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  با ژن يا ژنهاي مقاومت به ريزومانيا در چغندرقند پيوسته RAPDشناسايي و تاييد يك نشانگر مولكولي ناجفت 
، )1( كيومرث نورخلج ،)2( محمودي سيد باقر، )3( بي همتامحمدرضا ، )2( نوروزيپيمان  ،)2و  1( اروجعليانسمانه 

  )1( آرش كريمي افشار

  پرديس كشاورزي و منابع طبيعي دانشگاه تهران  - 3موسسسه تحقيقات اصلاح و تهيه بذر چغندرقند  - 2 واحد كرج دانشگاه آزاد اسلامي- 1
براي شناسايي نشانگر مولكولي پيوسته بـا ژن مقاومـت بـه بيمـاري ويروسـي       F2در اين بررسي از جمعيت در حال تفكيك 

دفي ده نوكلئوتيدي بـه صـورت تكـي و جفتـي بـراي      در اين تحقيق از آغازگرهاي تصا. ريزومانياي چغندرقند استفاده گرديد
تعـدادي از جفـت   . استفاده شـد  (BSA)بالك مقاوم و حساس بر اساس تجزيه تفرق توده  DNAبر روي  RAPDآزمون 

تك بوته بالـك   DNAتوليد چند شكلي نمودند،  پس از آزمون اين جفت آغازگرها بر روي  DNAآغازگرها در بالك هاي 
سـپس فواصـل نشـانگرها و ژن    . ، تعدادي از آنها انتخاب و در تك بوته هاي جمعيت نيز ارزيابي شدندهاي حساس و مقاوم

از بين نشانگرهاي منتخب يك نشانگر ناجفـت بـا   . ايجاد مقاومت با استفاده از روش فراواني بوته هاي نوتركيب تعيين گرديد
د و تكرارپذيري نشانگر مربوطه اين بررسي در چندين تـوده  سپس به منظور تايي. آمد دست بهسانتي مورگان  14فاصله حدود 

گلخانه كشت شده و گياهان دو ماهه  براي اين منظور بذر ژنوتيپ هاي مورد نظر در. چغندرقند انجام گرفتو لاين اصلاحي 
ج و نمونه برداري پس از گذشت دو ماه در خاك آلوده گياهان خار. به گلدان هاي حاوي خاك آلوده به ريزومانيا منتقل شدند

ريشه نمونه ها براي آزمون الايزا جهت سنجش ميزان آلودگي و نمونـه هـاي   . ريشه و برگ آنها به طور جداگانه انجام گرفت
نتـايج  .  برگي براي آزمون مولكولي ژنوتيپ هاي گياهان مورد نظر با نشانگر مولكولي ناجفت به دست آمـده اسـتفاده گرديـد   

. نتايج نشانگر به صورت حضور و عدم حضور امتياز دهي گرديد. مقاوم و متحمل دسته بندي شدندالايزا به صورت حساس، 
درصـد بـين نتـايج دو آزمـون مـذكور توافـق و        95سپس با مقايسه نتايج الايزا و آزمون مولكولي مشخص گرديد كه حـدود  
ريزومانيـا   جهت غربال مولكولي گياهـان مقـاوم بـه   هماهنگي وجود دارد و بدين ترتيب نشانگر نامبرده از درجه اعتبار بالايي 

 .براي بهره برداري در طرح هاي تهيه ارقام برخوردار مي باشد
  RAPDچغندرقند ،ريزومانيا، نشانگر مولكولي،  :واژه هاي  كليدي

   مقدمه
 ريشي چغندرقند بيماري ريشه). 1(باشد  از مهمترين منابع تامين كننده ساكارز مي (Beta vulgaris . L)چغندر قند

)Rhizomania ( كه عامل آن نوعي ويروس)BNYVV (هاي مخربي است كه با حمله به سيستم  است از جمله بيماري
يا بيشتر و عيار % 50ها به ميزان  كند و باعث كاهش عملكرد ريشه اي گياه ظاهر ضعيف و ريش ريش مانندي را ايجاد مي ريشه

   )6. (شود درصد مي 10قند تا كمتر از 
  مواد و روش ها 

DNA  در ) توده حساس(و هفت گياه با بيشترين مقادير جذب الايزا ) توده مقاوم(هفت گياه با كمترين مقادير جذب الايزا
اندازه گيري غلظت ويروس در ريشه چه  .مورد نظر، به صورت جداگانه و با نسبت مساوي مخلوط گرديد F2جمعيت 

و  Clarkمطابق روش معمول ) DAS-ELISA(بادي زا به روش ساندويچ دو طرفه آنتيگياهان با استفاده از آزمون الاي
Adams )4(سازي شده بود انجام شد ، كه در موسسه تحقيقات اصلاح و تهيه بذر چغندرقند كرج بهينه)استخراج ). 2

DNA  5(با روش دلاپورتاي تغيير يافته در آزمايشگاه انجام شد.(   
  نتايج و بحث     

باشد،  مي )Repulsion(به صورت نشانگر ناجفت). 1شكل(است) جفت باز( bp 1350داراي باندي در اندازة  PN7گر نشان
 F2ها روي جمعيت  ابتدا دو بالك حساس و مقاوم مورد آزمون مولكولي قرار گرفتند و پس از تاييد نتيجه، ادامه بررسي

مورگان  سانتي 6/14، با استفاده از روش بارزن F2وته از جمعيت ب 41صورت گرفت و فاصله اين نشانگر از ژن مربوطه روي 
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قرار گرفته است  RAPD ها مورد آزمون مولكولي اين نشانگر به صورت جفتي روي هر يك از جمعيت). 3(برآورد شد
  .شندبا مي 1هاي زير به دست آمد و نتايج  به دست آمده در جدول  درصد حضور و درصد توافق با استفاده از فرمول

  
   

  
  
  
  
  
  
  
  
  

           
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 1      2      3      4     5      6     7      8      9     10   SM   11    12   13    14   15  

PN7:1350bp bp 

هاي گياهان  نمونه 10تا  1از شماره : ، از چپ به راست  PN7الگوي الكتروفورزي مربوط به نشانگر -1شكل 
O-Type هاي گياهان  نمونه 15تا  11، سايز ماركر، از شمارهO-Type 
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  PN7نتايج به دست آمده مربوط به  -1جدول   
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  انواع ژنوتيپ  رديف
تعداد كل ژنوتيپهاي 

  مورد بررسي
  درصدحضور نشانگر

درصد توافق  نشانگر 
  با الايزا

1 S1 105  -  19/96 

2 S2 52  -  07/98 

3  O-type 134  -  01/97 

 17/96  - 291  ده بالاميانگين سه تو 4

5  FC 16 100 - 

6 FC-2 8 5/87 - 

7 FC-201 31 - 100 

8 FC-301 17 - 100 

9  FC-220 17 - 100 

10  FC-221 5 - 100 

11  HM1990 10 90 - 

 - 100  9  فلورس  12

 -  100  10  دوروتي  13

 -  42/71  7  لاتيتيا  14

 -  61/48  13  جام و زرقان  15

 100  100  34  بيريجيتا  16

 -  100  7  رجينا  17

 30/91  -  23  رسول  18

 -  100  8  شيرين  19

 30/91  100  38  ميانگين ارقام حساس  20
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to resistance against beet necrotic yellow vein virus (BNYVV) in Beta accessions. Theor 
Appl Genet 94:123-130. 
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Abstract 
In order to identify molecular markers linked to rhizomania resitance gene, one segregating  
population F2 was used. In this study, several random tenmer primers as single and pair 
combinations were used for RAPD analysis based on bulked segregant analysis onto resistant 
and susceptible DNA bulks. . some pair primers produced polymorphism in DNA bulks. 
Then, these pair primers were analysed on bulk individuals DNA and selected ones analysed 
on F2  population individuals. Then, the markers were evaluated using the frequency of 
recombinant plants method for estimating distance between the markers and Rz1 gene. 
Among the  markers, a  marker was identified about 14cM apart from resistance gene.then  in 
order to confirmation and repetition of the presence of a repulsion molecular marker This 
investigation was performed in several eugenic suger beet  masses and lines. . For this reason, 
the intended seed genotypes have been cultivated in greenhouse and the –month plants were 
transferred to the flowerpots containing agricultural contaminated soil with rhizomania. 
Remaining in the contaminated soil for two months, contaminated plants were taken out and 
their root and leaves were sampled separately. The samples roots were used in elisa test to 
determine the amount of contamination with rhizomania. The leave samples were used to 
determine the genotype of those plants with a repulsion molecular marker in a molecular test. 
The elisa results were ciassified as resistant, sensibie and tolerant. Marker results were graded 
as presence or absence. Then comparing elisa results and molecular test, it was shown that 
the results of both examinations were about 95 percent in harmony. Therefore in order to 
develop the statistic projects, the above-mentioned marker, is of great importance in 
molecular selection of the plants resistant to rhizomania.  
Keywords: Sugar beet, Rhizomania, Molecular markers, RAPD 


