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 چکیده
  یها روسیو، یکی از Potyviridaeو خانواده  Potyvirusمتعلق به جنس  (Turnip mosaic virus, TuMV)ویروس موزاییک شلغم 

امکان  ،تاکنون لاین یا رقم تجاری مقاومی به آن در کشور گزارش نشده است. در این پژوهش وکلزا در ایران است  های مزرعهشایع 

پوششی ویروس بررسی شد. بدین  نیپروتئ  ۀرمزکنندحاوی قطعه کوتاهی از ژن  ۀدر لاین کلزای تراریخت TuMVایجاد مقاومت به 

مستقل  طور به  سنس یآنتسنس و  های جهتدر  pFGC5941پوششی در حامل  نیپروتئ  ۀرمزکنندنوکلئوتیدی از ژن  131منظور توالی 

 Hayola R-Lineکوتیلدونی لاین کلزای  برگ دمبه  LBA4404 ۀسوی Agrobacterium tumefaciensشد و با استفاده از   یسازهمسانه

 گلوفوسینت آمونیوم  کش علفو مقاومت به  PCR  یها آزمونبا استفاده از  T1و  T0 ۀمنتقل شد. گزینش و تأیید گیاهان تراریخت 401

انجام   یده نمره ۀسامانبا استفاده از  واکنشارزیابی  T1 ویروس به گیاهان لاین  یزن هیمادر شرایط گلخانه انجام شد. پس از  (نشانگر)

 ۀتعدادی از گیاهان تراریخت که یدرحالمقاومتی را نشان ندادند  گونه چیهسنس  ۀشد. نتایج نشان داد که تمام گیاهان تراریخته حاوی ساز

درصد نتاج نسل  31تا  1) علائمکاهش شدت  علائم به همراهسنس سطوح متفاوتی از مقاومت شامل تأخیر در ظهور  آنتی ۀحاوی ساز

T1 ) و یا بهبودی(درصد نتاج نسل  11تا  11T1 را ) نشان دادند. این اولین گزارش از افزایش مقاومت بهTuMV انتقال یک  از راه

 در کلزا است.  سنس یآنتتوالی کوتاه ویروسی در جهت 
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ABSTRACT 

Turnip mosaic virus (TuMV) a species of the genus Potyvirus in the family Potyviridae, is one of the most prevalent 
viruses of canola fields in Iran. So far, commercial resistant lines or varieties against TuMV have not been known in 
Iran. In this research, the possibility of inducing resistant to TuMV in transgenic canola lines carrying a short 
fragment of the coat protein gene of the virus was evaluated. Therefore, a 130 nucleotide fragment of TuMV coat 
protein gene, as sense or antisense orientations, were cloned in the pFGC5941 vector independently and then were 
transformed to canola cotyledonary (Hayola R-Line 401 variety) explants using Agrobacterium tumefaciens strain 
LBA4404. Selection and confirmation of transgenic T0 and T1 lines were carried out via PCR and glufosinate 
ammonium herbicide (selective marker) resistance assay under greenhouse conditions. After virus inoculation to T1 
lines, resistance assay was done by the scoring system. The obtained results confirmed that transgenic lines with 
sense construction did not show any resistant. However, several transgenic lines with antisense construction showed a 
different level of resistant to TuMV including delay in symptoms appearance and a decrease in symptoms severity (0-
30% of T1 progeny) or symptoms recovery (10-66% of T1 progeny). This is the first report of increased resistant 
against TuMV via transformation of a short viral fragment sequence with the antisense orientation in canola. 
 
Keywords: Potyvirus, recovery, short sequence, scoring system. 
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 مقدمه

اصلی  هاییکی از منبع (.Brassica napus L)کلزا 

شود. روغن تولید روغن گیاهی در دنیا محسوب می

  دیاس کیاورکلزا به دلیل برخورداری از میزان پایین 

رزشمند روغن در تغذیه اهمیت دارد منبع ا عنوان به

(Vollmann and Rajkan, 2009).  بیمارگرهای

و سبب خسارت به این   کنند یمکلزا را آلوده  یاریبس

. در ایران ویروس  شوند یممحصول دانه روغنی 

از  (Turnip mosaic virus, TuMV) موزاییک شلغم

  شده استگزارش   یا گسترده طور بهمزارع کلزا 

(Farzadfar et al., 2005; Ghorbani et al., 2007; 

Shahraeen et al., 2003; Shahraeen, 2012;. 
Sabokkhiz et al., 2012) .در  شده انجام   یها یبررس

که میزان آلودگی کلزا به ه استان گلستان نشان داد

TuMV  یها روسیودر این استان نسبت به سایر  

 Zahedi) این محصول بیشتر است ةکنند آلوده

Tabarestani et al., 2010.)  همچنین بررسی

آزمون  ویروسی با استفاده از علائمکلزا با   یها نمونه

 26آلودگی   ةدهند نشانالایزا در استان خراسان رضوی 

 درصدی آن به ویروس موزاییک شلغم است

(Sabokkhiz et al., 2012) . 

ناشی از   یها یماریبکنترل   یها روشاز میان 

در  7گیاهی، مقاومت برگرفته از بیمارگر  یها روسیو

 گذشته گسترش بیشتری یافته است ۀسه ده

(Simon-Mateo & Garcia, 2011) . مقاومت برگرفته

 یپوششی، حرکت  یها نیپروتئان یاز بیمارگر، ابتدا با ب

ا ی یصورت عملکرد گیاهی به  یها روسیومراز یو پل

 ,Waterhouse & Upadhyaya) شد کاربرده بهناقص 

برای ایجاد مقاومت   ها روسیوسپس از ژنوم (، 1998

که با  RNAiاستفاده شد. روش اخیر القای خاموشی 

  شود یماه تحریک یدر گ یروسیدولای و RNAiتولید 

اهان مقاوم به ید گیتول یبرا یزیآم تیموفق طور به

 است شده گرفتهر کا هب یاهیگ یها روسیاز و یتعداد

(Hu et al., 2011.) خاموشی  روش درRNAi  بخشی

تا   شود یماز توالی ویروس هدف به ژنوم گیاه ملحق 

 ۀویروس در گیاه القاء شود و چرخ RNAiخاموشی 

                                                                               
1. Pathogen Derived Resistant (PDR)  

مواقع این روش  شتریبدر  .زندگی ویروس مختل شود

 ;Goldbach et al., 2003)با موفقیت همراه بوده است 

Prins et al., 2008) .یخاموش RNAi یواکنش دفاع 

دولا  RNAiص یتشخ یۀبر پا  ها روسیوه یاه علیگ ذاتی

ی نیپروتئ، کمپلکس DICER آنزیم که توسط  است

  RNA inducing silencing complex موسوم به

(RISC )آنزیم ر توسط یو تکثRNA انجام مراز پلی

 & Brodersen & Voinnet, 2006; Ding)  شود یم

Voinnet, 2007) هدف   یها یتوال. در این روش

  یها ژن)  رمز شوندهشامل مناطق   توانند یمویروسی 

  یها مهارکنندهپوششی، رپلیکاز و یا  نیپروتئ

)مانند پروموتر( را   رمزکننده ریغخاموشی( و مناطق 

های siRNAشامل شوند. در تمام این مراحل 

قاوم ردیابی اختصاصی ویروس در گیاهان تراریخته م

 . (Watson & Wang,  2012)  اند شده

گرفته شده از ویروس در جهت سنس  RNAبیان 

در گیاهان تراریخت باعث ایجاد مقاومت   سنس یآنتیا 

القای نوعی  از راهکه   شود یم ویروس RNAبرگرفته از 

 (PTGS)  یبردار نسخهخاموشی ژن پس از  سازوکاراز 

. (Baulcombe, 1996; Stam, 1997) ردیگ یمصورت 

هدف با ویژگی  RNA تجزیۀ از طریق سازوکاراین 

علیه   تواند یمو   کند یمبسیار بالا عمل  یاختصاص

نوکلئوتیدی مشابه یا مکمل توالی هدف   یها یتوال

 ;Lindbo & Dougherty, 1992a) کار برده شود هب

Lindbo & Dougherty, 1992b; Baulcombe, 1996; . 

Stam et al., 1997) یها یتوال. با استفاده از بیان  

، زمان همدر یک سازه به صورت   سنس یآنتسنس و 

بتواند بر روی   شده یبردار نسخه RNA که یا گونه به

تشکیل دهد القای   دولا RNA خود توالی مکمل

  کند یمرا ایجاد   یبردار نسخهپس از  RNAخاموشی 

(Waterhouse et al., 1998) . 

القای هدف از انجام این پژوهش بررسی امکان 

به ویروس موزاییک شلغم با نسبت  RNAخاموشی 

استفاده از یک توالی کوتاه از ژن رمزکننده پوشش 

سنس و  های جهتاین ویروس در  ینیپروتئ

 .  استدر کلزا   سنس یآنت
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  ها روشمواد و 
 انتخاب ترادف ویروسی 

ای القای خاموشی مناسب بر ترادفانتخاب  منظور به

پوششی به  نیپروتئ  ةرمزکنندژن   شده حفاظت ترادف

 476تا  181شماره از نوکلئوتید نوکلئوتید  791طول 

 ةشماربا رس ویروس موزاییک شلغم  ۀجدایاز یک 

KU535893  .بررسی عدم امکان  منظور بهانتخاب شد

 سایتشده در  اتوالی کاندید ،کلزا  یها ژنخاموشی 

siRNAScan  موجود از این  یها دادهبا استفاده از

 مورد ارزیابی قرار گرفت.  سایت

 

   سنس یآنتسنس و   یها سازهساخت 

نوکلئوتیدی از ژن رمزکنندة  791ترادف انتخابی 

همراه الگوی متفاوت به TuMVپوششی  نیپروتئ

کشور  Generayبرشی به شرکت   یها میآنز  یها تیسا

ارسال   سنس یآنتسنس و   یها سازهچین جهت سنتز 

محدود به  pGHسنتز شده در حامل   یها ترادفشد. 

  یسازهمسانه  NcoIو XhoIبرشی   یها میآنزتوالی 

 و   pGH-TuMV-S یها نامشده و تحت 

pGH-TuMV-AS (7  شکل )ی شدند. دو گذار نام

با دو آنزیم  pFGC5941و حامل  ادشدهی  همسان

 از  شده خارجبریده شد. سپس قطعات  ادشدهی

pGH-TuMV-S  وpGH-TuMV-AS  یها حاملدر  

مستقل و جداگانه  طور به pFGC5941خوردة برش

 شدند و محصولات حاصل تحت   یسازهمسانه

pFGC-CP-S  وpFGC-CP-AS ی شدند. گذار نام

با استفاده از برنامۀ   یسازهمسانه  یساز هیشبهمچنین 

Vector NTI ver 8.0 (.2انجام شد )شکل 

 

 
 سنس سازة آنتی :Bسازة سنس  :Aی برشی. ها گاهیجابا  شده یطراحی نوکلئوتیدی ها ترادف. 7شکل 

Figure 1. Designed nucleotide sequences with enzyme restriction sites. A: sense construction. B: Antisense construction 

 

 
 pFGC-CP-AS: حامل pFGC-CP-S Bحامل  :Aسنس.  ی شده سنس و آنتیهمسانه سازی ها حامل. ساختار 2شکل 

Figure 2. The map of the cloned sense and antisense constructs in the vector. A: pFGC-CP-S vector. B: pFGC-CP-AS vector 
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  ها حامل  یهمسانه سازاستخراج پلاسمید و 

  مستعد  یها سلول، ساخت  یسازهمسانهمراحل 
E. coli و Agrobacterium tumefaciens  و همچنین

  یها روشبر اساس   ها یباکتربه این   ها سازهانتقال 

 .Sambrook & Russell, 2001)) انجام شد متداول

درجه سلسیوس به مدت  91آنزیمی در دمای  برش

  یها میآنزاز  زمان همساعت با دو آنزیم به صورت  2-9

 21شرکت فرمنتاز انجام شد. واکنش در حجم 

 1/1)برشی   یها میآنزمیکرولیتر شامل یک واحد از 

، Tango (2X) میکرولیتر بافر 9، (واحد برای هر آنزیم

میکرولیتر آب مقطر دیونیزه و  8میکرولیتر حامل و  1

 ۀدرج 9)خچال ی یواکنش اتصال در دما سپس

ن یساعت انجام گرفت. ا 76به مدت  (وسیسلس

 T4واحد  71تر شامل یکرولیم 71واکنش در حجم 

Ligase ،7 تر یکرولیمLigase buffer 10X ،1/1 

نانوگرم پلاسمید برش خورده،  PEG ،9/1تر یکرولیم

 انجام شدنانوگرم قطعه ژن  1/1

باکتری  DH5α ۀبه سوی اتصال، واکنش محصول

E. coli رتی منتقل شد. پس از به روش شوک حرا

  بیوتیکجامد حاوی آنتی LBروی محیط رشد باکتری 

تک رشد داده شد. از   تریلبر   گرم یلیم 11کانامایسین 

استفاده شد  Clony PCRرشد یافته جهت    یها یکلن

  یا رهیزنجواکنش مثبت  ۀبا نتیج  ییها یکلنو از 

استخراج پلاسمید  منظور بهجهت کشت مایع  مرازپلی

همچنین از پلاسمیدهای  نوترکیب استفاده شد.

نوترکیب جهت انتقال به اگروباکتریوم به روش شوک 

 ,Electroporator eppendorf 2510) الکتریکی

Germany)  200با شرایط Ω, 25μF  2.0 و kV 

 LBروی محیط   ها یباکترد. پس از انتقال استفاده ش

کانامایسین و   کیوتیب یآنتجامد دارای  YEBیا 

بر لیتر کشت داده شدند. از   گرم یلیم 11ریفامپیسین 

رشد یافته جهت انتقال سازه به کلزا   یها یباکتر

 استفاده شد.

 

   ها سازهانتقال 

سنس به ترتیب  سنس و آنتی  یها سازهجهت انتقال 

 pTuMV-CP-ASو  pTuMV-CP-Sبا انتقال حامل 

 Hayola 401 R-Lineمستقل به کلزای رقم  طور به

و با استفاده از  برگ دمبه   ها سازهانجام شد. انتقال 

 زیر( Moloney et al., 1989) اگروباکتریوم انجام شد

که در محیط کشت انتخابی حاوی   ییها نمونه

در شرایط کشت بافت  آمونیومگلوفوسینت   کش علف

  یها گلدانشدن به  دار شهیرزنده باقی ماندند پس از 

ترکیب پیت، پرلیت و خاک به نسبت برابر حاوی 

به مدت  کیپلاست ریزمنتقل شدند. گیاهان در شرایط 

یک هفته در شرایط نور طبیعی گلخانه و دمای 

نگهداری شدند و به  سلسیوس درجه 21میانگین 

با  یریبذرگزیستی و   یها شیآزمازمان انجام تدریج تا 

 شرایط محیطی سازگار شدند.

 

  T0گزینش گیاهان تراریخته لاین 

گیاهان انتقالی به گلخانه شامل گیاهانی بودند که در 

انتخابی حاوی   یها طیمحبافت بر روی  شرایط کشت

رشد کرده بودند. جهت  گلوفوسینت آمونیوم  کش علف

اطمینان از گزینش این گیاهان تراریخته از گیاهان 

تراریخته در شرایط گلخانه، ابتدا اقدام به شناسایی  غیر

و    PCRگیاه با آزمون  DNAانتقالی به   یها سازه

گلوفوسینت   کش علفسپس گزینش انتخابی با 

 انجام شد.  آمونیوم

 

  PCRو آزمون  DNAاستخراج 

از گیاهان تراریخته و غیر تراریخته با  DNAراج استخ

 ,.Dellaporta et alاستفاده از روش دلاپورتا انجام شد )

  واردشده DNAشناسایی قطعۀ  منظور به(. 1983

 اقدام به طراحی   سنس یآنتحاوی توالی سنس یا 

  FGC-F  یها نامیک جفت آغازگر به 

(5'-ACAATCCCACTATCCTTCGCA-3')  وFGC-

R (5'-CGCATATCTCATTAAAGCAGG-3' شد (

 pFGC5941از توالی اینترون حامل   یا منطقهکه بتواند 

ی ها تیسارا تکثیر نماید که شامل دو بخش خارجی از 

در حامل باشد. تفاوت محصول   ها سازهبرشی مرتبط با 

PCR  سنس با  حاوی سازة سنس و یا آنتی  یها حاملدر

 اندازه به  یا قطعهتکثیر ، واردشده DNAحامل فاقد قطعه 

 منظور به. همچنین  است تر بزرگجفت باز  798حدود 

حصول اطمینان از عدم آلودگی گیاهان به اگروباکتریوم 

ی جهت استخراج بردار نمونهحاوی حامل نوترکیب، 
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DNA  ی بالایی گیاه انجام شد و با استفاده از ها برگاز

انایی تکثیر در این پژوهش با تو شده یطراحآغازگرهای 

 اگروباکتریوم از آغازگرهای Vir-Dبخشی از توالی 

VirD2-A (5'-ATGCCCGATCGAGCTCAAGT-

-TCGTCTGGCTGACTTTCGTCATAA-'5و ) ('3

3') VirD2-B به  توانا. این آغازگرها ارزیابی شدند

 ةانداز به PCRدر واکنش  مورد انتظارمحصول  تکثیر

. جهت شناسایی و استجفت بازی  111 تقریبی

باکتری ترانسفورم از آغازگرهای   یها کلونانتخاب 

FGC-F  وFGC-R در این  شده یطراح 

تأیید گیاهان تراریخته  منظور بهپژوهش استفاده شد. 

  CP-130-F شده یطراحاز آغازگرهای 

(5'-GAGAACTCCAATACGTGCGAG-3')  و 

CP-130-R (5'-GTCGTATGCCTTTCCGTGTTC-

جفت  791شد که منجر به تکثیر قطعه  استفاده ('3

 بازی از ترادف قطعه انتقالی شد. از آغازگرهای 

ACC-F.

(5'-CATATGCTGGGGTCAATGACAAC-3') و 

ACC-R .

(5'-GTCGACAGAAGAATGATCGCGAA-3') .

 Roohi) استفاده شد PCRکنترل داخلی  منظور بهنیز 

et al., 2013.) 

 

 کش علفآزمون حساسیت به 

حاوی  pFGC5941منطقه اینترون حامل   که ییازآنجا

گلوفوسینت   کش علفمقاومت به ) Barتوالی ژن 

، بنابراین گیاهان تراریخته حاصل باید  است آمونیوم(

را به همراه داشته   کش علفصفت مقاومت به این 

گیاهان تراریخته از آزمون  انتخابباشند. جهت تأیید 

استفاده  آمونیومگلوفوسینت   کش علفحساسیت به 

شد. در گلخانه گیاهان در مرحله رشدی دارای ارتفاع 

گلوفوسینت آمونیوم   کش علفبا  ،یمتر یسانت 21-91

ارزیابی شدند. از   تریل یلیمدر   گرم یلیم 7/1در رقت 

 عنوان بهتراریخت حاصل از کشت بافت نیز  گیاهان غیر

 شاهد استفاده شد. 

 
 TuMVبه  T1  یها نیلاارزیابی مقاومت 

در شرایط  والدی T0  یها نیلاحاصل از  بذرهای

جوان تحت مراقبت   یها اهچهیگگلخانه کشت شدند و 

قرار گرفتند. چهل بذر از هر لاین والدی کشت شد. 

مورد ارزیابی  T0  یها نیلاهمانند  T1  یها نیلا

جهت گزینش  PCRو   کش علفحساسیت به   یها آزمون

ردیابی قطعه  منظور بهگیاهان تراریخت قرار گرفتند. 

DNA به گیاهان لاین  افتهی انتقالسنس  سنس و یا آنتی

T1  آغازگرهاییCP-130-F  وCP-130-R  با هدف تکثیر

سایت برشی(   یها یتوالنوکلئوتیدی )فاقد  791توالی 

 ة ژنرکنندیتکثمورد بررسی قرار گرفتند. از آغازگرهای 

کنترل  عنوان به( ACC-Rو  ACC-Fاستیل کوآنزیم آ )

ارزیابی مقاومت در گیاهان  منظور بهداخلی استفاده شد. 

برگی، ویروس به روش  1-9، در مرحله T1  یها نیلا

شد. شدت علائم با   یزن هیماانتقال مکانیکی به گیاهان 

( در پایان چهارمین 8-1)  یده نمرهۀ ساماناستفاده از 

(. از Jafari et al., 2016ثبت شد )  یزن هیمااز  هفته پس

کنترل  عنوان بهگیاهان غیر تراریخت نیز  T1 یها نیلا

و مقایسۀ علائم استفاده شد.   یده نمرهیی، زا یماریب

تغییرهای احتمالی در علائم بیماری مانند شدت علائم، 

اختلاف در زمان ظهور علائم بیماری و یا بهبود علائم در 

 جدید ثبت شدند.  یها برگ

 

 نتایج

  PCRو آزمون  DNAاستخراج 

  سنس یآنتسنس و   یها سازهوجود قطعۀ انتقالی در 

تأیید شد. آغازگرهای   یابییتوالشده توسط   یساز همسان

FGC-F  وFGC-R  که از بخش اینترون و دو ناحیه

بودند. با  شده یطراحبرشی   یها محلخارجی و بالاتر از 

 7111مورد انتظار حدود   ۀقطع، PCRاستفاده از واکنش 

سنس  جفت بازی در گیاهان تراریخت سنس و یا آنتی

مورد نظر به گیاهان   یها سازهتکثیر شد که مؤید انتقال 

در گیاهان غیر  ادشدهقطعۀ ی که یدرحالتراریخت بود 

ال امکان انتق که ییازآنجا(. 9تراریخت تکثیر نشد )شکل 

در  T0اگروباکتریوم از شرایط کشت بافت به همراه گیاه 

ردیابی  منظور به PCRگلخانه وجود دارد انجام آزمون 

جفت بازی  111حدود  رشدهیتکث DNAاحتمالی قطعه 

انجام شد  VirD-Rو  VirD-Fبا آغازگرهای  VirDاز ژن 

ی تراریخت بودن گیاهان ایگو ادشدهۀ یقطع ریتکثعدم 

T0 .بود 
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 کش علفن حساسیت به آزمو

گلوفوسینت   کش علفواکنش گیاهان در برابر تیمار با 

  تریل یلیممؤثره بر  ةماد  گرم یلیم 7/1در رقت  آمونیوم

  کش علفتأثیر  علائمبود.  یابیرد قابلروز  1-9پس از 

بر برگ در ابتدا به صورت بافت سوختگی نرم بود که 

منجر به نکروز شدن چند روز به تدریج پس از گذشت 

 (. 9شد )شکل   ها برگ

 
 TuMVدر برابر  T1  نیلاارزیابی مقاومت گیاهان 

تحت بررسی جهت گزینش  T1گیاهان  یها یژگیو

 7 در جدول گلوفوسینت آمونیوم  کش علفتراریختی با 

جهت   کش علفنشان داده شده است. گیاهان مقاوم به 

 با آغازگرهای PCRانجام و  DNAاستخراج 

 .نوکلئوتیدی انتخاب شدند 791قطعه  ةرکنندیتکث

ژن اختصاصی استیل  ةرکنندیتکثهمچنین آغازگرهای 

 ۀنیز باعث تکثیر قطع (PCRکنترل داخلی )کوآنزیم آ 

 . (1شکل )جفت بازی شد  811حدود  مورد انتظار

نشان داد که تمام  T1  یها نیلاارزیابی مقاومت 

تراریخته از مقاومت یکسانی برخوردار نبودند   یها نیلا

. بیشترین تعداد گیاهان با (2و جدول  6شکل )

مربوط  T1بیشترین واکنش مقاومت به گیاهان لاین 

و  (گیاه 79گیاه از  9) Out-S-8والد   یها نیلابه نتاج 

Out-S-5 (8  گیاه 26گیاه از)  بود. همچنین در

و  IN-S-1والدی   یها نیلامربوط به نتاج   T1گیاهان 

IN-S-2  از   تر نییپا علائمواکنش مقاومتی با شدت

 دیده نشد. تراریخت غیرگیاهان 

 

 
با آغازگرهای  T0نسل  تراریخته کلزایهای  لاین استخراجی DNAاز  PCRمحصول  های الکتروفورزی . نقش9شکل 
 pFGC5941: حامل PC(. راهک GenRuler™ 1kb DNA ladder, Fermentas) 1kb: نشانگر M. راهک pFGC5941اختصاصی

: کلزای تراریخت تأیید نشده. راهک 4-3: کلزای تراریخته حاوی قطعه سنس راهک 2-1کنترل مثبت،  عنوان بهحاوی توالی سنس 
 کنترل منفی. عنوان بهه تراریخت غیر: گیاه NCسنس. راهک  : کلزای تراریخته حاوی قطعه آنتی5-9

Figure 3. Electrophoresis patterns of PCR products using extracted DNA from transgenic canola T0 lines by specific 
pFGC5941 primers. Line M: 1kb marker (GenRuler™ 1kb DNA ladder, Fermentas). Line PC: pFGC5941 cloned 

vector with the sense sequence as the positive control. Lines 1-2: the transgenic canola with the sense construct. Lines 
3-4: non-transgenic detected lines. Lines 5-9: transgenic lines with the sense construct. NC Line: non-transgenic line 

as the negative control. 

 

        
 

 
ی زردی و نکروز به ترتیب ها نشانهبرگ کلزای غیر تراریخت با  گلوفوسینت آمونیوم. کش علف. تیمار برگ گیاهان کلزا با 9شکل 

 روز پس از تیمار. 71ی دگرگونبرگ کلزای تراریخت بدون  (C ( پس از تیمار.Bروز ) 71( و Aپنج روز )
Figure 4. Treatment of the canola leaf using glufosinate ammonium herbicide. Leaf of the non-transgenic canola 

showing yellowing and necrosis symptoms after five (A) and 10 (B) days of treatment. Leaf of the transgenic canola 
with no observed changes after 10 days of treatment (C). 

https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjLt6jO19PXAhXHLsAKHVpzBhgQFgg4MAI&url=https%3A%2F%2Fwww.indiamart.com%2Fproddetail%2Fbasta-glufosinate-ammonium-15748255988.html&usg=AOvVaw1FXbPjt694IUfZ2hIGT9vb
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 Hayola 401 R-Lineرقم  Toی تراریخت ها نیلامشخصات . 7جدول 

Table 1. T0 transgenic lines properties of Hayola 401 R-Line 
Seed production with the  

good germination potency 

Glufosinate ammonium  

resistant assay 
VirD PCR 

(VirD primers) 

FGC5941 PCR 

(FGC5941 primers) 
Orientation  

of sequence Construct 

+ + – + Sense pFGC-CP-S-1 
+ + – + Sense pFGC-CP-S-2 

– + – + Sense pFGC-CP-S-5 

– + – + Sense pFGC-CP-S-6 

– + – + Antisense pFGC-CP-AS-1 

+ + – + Antisense pFGC-CP-AS-3 

+ + – + Antisense pFGC-CP-AS-5 

+ + – + Antisense pFGC-CP-AS-7 

+ + – + Antisense pFGC-CP-AS-8 

+ + _ + Antisense pFGC-CP-AS-10 

 

 
-CPسنس با آغازگرهای  نوکلئوتیدی در جهت سنس یا آنتی DNA 791از تکثیر قطعۀ  PCRمحصول  های الکتروفورزی . نقش1شکل 

130F  وCP-130R  در گیاهانT1 ة ژن استیل رکنندیتکثجفت بازی حاصل از آغازگرهای  811 به کینزد نوار .با احتمال تراریخته شدن

: 7راهک   50bp ، (GenRuler™ 50bp DNA ladder, Fermentas): نشانگر مولکولی M. راهک PCRکنترل داخلی  عنوان بهکوآنزیم آ 

جفت بازی.  DNA 791ه دارای قطعۀ : گیاهان تراریخت74-2ی ها راهکشاهد مثبت.  عنوان بهحاوی قطعۀ سنس  pFGC5941حامل 

 شاهد منفی. عنوان به T1ه، راهک تراریخت غیر: گیاه NCراهک 
Figure 5. Electrophoresis pattern of PCR products of amplified 130 nucleotides fragment as sense or antisense orientations 

with specific primers (CP-130F and CP-130R) in transgenic T1 with transgenic probability. The 800bp band product was 

amplified by specific primers for Acetyl-CoA gene as an internal control for the PCR assay. Line M: 50bp molecular marker 

(GenRuler™ 50bp DNA ladder, Fermentas). Line 1: the pFGC5941 vector with sense fragment as the positive control. 

Lines 2-19: transgenic plants with the 130 bp fragment. Line NC: non-transgenic line T1 as the negative control. 

 

 
شاهد منفی با شدت  عنوان به T1لاین  تراریخت غیر: گیاه T1 .Aدر گیاهان تراریخت لاین  TuMV. ارزیابی مقاومت به 6شکل 

به که  9ی نمره ها نشانه: گیاه تراریخته با شدت Cی صفر ها نشانهبا شدت  ها نشانه: گیاه تراریخته بدون B، 6ی نمره ها نشانه

 .است تازهی ها برگی به همراه بهبود در آهستگ

Figure 6. Evaluation of resistance of transgenic plants T1 to TuMV. A: transgenic line T1 as the negative control with 

scale number 6 as the symptom severity. B: the transgenic line with no symptoms (scale number 0). C: the transgenic 

plant with the scale number 4 with symptoms gentle recovery in new leaves. 
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 TuMVی زن هیمادر برابر  T1ی ها نیلازیابی . نتایج ار2جدول 

Table 2. Results of evaluation of T1 Lines against TuMV 
Plant numbers (percentage)  

with 4-6 scoring and  
not-symptoms recovery  

(Susceptible) 

Plant numbers (percentage)  

with 4-6 scoring and  
symptoms recovery  

(Intermediate Resistance) 

Plant numbers (percentage)  

with 1-3 scoring and delay  
symptoms appearance  

(Resistance) 

Plant  

transformed  

number 
T0 Parent 

14 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 14 IN-S-1 
14 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 22 IN-S-2 

8 (80%) 2 (10%) 0 (0%) 10 OUT-S-3 

13 (50%) 5 (62%) 8 (30%) 26 OUT-S-5 
7 (70%) 3 (30%) 0 (0%) 10 OUT-S-7 

8 (57%) 5 (35%) 3 (21%) 14 OUT-S-8 

9 (30%) 20 (66%) 1 (3.3%) 30 OUT-S-10 

 

 علائمبه تدریج  OUT-S-10در نتاج گیاهان 

و یا ناپدید  یفدر حال تشکیل خف  یها برگبیماری در 

مقاومت  عنوان بهبهبودی نام دارد  شد. این پدیده که

در گیاهان نتاج  بهبودیگرفته شد.  در نظر حد واسط

OUT-S-10 .بیشتر دیده شد 

 

 بحث

این پژوهش نشان داد که انتقال توالی  های نتیجه

ویروس  ینیپروتئپوشش  ةکنندرمزکوتاهی از ژن 

سنس به کلزا  در جهت آنتی (TuMV)موزاییک شلغم 

  یزن هیمادر برابر  نسبیباعث ایجاد مقاومت   تواند یم

 که یطور به خته شودیهای ترار این ویروس در لاین

علائم به تأخیر در ظهور مقاومت حاصل به شکل 

 و (درصد گیاهان 91تا  1)م علائکاهش شدت  همراه

. ایجاد شد( درصد گیاهان 66تا  71) یا بهبودی

ارزیابی مقاومت حاصل از انتقال توالی هرچند که 

پوششی  نیپروتئرمزکنندة  کامل و یا ناقص بلند ژن

کلزا،  ۀدر گیاهان تراریخت ،در جهت سنس این ویروس

و همچنین توالی  N. benthamianaآرابیدوپسیس و 

در گیاهان   سنس یآنتدر جهت این ویروس  NIbژن 

سی شده برر B. juniceaو  B. compestris ۀتراریخت

 ;Jan et al., 1999; Lehmann et al., 2003) است

Nomura et al., 2004; Zhandong et al., 2007; .

Zhao & Hao, 2010) مقاومت با یک  لقایاما امکان ا

نوکلئوتیدی( از این ویروس در گیاه  791توالی کوتاه )

بررسی برای اولین بار در این پژوهش تراریخته کلزا 

مزیت استفاده از این توالی کوتاه ویروسی کاهش  .شد

امکان خاموشی توالی هدف مشابه در ژنوم میزبان 

 عنوان به  Hayola 401رقم کلزای که ییازآنجا.  است

 Jafari et) معرفی شده است TuMVرقمی حساس به 

al., 2016)  انتقال توالیDNA  منظور بهکوتاه ویروسی 

مقاومت در گیاه والد و افزایش  RNAالقای خاموشی 

 منظور بهو استفاده از نتاج هموزیگوت  (R-Line)پدری 

اصلاحی کلزا در این   یها برنامهتلاقی با والد مادری در 

 . استرقم ارزشمند 

بیماری  علائمدر این پژوهش میزان کاهش شدت 

سنس به صورت  آنتی ةدر تعدادی از گیاهان دارای ساز

 .Numora et alبا نظر  برابربهبودی مشاهده شد که 

 گرفته شد در نظر حد واسطمقاومت  عنوان به (2004)

رشد گیاهان در هیچ گیاهی فقدان  ةو در طول دور

البته در گیاهانی با شدت  .خاص مشاهده نشد علائم

 71-1با تأخیر زمانی  علائمظهور              پایین معمولا  علائم

روزه نسبت به شاهد مشاهده شد. البته با توجه به 

خاموشی گیاه پس از ورود ویروس  ۀسامان  یساز فعال

به داخل گیاه و تشکیل سیگنال خاموشی انتظار 

رخداد مقاومت گیاه به صورت بهبودی بیماری پس از 

خفیف و یا  علائمدر مقایسه با ظهور  علائمظهور 

عدم کارایی  های نتیجهبیشتر است.  علائمفقدان 

پوششی در  نیپروتئ ةسنس ژن رمزکنند ةمناسب ساز

 دارد یخوان هملهمان در کلزا  های نتیجهاین پژوهش با 

(Lehmann et al., 2003) ةعدم کارایی ساز دیشا 

در جهت سنس  TuMVگونه  CPحاصل از توالی ژن 

 ,.Lehmann et al) میزبان مرتبط باشد ۀدر کلزا به گون

نی بر بکه با نتایج دو پژوهش دیگر م هرچند(. 2003

 نیپروتئ ةسنس ژن رمزکنند ةسب سازکارایی منا

و آرابیدوپسیس  N. benthamianaپوششی در 

 ,.Jan et al., 1999; Nomura et al) ندارد یخوان هم

2004.) 
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در این پژوهش از  شده یطراح ةساز  رود یمانتظار 

کارایی مشابهی در برابر طیف وسیعی از سایر 

مختلف این ویروس را نیز داشته باشد زیرا   یها هیجدا

حداکثر همپوشانی نوکلئوتیدی این آن جهت طراحی 

در بانک  شده ثبتاز سراسر دنیا جدایه  61قطعه با 

سازی قرار گرفت.   فیرد هم موردتوجه NCBIژنی 

امکان استفاده از این   شود یمبینی  پیش جهت نیازا

یجاد مقاومت به ا برایپایداری مناسبی  تنها نهسازه 

TuMV رود از در کلزا داشته باشد بلکه انتظار می

کارایی مناسبی در تولید سایر گیاهان تراریخت در 

را داشته باشد. از طرفی دیگر در  Brassicaceae ةتیر

 791ترادف انتخابی جهت خاموشی از  پژوهشاین 

نوکلئوتید )ویروس  CPاز ژن  9'نوکلئوتید انتهای 

که  (حدود یک کیلوبازی CPاز ژن  476-181شماره 

 ۀمشابه از جدای ۀدرصد شباهت با منطق 46بیش از 

شده دارد جهت کاندیدای هدف خاموشی   یزن هیما

بیان کردند که  Numora et al. (2004)انتخاب شد. 

 CPژن  9'نوکلئوتید نزدیک به انتهای  981حدود 

است که بیش از   یا منطقهشامل  TuMVمربوط به 

جدایه  71درصد تشابه نوکلئوتیدی با توالی  1/41

نشان دادند که گیاهان  ها آندیگر این ویروس دارد. 

 ۀآرابیدوپسیس مقاوم تراریخته که دارای این قطع

 ۀجدای 71در جهت سنس هستند در برابر هر  واردشده

مختلف این ویروس که از پنج جنس گیاهی مختلف از 

از مقاومت   اند شدهجداسازی  Brassicaceae ةتیر

شناسایی  ها پژوهشمشابهی برخوردارند. همچنین 

siRNA  نشان داد کهsiRNA  حاصل از خاموشی ژن

CP نوکلئوتیدی  981 ۀویروس مربوط به منطق

 CPژن  9'در بالادست نزدیک به انتهای  شده حفاظت

در TuMV است. همچنین مقاومت حاصل در برابر 

تراریخته تنها در گیاهانی شامل شد که  گیاهان توتون

بودند.  9'بالادست نزدیک به انتهای  های منطقهدارای 

انتهایی نزدیک  ۀاختصاصی توالی منطق ۀتجزی درواقع

وسیع علیه  ۀباعث ایجاد مقاومتی با دامن 9'به انتهای 

  شود یمزیادی از این ویروس   یها هیجداتعداد 

(Numora et al., 2004)  اما باید توجه شود که این

توسط گونه  دیشا CPنوع مقاومت حاصل از توالی ژن 

  توان یممثال  طور به .هترولوگوس دیگری شکسته شود

از  PVAگونۀ  CPبه شکسته شدن مقاومت حاصل از ژن 

در برابر آلودگی  N. benthamianaدر   روسیو یپوتجنس 

شکسته ، گونه دیگری از آن جنس، PVYهمان گیاه به 

در مزرعه  که ییازآنجا(. Savenkov et al., 2001شود )

 زمان همامکان آلودگی گیاه به چند ویروس به صورت 

ناقص   یها ترادفاز   شود یم شنهادیپوجود دارد بنابراین 

ترکیبی از چند ویروس هترولوگوس جهت ایجاد دامنۀ 

 ,.Jan et alدر گیاه استفاده شود )  یتر عیوسمقاومت 

کاهش احتمال شکسته  منظور به جهت نیازا(. 2000

در کلزای تراریخته با استفاده از  جادشدهیاشدن مقاومت 

در   شود یمپیشنهاد  RNAخاموشی  سازوکار

با مقاومت چندگانه در   ییها سازهی بعدی از ها پژوهش

، TuMVاز ایران شامل  شده گزارشبرابر سه ویروس مهم 

CaMV  وBWYV استفاده شود.  

در  واردشدهتوسط سازة  شده کسبمیزان مقاومت 

گیاهان تراریخته حاوی توالی قطعۀ القاکنندة خاموشی 

دلالت از عدم کارایی یکسان  درواقعبسیار متنوع است که 

عنوان مثال سازه در بین نتاج والد تراریخته دارد. به

 CPو انتقالی از ژن  شده یطراحکارایی توالی نوکلئوتیدی 

بین صفر تا   R1به گیاهان تراریخته نسل  TuMVگونۀ 

 11( و یا صفر تا Jan et al., 1999درصد تنوع دارد ) 88

 ,.T2 (Nomura et alدرصد در آرابیدوپسیس در نسل 

صورت شدت علائم ( و یا تنوع در مقاومت حاصل به2004

 B. compestris var pekinensisمتفاوت در   ةنمربا 

 پژوهش(. در Zhandog et al., 2007گزارش شده است )

  یده نمرهۀ سامانحاضر نیز چنین تنوع مقاومت با 

 مشاهده شد.
 

 کلی  یریگ جهینت

خاموشی  سازوکاربراساس نتایج این پژوهش، استفاده از 

RNA  تواند یمدر کلزای مقاوم به ویروس موزاییک شلغم  

اصلاحی   یها برنامهیکی از اهداف مهندسی ژنتیک در 

تولیدی نیاز   یها نیلای ساز یتجاررار گیرد. البته جهت ق

. با توجه به  استی طیمح ستیز  یها شیآزمابه انجام 

موفقیت در ایجاد مقاومت ناقص با استفاده از توالی کوتاه 

  شود یمی این ویروس پیشنهاد نیپروتئژن پوشش 

سنجاق سری در کلزا نیز مورد  RNAالقای سازة  سازوکار

 ارزیابی قرار گیرد.
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