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  تقديم به پدر كه در آستانه در ايستاده  و
  خويش فرا مي خواندمرا با نگاه 

  .به نهايت بي نهايت
  

  تقديم به مادركه نگاه پدر را در من نگاه مي دارد
  تا فراموشي مرا نربايد،

  اشاره اش به آسمان است
  تا خاك را فراموش كنم،

  تبسم دارد تا در عبور لحظه ها،
  .زيبايي را به تماشا بنشينم

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  



  ...مگر بيابمواژه واژه جستجو كردم تا 
  .او خواسته هايم را خواست و براي توانستنم برخاست

  .همراه بودن او بهانه كافي براي ستودن اوست
  .اما براي سپاس او فقط سكوت مي كنم

  .چون بودن هاي او بيشمار است و حروف اندك
  .اي كاش مي دانستم بر كدام خاك، به خاطر با او بودن، سجده شكر بگذارم

  يي  كه در سطر سطر اين نوشته ها براي من تجسم يافت،هر آنچه زيبا
  هر اندازه شعفي  كه در يافتن ها نصيبم گشت

  و هر هست شدني كه پيش رو دارم،
 .                                    تقديم به مجتبي عزيزم باد

  
  
  
  
  
  
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 اسگزاريسپ

بدين وسيله مراتب سپاس و امتنان خود را نسبت به راهنمايي هاي ارزنده جناب آقاي دكتر ملبـوبي ابـراز                    

  .داشته، زحمات ايشان را ارج مي نهم و از همراهي علمي و معنوي اين استاد بزرگوار سپاسگزارم

در زمان انجام پايـان نامـه       از رهنمودهاي جناب آقاي دكتر كاظمي تبار در طي تحصيل در آن دانشكده و               

  .قدرداني و تشكر مي نمايم

  .از راهنمايي هاي جناب آقاي دكتر نيازي در مراحل انجام اين تحقيق كمال سپاسگزاري و امتنان را دارم

از جناب آقاي دكتر رحيميان، آقاي دكتر برزگر و خـانم دكتـر لهراسـبي كـه در داوري ايـن پايـان نامـه،                         

  .هاي خويش بهره مند ساختند نهايت سپاس و تشكر را دارماينجانب را از رهنمود

بر خود لازم مي دانم مراتب قدرداني خود را نسبت به همكـاري اسـاتيد ارجمنـد و كارمنـدان در مجتمـع                       

عالي علوم كشاورزي و منابع طبيعي به ويژه دانشكده علوم زراعي و اساتيد، كارشناسان و دوستان خـود در             

ي گياهي پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري به ويـژه خـانم هـا دكتـر                  پژوهشكده بيوتكنولوژ 

  .رضوي، شريعتي، رادكيش و مشيري ابراز دارم

در پايان از همكاري پژوهشگران مؤسسه چغندرقند كرج، خانم مهندس يـاوري و آقايـان دكتـر صـادقيان،                   

قـات ويـروس شناسـي دانـشكده        دكتر رنجي، دكتر محمـودي، دكتـر نـوروزي و كارشناسـان مركـز تحقي              

  .كشاورزي دانشگاه شيراز و آقاي مهندس دارابي سپاسگزاري و تشكر مي نمايم

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



نيا در گياهان چغندرقند تراريخت حامل سازه هاي اارزيابي مولكولي مقاومت به بيماري ريزوم
  CP21خاموش كنندة ژن 

   
   

  چكيده
 در گياهان چغندر قند تراريخت تحت تأثير فرايند خاموش در اين تحقيق مقاومت به بيماري ريزومانيا

 ، به ترتيب ژن رمز كننده ي S6و    S3دو نوع سازه مورد استفاده،. كنندگي ژني مورد بررسي قرار گرفت
 ژن مزبور را به صورت سنس ـ اينترون ـ آنتي   UTR-´5 و توالي   BNYVVپروتئين پوششي ويروس 
بنابراين .  از رونويسي آنها حالت سنجاق سري پيدا مي كند حاصلmRNAسنس حمل مي كنند و 

  . انتظار مي رود در گياهان واجد اين سازه ها فرايند خاموشي ژني بر عليه پروتئين پوششي فعال شده باشد
پس .  درصد گياهان موجود تراريخت هستند76 نشان داد PCRآزمون هاي اثبات تراريختي لكه گذاري و 

ي، گياهان چغندر قند به روش هاي جنسي و غيرجنسي تكثيرشده و در نهايت جهت از اثبات تراريخت
پس از القاء بهاره سازي، همزمان با تهيه همسانه هاي . بررسي مقاومت، به خاك آلوده منتقل شدند

 چالش يافته و نمونه ها در هفته BNYVV و همسانه ها با T0گياهان .  به دست آمدT1، بذر T0گياهان 
 درصد از 73. جهت تشخيص ويروس از آزمون الايزا استفاده شد. جم، هشتم يا نهم جمع آوري شدهاي پن
 درصد از كل لاين هاي چالش يافته 83 و در مجموع S6هاي   از لاين درصد88 و S3هاي حامل  لاين

  .درجاتي از مقاومت به بيماري ريزومانيا را نشان دادند
   
  .BNYVVت، همسانه، الايزا، مقاومت، ريزومانيا، تراريخ: كلمات كليدي 
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Abstract 

In this research, resistance to rhizomonia disease in transgenic plants by gene silencing 

mechanism was investigated. Two types of constructs, S3 and S6, carry sense, intron and 



antisense fragments of CP21-encoding gene or its 5´-UTR sequences, respectively, such that 

the resultant transcripts have hairpin structures. Thus, it is expected that the gene silencing 

process is active in the transgenic plants. 

The application of dot blotting and PCR methods showed 76 percent of these plants are 

transgenic. After confirmation of transformation, the plants were propagated sexually and 

asexually, and then were transferred to soil for examination the resistance level. After 

vernalization, production of T1 seeds and cloning of T0 plants were conducted at the same 

time. A number of T0 parent plants and their clones were used for challenging with 

BNYVV. Collecting samples on week 5, 8 or 9. The viral propagation was assayed by 

ELISA method. 73 percent of S3 Plants and 88 percent of S6 plants and in total 83 percent 

of challenged lines were resistant to the disease at some levels. 

 

Key words: rhizomania, transgenic, clone, ELISA, resistance, BNYVV 
 
 
 
 



  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  اولفصل 

مقدمه
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. صر ارزشمند غذايي، به شمار مي آيدا عنيكي از ،چغندرقند از مهمترين منابع تأمين كننده ي ساكارز

ورده هاي ثانوي مانند تفاله و ملاس كه در سطحي وسيع براي ااز اين گياه علاوه بر توليد شكر فر

 و  B12 گلوتاميك، ويتامين تغذيه دام و توليد مواد مفيد ديگر مانند اسيد سيتريك، ليزين، اسيد

 كه در صنايع غذايي، شيميايي، توليد سوخت مايع آيد نيز به دست ميبسياري محصولات فرعي ديگر 

  .شود و الكل استفاده مي

تا قرن نوزدهم، نيشكر تنها منبع توليد شكر در جهان بود، اما در آن زمان، با آغاز كشت چغندرقند در 

  ).30( از توليد شكر به اين محصول جديد اختصاص يافت فرانسه، سهم قابل ملاحظه اي

- 60ليون تن در سال ي م50 به طوري كه توليد آن از است در حال افزايش پيوستهتوليد جهاني شكر 

  .      رسيده است 2004در سال  مليون تن144 به  1959

با همت و كوشش  ميلادي 1898  هجري شمسي مطابق با1277در ايران اولين كارخانه قند درسال 

همزمان با تأسيس اين . حاج ميرزا عليخان امين الدوله و كمك كشور بلژيك دركهريزك تأسيس شد

در  .كارخانه، كشت چغندرقند در محدودة فعاليت كارخانه در روستاهاي اطراف كهريزك آغاز گرديد

 كارخانه به 2دري و  كارخانه به روش چغن35 كارخانه قند فعاليت دارند كه 37حال حاضر در ايران 

 ميزان مصرف و ميليون تن 5/1شكر بيش از  و ظرفيت توليدي كل قند .شوند روش نيشكري اداره مي

 ميليون دلار 334است كه ارزشي معادل   ميليون تن2 ميليون تن تا 7/1ساليانه شكر در كشور بين 

  .به واردات شكر خام اختصاص مي يابد

 سطح با به كارگيري در كشت، و بالا بردن راندمان محصول در واحافزايش محصول با افزايش سطح زي

هاي مهم و  از جمله بيماري. روش هاي نوين كشاورزي و مبارزه با آفات و بيماري ها ميسر است

به علت رشد غير طبيعي، رنگ سياه وحالت .  ريزومانيا مي باشدبيماريتهديد كننده ي چغندرقند 

 ابتدا در  ريزومانيا).30( ن بيماري را ريزومانيا يا ديوانگي ريشه مي نامندنكروتيك ريشه هاي جانبي، اي

 ايزد پناه و همكاران در .)26(  گزارش گرديد از شمال ايتاليا براي اولين بار توسط كانوا1959سال 

ا  مناطق چغندر كاري دنيبيشترامروزه بيماري ريزومانيا در . آنرا شناسايي نمودند ايران  در1996سال 



 ٣

در ايران در بيماري اين ). 123( باشد  اهميت مطالعه آن ميبيان كنندهگسترش يافته است كه اين امر 

ريزومانيا  .پيدا كرده استزراعت چغندر قند حال گسترش بوده و در برخي مناطق حالتي بحراني در 

 30ماري اغلب از ميزان خسارت اين بي. سازد به مزارع چغندر قند وارد ميسالانه خسارات زيادي را 

هاي متفاوتي براي   روش).139 و 123، 38، 24 (رسد  درصد مي100 گاهي به كرده ودرصد تجاوز 

در مزرعه مؤثر نبوده يا از نظر اقتصادي عملي ها  اما هيچ يك از اين روش پيشنهاد شده مبارزه با آن

 اصلاح چغندر ،كشت در مزارع آلودهبهترين راه مقابله با اين بيماري و ادامه ). 123 و 121( باشند نمي

  .باشد ميزيست فناوري هاي سنتي يا   مقاومت به ريزومانيا با روشبه منظور ايجادقند 

در چندسال اخير   به عنوان يكي از بهترين روش هاي كاربردي  مهندسي ژنتيكبراي ايجاد مقاومت ها

 ، اساس اين راهبرد).120( تفاده كرداسآن در  ١زاد مقاومت پاتوژناز مي توان  كه به شمار مي آيد

 در برابر زبور در اين صورت گياه م كهاست ويروسي به گياه ميزبان أي با منشيها انتقال ژن ها يا توالي

ژن  استفاده از  سه راهبردانبر اين اساس، محقق). 53( عامل بيماريزا مقاومت نشان خواهد داد

تكنيك آنتي ( RNA  يه از روش مقاومت با واسطهپروتئين حركتي و استفادژن پروتئين پوششي، 

زاد در مقابل ريزومانيا پيشنهاد مي نمايند  براي ايجاد مقاومت پاتوژنرا ) ي كنندگي ژنخاموشسنس و 

هاي سنس و آنتي سنس ژن   تواليبه واسطه ي وجود ژني القاء شده خاموشيگيري از   با بهره). 123(

 و در نتيجه مسير تكثير و انتشار  شدهژنوم در همان بخش تجزيه، ي بر روي يك واحد رونويسيويروس

  .گردد ويروس مسدود مي

در پژوهشگاه ملي مهندسي  165وهشي شماره ي ژ نيازي و همكاران در قالب طرح پر همين اساسب

طراحي و پس از   BNYVV سازه جهت القا مقاومت نسبت به ويروس 7،  ژنتيك و زيست فناوري

 راريختي موضعي به گياهان چغندرقند واكنش گياهان مزبور نسبت به آلودگي ويروسيانجام عمليات ت

جهت تراريختي پايدار انتخاب و  S6 و S3ي  سازه با استفاده از نتايج به دست آمده، دو، بررسي گرديد

   . آورده شده است1شكل در بورزي مها مشخصات سازه. منتقل شد چغندرقند 9597به رقم 

                                                      
1. Pathogene-Derived Resistance  
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 BNYVVهاي سنس و آنتي سنس ژن پوشش پروتئيني ويروس  ، تواليS3ط به سازه  گياه مربو18

 گياه از انتقال سازه 12 با قطعه اينترون در حد فاصل اين دو توالي و (CP21) كيلو دالتون 21به وزن 

S6 ، هاي غير قابل ترجمه با قطعه اينترون در بين توالي هاي سنس و آنتي سنس توالي تواليداراي 

هاي سنس و آنتي سنس در  حاصل رونويسي توالي ).1لشك (امبرده، به دست آمده بودندهاي ن

  ي سنجاق سري است كه توالي اينترون قسمت حلقه و تواليmRNA تشكيل يك ،گياهان تراريخت

كنندگي ژني  خاموش اي مزبور پديده   ي دو رشتهRNA. دهند  آن را تشكيل مي يهاي مكمل ساقه

 شناساگر هاي توليد شده، به عنوان siRNA. آورد وجبات تجزيه خود را فراهم مي كرده و مفعالرا 

تشكيل مي دهد كه هدف اي   ي دو رشتهRNAآن با اتصال به  عمل نموده و BNYVVويروس 

بنابراين با فعال شدن . مكانيسم خاموشي ژني قرار مي گيرد و به اين ترتيب چرخه قبل تكرار مي شود

 در گياهان چغندر BNYVVاز تكثير CP21 ه ژن رمز كننده پروتئين پوششي خاموشي ژني بر علي

   .آيد قند تراريخت ممانعت به عمل مي

 S6 و S3 سازه دوآناليزهاي مولكولي و زيست سنجي بر روي گياهان حاصل از انتقال در اين تحقيق 

 Dot(ه گذاري نقطه اي ، توسط آزمون هاي لك گياهان مزبور اثبات تراريختيدر ابتدا . انجام گرفت

Blot( و  PCR با انتقال آنها به خاك آلوده، پس از تهيه ي همسانه ها و بذرگيري. نجام شدا ،

  . گرديدآلودگي ويروسي در آنها بررسي
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 .سازه هاي طراحي شده در پژوهش پيشين – 1شكل
و منطقه ) CP21( كيلو دالتوني 21 رمز كننده پروتئين پوششي  و منطقه35S-CaMVها از پروموتور  در اين سازه

 RNAساختار   .استفاده شده است) Terminator ( OCSو خاتمه دهنده ) UTR ´5 (’5غير قابل ترجمه سمت 
به طور پايدار به ريزنمونه  S6و  S3سازه هاي  .حاصل از رونويسي سازه هاي فوق در سمت راست نشان داده شده است

 .غندرقند منتقل شد و گياهان حاصل در پزوهش اخير براي انجام بخش زيست سنجي استفاده شدندهاي چ
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