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  چکیده

هاي ترین بیماري باشد، از مهممی (1BNYVV) زرد نکروتیک چغندرقندبیماري ویروسی ریزومانیا که عامل آن ویروس رگبرگ

وري مهندسی ارو، با استفاده از فن تحقیق پیش در. سازد یرا به عملکرد این محصول وارد م يادیچغندرقند بوده و سالانه خسارات ز

توارث  .گردید T0در نسل  BNYVVبادي در گیاهان اقدام به تولید گیاهان مقاوم به ویروس هاي نوترکیب و بیان آنتیباديآنتی

به  T0، از نسل BNYVVویروس  Aپاتوتیپ ) CP 21(وتئین پوششی ه پریبر عل ScFV)(زنجیره  بادي تکپایدار ژن رمزکننده پلنتی

T1 قرار گرفت یو بیان ژن مورد نظر توسط آزمون وسترن بلات مورد بررس ،سادرن يه گذارکآر و لسیهاي پیبا استفاده از آزمون .

توسط آزمون الایزا انجام  ،BNYVVخت چالش داده شده با ویروس یترار يهانیحاصل از لا يهاسنجی همسانهن زیستیهمچن

. هاي بیشتر انتخاب گردیدند براي بررسی SFو  A2، B4 ،B7، B8 ،B12 ،B13لاین تراریخت  هفت ،هاي فوقبر اساس نتایج آزمون. شد

حاصل  گیاهان دورگه. گیري به عمل آمدها بذربا گیاهان چغندرقند نرعقیم تلاقی داده شدند و از آن) T0نسل (ها گیاهان این لاین

نتایج، بیانگر . از نظر حضور ژن عامل مقاومت توسط آزمایش لکه گذاري سادرن مورد بررسی قرار گرفتند) F1 نسل(از این بذور 

و در نتیجه مؤید توارث  F1به  T0دهنده انتقال تراژن از نسل بود که این امر نشان F1در تعدادي از گیاهان نسل  ScFVحضور ژن 

  .باشد پایدار آن می

  

  ، توارث پایداردورگهبادي،  ، پلنتیBNYVV ،چغندرقند: کلمات کلیدي

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                             
1 Beet necrotic yellow vein virus 
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 مقدمه

ل دارا بودن مقادیر فراوان شکر یا ساکارز در یه به دلکباشد صنعتی می -اهان مهم زراعییاز گ ).Beta vulgaris L(گیاه چغندرقند 

ترین بیماري ویروسی ریزومانیا یکی از مهم). Harju, 2003(اشد بخود از اهمیت اقتصادي قابل توجهی برخوردار می هايریشه

زان یم. )Farzadfar et al., 2007(کاري کشور مشاهده گردیده است ه در اکثر مناطق چغندرقندکباشد  هاي چغندرقند میبیماري

عامل این . )Scholten & Lange, 2000(رسد یدرصد م 100به  یو گاه کردهدرصد تجاوز  30اغلب از  يمارین بیخسارت ا

این ). Rush et al., 2006(باشد ، میBenyvirus، عضو تیپ جنس (BNYVV)زرد نکروتیک چغندرقند بیماري، ویروس رگبرگ

هاي استراحتی ه اسپورکیابد  انتقال می Plasmodiophoromycotaاز شاخه  Polymyxa beta Keskinویروس توسط قارچ خاکزاد 

 Abe and(هاي کنترل معمول در مورد این بیماري کاربرد زیادي ندارد بنابراین روش. ماننددر خاك باقی می سال 30آن تا حدود 

Tamada, 1986 .(هاي باديوري مهندسی آنتیاهاي ویروسی، فنترل بیماريها براي کنترین راهبردامروزه یکی از امیدبخش

آمیز جهت ایجاد گیاهان به صورت موفقیتراهبرد این ). Goldbach et al., 2003(باشد بادي در گیاهان مینوترکیب و بیان آنتی

مورد  در کشور ویروسی ریزومانیا عامل بیماري )Farzadfar et al., 2005( ترین پاتوتیپشایع، Aپاتوتیپ چغندرقند مقاوم به 

با استفاده از  BNYVVویروس  Aم به پاتوتیپ در این تحقیق، گیاهان مقاو ).Pajoum-Shariaty, 2005(استفاده قرار گرفته است 

، تهیه ScFV(تولید و توارث پایدار ژن ایجاد کننده مقاومت  T0بادي در نسل هاي نوترکیب و بیان آنتیباديوري مهندسی آنتیناف

مورد ارزیابی  گهدوردر گیاهان چغندرقند  F1ه ب T0از نسل ) BNYVVویروس  Aشده در برابر پروتئین پوششی مربوط به پاتوتیپ 

  .قرار گرفت

 

  هامواد و روش

 BNYVVویروس  Aپاتوتیپ ) CP21(ه پروتئین پوششی یبر عل )ScFV(زنجیره  بادي تکژن رمزکننده پلنتین پژوهش، یدر ا

ن لای 20. این ژن به حامل گیاهی منتقل شده و گیاه چغندرقند به وسیله اگروباکتریوم تراریخت گردید. سازي گردیدهمسانه

 ScFV-cp21به منظور تأیید حضور ژن . مورد استفاده قرار گرفتندشتر یمطالعه ب يبرا ScFV-cp21سازه  يحاوتراریخت احتمالی، 

بدست آمده از گیاهان تراریخت احتمالی هاي  همسانههاي فوق، آزمون لکه گذاري سادرن براي هاي لاینژنوم سلول درانتقالی 

نیز  یسنجستیز هاي شیآزما. شدند یان ژن مورد نظر با آزمون وسترن بلات بررسید بییها جهت تأنین لایاز ا یبرخ. انجام گرفت

 يسازق همسانهیمناسب از طر يهارارکت. و توسط آزمون الایزا انجام شد BNYVVروس یخت با ویاهان تراریاز طریق چالش گ

حضور ژن  يسادرن برا يه گذارکو ل آرسیپی هايا آزموناهان بین گیا. حاصل شدند لیشت استرکط یخت در شرایاهان تراریگ

اهان غیر یبه همراه گ) T0نسل (هاي تراریخت مذکور نی، ابتدا گیاهان لاF1د بذور نسل یبه منظور تول. گردیدند یمورد نظر بررس

درجه  4 يه در دماهفت 10به مدت ) ، موسسه اصلاح بذر چغندرقندCMSن یلا(م ینر عق) Wild Type(تراریخت تیپ وحشی 

 کدر اتاق یجیسپس انطباق تدر. شدند ينگهدار یکیساعت تار 16و  ییساعت روشنا 8 يط نوریگراد در سردخانه با شرایسانت

 16 يط نوریگراد و شرایدرجه سانت 25 ياهان در دمایگ. گراد انجام شدیدرجه سانت 2ش روزانه یبا افزا يزیرشد قابل برنامه ر

والد نر  یکها به همراه نیاز لا یکن مرحله هر یدر ا. شدند یشیهفته وارد فاز زا 2پس از حدود  یکیساعت تار 8 و ییساعت روشنا

جمع ) F1نسل (خت یترا دورگهاهان یزوله شدند و بذر گیا یان دوره گرده افشانیتا پا یگرده افشان يم با استفاده از چادرهایعق

در مرحله  F1ل یاستر يهااهچهیگ .کشت گردیدند کشت استریل، و در محیط دهیدل گریبدست آمده استر F1بذور . شد يآور

از نسل  ScFV-cp21سازه جهت تأیید توارث پایدار سپس، . به گلدان منتقل شدند يمناسب، پس از گذراندن دوره سازگار يرشد

T0  بهF1 آزمون لکه گذاري سادرن بر روي گیاهان نسل ،F1 خت یهاي ترارلاینA2 ،B4 ،B7، B8 ،B12 ،B13  وSF و با استفاده از ،

 از بافت برگی این گیاهان یژنوم DNAبه منظور انجام آزمون لکه گذاري سادرن ابتدا . انجام گرفت ScFV-cp21پروب نشاندار ژن 

 DIG DNA detection and labelingت یسادرن مطابق با دستورالعمل ک يه گذارکآزمون ل .)Delaporta  ،1983( گردیداستخراج 
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kit ) شرکتRoche (با   ط انتخاب سخت، غشاءیمربوطه در شرا يهاو شستشو يسازرگپس از انجام مراحل دو .صورت گرفت

استفاده )  Phoretixتکشر( Total lab1.1افزار  ها، از نرمکردن شدت رنگ لکه یکم يبرا. شد يزیرنگ آم NBT/BCIPاستفاده از 

. شد یها بررسدر آن ScFV-cp21حضور سازه ، F1اهان نسل یو گ) ینترل منفک( WTاه یمربوط به گ يهاتفاوت دادهسه یبا مقا. شد

بود به عنوان ) ینترل منفک( WTاه یگلکه  داده مربوط به شتر ازیها بداده حاصل از لکه مربوط به آن گیاهانی که ،بین ترتیبه ا

 .باشدن مورد نظر در این گیاهان مید حضور ژیه این امر مؤکتراریخت در نظر گرفته شدند 

  نتایج و بحث 

ه ک ـسادرن از نظر شدت رنـگ ل  يه گذارکن در آزمون لیلا 11، تعداد ScFV-cp21سازه  يخت احتمالی و حاوین تراریلا 20از بین 

شـدند   یترن بلات بررسان ژن با آزمون وسید بییها جهت تأنین لایاز ا یبرخ. تفاوت نشان دادند) ختیر تراریغ( WT يبا نمونه ها

خـت  یاهـان ترار یبا قرار دادن گ یسنجستیز هاي شیآزما. ن مورد نظر بودیان پروتئید بیج بدست آمده مؤین نتایلا 4ه در حداقل ک

 ـا. ها و با آزمون الایزا انجام شدشه آنیاز ر يریروس و سپس عصاره گیآلوده به و كدر خا ه ک ـآر و لسـی اهـان بـا آزمـون پـی    ین گی

ه شـده از  یته يها همسانه 1با توجه به جدول ). 1جدول(د قرار گرفتند ییو مورد تا یحضور ژن مورد نظر، بررس يسادرن برا يگذار

از ژن مـورد نظـر را نشـان     ییهاا نسخهیسادرن حضور نسخه  يه گذارکتوانستند با آزمون ل یهمگ B12و  SF ،A2 ،B7 ،B8 يهانیلا

، تنهـا در  BNYVVروس ی ـشه آلـوده بـه و  یعصاره ر يزا بر رویپس از انجام آزمون الا BNYVVروس یمقاومت به وهمچنین . دهند

ص داده یحساس تشخ یهمگ B12و  A2 يهانیاهان لایحاصل از گ يهارارکت .د قرار گرفتییمورد تأ B8و  SF ،B7 يهانیاهان لایگ

ج ینتـا  B13و  B4هـاي  نی ـحاصـل از لا  يهـا در همسـانه . اشـد بها میژن مورد نظر در آن یافکان یبه احتمالأ به دلیل عدم کشدند 

و  ی، طول دوره آلـودگ ياهان در حال رشد، مرحله رشدیگ یکیولوژیزیو ف یطیط محیرسد شرایبه نظر م. حاصل شده است یمتنوع

زان ی ـجـاد شـده و م  یت اانتقـال صـف   یبررس. ج متنوع مؤثر باشدین در بروز نتایک لایمختلف  يها همسانه یاحتمال یکیا تنوع ژنتی

منـوط بـه انجـام    ) CMSلایـن  (م یخت با گیاه نـرعق یاهان تراریزش گیحاصل از آم يافت شده، در نسل بعدیان قطعه دریب يداریپا

خـت  یترار يهـا نی ـلاهـاي  همسانه يروسادرن  يه گذارکلج آزمون یخلاصه نتا 2جدول  يها داده .بود F1 فوق در نسل هاي شیآزما

مورد نظر در نسـل   يهانیه لایلکشود، یه مشاهده مکطور همان .دهدیرا نشان م F1نسل  در SFو  A2 ،B4، B7، B8 ،B12 ،B13 یاهیگ

F1 ل ی ـاسـت بـه دل   یهیبـد . نـد ید نمایی ـرار حضـور ژن مـورد نظـر را تأ   ک ـت یـک سادرن توانسـتند حـداقل در    يه گذارکبا آزمون ل

بیـانگر  در مجموع نتایج حاصـل از ایـن آزمـون     .ز حاصل شوندین ختیرتراریغ ج، نتایژن وارد شده پس از دگرگشن یتیگوسیهتروز

 T0نشان دهنده انتقال ژن از نسل  F1حضور ژن در گیاهان نسل  .بود F1حضور ژن ایجاد کننده مقاومت در تعدادي از گیاهان نسل 

  .باشدمیو مؤید توارث پایدار ژن ایجاد کننده مقاومت در این گیاهان  F1به 

 
  شکر و قدردانیت

و از دانشـگاه آزاد   ،وري بـراي در اختیـار قـرار دادن امکانـات    افن ـشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیسـت وسیله نگارندگان از پژوهبدین

  .نماینداسلامی واحد علوم و تحقیقات تهران براي فراهم نمودن زمینه این پژوهش تشکر و قدردانی می
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  T0در نسل  ScFV-cp21خلاصه نتایج ارزیابی گیاهان تراریخت شده احتمالی با ژن : 1جدول 

  

  

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 ییهاو لکه+ بود  10شتر از یها بکه شدت رنگ آن ییهالکه. در نظر گرفته شد یبه عنوان کنترل منف 5شدت رنگ *

-ScFVاز ژن  ییهاا نسخهیاند که احتمالأ حضور نسخه نشان داده شده++ شتر بود با یب 50ها از که شدت رنگ آن

cp21 دهند یرا نشان م. 

  

 

*سادرنارزیابی لکه گذاري  لاین   ارزیابی الایزا 

SF ++ مقاوم یا متحمل 

A2 ++ حساس 

B4 -  و+  متحمل یا حساس 

B7 ++ مقاوم 

B8 + متحمل 

B12 ++ حساس 

B13 -  و+  مقاوم یا حساس 
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 F1نسل  در سادرن يج لکه گذاریخت بر اساس نتایرتراریو غ ختیع نتاج تراریتوز :2جدول 

  

  

  

  

  

  

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 
  

 تکرار ن یلا
 ه گذاري سادرنارزیابی لک

 غیرتراریخت تراریخت

SF 2 1 1 

A2 2 1 1 

B4 8 5 3 

B7 1 1 - 

B8 4 2 2 

B12 7 5 2 

B13 7 4 3 
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Molecular confirmation of the stable inheritance of a plantibody-encoding gene from T0 to F1 
generations in hybrid transgenic sugar beet plants resistant to rhizomania disease 
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Rhizomania disease, caused by Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV), is one of the most important 
diseases in sugar beet that produce high yield losses to this crop annually. In the present work, we 
produced BNYVV-resistant sugar beet plants in the T0 generation by the recombinant antibodies 
engineering technology and expression of plantibody. The stable inheritance of a gene encoding single 
chain monoclonal antibody (ScFV) against coat protein (CP21) of pathotype A of BNYVV from T0 to T1 
gnenerations was confirmed by using PCR and dot-blotting methods as well as western blot assays to 
detect gene expressions. Also, bioassays of the cloned plants of transgenic lines, challenged by 
BNYVV, were performed by ELISA technique. Based on the results of the above investigations, seven 
transgenic lines, named A2, B4, B7, B8, B12, B13 and SF, were selected for further studies. These plants (T0) 
were crossed with cytoplasmically male sterile plants to produce hybrid seeds. The hybrid progenies (F1) 
were examined by southern blotting. The presence of the transgene in F1 plants confirmed stable heredity 
of the gene responsible for resistance in some of these hybrid plants, which indicate the stable inheritance 
of the transgene from T0 to F1 generation. 
 
Key words: Sugar beet, BNYVV, plantibody, hybrid, stable inheritance 
 


