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  چكيده

 كشت دنيا به خصوص در ايران زيردر اكثر نواحي اين محصول اي چغندرقند باعث خسارت شديد  ات پروانهفآ

اين صفت، چندژني مقاومت به   سيستم وآور زيانتيكي مقاومت به حشرات بع ژنادليل محدودبودن من به. شوند مي

 انتقال از طريقبهبود بيوتكنولوژيكي  . آن از طريق اصلاح كلاسيك مشكل استتهيه ارقام مقاوم به آفات

به تواند يك استراتژي مكمل و جايگزين براي مبارزه با آفات چغندرقند   ميBtهاي  هاي مختلف ازجمله ژن ژن

 Agrobacterium tumefasiens ه كمكجهت تراريختي ب HM1990 و 7233  ديپلوئيدرقمدو . حساب آيد

 و ژن گزينشگر 35S CaMV انداز راهكنترل  تحت cry1Ab ژن حامل pBI35Scry پلاسميد حاوي GV3101سويه

nptII هاي تراريخت  جوانه. عنوان ريزنمونه در تراريختي بكار رفته جوانه بپايه  برگ حاوي  واستفاده شد

را در  cry1Abژن حضور  ،PCR آناليز. هاي مختلف كانامايسين غربال شدند احتمالي در محيط كشت حاوي غلظت

درج ) dot blotting(اي  گذاري نقطه آناليز لكه .نشان دادهاي مقاوم به كانامايسين   درصد گياهچه50بيش از

كلونال   پادتن پليآناليز وسترن با استفاده. را تاييد كردخته ژن در ژنوم گياهان تراريتراحداقل يك نسخه از 

 مورد بررسي T0هاي تراريخته  در لاين را kDa 67حضور پروتئين هدف با اندازه مورد انتظار  ،Cry1Abاختصاصي 

 Spodoptera(برگخوار پرودنيا از لارو كرم  با استفاده آزمايش زيست سنجينتايج حاصل از بر اساس  .نشان داد

littoralis( در طول يك هفته،  درصد37-70با مرگ و مير ، بر عليه آفتاي مقاومت بهبود يافته، گياهان تراريخته 

   .ندنشان داد
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  مقدمه

و رين گياهان صنعتي در دنيا ت چغندرقند از مهم

در مناطق  شكر جهان يك چهارمبوده و در حدود ايران 

آن توليد از شود،  معتدل، جايي كه نيشكر كشت نمي

 دارا باچغندرقند  در ايران نيز .)Draycott 2006(گردد  مي

جايگاه  در گياهان صنعتي،درصد از توليد  32/53 بودن

ه دليل قابليت عملكرد ب. )1386بي نام (نخست قرار دارد 

نه )  شكرميليون تن توليد جهاني 24بيش از ( بالاي آن

 تنها به عنوان منبع شكر بلكه به عنوان يك بيوراكتور سبز

طور قابل  ههاي جديد در ريشه ب براي ذخيره متابوليت

 Ivic-Haymes and( باشد مياي مورد توجه  ملاحظه

Smigocki 2005a( .يستي ازهاي زيستي و غيرز تنش 

 زراعيكاهش عملكرد و توليد محصولات هم در معوامل 

 درصد كل 14حدود  مضر حشرات كه طوريه  بباشند مي

 1999( برند ميمحصولات كشاورزي در جهان را از بين 

Hilder and Boulter(. اي  آفات پروانه)Lepidoptera (

ترين  كه از مهم اشندب مياز جمله آفات مهم چغندرقند 

، )كارادرنيا(خوار چغندرقند  توان به كرم برگ يمها  آن

اشاره ) ليتا(و بيد چغندرقند ) آگروتيس(پره زمستاني  شب

كرد كه در سراسر كشور به خصوص در مناطق 

ميردريكوند و همكاران ( شود  مشاهده مييچغندركار

آفات در مزارع اين  سهم خسارت ناشي از  و)1378

صد برآورد شده است در 25 تا 20 بين ايرانچغندرقند 

دليل زراعي به بهبود بسياري از صفات  .)1385نام  يب(

ساله بودن،  دو(وضعيت بيولوژيكي خاص چغندرقند 

مقاومت به بهبود چنين  هم و) آلوگامي و خود ناسازگاري

 مقاومتژنتيكي  به دليل محدود بودن منابع مضر تا حشر

سيستم  و پلاسم  ژرمدركافي تنوع ژنتيكي عدم  ،به آفات

آميز  كلاسيك موفقيتنژادي  هب، از طريق چندژني مقاومت

 ;Sharma et al. 2000) مشكل استبسيار  و يا ستين

Ivic-Haymes and Smigocki 2005b). استفاده از 

هاي مسئول   انتقال ژنونوين مهندسي ژنتيك  هاي روش

تواند به  قند مي در چغندرآور زيانايجاد مقاومت به حشرات 

ن راهكاري براي حل اين مشكل مورد بررسي قرار عنوا

مقاوم  مختلفي براي ايجاد گياهان هاي ژن .گيرد

 براي ALSژن شامل  ها  بيماريآفات وچغندرقند به 

 .D’Halluin et al (كش كلروسولفورون مقاومت به علف

كش گلوفسينات   براي مقاومت به علفbar ژن  ،)1992

 D’Halluin et al. 1992; Kishchenko et)آمونيوم 

al. 2005)هاي   و ژنCP4 EPSPS و GOX جهت 

 .Mannerlof et al) فوسيت مقاومت به علفكش گلي

پپتيد سكروپين  ، پليهاي رمزكننده اسموتين ژن ،(1997

 تيونين برگ جو پپتيد آلفا  و پليMB39 تغييريافته

)Snyder et al. 1999( ژن ،ipt سيتوكينين رمزكننده 

ث مرگ و يا اختلال در رشد و توليد ـي كه باعريايـاكتـب

 گردد يـ م)root maggot (قندمثل مگس ريشه چغندر

)Ivic et al. 2001(، يهاي پروتئيناز بازدارنده 

)Proteinase inhibitors( اثر مهاركنندگي بر داراي 

 .Wilhite et al) روي پروتئازهاي مگس ريشه چغندر

ويروس  )Coat protein( ژن پروتئين پوششي ،(2000
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 dsRNA ژن و )Mannerlof et al. 1996( ريزومانيا

 براي ايجاد مقاومت )Lennefors et al. 2006 (ويروسي

. ا به چغندرقند منتقل شده استريزومانيبيماري به 

هاي  بعضي ژناز  بر استفاده  مبنينادريهاي  گزارش

هاي  به خصوص ژن آفت تا كننده مقاومت به حشر  ايجاد

Bt) (Bacillus thuringiensis  ارائه در چغندرقند

 با Btتوليد چغندرقند در مورد فقط يك گزارش  .گرديد

براي هم  آن cry1C  وcry1Ab هاي ژن استفاده از

 )Mamestra brassicae (مقاومت به كرم كلم

)Kimoto and Shimamoto 2002(  با  ونشر شد

 ،ر دسترسهاي انجام شده از منابع علمي موجود د بررسي 

   .وجود نداردتجاري  Bt در دنيا چغندرقند هنوز

بهبود ژنتيكي چغندرقند از طريق بيوتكنولوژي به 

 بازايي در محيط كشت دليل عدم پاسخ مناسب به

ستكاري ژنتيكي با مشكل روبرو دچنين  مصنوعي و هم

 .Ivic et al)باشد  ميوابسته  به ژنوتيپ  شديداًواست 

ها با   تعداد كمي از ژنوتيپكنونتادر چغندرقند . (2001

ها نسبت به   اكثر ژنوتيپ واند موفقيت تراريخت شده

خوشبتانه . العمل مناسبي نداشتند سكعتراريختي 

تحقيقات بعدي تا حدودي سيستم انتقال ژن در چغندرقند 

  . )Yang et al. 2005( ندا هرا بهينه كرد

با استفاده از يك سعي شده است  تحقيقدر اين 

روش بهينه شده و كارا با در نظر گرفتن و دخالت دادن 

 ژن سنتتيك ، T-DNAثر در انتقال پايدارؤعوامل م

cry1Ab د وش نتقلم به كمك آگروباكتريوم به چغندرقند

و مقاومت گياهان تراريخته حاصل در برابر يكي از آفات 

  .گرديدمهم چغندرقند بررسي 

   

  ها  و روشدموا

  مواد گياهي

ــن ت ــم در اي ــق از دو رق ــولتيحقي ــد م  ژرم ديپلوئي

 جهـت تراريختـي   7233 و  HM1990 چغندرقند شـامل 

و هــاي اســتريل  گياهچــهتوليــد بــراي  .اســتفاده گرديــد

  و همكـاران    طبـق روش نـوروزي     ،كشت بافت  هاي  كلون

)Norouzi et al. 2005(  عمـل   با تغييراتي به شرح زيـر

  :شد

با   چغندرقندبذرزني سريع،  براي جوانه

و تيمار گرديد  دقيقه 30ليظ به مدت غاسيدسولفوريك 

 درصد به 70 الكل باسپس . شدشستشو در آب سپس 

 5/2 با محلول وايتكس رقيق شده با  و دقيقهيكمدت 

 پس  و دقيقه ضدعفوني شد15درصد كلر فعال به مدت 

 5 هر بار به مدت  واز سه بار شستشو با آب مقطر استريل

صافي استريل درون ظروف پتري در  بين كاغذ ردقيقه، بذ

دار به   ريشهروروز بذدو از  پس. تاريكي قرار داده شد

روزه منتقل هفت هاي  چه  آب آگار براي توليد گياه محيط

كوتيلدون و ريشه حذف شده و قسمت سپس  .ندشد

چه و برگ جوانه كشت   انتهايي جهت توليد گياههاي جوانه

با  MS حيط پايهشامل ممصنوعي  به محيط كشتبافت 

BA) mg l  هورمونياتتركيب
─11( ،NAA) mg l

─15/0( 

TIBA)mg l و
 10-14هاي  جوانه. ندمنتقل شد) 5/0 1─
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 (BA با تركيبات هورموني MSپايه روزه به محيط كشت 

mgl
─11(، NAA)mg l

mg l(IBA  و)11─
─1 1/0( 

  جوان هاي برگ  در برگ،جوانه و جهت القاء ندمنتقل شد

  پايه با تركيب هورمونيMS محيط كشت در توليد شده

BA)mg l
mg l (BA و) 25/0 1─

قرار گرفتند و ) 11/0─

بر روي برگ از پايه قطع شده و برگ حاصل هاي  جوانه

 تراريختي  فرآيندحاوي پايه جوانه به عنوان ريزنمونه در

  . استفاده گرديد

 

  تهيه سازه

ابتدا  cry1Ab ه منظور ساخت سازه حاوي ژنب

 )pCIB4421 )Ciba-Geigy Ltd. Co, Basel, Sz سميدپلا

 برش داده شد تا BamHI/EcoRI هاي توسط آنزيم

 قطعه ،cry1Ab شامل ژن (bp 2162 به طول اي هقطع

 ذرت و توالي پايان PEPCژن  Intron 9 مربوط به

ه مزبور در پلاسميد عقط. دست آيد هب) 35S دهنده

pBI121 )Clontech, Palo Alto, CA, USA( به 

متصل شد ) GUS با حذف ژن( BamHI/EcoRI جايگاه

  حاوي ژنpBI35Scry و بدين ترتيب سازه جديد

cry1Abتحت پيشبر CaMW 35S  توالي پايان دهنده ،

35Sگر   و ژن گزينشnptII پس  و)1 شكل(ساخته شد 

 فاسينس سويهم آگروباكتريوم توبه ،از تاييد مولكولي

GV3101 )Koncz and Schell 1986( هاي به روش 

 Sambrook and and (منتقل گرديد مولكولي موسرم

Russell 2001(.  

  

  

  

  

  

  

  

 pBI35Scry .LB : left border ،RB : right border ،nptII  :gene  پلاسميدT-DNA نقشه فيزيكي بخش 1 شكل

neomycin phosphotransferase ،Nos-T : nos terminator ،35S-P : cauliflower mosaic virus 35S 

promoter ،35S-T : 35S terminator. فلش دوطرفه ناحيه تكثير DNA بوسيله PCR كه به عنوان دهد مي را نشان 

  اي استفاده شد گذاري نقطه گر در لكه كاوش

  

بـاززايي  گـزينش و     ،ريزنمونه با آگروباكتريوم  تلقيح  

  ها گياهچه

 حامـل پلاسـميد     GV3101 سـويه  ومآگروباكتري

pBI35Scry ليتــر محــيط كــشت  ميلــي 5 درLB مــايع 

 در  گرم   ميلي 50 ن و سيگرم در ليتر ريفامپي     ميلي 70داراي  

35S-T  cry1Ab NOS-T 35S-P 

LB 

BamHI HindIII  EcoRI  

RB 

PEPC-Intron 9 

NOS-P 

1194 bp 

nptII 
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 C 28°دمـاي  در انكوباتور با    كشت شد و     كانامايسين   ليتر

داري گرديـد    نگهبه طور شبانه     دور در دقيقه     200 ا تكان ب

پس ســ. دسـت آمـد   هبــ =OD600 5/0 -1 تـا زمـاني كـه   

 10دور در دقيقـه بـه مـدت          3500در   ي باكتري ها سلول

 رسـوب بـاكتري در    سانتريفوژ شد وC 4°دقيقه در دماي    

 با نـصف    MSشامل محيط پايه    ( محيط القاء    ليتر   ميلي 50

 ) ميكرومـولار استوسـرينگان    50 حـاوي  هـا   غلظت نمـك  

در انكوباتور   ساعت ادامه كشت     3-5 از پستعليق گرديد و    

سوسپانـسيون بـاكتري     از   ،)الـذكر   با همان شـرايط فـوق     (

اسـتفاده   مختلـف    هـاي گيـاهي     حاصل براي تلقيح بافـت    

در سوسپانـسيون بـاكتري حاصـل بـا         ها   ريز نمونه . گرديد

 ه دقيقه تلقيح شـد    5به مدت    =OD600 3/0 -4/0غلظت  

 كاغذصافي استريل جهت    ور شدند و سپس بر روي         غوطه

 ريزنمونـه هـاي   .قـرار گرفتنـد  هاي اضـافي    حذف باكتري 

با نصف   پايه   MSشامل  (كشت توام   محيط  ح شده به    تلقي

 ميكرومــولار استوســرينگان 50 هــا حــاوي غلظـت نمــك 

در محـيط   ريزنمونـه هـا     پس از كشت توام،     . منتقل شدند 

 گـرم   ميلـي 500 حاوي MSمحيط پايه   شامل  (شستشوي  

  محـيط گـزينش    شستشو شده و بـه      ) در ليتر سفوتاكسيم  

 ـ ـمحيل  ـامـش(  ـ MSايه  ـط پ  ـركـا ت ـ ب  ورمونيـه ـ اتـيب

BA) mg l
─125/0(، IBA) mgl

 50-100و ) 11/0─

دوره يك  از   پس. ندگرم در ليتر كانامايسين كشت شد      ميلي

محـيط   به احتمالي   ههاي تراريخت  چه  روزه، گياه  60گزينش

 بـا تركيـب هورمـوني       MSشامل محيط پايـه     (زايي   ريشه

NAA)mgl
mgl(IBA و) 5/1 1─

ــاًو)) 5/1 1─   نهايتـــــ

 جهـت سـازگاري بـه محـيط         دار شـده   هاي ريـشه   چه گياه

هـاي كـشت       تمـام نمونـه    .انتقال يافتنـد   به گلدان    طبيعي

و رطوبـت    C 2 ±20°بافتي در اتاقـك رشـد بـا دمـاي           

 سـاعت   8 سـاعت نـور و       12 تحت تناوب نوري     درصد70

  .داري شدند تاريكي نگه

  

  آناليز مولكولي 

   PCRآزمون 

DNA  م به مقاوهاي  چه برگ گياهاز ژنومي

 Dellaporta et ( و همكارانكانامايسين به روش دلاپورتا

al. 1983( و به منظور تاييد حضور تراژن استخراج شد 

)Transgene(احتمالي، آزمون ههاي تراريخت چه  در گياه 

PCR هاي اختصاصي ژنآغازگر با cry1Ab  انجام

 bpهاي مورد استفاده براي تكثير قطعه  آغازگر. گرفت

  : به شرح زير بودندcry1Abكننده ژن رمزه ياح از ن1194

- GCGGCGAGAGGATCGAGAC-  ′3:مستقيم آغازگر

- ′3 :آغازگر معكوس ،5′

TCGGCGGGACGTTGTTGTTC-5′ .PCR  طبق برنامة

، C94° دقيقه 1( سيكل 35و  C94°  دقيقه5يك سيكل 

 C72° دقيقه10و ) C72°  دقيقهC58 ،20/1°  دقيقه1

 ALS 1296  مدل Bio-Radدر دستگاه ترموسايكلر

در ژل از طريق الكتروفورز  PCR محصول. انجام گرفت

آميزي با   و پس از رنگتفكيك شد درصد يكآگارز 

  . عكسبرداري شدGel-Doc اتيديوم برومايد، در دستگاه

  

  )Dot blotting (اي گذاري نقطه لكهآناليز 

 ژنومي برگ DNA ميكروگرم 12در حدود 

جوش و  له قراردادن در آبوسيه  مثبت بPCRگياهان 

سردكردن فوري بر روي يخ واشرست شد و سپس بر 

  حاويءغشا .گذاري گرديد  لكه نايلونيءروي غشا

به  cry1Abگر اختصاصي ژن   با كاوشDNAهاي  نمونه
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) الذكر هاي فوق  با آغازگرPCRمحصول  (bp 1194طول 

طبق  )Digoxigenin (جنين اكسي نشاندار شده با ديگ

 DIG DNA Labeling and Detectionالعملدستور

Kit )  شركتRocheسازي شد دورگ) ، آلمان. 

ها طبق  ل سازي، مراحل شستشو و تشخيص سيگنا دورگ

 DIG DNA labeling and كيتدستورالعمل 

detection kit ) شركتRocheاين .انجام شد) ، آلمان 

PCRآناليز در سه تكرار براي لاين هاي 
  . انجام گرفت+

  

  گذاري وسترن  لكهآناليز

 2-3 كل برگ گياهان تراريخته هاي پروتئين

 گياه غيرتراريخته به عنوان شاهد منفي و گياه برنج ،ماهه

ياضي و  به روش قره به عنوان شاهد مثبت Btتراريخته 

استخراج شد و ) Ghareyazie et al. 1997 (همكاران

 Bradford)ي پروتئيني به روش برادفورد ها غلظت نمونه

 ميكروگرم پروتئين از 50در حدود . گرديد تعيين (1976

 SDS-PAGE ژلگياهان تراريخته و شاهد در 

(Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis) 10/5بارگذاري شد و درصد 

 60 با ولتاژ )Protean II) Bio-Rad الكتروفورز با دستگاه

) Cry1Ab) kDa 132 كسينپروتوچنين از  هم. انجام شد

.  به عنوان پروتئين استاندارد استفاده شدng 50 با غلظت

 wetوسيله دستگاه  هها ب پروتئيناز الكتروفورز،  پس

transblot) Bio-Rad( در دماي 35 با ولتاژ o
C4طور   به

از ژل بر روي غشاي نيتروسلولزي )  ساعت12(شبانه 

)Bio-Rad(لوژيكي  تشخيص ايمونو و منتقل شدند

 Rabbit پروتئين هدف با استفاده از پادتن اختصاصي

polyclonal anti-Cry1Ab) Ghareyazie et al. 

 انجام )Pham 2003(هدف طبق روش فام  )1997

  .گرفت

  

  )T0 (سنجي گياهان تراريخته نسل اول زيست

 زيست سنجي گياهان تراريخته با لارو سن اول

)Neonate(خوار پرودنيا  كرم برگ (Spodoptera 

littoralis) 6از  جوان بر روي هر برگ .انجام گرفت 

 به همراه )Independent event ( مستقلتراريختهلاين 

 سه  لارو در7تعداد گياه غيرتراريخته به عنوان شاهد دو 

ها به اتاقك  نمونه و  قرار گرفتديش داخل پتريتكرار در 

  ودرصد70، رطوبت C 2 ±25°ي يدماشرايط رشد با 

. منتقل شدند ساعت 8 ساعت نور و 12تناوب نوري 

  ميزان مرگ و و بار تكرار گرديد4آزمايش زيست سنجي 

 روز آلودگي 7 و 3پس از وزن لاروها متوسط مير و 

سنجي در   هاي حاصل از زيست  داده.برداري شد ياداشت

از آزمون نرمال بودن توزيع  پس. شد تجزيه SASافزار  نرم

هاي  صفات با توزيع غيرنرمال از تبديلبراي  ها، داده

براي (اي  و زاويه) حاصل از تعدادهاي  دادهبراي (جذري 

ها  استفاده شد و مقايسة ميانگين داده)  درصديهاي داده

 انجام اساس آزمون دانكن در سطح احتمال يك درصدبر 

  .گرفت

  

   و بحثنتايج

اي مقاوم به ـه اهچهـش گيـزينـگ ي وـاززايـب

  سينكاناماي

 BA محيط كشت القا جوانه با تركيب هورموني

)mg l
─1 25/0(، IBA) mg l

 سه به مدت تقريباً) 1/0 1─

هاي زيادي در  جوانه شرايط مساعد را براي ايجاد ،هفته
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روي پهنك برگ به خصوص در اطراف رگبرگ اصلي 

هاي  كه، در طول كشت ب توجه اينالنكته ج  وفراهم نمود

زايي  ي با قابليت جوانهيها گمختلف مشخص شد كه بر

شكل خاص و متفاوت داراي بالا، از لحاظ مورفولوژيكي 

، 1 شكل (هستند داشته و دو شاخه مانند ها گاز ساير بر

A .(زايي از  ها براي ريخت  فيتوهورمونچون اين

اند  جداكشت برگ چغندرقند مناسب تشخيص داده شده

)Hisano et al. 2004( .شده بر ءلقاهاي ا تعداد جوانه 

 ه متفاوت بوداه ژنوتيب داخلروي برگ در بين و حتي در 

 7233ژنوتيب .  بودنداي ه جوان1-3ها  برگو اكثرا 

 و  جوانه بر روي برگ را نشان دادءبيشترين قابليت القا

 نشان HM1990 قدرت باززايي بيشتري به نسبت به رقم

بت به پذير نس  با اين حال هر دو ژنوتيپ بسيار پاسخ،داد

 به ازاي در طول باززايي بودند وهاي مختلف  محيط كشت

 جوانه به ترتيب براي ژنوتيب 15/1 و 25/1هر جداكشت 

جدول (بود  شده ء براي بازازيي القاHM1990  و7233

بسيار براي تراريختي و باززايي لذا هر دو ژنوتيپ ). 1

هاي اوليه  در طي دوره. ب تشخيص داده شدندـمناس

 BA از تركيب هورموني استفادهاهده گرديد كه تلقيح مش

)mg l
mg l (NAA و )1 1─

در محيط گزينش  )1 1─

 در وليشود  ميها  جوانه بيشتراي شدن  باعث شيشه

BA )mg l  تركيب هورمونيحضور
 IBA و) 25/0 1─

)mg l
 ، باززاييگزينش مرحله خصوص در هب) 1/0 1─

 .)C و B، 2 شكل (به بهترين نحو صورت گرفتها  جوانه

نمونه (هاي تلقيح نشده در محيط حاوي كانامايسين  برگ

) D، 2شكل (اند  در اثر عامل انتخابي زرد شده) 1شاهد 

هاي  برگ) E، 2شكل  (2 در نمونه شاهد كه در حالي

تلقيح نشده در محيط بدون كانامايسين، شادابي و سبزي 

 است رشد نمودهسبز نيز اي  اند و جوانه خود را حفظ نموده

عنوان  هبكانامايسين و كارايي ثير أدهنده ت و اين نشان

از سه روز  پس .باشد ميعامل انتخابي در فرآيند گزينش 

هاي تراريخته در محيط  كشت توأم، گزينش جوانه

در . كانامايسين انجام گرفت گزينش داراي عامل انتخابي

گرم در ليتر   ميلي50مراحل اوليه گزينش، از غلظت 

گرم در ليتر   ميلي100سين و سپس از غلظت ثابت كاناماي

تا انتهاي فاز گزينش استفاده شد و هر دو هفته يكبار 

غلظت . هاي احتمالا تراريخته انجام گرفت زيركشت جوانه

بالاي كانامايسين مانع از سنتز كلروفيل حتي در 

  و)Norouzi et al. 2005 (شود هاي تراريخته مي جوانه

هاي  ، قدرت رشد و باززايي جوانههاي بالا در غلظت

 Ivic-Haymes and (يابد  كاهش مي نيزتراريخته

Smigocki 2005a .( ،براساس اين رهيافت گزينشي

هاي سبز مقاوم به كانامايسين غربال شدند و  جوانه

هاي  كانامايسين به خوبي توانست از رشد جوانه

اساس بر ).B و A، 3 شكل(غيرتراريخته ممانعت نمايد 

 درصد 9/33 و 8/35 ،)1 جدول(دست آمده  ه بتايجن

 و 7233هاي  هاي باززا شده به ترتيب در ژنوتيپ جوانه

HM1990اكثر . ، مقاوم به كانامايسين هستند

زايي  هاي مقاوم به كانامايسن در محيط ريشه گياهچه

 به NAA حاوي تركيبات هورموني MSمحيط پايه (

mg l ميزان 
mg l  به ميزانIBA و 15/1─

به ) 5/1 1─

زايي كه  و عدم ريشه )C، 3شكل  (دار شدند خوبي ريشه

هاي تراريخته  از مشكلات مرسوم در گياهچه يكي

سازگاري . ندرت مشاهده گرديد ، خيلي بهباشد مي

دار به شرايط محيطي غيراستريل با  هاي ريشه گياهچه

  ).D، 3شكل (موفقيت انجام گرفت 
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داخل  (هاي توليد شده اي شدن جوانه  شيشه:B ،)داخل كادر سياه (ه شدء القاهاي حاوي جوانهدو شاخه مانند برگ : A 2شكل 

mg l (BA   در محيط گزينش حاوي تركيبات هورموني)كادر سفيد
mg l  (NAA و )11─

─11(، C :هاي سبز  ظهور جوانه

BA)  mg l در محيط گزينش حاوي تركيبات هورمونيطبيعي 
─125/0(، IBA) mg l

─1 1/0(، D : در تلقيح نشده نمونه شاهد

نمونه شاهد تلقيح نشده : E ،در اثر كانامايسين) داخل كادر سياه(و جوان ها  زرد شدن برگو محيط كشت حاوي كانامايسين 

  )داخل كادر سياه(، جوانه سبز شده بر روي برگ در محيط بدون كانامايسين

  

B C 

A 

E D 
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  آگروباكتريومه روش حاوي پايه جوانه بچغندرقند  جداكشت برگ كارايي تراريختي 1جدول
  

تعداد   ژنوتيپ

  جداكشت

تعدادجوانة 

   شدهييباززا

ةچتعدادگياه

Kan
R (%)  

  ياهچةگتعداد 

PCR
+ (%)  

  تعداد گياه

Dot
+
/PCR

+ (%)  

  

  †تراريختي  فراواني

PCR
          Dot

+  

7233 120  151 54 )8/35(    34) 63(    32/24) 75(   3/28         20   

HM1990  54  62  21 )9/33(     8) 38(      5/3) 60(    8/14        6/5  

 

 

 و تصوير سمت راسـت جوانـه غيرتراريختـه كـه در      و احتمالا تراريختهجوانه سبز گزينش شده مقاوم به كانامايسينتصوير سمت چپ : A 3شكل  

: Cدار شده در محيط رشيه زايي،  ريشهاتمالا تراريخته چة  گياه: Chlorosis( ،B (اده استكلروفيلي خود را از دست د دانه حضور كانامايسين رنگ

  گياه تراريخته سازگار شده به شرايط محيطي غيراستريل

  

جداكشت مختلفي ازجمله كوتيلدون، هيپوكوتيل، 

زا، برگ، پايه جوانه و پروتوپلاست  دمبرگ، كالوس جنين

شده است و اكثرا باززايي در ترايختي چغندرقند استفاده 

طور غيرمستقيم و شامل فاز  ها به گياه از اين جداكشت

بر و  باززايي غيرمستقيم زمان. بوده است سكالو

 فراواني باززايي كم و با توجه  و معمولاًاستا سفر  طاقت

هاي مختلف تحت تركيبات محيط كشت  به زيركشت

 طبيعييرول باززايي، باعث ايجاد گياهان غـف در طـمختل

 Norouzi)شود  مورفولوژيكي و ژنتيكي مينظر صفات از

et al. 2005; Ivic-Haymes and Smigocki 

C 

A 

B 
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M  22 21 20  19 18 17 16 15 14 13 12  11 10  9   8   7   6   5  4  3   2  1  

 1200 bp 
 1000 bp 

 1500 bp 

2005a) . نتايج حاصل در اين تحقيق نشان داد كه

براي مناسبي  شده جداكشت ءجداكشت برگ جوانه القا

هايي چون سادگي  تراريختي چغندرقند بوده و داراي مزيت

ل دسترس و دائمي با قابليت تهيه جداكشت، منبع قاب

باززايي بالا براي تهيه جداكشت هدف، كاهش زمان لازم 

دليل باززايي مستقيم  هاي تراريخته به براي باززايي جوانه

و به حداقل رسيدن تنوع سوماكلوني به دليل نداشتن فاز 

سيستم تراريختي از  نتايج حاصلطور كلي  به. كالوس است

  نتايج هيسانو و همكاران،يقمورد استفاده در اين تحق

)Hisano et al. 2004(و نوروزي و همكاران ) Norouzi 

et al. 2005( ي اين  و كارايي بالايتكرارپذيربر  را مبني

براي توليد گياهان تراريخته چغندرقند در مقياس روش 

 .يد كردتايوسيع 

  

 T0  تراريختهآناليز مولكولي گياهان

 در ار cry1Ab  حضور ژن PCRزمونآ

هاي  گياهچه . كردهاي مقاوم به كانامايسين تاييد گياهچه

 هم اندازه باند تكثير bp 1194تراريخته باندي به اندازه 

به  cry1Ab حاوي ژن pBI35Scry شده با پلاسميد

كه گياه  نشان دادند، در حالي مثبت شاهدعنوان 

غيرتراريخته هيچ باندي نشان نداد كه دليل بر نداشتن 

% 50بيش از . )4شكل ( در ژنوم آن است cry1Ab ژن

PCR هاي مقاوم به كانامايسين گياهچه
اند و ميزان  شده +

PCR هاي گياهچه
 به HM199  و ژنوتيپ7233 در +

دسي و گالوئيس ـلين.  بوددرصد38 و 63ترتيب 

)Lindsey and Gallois 1990( با تراريختي پايه جوانه 

يسين، در درصد و تحت عامل گزينشي كاناماچغندرقند 

)  درصد30(هاي مقاوم به كانامايسين  پاييني از جوانه

يانگ و همكاران . حضور ژن انتقالي را تاييد كردند

)Yang et al. 2005(گل    با تراريختي جداكشت غنچه

 شده چغندرقند و تحت عامل گزينشي ءالقاحاوي جوانه 

PCR هاي هيگرومايسين، ميزان گياهچه
 براي ژن +

هاي مختلف   درصد در ژنوتيپ2/15-7/38انتقالي را بين 

 دهنده كارايي بالاي نشانچغندرقند گزارش كردند كه 

  .باشد مياستراتژي گزينشي مورد استفاده در اين تحقيق 

   
  

 

 

 

 

 

 

 
 kb DNA ladder 1گر  نشان.  : CaMV 35Sانداز  راه تحت كنترل  cry1Ab با ژنتراريخته احتماليهاي   گياهچهPCR آناليز 4شكل 

 از ياحتمالتراريخته هاي  گياهچه: 2-14هاي   مثبت، چاهكشاهد به عنوان pBI35Scryسازه نوتركيب : 1، چاهك )Fermentasشركت (

ه از  به ترتيب گياه غيرتراريخت21 و 20، چاهك HM1990 از ژنوتيپ ياحتمالتراريخته هاي  گياهچه: 15-19هاي  ، چاهك7233ژنوتيپ 

   دوم منفيشاهد الگو به عنوان DNA بدون PCRواكنش : 22، چاهك  اول منفيشاهد به عنوان HM1990 و 7233هاي  ژنوتيپ
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  1            2             3             4              5                 6              7      

A 

 

 

B 

 

 

 

C 

 

 

D 

PCRگياهان اي   نقطهگذاري آناليز لكه
+  

اي به عنوان روش سريع و  گذاري نقطه آناليز لكه

.  آسان براي غربال گياهان تراريخته اسفاده شدتقريباً

 10در حدود ( با كيفيت خوب DNAمقدار كمي 

T0 (PCR (از گياهان) ميكروگرم
 براي انجام اين آناليز +

شكل (براساس نتايج حاصل از اين آناليز . استفاده گرديد

 منفي دوم شاهدبه عنوان ) آب( DNA بدون  نمونه، )5

)D7 ( علامتي هيچ)signal(و لذا ستا   نشان نداده 

دگي نداشته و آزمون سيسم هيبريداسيون هيچ گونه آلو

 DNAهاي  نمونه. گذاري به درستي انجام گرفته است  لكه

داده است  نعلامتينيز ) D6(گياه غيرترايخته  مربوطه به

گر  كه دليلي بر نداشتن توالي هومولوگ با كاوش

و غير تراريخته بودن آن   در ژنوم cry1Abاختصاصي ژن 

PCR گياهان DNAهاي  نمونه. باشد مي
+ )A4-D5( 

 سيگنال )pBI35Scry ) A1-A2 هاي همانند پلاسميد

هاي سياه نشان دهنده  به عبارتي لكه. اند نشان داده

با قطعه  cry1Abگر اختصاصي ژن  هيبريدشدن كاوش

هومولوگ خود در ژنوم اين گياهان بوده و تاييد ديگري 

توان گفت كه  ها است و مي بر تراريخته بودن اين نمونه

قل داراي يك نسخه از ژن انتقالي اين گياهان حدا

 60بيش از ) 1 جدول(با توجه به نتايج حاصله . باشند مي

dotدرصد گياهان مورد بررسي 
 با 7233شدند و ژنوتيپ  +

dot گياه  درصد75
%) HM1990 )60نسبت به ژنوتيپ  +

طور كلي   به.از كارايي تراريختي بالايي برخوردار است

 و در درصد20 ،7233 در ژنوتيپ كارايي تراريختي 

كارايي گر  كه بيان برآورد شد درصدHM1990 ،5ژنوتيپ 

و وابسته بودن آن  بالاي تراريختي در روش مورد استفاده

  .به ژنوتيپ است

  
  

  

  

  

  

  

  

  

PCR گياهان گذاري آناليز لكه 5شكل 
 به pBI35Scryپلاسمبيد  :DIG .A1-A2نشاندار شده با  cry1Abگر اختصاصي ژن  كاوش با +

+گياهان  :A4-A7  ،B1-B7  ،C1-C7 ،D1-D2  مثبتشاهدعنوان 
Dot  7233از ژنوتيپ،D3-D5 :گياهان +

Dot از ژنوتيپ 

HM1990،:D6   اول،  منفيشاهد گياه غيرتراريخته به عنوان D7 : نمونه بدونDNA) هاي  لكه.  منفي دومشاهدبه عنوان ) آب

PCR با قطعه هومولوگ خودش در ژنوم گياهان cry1Abي ژن گر اختصاص دهنده هيبريدشدن كاوش سياه نشان
  .است +
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 )Norouzi et al. 2005 (نوروزي و همكاران

كارايي تراريختي جداكشت برگ به روش آگروباكتري را 

 در حالي كه هال و همكاران ،اند گزارش نموده% 2/6

)Hall et al. 1996(هاي محافظ    كارايي تراريختي سلول

، درصد3  راندرقند به روش الكتروپوريشناي چغ روزنه

 كارايي )Snyder et al. 1999 (اشنايدر و همكاران

زاي حاصل از برگ و  تراريختي جداكشت كالوس جنين

- و آيويكدرصد7/7كوتيلدون به روش تفنگ ژني را 

 Ivic-Haymes and Smigocki (اسميكوكيهيمز و 

2005a ( كارايي تراريختي جداكشت ديسك برگي

 GUSزا به روش تفنگ ژني براساس فعاليت ژن  لوسكا

فت كه رتوان نتيجه گ مي. گزارش كردند% 9/0-7/3 را

زايي مستقيم بدون زبا(اولا نوع جداكشت و نحوه باززايي 

ثر بوده ؤدر كارايي تراريختي بسيار م) داشتن فاز كالوس

دست آمده در اين  ه كارايي بالاي تررايختي ب ثانياً.است

انند تحقيقات قبلي در نتيجه استفاده از سيستم تحقيق هم

  . مي باشدتراريختي آگروباكتري

  

  cry1Abآناليز بيان ژن 

 گياهـان  بـراي گـذاري وسـترن    آناليز لكه 6شكل  

بـا توجـه بـه      . دهـد   مـي نشان   مورد بررسي    T0چغندرقند  

همـان  با  كه Btهمانند گياه برنج شكل، گياهان تراريخته   

ده در اين تحقيق تراريخته شـده       مورد استفا  cry1Abژن  

اند كه همان     را نشان داده   kDa 67است، نوار مورد انتظار     

كه بيانگر تلفيق ژن هـدف در  باشد  مي Cry1Abپروتئين  

ژنوم چغندرقند و تظاهر آن در اين گياهان اسـت ولـي در             

گياه چغندرقند والدي غيرتراريخته مطابق با انتظار نـواري         

. باشـد   ميغيرتراريخته بودن آن    بر  مشاهده نشد كه دليلي     

 ) ng 50(با مقايسه شدت نوار مربوط به پروتئين استاندارد       

توان گفت كه ميزان پروتئين بيـان        با گياهان تراريخته مي   

ــداقل   ــده ح ــرم   1ش ــر ميگروگ ــانوگرم در ه  %) 1/0( ن

  .  باشد ميهاي كل محلول برگ  پروتئين

ر از آناليز وسترن، حضو براساس نتايج حاصل

، تلفيق )kDa 67( با اندازه مورد انتظار  Cry1Abپروتئين

، ناحيه رمزكننده ژن و انداز راهشامل (كامل كاست ژني 

ييد أهاي تراريخته ت را بار ديگر در لاين) دهنده توالي پايان

 حتي در kDa 67اگر چه قطعات پروتئيني كوچكتر از . شد

). 6  شكل(نيز تشخيص داده شد ) Btبرنج (شاهد مثبت 

تواند در اثر برش توسط  وجود چنين قطعاتي مي

از  يا ناشي) ANZFA 2001( پروتئازهاي داخلي برگ

 در طول تهيه نمونه پروتئيني Cry1Abتخريب پروتئين 

)Ghareyazie et al. 1997; Breitler et al. 2004( 

 در برابر Cry1Ab ازجمله Btهاي  شد، زيرا پروتئين

 .Betz et al (پذير هستند  تخريبعواملي مانند دماي بالا

 تحت كنترل يك Cry1Abسطح بيان پروتئين ). 2000

% 002/0 از )Constitutive promoter ( دائميانداز راه

)Tu et al. 2000( كل پروتئين محلول درصد4/0-5/0 تا 

 )Koziel et al. 1993; Breitler et al. 2004 (برگ

ان ـح بيـسط ترينـي در كمـده است و حتـزارش شــگ

 اليت زيستي نشان داده استـفع% 002/0ي ـيعن

)Breitler et al. 2004(.  



49 1387/ 2شماره / 24جلد / چغندرقندمجله 

         1        2        3        4        5         6         7         8         9       10  
195.8 
kDa 

112 

25.3 

60.4 

31.6 

67 kDa 
132 kDa 

  

  

  

  

  

  

  

 ng 50با غلظت ) Cry1Ab) kDa 132پروتوكسين  : cry1Ab .1تراريخته با ژن     T0گذاري وسترن براي گياهان چغندرقند       آناليز لكه  6شكل  

 Btبـرنج  : Plus protein kaleidoscope prestained standards) Bio-Rad( ،3گر پروتئيني نشان: 2استاندارد، پروتئين به عنوان 

چغندرقند تراريختـه  هاي  لاين: 10-5گياه چغندرقند والديني غيرترايخته به عنوان شاهد منفي، : 4 به عنوان شاهد مثبت، cry1Abتراريخته با ژن  

  دهد ميرا نشان بيان شده  Cry1Ab پروتئين kDa 67ار نو. HM1990-3 و HM1990-2، 7233-15، 7233-17، 7233-35به ترتيب 

  

 T0 در گياهان تراريختهعملكردي تراژن آناليز 

حاوي ژن T0 تعدادي از گياهان تراريخته 

cry1Ab  به همراه دو گياه غيرتراريخته براي بررسي اثر

پرودنيا  آفت  و مقاومت بر عليهCry1Abتوكسين 

)Spodoptera littoralis(اي مهم   آفت پروانه، يكي از

مزارع چغندرقند ايران، كشورهاي آفريقايي و حاشيه 

از  نتايج حاصل. درياي مديترانه، انتخاب شدند

درصد مرگ و مير .  آمده است2سنجي در جدول  زيست

ها در هفتمين روز آلودگي بر روي گياهان تراريخته  لارو

 متغيير است و ولي در گياهان درصد37-70بين 

 كه بين گياهان باشد مي درصد5/2ا بته تقريغيرتراريخ

تراريخته و غيرتراريخته از لحاظ آماري تفاوت بسيار 

 با 7233-35 و 7233-18هاي  لاين. دار وجود دارد معني

 مرگ و مير درصد70 با 7233-15 و لاين درصد37

ترين و بالاترين ميزان مقاومت بر عليه  ها داراي پايين لارو

هاي زنده  متوسط وزن لارو. ندآفت مورد بررسي هست

برداشته شده از روي برگ گياهان تراريخته در سومين 

گرم متغيير است و در   ميلي90/1-30/2روز آلودگي 

گرم   ميلي32/2-42/4هفتمين روز آلودگي اين ميزان به 

هاي زنده روي برگ  كه وزن لارو رسيده است در حالي

گرم   ميلي11/12 روز آلودگي هفت پس از شاهدگياهان 

هاي مربوط به  دار با وزن لارو است كه تفاوت بسيار معني

هاي  دهد كه لارو گياهان تراريخته دارد و اين نشان مي

 و نامناسب Btروي گياهان تراريخته در اثر توكسين 

اند رشد  بودن غذا و بالاخره عدم ترجيح تغذيه آن نتوانسته

و يا ) C-1، 7ل شك(اند   يا مردهوو توسعه سني پيدا كنند 
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1 

3 

2 

B C A 

ولي ) C-2، 7شكل (اند   داشتهكم و رشد متوقف شده

كننده از گياه غيرتراريخته با توجه به  هاي تغذيه لارو

ذاي مورد استفاده در حد عالي رشد و غمناسب بودن 

ميزان خسارت برگي ). C-3 ،7شكل (اند  توسعه يافته

هاي   ناشي از تغذيه آفت كه به صورت لكهشاهدگياهان 

، 7شكل (اي فاسد شده و توري مانند نمايان است  هوهق

B(، 36 باشد مي تغذيه آفت روز سه پس از  درصد55 تا 

كه اين  رسيد است در حالي% 100كه در هفتمين روز به 

شكل  (شاخص در گياهان تراريخته روند كند داشته است

7، A (و  درصد27 تا 12 به طوري كه ميزان خسارت 

آلودگي روز  7 و 3ترتيب پس از  بهكه  درصد50حداكثر 

برآورد شده است كه از لحاظ آماري با گياهان 

گر عدم  دار دارد كه باز بيان  معنييرتراريخته تفاوت كاملاًغ

توانايي رشد، توسعه آفت بر روي برگ گياهان تراريخته 

  .است

 

  

  

  

  

  

  

  B:برگ گياه تراريخته : Spodoptera littoralis .(A (ت پرودنيا بر عليه آفcry1Ab  حاوي ژنT0سنجي گياهان تراريخته   زيست7شكل 

برداشته شده از روي برگ گياه تراريخته با ) 3(و مرده ) 1(هاي زندة با رشد متوقف شده  مقايسه لارو: C، شاهدبرگ گياه غيرتراريخته به عنوان 

  .از روي برگ گياه غيرتراريختهبرداشته شده ) 2(هاي زنده و توسعه يافته به سنين رشدي بالاتر  لارو
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  )Spodoptera littoralis ( با آفت پرودنياT0آناليز زيست سنجي گياهان تراريخته  2جدول 

  
  (%)   مرگ و مير 

       DAI 7  

  (%)           خسارت برگ 

     DAI 3                  DAI 7  

  )mg(هاي زنده  وزن لارو       

     DAI 3                 DAI 7  

  تعداد لارو مرده                

    †DAI 3                   DAI 7  

  لاين

   e01/0±31/2  a  52/3±00/55       a00/0±00/100  a   00/0±71/7      a22/1±24/10  e    00/0±00/0      d 10/0±12/0 7233*  

   e44/0±52/2  b  11/2±45/36       a00/0±00/100  a   20/0±92/1         a31/0±11/12  e    00/0±00/0       d08/0±25/0  HM1990* 

     e2/1±00/70   d13/0±54/12       e70/0±34/31  bc 25/0±90/1        c15/0±5/2  ab  11/0±9/1      a    10/0±92/4  15-7233  
abc 33/2±73/55   b45/1±251/27     e40/1±54/27 b   22/0±30/2     bc22/0±60/2 a    11/0±31/2      ab22/0±91/3 17-7233 

   d60/2±30/37   c80/0±12/20      b 31/1±34/51 bc 40/0±92/1      bc10/0±33/3 cd  12/0±10/1        c30/0±61/2  18-7233 
    d61/2±03/37    c71/0±84/18       d00/1±02/40 b   10/0±33/2      bc11/0±80/3 bcd12/0±20/1       c30/0±63/2  35-7233  
   cd32/1±030/40 c    24/1±10/20       b84/3±482/53 b   40/0±24/2  b     43/0±42/4 bcd21/0±41/1        bc20/0±84/2  HM1990-2 
   ab34/2±53/61 c    21/0±00/20 c         40/2±83/48  bc 10/0±83/1  c      13/0±32/2 ab  20/0±83/1         a 20/0±31/4 

HM1990-3 

، اختلاف  داراي حروف مشتركهاي در هر ستون ميانگين). Days after infestation( روزهاي پس از آلودگي با آفت†، شاهد گياهان غيرترايخته به عنوان * 
  .با همديگر ندارندبه روش دانكن در سطح اعتماد يك درصد دار  معني

  

ته حاصل در مقايسه هاي تراريخ به طور كلي لاين

 در برابر آفت پرودنيا مقاومت مناسبي شاهدبا گياهان 

 در اين گياهان درصد100نشان دادند، اگر چه مقاومت 

مشاهده نگرديد كه ممكن است به دليل سطح ناكافي 

 توليد شده و يا به دليل طبيعت Cry1Abپروتئين 

. سرسخت آفت مذكور نسبت به اين توكسين باشد

 مرگ و ميزانهاي تراريخته تنوع در  ن لاينچنين بي هم

مشاهده گرديد كه ) 2هاي  جدول(مير و خسارت برگ 

 در Btاز تفاوت در سطح بيان توكسين  تواند ناشي مي

مانند تعداد نسخه، اثرات موضعي (ژنتيك  نتيجه اثرات اپي

، شرايط آزمايشات )در محل درج و يا متيله شدن تراژن

به دليل تفاوت فيزولوژيكي بين سنجي و تا حدودي  زيست

 . باشد)Fujimoto et al. 1993 (لاروها

با توجه به اهميت اين گياه استراتژيك، خسارت 

اي به خصوص در كشور و كافي  قابل توجه آفات پروانه

رسد توليد  نبودن منابع مقاومت در ژرم پلاسم، به نظر مي

و  استراتژي مناسبي براي كنترل آفات آن Btچغند قند 

اين تحقيق موفق به . بهبود مديريت تلفيقي آفات باشد

 از cry1Abتوليد گياهان چغندرقند تراريخته حاوي ژن 

نتايج .  شدHM1990 و 7233هر دو نوع ژنوتيپ 

مهم مزارع  اي از آفات پروانه سنجي با يكي زيست

مقاومت خوب در تعدادي از گياهان ) پرودنيا(چغندرقند 

براي  .ييد نمودأ اين آفت را تتراريخته حاصل برعليه

بررسي وراثت ژن انتقالي و ارزيابي مقاومت به آفت در 

 T0 گياهان تراريخته ، در حال حاضرهاي بعدي نسل

علاوه بر خودگشني با گياهان كلوني خود، با يك لاين 

  . تلاقي داده شدندژنتيكينرعقيم 

رسد با توجه به تحقيقات محدود انجام  به نظر مي

ر مورد مقاومت به حشرات آفت در چغندرقند، لازم يافته د

است تحقيقات بيشتري در مورد ايجاد و توسعة چغندرقند 

 و يا در Btهاي مختلف  مقاوم به آفات با استفاده از ژن

  .انجام گيردكننده مقاومت رمز هاي  تركيب با ديگر ژن
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  تشكر و قدرداني

بيوتكنولوژي كشاورزي مديران پژوهشكده  از 

 به خاطر پشتيباني مالي و در اختيار گذاشتن امكانات كرج

از چنين  م ه.آزمايشگاهي كمال تشكر و قدرداني ميشود

تحقيقات سسه ؤممحقق (اله قديري  آقاي مهندس ولي

به خاطر راهنمايي هاي ارزنده در ) گياهپزشكي كشور

مژگان موسوي از  خانم مهندس سنجي و انجام زيست

به خاطر فراهم كي كشور سسه تحقيقات گياهپزشؤم

سنجي  كردن لارو آفت پرودنيا و همكاري در زيست

  .شود  ميسپاسگزاري
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