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ABSTRACT 

Blackleg caused by Leptosphaeria maculans is one of the important diseases widely affecting canola 

production worldwide. Effectiveness of three plant defence related genes transferred from pea (Pisum 

sativum) to canola was tested against blackleg in two experiments. In the first experiment, three 

transgenes including PR10.1, Chitinase, and DRR206 were transferred from transgenic Wester variety 

into four commercial cultivars (Apollo, Sentry, OAC Triton, and MillenniUM 03) via backcrossing to 

examine the effects of different genetic backgrounds on disease response. In the second experiment, to 

study the effect of gene pyramiding on level of disease resistance, three transgenic Wester lines were 

crossed. Cotyledon inoculation was performed for indoor disease screening tests of blackleg. DRR206 in 

Sentry and Chitinase×DRR206 appeared to be the best combinations conferring disease resistance. 

Overall, DRR206 had the highest impact on disease, probably due to delayed infection development. 

Promising lines of this research could be utilized in breeding programs and cultivar release projects after 

field trials. 
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  زاانتقال یافته  (Leptosphaeria maculansساق سیاه ) بیماری بههای مقاومت ژن کارآمدی

 (Brassica napus) به کلزا( Pisum sativum)نخود فرنگی 
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 چکیده
شدت تحت ، تولید کلزا را در ایران و جهان، بهشودایجاد می Leptosphaeria maculansکه توسط قارچ  ساق سیاهبیماری 

ا لز( به کPisum sativumنخود فرنگی ) از DRR206و  PR10.1 ،Chitinaseدر این پژوهش، سه ژن  دهد.یتأثیر قرار م
. در آزمایش قرار گرفتبررسی در قالب دو آزمایش، مورد بیماری ساق سیاه  ها در ایجاد مقاومت بهمنتقل شد و کارایی آن

، Sentry ،OAC Triton رقم زراعیبه چهار یزش برگشتی، از طریق آم ،الزک Wester لاین تراریختسه تراژن از  ،اول
Apollo وMillenniUM 03 بررسی شد در  ،بر پاسخ به بیماریسه رقم مختلف ژنتیکی  زمینهتأثیر پس و ندمنتقل شد

مختلف وستار تراریخت با های لاین، سطح مقاومتبر  هاتجمیع دو به دوی تراژن جهت مطالعه تأثیر و آزمایش دوم
 در DRR206. تراژن صورت گرفت لپه زنیبه روش مایه ای بیماری ساق سیاهغربالگری گلخانه دیگر آمیزش داده شدند.یک

، بهترین DRR206طورکلی تراژن به .کرد جادیرا امقاومت  ، بالاترینChitinase×DRR206ترکیب دو تراژن  و Sentry رقم
بیماری  سد، این تأثیر از طریق به تأخیر انداختن مراحل اولیه توسعهرعملکرد را در کاهش بیماری داشت که به نظر می

کارگیری در قابلیت به ،ایمزرعههای حاصل از این پژوهش، پس از آزمایش بخشامیدهای لاینگرفت. صورت می
 نژادی آزادسازی رقم را خواهند داشت.های بهبرنامه

 

 .PR10.1 ،Chitinase ،DRR206د فرنگی، تراریخت، ساق سیاه، کلزا، نخو :کلیدی هایهواژ
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 مقدمه

به دلیل عملکرد و کیفیتت ( .Brassica napus Lکلزا )

نقت  مهمتد در متنمین روغتن کت راکد  ،روغنبالای 

دهتد کته در نشان مد های فائ آمار .ایران و جهان دارد

مترین مهم ،کتل م لیتد درصتد 49کلزا با  ،2014سال 

بتتت ده استتتت  ایتتترانروغتتتن نبتتتامد م لیتتتد منبتتت  

(http://www.fao.org/faostat/en/#data/QD.) 

 هتای زنتدهد از من یکت ،ستاق ستیاهبیماری قتارید 

ای های عمتدهم اند کسارتکلزاست که مد مهمبسیار 

این بیماری، عامل مهتم . وارد کند به م لید این گیاهرا 

مهدید زراعت کلزا در آمریکای شتمالد، ارواتا و یتین 

و در ایتران نیتز یکتد از  (Wang et al., 1999) استت

میزان کستارت  .های مهم کلزا به شمار مد روداریبیم

درصتد هتم گتزارد شتده  40این بیماری در ایران ما 

 درمحققان متعتددی  و (Abravan et al., 2016است )

 ;Fernando et al. 2007) انتدکردهگزارد آن را ایران 

Mirabadi et al. 2009).  ستتاق ستتیاه، یتتر بیمتتاری

 Leptosphaeriaزاد استتت کتته م ستت  قتتار  دانتته

maculans جنسد ایتن قتار  ش د. فرم غیرایجاد مد، 

Phoma lingam هتا، شت د. ایتن قتار ، بر نامیده مد

دهتد و باعت  ها را م رد حملته قترار مدساقه، و غلاف

م ضتتعد آن و در نهایتتت  شتتانکر ستتاقه، باریتتر شتتدن

ش د. علایتم بیمتاری در شکستگد و ک ابیدن ب مه مد

هتا و ها، بر های کمرنگ بر روی لپتهزکم شاملگیاه 

هتا بته متدریت متمایتل بته رنتگ . زکمباشتدمد ساقه

ش ند که حاوی ایکنیدیای میره رنگ در کاکستری مد

های میتره رنتگ ها اغلب دارای حاشیهزکم وس  است.

مایل به ارغ اند هستند و مبدیل به حلقته شتانکر یا مت

کشر و باریر در نزدیکتد ست خ کتا  و یتا بتالامر 

د. این وضعیت شانکر در ساقه، عامل اصلد افت نش مد

رود. عملکرد ناشد از بیماری ساق سیاه بته شتمار متد

هاید کته محتت متن یر شتدید ایتن بیمتاری واقت  ب مه

از بتین م لید دانه  و قبل ازش ند مد شکسته ،ش ندمد

 .(Wang & Fristensky, 2001)روند مد

های در بقایتای ب مته ،قار  عامل بیمتاری ستاق ستیاه

کنتتتد و در فبتتتل بعتتتد، گذراند مدآلتتت ده زمستتتتان

کنتتد. ستتاکتارهای جنستتد حامتتل استتپ ر م لیتتد مد

ش د که های جدید، منجر به م لید ایکنیدیا مدآل دگد

حجم انب هد از اسپ رهای مابستتاند آلت ده کننتده یتا 

هتتای آل دگد ؛کننتتدهمتتان ایکنیدی ستتپ ر را رهتتا مد

اذیر است. انتشار بیماری ساق ستیاه، زاد نیز امکاندانه

های آلت ده، استتپ رهاید کته بته همتتراه از طریت  دانته

ش ند و یا م س  بتاد ق رات باران به اطراف ااشیده مد

 گیرد.در مزرعه ص رت مد

های قار  عامل ساق سیاه، بتر های کلزا و جدایهواریته

کته ط ریهب ،نمایندعمل مد "ژن-به-ژن"طب  الگ ی 

غیتتر  هتتایژنمکمتتل  ،(Rمقاومتتت گیتتاهد ) هتتایژن

متعددی به  هایژن( هستند. Avrزاید اام ژن )بیماری

مقاومتتت بتته ایتتن بیمتتاری در کلتتزا  هتتایژنعنتت ان 

 Rlm4اند. از جملتته شناستتاید و بعًتتاو کلتت ن شتتده

(Raman et al., 2012; Tollenaere et al., 2012) .

متتا  LepR1و نیتتز  Rlm9متتا  Rlm1مقاومتتت  هتتایژن

LepR4 های مختلف کلزا با منشنهای مختلفد در گ نه

 Brassica napus ،Brassica rapa ،Brassicaاز قبیل 

nigra  وBrassica juncea اند ماکن ن شناستاید شتده

(Yu et al., 2012) .زاید که حً ر غیر بیماری هایژن

م جب واکن  به م ق  و کارآمد گیاه  ،در اام ژن هاآن

در ایتتتن قتتتار ،  AvrLepR1از جملتتته ژن  ،شتتت دمد

. (Ghanbarnia et al., 2012)شناستتاید شتتده استتت 

 AvrLm6و  AvrLm1زای غیر بیماری هایژنهمچنین 

 .(Fudal et al., 2007)اند نیز کل ن شده

ها جهت کنترل بیماری ساق ستیاه، یکد از بهترین راه

ها از باشد. از سایر شی ههای مقاوم مداستفاده از واریته

جمله کنترل بی ل ژیر، مناوب زراعد، کنترل علفهتای 

و مزرعته،  بتذرهاهرز، عملیات زراعد، رعایت بهداشتت 

سم م شیمیاید )ضد عف ند دانته( و متدیریت فراگیتر 

متت ان در ( مدIntegrated Pest Managementآفتتت )

 & Wangجهتتت کنتتترل ایتتن بیمتتاری بهتتره بتترد. )

Fristensky, 2001) 

 دکیل در مقاومت گیاه نخ د هایژنش د که مب ر مد

در ص رت انتقال به کلزا  ،زابه قاریهای بیماری فرنگد

بیماری  اینبت انند س خ مقاومت این گیاه را نیز به 

 رت، با  بت و مجاری سازی بهب د بخشند. در این ص
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منشن گرفته از نخ د  هایژنارقام کلزای حاوی این 

م ان به م لید اایدار کلزا و در نتیجه افزای  مد ،فرنگد

امیدوارمر در کش ر، های ک راکد و صنعتد م لید روغن

( Westarمعدادی لاین مراریخت کلزا )واریته  ب د.

ی با منب  حاوی سه ژن مرمب  با مقاومت به بیمار

قبلاو  (DRR206و  PR10.1 ،Chitinase)نخ د فرنگد 

. م اد (Wang et al., 1999)م لید و ارزیابد شده است 

شامل  ،گیاهد مراریخت م رد استفاده در این اژوه 

کلزای حاوی یکد از سه ژن بیگانه  هایژن میپ

فرصتد را برای کاود  ،مقاومت به بیماری ساق سیاه

بیگانه برای  هایژنبیشتر میزان مفید ب دن این 

های ژنتیکد متن ع کنترل بیماری ساق سیاه در زمینه

 ، دو هدف عمده داشت که کند. این اژوهفراهم مد

از طری  دو آزمای  ایگیری شد: انتقال این سه مراژن 

های مجاری کلزا و ارزیابد س خ مقاومت به واریته

آزمای  اول و هرمد کردن یا مجمی  دو به در  هاآن

در  هاآنها و ارزیابد س خ مقاومت دوی این مراژن

 بررسد شد.آزمای  دوم 

 

 مواد و روشها

 یمواد گیاه

، Westar ،OAC Tritonهای انت واریته کلزا به نام

Apollo ،Sentry  وMillenniUM 03  از گروه عل م که

 ،گیاهد دانشگاه مانیت بای کانادا دریافت شده ب دند

 واریته ها،آنم رد استفاده قرار گرفتند که از میان 

Westar  غیر مراریخت ب د و به عن ان کنترل منفد

ار واریته دیگر به عن ان گیرنده سه استفاده شد و یه

مراژن در این اژوه  م رد استفاده قرار گرفتند. 

 Westarهای مختلف واریته مراریخت ویژگیهای لاین

 1حاوی یکد از سه مراژن معرفد شده در جدول 

 2015ما  2006ها در فاصله سالهای اند. آزمای آمده

 انجام شدند.

 آزمایش اول

( به یهار GN3، و GN1 ،GN2انتقال سه مراژن )

و  OAC Triton ،Apollo ،Sentryواریته مجاری کلزا )

MillenniUM 03)، های از طری  ملاقد بین لاین

های مجاری و سپس انجام ف ق و واریته مراریخت

(. اولین سری 1ملاقد برگشتد ص رت گرفت )شکل 

( در مرحله Disease screeningغربالگری بیماری )

زیگ ت یا مر: همد)به بیان دقی هتروزیگ ت 

Hemizygousها برای ( انجام گرفت. سپس ب مه

گزین  افراد هم زیگ ت، ک دگشن شدند و در اد 

 آن، غربالگری بیماری در مرحله هم زیگ ت انجام شد.

 
 .سه ژن بیگانه مقاومت به بیماری در سه لاین مراریخت واریته وستر کلزا با منشن نخ د فرنگد -1جدول 

Table 1. Three disease resistance transgenes originated from pea in three transgenic lines of canola 

Westar cultivar 
Transgene Name Function 

GN1 PR10.1 P. sativum pathogenesis-related protein;  
477bp; GenBank locus: X13383; 

Ribonuclease-like protein. 

GN2 Chitinase P. sativum chitinase class I (chi2) gene 
976bp; GenBank locus: PEACHI2I; 

Degradation of fungal cell wall. 

GN3 DRR206 P. sativum disease resistance response protein; 
555bp; GenBank locus: AF115574;  

Strengthening cell wall, lignin biosynthesis. 

 

ها، ملاقد به ص رت دستد و با حذف کاسبر 

های والد ماده در مراحل آکر ها و اریمگلبر 

 و اس از ان دهد )قبل از شکفتن گل( انجام شدغنچه

ها با گرده والد نر آغشته شدند. جهت جل گیری کلاله

گیری شده های دور های ناک استه، گلاز ورود گرده

محت  2S2BC. نسل با ااکت الاستیکد ا شانیده شدند

آزمای  هم زیگ سیتد از طری  انتخاب مستقیم برای 

و آغازگرهای  PCRمراژن مرب طه با استفاده از 

گیاه  24حداقل  ،اکتباصد قرار گرفت که طد آن

هاید که برای حً ر مراژن آزمای  شدند و کان اده

به عن ان  ،یعند همگد مثبت شدند ،مفرق نشان ندادند

شناکته شدند. دو بار آزم ن  ژن میپ هم زیگ ت
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یر  ؛ها انجام گرفتای برای بیماریغربالگری گلخانه

که  2BCبار در مرحله هتروزیگ ت که گیاهان نسل 

اس از حذف  ،ب دند aaو  Aa هایژن میپمخل طد از 

سنجد قرار محت بیماری PCRم س   aaهای ب مه

گرفتند و بار دوم در مرحله هم زیگ ت که گیاهان 

منیید شد و  PCRبا  هاآنکه عدم مفرق  2S2BC نسل

 داشتند. AAژن میپ 

برای مقایسه ااسخ به بیماری ساق سیاه در مرحله 

آزمای  اول آزمای  عاملیل در قالب  ،هتروزیگ ت

طرح کاملاو مبادفد انجام شد و مبدیل داده به ص رت 

مبدیل به جذر به منظ ر نرمال کردن م زی  ک اهای 

ن اکت کردن واریانس ک اها انجام شد. آزمایشد و یک

مدیریت  1م اد گیاهد طد نسلها بر اساس شکل 

شدند ما به مرحله هم زیگ مد رسیدند. اطمینان از 

بر اساس عدم مفرق ژند در  هاآنهم زیگ ت ب دن 

 هاآندر نتاج  PCRل ک س مرب طه با انجام غربالگری 

 حاصل شد.

 
 

واریته وستر  AAهای غربالگری بیماری در آزمای  اول. ها و نیز آزمای ها، ملاقیهای برگشتد و ک دگشندگیریدور  -1شکل 

 واریته مجاری فاقد مراژن یا ن ل است. aaمراریخت و 
Figure 1. Crosses, backcrosses and selfings, as well as disease screening tests in Experiment 1. AA is the 

transgenic cultivar of Westar and aa is the commercial cultivar lacking the transgenes(null). 

 
انتظار  ،نشان داده شد 1همان گ نه که در شکل 

از دو  50:50مخل ط  ،2BCو  1BCرفت که نسلهای مد

باشند. هدف این ب د که منها  aaو  Aaژن میپ 

از  بنابراین ؛نسل بعد را ایجاد کنند Aa هایژن میپ

PCR   هایژن میپبرای گزین Aa  .استفاده شد

 ،های الاستیکدبا استفاده از ااکت 2BCگیاهان 

م لید ش د که  1S2BCک دبارور شدند ما نسل 

ب دند. گیاهان  aa، و AA ،Aa هایژن میپمخل طد از 

aa  از طری  غربالگریPCR هان ولد گیا ،حذف شدند

AA  وAa  2دوباره ک دبارور شدند ما نسلS2BC  م لید

از هم  1S2BCنسل  Aaو  AA هایژن میپش ند ما 

 مشخیص داده ش ند.

 زمایش دومآ

 )یا مجمی  دو به دوی(Pyramid کردن  جهت هرمد

 ها،آنو ارزیابد س خ مقاومت  Westarها در مراژن

ه ها دو به دو با هم ملاقد دادحاوی این ژن هایژن میپ

Cross) Transgenic (AA) × cultivar (aa) 

Backcross1)                F1 (Aa) × cultivar (aa) 

Backcross2)                          BC1 (Aa, aa) × cultivar (aa) 

Selfing 1                                                BC2 (Aa , aa)   

Selfing 2                                                         BC2S1 (AA , Aa , aa) 

                                                       BC2S2 (Not segregating    Segregating) 

Crossing Transgenic Westar with other 

cultivars 

First series of indoor screening 

for disease resistance, 

heterozygous stage 

Second series of indoor 

screening for disease resistance, 

homozygous stage 
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شدند. با فرض این که هر کدام از دو والد در یر 

ها هم زیگ ت و برای دیگری ملاقد، برای یکد از مراژن

رفت ها انتظار مدنتاج این ملاقد ،کالد یا ن ل ب دند

که برای هر دو مکان ژند هتروزیگ ت )در واق ، 

زیگ ت( باشد. اولین مرحله غربالگری بیماری در همد

منظ ر انتخاب  رت گرفت. بهمرحله هتروزیگ ت ص

و اس از آن، شد ک دباروری انجام  ،هاهم زیگ ت

غربالگری بیماری در مرحله هم زیگ ت اجرا شد 

(. برای هر کدام از مرکیبات دو به دوی 2)شکل 

آن گاه  ؛های والدیند مراریخت، ملاقد انجام شدلاین

ها نیز نسبت به حً ر مراژن 3Fگیاهان حاصل از بذور 

هاید که مفرق بررسد شدند و کان اده PCRطری  از 

ب مه( کلاو حذف شدند و  24نشان دادند )در حداقل 

 هایژن میپعن ان ید که مفرق نشان ندادند بههاآن

ای های غربالگری گلخانهمحت آزمای  ،هم زیگ ت

ش د که در برای بیماری قرار گرفتند. یادآوری مد

 1Fجد برای گیاهان سنمرحله هتروزیگ ت نیز بیماری

 انجام شد.

 

 
، دو لاین وستر BBbbو  AAaaدر آزمای  دوم.   های غربالگری بیمارها و نیز آزمای ها و ک دگشندگیریدور  -2شکل 

 آن مراژن یا ن ل هستند.رقم های مجاری فاقد  bbو  aaمراریخت حاوی دو مراژن متفاوت و 
Figure 2. Crosses and selfings, as well as disease screening tests in the second experiment. AAaa and 

BBbb are the transgenic lines of Westar and aa and bb are the commercial cultivars lacking the 

transgenes(null). 
 

های ژنتیکد مختلف بر زمینهبرای بررسد من یر اس

 ها علیه بیماری ساق سیاه در مرحلهروی کارکرد مراژن

 هم زیگ مد، یر آزمای  عاملیل در قالب طرح کاملاو 

ها مراژن مکرار انجام شد. یکد از عامل 24مبادفد با 

، -GN1+، GN1- ،GN2+ ،GN2در ش  س خ )

GN3+،  وGN3- و دیگری واریته مجاری در یهار )

 س خ ب د.

 

 PCRبه روش  هااژنترغربالگری حضور 

 PCRبرای  DNAاستخراج 
با مغییرات جزئد در ارومکل معرفد  DNAاستخراج 

انجام شد.  Wang & Fristensky, ( 2001)شده م س  

ق عات بر  گیاهان م ض ع غربالگری، در داکل 

شناور در نیتروژن  یمیلد لیتر 5/1های میکرومی ب

های الاستیکد شبیه دسته مای  با استفاده از میله

هاون کرد شده و کاملاو ک بیده شدند و بلافاصله روی 

 CTABمیکرو لیتر از بافر  650یخ قرار گرفتند. سپس 

(100mM TRIS Ph=8, 20mM EDTA, 1.4 mM 

NaCl, 2% CTAB به آن اضافه و کاملاو مخل ط شد و )

درجه سانتیگراد به  65در حمام آبگرم )بن ماری( 

ها دقیقه نگهداری شد. سپس نم نه 90-120مدت 

میکرو لیتر کلروفرم  650 هاآنبیرون آورده شدند و به 

 اضافه شد و با استفاده از دستگاه لرزاننده ورمکس به

ها سپس به مدت انت ک بد مخل ط شدند. می ب

دور در دقیقه سانتریف ژ  15000دقیقه با سرعت 

شدند و قسمت بالاید به می ب جدید منتقل شد. به 

. برابر حجم مای  م ج د در می ب، /5 –. /6اندازه 

Cross) AAbb × aaBB 

Selfing)       F1 (AaBb)  

Selfing)                     F2 (AABB  AABb  AaBB  AaBb  A_bb    aaB_    aabb) 

                            F3 (Not segregating  Segregating) 

Crossing any 2 × 2 combination of Westar transgenics 

Second series of indoor screening for 

disease resistance, homozygous stage 

First series of indoor screening for disease 

resistance, heterozygous stage 
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اضافه شد و بخ بد مخل ط شد.  هاآنایزوارواان ل به 

دور  10000سرعت  انیه با  30ها به مدت سپس می ب

در دقیقه سانتریف ژ شدند و قسمت مای  دور ریخته 

درصد شسته شدند.  70با امان ل  DNAشد و رس ب 

ها به ط ر مختبر سانتریف ژ شدند و مابقد امان ل می ب

 در مقدار DNAهم با میکروایپت حذف شد. رس ب 

 DNAمیکرو لیتر آب مق ر حل شد و به عن ان  400

 فاده شد.است PCRالگ  در 

 

 برای تعیین ژنوتیپ PCRآزمایش 
آغازگرهای اکتباصد 3Primer 1 افزاربا استفاده از نرم 

 PCRبرای هر سه مراژن طراحد شد ما در غربالگری 

های ها در گیاهان در طد نسلبرای ا بات حً ر مراژن

مختلف م رد استفاده قرار گیرند. مخل ط م رد استفاده 

 10Xیر میکرولیتر از بافر عبارت ب د از:  PCRبرای 

 KCl ،100 میلد م ل 500 که شامل م اد زیر ب د: 

میکرولیتر  Tris-HCl Ph= 8.3 ،3/0  میلد م ل

میکرو لیتر از مخل ط  15/0میلد م ل،  2MgCl 50 از

dNTP میکرو  15/0 میلد م ل، 25 هر کدام با غلظت

 DNA، یر میکرو لیتر از Taq polymeraseلیتر آنزیم 

با غلظت انت نان  گرم بر میکرو لیتر، حجم نهاید  الگ 

مخل ط هر می ب به ده میکرو لیتر با آب دی نیزه 

 .(Wang & Fristensky, 2001)منظیم شد 

ها م الد آغازگرهای م رد استفاده برای رهگیری مراژن

آغازگر  GN1به شرح زیر ب د: برای  PCRبا 

5'GCACCTGCTATACTCTACAAAGCTC3'  به

،  'GGCAGCCAAATTAAGCACAC3'5همراه 

آغازگرهای  GN2استفاده شد. برای 

5'ACGGGGTCTATCCACAAACA3'  و

5'CGGTGTCGAGAAGGATTGAT3'  و برای

GN3  5نیز'TGGAAAGAATGCAGCAAATG3' 

 'ACCCACGTTCAACCAGTTTT3'5به همراه 

 ,Wang & Fristensky)م رد استفاده قرار گرفت 

2001). 

به شرح زیر ب د:  PCRیرکه حرارمد م رد استفاده در 

                                                                               
1 Howard Hughes Medical Institute, Virginia, 

USA 

درجه سانتد گراد که به  94یهار دقیقه در دمای 

 انیه دمای  45بار یرکه زیر مکرار شد:  40 آن دنبال

درجه  55 انیه دمای  45درجه سانتد گراد،  94

درجه سانتد گراد.  72سانتد گراد و یر دقیقه دمای 

درجه سانتد گراد کاممه  72واکن  با ده دقیقه دمای 

بر روی ژل آگاروز یر درصد  PCRیافت. محب لات 

ولت الکتروف رز شدند  120دقیقه با ولتاژ  45به مدت 

 و با امیدی م بروماید قابل رؤیت شدند.

 ای برای بیماریغربالگری گلخانه

های هفت ما آزم ن ک میلدون یا لپه بر روی گیاهچه

حً ر مراژن در  هشت روزه به منظ ر بررسد ا ر

ام های کلزا روی مقاومت به بیماری انجها و لاینواریته

 که شد. طرح آزمای  م رد استفاده در آزمای  اول

 یوربر  دکیمختلف ژنت یهانهیزماس ریمن منظ ر به

در قالب و ، فاکت ریل انجام گرفت یماریااسخ به ب

ها در طرح کاملاو مبادفد ب د. عامل اول شامل مراژن

، و +GN1+ ،GN1- ،GN2+ ،GN2- ،GN3)ش  س خ 

GN3-د. بها در یهار س خ ( و عامل دوم شامل واریته 

( از طرح هامراژن یدو به دو  یمجمدر آزمای  دوم )

ف کاملاو مبادفد با یهار میمار شامل سه مرکیب مختل

 ها به همراه یر شاهد یعند واریته غیر مراریختمراژن

Westar  ها )شاکص تفاده شد. دادهمکرار اس 20در

و  SAS ،SPSSافزارهای بیماری( با استفاده از نرم

MSTATC ها مجزیه واریانس شدند و مقایسه میانگین

 به رود دانکن در س خ یر درصد انجام شد.

ها در عم  نیم دانه ،جهت اندازه گیری شاکص بیماری

ماید ار 12ص رت منفرد در گلدانهای سانتیمتری به

و به شدند کشت  Metromixمخل ط کاکد  شده از

ط ر روزانه همدت هفت روز رشد داده شدند. گلدانها ب

درجه سانتد گراد روز و  21آبیاری شدند و در دمای 

ساعت نگهداری شدند  16درجه شب با ط ل روز  16

ها ادیدار و کامل شدند. مخل ط معل  ما لپه

 Leptosphaeria maculansایکنیدی سپ رهای قار  

با غلظت  ،که کب صیت مهاجمد دارد PG2اام مایپ 
های لیتر از کشتاسپ ر در هر میلد 2×710

که از  V8-Agarاسپ ری بر روی محی  کشت مر

مهیه شد. هر  ،های منفرد برگد منشن گرفته ب دندزکم
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لپه یر بار با استفاده از یر س زن استریل زکم شد و 

ولیتر از مخل ط ده میکر ،با استفاده از میکروایپت

معل  ایکنیدی سپ ر بر روی زکم ریخته شد. واکن  

برداری شد. روز اس از ملقیخ یادداشت 12به بیماری 

با استفاده از شاکص و  3معیین فن میپ، م اب  شکل 

برداری استفاده شد که برای یادداشتصفر ما نهبیماری 

به معنای کیلد  نهدر آن صفر به معنای کیلد مقاوم و 

 .(Williams, 1985) ب داس حس

 ؛های غربالگری بیماری در دو مرحله انجام شدآزمای 

های منتقل شده در مرحله اول، هنگامد که مراژن

ها ما رسیدن دوم، زماند که نسل و هتروزیگ ت ب دند

رنده، های گیها در واریتهبه مرحله هم زیگ مد مراژن

 Aمدیریت شدند. از دیدگاه نظری، وقتد ل ک س 

نباید هیچ مفاومد در فن میپ  ،غالب است aنسبت به 

AA  وAa های م رد وج د داشته باشد. در م رد مراژن

 aبیانگر حً ر آن مراژن و  Aبررسد در این اژوه ، 

. اگر مراژن، ب د بیانگر کالد یا ن ل ب دن یا عدم آن

حً ر  ،کندیماری کاص را اع ا مدمقاومت علیه یر ب

حتد یر نسخه بیان ش نده آن ژن نیز منجر به م لید 

محب ل آن ژن و در اد آن، فن میپ مقاومت ک اهد 

بنابراین، بررسد من یر یر مراژن در حالت  ؛شد

هتروزیگ ت مب یر واضحد از نح ه عمل آن در حالت 

 دهد.هم زیگ ت به دست مد

 

 
. صفر ما (Williams, 1985)سنجد هان در غربالگری بیمارینه م رد استفاده برای معیین فن میپ گیاشاکص صفر ما  -3شکل 

 سه: مقاوم؛ انت: نیمه مقاوم و هفت ما نه: حساس.

Figure 3. The 0-9 index used for phenotyping of plants during indoor disease screening tests 
 (Williams, 1985) 

0-3 Resistant 5: Partially resistant 7-9: Susceptible 
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 نتایج و بحث

 در طی نسلها PCRها با رهگیری تراژن

ابزار  PCRاستفاده از آغازگرهای اکتباصد برای 

ط ر مستقیم هکند که بت ان بارزشمندی را فراهم مد

 ها ب دند(مراژن ،برای ژن م رد نظر )که در این اژوه 

ضروری است که گزین  کرد. ای  از هر کاری، 

های مراریخت و عدم هر گ نه ها در لاینحً ر مراژن

های والدیند و شاهدها یا م الد مشابه در واریته

 های غیر مراریخت منیید ش د. این کار با انجامکنترل

PCR  با استفاده از آغازگرهای اکتباصد روی و

های ژن مد استخراج شده از لاین DNAهای نم نه

 DNAهای مجاری عملد شد. یتهمراریخت و وار

 عن ان کنترل مثبت و آببه ،الاسمید حاوی هر مراژن

به عن ان کنترل منفد استفاده شد. الکتروف رز 

منیید کرد که والدین مراریخت، حاوی  PCRمحب لات 

فاقد  ،های مجاریهای مرب طه ب دند و واریتهمراژن

 رت، ها ب دند. در غیر این صهای مشابه مراژنم الد

ع  ایجاد با ،های مجاریهای مشابه در واریتهم الد

های آزمایشد ها در طد نسلمشکل در رهگیری مراژن

های والدیند مراریخت، برای مراژن شدند. لاینمد

در حالد که  ؛( هستندAAمرب طه هم زیگ ت )

 باشند.( مدaaیا ن ل ) های مجاری، کالدواریته

 اریهای آماری پاسخ به بیمتجزیه

 مرحله هتروزیگوت

رفت، هر سه لاین والدیند همان ط ر که انتظار مد

، Westar ی ژنتیکد واریتهمراریخته دارای زمینه

حساسیت بالاید را نسبت به بیماری ساق سیاه نشان 

 Westarکه  دهدنشان مد(. این امر نهدادند )شاکص 

 داشتن یر ژن مقاومت به بیماری منتقل شده با وج د

 هن ز قادر به مقاومت علیه بیماری ،خ د فرنگداز ن

ساق سیاه نیست. این م ض ع یکد از دلایل اصلد 

طراحد آزمای  نخست در این اژوه  ب ده است که 

 ،هاهای ژنتیکد مختلف برای این مراژنزمینهآیا اس

ه بقادر به اع ای س خ بالامری از مقاومت به بیماری 

 .ا کیرهای مجاری هستند یواریته

برای مقایسه ااسخ به بیماری ساق سیاه در مرحله 

هتروزیگ ت آزمای  اول، مجزیه واریانس نشان داد که 

ها از نظر ااسخ داری بین مراژناکتلاف کیلد معند

(. 2)جدول  داشتزند ساق سیاه وج د به مایه هاآن

وضعیت مشابهد نیز برای ااسخ به بیماری بین 

اده در این آزمای  های مجاری م رد استفواریته

دار بین مراژن و واریته، مشاهده شد. ا ر متقابل معند

های ها در واریتهدلالت بر این امر دارد که رفتار مراژن

 .ب دداری متفاوت ط ر معندهمختلف، ب
 

 مجزیه واریانس بیماری ساق سیاه در مرحله هتروزیگ ت در آزمای  اول. -2جدول 

Table 2. Variance analysis of blackleg disease in heterozygous stage in Experiment 1. 
Source of Variation Degree of Freedom Mean of Squares Pr>F 

Treatment 23 4.554*** <0.001 

Transgene 5 1.974*** <0.001 

Cultivar 3 23.716*** <0.001 

Transgen × Cultivar 15 1.582*** <0.001 

Error 552 0.025 - 

Total 575 - - 

 درصد. 9/5درصد است. ضریب مغییرات:  1/0دار در س خ بیانگر اکتلاف معند ***

***: significant difference at 0.1% of probability level.. CV=5.9% 

 

های منظ ر مقایسه واضخ و نزدیر ااسخ لاینبه

به همراه  هاآنسنجد آزمایشد مراریخت، نتایت بیماری

 3ریخت مرب طه در جدول های مجاری غیر مراواریته

ها با رود دانکن در مقایسه میانگین آورده شده است.

در  GN3دهد که حً ر س خ یر درصد نشان مد

به کاه  قابل  MillenniUM 03و  Sentry هایواریته

منجر شده است.  هاآنم جه بیماری ساق سیاه در 

و واریته  GN3بیشترین کاه  بیماری در مرکیب 

Sentry های مرکیب ،د و به دنبال آندیده شGN1  و

GN3  درMillenniUM 03  نشان ب دند. این نتایت

ا ر  ،های مجاریزمینه ژنتیکد واریتهکه اس دهدمد

ها علیه بیماری قابل م جهد بر یگ نگد واکن  مراژن
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ساق سیاه داشت. یر م ضیخ ممکن برای این امر، 

ب مد و  هایژناحتمالاو وج د ا ر متقابل مثبت بین 

باشد که یر ااسخ های جدیداو وارد شده مدمراژن

ش ند. این مر به بیماری را م جب مدمؤ رمر و بهنگام

زمینه ژنتیکد، آینده روشند را در مفید ا ر مثبت اس

های سازی واریتههای بیشتر روی مجاریب دن اژوه 

 دهد.ها ن ید مدحامل این مراژن

ت متقابل احتمالد بین آزمای  دوم برای بررسد ا را

ها در حالت مجمی  دو به دو علیه بیماری ساق مراژن

سیاه ب د. برای حالت هتروزیگ ت، سه مرکیب مختلف 

گانه به همراه واریته غیر مراریخت های سهبین مراژن

Westar عن ان شاهد در یر طرح آزمایشد بهCRD 

ی م رد مقایسه قرار گرفتند. نتایت مجزیه واریانس برا

اند. آورده شده 5و  4های بیماری ساق سیاه در جدول

 1/0دار بین میمارها در س خ وج د اکتلاف معند

ها نشان دهنده من یر قابل م جه مجمی  مراژن ،درصد

 .ب ددر ااسخ کلزا به این بیماری 

 
 ها بیماری ساق سیاه در مرحله هتروزیگ ت در آزمای  اول.مقایسه میانگین -3جدول 

Table 3. Mean comparison of blackleg disease in heterozygous stage in Experiment 1. 
Transgene 

Genetic 
background 

          GN1                     GN2                     GN3           
+ - + - + - 

Sentry 6.42abc 8.54ab 6.79abc 8.38ab 2.58e 5.50bcd 

Apollo 8.46ab 8.83a 8.88a 8.92a 8.92a 8.92a 

OAC Triton 8.92 a 8.96a 8.88a 8.96a 8.88a 8.92a 

MillenniUM 03 3.71de 4.54cd 4.75cd 5.13cd 4.17cde 5.79abcd 

 دهد.را نشان مد کن در س خ یر درصدها با آزم ن داندار بین میانگین: اکتلاف معندa-eسنجد صفر ما نه هستند. اعداد در مقیاس بیماری

Numbers show disease screening scores in 0 to 9 scale. a-e: Signicant difference between means using Duncen test in 1% of 

probability level. 

 
 مجزیه واریانس برای بیماری ساق سیاه در مرحله هتروزیگ ت در آزمای  دوم. -4جدول 

Table 4. Variance analysis of blackleg disease in heterozygous stage in Experiment 2. 
Source of Variation Degree of Freedom Mean of Squares Pr>F 

Treatment 3 4.325*** <0.001 

Error 76 0.023 - 

Total 79 - - 

 د.درص 7/5درصد است. ضریب مغییرات:  1/0دار در س خ بیانگر اکتلاف معند ***

***: significant difference at 0.1% of probability level.. CV=5.7% 

 

که برای  داد( نشان 5ها )جدول مقایسه میانگین

بهترین نتیجه  GN2×GN3بیماری ساق سیاه، مرکیب 

قرار گرفت.  GN1×GN3 ،را داشت و بعد از آن

ش د که عملکرد ن یدبخ  گیری مدبنابراین، نتیجه

در برابر بیماری ساق سیاه با  DRR206ند این ژن، یع

برداری از این و اهمیت بهره شدها ا بات این آزمای 

های اصلاحد آمد برای کلزا و سایر نبامات ژن در برنامه

 دهد.زراعد را نشان مد

 
 مقایسه میانگین ها برای ساق سیاه در مرحله هتروزیگ ت در آزمای  دوم. -5جدول 

Table 5. Mean comparison of blackleg disease in heterozygous stage in Experiment 2. 
Transgene combination Blackleg score* 

GN1×GN2 8.8 a 

GN1×GN3 6.1 b 
GN2×GN3 4.1 c 

Control (Non-transgenic Westar cultivar) 8.9 a 

a-cسنجد صفر ما نه.: مقیاس بیماری*دار با رود دانکن در س خ احتمال یر درصد. : اکتلاف معند 

Numbers show disease screening scores in 0 to 9 scale. a-c: Signicant difference between means using Duncen test at 1% of 

probability level. 

 



 ... ساق سیاه انتقال یافته بیماری بههای مقاومت ژن کارآمدی باقری و همکاران: 10

 

 مرحله هموزیگوت

های الکتروف رز جهت ای از مباویر ژلنم نه ،4شکل 

دهد. ها را نشان مدسلها طد نرهگیری مراژن

سنجد ساق محت بیماری ،های هم زیگ تکان اده

سنجد برای های بیماریسیاه قرار گرفتند. نتایت آزم ن

ش د. همان  ر که مرحله هم زیگ ت در زیر آورده مد

های نتایت اکثراو همانند نتایت آزم ن ،رفتانتظار مد

 م ردیعند یر دوز از مراژن  ،مرحله هتروزیگ مد ب د

 نظر من یری مشابه وج د دوز دو برابر آن داشت.

های ژنتیکد مختلف بر زمینهبرای بررسد من یر اس

ها علیه بیماری ساق سیاه در مرحله روی کارکرد مراژن

( نشان داد 7 ،6هم زیگ مد، مجزیه واریانس )جدول 

ها و بین داری بین مراژنمعند بسیارکه اکتلاف 

یر روی ااسخ به بیماری وج د ها از نظر من واریته

( نیز حاکد 563/1دار )معند بسیار. ا ر متقابل داشت

های مختلف، ها در واریتهاز آن است که رفتار مراژن

یعند میزان کاه  بیماری  ،متفاوت از هم ب ده است

بستگد به واریته حامل آن داشت و این  ،یر مراژن

 ،ییزی است که م رد سؤال این اژوه  ب ده است

زمینه ژنتیکد بر روی ا ر مراژن بر روی یعند من یر اس

افزاید مثبت یا منفد بیماری. این امر در نتیجه هم

باشد که جزئیات ب مد ک د واریته مد هایژنمراژن با 

های ها و اژوه افزاید، مستلزم انجام بررسداین هم

 بیشتری است.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ها با استفاده از آغازگرهای اکتباصد ژن هدف. گیاهان ها در طد نسلگیری مراژنبرای ره PCRلگری ای از غربانم نه -4شکل 

= Mندارند.  مراژن اند، کالد یا ن ل هستند کهنشان دهنده باند، هم زیگ ت یا هتروزیگ ت هستند. گیاهان کلزاید که باند نداده

 نشانگر اندازه.
Figure 4. A sample of PCR screening of tracking of the transgenes during generations using specific primers of the target genes. 

Plants showing the bands are either heterozygous or homozygous and thosethat do not show bands are null without the transgenes. 

M: size marker. 
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میمارها با رود دانکن در س خ یر مقایسه میانگین 

با واریته  GN3که مرکیب  داد( نشان 7درصد )جدول 

Sentry  کمترین بیماری ساق سیاه را داشته است و

در واریته  GN1و  GN3مرکیبات  ،دنبال آنبه

MillenniUM 03  من یر مراژن داشتقرار .PR10.1  در

در حالت هم زیگ ت مشابه  Apolloزمینه واریته اس

با  ،حالت هتروزیگ ت ب د که در آن نیز این مرکیب

در  Sentryدر  GN3دارنده بهترین نتیجه یعند مراژن 

 بندی شدند.یر کلاس طبقه

های برای آزمای  دوم در مرحله هم زیگ ت نیز آزم ن

های دو به مرکیب ،سنجد انجام شد. میمارهابیماری

ن شاهد به عن ا Westarها به اضافه واریته دوی مراژن

. آمده است( 8جدول در  ب دند. نتایت مجزیه واریانس 

من یر میمار در س خ  ،ش د مشاهده مدهمان  ر که 

 .ب ددار درصد معند 1/0

 

 جزیه واریانس بیماری ساق سیاه در مرحله هم زیگ ت در آزمای  اول.م -6جدول 

Table 6. Variance analysis of blackleg disease in homozygous stage in Experiment 1. 
Source of Variation Degree of Freedom Mean of Squares Pr>F 

Treatment 23 4.686*** <0.001 

Transgene 5 2.214*** <0.001 

Cultivar 3 24.423*** <0.001 

Cultivar × Transgene 15 1.563*** <0.001 

Error 552 0.027 - 

Total 557 - - 

 درصد. 2/6درصد است. ضریب مغییرات:  1/0دار در س خ ر اکتلاف معندبیانگ ***

***: significant difference at 0.1% of probability level. CV=6.2% 

 

 ها بیماری ساق سیاه در مرحله هم زیگ ت در آزمای  اول.مقایسه میانگین -7جدول 

Table 7. Mean comparison of blackleg disease in homozygous stage in Experiment 1. 
Transgene 

Genetic background 

          GN1                     GN2                     GN3           
+ - + - + - 

Sentry 6.2c 8.6ab 6.4c 8.0b 2.4g 5.3d 

Apollo 8.7ab 8.9a 8.9a 8.9a 8.9a 8.9a 

OAC Triton 8.9 a 9.0a 8.9a 8.9a 8.9 a 8.9a 

MillenniUM 03 3.9 f 4.6e 5.0de 5.3d 4.0f 5.6d 

 باشد.دار مدانگر اکتلافات معندنش a-g سنجد صفر ما نه هستند.ها، نتایت بیماریداده

Numbers show disease screening scores in 0 to 9 scale. a-g: Signicant difference between means using Duncen test at 1% of 
probabilitylevel. 

 

 مجزیه واریانس بیماری ساق سیاه در مرحله هم زیگ ت در آزمای  دوم. -8جدول 

Table 8. Variance analysis of blackleg disease in homozygous stage in Experiment 2. 
Source of Variation Degree of Freedom Mean of Squares Pr>F 

Treatment 3 ***3.563 <0.001 

Error 92 0.023 - 

Total 95 - - 

 درصد 8/5درصد است. ضریب مغییرات:  1/0دار در س خ بیانگر اکتلاف معند ***

*** indicates significant difference at 0.1% of probability level. CV=5.8%. 

 

در مرحله هم زیگ ت آزمای  دوم، مقایسه میانگین 

انکن در س خ یر درصد برای ااسخ میمارها با رود د

نشان  9به بیماری ساق سیاه انجام شد. جدول 

بندی طبقه ،دهد که در م رد بیماری ساق سیاهمد

یعند  ب د،میمارها مشابه حالت هتروزیگ ت 

بهترین  ،GN1×GN3و  GN1×GN3های مرکیب

  کاه  بیماری را داشتند.
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 در مرحله هم زیگ ت در آزمای  دوم. ها بیماری ساق سیاهگینمقایسه میان -9جدول 

Table 9. Mean comparison of blackleg disease in homozygous stage in Experiment 2. 
Transgene combination Blackleg 
GN1×GN2 8.1a 

GN1×GN3 
6.3 b 

GN2×GN3 4.3 c 

Control (Non-transgenic Westar cultivar) 8.3 a 

 ا آزم ن دانکن.بدار در س خ یر درصد تلاف معند: اکa-c سنجد بر حسب شاکص بیماری صفر ما نه.یماریها، نتایت بداده

Numbers show disease screening scores in 0 to 9 scale. a-c: Signicant difference between means using Duncen test in 1% of 

probability level. 

 

 گیری کلینتیجه

بیگانه در  هایژنگیری از ای زیادی برای بهرههملاد

ه است گیاهد انجام شد هایژنگیاهان زراعد علیه اام 

(Verma et al., 2012) گزین ،  برای. اصلاحگران

اگر من ع طبیعد در  و من ع هستند همیشه به دنبال

گیری و جه  استفاده از دور  ،دسترس نباشد

ر گ نه یمقاومت به بیماری که از  هایژنش د. مد

ممکن است  ،ش ندگیاهد به گ نه دیگر منتقل مد

 یاهط ر طبیعد قبلاو در گمقاومتد را اع ا کنند که به

ومت مقا هایژنگیرنده، یافت نشده است. استفاده از 

 در اصلاح برای مقاومترایها ببه بیماری از سایر گ نه

 های کلزا ممکن است راه مفیدی برای مبارزه باواریته

بیگانه که  هایژنبیماری ساق سیاه باشد. بیان 

اپتیدهای ضد میکروبد را در گ نه گیرنده کد 

یر استرامژی جایگزین برای مهندسد  ،کنندمد

باشد. این قارید مد یهاژنژنتیر کلزا علیه اام 

کب ص در م رد کنترل آن دسته از هراهکار، ب

کلزا جذابتر است که مناب  طبیعد  هایژناام 

م ج د است. به  هاآنمحدودی برای مقاومت علیه 

نشان  Wang & Fristensky,  (2001)عن ان مثال، 

را  DRR206دادند که گیاهان کلزای مراریخت که ژن 

های مهاجم زند با جدایهاس از مایه ،کنندبیان مد

PG3  وPG4   از قارL. maculans  شدت کمتری از

 .دهندبیماری ساق سیاه را در مرحله بل غ نشان مد

اند که اپتیدهای ضد همچنین محققان نشان داده

غند از سیستئین که از گیاهان استخراج  میکروبد

یر منب  بالق ه حفاظت از گیاهان علیه  ،ش ندمد

 روند. ها به شمار مداام ژن

 Verma et al., (2012) نق  یر اپتید ضد میکروبد ،

 Pinusرا که از کاج سفید غربد یا  PmAMP1به نام 

monticola در اع ای مقاومت به  را منشن گرفته است

مختلف گیاهد بررسد کردند.  هایژنلیه اام کلزا ع

ط ر هب PmAMP1کد کننده  cDNAرشته 

آمیز به داکل ژن م کلزا وارد شد و بیان این ژن م فقیت

علیه ع امل  هاآندر داکل گیاه باع  ارمقای مقاومت 

 Alternaria brassicae ،Leptosphaeriaزای بیماری

maculans و ،Sclerotinia sclerotiorum  شد.. این

نتایت بیانگر آن است که ایجاد گیاهان زراعد مراریخت 

م اند راه مؤ ری برای مد PmAMP1با استفاده از ژن 

  .کنترل همزمان یندین اام ژن گیاهد باشد

صلاح ابیگانه، یه از راه  هایژنم فقیت استفاده از 

ز انبامات کلاسیر )ملاقد دور و اینتروگرسی ن( و یه 

ه ب وف رندسد ژنتیر و مرانسف رماسی ن، به های مهراه

 هاآنای از ا بات رسیده است که این آزمای ، نم نه

 اهانیگ گ نه نیا ردیاذ ،گرید یس  ازولد  ،باشدمد

 و کنندگانمبرف جانب از هم ید،غذا م اد عن ان به

 دیباجامعه،  یدغذا سلامت گذاراناستیس طرف از هم

 .ردیگ قرار دبررس م رد

گیری نم د که مراژن م ان نتیجهمد ط رکلدبه

DRR206 یا (GN3  )گانه این سه هایژندر بین مرا

م رد اژوه  از نظر ارمقای مقاومت به اام مایپ 

 ایشنهاد مد ش د. بنابراین، ب دبهترین گزینه  م العه

های کلزا و حتد سایر که این ژن به سایر واریته

شابه احتمالد آن گیاهان زراعد نیز وارد و ا رات م

بررسد ش د. اگریه، کارکرد دقی  این ژن و نیز دو 

مراژن دیگر هن ز جای اژوه  و بررسد دارد، آنچه در 

 DRR206اژوه  جاری منیید شد این است که 

. ارا ب دهای قارید را دقابلیت مقابله با بیماری

زمینه های ما حاکد از آن ب د که اسهمچنین یافته
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یکد از ع امل معیین  ،ژن جدید گیرندهژنتیکد واریته 

 باشد.کننده میزان مقاومت مد

گام بعدی عن ان به ،ایسنجد مزرعهآزمای  بیماری

نتایت در ص رت مایید    ایشنهاد مد ش د.این اژوه

 ،ایای در شرای  مزرعهسنجد گلخانهحاصل از بیماری

سایر کب صیات  در ص رت داشتنهای امیدبخ  لاین

و  نژادیبههای وارد برنامهم انند مدزراعد  دلخ اه

 آزادسازی ارقام جدید ش ند.

 سپاسگزاری

مناب  مالد این اژوه  م س  وزارت عل م، محقیقات و 

فناوری جمه ری اسلامد ایران و همچنین ش رای 

محقیقات عل م و مهندسد طبیعد کانادا منمین شده 

  د.شسپاسگزاری مد هاآنکه بدین وسیله از ست 
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