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  cry1Abكيتيناز و 

  4ين هداوند، حس3،جلال صبا 2*، مسعود توحيدفر1بنت الهدي مديرروستا
  

  دانشكده كشاورزي دانشگاه زنجان ارشد و دانشيار دانشجوي كارشناسيترتيب  به - 3و  1
  پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي ايران استاديار و كارشناس - 4و  2
 gtohidfar@abrii.ac.ir :الكترونيكي پست مكاتبات، مسئول نويسنده* 

 )10/2/91 :پذيرش تاريخ - 11/10/90 :دريافت تاريخ(

  
  
  
  

هاي بيوتكنولوژي، توليد گياهان تراريخته به منظور افزايش عملكرد، بهبود امنيت و  يكي از جنبه
گياهان تراريخته ضمن به همراه داشتن سودآوري، ملاحظاتي را نيز براي . كيفيت غذايي است

د، اما اگرچه بسياري از اين ملاحظات اساس علمي ندار. اند كنندگان به دنبال داشته مصرف
. خطر بودن اين محصولات شود تواند باعث اطمينان از بي ارزيابي ايمني گياهان تراريخته مي

ها و  هاي ارزيابي ايمني زيستي، بررسي متابوليك گياهان تراريخته از جنبه آنيون يكي از جنبه
) ت و اگزالاتسديم، پتاسيم، منيزيم، استات، كلرايد، نيترات، فسفات، سولفات، سوكسينا(ها  كاتيون

بدين منظور دو لاين پنبه  .گيري هستند است كه با كروماتوگرافي يوني قابل شناسايي و اندازه
و ژن كيتيناز به همراه گياهان شاهد در شرايط كاملا يكسان در  cry1Abتراريخته حاوي ژن 

نها با استفاده از هاي آ ها و كاتيون گيري، آنيون گلخانه كاشته شدند، پس از نمونه برداري و عصاره
ها و  از نظر آنيون Btهاي  گيري شد و نتايج نشان داد كه پنبه دستگاه كروماتوگرافي يوني اندازه

گيري شده غير از اگزالات، سديم و آمونيوم اختلاف معني داري با لاين شاهد  هاي اندازه كاتيون
سديم با شاهد اختلاف نشان  هاي حاوي ژن كيتيناز نيز فقط در مقادير اگزالات و ندارند؛ لاين

  .گيري شده اختلافي با شاهد نشان نداد هاي اندازه ها و كاتيون دادند و ساير آنيون
  
 

 هاي كليدي واژه
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  مقدمه

هـا   جديـدي هسـتند كـه بـه آن     صـفات گياهان تراريختـه حـاوي   
هــاي ســودمندي همچــون مقاومــت در برابــر حشــرات،   ويژگــي
در سـال  . دهـد  ها را مـي  كش هاي باكتريايي، قارچي و علف پاتوژن
بـا  . اولين گياه تراريخته در ايـالات متحـده وارد بـازار شـد     1996

ه، هنـوز در بسـياري از   وجود گسـترش كشـت گياهـان تراريخت ـ   
. كشورها آزادسازي اين گياهان موضوع جنجـال برانگيـزي اسـت   

كند كه آيا گياه تراريخته، از نظـر   تعيين مي ١"اين هماني"استاندارد
تركيبات كليدي همچون پروتئين، كربوهيدرات، عناصر، چربـي و  

 Royal(اي شبيه به همتاي سنتي خود است يا خير  محتواي تغذيه

Society. 2002.( در مـورد ايمنـي غـذاهاي     پـژوهش در خصوص
تراريخته، به طور اساسي نياز به تعيين ايـن مسـئله اسـت كـه آيـا      
تغييراتي علاوه بر ويژگي جديد مورد نظر در محصولات تراريخته 

، )International Life Science Institute. 2004(رخ داده يا خيـر  
در . به اين تغييرات پي بـرد  توان كه با مقايسه الگوي متابوليك مي

اي بـراي   شـوند كـه نماينـده    ها پارامترهايي انتخاب مي اين ارزيابي
. محصول مورد ارزيابي و نمايندة مسيرهاي اصلي متابوليك باشـند 

دار در ايــن پارامترهــا،  انتظــار بــر ايــن اســت كــه تغييــرات معنــي
سيون كمي). Konig et al. 2004(دهندة تغييرات اساسي باشد  نشان

اي تركيبـات كليـدي همچـون     كدكس غـذايي آناليزهـاي مقايسـه   
داند و عنـوان   عناصر معدني را براي گياهان نوتركيب ضروري مي

كرده كه گياهان بايد تحت شرايط يكسـان رشـد كـرده و مقايسـه     
 ). Codex Guideline(شوند 

بزرگـي داشـته    هـاي تواننـد اثر  هاي كوچك مي از آنجا كه مولكول
اي محصـولات   ارزيـابي تغذيـه   ازها، بخشي  ناليز متابوليتباشند، آ

هـاي اوليـه    ها جزئي از متابوليت ها و كاتيون آنيون. تراريخته است
 بررسياستفاده از تكنيك كروماتوگرافي يوني، . شوند محسوب مي

هـاي فيزيولوژيـك و    ها در تغذيه گيـاه، فعاليـت   و نقش آن ها يون
ــيميايي را  ــيرهاي بيوش ــي مس ــي  بررس ــهيل م ــد تس ــتگاه . كن دس

هـاي   گيـري يـون   كروماتوگرافي يوني روشي سودمند براي انـدازه 
  ).Metrohm(است   نمونه موجود در

هـاي تراريختـه    در ارزيابي ايمني پنبـه ) 2011(موهانتا و همكاران 
ميزان عناصر شامل كلسيم، فسفر، مس، منگنـز،   cry1Cحاوي ژن 

                                                           
1 -Substantial equivalence 

گيري كردند كه در مقايسه بـا   روي، آهن، كادميم و سرب را اندازه
 Mohanta(  داري مشاهده نكردنـد  گياه غيرتراريخته اختلاف معني

et al. 2011.(  
نيز در مقايسه برنج تراريختـه حـاوي ژن   ) 2008(لي و همكاران  

bar  كـه عناصـر معـدني     تراريخته آن گزارش كردند غيربا همتاي
. تجاري اسـت  هاي در هر دو نوع يكسان بوده و در محدوده لاين

در اين ارزيابي سطوح فسفر، كلسيم، روي، پتاسيم، سديم، منگنـز،  
گيـري   در ميان عناصـر انـدازه  . گيري شد آهن، مس و منيزيم اندازه

دار بـين گيـاه تراريختـه بـا      شده، فقط آهن داراي اخـتلاف معنـي  
  ).Li et al. 2008(همتاي غيرتراريخته بود 

 هـاي تراريختـه   سي عناصر پنبهدر برر) 2009(يوكويي و همكاران 
)Bt + CpTI ( عنصر در گياهان تراريختـه و   12كه  كردندمشاهده

هـاي پنبـه    پتاسـيم، فسـفر و مـس در بـرگ    . شاهد متفاوت هستند
منيـزيم، بـور و موليبـدن در    . تراريخته نسبت به شاهد كمتر بودند

در  هاي پنبه تراريخته در مقايسه با  شاهد بيشتر اما ها و ريشه برگ
ها  روبيديم، آهن، منگنز، سيلسيم و روي در برگ. ساقه كمتر بودند

هاي پنبه تراريخته در مقايسه با شاهد كمتـر امـا در ريشـه     و ساقه
كلسيم در ريشه، ساقه و برگ بيشتر . بيشتر بودند تراريختهگياهان 

  ).Yukui et al. 2009(از شاهد بود 
بر روي ميزان عناصـر در  ) 2008(روئي و همكاران  پژوهشنتايج 

داد كـه اغلـب عناصـر كـم مصـرف       نشـان هاي تراريخته  پنبه دانه
كوبالـت، منگنـز،    شناسايي شده شامل سديم، سلنيم، روي، نيكـل، 

كلسيم، پتاسيم، فسفر، سيلسـيم، بـور و موليبـدن نسـبت بـه پنبـه       
هاي شاهد كمتر بودند در حاليكه آهن، منيزيم و مس اختلافي  دانه

محتواي اغلب عناصر سنگين شناسـايي شـده شـامل    . نشان ندادند
بيسموت، آلومينيوم، آرسنيك، سرب، كادميوم و تيتانيوم نسبت بـه  

در . اي شاهد بيشتر بود اما كروم و جيوه تفاوتي نداشتنده پنبه دانه
ها حاكي از اين بود كه تجمع عناصر سنگين  اين آزمايش تمام داده

 Rui(آور است  هاي تراريخته زيان و عناصر كم مصرف در پنبه دانه

et al. 2008.(  
هـاي كيتينـاز و    بررسي تـاثير حضـور ژن   حاضرهدف از پژوهش 

cry1Ab به تراريخته بر روي تركيب عناصر معدني برگ در ژنوم پن
   .در گياه پنبه است
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 هاروشومواد

در پژوهشكده بيوتكنولوژي كشـاورزي كـرج انجـام     پژوهشاين 
هاي تراريخته حاوي ژن كيتيناز جهت  پنبهنسل سوم  بذور. گرفت

و نيز نسل سوم   Verticillium dahliae مقاومت به پاتوژن قارچي
جهـت   Btموسـوم بـه پنبـه     cry1Abاريخته حاوي ژن هاي تر پنبه

مقاومــت بــه كــرم غــوزه پنبــه كــه توســط توحيــدفر و همكــاران 
)Tohidfar et al. 2005; Tohidfar et al. 2008 (   تراريختـه شـده

به عنوان مواد گياهي مـورد  ) شاهد(بودند و نيز لاين غيرتراريخته 
ور اسـتريل و درون  با استفاده از آب ژاول، بذ. استفاده قرار گرفت

منتقل شدند، هـر گلـدان حـاوي      دار و سپس به گلدان پتري جوانه
يك گياه بوده و شرايط نگهداري و ميـزان و زمـان آبيـاري بـراي     

آزمايش در قالب طـرح  . تمام گياهان در گلخانه يكسان اعمال شد
تيمار انجام گرفت و تعداد تكرار براي  3كاملاً تصادفي نامتعادل با 

لايـن  (گيـاه، تيمـار دوم    15) حـاوي ژن كيتينـاز    لاين(اول  تيمار
گيـاه   3) شـاهد ( گياه و براي تيمار سـوم   20)cry1Abحاوي ژن 

  .بود
 

  ها ها و آنيون گيري كاتيون استخراج و اندازه
هاي حقيقي شـاخه رويشـي گياهـان، هفـت      نمونه برداري از برگ

آون در  هـا در  بعد از كشت صـورت گرفتـه و سـپس نمونـه      هفته
سـاعت نگهـداري و    72درجه سـانتي گـراد بـه مـدت      72دماي 

نمونه ها بعد از خشك شدن پـودر شـده و جهـت    . خشك شدند
  . ها استفاده شدند ها و آنيون استخراج كاتيون

گرم از هـر نمونـه خشـك شـده در      2/0ها  براي استخراج كاتيون
ميلـي ليتـر    25ميلي ليتري قرار داده و به هر نمونه  50هاي  فالكون

. نرمال نيتريك اسـيد اضـافه شـد    1/0استيك اسيد و % 10محلول 
ــالكون ــا  ف ــاي   4ه ــا دم درجــه  80ســاعت در حمــام آب گــرم ب
گراد نگهداري و بعد از هم دما شـدن بـا محـيط، بـا كاغـذ       سانتي

هـا بـا    گيري كـاتيون  از اين عصاره جهت اندازه. صافي فيلتر شدند
 Ionدســــتگاه  Metrosep C2 250اســــتفاده از ســــتون 

chromatography  ســـاخت شـــركتMetrohm  اســـتفاده شـــد
)Metrohm.(  

پـودر بـرگ خشـك     گـرم  2/0ها از هر گياه  جهت استخراج آنيون
ليتـر آب مقطـر    ميلـي  20ليتري ريختـه و   ميلي 50شده در فالكون 

درجـه سـانتي گـراد     80اضافه نموده و در حمام آب گرم با دماي 
ها بـا كاغـذ صـافي فيلتـر      نمونه. ري شدساعت نگهدا 24به مدت 

دسـتگاه   Metrosep Asupp7ها با اسـتفاده از سـتون    شده و آنيون
افزار  نتايج با استفاده از نرم. گيري شدند كروماتوگرافي يوني اندازه

SPSS  مورد تجزيه قرار گرفتند)Metrohm.(  
  
 بحثوجينتا

جـدول  (مـون دانكـن   ها با استفاده از آز هاي آنيون مقايسه ميانگين
داري از نظر  اختلاف معني 05/0، نشان داد كه در سطح احتمال )1

ميــزان فلورايــد، اســتات، كلرايــد، نيتــرات، فســفات، ســولفات و 
سوكسينات بين گياهان شاهد و تراريخته وجـود نـدارد و هـر دو    

البته اين آزمون نشان . لاين تراريخته با شاهد در يك سطح هستند
هاي حـاوي ژن   هاي حاوي ژن كيتيناز و همچنين لاين داد كه لاين

cry1Ab  تجمـع  . مقدار اگزالات كمتري در مقايسه با شاهد دارنـد
تغذيه از . اي آنها اثر منفي دارد اگزالات در گياهان بر كيفيت تغذيه

گياهاني كه حاوي ميزان اگزالات زيادي هستند ممكن است منجر 
 بنـابراين ). Libert et al. 1987(به مسموم شدن و مرگ دام شـود  

ي مورد بررسي، نگران  هاي تراريخته كاهش مقدار اگزالات در پنبه
سوكسينات علاوه بر نقشي كه در تـنفس گيـاه   . كننده نخواهد بود

دارد، باعث افزايش تحمل گياه بـه سـطوح بـالاي برخـي عناصـر      
  ).Stoyanova et al. 2002(شود  سنگين مانند روي مي

جـدول  (ها با استفاده از آزمون دانكـن   هاي كاتيون ينمقايسه ميانگ
داري در غلظـت پتاسـيم و منيـزيم بـين گياهـان       اختلاف معني) 2

اين آزمون در لاين حاوي ژن كيتيناز . شاهد و تراريخته نشان نداد
كـاهش در   Btهـاي   دار در ميزان يون سديم و در پنبه كاهش معني

   .ميزان سديم و آمونيوم را تائيد كرد
انـد كـه    در رابطه با شـكل ازت در گياهـان، تحقيقـات نشـان داده    

هاي نيترات و آمونيوم را جذب كـرده   توانند يون گياهان زراعي مي
افزايش مقـدار نيتـرات باعـث افـزايش     . و مورد استفاده قرار دهند

شـود؛ كـه ايـن امـر اختلافـات ژنتيكـي در        تجمع ماده خشك مي
مقـادير زيـاد آمونيـوم در بافـت     . دهـد  اولويت يوني را نشان مـي 

آور  تواند رشد را به تاخير بياندازد ولي مقادير زياد نيترات زيان مي
كاهش آمونيوم در لايـن   بنابراين). Koocheki et al. 1999(نيست 

Bt اختلاف در ميـزان آمونيـوم   . كننده نيست نسبت به شاهد نگران  
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  شاهد 
N  

  كيتيناز
C 

Bt 

 59.6a35.3a 54.8a فلورايد

 391.6a281.7a 378.5a استات

 1273.6a973.3a 974.5a كلرايد

 22a24.8a 18.7a نيترات

 161a115.9a 125.6a فسفات

 806.3a822a 1865.8a سولفات

 131.6ab103.8b 168.1a سوكسينات

 29.3a23.9b 22.5b اگزالات

  
  
  
  

سرعت جـذب عناصـر   ممكن است مربوط به تركيبات خاك و يا 
  ). Hawkins et al. 1993(توسط گياهان باشد 
داري كمتـر از   هاي تراريختـه بـه طـور معنـي     ميزان سديم در لاين

تجمع سديم در گياه منجر به كاهش جـذب كلسـيم و   . شاهد بود
هاي ويـژه ماننـد فعـال     تواند در فعاليت سديم نمي. شود پتاسيم مي

راي ايجاد رشد كـافي، جـايگزين   ها و سنتز پروتئين ب سازي آنزيم
علاوه بر اين جايگزيني سديم به جاي كلسيم در . يون پتاسيم شود

غشاي سلول سبب كاهش خاصيت نيمه تراوايي غشا و در نتيجـه  
شود؛ لذا افـزايش تجمـع    خروج پتاسيم و نيترات درون سلولي مي

سديم براي گياه مضر است اما كاهش سـديم خطـري بـراي گيـاه     

براي دست يابي بـه محصـول زيـاد در گياهـان ضـروري      ندارد و 
  ).Amin Panah et al. 2005(نيست 

هاي تراريختـه در برخـي    بر اساس نتايج اين پژوهش، اگر چه پنبه
عناصر كم مصرف با گياه شاهد اختلاف نشان دادند ولي در اكثـر  
موارد با شاهد اختلافي نداشتند، ضمن اينكه اين مقـادير در دامنـه   

توانـد ناشـي از    از طرفي اين اختلافات مـي . قبول قرارداشتندقابل 
تـوان   اثرات محيطي و يا خطا در زمان نمونه برداري باشد كه مـي 

هـاي تراريختـه    در حال حاضـر اكثـر پنبـه   . آنرا طبيعي قلمداد كرد
تجاري شده در دنيا، علاوه بر اختلاف در عناصر كم مصرف حتي 

و كربوهيدرات با شـاهد اخـتلاف   در ميزان الياف، خاكستر، چربي 

Floride

Acetate

Chloride

Nitrate

Phosphate

Sulphate

Succinate

Oxalate

 05/0در سطح احتمال  با استفاده از آزمون دانكن) مولار در گرم وزن خشك ميلي(ها مقايسه ميانگين آنيون -1جدول 

Table 1- Concentration (mMol/g) of anions in cotton leaves from Chitinase lines (C) and Bt lines (Bt) and nontransgenic 
(N) plants. 

 .است 05/0دار در سطح احتمال حروف مشابه نشان دهنده عدم وجود اختلاف معني

Values followed by the superscript different letters within the same column are significantly different at 0.05 probability 
level. 
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دارند، با اين وجود مجوز لازم بـراي تجـاري سـازي را دريافـت     
تـوان تـاثير    با توجه به نتايج حاصل از ايـن پـژوهش، مـي   . كردند

هاي تراريخته مورد  در ژنوم پنبه cry1Abهاي كيتيناز و  حضور ژن

 Tang(ها ناچيز قلمداد كـرد   ها و كاتيون بررسي را بر ميزان آنيون

et al. 2006.(  

  
  
  
  

  شاهد 
N 

  كيتيناز
C 

Bt  
 

 44.6a28.5b 26.8b سديم

 1303.6a1199.4a 1250.8a پتاسيم

 410.6a430.1a 400.1a منيزيم

 32.6a27.2ab 24.7b آمونيوم
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