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ميلادي كه  2012هكتار محصولات تراريخته در جهان در انتهاي سال ميليون  3/170 كشت بيش از
ضرورت بازنگري  .ميليون هكتار آن به گياهان تراريخته مقاوم به آفات اختصاص دارد 70بيش از 

مخالفين توسعه . كند در ممانعت از توليد محصولات تراريخته در ايران را بيش از پيش نمايان مي
آوري تمهيدات لازم  ينكه قانون ملي ايمني زيستي دولت را بر فراهممهندسي ژنتيك با وجود ا

براي تسهيل رهاسازي، كاشت، توليد، مصرف و صادرات و واردات محصولات تراريخته مكلف 
تا با وارد كردن ايرادات مختلف مانع از توسعه اين فناوري در  هستند كند همچنان در تلاش مي

. ويز استمرار روش رايج توليد محصولات زراعي در كشور استاين امر به مفهوم تج. كشور شوند
هاي سنتي آگروشيميايي صورت  درصد محصولات زراعي كشور ما با استفاده از روش 99بيش از 

بنابراين . رسد حجم توليد محصولات ارگانيك در كشور به كمتر از يك درصد مي. گيرد مي
اما اين سموم علاوه بر . زراعت امروز كشور ماستاستفاده از سموم شيميايي بخش غيرقابل تفكيك 

به دليل (كنند، موجب تهديد سلامت كشاورزان و  اي كه در سطح خانوار و ملي تحميل مي هزينه
منفي غيرقابل اجتناب سموم شيميايي بر  اثراز سوي ديگر . شود كنندگان مي مصرف) بقاياي سموم

در اين مقاله ضمن مرور . رقابل اجتناب استموجودات غيرهدف مانند دشمنان طبيعي آفات غي
كش شيميايي و عوارض سوء آن، آخرين  ميزان مصرف، واردات و توليد داخلي سموم حشره

وضعيت توليد گياهان تراريخته مقاوم به آفات در كشورهاي مختلف جهان مورد بررسي قرار 
 .ايسه قرار گرفته استمورد اشاره اين دو سيستم مبارزه با آفات مورد مق عوارضگرفته و 

  
 

 هاي كليدي واژه
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  مقدمه

حمله حشرات از مشكلات لاينفك در كشاورزي است كه عـلاوه  
بر كاهش عملكرد و كيفيت محصول صدمات زيادي را بر محـيط  

 Nabati 2010; Yazdi(گذارد  زيست و سلامت انسان بر جاي مي

et al., 2010 .( درصد از محصولات غـذايي در   25هر ساله حدود
به عنوان . روند لارو آنها از بين ميسراسر جهان توسط حشرات و 

درصـد   20، باعث نابودي nubilalis Ostriniaمثال در اروپا لارو 
  ). GMO Compass, 2010(از محصول ذرت شد 

متأسفانه دستيابي به توليد بيشينه و مبارزه سنتي و مبتني بر استفاده 
اين بها . يي استبسيار بالا  بهاي تلزم پرداختاز سموم شميايي مس

شـود   تواند تخليه يا تخريب محيط طبيعي باشد كه موجب مـي  مي
يكـي از  . هاي كشاورزي در درازمدت ناپايدار باشند برخي فعاليت
هاي غيرانتخابي است كـه بـراي    كش ها استفاده از آفت اين فعاليت

. گيرنـد  ده قـرار مـي  اي و غيـره مـورد اسـتفا    مبارزه با آفات حشره
ها براي حل فوري مشـكل حملـه حشـرات بـه      كش اگرچه حشره

محصولات زراعي بسيار موثر هسـتند و يكـي از اجـزاي افـزايش     
د، شون سريع عملكرد در محصولات حساس به آفات محسوب مي

هـاي   كـش  حشـره . ها نيز روشـن اسـت   هاي دراز مدت آن اما زيان
طـور   توانند بـه  دف كه ميغيراختصاصي نسبت به موجودات غيره

ايـن  . آورند طبيعي جمعيت آفت را تحت كنترل داشته باشند، زيان
ت اپارازيت آف چي ياعنوان شكار مواد بر روي حشرات مفيد كه به

كنند سمي هستند و بر روي حيوانـات عـالي نيـز كـه بـه       عمل مي
آور  كنند اثـر زيـان   عنوان شكارچي بر روي آفات گياهان عمل مي

يابـد و   بقاياي سموم كه تا بالاترين زنجيره غذايي راه مي اثر .دارند
هاي شكارچي را كه در رأس زنجيره غـذايي قـرار    ترين گونهمفيد
  . كند موضوعي اثبات شده است اند مسموم مي گرفته

ها  مبناي ارگانوفسفات ويژه آنهايي كه بر هها ب كش بسياري از حشره
به علاوه بـراي تعيـين اينكـه    . هستند براي انسان هم سميت دارند

ها پايدار نيست بايد توجـه شـود    كش اتكاي بيش از حد به حشره
. انـد  كه بسياري از حشرات نسبت به اين سموم مقاومت پيدا كرده

فشار انتخاب بر روي آفـت خيلـي بالاسـت و بنـابراين مقاومـت      
ها  در غياب شكارچي. چند نسل ايجاد شودمدت تواند تنها در  مي

آورند، يـك گونـه آفـت     طور طبيعي سطح آفات را پايين مي كه به
كـش بـه مشـكل     تواند نسبت به حالت قبل از استفاده از حشره مي

هـا از   كـش  ها توسط حشره اما اين شكارچي. بزرگتري تبديل شود
سفانه رفتارهايي كه در درازمـدت پايـدار نيسـتند    أمت. روند بين مي

ي سودمند و جذاب باشند مدت از نظر تجار ممكن است در كوتاه
 ـ كش و به همين دليل استفاده از حشره ويـژه   ههاي غيراختصاصي ب

شـود،   در جاهايي كه بر كشاورزي مقـررات نظـارتي اعمـال نمـي    
به ايجاد شـكافي بـين صـنعت     اين تفكر منجر. داردهمچنان ادامه 

سو و نوعي اتحاد بـين   از يك) و بسياري از كشاورزان(كشاورزي 
طرفـداران  ”با علايق انسان دوستانه كه تحت لواي كلي هايي  گروه
اند از سوي ديگر شده  جمع شده "توسعه پايدار"و  “زيست محيط
هـاي   كـش  به هر حال پيامـدهاي نـاگوار اسـتفاده از حشـره    . است

هـاي در حـال    از بين رفتن گونـه (شيميايي بر روي محيط زيست 
و ...)  ينـي و هاي زيرزم انقراض، موجودات غيرهدف، آلودگي آب

هاي سيستم عصبي، تنفسـي و   زايي، بيماري سرطان(  سلامت انسان
 ,.Keifer et al(مستند به شواهد علمي معتبر است ...) زادآوري و 

1996; McConnell and Hruska 1993 .(  
طـور فعـال بـه     در پاسخ به حجم انتقادات، صنعت اگروشيمي بـه 

اي بوده و تعدادي  ات حشرههاي كمتر زيان آور كنترل آف دنبال راه
بـه عـلاوه   . آور را ارايـه كـرده اسـت    هاي كمتر زيان كش از حشره

راهبردهاي جايگزيني بـراي كنتـرل حشـرات آفـت ماننـد كنتـرل       
امـا از  . شـده اسـت   هاي مقاوم ارايه  بيولوژيك و استفاده از واريته

د نظر تجاري، اين راهبردها بازده بالايي كه قابل مقايسـه بـا كـاربر   
ــره  ــموم حش ــته  س ــند نداش ــش باش ــد ك ــاورزان،  . ان ــد كش   از دي

و  تـر  هاي جايگزين بيشتر و اجراي آنهـا نيـز مشـكل    روشهزينه 
هـاي   كـش  است و تضمين برابري بـا اسـتفاده از حشـره    تر پيچيده

همچنـين بـا وجـود راهبردهـاي     . كننـد  عمومي را نيز عرضه نمـي 
ايي را با استفاده از مديريت تلفيقي آفات كه استفاده از سموم شيمي

ــت را     ژرم ــت و برداش ــت، داش ــر در كاش ــاوم و تغيي ــم مق   پلاس
گياهان زراعـي   بيشتركنند در واقع خسارت حشرات در  تلفيق مي

 Duck and(افزايش داشته است  هم كمي حتي در دو دهه گذشته

Evola 1997 .(       تمـام ايـن فاكتورهـا روي هـم رفتـه در شـرايطي
رويه از سـموم هسـتيم و    ال استفاده بيبدست آمده است كه در ح

هنوز به تغييـرات لازمـه بـراي ورود بـه عرصـه پايـداري واقعـي        
  .ايم نرسيده
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Total  
  مجموع

Others 
  ساير

Soybean 
  سويا

Cotton 
  پنبه

Corn  
  ذرت

Canola  
  كلزا

Year/ Crop  
  محصول/سال

134 0.7 69.2 16.1 41.7 6.4 2009 
148 0.7 73.3 21 46 7 2010 
160 0.7 75.4 24.7 51.0 8.2 2011 

170.3 0.7 81 24.3 55.6 9.3 2012 

  
  
  
  

Presentage of global erea of biotech crops in 2010
 2009 2010  2010درصد سطح زير كشت گياهان تراريخته جهان در سال 

Crop and Trait
  محصول و صفت

19 28.8 26.1 
Corn with pest resistance and herbicide tolerance 

traits 
  كش ذرت داراي دو صفت مقاومت به آفات و تحمل به علف

7 10.2 9.2 
Corn with pest resistance trait 

  ذرت مقاوم به آفات

2 3.5 2.6 
Cotton with pest resistance and herbicide 

tolerance traits 
  كش لفآفات و تحمل به ع پنبه داراي دو صفت مقاومت به

11 16.1 12.4 
Cotton with pest resistance trait 

  پنبه مقاوم به آفات

39 58.6 50.3 
Total of GM crops resistatnt to pests 

  جمع گياهان تراريخته مقاوم به آفات

  
  
  
  
  

 مصرف در هكتار فرمولاسيون شده سموم توصيه نام علمي آفت نام فارسي آفت محصول
هزينه تخميني 

نترل آفات ك
 )ريال(

مصرف 
/ سالانه سم
 هكتار

 Chilo suppressalis خوار برنج كرم ساقه برنج

  ليندين -1
*  
  ديازينون -2
  ديازينون -3
  *كارتاپ -4
  *فيپرونيل -5
  فنيتروتيون -6
 ديازينون-7

WP 25% 
 
G 10% 
G 5% 
G 4% 
G 0.2% 
EC 50% 
EC 60% 

ــرم در 50  100گـــ
  )خزانه(مترمربع 

  كيلوگرم 15
  كيلوگرم 30
  كيلوگرم 30
  كيلوگرم 20
  ليتر 5/1
 ليتر 1

  
  
  25000كيلو  1
  17000كيلو  1
  
  

119000  
98000 

452150 

  )به ميليون هكتار( 2012تا  2009هاي  سطح زير كشت جهاني چهار محصول زراعي تراريخته در سال -1جدول 
.(James 2009, 2010, 2011 and 2012) 

Table 1- Global area of four Biotech Crops in 2009 to 2012 (Million Hectares) (James, 2009, 2010, 2011 and 2012). 

 (James, 2009 and 2010).) به ميليون هكتار( 2010و2009هاير كشت گياهان تراريخته مقاوم به آفات در سالسطح زي -2جدول

Table 2- Global area of GM Crops resistant to pests in 2009 and 2010 (Million Hectares) (James, 2009 and 2010)

ها در بازار  هاي مبارزه شيميايي با آفات مهم محصولات عمده كشاورزي كه مشابه تراريخته مقاوم به آفات آن سموم مورد استفاده در روش - 3جدول 
 .(Giah Co., 2010; PPO personal communications, Pars Co., 2010) مصرف جهاني موجودند

Table 3 - Toxins used in chemical control methods against important pest of major crops that their transgenic insect 
resistance counterpart are available in global market. (Giah Co., 2010; PPO personal communications, Pars Co., 2010). 
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  برگخوار برنج كرم سبز  
كرم برگخوار تك 

 اي نقطه

Naranga aenescens 
Cirphis unipunctata 

  *كارباريل -1
  *تري كلروفن -2
 مالاتيون-3

WP 85% 
SP 80% 
EC 57% 

  كيلوگرم 3-2
  كيلوگرم 1
 ليتر 2

  
  
 65000ليتر  1

 

 .Ephydra spp خزانه انواع مگس

  *ليندين -1
  
 *كلروفن تري -2

WP 25% 
 
SP 80% 

متر  100در   گرم 50
  مربع
ــرم در  12  100گــ

 مترمربع

  
  
 

 )سزاميا(خوار  كرم ساقه 
Sesamia 

nonagrioides 
  98000ليتر  1 ليتر EC 60% 2 ديازينون -1

 ذرت

 )آگروتيس(بر  كرم طوقه 
Agrotis segtum 
Agrotis ipsilon 

  *كارباريل -1
  
  ديازينون -2
 *اتريمفوس-3

WP 85% 
 
EC 60% 
EC 50% 

ــه   80 ــو طعمـ كيلـ
  هكتار در مسموم

5/1-1  
 ليتر 1  

  
  

98000 

48300 

 .Helicoverpa spp كرم قوزه پنبه
 فوزالن-1
 تيوديكارب-2

EC 35% 
DF 80% 

 ليتر 3
 كيلو گرم1-75/0

  129000ليتر  1
210000 

 Spodoptera exigua كرم برگخوار كارادرينا
  *كارباريل -1
 فوزالن-2

WP 85% 
EC 35% 

  كيلو گرم 3
 ليتر 3

  
 129000ليتر  1

 Mythimna loreyi كرم برگخوار ذرت
  *مونوكروتوفوس -1
 فوزالن-2

SL 40% 
EC 35% 

   با نظر كارشناس
 129000ليتر  1

 سويا

كرم ( يسآگروت تريپس
 )طوقه بر

Anaphothrips sp. 
Agrotis spp. 

  *كارباريل -1
  
  ديازينون -2

WP 85% 
 
EC 60% 

ــه   50 ــو طعمـ كيلـ
  %5مسموم 

 ليتر  2 

  
 98000ليتر  1

 

  پرودنيا
 )برگخوار مصري(

Spodoptera 
littoralis 

  *مونوكروتوفوس -1
يكي از پايرتروئيـدهاي   -2

 مجاز

SL 40% 2 ليتر  
 

 

  كارادرينا
 )شب پره گاما(

Spodoptera exigua 
Plusia gamma 

  *كارباريل -1
 *اندوسولفان-2

WP 85% 
EC 35% 

  كيلو گرم 3
 ليتر 3

  
 143000ليتر  1

  تريپس
  ها شته

 حشرات مكنده و ديگر 

Thrips tabaci 
Aphididae خانواده   
Bemisia tabaci 

Bemisia 
gossypiperda 

  *متيل ديمتون اكسي -1
  *تيومتون -2
  ديمتوآت -3
 *مونوكروتوفوس-4

EC 25% 
EC 25% 
EC 40% 
SL 40% 

  ليتر 1
  ليتر 1
  ليتر 1
 ليتر 2

  
  

85000  
 

  پنبه
 

 كرم قوزه پنبه
Helicoverpa 

armigera 

  تيوديكارب-1
  *كارباريل -2
  *اندوسولفان -3
 ايندوكساكارب -4

DF 80% 
WP 85% 
EC 35% 
ٍSC 15% 

  كيلو گرم 1
  كيلو گرم 3
  ليتر 3

ــا 200  250 تــــــ
 سي سي

210000  
  
  143000ليتر  1

195000 

95168 

  كرم طوقه بر
 )آگروتيس(

Agrotis segetum 
Agrotis ipsilon 

 

  *كارباريل -1
  
 ديازينون-2

WP 85%  
  

EC 60% 

ــوگرم 80-50 كيلـــ
  طعمه مسموم

 ليتر 2

  
  
 98000ليتر  1

و ) كارادرينا(برگخوار 
 پروانه گاما

Spodoptera exigua 
Plusia gamma 

  *كارباريل -1
 *اندوسولفان-2

WP 85% 
EC 35% 

  كيلو گرم 3
 ليتر 3

  
 143000ليتر  1

 WP 85%  *كارباريل -Earias insulana 1 كرم خاردار
EC 20% 

    كيلو گرم 3
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  ليتر 5 *متيلآزينفوس-2

 زميني سيب

 هاي مفتولي كرم
Agriotes lineatus 

Homophillus 
coriaceus

ــرورت   ــورت ضــ در صــ
 و ديازينون*رپيريفوسكل

G 5% 
 

   كيلوگرم 30

  هاي شته
 زميني سيب

Aphis gossypii 
Myzus persica 
Macrosiphum 
euphorbiae 

Aulacorthum solani 

مبارزه با اسـتفاده از سـموم   
شــيميايي سيســتميك بــر   

 اساس توصيه كارشناس

   

 سوسك كلرادو
Leptinotarsa 
decemlineata 

  فوزالن -1
  *سولفاناندو-2
 تيوديكارب-3

EC 35% 
EC 35% 
DF 80% 

  ليتر 2
  ليتر 2-1

 يك كيلو گرم

  129000ليتر  1
143000  
210000 

 زميني بيد سيب
Phthorimaea 
operculella 

     بر اساس توصيه كارشناس

  .ها در ايران ممنوع شده و يا در حال ممنوع شدن هستند سمومي كه مصرف آن *
  

 ري قابل اتكا براي مبارزه با آفاتمهندسي ژنتيك راهكا

هايي  دهند ژن هايي كه اجازه مي در شرايط ذكر شده، ظهور فناوري
با منشا خارجي را به گياهان منتقل كنيم بسيار بـه هنگـام بـوده و    
پس از برخي ترديدهاي اوليه مهندسي ژنتيك گياهان زراعي براي 

ت كشاورزي افزايش مقاومت آنها به آفات، امروزه هم توسط صنع
ايـن  . ها با اشتياق زيادي بكار گرفته شده است و هم توسط دولت

موجود براي يك گونه زراعـي را  “ منبع ژن”فناوري امكان توسعه 
بنابراين مهندسي مقاومت ذاتي به آفـات براسـاس   . آورد فراهم مي

هـاي مقاومـت از    هاي گياهي يـا ژن  هاي مقاومت از ساير گونه ژن
طور  هاي مقاومت به ها يا حتي ژن به ساير سلسلههايي متعلق  گونه

بـه ايـن ترتيـب اسـتفاده از     . پـذير شـده اسـت    كامل جديد امكان
گيـري   تواند حذف شود يا حداقل به طـور چشـم   ها مي كش حشره

داراي  هـا  كـش  كاهش مصرف حشـره  كه بديهي است. كاهش يابد
  .محيطي فراوان است فوايد اقتصادي و زيست

شناســي مولكــولي و اســتفاده از  شــرفت زيســتبــه تــدريج بــا پي
فناوري در توليـد محصـولات مرغـوب، بـدون اسـتفاده از       زيست
بر اصلاحي كشـاورزي سـنتي، از حـدود دو دهـه      هاي زمان روش

 Bacillus)پيش انتقـال ژن از بـاكتري باسـيلوس تورينجينسـيس     

thuringiensis) كـه  (باكتري اين . پذير شد به گياهان زراعي امكان
يك باكتري كشـنده  ) شود به اختصار تحت عنوان بي تي ناميده مي

حشرات است كه در سراسر جهان براي كنتـرل بسـياري از آفـات    
، سـخت  )ها و بيـدها  پروانه(پولكداران  ويژه لارو بال مهم گياهي به

 Riverموسوم بـه  (هاي ناقل بيماري كوري  پوشان و لارو پشه بال

blindness (  1در حـال حاضـر در حـدود    . رود يم ـآفريقا به كـار 
هـا،   كـش  حشره(درصد از بازار سموم مورد استفاده در كشاورزي 

هـاي بـي تـي     در جهـان بـه فـراورده   ) هـا  كش ها و قارچ كش علف
 FAO, 2009; Jafari et al., 2009; Jouzani et(اختصـاص دارد  

al, 2008 .(هاي تجاري بـي تـي دربردارنـده مخلـوطي از      فراورده
هـا بـر    اين پودر. هاي خشك اين باكتري است ا و كريستالاسپوره

هايي از گياهان كه مورد تغذيه آفت قرار  ها يا ساير اندام روي برگ
  . شود گيرند پاشيده مي مي

 يك پـروتئين  به دليل توليد آفات، كنترل استفاده از اين باكتري در
 حشـرات اين پـروتئين توسـط    هنگامي كه .با فرم كريستالي است

 فـرم و بـه   فعال شـده  حشره دستگاه گوارشدر  شود، صرف ميم
. شـود  كه باعث از بين رفتن آفـت مـي  آيد  در مي دلتاآندوتوكسين 
زيان و بلكـه مفيـد اسـت     بي طور كامل بهانسان  براي اين پروتئين

)Jafari and Tohidfar 2007; Ghareyazie 2004; Betz et al, 

2000; EPA 2001;  .(پــروتئين  از متفــاوت عنــو 100 بــيش از
شف شده است كه بـراي  بي تي ك مختلف هاي گونه از كش حشره
به عنـوان مثـال،    .شود هاي مختلف حشرات از آن استفاده مي گونه
در حالي كه ها مؤثر است  پروانهبه منظور از بين بردن   cry1Abژن
 Rashidi Monfared et(ها مـوثر اسـت    سوسكبر عليه   cry3ژن

al., 2009; Ghareyazie 2006.(  
  تراريخته مقاوم به آفات در جهان محصولاتسطح زير كشت 

كشـور توسـط    29ميليون هكتار در  3/170 ميلادي 2012در سال 
 90پـا در جهـان، كـه بـيش از      ميليون كشاورز بزرگ و خـرده  17
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درصد از آنها در كشورهاي در حال توسعه هستند به زيـر كشـت   
اي ماننـد   رهاي در حـال توسـعه  كشـو . محصولات تراريخته رفت

ميليـون   2.8و  10.8هندوستان و پاكستان نيز به ترتيب با مساحت 
جهاني در توليد پنبه تراريخته مقاوم به آفـات را   8و  4هكتار رتبه 

سـطح زيـر كشـت     1جـدول  ). James 2012(از آن خود كردنـد  
مـيلادي   2012جهاني محصولات تراريخته از آغاز تا انتهاي سال 

شود با وجود كشت بـيش از   چنانچه ملاحظه مي. دهد ا نشان مير
محصول سـويا، ذرت، پنبـه و    4نوع محصول تراريخته در دنيا  10

كلزا همچنان سهم اصلي محصولات تراريخته را در بـازار جهـاني   
  .دارا هستند

سطح زير كشت گياهان تراريخته مقاوم به آفات بـه تفكيـك نـوع    
نشـان   2در جـدول شـماره    2012تا  2009هاي  محصول در سال
و  2009هـاي   شـود در سـال   چنانچه مشاهده مـي . داده شده است

 هـاي  زمينميليون هكتار از  6/58و  3/50ميلادي به ترتيب  2010
انـد كـه نسـبت بـه آفـات       جهان به زير كشـت محصـولاتي رفتـه   

البته مقادير كمتري از محصولات تراريختـه  . اي مقاوم بودند حشره
به آفات ديگر نظير برنج تراريخته مقاوم به آفـات نيـز طـي    مقاوم 

انـد كـه    ها در كشورهاي ايران و چين به زير كشت رفتـه  اين سال
البته فهرست محصـولات   .آمار دقيقي از ميزان آن در دست نيست

اي كه در كشورهاي مختلـف جهـان مجـوز توليـد انبـوه       تراريخته
د بسيار طويل است و آينـده  ان و يا به زير كشت رفته  دريافت كرده

نزديك شاهد توسعه كشت اين قبيل محصولات با تنـوع بيشـتري   
فهرست گياهان تراريختـه مختلفـي را    پيوستجدول . خواهد بود

 2010كه داراي صفت مقاومت به آفات هستند و تا انتهـاي سـال   
ميلادي در كشورهاي مختلف مجوز توليد انبوه دريافت كرده و يا 

  .دهد اند را نشان مي به زير كشت رفته
اما با وجود رشد روز افزون گياهان تراريخته در جهان و اسـتفاده  
  بيش از حد كشاورزان ايراني از سموم شيميايي، به دليل مخالفـت 
برخي مديران دانايي ستيز و فناوري هـراس، بـا وجـود تأكيـدات     

آوري تسـهيلات لازم   قانوني مبني بر تكليف دولـت بـراي فـراهم   
موضوع (وسعه كشت و كار و مصرف محصولات تراريخته براي ت

اي  ، كشت گياهان تراريخته در ايـران در هالـه  )قانون ايمني زيستي
بهـره از دانـش    هاي اين مديران كم يكي از بهانه. از ابهام قرار دارد

روز احتمال بروز آثار منفي ناشي از محصولات ترايختـه بـر روي   

در ايـن مقالـه   . ن شـده اسـت  سلامتي انسان و محيط زيست عنوا
سعي شده است كه با مقايسه محصولات كشاورزي متداول كه بـا  

يابنـد بـا    مصرف سموم شيميايي دفـع آفـات نبـاتي پـرورش مـي     
كشـور دنيـا كشـت     29محصولات تراريخته مقاوم به آفات كه در 

 .شوند، به بررسي اين ادعاها پرداخته شود مي

 آفات دفعتاثير سموم شيميايي 

اي را كـه مشـابه    زراعـي عمـده   محصـولات آفات مهـم   3ل جدو
تراريخته آن هم اكنون در كشورهاي مختلف به زيـر كشـت انبـوه    

اند و روش مبارزه شيميايي بـا ايـن آفـات در ايـران را نشـان       رفته
 90سموم مورد استفاده براي كنتـرل ايـن آفـات بـيش از     . دهد مي

آور همه  شرات زياندرصد سموم مورد استفاده براي كنترل همه ح
  .شود محصولات كشاورزي در ايران را شامل مي

 انسان سلامتياثر بر روي 

سـقط جنـين    سـركوب سيسـتم ايمنـي بـدن،    ها باعث  كش حشره
)(Edwards 2011مخرب ساختماني در  هاي، عدم رشد فكري، اثر

هايي در  و نقص )Keifer 1996( سرطان، تومورها بدن هنگام تولد،
 ;Edwards 2011(شـوند   هاي بـدن مـي   ها و سلول اعمال و بافت

FAO 2011; Anonymous 2011( .هـاي هـا داراي اثر  كـش  حشره 
هـاي توليـدمثلي، تـداخل در     انـدام  ا،.ان.ديمخرب و سمي روي 

هاي قاعدگي نامنظم  ني، عقيمي مردان و زنان و دورهواعمال هورم
نتايج بدست  .(Solati et al., 2008; Keifer 1996)در زنان هستند 

 سـموم  مسـموميت كـه بـا    اپيـدميولوژيك مـوارد  آمده از بررسـي  
 در شده بستري بيماران در) ارگانوكلره و ارگانوفسفره(كش  حشره

 85 سـال  اول شـش مـاه   در آبـاد  خـرم  عشـاير  شهداي بيمارستان
بيمار مسموم مراجعـه   153بدست آمده است، نشان داد كه از بين 

درصد با سـموم   9/22ارگانوفسفره و  درصد با سموم 1/77كننده، 
 Mohammadi and Ataii( ارگانوكلره دچار مسموميت شده بودند

2008(.   
 ماننـد  هـا  كـش  آفـت  گـروه  از شـيميايي  تركيبـات از  برخـي 

 كرده تداخل ١استراز كولين فعاليت با ها كربامات و ها ارگانوفسفره

 پوست قطري از جذب خوردن، تنفس، .سازند مي مهار را آن يا و

 تواننـد  مي استراز كولين هاي مهاركننده كه هستند هايي راه چشم و

                                                           
 عصبي سيستم صحيح براي عملكرد كه است هايي آنزيم ترين مهم از يكي استراز كولين ١

  .است نياز مورد
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 3 حدود سالانه .(Oakeshott et al., 2005)سازند  آلوده را انسان
 شود مي زده تخمين ارگانوفسفره سموم با مسموميت مورد ميليون

 صـدمات  يـا  مرگ دچار نفر 300.000به  نزديك تعداد اين از كه

  .(Eyer 2003)شوند  مي جدي
  استعمال تصادفي و ناخودآگاه

و خـانواده آنهـا و   كشاورزان  ها كش حشرهاولين قربانيان استعمال 
كارگراني هستند كه در بخش كشاورزي يا در كارخانه توليد سـم  

دسـت زدن   در دقتي بيخواسته يا ناخواسته بر اثر  كهكنند،  كار مي
 و حفـاظتي  نامناسـب  هـاي  لبـاس  پوشـيدن  و يـا هـا   كش حشره به

 McConell and Hruska(گيرنـد   تجهيزات در معرض آن قرار مي

اسـتراز سـرم    كـولين  سـطح  درصـد  25 از كـاهش بـيش  . )1993
(Joshegani et al., 2006) كـارگران   از) درصـد  27(نفـر   17 در

 .هاي گياهي مشاهده شده است كش شاغل در كارخانه توليد حشره
هـاي ارگانوفسـفره    كش حشره در كارخانه توليد كارگران شاغل در

 تنفسـي در  علائـم  از يكـي  وجـود  ، خطر88شهر قزوين در سال 
 بـا  مقايسـه  هـاي ارگانوفسـفره در   كـش  حشـره  با مواجهه معرض
داشـته اسـت    افـزايش  برابـر  6/3شـاهد، حـداقل    گـروه  كارگران

(Yazdi et al., 2010). ،شـماري در اثـر   بـي  حوادث علاوه بر اين 
يـا   مـرگ  بـه  كـه ر جهـان رخ داده اسـت   دهـا   كش حشره مصرف
هنـد   بوپـال  در اتفاق افتاده يكي از موارد .منجر شده است بيماري

ناشي  مورد مرگ 5000 از بيش كه در آنگزارش داده شده است، 
 از متيـل  آيسوكسـينات  اتفـاقي  انتشـار  قرار گـرفتن در معـرض   از

  . (McConell and Hruska 1993)كش بوده است  آفت كارخانه
ايجـاد   به علـت ارگانوفسفره است  كش حشرهكه يك ، ندوسولفانا

 و توسـعه  كشـورهاي در حـال   هـر دو  شـغلي در  هـاي  مسموميت
به عنوان  (Brandt et al, 2001, Murray et al., 2002) يافته توسعه

كش خطرناك شناخته شده است كـه مسـموميت بـا آن     يك حشره
اختلالات عصـبي  شود و در صورت زنده ماندن  منجر به مرگ مي

  .(Brandt et al., 2001)را در بر دارد 
  استعمال آگاهانه و اصولي
تواند تا حدودي از خطرات آن  ميها  كش استفاده درست از حشره
 Meulenbelt and De Vries(هـا بكاهـد    بر روي سـلامت انسـان  

1997; Van Der Hoek 1998( . توجه به نوع سم)كلره يا فسفره (
كه متناسب با گياه انتخـاب شـود و نيـز توجـه بـه      بودن آن و اين 

 Personal)كـش بـر روي حشـره مهـم اسـت       حشـره  اثـر نحـوه  

communication, Yasini A, PPO( .هاي  كش حشره عنوان مثال به
) مانند ديـازينون (سموم نفوذي  و )متاسيستوكسمانند (سيستمك 

ست، نه تنها براي محيط زيست و افراد در تماس با سم خطرناك ا
آفـرين   كننـده هـم مشـكل    بلكه با نفوذ به داخل گياه براي مصـرف 

كش مورد مصرف در ايران  سم ديازينون بيشترين سم حشره. است
با توجه بـه اينكـه شـاليكاران بـراي     . و به ويژه زراعت برنج است

عمليات مختلف زراعي ماننـد وجـين دسـتي نـاگزير از ورود بـه      
متـر آب   سـانتي  20قل به عمـق  شاليزارهايي هستند كه داراي حدا

ها  آلوده با اين نوع سم خطرناك هستند، آمار مراجعه به بيمارستان
و شكايت از مسمويت ناشي از سموم حشـره كـش ديـازينون در    

اسـتفاده از  . فصل كشت و نواحي كشت بـرنج بسـيار بـالا اسـت    
) مالاتيون، ديازينون، دورسبان، اتيون كومافوس(سموم آلي فسفره 

استراز خون را متوقف  هاي حاد شده و كار كولين سموميتسبب م
ايـن   مخلـوط  ازاسـتفاده  امـروزه  . )Anonymous 2010( كننـد  مي

در بعضـي از   .شيوع پيدا كـرده اسـت  سموم نيز در بين كشاورزان 
 ها كش آفت مسموميت، ايالات متحده و كشورهاي در حال توسعه

 ;Blondell 1997(اسـت  ها  كش حشره مخلوطي از ناشي از بيشتر

Cole et al., 200; Keifer et al., 1996( .نيكاراگوئه مشـخص   در
هـا   كـش  حشـره  از مخلـوطي  شـامل  حوادث، درصد از 38 شد كه
كه  نشان داده است ها از كاليفرنيا داده )Keifer et al., 1996(است 
 چشم، اثر شديدي روي شوند مي مخلوطبا هم ها  كش حشره وقتي

تعداد زيادي از اين . )Blondell 1997( گذارند ميپوست برجاي  و
انـد و تعـدادي ديگـر در حـال تعليـق هسـتند        سموم حذف شـده 

  ). 3جدول (
شيميايي بر روي موجـودات غيرهـدف و دشـمنان     سمومتأثير 

  طبيعي آفات
هاي غذايي اكوسيستم نقـش   در برقراري تعادل در زنجيره بندپايان

ركيبـات شـيميايي باعـث گسـيخته     ت بيشـتر بسيار مهمي دارند، اما 
 ).Gahhari et al., 2005(شـوند   هاي طبيعـي مـي   شدن اين زنجيره
. سـازد  ها به اطراف، مناطق مجاور را آلوده مـي  كش پراكندگي آفت

هـاي زيرزمينـي بـه اثبـات رسـيده       ها به سطح آب كش ورود آفت
هــاي آزاد،  ورود ايــن مــواد ســمي مثــل ديمتــوآت بــه آب .اســت

مهـره،   هـاي بـي   ها شود كه بـراي گونـه   سبب مرگ ماهيتواند  مي
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آب آشاميدني انسان گاهي اوقات فراتر از . تر از ماهيان است سمي
  . )Anonymous 2011(ســطح قابــل قبــول ايمنــي، آلــوده اســت  
هـاي ارگانوفسـفره    كـش  بررسي و تعيين ميـزان باقيمانـده حشـره   

خوار بـرنج و   اقهكه بيشتر براي كنترل كرم س(مالاتيون و ديازينون 
در حوزه آبريز سد اميركبيـر كـرج   ) شود آفات مركبات استفاده مي

هـاي   نشان داده است كه ميزان باقيمانـده ايـن سـموم در ايسـتگاه    
  مـاه پـس از    2تـا   1هـا قـرار دارنـد،     ابتدايي كه در نزديكـي بـاغ  

 Shayegi(پاشي قابل شناسايي بوده و بيش از حد مجاز است  سم

2008.(  
هـا در ايـالات متحـده بـا باقيمانـده سـموم        ات لايروبي آبراهرسوب

كشي  اثرات حشره. شود آلوده مي بيشترها  شيميايي مثل پيروتروئيد
 هـــا مربـــوط بـــه اســـترهاي كاتابوليـــك اســـيد تروئيـــد پيـــرو

chryosanthemic  و اسيدpyrethroic ها به شدت اين اسيد. است 
اه عصبي حشرات نفوذ آليپوفيل هستند و به سرعت به درون دستگ

بر اثـر كشـندگي بـالا     اين سم علاوه ). Gyah Co. 2010(كنند  مي
)Chen et al., 1991; Cole et al., 2000 (مخربـي بـر    هـاي اثر و

 ,.Gammon et al(روي مغز، سيستم دفاعي بدن و سيستم عصبي 

1982; Chen et al., 1991 (  و توليـد مثلــي جــانوران بــر جــاي
كـش   كـش و كنـه   حشـره  ).Nakamora et al., 2007(گـذارد   مـي 

آبــامكتين نيــز بــراي آبزيــان و زنبــور عســل خطرنــاك محســوب 
از فهرست سموم مجاز كشـور   88شود، به همين دليل در سال  مي

  ).3جدول (حذف شدند 
يكـي از مفيـدترين    (Andralus spinidense)شكارگر آنـدرالوس  

خيـز   و بـرنج  در مناطق شـمالي  ها تدشمنان طبيعي آفحشرات و 
خـوار بـرنج و هـم از كـرم سـبز       كشور است كه هم از كرم سـاقه 

امـا جمعيـت ايـن حشـره مفيـد در      . كند خوار برنج تغذيه مي برگ
طور متداول  هاي شيميايي كه به كش رويه از حشره نتيجه استفاده بي

ــران مصــرف مــي  ــه كــاهش اســت   در شــاليزارهاي اي شــود رو ب
)Mohaghegh and Amirmaafi 2007; Rao and Rao 1979.(  

ها اختصاصي عمل  كش ها و ساير آفت كش حشره اينكهبا توجه به 
كـش ضـمن كـاهش     كنند بنـابراين اسـتفاده از سـموم حشـره     نمي

هـا   دشمنان طبيعي آفات موجب برهم خـوردن تعـادل اكوسيسـتم   
شود اتكاي مبارزه با آفات بـه سـموم شـيميايي     شده و موجب مي

پـس از يـك دوره اسـتفاده از ايـن سـموم و       بلند مدت باشد زيرا

كاهش جمعيت دشمنان طبيعي آفات، امكان كشت بدون سمپاشي 
  . وجود نخواهد داشت و طغيان آفات رخ خواهد داد

 شيميايي در سطح كشاورز  سمومهزينه استفاده از 

كشاورزان و تنوع رو به تزايـد آفـات، منجـر بـه      مختلفنيازهاي 
هـا   كـش  توليدكنندگان حشـره . شود وع ميهاي متن كش توليد حشره

كيفيت . طور كامل به نيازهاي خريداران آگاهي داشته باشند هبايد ب
هـا دو فـاكتور مهـم در انتخـاب آنهـا توسـط        كش و قيمت حشره

هـا،   كـش  بطور حـتم مصـرف كننـدگان حشـره     .خريداران هستند
را بـر اسـاس سـود حاصـله، بنـا        كـش  تصميم براي خريد حشـره 

در واقع مصرف كنندگان انتظار بازگشت هزينـه مصـرف   . دنهن مي
غيـر  (هاي كنترل  ها را به همان اندازه كه در ساير روش كش حشره
ــرده ســرمايه) ييشــيميا ــد گــذاري ك ــد، دارن ــابراين صــنعت . ان بن
ها بايد قادر به تحقـق بخشـيدن بـه نيازهـاي مختلـف       كش حشره

  .مصرف كنندگان باشد
و فروشندگان سموم شيميايي با تجزيه و  كنندگانبسياري از توليد 

هـاي كــل ناشـي از كــاربرد    تحليـل اقتصـادي كــه در آنهـا هزينــه   
گيرنـد، اسـتفاده بيشـتر از آنهـا را      هـا را در نظـر نمـي    كـش  حشره
بـر طبـق گزارشـي از سـازمان حفـظ نباتـات       . كنند پذير مي توجيه

ر سال هكتار د 2.711.850از  كشور، مبارزه با آفات نباتات زراعي
ــه  88-87 ــال   2.097.303ب ــار در س ــت  88-89هكت ــيده اس  رس

)Vishlaghi et al., 2009.( 

هـاي غيرمسـتقيم ناشـي از     بر هزينه علاوهمبارزه شيميايي با آفات 
درمان عوارض سوء مصرف سموم، هزينه مستقيم هنگفتـي را نيـز   

ها مشتمل بر هزينـه خريـد    اين هزينه. كند به كشاورزان تحميل مي
خريد يا اجاره سـمپاش، نگهـداري سـم و سـمپاش، هزينـه       سم،

هـاي ناشـي از بهداشـت و درمـان      كارگر براي سمپاشي و هزينـه 
اما در منابع گاهي هزينه مبارزه شيميايي با آفـات بـه بهـاي    . است

پرداخت شـده بابـت خريـد سـم و يـا حـداكثر هزينـه كـارگري         
فاده از سموم شود كه يا تعمدي براي ادامه است سمپاشي محدود مي

انگـاري و محاسـبه    شيميايي در آن وجود دارد و يا ناشي از سـاده 
هزينه خريد سم بـراي   صورت انحصاري به 3جدول . اشتباه است

هاي استفاده  منبع معتبري كه كليه هزينه. دهد هر هكتار را نشان مي
از سموم شيميايي براي كنترل آفـات گياهـان زراعـي در ايـران را     

  . باشد به دست نيامد برآورد كرده
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  محصول آماده
Final Product 

  مواد موثره
Active Ingredients 

 كش حشره
  غيرخانگي

Non-
domestic 
pesticide 

  )تن(ميزان 
Amount (tons) 

  )هزار دلار(ارزش 
Price (USD $) 

متوسط قيمت وارداتي 
  )كيلوگرم/دلار(

The average price 
of imported 

product 
(USD/KG)

  )تن(ميزان 
Amount 
(tons) 

 )هزار دلار(ارزش 
Price (USD $) 

متوسط قيمت وارداتي 
  )كيلوگرم/دلار(

The average price 
of imported 

product (USD/ 
KG) 

267122098  8.275093163 6.22 
  
  
  
  

Import*   واردات*  Production**   توليد** 
2000 18000 

 ).Personal communication, Dr. Kalantar, PPO(ها  پاش تر كلانتر مدير امور سموم و سمدكمصاحبه شخصي، با *

  ).Anonymous 2009( دومجلد .آمارنامه كشاورزي** 
  

  هاي ارزي و ريالي در سطح ملي هزينه
 37در آمريكـا هنـوز   هـا   كـش  حشرهحد  ازبا وجود مصرف بيش 

ه خسـارت  درصد از محصولات كشـاورزي ايـن كشـور در نتيج ـ   
هـا سـالانه    كـش  از سوي ديگر مصرف حشره. رود آفات از بين مي

كنــد  ميليــارد دلار بــه بهداشــت عمــومي خســارت وارد مــي 1/1
)Anonymous 2010 .(  سـامانه  اطلاعـات  اسـاس  بـر در ايـران 

 350 ظرفيـت  جمـع  با توليدي واحد 115 كشور صنعتي اطلاعات
سـهم توليـد     كـه  دارند فعاليت ها كش آفت توليد زمينه در تن هزار

) درصـد  62(تن  218000واحد با ظرفيت  52ها از آن  كش حشره
 مربوط موثره مواد واردات حجم بيشترين گذشته، سال 5در. است

 بـا  ها كش حشره آن از پس و درصدي 38 سهم با ها علف كش به

   .)Nabati 2010(است  درصد 32 سهم
بـه ميـزان    88 سـال  در هـا  كـش  آفت موثره مواد واردات وضعيت
 محصول و واردات دلار هزار 70959هزاردلار و به ارزش  10387
 .اسـت  دلار هـزار  16317 بـه ارزش  و تـن  2099 به ميـزان  آماده

هـا بـا    كـش  ها مربوط بـه حشـره   كش آفت  گروه از قيمت بيشترين
اسـت  ) درصـد  26با سـهم وزنـي   (دلار  27/8قيمت هر كيلوگرم 

)Nabati 2010.(  
بـا  . ميليون تـن اسـت   5/2هاي دنيا حدود  كش آفتميزان مصرف 
 5/25هـا در جهـان    كـش  استفاده از حشـره ميانگين توجه به اينكه 

رو ميزان مصرف انواع سموم در ايران كمتر از  درصد است، از اين
 موجـود  اطلاعـات  اسـاس  بـر  .درصـد مصـرف جهـاني اسـت     1

 عـداد ت بيشـترين  و تهران، قـزوين، مازنـدران و سـمنان    هاي استان
 واحدهاي درصد 60 حدود و هستند دارا را ها كش آفت واحدهاي

   هسـتند  مسـتقر  اسـتان  4ايـن  در صـنعتي  مجـوز  داراي فعـال 
)Nabati 2010( . ميزان واردات و توليـد داخلـي سـموم    5جدول 

  .دهد نشان مي 1388كش را در سال  حشره
 در كنترل آفات ژنتيكنقش مهندسي 

كش، حشرات نسبت بـه سـموم    رهطي استفاده مكرر از سموم حش
مـيلادي بـا    80  به همين دليل در دهه. كردند قبلي مقاومت پيدا مي

اي بـراي   روي كار آودن علم بيوتكنولوژي مدرن، مبارزات گسـتره 
عدم استفاده از سـموم و مـواد شـيميايي در كشـاورزي، صـورت      

يكي از مهمترين كاربردهاي اسـتفاده از  ). Mehrabi 2006(گرفت 
از بــاكتري ( cryهــاي  دســي ژنتيــك در كشــاورزي انتقــال ژنمهن

 .)Nabati 2010( 1388 سال در كشحشره آماده محصول و مؤثره مواد واردات وضعيت -4جدول 

 .)تن( 1388كش در سال ميزان واردات و توليدات داخلي سموم حشره-5جدول

Table 4: Imports status of pesticide active ingredients and final products in 2009 (Nabati 2010). 

Table 5- Rate of imports and domestic production of pesticide in 2009 (Tons)  
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گياهاني كه بدين وسيله . به گياهان است) باسيلوس تورينجينسيس
كننــد تراريختــه ناميــده  خصوصــيات و صــفات جديــد پيــدا مــي

توانند قابليت مقابله با هر نـوع   ريافته مياين گياهان تغيي. شوند مي
 ;Saifinejhad et al., 2007(د از آفات نباتات زراعي را داشته باشن

Mohsenpoor et al., 2009.(  
محصولات تراريخته در سراسـر جهـان بـه     كاشت 1996در سال 

اي رواج پيدا كرد كه ايران هم، همپا با سـاير كشـورها بـرنج     گونه
خوار، كه بيشـترين مقـدار سـم بـراي      تراريخته مقاوم به كرم ساقه

دسـتيابي ايـران بـه ايـن     . د كردشود را تولي مقابله با آن مصرف مي
چرا كه اين بـرنج   كردفناوري مهم توجه همگان را به خود جلب 

اولين برنج تراريخته رهاسازي شده كه طارم مولايي نامگذاري شد 
در جهان و اولين محصول تراريخته كشورهاي مسـلمان و منطقـه   
خاورميانه است كـه بـه سـطح مزرعـه راه يافتـه اسـت و صـدها        

بـدين ترتيـب كـاهش     .انـد  يراني نيـز آن را توليـد كـرده   كشاورز ا
مصرف سموم، محيط زيست و دشمنان طبيعي و مفيد موجـود در  

ها و به خصوص كشاورز را  ها، ماهي مزارع برنج مانند كفشدوزك
شـد   كه در اثر تماس با ايـن سـموم دچـار مشـكلات زيـادي مـي      

 ;Ghareyazie 2006; Malboobi et al., 2005(داشت  محفوظ مي

Zaidi et al., 2005.(  امروزه نيز در اغلب كشورهاي جهان كاشت
اي كه كشورهاي كوچك  اين گياهان رواج پيدا كرده است به گونه

توسعه نيز براي رهايي از آفات به كاشـت ايـن گياهـان     و در حال
  .اند روي آورده

  وضيعت در سطح جهاني
از كل سهم مصرف ميليون تن  5/0بالغ بر  مصرفآمريكا با ميزان 

بيشـترين سـهم مصـرف    . هـا، رتبـه اول را در دنيـا دارد    كـش  آفت
ها است، به همـين دليـل    كش ها در آمريكا متعلق به علف كش آفت

 هـاي هاي بـالا و اثر  اولين كشوري بود كه به دنبال رهايي از هزينه
مخرب سموم شيميايي با اسـتفاده از علـم بيوتكنولـوژي در سـال     

همچنـين در كشـور   . نباكو تراريخته دست يافـت به كاشت ت 1986
اي، بـا تنبـاكوي تراريختـه     هاي مزرعه فرانسه نيز نخستين آزمايش

  ).Anonymous 2010b(صورت گرفت 
، توليـد  1990به دنبال توليد گياهان تراريخته كشور چين در سـال  

آمريكا نيـز  . را به شكل تجاري آغاز كرد) تنباكو(گياهان تراريخته 
فرنگـي را بـه شـكل تجـارتي      ، گياه تراريخته گوجه1994در سال 

گياه  35، 1996تا  1995هاي  پس از آن، در فاصله سال. كردتوليد 
درصد آنها مربوط بـه دو كشـور    80تراريخته توليد شد كه حدود 

درصـد توليـد    45تـا   25، بين 1999تا سال  .آمريكا و كانادا است
در ) ويا و غيــرهذرت، ســ(برخــي از محصــولات اصــلي زراعــي 

 ISAAA(گرفت  آمريكا، با استفاده از گياهان تراريخته صورت مي

درحال حاضر، بر طبق گزارشات منتشر شـده از سـرويس   ). 2005
المللي دستيابي و استفاده از بيوتكنولوژي كشـاورزي، در سـال    بين

ذرت، سويا، پنبه، كلزا، چغندر قند، يونجـه،  آمريكا با توليد  2010
ميليـون هكتـار، كماكـان در     8/66با مساحت ختي، كدو خربزه در

صدر كشورهاي توليدكننده اين محصولات قرار دارد و سه كشـور  
پاكستان، ميانمار و سوئد براي اولين بار در كنار ساير كشورها جز 

ــده ــاره كشــت  . گــان قرارگرفتنــد توليدكنن كشــور آلمــان نيــز دوب
  ).ISAAA 2009(محصولات تراريخته را از سر گرفته است 

  بر روي موجودات غير هدف و دشمنان طبيعي اثر
گيـاه را قـادر بـه     )Bt(باكتري باسيلوس توريجينسـيس   استفاده از

ــي ــي م ــد پروتئين ــراي حشــرات كشــنده اســت   تولي ــه ب ســازد ك
)Ghareyazie 2004; Mohsenpoor et al., 2009; Edwards 

2011; Wesseling et al., 1993 .(  ال ژن ايـن  در نتيجـه بـا انتق ـ
بر مقاومت در اثر حملـه حشـرات، مصـرف     به گياه، علاوهباكتري 

سموم شيميايي كاهش پيـدا كـرده و پرنـدگاني نظيـر چكـاوك و      
هـاي در   طور گونـه  شوند و همين هدهد كه در مزارع پنبه ديده مي

گيرند  حال انقراض ديگر نيز كمتر در معرض خطر نابودي قرار مي
)Karimi Andani 2009; WHO 2009.(  هـا،   احياي مراتع، جنگـل

هاي گياهي و جانوري در مناطق كويري و بياباني  حفظ تنوع گونه
هاي كشاورزي است كه با كمك ژنتيـك مولكـولي    از ديگر عرصه

  ).Anonymous 2010b(است  تري يافته روند سريع
  انسان سلامتيبر  اثر

فقـر و  ميليـون نفـر در جهـان در     800بـيش از   اينكـه با توجه به 
هاي هنگفتي صرف توليـد و   برند، سالانه هزينه گرسنگي به سر مي

هاي زيادي در اثر تماس مستقيم و يا  شود و انسان واردات سم مي
هـاي   غيرمستقيم از طريق مصرف محصولات سمي دچـار آسـيب  

). Rashidi Monfared et al., 2009(شـوند   ناپـذيري مـي   جبـران 
هاي مقاومت بـه   ه دليل وجود ژناستفاده از محصولات تراريخته ب

 29آفات در گياه اين مشـكل را حـل كـرده اسـت بـه طـوري در       
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كننـد   درصد از كشاورزان اين محصولات را كشـت مـي   90كشور 
)ISAAA 2009 .(بـر روي ايـن    پژوهشـگران هايي كـه   با ارزيابي

انـد تـاكنون هـيچ نـوع      گياهان و غذاهاي حاصل از آن انجام داده
اي در مورد سـميت محصـولات تراريختـه بـه      دهگزارش اثبات ش

هــاي بهداشــت جهــاني و  دســت نيامــده اســت و بارهــا ســازمان
خواروبــار جهــاني عــدم ســميت محصــولات تراريختــه را تأييــد 

 ). WHO 2003(اند  كرده

هـاي جهـاني    بـه تأييـد سـازمان    تراريختهسلامتي محصولات 
  بهداشت

اي مختلـف از سـوي   ه ـ تراريخته طي بيانيه محصولاتاستفاده از 
هاي بهداشت جهاني و خواروبار جهاني بـه كـرات تاييـد     سازمان

هاي زيادي  ، اما به دليل شبهات و سوأل)WHO 2003(شده است 
كه در مورد سلامتي غـذاهاي ناشـي از محصـولات تراريختـه در     

تـرين   هـا بوجـود آمـده، بـا اسـتفاده از برجسـته       بعضي از دولـت 
علم ژنتيك، سـازمان بهداشـت جهـاني    دانشمندان جهان در حوزه 

ــار    ــا انتش ــل از آن را، ب ــذاهاي حاص ــه و غ محصــولات تراريخت
، سلامتي استفاده از 2003سوال و پاسخ در سال  20اي از  مجموعه

يكـي از سـوالاتي   ). WHO 2003(اين محصولات را تأييد كردند 
 :كه در اين مجموعه مطرح شد به اين شرح است

مهندسـي ژنتيـك   (محصولات تراريخته آيا غذاهاي ناشي از "
  "زيان هستند؟ سالم و بي) شده

  .پاسخ سازمان بهداشت جهاني به اين شرح است
هاي متفاوتي هستند كه بـا   مختلف داراي ژن تراريختهموجودات "

اين امر به اين مفهوم اسـت كـه   . اند هاي مختلفي منتقل شده روش
ريختـه بايـد بـه    ايمني غذاهاي ناشي از هر يـك از موجـودات ترا  

ــود    ــابي ش ــورد ارزي ــه م ــورد ب ــورت م ــي از  . ص ــذاهاي ناش   غ
شـوند   اي كه امروزه در بازار جهاني يافت مـي  موجودات تراريخته

ــه و تحليــل مــورد بررســي   هــاي مختلــف و تخمــين  هــا و تجزي
اند و خطري براي سـلامتي انسـان    قرار گرفته و تاييد شدهريسك 
  يــن محصــولات تاييــد و بــه عــلاوه در كشــورهايي كــه ا. ندارنــد

اند هيچ اثر سويي بر روي سلامتي انسان ديده نشـده   شدهمصرف 
  ."است

هاي انجمن ايمنـي زيسـتي ايـران نيـز كـه توسـط        بر طبق بررسي
متخصصين اين حوزه صورت گرفته است، هيچ مستند علمي قابل 

اعتنايي كه خطر يا زيان اين محصـولات را تأييـد كنـد، تـا زمـان      
زارش تحقق نيافته و احتمال وقوع آن نيز نزديـك بـه   انتشار اين گ
  ). ISAAA 2009; Malboobi et. al, 2005(صفر است 

  ييد تجربيبه تا تراريختهسلامتي محصولات 
در رابطـه بـا كاشـت گياهـان تراريختـه مطـرح        كهمشكل اساسي 

جريـان ژنـي انتقـال    . اسـت ) شار ژني( شود مسئله جريان ژني مي
وتركيب از گياه تراريخته كه ژن به دو صـورت  هاي ن ناخواسته ژن

هـا بـين    در انتقـال افقـي، ژن  . كنـد  افقي يا عمودي انتقال پيدا مـي 
هايي كه از نظر جنسي سازگار نيستند و متعلـق بـه گروهـاي     گونه

در اين مورد ادعا شده است . شوند تاكسونوميكي هستند جابجا مي
هـاي موجـود در    اكتريهاي خاك يا ب كه انتقال افقي ژن از باكتري

هـاي باكتريـايي    خواران، منجر به توليد سـويه  دستگاه گوارش گياه
هاي مقاومـت بـه    بويژه ژن(شود كه داراي ژن نشانگر  جديدي مي

امـا احتمـال ايـن انتقـال از     . هاي اصلي باشد يا تراژن) بيوتيك آنتي
ها بسيار كم اسـت زيـرا هنـوز هـيچ      گياهان تراريخته به ميكروب

 ;Rahnama 2008(ي براي اثبات اين ادعا پيدا نشـده اسـت   مدرك

Azmi et al., 2006 .(  
ا بين گياهاني است كـه  .ان.كه به معني انتقال دي عموديدر انتقال 

هاي آلودگي  حداقل سازگاري جنسي را با هم دارند، يكي از روش
تراژن است كه از طريق پخش دانه گرده گيـاه تراريختـه صـورت    

 Rahnama(شـود   منجر به توليد بذرهاي هيبريـد مـي  گيرد كه  مي

2009; Azmi et al., 2006 .(   با وجود گزارشاتي كه در ايـن مـورد
سـال تغذيـه    16در طـي  از آلودگي داده شده است با اين وجـود  

 ميليون هكتار 6/58ميليارد نفري جهان از  6بيش از نيمي از مردم 
  اييــد شــده ميليــارد تــن محصــول ترايختــه حتــي يــك گــزارش ت

  مبني بـر بـروز هـر نـوع اثـر سـوء و ناخواسـته ناشـي از تغذيـه          
ــان  ــته اســت   انس ــود نداش ــوع محصــولات وج ــن ن ــا دام از اي   ي

)ISAAA 2009.(  
  سلامتي محصولات تراريخته با پشتوانه پژوهشي

هـاي   زيستي و ارزيابي مخاطرات احتمـالي پـروتئين   ايمنيدرباره 
cry ياري در جهان و بخصـوص  در گياهان تراريخته، محققان بس

مـردان، بـه بررسـي     هاي برخي از دولت در ايران، به دليل مخالفت
با اسـتفاده   cryهاي  نتايج بررسي پروتئين. اند ها پرداخته اين آسيب
زايي از ايـن گياهـان را    آمينو اسيدي هيچگونه آلرژي 80از روش 
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 Behzadi Rad et al., 2009; Josheghani et(نشان نـداده اسـت   

al., 2007 .(ــراز،    روش ــره پليم ــاس زنجي ــر اس ــايي ب ــابي ه ردي
دانشـمندان بـا   . ELISAهاي نوتركيب به وسـيله تكنيـك    پروتئين

مصرف شده توسط پروانه مونارك  cry1Abمطالعه روي پروتئين 
شـود ثابـت كردنـد كـه      كه يكي از آفات گياه ذرت محسوب مـي 

 6/0ختـه تنهـا   جمعيت پروانه مونارك مواجه شـده بـا گيـاه تراري   
درصد از كل جمعيت حشره در شمال آمريكا را دارد، يعنـي دانـه   

در شرايط آزمايشگاهي اثر نـاچيزي   cry1Abگرده حاوي پروتئين 
 Jafari and Noroozi 2009; Dively(روي پروانه مونارك داشت 

et al., 2004 .(   امروزه از ژن تغييريافتـه پـروتئينcry1Ac   نيـز در
مجزا براي تراريـزش گيـاه    T-DNAبا دو  pcry1Ac-nptپلاسمد 

 Helicoverpa( خوار نخود به منظور افزايش مقاومت به آفات پيله

armigera(   استفاده شده است، اما هنوز نتايج آن در حال بررسـي
  ).Moshtaghi 2010(است 
سازمان ، سازمان خواربار و كشاورزي مانند المللي بين هاي سازمان

ــاني ــا،كم، بهداشــت جه ــادمي يســيون اروپ   ، پزشــكي فرانســه آك
ــا  ــكي آمريك ــن پزش ــن ، انجم ــاييانجم ــي  و آمريك ــم شناس    س

   مـورد بررسـي   سلامت غـذاهاي حاصـل از گياهـان تراريختـه را    
ــا را  ــد و آنه ــرار دادن ــراي ق ــلامت ب ــي  س ــن م ــان ام ــد  انس   دانن

)ISAAA 2009.(  
  گيري نتيجه

.  تاس ـ ها امري طولاني مـدت  كش فرايند كشف و پيشرفت حشره
ها دلار هزينه جهت آزمايشات  سال زمان و ميليون 10تا  8 معمولاً

در طـول ايـن فراينـد نگـرش و     . كش نياز است و ثبت يك حشره
اين در . است كنندگان و بازارپسندي در حال تغيير  نيازهاي مصرف

هاي رقيب، قيمت  كش حالي است كه الزامات قانوني، وجود حشره
بنــابراين توليــد . توانــد تغييــر كنــد در طــول چنــد ســال مــي... و 

كننـدگان بـا    مصرف .پذير است هاي جديد بسيار ريسك كش حشره
توجه به منطقه جغرافيايي، شرايط آب و هوايي، تراكم آفات بومي 
و عمليات مديريتي كنترل آفات نيازهاي مختلفي از نظـر انتخـاب   

  ).Nabati 2010(ها دارند  آفتكش
مصـرف سـموم در محصـولات     زانمي ـمسأله نظـارت بـر نـوع و    

طور كـه   كشاورزي بحث مهم و حساسي است كه در كشور ما آن
 ميليون 12 حدود سطحي در سالانه. شود شايسته است انجام نمي

 مبارزه عمليات هكتار ميليون 5/2 حدود و شيميايي مبارزه هكتار

با وجود صدمات جاني و محيطـي  .پذيرد  مي صورت غيرشيميايي
ر ادامه استفاده از سموم وجود دارد و با وجـود عـدم   بسياري كه د

آور بـودن محصـولات تراريختـه،     هر نوع مستندي در مورد زيـان 
اسرار مخالفين دانايي ستيز و فناوري هراس براي مخالفت با توليد 

فروشــان و   توانــد بــراي ســم ايــن گياهــان در داخــل كشــور مــي
 .واردكنندگان سموم شيميايي نفع داشته باشد

 ي منطقـه  در بـرنج  كليـدي  آفـات  از برنج يكـي  خوار ساقه رمك
 كـاهش  ايجـاد  در آفـت  ايـن  اهميـت  به توجه با .است مازندران

 شـمال  در آن عليـه  شيميايي كنترل محصول، عملكرد در دار معني

 باعـث  امـر  و همـين  شـود  مـي  آغـاز  خزانـه  ي مرحلـه  از ايـران 

 متيسـلا  بـه  شـديد  آسـيب  و محيطـي  زيست شديد هاي آلودگي
 برابـر بـا   88عملكرد مبارزه با اين آفـت در سـال    .)شود مي انسان

هكتار برآورد شده است، كه اين ميزان مصرف سم براي  460655
كشوري كه به توليد محصول تراريخته آن دست يافته است بسيار 

  ). Ghareyazie 2004. (بالا و صدمات آن جبران ناپذير است
كننـد كـه داراي    را درخواست مـي  هايي كش اصولاَ كشاورزان آفت

 كـش،  هاي تأثير مناسب بر كنترل آفات، هزينه خريـد آفـت   ويژگي
خطر براي محصـول، كـاربر، كـارگر مزرعـه و      سهولت كاربرد بي

اگرچـه بخـش تـرويج جهـاد     . كنندگان محصولات باشـند  مصرف
دهـد امـا    كشاورزي نحوه و ميزان استفاده از سموم را آموزش مـي 

ها ضروري  كش مساله، نياز به نظارت بر مصرف آفت علاوه بر اين
  .و اجتناب ناپذير است

هـايي كـه    شود كاشت گياهان تراريخته به مكانيسـم  اينكه گفته مي
آفت نيستند و به نوعي براي گياهان مفيد هستند اثر زيانباري را بر 

گذارد، دليلي منطقي براي عـدم اسـتفاده از ايـن گياهـان      جاي مي
هـاي طبيعـي بـا     تخريب محيط زيسـت و اكوسيسـتم  نيست، زيرا 

گيرد كه به دليل اسـتفاده   كاشت گياهان متداول زراعي صورت مي
تـرين   يكـي از اصـلي   كـه دفـع آفـات نبـاتي    بيش از حـد سـموم   

شوند علاوه بر اين باعث نـابودي   هاي آب نيز محسوب مي آلاينده
 ;FAO 2009; FAO 2011(شـوند   موجودات نيـز محسـوب مـي   

James 2010( . ميلادي به دليل قدرت بسيار بـالاي   1940در دهه
سموم شيميايي در از بين بردن حشرات موجود در طبيعـت ماننـد   

، تنهـا راه حـل و   )WHO 2009(پشه آنوفل مالاريا و آفات نبـاتي  
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چاره نجات براي تأمين غذا و پيشگيري از حمله آفات به مـزارع،  
، امـا  )FAO 2009a, 2011 b and c(استفاده از مواد شيميايي بـود  

امروزه با پيشرفت علم و دستيابي به گياهان تراريخته دليلي بـراي  
همان گونه كـه كشـورهاي   . شيميايي وجود ندارد استفاده از سموم

مصـرف    و بـا   اند پرداخته محصولات  كشت اين بيشماري در دنيا به
  زنـده ديگـر    مشـكلي بـراي انسـان و موجـودات      كنون بـه  آنها تا

  .اند نخورده  بر
ميلادي، تعداد گرسنگان جهان،  2015شود كه تا سال  بيني مي پيش

با زير كشت بردن محصولات تراريخته بـه نصـف مقـدار كنـوني     
كاهش پيدا كند و نبود امنيت غذايي، كيفيـت و سـلامت غـذا، بـا     

رويه از سموم شيميايي و آلودگي محيط زيسـت   كاهش استفاده بي
  ).Ghareyazie 2006(يابد  افزايش مي

  
  
  
  
  

 نام كشور
Country 

 نام محصول
Crop 

 نوع صفت صاحب فناوري
Trait 

 تعداد رخدادهاي مصوب
Number of 

approved events 

 آرژانتين
Argantina 

 پنبه
Cotton 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
2 

 پنبه
Cotton 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

Pest resistance and herbiside 
tolerance (Simultaneous resistance) 

1 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
2 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
1 

 ذرت
Corn 

Decalb Genetics 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
1 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
3 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
2 

 ذرت
Corn 

كشمقاومت همزمان به آفات و علف باير  
(Simultaneous resistance) 

1 

 ذرت
Corn 

كشومت همزمان به آفات و علفمقا مايكوژن  
(Simultaneous resistance) 

1 

 آفريقاي جنوبي
South Africa 

 پنبه
Cotton 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
3 

 پنبه
Cotton 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
2 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
2 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
3 

 1 مقاومت به آفات Syngenta ذرت

 .(James 2010) اند فهرست محصولات تراريخته مقاوم به آفات كه در كشورهاي مختلف مجوز توليد انبوه دريافت كرده -جدول پيوست

Attached table- List of GM crops resistant to pests in different countries that have recieved the license for mass 

production. (James 2010) 
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Corn Pest resistance 
 ذرت
Corn 

Syngenta 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
1 

 ذرت
Corn 

پايونير -مايكوژن كشمقاومت همزمان به آفات و علف   
(Simultaneous resistance) 

1 

 آمريكا
USA 

 پنبه
Cotton 

 مقاومت به آفات داو
Pest resistance 

3 

 پنبه
Cotton 

Syngenta 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
2 

 پنبه
Cotton 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
2 

 پنبه
Cotton 

Monsanto 
كشقاومت همزمان به آفات و علفم  

(Simultaneous resistance) 
1 

 پنبه
Cotton 

Calgene 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
1 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
5 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
10 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) Pests & 
Lysine 

1 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
3 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
6 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance)Pests & 
Disease 

1 

 ذرت
Corn 

-داو كشمقاومت همزمان به آفات و علف پايونير   
(Simultaneous resistance) 

7 

 ذرت
Corn 

كشمقاومت همزمان به آفات و علف پايونير  
(Simultaneous resistance) 

2 

 ذرت
Corn 

كشمقاومت همزمان به آفات و علف داو  
(Simultaneous resistance) 

2 

 ذرت
Corn 

Dekalb Genetics 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
1 

 ذرت
Corn 

كشمقاومت همزمان به آفات و علف مايكوژن  
(Simultaneous resistance) 

1 

زميني سيب  
Potato 

Monsanto 
ت به آفاتمقاوم  

Pest resistance 
4 

زميني سيب  
Potato 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
7 

 سويا
Soybean 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
1 
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فرنگي گوجه  
Tomato 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
1 

 اروپا
Europe 

 پنبه
Cotton 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
2 

 پنبه
Cotton 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
2 

 پنبه
Cotton 

Syngenta 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
2 

 پنبه
Cotton 

Syngenta 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
2 

 پنبه
Cotton 

پايونير-داو كشمقاومت همزمان به آفات و علف   
(Simultaneous resistance) 

4 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
4 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
7 

 ذرت
Corn 

پايونير -مايكوژن كشقاومت همزمان به آفات و علفم   
(Simultaneous resistance) 

1 

 اروگوئه
Uruguay 

 پنبه
Cotton 

Syngenta 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
1 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
 مقاومت به آفات
Pest rsistance 

1 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
1 

 استراليا
Australia 

 پنبه
Cotton 

 مقاومت به آفات داو
Pest resistance 

1 

 پنبه
Cotton 

Syngenta 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
2 

 پنبه
Cotton 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
3 

 پنبه
Cotton 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
3 

 پنبه
Cotton 

 مقاومت به آفات باير
Pest resistance 

1 

 ذرت
Corn 

پايونير-داو كشمقاومت همزمان به آفات و علف   
(Simultaneous resistance) 

3 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
3 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
1 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
3 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
1 

كش مقاومت همزمان به آفات و علف پايونير ذرت  1 
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Corn (Simultaneous resistance) 
 ذرت
Corn 

Dekalb Genetics 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
1 

 ذرت
Corn 

پايونير -مايكوژن كشمقاومت همزمان به آفات و علف   
(Simultaneous resistance) 

1 

زميني سيب  
Potato 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
3 

زميني سيب  
Potato 

Monsanto 
كشات و علفمقاومت همزمان به آف  

(Simultaneous resistance) 
Pests & Diseaese 

6 

 سويا
Soybean 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
1 

 السالوادور
El Salvador 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
1 

 ذرت
Corn 

پايونير -مايكوژن كشبه آفات و علفمقاومت همزمان   
(Simultaneous resistance) 

1 

 انگلستان
England 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
1 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
1 

 ايران
Iran 

 برنج
Rice 

Corresponding 
Auther 

 مقاومت به آفات
Pest resistance 

1 

 برزيل
Brezil 

 پنبه
Cotton 

 مقاومت به آفات داو
Pest resistance 

1 

 پنبه
Cotton 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
2 

 پنبه
Cotton 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
1 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
3 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
2 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
3 

 ذرت
Corn 

كشه آفات و علفمقاومت همزمان ب مايكوژن  
(Simultaneous resistance) 

1 

 ذرت
Corn 

كشمقاومت همزمان به آفات و علف داو  
(Simultaneous resistance) 

1 

 سويا
Soybean 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
1 

 بوركينافاسو
Burkina Faso 

 پنبه
Cotton 

Monsanto 
ه آفاتمقاومت ب  

Pest resistance 
1 

 1 مقاومت به آفات Monsanto پنبه پاكستان
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Pakistan Cotton Pest resistance 

 تايوان
Taiwan 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
311 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
7 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
3 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
2 

 ذرت
Corn 

كشمقاومت همزمان به آفات و علف داو  
(Simultaneous resistance) 

1 

 ذرت
Corn 

پايونير-داو كشمقاومت همزمان به آفات و علف   
(Simultaneous resistance) 

4 

 ذرت
Corn 

Dekalb Genetics 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
1 

 ذرت
Corn 

پايونير -مايكوژن كشمقاومت همزمان به آفات و علف   
(Simultaneous resistance) 

1 

 جمهوري چك
Czech 

Republic 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
1 

 چين
China 

 پنبه
Cotton 

 مقاومت به آفات آكادمي علوم چين
Pest resistance 

2 

 ذرت
Corn 

پايونير-داو كشمقاومت همزمان به آفات و علف   
(Simultaneous resistance) 

1 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
1 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
كشه آفات و علفمقاومت همزمان ب  

(Simultaneous resistance) 
1 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
2 

 ذرت
Corn 

كشمقاومت همزمان به آفات و علف مايكوژن  
(Simultaneous resistance) 

1 

 درخت تبريزي
Poplar 

موسسه تحقيقات جنگل 
 پكن

 مقاومت به آفات
Pest resistance 

1 

نجبر  
Rice 

دانشگاه كشاورزي 
Huazhong چين   

 مقاومت به آفات
Pest resistance 

1 

 روماني
Romania 

  ذرت
Corn 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
1 

 زولاندنو
New Zealand 

 پنبه
Cotton 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
2 

 پنبه
Cotton 

Syngenta 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
1 

 پنبه
Cotton 

 مقاومت به آفات باير
Pest resistance 

1 
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 ذرت
Corn 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
3 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
1 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
2 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
1 

 ذرت
Corn 

پايونير-داو كشمقاومت همزمان به آفات و علف   
(Simultaneous resistance) 

2 

 ذرت
Corn 

كشمقاومت همزمان به آفات و علف پايونير  
(Simultaneous resistance) 

1 

 ذرت
Corn 

يونيرپا -مايكوژن كشمقاومت همزمان به آفات و علف   
(Simultaneous resistance) 

1 

 ذرت
Corn 

Dekalb Genetics 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
1 

زميني سيب  
Potato 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
1 

زميني سيب  
Potato 

Monsanto 
كشآفات و علفمقاومت همزمان به  

(Simultaneous resistance) Pest & 
Disease 

6 

 سويا
Soybean 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
1 

 ژاپن
Japan 

 پنبه
Cotton 

 مقاومت به آفات داو
Pest resistance 

3 

 پنبه
Cotton 

كشمقاومت همزمان به آفات و علف داو  
(Simultaneous resistance) 

1 

نبهپ  
Cotton 

Syngenta 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
2 

 پنبه
Cotton 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
2 

 پنبه
Cotton 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
3 

 پنبه
Cotton 

پايونير-داو كشمقاومت همزمان به آفات و علف   
(Simultaneous resistance) 

1 

 پنبه
Cotton 

Calgene Inc. 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
1 

 پنبه
Cotton 

كشمقاومت همزمان به آفات و علف باير  
(Simultaneous resistance) 

1 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
4 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
8 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) Pest & 
1 
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Lysine 
 ذرت
Corn 

Syngenta 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
1 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
6 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) Pests & 
Disease 

1 

 ذرت
Corn 

پايونير-داو كشمقاومت همزمان به آفات و علف   
(Simultaneous resistance) 

5 

 ذرت
Corn 

كشمقاومت همزمان به آفات و علف پايونير  
(Simultaneous resistance) 

2 

 ذرت
Corn 

Dekalb Genetics 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
1 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
داو/ و مايكوژن  

كش مقاومت همزمان به آفات و علف  
(Simultaneous resistance) 

1 

 ذرت
Corn 

كشمقاومت همزمان به آفات و علف داو  
(Simultaneous resistance) 

1 

 ذرت
Corn 

پايونير -مايكوژن كشمقاومت همزمان به آفات و علف   
(Simultaneous resistance) 

1 

زميني سيب  
Potato 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
4 

زميني سيب  
Potato 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) Pests & 
Disease 

6 

 سنگاپور
Singapore 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
1 

 سوئيس
Switzerland 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
 

 مقاومت به آفات
Pest resistance 

1 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
1 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
كشو علفمقاومت همزمان به آفات  

(Simultaneous resistance) 
1 

 شيلي
Chile 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
1 

 روسيه
Russia 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
2 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
1 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
1 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
1 

زميني سيب  
Potato 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
2 
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زميني سيب  
Potato 

Center 
Bioengineering 

RAS, Russia 

 مقاومت به آفات
Pest resistance 

2 

 فيليپين
The 

Philippines 

 پنبه
Cotton 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
3 

 پنبه
Cotton 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
3 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
4 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
كشمان به آفات و علفمقاومت همز  

(Simultaneous resistance) 
8 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) Pests & 
Lysine 

1 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
3 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
7 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) Pests& 
Disease & Herbicides 

1 

 ذرت
Corn 

كشمقاومت همزمان به آفات و علف داو  
(Simultaneous resistance) 

1 

 ذرت
Corn 

پايونير-داو كشمقاومت همزمان به آفات و علف   
(Simultaneous resistance) 

4 

زميني سيب  
Potato 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
4 

زميني سيب  
Potato 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) Pests& 
Disease 

6 

 كاستاريكا
Costa Rica 

 پنبه
Cotton 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
2 

 پنبه
Cotton 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
3 

 پنبه
Cotton 

Syngenta 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
3 

 پنبه
Cotton 

Syngenta 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
1 

 پنبه
Cotton 

 مقاومت به آفات باير
Pest resistance 

1 

 پنبه
Cotton 

پايونير-داو  مقاومت به آفات 
Pest resistance 

1 

 پنبه
Cotton 

پايونير-داو كشمقاومت همزمان به آفات و علف   
(Simultaneous resistance) 

1 

 كانادا
Canada 

 پنبه
Cotton 

 مقاومت به آفات داو
Pest resistance 

2 
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 پنبه
Cotton 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
2 

 پنبه
Cotton 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
1 

 پنبه
Cotton 

Calgene 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
1 

 ذرت
Corn 

كشات و علفمقاومت همزمان به آف داو  
(Simultaneous resistance) 

2 

 ذرت
Corn 

پايونير-داو كشمقاومت همزمان به آفات و علف   
(Simultaneous resistance) 

6 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
5 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) Pests & 
Disease & Herbicides 

1 

 ذرت
Corn 

كشمقاومت همزمان به آفات و علف پايونير  
(Simultaneous resistance) 

2 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
3 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
4 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
9 

 ذرت
Corn 

Dekalb Genetics 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
1 

 ذرت
Corn 

كشمقاومت همزمان به آفات و علف مايكوژن  
(Simultaneous resistance) 

1 

زميني سيب  
Potato 

Monsanto 
مت به آفاتمقاو  

Pest resistance 
4 

زميني سيب  
Potato 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
6 

فرنگي گوجه  
Tomato 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
1 

جنوبي كره  
South Korea 

 پنبه
Cotton 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
4 

 پنبه
Cotton 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
3 

 پنبه
Cotton 

 مقاومت به آفات داو
Pest resistance 

1 

 پنبه
Cotton 

كشمقاومت همزمان به آفات و علف داو  
(Simultaneous resistance) 

1 

 پنبه
Cotton 

پايونير-داو كشو علفمقاومت همزمان به آفات   
(Simultaneous resistance) 

1 

 پنبه
Cotton 

كشمقاومت همزمان به آفات و علف باير  
(Simultaneous resistance) 

1 
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 ذرت
Corn 

 مقاومت به آفات داو
Pest resistance 

1 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
4 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
8 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) pests & 
Disease & Herbicides 

1 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
3 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
كشزمان به آفات و علفمقاومت هم  

(Simultaneous resistance) 
5 

 ذرت
Corn 

Dekalb Genetics 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
1 

 ذرت
Corn 

كش مقاومت همزمان به آفات و علف پايونير  
(Simultaneous resistance) 

1 

 ذرت
Corn 

پايونير-داو كشات و علفمقاومت همزمان به آف   
(Simultaneous resistance) 

6 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
داو/ و مايكوژن  

كش مقاومت همزمان به آفات و علف  
(Simultaneous resistance) 

1 

زميني سيب  
Potato 

Monsanto 
 

 مقاومت به آفات
Pest resistance 

3 

زميني سيب  
Potato 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
6 

 كلمبيا
Columbia 

 پنبه
Cotton 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
3 

 پنبه
Cotton 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
3 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
3 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
كشومت همزمان به آفات و علفمقا  

(Simultaneous resistance) 
3 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
3 

 ذرت
Corn 

كشمقاومت همزمان به آفات و علف داو  
(Simultaneous resistance) 

1 

 ذرت
Corn 

پايونير-داو  مقاومت به آفات 
Pest resistance 

1 

 ذرت
Corn 

كشمقاومت همزمان به آفات و علف مايكوژن  
(Simultaneous resistance) 

1 

 مالزي
Malaysia 

 پنبه
Cotton 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
3 

 پنبه
Cotton 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
3 
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 پنبه
Cotton 

Syngenta 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
1 

 پنبه
Cotton 

 مقاومت به آفات داو
Pest resistance 

3 

 پنبه
Cotton 

كشمقاومت همزمان به آفات و علف داو  
(Simultaneous resistance) 

1 

 پنبه
Cotton 

پايونير-داو كشمقاومت همزمان به آفات و علف   
(Simultaneous resistance) 

1 

بهپن  
Cotton 

كشمقاومت همزمان به آفات و علف باير  
(Simultaneous resistance) 

1 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
4 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
7 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) Pests & 
Lysine 

1 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
2 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
6 

 ذرت
Corn 

پايونير-داو كشمقاومت همزمان به آفات و علف   
(Simultaneous resistance) 

7 

 ذرت
Corn 

كشمقاومت همزمان به آفات و علف پايونير  
(Simultaneous resistance) 

1 

 ذرت
Corn 

پايونير -مايكوژن كشمقاومت همزمان به آفات و علف   
(Simultaneous resistance) 

1 

زميني سيب  
Potato 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
1 

زميني سيب  
Potato 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) Pests & 
Disease 

6 

 مصر
Egypt 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
1 

 ذرت
Corn 

پايونير -مايكوژن كشمقاومت همزمان به آفات و علف   
(Simultaneous resistance) 

1 

 مكزيك
Mexico 

 پنبه
Cotton 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
3 

 پنبه
Cotton 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
3 

 پنبه
Cotton 

Syngenta 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
1 

 پنبه
Cotton 

Syngenta 
كشهمزمان به آفات و علفمقاومت  

(Simultaneous resistance) 
1 

كش مقاومت همزمان به آفات و علف داو پنبه  3 
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Cotton (Simultaneous resistance) 
 پنبه

Cotton 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف داو  

(Simultaneous resistance) 
1 

 پنبه
Cotton 

پايونير-داو كشعلفمقاومت همزمان به آفات و   
(Simultaneous resistance) 

1 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
4 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
8 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) Pests & 
Lysine 

1 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
1 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) 
6 

 ذرت
Corn 

پايونير-داو كشمقاومت همزمان به آفات و علف   
(Simultaneous resistance) 

7 

 ذرت
Corn 

كشفات و علفمقاومت همزمان به آ پايونير  
(Simultaneous resistance) 

1 

 ذرت
Corn 

پايونير -مايكوژن كشمقاومت همزمان به آفات و علف   
(Simultaneous resistance) 

1 

زميني سيب  
Potato 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
1 

زميني سيب  
Potato 

Monsanto 
كشمقاومت همزمان به آفات و علف  

(Simultaneous resistance) Pests & 
Disease 

6 

 ميانمار
Myanmar 

 پنبه
Cotton 

Cotton and 
Sericulture 
Department 

 مقاومت به آفات
Pest resistance 

1 

 هلند
Netherland 

 ذرت
Corn 

Syngenta 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
1 

 هندوستان
India 

 پنبه
Cotton 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
2 

 پنبه
Cotton 

Metahelix Life 
Sciences 

 مقاومت به آفات
Pest resistance 

1 

 پنبه
Cotton 

Nath Seeds 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
1 

 پنبه
Cotton 

Jk Agri Gentics 
Ltd 

 مقاومت به آفات
Pest resistance 

1 

 پنبه
Cotton 

CICR & UAS, 
Dharwad 

اتمقاومت به آف  
Pest resistance 

1 

 هندوراس
Honduras 

 ذرت
Corn 

Monsanto 
 مقاومت به آفات

Pest resistance 
1 

 ذرت
Corn 

پايونير -مايكوژن كشمقاومت همزمان به آفات و علف   
(Simultaneous resistance) 

1 
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 ذرت
Corn 

پايونير-داو كشمقاومت همزمان به آفات و علف   
(Simultaneous resistance) 

1 
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ميليون هكتار محصولات تراريخته در دنيا؛ اصرار برخي مديران  3/170با وجود كشت بيش از 

هاي   كش ستفاده از آفتويژه در دهه اخير موجب استمرار ا مياني فناوري هراس در كشورمان به
مينوز  نظيربراي كنترل آفاتي  نديازينوكش  حشره. شيميايي خطرناك مانند ديازينون شده است

خيار منطقه جيرفت و كهنوج استفاده  يها و كرم برگخوار خيار در سطح وسيعي در گلخانه
در شرايط  نو تعيين دوره كارنس آكش  حشرهبه منظور بررسي ميزان باقيمانده اين . شود مي

اعمال تيمارها در مركز تحقيقات كشاورزي منطقه  و اي گلخانه عمليات كاشت خيار گلخانه
، به نسبت يك درصد 60كشُ ديازينون امولسيون  از حشرهدر قطعات تيمار . انجام گرفت جيرفت

بل هاي قا برداري از ميوه نمونه. استفاده شد سازنده طبق توصيه شركتدر هزار از فرم تجاري 
طي اين مدت نيز . روز پس از سمپاشي انجام گرفت 21و  14، 10، 7، 3، 1برداشت و به فواصل 

هاي پلاستيكي ها بلافاصله در پوششنمونه. هيچ گونه سمپاشي در قطعات تيمار انجام نگرفت
 در هر مرحله. درجه سلسيوس نگهداري شدند - 20بندي و تا زمان آناليز در فريزر  رنگ، بسته سياه
. بصورت تصادفي از هر پلات برداشت شد) عدد 5 - 10(برداري، حدود يك كيلوگرم ميوه  نمونه

گيري آن از دستگاه  براي اندازه ،از استخراجپس  ،ديازينونبه منظور رديابي باقيمانده 
بدست آمده نتايج . شداستفاده ) NPD(با آشكارساز نيتروژن فسفره ) GC(كروماتوگرافي گازي 

روز با توجه  10حدود در كش ديازينون  و بر اساس آن دوره كارنس حشره حليل شدهتجزيه و ت
گرم بر كيلوگرم است، تعيين  ميلي 05/0ملي كه معادل  MRL)(به حداكثر ميزان مجاز باقيمانده 

آوري  روز يكبار چين خيار انجام و محصول جمع 3با توجه به اينكه در كشت خيار هر . شد
 .به بازار عرضه شود تا حالت تازه خود را حفظ كند بايدل به سرعت شود و اين محصو مي

بايد  و كش مناسبي براي محصول خيار استفاده كرد توان از ديازينون به عنوان حشره بنابراين نمي
اكنون در  محصولات تراريخته مقاوم به آفات كه هم كشتهاي جايگزين مانند  استفاده از روش

  .شوند؛ در دستور كار قرار گيرد جهان كشت مي هاي كشاورزي زميناز  ميليون هكتار 70بيش از 
 

 هاي كليدي واژه
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  مقدمه

ميليون هكتار  3/170در حدود  چيزيميلادي  2012تا اواخر سال 
كشاورزي در دنيـا بـه كشـت محصـولات تراريختـه       هاي زميناز 

ميليون هكتار آن به گياهان تراريخته مقـاوم   64اختصاص يافته كه 
بـدين  ). Adeli and Ghareyazie, 2012(به آفات اختصـاص دارد  

ين نـوع محصـولات و بـا اسـتفاده از اسـتراتژي      ترتيب با كاشت ا
هـاي شـيميايي    كش استفاده از گياهان مقاوم به آفات، مصرف آفت

گيري كاهش پيدا كرده و اينگونـه محصـولات فاقـد     به طور چشم
ــلامت       ــمين س ــمن تض ــوده و ض ــموم ب ــده س ــه باقيمان هرگون

كننده، از بازار مناسبي چه در داخل و چه بـراي صـادرات    مصرف
دو نكته در عدم استفاده از محصـولات   .برخوردار خواهند بودنيز 

كنون هيچ مدرك و سـندي   تراريخته قابل تامل است، اول اينكه تا
ســوء بــر انســان و محــيط زيســت در  اثرهــايمبنــي بــر وجــود 

محصولات تراريخته ارائه نشده اسـت و دوم اينكـه عـدم كشـت     
حسـاس بـه    محصولات تراريخته به منزله ادامه كشت محصولات

هـاي شـيميايي    كـش  آفات است كه موجب استمرار مصرف آفـت 
موادي كه خطرناك بودن آنها چه براي انسانها و . شود خطرناك مي

بيشماري به اثبـات رسـيده    هاي پژوهشچه براي محيط زيست با 
سعي شده تا قسمتي از معضل باقيمانـده   حاضر پژوهشدر . است
به مصرف تك تك افـراد   ها در محصولات كشاورزي كه كش آفت

هاي  كش درصد از آفت 50بيش از  .رسد نشان داده شود جامعه مي
روي منطقه هدف يعني گياهـان قـرار    ،مورد استفاده در اكوسيستم

. شـود  مختلـف وارد محـيط زيسـت مـي     هاي روشگيرد و به  نمي
هــاي كشــاورزي در ايــران نســبت بــه  كــش مصــرف انــواع آفــت

ــورهاي   ــ دارايكش ــد ناخ ــت  تولي ــتر اس ــابه بيش ــي مش  الص مل
)Anonymous 1995b( .1365هاي  طبق آمارهاي رسمي طي سال 

بـه  در كشـور  كـش   آفـت هزار تـن   60تا  35سالانه بين  1370تا 
كـه از ايـن ميـزان اسـتان      Anonymous 1995a)( دهرسـي مصرف 

درصد كل مصرف كشور را به خـود اختصـاص داده    35مازندران 
 85-86اين ميزان در سـال زراعـي    .Anonymous 1995c)( است

هـزار تـن آن در محصـولات     19تن بوده كـه  هزار  26در حدود 
 اسـت  شـده هزار تن آن در محصولات باغي مصـرف   7زراعي و 

)Heidari 2010( .شـيميايي ماننـد يـك     هـاي  سـم ها يـا   كش آفت
كنند، زيرا در بهتـرين حالـت بـه صـورت      شمشير دو لبه عمل مي

دهند، امـا اسـتفاده    ها را كاهش مي بيماري و ها آفتموقت مشكل 
 شـده از آنها سبب ايجاد مشكلات جـدي  نادرست وسيع، نابجا و 

بـالقوه،   هـاي  آفـت توان به طغيان  از جمله اين مشكلات مي. است
سوزي، آلودگي محيط زيست، مقاومت  ثانويه، گياه هاي آفتظهور 
غيـر   ها، نـابودي حشـرات مفيـد و موجـودات     كش به آفت ها آفت

هـاي   مسـموميت  .كـرد هاي حاد و مزمن اشـاره    هدف، مسموميت
ها علاوه بر پرسنل شاغل در بخش كشاورزي و  كش ناشي از آفت

هـاي شـيميايي، در اثـر مصـرف مـواد       كش كارخانجات توليد آفت
آمـار دقيقـي دربـاره    . دهد غذايي حاوي باقيمانده آنها نيز روي مي

دراز مـدت شـغلي در دسـت      ها و تلفات ناشي از مسموميت زيان
نيست، اما تعداد زيادي از مردم در اثر مصرف مواد غـذايي داراي  

شود  برآورد مي. ها در معرض مسموميت هستند كش باقيمانده آفت
كه درصد زيادي از مـواد غـذايي بخصـوص انـواع سـبزيجات و      

 Hodgson & Levi(ها آلوده باشند  كش جات به باقيمانده آفت ميوه

1997; Ragsdale & Kuhr 1987 .(    يكـي از مهمتـرين موانـع در
، )بـار و سـبزيجات   خصوصـا تـره  (صدور محصولات كشـاورزي  

بـر  . اسـت  مخاطرات ميزان باقيمانده سـموم در ايـن محصـولات   
، كشورهاي عضو، كـه   1مواد غذايي اساس مصوبات كميته كدكس

بـه رعايـت مـوارد ايمنـي      لزم، ماستايران نيز يكي از اعضاء آن 
غذايي و كنترل كيفي محصولات كشاورزي كه وارد بـازار داخلـي   

. هسـتند شوند، با توجه به شرايط محلي خـود   شده و يا صادر مي
هايي است كـه از نظـر ميـزان مصـرف در بـين       خيار يكي از ميوه

 كـش  حشـره . برخوردار است يهاي ايراني از جايگاه خاص خانواده
مينوز و كرم برگخوار خيار  لقبياز  هايي تديازينون براي كنترل آف

اين  .توصيه شده است ،هستنداين محصول  ها آفتكه از مهمترين 
هاي خيـار منطقـه    در سطح وسيعي در مزارع و گلخانه كش حشره

نظـر بـه   . دوش ـ جيرفت و كهنوج بر عليه آفات مذكور استفاده مـي 
تـاكنون بررسـي   منطقه اي  در خيار گلخانه آناينكه ميزان باقيمانده 

در شرايط گلخانه ممكن اسـت بـا    آن نشده و بعلاوه دوره كارنس
عنايـت بـه اينكـه    بـا   متفاوت باشـد و ) هواي آزاد(شرايط مزرعه 

محصول خيار توليدي اين منطقه به ميـزان زيـادي وارد بازارهـاي    
اخيرا صادر د و همچنين شو مي) هاي مختلف كشور استان( داخلي

منظور بررسـي ميـزان باقيمانـده    به  پژوهش، انجام اين شود مينيز 
                                                           

1- Codex Alimentarius Commission 
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و تعيـين دوره كـارنس آن در شـرايط گلخانـه و     كـش   حشرهاين 
ــا   ــه آن ب ــي مقايس ــتاندارد مل ــلامت    اس ــامين س ــدف ت ــا ه و ب

كنندگان داخلي و ايجاد زمينه كنترل كيفي محصول جهـت   مصرف
  . استصادرات، لازم و ضروري 

فرمـول  كشـي غيرسيسـتميك، ارگانوفسـفره و بـا      ديازينون حشره
روي اي  و كـــاربرد گســـترده اســـت C12H21N2O3PSشـــيميايي 
چون مگـس مينـوز و    هايي آفتزراعي دارد و بر عليه محصولات 

حـداكثر   ).Tomlin 2003(شـده اسـت    هاي برگخوار توصـيه  كرم
ــاز   ــده مج ــزان باقيمان ــن  مي ــده اي ــيه ش ــرهتوص ــق  حش كــش طب

 اسـت م كيلـوگر گـرم بـر    ميلي 05/0خيار روي استانداردهاي ملي 
)Iranian National Standard 2010(.  

محصـولات  در  هـا  كش آفتدر خصوص بررسي و رديابي بقاياي 
 هـايي  پـژوهش  ر مناطق مختلف كشـور مختلف و محيط زيست د

مـورد باقيمانـده   در  هـا  پـژوهش يكي از ايـن  در . انجام شده است
كش اندوسولفان مـورد اسـتفاده در مـزارع خيـار در منطقـه       حشره
كش در  كه ميزان اين حشره ه شددي استان لرستان نشان دادچغلون
اسـت   ميكروگرم بر كيلوگرم 2روز پس از سمپاشي حدود  3آب 

 .Jafari et al) رسـد  كه پس از يك ماه ايـن مقـدار بـه صـفر مـي     

ي اندوسولفان و ديـازينون در  ها كش آفتبررسي باقيمانده  .2004)
كيلويه و بويراحمد طـي  فرنگي استان كه مزارع خيار سبز و گوجه

نشان داد كه بيشترين ميزان باقيمانـده مربـوط بـه     82-81سالهاي 
برابر  5/3كش ديازينون در محصول خيار سبز بود كه حدود  حشره

همچنـين مقـدار   . جهاني بوده اسـت ملي و بيشتر از حد استاندارد 
ي و خيار سـبز در  يازينون و اندوسولفان در گوجه فرنگباقيمانده د

 .Salahi et al) شـد ي مناطق استان بالاتر از حد مجاز برآورد برخ

كـش از   نـوع آفـت   8باقيمانده ) 1385(ايماني و همكاران  .2013)
فرنگي و خيار بـه روش   هاي مختلف را در محصولات گوجه گروه

نشـان داد كـه در خيـار     پژوهشاين . كردندتجزيه جمعي بررسي 
ــده  ــتباقيمان ــش آف ــا ك ــازينون، كلره ــوزالن ي دي ــوس، ف ،  پيرف

پروپاترين به ترتيـب پـس از   ديكلرووس، كارباريل، پرمترين و فن
ــيدند و در    4و  5، 7، 9 ، 12، 12، 9 ــاز رسـ ــد مجـ ــه حـ روز بـ

ي ديـازينون، كلرپيرفـوس، و   هـا  كـش  آفـت فرنگي باقيمانده  گوجه
روز بـه حـد مجـاز كـاهش      11و  10، 8فوزالن به ترتيب پس از 

  .Imani et al. 2006)( يافتند

كـش ارگانوفسـفره    حشره 12 باقيماندهميزان در اروپا  پژوهشيدر 
 در مركبــات در والنســياي اســپانيا بررســي و بــابــويژه ديــازينون 

كه ميزان برخي از آنها بيش  شدتوصيه شده مقايسه استانداردهاي 
در كانـادا   .)Torres et al. 1997(از حد استاندارد گـزارش شـدند   

 16روي  تعـدادي از سـموم فسـفره و كلـره     هباقيمانـد ميـزان  نيز 
توصيه شده مقايسـه  استانداردهاي  محصول كشاورزي بررسي و با

ها مخصوصـا   كش نيز تعدادي از حشره ها پژوهشكه در اين  شدند
 .Frank et al(اسـت   شـده ديازينون بيش از حـد مجـاز گـزارش    

ه ميـزان باقيمانـده و دور  ديگـر در ايـران    هايي پژوهشدر  .)1990
 و بـا گيـري   اندازهكارنس سم ديازينون در محصول پياز و پيازچه 

چكســلواكي و  ،توصــيه شــده از كشــورهاي ژاپــناســتانداردهاي 
 .اند كردهرا توصيه  ميزان مجاز آنو  شدهمقايسه المللي  بينكدكس 

ميزان باقيمانده ديازينون در گـيلاس   در بررسي ديگري در كشور،
 شـد ارنس مناسب آن تعيين و معرفـي  و هندوانه مطالعه و دوره ك

)(Yadegarian, 2000; Hajirazagh 2000 and 2001.  
  

  ها روشومواد

متر مربعـي   500كشت خيار بصورت بذري در يك واحد گلخانه 
 هـا  اين آزمايش. با پوشش پلاستيكي و اسكلت فلزي انجام گرفت

هاي كامل تصادفي انجـام شـد كـه شـامل دو      بصورت طرح بلوك
بدين منظـور دو  . بود) بلوك(ار ديازينون و شاهد در سه تكرار تيم

رديف از گلخانه انتخاب كه هر رديـف بـه دو تيمـار ديـازينون و     
ها  متر و فاصله بلوك 10بندي و طول هر تيمار حدود  شاهد تقسيم

پاشي از تيمـار   قبل از سم. متر از هم بود  سانتي 80حدود ) تكرار(
ريكـاوري   هـا  نظـور انجـام آزمـايش   بم) بدون سـم پاشـي  (شاهد 
آبياري و تغذيـه زيـر نظـر كارشناسـان مربوطـه      . شد برداري نمونه

هـاي سـيمي كـه بـه      ها پس از رويش توسط طناب بوته. انجام شد
از دو مـاه قبـل از   . سقف گلخانه بسته شده بودند، آويـزان شـدند  

هـاي خيـار    اعمال تيمارها از انجام هرگونـه سمپاشـي روي بوتـه   
يك ساعت قبل از اعمال تيمارها نمونه بـرداري از  . اري شدخودد
عمليــات سمپاشــي در . هــاي قابــل برداشــت انجــام گرفــت ميــوه

در . دستي انجام گرفت بعدازظهر روز مورد نظر و با سمپاش پشتي
گراد و رطوبت  درجه سانتي 25زمان سمپاشي دماي گلخانه معادل 

 .يادداشت شد درصد 65
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، درصـد  60كُـش ديـازينون امولسـيون     حشـره از در قطعات تيمار 
ساخت شركت آريا شـيمي كـه بـه نسـبت يـك در هـزار از فـرم        

بـرداري از   نمونـه . استفاده شـد طبق توصيه شركت سازنده تجاري 
روز  21و  14، 10، 7، 3، 1هاي قابل برداشـت و بـه فواصـل     ميوه

گونه سمپاشي  طي اين مدت نيز هيچ. پس از سمپاشي انجام گرفت
هـاي   ها بلافاصله در پوشـش نمونه. قطعات تيمار انجام نگرفت در

 -20بندي و تـا زمـان آنـاليز در فريـزر      رنگ، بسته پلاستيكي سياه
بـرداري،   در هـر مرحلـه نمونـه   . درجه سلسيوس نگهداري شـدند 

بصـورت تصـادفي از هـر    ) عدد 5 -10(حدود يك كيلوگرم ميوه 
  .پلات برداشت شد

ذيــل  روش اســتخراج از ديــازينون، انــدهباقيم رديــابي منظــور بــه
 كرومـاتوگرافي  دسـتگاه  گيـري آن از  انـدازه  و بـراي  شـد  استفاده

 شـد  اسـتفاده ) NPD(٣فسـفره  نيتـروژن  آشكارساز با) GC(٢گازي

)Tribolet & Gasser 1995 .(     نتايج بدسـت آمـده تجزيـه و تحليـل
شده و ميـزان باقيمانـده ديـازينون و دوره كـارنس آن در شـرايط      

هاي توصيه شده توسط شركت سازنده  لخانه تعيين و با استانداردگ
  .شدو ملي مقايسه 
از نمونه توزين و آسياب  گرم 10در مرحله اول : روش استخراج

 60ليتـري ريختـه شـد و مقـدار      ميلـي  150شده و در يـك بشـر   
 2سپس ايـن مخلـوط بـه مـدت     . شدليتر استون به آن اضافه  ميلي

ليتر استون به آن اضافه و به مـدت   ميلي 60 دقيقه هموژن و مجددا
مخلوط همـوژن شـده توسـط پمـپ خـلا و      . شددقيقه هموژن  2

كاغذ صافي فيلتر شده و محلول صاف شده به دكانتور انتقـال داده  
 2ليتر محلول سـديم سـولفات    ميلي 150به اين محلول مقدار . شد

دقيقه تكان  1كلرومتان افزوده و به مدت  ليتر دي ميلي 40و  درصد
و مجـددا   شـده در يـك بشـر جـدا    ) فاز پاييني(فاز آلي . داده شد

كلرومتان به دكانتور حاوي محلول باقيمانده  ليتر دي ميلي 20مقدار 
در بشر قبلي ريخته و مقدار ) فاز پاييني(مجددا فاز آلي . شداضافه 

كلرومتان براي سـومين بـار بـه دكـانتور اضـافه و       ليتر دي ميلي 20
محتويات بشر . در بشر قبلي ريخته شد) فاز پاييني(فاز آلي سپس 

از قيف بوخنر حاوي سـولفات سـديم عبـور داده شـد و محلـول      
ليتر  ميلي 10-5گراد تا حدود  درجه سانتي 50صاف شده در دماي 

                                                           
2- gas chromatography 
3- Nitrogen Phosphorous Detector 

ليتر متـانول   ميلي 1در نهايت به اين محلول . شددر روتاري تبخير 
كرومــاتوگرافي  را بــه دســتگاهميكروليتــر از آن  1و  كــردهاضــافه 

جهت پالايش، صـرفاً از فيلتـر   . شدگيري  تزريق و ديازينون اندازه
  .شدمتر استفاده  ميلي 13ميكرون و قطر  45/0سرسرنگي با مش 

كرومـاتوگرافي شـيمادزو    دستگاه گاز: شرايط دستگاه براي آناليز
Shimadzu, Japan Model: GC-2010،    بـا سـتونCpb-5 ،  دمـاي

متـر، قطـر داخلـي     30: درجه سلسيوس، طول سـتون  280: ستون
دمـاي اوليـه   ، ميكرومتـر  25/0: قطر پوسـته  ،متر ميلي 25/0: ستون
 3دقيقه و بعـد بـا رمـپ     5درجه سلسيوس با توقف  150: ستون

، دقيقه 10درجه سلسيويس با زمان توقف  280درجه در دقيقه به 
، سلســـيوس درجـــه 200: دمـــاي انژكتـــور ،Splitlessانژكتـــور 
درجه سلسيوس و با گـاز   300: ، دماي آشكارسازNPDآشكارساز 

  .دقيقه/ميلي ليتر 3: هوا، ميزان جريان/حامل هيدروژن
، محلـول اسـتاندارد   ٤هاي مربوط به بازيافـت  جهت انجام آزمايش

 99ديـازينون  (كـش   گـرم بـر كيلـوگرم از حشـره     ميلي 1000مادر 
ول اسـتاندارد مـادر،   محل ـ كـردن تهيه و سـپس بـا رقيـق    ) درصد
گـرم   ميلي 44و  6، 1(هاي متفاوت  هاي استاندارد با غلظت محلول

براي سنجش ميـزان درصـد بـازدهي روش    . شدتهيه ) بر كيلوگرم
گـرم بـر    ميلي 1و  10، 20هاي  هاي بازيافت با غلظت كار، آزمايش

كيلوگرم با استفاده از استانداردهاي كـاري مناسـب جهـت اضـافه     
گيـري   جهـت انـدازه  . گرم نمونـه شـاهد انجـام شـد     10به  كردن
ليتر  ميلي 1هاي تغليظ شده، هر يك در  كش ديازينون، نمونه حشره

ميكروليتر از آنها توسـط ميكروسـرنگ طبـق     1اتانول حل شده و 
   .هاي تحت آزمايش به دستگاه تزريق شدند نمونه

  
 بحثوجينتا

 ـ  ها ميزان بازيافت حشره نتايج آزمايش ازينون از محصـول  كـش دي
كه طبق عرف قابـل   شددرصد برآورد  75-85 بيناي  خيار گلخانه

دهـد كـه    نشان مـي  و استدرصد  70 تا 120المللي بين  قبول بين
حد آشكارسازي  .استها معتبر  روش مورد استفاده در اين گستره

٥)LOD (03/0معــادل  هــاي انجــام شــده روش طبــق ريكــاوري 
 09/0آن معـادل    ٦(LOQ)د كمي كردنگرم بر كيلوگرم و ح ميلي

                                                           
4- Recovery 
5- Limit of Detection 
6- Limit of Quantitation 
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رونـد كـاهش و تجزيـه ديـازينون در     . استگرم بر كيلوگرم  ميلي
 2و  1هـاي   هاي آزمايش شده در دو سال زراعـي در شـكل   نمونه

هـا پـس از ده روز    در هر دو سال آزمايش نمونه. آورده شده است
 مقـادير . دهـد  ميزان باقيمانده ديازينون را در حد مجاز نشـان مـي  

دست آمده از نظر يكنواختي مورد بررسي قرار گرفته و در طرح  به
با توجه به نتايج، اثر تكـرار  . شدندهاي كامل تصادفي تجزيه  بلوك
همچنـين  ). =43/1F(دار نشد و تكرارهـا يكنواخـت بودنـد     معني

پاشي  روز پس از سم 10هاي  دست آمده از نمونه برداري مقادير به
با مقدار حد مجاز  "t" به منظور تعيين دوره كارنس توسط آزمون

مـورد مقايسـه   ) گرم بـر كيلـوگرم   ميلي 05/0(ديازينون براي خيار 
داري ديده  تفاوت معني درصد 95قرار گرفتند و در سطح اطمينان 

  .نشد

فتـه و  مقادير بدست آمده از نظر يكنواختي مورد بررسـي قـرار گر  
با توجه به نتـايج،   .شدندهاي كامل تصادفي تجزيه  در طرح بلوك
. دهسـتن و بنـابراين تكرارهـا يكنواخـت     نيستدار  اثر تكرار معني

نتايج به دست آمده در دو سال آزمـايش نيـز مقايسـه شـدند و از     
و بنـابراين   نشدداري بين سالها ملاحظه  لحاظ آماري تفاوت معني

به صورت يكجا مورد بررسي آمـاري قـرار   تكرارهاي هر دو سال 
 .گرفت

هـاي تعيـين    هاي برداشته شـده از آزمـايش   با توجه به آناليز نمونه
، ميزان باقيمانده سم )2و  1هاي  شكل(دوره كارنس سم ديازينون 

 05/0كـه  ) MRL( ديازينون ده روز پس از سمپاشي به حد مجـاز 
ي تعيـين شـده،   و توسـط اسـتاندارد مل ـ   استگرم بركيلوگرم  ميلي
دوره بنـابراين  ). Iranian National  Standard 2010(رسـد   مـي 

روز پس از سمپاشي  10اي  كارنس ديازينون بر روي خيار گلخانه
در بررسي ديگـري توسـط نگارنـده    . تحت شرايط فوق تعيين شد

كـش ايميداكلوپريـد روي    درباره دوره كارنس حشره هايي پژوهش
ن انجـام پـذيرفت كـه دوره كـارنس آن     اي در ورامـي  خيار گلخانه

در ). Morowati et al. 2013( شـد روز بـرآورد و تعيـين    3معادل 
مطالعات جامعي كه توسط واين زيرل در دانشگاه ايلينـويز انجـام   
ــا دوزهــاي متفــاوت روي   ــازينون را ب ــذيرفت حشــره كــش دي پ
محصولاتي چون كلم بروكلي، كلم پيچ، گل كـم، شـلغم، خـردل،    

روز  4و و هندوانـه آزمـايش و دوره كـارنس آن را بـين     خيار، كد
و در ادامه همـين   كردندتعيين و اعلام ) كلم(روز  21تا ) هندوانه(

روز  7كـش ديـازينون روي خيـار     دوره كارنس حشـره  ها پژوهش
تجزيــه و از بــين رفــتن  ).Weinzierl 2000(اســت  شــدهتعيــين 

مولاسيون شيميايي ها به عواملي از جمله گونه گياهي، فر كش آفت
هـاي فيزيكـي    تركيب، روش كاربرد آنها، شرايط محيطـي، پديـده  

كه در آن نور خورشيد نقـش  (و تجزيه شيميايي ) عمدتاً فراريت(
 بررسيكه براي  اند نشان داده ها پژوهش. بستگي دارد) مهمي دارد
ها در يك گياه زراعي، انجام آزمـايش در شـرايط    كش تجزيه آفت

شـود ضـرورت دارد تـا بتـوان      كش مصرف مي فتخاصي كه آن آ
ها بـه حـد    كش فاصله زماني مورد نياز براي رسيدن باقيمانده آفت

دسـت آورد    مجاز آن قبل از برداشت محصـول مـورد نظـر را بـه    
)(Brouwer et al. 1997 . بنابراين، معمولاً در شرايط خاص و نوع

در كشـت  با توجـه بـه اينكـه     .استمحصول، دوره كارنس متغير 
آوري  روز يكبار چـين خيـار انجـام و محصـول جمـع      3خيار هر 

بـه بـازار عرضـه شـود تـا       بايدو به سرعت اين محصول  شود مي
تـوان از ديـازينون بـه     بنـابراين نمـي   كندحالت تازه خود را حفظ 

با توجه . كردكش مناسبي براي محصول خيار استفاده  عنوان حشره
ه در وزارت جهاد كشـاورزي در  هاي مختلف انجام شد به فعاليت

راستاي توليد محصول سالم ماننـد تهيـه و تـدوين اسـتانداردهاي     
و برنامه استفاده بهينه از كود و سم ) MRL(مجاز باقيمانده سموم 
ها كه در دستور كار قرار گرفتـه اسـت،    كش و كاهش مصرف آفت

به دليل هراس از خسارت به محصولات و عملكرد پـايين توليـد،   
هـا   كـش  ورزان بدون برنامه مدون و كارشناسي شـده از آفـت  كشا

هـا   كنند كه باعث ايجاد باقيمانده بيش از حد مجـاز آن  استفاده مي
ســوء  اثرهــاياز طرفــي . شــود مــيروي محصــولات كشــاورزي 

احتمــالي از فنــاوري سرنوشــت ســاز و مهــم مهندســي ژنتيــك و 
ترده از ايـن  استفاده از محصولات تراريخته باعث عدم استقبال گس

محصولات شده است و جالب اينجاست كه با توجه به شـواهد و  
هـا بـر سـلامت     كـش  سوء آفت اثرهايمدارك بسيار كه حاكي از 

، تصميم قاطعي در عدم مصرف و يا استها و محيط زيست  انسان
  .شود ها گرفته نمي كش حتي رعايت استانداردهاي باقيمانده آفت

ي غيرقـانوني معـدودي مـدير ميـاني     فناوري هراسي و ترديد افكن
ويژه در دهه اخير موجب خارج شدن فناوري سرنوشت سـاز و   به

 مهم مهندسي ژنتيك از دستور كار به نژادگـران كشـور شـده و در   
  ميليارد دلار از ايـن نـوع محصـولات وارد    5نتيجه ساليانه بالغ بر 
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نظير كشـاورزان در كشـورهاي    جود استقبال بيبا و. شود كشور مي
توليد كننده اين نوع محصولات؛ در كشور ما كشاورزان و مصرف 
كنندگان ضمن نهي در مورد كشت و كار محصولات تراريخته در 

اعتـراض مـدعيان   . انـد  هاي شيميايي قرار گرفتـه  كش معرض آفت

ور طرفداري از محيط زيست و سلامت انسان هنگامي غيرقابل بـا 
شود كه با وجود مدارك بسيار كه حاكي از تاثير سـوء   و اعتماد مي

هاي شيميايي بر سلامت انسان و محـيط زيسـت اسـت؛     كش آفت
تصميم قاطعي در مورد حذف اين نـوع سـموم از زنجيـره توليـد     

 .ون روي خيار در سال اول زراعيروند تجزيه باقيمانده ديازين-1شكل

Figure 1- Decomposition process of Diazinon residue on cucumber in the first year of cultivation. 

 .روند تجزيه باقيمانده ديازينون روي خيار در سال دوم زراعي-2شكل

Figure 2- Decomposition process of Diazinon residue on cucumber in the second year of cultivation 
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  .شود ها اتخاذ نمي كش آفتمحصولات كشاورزي و يا حتي رعايـت اسـتانداردهاي باقيمانـده    
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هاي  هاي موش در دستگاه گوارش و بافت nos و پيشبر nptIIرديابي ژن 
  زميني تراريخته شده با سيب صحرايي تغذيه

Detection of nptII gene and nos promoter in digestive system and 
tissues of rat, fed genetically modified potato 
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 ملاحظاتي دربيوتيك در گياهان تراريخته منجر به  اي مقاومت به آنتيه استفاده از ژن
هاي داخلي  بيوتيكي به ميكروارگانيسم احتمال انتقال مقاومت آنتي رابطه بادر  گانكنند مصرف

پذيري  بررسي ميزان ثبات و تجزيه. بدن، دستگاه گوارش و احتمال جذب آنها شده است
ي زاي تواند نگراني مربوط به سميت يا حساسيت راحل هضم، ميپروتئين يا ژن مورد نظر در طي م

اي نوتركيب .ان.براي بررسي ميزان پايداري و وجود قطعات دي. را به حداقل برساند آن
ها، از مدل حيواني موش صحرايي  زميني تراريخته در دستگاه گوارش و احتمال جذب آن سيب

هايي از  هاي صحرايي، نمونه روزه موش 90دهي  پس از اتمام يك دوره خوراك. استفاده شد
پس از . ها برداشته شد هاي دستگاه گوارش، خون و ساير بافت محتواي دستگاه گوارش، بافت

اي و بررسي كميت وكيفيت آن، اقدام به شناسايي و رديابي قطعات مختلف .ان.استخراج دي
گرهاي اختصاصي قطعات داخل ژني اي پليمراز و با استفاده از آغاز تراژن با روش واكنش زنجيره

در خوراك  cpبراساس نتايج بدست آمده، ژن شاهد كه شامل قطعات ژن كلروپلاستي . شد
به عنوان  myاستفاده شده بعنوان غذا و محتويات دستگاه گوارش و قطعات ژن داخلي موش 

ي تراريخته و زمين هاي تغذيه شده با سيب هاي موش، در هر دو گروه از موش كنترل داخلي بافت
و در  nptIIو ژن  nosاي پليمراز براي پيشبر  نتايج واكنش زنجيره. غيرتراريخته شناسايي شد

زميني تراريخته  شده با سيب هاي تغذيه هاي محتويات دستگاه گوارش گروه تعدادي از نمونه
نتايج . داي مشاهده نش ها وخون و گروه كنترل هيچ قطعه مثبت بود و در نمونه مربوط به بافت

اي تراژن در دستگاه .ان.زميني و مولكول دي نشان داد قطعات ژن داخلي سيب پژوهشاين 
آنچه . گوارش بطور كامل تخريب نشده و قطعاتي از آن در دستگاه گوارش قابل تشخيص است

در دستگاه ) تراژن(اي منتقل شده .ان.اي موجود در يك ماده غذايي و يا دي.ان.مسلم است دي
هاي مختلف دستگاه  ها در بخش بنابراين، حضور قطعاتي از اين ژن. ساختار يكساني دارند گوارش

  .گوارش موش طبيعي است
 

 هاي كليدي واژه
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  مقدمه

داراي  در بيشـتر مـوارد  هـاي موجـود در گياهـان تراريختـه      تراژن
موجود در اين  هاي ملاحظههاي پروكاريوتي هستند از جمله  توالي

هـا و   ها از گياهان تراريخته به باكتري زمينه امكان انتقال اين تراژن
هاي موجـود در دسـتگاه گـوارش انسـان و حيوانـات       يا ميكروب

هـاي مقاومـت    اين است كه ژن ها ملاحظهترين  كي از مهمي. است
ممكن است شده در توليد گياهان تراريخته  بيوتيك استفاده به آنتي

 زاي موجـود در دسـتگاه گـوارش شـوند     هاي بيماري وارد باكتري
)Folmer et al.,2000.( توليـد  از پـس  است ضروري منظور بدين 
 مختلـف  هـاي  جنبـه  ازآن  غذائي سلامت، تراريخته محصول كي

ترين ژن نشانگر انتخـابي   فراوان nptIIژن  .گيرد قرار بررسي مورد
 اسـت  پژوهشـي استفاده شده در گياهان تراريخته جهـت اهـداف   

)Ziemienowicz et al.,2001.( هاي انجام شده در بخشـي   بررسي
ــه در     ــان داده ك ــده نش ــر ش ــالات منتش ــد از 44-77از مق  درص

اند، گياهان مورد  ن تراريخته استفاده كردهكه از گياها هايي پژوهش
 (,.Rahnama et alاند بوده nptIIواجد ژن نشانگر انتخابي  بررسي

المللـي، آزادسـازي تجـاري كلـزا،      هاي نظارتي بين آژانس). 2011
كتان، كاسني و پنبـه حـاوي   گياه فرنگي،  ، گوجهزميني سيبذرت، 

سـوء   اثرهـاي مبني بر هيچ گونه گزارشي . اند را پذيرفته nptIIژن 
NPTII  يا ژنnptII      بر انسان، جانوران يـا محـيط گـزارش نشـده
هـاي   در بررسي )Rahnam et al., 2004; Miki et al. 2004( است

هـاي خـاكزي در مـزارع زيـر كشـت       انجام شده بر روي بـاكتري 
هـا،   بيوتيك يهاي نشانگر مقاومت به آنت گياهان تراريخته واجد ژن

 De Vries et اي مشاهده نشـده اسـت   ري تراريختههيچ گونه باكت

al.,1998).( انـد در   زيادي هم نتوانسته پژوهشيهاي  بعلاوه، گروه
شرايط آزمايشگاهي، انتقـال افقـي ژن را از گياهـان تراريختـه بـه      

بــا ايـن وجــود، ثابــت شـده اســت كــه   . هــا نشـان دهنــد  بـاكتري 
توانند در  تند ميهس nptII هايي از ژن هايي كه داراي بخش باكتري

در گياه تراريخته، ) NPTII( همسان خود يها نتيجه نوتركيبي با ژن
 ;Rahnama et al., 2011( ژن خـارجي گيـاهي را دريافـت كننـد    

Van den Eedeet al., 2004,.( كه  اند كرده هاي اخير مشخص داده
توانـد در   هـاي خـاك مـي    انتقال ژن از گياهان تراريخته به باكتري

هاي همسان مشخصـي بـين    حداقل وقتي كه توالي(بيعي شرايط ط
اتفـاق  ) سلول پذيرنده وجود داشته باشداي .ان.ديژن خارجي و 

هـاي نشـانگر    و سـاير ژن  nptII در زمينه انتقال ژن پژوهش. فتدبي
بيوتيك مشخص كرد كه انتقال يك ژن نشـانگر از   مقاومت به آنتي

انـد،    واجد آن ژن نبـوده يك گياه تراريخته به باكتري خاك كه قبلا
ري خـاكزي حسـاس بـه    حتي وقتي كه يك باكت. بسيار بعيد است
كنـد پخـش    حاصل از گياه را دريافـت مـي    nptII كانامايسين، ژن

صفت جديد در جمعيـت باكتريـايي بسـتگي بـه قـدرت رقـابتي       
هـاي   چون وجود كانامايسـين در خـاك  . هاي تراريخته دارد سلول

نتيجـه   .(Nielsen et al.,2000)شده اسـت  طبيعي هنوز شناسايي ن
ندرت فشـار انتخـابي   ه كه شرايط طبيعي خاك ب ه شده استگرفت

از گياهـان تراريختـه بـه     nptII ژنلازم براي اثبات انتقال احتمالي 
هـاي   از طرف ديگر، بـاكتري . كند هاي پذيرنده را فراهم مي باكتري

. بيعي وجود دارنـد هاي ط مقاوم به كانامايسين به فراواني در خاك
استخراج شده  اي.ان.دي) 1998( همكارانو  DeVries براي مثال،

و نشـان   كـرده از چهار نمونه خاك از مزارع مختلـف را بررسـي   
بودند كه با استفاده  اي.ان.ديدادند كه هر چهار نمونه خاك واجد 

واكنش زنجيرهاي پليمـراز   توسط nptIIاز آغازگرهاي اختصاصي 
تـا   2×105هـدف بـين   nptIIهاي  غلظت توالي. كنند مي ر پيداتكثي
بنابراين، . متفاوت بود) وزن خشك( گرم خاك مولكول بر 3×108

خاكزي تراريخته مقاوم به  هاي نمونهتحت بهترين شرايط فرضي، 
از گياه تراريختـه ايجـاد    اي.ان.ديكانامايسين كه در نتيجه جذب 

ــي ــوند م ــت 1:10000000 ش ــاكزي م جمعي ــاي خ ــه ه ــت ب قاوم
 ).Rahnama et al., 2011( كانامايسين را هم تشكيل نخواهنـد داد 

واكـنش  تلاش شده است تـا بـا اسـتفاده از روش     پژوهشدر اين 
و پيشـبر   nptIIاي تـراژن  .ان.وجود قطعات دي، اي پليمراز زنجيره

nos هـاي مختلـف    در محتويات دستگاه گوارش و همچنين بافت
زميني تراريخته مـورد بررسـي قـرار     بهاي تغذيه شده با سي موش
 مجـوز  صدور مسئول مراكز توان به را مي پژوهش اين نتايج. گيرد

 زير به امكان مورد در اطلاعات اين كمك به و كرد ارائه رهاسازي
 بـا  .كـرد  گيـري  تصـميم  تراريختـه  زميني سيب تجاري بردن كشت
 ـ و ها هملاحظ به حدودي تا اين بررسي نتايج به توجه  در دهاتردي
  .خواهد شد داده پاسخ تراريخته محصولات از استفاده مورد
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  هاروشومواد

زمينـي   خصوصيات سازه ژني اسـتفاده شـده در توليـد سـيب    
كـرج،   -در پژوهشكده بيوتكنولـوژي كشـاورزي ايـران    :تراريخته

زمينـي بـا اسـتفاده از ژن     زميني تراريخته مقاوم به بيد سـيب  سيب
cry1Ab هـا و توليـد    براي هدفمند كردن بيان ژن. است توليد شده
تر از نظـر رعايـت اصـول ايمنـي زيسـتي، از       ايمن Bt زميني سيب

گيـاه ذرت    Phosphoenolpyruvate carboxylase(PEPC(پيشبر 
)Zea mays (شـود،   هاي سبز گياه مي كه سبب تظاهر ژن در بخش

سـازه   بـراي انتقـال  ). Ghasimi et al.,2009( استفاده شـده اسـت  
وم يگروبـاكتر ااز  زمينـي  سـيب بـه گيـاه    pBPECry1Abمولكولي 

اين سازه ژنـي   ).1شكل( استفاده شد AGLo1سويه  نسياسف ومهت
  .است NOSو از پيشبر  nptIIر نشانگژن  داراي

اي  آزمايشي و انجـام واكـنش زنجيـره    يها گروه ،رژيم غذايي
شـت در  هـاي كنتـرل و تراريختـه پـس از ك     زمينـي  سيب :پليمراز

هـا پـس از    زميني يبس. دهي رفتند اي به مرحله غده شرايط گلخانه
ها مورد اسـتفاده   كردن، به شكل پودر در جيره غذايي موش خشك

هاي آن به وفـور در   و فراورده زميني يبساز آنجا كه  .قرار گرفتند
گيـرد بنـابراين در ايـن     سبد غذايي انسان مورد اسـتفاده قـرار مـي   

صـحرايي بـه دليـل مشـابهت بسـيار زيـاد        شاز مدل مو پژوهش
دستگاه گوارش با انسان نسبت به ساير حيوانـات آزمايشـگاهي و   

براي انجام اين آزمـايش از  . اي موجود در ايران استفاده شد مزرعه
. اسـتفاده شـد  ) مـوش مـاده   8موش نـر و   8(موش صحرايي  16

هـر يـك از ايـن    . تـايي تقسـيم شـدند    4ها به چهار گـروه   موش
 2تايي تحت عنوان يك تيمار بودند كه در هر تيمـار از   4اي  تهدس

ها علاوه  گروه از موش 2در . موش نر و دو موش ماده استفاده شد
پودر جو، پـودر   شامل پودر گندم،(بر جيره غذايي معمولي موش 

ذرت، سبوس گندم، بلغور سويا، پودر برسيم، پودر يونجه، مـولتي  
، پـودر شـير و بلغـور    Eويتامين ، D3 ينويتام، C ويتامين، ويتامين

گروه دوم علاوه  دوزميني تراريخته و در  سيب درصد 30 )گوشت
تراريخته اسـتفاده  غيرزميني  بر جيره غذايي معمولي موش، از سيب

زميني نورديـده و   تايي از سيبچهارهاي  در دو گروه از گروه. شد
شرايط تاريكي هاي قرار گرفته در  زميني در دو گروه ديگر از سيب

دسـتورالعمل  هـا براسـاس    شـرايط نگهـداري مـوش   . استفاده شد
OECD د بـــو)OECD, 1998.(    پـــس از اتمـــام يـــك دوره

ساعت از قطع غـذا يـا خـوراك،     12، پس از روزه 90دهي خوراك
در دسـتگاه گـوارش از   هـا انجـام شـد؛     سلاخي و كشـتار مـوش  

هـاي   فـت محتويات معده، محتويات سكوم، محتويـات روده، و با 
دوازدهه، ژوژئوم، دودئوم، ريه، كبد، معـده، قلـب، كليـه، طحـال،     

ها در  گيري شد و نمونه نمونهبيضه، مغز و خون بصورت جداگانه 
سپس بـه  . گراد نگهداري شدند درجه سانتي -80فريزر و در دماي

ــره روشكمــك  ــراز واكــنش زنجي  در nptII نشــانگر، ژن اي پليم
مورد پيگيري ها و خون  بافترش، هاي مختلف دستگاه گوا قسمت

هاي  ها و نمونه مورد نياز از بافتاي .ان.دي براي تهيه. قرار گرفت
هـاي اسـتخراج    از كيـت اي پليمـراز   واكنش زنجيـره مختلف براي 

 70اي مورد استفاده .ان.ديغلظت . استفاده شد Qiagenاي .ان.دي
، اي پليمـراز  يرهانجام واكنش زنج. نانوگرم بر ميكروليتر بود 100تا 

زميني مورد اسـتفاده   جهت حصول اطمينان از تراريخته بودن سيب
و  cp( اختصاصي آغازگرهايها با  عنوان خوراك در تغذيه موش هب

my (      ي، .ان.ديضروري اسـت، بـدين منظـور پـس از اسـتخراجا
هـاي   اي پليمراز با آغازگر اختصاصـي قطعـات ژن   واكنش زنجيره

 ژنو  nos پيشبرزميني تراريخته، شامل  د سيبشده در تولي استفاده
nptII  3و2شكل (انجام شد .(  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

بـه منظـور   : آغازگرهاي مورد استفاده در بررسي الگوي بيان ژن
طراحــي اعضــاي مختلــف خــانواده ژنــي، بررســي الگــوي بيــان 

 cry1Abحاوي ژن  pBPECry1Abناقل دوگانه ى  نقشه -1 كلش
 .nptIIو نشانگر انتخابي  nos، پيشبر PEPCتحت كنترل پيشبر 

Figure 1- Map of pBPECry1Ab vector containing 
cry1Ab gene under PEPC promoter, nos promoter, 
and nptII selectable marker gene.  
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اي صورت گرفت كه بـا اسـتفاده از هـر جفـت      آغازگرها به گونه
بـه ايـن   . طور اختصاصي تكثير شود عضو مورد نظر بهآغازگر تنها 

هاي گزارش شده بـراي هـر    منظور از طريق همرديف كردن توالي
ــورد نظـــر در بانـــك ژن     NCBI )National Centerژن مـ

forBiotechnology Information (  جفت آغازگرهاي اختصاصـي
يـك جفـت   . شـد طراحـي   OLIGO ver 5افـزار   با استفاده از نرم

و  cpقطعات ژن كلروپلاسـتي  مثبت كه شامل  كنترلبراي  آغازگر

، )1جـدول ( myقطعات ژن داخلي موش به عنوان كنترل داخلـي  
 تعـداد نسـخه  با  ژن يك به آزمايش اين در مثبت كنترل .تهيه شد

 مورد مختلف هاي قسمت در سادگي به بتوان كه شود مي گفته بالا

جهت تشخيص  مراز پلياي  انجام واكنش زنجيره گيرد قرار رديابي
و  2جدول (آغازگرهاي اختصاصي با  nosپيشبر و  nptIIقطعه ژن 

هاي ذكـر شـده انجـام شـد      اي از بافت.ان.ديپس از استخراج ) 3
  و  3تركيب محلول واكنش در جدول ). 4؛ جدول 6و  5، 4شكل (

  
  
  

  PCR (bp)  محصول طول

Length of PCR product 

  آغازگر توالي
Sequence of primer 

  نام آغازگر
Primer 

111 bp 
 
 

5´- CTC TTT ACA TCG AAA CTT CAG AAA G-3´ 
5´- AAA CTA CGG ATT CGG GTC G-3    
   

Pot-cp-F 
Pot-cp-R 

 
400 bp 

 
 

100 bp 
 

 
300 bp 

5' GCT ATT CGG CTA TGA CTG GGC AC 3' 
5' TCA TCC TGA TCG ACA AGA CCG GC 3 
 
'5´- TTG TGC AAA TCC TGA GAC TCA T-3´ 
5´- ATA CCA GTG CCT GGG TTC AT-3´ 
 
5' AGG TGC AGA TTA TTT GGA TTG AGA GTG 3' 
5' TCA TGA GCG GAG AAT TAA GGG AG 3' 

F-nptII 
R-nptII 

 
MY-F  5 
MY-R  5 

 
R-Nos P 
F-Nos P 

  
  
  
  

  نهايي گسترش
Final 

elongation (min) 

  چرخه تعداد
Cycle 

  گسترش
Extension 

(sec) 

  آغازگر اتصال
Annealing 

(sec) 

  سازي واسرشت
Denaturation 

(sec) 

  اوليه سازي واسرشت
Initial 

denaturation(min) 

  آغازگر
Primer 

 

5 min at 72 °C 36 30 sec at 72 °C 30 sec at 60 °C 30 sec at 94 °C 4 min at 94 °C Pot-cp 

5 min at 72 °C 36 30 sec at 72 °C 30 sec at 60°C 30 sec at 94 °C 5 min at 94 °C nptII 

5 min at 72 °C 36 30 sec at 72 °C 30 sec at 60 °C 30 sec at 94 °C 5 min at 94 °C MY  

5 min at 72 °C 36 30 sec at 72 °C 30 sec at 60 °C 30 sec at 94 °C 4 min at 94 °C Nos  

  
ذكـر شـده    2جـدول راز در اي پليم ـ واكنش زنجيـره زمان و دماي 

ــا در نظــر گــرفتن مــواد مشــترك بــين  . اســت محلــول مــادري ب
تمـام مـواد مـورد    (هاي مورد نظر به همـراه كنتـرل منفـي     واكنش

) اي ژنـومي .ان.اي پليمراز به غيـر از دي  استفاده در واكنش زنجيره
ليتري  ميلي 2/0هاي   سپس محلول مادري در ميكروتيوپ. تهيه شد

اي ژنومي و آغازگرها به خوبي مخلـوط شـد و   .ان.يتقسيم و با د

 .هاي اختصاصي و كنترل فهرست جفت آغازگرهاي مورد استفاده در بررسي الگوي بيان ژن - 1جدول
Table 1- Names and sequences of the primer pair used for determine gene expression especially and control. 

 .اي پليمراز براي آغازگرهاي اختصاصي وكنترل داخليشده واكنش زنجيرهزمان و دماي استفاده -2جدول 

Table 2- Time and annealing temperature primers specific used  in the polymerase chain reaction. 
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محصـول  . قرارگرفـت  PCR BIO-RADپس از اسپين در دستگاه 
برده شـد و   درصد 1اي پليمراز بر روي ژل آگاروز  واكنش زنجيره
  .عكسبرداري صورت گرفت Gel-Docتوسط دستگاه 

  
 بحثوجينتا

 خوراكن زميني استفاده شده بعنوا اثبات تراريخته بودن سيب

همـانطور كـه در    :زمينـي تراريختـه   در سيب nosتشخيص پيشبر
 مشـاهده نشان داده شده است، باندهاي حاصـل از تكثيـر    2شكل 
اي .ان.دي(جفت باز مربـوط بـه كنتـرل مثبـت      300با اندازه  شده

 دهنـده  زميني تراريخته است، كه نشـان  و خوراك سيب) پلاسميد
زمينـي   سـيب كنتـرل منفـي و   ؛ زمينـي اسـت   بودن سـيب   تراريخته

  .دهند گونه باندي نشان نمي هيچغيرتراريخته و شاهد 
كـه در   همـانطور  :زمينـي تراريختـه   در سيب nptIIژنتشخيص 

 نشان داده شده است، باندهاي حاصـل از تكثيـر مشـاهده    3شكل
اي .ان.دي(جفت باز مربـوط بـه كنتـرل مثبـت      400شده با اندازه 

يني تراريختـه اسـت، كنتـرل منفـي و     زم و خوراك سيب) پلاسميد
  .دهند گونه باندي نشان نمي هيچزميني غيرتراريخته و شاهد  سيب

نشان داده شده است، باندهاي حاصـل   3و  2همانطوركه درشكل 
هاي اسـتفاده شـده    با آغازگر اختصاصي ژن شده از تكثير مشاهده
 ينـي زم سـيب بـودن   تراريختهبيانگر  زميني تراريخته در توليد سيب
  .هاست عنوان خوراك در تغذيه موش همورد استفاده ب

 نتـايج  :nptII ژن صيتشخ براي پليمراز اي زنجيره واكنش نتايج
هـاي   در تعدادي از نمونـه  nptIIاي پليمراز براي ژن واكنش زنجيره

زمينـي تراريختـه    شـده بـا سـيب    هاي تغذيه دستگاه گوارش موش
ا و خون و گروه كنترل هيچ ه مثبت بود و در نمونه مربوط به بافت

  ).4؛ جدول 5و  4هاي  شكل(اي مشاهده نشد  قطعه
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

همانطوركـه در   :سـكوم  محتويات در nptII ژن قطعه تشخيص
بـازي حاصـل از    جفت 400نشان داده شده است، باندهاي 4لشك

ــه ژن  ــه nptIIتكثيــر مربــوط ب اي .ان.دي(كنتــرل مثبــت  در نمون
. شــود مشــاهده مــيزمينــي تراريختــه  وخــوراك ســيب )پلاســميد

موش نرتغذيـه شـده    در محتويات سكوم nptIIهمچنين قطعه ژن 
 و محتويـات سـكوم  ) 15؛ شماره 4شكل (زميني تراريخته  با سيب

نيز ) 2؛ شماره 4شكل (زميني تراريخته  شده با سيب موش نرتغذيه
ساير كوم هاي محتويات س كنترل منفي و نمونه .تشخيص داده شد

زمينـي تراريختـه و غيرتراريختـه و     هاي تغذيه شده با سـيب  موش
گونه باندي نشـان نـداد كـه بيـانگر عـاري بـودن        هيچگروه شاهد 

. اسـت  nptIIقطعـه ژن   ازهاي ذكـر شـده    نمونه محتويات سكوم
  جفـت  111با قطعه تكثيري به انـدازه   cpحضور ژن كلروپلاستي 

 .اي پليمرازواكنش زنجيرهبا استفاده اززميني تراريختهدر سيبnosتشخيص پيشبر ‐2 شكل

Figure 2- Detection of nos promoter in genetically modified potato by PCR reaction. 

؛ )آب(، كنترل منفي 3 ؛nos، پلاسميد نوتركيب حاوي پيشبر 2؛ )1Kb Ladder(نشانگر وزن مولکولی، 1شماره: ها به اين ترتيب هستند گذاري شماره
، غذاي محتوي 8زميني غيرتراريخته ؛  ، سيب7زميني؛  ، غذاي فاقد سيب6زميني تراريخته ؛  ، سيب5زميني تراريخته نور ؛  ، غذاي محتوي سيب4

 .زميني غيرتراريختهسيب
Number: 1 Ladder (1Kb Ladder) 2: Recombinant plasmid contained nos promoter3: negative control (water) 4: diet with 
genetically modified potato (GMP) 5: genetically modified potato (GMP) 6: diet without potato7: genetically modified 
potato (NGMP) 8: diet with NGMP 
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 .اي پليمراز واكنش زنجيرهبا استفاده اززميني تراريختهدرسيبnptIIژنتشخيص ‐3 شكل

Figure 3- Detection of nptII gene in the genetically modified potato (GMP) by PCR reaction. 

كنترل  :nptII 3 پلاسميدنوتركيب حاوي ژن: 1Kb Ladder( 2( نگر وزن مولكوليشان: 1 شماره: ها به اين ترتيب هستند گذاري شماره
: 8زميني غيرتراريخته  غذاي محتوي سيب: 7زميني غيرتراريخته  سيب: 6زميني تراريخته  سيب: 5 زميني تراريخته غذاي محتوي سيب: 4)آب(منفي

 .زميني غذاي فاقد سيب

Number: 1 (1Kb Ladder) 2: Recombinant plasmid contained nos 3: negative control (water) 4: diet with genetically 
modified potato (GMP) 5: GMP6: NGMP 7: diet with NGMP 8: diet without potato 

 .محتويات سكوم درnptII و ژنcpتشخيص قطعه ژن كلروپلاستي-4شكل

Figure 4- Detection of potato-specific cp gene and nptII gene in content of the cecum 

 كنترل منفي )3زميني تراريخته  تغذيه شده با سيب موش نر )1Kb Ladder( 2( نشانگر وزن مولكولي )1 شماره: ها به اين ترتيب هستند گذاري شماره
ه موش نرتغذيه شد )8زميني غيرتراريخته  خوراك سيب )7 زميني شاهد سيب )6زميني تراريخته  خوراك سيب )5زميني تراريخته  سيب )4) آب(

موش ماده تغذيه شده  )nptII 11 پلاسميد نوتركيب حاوي ژن) 10زميني تراريخته  موش ماده تغذيه شده با سيب )9زميني غيرتراريخته  خوراك سيب
موش ماده  )13 زميني غيرتراريخته در محتويات سكوم موش نرتغذيه شده با سيب) cpژن كلروپلاستي (كنترل مثبت  )12ميني تراريخته ز با سيب

 .زميني تراريخته تغذيه شده با سيب موش نر)15زميني تراريختهموش ماده تغذيه شده با سيب)14زميني تراريخته  تغذيه شده با سيب

Line numbers: 1 (1Kb Ladder) 2: male rats were fed diet GMP 3: control without DNA 4: GMP 5: diet with GMP 6: 
control diet without potato 7: diet with NGMP 8: male rats were fed diet NGMP 9: female rats fed GMP10: 
Recombinant plasmid harboring nos gene 11: female rats fed with diet GMP 12: positive control (chloroplast cp gene) 
content of the cecum male rats fed diet NGMP 13: female rats fed diet GMP 14: female rats fed diet GMP 15: male rats 
fed diet GMP  
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 هـاي تغذيـه شـده بـا     برخي از مـوش محتويات سكوم باز تنها در 
  .مشاهده شد تراريخته و غيرتراريخته زميني سيب

همـانطور كـه در    :معـده  محتوياتدر  nptIIژن تشخيص قطعه 
بازي حاصـل از   جفت 400 نشان داده شده است، باندهاي 5 شكل

و خـوراك  ) اي پلاسـميد .ان.دي(در كنترل مثبـت   nptIIتكثير ژن 
در  nptIIهمچنين قطعه ژن . شود مشاهده ميزميني تراريخته  سيب

زمينـي تراريختـه    شـده بـا سـيب    موش ماده تغذيـه محتويات معده 
هـاي   كنترل منفي و نمونـه  .تشخيص داده شد )2 ؛ شماره5شكل (

ميني تراريختـه  ز شده با سيب هاي تغذيه ساير موشمحتويات معده 
گونه باندي نشان نداد كه بيانگر   هيچو غيرتراريخته و گروه شاهد 

 nptIIقطعه ژن  ازهاي ذكر شده  نمونهمحتويات معده عاري بودن 
 111با قطعه تكثيري بـه انـدازه    cpحضور ژن كلروپلاستي . است

هاي تغذيه شده با  جفت باز تنها در محتويات معده برخي از موش
 .ي مشاهده شدزمين سيب

نتـايج واكـنش    :nosاي پليمـراز پيشـبر    نتايج واكـنش زنجيـره  
هاي دستگاه  در تعدادي از نمونه nosاي پليمراز براي پيشبر  زنجيره

زميني تراريخته مثبت بود و  هاي تغذيه شده با سيب گوارش موش

اي  ها و خون و گروه شـاهد هـيچ قطعـه    در نمونه مربوط به بافت
 ).4و جدول 6ل شك(مشاهده نشد 

 6همانطور كـه در شـكل   : در محتويات معده nosپيشبر تشخيص 
بـازي حاصـل از تكثيـر    جفـت  300نشان داده شده است، باندهاي

و ) اي پلاســميد.ان.دي(در كنتــرل مثبــت  nosپيشــبر مربــوط بــه 
 همچنـين قطعـه  . شـود مشـاهده مـي  زميني تراريخته خوراك سيب

زميني ماده تغذيه شده با سيب موشدر محتويات معده  nosپيشبر 
مـوش مـاده   و محتويـات معـده    )11؛ شـماره   6شكل (تراريخته 

نيـز  ) 16؛ شـماره  6شـكل  (زمينـي تراريختـه   تغذيه شده با سـيب 
سـاير  هاي محتويات معده  كنترل منفي و نمونه .تشخيص داده شد

زمينـي تراريختـه و غيرتراريختـه و    شده بـا سـيب  هاي تغذيهموش
گونه باندي نشـان نـداد كـه بيـانگر عـاري بـودن        هيچ گروه شاهد

. باشـد  مـي  nosقطعه پيشبر  ازهاي ذكر شده نمونهمحتويات معده 
جفت  111با قطعه تكثيري به اندازه ) cp(حضور ژن كلروپلاستي 

هاي تغذيه شده با سيببرخي از موشمحتويات معده باز تنها در 
  .زميني مشاهده شد
 پروموتراي پليمراز براي  ايج واكنش زنجيرهنت 4با توجه به جدول 

  .در محتويات معده nptIIو ژن cpص قطعه ژن كلروپلاستيتشخي-5شكل
Figure 5- Detectionof potato-specific primer CP and nptII gene in content of the Stomach. 

كنترل : 3زميني تراريخته  موش ماده تغذيه شده با سيب: 1Kb Ladder(2( نشانگر وزن مولكولي: 16 و 1 شماره: ها به اين ترتيب هستند گذاري شماره
زميني  موش ماده سيب: 8زميني غيرتراريخته  سيب: 7 هدزميني شا سيب: 6زميني تراريخته  خوراك سيب: 5زميني تراريخته  سيب: 4) آب( منفي

زميني تراريخته  موش ماده تغذيه شده با سيب: nptII 11پلاسميد نوتركيب حاوي ژن : 10زميني تراريخته موش ماده تغذيه شده با سيب: 9غيرتراريخته 
زميني تراريخته  موش ماده تغذيه شده با سيب :13زميني تراريخته  در محتويات معده موش نرتغذيه شده با سيب) cpژن كلروپلاستي (كنترل مثبت : 12
 .زميني غيرتراريختهموش نرتغذيه شده با سيب:15زميني تراريخته موش ماده تغذيه شده با سيب:14

Line numbers: 1 and 16 (1Kb Ladder) 2: female rats were fed with diet GMP diet 3: control without DNA 4: GMP 5: diet 
with GMP 6: control diet without potato 7: NGMP 8: diet with NGMP 9: female rats fed with diet GMP 10 : Recombinant 
plasmid harboring nos gene 11: female rats fed with diet GMP 12: positive control (chloroplast cp gene) contents of the 
stomach male rats fed GMP diet 13: female rats fed GMP diet 14: female rats fed GMP diet 15: male rats fed diet NGMP.  
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nos  و ژنnptII  ــه ــدادي از نمون ــوارش    در تع ــتگاه گ ــاي دس ه
زميني تراريخته مثبت بود و در نمونه  هاي تغذيه شده با سيب گروه

اي  هـا و خـون و گـروه غيرتراريختـه هـيچ قطعـه       مربوط به بافت
  .مشاهده نشد

در دستگاه گـوارش  اي تراژن .ان.سرنوشت ديحاضر  پژوهشدر 
آمــده منطبــق و  بررســي شــد و نتــايج بدســت مــوش صــحرايي

اي خـارجي در  .ان.قبلي در مـورد وجـود دي   هاي افتهيتاييدكننده 
حاضر انتقال تراژن  پژوهشنتايج . دستگاه گوارش جوندگان است

هـا را   هاي مـوش، خـون و بافـت    زميني تراريخته به سلولاز سيب
هاي مختلف محتويـات   تراژن در بخشدر مقابل قطعه . نشان نداد

تراريختـه و   زمينـي  شده با سـيب   هاي تغذيه دستگاه گوارش موش
هـاي   همچنين توالي غيرتراريخته داخلي در هر دو گروه از مـوش 

اين . شده با مواد تراريخته تشخيص داده شد غيرتراريخته و تغذيه
 پيشــين تطــابق دارد هــاي پــژوهشج و ينتــايج بــا بســياري از نتــا

Hoelweg and Doerfler, 2001., Vijay et al., 2008) 

(Chowdhury et al., 2003 . ارائه شـده، همـراه بـا     پژوهشنتايج

دهـد كـه    ز آزمايش تغذيه جوندگان نشان مـي نتايج بدست آمده ا
اي خارجي در دستگاه گوارش به طور كامل تخريب نشـده  .ان.دي

م شــده در انجــا هــاي پــژوهشنتــايج بــه دســت آمــده از . اســت
گوسفند، گاو، حيوانـات وحشـي و    جوندگان، ماهي، مرغ، خوك،

چنـان   اي مشتق شده از خوراك هـم .ان.دهد كه دي انسان نشان مي
به ميزان متفاوت و به شكل تكـه تكـه شـده در دسـتگاه گـوارش      

ــوارش  ــر جــذب   يافــت شــده و دســتگاه گ ــق در براب ــانع مطل م
. (EFSA, 2009) نيسـت اي خارجي پس از خوردن غذا ه مولكول

هـاي جـوان انتقـال     حاضر نشـان داد كـه در مـوش    پژوهشنتايج 
هـاي مختلـف    اي به خون صـورت نگرفتـه امـا در بخـش    .ان.دي

هـاي   بررسـي . محتويات دستگاه گوارش قطعه تـراژن يافـت شـد   
 درصـد  95انجام شـده در حيوانـات مشـخص كـرد كـه بـيش از       

شــده و بازهــاي  بعــد از عبــور از دوازدهــه، هيــدروليز اي.ان.دي
 Duggan et( شوند  ها مي اسيدهاي نوكلئيك آن جذب انتروسيت

al.,2000.( اي در دســتگاه گــوارش تمــام گســترده هــاي پــژوهش 
   هاي موجود در محيط موجودات زنده كه در معرض ماكرومولكول

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 .در محتويات معده nos و پيشبرcpتشخيص قطعه ژن كلروپلاستي-6شكل

Figure 6- Detectionof potato-specific primer CP and prometor nos in content of the Stomach. 

 كنترل منفي: nos 3پلاسميد نوتركيب حاوي پيشبر : 1Kb Ladder( 2( نشانگر وزن مولكولي: 17 و 1شماره : ها به اين ترتيب هستند گذاري شماره
 :9زميني غيرتراريخته  ك سيبخورا: 8زميني غيرتراريخته  سيب: 7 زميني شاهد سيب: 6زميني تراريخته  خوراك سيب: 5زميني تراريخته  سيب: 4) آب(

زميني غيرتراريخته  موش نرتغذيه شده با سيب: 10 زميني تراريخته در محتويات معده موش ماده تغذيه شده با سيب) cpژن كلروپلاستي (كنترل مثبت 
زميني  اده تغذيه شده با سيبموش م: 13زميني تراريخته  تغذيه شده با سيب موش نر: 12زميني تراريخته  موش ماده تغذيه شده با سيب: 11

موش ماده تغذيه شده با : 16زميني غيرتراريخته  موش ماده تغذيه شده با سيب: 15زميني غيرتراريخته  موش ماده تغذيه شده با سيب :14غيرتراريخته 
 .زميني تراريخته سيب

Line Numbers: 1 and 19 (1Kb Ladder) 2: Recombinant plasmid agent nos promoter 3: control without DNA 4: GMP 5: diet 
with GMP 6: control diet without potato 7: NGMP 8: diet with NGMP 9: positive control (chloroplast cp gene) contents of 
the stomach female rats fed with GMP diet 10 : male rats fed with NGMP diet 11: female rats fed with GMP diet 12: male 
rats fed with GMP diet 13: female rats fed with NGMP diet 14 female rats fed with NGMP diet 15: female rats fed with 
NGMP diet 16: female rats fed with GMP diet  
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N-F N-M T-F T- M  

- - - - spleen - طحال 

- - - - brain - مغز 

- - - - duodenum  - دوازدهه 

- - - - ileum  - ائيليوم 

- - - - jejunum - ژوژئوم 

- - - - heart - قلب 

- - - nptII content cecum - سكوم محتويات 

- - - - stomach - معده 

- - - - liver - كبد 

- - nptII-Nos - content stomach - معده حتوياتم 

- - nptII-Nos - content rectum - روده محتويات 

 ريه - - - -

- - - - blood  - خون 

- - - - kidney - كليه 

  
  
  

بدليل اينكه پوشـش اپيتليـال   . خارجي هستند صورت گرفته است
 اي خارجي است،.ان.دستگاه گوارش به طور مداوم در معرض دي

اي در .نا.آيد كه تـا چـه حـد ايـن دي     اين بحث يا سوال پيش مي
 ها گنجانيده شده و يا طي عبور تواند در سلول دستگاه گوارش مي

 ,.Rahnama et al(از دستگاه گـوارش وارد گـردش خـون شـود     

پردازش غذا و  اي.ان.دي يكي از دلايل تغيير در تشخيص ).2011
اي .ان.ك گروه پژوهشي سرنوشـت دي ي .است اي.ان.يتخريب د

توسط جوندگان را بررسـي   مصرف شده از منابع مختلف خوراك
اي مشتق شده از خوراك بـه طـور   .ان.كردند و نشان دادند كه دي

آنها نشان دادند كه . شود كامل در دستگاه روده موش تخريب نمي
اي باكتريوفاژ كه به صورت خوراكي مصرف .ان.ديدرصد  2تا  1

شده بود در مجموعه دستگاه گـوارش سـالم مانـده و در مـدفوع     
ــخيص داد ــدتش ــات دي . ه ش ــدازه قطع ــي در .ان.ان اي تشخيص

ساعت پـس از خـوردن    7 الي 1ي مدفوع در بازده زماني ها نمونه

چنـدين  (جفـت بـاز    1700غذا از چند صد جفت باز تـا حـدود   
 ;Schubbert et al., 1994; 1997; 1998( متغيـر بـود  ) اسـتثناء 

(Hohlweg and Doerfler, 2001; Palka et al.,2003  پژوهشدر 
هـاي آزمايشـي    هاي مدفوع گروه حاضر هيچ قطعه تراژن در نمونه

اي در طــي عبــور از .ان.رســد دي بنظــر مــي. تشــخيص داده نشــد
هاضمه موش تخريب شده و قابليت تشخيص آن كـاهش  سيستم 

لازم . ابد و به انتخاب حد تشخيص قطعه هدف وابسته اسـت ي مي
ده روزانه در نوتركيب مصرف ش ا.ان.ديچون مقدار  به ذكر است

مصرفي بسـيار كـم اسـت، شناسـايي      ا.ان.ديمقايسه به ميزان كل 
خارجي وارد شده به موجود از طريق مواد غذايي، بـدليل   ا.ان.دي

يكي  .هاي بسيار حساس نياز دارد اي به روش.ان.توزيع نابرابر دي
 پـژوهش در  اي.ان.دي از دلايل ديگـر تغييـر در ميـزان تشـخيص    

عنوان خوراك و روش آزمايشـي   هاستفاده شده ب نوع نمونه حاضر
كه رژيم غـذايي   دهد مينشان  ها پژوهشنتايج  .استفاده شده است

 .هاي صحرايي هاي موش اي نوتركيب در دستگاه گوارش و بافت.ان.قطعات ديتشخيص اي پليمراز براي  نتايج واكنش زنجيره -4 جدول

Table 4- Detection of recombinant DNA fragments in gastrointestinal and tissuesrats by PCR 

N:زميني معمولي موش تغذيه شده با سيب،T:زميني تراريخته، موش تغذيه شده با سيبM : ،نرF :ماده. 
N: rats fed with diet NGMP T: rats fed with diet GMP M: male F: female 
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با محتواي فيبر بالا، زمان انتقال مواد غذايي در دستگاه گـوارش را  
افـزايش  . شـود  اي خارجي به سرعت هضم مـي .ان.كم كرده و دي

در هضم غـذا نشـان   ميزان چربي يا سلولز در رژيم غذايي تغييري 
بـوده   گـذار  اثـر اي .ان.ر بودن معده در تخريـب دي دهد، اما پ نمي
اي پلاسـميد گرسـنه   .ان.در حيواناتي كه قبل از دريافت دي. است

اي بـا سـرعت بيشـتري در حـال     .ان.نگه داشته شـده بودنـد، دي  
انجام  هاي پژوهشدر . (Palka-Santini et al., 2003)تخريب بود 
بخـش كـوچكي از   ) 1998(و همكـاران   Schubbertشده توسـط  

را در جريـان خـون    )درصـد  1/0كمتر از ( اي خورده شده.ان.دي
ساعت پـس از خـوردن غـذا و يـا در طحـال و       8تا  2موش بين 

همچنـين  . ساعت بعد از تغذيه مشاهده شـد  24هاي كبد تا  سلول
بـه   اي پلاسميد.ان.آنها توانستند پس از خوراندن باكتريوفاژ يا دي

اي خـارجي را در جنـين و نـوزاد حيوانـات     .ان.موش بـاردار، دي 
 Hoelweg andديگـر توسـط   پـژوهش در يـك  . تشخيص دهنـد 

Doerfler  روزانه پس از تغذيه ميزان مشخصي از ) 2001(در سال
نسل هيچ علائمي  8هاي باردار به مدت  ا پلاسميد در موش.ان.دي

همان گروه با . اي مصرف شده تشخيص داده نشد.ان.از انتقال دي
انجام يك آزمايش ديگر و تغذيه مـوش بـا سـويا، قطعـه خـاص      

. هاي كبد و طحـال تشـخيص دادنـد    اي گياهي را در نمونه.ان.دي
اي خـورده شـده   .ان.تفـاوت در پايـداري دي   ها پژوهشهمچنين 
تزريـق داخـل وريـدي و عضـلاني را نشـان      دهاني و يا بصورت 

اي .ان.كـه دي  دهد زماني انجام شده نشان مي هاي پژوهش. دهد مي
خارجي بصورت داخل وريدي يا عضلاني تزريق شود، قطعاتي از 

هاي مختلف مانند كبد، كليه،  اندامها و  اي خارجي در بافت.ان.دي
 ,.Nielsen et al(شــود  طحــال و عضــلات تشــخيص داده مــي

2004;Tonheim et al.,2007 .(نشـان  هـا  پـژوهش هاي ايـن   افتهي ،
هاي اپيتليال دستگاه گوارش به طـور معمـول در    دهد كه سلول مي

ــوده و ممكــن اســت دي.ان.معــرض قطعــات دي ــه .ان.اي ب اي ب
) هـاي لنفـاوي   هـاي سـلول   يكي از گره( Peyerدر  M1هاي  سلول

هاي جريان خون انتقال  داخل رگمتصل شده و از ديواره روده به 
هـاي مختلـف    اي به سلول و بافت.ان.و موجب ورود مولكول دي

انجام شـده بـر روي    هاي بررسيو  پژوهشنتايج اين . ميزبان شود
 بيشـتر سـت كـه   ا اي در دستگاه گوارش نشان دهنـده ايـن  .ان.دي

                                                           
1- M-cells 

شده به شكل پراكنده در آمده و قابليت  اي خوراك مصرف.ان.دي
كاهش يافته، و به انتخاب انـدازه قطعـه قابـل تكثيـر      تشخيص آن
اي در سيسـتم هاضـمه بـه    .ان.پايداري ديهمچنين . وابسته است

اي نوتركيـب  .ان.مقدار مـاده تراريختـه مصـرف شـده، مقـدار دي     
كـه مقـدار   (وري و مراحل تهيه غـذا  آموجود در گياه تراريخته، فر

قبل از مصرف كـاهش   اي نوتركيب را.ان.اي و بنابراين دي.ان.دي
اي آزاد شده از گياه كـه در دسـترس فلـور    .ان.، مقدار دي)دهد مي

اي  اي.ان.گيرد و در نهايت بـه مقـدار دي   ميكروبي داخلي قرار مي
مانـد بسـتگي    كه در طي عبور از دستگاه هاضمه پايدار بـاقي مـي  

اي خورده شده توسط تعدادي .ان.به طور كلي، تشخيص دي. دارد
ژن، پــردازش غــذا، پايــداري  نســخه، از جملــه تعــداد از عوامــل

، اي.ان.دياي در دستگاه گوارش، ميزان قطعه قطعـه شـدن   .ان.دي
اي، نوع نمونه، حضور بازدارنده در واكـنش  .ان.روش تخريب دي

قـرار   تـاثير اي پليمراز و حد تشخيص قطعه هـدف تحـت    زنجيره
بـا تعـداد   اي ه اي با تعداد مولكول.ان.تشخيص قطعه دي. گيرد مي

در مقايسـه بـا   ) اي كلروپلاسـت .ان.به عنوان مثـال دي (بالا  نسخه
ــا .ان.قطعــه دي ــال(كــم  نســخهاي ژن ب ــوان مث ــه عن اي .ان.دي ب
شـود كـه    اين امر منجر به ايـن فـرض مـي   . بيشتر است) نوتركيب
ا تعـداد  ياي خارجي در برخي از حيوانات اگر مقدار .ان.قطعه دي

اي .ان.ماننـد دي (باشـد   انـدازه كـافي بـالا   اوليه در مواد به  نسخه
پــردازش غــذا و تخريــب . قابــل شناســايي اســت) كلروپلاســت

اي .ان.اي در محل جذب نيز، بر ميزان تشخيص قطعـه دي .ان.يد
نوتركيـب مصـرف   اي .ان.ديچون مقـدار  . است گذاراثرخارجي 

مصرفي بسـيار كـم   اي .ان.ديشده روزانه در مقايسه به ميزان كل 
خارجي وارد شده به موجـود از طريـق   اي .ان.ديناسايي است، ش

هـاي بسـيار    اي بـه روش .ان.مواد غذايي، بدليل توزيع نـابرابر دي 
اي موجـود در  .ان.اي، از جملـه دي .ان.همـه دي . حساس نيازدارد

موجودات تراريخته، از همان چهار نوكلئوتيد يكسان تشكيل شده 
نوتركيب در توليد غذا  ايه روشاست، به اين معني كه استفاده از 

اي ايجــاد .ان.اي را در خصوصــيات شــيميايي دي رات عمــدهييــتغ
اي تـراژن در سـاختار متفـاوت از    .ان.نظر بـه اينكـه، دي  . كند نمي
هاي حيوان و يـا گيـاه نيسـت،     اي معمول موجود در سلول.ان.دي

هاي رونويسي است، پس هـيچ دليلـي    تنها تفاوت در ترتيب توالي
اي .ان.اي تـراژن بـا دي  .ان.كردن به اساس عملكرد ديبراي شك 
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طبيعي و عملگراي آن در بسياري از  رد اينولين و مشتقات آن به دليل خصوصياتامروزه كارب
بيوتيك اينولين  تركيب پري. ي رو به گسترش استيهاي صنايع غذايي و دارو فرآورده

. دهد و فعاليت اكوسيستم ميكروبي آن را افزايش مي فيزيولوژي روده بزرگ را بهبود بخشيده
م و آهن شده و بعنوان يك ضدسرطان و ضدديابت هم مطرح همچنين باعث افزايش جذب كلسي

 FEH-1و  SST ،1-FFT-1كاسني يكي از منابع اصلي استخراج اينولين است كه سه ژن . است
آمينه اين سه آنزيم  هاي اسيد بندي گياهان با استفاده از توالي گروه. در بيوسنتز آن دخيل است

توان شناسايي گياهان را در دو گروه  ها مي يكه به كمك اين توال كردبصورت توام مشخص 
آمينه اين سه ژن شباهت  توالي اسيد. عمده تك لپه و دو لپه و با تفكيك در سطح گونه انجام داد

زيادي با اينورتازها و بتا فروكتوزيدازهاي ميكروبي دارد كه همه اينها متعلق به گروه بزرگ 
شود كه  هستند و اين فرضيه را باعث مي) GH32(هاي گليكوزيل  هيدروليزكننده 32خانواده 

با انجام . ها هستند مشتركي از ژن اوليه بتا فروكتوزيداز ميكروارگانيسم منشاهاي فوق داراي  ژن
هاي چندگانه و بررسي نواحي حفاظت شده اين سه آنزيم دخيل در بيوسنتز اينولين  رديفي هم

در ناحيه  ويژه بهزيادي  شباهتتفاوت در طول  با وجودها  كه اين آنزيم شددر گياهان، مشخص 
هاي توافقي اين سه  رديفي توالي از طرفي با توجه به هم. حفاظت شده بتافروكتوزيداز دارند

هايي در منطقه حفاظت شده  جهشت اصلي تفاوت در عملكرد آنها به رسد عل آنزيم به نظر مي
هاي مسير بيوسنتز اينولين از منابع گياهي  در مجموع با شناسايي ژن. بتافروكتوزيداز مربوط است

توان اقدام به ايجاد گياهان  ها مي ها و قارچ توليد كننده فروكتان يا ساير منابع مثل باكتري
  .تراريخته توليد كننده اينولين با كميت و كيفيت مطلوب كرد

  

 هاي كليدي واژه
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  مقدمه

ويـژه اينـولين بـه لحـاظ حفـظ فلـور        هـا بـه   امروزه نقش فروكتان
هـا شـناخته شـده     ميكروبي مفيد سيستم گوارش و كنترل پـاتوژن 

كاربردهـاي وسـيعي در صـنايع غـذايي و      خاطراست و به همين 
هـاي   فروكتان). Roberfroid, 2005 & 2007( اند دارويي پيدا كرده

ــين   ــاهي ب ــا  10گي ــوع    200ت ــه تن ــته ب ــيل بس ــد فروكتوس واح
 van Arkel(هاي گياهي توليد كننده آنها دارند  تاكسونوميكي گونه

et al, 2013( .اي متعلـق بـه    هـا عـلاوه بـر گياهـان دولپـه      فروكتان
هـاي گيـاهي چـون     در خـانواده ) Asteraceae(خانواده آستراسـه  

، ولـي  نيز وجـود دارنـد  ) Liliaceae(و ليلياسه ) Poaceae(پوآسه 
پـنج گـروه   . منبع اصلي استخراج آنها همان خانواده آستراسه است

ها در طبيعت وجود دارند كه شامل اينولين، لوان،  عمده از فروكتان
 Ritsema and( هستندگرامينان، اينولين نئوسري و لوان نئو سري 

Smeekens, 2003 .(   پيوند بين دو فروكتوز در لوان از نـوع پيونـد
گياهـان   است، ولي در اينولين كـه بيشـتر در   β(2→6)فروكتوزيل 

بوده و  β(2→1)، پيوند فروكتوزيل شود خانواده آستراسه يافت مي
گرامينان كه بيشتر در خانواده پوآسـه موجـود اسـت هـر دو نـوع      

در  بيشـتر لوان نئوسري و اينولين نئوسـري كـه   . پيوند را داراست
لوان يا اينولين هسـتند  زنجيره  2پوآسه و ليلياسه موجودند، داراي 

گلوكز مربـوط بـه سـاكاروز اوليـه متصـل       6و  1هاي  كه به كربن
ــتند   ــ). Narai-kanayama et al, 2007(هس ــولين ب ــوان  هاين عن

اي در ريشـه و غـده گياهـاني چـون كاسـني       سـاكاريد ذخيـره   پلي
)Cichorium intybus(ســـيب زمينـــي ترشـــي ،)Helianthus 

tuberosus(  و قاصدك)Taraxacum officinale( شـود   ذخيره مي
)Cairns, 2003 (   و نقش محافظت از گياه در مقابـل كمبـود آب و

يكـي  ). Pilon-Smits et al, 1995(تحمل به سرما را به عهده دارد 
از گياهان اصلي منبع اينولين كاسني است كه تجمع اينـولين را در  

ع سـرما  دهد ولي در انتهاي فصل رشد به دليل وقو ريشه انجام مي
تعـداد واحـدهاي   : درجـه پليمريزاسـيون اينـولين   (كيفيت اينولين 

رسـد كـه    مـي  25افت كرده و به زيـر  ) فروكتوز متصل به زنجيره
اسـت   FEH-1و  FFT-1هـاي   علت اصلي آن فعاليت زياد آنـزيم 

هاي زيادي  مهندسان ژنتيك تلاش). Dو  Bهاي  ؛ واكنش1شكل (
و هم معرفي  FEH وشي ژنبراي حل اين معضل هم از طريق خام

بــه گياهــان غيرتوليــد كننــده فروكتــان  FFT-1و  SST-1هــاي  ژن

  .)van Arkel et al, 2013(اند  داشته

سنتز اينولين نيازمند دو آنـزيم متفـاوت اسـت كـه در ابتـدا يـك       
كتوز و يك گلـوكز آزاد از دو ملكـول سـاكاروز     -1ساكاريد  تري

 SST, EC-1(روكتوترانسفراز ف -1ساكاروز : توسط آنزيم ساكاروز

ــي) 2.4.1.99 ــود م ــد بوج ــان . آي ــزيم فروكت ــپس آن ــان: س   فروكت
ــفراز   -1 ــيل ترانس ــك ) FFT, EC 2.4.1.100-1(فروكتوس در ي

پــذير طويــل شــدن زنجيــره را بوســيله انتقــال   واكــنش برگشــت
يـا يـك   (كتـوز   -1بـه  ) راديكال فروكتوز(واحدهاي فروكتوسيل 

. آورد كـول اينـولين ديگـر فـرآهم مـي     از يـك مل ) اينولين بزرگتر
شود نـوع اينـولين    اينولين خود به دو دسته تقسيم ميفروكتان نوع 

فروكتوز است و  nكه داراي گلوكز انتهايي به همراه  GFnمنظم يا 
 شـده مشـخص  . كه فاقد گلوكز انتهايي اسـت  Fnنوع اينولونوز يا 

 است كه اينولونوز در كاسـني يـك محصـول حاصـل از تخريـب     
  نيست بلكه اين ملكـول بـا بكـارگيري فروكتوزهـاي آزاد توسـط     

1-FFT هاي نـوع   يا بكارگيري فروكتانFn ـ  عنـوان سوبسـتراي    هب
تواند يا فروكتوز  مي FFT-1بدين معني كه . شود پذيرنده، ايجاد مي

قـرار   GFnهاي نـوع   را در كنار فروكتان Fnآزاد و يا فروكتان نوع 
تنـوع در سـاختار   ). Van den Ende et al, 1996؛ 1شـكل (دهـد  

هاي مختلف گياهي ديـده   در گونهپليمريزاسيون فروكتان و درجه 
به خواص متفاوت اين فروكتوسيل ترانسـفرازها   بيشترشود كه  مي

تخريب فروكتـان توسـط   ). Hellwege, 2000(شود  نسبت داده مي
. دشـو  يا فروكتانازها كاتاليز مـي ) FH(هاي فروكتان  هيدروليزكننده

توانند توسـط نـوع    مي) لواناز( FH-6و ) اينوليناز( FH-1دو آنزيم 
يز لهيـدرو . دهند، شناسايي شـوند  پيوندي كه مورد تجزيه قرار مي

را ) FEH(ها در گياهان فقط هيدروليز نوع بيروني فروكتـان   كننده
دهند كـه واحـدهاي فروكتـوز را از انتهـاي زنجيـره آزاد       انجام مي

ها هـم هيـدروليز درونـي     ها و قارچ كه در باكتري كنند در حالي مي
)endo ( و هم بيروني)exo (سه نـوع از هيـدروليز   . شود انجام مي

  هــاي بيرونــي فروكتــان در كاســني شناســايي شــده اســت  كننــده
),1-FEH I ،IIa  وIIb :EC 3.2.1.80) (Van den Ende et al, 

ين شــباهت زيــادي در ســطوح ملكــولي و بيوشــيميايي بــ). 2001
هـاي تخريـب كننـده     هـاي بيوسـنتز كننـده فروكتـان، آنـزيم      آنزيم

آنزيمي كـه هيـدروليز سـاكاروز را كاتـاليز     (فروكتان و اينورتازها 
  دهد كه نمونـه بـارز آن در   فروكتوز را برش مي c-oكرده و پيوند 
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وجـود  ) شود تا از نكتار عسـل بدسـت آيـد    باعث ميزنبور عسل 
 هـا FEHسـطح سـاكاروز و   ) بتا فروكتوزيـدازها (اينورتازها  .دارد

دارنـد كـه هـر دو داراي منشـاء      سطح فروكتان را متعادل نگه مـي 
هسـتند  ) بتـا فروكتوزيـدازها ميكروبـي    بـه احتمـال زيـاد   (مشابه 

)Verhaest et al, 2005 .(  
واحد فروكتوسيل را از يك فروكتان دهنده بـه انتهـاي     FFTآنزيم

هـا و   منتقل كرده كه منجـر بـه طويـل شـدن پذيرنـده     يك گيرنده 
تعيين كننده نوع پيوند  FFTهاي  ويژگي. شود ها مي تخريب دهنده

در گياهـان   FEH. گليكوزيدي و الگوي ساختاري فروكتان اسـت 
ها و آزادسـازي فروكتـوز آزاد از انتهـاي     منجر به تخريب فروكتان

بر تغييـرات   FEH-1 و FFT-1تعادل بين  بنابراين. شود زنجيره مي
آنهـا اثرگـذار اسـت    ) DP( طول فروكتان يا درجـه پليمريزاسـيون  

)Narai-kanayama et al, 2007.( 

هاي داراي نقـش   با استفاده از توالي اسيد نوكلئيك كد كننده آنزيم
تـوان   يكسان و يا توالي اسيدآمينه آنها در موجودات مختلـف، مـي  

د و موجودات نزديك به هم را روابط تكاملي بين آنها را ترسيم كر
با توجه بـه تنـوع موجـود     بنابراين. كرداز لحاظ تكاملي شناسايي 

هاي ذكر شده در مسير بيوسنتز اينولين بـه عنـوان يـك     براي آنزيم

هـاي گيـاهي توليـد     ماده با ارزش، بررسي روابط تكاملي بين گونه
. هـاي ژنتيـك انجـام شـده اسـت      ورزي كننده اينولين جهت دست

هــاي  افزارهــا و روش بــه كمــك نــرم پــژوهشنــابراين، در ايــن ب
هـا،   بيوانفورماتيك، رابطه تكاملي به منظور بررسي ميـزان شـباهت  

هـا و خـانواده پروتئينـي     شناسايي نواحي حفاظـت شـده، دومـين   
ايـن  هاي مسير بيوسنتز اينولين با توجه به اهميت روز افزون  آنزيم

  .نجام شده استي اتركيب در صنايع غذايي و داروي
  

  ها روشومواد

ــوالي ژن ــولين   ت ــنتز اين ــل در بيوس ــاي دخي   و SST ،1-FFT-1(ه

1-FEH (      از بانك اطلاعـاتي مركـز ملـي اطلاعـات بيوتكنولـوژي
)NCBI;  http://www.ncbi.nlm.nih. ) (Sayers et al, 2011 (

همچنين تـوالي اسـيدآمينه   . آوري شد هاي موجود جمع براي گونه
) UniProt(الذكر از سايت مخزن پـروتئين جهـاني    اي فوقه آنزيم

)Bairoch et al, 2005 (  هـاي قابـل دسـترس گيـاهي      بـراي گونـه
 ,Tamura et al(افزار مگا  نرم 5با استفاده از نسخه . آوري شد جمع

آمينـه بـه روش    هـاي اسـيد   رديفي چندگانه براي تـوالي  هم) 2011
و ترسيم درخـت فيلـوژني    انجام شد) ClustalW( كلاستال دابليو

توليد : FFT ،C-1معكوس توسط  انتقال: FFT ،B-1و  SST-1پليمريزاسيون فروكتان با : A. هاي بيوسنتز فروكتان در كاسني واكنش -1شكل 
اينولين و : GFn/mكتوز، - GF2 :1گلوكوز، : Gفروكتوز، : Fساكاروز، : FEH )GF-1هيدروليز فروكتان توسط : Dو  FFT-1اينولونوز توسط 

Fm :اينولونوز) (Van Arkela et al, 2012.( 

Fig. 1. The reactions of fructan biosynthesis in chicory. Fructan polymerization by 1-SST and 1-FFT (A), back transfer 
by 1-FFT (B), inulo-n-ose production by 1-FFT (C), fructan exohydrolysis by 1-FEH (D) (GF = sucrose, F = fructose, G 
= glucose, GF2 = 1-kestose, GFn/m = inulin, Fm = inulo-n-ose) (Van Arkela et al., 2012). 
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بـا مـدل پويسـون و     ١ها به روش نيبرجوينيگ مربوط به اين توالي
بنـدي صـورت    جهت اطمينان از صحت گروه 1000 ٢بوت سترپ

عنوان گروه بيرونـي جهـت    همچنين از توالي اينورتازها به. گرفت
جهت بررسي نـواحي  . دار كردن درخت فيلوژني استفاده شد ريشه

ها از دو سايت بانك اطلاعـاتي نـواحي حفاظـت     دومين اين آنزيم
) CDD) (Marchler-Bauer et al, 2009( ٣شــــــده

)http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml ( و
 dbCAN ٤هـا  هاي فعال كربوهيـدرات  سايت بانك اطلاعات آنزيم

)Yin et al, 2012) (http://csbl.bmb.uga.edu/dbCAN ( استفاده
ــد ــزيم   . ش ــوص آن ــر مخص ــايت اخي ــر روي    س ــال ب ــاي فع ه

 CATو  CAZyها است و از دو منبع بانك اطلاعاتي  كربوهيدرات
گيرد كـه ايـن دو از اطلاعـات     ها بهره مي مخصوص كربوهيدرات

CDD با توجه به اطلاعات مـوازي سـاير    بنابراين. كنند استفاده مي
هاي استفاده شده، نتايج آنها در اينجا آورده نشده  ها با سايت سايت
رديـف   براي بدست آوردن توالي توافقي اين سه آنزيم و هم. است
افـزار   مناطق حفاظت شـده از نـرم   كردنآنها براي مشخص  كردن

DNAStar  شداستفاده.   

  
 بحثوجينتا

ورد هـاي م ـ  قسمت اعظم اطلاعات توالي اسيد نوكلئوييـك آنـزيم  
 ـ  هاي اطلاعاتي براي گونه بررسي در بانك صـورت   ههاي گيـاهي ب

تجزيه و تحليل  بنابراينبود،  mRNAناقص و يا فقط شامل توالي 
در نتيجه بـراي  . افزارهاي بيوانفورماتيك صورت نگرفت آنها با نرم

. شـد هاي اسـيدآمينه اسـتفاده    بررسي روابط خويشاوندي از توالي
. بودنـد  TrEMBLاز نوع  بيشتر SST-1نزيم هاي اسيدآمينه آ توالي

در . كد كننـده ايـن آنـزيم هسـتند     mRNAبدين معني كه ترجمه 
طور مستقيم  ههاي اسيدآمينه ب يك مورد از توالي FFT-1خصوص 

 FEH-1از روي توالي پروتئين آنزيم بدست آمده بود و در مـورد  
روي تـوالي  طور مستقيم از  هاي ب لپه هاي تك هاي گروه توالي بيشتر

پــس از انجــام ). 2شــكل (پــروتئين آنــزيم بدســت آمــده بودنــد 

                                                           
1- Neighbor-joining 
2- Bootstrap 
3- Conserved Domains Database 
4- Data Base for automated Carbohydrate-active enzyme 
Annotation 

افزار مگا درخت فيلـوژني   رديفي به روش كلاستال دابليو با نرم هم
ها  اي لپه شود تك در اين شكل مشاهده مي). 2شكل (آنها تهيه شد 
هـا شـامل خـانواده     اي هاي پوآسه و ليلياسه و دولپـه  شامل خانواده

انـد كـه ايـن موضـوع در      گروه اصلي قـرار گرفتـه  آستراسه در دو 
 FEH-1و  SST، 1-FFT-1خصوص توالي اسيدآمينه هر سه آنزيم 

  در كاسـني  FFT-1و  SST-1دو آنـزيم  ). 2شـكل  (كنـد   صدق مي
)C. intybus (      كه منبع اصـلي اسـتخراج اينـولين اسـت، بيشـترين

) L. sativa(در كـاهو   FFT-1و  SST-1هـاي   شباهت را بـا آنـزيم  
در كاسني،  FEH-1در بين سه نوع آنزيم ). 2شكل (دهند  نشان مي
شباهت بيشتري بـه يكـديگر    FEH IIb-1و  FEH IIa-1دو آنزيم 
  قابل ذكر است كـه تـوالي اسـيد آمينـه    . دارند FEH I-1نسبت به 

1-FEH 1ست تا با سه نـوع  كاهو در حال حاضر موجود ني-FEH 
هـاي   وجـه بـه اينكـه از تـوالي    با ت. كاسني مورد مقايسه قرار گيرد

 بنـابراين اسيدآمينه براي ترسيم درخت فيلوژني استفاده شده است 
هاي فيلوژني از اعتبار بيشتري نسـبت بـه سـاير روابـط      اين شجره

هـاي اسـيدنوكلئيك كـد كننـده و غيـر       فيلوژني ماحصل از تـوالي 
ه از با استفاد بنابراين). Calonje et al, 2008(كدكننده برخوردارند 

بندي را در سطح گونه انجام داد چرا كه  توان گروه ها مي اين توالي
هاي مختلف جنس تريتيكوم تفكيك قائـل شـده    خوبي بين گونه به

مشـاهده  ) 2شـكل  (با استفاده از نمودار درختـي  ). 2شكل (است 
نسـبت بـه يكـديگر شـباهت      FFT-1و  SST-1شود دو آنـزيم   مي

شـكل  (ه در ناحيه بتافروكتوزيداز ويژ هب FEH-1بيشتري نسبت به 
تواننـد بـر    اين موضوع با توجه به اينكه هر دو آنزيم مي. دارند) 4

از ). 1شـكل  (شـود   روي ساكاروز واكنش انجام دهند، تاييـد مـي  
فعاليت مشـترك برداشـتن    FEH-1 و FFT-1طرف ديگر دو آنزيم 

ايـن   FFT-1فروكتوسيل از انتهاي زنجيره دارند با اين تفاوت كـه  
عمل را مي تواند بر روي ساكاروز نيـز انجـام داده و فروكتوسـيل    
مربوطه را به انتهاي زنجيره فروكتان و يا سـاكاروز ديگـر افـزوده    

بر روي فروكتـان عمـل كـرده و منجـر بـه آزاد       فقط FEH-1ولي 
هـاي موجـود در    توان شـباهت  مي بنابراين. شود شدن فروكتوز مي

را بـه فعاليـت مشـترك      FEH-1 و FFT-1توالي توافقي دو آنزيم 
-1تـوافقي  هاي بين آنها را كه با تـوالي   آنها منتسب كرد و تفاوت

SST   مشترك است را به فعاليت خاص افزودن فروكتوز به انتهـاي
  FEH-1همچنــــين ). 4شــــكل (ســــاكاروز منتســــب كــــرد 
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 gi|83318820|emb|CAH18892.1|  Viguiera discolor_ 1-FFT

 tr|O81985|  Helianthus tuberosus_ 1-FFT

 gi|112807677|emb|CAH18938.1|  Bellis perennis_ 1-FFT

 gi|112807675|emb|CAH18937.1|  Doronicum pardalianches_ 1-FFT

 gi|112807681|emb|CAH25487.1|  Taraxacum officinale_ 1-FFT

 tr|A9YTS9|  Lactuca sativa_ 1-FFT

 gi|4099152|gb|AAD00558.1|  Cichorium intybus_ 1-FFT

 tr|E2RV71|  Arctium lappa_ 1-FFT

 tr|O65778|  Cynara scolymus_ 1-FFT

 tr|O65778|  Cynara scolymus_ 1-FFT

 gi|112193051|emb|CAH18891.1|  Echinops ritro_ 1-FFT

 sp|P92916|  Allium cepa_ 1-FFT

 tr|A7LJR5|  Agave tequilana_ 1-FFT

 tr|B8Y9A8|  Aegilops tauschii_ 1-FFT

 tr|Q4AEI9|  Triticum aestivum_ 1-FFT

 tr|Q4AEI8|  Triticum aestivum_ 1-FFT

 tr|B5TK39|  Triticum aestivum_ 1-FFT

 tr|B5TK36|  Triticum urartu_ 1-FFT

 tr|B5TK37|  Aegilops searsii_ 1-FFT

 tr|B5TK38|  Triticum durum_ 1-FFT

monocotyledon

1-FFT

 tr|A7RDD3|  Agave tequilana_1-SST

 tr|Q9SM30|  Taraxacum officinale_1-SST

 tr|A9YTS8|  Lactuca sativa_1-SST

 tr|H6WZF3|  Cichorium intybus_1-SST

 tr|O81986|  Helianthus tuberosus_1-SST

 tr|Yc 1-SST*|  Smallanthus sonchifolius_1-SST

 tr|O23786|  Cynara scolymus_1-SST

 tr|Q9FSV7|  Festuca arundinacea_1-SST

 tr|Q05G12|  Lolium perenne_1-SST

 tr|B8Y667|  Triticum urartu_1-SST

 tr|B8Y669|  Aegilops tauschii_1-SST

 tr|Q8W430|  Triticum aestivum_1-SST

 tr|B8Y668|  Aegilops searsii_1-SST

 tr|B5TK35|  Triticum durum_1-SST

monocotyledon

1-SST

 sp|B6DZD2|  Aegilops tauschii_1-FEH

 sp|Q84LA1|  Triticum aestivum_1-FEHw2

 sp|B6DZD0|  Triticum urartu_1-FEH

 sp|Q84PN8|  Triticum aestivum_1-FEHw1 

 sp|B6DZD1|  Aegilops speltoides_1-FEH

 sp|B6DZC8|  Triticum aestivum_1-FEHw3

 sp|B6DXP5|  Leymus chinensis_1-FEH

 sp|Q70AT7|  Hordeum vulgare_1-FEH 

 sp|D2IGW7|  Bromus pictus_1-FEH 

 tr|Q64GB3|  Lolium perenne_1-FEH

 tr|Q3MV21|  Triticum aestivum_1-FEH

monocotyledon

 tr|Q9FNS9|  Cichorium intybus_1-FEH I

 tr|Q5ZQK6|  Campanula rapunculoides_1-FEH

 tr| I0FXI5|  Arctium lappa_1-FEH

 tr|A9JIF3|  Vernonia herbacea_1-FEH

 tr|Q93X59|  Cichorium intybus_1-FEH IIb 

 tr|Q93X60|  Cichorium intybus_1-FEH IIa 

1-FEH

 sp|Q8W4S6-2|  Isoform 2 of Beta-fructofuranosidase insoluble isoenzyme CWINV6  Arabidopsis thaliana  

 sp|Q8W4S6|  Beta-fructofuranosidase insoluble isoenzyme CWINV6  Arabidopsis thaliana  
Invertase
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0.2 شماره دستيابي در سايت يوني (هاي مختلف گياهي به روش نيبرجوينينگ  در بين گونه FEH-1و  SST ،1-FFT-1درخت فيلوژني آنزيم هاي  -2شكل 
توالي اسيدآمينه : spبدست آمده است و  mRNAاز طريق ترجمه توالي  EMBLتوالي اسيدآمينه در سايت : tr. ده استپرات به همراه اسم گونه ذكر ش

كد : gi. است شدهاخذ ) Pan et al, 2009(توالي اسيدآمينه از منبع پن و همكاران : *. طور مستقيم از روي توالي پروتئيني آنزيم بدست آمده است هب
 )NCBIكد دستيابي توالي اسيدآمينه در :gbوEMBLكد دستيابي توالي اسيدآمينه در سايت: NCBI، embدستيابي ژن در

Figure 2- Phylogenic tree of 1-SST enzyme for different plant species using neighbor-joining method (Entry at the Uniprot 
site noted along with species name. tr: Amino acid sequence at EMBL site obtained through translation of mRNA and sp: 
Amino acid sequence obtained directly from enzyme *: Amino acid sequence for this species was gotten from Pan et al., 
2009., gi: Entry of gene at NCBI, emb: Entry of Amino acid sequence at EMBL site and gb: Entry of Amino acid sequence at 
NCBI). 
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كه اين موضوع بـا   )2شكل (ين شباهت را با اينورتازها دارد بيشتر
قابـل   ٥گليكوزيلاسـون -توجه كاركرد مشابه آنها يعنـي واكـنش د  

 ). Lammens et al, 2009(انتظار است 

هـا در ابتـدا از بانـك     جهت تعيين نواحي حفاظت شده اين آنـزيم 
تـه  استفاده شد كـه الب  )dbCAN(ها  اطلاعاتي آنزيمي كربوهيدرات
هـاي گليكوزيـدي    هيدروليزكننده 32فقط ناحيه مربوط به خانواده 

)GH32 (با توجه به اينكـه منبـع   . كردها شناسايي  را در اين آنزيم
طـور   بـه اسـت،   NCBIطور غيرمسـتقيم از   هاطلاعات اين سايت ب

 NCBIهاي حفاظت شده سـايت   از بانك اطلاعاتي دومين مستقيم
)CDD (هــاي  اظــت شــده و دومــينجهــت شناســايي نــواحي حف

بـا بررسـي در بانـك اطلاعـاتي     . ها استفاده شد احتمالي اين آنزيم
اين سه آنـزيم هماننـد سـايت     دوبارهنواحي دومين حفاظت شده 

 32به خـانواده   )dbCAN(ها  بانك اطلاعاتي آنزيمي كربوهيدرات
، بـا ايـن   )3شـكل  (هاي گليكوزيدي منتسب شدند  هيدروليزكننده
متعلـق   1ناحيه حفاظت شده شماره  SST-1اي آنزيم تفاوت كه بر

شناسايي شد كه در موقعيت انتهـاي   DUF3357به خانواده بزرگ 
                                                           

5- Deglycosylation 

تـا   96طول آن بـين   طور كلي به آميني توالي اسيدآمينه قرار دارد و
 11837ايـن دومـين بـه خـانواده پروتئينـي      . اسيد آمينه است 119

شود، كه عمل آن هنـوز   ها مشاهده مي تعلق داشته و در يوكاريوت
جدا از تفاوت در طـول زنجيـره ايـن سـه آنـزيم      . استناشناخته 

تفاوت ديگر مربوط به موقعيت محافظت شده اصلي اين سه آنزيم 
شـروع   120از اسـيدآمينه   SST-1است كه در آنـزيم   GH32يعني 

از اسـيدآمينه   FFT-1ادامـه دارد ولـي در    600شده و تا اسيدآمينه 
ادامـه دارد و در نهايـت در    560و تـا اسـيدآمينه   شروع شـده   75

 495شـروع شـده و تـا اسـيدآمينه      17از اسيدآمينه  FEH-1آنزيم 
شـود   ملاحظـه مـي   3همانگونه كه در شكل ). 3شكل (ادامه دارد 

اي  در موقعيت مشـابه  FFT-1و  SST-1در دو آنزيم  GH32ناحيه 
سـه آنـزيم    قرار دارد و طول اين ناحيـه در هـر   FEH-1نسبت به 

اسيدآمينه اسـت كـه شـامل دو زيـر خـانواده       480مشابه و حدود 
كه به ترتيب ناحيه حفاظت شده بتا فروكتوزيدازها و  3و  2بزرگ 

 .هيدروليز كننده گليكوزيـدي اسـت   32انتهاي كربوكسيل خانواده 
 FFT-1و  SST-1بنابراين اين موضوع بيانگر تشابه بيشتر در آنزيم 

  است كه با بررسـي رابطـه   FEH-1در مقايسه با نسبت به يكديگر 

هاي گليكوزيدي  هيدروليزكننده 32هاي خانواده  همراه نمايش زيرگروه به FEH-1و  SST ،1-FFT-1توالي اسيد آمينه سه آنزيم  -3شكل 
)GH32 (اي محافظت شده  نههاي اسيدآمي حاوي موتيف)بانك : منبع(شود  كه منجر به ساختار سه بعدي مشابه در آنها مي) هاي خاص جايگاه

 ).CDD: اطلاعاتي نواحي حفاظت شده

Figure 3- Amino acid sequences of three enzymes (1-SST, 1-FFT and 1-FEH) along with demonstration of Glycosyl 
hydrolase family (GH32) subgroups and conserved amino acid motifs (specific sites) which led to common structure of 
these enzymes. (Source: Conserved Domain Database). 
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و همچنين نقاط مشترك تـوالي  ) 2شكل (فيلوژنيك اين سه آنزيم 
ناحيه بتا فروكتوزيـداز در   .قابل تاييد است 4توافقي آنها در شكل 

1-SST       روي ساكاروز عمل كـرده و ضـمن شكسـتن پيونـد بـين
كتـوز هـم   -1فروكتوز منجر بـه تشـكيل تـري سـاكاريد     گلوكز و 

منجـر بـه آزاد سـازي يـك گـروه       FFT-1اين ناحيـه در  . شود مي
فروكتوسيل از يك ملكول اينولين و اتصال آن به ملكـول اينـولين   

فقـط منجـر بـه آزاد     FEH-1ولـي در  شود   ديگر و يا ساكاروز مي
اينورتازها هـم   .شود سازي يك فروكتوز آزاد از انتهاي زنجيره مي
اد دهنـد و باعـث آز   واكنش مشابهي را بر روي ساكاروز انجام مي

تشابه اينورتازها  بنابراين، شوند شدن فروكتوز ملكول ساكاروز مي
  مشـابه آنهـا يعنـي واكـنش     بـه جهـت انجـام واكـنش      FEH-1با 
 GH32ناحيه انتهاي كربوكسـيل  . شود تاييد مي گليكوزيلاسيون-د

يچ بتا را به وجود مي آورد كه جايگـاهي بـراي   ساختارهاي ساندو
رسد كه جـدا از   به نظر مي. آورد اتصال كربوهيدرات ها فرآهم مي

هاي بحث شده تفاوت در تـوالي اسـيد آمينـه ناحيـه      ساير تفاوت
حفاظت شده بتا فروكتوزيداز عامل اصلي تفاوت عملكرد اين سه 

هـاي متابوليسـم    يماين عقيده وجود دارد كه تمامي آنز. آنزيم باشد
فروكتان از اينورتازها با تعداد كمـي تغييـرات جهشـي بـه وجـود      

هـا مقـدار    بيشتر اين آنزيم). Vijn and Smeekens, 1999(اند  آمده
ز به گلوكز و فروكتوز كمي فعاليت اينورتازي يعني تجزيه ساكارو

كه  FEHدهند بجز  هاي كم ساكاروز از خود نشان مي را در غلظت
طور كامل  هرسد كه اين توانايي اثر بر روي ساكاروز را ب مي به نظر

رسـد يـك ژن بتـا فروكتوزيـداز      به نظـر مـي  . از دست داده است
شود به داخـل   ها يافت مي قديمي كه هم اكنون در ميكروارگانيسم

ژنوم گياهان نفوذ كرده و يك شاخه از آن به اينورتازهـا و شـاخه   
دخيـل در متابوليسـم فروكتـان    هـاي   و ساير آنـزيم  FEHديگر به 

به همين جهـت همـه   ). Verhaest et al, 2005(تبديل شده است 
اي خيلـي مشـابه دارنـد كـه بـه       ها يك توالي اسـيدآمينه  اين آنزيم
 .هاي گليكوزيل تعلق دارد هيدروليزكننده 32خانواده 

هـا بـه روش    هاي هـر يـك از آنـزيم    توالي كردنرديف  پس از هم

ها بـا   و حصول توالي توافقي براي هر يك از آنزيمكلاستال دابليو 
تـوالي  سـه   كردنرديف  توان هم مي DNAStarافزار  استفاده از نرم

ــزيم ــوافقي آن ــاي  ت ــاط  FEH-1و  SST  ،1-FFT-1ه ــافتن نق و ي
كـه نقـش   ) 4كادر سـياه شـكل   (متفاوت در ناحيه بتافروكتوزيداز 
نقاط نمايش (ام داد ها دارند، انج احتمالي در تفاوت عملكرد آنزيم

كانديـد بـراي توانـا سـاختن آنـزيم       ]↑[داده شده با پيكان سربالا 
بر ساكاروز و نقاط نمايش داده شده با پيكان سر پـايين   اثرجهت 

بـر ايـن   ). بر اينولين اثركانديد براي توانا ساختن آنزيم جهت  ]↓[
رسـد ناحيـه حـذف شـده در ابتـداي ناحيـه        اساس بـه نظـر مـي   

را در تغيير قابليت اين سه  اثربيشترين ) 4شكل (بتافروكتوزيدازي 
 30اي كـه وقـوع حـذف بـزرگ تقريبـاً       گونه هآنزيم داشته است ب

ــيدآمينه ــ FEH-1اي در  اس ــايز از   هب ــه متم ــژه ناحي  FFT )20-1وي
اثـر ايـن    ييمنجر به عدم توانا) احيه حذف شدهاسيدآمينه ابتداي ن

  . است شدهآنزيم بر روي ساكاروز 
هـاي   رسـد كـه بـا اسـتفاده از تـوالي آنـزيم       در مجموع به نظر مي

هاي موجود گيـاهي و   توان روابط فيلوژني بين گونه كاركردي، مي
در ضمن با اسـتفاده  . حتي موجودات پست ميكروبي را تعيين كرد

واه اينولينـاز بـراي   هاي دلخ ـ توان به توالي مي ها پژوهشاز اينگونه 
دستيابي به انواع مشتقات مطلوب حاصل از اينـولين همچـون دي   

ــدها  ــوز انيدري ــل خاصــيت  ) DFAs(فروكت ــه دلي ــروزه ب ــه ام ك
دهـاي وسـيعي در   بيـوتيكي و شـيرين كننـدگي خـاص كاربر     پري

چنـين بـا    هـم . اند، دست يافـت  ي و غذايي پيدا كردهصنايع داروي
ز اينولين از منابع گياهي توليد كننده هاي مسير بيوسنت شناسايي ژن

تـوان اقـدام بـه     ها مي ها و قارچ فروكتان يا ساير منابع مثل باكتري
توليد گياهان تراريخته توليد كننـده اينـولين بـا كميـت و كيفيـت      

چـرا   اسـت گياه مطلوب براي اين منظور چغندرقنـد  . مطلوب كرد
تـوان بـا    ست و مـي كه ماده اوليه ساكاروز را به وفور در خود دارا

به ژنوم آن گياه تراريخته  FFT-1و  SST-1افزودن دو ژن مناسب  
  .مطلوب را مهندسي كرد
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هاي غيرزنده، تنش شوري شديدترين تنش محيطي است كه پاسخ به آن، بيان  در ميان تنش
طور مستقيم يا غيرمستقيم در  ها به كند كه محصولات آن اي گوناگوني را در گياه القا ميه ژن

آهن درصد  1- 5داراي  طور معمول بهها  خاك. حفاظت از گياهان در مقابل تنش نقش دارند
حامل  عموميهاي  ها پروتئين ترانسفرين. راحتي براي گياهان قابل استفاده نيست كه به هستندكل 

هاي  هاي جانوري هستند و در پيوند شدن، متحرك كردن و تحويل دادن يون سلولآهن در 
كه تاكنون وجود آن در (سعي شد وجود ژن ترانسفرين  پژوهشدر اين . فريك نقش دارند

در گندم زراعي بررسي و در صورت وجود، جداسازي، كلون ) گياهان عالي گزارش نشده است
ها كشت و با آب  منظور، بذور رقم بم گندم زراعي در گلدانبراي اين . و سپس تعيين توالي شود

روز تحت تنش شوري قرار گرفتند و  10و  5به ترتيب به مدت  (ds/m)15و  10هاي  ECنمك با 
اي .ان.آر. برداري صورت گرفت ها نمونه هاي جوان آن ها، از برگ در مراحل مختلف رشد بوته

انجام  M-MuLVبا استفاده از آنزيم  cDNA ساخت كل با استفاده از تريزول استخراج و سپس
و در نهايت،  شدتكثير آر .سي.پيشده توالي ژن هدف با واكنش  ساختهي cDNAاز روي . شد

 pGEM-TEasyو وكتور ) بخشي از ژن ترانسفرين(الحاقي اي .ان.ديواكنش ليگاسيون بين 
بعد از . ايت شناسايي شدندو-هاي ترانسفورم شده از طريق سيستم گزينش بلو انجام و كلني

درصدي با  84جداسازي شده و تعيين توالي، توالي بدست آمده شباهت  TTfهمسانه سازي ژن 
نتايج اين پژوهش وجود ژن ترانسفرين در گياهان . نشان داد NCBIتوالي ثبت شده موجود در 

اين اولين گزارش از ها را به اثبات رساند و  عالي و نيز نقش آن در مقاومت به تنش شوري در آن
  .استها  حضور ژن ترانسفرين در گياهان عالي بعد از جلبك

  
 

 هاي كليدي واژه
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  مقدمه

بيشـتر  . هسـتند آهن كل درصد  1-5معمول داراي طور  بهها  خاك
آهن موجود در خاك به شكل مواد معدني سيليكاتي يـا اكسـيد و   

راحتـي بـراي گياهـان قابـل اسـتفاده       كه بـه  استهيدروكسيدآهن 
 +Fe3و ) فـروس ( +Fe2توانند آهن را به اشكال  گياهان مي. نيستند

دو مكانسيم عمده براي جـذب آهـن    گياهان .كنندجذب ) فريك(
كـردن آهـن از طريـق ترشـح      گيرند كه يكي شامل كلاته كار مي به

تركيباتي به نام سيدروفورزها كه با پيوند شدن با آهن قابليت حل 
و ) +H(دهـد و ديگـري، ترشـح پروتـون      شدن آن را افزايش مـي 

در ناحيـه   pHها توسط ريشه گياهان براي كاهش مقدار  كنندهااحي
 ,.Cohen et al( اسـت اطراف ريشه براي افزايش محلوليت آهـن  

1998.( 

و بســياري از  اســتگنــدم يــك گيــاه متحمــل بــه شــوري زيــاد 
 50با حفـظ تـوان توليـد     ds/m15 هاي  كولتيوارهاي آن تا شوري

هـاي   ها پروتئين ترانسفرين. ماده خشك، قدرت رشد دارنددرصد 
جـانوري هسـتند و در پيونـد     هـاي  عمومي حامل آهن در سـلول 

هاي فريـك نقـش دارنـد     شدن، متحرك كردن و تحويل دادن يون
)Fisher et al., 1997 .(    ترانسفرين پلاسما يـك گليكـوپروتئين بـا

كيلودالتون، با دو ناحيـه همولـوگ در    80حدود در وزن مولكولي 
اصل، همـه آهـن    در. استبراي پيوند شدن با آهن  Nو  Cانتهاي 

 اسـت طـور طبيعـي متصـل بـه ترانسـفرين       پلاسما بـه  گردش در
)Ponka and Lok, 1999 .(       يـون فريـك بـراي جفـت شـدن بـا

) كربنـات  طـور معمـول   به(ترانسفرين فقط به مشاركت يك آنيون 
ــاز دارد ــم. ني ــروتئين  ه ــين پ ــراري   چن ــفرين در برق ــاي ترانس ه

هـا بـراي    همئوستازي آهن سلول، از طريق كمك كردن به سـلول 
. كننـد  سلولي، نقش ايفا مي ميزان جذب آهن از سطح خارج تنظيم

هـا بـه    در كشت سلولي نيز، براي افزايش كيفيت و كميـت سـلول  
ها به اندازه  كنند تا سلول محيط كشت سلول، ترانسفرين اضافه مي

خــانواده ). Laskey, 1998(كــافي بــا آهــن تجهيــز شــده باشــند 
 كند، چـرا  لي را برقرار ميمهرگان پ داران و بي ترانسفرين بين مهره

هاي مرتبط با پيوندشـوندگي آهـن و آنيـون در بـين      مانده كه باقي
ترانسفرين سـرم، اووترانسـفرين، لاكتـوفرين،    (ها  انواع ترانسفرين

انهيـدراز، يـك پـروتئين از     ملانوترانسفرين، مهاركننـده كربونيـك  
شـده هسـتند    حفاظـت ) خرچنگ و يك پروتئين از جلبـك سـبز  

)Lamberta et al., 2005.(  

انتقــال آهــن از غشــا ســلولي توســط ترانســفرين، از طريــق يــك 
ــيتوتيك   ــم فاگوس ــيتوتيك(مكانيس ــك  ) اندوس ــاطت ي ــا وس و ب

. شـود  گليكوپروتئين غشايي به نام گيرنـده ترانسـفرين انجـام مـي    
هـاي بسـيار    هاي ترانسفرين بـه اسـتثنا سـلول    گيرنده دارد احتمال

در مقــادير بســيار (هــا بيــان شــوند  تمايزيافتــه روي تمــام ســلول
سـلولي و   هاي ترانسفرين توسط آهن خارج بيان گيرنده). متفاوت

موجود بـر روي ناحيـه   ) IREs١(از طريق عناصر پاسخگو به آهن 
 از ي گيرنده ترانسفرين، در مرحلـه پـس  mRNAاي  غيرترجمه 3

هـاي   وتئينها توسط پـر IRE. شود طور منفي تنظيم مي هرونويسي ب
) هـاي تنظيمـي آهـن    پـروتئين ( IRPsسيتوپلاسمي ويـژه بـه نـام    

ي mRNAهـاي  IREشوند كه در غياب آهن بـه   تشخيص داده مي
شـوند و از تجزيـه آنهـا جلـوگيري      گيرنده ترانسفرين متصل مـي 

جذب آهن از ترانسـفرين شـامل اتصـال ترانسـفرين بـه      . كنند مي
رين بـه داخـل يـك كيسـه     سازي ترانسف گيرنده ترانسفرين، دروني

اندوسيتوتيك از طريق گيرنده واسطه در اندوسيتوز و رهـا كـردن   
داخلـي كيسـه    pHآهن از پروتئين ترانسفرين از طريق كاهش در 

 Litwin and Calderwood, 1993; Schwarz( استاندوسيتوتيك 

et al., 2003 .(pH  اسـت يا كمتر از آن  5/5وزيكول اندوسيتوزي 
شود،  ترانسفرين مي-تفكيك آهن از كمپلكس گيرندهكه اين باعث 

متصل به اين گيرنـده  ) ترانسفرين عاري از آهن(اما آپوترانسفرين 
ي  مانـد و مجموعـه   آهـن داخـل سـلول بـاقي مـي     . مانـد  باقي مي
شـوند   هاي آپوترانسـفرين بـه سـطح سـلول بازيافـت مـي       گيرنده

)Dautry-Varsat et al., 1983 .(  سـلولي  جلبـك تـكDunaliella 

Salina       نيز با مكانيسـمي مشـابه آهـن را وارد سـلول كـرده و در
ايـن  ). Pick et al., 2006(كند  سازي مي هاي اسيدي دروني واكوئل

هـاي   ي براي آشـكار كـردن مكانيسـم   يجلبك يك گياه مدل استثنا
كـه توانـايي زنـده     استبه شوري موجودات فتوسنتتيك  مقاومت

را دارد  NaClبـالاتر از اشـباع   هـاي بـا غلظـت     ماندن در شـوري 
)Fisher et al., 1997.(  

پلاسـمايي   اترانسفرين عمـده در غش ـ  كمبود آهن دو پروتئين شبه
 150، يـك پـروتئين   p150يا  TTfكند،  القاء مي D. salinaجلبك 

                                                           
1 Iron Response Elements     سـاقه  -عناصر پاسخ به آهن، يـك سـاختار كوتـاه حلقـه

  .شوند متصل مي) IRPs(هاي تنظيمي آهن  كه توسط پروتئين هستندشده  حفاظت
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كه از نظـر تـوالي    idi-100ديگر به نام  پروتئينكيلودالتوني و يك 
 Schwarz et(شـباهت دارد   TTFبـه  درصد  30اي تنها  اسيدآمينه

al., 2003 .( در جلبــكDunaliella توجــه مقــدار  افــزايش قابــل
با بـالا رفـتن   ) ترانسفرين يك پروتئين شبه( P150يا  TTfپروتئين 

 دار ميزان شوري محيط كشت و يا تخليه آهن از آن از طريق نشان
 ,.Fisher et al(بـه اثبـات رسـيده اسـت      59Feكردن پـروتئين بـا   

1997;Katz et al., 2007 .(يد شده است كه جذب آهن در اين ايت
خـورد،   پيونـد مـي   +Fe3هاي كه به يون TTfواسطه پروتئين  گياه به

ايـن پـروتئين يـك پـروتئين     ). Paz et al., 2007(گيـرد   انجام مـي 
كه براسـاس تـوالي    استكيلودالتوني  150سطحي غشا پلاسمايي 

هـاي ترانسـفرين    اده پروتئيني آن به خانوcDNAاستنباط شده از 
. فقط در جانوران شناسايي شده بـود تعلـق دارد   1996كه تا سال 

ترانسـفرين در يـك    اين اولين گزارش از وجود يك پروتئين شـبه 
ايــن پــروتئين ). Fisher et al., 1997(موجــود فتوســنتتيك بــود 

مشخصات مشابهي از قبيل اختصاصي بودن ميل تركيبي بالا بـراي  
هاي كربنات و بيكربنـات   ، وابستگي شديد روي يون+Fe3هاي يون

هـاي   هـاي اسـيدي بـا ترانسـفرين    pHو فعاليت خيلـي پـايين در   
هـاي فلـزي ديگـر،     اثبات شده است كـه يـون  . جانوري نشان داد

كننـد و يـك گـزينش بسـيار قـوي در       جذب آهن را مختـل نمـي  
القا ). Fisher et al., 1998(حاكم است  +Fe3هاي سيستم انتقال يون

بـه دليـل    احتمـال دارد هاي بالاي شـوري   در غلظت TTfپروتئين 
اين كاهش ممكن است نتيجـه  . كاهش آهن در دسترس موثر باشد

و يا دخالت نمك در ماشين جـذب   +Fe3اثر نمك روي محلوليت 
ثابـت شـده اسـت كـه شـرايط      ). Fisher et al., 1997(آهن باشد 

شود و  نمي TTfع پروتئين باعث تجم طور مستقيم بهشوري شديد 
 استطور غيرمستقيم و با كم كردن قابليت دسترسي آهن  اثر آن به

هـاي آهـن بـه سـختي      كه ميل تركيبي يـون  استو نيز ثابت شده 
 ,.Katz et al( گيـرد  قـرار مـي   تحـت تـاثير  وسيله شوري شديد  به

هـايي كـه تـا سـال      دهد كه ترانسـفرين  اين نتايج نشان مي). 2007
هاي گياهي  ط در جانوران شناسايي شده بودند در سيستمفق 1996

). Fisher et al., 1998(نيز در انتقال آهن حضـور و نقـش دارنـد    
باعث كاهش رشد رويشي، عدم  NaClتنش شوري ناشي از نمك 

ها، مهار فتوسنتز، كمبود آب و سميت يوني مرتبط  تعادل ريزمغذي
). Turan et al., 2010(شـود   اضافي، در گياهـان مـي  +Na و -Cl با 

هـاي فتوسـنتزي،    مدارك زيـادي وجـود دارد كـه شـوري، آنـزيم     
اين نيز ثابـت  . دهد قرار مي اثرتحت ها و كاروتنوئيدها را  كلروفيل

يي فتوسيستم اروي كار NaClشده است كه شوري ناشي از نمك 
ΙΙ  منفـي دارد   اثـر)Qin et al., 2010 .(  هاي اتـنش شـوري غش ـ

هــا و  بســياري از يــون محلوليــتار كــرده و در زيســتي را ناپايــد
 Katz et al., 2007; Jitesh et( است اثرگذارسوبستراهاي ضروري 

al., 2006 .(ترين عامل محدودكننده رشد و نمـو   شوري خاك مهم
ترين علـت آن   خشك بوده كه مهم گياهان در مناطق خشك و نيمه

شور شدن ). Turan et al., 2010( استهاي شور  هم آبياري با آب
هـاي فيزيكـي و شـيميايي     منفي زيادي روي ويژگي هايخاك اثر

ها در  تجمع نمك. هاي آن و نيز گياهان دارد خاك، ميكروارگانيسم
تـرين ويژگـي    دهـد كـه مهـم    قـرار مـي   اثرآن را تحت  pHخاك 

كه روي قابليت دسترسي مواد  رود چرا  شيميايي خاك به شمار مي
هـاي بـالاي خـاك،    pHدر . اسـت ار گـذ اثرمغذي بـراي گياهـان   

. تري دارنـد  قابليت دسترسي كم Feو  Zn ،Cu ،Mnعناصري مثل 
آهن يك . قابليت دسترسي بالايي دارد 7تا  4هاي بين pHآهن در 

موجـودات  . اسـت عنصر ضروري براي بقا همه موجـودات زنـده   
عنوان كوفاكتور براي چندين  فتوسنتتيك نياز ضروري براي آهن به

 ,.Paz et al(يگر در سيستم انتقـال الكتـرون خـود دارنـد     عنصر د

كمبود آهن يك عامل محدودكننده براي رشد گياهان بوده ). 2007
تـوان بـه نقـش آن در     و عملكردهاي مهمي در گياهان دارد كه مي

ساختمان و عملكرد كلروفيل، انتقال انرژي در داخل گيـاه، تثبيـت   
هـا و   ها و پـروتئين  از آنزيم عنوان جز ساختاري برخي نيتروژن، به

، اشـاره  اسـت نقش اصلي آن كه در فرآيندهاي فتوسـنتز و تـنفس   
  ).Connoly and Guerinot, 2002(كرد 

كننده ترانسـفرين و   جداسازي ژن بيان پژوهشهدف از انجام اين 
بـا توجـه بـه    . آن در ارقام ايراني گندم زراعـي بـود   وجودبررسي 

متحمل بـه شـوري و دسترسـي     نسبيطور  بهاينكه گندم يك گياه 
پايين آهن بود، بنـابراين فرضـيه وجـود ژن ترانسـفرين در گنـدم      

  . كولتيوار بم مقاوم به شوري شكل گرفت

  
  ها روشومواد

 مواد گياهي و ژنتيک

عنوان رقم متحمـل   بذور رقم بم گندم زراعي به از پژوهشدر اين 
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ن تحقيق از تريزول در طول مراحل انجام اي. به شوري استفاده شد
، كيــت Escherichia coliبــاكتري Top10، نــژاد Merckشــركت 
 T4و آنزيم و بافر  VC 1kb DNA Ladder، ماركر cDNA ساخت

DNA ligase  شــركتViVantis ،PCR Master Mix  شــركت
 هـاي  ، آنـزيم Promegaشركت  pGEM-T Vectorسيناژن، سيستم 

RNaseA  وRNasine   شـركتFermentasيدسـديم شــركت  ، كلر
Merckســــيلين و آغازگرهــــاي  بيوتيــــك آمپــــي  ، آنتــــي  

F:5´-AAGGCTAGCCAGTGTGGAAA-3'                   و  
R:5´-AGATGGTGTACTCCACGTCA-3' اســــتفاده شــــد .

pGEM-T     يك وكتـور خطـي بـاT    ي منفـرد آويـزان انتهـايي در
كــه بــه ايــن شــكل از حلقــوي شــدن وكتــور  اســت 3´انتهاهــاي

ش ليگاسيون را با فـرآورده تكثيـري   يي واكناكار جلوگيري كرده و
پليمرازهـاي معـين مقـاوم بـه      اي.ان.دي توليد شـده بـا  آر .سي.پي

كننـد، افـزايش    آنهـا اضـافه مـي    5´به انتهاهاي Aحرارت كه يك 
بوده و شامل  high-copy-numberاين وكتور، يك وكتور . دهد مي

ــاي ــرفين نا  SP6RNAو  T7پروموتوره ــه در ط ــراز ك ــه پليم حي
آن قـرار دارنـد،    )Multiple Cloning Region(هاي برشـي   سايت
  هاي برشـي آن هـم در داخـل ناحيـه كدكننـده      ناحيه سايت. است

α- پپتيد آنزيمβ-گالاكتوزيداز واقع شده است.  

  تنش شوري تيمارکشت گياهان و اعمال 

ــن  ــژوهشدر اي ــراكم  پ ــا ت ــذور ب ــدان   8-10، ب ــر گل ــذر در ه ب
معمولي پر شده بودند  خاك، كه با )ليتر 3/5ت هاي با ظرفي گلدان(

مـدت دو هفتـه، هـر     سپس به. متري كشت شدند سانتي 1در عمق 
بـار   ليتر آب آبياري معمولي، هر چهار روز يـك  ميلي 400گلدان با 

 15تـا   10هـا تـا ارتفـاع     پس از دو هفته كـه گياهچـه  . آبياري شد
 روز بـا آب  10مـدت   متري رشد كرده بودند تنش شوري به سانتي

و ) در يك ليترآب مقطر NaClنمك  ds/m15 )g8 ي ECنمك با 
نمـك   ds/m10 )g96/4 يECروز با آب نمك با  5مدت  سپس به

NaCl هاي مقاومـت بـه    جهت القا بيان ژن) در يك ليتر آب مقطر
هـاي   پـس از ايـن دوره، بـرگ   ). 1شكل (تنش شوري اعمال شد 

ا آب مقطر بلافاصله مورد جوان برداشت شدند و پس از شستشو ب
  .قرار گرفتنداي .ان.استخراج آر
 کميت وکيفيت آن تعيينو اي .ان.استخراج آر

مايع در هاون چيني پودر شده و  هاي برگي با استفاده از ازت نمونه

استريل  ml RNase Free 5/1 از آن در تيوب  mg250-200مقدار 
  ثانيه ورتكـس   40تريزول به آن اضافه و  µl500مقدار . ريخته شد

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 lµ200مقـدار  سـپس  . دقيقه در دماي اتـاق نگــهداري شـد    10و 

دقيقـه در   10كلروفرم به آن اضافه و با محتويات تيوب مخلوط و 
بـا سـرعت   سانتريفيوژ دقيـقه  15از  پس. دماي اتاق قرار داده شد

rpm14000  فـاز بـالايي بـه    انجـام و  گراد  درجه سانتي 4در دماي
بـا  اي .ان.آر اسـتريل منتقـل شـده و    ml RNase Free5/1 تيـوب  

در  اي.ان.آر و شـد سـازي   استفاده از روش ايزوپروپـانول خـالص  
اسـتخراج   اي.ان.آر. آب مقطر اسـتريل حـل شـد    µl20نهايت در 

رقيق شده و با استفاده  استريلبا آب مقطر  10به  1شده به نسبت 
طـور   غلظـت آن بـه   70بـه   1و رقـّت   اسپكتروفتومترياز دستگاه 

هـا روي   ، نمونـه اي.ان.آربراي بررسي كيفيت . شدميانگين برآورد 
  .بارگذاري شدنددرصد  1ژل آگارز 

  cDNA ساخت

 واكنش شامل آب مقطر اسـتريل بـه   محلول، cDNA ساختبراي 
ــه    ــنش ب ــه حجــم واك ــداري ك ــد،  µl20مق  اي.ان.آراز  µg4برس

، T پلـي  آغـازگر  µM 50، آغازگر معكوس µM 50استخراج شده، 
µM50 آغازگر Random Hexamer ،mM 10   مخلـوطdNTP  در

دقيقـه در   5تهيـه شـده و    ml5/0 در تيـوب اسـتريل    µl20حجم 
و سـپس  ) در دسـتگاه ترموميكسـر  (گـراد   درجه سـانتي  65دماي 

ي بعـدي،   در مرحلـه . دقيقه در داخل يخ قرار داده شد 2بلافاصله 
µl4  بافر تامـپونX10 ص آنزيم مخصوM-MuLV ،1 ميـكروليتر 
)M1(./ DTT ،1 ــر ــر  mM50 (MgCl2 ،1( ميكروليتــ ميكروليتــ

روز پس از  15: الف. هاي رقم بم گندم زراعي تصوير بوته -1شكل
 .روز پس از كاشت 35: ب. كاشت

Figure 1- Image of  Bam wheat cultivar plants. A: 15 
days after planting. B: 35 days after planting. 
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RNasine  ميكروليتــر آنــزيم  1وM-MuLV  بــه محلــول واكــنش
گـراد   درجه سـانتي  37ساعت در دماي  5/2ها  اضافه شده و نمونه

ي حاصـل بـه   cDNAپس از اتمام ايـن مراحـل،   . قرار داده شدند
ي رقيـق  cDNAمقطر استريل رقيق شـد و از   با آب 1به  1نسبت 

ي cDNAبـراي نگهـداري   . شداستفاده آر .سي.شده در واكنش پي
  .قرار داده شدندگراد  سانتي -20ها در دماي  شده، نمونه ساخته

  سازي فرآورده تکثيري پليمراز و خالص اي زنجيرهواکنش 

ر از براي تكثير ژن مورد نظ) آر.سي.پي(اي پليمراز  واكنش زنجيره
مورد و اثبات حضور فيزيكي ژن در وكتور كلونينگ  cDNAروي 

، آر.سـي .ميكروليتر واكنش پي 20ي  براي تهيه. استفاده قرار گرفت
µl4 Master mix ،µl2/0 ــازگر ــازگر  Forward ،µl2/0 آغــ آغــ

آب مقطــر اســتريل  µl6/14، بــه cDNAنــانوگرم  50و  معكــوس
ــه. اضــافه شــد ــي برنام ــتاندارد پ ــهر آ.ســي.ي اس ي  شــامل مرحل

و در گراد  درجه سانتي 94دقيقه در  2مدت  سازي اوليه به واسرشته
 30چرخه و هـر چرخـه شـامل     35ي تكثير كه شامل  ادامه مرحله
درجــه  55ثانيــه دمــاي  30، گــراد درجــه ســانتي 94 ثانيــه دمــاي

و در نهايت يـك  گراد  درجه سانتي 72ثانيه دماي  80و گراد  سانتي
. گراد بـود  درجه سانتي 72دقيقه در دماي10ي شامل ي پايان مرحله

درصـد   1روي ژل آگـارز  آر .سـي .نيمي از فـرآورده تكثيـري پـي   
پـس  . شوند تجزيهبارگذاري شدند، تا باندهاي تكثير شده، جدا و 

مانـده فـرآورده تكثيـري     ، بـاقي شـد نظر مشاهده  از آنكه باند مورد
  NaClفـرم و نمـك   كلرو ييد شده بـا اسـتفاده از فنـل   اتآر .سي.پي
  .سازي و رسوب داده شد مولار خالص 5

  اي.ان.دي قطعاتليگاسيون 

واكـنش   µl10، مـواد لازم بـراي   اي.ان.دي ي براي اتصال دو قطعه
ــامل  ــيون شــ ــوراي .ان.دي) ng 300-100 )µl5/0ليگاســ   وكتــ

pGEM-T ،ــاقي .ان.دي ــي  (اي الح ــري پ ــرآورده تكثي ــي.ف آر .س
 µl1( ،µl5يـا   ng900(ر وكتور براب 3به نسبت ) سازي شده خالص
ــافر  ــزيم   T4-DNA ligase2  ،5×ب ــد آن  T4-DNA ligaseواح

)µl5/0 ( وµl3 مقطر استريل در تيوب استريل  آبml 5/0   ريختـه
مدت يـك شـب    ساعت در دماي اتاق و سپس به 1مدت  شد و به
  .قرار داده شدندگراد  درجه سانتي 4در دماي

  )Heat-shock( روش شوک حرارتي باکتريايي به هاي سلولاستحاله 

هـاي مسـتعد    براي استحاله به روش شوك حرارتـي، ابتـدا سـلول   

و محصــول واكــنش  گــراد درجــه ســانتي -70 فريــزربــاكتري از 
مـدت   بـه خارج شـده و   گراد درجه سانتي -20ليگاسيون از فريزر 

نصـف محصـول واكـنش    دقيقه روي يخ قرار گرفتنـد، سـپس    15
اضـافه و   E.coliسـلول مسـتعد    lµ50 رويبـه  ) lµ 5(ليگاسيون 

دقيقـه روي يـخ قـرار داده     45مـدت   آرامي مخلوط شدند و بـه  به
قـرار   گراد درجه سانتي 42ثانيه در دماي  42ها  سپس نمونه. شدند

در ادامـه  . دقيقه به روي يـخ منتقـل شـدند    2 به سرعتگرفتند و 
بـه  بيوتيـك   ي مـايع بـدون آنتـي    LBميكروليتر محيط كشت  850
در دمـاي   rpm180مدت يك ساعت با سرعت  ها اضافه و به نمونه

در نهايت . در انكوباتور شيكردار قرار گرفتند گراد درجه سانتي 37
هاي باكتريايي ترانسـفورم شـده، روي    از سلول lµ200-20حدود 
 X-Galو  IPTGبيوتيك مناسـب و   جامد حاوي آنتي ي LBمحيط 

درجـه   37نكوباتور با دمـاي  مدت يك شب در ا كشت شدند و به
رنـگ بـا انجـام     هاي سـفيد  سپس كلني. قرار داده شدند گراد سانتي

اسـتخراج  ييد شدند و بـا اسـتفاده از روش   اروي آنها تآر .سي.پي
، كـه بـه   )1979(پلاسميد پيشـنهاد شـده توسـط بيرنبـويم و دالـي     

پلاسـميد قـرار    شود، مورد استخراج ناميده مي Miniprepاختصار 
ديگـري روي پلاسـميدهاي اسـتخراج    آر .سي.با انجام پي. دگرفتن

يـابي كـره جنـوبي     يابي به مركز توالي ييد آنها، براي توالياشده و ت
  .ارسال شدند

  
 بحثوجينتا

 شوريتيمار تنش 

 ـگرفتـه، را  صورت هاي پژوهشبا توجه به  تـرين روش اعمـال    جي
  ط روي گياهـان رشـد كـرده در محـي     NaClتنش شوري، با نمك 

in vitro ساعت پس از اعمال تنش بوده  48برداري حدودا  و نمونه
طـور   بـه است ولي در اين پژوهش سعي شد شرايط اعمـال تـنش   

اي باشـد و بنـابراين كشـت بـذور در      مشابه شرايط مزرعه تقريبي
با در نظر گرفتن اين شـرايط، كـه ريشـه گياهـان     . خاك انجام شد

انـد   تقيم با محلول نمكي نبـوده در تماس مس in vitroمانند شرايط 
  بيني شد كـه تـنش شـوري روي گياهـان نسـبت بـه شـرايط         پيش

in vitro  10هـاي برگـي    رو نمونـه  ديرتر موثر واقع شود و از ايـن 
قـرار   بررسـي برداري شـده و مـورد    روز پس از اعمال تنش نمونه

  . گرفتند
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  اي.ان.آر استخراج

در شـده بـا اسـتفاده از    هاي برگـي پـو   از نمونهاي .ان.استخراج آر
اسـتخراج شـده بـا    اي .ان.كميـت آر . ايزول انجام گرفـت روش تر

 µg/µl276/1طـور ميـانگين    استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتري به
كيفيت آن هـم بـا اسـتفاده از الكتروفـورز ژل آگـارز      . برآورد شد

توجه به اين شـكل، تكـرار شـماره يـك     با ). 2شكل (بررسي شد 
از  cDNA سـاخت ت بهتري نشان داد بنابراين بـراي  كيفياي .ان.آر

  .آن استفاده شد
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 Transferrinي جزئي ژن cDNAتکثير 

ي گندم، تكثيـر  cDNA ساخت، پس از RT-PCR روشبر اساس 
cDNAآغازگرهـاي ي ژن ترانسفرين با اسـتفاده از جفـت   يي جز 

بـا كـد    NCBIهاي موجود در سايت  اختصاصي كه براساس توالي
 830طراحي شده بودند، انجـام شـد و بانـد     77059.1U دسترسي

ي مــورد انتظــار بــراي بخشــي از ژن  جفــت بــازي كــه بــا انــدازه
  ).3شكل( شدترانسفرين مطابقت داشت، تكثير 

 pGEM-Tي تکثير شده در وکتور cDNAکلونينگ 

cDNA ي تكثيــر شــده از واكــنشRT-PCR بــراي بخشــي از ژن 
مانـده محصـول    از روي بـاقي  سـازي  خـالص ترانسفرين، پـس از  

در اين وكتور غيرفعال  .شدكلون  pGEM-T، در وكتور آر.سي.پي
الحـاقي، اجـازه شناسـايي    اي .ان.پپتيد بـا وارد شـدن دي  -αشدن 

 blue-whiteگـري   را از طريق غربال) هاي سفيد كلني(ها  نوتركيب
از  با اسـتناد بـه ايـن ويژگـي وكتـور، تعـدادي      ). 4شكل (دهد  مي

و درستي واكنش ليگاسيون بـا  انتخاب ) سفيد(هاي نوتركيب  كلني
  ).5شكل(ييد شد اها ت روي آن كلنيآر .سي.انجام پي

 E. coli به روش شوك حرارتي به باكتري pGEM-T -TTfوكتور 
سـيلين   آمپي µg/ml100ها روي محيط حاوي  انتقال يافته، و سلول

الحـاقي كـه وارد    برخـي از قطعـات  ). الف 4شكل(گزينش شدند 
وايـت بـه   -اند ولـي در محـيط كشـت گزينشـي بلـو      وكتور نشده

انـد،   قـرار گرفتـه  ) سفيد(هاي نوتركيب  تصادف در مجاورت كلني
روي كلنـي، همـراه   آر .سـي .ممكن است هنگام انجام واكنش پـي 

عنـوان   شده و بـه آر .سي.پلاسميد نوتركيب وارد تيوب واكنش پي
براي رفـع ايـن احتمـال، از هـر كلنـي      . الگوي واكنش واقع شوند

دنـدان اسـتريل    نظر از طريق تماس دادن با خـلال  نوتركيب مورد
ي جامـد  LBمتـر روي محـيط    سـانتي  1يك خط به طول تقريبي 

 سـاعت در  6مـدت   سيلين كشيده شد و به بيوتيك آمپي حاوي آنتي
  آر بـراي .سـي .واكنش پي. ندگراد انكوبه شد درجه سانتي 37دماي 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ي  مشاهده. ي استخراج شدها.ان.آر ي سنجش كيفيت نتيجه -2شكل
و عدم وجود حالت اسمير در  S rRNA18و  S rRNA28 باندهاي
 ي كيفيت مناسب دهنده استخراج شده، نشاناي .ان.آر هاي نمونه

 .هستندرار مستقل از همدو تك R2و  R1.اي است.ان.آر

Figure 3- Quality assessment of  extracted  RNA. 
Observation of 28S and 18SrRNA fragments and 
absence of smear band in the RNA samples showed the 
good quality of extracted RNA. R1 and R2 are two 
independent replications. 

ي cDNAحاصل از تكثير آر .سي.محصول پيالكتروفورز  -3شكل
اختصاصي  آغازگرهايجزئي ژن ترانسفرين، با استفاده ازجفت 

ي مورد انتظار براي  جفت بازي كه با اندازه 830باند. طراحي شده
 آغازگرهايمطابقت داشت، با استفاده از بخشي از ژن ترانسفرين 

 .هستنددو تكرار مستقل از هم  R2و R1. شد تكثيرپيشرو و پسرو 

Figure 3- Electrophoresis of PCR product Obtained 
from partial cDNA amplified by by using specific 
primers of transferrin gene. 830 bp fragment in 
accordance with the expected size of partial transferrin 
gene amplified by Forward and Reverse primers. R1 
and R2 are two independent replications.  
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 ، پس از استحاله آنها با وكتورX-Gal +IPTG+ سيلين ي جامد حاوي آمپيLBهاي رشد كرده روي محيط  تصوير باكتري - الف -4شكل
pGEM-T  ‐TTf .هاي رشد كرده روي محيط  تصوير باكتري -ب. دهند هاي سفيد را نشان مي برخي از كلنيها  پيكانLB ي جامد حاوي

هاي خطي، شماره كلني  اعداد بالاي كلني. الف با استفاده از خلال دندان استريل 4هاي موجود در شكل  سيلين، پس از كشت دوباره كلني آمپي
 .دهنداي خطي را نشان ميه ها برخي از كلني پيكان.استمربوطه

Figure 4- A: Bacteria image was grown on LB medium containing ampicillin + X-Gal + IPTG after transformation with 
the pGEM-T-TTf vector. Arrows show some white colonies. B:  Bacteria grown on solid LB medium containing 
ampicillin after colonies re-culture (in 4a figure) using a sterile toothpick. Numbers on the linear colonies is the number of 
colonies. Arrows show some linear colonies. 

هاي نوتركيب رشد كرده روي محيط انتخابي پس از استحاله با  ي از كلنيحاصل از بررسي تعدادآر .سي.پي تصوير الكترفورز محصول -5شكل 
هاي نوتركيب كه واكنش  هر كدام تعدادي از كلني: الف و ب.  اختصاصي بخشي از ژن ترانسفرين آغازگرمحصول ليگاسيون با استفاده از جفت 

 نشانگر: Kb. كند ييد ميها را تا ر فيزيكي قطعه كلون شده در كلنيحضو bp830ي باند  مشاهده. دهد ها صورت گرفته، نشان مي روي آنآر .سي.پي
اي .ان.هايي كه دي شماره كلني: هاي رشد كرده در محيط انتخابي، اعداد به رنگ قرمز نه كلني از كلني و شماره بيست: كنترل منفي، اعداد: -Cاندازه، 

 .يابي ارسال شده است پلاسميد آنها براي توالي

Figure 5- Electrophoresis image of PCR products by using specific Primers for the partial transferrin gene on a few of 
recombinant colonies grown on the selective medium  after transformation with Ligation products. A and B respectively 
show a number of recombinant colonies was carried out PCR reactions on them. Observation the 830 bp fragment is 
confirmed physical presence of the amplified fragment in the colonies. Kb: size marker, C-: negative control, Numbers: 
Twenty-nine number from colonies grown on selective medium, Red numbers: Number of colonies that their DNA plasmid 
was sent for sequencing. 
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 گرفـت هاي جديد انجـام   هاي نوتركيب روي اين كلني تاييد كلني
  ).ب 4شكل (

ها براي حضور بخشـي از ژن ترانسـفرين پـس از     ييد کلنيامراحل ت

 pGEM-T -TTfا وکتور ب E. coliاستحاله 

شده براي بخشي  ي كلونcDNAيابي قطعه  با توجه به اينكه توالي
ز مشخص نشـده بـود، بنـابراين تعـدادي از     واز ژن ترانسفرين هن

ــا پلاســميد  كلنــي   هــاي رشــد كــرده پــس از واكــنش اســتحاله ب
pGEM-T -TTf ) ي  بـراي تاييـد وجـود قطعـه    ) كلنـي  29حداقل

بـدين ترتيـب كـه ابتـدا     . مايش شـدند دو مرحله آزكلون شده در 
و با اسـتفاده از جفـت   آر .سي.هاي انتخاب شده به روش پي كلني

اختصاصي استفاده شده در كلونينگ، مـورد ارزيـابي قـرار     آغازگر
هـايي كـه در    ي دوم، تعدادي از كلني در مرحله). 5شكل (گرفتند 

 بـراي ) بانـد مـورد نظـر را نشـان دادنـد     (مثبت بودنـد  آر .سي.پي

پس از استخراج پلاسميد، بـراي  . استخراج پلاسميد انتخاب شدند
آر ديگـري روي  .سي.ي كلون شده، پيcDNAييد نهايي حضور ات

 آغـازگر پلاسميد استخراج شـده بـا اسـتفاده از جفـت     اي .ان.دي
نتيجه اين واكـنش  . اختصاصي استفاده شده در كلونينگ انجام شد

جفـت بـاز در ايـن     830يبـي ي تقر اي با انـدازه  نشان داد كه قطعه
عـدد از   4بنـابراين، تعـداد   ). 6شـكل  (اسـت   شـده وكتور كلـون  

وكتور حاصل بـراي تعيـين تـوالي بـه مركـز       اي.ان.هاي دي نمونه
 .شديابي كره جنوبي ارسال  توالي

 ي کلون شدهcDNA يابي نتايج توالي

نمونه از پلاسـميدهاي   4ي كلون شده، cDNA براي بررسي توالي
هاي ارزيابي شده در مراحـل قبلـي، جهـت      شده از كلنياستخراج 

نتايج بدسـت  . شديابي كره جنوبي ارسال  يابي به مركز توالي توالي
  ي ژنcDNA يابي با بخشي از توالي ثبت شده بـراي  آمده از توالي

 آغازگره از جفت حاصل از بررسي تعدادي از پلاسميدهاي نوتركيب استخراج شده، با استفادآر .سي.پي تصوير الكترفورز محصول -6شكل 
كنترل : ‐Cاندازه،  نشانگر: Kb .كند ييد مياها را ت حضور فيزيكي قطعه كلون شده در كلني bp830ي باند  مشاهده. ترانسفريناختصاصي بخشي از ژن 

: ، اعداد به رنگ قرمز49تا  45هاي شماره  باند واضح كلني تك: ها هاي رشد كرده در محيط انتخابي، فلش شماره شانزده كلني از كلني: منفي، اعداد
 .يابي ارسال شده استپلاسميد آنها براي توالياي .ان.هايي كه ديشماره كلني

Figure 6 - Electrophoresis image of PCR products to a number of recombinant plasmid by using specific primers of the 
transferrin gene. Observation of 830 bp fragment confirmed physical presence of the amplified fragment in the colonies. 
Kb: size marker, C-: negative control, Numbers: Sixteen colonies grown on selective medium, Arrows:  Obvious band of 
45 to 49 colonies, Red numbers: Colonies that their DNA plasmid was sent for sequencing. 

 .49توالي كلني شماره  -7شكل 
Figure 7- No. 49 colony Sequence. 
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Figure 8- There is 84% nucleotide similarity between  TTF-1 gene sequence of D. salina (with 77059.1U access 
code)  algae and sequence of No. 49 colony. 

شباهت درصد  84 ،49و توالي حاصل از كلني شماره ) 77059.1Uبا كد دسترسي ( D. salinaجلبك  TTF-1بين توالي ژن  -8شكل
 .وتيدي وجود داردئنوكل
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ــايت  ــتيابي( NCBIترانســفرين در س ــماره دس ــا ) 77059.1Uش ب
مقايســـه شـــد   MultAlinافـــزار آنلايـــن   اســـتفاده از نـــرم 

/)http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin .( نتايج بدست آمده
درصـد   84هـاي تجزيـه شـده، بـا      نشان داد كه يك مورد از توالي

تـوالي كلنـي   ). 8شـكل  (ند شباهت، منطبق بر توالي ثبت شده بود
  .شود مشاهده مي 7در شكل  49شماره 

هـاي كشـت    اي در محـيط  ترانسفرين سرم انساني كاربرد گسـترده 
بـراي  (ها  هاي زيست دارويي و واكسن سلولي براي توليد پروتئين
چنين اسـتفاده از آن   دارد و هم) ها به آهن اطمينان از تجهيز سلول

با توجه بـه  (رهاسازي هدفمند دارو  عنوان يك سيستم درماني و به
هـاي   سـلول  اها بـه اسـتثن   حضور گيرنده ترانسفرين در تمام سلول

هـا در حـال    بـراي درمـان تعـدادي از بيمـاري     )بسيار تمايز يافتـه 
هاي ناشي از  در حال حاضر به دليل نگراني. استبررسي و كشف 

هـاي عوامـل پاتوژنيـك ترانسـفرين حاصـل از پلاسـماي        آلودگي
هـاي بيـان    نساني، توليد ترانسفرين نوتركيـب انسـاني در سيسـتم   ا

عنوان مثـال   به. هترولوگوس گوناگون مورد هدف واقع شده است
هاي بـرنج   ترانسفرين نوتركيب انساني فعال از نظر زيستي، در دانه

)Oryza sativa L. (        در يـك سـطح بيـان بـالا توليـد شـده اسـت
وزن خشـك  درصـد   1ل يـا  كل پروتئين محلـو درصد  40تقريباً (

بيـان  ) .Nicotiana tabacum L(چنين در گيـاه تنبـاكو    و هم) دانه
طــور  ترانســفرين نوتركيــب انســاني فعــال از لحــاظ زيســتي، بــه 

ولـي بـا   ). كل پروتئين محلـول درصد  25/0(داري كمتر بود  معني
اين حال هزينه بـالا و عملكـرد محـدود ترانسـفرين نوتركيـب از      

 ,Zhang( اسـت هـاي بيـان    بسـياري از سيسـتم  هاي اصلي  چالش

2013.(  
 نهاييگيري  نتيجه

 آغـازگر  ها، جفـت  هاي گياهي و جلبك با توجه به شباهت سيستم
بـا  ( Ttf-1ژن  CDS اساس تـوالي  بر پژوهشمورد استفاده در اين 

بـا اسـتناد بـه نتيجـه ايـن      . طراحي شـد ) U77059.1 كد دسترسي
ترانسـفرين انسـاني و جلبـك     هاي و تشابهاتي كه بين ژن پژوهش

D. salina توان نتيجه گرفت كه توالي كلني شماره  وجود دارد، مي
ايـن  . به يك ژن ترانسفرين در گياه گنـدم زراعـي تعلـق دارد    49

اولين گزارش از وجود ژن ترانسـفرين در سيسـتم گياهـان عـالي     
البته با توجه به اينكه تاكنون هيچ گزارشي مبنـي بـر وجـود    . است
ترانسفرين در سيستم گياهان عالي وجود ندارد، لازم است اين  ژن

رهاي ديگر ايـن  آغازگو  آغازگرآزمايش با استفاده از همين جفت 
ي  لازم به ذكر است با اينكه انـدازه . ييد شودات اژن، تكرار و مجدد

جفـت بـاز    830در روي ژل آگارز  49باند مربوط به كلني شماره 
از آن قرائت شده و بقيه به علت قطـع  جفت ب 709بوده ولي فقط 

 .يابي نشده است شدن چارچوب قرائت، توالي

ديگـر نيـازي بـه توليـد      ،گياهانبا اثبات وجود ژن ترانسفرين در 
ــروتئين  چنــين هــمگياهــان تراريختــه ايــن ژن نخواهــد بــود و   پ

هـاي جـانوري كـه خطـر      ترانسفرين گياهي نسبت به ترانسـفرين 
انساني را دارند، براي كاربردهـاي پزشـكي   هاي  آلودگي به پاتوژن

  .تر خواهد بود ايمن
از معاونـت محتـرم پژوهشـي دانشـگاه شـهيد       :تشكر و قدرداني

مدني آذربايجان بخاطر در اختيار قـرار دادن امكانـات مـالي ايـن     
  .شود ميپژوهش تقدير و تشكر 
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  ستوسيرينگون

  آزمون هيستوشيميايي گاس
in planta  
  انتقال ژن

  اگروباكترويوم
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بافت در گياهان گندم و  بهبود كارايي انتقال ژن به روش غيركشت
  )Agrobacterium tumefaciens(با استفاده از اگروباكتريوم  رنجب

Optimization of Agrobacterium -mediated transformation 
efficiency in wheat and rice using a non-tissue culture approach 

  زاده ايمان محسن ،*سوهانيمحمدمهدي رمزي،  صديقه نصر
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 )4/12/92 :پذيرش تاريخ - 6/4/92 :دريافت تاريخ(

  
  

سازي  شوند كه به آماده بافت توليد مي هاي مبتني بر كشت وسيله روش به بيشترگياهان تراريخته 
و به باززايي گياهان  ههاي تراريخت هاي گياهي و گزينش دقيق ريزنمونه، غربالگري بافت نمونه

در اين پژوهش  .بر است نياز است كه مشكل و زمان  in vitroاي فوق تحت شرايط درون شيشه
انجام و  in planta نسبت آسانبه لپه و مهم زراعي برنج و گندم با روش  تراريزش دو گياه تك
و  EHA105(اگروباكتريوم  ي هآزمايش با دو سوي. ها بررسي شد نكارايي انتقال ژن آ

LBA4404( سه رقم برنج ،)الوند و سرداري ،2آذر(، سه رقم گندم )ه و بينامحسن سرايي، گرد( ،
نيز استفاده از شرايط خلأ با استفاده از دستگاه  و) 200و  100صفر،  Mμ(سه غلظت استوسيرينگون 

كارايي انتقال ژن . صورت فاكتوريل و در قالب طرح كاملاً تصادفي در سه تكرار انجام شد خلأ به
. بررسي شدبا سه ژن مختلف آر .سي.پي و واكنش GUSي ستوشيميايهيبا استفاده از آزمون 
با حضور  EHA105 ي هفاده از سويحسن سرايي در گياه برنج با است رقمبالاترين كارايي در 

Mμ100 چنين كارايي انتقال  هم. بود درصد 1/1همراه با استفاده از خلأ به ميزان  استوسيرينگون
 Mμ200با حضور  EHA105 ي هدر سوي گندم بين ارقامو سرداري در  2ژن رقم آذر

  .بود درصد 55/0استوسيرينگون همراه با استفاده از خلأ به ميزان 
 

 هاي كليدي واژه



 همكارانو  صديقه نصررمزي  ...بافت در گياهان  بهبود كارايي انتقال ژن به روش غيركشت

 

 72 1392بهار و تابستان / 1شماره / دومدوره / و ايمني زيستيژنتيك مهندسي 

 

 

  مقدمه

 بـه واسـطه  پايـدار بـرنج تيـپ ژاپونيكـا      ژنبراي اولين بار انتقال 
گـزارش داده شـد    1990اگروباكتريوم به سلول كـالوس در سـال   

)Raineri et al. 1990( . پـژوهش اسـتفاده شـده در ايـن     ي هسـوي 
A281نام  زايي قوي به ، حاوي پلاسميد با بيماريpTi B0542 بود .

نند برنج يكي از محصولات مهم زراعي است كـه از  گندم نيز هما
هم شبيه هستند اما انتقـال ژن گنـدم ديرتـر از     همختلفي ب هاي جنبه

اولين انتقال ژن گنـدم  . (Wu et al. 2003)برنج شروع شده است 
واسطه اگروباكتريوم از طريق سيستم كشت بافت و كشت جنين  به

 .كردندگزارش ) 1997(نابالغ را چنگ و همكارانش 

 هــاي روشاگروبــاكتريوم در مقايســه بــا  ي انتقــال ژن بــه واســطه
هاي بسياري است كه از جمله  داراي مزيتبمباران ذرات مكانيكي 

هاي مشخص در دو انتها،  با توالياي .ان.دي ها انتقال يك قطعه آن
 و نيـز امكـان انتقـال قطعـات بـزرگ      تـراژن تعداد نسـخه كـم از   

ين روش به نـوع و سـن بافـت گيـاهي     موفقيت ا. اي است.ان.دي
 ي اسـتفاده شـده بـراي انتقـال ژن، سـويه     براي آلودگي، نوع ناقل 

خصوص اسـتفاده   اگروباكتريوم، مراحل و جزئيات عمل آلودگي به
  .)Dai et al. 2001(از تركيب فنولي استوسيرينگون وابسته است 

از رايج انتقال ژن غلات استفاده  هاي روشدر حال حاضر يكي از 
 .Hiei et al(كشـت بافـت اسـت     هاي روشاگروباكتريوم بر پايه 

 اثرهايكشت بافت به دليل  هاي روش بايد توجه داشت كه) 2008
هـاي ميزبـان سـبب     ژنتيكي و نوتركيبي كروموزومي بر سـلول  اپي

). Zhao et al. 2006(شـوند   مـي  بـالاي تنـوع سـوماكلونال   وقوع 
طور معمول گياه به شـرايط   بهبر اين، در طي مراحل مختلف  علاوه

in vitro در . شـود  منتقل، ريزنمونه از گياه تهيه و كالوس توليد مي
بـاززايي   نهايت باززايي گياه كامل لازم و ضروري است كـه البتـه  

 .Mohan( شـود  برخي از گياهان مانند غلات به سختي انجام مـي 

گياهـان،  روش ديگر استفاده از اگروباكتريوم در انتقال ژن ). 2001
است كه بدين منظور از اگروباكتريوم در شـرايط   in plantaروش 

in vivo شـود و   زنـي اسـتفاده مـي    براي تلقيح بذور در حال جوانه
با استفاده . هاي گياهي وجود ندارد ها و بافت نيازي به كشت سلول

طـور   سوماكلونال به حداقل رسـيده و بـه   تنوع in plantaاز روش 
هـا و مراحـل طـولاني كشـت بافـت       مان، هزينهقابل توجهي در ز

ايـن روش بـراي   ). Supartana et al. 2006(شود  جويي مي صرفه
گياهان تك لپه مانند برنج و گندم كـه از ديـدگاه كشـت بافـت و     

  توانـد جـايگزين    باززايي سرسخت هستند بسيار مفيد بـوده و مـي  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
    

رم برنج رقم حسن ظهور رنگ آبي در نمونه ترانسفو. صورت ظهور رنگ آبي در بافت برگ گياهان برنج و گندم بيان ژن بتاگلوكورونيداز به - 1شكل 
ظهور رنگ آبي در نمونه ). B(و نمونه شاهد از همين رقم ) A(استوسيرينگون با استفاده از خلأ  Mμ100در غلظت  EHA105سرايي با سويه 

 ).D(و نمونه شاهد از همين رقم ) C(استوسيرينگون با استفاده از خلأ Mμ200در غلظتEHA105و سويه  2آذر ترانسفورم گندم رقم 

Figure 1 – Transgenic (left) and nontransgenic (right) leaf of rice (top) and wheat (below) expressing GUS. Formation of 
blue color in Hasan saraie rice cultivar, which transformation was performed by means of vacuum infiltration of EHA105 
strain plus 100 μM Acetosyringone (A) and control sample from the same cultivar (B). The blue color was formed in 
Azar 2 wheat cultivar, which transformation was performed by vacuum infiltration plus 200 μM Acetosyringone (C) and 
control sample from the same cultivar (D). 
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ــود  ــت ش ــن روش در . روش كشــت باف ــرنج  اي ــد ب ــي مانن غلات
)Supartana et al. 2005; Lin et al. 2009( گندم ،)Supartana et 

al. 2006; Janice et al. 2009; He et al. 2010; Razzaq et al. 

  .گزارش شده است) Chumakov et al. 2006(و ذرت  )2011
لپه بـرنج و   سازي انتقال ژن دو گياه تك هدف از اين پژوهش بهينه

 بافـت  روش غيركشت به  A. tumefaciensباكتريي  واسطهبا گندم 
اسـتفاده از دو  گياهـان ترانسـفورم شـده بـا      .و عوامل دخيل است

ژن بتاگلوكورونيـداز   تظاهربراي ارزيابي  GUSآميزي  رنگ آزمون
جفت آغازگر در داخل ناحيـه   3با استفاده از آر .سي.و واكنش پي

T-DNA  پلاسميد گياهي ازpCAMBIA1105.IR تاييد شدند.  
  

  هاروشومواد

 :مواد مورد اسـتفاده هاي باكتري، پلاسميد و  مواد گياهي، سويه
در اين پژوهش سه رقم محلي برنج حسن سرايي، گرده و بينام از 

، 2و سه رقم گندم ديم آذر تحقيقات برنج كشور در رشت ةموسس
 موسسه تحقيقات ثبت و گـواهي بـذر و نهـال   از  الوند و سرداري

و  EHA105م دو سويه اگروبـاكتريو . ندتهيه شدكردستان، سنندج، 
LBA4404  حامل پلاسميد گياهيpCAMBIA1105.IR ) ١كامبيـا ،

ايـن  . جهت انتقـال ژن اسـتفاده شـد   ) AF354045كانبرا، استراليا، 
ــين    ــه هايگرومايسـ ــت بـ ــاوي ژن مقاومـ ــل حـ ، ژن (hpt)ناقـ

در  ٢ون ســينتازبــا اينتــرون چــالك (GUS-Plus)بتاگلوكورونيــداز 
در  CaMV35Sو حـاوي پرومـوتر قـوي     اسـت  5′نزديك پايانـه  

و مــواد  (Rif)٣بيوتيــك ريفامپيســين آنتــي. اســت T-DNAناحيــه 
-bromo-4-chloro-3-indolyl b-D-glucuronide (X-5شـيميايي  

Gluc)  4و'-Hydroxy-3',5'-dimethoxyacetophenone 
ــيرينگون، ( ــيگما ) ASاستوس ــركت س ــين، اسپ٤از ش  ٥كتينومايس

(Spec) ٦و سفوتاكســيم )Cef ( داروپخــش خريــداري  شــركتاز
 . شدند

، ابتدا بذور بـرنج  بدين منظور :انتقال ژن به بذور با اگروباكتريوم
و هيپوكلريت سديم  درصد 90با استفاده از اتانل جداگانه و گندم 

                                                           
1- Cambia 
2- Chalcone synthases 
3- Rifampicin 
4- Sigma 
5- Spectinomycin 
6- Cefotaxime 

و  تـاريكي بذور به مدت دو روز در . ضدعفوني شدند درصد 5/1
گراد درون ظـروف پتـري قـرار گرفتنـد تـا       رجه سانتيد 20دماي 

هـا ظـاهر    چـه در آن  جوانه بزنند و سفيدي حاصل از رشـد ريشـه  
هاي باكتري بر اساس روش گلوين طي سـه مرحلـه و    سويه. شود

 .Gelvin( در سه محيط به صـورت جداگانـه كشـت داده شـدند    

2006( .  
ر جوانه زده بـا  جهت تلقيح بذور با اگروباكتريوم، ناحيه جنيني بذ

هـاي   آغشـته بـه هـر يـك از سـويه     ) متر ميلي 5/0به قطر (سوزن 
ــا عمــق حــدود يــك ميلــي  ــاكتريوم ت متــري ســوراخ شــد  اگروب

)Imanzadeh, 1391 .(   طـور   سپس نيمي از بذور تلقـيح شـده، بـه
ــلأ      ــتگاه خ ــتفاده از دس ــا اس ــلأ، ب ــرايط خ ــت ش ــه تح  جداگان

)Eppendorf, Concentrator plus ( محـيط و تـا زمـان     در دمـاي
بـذور  . جوش آمدن محلول درون محيط كشت القايي قرار گرفتند

گـراد، در   درجه سانتي 23تلقيح شده برنج در اتاقك رشد با دماي 
روز نگهداري شدند تا جوانه بزنند كـه   9شرايط تاريكي، به مدت 

سپس به منظـور  . روز بود 3اين زمان براي بذور تلقيح شده گندم 
 mg/L(بيوتيك سفوتاكسيم  بذور تلقيح شده با آنتي حذف باكتري،

. (Bechtold et al. 1993)به مدت يك ساعت تيمار شدند ) 1000
هاي حاصل وارد گلدان حاوي خـاك مناسـب شـده و بـه      گياهچه

  .گراد منتقل شدند درجه سانتي 28اتاقك كشت با دماي 
 هـا بـا روش   از گياهچـه اي .ان.دي اسـتخراج  :آر.سي.ش پيواكن 

CTAB    انجـام شـد)Murray. 1980 .( بـر   آغازگرهـا هـاي   تـوالي
 GAA TCC-΄5فتـي رناقل شـامل آغـازگر    T-DNAاساس بخش 

TGT TGC CGG TCT T-3′  5و برگشـتي΄-TTG CGC GCT 

ATA TTT TGT T-3′  پايــانبرمربــوط بــه nosآغــازگر رفتــي ،  
5΄-CCG TCC CAA GCA GTT ACA A-3′ ــتي   و برگش

5’-GGT CAC AAC CGA GAT GTC C-3′    مربـوط بـه ژن
GUS-Plus  5رفتـي ، آغـازگر΄-GAT GTT GGC GAC CTC 

GTA T-3′  5و برگشـتي΄-GTG CTT GAC ATT GGG GAG 

T-3′  مربوط به ژن مقاومت بهHyg 5و آغازگر رفتي΄-ATT TGC 

CGA CTA CCT TGG T-3′  5و برگشـتي΄-GAA CAT AGC 

GTT GCC TTG G-3′  نومايسـين اسپكتيمربوط به ژن مقاومت به 
هـاي تـوالي    آغـازگر . شد استفاده گياهان ترانسفورم بررسيجهت 

 Primer3 )(http://frodo.wi.mit.eduافزار  مذكور با استفاده از نرم
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اي .ان.دي ميكروليتر 1شامل آر .سي.پي هاي واكنش. ندطراحي شد
 1هـر كـدام   ) pmoles10 (الگـو، آغازگرهـاي رفتـي و برگشـتي     

 MgCl2ميكروليتر  dNTPs ) mM10( ،5/1ليتر ميكرو 1ميكروليتر، 
) mM50( ، 10X buffer ميكروليتـر   3/0وpolymerase Taq  در

روي ژل آر .سـي .پي ميكروليتر استفاده و محصول 25حجم نهايي 
  .بررسي شد درصد 1آگارز 
آزمـايش   :آميزي براي ارزيابي تظاهر ژن بتاگلوكورونيـداز  رنگ

 .هاي ترانسفورم شده انجـام شـد   براي نمونهگاس  هيستوشيميايي
سـبب تبـديل   ) X-gluc(روي سوبسـتراي مربـوط   گاس  آنزيم اثر
بـر  . شـود  مـي  ههاي تراريخت وردة واكنش به رنگ آبي در نمونهآفر

هـا   متـر از گياهچـه   سانتي 1اين اساس ابتدا قطعات برگي به طول 
از محلـول گـاس    mL1 هاي حاوي  جدا شد و سپس درون تيوب

)ml9/8  اســـتريل، آبmL1  بـــافر فســـفاتmM NaPO45/0،  
tween 20 10  از بـافر  ميكروليتر  200و ميكروليترx-gluc 2mM (
دقيقـه تحـت    5بار و هر بار به مـدت   سهها را  تيوب. وارد شدند

شرايط خلأ با استفاده از دستگاه خـلأ قـرار داده تـا سـطح بـرگ،      
ن كار هـر  اي. و تيره رنگ شود كردهطور كامل جذب  محلول را به

ها را به  تيوب. يابد بار تا جوش آمدن محلول داخل تيوپ ادامه مي
گـراد   درجه سانتي 37ساعت در داخل انكوباتور با دماي  24مدت 

قرار داده و بعد از گذشت اين مدت محلول گاس حذف و شست 
در . انجـام شـد   درصـد  100ها با استفاده از اتـانول   و شوي نمونه
 ,Bartels(توليـد رنـگ آبـي بررسـي شـدند       برايها  نهايت نمونه

2011(.  
ــاري داده  ــل آم ــه و تحلي ــا تجزي ــويه  :ه ــا دو س ــايش ب  ي آزم

ــاكتريوم  ــميد ) LBA4404و  EHA105(اگروبــ ــاوي پلاســ حــ
pCAMBIAl105.1R  سـه غلظـت ،AS  )Mμ0 ،100 ،200(  سـه ،

الوند  ،2آذر(، سه رقم گندم )حسن سرايي، گرده و بينام(رقم برنج 
نيز استفاده از شرايط خلأ استفاده از دستگاه خلأ به  و )و سرداري

صورت فاكتوريل و در قالب طرح كاملاً تصـادفي در سـه تكـرار    
 SASافـزار   نـرم  9هاي آزمايش بـا اسـتفاده از نسـخه     انجام و داده

  . شدند تجزيه و تحيل

  
 بحثوجينتا

اهي هاي گي ـ بودن نمونه تراريخته تأييدو  تجزيه و تحليلمنظور  به

ها انجام  روي نمونهگاس  ابتدا تست هيستوشيميايي مورد بررسي،
حـذف   غير تراريختههاي  بر اين اساس درصد بالايي از نمونه. شد

در ادامه نيـز جهـت   . آزمون شدندآر .سي.پي و بقيه جهت واكنش
 آر.سـي .آزمون پيها كه در  ها، هركدام از نمونه كاهش حجم نمونه

فقط گياهاني كه نتيجه . كنار گذاشته شدنديك ژن فاقد باند بودند 
ها با هر  آنآر .سي.پي و واكنشگاس  هر دو آزمون هيستوشيميايي

 .سه ژن مورد بررسي مثبت بود، تراريخته تلقي شدند

خـارج از   بيوتيك اسپكتينومايسـين  آنتي بهجا كه ژن مقاومت  از آن
 قرار دارد pCAMBIA1105.IRپلاسميد گياهي  T-DNAي  ناحيه

گياهـان ترانسـفورم شـده    آر .سـي .پي ژن فوق در واكنش بنابراين
كند كه بتوان  بررسي تكثير اين ژن كمك مي. شود واقعي تكثير نمي

هاي وكتور  ساير ژنآر .سي.پي تشخيص داد آيا باندهاي حاصل از
هـا   هاي باكتريـايي گياهچـه   ، حاصل از آلودگيGUSو  Hygمانند 

ايش حذف كامل اگروبـاكتريوم بعـد   در اين آزم. بوده است يا خير
پس از تلقيح با . از ترانسفورماسيون به طريق ديگر نيز بررسي شد

، قطعات برگـي  Cefبيوتيك  ها با آنتي اگروباكتريوم و تيمار گياهچه
ــان  ــه و در  T0از گياه ــي 1تهي ــل    ميل ــتريل در داخ ــر آب اس ليت

از  l µ 100ســپس. ليتــري آســياب شــدند ميلــي 5/1هــاي  تيــوب
 Specبيوتيـك   حاوي آنتـي  LBوسپانسيون فوق در محيط كشت س

فقدان كلوني بـر روي ظـروف پتـري    . به مدت سه روز كشت شد
نشان دهنده عاري بودن گياهان مربوط به آلودگي باكتريـايي بـوده   

 .   است

ها انجام شد و بـا اسـتفاده    هاي برگي و بافت از نمونهگاس  آزمون
بررسـي   (GUS)تاگلوكورونيـداز  از ميكروسكوپ براي بيـان ژن ب 

رمـز   UidAرا جايگـاه ژنـي    گزارشـگر ايـن ژن  ). 1شكل (شدند 
 Yu et(دارد  هترين كـاربرد را در گياهـان تراريخت ـ   كند و بيش مي

al.2007 .( كــه  اســتآنــزيم بتاگلوكورونيــداز، محصــول ايــن ژن
گلوكورونيدها را تجزيه و منجر بـه ايجـاد يـك محصـول رنگـي      

هـاي ترانسـفورم    ر اين واكنش رنگ آبي بين سـلول در اث. شود مي
در اين آزمـايش از ناقـل   ). Jefferson et al., 1987(شود  توليد مي

pCAMBIA1105.1R    استفاده شد كـه حـاوي ژنGUS-Plus   بـا
تري نسبت بـه   است و حساسيت بيش .Staphylococcus spمنشأ 
تـرون  چنـين حـاوي يـك اين    اين ژن هم. دارد E.coliاز  UidAژن 

  است كه مـانع بيـان آن در بـاكتري شـده و از آلـودگي باكتريـايي       
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  . كند جلوگيري مي
 GUS-Plusاستفاده و طراحي شده تكثير ژن  آغازگرهايبر اساس 

ــول    ــه ط ــه ب ــك قطع ــكل ( bp445ي ــه  ، )A، 2ش ــت ب ژن مقاوم
و تكثيـر  ) C، 2شـكل  ( bp480هايگرومايسين يك قطعه به طـول  

را توليــد ) B، 2شـكل  ( bp170يـك قطعـه بـه طـول      nos پايـانبر 
بـا اسـتفاده از ژل آگـارز بررسـي شـد و      آر .سي.پي نتايج. كند مي

آر .سـي .پـي  انـد،  هايي كه باندهاي مورد نظر را تكثيـر كـرده   نمونه
  .تلقي شدند همثبت و گياهان تراريخت

نتقـال  ، باكتري و رقم بر كارايي اASمتقابل سطوح  هايبررسي اثر
نشان داد كه در بين آر .سي.پي هاي گاس و ژن با استفاده از آزمون

از  EHA105ي  ارقام برنج مورد اسـتفاده در ايـن پـژوهش سـويه    
بيشترين كـارايي انتقـال ژن   . اگروباكتريوم بيشترين كارايي را دارد

ي  ارقام برنج مربوط به رقم محلي حسن سرايي و استفاده از سويه
EHA105 ت ،در غلظμM100  ازAS    بـوده   درصـد  1/1بـه ميـزان

 دوبـاره بيشترين كارايي انتقال ژن در رقم بـرنج گـرده نيـز    . است
بـه ميـزان    ASاز  μM100، در غلظـت  EHA105ي  همراه با سويه

نسبت بـه دو رقـم ديگـر     بينام برنجرقم . بدست آمد درصد 89/0
ي انتقـال  ن مقدار كارايتري تري داشت اما بيش كارايي انتقال ژن كم

 79/0به ميزان  ASاز  μM100، در غلظت EHA105 ي ژن با سويه

داراي كــارايي نســبتا نيــز  LBA4404 ي ســويه. درصــد نشــان داد
به ترتيـب در   ASاز  μM100اين كارايي در غلظت . متوسطي بود

 05/0و  73/0، 95/0 بينــام معــادلارقــام حســن ســرايي، گــرده و 
در بين سه  ASاز  μM200غلظت كارايي انتقال ژن در . بود درصد

طـوري كـه    تر بود به كم ASاز  μM100رقم برنج نسبت به غلظت 
، در 56/0در رقم حسـن سـرايي    EHA105 ي اين كارايي با سويه

 چنين قابل ذكر هم. بود درصد 12/0بينام و در رقم  4/0رقم گرده 
در رقـم حسـن    LBA4404 ي است كه اين كارايي همراه با سـويه 

 درصـد  01/0 بينام معادلو در رقم  2/0، در رقم گرده 4/0سرايي 
تـرين كـارايي انتقـال ژن در غلظـت      قابل ذكر اسـت كـه كـم   . بود
μM0 ازAS ي اين كارايي با سويه. آمد بدست EHA105   در رقـم

 درصـد  0بينـام و در رقـم   05/0، در رقم گرده 07/0حسن سرايي 
م حسن سـرايي  در رق LBA4404 ي چنين كارايي با سويه هم. بود
بـود   درصـد  0 بينـام معـادل  و در رقـم   03/0، در رقم گرده 06/0

  ).3شكل (
ــد ــام گن ــين ارق ــژوهش ســويه در ب ــورد اســتفاده در ايــن پ  ي م م

EHA105  بــا غلظــت   همــراهاز اگروبــاكتريومμM200  ازAS 
را داشت كه در هـر دو  ) درصد 55/0(ترين كارايي انتقال ژن  بيش

  ايـن مقـدار در رقـم    ). 3شكل (هده شد و سرداري مشا 2رقم آذر 

هاي ترانسفورم شده در تيمار سويه  هياهچگ، GUS-Plusاز ژن  bp445تكثير باند . هاي ترانسفورم شده گياهچهآر .سي.آزمون پي -2شكل 
EHA105  در غلظتMμ200  همراه با اعمال خلأ  2استوسيرينگون گندم رقم آذر)A .(با استفاده از سويه  ترانسفورماسيونEHA105  در غلظت

Mμ100  تكثير باند استوسيرينگون همراه با اعمال خلأ در برنج رقم حسن سرايي وbp170  از ترميناتورnos )B(،  تكثير باند وbp480  از ژن
 .هستندهاي گياهي مورد آزمون ها مربوط به نمونهو شمارهكنترل منفي-،كنترل مثبت+ماركر، C( ،M( مقاومت به هايگرومايسين

Figure 2 – PCR analysis of transformed wheat and rice seedlings. Amplification of a 445 bp from GUS-Plus gene in 
wheat transformed with EHA105 strain plus 200 μM Acetosyringone in Azar 2 cultivar (A); Amplification of a 170 bp 
from the nos terminator gene (B) and a 480 bp from Hygromycin resistance gene (C) in Hasan saraie rice cultivar, 
respectively transformed with EHA105 strain plus 100 μM Acetosyringone. M. Marker, + or C: positive control samples 
and numbers are correspond with the individual plants that were tested.
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كـارايي انتقـال ژن مربـوط بـه     . درصد بـود  2/0گندم الوند معادل 
، 2در سه رقم آذر  ASاز  μM200، در غلظت LBA4404 ي سويه

 ـ درصـد  5/0و  45/0، 1/0سرداري و الوند به ترتيـب   . ود اسـت ب
 ASاز  μM100ظت ، در غلEHA105 ي كارايي انتقال ژن با سويه

 0، 05/0، سرداري و الوند به ترتيب به ميزان 2نيز در سه رقم آذر 
، در غلظـت  LBA4404 ي اين كارايي بـا سـويه  . درصد بود 1/0و 

μM100  ازAS  سرداري و الوند بـه ترتيـب   2نيز در سه رقم آذر ،
  . بود درصد 05/0و  1/0، 25/0به ميزان 

و رقـم حسـن    EHA105 ي بر اساس نتـايج بدسـت آمـده سـويه    
بيشترين كارايي انتقال  ASاز  μM100سرايي برنج همراه با غلظت 

و سـرداري در گيـاه گنـدم بـا      2رقـام آذر و نيز ا) درصد 1/1( ژن
تـرين كـارايي    بـيش  Mμ200 ASو بـا حضـور    EHA105ي  سويه

بـا سـويه    ميزان انتقال ژن. را داشته است) درصد 55/0(انتقال ژن 
 LBA4404 ي از سـويه تر  دار نشده و كم وند معنيمذكور در رقم ال

در رقم  EHA105سويه  به عبارت ديگر،). درصد 2/0(بوده است 
تري نسبت به كـارايي ايـن سـويه در سـاير      الوند گندم كارايي كم

 . ارقام داشته است

نيز مشاهده شد كه عدم اسـتفاده   ASهاي مختلف  در مورد غلظت
رايي انتقال ژن شده است كـه نشـان   از اين ماده منجر به كاهش كا

 Zhao( اسـت مثبت اين تركيب فنوليك در اين دو گياه  اثردهنده 

et al. 2001 .( افزايش غلظتAS  غلظت تاμM200  در ارقام برنج

منجر بـه كـاهش كـارايي انتقـال ژن      پژوهشمورد استفاده در اين 
اثـر  به دليل  احتمال داردشده است كه  μM 100غلظت نسبت به 

ــدگي  هــاي بيشــتر باشــد  در غلظــت ASســميت و ممانعــت كنن
)Saharan et al. 2004.(    اما در مورد ارقام گندم اسـتفاده شـده در

. تـرين كـارايي را داشـت    بـيش  μM200AS غلظـت  پـژوهش اين 
بيشتر استعمال  ASاما  اگرچه تركيبات القاگر مختلفي وجود دارند

ير تركيبـات القـاگر   هاي پايين نسبت به سا شود زيرا در غلظت مي
تري اسـت و از نظـر تجـاري در     داراي خاصيت القا كنندگي بيش

  . (Dye et al. 1997)تري دارد  دسترس و قيمت مناسب
زا در  هـاي بيمـاري   استفاده از تركيب شيميايي القاگر براي القـا ژن 

هاي مورد استفاده بـراي انتقـال ژن غـلات     بسياري از دستورالعمل
توليد نكرده  AS هيچ عنوان بهياهان تك لپه يا گ. توصيه شده است

هاي  كنند كه براي القاي ژن و يا آن را در مقادير بسيار كم توليد مي
زا اگروباكتريوم كافي نيست بـدين منظـور از ايـن تركيـب      بيماري

ز ويك ـ. زا اسـتفاده شـد   هاي بيمـاري  فنولي در محيط كشت القا ژن
از  in plantaانتقـال ژن  در مورد توسـعه روش  ) 2008(همكاران 

تـا  ) 2010(هـي و همكـاران   . استفاده كردنـد  μM200 ASغلظت 
را در گندم قابـل تحمـل گـزارش و مشـاهده      μM400 ASغلظت 

بتاگلوكورونيـداز  كردند كه اين غلظت منجر بـه افـزايش بيـان ژن    
در مورد انتقـال   μM500ASتا  μM50هاي بين  غلظت. شده است

   μM500تر از  هاي بيش ه است، اما غلظتژن گياه برنج گزارش شد

همراه با اثرات متقابل سه غلظت ) ، سرداري و الوند2آذر(و سه رقم گندم ) حسن سرايي، گرده و بينام(كارايي انتقال ژن سه رقم برنج  -3شكل 
 ).LBA4404وEHA105(ي باكتريو دو سويه)200μMو  100، 0(استوسيرينگون 

Figure 3 - Transformation efficiency of three cultivars of rice (Hasan saraie, Gerdeh and Binam) and three cultivars of 
wheat (Azar 2, Sardari and Alvand). The interaction effects of three concentrations of acetosyringone (0, 100 and 
200μM) and two strains of Agrobacterium (EHA105 and LBA4404) are presented in this figure. 
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AS     و ممانعـت كننـدگي دارد    سـميت بر روي رشـد بـاكتري اثـر
)Saharan et al. 2004 .(   در زمينه بهبود انتقال ژن ارقـام مختلـف

عنوان يك شـرايط   به μM 100ASو غلظت  EHA105برنج، سويه 
  ). Hiei et al. 2008(بهينه براي انتقال ژن معرفي شده است 

هـاي   در گياهـان و آزمـايش   LBA4404و  EHA105هر دو سويه 
. انـد  هاي مناسب براي انتقال ژن غلات معرفي شـده  مختلف سويه

در اين آزمايش و در ارتباط با ارقام برنج و گنـدم مـورد اسـتفاده    
داري بالاتر از سويه  طور معني به EHA105كارايي انتقال ژن سويه 

LBA4404 ي سويه. ه استبود EHA105 هـاي   به دليل داشتن ژن
زا بـا   ، فوق بيمـاري LBA4404 ي زا نسبت به سويه اضافي بيماري

ــاني وســيع  ــة ميزب ــال ژن . اســتدامن ــعدر انتق از  در بيشــتر مواق
زا بالا و سـرعت رشـد سـريع اسـتفاده      هاي با قدرت بيماري سويه
  ).Wang. 2006(شود  مي

هـاي   ده در ايـن آزمـايش، سـويه   انجـام ش ـ  هاي پژوهشبر اساس 
زايـي متفـاوتي در    مختلف باكتري داراي شدت و درجـه بيمـاري  

هـا تكامـل    بـاكتري . انـد  ارقام مختلف گياهان برنج و گنـدم بـوده  
هـا،   كارگيري انواع فاكتورها شامل مواد سمي، آنزيم اند تا با به يافته

پروتئينـي  ها افكتورهـاي   ترين آن ساكاريدها و مهم ها، پلي هورمون
بسـياري از ايـن فاكتورهـا بـراي     . كننـد  بيمـاري نوع سوم ايجـاد  

هاي مقاومت گياه و آزادسازي مـواد غـذايي بـه كـار      سركوب ژن
اسـتقرار و تكثيـر    ااين شرايط فيزيولوژيـك منش ـ . شوند گرفته مي

تعـدادي از  . (Jones and Dangle. 2001)هاي باكتري است  سلول

قوه براي سركوب باكتري هستند كـه  هاي گياهي هدف بال مكانيسم
بر . (Aslam et al. 2008)دهي كلسيم است  ها سيگنال از جمله آن

هاي دفـاعي در رقـم حسـن سـرايي      اين اساس ميزان سركوب ژن
بيشتر از ساير ارقام بوده  م احتمال داردبرنج و آذر و سرداري گند

احتمـال  . دار كـاهش يافتـه اسـت    ها به طور معنـي  و ميزان بيان آن
 ها در ارقام مذكور بـوده اسـت   ديگر تأخير در فعال شدن اين ژن

زيـادي در   اثـر هـاي مقاومـت    ژنزيرا زمان و شدت فعـال شـدن   
و  (Kiedrowski et al. 1992)واكنش سازگار يا ناسـازگاري دارد  

برداري بهتـر از   ها در بهره موفقيت برخي سويهشايد علت  بنابراين
از طرفـي ارقـام   . اشين سلول ميزبان در برخي ارقام شـده اسـت  م

. هسـتند  "ارقـام محلـي  "برنج و گندم استفاده شده در اين آزمون 
داراي تنـوع   "اصـلاح شـده  "ام ها بر خلاف ارق ـ اين قبيل ژنوتيپ

هـاي   داخل جمعيت و بين جمعيت بالايي هستند و واكنش ژنتيك
شـايد  . ها انتظار داشـت  ز آنتوان ا مقاومت در مقابل پاتوژن را مي

استفاده از ارقام اصلاح شده در مقايسه با ارقام محلـي، بـه سـبب    
توانسـت كـنش متقابـل     ، بهتـر مـي  كمتر طور نسبي بهژنتيك تنوع 

  .هاي باكتري را آشكار كند هاي گياه و سويه ژنوتيپ
ــال ژن   ــارايي انتق ــاياثرشــرايط خــلأ و در بررســي ك ــل  ه متقاب

و سـه  و ارقام بـرنج  ) LBA4404و  EHA105( هاي باكتري سويه
خلأ مدت شرايط  كوتاهنشان داد كه ايجاد رقم گندم استفاده شده 

ه كـارايي  طـوري ك ـ  شـود بـه   منجر به افزايش كارايي انتقال ژن مي
با استفاده از شـرايط خـلأ و    EHA105 ي انتقال ژن همراه با سويه

حسن سرايي، گرده (و شرايط خلأ همراه با سه رقم برنج ) LBA4404و  EHA105( متقابل سويه هاي باكتري كارايي انتقال ژن اثرات -4شكل 
 ).، سرداري و الوند2آذر(و سه رقم گندم )و بينام

Figure 4 - Transformation efficiency of three cultivars of rice (Hasan saraiy, Gordeh and Binam) and three cultivars of 
wheat (Azar 2, Sardary and Alvand). The interaction effects of bacterial strains (EHA105 and LBA4404) and vacuum are 
presented in this figure. 
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، درصـد  55/0و  68/0 2بدون استفاده از آن به ترتيب در رقم آذر 
 2/0و  4/0و در رقـم الونـد    درصد 55/0و  59/0در رقم سرداري 

 ي ز كـارايي انتقـال ژن همـراه بـا سـويه     بـوده اسـت و ني ـ   درصد
EHA105  با استفاده از شرايط خلأ و بدون استفاده از آن به ترتيب

 2/1، در رقم گـرده  درصد 1/1و  35/1در رقم حسن سرايي برنج 
چنـين   هم. بود درصد 79/0و  94/0بينام رقم  و در درصد 89/0و 

نيز اين افزايش كارايي در مقدار انتقـال ژن   LBA4404 ي در سويه
با استفاده از شرايط طوري كه كارايي انتقال ژن  شود به مشاهده مي

و  37/0، 2گندم رقـم آذر   خلأ و بدون استفاده از آن به ترتيب در
و در رقـم الونـد    درصد 4/0و  54/0، در رقم سرداري درصد 1/0
چنين در بـرنج رقـم حسـن سـرايي بـا       هم. بود درصد 5/0و  6/0

 95/0و  1/1 به ترتيب استفاده از شرايط خلأ و بدون استفاده از آن
و  18/0بينـام  و در رقـم   درصد 7/0و  81/0، در رقم گرده درصد

  ).4شكل (بود  درصد 05/0
ز شرايط خلأ پـس  بر اساس نتايج حاصل از اين پژوهش استفاده ا

كـارايي انتقـال ژن شـد كـه      افزايشاز انجام تلقيح بذور، منجر به 
به سبب بهبود راندمان ورود باكتري به داخل فضـاي   احتمالا دارد
ضـمن اينكـه آسـيب ناشـي از     . هاي گياهي بوده اسـت  بين سلول

كوتيـل ايـن    شرايط خلأ در حدي نيست كه آسيب جدي بـه اپـي  
گزارش مربوط به اسـتفاده از خـلأ جهـت     اولين. كندغلات وارد 

 .Bechtold et al(انتقال ژن، مربوط به گياه آرابيدوپسـيس اسـت   

استفاده از خلأ جهت تلقيح، در گياهان ديگر از قبيل كلـزا  ). 1993

)Xu et al. 2004(  لوبيـا ،)Liu et al. 2005(   و بـرنج)Lin et al. 

  .نيز گزارش شده است) 2009
آماري در نهايـت مشـخص    هاي تجزيهاز  حاصل با توجه به نتايج

 ي در گيـاه بـرنج و اگروبـاكتريوم سـويه    شد كه رقم حسن سرايي 
EHA105 با حضور ،Mμ100 AS  همراه با استفاده از شرايط خلأ

داراي برتري در كارايي انتقال ژن نسبت بـه  ) درصد 1/1به ميزان (
د استفاده در ايـن  ارقام گياه برنج مور. ساير ارقام برنج و گندم بود

پژوهش نسبت به ارقام گندم كارايي انتقال ژن بالاتري نسـبت بـه   
هـاي عمـده    تواند تفاوت ارقام گياهان گندم داشتند كه دليل آن مي

قابل ذكر است كه در بين ارقام گندم . ژنتيك ميان اين گياهان باشد
 ي ري در سـويه و سـردا  2مورد استفاده در اين پژوهش، ارقـام آذر 

EHA105   ــا حضــور ــاكتريوم، ب ــا  Mμ200 ASاز اگروب ــراه ب هم
) درصـد  55/0بـه ميـزان   (دار  استفاده از شرايط خلأ كارايي معنـي 

تـوان   با استفاده از نتايج بدست آمده از ايـن پـژوهش مـي   . داشتند
ــت  ــاربرد موفقي ــال ژن   ك ــز روش انتق ــطة   in plantaآمي ــا واس ب

Agrobacterium tumefaciens  ــال ــام مختلــف را در انتق ژن ارق
  .بومي برنج و نيز ارقام مختلف گندم گزارش داد

 پژوهش گياهان حاصل از انتقال ژن در اينتوضيح است كه  به  لازم
هـا   بودن آن هاي مولكولي را بگذرانند تا تراريخته بايد ساير آزمون

  .تا تراريخته گياهان ترانسفورم شده هستندتاييد شود بنابراين اين 
به توضيح است كه خانم صديقه نصررمزي و آقاي  در ضمن لازم
  .اند زاده سهم مساوي در انجام آزمايش داشته محسن ايمان
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بزرگ در توليد محصولات كشاورزي به شمار  هاي هاي گياهي يكي از محدوديت بيماري
. هاي گندم است ترين بيماري ، يكي از مهمPuccinia triticinaاي با عامل  زنگ قهوه. روند مي

ها، سبب  با توجه به اينكه، استفاده بيش از حد از مواد شيميايي در كشاورزي جهت كنترل بيماري
شود، پيدا كردن روشي جايگزين براي  مواد ميها به اين  آلودگي محيط زيست و مقاومت پاتوژن

هاي گسترده در علم  امروزه پيشرفت. رسد ها امري ضروري به نظر مي مديريت بيماري
هاي دخيل در مقاومت و  بيمارگر، ژن- فهم بشر را از تعاملات بين گياه مولكولي شناسي زيست

د راهكار ژنتيك مناسب و توان ها مي اين يافته. دهي بهبود بخشيده است مسيرهاي سيگنال
در . قرار دهد پژوهشگرانمنظور افزايش مقاومت گياهان به بيمارگرها پيش روي  مدي را بهآكار

ها  توان از آن مي كه، منابع ژنتيك با ارزشي هستند )R genes(هاي مقاومت گياهان  اين ميان ژن
با هدف  پژوهشاين . ه كردزا استفاد مقاوم به عوامل تنش هدر راستاي توليد گياهان تراريخت

مولكولي دو رقم تجاري  تجزيهايزوژنيك گندم و  تا حدوديلاين  15رقم تجاري و  5غربالگري 
عنوان  بر اساس نتايج غربالگري، رقم مرواريد به. انجام شد P. triticinaگندم در تعامل با قارچ 

هاي گندم، در مرحله دو  چهگياه. عنوان ژنوتيپ مقاوم انتخاب شدند رقم حساس و رقم آرتا به
عات هاي اول در سا برداري از برگ تيمار و نمونه P. triticinaبرگي، با سوسپانسيون اسپور قارچ 
 هاي برگي استخراج و پس از ساخت كل از نمونهاي .ان.آر .مختف پس از آلودگي انجام شد

 Quantitative Real Time PCRروشها با استفاده از  ، بيان ژن)cDNA(مكمل اي .ان.دي
(qRT-PCR) هاي  بيان ژن كه نشان داد پژوهشنتايج حاصل از اين . مورد ارزيابي قرار گرفت

PAL ،Lipase  وLTP  زني به شدت  آرتا نسبت به رقم حساس مرواريد، پس از مايهدر رقم مقاوم
هاي  يسمهاي فوق در مكان حاكي از نقش فعال ژن پژوهشهاي حاصل از اين  يافته. افزايش يافت

  .هستند P. triticinaمقاومت گياه گندم با 
 

 هاي كليدي واژه
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  مقدمه

ترين گياهان زراعي اسـت كـه نقـش مهمـي در      گندم يكي از مهم
ــع بشــري دارد  ــه جوام ــوه . تغذي ــگ قه ــاري زن ــل بيم ــا عام   اي ب

Puccinia triticina Eriks.     ،كه به زنگ برگي نيـز معـروف اسـت
هاي گنـدم در برخـي نقـاط دنياسـت      ترين بيماري يكي از مخرب

(Knott, 1989;McIntosh et al.1995).    اين بيمـاري در جهـان در
درجه اول و در ايران بعد از زنگ زرد، در درجه دوم اهميت قرار 

. بهترين شيوه كنترل اين بيماري، استفاده از ارقام مقاوم است. دارد
مقاومت از خصوصيات ژنتيك ميزبان است كه متخصصين اصلاح 

 هـايي  لايناز . كنند نباتات از آن براي توليد ارقام مقاوم استفاده مي
 توان در برنامه شوند مي كه در يك بررسي مقاوم تشخيص داده مي

مقاومت ژنتيك، . عنوان منبع مقاومت استفاده كرد نژادي ديگر، به به
كنـد و   ميزان مصرف سموم شيميايي را كاهش داده و يا حذف مي

محيطـي،   تـرين و از لحـاظ زيسـت    در نتيجه بـه عنـوان اقتصـادي   
  اســتهــاي گيـاهي مطــرح   ش مبــارزه بـا بيمــاري تــرين رو سـالم 

(Roelfs et al.1992) . 

هـاي القـايي    اوليه و پاسـخ  دفاعيدفاع در گياهان بر پايه سدهاي 
هاي  اين واكنش .)(Grover and Gowthaman, 2003استوار است 
انـدازي   راه سيگنالي بوده كه سبب  هاي نياز آغاز شبكه اوليه، پيش

ها ممكن  دنبال حمله پاتوژن به. شوند ي ميهاي دفاعي سراسر پاسخ
هـاي   هاي دورتر از نقطه رخنه هـم در برابـر آلـودگي    است سلول

 ١نام مقاومت سيستميك اكتسابي اي كه به بعدي مقاوم شوند، پديده
توسـط   SARهـاي گيـاهي،    در بسـياري از گونـه  . شود خوانده مي

 Thomma et( افتـد  به راه مـي  ٢افزايش سيستميك ساليسيك اسيد

al.1998( .نوعي مقاومت است كه در ، ٣مقاومت سيستميك القايي
زا بـر روي   اثر حملـه سـودوموناس و رايزوباكترهـاي غيربيمـاري    

هـا،   شـود و حفاظـت سيسـتميك عليـه قـارچ      ريشه گياه القـا مـي  
، ISRمـوارد پديـده    بيشتردر . كند ها ايجاد مي ها و ويروس باكتري

هـاي در   يسـيليك اسـيد و پـروتئين   مستقل از توليـد و تجمـع سال  
هاي دفاعي وابسـته بـه    و نيازمند پاسخ استزايي  ارتباط با بيماري
 طور كامـل  به ISRمكانيسم دقيق . و اتيلن است ٤جاسمونيك اسيد

                                                           
1- Systemic acquired resistance (SAR) 
2- Salicylic acid (SA) 
3- Induce Systemic Resistance (ISR)  
4- Jasmonic acid (JA) 

هـاي دفـاعي وابسـته بـه      رسد پاسخ نظر مي بهمشخص نيست ولي 
 هاي وابسته ها و پاسخ جاسمونيك اسيد و اتيلن توسط نكروتروف

پوشـاني بـين    به هرحال هـم . ها فعال شود توسط بيوتروف SAبه 
سينرژيسـتي، بـين    اثرهـاي مسيرهاي سـيگنالي مختلـف و گـاهي    

گزارش شـده اسـت    JA، اتيلن و SAمسيرهاي مختلف وابسته به 
(Thomma et al.1998) . مسير دفاعي در ارتباط بـا افـزايش    3هر

هـاي مـرتبط بـا     ئينپـروت . هاي دفاعي زيادي هستند هاي ژن نسخه
هاي خـاص ميزبـاني    عنوان پروتئين به طور معمول به، ٥زايي بيماري

طور طبيعي در گياهان غيرآلوده در سـطح بسـيار پـايين     كه بهبوده 
چنـين   ها، هم ها، حشرات و جونده پس از حمله پاتوژنتوليد، ولي 

يابنـد   زاي محيطي افـزايش مـي   پس از جراحات و شرايط استرس
)Van Loon et al.2006( .  

٦PAL     آنزيمي حياتي در مسير فنيل پروپانوئيد اسـت كـه نقـش ،
ساخت مهمي را در مقاومت گياهان از طريق دخالت در مسيرهاي 

كـه فعاليـت فيتوالكسـيني     ٨يـدها يپروپانو و فنيل ٧يدهايايزوفلاونو
چنـين در تركيبـات ليگنـين،     ايـن پـروتئين هـم   . كند دارند ايفا مي
ر مواد فنلي ديواره سلولي گياه ميزبان كه در محـل  سوبرين و ديگ

منظـور جلـوگيري از    حمله بيمارگر در ساختارهايي مانند پاپيلا، به
مـاده   عنـوان يـك پـيش    يابند، به هاي قارچ تجمع مي گسترش هيف

عنوان  هاي متعدد، به در بررسي PALافزايش بيان ژن  .كند عمل مي
، فعـال كـردن   SAدر افزايش مستقيم  اثرژن دخيل در مقاومت، با 

و نيز القاي سريع مـرگ  PR هاي  و به دنبال آن بيان ژن NPR1ژن 
ــه اثبــات رســيده اســت   در  .(Fitzgerald et al.2004)ســلولي ب

هـاي دفـاعي    در پاسـخ  PALانجام شده، نقش مـوثر   هاي پژوهش
نقـش  . (Zhu et al.1995) ها اثبات شده است  گياهان عليه پاتوژن

هاي دفاعي پس از عفونت با قارچ عامل زنـگ   پاسخ در PALمهم 
  .(Li and Liao, 2003)، در گندم اثبات شده است 9)سياه(ساقه 

Lipase را دارد و نقـش   استرها هيدروليزي است كه توانايي آنزيم
را ايفـا   اسيد چـرب و  گليسرولبه  گليسريد ترياختصاصي تبديل 

 از لحــاظليپــاز . گوينــد مــي ليپــوليزكنــد كــه بــه ايــن عمــل  مــي

                                                           
5- Pathogenesis Related Proteins 
6- Phenyl alanin ammonia lyase 
7- isoflavonoids 
8- phenylpropanoids 
9- Puccinia graminis f.sp. tritici  
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 وسـيله هيـدروليز بانـدهاي    ها را به ، دگرگوني چربيشناسي زيست
fatty acyl ester در acyl glycerol  كنـد  ، آغـاز مـي )Carriere et 

al.1994( .دانست كه  استرازهااز اي  توان زيرمجموعه ليپازها را مي
آب -تري، دي و منوگليسيريدهاي موجود در حدفاصل بين روغن

ــژوهشدر . كننــد را هيــدورليز مــي ــر روي ا هــاي پ نجــام شــده ب
هاي عامل زنگ، افزايش قابل تـوجهي در   هاي ژنتيك قارچ ويژگي

هاي گندم آلـوده بـه زنـگ     ميزان بيان چند نوع آنزيم ليپاز در برگ
توانـد بيـانگر نقـش ايـن      اين مسئله مـي . سياه، مشاهده شده است

  .(Duplessis et al.2011)پروتئين در مقاومت باشد 
LTP10 نتقـال دهنـده ليپيـد، از اعضـاي خـانواده      هـاي ا  يا پروتئين

PR14    هستند كه داراي فعاليت ضدقارچي و ضـدباكتريايي قـوي
هاي گياهي، ليپيد يا چربي،  در سلول. (Molina et al.1993) هستند

به غشاهاي  11خود يعني شبكه آندوپلاسمي ساختاز محل اصلي 
شود  سلولي مانند كلروپلاست و غشاي ميتوكندري مننتقل مي درون

چربـي در داخـل سـلول هسـتند      ها مسئول انتقـال  كه اين پروتئين
(Wirtz, 1991) .غشايي انـواع   ها انتقال بين گروهي از اين پروتئين
كننـد   هاي آلي به غير از چربي را نيز تسهيل مـي  ديگري از ملكول

. (Pozanski et al.1999)شوند  ناميده مي None specific-LTPكه 
در ژنوتيـپ حسـاس گنـدم،     LTPاز انـواع   يكـي  12افزايش بيـان 

و  Fusarium graminearumموجب افزايش مقاومت آن در برابر 
 Cochliobolus sativus، قـارچ عامـل پوسـيدگي معمـولي ريشـه     

در لاين مقاوم  LTPنرخ بيان پروتئين  .(Zhu et al.2012)شود  مي
 در سـطح  حسـاس  لايـن مقايسه با اي در  به زنگ قهوه آلودهگندم 

  .(Hulbert et al.2007)بالاتري قرار دارد 
و  هـا  تيكي از رويكردهاي مهندسي ژنتيـك بـراي مبـارزه بـا آف ـ    

كاري ژنتيك و  گياه از طريق دست كردنهاي گياهي، مقاوم  بيماري
هاي توليدكننـده   توليد گياهان تراريخته حاوي ژن. استانتقال ژن 
گرهـاي خاصـي   و بيمار هـا  كه در مقابـل آفـت   هاي سمي پروتئين

بسيار سمي و مؤثر بوده و در عين حال براي انسان، گيـاه، محـيط   
هـاي كـاربردي    زيست و حشرات مفيـد، زيـاني ندارنـد، از مثـال    

  هـاي مقاومـت گياهـان    ژن. اسـت مهندسي ژنتيك در كشـاورزي  
)R genes(هـا در   تـوان از آن  ، منابع ژنتيك با ارزشي هستند كه مي

                                                           
10- Lipid Transfer Proteins  
11- ER  
12- Overexpress 

  .زا استفاده كرد مقاوم به عوامل تنش هاريختراستاي توليد گياهان تر
طـور   بـه  لايـن  15مقاومـت  درجـه   ارزيـابي با هدف  پژوهشاين 

جدايـه   رقـم تجـاري گنـدم در پاسـخ بـه      5ايزوژنيـك و   تقريبي
اي، بر اساس تراكم جـوش يـا    قارچ عامل زنگ قهوه مشخصي از

چنـين نـرخ    هـم . ها در واحد سطح انجام شد ميانگين تعداد جوش
در ارقام حساس و مقاوم گندم   LTPو PAL ،Lipaseهاي  ان ژنبي

سـازي بـه    هاي مختلف پس از آلوده تجاري انتخاب شده، در زمان
   .اي مورد ارزيابي قرار گرفت عامل زنگ قهوه

  
  ها روشومواد

اي مربوط بـه منطقـه    در اين بررسي جدايه زنگ قهوه: تهيه نمونه
رقم تجاري گندم شامل آرتـا،   5، )90-20با شماره ايزوله (ساري 

 طـور تقريبـي   بهلاين  15و همچنين  3دريا، مرواريد، تجن و مغان 
، Lr1 ،Lr2a ،Lr3 ،Lr9 ،Lr10 ،Lr11ايزوژنيـــك گنـــدم شـــامل 

Lr12 ،Lr16 ،Lr19 ،Lr21 ،Lr24 ،Lr25 ،Lr26 ،Lr28 و Lr34 ) با
بـه  ) مورفولوژيـك پيشـين   هـاي  پژوهشتوجه به نتايج حاصل از 

ــينمنظــو ــايش  ر تعي ــاي درجــه مقاومــت و حساســيت در آزم  ه
ترين ارقام،  ترين و مقاوم ملكولي حساس تجزيهغربالگري و سپس 

انتخاب و از موسسه تحقيقات اصلاح و تهيه نهال و بذر كرج تهيه 
  .شد

قارچ، اسپور به روش تك جـوش   جدايهبراي تكثير : تكثير اسپور
روزه رقــم  7 هــاي خــالص و ســپس بــر روي بــرگ اول گياهچــه

زني شده در محـيط   هاي مايه گياهچه. زني شد حساس بولاني، مايه
درجه سلسيوس و در رطوبـت اشـباع،    17تا  15تاريك، در دماي 

 25تا  20ساعت نگهداري و سپس به گلخانه با دماي  24به مدت 
اسـپور  . منتقل شـدند  درصد 75درجه سلسيوس و رطوبت نسبي 

ي پلاسـتيكي و در فريـزر بـا دمـاي     ها خالص تكثير شده در ويال
درجه سلسيوس نگهداري و براي فعال كردن مجدد اسپورها،  -40

درجه سلسيوس  42دقيقه در دماي  3هاي پلاستيكي به مدت  ويال
دقيقه  45ماري و سپس در دسيكاتور حاوي آب مقطر به مدت  بن

  .قرار داده شدند
هـت  ج: همسـان جهـت آزمـون غربـالگري     هاي گياهچهتوليد 

 24عدد بذر از هر لايـن بـه مـدت     20اصلي،  هاي لاينغربالگري 
ساعت در ظرف حاوي آب مقطر و سپس بـر روي كاغـذ صـافي    



 همكارانو  اصغري عارفه  ... عامل زنگهاي مولكولي دو رقم گندم به قارچ  ارزيابي پاسخ

 

 84 1392بهار و تابستان / 1شماره / دومدوره / و ايمني زيستيژنتيك مهندسي 

 

پـس از مرطـوب كـردن    . درون تشتك پتري استريل قرار داده شد
زنـي،   ترشـدن جوانـه   كاغذ صافي بـا آب مقطـر، بـراي يكنواخـت    

س نگهـداري و  درجه سلسيو 25ها در ژرميناتور و در دماي  پتري
هـاي حـاوي خـاك     ساعت بذور جوانه زده بـه گلـدان   48بعد از 

 16هـا در اتاقـك رشـد بـا تنـاوب       گياهچـه . استريل منتقل شدند
ساعت تـاريكي   8درجه سلسيوس و  22ساعت روشنايي با دماي 

و بـه   درصـد  75درجه سلسيوس، بـا رطوبـت نسـبي     20با دماي 
  .مدت يك هفته نگهداري شدند

هـاي حـاوي    ، بريده و در پتـري روزه 7هاي  ول گياهچههاي ا برگ
 20نــيم درصــد حــاوي  water agarمحــيط كشــت نيمــه جامــد 

هاي مربوط بـه   برگ. گرم در ليتر بنزيميدازول قرار داده شدند ميلي
طور تصادفي و با تكرارهـاي   هاي ايزوژنيك و ارقام تجاري به لاين

مرتبه  2ن آزمايش اي. مساوي در كنار هم در هر پتري پخش شدند
بـه منظـور   . شد بررسيبرگ از هر لاين  14تكرار و در هر تكرار 

ليتـر آب   اسپور در هـر ميلـي   107زني، از سوسپانسيون حاوي  مايه
اسـتفاده و سوسپانسـيون بـر روي     20مقطر استريل حاوي تـويين  

سـاعت در ژرمينـاتور    24هـا بـه مـدت     پتري. ها اسپري شد نمونه
درجه سلسيوس و با رطوبـت اشـباع    17تا  15 تاريك و در دماي

درجـه سلسـيوس و    25-20نگهداري و سپس به گلخانه با دماي 
  .منتقل شدند درصد 75رطوبت 

زني، ارزيابي ميـزان   دوازده روز بعد از مايه: ارزيابي تيپ آلودگي
حساسيت هر لاين براساس شمارش تعداد جوش در سطح معيني 

متـر مربـع از هـر     سانتي 5/2ها در  شتعداد جو(هاي آلوده  از برگ
 تجزيـه . و بوسيله اسـتريو ميكروسـكوپ، صـورت گرفـت    ) برگ

تكرار انجام شده آزمـون غربـالگري، بـا روش     2ها در  آماري داده
Duncan's Multiple Range Testانجام شد ،.  

جهت بررسي : ملكولي تجزيهجهت  نمونهآوري  زني و جمع مايه
ژنوتيـپ  (و مرواريـد  ) ژنوتيـپ مقـاوم  (ا ارقام تجاري آرت ملكولي
 7هـاي   گياهچه. بر اساس نتايج غربالگري انتخاب شدند )حساس

، بـا  )آرتا و مرواريـد (ملكولي  تجزيهروزه ارقام مورد آزمايش در 
اســپور در هــر  107سوسپانســيون اســپور تهيــه شــده بــه غلظــت 

 24هـا در اتـاق رشـد بـه مـدت       گياهچه. زني شدند ليتر، مايه ميلي
درجه سلسيوس و رطوبـت   17تا  15ساعت در تاريكي در دماي 

 16درجـه سلسـيوس تنـاوب     25تـا   20اشباع و سپس در دمـاي  

گيري  نمونه. درصد نگهداري شدند 75ساعت روشنايي و رطوبت 
زني و در سـاعات   ها در زمان پيش از مايه هاي اول گياهچه از برگ

س از پـودر شـدن بـا    و پ پس از تلقيح انجام گرفت 48و  24، 12
  .درجه سلسيوس نگهداري شدند -80ازت مايع در فريزر با دماي 

محتوي : ها از نمونها ژنومي .ان.دي زدودنو اي .ان.آر استخراج
ي مختلـف  هـا  برداري شده در زمان نمونه هاي برگاز اي كل .ان.آر

بـه  . انجـام شـد  ) شـركت سـيناژن  ( RNXplusبا استفاده از كيـت  
ــور زدودن ــهاي .ان.دي منظـ ــومي از نمونـ ــاي ژنـ ، از اي.ان.آر هـ

طبق  Fermentasساخت شركت   RQ1 RNase-free DNaseكيت
  .شددستورالعمل شركت سازنده استفاده 

منظـور بررسـي    به: استخراجياي .ان.آر كميتبررسي كيفيت و 
هـاي   نمونـه . شـد استخراجي از دو روش استفاده اي .ان.آر كيفيت

ــا اســتفاده   ــارز اســتخراج شــده، ب ــافر 5/1از ژل آگ   درصــد در ب
(40mM Tris acetate, 1 mM EDTA 1X) TAE  شـدند بررسي .

دقيقــه  15بــه مــدت   (µg/mL 0.5)ژل در اتيــديوم برومايــد  
خـوان   دستگاه ژل UVآميزي و بعد از شستشو با آب مقطر با  رنگ

هـا   درجه خلوص و غلظت نمونـه . برداري شد كداك از آن عكس
ــوج  ــول م ــاي  در ط ــتگاه    280و  260ه ــيله دس ــانومتر و بوس ن

  .شداسپكتروفتومتر بررسي 
بـا اسـتفاده از كيـت     cDNA: كيفيـت  بررسيو  cDNAساخت 

Revert Aid First Standard cDNA ) شركتFermentase ( و بر
سـاخته   استخراج شدهاي كل .ان.محتوي آر اساس دستورالعمل، از

سـيوس نگهـداري   درجه سل -20در  ها تا زمان استفاده نمونه. شد
 اي بـا اسـتفاده از واكـنش زنجيـره     cDNAتكثيـر قطعـات    .شدند
ارزيـابي محصـول   . اكتين انجام شد-و جفت آغازگر بتا ١٣مراز پلي

  TBEبـافر درصـد در   5/1بـر روي ژل آگـارز   آر .سـي .پي واكنش
  .صورت گرفت

  Quantitativeروشبــه كمــك هــا  بررســي ميــزان بيــان ژن

real- time PCR :بوسيلهها  بيان ژن qRT-PCR ،  و با اسـتفاده از
 M*3000Pمربوطـه در دسـتگاه   آغازگرهايو Syber green كيت 

thermal cycler   (BioRad)   انجـام شـد.Lμ2  ازcDNA   رقيـق
ها استفاده شـد   عنوان الگو در واكنش از هر نمونه به )ngr 50(شده 

  Lμ5/8سايبرگرين و Lμ5/7از هر آغازگر،  Lμ1: و به تركيب
                                                           

13- Polymerase Chain Reactin (PCR) 
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  دماي اتصال

)°c( 

 طول نوكلئوتيد
(bp) 

  توالي آغازگر
(5'→3') 

نام آغازگر

60 150 F: GGAAAAGTGCAGAGAGAACG  
R: TACAGTGTCTGGATCGGTGG  

TaActin 

60 145 F: CACAAAATATCGACCCACCAC    
R: ACTGGGTATTCGTCTGTCAGC     

TaLipase 

60 148 F: ACGTAGGTACTCCTCTCGCTGT     
R: GTTGATCGACCACTTCTTCTCA     

TaLTP 

60 150 F: CCAATGTTCTGTCCGTCCTT             
R: CTTCAGCTTGTGGGTCAGGT   

TaPAL 

  
جهـت   دمـايي  پارامترهاي. افزوده شد) Lμ 20:نهاييحجم (آب 

  .تكثير مطابق زير است
  .درجه سيلسيوس 95دقيقه در  4: سازي اوليه مرحله واسرشته -1
  .درجه سيلسيوس 95ثانيه در  30: سازي مرحله واسرشته -2
  .درجه سيلسيوس 60ثانيه در دماي  30: مرحله اتصال آغازگر -3
  .درجه سيلسيوس 72ثانيه در دماي  20: مرحله تكثير -4
  . درجه سيلسيوس 60دقيقه در دماي  5: نهاييمرحله تكثير  -5
  .4الي  2مرتبه چرخش بين مراحل  40و 

 1نيـز در جـدول    پژوهشاستفاده در اين  موردليست آغازگرهاي 
دار  عنوان ژن خانه به β-Actin از ژن ها در تمام آزمايش. آمده است
  . تكرار انجام گرفت 2در آر .سي.پي هاي تمام واكنش. استفاده شد

  افـزار  بـا نـرم   Real timeهـاي دسـتگاه    داده تجزيه: ها داده زيهتج
Bio-Rad cfx manager نرخ بيان هر ژن در ايـن روش  . انجام شد

 CT)ΔΔ(-2 (Livak and Schmittgen, 2001)با اسـتفاده از فرمـول   
  .محاسبه شد

ΔCT)  نمونه كنترل– ΔCT نمونه آزمايش(  =ΔΔCT  

CT) ١٤ -دار ژن خانهCT ژن هدف(  =CTΔ  
، اكسـل  افزار در نرم TTESTو  STDEV، با محاسبه ها داده تجزيه

  .انجام گرفت

  
 بحثوجينتا

طـور   بـه لايـن   14آماري نتايج حاصل از واكنش غربالگري  تجزيه
رقم تجاري گنـدم در مقابـل جدايـه زنـگ      5ايزوژنيك و  تقريبي

                                                           
14- Threshold Cycle (Ct)   

بـا  ) متـر مربـع از هـر نمونـه     سانتي 5/2تعداد جوش در (اي  قهوه
، نشـان داد كـه اخـتلاف    Duncan's Multiple Range Testروش 

هـاي حسـاس در ميـزان     هاي مقاوم در مقايسـه بـا لايـن    بين لاين
اي در سـطح پـنج درصـد     حساسيت به قـارچ عامـل زنـگ قهـوه    

  ). 2و  1شكل ( P ≤ 0.05)(دار است  معني
 هـاي  رقم آرتا و در بين لايـن ، تجاريدر بين ارقام بر اين اساس، 

بيشـترين نـرخ مقاومـت را نشـان      Lr2aايزوژنيـك   طور تقريبي به
بـه ترتيـب در بـين ارقـام      Lr11چنين رقـم مرواريـد و    هم. دادند

تـرين ميـزان    ايزوژنيـك، بـيش   طور تقريبـي  بههاي  تجاري و لاين
ترين مقاومت به ترتيـب   در مجموع بيش. حساسيت را نشان دادند

و  مشاهده شد 3و مغان Lr2a ،Lr26 ،Lr19 ،Lr28، Lr24در آرتا، 
Lr25 ،Lr16 ،Lr1 ،Lr10 ،Lr21 ،Lr12 ،Lr3 ،Lr34 ،تجن ،Lr11 ،

هـا ارزيـابي شـدند     ترين ارقـام و ژنوتيـپ   دريا و مرواريد حساس
  ).2و  1شكل (

هـاي قـارچ عامـل بيمـاري در      در اين بررسي شمارش تعداد كلني
رسـد   يناهمگن بوده كه به نظـر م ـ  Lr9تكرارهاي لاين ايزوژنيك 

رو از  از اين. اين امر به دليل عدم خلوص بذور در لاين فوق باشد
 .بيان نتايج مربوط به اين لاين صرف نظر شده است

بـا   Lrهـاي   بخشي از نتـايج ايـن بررسـي در ارتبـاط بـا ژنوتيـپ      
 (,Afshari et al.2005;Afshariهــاي قبلــي مطابقــت دارد يافتــه

افشاري و همكـاران در   انجام شده توسط هاي پژوهشدر  .2008)
، Lr37 ،Lr36 ،LR34 هـاي  هاي حـاوي ژن  ، براي لاين1386سال 
Lr35،Lr29 ،Lr28 ،Lr25 ،Lr19 ،Lr18   وLr9  زايـي   بيمـاري

  مشاهده نشد و در تمامي مناطق مـورد بررسـي واكـنش مقاومـت     

 .مرازاي پلي زنجيره هاي آغازگرهاي مورد استفاده در آزمايشجفت-1جدول

Table 1- Properties and Nucleotide sequences of primers used in qRT-PCR. 
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نجـام شـده   ا هـاي  پـژوهش در . )Afshari et al.2005(نشان دادند 
هـاي   هـاي حـاوي ژن   ، بـراي لايـن  1389توسط افشاري در سال 

Lr2a ،Lr36 ،Lr32 ،Lr29 ،Lr28 ،Lr26 ،Lr25 ،Lr23 ،Lr19 ،
Lr14  وLr9 مشاهده نشد و در تمـامي منـاطق مـورد     زايي بيماري

  .)Afshari, 2008(بررسي واكنش مقاومت نشان دادند 
  

و مرواريـد پـس از   هاي دفاعي در ارقام آرتـا   بررسي بيان ژن
  P. triticinaآلودگي با قارچ 

درارقام آرتا و مرواريد پس از آلـودگي بـا    PALنرخ بيان ژن 
در پاسخ به آلودگي در هر  PALميزان بيان ژن : P. triticinaقارچ 

افـزايش   15زنـي   مايـه دو رقم آرتا و مرواريد، در سـاعات پـس از   
زنـي    پـس از مايـه   12بيشينه بيـان ايـن ژن نيـز در سـاعت     . يافت

در هر دو لاين مشاهده  germ tubeزني و تشكيل  همزمان با جوانه
                                                           

15- Hour after inoculation (hai) 

در  مجدداشد و نرخ بيان اين ژن پس از زمان اوج كاهش يافت و 
همزمان با تشـكيل هوسـتوريوم و   ) در اثر عفونت ثانويه( 48زمان 

ــت     ــزايش ياف ــارچ اف ــيليومي ق ــبكه ميس ــعابات ش ــزان . انش مي
و  24، 12هـاي   در رقم مقاوم آرتا در زمـان هاي اين ژن  رونوشت

برابر زمـان   22/7و  4، 2/17به ترتيب ساعت پس از آلودگي،  48
نـرخ بيـان ايـن ژن در    ). 3شكل (صفر به عنوان شاهد بوده است 

ساعت پس از آلودگي بـه   48و 24، 12هاي  رقم مرواريد در زمان
ده اسـت  برابر زمان صفر اين رقـم بـو   97/3و  98/2، 03/4ترتيب 

برابر  2/4در زمان اوج در رقم مقاوم آرتا  PALبيان ژن ). 3شكل (
اي  مقايسـه  آزمون. آن در زمان مشابه در رقم حساس مرواريد بود

t-test درصد بـه ترتيـب    1و  1/0داري در سطح  نيز اختلاف معني
زني بين اين دو رقم نشـان داده   پس از مايه 48و  12هاي  در زمان

   ).3شكل (است 

  هــاي خــود بــر روي  ، در پــژوهش)2009(كــوان و همكــاران  ژان

 .اي گندم ايزوژنيك گندم در مقابل با قارچ عامل زنگ قهوهطور تقريبيبهلاين2رقم تجاري و5نتايج آزمون غربالگري -1لشك

Figure 1- The result of screening 5 commercial and 2 near-isogenic lines of wheat in response to P. triticina. 

 .اي گندم يزوژنيك گندم در مقابل با قارچ عامل زنگ قهوهاطور تقريبيبهلاين14نتايج آزمون غربالگري -2شكل 

Figure 2- The result of screening 14 near-isogenic lines of wheat in response to P. triticina. 
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اي گندم، افزايش فعاليـت   ها در زنگ قهوه پروتئين Gبررسي نقش 
تـر از   را در همان مراحل اوليه آلودگي و سريع PALدفاعي آنزيم 
در  .ZhanQuan et al.2009)(ها مشاهده كردنـد   پروتئين PRساير 

در رابطه بـا بيـان ژن    )2010(انجام شده توسط پاول  هاي پژوهش
PAL    در برابر زنگ زرد فعاليت ضدميكروبي آن در مراحـل اوليـه

 .(Powell, 2010)است  پس از آلودگي مشاهده شده

درارقام آرتا و مرواريد پس از آلودگي بـا   Lipaseنرخ بيان ژن 
در هر دو رقم آرتا و مرواريد  Lipaseبيان ژن : P. triticinaقارچ 

يابد و در سـاعت   اي افزايش مي پس از آلودگي با قارچ زنگ قهوه
پس از آلودگي همزمان با تشكيل آپرسـوريوم و بـه دنبـال آن     24

نرخ بيان ايـن ژن در هـر   . رسد ميخ رخنه به بيشينه سطح خود مي
تـا  بيان اين ژن در رقم آر. يابد دو رقم پس از زمان اوج كاهش مي

، 75/5ساعت پس از آلودگي به ترتيب  48و  24، 12هاي  در زمان
شـكل  (عنوان شاهد بوده اسـت   برابر زمان صفر به 84/4و  43/12
 48و  24، 12هـاي   نرخ بيان اين ژن در رقم مرواريد در زمـان ). 4

برابـر زمـان    09/2و  02/3، 35/1ساعت پس از آلودگي به ترتيب 
در زمـان اوج   Lipaseبيان ژن ). 4 شكل(صفر اين رقم بوده است 

برابر آن در زمان مشـابه در رقـم حسـاس     1/4در رقم مقاوم آرتا 
داري  نيز اختلاف معني t-testاي  آزمون مقايسه. ه استمرواريد بود

  بين اين دو رقم نشان  24و  12هاي  درصد در زمان 1/0در سطح 

 درصـد  5دار در سطح  اختلاف معنيt-test آزمون بر اساس  .P. triticinaدر ارقام آرتا و مرواريد پس از آلودگي با قارچ  PALنرخ بيان ژن  -3شكل 
 .مشخص شده است*** با  درصد 1/0دار در سطح  و اختلاف معني** با  درصد 1دار در سطح  ، اختلاف معني*با 

Figure 3- Effect of P. triticina on PAL activity in susceptible (Morvarid) and resistant (Arta) uninfected (0 hai) and infected 
(12, 24 and 48 hai) wheat. Analysis of data by Student’s t-test showed significant difference between two cultivars 
(P<0.001=***, P<0.01=**, P<0.05=*). 

 5دار در سـطح   اخـتلاف معنـي  t-test بر اساس آزمون  .P. triticinaدر ارقام آرتا و مرواريد پس از آلودگي با قارچ  Lipaseنرخ بيان ژن  -4شكل 
 .مشخص شده است ***با  درصد1/0دار در سطحو اختلاف معني**باددرص1دار در سطح ، اختلاف معني*بادرصد

Figure 4- Effect of P. triticina on Lipase activity in susceptible (Morvarid) and resistant (Arta) uninfected (0 hai) and 
infected (12, 24 and 48 hai) wheat. Analysis of data by Student’s t-test showed significant difference between two 
cultivars (P<0.001=***, P<0.01=**, P<0.05=*). 



 همكارانو  اصغري عارفه  ... عامل زنگهاي مولكولي دو رقم گندم به قارچ  ارزيابي پاسخ

 

 88 1392بهار و تابستان / 1شماره / دومدوره / و ايمني زيستيژنتيك مهندسي 

 

 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  ).4شكل(داده است 
، ميزان بيان ژن )2005(شده توسط لو و همكاران  در بررسي انجام

ليپاز در هر دو لاين مقاوم و حساس گندم، پس از آلودگي با عامل 
، افزايش داشـته اسـت و در   Tilletia triticiسياهك معمولي گندم 

پس از آلودگي به حداكثر سطح خـود رسـيده اسـت و     16ساعت 
ان ايـن آنـزيم   البته نرخ بي. سپس به صورت تدريجي كاهش يافت

 Lu et)در لاين مقاوم، همواره بيشتر از لاين حساس بـوده اسـت   

al.2005) . همچنين در مطالعه انجام شده توسط باقري بجستاني و
، نرخ بيان ژن ليپاز، در لاين مقاوم گندم در برابر )2012(همكاران 

پس  12، در ساعت FHB ،Fusarium graminearumقارچ عامل 
يشترين سطح خود رسيد كه بيانگر نقش مثبت ايـن  از آلودگي به ب

ژن در مقاومت است كـه بـا نتـايج ايـن بررسـي مطابقـت دارنـد        
(Bagheri Bajestani et al.2012). 

در ارقام آرتا و مرواريد پس از آلـودگي بـا    LTPنرخ بيان ژن 
در هر دو رقـم آرتـا و مرواريـد     LTPبيان ژن : P. triticinaقارچ 

يابد و در ساعت  اي، افزايش مي ا قارچ زنگ قهوهپس از آلودگي ب
پس از آلودگي، همزمان با تشكيل آپرسـوريوم و بـه دنبـال آن     24

نرخ بيان اين ژن در هر . رسد ميخ رخنه، به بيشترين سطح خود مي
بيـان ايـن ژن در   . تدريج كاهش يافت هدو رقم پس از زمان اوج ب

پـس از آلـودگي بـه    سـاعت   48و  24، 12هـاي   رقم آرتا در زمان
عنـوان شـاهد    برابر زمان صفر بـه  86/23و  84/28، 54/14ترتيب 

در رقم حساس مرواريـد نيـز    LTPبيان ژن ). 5شكل (است  بوده

، 59/5ساعت پس از آلودگي به ترتيـب   48و 24، 12هاي  در زمان
بيـان  ). 5شكل (است  برابر زمان صفر اين رقم بوده 00/8و  17/9

برابـر آن در زمـان    1/3وج در رقم مقاوم آرتـا  در زمان ا LTPژن 
نيـز   t-testاي  آزمـون مقايسـه  . مشابه در رقم حساس مرواريد بود

 48و  24هـاي   در زمـان  درصـد  1/0داري در سطح  اختلاف معني
  ).5شكل (بين اين دو رقم نشان داده است 

ــدو   ــيا اولم ــا و گارس ــژوهشدر ) 1994(مولين ــر پ در  LTPژن  اث
ها، مشاهده كردند كـه سـطح بيـان     عي جو به پاتوژنهاي دفا پاسخ

 Blumeriaاين ژن پس از آلودگي به قارچ عامل سفيدك پـودري  

graminis f.sp hordei     در رقم مقاوم افـزايش يافتـه و در سـاعت
زني به اوج خود رسيد كـه بـا نتـايج ايـن بررسـي       پس از مايه 16

اس بـــر اســـ. (Molina and Olmedo, 1993)مطابقـــت دارد 
سـطح  ) 2010(انجام شده توسط ژنـگ و همكـاران    هاي پژوهش
در لاين مقاوم گندم پس از آلودگي بـه زنـگ زرد    LTP2بيان ژن 

پس از آلودگي به اوج خود رسـيد و   24افزايش يافت و در زمان 
طور منظمي كاهش يافت كه با نتايج اين بررسي مطابقـت   هسپس ب

در بررسي نقش ) 2006(ن لي و همكارا. (Zeng et al.2010)دارد 
ــودري    LTPژن  ــل ســفيدك پ ــارچ عام ــه ق ــدم ب در مقاومــت گن

Blumeria graminis f.sp. tritici   ــل ملاحظــه ــزايش قاب ــه اف ب
هاي اين ژن در لاين مقاوم در مقايسه با لاين حساس در  رونوشت

ساعات اوليه پس از آلودگي و سپس كاهش تدريجي آن پي بردند 
(Li et al.2006).  

 5دار در سـطح   اخـتلاف معنـي   t-testبر اسـاس آزمـون    .P. triticinaدر ارقام آرتا و مرواريد پس از آلودگي با قارچ  LTPنرخ بيان ژن  -5شكل 
 .مشخص شده است ***با  درصد1/0دار در سطحو اختلاف معني**بادرصد1دار در سطح ، اختلاف معني*بادرصد

Figure 5- Effect of P. triticina on LTP activity in susceptible (Morvarid) and resistant (Arta) uninfected (0 hai) and 
infected (12, 24 and 48 hai) wheat. Analysis of data by Student’s t-test showed significant difference between two 
cultivars (P<0.001=***, P<0.01=**, P<0.05=*). 
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 گيري جهنتي

در رقم مقاوم آرتـا   پژوهشدر اين  بررسيهاي مورد  نرخ بيان ژن
داري افـزايش   طور معنـي  در مقايسه با ژنوتيپ حساس مرواريد به

پيش از (هاي شاهد  ها در نمونه چنين سطح بيان اين ژن يافت و هم
در هر دو لاين مورد بررسي در اين آزمايش بسيار پـايين  ) آلودگي

هـاي   در مكانيسـم هـا   حاكي از نقش مثبت ايـن ژن  اين نتايج. بود
  . استاي  زنگ قهوه قارچ عامل به آلودگي در پاسخگندم  گياه مقاومت

العمل فيزيولوژيك و ژنتيك  عكس مختلفهاي  طوركلي ژنوتيپ هب
عملكـرد  . دهنـد  يكساني را در برابر حمله بيمارگرهـا نشـان نمـي   

ابل ژنوتيـپ و محـيط   اثر متق تاثيراي است كه تحت  صفت پيچيده
براي دستيابي به حـداكثر توليـد، مقـاوم بـودن بـه آفـات و       . است

زاي قـارچي، باكتريـايي و    عوامل بيماري. ها ضروري است بيماري
ويروسي در مقاطع مختلف از مرحله رشد گياه بيشترين خسـارت  

مهندسـي ژنتيـك همـواره سـعي بـر      . كنند را به محصول وارد مي
هاي مطلوب مقاومت بـه   را دارد كه حاوي ژن دستيابي به گياهاني

كـاهش هزينـه كشـاورزان از طريـق     . هسـتند هـا   و بيماري ها آفت

كاهش مصرف سـموم، افـزايش كميـت و كيفيـت محصـول و از      
سوي ديگر كاهش صدمات وارده به منـابع زيسـتي مثـل خـاك و     

هاي حاصـل از كـاربرد گياهـان     هاي زيرزميني از جمله مزيت آب
  .استتراريخته 

گيـري   نتيجـه  هـاي گذشـته   و يافتـه  پـژوهش با توجه به نتايج اين 
طور مستقيم  هب اسيد سالسيليك كه در افزايش PALژن  شود كه مي

عنـوان ملكـول سـيگنال بـا فعـال كـردن ژن        نقش دارد و خود بـه 
NPR1 هـاي   ، موجب بيـان ژن PR)PR1 ،PR2 ،PR3 ،PR5  و (...

ارزيـابي ايـن   . شـود  مي، توصيه هشود، در توليد گياهان تراريخت مي
هــا در  افــزايش بيــان و اســتفاده از آن روشبــا اســتفاده از هــا  ژن

مقـاوم كـه    ههاي اصلاحي در راستاي توليد گياهان تراريخت ـ برنامه
و ايمنـي زيسـتي دارنـد     هاي مقاومت ژنتيك نقش مهمي در برنامه

 در پـژوهش اميد است كه نتـايج حاصـل از ايـن    . شود پيشنهاد مي
اي و توسـعه   درك بهتر مقاومت گندم به قارچ عامـل زنـگ قهـوه   

هاي جديد در مبـارزه بـا ايـن بيمـاري از طريـق توليـد        استراتژي
  .موثر باشد هگياهان تراريخت
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