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   ণپاسࢂචاری 
كساني كه در انجام اين   از تمام با سپاس و حمد خداي بزرگ ين پژوهشدانم بعد از اتمام ا بر خود لازم مي

هاي بي شائبه اري كنم. در آغاز جا دارد از تلاشزاور و مشوقم بودند صميمانه سپاسگرساله راهنما و مش

هاي كه با راهنمايي شاهرخ قرنجيك و جناب آقاي دكتر امير موسويدكتر  آقاي ارجمندم جناب اتيداس

 ناصر فرخيدكتر آقاي بودند و همچنين از جناب  اينجانبدر بسياري از موارد راهگشاي  و موثرشان ارزنده

كه به عنوان استاد مشاور در تهيه اين پايان نامه از مشورت ايشان بي نصيب نبودم تشكر و قدرداني نمايم و 

ك ارزنده در تهيه اين رساله مرا كه در اين راه با صبوري و كم امخانوادهدانم از زحمات نيز وظيفه خود مي

  .سپاسگزاري نمايم ،ندياري نمود
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  چكيده

بيماري بلايت  گيرد.قرار مي كه به عنوان غذاي انسان و دام مورد استفاده است گندم از جمله غلات مهمي

مهم هاي باشد از بيماريمي Fusarium graminearumفوزاريومي سنبله گندم يا اسكب كه عامل آن قارچ 

باشد. اين بيماري در مرحله مي نيمه مرطوبگندم و ساير غلات دانه ريز به خصوص در مناطق مرطوب و 

اين بيماري علاوه دهي گياهان را آلوده مي كند و خسارات اقتصادي زيادي به محصول وارد مي كند. سنبله

نيوالنول اكسياكي نظير توكسين ديهاي خطرنبر تاثير منفي بر روي رشد محصول، با توليد مايكوتوكسين

(DON) ها يك بازدارنده سنتز پروتئيناين توكسين  هاي توليدي نيز اثرات منفي دارد.بر روي كيفيت دانه

- مي DONتوكسين تغيير در ساختار سلامتي انسان و دام در پي دارد. ايجاد  باشد كه خطراتي را برايمي

كند ) آنزيمي را كد ميAYT1. ژن استيل ترانسفراز در مخمر (بكاهده تواند از تجمع اين توكسين درون دان

كاهد. در ها مينمايد و از سميت آنها اضافه ميتريكوتسين C3كه يك گروه استيل را به گروه هيدروكسيل 

 PCRمخمري كشت و آناليزهاي مولكولي شامل  AYT1تراريخته نسل دوم حاوي ژن گندم اين تحقيق بذور 

تعداد نسخ ژني نيز از طريق  پذيرفت. براي اثبات حضور ژن مورد نظر در اين گياهان صورت RT-PCRو 

را در سه لاين  AYT1يز ورود بيش از يك نسخه از ژن ي سادرن مشخص شد كه اين آنالآزمون دورگه ساز

 استيلزك، نشان دهنده فعاليت مناسب آناليز كروماتوگرافي لايه نا نبررسي شده، نشان داد. همچني

آزمون ارزيابي زيستي كه در آن  ،بود. علاوه بر اينهاي تراريخته در تعدادي از لاين AYT1ترانسفرازي ژن 

تحمل مناسب  و DONزدايي توكسين نشان از سمنيز زا تيمار شدند گياهان تراريخته با قارچ عامل بيماري

  .داشتدر برابر قارچ عامل بيماري گياهان تراريخته 

استيل ترانسفراز مخمري، گندم ، ژن نيوالنولاكسييدي: بلايت فوزاريومي سنبله گندم، ديواژگان كل

  آناليز مولكولي، تراريخته
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  گندم و تاريخچه تكاملي آن -1- 1

  اهميت گندم -1-1- 1

-آورد. جنسمستقيم از گياهان به دست ميه به شكل مستقيم و چه به شكل غيربشر تمام غذاي خود را چ

حتياجات غذايي تقريبا نصف كالري و قسمت زيادي از اباشند مي 1هاي مختلف غلات كه از خانواده گرامينه

  . )Lev-Yadun et al ,2000( نمايندانسان را تامين مي

) كه بر اساس تحقيقات موجود حداقل از Triticum aestivum( هاي مختلف غلات، گندمدر بين جنس

ان دارد، به طوري كه تلاقي سه گونه وحشي به وجود آمده است اهميت بيشتري در تامين غذايي انس

ترين گياهان شود و امروزه گندم يكي از مهموزانه به صورت نان مصرف ميدر يك وعده غذايي ر ،حداقل

 كندلري مورد نياز انسان را تامين ميگردد. گندم به تنهايي حدود يك پنجم از كاغذايي جهان محسوب مي

)Tanno and Willcox, 2006(.  

توان با آن به اشكال طوري كه ميص فيزيكي و شيميايي گلوتن دانه آن است به اهميت گندم به علت خوا

مختلف نان تهيه نمود. گندم در توليد مواد غذايي مختلفي چون نان، كلوچه، سوخاري ، انواع شيريني و انواع 

لي بوده و گندم غذاي مهمي براي طيور اه رود.و ديگر توليدات غذايي به كار مي زيادي غذاهاي گرم و سرد

علوفه  مرتع و ،رسد. در بسياري از نواحي، گندم در تهيه چراگاهآن به تغذيه دام مي% از دانه 10حدود 

گيرد. در ضمن مقادير ناچيزي گندم به صورت صنعتي براي توليد كاغذ، مورد استفاده قرار ميخشك 

  شود.استفاده مي... ، الكل، روغن و نشاسته

هاي باستان شناسان به دست آمده است، گندم يكي از گياهان مهم خي كه از كاوشهاي تاريبر اساس نوشته

توان باشد. هم اكنون نيز ميميكه مصرف خوراكي داشته و مركز پيدايش آن جنوب غربي آسيا  است زراعي

ين شرق تركيه و ايران به دست آورد و گروهي از محقق ،عراق ،سوريه ،ارقام وحشي اين گياه را در لبنان

                                                            
1. Gramineae  



٣ 
 

 Tanno( سال قبل از ميلاد مسيح در سرزمين مصر تهيه شده است 2600معتقدند كه اولين قرص نان در 

and Willcox, 2006 (.  

اند اي داشتهكه تمدن بسيار پيشرفته يونانم در كشورهايي مانند ايران، مصر و هاي بسيار قديگندم از زمان

اين مناطق توسط سياحان و تجار اوليه و از طريق اروپا  شده است. گندم ازكشت و كار مي يدر حجم وسيع

ه و بعد از كشف قاره آمريكا توسط مهاجرين اروپايي به آمريكا راه يافت ين، هندوستان و استراليا برده شدبه چ

با استفاده از  يافته وگندم به تدريج تغيير شكل  ،متمادي طي قرون. )Tanno and Willcox, 2006است (

يت گندم با سرعت بيشتري انجام جديد به نژادي اين تغييرات در جهت افزايش عملكرد و كيفهاي روش

گردد سازگارترين غله محسوب ميدر بين ساير غلات يافته و گندم در سراسر جهان گسترش  شود.مي

  . نسبت به ساير غلات برتري داردتوليد  ميزانو  سطح زير كشتگندم از لحاظ  همچنين

  ان توليد و اهميت اقتصادي گندمميز  -1-2- 1

 از ،دارا بودن مواد غذايي غني دليلو هم به  در ايراندارا بودن بالاترين سطح زير كشت  به دليل همگندم 

براي انسان كالري  3500روز حدود  گرم نان در 1350است. با خوردن  بالايي در كشور ما برخوردار اهميت

 45تا  40الگوي غذايي مردم ايران از اهميت زيادي برخوردارند. يعني  هاي گندم درآيد. فراوردهمي دستبه 

كند. نسبت سطوح زير كشت نياز روزانه هر فرد را فراهم مي درصد پروتئين مورد 50درصد كالري و حدود 

 65-70دهد. همواره حدود يز رقم نسبتا بالايي را تشكيل ميگندم به ساير محصولات عمده كشاورزي ن

هاي زير كشت گندم حدود دو سوم زمين ضي زير كشت محصولات عمده زراعي به گندم تعلق دارد.درصد ارا

 704مقدار محصول اين غله  2011در سال  FAOطبق آمار شود. كشور به صورت ديم بهره برداري مي

كشت ميليون تن در ايران توليد شده است. همچنين سطح زير  14ميليون تن بوده است كه از اين مقدار 

- ( ميليون هكتار به ايران اختصاص دارد 7ميليون هكتار بوده كه از اين ميزان  220اين محصول در جهان 

www.FAO.org.(  
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  گياهشناسي گندم   -1-3- 1

 يادي است.هاي زاست كه داراي گونه Triticumگندم گياهي تك لپه علفي و يكساله از تيره غلات و جنس 

طوقه خارج شده و همگي هم قطر  هاي اصلي و فرعي از محل. ريشههاي گندم افشان و سطحي استريشه

ها دو سويه و داراري پهنك نواري ماشوره اي و برگ ،باشند. ساقه گندم مانند تمام گياهان تيره غلاتمي

شود. گل آذين برگ خارج ميمحل اتصال برگ به دم باشند كه ازقد دمبرگ و شامل زبانك مياشكل ف

شوند. انتهاي هر ساقه يك سنبله وجود دارد كه است كه به وسيله گلوم پوشيده مي هاييمركب از سنبله

باشد و هر گل مي 3- 5يرند. هر سنبلچه داراي گها قرار ميحور اصلي است و در روي آن سنبلچهداراي يك م

پوشينه  شود. در برخي از نژادهاي گندم انتهايظت ميه مخصوص به نام پوشينه محافگل توسط دو براكت

- روزنه بوده و به خوبي فتوسنتز ميي كلروپلاست و شينك است كه دارااي بلند و باريك به نام پوداراي تيغه

اي محتوي يك تخمك است و انتهاي مادگي به تخمدان يك خانه ،مادگي داراي سه وجه متصل به همكند. 

- 1شكل ( )Bar, 1968( شود. ميوه خشك و ناشكوفا و از نوع گندمه استند منتهي ميكلاله دو شاخه پرمان

1.(   

  

  ها و نوع بذر در گندممشخصات ظاهري وشكل آرايش برگ  -1-1شكل
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  بندي آن:خصوصيات ژنتيكي گندم و رده   - 1-4- 1

به طور كلي سه نوع عمده گندم  كروموزوم است. 42) هگزاپلوييد و داراي Triticum aestivum(گندم نان 

و يا  monococcum Triticum ،تتراپلوييد و هگزاپلوييد. تنها گندم زراعي ديپلوئيد ،وجود دارد: ديپلوئيد

Einkorn  است. كلمهEinkorn آذين است. اين واريته در برخي از مناطق به معناي يك دانه در يك گل

شود. پوشينه اين گندم محكم در اطراف دانه چسبيده ه كشت مياروپا براي تهيه نان تيرخاورميانه و شمال 

  است و جدا كردن آن مشكل است.

هستند. گندم  durum Triticumو  Emmer (turgidum Triticumهاي زراعي تتراپلوييد (ترين گندممهم

Emmer ي مناسب است. و براي تهيه نان و ماكارون شوداي كشت مياي در نواحي مديترانهبه طور گسترده

حدودي جهت توليد سخت است و در حال حاظر در مناطق م Einkornكوبي آن مانند اما برداشت و خرمن

-يا و ايالات متحده آمريكا رشد مياسپان ،در نواحي مختلفي از ايتاليا Durumشود. رقم غذاي دام كشت مي

هاي رشته تهيه براين را آ ،يت. همين خصوصگرددميشود چسبنده ميآرد آن هنگامي كه خيس  و كند

   سازد.آل ميماكاروني و اسپاگتي ايده

 T. aestivumگندم هگزاپلوييد  ،شودا در تمام نقاط دنيا كشت داده ميترين گونه از گندم كه تقريبعمده

ن كوبي خرم ،د و پس از جمع آوريشوكه در هنگام درو خرد نمي هايي استذيناين گونه داراي گل آ است.

لوتن هستند كه هاي هگزاپلوييد همگي داراي مقدار زيادي از پروتئين گگيرد. دانهبه راحتي انجام مي نآ

   )Hancock, 1992شود (مده و پف كرده ميباعث توليد نان ورآ

  )T.monococcum( است مانند گندم تك دانه n2= 14: تعداد كروموزوم آن 1هاي ديپلوييدگندم .1

   T. durumب:   T. dicoccumاست مانند الف:  n2= 28: تعداد كروموزوم آن 2ييدهاي تتراپلوگندم  .2

                                                            
1. Diploid      
2. Tetraploid  
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   T. turgidumث:     T. timopheeviت:      T. polonicumپ: 

      T. compactumاست مانند الف:  n2 =42پلوييد : تعداد كروموزوم آن هاي هگزاگندم .3

  T. sphaeracoccum: ث    T. machaت:       T. speltaپ:      T. aestivumب: 

  

  شماي تاريخچه تكاملي گندم نان  -2-1شكل 

  هاي گندم:بيماري   -1-5- 1

گرفته است. هاي مختلفي قرار ميحصولات مورد تهديد و هجوم بيماريباز همچون ساير مگندم از دير

هاي خود و همچنين هاند تا با توجه به دانستها همواره كوشيدهزماني مختلف انسان بنابراين در مقاطع

لذا در اين راستا و به منظور دستيابي هر  را از گزند اين عوامل حفظ نمايند.امكانات موجود، گياهان زراعي 

زا از جهات گوناگون و روابط متقابل آنان با هر چه بيشتر ما از عوامل بيماري چه بهتر به اين مهم، شناخت
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به منظور برخورد با بير مناسب تواند ما را در اتخاذ تداه و مياطراف بسيار پر اهميت بود ميزبان و محيط

  باشند:ايع در مزارع گندم به شرح زير ميهاي شانواع بيماري زا ياري رساند.عوامل بيماري

باشد. از علايم اين بيماري مي Puccinia striiformis: عامل اين بيماري قارچي به نام 1زنگ زرد گندم - الف

هاي جوان اشاره كرد كه اين گ زرد مايل به نارنجي بر روي برگهايي به رنوجود جوش يا تاول توان بهمي

  .اندوستهها به هم پيجوش

. آثار بيماري به باشدمي Puccinia recondite: عامل اين بيماري قارچي به نام 2اي گندمزنگ قهوه -ب

در سطح برگ و روي  باشد كهمي يال به قهوهو به رنگ نارنجي متماي هاي بيضي شكل پراكندهشكل جوش

  د.نشوغلاف ظاهر مي

 باشد.مي Puccinia graminisزنگ سياه يا زنگ ساقه گندم قارچ  ي: عامل بيمار 3زنگ سياه گندم -پ

اصلي ساقه، برگ  هاي باريك، بيضوي و موازي با محوري روي گندم در ابتدا به صورت جوشعلايم اين بيمار

نيز  هاو ريشك هاسنبلهها ممكن است روي جوش شود. در مراحل بعدي رشد گياه ،هر مييا غلاف ظا

  تشكيل گردد.

-باشد. بوتهمي Tilletia tririciو  Tilletia laevis: عامل اين بيماري دو گونه  4هك پنهان معموليسيا -ت

ه هاي آلودكند. سنبلهايش پيدا ميوده و تعداد پنجه افزتر از حد طبيعي بهاي مبتلا به اين بيماري كوتاه

باشند و با فشار دادن تر ميهاي آلوده سياه رنگ، گرد و كوچكباشند. دانهداراي رنگ سبز مايل به آبي مي

  شود.ان پودر سياه رنگي از آن خارج ميدانه بين انگشت

تواند گندم نان، دوروم مي باشد كهمي Tilletia indica: عامل اين بيماري قارچي به نام  5سياهك ناقص -ث

زا قرار ادفي مورد حمله قارچ عامل بيماريهاي گندم به طور تصا آلوده كند. در اين بيماري دانهو تريتيكاله ر

                                                            
1. Stripe rust = yellow rust  
2. Leaf rust = brown rust  
3. Stem rust = black rust 
4. Common bunt = stinking smut 
5. Karnal bunt = partial bunt  
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ها آلوده در يك سنبله آلوده نيز تمام دانهها آلوده نشده و بارت ديگر در يك بوته تمام سنبله. به عگيرندمي

ين به هم ،ودنيز ممكن است به صورت ناقص و يا فقط قسمتي از آن سياه ش شوند و يك دانه آلودهنمي

  شود.نيز سياهك ناقص ناميده مي رخاط

م به طور باشد. سياهك آشكار گندمي Ustilago tritici: عامل اين بيمار قارچي به نام  1سياهك آشكار -ج

هاي سياهك زده زودتر از كند. بوتهايجاد نمياي وند هيچ نوع نشانهبر سنبلهها به معمول تا زماني كه بوته

-و از خوشه گياهان سالم بالاتر ميهاي سياهك زده سريعا بلند شده لم به خوشه رفته و خوشههاي سابوته

ه به هاي گياه آلودشوند. سنبلچهها از توده سياه اسپور پر ميها و دانهوند. در يك بوته آلوده تمام خوشهر

  آيند.ميه در اي تيررنگ قهوه

باشد. مي Blumeria(Erysiphe) graminia f.sp tritici: عامل اين بيماري قارچ  2سفيدك پودري گندم -چ

مايل به  سفيدبه رنگ اي گندم، ظهور و تشكيل يك پوشش پنبهبيماري سفيدك پودري  ترين نشانهمهم

  هاست.خاكستري در سطح برگ

جنسي به نام يماري قارچي است كه در مرحله غير: عامل اين ب3بيماري سوختگي سپتورياي گندم -ح

Septoria tritici اي هاي كوچك نامنظم به رنگ قهوهبيماري ابتدا به صورت لكهشود. علايم اين شناخته مي

يابند دود شده و به صورت طولي توسعه ميها محدر روي رگبرگها خورد. اين لكهمايل به قرمز به چشم مي

  شود.ها خاكستري ميها رنگ آندريج با پيشرفت لكهو به ت

 Gaeumannomyces graminis f.sp: عامل اين بيماري قارچي به نام  4بيماري پاخوره گندم -خ tritici 

تر و هاي آلوده به طور معمول كوچكشود.  خوشهظاهر مي دهيسنبلهبيماري در زمان باشد. علايم مي

  هستند. ترسفيد

                                                            
1. Loose smut  
2. Powdery mildew 
3. Septoria blotch 
4. Take-all  
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هاي باشد. نشانهمي Sclerophthora macrospora: عامل بيماري قارچ  1سفيدك دروغي گندم بيماري -د

اي كه به طور معمول به رنگ قهوه شودها ظاهر مييده و بيضي شكل در برگهاي كشبيماري به صورت لكه

  .يابدها افزايش ميكوتولگي شديد شده و پنجه زني آن باشند، گياهان مبتلا دچارتيره مي

باشد كه گونه هاي قارچ فوزاريوم ميعامل اين بيماري گونهبيماري بلايت فوزاريومي سنبله گندم:  -ذ

F.graminearum  با فرم جنسيGibberella  zeae   به عنوان گونه غالب معرفي شده است. گونه

F.culmorum مناطق خشك يت اين گونه در آورد اما فعالبر روي گندم به وجود مي ييم مشابهنيز علا

به تر است. بيماري بلايت فوزاريومي سنبله گندم باعث ايجاد خسارات شديد روي محصول گندم گسترده

نظر بيماري مد  از آنجا كه در اين تحقيق بررسي مقاومت گندم به اين .شودويژه در مناطق شمالي كشور مي

  م.پردازيدر ذيل به توضيح بيشتري در مورد اين بيماري مي ،باشدمي

   2بلايت فوزاريومي سنبله گندم   -2- 1

  علائم بيماري   -2-1- 1

باشد. بل از تكامل آن ميق سنبلهو يا تمام  سنبله، سفيد شدن بخشترين علامت بيماري فوزاريوم مهم

ي هايي از خوشه كه بالادود مي گردد و به طور معمول قسمتآلودگي گاهي به يك يا چند سنبلچه مح

  شوند.دارند خشك مي محل آلودگي قرار

- ر سطح خوشه به رنگ صورتي ظاهر ميدر صورت وجود رطوبت ميسيليوم قارچ به همراه اسپورزايي زياد د

ردند. علايم بيماري در ساير گها چروكيده و در مواردي عقيم ميلودگي خوشه، دانهشوند. برحسب زمان آ

 باشدها ميدن پاي ساقه و سياه شدن گرهاي شصورت پوسيدگي ريشه و طوقه، قهوه هاي بوته بهقسمت

)Goswami and Kistler., 2004; Parry et al., 1995.(  

                                                            
1. Downy mildew 
2. Fusarium Head Blight 
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گسترش  -مراحل اوليه آلودگي سنبله توسط قارچ عامل بيماري، ب -بيماري بلايت فوزاريومي سنبله گندم. الف -3-1شكل 
  قارچ سنبله پس از آلودگي

  زيست شناسي    -2-2- 1

هاي بهاره با حرارت مناسب و هم زماني بارندگي اس، رطوبت مناسب و ابري بودن هوا، درجهكشت ارقام حس

قارچ  .هستند بلايت فوزاريومي سنبله گندم در گسترش بيماري چهار فاكتور اصلي مرحله حساس گلدهي

ي به صورت هاي هرز گرامينه به عنوان ميزبان ثانويه و همچنين در بقاياي گياهمل بيماري بر روي علفعا

برد. بذور آلوده در انتقال و انتشار بيماري نقش كلاميدوسپور و ميسيليوم به سر ميفرم جنسي يا پريتسيوم، 

  بسيار مهمي دارند.

گيرد. پس از ها روي خوشه صورت ميو استقرار آن آلودگي اوليه به طور معمول به وسيله آسكوسپورها

رد. زمان گلدهي گيان و يا حشرات و پرندگان صورت ميتوسط باد، بار زني و توليد اسپور، انتشار اسپورجوانه

هاي بهاره نقش بسيار يجاد آلودگي است. شبنم و بارندگيترين دوره براي اها مناسبتا شيري شدن دانه

   .)Urban et al., 2002( مهمي در ايجاد آلودگي دارند

 الف ب
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  )Fusarium graminearum )gwww.apsent.orچرخه زندگي قارچ  -4-1شكل 

  مديريت تلفيقي بيماري :   -2-3- 1

شود عبارتند از: استفاده از ارقام فوزاريومي سنبله گندم استفاده ميهايي كه براي كنترل بيماري بلايت روش

ترين زمان كاشت، تناوب و بهاي زراعي مثل تعيين مناسمتحمل به بيماري، به كارگيري روشمقاوم يا 

هاي هرز گرامينه، عدم انتقال بذور لم و گواهي شده، از بين بردن علفرعايت تراكم كاشت، استفاده از بذر سا

رحسب كش تماسي و بد عفوني بذر با يكي از سموم قارچاستحصالي از مناطق آلوده به ساير مناطق، ض

 Nakajima et(  ول پاشي در مرحله گلدهي و تكرار آنكش به صورت محلضرورت استفاده از سموم قارچ

al., 1997 (.  

هاي هان جهت افزايش مقاومت به پاتوژنهاي مهندسي ژنتيك در گيااستفاده از تكنيك  -3- 1

  قارچي

بيماري گياه علت اصلي كاهش  ،ها توسط انسان در بيشتر مواقعاهلي شدن گياهان و استفاده از آناز زمان 

اي جهت رفع اين ده است. پس محققين به دنبال چارهزان رضايت انسان در سرتاسر جهان بوعملكرد و مي

كردند ولي ت انتخاب گياهان برتر استفاده ميهاي اصلاحي جهرآمدند. در ابتدا از يك سري روشمشكل ب
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هاي ژن قالانتمحققين به اين نتيجه رسيدند كه  . لذاگرفتا هزينه و وقت زيادي را در بر ميهاين روش

حي موفق نسبت به هاي اصلاتواند يكي از روشمي هاي مهندسي ژنتيكاز طريق تكنيك ت در گياهانممقاو

هاي داراي ژن ،مورد استفاده از كولتيوارهاي برخيهاي اصلاحي سنتي در گياهان باشد كه امروزه روش

-قاومت توليدات گياهي و عملكرد آنم هايزا هستند كه بدون اين ژناومت جهت مقابله با عوامل بيماريمق

، سطح 1980شروع كارهاي مولكولي در گياهان در اوايل سال  با يابد.اي كاهش ميها در حد قابل ملاحظه

ها ت به بيماريمدر مقاو دخيلهاي و به دست آوردن ژن وسيعي از تحقيقات جهت شناسايي، همسانه سازي

اتوژني كشف شد و گياهان در پاسخ به آلودگي پ دي جهت بهبودهاي متعدانجام شد. از اين رو مكانيسم

هاي دفاعي گياهان هاي درگير در پاسختا به امروز جهت به دست آوردن ژنهاي زيادي همين طور پيشرفت

  .)Punja, 2007( حاصل شده است

  :)Punja., 2007( دسته طبقه بندي نمود 5توان در را مي هاي دفاعي گياهانپاسخ

يا از رشد و كنند ميپاتوژن را خنثي حاصل از ت كه سم مهاي مقاوليدات حاصل از بيان ژنتو - 1

پروتئين زايي(هاي مرتبط با بيماريكنند. اين توليدات شامل پروتئينميپاتوژن در محل جلوگيري 

 .هستند )اسموتينهاي ضد قارچي() و پروتئينكيتيناز، گلوكونازهاي هيدروليتيك (آنزيم ،)PRهاي 

د مثل پلي نشوتركيبات مترشحه از پاتوژن ميهايي كه باعث تخريب توليدات حاصل از بيان ژن - 2

 گالاكتوروناز، اگزاليك اسيد و ليپازها.

 بهبود مانندد. نبخشارهاي دفاعي در گياهان را بهبود ميهايي كه ساختتوليدات حاصل از بيان ژن - 3

 در سطوح پراكسيداز و ليگنين.

استحكامات در ميزان  افزايش هايي را جهتههايي كه علايم و نشاناصل از بيان ژنتوليدات ح - 4

 ) و اتيلنSA( )، سالسيليك اسيدH2O2( كنند. اين مواد شامل هيدروژن پراكسيدگياهان آزاد مي

)C2H4 (هستند. 

  .هاي فوق حساسيت درگير هستند) كه در پاسخ Rهاي مقاومت (توليدات حاصل از بيان ژن - 5
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- هاي مهندسي ژنتيك تا حدي ميمقاومت در گياهان از طريق تكنيك هايژن انتقالانتخاب و  به طور كلي

زا جلوگيري كند. اين نكته مهم است كه بدانيم بسياري از توليدات ژني عوامل بيماريتواند از رشد و توسعه 

شود با سرعت بيشتري انجام مي R٢هاي اخيرا همسانه سازي ژنهستند.  PR1هاي گروه پروتئين متعلق به

- جاد كنند. امروزه از برخي از روشت در برابر بيماري را ايمتوانند طيف وسيعي از مقاوها ميچرا كه اين ژن

شود مثل استفاده از ها به داخل گياه استفاده ميسي ژنتيك هم جهت معرفي و ورود ژنهاي جديد مهند

RNA هاي ليزوزيم كه از بافتسازي ژنها يافت شده است يا همسانهچها و قاراي كه در ويروسدو رشته -

  .)Punja, 2007( هاي انساني گرفته شده است

  در گندم هاي تراريختيسيستم - 4- 1

غلبه بر موانع  رود.و انتقال ژن، در گندم به كار مي هاي كشت بافتهم اكنون در فناوري مهندسي ژنتيك

 هاز آنمناسب او بهره برداري  انتقال ژن مختلف هايروش اخت خصوصياتهاي گياهي با شنورزي ژندست

مثل استفاده از هاي انتقال شيميايي ژن (روش، شامل هاي انتقالروشتعدادي از  در گذشته .گرددميمحقق 

به طور مستقيم و به صورت   DNA(ريز تزريقي هاي فيزيكي انتقال ژن مثل روشو   پلي اتيلن گلايكول)

هاي براي انتقال ژن )شودبه درون يك هدف مشخص فرستاده مي انيكي و از طريق كنترل ميكروسكوپيمك

- مباران ذرهروش ب ،رهيافتترين موفقامروزه . ولي بي شك شداستفاده مي در گندم مورد نظر به بافت هدف

هاي ك هم اكنون در آزمايشگاهاين تكني). weeks et al, 1993( باشدمي) اي بودن گندمبه دليل تك لپه( اي

خود را شود، نيز ناميده مي بيوليستيكروش اي كه يك بمباران ذرهتكنگيرد. د استفاده قرار ميبسياري مور

ودات تراريخت شامل ترين راه براي ايجاد انواع مختلفي از موجترين و مؤثربه عنوان انعطاف پذير

ذرات ريز از اي گياهي مطرح ساخته است. اين روش كه در آن ههاي حيواني و گونهها، سلولميكروارگانيزم

شود، استفاده مي زنده هايبه درون سلولهاي نوكلئيك براي فرستادن اسيد )طلا يا تنگستنپرشتاب (

                                                            
1. pathogenesis-related proteins 
2. Resistance genes  
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ذرات طلا يا  در اين روش .گرديد ابداع )1987( و سانفورد و همكاران )1987( مكارانتوسط كلين و ه

چندين  .شوندهاي گياهي زنده پرتاب ميولبه سمت سل ميكرومتر 1-3به قطر  DNA حاملتنگستن 

چرا  بيشترين استفاده را دارد Biorad PDS1000/Heliumاما تفنگ  شودسيستم در اين روش استفاده مي

  .ها بالاتر استكه بازدهي آن نسبت به ساير سيستم

كردن گندم  هتراريختوم نيز به عنوان روشي براي توجهات به سمت استفاده از آگروباكتريهمچنين امروزه 

سازي توسط آگروباكتريوم ناسازگار ها به آلودهشد كه تك لپه ايشده است. قبلا چنين انديشيده مي معطوف

-موفقيت اما. باشدي مورد نظر به گياهان تك لپه نميهاروشي مناسب براي انتقال ژن و آگروباكتريوم باشند

اد كه نژادهايي از اين ) نشان دTingay et al, 1997( ) و جوHiei et al, 1994( برنج در به دست آمدههاي 

باشد به عنوان ميهايي داراي مزيت روشد. اين مناسب باشها ايبراي انتقال ژن در تك لپهند تواباكتري مي

- طبيعي را ترجيح ميهاي ها است و در بين كساني كه روشش يك ابزار طبيعي براي انتقال ژناين رو مثال

نظر به درون  از طرفي در اكثر موارد تنها يك نسخه از ژن مورد ،باشدد از مقبوليت بيشتري برخوردار ميدهن

 ,Zambryski et al( .بخشدرا بهبود ميپايداري ژن منتقل شده كه اين امر  يابدبافت هدف انتقال مي

2010(.   

  هريختهاي آناليز گياهان تراروش     - 5- 1

از حضور  هاي انتقال ژن، منتقل شد براي اطمينانيكي از روشپس از آنكه ژن مورد نظر به گياه مربوطه با 

هاي بعدي بايستي بذور اطمينان از عدم تفرق ژن انتقال يافته در نسل ژن مورد نظر و بررسي بيان آن و نيز

آناليز مولكولي قرار گيرند. از طرفي پس از نسل اول مورد كشت قرار گيرد و گياهان حاصل مورد  هتراريخت

- ) نيز  بسيار حائز اهميت ميوليديمحصول تمختلف، مسئله ارزيابي بيولوژيك (تاييد حضور ژن در سطوح 

توان وجود ژن ها ميوجود دارد كه توسط آن هي آناليز مولكولي گياهان تراريختهاي مختلفي براباشد. روش

اي و تاييد قرار داد. واكنش زنجيره و پروتئين مورد بررسي DNA ،RNAخارجي را در سطوح مختلف 
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 Western blot و نيز Northern blotو  Southern blot مثل هاي هيبريداسيون اسيد نوكلئيكليمراز، روشپ

  باشند.مي جهت آناليز در سطح پروتئين از اين جمله

  ):١PCRاي پليمراز( واكنش زنجيره  -1- 5- 1

به صورت مصنوعي يكي از  DNAتكثير  ،نوتركيب DNAآن توسعه فناوري  به دنبالو  DNAف از زمان كش

هاي محققين در حوزه بيولوژي مولكولي بوده كه سرعت زيادي به پيشرفت علم بيوتكنولوژي و كاربرد آرمان

) PCRراز (هاي مختلف زيستي بخشيده است. ابداع و معرفي واكنش زنجيره اي پليمآن در بسياري از شاخه

است اين حوزه  DNAهاي شيميايي براي تكثير اختصاصي بخش معيني از اي از واكنشكه در واقع مجموعه

 ،PCRاز دانش زيستي را بسيار مهيج كرده و دامنه كاربرد آن را بسيار گسترش داده است. امروزه روش 

هاي بيولوژي برد آن در بيشتر آزمايشگاهتحقيق در بيولوژي مولكولي را دچار تحول نموده و باعث افزايش كار

 ،باستان شناسي ،مانند حقوق د آن در علوم ديگرركاربهمچنين شده است مولكولي و تشخيص پزشكي 

مبتني بر همانندسازي نيمه  ،شده است. اين واكنشنيز اثبات انسان شناسي و سيستماتيك مولكولي 

. پس به طور گيردپليمرازها صورت مي DNAه وسيله مي باشد كه در تمام انواع سلول ها ب DNAحفاظتي 

به  PCR هاياكثر روش شود.بكار گرفته مي هدف DNA ناحيه و يا قطعه خاصي از تكثيرجهت  PCRكلي 

 با توجه به PCR واكنش طور كلي مراحله بكنند.  را تكثير مي Kb 10طور معمول قطعاتي با اندازه حدود 

  :به صورت زير است 5-1 شكل

-انجام ميدقيقه  1-9به مدت درجه  94 ماي حدودد دراين مرحله  (Initialization step): مرحله آغاز - 1

 به گرم پليمراز مورد استفاده جهت انجام فعاليت نيازآنزيم كه  رودالبته اين مرحله در مواردي بكار مي شود.

  .معروف است Hot- start PCR شدن دارد كه به

كه در دماي  بوده PCR مرحله معمول اين مرحله اولين :) (Denaturation Stepمرحله دناتوراسيون - 2

از  ديگريكاز  DNA . اين عمل باعث جدا شدن دو رشتهشودانجام مي ثانيه 20- 30درجه به مدت  98-94

                                                            
1. Polymerase Chain Reaction 
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تك  DNA توليد در نهايت وشود مي DNA هيدروژني بين نوكلئوتيدهاي دورشته پيوندهاي هضمطريق 

  نمايد.يمرشته اي 

ثانيه  20- 40درجه به مدت  50-65ماي واكنش به در اين مرحله د:  (Annealing step) اتصال مرحله - 3

. مناسب ترين شودرشته اي است فراهم  الگو كه حالا تكDNA  كاهش مي يابد تا امكان اتصال پرايمر به

ورشته در فاصله نزديكي از هم گردد كه هر دزماني ايجاد مي بين رشته الگو و پرايمر DNA-DNA اتصال

پرايمر با توالي رشته الگوي متناسب تر باشد اين اتصال قوي تر بوده و اتصال قوي  قرار گيرند و هرچه توالي

  .انجام عمل پليمراز مورد نياز است جهت

درجه حرارت اين مرحله به آنزيم :  (Extension/Elongation step) مرحله گسترش يا طويل شدن - 4

پليمراز Taq  و درجه حرارت اپتيمم مورد نياز براي آن بستگي دارد. بطور مثال آنزيم راز مورد استفادهپليم

 72حرارت  درجه سانتيگراد فعاليت قابل قبول داشته ولي بطور معمول از درجه 75-80درجه حرارت  در

اي مكمل را بر نوكلئوتيده زپليمراآنزيم شود. در اين مرحله يگراد براي اين آنزيم استفاده ميدرجه سانت

كند. مدت مل رشته الگوي اوليه را توليد ميرشته مك در كنار هم قرار داده و در نهايتاساس رشته الگو 

هاي بسيار زيادي براي مطالعه در پايان از تكنيك الگو بستگي دارد. DNA رشته زمان اين مرحله به طول

ژل آگارز،  الكتروفورزها به اين شرح است: از مهمترين آنشود كه سه نوع استفاده مي PCRهاي فراورده

  .PCRيابي محصولات يو توال PCRسازي محصولات همسانه
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: 3هدف و  DNA: اتصال آغازگر به DNA 2: واسرشت سازي رشته 1اي پليمراز شامل مراحل انجام واكنش زنجيره -5-1شكل 

  DNAسنتز يا بسط مولكول 
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1 -5 -2-  PCR به واكنش رونوشت برداري معكوس ( وابستهRT-PCR1(  

پرداخت.  ميزان بيان ژن انتقال يافتهبه بررسي  PCRتوان به طور نيمه كمي و به كمك اين روش ميدر 

 كاربرد موثر همان طور كه از نام اين تكنيك پيداست بايد از آنزيم ترانسكريپتاز معكوس استفاده شود.

-هاي رونويسي شده و سطوح بيان شدهبا دقت بالايي به مطالعه ژن وانتاين است كه مي RT-PCR تكنيك

   .پرداختدر سلول  RNAاي از 

RT-PCR آنزيم ترانسكريپتاز معكوس از روي 1كه شامل  )4- 2شكل ( اي استيك روش دو مرحله .

mRNA  ،cDNAنمونه 2 سازدميرا  ٢ .cDNA  باPCR شود كه در نهايت چندين نسخه تكثير ميcDNA 

برداري از نسخه تا نماييمرا الكتروفورز به دست آمده بايد محصول  PCR نيز همانند، RT-PCRدر  را داريم.

  ژن مورد نظر خود مطمئن شويم.

  
  باشد.مي PCR: تكثير با 2و  cDNA: سنتز 1شامل كه  RT-PCR: فرايند 6-1شكل 

                                                            
1. Reverse Transcriptase PCR 
2. Complementary DNA          
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  ): ينگبلاتهاي نوكلئيك (هاي هيبريداسيون اسيدروش   -3- 5- 1

از ژل به روي يك  الكتروفورزهاي تفكيك شده در به عمل انتقال مولكول ژنتيك مولكوليبه طور كلي در 

براي انجام  گذاري است. انگليسي بلاتينگ، لكهه شود. معناي واژ كردن گفته مي ، بلاتينگ يا بلاتغشاء

، ژل محيط مناسبي نيست. ها پادتنبا  هاپروتئينو شناسايي  اسيدهاي نوكلئيكاعمالي مانند هيبريداسيون 

عمل  ،رو در صورت انجام باشد. از اين مي ژلاز  كاوشگرهاعلت اصلي اين مسئله نفوذپذيري كم ژل و خروج 

 كند. ط مناسبي براي اعمال فوق فراهم ميگيرد. اما غشاء، محي آشكارسازي به كندي و با مشكل صورت مي

  پردازيم.هاي بلاتينگ ميدر زير به بررسي انواع روش

   1سادرن بلاتروش هيبريداسيون     -3-1- 5- 1

 ازاين روش تكنيكي است كه . سادرن گرفته شده است ز روي نام مخترع آن به نام ادوينا بلات سادرن روش

شود. نومي استفاده ميژ DNAدر كل  DNAي يك بخش مشخص از در بيولوژي مولكولي براي شناسايآن 

براي اين كار . دهيمهاي مورد نظر را  تشخيص توان تعداد نسخ ژني موجود در بافتهمچنين با اين روش مي

شده  تفكيكقطعات  سپسبريم. مناسب مي يك آنزيم برشي از نمونه هدف آن را با DNAپس از استخراج 

سپس با انجام هيبريداسيون بين غشا كنيم و به روي يك غشاي نايلوني منتقل مي را رزبر روي ژل الكتروفو

يك فيلم اگر در بالاي فيلتر  توان اقدام به آشكارسازي بخش مورد نظر نمود. سپسهاي كاوشگر ميو مولكول

ن خواهد هاي سياهي بر روي آن مطابق با مولكول هيبريد مورد نظر نماياعكاسي قرار داده شود لكه

  ).Southern, 1975شد(

                                                            
1. Southern blot  
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شود و سپس روي الگو با آنزيم برشي مناسب بريده مي DNA: ابتدا DNAبا  DNA: سادرن بلات يا هيبريداسيون 7-1شكل 

از هم تفكيك شده بر اساس اندازه است به  DNAژل آگارز بارگيري مي گردد. در مرحله بعد ژل آگارز را كه حاوي باندهاي 
ي نايلوني منتقل مي كنيم. سپس از پروب هاي راديو اكتيو بر روي غشا استفاده مي شود تا آن ها به بخش هاي روي يك غشا

  گردد.الگو متصل شوند سپس از يك فيلم راديوگرافي براي مشاهده باندهاي مورد نظر استفاده مي DNAمكمل خود در 

  1نوردن بلات   -3-2- 5- 1

-به عنوان مولكول هدف استفاده مي RNAكند كه در آن از اشاره ميبه هيبريداسيوني  نوردن بلات روش

  همچنين براي  شود استفاده مي RNAبا آشكارسازي  اهين روش براي بررسي ميزان بيان ژناز ا. شود

در اين  رود.هاي محيطي به كار ميمشاهده بيان يك ژن خاص در يك بافت، اندام يا در هنگام وقوع تنش 

و قطعات حاصل از آن را بر اساس اندازه با استفاده از كنيم ا از بافت مورد نظر استخراج مير RNA ،تكنيك

اين قطعات را به روي يك غشاي نايلوني يا نيتروسلولازي منتقل  سپس. كنيمالكتروفورز از هم تفكيك مي

كمك كاوشگر  دهيم و بهقرار مي كرده و سپس غشا را در يك محلول، كه حاوي كاوشگر مورد نظر است

وان بر تال پس از انجام اتوراديوگرافي ميپردازيم. حمورد نظر مي RNAراديواكتيو يا فلوروسانس به رديابي 

  ).Alberts et al, 2008( هايي را مطابق با هيبريد مورد نظر مشاهده كردروي فيلم عكاسي لكه

                                                            
 1. Nourthern Blot  
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بارگيري مي گردد. در مرحله بعد اين ژل به روي يك  استخراج مي شود و روي ژل آگارز RNA: نوردن بلات: 8-1شكل 

غشاي نايلوني منتقل مي گردد. سپس پروب هاي مورد نظر با بخش هاي مكمل خود اتصال مي يابند و با انجام راديوگرافي 
  مي توان باندهاي مورد نظر خود را مشاهده نمود.

   1وسترن بلات  - 3-3- 5- 1

با روش  شود. استفاده مي ها پروتئيناست كه براي تشخيص و آناليز  بلاتينگهاي يكي از روش وسترن بلات

هاي اختصاصي چگونگي تنظيم بيان و كنترل متابوليكي پروتئين توان با توليد آنتي باديمي بلات وسترن

  مورد نظر را بررسي كنيم.

اي است كه طي آن ابتدا باندهاي پروتئيني جدا شده بوسيله الكتروفورز از روي ت روشي دو مرحلهوسترن بلا

دوم يابند و در مرحله ميانتقال  باشدمي ا از جنس نيتروسلولزبه غشاي ديگري كه غالب SDS-PAGEژل 

بدين معني كه پس از استخراج پروتئين از  شود.ميشناسايي  نظر اختصاصي، پروتئين مورد باديآنتيتوسط 

هاي جدا شده در ژل پلي آكريلاميد به غشاي ديگري از جنس نيتروسلولز منتقل پروتئينبافت مورد نظر 

 مورد نظر فراهم براي آشكار شدن يك پروتئين خاص بايد يك آنتي بادي براي آن پروتئين پسسشوند. مي

در مرحله بعد بلوكه شوند.  هاپروتئين و بقيهمتصل شوند بادي به آن هاي مناسب آن آنتيتا پروتئينشود. 

                                                            
1. Western Blot 
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در  .شودمي متصل يهادي اولبنيز به آنتي )ن فسفاتازيالكال(مثل آنزيم يك  شده با نشاندار ثانويهبادي آنتي

سوبسترا در اثر آنزيم  .شودهاي متصل نشده سوبسترا به غشا اضافه ميحذف آنزيمپس از شستشو و نهايت 

         .كندتوليد مي نوارهاي رنگي بر روي غشامتصل شده به پروتئين، تغيير يافته و 

  

-پروتئين مورد نظر مي ،غشاي نيتروسلولزي چسبيدند بهها بعد از آنكه مخلوطي از پروتئين -روش وسترن بلات: 9-1شكل 

گردد و به يك غشاي ها اضافه مي. آنتي بادي مورد نظر به پروتئينتواند با استفاده از يك آنتي بادي مناسب آشكار گردد
بادي ثانويه نيز براي  از يك آنتي سپسگردد. د نظر به پروتئين مربوطه متصل ميآنتي بادي مورگردد. نيتروسلولزي منتقل مي

  شود تا پروتئين مورد نظر به صورت يك تك باند مشخص گردد.شود كه باعث ميل به آنتي بادي اوليه استفاده مياتصا

  

هاي مختلف و همچنين بررسي از حضور ژن مورد نظر و بررسي بيان آن در نسل اطمينانبه طور كلي 

نتيك و بيوتكنولوژي ژمهندسي  ايهروشز اهميت بالايي در ) اوليديمحصول تمسئله ارزيابي بيولوژيك (

اثبات حضور و  مورد بررسي قرار گرفته است. AYT1برخوردار است كه اين مسائل در اين تحقيق بر روي ژن 

ژن استيل اثير ارزيابي تنيز و  از طريق آناليزهاي مولكولي ه) گندم تراريختT1( در نسل دوم AYT1بيان ژن 

ر اين تحقيق با كشت د .باشداز جمله اهداف اين تحقيق مي DONخمري در سم زدايي توكسين ترانسفراز م

در نظر است حضور و بيان ژن  (T1)نسل دوم  ل و به دست آوردن گياهان تراريختنسل او هبذور تراريخت

AYT1  همچوندر نسل دوم از طريق آناليزهاي مولكولي PCR ،RT-PCR هاي هيبريداسيون و تكنيك

و القاي  DONزدايي از توكسين رد. ارزيابي كارايي اين ژن در سماسيدهاي نوكلئيك مورد ارزيابي قرار گي

 باشد.فوزاريومي گندم نيز مورد نظر مي مقاومت به عامل بيماري بلايت
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  بلايت فوزاريومي سنبله گندم   -1- 2

 ,Burstmayr et al( )، اروپاHarriss et al,1999( يكا و كانادااين بيماري در مناطق مختلف دنيا مانند آمر

 گندماي به ) ديده شده و خسارات عمدهParry et al, 1995( ) و هندGuihong et al,2001( )، چين2003

اري در ). اين بيمParry et al, 1995( درصد كاهش دهد 70تا  30تواند عملكرد گندم را كند و ميوارد مي

ها پيش در يت فوزاريومي سنبله گندم از سالاي مرطوب شيوع بيشتري دارد. بلادله و نيمه حارهمناطق معت

آيد اطق مازندران و گرگان به حساب ميزاي گندم به ويژه در منوجود داشته و يكي از عوامل خسارتايران 

  ). 1384(صفايي و همكاران،  دهددرصد كاهش مي 70تا  30د گندم را كه عملكر

بلكه ) كاهش وزن هزار دانه( گرددباعث كاهش چشمگير كميت محصول مي يت فوزاريومي گندم نه تنهابلا

ها و عوارض متعدد ها سبب بروز بيماريها در دانههاي خطرناك و تجمع آنبه دليل توليد مايكوتوكسين

). مبارزه 1384افشار، صفي پور ( شودهاي آلوده آن ميامي ناشي از مصرف دانه و فراوردهانساني و د

ها اگرچه ممكن است در كوتاه مدت در كشوثر واقع نشده و استفاده از قارچشيميايي با اين بيماري غالبا م

تواند مقدار محيط زيست شده و در عين حال نمي كنترل اپيدميك آن موثر باشد، اما باعث آلودگي زياد

ين بيماري و براي انسان پايين بياورد. با توجه به اهميت اهاي توليدي قارچ را به مقدار قابل تحمل توكسين

اين بيماري، هاي مختلف كنترل و نيز ناكارآمدي روش بيماري ز قارچ عاملهاي ناشي اآثار نامطلوب توكسين

  اي برخوردار است.ايجاد ارقام متحمل از ضرورت ويژهپلاسم و توسعه و ارزيابي ژرم

ها ترين آنباشند كه مهممي 1هانيشود از دسته تريكوتسه اين پاتوژن توليد ميكه به وسيلهايي توكسينفيتو

ها نيريكوتس). تDesjardins et al., 1997( است 4و زرالنول 3)ZENزرالنونDON(2، )دي اكسي نيوالنول(

 Trichotheciumدهند كه پس از شناسايي قارچ هاي فوزاريوم را تشكيل ميبزرگترين دسته مايكوتوسين

roseom   باشند كه مي 5ترپنسسكوئيهاي ها از جمله آنتي بيوتيكنياين عنوان ناميده شدند. تريكوتسبا
                                                            

1.Trichothecenes    2. Dioxynivalenol  
3. Zearalenone       4. Zearalenol  
5. sesquiterpene 
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احل باشند و از توليد پروتئين در مرهاي يوكاريوتي ميمركز پپتيديل ترانسفراز ريبوزوم فعال مهاركننده

  ).Poppenberger et al., 2003( دنكنطويل شدن و خاتمه جلوگيري مي

  ها :نيمكانيسم فعاليت تريكوتس  - 2- 2

صل شده ها متها و پلي زومتوانند به ريبوزومها بوده و ميسنتز پروتئين در يوكاريوت ها بازدارندهنيتريكوتس

گذارند. به ازاي هر ريبوزوم تنها يك جايگاه اتصال بهاي در حال تقسيم و اثر تخريبي بر روي سلول

رود كه در مركز كاتاليتيك آنزيم ان ميواقع بوده و گم 60Sكه بر روي زير واحد ن وجود دارد يتريكوتس

-ر مراحل آغاز و طويل شدن پروتئينبيشت هانيتريكوتسبعضي از انواع نسفراز جاي گرفته باشد. پپتيديل ترا

 كنندار ميسازي را مهمراحل طويل شدن و پايان پروتئينكه بعضي ديگر كنند، در حالي سازي را متوقف مي

)Mclaughlin, 1977; Okubara et al, 2000.(  

شوند ناميده مي d-typeها را به دو دسته تقسيم نمودند. گروه اول ) تريكوتسين 1998و همكارانش (  كيمورا

شوند و داراي گروه ناميده مي t-typeهستند و دسته دوم  3كه فاقد گروه هيدروكسيل در كربن شماره 

 - تري هيدروكسي-α3، α -7/15نيوالنول ( اكسييا دي DONخود هستند.  3ربن شماره هيدروكسيل در ك

هاي مورد استفاده براي مقاومت هاست. مكانيسم t-type) از دسته ژن-8-ان -9-اپوكسي تريكوتك 13و  12

است.  t-typeهاي احتمالا متفاوت از تريكوتسين d-typeهاي هاي توليد كننده در برابر تريكوتسيندر گونه

ها تغيير يا جايگزيني پروتئين هدف در ريبوزوم باشد همان d-typeرسد مكانيسم مقاومت در برابر به نظر مي

ها تغيير t-typeشود. اين در حالي است كه مكانيسم مقاومت در برابر نيز ديده مي T.roseumطور كه در 

 Fusarium sporotrichioidesنند آنچه كه در ما ،هيدروكسيل توسط آنزيم استيل ترانسفراز است - 3گروه 

  شود.ديده مي

) با نام DON( ني شناخته شده، دي اكسي نيوالنوليتريكوتس مهم تركيبات همان گونه كه ذكر شد، يكي از 

باشد. محققين معتقدند كه ) ميepoxy-3α,7α,15trihydroxy-trochothec-9-en-8-one-12,13( شيميايي

DON هاي قارچي حركت كرده و كند و جلوتر از ميسيليومميزا عمل بيماري يان فاكتورتمالا به عنواح
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 آثار، DON). اهميت ويژه Mitterbauer et al., 2004( سازديزبان را جهت تجمع قارچ آماده ميبافت م

اسهال،  زايي آن در انسان و حيوانات است. اين مايكوتوكسين در حيوانات باعث بروز علايمي از قبيلبيماري

، اختلالات امتناع از خوردن غذا، آماس پوستي و در انسان نيز باعث بي اشتهايي، تشنج، تهوع و استفراغ

شود، به طوري كه در كشورهاي پيشرفته حداكثر مقدار قابل قبول آلودگي به تم ايمني ميسعصبي و سي

DON و دام براي مصرف انسان( و جو در مورد گندم (ppm 2 -5/0 لذا مبارزه با بيماري يا تلاش در است .

 ( دارد بشرياي در توليد غذاي سالم در جوامع توكسين موجود در دانه، ارزش ويژهجهت كم كردن مقدار 

Poppenberger et al., 2003.(  

هاي اندازد و رشد دانه و بافترويش و رشد گندم را به تاخير مي ،DONتحقيقات نشان داده است كه 

 مشاهده). بر اساس مطالعات انجام گرفته، Snijders and Perkowski, 1990( دهدكاهش مي لئوپتيل راك

زايي پاتوژن نقش ي مقاومت در گياه، در شدت بيماريهابا جلوگيري از بيان پروتئين DONشده است كه 

مت به بيماري ش مقاودار بين تحمل سلولي فيتوتوكسين و افزاينيز دال بر وجود رابطه معني يواهددارد. ش

علاوه بر تشديد خاصيت  ).Adam and Hart, 2000( اي در گندم به دست آمده استدر سطح مزرعه

قارچ فوزاريوم با توليد اين توكسين  ،بخشدزا مي) به قارچ عامل بيماريDONبيماريزايي كه اين توكسين (

كند. از آنجا كه ها و جانوران را ايجاد ميسمدر شرايط تنش و كمبود مواد غذايي توانايي رقابت با ساير ارگاني

از اين توكسين باعث مرگ انسان و حيوان مي شود لذا اگر جانداري از سنبله آلوده  ppm 20نزديك به 

گردد پس منبع غذايي قارچ كه همان سنبله گياه است تنها در استفاده كند دچار مسموميت شديد مي

 ,Webb et alو ديگر موجودات توانايي مصرف آن ماده غذايي را ندارند ( گيرداختيار قارچ فوزاريوم قرار مي

غذا و  ،). اين نكته نيز حايز اهميت است كه بدانيم ميزان توكسين توليدي توسط قارچ به ميزان قارچ2010

زمان و شرايط مناسب در دسترس قارچ بستگي دارد و هميشه ميزان مشخصي از توكسين توسط قارچ 

  ).Adam and Hart, 2000شود (ترشح نمي
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ه حل مناسب و موثري اهاي پيشگيري و گذشت بيش از يك قرن، هنوز رعلي رغم به كارگيري تمام روش

به ) ارائه نشده است. هم اكنون دانشمندان با FHB( براي مهار بيماري بلايت فوزاريومي سنبله گندم

هاي مولكولي مقاومت بر عليه اين بيماري انيسمندسي ژنتيك سعي در شناخت مكهاي مهكارگيري تكنيك

اي ايجاد مقاومت هتوان مكانيسم). به طور كلي مي1385و همكاران، (سنجريان  و توسعه ارقام مقاوم را دارند

  ها را به سه دسته تقسيم نمود:در برابر توكسين

  ABC١ هاي ها از محيط سلولي توسط ناقلخارج كردن توكسين - 2

 2هااه اتصال توكسينتغيير در جايگ - 3

  3هاسم زدايي توكسين - 4

ت به بيماري بلايت فوزاريومي مدر اين تحقيق از مكانيسم سوم در راستاي ايجاد مقاو شايان ذكر است كه

  توضيح داده شده است. در ادامه به طور كامل هانحوه عمل اين مكانيسم است و گندم استفاده شده

    ABCناقلين ولي توسط خارج كردن توكسين از محيط سل   -3- 2

هاي بزرگ پروتئيني هستند كه توانايي انتقال طيف وسيعي از مواد اقلين سيتوپلاسمي يكي از خانوادهن

از محيط بيرون به ( از خلال غشا در هر دو جهت ليپيدها و داروها را ،قندها ،هايون ،شامل اسيدهاي آمينه

قسمت تشكيل شده است: قسمت اول بخش متصل شونده به  ها از دوساختمان آندارند.  )داخل يا برعكس

 ) و قسمت دوم كه داراي دو بخشژي لازم براي انتقال فعال سوبسترابراي تامين انر : NBD4( نوكلئوتيد

كه از است  ABCدميني از ناقل ( هاTMD۵ تراغشايي است و عبور مواد از خلال غشا را فراهم مي كند.

سوبستراي  )و در نقل و انتقال سوبسترا به داخل يا خارج سلول نقش دارد يل شدهتشك α-helicesواحدهاي 

                                                            
1. ATP Binding Cossette transporters 
2. Modification of target site 
3. Detoxyfication 
4. Nucleotide Binding Domain 
5. Trans Membrane Domain  
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 ()1-2شكل پلاسم دارند (هاي متصل به پريئيناختصاصي داشته و جهت تسهيل انتقال نياز به پروت

Davidson et al, 2008( .   

نقش نيز كنند توليد مي خودشانكه ي يهابرابر توكسيندر  ،قارچ هابعضي  از در محافظت ABCهاي ناقل

به علاوه ژن  .)Rees et al, 2009( مشاهده شده است Aspergillus nidulans قارچ دركه مانند آنچه  دارند 

PDR5  ت سنگين و فلزا ،هاي توليدي توسط قارچهاتوكسين اي ازباعث مقاومت به مجموعهنيز مخمري

كردن  تواند باعث پمپمي PDR5 ژن داده است كهمطالعات نشان  .شودتركيبات سمي سنتتيك مي

با  )2004و  2000( نشها شود. ميترباور و همكارابه آنها به خارج از سلول و مقاومت مخمر مايكوتوكسين

 ZEN 50) را توليد كنند كه حساسيت آن به YZRM7اي از مخمر (انداختن اين ژن توانستند سويهاز كار 

   .ها استاي ايجاد مقاومت در برابر توكسينه اين امر نشان از تاثير فراوان اين ژن برك برابر سويه وحشي است

  

  ATPنواحي متصل شونده به  NBD، نواحي گذرنده از غشا و TMD.ABC: نماي شماتيك ناقل 1-2شكل 

  هاتغيير در جايگاه اتصال توكسين   - 4- 2

  ها با اتصال به زيرر سنتز پروتئين در يوكاريوتها مهاگونه كه گفته شد مكانيسم عمل تريكوتسينهمان

است كه  ريبوزومي بزرگترين پروتئين L3 .ريبوزومي و مهار فعاليت پپتيديل ترانسفراز است S 60واحد 

). اتصال توكسين Meskauskas et.al, 2005پپتيديل ترانسفرازي ريبوزوم دارد ( نقش اساسي در فعاليت

باعث شد تا از فعاليت آنزيم  ) در مخمر نانRPL3ريبوزومي ( S60زير واحد از  اين بخشتريكودرمين به 

هايي هدفمند توانستند در پپتيديل ترانسفراز و ترجمه پروتئين جلوگيري شود كه محققين با ايجاد جهش



٢٩ 
 

 ,Barbacid and Vazquez, 1974; Rosado et al( مخمر نان مقاومتي نسبي به اين توكسين ايجاد نمايند.

2007; Webb et al, 2010قايسه توالي ). با مRPL3 اومت نسبي اي كه مقطبيعي با مخمرهاي جهش يافته

يكودرمين است به اثبات كه مسئول مقاومت نسبي به تر TCM1دهند وجود ژن به تريكودرمين نشان مي

تعيين شده است كه منجر  W255Cهمچنين ماهيت اين جهش كه باعث مقاومت به تريكودرمين شده . رسيد

و  اعمالبرنج  RPL3ژن  cDNA دراين جهش را همچنين شود. به سيستئين مي 255 تريپتوفانبه تغيير 

هاي برگي كشت سوسپانسيون سلولي و ريزنمونهدر  كهژن جهش يافته را به گياه توتون منتقل كردند 

نسبت به گياهان واجد ژن طبيعي  هيابي گياهان تراريختجهي در سرعت رشد و توانايي تمايزتفاوت قابل تو

 RPL3ژن تغيير يافته  ،). در مطالعه ديگريHarris and Gleddie, 2001( نمودندمشاهده  DONر حضور د

پروتئين تغيير يافته بيان شده و  DONكه در حضور  وجه فرنگي به گياه توتون وارد شد و مشاهده گرديدگ

). همچنين در Mitterbauer and et.al, 2004گردد (مي هر گياهان توتون تراريختسبب ايجاد مقاومت د

 /W258Rانجام شده جهش هاي دوگانه  2007در سال تحقيقي كه توسط صفي پور افشار و همكاران 

H259Y  ايجاد شد.  ،شدميكه منجر به تغيير اسيدهاي آمينه تريپتوفان به آرژنين و هيستيدين به تيروزين

سطوحي  ،DONدر حضور  RPL3نوع جهش يافته با  ههاي تراريختگياهچه )اول هتراريخت( T1آزمايش نسل 

  .تغيير نيافته نشان داد RPL3از مقاومت را در مقايسه با نوع وحشي داراي 

  هاتوسط آنزيم هازدايي توكسينسم  - 5- 2

هاي سلول در يكي از مكانيسم ،ها در جهت غير فعال كردن يا كاهش سميتتغيير در ساختمان تريكوتسين

هاي مختلفي را براي رسيدن هاي داراي اين توانايي ژن). سلولMc Cormic et al., 1999ها است (برابر آن

) اشاره CATتوان به ژن توليد كننده آنزيم كلرامفنيكل استيل ترانسفراز (به اين هدف دارند. براي مثال مي

هاي ميكروارگانيسمد. شوكرد كه يك گروه استيل به كلرامفنيكل اضافه كرده و باعث غير فعال شدن آن مي

توليد شده  هايبيوتيكآنتي از خود در برابر هاي مختلفي را براي حفاظتبيوتيك، مكانيسمكننده آنتيتوليد

ها در جهت كم كردن خاصيت سمي راهكارها، متابوليسم آنتي بيوتيك. يكي از گيرندبه كار مي توسط خود
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هايي جهت ها نيز آنزيممايكوتوكسينهاي توليد كننده يوم). در فوزارMc Cormick et al., 1999( آنهاست

توانند براي انتقال به گندم به كه مي )Yoshizawa and Morooka, 1975( حفاظت از خود وجود دارد

 ,.Chen et alزدايي، استيله كردن(گيرند، از جمله راهكارهاي سمجاد مقاومت مورد استفاده قرار ميمنظور اي

گلوكز به  - UDPانتقال يك گروه گلوكز از  ) است.Poppenberger et al., 2003( زيله كردنكو) و گلي2000

 Arabidopsisگليكوزيل ترانسفراز  - UDPتوسط  DONهيدروكسيل  -3گروه  thaliana  باعث كاهش

گليكوزيل ترانسفراز بر روي مشتق  -UDPشود. هاي تراريخته با اين آنزيم ميسميت توكسين در توتون

را  نيوالنولهاي شبيه به رسد بتواند تمامي ساختمانكند و به نظر مينيز اثر مي 15A-DONتيله اس

  ).Poppenberger et al., 2003شناسايي و گليكوزيله كند (

يك  Tri101ژن  ،در قارچ فوزاريومشود. ، باعث كمتر شدن سميت آن ميDONتغيير در گروه هيدروكسيل 

در حفاظت از  كه) Kimura et al., 1998, Mc Cormic et al., 1999( كندرا كد مياستيل ترانسفراز  آنزيم

هيدروكسيل -3ه شدن گروه هاي توليدي خودش نقش دارد. اين آنزيم استيلدر برابر توكسين فوزاريوم قارچ

ستيل دي ا - 3، تحت تاثير اين آنزيم به DONكاهد. ها مييت آنكند و از سمها را كاتاليز مينيتريكوتس

در دو مطالعه فعاليت استيل ترانسفرازي ).Kimura et al., 2003(شود) تبديل مي3A-DON( اكسي نيوالنول

 Miedaner et al, 2007 and Manoharan etد بررسي قرار گرفت (در گياهان گندم و جو مور TRI101ژن 

al, 2006دهنده تاثير مناسب ژن اي اين دو آزمايش نشان اي و گلخانه). آزمايشات مزرعهTRI101  براي

به دليل اضافه كردن يك گروه استيل به ساختمان توكسين مورد نظر  DONايجاد تحمل در برابر توكسين 

توسط تغيير در ساختمان و اضافه  DONدر يك نوع واريته متحمل گندم به نام فرونتانا سم زدايي از  .بود

 ).Sewald et al ., 1992گزارش شده است ( 3در كربن شماره شدن گروه استيل به جاي گروه هيدروكسيل 

در معرض قارچ  وجود دارد كه در كاهش خسارت ذرت زماني كه zhd101همچنين در ذرت ژني به نام 

همچنين شايان ذكر است كه  .)Igawa et al, 2006(دارد.  نقشگيرد هاي آن قرار ميفوزاريوم و توكسين

-رسند لذا سمها هم به مصرف انسان و هم دام ميد كه اكثر آنكنگياهاني حمله مي ارچ فوزاريوم بهچون ق

  .)Wageha et al, 2010هاي خطرناك در اين قارچ از اهميت ويژه اي برخوردار است (زدايي توكسين
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  مهندسي ژنتيك براي ايجاد مقاومت به بيماري بلايت فوزاريومي سنبله گندم: -6- 2

از هر منبعي به گياه  تواندمت ميهاي مهندسي ژنتيك، ژن مسئول مقاوه از تكنيكامروزه با استفاد

هاي ژن شود.هاي مورد استفاده ميباعث افزايش تعداد و گوناگوني ژنزراعي انتقال داده شود كه اين امر 

ديواره كننده هاي تخريباريومي سنبله گندم غالبا شامل ژنمنتخب براي مقابله با بيماري بلايت فوز

). از Kimura et al., 1998( باشندهاي مقاومتي ميزبان ميننده پاسخكهاي تقويتژنسلولي قارچ و 

مورد استفاده قرار گرفته است،  DON سميتت از طريق كاهش مهايي كه براي تشديد مقاوجمله ژن

سفراز بوده كه كه محصول آن نوعي استيل تران باشدمي F. sporotrichioidesاز قارچ  Tri101ژن 

به همراه  Tri101) ژن Kimura et al., 1998( كند.تركيباتي با سميت كمتر تبديل مي ن را بهيتريكوتس

ها نقش نيوتس) در مكانيسم افزايش تحمل به تريكABCكننده ناقل ، ژن كدPDR5مانند ( هاي ديگرژن

ي فوزاريومي شباهت چنداني وجود ندارد و ساير استيل ترانسفرازها Tri101دارد. از لحاظ توالي بين ژن 

 Alexander et( ا به استيل ترانسفرازهاي گياهي شبيه استهاز لحاظ اندازه و برخي از موتيف و اين ژن

al. 2002( .استيل باشند. ه مسئول انتقال يك گروه استيل ميهايي هستند كاستيل ترانسفرازها آنزيم

كنند. در ها شركت ميزدايي متابوليتهاي پيچيده و هم در سمنسفرازها هم در بيوسنتز متابوليتترا

هايي مثل كلرام فنيكول، پرومايسين و زدايي آنتي بيوتيكها استيل ترانسفرازها در سمپروكاريوت

وزاريوم ف از قارچدر دو گونه  Tri101و  Tri3 ،Tri7آمينوگليكوسيد دخالت دارند. سه استيل ترانسفراز 

هاي ثانويه متابوليتها كه از خانواده نيتريكوتسزدايي ها در بيوسنتز  و يا سماين آنزيميافت شده اند. 

 . الكساندر و همكاران )  ;Falasconi et al., 2005Nelson et al., 2013( باشند.هستند، درگير مي

ن شماره ن در گروه هيدروكسيل كربي) نشان دادند كه نسخه استيله شده يك مولكول تريكوتس1999(

كربن  تحقيقات نشان داد كه استيله شدن موقعيت ميزان سم كمتري را در قارچ كلاميدوموناس دارد. 3

 .) Alexander et al., 2002(  كندي با ميزان سميت كمتر در مخمر ميايجاد تركيبات )(C3 3شماره 

 ،گيريآمده از دورگهاي مختلف به دست هاي متحمل در بين واريتهيكي از راههاي تشخيص واريته

هاي مختلفي جهت شناسايي و توسعه نشانگرهاي است. پژوهش DNAاستفاده از نشانگرهاي مبتني بر 



٣٢ 
 

ها صورت گرفته است. QTLها يا بر اساس ژن هاي تراريخته،در گندم FHBمولكولي براي مقاومت به 

 ،اندشناخته شده FHBت به است. منابع ديگري نيز براي مقاوم 3BS ،شناخته شده  QTLترين اصلي

). نشان داده شده است كه فنوتيپ Lemmens et al, 2005است ( QTL 3BSاما تاثير آنها كمتر از 

به طور نزديكي مرتبط است. بدين ترتيب احتمال داده شده  3BSمعروف  QTLبا  DONمتحمل به 

 - 3آن كه موجب تغيير در گروه و يا آنزيمي شبيه به  glucosyltransferaseآنزيم  QTLاست كه اين 

را در مقاومت  DONكند كه نه تنها اهميت تحمل به شود را بيان و يا تنظيم ميمي DONهيدروكسيل 

هاي كند. آنزيمزدايي در گياهان را نيز تقويت ميرساند بلكه احتمال وجود مكانيسم سممي FHBبه 

- ها مياند كه از جمله آنريومي نيز گزارش شدههاي غير تريكوتسيني فوزازدايي از توكسينمسئول سم

 Clonostachysاز  ZHD101توان به  rosea )از راسته  1يك گونه از قارچ ها از خانواده بيونكترياسه

  ).Higa et al., 2003زدايي از توكسين زيرالنون دخيل است () اشاره كرد كه در سمهاآسكوميست

  :  Saccharomyces cerevisiae) در مخمر AYT1( ز مخمريشناسايي ژن استيل ترانسفرا  - 7- 2

كه محصول آن نوعي آنزيم استيل ترانسفراز  AYT1 ژني به نام Saccharomyces cerevisiaeدر مخمر 

رسد بوده و به نظر مي Tri101است، شناسايي شده كه به لحاظ ساختماني و عملكردي شبيه به محصول ژن 

اين ژن از ). در تحقيقي Alexander et al.,2002( ها نقش داشته باشدنييكوتسدر حفاظت مخمر در برابر تر

 (قرنجيك و همكاران، مخمر جداسازي و به گندم هگزاپلوييد با روش بمباران ذره اي منتقل شده است

و آناليزهاي مولكولي انجام گرفته بر روي گياهان تراريخته نسل اول، اساس نتايج اين تحقيق بر  .)1387

  بيان اين ژن مورد تاييد قرار گرفته است. ضور وح

 Fusariumدر  Tri101 ژن كه توالي مشاهده گرديددر بانك ژن  BLASTجستجوي  بر اساس

sporotrichoides ژن  با توالي ت بالاييمشابهAYT1  در Saccharomyces cerevisiae ژن  آناليز. با دارد

AYT1 ژن شد كه مشخص، به تركيبات غير سمي ينتريكوتس و اندازه گيري توانايي سلول در تبديل AYT1 

                                                            
1. Bionectriaceae  
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مقايسه  .ن را دارديكند كه توانايي استيله كردن موقعيت سوم تريكوتسيك استيل ترانسفراز را كد مي

 Saccharomyces مخمر در AYT1و   Fusarium sporotrichoides قارچ در Tri101بين ژن  ،هاپروتئين

cerevisiae  موتيف حفظ شده  .بود بين آن دو 2شباهت 70و % 1يكنواختي 45%نشان دهندهHXXXD  نيز

- وجود دارد ( DATو  CATدر اين دو استيل ترانسفراز وجود دارد كه در بسياري از استيل ترانسفرازها مانند 

Alexander et al., 2002 .( در جدول زير يك مقايسه بين استيل ترانسفراز مخمري و ديگر استيل

  .) Alexander et al., 2002(  )1-2زها صورت گرفته است(جدولترانسفرا

  در برخي از موجودات مقايسه ژن هاي استيل ترانسفراز: 1-2جدول 

  )GKPGWDF( توالي همپوشان  )DGXXXHتوالي همپوشان(  MW(kDa)  تعداد اسيدهاي آمينه  )bpاندازه(  منبع  ژن

DAF  50  439  1317  گياه  DGKVAH  GKPGWDF  

AYT1  54  474  1422  مخمر  GTTDNIMH  GKPLGNLDF  

Tri101  50  459  1377  هاقارچ  GMTDGAMH  GKPLGGFDF  

Tri3  58  517  1551  هاقارچ  DGLFWH  None  

  

 كند كه سميتتبديل مي 3A‐DONرا به  DONمشابه استيل ترانسفراز فوزاريومي عمل كرده و  AYT1ژن 

ت به مموجب افزايش مقاو AYT1است كه بيان ژن  است. مطالعات اخير نشان داده DONآن بسيار كمتر از 

DON 2009همچنين شهبازي و همكاران ( .)1385(سنجريان و همكاران،  شودمي ههاي تراريختدر توتون (

و فعاليت استيل ترانسفرازي آن را براي ايجاد تحمل به سموم توليدي توسط قارچ فوزاريوم  AYT1تاثير ژن 

هاي تراريخته توتون به عنوان گياه آزمايش حاكي از تحمل مناسب گياهچه بررسي كردند. مشاهدات اين

 ) بود. Fusarium graminearumزا (هاي توليدي توسط قارچ عامل بيماريمدل در مقابل توكسين

وجود دارد، اما  Fs Tri101هاي تراريخت شده با ژن در توتون DONگزارشاتي نيز مبني بر تشديد تحمل به 

ت به مداري در مقاوشده با اين ژن افزايش معني ههاي گندم تراريختارشات نيز نشان دادند كه لاينگز برخي

تواند به دليل تفاوت در جذب و دهند كه اين امر مييت فوزاريومي سنبله گندم نشان نميبيماري بلا
                                                            

1. Identify 
2. Similarity 
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با استفاده از  كه باشد هختدر گياهان مختلف و يا مقدار كم بيان اين آنزيم در گياهان تراري DONمتابوليسم 

ند توليد پروتئين را در اين امشكل شده است به طوري كه توانستهر غلبه بر اين دسعي هايي كنندهتشديد

  .)Igawa T,2006; Higa et al, 2003; Young JC, 2003( برابر افزايش دهند 20ها تا لاين

رسد بيشترين نقش ژن ه نظر ميبشده است، كننده بيماري شناخته فاكتور تشديد DONاز آنجايي كه 

AYT1ل به م، در تحDON  و مراحل بعد از آلودگي اوليه مشخص شود. به طور كلي، كم كردن مقدارDON 

 .Fرسد در مقاومت به قارچ زايش كيفيت غلات شده و به نظر ميزدايي آن، باعث افاز طريق سم

graminearum .نيز نقش بسزايي ايفا نمايد  
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  ୓روشوड़واد
 

  

  

  

  

  

  

  

ઔधل १وم
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  تحقيق انجام زمان و مكان  -1- 3

خاتمه يافت. كاشت گياهان مورد  1391 سال بهمن ماهشروع شد و در  1390اين تحقيق از بهمن ماه سال 

  فت.مطالعه در اين تحقيق در مزرعه تحقيقاتي  دانشكده كشاورزي، دانشگاه صنعتي شاهرود انجام گر

  بذور شرايط كاشت   -2- 3

بذور مورد مطالعه قرار گرفتند.  AYT1) حاوي ژن نسل دوم( هلاين گندم تراريخت 40در اين تحقيق تعداد 

ها از خاك موجود در مزرعه خاك گلدان .شدندمتر كشت سانتي 25هايي با قطر گندم مورد نظر در گلدان

همراه مقداري ماسه و كود دامي تامين شده است. اين نكته  تحقيقاتي دانشكده كشاورزي با بافت لومي به

گلدان مورد كشت قرار گرفت تا تكرار پذيري  2عدد بذر در  4نيز حايز اهميت است كه از هر لاين به تعداد 

گلدان ديگري را به عنوان جايگزين  ،كار افزايش يابد و در صورت سبز نشدن يا خراب شدن يك گلدان

اوي آب به صورت كاملا يكنواخت و به مقدار مسهر هفته ها در طي آزمايش داناري گلآبيداشته باشيم. 

ها در محيط تمامي گلدان بودندبهاره  مطالعهمورد  هاياز آنجا كه گندمشد. براي هر گلدان استفاده مي

  ). 1- 3شكل و در شرايط طبيعي قرار گرفتند ( بيرون

  

  ن هاي مورد نظر و قرار گرفتن آن ها در محيط بيرون: گندم هاي كشت شده در گلدا1-3شكل 

طول و عرض . باشد مي 27±2) حدود كيلومتري شاهرود 7ميانگين دماي شبانه روز در منطقه بسطام (

-متر مي 1349فاع محل از سطح دريا شرقي و ارت 25´و  36˚شمالي و 58´و 54˚جغرافيايي محل بترتيب 
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گراد درجه سانتي 4/14متر و  ميانگين دماي سالانه ميلي 5/156منطقه ارندگي ساليانه باشد. ميانگين ب

  گزارش شده است.

  برگي نمونه گيري    -3- 3

 ) اقدام به گرفتن نمونه برگيبرگي 5تا  3لي مورد نظر در مرحله چند برگي (جهت انجام آناليزهاي مولكو

  ت ادامه رشد و توليد بذر نگهداري شدند.گياهان جه گياهان رشد كرده نموديم. تازه از برگهاي پاييني

  از نمونه برگي DNAاستخراج    - 4- 3

) استفاده گرديد كه Doyle et al., 1987با اندكي تغييرات ( CTAB1از گياه از روش  DNAجهت استخراج 

  باشد:شامل مراحل زير مي

كوبيم و سپس آن مي به خوبيهاون چيني داخل ازت مايع و در ميلي گرم بافت گياهي را در  200 - 1

 ريزيم.ليتري ميميلي 2داخل تيوب  را با قاشقك جمع كرده و

كمپلكس تشكيل داده  DNAشوينده كه با مولكول  به عنوان يك ماده( CTABوليتر بافر ميكر 500 - 2

 نماييم.به آن اضافه ميكند) جدا مي هاها و پروتئينو آن را از موادي همچون كربوهيدرات

 دهيم.قرار مي گراددرجه سانتي 60در دماي  دقيقه در بن ماري 15را به مدت  اين مخلوط - 3

 نماييم.دور در دقيقه سانتريفيوژ مي 13000دقيقه در  5اين مخلوط را به مدت  - 4

و سپس  كنيملروفرم و ايزوآميل الكل اضافه ميك 1به  24و به آن به نسبت  برداشتهمايع رويي را  - 5

 .كنيمسانتريفيوژ ميدور در دقيقه  13000دقيقه در  1را به مدت  مخلوط حاصل

 كنيم.جديد منتقل مي تيوبدر اين مرحله فاز شفاف و آبكي بالا را كشيده و به يك  - 6

 نماييم.وليتر ايزوپروپانول سرد اضافه ميميكر 500مقدار  به هر تيوب - 7

 دهيم.درجه سانتي گراد قرار مي -20 دماي ساعت در 1تيوب ها را به مدت  - 8

                                                            
1. Cetyltrimethyl ammonium bromide   
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 2ها را كنيم و سپس آنسانتريفيوژ ميدور در دقيقه  13000دقيقه در  1ها را به مدت تيوب سپس - 9

 دهيم.درصد شستشو مي 70مرتبه با الكل 

و سپس  كنيمسانتريفيوژ ميدور در دقيقه  13000دقيقه در  1ها را به مدت در اين مرحله تيوب -10

 خشك گردد. DNA رسوبكنيم تا ميدقيقه صبر  15ف كرده و به مدت را حذ مايع رويي

را در  هانماييم و تيوبحل مي DNase عاري ازاستريل  مقطر تشكيل شده را در آب DNAرسوب  -11

 كنيم.نگهداري مي -20دماي 

  DNAها و بافرهاي مورد نياز  جهت استخراج محلول   -1- 4- 3

ها به طور جداگانه در زير از آن چند بافر است كه روش تهيه هر كدامتهيه نياز به  DNAبراي استخراج 

  شود.شرح داده مي

  )ليترميلي 100به ميزان ( CTABروش تهيه بافر    -الف

ميلي ليتر  4مولار و  1 1ميلي ليتر تريس 10را به همراه  )CTAB )Merck, Germanyگرم پودر  2

EDTAميلي ليتر  28نيم مولار و  ٢NaCl 5  گرم پودر  1مولار وPVPبار  2ميلي ليتر آب  40در  ٣

  ميلي ليتر مي رسانيم. 100تقطير حل مي نماييم و سپس حجم كل را با آب مقطر به 

 )ليترميلي 100( مولار NaCl 5 محلول طرز تهيه   - ب

  .نماييمبار تقطير حل مي 2ميلي ليتر آب  100را در  )NaCl )Merck, Germanyگرم پودر  22/29

  )ليترميلي 100( ولارم 1 روش تهيه تريس   - پ

 pH. سپس كنيمبار تقطير حل مي 2ميلي ليتر آب  80را در  )CinaGen, iran( گرم پودر تريس 11/12

-ميلي ليتر مي 100با آب مقطر به  رسانيم. سپس حجم كلي رامي 8ستفاده از اسيد كلريدريك به را با ا

  رسانيم.
                                                            

1. Tris 
2. Ethylene Diamine Tetraacetic Acid 
3. Poly Vinyl Pyrolidone 
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  )ليترميلي 100( رمولا 5/7 آمونيوم استات محلول روش تهيه   - ت

  نماييم.ميلي ليتر آب مقطر حل مي 100در  را )Merck, Germany( گرم آمونيوم استات 81/57

 )ليتر 1(نيم مولار  EDTAروش تهيه    - ث

 pHسپس  .نماييمميلي ليتر آب مقطر اضافه مي 700 را به) EDTA )CinaGen, iranگرم پودر  12/186

رسانده و در نهايت حجم كل را با آب مقطر به  8به  )NaoH( ديم هيدروكسيدرا با استفاده از قرص س

  رسانيم.ميلي ليتر مي 1000

 )ليترميلي CTAB )100بافر استخراج  -1-3جدول 

  مقدار مورد نياز مولاريته  مواد

NaCl                  5 ليترميلي 28           مولار 

CTAB2 ليترليمي 15  مولار  

Tris                      1 ليترميلي 10 مولار 

EDTA5/0 ليترميلي 7 مولار 

H2O   40 ليترميلي  

  

  DNAتعيين كميت و كيفيت    - 2- 4- 3

از دو روش اسپكتروفتومتري و الكتروفورز بر روي ژل آگارز استفاده  DNA براي تعيين كميت و كيفيت

 وجود شكستگي در رشته شده از اين جهت حايز اهميت است كه استخراج DNAتعيين كيفيت گرديد. 

DNA در نمونه  ميزان آلودگيهمچنين كند را مشخص ميDNA كند چون را نيز تعيين مي استخراج شده

لذا تعيين كيفيت از  شود.وجود آلودگي در نمونه استخراج شده باعث ايجاد خطا در كارهاي مولكولي مي

و در آب مقطر  DNA نمونه 100به  1از رقت  در روش اسپكتروفتومترير است. ميت بالايي برخوردااه
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. مقدار اشعه ماوراء بنفش جذب شده ) استفاده شدS 2000 UV/Vis( 6105 دستگاه اسپكتروفتومتر مدل

، نانومتر 280به  260نسبت جذب  وجود در نمونه نسبت مستقيم دارد.م DNAتوسط يك محلول با مقدار 

باشد، آلودگي  8/1تر از  باشد. اگر نسبت كوچك 2تا  8/1دهد. اين نسبت بايد بين  را نشان مي DNAخلوص 

DNA  آلودگي به دليل وجود 2تر از  دهد و نسبت بزرگ نشان ميرا را با پروتئين يا فنل RNA  در نمونه

  باشد.مي

  DNA=غلظت  OD 260 ×50 /ضريب رقت )               1-3فرمول (

 همراه با DNAهاي نمونهپنج ميكروگرم از  ،استخراج شده DNA كيفيتدوم براي بررسي در روش 

 رنگ آميزي ژل با استفاده ازبر روي ژل آگارز يك درصد الكتروفورز گرديد.  bp100نشانگر اندازه مولكولي 

 گاه عكسآميزي، با استفاده از دستپس از رنگصورت گرفت.  )DNA safe stain )CinaGen, iran رنگ

بررسي  از نظر عدم شكستگي مورد نظر Quantum st4 Vilber lourmat, Germany( DNA( ،برداري ژل

  .شد

  )Takara, japan( با استفاده از دستگاه ترموسايكلر PCR واكنش  -3- 4- 3

 براي ژن 1براي طراحي آغازگر .باشدجفت باز مي 1400مورد نظر در اين تحقيق  داراي  AYT1طول ژن 

AYT1  ابتدا توالي ژن در اين تحقيقAYT1 با شماره دسترسي  يمخمرZ73168Y13138 ) از بانك ژن-

اقدام به طراحي  Oligo analyzerو  Primer 3سپس با استفاده از دو نرم افزار  دريافت و) NCBIسايت 

 Vivantisر ايران ( تحت نظ ،. پس از طراحي پرايمر سفارش آن به شركت سينا كلوننموديمپرايمر 

company, Indonesiaدر جدول دو جفت آغازگر رفت و برگشت طراحي شده  و مشخصات . توالي) داده شد

با كل ژن را  طراحي شده است AYT1كه از ابتدا و انتهاي ژن  پرايمر اولجفت نشان داده شده است.  2- 3

 يبخش طراحي گرديده است 2خلي ژنكه از بخش دا پرايمر دومجفت نمايد و مي كيلو باز تكثير 4/1اندازه 

  .خواهد نمودجفت باز تكثير  305 از ژن را با اندازه نزديك به

                                                            
1. Primer 
2. internal primer  
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 AYT1 هاي طراحي شده براي ژنمشخصات آغازگر -2-3جدول 

  نوع آغازگر  توالي آغازگر  )˚ Cدماي اتصال (

63  

61  

57  

57  

5' – ATCGAATTCGAAGGTAGATGGATGTTTAGAG-3' 
 

5' –TAGTCGACATATCATCATCCTATATGTGTAG- 3' 
 

5'- TTGCATCACAGATTCGCAGG- 3' 
 

5'- AAGGCAAAGAGCAACCACCA- 3' 
 

AYT1Fw1 

AYT1Re2 

 

AYT1-f6 

AYT1- r6  

   )يكروليترم 20براي حجم ( PCR تشكيل دهنده واكنش مواد   -1- 3- 4- 3

 PCRغلظت مواد استفاده شده در واكنش  -3-3جدول 

  نام ماده  حجم ماده

2µl  

0.8µl 

0.5µl 

1µl 

1µl 

1µl 

0.5µl 

13.2µl  

10X PCR Buffer 

MgCl2 (50mM) 

dNTP (10mM) 

Forward Primer 

Reverse Primer 

DNA الگو  

Taq DNA Polymerase 

ddH2O 

  

   PCRبراي واكنش  مورد استفادهپروفايل دمايي    -3-2- 4- 3

  جفت بازي 305براي تكثير قطعه  مورد استفادهپروفايل دمايي   -الف

 AYT1f6/r6پرايمر  اي پليمراز مربوط بهواكنش زنجيرهبرنامه زماني  -4-3جدول 

  مرحله  مرحله واكنش  )0Cدما (  زمان (ثانيه)

  مرحله اول  سازي اوليهواسرشت  94  300

    سازيواسرشت  94  45

  سيكل) 35مرحله دوم (  اتصال  55  30

    بسط  72  35

  مرحله سوم  بسط نهايي  72  600
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  كيلو باز 4/1براي تكثير قطعه مورد استفاده ي پروفايل دماي   - ب

  AYT1Fw1/Re2اي پليمراز مربوط به پرايمر برنامه زماني واكنش زنجيره -5-3جدول 

  مرحله  مرحله واكنش  )0Cدما (  زمان (ثانيه)

  مرحله اول  سازي اوليهواسرشت  94  300

    سازيواسرشت  94  45

  سيكل) 35مرحله دوم (  اتصال  61  30

    بسط  72  90

  مرحله سوم  بسط نهايي  72  600

  

  RNAاستخراج     -5- 3

 ,RNA )CinaGenدر اين پژوهش از كيت استخراج  iran استخراج ) برايRNA .استخراج بر  استفاده شد

  صورت پذيرفت كه مراحل آن به شرح زير مي باشد: CinaGenطبق دستورالعمل شركت 

پس آن را در يك كوبيم سحضور ازت مايع به خوبي ميرا در  تازه برگيگرم بافت ميلي 50تا  25 - 1

 اضافه مي نماييم. 1روليتر بافر ليز كنندهميك 400و به آن  ريختهليتري ميلي 2ميكروتيوب 

  

  هاي گرفته شده در ازت مايع در آزمايشگاهمرحله كوبيدن نمونه  -2-3شكل 
                                                            

 1. Lysis solution 
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-و آن را چندين بار مخلوط مي به ميكروتيوب اضافه كرده 1روليتر محلول رسوب دهندهميك 300 - 2

 نماييم.

 نماييم.آن را به درون ستون كيت اضافه ميرا با سمپلر كشيده و  فوقمايع  - 3

دور در دقيقه  13000دقيقه با تعداد دور  1ستون را داخل يك ميكروتيوب گذاشته و آن را به مدت  - 4

 نماييم.سانتريفيوژ مي

يتر بافر شستشوي اول رولميك 400و به آن به ميزان ار داده ستون را داخل يك ميكروتيوب جديد قر - 5

 نماييم.دقيقه سانتريفيوژ مي 1و به مدت دور در دقيقه  13000نماييم. سپس آن را در اضافه مي

را با  دهيم و عمل سانتريفيوژميكروليتر شستشو مي 400بافر شستشوي دوم به ميزان ستون را با  - 6

 دهيم.سرعت و زمان قبل انجام مي

 نماييم.و انجام سانتريفيوژ را تكرار مي 2دا عمل شستشو با بافر شماره مجد - 7

دور در دقيقه  13000دقيقه در  2ستون را در يك ميكروتيوب جديد قرار داده و آن را به ميزان  - 8

 نماييم.سانتريفيوژ مي

 دقيقه 1و به مدت  اضافه كرده به مركز ستونرا  RNase عاري ازاستريل  مقطر روليتر آبميك 100 - 9

 .نماييمسانتريفيوژ مي

 - 0C80گيري كميت و كيفيت آن در دماي باشد را پس از اندازهمي RNAمحلول حاصل كه حاوي  -10

 كنيم.نگهداري مي

   RNAتعيين كميت و كيفيت    -5-1- 3

از دو روش اسپكتروفتومتري و الكتروفورز بر روي ژل آگارز استفاده  RNAبراي تعيين كميت و كيفيت 

و دستگاه اسپكتروفتومتر در آب مقطر  RNA نمونه 100به  1از رقت  . در روش اسپكتروفتومتريگرديد

 260نسبت جذب  كيفيت آن مورد بررسي قرار گرفت. غلظت و استفاده شد. )S 2000 UV/Vis(  6105مدل

  باشد. 2 حدود دهد. اين نسبت بايد را نشان مي RNAخلوص نيز ، 280به 

                                                            
1. Precipitation Solution    
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  RNA =غلظت OD 260 ×40 /ضريب رقت          )      2-3فرمول (

 همراه با RNAهاي نمونهپنج ميكروگرم از  ،استخراج شده RNA كيفيتدر روش دوم براي بررسي 

 رنگ آميزي ژل با استفاده ازدرصد الكتروفورز گرديد.  دوبر روي ژل آگارز  bp100نشانگر اندازه مولكولي 

 RNAبرداري ژل  آميزي، با استفاده از دستگاه عكسز رنگپس اصورت گرفت.  DNA safe stain رنگ

  د.بررسي ش از نظر عدم شكستگي استخراج شده

   DNAبراي حذف آلودگي  DNaseIتيمار با   -5-2- 3

 )DNaseI )Fermentase, MBI, Lithuania آنزيم از RNAدر نمونه  ژنومي DNAجهت از بين بردن 
  :رح زير استاستفاده گرديد. كه مراحل آن به ش

استخراج شده يك  RNAشود و به ازاي هر يك ميكروگرم اندازه گيري مي RNAابتدا كميت هر نمونه 

دقيقه درون حمام آب  30نماييم. سپس آن را به مدت اضافه مي RNAرا به نمونه  DNaseIآنزيم از واحد 

دقيقه  10دن آنزيم آن را به مدت . سپس براي غير فعال شدهيمدرجه سانتي گراد قرار مي 37ماي گرم با د

  شود.نگهداري مي -80ر نهايت در فريزر و د دادهدرجه سانتي گراد قرار  65در دماي 

  cDNAساخت     - 6- 3

) و طبق دستورالعمل شركت سازنده cDNA )Vivantis, Indonesiaاز كيت سنتز  cDNAبراي ساخت 

  باشد:ده شد كه مراحل آن به شرح زير مياستفا

 (پنج ميكروليتر) مقدار يك ميكروليتر آغازگر  RNAهاي به نمونه ،cDNAهت سنتز اولين رشته ج

oligodT18 مولار ميلي 10، يك ميكروليتر مخلوطdNTP  و سه ميكروليتر آب عاري از نوكلئاز افزوده شد تا

قرار داده شد. سپس گراد درجه سانتي 65 دقيقه در دماي ميكروليتر برسد. سپس به مدت پنج 10به حجم 

  افزوده شد و با آب عاري از  1بردار معكوسواحد آنزيم رونوشت 100و  cDNA 10xدو ميكروليتر بافر ساخت 

گراد درجه سانتي 42ساعت در دماي  1ميكروليتر رسانده شد و مخلوط واكنش به مدت  20نوكلئاز به حجم 

  پذيرد.مه ميخات cDNA2قرار گرفت. در اين مرحله سنتز اولين رشته 
                                                            

1. Reverse Transcriptase 
2. Complementary DNA 



۴۵ 
 

  با استفاده از دستگاه ترموسايكلر RT-PCR  واكنش   - 1- 6- 3

در  PCRاقدام نموديم. تنها تفاوت اين واكنش با واكنش  PCRنيز دقيقا شبيه به واكنش در اين واكنش 

بريم و چون از روي سنتز شده بهره مي cDNAژنومي استفاده كنيم از  DNAاين است كه بجاي آنكه از 

باشد. طول قطعه برداري معكوس مينموديم پس نياز به آنزيم نسخه cDNAاقدام به سنتز  RNAرشته 

زگرهاي داخلي نيز براي تكثير باشد. البته از آغاجفت باز مي AYT1 1400تكثيري در اين واكنش براي ژن 

ش از همان پرايمرهاي جفت باز اقدام نموديم. در اين واكن 305د مطالعه به اندازه ن موراي كوتاه از ژقطعه

  استفاده شد.  PCRطراحي شده براي واكنش 

   )ليتركرومي 20حجم ( RT-PCR تشكيل دهنده واكنش مواد    -1- 1- 6- 3

  به همراه حجم RT-PCR واكنش غلظت مواد استفاده شده در -6-3جدول 

  نام ماده   )µl( حجم ماده

2µl  

0.8µl 

0.5µl 

1µl 

1µl 

1µl 

0.5µl 

13.2µl  

10X PCR Buffer 

MgCl2 (50mM) 

dNTP (10mM) 

Forward Primer 

Reverse Primer 

cDNA شده سنتز  

Taq DNA Polymerase 

ddH2O  
  )جفت بازي 305تكثير قطعه (  RT- PCRواكنش  در مورد استفادهپروفايل دمايي     -2- 1- 6- 3

 AYT1f6/r6مربوط به پرايمر  RT-PCRبرنامه زماني واكنش  -7-3جدول 

  مرحله  مرحله واكنش  )0Cدما (  (ثانيه) زمان

  مرحله اول  سازي اوليهواسرشت  94  300

    سازيواسرشت  94  45

  سيكل) 35مرحله دوم (  اتصال  55  30

    بسط  72  35

  مرحله سوم  بسط نهايي  72  600
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  RT-PCRبه عنوان كنترل مثبت در واكنش  18srRNAبراي ژن  آغازگرطراحي     -3- 1- 6- 3

مختلف از كيفيت يكساني برخوردار نيست لذا بايد آن را نسبت هاي استخراج شده از لاين RNAاز آنجا كه 

ها يكسان است استاندارد نمود تا از ميزان كيفيت ها و سلولكه ميزان بيان آن در تمامي بافت ،به يك ژن

RNA  18استخراج شده مطمئن شويم. در اين تحقيق از ژنsrRNA 18ژن توالي  استفاده شد. لذاsRNA  را

 آغازگراقدام به طراحي  Oligo analyzerو  Primer 3سپس با استفاده از دو نرم افزار از بانك ژن دريافت و 

 آغازگرهايايران داده شد و اين شركت  ،سفارش آن به شركت فزاپژوه آغازگر. پس از طراحي نموديم

 2و ساختن محلول كاري آغازگرق سازي ارسال نمود. پس از رقي 1سفارش داده شده را به صورت خشك شده

جفت باز را  600به طول  ايقطعه اين آغازگر باشند.مي RT-PCRها آماده براي استفاده در واكنش آغازگر

  به شرح زير است: 18srRNAتوالي آغازگرهاي رفت و برگشت طراحي شده براي ژن  نمايد.تكثير مي

 18srRNAي ژن مشخصات آغازگرهاي طراحي شده برا -8-3جدول 

  نوع آغازگر  توالي آغازگر  )˚ Cدماي اتصال (

59  

59  

5' – CTTCGGGATCGGAGTAATGATTAA- 3' 

5' – GCCGAGAACATCTAAGGGCATCACAGA- 3'  
18sfw  
18sRe  

  

  3سادرن بلاتي سازدورگهآناليز    - 7- 3 

ز تكنيك هيبريداسيون ا ،مورد بررسي هتراريخت انوارد شده به گياه ٤به منظور تعيين تعداد نسخ ژني

  .گرديدسادرن بلات استفاده 

    5كاوشگرساخت   -1- 7- 3

  ) Roche, USA( Dig-dUTPبه همراه  PCRاز روش  ،)AYT1جهت ساخت كاوشگر براي ژن مورد نظر (

  به شرح زير مي باشد: PCR. مواد موجود در هر واكنش استفاده شد
                                                            

1. Lyophilized 
2. Work Solution 
3. Southern Blot Analysis 
4. Copy Number 
5. Probe 



۴٧ 
 

  PCRتوسط  مواد مورد نياز براي ساخت پروب  -9-3جدول 

  نام ماده  حجم ماده

2µl  

0.8µl 

0.5µl 

1µl 

1µl 

1µl 

0.5µl 

13.2µl  

10X PCR Buffer 

MgCl2 (50mM) 

Dig-dUTP 

Forward Primer 

Reverse Primer 

Plasmid  

Taq DNA Polymerase 

ddH2O  
  

  هژنومي استخراج شده از گياهان تراريخت DNAهضم    -2- 7- 3

سه لاين گندم  بخش . در اينگرديد) استفاده HindIII )Fermentaseبراي انجام اين كار از آنزيم 

مورد  DNAبدين منظور ابتدا غلظت  مورد آناليز قرار گرفته است. )GA207و  GA75، GA400( هتراريخت

ژنومي براي كار  DNAگرم از ميكرو 30 حدودسپس  گرديد ونظر با استفاده از اسپكتروفتومتر محاسبه 

  به شرح زير مي باشد: 1م و مواد مورد نياز براي هر واكنش هضمحج .استفاده شد

  مواد مورد نياز براي انجام واكنش هضم آنزيمي -10-3جدول 

  حجم ماده  نام ماده

  ميكروگرم 30

  ميكروگرم 1واحد/  5/0

  حجم كل 1/0

  ميكروليتر برساند 200مقداري كه حجم كل را به 

DNA ژنومي 

 HindIIIآنزيم 

 افر آنزيمب

  دو بار تقطير آب

  

دهـيم سـپس دوبـاره بـه ازاي هـر يـك       گراد قـرار مـي  درجه سانتي 37ساعت در  4حال هر واكنش را ابتدا 

-درجه سانتي گراد قـرار مـي   37كنيم و يك شبانه روز آن را در واحد آنزيم اضافه مي DNA 5/0ميكروگرم 

  دهيم.

                                                            
1. Digest Reaction 
2. Overnight 
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  هضم شده DNA 1رسوب دهي   -3- 7- 3

  :باشدنجام رسوب دهي به شرح زير مياي امواد مورد نياز بر

  استخراج شده DNAمواد مورد نياز جهت رسوب  -11-3جدول 

  حجم ماده  نام ماده

  مولار 3سديم استات 

  درصد 100اتانول 

  حجم كل 1/0

  برابر حجم كل 5/2

  

 دهيم. سپس در روز بعددرجه سانتي گراد قرار مي - 20ماي يك شبانه روز در د مخلوط حاصل راسپس 

شود و رسوب اييم سپس مايع رويي دور ريخته مينمدرجه سانتي گراد سانتريفيوژ مي 4دقيقه در  20آن را 

  .نماييمريل حل ميتشكيل شده را در آب است

  ژنومي DNAمحصول هضم آنزيمي  الكتروفورز   - 4- 7- 3

 ،ز اتمام الكتروفورزكنيم. پس ابارگذاري ميدرصد  8/0را بر روي ژل الكتروفورز هضم شده  DNAنمونه 

 دقيقه در 15ژل را  سپستا از صحت هضم مطمئن شويم.  كردهم برمايد رنگ آميزي ژل را با اتيديو

  دهيم سپس آن را دو مرتبه با آب مقطر استريل مي شوييم.قرار ميمولار  HCl( 25/0 ( اسيدكلريدريك

و سپس آن را با آب مقطر دهيم ار ميدقيقه قر 15ثي سازي به مدت در مرحله بعد ژل را در محلول خن

  دهيم.شستشو مي

  مواد استفاده شده در بافر خنثي سازي -12-3جدول 

  )مولارحجم ماده (  نام ماده

Tris 

NaCl  
1  

5/0  

  

  

  
                                                            

1. Precipitation 
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  به غشا DNAانتقال نمونه   -5- 7- 3

دهيم سپس غشاي نيتروسلولزي و روي كاغذ واتمن قرار مي 20XSSCبراي انجام اين كار ژل را در بافر 

آن  دهيم. سپس بر روي غشا دولايه كاغذ واتمن قرار داده و رويروي ژل قرار مي را به اندازه ژل بريده و

-زمان انتقال يك شب مي دهيم تا عمل انتقال به خوبي صورت گيرد. مدتتعدادي دستمال كاغذي قرار مي

  باشد.

 )ليتر 1براي حجم ( SSCبافر مواد مورد نياز براي تهيه  -13-3جدول 

  )گرمحجم ماده (  نام ماده

Na-citrate 

NaCl 

2/88  

3/175  

  

  
  به غشا DNAنحوه انتقال   -3-3شكل 

روز بعد غشا را داخل لوله هيبريداسيون قرار داده و روي آن بافر پيش هيبريداسيون به همراه پروب 

  دهيم.اد داخل آون هيبريداسيون قرار مينتي گردرجه سا 65ريخته و آن را يك شبانه روز در دماي 

  آشكارسازي غشا   - 6- 7- 3

ساعت در معرض  يكدهيم و آن را عت در محلول بلوكه كننده قرار ميسا يكغشا را  ،براي انجام اين كار

ميلي ليتر  20دقيقه در  5سپس غشا را  نماييم.) انكوبه مي Anti-Digoxigenin-AP, Rocheآنتي بادي ( 

دهيم و در نهايت آن را با استفاده از محلول سوبستراي رنگ موجود در كيت سادرن فر تشخيص قرار ميبا

  نماييمبلات رنگ آميزي مي
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  مواد مورد نياز براي تهيه محلول بلوكه كننده -14-3جدول 

  )گرمحجم ماده (  نام ماده

  كنندهپودر بلاك

  مالئيك اسيد

1  

5  

  

  ز براي تهيه بافر تشخيصمواد مورد نيا -15-3جدول 

  حجم ماده (مولار)  نام ماده

Tris 

Nacl 

1/0  

1/0  

  

  TLC١آناليز    - 8- 3

آنزيم  AYT1 ژند. نرا به اثبات مي رسان ژن انتقال يافتهو بيان  حضورتنها RT-PCR و  PCR يآناليزها

 DON توكسين مقاومت به براي بروز ژن انتقال يافته،فعال بودن محصول  وكند فراز را كد مياستيل ترانس

در اين سنجش فعاليت آنزيمي لازم است.  ژن انتقال يافته. براي بررسي فعاليت محصول باشدميضروري 

و طبق روش   TLCشبر اساس رو AYT1 ين  نوتركيب ئسي فعاليت استيل ترانسفرازي پروتبررتحقيق 

  باشد:انجام كار به شرح زير مي مراحل انجام شد. )2007( و همكاران اهاستو توسط استفاده شده

  استخراج پروتئين    -1- 8- 3

  استخراج پروتئين به روش زير انجام شد:

  .كاملا پودر شدحدود يك گرم بافت تازه برگي پس از انجماد در نيتروژن مايع  - 1

                                                            
1. Thin Layer Chromatography 
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2 - µl500 ) دقيقه بر روي  30) به آن اضافه و كاملا ورتكس شد. سپس به مدت 16-3جدول بافر استخراج

  خ قرار داده شد.ي

  ينئتركيب بافر استخراج پروت -16-3 جدول

 تركيبات   (M)حجم

Tris-HCl  (pH=8) 1M  

PVP 1 %  

Glycerol 70 % 

ddW µl 362 

 مايع روييدقيقه سانتريفيوژ گرديد.  15به مدت  oC4و دماي دور در دقيقه  13000مخلوط حاصل در  - 3

  ي گرديد.نگهدار - oC 20 جديد منتقل و در دمايويال به 

  رسم نمودار استاندارد پروتئينو  اندازه گيري ميزان پروتئين كل   -2- 8- 3

 ،دين منظورانجام گرفت. ب) 1976(هاي محلول طبق روش براد فورد گيري پروتئيناندازهدر اين تحقيق 

وط شده و ميلي ليتر معرف براد فورد در يك لوله آزمايش با هم مخل 5ميكروليتر عصاره پروتئيني با  100

ذب نور دقيقه در دماي محيط قرار داده شدند و سپس ج 15ها به مدت محلول حاصل ورتكس شد. نمونه

مقدار پروتئين  خوانده شد. )S 2000 UV/Visمتر توسط دستگاه اسپكتروفتومتر (نانو 595آنها در طول موج 

 نمودار استاندارد آلبومين محاسبه گرديد. ها با استفاده از مقادير جذب نور مربوط به هر نمونه ومحلول نمونه

گرم بر ميلي ليتر استفاده شد. ميلي 1حلول سرم آلبومين با غلظت پروتئين از م استاندارد نمودار رسم جهت

ميكروليتر از اين محلول به  100و  90، 80، 70، 60، 50، 40، 30، 20، 10، 0مقادير  1-2 طبق جدول

در . ميكروليتر رسانيده شد 100ها با آب مقطر به حجم هر يك از نمونههاي آزمايش منتقل شده و لوله

هاي حاصل هاي آزمايش اضافه شده و محلولليتر معرف برادفورد به هر يك از لولهميلي 5مرحله بعد 

 دستگاه نانومتر توسط 595ها در طول موج دقيقه مقدار جذب نمونه 15ورتكس شدند. بعد از مدت 
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وانده شد. نمودار استاندارد پروتئين براساس غلظت آلبومين و مقادير جذب هر يك از آنها اسپكتروفتومترخ

  ).17-3جدول ( رسم گرديد

  )1976هاي مورد نياز در رسم نمودار استاندارد آلبومين به روش برادفورد (مقادير مواد و محلول -17-3جدول 

  جذب نور در طول موج
 نانومتر 595

  معرف براد فورد
 لي ليتر)(مي

  آب مقطر
 (ميكروليتر)

  مقدار محلول آلبومين
  (ميكروليتر)

شماره لوله 
  آزمايش

  شاهد  0  100  5  0
125/0  5  90  10  1  
321/0  5  80  20  2  
372/0  5  70  30  3  
493/0  5  60  40  4  
59/0  5  50  50  5  
677/0  5  40  60  6  
747/0  5  30  70  7  
828/0  5  20  80  8  
915/0  5  10  90  9  
02/1  5  0  100  10  

 

  

 ).1976نمودار استاندارد پروتئين به روش براد فورد (  -4-3شكل

  TLCبا استفاده از  AYT1 سنجش فعاليت آنزيمي تراژن    -3- 8- 3

 گياهان تراريختي كه در آناليزهايبرگي  نمونه عدد 25ابتدا از ) 2007طبق روش اهاستو و همكاران (

به عنوان كنترل  نيز هغير تراريختگياه ين استخراج شد. از برگ ئپروت ،ودراريختي آنها اثبات شده بمولكولي ت

و حجم  مخلوط گرديد µg40 DONين كل استخراج شده با ئاز پروت µg100. ميزان گرديداستفاده  منفي
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دماي  رسانيده شد. ويالهاي حاوي مخلوط فوق در µl250  هب Tris-HCl 50 mM, pH 7.5نهايي واكنش با 

0C37 استيلاسيون را بر روي سوبسترا ،ساعت نگهداري شدند تا آنزيم در دما و زمان مورد نياز 24دت به م 

)DON به انجام برساند. سپس (µl250 اتيل استات )C4H8O2(  به مخلوط اضافه شده و پس از سانتريفيوژ

 TLC cm20×20 (Riedel- deدقيقه, روشناور براي لكه گذاري بر روي كاغذ  5دور در  5000كردن در 

Haen, Ca. No. 37364) و انتهاي  بالاتر از انتهاي كاغذ انجام شد مترسانتي رداشته شد. لكه گذاري در دوب

 20اتيل استات/تولوئن) قرار داده شد. پس از  3به  1آن در درون فاز متحرك كروماتوگرافي (شامل مخلوط 

در دماي اتاق  TLCركت كرده و سپس كاغذ ) حTLCدقيقه فازمتحرك در طول فاز ثابت (كاغذ  30تا 

  انجام شد. 1:9 نسبت مخلوط اتانول و اسيد سولفوريك به . آشكارسازي باخشك شد

در  هنسل دوم گندم تراريختدر گياهان  و ارتفاع گياهچه  بذور بررسي ميزان جوانه زني   -9- 3

  DONتوكسين  حضور

مذكور در  ژنمولكولي بيان  تراريختي كه با آناليزهاي هاير لايند AYT1وراثت پذيري تراژن  تاييدبراي 

در  هنسل دوم گندم تراريختو ارتفاع گياهچه در گياهان ميزان جوانه زني بذور  ،ها به اثبات رسيده استآن

 MSدر محيط  هبذور گياهان تراريخت ،مورد بررسي قرار گرفت. بدين منظور DONتوكسين  محيط حاوي

به مدت يك هفته  هاي مناسب كشت داده شدند و سپسشيشهدرون  DON ينتوكس ppm 10حاوي  2/1

نيز  هاريختترغير. همچنين بذور گياهان گرفتندساعت تاريكي قرار  8ساعت روشنايي و  16در شرايط نوري 

قرار  ه) در محيط واجد توكسين كشت شدند و در همان شرايط گياهان تراريختبه عنوان كنترل منفي (شاهد

به صورت در هر لاين به همراه گياهان شاهد  و ارتفاع گياهچه روز ميزان جوانه زني بذور 10. بعد از گرفتند

  مورد بررسي قرار گرفت.درصد 

  و ايجاد آلودگي در سنبله Fusarium graminearum  تهيه تيمار سوسپانسيون قارچ  -10- 3

  ي سنبله در طول مرحله به سنبله رفتن است، پذيري گندم به بيماري فوزاريومبا توجه به اينكه دوره آسيب
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هاي تراريخته با جهت ايجاد تحمل به اين بيماري سنبله گندم AYT1لذا جهت بررسي فعاليت ژن 

  اسپورهاي اين قارچ تلقيح شدند.

  تهيه سوسپانسيون اسپور فوزاريوم - 10-1- 3

از مركز اصلاح نهال و بذر كرج تهيه  F. graminearumاسپور فوزاريوم جدايه قارچ  براي تهيه سوسپانسيون،

كشت گرديد و درون انكوباتور  PDA(1شد. قارچ مورد نظر روي محيط كشت سيب زميني دكستروز آگار (

گراد قرار داده شد. پس از حدود يك هفته فوزاريوم كل سطح محيط كشت را درجه سانتي 25با دماي 

  پوشاند.

ليتري خيسانده شد و به ميلي 250هاي ر آب مقطر درون ارلنميلي ليت 25گرم دانه برنج سفيد با  50

ها با استفاده از پنبه و فويل آلومينيومي پوشانده شد و ميزان يك گرم ساكارز به آن اضافه گرديد. درب ارلن

گراد و فشار يك درجه سانتي 120دقيقه در اتوكلاو با دماي  30ساعت به مدت  24ها دو بار به فاصله ارلن

ديش حاوي قارچ ها به زير هود لامينارفلو منتقل شدند. پتريسفر قرار داده شدند. پس از اتوكلاو، ارلناتم

ديش ها به دماي معمولي اتاق رسيد، درب پتري. پس از اينكه دماي ارلنوزاريوم هم به زير هود منتقل شدف

از تيغ جراحي استريل خرد و به  ديش با استفادهبا احتياط در زير هود باز شد و محيط كشت درون پتري

ها ها با پنبه پوشانده شد و ارلندرب ارلن ها منتقل شد.متر مربع از محيط به هر يك از ارلناندازه يك سانتي

دور در دقيقه قرار  120گراد و سرعت درجه سانتي 25ساعت روي انكوباتور شيكردار با دماي  96به مدت 

ها در زير هود با استفاده از پارچه ململ استريل صاف شد. از درون ارلن ساعت محيط 96داده شدند. پس از 

گيري شد و با استفاده از لام اي تيره بود نمونهمحيط صاف شده كه به صورت يك سوسپانسيون به رنگ قهوه

ليتر تعيين شد. سوسپانسيون ها در ميليهموسيتومتر غلظت سوسپانسيون بر حسب تعداد ماكروكنيدي

توان حداكثر به مدت يك هفته در يخچال نگهداري كرد. با وجود اين در اين آزمايش، از نظر را مي مورد

  براي تلقيح روي سنبله استفاده شد.اسپور  1×105و از غلظت  سوسپانسيون تازه قارچ استفاده شد

  
                                                            

1. Poatato Dextrose Agar 
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  توسط اسپور AYT1حاوي ژن  هاي گندم تراريختهتلقيح مصنوعي سنبله - 10-2- 3

 105دهي و با غلظت در مرحله سنبله F.graminearumرسي تلقيح با سوسپانسيون اسپور قارچ در اين بر

مايع تلقيح توسط ميكروپيپت در هر سنبله توسط  µl20ليتر انجام گرفت. به اين صورت كه اسپور در ميلي

 ،بت داده بودها جواب مثدر آن TLCاي كه واكنش عدد سنبله 15گلچه مياني تزريق گرديد. اين عمل در 

صورت گرفت. پس از تلقيح سنبله با عصاره قارچ جهت مهيا كردن شرايط رطوبتي مناسب براي گسترش 

ساعت توسط اسپري دستي آبپاشي شدند. در اين  24ساعت يك بار به مدت  3تا  2ها هر سنبله ،بيماري

  نيز به عنوان كنترل استفاده شد. AYT1آزمايش از گندم فاقد ژن 

  

انتقال قارچ رشد كرده روي  -ب PDAكشت اسپور قارچ روي محيط كشت  -تهيه سوسپانسيون فوزاريوم: الف -5-3شكل
  به محيط حاوي برنج براي عصاره گيري PDAمحيط كشت 
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  ষتا৆ج و মࡉث
 

       

  

  

  ઔधل घھارم    
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  



۵٧ 
 

رانسفراز مخمري در بررسي حضور ژن استيل تجهت  در اين فصل نتايج به دست آمده از آناليزهاي مولكولي

 PCR. در ابتدا به نتايج آناليز تشريح خواهد شدنسل دوم گندم تراريخته  هاي نسل دوم گندم تراريختهلاين

شود. نتايج به دست آمده از اين دو آناليز نشان دهنده حضور انجام شده در اين تحقيق اشاره مي RT-PCRو 

سازي . در ادامه به نتايج آناليز دورگهاستدم تراريخته هاي نسل دوم گندر لاين AYT1و بيان مناسب ژن 

جهت تعيين ميزان  TLCشود و در مرحله بعد به بررسي نتايج به دست آمده از آناليز سادرن اشاره مي

به نتايج مربوط به با توجه . خواهيم پرداختفعاليت پروتئين توليدي توسط ژن استيل ترانسفراز مخمري 

لذا  نموديم. هاي مولكوليتاييد شده با آناليز هايآزمون زيستي در لاينانجام اقدام به  ،آناليزهاي مولكولي

-اشاره مي DONقدرت جوانه زني و ارتفاع گياهچه گندم در حضور توكسين ميزان ابتدا به نتايج حاصل از 

نيز رچ فوزاريوم و عصاره استحصالي از قا DONبه نتايج حاصل از تيمار سنبله با توكسين انتها  شود و در

  .گرددمياشاره 
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  DNAتعيين كيفيت    - 4-1

شدند  بررسيدرصد  1ژل آگارز و بر روي هاي استخراج شده با استفاده از دستگاه الكتروفورز DNA كيفيت

استخراج شده براي  DNAها وجود نداشته باشد. شكل زير الگوي الكتروفورزي شكستگي در آنتا هيچ گونه 

  .)1-4شكل دهد (هاي تراريخته را نشان مينمونه از لاين سه

  

  استخراج شده براي آناليزهاي مولكولي DNAن كيفيت تعيي  -1-4شكل 

M  100  اندازه: نشانگرbp ladder ( viavantis)،  1  لاين :GA 75 ،    2  لاين :GA 400 ،   3  لاين :GA 207 ،  

   PCRواكنش    - 4-2

با روشي كه  AYT1-Re2و  AYT1-Fw1شده از گياهان به كمك آغازگرهاي اختصاصي  استخراج DNAاز 

لاين مشاهده شد كه ورود  37در  Kb4/1اي معادل انجام پذيرفت و قطعه PCR ،اشاره شد 3-4- 3در بخش 

 نيز AYT1-r6و  AYT1-f6. همچنين از آغازگرهاي داخلي )2- 4شكل ( نمايدآنها را اثبات مي در AYT1ژن 

 دنگردجفت باز مي 305اي معادل جهت اطمينان از كار خود استفاده گرديد. اين آغازگرها باعث تكثير قطعه

لاين كشت شده  40لاين از  37در  AYT1دهنده حضور ژن نيز نشان PCR. نتايج مربوط به اين )3-4شكل (

  .بود

M ١ ٢ ٣
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 AYT1-Re2و  AYT1-Fw1هاي با استفاده از پرايمر ختي گياه گندمبراي تاييد تراري PCR محصولاتالكتروفورز  -2-4شكل 

M :  اندازهنشانگر ladder  100bp، 1  لاين :GA30،  2  لاين :GA76،  3  لاين :GA19،  4  لاين :GA171،  5  لاين :GA15، 
  كنترل منفي با گندم غيرتراريخته: 6

 

  
  

  پرايمرهاي داخلي استفاده ازبا  PCR محصولاتالكتروفورز   -3-4شكل 

M :  100  اندازهنشانگر bp ladder،  1  لاين :GA75،  2  لاين :GA283،  3  لاين :GA444،  4  لاين :GA158،  5  لاين :
GA60  6  لاين :GA42، 7كنترل منفي با گندم غيرتراريخته :  

  

  

  

  

  

  

M ١ ۵٣ ٢ ۴

bp 1400  

۶ 

M ١  ۵٢ ٣ ۴ ۶

bp ٣٠۵  

٧
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  مورد تاييد قرار گرفته است PCRناليز آها توسط در آن AYT1حضور ژن  هايي كه: اسامي لاين1-4جدول 

  

   RNAتعيين كيفيت   - 4-3

RNA  كل از برگ گياهان گندمي كه تراريختي آنها در مرحله قبل به اثبات رسيده است با روشي كه در

درصد مشاهده گرديد. وجود باندهاي  2آمده است استخراج شد و كيفيت آن بر روي ژل اگارز  5-3بخش 

28srRNA  18وsrRNA  به صورت مطلوب نشان از كيفيت بالايRNA4شكل( هاي استخراج شده داشت -

4( .  
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  هكل استخراج شده از گياهان تراريخت RNA هاينمونه يالكتروفورزالگوي  -4-4شكل 

M:  100 اندازه نشانگر bp ladder،  1 لاين : GA 30.1،  2 لاين : GA400،  3 لاين : GA105،  4 لاين : GA143،  5  لاين :
GA260.1  

  RT-PCRواكنش    -4-4

استخراج شده از گياهان تراريخته با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي  RNAاز روي  RT-PCRواكنش 

AYT1-Fw1  وAYT1-Re2 ) با اندازه نيز باند مورد نظرKb4/1( و رونويسي داد كه نشانگر بيانرا نشان مي 

با استفاده از پرايمرهاي  RT-PCR. نتايج حاصل از واكنش بودراريخته در گياهان ت RNAژن در سطح 

AYT1-Fw1  وAYT1-Re2  براي سه لاين تراريخته حاوي ژنAYT1  به همراه كنترل منفي مربوط به هر

نيز  AYT1-r6و  AYT1-f6همچنين از پرايمرهاي اختصاصي  نشان داده شده است. 5-4واكنش در شكل 

را  )5-4شكل ( قبل RT-PCRن استفاده شد كه اين واكنش نيز جواب واكنش ي ژبراي تكثير بخش داخل

 ،تواند باعث جواب مثبت كاذب شودژنومي مي DNA ،. از آنجا كه در اين مرحله)6- 4شكل ( كندتاييد مي

در غياب آنزيم نسخه برداري معكوس  RT-PCRيعني واكنش  ،لذا با استفاده از واكنش كنترل منفي

است. همچنين براي واكنش كنترل مثبت از  DNAاستخراجي فاقد آلودگي با  RNAشد كه مشخص 

و  RNAمورد نظر كيفيت  bp600استفاده گرديد و با مشاهده قطعه  18srRNAآغازگرهاي اختصاصي 

  مورد تاييد قرار گرفت. RT-PCRواكنش 

  

M١ ٢ ٣ ۴ ۵

18srRNA 

28srRNA  
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با استفاده  در گياهان تراريخته AYT1 براي تاييد نسخه برداري از ژن RT-PCR كنشوا الكتروفورز نتايج حاصل از -5-4شكل 
 AYT1-Re2و  AYT1-Fw1از پرايمرهاي 

M :  100 اندازه نشانگرbp ladder،  1 لاين : GA143،  2 كنترل منفي : )- RT(، 3 لاين 4  ،: كنترل مثبت : GA 30.1،  5 : 
  : كنترل مثبت RT(، 9 -( : كنترل منفي GA75،   8 : لاين 7   ،ثبت: كنترل م 6 ،)RT -( كنترل منفي

  

  

   AYT1-r6و  AYT1-f6 پرايمرهاي اختصاصي با استفاده از RT-PCR نتايج الكتروفورز حاصل از واكنش -6-4شكل 

M :  100 اندازه نشانگرbp ladder،  1 لاين : GA15،  2 كنترل منفي : )- RT(،  3 لاين : GA44،  4 كنترل منفي : )- RT  (5 :  

   و s RNA 18 : كنترل مثبت با پرايمر RT(،  9 -( : كنترل منفي GA61،  8 : لاين 7  ،)RT -( : كنترل منفي GA19،  6 لاين

  جفت باز 600با اندازه نزديك به  GA15  لاين

  

  

  

M ١ ٢ ٣ ۴ ۵ ۶ ٧M ٨ ٩

bp ١۴٠٠  

bp ۶٠٠  

M ١ ٢ ٣ ۴ ۵ ۶ ٧ ٩ ٨ 

bp ٣٠۵  

bp ۶٠٠  
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  سادرن بلات رگه سازيدو آناليز   -4-5

  هضم آنزيمي نتايج   - 4-5-1

DNA به همراه گياه شاهد  207و  400 ،75هاي شماره ي استخراج شده از بافت برگي لاينژنوم

را  DNAاين آنزيم كل  ).7- 4شكل مورد هضم آنزيمي قرار گرفتند ( HindIIIبه وسيله آنزيم ) هغيرتراريخت(

هضم  DNAسپس نمايد و مي مقسيت هاي مختلفي با اندازهو آن را به قطعات دهدبرش ميبه صورت كامل 

  .دهدنمايش مياي را به صورت هاله شده

  

: لاين 3  ،400: لاين  2  ،75: لاين  1Kb ladder، 1  اندازهنشانگر  : HindIII  :M هضم آنزيمي با استفاده از آنزيم -7-4شكل 
207  

  جفت بازي 305براي قطعه  كاوشگرسنتز    - 4-5-2

كاوشگري  )AYT1( نياز است كه براي اين ژن هگياه تراريخت به ورودي يژننسخ  براي مشخص شدن تعداد

. لذا با استفاده از داراستباشد و توانايي اتصال به آن را مي AYT1طراحي شود كه اين كاوشگر مكمل ژن 

هيه اقدام به تهيه كاوشگر نموديم. در ت PCRو انجام واكنش  AYT1-r6و  AYT1-f6پرايمرهاي اختصاصي 

مورد نظر از دنباله  DNAاين كاوشگر بجاي استفاده از عناصر راديواكتيو براي نشاندار كردن توالي 

استفاده شد كه خطرات ناشي از مواد راديواكتيو را مرتفع مي سازد. همان طور  Dig-dUTPغيرراديواكتيو 

M ١ ٢ ٣



۶۴ 
 

نسبت به قطعه تكثير  )ازفت بج 405( اندازه بزرگترياز پيداست كاوشگر طراحي شده  8- 4كه در شكل 

  ).8- 4شكل ( .باشدبرخوردار مي PCRشده توسط واكنش معمولي 

  

: كاوشگر 100bp ladder، 1: نشانگر اندازه  M  با اندازه بزرگتر از سايز معمول AYT1براي ژن  سنتز شده كاوشگر  -8-4شكل 
  معمولي PCR: واكنش Dig-dUTP،  2طراحي شده به كمك 

 75در لاين بدين صورت كه . نمودمشخص را سادرن تعداد نسخ ژني ورودي به هر لاين دورگه سازي ز آنالي

باند ديده شد. كنترل منفي نيز هيچ  سه 207باند و در لاين  دو 400هيچ باندي مشاهده نشد ولي در لاين 

نيز  AYT1ن حاوي ژلاسميد . از پباشدكه اين موضوع نشان از صحت اين آناليز مي باندي را نشان نداده است

بر روي گذاري شان از صحت كار لكهن نيز به عنوان كنترل مثبت استفاده شد. لكه مشاهده شده در اين بخش

نتايج مربوط به آناليز دورگه سازي سادرن براي سه لاين تراريخته حاوي زن  ).9-4شكل ( باشدغشا مي

AYT1  همان طور كه در شكل پيداست نشان داده شده است.  9- 4به همراه كنترل مثبت و منفي در شكل

ها نشان دهنده تعداد نسخ ژني اند. تعداد اين لكههايي را روي غشا ايجاد نمودهلكه 207و  400لاين شماره 

وم و ايجاد ورودي به داخل ژنوم گندم تراريخته مي باشد. از آنجا كه بين تعداد نسخ ژني ورودي به ژن

مي  ترن در ژنوم گياه بسيار مطلوببرقرار است پس وجود يك نسخه از ژ اي عكسطهمقاومت در گياه راب

بر قارچ كه دو لكه بر روي غشا ايجاد كرده بود مقاومت خوبي را در برا 400باشد. در اين آزمايش لاين 

بود نيز در نيز كه سه لكه بر روي غشا ايجاد نموده  207داد. همچنين لاين شماره فوزاريوم از خود نشان مي

  باشد.بيشتر مي 400دهد اما ميزان مقاومت در لاين شماره مقاومت نشان ميبرابر قارچ عامل بيماري از خود 

M ١ ٢

bp 305  

bp 405  



۶۵ 
 

  

: كنترل مثبت  4 ،207: لاين  3  ،400: لاين  2 ،75: لاين  1kb ladder، 1 اندازه نشانگر  :Mآناليز سادرن بلات.   -9-4شكل 
  كنترل منفي :5

  TLCبا آزمون  AYT1نجش فعاليت آنزيمي تراژن س   -4-6

فعاليت استيل ترانسفرازي  ،هاي گندم تراريختهن استخراج شده از تعدادي از لاينبا استفاده از پروتئي

ه تراريختوتئين استخراج شده از گياهان غيرمورد بررسي قرار گرفت. پر هدر گياهان تراريخت AYT1پروتئين 

نشان داد كه فعاليت استيل ترانسفرازي پروتئين  TLCي استفاده شد. نتايج آزمون به عنوان كنترل منف نيز

AYT1 هاي گندم تراريخته قابل مشاهده است. از لاين هاي حاوي پروتئين استخراج شده از تعداديدر ويال

- 4شكل باشد (ها مويد اين مطلب ميدر تعدادي از اين لاين 3A-DONلكه مربوط به فرم استيله سوبسترا 

٣ ٢ ١ ۴ ۵ M 
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چنان قابل مشاهده بود كه نشان ها همنيز در همه نمونه DON). هر چند لكه مربوط به سوبسترا 11- 4و  10

  باشد. به استيله كردن كامل سوبسترا نميقادر  AYT1دهد پروتئين نوتركيب مي

  

+  ه: گياه غير تراريخت2 ،)استانداردخالص ( DON:  1. هدر گياهان تراريخت AYT1فعاليت استيل ترانسفرازي   -10-4شكل 
DON، 3  هتراريخت( 400: لاين شماره  +DON(، 4  75: لاين شماره )هتراريخت  +DON(، 5  :3A-DON ) تاندارداسخالص(  

  

  

: لاين  DON، 3+  هاريخت: گياه غير تر2 ،)استانداردخالص ( DON:  1. هدر گياهان تراريخت AYT1فعاليت استيل ترانسفرازي 
  )استانداردخالص DON(، 5  :3A-DON )+  هتراريخت( 1/260: لاين شماره  4 ،)DON+  هتراريخت( 283شماره 

٣ ٢ ١ ۴ ۵ 

DON  

3A- DON  

٣ ٢ ١ ۴ ۵ 

DON  

3A- DON  
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در محيط  AYT1ژن  حاوي هگندم تراريخت هايو ارتفاع گياهچه جوانه زني قدرتبررسي    -4-7

  DONحاوي توكسين 

 DON توكسين ppm 10 همراه به MS 2/1 كشت محيط در و بمناس ظروف در تراريخته گياهان بذور

. نتايج ندمورد بررسي قرار گرفت هاو ارتفاع گياهچه روز درصد جوانه زني اين بذور 10كشت شدند و پس از 

جوانه زني در  قدرتحاكي از مقاومت بسيار مناسب بذور گياهان تراريخته نسبت به گياهان شاهد است و 

ان طور هم ).11- 4شكل بود ( بيشتر بسيارنسبت به گياهان شاهد ارتفاع گياهچه در آنها  وگياهان تراريخته 

باشد كه اين ميزان براي درصد مي 10زني در گياه شاهد انهشود درصد جومشاهده مي 1- 4كه در جدول 

 25اي تراريخته هزني در بين لاينباشد. كمترين درصد جوانهدرصد مي 65ريخته به طور ميانگين گياهان ترا

زني گياه شاهد بالاتر است. در مورد ارتفاع گياهچه نيز كه اين ميزان نيز از درصد جوانه باشددرصد مي

ه طور هاي تراريخته بمتر بود كه اين ميزان براي لايننتيسا 5/0ميانگين ارتفاع گياهچه در گياهان تراريخته 

-متر ميسانتي 5/2هاي تراريخته اع گياهچه در بين لاينمترين ارتفباشد. كسانتي متر مي 25/5ميانگين 

  باشد كه حتي اين ميزان نيز نسبت به گياه شاهد از تفاوت محسوسي برخوردار است.

  

در  شاهد گياه:  DON A جوانه زني گياهان تراريخته نسبت به گياه شاهد در محيط حاوي توكسين قدرت:  11-4شكل 
  توكسين واجدگياه شاهد در محيط  : C در محيط واجد توكسين تراريخته ياهگ:  B محيط فاقد توكسين

  

  

ABC
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   DON : مقايسه درصد جوانه زني و ارتفاع گياهچه هاي تراريخته و غير تراريخته در حضور توكسين 2-4جدول 

 ميانگين ارتفاع گياهچه در حضور
DON برحسب سانتي متر 

  

 DON درصد جوانه زني در حضور
 برحسب درصد

  

 لاين
  

5/0  10  WT   (فرم شاهد)  
5/5  50  GA30.1  

5  50  GA75  
5/6  75  GA207  

7  100  GA260.1  
5/6  75  GA283  
5/3  40  GA284  

6  65  GA370  
5/4  90  GA388  
5/6  75  GA400  
5/6  35  GA400.1  

3  55  GA408  
5/5  85  GA422  
5/2  25  GA15  
5/5  45  GA19  
5/4  65  GA23  
5/5  55  GA30  
5/5  85  GA30.2  
5/6  45  GA30.3  

5  75  GA61  
7  75  GA62  
5  55  GA105  
5/4  65  GA157  
5/3  85  GA158  
5/3  65  GA460  
5/6  65  GA467  

  

   AYT1اثرات آلودگي قارچ فوزاريوم روي سنبله گندم تراريخته با تراژن  -4-8

يم كه گياهان تراريخته تحمل هاي گياهان تراريخته با عصاره قارچ فوزاريوم مشاهده كردپس از تلقيح سنبله

دهند به طوري كه در تعداي از خوبي در برابر قارچ عامل بيماري در مقايسه با گياه شاهد از خود نشان مي

) عدد 10هاي تراريخته () هيچ گونه آثار بيماري مشاهده نشد. در بقيه لاينعدد 5هاي گندم تراريخته (لاين

ميزان آن در مقايسه با گياه شاهد بسيار كمتر و سرعت تكثير قارچ بسيار آثار بيماري مشاهده گرديد اما 

 جهت ايجاد تحمل به قارچ فوزاريوم بود. AYT1كند بود كه اين موضوع نيز ناشي از اثر ژن 
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هد تيمار شده با گياه شا -گياه تراريخته تيمار شده با قارچ فوزاريوم ب -نتايج تيمار سنبله با قارچ فوزاريوم : الف -12-4شكل 
  گياه شاهد تيمار شده با قارچ فوزاريوم در مراحل انتهايي -قارچ فوزاريوم در مراحل ابتدايي ج

  بحث

سطح زير كشت وسيعي را به خود اختصاص  و جهان باشد كه در ايرانگندم يكي از گياهان استرتژيك مي

- توسعه تشكيل ميژه در كشورهاي در حال ها را به ويدرصد غذاي انسان 40ياه نزديك به داده است. اين گ

لذا توجه به كيفيت اين محصول علاوه بر  مرتبط استسلامت انسان تغذيه و نجا كه اين محصول با از آ دهد.

يادي از عوامل بيماري زا كميت آن از اهميت انكارناپذيري برخوردار است. اين محصول مورد حمله تعداد ز

باشد كه باعث ايجاد بيماري مي Fusarium graminearumن آنها قارچ گيرد كه يكي از مهمتريقرار مي

اي را توليد هاي ثانويهتركيبات و متابوليت F.graminearum. قارچ شودسنبله گندم ميبلايت فوزارويومي 

ها . بررسي)1383 ،عليزاده و سعيدي( نسان و همچنين گياه هستندي سميت زيادي براي اكند كه دارامي
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ها از ر به توليد مخلوطي از ميكوتوكسينها قاددهد كه آني جمع آوري شده از ايران نشان ميهاجدايه روي

ها از آنجا كه اكثر قارچ .)1383 ،عليزاده و سعيدي( ) هستندDONاكسي نيوالنول (جمله زرالنون و دي

اين توان كنند پس ميد توليد ميفعاليت خوميزان تركيبات و مواد سمي خود را در فاز سكون جهت افزايش 

براي تشديد  ،در مراحل ابتدايي DONتوكسين اما در نظر گرفت  هاي ثانويهبه عنوان متابوليتسموم را 

در را  DONشود پس مي توان توكسين زايي و كلونيزاسيون بيشتر توسط قارچ فوزاريوم توليد ميبيماري

در اكثر منابع از اين توكسين به عنوان يك متابوليت ثانويه ياد شده  نيز قرار داد اماهاي اوليه متابوليت گروه

ها تنها فاكتور بيماريزايي است كه مكانيسم عمل آنها شناخته شده است و به همين تريكوتسينتوليد  .است

موجود در  اطلاعات. شودوري جهت مقابله با قارچ محسوب ميدليل اولين هدف در راهكارهاي زيست فنا

هاي هدر گون F.graminearum قارچ آلودگي با مختلف  در مراحل مقاومت هاي مولكوليمكانيسممورد 

تر ك هستند و بررسي دقيقدگي پاتوژن اندمربوط به پاسخ مقاومتي گياه به آلو غلات و تركيبات كليدي

-بهره چنينهمهاي مقاومت به بيماري در سطح مولكولي جهت استفاده بهينه در ارقام حساس و مكانيسم

در مورد مكانيسم همچنين  ها به شدت مورد نياز هستند.ه ساير ارگانيسمهاي مفيد متعلق بگيري از ژن

-ها تنها ميكوتوكسينتريكوتسيناطلاعات چنداني وجود ندارد. هاي فوزاريومي در گياهان عمل ميكوتوكسين

از اينرو و ) Poppenberger et al., 2003ها شناخته شده است (زاريومي هستند كه مكانيسم عمل آنهاي فو

هايي كه تند. يكي از عمده ترين تريكوتسينجذابي براي مطالعات مولكولي و فناوري زيستي هس اهداف

 Dalcero et al., 1997; Bai andاست ( DONميكوتوكسين  ،شودتوليد مي F.graminearum قارچ توسط

shaner, 2004; Goswami and kistler, 2004ها گياهچهدهد كه بين مقاومت ). مطالعات زيادي نشان مي

 Dalcero et al., 1997; Bai andو مقاومت به آلودگي در گياهان بالغ ارتباط مستقيم وجود دارد ( DONبه 

shaner, 2004 Harris et al., 1999; .(  

DON از اين نظر مانند  كه دنباشمي ها مهاركننده توليد پروتئين در يوكاريوت  ،هاي ديگرو تريكوتسين

توليد  موجودات. )Barbacid and Vazquez, 1974; Kimura et al, 1998 ( كنندها عمل ميآنتي بيوتيك
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كنند كه اين سه مكانيسم د از سه مكانيسم عمده استفاده ميكننده آنتي بيوتيك جهت محافظت از خو

ها عبارتند از تغيير در محل د. اين مكانيسمشونه ميكننده نيز مشاهدم غير توليدعمده در موجودات مقاو

تغيير متابوليكي و آنزيمي آنتي بيوتيك يا توكسين و پمپ  ،هدف و عمل آنتي بيوتيك يا توكسين سلول

 گياهان كردن آنتي بيوتيك يا توكسين به خارج از سلول توسط ناقلين غشايي. در اين پژوهش اقدام به آناليز

ديگر عبارت هب به توكسين مقاوم شده بودند ،شد كه توسط مكانيسم دوم اي) تراريختهT1گندم ( نسل دوم

در نسل  DONزدايي توكسين تاثير و بيان ژن استيل ترانسفراز مخمري و تاثير آن در سمدر اين مطالعه 

  دوم گندم تراريخته مورد بررسي قرار گرفت.

- ها نقش دارد (ظت مخمر در برابر تريكوتسيندر حفا AYT1در مخمر نان مشاهده شده بود كه ژن 

Alexander et al., 2002) لذا اين ژن از مخمر جدا و به گياه توتون به عنوان گياه مدل انتقال يافت .(-

قارچ  ،نگندم و قارچ هدف آ ،از آنجا كه گياه هدف براي اين ژن). اما 1385 ،سنجريان و همكاران

F.graminearum  پس ژن استAYT1 قرنجيك و همكاران(انتقال يافت  نيز از مخمر به گياه گندم، 

صورت پذيرفت و  هتراريختنسل دوم گندم هاي مولكولي لازم بر روي گياهان در پروژه حاضر آناليز).1387

- در نسل دوم گندم تراريخته بودند. البته در تعدادي از لاين AYT1از حضور و بيان مناسب ژن نتايج نشان 

تواند به اين دليل جواب مورد انتظار را نداد كه اين موضوع مي PCR) آناليز عدد 3تراريخته (هاي گندم 

باشد كه چون عمل انتقال ژن به جنين نارس صورت گرفته است لذا پس از تقسيم ميوز در تشكيل 

رد نظر را ها ژن موبرخي از گامت ،ميكروسپور و مگاسپور و تركيب هسته زايشي ميكروسپور با سلول تخم

كنند در حالي كه بعضي ديگر فاقد ژن مورد نظر هستند پس بذر تشكيل شده كه از آن براي يافت ميرد

و نتيجه مورد انتظار را در اين نسل نشان  باشدآناليز مولكولي استفاده شده است فاقد تراژن مورد نظر مي

) GA75ها (ز اهميت است كه يكي از لايندر مورد آناليز هيبريداسيون سادرن نيز اين نكته حاي .دهدنمي

). اين نكته آن مثبت بود RT-PCRو  PCRبا توجه به اينكه نتايج آناليز اي را به ما نشان نداد (هيچ گونه لكه

اي كه توسط آنزيم توان از دو نظر تفسير نمود. يكي آنكه ممكن است آنزيم متيل ترانسفراز ناحيهرا مي
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HindIII ماند. دليل ديگر اين از برش آنزيم در امان مي ،د را متيله كرده باشد پس آن بخشخوربرش مي

وارد ناحيه هتروكروماتيني ژنوم شده باشد لذا بررسي محل قرار گرفتن ژن  AYT1تواند باشد كه تراژن مي

پژوهش در مراحل بعدي اين  FISHدرژنوم و اينكه بر روي كدام كروموزوم قرار گرفته است توسط آزمون 

   گردد.پيشنهاد مي

افزايش  Tri101شده با ژن  ههاي گندم تراريختنشان داده اند كه هيچ يك از لاينبرخي از گزارشات 

در  DONتواند به دليل تفاوت در جذب و متابوليسم دهند كه مينشان نمي FHBمعناداري در مقاومت به 

) در گياهان  Dahleen et al., 2001يان آنزيم ( ) و يا مقدار كم ب Higa et al., 2003گياهان مختلف ( 

اند توليد شده است و توانستهسعي در غلبه بر اين مشكل  هاتشديد كنندهبرخي با استفاده از  باشد. هتراريخت

كتور فا DON). از آنجا كه  Higa et al., 2003برابر افزايش دهند ( 20تا  ههاي تراريختپروتئين را در لاين

احل بعد از آلودگي در مر DONدر تحمل به  AYT1رسد بيشترين نقش ژن ري است به نظر ميتشديد بيما

نيز  AYT1در اين مطالعه سعي بر آن بود تا فعاليت پروتئين توليدي توسط تراژن  شود.اوليه مشخص مي

كاربرد در صورتي تراژن انتقالي به گندم  مورد بررسي قرار گيرد. اين موضوع از اين جهت مهم است كه

كه فرايند ترجمه و توليد پروتئين به طور مناسبي انجام شود و پروتئين توليدي از  ،مناسب خود را دارد

 11توسط آناليز كروماتوگرافي انجام پذيرفت. البته در  2مناسب برخوردار باشد. لذا كارايي پروتئين 1پيچش

تواند به دليل عدم پيچش مناسب پروتئين لاين اين آناليز جواب مورد انتظار را نداد كه اين موضوع مي

نتايجي آناليز كروماتوگرافي كه در اين پژوهش به دست آمد با نتايج  باشد. AYT1توليدي توسط ترازن 

) فعاليت آنزيمي ژن 2009مطابق است. شهبازي و همكاران ( 2009آزمايش شهبازي و همكاران در سال 

AYT1 بودند. را بر روي گياه توتون بررسي كرده  

گري براي معرفي روشي سريع در غربال DONاند كه از آزمون حساسيت به بسياري از محققين تلاش كرده

در جلوگيري از رشد كالوس و پروتوپلاست و  DONاز قابليت  ،مقاوم استفاده كنند. در اين روش گياهان

                                                            
1. Folding 
2. Fuctional Protein 
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- ( ،) باززايي قطعات برگيSnijder., 2004( ،) رشد كلئوپتيلHarris and Gleddie., 2001( ،رشد ريشه

Poppenberger. et al., 2003) جوانه زني بذر در محيط حاوي توكسين (Snijder., 2004 ; 

Poppenberger. et al., 2003 .دهد كه از توكسين اين موضوع نشان مي) استفاده شده استDON توان مي

را  DONزدايي از توكسين فاقد ژن كه توانايي سمو گياهان  AYT1گري گياهان تراريخته واجد ژن در غربال

جوانه زني بذور و ارتفاع  در مطالعه حاضر اثر ممانعت كنندگي توكسين بر روياستفاده نمود. لذا  ،ندارند

نتايج به دست آمده در اين آزمايش با نتايج آزمايش سنجريان و همكاران  .ها مورد بررسي قرار گرفتگياهچه

طور از آنجا كه هدف نهايي قارچ همين ) مطابقت داشت.2009ش شهبازي و همكاران () و آزماي1385(

اي در اين رابطه باشد لذا آزمون گلخانه) سنبله گندم ميDONفوزاريوم و توكسين توليدي توسط آن (

وم از در ايجاد تحمل به قارچ فوزاري AYT1صورت گرفت و نتايج به دست آمده حاكي از فعاليت مناسب ژن 

اي با نتايج آزمايش ميدانر و نتايج به دست آمده از آزمايش گلخانه .بود DONزدايي از توكسين طريق سم

) مطابق بود. اين دو آزمايش تاثير استيل 2006) و آزمايش مانوهاران و همكاران (2007همكاران (

  را در گياه جو بررسي كرده بودند. TRI101ترانسفرازي ژن 

- ي اگرچه جذاب و كارامد به نظر مياز طريق تراريخت FHBتوسعه غلات دانه ريز مقاوم به  اينكه نكته ديگر

ماركرهاي  ،داشتن پروموتر كارا و سازگار ،هازيادي از جمله انتخاب بهترين ژن رسد اما نبايد مشكلات

تنوع  ،ززايي گياهتاثير ژنوتيپ روي با ،گر مناسب و مشكلات تراريختي گياهان خانواده غلاتانتخاب

  ). Dahleen et al., 2001سوماكلوني و ساير فاكتورهاي ايجاد كننده تنوع را از نظر دور داشت (
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    گيري كلي و پيشنهاداتنتيجه

موجب افزايش تحمل به قارچ در گياه از مخمر  AYT1به طور كلي مطالعه حاضر نشان داد كه بيان ژن 

اي پليمراز صورت گرفته در واكنش زنجيره شود.هاي گندم تراريخته مييندر لا DONفوزاريوم و توكسين 

 بودند. مطالعه AYT1) داراي ژن درصد 5/92لاين كشت شده ( 40لاين از  37اين آزمايش نشان داد كه 

RT-PCR حاكي از تواند ميكه  بود) درصد 5/62لاين ( 25برداري در ها نيز نشان دهنده وقوع نسخهلاين

ميزان فعاليت آنزيم استيل  .اشدلاين ب 25اين ژن در ناحيه يوكروماتيني ژنوم در اين مناسب استقرار 

با استفاده از  ن در آنها را مورد تاييد قرار داده بودبيان ژ RT-PCRيي كه آزمون هاراز مخمري در لاينترانسف

ليت مناسب اين آنزيم در برابر توكسين مورد بررسي قرار گرفت كه اين آناليز نيز حاكي از فعا TLCآزمون 

DON ه و ارتفاع گياهچه جوانه زني بذور گندم تراريخت قدرت آزمون بود. ههاي تراريختدر تعدادي از لاين

 ،AYT1و اثرات آلودگي قارچ فوزاريوم روي سنبله گندم تراريخته حاوي ژن  DONتوكسين  حضوردر  آنها

  دادند.نشان مي DONرا در محيط حاوي توكسين   AYT1ن حمل بالاي گياهان تراريخته حاوي ژت

-تر (هاي ژني جديد با پروموترهاي قويطراحي سازه ،در گياهان تراريخته ژن افزايش ميزان بيانبه منظور 

-. همچنين كارهايي همچون انجام ارزيابيشودپيشنهاد مي) در مراحل بعدي اين پژوهش ذرت actin1مثل 

توپ به ژن استيل ترانسفراز مخمري اضافه كردن اپي ،ي زيستي در گياهان تراريختههاي مربوط به ايمن

از مخمر براي ترجيح  AYT1بهينه سازي كدوني توالي ژن  ،AYT1جهت مطالعات ايمنولوژيكي بيان ژن 

  گردد.هاي بعدي پيشنهاد ميمناسب در گياه گندم و ادامه انجام آناليزهاي مولكولي در نسل 1كدوني

  

  

  

                                                            
1. Codon Usage 
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 ॥஋ت
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: لاين GA76 ،3: لاين GA30 ،2: لاين 1هاي استخراج شده براي آناليزهاي مولكوليDNAتعيين كيفيت  -1شكل پيوست 

GA19 ،4 لاين :GA171 ،5 لاين :GA15، 6 لاين :GA283 ،7 لاين :GA444 ،8 لاين :GA158 ،9 لاين :GA60 ،10 : لاين
GA42 ،11 لاين :GA30.1 ،12 لاين :GA105 ،13 لاين :GA143 ،14 لاين :GA260.1 ،15 لاين :GA44 ،16 لاين :GA61 ،

: لاين GA30.2 ،23: لاين GA31 ،22: لاين GA408 21: لاين GA370 20: لاين GA62 ،19: لاين GA467 ،18: لاين 17
GA30.3 ،24 لاين :GA400.1 ،25 لاين :GA233   

   

  

  

٢١ ٣ ۴ ۵ ۶ ٧ ٨ 

١ ١٣ ١٢ ١١ ١٠ ٩۴ ١۵ ١۶ ٢٣  ٢٢ ٢١ ٢٠ ١٩ ١٨ ١٧ ٢۴ ٢۵ 
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-AYT1براي تاييد تراريختي گياه گندم با استفاده از پرايمرهاي  PCRالكتروفورز نتايج حاصل از  -2شكل پيوست 

Fw1  وAYT1-Re2  براي تكثير قطعهKb 4/1  و پرايمرهايAYT1-f6  وAYT1-r6  براي تكثير قطعهbp 305 ) پرايمرهاي
: لاين GA158 ،7: لاين GA444 6: لاين GA283 ،5: لاين GA62.1 ،4 لاين: GA207 ،3: لاين GA400 ،2: لاين 1 )داخلي
GA60،  8 لاين :GA284 ،9 لاين :GA30.1 ،10 لاين :GA105 ،11 لاين :GA42  ،12 لاين :GA143 ،13 لاين :GA260.1 ،

  )باگندم غيرتراريخته: كنترل منفي (GA44  ،15: لاين 14

  

  

  

  

  

  

  

١ ٣ ٢ ۴ ۵  

۶ ٧ ٨ ٩ ١٠ M ١٢ ١۴١٣

M 

M  

١۵ 

١۵ ١۵

bp 1400  

١١ 

bp 1400  
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: لاين GA30 ،7: لاين GA23 ،6: لاين GA451.1 ،4 :GA460 5: لاين GA400.1 ،3: لاين GA15 ،2: لاين 1

GA30.1 ،8 لاين :GA30.2 ،9 لاين :GA30.3 ،10 لاين :GA76 ،11 :GA 105 ،12 لاين :GA143 ،13 لاين :GA157 ،14 :
، GA388: لاين 17)، آن مثبت نبود PCRيكي از سه لايني كه جواب ( GA47: لاين GA284 ،16ن : لايGA260.1 ،15لاين 

  : كنترل منفي با گندم غير تراريخته GA467  ،19: لاين 18

  

  

  

  

١ ٢ ٣ ۴ ۵  M ۶ ٨ ١٠ ٩ ١١ 

١ ١٣ ١٢۴ ١۶ ١٧ ١٨ ١٩M

٧

١۵

١٩ M ١٩  

bp ٣٠۵  
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با استفاده از اريخته در گياهان تر AYT1 براي تاييد نسخه برداري از ژن RT-PCR الكتروفورز نتايج حاصل از -3شكل پيوست 
 bpبراي تكثير قطعه  AYT1-r6و  AYT1-f6و پرايمرهاي  Kb 4/1براي تكثير قطعه  AYT1-Re2و  AYT1-Fw1پرايمرهاي 

: كنترل GA370 ،6: لاين 5: كنترل منفي، GA62 ،4: لاين 3: كنترل منفي، GA61 ،2: لاين 1 )پرايمرهاي داخلي( 305
 GA لاين:  RT(، 12 -( : كنترل منفي GA408،  11 : لاين 10: كنترل مثبت، 9رل منفي، : كنتGA158 ،8: لاين 7منفي، 

  : كنترل مثبت RT(، 16 -( : كنترل منفي GA30.3،   15 لاين :14 ،)RT -( : كنترل منفي13  ،30.2

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

M M ١ ٢ ٣ ۴ ۵ ۶ ٨ ٧ ٩ ١٠ ١١ ١٢ ١ ١٣۴ ١۵ ١۶ 
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،  GA370 : لاين RT  ،(6 -: كنترل منفي ( GA62  ،5: لاين  4: كنترل مثبت، 3)، RT -: كنترل منفي ( GA467  ،2: لاين 1

:  GA30.2  ،12: لاين  RT  ،(11 -: كنترل منفي ( GA408  ،10: لاين  GA158  ،9: لاين  8)  RT -: كنترل منفي ( 7
:  RT  ،(17 -: كنترل منفي ( GA388  ،16: لاين 15)، RT -: كنترل منفي ( GA30.3،  14: لاين  13)  RT -كنترل منفي (

كنترل : GA30.1 ،23: لاين 22: كنترل منفي، GA207 ،21: لاين 20: كنترل منفي، GA30 ،19: لاين 18كنترل مثبت، 
  : كنترل مثبت RT  ،(24 -منفي (

  

  

  

M 

M 

M

٣ ٢ ١ ۴ ۵ ۶ ٨ ٧

١ ١٣ ١٢ ١١ ١٠ ٩۴ ١۵ ١۶ ١٧

٢١ ٢٠ ١٩ ١٨ ٢٢ ٢٣ ٢۴
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: گياه غير تراريخته + 2 ،)استانداردخالص ( DON: 1 يختهدر گياهان ترار AYT1فعاليت استيل ترانسفرازي  -4شكل پيوست 

DON، 3  تراريخته + ( 23: لاين شمارهDON(، 4  388: لاين شماره ) + تراريختهDON(، 5  :3A-DON ) استانداردخالص ،(
6  :DON ) استانداردخالص(، گياه غير تراريخته + 7 :DON، 8  284: لاين شماره ) + تراريختهDON(، 9  1/30: لاين شماره 

  )استانداردخالص DON(، 10  :3A-DON )تراريخته + (

  

  

: لاين  DON، 3: گياه غير تراريخته + 2 ،)استانداردخالص ( DON: 1 در گياهان تراريخته AYT1فعاليت استيل ترانسفرازي 
خالص  DON:  6)، استانداردخالص DON(، 5  :3A-DON )اريخته + تر( 15: لاين شماره  4 ،)DONتراريخته + ( 422شماره 

-DONتراريخته + ( 62: لاين شماره  9 ،)DONتراريخته + ( 2/30: لاين شماره  DON، 8: گياه غير تراريخته + 7 ،)استاندارد(

(، 10  :3A-DON ) استانداردخالص(  

  

  

  

  

٣ ٢ ١ ۴ ۵ ۶ ١٠ ٩ ٨ ٧ 

٣ ٢ ١ ۴ ۵ ۶ ١٠ ٩ ٨ ٧ 
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1  :DON ) استانداردخالص(، ه: گياه غير تراريخت2  +DON، 3  207: لاين شماره )هتراريخت  +DON(، 4  370: لاين شماره 
: لاين  DON، 8+  ه: گياه غير تراريخت7 ،)استانداردخالص ( DON:  6، )استانداردخالص DON(، 5  :3A-DON )+  هتراريخت(

  )استانداردخالص DON(، 10  :3A-DON )+  هيختترار( 48: لاين شماره 9 ،)DON+  هتراريخت( 61شماره 

  AYT1توالي ژن  - 5پيوست 

ATGTTTAGAGTCAAGATCATCTCTCAGAAACGTACAAAAAGTGTACAGATGCTA
GAAAACGATCAACTTGATATTTTGGGACAACAACCTTCGCTATACAAACTATACA
CTCAAATATGCTCTATCTACCGTGTACCAGATCCTTCTGCTCATGACCATATCGTA
ATACCTTAACAAGAGGACTTGAAACATTGGCTAAAAATTTCCAGTGGCTAGCGA
AATGTCGTAAATGAAGGTGCTGACGAAGGTAACACTGGTACCTACAGAATTGTC
CCGTCAGACAAAATTCCACTTATCGTCCAAGATCTTCGAGAAGATCTGTCTGCCC
CAACAATGGATTCGCTTGAAAAAGCTGACTTTCCTATCTACATGTTAGACGAAAA
GACTTTTGCGCCTTGCATGACTATCAATCCACCTGGAAACACTATAGGTATGGCC
GCCAAGAGTGGGCCTGTATTTGCAGTTCAAGCAAACTTTATCTCCGGCGGCCTCG
TCTTAACTATTGTCGGGCAGCACAATATTATGGATATAACAGGACAGGAAGTATC
ATCAACTTGCTCAATAAATCTTGCCACCAAAAACCTTTCTCTGATGAAGAACTGC
TCATTGGAAATATAGATAAAAGCAAATCTATTCCTTTGTTTGATGAAACTTGGGA
ACCCGACACCACGCTAGTTCATGAAATAGTGGAAACCTCTAGAAATACAAGTGG
AGAGGAAAAGGAACAGTCTTGTTCTTCGAACTCTACTTGGGCTTATGTTGAATT 
TTCTGCTATCTCATTGCAGAATCTGAGGATTTTGGCAATGCAGACATGTACTTCTG
GCACAAAATTTGTCTCCACTGATGATATCGTCACTGCTTTCATCTGGAAATCAGT
TTCTCGAGCCCGTTTATCTCGACTTAAACCAGAAACGAAATCAAATTTAGGGCGT
GCTGTGGATGTTAGAAAACGGCTAGGATCCCCGAAACGTATCCAGGGTTATTAG
TCAACATGACCTTTAATACAGGTTCCCTGAAAAGCTTGGATCATAAAAGTTTGGG
CGTTCTTGCATCACAGATTCGCAGGAAGCTAGACCCTAAAGTCTTCGATTTGGCC
TATAATACATGCGCACTTGCTACGCTCCTTAGCCGATGCCCGGACAAGACTAAGG
TTTCTATACCTCAACCAATTGATACTTTATCTGGAATTATGGTCAGTTCGTGGGCA
AAAGTCAGCCTGTATGACGTTGATTTCAATCTAGGGCTTGGGAAGCCCAAGAGT
GTACGACGGCCGCGCTTCATTTCCCTTGAGAGCCTAATATATTTTATGCCTAGAT
CCTCCAGAGGTGAAATGGTGGTTGCTCTTTGCCTTAGAGATAAAGATTGGGAGTG
CCTGAATGCGGATAAAGAATGGACAAATTATGCTACACATATAGGATGA 

  

٣ ٢ ١ ۴ ۵ ۶ ١٠ ٩ ٨ ٧ 
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Abstract  

Wheat is an important cereal to be used as staple food and feed. Fusarium head blight (FHB, 

scab), caused by Fusarium graminearum,is a major disease, affecting wheat and other cereals 

particularly in places with relatively semi- to high humidity. FHB damages plants at heading 

stage, causing a large economic loss. The fungus produces a mycotoxin known as 

deoxynivalenol (DON) that affects grain yield and quality. Trichothecene mycotoxins (such 

as DON) are potent protein synthesis inhibitor with harmful effects on human and livestock. 

Chemical modification of DON could reduce its accumulation in grain. AYT1 encodes an 

enzyme that transfers an acetyl moiety to the C3 hydroxil group of trichothecene. in this 

study, Second-generation of seeds with AYT1 were planted and the seedling were tested for 

the presence of the gene via PCR and RT-PCR. Transgene copy number was established via 

Southern analysis that was indicative of having more than one copy number within the three 

transgenes tested. Moreover, thin layer chromatography (TLC) was showed the presence of 

the encoded AYT1 protein. Additionally, bioassay results demonstrated that  treatment with 

the fungal pathogen causes DON detoxification and partial transgenic plant protection.  

Keywords: Fusarium Head Blight, deoxynivalenol, acetyltransferase gene, transgenic wheat, 

molecular analysis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



٩٣ 
 

  4پيوست شماره 

  
 

Shahrood University of Technology 

 

Faculty of Agriculture 

 

 

Molecular analysis and evaluation of yeast acetyltransferase gene in second 
generation of transgenic wheat  

 

Mehrdad Asadian  

 

  

Supervisors: 

Shahrokh Gharanjik 

Amir Mousavi 

 

Advisor: 

Naser Farrokhi 

 

2013 


