
 

 

  دانشگاه گيلان

  دانشكده علوم كشاورزي

  

  پايان نامه كارشناسي ارشد

  

  هاي تراريخته با استفاده از الكتروفورز دو بعديآناليز پنبه

  از

  آرمينه حيدريان

  راهنما يدتاسا

  دكتر سيد حسن حسني

  و

  توحيد فردكتر مسعود 

 1391 اسفند



   



  كشاورزيعلوم دانشكده 

  بيوتكنولوژيگروه 

  )بيوتكنولوژي كشاورزي(

  

  :عنوان

  هاي تراريخته با استفاده از الكتروفورز دو بعديآناليز پنبه

  :از

  آرمينه حيدريان

  :د راهنمااساتي

  رد حسن حسني و دكتر مسعود توحيد فيدكتر س

  :استاد مشاور

  دكتر قاسم حسيني سالكده

  1391ماه  اسفند



                ଘ م৤قدৎ  

  پدر ସ୍م و ما඼ෙय़ భباৣم                                                                    

  ଒ طپش قൎ࣍م ड़ ଘوࣿب وओود آ৩ھا॥ت                                                                                                                         

                                                                                                                                                                                                      ଘ  

  ऒواଽ و ୀا඼ෙय़ భباৣم                                                                    

  মࡑുندଘ ଒ ز৯دজ࣓م اঃید ਗی                                                                                                                         



 
 

  : اਙঀی

শࢌ ૽ن ما را ଘ راਘی න෤঳ ଒ر از آن ඓࣂࡣت. భیای કधل ৔و را ඟ໊ ஑ان ඓࣂࡣت و ໆر ਼ࣹࣣࡲت ৔و ই ஑ ୀس ࣅیان ඓࣂࡣت. ادای شࢁ৔ ඟو ೮ ஑د زمان ඓࣂࡣت   .গدا

و৯د، ੪ॸف ଒ ଘ اਯࣨون  را  ඵෟࣹر ূ਼࡛࣪ق اଌن ا৅جام ੌول ৅ భ࡛وی ଒ ଘ دوণتا਩ی و اسا঺ید از ৳ماਗی داৣم ਗی لازم ऒود ୀ رساৣم، ا৳مام ଘ را  ऒوীش رساห ଔ ام یا૛भه ৔وਮ࣪ق ೯دا

 .৶ما৤م و ণپاسࢂචاری  พ়ࢁඟ ا৯د ৶ࢤوده یاری 

భ  تدا঻م، و پدر از اభعلم ماग़ ی୓ یਜพࣂൕ࣓م ھজد৯ز ଒ ࡭وقज़ یਚૼن اص భ نଌد راه ا৯ودর ودشان وओوࣿب ھࢤواره  وड़ ࣓مঃඟی دلࢂਗ د॰با ଡ࣓ماേارم صචپاسࢂণ یدوارم وঃࣥواৣم اದ 

 .زॐما়شان باॵم ণپاسࢂචار

 ෼ل ৑ࡶड़ජود৯د ৒భغ ৔وਙगی ঴ ஑ذل از و রود ھ඼෻اه اশ࣊جاষࢋ با ا৅جام ূੁ࣪ق ॠدت ੌول భ رساଔ اଌن راঘ࣒مای اণتاد ࣔࣨوان ਣീࣹ ଒ ଘی دන඿ر آ༚ی পناب ارേ॒ند اণتاد از

ඟࢁพ় اری  وචپاسࢂণ  دارم را.  

ل ॠدت ا৅جام ূ਼࡛࣪ق از ઒अ ஑ور భ پژوళพ঒ده ದ࣪وت਽ࣨوॽوژی ইشاورزی آرزوਪی রود ଒ با اफخار شاඟ໋دی ख़ భࡗතر اণتاد ارേ॒ند পناب آ༚ی دන඿ر ৔وনیدభ ଒ ඼່ ৳ماਗی ੌو

زه ऒود ඼້ار د   . اد৯د،ख़࡛ࡷق ॰دراঘ࣒ماਪی علਖی ارز৯ده و کمਔی ৒భغ ৑ࡶड़ජود৯د و اশ࣊جاষࢋ را ड़ورد ੪ॸف ਟی ا৯دا

 ਟی রود، ূ਼࡛࣪ق اଌن ঝشای راه ھࢤواره ارزേॷندشان ঻඼ඹূیات و از اণتاد ارേ॒ند পناب آ༚ی دන඿ر ਣඇඌࣹی سالళده  ज़ ଒شاور ૼن భ ا৅جاام اଌن ূ਼࡛࣪ق রود৯دوෘ੣োیات

  .ارേ॒ند اণتاد اଌن علਖی ୓ی راঘ࣒ماਪی و ज़ساࠛدت با مࢂ॰ ඟد ਖ৶ی ඖࣂඥر ূ਼࡛࣪ق ໚ اଌن ਟی .ণپاسࢂචارم ৩ھاশࢌ

ھࢠ಻ൾ൒ن
 భ ی઄ لउاජ໑ ایඟ໔ن اଌکاری  از ূ਼࡛࣪ق ا िساࠛدت و ھज़ رم اࠝضاන෥ख़ ࡑشম یࢁسঃوৗوژی،ژॽو৘زඵ෎،ل ژنலࢌ و اभࡤت باই یࢁس وঃࣩوಧده پروళพ঒پژو 

ऒواଽی دॼ࡬وز صേ࣓ماଡ ૼن را ଒ భ ھماষند  ໆر೮دی ੀय़ندس خاৣم ໆرکار রو୎ه.঍࣒مदدردا਩ی ਗی آ৩ھا ھمਜی وণی૤ه از ঴دଌن ॰ ଒دم ऒୀوردار ইشاورزی  ದ࣪وت਽ࣨوॽوژی ূ਼࡛ࣣقات

کاری  ا৅جام اଌن ূ਼࡛࣪ق یاری ඟ໊د৯د واز िھ ୓ یات و঻඼ඹূ شانীند اঃ ه඼ෙ঳ ،دم॰ ଡ࣓ماേص ඟࢁพ় ی و਩درداद یਗ م৤ما৶.  

  ب



 
 

 ಻ൾফن ॠدඟ໋ ୌوه ದ࣪وت਽ࣨوژی و اسا঺ید ඟ໋وه భ ଒ ੌول ॠدت از ॠدশୌࢌ  න෥ख़رم دا஺ه জیلان و ھم
ূ

ࡗજࣱل از اطلاعات و ঻඼ඹূیات علਖی
ان ൈࣞ੆ज़یذ ॰دم ෼ل พ়ࢁඟ را ش

  .دارم

  . ঍࣒م࣓ماद ଡدردا਩ی ਗی಻ൾফن از ॠدশୌࢌ න෥ख़رم پژوళพ঒ده ದ࣪وت਽ࣨوॽوژی ଒ با ا৆جاد ੾ࣜੁख़ی آرام و دوণتاଡ و کاملاً علਖی ھ඼෻اه ما భ ا৅جام اଌن ূ਼࡛࣪ق রود৯د صേ ھم

کلاਉی دوণتان୓ی ૼن اල່وده ॰د৯د، ماభଢ اଌن دو سال دوণتان با ارز਍ی ૞ඇൾ൐࣊জ ଘه ໆر ि୍م و ھସ ی୓یلان خاৣمজ ه஺دا భ୓   یان༚و آ  

                                   زاده،ख़ࡏ૮ن ا৷مان ،ਏৎی ड़ؤذن زاده ما ا୍د دو॥ت، ༙طૡه ਣീࣹی، طاଽه भࣇ਄ی،ھ ، ژاଔ حکਠേی، ، ඇඖنا ऒوতࣄࡈت، േॐیده کاروانࢁش،േॐیده طاଽی، طاਞॻیسارا  زادੀ঳،඼່ناز  

  ، عਚی ঃبارਕی، ৒ࡁࡷوب اॐمد ৘وਊॣیඵෂرزاਪی৘وিس 

  و آ༚یان  భ ୓ پژوళพ঒ده ದ࣪وت਽ࣨوॽوژی خاৣمو 

  ज़࡯࠷ودی ، ඼ෙ঳امورپ ೺ख़مد गھاষࣄࡑش رضا ণتارزاده، ، عਚیਖ࣓੻ࠝی १ولمازاभࣇخاری، ৤ජ໑م नغا਩ی، اঀھام ໆر೮دی، اঀھام 

  و

  .୓ را آرزوঃندمساୌ دوণتان ୀ ଒اীشان න෤঳رଌن

  .ای از ൺ൑ख़ࢾشان را پا।خࢉو باॵم঍࣒م و ଘ اঃید روزی ದ ଒ࣥواৣم మهࡗજیلم রود৯دصേ࣓േیاพ় ଡࢁਗ ඟیূ ࡭وق وحاਗی ૼن భ ੌول دوران ୀاభم ଒ ھࢤواره భ ज़ پایان از ऒواଽ و 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                        

  آر૞ඇඖه নیدریان  

  ାارو ચࣜਬدوৗودویک اൈॣند ماه                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                           
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  چكيده 

  

  

هاي توان به پنتهاين گياهان ميا جمله . هاي اخير بسيار مورد توجه قرار گرفته استاستفاده از گياهان تراريخته در سال

طبق قانون ايمني زيستي، صدور مجوز به منظور رهاسازي . تراريخته مقاوم به كرم قوزه پنبه و قارچ ورتيسليوم اشاره كرد

      پذيرها به عنوان غذا در قبال ارزيابي مخاطرات احتمالي از جمله اين هماني، امكانگياهان تراريخته و استفاده از آن

در گياهان تراريخته  T-DNAخواسته از الحاق تصادفي نا استفاده از پروتئوميكس، راهي براي نشان دادن اثرات . باشدمي

چنين پنبه شاهد با نام رقم كوكر و رقمي كه و كيتيناز و هم Btهاي هاي تراريخته حاوي ژنبدين منظور، پنبه. شودمي

تكرار از هر كدام از ارقام انتخاب شدند و كل  3. ل را براي آناليز انتخاب كرديمشود با نام ساحبيشتر در منطقه كشت مي

   ها با آميزي و سپس آناليز لكهمراحل رنگپس از اتمام . پروتئين از برگ استخراج شده و روي ژل اكريلاميد آناليز شد

لكه بين  35و كوكر و   Btلكه بين  51. ري شدگذاها علامتلكه پروتئيني تكرار پذير روي ژل Melanie 6  ،812 افزارنرم

از اين بين، . دار بودندلكه هم بين هر سه رقم داراي تفاوت معني 6لكه بين كيتيناز و كوكر متفاوت بود، 42ساحل و كوكر و 

  .تعدادي لكه را به عنوان كانديد براي انجام طيف سنجي جرمي انتخاب كرديم

 .آناليز پروتئوم، اين هماني، پنبه تراريخته، الكتروفورز دو بعدي :هاي كليديواژه
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  تفاده از الكتروفورز دو بعديسهاي تراريخته با اآناليز پروتئوم پنبه

 آرمينه حيدريان



 
 

Abstract 

 

 

The use of transgenic plants has been more attention in recent years. Among these plants can be 

mentioned to the transgenic cotton that resistante to boll worm and verticilium fungi. According to 

biosafety law, issuing warrant in order to release transgenic plants and use them as food is possible 

providing that risk assessment of substantial equivalent is conducted. Using Proteomics is a way to 

show unintendent effects of random insertion of T-DNA in transgenic plants. Hence, transgenic cotton 

containing BT gene, chitinase and also koker as a control variety and sahel as common variety were 

chosen to carry out an analysis. Triplet of each variety was chosen and all the protein was extracted and 

analyzed on Acrylamide gel. After staining and then spots analysis using Melanie 6 were over, 812 

repeatable protein spots were labeled on the gels. 51 spots between BT and koker, 35 spots between 

sahel and koker, 42 spots between chitinase and koker were different.   6 spots were different among 

all, some spots were chosen as candidates for mass spectrum analysis. 

 

Key words: Proteome analysis, Substaintial equivalence, Transgenic cotton, Two dimensional 

gel electrophoresis. 
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Proteome analysis of transgenic cotton by Two Dimensional Gel Electrophoresis 

Armineh Heydarian 
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  مقدمه

 .گرمسيري دنيا كشت شده استهاي گرمسيري و نيمه هاي ما قبل تاريخ در اقليماز زمان) .Gossypium spp(پنبه 

وليد كننده هاي تهاي گلستان، خراسان، مازندران و اردبيل از جمله استاندمت زيادي دارد و استانتوليد اين گياه در ايران ق

 ]. 1389آمار صادرات و واردات، [ عمده اين محصول هستند

رود، دومين گياه از لحاظ توليد روغن بعد از سويا شمار ميكه يك گياه مهم در صنعت بهاين محصول علاوه بر اين

هاي بسياري بيمارياين محصول مورد حمله آفات و ]. 1388 ،نساجي صنعت راهبردي و آماري مطالعات [شودمحسوب مي

هاي تراريخته كه مقاوم شده به كرم قوزه و قارچ ورتيسليوم بودند، ها پنبهگيرد، لذا براي كنترل اين آفات و بيماريقرار مي

  ].Tohidfar et al., 2005, 2008 [توليد شد

ي بيوشيميايي ديگر را هاهاي ديگر يا مسيرشود، ممكن است تنظيم ژنخارجي كه به گياه وارد مي DNAهاي توالي

خواسته حاصل از ترين نگراني در مورد اين تغييرات ژنتيكي ايجاد اثرات نامهم]. Wang et al., 2011[تحت تاثير قرار دهد

پروتئوميكس ابزار قدرتمندي براي بررسي اثرات ناخواسته و ارزيابي ايمني زيستي گياهان . هاي جديد استاين توالي

. ها در طيف سنجي جرمي وابسته استيابي ژنومي و پيشرفتهاي تواليتوسعه اين روش تا حدودي به پروژه. تراريخته است

  . اندهاي فعلي پروتئوميكس امكان بررسي الگوي بيان تعداد زيادي پروتئين را بر روي يك ژل فراهم آوردهتكنيك

. شودسال است كه استفاده مي 30ها به مدت روتئين، به عنوان تكنيكي براي مطالعه پ)DE-2(ژل الكتروفورز دو بعدي 

لكه قابل  دتعدا( 1اندازه ژل افزايش يافته، قدرت تفكيك. در طول اين مدت اصلاحات اساسي در آن صورت گرفته است

  .فراهم شده است pHافزايش يافته و امكان ايجاد شيب ) تفكيك در ژل

                                                            
1.  Resolution 
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ايزوالكتريك در بعد اول و بر اساس وزن مولكولي در بعد دوم  pHاس ها بر اسآناليز پروتئوم شامل جداسازي پروتئين

ها را مورد هضم آنزيمي تريپسين قرار داده و هاي مورد نظر، آنانتخاب و جداسازي لكه DE-2پس از انجام . باشدمي

ها را عاتي آنكنند و سپس با جستجو در بانك اطلاهاي هضم شده را به وسيله طيف سنجي جرمي آناليز ميپروتئين

  . نمايندشناسايي مي

اغلب براي شناسايي پروتئين ) PMF(اگر ژنوم گياه مورد مطالعه توالي يابي شده باشد انگشت نگاري جرم پپتيدي 

براي شناسايي پروتئين ضرورت  MS/MSكه اطلاعات ژنومي در دسترس نباشد توالي يابي پپتيدي به زماني. كندكفايت مي

هاي نوكلئيك، دانه، اسيدبه واسطه وجود تركيبات فنلي، رنگ استخراج، جداسازي و بررسي پروتئوم گياهي .كندپيدا مي

كه دهد كه تمام تغييرات را زمانيتكنولوژي پروتئوميكس اجازه مي. ها با مشكلاتي مواجه استها و چربيكربوهيدرات

  ].Wang et al., 2011; Chassy et al., 2010[ه كنيم كند مشاهدژنتيك، مواد غذايي و محيط يك ارگانيسم تغيير مي

توان الگوي بيان پروتئين را بين دو واريته تراريخته و بومي ارزيابي كرده اي، ميبا استفاده از روش پروتئوميكس مقايسه

 .ها را مشاهده كنيمو با نرم افزار آناليزي وجود تفاوت

  اهداف پژوهش

   در گياه پنبه )غير از پروتئين نوتركيب مورد نظر( هاي جديدبررسي احتمال توليد پروتئين -1

  .هاي غير نوتركيب در گياهان تراريختهتغيير در ميزان بيان پروتئين -2

  

  



 
 

                         

           

  

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

     ઔधل اول

  کൎیات و ୀرਉی ঃناভع                  



)كليات و بررسي منابع( فصل اول 5  
 

  گياه پنبه -1-1شكل 

  

  

  پنبه -1-1

ترين ليف طبيعي است كه از الياف ترين و با ارزشپنبه به عنوان يك محصول كشاورزي، صنعتي و بازرگاني، مهم

اين گياه مهم صنعتي بسيار گرمادوست بوده و به . آيدبه دست مي) Gossypium(پوشاننده دانه گياهي با نام علمي

  ] 138 8،نساجي صنعت راهبردي و آماري مطالعات[روزه محتاج است  200هواي گرم و يك فصل رشد بدون يخبندان 

  

  

  

  

  

 

 

  

  توليد پنبه -1-1-1

سال قبل از ميلاد و به مكزيك  5000آن به  منشا پنبه احتمالا مناطق استوايي افريقاست و سابقه توليد الياف

گردد مي ساوه و شوشتر بوده است و به دوره هخامنشيان بر ،ترين مناطق كشت پنبهدر ايران قديمي. گرددبرمي

 ] 1388، نساجي صنعت راهبردي و آماري مطالعات[


