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 مالکیت نتایج و حق نشر

    افزارهاا و   ایب نارم  هاای رایاناه   کلیه حقوق معنوی این اثر و محصولات آن )مقاالات مساتخرجب برناماه

تعلق دارد و  بدون اخذ اجازه کتبی از دانشاگاه قابا    تجهیزات ساخته شده( به دانشگاه فردوسی مشهد 

 واگذاری به شخص ثالث نیست.

 .استفاده از اطلاعات و نتایج این پایان نامه بدون ذکر مرجع مجاز نیست 

  

 

 



 

  ج

 چکیده

انتقال . شوند یمنخود محسوب ز عوام  اصلی کاهش عملکرد ا نظیر آفت پیله خوار ی زیستیها تنش

یکی از . باشد یمدر این گیاه زراعی این آفتب از اهداف اصلاحی زایش مقاومت به ژن به نخود با هدف اف

از باکتری  Cryراهبردهای موثر برای تولید نخود تراریخته مقاوم به آفت پیله خوارب استفاده از سموم طبیعی 

است. این سموم قادرند در معده حشرات فعال شده و سیستم گوارشی حشره را  تورینجینسیسباسیلوس 

و ژن  cry1Acصورت گرفت انتقال ژن  (1330ای که توسط مشتاقی و همکاران )در مطالعه مخت  نمایند.

 T2جداگانه به گیاه نخود صورت گرفت و حضور این ژن تا نس   یT-DNAدر دو  nptIIنشانگر گزینشگر 

و  cry1Ac. در مطالعه حاضر سعی شده است ضمن بررسی ثبات حضور ژن دیگردتراریخته تایید  در گیاهان

بر اثر  nptIIبوده و ژن  cry1Acبتوان به لاینی دست یافت که تنها حاوی ژن  T4و  T3های بیان آن در نس 

ونه مشکوک به نم 25از بین ب PCRدر نس  سومب در آزمون  از آن تفکیک شود. T-DNAنوترکیبی بین دو 

ها در تمامی نمونه nptIIباند مربوط به ژن  و cry1Acمورد باند مربوط به ژن  6در ب cry1Acوجود ژن 

قطعه مورد  5ب در RT-PCRبودندب در آزمون  cry1Acنمونه موجود که دارای ژن  6از بین . مشاهده شد

 cry1Acدر طی نس  چهارم حاکی از وجود باند مربوط به ژن  PCRنتایج تکثیر شد.  cry1Acمربوط به ژن 

نمونه از گیاهان تراریخته که  19در  .بودد مور 04از نمونه  31در  nptIIمورد و باند مربوط به ژن  73در 

دهنده این مطلب بود که ژن مشاهده نگردید که نشان nptIIبودند باند مربوط به ژن  cry1Acحاوی ژن 

cry1Ac  از ژنnptII نتایج آزمون  . همچنینتفکیک شده استRT-PCR گیاهان  که در همهد دا نشان

های مورد بیان شده است. بر اساس نتایج الایزاب در تمام نمونه RNAتراریختهب ژن مورد نظر در سطح 

ت های متفاوتی بیان شده است. نتایج آزمون زیسغلظتبا های مختلفب در لاین Cry1Acآزمونب پروتئین 

ب اما در دزنده ماندن شان همهسنجی حاکی از آن بود که لاروهایی که با برگ گیاهان غیرتراریخته تغذیه شدند 

لاروهایی که با برگ گیاهان تراریخته تغذیه شدند از بین رفتند که این امر نشان دهنده  درصد 199مقاب  

 باشد.آمیز فنوتیپ مورد انتظار میبروز موفقیت

 

  cry1Acب Btآفت پیله خوارب نخود تراریختهب : واژه کلید



  ح

 سپاسگزاری

همتا را که این لطف را شام  حالم کرد تا بتوانم در جوار بارگاه ملکوتی پایان خداوند بیسپاس بی

 امام رضا)ع( تحصی  علم نمایم.

 و  که با راهنمایی کتر حسن مرعشیآقای دکتر عبدالرضا باقری و آقای د فراوان از تقدیربا 

 .دریغ خود برای سامان یافتن این اثر کوشیدند های بی مساعدت

تقب  با حوصله و زحمت فراوانب مشاورت این طرح را که  دکتر نسرین مشتاقیخانم  با کمال تشکر از

تشکر و . برای ایشان آرزوی سلامتی و موفقیت را دارم. کردند و توجهی خاص به انجام این طرح داشتند

 .این کار را بر عهده گرفتنددوم ی  که مشاوره زادهسعید ملکدکتر آقای  ویژه از

که زحمت تصحیح و داوری و آقای دکتر سعید وصال ا... شهریاری از اساتید مدعوب آقای دکتر فرج

 این رساله را متقب  شدندب کمال تشکر را دارم

ایشان در برگزاری جلسه رشمسی نماینده تحصیلات تکمیلی به خاطر همکاری از آقای دکتر امین می

 نامه سپاسگزارم.دفاع پایان

آقای دکتر جواد کریمی که با نظرات ارزشمند خود به انجام تحقیق آقای دکتر مسعود توحیدفر و از 

خیز و آقای مهندس سبکبیوتکنولوژی  تکنسین محترم آزمایشگاه بوستانیسرکار خانم کمک کردند و 

ب نهایت های ایشان انجام این پایان نامه تسهی  یافت با مساعدتکه  مسئول محترم آزمایشگاه گیاهپزشکی

 .تشکر و قدردانی را دارم

و با تشکر صمیمانه از: مهندس مهدی شاهسوندب مهندس محسن محمودنیاب مهندس محمد زارعب 

 که با در اختیار ب مهندس سیدرضا هاشمی و مهندس میثم شعبانیس بهمن پناهیب مهندس رحیم افض مهند

 کهآقای وحید حسنی قرار دادن تجربیات خود به محقق مشورت بلادریغ دادند و همچنین با کمال تشکر از 

دانشجویان و از کلیه  خویش موجب تسهی  در انجام این تحقیق شدندی  و برادرانه های علمی با همکاری

 د.جام این کار به نوعی نقش داشتنعزیزانی که در انگروه و 

ها را از درگاه آرزوی سلامتی و توفیق روزافزون آن ب برادرم و خواهرانم.از مادرم سپاسو با نهایت 

 باری تعالی خواستارم.
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  فصل اول 1

 

 

 مقدمه

 

زدگیب پژمردگی فوزاریومی و آفت پیله خوار و همچنین بروز برقبیماری نظیر  ی زیستیها تنش

. شوند یمنخود محسوب ز عوام  اصلی کاهش عملکرد اغیرزیستی نظیر شوریب خشکی و سرما  یها تنش

و  شود یم مرسوم مشابه با سایر گیاهان با صرف هزینه و زمان زیادی انجام یها اصلاح نخود از طریق روش

لاسم و عدم تلاقی بین گونه ایب با پمطلوب در خزانه ژرم یها در برخی مواقع به دلی  فقدان ژن

ویترو و مهندسی نوین کشت این یها با استفاده از روش رسد یبه نظر م است. لذامواجه  ییها تیمحدود

اصلاحی را  هایرا از میان برداشته و فرایند کلاسیک یاصلاحهای روشژنتیک بتوان موانع موجود در 

 (.1009ب )بجاج سرعت بخشید

و  1زیستی نظیر آفت پیله خوار نخود یها تنشانتقال ژن به نخود با هدف افزایش مقاومت به برخی 

. میزان باشد یماز اهداف اصلاحی مدنظر در این گیاه زراعی  یزدگ خیغیرزیستی نظیر خشکی و  یها شتن

)پوپلکا  میلیون دلار تخمین زده شده است 325سالانه بالغ بر در سطح جهانی خسارت آفت پیله خوار نخود 

سبب بهبود عملکرد این گیاه در نواحی  تواند یم. لذا افزایش مقاومت در برابر این آفت (2997 نزبیگیو ه

                                         
1 Pod borer (Helicoverpa armigera Hub) 
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کاشت آن شود. یکی از راهبردهای موثر برای تولید نخود تراریخته مقاوم به آفت پیله خوارب استفاده از سموم 

است. این سموم قادرند در معده حشرات فعال شده و  2تورینجینسیساز باکتری باسیلوس  Cryطبیعی 

به گیاهان زراعی  cry یها ژنمتعددی برای انتقال انواع  یها تلاش سیستم گوارشی حشره را مخت  نمایند.

هم اکنون در سطح  Btمقاومت به انواع آفات حشره ای انجام شده است و تعدادی از گیاهان  ایجاد جهت

ب پرتغالب چکب لهستانب استرالیا ب کاناداباسپانیاب  بایالات متحدهچینب هندب وسیعی در کشورهای مختلف نظیر 

را کاهش داده و مزایای  ها کش. این گیاهان میزان مصرف آفت شوند یمکشت  لواکیب رومانی و برزی اس

باعث صرفه جویی اقتصادی نیز اینکه ضمن  بفراوانی را برای تولید کننده و مصرف کننده به همراه دارند

 خواهند شد.

به گیاه نخود صورت گرفت و حضور این  cry1Acانتقال ژن  (1330در مطالعه مشتاقی و همکاران )

 nptIIبا ژن گزینشگر  cry1Acژن  انتقالمطالعه این در . دیگرددر گیاهان تراریخته تایید  T2ژن تا نس  

و ژن  nptIIاز ژن گزینشگر با توجه به اینکه . تجداگانه صورت گرف یT-DNAدر دو بیوتیک مقاوم به آنتی

استفاده شده ی جدای از هم بر روی پلاسمید آگروباکتریوم T-DNAدو  عام  تولید پروتئین کریستالی در

های در در نس  T-DNAو ژن گزینشگر بر اثر نوترکیبی بین این دو  cry1Acژن رفت که است امید آن می

و بیان  cry1Acدر مطالعه حاضر سعی شده است ضمن بررسی ثبات حضور ژن  حذف شود.حال تفکیکب 

بر اثر  nptIIبوده و ژن  cry1Acبتوان به لاینی دست یافت که تنها حاوی ژن  T4 و T3های آن در نس 

 از آن تفکیک شود. T-DNA نوترکیبی بین دو

                                         
2 Bacillus thurigiensis 
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 بررسی منابع

 

 ها آناهمیت حبوبات و  3-2

ی گیاهی از خانواده ها مقایسه با سایرمقام در  گونه مختلف 29999با دارا بودن  بقولاتخانوادۀ 

 بسطح زیر کشت و ک  تولید باز لحاظ اهمیت در کشاورزیاهمیت زیادی برخوردار است. بقولات 

میلیون تن  63 حدود 2919. در سال (1337 بی)پارسا و باقر دا هستندومین رتبه پس از غلات را دار

اسید آمینه لایسین بقولات از نظر  .(2919)فائوب  ه استبرداشت شددر دنیا میلیون هکتار  76از  حبوبات

عناصر معدنی دارای های این گیاهان دانههمچنین . شوند یممصرف مکم  غلات غنی هستند و به عنوان 

مصرف این . دارویی نظیر برخی ترکیبات ضد تومور هستندضروری مورد نیاز انسان و ترکیبات ثانویه 

رو  از این است.علاوه بر اثر کاهندگی کلسترول خونب عمدتاً در کاهش قند خون نیز مؤثر محصولات 

  (.2993 لبرمنبیو ز امی)ک شود یمتوصیه در رژیم غذایی افراد دیابتی نیز استفاده از آن 

این گیاهان به واسطه توانایی تثبیت نیتروژن در کشاورزی با نهاده کمب اهمیت زیادی  به علاوه

شوند. در حقیقتب نقش این محصولات در حاصلخیزی خاکب  کود ازته می و باعث کاهش مصرف داشته

 باشد توسعه می در حالکشورهای  یزارها میدعام  مهمی در ثبات تولید غلات در مناطق خشک و 

 .(1376و همکارانب  ی)باقر
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1نخود
L.)  (Cicer arietinum ای و خوراکی از خانواده لگومینوزه  یکی از بقولات دانه

(Fabaceae و زیر خانواده )Faboideae .خودگشنب دیپلوئید  این گیاه است(2n=2x=16)و  ساله کب ی

یکی از بقولات مهم غذایی سرما دوست است که با این گیاه  باشد.می (Mbp 738)با ژنوم کوچک 

های مورد نیاز بدن انسان به صورت  نقش مهمی در تأمین اسیدآمینه بداشتن درصد بالایی از پروتئین

-5/31درصد(ب پروتئین ) 2/47-6/67ها )بذور نخود غنی از کربوهیدراتکند.  مکم  با غلات ایفا می

دارای عناصر مورد نیاز بدن نظیر درصد( بوده و  3-6درصد( و روغن ) 41-55درصد(ب نشاسته ) 4/12

و  موتویگناسی)ا باشد یم  3و ریبوفلاوین  2نظیر نیاسین ییها نیتامیومنگنز و  و یرو آهن بکلسیمب فسفر

دارویی مفیدی بوده و در کاهش کلسترول خون موثر است.  آثارو علاوه بر آن دارای  (2996پرکاشب 

ب قاب  جمع آوری است و شود یمترشح  ها غلافو  ها ساقهب ها برگاسید اگزالیک و اسید مالیکی که از 

جزء اولین گیاهان نخود حاکی از آن است که  یشناس اهیگکاربرد دارویی دارد. شواهد مورفولوژیکی و 

هندوستانب مدیترانهب  از این منطقه شام اهلی شده در خاورمیانه بوده و در حال حاضر در مناطق وسیعی 

نخود زراعی در بین . (2993)سامرز و همکارانب  شود یمایرانب اتیوپیب افغانستان و آسیای مرکزی کشت 

باشد. این گیاه به لحاظ حبوبات دارای مقام سوم جهانی و مقام اول در نواحی مدیترانه و جنوب آسیا می

 موجود در بذربهای ریشه آن و میزان پروتئین های ریزوبیوم موجود در گرهتثبیت ازت توسط باکتری

ترین کشورهای تولیدکننده محصولات دیگر از جمله غلات دارد. اصلینقش مهمی در تناوب زراعی با 

 . (2996 همکارانب و قان)نخود در جهان به ترتیب هندب پاکستانب ترکیهب ایران و استرالیا هستند 

 ریزدرصد سطح  64 حدوداًکه  باشد در ایران نیز این گیاه یکی از گیاهان مهم در گروه حبوبات می

ب در این محصول کشت رینظر سطح ز ایران از کشور به خود اختصاص داده است. حبوبات را در کشت

                                         
1 Chickpea 
2 Niacin 

3 Riboflavin 


