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 سپاسگزاري

با سپاس و ستایش داناي دانشها، آگاه به اسرار و 

گنجد و فراتر كه در ذهن آدمي ميتوانا به هر آنچه 

 .از آن

 

تمامي بزرگواراني كه چراغ راه  با سپاس فراوان از

نفس و تلاش   علم را همیشه روشن نگاه داشته و با عزت

كه ارزش است امید  .اند  ، به بشریت كمك نمودهيرگیپ

راستين دانش هرگز از یادمان نرود و تمامي عزیزان 

 .ش باشندراه حقیقت و دان يپوینده
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:تقديم به  
 

 پدر و مادر عزیزم
 
 

به پاس عاطفه سرشار و گرمای امیدبخش 

 وجودشان که در این سردترین روزگاران

 بهترین پشتیبان است

  
به پاس قلب های بزرگشان که فریاد رس 

 است و سرگردانی و ترس در پناهشان به

  شجاعت می گراید

 
و به پاس محبت های بی دریغشان که هرگز 

 فروکش نمی کند
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 دهیچک.

كلزا یكي از گیاهان مهم روغني مي باشد كه تنها بعد از 

سویا و نخل روغني جایگاه سوم را در تولید جهاني به خود 

. این گیاه عضو خانواده براسیكا مي باشد. اختصاص داده است

یكي از مهمترین عوامل محدود كننده تولید دانه هاي روغني از 

كلزا مجموعه اي از آفات هستند كه به این گیاه خسارت جمله 

آفات حشره اي گیاهان روغني كلزا، منحصراً مختص . وارد مي كنند

خانواده شب بو هستند كه از جمله این آفات، آفات پروانه اي 

آفات پروانه اي اختصاصي خانواده شب بوئیان از . مي باشند

جز مهمترین آفات سبزيجات مي  Pieris brassicae و Plutella Xylostellaجمله 

یكي از . باشند و همواره كلزا را مورد حمله خود قرار مي دهند

عوامل مهم در حفظ و افزایش عملكرد گیاهان زراعي، كنترل 

انتقال ژن هاي مقاومت . آفات و كاهش خسارت ناشي از آن است

یك راهبرد جدید و مكمل اصلاح  Btبه حشرات از جمله ژن هاي 

در . لزا براي مبارزه با آفات این محصول به حساب مي آیدك

این تحقیق، جهت تراريخت نمودن گیاه كلزا، از هیپوكوتیل به 

كلزا به واسطه  SLM046عنوان ریزنمونه در تراريختي رقم 

Agrobacterium tumefaciens ژن . استفاده شدcry1Ab  تحت كنترل پیشبرPEPC  و

گیاهان تراريخته . انتقال داده شد به گیاه كلزا 35S پایانبر

احتمالي در محیط گزینش حاوي غلظت هاي مختلف فسفینوتریسين 

، cry1Abبا آغازگرهاي اختصاصي ژن  PCRآنالیز . غربال شدند

همچنين . حضور ژن انتقال یافته در گیاهان را نشان دادند

نیز حضور این ژن  barبا آغازگرهاي اختصاصي ژن  PCRآنالیز 

د ین ژن و تولیان ایب.  یید كردندٔگیاهان تراريخت تا را در

مورد  ان جانبيیبا استفاده از آزمون جرز ین Cry1Ab ينپروتئ

 .د قرار گرفتییتا

، آفات bar، ژن cry1Abکلزا، انتقال ژن، ژن  :يدیکلمات کل

 ، علف کشيپروانه ا
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 فصل اول
 مقدمه

 

اه دانه روغـني خـوراکي از زمـان    یک گی به عنوان کلزا 

جنگ جهاني دوم مورد توجه واقع شـد و تلاشـهاي بـه نـژادي     

ارقام . افتیگذشته شدت دو دهه طي  مواد مضره آنحذف براي 

کا یا کلزاي معمولي و براسی1پوسیکا نیکلزا به دو گونه براس

 ]. 1[ا شلغم روغني تعلق دارندی  2سیکمپستر

اهي در ی ـ منبع مهم روغن مصـرفي گ يندانه روغني کلزا سوم  

روغـن گیـاهي   . ]2[باشـد  ا مـي یجهان بعد از نخل روغني و سـو 

بـااین وجـود   . غذایي خانوار دارد جایگاه ویژه اي در سبد

ماهـه  7علي رغم مصرف سرانه بالاي این محصـول در كشـور، در   

میلیـون   354هزارتن دانه روغني بـه ارزش   642مقدار  87سال 

دلار وارد شد كه در مقایسه با مدت مشابه سال قبل از نظـر  

درصد افزایش  43درصد كاهش و از لحاظ ارزش دلاري با  15وزني 

درصـد روغـن خـوراكي كشـور از      75 -70]. 3[وده استروبرو ب

اگر نیاز كشور بـه جـاي واردات روغـن    . خارج وارد مي شود

خام از محل واردات دانه روغني تامين شود هم ظرفیت كارخانـه  

كلـزا بـا   . ها تكمیل شده و هم باعث ايجاد اشتغال مي شـود 

                                                
1- Brassica napus L. 
2- B. campestris L. 
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 پروتئين در فهرسـت دانـه هـاي   %  45-38روغن و % 45-40داشتن 

مهمترین كشت محصول . روغني قابل كشت در كشور قرار گرفته است

دانه هاي روغني، كلزا است كه از نظر زراعي در تنـاوب بـا   

محصولاتي مانند گندم و جو قرار گرفته و بـه صـورت پـاییزه    

براساس برنامه پـنجم توسـعه سـطح زیركشـت     . كاشته مي شود

ر كشت آبـي و  هزار هكتار د 755هزار هكتار به  200كلزا از 

وابستگي شدید كشـور  ]. 3]  [1_1جدول[ديم افزایش خواهد یافت

به این محصول غذایي و ضرورت ايجاد امنیت غذایي، لزوم انجام 

مطالعاتي به منظور افزایش تولیـد دانـه هـاي روغـني و در     

 .ایت خودكفایي در این زمینه احساس مي شود

 

-1388(هاي وغني سالهاي ر ساله تولید دانه 5برنامه :1-1جدول

1392](3.[ 

نام 

 محصول
 سال

سال اول

 87-88 

سال دوم

88-89 

سال سوم

89-90 

سال 

چهارم 

90-91 

سال پنجم

91-92 

 كلزا

سطح 

زیركشت
250000 395000 525000 640000 755000 

متوسط 

عملكرد
1587 1787 1920 2047 2094 

تولید 

 دانه
398900 705865 100800013100801581000

 

از کلزا علاوه بركـارایي بـالاي آن در تهیـه غـذا، بـه       

. شـود  عنوان یك سوخت زیستي براي حمل ونقل نیز اسـتفاده مـي  

همچنين مي توان از آن به طـور كارآمـدتري نسـبت بـه سـایر      

هـاي تصـفیه زیسـتي بـراي تصـفیه       هاي گیاهي در پـروژه  گونه
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]. 4[آلودگي ناشي از تجمـع فلـزات سـنگين خاكهـا سـود جسـت      

و اسـید   Aliphatic glucosinolatesكمترین  Brassicaزمانیكه روغن هاي 

خوانـده   Canolaاروسیك را داشته باشـد، عمومـاً تحـت عنـوان     

اشــاره  B.napusبــه Canola در اغلــب اوقــات لفــظ . شــوند مــي

  ].5[دارد

ک سـاله  یاهي است یپوس گیکا نیکلزا با نام علمي براس    

 19د بـا  ی ـآلوتتراپلوی ،]Crusiferae[لان خـرد ییاپیه چليراز ت

اي اسـتوار، بـا    کـه بـه صـورت بوتـه    )n2=38(جفت کرومـوزم  

طـول  . کنـد  انشعابات محدود و ارتفاع متوسط تا بلند رشد مي

 150تـا   90دوره رشد کلزا در ارقام زودرس و کشت بهـاره از  

ن ی ـا. ]1[روز مي رسـد  330تا  200زه از ییاروز و در کشت پ

ل یــر خشــکي و ســرما مقــاوم بــوده و بــه دلاه دربرابــیــگ

 ــ ــت وس ــه کش ــازگاري، دامن ــزا گ .] 6[عي داردیس ــکل اهي ی

دگر گشن مي باشد و درصد دگرگشني آن در ارقام مختلف /خودگشن

 .] 7[ گزارش شده است% 22-33

از مهمترین عوامل محدود كننده تولیـد دانـه هـاي     يکی     

ه ایـن گیاهـان   روغني، مجموعه اي از حشرات آفتي هستند كه ب ـ

ر دانه هـاي روغـني   یکلزا هم مانند سا. كنند خسارت وارد مي

د و ی ـقرار داشته که تول يادیز يهایماریدر معرض آفات و ب

از جمله آفات کلزا . دهد ين محصول را بشدت کاهش میعملکرد ا

ساقه  يها ي، کک ساقه کلم، سرخرطومينبات يتوان به ککها يم

ن آفـات  ی ـن ای ـاز مهمتر يک ـی. وداشاره نم يا و آفات پروانه

تـوان بـه    يم ـ يا از آفات پروانه. باشد يم يا آفات پروانه

، کرم طوقه 2، کرم مغز کلم 1يد پشت الماسیا بی يپروانه کلم

، کـرم   1ده کلـم ی، سـف  4مرتـع  ي، کرم قهـوه ا  3يا بر قهوه

                                                
1 - Plutella xylostella 
2 - Hellua hydralis 
3 - Agrotis munda 
4 - Ciampa arietaria 
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ن یمهمتر. اشاره نمود 3ي، کرم غنچه بوم 2فرا برگخوار آرژانتي

از آـا،   يناش ـ ياقتصـاد  يبا آفات و خسـارتها  روش مقابله

 ياستفاده از آفت کشـها . باشد يم یيایمیاستفاده از سموم ش

ي ایفـا  مهم ـمحصولات كشاورزي نقش د یتولدر افزایش  یيایمیش

كرده است، اما مصرف بیش  از حد آن منجر به بروز مسائل و 

  تـوان بـه   ين مشـکلات م ـ ی ـاز جمله ا. گردد يممشكلات مختلفي 

آلودگي محیط زیست، مقاومت به آفت كـش، ظهـور مجـدد آفـات،     

نـه  یش هزیآفـت کـش،  افـزا   طغیان آفات ثانوي، قیمت بالاي 

 يحاصل برا ، خطر مسمومیت هنگام سمپاشي و همچنين مشكلاتدیتول

 . اشاره نمود مصرف كنندگان محصولات كشاورزي

دن كنترل شیمیایي این آفات با توجه به گلدار بودر کلزا، 

 حشرات مفید دیگر خسارت و وجود زنبور عسل و اه در زمانیگ

 يکیولوژیکنترل ب .است بسیار مشكل و پیچیده در مزارع کلزا

. ت همراه بوده استیاز موارد با موفق ياریآفات هم در بس

به عنوان . باشد يم بيیمعا ين روش هم داراین وجود ایبا ا

ت یاز اهم يسمپاشزمان  Btمثال در زمان استفاده از سموم 

ن سم به یت ایل حساسیبعلاوه به دل. برخوردار است يادیز

.  استينار پائیآن بس يدارید پایبنفش خورش ياشعه ماورا

هم از  يسمپاش يبرا ينه کارگریهز یيایمی همانند سموم شينهمچن

ن یا. گردد يد مینه تولیاست که باعث بالا رفتن هز يموارد

،  Btفراوان سم  يایزاب باعث شده با وجود میمعا

در استفاده از آن در جهت کنترل آفات وجود  یيتهایمحدود

ب یرفع معا يبرا یكي از راههاي استفاده مؤثر. داشته باشد

فراوان  يایاز مزا ييرو بهره گ Btو مشکلات استفاده از سموم 

لوس یباس ، انتقال ژاي مولد توكسين از باكتريآن

                                                                                                                                              
1 - Pieris rapas 
2 - Chrysodeixis argentifera 
3 - Helicoverpa punctigera 
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روشهاي  با استفاده ازان زراعي به گیاه )Bt( 1سینسینجیتور

یك باكتري خاكزي است كه  Bt باكتري. مهندسي ژنتیك مي باشد

تولید پروتئين هاي شبه كریستالي از ویژگي هاي منحصر به 

فرد آن مي باشد كه این پروتئين ها روي گروههاي خاصي از 

حشرات با خوردن كریستال  در.حشرات خاصیت كشندگي دارند

سمي پروتئين  شکلآنزيم هاي معده،  تیثر فعالپروتئیني، در ا

یكي از علت هاي اختصاصي بودن سمیت كریستال . مي شوداد يجا

براي حشرات، اتصال كریستال به گيرنده هاي  Btهاي پروتئیني 

 .اختصاصي دیوارة معده حشرات مي باشد

حشرات دو ساعت پس از خوردن اوПلين كریستال، تغذیه را 

روز  3ورتي كه سم كافي خورده شود در عرض متوقف كرده و در ص

 Btنوع پروتئين كریستالي مختلف از  60محققين بیش از . مي ميرند

اند كه علیة انواع حشرات نظير سوسك سیب زمیني تشخیص داده

، كرم قوزة )Cry1Aبراي مثال (، كرم طوقه بر )Cry3( كلرادو

 Cry1Ab(و كرم ساقه خوار اروپایي ذرت  )Cry1Ab(توتون 

محصولات تراريخته كه تولید پروتئين سمي . مؤثر  هستند ) Cry9cو

توانند سرمایة ارزشمندي براي  مي كنند مي Btاز باكتري 

نها به ین پروتئیمربوط به ا يانتقال ژا. كشاورزي باشند

 ياد ميجدر مقابل آفات در آا ا يک مقاومت ذاتیاهان یگ

نترل آفات كلیدي متعددي براي ك Btامروزه، محصولات . دینما

و بنابراین نیاز به سمپاشي انواع حشره  ورد استفاده بودهم

ضمناً، كاهش مصرف حشره كش ها . كش ها را رفع نموده اند

موفقیت تواند  يمو  دادهنیز افزایش  را درآمد كشاورزان

  .دیاد نمايجادر راستاي مدیریت تلفیقي آفات  يادیز

سـابقه کشـت محصـولات     يب ـ با توجه به رونـد رو بـه رشـد   

ن دسـته از  ی ـا يبـر رو  يه گـذار یسـرما  ،ایته در دنيخترار

                                                
1 - Bacillus thuringiensis 
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ر کشت یسطح ز 2006در سال . باشد يت میز اهمیار حایمحصولات بس

و ] 81[ون هکتار بوده است یلیم 102ته بالغ بر يخمحصولات ترار

ش ین مقـدار افـزا  ی ـنـده ا یآ يشود که در سالها يم نيیش بیپ

اهـان مقـاوم   ین محصولات مربوط به گیاز ا يبخش عمده ا. ابدی

تولید كلزاي تراريخته مقاوم بـه   ن یبه آفات هستند بنابرا

تواند آثار زیانبار  يانواع آفات و بیماریها ضمن اینكه م

 فراواني بر افزایش يركنترل شیمیایي آفات را از بين ببرد تأث

نـده  یكي از عوامل محدودكن. تولید این محصول هم داشته باشد

ایـن  . كشت كلزا در تمامي نقاط دنیا وجود علف هاي هرز است

گیاهان كه اغلب با كلزا هم خانواده انـد در طـول دوره ي   

رشد با گیاه كلزا رقابت تنگاتنگي انجام داده و بـه صـورت   

همچنين در زمـان برداشـت   . معني داري بر عملكرد كلزا موثرند

یدن بـذور كلـزا،   مشكل جدي ايجاد مي كنند زیرا در زمان رس

علف هاي هرز به صورت خیس و نارس در سطح مزرعـه پراكنـده   

اند و ادوات برداشت را با مشكل مواجه مـي كننـد و اغلـب    

راننده ي كمباین مجبور به پیاده شدن و رفـع گرفتگـي چـرخ    

ضمن اینكه بذور علف . دنده هاي قسمت جلوي كمباین مي گردد

الصي بخصوصي در تولید مي هاي هرز وارد مخزن شده و موجب ناخ

استفاده از علف كش ها تبدیل به یـك امـر مهـم در     .گردند

این موضوع روشي براي كـنترل گونـه   . كشاورزي مدرن شده است

هاي علف هرزي است كه مي توانند بر سر منابع موردنیاز با 

تولید علف كـش هـاي   . گیاهان زراعي در حال نمو رقابت كنند

ر مورد یك گونه گیاه زراعي خاص از اختصاصي جهت استفاده د

در نتیجه بـا تولیـد   .نظر اقتصادي مقرون به صرفه نمي باشد

گیاهان مقاوم به علف كش مـي تـوان تولیـد علـف كـش هـاي        

اختصاصي براي یك گونه خاص كه عملي غير اقتصادي محسـوب مـي   

براي نیل به این هدف از ژن هاي تولیـد  . شود را كاهش داد

ه علف كش كه معمولا از باكتري هـا جداسـازي   كننده مقاومت ب
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مـي   bar از جمله ایـن ژن هـا، ژن  . شده اند استفاده مي شود

آنزيم فسفینوتریسين استیل ترانسفراز را كد مي  barژن . باشد

كند كه  این آنزيم با استیل كـردن علـف كـش فسفینوتریسـين     

 از گیاهـان % 80بیش از ]. 114[باعث غيرفعال شدن آن مي شود 

مـیلادي بـه گیاهـان     2008تراريخته كشت شده در جهان در سال 

مقاوم به علف كش اختصاص داشته و كشت این گیاهان نسبت به 

رشد داشته اسـت كـه ایـن آمـار     % 10سال قبل از آن بیش از 

اهمیت داشتن  انتقال این صفات زراعـي بـه گیاهـان و اهمیـت     

همچـنين  . دهدتولید و كشت  این گیاهان در جهان را نشان مي 

از كل گیاهان تراريخت كشـت  % 10گیاهان مقاوم به آفات حدود 

شده در جهان را به خود اختصاص داده انـد و كشـت گیاهـان    

نسـبت بـه   % 10مقاوم به علف كش و آفات با رشد حدود  ٍّتواما

از گیاهان تراريخت كشت شـده در  % 20سال قبل از آن، بیش از 

 ]80[ه اند را به خود اختصاص داد 2008سال 

بـه   Btو   cry1Abن مطالعه انتقال سازه حاوي ژنیهدف از ا

كلزا به منظور ايجاد مقاومت نسبت بـه آفـات پروانـه اي و    

 .علف كش در آن مي باشد
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  كلزا-1- 2

، یك ساله، 1كلزا گیاهي است از خانواده شب بو

انه آن دگرگشن و یكي ازمهم ترین گیاهان زراعي كه از د

پ بهاره و یکه به دو ت شود جهت تولید روغن استفاده مي

در دهه اخير این محصول روغني از  .شود  يم میزه تقسییپا

نظر متوسط عملكرد روغن جهاني از رتبه پنجم به رتبه سوم 

صعود كرده است كه كشورهاي اروپائي و كانادا و چين و هند 

به دلیل وجود . ندكن قسمت اعظم روغن خود را از آن تهیه مي

ي با خصوصیات متفاوت ، امكان كشت آن در شرایط یگونه ها

مبداء آن كشورهاي . سرد ، گرم و معتدل دنیا وجود دارد

این گیاه یكي از سه گیاه  .آسیاي میانه و اروپا است

روغني گونه براسیكا مي باشد كه به دلیل دارابودن 

ز كشت مي خصوصیات مطلوب زراعي و خوراكي در ایران نی

كلزا جز یكي از مهمترین منابع روغن گیاهي و كنجاله . شود

این گیاه پنجمين گیاه از . غني از پروتئين به حساب مي آید

 . لحاظ خصوصیات اقتصادي به شمار مي رود

2-2 - Bt 

  :  Btویژگیھاي زیست شناختي سم  - 2-1- 2

ه ب ـ که زیستي استیک حشره کش  Bacillus thuringiensisباكتري 

 است که مي تواند گونـه  توكسینيقادر به تولید  طور طبیعي

یکي از شناخته شده تـرین   .هاي مختلف حشرات را از بين ببرد

سمـي اسـت    است میکروبي که بطور گسترده اي مطالعه شده سموم

نامیده  Bt توكسين را تولید مي شود و آن  Btکه توسط باکتري

است کـه هـر کـدام     این باکتري شامل سویه هاي مختلفي. اند

را مي سازند که مي توانند گونه هـاي   ویژه ايتوکسين هاي 

زیـر   Btبراي مثـال بـاکتري   . از میان ببردمختلف حشرات را 

                                                
1 - Brasicaceae 
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تولید مي کند که لارو حشـرات راسـته    را سمي ،kurstakiگونه 

را  کرم جوانـه صـنوبر   وکرم کلم  از جمله پولک دارانبال 

دو  تهحشـرات راس ـ  israelensisونه همچنين زیر گ. از بين مي برد

 زیـر گونـه  . پشه مالاریا را از بين مـي بـرد   انندم 1بالان

tenebrionis راسته قـاب بـالان    تنیز اثر مشابهي بر روي حشرا

اثرات سمي سـویه هـاي مختلـف    . دارد 2سوسک سیب زمیني انندم

یني بزرگـي  ئتوسـاختارهاي پـر   ه علت دارا بودنب Btباکتري 

 همـي باشـد کـه در طـي مرحل ـ     3ستالیرال کرپاراسپو بنام

شده و با یكدیگر جمع مـي شـوند و    اسپوري شدن باکتري سنتز

ایـن مجموعـه   . پروتئیني را به وجود مي آورنـد  4مجموعه هاي

از وزن خشک محیط کشت اسپوري  %30الي  20 هاي پروتئیني حدود

% 5پروتئين و % 95 از حدودد و معمولاд نشده را تشکیل مي ده

كـه بـه   این ساختار کریستالي . اندبوهیدرات تشکیل شده کر

است در اثر یک تیمار قلیایي مـلايم بـه    تجمع پروتئیني صورت

این زیـر واحـدها   . شود مي تجزیه خودزیر واحدهاي سازنده 

ــرایط   ــد در ش ــي توانن ــار in vitroم ــا تیم ــط و ب  -β توس

 ، که پیوندهاي دي سولفیدي را مي شکند، به5مرکاپتواتانل

  ]. 133و 72 [ واحدهاي کوچکتري تجزیه شوند

 

و حشرات مورد  Cry ياز پروتئين ها يمثال های: 1-2-2جدول  

 ]133[هدف 

                                                
1- Diptera  
2- Potato beetle  
3 - Parasporal crystal 
4- Aggregats   
5 - β- Mercaptoethanol  

بر  اندازه حشرات هدف سروتیپ
 kDحسب 

 کلاس

] پولک دارانبال [ 1
Lepidoptera 

140-130  Cry I 


