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كه توجه و كنم ميقعيت اذعان و در پايان بايد به اين وااند ه شد را مسبب ي بندهزمينه ترقي فكر

 ،هرپاسخي كه زندگي. تا كار را به اتمام رسانمحمايت علمي و معنوي اين بزرگواران قوت قلبي بود 

:  ام به اين واقعيت رسيدم كههام نزديك شدم بدهد يا ندهد، هنگامي كه به پايان تلاشياهلاش به ت

بندي كه در اين كار همراه خانم نعل، بصيري ،از آقايان دلپسند .ن هرچه در توان داشتم انجام دادمم

- مي و قدرداني تقدير اند بوده آزمايشگاه مهندسي ژنتيك دانشگاه تبريزبنده در  و هم آزمايشگاهي
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  :چكيده فارسي

باشد حال اينكه فسفر در دانـه ايـن   دام و طيور ميبراي  فسفر ت بخصوص ذرت به عنوان منبع تغذيهبذور غلا

و  شودتجزيه نمي انسان، طيور و ماكيان: مانند باشد و توسط جانوران تك معدهبيشتر به شكل فيتات مي گياه

راهكـار هـاي زيـادي از سـال     . از دسترس اين جانوران خارج مي گـردد موجود در دانه  اي بيشتر فسفر تغذيه

موتاسـيون   ماننـد  يهـاي روش دانشـمندان . است صوص ذرت انجام گرفتهبراي كاهش فيتات دانه ها بخ 1992

هـاي  اي مختلف شـيميايي و فـرآوري  هروش. يت بخشي موجب كاهش فيتات نشده اندگزينش در سطح رضاو

گيـرد امـا مقاومـت    صورت مـي  هادانه بر روي فيتات  نجات مواد غذايي و توليد جيره طيوردر كارخا گوناگوني

فيتات بـا بلوكـه كـردن كـاتيون هـاي مختلـف        شوديايي مانع از هيدروليز آن ميبالاي آن به دما و مواد شيم

مدفوع از بدن خارج مي  مپلكس هاي مختلف با پروتئين ها توسط نين تشكيل كيتي و همچمعدني و دو طرف

فاده از آنـزيم  دار سطح فيتات به كارگرفته شده يكي اسـت امروزه در دنيا دو استراتژي براي كاهش معني  .شود

شود و ديگري استفاده از روشهاي مهندسي ژنتيك و كه به طور صنعتي نيز توليد مي. تجزيه كننده فيتاز است

با به كارگيري تكنيك هاي مهندسي ژنتيـك  ات كم است در اين تحقيق اسيون در توليد بذور با سطح فيتموت

گـر  مداخلـه  RNA همـين دليـل بـا بكـارگيري    قصد داريم كه سطح بذور توليدي ذرت را كاهش دهـيم بـه   

mRNA ميو  كليدي مآنزي نائل شدن به اين هدف  براي . كنيمد شده در داخل سلول را تجزيه ميهاي تولي

را كه آنزيمي يك طرفـه مـي باشـد انتخـاب     مسير ساخت فيتات  دخيل در )(MIPS1فسفات  -1اينوريتول 

گري طراحـي  اگزون آن سازه مداخله 10ايم ژن كدكننده اين آنزيم شناخته شده است و از روي يكي از  كرده

و قـرار دادن كاسـت    بـه گيـاه ذرت  ه سازدر صورت انتقال . قرارداديم pZmMIPS1سازه  و نام آن  ايمكرده

ZmMIPS1  سـازه  . شـود قبل از مرحله ترجمه به پروتئين  كاهش ساخت فيتات  سببدر ژنوم آنRNAi 

اين سازه تا حد معني داري مي تواند فيتات  .در آگروباكتريوم انتقال داده شده و آماده انتقال به گياه مي باشد

  .را كاهش دهد

گرمداخله ZmMIPS1،pZmMIPS1 ،RNAتاز، فيتات،  في: كلمات كليدي



 
 

 
 

  
  

   

  



 
 

 
 

 اولفصل
  
  
  

  مقدمه



                                                                                                                           مقدمه :فصل اول
١     

 
 

كه مجوز ورود برخي از آنها به بازار مي شود  از گياهان تراريخته توليد، طيف وسيعي در دنيادر حال حاضر

ــد        ــد ش ــادر خواه ــده ص ــز در آين ــر ني ــي ديگ ــوز برخ ــده و مج ــادر ش ــرف ص ــت  مص ــان تراريخ گياه

GMO)  Genetically Modified ( كه ساختار ژنتيكي آن با اسـتفاده از فنـاوري    ندهست ياتموجود

مـك  (نيـز تغييـر يافتـه هسـتند     هـا محصولات توليـد شـده از آن   و .مهندسي ژنتيك تغيير داده شده است

   توليــد  بــا ذرت 2009هــاي  شــدة مختلــف در ســال  در بــين گياهــان زراعــي كشــت ).2002گلــوگلين ،

ن تراريخـت كاشـته شـده در جهـان را بـه خـود       از مجمـوع گياهـا   درصد 23 تنميليون  110509/871

ها و اين عقيده هستند كه مخاطرات كود مخالفان اين محصولات بر. )FAO1,2009(اختصاص داده است

حال اين سوال مطرح مي شود كه كدام يك از اين دو . از اين محصولات دستكاري شده است سموم كمتر

موم و كود با هزينه هاي بالا توليد يا وارد كـرد و يارانـه اي   كشاند؟ آيا بايد سمي موضوع ما را به وابستگي

؟ يـا بـذر   را در محصـولات و اراضـي متحمـل شـد     اختصاص داد و تحمل اثرات باقي مانـده آن  انيز به آنه

موضوع ديگر اينكه آيا هر چيزي كه طبيعي باشد خـوب  . و گياه تراريخت داخلي توليد كرد مهندسي شده

باشد و اسـاس كشـاورزي خـود نيـز غيـر      از چيزهاي طبيعتي نيز خطرناك مي ي؟ در حقيقت بسيارتاس

گيـاه   .باشـند شود حاصـل اصـلاح و انتخـاب مـي    م محصولات زراعي كه اكنون كشت ميطبيعي است تما

 ردامـا ايـن فنـاوري در اغلـب مـوا      اسـت   تراريخت راهكاري براي حل مشكل فقر و كمبود غذا در جهـان 

صـرف بـرنج   در كودكان شرق آسيا به دليل م Aفزايش داده مثلا در كمبود ويتامين كيفيت غذايي را نيز ا

ها نفر از كـوري كـار   نجات ميليون  .باشدA اي توليد شود كه حاوي ويتامين سبب شد كه برنج تراريخت

برزيـل   2009در سال . )2003كليو و جيمز،(اخلاقي است كه به طور هدفمند اين فناوري انجام داده است

و رتبه دوم توليد محصولات تراريخته در جهان را از آن خـود كـرد و    ها فاصله كمي از آرژانتين جلو افتادب

رك رشد آتـي ايـن   در حال حاضر اين كشور يك رهبر جهاني براي توليد محصولات تراريخته و موتور مح

سـه   تـرل كننـده  كن )ن بيگانهژ(تراژن 8 كه داراي SmartStaxتوليد ذرت . شودمحصولات محسوب مي

، موافقت دولت هندوستان با توليد بادمجـان تراريختـه مقـاوم بـه     2010صفت در آمريكا و كانادا در سال 
                                           
.Food and Agriculture Organization1  
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يخته متحمل به خشكي كشت ذرت ترا ،2012طلايي در فيليپين تا سال ، توليد برنج 2010آفات در سال 

چشم اندازهاي دنيا در حوزه كشـت  از  ،2017سال  تاو در صحراي جنوبي آفريقا  2012 سالتا در آمريكا 

عواقـب تلخـي بـراي آينـده      نگاه سرد به محصـولات تراريخـت داخلـي    .و توليد محصولات تراريخته است

ما از گياهان تراريخـت بـه طـور    بيوتكنولوژي كشور خواهد داشت زيرا كه ناخواسته به مدت چندين سال 

تغييراتي كه بـر روي ذرت صـورت    .باشداده از آن مينيا نيز در حال استفايم و دكردهمستقيم استفاده غير

رت بـراي  رهاي بنيادي براي مقاومت به تـنش خشـكي در ذرت، افـزايش كيفيـت دانـه ذ     كا: گرفته شامل

تغذيه احشام، مقاومت به كرم ساقه خوار توسط شركت مونسانتو، تسهيل آميلوز ذرت بـراي توليـد اتـانول    

 فوسات، ذرت مقاوم به كرم ساقه خوار اروپايي و گلي فوسـات ه گليتوسط شركت سيترژينتا، ذرت مقاوم ب

راعي يا غـذايي دارد يكـي از   كه مصرف زت با خصوصيات منحصر به فرد بذور تراريخ توليد هدفمند. است

قابليت به بذر يك رفع مشكلات و يا اضافه كردن يك . هاي اصلي دانشمندان مهندسي ژنتيك استرسالت

در دستگاه گوارش  ايتغذيهو ضد ناپذيروجود يك محصول نهايي تجزيه . د استارزشمن گير وپروسه زمان

هاي مدرن مهندسي ژنتيك اقدام به ساخت سـازه و  اي ما را بر آن داشت كه با تكنيكموجودات تك معده

ت ايـن  ه مسير ساخكنندهاي كليدي كدنماييم تا توسط آن بتوانيم يكي از آنزيم اصيآگرو باكتريوم اختص

در صـد از آنـزيم هـاي     20بود چـرا كـه   ، هدف ماذرتگياه بذور بيشتر   .اي كاهش دهيمماده ضد تغذيه

وارداتي از چين براي تجزيه اين محصول نهايي در جيره طيور و صنايع تبديلي مـواد غـذايي مصـرف مـي     

 ـ مرحله تجزيـه آنزيمـي   نياز به ،نتقال آن به گياهبا طراحي سازه و ا . شد ارداتـي  هـاي و بـا آنـزيم   ذوردر ب

   .يابدنيز كاهش ميهاي تبديلي نداشته و هزينه
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

2005ت در جهان  تا سال خنمودار رشد كشت چهار گياه تراري  -1 - 1كل ش
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  ذرت -1-2

 يك ،، دگرگشنPoaceaeگياهي ازخانواده  و  Zea mays L.Subspecice maysذرت با نام علمي

 ومبدا آن آمريكاي مركزي  وسپري كرده در بين گياهان زراعي درجات بالايي از اهلي شدن را  ساله كه

آمريكا كشف شد به اروپا و بعد به سراسر جهان راه  15وقتي در قرت  است ارتفاعات مكزيك

گليسي در ايالات متحده بانام ان وMaize استراليا  مريكا وآ در بين مردميج نام را ).2000پالويل،(يافت

Corn 2از لحاظ ژنتيكي . شوددر اتيوپي با نام باكل شناخته ميn=20  غالب آفريقا و اندونزي قوت . است

 .(FAO,2008)شودمصرف مي و بيشتر ذرت توليد شده ايالت متحده براي تغذيه دام و طيور باشدمي

سال پيش شروع شده 6000رت ذباستان شناسان و دانشمندان فيلوژنتيك بر اين باوراند كه اهلي شدن 

به وجود آمده يكي از اجداد حتمي ر اثر اينتررگرسيون و دنزديك  تلاقي دو جداز گياه احتمالا اين  است

شروع شده وتوصيف پيشرفت  2005برنامه توالي يابي ذرت در سال  ).2002ماتسوكا،(آن تئوسينت است

اولين پيش نويس از توالي ژنومي . قابل دسترسي است www.maizegenome.orgاين برنامه در سايت 

ژنوم ذرت حاوي . ذرت در كنفرانس بين المللي ارائه گرديد 50از ژنتيك  2008فوريه  28ذرت در تاريخ 

از  2004در سال  مناطق تكراري زيادي بوده و براي سرهم بندي كردن توالي ها توسط امريچ و همكاران

جفت باز توالي ژنومي آن بررسي شد همچنين آنها از  730تا  974الگوريتم هاي نوآورانه با مقياس 

 ).2007ليو و همكاران،(گيگا هرتز براي كاهش تعداد قابل توجهي همرديفي استفاده كردند 26/1پردازنده 

ورت نارس و يا ذرت در غذاهاي مختلف به ص.باشدميانگين جهاني توليد ذرت چهار تن در هكتار مي

ذرت بو داده كه احتمالا بر اثر  .گرددشود و بر اساس آندسپرم تقسيم بندي ميرسيده مصرف مي

پريكارپ آن نازك است كه اين صفت براي توليد ذرت شيرين با پوست لطيف  بوجود آمده است موتاسيون
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اي  ، آندوسپرم نشاستهت، لايه ضخيمي از آندوسپرم سخكورنپاپ در ذرت. )1384ه، خدابند(مناسب است

، رطوبت بيشتري دارند ديگرنوع ذرت نسبت به انواع  هاي نشاسته آندوسپرم اين دانه. را دربرگرفته است

بخار آب حاصل شده درون دانه   .شوند كه در موقع حرارت دادن، منبسط شده و تبديل به بخار مي

به ناچار فشار زيادي به اين لايه وارد . تواند به راحتي از لايه بيروني سخت آندوسپرم خارج شود نمي

اين ذرت معمولا براي تهيه پاپ كورن مورد استفاده . كند ه و دانه پف ميآورد و دانه را منفجر نمود مي

در مركز آن آندوسپرم نوعي از ذرت است كه ذرت سخت . )1376، و همكاران ور محمدين(گيرد قرار مي

نرم و  نشاستهذرت دندان اسبي داراي مخلوطي از .لايه سختي آندوسپرم پوشيده شده است و بادانه، 

اين نوع . بيشتري دارد پروتئينداراي نشاسته سخت است،  كه آندوسپرماز آن قسمت  و باشد سخت مي

بلال ذرت دندان اسبي نسبتا بزرگ  آيد ذرت معمولا در نواحي ذرت خيز ايالات متحده آمريكا به عمل مي

اي فرو رفته در  توان به وجود نقطه از خصوصيات ظاهري دانه آن، مي. رديف دانه دارد 30تا  16بوده و 

 ذرت نرم يا آردي .آيد اي بوجود مي ف تاج دانه اشاره نمود كه به دليل خشك شدن آندوسپرم نشاستهطر

 و گيرد نها لايه نازكي از آندوسپرم سخت اين نشاسته را دربرميت .ت، نشاسته اسبخش عمده آندوسپرم

توان  نرم است، ميهمچنين چون آندوسپرم آن . هاي آن بر خلاف نوع دندان اسبي فرو رفتگي ندارد دانه

و  ، قنديذرت شيرين آندوسپرم .، در تغذيه دام بكار برده شودمان شكل و بدون خرد و له كردن آنبه ه

نازك بوده كه در پريكارپ آن . اي ندارد ، حالت نشاستههاي ديگرو برخلاف آندوسپرم ذرت داشتهبراق 

راشد محصل و ( شود ن تبديل مي، مواد قندي آن به نشاسته و سپس به دكستريزمان رسيدن دانه

هاي ديگر كه نشاسته برخلاف ذرت. باشد آندوسپرم ظاهرا به شكل موم مي ذرت مومي .)1380همكاران،

درصد آميلوز دارد، آندوسپرم ذرت مومي تماما از  29تا  28درصد آميلوپكتين و  72تا  71آندوسپرم آنها 

، در صنايع رف خوراكيااز مصبه غير و نرم هم هست اي دارد  آميلوپكتين تشكيل شده كه حالت چسبنده

  ).1376،و همكاران يور محمدن(شود سازي هم استفاده مي چسب
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  )2008( FAOذرت  آمار متوسط توليد) 2 -1(جدول 

  

  

  

  

  

  
  
  ذرتاهميت كشت  -1-1-2

رشد جمعيت و افزايش مصرف سرانه كه با سطح درآمد و زندگي افـراد جامعـه همبسـتگي زيـادي     

د، دو مسئله مهم در تامين نيازهاي غذايي براي افراد جوامع در حال پيشرفت از جمله ايران بـه شـمار   دار

رود و در اين ميان نقش بهره گيري موثر و بهينـه از منـابع محـدود آب و خـاك و اسـتفاده از نيـروي        مي

ليـد محصـولات   لـوژي تو در اين راسـتا تكنو . اي برخوردار است انساني موجود در كشور نيز از اهميت ويژه

وري از منابع غذايي و خاكي گشته و اهميـت   سبب افزايش چشمگير راندمان بهره اصلاح شده و تراريخت

تغذيه دام و طيور كشورمان غير قابل انكار است، لذا امـروزه بـا تكنولـوژي هـاي مـدرن مهندسـي        در آن

 ، دارويي ولاوه بر تامين نيازهاي تغذيه ايعژنتيك و اصلاح نباتات انواع محصولات در حال توليد است كه 

ذرت نيز جزو گياهان . سازدممكن ميرا افزايش كيفيت و عملكرد محصولات امكان صادربه خارج از كشور 

نـور محمـدي،   (مهم در اين زمينه است كه در صنايع توليدي غذايي و تبديلي كشـور كـاربرد فـراوان دارد   

مـي   سازي و همچنين توليد كاغذ ديـواري اسـتفاده  ع كاغذ و مقواهاي ذرت در صنايساقه و برگ. )1376

، مركـب سـازي و   بون و نشاسـته آن در صـنايع رنگـرزي، داروسـازي    ، صاآرد ذرت در توليد چسب شود و

شـوند، معمـولا    خوراكهايي كه با ذرت سفيد تهيه مـي . )1379، عرشي( .مي شود پلاستيك سازي استفاده

نـه بـه   پـروتئين موجـود در دا   .ستي سه بخش آندوسپرم، گياهك و پريكارپ ادانه ذرت دارا .ترند مرغوب

درصـد   15تـا   8، نوع گياه و شرايط كشـت و زراعـت بسـتگي دارد و بـين     عوامل مختلفي از جمله محيط
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ميـزان روغـن    .باشد نقش مهمي در تغذيه انسان ايفا مي كننـد  پروتئين عمده ذرت زئين مي. متغير است

، آرد ذرت تهيـه مـي   از آسياب نمودن دانـه ذرت . ر دارددر گياهك قرا د بوده كه بيشتردرص 4دانه ذرت، 

   .رود كنند كه خود در تهيه غذاهاي مختلف بكار مي

  

  

  بعضي از ارقام ذرت همراه با ساختمان بذر 2-1شكل 

  
  ذرتو مورفولوژي  شناسيگياه -2-1-2

ذرت گياه تك ره دانه تشكيل شده است جنين، آندوسپرم و ديوا: دانه ذرت از سه بخش اصلي

. اند گرفتهبرگهاي آن بطور متناوب و به صورت افتاده در دو طرف ساقه قرار . اي ساقه بلندي است لپه

هاي موجود در  ، بعضي از ياختهدر اوايل رشد گياه . باشد درجه مي 90 نزديك به ،زاويه بين برگ و ساقه

ام ، عضوي به نها در انتهاي اين شاخه. ودش اي فرعي متمايز ميه بخش بالايي ساقه اصلي ذرت از شاخه

 هاي بسيار كوتاهي دارند ميان گره، ها اين شاخه . ، گل ماده گياه ذرت استآيد كه در واقع بلال بوجود مي

. پوشانند آيد كه هم ديگر و بلال را مي اي بوجود مي هاي تغيير شكل يافته، برگها گره كه از اين

هاي زيرين اما برگ. ، گوشواره و پهنك داردرگي است كامل كه غلاف، زبانك، بهاين اين برگتر بيروني

هاي ابريشم مانند يا كاكل  سانتيمتر رسيد، كلاله 120تا  80موقعي كه ارتفاع ساقه ذرت به . غير كاملند

ك گياه گرمسيري ذرت با وجود آن كه ي، شوند ، نمايان ميهاي ذرت موجود در بلال عداد دانهذرت به ت


