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 چکیده

ای دانه ذرت از مهمترین های ذخیرهاختصاصی بذر برای تغییر ژنتیکی پروفایل پروتئین وجود سازه

 هایعنی زئین دانه ذرت، غالب ایهای ذخیرهینروتئپ .نیازهاست که در این تحقیق هدف گیری شده است

ضروری مانند های اسیدآمینهاز نظر محتوای  ، دهندذرت را تشکیل می ای دانههای ذخیره% پروتئین01که

از طریق  شود.لیزین و تریپتوفان دارای کمبود هستند که این امر منجر به کیفیت غذائی پائین دانه ذرت می

-زان پروتئینهایی که میست، دانهنشان داده شده ا ژنتیکی انجام شده، هایها یا دستکاریی موتانتشناسای

 لیزین و تریپتوفان در آنها افزایش پیدا کرده است.های اسیدآمینهمیزان کل  های زئین آنها کاهش یافته،

د و تقریبا بصورت دههای زئین را تشکیل می% از کل پروتئین01کلاس آلفا زئین از kDa-03 زیرخانواده 

تولید سازه پلاسمیدی  قیقهدف از اجرای این تح .استلیزین و تریپتوفان تهی  هایاسیدآمینهکامل از 

RNAi (RNA interference) 03 های مربوط به زیرخانواده اختصاصی بذر برای خاموشی ژن-kDa از

 فقیرهای زئینی ات کاهش پروتئیناز این طریق موجبباشد تا می RNAiطریق فناوری  از کلاس آلفا زئین

 هایاسیدآمینههای غیر زئینی غنی از ل آن افزایش پلیوتروپیک پروتئینضروری و به دنبا هایاسیدآمینهاز 

که هر دو تحت ژن مورد نظر رشته همسو و ناهمسو بمنظور ساخت سازه مورد نظر،  لیزین فراهم گردد.

در  شوندمشابه جدا میتوسط یک رشته غیر  و قرار دارند ر ذرتاختصاصی آندوسپرم بذ اندازتنظیم یک راه

 03Pro&Sشدند. برای این کار در ابتدا قطعات مورد نظر شامل قطعه سازی همدیگر همسانه  یک سازه با

)رشته ناهمسو( بوسیله واکنش  03ASانداز اختصاصی آندوسپرم بذر( و قطعه )رشته همسو حاوی راه

کثیر و پس از تایید اندازه آنها بوسیله الکتروفورز ژل آگارز، بصورت جداگانه در حامل ای پلیمراز تزنجیره

که تا پیش از این  03ASسازی شدند. سپس قطعه همسانه  Promegaشرکت   pGEM-Tهمسانه سازی

از حامل خارج و  Pst Iو  Sac Iهای برشی سازی شده بود با برش توسط آنزیمدر حامل یاد شده همسانه

سازی حاوی ، در حامل همسانهBioneerس از استخراج از ژل آگارز بوسیله کیت استخراج از ژل شرکت پ



بعد از  تهیه شده از قبل و در پایین دست این قطعه و بصورت ناهمسو با آن درج شد. 03Pro&Sقطعه 

فرایند دهد که آغازگر ای سنجاق سری را میدورشته RNAمولکول رونویسی این توالی تشکیل یک 

RNAi .آنالیزهای  .ندبا استفاده از توالی یابی تایید شد قطعات ساخت سازه مورد نظر صحت در طول است

 ای کاست ساخته شده با نتایج ثبت شده با استفاده از نرم افزارهای بیوانفورماتیکی انجام گرفت.  مقایسه
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 هاپیوست
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 مقدمه

در افزایش میزان محصولات کشاورزی، تولید  21در نیمه دوم قرن  0های انقلاب سبزعلیرغم موفقیت

یدار آنها و افزایش درآمد در این حوزه، رشد سریع جمعیت و استفاده مداوم از مواد شیمیایی کشاورزی پا

ها و کودها، ایمنی و سلامت محصولات کشاورزی را با  محدودیت ها، قارچکشکشها، علفکشمانند حشره

% افزایش یابد تا  91،  2191مواجه ساخته است. بر اساس گزارش سازمان ملل تولید غذا بایستی تا سال 

(. رفع این مشکل 2100بتواند پاسخگوی درخواست روزافزون رشد جمعیت جهانی باشد )بروچی و همکاران، 

های تولید، مبارزه با بحران گرسنگی و فقر، تولید غذای سالم، ایمن و با کیفیت غذایی به همراه کاهش هزینه

رفی محصولات غذایی جدید، نیاز مبرمی را به توسعه بالا، پاکسازی و حفظ محیط زیست و تولید و مع

و دستکاری ژنتیکی به وجود آورده است. بیوتکنولوژی نوین  2آوریهای نوین از جمله زیست فنتکنولوژی

های بیولوژیکی به منظور توسعه محصولات های برتر در موجودات زنده و سیستمآوریعبارت از کاربرد فن

باشد. همچنین های موجود در آنها برای رفع نیازهای بشر و محیط زیست میجدید و یا تغییر فرایند

های جدید در قرنطینه، تشخیص، های جدیدی را در حوضه سلامت با ارائه روشبیوتکنولوژی عرصه

بطرز شگرف و  9ها گشوده است. در طول دهه گذشته تولید محصولات تراریختهجلوگیری و درمان بیماری

ایش یافته و جایگاه مهم و استراتژیکی را هم در کشورهای توسعه یافته و هم در کشورهای قابل توجهی افز

( محصولات 0330، شانزدهمین سال تولید تجاری )از سال 2100در حال توسعه کسب کرده است. سال 

در  کشور دنیا در حال تولید تجاری محصولات تغییر یافته ژنتیکی 23تراریخته در دنیاست. در حال حاضر 

میلیون  7/0، در مقایسه با مساحت 2101میلیون هکتار در سال  008دنیا هستند که با سطح زیر کشت 

ترین رشد را در طول تاریخ تجارت دهد که سریعبرابری را نشان می 87، یک افزایش 0333هکتار در سال 

% از سطح زیر 09هایی (. ایالات متحده امریکا به تن2101کشاورزی به خود اختصاص داده است )جیمز، 

در اختیار داشته است. سطح زیر  2101میلیون هکتار در سال  8/00کشت جهانی محصولات تراریخته را با 

                                           
0. Green revolution  
2
. Biotechnology 

9
. Genetically modified crops 
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میلیون  8/00% ذرت )90میلیون هکتار(،  9/79% سویا )91در دنیا شامل:  GMکشت چهار  محصول اصلی 

(. صنعت 2100ن هکتار( است )ادنل، میلیو 7% کانولا )9میلیون هکتار( و  20% پنبه )00هکتار(، 

بیوتکنولوژی امروزه به چنان حوزه مهمی در صنعت جهانی تبدیل شده است که ارزش بازار جهانی آن در 

میلیارد  90، 0333میلیارد دلار برآورد شده است، در حالی که این مقدار در سال  911بالغ بر  2101سال 

 (. 2119؛ اندرو، 2100ده است )بروچی و همکاران، میلیارد دلار بو 01، 2119دلار و در سال 

میلیون نفر در کشورهای توسعه یافته و  03میلیون انسان در دنیا ) 329بر اساس آخرین آمار تقریبا 

0دچار سوء تغذیه هستند ) 2101میلیون نفر در کشورهای در حال توسعه( در سال  310
FAO  وWFP

 2 ،

باشد. سوء تغذیه ئین در رژیم غذایی یکی از مهمترین عوامل موثر می( که در این میان کمبود پروت2101

ترین نوع سوء تغذیه است و از هر چهار کودک در دنیا یکی را تحت تاثیر قرار ناشی از کمبود پروتئین مهلک

WHOدهد )می
 3

ها و حیوانات دارای پروفایل پروتئینی فقیری اکثر گیاهان بر اساس نیاز انسان. (6002، 

های ضروری هستند. غلات ) ذرت، گندم، برنج و ...( محتوی لیزین پائینی هستند از نظر محتوای اسیدآمینه

های ترین میزان را در دانهکه این امر لیزین را به مهمترین اسیدآمینه ضروری تبدیل کرده است چراکه پائین

% 21% پروتئین و 09جهانی ذرت در سطح شوند داراست. غلات که بخش اعظم تولید جهانی را شامل می

. متاسفانه ارزش غذایی ذرت بخاطر فقیر (2113)سوفی و همکاران،  کندکالری رژیم غذایی را تأمین می

لیزین، تریپتوفان و متیونین ناشی از سهم نسبتا بالای  0های ضروریبودن از نظر محتوای اسیدآمینه

های ضروری تهی هستند، پائین ذاتا از نظر این اسیدآمینهکه  0ای ذرتهای ذخیرهدر پروتئین 9هاپرولامین

برای افزایش ارزش رسد. های ذرت غنی از لیزین ضروری به نظر می. بنابراین نیاز به ایجاد لایناست
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% لیزین 03که حاوی  20اوپک طبیعی تحت عنوان  یافتهجهش یک لاین که  0300از سال  بیولوژیکی ذرت

های زیادی در این زمینه صورت گرفته است. به دنبال کشف جهش تاکنون تلاش شدشناسایی  بیشتری بود

در  سال 01 ای در مدت زمانی بیش ازهای گستردهآن تلاش بالای بخاطر کیفیت پروتئینیو  2یافته اوپک 

"CIMMYT"
-از لاین ذرتی ایجاد لاینبرای  9های اصلاح نباتات رایجو دیگر نقاط جهان از طریق روش 2

که دارای محتوای لیزین و تریپتوفان بالایی بوده و از توان رقابت با ذرت  2اوپک  ی جهش یافته طبیعیها

های با کیفیت پروتئینی بالا برای مصرف انسان و صورت پذیرفت و منتج به تولید واریته نرمال برخوردار باشد

آوری رود مهندسی ژنتیک و زیست فن(. با و2110دام در کشورهای در حال توسعه شد )پراسانا و همکاران، 

های موفق در این هایی در این زمینه صورت گرفته است. از جمله مثالدر عرصه تحقیقات کاربردی نیز تلاش

از طریق بیان ژن دی  (LY198) معرفی یک لاین ذرت تراریخت با لیزین بالاتوان به مورد می

انداز ژن تحت راه 0کورینه باکتریوماز باکتری  9دیغیر حساس به مهار بازخور 0هیدروپیکولینات سنتاز

دی (. آنزیم 2113اشاره کرد )سوفی و همکاران،  2110در سال  7شرکت مونسانتوتوسط  0-گلوبولین

در های ضروری در گیاهان عالی است. آمینههای کلیدی در مسیر سنتز اسیداز آنزیم هیدروپیکولینات سنتاز

 ppmدر ذرت معمولی به  ppm 2811-2911یزین )بر اساس وزن خشک( از این لاین اسیدآمینه آزاد ل

 2اوپک  جهش یافتهمیزان بالای لیزین در . مشخص شده است که افزایش پیدا کرده است 9911-9911

تجمع  پلیوتروپیک ضروری و افزایش هایهای فقیر از نظر این اسیدآمینهناشی از کاهش کلی سنتز زئین

 .(2113)سوفی و همکاران،  است لیزین و تریپتوفان ضروری هایئینی غنی از اسیدآمینههای غیر زپروتئین

آوری برای بهبود کیفیت ها، بکارگیری یک روش جایگزین و موثر زیست فنبا آگاهی از ژنتیک مولکولی زئین

آوری طه فنبواس ضروری هایاسیدآمینهاز  فقیرزئینی  هایپروتئینپروتئینی ذرت، از طریق کاهش سنتز 
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RNAi
تواند ، میلیزین هایاسیدآمینههای غیر زئینی غنی از ل آن افزایش پلیوتروپیک پروتئینو به دنبا 0

مورد استفاده قرار بگیرد. برای نیل به این هدف، تولید سازه اختصاصی مورد نیاز بعنوان اولین گام در این 

 تحقیق هدف گیری شده است.
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 اهمیت ذرت 9-9

ها هزار سال پییش  گیاهی است یکساله که به عنوان غذای انسان و دام از ده (.Zea mays L)ذرت 

شود. موارد استفاده متعدد و مورد توجه واقع شده است و امروزه بصورت گسترده در سرتاسر جهان کشت می

ن دارا بودن یک گسترده ذرت متاثر از گذشته طولانی آن در استفاده از آن به عنوان یک غله اهلی و همچنی

میلیون تن بوده )بییش از   807، 2113(. تولید جهانی ذرت در سال 2119مخزن ژن گسترده است )گوین، 

% 01میلیون هکتار از اراضی جهان به کشت ذرت اختصاص یافته است. آمریکا  093برنج و گندم( و بیش از 

 992ولید شده در ایین کشیور بیا تولیید     ترین محصول تتولید جهانی ذرت را در اختیار دارد و ذرت گسترده

کشور جهان شیامل آمریکیا    00بصورت تجاری در  0، ذرت تراریخته2113میلیون تن در سال است. در سال 

%(، 97%(، آفریقیای جنیوبی )  89، آرژانتیین ) % از کل محصول ذرت تولید شده تراریخته است(89)جایی که 

(. /http://www.gmo-compass.org( تولید شیده اسیت )  %21%(، اسپانیا )03%(، فیلیپین )80کانادا )

 2101شود. در سیال  ای کشت میای و دانهذرت یکی از مهمترین غلات در ایران است و برای مصرف علوفه

تن در هکتار به کشیت   8میلیون تن و با متوسط تولید  90/2هزار هکتار از اراضی ایران با تولید  921تقریبا 

ی تولییدی در  ترین غلیه (. در حال حاضر ذرت گسترده2100ست )نورکی و همکاران، ذرت اختصاص یافته ا

، نشاسیته صینعتی، روغین و    2جهان است که نه فقط برای غذای انسان و دام، بلکه بیرای تولیید بییو اتیانول    

هیای داروییی   ای بیرای تولیید ترکیبیات مولکیولی بیا ارزش مثیل پیروتئین       همچنین اخیرا به عنوان کارخانه

 (. 2101شود )نکوی و همکاران، و ترکیبات شیمیایی خاص استفاده می 9وترکیبن

 گیاهشناسی ذرت  9-2

متر نیز بوده و در عرض مدت سه  9ذرت گیاه یکساله است که ارتفاع بوته آن در بعضی موارد بیش از 
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و میاده از هیم   های نر بدین معنی گل 0چنین گیاهی است یک پایهرسد و همتا چهار ماه به رشد مطلوب می

ای که در قائده غلاف برگ وجود دارد تولید های ماده ذرت از جوانهجدا ولی  بر روی یک پایه قرار دارند. گل

های فرعی قرار دارد که روی این خوشه شود. اندام زایشی نر در انتهای ساقه اصلی بصورت خوشه و خوشهمی

دارای دو  2تاه بطور منظم قرار گرفته است. هر سنبلچههای فرعی دو سنبلچه یکی بلند و دیگری کویا خوشه

ایست گندمه و پوسته آن فقط شیامل پوسیته مییوه     باشد. دانه ذرت میوهمی 9گل و هر گل دارای سه پرچم

عیدد   02تا  0های مختلف کاملا متفاوت است و بین های ذرت در هر گیاه بسته به ژنوتیپاست. تعداد بلال

های آن مثل سیایر غیلات نیواری اسیت و شیامل      ای ساقه راست و مستقیم بوده و برگنوسان دارد. ذرت دار

 (.0979باشد )کریمی، می 0پهنک برگ و غلاف

 ارزش غذایی ذرت 9-3

% 2و  0% پنتییوزان9% چربیی،  9% پییروتئین، 3% قنید،  2، 9% نشاسیته 77دانیه بیدون آب ذرت حییاوی   

قام مختلف ذرت کاملا متغیر است. حداکثر پروتئین خاکستر و تیامین است. میزان درصد پروتئین و چربی ار

 (.0979% برسد )کریمی، 0% و حداقل آن به 09ممکن است به 

 انواع ذرت 9-4

 اند از:اند عبارتارقام مختلف ذرت که بر حسب خواص دانه به وسیله متخصصین نامگذاری شده

        Zea mays var. indurate (Flint corn) ذرت سنگی، ذرت بلوری، ذرت سخت -

      Zea mays var. indentata (Dent corn) ذرت دندان اسبی، دندانی -

            Zea mays var. everta (Pop corn) ذرت پستانی، ذرت بلال، پاپ کورن -
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  Zea mays var. saccharata (Sweet corn) ذرت شیرین، ذرت قندی -

     Zea mays var. amylacea (Flour corn) ای، ذرت نرمذرت آردی، ذرت نشاسته -

      Zea mays var. ceratina (Waxy corn) ذرت مومی -

          Zea mays var. tunicata (Pod corn) ای، ذرت غلافیذرت پیله -

 کیفیت پروتئینی ذرت 9-5

لی پیداسیت، بیه   و به معنی اولیه و اص proteiosها همانطور که از ریشه یونانی اسم آنها که پروتئین

هیای  شوند. در مقایسه با گوشیت، تولیید پیروتئین   و حیوانات شناخته می عنوان مهمترین ماده غذایی انسان

هیا  در پیروتئین  0هیای ضیروری  (. میزان اسیدآمینه2110تر است )سان و لو، گیاهی از لحاظ اقتصادی ارزان

بخاطر اینکه بدن قادر بیه   2سیدآمینه استانداردبیانگر کیفیت غذایی آنهاست. در انسان هشت عدد از بیست ا

شیود  های ضروری شناخته میی آمینهسنتز آنها نیست و بایستی از رژیم غذایی تامین شوند تحت عنوان اسید

. لیزین به عنوان لیزینو  تریپتوفان، متیونین، ترئونین، فنیل آلانین، والین، ایزولوسین، لوسینکه عبارتند از: 

های غلات که بخیش اعظیم   ترین میزان را در دانهشود چراکه پایینمهمترین اسیدآمینه ضروری شناخته می

(. غلات منبیع اصیلی تیامین پیروتئین رژییم      2118شوند داراست )یوفاز و جلیلی، تولید جهانی را شامل می

گیاهیان بیه عنیوان منبیع اصیلی تیامین       (. وقتیی  2117ند )شیوری،  شوها محسوب میها و دامغذایی انسان

های گییاهی بخیاطر کمبیود مییزان     شوند اکثر پروتئینها در نظر گرفته میپروتئین رژیم غذایی انسان و دام

های ضروری در آنها از کیفیت غذایی پایینی برخوردارند که در میان آنها سطح لیزین و تریپتوفان آمینهاسید

کند )سوفی و % پروتئین رژیم غذایی را تامین می09ویژه در ذرت پایین است. ذرت در سطح جهانی بصورت 

از نظیر محتیوای    اذرت اکثیر  9های غالب موجود در بافت تخصص یافتۀ آندوسپرمپروتئین(. 2113همکاران، 

ر بیه ارزش غیذایی و   تند و این امیر منجی  های ضروری بویژه لیزین، تریپتوفان و متیونین فقیر هساسیدآمینه

                                           
0. Essential amino acids  
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http://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AA%D8%B1%DB%8C%D9%BE%D8%AA%D9%88%D9%81%D8%A7%D9%86
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هیای بیذر ذرت را   % کیل پیروتئین  01کیه   0های زئیین . پروتئینکیفیت پروتئینی پایین دانه ذرت شده است

هایی مانند گلوتامین، پرولین، آلانین و لوسین هستند در حالی که تقریبا دهند، غنی از اسیدآمینهتشکیل می

(. بیا  0333تریپتوفان تهی هستند )کولمن و لارکینز، های ضروری مانند لیزین و از اسیدآمینهبصورت کامل 

تریپتوفان  های لیزین ،توجه به اطلاعات فوق نقطه ضعف پروتئین بذری ذرت مربوط به فقر شدید اسیدآمینه

هیای غییر نشیخوارکننده بخصیوص در     هیای ضیروری بیرای انسیان و دام    باشد. این اسیدآمینهو متیونین می

شود، حائز اهمییت زییادی   ها استفاده می% کل تولید ذرت برای تغذیه این دام78کشورهای توسعه یافته که 

های متعددی برای حل این مشکل بکار گرفته شیده اسیت. بیرای افیزایش ارزش     خواهند بود. در ذرت روش

های ذرتیی کیه دارای کیفییت    تلاش دانشمندان برای پیدا کردن لاین 0331بیولوژیکی ذرت در اوایل سال 

های موجود در آندوسپرم باشند، معطوف شد. دو مشیکل عمیده در ایین مسییر     از محتوای اسیدآمینه بهتری

هیای  وجود داشت: نخست آنکه تا آنموقع هیچ ژنی که بصورت اختصاصی پروفایل اسیدآمینه هیای پیروتئین  

نشده بود. دوم اینکه های اصلاحی را داشته باشد، پیدا ذرت را تحت کنترل داشته و قابلیت استفاده در برنامه

برای بهبود کیفیت پروتئینی در ذرت  2تلاقی برگشتیهای نبود یک سیستم ژنتیکی ساده از بکار بردن برنامه

طبیعی تحیت   یافتهجهش ( یک لاین 0300همکاران ) (. مرتز و2113کرد )سوفی و همکاران، جلوگیری می

لیزین بیشتری بود. این گزارش مهم با شناسیایی   %03را در ذرت شناسایی کردند که حاوی  29اوپک عنوان 

داشت )نلسیون و   2اوپک جهش یافتهکه محتوای مشابهی از نظر اسیدآمینه لیزین با  20فلوری  جهش یافته

با لیزین بیالا ادامیه پییدا کیرد )دالبیی و تاسیی،        هایجهش یافته( و کشف تعداد دیگری از 0309همکاران، 

؛ میا و نلسیون،   0379؛ میسیرا و همکیاران،   0373؛ سیالامینی و همکیاران،   0378؛ تاسی و همکاران، 0379

ناشیی از   2و فلیوری   2رسد که میزان بالای لیزین در دو جهیش یافتیه اوپیک    این گونه به نظر می(. 0379

 9هیای غییر زئینیی   های فقیر از نظر این اسیدآمینه ضروری و افزایش تجمع پیروتئین کاهش کلی سنتز زئین

                                           
0
. Zein proteins 

2
. Backcross 

9
. opaque 2 

0
. floury 2 

9
. Non-zein proteins 



 بررسی منابع

 

01 

 

 یدآمینه ضروری است.غنی از اس

 با لیزین بالا هایجهش یافتهمشکلات  9-5-9

با لیزین بالا اشتیاق و امیدواری زیادی را در بین محققیان بیه خیاطر امکیان      هایجهش یافتهاگرچه  

های با کیفیت پروتئینیی بیالا پدیید آورد، امیا کیم کیم اثیرات منفیی         استفاده گسترده از آنها به عنوان ذرت

آشکارتر شد. این صفات نامطلوب یک عامیل محیدود کننیده در مقبولییت و      هاش یافتهجهپلیوتروپیک این 

های آندوسیپرم  پروتئین هایجهش یافته(. گرچه 2112)لادردال،  بود هاجهش یافتهاستفاده گسترده از این 

ا همچنانکیه  دادند، امهای دانه ی ذرت را تغییر میبطرز مناسبی پروفایل اسیدآمینه 2و فلوری 2مانند اوپک

 های نامطلوبی را نیز به همراه داشتند. این صفات نامطلوبرود، ویژگیانتظار می هاجهش یافتهدر مورد اکثر 

 دارد، بودکه آب را در خود نگه می 0ایشامل کاهش عملکرد محصول، استحکام کم دانه و آندوسپرم نشاسته

کیه بیه   گیردد  میای اد یک آندوسپرم نرم و نشاسته(. این صفات نامطلوب باعث ایج2119 )تورو و همکاران،

ها و افزایش آسییب پیذیری   و باعث افزایش حساسیت دانه به آفات و بیماری دادهکندی آب خود را از دست 

از دسیت رفیتن بیشیتر    بر میزان محصول اثر منفیی گذاشیته و موجیب    خیم، ضشود، ایجاد پریکارپ آن می

 هیا جهیش یافتیه  های ذرت نییز در ایین   (. از آنجا که دانه2113کاران، شود )سوفی و همای میمحصول دانه

های هوا همراه بوده و از تراکم کمتیری برخیوردار   بخاطر بسته بندی سست نشاسته با مقدار زیادی از حباب

گیردد )سیینو و ونکیاتش،    % و ییا بیشیتر میی   01از این طریق منجر به کاهش عملکرد در حید   شده است،

2110.) 

 

 2ا کیفیت پروتئینی بالاذرت ب 9-5-2

"CIMMYT"محققان را در  العاده کیفیت پروتئینی،بخاطر اهمیت فوق 2اوپک هایجهش یافته
 و 9
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