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 چكيده
كشورهاي مختلف جهان، كننده نيازهاي غذايي انسان در گندم يكي از مهمترين غلات تامين            

-هاي رايج و آسيببخصوص كشورهاي در حال توسعه است. بلايت فوزاريومي سنبله گندم يكي از بيماري

باشد. اين بيماري مي Fusarium graminearumرسان به اين محصول است كه عامل اين بيماري قارچ 
-اكسيكي نظير توكسين ديهاي خطرنانمحصول، با توليد مايكوتوكسي عملكردعلاوه بر تاثير منفي بر روي 

گذارد و خطراتي را براي سلامتي انسان هاي توليدي نيز اثرات منفي ميبر روي كيفيت دانه )DONنيوالنول (
تواند از تجمع اين توكسين درون دانه مي DONو دام در پي دارد. ايجاد تغيير شيميايي در ساختار توكسين 

نقش دارد.  DONك آنزيم استيل ترانسفرازي بوده و در كاهش سميت توكسين كدكننده ي AYT1بكاهد. ژن 
ق پايدار و بيان مناسب ژن نسل دوم گندم تراريخته حاوي اين ژن، جهت بررسي تلفي گياهاندر اين تحقيق 

مورد آناليز  روش دورگه سازي سادرنو  PCR ،RT-PCRهاي مولكولي شامل يافته با استفاده از روشانتقال
نسل دوم  گياهاندر اكثر  AYT1 ژن . نتايج به دست آمده حاكي از حضور پايدار و بيان مناسبندرار گرفتق

-گياهان تراريخته، نشان استخراج شده در RNAاز روي  RT-PCRگندم تراريخته مورد بررسي بود. واكنش 

سازي سادرن آناليز دورگه نتايجبود.  مورد مطالعهگياهان از لاين  23در  RNAدهنده رونويسي ژن در سطح 
تراريخته مورد بررسي، حاكي از ورود بيش از يك  گياهانهاي ژني ورودي در  جهت بررسي تعداد نسخه

 بررسي بود. مورد هايدر برخي از لاين AYT1نسخه از ژن 
 .، ژن استيل ترانسفراز مخمرينيوالنولاكسي، ديبلايت فوزاريومي گندم تراريخته،: كليدي كلمات
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 مقدمه
 نان هاي مختلف غلات، گندمدر بين جنس

)Triticum aestivum(  اهميت زيادي در تامين
غذايي انسان دارد و به تنهايي حدود يك پنجم از 

 & Baiكند (كالري مورد نياز انسان را تامين مي

Shaner, 2004( اين محصول در سرتاسر جهان .
 مختلف آب و هوايي قابل كشت بوده و در مناطق

درصد از سطح زير كشت محصولات  30و 
 & Bai( زراعي را به خود اختصاص داده است

Shaner, 2004 ; Bar, 1986(يكي از بيماري .-

كه اين محصول استراتژيك را  سارت زاييهاي خ
دهد بيماري بلايت فوزاريومي تحت تاثير قرار مي

كه توسط قارچ  مي باشدسنبله گندم يا اسكب 
Fusarium graminearum شود و در ايجاد مي

نقاط مختلف دنيا مانند آمريكا و كانادا، اروپا، 
تا حد  را چين و هند ديده شده و عملكرد گندم

 ,.Okubara et al( دهدقابل توجهي كاهش مي

2000; Sepahvand et al, 2009( اين بيماري .
علاوه بر كاهش چشمگير در عملكرد محصول، 

هاي خطرناك و تجمع به دليل توليد مايكوتوكسين
ها و عوارض ها در دانه سبب بروز بيماريآن

متعدد انساني و دامي ناشي از مصرف دانه و 
. )Snijders, 2004( شودهاي آلوده آن ميوردهآفر

هايي كه به وسيله اين پاتوژن توليد فيتوتوكسين
 Prandini( ها هستندشوند از دسته تريكوتسينمي

et al., 2009 .(تركيباتها از جمله وتسينتريك 
sesquiterpene باشند كه مهار كننده فعالمي 

هاي يوكاريوتي مركز پپتيديل ترانسفراز ريبوزوم

 شدناز سنتز پروتئين در مرحله طويلباشند و مي
 ,.Gharanjik et al( كنندو خاتمه جلوگيري مي

-ها، دي. يكي از مهمترين اين تريكوتسين)2008

است. محققين معتقدند كه ) DON( نيوالنولاكسي
DON زا عمل احتمالا به عنوان فاكتوري بيماري

هاي قارچي حركت كند و جلوتر از ميسيليوممي
كرده و بافت ميزبان را جهت تجمع قارچ آماده 

). اهميت Mitterbaure et al., 2004سازد (مي
زايي آن در انسان و ، آثار بيماريDONويژه 

ن مايكوتوكسين در انسان سبب حيوانات است. اي
وع و بروز علايمي از قبيل بي اشتهايي، تشنج، ته

تم عصبي و ايمني استفراغ و اختلالاتي در سيس
. لذا مبارزه با اين )Urban et al., 2002( شودمي

بيماري يا تلاش در جهت كم كردن مقدار 
اي در توليد توكسين موجود در دانه ارزش ويژه

 Poppenberger et( امع داردغذاي سالم در جو

al., 2003(. 
با توجه به اهميت اين بيماري و آثار 

هاي ناشي از قارچ عامل بيماري نامطلوب توكسين
هاي مختلف كنترل اين و نيز ناكارآمدي روش

ايجاد ارقام پلاسم و بيماري، توسعه و ارزيابي ژرم
 اي برخوردار استمتحمل از ضرورت ويژه

)Falasconi et al., 2005( امروزه با استفاده از .
مسئول  هاي ژن ،هاي مهندسي ژنتيكتكنيك

تواند از هر منبعي به گياه زراعي مقاومت مي
 Saccharomycesانتقال داده شود. در مخمر 

cerevisiae  ژني به نامAYT1  كه محصول آن
بوده، شناسايي شده  نوعي آنزيم استيل ترانسفراز
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اظت مخمر در برابر رسد در حفكه به نظر مي
 ,.Alexander et al( تريكوتسين ها نقش دارد

اين ژن از مخمر جدا و به گياه  محققين ).2002
 Sanjarian( دادندتوتون به عنوان گياه مدل انتقال 

et al., 2009; Irani et al, 2015 ( ، اما از آنجا كه
 .Fگندم و قارچ هدف آن، قارچ گياه ، گياه هدف

graminearum ژن  مي باشد در تحقيق ديگري
AYT1 ) به گياه گندم نيز انتقال يافتGharanjik 

et al., 2008 .( 

اطمينان از تلفيق پايدار ژن انتقال يافته به 
و نيز رونويسي مناسب از آن در  گياه تراريخته

طي نسل هاي بعدي، از اهميت ويژه اي بر 
هاي ورودي تعداد نسخهاز طرفي  خوردار است.

بر روي سطح مي تواند تراريخته  انژنوم گياهبه 
بيان ژن وارد شده و پايداري اين ژن در ژنوم در 

تحقيقات . باشد تاثير گذار بعديهاي نسل يط
در صورت ورود چندين نشان داده است كه 

نسخه از يك ژن به درون ژنوم امكان خاموشي 
با روش آناليز . آن ژن در گياه تراريخته وجود دارد

ژن بيگانه در توان وجود سازي سادرن ميدورگه
در ژنوم گياه را ژن  و تعداد نسخ آنژنوم 

). Young et al., 2003نمود ( مشخصتراريخته 
بررسي تلفيق پايدار  با هدفدر اين تحقيق  لذا

در ژنوم گياه و عدم تفرق در  مورد نظر تراژن
هاي بعد و نيز اطمينان از بيان مناسب اين نسل
ژني انتقال  هايبررسي تعداد نسخهن همچني ژن،

هاي مولكولي با استفاده از روش هايآناليز يافته،
PCR ،RT-PCR  بر  سازي سادرنروش دورگهو

روي گياهان نسل دوم گندم تراريخته حاوي ژن 
 صورت پذيرفت. استيل ترانسفراز مخمري 

 

 مواد و روش ها 

-لاين از بذور جمع 40تحقيق تعداد در اين 

شده از نسل اول گندم تراريخته جهت  آوري
-هاي مولكولي لازم در داخل گلدانانجام آناليز

خاك استريل  حاويمتر و سانتي 25هايي با قطر 
با بافت لومي در گلخانه دانشكده كشاورزي 

 16دانشگاه صنعتي شاهرود و در شرايط نوري 
. شدندساعت تاريكي كشت  8ساعت روشنايي و 

در  RNAو  DNAتخراج جهت اسنمونه برگي 
 جداكشت شده  گياهانمرحله دو تا سه برگي از 

 شد. 
DNA  ژنومي از بافت برگ با استفاده از

استخراج  )CTAB )Doyle et al., 1987روش 
 DNAرسوب  ،DNAگرديد. پس از استخراج 

ميكروليتر آب دوبار تقطير حل  100حاصل در 
درجه  4شده و به مدت يك شب در دماي 

استخراج شده  DNAراد نگهداري شد. گسانتي
 -20براي استفاده در مراحل بعدي در دماي 

 كميت و كيفيتگراد نگهداري شد. درجه سانتي
DNA دو روش اسپكتروفتومتري  نيز با استفاده از

بررسي قرار  موردو الكتروفورز بر روي ژل آگارز 
به  1، از رقت . در روش اسپكتروفتومتريگرفت

و دستگاه در آب مقطر  DNA نمونه 100
) S 2000 UV/Vis( 6105 اسپكتروفتومتر مدل

 .استفاده شد
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با استفاده از  DNAدر اين آزمايش غلظت 
دستگاه اسپكتروفتومتر و فرمول زير محاسبه 

 گرديد:
 DNA=غلظت  OD 260 ×50 /ضريب رقت )   1فرمول (

 DNA كيفيتدر روش دوم براي بررسي 
 DNAهاي نمونهوگرم از استخراج شده، پنج ميكر

بر روي  bp100مولكولي  وزننشانگر  همراه با
ژل آگارز يك درصد الكتروفورز گرديد. رنگ 

-( DNA safe stain رنگ آميزي ژل با استفاده از
CinaGen,Iran( .صورت گرفت  

و  ليترميكرو 20در حجم  PCRهر واكنش 
دماي واسرشت سازي با شرايط زير انجام گرفت: 

دقيقه، سپس  5 گراد به مدتتينسا درجه 94اوليه 
گراد درجه سانتي 94چرخه واكنش شامل  35

ثانيه، دماي  45سازي به مدت دماي واسرشت
ثانيه و  60به مدت  گرادسانتي درجه 63اتصال 

به مدت  گرادسانتي درجه 72دماي طويل شدن 
 درجه 72ثانيه صورت گرفت. در نهايت دماي  60

يي به مدت شدن نهاطويل  مرحله گراد برايسانتي
تكثير  تو سپس محصولادقيقه اعمال گرديد  10

درصد الكتروفورز  1شده بر روي ژل آگارز 
مورد نظر در اين تحقيق   AYT1طول ژن  شدند.
. براي طراحي آغازگر باشدجفت باز مي 1400

مخمري با  AYT1ابتدا توالي ژن  AYT1براي ژن 
-از بانك ژن ( Z73168Y13138شماره دسترسي 

) دريافت و سپس با استفاده از دو NCBIسايت 
اقدام به  Oligo analyzerو  Primer 3نرم افزار 
گرديد. توالي و مشخصات دو  آغازگرطراحي 

جفت آغازگر رفت و برگشت طراحي شده در 
اول  آغازگرجفت نشان داده شده است.  1جدول 

 ،ستطراحي شده ا AYT1كه از ابتدا و انتهاي ژن 
نمايد و مي كيلو باز تكثير 4/1كل ژن را با اندازه 

طراحي  دوم كه از بخش داخلي ژن آغازگرجفت 
 بخشي از ژن را با اندازه نزديك به ،گرديده است

 .كردخواهد جفت باز تكثير  305

 
 .AYT1هاي طراحي شده براي ژن مشخصات آغازگر -1جدول 

Table 1- Characteristics of primers designed for AYT1 gene 

 آغازگر
Primer 

 توالي آغازگر
Primer Sequence 

 )C˚ دماي اتصال (
Annealing 

Temperature 

AYT1Fw1 5' – ATCGAATTCGAAGGTAGATGGATGTTTAGAG-3' 63 

AYT1Re2 5' –TAGTCGACATATCATCATCCTATATGTGTAG- 3' 61 

AYT1-f6 5'- TTGCATCACAGATTCGCAGG- 3' 57 

AYT1- r6 5'- AAGGCAAAGAGCAACCACCA- 3' 57 
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RNA  گياه با استفاده از كيت استخراج كل
RNA )RNX- Plus CinaGen, Iran از بافت (

نيز با استفاده  cDNA برگي گياه استخراج گرديد.
و  )cDNA )Vivantis, Indonesiaسنتز از كيت 

مطابق با دستورالعمل شركت سازنده تهيه گرديد. 
عبارت است  cDNAساخت اولين رشته  شرايط

 Oligoميكرو مولار  5/0كل،  μg 5 RNA از:

d(T)R18R، nM20  از هركدام ازdNTP  100ها و 
 60واحد از آنزيم رونويسي معكوس كه بمدت 

گراد قرار گرفتند. درجه سانتي 42دقيقه در دماي 
، از cDNAبراي ساخت دومين رشته و تكثير 

شده در بخش قبل  با شرايط ذكر PCRواكنش 
 18S rRNAاستفاده شد. همچنين از آغازگرهاي 

 RT-PCRعنوان كنترل مثبت در واكنش هم به
 600طول اي بهاستفاده شد. اين آغازگر قطعه

توالي مشخصات كند. جفت باز را تكثير مي
آغازگرهاي رفت و برگشت طراحي شده براي ژن 

18srRNA  استه نشان داده شد 2در جدول. 
 

 .18srRNAمشخصات آغازگرهاي طراحي شده براي ژن  -2دول ج
Table 2- Characteristics of primers designed for 18srRNA gene 

 آغازگر
Primer 

 توالي آغازگر
Primer Sequence 

 )C˚ دماي اتصال (
Annealing 

Temperature 

18sfw 5' – CTTCGGGATCGGAGTAATGATTAA- 3' 
 

59 

18sRe 5' – GCCGAGAACATCTAAGGGCATCACAGA- 3' 59 

سازي سادرن، از سه براي انجام آناليز دورگه
 هايلاينگياه گندم تراريخت با بيان مناسب (

 30) استفاده شد. مقدار 207و  400، 75 شماره
ژنومي با استفاده از آنزيم  DNAگرم از ميكرو

Hind III  هضم گرديد و قطعات هضم شده بر
درصد از هم جدا شدند و  8/0 روي ژل آگارز

سپس ژل بر روي غشاي نايلوني با بار مثبت 
نيز بر اساس  مورد استفادهمنتقل گرديد. كاوشگر 
جفت باز با استفاده از  305بخشي از ژن به اندازه 

و طبق دستورالعمل شركت   Dig-dUTPكيت 
سازي غشا و سازنده سنتز شد. عمل دورگه

دت يك گراد بمنتيدرجه سا 60گر در دماي كاوش
روز انجام شد. پس از شستشوي غشا در شبانه

آميزي غشا توسط محلول بافرهاي مناسب، رنگ
سازي سوبستراي رنگ موجود در كيت دورگه

دقيقه  20سادرن صورت پذيرفت. پس از حدود 
 هاي مورد نظر روي غشا پديدار شدند. لكه

 

 نتايج و بحث 

 DNAهاي روي نمونه PCRآزمون 
تخراج شده از گياهان به كمك آغازگرهاي اس

صورت  AYT1-Re2و  AYT1-Fw1اختصاصي 
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، PCRگرفت و الگوي الكتروفورزي محصولات 
 Kbدهنده تكثير قطعه مورد انتظار با اندازه نشان

در گندم  قطعهبر روي ژل آگارز بود. اين  4/1
تراريخته به عنوان كنترل منفي مشاهده نشد غير

 90لاين ( 37در  AYT1ژن  ). حضور1(شكل
مورد نسل دوم گندم تراريخته از گياهان ) درصد

. همچنين از آغازگرهاي داخلي تاييد قرار گرفت
AYT1-f6  وAYT1-r6  نيز جهت اطمينان استفاده

اي معادل گرديد. اين آغازگرها باعث تكثير قطعه
 PCRجفت باز شدند. نتايج مربوط به اين  305

لاين از  37در  AYT1ضور ژن دهنده حنيز نشان

كل از برگ  RNAلاين كشت شده بود.  40
گياهان گندمي كه تراريختي آنها در مرحله قبل به 

، استخراج و كيفيت آن بر روي بوداثبات رسيده 
 .)3(شكل  گرديد بررسيدرصد  2ژل اگارز 

هاي استخراج شده الگوي الكتروفورزي نمونه
بروي ژل را  18srRNAو  28srRNAباندهاي 

آگارز به صورت مطلوب نشان دادند كه اين 
هاي RNAموضوع نشان از كيفيت بالاي 

 .استخراج شده داشت
 

 

 
براي تاييد تراريختي گياه گندم با استفاده از آغازگرهاي  PCRالكتروفورزي محصولات الگوي  -1شكل 

AYT1-Fw1  وAYT1-Re2. M:  جفت بازي  100نشانگر اندازه(Vivantis, Malaysia)، 1 لاين :GA30، 2 :
 : كنترل منفي با گندم غيرتراريخته.GA15 ،6: لاين GA171  ،5: لاين GA19  ،4: لاين GA76 ،3لاين 

Figure 1- Electrophoretic pattern of PCR products to confirmation of transgenic wheat plant 
using AYT1-Fw1 and AYT1-Re2 primers. M: 100 bp Ladder, 1-5 lanes: Transgenic wheat 
lines, 6: Negative control (untransformed wheat). 
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نشانگر  :AYT1. Mژن  با استفاده از آغازگرهاي داخلي PCRلكتروفورزي محصولات االگوي  -2شكل

: لاين GA444، 4 : لاينGA283، 3: لاين GA75 ،2: لاين Vivantis, Malaysia( 1( جفت بازي 100اندازه 
GA158 ،5 لاين :GA60  ،6 لاين :GA42 ،7.كنترل منفي با گندم غيرتراريخت : 

Figure 2- Electrophoretic pattern of PCR products to confirmation of transgenic wheat plant 
using internal primers. M: 100 bp Ladder, 1-6 lanes: Transgenic wheat lines, 7: Negative 
control (untransformed wheat).

 
نشانگر اندازه  :Mكل استخراج شده از گياهان تراريخته.  RNAهاي الگوي الكتروفورزي نمونه -3شكل 

لاين  :GA105 ،4لاين  :GA400 ،3لاين  :GA 30.1 ،2: لاين Vivantis, Malaysia، 1)( جفت بازي 100
GA143 ،5:  لاينGA260.1 . 

Figure 3- Electrophoretic pattern of total RNA extracted from transgenic plants, M: 100 bp 
Ladder, 1-5 lanes: Transgenic wheat lines. 

استخراج  RNAاز روي  RT-PCRواكنش 
شده از گياهان تراريخته با استفاده از آغازگرهاي 

 قطعهنيز  AYT1-Re2و  AYT1-Fw1اختصاصي 
داد كه ) را نشان Kb4/1با اندازه مورد نظر (
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لاين  23در  RNAنشانگر رونويسي ژن در سطح 
) گياهان تراريخته بود. نتايج حاصل از درصد 55(

با استفاده از آغازگرهاي  RT-PCRواكنش 
AYT1-Fw1  وAYT1-Re2  براي سه گياه

به همراه كنترل منفي  AYT1تراريخته حاوي ژن 
نشان داده شده  4 مربوط به هر واكنش در شكل

فاقد توالي  AYT1كه ژن  شايان ذكر استاست. 
با  استخراج شده RNA آلودگي اينترون است و

DNA تواند باعث بروز خطا و جواب ، ميژنومي

علاوه بر تيمار نمونه ها با لذا  گردد.مثبت كاذب 
واكنش كنترل منفي، استفاده از ، DNAaseآنزيم 

نزيم رونويسي در غياب آ RT-PCRواكنش  يعني
استخراجي فاقد  RNAكه  نشان دادمعكوس 

. همچنين براي واكنش است DNAآلودگي با 
 18srRNAكنترل مثبت از آغازگرهاي اختصاصي 

مورد  bp600استفاده گرديد و با مشاهده قطعه 
مورد تاييد  RT-PCRو واكنش  RNAنظر كيفيت 
 قرار گرفت.

در  AYT1براي تاييد رونويسي از ژن  RT-PCRل از واكنش الگوي الكتروفورزي نتايج حاص -4شكل 
 .AYT1-Re2و  AYT1-Fw1گياهان تراريخته با استفاده از آغازگرهاي 

M : جفت بازي  100نشانگر اندازه (Vivantis, Malaysia)1 لاين :GA143، 2) كنترل منفي :- RT،(3 :
 18s. : كنترل مثبتRT ،(6 -: كنترل منفي (GA 30.1، 5: لاين 18s، 4 كنترل مثبت

Figure 4- Electrophoretic pattern of RT-PCR products from transgenic wheat plants. M: 100 
bp Ladder, 1: transgenic line GA143, 2: negative control (no RT), 3: positive control using 
18srRNA primers, 4: transgenic line GA 30.1, 5: negative control (no RT), 6: positive control 
using 18srRNA primer. 
 

 سازي سادرندورگه جهت انجام آزمون
DNA  ژنومي استخراج شده از بافت برگي

تعدادي از گياهان تراريخته به همراه گياه شاهد 

مورد  HindIII(غيرتراريخته) به وسيله آنزيم 
را به  DNAيم هضم آنزيمي قرار گرفتند. اين آنز

 دهد.هاي مختلف برش ميقطعاتي با اندازه
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هاي ژني ورودي براي مشخص شدن تعداد نسخه
 AYT1به گياه تراريخته نياز است كه براي ژن 

كاوشگري طراحي شود كه اين كاوشگر مكمل 
باشد و توانايي اتصال به آن را دارا مي AYT1ژن 

  اصياختص باشد. لذا با استفاده از آغازگرهاي
AYT1-f6  وAYT1-r6  و انجام واكنشPCR 

اقدام به تهيه كاوشگر نموديم. در تهيه اين 
كاوشگر بجاي استفاده از عناصر راديواكتيو براي 

مورد نظر، از دنباله  DNAنشاندار كردن توالي 

استفاده شد كه  Dig-dUTPغيرراديواكتيو 
-خطرات ناشي از مواد راديواكتيو را مرتفع مي

مشخص است  5مان طور كه در شكل سازد. ه
 405شده از اندازه بزرگتري (كاوشگر طراحي

) نسبت به قطعه تكثير شده توسط جفت باز
 باشد.برخوردار مي PCRواكنش معمولي 

 
 

 
 100: نشانگر اندازه  M  .با اندازه بزرگتر از سايز معمول AYT1كاوشگر سنتز شده براي ژن   -5شكل 

: محصول واكنش Dig-dUTP ،2: كاوشگر طراحي شده به كمك Vivantis, Malaysia(، 1جفت بازي (
PCR معمولي 

Figure 3- Synthesized probe for AYT1 gene. M: 100 bp Ladder, 1: Designed probe, 2: Normal 
PCR product. 

 
 

هاي سازي سادرن تعداد نسخهآناليز دورگه
د. بدين ژني ورودي به هر لاين را مشخص نمو

ها هيچ باندي مشاهده صورت كه در يكي از لاين
دو باند و در لاين  400نشد ولي در لاين شماره 

سه باند ديده شد. كنترل منفي نيز  207شماره 
هيچ باندي را نشان نداده است كه اين موضوع 
نشان از صحت اين آناليز دارد. از ناقل حاوي ژن 

AYT1 اده شد. لكه نيز به عنوان كنترل مثبت استف
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مشاهده شده در اين بخش نيز نشان از صحت كار 
). تعداد 6شكل باشد (گذاري بر روي غشا ميلكه

هاي ژني ها نشان دهنده تعداد نسخهاين لكه
باشد. از ورودي به داخل ژنوم گندم تراريخته مي

 ژن وروديهاي افزايش تعداد نسخه آنجا كه بين
 رابطهمي تواند اه ايجاد مقاومت در گيو به ژنوم 
وجود يك نسخه از  لذا باشد، داشتهوجود عكس 

حال در باشد. با اينتر ميژن در ژنوم گياه مطلوب

كه دو لكه بر روي غشا ايجاد كرده بود،  400لاين 
مقاومت خوبي را در آزمون هاي زيست سنجي، 

در برابر قارچ فوزاريوم از خود نشان داد. همچنين 
يز كه سه لكه بر روي غشا ن 207لاين شماره 

ايجاد نموده بود نيز در برابر قارچ عامل بيماري از 
، اما ميزان دادنشان  قابل قبولي خود مقاومت

كمتر  400لاين شماره  آن در مقايسه با مقاومت
 .بود

 
: 2، 75،  : لاين (Vivantis, Malaysia)كيلوبازي  1: نشانگر اندازه Mآناليز سادرن بلات. چاهك   -6شكل 
 : كنترل منفي5: كنترل مثبت 4، 207: لاين 3،  400لاين 

Figure 6- Southern-blot analysis of wheat transgenic plants, M: 1 Kb Ladder, 1-3 lanes: 
transgenic wheat lines, 4: Positive control (pCAMBIA 3301 + AYT1 gene), 5: negative 
control (untransformed plant). 
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 بحث
تركيبات و  F. graminearumقارچ 

كند كه داراي اي را توليد ميمتابوليت هاي ثانويه
د سميت زيادي براي انسان و همچنين گياه هستن

)Alizadeh & Saeidi, 2007.( ها روي بررسي
دهد آوري شده از ايران نشان ميهاي جمعسويه
ها ينها قادر به توليد مخلوطي از ميكوتوكسكه آن

 از جمله زرالنون و دي اكسي نيوالنول هستند
)Alizade & Saeidi,2007(هاي . يكي از راه

ها به مقابله با اين عوامل، تغيير در ساختمان آن
باشد. توليد مي زداهاي سموسيله آنزيم

زايي است كه ها تنها عامل بيماريتريكوتسين
سازوكار عمل آن شناخته شده است و به همين 

يل اولين هدف در راهكارهاي زيست فناورانه دل
شود. اگرچه جهت مقابله با قارچ محسوب مي

هاي زايي كامل، ضرورت وجود ژنبراي بيماري
كه در  AYT1ديگري نيز گزارش شده است. ژن 

 DON   3-Aبهرا  DONاين تحقيق بررسي شده، 
 DONكند كه سميت آن بسيار كمتر از تبديل مي

 . از آنجايي)Ruckenbauer et al., 2001( است
فاكتور تشديد كننده بيماري شناخته  DONكه 

 AYT1رسد بيشترين نقش ژن شده است بنظر مي
و مراحل بعد از آلودگي اوليه  DONدر تحمل به 
شود. به طور كلي كم كردن مقدار مشخص مي

DON  از طريق سم زدايي آن باعث افزايش
ر مقاومت رسد دكيفيت غلات شده و به نظر مي

نيز نقش بسزايي ايفا   F. graminearumبه قارچ 
 DONگزارشاتي مبني بر تشديد تحمل به  .نمايد

 Fs Tri101هاي تراريخت شده با ژن در توتون
اند وجود دارد، اما برخي گزارشات نيز نشان داده

هاي گندم تراريخت شده با اين ژن كه لاين
-ان نمينش FHBافزايش معناداري در مقاومت به 

دهند كه اين امر مي تواند به دليل تفاوت در 
و  )DON )Higa et al., 2003جذب و متابوليسم 

 ,.Dahleen et al( يا مقدار كم بيان اين آنزيم

در گياهان تراريخته باشد. همچنين ) 2001
هاي اخير نشان داده است كه بيان ژن بررسي
AYT1  موجب افزايش مقاومت بهDON  در
 ,.Sanjarian et al(شود تراريخت مي هايتوتون

از  زيادي . مطالعه حاضر نشان داد كه تعداد)2009
حاوي ژن  مورد مطالعه هاي تراريختهگندم

AYT1،  قابليت بيان ژن در سطح رونويسي را دارا
از گياهان مورد مطالعه  لاين 14باشند، البته در مي

الگوي الكتروفورزي محصول ) كه درصد 35(
PCR دهنده حضور ژن ها نشانآنAYT1  ،بود
مشاهده شد. از  AYT1بيان ژن  و رونويسي عدم

توان به قرار گرفتن ژن دلايل احتمالي اين امر مي
موردنظر در ناحيه هتروكروماتيني ژنوم اشاره 
نمود، همچنين چون در اين تحقيق از روش 

استفاده شده  AYT1تفنگ ژني براي انتقال ژن 
ان ورود چندين نسخه از ژن و به بود، لذا امك

دنبال آن خاموشي ژن وجود دارد. از طرفي امكان 
ها به قدري دارد كه بيان ژن در تعدادي از لاين

 RT-PCRپايين باشد كه توسط روش نيمه كمي 
لذا با استفاده از  تشخيص داد.ها را نتوان بيان آن
توان بر اين مشكل هاي قوي ميتشديد كننده
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با و  RT-PCR پس از انجام آزمون. غلبه نمود
 درخشندگي اسكن نمودن ژل و بررسي شدت

توان ميزان بيان مي ،در الگوي الكتروفورزي هاباند
قرار  مقايسهرا مورد در نمونه هاي مختلف ژن 

ها شدت در تعدادي از لاين ،داد. در اين تحقيق
-باند الكتروفورزي بيشتر بود كه اين موضوع مي

بر و مكان فعاليت مناسب پيشتواند بدليل 
مطلوب قرار گرفتن كاست ژني در ژنوم باشد. 

تر ميزان تغييرات بيان ژن بررسي دقيق جهت
شود پيشنهاد مي مورد بررسيدرگياهان تراريخته 

 Real Time PCRكه در ادامه كار از روش كمي 
سازي سادرن استفاده شود. در آناليز دورگه

حضور كه قبلا ها ينمشاهده گرديد كه يكي از لا

بود،  شدهتاييد  در آنو بيان تراژن مورد نظر 
توان اي را نشان نداد. اين نكته را ميهيچگونه لكه

نظر تفسير نمود. يكي آنكه، ممكن است ماز دو 
اي را كه توسط آنزيم آنزيم متيل ترانسفراز ناحيه

HindIII خورد متيله كرده باشد، پس برش مي
تواند ناحيه موردنظر را برش مين HindIIIآنزيم 

تواند باشد كه تراژن دهد. دليل ديگر؛ اين مي
AYT1  .وارد ناحيه هتروكروماتيني ژنوم شده باشد

لذا بررسي محل قرار گرفتن ژن در ژنوم و اينكه 
بر روي كدام كروموزوم قرار گرفته است توسط 

در مراحل بعدي اين پژوهش  FISHآزمون 
 گردد.پيشنهاد مي
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Abstract 
Wheat is one of the most important cereals that supply needs of the human food in all 

countries. Fusarium head blight (FHB), caused primarily by Fusarium graminearum is one of 
the most destructive diseases of wheat that produces the mycotoxin deoxynivalenol (DON), a 
protein synthesis inhibitor which is harmful to human and livestock. Chemical modification in 
DON structure could reduce DON accumulation in the grain. AYT1 gene, encoding an 
acetyltransferase enzyme plays a major role in reducing the toxicity of DON. In this study, we 
used molecular techniques such as PCR, RT-PCR and southern blotting to confirm the 
insertion and proper expression of this transgene in the second generation of transgenic wheat 
plants. Obtained results showed the presence of Ayt1 gene in most of the evaluated 
transformed plants, and transgene expression was confirmed by RT-PCR. Moreover, southern 
blot analysis for evaluation of transgene copy number showed more than one copy in some of 
the transgenic lines. 
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