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 تحقيق. باشد ميمنتقل شده  يها ژن يانو ب يداري، پاتراريخته گياهان تجزيهو  يمهم در بررس ياربس هاي جنبه از

ي كزخا ياز باكتر كه) يونجه خرطومي سر آفت بهمقاوم ( cry3A ژن حاوي تراريخته يونجه بررسي منظور به حاضر
Bacillus turengensis var. tenebrionis) (اول مرحله در. انجام گرفت بود شده كدوني بهينهو  جداسازي 

دادند به گلدان  يشهر و كرده رشد هورمون، بدون MSيي باززا يطكه در مح دوم نسل اول ينچ  تراريخته گياهان
 همچنين. كرد تاييد بلات سادرن و PCRشات آزماي طريق از را cry3Aحضور  مولكولي، هاي تجزيه. منتقل شدند

 گياهان روي بر سرخرطومي لاروهاي از استفاده با سنجي زيست آزمايش .شد يديتا اليزا تجزيه زژن با استفاده ا يانب
درصد  33-90 درصد و 13-30 با ترتيبهب يختهشاهد و ترار در هالارو مير و مرگ درصد كه داد نشان يونجه تراريخته
 شاهد دردرصد  يكدر سطح  برگي خسارت درصد كه داد نشان هاميانگين همقايس. بود داريمعن يك درصد در سطح

 02/0 شاهد ياهدر گ زنده لاروهاي وزن ميانگين. بود داريمعن درصد 21 تا 18 و درصد 85تا  67 ترتيبهب تراريخته و
 درصد يككه در سطح احتمال  است يافته كاهش گرمميلي 001/0به  تراريخته ياهدر گ يزانم ينبوده كه ا گرمميلي
  . بود دارمعني
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   مقدمه
 يشبه ب يختهكشت محصولات ترار يرسطح ز 2011سال  يانپا تا

 ميليون 90از  يشب يانم ينكه از ا يدهكتار رس يليونم 155از 
. دارداختصاص  يختهترار يونجهو  سويا ذرت، پنبه، به هكتار
 ١گليفوسات علفكش به مقاوم تراريخته هاي يونجه توليد با آمريكا

)RR(، باشد مي دنيا در تجاري شده دستورزي يونجه تنها كه 
  James)است داده اختصاص بخودكشت را  يرسطح ز يشترينب

 در يونجه آفات مهمترين از يكي يونجه سرخرطومي.  (2011
 درصد 33 ايران در آن از ناشي خسارت كه است جهان و ايران

مبارزه با  يسال برا هر و )Ghanjani  2005( است شده گزارش
 شود ميسم مصرف  يترهزار ل 900تا  700حدود آن 

)Mierdrykvand and Ghariyazei 1999 .(سموم از استفاده 
 و سوء اثرات گياهي هاي بيماري و آفات كنترل براي شيميايي
. كند مي وارد زيست محيط و انسان سلامت به را ناپذيري جبران
 هاي پلاسمژرم در سرخرطومي آفت براي مقاومتي منبع تاكنون
 مهندسي. )Mozaffari and Abbasi 2005( است نشده پيدا گياهي
 و سموم مصرف كاهش براي راهكاري عنوان به تواند مي ژنتيك
 از پس cry3A ژن منظور بدين. باشد يونجه سرخرطومي با مبارزه
 كدوني ترجيح و Bacillus turingiensis ياز باكتر سازي جدا

 آگروباكتريوم توسط NOS رترميناتو و CaMV35sتحت پروموتر 
 ژن اين). Zare et al. 2009( منتقل شده است يونجه ياهگ به

 حل مياني روده قليايي درمحيط كه كندمي توليد كريستالي پروتئين
 مياني قسمت در موجود پروتئازهاي توسط هضم از پس شده

 آنها از يكي كه شود  مي بريده قطعه دو به حشره، هاضمه مجراي
 هاي سلول ريزپرزهاي سار در يپروتئينگليكو هاي هگيرند به

 كردن سوراخ طريق از و چسبدمي لاروها هاضمه مجراي مخاطي
 زخم و جراحت ايجاد و شود مي سلول پلاسمايي فضاي وارد غشا
 به منجر نهايتا و آب و ها يون ورود موجب زخم اين كه كرده
 ;Takkashi and Powell. 1993( شود مي سلول تخريب و آماس

Schnepf et al. 1998; Ranjekar et al. 2003(. موفق مورد اولين 
 كمك به كه شودمي باز 1986 سال به يونجه، به ژن انتقال

 يونجه وارد هيپوكوتيل طريق از nptII ژن توانستند آگروباكتريوم

                                                            
1  Roundup Ready 

 از استفاده با 2003 سال در .(Shahin et al. 1986) كنند
 شد مشخص و شد بررسي يونجه در gfp ژن بيان اگروباكتريوم،

 است ژنوتيپ به وابسته يونجه در تراريختي و باززايي كه
.(Bellucci et al. 2003) اولين مونسانتو شركت 2005 سال در 

 كرد سازي تجاري را گليفوسات علفكش به مقاوم تراريخته يونجه
)James  2010.( هاي ژن تاكنون ايران در Bt گياهان به زيادي 

 هاي نسل تجزيه كه هاست آن از يكي Bt پنبه كه اند شده قلمنت
 كند مي تاييد گياه اين در را ژن بيان و بودن پايدار نيز بعدي

)Tohidfar et al. 2008( .مولكولي، تجزيه تحقيق اين از هدف 
 تراريخته هاييونجه سنجيزيست هايآزمايش و بيان بررسي
  .باشدمي ايران كشاورزي بيوتكنولوزي پژوهشكده در شده توليد

  
   هامواد و روش

قره ( تراريخته گياهان نگهداري و واكشت منظور به  MSمحيط  
و  يهته يتوتروندر ف) دوم يننسل اول چ 27 مراغه – يونجه

از انتقال  پسواكشت شده و  يكبارروز  30تا  20 يختهترار ياهانگ
 - 1شكل( شدند نگهداري گلخانه در ايزوله شرايط در گلدانبه 
و شاهد منتقل  يختهترار يها ينلا جوان و تازه هاي برگ. )الف

 سنجي زيست و ژنومي DNA شده به گلدان به منظور استخراج
 درجه 25±2 گلخانه دمايي شرايط. گرفت قرار استفاده مورد
 وقت هرچند و بود روشنايي ساعت 16 نوري دوره و گرادسانتي
) تهران - كشاورز داروييشركت ( Bio 20 مايع كود با يكبار

 رنگ زرد هايچسب سمپاشي بر علاوه همچنين .شدند كوددهي
 استفاده گلخانه در موجود آفات و حشرات انداختن دام به براي

 CTAB روش به تراريخته گياهان از ژنومي DNA استخراج .دش
)Doyle and Doyle 1990 (كميت و كيفيت ،شد انجام DNA  

 ميزان بررسي همچنين و آگارز ژل رزالكتروفو طريق از حاصل
 انجام نانودراپ دستگاه توسط نانومتر 260 موج طول در جذب
  . شد

 مستقيمجفت آغازگر  يك از ، cry3A ژن حضور اثبات براي

)CRY3 F( 5′-TAGGATCCATGGCTGCCGACAAC-3′ و 
-CRY3 R( 5′(با توالي  معكوسآغازگر 

ATGTCGACTTATGGAGGGTTCACTG -3′  ژن يرتكثبراي 
 . دش استفاده گياه به يافتهانتقال
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 شامل( ميكروليتر 20 نهايي حجم در پليمراز ايزنجيره واكنش
PCR Buffer 1X،dNTP 0.2 mM ، MgCl2 2.5 mM،Primer 10 

pM ،DNA دربرنامه  طبق )واحد يك آنزيمنانوگرم،  30الگو 
 در و شد اسرشتو دقيقه 5مدت  به گراد سانتي درجه 94 دماي

 درجه 62 دقيقه،يك  گراد سانتي درجه 94( دماهاي با چرخه 35
شد  تكثير )دقيقه يك گراد سانتيدرجه  72 دقيقه،يك   گراد سانتي

 دستگاه در نهايي بسط دقيقه 7 گراد سانتيدرجه  72و در 
 محصول سپس. انجام شد ALS 1296مدل  Bio-Rad ترموسايكلر

PCR شد و در  يكتفك ددرص يكالكتروفورز ژل آگارز  يقطر از
باند  يك حضور و شد برداري عكس) gel doc  )syngeneدستگاه 

  . قرار گرفت يمورد بررس يجفت باز 1818
 يماستخراج شده با آنز ژنوميDNA  بلات سادرن انجام منظور به

HindIII مورد شب طول تمام در  گراد سانتي درجه 37 دماي در 
درصد  8/0 ارزآگ ژل روي سپس گرفته قرار آنزيمي هضم

 Sambrook and Russellروش اساس بر و شد الكتروفورز

  Dig DNA labeling and detection كيت از استفاده با) (2001
 يبريداسيونطبق دستورالعمل شركت عمل ه  )Roche شركت(

قطعه  ياز رو يتصادف يهاآغازگركاوشگر بروش  يهته. انجام شد
  Dig DNA labeling and detection پروتكل طبق  cry3A ژن

 درجه 43 پروپ هيبريداسيون دماي. شد انجام )Rocheشركت (
 گرفته نظر درگراد سانتي درجه 60 شستشو دماي وگراد سانتي
 اندوتوكسين توليد تشخيص و ژن بيان يفيك بررسي براي .شد

Cry3A يزاال يتاز ك تراريخته ياهانگ درpatho screen kit for Bt-

Cry3A endotoxin in plant  شركتدستورالعمل  طبق Agdia 
صد  ابتدا. شد استفاده ) PAS05900:كاتالوگ شماره( به )آمريكا(
 با ينيبا بافر استخراج در بوته چ ياهتازه گ هاياز برگ گرم يليم

 شد ريخته ليتر ميلي 5/1 هاي يالشد و سپس درون و يدههاون ساب
 بقيه سپس دش تريفوژسان g10000 × دور در دقيقهدو  مدت به و

  . شد انجام اليزا كيت پروتكل طبق مراحل
 تحقيقاتي مزارع از سرخرطومي لاروهاي مقاومت، بررسي براي

 تور كمك به بذر و نهال تهيه و اصلاح تحقيقات موسسه
با ( دوم و اول سن لاروهاي سپس. شدند آوري جمع گيري حشره
 تاريكيت در ساع 24شده و به مدت  جدا) زرد به متمايل رنگ
 Chandra and( شوند گرسنه تا شدند نگهداري رشد اتاقك در

Pandy 2008 .(در قالب طرح كاملا  سنجيزيست آزمايش
دو  يشانجام گرفت و آزما ينهر لا يتكرار برا ششبا  تصادفي

 قطر با پتري ظرف در ايي برگچه سه برگ عدد سه. بار تكرار شد
 و شد داده قرار مرطوب تريلاس صافي كاغذ روي بر متر سانتي 6

 گذاشته پتري هر درون هايبرگ روي دوم و اول سن لارو پنج
 شرايط با رشد اتاقك در ها پتري. شدند بسته پارافيلم با و شد

 ساعت 8 و روشنايي ساعت 16 نوري دوره و ºC 2± 22 دمايي
 زنده لاروهاي وزن مرده، لاروهاي تعداد. شدند نگهداري تاريكي

 از پس روز 5 و 3) شده خورده برگدرصد ( سارتخ درصد و
  . شد ثبت )Day After Infection =DAI( آلودگي

  
    نتايج و بحث

دوم  يننسل اول چ تراريخته گياهان همه، PCR تجزيه انجام با
 عنوانبه ( pBI-CRY3A يبهمانند سازه نوترك بانديمورد آزمون 

 cry3A ژن اختصاصي بازي جفت 1818 قطعه يك) مثبت شاهد
 يكه به عنوان شاهد منف يختهترار يرغ گياه در ولي دادند نشان را

 نيز آب همچنين نشد، تكثير PCR در يا قطعه يچاستفاده شد ه
 صحت دهندهنشان كه نداد نشان را باندي هيچ) منفيشاهد (

 تلفيق PCR نتايج). و ب الف - 1شكل( باشد مي PCR آزمون
. را نشان داد تراريخته گياهان در cry3A ژن از نسخه يك حداقل

 قرار PCR آزمون مورد گلخانه در موجود يختهترار ينلا 10 هر
 يجفت باز 1818 يباند اختصاص يك ينلا 10هر و گرفتند
  .را نشان دادند مثبت شاهد عنوان به پلاسميد باند همانند
 مطابق. دهد مي نشان را DNA سازي دورگه آزمون ج - 1شكل
 غيرتراريخته گياه DNAبا  cry3A ژن صاصياخت كاوشگر انتظار

 1 ستون). 1شكل 12و 11ستون ( است نشده دورگ) منفيشاهد (
 ج- 1كه در شكل همانطور باشند، مي تراريخته گياهان 10 تا

 يبا طول متفاوت برا يينوارها يختهترار ينهر لا شود يمشاهده م
DNA برشي آنزيم با شده داده برش HindIII داده كه  نشان

 تلفيق ژنوم از مختلفي هاي جايگاه در cry3A ژن شود مي شخصم
  5و4 ستون تراريخته لاين برشي   DNAدر كهطوري به است شده

ژن  دهد يكه نشان م شود ينوار با طول متفاوت مشاهده م
   هضم  DNA  .شده است يقتلف مختلف ژنوم  يگاهموردنظر در جا
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 ؛منتقل شده به گلدان به صورت ايزوله گياهان يونجه تراريخته احتمالي) الف .هاي تراريخته مقاوم به سرخرطومي سنجي يونجهمولكولي و زيست تجزيهمراحل  -1شكل 

آزمون  )ج ؛M  1 Kb ladder).آب 6شماره  ؛)كنترل منفي( شاهد گياه 5شماره  ؛)پلاسميد( شاهد مثبت 4 شماره ؛گياهان تراريخته 3 تا 1شماره  )PCRآزمون ) ب
يونجه  11شماره  يونجه هاي تراريخته هضم نشده؛ 2،4،6،8،10هاي  شماره ؛ HindIIIهاي تراريخته برش با آنزيم يونجه DNA 1،3،5،7،9شماره  )سادرن بلات

آزمون ) د  .1Kb ماركر Mو  لاسميد به عنوان شاهد مثبتپ 13يونجه غيرتراريخته هضم نشده و شماره  12منفي و شماره  غيرتراريخته هضم شده به عنوان كنترل
 تا    B2گياهان تراريخته؛ H1 تا   B1ليتر، در ميلي Cry3A پروتئيننانو گرم  10و  20به ترتيب كنترل  مثبت با غلظت      A2و    cry3A.A1هاي تراريخته با ژن  اليزايونجه

E2،گياهان تراريختهF2    تاH2 ،گياه  )2؛ گياه تراريخته) 1 .زيست سنجي با استفاده از لارو سرخرطومي تجزيه) ه ؛شاهد غير تراريخته، بافر استخراج گياه به ترتيب آب
  .لارو تغذيه كرده ازگياه شاهد )4؛ لارو تغذيه كرده از گياه تراريخته )3 ؛شاهد

  
 متفاوت طول با باند دو كدام هر 3 و 1 ستون تراريخته لاين شده
 از مختلف جايگاه دو در ژن تلفيق دهندهنشان كه دهدمي نشان
مشاهده  باند  يك 7ستون   يختهترار  ينلا در. است گياه ژنوم

 لاين اين در ژنوم تلفيق جايگاه يك وجود دهندهنشان كه شوديم
 با باند سه) ج - 1شكل ( 9ستون  يختهترار لاين در و باشدمي

 جايگاهسه  در نژ شودمي مشخص كه شودمي ديده متفاوت طول
  .است شده تلفيق ژنوم در مختلف

 آزمون تراريخته، گياهان در cry3A ژن بيان يفيك ارزيابي منظور به
- 1شكل ( گرفت انجام گياهان اين برگ عصاره از استفاده با اليزا
 20 و 10 غلظت دو در كيت همراه شده ارائه Cry3A پروتئين. )د

 و تراريخته غير گياه و مثبت لكنتر عنوان به ليتر ميلي در نانوگرم
 ياهاندر كنار گ يو آب به عنوان كنترل منف  MEBاستخراج بافر
 دهد ينشان م يزاآزمون ال نتايج. گرفتند قرار يابيمورد ارز يختهترار

 پروتئين نانوگرم 20 و 10( هر دو كنترل مثبت مورد استفاده
Cry3A دندش داده تشخيص كيت از استفاده با) ليترميلي در .
 ولي شد مشاهده تراريخته لاين 11 هر براي مثبت هاي سيگنال
 يها از چاهك يك يچه. بود متفاوت آنها در هايگنالس ينشدت ا

 يجادا يمثبت يگنالس) شاهد ياهآب و گ بافر،( يمربوط به كنترل منف
 و مثبت كنترل هاي چاهك در) سيگنالظهور ( رنگ تغيير. نكردند
 براي. افتاد اتفاق واكنش شروع از بعد قيقهد 50 تراريخته گياهان
 نوري جذب در ريدر اليزا دستگاه از شده بيان پروتئين گيري اندازه
 مشاهده )د -1شكل(كه در  همانطور. شد استفاده نانومتر 405

 ها چاهك در رنگ تغيير باعث تراريخته هاي ينلا همه شود يم
 تراريخته گياه هر در پروتئين متفاوت غلظت دليل به ولي اند شده

 رنگ تغيير برخي و يافته بيشتري رنگ تغيير ها چاهك از برخي
   غلظت و  نوري  جذب 1جدول  اساس  بر. اند كرده  پيدا  كمتري

ب الف ج

 د
ه
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  هاي تراريخته و غير تراريختههاي  يونجه در نمونه نتايج آزمون اليزا با دستگاه اليزا ريدر -1جدول

 هنمون سيگنال OD 405 nm)(يجذب نور پروتئينغلظت 

20ng 638/3 + C+
1 

10 ng 083/1  + C+
2 

10ng> 449/0 - شاهد  
10ng> 244/0 - بافر استخراج 

10ng> 309/0 - آب 

20ng< 528/3 +  1تراريخته 

10ng< 494/2 +  2تراريخته 

10ng< 666/2 +  3تراريخته 

20ng< 969/3 +  4تراريخته  
10ng< 867/1 +  5تراريخته  
10ng< 66/2 +  6تراريخته  
10ng< 89/2 +  7تراريخته  
20ng< 232/3 +  8تراريخته  
10ng< 01/2 +  9تراريخته  
10ng< 78/2 +  10تراريخته  
10ng< 051/2 +  11تراريخته  

  )ظهور سيگنال(تغيير رنگ چاهك  (+) ؛)عدم ظهور سيگنال( عدم تغيير رنگ چاهك) -(
  

 اين اساس بر. است مشاهده لقاب گياه هر هاي پروتئين تقريبي
 نانوگرم 20 تا 10 بين پروتئين غلظت تراريخته لاين 9 در جدول

 بوده نانوگرم 20 از بيشتر لاين دو و برگ عصاره ليتريميل در
 از استفاده با تراريخته هاي يونجه سنجي زيست آزمون .است

 درصد 2شماره  جدول. شد انجام 2و 1 سن سرخرطومي لاروهاي
 با. دهد مي نشان را گياه به خسارت ميزان و لاروها يرم و مرگ
 درصد يانگينم شود يلاروها مشاهده م مير و مرگ درصد به توجه
كردند نسبت به  يهشاهد تغذ يونجه ياهكه از گ ييلاروها مرگ

 كردند تغذيه تراريخته گياه از كه لاروهايي مرگ درصد يانگينم
كمتر از  يزانم ينو ا دار بوده معني يك درصددر سطح احتمال 

 درصد 53 با سوم روز در 4 تراريخته لاين. است يختهترار ياهانگ
 و مرگ ميزان بالاترينروز پنجم  در درصد 90با  8 يختهترار و

در روز سوم  تراريخته هاي لاين بين در. باشند مي رادارا لاروها مير
مرگ  نيزانظر م از هم با 3و  6 هاي ينو لا هم با 5 و 9 هاي ينلا
 كمتري اختلاف شاهد هاي ينلارو كاملا مشابه بوده و با لا يروم

روز  در 6و 3و 5و  9 هاي يندرصد مرگ لاروها در لا يعني. دارند
به برگ وارد  يشتريبوده و خسارت ب ياهانگ يراز سا كمترسوم 

 يدو تول يتفعال يزانكم بودن م يلبه دل تواند يامر م ينشده كه ا
) Girijashankar et al. 2005( باشد ها ينلا ينا در يناندوتوكس

 يدارياختلاف معن يختهترار ياهانگ يردر روز پنجم مانند سا ولي
 ينداشته و بالاتر درصد يكشاهد در سطح احتمال  ياهانبا گ

خسارت وارده به برگ  ميزان. اند را نشان داده يرمرگ و م يزانم
 ياهگ در شود مي هدهمشا 1كه در جدول يبه طور يختهترار ياهانگ

 ياهانخسارت در گ بيشتريندرصد بوده است كه  85تا  80شاهد 
 ياهانخسارت در گ يزانكه م يدر حال شود يم يدهشاهد د

ه  - 1 شكلتوجه به  با .يافت كاهشدرصد  6 تا 4 به يختهترار
 در خسارت ميزان از كمتر بسيار تراريخته گياه در خسارت ميزان
 يزاناز نظر م يزن يختهترار هاي ينلا يندر ب. باشد مي شاهد گياه

و  9و  5مانند  ها ينلا يخسارت به برگ تفاوت وجود دارد، برخ
   اند يدهد يشتريخسارت ب  يختهترار  هاي ينلا  يرسا به  نسبت   6
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  ونجهي يآفت سرخرطوم با لارو ونجهيو شاهد  ختيترار يها نيلا يسنج ستيشده در ز يريگ صفات اندازه نيانگيم سهيمقا -2جدول

  نيلا
  

  زنده يلاروها وزن  يبرگخسارتدرصد ريمومرگدرصد
3DAI* 5DAI**3DAI5DAI3DAI 5DAI 

00/20  1 شاهد  bc 66/26  b 17/69  a 17/84  a 0213/0  f 0218/0  c 

00/13  2 شاهد  c 33/23  b 67/71  a 00/85  a 0225/0  f 0226/0  c 

00/20  3 شاهد  bc 00/30  b 17/59  ab 75/77  a 0150/0  e 0161/0  b 

00/50  1 تراريخته  a 00/83  a 33/13  cd 42/15  cd 0041/0  bcd 0010/0  a 

66/46  2 تراريخته  a 00/80 a 67/16  cd 58/18  cd 0035/0 abcd 0010/0  a 

33/43  3 تراريخته  ab 00/80 a 67/11  cd 75/13  cd 0045/0  cd 0011/0  a 

33/53  4 تراريخته  a 66/86  a 33/05  d41/06  d 0015/0  a 00056/0  a 

33/33  5 تراريخته  abc 00/70  a 00/45  b 25/50  b 0056/0  d 0019/0  a 

33/43  6 تراريخته  ab 00/80  a 83/25  c 50/29  c 0046/0  cd 0019/0  a 

00/48  7 تراريخته  a 66/86  a 33/14  cd 58/17  cd 0021/0  ab 00088/0  a 

00/50  8 تراريخته  a 00/90  a 00/14  cd 33/16  cd 0020/0  ab 00068/0  a 

33/33  9 تراريخته  abc 66/76  a 50/22  cd 25/26  c 0041/0  bcd 0018/0  a 

66/48  10 تراريخته  a 66/86  a 00/15  cd 42/17  cd 0027/0  abc 0013/0  a 

روز  5روز و  3به ترتيب ** و *  .هستند دانكن يا دامنه چند آزمون صديك در احتمال سطح در دار يمعن اختلاف يدارا مشترك ريغ حروف با يها نيانگيم ستون هر در
  .پس از آلودگي

  
 سني شرايط يا  يناندوتوكس  كم  يدتول از  يناش  تواند يم كه 
 ياهانتمام گ ولي  Girijashankar et al. 2005) ( باشد آفت و گياه
تمال شاهد در سطح اح ياهبا گ يداريكاملا معناختلاف  يختهترار

  گياه  از كه زنده لاروهاي وزن ميانگين. دهند ينشان م يك درصد
 كه لاروهايي وزن با داريمعني طور  به  بودند  كرده تغذيه شاهد

كه  يطور به. دارد تفاوت بودند كرده تغذيه تراريخته گياهان از
كردند در روز سوم  يهشاهد تغذ ياهكه از گ ييوزن لاروها يانگينم

است در  بوده گرم يليم 02/0و در روز پنجم  گرم يليم 0196/0
كردند در  يهتغذ يختهترار ياهانكه از گ ييكه وزن لاروها يحال

-بوده كه نشان گرم يليم 001/0و در روز پنجم  003/0روز سوم 

مرگ  يلكه به دل باشد يدهنده كاهش وزن از روز سوم تا پنجم م
كه  يدر حال باشد، يم ختهيترار ياهاز گ يهتغذ ييلاروها و عدم توانا

كه  يافته يششاهد وزن لارو از روز سوم تا پنجم افزا ياهدر گ
لاروها و نداشتن  يرو عدم مرگ و م ياهلارو از گ يهدهنده تغذنشان

 )ه -1شكل(كه در  همانطور. باشد يمقاومت نسبت به آفت م
 تغذيه يختهترار ياهانكه از گ يياندازه لاروها شود يمشاهده م

 يهتغذ شاهد گياه از كه هستند لاروهايي از كوچكتر بسيار ندكرد
 يكه انتقال ژن به خوب دهديبدست آمده نشان م يجنتا ينا. كردند

و  يسيقرار گرفته و عمل رونو يصورت گرفته و در مكان مناسب
و صفت  شود يانجام م ياهدر گ ينپروتئ يدتول يتترجمه و در نها

 يبوده و ژن دچار خاموش يدارپا شده در نسل اول يجادمقاومت ا
به  ياهشده در گ يدتول پروتئيننگشته است و مقدار  يتو عدم فعال

  .ثر استوآفت م يبوده و رو يكاف يزانم
 نسبت شده توليد تراريخته يونجه كه شد مشخص آزمايش اين در
 هاي آزمون از يك درهر آمده دست به نتايج .است مقاوم آفت به

 ژن كه دهد مي نشان تراريخته گياهان روي شده انجام مولكولي
cry3A كند يم ينيپرو يدو تول شود يم يانب گياه به شده منتقل .
ژن  ياختصاص يآغازگرها و PCR آزمون از استفاده با اوليه تاييد

cry3A شود مي دهمشاهالف  - 1شكلكه در  همانطور. انجام شد 
 تلفيقدهنده كه نشان باشند ميcry3A  ژن حاوي ترايخته گياهان

  . است گياه ژنوم درژن 
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 نشان داد كه ژن يختهترار ياهانگ يبر رو بلات سادرن آزمون
cry3A تعداد وشده است  يقژنوم تلف مختلف هايجايگاه در 
   .دارد فرق باهم مختلف هاي لاين در هاجايگاه
  ژن كه دهد مي نشان آن از حاصل نتايج و شده انجام اليزا آزمون
cry3A يتفعال يتقابل تراريخته هاي ينشده در ژنوم لا قتلفي 
 Cry3A پروتئين و شده ترجمه حاصل mRNA داشته و يسيرونو
شده  بيان Cry3A پروتئين ميزان گيري اندازه براي. شود مي توليد
نانومتر توسط  405ها در  چاهك يجذب نور تراريخته ياهاندر گ

 در شده بيان وتئينپر وغلظتشد،  يريگ اندازه يدرر يزادستگاه ال
 يآزمون مناسب برا يك اليزا. است بوده متفاوت مختلف هاي لاين
خاص در موجودات زنده است و پرمصرف  هاي پروتئين ييشناسا

 يها پاتوژن ييو شناسا يصتشخ يبرا يكيروش سرولوژ ينتر
و  يصتشخ يبوده و برا يروسو و يمانند باكتر ياهيگ

 تراريخته ياهانشده در گ يانب هاي پروتئينمقدار  يريگ اندازه
 مشخص بلات سادرن با اوليه هايارزيابي در. استفاده شده است

. است شده تلفيق ژنوم در هدف ژن از كپي 4 تا 2 تعداد كه شد
 يهاچاهك ج- 1طبق شكل( يكپ يكو  دوكپي با هايتراريخته
) يكپ 4 و 3(  يهنسبت به به بق يشتريمقاومت ب) 7و 3و  1شماره 

 Srivastava( كندمي يديتا را قبلي هاييافتهخود نشان دادند كه از 

and  Ow 2001; Bhat  and  Srinivasan  2002  .(ژن  بيان سطح
 يبا دوكپ تراريخته گياهان كه يبود بطور يرمتغ گياهاندر  يزن
از خود در  يشتريب يانب)  7چاهك ( يكپ يكو ) 4و 3چاهك (

بخاطر  است ممكن ينا. ن دادندنشا يشترب يهايبا كپ يسهمقا
 Meyer( دارد ژن بيان در مهمي نقش كهاست  يتيموقع ثرا يدهپد

 هم يكم هاي داده، )رنگ ييرتغ( كيفي داده بر علاوه اليزا ).1985
 Li et al. 2001; Dutton) گذارد مي محقق اختيار رژن د يانب يبرا

et al. 2005) .  
واحد  يرز و  CaMV-35sانداز راه كنترل تحت ژن انتقال در 

گزارش شده است كه  يونجه ياهبه گ ينخودفرنگ يسكوكوچك روب
 بررسي وسترن گذاري لكه طريق از كه ياتراريخته ياهانهمه گ
 داشتند را نظر مورد پروتئين بيان از تشخيصي قابل ميزان اند شده

)Ziauddin et al. 2004 .(يدهايپپت يصتشخ يبرا يزاآزمون ال از 
  يناستفاده شده و نشان داده كه ا تراريختهكوچك در انگور  يتيكل

 يينيپا يها مورد نظر در غلظت پروتئين يصروش امكان تشخ
 تاكنون .(Li et al. 2001)  دكن يرا فراهم م يكرومولارم 1/0مانند 

-يونجهاما  ،است نشده ارائه Bt هاي يونجه خصوص در گزارشي

 يدبازدارنده تول يهاپروتئين يقمقاوم به آفات از طر يختهترار يها
را  ياديسوالات ز كه) Chandra and Pandey 2008( شده است

بر  آنهاو اثرات  هاپروتئين ينگونهبودن ا يدر خصوص اختصاص
. )Schluter et al. 2010( كرده است يجادهدف ا يرموجودات غ

 يبراساس آزمون دانكن برا يانگينم يسهو مقا يانسوار تجزيه
 يونجه ياهانگ يسنجيستشده در آزمون ز يريگ ندازهصفات ا

 هاي ينلا ينب داري يكه اختلاف معن دهد ينشان م يختهترار
  شده از نظر درصد خسارت آفت به برگ و درصد مرگ يشآزما
 مقدار در تفاوت علت به است ممكن كه ،وجود دارد لاروها يرم

 از ناشي اندتو مي بيان تفاوت اين كه باشد Cry3A پروتئين بيان
 شرايط شدن، متيله اپيستازي، ي،ژن يها در تعداد نسخه تفاوت

و تفاوت سن لاروها  ياهانو گ لاروها فيزيولوژيكي
 مولكولي هاي تجزيه اين.  (Girijashankar et al. 2005)باشد

مقاومت  يشافزا و، Cry3A پروتئين توليد و آن بيان و ژن حضور
  .كرد تاييدرا در برابر آفت  تراريخته ياهانگ
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