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Abstract 

Canola (Brassica napus L.) is known as one of the most important oil-producing plants 

worldwide that has a high food value. Today, expansion of planting area of this plant 

has been highly considered. The presence of weeds in canola fields causes a significant 

loss in crop yield and quality .So far, the most widely herbicide used to manage weeds 

is the broad spectrum glyphosate that targets 5 enolpyruvylshikimate-3-phosphate 

synthase (EPSPS) enzyme.  In this study, with the aim of identification of new 

strategies to develop herbicides-resistant plants, Glyphosate Oxidoreductase (gox) and 

epsps genes under the control of CaMV 35S promoter were transferred to canola 

seedlings with pBI121 expression vector, to develop new plants with higher herbicide 

resistance level. Acquired seedlings were screened and then subjected to herbicide 

resistance bioassay. Molecular analysis of transgenic lines through PCR and RT-PCR 

showed successful integration and expression of the transgene, respectively. Result 

showed the higher relative resistance of the transgenic lines expressing two gene 

cassettes compared to single gene cassette lines. This study suggests that simultaneous 

application of two different strategies can lead to more glyphosate-resistance to develop 

new genetically modified crops specifically in oilseed plants such as canola.  
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و  epsps)سنتاز ) فسفات-3-شيکيميت پيروويل انول-5های  زمان ژن بيان هم

کش  با هدف ارتقای مقاومت به علف gox)) اکسيدوردوکتاز گلايفوسيت

 های تراريختۀ کلزا گلايفوسيت در گياهچه

 
 قمصری، سپیده پروانیان انمحمدرضا افتخاري، علی هاتف سلمانیان  ،*امیر موسوی 

 ستيوز کیژنت یمهندس یمل ،پژوهشگاهیکشاورز یفناور ستيز ةپژوهشکد،گیاهی یمولکول یفناور ستيزگروه 

 رانيا،تهران،یفناور

 
 چکيده

ترين گیاهان تولیدکنندة روغن در جهان،  ، يکی از مهم(.Brassica napus L)به اهمیت غذايی کلزا  توجه با
های هررز   امروزه در بسیاری از کشورها به گسترش سطح زيرکشت اين گیاه توجه شده است. حضور علف

شرود. تراکنون از    ايرن گیراه مری    در مزارع کلزا سبب کاهش درخور توجه میزان تولیرد و کیفیرت محصرول   
انرول پیرووير    -5طرور وسری ی اسرتفاده شرده اسرت کره  نرزيم         کش با طیف گستردة گلايفوسیت به علف

دهد. در پژوهش حاضر با هدف ارزيابی راهبردهای  را هدف قرار می (EPSPS)فسفات سنتاز -3-شیکیمیت
 ة گیاهان جديد دارای مقاومت بیشتر، ناق  منظور توس کش يادشده و به جديد توس ة گیاهان مقاوم به علف

يافتة تحت کنتررل   جهش epspsو  gox)اکسیدوردوکتاز ) های ژنی گلايفوسیت حام  کاست pBI121بیانی 
هرای حاصر ، گیاهران     گرری گیاهچره   های کلزا منتقر  شرد. پرز از غربرال     به گیاهچه CaMV 35Sپروموتر 
وتحلیر  مولکرولی شردند و ازنظرر مقايسرة سرطح        دف تجزيهمنظور تأيید الحاق و رونويسی ژن ه منتخب به

-RTو  gPCRهرای تراريخرت حاصر  از راه     کش ارزيابی زيستی شدند. نتايج بررسی لايرن  تحم  به علف

PCR های يادشده بودند.  زمرون زيسرتی نیرز برروز مقاومرت نسربی در        دهندة انتقال و بیان موفق تراژن نشان
هرای تراريخرت    هرای غیرتراريخرت و لايرن    دو سازة ژنری در مقايسره برا نمونره    زمان  کنندة هم های بیان لاين
کش بره   دهد دو راهبرد مختلف ي نی جلوگیری از اتصال علف ژنی را نشان داد. مطال ة حاضر نشان می تک

ويژه در  زمان به مقاومت بیشتر و پايدارتری نسبت به گلايفوسیت به طور هم زدايی  ن به جايگاه هدف و سم
 شود. روغنی نظیر کلزا منجر می اهان دانهگی
 يفوسیت، گلاEPSPS ،GOXکلزا، تراريخت،  :یديکل یها واژه
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 مقدمه

از  (.Brassica napus L)روغنی کلرزا   گیاه دانه

گیاهررران مهرررم زراعررری مت لرررق بررره تیررررة کلمیررران   

(Brassicaceae)  اسررت(Elahi et al., 2016) ؛

هرای   هیة روغنعلاوه بر مصرف گستردة کلزا برای ت

خوراکی، اين گیاه منبع مهمی برای تغذيرة حیوانرات   

هرای زيسرتی    است و روغن  ن در صن ت و سروخت 

شود. گسرترش سرطح زيرکشرت و تولیرد      استفاده می

های زيستی و غیرزيستی در  کلزا به علت وجود تنش

ايران محدود شده است. مصررف جهرانی کلرزا طری     

مرار فرا،و، تولیرد    برابر شده و طبرق    8چهاردهة اخیر 

میلیررون تررن  8/73برره  2014ايررن محصررول در سررال  

رشد مصررف، نیراز بره     رسیده است؛ اين افزايش روبه

هرررای ژنتیکررری ايرررن گیررراه از راه    بهبرررود ويژگررری 

 ,.Ziaei et alکند  فناوری مدرن را مطرح می زيست

. نخستین گیاهان تراريخت تجاری مقراوم بره   (2016

 ن،  از دند و پرز تولیرد شر   1996کش در سرال   علف

محصررولات زيررادی ازجملرره سررويا، هرت، پنبرره و     

کلزای تراريخته مجوز سازمان غرذا و داروی امريکرا   

؛ در (Zhang et al., 2016)را دريافررت کردنررد  

هررای اخیرر، ارقررام کلرزای تراريخررت مقراوم برره     سرال 

کش توس ه و محصولات تراريخرت مقراوم بره     علف

ترش سرررعت در سراسررر جهرران گسرر  کررش برره علررف

انرد؛   اند و فوايد کشت  نهرا مردنظر قررار گرفتره     يافته

سررالی کرره از کشررت انبرروه و   21کرره طرری  طرروری برره

گررذرد، صررفت  تجرراری محصررولات تراريخررت مرری 

عنوان صفت غالب بیشرترين   کش با  مقاومت به علف

درصررد سررطح کشررت ايررن محصررولات را برره خررود   

 ,Duke, 2015; Shaner)اختصرراد داده اسررت 

2014).. 

 مونیروم   -قم کلزای مقاوم بره گلوفوسرینیت  دو ر

و گلايفوسیت و همچنین محصولات هیبريرد مقراوم   

 ,.Oliver et al)انرد   کش تولید شده به اين دو علف

کرش برا طیرف گسرتردة گلايفوسریت       . علف(2016

سرنتاز   فسرفات -3-شریکیمیت  پیرووير   انرول -5 نزيم 

(EPSPS)  کنرد. ايرن    در مسیر شیکیمات را مهار مری

و  (S3P)فسفات -3-م واکنش تبدي  شیکیمیت نزي

-5بررررررررره  (PEP)پیررررررررررووات  فسرررررررررفوانول

کنرد   فسفات را کاتالیز می-3-شیکیمیت پیرووي  انول

کررره مرحلرررة مهمررری در بیوسرررنتز اسررریدهای  مینرررة  

 روماتیررک در گیاهرران اسررت. ابترردا گلايفوسرریت     

کشرری  کشرری غیرانتخررابی و درنهايررت علررف   علررف

اد بررای محصرولات   انتخابی با سازگاری محیطی زير 

تررين   تراريخت مقراوم بره گلايفوسریت و پرمصررف    

شده در جهران مطررح شرد. محر       کش استفاده علف

هرای گیراه،    هدف مشخص، توانرايی رفرتن بره بافرت    

خطررر سررمیت کررم برررای انسرران و سرراير جررانوران از  

کرش هسرتند کره از راه     های اين علرف  ديگر ويژگی

ی بررای  فناوری محصولات تراريخته، روش کار مد

هرای هررز در اختیرار کشراورزان قررار       مبارزه با علف

 ,.Chhapekar et al., 2015; Han et al)انرد   داده

و  EPSPSکرررارگیری  نرررزيم هررردف    . بررره(2016

زدايی مولکول گلايفوسیت دو راهبرد اساسی  سمیت

 میررز محصررولات مقرراوم برره   برررای توسرر ة موفقیررت 

محصولات گلايفوسیت هستند. راهبرد اول در بیشتر 

کررارگیری دو  تجرراری مقرراوم برره گلايفوسرریت بررا برره 

 EPSPSيافترره و مقرراوم هاترری  نررزيم   شررک  جهررش

استفاده شده است. ايرن روش ازنظرر ترروری م رايبی     

ماندن گلايفوسریت و تجمرع  ن در منراطق     مانند باقی

مريستمی گیاه دارد که ممکن اسرت بره برروز برخری     

www.SID.ir

www.sid.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

 59 ... با هدف ارتقای gox)اکسیدوردوکتاز ) و گلايفوسیت epsps)سنتاز ) فسفات-3-شیکیمیت پیرووي  انول-5های  زمان ژن بیان هم

 

 

توسرر ة  هررای نررامطلون ماننررد جلرروگیری از  ويژگرری

های تولیدمثلی و در نتیجه بازدة کمتر محصرول   اندام

کرررارگیری  منجرررر شرررود. روش دوم بررره علرررت بررره 

هررای  سررازوکاری کرراربردی برررای حررذف باقیمانررده 

کرش، راهکرار مکملری بررای روش اول اسرت       علف

.(Dun et al., 2014; Sammons and Gaines, 

زدايی گلايفوسیت از دو مسیر انجرام   . سمیت(2014

شرود: مسریر اول بره تولیرد فسرفات و سرارکوزين        می

شررود و روش ديگررر بررا اسررتفاده از  نررزيم   منجررر مرری

سرررربب تولیررررد   (GOX)اکسرررریداز  گلايفوسرررریت

اکسیلات  و گلی (AMPA)اسید  فسفونیک  مینومتی 

شررود. در برخرری رخرردادهای تراريخررت کلررزا از   مرری

GOX  در ترکیب باEPSPS طور تجراری اسرتفاده    به

که در کشرور مرا،    ؛ درحالی(Dill, 2005)شده است 

کاررفتره و برخری عوامر      هرای بره   بررداری از ژن  بهره

کنندة بیان در اين رخدادهای تجاری به علرت   کنترل

هرررای  وجرررود حقررروق مالکیرررت فکرررری شررررکت  

تولیدکنندة  نها ممکن نیسرت. در مطال رة حاضرر برا     

ترر، دو ژن   هدف رسیدن به سطوح مقاومرت مطلرون  

gox  شرده و   سنتز و بهینهبا توالیepsps  يافتره   جهرش

های کلزا شدند. تاکنون  زمان وارد گیاهچه طور هم به

کننردة بیران    ترکیب اين دو ژن ويژه و عوام  کنتررل 

زمررران ارزيرررابی نشرررده اسرررت.  طرررور هرررم  نهرررا بررره

وتحلی  میزان مقاومرت بره گلايفوسریت نشران      تجزيه

هرای   در لاين epspsو  goxهای  زمان ژن داد بیان هم

کلزای تراريخت به تغییراتی در سطوح مقاومت  نهرا  

کش نسبت به گیاهان تراريخت حاوی  در برابر علف

هررای حاضررر  شررود. يافترره يکرری از دو ژن منجررر مرری 

هرای برترر بررای توسر ة      توانند به اسرتفاده از ايرده    می

ويرژه در گیاهران    محصولات تراريخت نس  جديد به

م برا در نظرر گررفتن    روغنی منتج شروند؛ ايرن مهر    دانه

هرای خروراکی    درصردی روغرن   90واردات بیش از 

کشررور و ضرررورت توسرر ة سررطح زيرکشررت ايررن    

هررای هرررز  محصررولات از راه مررديريت بهینررة علررف 

 يابد. پیش اهمیت می از بیش

 

 ها مواد و روش

سراخت سرازة حراوی دو     های ژنی: ساخت سازه

ژنری حراوی    هرای ترک   کاست ژنی با استفاده از سازه

انجررام شررد کرره در گذشررته    goxو  epspsهررای  ژن

کرش در   تنهايی برای تولید گیاهان مقاوم بره علرف   به

فنرراوری  پژوهشرگاه ملری مهندسرری ژنتیرک و زيسرت    

 Kahrizi et al., 2007; Hadi)استفاده شده بودند 

et al., 2012)شررده در  هررای اسررتفاده . يکرری از ژن

 E. coliبراکتری   EPSPSپژوهش حاضر، ژن  نزيم 
هرای ژنریب برود.     در بانک X00557)با شماره توالی 

برره  لانررین   96ايررن ژن دارای دو جهررش گلايسررین  

(GAA  بهCAA بره تر،رونین )   183ب و  لانینGCG 

ازايررن،  نررام دارد کره پریش   mutIIب اسرت و  ACCبره  

Kahrizi ( سررازی  ب  ن را همسررانه2007و همکرراران

ی از دارای منشأ پروکاريوت و غنر   goxاند. ژن کرده

است و رمزهای  ن بررای بیران    (AT)تیمین   دنین و 

و  Hadiزيرراد در سیسررتم گیرراهی مناسررب نیسررتند.     

رمزهای دارای بیشترين بیران   2012همکاران در سال 

در گیرراه کلررزا را انتخرران و بررا هرردف سرراخت ژن    

جررايگزين رمزهررای نررادر موجررود در  goxمصررنوعی 

 .ترادف ژنی کردند.

ی برای تکثیر تروالی  يک جفت  غازگر اختصاص

 Nosدهنردة   و پايران  CaMV 35S، پروموتر goxژن 

طراحررری و جايگرراه  نرررزيم   pBI121از روی ناقرر   
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در دو سررر  ن ت بیرره شررد. از واکررنش  EcoRIبرشرری 

برای تکثیر قط ة مدنظر از  (PCR)ای پلیمراز  زنجیره

حاوی ژن مصنوعی استفاده شد.  pBI121روی ناق  

دسرت کاسرت    در پرايین  EcoRIمحصول در جايگاه 

 pBI121روی ناقر    CaMV 35S-epsps-Nosژنی 

قرار داده شد. سازة بیانی نوترکیرب حاصر  برا روش    

 LBA4404شوک گرمايی بره  گروبراکتری سروية    

منتق  شد. تمام مراح  انتقال ژن به گیاه کلزا )شرک   

سرازی   ها بر اساس روش  لروده  ب و باززايی گیاهچه1

ای برررا سوسپانسرررریون   هرررای دمبرررر  لپررره    قط ررره 

 ,.Moloney et al) گروبرراکتری انجررام شرردند  

1989). 

 

 
. کشرت برذر گیراه کلرزا در محری       a .مراح  انتقال سازة ژن هدف به گیاه کلزا و غربال گیاهان تراريخرت از غیرتراريخرت   -1شک  

. dکشرت،   شرده از گیراه در محری  پریش     جردا ای  های لپره  . کشت دمبر cهای رشديافته در وض یت چهارروزه،  . دانهالbزنی،  جوانه

ای در محری  انتخرابی حراوی     هرای لپره   زنری دمبرر    . جوانره eب، =5/0OD-1ها برا سوسپانسریون  گروبراکتری )    سازی ريزنمونه  لوده

 سازی نوساقه های سبز تراريخت احتمالی در محی  طوي  . باززايی نوساقهfکانامايسین، 

 
 DNA خاات:ارزيااابی مووکااووی گياهااان تراري

هرررای جررروان   از برررر  CTABژنرررومی برررا برررافر  

هرای   شده استخرررا  و گیاهچره   های باززايی گیاهچه

و  غازگرهررررای  PCRتراريخررررت احتمررررالی بررررا  

گرری شردند    ب غربرال 1هرا )جردول    اختصاصی تراژن

(Murray and Thompson, 1980)منظور تأيیرد   . به

هرررا در سرررطح رونويسررری در گیاهررران   بیررران ترررراژن

ترام برا    RNAبافت تازة برگی برداشرت و  تراريخت، 

استخرا  شد. پز از  RNX-Plus (SinaClon)بافر 

بررررررا الکتروفررررررورز و   RNAتأيیررررررد کیفیررررررت  

 280و  260هررای  اسررپکتروفوتومتری در طررول مررو  

عنوان الگو در سراخت   به RNAمیکروگرم  2نانومتر، 

cDNA  بررردار م کرروس  بررا اسررتفاده از  نررزيم نسررخه

(RT)    اسرتفاده شرد(Hadi et al., 2012)  ؛ پرز از

عنروان   و ت یین رقت مناسب، از  ن به cDNAساخت 

در واکرنش   epspsو  goxهرای   الگو برای تکثیرر ژن 

PCR    و بررا اسررتفاده از  غازگرهررای اختصاصرری ژن

هررای تراريخررت  هررا در گیاهچرره برررای تأيیررد بیرران ژن

 استفاده شد.
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 ال ة حاضرکاررفته در مط های  غازگرهای به ويژگی -1جدول 

 دمای هون توالی )'3-'5) نام  غازگر
اندازة قط ة تکثیرشده 

 )جفت بازب
Synth gox F GGATCCACCACCATGTCG 59

o
C 1314 

Synth gox R AGCTCTCAGGAGGCAGGAC 59
o
C  

EPSPS F ATGGAATCCCTGACGTTACA 60
o
C 1350 

EPSPS R TCAGGCTGCCTGGCTAATC 60
o
C  

 
ی تراريخات در میاي    ها آستانۀ مقاومت لاين

در  T0برذرهای حاصر  از گیاهران     کش: حاوی علف
کررش  مررولار علررف میلرری 1شرریب غلظررت صررفر تررا  

استري   MSکشت  شده به محی  گلايفوسیت )اضافه
 in)شیشررره  درون پررریش از اتررروکلاوب در شرررراي 

vitro) تکرار در نظر  5کشت داده شدند. برای هر بذر
دوژنرری هررای  گرفترره شررد. حررد مقاومررت گیاهچرره   

هرای   ژنی و گیاهچره  های تک  شده با گیاهچه دار ريشه
روزه مقايسه  21و  14های  تراريخته در سن شاهد غیر

؛ م یار حد مقاومت، حفظ (Dun et al., 2014)شد 
ها در نظرر   ها و سبزينگی بر  شادابی و طراوت ساقه

 گرفته شد.
 

 نتايج
بررازی تکثیرشررده از روی  جفررت 2700محصررول 

 pBI121و ناقررر   goxحررراوی ژن  pBI121ناقررر  

 EcoRIزمران برا  نرزيم     طور هرم  به epspsحاوی ژن 
 goxو  epepsهرای   هضرم و ناقر  جديرد حراوی ژن    

بره   باتوجره  ب.2طی واکنش اتصال ساخته شد )شرک   
گرفترره   الگرروی الکتروفررورزی محصررولات نتیجرره    

شود دو سازة ژنی در جهرت مخرالف يکرديگر و     می
 اند. هقرار گرفت 2مطابق شک  

در ناق   epspsو  goxسازی دو ژن  تأيید همسانه

و هضم  نزيمری انجرام شرد.     PCRبا  pBI121بیانی 
ژنی به میزبان  گروبراکتری انتقرال يافتنرد.      های سازه

 PCRگرری   ها در میزبان جديد با غربال حضور سازه
 .ب3ارزيابی شد )شک  

 
هرای ژنری ناقر  نوترکیرب      نقشرة شرماتیک کاسرت    -2شک  

 .goxو  epspsگیری دو کاست ژنی  جهت دوکاسته و نمايش
Kan Rفسفوترانسفراز )نشانگر انتخابیب،  . ژن نرومايسینNOS .

 .  غازگر35Sسنتاز،  دهندة نوپالین ژن پايان

 

 
در   انتقال سازه PCRگری  الگوی الکتروفورز غربال -3شک  

ترتیرب   هرا بره   درصد. چاهک 1 گروباکتری روی ژل  گارز 

 1350)قط رة   epspsتکثیرر ژن   PCR. محصرول  8تا  2ماره ش

 1314)قط رة   goxژن  PCR. محصرول  15ترا   9 ب،بازی جفت

، synth-gox Rو  synth-gox Fبازیب برا  غازگرهرای    جفت

)شاهد مثبرتب، چاهرک شرمارة     pUC-gox. 1چاهک شمارة 

 1kb . نشرانگر وزن مولکرولی  M. شاهد منفی بدون الگو، 16

(Fermentasب
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شرده،   های تراريخرت  گری گیاهچه منظورغربال به

با  غازگرهای  PCRژنومی،  DNAپز از استخرا  

انجررام شررد و  epspsو  goxهررای  اختصاصرری تررراژن

درصررررررد  1محصررررررولات  ن روی ژل  گررررررارز 

بررا  PCRالکتروفررورز شرردند. مشرراهدة محصررولات  

براز تلفیرق    جفرت  1350براز و   جفت 1314های  اندازه

شرده را تأيیرد    هرای بررسری   وم لاينموفق تراژن در ژن

 ب.4کند )شک   می

 

 
ژنرررومی  DNAهرررای  الرررف. الکتروفرررورز نمونررره -4شرررک  

درصررد.  1شررده از گیاهرران کلررزا روی ژل  گررارز   اسررتخرا 

. 15ترا   2هرای   . گیاه غیرتراريخرت، چاهرک  1چاهک شمارة 

هررای حاصرر  از گیاهرران تراريخررت، ن. الکتروفررورز    نمونرره

شرده از   ژنرومی اسرتخرا    DNAبره  مربوط  PCRمحصولات 

،  . goxگیاهان تراريخت کلزا با  غازگرهای اختصاصی ژن 

ژنرررومی  DNAمربرروط برره    PCRالکتروفررورز محصررولات   

شررده از گیاهرران تراريخررت کلررزا بررا اسررتفاده از       اسررتخرا 

. ناقر   1، چاهرک شرمارة   epsps غازگرهای اختصاصری ژن  

. 16)شاهد مثبرتب، چاهرک    pBI121-gox-epspsپلاسمیدی 

. Mگیاه غیرتراريخت )شاهد منفریب، چاهرک    PCRمحصول 

 kb  (Fermentas) 1نشانگر وزن مولکولی

منظور بررسی رونويسی ژن مردنظر در گیاهران    به

هررای تررازه   تررام از بافررت بررر    RNAتراريخررت، 

اسررتخراجی،  RNAاسرتخرا  شرد. برررای اطمینران از    

درصرررررد  8/0مقرررررداری از  ن روی ژل  گرررررارز  

 ب.5الکتروفورز شد )شک  

 

 
کر  در گیاهران    RNAالف. الگوی الکتروفرورزی   -5شک  

: 1درصررد، ن. چاهررک   8/0شررده روی ژل  گررارز  بررسرری

ژنومی گیراه غیرتراريخرت، چاهرک     DNAاز   PCRمحصول

ترا   3هرای   ، چاهکDNA: کنترل منفی بدون الگوی 2شمارة 

شرده برا    اريختگیاهان تر RT-PCR : الکتروفورز محصول16

 1روی ژل  گارز  TUB F/TUB Rزاد   غازگرهای ژن درون

 برررازی جفرررت 100: نشرررانگر وزن مولکرررولی  Mدرصرررد، 

(Fermentas) 
 

زيرواحرردهای  RNAتررر برره   هررای واضررح  قط رره

، cDNAريبوزومی مربروط هسرتند. پرز از سراخت     

PCR  دار  برررای سرراختار مرردنظر انجررام و از ژن خانرره

، 6اسررتفاده شررد. در شررک  )شرراهد داخلرریب  توبرولین 

حاصر  از گیاهرران   RT-PCRالکتروفرورز محصرول   

 شود. شده مشاهده می تراريخت
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در  epspsو  goxهرررای  بررسرری رونويسرری از ژن   -6شررک   

درصررد. الررف.  1شررده روی ژل  گررارز   گیاهرران تراريخررت 

گیاهرران تراريخررت بررا     RT-PCR الکتروفررورز محصررول 

-RT رز محصرول ، ن. الکتروفرو gox غازگرهای اختصاصی 

PCR  ازcDNA شده ازگیاهان تراريخت برا  غازگرهرای    تهیه

ژنومی  DNA از PCR : محصول1. چاهک epspsاختصاصی 

 cDNAاز PCR : محصررول 2گیرراه غیرتراريخررت، چاهررک  

  Reverseشررده از گیاهرران تراريخررت برردون  نررزيم      تهیرره

Transcriptase شاهد(RT –محصول23تا  4های  ب، چاهک : 

PCR  ازcDNA شده از گیاهران تراريخرت احتمرالی،     تهیهM :

 ب100bp(Fermentas   نشانگروزن مولکولی

 

کرررش  درنهايرررت، میرررزان مقاومرررت بررره علرررف 

هرررای تراريخرررت دارای دو  گلايفوسررریت در جوانررره

ژنرری و   کاسررت ژنرری بررا گیاهرران تراريخررت تررک     

تراريخرت در شرراي  کشرت     های شاهد غیرر  گیاهچه

ی و مقايسره شرد. طری    بررسر  (in vitro)شیشه  درون

هرررا در  ايرررن بررسررری،  سرررتانة مقاومرررت گیاهچررره  

و  4/0، 25/0، 1/0، 05/0های مختلف صرفر،   غلظت

مررولار گلايفوسریت بررسرری و قابلیرت حفررظ    میلری  1

نظرر قررار    رشد، طراوت و سبزينگی طبی ری  نهرا مرد   

 اند. ارا،ه شده 2گرفت. نتايج در جدول 

ای تراريخت حاوی ه نتايج میزان مقاومت جوانه -2جدول 

 های ژنی مختلف به گلايفوسیت سازه

 مولارب میزان مقاومت )میلی يافته سازه ژنی انتقال

pBI121-epsps-gox 4/0 

pBI121-epsps 25/0 

pBI121-gox 1/0 

Wild type 05/0 

 

 بیث

هرای روغنری کلرزا بخرش زيرادی از روغررن       دانره 

 1999های  درصد بین سال 16تا  13خوراکی جهان )

 ,.Hannoufa et al)کننرد   ب را تولیرد مری  2009ترا  

. روغن کلرزا بره علرت مقردار کرم اسریدهای       (2014

رود  هرا بره شرمار مری     ترين روغن چرن ازجمله سالم

(Elahi et al., 2016)هررای  کررش . کشررف علررف

ترين دستاورد فناورانره   بزر  1945سنتتیک در سال 

سرررعت تغییررر داد.  هررا را بره  برود کرره مرديريت علررف  

سررال و تررا پرریش از م رفرری  60مرردت کشرراورزان برره 

هرای   کرش  کش، از علرف  محصولات مقاوم به علف

و  (Green, 2014)کردنررد   انتخررابی اسررتفاده مرری  

هرا و طراحری راهبردهرای مبرارزه برا       تشرخیص علرف  

گیری برای کشاورزان بود. پرز از    نها، فرايند وقت

کرش، در بیشرتر    م رفی محصرولات مقراوم بره علرف    

هرای   تنهايی تمرام علرف   اربرد گلايفوسیت بهمواقع ک

کرررد. محصررولات تراريخررت بررا  هرررز را کنترررل مرری

هرای   کرش مرديريت علرف    ويژگی مقاومت به علف

هرررز را  سرران، مرررؤرر و کار مررد کردنررد. صررررفة     

اقتصررررادی، افررررزايش محصررررول، کرررراهش  رررررار 

گیرشردن ايررن   محیطری از ديگرر عوامرر  همره    زيسرت 

 ب. Green, 2014; Brookes, 2014فناوری هستند )

، کلررزای مقرراوم برره  1999بررار در سررال   نخسررتین

گلايفوسیت و يا گلوفوسینیت کشت شد. ايرن گیراه   

www.SID.ir

www.sid.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

 43 ... با هدف ارتقای gox)اکسیدوردوکتاز ) و گلايفوسیت epsps)سنتاز ) فسفات-3-شیکیمیت پیرووي  انول-5های  زمان ژن بیان هم

 

 

تازگی در استرالیا کشرت شرده    در کانادا، امريکا و به

کرش   است. دستاورد مالی محصولات مقاوم به علف

بروده اسرت    2012میلیون دلار در سال  481در جهان 

(Brookes and Barfoot, 2012)    ؛ کانرادا برا تولیرد

ترررين تولیدکننرردة   میلیررون هکتررار بررزر   6سررالانه 

 Beckie andکلرزای تراريخرت در جهران اسرت )    

Hall, 2014   ب. در تولیررد اکثررر گیاهرران تراريخررت

نروع   epspsمقاوم به گلايفوسیت، غالباً از يرک ژن ) 

کره در برخرری   مقراومب اسرتفاده شرده اسررت؛ درحرالی    

طرور   بره  GT200کلرزای   رخردادهای ديگرر ازجملره   

)بررررا منشررررأ   cp4 epspsزمرررران از دو ژن  هررررم

Agrobacterium tumefaciens cp4 ب و ژن

gox247    برا منشرأ(Ochrobactrum anthropic 

strain LBAA ب استفاده شده است. برای کنترل بیان

و هدفمندسررازی کلروپلاسررتی محصررول ايررن دو ژن 

 Figwort Mosaic Virusترتیررب از پرومرروتر  برره

(FMV)    و پپتیررد نشررانة کلروپلاسررتی بررا منشررأ گیرراه

گیررری شررده اسررت. در مطال ررة    رابیدوپسرریز بهررره

هررای  نبرودن اسررتفاده از ژن  بره ممکررن  حاضرر، باتوجرره 

شررده و پیشررینة  دارای حقرروق مالکیررت فکررری ربررت 

 .Eبا منشأ  epspsهای قبلی تیم کاری ما، از  پژوهش

coli (k12) م  ای )شررا  هررای نقطرره  دارای جهررش

بره تر،رونینب و    183به  لانین و  لانرین   96گلايسین 

شرده بررای    هرای بهینره   شده با کردون  سنتز goxتوالی 

، mRNAيافتررة  گیرراه کلررزا و سرراختار رانويررة اصررلاح

ويرروس موزايیرک    35Sهردو تحت کنترل پروموتر 

استفاده شد. مطال ة حاضرر   (CaMV 35S)گ  کلم 

ين دو ژن ويژه را بار ترکیب و کارايی ا برای نخستین

کند تا بررای   زمان در گیاه کلزا ارزيابی می طور هم به

بررداری   سازی گیراه مقراوم بهرره    هدف نهايی تجاری

شود. در پرژوهش حاضرر، گیاهران تراريخرت دارای     

در مقايسره برا گیاهران     goxو  epspsدو کاست ژنی 

  epspsو  goxهرررای  تراريخرررت دارای يکررری از ژن 

کشررت حرراوی   ر محرری قرردرت تحمرر  بیشررتری د  

کش داشتند؛ احتمالاً علت اين مشاهده اينسرت   علف

يافترره باعرره کرراهش میرر   نرروع جهررش EPSPSکرره 

شرود و   کش گلايفوسیت به  نرزيم مری   ترکیبی علف

دهرد؛ ايرن    به اين ترتیب، تحم  گیاه را افرزايش مری  

زمررران گلايفوسررریت  هرررم GOXدر حالیسرررت کررره 

کنررد و  مرریيافترره را بره مررواد غیرسررمی تجزيره    تجمرع 

علاوه برر اررر افزايشری  ن در ارتقرای سرطح تحمر        

يافتره روی   کرش تجمرع   گیاه، از  رار ناخواستة علرف 

هرای   ويرژه روی انردام   های فیزيولوژيرک )بره   ويژگی

کند. گفتنی است بررای افرزايش    زايشیب ممان ت می

کرش )بیشرتر از    مقاومت گیاهان به مقادير زياد علرف 

برررا  epspsهرررای  از ژنمرررولارب، اسرررتفاده  میلررری 5/0

ب و نیررز پپتیرردهای نشررانة   IIمقاومررت هاترری )کررلاس  

کلروپلاسررتی بررا کررارايی مناسررب در گیرراه کلرررزا      

موقرع تروالیب    شدن به )هدفمندسازی خون و شکسته

کننررده در  هررای تشررديد گیررری از ترروالی و نیررز بهررره

بالادسرت ژن ضررروری هسررتند. ترکیررب راهبردهررای  

به گلايفوسریت   مختلف در توس ة محصولات مقاوم

اکسریدوردوکتاز و   مهم است. دو  نرزيم گلیفوسریت  

زدايرری  ترانسررفراز توانررايی سررمیت  اسررتی  گلیفوسرریت

گلايفوسیت را دارنرد. تراکنون محصرولات بسریاری     

شام  هرت، سیب زمینی، سويا، چغندرقنرد و گوجره   

 ,.Dun et al)اند  تراريخت شده goxو cp4با دو ژن 

ال توأم ژن مقاومت بره  فرت   اين، انتق از . پیش(2014

(Bt)    و ژن مقاومت به گلايفوسیت در يک ناقرT-

DNA   برای انتقال به برنج با استفاده از  گروبراکتری
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. مقايسرة  (Zhao et al., 2015)انجرام شرده اسرت    

هرای   زنی برذرها و میرزان مقراوت نسر      قدرت جوانه

ب ررردی گیاهررران تراريخرررت دوکاسرررته برررا گیاهررران  

در  (Wt)ی غیرتراريخرررت کاسرررته و برررذرها  ترررک

هرای   هرای مختلرف گلايفوسریت در پرژوهش     غلظت

 شود. ب دی پیشنهاد می

 

 یقدردان

ژنتیرک و   یمهندس یاز پژوهشگاه مل نويسندگان

پرروژه   نير ا یاعتبرار مرال   نیبابرت ترام   یفناور ستيز

مب کمررال تشررکر و  -407محررور  تيرر)طرررح مامور

 باشند. یرا دارا م یسپاسگزار
 

References  

Beckie ,H. J. and Hall, L. M. (2014) 
Genetically-modified herbicide-resistant 
(GMHR) crops a two-edged sword? An 
Americas perspective on development 

and effect on weed management. Crop 
Protection 66: 40-45. 

Brookes, G. (2014) Weed control changes 
and genetically modified herbicide 
tolerant crops in the USA 1996-2012. 
GM Crops & Food 5(4): 321-332. 

Brookes, G. and Barfoot, P. (2014) 
Economic impact of GM crops: the 
global income and production effects 
1996-2012. GM Crops & Food 5(1): 65-
75. 

Chhapekar, S., Raghavendrarao, S., Pavan, 
G., Ramakrishna, C., Singh, V. K., 
Phanindra, M. L., Dhandapani, G., 
Sreevathsa, R. and Ananda Kumar, P. 

(2015) Transgenic rice expressing a 
codon-modified synthetic CP4-PSPS 
confers tolerance to broad-spectrum 
herbicide, glyphosate. Plant Cell Reports 
34(5): 721-731. 

Dill, G. M. (2005) Glyphosate‐resistant 

crops: history, status and future. Pest 
Management Science 61(3): 219-224. 

Duke, S. O. (2015) Perspectives on 

transgenic, herbicide‐resistant crops in 
the United States almost 20 years after 

introduction. Pest Management Science 
7(5): 652-657. 

Dun, B., Xujing, W., WeiLu, M., Chenb, 
W. and Zhangb, S. H. (2014) 
Development of highly glyphosate-
tolerant tobacco by coexpression of 
glyphosate acetyltransferase gat and 
EPSPS G2-aroA genes. The Crop 
Journal 2(2): 164-169. 

Elahi, N., Duncan, R. W. and Stasolla, C. 
(2016) Modification of oil and 
glucosinolate content in canola seeds 

with altered expression of Brassica 
napus LEAFY COTYLEDON. Plant 
Physiology and Biochemistry 100: 52-
63. 

Green, J. M. (2014) Current state of 
herbicides in herbicide‐resistant crops. 

Pest Management Science 70(9): 1351-
1357 

Hadi, F., Mousavi, A., Salmanian, A. H., 
Akbari, N. and Khajeh, K. H. (2012) 
Glyphosate tolerance in transgenic 
canola by a modified glyphosate 
oxidoreductase (gox) gene. Progress in 
Biological Sciences 2(1): 50-58. 

Han, H., Yu, Q., Widderick, M. J. and 
Powles, S. B. (2016) Target‐site EPSPS 

Pro‐106 mutations: sufficient to endow 

glyphosate resistance in polyploid 
Echinochloa colona? Pest Management 
Science 72(2): 264-271. 

Hannoufa, A., Pillai, B. V. and Chellamma, 
S. (2014) Genetic enhancement of 
Brassica napus seed quality. Transgenic 
Research 23(1): 39-52. 

Kahrizi, D., Salmanian, A. H., Afshari, A., 
Moieni, A. and Mousavi, A. (2007) 
Simultaneous substitution of Gly96 to 

Ala and Ala183 to Thr in 5-
enolpyruvylshikimate-3-phosphate 
synthase gene of E. coli (k12) and 
transformation of rapeseed (Brassica 
napus L.) in order to make tolerance to 
glyphosate. Plant Cell Reports 26(1): 
95-104. 

www.SID.ir

www.sid.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

 45 ... با هدف ارتقای gox)اکسیدوردوکتاز ) و گلايفوسیت epsps)سنتاز ) فسفات-3-شیکیمیت پیرووي  انول-5های  زمان ژن بیان هم

 

 

Moloney, M. M., Walker J. M. and Sharma, 
K. K. (1989) High efficiency 
transformation of Brassica napus using 
Agrobacterium vectors. Plant Cell 
Reports 8(4): 238-242. 

Murray, M. and Thompson, W. F. (1980) 
Rapid isolation of high molecular weight 
plant DNA. Nucleic Acids Research 
8(19): 4321-4326 

Oliver, D. P., Kookana, R. S., Miller, R. B. 

and Correll, R. L. (2016) Comparative 
environmental impact assessment of 
herbicides used on genetically modified 
and non-genetically modified herbicide-
tolerant canola crops using two risk 
indicators. Science of the Total 
Environment 557: 754-763. 

Sammons, R. D. and Gaines, T. A. (2014) 
Glyphosate resistance: state of 
knowledge. Pest Management Science 
70(9): 1367-1377. 

Shaner, D. L. (2014) Lessons learned from 

the history of herbicide resistance. Weed 
Science 62(2): 427-431. 

Zhang, C., Wohlhueter, R. and Zhang, H. 

(2016) Genetically modified foods: A 
critical review of their promise and 
problems. Food Science and Human 
Wellnes 5: 116-123. 

Zhao, Q., Liu, M. H., Zhang, X. W., Lin, C. 
Y., Zhang, Q. and Shen, Z. C. (2015) 
Generation of insect-resistant and 
glyphosate-tolerant rice by introduction 
of a T-DNA containing two Bt 
insecticidal genes and an EPSPS gene. 

Journal of Zhejiang University Science 
16(10): 824-831. 

Ziaei, M., Motallebi, M., Zamani, M. R. 
and Panjeh, N. (2016) Co-expression of 
chimeric chitinase and a 

polygalacturonase-inhibiting protein in 
transgenic canola (Brassica napus) 
confers enhanced resistance to 
Sclerotinia sclerotiorum. Biotechnology 
Letters 38(6): 1021-1032. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

www.SID.ir

www.sid.ir



