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پژوهش و سازندگي 

در زراعت و باغباني 
شماره ۶۴ ، پاييز ١٣٨٣

جداسازي، آناليز مولكولي و ايجاد جهش نقطه اي در
 ژن EPSPS باكتريايي به منظور ايجاد مقاومت

 به علفكش  گلايفوسيت در گياه كلزا 
(Brassica napus L.)

چكيده
يكي از مؤثرترين راه هاي ايجاد گياهان مقاوم به علفكش  گلايفوسيت، دستورزي ژن كد كننده آنزيم EPSPS ، به منظور كاهش ميل 
تركيبي گلايفوسـيت به اين آنزيم مي باشـد. در اين تحقيق يكي از كليدي ترين نقاط اتصال آنزيم EPSPS كه اسيد آمينه گلايسين 
شـماره ۹۶ اسـت، مورد توجه قرار گرفت. با ايجاد يك جهش نقطه اي به روش طراحي پرايمر ويژه و واكنش PCR، كد ژنتيكي اسيد 
آمينه فوق  به اسـيد آمينه آلانين تبديل گرديد.ژن دسـت ورزي شـده، در داخل پلاسـميدهاي كلونينگ pUC۱۸ و بياني گياهي 
pBI121 كلون شـد. آناليزهاي مولكولي لازم براي اثبات حضور ژن در پلاسميدها و تعيين جهت مناسب آنها انجام گرفت. پلاسميد 

PF-۷۰۴۵- به گياه كلزا رقم LBA۴۴۰۴ سـويه Agrobacterium tumefaciens حامـل ژن مـورد نظر، از طريق باکتري pBIAgrobacterium tumefaciens حامـل ژن مـورد نظر، از طريق باکتري pBIAgrobacterium tumefaciens 121

۹۱  منتقل گرديد. ازانتهاي بريده شـدة دنبالة كوتيلدون، به عنوان بافت هدف جهت انتقال ژن اسـتفاده گرديد. براي ارزيابي اوليه 
تراريختي گياه از مقاومت گياهان به كانامايسـين اسـتفاده شـد. نتايج اين تحقيق نشـان داد كه درصد باززايي نوسـاقه و درصد 

تراريختي گياهچه به ترتيب ۷۳ و ۳۰ درصد بود. آناليزهاي مولكولي و ارزيابي مقاومت به اين علف كش  در دست انجام است.

) ، مقاومت به علفكش ، گلايفوسيت، EPSPS دست ورزي شده، انتقال ژن Brassica napus) ، مقاومت به علفكش ، گلايفوسيت، EPSPS دست ورزي شده، انتقال ژن Brassica napus) ، مقاومت به علفكش ، گلايفوسيت، EPSPS دست ورزي شده، انتقال ژن L. ) كلمات كليدي: كلزا
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اعضاء هيأت علمي پژوهشگاه  ملي مهندسي  ژنتيك و   زيست فناوري – تهران

دانشجوي دكتري اصلاح نباتات، دانشگاه تربيت مدرس 
اعضاء هيأت علمي پژوهشگاه  ملي مهندسي  ژنتيك و   زيست فناوري – تهران

دانشجوي دكتري اصلاح نباتات، دانشگاه تربيت مدرس 
علي هاتف سلمانيان و امير موسوي،   •

افسون افشاري، دانش آموخته دانشگاه خاتم – تهران •

تاريخ دريافت: مرداد ماه ۱۳۸۳      تاريخ پذيرش: آذر ماه ۱۳۸۳

¿¿¿

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

شماره ۶۴، پاييز ۱۳۸۳

۹۵پژوهش و سازندگي

مقدمه
ــمار مي رود(۲). وجود علف هاي هرز  ــمار مي رود(۲). وجود علف هاي هرز Brassica napus) يكي از دانه هاي روغني خوراكي و صنعتي با اهميت در جهان به ش ــمار مي رود(۲). وجود علف هاي هرز Brassica napus) يكي از دانه هاي روغني خوراكي و صنعتي با اهميت در جهان به ش ) يكي از دانه هاي روغني خوراكي و صنعتي با اهميت در جهان به ش كلزا (
ــترش آن مي باشد كه باعث كاهش عملكرد و نزول كيفيت روغن حاصله  ــت و گس در مزارع كلزا، از مهمترين عوامل تهديد كننده كش
مي گردد(۹). لذا مبارزه با علف هاي هرز، يكي از مهم ترين مراحل داشت اين گياه روغني است. محور اصلي مبارزه با علف هاي هرز، به 
كارگيري علفكش  هاي شيميايي مي باشد(۷). به علت طيف وسيعي از علف هاي هرز كه مزارع اين گياه را تهديد مي كنند؛ به كارگيري 
ــت(۸). مشكل اصلي در استفاده از اين علفكش ها، حساسيت گياه كلزا به آن مي باشد. براي حل  ــيع الطيف الزامي اس علفكش  هاي وس
اين مشكل، توليد گياهان كلزاي مقاوم به علفكش  هاي وسيع الطيفي نظير گلايفوسيت كه غيرانتخابي بوده و اثرات سوء بر روي انسان 
، دام و محيط زيست ندارند، از اهميت به سزايي برخوردار است(۱۱،۱۰). با توجه به اينكه محل اثر اين علفكش  آنزيم ۵-انول پيرويل 
شيكيمات- ۳ فسفات سنتاز (EPSPS) مي باشد؛ براي ايجاد مقاومت به علفكش  گلايفوسيت ۴ روش را مطرح مي نمايند. الف- تكثير 
ــش(۳) ، د- تركيبي از  ــه كارگيري آنزيم هاي تخريب كننده علفك ــش(۱۴) ، ب- ايجاد تغيير در ژن هدف(۵)،  ج- ب ــدف علفك ژن ه
روش هاي ذكر شده. اما مؤثرترين راه ايجاد گياهان مقاوم به علفكش  گلايفوسيت، دستورزي ژن كد كننده آنزيم EPSPS ،به منظور 
كاهش ميل تركيبي گلايفوسيت با اين آنزيم مي باشد(۴، ۵ ،۶). آنزيم EPSPS ، ششمين و تخصصي ترين مرحلة مسير شيكيمات را 
ــير باعث بيوسنتز اسيدهاي آمينه حلقوي و بسياري از تركيبات  ــت، كاتاليز مي كند. اين مس كه مختص باكتريها، قارچها و گياهان اس
، آناليز مولكولي آن، E. coli، آناليز مولكولي آن، E. coli، آناليز مولكولي آن،    E. coli  E. coli K(۱۲) از باكتري EPSPS حلقوي ديگر مي شود (۱، ۱۵). در اين تحقيق جداسازي ژن مربوط به آنزيم
ــود. انتظار  ايجاد يك جهش نقطه اي در ژن مورد نظر و انتقال اين ژن جهش يافته به گياه كلزا، رقم PF-۷۰۴۵-۹۱  گزارش مي ش
ــان دهد. مراحل  ــيت به آنزيم فوق كاهش يابد و گياه كلزا به اين علفكش  مقاومت نش مي رود كه با اين جهش، ميل تركيبي گلايفوس

ارزيابي مقاومت گياه در دست انجام مي باشد.

Biotechnology, Ahmad Moieni and Ghasem Karimzadeh,Tarbiat Modarres University
The manipulation of bacterial EPSPS gene in order to reduce its affinity to glyphosate, is one of the most effective 
methods for production of glyphosate tolerant plants. In this research, we study on glycine 96 of E. coli EPSPS 
enzyme. This amino acid is an important residue for EPSPS-Glyphosate binding.We used site directed mutagenesis 
method to inducing a point mutation in E. coli EPSPS gene to convert glycine 96 to alanine. The manipulated EPSPS 
gene was cloned in pUC18 as an universal cloning and pBI121 as a plant expression vectors. The results of molecular 
analysis and sequencing showed that the manipulated genes has been changed and cloned in correct orientation in both 
plasmids. Recombinant pBI121 containing altered EPSPS gene were transferred to rapeseed (B. napusplasmids. Recombinant pBI121 containing altered EPSPS gene were transferred to rapeseed (B. napusplasmids. Recombinant pBI121 containing altered EPSPS gene were transferred to rapeseed ( ), PF-7045-91 
cv, via Agrobacterium tumefaciens mediated transformation method. The target tissue for transformation was the cut 
end of cotyledonary petiols. At the first step the transformed explants were screened in kanamycin containing media. 
Result showed that plant regeneration and transformation frequency was 73 and 30% respectively.Glyphosate tolerance 
will be  assayed in next generation.  
Key words: Rapeseed (Brassica napus : Rapeseed (Brassica napus : Rapeseed ( L.),Herbicide resistance, Glyphosate, Manipulated EPSPS and Gene 
transformation
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پژوهش و سازندگي  ۹۶

جداسازي آناليز مولكولي...

 مواد و روش ها
مواد گياهي، سويه هاي باكتري، پلاسميدها و مواد مورد استفاده

ــام PF-۷۰۴۵-۹۱  از بخش  ــذور يك رقم كلزاي تجاري و بهاره به ن ب
ــه تحقيقات تهيه و اصلاح نهال و بذر كرج  تحقيقات دانه هاي روغني مؤسس
تهيه گرديد و تا زمان استفاده در درجه حرارت ۴ درجه سانتيگراد نگهداري 

شدند.
  DH5α ــويه ــتفاده عبارت از س ــويه α مورد اس ــتفاده عبارت از س α مورد اس E. coli ــري ــويه هاي باكت ــري E. coliس ــويه هاي باكت E. coliس
ــدند. باكتري  ــتور ايران، تهيه ش ــتيتو پاس ــه هر دو از انس ــد ك و k۱۲ بودن
ــگاه ملي  ــوية LBA۴۴۰۴ ، از پژوهش Agrobacterium ، س tumefaciens

مهندسي ژنتيك و زيست فناوري تهيه گرديد.
ــركت Fermentas) و  ــركت Fermentas (از ش Fermentas (از ش pUC18 ــميد ــن تحقيق از دو پلاس در اي
ــازي و تهيه ساختارهاي  ــازي و تهيه ساختارهاي Novagen) جهت كلون س ــازي و تهيه ساختارهاي Novagen) جهت كلون س ) جهت كلون س ــركت  ــركت Novagen (از ش Novagen (از ش PBI۱۲۱
ــركت  ــد. آنزيم هاي محدود كننده داخلي (از ش ــتفاده ش انتقال به گياه، اس
ــدند. براي انجام  ــركت Fermentas)تهيه ش ــم ليگاز (از ش ــركت Fermentas) و آنزي ــم ليگاز (از ش Fermentas) و آنزي Roche
ــركت Fermentas) و  ــراز (از ش ــاي pfu پلي م ــش PCR از آنزيمه واكن

Expand (از شركت Roche) مورد استفاده قرار گرفتند. high fedility
ــيميايي مورد نياز با درجه خلوص بيولوژي مولكولي (از شركت  مواد ش
ــي و باكتريايي  ــت گياه ــواد مورد نياز جهت تهيه محيط كش Roche) ، م
ــركت Merck) و IBA (از  ــركت Merck  (از ش Merck  (از ش BAPــد گياهي و تنظيم كننده هاي رش

شركت ICN) تهيه گرديد.
خالص سازي DNA ژنوميك

ــازي ژن  ــويه k۱۲ جهت جداس ــق از باكتري E. coli س ــن تحقي ــق از باكتري E. coliدر اي ــن تحقي E. coliدر اي
ــازي DNA ژنوميك باكتري  ــد. استخراج و خالص س ــتفاده ش ــازي DNA اس ــد. استخراج و خالص س ــتفاده ش DNA اس EPSPS
ــام  انج  Proteinase K/Phenolو  Chloroform ــتاندارد  اس روش  ــه  ب

گرفت(۱۳). 
PCR طراحي پرايمرها و انجام عمل

ــازي ژن مورد نظر، از روش PCR و يك جفت پرايمر رفتي  ــازي ژن مورد نظر، از روش PCRبراي جداس PCRبراي جداس
(EPS۱) و برگشتي (EPS۲) استفاده گرديد كه توالي اين پرايمرها به شرح 

ذيل مي باشد:
EPS۱: ۵´-CGGGATCcATGGAATCCCTGACGTTACAA-۳́CGGGATCcATGGAATCCCTGACGTTACAA-۳́CGGGATCcATGGAATCCCTGACGTTACAA

  EPS۲: ۵´-CGGATCCTCAGGCTGCCTGGC TAATC-۳´ 
ــهولت در مراحل كلونينگ، در انتهايَ ۵ هر دو پرايمر جايگاه  جهت س
برش آنزيم BamHI تعبيه شد. زير جايگاه هاي مورد نظر خط كشيده شده 

است.
bp ــده (حدود ــت آم ــه منظور ايجاد جهش مورد نظر در قطعه بدس ب

ــماره ۹۶ به آلانين، پرايمرهاي  ــين ش ۱۳۰۰)، يعني براي تغيير كد گلايس
TM۱ ( ۵´TCCTCGGTAACGCCGCAACGGC-۳´) و

TM۲ (۵´-TGCCGTTGCGGCGTTACCGAGGA-۳´) 
 طراحي گرديد. اين پرايمرها به جزء در يك نوكلئوتيد (تبديل گوانين 
ــيتوزين كه باعث تغيير كد گلايسين به آلانين مي شود)،  شماره ۲۸۷ به س

مكمل رشته اصلي مي باشند. محل انجام تغيير كد، مشخص شده است.
EPS۱ و TM۲ ــاي ــتفاده از پرايمره ــا انجام واكنش PCR و با اس ــا انجام واكنش PCR ب PCR ب

ــي  ۳۰۰bp)، و با پرايمرهاي TM۱ و  ــط اول (با طول تقريب قطعة حدواس
ــط دوم (با طول تقريبي  ۱۰۰۰bp) به دست مي آيد.  EPS۲ قطعة حدواس
ــط از آنزيم pfu پلي مراز استفاده شد. با توجه  ــط از آنزيم pfuجهت تكثير قطعات حد واس pfuجهت تكثير قطعات حد واس

ــاني مكملي دو قطعه (به طول  ۲۲bp كه ناشي از طول پرايمرها  ــاني مكملي دو قطعه (به طول  bpبه همپوش bpبه همپوش
Overlapping ــري روش ــري روش Overlapping ديگر، با به كارگي Overlapping ديگر، با به كارگي PCR ــش ــت)، با يك واكن ــش PCRاس ــت)، با يك واكن PCRاس

extention قطعة نهايي كه ژن EPSPS جهش يافته است، توليد مي شود. 
ــاي EPS۱ و EPS۲ و آنزيم  ــر ژن جهش يافته از پرايمره ــه منظور تكثي ب

Expand استفاده گرديد. high fedility

كلون سازي در ناقل pUC۱۸ و تأييد آن
ــد  و  ــش يافته و تكثير يافته، با آنزيم BamHI هضم ش ــه ژن جه ــش يافته و تكثير يافته، با آنزيم HIقطع ــه ژن جه HIقطع
ــميد pUC۱۸ كه با همين آنزيم برش داده شده بود، توسط آنزيم  در پلاس
ــي پلاسميد  T۴ DNA كلون گرديد. جهت جلوگيري از خودجوش ligase
ــميدهاي نوتركيب، به باكتري  ــفاتاز استفاده شد. پلاس از آنزيم آلكالين فس
ــويه DH۵α كه به روش كلريد كلسيم صلاحيت دار۱ شده بودند،  ــويه α س α س E. coli
ــميد نوتركيب بر روي محيط مك كانكي  منتقل و باكتري هاي حامل پلاس

حاوي آمپي سيلين، گزينش شدند.
ــده و جهت  ــتخراج ش ــميدهاي مورد نظر به روش ليز قليايي اس پلاس
HIاثبات حضور ژن در پلاسميد  مورد نظر، از هضم به وسيله آنزيم HIاثبات حضور ژن در پلاسميد  مورد نظر، از هضم به وسيله آنزيم BamHI و 
HincII با پرايمرهاي اختصاصي استفاده شد. با هضم توسط PCR واكنشPCR واكنشPCR

ــب ژن براي مراحل بعدي كلونينگ تأييد گرديد. جهت تأييد  ، جهت مناس
نهايي ژن جهش يافته، تعيين توالي ژن به روش ختم زنجيره (روش سنگر۲) 

انجام شد.
كلون كردن در ناقل بياني گياهي

پلاسميد pUC۱۸ حامل قطعه مورد نظر با جهت مناسب، با آنزيم هاي 
ــد. هضم با آنزيم هاي فوق روي پلاسميد بياني  SacI و SacI و SacI برش داده ش XbaI
ــود. مراحل  pBI۱۲۱ نيز انجام گرفت كه موجب حذف ژن GUS هم مي ش
ــت دار، طبق  ــري E. coli صلاحي ــميد به باكت ــال پلاس ــازي و انتق ــري E. coliكلون س ــميد به باكت ــال پلاس ــازي و انتق E. coliكلون س
ــميد در باكتري توسط رشد  ــتاندارد انجام گرفت. حضور پلاس روش هاي اس
ــد. وجود ژن در پلاسميد با  ــين تأييد ش كلني ها در محيط حاوي كانامايس
ــورد نظر با  PCR و PCR و PCR قطعه م BamHI ــم ــط آنزي ــازي و برش توس ــم HIخالص س ــط آنزي ــازي و برش توس HIخالص س

پرايمرهاي اختصاصي تأييد گرديد.
ــر، به روش  ــل قطعه مورد نظ ــي گياهي pBI۱۲۱ حام ــميد بيان پلاس
۲۰mm و ازت مايع) به باكتري  CaCl۲ استاندارد انجماد و ذوب (استفاده از

Agrobacterium tumefaciens سويه LBA۴۴۰۴ منتقل شد(۱۳).

آماده سازي مواد گياهي و انتقال ژن به گياه
Moloney به روش ارائه شده توسط  Moloney به روش ارائه شده توسط  Moloney PF-۷۰۴۵-۹۱ بذور كلزاي رقم

ــده و در شرايط درون شيشه اي كشت شدند.  و همكاران (۱۲) ضدعفوني ش
ــتم  برگهاي لپه اي (كوتيلدونها) از گياهچه هاي ۵ روزه، پس از حذف مريس
MS + BAP ۵/۴ mg/l) انتهايي، جدا شده و روي محيط كشت پيش تيمار

۸ آگار) كشت شدند. پس از ۲ روز نگهداري در  g/l ۳۰  ساكارز وg/l ،مايع
ــد با شرايط فوق، كوتيلدونهاي پيش تيمار شده جهت هم كشتي با  اتاق رش

اگروباكتريوم و دريافت ژن مورد نظر، مورد استفاده قرار گرفتند.
rpm) ــوب ــبانه A.tumefaciens نوتركيب، رس ــت ش ــول كش محص

ــوب در محيط تلقيح  ــد. پس از حل مجدد رس ۱۰،۲۵۰۰ دقيقه) داده ش
ــده،  ــاكارز)، دمبرگ كوتيلدونهاي پيش تيمار ش (MS مايع و g/l  ۳۰س
ــپس كوتيلدونهاي  ــدند. س ــه مدت ۴۰ ثانيه در اين محيط قرار داده ش ب
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BAP ۵mg/l ــاقه ( ــت القاء نوس ــوده به اگروباكتريوم، به محيط کش آل
ــاعت در تاريكي  ۸آگار)  منتقل و به مدت ۴۸ س g/l ــاكارز و ۳۰ س g/l
ــدند. كوتيلدونها را از محيط  ــانتيگراد قرار داده ش و دماي  ۲۵ درجه س
ــابه محيط قبلي به  ــاقه (مش ــگر القاء نوس قبلي خارج  و به محيط گزينش
ــيم) منتقل شدند.  ۲۰۰ سفوتاكس mg/l ــين و ۱۵ كانامايس mg/l علاوه
ــابه واكشت شدند. نوساقه هاي سبز  ريزنمونه ها هر ۱۰ روز به محيط مش
ــگر را جدا نموده و به محيط طويل  ــده بر روي محيط گزينش باززايي ش
ــد) منتقل  ــم كننده  رش ــت قبلي بدون تنظي ــان محيط كش ــدن (هم ش
ــكيل مريستم فعال، به محيط  ــد كافي گياهچه و تش گرديدند. پس از رش
۸آگار) انتقال  g/l ــاكارز و ۲۰ س g/l ،IBA۲mg/l+ Ms) ــه ــاء ريش الق
ــده با ارتفاع حدود  ۱۰ سانتيمتر،  ــدند. گياهچه هاي ريشه دار ش داده ش
ــازگاري  ــدند و براي س ــتريل منتقل ش ــه گلدانهاي كوچك با خاك اس ب
ــبي بالا و كنترل آلودگي)  ــرايط طبيعي (حفظ رطوبت نس تدريجي با ش
ــهاي شفاف استفاده گرديد. پس از سازگاري، سرپوش ها حذف  از سرپوش

گرديد و به شرايط طبيعي خاك منتقل شدند.

نتايج و بحث
k۱۲ سويه E. coli از ژنوم باكتري E. coli از ژنوم باكتري E. coli EPSPS ــازي ژن تكثير و خالص س

ــه صورت گرفت  ــرايط بهين ــتفاده از روش PCR و به كارگيري ش ــا اس ــتفاده از روش PCR، ب ــا اس PCR، ب
PCR ــت). انجام واكنش هاي ــده اس ــان داده نش ــت). انجام واكنش هاي PCR(نتيجه الكتروفورز ژل نش ــده اس ــان داده نش PCR(نتيجه الكتروفورز ژل نش

ــط با طول حدود ۳۰۰bp و  ــا پرايمرهاي جهش زا و ايجاد قطعات حدواس ب
ــاهده است. نتايج اين PCR بر  ــكل ۱ (الف و ب) قابل مش ــاهده است. نتايج اين ۱۰۰۰PCR در ش ــكل ۱ (الف و ب) قابل مش ۱۰۰۰PCR در ش bp

روي ژل آگارز ۱/۵٪ به نمايش درآمده است.
ايجاد قطعه جهش دار اول (حدود ۳۰۰bp) توسط پرايمرهاي EPS۱ و 
ــود. با توجه به اينكه پرايمر TM۲ در وسط ترادف خود  TM۲ انجام مي ش
ــته اصلي در يك نوكلئوتيد  ــد، پس با رش داراي يك باز جهش يافته مي باش
ــط پرايمر  ــري اين نوكلئوتيد در وس ــا به علت قرارگي ــد. ام مكمل نمي باش
ــده، عملاً مشكلي در مراحل تكثير قطعه جهش زا ايجاد نمي كند.  طراحي ش
همين مسئله براي تكثير قطعه جهش دار دوم (با طول حدود ۱۰۰۰bp) با 

پرايمرهاي EPS۲ و TM۱ وجود دارد.
دو قطعه به دست آمده با توجه به ترادف پرايمرهاي TM۱ و TM۲ كه 

TM۲ و EPS۱ ۳۰۰ ايجاد شده توسط پرايمرهاي bp شكل ۱، الف- قطعه

۱۰۰ bp ۳۰۰           خط ۲ : ماكر bp خط ۱ : قطعه

TM۱ و EPS۲ ۱۰۰۰ ايجاد شده توسط پرايمرهاي bp شكل ۱، ب- قطعه 

۱۰۰ bp ۱۰۰۰        خط ۲ : ماكر bp خط ۱ : قطعه

۲                        ۱            ۲                        ۱            
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۲۲ هستند.  bp ــند، داراي منطقه همپوشان به طول ــند، داراي منطقه همپوشان به طول bpمكمل يكديگر مي باش bpمكمل يكديگر مي باش
ــط به دست آمده با نسبت هاي مساوي از نظر مولاريته وارد  قطعات حدواس
ــال اتصال قطعات به  ــد. در اين صورت احتم ــش PCR جديد گرديدن ــش PCRواكن PCRواكن
ــته ۳۰۰bpو  ــدن دو رش ــته bpچند حالت وجود دارد. اول اينكه پس از دناتوره ش ــدن دو رش bpچند حالت وجود دارد. اول اينكه پس از دناتوره ش
ــته مكمل  ــته با رش ــت هر رش ۱۰۰۰bp و هنگام دماي اتصال۳، ممكن اس
ــه صورت مكمل درآيد. در اين حالت هيچ تكثيري روي نخواهد داد.  خود ب
ــان با  ــته متفاوت در محل هاي همپوش ــت كه دو رش احتمال ديگر اين اس
ــده و با هم پيوند بخورند. در اين حالت تنها  ــر به صورت مكمل درآم يكديگ
ــد كه مكمل شدن دو  ــط آنزيم پليمراز قابل تكثير خواهد ش اتصالاتي توس

رشته منجر به توليد دو انتهاي آزاد OH´۳ گردد(شکل ۲، الف).
ــر، دو قطعه  ــك واكنش PCR ديگ ــن دو قطعه و انجام ي ــا اتصال اي ــك واكنش PCRب ــن دو قطعه و انجام ي ــا اتصال اي PCRب
ــان، به يكديگر متصل شده و  ــاس توسعه محل هاي همپوش جهش دار بر اس
ژن EPSPS( ۱۳۰۰bp )جهش يافته ايجاد مي گردد. نتيجه اتصال و تكثير 

اين ژن بر روي ژل آگارز ۱٪ نشان داده شده است(شكل ۲، ب).
جهت حفظ قطعه تكثير شده ژن مورد نظر در پلاسميد pUC۱۸ و در 
جايگاه BamHI كلون شده و به باكتريE. coli (DH۵α )  منتقل گرديد. 
براي اثبات وجود پلاسميد در باكتري، از گزينش كلني هاي بي رنگ بر روي 

ــت مك كانكي آگار حاوي آمپي سيلين (µg/ml ۱۰۰)  استفاده  محيط كش
شد. اين روش جايگزين استفاده از IPTG و X-Gal است. 

ــازي  ــازي pUC، پس از خالص س ــازي pUC، پس از خالص س ، پس از خالص س ــميد ۱۸ ــات وجود ژن در پلاس جهت اثب
PCRپلاسميد از كلني هاي انتخاب شده، از واكنش PCRپلاسميد از كلني هاي انتخاب شده، از واكنش PCR با پرايمرهاي اختصاصي 
ــد. نتايج هر  (EPS۱ و EPS۲) و هضم آنزيمي با آنزيم BamHI  انجام ش
ــكل شماره ۳  مشاهده مي شود. در اين شكل باند حاصل از  دو آزمون در ش
ــت.  PCR و هضم آنزيمي يكي از كلون هاي مورد نظر به نمايش درآمده اس
ــده قابل توجه است. جهت اطمينان از توالي  ــان دو باند ايجاد ش اندازه يكس
ژن و ايجاد جهش مورد نظر تعيين توالي ژن صورت گرفت. تعيين توالي ژن 
توسط شركت MWG آلمان انجام شد و مشخص گرديد كه با حفظ توالي 

ژن، جهش نقطه اي مورد نظر در آن ايجاد شده بود.
ــان ژن گياهي و با  ــون كردن ژن مورد نظر در ناقلين بي ــه منظور كل  ب
ــون كردن ژن مورد نظر،  لازم بود كه  ــتفاده از يك آنزيم در كل توجه به اس
جهت ژن در پلاسميد pUC۱۸ تعيين گردد. در اين مرحله از ژنهايي كه در 
جهت مستقيم كلون شده باشند، استفاده مي شود. براي اين منظور از هضم 
آنزيمي استفاده شد. آنزيم مورد استفاده بايد فقط يك جايگاه برش بر روي 
پلاسميد و يك جايگاه برش هم بر روي قطعه مورد نظر داشته باشد. علاوه 

۱۳۰۰PCR جهش يافته با استفاده از ۱۳۰۰PCR جهش يافته با استفاده از PCR و توسعه نواحي همپوشان bp شكل ۲، الف- نحوه ايجاد قطعه

جداسازي آناليز مولكولي...
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بر اين، موقعيت محل اين آنزيم بر روي ژن بايد به گونه اي باشد كه به يكي 
ــر ژن نزديك بوده و هنگام هضم آنزيمي جهت مستقيم و معكوس  از دو س
ژن را نمايان سازد. براي تعيين جهت صحيح ژن در پلاسميد PUC۱۸ ، از 
IIهضم آنزيمي بوسيله IIهضم آنزيمي بوسيله HincII و مشاهد وزن باند ايجاد شده استفاده گرديد. 
با توجه به جايگاه اين آنزيم بر روي پلاسميد (در MCS قرار دارد)، مشاهده 
ــانه جهت صحيح ژن براي استفاده هاي بعدي (خط  باند حدود ۵۰۰bp نش
ــانه كلون شدن  ژن در  ۸۰۰ نش bp ــاهده باند حدود ــكل ۴) و مش ــاهده باند حدود ۲bp در ش ــكل ۴) و مش ۲bp در ش
ــكل ۴).  ــت عكس بوده كه  در اين تحقيق كاربردي ندارد (خط ۱ درش جه
معيار مسقيم و معكوس بودن ژن كلون شده، جهت ژن LacZ در پلاسميد 

ــد. در اين حالت اگر ژن مورد نظر در جهت ژن  pUC۱۸ در نظر گرفته ش
LacZ كلون شده باشد، امكان استفاده از دو جايگاه برشي براي  آنزيم هاي 
SacI و SacI و SacI كه در دو طرف ژن قرار دارند، وجود خواهد داشت. ژن مورد  XbaI
ــميد pBI۱۲۱ كه با همين آنزيم ها  نظر با همين دو آنزيم خارج و در پلاس

بريده شده بود كلون گرديد.
SacI و SacI و SacI موجب حذف  XbaI توسط دو آنزيم XbaI توسط دو آنزيم XbaI pBI۱۲۱ ــميد هضم پلاس
ــميد  ــه ژني مورد نظر و پلاس ــردد. قطع ــميد مي گ ــن پلاس ژن GUS از اي
ــا واكنش اتصال و  ــراي آنه ــدند و ب ــت ش pBI۱۲۱ از روي ژل آگارز بازياف
ــده انجام گرفت. با توجه به تعبيه  ــلول هاي صلاحيت دار ش تراريختي به س
ــگاه آنزيمي BamHI در دو انتهاي ژن و جهت اثبات كلونينگ، پس از  ــگاه آنزيمي HIجاي HIجاي
خالص سازي پلاسميد از باكتري هاي رشد يافته بر روي محيط جامد (حاوي 
ــاهده قطعه اي حدود ــط BamHI و مش ــين) از هضم آنزيمي توس ــط HIكانامايس ــين) از هضم آنزيمي توس HIكانامايس

شكل ۲، ب- قطعه ايجاد شده ژن EPSPS (حدودbp و۱۳۰۰) با اتصال قطعات 

۱۰۰۰ bp ۳۰۰ و bp

۱۰۰ bp ۱۳۰۰     خط ۲ : ماكر bp خط ۱ : قطعه

BamHI و هضم با PCR شكل ۳-  اثبات وجود ژن باPCR شكل ۳-  اثبات وجود ژن باPCR

خط ۱ : محصول هضم آنزيمي

PCR خط ۲: محصول PCR خط ۲: محصول PCR با پرايمرهاي اختصاصي

۱۰۰ bp خط ۳ : ماكر

۲                        ۱            

۱             ۲                        ۳                

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

پژوهش و سازندگي  ۱۰۰

ــد. نتيجه اين كار در شكل شماره ۵ نشان داده شده  ــتفاده ش ــد. نتيجه اين كار در شكل شماره ۵ نشان داده شده ۱۳۰۰bp۲ اس ــتفاده ش ــد. نتيجه اين كار در شكل شماره ۵ نشان داده شده ۱۳۰۰۲ اس ــتفاده ش ــد. نتيجه اين كار در شكل شماره ۵ نشان داده شده ۱                        ۱۳۰۰ اس ــتفاده ش ــد. نتيجه اين كار در شكل شماره ۵ نشان داده شده ۱  ۱۳۰۰ اس ــتفاده ش             ۱۳۰۰ اس
است. 

ــاه كلزا از  ــال ژن به گي ــد، براي انتق ــز بيان گردي ــلاً ني ــه قب چنانچ
ــس از انتقال  ــد. پ ــتفاده ش ــري Agrobacterium tumefaciens اس باكت
ــين بر قطعه  ــه وجود ژن مقاومت به كانامايس ــه گياه كلزا و با توج ژن ب
ــر روي محيط  ــي از كوتيلدونها ب ــاقه در بعض ــه، توليد نوس ــال يافت انتق
ــاهده گرديد. نتايج  ــت گياهي حاوي كانامايسين و ريفامپيسين مش كش
ــت. طبق محاسبات انجام  ــان داده شده اس ــكل شماره ۶ نش اوليه در ش
ــاقه در ريزنمونه ها حدود ۷۳ درصد و ميزان  ــبت باززايي نوس ــده، نس ش
ــود. اين نتايج  ــده تراريخت حدود ۳۰ درصد ب ــاي باززايي ش ريزنمونه ه
ــط Moloney و همكاران (۱۲) كه  ــت آمده توس ــاً با نتايج به دس تقريب
ــان  ــتفاده نموده اند(۱۲)، يكس ــدون كلزا به عنوان ريزنمونه اس از كوتيل

ــط Zhang و همكاران كه  ــده توس ــبت به نتايج گزارش ش بوده ولي نس
ــت(۱۷). علت  ــان داده اس ــتفاده كرده اند، افزايش نش از هيپوكوتيل اس
ــت كه  ــبت به ميزان باززايي اين اس ــر بودن ميزان تراريختي نس پايين ت
ــلول هايي منشاء گرفته اند كه  ــده از س درصدي از گياهچه هاي باززايي ش
ــين را دريافت ننموده اند و بر روي محيط کشت  ژن مقاومت به كانامايس
ــوند. عدم تراريختي گياه مي تواند  ــفيد رنگ مي ش ــين س حاوي كانامايس
ــاختارهاي  ــوش اگروباكتريوم جهت انتقال س مربوط  به توانايي پايين س

ژني، ژنوتيپ گياه و ... باشد. 
مي توان براي افزايش تراريختي در گياه كلزا از آزمون هايي نظير استفاده 

شكل ۴- تعيين جهت ژن در پلاسميد PUC۱۸ به طريق هضم آنزيمي

      (۸۰۰ bp) خط ۱ : ژن كلون شده در جهت عكس

(۵۰۰ bp)  خط ۲ : ژن كلون شده در جهت مستقيم

۱۰۰ bp خط ۳ : ماكر

BamHI با هضم به وسيله PBI۱۲۱ شكل ۵ – تأييد حضور ژن در

         ۱۰۰ bp خط ۱ : محصول هضم  خط ۲ : ماكر

جداسازي آناليز مولكولي...

۱             ۲                         ۳                

۲                        ۱            
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ــاير ژنوتيپ هاي كلزا، ساير سويه هاي اگروباكتريوم، افزايش مدت زمان  از س
ــاير  ــدون در محلول اگروباكتريوم و به كارگيري س ــداري انتهاي كوتيل نگه
ــداري گياهان  ــتر و نگه ــد گياهي براي باززايي بيش تنظيم كننده هاي رش

مادري در شرايط مناسبتر براي تشكيل كوتيلدونهاي قوي اشاره كرد.
ــي و تراريخت)  ــاقه (معمول ــکان توليد نوس ــاط با ام ــي در ارتب نکات
ــين  ــط حاوي کانامايس ــت بر روي محي ــاقه هاي تراريخ ــش نوس و گزين
ــه انتقال ژن به  ــه نمود. قبل از اينکه ب ــه بايد به آنها توج ــود دارد ک وج
ــاهد (گرفته شده از بذور  ــود، بايد روي گياهان ش ريزنمونه ها پرداخته ش
ــاقه  ــت بافت را انجام داد تا ميزان توليد نوس غيرتراريخت)، عمليات کش
ــود. طبق گزارش هاي موجود اين صفت بسيار  ــخص ش از ريزنمونه ها مش
ــه ريزنمونه اي از  ــت (۱۶). چنانچ ــته به ژنوتيپ و نوع ريزنمونه اس وابس
ــد،  ــته باش ــب کارايي نداش ژنوتيپ خاص براي اين صفت به ميزان مناس
ــتفاده شود.  جهت توليد  بايد از ريزنمونه ديگر و يا از ژنوتيپ ديگري اس
ــن کوتيلدون و عده اي هيپوکوتيل  ــاقه در گياه کلزا، برخي از محققي نوس

(محور زير لپه) را مناسب دانسته اند(۱۶،۱۲). 
ــازي  ــپ و ريزنمونه و بهينه س ــب ترين ژنوتي ــايي مناس پس از شناس
ــين جهت  ــب کانامايس ــت که مقدار مناس ــت بافت لازم اس ــل کش مراح
ــت  ــردد. چون ممکن اس ــخص گ ــت مش ــاقه هاي تراريخ ــش نوس گزين
ــد، لذا ميزان  ــن را تحمل کن ــخصي از کانامايس ــاهد غلظت مش گياه ش
ــاهد و غيرتراريخت را از  ــد که گياهان ش ــين بايد به حدي باش کانامايس
ــند. در اين  ــته باش بين برده و گياهان تراريخت قابليت زنده ماندن داش
mg/l کلزا  PF-۷۰۴۵-۹۱ــب کانامايسين براي رقم تحقيق مقدار مناس

ــماره ۷).  ــکل ش ــخص گرديد (ش ۱۵مش
ــه خاك بايد حداقل تنش به  ــلاوه بر آن هنگام انتقال گياهچه ها ب ع
ــد منبع آلودگي  ــن باقيماندهاي آگار مي توان ــود. كمتري گياهچه وارد ش
ــب هم باعث  ــدت نور كم و درجه حرارت مناس ــد. حفظ رطوبت، ش باش
ــگام انتقال به  ــق ميزان تلفات هن ــود. در اين تحقي ــش تلفات مي ش كاه
ــاهده گرديد. مراحل سازگاري تدريجي در  خاك در حدود ۱۰ درصد مش

شكل ۶- باززايي چندين نوساقه از يک كوتيلدن (۱)، باززايي   نوساقه هاي سفيد غير  راريخت(۲) و 
عدم باززايي نوساقه از  کوتيلدون (۳) بر روي محيط حاوي كانامايسين

شكل ۷- مقايسه گياه تراريخت و غيرتراريخت کلزا بر 
روي محيط كشت حاوي كانامايسن

۲                                                       ۱                           
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شكل شماره ۸ نشان داده شده است.

پاورقي ها

1- Competent
2- Sanger  method
3- Annealing
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