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چکیده
باعث کلزا گیاه در ژنتیـک روشهاي مهندسـی شـمار میرود. بهکارگیري به جهان روغنی دانههاي اهمیتترین با یکی از کلـزا
کننده تهدید عوامل میان از میباشـند. اهمیت حائز اقتصادي و کشـاورزي ارزش با صفات از نظر که شـده اسـت ارقامی تولید
کشهاي علف از میان باشـد. می مواد شـیمیایی توسـط آنها کنترل چگونگی هرز و علف هاي گیاه، وجود این گسـترش و کشـت
،EPSPS آنزیم است. مطرح می کند ، مهار را EPSPS وسیع الطیف که آنزیم و عمومی علف کشی عنوان به مرسوم، گلایفوسیت
مؤثرترین راههاي از میباشد. یکی و گیاهان میکروارگانیسم ها در حلقوي اسـیدهاي آمینه بیوسنتز در مسـیر کلیدي یک آنزیم
سـنتاز فسـفات 3 شـیکیمات- پیرویل آنزیم 5-انول ژن کد کننده ورزي دسـت گلایفوسـیت، علفکش به مقاوم گیاهان ایجاد
در که نقاطی مهمترین از یکـی حاضر تحقیق در میباشـد . آنزیم این به گلایفوسـیت میل ترکیبی کاهش منظور بـه ،(EPSPS)
مورد توجه ،E. coli باکتري EPSPS د ر 183 شماره آلانین اسـید آمینه یعنی د ارد ، دخالت آنزیم-گلایفوسیت مجموعه تشـکیل
ژنتیکی کد ،(PCR) زنجیرهاي پلیمراز واکنش و ویژه آغازگرهاي طراحی روش به د قیق جهش نقطهاي ایجاد یک با گرفت. قـرار
بیانی و pUC18 کلونینگ پلاسمیدهاي در داخل شد ه، دستورزي ژن گردید. تروئونین تبد یل آمینه اسـید به فوق آمینه اسـید
مناسب آنها جهت تعیین و پلاسـمیدها در ژن حضور لازم براي اثبات مولکولی آنالیزهاي شـد. سـازي همسـانه pBI121 گیاهی
گیاه کلزا به LBA4404 سویه Agrobacterium tumefaciens باکتري طریق از نظر، مورد ژن حامل pBI121 پلاسـمید انجام گرفت.
گردید. استفاده ژن انتقال هدف جهت بافت عنوان کوتیلدون، به شـدة دنبالۀ بریده انتهاي گردید. از منتقل PF-7045-91 رقم
نتایج این شد . استفاده کانامایسین بیوتیک آنتی به شـده د سـتورزي گیاهان مقاومت از گیاه بودن تراریخته ارزیابی اولیه براي
مولکولی آنالیزهاي با بود. 28 درصد و 74 ترتیب به گیاهچه بودن تراریخته درصد و باززایی نوساقه د رصد که داد نشان تحقیق

گردید . اثبات ژن موثر بیان و حضور علفکش  این به نسبت گیاهان مقاومت ارزیابی و

ژن انتقال شده، دستورزي EPSPS گلایفوسیت، علفکش، به مقاومت ،(Brassica napus L.) کلزا کلیدي: کلمات

در تروئونین به 183 آلانین آمینه اسید تغییر
سنتاز - فسفات 3 شیکیمات- 5-انول پیرویل آنزیم

گیاه در گلایفوسیت علفکش به مقاومت منظور ایجاد به
(Brassica napus L.) تراریختکلزا
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Substitution of amino acid Ala-183 to Thr in 5-enolpyruvylshikimate 3-phoshpate synthase in order to make 

tolerance to glyphosate herbicide in transgenic rapeseed plant (Brassica napus L.). 

By: D. Kahrizi, Razi University, Agronomy and Plant Breeding Department.

A. Hatef Salmanian and A. Mousavi, national Institute for Genetic Engneering and Biotechnology Tehran; A. Moieni 

and Gh. Karimzadeh, Tarbiat Modares University of  Tehran.

Rapeseed (Brassica napus L.) is an important oil seed crop in the world. The application of genetic engineering to B. 

napus will lead to the generation of plant varieties possessing more agriculturally and economically viable genetic 

traits. 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. Glyphosate is a non-selective and broad-spectrum herbicide that 

inhibits 5-enolpyruvylshikimate 3-phoshpate synthase (EPSPS), a key enzyme in the aromatic amino acid biosynthesis in 

microorganisms and plants. In this research, we study on alanine183 of E. coli (k12) EPSPS enzyme. This amino acid is 

an important residue for attachment of glyphosate herbicide to EPSPS enzyme. We used site directed mutagenesis method 

to inducing a point mutation in E. coli EPSPS gene to convert alanine 183 to threonine. The manipulated EPSPS gene 

was cloned in pUC18 as a universal cloning and pBI121 as a plant expression vectors. The results of molecular analyses 

and sequencing showed that the genes has been changed and cloned in correct orientation in both plasmids. Recombinant 

pBI121 containing altered EPSPS gene were transferred to rapeseed (B. napus L.), PF-7045-91 cv, via Agrobacterium 

tumefaciens mediated transformation method. The target tissue for transformation was the cut end of cotyledonery 

petioles. At the first step the transformed explants were screened in kanamycin containing media. Results showed that 

plant regeneration and transformation frequency was 74% and 28٪ respectively. Molecular analyses and glyphosate 

tolerance test, confirm the gene presence and it.s effective function in transgenic plant. 

Key words: Rapeseed (Brassica napus L.), Herbicide resistance, Glyphosate, Manipulated EPSPS and Gene 

transformation 

مقدمه
نباتی روغن تولید براي عمده منابع از یکی (Brassica napus L.) کلزا
از ــمار می رود(2; به ش جهان در اهمیت با گیاهان صنعتی از و ــن پروتئی و
هرز وجود علفهاي کلزا، گسترش ــت و کش تهدید کنند ه عوامل مهمترین
حاصله روغن کیفیت نزول عملکرد و کاهش که باعث میباشد آن مزارع در
از مهمترین ــی هرز، یک علف هاي مبارزه با ــاس اس این بر (10) ــردد میگ
با ــارزه مب اصلی محور ــد. امروزه میباش این گیاه ــت د اش مرحله ــات اقدام
طیف علت به شیمیایی میباشد (7) کارگیري علفکشهاي به هرز، علفهاي
به کارگیري تهدید میکنند؛ این گیاه را مزارع که هرز علفهاي از ــیعی وس
در اصلی ــکل مش کلزا زراعت در ــد(8) عمومیالزامی میباش ــاي علفکش ه
براي میباشد. آن زراعی به گیاه حساسیت علفکشهاي عمومی، از استفاده
ــیع الطیف وس علفکشهاي به مقاوم کلزاي گیاهان تولید ــکل، مش این حل
اثرات و غیرانتخابی بوده که گلایسین) فسفونومتیل (ان ــیت گلایفوس نظیر
سزایی برخورد ار به اهمیت از ندارند، محیطزیست و د ام روي انسان، بر سوء
پیرویل 5-انول علفکش آنزیم این اثر محل اینکه توجه به با (12 ، است(11
به ایجاد مقاومت ــد؛ براي میباش (EPSPS) سنتاز ــفات فس 3 شیکیمات-
کد ژن تکثیر الف- ــد. مینماین مطرح را روش چهار ــیت گلایفوس علفکش
کننده آنزیم ژن کد در ایجاد تغییر (15)، ب- هدف علفکش ــده آنزیم کنن
د- کننده علفکش(3)، ــب تخری آنزیمهاي کارگیري به ج- ،(17 ــد ف(5، ه

به ــاد گیاهان مقاوم ایج راه مؤثرترین اما ــده. ش ذکر روش هاي از ــی ترکیب
به منظور ،EPSPS آنزیم ژن کد کننده ــتورزي دس ــیت، گلایفوس علفکش
آنزیم (6 ، 5 ــد(4، میباش آنزیم این به ــیت گلایفوس ترکیبی میل ــش کاه
مختص که را شیکیمات ــیر مس مرحلۀ تخصصیترین و ــمین شش ،EPSPS

بیوسنتز باعث مسیر این ــت، کاتالیز میکند. اس گیاهان و قارچها باکتریها،
1) ــود میش دیگر حلقوي ترکیبات از ــیاري بس و حلقوي آمینه ــید هاي اس
باکتري از EPSPS ــم آنزی مربوط به ــازي ژن جداس ــق تحقی ــن در ای (16،
ژن مورد در جهش نقطهاي ایجاد یک آن، ــز مولکولی آنالی ،E coli (K12)
گزارش PF-7045-91 رقم کلزا، به گیاه یافته جهش ژن این انتقال و نظر
آنزیم به گلایفوسیت ترکیبی جهش، میل با این که می رود میشود. انتظار

دهد. نشان مقاومت نسبی علفکش این به کلزا و گیاه یابد کاهش فوق
 

روشها و مواد
استفاده مورد مواد و پلاسمیدها سویههاي باکتري، گیاهی، مواد

بخش تحقیقات از ــاره به ــزاي تجاري و PF-7045-91 کل ــذور رقم ب
تهیه ــذر کرج و ب نهال تهیه اصلاح و ــات تحقیق ــه مؤسس روغنی دانه هاي
ــانتیگراد نگهداري س د رجه د ر درجه حرارت 4 ــتفاده اس زمان تا و گردید

شدند.
k12 و DH5α سویه از عبارت استفاده مورد E. coli باکتري سویه هاي

آلانین... آمینه اسید تغییر
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و فناوري زیست و ــی ژنتیک مهندس ملی ــگاه پژوهش از به ترتیب بودند که
،Agrobacterium tumefaciens شدند. باکتري تهیه ایران، پاستور ــتیتو انس
تهیه فناوري زیست و مهندسی ژنتیک پژوهشگاه ملی از ،LBA4404 سویۀ
همسانه جهت pBI121 و pUC18 ــمید پلاس د و از تحقیق گردید. در این
دست به منظور شد. ــتفاد ه اس گیاه، به ساختارهاي انتقال تهیه و ــازي س
براي ــدند. تهیه ش لیگاز آنزیم و محدود گر ــی آنزیمهاي ژنتیک ورزي هاي
Expand high fidelity و ــراز پلیم Pfu ــاي آنزیمه PCR واکنش ــام انج
ــه خلوص درج با نیاز مورد ــیمیایی ش مواد گرفتند. ــرار ق ــتفاده اس مورد

شد. تهیه مولکولی بیولوژي

ژنومی DNA سازي خالص
کروموزم جداسازي جهت k12 ــویه س E.coli باکتري از تحقیق این در
خالصسازي و استخراج شد. استفاده EPSPS ژن تکثیر سپس و باکتریایی
Chloroform + Proteinase K ــتاندارد/ اس روش باکتري به ژنومیک DNA

گرفت(14; انجام Phenol

PCR عمل انجام و آغازگرها طراحی
رفتی آغازگر یک جفت و PCR روش از ژن مورد نظر، ــازي جد اس براي
شرح به آغازگرها این توالی گردید که استفاده (EPS2) برگشتی و (EPS1)

میباشد: ذیل
 EPS1: 5´-CGGGATCCATGGAATCCCTGACGTTACAA-3´

 EPS2: 5´-CGGGATCCTCAGGCTGCCTGGC TAATC-3´ 

آغازگر د و هر 5َ انتهاي د ر ــازي، ــهولت در مراحل همسانه س س جهت
خط نظر ــورد م جایگاههاي زیر ــد. تعبیه ش BamHI ــم آنزی ــگاه برش جای

است. شد ه کشید ه
bp ــدود (ح ــت آمد ه بدس قطعه در نظر مورد ایجاد جهش ــور منظ به
آغازگرهاي تروئونین، به 183 ــماره ش آلانین کد تغییر یعنی براي ،(1300

شدند: طراحی صورت ذیل به TM4 و TM3

TM3: 5´ -GTTATTGACTCGGCCTCTTACCCCGGAAGAT-3´

TM4: 5´ -ATCTTCCGGGGTAAGCGCAGTCATTAAC-3´

که  ACC به GCG کد (تبدیل ــد دو نوکلئوتی جز در به آغازگرها ــن ای
میباشند. اصلی مکمل رشته ــود)، میش تروئونین به آلانین کد تغییر باعث
واکنش انجام است. با شده مشخص نوکلئیک، ــید هاي اس تغییر انجام محل
طول اول (با قطعۀ حد واسط EPS1 و TM4 از آغازگرهاي با استفاده و PCR

(با د وم ــط حدواس قطعۀ EPS2 و TM3 آغازگرهاي با و ،(500bp تقریبی 
واسط از حد تکثیر قطعات جهت میآید. ــت دس به (800bp تقریبی  طول

شد. استفاده پلی مراز Pfu آنزیم
باز که  31 جفت ــول (به ط قطعه دو ــانی مکملی به همپوش توجه ــا ب
کارگیري با به PCR دیگر، واکنش یک با ــت)، اس آغازگرها طول از ــی ناش
Overlapping) قطعۀ نهایی که extension) ــان همپوش نقاط ــعه توس روش
جهش ژن تکثیر منظور به ــود. می ش تولید ــت، اس یافته EPSPS جهش ژن
استفاده Expand high fidelity آنزیم EPS2 و آغازگرهاي EPS1 و از یافته

گردید.

کلونینگ ناقل PCR در محصول سازي همسانه
و در هضم BamHI ــم آنزی ــا ب ــده، ش تکثیر و یافته جهش ژن ــه قطع
آنزیم ــط توس بود، ــده ش د اده برش آنزیم همین با که pUC18 ــمید پلاس
ــی خودجوش از جلوگیري جهت گردید. ــازي T4 همسانهس DNA Ligase

پلاسمیدهاي شد. ــتفاده اس فسفاتاز آلکالین آنزیم از ــده ش هضم پلاسمید
ــیم کلرید کلس روش به که DH5α ــویه س E. coli باکتري ــه ب ــب، نوترکی
نوترکیب ــمید پلاس حامل و باکتريهاي منتقل بودند، ــده ش صلاحیتدار1
ــیلین، گزینش آنتیبیوتیک آمپیس حاوي کانکی آگار مک محیط ــر روي ب

شدند.
ژن حضور و شده استخراج قلیایی لیز روش به نظر مورد ــمیدهاي پلاس
PCR واکنش و BamHI آنزیم هضم به وسیله با نوترکیب ــمیدهاي پلاس د ر
آنزیم ــط توس هضم ــد. با تأیید ش EPS2 و EPS1 اختصاصی آغازگرهاي با
گردید. تأیید سازي براي مراحل بعدي همسانه ژن قرارگیري جهت ،HincII

زنجیره ختم روش به ژن توالی تعیین یافته، جهش ژن نهایی ــد تأیی جهت
انجام شد. M13 استاندارد آغازگرهاي از استفاده با سنگر2) و (روش

گیاهی ناقل بیانی سازي در همسانه
ــت جه ــا ب ــر نظ ــورد م ــه   قطع ــل حام pUC18 ــمید پلاس
ــا ب ــم هض ــد. ش داد ه ــرش SacI ب ــاي XbaI و آنزیم ه ــا ب ــب، مناس
ــت گرف ــام انج ــز نی pBI121 ــی بیان ــمید پلاس روي ــوق ف ــاي آنزیم ه
و انتقال ــازي س ــانه همس ــود. مراحل میش نیز gus ژن حذف موجب ــه ک
انجام طبق روشهاي استاند ارد صلاحیتدار، E. coli باکتري به ــمید پلاس
در محیط کلنیها رشد توسط باکتري در pBI121 ــمید حضور پلاس گرفت.
و برش خالصسازي با در پلاسمید ژن شد. وجود ــین تأیید کانامایس حاوي
مورد قطعه PCR و است تعبیه شده دو سرژن در آنزیمBamHI که ــط توس

گردید. تأیید اختصاصی آغازگرهاي با نظر
روش به ــر، قطعه مورد نظ ــل pBI121 حام ــی گیاه بیانی ــمید پلاس
به ــع) ازت مای و mm 20CaCl2 از ــتفاد ه (اس ذوب ــاد و انجم ــتاند ارد اس
شد(14) منتقل LBA4404 سویه Agrobacterium tumefaciens باکتري

گیاه به ژن و انتقال مواد گیاهی آماد هسازي
و کهریزي ــط توس ــده ش ارائه روش به PF-7045-91 رقم ــزاي کل بذور
برگهاي شدند. ــت شیشهاي کش درون ــرایط ش د ر ضدعفونی و (9) همکاران
انتهایی، ــتم مریس حذف از پس روزه، 5 گیاهچههاي از (کوتیلدونها) ــهاي لپ
30g/l ،BAP 4/5mg/l (MSحاوي تیمار پیش کشت محیط روي و ــده ش جد ا
با شرایط اتاق رشد در روز نگهداري از 2 شدند. پس کشت 8g/l آگار) ساکارز و
دریافت و اگروباکتریوم با همکشتی جهت شده تیمار پیش کوتیلدونهاي فوق،

گرفتند. استفاده قرار یافته، مورد جهش ژن
2500rpm ، 10) ــوب رس نوترکیب، A.tumefaciens ــبانه ش کشت از
و (MS مایع محیط تلقیح ــوب در مجدد رس حل از پس ــد. ش تهیه دقیقه)
در ثانیه مدت40 به شد ه، کوتیلدونهاي پیشتیمار دمبرگ ساکارز)، 30 g/l
اگروباکتریوم، به آلوده به کوتیلدونهاي سپس ــدند. ش داده قرار محیط این
آگار) 8g/l و ساکارز 30g/l ،BAP 4/5mg/l (MSحاوي ــاقه نوس القاء محیط
ــانتی گراد س درجه 25 دماي و ــی تاریک در ــاعت س 48 مدت به و ــل منتق
به و خارج ــی قبل محیط از کوتیلدون ها مدت این از ــدند .پس ش ــرار داد ه ق
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200 mg/l ــین و 15 کانامایس mg/l ــاقه حاوي نوس القاء ــگر گزینش محیط
واکشت مشابه محیط به 10 روز هر شدند. ریزنمونهها منتقل ــیم، سفوتاکس
و نموده جدا را گزینشگر روي محیط بر باززایی شده سبز نوساقه هاي شد ند.
رشد ) کننده تنظیم بدون قبلی کشت محیط (همان شدن طویل محیط به
به گیاهچهها فعال، ــتم وتشکیل مریس ــد کافی از رش گردیدند. پس منتقل
آگار) 8g/l و 20g/l ساکارز ،IBA 2mg/l (محیط MSحاوي ریشه القاء محیط
سانتیمتر، حدود10 ارتفاع با شد ه ریشهدار گیاهچههاي شدند. داد ه انتقال
تدریجی سازگاري و براي شد ه منتقل استریل با خاك کوچک گلدانهاي به
سرپوشهاي از آلودگی) کنترل و نسبی بالا رطوبت طبیعی(حفظ شرایط با
وگیاهان گردید حذف سرپوشها سازگاري، از پس گردید . ــتفاده اس شفاف

شدند. منتقل خاك طبیعی شرایط به

شده ورزي دست ژن حضور اثبات
آنزیمی هضم طریق PCR و از گیاه  در

Sپیشبر ــامل (ش گیاه به یافته انتقال ــاختارهاي س حضور اثبات جهت
گردید. طراحی آغازگر NOS ) دو جفت پایانبر نظرو مورد ژن ،35

NOS پایانبر و ژن از ــی بخشهای ــر تکثی ــه باعث ک ــی آغازگرهای - 1
:(NR و TM3) میشوند

ــد. ش رفتی طراحی آغازگر به عنوان EPSPS ژن از داخل TM3 آغازگر
NR از میکند. آغازگر ــر را تکثی 800bp حدود  ژن انتهاي ــا آغازگر ت ــن ای
انتهاي تا ــی گردید و طراح ــتی برگش آغازگر عنوان به NOS پایانبر ــل داخ
جفت آغازگر از این چنانچه بنابراین میکند. تکثیر را 230bp پایانبر حدود
bp حد ود PCR محصول اندازه که میرود انتظار شود ، استفاد ه PCR جهت
آن در برش ــه جایگاه ک BamHI آنزیم با محصول این ــم هض ــود . ش 1030
ایجاد میکند. توالی 800bp 230bp و قطعات  است، تعبیه شده انتهاي ژن

میباشد: ذیل شرح به NR آغازگر توالی است و شد ه ارایه قبلاً TM3
NR: 5´-CGCGCGATAATTTATCCTAGT-3´

ــوند  میش ــبر پیش و ژن از بخشهایی تکثیر باعث که آغازگرهایی - 2
:(35SF و TM2)

آغازگر رفتی طراحی عنوان به CaMV ــبر داخل پیش از 35SF آغازگر
از TM2 آغازگر میکند. تکثیر 500bp را حدود  پیشبر انتهاي تا گرد یدکه
ژن ابتداي ــد که تا طراحی ش ــتی برگش آغازگر عنوان به EPSPS ژن داخل

میکند. تکثیر را 300bp حدود
شود انتظار ــتفاده اس PCR جهت آغازگر جفت این از چنانچه بنابراین
این محصول هضم ــود و 800bp ش حد ود PCR محصول اندازه که ــم د اری
قطعات ــت، ــده اس ش ژن تعبیه ابتداي آن در جایگاه که BamHI آنزیم ــا ب
ذیل ــرح ش به ــا آغازگره ــن ای ــی توال ــد. ــاد میکن ایج 500bp و 300bp

میباشد:
TM2: 5´-TGCCGTTGCGGCGTTACCGAGGA-3´

 35SF: 5´-GGCGAACAGTTCATACAGAGTCT-3´

تراریخته گیاهان د ر گلایفوسیت ارزیابی مقاومت به
ــاختار س با گیاهان تراریخته ــیت، گلایفوس به مقاومت ــت ارزیابی جه
ــاهد (غیرتراریخته) با ش ــان گیاه و باکتریایی EPSPS ژن ــه یافت ــش جه

دو ــولار) 10میلیم و 7/5 ،5 ،2/5 ،1) ــیت گلایفوس ــف ــاي مختل غلظته
منظور براي این ــی شدند. براي پاش محلول هفته یک زمانی فاصله با مرتبه
پاشی ــیت محلول گلایفوس گیاه تراریخت با 15 علفکش ــطح غلظت س هر
گیاه 3 جانبی) جوانه (کشت تکثیر غیر جنسی طریق از گیاه 15 این ــد. ش

بودند. شده تولید مستقل تراریخت

بحث نتایج و
،k12 سویه E. coli باکتري ژنوم از EPSPS ژن ــازي و خالص س تکثیر
غلظت نظر از ــرایط بهینه تکثیر ش کارگیري به و PCR ــتفاده از روش اس با
تعداد چرخههاي مورد نیاز ــز نی و DNA الگوي و آغازگرها ــت غلظ +Mg2 و

ــده است). نش الکتروفورز ارایه (نتیجه گرفت پلیمراز صورت آنزیم غلظت و
با ــط حدواس ایجاد قطعات و جهشزا آغازگرهاي PCR با انجام واکنشهاي
است. ــاهده مش قابل ب) و (الف ــکل 1 ش در bp800 و bp500 حدود طول

است. نمایش درآمده 1/5به آگارز ژل روي PCR بر نتایج این
EPS1 آغازگرهاي ــط توس (500bp (حدود اول جهشد ار قطعه ــاد ایج
ترادف خود  ــط وس در TM4 اینکه آغازگر ــه توجه ب ــد. با انجام ش TM4 و
نوکلئوتید دو در ــی اصل ــته رش با پس ــد، میباش یافته جهش باز د اراي دو
آغازگر ــط وس د ر نوکلئوتیدها این قرارگیري علت به اما ــد . مکمل نمیباش
جهشزا ایجاد نمیکند. قطعه تکثیر مراحل در عملاً مشکلی ــده، ش طراحی
با (800bp حدود (با طول دوم ــش دار جه قطعه تکثیر براي ــئله همین مس

دارد. وجود TM3 EPS2 و آغازگرهاي
TM4 که و TM3 آغازگرهاي توجه به تراد ف با آمده د ست به دو قطعه
هستند. 31bp طول به همپوشان منطقه داراي ــند ، می باش یکدیگر مکمل
بدون و مولاریته نظر از مساوي نسبتهاي با آمده دست به واسط قطعات حد
احتمال اتصال ــورت ص این در جدید گردیدند. PCR واکنش وارد ــر آغازگ
دو قطعه ــدن ش دناتوره از پس اینکه اول دارد. وجود حالت چند به قطعات
رسیدن به تا دما کاهش هنگام و 800bp و 500bp طولهاي با ــط حد واس
این در درآید. صورت جفت رشته مکمل خود به ــته با رش هر اتصال3، دماي
رشته دو که ــت اس این دیگر احتمال داد. نخواهد روي تکثیري هیچ حالت
مکمل به صورت یکدیگر با (31bp با طول) همپوشان در محلهاي متفاوت
آنزیم ــط اتصالاتی توس تنها حالت این در ــد. پیوند بخورن هم با و ــده درآم
دو تولید به منجر رشته دو شدن مکمل ــد که ش خواهد تکثیر قابل پلیمراز

الف). ،2 (شکل گردد 3´OH انتهاي آزاد
جهشدار قطعه د و ــان، همپوش ناحیه در مکمل دو قطعه این با اتصال
ژن تکثیر، وپس از شده به یکدیگر متصل ــترك مش نقاط توسعه ــاس اس بر
قطعه میگردد. این ایجاد (1300bpتقریبی طول (با EPSPS ــه یافت جهش
کردن با اضافه و کرد ه عمل الگوي تکثیري عنوان به می تواند یافته جهش
روي ژن کامل ــر تکثی (EPS2 ژن (EPS1 و ــاي انته ــدا و ابت ــاي آغازگره
شده داده نشان ٪1 آگارز تکثیر این ژن بر روي ژل و اتصال نتیجه میدهد.

2، ب). است (شکل
در نظر مورد ژن بعدي، مراحل انجام و ــده ش تکثیر قطعه حفظ جهت
باکتري به و شد ه سازي ــانه همس BamHI جایگاه در pUC18 و ــمید پلاس
باکتري، از در ــمید پلاس وجود اثبات براي گردید. منتقل E. coli (DH5α)
آگار حاوي کانکی ــک ــت م کش محیط روي بر کلنیهاي بیرنگ ــش گزین
واجد که کلنیهایی حالت این د ر شد. استفاد ه (100µg/ml) ــیلین آمپیس

آلانین... آمینه اسید تغییر
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الف

حد واسط. قطعات و ایجاد جهشزا آغازگرهاي با PCR واکنشهاي 1- انجام شکل

آگارز 1٪(ب) روي ژن کامل تکثیر تکثیر(الف)و قابل پلیمراز آنزیم اتصالات -2 شکل
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واجد کلنیهاي و ــده ش ــفید ظاهر س به رنگ ــند باش نوترکیب ــمید پلاس
میشوند. مشاهده قرمز رنگ به نوترکیب غیر پلاسمید

ــازي خالصس pUC18، پس از ــمید پلاس در ژن ــود وج اثبات ــت جه
از الگو، عنوان به آنها کارگیري و به ــده، ش از کلنیهاي انتخاب ــمید پلاس
آنزیمیبا هضم و (EPS2 و EPS1) آغازگرهاي اختصاصی ــا ب PCR واکنش
مشاهده 3 شماره ــکل در ش آزمون دو هر ــد. نتایج ش انجام BamHI آنزیم
همسانههاي از آنزیمییکی هضم PCR و باند حاصل از شکل این در میشود.
ــده قابل ایجاد ش باند د و ــان یکس اندازه ــت. اس درآمده نمایش به نظر مورد
ترادف نظر تعیین مورد جهش ایجاد و توالی از جهت اطمینان ــت. اس توجه
شد انجام آلمان MWG ــط شرکت توس ژن توالی تعیین گرفت. ژن صورت
نظر مورد نقطهاي جهش ژن، ــت درس با حفظ توالی که ــخص گردید مش و

بود. شده ایجاد آن در
با و گیاهی ژن بیان ناقلین در نظر مورد ژن ــازي س ــانه همس منظور به
آن از ــتفاده اس ژن و در دو طرف آنزیم داد ن جایگاه برش یک قرار به توجه
پلاسمید در ژن گرفتن قرار جهت که بود لازم ــازي، ــانه س همس مراحل در
جهت در از ژنهایی که ــت اس لازم در این مرحله ــردد. ــن گ pUC18 تعیی
استفاده شود. شده باشند ، سازي همسانه (lacZ ژن با مقایسه (در مستقیم
مورد مناسب روش یک عنوان آنزیمیبه هضم از ــتفاده این منظور اس براي
بر روي برش جایگاه ــط یک باید فق ــتفاده اس مورد گرفت. آنزیم توجه قرار
علاوه باشد. داشته مورد نظر روي قطعه بر هم برش جایگاه یک و پلاسمید
د و یکی از باشد که به روي ژن باید به گونهاي بر آنزیم این، موقعیت این بر

را ژن و معکوس مستقیم آنزیمیجهت هضم هنگام و نزدیک بوده ژن ــر س
هضم از ،pUC18 پلاسمید د ر ژن صحیح جهت تعیین ــازد. براي س نمایان
توجه با گردید. استفاد ه باند ایجاد شد ه وزن مشاهد و HincII آنزیم بوسیله
حدود مشاهده باند ،( MCS ناحیه پلاسمید (در روي بر آنزیم این جایگاه به
شکل در 2 (خط استفادههاي بعدي براي صحیح ژن جهت ــانه نش 500bp

و د ر عکس بوده جهت در ژن قرارگیري 800bp حدود ــاهده باند مش 4) و
معکوس و ــقیم مس معیار (4 ــکل د رش 3 (خط کاربردي ندارد تحقیق ــن ای
در pUC18 پلاسمید د ر LacZ جهت ژن ــده، سازي ش ــانه همس ژن بود ن
همسانه LacZ ژن جهت در مورد نظر ژن حالت اگر این در شد . گرفته نظر
و XbaI آنزیمهاي برشی براي از دو جایگاه امکان استفاده باشد، شد ه سازي
ژن خواهد داشت. وجود دارند، قرار ژن انتهاي و ابتدا در به ترتیب که SacI

آنزیمها همین با که pBI121 در پلاسمید و خارج آنزیمها این نظر با مورد
شد. سازي بود همسانه شد ه برید ه

حذف موجب SacI و XbaI آنزیم دو ــط توس pBI121 ــمید هضم پلاس
BamHI جایگاه آنزیمی تعبیه به با توجه ــود . پلاسمید میش این از gus ژن
پلاسمید در ــازي س ــانه همس اثبات جهت و جهش یافته ژن انتهاي در دو
روي باکتريهاي رشد یافته بر پلاسمید از ــازي س خالص از پس ،pBI121
ــط آنزیمیتوس هضم از ــین) کانامایس ــاوي آنتیبیوتیک (ح جامد ــط محی
در کار این نتیجه استفاده شد. 1300bp قطعهاي حدود مشاهده و BamHI

است. شده داده نشان 5 شماره شکل
باکتري از ــزا ــاه کل گی ــه ــال ژن ب انتق ــراي ــد، ب ــاره ش اش ــه چنانچ
گیاه به ژن ــال انتق از پس ــد. ش ــتفاده اس Agrobacterium tumefaciens

یافته، قطعه انتقال ــین در به کانامایس مقاومت ژن وجود به با توجه و ــزا کل
حاوي گیاهی کشت محیط روي بر کوتیلدونها از بعضی د ر ــاقه نوس تولید
نوساقه باززایی نسبت شد ه، انجام محاسبات طبق شد. مشاهده کانامایسین
تراریخته شده باززایی و میزان ریزنمونه هاي درصد حدود 74 ریزنمونهها در
Moloney توسط آمده د ست به نتایج با تقریباً نتایج این بود. درصد 28 حدود
،(13) نمودهاند استفاده ریزنمونه عنوان به کلزا کوتیلدون از که همکاران و
که و همکاران Zhang توسط نتایج گزارش شده به نسبت بوده ولی یکسان
پایینی علت است(18) داد ه نشان افزایش کردهاند ، ــتفاد ه اس از هیپوکوتیل
از درصد ي ــه ک ــت اس این میزان باززایی به ــبت بودن نس تراریخته ــزان می
مقاومت که ژن گرفته اند ــاء منش ــلول هایی س از ــده ش باززایی گیاهچه هاي
بر ــت واکش هنگام و بعدي مراحل ننمودهاند ودر دریافت را ــین کانامایس به
گیاه نبودن تراریخته میشوند. رنگ ــفید س کانامایسین حاوي محیط روي
یا ژنی انتقال ساختارهاي جهت اگروباکتریوم سوش عدم توانایی به میتواند

باشد. مربوط هدف بافت استفاده و یا مورد گیاه ژنوتیپ
مکمل آزمونهاي از کلزا در گیاه تراریخته بود ن افزایش براي ــوان می ت
اگروباکتریوم، ــویههاي س ــایر ژنوتیپهاي کلزا، س ــایر س از ــتفاده اس نظیر
اگروباکتریوم ــول محل کوتیلدون در ــد اري انتهاي نگه زمان مدت ــش افزای
ــتر بیش باززایی براي گیاهی ــد تنظیم کنندههاي رش ــایر به کارگیري س و
کوتیلدونهاي تشکیل ــبتر براي ــرایط مناس در ش گیاهان مادري نگهداري و

کرد. اشاره قوي

آنزیمی و هضم PCR ژن در گیاه از طریق حضور اثبات
دو گیاه، در نظر مورد ــاختارهاي س حضور اثبات جهت تحقیق ــن ای در

آلانین... آمینه اسید تغییر

آنزیمی هضم و PCR 3-نتایج واکنش شکل
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از ساختار را بخشی جفت که هر یک گردید. به طوري جفت آغازگر طراحی
در را نظر مورد ژن کل حضور هم روي محصول دو مجموع و مینمود تکثیر

ذیل میباشند: شرح به دو جفت آغازگر این اثبات مینمود . گیاه
را خاتمه دهنده و ژن انتهاي که NR و TM3 آغازگرهاي ــتفاده از با اس
نتیجه آمد و دست به 1030bp حدود PCR محصول اند ازه می کند، تکثیر
تکثیر را پیشبر ناحیه و ژن ابتداي که 35SFو TM2 آغازگرهاي بکارگیري

.(6 (شکل بود 800bp ایجاد قطعهاي کند، می
ــبر و ــاختارهاي پیش س به EPSPS ژن اتصال محل در اینکه به توجه با
آنزیم این با PCR د ارد، محصولات وجود BamHI آنزیم برش جایگاه پایانبر
در و جفتبازي 230 و 800 اول قطعات PCR محصول د ر که ــد ند ش هضم

شد (شکل 7). جفت بازي مشاهد ه و 300 500 PCR دوم قطعات

تراریخته گیاهان د ر گلایفوسیت ارزیابی مقاومت به
گیاهان و ــان تراریخته گیاه ــیت، به گلایفوس مقاومت ــت ارزیابی جه
اشاره برنامه با و ــیت گلایفوس مختلف غلظتهاي (غیرتراریخته) در ــاهد ش
از اول مرحله د ر تراریخت) (غیر ــاهد ش گیاهان پاشی شدند. محلول ــد ه ش
د رصد رفتند. بین از ــلاً غلظت  1mMکام در و حتی ــیت گلایفوس با ــار تیم
کیفیت به توجه با پاشی و محلول دوم مرحله از تراریخت پس گیاهان بقاء
صورت به میلیمولار 10 و 7/5 ،5 ،2/5 ــاي1، غلظته در ــان به ترتیب گیاه
غلظت افزایش ــد که با میده ــان نتایج نش این ــر بود. صف و 7 ،14 ،22 ،29
مقاومت دیگر عبارت به میابد. کاهش باقیمانده گیاهان درصد ــیت گلایفوس
علف این ــود تحمل نسبت به میش مشاهده آنچه و بوده نسبی ــده ش ایجاد

.(8 (شکل است کش
در  نمیتوانند ــق مطل و کامل طور ــه ب تراریخته گیاهان ــرا ــه چ اینک
ــد. باش به چندین دلیل میتواند دهند ــان نش مقاومت ــیت برابر گلایفوس
و ــند باش نموده د ریافت ژن را ــت اس ممکن گیاهان بعضی ــه اینکه ازجمل
مناسبی جاي در این ژن ولی ــد، باش ژنومی مثبت DNA PCR براي نتیجه
چندین است ممکن گیاه یک همچنین باشد . نگرفته قرار شدن بیان براي
حالت این در که ــد کرده باش دریافت ــده را ش ــتورزي دس ژن از ــخه نس
لازم اثر ــی این بررس جهت وجود دارد. نیز ژن ها ــدن خاموش ش احتمال
ورودي به نسخههاي تعد اد تعیین منظور به ساترن بلات آزمون که ــت اس

گیرد. انجام گیاه ژنوم
(T0) تراریخت ــر صف ــل نس گیاهان این ــه اینکه ب توجه ــن با همچنی
و مانده نهفته باقی حالت اکثر ژنها به ــت اس ممکن ــوند میش ــوب محس
این در ــه اینک به توجه با ولی کنند. ــدا پی بروز امکان ــدي بع ــلهاي نس در
کاملاً ــیت گلایفوس تحمل ــاهد براي و ش تراریخته گیاهان تفاوت ــق تحقی
کاري ــت دس خارجی ژن وجود گرفت که نتیجه میتوان ــت، اس ــهود مش
همین در ــت. اس بوده مؤثر کاملا ــیت گلایفوس به تحمل افزایش در ــد ه ش
به بتوان شود تا اندیشیده نیز باید تد ابیري دیگر که ــد میرس نظر زمینه به
زمینه همین در یافت. دست به گلایفوسیت ــبت نس بیشتري تحمل میزان
EPSPS ژن از دیگري جاي د ر نقطهاي دیگر جهش یک ایجاد از ــوان می ت
داخل در EPSPS آنزیم عمل محل چون همچنین نمود. استفاد ه باکتریایی
محصول نشانه که پپتید یک افزودن ــد، میباش گیاهی سلول ــت کلروپلاس
تراریختی ژنوم شرایط بهترین ود ر کند هدایت کلروپلاست ــمت س به را ژن

.(17) میشود پیشنهاد کلروپلاست

پلاسمید در جهت صحیح ژن تعیین -4 شکل

PBI توسط آنزیم 121 هضم پلاسمید  -5 شکل
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