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  ختيترار اناهيگ اولنسل  تحمل به علف كش گلايفوسيت درتوارث  بررسي

 باكتريايي EPSPSبا ژن جهش يافته ) .Brassica napus L.( كلزا

  3يزيال كهريدان و 1ير موسويام ،1٭علي هاتف سلمانيان، 1و2مرجان محمدعلي تجريشي

  يست فناوريك و زينتژ يمهندس يتهران، پژوهشگاه مل 1

  نشگاه خاتمتهران، دا 2

  يطيمح يتنشها يبرا يوتكنولوژيب ي، گروه پژوهشي، دانشكده كشاورزيكرمانشاه، دانشگاه راز 3

  4/4/87 :تاريخ پذيرش   25/4/86 :تاريخ دريافت

  دهيچك

اهان به ين گيانسلهاي بعدي  يمهم در بررس يجنبه هااز  يكيخت، ياهان تراريشده به گ منتقل يژنها توارث نحوهو  يداريپا

  )E. coli يباكترمنشاء ( EPSPS  هافتيژن جهش  حاوي T1تراريخت نسل  كلزااهان يگ يبر رو حاضر يبررس .رود يشمار م

 ، EPSPS و )nptII(ن يسيژن مقاومت به كاناما يكيو نزد يبا توجه به همراه و در مرحله اول، منظور اين يبرا .رفتيپذ انجام 

ك يوتيب يآنت mg/l  15 يحاو نشگريگزط يمح يبر رو شياز نظر رو تراريخت ناهايگ اولنسل  حاصل از بذورتوانايي 

 و اهان متحمليجاد كردند، به عنوان گيشه ايو ر هماند يسبز باق نشگر، يگزط يكه در مح يياهچه هايگ .شد يبررس نيسيكاناما

 نشان داد كه T1تفرق نتاج نسل در  )p= 0/05( آزمون كاي اسكور و يه آماريتجز .افته در نظر گرفته شدنديژن جهش  يدارا

بر  يمولكول يزهايآنال در مرحله بعد .باشد يم يمندل توارثو مطابق  غالب يبه صورت تك نسخه اتراژنها  يريتوارث پذنحوه 

-RTو  PCRشات يق آزماياز طرب يبه ترت را جهش يافته با منشاء باكتريايي EPSPS يان ژنهايحضور و ب ،اهان متحمليگ يرو

PCR  نتايج نشان داد كه بيان اين ژن در گياه تراريخت توانسته است اثرات سوء گلايفوسيت را كاهش دهد .دادد قرار ييأمورد ت. 

   .هستند يعيپ طبيو فنوت يدآورقدرت زا ياهان داراين گينشان داد كه ا شرايط گلخانه اي در اولاهان نسل يگ و رشد انتقال

  ، ثبات ژنجهش يافته EPSPSت، ، يفوسي، گلا)..Brassica napus L(كلزا : يديكل يواژه ها

 Salman@nigeb.ac.ir: يكي، پست الكترون 021- 44580365: سنده مسئول، تلفن تماسينو *

  مقدمه

ك منبع مناسب يبه عنوان ) ..Brassica napus L(كلزا  دانه

در صنعت و  نيز و كنجاله آن ،ين روغن خوراكيمأدر ت

در  ).23 و 8(برخوردار است ييت بالايهمه دام، از ايتغذ

وجود دارد؛ از  ييتهاياه با ارزش محدودين گيزراعت ا

 يفيو ك يهرز موجب كاهش كم ينكه علفهايجمله ا

هرز  يكنترل علفها لين دليبه هم. شوند يعملكرد آن م

اه به شمار ين گيا يات زراعين عمليمزارع كلزا، از مهمتر

 ني، عمده ترييايميش يهاكش استفاده از علف .رود يم

كشها،  ن علفين ايدر ب. باشد يمعلفهاي هرز كنترل روش 

ن ياما چن .هستند يشتريب ييكارا يف دارايع الطيانواع وس

 اهيهرز به گ يعلاوه بر علفها در مزارع كلزا، ييعلف كشها

اه يگ ديتولن جهت يبه هم). 8( رساند يب ميز آسين يزراع

ت فوق العاده ياز اهمعلف كشها، نوع ن يبه ا تحملم يكلزا

ل يفسفونومت- N(ت يفوسيگلا). 3( برخوردار است يا

 و يعمومكش  ك علفي راندآپ، يبا نام تجار ،)نيسيگلا

در خاك و  يقدرت جذب قو يدارا ف بوده ويالط عيوس

ان يرندگان و آبزپستانداران، پبر   زيناچار يبس ياثرات سم

انول - 5م يآنز ،ن علف كشيمحل اثر ا ).2( باشد يم
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م يآنز( )EPSPS(فسفات سنتاز  3- ماتيكيل شيروويپ

در  كه ماتيكيش مسير. باشد يم )ماتيكيش مسير يديكل

 وسنتزيبمنجر به  وجود دارد، اهانيوت ها و گيروكارپ

 اين مسيرلذا نقص در . شود يم ينه حلقويام يدهاياس

 ارگانيسم و مرگ ينه ضروريام يدهايمنجر به فقر اس

  ).15 و 10، 7( د شدخواه

ان يگلايفوست از طريق بعلفكش به  ينسب تحملايجاد 

در اين  ، اما)24( ر استيذپ امكان EPSPS ميفراوان آنز

در گياهان تراريخت  پايين جاد شده يا تحملزان يم روش

ب يتخر يمهايآنز يريبه كارگ. )20و  11، 1( مي باشد

يدو آنزيم گلايفوسيت اكس از جمله( كش كننده علف

در  تحملجاد يگر جهت ايروش د) GOX اي ردوكتاز

جاد يا براي  ن روشيثرترمؤاما . باشد يمگياهان تراريخت 

ن كد ژ يت، دستورزيفوسيبه علف كش گلا نسبت تحمل

آن با  يبيل تركي، به منظور كاهش م EPSPSم يكننده آنز

 ،11( استآن به داخل ژنوم گياه  انتقالو سپس  علفكش

 ).17و  13

  ياز باكتر EPSPSم ين مربوط به آنزژ، يقبل يگزارشها رد

E. coli  تكثير و سپس با استفاده از روش جهش زايي نقطه

 ).22(شد دو جهش در ژن مورد نظر ايجاد  )SDM(اي 

آمينه حفاظت شده  يهااسيد ر كدونييتغ جهش اول

جهش  ، و )Gly96Ala( به آلانين 96 فيردگلايسين 

 فيردآلانين  يد آمينه حفاظت شدهر كدون اسييتغ يبعد

، هر ين قطعات ژنيا. بود) Ala183Thr( به ترئونين 183

و  CaMV 35Sدائمي تحت پروموتر جداگانهكدام به طور 

از  ) nptП(نيسيگر مقاومت به كانامانشيگزبه همراه ژن 

 و 16( اهان كلزا منتقل شدنديوم، به گيرق اگروباكتيطر

17.(  

 در و نحوه توارث تراژن ي بعدنسلها بررسي و آناليز

 يپروژه هاكارهاي ضروري در از  ،گياهان تراريخت

 باشد يخت ميترارو توسعه يك گياه  كيژنت يمهندس

را  يبعد يبه نسلها هان انتقال تراژنياز محقق ياريبس .)12(

عنوان  يمندل يغالب و طبق الگو يبه صورت تك نسخه ا

با  )2006( مكارانك و هين رابطه رادونيدر ا. كرده اند

 ين، توارث مندليسياهان مقاوم به كانامايشمارش تعداد گ

. )21( در آفتابگردان گزارش كردند gusان ژن يب يرا برا

ا و همكاران  در يناگا و ،در گندم  ين بصريهمچن

 يتوارث و الگو افته،ي انتقال يژنها يس برايدوپسيآراب

 يبررسق ين تحقيدر ا .)19 و 9( ندا هگزارش كردرا  يمندل

از با استفاده آنها  يابياهان مذكور و ارزيگ اولنسل 

. رفتيانجام پذ يپيو فنوت يمولكولز يمختلف آنال يروشها

 EPSPSن ژ يحاو ينژ يگر، انتقال ساختارهايبه عبارت د

از اين ساختارها  پايدارياهان نسل بعد و يافته به گيجهش 

موجود در  يوتهات تفايان صفت مورد نظر و در نهايب نظر

 يت، مورد بررسيفوسيبه علف كش گلا تحملبروز صفت 

  .قرار گرفته است

  مواد و روشها

: كشت و مواد مورد استفاده يطهاي، محياهيمواد گ
با ) PF-7045-91رقم (بذور گياهان كلزاي تراريخت شده 

 باكتريايي حاوي جهش EPSPSساختارهاي ژن 

Gly96Ala   و جهشAla183Thr 5( طالعات قبليكه در م ،

و از تراريختي گياهان كلزا از طريق  )22 و 17،، 6

. اگروباكتريوم بدست آمده بود، مورد استفاده قرار گرفت

حاوي نصف غلظت ) MS   )18محيط كشت در بذور

 =8/5(گارافيت g/l 8 و ساكاروز g/l  15نمكها به همراه 

pH( و با به منظور انتخاب گياهان تراريخت. كشت شدند 

آنتي بيوتيك  ) 5 و 1(توجه به مطالعات انجام شده 

به محيط كشت اضافه  mg/l  15كانامايسين با غلظت 

بذور پس از ضد عفوني سطحي توسط هيپو كلريت . گرديد

ن مرتبه يو چند) دقيقه 10به مدت ( درصد  5/1سديم 

نشگر كشت يبا آب مقطر استريل، بر روي محيط گز آبكشي

هفته براي بررسي فنوتيپي و  8س از گياهان سبز پ. شدند

برگ گياهان حاصل به . بذر گيري به گلدان منتقل شدند

. استفاده قرارگرفتمورد  RNAو  DNAمنظور استخراج 
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(  RNX Extraction Solutionاز  RNAبراي استخراج 

 Taqاز آنزيم  PCRو براي انجام واكنش ) نژشركت سينا

 cDNAاخت و جهت س) GENET BIOشركت (پليمراز 

استفاده ) Rocheشركت ( Reverse Transcriptaseاز آنزيم 

  .شد

جهت تعيين  :به علف كش گياهچه هاتعيين آستانه تحمل 

 MSآستانه تحمل، بذور تراريخت و شاهد در محيط كشت 

گياهچه . كانامايسين كاشته شدند mg/l 15حاوي ) 18(

در  ،تراريخت هستند هاي رشد كرده و سبز كه احتمالاً

مرحله سه تا چهار برگي از ناحيه بالاي ريشه قطع شده و 

 4/0و  3/0،  2/0،  1/0، 0حاوي مقادير  MSدر محيط 

. قرار داده شدند ) Sigmaشركت ( ميلي مولار گلايفوسيت

پس از گذشت سه هفته، وضعيت گياهچه هاي شاهد و 

  .تراريخت، تجزيه و تحليل شد

نومي از ژ DNAاج استخر :نومي گياهانژ DNAراج استخ

انجام ) 14( CTABبه روش  )T1(گياهان نسل اول 

حاصل از طريق  DNAكيفيت و كميت  .پذيرفت

ل آگاروز و همچنين بررسي ميزان جذب در ژالكتروفورز 

نانومتر توسط دستگاه اسپكتروفتومتر  260طول موج 

  .صورت گرفت

براي اثبات حضور  : PCRو انجام عمل  آغازگرهاطراحي 

جهش يافته با منشاء باكتريايي در نسل اول  EPSPSن ژ

و  )EPS1(رفتيآغازگر تراريخت، از يك جفت  انگياه

استفاده براي تكثير ژن انتقال يافته به گياه  )EPS2(برگشتي

 :ها به شرح زير مي باشدآغازگرتوالي اين . گرديد

EPS1: 5´-CGGGATCCATGGAATCCCTGACGTTACAA-3  ́ 

EPS2: 5´-CGGATCCTCAGGCTGCCTGGCTAATC-3´ 

 ميكروليتر 20واكنش زنجيره اي پليمراز در حجم نهايي 

درجه  5/57با دماي اتصال  MgCl2ميلي مولار  5/2حاوي 

 آغازگرييد نتايج از جفت أبه منظور ت. انجام شد سانتي گراد

  ) promoter(پيشبرندهمكمل قسمتي از  كه )35SF(رفتي 

مكمل  كه)  TM2( يبرگشتوآغازگر EPSPSن ژدر ابتداي 

  . استفاده گرديد ،است   نژقسمتي از خود 

   :ها به شرح زير مي باشدآغازگرتوالي اين 

35SF: 5´-GGCGAACAGTTCATACAGAGTCT  

TM2: 5´-TGCCGTTGCGGCGTTACCGAGGA 

، ژن ، خاتمه دهنده و محل هپيشبرندترتيب  ،1در شكل 

زنجيره  واكنش انجام .ها نشان داده شده استآغازگراتصال 

ميلي  5/2ميكروليتر حاوي  25حجم نهايي، در اي پليمراز

درجه سانتي گراد  59و در دماي اتصال  MgCl2مولار 

  . انجام پذيرفت

  

  ترتيب پيشبرنده، ژن ، خاتمه دهنده و محل اتصال آغازگرها در ساختارهاي منتقل شده به گياهچه هاي كلزا - 1شكل 

  

از بافت برگي هر دو  :هياز بافت گيا كل RNAاستخراج 

غير (گياهان شاهد  لاين گياهان تراريخت نسل اول و

 RNXبا استفاده از محلول اختصاصي كل RNA، )تراريخت

كميت  كيفيت و. استخراج شد  RNaseدر شرايط عاري از

RNA  استخراج شده از طريق الكتروفورز بر روي ژل

بررسي  نانومتر 280و  260در  آگاروز و اسپكتروفوتومتري

  .شد
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توسط  cDNAساخت  : RT-PCRو انجام  cDNA ساخت

و  كل RNAبا الگوي  )RT(نسخه بردار معكوس  آنزيم

تك  cDNAاز . انجام گرفت  EPS2اختصاصي  آغازگر

هاي دو رشته  cDNAرشته اي به عنوان الگو براي ساخت 

در  EPSPSژن ترا ييد بيانأو ت PCRاي و تكثير آنها توسط 

به  cDNAمقادير متغير . يخت شده استفاده شدگياهان ترار

ميلي  5/2با غلظت  EPS2و EPS1هاي آغازگر همراه 

 30و درجه سانتي گراد  5/57دماي اتصال  ، MgCl2مولار 

  .استفاده شد PCRبراي انجام واكنش چرخه، 

  
 

 

     
  ).ب) (شاهد(و  گياهچه حساس ) الف(جهش يافته  EPSPSمقايسه گياهچه تراريخت شده با ژن ) 2شكل 

  

به منظور مقايسه نتايج حاصل از  :يل آماريه و تحليتجز

از   ،) 3:1 يپينسبت فنوت(اين تحقيق با قانون اول مندل 

و نرم  درصد 5با سطح معني دار )χ²( آزمون كاي اسكور

استفاده شد و بر اساس فرضيه اصل تفرق،  SPSSافزار 

دسته، يعني نتايج غالب و مغلوب شاهده شده در هر افراد م

براي . مقايسه گرديد يمندل يالگو با ميزان مورد انتظار

زير كاي اسكور به صورت انجام اين مقايسه از فرمول 

  :استفاده شد

i

ii

e

eo
2

2 )( −
∑=χ  

 :عبارتند از اين فرمول اجزاء

 χ²  =كاي اسكور محاسبه شده  

oi = شده در هر طبقه فراواني مشاهده)Observed(  

ei = فراواني مورد انتظار براي هر طبقه)Expected(  

كه در  اولشمارش گياهان مشاهده شده، از گياهان نسل 

آنتي بيوتيك كانامايسين  mg/l15  حاويگزينشگر محيط 

  .قادر به رشد و ايجاد گياهچه هاي سبز بودند، انجام شد

  ج ينتا

گياهان  ذور نسل اولكشت ب استريل سازي و پس از

بر روي محيط كشت حاوي آنتي بيوتيك  تراريخت

در محيط  هفته 3پس از  گياهچه هايي كه كانامايسين،

سبز باقي مانده و ايجاد ريشه نموده بودند، به  نشگريگز

شدند در نظر گرفته  nptΠداراي ژن متحمل  و  گياه عنوان

توسعه ريشه  فاقد و گياهچه هايي كه داراي برگ سفيد و

 تقسيم بندي شدند حساس به عنوان نمونه هاي يافته بودند

به منظور بررسي و تعيين آستانه تحمل گياهچه ). 2شكل (

هاي تراريخت نسل اول كلزا نسبت به غلظتهاي مختلف 

علف كش گلايفوسيت، گياهچه هاي مقاوم به آنتي بيوتيك 

و در مجاورت غلظتهاي  MSكانامايسين در محيط كشت 

الف                                                                               ب                                  
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نتايج آزمايش . قرار گرفتند گلايفوسيت ف علف كشمختل

  1/0نشان داد كه گياهچه هاي شاهد در غلظت كمتر از 

نكروزه مي شوند؛ در حالي كه  به طور كاملميلي مولار نيز 

در همين شرايط گياهچه هاي تراريخت قادر مي باشند كه 

ميلي مولار گلايفوسيت را  3/0غلظتهاي بالاتر و حتي تا 

نتيجه اين آزمايش براي گياه تراريخت با . مل نمايندنيز تح

به نمايش در آمده است  Ala183Thrژن جهش يافته 

  ).3شكل  (

  
وضعيت گياهچه هاي تراريخت در غلظت هاي مختلف  -3شكل

 3/0،  2/0،  1/0گلايفوسيت، به ترتيب از چپ به راست غلظت هاي 

ميلي مولار گلايفوسيت 4/0و   

  

  

  

  

  

  
دو لاين  T1جهش يافته در نسل  EPSPSكثير ژن ت -4شكل 

با آغازگرهاي اختصاصي    Ala183Thrو  Gly96Ala تراريخت

EPS1 وEPS2 

لاين )  Gly96Ala  3  لاين تراريخت) 2جفت بازي  100ماركر)1

مورد حاوي ساختار  pBI121پلاسميد ) Aa183Thr  4  تراريخت

 ترل منفيكن ،گياه غير تراريخت) 5، كنترل مثبت   نظر

انتقال گياهان متحمل به آنتي بيوتيك كانامايسين به شرايط 

نشان داد كه اين گياهان داراي رشد ) گلدان(گلخانه اي 

ژنومي  DNA آناليز. طبيعي هستند يشيو زا يشيرو

تراريخت و گياهان  گياهان سبزبرگ استخراج شده از 

صي هاي اختصا آغازگراستفاده از ، با )غير تراريخت(شاهد 

EPS1 وEPS2 ) طراحي شده براي ابتدا و انتهاي ژن جهش

دو لاين  هر PCRجه واكنش ينت. صورت گرفت) يافته

، قطعه اي در ) Ala183Thr( و) Gly96Ala(تراريخت 

. نشان داددرصد  1بر روي ژل آگاروز را  bp 1300حدود 

حاصل از گياه غير  DNAنتيجه اين آزمايش بر روي 

  ). 4شكل (تراريخت منفي بود 

 يهاآغازگر با جفت تكميلي  PCRدر مرحله بعد، واكنش 

خت و شاهد ياهان تراريگ يبر رو TM2و 35SF ياختصاص

 پيشبرندهمحصول اين واكنش كه ناحيه اي بين  . انجام شد

كند، بايد محصولي در  و بخش مياني ژن را تكثير مي

 حضور اين باند در گياه. نشان دهدرا جفت باز  800حدود

به  5تراريخت و عدم حضور آن در گياه شاهد در شكل 

 اين نتيجه تأييدي بر نتيجه حاصل از. نمايش در آمده است

تكثير و عدم  است و اختصاصي بودناول   PCR واكنش 

با انجام دو . دهد نشان مي تداخل آن را با ژن دروني گياه

، اثبات گرديد كه ژن جهش يافته به  PCR آزمون مختلف

به گياه نسل بعد منتقل شده و  CaMV 35Sپيشبرنده  همراه

چه در ناحيه مناسبي از ژنوم گياه رود كه چنان يانتظار م

  .باشد، از بيان خوبي نيز برخوردار باشد قرار گرفته

 

 

 

 

 

 

 

 

 
دو لاين  T1جهش يافته در نسل  EPSPSاثبات حضور ژن  -5شكل 

       و 35SFاي با آغازگره Ala183Thrو  Gly96Alaتراريخت 

 TM21( لاين تراريخت) 2ماركر وزن مولكولي Gly96Ala  3 ( 

حاوي ساختار  pBI121پلاسميد ) Ala183Thr 4   تراريخت ينلا

  غير تراريخت،كنترل منفيگياه ) 5كنترل مثبت مورد نظر، 

5    4    3   2   1    

 ١٢٠٠ bp   
5   4   3    2    1  

 800 bp   
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در گياهان جهش يافته  EPSPSژن  از بررسي نسخه برداري

انجام  RT-PCRروش  از تراريخت نسل اول با استفاده 

 cDNAتام و ساخت  RNAپس از استخراج . )23( گرفت

با  EPSPSاختصاصي ژن آغازگرهاي كارگيري ه ، با ب

همانطور كه . گرفتانجام  PCRي، واكنش يباكتريا منشاء

 RNAكه بر روي  RT-PCR واكنشانتظار مي رفت در 

 bpحدود انجام گرفت، قطعه اي در گياهان تراريخت

 و مشاهده باند تكثير ژن). 6شكل( مشاهده گرديد 1300

در  مشاهده باندنظر در گياهان تراريخت و عدم  مورد

و عدم تداخل  تكثير اين نمونه گياه شاهد، اختصاصي بودن

  .را نشان مي دهدبا ساختار ژن دروني گياه 

  

 

 

 

 

 

 

 
) 2   ماركر وزن مولكولي) RT-PCR 1  نتايج حاصل از  -6شكل 

) Ala183Thr 4   لاين تراريخت ) Gly96Ala  3  راريختلاين ت

  كنترل مثبت مورد نظر،حاوي ساختار  pBI121پلاسميد 

 

جهش يافته در  EPSPSبررسي نحوه توارث پذيري ژن 

كلزا با شمارش گياهان مقاوم و  اولنسل  تراريخت گياهان

 حساس به كانامايسين و انجام آزمون كاي اسكور انجام شد

جدول با درجه  χ²مقدار با توجه به . )2و  1 جداول(

و مقايسه ) 84/3( درصد 5دار  يك و سطح معني يآزاد

 027/3 (گياهان تراريخت  يمحاسبه شده برا χ²آن با 

براي گياه با  12/0 و  Gly96Ala براي گياه با جهش

توان  يمدرصد  95نان ي، با اطم Ala183Thr(جهش 

ج مورد يشده و نتا ج مشاهدهين نتايقضاوت نمود كه ب

 يدار ياختلاف معن)  3:1ا نسبت ي ينسبت مندل(انتظار 

 يتوارث مندل يچون صفت مورد نظر دارا. وجود ندارد

 كه در گياهان انتظار داشتمي توان  ، ) 3جدول (  است

ژن مقاومت به كانامايسين وارد نسخه يك  تراريخت تنها

 ژن مقاومت از طرف ديگر، با توجه به پيوستگي. باشدشده 

ار يو فاصله بس EPSPSبه كانامايسين با ژن جهش يافته 

كوتاه اين دو ساختار ژني، مي توان اين نتيجه را براي اين 

  . ژن نيز تعميم داد

  

  

  

  

  Gly96Alaباكتريايي با جهش   EPSPSاول داراي ژن نسل  تراريخت آزمون كاي اسكور در گياه -1جدول

o) صفت (تعداد مشاهده شده   (e (تعداد مورد انتظار  
e

eo
2)( −

 

757/0 33 28 مقاوم  

27/2 11 16 حساس  

=χ² 44 مجموع 027/3  

  

  

  

  

  

  

4   3    2   1  

 1٢00 bp   
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  Ala183Thrباكتريايي با جهش   EPSPSاول داراي ژن نسل  تراريخت آزمون كاي اسكور در گياه -2جدول 

o) صفت (تعداد مشاهده شده   (e (تعداد مورد انتظار  
e

eo
2)( −

 

03/0 33 32 مقاوم  

09/0 11 12 حساس  

=χ² 44 مجموع 12/0  

  

  T1نسبت تفرق صفت مقاومت به كانامايسين در گياهان نسل  -3جدول 

 نسبت تفرق تعداد گياهچه هاي حساس تعداد گياهچه هاي  مقاوم مجموع بذور جوانه زده  لاين

Gly96Ala 44 28 16 1  :75/1  

Ala183Thr 44 32 12 1  :6/2  

  

  بحث

به علف  تحملصفت  و توارث بررسي پايداري به منظور

 , nptΠ(نهاي منتقل شدهژ حضور و بيان، گلايفوسيت كش

EPSPS( در گياهان تراريخت نسل اول )T1 (در كلزا ،

 ميزان با استفاده از محيط كشت انتخابي حاوي مرحله اول

mg/l  15 ،رار مورد مطالعه ق آنتي بيوتيك كانامايسين

با توجه به روش انتقال ژن مورد استفاده به ژنوم  .گرفت

به همراه ژن  )nptΠ( ژن مقاومت به كانامايسينگياه كلزا، 

EPSPS  جهش يافته به گياهان نسل اول كلزا منتقل شده

بايد توجه داشت كه غلظت مناسبي از آنتي بيوتيك . است

ونه نش گياهان تراريخت باشد، براي هر گيكه قادر به گز

گياهي متفاوت بوده و بايد به طور تجربي براي هر گياه 

و  )6 و 5 ،1( يقبل يگزارشها .)17و  12 ،5( تعيين شود

نتايج اين بررسي نشان داده كه اين مقدار براي آنتي بيوتيك 

 PF-7045-91   ،mg/l  15كانامايسين، براي گياه كلزاي رقم

است كه براي  اين مقدار بسيار كمتر از مقاديري. باشد مي

انتخاب گياه تراريخت توتون به عنوان يك گياه مدل در 

مورد  )mg/l 100 -50 ( آزمايشات تراريختي گياهان

 اين تفاوت در حساسيت گياهان مي. استفاده قرار مي گيرد

تواند مربوط به كارآيي ورود آنتي بيوتيك به داخل سلول 

ول هدف گياه يا تفاوت در ساختار يا ميزان حساسيت مولك

در مورد اين آنتي بيوتيك، مولكول هدف ( آنتي بيوتيك 

) ريبوزوم هاي موجود در اندامكهاي سلول گياهي است

  . باشد

يكي از روشهاي مهم در آناليز ژنتيكي گياهان تراريخت 

در اين روش با به كار . است PCR استفاده از تكنيك 

ر هاي اختصاصي، ابتدا حضور ژن مورد نظ گيري آغازگر

)EPSPS  در اين . شود در گياه اثبات مي) جهش يافته

حضور ژن  EPS2و  EPS1راستا، ابتدا بوسيله جفت پرايمر 

از آنجا كه .  وارد شده به گياه  مورد بررسي قرار گرفت

 در درون ژنوم خود مي EPSPSداراي ژن  نيز گياه كلزا

باشد و با توجه به شباهتهاي موجود در ترادف اين ژن با 

و  EPS1 آغازگرپروكاريوتي، احتمال دارد كه  دو  ژن

EPS2  قادر باشند اين ژن يوكاريوتي را نيز تكثير نمايند .

به  Oligoنرم افزار  با استفاده ازكه  ينيش بيالبته طبق پ

ف يار ضعيد كه احتمال فوق بسيعمل آمد، مشخص گرد

،بويژه  PCRبديهي است كه با كنترل شرايط . باشد يم

+ها و غلظت آغازگر صال دماي ات
Mg

توان با  ، مي 2

اطمينان زيادي از تكثير غير اختصاصي قطعات جلوگيري 

در اين آزمايش به علت اختلاف اندازه . به عمل آورد

مشخص بين محصول تكثير شده از ژن دروني گياه كه 

 2700حدود   ،بواسطه وجود ساختارهاي اگزون و اينتروني
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ن وارد شده از منشاء باكتريايي و ژ) 4(جفت باز طول دارد 

باشد، احتمال تداخل در  جفت باز مي 1300كه حدود 

در مراحل بعد و به منظور . وجود ندارد PCRمحصول 

 پيشبرندهاطمينان ازحضور  ژن مورد نظر تحت كنترل 

CaMV 35S  واكنشPCR  در اين . ديگري طراحي شد

 اسطوكه به ا) 35SF(رفتي  آغازگرآزمايش با انتخاب 

برگشتي كه به درون ژن وارد شده به  آغازگرو  پيشبرنده

پيشبرنده ، از حضور )TM2(شود  ژنوم گياه متصل مي

CaMV 35S  ،در ابتداي ژن جهش يافته خارجي در گياه

يد أياطمينان حاصل شده و نتايج حاصل از آزمون اول نيز ت

  .شود مي

نده پيشبرخصوص انجام آناليز با استفاده از بخشي از در

35S CaMV  از نوعي  پيشبرنده، بايد توجه داشت كه اين

گياه كلزا نيز به طور و موزاييك گرفته شده است ويروس

به عبارت . طبيعي احتمال آلودگي با اين ويروس را دارد

 پيشبرندهبررسي ژنوم گياه تراريخت براي حضور اين  ديگر

اما  .را مطرح نمايد ي گياهيروساحتمال آلودگي و تواند مي

برگشتي آن  آغازگر به گونه اي كهآغازگر به كار گيري دو 

باكتريايي انتخاب شده باشد،  EPSPS از ناحيه داخل ژن

 .حذف مي شوداحتمال آلودگي و تكثير غير اختصاصي 

و بررسي طول  PCRآناليز انجام شده بر روي محصولات 

دست آمده از گياهان تراريخت نشان داد كه ه باندهاي ب

اين قطعات به طور دقيق با اندازه هاي مورد انتظار طول 

 رسد كه ژن مورد نظر بدون هيچ تطابق دارد و به نظر مي

گونه تغييري از نظر اندازه به گياهان نسل بعد منتقل شده 

  .است

 بديهي است كه حضور ژن در داخل ژنوم ارگانيسم مي

اي تواند تراريخت بودن گياه را اثبات نمايد اما تضميني بر

بنابراين لازم . رونويسي مناسب از روي ژن وجود ندارد

 وجود مولكول RT-PCRاست كه با انجام آزمايش 

mRNA نتايج اين آزمايش نشان داد كه . را نيز بررسي نمود

 mRNAگياه تراريخت قادر است تا ژن وارد شده را به 

چنانچه  RT-PCRدر آزمايش . كند يسيمورد نظر رونو

استفاده به علت تشابه نسبي بين ترادف  هاي موردآغازگر

هر  cDNAقادر به تكثير و باكتري  كلزاگياه  EPSPSژن 

 جفت بازي مي 1300علاوه برتكثير قطعه  ،باشندژن دو 

جفت باز نيز 1600حدود  طولبه بايست محصولي 

مولكول  كه اين باند مربوط به  اندازه مشاهده مي شد

EPSPS نترونها و پردازش  يگياه پس از عمليات حذف ا

كه عمل تكثير كاملاً اختصاصي بوده و  در حالي. )4( است

. جفت باز مي باشد 1300دست آمده ه اندازه تك باند ب

هاي طراحي آغازگر تواند اختصاصي بودن  اين نتيجه مي

نتايج بدست  .شده و همچنين شرايط تكثير را نشان دهد

ناليزهاي كه آ) 6( آمده با نتايج كهريزي و همكاران

اين گياهان انجام داده   )T0(مولكولي بر روي نسل صفر 

به منظور بررسي نحوه توارث . بودند، مطابقت داشت

و با در ) از نظر غالب و مغلوبي(پذيري، نوع فعاليت ژن 

. آماري انجام پذيرفت يزهاينظر گرفتن نسبتهاي مندلي آنال

وجود كه در والد يك نسخه  طبق قوانين موجود، هنگامي

كند  و اگر اين  يداشته باشد، اين ژن به حالت غالب اثر م

شود، نتايج حاصل از اين خود  يوالد وادار به خود گشن

  .تفرق يابند  3:1گشني بايد به نسبت 

به به هنگام توليد بذور، گياهان  براي انجام آزمون فوق و

نتايج حاصل از ميزان . شده بودند يجداساز طور كامل

با نسبت مندلي مورد انتظار  داد كه اين نسبتتفرق نشان 

به عبارت ديگر بايد تعداد ژن وارد . مطابقت دارد) 3:1(

شده به ژنوم گياه، در مورد  گياه مورد بررسي، تنها يك 

هاي  از آنجا كه بررسي. نسخه و به صورت غالب باشد

اوليه برروي صفت مقاومت به آنتي بيوتيك كانامايسين 

ا توجه به پيوستگي ژنتيكي اين ژن با ژن انجام گرفت و ب

منطقي است كه نتايج اين آناليز در  مقاومت به گلايفوسيت،

  .مورد صفت تحمل نسبت به علف كش نيز صادق باشد

گرچه در مواردي ممكن است اتصال بين ژن مقاومت به 

شكسته شده و به اين  EPSPSو  ) nptП( كانامايسين
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اما با توجه . منتقل شده باشدبه گياه  nptПترتيب تنها ژن 

مولكولي انجام شده و اثبات حضور ژن  يبه ساير آزمايشها

EPSPS  با انجام واكنش(جهش يافتهPCR   وRT-PCR( ،

اين نتايج با . گردد ياثبات م EPSPSو   nptП يهمراه

كه در گزارشات قبلي اثبات ) 25(و همكاران  Wangنتايج 

به گلايفوسيت در كردند وراثت پذيري صفت مقاومت 

كند،  پيروي مي 3:1از نسبت  به طور عمدهنسل اول 

  .مطابقت دارد

دست آمده مي توان ابراز نمود كه ه با در نظر گرفتن نتايج ب

صفت تحمل درگياهان كلزاي تراريخت شده با ژن 

EPSPS  جهش يافته كه منجر به كاهش اثرات تخريبي

طقي به علف كش گلايفوسيت مي شود، با يك نسبت من

  .نسل اول منتقل مي گردد

 يكياز نظر ساختار ژنت )T0(خت نسل صفر ياهان تراريگ
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Abstract 

 In transgenic plants, the faithful inheritance and expression of transgenes are 

particularly important properties. In this study analyses were performed on seeds that 

produced by T0 glyphosate-tolerant rapeseed plants. The T0 generation plants contains 

a mutated EPSPS gene that has a highly linked with nptII gene. These seed screened on 

MS medium containing 15 mgL
-1

 kanamycin and explants with green leaves and 

expanded roots considered as tolerant plants. Results showed that mutated EPSPS gene 

expresses in T1 canola plants decrease the harmful consequences of glyphosate. The 

statistical χ
2 

analysis (p-value 0.05) revealed that the segregation of the transgenes to T1 

progeny suggested a Mendelian pattern as single dominant locus. In molecular analysis, 

the presence and transcription of EPSPS genes studied by PCR and RT-PCR, 

respectively. The T1 plants were fully fertile, with no apparent phenotypic
 

abnormalities . 
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