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فسفات سنتاز   -3 -انول پیروویل شیکیمات -5 با ژن  (Brassica napus)تراریختی کلزا

EPSPS) (کش گلیفوسیت با منشأ آرابیدوپسیس در راستاي ایجاد مقاومت به علف

پریسا جنوبی
*

، امیر موسوي
**

، روژان شیخانی
**

و علی هاتف سلمانیان 
**

دانشگاه تربیت معلم، دانشکده علوم* 

پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوري** 

چکیده

گلیفوسیت به عنوان یک    .  هاي هرز، تولید گیاهان مقاوم به علف کش است          یک راهکار نوین براي مقابله با علف      

باعث مسدود  )  (EPSPSفسفات سنتاز      -3-انول پیروویل شیکیمات    -5علف کش وسیع الطیف با مهار آنزیم           

توان   در گیاهان زراعی، می      EPSPSبا افزایش میزان تولید آنزیم        .  گردد  شدن مسیر شیکیمات در گیاهان می       

 Arabidopsisاز منشأ گیاه      EPSPSژن    cDNAبراي این منظور    .  مقاومت به این علف کش را ایجاد نمود        

thaliana        در ناقل دوگانهpBI121       تحت کنترل پروموتر فعالCaMV35S    قطعات.  همسانه سازي شدT-

DNA   هاي    حاوي ژنAt EPSPS    وNPT II     از طریقAgrobacterium tumefaciens   هاي به جداکشت

گیاهان سبز مقاوم به کانامایسین به منظور بررسی انتقال و           .  منتقل شدند   (B. napuss)اي گیاه کلزا    هاي لپه   برگ

قرار   RT-PCRو     PCR  ،DNA Dot Blottingمورد ارزیابی مولکولی از طریق          At EPSPSبیان ژن   

تایید T1در گیاهان نسل      At EPSPSبذور حاصل از گیاهان تراریخت کشت شد و حضور و بیان ژن                 .گرفتند

میلی مولار گلیفوسیت دوبار به        5و2/5،    0هاي    توسط غلظت   T1و  T0گیاهان شاهد و تراریخت شده         .گردید

نتایج حاکی از   .  فاصله یک هفته تیمار شده، پس از دوهفته مورد ارزیابی فنوتیپی و آزمون بیوشیمیایی قرار گرفتند                

.بود T1و0Tانتقال، بیان و ایجاد مقاومت به گلیفوسیت در گیاهان تراریخت شده 

اي، اگروباکتریوم، شیکیماتبرگهاي لپه: کلیدي هاي هواژ
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:مقدمه

به کارگیري راهکارهاي مهندسی ژنتیک و زیست 

فناوري مدرن امکان جدیدي را در اختیار محقـقـان   

قرار داده است تا بتوانند موجبات ارتقاي کـمـی و     

هـاي     کیفی محصولات کشاورزي و بهبود ویـژگـی  

در میان گیاهان زراعـی    .  زراعی آنها را فراهم آورند

Brassica napus)مهم، کلزا  L.)    ،پس از سـویـا

با توجـه  .  دومین گیاه روغنی جهان به شمار می رود

روغن مورد نـیـاز کشـور،      %  80به واردات بیش از 

اي    بهبود و توسعه گیاهان روغنی از اهمیـت ویـژه    

تولید گیاهان تراریخـت شـده بـا        .  برخوردار است

مقاومت در برابر آفات :  ایجاد صفات جدیدي، مانند

و بیماري ها، علف کش ها، تنشهاي غیر زیستـی و    

بهبود کیفیت محصول گام موثري در اصلاح گیاهان 

. زراعی برداشته است

وجود علف هاي هرز که در کنترل هاي نامناسب 

درصد عملکرد را کاهش می دهد، یکی از  50تا  25

تولید گیاهـان کـلـزاي      .  معضلات کشت کلزا است

مقاوم به علف کش گلیفوسیت که علاوه بر طـیـف   

-گسترده عملکرد، تأثیرات زیان بار انـدك زیسـت    

محیطی به دنبال دارد، فواید مدیریتی و زراعـی، از    

جمله حفاظت بهتر از خاك، نـگـهـداري آب در          

خاك، کنترل مناسب علف هاي هرز و تسهـیـل در     

گلیفوسیت با تأثیـر  .  شخم را به دنبال خواهد داشت 

انول   -5بر مسیر شیکیمات و هدف قرار دادن آنزیم 

 (EPSPS)فسفات سنـتـاز       -3-پیرویل شیکیمات

باعث متوقف شدن مسیر متابولیکی شیکـیـمـات و      

اختلال در ساخته شدن آمینواسید هاي حلـقـوي و     

این آنزیم در گیـاهـان   .  ترکیبات آروماتیک می گردد

عالی، جلبکها، قارچ ها و باکتري ها فعال بـوده، در    

ها، پرندگان، خزندگان و حشـرات   پستانداران، ماهی

و در        (Jakeman et al.,1998)وجود ندارد 

بـراي     EPSPS   هاي خارجـی  نتیجه استفاده از ژن

کش موجب  مقاوم سازي گیاهان زراعی به این علف

.گردد هاي بیوشیمیایی جانوران نمی اختلال در مسیر

روشهاي کلاسیک به نژادي و به زراعی در تولیـد  

مطالعـه  .  گیاهان مقاوم به گلیفوسیت موفق نبوده اند

مکانیسم مقاومت به گـلـیـفـوسـیـت در بـرخـی             

هاي گیاهی مقاوم به این علف کـش، نشـان      بیوتیپ

دهندة افزایش سطح بیان این آنزیم در گیاهان مقاوم 

ــت  Powles et al., 1998; Lee and)اســ

Nigm,  2000)  .  همچنین وجود انواع آنزیم هـاي

جهش یافته دراین گیاهان نیز گزارش شده است که 

دهـنـد     میل ترکیبی کمتري با گلیفوسیت را نشان می

(Baerson et al., 2002)  .توان بـا    از این رو می

ایجاد جهش هاي نقطه اي باعث ایجاد مقاومت در   

 Chen et al., 1999; Kahrizi)گیاهان گردید

et al. 2005)   . باتوجه به وجود مشکلات تکنیکی

در ایجاد جهش نقطه اي، به نظر می رسد با افزایش 

سطح بیان ژن با استفاده از قرار دهی پروموتـرهـاي    

شـد  EPSPSفعال بتوان موجب افزایش بیان آنزیم 

( S h a h  e t  a l . ,  1 9 8 6 ;  M o rg a n  e t
al.,2002)  .       ،در تحـقـیـق حـاضـرcDNA     ژن

EPSPS            جدا شـده از گـیـاهArabidopsis

thaliana       35که تحت کنترل پروموتر فـعـالS 

ویروس موزاییک گل کلم قرار داده شده بود، توسط 

آگروباکتریوم به جداکشت هاي برگهاي لپه اي گیـاه  

گیاهان سبز مقاوم به کانامایسین در   .  کلزا منتقل شد

شرایط گلخانه تولید گل و بذر نمودند و به منـظـور   

مـورد     At EPSPSتایید انتقال و بیان ژن خارجی 

.ارزیابی مولکولی قرار گرفتند

Archive OF SID

www.SID.ir

http://www.nitropdf.com/
http://www.sid.ir
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مواد و روش ها

تراریختی توسط اگروباکتریوم: 2 -1 

 At EPSPSهمسانه سازي قطعه ژنی   :  1-1-2

در اگروباکتریوم

که از ژنـوم گـیـاه       At EPSPSژن    cDNAاز  

Arabidopsis thaliana  در    واستخراج شده بود

سـازي    همسانـه   pBluescripte(pSK+)پلاسمید 

اسـتـفـاده    )  1379سلمانیان و مشعشعی، ( گردیده بود 

براي انتقال ژن به گیاه، قطعه ژنی مورد نظـر بـه     .  شد

بـراي  .  گـردیـد   منتقل  pBI121 (Clontech)ناقل 

این منظور، هر دو پلاسمید تحت هضم دوگـانـه بـا      

به این ترتیـب   . قرار گرفتند SacIو  SmaIآنزیمهاي 

اتصال ناقـل  و      .  از وکتور حذف گردید GUSژن 

    Ligase  DNA T4توسـط آنـزیـم          قطعه ژن 

ناقل نوترکیب به دست آمده به  سپس.  صورت گرفت

از طـریـق روش          E. coliهاي مستعد شده    سلول

 (Sambrook and Russell, 2001)شوك گرمایـی 

هاي مقاوم به کانامایسـیـن کشـت       از کلنی.  منتقل شد

.شبانه داده شد و استخراج پلاسمید انجام گرفت

  pBI121ساختمان و جایگاههاي برش آنزیمهاي محدودگر پلاسمید

)http://www.umanitoba.ca/faculties/afs/plant.htm(
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به درون     At EPSPSبراي تأیید ورود قطعه ژن       

انجام    XbaIناقل، هضم آنزیمی با آنزیم محدودگر     

یابی صحیح ورود قطعه ژن        براي تعیین جهت  .  شد

 BamHIمورد نظر و ناقل، هضم آنزیمی با آنزیم           

در ادامه این ناقل به روش انجماد       .  صورت پذیرفت 

 ,Sambrook and Russell)و ذوب کردن      

به سلولهاي مستعد شده اگروباکتریوم            2001)

منتقل   C58pGV3101و    LBA4404هاي    سویه

از باکتریهاي مقاوم به کانامایسین که حاوي          .  شد

پلاسمید نوترکیب بودند، کشت شبانه تهیه شد و از          

.آنها براي تراریخت کردن گیاهان استفاده شد

تراریختی جداکشتهاي برگهاي لپه اي با : 2-1-2

اگروباکتریوم

 Brassica)هاي کلزا      در این تحقیق از دانه      

napus L.) رقمPF 7045/91   بذور .  استفاده شد

١(GM)سترون سازي شده در محیط جوانه زنی          
 

 MS  (Murashige andکه داراي محیط کشت   

Skoog, 1962)      درصد و بدون      50با غلظت

هورمونهاي گیاهی بود، کشت شدند و در گلخانه با         

ساعت تاریکی با     8ساعت روشنایی و      16طول روز   

μEm-2s-1شدت نور     
 2در دماي        50-40

.نگهداري شدند 25سانتیگراد  درجه

 pBI121هاي داراي ناقل        از آگروباکتریوم  

EPSPSو     NPTIIحاوي ژنهاي  At    کشت شبانه

LB2در محیط 
کانامایسین در    mg/l50مایع داراي   

 rpm  180بر روي شیکر      سانتیگراد  درجه  28دماي  

زمانی که تعداد سلولهاي باکتري در          .  انجام شد 

10حدود  
9

لیتر محیط    سلول در هر میلی      1/2×    

با سانتریفوژ    LB، محیط   )=1OD650(  کشت بود 

rpm  3000           دقیقه   15در دماي محیط به مدت

نشست سلولهاي باکتري در محیط       ته.  حذف گردید 

آغشتگی آگروباکتریوم 
3

 MSکه شامل نمکهاي        

بود، به صورت      pH:  5/2گلوکز و      5%همراه با    

سوسپانسیون درآمد و در تراریختی جداکشتها            

از دانه رستهاي هفت روزه با حذف       .  استفاده گردید 

اي با طول     هاي لپه   هاي برگ   جوانه انتهایی جداکشت  

قاعده دمبرگهاي  .  جدا شدند   mm  7تا    5دمبرگ  

ثانیه به سوسپانسیون سلول      10تا    5اي به مدت      لپه

اي که پهنک برگها       باکتري آغشته شدند؛ به گونه      

پس از خشک کردن برگها بر روي          .  آلوده نگردد 

کاغذ خشک کن سترون، قاعده دمبرگها در محیط          

MS    5/2با  =pH       ساعت   48فاقد هورمون به مدت

درجه   28در شرایط تاریکی و دماي حدود              

پس از مرحله    .  در گلخانه قرار گرفت       سانتیگراد

کشتی، جداکشتها مستقیماً یا پس از شستشو با            هم

بیوتیک سفوتاکسیم با غلظت        محلول داراي آنتی   

)SIM(به محیط القاي شاخه زایی         200
4

حاوي   

g l-1بنزیل آدنین،   MS  ،mg/L  1/5محیط کشت   

 mg/l15حاوي  =8pHآگار،    g/l  7ساکارز،    30

کانامایسین منتقل شدند و هر دو هفته به محیط              

پس از شش هفته      .  جدید مشابه واکشت شدند     

هاي سبز مقاوم به کانامایسین از                    شاخه

اي جدا شدند و به        هاي لپه   هاي برگ جداکشت

)SMM(محیط بلوغ شاخه  
5

داراي نمکهاي محیط     

MS   ،g/l20    ،ساکارزg/l  7    ،5/8آگار=pH   داراي

کانامایسین واکشت      mg/l  15سفوتاکسیم و      

  هاي سبز به محیط       روز شاخه   14پس از   .  گردیدند

)RIM(  القاي ریشه زایی   
6

حاوي محیط کشت      

MS   ،mg/l  2          ،ایندول بوتیویک اسیدg/l20 

1. Germination Medium
2. Luria Bertani
3.Agrobacterium infection medium

4.Shoot Induction Medium
5. Shoot Maturation Medium
6.Root Induction Medium
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غنی شده با      pH=  5/8آگار و      g/l6ساکارز، 

. کانامایسین منتقل شدند     mg/l  15سفوتاکسیم و 

هاي سبز مقاوم به کانامایسین که قادر بودند           شاخه

پس از    ،زایی تولید ریشه نمایند      در محیط ریشه   

هاي حاوي   رشد و توسعه ریشه به گلدان             

خاك   و  ورمیکولیتمخلوط    ورمیکولیت و سپس به   

درجه   4در    پس از بهاره سازي    منتقل شدند و     

درجه   25به مدت یک ماه، به گلخانه           سانتیگراد  

منتقل و تا زمان بذردهی در آنجا              سانتیگراد   

از .  نگهداري شدند و تولید گل و بذر نمودند            

براي تولید    T0از گیاهان      کشت بذور حاصل   

گیاهان حاصل در    .  استفاده شد   T1گیاهان نسل    

.شرایط گلخانه تولید گل و بذر نمودند

گیاهان تراریخت شدهبررسی مولکولی : 2-2

تأیید حضور تراژن با واکنش          :  1-2-2

(PCR)اي پلی مراز  زنجیره

از گیاهان سبز شاهد و تراریخت شده استخراج         

DNA      ژنومی به روشCTAB(Murray   

Thaompson,1980)  and   صورت گرفت.

براي حصول اطمینان از انتقال ژن مورد نظر به              

درون ژنوم گیاهان تراریخت شده، با استفاده از            

آغازگرهاي اختصاصی ژن مورد نظر

EPS3

EPS4و

PCR
و 62/9آغازگرها برابر با   Tmدماي   . انجام گرفت 

درجه سانتیگراد بود که بر این اساس دماهاي  55/5

درجه سانـتـیـگـراد مـورد         65و  63، 61، 59، 57

درجه سانـتـیـگـراد بـه         63بررسی گردید و دماي 

همچنیـن از    .  عنوان دماي اتصال بهینه انتخاب شد

درجـه   0/5که به ازاي هر دور    Touch upروش

درجه سانتـیـگـراد اضـافـه         58سانتیگراد به دماي 

درجه سانتیگـراد   63شد نیز استفاده شد و دماي می

.به عنوان دماي بهینه به دست آمد

 DNAلکه گذاري نقطه اي: 2-2-2

به منظور حصول اطمینان از حضور ژن خارجی        

At EPSPS          در گیاهان تراریخت شده، پس از

ژنومی، مبادرت به انجام لکه          DNAاستخراج  

براي تهیه کاوشگر، با    .  شد  DNAاي    گذاري نقطه 

EPSPSاختصاصی ژن      آغازگرهايکمک   At ،

پس از  .  در شرایط بهینه انجام گرفت      PCRواکنش  

 DIG DNAتهیه قطعه مورد نظر، با استفاده از کیت 

Labeling (Cat.No. 1093657, Roche)
گذاري   لکهکاوشگر نشاندار شد و اقدام به انجام           

 Sambrook (and(به روش معمول       اي   نقطه

Russell , 2001  مقدار  .  گردیدgμ  50    ازDNA 

در هر لکه     ژنومی گیاهان شاهد و تراریخت شده      

از ناقل پلاسمیدي حاوي ژن به عنوان       .  استفاده شد 

کنترل مثبت و از گیاهان تراریخت نشده به عنوان           

. کنترل منفی استفاده شد

-RTانجام : 2 -2 -3  PCR

خارجی در    EPSPSبه منظور تأیید بیان ژن          

 RT-PCRگیاهان تراریخت شده از آزمون             

بدین منظور، از گیاهان تراریخت شده      .  استفاده شد 

موجود در گلدان، بافت تازه         At EPSPSبا ژن   

تام به کمک کیت      RNAبرگی برداشت شد و    

RNeasy Mini Kit (QIAGEN)  استخراج ،

. گردید

3-AGCAGAGGCGCAAGTTATGTCTAGAGTT-5
startIXba

 

 3-ATTCTGTGCTTTGTGTTATCTAGAGAGTT-5
stopIXba

 
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1387، سال 6جلد سی و پنجم، شماره ، )علوم پایه(پژوهشی دانشگاه اصفهان -مجله علمی /  ۶۴

مبادرت به    Oligo dTدر ابتدا با استفاده از          

اي شد؛ به این ترتیب که        تک رشته   cDNAساخت  

 50استخراج شده،        RNAاز      µg  1به ازاي     

 DEPCاستفاده شد و با آب        Oligo dTپیکومول  

دقیقه در    10محلول  .  رسید  µl7حجم واکنش به     

پس از زمان   .  درجه سانتیگراد قرار گرفت     65دماي  

سپس .  مذکور، محلول سریعاً بر روي یخ سرد شد         

،  )x5(    ،dNTP  mM) 1(بافر  lμ4محلول زیر   

M) dTTμ10(            آنزیم ،)RT  (Reverse 

Transcriptase  )1U  (       تهیه شد و حجم نهایی با

محلول فوق به مدت    .  رسید  lμ10به    DEPCآب  

درجه سانتیگراد قرار گرفت      42دقیقه در دماي      60

ها مبادرت به     mRNAاز روي کل       RTتا آنزیم   

. نماید cDNAساختن 

اي، از این     هاي تک رشته    cDNAپس از ساخت    

دو   cDNAزنجیره به عنوان الگو براي ساخت           

و تایید بیان ژن      PCRاي و تکثیر آنها توسط         رشته

EPSPS  At         خارجی در گیاهان تراریخت شده

 cDNAبراي ساخت      PCRشرایط  .  استفاده شد 

. دو رشته اي  به صورت زیر بهینه سازي شد                 

زمان .  به کار رفت       mM3برابر    MgCl2غلظت  

مرحله طویل شدن یک دقیقه و سی ثانیه در نظر              

، شیب    EPS4پرایمر  Tmبا توجه به     .  گرفته شد 

تا    58دمایی از   
oC65     با دستگاهPCR Gradient 

  ارزیابی شد و بهترین دماي اتصال،     
oC63    به دست

. آمد

آزمون فنوتیپی و بیوشیمیایی گیاهان        :4-2-2

تراریخت شده در حضور گلیفوسیت

به منظور بررسی پاسخ گیاهان در یافت کننده ژن         

At EPSPS               وارزیابی میزان مقاومت به

گلیفوسیت، اقدام به اعمال تیمار گلیفوسیت به             

T0  T1گیاهان تراریخت شده      . و شاهد گردید    ,

 5،  5/2،  0براي این منظور، محلول هاي با غلظت          

میلی مولار گلایفوسیت تهیه و با مه پاش دستی به            

صورت یکنواخت و به میزان معادل به گیاهان شاهد         

و تراریخت شده هم سن و ایزوله هر کدام پنج               

یک هفته پس از اولین      .  گلدان ، محلول پاشی شد     

تیمار، به همین صورت دوباره محلول پاشی انجام          

دو هفته بعد ارزیابی هاي فنوتیپی و بیوشیمیایی        .  شد

.صورت گرفت

براي انجام آزمون بیوشیمیایی ابتدا منحنی              

، 80،  50،  20کالیبراسیون با استفاده از جذب مقادیر       

 382میکرولیتر شیکیمات استاندارد در         200،  140

سپس به دنبال محلول پاشی         .  نانومتر تهیه شد    

گلیفوسیت گیاهان تراریخت اقدام به جداسازي           

سوبستراي شیکیمات با روش استاندارد                

(Cromartic and Polge, 2002)     از طریق

اکسیداسیون با مواد اسید پریدیک و نمک پریدات          

 :NaOHسدیم ، تثبیت عصاره توسط محلول            

NaSO3             و در نهایت، کمی سنجی آن با دستگاه

.نانومتر گردید 382اسپکتروفتومتر در طول موج 

نتایج 

و   At EPSPSهمسانه سازي ساختار ژنی : 3 -1 

تراریختی گیاهان با اگروباکتریوم

از پلاسمید    At EPSPSپس از انتقال ژن        

pSK+       به ناقل دوتاییpBI121     براي اطمینان از

به ناقل، هضم آنزیمی      At EPSPSورود قطعه ژن    

از   .)1-شکل(انجام شد     XbaIبا آنزیم محدودگر     

ناقلهایی که داراي قطعه مورد نظر بودند، براي تایید          

یابی صحیح ژن، هضم آنزیمی با آنزیم                جهت
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65/ انول پیروویل شیکیمات -5با ژن  (Brassica napus)تراریختی کلزا 

از ناقلهایی    .)1-شکل(انجام شد     XbaIمحدودگر   

که داراي قطعه مورد نظر بودند، براي تایید                 

یابی صحیح ژن، هضم آنزیمی با آنزیم                جهت

BamHI     درصورتی که قطعه به       .  انجام گرفت

صورت مستقیم 
1

ید دو  تول  در ناقل کلون شده باشد،      

 bp  400و    bp  12300حدود    هاي  قطعه با اندازه  

رفت و اگر قطعه به صورت معکوس         انتظار می 
2

در   

bpهاي    ناقل قرار گرفته بود، قطعاتی با اندازه           

11200  ،bp  1200    وbp  320   بینی بود   قابل پیش .

پس از هضم آنزیمی در الکتروفورز محصول واکنش        

lμ    قطعهbp1200          مشاهده نشد که این امر نشان

دهندة استقرار مستقیم ژن در جایگاه آنزیمی بود            

یابی مستقیم    از ناقلهایی که نحوه جهت     ).  2-شکل(

آنها تأیید شده بود، براي تراریختی اگروباکتریوم           

از باکتریهایی که در محیط انتخاب رشد       .  استفاده شد 

 NPT IIبودند و ژن      pBI121یافته و داراي ناقل   

آنها بیان شده بود و مقاومت به کانامایسین را نشان           

داده بودند، براي تراریخت کردن گیاهان استفاده           

.شد

1. Right
2. Reverse

.XbaIبا آنزیم محدودگر  At EPSPSداراي ژن  pBI 121هضم آنزیمی ناقل :1–شکل

Roche IIنشانگر مولکولی : 8ناقل هضم و چاهک :1چاهک 

.ناقلها است At EPSPSنشانگر ورود ژن  bp1500ناقلهاي هضم شده،حضور قطعه حدود :7تا2چاهکهاي

.BamHIبا هضم آنزیمی توسط آنزیم محدودگر  pBI 121در ناقل  At EPSPSجهت یابی استقرار ژن : 2–شکل 

Roche IIنشانگر مولکولی: 8ناقل هضم نشده و چاهک : 1چاهک

.استدر ناقل At EPSPSنشانگر استقرار مستقیم قطعه ژن  bp1200عدم ظهور قطعه : 6تا 2چاهکهاي 
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1387، سال 6جلد سی و پنجم، شماره ، )علوم پایه(پژوهشی دانشگاه اصفهان -مجله علمی /  ۶۶

تراریختی جداکشت هاي برگهاي لپه اي : 2-3

جداکشت هاي برگ هاي لپه اي از برش قاعده          

دمبرگ برگهاي لپه اي و حذف مریستم انتهایی به           

در تهیه این جداکشت ها نیاز به دقت        .  دست آمدند 

فراوان بود تا بخشی از توده مریستم انتهایی در             

قاعده دمبرگ باقی نماند، چرا که پس از چند روز           

رشد یافته، شاخه هایی را به وجود خواهد آورد که          

تراریخت نبوده، در حضور کانامایسین محیط            

از سوي دیگر، حذف سلول هاي       .  شدند  حذف می 

قاعده دمبرگ که از توان باززایی بالایی برخوردار          

بودند نیز باعث عدم شاخه زایی و کاهش                 

پس آغشتگی جداکشت ها      .  گردید  تراریختی می 

توسط آگروباکتریوم، سلولهاي زخمی قاعده            

 NPT IIژن    T-DNAدمبرگ هایی که با دریافت  

داراي      SIMدر آنها بیان شده بود، در محیط             

mg/l15             کانامایسین مقاومت کرده، سبز باقی

هاي غیر تراریخت با       ماندند، در حالی که شاخه        

شکل غیر طبیعی به رنگ سفید و یا ارغوانی                

هاي سبز مقاوم به           شاخه).  3شکل(درآمدند

اي جدا    هاي برگهاي لپه     کانامایسین از جداکشت   

منتقل شدند که پس از        SMMگردید، به محیط     

 RIMها به محیط      نمونه  ها،    رشد و توسعه شاخه   

کانامایسین واکشت شدند و تولید       mg/l15حاوي  

).4شکل (ریشه نمودند

گیاهان تراریخت شده  مقاوم به کانامایسین که          

قادر به تولید ریشه بودند، به           RIMدر محیط    

گلدان منتقل شدند و پس از بهاره شدن تولید گل            

گیاهان گلدار تا زمان رسیدگی بذرها در         .  نمودند

شرایط گلخانه نگهداري شدند و پس از انجام             

بذرهاي ).  5شکل(خودگشنی تولید بذر نمودند      

حاصل در شرایط گلخانه کشت گردید و گیاهان           

.تولید شده قادر به تشکیل گل و بذر بودند

در محیط    At EPSPSاي تلقیح شده با اگروباکتریوم حاوي ژن           هاي برگ لپه    باززایی گیاهچه از جداکشت   :  3-شکل

گیاهان تراریخت نشده در حضور کانامایسین به رنگ سفید یا ارغوانی در آمدند، در حالی که                 .  انتخاب حاوي کانامایسین  

. گیاهان تراریخت شده در حضور کانامایسن به رنگ سبز باقی می مانند
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67/ انول پیروویل شیکیمات -5با ژن  (Brassica napus)تراریختی کلزا 

با استفاده از  At EPSPSژن  تایید انتقال : 3-3

PCR و لکه گذاري نقطه اي

توسط   bp1584با اندازه         At EPSPSژن      

براي تایید  .  اگروباکتریوم به ژنوم گیاه کلزا منتقل شد       

حضور قطعه ژنی در گیاهان تراریخت شده استخراج         

DNA       فرآیند    وژنومی صورت گرفتPCR    با

. انجام شد     EPS4و   EPS3اختصاصی   آغازگر   

مربوط   bp  1500قطعه    ،PCRالکتروفورز محصول   

). 6-شکل(را نشان داد At EPSPSبه 

.مقاوم به کانامایسین در محیط ریشه زایی NPT IIو At EPSPSگیاه تراریخت شده با ژنهاي : 4-شکل

در شرایط گلخانهEPSPS  Atتشکیل گل و خورجین در گیاهان کلزاي تراریخت شده با ژن: 5-شکل 
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به   At EPSPSبراي اطمینان از ورود قطعه ژنی       

گیاهان مقاوم به کانامایسین، اقدام به انجام                 

تهیه کاوشگر با    .  شد  DNAاي    گذاري نقطه   لکه

انجام .  ژن هدف انجام شد          PCRمحصول   

این کاوشگر به آشکار شدن        اي با   گذاري نقطه   لکه

در گیاهان    At EPSPSلکه هاي مربوط به ژن        

).7شکل (تراریخت شده منجر گردید

1  2  3  4  5  6  7  8

در ژنوم    At EPSPSنشانگر ورود ژن      bp1500حضور قطعه حدود    .  PCRالکتروفورز ژل آگارز محصول     :  6  -شکل

.گیاهان تراریخت شده است

: 6گیاهان تراریخت شده،  چاهک : 5تا  2هاى چاهک، At EPSPSداراى ژن pBI121کنترل مثبت، ناقل : 1چاهک 

)Gene Ruler 1kbنشانگر مولکولى  : 8چاهک و  DNAکنترل منفی، نمونه بدون : 7گیاه شاهدغیرتراریخت، چاهک

)Fermentas(

1                 2              3              4           5             6              7   

A

B

،  At EPSPSداراي ژن  pBI121کنترل مثبت شامل ناقل  : A1نقطه . At EPSPSاي ژن  لکه گذاري نقطه: 7-شکل

).گیاه شاهدغیرتراریخت(کنترل منفی: B7ژنومی گیاهان تراریخت شده، نقطه  B6 :DNAو A4 ،A5 ،A6هاي  نقطه
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69/ انول پیروویل شیکیمات -5با ژن  (Brassica napus)تراریختی کلزا 

– RTبا At EPSPSبررسی بیان ژن : 4-3

PCR 
که از گیاه آرابیدوپسیس  At EPSPSساختار ژنی 

استخراج شده و به گیاه کلزا منتقل شده بـود، در      

 mRNAاز این رو حضور .  ژنوم کلزا وجود ندارد

 Atمربوط به آن نشان دهندة بیـان ژن خـارجـی       

EPSPS ظهـور بـانـد      . در گیاهان تراریخت است

1850bp      در گیاهان تراریخت شده نشان دهـنـدة

-شکل( در این گیاهان بود    At EPSPSبیان ژن 

8.(

2000bp
1500bp 1580bp

1   2   3   4   5   6   7

نشانگر بیان ژن       bp1580ظهور باند حدود        At EPSPSژن    -PCR    RTالکتروفورز ژل آگارز محصول     :  8  -شکل

.در گیاهان تراریخت شده است

گیاه : 6چاهک ، گیاهان تراریخت شده: 5تا3چاهک  ،At EPSPSداراي ژن pBI121کنترل مثبت، : 2چاهک 

 Gene Ruler 1kbنشانگر مولکولى : 1چاهک،DNAکنترل منفی، نمونه بدون : 7شاهدغیرتراریخت، چاهک

(Fermentas)

بررسی فنوتیپی گیاهان تراریخت شده پس      :  5-3

از تیمار گلیفوسیت

براي بررسی مقاومت به علف کش گلیفوسیت در         

اي، پس از محلول پاشی با                شرایط گلخانه  

هاي مختلف گلیفوسیت در دو مرحله، میزان       غلظت

. پژمردگی و وضعیت ظاهري گیاهان ارزیابی گردید      

گیاهان شاهد همگی پس از اعمال تیمار اولیه              

گلیفوسیت زرد و پژمرده شده، در نهایت از بین             

رفتند، در حالی که گیاهان تراریخت شده پس از            

مراحل محلول پاشی، گرچه متحمل خساراتی            

شدند، اما در نهایت زنده مانده و قادر به ادامه رشد           

 1-همان گونه که در جدول           ).  9-شکل(بودند

 5تیمار شده با غلظت       T1مشاهده می گردد،گیاهان  

تري شدند، با     میلی مولار متحمل خسارات شدید     

وجود این، توانستند با حفظ برگ هاي جوان و             

مریستم انتهایی خسارت وارده را تحمل کنند و            

ضمن تولید برگ هاي جدید، به رشد خود ادامه            

. دهند
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1387، سال 6جلد سی و پنجم، شماره ، )علوم پایه(پژوهشی دانشگاه اصفهان -مجله علمی /  ٧٠

گیاهان تراریخت شده پس      آنالیز بیوشیمیایی :  6-3

از تیمار گلیفوسیت

یکی از روشهاي ارزیابی میزان فعالیت آنزیم،             

بررسی مقدار سوبسترا پس از عملکرد آنزیم است         

(Zelaya et al. , 2004)  .     بر این اساس، انتظار

می رود که در نمونه هاي تراریخت شده، از آنجایی          

در آنها افزایش یافته      EPSPSکه میزان بیان آنزیم      

پس از اعمال      است ، سطح سوبستراي شیکیمات      

نسبت به شاهد کاهش یابد، در          تیمار گلیفوسیت 

حالی که در نمونه هاي شاهد به علت بازدارندگی           

. یابد  آنزیم توسط گلیفوسیت، شیکیمات تجمع می       

به منظور ارزیابی مقدار شیکیمات ، در ابتدا پس از           

اکسیداسیون مقادیر مختلف شیکیمات استاندارد و        

نانومتر ،    380قرائت جذب شیکیمات در طول موج       

اقدام به تهیه منحنی استندارد جذب شیکیمات             

در گام بعدي، پس از استخراج شیکیمات از        .  گردید

T1وT0هاي گیاهان شاهد و تراریخت شده       نمونه

نانومتر    380هاي اکسید شده در       جذب عصاره  

b                                            a                  

میلی   5پس از اسپري با      )  b(و گیاه شاهد    )  At EPSPS  )aوضعیت گیاهان تراریخت کلزا حاوي تراژن           -9شکل  

.مولار گلیفوسیت

تعدادگیاه 

مقاوم

(۵mM)

تعدادگیاه 

حساس

(۵mM)

تعدادگیاه 

مقاوم

(٢/۵mM)

تعدادگیاه 

حساس

(٢/۵mM)

تعداد گیاه 

مقاوم

(٠mM)

تعداد گیاه 

حساس

(٠mM)

لاین

T1صفر14325

(At)

T0صفر5145صفر

(At)

Wtصفر55صفر5صفر

توسط غلظت هاي  )Wt(و شاهد  )T1(، نسل دوم)T0(نتایج حاصل از آزمون زیستی گیاهان نسل اول-1جدول

.مختلف علف کش گلایفوسیت
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خوانده شد و بر اساس منحنی استاندارد و معادله            

ها ارزیابی    حاصل مقدار شیکیمات در کلیه نمونه        

نتایج نشان داد که میزان سوبستراي شیکیمات        .  شد

موجود در آنها      EPSPSدر گیاهان شاهد که آنزیم      

توسط علف کش گلیفوسیت مهار گردیده است           

میکرو مولار بود، در حالی که سطح این             355/47

ترکیب در گیاهان تراریخت شده نسل اول برابر            

میکرو مولار و در گیاهان نسل دوم برابر با              57/2

میکرو مولار بود که نسبت به شاهد کاهش            21/73

یافته بود و نشان دهنده افزایش سطح آنزیم                

EPSPS در این گیاهان بود.

: بحث

از میان جداکشتهاي متعدد به کار رفته در                

قطعات ساقه  :  گزارشهاي مختلف، از جمله       
1

 ،

هاي گل دهنده    میانگره
2

هاي سلولی    ها لایه   ، میانگره 

نازك
3

اي  و     ، رویانهاي میکروسپوري، برگهاي لپه     

محورهاي زیر لپه، جداکشتهاي بر لپه اي مناسبترین         

جنوبی (  جداکشت براي تراریختی معرفی شده است     

 ;Moloney et al., 1989  1383و همکاران ،     

Cardoza et al., 2003 ; Jonoubi et al., 
2004, Jonoubi et al., 2005)  . اي   برگهاي لپه

از دانه رستهاي جوانی تهیه شدند که قدرت باززایی         

زیادي داشتند و به علت باززایی مستقیم در اغلب           

هاي   موارد احتمال رخداد تنوع پیکري در شاخه          

هاي   جداکشت.  نوپدید حاصل از آنها کمتر بود         

اي، اغلب بدون گذر از مرحله کالوس           برگهاي لپه 

. مشخصی، اندام زایی یافته، تولید شاخه نمودند          

هاي غیر تراریخت تشکیل شده از باقمیانده           شاخه

توده مریستم انتهایی در کنار دمبرگ هاي قطع شده          

خیلی سریع آشکار شدند و با حضور عامل انتخابگر         

کانامایسین به رنگ سفید یا ارغوانی درآمده و تا دو           

هفته پس از کشت، حذف گردیدند؛ درصورتی که          

هاي نوپدید حاصل از سلولهاي تراریخت            شاخه

پس از سه تا چهار هفته ظاهر           T-DNAشده با   

در مقابل    NPT IIشدند و به علت دریافت ژن          می

کانامایسین محیط مقاومت کرده، به رنگ سبز باقی          

هاي سبز مقاوم به کانامایسین          شاخه.  ماندند  می

اي سبز و با      حاصل از جداکشت هاي برگ هاي لپه       

اي شده به     فتوتیپ طبیعی بوده، کمتر حالت شیشه      

گرفتند و شانس زیادي براي ریشه زایی و           خود می 

جداکشت هاي برگ هاي    .  استقرار در خاك داشتند   

اي در سطح بریده انتهاي دمبرگ خود سلول هاي           لپه

مریستمی دارند که از قدرت باززایی بالایی                

آلی   برخوردار بوده، این سطح بریده شده هدف ایده        

در صورت تهیه مناسب     .  براي آگرو باکتریوم است    

این جداکشت ها به گونه اي جوانه انتهایی حذف           

ها که داراي سلولهاي        گردد، ولی قاعده دمبرگ     

جوان فعال و با پرتوانی     
4

زیاد هستند، باقی بماند،       

هاي تراریخت شده افزایش      امکان دستیابی به شاخه   

گلیفوسیت یک علف کش غیر انتخابی با         .  یابد  می

دامنه گسترده است که پس از کشت استفاده گردد و          

. گونه زراعی کاربرد دارد          50براي بیش از        

به   PEP  گلیفوسیت به علت شباهت ساختاري با       

صورت رقابتی با این ترکیب وارد مسیر شیکیمات          

گردد     منجر می   EPSPSآنزیم    شده، به مهار عمل    

)Marzabadi et al,1996.(

1. Stem segment
2. Flowering internode

3. Thin cell layer
4. Totipotancy

Archive OF SID

www.SID.ir

http://www.nitropdf.com/
http://www.sid.ir


1387، سال 6جلد سی و پنجم، شماره ، )علوم پایه(پژوهشی دانشگاه اصفهان -مجله علمی /  ٧٢

مطالعه بیوتیپ هاي طبیعی مقاوم به گلیفوسیت در          

برخی گونه هاي گیاهی نشان داده است که ایجاد            

جهش هاي نقطه اي به افزایش مقاومت در این              

 .Baerson et al)جهش یافته ها منجر شده است     

ها، برخی محققان        بر اساس این یافته      .  (2002

مبادرت به ایجاد جهش هاي نقطه اي در ژن                 

EPSPS           باکتریایی نموده، به این ترتیب از اتصال

اند   کاسته   EPSPSعلف کش با جایگاه فعال آنزیم       

که منجر به تولید باکتري ها و نهایتا گیاهان مقاوم به           

 ;Padgette et al., 1991)گلیفوسیت شده است  

Marazabadi et al., 1996; He et al., 
2001; Shuttleworth et al.,  1999; Chen 

et al., 1999; Kahrizi et al., 2005)    از

اي با مشکلات      هاي نقطه   آنجایی که ایجاد جهش    

هاي انجام    تکنیکی مواجه است و همچنین بررسی       

هاي هرز مقاوم به          شده بر روي برخی علف        

 EPSPSگلیفوسیت حاکی از افزایش سطح بیان ژن        

 ,Lee and Nigm, 2000; Powles et al)  بود

رسد که افزایش سطح بیان ژن        ،  به نظر می     (1998

At EPSPS          راهکار مناسب و آسانی براي دست

از طرفی،  .  یابی به گیاهان مقاوم به گلیفوسیت باشد       

به دلیل آنکه بیان فراوان این ژن با جهش زایی                

مصنوعی همراه نبود و نیز خود ژن داراي منشأ               

گیاهی و از گیاه هم خانواده کلزا بوده، از اینرو از              

زیستی امنیت بیشتري نسبت به سایر          -دید ایمنی 

ها داشته، در صورت افزایش مقاومت راهکار           تراژن

در گزارش هاي متعدد     .   تواند باشد   مناسبتري می 

مشاهده می شود که محققان توانسته اند به لاین             

هاي مقاوم به گلیفوسیتی دست یابند که در این              

افزایش یافته است     EPSPSگیاهان سطح بیان ژن      

(Goldsbrough et al. 1990; Shyr et al., 
1993; Suh et al., 1993 ; Jones et al. 

1993 and Widholm et al. بنا به  .  (2001

در علف هرز   )  2002(و همکاران       Yuanگزارش  

مقاوم به      Dicliptera chinensisیک ساله     

گلیفوسیت سه مکانیسم عمده براي ایجاد مقاومت به        

وجود :  این علف کش وجود دارد که عبارتند از           

EPSPS            که به طور ذاتی مقاومتر است؛ فعالیت

، حتی قبل از تیمار با         EPSPSاختصاصی بیشتر    

مربوط به ژن         mRNAگلیفوسیت و بیان بیشتر       

EPSPS    توان به این     هاي حاصل می    از مجموع یافته

نتیجه رسید که به منظور ایجاد مقاومت به                  

اي سطح    توان به گونه    گلیفوسیت  در گیاهان  می       

یک راهکار  .  بیان این ژن را در گیاه افزایش داد             

هاي بسیار فعال، مانند      عملی به کار گیري از پرومتر      

  (CaMV 35S)پروموترویروس موزائیک گل کلم     

است که پس از تراریختی در حضور این پروموتر            

 ,.Shah et al)یابد  سطح بیان ژن افزایش می       

1986; Morgan et al., 2002)  .   در پروژه

حاضر نیز به منظور تولید گیاهان کلزاي مقاوم به             

گلیفوسیت اقدام به طراحی کاست ژنی شد که ژن           

At EPSPS           تحت این پرومتر قرار گیرد تا پس از

باعث ایجاد    EPSPSانتقال به گیاه، افزایش بیان ژن       

هاي فنوتیپی،    بررسی.  مقاومت به گلیفوسیت گردد    

 RNAو    DNAبیوشیمیایی و مولکولی در سطح       

و افزایش سطح بیان این        EPSPSموید انتقال ژن     

همچنین توارث  .  ژن در گیاهان تراریخت شده بود       

نیز   T1این صفت به نسل دوم صورت گرفته،گیاهان        

بااستفاده از روش   .  به گلیفوسیت مقاومت نشان دادند    

توان به گیاهان کلزاي       ارئه شده در این تحقیق می       

البته، قضاوت در   .  مقاوم به گلیفوسیت دست یافت     

اي جامع با سایر       مورد کارایی آنها مستلزم مقایسه      

هاي مزرعه اي و       گیاهان جهش دار و طی بررسی       

.ارزیابی مخاطرات امکان پذیر است

سپاسگذاري

نگارندگان از پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و فناوري         

براي در اختیار گذاشتن اعتبارات و      )  144طرح  (زیستی  

.کلیه امکانات لازم قدر دانی می نمایند
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