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 چكيده
موجود در كنترل  يها از كاراترين روش يكش گليفوسيت يك نسبت به علفمتحمل گياهان زراعي 

-3-انول پيرويل شيكيمات-EPSPS )5 شود. گليفوسيت با مهار آنزيم هاي هرز مزارع محسوب مي علف
شود. يكي از  حلقوي و در نتيجه مرگ گياه ميهاي آمينه  مانع سنتز اسيد كيماتفسفات سنتاز) در مسير شي

به  EPSPSدست ورزي ژن كد كننده آنزيم ، موثرترين راه هاي ايجاد گياهان مقاوم به علف كش گليفوسيت
 هدايت يافتهمنظور كاهش تمايل گليفوسيت به اين آنزيم مي باشد. در مطالعات گذشته از روش جهش زايي 

به آلانين و  96ن ياسيد آمينه گليسجهت تبديل  اشرشيا كولي epspsن در ژ نقطه اي ايجاد دو جهش براي
با دو جهش   (Ec-epsps)يلواكيشاشر يباكتر epspsژن  ،شد. در اين تحقيق استفادهبه ترئونين  183آلانين 

 سازه ژني حاصله در ناقل ،كلزا متصل شد. سپس ياهمربوط به گ epspsمذكور، به پپتيد نشانه كلروپلاستي ژن 
-PF به گياه كلزا رقم   Agrobacterium با روش مبتني بر همسانه سازي و pBI121 يگياه يبيان

 يستيزمون زآحاصل از  جيژن مورد نظر با آناليز هاي مولكولي بررسي و نتا و بيان منتقل شد. حضور704591
در حالي كه  .نمايند يتحمل مميلي مولار  2كش گليفوسيت را تا سطح  تراريخت، علف ياهانكه گ نشان داد

 ميلي مولار از علف كش از بين رفتند. 5/0گياهان شاهد در غلظت 
دستورزي   epsps)، مقاومت به علف كش, گليفوسيت،( .Brassica napus L كلزا: واژه هاي كليدي

 شده، پپتيد نشانه كلروپلاستي.

                                                
 Email: m-amir@nigeb.ac.ir                   02144787336 تلفن:         نويسنده مسئول: امير موسوي                       ∗
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 مقدمه
% از 12با تامين ) .Brassica napus L( اكلز

و نخل  ايجهان بعد از سو يكل روغن خوراك
 ي رودبه شمار م يروغن اهيگ نتري مهم يروغن

)Canola Council of Canada, 2008.(  ارزش
غذايي روغن آن به دليل وجود اسيد هاي چرب 
بي نظيري است كه آن را مطلوب تر از ساير 

 .Barzan et al( روغن هاي گياهي نموده است

2015; Kakaei et al. 2009(  كنجاله همچنين
كلزا بعد از روغن كشي به عنوان غذاي دام مورد 

 ).Stringam et al. 2003استفاده قرار مي گيرد (
يكي از مهم ترين عوامل تهديد كننده كشت و 
گسترش كلزا، علاوه بر آفات و بيماري ها، وجود 

 Bhalla etعلف هاي هرز در مزارع مي باشد (

al., 2008ت كيفيت و كمي ،). علف هاي هرز
 ,.Kishore et alروغن كلزا را كاهش مي دهند (

و غير  با دامنه عملكرد وسيع). علف كش 1988
انتخابي گليفوسيت براي كنترل علف هاي هرز 
بسيار استفاده مي شود. فعاليت اصلي گليفوسيت 

مي باشد  EPSPSدر گياهان، مهار رقابتي آنزيم 
كه ششمين و تخصصي ترين مرحله ساخت اسيد 

ر ينه حلقوي در چرخه شيكيمات كه دهاي آم
گياهان در كلروپلاست قرار دارد، مهار مي كند 

)Amrhein et al., 1983 اين چرخه مسئول .(
ساخت اسيد هاي آمينه حلقوي در گياهان، 
باكتري ها و برخي از قارچ ها مي باشد. دو نوع 

كنون شناسايي شده است، نوع تا EPSPSآنزيم 
 ،ليفوسيت حساس استطور ذاتي به گه ب ،اول

به گليفوسيت مقاوم مي  آن درحالي كه نوع دوم
پس از اينكه آنزيم ). Funke et al.,2006باشد (

EPSPS 1980، هدف اوليه گليفوسيت در دهه 
شناخته شد، اين آنزيم اولين انتخاب براي توليد 
محصولات متحمل به گليفوسيت قرار گرفت. 

 EPSPSنزيم مطالعات بسياري در راستاي ايجاد آ
مقاوم به گليفوسيت تاكنون انجام شده است. يكي 
از مهم ترين راه كارهاي مقاوم سازي گياهان 

توليد آنزيم زراعي به علف كش گليفوسيت، 
EPSPS  مقاوم به علف كش از طريق ايجاد

 ,.Devine et al( مي باشد اي هاي نقطه جهش

). مطالعات ساختاري بر روي اسيد هاي 2000
فظ شده در اين آنزيم، دو اسيد آمينه را آمينه ح

شناسايي كرد كه در جايگاه فعال اين آنزيم قرار 
 EPSPSندارند ولي بر روي تمايل گليفوسيت به 

با  96بسيار موثرند. گليسين در موقعيت 
گليفوسيت پيوند هيدروژني برقرار مي كند و 

، اسيد آمينه مهمي براي ميان 183آلانين در جايگاه
مي باشد  EPSPSفوسيت با آنزيم كنش گلي

)Schonbrunn et al., 2011 تغيير هر كدام از .(
اين اسيد آمينه ها به تنهايي تمايل آنزيم به اتصال 
 با گليفوسيت را به مقدار قابل توجهي كاهش مي

). اين تغييرات al., 2001 Eichholtz etدهد (
اگرچه تمايل آنزيم به گليفوسيت را كاهش مي 

تغييري در فعاليت آنزيم ايجاد نمي كند. دهد ولي 
مربوط به  epspsدر تحقيقات گذشته، در ژن 

جهش  دو K12 )(Ec-epspsاشرشيا كولي باكتري 
به آلانين و آلانين  96جانشيني شامل گليسين 
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به ترئونين به منظور كاهش تمايل گليفوسيت 183
 ,.Kahrizi et alانجام شد ( EPSPSبه آنزيم 

به منظور انتقال موثر  ،قيق حاضر). در تح2007
به كلروپلاست، توالي پپتيد نشانه  EPSPSآنزيم 

) Chloroplast signal peptide(كلروپلاستي 
-Ecگياه كلزا به ابتداي ژن  epspsمربوط به ژن 

epsps  و سپس با انتقال اين سازه شد اضافه
ميزان   ،) به كلروپلاست گياه كلزا (sp-epspsژني

مورد كلزا به علف كش گليفوسيت  گياه مقاومت
 .ارزيابي قرار گرفت

 

 ها  مواد و روش

 مواد مورد استفاده
تنظيم كننده هاي رشد گياه و آنتي بيوتيك 

آلمان با بالاترين درجه  Merkها از شركت 
آزمايشگاهي هاي  كيتخلوص خريداري شد. 
 ،استخراج ناقل وPCR جهت تخليص محصول 

ر آنزيم هاي موردنياز آنزيم هاي محدودگر و ديگ
و  Rocheبراي ساخت سازه ژني از شركت هاي 

Fermentas .تهيه شدند 
 

 سويه هاي باكتري، ناقل ها و مواد گياهي
از شركت  DH5αسويه  E. coliباكتري 
Invitrogene گرديد و باكتري  خريداري

، براي تراريختي LBA4404آگروباكتري سويه 
  pUC19 نه سازيهمسا گياه استفاده شد. از ناقل

به منظور همسانه  pBI121گياهي  يناقل بيانو 
سازي و تهيه ساختار هاي انتقال به گياه، استفاده 

 موسسهاز  PF-7045-91 رقمر كلزا وبذشد. 

تهيه  تحقيقات تهيه و اصلاح نهال و بذر كرج
 گراد درجه سانتي -4و تا زمان استفاده در گرديد 

 ساخت محيطهاي  كليه روش نگهداري شدند.
گيري غلظت  ها، اندازه بيوتيك هاي كشت و آنتي 

DNA هضم آنزيمي پلاسميد، و ، تخليص
تخليص محصول هضم آنزيمي، الحاق قطعه 

و  هاي مستعد ، تهيه سلولدر ناقل هدف
اساس كتب مرجع در  ها بر نيوغربالگري كل

 هاي آزمايشگاهي مولكولي انجام شد روش
)Sambrook et al., 2001 .(  
 

 sp-epspsتهيه سازه ژني 
داراي دو   Ec-epspsبه منظور اتصال ژن

جهش مضاعف به پپتيد نشانه كلروپلاستي گياه 
نوكلئوتيدي  Ec-epsps 1300 كلزا، ابتدا ژن 

) و eps Rو  eps Fتوسط آغازگرهاي اختصاصي (
 epspsتوالي پپتيد نشانه كلروپلاستي ژن سپس 

 beps R )200و  beps Fگياه كلزا با آغازگرهاي 
نوكلئوتيد) به طور جداگانه تكثير شدند، براي 
ايجاد قطعات همپوشان، يك جفت آغازگر تحت 

 نرم كمك با epsbn Rو   epsbn Fعنوان

  primer 3 onlineافزار
(biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_

www.cgi) بر اساس واكنش زنجيره  .شد طراحي
جداگانه با آنزيم  PCR،دو Soeingاي پليمراز 

به II و  PCR  Iانجام شد. واكنش pfuپليمراز 
 epsbnپيكومول از آغازگرهاي  1ترتيب با كمك 

F, eps R درجه سانتي گراد و  57، دماي اتصال
epsbn R ,beps F درجه سانتي  55، دماي اتصال

گراد انجام گرديد و پس از الكتروفورز بر روي 
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ت از روي ژل توسط كي %، قطعات1ژل آگارز 
 3´. بدين ترتيب در انتهاي گرديداستخراج 

نقاط مشترك  epspsژن جهش  5´ترادف نشانه و 
 هايبه وجود آمد. سپس اين دو قطعه با اندازه 

 Soeingنوكلئوتيدي با كمك روش  200و  1300
مرحله به هم متصل  دوطي  3به  1به نسبت 

قطعه با چرخه  دوشدند. مرحله اول براي اتصال 

محصول  دو) در حضور 10تا  6هاي كم (حدود 
PCR I  و II انجام شد و سپس  3به  1به نسبت

 Expand highدر مرحله دوم با استفاده از آنزيم 

fidelity  و با آغازگرهايbeps F وeps R  قطعه
گرديد. سازه ژني  نوكلئوتيدي حاصل 1500ژني 

  .)1ناميده شد (جدول   sp-epspsحاصله

 رفته در اين تحقيق. كار به آغازگرهايخصات مش  -1جدول
Table 1- Characteristics of the primers used in this study. 

اندازه محصول 
 تكثير يافته

Product length 

 )'3'5( توالي
Sequence 

 نام توالي
Primer 
 name 

O
ve

rl
ap

pi
ng

 e
xt

en
si

on
 (S

O
E

IN
G

) 
PC

R
   

   
 

bp 1300 epsbn F: 5'- ACAGCTTCTGTTTCTATGGAATCCCTGACCT-3‘ 
 eps R: 5' –CGGGATCCTCAGGCTGCCTGGCTAATC -3'  :Ec-epsps 

bp 200 beps F: 5'- AAATTTCTAGAATGGCGCAATCTAGCAGA-3' 
epsbn R: 5'- ACGTCAGGAATTCCATGGAAACAGAAGCTGT-3' 

peptide signal       
 

1500 bp beps F: 
5'- AAATTTCTAGAATGGCGCAATCTAGCAGA-3' 
eps R: 5' –CGGGATCCTCAGGCTGCCTGGCTAATC -3' 

sp-epsps   

 

   sp-epsps-pBIساخت ناقل بياني 
پس از تكثير، در ناقل  sp-epsps سازه ژني

19pUC توسط آنزيم ليگازT4   همسانه سازي
بوسيله  -sp-epsps pUCشد. سپس صحت ناقل 

 و توالي يابي با PCRآنزيم هاي برشي، واكنش 

مورد تائيد  13Mاستاندارد  هاي از آغازگر استفاده
با آنزيم هاي  sp-epspsقرار گرفت. سازه ژني 

بريد شده و  19pUCاز ناقل   XbaI/SacIبرشي
به جاي ژن   pBI121در ناقل بياني
ز انتقال اپس ) قرارگرفت. gusبتاگلوكورونيداز (

 صحت آن، E. coliبه  sp-epsps-pBIناقل 
با  PCRو   XbaI/SacIتوسط برش با آنزيم هاي

 آغازگر هاي اختصاصي ژن مربوطه اثبات گرديد.
به روش استاندارد انجماد و   sp-epsps-pBIناقل 

ميلي مولار و ازت  CaCl2 20ذوب با استفاده از 
 LBA4404مايع به باكتري آگروباكتري سويه ي 

منتقل شد و كلوني هاي رشد يافته بر روي محيط 
انتخابي كانامايسين/ريفامپيسين توسط واكنش 

د با آغازگر هاي اختصاصي مورد تايي PCRكلوني 
 ). (Sambrook et al., 2001قرار گرفتند

 
 انتقال ژن به گياه و باززايي آن

 گياه به نظر مورد ژني سازه انتقال منظور به
 شدن عفوني ضد از پس گياه اين بذور كلزا،
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 سپس. شدند داده كشت MS محيط در ،سطحي
ها  ريزنمونه لپه اي، دمبرگ هاي كردن قطع با

 پيش محيط روي بر ريزنمونه ها. ندگرديد تهيه
 داده كشت BAP هورمون mg/l  5/3حاوي كشت
ريزنمونه  آگروباكتري، با مجاورت از پس. شدند

سانتي  درجه 25 دماي در ساعت 48 مدت به ها
 هم كشتي با اگروباكتري كشت محيط در گراد
 و ريزنمونه ها بيشتر باززايي از پس. گرفتند قرار

 اين ت،تراريخ غير نمونه هاي حذف منظور به
 كانامايسين mg/l15 با  انتخابي محيط به شاخه ها

 نظر از كه آمده بدست گياهچه هاي. شدند منتقل
 به بودند، دارا را لازم آمادگي ريشه دهي و اندازه
 شدند. داده انتقال خاك

 

تاييد تراريختي گياهان كلزا از طريق واكنش 
PCR 

جهت بررسي گياهان تراريخت و اثبات 
هاي مورد نظر در ژنوم گياه، روش حضور ساختار

PCR اختصاصي ژن  يبا آغازگرهاsp-epsps 
درجه  58اتصال  يكلزا با دما اهيژنوم گ يبرا

  انجام شد. ي گرادسانت
در سطح رونويسي در گياه  يد بيان ژنيتأ

 تراريخت
ن در گياهان تراژبه منظور تأئيد بيان 

استفاده شد.  RT-PCRتراريخت شده از روش 
با استفاده از  ختيترار اهياز گ RNAمنظور، بدين 
پس از و استخراج شد  RNX (PLUS)كيت

رقت  نيياي و تع تك رشته cDNAساخت 
 cDNAساخت  يمناسب، از آن به عنوان الگو برا

دماي و  PCRآنها توسط  رياي و تكث دو رشته

 اهيدر گ يژن مصنوع انيب دييتاجهت  58اتصال 
 استفاده شد. ختيترار

 

 T0ن زيستي گياهان تراريخت نسل آزمو
جهت ارزيابي مقاومت به گليفوسيت، 
گياهان تراريخته با سازه ژني و گياهان شاهد (غير 
تراريخته) با غلظت هاي مختلف گليفوسيت 

محلول پاشي ) ميلي مولار 2 و 5/1، 2/1، 1، 5/0(
شدند. يك هفته پس از اولين تيمار، دوباره اين 

هفته  2پس از گذشت محلول پاشي تكرار شد. 
آن  سبز بودن برگ هايوضعيت گياهان و ميزان 

 ها مورد بررسي قرار گرفت. 
 

 نتايج و بحث
توسط ژنوم هسته اي كد شده  EPSPSآنزيم 

و پس ازساخته شدن بر روي ريبوزوم هاي 
سيتوپلاسمي به درون كلروپلاست هدايت مي 

اطلاعات لازم  .(Read and Cobb, 2002) شود
فمند شدن پروتئين به سمت اندامك براي هد

توسط بخشي از توالي پپتيدي كه مورد نظر 
معمولاً در انتهاي آميني پروتئين قرار گرفته و 

استفاده امروزه، . گردد پپتيد نشانه نام دارد، مهيا مي
به  زيست فناوري ها در تحقيقات از اين توالي

هاي  منظور هدايت پروتئين نوتركيب به اندامك
 ها به گونه اين ترادف به افزايش است. خاص رو

ي انتقال يك پروتئين يكنند كه كارآ اي عمل مي
را  اندامكساخته شده در سيتوپلاسم به داخل 

با توجه به جايگاه . دهد چندين بار افزايش مي
 مسير شيكيمات در كلروپلاست گياهان، بايد ژن 
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epsps داراي دوجهش مضاعف را به روشي كارا
روپلاست گياه كلزا هدايت كرد. به اين به درون كل

اشرشيا باكتري epsps  منظور در اين پروژه ژن 
و پپتيد نشانه كلروپلاستي گياه كلزا، از  كولي

به طور مجزا با كمك  PCRطريق واكنش 
تكثير و   pfuآغازگرهاي هم پوشان توسط آنزيم 

 نوكلئوتيدي حاصل شد 200و  1300دو قطعه ي 

قطعه تكثير  2سپس اين الف و ب).  1(شكل
 eps Rو  beps F شده، با استفاده از آغازگر

به يكديگر متصل Expand high fidelity وآنزيم 
 1500با اندازه  sp-epspsشده و سازه ي ژني 

).ج 1جفت بازي حاصل گرديد ( شكل 
 

 
و  Ec-epspsبراي تكثير قطعات هم پوشان در توالي هاي   PCRالگوي الكتروفورز محصول -1شكل 

: نشانگر وزن مولكولي 1پپتيد نشانه و اتصال آنها توسط روش توسعه نقاط هم پوشان الف) چاهك 

Kb 1 )Fermentasتكثير قطعه حد واسط پپتيد نشانه كلروپلاستي (2) چاهك :bp200 با آغازگر (

epsbn R  وbeps F چاهك (تكثير قطعه حد واسط 1. ب :epsps )bp1300 (   با آغازگرeps R و 

epsbn F   نشانگر وزن مولكولي 2چاهك :Kb 1 )Fermentas.(  ج) اتصال ژنEc-epsps  به پپتيد

-sp: سازه ژني 1) چاهك eps Rو   beps Fنشانه كلروپلاستي با به كارگيري آغازگرهاي اختصاصي(

epsps )bp 1500(  نشانگر وزن مولكولي 2چاهك :Kb 1)Fermentas.( 

Figure 1- Electrophoretic pattern of PCR products for amplification of overlapping 
fragments in Ec-epsps and signal peptide sequences and fusion of them by overlapping 
extension technique. A: Lane 1, 1 Kb ladder; Lane2, amplification of signal peptide 
intermediate fragment (200 bp) using beps F and epsbn R primers; B: Lane 1, 
amplification of epsps intermediate fragment (1300 bp) using eps R and epsbn F primers, 
Lane 2, 1 Kb ladder (Fermentas); C: Fusion of Ec-epsps to chloroplast signal peptide 
using specific primers (beps F  و  and eps R); Lane 1, sp-epsps (1500 bp), Lane 2, 1 Kb 
ladder (Fermentas). 
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 سازي همسانه 19pUCناقل  در نهايي قطعه

با  19pUCبرش ناقل پس از در مرحله بعد  وشد 
 ، سازه ژني SacIو   XbaIاستفاده از آنزيم هاي

sp-epspsر ناقل دpBI121  توسط يك واكنش
-sp-epspsگيرد و سپس ناقل  اتصال قرار مي

pBI   برروي محيط جامد حاوي آنتي بيوتيك

د. پس از تاييد همسانه شكانامايسين غربالگري 
با كمك هضم  pBI121سازي سازه ژني در ناقل 

با آغازگرهاي اختصاصي، جهت  PCRآنزيمي و 
انتقال ژن به گياه، اين ناقل به اگروباكتري منتقل 

 ).2ب) ( شكل شد (به روش انجماد و ذو

 

 
 تاييد: 5-1 ، چاهك هايمرازي پل يا طريق واكنش زنجيره از sp-epsps-pBI ژني سازه تاييد -2شكل 

 اختصاصي آغازگر هاي با PCR طريق از نوتركيب باكتري هاي در sp-epsps قطعه حاوي ناقل حضور

 Kb 1 مولكولي وزن نگرنشا :7 ، چاهككنترل منفي به عنوان بدون سازه ژنيpBI121 ناقل  :6چاهك

)Fermentas.( 
Figure 2-  Confirmation of pBI-epsps gene construct by polymerase chain reaction, 
Lanes 1-5, confirmation the presence of vector contains sp-epsps fragment in 
recombinant bacteria by PCR with specific primers; Lane 6, pBI121 without gene 
construct as a negative control; Lane 7, 1Kb ladder (Fermentas). 
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 كشت بافت و تراريختي گياه
براي انتقال ژن به گياه كلزا از باكتري 

استفاده شد و با  LBA4404 اگروباكتري سويه
توجه به وجود ژن مقاومت به كانامايسين در 

نوساقه در بعضي از  قطعه ي انتقال يافته، توليد
برگ هاي لپه اي بر روي محيط كشت گياهي 

). شاخه 3حاوي كانامايسين مشاهده شد(شكل 
هاي سبز باززايي شده به محيط طويل شدن 

 نوساقه و القاي ريشه زايي انتقال داده شدند.

به منظور اثبات حضور سازه ژني  PCRآزمون 

 در گياهان تراريخت 
گياهان بررسي مولكولي  منظور به

با استفاده از كيت ژنومي  DNA، تراريخت
هاي جوان و سبز گياه  از برگ، DNAتخليص 

استخـراج ي تراريخت و شاهد غير تراريخت كلزا
با استفاده ازآغازگرهاي  PCRنتيجه . گــرديد

اختصاصي ابتداي ترادف نشانه و انتهاي ژن 
 آمده است.  4در شكل  epspsجهش يافته 

 
 1كانامايسين پس از mg/l 15 تراريخت در محيط طويل شدن نوساقه حاوي سبزياهچه هاي گ -3شكل 

 ماه.
Figure 3- Green transformed plant in shoot elangation medium containing 15 mg/l 
kanamycin after one month. 

 
به منظور اثبات حضور  RT-PCRآزمون 

 رونوشت در گياهان تراريخت
در  sp-epspsئيد حضور ژن اتپس از 

، اقدام به PCRاستفاده از  گياهان تراريخت با
ها با كمك  برداري و بيان اين ژن بررسي نسخه

 كل RNAپس از استخراج  .شد RT-PCRروش 
هاي  با به كارگيري آغازگر ،cDNAو ساخت 

 انجام شد. PCRني، واكنش ژ اختصاصي سازه
-RTول رفت، در محص طور كه انتظار مي همان

PCR گياه تراريخت باند حدود  bp1500 
 .)5(شكل مشاهده گرديد

Comment [U۱ :[ شکل ها بايد عنوان
 انگليسی هم داشته باشند؟؟؟

 لطفا برای همه شکل ها نوشته شود
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ارزيابي مقاومت به گليفوسيت در گياهان 

 تراريخته
جهت ارزيابي مقاومت به گليفوسيت، 
گياهان تراريخته و گياهان شاهد (غير تراريخت) 
در غلظت هاي مختلف گليفوسيت محلول پاشي 

ي مولار ميل 5/0شدند. گياهان شاهد در غلظت 

گليفوسيت در مرحله اول از بين رفتند اما گياهان 
مرحله  2پس از  ميلي مولار، 2تراريخت تا غلظت 

تحمل نشان  محلول پاشي با فاصله يك هفته،
دادند كه نشان دهنده تحمل نسبي گياهان 
تراريخت به علف كش گليفوسيت مي باشد 

 ). 6(شكل 

 
) sp-epsps )bp 1500براي اثبات حضور سازه ژني  PCRن الگوي الكتروفورز محصول آزمو -4شكل 

 PCRمحصول  :3تا  1، چاهك هاي beps Fو  eps Rآغازگرهاي اختصاصي  در گياه كلزا با بكارگيري

گياه كلـزاي غيـر تراريخـت (كنتـرل      :4)، چاهكsp-epsps )bp1500گياه تراريخت حاوي سازه ژني 

 Mixنشـانگر وزن ملكـولي    :6نتـرل مثبـت)، چاهـك    (ك pBI121ناقـل نوتركيـب    :5منفي)، چاهك 

)Fermentas.( 

Figure 4- Electrophoretic pattern of PCR assay products to confirm the presence of  sp-
epsps  construct (1500 bp) in canola plant using specific primers beps F and eps R. Lanes 
1-3, PCR products of transformed plant containing sp-epsps (1500 bp); Lane 4, 
untransformed canola plant (negative control); Lane 5, recombinant pBI121 vector 
(positive control); Lane 6, Mix ladder (Fermentas). 
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 sp-epspsزه ژنـي  سـا حاوي  تراريختان كلزاي گياه RT-PCR الكتروفورز محصولالگوي  -5شكل 

)bp 1500آغازگرهاي اختصاصي  ) با بكارگيريeps R  وbeps F  محصـول  2-1، چاهـك :RT-PCR 

 (كنتـرل مثبـت)،   pBI121: ناقل نوتركيـب  3، چاهك )sp-epsps )bp1500گياه تراريخت حاوي سازه 

 Kb1 : نشــانگر وزن ملكــولي5گيــاه كلــزاي غيــر تراريخــت (كنتــرل منفــي)، چاهــك  : 4چاهــك 

Fermentas)(. 
 

Figure 5- Electrophoretic pattern of RT-PCR products in transformed canola plants 
containing sp-epsps construct (1500 bp) using specific primers beps F and eps R. Lanes 
1-2, RT-PCR products of transformed plants containing sp-epsps construct(1500 bp); 
Lane 3, recombinant pBI121 vector (positive control); Lane 4, untransformed canola 
(negative control); Lane 5, 1 Kb ladder (Fermentas).      

 
 

  
 )Aالف ( )Bب (

ميلي  2 مقايسه گياهچه هاي تراريخت (الف) و غير تراريخت (ب) پس از محلول پاشي با -6شكل 

 مولار گليفوسيت بعد از گذشت سه هفته.
Figure 6- Comparison of the transformed plant (A) and an untransformed plant (B) 
after spraying with 2 mM glyphosate after three weeks. 
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ميلي مولار  5/0گياهان تراريخت در غلظت 

از گليفوسيت كه براي گياهان غير تراريخت 
است قادر به تحمل علف كش هستند، هر  كشنده

چند كه با افزايش ميزان دز علف كش تحمل 
گياهان كاهش مي يابد ولي در بالاترين غلظت 

ميلي مولار، گياهان  2اعمال شده، غلظت 
تراريخت همچنان عملكرد بهتري نسبت به گياه 

  غير تراريخت در غلظت كشنده دارند.
برخي  مطالعات متعدد نشان داده است كه

نقش  EPSPSاسيد هاي آمينه حفظ شده در آنزيم 
اساسي در اتصال گليفوسيت به اين آنزيم دارند و 
بنابراين ايجاد تغييرات در اين اسيدهاي آمينه از 
اصلي ترين روش ها براي جلوگيري از 
بازدارندگي و عدم اتصال گليفوسيت به آنزيم 

EPSPS  .براي اولين بارشده استpadgette   و
با تحمل بالا به  EPSPSمكارانش آنزيم ه

گليفوسيت را گزارش كردند كه داراي جهش 
 ,.Padgette et al( بود Gly96 Alaجانشيني 

 -epsps  Ec ). در اين پروژه از ژن  1991
باكتريايي كه توسط روش جهش زايي نقطه اي، 

) و  Gly96Alaو Ala183Thrجهش يافته (
فاده گرديد يفوسيت شده بود استمتحمل به گل

)Kahrizi et al., 2007آمينه  ). اسيدهايGly96 
كنش  دو جايگاه اساسي براي ميان Ala183و 

باشند و تغيير  كش گليفوسيت با آنزيم مي علف
هر كدام به تنهايي تمايل آنزيم به اتصال با 
 گليفوسيت را به مقدار قابل توجهي كاهش مي

ات ). اين تغييرal., 2001 Eichholtz etدهد(

اگرچه تمايل آنزيم به گليفوسيت را كاهش مي 
دهد ولي تغييري در فعاليت آنزيم ايجاد نمي كند. 
مطالعات همچنين نشان داده است كه مي توان 
تمايل آنزيم به گليفوسيت را توسط ايجاد 
تغييرات در آمينواسيدهاي ديگر ي نيز كاهش داد 

) Baerson et al., 2002(. 
تراريختي گياه كلزا ز مقايسه نتايج حاصل ا

نشانه حاكي از آن  يدبدون پپت epspsآنزيم توسط 
ت ايجاده شده در گياه كلزا ممقاوميزان كه است 

نسبت به علف كش گليفوسيت، يك مقاوت 
تصادفي  ).Kahrizi et al., 2008(استنسبي بوده 

بودن سيستم انتقال ژن از طريق اگروباكتري در 
نسخه هاي وارد شده تعداد  و درون ژنوم ميزبان

و پديده خاموشي ژن مي تواند دليل تراژن 
 مقاومت نسبي به علف كش گليفوسيت باشد

)Bhalla and Smith, 1998  با توجه به اين كه .(
در كلروپلاست گياه قرار  EPSPSآنزيم جايگاه 

براي هدايت  )2006et alCioppa -Della ,.دارد(
 ت كلروپلاست يك پپتيد نشانهآن به سم

ابتداي اين آنزيم كلروپلاستي با منشا گياه كلزا 
حاصل از تراريختي گياه كلزا با  نتايج .اضافه شد

همراه با ترادف نشانه كلروپلاستي  EPSPSآنزيم 
در مقايسه با مقاومت حاصله يزان نشان داد كه م

مطالعات پيشين كه بدون توالي نشانه انجام شده 
 نظر مي افزايش چشمگيري نداشت. بهبودند، 
بررسي ساختار فعال و عملكردي آنزيم رسد 

EPSPS  پس از افزايش پپتيد نشانه كلروپلاستي و
بدون پپتيد نشانه  EPSPSمقايسه آن با آنزيم 
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لذا تراريختي ژنوم  .ضروري مي باشدكلروپلاستي 
در ژنوم كلروپلاست  epspsژن كلروپلاست با 

اي مناسب بريكي ديگر از راه كارهاي مي تواند 
 Ye etايجاد كلزاي مقاوم به علف كش باشد (

al., 2001.( 

 تشكر وقدرداني
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Abstract 

One of the most effective approaches for weed control is production of glyphosate 
herbicide tolerant crops. Glyphosate blocks plant growth by inhibiting EPSPS (5- 
enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase) enzyme which in shikimate pathway for the 
biosynthesis of aromatic amino acids in plants and cause plant death. Manipulation of epsps 
gene in order to reduce its affinity for glyphosate is one of the best methods for production of 
glyphosate-tolerant plants. In the previous studies, site-directed mutagenesis was used to 
confer two point mutations in E. coli epsps gene in order to convert Glycine96 to Alanine 
(Gly96Ala) and Alanine 183 to Threonine, (Ala183Thr). In this study, mutated epsps gene 
was fused to the chloroplast signal peptide from B. napus L. epsps gene. Then, the 
manipulated Ec-epsps gene was cloned in pBI121 as a plant expression vector; 
Agrobacterium–mediated transformation was used to deliver the recombinant pBI121 in 
rapeseed cultivar PF-704591. Molecular analyses were used to confirm the presence and 
expression of the transgene. Bioassay analysis showed that the amount of glyphosate 
tolerance in transgenic plants was 2 mM, whereas the non-transformed ones were unable to 
survive in 0.5 mM glyphosate. 
 
Key words: Rapeseed, tolerance to herbicide, Manipulated epsps, Glyphosate, Chloroplast 
Signal Peptide. 
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