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های علف. رودمی شمار به جهان روغنی هایدانه تریناهميت با از یکی (Brassica napus) کلزا

آنزیم  ی،عموم یکشعلف یفوسيت. گلاکلزا استت کش کننده تهدید عوامل هرز یکی از مهمترین

5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate (EPSPS) هایراه تریناز موثر یکی. کندمی مهار را 

 EPSPS آنزیم کننده کد ژننسخه مقاوم به گلایفوسيت  انتقال گلایفوسيت، به مقاوم گياهان ایجاد

 در سپسو ده ش ایجاد E.coli باکتری aroAژن در  اینقطه سه جهش یک حاضر، پژوهش. در است

 هيبریدی صورت به و هم کنار در معمولی ژن نسخه یک همراه به را نظر مورد ژن شده تهيه سازه

 Agrobacterium یباکتر LBA4404سویه د و توسط شکلون  pBI121و  pUC18 يدهایپلاسم در

tumefaciense، بهاره  رقمکلزا  ياهگ هایبه سلولRGS003 تحت داده شد. ژن مورد نظر  انتقال

های کلونی و بيانی، بود. کلون سازی ژن در ناقل NOS يناتورترم وCaMV35S  پروموتور کنترل

های مولکولی جهت تائيد انجام گرفت. در این و سایر آزمایش PCRبررسی تراریختی از طریق 

یفوست استفاده گردید که از این لاین مستقل تراریخته برای تيمار گلا 142از  T1تحقيق در نسل 

در دو  2Tنسل  یختهترار ياهانبذور گد. انتخاب ش 2Tنسل لاین برای آزمونهای بعدی در  10تعداد 

 گلایفوسيت علفکش مختلف هایغلظت در صورت آزمایش فاکتوریل بهin vitro و  in vivo شرایط

ارتفاع بوته،  مانند یکفولوژصفات مر یو برخ ی. سپس درصد سوختگقرار گرفتند بررسی مورد

 تراریخته گياهان که داد نشان نتایج. شد اندازگيریو تعداد غلاف در بوته فرعی  یتعداد شاخه

 شاهد گياه که حالی در کنند؛ تحمل را گلایفوسيت علفکش از مولار ميلی 8/76 غلظت تا توانندمی

 .ارندد مانیزنده قدرت مولار ميلی 4/2، 2/1، صفر هایغلظت در
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  مقدمه

 خوراکی روغن کل از درصد 12 تأمین با  (.Brassica napus L)کلزا

-می شمار به روغنی گیاه ترینمهم روغنی نخل و سویا از بعد جهان

ی در دانه روغن میزان زیاد(. et al. 2012 Thiyam-Hollander) رود

-آن سبب توجه بیشتر کشورچرب  هاییداس و ترکیبات مناسبکلزا 

 (.et al. Barzan.(2015ی روغنی شده است های جهان به این دانه

 این جملهاز  دارد، وجود هاییمحدودیت ارزش با گیاه این کشت در

. شوندمی آن عملکرد کیفی و کمی کاهش موجب هرز هایعلف که

 عملیات مهمترین از کلزا، مزارع هرز هایعلف کنترل دلیل همین به

 شیمیایی، هایعلفکش. استفاده از رودمی مارش به گیاه این زراعی

(. Know et al, 2001)است  هرز هایعلف کنترل روش تریناصلی

 کنند،یم یدرا تهد یاهگ ینمزارع ا هرز، هایعلف از وسیعی طیف

 et al. 2016است ) یالزام یفالط یعوس علفکش یریبه کارگ بنابراین

Gomesیزراع یاهبه گ هرز، لفع بر علاوه هاییعلفکش ین(. اما چن 

 ینمتحمل به ا یکلزا یاهگ یدجهت تول ینهم به. رسانندیم یبآس یزن

 Know et) است برخوردار ایالعاده فوق اهمیت از هاعلفکشنوع 

al, 2001 .)و  یعبا دامنه عملکرد وس یفوسیتگلا علفکش

 شود،می استفاده رایج طور بههرز،  هایکنترل علف یبرا یانتخابغیر

فسفات سنتتاز  -3یکیماتش یرویلانول پ -5 آنزیم علفکش، ینا

(EPSPS) یآمینه هایاسید یوسنتزب یردر مس آنزیم ینکه ششم 

 ین(. چنانچه اAmrhein et al. 1983) کندمی مهار را است حلقوی

. از (al. 2014 Kahriz etشود )یدچار مرگ م یاهنشود گ یدتول یمآنز

 علفکشبه  یزراع یاهانگ یم سازمقاو هایراهکار ترینمهم

 یجادا یقاز طر علفکشمقاوم به  EPSPS یمآنز یدتول یفوسیتگلا

 .Devine et al. 2000; Kahrizi et al)است آن  در اینقطهجهش 

تا میل ترکیبی گلایفوسیت با آنزیم کاهش پیدا کند. البته نوع . (2007

رکیبی موتانت هم باید طوری باشد که علاوه بر کاهش میل ت

علفکش، تأثیری بر عملکرد آنزیم نداشته باشد. یک راهکار دیگر 

است تا درصدی آنزیم برای کاتالیز  EPSPSبیان بیشتر آنزیم 

اسیدهای آمینه آروماتیک وجود داشته باشد. یک روش دیگر استفاده 

باشد )سازه مورد نظر در این تحقیق( که تلفیقی از دو راهکار بالا می

 بی یا هیبریدی استفاده شد. به صورت ترکی

(Devine et al. 2000; Kahrizi et al. 2007; Kahrizi and 

Salmanian, 2008) برای ایجاد مقاومت به علفکش گلایفوسیت در .

 Kahrizi et al., 2005; Kahrizi and) نهیگا یوناز موتاسکلزا، 

Salmanian, 2008)  و دوگانه(Kahrizi et al. 2007)  در ژنaroA 

پژوهش از  این در استفاده شده است. EPSPSکد کننده آنزیم 

به صورت توام از دو روش وارد  راهکار ترکیبی یا هیبریدی یعنی

تولید  و اینقطه موتاسیون سه دارای aroA یافته جهشنمودن ژن 

 مقاومت یزانم افزایشبه منظور  ،توسط گیاه EPSPSآنزیم  بیشتر

 استفاده شد. تیفوسیگلا علفکشکلزا به  یاهگ

 

   یاهیو مواد گ هاناقل باکتری، هایسویه

 و مستعد هایبه منظور تهیه سلول DH5 سویه  E. coliباکتری از

ه سوی  E. coliباکتری  از نوترکیب، و اصلی هایپلاسمید نگهداری

ژنومی و از باکتری  DNA، برای جداسازی K12 استاندارد

 جهت ،LBA4404سویه  ،Agrobacterium tumefacienseیخاکز

 در pUC18 از ناقل کلونیکلزا استفاده شد.  هایسلول به ژن انتقال

ده مورد استفابه منظور بیان ژن  pBI121 یانیکلون کردن و ناقل ب

 RGS003. مواد گیاهی این پژوهش شامل بذور کلزا رقم بهاره شد

 و تهیه تحقیقات مؤسسه روغنی هایدانه بخش از رقم این. بود

 .گردید تهیه کرج بذر و نهال اصلاح

 نیبا باالاتر  Roche و Merckمواد شیمیایی مورد نیاز از شرکت  کلیه

اصالی، کیات پلیمارازی     یبرشا  هاای درجه خلوص تهیه شد. آنزیم

Expand  ماورد نیااز نظیار     هاای و سایر آنازیمRNAase   و آلکاالین

 تهیه شد. Fermentasو  Rocheفسفاتاز از شرکت 

 E. coli (K12)ژنومی از باکتری  DNA تهیه

بر روی محیط جامد، یک  E. coli (K12)کشت شبانه باکتری  از

 (ml 5) مایع LBکلنی انتخاب و در شرایط استریل به درون محیط 

 rpm 150با دور  ،)O/N(تلقیح شد. رشد باکتری به مدت یک شب 

ژنومیک از  NADانجام گرفت. جهت خالص سازی  Co37دمای  و

اد زی روش استاندارد استخراج کروموزوم باکتریایی با وزن مولکولی

 استفاده شد.

 

  هاروش و مواد
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 یاصل سازه و افتهی جهش ژن هیته

( M377Vو  E145G ،N267Sدر سه نقطه ) aroA یافتهجهش  ژن

 هاییمسپس با استفاده از آنز .شد یهته یناژنشرکت سطریق از 

-یرهزنج واکنش از (.1ردید )شکل گ تهیه اصلی سازه لیگاز، و برشی

در  استفاده شد DNAویژه  هایتوالی تکثیر( برای PCRپلیمراز ) ای

ریزی و طرح متفاوتی برای تکثیر یا تأیید هایPCRپژوهش این 

 .شد اجرا

 سملو   بمه  آن انتقما   و pUC1 پلاسميید  در قطعات کردن کلون

 مستعد

استفاده شد.  BamHI برشی هضم قطعات و پلاسمید، از آنزیم جهت

 DNA ،خاارجی باه سالول میزباان     DNAسپس بارای وارد نماودن   

یم کلسا  یاد روش کلراز . گردیاد کلاون   pUC1 یدپلاسم رخارجی د

 ساپس . استفاده شد E. coliباکتری  DH5سویه کردن  مستعد برای 

کااانکی  مااک محاایط روی باار پلاساامید حاااوی هااایباااکتری

(MacConkey, 1908) گازینش  سایلین، آمپای  تیاک بیو آنتای  حاوی 

 LB یطبه دست آمده، کشت شبانه در مح یدسف هایکلونی از شدند.

حضاور   نهاایی  ییدتأ یبرا PCRاز روش  یتشد و در نها یهته یعما

 استفاده شد. یدقطعه در پلاسم

  یاهیگ یانیدر ناقل ب یساز هيسانه

-ژن ،A. tumefacienseمنظور انتقال ژن به گیاه از طریق باکتری  به

 کلون pUC18جهش یافته که به صورت مستقیم در پلاسمید  های

خارج  SacIو  XbaI هایآنزیمشده بودند، با هضم آنزیمی توسط 

 د،بودن شده هضم هاآنزیم همینکه با  pBI121شده و در پلاسمید 

ن ضمناً هضم پلاسمید با این دو آنزیم باعث حذف ژ. شدند کلون

gus از  تری،باک تراریختی (. به منظور1)شکل شود در پلاسمید می

 و ازت مایع 2CaClروش استاندارد انجماد و ذوب با استفاده از 

(Höfgen and Willmitzer, 1988) .به کار گرفته شد 

نشان داده  pBI121، سازه مورد استفاده در پلاسمید بیانی 1در شکل 

و ژن شده است. همانطور که ملاحظه می گردد در این سازه از د

aroA  استفاده گردیده است؛ به طوری که یک ژن دارای سه ژن

 (W- aroA)و ژن دیگر به فرم وحشی یا نرمال  (M- aroA)ای نقطه

و ترمیناتور  CaMV35S باشد. این دو ژن تحت کنترل پروموترمی

NOS باشد.می 

  اهیو انتقا  ژن به گ یاهیگ مواد تهیه

های های بخش دانهتوصیه های به عمل آمده وبر اساس بررسی

یق روغنی مؤسسه تحقیقات اصلاح و تهیه نهال و بذر، در این تحق

را که به عنوان گیاه گیرنده ژن استفاده شد چ RGS003رقم بهاره از 

 وبالا  امی است که سطح زیر کشت آن نسبتااین رقم از جمله ارق

 باشد.میجزو ارقام نسبتاً متحمل به بیماری اسکلروتینایی ساقه 

 اییشهدرون ش یطو در شرا یلاستر RGS003رقم بهاره  یکلزا بذور

پنج روزه پس از  هایگیاهچه هایکوتیلدون سپس. شد داده کشت

 mg/l 5/4 IBA ، g/l30 یحاو MS محیط درانتهایی  یستمحذف مر

پس از دو روز ها این کوتیلدونآگار، کشت شدند.  g/l8 ساکارز و 

یوم و سپس با آگروباکتر یهمکشت یبرا ،در اتاق رشد ینگهدار

 یالقا یطدر مح یلدونکوت ینا از کشت پس .انتقال ژن استفاده شدند

کانامایسین  mg/l 15 یحاو محلولپس شست و شو در سنوساقه و 

، به آنها اجازه رشد داده شد و سپس سفوتاکسیم mg/l 200و 

 یرشز پذا یسبز حاک های. نوساقهشدند ینشگز های سبزکوتیلدون

 ی یک گرم درلیترکشت حاو یطشدن به مح یلژن بوده و جهت طو

IBA با  یجیتدر یو سازگار یانتقال داده شدند و پس از رشد کاف

ساعت  16 نوری شرایط با شده کنترل گلخانه به یعیطب یطشرا

 شب در Co15در روز و  Co25ساعت تاریکی و دمای  8روشنایی و 

ماندند  باقی شرایط همان در ریبذرگی زمان تا و شدند منتقل

(Kahrizi et al., 2007). 

 هختیترار اهانیگ در تیفوسیگلا علفکش به مقاومت یابیارز

 هایگیاهچه روی بر گلایفوسیت علفکش به مقاومت ارزیابی

 in vitroو  in vivo شرایطدو  در 2Tحاصل از کشت بذور نسل 

  .پذیرفت انجام

 انیزم یسهو مقا یابیمنظور ارز به in vitro طیشرادر  یابیارزدر 

همراه با  MSکشت  یطابتدا مح یفوسیتمقاومت به علفکش گلا

 یهمولار ته یلیم 10، 8، 6، 4، 2در پنج غلظت  یفوسیتعلفکش گلا

 کیشاهد ده عدد در هر  ینلا یکو  یختهترار ینلا 9شد. سپس از 

 و شمارش زده جوانه بذور و شد داده قرار کشت هاییطاز مح

 .گرفت قرار مقایسه مورد نسبت به شاهد و یکدیگر

بر اساس اطلاعات پیشین حاصل  ،in vivo طیشرادر  یابیارزجهت 
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با علفکش گلایفوسیت و  T1و  T0های های نسلاز تیمار لاین

مقایسه آنها با گیاه غیرتراریخت یا شاهد منفی، تراریخته بودن 

 به مقاومت میزان بررسی منظور به آزمایش گیاهان تایید گردید. این

 یگلخانه تراریخته در کلزای لاین مستقل 9 در گلایفوسیت علفکش

 یطبا شرا یدانشگاه راز یعیو منابع طب یکشاورز یسدانشکده پرد

رطوبت  و Co25 یدما یکی،ساعت تار 8ساعت نور و  16 یطیمح

یکی گلدان پلاست 270 یشآزما ینانجام شد. به منظور انجام ا 98-95

از خاک  یبا مخلوط تکرار(، 3غلظت علفکش در  10لاین،  9رای )ب

 بذورپر شد. سپس  یت به نسبت مساویمزرعه، ماسه و کوکوپ

در مرحله . با سه تکرار در داخل گلدان کشت شدند 2Tنسل  یکلزا

، 2/19 ،6/9، 8/4، 4/2، 2/1، 0 هایبا غلظت یاهانگ یچهار برگ

 یسمپاش یفوسیتکش گلامولار علف یلیم 6/153، 8/76، 4/38

یفوسیت مولار علفکش گلا یلیم 6/9با توجه به اینکه غلظت  ند.شد

شود، در این آزمایش چندین های هرز توصیه میبرای کنترل علف

تر از غلظت توصیه شده با ضریب یکسان در نظر دوز بالاتر و پایین

-شاخه تعداد بوته،ارتفاع  ی،درصد سوختگ صفات سپسگرفته شد. 

 فرعی شاخه در غلاف تعداد اصلی، شاخه در غلاف تعداد رعی،ف ی

یاهان تیمار شده با علفکش گ ینو تعداد غلاف در بوته در ا

 .شد یسهمقا گلایفوسیت

 

 

ژنومی  DNAدر این تحقیق عملیات مولکولی شامل استخراج 

های ، الف(، استخراج پلاسمید، کلون سازی ژن در ناقل1)شکل 

 PCRب و ج( و بررسی تراریختی از طریق  1ی و بیانی )شکلکلون

ده آورده ش 1د( انجام گرفته شد که برخی از آنها در شکل  1)شکل

 ، الف(1ژنومی )شکل  DNAآگارز مربوط به الکتروفورز ژل  است.

استخراج شده از کمیت و کیفیت قابل قبولی  DNAنشان داد که 

  برخوردار بوده است. 

به روش  gusتر کردن پلاسمید، ژن حقیق جهت سبکدر این ت

، ب(. همانطور که در شکل مشاهده 1آنزیمی حذف گردید )شکل 

و قطعه  gusژن مربوط به ( bp 1900)حدود  گردد، قطعه سبکتر می

باشد. پس از می pBI121مانده پلاسمید تر مربوط به باقیسنگین

در  aroAدو ژن  های مربوط به، توالیحذف این قطعه غیرضروی

و مشاهده  PCRجای آن قرار گرفت. برای تایید کلونینگ از آزمون 

، ج( استفاده گردید. از 1)شکل  bp 1300ای به طول تقریبی قطعه

همان پرایمرهای استفاده شده برای تایید کلونینگ در پلاسمید برای 

فاده تایید تراریختی در گیاه کلزا و مشاهده باندی با همان اندازه است

 pBI121، د(. در این رابطه برای کنترل مثبت از 1گردید )شکل 

نوترکیب و از گیاه کلزای غیرتراریخته به عنوان کنترل منفی استفاده 

 شد.

 شاهد و هختیترار یکلزا 1Tمقاومت به علفکش در نسل  یبررس

 علفکش یشده توصیه دوز با شده تیمار هایلاین هفته دو از پس

 یاهانمدت گ ینشدند. پس از ا یابی(، ارزmM 10) گلایفوسیت

سه نوع  یخته احتمالیترار یاهانرفتند. گ یناز ب به طور کاملشاهد 

 یدارا یرفتند. گروه دوم سالم ول ینعلائم نشان دادند گروه اول از ب

 به طور کامل سوم وگروه بودند دیده آسیب حدودی تا هاییبرگ

 :است زیر شرح به خلاصه طور به آزمایش این نتایج بودند سالم

 ورد بود. م 142علفکش  یمارمورد ت هایگیاهچهتعداد -1

 شد مشاهده وردم 34 سالم به طور کامل هایگیاهچهتعداد -2

 (مقاوم)

بودند  مورد 108 دهدی آسیب و رفته بین از های گیاهچهتعداد -3

های اول و دوم که در بالا شرح داده شد یعنی تلفیقی از گروه

 (حساس هایچهگیاه)

صفت مورد نظر در این آزمایش میزان تحمل گیاه نسبت به علفکش 

 یبرا (3:1) ینسبت مندل (2)اسکور  یاستفاده از آزمون کا بود. با

اسکور محاسبه شده برابر  یکا یزان. مشد یفوق بررس هاینسبت

 نسبت بین بنابراین بود( 63/6) جدول 2و بزرگتر از  085/0

 داریمعنی اختلاف مندلی هاینسبت و آزمایش در شده مشاهده

 پیروی اول قانون از گلایفوسیت علفکش به مقاومت و ندارد وجود

مقاومت در این آزمایش به معنی  .دارد ژنی تک توارث یعنی و کرده

تحمل تیمار علفکش اعمال شده )نسبت به شاهد( و تولید بذر و 

ن معناست که باشد. همچنین توارث تک ژنی به ایمحصول می

اند. در گیاهان تراریخته یک نسخه از ژن مقاومت را دریافت نموده

کردند، ش از دو نسخه دریافت مییصورتی که گیاهان تراریخته ب

آمد. البته برای تایید بیشتر مسلماً نسبت مندلی فوق به دست نمی

 لازم است که آزمون سادرن بلات هم انجام شود.

  و بحثنتایج 
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 (D)د  (C) ج  (B)ب  (A)الف 

 

 

سفو ترانسفراز که مقاومت به کانامایسین را )ژن نئومایسین ف NPTII(، NOS)پروموتر  NOS-Pro)مرز چپ(،  LBسازه طراحی شده برای انتقال ژن که در آن  -1شکل 

 aroA )ژن W-aroAای(، وتانت دارای سه موتاسیون نقطهم aroA)ژن  M-aro(، CaMV35S)پروموتر  CaMV35S-Pro(، NOS)ترمیناتور  NOS-Terالقاء می کند(، 

وش ربه  gusژنومی )هر سه چاهک(، ب: حذف ژن  DNAین تحقیق. الف: های مولکولی انجام شده در ا)مرز راست(. عملیات و تائیدیه RBفرم وحشی یا طبیعی( و 

: محصول 2: مارکر و جاهک 1)چاهک  PCRسمید( ج: تأئید کلونیگ با استفاده از مانده پلا.حذف شده و باقیgus: ژن 2: مارکر و جاهک 1حذف آنزیمی )چاهک 

PCR د: تائید تراریختی گیاه با استفاده از .)PCR  چاهک(محصول 2: مارکر، 1 :PCR  ،4: کنترل مثبت و 3گیاه تراریخته)مارکر تعیین کننده اندازه قطعات : کنترل منفی .

DNA  در تمامی موارد مارکرbp 100 و 100آن به ترتیب  باشد که کوچکترین و بزرگترین قطعاتمی.bp 3000 باشد.می 
Figure 1. Designed structure for gene transfer. Where LB (Left border), NOS-Pro (NOS promoter), NPTII (neomycin phospho-transferase 

gene inducing resistance to kanamycin), NOS-Ter (NOS terminator), CaMV35S-Pro (CaMV35S promoter), M-aroA (mutant aroA gene with 

three point mutations), W-aroA (wild type or natural form of aroA gene) and RB (right border).  

Operations and molecular confirmations performed in this research. A: Genomic DNA (3 wells), B: Deletion of gus gene by enzymatic 

removal method (1: size marker and 2: deleted gus and remaining plasmid), C: Cloning confirmation using PCR (1: size marker and 2: PCR 

product), D: Plant transgenic confirmation using PCR (1: size marker and 2: PCR product from transgenic plant, 3: positive control, 4: 

negative control or non-transformant plants). The used DNA size marker in all cases is 100 bp marker that the smallest and largest fragments 

are 100 and 3000 bp respectively. 

 

 

 

 

 نیسیکاناما به مقاومت زانیم بر نیلا اثر یبررس

 ایبر بررسی مورد هایلاین ینب داد نشان واریانس تجزیه نتایج

وجود داشت  داریمعنی هایتفاوت یسینمقاومت به کاناما یزانم

 یزانم بیشتریننشان داد که  هاداده میانگین مقایسه(. 1)جدول 

ته این بود؛ الب( 78/0) 3 ینمربوط به لا یسینمقاومت به کاناما

ین کمتر داری ندارد.اختلاف معنی 8و  4، 2های لاین با لاین

که با  مربوط بود( 37/0) شاهد ینبه لا یسینمقاومت به کاناما

. (2)شکل داری نشان داد های تراریخته اختلاف معنیتمامی لاین

همانطور که در این مقایسه میانگین نشان داده شده است، لاین 

حداقل مقاومت را نشان داده و مختصر  غیرتراریخته یا شاهد

باشد که هر گیاهی تا حدودی مقاومت هم به علت تحملی می

 تواند این تحمل را در مقابل کانامایسین داشته باشد.می

 

 

 

←1300 bp 

←1300 bp 

←1900 bp 
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 کلزای در نیسیکاناما مقاومت زانیم زانیم بر نیلا اثر انسیوار هیتجز -1 جدو 

 تراریخته
Table 1. Analysis of variance of Line effect on kanamycin resistance in 

transgenic rapeseed 

 درصد 5 سطح در داریمعن *

 

 بر اهآن متقابل اثر و تیفوسیگلا علفکش غلظت ن،یلا انسیوار هیتجز- 2جدو 

 گلخانه. در اهانیگ یختگسو درصد
Table 2.  Analysis of variance of line, glyphosate herbicide concentration 

and their interaction effects on burn percentage in greenhouse conditions 

 دارییمعن یرغ nsدرصد و  1در سطح  داریمعن **

 

 در اهانیگ تیفوسیگلا ياریاز ت یناش یسوختگ درصد یبررس

 گلخانه طیشرا

 علفکشو غلظت  ینلا که داد نشان هاداده واریانس تجزیه نتایج

 گلخانه، شرایط در گلایفوسیت تیمار زا یناش یبر درصد سوختگ

بر  یناثر لا میانگین مقایسه(. 2)جدول  داشت داریمعنی بسیار اثر

مربوط به  یدرصد سوختگ یشتریننشان داد که ب ختگیدرصد سو

مربوط  یدرصد سوختگ ین( و کمتر%9/68) یزانشاهد به م ینلا

داری عنیتفاوت م 2ولی با لاین  ( بود%8/16) یزانبه م 3 ینبه لا

 شاهد لاین و تراریخته هایلاین بین داریتفاوت معن نداشت.

 3)شکل  باشد گیاه توسط مقاومت ژن پذیرش بر دلیلی تواندمی

 یبر درصد سوختگ علفکشاثر غلظت  یانگینم یسهالف(. مقا

 6/153 غلظتمربوط به  یدرصد سوختگ یشترینب که داد نشان

 تیمار عدم یا شاهد آن ینکمتر و%(  7/87) علفکشمولار  یلیم

ب(. با  3)شکل  نداد نشان سوختگی گونه هیچ که است علفکش

 غلظت اثر رگرسیون ضریب که شد مشخص رگرسیونی بررسی

 دارمعنی و مثبت صورت به سوختگی درصد صفت بر علفکش

 . بود( 6/0)

 

 

 

 
 مورد یهانیلا نیب داریتلاف معنکلزا. حروف مشترک نشانه عدم وجود اخ ختهیترار یهانیلا در نیسیکاناما به مقاومت زانیمبر  نیاثر لا نیانگیم سهیمقا -2 شکل

 .است درصد 5 احتمال سطح در یبررس
Figure 2. Mean comparison of line effect on kanamycin resistance in transgenic rapeseed. Similar letters indicate the non-significant 

differences between investigated lines (p≤0.05) 

 مربعات نیانگیم یآزاد درجه راتییتغ منبع

 152/0* 9 نیلا

 067/0 20 یشیآزما یخطا

CV (%) 3/14  

 درجه راتییتغ منبع

 یآزاد

 مربعات نیانگیم

 **5589/2 9 نیلا

 **24193/0 8 علفکش غلظت

 496/3 72 علفکش غلظت × نیلا
ns

 

2/683 180 یشیآزما یخطا  

CV (%) 00/1  
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 .یسوختگ درصد بر )ب( کش علف غلظت و )الف( نیلا اثر نیانگیم سهیمقا -3 شکل
Figure 3. Mean comparison line effect (A) and herbicide concentration (B) on burn percentage 

 

 

تا غلظت  یختهترار نیاهاگ یش،آزما ینحاصل از ا مشاهدات طبق

در  کردند؛را تحمل  یفوسیتگلا علفکشمولار از  یلیم 8/76

 مولار میلی 4/2، 2/1، 0 هایدر غلظت فقط ،شاهد یاهکه گ یحال

 .داشت مانیزنده قدرت

به طور  شاهد به لاین نسبت تراریخته هایلاین اینکه به توجه با

استنباط  انتومی دادند، نشان کمتری سوختگی داری درصدمعنی

شده  یرش و بیانپذ یاهتوسط گ ژن مقاومت به علفکشکرد که 

  .است

 ژن که باشندمی مناسب اییختهترار یاهانگ زیستی، ایمنی نظر از

در حال تفرق از دست داده  هاینسل در را گزینشگر نشانگر

 مشاهده 3و  2دو شکل  یسهمقا با. (Gupta et al. 2017)باشند 

 به مقاومت میزان ینکمتر یشاهد دارا نگیاهاکه  شودمی

 یشترینب ( و2( )شکل %37مانی )حدود کانامایسین یا حداقل زنده

یفوسیت گلا علفکشنسبت به  (%70ی )حدود درصد سوختگ

با بررسی مقاومت به کانامایسین و گلایفوسیت  .باشندمی (3)شکل

های تراریخته مورد از این نظر مشخص گردید که تمامی لاین

 دهنده نشان داری نشان دادند. اینسبت به شاهد اختلاف معنین

 هالاین این در ژن دو این بین آوری کراسینگ هیچ که است این

 در. است نیفتاده اتفاق( نسل این تا تراریخته تولید زمان)از  تاکنون

 و کانامایسین به مقاومت که لاینی تراریخته، هایلاین بین

لازم است در  .نشد مشاهده باشد، شتهدا گلایفوسیت به حساسیت

های بعدی این موضوع مورد بررسی قرار گیرد تا بتوان طی نسل

مایسین بیوتیک کانابه لاینی دسترسی پیدا کرد که مقاومت به آنتی

را از دست داده باشد ولی مقاوم به علفکش گلایفوسیت باشد. در 

ای برخوردار العادهصورت دسترسی به چنین لاینی، از ارزش فوق

ها در را رابطه با گیاهان خواهد بود؛ چرا که یکی از نگرانی

ها بیوتیکتراریخته، همراه بودن و بیان ژنهای مقاومت به آنتی

 باشد.می

 شگاهیآزما طیدر شرا اهانیگ یسوختگ صددر یبررس

از دو عامل  یکشت ناش طیدر مح یبررس مورد یهااهچهیگ رنگ

 بهصفت  نیبود که ا فوستیو اثر غلظت علفکش گلا نیاثر لا

اثر غلظت علفکش  سهیمقا. گرفتقرار  یمورد بررس یفیصورت ک

مولار  یلیم 2 غلظتنشان داد که  کشت طیدر مح اهچهیبر رنگ گ

 10 غلظت( و %25) اهچهیگ یزرد زانیم نیکمتر یدارا کشعلف

( %90) اهچهیگ یزرد زانیم نیشتریب یدارا علفکشمولار  یلیم

کشت نشان داد  طیمح در اهچهیگ رنگ بر نیلا اثر سهیمقا. است

 8 نی( و لا%75) اهچهیگ یسبز زانیم نیشتریب یدارا 10 نیلا که

 .(4است )شکل ( %90) یاهچهیگ یزرد زانیم نیشتریب یدارا

 

 ب الف
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های مستقل . در هر بخش پتری دیش لاینمولار یلیم 10 غلظتهای کلزای تراریخته در محیط کشت حاوی علفکش گلایفوسیت به های مختلف گیاهچهرنگ -4شکل 

 باشد.ها از نظر رنگ مشخص میکشت شده است و تفاوت لاین
Figure 4. Different colors of transgenic rapeseed seedlings on medium containing 10 mM glyphosate herbicide. In each section of Petri 

dishes are cultivated independent lines and the differences in the lines are color-specific. 
 

 کیمورفولوژ صفات

و غلظت علفکش بر  نیاثر لا ش،یآزما نیا از حاصل جینتا طبق

(. 3است )جدول  داریمعندرصد  1رتفاع بوته در سطح احتمال ا

مقدار  نیشتریکه ب دادبر ارتفاع بوته نشان  نیاثر لا نیانگیم سهیمقا

مقدار  نیکمتر و( متریسانت 83/64)  5 نیصفت مربوط به لا نیا

 .الف( 5)شکل  بود(  متریسانت 38/41) 7 نیآن مربوط به لا

که  دادعلفکش بر ارتفاع بوته نشان  اثر غلظت نیانگیم سهیمقا

 1/65مولار ) یلیم 2/1صفت مربوط به غلظت  نیمقدار ا نیشتریب

 مولاریلیم 4/38 غلظت به مربوط آن مقدار نیکمتر و(  متریسانت

با توجه به اینکه از اهداف (. ب 5)شکل است (  متریسانت 5/14)

لاین در  این آزمایش بررسی تأثیر غلظت علفکش و اثر متقابل

های تراریخته بود، از کش روی صفات مرفولوژیک در لاینعلف

کش در آزمایش استفاده های مختلف علفای از غلظتدامنه

 ونیرگرس بیکه ضر شدمشخص  یونیرگرس یدر بررسگردید. 

 و یمنف صورت به نظر مورد صفت بر علفکش یهااثر غلظت

ت علفکش ارتفاع غلظ شیبا افزا یعنی. است و( -1/8) داریمعن

 .افتیبوته کاهش 

 .کیمورفولوژ صفات بر هاآن متقابل اثر و تیفوسیگلا علفکش غلظت ن،یلا اثر انسیوار هیتجز -3 جدو 
Table 3. Analysis of variance of line, glyphosate herbicide concentration and their interaction effects on morphologic traits 

 

 رجهد تغییرات منابع

 آزادی

 شاخه تعداد گیاه ارتفاع

 فرعی

 شاخه غلاف تعداد

 فرعی

 شاخه غلاف تعداد

 اصلی

 در غلاف تعداد

 بوته

 *672/3 **2131/8 7/125* *480/5 **1094/5 8 لاین

 **2603/7 **6520/4 3/371** **660/9 **5252/5 6 علفکش غلظت

 ns ns3 /124 *1/87 1095/1ns 171/1ns 287/9 48  غلظت ×لابن

1/368 110 آزمایشی خطای  6/280 2/58 8/1185  2/208  

CV     

 
35/24 42/4 96/14 39/10 76/10 

 داریمعنی یرغ nsدرصد و  1 سطح در داریمعن ** ،درصد 5 سطح در داریمعن *
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 .ختهیترار یکلزا بوته ارتفاع)ب( بر  تیفوسیگلا کش علف غلظت و)الف(  نیلا اثر نیانگیم سهیمقا -5شکل 
Figure 5. Mean comparison of effect of line (A) and herbicide concentration (B) on the height of transgenic rape plant 

 

 
 

 ختهیکلزا ترار اهیدر گ یفرع شاخه تعداد)ب( بر  تیفوسیگلا کشعلف غلظت و)الف(  نیلا اثر نیانگیم سهیمقا -6 شکل
Figure 6. Mean comparison of effect of line (A) and herbicide concentration (B) on the number of branches in Transgenic rapeseed 

 

 

 تعداد بر نینشان داد که  اثر لا هاداده انسیوار هیتجز جینتا

 علفکشاثر غلظت  ودرصد  5در سطح احتمال  یفرع یهاشاخه

 بود داریمعندرصد  1در سطح احتمال  نظر موردبر صفت 

 یفرع یهابر تعداد شاخه نیاثر لا نیانگیم سهی(. مقا3)جدول 

 3/167) 5 نیصفت مربوط به لا نیمقدار ا نیشتریکه ب دادنشان 

است  (شاخه 133/1) 4 نیمقدارآن مربوط به لا نیکمتر و( شاخه

 دادتع بر علفکش غلظتاثر  نیانگیم سهیالف(. مقا 6شکل )

 یفرع یهاشاخه تعداد نیشتریب که دهدیم نشان یفرع یهاشاخه

مقدارآن  نیکمتر( شاخه 3مولار ) یلیم 4/2مربوط به غلظت 

 6شکل )است ( شاخه 200/0مولار ) یلیم 4/38مربوط به غلظت 

اثر  ونیرگرس بیکه ضر شدمشخص  یونیرگرس ی(. در بررسب

 و یمنف صورت به نظر مورد صفت بر علفکش یهاغلظت

-شاخه تعداد علفکش غلظت شیافزا باو  است( -2/0) داریمعن

 .ابدییم کاهش یفرع یها

بر  علفکشو غلظت  نیاثر لا شیآزما نیحاصل از ا جینتا طبق

 داریمعندرصد  کیاحتمال  سطحدر  یاصل شاخه در غلاف تعداد

 دادبر صفت مورد نظر نشان  نیاثر لا نیانگی(. م3است )جدول 

( و غلاف 19) 5 نیصفت مربوط به لا نیمقدار ا نیترشیکه ب

الف(.  7شکل ) بود( غلاف 6) 8 نیمقدار آن مربوط به لا نیکمتر

 یغلاف در شاخه اصل تعداداثرغلظت علفکش بر  نیانگیم سهیمقا

مربوط به  یتعداد غلاف در شاخه اصل نیشتریب کهنشان داد 

صفت  نیقدار ام نیکمتر و( غلاف 5/18مولار ) یلیم 2/1غلظت 

(. ب 7شکل )است ( غلاف 2مولار ) یلیم 4/38مربوط به غلظت 

 اثر ونیرگرس بیضر که شدمشخص  یونیرگرس یبررس در

 ب الف

 ب الف
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و  یبه صورت منف نظر مورد صفت بر علفکش یهاغلظت

غلظت علفکش  شیبا افزا که یاگونه به ،است (- 1/3) داریمعن

 .ابدییم کاهش یاصل شاخهدر  غلافتعداد 

و  نیو اثر متقابل لا نیاثر لا شیآزما نیا از حاصل جینتا قطب

در سطح  یفرع یهابر تعداد غلاف در شاخه علفکشغلظت 

برصفت مورد نظر در  علفکشاحتمال پنج درصد و اثر غلظت 

 سهیمقا(. 3است )جدول  داریمعندرصد  کیسطح احتمال 

 که دادن نشا یفرع یهاشاخه در غلاف تعداد بر نیلا اثر نیانگیم

 یداریمعن اختلاف گریکدی با کلزا مختلف یهانیلا در صفت نیا

 و( غلاف 5/10با ) 5 نیمقدار آن مربوط به لا نیشتریدارد و ب

(. ج 7شکل )است غلاف(  1با ) 4نیمقدارآن مربوط به لا نیکمتر

 در غلاف تعداد صفت بر علفکش غلظتاثر  نیانگیم سهیمقا

 مختلف یهاصفت در غلظت نیاکه  دادنشان  یفرع یشاخه

مقدار آن  نیشتریدارد و ب یداریمعن اختلاف گریکدی با علفکش

 نیکمتر وغلاف(  /1مولار با ) یلیمربوط به غلظت صفر م

 بود( غلاف 4/0مولار با ) یلیم 4/38مقدارآن مربوط به غلظت 

غلظت علفکش  شی(. همانطور مشخص است با افزاد 7 )شکل

 ونیرگرس بیضر کند،یم دایکاهش پ یه فرعتعداد غلاف در شاخ

 داریمعنو  یصفت به صورت منف نیغلظت علفکش و ا نیب

 .شد( برآورد -74/0)

خه تعداد غلاف در شا نیشتریب شیآزما نیحاصل از ا جینتا طبق

 و استعلاف  27برابر با  شاهددر غلظت  5 نیمربوط به لا یفرع

با  مختلف برابر یهاتغلظ و هانیلا در صفت نیا مقدار نیکمتر

 (.4)جدول  استبدون غلاف  ای عددصفر 
 

 
 

  

( بر د) تیفوسیگلا کشعلف غلظت و( ج) نیلا اثری و اصل)ب( بر تعداد غلاف در شاخه  تیفوسیکش گلا)الف( و غلظت علف نیاثر لا نیانگیم سهیمقا – 7 شکل

 ختهیتراردر کلزا  یتعداد غلاف در شاخه فرع
Figure 7. Mean comparison of effect of line (A and C) and herbicide concentration (B and D) on the number of pods per the sub-branch and 

main branch (respectively) in transgenic rapeseed 

 

 ب الف

 د ج

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

13
97

.7
.1

.5
.4

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
01

 ]
 

                            10 / 12

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1397.7.1.5.4
http://gebsj.ir/article-1-251-fa.html


 همکارانو جبلی  سعادتی  .... تراریخته (Brassica napus)  کلزای پاسخ بررسی

 

 51 1397بهار و تابستان  /1شماره  /مهفتدوره  /و ایمنی زیستیژنتيک مهندسی 

 

 ( = 92/0SE) هختیترار یکلزا در یفرع شاخه در غلاف تعداد صفت یبرا علفکش غلظت و نیلا متقابل اثر نیانگیم  -4 جدو 
Table 4. The means of interaction effects of line and herbicide concentration on number of pods per the sub-branch in transgenic rapeseed 

 نیلا

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 

 غلظت

00/0 3/11 3/12 6/8 6/2 0/27 0/8 6/24 6/0 3/5 

2/1 6/11 3/5 6/16 0/0 6/7 0/3 0/17 6/12 3/4 

4/2 0/0 0/1 0/5 3/2 6/4 0/0 0/0 0/0 3/10 

8/4 6/6 0/12 0/0 0/0 0/9 0/21 0/2 3/13 3/1 

9/6 0/0 6/2 6/4 3/0 0/6 3/5 0/5 0/2 3/2 

2/19 0/0 6/2 0/0 - 0/9 3/0 0/0 6/3 0/0 

4/38 - - 0/0 - - 0/0 0/0 0/2 0/0 

 

ف بر صفت تعداد غلا نیاثر لا شیآزما نیحاصل از ا جینتا بقط

ت است و اثر غلظ داریمعندر بوته در سطح احتمال پنج درصد 

 داریمعندرصد  کیعلفکش بر صفت مورد نظر در سطح احتمال 

 ریو غلظت علفکش بر صفت مورد نظر غ نیاست و اثر متقابل لا

عداد تبر صفت  نیاثر لا نیانگیم سهی(. مقا3است )جدول  داریمعن

ربوط تعداد غلاف در بوته م نیشتریکه ب دادغلاف در بوته نشان 

ه صفت مربوط ب نیمقدار ا نیکمتر( و  غلاف 6/29) 5 نیبه لا

 بر علفکش اثرغلظت نیانگیم سهیمقا. است( غلاف 2/8) 4 نیلا

ف تعداد غلا نیشتریکه ب دهدیم نشان بوته در غلاف تعداد صفت

 (غلاف 2/28مولار با ) یلیربوط به غلظت صفر مدر بوته م

مولار با  یلیم 4/38صفت مربوط به غلظت  نیمقدار ا نیکمتر

 یبررس در. (ها نشان داده نشده استداده) است( غلاف 3/2)

 یهاغلظت اثر ونیرگرس بیضر که شد مشخص یونیرگرس

( - 8/4) داریمعن و یمنف صورت به نظر مورد صفت بر علفکش

 .است

 

 یکل یریگجهینت

 هختیترار یهانیلا که داد نشان قیتحق نیا جینتا ،یطور کل به

توارث  یدارا تیفوسیگلا علفکشمقاومت به  ینسل اول برا

که از نظر صفات  شدمشخص  نیهستند. همچن یتک ژن یمندل

 مدو نسل ختهیترار یهانیلا یفنولوژو  یولوژیزیف ،یمرفولوژ

ر د تیفوسیگلا علفکشثر مقاومت به . حداکباشندیم تنوع یدارا

 به مقاومت 1 شماره نیلا در. شدمشاهده  3شماره  نیلا

 هب جهینت نیا که شد دهید نیسیکاناما به تیحساس و تیفوسیگلا

 یحاو که یاختهیترار اهانیگ که چرا ؛است ارزشمند خود نوبه

 یاژهیو تیاهم از باشند نشگریگز ژن بدون و نظر مورد ژن

 .است برخوردار

 سپاسگزاری 

این تحقیق با حمایت پردیس کشاورزی و منابع طبیعی دانشگاه 

 رازی کرمانشاه انجام شد. 
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Abstract 

Rapeseed (Brassica napus) is one of the most important oil seed crops in the world. The weeds are the 

most important threats to cultivating this plant. Glyphosate is a general herbicide that inhibit the EPSPS 

enzyme. One of the most effective methods to make glyphosate herbicide resistance is the transformation 

of the EPSPS enzyme-encoding gene. In the present study, a 3-point mutation in the E. coli aroA gene 

was created and then this gene with a wild-type gene was cloned in the pUC18 and pBI121 plasmids and 

transformed to the RGS003 spring straw cultivar of rapeseed by the Agrobacterium tumefaciense strain 

LBA4404 strain. The gene was expressed with the CaMV35S promoter and NOS terminator. Gene 

cloning in cloning and expression vectors, plant transformation confirmation through PCR and other 

molecular tests were carried out. In this research, 142 independent T1 transgenic lines were screened for 

glyphosate treatment and then 10 lines were selected for later tests in the T2 generation. Seeds of 

transgenic T2 generation under in vivo and in vitro conditions were studied in a factorial experiment in 

different concentrations of glyphosate herbicide. The percentage of burn and some morphological traits 

such as plant height, number of branches, number of pods per sub-branch, number of pods per main 

branch and number of pods per plant were measured. The results showed that transgenic plants can 

tolerate glyphosate herbicide up to 76.8 mM, while the control plant has a lifetime of 0, 1.2, 2.4 mM. 

Keywords: Rapeseed, Glyphosate, EPSPS, Herbicide resistance, Morphologic traits 
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