
 

 

 

 مهندسی ژنتيک و ایمنی زیستی

ISSN 2588-5073  چاپی 

ISSN 2588-5081  یکیالکترون 

 97، بهار و تابستان  1،  شماره 7دوره 

 65-78صفحه 

 
Genetic Engineering and Biosafety 

Journal 
Volume 7, Number 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

  ژن، بیان

 ،نجبر

  گلایفوسیت، 

 ،تراریزش

 in planta،  

 چکيده

 

 

 

 

 گلایفوسیت کشعلف به EPSPS ژن حاوی برنج تراریخت گیاهان واکنش
 

The reaction of transgenic rice plants containing EPSPS gene to 

glyphosate 
 

 ،۴سبن امینی مهریار ،۳آباد خرم شیرزادیان رضا ،*۲سوهانی مهدی محمد ،۱نصررمزی صدیقه

 ۵اصغری جعفر
 

, Reza Shirzadian 2 *, Mohammad Mahdi Sohani1 Sedigheh Nasr Ramzi
5, Jafar Asghari 4, Mehryar Amininasab 3Khorramabad  

 

 استاد -۵، مولکولی کژنتی استادیار -۳سلولی،  یولوژیب دانشیار -۲بیوتکنولوژی،  دکتری دانشجوی -1

 ایران رشت، گیلان، دانشگاه کشاورزی، شکدهدان بیوتکنولوژی، گروه ،هرز هایعلف

 تهران، تهران، ایران شگاهدان بیوفیزیک استادیار -۴

 
1- Ph.D. student in plant biotechnology, 2-Associate Professor of Molecular 

Biology, 3- Associate Professor of Molecular Genetic, 5- Professor of Weed 

Physiology, Plant Biotechnology Department, Faculty of Agricultural Sciences, 

University of Guilan, Rasht, Iran 

4. Assistant Professor of Biophysics in the Tehran University 
 

 mhdsohani@gmail.com :الکترونیکی پست مسئول، نویسنده *

 (۱۵/7/97 :پذیرش تاریخ - ۱۳/۴/97 :دریافت تاریخ) 

 

فوسيت، دستورزی ژن کد کننده ش گلایکهای ایجاد گياهان مقاوم به علفثرترین راهؤیکی از م

 از EPSPSین آنزیم است. به منظور کاهش ميل ترکيبی گلایفوسيت به ا EPSPSآنزیم 

های تو نيز انواع متابوليآمينه حلقوی  اسيدهای ساخت مسئول که بوده شيکيمات مسير هایآنزیم

 اهدنخو حيات ادامه به قادر موجود فوق، آنزیم بدون حضور. است هاباکتری و گياهان درثانویه 

ه اسيدآمينه گلایسين ک EPSPSهای مهم جهت اتصال آنزیم در تحقيق حاضر یکی ازدومين .بود

به  PCRک تيوپ از واکنش تواسطه مگاپرایمر در ای بهزایی نقطهاست، به روش جهش 96

(، به همراه ژن تيپ وحشی EPSPSاسيدآمينه آلانين تغيير داده شد. ژن تغيير یافته )

(35S:EPSPS جداگانه در وکتور بيانی )pPZPY122 کلون و به واسطه سویه سوپربيماریزای 

EHA105 ازAgrobacterium tumefaciens  به جنين بالغ گياه برنج (Oryza sativa L.)  
ان انتقال یافتند. تأیيد مولکولی تراریزش در دو نسل از گياه  in plantaدر رقم هاشمی به روش

بيوتيک جنتامایسين انجام شد. همچنين تأیيد فنوتيپی بر اساس مقاومت به آنتی PCRبه روش برنج 

های مختلف انجام شد. در نهایت بررسی مقدار بيان گلایفوسيت در غلظت شکو نيز مقاومت به علف

انجام شد. نتایج نشان دهنده  Quantitative PCRهای انتقال یافته در نسل دوم به واسطه ژن

بيان هر دو ژن در گياهان مورد آزمایش بود. در این مطالعه مشخص شد که فرابيان ژن موتانت 

ين هان با مقاومت بالاتر به علفکش در مقایسه با گياهان شاهد غيرموتانت و همچنسبب توليد گيا

 گياهان با فرابيان ژن وحشی شده است. 

 

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

عامل است زیرا های هرز یکی از عملیات مهم زراعی کنترل علف

بر این اساس کنترل  .استکاهش محصولات زراعی عمده 

های گذشته، به ویژه در سالهای هرز امری ضروری است. علف

شود، هایی که کشت گیاهان به صورت مکانیزه انجام میدر زمین

های ار زیادی جایگزین روشمواد شیمیایی علفکش به مقد

. (Chauhan, 2013)اند های هرز شدهمکانیکی مبارزه با علف

شخم، قبیل از ها در مقایسه با دیگر روشها علفکشاستفاده از 

. امروزه تولید باشدمی یثرترؤم نی، راهبردوجین و کولتیواتور ز

با  ،ها غیر ممکن استمکانیزه محصولات بدون مصرف علفکش

این حال سعی بر آن است، از علفکشی استفاده شود که بجز گیاه 

 و ردببزراعی مورد نظر، تمام گیاهان مضر و ناخواسته را از بین 

 برای سلامتی انسان، دام و محیط زیست مشکلی ایجاد نکند

(2000.(Kuiper et al.  ًگلایفوسیت با نام تجاری راندآپ تقریبا

کنترل موجب  فوق را داشته و علاوه بر آن هایویژگی تمامی

های هرز شده و تسهیل شخم را نیز به دنبال دارد. تر علفمناسب

این علفکش دارای اثر سوء بر گیاهان زراعی بوده و  با این وجود

 Duke, 2011; De-Carvalho etشود )میموجب از بین رفتن آنها 

al. 2013) بر این اساس ایجاد ارقام زراعی که از نظر ژنتیکی .

متحمل به گلایفوسیت باشند، بسیار با ارزش بوده و توسعه این 

های هرز ارقام راهکار مؤثرتری برای کاهش معضلات کنترل علف

 (. Stam et al. 2003است )

تولید ش گلایفوسیت دارای تأثیر بازدارندگی بر کعلف

آمینه آروماتیک در گیاهان است. این کار را به واسطه اسیدهای

فسفات سینتاز  -۳ -انول پیرویل شیکیمیک -۵تأثیر بر آنزیم 

(EPSPSانجام می )که مهار  استشی کدهد. گلایفوسیت تنها علف

این  (.Duke et al. 2011کنندۀ خاص و قوی این آنزیم است )

 است، که ر تولید کوریسماتیک آنزیم ضروری در مسیآنزیم 

های برای تولید اسیدآمینهمورد نیاز حد واسط  هایمولکول

آلانین، تیروزین و تریپتوفان و نیز انواع آروماتیک مانند فنیل

از آنجا که مسیر شیکیمات  .آوردرا فراهم می ههای ثانویمتابولیت

یک هدف اصلی برای  EPSPSدر پستانداران وجود ندارد، آنزیم 

های بیماریزا توسعه عوامل ضدمیکروبی جدید و مؤثر علیه باکتری

 (. Maeda and Dudareva, 2012است )

. شودمی کوریسمات به شیکیمات تبدیلباعث مهار گلایفوسیت 

-را گلایفوسیت با تشکیل کمپلکس گلایفوسیت  EPSPSمهار

اشغال جایگاه اتصال و   EPSPS-(S3Pفسفات ) -۳ -شیکیمات

 دهد.( انجام میPEPرای دوم یعنی فسفوانول پیروات )سوبست

و یک مهار کنندۀ  PEPیک مهارکنندۀ رقابتی علیه گلایفوسیت 

اتصال گلایفوسیت به  .فسفات است ۳-غیررقابتی علیه شیکیمات

تغییرات ساختاری در جایگاه  موجبجایگاه احتمالی آلوستریک 

 .Tan et al)د شومی PEPفعال آنزیم و در نتیجه مانع اتصال 

2006; Tian et al. 2011).  ،جایگاه اتصال گلایفوسیت در آنزیم

به آنزیم است. با این اتصال  PEPدر حقیقت همان جایگاه اتصال 

اسیدآمینه  ۵های جانبی مراکز آنیونی گلایفوسیت به وسیله زنجیره

ها گیرند. این اسیدآمینهباردار، در حالت موزون و مناسب قرار می

 Lys22و  Arg386 ،Arg344 ،Glu341 ،Arg124 شاملکه 

های شناخته شده از آنزیم نسبت به سایر ترادفباشند، می

EPSPSند و پیش از اتصال ا، به میزان بالایی محافظت شده

 ;Tian et al. 2011)نقش دارند  PEPگلایفوسیت، در اتصال 

Corea et al. 2012.) ار منفی های با ببنابراین علت جذب مولکول

نظیر گلایفوسیت به جایگاه فعال آنزیم به این صورت توجیه 

شود که تجمع بارهای مثبت در جایگاه فعال باعث جذب این می

 (.Schonbrunn et al. 2001) شودهای باردار منفی میمولکول

 در شده و آن شدن غیرفعال به منجر آنزیم به علفکش اتصال

 ساخت عدم با و هیافت افزایش شیکیمات غلظت نتیجه

 سلول و متوقف حلقوی آمینواسیدهای ساخت مسیر ،کوریسمات

 Maeda and) شودمی مرگ دچار این اسیدهای آمینهفقر  اثر در

Dudareva, 2012). 

های جدید، توانایی دستکاری مستقیم ژنوم گیاهان بر اساس روش

 گیاهان زراعی مقاوم به گلایفوسیت و تولیدبه دانشمندان امکان 

امروزه . (Green, 2009ها را داده است )کشسایر علف

کش ایجاد مقاومت به علف موردبسیاری در  هایپژوهش

(. در تحقیق حاضر Duke, 2011گلایفوسیت انجام شده است )
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-Siteبه روش EPSPSیکی از اسیدهای آمینه کد کننده آنزیم 

directed mutagenesis  در تک تیوب در واکنشPCR  به شکل

دار جهشآمیز جهش و سپس کلون شد. همچنین ژن غیروفقیتم

EPSPS  نیز در وکتور بیانی گیاهی کلون و هر دو ژن به صورت

 با استفاده از in plantaمجزا به گیاه برنج رقم هاشمی به روش 
Agrobacterium tumefaciens سویه سوپر بیماریزای EHA105 

فنوتیپی نشان از تأیید  های مولکولی وانتقال داده شدند. بررسی

. داشتآمیز ژن انتقال یافته در دو نسل از گیاهان برنج موفقیت

های مختلف همچنین مقاومت گیاهان موتانت و شاهد به غلظت

 .مورد ارزیابی قرار گرفتعلفکش 

 

  هاروش و مواد

 

 هامواد گیاهی، مواد شیمیایی و آنزیم

 برنج کشور )رشت(، بذور برنج رقم هاشمی از موسسه تحقیقاتی

 ، pJET1.2کلونینگ وکتور ،های استخراج پلاسمیدکیت، هاآنزیم

و نیز نشانگر مورد استفاده به صورت  cDNAسنتز کیت 

bp۱۰۰plus  ازThermo Fisher Scientific )پلاسمید )آمریکا ،

pPZPY122  از موسسهABRC (Arabidopsis Biological 

Research Center) ،کیت استخراج RNA  ازCinnagen )ایران( ،

از علفکش گلایفوسیت ، داروپخش از Cefotaximeبیوتیک آنتی

-'Hydroxy-3',5-'4) استوسیرینگون کاوش کیمیای کرمان،

dimethoxyacetophenone از )Sigma )و کلیه مواد  )آمریکا

 خریداری شدند. )آلمان( Merckشیمیایی از شرکت 

  EPSPSسازی ژن کد کننده آنزیم کلون

برای جداسازی  DH5αسویه  E.coliدر این تحقیق از باکتری 

DNA ژنومی استفاده شد (Sambrook and Russell, 2001 .)

با استفاده از نرم افزار  EPSPSهای مربوط به تکثیر ژن آغازگر

3primer (.ut.ee3http://primer/) توالی رفت به صورتCG -5′

3′-ATGGAATCCCTGACGTTACAATCTAGA  برگشت و
ꞌ3-TCAGGCTGCCTGGCTAATCCGCCCGGGCG-5′ 

 ،پلیمراز Pfuبر اساس استفاده از آنزیم  PCR. برنامه طراحی شدند

سیکل به صورت  ۳۵(، C 9۵ ،min۵°به صورت یک سیکل )

°C9۵  به مدتmin ۱ ،°C ۶۳  به مدتmin ۱  و°C 7۲  به مدت

min ۱  و نیز تکثیر نهایی در°C 7۲ به ژن  انجام شد. باند مربوط

هدف به کمک کیت از ژل جداسازی شد. غلظت ژن استخراج 

از  ،سازی اولیهشد. جهت کلون بررسیپ اروش نانودر باشده 

کیت استفاده  دستورالعملبر اساس   pJET1.2پلاسمید کلونینگ

قطعه اینزرت  به صورتقطعه مورد نظر و پلاسمید  اتصالشد. 

ng۱۰۰-۵۰ ،10X buffer µl۲ پلاسمید ،l۱µ ،T4 DNA ligase 

µl۱  در حجم کلیl۲۰µ  در دمای°C۲۲ های انجام شد. سلول

 Sambrook and Russellبه روش مستعد جهت الکتروپوریشن 

با روش  E. coliهای آماده و ترانسفورماسیون سلول (۲۰۰۱)

در بازه زمانی  ۱۸۰۰)ولتاژ  Bio-Radالکتروپوریشن در دستگاه 

های مستعد پلاسمید به داخل سلولثانیه( جهت انتقال  ۶/۵-9/۳

های رشد یافته از کلونی انجام شد. جهت تأیید نهایی تراریزش

سیلین بیوتیک آمپیمایع حاوی آنتی LBکشت شبانه در محیط 

انجام و بعد از رشد، استخراج پلاسمید انجام شد. واکنش هضم 

آنزیمی انجام شد. در نهایت جهت تأیید کلونینیگ و تکثیر صحیح 

کره جنوبی  Bioneerیابی به شرکت ژن هدف پلاسمید برای توالی

 ارسال شد. 

  EPSPSزایی در ژن به منظور جهش PCRواکنش 

به عنوان  9۶براساس مطالعات انجام شده، اسیدآمینه گلایسین 

هدف شد. انتخاب  EPSPSجایگاه حفاظت شده مهم در آنزیم 

است.  (GCC)نین به آلا (GGA)تغییر کدون اسیدآمینه گلایسین 

دار در زایی جهتبرای ایجاد جهش در ناحیه فوق از روش جهش

 (. et alTyagi .2004) به واسطه مگاپرایمر استفاده شد تک تیوپ

به  9۶دار برای تبدیل اسیدآمینه گلایسین جهشآغازگر طراحی 

 PrimerXافزار آلانین به کمک نرم

)www.bioinformatics.org/primerX( رفت رت آغازگر به صو

A G CCAGT TGT TCC TCG GTA ACG CC-'5 دارجهش

CG-3ꞌ .واکنش جهت ایجاد جهش  انجام شدPCR  به صورت

الگو یعنی  DNAای انجام شد، که در آن از یک واکنش دو مرحله

آغازگر ، µl۱بعد از کلونینگ به مقدار  pJET1.2همان پلاسمید 

و در  ۱و  µl ۰۵/۰ ،۲۵/۰ ،۵/۰دار در چهار غلظت رفت جهش

 µl۱ ،dNTPs µl۱ ،10xبرگشت آغازگر چهار واکنش مختلف، 
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4buffer with MgSO µl۵ آنزیم ،DNA Polymerse Pfu µl۵/۰ 

 ۵(، C 9۵ ،min۱°به صورت یک سیکل ) µl۵۰در حجم کلی 

 C 7۲°ثانیه و  ۳۰به مدت  min۱ ،°C ۵۵به مدت   C 9۵°سیکل: 

 min۳۵به مدت  C 7۲°ر و نیز تکثیر نهایی د min۲به مدت 

روبه جلو اصلی مربوط به آغازگر ، PCRاستفاده شد. بعد از اتمام 

ها ها اضافه و تیوپبه هر یک از تیوپ µl۱ژن هدف به مقدار 

(، min۵به مدت  C 9۶°با برنامه یک سیکل ) PCRوارد دستگاه 

 C°و  min۵/۱به مدت  min۱ ،°C ۶۳به مدت  C 9۶°سیکل:  ۲۵

 min۱۰به مدت  C 7۲°و نیز تکثیر نهایی در  min۲به مدت  7۲

انجام و نتیجه بر روی ژل آگارز بررسی شد. در نهایت نمونه برای 

 یابی ارسال شد.توالی

 pPZPY122پلاسمید گیاهی  درکلونینگ 

جداگانه به پلاسمید  ،دار و فاقد جهشجهش EPSPS هایژن

آنزیمی با  انتقال یافتند. واکنش هضم pPZPY122بیانی گیاهی 

SmaI  وXbaI  :انجام شدµl/µg۱ های برشی هر پلاسمید، آنزیم

پس از . µl۲۰در حجم نهایی  10X Tango µl۲، بافر µl۵/۰یک 

، کل محصول روی ژل PCRهضم آنزیمی پلاسمید و محصول 

و نیز پلاسمید  bp۱۲۸۴آگارز بررسی و قطعه ژن هدف با طول 

 Thermo Fisherده از کیت با استفاهضم شده از ژل برش داده و 

Scientific )سازی شد. واکنش اتصال قطعه به خالص )آمریکا

 T4 DNA به کمک آنزیم ۱:۳به نسبت  pPZPY122پلاسمید 

Ligase  به مقدارµl۱  10و بافرX  در دمای°C۲۲ .انجام شد 

 E. coliمحصول واکنش اتصال، به روش شیمیایی به باکتری 

های رشد ر تأیید ترانسفورماسیون از کلونانتقال داده شد. به منظو

حاوی کلرامفنیکل و استخراج  LBیافته در محیط کشت انتخابی 

پلاسمید انجام و واکنش هضم آنزیمی برای ژن هدف توسط 

انجام شد. ناحیه فوق مربوط  EcoRIو  HindIIIهای برشی آنزیم

 bp۱۱۰۰معادل  pPZPY122بوده که در پلاسمید  T-DNAبه 

جمعاً  bp۱۲۸۴ه در صورت حضور ژن هدف با طول است ک

 طول خواهد داشت که نتیجه آن روی ژل آگارز bp۲۳۸۴معادل 

 Agrobacteriumهای پذیرنده بررسی شد. تولید سلول

tumefaciens  سویهEHA105 (Hood et al. 1993 ) برای استفاده

 ,Sambrook & Russellدر روش الکتروپوریشن تهیه شد )

از پلاسمیدهای حامل ژن  ng/µl۱۵۰ها با اریزش باکتریتر(. 2001

دار به روش الکتروپوریشن به مدت جهش یافته و نیز غیرجهش

ms۵ و ولتاژv ۲۵۰۰  ساعت در  ۴۸انجام شد. بعد از گذشت

و کلرامفنیکل  mg/ml۲۵های ریفامپیسین بیوتیکمحیط حاوی آنتی

mg/ml۳۴  در دمای°C۲۸ هت تأیید ها ظهور کردند. جکلونی

به روش جوشانیدن انجام شد. ابتدا  PCRترانسفورماسیون، کلونی 

در آب مقطر استریل رقیق و  ۱:۱۰چند کلونی انتخاب و به نسبت 

سانتریفیوژ  ۸۰۰۰جوشانده و با دور  C ۱۰۰°سپس در دمای 

 استفاده شد.  PCRند که از فاز رویی جهت انجام واکنش شد

 in plantaتراریزش گیاه برنج به روش 

ت به منظور انجام تراریزش، ابتدا بذور برنج با استفاده از هیپوکلری

به مدت دو روز در تاریکی و و  ضدعفونی شدند ٪۵/۱سدیم 

 تا زنی قرار گرفتندجوانه  جهترطوبت کافی با  C ۲۰°دمای 

 EHA105سویه سوپربیماریزای چه ظاهر شود. سفیدی نوک ریشه

در سه بر اساس روش گلوین  Agrobacterium tumefaciensاز 

(. Gelvin, 2006) داده شدکشت  نندهکو القاء LB ،ABمحیط 

به  جهت تلقیح بذور هاشمی ناحیه جنینی بذر جوانه زده با سوزن

تا عمق  Agrobacterium tumefaciensآغشته به  mm۵/۰قطر 

سپس بذور تلقیح شده تحت شرایط  .سوراخ شد mm۱حدود 

 Eppendorf, Concentrator) خلاء از دستگاهخلأ، با استفاده 

plus در دمای محیط و تا زمان جوش آمدن محلول درون محیط )

کشت القایی قرار گرفتند. بذور تلقیح شده در اتاقک رشد با دمای 

°C ۲۳ حذف  جهتروز نگهداری و بعد از این مدت  9، به مدت

شدند ( تیمار mg/L۱۰۰۰بیوتیک سفوتاکسیم )باکتری با آنتی

(Bechtold et al. 1993)های حاصل در شرایط آبکشت . گیاهچه

( کشت شدند. Yoshida et al. 1971ای یوشیدا )در محیط تغذیه

ها وارد گلدان و در نهایت به ، گیاهچهپس از تقویت سیستم ریشه

ها از جوانترین برگ گیاهچه DNAگلخانه انتقال یافتند. استخراج 

(. سپس Clarke, 2009فته انجام شد )تغییر یا CTAB با روش

با شرایط اولیه تکثیر استفاده  PCRجهت بررسی اولیه از واکنش 

 شد. 
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 فنوتیپی و مولکولی گیاهان  تجزیه و تحلیل

 ینبیوتیک جنتامایسبررسی مقاومت به آنتی

 در محیط کشت حاویگیاهان احتمالاً تراریخته غربال اولیه 

ت منظور تعیین غلظبه بتدا جام شد. ابیوتیک جنتامایسین انآنتی

 Duchefa)جامد   MSبذور در محیط  ،بیوتیککشندگی آنتی

 mg/l( حاوی پنج غلظت mg/l  ۰۱9/۴۴۰۵حاوی ویتامین هلند،

روز  ۲۰جنتامایسین کشت و بعد از گذشت  ۱۰۰و  7۵، ۵۰، ۰

 نوانکمترین غلظتی که در آن تمام گیاهان زرد شده بودند، به ع

در نظر گرفته شد. بذور برنج  mg/l۱۰۰یعنی غلظت کشندگی 

بیوتیک جنتامایسین گیاهان مورد آزمون در محیط حاوی آنتی

(mg/l۱۰۰ ،کشت شدند. پوسته بذر بدون آسیب به جنین جوان )

سازی به ظروف محیط کشت انتقال یافتند. جدا و بعد از استریل

ط تاریکی و دمای ت، در شرایهای کشت به اتاقک کشمحیط

C○۲۳  وبه مدت هفت روز قرار گرفته و سپس تیمار تاریکی قطع 

روز اعمال  ۲۰به مدت  C○۲۳ی ساعت روشنایی و دما ۱۶تیمار 

ند. گیاهان مورد بررسی قرار گرفت ،شد. بعد از گذشت این زمان

در حین رشد همچنان رنگ سبز خود را حفظ  هگیاهان تراریخت

 ریختزرد شدند. درصد گیاهان ترا هراریختاما گیاهان غیرت کرده

  MSاحتمالی با شمارش گیاهان سبز و زرد در محیط کشت 

ت محاسبه و نتایج به صورت نمودار ارائه شد. گیاهان سبز جه

و  C○۲۵ادامه فرایند رشد و نمو به خاک و اتاق کشت با دمای 

بیشتر از  ساعت روشنایی انتقال داده شدند. جهت مطالعه ۱۶

 انجام و نتیجه در ژل PCRو واکنش  DNAگیاهان فوق استخراج 

 . شد بررسیآگارز 

 بررسی مقاومت به علفکش گلایفوسیت

جهت تعیین غلظت کشندگی به علفکش گلایفوسیت در برگ 

های گیاه برنج، نمونه برگی از گیاهان شاهد تهیه و در غلظت

در  ۸و  mM ۰ ،۱ ،۵/۳ ،۴ ،۶ ،7مختلف از علفکش به صورت 

ها به اتاقک کشت در دمای مایع قرار گرفت. نمونه  MSمحیط 

C○۲۵  ساعت روی شیکر با دور  ۱۶با طول روزrpm ۵۰  قرار

ها به طور کامل زرد و نکروز گرفتند. غلظتی که در آن تمام نمونه

به عنوان غلظت کشندگی علفکش در برگ گیاه برنج  ،شده بودند

و کلیه آزمایشات بعدی مربوط به علفکش، در این ( mM۸)تعیین 

از گیاهان برنج چهار ماهه شاهد، غلظت و شرایط انجام شد. 

( و تراریخته با ژن 35S:EPSPSتراریخته با ژن فرابیان یافته )

  MS، برگ سبز تهیه و به درون محیط گزینشی epspsموتانت 

ها در شرایط نتقال داده و نمونهاز گلایفوسیت ا mM۸حاوی مایع 

ذکر شده در اتاقک کشت نگهداری شدند. دو روز بعد از شروع 

ها روز ادامه داشت. رنگ نمونه چهارها انجام و تا آزمایش بررسی

مورد بررسی قرار گرفت و تعداد آنها ثبت شد. از گیاهان مثبت در 

ومت به بیوتیک جنتامایسین و مقا، مقاومت به آنتیPCRسه تست 

علفکش گلایفوسیت مربوط به این نسل در گلخانه نگهداری شد، 

تا به بذر بروند. بذور نسل دوم همانند نسل قبل مورد بررسی قرار 

 گرفتند. 

  cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

بر اساس  RNX-Plusاز گیاهان تراریخته احتمالی توسط کیت 

 RNAاستخراج شد. کیفیت و کمیت  RNAدستور سازنده 

با  cDNA. سنتز شد بررسیاستخراجی با کمک دستگاه نانودراپ 

بر  Oligo dtآغازگر و  RNAاز  ng  ۴۰۰استفاده از کیت مربوطه و

بیان ژن به منظور بررسی  اساس دستور شرکت سازنده انجام شد.

ای های اختصاصی ژن هدف استفاده شد. واکنش زنجیرهآغازگراز 

، C 9۵°صورت یک سیکل ) یتین بهئپلیمراز برای ژن یوبیکو

min۳ ،)۳۵  :سیکلC° 9۵  به مدتs ۲۵ ،C○7/۵۸  به مدتs۲۵  و

C○7۲  به مدتs۲۵  و نیز تکثیر نهاییC○7۲  به مدتmin۵  با

-ACCACTTCGACCGCCACTACT-′5جلو های روبهآغازگر

 ACGCCTAAGCCTGCTGGTT-3′-′5عقب و نیز روبه 3′

به صورت یک  EPSPSانجام شد. همچنین این واکنش برای ژن 

 s ۲۵ ،C○۲/۵۴به مدت  C○9۵سیکل:  ۳۵(، C○9۵ ،min۳سیکل )

به  C○7۲و نیز تکثیر نهایی  s ۲۵به مدت  C○7۲و  s۲۵به مدت 

-′5های روبه جلو آغازگربا  min۵مدت 

AGCAGCAGCAATCAAAGG-3′ 5و رو به عقب′- 

ATCGCCGCATCAGGAATA-3′   انجام شد. جهت بررسی

مثبت سنتز شده، در واکنش  cDNAهای مونهمیزان بیان ژن از ن

Real Time Quantitative PCR  از دستگاهBiorad  .استفاده شد

این واکنش هم برای ژن رفرنس و هم برای ژن هدف انجام شد. 
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و  ΔCtدر نهایت برای محاسبه میزان نسبی بیان ژن از روش 

( و Livak and Schmittgen, 2001فرمول لیواک استفاده شد )

 . ندبه صورت نمودار ارائه شد تایجن

 آماری تجزیه و تحلیل

 SASهای بدست آمده از این تحقیق به کمک نرم افزار تمام داده

 ۲۰۱۰کلیه نمودارها با برنامه اکسل  تجزیه و تحلیل و 9نسخه 

ی رسم شدند. طرح آماری مورد استفاده به صورت کاملاً تصادف

 در LSDها به کمک آزمون در سه تکرار و مقایسه میانگین داده

 بررسی شد. درصد ۱سطح احتمال 

 

  و بحثنتایج 

 

 EPSPSزایی در ژن جهشو سازی کلون

های اختصاصی ژن با کمک آغازگربا  PCRتکثیر اولیه در واکنش 

بود  bp۱۲۸۴پلیمراز انجام و نتیجه یک باند به طول  Pfuآنزیم 

پلاسمید  در هدف . حضور ژن)نتیجه آن نشان داده نشده است(

pJET1.2 جهت بررسی و تأیید شدواکنش هضم آنزیمی  توسط .

ایجاد  به منظور یابی انجام شد.تأیید صحت توالی کلون شده توالی

با استفاده از  بزایی تک تیوای از روش جهشجهش نقطه

روی بر استفاده و نتیجه آن  PCR متوالیمگاپرایمر طی دو واکنش 

رسی شد. بر اساس نتایج بدست آمده باند بر درصد ۱ژل آگارز 

یابی بعد از جداسازی و برای توالی ng/ul۲۰۰مورد نظر در غلظت 

(. نتیجه d-۱ارسال شد )شکل   bioneerایجاد جهش به شرکت

به آلانین با کد  GGAاز  9۶نشان داد که کد گلایسین در جایگاه 

GCC  اجهش بتغییر کرده است. مقایسه دو توالی قبل و بعد از 

 Muscle (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle)نرم افزار 

به (. cو  a ،b-۱بود )شکل  9۶تأیید کننده ایجاد جهش در ناحیه  

( و موتانت 35S:EPSPS) فرابیان یافته EPSPS منظور انتقال ژن

(35S:epspsب ) ه گیاه برنج، از پلاسمید بیانی گیاهیpPZPY122 

استفاده شد که در همین خصوص واکنش هضم آنزیمی و اتصال 

(. جهت -۱eانجام و نتیجه آن در ژل آگارز بررسی شد )شکل 

های استخراجی، هضم آنزیمی با تأیید تراریزش از پلاسمید

انجام شد. همچنین تراریزش  EcoRIو  HindIIIهای آنزیم

  های اختصاصی تأیید شد.آغازگرو  PCRروباکتریوم با روش آگ

 نسل اول در محیط کشت انتخابی هغربالگری گیاهان تراریخت

گری اولیه نسبتاً آسان و سریع برای تشخیص این یک تست غربال

 هدر یک جمعیت بزرگ است. گیاهان تراریخت هگیاهان تراریخت

روز  ۲۰ برنج در محیط انتخابی مقاومت داشته و پس از گذشت

به اصطلاح ند داشت حفظ رنگ سبز خود راهمچنان توانایی 

ان در حالی که پس از گذشت این مدت کلیه گیاهسبزمان بودند. 

 نابراینب(. Cو  A ،B -۲ شاهد زرد شده و از بین رفتند )شکل

بیوتیک مناسب توان اطمینان داشت که جنتامیسین یک آنتیمی

برای غربالگری گیاه برنج است. مقدار سبزمانی در گیاهان 

35S:EPSPS  و گیاهانepsps  ۲از یکدیگر متفاوت بود )شکل-

D س پروزه  ۲۰(. بر اساس نتایج حاصله واکنش گیاهان تراریخته

 از رشد در محیط کشت انتخابی، از گیاهان شاهد که به صورت

ه اریختتر گیاهان و بود بیشتر ،(درصد ۱۰۰تماماً زرد شده بودند )

اوی بودند. همچنین گیاهان تراریخته ح تا پایان مدت مذکور سبز

 با مقایسه در( درصد ۸۲تعداد گیاه سبز بیشتری ) EPSPSژن 

  .داشتند( درصد 7۶) 35S:EPSPSه تراریخت گیاهان

اوی ژن احتمالی ح هجهت انجام تست علفکش از گیاهان تراریخت

EPSPS ،35S:EPSPS ها بعد برگی تهیه شد. نمونه و شاهد نمونه

مایع حاوی غلظت   MSسازی، داخل محیط کشت از استریل

mM۸ ۳ )شکل از علفکش گلایفوسیت قرار داده شدند- A ،B  و

Cها مشاهده نشد و (. در روز اول هیچ تغییر فاحشی در نمونه

های دوم بعد از شروع آزمایش برگهمگی سبز بودند. روز 

مل زرد شدند. اما، گیاهان حا یا سفید درصد ۱۰۰گیاهان شاهد 

کمی رنگ پریدگی  35S:EPSPSو گیاهان حامل ژن  EPSPSژن 

 EPSPSداشتند. با این حال، قدرت سبزمانی در گیاهان حامل ژن 

ها بررسی شدند. بر این نمونه دوبارهبیشتر بود. در روز سوم 

، گیاهان تراریخته رنگ سبز خود را حفظ کردند که بر اساس

اساس نتایج حاصله، مشخص شد که این مقاومت در گیاهان 

 ژن حامل گیاهان از بیشتر( درصد 9۱) EPSPSحامل ژن 

35S:EPSPS (۸۲ درصد )بود ( ۳شکل-D  .) 
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ژن هدف،  EPSPS، پیشبر CamV35Sترمیناتور،  Tژن مقاومت به جنتامایسین،  GmR، پیشبر Pمرز چپ،  pPZPY122 ،LBمربوط به پلاسمید  T-DNA( ناحیه a -۱شکل 

Nos T  ،ترمیناتورRB  .مرز راستbاز ژن  یابی( بخشی از نتیجه توالیEPSPS  قرمز(.  9۶گلایسین  تعیینطبیعی با(cبخشی از نتیج )یابی بعد از انجام جهش با ه توالی

( تأیید تراریزش به کمک هضم آنزیمی. eتکثیر ژن هدف.  (bp۱۰۰plus ،۱ نشانگر( M. ببا روش تک تیو EPSPSای در ژن زایی نقطه( جهشd)قرمز(.  9۶آلانین  تعیین

M )نشانگر bp۱۰۰plus  پلاسمید حاوی ژن هدف، که باند ۱و )bp۲۳۸۴  مربوط به ژن هدف و قطعهT-DNA  ،پلاسمید خالی که در آن ۲است )T-DNA  به طول

bp۱۱۰۰.پس از هضم آنزیمی جدا شده است 
Figure 1- a) T- DNA casset of pPZPY122 plasmid, LB; Left border, P; promoter, GmR; gentamicin resistance gene, T; Terminator, CamV35S promoter, 
EPSPS gene, Nos T; nos terminator, RB; right border. b) Part of native EPSPS sequence performed by specifying glycine 96 (red). c) Part of mutant sequence 

by identifying the alanine 96 (red). d) A single-tube method used for mutagenesis. M) Ladder, 1) Target gene. e) Double digest reaction. M) Ladder; (1) 

Plasmid containing target gene, which is 2384 bp for target gene plus T-DNA fragment, 2) An empty plasmid which 1100 bp in T-DNA fragment. 
 

 
( Cو  35S:EPSPSاوی ژن ح( گیاه B( گیاهان شاهد تماماً زرد شدند، Aجنتامایسین.  mg/l۱۰۰احتمالی در محیط کشت انتخابی حاوی  هبررسی گیاهان تراریخت -۲شکل 

گیاهان  واکنش( D. ت. جمعیت گیاهان تراریخته احتمالی تفرق صفت یافته برخی زرد شده و از بین رفتند که در شکل با فلش مشخص شده اسEPSPSاه حاوی ژن گی

گیاه  تعداد epspsته اهان تراریخگی . گیاهان شاهد تماماً زرد شده اما گیاهان تراریخته قدرت سبزمانی از خود نشان دادند.همان محیطروز پس از رشد در  ۲۰تراریخته 

 داشتند 35S:EPSPSسبزمان بیشتری در مقایسه با گیاهان تراریخته حامل ژن 
Figure 2- Selective medium containing 100 mg/l gentamicin. A) Control plants were completely yellow, B) Plants containing 35S:EPSPS gene; and C) Plants 

containing epsps gene. The population of none transgenic ones indicated by arrow. D) 100% of control plants turn yellow, wherese others were green. Mutant 

plants had more green color than overexpressed ones. 
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 ها بعد از روز سوم زرد شدهقابل ذکر است رنگ برگ کلیه نمونه

بررسی رنگ  بهترین زمان برای بنابراینین رفتند. از بها نمونهو 

ها قبل از روز سوم است تا تغییرات را در دو نوع گیاه برگ

 ها را تشخیص داد.و تفاوت کردبتوان به خوبی مشاهده  هتراریخت

 نسل دوم گری گیاهان تراریختهغربال 

ل در محیط کشت گیاهان تراریخته نسل دوم همانند نسل قب

گری شدند. تعداد بیوتیک جنتامایسین غربالانتخابی حاوی آنتی

، A -۴گیاهان در هر شیشه کشت شمارش و بررسی شد )شکل 

B  وC ،از و شده زرد شاهد گیاهان درصد ۱۰۰( که بر این اساس 

ین رفتند اما مقدار سبزمانی در دو نوع گیاه تراریخته دیگر حامل ب

( درصد 9۰) EPSPS ژن حامل و( درصد ۸۰) 35S:EPSPSژن 

از گیاهان مثبت در تست مقاومت به  (.D -۴ شکل) بود متفاوت

ژنومی استخراج و متعاقباً واکنش  DNAعلفکش گلایفوسیت، 

PCR  های اختصاصی ژن آغازگرباEPSPS  انجام شد. بر این

  .(E -۴شکل )مثبت بودند  PCRگیاهان  کلیهاساس، 

 
( گیاه Aفکش. بعد از گذشت سه روز از تیمار با علسیت. علفکش گلایفو ویانتخابی مایع حاهای برگی گیاهان برنج چهار ماهه در محیط کشت بررسی نمونه -۳شکل 

 epspsگیاهان ( D .گلایفوسیتانتخابی کشت در محیط همان گیاهان واکنش  ب( .EPSPS( گیاه تراریخته حامل ژن Cو  35S:EPSPS( گیاه تراریخته حامل ژن Bشاهد، 

 ند و از بین رفتند.گیاهان شاهد تماماً زرد شد .داشتند 35S:EPSPSمل ژن بیشتری در مقایسه با گیاهان تراریخته حا داری رنگ سبزقابلیت نگه
Figure 3 - Examination of four-month plants in a selective liquid medium containing glyphosate. Three days after treatment with herbicide. A) Control; B) 

overexpressed plants; and c) Mutant plants. D) Same plants in a selective medium containing glyphosate. The epsps plants had a higher green compared to the 

35S:EPSPS plants. The control plants get completely yellow. 

 

 
( گیاهان Cو  35S:EPSPS( گیاهان حاوی ژن B( گیاهان شاهد، Aجامد حاوی جنتامایسین.  یاهان برنج تراریخته نسل دوم در محیط کشت انتخابیبررسی گ -۴شکل 

با گیاهان ی در مقایسه تعداد گیاه سبزمان بیشتر epspsدر محیط کشت انتخابی حاوی جنتامایسین. گیاهان  همان گیاهانمانی درصد زنده (EPSPS. Dحاوی ژن 

35S:EPSPS .داشتند E ) واکنش  دربررسی تعدادی از گیاهان تراریخته نسل دومPCR .M )موتانت  ان( گیاه۲و  ۱، نشانگرepsps ،۳ ،۴  35اه حامل ژن ( گی۵وS:EPSPS. 

 ( کنترل منفی.7(کنترل مثبت و ۶
Figure 4- Evaluation of T2 plants in a solid selective medium containing gentamicin. A) Control plants; B) Plants containing 35S:EPSPS; and C) Plants 

containing EPSPS. D) Evaluation of T2 plants in a solid selective medium containing gentamicin. The epsps plants had more green than others. E) 

Examination of T2 plants by PCR reaction. M) Ladder, 1 and 2) epsps plant, 3 to 5) 35S:EPSPS plants, 6) positive and 7) negative control. 
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بررسی مقاومت به علفکشش بشر روی گیاهشان تراریختشه احتمشالی      

بدست آمده از دو تست قبل انجام شد. با این تفاوت که به جشای  

تحشت تیمشار بشا علفکشش قشرار      نسل دوم نمونه برگی، گیاه کامل 

(. بر این مبنا، از هر یک از گیاهان تراریختشه یشک   ۵ گرفت )شکل

بررسی شد کشه توانشایی    mM۸گیاه در پاسخ به علفکش با غلظت 

مانی بعد از گذشت دو هفته از آزمایش را داشت. قابشل ذکشر   زنده

است اسپری برگ و ساقه گیاهان مذکور در سشه نوبشت و بعشد از    

آبیاری انجام شد. گیاه شاهد به طور کامل بعد از سه روز از اعمال 

 epspsعلفکش زرد شد و از بین رفت، اما دو گیاه دیگر یعنی گیاه 

داشتند و ایشن   نگه داری رنگ سبز خود راتوانایی  35S:EPSPSو 

در گیاهان موتانت بیششتر بشود. البتشه ایشن گیاهشان حشاوی        ویژگی

های زرد شده بودند که طبیعی است و بعد از گذششت ده روز  لکه

، مریسشتم فعشال   کشرده تقریباً این گیاهان توانستند خود را بازیشابی  

. گیاهشان فشوق در ششرایط گلخانشه     جدید ایجاد کنند تولید و برگ

نگهداری شدند تا به بذر رفته و نسل بعد را ایجشاد کننشد. از ایشن    

سنتز شد. بررسی صشحت سشنتز    cDNAاستخراج و  RNAگیاهان 

cDNA یتین برنج و میزان بیان ژن هشدف بشا   ئبا ژن رفرنس یوبیکو

RT-PCR (. جهت بررسشی میشزان بیشان هشر     ۵ سنجیده شد )شکل

 Real Time Quantitative PCRای فشوق، از روش  هش یشک از ژن 

بشر   .انجشام ششد   ΔCtاستفاده و تجزیه و تحلیل مربوطشه بشه روش   

اساس نتایج بدست آمده مشخص شد کشه هشر دو نشوع ژن کلشون     

موجب مقاومت بشه علفکشش گلایفوسشیت    در گیاهان بیان و شده 

م اند. همچنین این مقاومت در هر دو نسل از گیاهان برنج رقش شده

 .بود مشابههاشمی مورد تأیید و 

 
یتین برنج از ئفرنس یوبیکوربا ژن  RT-PCR( ۱، نشانگر( M( بررسی بیان ژن هدف در هر یک از گیاهان تراریخته. b. بررسی فنوتیپی مقاومت به گلایفوسیت( a -۵شکل 

 .35S:EPSPSاز گیاه  -epsps ،۵ )PCR RTاز گیاه  RT-PCR( ۴( کنترل منفی، epsps، ۳با همان ژن از گیاه  35S:EPSPS ،۲ )RT-PCRگیاه 

Figure 5- a) phenotypic evaluation of resistance to glyphosate. b) Molecular analysis of gene expression in transgenic plants. M) Ladder; 1) RT-PCR with 
reference gene in 35S:EPSPS, 2) epsps plant; 3) negative control; 4) RT-PCR of epsps plant and 5) 35S: EPSPS Plant. 

 

های ممتازی که در کنترل گلایفوسیت با توجه به ویژگی

توجه محققان بسیاری را به خود جلب نموده های هرز دارد علف

تولید گیاهان مقاوم به گلایفوسیت به در این خصوص . است

ر علم کشاورزی تبدیل شده ها دترین فناوریعنوان یکی از سریع

در حال حاضر نسل جدیدی از محصولات  .(Green, 2018) است

به طوری که  هستندکش در حال توسعه زراعی مقاوم به علف

های هرز در انقلابی در مدیریت علف، همراه با بهبود تکنولوژی

در تحقیق حاضر . (Green and Owen, 2011د )نزمین زراعی باش

وحشی تحت کنترل  EPSPSهای انتقال یافته به برنج، یکی از ژن

آمیز آن در دو نسل است که بیان موفقیت CaMV35Sقوی  پیشبر

تأیید شد. بر اساس نتایج بدست آمده تراریزش گیاه برنج با این 

ژن موجب ایجاد مقاومت به علفکش شد، البته این مقدار نسبت 

ش یافته با ژن موتانت کمتر بود. این نتایج مشابه به گیاهان تراریز

 ;Shah et al. 1986در گیاه اطلسی بود ) پژوهشگرانبا نتایج سایر 

Gaines et al. 2010; Tian et al. 2011; Sammons and Gaines, 

ژن مورد نظر از منابع گیاهی یا پروکاریوتی  به طوری که (.2014

و  شودمی هدفقوی وارد گیاه  پیشبرجدا و تحت کنترل یک 

کش، بخشی هنگام برخورد گیاه زراعی با غلظت مشخص از علف

فعال شده و مقادیر باقی مانده برای عملکرد کافی از آنزیم غیر

گیاه حاصل از فعالیت این انزیم در متابولیت  البتهخواهد بود 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

13
97

.7
.1

.8
.7

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
23

 ]
 

                             9 / 14

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4286024/#b51
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fevo.2017.00123/full#B34
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fevo.2017.00123/full#B34
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1397.7.1.8.7
https://gebsj.ir/article-1-258-en.html


 مکارانو ه  نصررمزی  .... برنج تراریخت گیاهان واکنش

 

 74 1397بهار و تابستان  /1شماره  /هفتمدوره  /و ایمنی زیستیژنتيک مهندسی 

 

(. فرابیان Gaines et al. 2010) حالت عادی را خواهد داشت

منجر به افزایش مقاومت به گلایفوسیت در گیاهان  EPSPSآنزیم 

ین امر با رشد یافته تحت شرایط کشت بافت شده است که ا

های گیاه افزودن غلظت گلایفوسیت در مراحل کشت بافت سلول

 Goldsbrough et al. 1990; Eschenburg etتوتون بدست آمد )

al. 2002; Tian et al. 2011 .) فرابیان ژنEPSPS  موجب ایجاد

 Chen etشده است )  Eleusine indicaقاومت به گلایفوسیت درم

al. 2015 مانند(. چند برابرسازی بیان ژن هدف در گیاهانی 

Amaranthus palmeri و Lolium perenne ssp.  موجب نیز

 .Gaines et al. 2010; Salas et alقاومت شده است )ایجاد م

کانیسم متداول جهت ایجاد (  امروزه این روش یک م2012

 ,Sammons and Gainesباشد )مقاومت به گلایفوسیت می

2014.) 

ای که همچنان به گونه EPSPSها برای تغییر ساختار آنزیم تلاش

جر به ایجاد مقاومت در گیاه شود، دارای عملکرد بوده و نیز من

جزو تحقیقات رایج در دو دهه گذشته بوده است. بدین منظور با 

های زیست مولکولی در نقاط حفاظت شده آنزیم روشاستفاده از 

ش است، تغییر کدونی ایجاد و عملاً با فککه محل میانکنش عل

شود. در این ش به آن میکحفظ عملکرد آنزیم مانع اتصال علف

ش کالت ورود این آنزیم جدید به داخل گیاه آن را در برابر علفح

 Baerson et al. 2002; Wang et al. 2003; Tianسازد )مقاوم می

et al. 2011منظور ایجاد تغییرات کدونی در(. در تحقیق حاضر به 

 (SDM)زایی مکانی هدایت شده جهشروش آنزیم مورد نظر از 

شد. هدف این کار، بررسی جایگاه فعال آنزیم، شناسایی و استفاده 

تعیین میزان اهمیت هر یک از اسیدهای آمینه در اتصال به لیگاند 

به  SDM روشواکنش کاتالیزوری آنزیم است.  برو تأثیر آن 

ای است ی ایجاد جهش نقطهترین راه برامناسب PCRواسطه 

(Tyagi et al. 2004 آمینواسیدهای موجود در مناطق حفاظت .)

 EPSPSشده آنزیمی، هدف این مطالعه هستند. با بررسی توالی 

در چندین باکتری و گیاه این آمینواسیدها مشخص شدند 

(Kishore and Shah, 1988 .) مکان هدف مقاومت به گلایفوسیت

هایی و در اسیدآمینه EPSPSای در جهش نقطهتواند با ایجاد می

 ;Eschenburg et al. 2002بدست آید ) Gly96Alaچون 

Priestman, 2005; Corea et al. 2012; Maeda and Dudareva, 

2012; Yaqoob et al. 2016 .) ۱9۸۰در سال Amerhein  و

غیر حساس به گلایفوسیت  EPSPSهمکاران نخستین آنزیم 

را تولید کردند. طی این تحقیقات نشان  Gly96Alaحامل جهش 

های های نوترکیب ضمن حفظ فعالیتداده شد که این آنزیم

دهند کاتالیتیکی خود، تمایل کمتری به گلایفوسیت نشان می

(Priestman, 2005; Corea et al. 2012; Maeda and Dudareva, 

شده گزارش  E. coliمقاوم در باکتری  AroA(. یک نوع ژن 2012

است  کردهایجاد  Gly96Alaای است که مقاومت را با جهش نقطه

(Padgette et al., 1991 .)Comai ( با این ۱9۸۵) و همکاران

نتایج جهش گیاه توتون مقاوم به گلایفوسیت ایجاد کردند. 

زمینی نیز گزارش شده مشابهی از کاربرد این ژن در گیاه سیب

و   Sost ۱99۰نین در سال (. همچ et alFillatti .1987است )

Amerhein Gly96Ala را در Klebsiella pneumonia و  ایجاد

کش برای اتصال به آنزیم ای در کاهش تمایل علفتأثیر فزاینده

 kmبرابر و  ۵۰۰۰به مقدار  Kiبه دلیل افزایش که  مشاهده کردند

 9۶تغییر اسید آمینه گلایسین برابر است.  ۴۰به مقدار  PEPبرای 

مانع از اتصال گلایفوسیت به جایگاه در ساختار آنزیم آلانین  به

در واقع و آنزیم به صورت طبیعی فعال خواهد بود.  شودفعال می

تمایل آنزیم به اتصال با گلایفوسیت را به مقدار  این جهش،اعمال 

(. این Schonbrunn et al. 2001)دهد قابل توجهی کاهش می

تیل اضافه در ساختار آنزیم شده که تغییر موجب ایجاد یک گروه م

 نوع یکش مؤثر است و در واقع کدر برهم کنش آنزیم و علف

. این گروه متیل اضافه به طور آوردمی وجود به را ممانعت استری

خاص با عدم تغییر در جایگاه اسیدهای آمینه واقع در مکان فعال 

کند. آنزیم، از فضای کافی برای اتصال گلایفوسیت جلوگیری می

از طرف دیگر در صورت ایجاد این جهش مولکول گلایفوسیت 

تواند در جایگاه اتصال مربوط به آنزیم قرار گرفته به درستی نمی

تواند به درستی جفت و جور شود و یا به عبارتی نمی

(Eschenburg et al. 2002; Priestman, 2005; Kang and Kim, 

2006; Corea et al. 2012; Maeda and Dudareva, 2012.) 

و آلانین  9۶مطالعات بیشتر نشان داد که دو اسیدآمینه گلایسین 

بسیار حفاظت شده آنزیمی قرار دارند  در منطقه E. coliدر  ۱۸۳

به طوری که گلایسین در این منطقه پیوند هیدروژنی بسیار 

محکمی با نیتروژن و اکسیژن موجود در گروه فسفات در 
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 .Priestman, 2005; Corea et alکند )گلایفوسیت ایجاد می

2012; Maeda and Dudareva, 2012 ) یک  ۱۸۳و نیز آلانین

و گلایفوسیت  EPSPSآمینواسید بسیار مهم برای تعاملات بین 

(. اما این دو آمینواسید در مکان فعال Schonbrunn, 2001است )

EPSPS  ،تغییر تواند منجر به تغییر آنها می بنابراینقرار ندارند

و  Zhou ۲۰۰۶مقاومت گلایفوسیت به آنزیم شود. در سال 

گیاه برنج  EPSPSبه لوسین را در  ۱۰۶همکاران جهش پرولین 

انجام و موفق به تراریختی توتون مقاوم به گلایفوسیت شدند. 

(Kahrizi et al. 2007; Tian et al. 2011 .) در مورد گیاه برنج نیز

نکته مهم در این خصوص پایایی و  مطالعات زیادی انجام شده اما

 Mehrotra andفعال بودن تراژن در گیاهان تراریزش یافته است )

Goyal, 2013; Yaqoob et al. 2016).  ارقام برنجG2-6  وG2-7 

با  Pseudomonas fluorescens از باکتری G2-EPSPSحامل ژن 

 G6ژن . (Dong et al. 2017اند )ایجاد شدهمقاومت چند برابری 

و  هبه گیاه برنج انتقال یافت Pseudomonas putidaاز باکتری 

. (Zhao et al. 2011گرم بر لیتر شد ) ۸مقاومت در غلظت  موجب

 در آمینواسیدهایدو جهش و  از درخت سیب MdEPSPSژن 

T101و A187T  شدایجاد مقاومت موجب (Tian et al. 2013). 

به صورت فرابیان یافته از برنج جدا و به همان  OsEPSPSژن 

ه منتقل شد. غربال اولیه گیاهان به واسطه بررسی مقاومت به گیا

موجب ایجاد گیاهان مقاوم در و بیوتیک هایگرومایسین انجام آنتی

-CP4(. ژن Chandrasekhar et al. 2014شد ) mM۴غلظت 

EPSPS  مقاومت به  ٪۱ فرابیان یافته وارد گیاه برنج وبه صورت 

انتقال همزمان ژن (. Chhapekar et al. 2015شد )ایجاد ش کعلف

igrA  جهت غیرفعال کردن گلایفوسیت از باکتریPseudomonas 

ه برنج تحت کنترل پرومتور قوی از گیا EPSPS P173Sو ژن 

CaMV35S ( منجر به ایجاد مقاومت به گلایفوسیتmL/L۲ در )

 جهشدر تحقیق حاضر نیز  (.Fartyal et al. 2018برنج شد )

Gly96Ala  به روشSDM  و سپس  انجام شدبه واسطه مگاپرایمر

 Agrobacteriumبه جنین بالغ گیاه برنج رقم هاشمی به واسطه 

tumefaciens  سویه سوپر بیماریزایEHA105  به روشin 

planta  انتقال یافت. همچنین جهت مقایسه این انتقال و بیان ژن

مذکور، به طور همزمان ژن فرابیان یافته نیز به گیاه برنج با همان 

 موتانتروش انتقال یافت. نتایج نشان از مقاومت بیشتر گیاهان 

. داشته است mM۸لظت غدر  در مقایسه با گیاهان فرابیان یافته

های بیشتر، جهت رسیدن به سطوح تجاری نیاز به بررسی

بدین جهت در تحقیق  است.های آینده خصوصاً انتقال ژن به نسل

های اول و دوم های انتقالی در نسلحاضر به بررسی بیان ژن

پرداخته شد، که در مقایسه با نسل اول نتایج مشابهی بدست آمد. 

-علف مزایای تجاری سیستم کنترل کنندهگفت توان در نهایت می

تا مقاومت به گلایفوسیت یکی  کردهای هرز، افزایش پیدا خواهد 

 بیشترهای هرز در های اساسی و اصلی مدیریت علفاز پایه

 گیاهان زراعی خصوصاً گیاه زراعی برنج شود.

که بخشی از هزینه  یفناور ستیستاد توسعه ز: از سپاسگزاری

تأمین نموده است، تشکر و  (9۵۰۴۱۲شماره را ) پژوهش نیا

 شود.دانی میقدر
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Abstract 

The most effective way to produce a plant resistant to glyphosate is manipulation of EPSPS enzyme in 

order to reduce its affinity to this herbicide. It is one of the vital enzymes in the shikimate pathway, which 

is responsible for producing aromatic amino acids and various secondary metabolites in plants and 

bacteria. Without an active enzyme, the organism will not be able to survive. In the present study, one of 

the important domains in the EPSPS enzyme was modified by site-directed mutagenesis using mega-

primer method and one tube approach. Glycine in position 96 was modified to Alanine which was sub-

cloned along with the wild-type gene into pPZPY122 plant binary vector. Hashemi cultivar of rice (Oryza 

sativa) was used for transformation using EHA105 strain of Agrobacterium tumefaciens by in planta 

method. T2 transgenic plants separately were evaluated to resistance to the gentamicin and glyphosate. 

Also, positive gene expression was confirmed by Quantitative PCR. Therefore, based on the results, these 

plants showed significantly a high degree of resistance to the herbicide.  

Keywords: Gene expression, rice, Glyphosate, In planta, Transformation 
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