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  چكيده

  جهش دار  EPSPS كلزاي تراريخت شده با ژن هاي (T2) نسل سوم مولكولي گياهان آناليز 
  مينا سميعي فراهاني

 ،(.Brassica napus L)ا مزارع كلزدر كنترل علفهاي هرز الطيف و غير انتخابي  به صورت وسيع گلايفوسيت كش علف  
خود را بر روي علفهاي  بازدارندگياثرات و بسيار موثر مي باشد  رود، ترين گياهان دانه روغني جهان به شمار مي از مهمكه 

 ياenolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase-5  آنزيم كليدي مهار رقابتي، از طريق هرز و گياه زراعي
EPSPS استفاده از از راهكارهاي موجود براي ايجاد مقاومت به علف كش گلايفوسيت .مي نمايداعمال  مسير شيكيمات در 

 جداشده از epspsژن  در (A183T, G96A) دو جهش ،در اين راستا .درگياه هدف مي باشدجهش يافته  EPSPS آنزيم
در گياه زراعي ايجاد شده و  ،Mutagenesis) (Site Direct نقطه اي زاييجهش  توسط روش  E. coliمنبع باكتريايي
گياهان آناليز نسل سوم  توليد و براي T2 از بذور گياهان ،ر اين پژوهشد. نده ابيان يافت CaMV 35S روموتركلزا تحت پ

و  قرار گرفت بررسيمورد قطعات محور زير لپه علف كش گلايفوسيت در گياهچه ها و  مقاومت به .استفاده شدتراريخت 
 .مشاهده شد ي مولارميل 05/0توسعه كالوس در غلظت ميلي مولار علف كش و  2/0تا  1/0تحمل گياهچه ها در غلظت هاي 

ه و اثبات گرديد ELISA و PCR ، RT-PCRآزمون هاي باگياهان  اين در epsps جهش يافته حضور و بيان ژن هاي
محلول  ،در نهايت .بودندنسبت به علف كش گلايفوسيت  پايدارحاصله بيانگر ايجاد گياهان تراريخت با ميزان مقاومت نتايج 

حاكي از تحمل اين گياهان در كه مشاهدات  با غلظت هاي مختلف علف كش صورت گرفتپاشي گياهان تراريخت گلداني 
ي مورد نوع از لاين هاهر دو  درميلي مولار  10غلظت  و مقاومت نسبي در ميلي مولار از علف كش 5/2- 5دامنه اي حدود 

 تراريخت داري ساختار ژني با جهش در مقايسه با گياه G96Aگياه تراريخت داراي ساختار ژني با جهش  البته. بررسي بود
A183T  كه مي تواند حاكي از پايداري بيشتر و كارآيي بهتر اين نوع جهش، بيان ، درجات بالاتري از مقاومت را نشان داده

  . .طي فرآيند تراريختي باشد سطوح مختلف نسخه برداري و ترجمه ونيز جايگزيني مناسب تر آن در موثرتر آن در
  
  
  
  

  .گلايفوسيتBrassica napus, EPSPS, Site Direct Mutagenesis : ديكلمات كلي
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Abstract: 
Molecular Analysis of the Third Generation (T2) of Transformed canola with Mutant EPSPS 
Genes 
Mina Samiei Farahani 
 
  Glyphosate, a non-selective and broad-spectrum herbicide, which is found to be 
very efficient in canola cultivation, one of the most important oilseed plant in the 
world, imposes destructive consequences on crops as well as weeds by inhibiting the 
key enzyme 5-enol pyruvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSPS) of shikimate 
pathway. The strategy which is adopted here is the expression of E. coli, epsps gene 
which has been mutated with two single mutation (A183T and G96A) by site directed 
mutagenesis, in canola under control of CaMV 35S promoter. In this project, seeds 
of T2 plants have been used for generation of the third and its analysis. Resistance to 
glyphosate has been confirmed in planlets and In vitro culture of hypocotyls. The 
results showed that callus formation and its growth occured in medium containing 
0.05 mM and seedling tolerance occurred in 0.1 to 0.2 mM glyphosate. Furthermore, 
integration transcription and translation of epsps genes were checked by genomic 
PCR, RT-PCR and ELISA, respectively. The results have demonstrated stable 
resistance to glyphosate. Finally, transgenic plants were sprayed by different 
concentrations of glyphosate to determine the resistance threshold. This test 
indicated T2 transgenic lines resistance to 2.5-5 mM glyphosate, however they 
showed semi-resistance to glyphosate in 10 mM glyphosate. Moreover, G96A lines 
showed higher glyphosate resistance in compare to A183T plants that might be 
contributed to better stability and functional ability of the enzyme this mutation or 
effective transcription, translation or integration of G96A in transgene. 
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  :كلزا-1- 1

 و در Raps، آلماني Colza، فرانسه Rapeseed، در زبان انگليسيBrassica napus L . گياه كلزا با نام علمي      

كلزا گياهي است . باشدبه احتمال قوي نوع وحشي آن به اروپا و آفريقاي شمالي محدود مي.  شودناميده مي  Canolaكانادا

  . يك ساله با دو تيپ رشد بهاره و پاييزه كه ارقام پاييزه پر محصول و داراي ارتفاع زياد است

  :كلزا گياه شناسي - 1-1- 1

اين . باشد، مي)Brassicaceae( چليپائيان يابوئيان شب ، خانوادهRhodalesاز راسته Brassica napus L .گياه كلزا      

باشد كه در تحمل خشكي اين اصلي و قوي، به همراه ريشه هاي فرعي فراوان با گستردگي بالا مي ييك ريشهگياه داراي 

از به گل  پس از پايان مرحله روزت، بوته به ساقه رفته، يعني توليد يك ساقه اصلي مي نمايد بعد. گياه اهميت زيادي دارد

و تعداد برگ ها بسته به رقم و مرحله رشد متفاوت است ولي به  شكل، رنگ. رفتن آن، رشد شاخه هاي فرعي آغاز مي شود

عدد  12ها برروي ساقه در تيپ هاي بهاره طور معمول برگ هاي اصلي بيضوي شكل و به رنگ سبز زيتوني بوده و تعداد آن

محصول به سهولت ريزند و به همين علت برداشت مان برداشت ميبرگ ها درز. رسدعدد مي 40و در پائيزه ها به بيش از 

گل ها اغلب زرد رنگ و كامل بوده، . باشدمي گل آذين در كلزا به شكل خوشه اي بلند). 1378دهشيري، (پذير استامكان

ميزان . باشندها كوتاه و بقيه بلند ميآن پرچم كه دو عدد از 6گلبرگ، يك مادگي دو برچه اي و  4كاسبرگ،  4داراي 

در ارقام مختلف كلزا ميزان ). 1378عزيزي وهمكاران، (درصد است  70معمول بيش از خودباروري در اين گياه بطور 

كيلومتري نيز گزارش شده است كه نشان  14درصد متغير است و در بعضي منابع دگرگشني تا فاصله 32تا  22دگرگشني بين 

عدد دانه  15-40اي بوده كه در هر كدام ميوه كلزا، خورجين دو بزرچه . ي عملكرد فعال حشرات در اين زمينه مي باشددهنده

  ).1- 1شكل(ميلي متر و قهوه اي ي ثيره ثا سياه مي باشند 2- 3بذور رسيده كلزا كره اي به قطر . تشكيل مي شود



 مقدمه و مرور منابع -اولفصل 
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  هاي مختلف گياه كلزابخش -1- 1شكل 

  :گونه هاي كلزاي روغني روابط بين ژنوم- 1-2- 1

اسـت  حاصل شده  (B. oleracea)و كلم ) B. rapa (كلزا يك آلوتتراپلوئيد طبيعي بوده و اين گياه از تلاقي شلغم روغني 

ت كروموزومي كه بـه مـرگ جنينـي    توليد هيبريد هاي بين گونه اي ميان انواع مختلف اين گونه، به علت اختلالا. )2-1(شكل

ه همين علت انجام اين گونه تلاقي ها در طبيعت را بايستي يكي از حوادث نادر ب ).1380راد، انف( ، دشوار استر مي شودمنج

  . تلقي نمود

  :شوند عبارتند ازپنج گونه از جنس براسيكا كه در سطح جهان به عنوان دانه روغني كشت مي

 ) B. napus: (كلزا

شود و در اروپا و كانادا كشت مي عموماًكه است  n=19و عدد كروموزومي AACC ژنوم اين گونه، كلزاي معمولي با      

ترين بوده و مهم) آلوتتراپلوئيد( 38داراي ارقام بهاره و پاييزه با عدد كروموزومي . در كانادا به كلزاي آرژانتيني معروف است

ارقام ارقام بهاره و زمستانه اين گونه به عنوان منبع روغن گياهي كشت شده ولي . شودگونه جنس براسيكا محسوب مي

  ).1378عزيزي و همكاران، (باشند تر ميزمستانه در شرايط مساعد معمولا پر محصول
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بذور آن به رنگ سياه بوده و در حالت طبيعي بذور زرد رنگ نيز . شوددر اروپا و چين اغلب از ارقام پاييزه استفاده مي      

شود بذور و نازك تر بودن پوسته بذر ارتباط داشته و سبب مي رسد رنگ زرد بذر با مقدار كمتر تانن دربه نظر مي. وجود دارد

  .كه ميزان روغن و پروتئين بذر بيشتر و مقدار الياف و فيبر كنجاله كمتر باشد

   )B. rapa: (گونه شلغم روغني

شد و در كانادا به كلزاي لهستاني معروف است زيرا براي اولين بار ازآنجا ناميده مي) B. campestris (اين گونه  قبلاً      

هاي بدون غده شلغم واقعي باشد اين گونه يكي از گونهمي n=10و عدد كروموزومي AA داراي ژنوم . وارد كانادا شده است

ترين ع روغن مورد كشت قرار گرفته و مقاومبه عنوان منب 20ارقام بهاره و زمستانه اين گونه با عدد كروموزومي برابر . باشدمي

ارقام اين گونه داراي . بالايي برخوردارند ارقام كلزا به سرما به اين گونه تعلق دارند كه در دماهاي پايين از سرعت رشد نسبتاً

  .رنگ هستنداي يا زردبذرهاي قهوه

  ) B. juncea: (گونه خردل هندي

. رنگ بذور آن شناسايي كرداي يا زردرا مي توان به وسيله رنگ قهوه 36كروموزومي و عدد  AABBاين گونه با ژنوم       

هاي با بذور زرد رنگ به عنوان خردل زرد يا خردل شرقي شهرت اي و رقماي رنگ به عنوان خردل قهوههاي با بذور قهوهرقم

  .باشدزودرس مي نسبتاًيط خشك سازگاري كامل دارد و بهاره است و با شرا ،خردل هندي. دارند

  ) B. carinat: (گونه خردل سفيد

. در اروپا به خردل سفيد و در شمال امريكا به خردل زرد معروف است 34و عدد كروموزومي  BBCCاين گونه با ژنوم       

رنگ زرد روشن بذر آن بزرگ و داراي . شودكشت مي) ادويه(اين گونه در كشورهاي مذكور به طور گسترده به عنوان چاشني 

  .است

  Sinapis alba)( :گونه خردل حبشي

جوار آن در شرق آفريقا كشت آن به فلات اتيوپي و نواحي هم. رشد استنسبتا كم 24اين گونه با عدد كروموزومي       

  .رنگ هستند ولي بذور زرد رنگ نيز وجود داردسياه بذور اين گونه بزرگ و غالباً. شودمحدود مي
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 Brassicaروابط ژنومي گونه هاي جنس  -2- 1شكل

  

  :ايران و جهان و وضعيت آن در خچه كشت كلزايتار :- 2- 1

 3000زراعت كلزا از . باشديمستگاه آن ناحيه آسيا و اروپا اباشد اما به احتمال قوي خبه خوبي روشن نمي مبدأ اوليه كلزا      

 90تقريبا  1930 دهه ، به طوري كه در اواسطبه چين و ژاپن راه يافته استستان رواج داشته و از آنجا وقبل در هندسال 

هاي متعلق  در اروپا استخراج روغن از دانه كلزا و دانه ساير گونه .دزصد از كل كشت آن به دو كشور چين و هند تعلق داشت

بخار  يهانيكننده ماشروان و راغاين روغن ابتدا به عنوان سوخت چ. به جنس براسيكا از قرن شانزدهم رواج داشته است

  .و سپس به عنوان روغن خوراكي مرسوم گرديدده است يگردياستفاده م

بـه كانـادا وارد    B. napusد و چند سال بع ـ) است معروف B. rapaامروزه به ( B. campestrisگونه  1936در سال       

سـاز در جنـگ جهـاني دوم آغـاز      منبع تأمين كننده روغـن روان به عنوان  1942توليد تجاري كلزا در غرب كانادا در سال . شد

سـتخراج روغـن   مورد توجه قرار گرفت و منجر به ا 1948خوراكي در سال  كان استفاده از روغن كلزا براي مصارفام .گرديد

زراعـت كلـزا در   . باشـد مـي د كننده عمـده كلـزا   يتوليك  اكنون كاناداهم. گرديد 1957و  1956هاي  خوراكي از كلزا در سال
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باشد كه از ژاپن و كانـادا  يم يمتعلق به هر دو گونه كلزا و شلغم روغن ،مورد كشت يهاآغاز شده و رقم 1969 ا از سالياسترال

 2بـه كمتـراز    يكلزا و شلغم روغن يهاروغن رقم 1كياروسديزان اسيم 1977تا  1972 يهادر سال .اندشدهن كشور وارد يبه ا

اروسـيك و هـم مقـدار    به عنوان اولين رقم دو صفر كلزا كه هم مقدار اسـيد  Towerرقم  1974در سال . افتيدرصد كاهش 

با ينولات بالا تقريزان گلوكوزيكلزا با م يهامقد ريتول 1981در سال ). 1387 ،يريدهش( گلوكوزينوليت آن پايين بود معرفي شد

و  Midas ،Spanارقـام  . اولين رقم كلزا با ميزان اسيد اروسـيك پـايين در كانـادا توليـد شـد      ،1986در سال  .ديمتوقف گرد

Torch دهشـيري،  (انـد   كانادا مـورد كشـت قـرار گرفتـه    باشند كه در  از نخستين ارقام اصلاح شده با اسيد اروسيك پايين مي

هندوسـتان و   چـين،  ها كانـادا، ترين آنشود كه مهمكشور جهان كشت داده مي 120امروزه اين گياه روغني در بيش از  .)1378

ميليـون تـن    418،  2008-09در سـال   هاي روغنيدانهدار توليد جهاني قم ).2008، 2رشدي و همكاران(باشداتحاديه اروپا مي

بـه شـمار    ترين گياه روغنياز كل روغن خوراكي جهان بعد از سويا و نخل روغني مهم% 13كلزا با تأمين حدود  بوده است و

در بـين كشـورهاي    .دانه را پشت سر گذاشـته اسـت  سال گذشته گياهاني مانند بادام زميني، آفتابگردان و پنبه 20رود و طي مي

  .)2009، 3آي اس اس آ(توليدكنندگان عمده كلزا مي باشند، كانادا و هند  چين به ترتيب سالاين جهان در 

سـال   500نوعي كلزا در حدود  .مي باشدخورشيدي  1340دهه  مربوط بههاي روغني  هاي كشت دانه در ايران آغاز برنامه                  

دو دهـه گذشـته،   در  .آغـاز گرديـد   70ولي كشت ارقام اصلاح شده آناز اوايـل دهـه    است پيش به عنوان منداب شناخته شده

مؤسسه تحقيقات اصلاح و تهيه نهال و بذر بر روي هاي روغني  زراعي متعدد و متنوعي دربخش دانه نژادي و به هاي به آزمايش

. گـل شـده اسـت   هاي زرگل، طلايه، استقلال و سـاري  كلزا صورت گرفته و منجربه معرفي چهار رقم كلزاي اصلاح شده با نام

ن به كلـزا  هزار هكتار آ 280هزار هكتار بوده كه از اين ميزان  586 ،1388سال  زير كشت گياهان دانه روغني در ايران در سطح

در استان ها به ترتيب متعلق به مازنـدران، گلسـتان و    و بر اساس آمار موجود بيشترين سطح زير كشت كلزاتعلق داشته است، 

حاصل از تحقيقات انجام شده، مشخص شده كـه توسـعه كشـت كلـزا در كشـور       با بررسي نتايج .آذربايجان غربي بوده است

 .باشد نژادي آن حائز اهميت مي زراعي و به امكان پذير است وتوجه به مسائل به

  

  
                                                 

1 Erucic Acid 
2 Roshdy et al. 
3 ISSA 
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 زاكل يت اقتصاديو اهم يزراع يايمزا -3- 1

مين كننده انرژي براي جوامع بشري مخسوب مي شوند، كلزا از غني كه بعد از غلات دومين منبع تأدر ميان دانه هاي رو      

، كلزا پس از سويا و نخل روغني، 1خواروبار كشاورزي فائوجايگاه ويژه اي برخوردار بوده و طبق آمار منتشره از سازمان 

ه توليد روغن گياهي جهان را به خود اختصاص داد كل% 14.7كه  طوريهب. آيدبشمار مي روغن نباتي جهان سومين منبع توليد

 كشت كند لذا توسعهتامين مي كشور را نيازخام% 8حدود ي داخل هاي روغنيميزان روغن حاصل از دانه كه جائياز آن .است

  . گرفته استات مطلوب زير مورد توجه قرارفكلزا بدليل ص

  .سازد مي   هاي زمستانه و حدواسط كه امكان كشت اين گياه را در شرايط متفاوت اقليمي فراهمدارا بودن تيپ -1

   .و زمستانه وجود دارددر كشت پاييزه نياز به آبياري كمتري بوده و امكان استفاده از نزولات آسماني پاييزه  -2

ها، و از تراكم بيماريو همچنين به عنوان كشت دوم پس از برنج كشت شده تواند به تناوب با زراعت گندم و جو كلزا مي - 3

  .هاي هرز بكاهد و باعث افزايش عملكرد دانه اين محصولات شودآفات و علف

برخـوردار  ) درصـد  45تـا   40(هاي روغني از درصد روغن دانـه بـالايي   كلزا داراي پتانسيل عملكرد بالابوده و در بين دانه -4

  .است

  .توان ارقام بسيار زودرس كلزا را در جهت كشت استفاده نمودپس از برداشت برنج مي ،در اراضي شاليزار -5

ايـن گيـاه    ،كشـي خاليسـت  هـاي روغـن  هاي روغني متفاوت است و زماني كه ظرفيـت واحـد  فصل رشد كلزا با ساير دانه -6

  .شودبرداشت مي

  .كندزمينه لازم را براي كشت دوم محصولات تابستانه فراهم مي ،كلزا با تقدم برداشت در مقايسه با گندم -7

  .كندي صنعت زنبورداري نقش مهمي را اعمال ميدر توسعه -8

  .گيردبهاره قرار نمي هاي روغني در رقابت با محصولات پردرآمدبه علت پاييزه بودن بر خلاف ساير دانه -9

  .تواند جايگزين كنجاله سويا گرددكنجاله حاصل از ارقام اصلاح شده كلزا مي -10

تـابگردان، سـويا و ذرت، بـدليل وجـود     فهـايي نظيـر آ  علي در مقايسه با روغنفدر ارقام اصلاح شده ) كانولا(روغن كلزا  -11

  .از اهميت بيشتري برخوردار است كلسترول نبوداسيدهاي چرب اشباع نشده و 

                                                 
1 FAO 


