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های زيستی در کشاورزی هستند که با رقابت با گياهان  محدوديتترين  های هرز از مهم علف

باری را بر روی رشد و نمو و کيفيت و  زراعی بر سر نور، مواد غذايی، آب و فضا آثار متعدد زيان

 طور به که است هايی کش علف ترين مهم از يکی گلايفوسيت .کميت عملکرد اين گياهان دارند

-EPSPS (5-enolpyruvylshikimate-3د و اثر بازدارنده بر آنزيم شو می استفاده جهان در گسترده

phosphate synthase) های آروماتيک است که آنزيمی کليدی در مسير ساخت اسيد آمينه دارد. 

کش در  گياهی برای ايجاد مقاومت به علف ءهدف اصلی اين پژوهش استفاده از يک ژن با منشا

سازی و دو  همسانه (.Cicer arietinum L) از گياه نخود EPSPSبنابراين ژن . همان گياه بود

نمايند  کش گلايفوسيت می که ايجاد مقاومت به علف( Thr183Ile و Pro187Ala)آمينه آن  اسيد

قابليت . بررسی شد (.Nicotiana tabacum L) عملکرد ژن مذکور در گياه مدل توتون. اصلاح شد

 انيب را نخود اهيگ از شده اصلاح EPSPS ژنه که های گياهان توتون تراريخت باززايی برگ

مورد بررسی قرار  (مولار ميلی يکاز صفر تا ) يفوسيتکش گلا های مختلف علف در غلظت کنند یم

اين گياهان . مولار باززايی شدند ميلی يکها حتی در غلظت  ها در همه غلظت برگگرفت و 

ژن  در آخر .و زنده ماندنديفوسيت اسپری شدند گلا يک درصدهمچنين در گلخانه با غلظت 

EPSPS کش  انتخاب مناسبی برای ايجاد گياهان زراعی تراريخته مقاوم به علف اصلاح شده نخود

 .گلايفوسيت در آينده خواهد بود
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 ملزومات از یکی به هرز های علف ساده حذف با ها کش علف

 02بیش از  .اند شده  تبدیل غذا در جهان تولید و مدرن کشاورزی

های زراعی زیرکشت گیاهان تراریخت در جهان را  درصد زمین

ها  دهد که تقریبا همه آن کش تشکیل می گیاهان مقاوم به علف

 (.Duke 2017) کش گلایفوسیت هستند مقاوم به علف

 طور به که است هایی کش علف ترین مهم از یکی گلایفوسیت

 EPSPSشود و اثر بازدارنده بر آنزیم  می استفاده جهان در گسترده

(5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase )دارد .

EPSPS  آنزیمی کلیدی در مسیر شیکیمیک اسید است که این

های آروماتیک، لیگنین و  مسیر در نهایت به تولید اسیدآمینه

 نکته(. Yang et al. 2017) رسد که نقش دفاعی دارند ترکیباتی می

قابل توجه آن است که مسیر شیکیمیک اسید در پستانداران وجود 

را هدفی جذاب برای توسعه  EPSPSندارد و همین امر 

تحقیقات نشان داد که برخی از . ها کرده است کش علف

اگروباکتریوم دارای شکل  CP4ها همانند نژاد  میکروارگانیسم

یای تراریخته هستند که بعدا در ایجاد سو EPSPSمقاومی از آنزیم 

 Han and Kim) یفوسیت مورد استفاده قرار گرفتمقاوم به گلا

2019.)   

ویژگی حرکت در فلوئم و عملکرد آهسته گلایفوسیت در کشتن 

کش در سراسر گیاه، سبب از بین رفتن  ها و حرکت علف علف

شود که این ویژگی کارایی خوبی برای  های گیاه می همه مریستم

   (.Duke 2017) چند ساله دارد های هرز کنترل علف

 به مقاومت های مکانیسم مورد در متعدد های با پژوهش

 به مقاومت  ایجاد مختلف های راه مورد اطلاعات در گلایفوسیت

 پنجهای مقاومت به  مکانیسم . است یافته افزایش کش علف این

 که ای نقطه مقاومت ناشی از جهش -1: شود گروه تقسیم می

برهمکنش   آمینه است که بر روی تغییر یک اسیدحاصل آن  

مقاومت ناشی از  -2. گذارد کش با جایگاه فعال آنزیم اثر می علف

کش یا  تغییرات متابولیسمی که با اصلاح شیمیایی ساختار علف

کش در محل  ممانعت از حضور علف -3. تخریب آن همراه است

ساختاری و  صورت فیزیکی با افزایش موانع کوتیکولی، هدف، به

اجتناب، که به توانایی  -2. یا فیزیولوژیکی با ناقلین فعال

 Sammons and) شود بیوشیمیایی تغییر ماده سمی مربوط می

Gaines 2014 )های ژن در  و پنجمین مورد افزایش تعداد نسخه

نسخه هم مشاهده شده است  122گیاه است که در مواردی تا 

(Ngo et al. 2017.) 

در  شود معمولاً گیاهان مختلف سبب مقاومت میجهشی که در 

 افتد که یک ناحیه کاملاً اتفاق می 120آمینه پرولین شماره  اسید

ها بر اساس پروتئین بالغ  آمینه گذاری اسید شماره. حفظ شده است

این جایگزینی، مقاومت . گیرد بدون توالی راهنما صورت می

های  ایجاد جهشپژوهشگران با . نماید متوسطی را ایجاد می

و با تبدیل اسیدآمینه تیروزین  120دیگری در مجاورت پرولین 

به ایزولوسین توانستند به مقاومت بالاتری دست یابند  122شماره 

(Powles et al. 2010 .) این جهش بعدا در طبیعت در گیاه

Eleusine indica  شناسایی شد و به جهشTIPS  مشهور شد 

(Yu et al. 2015) .لاح شده ژن اصEPSPS  گیاه ذرت با جهش

TIPSتراریخته تجاری شده همچون  طور گسترده در گیاهان ، به

پنبه و سویا برای ایجاد مقاومت مورد  ،(G21رخداد ) ذرت

  (.Matthews et al. 2017) استفاده قرار گرفته است

هدف اصلی این پژوهش استفاده از ژن درونی یک گیاه برای 

از آنجا که . کش در همان گیاه بود ایجاد مقاومت به علف

های هرز از مشکلات اصلی زراعت گیاه نخود به شمار  علف

از گیاه نخود با هدف ایجاد مقاومت  EPSPSروند، بنابراین ژن  می

سازی شد و بر  کش گلایفوسیت در این گیاه همسانه به علف

به ( Thr183Ile و Pro187Ala)آمینه آن  اساس منابع دو اسید

با . کش گلایفوسیت، اصلاح شد ایجاد مقاومت به علف منظور

توجه به سرعت و سهولت تراریختی گیاه توتون نسبت به نخود، 

قابلیت . عملکرد ژن مذکور در گیاه مدل توتون بررسی شد

 اصلاح EPSPS ژنهای گیاهان توتون تراریخته که  باززایی برگ

کش  ختلف علفهای م در غلظت کنند یم انیب را نخود اهیگ از شده

از دو رخداد تراریخته گلایفوسیت مورد بررسی قرار گرفت و 

مولار و دیگری تا غلظت  میلی یکمنتخب، یک رخداد در غلظت 

این گیاهان . مولار از گلایفوسیت هم باززایی شدند میلی 5/2

کش  ای مقاومت بالایی به این علف های گلخانه همچنین در آزمون

 .از خود نشان دادند
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کل با  RNAبافت برگی گیاهان نخود رقم هاشم برای استخراج 

با استفاده از کیت  cDNAساخت . کار رفت هاستفاده از ترایزول ب

 .انجام شد Thermo Fisher Scientificشرکت  cDNAسنتز 

 EPSPSکننده ژن  منظور تکثیر و جداسازی طول کامل ناحیه رمز به

با استفاده از و ایجاد تغییر در آن، دو جفت آغازگر اختصاصی 

تغییرات مورد نظر در  (.1جدول ) طراحی شد Oligo7افزار  نرم

 در. نظرگرفته شد در  (EPSF3, EPSR3) جفت آغازگرهای میانی

  جایگاه (EPNF2, EPNR2) بیرونی جفت آغازگرهای توالی

سازی نهایی در ناقل بیانی گیاهی  مناسب آنزیمی برای همسانه

pBI121 ژنومیک توالی اساس بر آغازگرها. شد گرفته نظر در 

 DNA  های کلون از حاصل  shotgun     (GenBank Acc # 

NC_021165 )این توالی توسط  .شدند  طراحی

برای  DNASTAR Lasergeneاز مجموعه   Seqbuilderافزار نرم

. های مختلف مورد بررسی قرار گرفت وجود جایگاه برش آنزیم

صورت دو قطعه مجزا و با استفاده از آنزیم  کننده به ناحیه رمز

Fusion  شرکتThermo Fisher Scientific قطعات . شد تکثیر

  High pure PCR product purificationمورد نظر توسط کیت

تخلیص و با غلظت یکسان به عنوان الگو در  Rocheشرکت 

با استفاده ژن  دو قطعه بزرگ و کوچک. کار رفتند هواکنش تکثیر ب

 Thermo Fisherشرکت Expand High Fidelityآنزیم از 

Scientific با تکنیک  وsewing PCR قطعه . هم متصل شدند هب

سازی و صحت آن با هضم  همسانه pTZ57R/Tنهایی در ناقل 

ژن اصلاح شده در پایین دست . یابی تایید شد آنزیمی و توالی

قرار گرفت و  pBI121در ناقل بیان گیاهی  CAMV35Sپروموتر 

 Agrobacterium با استفاده از روش ذوب و انجماد به 

tumefaciens سویهAGL1 منتقل شد (Holsters et al. 1978). 
 

و نخود  EPSPS ژنو اصلاح  های مورد استفاده برای تکثیرآغازگر -1جدول 

 در گیاهان تراریخته ردیابی آن

 

با ( Xanthiرقم )توتون صفحات برگی تراریختی 

Agrobacterium tumefaciens و بر اساس روش Hirschi 

های تراریخته پس از انتخاب بر روی  جوانه. انجام شد( 1999)

کانامایسین هر دو هفته یکبار در محیط  mg/l122محیط دارای 

و با  PCRبا روش  گیاهان تراریخته حاصل .جدید واکشت شدند

و  (1جدول )تایید  EPSPSآغازگرهای اختصاصی مربوط به ژن 

 . زایی به خاک منتقل شدند پس از ریشه

منظور بررسی مقاومت به گلایفوسیت در گیاهان تراریخته  به

درصد  یکدر روش اول غلظت . توتون از دو روش استفاده شد

تهیه شد و گیاهان گلدانی در  درصد 21کش رانداپ  از علف

متری  سانتی 22تا  32برگی در دو آزمایش از فاصله  2تا  2مرحله 

 222رمربع و بار دوم با مت یکلیتر به ازای  میلی 22یکبار با مقدار 

از همین گیاهان . کش اسپری شدند لیتر در متر مربع با علف میلی

های  صفحات برگی بر روی محیط کشت باززایی با غلظت

 1و  5/2، 1/2، 25/2، 225/2، 21/2، صفرمختلف گلایفوسیت 

روز بررسی  25مولار قرار داده شد و باززایی گیاهان پس از  میلی

 .شد

 

 و اصلاح آن از گیاه نخود EPSPSجداسازی ژن 

 120با ایزولوسین و پرولین  122های تیروزین  آمینه جایگزینی اسید

 کش به علفتواند نسبت  درونی گیاه می EPSPSدر ژن  با سرین،

 مشهور است TIPSنماید که به جهش ایجاد  گلایفوسیت مقاومت

(Yu et al. 2015; Sammons and Gaines 2014 .)پروتئینEPSPS 

در گیاهان دارای یک توالی راهنما است که آن را به کلروپلاست 

های مختلف گیاهی  طول پپتید راهنما در گونه. کند هدایت می

و پس از رسیدن به کلروپلاست از پروتئین جدا شده و  بودهمتغیر 

منظور سادگی مقایسه،   به. شود نهایی حاصل می EPSPSپروتئین 

آمینه در پروتئین نهایی و  مقالات موقعیت این دو اسید در اغلب

 Powles 2010) بدون توالی راهنمای کلروپلاستی ارائه شده است

et al. .)قرار  101و  103آمینه در موقعیت  ر نخود این دو اسیدد

های ذکر شده در پروتئین  آمینه موقعیت اسید (.A1شکل )دارند 

EPSPS این آغازگرهای میانی به بنابر. کاملا حفظ شده است

  ها مواد و روش

  بحثنتایج و 
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صورت دو قطعه با  ژن مذکور بهای طراحی شدند که  گونه

قطعه با  این دو(. B1شکل ) های مورد نظر را ایجاد کنند جهش

حاصل شد بهم متصل و ژن نهایی  sewing PCRاستفاده از تکنیک 

منظور حصول اطمینان از صحت قطعه تکثیر شده،  به(. C1شکل )

 PstIبا آنزیم  EPSPSبا توجه به نقشه آنزیمی ژن  PCR محصول

بازی مشاهده و صحت قطعه  جفت 1221و  012باند  هضم و دو

ژن حاصل در  (.D, G1شکل )تکثیر شده تایید شد 

های حاصل با روش  کلونی. سازی شد همسانه  pTZ57R/Tناقل

 PstI و EcoRI های و سپس هضم آنزیمی با آنزیم PCR-کلونی

(PstI درون ژن دارای جایگاه برش است )با  ای قطعه و مشاهده

ژن  (.E1 شکل)یابی تایید شدند  باز و توالی جفت 1522 اندازه

 XbaIو   SacIهای با استفاده از آنزیم pBI121تایید شده در ناقل 

  (.G1شکل ) شد GUSجایگزین ژن 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 A:گیاه نخودEPSPS سازی و ایجاد جهش در ژن درونی  همسانه -1شکل 

به  Rو مقاوم  Sحساس  EPSPS پروتئیناز توالی آمینواسیدی بخشی 

  C:تکثیر قطعات کوچک و بزرگ ژنB:  گلایفوسیت در گیاه نخود،

CaEPSPS . قطعه با روش دواتصال Sewing PCR کامل ژن و ایجاد ،:D 

عه تکثیر قطصحت منظور تایید  بهPstI با آنزیم PCR هضم آنزیمی محصول 

 F.PstI: و EcoRIهای  با آنزیمT/A تایید حضور قطعه در ناقل E: شده، 

در  T-DNAمنطقه نقشه G .E: تا B  های مارکر وزنی مورد استفاده در ژل

 pBI121/EPSPSسازه 

 

در  EPSPSهایی که در ژن  جهش ،ها نشان داده است پژوهش

گلایفوسیت ایجاد کش  نسبت به علف Escherichia coliباکتری 

 نمایند در ناحیه حفظ شده مقاومت می

(95LFLGNAGTAMRPL107) افتند که این ناحیه  اتفاق می

جایگزینی . دهد طور مستقیم با گلایفوسیت برهمکنش نشان می به

، آلانین ترئونین و یا لوسین  با سرین 120آمینه پرولین شماره  اسید

دهد که  برابر افزایش می 3 تا 2مقاومت به گلایفوسیت را به میزان 

 García) ای هم مشاهده شده است ای و دولپه های تک لپه درعلف

et al. 2019.) 

نیز  TIPA ،TIPT ،TLPAدیگری همانند   های دوگانه جهش

و حتی بهتر از آن نشان  TIPSکینتیک مناسبی را در مقایسه با 

تحقیقات نشان داد که تغییر پرولین به  (.Yu et al. 2015) اند داده

گیاهان کش در  غیاب علفسرین با کاهش رشد گیاه در 

 (Yu et al. 2015) همراه بوده است هموزیگوت برنج وحشی

و کتان ولیکن با جایگزینی پرولین با آلانین در گیاهان کاساوا 

چنین موردی مشاهده نشد و گیاهان سازگاری و عملکرد بهتری 

 ;Hummel et al. 2018) نشان دادند TIPSیسه با جهش در مقارا 

Sauer et al. 2016)، ای طراحی شدند  بنابراین آغازگرها به گونه

در  120پرولین  .(A1شکل ) که پرولین به آلانین تبدیل شود

 یمدخالت مستق PEP یابا گلایفوسیت  یمولکولهای  برهمکنش

 ییرموجب تغ یگرد یها ینهآم یداس هب 120پرولین  ییرندارد، اما تغ

کننده  نسبت به مهارآن  میل ترکیبیو آنزیم فعال  جایگاهساختار 

تواند جهش  یم Thr102Ileجهش از سوی دیگر  .شود یم

Pro106Ser و در نهایت باعث ایجاد مقاومت چند  را بهبود بخشد

 Sammons and Gaines) شود برابری نسبت به گلایفوسیت

 (Takano et al. 2020) با ترئونین 120 جایگزینی پرولین (.2014

 Li et) با سرین نیز در طبیعت مشاهده شده است 122ترئونین  و

al. 2018). یافته  مقایسه ساختار ژن وحشی با ژن جهش

(Thr102Ser)  در ترکیب با گلایفوسیت و فسفوانول پیروات نشان

به  EPSPSمیل ترکیبی   Thr102Serاست که جایگزینیداده 

گلایفوسیت را کاهش داده ولی میل ترکیبی آن به سوبسترای 

را به میزان زیادی  (PEP) یعنی فسفو انول پیروات EPSPSطبیعی 

 ,Thr102Ile) گانه های سه جهش اخیراً .دهد افزایش می

Ala103Val, Pro106Ser)  نیز در طبیعت مشاهده شده است که

شد، اسیدآمینه آلانین  که ذکر 120و  122علاوه بر دو اسیدآمینه 

 García et al. 2019; Li et) است  به والین تغییر یافته 123شماره 

al. 2018.) 
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در ایجاد مقاومت شده نخود اصلاح  EPSPSبررسی عملکرد ژن 

 به گلایفوسیت در گیاهان تراریخته توتون 

در ایجاد  شده نخوداصلاح  EPSPSمنظور بررسی قابلیت ژن  به

کش گلایفوسیت، گیاهان توتون تراریخته بیان  مقاومت به علف

گیاهان مقاوم به کانامایسین پس از . کننده این ژن ایجاد شدند

دار شدن به خاک منتقل و  ماه از تراریختی و ریشه 2گذشت حدود 

 تایید شدند EPSPS یاختصاص و آغازگرهای PCRسپس با آزمون 

 .(2شکل )
 

 

 

 

 

 

 

 

 

، PCRدر گیاهان تراریخته توتون با آزمون  EPSPSتایید حضور ژن  -2شکل 

L :1 مارکر وزنیkb Plus DNA Ladder ،3-1 :های شاهد منفی آب،  نمونه

نمونه شاهد : pBI121/EPSPS ،5نمونه شاهد مثبت پلاسمید : 2بافر و آب، 

: EP-3  ،1گیاه تراریخته توتون: 0، (دارای اینترون) ژنومی نخود DNAمثبت 

 .EP-8گیاه تراریخته توتون 

 

با  در گلدان یبرگ 3به مرحله  یدنپس از رس این گیاهان

 Imran) شدند شسته یک درصدکش گلایفوسیت با غلظت  علف

et al. 2017.) یا  در مقالات میزان گلایفوسیت مصرفی در مزرعه

 222-022لیتر در هکتار است که معادل آن یعنی 2-0گلخانه 

 ;Zhou et al. 2006) میکرولیتر در یک مترمربع استفاده شده است

Cao et al. 2012.)  از قسمت مریستم و  روز 1گیاهان پس از

رخدادهای مختلف درجات . ها شروع به زرد شدن کردند رگبرگ

را  متحملمتفاوتی از تحمل به گلایفوسیت، از حساس تا بسیار 

های متحمل باقی  نمونهپس از گذشت یک ماه فقط . نشان دادند

(. 3شکل)ماندند، گیاهان شاهد به طور کامل از بین رفتند 

های متحمل که در مرحله اول سبز باقی ماندند با حجم ده  نمونه

لیتر گلایفوسیت دوباره  میلی 222برابر بیشتر از آزمایش اول یعنی 

ها مشاهده شد لیکن پس  اسپری شدند و این بار آثار زردی در آن

ها  داده) روز دوباره شروع به سبز شدن و ترمیم خود کردند 12از 

  .(نشان داده نشده است

کش، دو رخداد یکی با تحمل  از بین گیاهان اسپری شده با علف

. بالا و دیگری با تحمل متوسط برای آزمایش بعدی انتخاب شدند

در این آزمایش صفحات برگی از این گیاهان تهیه شد و میزان 

های مختلف گلایفوسیت پس از گذشت  ها در غلظت باززایی آن

رخدادی که تحمل بالایی داشت در غلظت . روز بررسی شد 25

رخداد با تحمل . مولار از گلایفوسیت نیز باززایی داشت میلی یک

مولار را هم تحمل کرد و آثار تورم بافت  میلی 5/2کمتر تا غلظت 

های شاهد در  نمونهو ایجاد جوانه در آن قابل مشاهده بود ولیکن 

شکل )مولار از گلایفوسیت هم باززایی نداشتند  میلی 21/2غلظت 

این نتایج قابلیت ژن اصلاح شده نخود را برای ایجاد تحمل (. 2

 . دهد سیت به خوبی نشان می کش گلایفو مناسب به علف

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
ردیف ، گلایفوسیتکش  رخدادهای تراریخته به علف تحملبررسی  -3شکل 

گیاهان یک ماه بعد : ردیف پایینکش،  گیاهان قبل از اسپری شدن با علف: بالا

  .کش از اسپری شدن با علف

 
بیان بررسی میزان تحمل به گلایفوسیت در گیاهان توتون تراریخته  -2شکل 

های دو  برگ EP-8و  EP-3. از گیاه نخود EPSPS ژن اصلاح شدهکننده 

کنند و  را بیان می TIPAرای جهش دا EPSPSرخداد مختلف هستند که 

 .های گیاه شاهد است ردیف آخر برگ
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های  کش با استفاده از ژن در ایجاد گیاهان تراریخته مقاوم به علف

های اصلاح شده در ژن،  آمینه گیاهی علاوه بر نوع اسید ءبا منشا

کش در  میزان بیان ژن درگیاه برای ایجاد مقاومت مناسب به علف

در رخداد تجاری شده ذرت . شرایط مزرعه بسیار ضروری است

G21 ،ژن EPSPS  با اصلاحTIPS  تحت کنترل یک پروموتر دائمی

. شود بیان می همراه اینترون آن مربوط به ژن اکتین از برنج قوی به

این رخداد که دارای سه تا پنج نسخه فعال از ژن است، بیان بالایی 

لازمه ایجاد مقاومت و تحمل مناسب نسبت به اند که  را سبب شده

(. Hummel et al. 2018) کش در سطح مزرعه است علف

و ایجاد  EPSPSهای متعددی برای اصلاح ژن درونی  تلاش

گیاهان زراعی مانند برنج، کتان و در  TIPAو  TIPSهای  جهش

گلایفوسیت با استفاده از  کش کاساوا و تولید گیاهان مقاوم به علف

 Li et al. 2016; Sauer) انجام شده است CRISPR/Cas9تم سیس

et al. 2016; Hummel et al. 2018.)  این گیاهان هنوز در مراحل

گیاه فلفل  EPSPSدر پژوهشی دیگر ژن . آزمایشی هستند

در آن ایجاد و تحت کنترل TIPS   سازی و جهش همسانه

این گیاهان . به گیاه توتون منتقل شده است  CAMV35Sپروموتر

 Ortega et) اند کش گلایفوسیت نشان داده مقاومت خوبی به علف

al. 2018.)  با توجه به اهمیت میزان بیان ژن در سازگاری و

رسد که اصلاح ژن به تنهایی  نظر می مقاومت گیاه در مزرعه به

و قوی برای  کافی نبوده و استفاده از یک پروموتر درونی، دائمی

تولید گیاهان با مقاومت کافی برای کشت در مزرعه ضروری 

 . است
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