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 گلايفوسيت نوتركيب گلايفوسيت در نتيجه بيان ژن كش علفبه  تحملافزايش 
  در باكتري اشرشيا كولي) gox(اكسيدورداكتاز 

 2و فرانك هادي 1، علي هاتف سلمانيان*1، امير موسوي1سعيده آقايي

  كشاورزيتهران، پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري، پژوهشكده زيست فناوري ايران،  1
  زيست شناسيگروه دانشكده علوم پايه، خرم آباد، دانشگاه لرستان، ايران،  2

  10/4/97 :تاريخ پذيرش    7/8/96 :تاريخ دريافت

  چكيده

 در موجود يروشها كاراترين از يكي ژنتيكي يورزيها دست طريق از گلايفوسيت كش علف به نسبت زراعي گياهان سازي متحمل
 عامل يژنها كارگيري به تجاري، سطح در متحمل گياهان توسعه براي مطلوب حل راه. شود مي محسوب هرز يعلفها مديريت
 ژن. باشد مي گليفوسيت به مقاوم EPSPS كنار در اكسيدورداكتاز گلايفوسيت نظير گلايفوسيت كننده تجزيه يآنزيمها

 كش علف كه آنزيم آن، گرديده جدا LBAA سويه Ochrobactrum antrophi باكتري از بار اولين اكسيدورداكتاز گلايفوسيت
 گلايفوسيت كارايي مطالعه براي حاضر، تحقيق در .كند مي تبديل اكسالات گلي و اسيد فسفونيك آمينومتيل به را گلايفوسيت

 بيان اشرشياكلي، باكتري به انتقال از پس. گرديد سازي همسانه pET28a بياني ناقل در و سنتز آن ژن توالي اكسيدورداكتاز،
 بهينه شرايط كه داد نشان باكتري در ژن بيان سازي بهينه آزمايشات. گرفت قرار تأييد مورد SDS-PAGE روش با هدف پروتئين
 در. باشد مي OD600=0.6 در مولار ميلي يك IPTG باالقاء  از پس ساعت 4 كشت، براي سانتي گراد درجه 37 دماي شامل
 فسفات فاقد حداقل محيط در شاهد يباكتريها تحمل آستانه حد تراريخت، يباكتريها زيستي آزمون انجام منظور به بعد، مرحله

 از بيشتر غلظت شاهد يباكتريها كه داد نشان نتايج. گرديد مقايسه نوتركيب يباكتريها با و انجام گلايفوسيت مختلف يغلظتها با
. مانند مي زنده مولار ميلي 1 غلظت تا نوتركيب يباكتريها كه صورتي در كنند؛ تحمل توانند نمي را گلايفوسيت مولار ميلي 5/0

 كانديد تواند مي اكسيدورداكتاز گلايفوسيت ژن بنابراين. گرديد تأييد تكرار سه از پس و كلوني شمارش روش انجام با نتايج اين
 آوردنبه دست  هدف با استراتژيك گياهان ژنتيكي ورزي دست جهت گلايفوسيت به مقاومت عامل يژنها ساير كنار در مناسبي
  .باشد كش علف اين به مقاومت پايدارتر و بالاتر سطوح

  اكسيدورداكتاز گلايفوسيت مصنوعي ژن ژن، بيان گلايفوسيت، :كليدي هايواژه

  m-amir@nigeb.ac.ir: پست الكترونيكي،  02144787336 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
 گلايفوسيتكشهاي وسيع الطيف مرسوم، در ميان علف

و  3(بيشترين ميزان استفاده را به خود اختصاص داده است 
يكي از مهمترين كشفهاي صدسال اخير  گلايفوسيت. )26

است كه اهميت آن در توليد غذاي جهاني به اندازه اهميت 
  .)15( باشدپني سيلين در مبارزه با بيماريها مي

با نفوذ به درون گياه از طريق  گلايفوسيتكش علف
در مسير شيكيمات مانع EPSPS ممانعت از عملكرد آنزيم 

توسط EPSPS  آنزيم .گرددميهاي حلقوي توليد اسيد آمينه
هاي گردد ولي ساخت اسيد آمينهاي رمز ميژنهاي هسته

دهد؛ به عبارت رخ مي) كلروپلاست(حلقوي در پلاستيدها 
ديگر محصول اين ژن پس از ساخته شدن به كلروپلاست 
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امروزه دو روش اساسي براي ايجاد  .)24(شود منتقل مي
آميز بوده است كه  موفقيت گلايفوسيتگياهان مقاوم به 

غير حساس و يا جهش يافته و دوم  EPSPSعبارتند از بيان 
از طريق تغيير ساختار  گلايفوسيتزدايي مولكول سم

با انتخاب طبيعي، جهشهاي هدف  .)15و  9( شيميايي آن
 گري باكتريهاي متحمل، آنزيمهاي دار و غربال

EPSPS 19، 16، 8، 6، 3، 1(مقاوم زيادي شناسايي شدند ،
با استفاده از روشهاي همچنين  )27و  25، 23، 22، 21

هاي مختلفي كه قادرند اين گري مناسب، ريزسازوارهغربال
هاي كنند شناسايي و ژن ييزداكش را تجزيه و يا سمعلف

جداسازي و براي ايجاد مربوط به آنزيمهاي مسئول 
يكي از . استفاده قرار گرفته اندمورد  انمقاومت در گياه

. باشدمي (GOX)اكسيدو رداكتاز  گلايفوسيت ،نزيمهااين آ
  antrophiزياز باكتري خاك GOXژن رمز كننده آنزيم 

Achromobacter   سويهLBAA  و در بانك شناسايي شده
 .استثبت گرديده  GU214711.1ژن با شماره دسترسي 
را به عنوان تنها منبع  گلايفوسيتاين باكتري قادر است 

 AMPAفسفات استفاده كند، همچنين اين باكتري 
و ديگر فسفوناتها را از طريق  )آمينومتيل فسفونيك اسيد(

به دست  در واقع جهت. كندلياز تجزيه مي  C-Pمسير
ژنومي باكتري  DNAيك كتابخانه ژني از آوردن اين توالي، 

غربال  گلايفوسيتتهيه و براي يافتن ژنهاي مسئول تحمل 
 جفت باز 1290متشكل از  ORFدر نتيجه يك . شده است

كه يك فلاو پروتئين شامل   GOXآنزيم كه رمز كننده
FAD  باشد شناسايي اسيد آمينه مي 430است و متشكل از

توسط اين آنزيم  گلايفوسيتمكانيسم تجزيه . شده است
به وسيله اولين مولكول  FADشامل كاهش كوفاكتور 

با گلي  AMPA مولكول است و در نتيجه، يك يفوسيتگلا
دهد كه در آخر به تشكيل مي يك شيف باز اكسالات

فلاوين كاهش يافته . شودتركيبات تك كربنه هيدروليز مي
دوباره به وسيله اكسيژن اكسيد شده و يك حدواسط 

آورد كه اين حدواسط، فلاوين اكسيژنه را به وجود مي
 AMPAرا كاتاليز و  گلايفوسيتاكسيژناسيون مولكول دوم 

و گلي اكسالات را بدون توليد پراكسيد هيدروژن توليد 
آنزيم  ،گلايفوسيتآنزيمهاي سم زداي ديگر . )15(كند مي

 ،)Bacillus subtilis )13از باكتري  (GO)گليسين اكسيداز 
باكتري از  (GLYAT)استيل ترانسفراز  گلايفوسيت

Bacillus licheniformis )5(  گلايفوسيتآنزيمهاي 
آنزيمهاي و  )11( زياز منابع قارچهاي خاكدكربوكسيلاز 

مانند لاكاز و منگنز ) ليگنوليتيك(تجزيه كننده ليگنين 
براي  ،در تحقيق حاضر .مي باشند) MnP( )14(پراكسيداز 
به تنهايي  GOXآنزيم  تواناييبه منظور ارزيابي اولين بار 
مصنوعي ساخته و به طور  ، توالي آنگلايفوسيتدر تجزيه 
سپس ميزان مقاومت باكتري  بيان گرديد؛ E.Coliدر باكتري 

ژن مورد نظر و باكتري شاهد محصول تراريخت حاوي 
  .يفويسيت مقايسه شدفاقد اين ژن نسبت به گلا

 مواد و روشها

در اين تحقيق از : و محيط كشت ناقلها باكتري، هايسويه
 BL21 (DE3)و  DH5 يها سويه E. coli باكتري

(Invitrogen)  سازي همسانه ناقلو pUC57 )(Fermentas 
استفاده  pET-28a (Novagen)و ناقل بياني باكتريايي 

براي  )(LB  Luria-Bertaniو  M9محيط حداقل از. گرديد
 كشت باكتريها استفاده شد

در  goxتوالي ژن : pET-synth-goxبياني  ساخت سازه
 ):GU214711.1 EMBL Bank(جفت باز  1296حدود 

 نرم افزار با استفاده از اين توالي. انتخاب شدجستجو و 
، بانك DNAsis MAX (Hitachi Software) بيوانفورماتيك

 Codon: اطلاعاتي و نرم افزارهاي مختلف ديگر شامل

Database (http://www.kazusa.or.jp/codon)  و
 Swissprot Reverse Translation Online toolهمچنين

(http://www.bioinformatics.org/sms2/rev_trans.html

 باكترياييمتناسب با ميزبان  Gen-Script (NJ, USA)و  (
براي  يبرشي هاحضور جايگاه ،در اين آناليز. بهينه شد

كه جهت همسانه سازي ژن  SacI و BamHIآنزيمهاي 
بررسي هدف درون توالي مدنظر بودند،  ي بيانيهادرون ناقل
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 ژن در براي همسانه سازيبدين ترتيب،  .شدو حذف 
، 5´در انتهاي ي مورد نظر آتي،هاو زيرهمسانه سازي باكتري

آن، جايگاه  3´و در انتهاي  BamHIجايگاه برش براي آنزيم
  . تعبيه شد SacIبرش براي آنزيم 

  (China)شركتتوسط  gox (synth-gox)پس از سنتز ژن 
Shine Gene  ژن  تعيين توالي و اطمينان از صحت سنتزو

در  جفت باز 1314 به طول ترادف مورد نظر، مصنوعي
 (Genbank:HQ110097.1).بانك ژني ثبت گرديده شد 

همسانه سازي  pUC57درون پلاسميد كه اين توالي 
(pUC-synth-gox) ،به  و به صورت ليوفيليزه شده بود

-pUC پلاسميد .دريافت گرديد ميكروگرم 4-2ميزان 

synth-gox  شوك حرارتي به سلول استاندارد روش به
رسوب باكتريهاي . )18( انتقال يافت DH5α E. coli مستعد

 80غلظت (آمپي سيلين ي حاوي پليتهابر روي  تراريخت
درجه  37 انكوباتوركشت و در ) ليترميكروگرم در ميلي

ي هاجهت ظهور كلوني ساعت 18گراد به مدت سانتي
 ازژن هدف  تكثيرجهت . نگهداري گرديد نوتركيب

 با آغازگرهاي اختصاصي PCRروش از  ،پلاسميد نوتركيب
 پليمراز Taqدر كنار آنزيم  Expand (Roche)و آنزيم 
 mer-20آغازگرهاي، به اين منظور .آمد به عملاستفاده 

NGT1 (5´-GGATCCATGTCGGAGAATCA-3´) و  
18-mer NG2 (5´-GAGCTCGGAGGCAGGACC-3´)  

كره جنوبي ساخته  Bioneerو توسط شركت  طراحي
شامل واسرشت  پليمرازي ها شرايط واكنش زنجيره. شدند

دقيقه  1مدت به درجه سانتي گراد  94ر سازي اوليه د
درجه  94در  چرخه شامل واسرشت سازي 35سپس 

هر درجه  72و تكثير در درجه  57، اتصال در سانتي گراد
 درجه به مدت 72دقيقه و تكثير نهايي در  1مدت ه كدام ب

آگارز  درصد 1محصول واكنش در روي ژل . دقيقه بود 10
با روش  هدف ژنقطعه  در عين حال،. الكتروفورز گرديد

 سپس،. قرار گرفتمجدد  تأييدمورد  تعيين ترادف
در حضور هاي باكتريايي حاوي پلاسميد مورد نظر ينوكل

و به  سانتي گراددرجه  - 70در فريزر  درصد 20گليسرول 
  . روش استاندارد نگهداري شدند

-pET بياني در ناقل هدفژن  سازي به منظور زيرهمسانه

28a،  تكثير يافته از طريق  تواليابتدا درPCR  در ناقل
pTZ57 R/T  از طريق كلوني  كار تأييدو سازي همسانه

PCR  يهابا آنزيم ين مثبتو نيز هضم ناقل BamHI  و
SacI از طريق  نهايت درتوالي هدف  .انجام گرفت

 pET-28aبياني  لدر ناقهضم و  مذكور ي برشيهاجايگاه
 .E ميزبان باكتريبه  حرارتياز طريق روش شوك  ومستقر 

coli  سويهBL21(DE3) كلوني  با انجام .)18( منتقل گرديد
PCR اختصاصي ژن آغازگرهاي به كمك )NG1  وNG2(  

واكنش  انجام استخراج ناقلين نوتركيب احتمالي و سپس و
صحت همسانه ، SacIو BamHI يهاكمك آنزيمه هضم ب
سازه مورد نظر جهت توالي  ،در نهايت. شد تأييدسازي 

 .ارسال شد ژن فناوران يابي به شركت

در هدف به منظور بيان ژن  :نوتركيب يان پروتئينبالقاي 
 نوتركيب بر روي چند كلونيبررسي ، pET-28a پلاسميد

در اين شرايط كلونيهايي با توانايي توليد  انجام گرفت كه
چند كلوني  ،شدند براي اين منظورپروتئين بيشتر انتخاب 

كانامايسين به  μg/ml50مايع حاوي  LBمحيطهاي  در
درجه  37وباتور با دماي شيكر انك ساعت در 15مدت 

سپس  .كشت داده شدند rpm150و سرعت  سانتي گراد
ميلي  5جداگانه به به طور  ميكروليتر از هر كشت 50مقدار 

كانامايسين اضافه  μg/ml50داراي  LB 4/1ليتر محيط 
طول موج  از رسيدن كدورت رشد باكتري در پس ؛شدند
با غلظت نهايي يك  IPTG، 6/0نانومتر به  600
 5در شرايط استريل اضافه شده و به مدت  مولار¬ميلي

 rpm150و سرعت  سانتي گراددرجه  37ساعت در دماي 
يك لوله شاهد نيز  .در شيكر انكوباتور نگهداري شدند

پس از  .طبق شرايط فوق تهيه شد IPTGبدون افزودن 
هاي ميلي ليتر از هركدام از لوله 5/1مقدار  ،اتمام زمان فوق

و شاهد مربوط به هر كلوني درون  كشت مورد آزمايش
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 سانتريفيوژميلي ليتري ريخته شد و به كمك  5/1 يهاويال
 رسوب داده هادقيقه سلول 5به مدت  rpm5000در سرعت 

با  Sample Bufferي جمع شده مستقيماً با هاسلول .شدند
دقيقه  5مخلوط و پس از جوشانيدن به مدت   2.5Xرقت

) SDS- PAGE(درصد  12اكريل آميد دناتوره  در ژل
  .)4( ندالكتروفورز شد

فاكتورهايي نظير  ،مورد نظر جهت بهينه سازي بيان ژن
 ، زمانIPTG، غلظت ماده القاگر ءدر زمان القا OD600ميزان 
قرار  بررسيمورد و دماي رشد باكتريهاي نوتركيب القاء 
ي حاصل از بيان ژن در شرايط هاپروتئينالگوي و  فتندگر

  .شدندو مقايسه آناليز  SDS-PAGEمتفاوت به كمك 

تعيين حداقل غلظت براي  روش زيست سنجي
 10ميزان  :E. coliبراي مهار باكتري  گلايفوسيت
در E. coli BL21-DE3 باكتري ي شبانه هااز كشت ميكروليتر

 (M9) محيط كشت جامد حداقلي هاپليت به LBمحيط 
از  5/1و  1، 5/0، 1/0، 05/0، 0ي هاحاوي غلظت
به سپس . گرديدو كشت خطي انجام اضافه  ،گلايفوسيت

روز در  وانكوبه  سانتي گراددرجه  37ساعت در  24مدت 
 ،روشدر اين  .شدبررسي  هايونرشد يا عدم رشد كل ،بعد

كه فاقد هر گونه  گرديداز محيط كشت حداقل استفاده 
بدين ترتيب . ستهااسيد آمينه براي مصرف باكتري

بر روي محيط مي توان گفت كه  هادرصورت رشد باكتري
ماده (باكتري توانسته است با غلبه بر مهار كننده 

مسير ي موجود در هاتفاده از آنزيمو اس) گلايفوسيت
ي ضروري و ها شيكيمات، اسيد آمينه بيوشيميايي

ي ثانويه را براي خود بسازد و در غير اين صورت هامتابوليت
 . آنزيم نسبت به مهار كننده حساس خواهد بود

به  گلايفوسيتتهيه رقتهاي متوالي از غلظتهاي متفاوت 
ساعت در  6باكتريها به مدت : نيومنظور شمارش كل

در  بيوتيك كانامايسينبه همراه آنتي  LB4/1محيط  
كشت داده  rpm 200با دور  سانتي گراددرجه  37گرمخانه 

با  هاسلول ،5/0حدود به  OD600 پس از رسيدن. شدند

IPTG 1 ساعت 4شده و بعد از گذشت القاء  مولار ميلي، 
و  105، 104، 103، 102ي متوالي هااز محيطهاي فوق رقت

از هر كدام از  ،و پس از يافتن بهترين رقت گرديدتهيه  106
 M9ميكروليتر بر روي محيط جامد 100 ،تكرار سهبا  هارقت

 5/1و  1، 5/0، 1/0، 05/0 ،0حاوي همان مقادير
ي هاپليت .كشت داده شدند گلايفوسيتاز  مولار¬ميلي

سانتي درجه  37انكوباتور  ساعت در 24به مدت مذكور 
 ،و بعد از گذشت مدت زمان گفته شده گرفتهقرار  گراد

  .ي فوق انجام گرفتهاني از پليتوشمارش كل

  و بحث نتايج
 در مرحله: ناقل بياني در synt -goxهمسانه سازي ژن 

 pUC-synth-gox يپلاسميدناقل پس از استخراج  نخست،
ژن  اختصاصي آغازگرهايبا استفاده از  ،از باكتري ميزبان

قطعه ،  مذكور ناقلو الگو قرار دادن ) NG2و  NG1(هدف 
synth-gox )حدود bp 1314 ( از طريقPCR تكثير گرديد 

وارد شدن به جهت  نهايتاً bp1314 قطعه  ).1شكل (
  يهابا آنزيم ،pET28aسازي حامل جايگاه همسانه

BamHI  وSacI  گرديدآماده برش و.   

 
حاصل از تكثير ژن  PCRالگوي الكتروفورزي محصول  -1شكل 

Syth-gox  در ناقلpUC57  نوتركيب با استفاده از آغازگرهاي
 1kbنشانگر وزن مولكولي  ،NG2 .Mو  NG1اختصاصي 

)Fermentas( قطعه تكثير شده 1؛ ،)1314bp ( توسط آنزيم
Expand 1314(، قطعه تكثير شده 2؛bp ( توسط آنزيمTaq 

polymerase كنترل منفي شامل مواد واكنش 3؛ ،PCR  بدون
  pUC57+Synth goxپلاسميد 

bp1314

    3       2        1       M 
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سازه سازي در جايگاه همسانه synth-goxقرارگيري پس از 
تراريخت در محيط كشت ي هاي، با كشت باكترمورد نظر

 PCRكلوني و سپس انجامكانامايسين حاوي آنتي بيوتيك 

 pET-synth-goxكلونيهاي حاوي  و واكنش هضم آنزيمي،
ي مثبت ها همسانه). 2شكل ( شدندو گزينش بررسي 

   .گرديدند تأييدتوالي يابي از طريق  نهايتاً

  

  
، نشانگر وزن M؛ Colony PCRنتايج حاصل از : الف. pET28aدر ناقل ) Synth-gox(سازي قطعه ژن هدف تأييد صحت همسانه -2شكل
 5و  4، 3، 2بدون الگو؛  PCRكنترل منفي محلول واكنش  -pUC57+Synth gox .(Cپلاسميد (كنترل مثبت  ،C+؛ 1Kb  (Fermentas)مولكولي

،  BamHI–SacI .(M(واكنش هضم آنزيمي توسط آنزيمهاي برشي : ب. كلونيهاي فاقد حامل نوتركيب 6و  1و  Synth gox  كلونيهاي دارنده
 .pET28aو اسكلت حامل ) bp 1314 )Synth gox، قطعه 1 ؛1Kb  (Fermentas)نشانگر وزن مولكولي

: E. coliدر باكتري بهينه سازي شرايط بيان ژن نوتركيب 
و محاسبه  GOXبراساس پيش بيني وزن مولكولي پروتئين 

مشاهده شده در ژل  قطعهاضافه شده،   His-Tagيهابخش
تشخيص داده  KD51 اكريل آميد با وزن تخمين زده شده 

 به منظور بهينه سازي و تعيين بهترين شرايط. )3شكل ( شد
فاكتورهاي مهم ،  pET-synth-goxواجد  يهاباكتريالقاء 

، ءدر زمان القا OD600دخيل در اين رابطه از جمله ميزان 
و دماي رشد القاء  زمان، IPTGغلظت ماده القاگر 
در  منظور باكتريها بدين .بررسي شد باكتريهاي نوتركيب

 6/0، 8/0 ،1برابر با  OD600 با ميزان چهار مرحله از كشت
الكتروفورز . شدندالقاء  مولار ميلي IPTG 1با  4/0 و

 12 محصولات پروتئيني حاصل بر روي ژل اكريل آميد
 =OD600 6/0 بهترين نتيجه مربوط به كه دنشان دا درصد

 ).الف 3شكل (ي باشد م

 يهاباكتريهاي نوتركيب به طور جداگانه با غلظت همچنين
. شدندالقاء  IPTGاز  مولار ميلي 1و  8/0، 6/0متفاوت 

 1و  8/0اختلاف چنداني بين غلظتهاي نتايج نشان داد كه 
براي  .)ب 3شكل  (وجود ندارد  IPTGاز  مولار ميلي

-pETباكتريهاي نوتركيب حاوي القاء، زمانتعيين بهترين 

synth-gox   ساعت بعد  4و  2 القاء، قبل از(در سه مرحله
 .E، با باكتريهاي IPTG مولار ميلي 1غلظت  با) ءالقا از

coli BL21 DE3  حاويpET28a  بدون synth gox 
القاء  چهار ساعت بعد از نشان دادشدند و نتايج  مقايسه

- مي synth-goxژن بهترين شرايط بيان پروتئين مربوط به 

در  pET-synth-goxحاوي  باكتريهاي ).ج 3شكل (باشد 
 1و در غلظت ) سانتي گراددرجه  28و  33، 37(دما  سه

حاوي  E. coli BL21 DE3با باكتريهاي  IPTG  مولار ميلي
pET28a  الكتروفورز شدند و نتايج  مقايسهژن هدف بدون

نشان ) د 3شكل ( درصد 12بر روي ژل پلي اكريل آميد 
درجه  GOX، 37كه بهترين دما براي بيان پروتئين  داد

مقايسه نتايج حاصل از بهينه كردن  .باشدمي سانتي گراد
شرايط بيان در اين تحقيق با ديگر كارهاي مشابه كه از 

، استفاده Novagenمعرفي شده توسط شركت  pETسيستم 
دهد كه دماي بهينه رشد براي باكتري كرده بودند، نشان مي

در . باشدمي سانتي گراددرجه  pET ،37ميزبان پلاسميد 
 1 القاء، مناسب جهت انجام عمل ليدانسيته سلوارتباط با 

بالف

 اسكلت پلاسميد

 bp1314 
bp1314

 M         1  C-  M C+  1 2  3   4   5   6 
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سفارش شده  Novagenتوسط شركت  OD600 = 4/0تا 
جهش يافته  epsps يهادر بررسي بيان ژنهمچنين، . است
در راستاي ايجاد مقاومت به  E. coli ميزبان در

بالاترين ميزان  براي رسيدن به OD600 = 4/0 گلايفوسيت،
حداقل  ،بررسي مذكوردر ). 17(بيان گزارش گرديده است 

 مولار ميلي IPTG، 2/0ميزان بهينه استفاده از القاگر 
در ارتباط با بهترين زمان نمونه برداري . گزارش شده است

 5تا  4به منظور بررسي ميزان بيان نيز، زمانهاي القاء  پس از
به دست  كه با نتايج توصيه شده استالقاء  ساعت پس از

  .دارند آمده در تحقيق حاضر مطابقت
  

                      
  

                  
: OD600 =1 ،2: 1. مناسب جهت القاء بيانOD600 تعيين) الف. pET-Synt- goxبهينه سازي شرايط القاي باكتريهاي نوتركيب حاوي  -3شكل 

OD600 = 0.8  ،3 :بدون القاء باIPTG  ،4 :OD600 = 0.6  .5 :OD600 = 0.4 .استفاده از غلظتهاي متفاوت ) بIPTG .1 :قبل  باكتري تراريخت
نتايج حاصل از ) ج. ميلي مولار IPTG 1 بعد از القاء با: 4مولار،  ميلي IPTG 8/0 بعد از القاء با: 3مولار،  ميلي IPTG 6/0 بعد از القاء با: 2 از القاء،

: 2باكتريهاي نوتركيب چهار ساعت بعد از القاء، : 1 .و باكتريهاي شاهد pET-Synt- goxالقاء در زمانهاي متفاوت در باكتريهاي نوتركيب حاوي 
باكتري شاهد دو ساعت : 5ساعت بعد از القاء،  شاهد چهار باكتري: 4. باكتريهاي نوتركيب قبل از القاء: 3باكتريهاي نوتركيب دو ساعت بعد از القاء، 

القاء : 2. درجه سانتي گراد 28القاء باكتري شاهد در دماي : 1نتيجه حاصل از القاء در دماهاي متفاوت ) د. باكتري شاهد قبل از القاء: 6بعد از القاء، 
درجه  33باكتري نوتركيب در دماي  القاي: 4. درجه سانتي گراد 33القاء باكتري شاهد در دماي : 3. درجه سانتي گراد 28باكتري نوتركيب در دماي 

نشانگر وزن پروتئيني : M. درجه سانتي گراد 37القاي باكتري نوتركيب در دماي : 6درجه سانتي گراد،  37القاي باكتري شاهد در دماي : 5سانتي گراد، 
#SM0661 )Fermentas .(است پروتئين هدف در عكسها با فلش مشخص گرديده.  

در  Synth-GOXنتايج بررسي فعاليت زيستي آنزيم 
به منظور تعيين : )گلايفوسيت(مجاورت مهار كننده 
 .Eبراي مهار باكتري  گلايفوسيتحداقل غلظت لازم از 

coli BL21 DE3 5/1و  1، 5/0، 1/0، 05/0، 0، غلظتهاي 

حداقل جامد در محيط كشت  گلايفوسيتاز  مولار ميلي
M9 بر روي اين محيطها كشت باكتري فوق . اعمال شد

 5/0نتايج نشان داد كه رشد باكتري در غلظت . داده شد
  ). 4 شكل( متوقف شد گلايفوسيتاز  مولار ميلي

M       1          2        3  4      5      6  1       2     3    4     5      6             M 

51 KD 

51  KD 

1             2          3           4         M

51 KD 

د ج

ب الف

51 KD 

M          1          2         3  4     5 
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حاوي  M9محيط كشت حداقل  در نمونه هايي از BL21DE3  E. coli باكتريهايبررسي حد آستانه غلظت گلايفوسيت براي مهار رشد  -4شكل 

ميلي مولار گلايفوسيت،  1/0پليت حاوي : 3ميلي مولار گلايفوسيت،  05/0پليت حاوي : 2پليت فاقد گلايفوسيت، : 1. غلظتهاي مختلف گلايفوسيت
  . ميلي مولار گلايفوسيت 5/1پليت حاوي : 6ميلي مولار گلايفوسيت،  1پليت حاوي : 5مولار گلايفوسيت، ميلي 5/0پليت حاوي : 4

در تجزيه  GOXهمچنين به منظور تأييد عملكرد آنزيم 
گلايفوسيت، فرآيند القاء باكتري نوتركيب حاوي ژن مورد 

در محيط حداقل  شاهد باكتري و (pET-synth gox)نظر 
با سه بار تكرار  IPTGميلي مولار  1و در حضور  M9مايع 

نتايج نشان داد در هر سه تكرار، باكتري شاهد . انجام شد
ميلي مولار  1ساعت در غلظت  9پس از گذشت 

باشد، در حالي كه باكتريهاي گلايفوسيت قادر به رشد نمي
شد در اين غلظت از توانايي ر GOXبيان كننده آنزيم 

  ).5شكل (گلايفوسيت را به خوبي داشتند 

 

  
تأييد عملكرد پروتئين نوتركيب با مقايسه رشد باكتري بيان  -5 شكل

در ) ب( و باكتري شاهد فاقد ژن هدف) الف( GOXكننده آنزيم 
 9ميلي مولار از مهار كننده گلايفوسيت پس از گذشت  1مجاورت 

  .ساعت

-pET مقاومت باكتري تراريخت حاويبه منظور بررسي 

synth-gox  گلايفوسيتدر مجاورت  شاهدو باكتري، 
رقتهاي متوالي از محيط كشتهاي حاوي باكتريهاي 

 گلايفوسيتتراريخت كه در مجاورت غلظتهاي متفاوت 
بهترين  106نشان داد كه رقت  مشاهدات. شد تهيهبودند 

هاي تك به منظور شمارش كلونيآوردن به دست  رقت براي
 .باشدمي كلوني

و  نوتركيبنتايج حاصل از شمارش كلوني باكتريهاي 
نمايش داده شده است كه  6شكل  نموداردر  شاهد باكتري

نسبت به ي نوتركيب هاحاكي از مقاومت برتر كلوني
و  01/0ي هادر غلظتي بدون ژن هدف جهت رشد هاكلوني

برتريت مطلق اين و نيز از گلايفوسيت مولار  ميلي 5/0
كش مولار از اين علف ميلي 0/1در غلظت  هاكلوني
  .باشدمي

ي زيستي باكتريهاي تراريخت شده با هابررسي در طي
synth-gox،  نتايج نشان داد كه باكتريهاي نوتركيب حاوي
synth-gox  در صورتي  زنده مانند مولار ميلي 1تا غلظت

 ميلي 5/0غلظت بيشتر از  ي غير تراريختكه اين باكتريها
اين نتايج با . توانند تحمل كنندگلايفوسيت را نمي مولار

و پس از سه تكرار اثبات  كلونيانجام روش شمارش 
   .شدند

 ب الف
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  .و باكتريهاي شاهد در برابر غلظتهاي متفاوت مهار كننده گلايفوسيت GOXنمودار ستوني درصد بقاي باكتريهاي بيان كننده پروتئين  -6شكل 
در عين حال، با مقاسيه ميزان مقاومت ايجاد شده در 

ي نوتركيب بيان كننده آنزيم گلايفوسيت هاباكتري
انول -5هاي بيان كننده آنزيم ياكسيدورداكتاز با باكتر

مي ، )EPSPS) (17(فسفات سنتاز -3پيروويل شيكيمات 
كه سطح مقاومت بروز يافته پايين  توان به اين نتيجه رسيد

ي اعمال هاتواند ناشي از مكانيسم مياين امر . باشد ميتر 
كه سم  به طوريشده توسط اين دو آنزيم بوده باشد، 

كش سهم كمتري را نسبت به كاهش اتصال يي از علفزدا
 مي ءبه آنزيم هدف در ايجاد تحمل به آن ايفا كش¬علف
تواند از اهميت سودمندي  ميالبته اين حقيقت ن. نمايد

هاي دست ورزي ژنتيكي گياهان درطي پروژه GOXآنزيم 
همزمان دو آنزيم  به كارگيرياستراتژيك بكاهد، چرا كه 

تواند باعث افزايش و پايداري سطوح  ميمذكور همواره 
گلايفوسيت در  كش علفمقاومت بروز يافته به 

رخدادهاي تجاري در براي مثال  .محصولات هدف شود
از  ،)GT73 )2و  GT200كلزا شامل  گلايفوسيتمقاوم به 

كه ) gox(اكسيدورداكتاز  گلايفوسيتژن تجزيه كننده 
-از باكتري خاك Monsantoتوسط شركت 

جداسازي  LBAAسويه  Ochrobactrum antrophiزي
 CP4اگروباكتري سويه  مربوط به epspsكنار ژن ، در هشد

مطالعه اي توسط هادي و ايران در  ).7( شده استاستفاده 
تجزيه  به منظور ارزيابي عملكرد ژن) 2012(همكاران 

در ايجاد مقاومت و همچنين به تنهايي  گلايفوسيتكننده 
در . )10( صورت گرفته است آن در گياهاثرات احتمالي 

موجود در پايگاه اطلاعاتي  goxتوالي ژن  ،اين تحقيق
NCBI ،سپس براي تراريختي  به صورت مصنوعي تهيه و

نتايج تحمل گياهان تراريخت  .رفته استبه كار  گياه كلزا
 5/1در حد گلايفوسيت  به نسبتمصنوعي  goxشده با ژن 

گياهاني كه  باميلي مولار گزارش شده است كه در مقايسه 
مقاوم، متحمل شدند پايين تر  epspsبا دريافت ژنهاي 

ميزان مقاومت كهريزي و همكاران براي مثال . )10(است 
 epspsيفوسيت را براي گياه كلزاي تراريخت با ژن به گلا

در )  Gly96Alaو Ala183Thr(مقاوم داراي جهش دوگانه 
البته اين  .)12( ندنموده ا گزارشمولار ميلي 10حدود 

در كنار  GOXموضوع با در نظر گرفتن نقش كمكي آنزيم 
كه نقش كليدي تري را در مهار گلايفوسيت  EPSPSآنزيم 

تجريشي همچنين . دارد، طبيعي و قابل قبول مي تواند باشد
پس از بررسي پايداري و توارث  )1388(و همكاران در 

اول گياهان كلزاي جهش يافته در نسل  epspsژن 
 بيان اين ژن قادر است اثرات گزارش كردند كه ،تراريخت

Glyphosat Concentration (mM) 

C
olony C

oun
t 



 1399، 1، شماره 33جلد                                                                  )          مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

22 

 يفوسيت را در گياه تراريخت تا حدودي كاهش دهدگلا
در كنار ژن  goxبه نظر مي رسد به كارگيري ژن  ،لذا. )20(

تواند براي ايجاد گياهان تراريخت ب  epspsجهش يافته 
  .يفوسيت به كار رودگلا تجاري متحمل به

 قدرداني

نويسندگان از پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست 
موريت أطرح م(اعتبار مالي اين پروژه  تأمينفناوري بابت 

كمال تشكر و سپاسگزاري را دارا مي ) م-407محور 
 .باشند
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Abstract 
Genetic manipulation of crop plants to obtain resistance to herbicide glyphosate is one 
of the most effective approaches for weed management. Application of  the genes 
encoding glyphosate degrading enzymes such as glyphosate oxidoreductase (GOX) in 
combination with a glyphosate-tolerant EPSPS is the ultimate approach to provide 
commercial rates of glyphosate tolerance. The gox gene was first isolated from 
Ochrobactrum antrophi strain LBAA that catalyses the cleavage of glyphosate into 
aminomethylphosphonic acid and glyoxalate. In this study, the gox gene was 
synthesized and cloned in pET28a expression vector and transformed in E. coli. The 
expression of the target protein was confirmed by SDS-PAGE. The experiment for 
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optimization of gene expression showed that the optimal condition was 37oC for 
bacterial culture, 4 hours of induction time using 1 mM IPTG in OD600=0.6. In the next 
step, in order to perform a bioassay on transformed bacteria, the threshold of tolerance 
of control bacteria in minimum phosphate-free medium with different concentrations of 
glyphosate was investigated and compared with recombinant bacteria. The result 
indicated that the wild type bacteria were not able to tolerate concentration of more than 
0.5 mM glyphosate but the recombinant bacteria survived to a concentration of 1 mM. 
These results were confirmed by colony counting on selective media with three 
repetitions. Hence, glyphosate oxidoreductase gene could be a suitable candidate 
besides the other glyphosate resistance genes for genetic manipulation of strategic 
plants with the aim of obtaining higher and more sustainable levels of resistance to this 
herbicide. 
Key words: Glyphosate, gene expression, glyphosate oxidoreductase, protein 
expression. 

 


