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- در زیستگذشتههاي پیشرفت.استضروري در گیاهانعنصرفسفر پس از نیتروژن مهمترین
گیاهان به منظور به حداکثر رساندن مکانیسم جذب مهندسی ايشناسی مولکولی، فرصتی را بر

هاي ژنی چند منظوره که بتوانند علاوه بر افزایش کارایی ساخت سازه.فسفر فراهم آورده است
هاي اقتصادي رایج در جذب فسفر که بهبود عملکرد گیاه را در پی خواهد داشت، داراي ژن

علفکش باشند، در مهندسی ژنتیک گیاهی با ارزش خواهند گیاهان تراریخته دنیا مانند تحمل به
سازي آن برنج وحشی رقم کاسالاس و همسانهاز PSTOL1در این پژوهش با جداسازي ژن . بود

در کنار ژن ایجاد کننده تحمل به علفکش گلایفوسیت تحت پیشبر و پایانبر مستقل، کارایی جذب 
گیري عنصر فسفر در محیط کشت باکتري نشان داده زهفسفر و عملگرا بودن ژن توسط آزمایش اندا

ایجاد درورا نیز بهبود بخشدگیاهیساختار ریشهPSTOL1ژن رودانتظار میعلاوه بر آن . شد
و به دلیل اینکه ژن PSTOL1به منظور بررسی عملکرد ژن . تحمل گیاه به خشکی نیز موثر باشد

این پیشبر توسط عوامل شناسایی و امکان شدسازيهمسانهCaMV35Sمذکور تحت پیشبر 
گیري این عنصر بنابراین میزان جذب فسفر توسط باکتري با اندازه، رونویسی باکتریایی وجود دارد

نسبت به PSTOL1نوترکیب هاي حاوي سازهباکتري. گرفتدر محیط کشت مورد بررسی قرار 
بدین . یشتري را از محیط کشت جذب کردندهاي فاقد این پلاسمید حدود دو برابر فسفر بباکتري

انتظار بر این است استفاده از اگروباکتریوم حاوي . ترتیب عملگرا بودن و بیان ژن مذکور تایید شد
در انتقال ژن به گیاهان مختلف ) pUEs-PSTOL1(سازه نوترکیب ساخته شده در این پژوهش 

رد، بهبود ساختار ریشه، تحمل به خشکی و بتواند با افزایش کارایی جذب فسفر، سبب افزایش عملک
.نیز باعث جایگزینی استفاده از علفکش ایمن گلایفوسیت شود

هاي کلیديواژه
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مقدمه
است که مهمیکمبود عناصر غذایی از عوامل غیرزیستی

تواند بر رشد گیاهان تاثیر بگذارد، نیتروژن و فسفر به ترتیب می
2/0حدود . عوامل محدود کننده عملکرد محصولات هستند

گیاهان بدون . دهددرصد وزن خشک گیاه را فسفر تشکیل می
هاي ایران از نظر فسفر و خاك.وجود فسفر قادر به رشد نیستند

هاي بررسی وضعیت حاصلخیزي خاك.نیتروژن فقیر هستند
8/71که میزان فسفر دهدمیاستان کشور نشان 30کشاورزي در 

هاي کشور کمتر از حد بحرانی فسفر و میزان پتاسیم درصد خاك
Shahbazi(ها کمتر از حد بحرانی پتاسیم است درصد از خاك21

and Besharati, فقر خاك از عناصر غذایی و فرسایش ). 2013
شدید خاك موجب بروز مشکلات عمده در عرصه کشاورزي 

هاي شیمیایی در کشور با رشد از این رو مصرف کود. شده است
مدت، مواد هاي شیمیایی در کوتاهکود. تصاعدي همراه است

از مدت موجبکند ولی در بلندمغذي مورد نیاز خاك را تأمین می
بین رفتن کیفیت خاك، افت حاصلخیزي و در نتیجه فرسایش 

درصد کل فسفر موجود در خاك غیر 80بیش از . شودخاك می
قابل تحرك است و به دلیل جذب توسط عناصر خاك، رسوب و 
تبدیل شدن به فرم آلی در خارج از منطقه رایزوسفر هستند 

)Schachtman, در برخی نواحی جهان مانند امریکاي . )1998
هاي هاي فسفره به صورت آزادانه در زمینشمالی و اروپا کود

فقدان منابع محلی حاوي فسفر و . شوندکشاورزي استفاده می
هاي بالاي واردات آن موجب عدم استفاده و یا استفاده کم هزینه

ده هاي در حال توسعه شهاي فسفره در کشورکشاورزان از کود
,Sanchez and Salinas(. است توانایی تحمل به کمبود . )1981

فسفر و افزایش جذب آن به طور عمده تحت تاثیر تفاوت 
مرفولوژي ریشه با نسبت بالاتر . هاي گیاهی استژنوتیپی گونه

اضافه . سطح به حجم براي جذب حداکثر فسفر بسیار مهم است
کردن فسفر به صورت کود تاثیر چندانی در افزایش جذب آن 

شناسی مولکولی، هاي اخیر در زیستفتپیشر. نداردگیاهتوسط 
گیاهان به منظور به حداکثر رساندن مهندسیفرصتی را براي 

مکانیسم جذب فسفر در گیاه و به حداقل رساندن عوارض جانبی 
هاي فسفر از زمینتراوشفسفر بر روي محیط زیست مانند 

ها فراهم آورده است ها و رودخانهکشاورزي به دریاچه
)Miyasaka and Habte, ازیگروهاخیر،هايسالدر. )2007

به فقیرودارمشکلهايخاكباهنددرايمنطقهازکههابرنج
واریته . شناسایی شدندهاي مقاوم عنوان یک منبع با ارزش ژن

راندمان جذب فسفر بالاتري را نسبت به کاسالاس که ausتیپ 

ها این نوع برنج. هاي فقیر نشان دادندها از خاكرنجسایر انواع ب
افزایش جذب فسفر هايژنی ازارزشبامنبععنوانبهتوانند می

Wissuwa)مورد استفاده قرار بگیرند  et al., در سال .(2002
جایگاه ژنی صفت کمی ژن مسئول ایجاد تحمل به کمبود 1998
Pup1)Phosphorus uptakeفسفر در برنج Wissuwaتوسط ) 1

طریق تلاقی به برنج جاپونیکا از شناسایی و Kasalathواریته 
Wissuwa(شد منتقل Nipponbareواریته  et al., -لاین. )2002

داري را ، عملکرد بیشتر و معنیQTLهاي ایزوژنیک حامل این 
Wissuwa(نسبت به گیاه والدینی حساس نشان دادند  et al.,

یابی این مکان در کاسالاس یک مکان پیچیده شامل توالی). 2005
را ) INDEL(ه کیلو باز غنی از ترانسپوزون حذف و اضاف90

Heuer(نشان داد که در ژنوم گیاه حساس وجود نداشت et al.,

در این مکان به عنوان ژن اصلی که PSTOL1پس از آن . )2009
Gamuyao(شود، شناسایی شد منجر به افزایش جذب فسفر می

et al., یک پروتئین کیناز است و به طور PSTOL1چون . )2012
یان ژن را انجام دهد و از طریق فسفریله تواند تنظیم بمستقیم نمی
هاي رونویسی به طور غیر مستقیم این کار را انجام کردن فاکتور

هاي پایین دست به منظور اینکه بینشی نسبت به پاسخ. دهدمی
PSTOL1بدست آید، تجزیه و تحلیلAffymetrix gene-array

و گیاهPSTOL1حاوي IR64بر روي خاك گیاهان تراریخت 
ژن که مرتبط با رشد ریشه و 23نتایج نشان داد . کنترل انجام شد

-ژن با 23ژن از 21پاسخ به تنش بودند، بیان متفاوتی داشتند و

QTL هاي مرتبط با رشد ریشه و خشکی همپوشانی داشتند که
در طول توسعه ریشه و PSTOL1/PUP1دهنده نقش مهم نشان

Gamuyao(ها است تحمل به تنش et al., همچنین آنالیز .)2012
شدگی بالاي ، حفاظتPUP1هاي مرتبط با جایگاه آغازگر

PSTOL1 را در ارقام متحمل به خشکی نشان دادند)Chin et al.,

2010: Chin et al., در پروژه مشترکی بین پژوهشگران ). 2011
، ژاپن و اندونزي به )IRRI(بین المللی برنج مراکز تحقیقات
ملکرد بالاي برنج در شرایط کمبود فسفر، جایگاه منظور توسعه ع

ازPup1هاي شناخته شده در ناحیه ژن. شدبررسی Pup1ژنی 
هاي متحمل، به دو واریته برنج غرقاب و سه واریته برنج واریته

Chin(اندونزیایی منتقل شدند  et al., به منظور بهبود .)2011
به PSTOL1هاي برنج آفریقایی به کمبود فسفر، ژن تحمل واریته

NERICAsو واریته جدید O.glaberrima CG14هاي واریته

Pariasca-Tanaka(شد منتقل  et al., 2014( .

کش یک صفت مهم زراعی است که یک تحمل به علف
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. کندهاي هرز فراهم میراه موثر و قابل انعطاف براي کنترل علف
تواند به عنوان یک نشانگر انتخابی در همچنین، این صفت می

دو ژن که بطور معمول . مورد استفاده قرار بگیردگیاهان تراریخته 
عبارتند ازدنشوده میگیاهان متحمل به علفکش استفابراي تولید

به منظور Streptomyces hygroscopicusجدا شده ازbarژن 
جدا شده از EPSPSو ژنزدایی علفکش گلایفوسینیتسم

زدایی علفکش گلایفوسیت براي سمCP4گروباکتریوم سویه ا
,Shavindra Bajaj and Amitabh Mohanty(است  2005.(

عملکرد ژن زیلو آنايهدف از این پژوهش جداساز
براي ايتهیه سازهو برنج یجذب فسفر از گونه وحششیافزا

با دارا بودن ژنی براي افزایش جذب است که ایجاد گیاهانی 
رود علاوه بر افزایش عملکرد گیاه به دلیل اینکه انتظار می،فسفر

ایجاد تحمل گیاه به خشکی ساختار ریشه را نیز بهبود بخشد، در
کش نیز در کنار ژن افزایش و از ژن تحمل به علفنیز موثر باشد
همچنین به منظور بررسی این . در سازه استفاده شودجذب فسفر

داراي عملکرد براي افزایش جذب فسفرکه ژن جداسازي شده
میزان جذب فسفر توسط باکتري با اندازه گیري این ،مناسبی است

.گرفتعنصر در محیط کشت مورد بررسی قرار 

هاروشودموا

هاي مورد استفادهمواد گیاهی، باکتري و پلاسمید
براي "کاسالاس"در این پژوهش گونه برنج وحشی، رقم 

هاي مورد استفاده باکتري. ژنومی استفاده شداي.ان.دياستخراج 
E. coli سویهXLI-blue و اگروباکتریوم تومی فاشیسین سویه

LBA4404 و سویهGV3101هاي زبان براي پلاسمیدبه عنوان می
هاي مورد استفاده در این تحقیق پلاسمید. نوترکیب استفاده شد

با نشانگر انتخابی ) pTZ57A/T)Fermentasشامل پلاسمید
حامل نشانگر pBI121سیلین و پلاسمید دوگانه مقاومت به آمپی

استخراج پلاسمید، واکنش . ندانتخابی مقاومت به کانامایسین بود
هاي مستعد و ، تهیه باکتريIIهاي اندونوکلئاز نوع نزیمهضم با آ

) Russel)2001و Sambrookکار واکنش اتصال طبق دستور
. انجام شد

-PSTOL1سازي سازه دو ژنی همسانه EPSPS

NCBIاز بانک اطلاعاتیPSTOL1توالی مربوط به ژن 

(Accession number: KM079161)واکنش . دریافت شد
هاي اختصاصی طراحی شده اي پلیمراز با استفاده از آغازگرزنجیره
به SalIو BamHIزیمی که داراي دنباله جایگاه آنPSTOL1براي 

رو به عقب به منظور هاي رو به جلو وآغازگر5'ترتیب به انتهاي 
، )1جدول (جداسازي ناحیه کامل کد کننده ژن مذکور بودند

.انجام شد

واحد آنزیم 5/0میکرولیتري حاوي 50ترکیب واکنش 
که داراي خاصیت ) HF)Thermo Fisher Scientificپلیمراز 
، آغازگرپیکومول 10، ا.ان.دينانوگرم 30است، کنندگیتصیحح

کلراید منیزیوممیکرولیتر 5، )میلی مولارdNTP)2میکرولیتر 5
قطعه . )2جدول (با نیمرخ حرارتی زیر انجام شد ) رمولامیلی25(

هاي بیوانفورماتیکی که بررسیباز جفت999تکثیر شده به طول 
سازي از روي ژل خالصپس از نشان داد فاقد اینترون است،  

بر اساس دستور عمل ) 1شکل (pTZآگارز در پلاسمید حدواسط 
پس از واکنش اتصال، مخلوط . سازي شدشرکت سازنده همسانه

هاي مستعد حاصل با استفاده از روش شوك حرارتی به سلول
,An(شد منتقل سویه E. coliهاي نوترکیب همسانه).1987

XL1-Blueمخلوط اتصال روي محیط حاصل از تراریزش
IPTGو X-gal،سیلینگرم بر لیتر آمپیمیلی100انتخابی حاوي 

هاي سفید حاوي ژن مورد نظر با جهت ورود همسانهرشد کرده و 
و هضم آنزیمی، مورد بررسی قرار PCRمناسب، به روش کلنی 

پس از استخراج پلاسمید از PSTOL1قطعه مربوط به ژن . گرفت
دریافتجهت صحیح بی که قطعه مورد نظر را باکلنی نوترکی

تحت هضم آنزیمی کامل BamHIیمابتدا توسط آنزندکرده بود
در داخل قطعه نیز SacIم قرار گرفت و سپس به دلیل اینکه آنزی

داراي جایگاه آنزیمی بود هضم ناقص با این آنزیم با کاهش میزان 
ر با اندازه حدود آنزیم و مدت زمان هضم انجام و قطعه مورد نظ

جفت باز از بین قطعات حاصل انتخاب و خالص سازي 1000
نیز توسط این دو آنزیم به منظور pBI121هم زمان پلاسمید. شد

PSTOL1و ورود قطعه خالص شده از ژن gusخارج کردن ژن 

پس از انجام واکنش اتصال، مخلوط . مورد هضم قرار گرفت
هاي نوترکیب حاصل کلنی. شدمنتقلهاي مستعد حاصل به سلول

میلی 50از تراریزش مخلوط اتصال روي محیط انتخابی حاوي 
هاي نوترکیب حاوي ژن گرم بر لیتر کانامایسین رشد کرده و کلنی

و هضم آنزیمی، مورد تایید قرار PCRمورد نظر به روش کلنی 
که تحت پیشبر PSTOL1سپس کاست کامل ژن . گرفتند

CaMV35Sو پایانبرnos هاي آغازگرقرار گرفته بود، با استفاده از
M13و آنزیم پلیمراز داراي خاصیت تصیحح کنندگی تکثیر و

پس . سازي شدهمسانهpTZدر وکتور حدواسط کاست کامل ژن 
، PCRبه روش کلنی هاي نوترکیب از تجزیه و تحلیل همسانه

، همسانه داراي کاست ژنی در جهت ورود مورد نظرِ این تحقیق
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تحت ،به دلیل وجود جایگاه آنزیمی داخلی در ژنانتخاب شد و 
قرار گرفتEcoRIو HindIIIدو آنزیمواکنش هضم ناقص با هر

حامل T-DNAدر ناحیه ،سازيو پس از خالص. )1شکل (
که تحت پیشبر EPSPSدوگانه اگروباکتریومی در کنار کاست ژن 

tsf1اتصال روي محیط مخلوط . سازي شدقرار داشت، همسانه
گرم میلی50گرم بر لیتر استرپتومایسین و میلی100انتخابی حاوي 

زیرا ژن نشانگر انتخابی مقاومت ،ومایسین رشد کردینلیتر اسپکتبر
و ها روي سازه اگروباکتریومی قرار داشت بیوتیکبه این آنتی

و هضم آنزیمی، مورد PCRنوترکیب، به روش کلنی هاي همسانه
.شدیابیتوالیپلاسمید نوترکیب . قرار گرفتندتایید

عملکرد ژنبررسی
با اندازه گیري این عنصر ،میزان جذب فسفر در باکتري

به این صورت که ابتدا .در محیط کشت مورد بررسی قرار گرفت
هايحاوي ژنLBA4404هاي اگرو باکتریوم سویه باکتري

PSTOL1-EPSPS) در پلاسمید نوترکیبpUEs-PSTOL1

-PSTOL1هايژنحاويGV3301سویه و) حاصل از این تحقیق

EPSPS سویه ،GV3301 ژنحاويEPSPS سویه ،LBA4404

پس از کشت جامد، یک کلنی خالص،GV3301سویه خالص و
و شدداده کشت LBمحیط کشت مایع سیسی5دراز آنها
5/0ها بههمه آنغلظت.ها با نانو دراپ سنجیده شدآنغلظت

OD600nmسی از هر کدام از این سی100سپس وده شدیرسان
مایع کشت داده LBسی سی محیط 5ها برداشته شد و در باکتري
. درجه قرار گرفت28ساعت در انکوباتور 16به مدت شد و

برابر رقیق شدند و 200به میزان ه وها فیلتر شدسپس همه باکتري
مقدار فسفات هر professional IC850Metrohmتوسط دستگاه

.محیط سنجیده شد

از PSTOL1هاي مورد استفاده براي جداسازي نام و توالی آغازگر-1جدول 

رقم برنج وحشی کاسالاس

Table 1- Primer name and sequences used to isolate PSTOL1

from wild rice, kasalath

توالی نام آغازگر
TTACGGGATCCTAATGCTGC
TCTGTCAAAGGGC-3’

F1: pstol-Bam-F

TACAAGTCGACTCAAAGCCC
TTTTGGTG-3'

R1: pstol-sal-R

PCRدرجه حرارت و زمان بهینه در مراحل مختلف -2جدول 

Table 2- PCR time and temperature program

تعداد دورزمان °Cحرارتمراحل واکنش

1دقیقه943واسرشته سازي اولیه

ثانیه9430زيواسرشته سا

35 ثانیه6030اتصال آغازگر

دقیقه681بسط آغازگر

1دقیقه685بسط نهایی

و بحثنتایج 

PSTOL1تکثیر ژن -1

پس از استخراج دي ان ا از رقم کاسالاس برنج، قطعه ژن 
PSTOL1 هـاي  جفت باز فاقد اینترون توسط آغازگر999با اندازه

R1 ،F1 الف-2شکل (شد شناسایی(.

EPSPSو PSTOL1ساخت سازه دو ژنی -2

ــه ژن  ــمید  PSTOL1قطعــ ــل پلاســ pTZ57R/Tداخــ

PCRهـاي مثبـت بـا کلنـی     همسـانه ). 1شکل (سازي شد همسانه

بـرش در اثـر  pBI121از ناقل گیـاهی  gusحذف ژن . تایید شدند
1812قطعـه  مشـاهده با SacIو BamHIهاي آنزیمی توسط آنزیم

بـا دو آنـزیم   بـرش پس از PSTOL1قطعه . ازي تایید شدجفت ب
BamHI وSacI از ناقلPTZ و در ناقل گیاهی خارجpBI121 به

. تاییـد شـد  PCRو بـا کلنـی   ) 1شکل (قرار گرفت gusژن جاي
آنزیمی بـا دو آنـزیم   برشپس از pTZ-PSTOL1وکتور نوترکیب 

PSTOL1ر ژن جایگـاه داخلـی د  SacIمذکور به دلیل اینکه آنزیم 

بـاز  جفـت 14و 323، 691، 2857هاي رفت باندانتظار میداشت، 
هاي آنزیم مذکور به طول کامـل  براي افزودن جایگاه. را نشان دهد
پـس از  . انجـام شـود  SacIآنزیمی ناقص توسط برشژن نیاز بود 

.شدباند حاصل 6بیش از ،قصانبرش
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.هاي مستقلها و پایانبرتحت پیشبرEPSPSو PSTOL1هاي داراي ژنpUEs-PSTOL1ي شماتیک سازه نوترکیب دو ژنی نما.-1شکل 
Fig 1- Schematic view of recombinant plasmid containing two genes, PSTOL1 and EPSPS under the control of independent
promoters and terminators

.و تایید پلاسمیدهاي نوترکیب با هضم آنزیمیاز ژنوم برنج رقم کاسالاسPSTOL1به منظور جداسازي ژن)PCR(اي پلیمراز واکنش زنجیره-2شکل 
Fig 2- Polymerase chain reaction for isolation of PSTOL1 gene from rice genome (Kasalath) and confirmation of recombinant
plasmids usig digestion rection.

شرکت 1kb ladder. (ا.ان.نشانگر اندازة وزن ملکولی دي: Mاز ژنوم برنج رقم کاسالاس؛ PSTOL1به منظور جداسازي ژن)PCR(اي پلیمراز واکنش زنجیره) الف(
Fermentas( اي برنج رقم کاسالاس و تکثیر ژن .ان. واکنش با الگوي دي: 1؛PSTOL1 واکنش : 2؛PCRبدون استفاده از دي ان اي الگو.)هضم ناقص پلاسـمید  ) ب

هضـم آنزیمـی بـه    ) ج(.نشدهپلاسمید نوترکیب هضم: 4پلاسمید نوترکیب هضم شده؛ :3؛ EcoRIو HindIIIهاي با آنزیمpTZ-35SP-PSTOL1-nosTنوترکیب 
5پلاسـمید چاهـک   : 6هضـم شـده؛   EPSPSپلاسمید حاوي کاسـت ژنـی   : 5؛ SalIو BamHIهاي با آنزیمpUEs-PSTOL1منظور تایید پلاسمید نوترکیب نهایی 

: 10هضـم شـده؛   pUES-PSTOL1پلاسـمید  : 9هضـم نشـده؛   7پلاسـمید چاهـک   : 8هضم شده؛ pTZ-35S-PSTOL1-nosTپلاسمید نوترکیب : 7هضم نشده؛ 
.هضم نشده9پلاسمید چاهک 

pUEs-pstol1
14633 bp

pstol1

CP4 EPSPS

NOS terminal

LB
sm/sp

RB
CaMV 35S

Promoter Tsf1

pVS1 ori

CoLE1

3'UTR1 (T-E9)

5'UTR(derived from A. thaliana Tsf1)
TP chp (derived from A. thaliana ShkG)

pUEs-PSTOL1
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نوترکیب ساخته شده در این تحقیق ناقلهاي حاوي به منظور اندازه گیري جذب فسفر توسط باکتري) IC(کروماتوگرافی یونی تجزیه و تحلیلنتایج حاصل از-3شکل 
. هاي فاقد این سازهدر مقایسه با باکتريPSTOL1حاوي ژن 

Fig 3- Ion chromatography (IC) to measure the absorption of phosphorus by bacteria containing a recombinant vector
constructed in this study(pUEs-PSTOL1) harbouring PSTOL1 gene compared with the control bacteria.

محـیط کشـت   ) پ(EPSPSو داراي ژن GVمحیط کشت مایع حاوي اگروبـاکتریوم سـویه   ) ب(، LBمحیط کشت مایع ) الف(نتایج حاصل از میزان فسفر موجود در
محیط کشـت مـایع   ) ث(PSTOL1و EPSPSو داراي ژن هاي LBAمحیط کشت مایع حاوي اگروباکتریوم سویه ) ت(LBA4404مایع حاوي اگروباکتریوم سویه 

PSTOL1وEPSPSهاي و داراي ژنGV3101محیط کشت مایع حاوي اگروباکتریوم سویه ) ج(GV3101حاوي اگروباکتریوم سویه 

ــار  با ــورد انتظـ ــد مـ ــازي از روي ژن 1014نـ ــت بـ جفـ
سـازي  همسـانه pBI121سازي و در محل متناظر در حامل خالص

کـه ژن  pBI-PSTOL1سـازه نوترکیـب حاصـل موسـوم بـه      . شد
PSTOL1 را تحــت پیشــبرCaMV35S و پایــانبرNos بــه همــراه

بـوده و باعـث   T-DNAدر ناحیـه  nptIIدارد، داراي کاست ژنـی  
کاست کامل در نهایت نیاز بود .انامایسین خواهد شدمقاومت به ک

بـرش یابـد  طوري EcoRIو HindIIIهاي با آنزیمPSTOL1ژنی 
چسبنده این دو آنزیم را در دو سوي کاست دربرداشـته  انتهايکه 

باشد ولی به دلیل اینکه هر دو آنزیم مذکور داخـل تـوالی ژن نیـز    
زیمـی نـاقص در پـیش    آنزیمی بودند، هضم آنبرش داراي جایگاه 

، 11728هاي رفت در صورت هضم کامل باندانتظار می. گرفته شد
ناقص بـیش  برشجفت بازي ظاهر شوند و 102و 1008، 1050

2160هـاي حاصـل بانـد    از بـین بانـد  . کردباند را ایجاد می10از 
از آنجایی که هضم نـاقص آنزیمـی در   . بازي باند مورد انتظار بود

ممکـن بـود بـا    pBI121شمار بسیار کم همچون نسخه اي با سازه
سـازي  همسـانه و بانـد مـورد انتظـار بـراي     باشدمشکلاتی مواجه 

بـا  PSTOL1بعدي غلظت مناسبی نداشته باشد، کل کاسـت ژنـی   
هاي رو به جلو و رو به عقب جفت باز توسط آغازگر2212اندازه 

M13 جداسازي و داخل پلاسمیدpTZ57R/Tزي شـد ساهمسانه .
تاییـد  PCRبا کلنی pTZ-35SP-PSTOL1-nosTهاي مثبتکلنی
هـاي نوترکیـب بـا دو آنـزیم    هضم ناقص بر روي پلاسمید. شدند

EcoRI وHindIII شـد جفت بازي تاییـد 2160قطعه مشاهدهبا
از ژل در پلاسـمید  جداسازيقطعه حاصل پس از ).ب-2شکل (

pUEs) حاوي کاست ژنی ) 1شکلEPSPSسازي شـد و  سانههم
و بـدین ترتیـب   تاییـد شـدند  PCRکلنـی هاي مثبـت بـا   همسانه

حاوي کاست کامل ژن pUEs-PSTOL1پلاسمید نوترکیب دوژنی 
PSTOL1 و کاست کامل ژنEPSPS  بانـد مشـاهده . سـاخته شـد

هـاي  جفـت بـازي در اثـر هضـم آنزیمـی پلاسـمید      1000حدود
PSTOL1ور ژن حض ـSalIو BamHIهـاي نوترکیب توسط آنزیم

بـه  pUEs-PSTOL1پلاسمید نوترکیب حاصـل موسـوم بـه    را در
در PSTOL1کاست ژنـی  بدین ترتیب ). ج-2شکل (اثبات رساند

سـازه بـدون نشـانگر انتخـابی و داراي ژن مقاومـت بـه علفکــش       
EPSPS ،قرار داده شد.

pUEs-PSTOL1در سـازه  PSTOL1یـابی ژن  نتایج توالی

هاي موجـود در بانـک   نوکلئوتیدي با توالیBLASTپس از آنالیز 
داراي PSTOL1، بــه طــور کامــل بــا تــوالی ژن NCBIاطلاعــاتی 
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-انطباق بود و عدم تغییر در توالی ژن را در چند مرحلـه همسـانه  
. سازي تایید کرد

PSTOL1عملکرد ژن بررسینتایج -3

باعـث  PSTOL1ژناین است این که انتظار برهبا توجه ب
شود و به دلیل اینکه ژن مذکور تحت پیشـبر  جذب فسفرافزایش 

CaMV35Sاین پیشـبر  شناساییسازي شده است و امکان همسانه
بنـابراین میـزان   ، توسط عوامـل رونویسـی باکتریـایی وجـود دارد    

گیـري ایـن عنصـر در محـیط     جذب فسفر توسط باکتري با اندازه
ان داد کـه  نتایج بـا دو تکـرار نش ـ  . گرفتکشت مورد بررسی قرار 

بیشترین جذب فسـفر  PSTOL1نوترکیب هاي حاوي سازهباکتري
هاي فاقـد ایـن ناقـل حـدود دو برابـر      را داشته و نسبت به باکتري

ي فسـفر  افسفر بیشتري را از محیط کشت جذب کردنـد و محتـو  
بدین ترتیـب بیـان ژن و  . ها کمتر بودها از بقیه باکتريباقیمانده آن

نی ـايآمـار بررسی). 4و 3و شکل 3دول ج(عمل آن تایید شد 
و انجـام شـد  18نسخه SPSSو نرم افزار excelبا برنامه  قیتحق
از هم فاصـله  يداریها بطور معننشان داد که دادههانیانگیمسهیمقا

.)4شکل (کرديبندمیگروه مختلف تقس5ها را در و آندارند

هاي مورد مطالعهکتريمیزان غلظت فسفر در محیط کشت با-3جدول

Table 3- Concenteration of phosphate in medium culture of studied bacteria

.هاي مورد مطالعهمیزان غلظت فسفر در محیط کشت باکتري-4شکل 
Fig 4- Concenteration of phosphate in medium culture of studied bacterai

)Treatments(تیمارها
محیط کشت مایع

)Concenteration(غلظت 
ppm

ــاده  نــــــــام مــــــ
)Component(

فسفاتLB broth(181/45652(باکتري 
فسفاتLBA579/42189حاوي اگروباکتریوم سویه 
فسفاتGV885/34104حاوي اگروباکتریوم سویه 
فسفاتEPSPS921/32905و داراي ژن GVحاوي اگروباکتریوم سویه 

ــویه   ــاکتریوم سـ ــاوي اگروبـ ــاي LBAحـ و EPSPSو داراي ژن هـ
PSTOL1

فسفات717/23161

و EPSPSو داراي ژن هـــاي GVحـــاوي اگروبـــاکتریوم ســـویه   
PSTOL1

فسفات536/20656
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ــایج جــدول   ــر اســاس نت ــد 4و شــکل 3ب صــحت فراین
سازي، بیـان و عملکـرد آن در جـذب فسـفر     جداسازي ژن، کلون

گیري شده در محـیط  در این پژوهش میزان فسفر اندازه. داثبات ش
انـدازه  ppm181/45652بـه میـزان   ) LB)LB Brothکشت مـایع  

LBA4404گیــري شــد و پــس از رشــد دو ســویه اگروبــاکتریوم 

)LBA ( وGV3301)GV (   فاقد پلاسمید این میزان به ترتیـب بـه
دهنــدهکــه نشــان) 3جــدول (رســید 885/34104و 579/42189

. مصرف فسفر محیط کشت توسط باکتري به منظـور رشـد اسـت   
کند و بنـابراین  تر رشد میسریعLBAنسبت به GVسویه باکتري 

ــذب       ــژوهش ج ــن پ ــایج ای ــا و نت ــاهدات م ــه مش ــه ب ــا توج ب
ppm925/11547 فسفر از محیط کشت توسط باکتريGV نسبت ،

فســفر را در مــدت زمــان ppm231/3463کــه LBAبــه بــاکتري 
. ی جذب کرده اسـت، مـورد انتظـار و توجیـه پـذیر اسـت      یکسان

باعـث شـد تـا    PSTOL1حضور پلاسمید حاوي کاست بیانی ژن 
فسـفر بیشـتري   ppm862/19027نوترکیب به میزان LBAباکتري 

را نسبت به باکتري فاقد پلاسمید از محیط کشت جذب نماید کـه  
بـر  . دهـد برابر افزایش جذب فسـفر را نشـان مـی   82/1این میزان 

نیز نسـبت  PSTOL1حاوي کاست ژنی GVهمین اساس، باکتري 
برابـر فسـفر بیشـتري را از محـیط     65/1به باکتري فاقد پلاسمید  
لازم بـه ذکـر اسـت پلاسـمید نوترکیـب      . کشت جذب کرده است

را PSTOL1وارد شده به هر دو سویه اگروباکتریوم، کاسـت ژنـی   
و به همین دلیل ایـن  به همراه داشتEPSPSدر کنار کاست ژنی 

احتمــال وجــود داشــت کــه وجــود پلاســمید فاقــد کاســت ژنــی 
PSTOL1   نیز در میزان مصرف فسفر توسط باکتري مـوثر باشـد و

تـا  5/1به دلیل اثبات اینکه این میزان افزایش جذب فسفر که بین 
PSTOL1برابر در آزمایشات ما اثبـات شـد را بـه عملکـرد ژن     2

حــاوي GVفســفر توســط بــاکتري نســبت دهــیم، میــزان جــذب
PSTOL1بـوده و فاقـد ژن   EPSPSپلاسمیدي که داراي کاسـت  

مـورد مقایسـه   GVاست نیز نسبت به جذب فسفر توسط باکتري 
. بـود ) برابـر 03/1(قرار گرفت که نتایج نشان دهنده تفاوت ناچیز 

جدا شده در این پـژوهش و  PSTOL1بنابراین کارکردي بودن ژن 
با توجـه بـه   . نواحی تنظیمی آن در بیان ژن تایید شدعملگرا بودن 

-فسفر یکی از عناصر پرمصرف غذایی است که داراي نقشاینکه
گیاهـان اسـت  سـاز سـوخت و هاي متعددي در ساختار سلول و 

)Hawkesford et al., کمبود آن به میـزان زیـادي سـبب    و ) 2012
اهـان  ارقـام گی ایجـاد شـود،  کاهش عملکرد محصولات زراعی می

زراعی با بهره وري بالا تحت فسـفر کـم و دیگـر شـرایط تـنش،      

هدفی ضروري و موثر براي بهبـود محصـول و افـزایش غذاسـت    
)Gamuyao et al., و همکـــاران Heuerدر گـــزارش . )2012
عامل اصلی ژنتیکی افزایش جذب فسـفر در  PSTOL1ژن) 2009(

Heuer(برنج معرفی شده است  et al., بر این است انتظار. )2009
که استفاده از اگروباکتریوم حاوي سازه نوترکیب سـاخته شـده در   

در انتقـال ژن بـه گیاهـان مختلـف     ) pUEs-PSTOL1(این تحقیق 
بتواند با افزایش کارایی جذب فسفر سبب افزایش عملکرد شده و 
. نیز با بهبود ساختار ریشه در افزایش تحمل به خشکی موثر باشـد 

به علفکش نیـز صـفت اقتصـادي بـا ارزشـی      علاوه بر این تحمل
هـاي  کـش خواهد بود که باعث جایگزینی گلایفوسـیت بـا علـف   

و کـاهش دفعـات   تر رایـج در زراعـت گیاهـان مختلـف     خطرناك
انتقال ایـن سـازه دو ژنـی بـه     . خواهد شدسمپاشی با علف کشها 

هاي زیادي را به همراه برنج، با توجه به بحران آب پیش رو مزیت
مناسب بـراي بـرنج   روش خشکه کاري برنج، یک جایگزین .دارد

نشایی است و از تخریب خاك و تشـکیل لایـه فشـرده در خـاك     
.Joshi et al(کنـد  زراعی در اثر شخم زدن مکـرر جلـوگیري مـی   

2013; IRRI توانـد  کـاري بـرنج مـی   این خشـکه علاوه بر). 2006
مبود نیـروي  الوقوع، مسایل در حال ظهور مانند کبحران آب قریب

را برطرف هاي تولید مرتبط با کشت برنج نشا شدهانسانی و هزینه
.Farooq et al)کنـد   هـاي هـرز بزرگتـرین    کنتـرل علـف  . (2011

اسـت و حفـظ و یـا افـزایش     کـاري بـرنج  محدودیت در خشـکه 
نیـاز  هاي هرز یـک  عملکرد، برداشت با کیفیت بالا بدون بذرعلف

هاي هرز منجر بـه کـاهش   علفشرایط کنترل نشده. استاساسی
Singh).شود کاري برنج میدرصد در خشکه76تا 70عملکرد از 

et al. زراعی است کـه  مهمصفتیککشعلفبهتحمل(2005
-هرز فـراهم مـی  هايعلفکنترلانعطاف برايقابلوموثرراهی
متحمل به علفکش انتظار بر این است تولید گیاهان تراریخته.کند
غرقاب بـرنج را در  همراه بهبود ساختار ریشه امکان کشت غیر به 

سازه ژنی ساخته شده در حـال حاضـر   . فراهم کندشرایط کم آبی
هاي ایرانی هاشمی و شـیرودي مـورد اسـتفاده    براي انتقال به برنج

.گیردقرار می

سپاسگزاري
بنیـان زیسـت  پروژه با حمایـت مـالی شـرکت دانـش    این 

فناوري گذاري زیستدوق حمایت از سرمایهفناوران پردیس و صن
فناوري وابسته بـه معاونـت علمـی و فنـاوري     توسعه زیستستاد

ریاست جمهوري انجام شده است
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Abstract

After nitrogen, phosphorus (P) is the most essential element in plants. With recent advances in molecular
biology, an opportunity for manipulation of plants to increase P uptake is provided. Construction of
multipurpose vectors to enhance the efficiency of phosphorus uptake conferring improved plant yield as
well as conferring herbicide tolerance will be valuable in plant genetic engineering of economically
important crops. In this study the PSTOL1 gene from the wild rice Kasalas variety was isolated and
cloned next to the glyphosate herbicide tolerance gene, each under independent promoters and
terminators. Uptake efficiency of P and PSTOL1 function were confirmed by measuring phosphorus
uptake in the bacteria culture medium. It was expected that the PSTOL1 gene would improve the plant's
root structure and be effective in developing drought-tolerant plants. As PSTOL1 was cloned behind the
CaMV 35S promoter and this promoter is recognizable by bacterial transcription factors, analysis of gene
function could be performed by measurement of P uptake from the bacterial culture medium. The results
showed that, compared to the control, bacteria containing PSTOL1 absorbed two times more phosphorus
from the culture medium. Thus, the function and expression of this gene was confirmed. It is expected
that Agrobacterium containing the recombinant plasmid (pUEs-PSTOL1) constructed in this study can be
used in the genetic engineering of different crops and lead to increase yield, improved root structure, and
drought tolerance by increasing efficiency of phosphorus uptake as well as providing resistance to
glyphosate herbicides. The resulting recombinant plasmid is without a selectable marker for antibiotic
resistance which would be a biosafety advantage.

Keywords: Gene isolation, Phosphorus uptake, Transgenic, Glyphosate, Genetic engineering.
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