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تواند با بهبود رشد، استقرار در خاک، جذب آب و مواد مغذي و بيوسنتز اصلاح ساختار ریشه می 

ساختار ریشه  .ها به افزایش عملکرد دانه و کيفيت مطلوب بذر منجر شودهورمون و اسيدهاي آمينه

اد مغذي، مقاومت به ورس و تحمل به خشکی، مرتبط است. با در نظر گرفتن بحران کم مو جذببا 

در این پژوهش براي ایجاد د. دارآبی در کشور، توليد گياهان متحمل در برابر خشکی اهميت 

گياه برنج متحمل به خشکی، سه ژن تغييردهنده ساختار ریشه برنج که در افزایش طول، تعداد، قطر 

ریشه نقش دارند پس از ساخت یک سازه سه ژنی براي انتقال به گياه برنج رقم  و زاویه رشد

 برگرفته از ارقام وحشی برنج DRO1و  OsEXPA8 ،OsNAC5هاي هاشمی استفاده شدند. ژن

سازي و طی مراحلی تحت پيشبر مختص ریشه و پيشبر دائمی بر اساس ماهيت ژن کاندید همسانه

ناقل دوگانه اگروباکتریومی قرار داده شدند. سازه حاصل موسوم به  T-DNAدر ناحيه 

pUhrN5ExDro  به آگروباکتریوم سویهEHA105 هاي نارس منتقل و براي انتقال ژن به جنين

شده  برنج رقم هاشمی مورد استفاده قرار گرفت. پس از انجام مراحل انتقال ژن، گياهان باززا

گرم بر ليتر هيگرومایسين در ميلی 50حيط انتخابی حاوي هاي نارس که در محاصل از جنين

زایی زنده مانده و رشد کرده بودند به محلول مراحل مختلف کالوس زایی، باززایی و ریشه

اي پليمراز توسط واکنش زنجيره حاصلیوشيدا و سپس به گلدان منتقل شدند. گياهان تراریخته 

پليمراز  ايزنجيره تند. محل الحاق تراژن با واکنشمختص سازه و مختص ژن مورد تایيد قرار گرف

برنج تعيين شد. مقایسه فنوتيپ ریشه با گياه شاهد تفاوت ظاهري در  10معکوس در کروموزوم 

توان با هدف تغيير ساختار ریشه به منظور ساختار ریشه نشان داد. سازه چند ژنی حاصل را می

ان نيز مورد استفاده قرار داد. اميد است توليد برنج تحمل به خشکی براي انتقال ژن به سایر گياه

تراریخته با تغيير ساختار ریشه بتواند تحمل به خشکی را در این محصول مهم زراعی افزایش و 

 سبب کاهش مصرف آب در کشت برنج شود.

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

 25تا  20ریشه برنج سطحی و افشان بوده و حداکثر در عمق 

کند که مستعد متاثرشدن از تنش متری خاک نفوذ میسانتی

خشکی به دليل دارابودن ریشه سطحی در ميان غلات است. به 

تر ریشه تر، بلندتر و منشعبتر، ضخيمطورکلی یک سيستم عميق

 Gowda et)تنش کم آبی افزایش دهد  تواند تحمل برنج را بهمی

al., 2011) یکی از مهمترین راهکارهای مقابله با بحران کمبود .

ب آبياری است که تغيير آب استفاده هرچه مفيدتر و کارآمدتر از آ

ساختار ریشه با استفاده از مهندسی ژنتيک، افزایش طول، عمق، 

به کم آبی را در پی داشته  تواند تحملتعداد و ضخامت آن می

ای ارقام مختلفی از برنج وجود دارند که دارای سيستم ریشه باشد.

که  IR64ارقام زراعی مانند  .(Uga et al., 2009)متفاوتی هستند 

شود دارای ریشه سطحی هستند، به طور وسيعی در آسيا کشت می

دهی عميق را ، ریشهKP (Kinandang patong)که رقم در حالی

 . (Uga et al., 2011)نشان داده است 

برنج، گياهی است که نسبت به دیگر گياهان تحت آبياری، 

کشت نشایی و غرقابی  بيشترین سطح زیر کشت را دارا است.

کند، دليل برنج که نيروی انسانی و آب بسيار زیادی را طلب می

های لاصلی بالا بودن هزینه توليد و افزایش واردات برنج در سا

صفات مهم زراعی از جمله اخير بوده است. تحمل به خشکی 

اگر نشاکاری و . شوندکه باعث کاهش مصرف آب می است

بندی و در نتيجه مصرف بالای آب در کشت برنج حذف کرت

های توليد و مصرف آب ایجاد شود، کاهش قابل توجهی در هزینه

 .خواهد شد

به منظور افزایش تحمل به خشکی در گياه برنج، شناسایی 

شوند اهميت زیادی ها میشههایی که سبب رشد عميق ریژن

 DRO1های شناسایی شده ژن خواهد داشت. یکی از ژن

(DEEPER ROOTING1 است )(Uga et al., 2013).  بيان بالای

DRO1 ها به سمت سبب تغيير زاویه رشد ریشه شده و ریشه

این ژن مسئول . (Kondo et al., 2000)کنند عمق خاک رشد می

های عميق و سطحی است اختلاف رشد ریشه در ارقامی با ریشه

(Uga et al., 2015) .و ترکيبی از  صفتی پيچيده، ریشه عميق

های گرهی است اثرات زاویه رشد ریشه، طول ریشه اوليه و ریشه

(Araki et al., 2002).  پروتئينDRO1 (DEEPER 

ROOTING1ای عکس با اکسين دارد که در طویل شدن ( رابطه

-ها در راس ریشه که سبب رشد نامتقارن ریشه و گرهسلول

شود، دخالت خوردگی انتهای ریشه در پاسخ به جاذبه زمين می

در شرایط خشکی نقش  DRO1. ژن (Araki et al., 2002)دارد 

ش طول ریشه و افزایش جذب آب و مواد غذایی مناسبی در افزای

به یک رقم برنج با ریشه کم عمق، لاین  DRO1دارد. انتقال 

دهی حاصل را قادر ساخت تا از خشکی توسط افزایش عمق ریشه

به حفظ عملکرد بالا در شرایط خود اجتناب کند و این امر منجر

 ,.Uga et al)تنش خشکی در مقایسه با رقم اوليه شاهد شد 

از  DRO1. اوگا و همکاران در مطالعه خود با انتقال ژن (2011

 IR64( به رقم KP) Kinandang patongرقم مقاوم به خشکی 

تر و با هایی عميقموفق شدند با ایجاد تغيير در زاویه ریشه، ریشه

، زاویه بيشتر نسبت به سطح افق ایجاد کنند. در تحقيق مذکور

بيوماس و طول ریشه تغيير چندانی نداشت ولی ميزان محصول 

های پر شده( در تنش خشکی متوسط و شدید حدود نهایی )دانه

مطالعات نشان . (Uga et al., 2015)درصد افزایش نشان داد  30

توانایی افزایش جذب نيتروژن را داشته و  DRO1دادند که ژن 

همچنين با تنظيم جریان سيتوکنين، نقش مهمی را در پر شدن 

 ,.Arai-Sanoh et al)کند ها را در شرایط مزرعه ایفا میدانه

. افزایش جذب آب و مواد غذایی یکی از صفاتی است که (2014

در اصلاح گياهان به خصوص در گياهان رشد یافته در مناطق 

 ,.Wissuwa et al)است  گرمسيری از اهميت زیادی برخوردار

منجر به در آرابيدوپسيس  AtDRO1. جهش در ژن (2016

. در (Guseman et al., 2017)شود جانبی افقی می یهایشهر

که  ییز آنجا( آمده است ا2019و همکاران ) Ashrafگزارش 

گندم است،  اصلاحمهم برای  یهدف و معماری ریشه یک صفت

پتانسيل خوبی برای  DRO1 مشابه هایژناستفاده از بنابراین 

با استفاده و  آنهاوری افزایش بهره برای گياهاندر اصلاح  استفاده

 ,.Ashraf et alرا دارند ) یویرایش ژنوم و مثلهای ناز روش

)فاکتور رونویسی برنج  OsNAC5همچنين بيش بيان ژن  (.2019

(( تحمل به خشکی، NAC) NAM-ATAF-CUCدارای دامين 

دهد شوری و دمای پایين در گياهان تراریخته را افزایش می
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(Takasaki et al., 2010).  تاکاساکی و همکاران گزارشی با بيش

که یک عامل رونویسی است، عملکرد این ژن را  OsNAC5بيان 

در تحمل به خشکی هم با روش خاموشی ژن توسط آر.ان.ای ی 

( و هم با استفاده از بيش بيان آن در RNAiگر )مداخله

آرابيدوپسيس و برنج تراریخته مورد بررسی قرار دادند. بيش بيان 

OsNAC5  ،تحت کنترل پيشبرهای مختص ریشه در گياه برنج

تحمل به خشکی و شوری را در طول مرحله رشد رویشی بهبود 

داری طور معنیتر اینکه بيش بيان این ژن در ریشه بهداد و مهم

های تحمل به خشکی را در مرحله باردهی از طریق رشد ریشه

همراه با  OsNAC5 طویل با افزایش عملکرد دانه افزایش داد. ژن

ABA  نقش مهمی در حرکت دوبارهZn ،Fe ها از و آمينواسيد

 OsNAC5 . بيش بيان(Sperotto et al., 2009)ها دارد برگ به بذر

در گياهان برنج منجر به انباشت پرولين و قندهای محلول و 

-می 2O2H و MDA (Malondiahdehyde)همچنين مقدار کمتر

ليکی گياهان را از کاهش آب و آسيب این تغييرات متابو .شود

 OsNAC5بنابراین،  .کننداکسيداتيو در شرایط تنش محافظت می

-تحمل به تنش در برنج را بدون ایجاد نقایص در رشد بهبود می

. علاوه بر (Takasaki et al., 2010; Song et al., 2011)بخشد 

، با افزایش قطر ریشه برنج، سبب افزایش OsNac5این بيان 

شود مقاومت به خشکی و افزایش بازده محصول در مزرعه می

(Jeong et al., 2013a).  علاوه بر دو ژن مذکور، بيانOsEXPA8 

(Expansin-A8 که پروتئين اکسپنسين ) پروتئين  دیواره سلولی(

کند رشد برنج و را کُد می درگير در تغييرات دیواره سلولی(

دهد. ساختار آن را با سرعت بخشيدن به گسترش سلولی بهبود می

بل ها به طور قاپذیری سلولکشش و توسعه OsEXPA8با بيان 

گذارد و توجهی افزایش یافته و در ترکيب دیواره سلولی تاثير می

 ,Cosgrove)های مویين را به همراه دارد افزایش رشد ریشه

2005; Choi et al., 2006) .که بيان  ات نشان داده استگزارش

به طور اختصاصی در ریشه، سبب بهبود  OsEXPA8بالای ژن 

. افزایش در شودمی Zhonghua11ای رقم آرایش سيستم ریشه

های جانبی و تارهای کشنده نتيجه این بررسی طول و تعداد ریشه

داده  رخ که به دليل افزایش در مقدار پروتئين ایکپنسين هبود

ارشی از بررسی تحمل به خشکی پس از انتقال این ژن گز است.

کنترل  یهاژن (. برهمکنشMa et al., 2013به گياه وجود ندارد )

و ایجاد  شهیربرتر به صفات  یابيدست یبرا شهیکننده صفات ر

در پاسخ به  شهیر یو بهبود معمار ميو ضخ قيعم هایریشه

 ,.Nada et al) است ازيدر ارقام برنج مورد ن تروژنين ایکمبود آب 

و   DRO1،OsNAC5های هدف از این تحقيق انتقال ژن (.2019

OsEXPA8  به گياه برنج به منظور اصلاح ساختار ریشه به منظور

 تحمل به خشکی است.

 

  هاروش و مواد

 

و  OsEXPA8 ،OsNac5های ژنی حاوی ژن چندسازه  ساخت
DRO1 

زیستی ایمنیکه در بخش مهندسی ژنتيک و  در این تحقيق

های تک ژنی از سازه پژوهشگاه بيوتکنولوژی کشاورزی انجام شد

تغييردهنده صفات ریشه و تحمل به خشکی که  هایحاوی ژن

ها و قبلا توسط مجری پروژه ساخته شده بود، برای ترکيب ژن

چند ژنی استفاده شد. به طور خلاصه با به کارگيری  تهيه سازه

های ژنی در نده انتهای سازگار کاستهای برشی ایجادکنآنزیم

سازی شدند. ی پلاسميد اگروباکتریومی همسانهT-DNAناحيه 

 Vector NTIهای ژنی با استفاده از نرم افزار طراحی سازه

(Invitrogen انجام شد. واکنش اتصال قطعات مورد نظر ابتدا در )

در  RCc3سازی تحت پيشبر مختص ریشه های همسانهحامل

کوئيتين ذرت در مورد ژنو تحت پيشبر یوبی OsNAC5ن مورد ژ

دوگانه انتقال  انجام و سپس در حامل OsEXPA8و  DRO1های 

ژن مختص اگروباکتریوم قرار داده شد. بدین ترتيب که 

 pGH-RCc3و  OsNAC5 حاوی ژن pGH-NAC5پلاسميدهای 

حاوی پيشبر مختص ریشه )که قبلا توسط مجری پروژه در 

بيوتکنولوژی طراحی شده بود( به طور جداگانه با  پژوهشگاه

بازی جفت 1002هضم و قطعه  SalIو  BamHIهای آنزیم

OsNAC5  تحت پيشبرRCc3  درون حاملpGH سازی همسانه

 pGH-Rcc3-Nac5شد. پلاسميد نوترکيب حاصل موسوم به 

(pGHrN5با هضم آنزیمی و واکنش زنجيره ) ای پليمراز مورد

سازی قرار گرفت. سپس حامل نوترکيب سانهبررسی صحت هم

pGH-RCc3-Nac5 های برشی با استفاده از آنزیمKpnI  وXbaI 
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تحت پيشبر  OsNac5هضم شده و قطعه حاوی کاست ژنی 

مختص ریشه به همراه خاتمه دهنده و پيشبر یوبی کوئيتين ذرت 

باز از روی ژل آگارز خالص جفت 4810در مجموع با طول 

با استفاده از  (Rcc3-Nac5-Tahsp-ubiن کاست )سازی شد. ای

 OsExpa8و  Dro1در کنار کاست ژنی  SpeIو KpnIهای آنزیم

 OsExpa8و  DroIلازم به ذکر است کاست های ژنی  قرار گرفت.

 pUhDroقبلا توسط مجری پروژه در سازه های منفرد موسوم به 

ای سازی کدونی شده و سپس در سازهطراحی و بهينه pUhExو 

تحت پيشبرهای جداگانه قرار داده  pUhrExDro دوژنی موسوم به

 شده بودند.

سویة  E. coliهای مستعد تهيه شده از مخلوط اتصال به سلول

XLI-Blue  منتقل شد و روی محيط انتخابیLB 50ی حاو 

گرم بر ليتر ميلی 100گرم بر ليتر اسپکتينومایسين و ميلی

اج اثبات تراریختی پس از استخراسترپتومایسين رشد داده شد. 

های حاصل، با استفاده از هضم آنزیمی و پلاسميد از کلونی

سازی نهپليمراز انجام گرفت. کليه مراحل همسا ایزنجيره واکنش

 های سمبروک وو آناليزهای مولکولی با استفاده از دستورالعمل

 پلاسميد. (Sambrook et al., 1989)( انجام شد 1989همکاران )

 ،پس از تایيد pUhrN5ExDroموسوم به نوترکيب سه ژنی حاصل 

منتقل  EHA105به اگروباکتریوم سویه  شوک حرارتی به روش

 .(An et al., 1986)شد 

 انتقال ژن

انتقال ژن به برنج با استفاده از جنين نارس برنج به عنوان 

( 2014لودین و همکاران )-ریزنمونه بر اساس روش اسلامت

. به طور خلاصه بذور (Slamet-Loedin et al., 2014)انجام شد 

-برنج رقم هاشمی )دریافت شده از موسسه تحقيقات برنج کشور

روز نشاها به  30تا  21رشت( در گلخانه نشا شدند. پس از 

های مناسب منتقل شدند تا به مرحله جنين نارس برسند. گلدان

-روز پس از گلدهی )اندازه جنين 12تا  8های نارس برنج خوشه

متری(، برداشت و بذور نارس، ميلی 8/1تا  3/1های نارس 

کنده شد )جداسازی لما و پالئا(. سپس بذور فاقد لما و پالئا پوست

درصد حاوی  1درصد و سپس با هيپوکلریت سدیم  70با اتانول 

های نارس با استریل شدند. سپس جنين 20یک قطره تویين 

 استفاده از استریوميکروسکوپ جدا شدند. 

 کشتی، اگروباکتریوم حاوی سازهاز انجام هم دو تا سه روز قبل

همراه با  LBبر روی محيط کشت  pUhrN5ExDroنوترکيب 

 100سين، آمپییفرگرم در ليتر ميلی 75های مناسب )بيوتيکآنتی

گرم در ليتر ميلی 50گرم در ليتر استرپتومایسين و ميلی

اسپکتينومایسين( کشت خطی شد. یک ساعت قبل از انجام 

ر های نارس با آگروباکتریوم، حدود یک لوپ پُکشتیِ جنينهم

 برداشته و درون محيط تلقيح حاوی LBآگروباکتریوم از محيط 

وسپانسيون شد. سمحيط تلقيح( -1استوسيرینگون )فایل ضميمه 

تنظيم شد. محلول  3/0( باکتری روی nm600ODچگالی نوری )

 درجه قرار 25تلقيح به مدت یک ساعت درون انکوباتور تاریک 

الی حهای نارس در داده شد تا برای انتقال ژن آماده شود. جنين

که سطح اسکوتلوم آنها بالاست روی محيط کشت همکشتی 

 5کشتی( قرار داده شدند، سپس محيط هم-1)فایل ضميمه 

نين ميکروليتر از محلول آگروباکتریوم حاوی پلاسميد روی هر ج

 روز 7س تلقيح شده به مدت های نارنارس چکانيده شد. جنين

 گراد در انکوباتور تاریک در محيطدرجه سانتی 25در دمای 

کشتی( قرار گرفتند. پس از حيط همم-1کشتی )فایل ضميمه هم

د شی کاغذ فيلتر استریل قرار داده کشتی جنين های نارس روهم

های نارس و شاخه های ایجاد شده با اسکالپل حذف شدند. جنين

حيح ور صطاردادن آنها بين دو لایه کاغذ فيلتر استریل به را با قر

 خشک شدند تا از رشد زیاد باکتری جلوگيری شود. این مرحله

 .شود ها و سریع انجامباید با دقت و بدون آسيب رساندن به جنين

ها برای رشد بهتر و توليد کالوس به محيط کشت سپس جنين

منتقل شدند. در این محيط استراحت( -1استراحت )فایل ضميمه 

 درجه 30 دمای در حالت سطح اسکوتلوم آنها بالا قرار دارد و

 رشد از پس .شد داده قرار روز 5مدت  به مداوم نور و گرادسانتی

 محيط به استراحت، آنها محيط در مناسب اندازه به هاکالوس

ميلی  Duchefa (50شرکت  Bهيگرومایسين  انتخابی حاوی کشت

درجه و به  30منتقل شدند و در نور ممتد، دمای  گرم در ليتر(

ها روز نگهداری شدند )انتخاب اول(، سپس کالوس 10مدت 

قسمت تقسيم کرد( و  4توان به تقسيم شدند )هر کالوس را می
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روز قرار گرفتند )انتخاب  10روی محيط انتخابی تازه به مدت 

سياه  هایدوم(. در انتخاب سوم کالوس های جنين زا از کالوس

روز دیگر در محيط انتخابی تازه واکشت  10جداسازی شده و 

 به انتخابی کشت محيط در زاجنين مقاوم هایشدند. کالوس

 محيط پيش باززایی(-1باززایی )فایل ضميمه پيش کشت محيط

 نگهداری درجه و نور ممتد 30دمای  در روز 10به مدت  و منتقل

بز رنگ در محيط کشت های مناسب دارای نقاط سکالوس .شدند

زایی، یوشيدا و در پيش باززایی انتخاب و به محيط باززایی، ریشه

 نهایت خاک منتقل شدند.

 آنالیزهای مولکولی 

 گياهانی که در کليه مراحل باززایی در محيط انتخابی حاوی

 ایاندی هيگرومایسين زنده مانده و رشد کردند پس از استخراج

تفاده از پليمراز و با اس ایزنجيره نشواک با استفاده از ژنومی

پرایمرهای اختصاصی طراحی شده مختص سازه )قسمتی از ژن 

مربوط به  nosنشانگر هيگرومایسين و قسمتی از خاتمه دهنده 

و  OSNAC5، ژن DRO1(، مختص ژن )ژن DRO1کاست ژنی 

ای از کوئيتين( و ناحيهیوبیو پيشبر  OsEXPA8قسمتی از ژن 

 ( به عنوان ژن کنترل داخلی آناليز شدند.RG100ژنوم برنج )

های انتقال یافته گياه تراریخته احتمالی با تعيين تعداد نسخه

و همکاران  Yuanبه روش  Real time-PCRاستفاده از تکنيک 

به عنوان یک روش اوليه برای تخمين تعداد نسخه انجام  (2007)

یک با راژن تشمار توسط مقایسه در این روش تخمين کپیشد. 

های واکنش شود.میانجام  با تعداد نسخه مشخص ژن داخلی

Real time-PCR  برای ژن داخلیKVM  قطعهو NOS  که در

  انجام شد. سازه سه ژنی دارای یک نسخه است

از روش واکنش  تعيين محل الحاق تراژن در ژنوم برنج با استفاده

ه بيوتکنولوژی ای پليمراز معکوس بهينه شده در پژوهشگازنجيره

باند حاصل  .(1)توالی آغازگرها در جدول  کشاورزی انجام شد

یابی شد و تحت آناليز بيوانفورماتيک برای تعيين دقيق محل توالی

 الحاق قرار گرفت.

 آنالیز فنوتیپی اولیه

به منظور مشاهده ساختار ریشه و مقایسه ظاهری با گياه شاهد، 

هم سن  ختهیرتراريگياه شاهد غدر کنار  T0نسل  ختهیترار گياهان

 Root Boxو حاصل از مراحل کشت بافت به طور همزمان داخل 

و حدود یک ماه پس از انتقال، عکسبرداری انجام قرار داده شدند 

 شد. 

 

 

 ها.مختص سازه، مختص ژن و طراحی شده برای تعيين محل الحاق تراژن  توالی آغازگرهای -1جدول 

Table 1- The sequences of designed primers for detection of transgenic plants including of construct 

specific, gene specific and transgene integration site recognition primers. 

 نام آغازگر توالی آغازگر  نوع آغازگر

 AGCTGCGCCGATGGTTTCTACAA مختص سازه

ATCGTTCAAACATTTGGC 

hyg-F 

nos-F 

 GCAGTCCCTCCTCGCCATC مختص ژن

AGGGTGGAGGAGTTCTGCGGG 

CCGTAATAAATAGACACC 

AGCCGAGGAGGTGTAGGTGG 

AACGGCTTCTGGAGGTAG 

CGACTACGGCTTCTACGA 

dro-F 

dro-R 

ubi-F 

ex-R 

n5-F 

n5-R 

 GCTGGACGTGCCAAAGAGAG داخلی ژنوم برنج

CGAACCACAGCCACAGCATG 

RG100-F 

RG100-R 

 CCGTAATAAATAGACACC تراژنتعيين محل الحاق 

GCTGCGGACATCTACATT 

F 

R 
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  و بحث نتایج

های کاندید تغییردهنده ساخت سازه چند ژنی دارای ژن 

در کنار دو کاست  OsNAC5قرار گرفتن کاست ژنی : ساختار ریشه

سازی کدونی شده بودند با که هر دو بهينه OsEXPA8و  DRO1ژنی 

که  EcoRIای پليمراز تایيد شد. آنزیم ههضم آنزیمی و واکنش زنجير

و  3622، 12656برش روی سازه است، سه قطعه  گاهیدارای سه جا

حاصل . سازه چندژنی دجفت بازی مورد انتظار را ایجاد کر 2510

تحت پيشبر  DRO1حاوی ژن  pUhrN5ExDroموسوم به 

ر تحت پيشبر مذکو OsEXPA8، ژن Nosدهنده کوئيتين و خاتمهیوبی

تحت پيشبر  OsNAC5)از منشاء گندم( و ژن  Tahsp17دهنده و خاتمه

RCc3 دهنده و خاتمهTahsp17  در ناحيهT-DNA  سازه

در خلاف جهت کاست  ژنیهای اگروباکتریومی است که این کاست

مراحل شماتيک (. 1ژنی مقاومت به هيگرومایسين قرار دارند )شکل 

  است.نشان داده شده  1ساخت سازه در شکل 

 

 ژن حاوی pGH-Nac5پلاسميدهای  .pUhrN5ExDroتحت پيشبر مختص ریشه و ساخت سازه نوترکيب  OsNAC5مراحل همسانه سازی ژن  -1شکل 

OsNac5  وpGH-RCc3 های حاوی کاست دارای پيشبر مختص ریشه به طور جداگانه با آنزیمBamHI  وSalI  بازی جفت 1002هضم و قطعهOsNAC5  تحت

هضم شده و قطعه حاوی  XbaIو  KpnIی های برشبا استفاده از آنزیم pGH-RCc3-Nac5سازی شد. حامل نوترکيب همسانه pGHدرون حامل  RCc3بر پيش

قرار گرفت و سازه  pUheRxDroدر پلاسميد نوترکيب  OsEXPA8و  DRO1در کنار کاست ژنی  OsNAC5 (Rcc3-OsNAC5-Tahsp-ubi)کاست ژنی 

 ساخته شد. pUhrN5ExDroنوترکيب 

Figure 1- The Schematic representation of cloning stages of OsNAC5 under control of root specific promoter and construction 

of recombinant pUhrN5ExDro vector. 
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نين نارس برنج ج -  pUhrN5ExDro.aنی حاصل از انتقال سازه سه ژ T0گياهان نسل به جنين نارس برنج تا انتقال به گلدان و مشاهده فنوتيپ  مراحل انتقال ژن -2شکل 

 -eاززایی گياهان تراریخته احتمالی؛ ب -dزایی روی محييط انتخابی؛ کالوس -cب؛ تلقيح با اگروباکتریوم حاوی سازه نوترکي -bروی محيط کشت قبل از تلقيح با باکتری؛ 

قال انت -jمحلول یوشيدا؛  های گياهان تراریخته احتمالی درنمایی از ریشه -iمحلول یوشيدا؛  انتقال به -hریشه زایی؛  -gحيی ریشه زایی؛ انتقال به م -fکالوس باززاشده؛ 

 مایی از ریشه گياه تراریخته در کنار گياه شاهد.ن -l؛ Root boxگياهان تراریخته در کنار شاهد در  -kبه گلدان؛ 
Figure 2- Stages of gene transfer to immature embryos of rice until transfer to the pot and observing the phenotype of generation T0 of 

putative transgenic plants derived from transformation of three-gene construct pUhrN5ExDro. 

 

 انتقال ژن

ارس برنج با های نبعد از گذشت یک هفته از تلقيح جنين

ها به حاوی سازه نوترکيب، جنين EHA105اگروباکتریوم سویه 

هایی که روز پس از تلقيح، کالوس 30کالوس تبدیل شدند. حدود 

ها را دریافت کرده بودند در محيط انتخابی حاوی به احتمال تراژن

ميلی گرم در ليتر هيگرومایسين دوام آورده و شروع به رشد  50

هایی که به عنوان شاهد غيرتراریخته در کالوس کردند و همچنين

های تراریخته احتمالی قرار گرفتند از بين رفتند کنار کالوس

از قرار گرفتن در محيط  روز 14(. بعد از گذشت حدود 2)شکل 

زا های جنين، روند سبز شدن و باززایی کالوسباززایی انتخابی

ر گرفتن در محيط روز قرا 10 باززایی با حدود آغاز شد و پس از

دار شده تشکيل شدند )شکل های مستقل ریشهزایی، گياهچهریشه

بيوتيک هيگرومایسين در تمامی مراحل تا قبل از انتقال (. آنتی2

روز قرار  10گياهان به یوشيدا مورد استفاده قرار گرفت. بعد از 

های کامل در محيط سازگاری، انتقال آنها به محلول دادن گياهچه

 های باززا شده دردا انجام شد. پس از استقرار گياهچهیوشي

انتقال به  یآمادگ اهانيگ نیماه، ا کیبه مدت  دايوشیمحلول 

کردند و تحت شرایط کنترل شده در گلخانه  دايخاک را پ

تراریخته پژوهشگاه بيوتکنولوژی کشاورزی تا مرحله بذرگيری و 

 اهانيکه گ زمانی انجام آناليزهای تکميلی نگهداری شدند.

هم سن و  ختهیرترارياحتمالی در کنار گياه شاهد غ ختهیترار

 Root Boxحاصل از مراحل کشت بافت به طور همزمان داخل 

قرار داده شدند تفاوت ظاهری ساختار ریشه قابل مشاهده بود 

 (.2)شکل 
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چندگانه ای پلیمراز واکنش زنجیره: آنالیزهای مولکولی

(Multiplex PCR) همختص ساز 

ی را تمالدر گام اول آناليز مولکولی که غربال گياهان تراریخته اح

دین د. بمستقل از نوع ژن کاندیدِ منتقل شده فراهم آورد، انجام ش

ای طراحی شدند که منظور آغازگرهای مختص سازه به گونه

قسمتی از ژن نشانگر انتخابی مقاومت به هيگرومایسين و 

را تکثير کنند. این واکنش  DRO1 دهنده نوپالين سينتاز ژنخاتمه

( RG100پلکس با ژن مرجع داخلی ژنوم برنج )به صورت مولتی

 های مختلفی از آغازگرها برایغلظت (.3سازی شد )شکل بهينه

ر قرا ای پليمراز چندگانه مورد استفادهسازی واکنش زنجيرهبهينه

و  hyg-Fگرفت که بهترین نتایج زمانی حاصل شد که آغازگرهای 

nos-R  پيکومول و آغازگرهای  20هر یک به ميزانRG100  به

ی پيکومول مورد استفاده قرار گرفتند و حجم نهای 5/1ميزان 

 Cºا ميکروليتر تنظيم شد. دمای اتصال بهينه آغازگره 40واکنش 

  بود. 60

 ای پلیمراز چندگانه مختص ژن اکنش زنجیرهو

ان با استفاده از آنها به منظور طراحی آغازگرهای مناسبی که بتو

 DRO1بين تراژن و ژن مشابه داخلی تمایز قائل شد، آغازگرهای 

سازی شده کدونی با توالی اسپيلایس پس از هم ردیفی توالی بهينه

نوکلئوتيد  dro-F 9شده اوليه طوری طراحی شدند که آغازگر 

 آن نيز با 3نوکلئوتيد تشکيل دهنده، داشته و پایانه َ 19متفاوت از 

 (.4 های موجود در بانک اطلاعاتی متفاوت باشد )شکلتوالی

 

 
 غازگرهای مختص سازهبا آچندگانه ای پليمراز واکنش زنجيره -3شکل 

hyg/nos مرجع داخلی و RG100 .ای استخراج شده از گياهان.با الگوی دی 

با  زای پليمراواکنش زنجيره برنج باززاشده در محيط انتخابی پس از تراریختی.

در  bp1403که باند مورد انتظار  nos-Fو  hyg-Fآغازگرهای مختص سازه 

 (3و  2، 1حاصل از سازه سه ژنی ) باززاشده برنج تراریخته احتمالی هاینمونه

( را RG100مربوط قطعه ژنوم برنج ) bp950ها باند حدود نمونه. مشاهده شد

 نيز نشان دادند. 
Figure 3-  Multiplex polymerase chain reaction using 

hyg/nos primers (construct specific) and RG100 (internal 

reference gene) for putative transgenic plants regenerated 

in selective medium. M, Molecular weight marker (1Kb 

Plus-Biofact company); P, plasmid DNA; R, reconstructed 

positive control of non-transgenic DNA with plasmid 

DNA (one copy per haploid genome); N, DNA from non-

transgenic plant; W, water control (no DNA).  
 

 

 
د سازی شده کدونی به طوری که فاقاگزون و محل طراحی آغازگرهای مختص تراژن از محل اگزون سوم و چهارم بهينه 5شامل  DROIنمای شماتيک ژن  -4شکل 

 های رایج برنج باشد.توانایی اتصال به ژنوم

Figure 4- The Schematic representation of DRO1 gene including 5 exons and representation the sites of designing transgene specific primers 

in exon 3 and 4 in codon optimized gene that not have anchor sites in native genome. 
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نيز در چهار نوکلئوتيد با توالی موجود در بانک  dro-Rآغازگر 

ص اطلاعاتی متفاوت انتخاب شد. ترکيب این جفت آغازگر مخت

ای پليمراز چندگانه با ژن مرجع داخلی سازه در واکنش زنجيره

RG100  با تغيير غلظت آغازگرهای مورد استفاده و دمای اتصال و

سازی شد. بهترین نتایج سایر پارامترهای برنامه پی سی آر بهينه

 5هر یک به ميزان  DRO1زمانی حاصل شد که آغازگرهای 

پيکومول مورد  10يزان به م RG100پيکومول و آغازگرهای 

بود  C° 65استفاده قرار گرفتند. دمای اتصال بهينه آغازگرها 

(. همچنين واکنش زنجيره ای پليمراز با آغازگرهای 5)شکل 

ها در نيز حضور این ژن OsEXPA8و  OsNAC5اختصاصی ژن 

 گياهان تراریخته نسبت به شاهد نشان داد.

 

 

و  dro-F ژنای پليمراز با آغازگرهای مختص واکنش زنجيره -RG100. a مرجع داخلی و هاتراژنبا آغازگرهای مختص ندگانه چای پليمراز واکنش زنجيره -5شکل 

dro-R  که باند مورد انتظارbp486  ها باند حدود نمونهنشان داد.  (2، 1مورد آزمون ) هایدر نمونهراbp950 ( مربوط قطعه ژنوم برنجRG100را نيز نشان دادن )؛ دb- 

واکنش  -cنشان داد؛  (3، 2، 1مورد آزمون ) هایدر نمونها ر bp1395که باند مورد انتظار  ex-Rو  ubi-F ژن و سازهای پليمراز با آغازگرهای مختص واکنش زنجيره

 نشان داد.  (3، 2، 1ن )مورد آزمو هایدر نمونهرا  bp357که باند مورد انتظار  n5-Rو  n5-F ژنای پليمراز با آغازگرهای مختص زنجيره

Figure 5- Multiplex polymerase chain reaction using DRO1 primers (gene specific) and RG100 (internal reference gene). M, 

Molecular weight marker (a:1Kb Plus-Biofact company; b,c: GeneRuler 1kb plus DNA ladder-Fermentas); N, DNA from non-

transgenic plant; P, plasmid DNA; R, reconstructed positive control of non-transgenic DNA with plasmid DNA (one copy per 

haploid genome); W, water control (no DNA); 1,2,3, Putative transgenic plants. 

 
 

 اب ها هتراریخت یافته انتقال احتمالی های نسخه تعداد تعیین

 Real time-PCR تکنیک از استفاده

یکی از گياهان  Real time-PCRواکنش  داده های حاصل از

توسط برنامه تراریخته احتمالی در مقایسه با شاهد غيرتراریخته 

SAS نشان داده شده  1جدول که در  مورد آناليز قرار گرفت

به  تراریخته هایبرنجدر  NOSقطعه شمار بدین ترتيب کپی .است

در سازه سه ژنی منحصر به  NOSقطعه . شدتعيين  طور تقریبی

باشد.  T-DNAدهنده یک کپی از ناحيه تواند نشانفرد است و می

قسمتی که انتظار داشتيم  ،NOSدر مورد قطعه تراریخته  برنجدر 

ی 2)لگاریتم  ΔCtهای تراریخته حضور داشته باشند، فقط در لاین

به دست  -215/0 باع داخلی( برابر نسبت بين تراژن و ژن مرج

 اساس این بر. باشدمی مرجع ژن برابر 86/0آمد که به معنای 

دهنده حضور یک کپی از تراژن در گياه نشان نتایج به طور تقریبی

 شاهد برنجشمار گياه بود. نتایج در مورد تخمين کپی هتراریخت

انتظار که  همانطور که آمد دست به 0013/0به ميزان  NOSبرای 

(. تایيد ثانویه تک نسخه 2 جدول)می رفت نزدیک صفر است 

ها با استفاده از تعيين محل الحاق تراژن به کمک بودن تراژن

 ای پليمراز معکوس انجام شد.واکنش زنجيره

ها در ژنوم برنج رخداد حاصلل از  تراژن الحاقشناسایی محل 

  سازه سه ژنی

آر معکيوس  سيی کنش پیجفت بازی حاصل از وا 400باند حدود 

یکی از رخدادهای برنج حاصل از انتقال سازه نوترکيب سه ژنيی،  

الحيياق تييراژن در ژنييوم بييرنج را پييس از آناليزهييای       ناحيييه 

نشيان داد. محيل الحياق     10در کروموزوم شيماره  بيوانفورماتيک، 

کروميوزوم شيماره    16،443،307نوکلئوتييد  در این رخداد، تراژن 

 13فاصله شيش کيلوبيازی در پيایين دسيت و     برنج است و تا  10
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ایين  کيلوبازی در بالادست محل الحاق، ژنی گزارش نشده اسيت.  

ها به ژنوم برنج را اثبات کرد و بيرای طراحيی   آزمون الحاق تراژن

 پرایمرهای مختص رخداد از این نتيجه استفاده خواهد شد.

د هم مقایسه فنوتيپ و ساختار ریشه گياه تراریخته با گياه شاه

و در شرایط رشدی یکسان، نشان داد انتقال  Root Box سن در

ای به طور قابل مشاهده OsNAC5و  DRO1 ،OsEXPA8سه ژن 

 اهيگ یجانب هایشهیطول، قطر و تعداد ر یروتوانسته است 

تری در همچنين ساقه قوی باشد.مثبت داشته  ريتاث ختهیترار

تر، کمّی و با ی دقيقشد. آناليزهاگياهان تراریخته مشاهده می

های خالص مورد استفاده از نرم افزارهای آناليز ریشه و در نسل

 نياز است که در مراحل بعدی انجام خواهد شد.

 

 .nosهای و شاهد با آغازگر pUhrN5ExDroنتقال سازه اشمار ژن در یک رخداد تراریخته برنج حاصل از تعيين کپی -2 جدول

Table 2- Copy number determination of a putative transgenic rice after transformation of pUhrN5ExDro vector using nos primers. 

 تعداد نسخه LgRt (T/C) Copy Num قسمت مورد بررسي  Tested plant گياه مورد آزمون

 Transgenic plant NOS  -0.215 0.861 1 گياه تراريخته 

 Control plant NOS  -9.515 0.0013 0 گياه شاهد

شمار را تخمين عددی کپی 4اند. ستون حاصل شده SASهای این ستون مستقيماً از برنامه دهد. دادهی نسبت تبدیل شده تراژن به ژن مرجع را نشان می2لگاریتم  3ستون 

 قرار دارد. 6دهد. کپی شمار محاسبه شده در ستون نشان می

 

 Bennett et)اند تراریخته در دنيا پيشتاز بودهایرانيان در توليد برنج 

al., 1997; Ghareyazie et al., 1997) در این تحقيق سه ژن .

کاندید موثر در تغيير ساختار ریشه و تحمل به خشکی به برنج 

رقم هاشمی منتقل شد. تاکنون انتقال همزمان چندین ژن کاندید 

ریشه گزارش نشده است. انتظار بر ایجاد کننده صفات مختلف 

تحت پيشبر ریشه، در شرایط  OsNAC5این است حضور تراژن 

نرمال و به ویژه تحت تنش خشکی سبب افزایش محصول نسبت 

کننده رونویسی است به شاهد شود. این ژن که یک تنظيم

تر و افزایش در اندازه استل و کورتکس ریشه را های طویلریشه

، با افزایش OSNAC5داشت. علاوه بر این بيان به همراه خواهد 

تواند سبب افزایش مقاومت به خشکی و قطر ریشه برنج، می

. (Jeong et al., 2013b)شود افزایش بازده محصول در مزرعه 

نيز با کُد کردن  OsEXPA8انتظار بر این است همزمان بيان ژن 

های هيدروژنی متصل شده به سلولز و پروتئين اکپنسين پيوند

سلولز به خصوص گزیلوگلوکان را هدف قرار داده و باعث همی

های شل شدن دیواره سلولی و به دنبال آن لغزنده شدن پليمر

و افزایش  شد سلولدیواره سلولی شده و در نتيجه گسترش ر

ژن . (Bashline et al., 2014; Fukuda, 2015)رشد را باعث شود 

DRO1 ها به سمت عمق نيز زاویه رشد ریشه را تغيير داده و ریشه

ریشه . (Kondo et al., 2000; Uga et al., 2013)کنند خاک رشد 

تر و با زاویه بيشتر نسبت به سطح افق و اجتناب از خشکی عميق

زنی از موارد مورد انتظار بيان این ژن خواهد با افزایش عمق ریشه

پيشبر مختص ریشه برای جلوگيری از . (Uga et al., 2013)بود 

بر محصول، مطلوب  OsNAC5 اثرات ناخواسته بيان دائمی ژن

ای و خواهد بود. تایيد موارد مذکور نياز به آزمایشات مزرعه

بررسی دقيق فنوتيپ ریشه در مقایسه با شاهد در آزمایشات 

 تکميلی و به ویژه بررسی تحمل به خشکی خواهند داشت. 

های اصلاح سنتی برای تغيير معماری ساختار روشاستفاده از 

های نامطلوب را همراه با ژن مورد ریشه، انتقال تعداد زیادی از ژن

نظر به رقم زراعی در پی دارد و ممکن است با تاثير بر عطر و 

طعم برنج، نتواند پاسخگوی ذائقه ایرانی باشد. استفاده از تلاقی 

های ع چندین ژن با مکانيسمبر بوده و برای تجميبرگشتی زمان

مختلف، کاری وقت گير و پر هزینه است. طراحی، ساخت و 

های پيشين نيز تا های چندژنی به گياهان در پژوهشانتقال سازه

 Mohsenpour et)مراحل آزمایشگاهی در ایران انجام شده است 

al., 2008, 2015; Mohammadizadeh et al., 2010; Tohidfar 

and Mohsenpour, 2010; Raufi et al., 2012; Dolatabadi et 

al., 2014; Mohkami et al., 2015) . در تحقيق حاضر سه ژن

مختلف در مدت زمانی کوتاه به گياه برنج رقم هاشمی که از نظر 

رود عطر و طعم مورد پسند ایرانيان است منتقل شد. انتظار می
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گياهان تراریخته حاضر از نظر سایر صفات از جمله صفات 

مربوط به پخت مانند همتای غيرتراریخته خود باشند که پس از 

های اینهمانی و بررسی صفات کيفی بذر ایشسازی، آزمخالص

انجام خواهد شد. اميد است پژوهش حاضر گام اوليه موثری 

جهت توليد گياهان متحمل به خشکی و کاهش مصرف آب در 

 کشاورزی کشور باشد.
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Abstract 

Root architecture modification can increase grain yield and seed quality. These can be 

achieved by better anchorage of the plant in soil, more effective use of water and nutrients, 

and through biosynthesis of amino acids and hormones. These will result in more effective 

use of nutrients and drought tolerance. Considering drought stress in Iran, production of 

drought tolerant plants is important. In this study three genes involved in modification of 

root length, number, thickness and growth angle were cloned into a construct for 

Agrobacterium-mediated transformation of rice plant. The genes, OsEXPA8, OsNAC5, and 

DROI, from native cultivars of rice were cloned under the control of constitutive and root 

specific promoters; afterwards, they were placed in T-DNA region of Agrobacterium-

mediated transformation binary vector. The resulted construct, pUhrN5ExDro, was 

transferred into Agrobacterium tumefactions strain EHA105 and used for transformation of 

immature embryo of rice cultivar Hashemi. Selective medium containing 50 mgl-1 

hygromycin B was used for selection of transgenic plants. Construct specific and gene 

specific PCR confirmed three putative transgenic lines and one copy of transgene were 

detected in one of them using Real time-PCR. Inverse PCR revealed that T-DNA was 

integrated in chromosome 10 of this rice event. Comparison of the phenotype and root 

structure of the transgenic plants with the control in the Root Box and in the same growth 

conditions showed that transgenic plants displayed stronger root phenotype compared with 

non-transgenic ones. The resulting multi-genic construct can be used for transformation of 

other crops in order to root structure modification and drought tolerance. It is hoped that the 

production of rice with modified root structure can increase drought tolerance in this 

important crop and reduce water consumption in rice cultivation. 

Key words: Transgenic rice, Drought tolerance, multi-genic construct, Root architecture 

modification. 
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