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Abstract 

Objective 

Root structure modification is associated with the efficient water uptake and the nutrient 

utilization. It also provides structural support for the anchoring in soil. Genetic engineering for 

the improvement of plant root structure may help to maintain higher yields under drought 

conditions. The aim of this study was to modify the root structure of rice in order to improve 
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drought tolerance and the efficiency of nutrient uptake. For this purpose, simultaneous 

transformation of Deeper Rooting1 or OsDRO1 gene, which is involved in the regulation of 

growth angle of the root in order to adapt to drought conditions, and Phosphorus-Starvation 

Tolerance1 or OsPSTOL1 gene, which is effective in increasing phosphorus uptake and 

improving root structure, were considered for rice root structure modification. 

 

Materials and methods 

The OsDRO1 and OsPSTOL1 genes derived from the wild rice cultivars were cloned together in 

a single construct under the control of the root specific and the ubiquitin promoters, respectively. 

The resulting construct, pUhrDroPstol is transformed into the Agrobacterium tumefactions strain 

EHA105 and used for the gene transformation into Hashemi cultivar. Putative transgenic plants, 

survived on 50 mg/L Hygromycin during tissue culture steps, are transplanted into the Yoshida 

solution and then into the pots until they set seeds. Construct specific and gene specific PCR 

analysis are used to confirm the transgenic plants. 

 

Results 

In this study, 12 putative transgenic rice events were obtained, of which 10 showed the presence 

of both OsDRO1 and OsPSTOL1 genes in the PCR analysis. Transgenic plants show stronger root 

structure compared to the non-transgenic ones. Molecular analysis in the T1 and T2 generations 

determined the homozygous events. 

 

Conclusions 

In this study, two candidate genes affecting root structure, nutrient uptake and drought tolerance 

were transferred to the Hashemi rice using genetic engineering. So far, simultaneous transfer of 

these two candidate genes have not been reported. Transgenic plants present better root system 

compared to the control plants. The mentioned construct can be used for the transformation of 

other crops to improve their root structure, nutrient uptake and their drought tolerance. It is hoped 

that the production of the transgenic rice with modified root structure and efficient phosphorus 

uptake increases its drought tolerance and reduce water consumption in rice cultivation. 

Keywords: Deeper Rooting1 gene, Multi-Gene construct transformation, Phosphorus-Starvation 

Tolerance1 gene, Transgenic rice.  
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  چکيده

شه با  هدف: ساختار ری صلاح  ستفاده موثرا ستقرار بهتر گیاه در خاک را فراهم  از مواد مغذي جذب کارآمد آب و ا س  و ا مرتبط ا

سکند. مي ساختار ر يبرا کیژنت يمهند شرا تواند منير به حفظمي شهیبهبود  شک طیعملکرد بالاتر در  با  پژوهش نی. اشود يخ

گرف . براي این منظور انتقال  هدف اصلاح ساختار ریشه برنج به منظور تحمل به خشکي و بهبود کارایي جذب عناصر غذایي انيام

شه DRO1یا  Deeper Rooting1هاي همزمان ژن شد ری شکي نقش دارد و که در تنظیم زاویه ر شرایط خ ها براي انطباق با 

Phosphorus-Starvation Tolerance1  یاPSTOL1  که در افزایش جذب فسفر و بهبود ساختار ریشه موثر اس ، به گیاه

 د. برنج طراحي و اجرا ش

ترتیب تح  پیشبرنده مختص ریشه طي مراحلي به برگرفته از ارقام وحشي برنج PSTOL1 و DRO1هاي ژن :هاروشمواد و 

حامل دوگانه اگروباکتریومي قرار داده شججدند. سججازه حاصججل موسججوم به  T-DNAسججازي و در ناحیه و پیشججبرنده دايمي همسججانه

pUhrDroPstol  سویه ستفاده قرار گرف . پس  EHA105به اگروباکتریوم  شمي مورد ا منتقل و براي انتقال ژن به برنج رقم ها

صل در محیط انتخابي حاوي  شده حا سین در مراحل مختلف میلي 50از انيام مراحل انتقال ژن، گیاهان باززا گرم بر لیتر هیگرومای
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و سجج س به گلدان منتقل شججدند. گیاهان تراریخته زایي زنده مانده و رشججد کرده و به محلول یوشججیدا زایي، باززایي و ریشججهکالوس

( مختص سازه و مختص ژن مورد تایید قرار گرفتند و رخدادهاي مستقل مشخص PCRاي پلیمراز )احتمالي توسط واکنش زنيیره

 شدند. 

شد که  12در این پژوهش  :نتايج و  OsDRO1 حضور هر دو ژن PCRرخداد در آنالیز  10رخداد احتمالي برنج تراریخته حاصل 

OsPSTOL1  .شان دادند شان داد. گیاهان تراریخته را ن شه ن ساختار ری شاهد تفاوت ظاهري در  شه با گیاه  سه فنوتیپ ری مقای

سل شدند و خلوص آنها با آنالیز مولکولي در ن شاورزي بذرگیري  شگاه بیوتکنولوژي ک صل در گلخانه تراریخته پژوه و  T1هاي حا

T2   .مشخص شد 

شکي  گيري:نتيجه شه و تحمل به خ ساختار ری سي ژنتیک در این تحقیق دو ژن کاندید موثر در تغییر  ستفاده از مهند به برنج با ا

س . شده ا شد. تاکنون انتقال همزمان این دو ژن کاندید گزارش ن شمي منتقل  شه رقم ها ستم ری سی صل  اي گیاهان تراریخته حا

شان مي شاهد ن سب  به گیاه  صل را ميسا دهند.بهتري را ن شکي و زه چند ژني حا شه و تحمل به خ ساختار ری توان با هدف تغییر 

س  تولید برنج تراریخته با بهبود کارایي  ستفاده قرار داد. امید ا سایر گیاهان نیز مورد ا سفر براي انتقال ژن به  بهبود کارایي جذب ف

شه بتواند تحمل به خش ساختار ری صر غذایي و با تغییر  ستفاده از عنا سبب ا کي و عملکرد را در این محصول مهم زراعي افزایش و 

 کاهش مصرف آب در کش  برنج شود.

يدواژه ته، ژن : هاکل ند ژني، برنج تراریخ با سجججازه چ قال ژن   Phosphorus-Starvation، ژن Deeper Rooting1انت

Tolerance1 . 

 پژوهشي.: نوع مقاله

 

، اکبرعلي ، عباديمونا  ، ماپارالهه  ، معتمدسیدمحمد  پاکزادلیلا ، موسويپورهنگ ، زهرا  ه، قربانزادمهربانو  کاظمي الموتي استناد:

هاي مهندسي ژنتیک برنج با انتقال ژن( 1401)مطهره  محسن پور ،بهزاد، قره یاضي قاسم  ، حسیني سالکدهمحمدرضا  غفاري

Deeper Rooting1  وPhosphorus-Starvation Tolerance1 . 20-1(، 1)14، بیوتکنولوژي کشاورزيميله. 
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 مقدمه

ترتیب تواند بر رشججد گیاهان تاثیر بگذارد، نیتروژن و فسججفر بهاسجج  که مي مهمي کمبود عناصججر غذایي از عوامل غیرزیسججتي

ستند. حدود  صولات ه شکیل مي 2/0عوامل محدود کننده عملکرد مح سفر ت شک گیاه را ف صد وزن خ دهد. گیاهان بدون وجود در

هاي کشاورزي در عی  حاصلخیزي خاکبررسي وض .هاي ایران از نظر فسفر و نیتروژن فقیر هستندفسفر قادر به رشد نیستند. خاک

درصد از  21هاي کشور کمتر از حد بحراني فسفر و میزان پتاسیم درصد خاک 8/71که میزان فسفر  دهدمياستان کشور نشان  30

. فقر عناصر غذایي و فرسایش شدید خاک موجب (Shahbazi and Besharati 2013)ها کمتر از حد بحراني پتاسیم اس  خاک

س .  صاعدي همراه ا شد ت شیمیایي در کشور با ر س . از این رو مصرف کودهاي  شده ا بروز مشکلات عمده در عرصه کشاورزي 

مدت موجب از بین رفتن کیفی  خاک، اف  کند ولي در بلندمدت، مواد مغذي مورد نیاز خاک را تأمین ميشیمیایي در کوتاه کودهاي

درصد کل فسفر موجود در خاک غیر قابل تحرک اس  و به دلیل جذب  80شود. بیش از حاصلخیزي و در نتیيه فرسایش خاک مي

. در برخي نواحي (Schachtman 1998)رم آلي در خارج از منطقه رایزوسفر هستند توسط عناصر خاک، رسوب و تبدیل شدن به ف

شمالي و اروپا کودهاي فسفره بهآجهان مانند  ستفاده ميصورت آزادانه در زمین مریکاي  شوند. فقدان منابع محلي هاي کشاورزي ا

هاي فسفره در کشورهاي در حال هاي بالاي واردات آن موجب عدم استفاده و یا استفاده کم کشاورزان از کودحاوي فسفر و هزینه

. توانایي تحمل به کمبود فسفر و افزایش جذب آن به طور عمده تح  تاثیر (Sánchez and Salinas 1981)توسعه شده اس . 

س . تفاوت ژنوتی ي گونه سیار مهم ا سفر ب سطح به حيم براي جذب حداکثر ف سب  بالاتر  شه با ن س . مرفولوژي ری هاي گیاهي ا

شناسي مولکولي، هاي اخیر در زیس ندارد. پیشرف  گیاهه کردن فسفر به صورت کود تاثیر چنداني در افزایش جذب آن توسط اضاف

منظور به حداکثر رساندن مکانیسم جذب فسفر در گیاه و به حداقل رساندن عوارض جانبي فسفر گیاهان به مهندسيفرصتي را براي 

س  مانند  سف تراوشبر روي محیط زی شاورزي به دریاچهر از زمینف س  ها و رودخانههاي ک  Miyasaka and)ها فراهم آورده ا

2007Habte ) .منبع با ارزش داراي به عنوان یک  ،فقیر و دار مشکل هايخاک با هند در ايمنطقه ي مربوط بههابرنج از يگروه

شدند. هاي مقاوم ژن سایي  سالاس  ausواریته تیپ شنا سایر انواع برنجکا هاي راندمان جذب فسفر بالاتري را از خاک هانسب  به 

افزایش جذب فسجججفر مورد اسجججتفاده قرار بگیرند  هايژن ي ازارزشججج با منبع عنوان بهتوانند ها ميفقیر نشجججان داد. این نوع برنج

(Wissuwa et al. 2002) جایگاه ژني صجججف  کمي ژن مسجججئول ایياد تحمل به کمبود فسجججفر 1998. در سجججال Pup1 

(Phosphorus uptake 1 ) سط سایي و  Kasalathدر برنج واریته  Wissuwaتو طریق تلاقي به برنج جاپونیکا واریته از شنا

Nipponbare  شججد منتقل(Wissuwa et al. 2002)هاي ایزوژنیک حامل این . لاینQTLداري را ، عملکرد بیشججتر و معني

یابي این مکان در کاسالاس یک مکان پیچیده شامل . توالي(Wissuwa et al. 2002)نسب  به گیاه والدیني حساس نشان دادند 

ضافه ) 90 س وزون حذف و ا شان داد که در ژINDELکیلو باز غني از تران ش ( را ن ساس وجود ندا  .Heuer et al) نوم گیاه ح

شججود، شججناسججایي شججد در این مکان به عنوان ژن اصججلي که منير به افزایش جذب فسججفر مي PSTOL1. پس از آن (2009
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(Gamuyao et al. 2012).  ژنPSTOL1  یک پروتئین کیناز اسجج  و تنظیم بیان ژن را از طریق فسججفریله کردن فاکتورهاي

 دس  آید، آنالیزبه  PSTOL1هاي پایین دس  منظور اینکه بینشي نسب  به پاسخدهد. بهطور غیر مستقیم انيام ميسي بهرونوی

Affymetrix gene-array  بر روي گیاهان تراریخته IR64 حاويPSTOL1  شان داد شد. نتایج ن ژن  23و گیاه کنترل انيام 

هاي مرتبط با رشد ریشه و خشکي QTLژن با  23ژن از  21، بیان متفاوتي داشتند وکه مرتبط با رشد ریشه و پاسخ به تنش بودند

شان شتند که ن شاني دا شه و تحمل به تنش PSTOL1/PUP1دهنده نقش مهم هم و سعه ری س  در طول تو  Gamuyao)ها ا

et al. 2012). هاي مرتبط با جایگاه همچنین آنالیز آغازگرPUP1 شجججدگي بالاي ، حفاظPSTOL1  را در ارقام متحمل به

 . (Chin et al. 2010, 2011)خشکي نشان دادند نشان دادند 

سي ژنتیک براي افزایش طول،  ستفاده از مهند شه با ا ساختار ری ضخام  آن ميتغییر  به کم آبي را  تواند تحملعمق، تعداد و 

. ارقام زراعي (Uga et al. 2009)اي متفاوتي هستند در پي داشته باشد. ارقام مختلفي از برنج وجود دارند که داراي سیستم ریشه

، KP (Kinandang patong)که رقم شود داراي ریشه سطحي هستند، در حاليوسیعي در آسیا کش  ميطور بهکه IR64مانند 

( اس  DEEPER ROOTING1) DRO1. ژن مسئول این صف ، (Uga et al. 2011)دهي عمیق را نشان داده اس  ریشه

(Uga et al. 2013) بیان بالاي .DRO1 سم  عمق خاک رشد ها به شود که ریشهسبب تغییر زاویه رشد ریشه شده، منير مي

شه عمیق(Kondo et al. 2000)کنند  شه، . ری شه اولیه و ری شه، طول ری شد ری هاي صفتي پیچیده و ترکیبي از اثرات زاویه ر

س   سین دارد که در طویلرابطه DRO1ژن  .(Araki et al. 2002)گرهي ا شه که سلولشدن اي عکس با اک ها در راس ری

شه و گره شد نامتقارن ری سخ به جاذبه زمین ميسبب ر شه در پا . این (Araki et al. 2002)شود، دخال  دارد خوردگي انتهاي ری

به یک رقم برنج  DRO1ژن در شرایط خشکي نقش مناسبي در افزایش طول ریشه و افزایش جذب آب و مواد غذایي دارد. انتقال 

به حفظ تناب کند و این امر منيردهي خود اجبا ریشه کم عمق، لاین حاصل را قادر ساخ  تا از خشکي توسط افزایش عمق ریشه

شد  شاهد  سه با رقم اولیه  شکي در مقای شرایط تنش خ . در تحقیق مذکور، بیوماس و طول (Uga et al. 2011)عملکرد بالا در 

یش درصد افزا 30هاي پر شده( در تنش خشکي متوسط و شدید حدود ریشه تغییر چنداني نداش  ولي میزان محصول نهایي )دانه

شته و همچنین با تنظیم  DRO1. مطالعات نشان دادند که ژن (Uga et al. 2015)نشان داد  توانایي افزایش جذب نیتروژن را دا

شدن دانه سیتوکنین، نقش مهمي را در پر  شرایط مزرعه ایفا ميجریان  . هدف از این (Arai-Sanoh et al. 2014)کند ها را در 

صلاح منظور بهبود کارایي جذب عبه گیاه برنج به PSTOL1و  DRO1هاي تحقیق انتقال ژن سفر و نیز ا صر غذایي به ویژه ف نا

 ساختار ریشه و تحمل به خشکي اس .

 

 

 



 1401، کاظمي الموتي و همکاران

8 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

 

 هامواد و روش

 Vector هاي ژني با استفاده از نرم افزارطراحي سازه: DRO1و  PSTOL1هاي ساخت سازه چند ژني حاوي ژن

NTI (Invitrogen)  شد. ( 10)نسخه سازه در شکل انيام  س .  1مراحل ساخ   شده ا واکنش اتصال ابتدا در حامل نشان داده 

سانه شه ازيسهم شبرنده مختص ری شبرنده یوبیکويیتین ذرت در مورد ژن  OsDRO1 در مورد ژن RCc3 تح  پی  و تح  پی

OsPSTOL1 يدهایترتیب که پلاسم دوگانه انتقال ژن مختص اگروباکتریوم قرار داده شد. بدین انيام و س س در حامل pGH-

DRO1 حاوي ژن OsDRO1 و pGH-RCc3  و ميري پروژه نویسنده مسئولحاوي پیشبرنده مختص ریشه )که قبلا توسط 

 بازيجف  768هضجججم و قطعه  SalI و BamHI هايمیدر پژوهشجججگاه بیوتکنولوژي طراحي شجججده بود( به طور جداگانه با آنز

OsDRO1 تح  پیشبرنده RCc3  حامل درون pGH شد. پلاسمید نوترکیب حاصل موسوم به يسازهمسانه pGH-Rcc3-

DRO1 سازي قرار گرف . س س حامل نوترکیباي پلیمراز مورد بررسي صح  همسانهبا هضم آنزیمي و واکنش زنيیره pGH-

RCc3-DRO1 يبرش هايمیبا استفاده از آنز KpnI و XbaI هضم شده و قطعه حاوي کاس  ژني OsDRO1  تح  پیشبرنده

از روي ژل آگارز خالص  بازجف  4576مختص ریشجججه به همراه خاتمه دهنده و پیشجججبرنده یوبي کويیتین ذرت در ميموع با طول 

 در کنار کاسججج  ژني  SpeIو KpnI هايبا اسجججتفاده از آنزیم (Rcc3-DRO1-Tahsp-ubi) سجججازي شجججد. این کاسججج 

OsPSTOL1  . قرار گرف 

سلول صال به  شده از مخلوط ات ستعد تهیه  شد و روي محیط انتخابي  XLI-Blueسویة  E. coliهاي م حاوي  LBمنتقل 

گرم بر لیتر اسججترپتومایسججین رشججد داده شججد. اثبات تراریختي پس از اسججتخراج میلي 100گرم بر لیتر اسجج کتینومایسججین و میلي 50

سمید از کلوني ستفاده از هپلا صل، با ا سانه PCRضم آنزیمي و واکنش هاي حا سازي و آنالیزهاي انيام گرف . کلیه مراحل هم

ستورالعمل ستفاده از د سمبروک و همکاران )مولکولي با ا شد 1989هاي  . پلاسمید نوترکیب (Sambrook et al. 1989)( انيام 

 .(An et al. 1986)منتقل شد  EHA105( به اگروباکتریوم سویه 1986حاصل پس از تایید، به روش آن و همکاران )

شمي(: القاي کالوس و تکثير آن) انتقال ژن شد به بذر برنج رقم ها س  کنده  سیبطوريبه دق  پو ساندن به که از آ ر

ضدعفوني بذور با الکل  س س  شود.  صد 70پریکارپ جلوگیري  سدیم به در س س هی وکلری   حاوي یک  %10مدت یک دقیقه و 

شده و به  20قطره تویین  سطح بذرها و خروج هوا  شدن  ضدعفوني که باعث افزایش مرطوب  سورفکتان  در محلول  )به عنوان 

س از حذف کردن آرام انيام شجججد. پدقیقه و با شجججیک 45تا  30مدت حدود رود( بهمنظور افزایش کارایي ضجججدعفوني به کار مي

س س بذرها به محیط  شدند.  ستریل قرار داده  صافي ا شده و بذرها روي کاغذ  شویي  ستریل آب سه بار با آب ا سدیم  هی وکلری  

ساع  تاریکي قرار داده شدند. در مواردي وقتي  8ساع  نور،  16درجه و  30منتقل و در دماي  R-N6D  (Ozawa 2012)جامد

صل ميهاي تماباف  سکوتلوم بذر حا شده کوچکي از ا منتقل  R-DKND(Ozawa 2012) شد، این بذرها به محیط یز زدایي 
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هاي تردي که شدند. پس از حدود سه هفته تا یک و نیم ماه کالوسقرار داده مي R-DKND شدند یا بذرها مستقیما در محیطمي

 .ژن مورد استفاده قرار گرفتند در حال تکثیر سریع بودند براي انتقال

پس از رشد  pUhDroPstolاگروباکتریوم حاوي پلاسمید نوترکیب (: کشتيتلقيح با اگروباکتريوم و همانتقال ژن )

سین )به ترتیب روي محیط حاوي آنتي بیوتیک س کتینومای سین و ا سترپتومای میلي گرم در لیتر( و تایید با واکنش  50و  100هاي ا

PCR  سه روز قبل از تلقیح، در دماي سرول حدود  ستوک گلی ستفاده قرار گرف . این باکتري از ا درجه  28براي انتقال ژن مورد ا

شته و در پنج میلي لیتر محیط مایعسانتي  گراد در تاریکي رشد داده شد. براي تلقیح، مقداري از باکتري از محیط کش  با لوپ بردا

 AS6N-Rیا DKNAS-R لیتري سوس انسیون شد ومیلي 50 در فالکون nm600OD  تنظیم شد. 2/0تا  05/0بین 

ور شدند. دقیقه غوطه 2ها به طور مستقیم در کش  سوس انسیون اگروباکتریوم به مدت منظور تلقیح با اگروباکتریوم، کالوسبه

قرار  R-DKNAS یا R-N6AS یط مایعدیش حاوي محها بین دو کاغذ فیلتر قرار داده شججدند و در پتريکالوس پس از تلقیح،

 .درجه و تاریکي انکوبه شدند 25گرفتند و به مدت سه روز در 

شود و روي کشتي کالوسروز هم سهپس از  شدند تا اگروباکتریوم حذف  سفوتاکسیم شستشو  ستریل حاوي  ها یکبار در آب ا

گرم در لیتر هیگرومایسججین در میلي 50حاوي  R-DKNSel یا R-N6Sel ها به محیطکاغذ صججافي قرار گرفتند. سجج س کالوس

سانتیگراد و فتوپرید  30دماي  شدند و هر ده روز واکش  انيام گرف . پس از دو دوره انتخاب به  16درجه  شنایي منتقل  ساع  رو

شججده و هاي شججاهد و تلقیح نهاي مقاوم به هیگرومایسججین در حال رشججد و قابل تشججخیص بوده، در حالي که کالوستدریج کالوس

هاي مقاوم به محیط باززایي حاوي هایي که ژن را دریاف  نکرده بودند روي محیط انتخابي از بین رفتند. سججج س کالوسکالوس

حاوي آنتي بیوتیک هیگرومایسججین،   R-MSHFزایي در محیطبیوتیک هیگرومایسججین منتقل شججده و در نهای  پس از ریشججهآنتي

 .گرف  انتقال به محیط یوشیدا و خاک انيام

سین زنده مانده و : (آناليزهاي مولکوليانتقال ژن ) گیاهاني که در کلیه مراحل باززایي در محیط انتخابي حاوي هیگرومای

ستخراج  ستفاده از واکنش زنيیره DNAرشد کردند پس از ا ستفاده از آغازگرهاي اختصاصي مختص ژن ايژنومي با ا پلیمراز و با ا

 ( به عنوان ژن کنترل داخلي آنالیز شدند.RG100اي از ژنوم برنج )و ناحیه

 

 نتايج و بحث

سازه چند ژني داراي ژن شه )ساخت  ( و افزايش بهره وري DRO1هاي کانديد تغييردهنده زاويه ي ري

سفر ) ستفاده از ف سانه: (PSTOL1ا شده براي مراحل هم س  ژني طراحي  سازي )بهینه OsDRO1سازي و قرارگیري کا

)از منشاء  Tahsp17و پایانبر  RCc3ح  پیشبرنده ت (Chamani Mohasses et al. 2020)کدوني شده بر اساس نتایج قبلي 

س  ژني  سالاس  PSTOL1گندم( در کنار کا شده از برنج رقم کا شبرنده  (Chamani Mohasses et al. 2017))جدا تح  پی
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شکل  T-DNAدر ناحیه  NOSکويیتین و پایانبر یوبي س  1سازه اگروباکتریومي در  شده ا شان داده  ستي جه  قرارگیري ن . در

س  سوم به  هاياین کا صل مو سازه چندژني حا ستفاده از هضم آنزیمي و واکنش زنيیره pUhrDroPstolژني در  اي پلیمراز با ا

س  شد. این کا سین قرار دارنتایید  س  ژني مقاوم  به هیگرومای شکل هاي ژني در خلاف جه  کا صل 1د ) سازه چند ژني حا  .)

شه و مقاوم  ها بهايتواند براي انتقال ژن در گیاهان به ویژه در تک ل همي ساختار ری سفر، تغییر  منظور افزایش تحمل به کمبود ف

 در برابر تنش خشکي مورد استفاده قرار گیرد. 

 pUhrDroPstolسازي و ساخت سازه نوترکيب مراحل همسانه. 1شکل 

Figure 1. The Schematic representation of construction of recombinant pUhrDroPstol 

vector 
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حاوي کاس  داراي پیشبرنده مختص ریشه به طور  pGH-RCc3و  OsDRO1 حاوي ژن pGH-DRO1 يدهایپلاسم

 pGHدرون حامل  RCc3ه تح  پیشجججبرند OsDRO1 بازيجف  768هضجججم و قطعه  SalIو  BamHI هايآنزیمجداگانه با 

هضم شده و قطعه حاوي  XbaIو  KpnI يبرش هايمیبا استفاده از آنز pGH-RCc3-Nac5شد. حامل نوترکیب  يسازهمسانه

در پلاسجججمید نوترکیب  OsPSTOL1در کنار کاسججج  ژني  OsDRO1 (Rcc3-OsDRO1-Tahsp-ubi)کاسججج  ژني 

pUhPstol  قرار گرف  و سازه نوترکیبpUhrDroPstol .ساخته شد 

ها را دریاف  کرده هایي که تراژنکالوس: ي احتمالي در محيط انتخابيهاي تراريختهانتقال ژن و ايجاد گياهچه

شد کردند در 50بودند در محیط انتخابي حاوي  شروع به ر سین  شاهد که در کنار که کالوسحاليمیلي گرم در لیتر هیگرومای هاي 

شده بودند، از بین رفتند. کالوسهاي تراریخته احتمالي قکالوس شده و پس از باززایي و تمایز، هاي جنینرار داده  سبز  زا به تدریج 

شهگیاهچه تولید کردند. این گیاهچه شهها در محیط ری شکل زایي، ری شدند. مراحل انتقال ژن و باززایي در  شده  2دار  شان داده  ن

هاي کامل به محلول یوشججیدا انتقال ورد اسججتفاده قرار گرف . سجج س گیاهچهبیوتیک هیگرومایسججین در تمامي مراحل ماسجج . آنتي

ي احتمالي نسب  ي گیاهان تراریختهمدت یک ماه براي استقرار کامل در این محیط نگهداري شدند. در این مرحله ریشهیافتند و به

(. این گیاهان 2اي نشان داد )شکل ملاحظه به گیاه شاهد غیرتراریخته هم سن و حاصل از مراحل کش  باف  تفاوت ظاهري قابل

سجج س آمادگي انتقال به خاک را پیدا کرده و تح  شججرایط کنترل شججده در گلخانه تراریخته پژوهشججگاه بیوتکنولوژي کشججاورزي تا 

 مرحله بذرگیري نگهداري شدند. 

سل واکنش زنجيره  DRO1آغازگرهاي تا تعيين خلوص رخدادها:  T0اي پليمراز براي تاييد حضور ژن در ن

سخه   Vector NTIبا نرم افزار  شابه داخلي تمایز  (10)ن ستفاده از آنها بین تراژن و ژن م شدند که بتوان با ا صورتي طراحي  به 

و نیز  RG100پلیمراز چندگانه با ژن مرجع داخلي اييیره. ترکیب این جف  آغازگر در واکنش زن(Zandi et al. 2019)قايل شد 

سازه  سل  PSTOL1آغازگرهاي مختص  شکل  T2و  T0 ،T1براي آنالیز ن شد. ) ستفاده  صل ا (. گیاهان bو  a 3رخدادهاي حا

را نشجججان دهند به عنوان  RG100و  DRO1 ،PSTOL1ي احتمالي که هر سجججه باند مورد نظر مربوط به ژن هاي تراریخته

سل تراریخته معرفي مي صورتي که همهT1شوند. پس از تایید تراریختگي نتاج هر رخداد در ن سل ، در  شده در ن ي گیاهان آنالیز 

T2 شججود. تاکنون یک رخداد خالص در نسججل تراریخته باشججند، رخداد مورد نظر به عنوان رخداد خالص معرفي ميT2  مربوط به

سازي در ، خالصT2(. در صورت ناخالص بودن رخداد مورد بررسي در نسل 1معرفي شده اس  )جدول  pUhrDroPstolي سازه

سل شد. خالصن س .هاي بعدي انيام خواهد  سایر رخدادها در حال انيام ا شه گیاه تراریخته با  سازي  ساختار ری سه فنوتیپ و  مقای

  OsDRO1 ،OsPSTOL1 هاينتقال به گلدان نشججان داد انتقال ژنگیاه شججاهد هم سججن پس از مراحل کشجج  باف  و قبل از ا

س  صورت ظاهري تغییر داده ا سي را به  شه گیاه مورد برر آر براي سيواکنش پي .تر داردکه نیاز به آنالیزهاي دقیق (1شکل ) ری
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خلاصه شده اس .  1نها در جدول رخدادهاي تراریخته حاصل انيام و نتایج تعدادي از آ T2و  T1هاي در حال تفکیک آنالیز نسل

 سازي رخدادهاي حاصل در حال انيام اس .خالص

 

فنوتيپ ظاهري ريشککه يکي از رخدادهاي حا ککل از انتقال سککازه مراحل انتقال ژن به برنج و . 2شکککل 

pUhrDroPstol  در نسلT0 قبل از انتقال به گلدان در کنار گياه شاهد 

Figure 2. Stages of rice gene transformation and observed phenotype of the root of one of 

the rice events resulting from the pUhrDroPstol recombinant construct transformation (T0 

generation before transfer to the pot) next to the control plant 
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( bp 486)باند مورد انتظار:  DRO1اي پليمراز چندگانه با آغازگرهاي مختص تراژن . واکنش زنجيره3شکل 

ظار  RG100 و مرجع داخلي  ند مورد انت با (bp 952) (a) غازگرهاي مختص واکنش زنجيره؛ با آ اي پليمراز 

ند مورد انتظار:  PSTOL1تراژن  با (bp 262 )(b). M ندازه وزن  1Kb Plus-Biofactملکولي )، نشککان ر ا

company ؛)P سميد ست آمده T)کنترل مثبت(؛  pUhrDropstol، پلا ، گياه تراريخته )حاوي ژن منفرد به د

، کنترل بدون ال و W، گياه شککاهد غيرتراريخته به عنوان کنترل منفي؛ Nاز پروژه( به عنوان کنترل مثبت؛ 

 T2ها گياهان تراريخته نسل )آب(؛ ساير چاهک

Figure 3. Multiplex polymerase chain reaction using DROI transgene-specific primers 

(expected band: 486 bp) and internal reference RG100 (expected band: 952 bp) (a); PCR 

using PSTOL1 transgene-specific primers (expected band: 262 bp) (b). M, Molecular weight 

marker (1Kb Plus-Biofact company); P, plasmid pUhrDroPstol; T, Transgenic plant 

(positive control); N, non-transgenic plant; W, water control (no DNA); Others: rice event 

(T2) samples 

 

و  OsDRO1حضججور هر دو ژن  PCRرخداد در آنالیز  10رخداد احتمالي برنج تراریخته حاصججل شججد که  12در این پژوهش 

OsPSTOL1  شان دادند. همچنین آنالیز شماره  PCRرا ن شان داد رخداد  را دریاف  کرده و فاقد ژن  OsPSTOL1تنها ژن  7ن

OsDRO1  شماره س . رخداد  شانگر ان 3ا ضور ژنتنها حاوي ژن ن شد.تخابي بوده و ح صلي در این گیاه ثاب  ن ایرانیان در  هاي ا

هاي . در این پژوهش ژن(Bennett et al. 1997; Ghareyazie et al. 1997)اند تولید برنج تراریخته در دنیا پیشججتاز بوده

OsPSTOL1  وOsDRO1 هاي کاندید موثر در تغییر سجججاختار ریشجججه و تحمل به خشجججکي تح  نواحي تنظیمي به عنوان ژن

جداگانه در یک سازه ژني به گیاه برنج رقم هاشمي منتقل شدند که انتقال همزمان این دو ژن تاکنون گزارش نشده اس . انتظار بر 

 Kondo et al. 2000; Uga)ها به سم  عمق خاک رشد کنند داده و ریشهزاویه رشد ریشه را تغییر  OsDRO1این اس  ژن 

et al. 2013). 
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 T2و نتايج آناليز تا نسل  pUhrDroPstol. رخدادهاي برنج تراريخته حا ل از سازه نوترکيب 1جدول 

Table 1. Transgenic rice events resulting of pUhrDroPstol construct transformation and 

analysis results until T2 generations 

 T2خلوص در نسل 

Purity of T2 generation 

 مثب  PCRتعداد گیاهان 

The number of PCR 

positive plants 

 T0تعداد گیاهان باززاشده در نسل 

The number of regenerated 

plants of T0 generation 

 رخداد احتمالي

Putative 

events 

 ناخالص

heterozygous for the 

insertion 

6 (DRO+/PSTOL+) 6 Event 1 

 خالص

pure line (homozygous 

for the insertion) 

4  (DRO+/PSTOL+) 4 Event 2 

- 0 1 Event 3 

 ناخالص

heterozygous for the 

insertion 

4  (DRO+/PSTOL+) 4 Event 4 

 ناخالص

heterozygous for the 

insertion 

6  (DRO+/PSTOL+) 6 Event 5 

 ناخالص

heterozygous for the 

insertion 

6 (DRO+/PSTOL+) 6 Event 6 

 ناخالص

heterozygous for the 

insertion 

6 (DRO-/PSTOL+) 6 Event 7 

 ناخالص

heterozygous for the 

insertion 

5 (DRO+/PSTOL+) 5 Event 8 

 ناخالص

heterozygous for the 

insertion 

3 (DRO+/PSTOL+) 3 Event 9 

 ناخالص

heterozygous for the 

insertion 

1 (DRO+/PSTOL+) 1 Event 10 

 ناخالص

heterozygous for the 

insertion 

3 (DRO+/PSTOL+) 3 Event 11 

 ناخالص

heterozygous for the 

insertion 

5 (DRO+/PSTOL+) 5 Event 12 
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زني از موارد مورد انتظار بیان این تر و با زاویه بیشتر نسب  به سطح افق و اجتناب از خشکي با افزایش عمق ریشهریشه عمیق

اسججتفاده از اگروباکتریوم حاوي سججازه نوترکیب سججاخته شججده در این . انتظار بر این اسجج  که (Uga et al. 2013)ژن خواهد بود 

شده و نیز pUhrDroPstolتحقیق ) سبب افزایش عملکرد  سفر  ( در انتقال ژن به گیاهان مختلف بتواند با افزایش کارایي جذب ف

ود صججفات مختلف در گیاهان انتقال همزمان چندین ژن براي بهببا بهبود سججاختار ریشججه در افزایش تحمل به خشججکي موثر باشججد. 

تواند زمان رسیدن به هدف مورد نظر براي ي موثر به کار مي رود. این روش ميي داشته و به عنوان یک روش اصلاحااهمی  ویژه

سهیل نماید. در گزارش  صف  مورد نظر را ت صلاح گیاهان را کاهش داده و بهبود  سال  Yeا شده  2000و همکاران که در  انيام 

انتقال همزمان سه ژن دخیل در سنتز ویتامین آ به برنج که منير به تولید این ویتامین در آندوس رم برنج شد، ارزش غذایي اس ، با 

یند بیوسجججنتز لیگنین در درختان جنگلي موجب . انتقال همزمان دو ژن دخیل در بهبود فرا(Ye et al. 2000)آن را افزایش دادند 

 . (Li et al. 2003)افزایش کارایي این سیستم در درختان شد 

ستفاده از روش شه، انتقال تعداد زیادي از ژا ساختار ری سنتي براي تغییر معماري  صلاح  هاي نامطلوب را همراه با ژن نهاي ا

ي مورد نظر به رقم زراعي در پي دارد و ممکن اس  با تاثیر بر عطر و طعم برنج، نتواند پاسخگوي ذايقه ایراني باشد. استفاده از تلاق

سمبرگشتي زمان ساخ بر بوده و براي تيمیع چندین ژن با مکانی س . طراحي،  و انتقال  هاي مختلف، کاري وق  گیر و پر هزینه ا

 .Mohsenpour et al)هاي پیشین نیز تا مراحل آزمایشگاهي در ایران انيام شده اس  هاي چندژني به گیاهان در پژوهشسازه

2008, 2015; Mohammadizadeh et al. 2010; Raufi et al. 2012; Dolatabadi et al. 2014; Mohkami et 

al. 2015) در تحقیق حاضججر دو ژن مختلف در مدت زماني کوتاه به گیاه برنج رقم هاشججمي که از نظر عطر و طعم مورد پسججند .

شد.  س  منتقل  شمي از نظر عطر و طعم مورد پایرانیان ا س . انتظار ميرقم ها صل از نظر سند ایرانیان ا رود گیاهان تراریخته حا

شند. این ویژگي صفات مربوط به پخ  مانند همتاي غیرتراریخته خود با صفات از جمله  ستفاده از ها پس از خالصسایر  سازي، با ا

س  آزمایش ضر گام اولیه موثري جه  هاي اینهماني و بررسي صفات کیفي بذر مورد مطالعه قرار خواهند گرف . امید ا پژوهش حا

شور  سفر در ک صر غذایي به ویژه ف شاورزي و بهبود عملکرد با جذب عنا صرف آب در ک شکي، کاهش م تولید گیاهان متحمل به خ

 باشد.

شه و تحمل به خشکي : گيرينتيجه ساختار ری ستفاده از مهندسي ژنتیک در این تحقیق دو ژن کاندید موثر در تغییر  به با ا

شه و بهبود کارایي جذب فسفر برن ساختار ری شد. تاکنون انتقال همزمان این دو ژن کاندید ایياد کننده بهبود  شمي منتقل  ج رقم ها

ي عناصر غذایي و همچنین تسهیل دسترسي به آب تغییر ساختار ریشه با بهبود صفات دخیل در جذب و ذخیرهگزارش نشده اس . 

شههاي زو مواد غذایي موجود در لایه شرایط هاي عمیق، ميیرین با ایياد ری تواند به طور موثري موجب افزایش عملکرد، بویژه در 

شود. ژن  شهبا تغییر زاویه DRO1نامساعد محیطي  شه منير به افزایش تعداد ری  .Uga et al)شود هاي عمیق در برنج ميي ری

هاي گیاهي نیز با دسججترسججي بهتر به مواد غذایي و در نتیيه عملکرد بالاتر همراه بوده گونهها در سججایر بودن ریشججه. عمیق(2013

سخ گیاها سفر در خاک، پا س . همچنین با توجه به غیر متحرک بودن ف ستردها سفر معمولا با گ شه همراه ن به کمبود ف شدن ری تر 
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یافته جذب فسججفر بالاتري را نشججان خواهند داد. بر اسججاس هي توسججعتوان نتیيه گرف  که گیاهان داراي ریشججهاسجج . بنابراین مي

ي ریشه ي برنج و در نتیيه افزایش جذب فسفر ایفا در شرایط کمبود فسفر نقش بسزایي در توسعه PSTOL1گزارشات قبلي، ژن 

هاي حاصل از این . بررسي صفات ریشه، تحمل به خشکي و افزایش جذب فسفر براي لاین(Gamuyao et al. 2012)کند مي

ستفادهپژوهش مورد نیاز خواهد بود.  هاي نامطلوب انتقال تعداد زیادي از ژن با هاي اصلاح سنتي براي تغییر ساختار ریشهاز روش ا

س ورد نظر به رقم زراعي همراه ژن مبه  شد.  همراه ا سخگوي ذايقه ایراني با س  با تاثیر بر عطر و طعم برنج، نتواند پا و ممکن ا

صلاح گیاه با روش ستفاده از این روش  و بوده برزماننیز تلاقي برگشتي  ا سما هاي مختلف، کاري براي تيمیع چندین ژن با مکانی

بتواند با افزایش  يبه رقم هاشججم  PSTOL1 و DRO1 این اسجج  انتقال همزمان دو ژنانتظار بر . وق  گیر و پر هزینه اسجج 

در افزایش تحمل به خشکي موثر  و رشد عمودي ریشه کارایي جذب فسفر سبب افزایش عملکرد شده و نیز با بهبود ساختار ریشه

  د.باش

س زاري س  محترم از : سپا شاورزي )ریا شگاه بیوتکنولوژي ک ي فراهم کردن هزینه و امکانات این ( براABRIIپژوه

سگزاري مي س ا شتند  شود.پژوهش  شاد که در بررسي منابع این پژوهش همکاري دا سرکار خانم دکتر از خانم مهندس فاطمه فر و 

 شود.قدرداني ميمهرناز انتصاري براي انتقال تيربه روش انتقال ژن به برنج 

 

 منابع

( 1396چمني محصججص فاطمه، سججلوکي محمود، قره یاضججي بهزاد، فرشججاد فاطمه، فهمیده لیلا، غفاري اکرم، محسججن پور مطهره )

مهندسي ژنتیک علمي پژوهشي  ميله. برنج ي( از گونه وحشPSTOL1جذب فسفر ) شیعملکرد ژن افزا زیو آنال يجداساز

 .10-1( 1) 6و ایمني زیستي. 

و ساخ   PR1 کردن دو ژن از خانواده جداسازي و کلون( 1390سعود، سلوکي، محمود، محسن پور مطهره )ريوفي البرز، توحیدفر م

ي. قارچ هايماريیمقاوم به ب ختهیترار اهانیگ دیبه منظور تول ، PR هايژن گانه حاوي سه گروه مختلف ازسه دهايیپلاسم

 .46-27( 2) 3ميله بیوتکنولوژي کشاورزي. 

ضي بهزاد ) سم، قره یا سالکده قا سیني  سن پور مطهره، ح سیني رامین، مح ، OsEXPA8 يهاانتقال ژن( 1398زندي میلاد، ح

OsNAC5 وDRO1 شک شهیساختار ر رییبه برنج به منظور تغ سي ژنتیک و . يو تحمل به خ شي مهند ميله علمي پژوه

 .89-77( 1) 8ایمني زیستي. 

طراحي و سججاخ  چهار حامل پلاسججمیدي ( 1387ار نادعلي، توحیدفر مسججعود، حبشججي علي اکبر )محسججن پور مطهره، بابايیان جلود

علوم کشجججاورزي و منابع . ميله علمي پژوهشجججي به گیاهان Btنوترکیب مناسجججب براي انتقال ژن هاي کیتیناز، گلوکاناز و 

 .80-69( 4) 15. طبیعي
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سطه اگروباکتر اهیگ زشیترار( 1389محمدي زاده نگین، توحیدفر مسعود، محسن پور مطهره ) هاي به منظور انتقال ژن ومیگندم بوا

 .98-81( 1) 2. ميله بیوتکنولوژي کشاورزي. و گلوکاناز نازیتیک
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