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اگرو باکتریومبه روش برنجگیاه به سیانوباکتریاییfldانتقال ژن 

3پورمحسنمطهرهو 2توحیدفر، مسعود1قریشیابراهیم

چکیده
تنش اکسیداتیو تهدیدات جدي براي کشاورزي هاي غیرزنده مانند خشکی، شوري، دماي بالا، سمیت شیمیایی وتنش

سیانوباکتریایی fldدر این تحقیق به منظور انتقال ژن . گذارندجا میباروري گیاهان بری بر رشد ومحسوب شده و اثرات نامطلوب
این  ناقل حاوي ژن نشانگر باکتریایی . استفاده شدp6-ubiو حامل پلاسمید EHA105به گیاه برنج به روش اگروباکتریوم از سویه 

فلاودکسین نقشی مشابه . است) fld(به هیگرومایسین و ژن فلاودکسین نشانگر گیاهی مقاومت مقاومت به استروپتومایسین،
هاي موجود در نظمیزیستی با جلوگیري از وقوع اغتشاشات و بیهاي غیردر گیاه ایفا کرده و هنگام وقوع تنش) fd(فرودکسین 

در این . دهدو تحمل گیاه را افزایش میاکسیدان عمل کرده آنتیهاي فعال اکسیژن به صورت اد فرمچرخه انتقال الکترون و ایج
پس از .  در انتقال ژن مورد استفاده قرار گرفتروند،شمارمیبهبافت هدف زاي برنج رقم هاشمی کههاي جنینتحقیق کالوس

2ک، گرم بر لیتر اسید نفتالین استیمیلی2/0هاي تراریخت احتمالی به محیط باززایی حاوي انجام مراحل تراریختی، کالوس
2/0زایی حاوي زایی نیز از محیط ریشهریشهبراي.گرم بر لیتر هیگرومایسین منتقل شدندمیلی50گرم بر لیتر کاینتین و میلی
آنالیز . هاي حاوي محلول یوشیدا منتقل شدندگیاهان باززایی شده به لوله. گرم بر لیتر اسید نفتالین استیک استفاده شدمیلی

نشان داد که این گیاهان حداقل fldبراي گیاهان تراریخت احتمالی با استفاده از پرایمرهاي ) PCR(مراز یاي پلواکنش زنجیره
نشان داد که تعدادي از گیاهان تراریخت، فاقد آلودگی اگروباکتریومی virGبراي ژن PCRآنالیز . یک نسخه از ژن را دارا هستند

.شوندگلخانه براي تولید بذر نگهداري میدر حال حاضر گیاهان تراریخت حاصل در. هستند

هاي غیرزنده، فلاودکسیناگروباکتریوم، برنج تراریخت، تنش: کلیديهايواژه

مقدمه
يهان عامل کاهش عملکرد، تنشیترمهميکشاورزدر 

از یبود آب ناشم، کیزدگخیبالا، سرما، يدما(رزنده یغ
اب شدن، نور د، غرقی، شدت تابش نور خورشيا شورییخشک
ن یاکثر ا.استشده یمعرف) نیبنفش و فلزات سنگيماورا
د یم موجب تولیرمستقیا غیم یبه طور مستقیطیمحيهاتنش

ت منجر یر شده و در نهایپذژن واکنشیآزاد اکسيهاکالیراد
ها دلیل گونه تنشنیا). 16(شوند یو میداتیجاد تنش اکسیبه ا

اعی در سراسر دنیا بوده و زراصلی و عمده کاهش محصولات
50به کاهش عملکرد اکثر گیاهان مهم زراعی تا بیش از 

يکه نقش کلیدییهااز ژنیکی. )3،4(شودمیمنجردرصد 
. استfldژن ،داردیمحیطيهاپاسخ به چنین تنشدر
ج نامطلوب کاهش ینتابراي جلوگیري ازباکترها انویس

همانند الکترونی هايدهندهانتقالان ین، بیفرودکس
با عملکرد مشابه کند که را القاء می) Fld(نیفلاودکس
ها Fld). 8(کنندیمعمل در گیاه ) Fd(نیفرودکس
ن مونویفلاويحاو) kDa19باًیتقر(کوچکهاي پروتئین
ره انتقال الکترون فتوسنتز یدر زنجالکترون کنندهملد ینوکلئوت

ن یها در بونهستند که باعث رد و بدل شدن الکتر
ها در همه Fd. شوندیها مرندهیها و پذرندهیاز گيامجموعه

،وجود دارند) واناتیها تا حمیکروارگانسیماز (موجودات زنده 
ها و انوباکتری، سيهوازيهايفقط در باکترFldکه یدر حال
و یطیط محیکه از لحاظ شراییایدريهاجلبک

افت یکنند، یست میز1حاديهاطیدر محياهیتغذ

ها به ن در طول تکامل جلبکین پروتئیا).27(شوندیم
که Fd). 27(اه حذف شده است ی، از ژنوم گياهان آوندیگ

در يره انتقال فتوسنتزیالکترون در زنجدهندة انتفال
به FNR2میله آنزیز به وسیاهان تحت کاتالیکلروپلاست گ
و CO2ت یتثبرايبNADPHباعث آزاد شدن شمارمی رود، 

گر یديدینقش کلنیزشود و یک میوسنتتیبيرهایگر مسید
طید تحت شرایشدیاکنندگیت احیآن، کاهش و کنترل وضع

ن تحت ین پروتئیا. است3در استرومایطیو محیکیولوژیزیف
). 13(ابد ییاه کاهش میو کمبود آهن در گیطیمحيهاتنش

ها بوده و انسانییذاترین منبع غپس از گندم مهم4برنج
.رودیماز مردم جهان غذاي اصلی به شماربیش از نیمیيبرا
فتوسنتزکننده يهاسمیکروارگانیوه پاسخ میاستفاده از شراًیاخ

اه مدل یدر گیطینامطلوب محيهاها به تنشانوباکتریمانند س
ها در جهت بهبود تحمل تنشیجالبيهاتیموفقبه توتون 

خت حاصل به انواع یاهان تراریکه گبه طوري،شده استمنجر
، )یا غرق آبیکمبود (مانند تنش آب یطیمحيهاتنش
وUV، تابش )ا سردیگرم یلیخ(مفرط يدماها
). 27(اند مقاومت نشان داده5چرخه ردوکسيهاکشعلف

در Fdنیگزیجاییایانوباکتریسبا منشأ Fldکهاین راهکار
یاهان زراعیدر بهبود گيدیانداز جدچشم، شودیاهان زراعیگ

ک یزیرا خواهد بود،ها مقاومت به تنشيبه خصوص برا
اهان یگیمات درونیکه وابسته به تنظییایانوباکتریمحصول س

يفتوسنتزيهايازمندینیبررسيبرا،ستینیعال
6مختلفيهاتنشاهان متحمل به ید گجاین ایچنها و همآن

ایرانکشاورزيبیوتکنولوژيپژوهشکده،ارشدکارشناسیآموختهدانش-1
) m_Tohidfar@sbu.ac.ir:نویسنده مسوول(، آوري نوین گروه بیوتکنولوژيدانشگاه شهید بهشتی، دانشکده فندانشیار،-2

کشاورزي، سازمان تحقیقات، ترویج و آموزش کشاورزيبیوتکنولوژيپژوهشکده، استادیار-3
1/5/93: تاریخ پذیرش3/2/93: تاریخ دریافت

1- Extreme environment 2- Ferredoxin-NADP+ reductase 3- Stroma
4- Rice. Oriza sativa L. 5- Redox-cycling 6- Multi-stress tolerance

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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انیب)23(و همکاران یگنتوتق گزارشطب.موثر خواهد بود
Fldش تحمل یاه توتون، موجب افزایدر کلروپلاست گ

با ).23(شدیستیزریغيهاتنشخت نسبت به یتراريهانیلا
مصرفی در ایران غذایی مادة نیدومبرنجکه نیتوجه به ا

ن یبا ا. برخوردار استییت بالایاز اهمهی، از نظر تغذاست
سطح آب دریاي خزر و نفوذ آب دریا در اراضی وجود، افزایش

هاي آورد که زراعتساحلی همواره این نگرانی را به وجود می
برنج در دو استان شمالی کشور یعنی مازندران و گیلان که در 

کنند، تحت تأثیر برنج کشور را تولید می% 64مجموع در حدود 
با در ). 12(ها را موجب شود قرار گرفته و کاهش تولید در آن

ن ینژادي ارسد که بهنظر گرفتن مسائل ذکر شده به نظر می
. ناپذیر استاجتناباه براي مقاومت به شوري در این شرایط یگ

یاه برنج رقم هاشمیگبهfldق انتقال ژن ین تحقیهدف از ا
استفاده از رودیاست که انتظار مبا استفاده از اگروباکتریوم

یستیزریغيهاتنشش تحمل به یدر افزايدیژن کلن یا
.فا کندیرا اییسزاهنقش ب

هامواد و روش
یاهیمواد گ

در پژوهشکده 1391-1392که در سال در این مطالعه
برنج ازانجام شد،) ABRII(بیوتکنولوژي کشاورزي ایران 

ماده گیاهی براي انتقال ژن استفاده صورترقم هاشمی، به 
نج معطر است که ضمن داشتن رقم هاشمی یک رقم بر. شد

عملکرد مناسب، کیفیت مطلوب و بازارپسندي بسیار زیاد، در 
. زایی و باززایی بسیار خوبی داردکالوس،ویتروهاي اینمحیط

مؤسسه تحقیقات برنج کشور در رشت تأمین از بذور مورد نیاز 
.شد

زادست آوردن کالوس جنینه کشت بافت و ب
انجام بررسی روي وضعیت به منظور قیتحقدر این 

،در رقم مورد مطالعهزانید کالوس جنیزایی و تولکالوس
برايط یکشت شدند و محN6ط کشت یبذرهاي بالغ در مح

ت یو در نهاشديسازنهیبهیهاشمرقمیدهکالوسيالقا
،)D-2,4(دي فورگرم در لیتر تو،2/0(تغییریافتهN6ط یمح
، )گرم در لیتر فیتاژل3و 8/5pH،اکارزگرم در لیتر س30

بذور در یک فرایند دو. نه انتخاب شدیبهکشت ط یمحبراي
در مرحلۀ اول از . شدنداي به صورت سطحی ضدعفونی مرحله

دقیقه2هاي قارچی به مدت براي حذف آلودگی% 96اتانول 
بار با آب مقطر استریل 4تا 3دنبال آن ه ب. استفاده شد

ماندة پس از این مرحله، براي حذف باقی. نداده شدشستشو د
هاي داراي منشاء قارچی و به خصوص حذف احتمالی آلودگی

هاي باکتریایی، بذور در محلول هیپوکلریت سدیم آلودگی
عفونی ضد) کنندة تجارتیسفیداز مایع % 50محلول (%5/2

به ازاء هر ،بین بردن کشش سطحی آببه منظور از.شدند
به و افزوده شد80ین ئیک قطره تومحلول، لیتر میلی100

بذور بر آناز پس . به آرامی تکان داده شدقهیدق45مدت 
.خشک شدندیکاغذ صافيرو

به N6هاي حاوي محیط کشت بذور استریل درون پتري
کهحالیشدند که بذور به صورت مورب و درصورتی کشت

هایی که بدین پتري.گیرندجنین آن رو به بالا باشد، قرار
زا، در هاي جنینترتیب کشت شدند، تا زمان ظهور کالوس

ه بگراددرجۀ سانتی125محیط کاملاً تاریک و در دماي 
. نگهداري شدندهفته5تا 4مدت 

مورد استفادهيه باکتریسوویسازه ژن
که EHA105اگروباکتریومه ین پژوهش از سویدر ا

ها ز نمونهیح ریبه منظور تلقد، بوp6-ubiحاوي پلاسمید
مقاومت به ییایژن نشانگر باکتريحاوناقلن یا. استفاده شد
ن و یسیگرومایهبه تمقاومیاهین و نشانگر گیسیاستروپتوما

.)1شکل (استubiquitinتحت پیشبر ) fld(ن یژن فلاودکس

.سازه انتقال ژن-1شکل 
Figure 1. Physical map of recombinant pBI121 containing target genes

PCRیو انجام کلوناگروباکتریومد به یانتقال پلاسم
و انجماداز روش اگروباکتریومد به یانتقال پلاسمبراي

شدن ختینان از تراریاطميبرا.)1(ذوب استفاده شد

یانتخابLBط یمحيکه رویاگروباکتریوميهاکلونی
با پرایمرهاي PCRکلونیواکنش،ودندرشد کرده ب

. انجام شدfldژن اختصاصی
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رشد آگروباکتریوم
LBط یمحتریلیلیم5دراگروباکتریوماز کلونیک یابتدا 

ن یسیتر استروپتومایگرم بر لیلیم100يع حاویما
کشت شد نیسیفامپیتر ریگرم بر لیلیم75ن و ینوماسیواسپکت

انکوباتور با کریگراد در دستگاه شیتدرجه سان28يدر دماو 
18-22مدت زمان یپس از ط. داده شدقرار rpm180دور 

تر از یلیلیمکی، انتقال ژنییش کارایساعت، به منظور افزا
LBانتخابیطیمحتریلیلیم50در ،افتهیرشد يمحلول باکتر

4- 5انکوباتور به مدت کریو در دستگاه ششد رقیقتازه
پس از . برسد6/0آن به OD600nmتا قرار گرفتساعت

درجه 4يها در دمايباکتر،مناسبODدن به یرس
50سپس .رسوب داده شدندrpm3000گراد و یسانت

کرومولار به یم100نگون یاستوسريحاوN6ط یتر محیلیلیم
.ح آماده شودیتلقبراي ییایون باکتریآن اضافه شد تا سوسپانس

یکشتها و همنمونهزیح ریتلق
انتقال براياي هستند کهزا ریزنمونههاي جنینکالوس

يهاکالوس.ندبا اگروباکتریوم مورد استفاده قرار گرفتژن
ط یو در محشدهيسازجداقبلروز 3که ییزانیجن

پس از انتقال به ارلن و ،واکشت شده بودندییزاکالوس
ي با روي شیکرقه یدق15ح به مدت یون تلقیافزودن سوسپانس

صافی ها به کاغذ کالوسسپس. آرام قرار داده شدنددور
ط یو پس از خشک شدن به محداده شده انتقالاستریل 

گرم بر D ،30-2,4تریگرم بر ل2/0يحاو(N6Aیکشتهم
100همراه با 8/5pHتاژل، یتر فیگرم بر لیلیم3،ساکارزتر یل
يدر دماروز 3منتقل و به مدت ) نگونیکرومولار استوسریم

.نگهداري شدندیکیگراد در تاریدرجه سانت24
ییباززاانتخاب و

حاوي لیها با آب استرکالوس،یکشتپس از هم
ن بار شستشو داده یچند)گرم در لیترمیلی400(سفوتاکسیم 

N6Bط یبه محیکاغذ صافيشدن روو پس از خشکندشد
400، ساکارزتر یگرم بر لD ،30-2,4تریگرم بر ل2/0يحاو(
) 8/5pHوتاژل یتر فیگرم بر لیلیم3م، یگرم سفوتاکسیلیم

درجه 26يک هفته در دمایو به مدت ندشدانتقال داده 
ک هفته یپس از .ندگرفتقرار یکیگراد در تاریسانت

تریگرم بر ل2/0يحاو(N6Cیط انتخابیمحها به نمونهزیر
2,4-D ،303م، یگرم سفوتاکسیلیم250، ساکارزتر یرم بر لگ

بانیگروماسیتر هیگرم بر لیلیم50تاژل، یتر فیگرم بر لیلیم
8/5pH (26يها در دمايپتردنبال آن ه ب. منتقل شدند

قرار داده یکیدر تارهفته6-8گراد به مدت یدرجه سانت
س هاسپس کالوس. شدندبار واکشت کیهفته 2شدند و هر 

يحاو(MSAییباززاطی، به محمقاوم به هیگرومایسین
گرم 20اسکوگ، گ ویط موراشیمحيهانیتامیوها و نمک

گرم یلیم3م، یسفوتاکسبر لیترگرمیلیم250، ساکارزتر یبر ل
گرم یلیم2ن، یگروماسیتر هیگرم بر لیلیم50تاژل، یتر فیبر ل
ک و ین استینفتالاسیدتریگرم بر لیلیم2/0ن، ینتیاتر کیبر ل

8/5pH(انتقال داده ییبه روشناگراد یدرجه سانت25يبا دما
ها، هفته و باززا شدن کالوس3پس از گذشت .شد

MSBییزاشهیط ریبه محیخت احتمالیتراريهااهچهیگ
20گ واسکوگ، یط موراشیمحيهانیتامیها و ونمکيحاو(

گرم بر یلیم2م، یسفوتاکسگرمیلیم250، ساکارزتر یگرم بر ل
گرم یلیم2/0ن، یگروماسیتر هیگرم بر لیلیم50تاژل، یتر فیل

سپس . افتندیانتقال ) 8/5pHک و ین استینفتالاسید تر یبر ل
يحاويمتریسانت20ش یآزمايهااهان باززا شده به لولهیگ

.دا منتقل شدندیوشیمحلول 
ژنومی و آنالیز مولکولیDNAاستخراج 

هاي برنج به روش از برگ گیاهچهDNAاستخراج 
، واکنش به منظور اثبات حضور ژن. )7(دلاپورتا  انجام گرفت

PCR1 میکرولیتري حاوي یک واحد آنزیم 25در حجم
DNA پلیمرازTaq ،25 نانوگرمDNA ،5/2 میکرولیتر
dNTP)2/0مولارمیلی( ،میکرولیتر 2MgCl2)25

گرم از نانو40و X10PCRیکرولیتر بافر م5/2و ) مولارمیلی
fldبراي اثبات حضور ژن . هاي اختصاصی انجام گرفتآغازگر
چنینهم. استفاده شد1هاي اختصاصی طبق جدول گراز آغاز

virGهاي اختصاصی لودگی باکتریایی از آغازگرآجهت تست 
5گراد درجه سانتی94براي هر دو ژن، واکنش در . شداسفاده 

درجه، 94هر چرخه شامل یک دقیقه در (چرخه 35قیقه و د
و یک virGو fldهايبراي ژندرجه58در یک دقیقه
7درجه 72گراد و تکمیل بسط در درجه سانتی72دقیقه در 

به RG100از ژن PCRدر تمام مراحل.انجام شد) دقیقه
در .استفاده شدPCRوان کنترل داخلی و صحت واکنش نع

DNAو ) DNAفاقد هر گونه (واکنش از نمونه آب هر سه 
ید که نفی و از نمونه پلاسمکنترل میاه شاهد، به صورتگ

.کنترل مثبت، براي تائید تراریختی گیاه استفاده گردید
درصد، 1ژل آگارز اي پلیمراز رويمحصول واکنش زنجیره

آمیزي با اتیدیوم بروماید در دستگاه الکتروفورز و پس از رنگ
.یدبرداري گردژل داك عکس

نتایج و بحث
انتقال ژند یتائ

اي پلیمراز ، واکنش زنجیرهfldانتقال ژن به منظور تایید 
)PCR(براي اثبات وجود ژن ،fldهاي تراریخت در کلونی

جامد LBکه روي محیط کشت EHA105احتمالی سویه
سین و بیوتیک استرپتومایسین، اسپکتینومایانتخابی حاوي آنتی

در این واکنش از . سین رشد یافته بودند، انجام شدآمپیریف
استفاده ) 1جدول (fldهاي روبه جلو و رو به عقب ژن آغازگر

ها از طریق هایی از اگروباکتریوم که تراریختی آنکلونی. شد
به اثبات رسید fldجفت بازي ژن 445حضور قطعه تکثیري 

گیاه برنج، مورد قال ژن به انتاستفاده در براي، )2شکل (
.استفاده قرار گرفتند

1- Polymerase Chain Reaction
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گیاهان تراریخت احتمالیPCRآغازگرهاي مورد استفاده در آنالیز - 1جدول 
Table 1. Used primers for PCR of putative transgenic plant

توالی آغازگرنوع آغازگرژن
fld5آغازگر رو به جلو’-CTACGGTACTCAAACTGG-3’

GCGATCGTCTGTTAAGTC-3-’5آغازگر رو به عقب

RG1005آغازگر رو به جلو’-GCTGGACGTGCCAAAGAGAG-3’
’CGAACCACAGCCACAGCATG-3-’5آغازگر رو به عقب

virg5آغازگر رو به جلو’-ATGATTGTACATCCTTCACG-3’
’TGCTGTTTTTATCAGTTGAG-3-’5آغازگر رو به عقب

.EHA105اگروباکتریوم سویهبهp6-ubiانتقال پلاسمید هاي حاصل ازبراي کلونیاي پلیمرازواکنش زنجیره-2شکل 
تراریختی به منظور تایید صحت fldهاي اختصاصی ژن استفاده از آغازگربا PCRکلونی ) 5تا 2(، DNAگر اندازة وزن ملکولی نشان) 1(

.اگروباکتریوم
Figure 2. Polymerase change reaction for recombinant EHA105 containing p6-ubi. 1) Molecular Size Marker, 2) 2-5

Colony PCR for fld gene using specific primer

هاتولید گیاهان تراریخت و آنالیز آن
زاي برنج با هاي جنینسازي کالوسپس از آلوده

،کلیه آزمایشاتدر،p6-ubiاگروباکتریوم حاوي پلاسمید 
شکل(محیط کشت انتخابی از بین رفتند درهاي شاهد نمونه

پس از هاي مقاوم به هیگرومایسیندر این تحقیق گیاهچه). 3
با ي استخراجیDNAو تایید کیفیت DNAاستخراج 

. قرار گرفتندPCRمورد آنالیز fldپرایمرهاي اختصاصی ژن 
مراز با استفاده از پلیاينتایج حاصل از واکنش زنجیره

داده نشان 4در شکل fldهاي اختصاصی براي ژن پرایمر
اي محصولات واکنش زنجیرهبررسیدر این . شده است

مراز براي یازده گیاه تراریخت احتمالی که براي وجود پلی
ژن انتقالی مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفته داشتن یا نداشتن

و p6-Ubiاریخت، پلاسمید اولیه بودند به همراه گیاه غیرتر
داراي کلیۀ مواد مورد نیاز به جز (نیز کنترل منفی شامل آب 

DNAزمان براي هم. روي ژل آگارز بارگذاري شدند) الگو
آغازگر . نیز استفاده شدRG100آغازگراز PCRتایید شرایط 

RG100از ايقطعهاختصاصیطوربهکهاستگرينشان
ناحیۀفاقد،پلاسمیددرآغازگراین.کندمیثیرتکرابرنجژنوم

درولی) 4شکل (کندنمیتولیدبانديبنابراینواستمکمل
باندوبودهمکملناحیۀتراریخت داراي غیرو تراریختگیاه
جا که دماي اتصال از آن.کندمیتولیدراجفت بازي900

شت، دماي پرایمر به الگو براي این دو جفت پرایمر تفاوت ندا
fldپرایمر . گراد در نظر گرفته شددرجه سانتی58،اتصال
اي به قطعهRG100پرایمروبازجفت445اي به طول قطعه
بازي جفت445وجود باند . ندباز را تکثیر نمودجفت900طول 
در این گیاهان fldوجود حداقل یک نسخه ژن ةدهندنشان

. )4شکل (بود
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.مراحل انتقال ژن و باززایی گیاهان تراریخت احتمالی-3شکل 
ها در محیط انتخابی حاوي غربال کالوس) ج(،کشتیانتقال به محیط هم) ب(،p6-Ubiها با اگروباکتریوم حاوي پلاسمید تلقیح ریز نمونه)الف(

) ه(،هاي تراریخت احتمالیباززایی گیاه از کالوس) د(،)غیر تراریخت: ههاي سیاتراریخت احتمالی و کالوس: هاي سفیدکالوس(هایگرومایسین 
.زاییانتقال به محیط ریشه) و(،انتقال به محیط مایع یوشیدا

Figure 3. Stpes of gene transformation and regeneration of putative transgenic plants.a) Inoculation of explants using
Agrobacterium containing p6u-Ubi.b) Transfer to co-culture medium, c) Screening of calli in selective
medium (White callus: putative transgenic and Black callus: Non-transgenic), d) Regeneration of putative
transgenic calli, e) Transfer to yoshida medium, f) Rooting medium

.RG100و fldاي پلیمراز با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی ژن آنالیز واکنش زنجیره-4شکل 
کنترل منفی،) 4(،p6-Ubiکنترل مثبت، پلاسمید ) 3(،گیاه غیرتراریخت)1Kb ladder, Fermentase(،)2(گر اندازه وزن مولکولینشان) 1(

.گیاهان تراریخت احتمالی) 15تا 5(،الگوDNAبدون PCRواکنش 
Figure 4. Polymerase change reaction for RG100 and fld genes using specific primers. 1) Molecular Size marker, 2)

Non-transgenic plant,3) Positive control, 4) Negative  control, 5-15) Putative transgenic plants.

کنترل منفی یا واکنش باند در نبودن4شکل مطابق
PCR بدونDNAدهنده این است که واکنش نشان،الگو
PCRوجود باند در نمونۀ پلاسمید . عاري از آلودگی بوده است
. استPCRدهندة صحت مواد و آزمایش مثبت نشانکنترل
باند در این ظاهر نشدنژن مذکور در گیاه شاهد با فقدان

جفت بازي 900نمونه شاهد تنها باند .شدنمونه تأیید
RG100بازي ژن جفت445ولی باند ،را نشان دادfld در آن

وجود باند با اندازه پلاسمید در گیاهان تراریخت، .مشاهده نشد
وجود حداقل یک نسخه از ژن هدف در ژنوم گیاه ةدهندنشان

. بود

ز ابا استفاده آنالیز گیاهان تراریخت احتمالی
به منظور ردیابی آلودگی با virGژنهايپرایمر

اگروباکتریوم
گیاه تراریخت11حضور اگروباکتریوم در نبوداثباتبراي 

نشان PCRرا با استفاده از آزمون fldاحتمالی که حضور ژن 
گرهاي نیز با استفاده از آغازvirGداده بودند، حضور ژن 

ختصاصی این ژن بررسی اختصاصی رو به جلو و رو به عقب ا
مراز با اي پلینتایج حاصل از واکنش زنجیره5شکل . شد

در این بررسی . دهدرا نشان میvirGاستفاده از پرایمرهاي 
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مراز براي یازده گیاه اي پلیمحصولات واکنش زنجیره
تراریخت احتمالی که براي تست آلودگی مورد تجزیه و تحلیل 

پلاسمید همراه گیاه غیرتراریخت،به،قرار گرفته بودند
و کنترل مثبتکه EHA105استخراج شده از اگروباکتریوم 

داراي کلیۀ مواد مورد نیاز به جز (نیز کنترل منفی شامل آب 
DNAبر روي ژل آگارز بارگذاري شدروند،میشماربه)الگو .

در نمونه اگروباکتریوم و virGجفت بازي مربوط به 850باند 
). 5شکل (ونه از گیاهان مشاهده شد نمچهار

موجود در اگروباکتریوم که پلاسمید داخلیدرvirGژن 
است قرار دارد و بنابراین حضور آن T-DNAفاقد ناحیۀ 

ها بوده و در دهندة حضور اگروباکتریوم در نمونهنشان
شود، باید ها مثبت میدر آنvirGژن PCRهایی که نمونه
را نیز به حضور باکتري در fldژن براي PCRشدن مثبت

حاويT-DNAها نسبت داد و فرضیۀ الحاق ناحیۀ گیاهچه
هاي در مراحل انتقال ژن به ژنوم این گیاهچهfldژن 

ها هرچند تراریختی این گیاهچه. شودتراریخت احتمالی رد می
ولی بهتر است براي از ،شوددر این مرحله به طور اولیه رد می

ها هنوز وجود یاهانی که احتمال تراریختی آندست ندادن گ
تر ها را در نسل بعدي و با آنالیزهاي ملکولی پیشرفتهدارد آن

.یز مجدداً مورد آنالیز قرار دادن

.virGاي پلیمراز با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی آنالیز واکنش زنجیره-5شکل 
استخراج شده از پلاسمیدکنترل مثبت،) 3(،گیاه غیرتراریخت) DNA(1Kb ladder،)2 (Fermentase,گر اندازه وزن مولکولینشان) 1(

، 11، 8، 7، 6، 5(،گیاهان آلوده به اگروباکتریوم) 15و 12، 10، 9(،الگوDNAبدون PCRکنترل منفی، واکنش ) EHA105،)4اگروباکتریوم 
.لودگی به اگروباکتریومگیاهان تراریخت احتمالی و فاقد آ) 14و 13

Figure 5. Polymerase change reaction for virG gene using specific primers. 1) Molecular Size marker, 2) Non-
transgenic plant,3) Positive control, 4) Negative  control, 9,10,12 and 15) Putative transgenic plants which
were contaminated with Agrobacterium, 5,6,7,8,11,13 and 14) Putative transgenic plants without
Agrobacterium contamination.

به طور و یک پیشبر دائمی بسیار قوي است 35Sپیشبر
ان گیاهانتقال ژن بهبه منظورهاي بیانی در ناقل،وسیعی

ان ژن در گیاهان سطح بالایی از بی.گیردقرار میاستفادهمورد
این در حالی.شودبا به کارگیري این پیشبر ایجاد میدولپه 

غلاتویژه ه ـاي بهـلپتکگیاهانست که  تأثیر کمتري درا
به علت تفاوت در ها احتمالاًتفاوت در رفتار آن. داشته است

در .)6(استکیفیت و یا مشخصات فاکتورهاي تنظیمی 
35S ،10اي سطوح بیان با پیشبر هان تک لپههاي گیاسلول

.)6(ها استايبار کمتر از سطوح بیان در دو لپه100تا 
هاي مختلف دیگري به منظور افزایش سطح ها و روشپیشبر

اي مورد بررسی لپههاي تکهاي منتقل شده به سلولبیان ژن
هاي داخلی با بیان بالااستفاده از پیشبرهاي ژن. اندقرار گرفته

یابی به سطح لپه یکی از راهکارهاي دستدر گیاهان تک
1کوئیتینیوبی. هاستايلپهبالاتري از بیان ژن در تک

هاي یوکاریوتی یافت شده و توالیپروتئینی است که در سلول
. شده استاظتحفمختلفبه میزان زیادي در موجودات آن

ۀرل چرخاین پروتئین در فرآیندهایی چون تغییر پروتئین، کنت
ها ، پاسخ به شوك حرارتی و سایر استرسDNAسلول، ترمیم 

تنظیمی که بیان ناحیه. کروماتین شرکت داردرو نیز ساختا
نقطه -899نوکلئوتیدکند، از را در ذرت کنترل میUbi-1ژن 

3′در انتهاي 1092نوکلئوتیدتا 5′شروع رونویسی در انتهاي 
2000طول این قطعه تقریباَ .نقطه شروع رونویسی ادامه دارد

بر مناسبی در انتقال ژن به پیشباشد و جفت بـاز مــی
براي اولین در این تحقیق. )6(ها مطرح شده استايلپهتک
رقم ایرانیکوئیتین به گیاه برنجتحت پیشبر یوبیfldژن بار

باید به کلروپلاست منتقل شود تا fldمحصول ژن .منتقل شد
که در fldبنابراین ژن ). 23(خود را اعمال نماید اثر مقاومت 

يپپتیدسیگنال این تحقیق مورد استفاده قرار گرفت به یک 
کلروپلاستی نیز متصل شده است تا پس از الحاق ژن در 
هسته، محصول پروتئینی آن را به کلروپلاست هدایت کند

. )1شکل (
راکه ژن مقاومت یتراریختهايهنموندر این تحقیق 
بیوتیک در محیط انتخابی حاوي آنتیدریافت کرده بودند،
زایی طبیعی از خود نشان زایی و ریشههیگرومایسین شاخه

کشت . که گیاه شاهد در این محیط از بین رفتحالیدرند،داد
کند که بافت غلات، انواع مختلفی از کالوس را تولید می

وت باشندممکن است از نظر پتانسیل باززایی با هم متفاو
). 2(پاسخ کالوس و باززایی گیاه بستگی به نوع ژنوتیپ دارد 

دهی و باززایی مناسبی را در این تحقیق رقم هاشمی کالوس
.هاي به کار رفته، از خود نشان داددر محیط

غیرتومورزا اگروباکتریومییک سویهEHA105سویۀ 
ب مناسیناقلواشتقاق یافته است A281است که از سویه 

و راندمان ) 5(گیاهان معرفی شده است انتقال ژن بهبراي
پلاسمیدvirهاي آن به ناحیه ژنانتقال ژنبالاي 

1- Ubiquitin
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Ti)pTiBo542 (شود در آن مربوط می)گیاهانی که ). 9،15
fldدر نتیجه تلقیح با اگروباکتریوم داراي پلاسمید حاوي ژن 

در PCRدر محیط کشت انتخابی رشد کرده بودند و واکنش 
ها مورد از آندر یازده راfldنیز حضور ژن مرحله اول 

ارزیابی حضور برايکرده بود، براي اطمینان بیشتر تایید 
نیز virGهاي اختصاصی ژن آغازگراز طریقاگروباکتریوم 

مورد سنجش قرار گرفتند و آلودگی ناشی از اگروباکتریوم در 
این امر . یدي استخراجی مشاهده گردDNAنمونه چهار
کشتی ها بعد از همکه ریزنمونهگر آن است که با وجود آنبیان

برايبیوتیک سفوتاکسیم، به محیط کشت باززایی حاوي آنتی
جلوگیري از رشد بیش از اندازه باکتري، منتقل شدند، 
اگروباکتریوم به طور کامل حذف نشده است و دلیل آن را 

بیوتیک سفوتاکسیم ه آنتیتوان به این موضوع نسبت داد کمی
را از که باکتري کند تا اینبیشتر از رشد باکتري جلوگیري می

).19(بین ببرد 
روشیايبمباران ذرهروش بهژنانتقالکهآنوجودبا
وجودبدونوبودههاايلپهتکانتقال ژن بهبرايموفق

طوربهمیزبانی،محدودیتیامحدودیت بیولوژیکیگونههر
قرارمورد استفادهتراریختپلاسمژرممفیدتولیدیج، برايرا

ژنازنسخهچندینورودعلتبهاما،)14،20(گیرد می
انتقال ژنکارایی کم،ژنخاموشیبرايبالاگرایشوخارجی

بهژنانتقالروشازاستفادهمقابل،در).18(داردهمراهبهرا
وانتقالتواناییجمله، زامتعدديمزایاياگروباکتریومواسطه
ورودمیزبان،ژنومدرونکمتربازآراییبا DNAقطعه الحاق
حضورنبودخارجی،ژنپایداروهاي کمترنسخهتعداد
پی درراآزمایشاتکمترهزینهنیزوناقلهاي بدنهتوالی

تاکنون اگروباکتریوم با موفقیت براي تراریختی .داشتخواهد
). 10،11،21(ج مورد استفاده قرار گرفته است ارقام مختلف برن

در این تحقیق نیز به دلیل مزایاي فوق از روش اگروباکتریوم 
به هر حال . استفاده شدfldبراي تراریختی رقم هاشمی با ژن 

ناقل ریزنمونه،اگروباکتریوم،سویهژنوتیپ،مانندفاکتورهایی
وتلقیحهايیطو محشرایطبر،پیشانتخابی،گرنشاندوگانه،

بافتکشتاگروباکتریوم،اسمزي، غلظتتیمارهايکشتی،هم
بهبود وانتقال ژنسودمنديبراستباززایی ممکنمحیطو

با اگروباکتریومسازيآلودهازپسگیاهی،هايسلولپایداري
).24(بگذارندتاثیر

ایجاد صفت تحمل به شوري و خشکی در گیاهان همیشه 
با ) 2013(یو و همکاران .  ققین بوده استمورد توجه مح

به گیاه برنج تحمل به خشکی و EDT1/HDG11انتقال ژن 
شرکت مونسانتو با انتقال ). 26(عملکرد دانه را افزایش دادند 

به گیاه ) B)CSPBژن تولیدکننده پروئین شوك سرمایی 
را تولید نمودند که MON 87460ذرت، گیاه تراریخت 

این گیاه اولین گیاه ). 17،22،25(است متحمل به خشکی
هاي غیرزنده است که تراریخت داراي تحمل به استرس

.تجاري سازي شده است
پس از مراحل انتقال ژن حاصل گیاه 7در این تحقیق 
باکتري را نشان نداشتنحضوروfldشد که حضور ژن 

و، تعداد کپیحضوراثباتبرايبیشتريهايآنالیز. دادندمی
نیزوبه این گیاهان تراریخت احتمالی برنجشدهواردبیان ژن

هاي تنشبهمقاومتاثباتبراي سنجیزیستآزمایشات
اثبات برايتراریختهاينسلآنالیزدر نهایتوزیستی

مقایسه .بودخواهدنیازموردآیندهدرژنپایداري
مایشات مورفولوژي گیاهان تراریخت با گیاهان نرمال و نیز آز

زایی، زایی، سمیتزیستی از جمله مطالعات حساسیتایمنی
مقایسات پروتئوم و متابولوم گیاهان دستورزي شده با گیاهان 

با سایر fldکنش پروتئین حاصل از انتقال ژن شاهد و برهم
ایجاد ترکیبات ناخواسته و نبود به منظور بررسی ها پروتئین

فرار دانۀ گرده از آزمایشات آزمون . نیاز به بررسی داردمضر 
زیستی محسوب شده که با وجود خودگشن مهم در ایمنی

هاي فرار دانۀ گرده از جمله نگرانی،برنجگیاهبودن
بررسی اثرات روي محیط .زیستی این گیاه نخواهد بودایمنی

ایمنی محصول زیست، ناحیۀ ریزوسفر و حشرات مفید نیز 
. ت به همراه خواهد داشتتراریخت جدید را براي محیط زیس

به یک اي باشد براي دستیابیامید است تحقیق حاضر مقدمه
به طوري که ) رقم هاشمی(برنج ایرانی محلی نسبتاً پرطرفدار 

را هاي محیطی دیگر تنشوخشکی شوري، به تمقاومصفت 
.به همراه داشته باشدنیز

تشکر و قدردانی
کرج که هزینه و از پژوهشکده بیوتکنولوژي کشاورزي 
.شودگزاري میامکانات این تحقیق را فراهم نمودند سپاس

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
jc

b.
8.

18
.7

 ]
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
86

12
8.

13
95

.8
.1

8.
2.

5 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jc

b.
sa

nr
u.

ac
.ir

 o
n 

20
24

-0
4-

10
 ]

 

                               7 / 9

http://dx.doi.org/10.29252/jcb.8.18.7
https://dorl.net/dor/20.1001.1.22286128.1395.8.18.2.5
http://jcb.sanru.ac.ir/article-1-635-fa.html


14................ .............................................................................................................................اگرو باکتریومبه روش برنجگیاه به سیانوباکتریاییfldانتقال ژن 

منابع
1. An, G., B.D. Wastson and C.C. Chiang 1986. Transformation of tobacco, tomato, potato and

Arabidopsis thaliana using a binary Ti vector system. Plant Physiology, 81: 301-305.
2. Baskaran, P., B.R. Rajeswari and N. Jayabalan. 2005. A simple approach to improve plant

regeneration from callus culture of Sorghum bicolor (L.) Moench for crop improvement. Journal of
Agricultural Technology, 1: 179-192.

3. Boyer, J.S. 1982. Plant productivity and environment. Science, 218: 443-448.
4. Bray, E.A., J. Bailey-serres and E. Weretilnyk. 2000. Responses to abiotic stresses. Biochemistry and

Molecular Biology of Plants. American Society of Plant Physiologists, Rockville, MD, USA 1158-
1249.

5. Cervera, M., M. Lopez, M. Navarro and L. Pena 1998b. Virulence and supervirulence of
Agrobacterium tumefaciens in woody fruit plants. Physiological and Molecular Plant Pathology, 52:
67-78.

6. Christensen, A.H. and P.H. Quail. 1996. Ubiquitin promoter-based vectors for high-level expression
of selectable and/or screenable marker genes in monocotyledonous plants. Transgenic Research, 5:
213-218.

7. Dellaporta, S.L., J. Wood and J.B. Hicks 1983. A plant DNA mini preparation, version II. Plant
Molcular Biology Report, 1: 19-21.

8. Falk, S., G. Samson, D. Bruce, N.P.A. Huner and D.E. Laudenbach. 1995. Functional analysis of the
iron-stress induced CP 43' polypeptide of PS II in the Cyanobacterium synechococcus sp. PCC 7942.
Photosynthesis Research, 45: 51-60.

9. Ghorbel, R., C. Lopez, C. Fagoaga, P. Moreno, L. Navarro, R. Flores and L. Pena. 2001. Transgenic
citrus plants expressing the citrus tristeza virus p23 protein exhibit viral like symptoms. Molecular
Plant Pathology, 2: 27-36.

10. Hiei, Y., S. Ohta, T. Komari and T. Kumashiro. 1994. Efficient transformation of rice (Oryza sativa
L.) mediated by Agrobacterium and sequence analysis of the boundaries of the T-DNA. Plant Journal,
6: 271-282.

11. Ishizaki, T. and T. Kumashiro. 2008. Genetic transformation of NERICA, interspecific hybrid rice
between Oryza glaberrima and O, sativa, mediated by Agrobacterium tumefaciens. Plant Cell Report,
27: 319-327.

12. Kavusi, M. 1994. Determine the appropriate model for predicting the performance of different rice
varieties under salt Sepeedrud, Hassansaraii and khazar. Dissertation, University of Tbriz, Iran (In
Persian).

13. Kramer, D.M., G. Johnson, O. Kiirats and G.E. Edwards. 2004. New fluorescence parameters for the
determination of QA redox state and excitation energy fluxes. Photosynth Research, 79: 209-218.

14. Li, D., J. Gao, C. Shen, Z. Fang, Y. Xia, L. Yuan and M. Cao. 2013. Production of Green Fluorescent
Protein in Transgenic Rice Seeds. Journal of Nanoscience and Nanotechnology, 13: 2045-2050.

15. Li, Z., S. Jayasankar and D.J. Gray. 2004. Bi-directional duplex promoters with duplicated enhancers
significantly increase transgene expression in grape and tobacco. Transgenic Research, 13: 143-154.

16. Mittler, R., S. Vanderauwera, M. Gollery and F. Van Breusegem. 2004. Reactive oxygen gene
network of plants. Trends Plant Science, 9: 490-498.

17. Monsanto Company. 2009. Petition for the determination of non-regulated status for MON 87460.
www.aphis.usda.gov/biotechnology/not_reg.html (accessed 23 May 2013).

18. Montemurro, C., W. Sabatta, H.H. Stinbiss, A. Soltesz, A. Blanco and C. Crosatti. 2008.
Agrobacterium-mediated transformation in durum wheat. Poster Abstract-E.09.

19. Pena, L., M. Cervera, C. Fagoaga, J. Romero, A. Ballester, N. Soler, E. Pons, A. Rodrguez, J. Peris, J.
Juarez and L. Navarro. 2010. Compendium of Transgenic Crop Plants, Volume 5: Transgenic
Tropical and Subtropical Fruits and Nuts: Citrus fruit.

20. Rakszegi, M., S. Tamas, P. Szucs, L. Tamas and Z. Bedo. 2001. Current status of wheat
transformation. Plant Biotechnology, 3: 67-81.

21. Saika1, S., S. Nonaka, K. Osakabe and S. Toki1. 2012. Sequential Monitoring of Transgene
Expression Following Agrobacterium-Mediated Transformation of Rice. Plant and Cell Physiology,
53: 1974-1983.

22. Sammons, B., J. Whitsel, L.G. Stork, W. Reeves and M. Horak. 2014. Characterization of drought-
tolerant maize MON 87460 for use in environmental risk assessment. Crop Science, 54: 719-729.

23. Tognetti, V.B., J.F. Palatnik, M.F. Fillat, M. Melzer, M.R. Hajirezaei, E.M. Valle and N. Carrillo.
2006. Functional replacement of ferredoxin by a Cyanobacterial flavodoxin in tobacco confers Broad-
Range stress Tolerance. The plant cell, 18: 2035-2050.

24. Tohidfar, M. and M. Mohsenpour. 2010. Effective factors in Cotton (Gossipium spp) Transformation
Using Agrobacterium. Journal of Agricultural biotechnology, 2: 1-24 (In Persian).

25. USDA-APHIS. 2011. Final environmental assessment for MON 87460 corn. USDA-APHIS-Animal
and Plant Health Inspection Service. www.aphis.usda.gov/biotechnology/not_ reg.html (accessed 23
May 2013).

26. Yu, L., X. Chen , Z. Wang, S. Wang, Y. Wang, Q. Zhu, S. Li and C. Xiang. 2013. Arabidopsis
enhanced drought tolerance1/homeodomain glabrous11 confers drought tolerance in transgenic rice
without yield penalty. Plant Physiology, 162: 1378-1391.

27. Zurbriggen, M., V.B. Tognetti, E.M. Valle and N. Carrillo. 2007. Stress-inducible flavodoxin from
photosynthetic microorganisms: The mystery of flavodoxin loss from the plant genome. IUBMB Life,
59: 355-360.

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
jc

b.
8.

18
.7

 ]
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
86

12
8.

13
95

.8
.1

8.
2.

5 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jc

b.
sa

nr
u.

ac
.ir

 o
n 

20
24

-0
4-

10
 ]

 

                               8 / 9

http://dx.doi.org/10.29252/jcb.8.18.7
https://dorl.net/dor/20.1001.1.22286128.1395.8.18.2.5
http://jcb.sanru.ac.ir/article-1-635-fa.html


Journal of Crop Breeding Vol. 8, No. 18, Summer 2016 …………………...………………….………………………..........……….. 15

یم حمن الرحّ لرّ بسم االله ا

یمو لا حول و  لعلی العظ االله ا لا قوه الاّ ب

Agrobacterium-Mediated Transformation of Rice using Cyanobacteria fld Gene

Ebrahim Ghoreyshi1, Masoud Tohidfar2 and Motahhareh Mohsenpour3

Abstract
Abiotic stresses such as drought, salt, high temperature, chemical toxicity and oxidative

stress are considered serious to agriculture and adversely affect the growth and reproduction of
crops. Production of transgenic rice was studied utilizing Agrobacterium-mediated strain
EHA105 and p6-ubi vector. This vector contains spectinomycin resistance gene as bacterial
selectable marker, hygromycin resistance gene as plant selectable marker and flavodoxin (fld)
gene. Flavodoxin has similar role to ferredoxin function and during abiotic stress acts as an
antioxidant by preventing conflicts in the electron transport chain and forms reactive oxygen
species. In this study embryogenic calli of rice Hashemi cultivar were used for gene
transformation. Putative transgenic calli were transferred to regeneration medium containing 0.2
mgl-1 NAA, 2 mgl-1 kinitin and 50 mgl-1 hygromycin. For rooting 0.2 mgl-1 NAA was used in
rooting medium. Regenerated plants were placed in yoshida solution. PCR analysis using fld
specific primers showed at least one copy of fld gene in putative transgenic plants genome. The
results of PCR related to virG gene confirmed lack of bacterial contamination. Transgenic plants
developed during the course of this study are currently being grown in greenhouse for seed
production.
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