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به روش تفنگ ژنیfldتراریزش گیاه گندم با استفاده از ژن 

4و غلامرضا صالحی جوزانی3، رضا فتوت2،  مسعود توحیدفر1سارا عبدالملکی

چکیده
هاي غیرزیستی  از جمله خشکی و شوري اولین عامل کاهش محصول در دنیا بوده و در اغلب تنش

هاي مهندسی ژنتیک استفاده از روش.محصولات مهم زراعی باعث کاهش شدید تولید محصول می شود
این تحقیق به در. هاي غیرزیستی می باشدهاي موجود جهت افزایش تحمل گیاهان به تنشیکی از گزینه

روکتوو ژنی  از روش تفنگ،منظور تولید گیاه گندم تراریخته متحمل به تنش هاي غیرزیستی
p6U-Ubi-FVT1و نشانگر گیاهی این وکتور حاوي ژن نشانگر باکتریایی استرپتومایسین .استفاده شد

فلاودوکسین نقشی مشابه . باشدمیسیانو باکتريءمنشابا)فلاودوکسین(fldژنهیگرومایسین و
تشاشات در چرخه انتقال الکترون و ممانعت از با جلوگیري از وقوع اغاست قادرفردوکسین ایفا کرده و

جنین زاي ارقام هايکالوسبدین منظور از .آسایش گیاه را فراهم کند،تشکیل گونه هاي فعال اکسیژن
.استفاده شدبراي تراریزش به عنوان بافت هدفS-87ارقام پاییزه زرین وو -83N، ، پیشتازAلاین بهار،

زایی  بیشترین ریشه % 35/3شاخه زایی و % 51/6رقم بهار با شان داد ریز نمونه کالوس جنین زانتایج ن
زایی، ریشه زایی مربوط به رقم بهار و شاخهبیشترین درصد.با سایر ارقام دارندباززایی را در مقایسه

انجام شد بار بمباران با استفاده از تفنگ ژنی36تحقیقدر این .بودS-87کمترین آن مربوط به رقم زرین و 
و Aگیاه رقم لاین یکروي PCRآنالیز . تولید شدAگیاه رقم لاین یکگیاه رقم بهار و ششو تعداد 

گیاه یکنتایج آزمایش وجود حداقل یک نسخه از ژن هدف را در ژنوم گندم .گیاه رقم بهار انجام شدشش
بود 007/0بود که این مقدار برابر باAدرصد تراریزش مربوط به رقم لاین بیشترین. تائید کردAرقم لاین 
.در گندم هاي تراریخته تائید کردآزمون لکه گذاري تائید بیشتر تلفیق ژن را در نهایت 

هاي غیرزیستیتحمل به تنش، fldتفنگ ژنی،مهندسی ژنتیک،گندم تراریخته،:کلیديواژه هاي

مقدمه
جمعیت اساس گزارشات سازمان ملل،بر

میلیارد نفر 5/7به 2020جهان در سال 

میلیارد نفر در فقر کامل 2/1می رسد که 
نفر فاقد میلیون 800و ) 12(زندگی کرده 

در میان گیاهان).13(دباشنامنیت غذایی می

زنجاندانشگاه و استادیار دانشجوي کارشناسی ارشد -3و 1
)gtohidfar@yahoo.com:لوونویسنده مس(،کرجاستادیار پژوهشکده بیوتکنولوژي کشاورزي-2

کرجپژوهشکده بیوتکنولوژي کشاورزياستادیار-4
22/8/91: تاریخ پذیرش19/12/90: تاریخ دریافت

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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زراعی، گندم به علت داشتن مواد غذایی با 
ارزش مانند انواع پروتئین ها، ویتامین ها، مواد 

درصد از کالري 20معدنی و تنوع محصولات، 
برنج و ذرت و به همراه ) 5(غذایی مردم جهان 

هاي غذاي انسان ها و پروتئیندرصد کالري60
اما همواره یکی از عواملی ). 9(را تامین می کند 

،ودباعث کاهش عملکرد گندم می شکه
هاي غیر زیستی نظیر خشکی  و شوري تنش

یاري از تنش هاي غیر زیستی  بس. می باشد
آناتومی،محصول،تغییراتهاي رشد،جنبه

در آخر محصول دهی وفیزیولوژي مورفولوژي،
).7(دهد میگندم را تحت تاثیر قرار 

قال الکترونانتکاهش هاي محیطی باعث تنش
در فردوکسین ها شود،در مسیر فتوسیستم می

که در انتقال الکترون دخالت دارد، در گیاهان 
به محرکهاي مختلف محیطی کاهش پاسخ

.)10(یابدمی
در هنگامفتوسنتزيمیکروارگانیسم هاي 

اي فردوکسین، بیان ناقل هنا مطلوب کاهش 
عملکرد کهfld1فلاودوکسینالکترونی همانند

.)3(را القا می کنندرا دارندینمشابه فردوکس
در همه موجودات فرودوکسین ها که حالیدر

،ها تا جانوران موجودنداعم از پروکاریوت
ها تنها در بعضی از باکتریها و فلاودوکسین

.شودهاي اقیانوسی یافت میجلبک
تواند القا فلاودوکسین در این موجودات می

کننده عملکرد فردوکسین تحت شرایط فقر 
یطی که منجر به کاهش هاي محآهن و تنش

بنابراین آنها نقش. شود باشندفردوکسین می
هاي کلیدي انطباقی در میکروارگانیسم

ر فتوسنتز کننده که اجازه نجات و تولید مثل د
کنندمیدهند بازيشرایط نامطلوب را می

ها و در سیانوباکتريشواهد نتایج ). 14(
اثر درfldها نشان داد سطوح انتروباکتري

هاي چرخه احیائی متیل تماس سلول با علفکش
و دیگر اجزاي حاوي ترکیبات ) MV(ویولوزن،

یابد اکسیدي تا چندین برابر افزایش میسوپر 
و بیان بیش از حد این فلاووپروتئین ) 11،14(

به تحمل زیاد نسبت منجرE.coliدر باکتري
.)11(شود به منابع مختلف تنش اکسیداتیو می

نبیا) 11(همکاران تاگنتی و طبق گزارشات 
fld درکلروپلاست گیاه توتون، کاهش سطوح

شرایط نامطلوب محیطی را فردوکسین ناشی از 
زایش تحمل کند و موجب افجبران می

هاي  تراریخت نسبت به تنش اکسیداتیو و لاین
.  دامنه وسیعی از چالش هاي محیطی می شود

بیان )  11(طبق گزارشات تاگنتی و همکاران 
لاین هاي توتون در توتون باعث شد تا fldژن 

تحمل نشان نیز تراریخت نسبت به کمبود آهن 
به گوجه فرنگی و fldچنین انتقال هم. دهند

سیب زمینی نیز موجب افزایش تحمل به تنش 
نظر به . )14(شداکسیداتیو وتنش خشکی 

در ،ه چنین سیستمی در گیاهان زراعیاینک
گیاهان آوندي از پدید آمدنمسیر تکاملی طول

ناپدید  شده  و مزایاي بیان و ،ژنوم گیاه
، با توجه بهاستاز بین رفته نیز عملکرد آن 

مشاهده نتایج موفقیت آمیز در افزایش تحمل 
هاي غیرزیستی در گیاهان زراعی نام تنشبه

ابزار مفید باباکتریایی fldتقال ژنانبا برده 
جهت افزایش می توان در ،بیوتکنولوژي

در دیگر گیاهان زراعی به ،عملکرد محصول
هدف از این .گام برداشت،نیزویژه گندم

با توجه به این امر که به تحقیق این است که 
نتیکی و ژعلت چند ژنی بودن و پیچیدگی

1- flavodoxin
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، هاي غیرزیستیتحمل به تنشیکی ژفیزیولو
هاي هتلاش براي بهبود این صفات با برنام

ضمن همراه بودن با متداول اصلاحی،
مستلزم صرف وقت ،)4(محدودیت هاي زیاد

لذا اهمیت این تحقیق مبنی . می باشدزیاد  نیز
واحد سطح با افزایش فزایش عملکرد در بر ا

با هاي غیرزیستی تنشتحمل نسبت به 
روش هاي نوین مهندسی ژنتیک به بکارگیري

.خواهد بودشیوه اي سریع و کاربردي روشن

.هامواد و روش
p6U-Ubi-FVT1در این تحقیق از وکتور 

جفت باز حاوي ژن 12951با طول 
ی ــابـخــانگر انتـز نشـین و نیـسـلاودوکـف

و نشانگر T-DNAهیگرومایسین در ناحیه 
باکتریایی استرپتومایسین جهت تراریزش گیاه 

ژن فلاودوکسین تحت .گندم استفاده شد
. می باشدNOSپیشبر یوبیکوئتون و ترمیناتور 

ن تحقیق شامل ارقام ارقام مورد استفاده در ای
و ارقام N-83و، پیشتاز A، لاین بهاره بهار

این بذور از موسسه . بودS-87پاییزه زرین و
تحقیقات و اصلاح نهال و بذر کرج از بخش 

در ابتدا، بذور مورد آزمایش در . غلات تهیه شد
گلدان کشت و پس از طی کلیه مراحل داشت 

12در گلخانه، بذور نارس آنها در فاصله زمانی 
. شدگرده افشانی برداشت روز پس از 18الی 
هاي جنین نارس گندم پس از نمونهریز

5درصد به مدت 70ضدعفونی بذور در الکل 
دقیقه و نیز هیپوکلریت سدیم تجاري به مدت 

دقیقه، در زیر میکروسکوپ جدا شده و به 20
روز روي محیط کالوس دهی شامل 45مدت 

میلی گرم بر لیتر MS ،2نمکها و ویتامینهاي 
200ر لیتر تیامین، میلی گرم ب40توفوردي، 

میلی گرم بر 500میلی گرم بر لیتر کازئین، 
گرم 8گرم بر لیتر ساکارز، 30لیتر گلوتامین، 
، تحت شرایط تاریکی و pH=7/5بر لیتر آگار و 

درجه سانتی گراد در فیتوترون، به 26دماي 
سپس . منظور تولید کالوس نگهداري شدند

اندود کالوس هاي جنین زا توسط ذرات طلاي 
.شده با پلازمید نوترکیب بمباران شدند

دلـی مـنگ ژنـایش از تفـن آزمـدر ای
BioRad, PDS-1000/He ذرات طلا داراي ،

میکرون و دیسک پاره شونده نوع1قطر 
PSI900 وPSI1100پس از . استفاده شد

روز در همین یکبمباران کالوس ها به مدت 
درجه 26محیط تحت شرایط تاریکی و دماي 

سانتیگراد در فیتوترون نگهداري شده و سپس 
50به محیط کالوس دهی انتخابی حاوي 

. گرم بر لیتر هیگرومایسین منتقل شدندمیلی
در ادامه کالوس هاي فوق، پس از طی مدت 
یک هفته به محیط باززایی انتخابی شامل 

میلی گرم بر لیترMS،2نمکها و ویتامینهاي 
BAP،1/0 میلی گرم بر لیترIAA،30 گرم بر

، pH=7/5گرم بر لیتر آگار و 7لیتر ساکارز، 
میلی گرم بر لیتر هیگرومایسین 50همراه با

ساعت 8ساعت نور و 16تحت شرایط نوري 
درجه 26تاریکی در فیتوترون با دماي 

گیاهچه هاي باززا . سانتی گراد منتقل شدند
باززایی شده پس از تولید شاخه به محیط 

میلی گرم بر لیتر آنتی بیوتیک 50حاوي 
گرم بر لیتر ذغال 5/0هیگرومایسین حاوي 

واکشت نمونه ها هر دو . فعال منتقل شدند
هفته یکبار انجام و فاکتورهایی نظیر درصد 
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زاينسبت کالوس هاي جنین(شاخه زایی 
زايشاخه دار شده به کالوس هاي جنین

زایی ریشهو درصد) 100× بمباران شده 
ي زاهاي جنیننسبت گیاهچه ها و کالوس(

ي بمباران زاهاي جنینار شده به کالوسشه دری
. گیري شداندازه) 100× شده 

ده در درون شیشه، گیاهچه هاي باززاش
هاي کوچک در شرایط فیتوترون ابتدا به گلدان

و سپس به گلدان هاي بزرگ در شرایط گلخانه 
از برگ DNAبراي استخراج . منتقل شدند

استفاده ) 2(هاي گندم از روش دلاپورتا گیاهچه
به منظور اثبات تلفیق ژن، واکنش . شد

میکرولیتري 25اي پلیمراز در حجم زنجیره
25پلیمراز، DNAحاوي یک واحد آنزیم

نانوگرم از آغازگرهاي DNA ،40نانوگرم 
dNTP2ازمیکرولیتر5/2اختصاصی، 

تایی 25میلی مولار که حجم آن در واکنش 
میکرولیتر5/2میلی مولار، 2/0می شود

MgCl225در میلی مولار که حجم نهایی آن
5/2میلی مولار، 5/2تایی می شود25واکنش 

واکنش در . انجام گرفتX10میکرولیتر بافر 
هر (چرخه 35دقیقه و 5درجه سانتی گراد 94

ثانیه 30درجه، 94چرخه شامل یک دقیقه در 
درجه 72درجه و یک دقیقه در 58ر د

72و تکمیل بسط در ) سانتیگراد انجام گرفت
محصول واکنش . دقیقه انجام گرفت7درجه 

درصد، 1زنجیره اي پلیمراز روي ژل آگارز 
از رنگ آمیزي با اتیدیوم الکتروفورز و پس 

بروماید در دستگاه ژل داك عکس برداري 
همچنین براي تایید بیشتر تلفیق ژن، . گردید

با استفاده از DNAآزمون لکه گذاري 
کاوشگرهاي اختصاصی براي ژن فلاودوکسین، 

. انجام شد) 8(براساس روش سمبروك و راسل
عمل نشاندار کردن کاوشگر ها نیز به روش 

انجام ) Rocheشرکت (DIGLabelingکیت 
.آمده است1توالی آغازگر ها در جدول .شد

توالی آغازگرهاي رو به جلو و رو به عقب فلاودوکسین-1جدول 

نتایج و بحث
بار عمل بمباران با 36در این پژوهش 
نتایج بدست .انجام شداستفاده از تفنگ ژنی

شاهدات نشان داد که ارقام پائیزهآمده از م
N-83بهار، و ارقام بهاره پیشتاز،S-87زرین و 

به لحاظ ویژگی هایی نظیر درصد Aو لاین 
شاخه زایی، درصد ریشه زایی و درصد تراریزش 

در مقایسه، ارقام بهاره .با هم تفاوت دارند
قام پائیزه عملکرد بهتري در باززایی رنسبت به ا

و رقم بهار نسبت )2جدول (از خود نشان دادند
دهی  اخه زایی و ریشهبه بقیه ارقام داراي ش

بهار با درصد شاخه زایی در رقم .بیشتري بود
در Aبیشترین مقدار و رقم لاین درصد51/6

درصد 5/2همچنین در رقم پیشتاز با رتبه دوم 

توالی آغازگرآغازگر فلاودوکسین
CTACGGTACTCAAACTGGآغازگر رو به جلو

GCGATCGTCTGTTAAGTCآغازگر رو به عقب

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jc

b.
sa

nr
u.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
5-

21
 ]

 

                             4 / 10

http://jcb.sanru.ac.ir/article-1-171-fa.html


5................................................................................................................1392تابستانو بهار/ 11شماره / مپنجسال / پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی

لازم به یادآوري .دادنشان کمترین میزان را
اساس ریز نمونه هاي است که این نتایج بر

آنها در لاین هاي تعدادکه بدست آمده اولیه
درصد ریشه زایی .مختلف متفاوت بوده است

در رقم  بهار بیشترین میزان و سپس نیز در رقم 
دومین مقدار و در درصد1/2باAلاین
ریشه زایی کمترینبدونN-83هاي زرین رقم

هاي کاملی تعداد گیاهچه . میزان را نشان داد
گیاه 7که از این آزمایش به دست آمد در کل 

گیاه مربوط به رقم بهار و یک گیاه از 6که بوده 
به منظور تایید وجود حداقل .بودAرقم لاین 

روي کلیه PCRیک نسخه از ژن آزمایش 
گیاه رقم لاین یکگیاهچه ها انجام شد و تنها 

A وجود حداقل یک نسخه ژنfld در ژنوم را
ایید آزمون لکه گذاري جهت ت.خود نشان داد

انجام Aچه لاینبیشتر وجود ژن در ژنوم گیاه
.شد

شده بعد از شلیک روي ارقام مختلف گندمخلاصه اي از صفات اندازه گیري- 2جدول 

نوع رقمنوع  بذر
تعداد ریز نمونه 

شلیک شده
درصد 

شاخه زایی
درصد

ریشه زایی
تعداد گیاهچه 

آنالیز شده
درصد 
*تراریختی

A1407/55/017/0لاینبهاره
2005/2100پیشتازبهاره
436/4000زرینپاییزه
S-871500/46/000پاییزه
N-834908/4000بهاره
53751/635/360بهاربهاره

.گیاهچه هاي تراریخت به تعداد کالوس هاي بمباران شده، بدست آمدفراوانی تراریزش از نسبت : *

هاي شاهد در زمان شات نمونهکلیه آزمایدر
بین انتخابی کاملا ازانتقال به محیط کشت 

در زمان انتقال به محیط ). 1شکل(رفتند 
باززایی گیاهانی که در ابتدا تولید شاخه کردند 

پس از و علائم سبزینگی از خود نشان دادند
. مدت کوتاهی شروع به ریشه زایی کردند

زایی ابتدا به ریشههایی کهکه ریزنمونهدر حالی
رفتند هرگز علائم سبزینگی از خود نشان 

عمل . ندادند و کاملا سیاه شده و از بین رفتند

ها در محیط عاري از زغال ریشه دهی ریزنمونه
گرفت که با اضافه دي صورت میفعال به کن

سرعت ریشه دهی افزایش شدن زغال فعال 
.)2شکل(یافت

تعداد گیاهان باززا شده در محیط حاوي 
از گیاه6گیاه بود که 7یوتیک شامل آنتی ب

اشکال (بودAرقم بهار و یک گیاه از رقم لاین 
.)5و 4، 3
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بین رفتن گیاه شاهد در مقابل گیاهاز- 1شکل
.تراریخت

در Aرقم لاینکالوس هاي جنین زاباززایی- 2شکل
.محیط انتخابی در محیط دغال فعال

در Aباززایی کالوس هاي جنین زا رقم لاین - 3شکل 
.محیط انتخابی

.باززایی گیاهان تراریخته در محیط انتخابی- 4شکل 

.انتقال گیاهان تراریخته احتمالی به خاك و گلخانه- 5شکل 
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هم این در حالی است که ریز نمونه اولیه بهار 
ژن مقاومت به هیگرومایسین. بیشتر از همه بود

سبب مقاومت گیاه در برابر آنتی بیوتیک 
در این . هیگرومایسین در محیط کشت می شود

تحقیق گیاهچه هاي مقاوم به هیگرومایسین با 
و هیگرومایسین fldپرایمرهاي اختصاصی ژن 

نشان جفت بازي445وجود باند . بررسی شدند
fldنسخه ژن حداقل یک وجود دهنده 

اي پلیمراز نشان داد که واکنش زنجیره. باشدمی
گیاهان فرضی تراریخته در مقایسه با شاهد 

را در ژنوم خود fldحداقل یک نسخه از ژن 
گیاه باززا شده رقم 6از . )6شکل (دارا هستند

را نشان ندادند fldبهار هیچ یک وجود ژن
وجود حداقل Aکه گیاه باززاشده لایندر حالی

. یک نسخه از ژن فلاودوکسین را اثبات کرد

نشان آب،عدم وجود باند در 6طبق شکل 
عاري از PCRدهنده این است که واکنش

4وجود باند در نمونه شماره . گی بوده استآلود
به عنوان شاهد مثبت موید حاوي پلاسمید

عدم . باشدمیPCRصحت مواد و آزمایش 
ود ژن موید عدم وجنمونه شاهدوجود باند در 

وجود باند برابر با . باشدمذکور در این گیاه می
پلاسمید در گیاهان تراریخته، نشان دهنده 

نسخه از ژن هدف در ژنوم وجود حداقل یک
را PCRآزمون لکه گذاري آزمون .باشدگیاه می

که Aتایید کرد و نشان داد که تنها گیاه لاین 
تایید کرده PCRزمایش را در آfldوجود ژن 

بود در آزمون لکه گذاري نیز موید وجود ژن 
.)7شکل (مذکور بود

در گندمfldاي پلیمراز با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی رو به جلوو رو به عقب ژن محصول واکنش زنجیره-6شکل 
5، چاهک )کنترل مثبت(پلاسمید 4چاهک . Aگیاه شاهد رقم لاین 2گیاه شاهد رقم بهار، چاهک 1چاهک 

، 8، 7چاهک Aگیاه تراریخته احتمالی رقم لاین 6چاهک . ژناز شرکت سینا) DNA)1 Kbگر با وزن ملکولی نشان
.)DNAبدون الگوي PCRواکنش (نمونه آب 13چاهک . گیاه تراریخته احتمالی رقم بهار12، 11، 10، 9
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، fldژن براي اثبات تراریختی گندم با استفاده از کاوشگر تهیه شده براي Aگذاري رقم لاین آزمون لکه- 7شکل 
.Aتراریخت لاین گیاهچه3نمونه  و) کنترل منفی(گیاه شاهد 2، نمونه )کنترل مثبت(پلاسمید 1نمونه 

ها عدم مشاهده باند در در کلیه آزمایش
روش در.گیاه شاهد صحت نتایج را تایید کرد

انتقال ژن با تفنگ ژنی، گیاهی تراریخته است 
در این . وم آن تلفیق شودکروموزکه ژن در 

هاي تراریخته را به واسطه توان کالوسحالت می
. وجود نشانگر انتخابی در محیط شناسایی کرد

، سبب مقاومت گیاه در برابر )hpt(ژن 
وتیک هیگرومایسین در محیط کشت بیآنتی
شوند با این روش گیاهانی انتخاب می. دشومی

که ه دلیل اینکه داراي ژن مذکور هستند و ب
این ژن همراه با ژنهاي هدف فلاودوکسین روي 
یک پلاسمید قرار دارد، به طور غیرمستقیم 

باشند هدف میهايگیاهانی که حاوي ژن
نمونه تراریخت که شامل ژن .گردندانتخاب می

وي آنتی مقاومت بود در محیط انتخابی حا
زایی زایی و ریشهبیوتیک هیگرومایسین شاخه

که گیاه شاهد از خود نشان داد درحالیطبیعی 
استفاده از ذغال . در این محیط از بین رفت

فعال در محیط باززایی، علاوه بر جلوگیري از 
تولید ترکیبات فنولی که موجب عدم 

شوند، محیطی کم نور، مناسب با زایی میریشه
ارزیابی صفات . رشد ریشه را نیز فراهم می آورد

در ارقام بهار، زرین، ) اییززایی و ریشهشاخه(

، این نکته را Aلاین وS-87،N-83پیشتاز،
بیان داشت که ارقام پائیزه نسبت به ارقام بهاره 

از . خود نشان دادندعملکرد بسیار کمتري از 
توان به آن اشاره کرد، نوع دلایلی که می

واع مختلفی ان،کشت بافت غلات. ژنوتیپ است
است از کند که ممکن از کالوس را تولید می

نظر پتانسیل باززایی با هم متفاوت باشند، از 
این رو پاسخ کالوس و باززایی گیاه بستگی به 

به همین علت در ). 1(ژنوتیپ داردنوع 
دهی و کالوسهاي پائیزه نسبت به بهاره ژنوتیپ

همچنین .شودباززایی کمتري مشاهده می
هاي باززا شده سرسختی گندم تعداد کم کالوس

براي باززایی در کشت بافت گندم را نشان 
از عوامل )6(دهد که طبق گزارشات هومی

روش هاي تراریختی کننده اصلی در محدود
تاکنون ژن هاي زیادي به منظور .باشدمی

تنش هاي غیرزیستی به افزایش تحمل به
علت پیچیده بودن ه گیاهان منتقل شد که ب

ه مقاومت به تنش موفقیت چندانی حاصل نشد
به fldتحقیق براي اولین بار ژندر این . است

رواز این.شودیک گیاه زراعی منتقل می
بیشتري براي اثبات حضور و بیان ژنهايآنالیز

سنجی جهت مایشات زیستوارد شده و نیز آز
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هاي غیرزیستی و در به تنشاثبات تحمل
هاي تراریخته براي اثبات نهایت آنالیز نسل

.پایداري ژن در آینده مورد نیاز خواهد بود
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Genetic Engineering of Wheat, Using fld Gene by Gene Gun Method

Sara Abdolmaleki1, Masood Tohidfar2, Reza Fotovat3 and Gholamreza Salehi
Jozani4

Abstract
Abiotic stresses such as drought and salinity are the most important causes of sever

reduction of the crop yields in the world that genetic engineering could improve the
tolerance of crops to these stresses as one of the suitable and available solution. In this
study to produce transgenic wheat which has the tolerant to abiotic stresses gene gun
method and p6U-Ubi-FVT1 as vector was used. This vector has streptomycin and
hygromycin marker and fld cyanobacteria offspring gene. Flavodoxin plays the same
role of fredoxin which prevents the problems of electron transport system and active
oxygene species formations. Embryogenic callus of Bahar, Line A, Pishtaz, N-83, Zarin
and S-87 variety of Wheat were used for this study. Results showed embryogenic callus
of Bahar variety by 6.51 percent of shooting and 3.35 percent of rooting has the most
regenerating rate and Zarin and S-87 had the less regeneration ability in comparison of
other variety. Gene bombardment was done 36 times and PCR analysis was done on 6
Bahar and 1 line A plantlets which proved the gene transferring in Line A plantlet. The
highest amount of transgenes was by Line A variety which owned 0.007 percent. Also
Dot blot analysis validates the gene transfer in the plantlet.

Keywords: Transgenic Wheat, Genetic engineering, Gene gun, fld, Tolerant to abiotic
stresses
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