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رّحيم بسم الله ال حمن  لرّ  ا

م العظي لا قوهّ الّا بالله العلي   و لا حول و 

ه همراه ب نی/ترئوننیسر نازیک نیپروتئ کی چند ژني انتقال ارزیابي

ژني از خانواده سیتوکینین اکسیداز/دِهیدروژناز و فاکتور رونویسي 

 به برنج NAM-ATAF-CUCالقا شونده در شرایط تنش از خانواده 

 

اکبر ، علي6، مونا ماپار5، الهه معتمد4پاکزاد، سید محمد موسوی3، مهربانو کاظمي الموتي2، زهرا قربانزاده1لیلا پورهنگ

 *12پورمطهره محسن ،11یاضيبهزاد قره، 10سالکدهقاسم حسیني ، 9محمدرضا غفاری، 8زماني اسدآبادی کتایون، 7عبادی

 

(، ABRIIکشاورزي ) وتکنولوژييپژوهشگاه پژوهشگاه بها، شناسي سامانهگروه پژوهشي زیست، دانش آموخته کارشناسي ارشد -1

 . رانیکشاورزي، کرج، ا جیآموزش و ترو قات،يسازمان تحق

آموزش و  قات،ي(، سازمان تحقABRIIکشاورزي ) وتکنولوژييپژوهشگاه ب ها،سامانه شناسيزیست پژوهشي گروهدانشجوي دکتري، -2

 . رانیکشاورزي، کرج، ا جیترو

 قات،ي(، سازمان تحقABRIIکشاورزي ) وتکنولوژييپژوهشگاه ب ها،سامانه شناسيزیست پژوهشي گروه، دانش آموخته کارشناسي ارشد-3

  . رانیکشاورزي، کرج، ا جیآموزش و ترو

(، ABRIIکشاورزي ) وتکنولوژييپژوهشگاه ب زیستي، ایمني و ژنتيک مهندسي پژوهشي گروهکارشناس ، دانش آموخته کارشناسي -4

  . رانیکشاورزي، کرج، ا جیآموزش و ترو قات،يسازمان تحق
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 . رانیکشاورزي، کرج، ا جیآموزش و ترو قات،يتحق

 قات،ي(، سازمان تحقABRIIکشاورزي ) وتکنولوژييپژوهشگاه بگروه پژوهشي مهندسي ژنتيک و ایمني زیستي، پژوهشگر پسادکتري،  -6

 . رانیکشاورزي، کرج، ا جیآموزش و ترو

کشاورزي،  جیآموزش و ترو قات،يسازمان تحق(، RRII) برنج کشور قاتيموسسه تحقبخش تحقيقاتاصلاح و تهيه بذر، استادیار،  -7

 . رانی، ارشت

آموزش و  قات،ي(، سازمان تحقABRIIکشاورزي ) وتکنولوژييپژوهشگاه ب زیستي، ایمني و ژنتيک مهندسي پژوهشي گروهاستادیار،  -8

 . رانیکشاورزي، کرج، ا جیترو

 جیآموزش و ترو قات،ي(، سازمان تحقABRIIکشاورزي ) وتکنولوژييپژوهشگاه ب ها،گروه پژوهشي زیست شناسي سامانهاستادیار،  -9

 . رانیکشاورزي، کرج، ا

 جیآموزش و ترو قات،ي(، سازمان تحقABRIIکشاورزي ) وتکنولوژييب ها،سامانه شناسي زیست پژوهشي گروه ،پژوهشگاهاستاد،  -10

 . رانیکشاورزي، کرج، ا
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 چکيده

شکي بهتوليد گياهان متحمل  شه  به دليل بحران کم آبي خ ساختار ری صلاح  حائز اهميت خواهد بود. ا

ستقرار در خاکمي مقاومت به ورس و تحمل به  غذایي موجبآب و مواد  بهتر جذب و تواند با بهبود ا

شو شده و در نهایت منجر به افزایش خشکي ه س در این پژوهش. دعملکرد دانه و کيفيت مطلوب بذر 

سفرژن تاثير گذار در به شکي و افزایش جذب ف شه، مقاومت به خ ساختار ری سازه با بود  هاي ساخت 

شدند.  ترکيبي دو و ستفاده  موثر در  نيترئون/نیسر نازيک نيپروتئ کیسه ژني براي انتقال به گياه برنج ا

صر غذایي  سفر ) ویژهبهافزایش جذب عنا سيداز/دِهيدروژناز(، PSTOL1ف سيتوکينين اک  ژني از خانواده 

(OsCKX4و یکي از ژن ) شرایط تنش از خانواده هاي کدکننده شونده در  سي القا  -NAMفاکتور رونوی

ATAF-CUC (OsNAC5 )در ناحيه تحت نواحي تنظيمي جداگانه  برگرفته از ارقام وحشيييي برنجT-

DNA ژن  .ناقل دوگانه اگروباکتریومي قرار داده شدندOsNAC5  تحت پيشبر مختص ریشهRCc3  و ژن

PSTOL1  شبر یوبيکوئيتين سانهتحت پي شدهم شبر  OsCKX4ژن  . همچنينندسازي  یک بار تحت پي

شبر یوبي سانه RCc3کوئيتين و یک بار تحت پي شد. هم سوم به چند ژني سازه  دوسازي  صل مو حا

pUhrN5CkPstol  وpUhrCkPstol قال انت. ندبراي انتقال ژن به برنج رقم هاشمي مورد استفاده قرار گرفت

شد. سيده برنج انجام  صل از بذر ر سط واکنش زنجيره ژن به کالوس حا اي گياهان تراریخته احتمالي تو

 در نهایت ،ها در آنها به اثبات رسيداي که حضور تراژنگياه باززاشده 107از تعداد  .شدندپليمراز تایيد 

با گياه شاهد  T0ي گياهان تراریخته در نسل مقایسه فنوتيپ ریشهشد.  ایجادرخداد تراریخته  14تعداد 

تاکنون در سيياختار ریشييه نشييان داد که نياز به آناليزهاي تکميلي دارد.  ايقابل ملاحظه تفاوت ظاهري

انجام و به تایيد نهایي  T2در نسييل  PSTOL1و  CKX4سييازي یکي از رخدادهاي حاوي دو ژن خالص

ب و کاهش مصرف آ ،خشکي تحمل به منجر ساختار ریشه بهبودبرنج با  دياست تول ديام رسيده است.

 در شرایط تنش شود.بهتر عملکرد 

 

فاکتور  سييازه چند ژني،، سيييتوکينين اکسيييداز/دِهيدروژناز، ني/ترئوننیسيير نازيک نيپروتئ :کلید واژگان

 ژنتيک برنجمهندسي ، رونویسي القا شونده
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 مقدمه-1

گذارترینیکي از  نده تاثير حدود کن مل م يد عوا  نجبر تول

عه همچون ایران،  ویژهبه حال توسييي هاي در  در کشيييور

ستان ستان، پاک ستي و تنشش، بنگلاد و هندو هاي غير زی

 .تاسمهمترین آنها کمبود منابع آبي و وجود تنش خشکي 

شکي  سبت به تنش خ صفت پيچ عنوانبهتحمل ن يده یک 

تغييرات فيزیولوژیکي، مورفولوژیکي  اي ازشامل مجموعه

سطح گياه  ستو بيوشيميایي در  سطحي . [1]ا شه برنج  ری

متري سيييانتي 25تا  20و افشيييان بوده و حداکدر در عم  

مسييتعد متاثرشييدن از  به همين دليل کند کهخاک نفوذ مي

 ر،تیک سيييسييتم عمي  طور کلي،بهتنش خشييکي اسييت. 

تواند تحمل برنج را تر ریشه ميتر، بلندتر و منشعبضخيم

یکي از مهمترین  .[2]بييه تنش کم آبي افزایش دهييد

فاده هرچه  با بحران کمبود آب اسيييت له  قاب هاي م راهکار

شه با  ساختار ری ست که تغيير  مفيدتر و کارآمدتر از آب ا

سي ژنتيک ستفاده از مهند افزایش طول، عم ، تعداد و  با ا

شه  ضخامت شته  تواند تحملميری به کم آبي را در پي دا

کشت نشایي و غرقابي برنج که نيروي انساني و آب  باشد.

کند، دليل اصييلي بالا بودن هزینه بسيييار زیادي را طلب مي

هاي اخير بوده است. توليد و افزایش واردات برنج در سال

برنج، تحمل به با توجه به بالا بودن سيييطح زیر کشيييت 

صييورتي که موجب تغيير نوک کشييت برنج از  درخشييکي 

شود مي باعث کاهش  تواندحالت غرقابي به خشکه کاري 

صرف آب  صورتي. شودم شاکاري کهدر  بندي و کرت، ن

منجر به مصييرف بالاي آب در کشييت برنج حذف شييود، 

 .هاي توليد خواهد شدکاهش قابل توجهي در هزینه

افزایش تحمل به خشييکي در گياه برنج، شييناسييایي  براي

شييوند اهميت مي ریشييه بهبود سيياختارهایي که سييبب ژن

هد داشيييت -NAM-ATAF خانواده هايژن .زیادي خوا

CUC یا NAC هاي فاکتورهاي یکي از بزرگترین خانواده

سي  شده  هستندرونوی که تا به امروز تنها در گياهان یافت 

                                                           
1 Malondiahdehyde  

بيان شده و باعث سازگاري  و تحت تنش شوري و خشکي

شده  شناسایي NAC ژن 140در برنج  .[3]شوندبه تنش مي

مورد آنها در شيييرایط  18اند که و تحقيقات نشيييان داده

سترس القاء مي ها یکي از این ژن OsNAC5ژن  که شوندا

 ABA یک فاکتور رونویسي وابسته به OsNAC5ژن  .است

و  Fe ، Zn انتقالتواند مربوط به مياسيييت و عملکرد آن 

و  Wu .[4]هاي سيبز به دانه باشيدبافتاز  اسييدهاي آمينه

که 2014) همکاران ند  یاد ( گزارش داد يان در سيييطح ز ب

OsNAC5 و منجر به تحمل  هقطر ریشة برنج را افزایش داد

 .[5] شيييودميخشيييکي و افزایش عملکرد دانه در مزرعه 

 Jeong ( و2012) و همکاران Redillas هايپژوهشنتيجه 

کاران که ( 2013) و هم ياننشييييان داد   دو ژن بالاي ب

OsNAC9  وOsNAC5  ستل شيم و ا شقطر بافت آئران ه ری

شه را افزایش Nipponbareدر رقم  سبک و داده و ری هاي 

يد  ندميقطورتري تول هایي در این ک . ميزان محصيييول ن

در  درصييد 20-70گياهان در شييرایط تنش خشييکي بين 

 افزایش .[6و7]ه اسييتنشييان داد افزایشمقایسييه با شيياهد 

و  يشييور تحمل به ،يخشييکعلاوه بر  OsNAC5ژن  انيب

 .[8]دهدمي شیافزا نيز را ختهیترار اهانيدر گ نیيپا يدما

 شهیتحت کنترل پيشبرهاي مختص ر OsNAC5 بالاي انيب

را در طول مرحله  يو شور يبرنج، تحمل به خشک اهيدر گ

این  بالاي انيب اینکه ترو مهم دهدميبهبود  يشييیرشييد رو

را در  يتحمل به خشيييک داريمعني طوربه شيييهیژن در ر

بارده له  نه  شیبا افزا يمرح هدمي نشيييانعملکرد دا . د

و  نيمنجر به انباشييت پرول جدر برن OsNAC5 انيب افزایش

لدهيد مقدار کمتر نيمحلول و همچن يقندها  مالون دي آ
1MDA  وH2O2 اهانيگ يکيمتابول راتييتغ نی. اشييودمي 

تنش  طیدر شيييرا ويداتياکسييي بيرا از کاهش آب و آسييي

نديمحافظت م نابراکن به تنش در  OsNAC5 ن،ی. ب تحمل 

  .[8و9]بخشديدر رشد بهبود م صینقا جادیبرنج را بدون ا
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 يهااندامو  هاسييلولو تمایز  رشييدمسييئول  1سيييتوکينين

، پيري و عناصير غذایيجذب  و همچنين در اسيت گياهي

سخ  سترس به پا ست.ا ز انجام اسيتوکينين پس  نيز موثر ا

هاي خاصييي مانند سيييتوکينين عملکرد خود، توسييط آنزیم

 شودميغيرفعال  وتجزیه   (CKXs) اکسيداز/دهيدروژنازها

براي  CKX هايژن .ناپذیر استفرایند برگشتکه این یک 

وري گياه ضر رشدونموحفظ هموستاز سيتوکينين در طول 

 ها CKX اي در موردبنابراین، تحقيقات گسييترده. ندسييته
شده و همچنان ادامه دارد  ژن 11در برنج ، تاکنون  .انجام 

OsCKX  .مشخص شده است اگرچهشناسایي شده است 

ویژه بهبرنج  رشييييدونمونقش مهمي در ها این ژنکه 

نج را براي اکدریت سيستم ریشهکه  دارند هاي گرهيریشه

، بيشيييتر عملکردهاي آنها حالنبا ای، شيييوندشيييامل مي

هاي مکانيسم مولکولي تشکيل ریشه .تناشناخته مانده اس

بررسييي یک موتانت غالب برنج  گرهي ناشييناخته اسييت.

(root enhancer1, ren1-D افزایش سيستم ریشه، افزایش )

ه هاي گرهي و کاهش ارتفاک گياه را نشييان دادتعداد ریشييه

ست هاي تجزیه تحليل( با انجام 2014)و همکاران  Gao. ا

ثابت کردند که فنوتيپ مذکور در اثر  ژنتيکي و مولکولي 

سيداز/دِهيدروژناز فعال سيتوکينين اک کردن ژني از خانوادة 

مطالعات انجام  .[10] شييده اسييت ایجاد OsCKX4به نام 

در سيگنالينگ سيتوکينين  OsCKX4 دهد کهمي شده نشان

را در  OsCKX4 سييييتوکينين بيان نقش دارد و اکسيييين و

در   OsCKX4 کشييع عملکرد براي .کنندریشييه تنظيم مي

شه شد ری براي مهار کردن  RNAi ، از فناوريهاي گرهير

در گياهان نوک وحشيييي اسيييتفاده شيييد و  OsCKX4 بيان

 تاجيریشه  قابل توجهي طوربه ،RNAiي گياهان تراریخته

 .مهار شييد در آنها رشييد اوليه ریشييه نيز داشييتند و يکمتر

هاي بيشيييتر نشيييان دادند این ژن نقش مهمي در بررسيييي

ا کند. بيان بالاي این ژن بمي بازيهاي گرهي تشکيل ریشه

شه باعث افزایش طول، تعداد و  صي در ری صا شبر اخت پي

                                                           
1 Cytokinin 

 Zhonghua 11هاي نودال در رقم خشيييک ریشيييه وزن

  .[10]شد

هاي ماکرومولکول ضروري براي سلولیک  عنوانبهفسفر 

 .نقش مهمي دارد ، در توليد محصييولات کشيياورزيزنده

ت بررسي وضعي .ي ایران از نظر فسفر فقير هستندهاخاک

استان کشور نشان  30ي کشاورزي در هاخاکحاصلخيزي 

ي کشور کمتر هاخاکدرصد  8/71که ميزان فسفر  دهدمي

اخير در زیسييت هايپيشييرفت .[11]اسييتاز حد بحراني 

به  رايبگياهان  مهندسيشناسي مولکولي، فرصتي را براي 

حداکدر رساندن مکانيسم جذب فسفر در گياه و به حداقل 

سفر بر روي محيط زیست مانند  رساندن عوارض جانبي ف

به دریاچهفسيييفر از زمين تراوش ها و هاي کشييياورزي 

 يهابرنج از يگروه .[12]ها فراهم آورده اسيييترودخانه

یک  عنوانبه فقير و دارمشکل يهاخاک با هند در ايمنطقه

با ارزش ژن قاوممنبع  غذایي هاي م ناصييير   به کمبود ع

شدند.  سایي  سفر  Kasalathواریته شنا متحمل به کمبود ف

راندمان جذب فسييفر بالاتري را نسييبت به سييایر  اسييت و

 واریته. این دهدميي فقير نشيييان هاخاکها از انواک برنج

افزایش جذب  هايژن ي ازارزشيي با منبع عنوانبهتواند مي

( 2002و همکاران ) Wissuwa .[13]شييودفسييفر اسييتفاده 

 امبه ن جایگاه ژني صيييفت کمي تحمل به کمبود فسيييفر

Pup1 (Phosphorus uptake 1 ) ته را  Kasalathدر واری

سایي  طری  تلاقي به برنج جاپونيکا واریته از و کردند شنا

Nipponbare  هاي ایزوژنيک حامل لاین .[13] کردندمنتقل

داري را نسييبت به گياه ، عملکرد بيشييتر و معنيQTLاین 

شان دادند ساس ن  یابي این مکان درتوالي .[14]والدیني ح

Kasalath  کيلو باز غني از  90پيچيده شيييامل توالي یک

ضافه ) سپوزون حذف و ا شان داد که در INDELتران ( را ن

نداشييييت ژنوم ياه حسيييياس وجود   پس از آن .[15]گ

Gamuyao ( 2012و همکاران) PSTOL1  در این مکان را

جذب فسيييفر  عنوانبه به افزایش  که منجر  ژن اصيييلي 
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 پروتئين کينازیک  PSTOL1 .[16]کردند، شناسایي شودمي

تواند تنظيم بيان مستقيم نمي طوربهاست و  سرین/ترئونين

ژن را انجام دهد و از طری  فسيييفریله کردن فاکتورهاي 

 برايدهد. مستقيم این کار را انجام ميغير طوربهرونویسي 

هاي پایين نسييبت به پاسييخدسييتيابي به داده و اطلاعاتي 

 Affymetrix gene-array وتحليلتجزیه، PSTOL1دسيت 

هان تراریخته  يا ياه  PSTOL1حاوي  IR64بر روي گ و گ

ژن مرتبط با رشييد  23کنترل انجام شييد. نتایج نشييان داد 

 23ژن از  21فاوتي داشتند وریشه و پاسخ به تنش، بيان مت

هاي مرتبط با رشد ریشه و خشکي همپوشاني  QTLژن با 

توسعه ریشه  در PSTOL1دهنده نقش مهم داشتند که نشان

ب مواد باعث افزایش جذ زیرا ؛ها اسيييتو تحمل به تنش

 PSTOL1به عبارت دیگر  .[16]شيييودميمغذي از خاک 

 ،همچنيني رشييد ریشييه در برنج اسييت. یک تنظيم کننده

يان  هان تراریخته PSTOL1 بالايب يا نه را در گ عملکرد دا

 ،درگياهان تحت تنش فسيييفر پایين درصيييد 60بيش از 

طي تحقيقات انجام شييده مشييخص شييد که  افزایش داد.

 PSTOL1تحمل به کمبود فسييفر، بيان مگياهان براي ایجاد 

 ،همچنين ي خاص مورد نياز اسييت.بالاتر از یک آسييتانه

را  PSTOL1شيييدگي بالاي ، حفاظتPUP1آناليز جایگاه 

  .[17و18]ارقام متحمل به خشکي نشان دادنددر 

سيييه خانواده  هايهمزمان ژنانتقال  با هدف پژوهشاین 

به برنج  PSTOL1و OsNAC5 ،OsCKX4 مختلع شيييامل

تغيير سيياختار ریشييه، بهبود جذب عناصيير غذایي،  براي

 .است شده انجام بهبود عملکرد و تحمل به خشکي

 هاروش و مواد-2

، OsNAC5های ژني حاوی ژن چندسازه  ساخت 2-1

CKX4 و PSTOL1   

سازه ستفاده از طراحي   Vector NTI افزارنرمهاي ژني با ا

(Invitrogenانجام شد. واکنش اتصال ابتدا در حامل ) هاي

سانه شه هم شبر مختص ری در مورد  RCc3سازي تحت پي
                                                           

1 Agrobacterium 
2 Hygromycin 

حت پيشيييبر یوبي و همچنين OsNAC5ژن  کوئيتين در ت

جام  PSTOL1مورد ژن  بار  OsCKX4ژن و شيييد ان یک 

 RCc3کوئيتين و یک بار تحت پيشييبر تحت پيشييبر یوبي

سانه شد. هم انتقال مختص دوگانه  در حامل ،سپسسازي 

حاوي ژن نشيييانگر انتخابي  1اگروباکتریومبا واسيييطه ژن 

 و CKX4دوژني ) صييورتبه 2مقاومت به هيگرومایسييين
PSTOL1( و سيييه ژني )OsNAC5 ،CKX4 و PSTOL1) 

شد سلولندقرار داده  صال به  ستعد تهيه . مخلوط ات هاي م

منتقل شد و روي محيط  XLI-Blueسویة  E. coliشده از 

و  3گرم بر ليتر اسپکتينومایسينميلي 50حاوي  LBانتخابي 

شد. اثبات ميلي 100 شد داده  سين ر سترپتومای گرم بر ليتر ا

ستخراج پلاسميد از کلوني صتراریختي پس از ا ل، هاي حا

پليمراز  ايزنجيره با اسيييتفاده از هضيييم آنزیمي و واکنش

سازي و آناليزهاي مولکولي ه. کليه مراحل همسانشدانجام 

و همکاران  Sambrookهاي با اسيييتفاده از دسيييتورالعمل

شد1989) صل .[19]( انجام  پس از  پلاسميد نوترکيب حا

يد باکتریوم 1986و همکاران ) Anبه روش  ،تای به اگرو  )

شد EHA105سویه  ساخت  .[20]منتقل  جزئيات مراحل 

 .انجام شده است [21-23] هاي قبليسازه مشابه گزارش

 القای کالوس و تکثیر آن انتقال ژن 2-2

شده از موسسه تحقيقات برنج  تهيه بذر برنج رقم هاشمي

 کارپیرسييياندن به پر بيآسيييو بدون به دقت )رشيييت( 

درصد به مدت  70با الکل  بذرها ،سپس .پوست کنده شد

 حاوي درصييد 10 میسييد تیپوکلريیک دقيقه و سييپس ه

قه 45 تا 30 حدود مدت به 20 تویين قطره یک  با و دقي

يک حذف ندشيييدضيييدعفوني آرام  کردنشييي . پس از 

ستریل آب سه بار با آب ا سدیم  شده و هيپوکلریت  شویي 

در این بذرها روي کاغذ صييافي اسييتریل قرار داده شييدند. 

مدمرحله  جا به محيط  ها  قل و در  R-N6D  [24]بذر منت

سيياعت تاریکي قرار  8سيياعت نور  16درجه و  30دماي 

شدند. در مواردي  زدایي تمایز  هايفتبا هنگام ایجادداده 

3 Spectinomycin 
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-R ، این بذرها به محيطشييده کوچکي از اسييکوتلوم بذر

DKND [24] قل مي ما منت یا مسيييتقي ند  ها شيييد در بذر

شيييدند. پس از حدود سيييه قرار داده مي R-DKNDمحيط

ي تردي که در حال تکدير هاکالوسهفته تا یک و نيم ماه 

  .(1)شکل  شدنداستفاده ژن  تقالسریع بودند براي ان

 کشتيتلقیح با اگروباکتریوم و هم 2-3

 pUhrCkPstolنوترکيب  هايپلاسميداگروباکتریوم حاوي 

شد روي محيط  ،pUhrN5CkPstolو  حاوي آنتيپس از ر

سپکتينبيوتيک سين و ا سترپتومای سينهاي ا )به ترتيب  ومای

با واکنش زنجيرهميلي 50و  100 يد  تای اي گرم در ليتر( و 

ستفاده پليمراز براي ا ستشدنتقال ژن ا وک . این باکتري از ا

درجه  28 يتلقيح، در دما پيش ازگليسرول حدود سه روز 

شد. ب يکیدر تار گراديسانت شد داده  راي تلقيح، مقداري ر

شت از محيطاز باکتري با لوپ  شتهک  طيو در مح شد بردا

فالکون  R-DKNAS ای R-N6AS عیما  يتريليليم 50در 

 .تنظيم شد 3/0 حدود OD600nm سوسپانسيون شد و

در  ميقمسيييت طوربه هاکالوستلقيح با اگروباکتریوم،  براي

ور غوطه قهيدق 2کشت سوسپانسيون اگروباکتریوم به مدت 

 بين دو کاغذ فيلتر قرار داده هاکالوس ح،شدند. پس از تلقي

-R یا R-N6AS دیش حاوي محيط مایعشييدند و در پتري

DKNAS  ودرجه  25قرار گرفتند و به مدت سييه روز در 

 .تاریکي انکوبه شدند

 ،اگروبيياکتریومبراي حييذف  ،کشيييتيروز هم 3از  پس

سيييفوتاکسييييم بار در آب اسيييتریل حاوي  یک هاکالوس

سپس صافي قرار گرفتند.  شدند و روي کاغذ  شو  ست  ،ش

 50حاوي  R-DKNSel یا R-N6Sel به محيط هاکالوس

درجييه  30گرم در ليتر هيگرومييایسيييين در دميياي ميلي

شدند و  16و فتوپرید  گرادسانتي شنایي منتقل  ساعت رو

شت انجام  . پس از دو دوره انتخاب به شدهر ده روز واک

سين در حالهاکالوستدریج  رشد و  ي مقاوم به هيگرومای

ي شاهد و تلقيح هاکالوس ،کهدر حالي .قابل تشخيص بود

یي که ژن را دریافت نکرده بودند روي هاکالوسنشيييده و 

به  ي مقاومهاکالوس ،محيط انتخابي از بين رفتند. سيييپس

بيوتيک منتقل شييده و در نهایت محيط باززایي حاوي آنتي

 شييد منتقلو خاک  1زایي به محيط یوشيييداهپس از ریشيي

  .(1)شکل 

 

 

و  pUhrCkPstolمورد استفاده در تایيد مولکولي گياهان تراریخته حاصل از انتقال سازه نوترکيب  يآغازگرها يتوال 1جدول

pUhrN5CKPstol .و اندازه قطعه تکديري مورد انتظار 

 اندازه قطعه تکثیری )جفت باز( ’3به  ’5توالي آغازگر از  آغازگرنام  نوع آغازگر

 P1: Hyg-F مختص سازه
P2: NOS-F 

AGCTGCGCCGATGGTTTCTACAA 
ATCGTTCAAACATTTGGC 1403 

 P3: Pstol-F و ژن مختص سازه
P4: NOS-R 

GACCAGTTTTGTTGCCCCAC 
GACCGGCAACAGGATTCAATC 

262 

 P5: Ck-F مختص ژن
P6: Ck-R 

GCAGTCCCTCCTCGCCATC 
AGGGTGGAGGAGTTCTGCGGG 729 

 P7: N5-F مختص ژن
P8: N5-R 

AACGGCTTCTGGAGGTAG 
CGACTACGGCTTCTACGA 

357 

 RG100-F داخلي ژنوم برنج
RG100-R 

GCTGGACGTGCCAAAGAGAG 
CGAACCACAGCCACAGCATG 952 

                                                           
1 Yoshida 
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  يمولکول یزهایآنال 2-4

هاني يا خابي  گ باززایي در محيط انت حل  يه مرا که در کل

پس از  ،حاوي هيگرومایسيييين زنده مانده و رشيييد کردند

 يارهيبا اسيييتفاده از واکنش زنج يژنوم DNAاسيييتخراج 

اختصيياصييي مختص ژن و  آغازگرو با اسييتفاده از  مرازيپل

سازه  شدند.مختص  ستفاده  آناليز  توالي آغازگرهاي مورد ا

نشيييان داده  1جدول انتظار تکدير در  و اندازه قطعه مورد

 شده است. 

 ژنوم برنج تفکيک رخدادها و تعيين محل الحاق تراژن در

اي پليمراز معکوس بهينه با استفاده از روش واکنش زنجيره

شييده در پژوهشييگاه بيوتکنولوژي کشيياورزي )در دسييت 

 چاپ( انجام شد. 

 نتایج -3

تغییردهنده های کاندید ساخت سازه چند ژني دارای ژن

شه صر غذایي و تحمل به ساختار ری ، بهبود جذب عنا

 خشکي

یکي با دو  ،ي چند ژنيدر این گزارش، سيياخت دو سييازه

ي . سييازهشييدژن کاندید و دیگري با سييه ژن کاندید ارایه 

 OsCKX4داراي دو ژن  pUhrCkPstolچند ژني موسوم به 

)مختص  RCc3ترتيب تحت پيشبر است که به PSTOL1و 

ي سيييازه و اندکوئيتين قرار گرفتهبيان در ریشيييه( و یوبي

pUhrN5CkPstol  علاوه بر دو ژنOsCKX4  وPSTOL1 ،

سييازي کدوني شييده بر اسيياس )بهينه OsNAC5داري ژن 

این سييازه  . در(a-1)شييکل  باشييدمينيز  [25] نتایج قبلي

شبر  CKC4و  PSTOL1هاي براي ژن کوئيتين، و یوبياز پي

استفاده شد. دو پایانبر  RCc3از پيشبر  OsNAC5براي ژن 

NOS  وTahsp17 قرار ها استفاده شد. در ساخت این سازه

کاسيييت ژني  کاسيييت ژني  OsCKX4گرفتن  نار  در ک

PSTOL1  نار و کاسيييت ژني در ک نيز قرار دادن این دو 

ست ژني  ضم آنزیمي و واکنش زنجيره  OsNAC5کا با ه

هاي ژني در خلاف جهت این کاستاي پليمراز تایيد شد. 

 T-DNAکاسييت ژني مقاومت به هيگرومایسييين در ناحيه 

شکل قرار دارند سازه اگروباکتریومي  چند  سازهدو . (1)

د با استفاده از اگروباکتریوم براي تغيير نتوانژني حاصل مي

به  تحمل و ، بهبود جذب عناصيير غذایيسيياختار ریشييه

 . شوندها استفاده ايدر تک لپه ویژهبهخشکي در گياهان 

 ی برنج رقم هاشميتولید گیاهچه های تراریخته 3-1

با اگروباکتریوم،  به احتهاکالوسپس از تلقيح  مال یي که 

خابي حاوي تراژن ند در محيط انت فت کرده بود یا ها را در

سين دوام آورده و گرميلي 50 شروک به م در ليتر هيگرومای

ند تههاکالوس ،همچنين .رشيييد کرد  عنوانبه ي قرار گرف

ي حتمالي تراریخته اهاکالوسشيياهد غيرتراریخته در کنار 

تدریج به  ند.  باززایي  از بين رفت ند سيييبز شيييدن و  رو

و توليد گياهچه کردند و سيييپس زا آغاز ي جنينهاکالوس

ستقل گياهچه شه زایي، هاي م شهدر محيط ری  شدنددار ری

شکل  سين در تمامي مراحل تا آنتي .(1) بيوتيک هيگرومای

گياهچه . انتقالشدانتقال گياهان به یوشيدا استفاده  پيش از

هاي کامل به محلول یوشيييدا انجام شييد. پس از اسييتقرار 

هاي باززا شده در محلول یوشيدا به مدت یک ماه، گياهچه

 و تحتاین گياهان آمادگي انتقال به خاک را پيدا کردند 

نه تراریخته پژوهشيييگاه  شيييرایط کنترل شيييده در گلخا

جام  بذرگيري و ان له  تا مرح بيوتکنولوژي کشيييياورزي 

آناليزهاي تکميلي نگهداري شيييدند. تفاوت حجم ریشيييه 

 pUhrCkPstolگياهان تراریخته احتمالي حاصييل از سييازه 

تراریخته هم سيين و حاصييل از  در کنار گياه شيياهد غير

شت بافت،  شاهده  از پيشمراحل ک انتقال به گلدان قابل م

 در تحقيقات ترنياز به آناليزهاي دقي  که( j-1بود )شييکل 

 دارد. آینده

ها با استتتفاده از واکنش تایید تراریختگي گیاهچه 3-2

 ای پلیمراز چندگانه مختص ژن زنجیره

حاصل از انتقال هر دو سازه نوترکيب در گياهان تراریختي 

و با مسيييتقل از نوک ژن کاندیدِ منتقل شيييده مرحله اول، 

 مختص سازه صورتبهاستفاده از آغازگرهاي طراحي شده 

 شد. تایيد
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به برنج تا انتقال به مراحل انتقال ژن ( و a) pUhrN5CkPstolو  pUhrCKPstolي دو سازه نوترکيب T-DNAنماي شماتيک ناحيه  1شکل 

شتمحيطبرنج روي بذر  گلدان. سازه نوترکيب(؛ b) تلقيح با باکتري پيش از ک زایي روي محييط ؛ کالوس(c) تلقيح با اگروباکتریوم حاوي 

محلول  بهگياه انتقال (؛ g) MS(؛ اسييتقرار گياه در محيط f) زایيریشييه طنتقال به محي(؛ اe) باززایي گياهان تراریخته احتمالي(؛ d) انتخابي

انتقال به گلدان در کنار  پيش از pUhrCKPstol(، فنوتيپ ظاهري یکي از رخدادهاي سييازه نوترکيب i(؛ انتقال گياه به گلدان )h) یوشيييدا

   (.jشاهد )

اي طراحي آغازگرهاي مختص سيازه به گونه براي این کار

شيييدند که قسيييمتي از ژن نشيييانگر انتخابي مقاومت به 

سين و خاتمه سينتاز ژن هيگرومای ا ر مجاوردهنده نوپالين 

ندتکدير  کل  کن هاي -2)شييي غازگر يات  .(P2و  P1آ جزئ

 صورتبهاین واکنش  .[23]طراحي قبلا گزارش شده است

( RG100پلکس بييا ژن مرجع داخلي ژنوم برنج )مولتي

جام  يه شيييد ان بال اول مالي در غر هان تراریخته احت يا و گ

 (.3)شيييکل  حضيييور دو باند مورد انتظار را نشيييان دادند

 اسييتفاده از ردیابي چندگانه در تشييخيص تراریختي سييبب

 .[26]هاي ردیابي خواهد شييدافزایش دقت و کاهش هزینه

هاي اصييلي در رخدادهاي حاصييل با حضييور ژن ،سييپس

ها تایيد اي پليمراز اختصاصي ژناستفاده از واکنش زنجيره

  (.2د )شکل ش

ند  با با ظهور  تایج  رادر  PSTOL1حضيييور ژن  bp262ن

رخدادهاي تراریخته حاصل از هر دو سازه ژني اثبات کرد. 

صيييورت مختص سيييازه براي این ردیابي از آغازگرها به

 (.P4و  P3آغازگرهاي -2استفاده شد )شکل 
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با  اي پليمراز چندگانهواکنش زنجيره. pUhrN5CkPstolو  pUhrCkPstolآناليز مولکولي گياهان حاصل از انتقال دو سازه نوترکيب  2شکل 

نشان  T0 نسلهاي برنج تراریخته احتمالي نمونه تعدادي از دررا  1403bp باند مورد انتظار (hyg/nos) مختص سازه يآغازگرها استفاده از

اي پليمراز براي بررسي حضور واکنش زنجيره(؛ a) نيز نشان دادندرا  (RG100) قطعه ژنوم برنجبه مربوط  950bp ها باند حدود. نمونهدادند

گياهان تراریخته احتمالي حاصل از انتقال دو سازه نوترکيب در سمت راستOsCKX4 (b- )سمت چپ( و -b) PSTOL1هاي ژن

pUhrCkPstol  وpUhrN5CkPstol  و بررسي حضور ژنOsNAC5  در گياهان تراریخته احتمالي حاصل از انتقال سازه نوترکيب

pUhrN5CkPstol (c.) از رخدادهاي حاصل از انتقال سازه نوترکيب  9و  8، 5، 4، 3، 2هاي شمارهpUhrCkPstol  که حضور هر دو ژن

PSTOL1  وOsCKX4  رخداد مدبت در نظر گرفته شدند و با کد  6 عنوانبهرا نشان دادندQ1  تاQ6 هاي نامگذاري شدند. همچنين شماره

 OsNAC5نامگذاري شدند. ژن  V8تا  V1با کد  pUhrN5CkPstolرخداد حاصل از انتقال سازه نوترکيب  8 عنوانبه 10و  9، 8، 7، 6، 5، 2، 1

 ردیابي نشد و بقيه هر سه ژن را نشان دادند. 8و  6، 5هاي در شماره

و تعيين رخدادهاي خالص  T2براي آناليز نسييل در حال تفکيک  PSTOL1تراژن سييازه و مختص  يبا آغازگرها مرازيپل يارهيواکنش زنج

 .(d) احتمالي
M, Molecular weight marker (1Kb Plus- Thermo Scientific company); P, plasmid pUhrCkDro & pUhrN5CkPstol; T, 

Transgenic plant (positive control); N, non-transgenic plant; W, water control (no DNA); Others: rice event samples. 
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با آغازگرهاي مختص ژن  OsCKX4حضييور ژن  ،همچنين

ه شد. بدر رخدادهاي حاصل تایيد  bp729و مشاهده باند 

حضييور هر دو ژن در شييش رخداد حاصييل از  ین ترتيبا

تایيد شييد.  pUrhCkPstolگياهان تراریخته منتج از سييازه 

 9و  8، 5، 4، 3، 2 شمارههاي دهد نمونهنشان مي 2شکل 

يب  قال سييييازه نوترک حاصييييل از انت هاي  خداد از ر

pUhrCkPstol  حضيييور هر دو ژنPSTOL1  وOsCKX4 

شان دادند شش رخدادرا ن  Q6تا  Q1با کد ب به ترتي . این 

 .(2)جدول  نامگذاري شدند

 pUhrN5CkPstolرخدادهاي حاصييل از سييازه نوترکيب 

حضيييور ژن  OsCKX4و  PSTOL1هيياي علاوه بر ژن

OsNAC5  را نيز با اسييتفاده از آغازگرهاي اختصيياصييي و

شاهده باند مورد انتظار  شکل  bp357م شان دادند. در   2ن

 8 عنوانبه 10و  9، 8، 7، 6، 5، 2، 1شيييماره هاي نمونه

سازه نوترکيب  صل از انتقال   pUhrN5CkPstolرخداد حا

ته شيييده ها در نظر گرف ند. این رخداد کد ا  V8تا  V1با 

هاي نمونهدر  OsNAC5. ژن (2)جدول  شيييدندنامگذاري 

ردیابي شيييد و بنابراین این پنج  10و  9، 7، 2، 1شيييماره 

سه  شمارهرخدادها حضور هر  شان دادند.  ، 5 هايژن را ن

قد ژن به 8و  6 فا هاي دو ژني و   OsNAC5عنوان رخداد

داده  نشييان 2همانطور که در جدول  درنظر گرفته شييدند.

شده است برخي از رخدادها داراي تکرار در مراحل کشت 

بافتي بودند. تکرارهاي کشيييت بافتي که از یک قسيييمت 

کالوس با چندین گياه باززاشييده ایجاد شييده بودند پس از 

بندي یک رخداد واحد دسته عنوانبهآناليز مولکولي همگي 

 شدند. 

 
 

ي رخداد براي سازه 6تراریخته بودن . pUhrN5CkPstolو  pUhrCkPstolادهاي احتمالي حاصل از سازه نوترکيب رخد 2جدول 

pUhrCkPstol (Q1-Q6 و )ي رخداد براي سازه 8pUhrN5CkPstol (V1-V8تایيد شد. خالص ) رخدادهاسازي یکي از (Q6 در نسل )T2 

پس از آناليز است، که از یک قسمت کالوس چندین گياه باززاشده است تکرارهاي کشت بافتي دهنده تعداد باززاشده نشان انجام شد.

 .شدند بنديیک رخداد واحد دسته عنوانبههمگي این تکرارها، مولکولي 

 سازه رخداد احتمالي کد اولیه تعداد باززاشده نسل خلوص احتمالي

 1رخداد  T2 32 Q-1بذر  ناخالص

PUhrCKPstol 

 2رخداد  T2 3 Q-2بذر  ناخالص

 3رخداد  T2 3 Q-3بذر  ناخالص

 4رخداد  T2 1 Q-4بذر  ناخالص

 5رخداد  T1 4 Q-5بذر  -

 6رخداد  T2 3 Q-6بذر  خالص

 1رخداد  T1 4 V-1بذر  -

PUhrN5CKPstol 

 2رخداد  T1 15 V-2بذر  -

 3رخداد  T1 25 V-3بذر  -

 4رخداد  T0 6 V-4گياه  -

 5رخداد  T0 3 V-5گياه  -

 6رخداد  T0 3 V-6گياه  -

 7رخداد  T0 2 V-7گياه  -

 8رخداد  T0 3 V-8گياه  -
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ناليز نسيييل حال تفکيک آ هاي  T2و  T1هاي در  رخداد

ستفاده از واکنش زنجيره صل با ا اي پليمراز و تراریخته حا

انجام و نتایج  PSTOL1با اسييتفاده از ردیابي ژن مشييترک 

ها  عدادي از آن جدول ت شيييده اسيييت.  خلاصيييه 2در 

از سييازي رخدادهاي حاصييل در حال انجام اسييت. خالص

آناليز شيييدند.  T1گياه در نسيييل  15الي  10هر رخداد، 

ها انجام شيييد. از گياهان منفي حذف و بذرگيري از مدبت

گياه در  20، حدود T1دبت تایيد شييده در نسييل هر گياه م

سل  صورتي که همه T2ن شدند. در  ي گياهان آناليز آناليز 

سل  شند، آن رخداد  T2شده در ن خالص  عنوانبهمدبت با

. در صورت مشاهده ترکيبي از گياهان شودمياوليه معرفي 

مدبت و منفي در این نسيييل، آن گياه ناخالص بوده و براي 

سيدن به  سل )ر شت بذور  (T2خلوص در این ن نياز به ک

 T2و آناليز آنها در نسيييل  T1سيييایر گياهان مدبت نسيييل 

سيييازي براي رخدادهایي که به روند خالص خواهد بود.

تایيد بيشيييتر اند ادامه خواهد داشيييت. خلوص نرسييييده

نياز خواهد  T3خلوص نيز به آناليز با تعداد بيشتر در نسل 

 داشت.

ل از انتقارخداد احتمالي برنج تراریخته  14در این پژوهش 

سازه نوترکيب  شددو  درصد رخدادها  93حدود . حاصل 

ه مجموک ي کطوربه بيش از یک تکرار کشت بافتي داشتند،

گياهاني که شيش رخداد حاصيل از انتقال سيازه نوترکيب 

pUhrCKPstol  ،ند که  46را دربرداشيييت هاني  يا ياه و گ گ

سازه  صل از انتقال  را  pUhrN5CKPstolهشت رخداد حا

این گياهان در  .تعيين شيييدند گياهِ 61دادند تشيييکيل مي

ناليزهاي مولکولي، حضيييور ژن با آ هاي منتقل شيييده را 

PCR هاي مختلع چندگانه، مختص سيييازه و مختص ژن

به تغيير ظاهري فنوتيپ ریشه  پژوهشدر این  نشان دادند.

سي شد ولي برر تر فيزیولوژي، مولکولي و هاي دقي اکتفا 

صل و  شيميایي گياهان حا سي علمي ویژگ ویژهبهبيو يبرر

هاي ریشيييه و تغييرات آن نسيييبت به گياهان شييياهد در 

 تحقيقات آینده مورد نياز خواهد بود.

 گیریو نتیجه بحث-4

ضر،  موثر  ني/ترئوننیسر نازيک نيپروتئ کیدر پژوهش حا

(، PSTOL1فسفر ) ویژهبهدر افزایش جذب عناصر غذایي 

 ژني از خانواده سيييتوکينين اکسيييداز/دِهيدروژنازدر کنار 

(OsCKX4 ) به برنج رقم هاشمي منتقل شده است. تاکنون

انتقال همزمان این دو ژن به برنج و یا سایر گياهان گزارش 

ست.  شده ا شات قن ساس گزار شرابلي، بر ا د کمبو طیدر 

سفر  سعه یيسزاهنقش ب PSTOL1ژن ف شه يدر تو  يری

 .[16]داشييته اسييتجذب فسييفر  شیافزا جهيبرنج و در نت

هاي در تشيييکيل ریشيييه OsCKX4اهميت ژن  ،همچنين

توسط  هاخشک ریشهطول، تعداد و وزن و افزایش گرهي 

Gao ( اثبات شييده بود. بيان این ژن در 2014و همکاران )

در سييازه حاضيير تحت پيشييبر مختص ریشييه  پژوهش

pUhrCkPSTOL  براي جلوگيري از اثرات ناخواسييته بيان

با بر محصيييول، مطلوب خواهد بود.  OsCKX4 دائمي ژن

 pUhrN5CkPstolتوجه به اینکه گياهان حاصييل از سييازه 

را تحت پيشييبر دائمي در بر داشييتند در  OsCKX4که ژن 

شدند ستفاده از این ژن  ،بذردهي با تاخير مواجه  بنابراین ا

انتظار  ،نهمچني. شودميتحت پيشبر مختص بافت پيشنهاد 

در  تحت پيشييبر ریشييه OsNAC5حضييور تراژن رود مي

تحت تنش  ویژهبه، در شييرایط نرمال و رخدادهاي مذکور

شود. این  شاهد  سبت به  سبب افزایش محصول ن خشکي 

شهژن که یک تنظيم ست ری سي ا تر هاي طویلکننده رونوی

و افزایش در اندازه اسييتل و کورتکس ریشييه را به همراه 

شت. علاوه بر این هاي کدکننده یکي از ژن بيان ،خواهد دا

فاکتور رونویسييي القا شييونده در شييرایط تنش از خانواده 

NAM-ATAF-CUC (OsNAC5) با افزایش قطر ریشيييه ،

تواند سبب افزایش مقاومت به خشکي و افزایش برنج، مي

سازي کدوني این بهينه .[27]شودبازده محصول در مزرعه 

ساس نتایج قبلي مي تواند در بهبود عملکرد این ژن نيز بر ا

شرایط  سترس موثرژن در  شد ا انتقال  تاکنون .[28و25]با

همزمان این سيييه ژن که برگرفته از ارقام وحشيييي برنج 
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به برنج زراعي یا گياهان دیگر گزارش نشده است.  ،هستند

قال ژن نهانت يد از گو بل تلاقي از طری  هاي مف قا هاي 

ژنسييييس و مهندسيييي ژنتيک به گياه هدف که به سييييس

معروف اسييت در برخي کشييورها با قوانين  اینتراژنسيييس

اي نسيييبت به گياهان تراریخته مواجه کمتر سيييختگيرانه

ند يد .[29]هسيييت قال این ژن تای تاثير انت ها بر بهبود ميزان 

شات مزرعه شه نياز به آزمای سي دقي  ساختار ری اي و برر

فنوتيپ ریشه در مقایسه با شاهد در آزمایشات تکميلي و 

 بررسي تحمل به خشکي خواهد داشت.  ویژهبه

هاي چندژني براي ایجاد گياهان توليد و اسييتفاده از سييازه

آزمایشيييگاهي در گياهاني چون برنج، تراریخته در مراحل 

توتون، پنبه، گوجه فرنگي، گندم، سييویا و جلبک در ایران 

ست شده ا ه تراریختایرانيان در توليد برنج  .[30-35]انجام 

در  DRO1انتقال ژن  ،همچنين . [36و37]اند پيشيييتاز بوده

ژن  انتقالو نيز  OsEXPA8 [23]و  OsNAC5هاي کنار ژن

PSTOL1  وOsDRO1 [22]  ،براي بهبود سيياختار ریشييه

 و تحمل به خشکي و بهبود جذب عناصر غذایي گياه برنج

در کشيييور  OsDRO1  [38]و  OsCKX4نيز انتقال دو ژن 

حاضير  پژوهشدر  اي انجام شيده اسيت.تا مرحله گلخانه

و ژن  PSTOL1لاین تراریخته با انتقال همزمان ژن  چندین

OsCKX4  و نيز ژنOsNAC5 هااین ژنآمد که  دسيييتبه 

 بهبود صييفات يبرا. دارنددر تغيير سيياختار ریشييه نقش 

داراي اهميت  ژن نیانتقال همزمان چند اهانيمختلع در گ

صييفات  اصييلاحتواند مي اسييت که يو روش موثر اسييت

به هدف مورد  دنيزمان رسييمورد نظر را تسييهيل کرده و 

را کاهش  و اصيييلاح آنها اهانيگ بهبود صيييفات ينظر برا

قال همزمان (2000)و همکاران  Ye . در گزارشدهد ، انت

زایش اف آ به برنج منجر به نيتامیدر سيينتز و ليسييه ژن دخ

ج برن سيييپرمآندودر  نيتامیو نیا ديتول ارزش غذایي آن و

در بهبود  ليانتقال همزمان دو ژن دخ ،همچنين .[39]شيييد

 شیزاموجب اف يدر درختان جنگل نيگنيل وسيينتزيب فرایند

شد ستميس نیا یيکارا ستفاده از روش. [40] در درختان  ا

هاي اصييلاح سيينتي در محصييولات زراعي، به دليل انتقال 

عداد زیادي از ژن به همراه ژن مورد نظر، ت نامطلوب  هاي 

شود.  صول  ست منجر به کاهش کيفيت مح علاوه ممکن ا

ماناین روش بر این، ند.ها ز نه هسيييت در پي  بر و پر هزی

سه ژن تغيير دهنده شه به رقم تجاري انتقال  ساختار ری ي 

شمي که مرغوبيت بالایي از نظر عطر و طعم دارد،  برنج ها

انتظار بر این اسيييت که گياهان تراریخته حاصيييل از نظر 

 رايببازارپسييندي، مانند همتاي غيرتراریخته خود باشييند. 

صييفات  و بررسييي هاي اینهمانيآزمایشتایيد این مسيياله، 

شد. کيفي پس از خالص سيسازي انجام خواهد  هاي برر

 يقطع دیيياز فوا يبرداربهره نيتضيييمایمني زیسيييتي 

اربرد ک ياحتمال يآثار جانب تیریمدرن و مد يوتکنولوژيب

سي فناور نیا ستفاده از مزایاي مهند شته و ا ي را در پي دا

  .[41]را در پي داردژنتيک در جهت امنيت غذایي 

 نوترکيب سيياخته شييده در این پژوهش راسييازه چند ژني 

شکي مي شه و تحمل به خ ساختار ری توان با هدف تغيير 

براي انتقال ژن به سيایر گياهان نيز مورد اسيتفاده قرار داد. 

ار با تغيير سيياخت مهندسييي شييدهتوليد برنج با اميد اسييت 

 افزایشتحمل به خشيييکي و  بتوان سيييبب بهبودریشيييه 

در نهایت و  شيييدهعملکرد در این محصيييول مهم زراعي 

شت رایج برنج هزینه صرفه صورتبههاي ک غرقابي را با 

اي براي توسيعه و گام اوليه جویي مصيرف آب کاهش داد

 .کشت این محصول فراهم آورد
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Abstract 
Production of drought tolerant crop is an important strategy for avoiding water scarce 

crisis. Improvement of the root structure helps better establishment in the soil, more 

access to the nutrition and efficient water absorption. This results in lodging and 

drought resistance, leading to the higher yield and seed quality. In this study, three 

genes affecting root structure, drought tolerance and phosphorous absorbance are used 

in producing hybrid constructs used for the rice transformation. Three genes: a 

serine/threonine protein kinase (PSTOL1), a gene from the cytokinin 

oxidase/dehydrogenase family (OsCKX4) and a transcription factor induced under 

stress from the NAM-ATAF-CUC family (OsNAC5) isolated from the rice wild 

cultivars are cloned under  separate regulatory elements in the T-DNA region of the 

Agrobacterium binary vector. OsNAC5 gene was cloned under RCc3 root specific 

promoter and PSTOL1 gene under ubiquitin promoter. Also, OsCKX4 gene was 

cloned once under ubiquitin promoter and once under RCc3 promoter. Two hybrid 

multi-gene constructs named pUhrN5CkPstol and pUhrCkPstol harboring multiple 

genes are synthetized and used for the gene transformation into the Hashemi cultivar. 

Gene transfer was done to callus obtained from mature rice seeds. Transgenic plants 

were confirmed using PCR analysis. From the number of 107 regenerated plants in 

which the presence of transgenes was proved, 14 transgenic events were finally 

obtained. Root structure of the T0 plants showed drastic phenotypic difference in 

comparison to the non-transgenic ones. By now, one transgenic event harboring CKX4 

and PSTOL1 is confirmed to have a homozygous line in T2 generation. It is hoped 

that genetic engineering of rice for enhanced root structure lead to drought tolerance, 

reduce water consumption and improve yield under stress conditions. 
 

Keywords: Cytokinin oxidase/dehydrogenase, Multi-gene transformation, Rice 

genetic engineering, serine/threonine protein kinase, transcription factor induced 

under stress. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


