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لرحّ حمن ا  م یبسم الله الرّ

ا ب لّ و لا قوهّ ا عله و لاحول   م یالعظ یالله ال

  و   شود ی بالاتر بذر م   ت ی ف ی عملکرد دانه و ک افزایش  منجر به    شه ی ر   ساختار بهبود  
از طر   ن ی ا  گ   ق ی امر  ب   اه، ی بهبود رشد  بهتر در خاک، جذب  و    شتر ی استقرار  آب 

ب   ه ی تغذ  هورمون   نه ی آم   ی دها ی اس   وسنتز ی و  حاصل  و  ب ها  و  افزا شده    ش ی اعث 
از مواد مغذ   یی کارا    ک ی   ی سال شود. خشک ی م   تنش در گیاه و تحمل    ی استفاده 

متحمل    د ی تول   ن ی بنابرا و  است    کشور در    ی چالش جد  به خشکی  محصولات 
بود  اهمیت خواهد  ا دارای  در  )تغییر دهنده    DRO1ژن    حضور   پژوهش   ن ی . 

ر  ر   شه ی ساختار  رشد  زاویه  تغییر  در  که  دارد   شه ی برنج(  رقم    نقش  برنج  در 
مورد    Kinandang Patongهاشمی بررسی و با توالی مشابه آن در برنج رقم  

ژن  این  سپس  گرفت.  قرار  ژن    مقایسه  کنار  بهبود    OsCKX4در  در  )مؤثر 
  ام برگرفته از ارق   DRO1و    OsCKX4  ی ها ساختار ریشه( قرار داده شد. ژن 

برنده  برنده مختص ریشه و پیش ترتیب تحت پیش برنج طی مراحلی به   خودرو 
ناحیه  دائمی همسانه  در  اگروباکتری   T-DNAسازی و  قرار    ی وم حامل دوگانه 

شدند.  به    داده  موسوم  حاصل  سویه    pUhrCkDroسازه  اگروباکتریوم  به 
EHA105   هاشم رقم  برنج  به  ژن  انتقال  برای  و  قرار    مورد   ی منتقل  استفاده 

باززا  گیاهان  ژن،  انتقال  مراحل  انجام  از  پس  مح  گرفت.  در  حاصل    ط ی شده 
ل   گرم ی ل ی م   50  ی حاو   ی انتخاب  مخ   ن ی س ی گروما ی ه   تر ی بر  مراحل  تلف  در 

و    دا ی وش ی زایی زنده مانده و رشد کرده و به محلول زایی، باززایی و ریشه کالوس 
ای  واکنش زنجیره   ط سپس به گلدان منتقل شدند. گیاهان تراریخته احتمالی توس 

و رخدادهای مستقل مشخص شدند. مقایسه فنوتیپ ریشه با گیاه  پلیمراز تایید  
گ  داد.  نشان  ریشه  در ساختار  تفاوت ظاهری  در    خته ی ترار   اهان ی شاهد  حاصل 

نسل  در  و  بذرگیری  کشاورزی  بیوتکنولوژی  پژوهشگاه  تراریخته  های  گلخانه 
T1    وT2    ی تشخیص رخدادهای خالص قرار  مولکولی برا   های آزمون تحت

با   تواند می سازه چند ژنی حاصل  با توجه به نتایج این پژوهش  احتمالًاگرفتند.  
هدف تغییر ساختار ریشه و تحمل به خشکی برای انتقال ژن به سایر گیاهان نیز  

منجر به    تر قوی   شه ی با ساختار ر   خته ی برنج ترار   د ی است تول   د ی . ام ثر واقع شود ؤ م 
بهبود عملکرد در شرایط تنش خشکی   کاهش مصرف آب   ، ی تحمل خشک    و 

 شود. 
 

ژنیانتقال    کلیدی:  هایواژه تراریخته،چند  برنج  معماری  ،  مهندسی   ،
 .DRO1 ،CKX4، ریشه

 

Improvement of the root architecture lead to higher 
grain yield and seed quality. This is achieved via 
improvement of the plant growth, better establishment 
in soil, higher absorption of water and nutrition 
resulting in the biosynthesis of the essential amino 
acids and hormones. It increases the efficiency of the 
nutrition usage and the stress tolerance. Drought 
conditions are a serious challenge in Iran; therefore, 
improving crop tolerance has a major importance. In 
this study, we investigate the presence of DRO1 gene, 
which is involved in the modification of the root 
growth angle, in rice cultivar Hashemi and compared to 
the Kinandang Patong cultivar. We further analyze the 
simultaneous presence of DRO1 and a second gene, 
OsCKX4, which is involved in the improvement of root 
structure. DRO1 and OsCKX4 are cloned together in a 
single construct under the control of the ubiquitin and 
the root specific promoters, respectively. The resulting 
construct, pUhrCkDro 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−1 
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. Transgenic plants show stronger root 
structure compared to the non-transgenic ones. 
Molecular analysis in the T1 and T2 generations leads 
to the homozygous events. The multi-genic construct 
used in this study, can be introduced into other crops 
for the aim of root structure improvement and drought 
tolerance. It is hoped that the production of transgenic 
rice with enhanced root structure results in improving 
drought tolerance, reducing water consumption and 
enhancing yield under drought stress conditions. 
 
Keywords: DRO1 gene, CKX4 gene, Multi-gene 
transformation, Root architecture, Transgenic rice,  
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 مقدمه
از مهمتر  غذا  ن یبرنج  اقلام  و  است.    یی غلات  جهان 

به  تیاز جمع  یمین برنج  به    ی غذا  کیعنوان  جهان، 
ر   یاصل هستند.  سطح  شهیوابسته  افشان    ی برنج  و 

خاک    ی متری سانت  25تا    20بوده و حداکثر در عمق  
م بهی نفوذ  و  ر  ل ی دلکند  مستعد    یسطح   شهیداشتن 

خشک  م  یتنش  مرسوم    انی در  روش  است.  غلات 
  ران یاز مناطق جهان از جمله ا  ی اریبرنج در بس  کشت

نشا افزا  ییکشت  مغذ  یدسترس  شی است.  مواد    ی به 
روبه آهن،  مثال  علف   یعنوان  مهار  و  فسفر    ی هاو 

  اد ی که تلفات ز  یروش است در حال  نیا   یایهرز از مزا 
تبخ عمق   ،ی سطح  ر یآب،  ن  ینفوذ  به    ازیآب،  فراوان 

در  یانسان  یروین از    جه ینت  و  خالص  سود  کاهش 
روش کشت علاوه    نی روش کشت است. ا  نی ا  بیمعا

نفوذپذ کاهش  ب  یریبر  از  موجب  رفتن    نیخاک 
محدود بروز  و  خاک  در    یهات یساختمان  فراوان 

م   یهاکشت آن  از  منابع  شودی پس  که  آنجا  از   .
  یجهان   ش ی گرما  ل یدلبه   ی نیرزمیو ز  ی سطح  ی هاآب 

تغ ت  ی می اقل  راتییو  هستند،  کاهش  به  آب    ن یمأرو 
ن محدود  از یمورد  عامل  به  تول  کشت  برنج    د یکننده 

  ت یاهم  ،کشت  یسنت  وهی ش  ریی رو تغ  ن یشده از ا  لی تبد
 ;Gowda et al., 2011)  دارد  یی بالا  اریبس

Hasanuzzaman et al., 2019)  .  ل ی دلبه برنج  
را  ی غرقاب   ط یشرا آبی  نیاز  سا  بیشترین  به    ر ینسبت 

م   ،غلات اختصاص  خود  تخمدهدی به  شده  زده    نی . 
از مناطق    یاعمده   یها که کمبود آب بر بخش است  

تأث  د یتول جهان  در   ,.Lesk et al)  بگذارد  ر یبرنج 

مهم    ی ژگ ی و  کی شهیر   ستم یس  ی معمار.  (2016
و    یدر سازگار  یاست که نقش مهم  یو زراع   ی تکامل
با ی هاط یدر مح  اهی گ  یوربهره دارد.    یتمحدود  ی  آب 

سال  صفات  به   شهیر   ی های ژگ یو   ری اخ  یهادر  عنوان 
از آن در کنار    توانی مطرح شده است که م   یاه یثانو

تنش   به  متحمل  برنج  ارقام  انتخاب  در  دانه  عملکرد 
  ی در مراحل بحران  .(Singh et al., 2021)  بهره برد 

مرتبط    یک یدرولیه  اتی و پر شدن دانه خصوص  ی شیزا

ر سازگار  توانندی م   شهیبا  خشک  اهیگ  یموجب    ی به 
اینکهبهد.  نشو غذا  دلیل  مواد  و  صورت  به  یی آب 

شده پراکنده  خاک  در  آراناهمگن  سی اند،    ستمیش 
تواناییتع  ،یاشه یر کننده  تیگ  یین  در  منابع  ی مأاه  ن 

ن برایمورد  بنابرا  ی از  است.  ماندن  مطالعه  ی زنده  ن 
سی آرا ساختار  و  ر یش  اهم  شهیستم  ویاز    یاژهی ت 

 . (Li et al., 2015) است داربرخور
ژنت  یهاپ یژنوت  انیم  در تنوع  برنج    ی کیمختلف 

مورفولوژیدر خصوص  یعیوس قطر  یر   ی کیات  مثل  شه 
ر (Chang et al., 1986)  شهیر نفوذ  عمق  شه  ی، 
(Kato and Okami 2010)ن ر  یروی،  شه  یکشش 
(Ekanayake et al., 1985)  نسبت عمق ریشه به ،

، (Yoshida and Hasegawa 1982)  بخش هوایی
 Price)، رشد  (Chang et al., 2008)  شه یتعداد ر

et al., 2002)شهی ، و قدرت نفوذ ر  (Clark et al., 

به  گزارش .  (2008 است.  کل شده  از    ی طور  دسته  آن 
سطح    یهاپیژنوت در  و  هستند  پرمحصول  که  برنج 
م  یعیوس آرا   lowland  شوندی کشت  و  ش  یبوده 

نازک    یبروس یآنها ف  یها شه یدارند، ر یسطح  یاشه یر
سه  یدر مقا   یط غرقابی با شرا  یسازگار  لی دلاست و به

سا آب یبا  کم  به  غلات،  بیحساس  یر  نشان    یشتریت 
از  .  دهندیم دیگر  برنج    خودرو  یهارقمبرخی 

upland  زراع ارقام    ی هاستم یس  یهستند و برخلاف 
عمیوس  یاشه یر کارآمد یع،  و  به    یق  نسبت  و  دارند 

ب   یخشک اما محصول    دارند   یتیفیکی متحمل هستند 
 و  Kinandang Patong  هایبرنج   مانند

Azucena.    از آرا ی درگ  یها ژن استفاده  در  ش  یر 
ریس می   یاشه یستم  ارقام  این  دراز  اصلاح    تواند 

زراع  یکیژنت باشد.  ؤم برنج    ی ارقام    ی هاپ یژنوتثر 
ر با  عمیبلند، ضخ  ی هاشه یبرنج  و  منشعب  در  یم،  ق 

خشکیشرا ب  ی ط   Zhang et)  دارند   ی شتر یتحمل 

al., 2009)  .مهمتر   یک ی با    یراهکارها   ن یاز  مقابله 
و کارآمدتر از    دتریبحران کمبود آب استفاده هرچه مف

آب تغ  ی اریآب  از    شه یساختار ر  ر ییاست که  استفاده  با 
ت  شی افزا  ک،یژنت  یمهندس عمق،  و    عدادطول، 
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م آن  آب ی ضخامت  کم  به  تحمل  پ  یتواند  در    ی را 
ای در چند دهه گذشته  تحقیقات گسترده داشته باشد.  

و کاهش    ها miRNA  ی اعتبارسنج برای شناسایی و  
ول  است  گرفته  انجام  آنها  توسط  تنش  در    ی اثرات 

از   بسها  miRNAاستفاده  مبهم  نکات    ی اریهنوز 
دارد  Ghorbanzadeh and Ghafari)  وجود 

ادر سال   .(2019 ارتباط  خیر ژن های  در  های موثری 
دنیا   در  ریشه  ساختار  تغییر  و  خشکی  به  تحمل  با 

که   است  شده  معرفی  و    ژن   آنها از    یک یشناسایی 
DRO1  (DEEPER ROOTING1  )  که  است

 ( Uga et al., 2013)   ها شدهسبب رشد عمیق ریشه 
حمل به خشکی در گیاه  تو با تغییر زاویه رشد ریشه  

می  افزایش  را  .  (Kondo et al., 2000)  دهدبرنج 
رشد  ی  یر زاویه سبب تغی  IR64بیان این ژن در رقم  

به عمیق می  از حالت سطحی   Uga et)  شودریشه 

al., 2015)  . ژن  غیرفعال در    AtDRO1شدن 
جهشیدوپس یآراب اثر  در  به   ، س،  زاویه   منجر  ی تغییر 

م  یهایشه ر افقی  به  عمودی  حالت  از  شود  ی جانبی 
(Guseman et al., 2017)  ژن  .DRO1  یارابطه  

به  دارد،  اکسین  با  نوک  که  طوریعکس  برای  اگر 
شود،   گرفته  نظر  در  بالایی  و  زیرین  ناحیه  دو  ریشه 

یابد این  اکسین در ناحیه زیرین نوک ریشه تجمع می 
به اکسین  ژن  تجمع  بیان  با  عکس  رابطه  دلیل 

DRO1    زیرین ناحیه  در  ژن  این  بیان  کاهش  سبب 
می  ریشه  بالانوک  ناحیه  در  طرفی  از  نوک  شود.  یی 

ژن   بیان  نتیجه  در  و  است  کم  اکسین  میزان  ریشه 
DRO1    .است بیشتر  ناحیه  این  منجر  در  مساله  این 

و  ها در این دو ناحیه شده  به تفاوت میزان رشد سلول 
تر ریشه نسبت به سطح خاک و پاسخ به  رشد عمودی 

می  افزایش  را  زمین   ,.Araki et al)  دهدجاذبه 

  مهمیدر شرایط خشکی نقش    DRO1. ژن  (2002
ریشه  دسترسی  لایه در  به  عمیق  زیرین  های  و  های 

اجتناب از خشکی و حفظ    و سبب  خاک داشتهعمقی  
 Uga)شود  عملکرد بالا در مقایسه با رقم شاهد می 

et al., 2011)  .Uga    همکاران ژن  ( 2015)و   ،
DRO1    خشکی به  مقاوم  رقم   Kinandangاز 

Patong  (KP  را به )IR64    انتقال داده و نشان دادند
تنش خشکی  که شرایط  تراریخته   در  مذکور  لاین  ی 

رقم   30حدود   به  نسبت  را  بالاتری  عملکرد  درصد 
توده  د دارد. این در حالی است که میزان  ی شاه اولیه

ژن    زیستی  نداد.  نشان  چندانی  تفاوت  ریشه  طول  و 
DRO1    نقش نیتروژن  جذب  افزایش  در  همچنین 

با تنظیم جریان سیتوکینین، منجر به افزایش    و  داشته
دانه می میزان  پر شده   Arai-Sanoh et)  شود های 

al., 2014) ریشه سیستم  شامل  .  اغلب  برنج  ای 
در رشد و    را   ی نقش مهم  است که  یاگره   یهاشه یر

برنج   دارندنمو  مکانبرعهده  مولکول ی .  ل  ی تشک  یسم 
ک موتانت  ی  ی ناشناخته است. بررس  یاگره   یهاشه یر

( برنج  افزاroot enhancer1, ren1-Dغالب  ش  ی( 
ریس افزایستم  ریشه،  تعداد  و   یاگره   یهاشه یش 

گ ارتفاع  دادیکاهش  نشان  را   ,.Gao et al)  اه 

های ژنتیکی و مولکولی نشان داد که  آزمون .  (2014
نام   به  ژنی  شدن  خانواده    OsCKX4فعال  از  که 

افزایش   باعث  است  اکسیداز/دهِیدروژناز  سیتوکنین 
ای شده  های گره سیستم ریشه و افزایش تعداد ریشه

ایب  یهای بررس است.   دادند  نشان  نقش  یشتر  ژن  ن 
کند. گائو  ی فا م یا  یاگره  ی هاشه یل ری در تشک  ی مهم

نشان دادند که    2014در سال    یو همکاران با گزارش 
OsCKX4 ار قدرتمند است  یشه بسیش ری ر آراییدر تغ

فا  ی در برنج  نقش اای گره   یهاشه یر یگذاران یو در بن
بیم بالایکند.  پی ا  ی ان  با  ژن  اختصاص ین  در    ی شبر 
افزایر باعث  خشک  ی شه  وزن  و  تعداد  طول،  ش 
 Gao)  شد  Zhonghua 11در رقم    ایگره   یهاشه یر

et al., 2014) . 
را    ی زراع  اه یرشد و نمو گ  ی از آنجا که تنش خشک

نها  در  و  شد  تیمحدود  کاهش  به  عملکرد    دی منجر 
به    نیبنابرا  ،(Michaletti et al., 2018)  شود یم

متحمل به    ی اهپید ژنوتیا تولی   یی شناسا   رسدی نظر م
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کمبود آب با عملکرد بالا و استفاده از آنها در مناطق  
حداقل   به  را  آب  کمبود  خسارت  تنش،  با  مواجه 

با در نظر  برنج را باعث شود.    دی تول  ی داری رسانده و پا
شده،  گرفتن مطرح  م  مسائل  نظر    ی نژادبه  رسدی به 

خشک  شیافزا  برای  برنج به  از  با    یتحمل  استفاده 
تولید به  ک یژنت  ی مهندس  ی هاروش ارقام    منظور 

ق  ین تحقی. هدف از اراهگشا باشد   ی متحمل به خشک
اه برنج  یبه گ  OsCDKX4و    DRO1  یهاانتقال ژن 

یافت   دست  گیاهانی  به  بتوان  آینده  در  تا  است  بوده 
قوی  ریشه  ساختار  با  برابر  که  در  مناسبی  تحمل  تر 

 آبی داشته باشند. شرایط کم
 

 ها مواد و روش 
 یاهیواد گم 

ا   سال   ن یدر  در  که  در    1400-1395  یها مطالعه 
انجام شد، از    ران ی ا  یکشاورز   ی وتکنولوژی پژوهشگاه ب

هاشم  رقم  رقم    یبرا  یبرنج  شد.  استفاده  ژن  انتقال 
داشتن    کی  یهاشم  که ضمن  است  معطر  برنج  رقم 

دارا مناسب،  بازار   تیفیک  ی عملکرد  و  پخت    مطلوب 
ن  اد یز  اریبس  ی پسند مورد  بذور  م  از یاست.  سسه  ؤاز 
 . شد  نیمأ برنج کشور در رشت ت  قات یتحق

 
تفاوت    یبررس و  برنج   DRO1  ژنتوالی  وجود  در 

   یرقم هاشم

تفاوتبه و  حضور  بررسی  ژن  منظور  احتمالی  های 
DRO1    هاشمزراعی  برنج  در از  ،  یرقم  آغازگرهای 

-dro،  1نواحی حفاظت شده این ژن طراحی )جدول  

استخراج  dro-2و    1 از  پس  و   )DNA  از قسمتی   ،
رقم   دو  هر  در  ژن  این  هاشم توالی  و    یبرنج 

Kinandang Patong    پرایمرهای از  استفاده  با 
  ی سازهمسانه قطعات حاصل پس از   مذکور تکثیر شد.

حامل   از    pTZ57R/Tدر  استفاده    گرهای آغاز با 
نتایج  و    یابیی ( توال M13  آغازگرهای حامل )  ی عموم

برای   بیوانفورماتیک  آنالیزهای  از  پس  توالی  تعیین 
اگزون  محل  اینترون تعیین  و  به  ها  ترجمه  و  ها 

رقم   توالی  با   Kinandang Patongاسیدآمینه 
 ریف و تفسیر شد. هم

 
و    OsCKX4  یهاژن  یحاو  یژن  چندسازه    ساخت 

DRO1 

افزار    سازه  یطراح نرم  از  استفاده   Vector NTIبا 

(Invitrogen)    در ابتدا  اتصال  واکنش  شد.  انجام 
پ  ی سازهمسانه  ی هاحامل  اختصاص ش ی تحت    ی بر 

پ  OsCKX4  ژن  ی برا  RCc3شه  یر شبر  یو 
انجام و سپس در    DRO1  ن در مورد ژنیتیکوئی وبی

با    حامل   T-DNAناحیه   ژن  انتقال  مختص  دوگانه 
حاوی اگروباکترواسطه   انتخاب   یوم  نشانگر    ی ژن 

ه به  مخلوط  ی سیگرومای مقاومت  شدند.  منتقل  ن 
  یه سو  E. coliمستعد حاصل از    یهااتصال به سلول 

XLI-Blue  رو و  شد  انتخابی مح  ی منتقل    LB  ی ط 
لی ل یم  50  یحاو بر  اسپکتیگرم  و  ی سینومایتر    100ن 

لی لیم بر  ت  ن یسیاسترپتوما تر  یگرم  داده شد.    د یی ارشد 
  ی های د از کلونیپس از استخراج پلاسم  یسازهمسانه 

آنز هضم  از  استفاده  با  واکنش    ی می حاصل،  و 
کل  مراز ی پل  یاره یزنج گرفت.  مراحل  یانجام  ه 

آنال  یسازهمسانه  از    یمولکول   یزهایو  استفاده  با 
)  Sambrook  یهادستورالعمل  همکاران  (  1989و 

شد  پلاسم (Sambrook et al., 1989)  انجام  د  ی. 
حاصل  ینوترک و  pUhrCKDroب  به    نامگذاری 

ه  یوم سو ی ( به اگروباکتر1986و همکاران )  Anروش  
EHA105    منتقل شد(An et al., 1986).    جزئیات

گزارش  مشابه  سازه  ساخت  قبلی  مراحل  های 
(Chamani Mohasses et al., 2017; Zandi et 

al., 2019; Kazemi alamouti et al., 2022 )  
 انجام شده است. 

 
 انتقال ژن

  ی القاضدعفونی بذرهای رسیده رقم هاشمی، مراحل  
اگروباکتریتلق،  ر آنیکالوس و تکث با    ی کشتهم  ، ومیح 

بر   باززایی  مراحل   Kazemi)  قبلی   گزارش  ه یپاو 



 53 ...   عنوان مختصرو همکاران:  نویسنده 

 

 

alamouti et al., 2022)    از انجام شد که برگرفته 
)  Ozawaروش   همکاران  به 2012و  بود.  طور  ( 

حاویاگروباکترخلاصه   ب  ینوترک  دی پلاسم  ی وم 
pUhrCKDro  رو رشد  از  حاوی مح  ی پس    ی ط 

اسپکتی سیاسترپتوما  یهاکیوتیبی آنت و  ن  ی سینوماین 
ل  یلی م  50و    100ب  یترت)به در  تیگرم  و  با  ایی تر(  د 

زنج برا یپل  یارهی واکنش  مورد    یمراز  ژن  انتقال 
ا گرفت.  قرار  باکتر ی استفاده  ذخیره از    ین    محلول 

تلقیگل از  قبل  روز  سه  حدود  دمایسرول  در    28  ی ح، 
سانت تار  گراد ی درجه  برا  یک یدر  شد.  داده    ی رشد 

مقداریتلق باکتر  ی ح،  مح  ی از  لوپ  یاز  با  کشت  ط 
محبرد در  و   Ozawa)  ای R-N6AS عیما   طی اشته 

2012) R-DKNAS    فالکون   ی تریلی ل یم  50در 
ویسوسپانس شد  م  یتنظ  0/ 3روی    OD600nm ون 

تلقبه   .شد اگروباکتر یمنظور  با  به وم، کالوس یح  طور  ها 
اگروباکتریدر کشت سوسپانس  میمستق بهی ون  مدت  وم 

تلق غوطه   قهی دق  2 از  ن  یها بکالوس  ح،یور شدند. پس 
ش  یدی قرار داده شدند و در پتراستریل  لتر  ی دو کاغذ ف

مای مح  یحاو قرار    R-DKNAS ای R-N6AS عیط 
به  و  در  گرفتند  روز  سه    ی کی تار  ودرجه    25مدت 
کبار  یها  کالوس   یکشتروز هم   3از    پس   .انکوبه شدند
شدند  داده  م شستشو  ی سفوتاکس  یل حاو ی در آب استر
اگروباکتر روی تا  و  شود  حذف  صاف   یوم  قرار    یکاغذ 

-Rیا    R-N6Se1محیط    ها بهگرفتند. سپس کالوس 

DKNSe1  (Ozawa, 2012 )  گرم  ی لی م  50  یحاو
گراد و  یدرجه سانت  30  ین در دمایسیگرومایتر هیدر ل

مداوم انجام    نور  واکشت  روز  ده  هر  و  شدند  منتقل 
بهگر انتخاب  از دو دوره  کالوس ی تدرفت. پس    ی هاج 

ص  ین در حال رشد و قابل تشخی سیگرومایمقاوم به ه
ح نشده و  یشاهد و تلق  یهاکه کالوس   ی ، در حالندبود

در   ییهاکالوس  را  ژن  رویکه  بودند  نکرده    ی افت 
مقاوم    ی هان رفتند. سپس کالوس ی از ب  ی ط انتخابیمح

ک منتقل شده و در  یوتیبی آنت   ی حاو  یی ط باززایبه مح
ر ینها از  پس  مح  ییزاشه یت  به  دا  یوشی ط  ی انتقال 

(Yoshida et al., 1976)  انجام گرفت گلدان و. 
 

  یمولکول یزهایآنال

در محیط انتخابی    ی احتمالی که های تراریخته چه گیاه 
حاوی هیگرومایسین زنده مانده و رشد کردند با استفاده  

زنج  واکنش  آغازگرهای   مراز ی پل   ی ا ره ی از  اختصاصی    و 
ای از ژنوم برنج  ناحیه   همچنین   و   تراژن و مختص سازه 

 (RG100 به ) کنترل داخلی آنالیز شدند.   وان عن   
زنج حضور    یبرا   مرازیپل  یاره یواکنش  اثبات 

شد DRO1 و OsCKX4 یهاژن   ی توال.  انجام 
جدول  مورد انتظار در    ی ریآغازگرها و اندازه قطعه تکث

   نشان داده شده است.  1

 
و اندازه   pUhrCkDroمورد استفاده در تایید مولکولی گیاهان تراریخته حاصل از انتقال سازه نوترکیب  یآغازگرها یتوال .1 جدول

 قطعه تکثیری مورد انتظار. 
 نام آغازگر  آغازگر  یتوال آغازگر  نوع اندازه قطعه تکثیری )جفت باز( 

486 
 GCAGTCCCTCCTCGCCATC dro-F رو به جلو 

 AGGGTGGAGGAGTTCTGCGG dro-R رو به عقب 

 GGCAGAATATGGGAAGTAGG dro-1 رو به جلو  

 GAGCTCTTCTCGCACCTATG dro-2 رو به عقب  

494 
 GATGGCAGGGCAGGGTT RCc(ck)-F رو به جلو 

 ACGGTGAGCGGCGAACT Ck(RCc)-R رو به عقب 

952 
 GCTGGACGTGCCAAAGAGAG RG100-F رو به جلو 

 CGAACCACAGCCACAGCATG RG100-R رو به عقب 
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 هیاول ی پیفنوت زیآنال

ربه ساختار  مشاهده  مقا  شه یمنظور  با    یظاهر  سهیو 
گ یگ شاهد،  تراریاه  گ  T0نسل    خته یاهان  کنار  اه  یدر 

غ سن   خته یترار  ریشاهد  از    هم  انتقال  هنگام  در 
به   انتقال  از  )قبل  گلدان  خاک  به  یوشیدا  محلول 

 . شدند یعکسبردار خاک(
 

 و بحث نتایج 
 OsCKX4و  DRO1 هایحاوی ژن ساخت سازه

بر  و پایان   RCc3بر  تحت پیش   ، OsCKX4کاست ژنی  
Tahsp17   گندم(، در کنار کاست ژنی    أ )از منشDRO1  
ی  در ناحیه   NOSکوئیتین و پایانبر  بر یوبی   تحت پیش 
T-DNA بهینه گرفت.  قرار  وکتور  باینری  سازی  ی 

 Chamani Mohasses)   کدونی بر اساس نتایج قبلی 

et al., 2020 )    نوترکیب بود. صحت سازه  انجام شده 
ای  حاصل با استفاده از هضم آنزیمی و واکنش زنجیره 

در سازه چند  تایید شد.  به    پلیمراز  ژنی حاصل، موسوم 
pUhrCkDro   ای ژنی مذکور در خلاف جهت  ه کاست

اند  کاست ژنی مقاومت به هیگرومایسین قرار داده شده 
پژوهش (.  1)شکل   این  نتایج  به  توجه  سازه    احتمالاا   با 

تواند با هدف تغییر ساختار ریشه و  چند ژنی حاصل می 
نیز   گیاهان  به سایر  انتقال ژن  برای  تحمل به خشکی 

 مؤثر واقع شود. 
 

 ی احتمالی  تراریخته های تولید گیاهچه 

انتخابی  کالوس  محیط  در  احتمالی  تراریخته  های 
ن رشد کرده  یسیگرومای تر هیر لبگرم    ی لی م  50  یحاو

که، است  حالی  در  این  ماندند؛  زنده  های  کالوس   و 
ج روند سبز شدن و  یتدرهمگی از بین رفتند. به  شاهد 
اهچه  ید گی زا آغاز شده و تولهای جنین کالوس   یی باززا
ریشه   د کردن انجام شدو  با موفقیت  زنده ماندن    . زایی 

مراحل رشد روی محیط کشت  گیاهچه  تمامی  در  ها 
به را  آنها  تراریختگی  هیگرومایسین،  صورت  حاوی 

گیاهچه انتقال  داد.  نشان  به  اولیه  شده  باززا  های 
به   انتقال  و  آنها شده  سازگاری  یوشیدا سبب  محلول 

به شد  انجام  موفقیت  با  گیاهان  کطوری خاک  ه 
تراریخته   گلخانه  در  توانستند  حاصل  شده  مهندسی 

ب مرحله  به  کشاورزی  بیوتکنولوژی  ردهی  ا پژوهشگاه 
احتمال ریشه برسند.   تراریخته  گیاهان  تفاوت    یی 

  اهان شاهد غیر ی ای نسبت به گقابل ملاحظه   ی ظاهر
بافت   کشت  مراحل  از  حاصل  و  سن  هم  تراریخته 

 (. 2نشان دادند )شکل 
 

 های انتقال یافته در گیاهان تراریخته  تایید حضور ژن 

ژن   برای  شده  طراحی  دلیل  به   DRO1آغازگرهای 
طراحی از نواحی دارای تفاوت با ژن داخلی که در اثر  

سازی کدونی ایجاد شده بود بخوبی توانستند در  بهینه
زنجیره  مشابه  واکنش  ژن  و  تراژن  بین  پلیمراز  ای 

شوند قائل  تمایز  به داخلی  شاهد  طوری،  گیاه  در  که 
قبلاا طراحی  جزئیات  نبودند.  تکثیر  به  گزارش    قادر 

است   واکنش  انجام  .  (Zandi et al., 2019)شده 
  ی ژن مرجع داخل مراز چندگانه به همراه  یپل  یاره یزنج

RG100  ز نسل  یآنال  یبراT0  ،T1    وT2   ی رخدادها  
باند  حاصل   تراژن    bp486توانست  به حضور  مربوط 
DRO1    و باندbp952    مربوط به ژن کنترل داخلی را

نمونهبه تراریخته نشان دهد صورت همزمان در    های 
نمونه d, e-3)شکل   برای  (.  نظر  مورد  باند  که  هایی 

را    داخلی  انتقال یافته و همچنین ژن مرجع هر دو ژن  
همچنین   شدند.  تایید  تراریختگی  نظر  از  دادند  نشان 

ژن   به   OsCKX4حضور  که  آغازگرهای  صورت  با 
مختص سازه طراحی شده بودند مورد تایید قرار گرفت،  

بر و آغازگر  که آغازگر رو به جلو در ناحیه پیش طوری به 
شد و  ن ژن متصل می کننده ای   رو به عقب در ناحیه کد 

تراریخته   گیاهان  در  ژن  دو  هر  حضور  ترتیب  بدین 
شکل   در  گرفت.  قرار  تایید  مورد  داده    2حاصل  نشان 

که   است  نمونه شده  شماره  در  ،  402،  401،  400های 
حضور    415و    414،  413،  409،  408،  405،  404،  403

تنها    411هر دو ژن به اثبات رسیده است. نمونه شماره  
در آن   CKX4را نشان داد و حضور  DRO1حضور ژن 

ها نیز منفی در نظر گرفته شدند.  تایید نشد و سایر نمونه 
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تراژن  همچنین   الحاق  تعیین محل  و  رخدادها  تفکیک 
زنجیره  واکنش  روش  از  استفاده  با  برنج  ژنوم  ای  در 

ژن تعیین شد    و محل الحاق ترا پلیمراز معکوس انجام  
  . )نتایج در دست چاپ( 

 

 آغازگرهای طراحی شده در این تحقیق. و محل اتصال  pUhrCkDroی سازه نوترکیب T-DNAنمای شماتیک ناحیه  . 1شکل 
 

 
( مراحل استقرار بذر رسیده در محیط کشت، تهیه کالوس، تلقیح با سازه  a. )OsCKX4و  DRO1های مراحل انتقال ژن  . 2شکل 

  زریشه یکی اوتیپ ظاهری ( فنbزایی و انتقال به گلخانه مخصوص گیاهان تراریخته؛ )نوترکیب، باززایی روی محیط انتخابی، ریشه
 .قبل از انتقال به گلدان در کنار گیاه شاهد T0رخدادهای نسل 
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ای  ( سمت چپ واکنش زنجیره aدر برنج رقم هاشمی. )   OsCKX4و    DRO1های  تایید مولکولی انتقال ژن   . 3شکل  

)باند مورد انتظار  RG100 ( و مرجع داخلی bp  486)باند مورد انتظار:    DRO1پلیمراز چندگانه با آغازگرهای مختص تراژن  
bp  952  و سمت راست با استفاده از آغازگرهای مختص سازه برای تایید حضور ژن )CKX4    باند مورد انتظار(bp  494 )  

حضور هر دو ژن به اثبات رسید.    415و    414،  413،  409،  408،  405،  404،  403،  402،  401،  400شماره  های  )در نمونه 
ها نیز منفی در نظر  در آن تایید نشد و سایر نمونه   CKX4را نشان داد و حضور    DRO1تنها حضور ژن    411نمونه شماره  

 RG و مرجع داخلی   DRO1با آغازگرهای مختص تراژن    ای پلیمراز چندگانه ای از واکنش زنجیره ( نمونه bگرفته شدند(؛ ) 

 برای رسیدن به خلوص.   T2  در نسل  100
M( 1، نشانگر اندازه وزن ملکولیKb Plus-Biofact company ؛)P پلاسمید ،pUhrCkDro  کنترل مثبت(؛(T  گیاه تراریخته ،

، کنترل بدون  Wعنوان کنترل منفی؛ تراریخته به  هد غیر، گیاه شا Nعنوان کنترل مثبت؛ دست آمده از پروژه( به )حاوی ژن منفرد به 
 . T2ها گیاهان نمونه گیاهان تراریخته نسل الگو )آب(؛ سایر چاهک

 
ر یمقا تراریشه گیسه ساختار  با گی اه  اه شاهد  یخته 

از   پس  سن  یوشیدا هم  به    شی پو    مرحله  انتقال  از 
ژن  انتقال  داد  نشان  و    DRO1  یهاگلدان 

OsCKX4  ر گیحجم  بررس یشه  مورد  را    یاهان 
ظاهربه )شکل  ییتغ  ی صورت  است  داده  که  b-2ر   )
   تر دارد. ق یدق ی زهایاز به آنالین

در    یهاز نسل یآنال  ی برا  ای پلیمراز زنجیره واکنش  
تفک حاصل  یترار   ی رخدادها  T2و    T1ک  یحال  خته 

خلاصه شده    2از آنها در جدول    یج تعدادیانجام و نتا
خالص  انجام    یرخدادها  یسازاست.  حال  در  حاصل 

سازه رخ   هفتتراریختگی    است. برای  مستقل  ی  داد 
آنها    pUhrCkDro  نوترکیب از  برخی  که  شد  تایید 

بافتی بودند. تکرارهای   دارای تکرار در مراحل کشت 
کشت بافتی که از یک قسمت کالوس با چندین گیاه  
مولکولی   آنالیز  از  پس  بودند  شده  ایجاد  شده  باززا 

از    بندی شدند.   داد واحد دسته عنوان یک رخ همگی به 
رخ  نسل    15  تا   10داد،  هر  در  شد  T1گیاه  .  ندآنالیز 

.  انجام شدها  مثبت بذرگیری از  گیاهان منفی حذف و  
نسل   در  تایید شده  مثبت  گیاه  هر  حدود  T1از   ،20  

ی گیاهان  ه همه چنانچآنالیز شدند.    T2گیاه در نسل  
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نسل   در  شده  رخ   T2آنالیز  آن  باشند،  داد  مثبت 
اولبه خالص  می یعنوان  معرفی  صورت  شوده  در   .

مثب گیاهان  از  ترکیبی  این  مشاهده  در  منفی  و  ت 
نسل، آن گیاه ناخالص بوده و برای رسیدن به خلوص  

( نسل  این  گیاهان    (T2در  سایر  بذور  کشت  به  نیاز 
  خواهد بود.   T2و آنالیز آنها در نسل    T1مثبت نسل  
خالص  خلوص  روند  به  که  رخدادهایی  برای  سازی 

  خلوص نیز شتر  ید بییتا اند ادامه خواهد داشت.  نرسیده
   از خواهد داشت.ین T3شتر در نسل  یا تعداد بز بی به آنال
 
تفاوت  یبررس و  برنج   DRO1  ژن  توالی  وجود  در 

   یرقم هاشم

  DRO1ژن ( 2013و همکاران ) Ugaگزارش  هیپا بر 
  IR64  رقم  با برنج  Kinandang Patong  رقم  برنج

ح  نوکلئوتیف  ذ در  اختلاف  یک  چهارم  اگزون  در  د 
به  حاضر  پژوهش  در  تشخدارند.  ا یمنظور  ن  یص 

هاشم رقم  برنج  در  و  یتفاوت  سوم  اگزون  محدوده   ،
پس از    Kinandang Patongو    ی چهارم برنج هاشم

توالی  مقایسه شدندتکثیر  و  نتایابی  در  ی .  داد  نشان  ج 
رقم  هاشمرقم  برنج   خلاف  بر  حذف    IR64ی 
  Aد  ی ک نوکلئوتیل  یفتاده بلکه تبد ی د اتفاق نینوکلئوت

پا ی در اگزون چهارم سبب ا  Gبه   ان شده  یجاد کدون 
همچن(4)شکل    است چهارم  ی.  و  سوم  اگزون  در  ن 

د  یدی نوکلئوت  یهااختلاف  مشاهده  ین  یگریمتعدد  ز 
برخ  که  تغ  یشد  با  آنها  اسییاز  بودند  یدآمیر  همراه  نه 

 (.  4)شکل 
 

رخدادهای احتمالی حاصل از سازه نوترکیب   .2جدول 
pUhrCKDro . 

 نسل احتمالیخلوص 
 تعداد  
 باززاشده 

 کد  
 اولیه

 رخداد  
 احتمالی 

 1رخداد  T2 2 C-1بذر  خالص 
 2رخداد  T2 1 C-4بذر  ناخالص 
 3رخداد  T2 2 C-6بذر  ناخالص 
 4رخداد  T2 10 C-7بذر  ناخالص 
 5رخداد  T1 4 C-9بذر  ناخالص 
 6رخداد  T2 10 C-10بذر  ناخالص 
 7رخداد  T2 15 C-12بذر  ناخالص 

 

 

 
در   Gدر رقم هاشمی با  A. جایگزینی نوکلئوتید Kinandang Patongدر برنج رقم هاشمی و  DRO1تعیین تفاوت ژن  . 4شکل 

 4و  3های شماره بر این اختلاف توالی اسیدآمینه نیز در اگزون  افزونباعث ایجاد کدون پایان شده است.   Kinandang Patongرقم 
 این ژن بین دو رقم قابل مشاهده است.
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با فلش نشان    4محل ایجاد کدون پایان در شکل  
 DRO1داده شده است. این بررسی نشان داد که ژن  

مراحل   طی  هاشمی،  پرطرفدار  و  زراعی  رقم  در 
به  پایان  اصلاحی  کدون  ایجاد  و  توالی  تغییرات  دلیل 

زودهنگام فعالیت خود را از دست داده است. این ژن  
گزارش  اساس  بر  همکاران    Ugaهای  که  ،  2011) و 

)  Kondoنیز  و  (  2015و    2013 همکاران  (  2000و 
را  تحمل به خشکی  و    ها شدهسبب رشد عمیق ریشه 

زاو تغییر  با  برنج  گیاه  ریدر  رشد  افزایش  یه  شه 
در دسترسی    ی در شرایط خشکی نقش مناسب   ، دهدمی

لایه ریشه  به  عمیق  داشتههای  خاک  زیرین    و   های 
با   مقایسه  در  بالا  و حفظ عملکرد  از خشکی  اجتناب 

می  سبب  را  شاهد  عملکرد  شودرقم  احیای  بنابراین   .
بهبود   به  زراعی  ارقام  به  انتقال  با  ژن  این  مجدد 
در شرایط خشکی کمک   آنها  تحمل  و  ریشه  ساختار 

  Ugaتوسط    2015خواهد کرد. این موضوع در سال  
ژن   انتقال  با  همکاران  رق  DRO1و  م  از 

Kinandang Patong    رقم داده    IR64به  نشان 
به است  درصد    30حدود  حاصل  لاین  که  طوری شده 

عملکرد بالاتری را در شرایط تنش خشکی نسبت به  
اولیه  پژوهش حاضر، ی شاهد  رقم  در  داد.  این    نشان 

( ژن  DRO1ژن  کنار  در   )OsCKX4    رقم برنج  به 
ن  ی. تاکنون انتقال همزمان اه استمنتقل شد  یهاشم 

  دو ژن به برنج و یا سایر گیاهان گزارش نشده است. 
ر یدر تشک   OsCKX4اهمیت ژن    یاگره   یهاشه یل 
افزایش   ر و  وزن خشک  و  تعداد  توسط    هاشه یطول، 

Gao  ( همکاران  این  2014و  بیان  بود.  شده  اثبات   )
بر مختص ریشه  ش یپژن در تحقیق حاضر نیز تحت  

ب  یریجلوگ  یبرا ناخواسته  اثرات  دائم یاز    ژن   یان 
OsCKX4  بود خواهد  مطلوب  محصول،  تایید  بر   .

ت  ژن أمیزان  این  انتقال  ریشه  ثیر  ساختار  بهبود  بر  ها 
پ  یق فنوتیقد  ی و بررس  یامزرعه   ی هاش یاز به آزماین
مقا یر در  آزمایشه  در  با شاهد  و    یل یتکم  یهاش یسه 

خواهد داشت. تولید    یتحمل به خشک   یژه بررس یوبه
سازه  از  استفاده  گ  ی ژن  چند   ی هاو  ایجاد  اهان  ی برای 

آزما   درتراریخته   چون    یشگاه یمراحل  گیاهانی  در 
فرنگی، گندم، سویا و جلبک  برنج، توتون، پنبه، گوجه

ا انجام شده استیدر   ,.Mohsenpour et al)  ران 

2008, 2015; Mohammadizadeh et al., . 
2010; Raufi et al., 2012; Mohsenpour and .
Tohidfar 2011; Dolatabadi et al., 2014; . 
Mohkami et al., 2015; Saboori-Robat et.  

al., 2019).    پیشتاز تراریخته  برنج  تولید  در  ایرانیان 
 Bennett et al. 1997; Ghareyazie et)  اندبوده 

al., 1997)همچنین ژن  انتق (  .  کنار    DRO1ال  در 
 ,.OsEXPA8  (Zandi et alو    OsNAC5های  ژن

ژن    (2019 کنار  در  نیز   PSTOL1   (  Kazemiو 

alamouti et al., 2022)  ساختار ریشه،    برای بهبود
گیاه   غذایی  عناصر  جذب  بهبود  و  خشکی  به  تحمل 

 ای انجام شده است. برنج در کشور تا مرحله گلخانه 
ر  ییثر در تغؤد م یسه ژن کاند  های قبلی در گزارش 

  ی به برنج رقم هاشم  ی شه و تحمل به خشک یساختار ر 
تراژن  که  (  Zandi et al., 2019)ه بودند  منتقل شد

OsNAC5  پ تنظیشه که  یبر رش ی تحت  کننده  میک 
به   است  ی سیرونو استفاده قرار گرفت،  که طوری مورد 

  در افزایش   هاافزایش در طول و قطر ریشه   این ژن با
ه  محصول در مزرع  بازده  ش ی و افزا  ی به خشک   تحمل 

این   همزمانان  . بی(Jeong et al., 2013) ثر باشدؤم
ژن   با  ریشه به   DRO1ژن  رشد  سمت  منظور  به  ها 

گسترش    که سبب  OsEXPA8ژن  نیز    عمق خاک و
  رشد را باعث شودطول و    شی و افزاشده  رشد سلول  

(Bashline et al., 2014; Fukuda 2015)  در  .
گزارش مذکور برای تغییر ساختار ریشه در نظر گرفته  

دیگری  تحقیق  در  همچنین  بود.   Kazemi)  شده 

alamouti et al., 2022)  یهاژنOsPSTOL1    و  
DRO1  ژن به میکاند  یهاعنوان  تغؤ د  در  ر  ییثر 

ر خشکیساختار  به  تحمل  و  نواح  یشه    ی تحت 
منتقل  بهجداگانه    یمیتنظ برنج  به  همزمان  صورت 

که کارای افزا  شدند  فسفر    ییش  ش  ی افزاو  جذب 
استعملکرد   بوده  موردنظر  گزارش  آن  در  در    . نیز 
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حاضر هفت لاین تراریخته با انتقال همزمان    پژوهش
دست آمد که هر دو  به  OsCKX4و ژن    DRO1ژن  

می  ایفا  نقش  ریشه  ساختار  تغییر  انتقال  کنند.  در 
چند برا  ن یهمزمان  در    یژن  مختلف  صفات  بهبود 

بوده   اهان یگ اهمیت  به  دارای  روش    کیعنوان  و 
بهبود صفات  تواند  یم  مطرح است کهثر  ؤم  ی اصلاح

و   کرده  تسهیل  را  نظر  رسمورد  هدف    دنیزمان  به 
برا نظر  گ  ی مورد  کاهش    اهان یاصلاح  در  دهد را   .

انتقال همزمان سه  (2000) و همکاران   Ye گزارش  ،
افزایش    آ به برنج منجر به  ن یتامیدر سنتز و  ل یژن دخ

برنج    سپرم در آندو   ن ی تام ی و   ن ی ا   د ی تول   ارزش غذایی آن و 
انتقال همزمان دو  همچنین    . ( Ye et al., 2000)   شد 

دخ  فرا   ل ی ژن  بهبود  درختان    ن ی گن ی ل   وسنتز ی ب   ند ی در  در 
افزا   ی جنگل  درختان    ستم ی س   ن ی ا   یی کارا   ش ی موجب  در 
روش ( Li et al., 2003)   شد  از  استفاده  های اصلاح  . 

ناخواسته    رات یی تغ   جاد ی ا   ل ی دل به سنتی در گیاهان زراعی،  
غ  پ   ر ی و  چ   ی ن ی ب ش ی قابل  فعال   ی ژن   نش ی در  شدن  و 
ممکن است  سودمند   ی ها حذف ژن  ا ی نامطلوب  ی ها ژن 

این   علاوه  به  شود.  محصول  کیفیت  کاهش  به  منجر 

بر و پر هزینه هستند. در پی انتقال دو ژن  ها زمان روش 
ی ساختار ریشه به رقم تجاری هاشمی که  تغییر دهنده 

مرغوبیت بالایی از نظر عطر و طعم دارد، انتظار بر این  
بازار  از نظر  پسندی،    است که گیاهان تراریخته حاصل 

منظور تایید این  تراریخته خود باشند. به   د همتای غیر مانن 
آزمایش  و بررسی صفات کیفی    1همانی های این مساله، 
خالص  از  شد.  پس  خواهد  انجام  ژنی  سازی  چند  سازه 

توان با هدف  می   نوترکیب ساخته شده در این پژوهش را 
تغییر ساختار ریشه و تحمل به خشکی برای انتقال ژن  

ن  گیاهان  سایر  است  به  امید  داد.  قرار  استفاده  مورد  یز 
برنج   شده تولید  بتواند    مهندسی  ریشه  ساختار  تغییر  با 

مهم   محصول  این  در  را  عملکرد  و  خشکی  به  تحمل 
کشت   در  آب  مصرف  کاهش  سبب  و  افزایش  زراعی 

 برنج شود. 
 

 ی سپاسگزار 
ر بی از  پژوهشگاه  محترم    ی کشاورز  یوتکنولوژی است 

(ABRIIبرا هز  ی(  کردن  ایفراهم  امکانات  و  ن  ینه 
 شود.  ی م ی پژوهش سپاسگزار
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