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چکیده 
و رشد  اقلیمی  تغییرات  تهدیدهاي  با  مقابله  برای  بشر  مهم ترین چالش های  از  یکی  غذایی  امنیت 
جمعیت است. نوآوری های علمی در زمینه زیست فناوری گیاهی می تواند براي مقابله با این چالش ها، 
با استفاده از دانش ژنتیک به موفقیت هایی در بهبود  ارائه دهد. اصلاح گران سنتی  ابزار قدرتمندی 
کمي و کیفي محصولات زراعي دست یافته اند. ولي روش های سنتی اصلاح گیاهان  با محدودیت هایي 
مواجه است. مهندسی  ژنتیک ابزاري مکمل اما قدرتمند است که می تواند جهت رفع این محدودیت ها 
به به نژادگران کمک کند. برنج )Oryza sativa( غذای اصلی بیش از 50 درصد مردم در جهان است 
و 90 درصد برنج جهان در آسیا کشت می شود. مهندسي ژنتیک مي تواند به بهبود خصوصیات این 
محصول کمک کند. در اولین تلاش ها براي انتقال ژن به برنج از روش هاي مستقیم مثل الکتروپوریشن، 
PEG یا بمباران ذره اي استفاده مي شد ولي امروزه انتقال ژن به واسطه اگروباکتریوم نسبت به سایر 

تکنیک ها بیشتر مورد توجه قرار گرفته و داراي مزایاي متعددي است. در مطالعات اخیر براي انتقال 
رسیده  بذرهاي  از  حاصل  جنین زاي  کالوس  و  نارس  جنین  از  اگروباکتریوم  کمک  با  برنج  به  ژن 
به عنوان ریزنمونه استفاده شده است، اما با وجود موفقیت هایي که به دست آمده با مشکلاتي نیز مواجه 
هستند. دستورالعمل حاضر مبتنی بر تجربه نویسندگان در تراریختي برنج ایراني برای رقم هاشمي که 
از برنج هاي پرطرفدار تجاري ایران است، ارائه شده، در این دستورالعمل انتقال ژن به بذر رسیده برنج 
با استفاده از اگروباکتریوم و به روش ساده تري از گزارش های قبلي بیان شده، به طوري که مشکلات 
روش جنین نارس را نداشته و در انتقال ژن هاي مختلف )چندین سازه( موفق عمل کرده است. در این 
روش از سویه اگروباکتریوم EHA105 و نشانگر انتخابي مقاومت به هیگرومایسین استفاده شده و مانند 
روش انتقال به کالوس جنین زا نیاز به انتظار براي دستیابي به کالوس داراي رشد مناسب و جنین زاي 
حاصل از بذر رسیده براي استفاده به عنوان ریزنمونه وجود ندارد. استفاده از این دستورالعمل مي تواند 
در مهندسي ژنتیک و ویرایش ژنومي برنج به منظور ایجاد صفات مطلوب در این محصول مؤثر باشد.

 کلمات کلیدی: باززایي بذر رسیده، برنج، انتقال ژن، اگروباکتریوم

مقدمه

برای  نوآورانه و مؤثر  از روش هاي  تراریخته  تولید محصولات  ژنتیک، ویرایش ژنومي و  مهندسي 
تنش هاي  تحمل  محصولات،  کیفي  و  کمي  خصوصیات  و  تغذیه اي  و  زراعي  ویژگي هاي  بهبود 
به  مي توانند  که  هستند  محصولات  عملکرد  افزایش  و  غذایي  محصولات  تولید  افزایش  محیطي، 
رایج کمک  کنار سایر روش هاي اصلاحي  در  برنج  از جمله  زراعي  ویژگي هاي محصولات  بهبود 
کنند. در بیش از دو دهه اخیر گیاهان تراریخته مقاوم به آفات و علف کش با جلوگیري از خسارت 
گیاه در شرایط تنش هاي زیستي به حفظ عملکرد گیاه کمک کرده و با هزینه کمتر براي کشاورزان، 
حفاظت محیط زیست و سلامت انسان را نیز در نتیجه مصرف کمتر سموم و آفت کش هاي شیمیایي 
افزایش عملکرد محصولات زراعی  فناوري،  این  پتانسیل  از  باعث شده اند. همچنین، جنبه دیگري 
است.  مناسب  ژن هاي  انتقال  با  نظر  مورد  مطلوب  ویژگي هاي  سایر  یا  تغذیه اي  خواص  بهبود  و 
گام  استفاده شود،  گیاهي  به محصولات  انتقال ژن هاي هدف  در  که  مناسب  ارائه دستورالعمل هاي 
بود.  محصولات خواهد  ویژگي هاي  بهبود  در  ژنتیک  مهندسي  پتانسیل  از  استفاده  براي  مؤثر  اولیه  

در اولین تلاش ها براي انتقال ژن به برنج در اواخر سال هاي دهه 1980 و اوایل 1990 از روش هاي 
مستقیم مثل الکتروپوریشن، PEG یا بمباران ذره اي استفاده مي شد و اولین برنج تراریخته رهاسازي 
 Ghareyazie et al.,( است  آمده  به دست  ژني  تفنگ  روش  با  نیز   )BGH-00827-7 )رخداد  شده 
 1990 سال  اوایل  در  مي کردند  استفاده   Agrobacterium tumefaciens از  که  روش هایي   .)1997

ایجاد شدند. از جمله مزایاي استفاده از اگروباکتریوم براي انتقال ژن مي توان به کارایي بالاي انتقال 
 DNA به داخل کروموزوم ها، انتقال قطعات بزرگ تري از T-DNA ژن، الحاق نسخه هاي کمتري از
به  ژن  انتقال  بنابراین،  کرد.  اشاره  کمتر،   )Rearrangement( بازآرایي  و  مشخص  انتهاي  و  ابتدا  با 
واسطه اگروباکتریوم نسبت به سایر تکنیک ها بیشتر مورد توجه قرار گرفته است. در مطالعات اخیر از 
جنین نارس برنج و بذرهاي رسیده به عنوان ریزنمونه براي انتقال ژن به کمک اگروباکتریوم استفاده 
اما  کاراتر عمل مي کنند،  انتقال ژن موفق تر و  نارس در  نشان مي دهند جنین هاي  نتایج  شده است. 
 )Staggered planting( نیاز به کشت مکرر گیاه در تمام فصول با آن ها مانند  مشکلات کار کردن 
نارس  جنین  جداسازي  مرحله  بودن  خسته کننده  و  وقت گیر  و  ریزنمونه  بودن  دسترس  در  براي 
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بیشتر  ژن،  انتقال  براي  ریزنمونه  به عنوان  رسیده  بذر  از  استفاده  به  پژوهشگران  تمایل  شده  باعث 
باشد. بذور رسیده به هر تعداد که نیاز باشد همیشه در دسترس هستند و مي توان آن ها را تا مدت 
طولاني در آزمایشگاه نگهداري کرد ولي جنین هاي نارس هربار به تعداد محدود در دسترس بوده 
مزیت  به دلیل  نارس  جنین هاي  از  استفاده  اما  شوند،  استفاده  کوتاهي  بسیار  زماني  بازه  در  باید  و 
کارایي بالاتر در انتقال ژن )Hiei and Komari., 2008; Slamet-Loedin et al., 2014( بیشتر مورد 
توجه پژوهشگران بوده است. این مزیت به ویژه هنگامی که استفاده از آن ها براي تراریزش برنج هاي 
و  باززایي  بودن  مشکل  به  گزارش ها  در  زیرا  شد،  مشخص  بیشتر  بود  همراه  موفقیت  با  ایندیکا 
پاسخ به انتقال ژن این برنج ها همیشه اشاره شده است. دستورالعملي که در این گزارش شرح داده 
برنج هاي  از  که  است  هاشمي  رقم  ایراني  برنج  تراریختي  در  نویسندگان  تجربه  براساس  مي شود 
Slamet-( پرطرفدار تجاري ایران است. این گروه در سال های قبل از پروتکل هایي که از جنین نارس
گزارش شده   )Ozawa., 2012( رسیده  بذر  از  کالوس جنین زاي حاصل  و   )Loedin et al., 2014

 Zandi et al.,( انتقال ژن به این رقم برنج به روش اگروباکتریوم استفاده کرده است بود نیز براي 
Kazemi et al., 2022, Ghorbanzadeh et al., 2022, Pourhang et al., 2023 ,2019( و با اعمال 

تغییراتي موفق بوده اند. دستورالعمل حاضر که از بذر رسیده به روش بسیار ساده تري استفاده مي کند، 

مختلف  ژن هاي  انتقال  در  و  ندارد  را   )2014( همکاران  و  اسلامت  نارس  جنین  روش  مشکلات 
)چندین سازه( موفق عمل کرده است. در این روش مانند روش اوزاوا و همکاران )2012( نیاز به 
انتظار براي دستیابي به کالوس داراي رشد مناسب و جنین زاي حاصل از بذر رسیده براي استفاده 
به  مقاومت  انتخابي  نشانگر  و   EHA105 اگروباکتریوم  از سویه  و  نداشته  ریزنمونه وجود  به عنوان 
هیگرومایسین استفاده شده است. انتظار مي رود این دستورالعمل بتواند در انتقال ژن به سایر ارقام 

برنج نیز موفق عمل کند.

2- مواد و روش ها 

مراحل انتقال ژن به بذر رسیده برنج به شرح زیر است.

2-1- ضدعفوني کردن بذر

پوسته  بذور رسیده برنج شامل لما و پالئا جدا و به شرح زیر ضدعفوني می شوند )شکل 1(.

الف( بذور به مدت یک دقیقه با اتانول 70 درصد شسته مي شوند؛

ب( یک بار آب شویی انجام می شود؛

ج( بذور به مدت ده دقیقه با هیپوکلریت سدیم پنج درصد حاوي یک قطره تویین 20 شسته مي شوند؛

د( حداقل سه بار آب شویی انجام مي شود.

بذر رسیده برنج با لما و پالئا

 بذر رسیده برنج
بدون لما و پالئا

پالئا  لما 

شکل 1- جداسازي پوسته بذر رسیده برنج براي ضدعفوني. بذر برنج با لما و پالئا )راست(، 
بذر برنج بدون لما و پالئا )چپ(
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محلول ذخیره یا ماده نوع محیط کشت
توضیحاتمقدار در یک لیترشیمیایي

محیط پیش تلقیح و 
همکشتي

N6 major 120 میلی لیتر)pH 5.2( -

- بعد از تنظیم pH مقدار 5/5 گرم 
آگارز نوع I اضافه مي شود.

- استوسرینگون و تنظیم کنندگان رشد 
بعد از اتوکلاو وقتي دماي محیط کشت 
اضافه  رسید  درجه سانتی گراد   55 به 

مي شوند.
 *                                                                             
در  استوسرینگون  میلي گرم   19/62*
به  و  شده  حل   DMSO میلي لیتر  یک 
ازاي هر لیتر محیط کشت یک میلی لیتر 

از آن اضافه مي شود.

N6 major 210 میلی لیتر

N6 major 310 میلی لیتر

N6 major 410 میلی لیتر

B5 minor 110 میلی لیتر

B5 minor 210 میلی لیتر

B5 minor 310 میلی لیتر

B5 minor 410 میلی لیتر

B5 vitamins5 میلی لیتر

L-glutamine0/006 میلی گرم

Aspartic acid0/002 میلی گرم

Argenine0/001 میلی گرم

Casamino acid500 میلی گرم

L-proline500 میلی گرم

Sucrose20 گرم

D-glucose10 گرم

Acetosyringone*19/62 میلی گرم

2,4-D2 میلی لیتر

NAA1 میلی لیتر

BAP1 میلی لیتر

ترکیبات و نحوه تهیه محلول هاي ذخیره در انتهاي دستورالعمل آورده شده است )ضمیمه 1(.

جدول 1- ترکیبات و نحوه تهیه محیط پیش تلقیح و هم کشتي 2-2- کشت بذور در محیط کشت پیش تلقیح 

بذور رسیده و استریل شده برنج روي محیط کشت پیش تلقیح )جدول 1( کشت شده و به مدت 
چهار تا هفت روز در دماي 30 درجه سانتی گراد و نور ممتد قرار داده مي شوند تا برآمدگي هاي اولیه 
کالوس مانند از محل جنین تشکیل شود. کشت بذرها باید به گونه ای انجام شود که آندوسپرم به طور 

کامل در محیط کشت فرو رود اما جنین روی سطح محیط باقی بماند )شکل 2(.

نکته 1: بذرهای استریل شده قبل از قرار گرفتن در محیط کشت خشک شوند تا کالوس های حاصل 
از آن ها آب نیاندازند؛ اگر تعداد بذرها به قدری زیاد است که موجب مي شود جنیني که طی مراحل 
ضدعفوني بذر، آب جذب کرده و متورم شده است تا زمان انتقال به محیط کشت، آب خود را از 
دست داده و خشک  شود، بهتر است هربار تعداد کمي بذر، ضدعفوني، خشک و به محیط کشت 
منتقل شود؛ زیرا جنینی که آب جذب کند و دوباره آب از دست دهد ممکن است قوه نامیه خود را 

از دست بدهد.

نحوه تهیه محلول هاي ذخیره براي تهیه هر محیط کشت در انتهاي این دستور العمل )ضمیمه 1( ارائه 
شده است.

شکل 2- تعداد و نحوه قرارگیری بذرهاي ضدعفوني شده برنج در محیط کشت پیش تلقیح

 قسمت جنین بذر بالاي محیط کشت
قرار داده مي شود

قسمت آندوسپرم بذر زیر محیط 
کشت قرار داده می شود
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2-4- تلقیح

ده میکرولیتر از محلول آگروباکتریوم حاوي پلاسمید به روي برآمدگي هاي ریز کالوس مانند بذوري 
که چهار تا هفت روز در محیط پیش تلقیح کشت شده اند چکانیده مي شود )شکل 3(. ریزنمونه هاي 
تاریک در محیط هم کشتي  انکوباتور  به مدت 7 روز در دمای 25 درجه سانتی گراد در  تلقیح شده 

)جدول 1( قرار داده مي شوند.

شکل 3- بذور برنج در محیط پیش کشتي، پس از چهار روز و برآمدگي هاي کالوس اولیه ایجاد 
شده از قسمت جنین در بذرهاي آماده براي تلقیح

2-3- آماده سازي باکتري

LB دو تا سه روز قبل از انجام هم کشتی، اگروباکتریوم حاوي سازه موردنظر بر روی محیط کشت
همراه با آنتی بیوتیک های مناسب، بسته به نوع سازه و ریف آمپي سین )75 میلي گرم در لیتر( کشت خطی 
مي شود. یک ساعت قبل از انجام هم کشتی با آگروباکتریوم، حدود یک لوپ پرُ از باکتري رشد کرده 
ازمحیط LB برداشته شده و درون محیط تلقیح حاوی استوسیرینگون )جدول 2( سوسپانسیون مي شود. 
چگالی نوری )OD600nm( سوسپانسیون باکتري روی 0/3 تنظیم مي شود. محلول تلقیح به مدت یک 
آماده شود.  ژن  انتقال  برای  تا  داده شده  قرار  سانتی گراد  درجه  تاریک 25  انکوباتور  درون  ساعت 

جدول 2- ترکیبات و نحوه تهیه محیط تلقیح

توضیحات مقدار در یک لیتر محلول ذخیره یا ماده 
شیمیایي نوع محیط کشت

)pH 5.2( -

- محیط کشت فیلتر استریل و در 4 
درجه سانتی گراد  نگهداري می شود.

 
- استوسرینگون درست قبل از استفاده، 
به میزان 100 میکرومولار اضافه مي شود 
در  استوسرینگون  میلي گرم   19/62(
ازاي  به  و  حل   DMSO میلي لیتر  یک 
از  میلی لیتر  یک  کشت  محیط  لیتر  هر 

آن اضافه مي شود(.

1 میلی لیتر B5 Vitamins محیط تلقیح

1 میلی لیتر AA macro salts stock

10 میلی لیتر AA iron stock

1 میلی لیتر Glycine

767 میلی گرم L-glutamine

260 میلی گرم Aspartic acid

500 میلی گرم Casamino acid

20 گرم Sucrose

10 گرم D-Glucose

ترکیبات و نحوه تهیه محلول های ذخیره در انتهای دستورالعمل آورده شده است )ضمیمه 1(
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جدول 3- ترکیبات و نحوه تهیه محیط کشت استراحت برنج

توضیحات مقدار در یک لیتر محلول ذخیره یا 
ماده شیمیایي نوع محیط کشت

)pH 5.8( -

- بعد از تنظیم pH مقدار 5 
گرم ژلرایت اضافه شود.

- تنظیم کنندگان رشد بعد از 
محیط  دماي  وقتي  اتوکلاو 
کشت به 55 درجه سانتي گراد 

رسید اضافه مي شوند.

20 میلی لیتر N6 major 1 محیط استراحت
10 میلی لیتر N6 major 2

10 میلی لیتر N6 major 3

10 میلی لیتر N6 major 4

10 میلی لیتر B5 minor 1

10 میلی لیتر B5 minor 2

10 میلی لیتر B5 minor 3

10 میلی لیتر B5 minor 4

5 میلی لیتر B5 vitamins

300 میلی گرم L-glutamine

500 میلی گرم Casamino acid

500 میلی گرم L-proline

36 گرم Mannitol

20 گرم Maltose

1 میلی لیتر 2,4-D

1 میلی لیتر NAA

0/2 میلی لیتر BAP

1 میلی لیتر Cefotaxime

1 میلی لیتر Carbenicillin

ترکیبات و نحوه تهیه محلول هاي ذخیره در انتهاي دستورالعمل آورده شده است )ضمیمه 1(.

2-5- انتقال به محیط استراحت

پس از این مدت هر ریز نمونه شامل سه قسمت اصلی کالوس، آندوسپرم و جوانه است که کالوس 
به وسیله اسکالپل و پنس از آندوسپرم و جوانه جدا )شکل 4( و روی کاغذ صافی استریل، خشک 
قرار  نمونه   15 حداکثر  پتری دیش،  هر  )در  می شود  داده  انتقال   )3 )جدول  استراحت  محیط  به  و 
داده مي شود(. ریزنمونه ها به مدت پنج روز در دمای 30 درجه سانتی گراد و نور مداوم )شدت نور 

x)6000-7000 Luxقرار مي گیرند.

شکل 4- نحوه جدا کردن کالوس برنج از آندوسپرم و جوانه و استقرار کالوس ها بر روی محیط استراحت
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جدول 4- ترکیبات و نحوه تهیه محیط کشت انتخابی برنج

توضیحات مقدار در یک لیتر محلول ذخیره یا ماده 
شیمیایي نوع محیط کشت

)pH 5.8( -

گرم   5 مقدار   pH تنظیم  از  بعد   -
ژلرایت اضافه شود.

اتوکلاو  از  بعد  تنظیم کنندگان رشد   -
وقتي دماي محیط کشت به 55 درجه 

سانتي گراد رسید اضافه مي شوند.

20 میلی لیتر N6 major 1 محیط انتخابی

10 میلی لیتر N6 major 2

10 میلی لیتر N6 major 3

10 میلی لیتر N6 major 4

10 میلی لیتر B5 minor 1

10 میلی لیتر B5 minor 2

10 میلی لیتر B5 minor 3

5 میلی لیتر B5 minor 4

5 میلی لیتر B5 vitamins

300 میلی گرم L-glutamine

500 میلی گرم Casamino acid

500 میلی گرم L-proline

36 گرم Mannitol

20 گرم Maltose

1 میلی لیتر 2,4-D

1 میلی لیتر NAA

0/2 میلی لیتر BAP

1 میلی لیتر Cefotaxime

1 میلی لیتر Carbenicillin

0/6 میلی لیتر Hygromycin

ترکیبات و نحوه تهیه محلول هاي ذخیره در انتهاي دستورالعمل آورده شده است )ضمیمه 1(.
شکل 5- رشد کالوس های تراریخته احتمالی برنج بر روی محیط کشت انتخابی و توقف 

رشد کالوس های غیرتراریخته 

2-6- انتقال به محیط انتخابي

پس از رشد کالوس ها به اندازه مناسب در محیط استراحت به محیط کشت انتخابی )جدول 4( حاوي 
هیگرومایسین Bه)50 میلي گرم در لیتر( منتقل شده و در نور ممتد، دماي 30 درجه سانتي گراد به مدت 
10 روز نگهداري مي شوند )مرحله انتخاب اول(. سپس، کالوس ها تقسیم شده )هر کالوس را مي توان 
)مرحله  مي شوند  داده  قرار  روز  به مدت 10  تازه  انتخابي  محیط  و روي  کرد(  تقسیم  4 قسمت  به 
انتخاب دوم(. سرانجام در مرحله انتخاب سوم، کالوس هاي جنین زا از کالوس هاي سیاه جداسازي و 
10 روز دیگر در محیط انتخابي تازه واکشت مي شوند. قابل ذکر است که کالوس های مقاوم طی این 
مراحل رشد مي کنند و تعداد کالوس در هر پتري دیش از 15 کالوس )مرحله انتخابی اول( تا چهار 

کالوس )مرحله انتخابی سوم(، بسته به اندازه آن ها متغیر است )شکل 5(.
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جدول 5- ترکیبات و نحوه تهیه محیط کشت پیش باززایي برنج

توضیحات مقدار در یک لیتر محلول ذخیره یا ماده 
شیمیایي

نوع محیط کشت

)pH 5.8( -

- بعد از تنظیم pH مقدار 5 گرم 
ژلرایت اضافه شود.

از  بعد  رشد  تنظیم کنندگان   -
اتوکلاو وقتي دماي محیط کشت 
رسید  سانتي گراد  درجه   55 به 

اضافه مي شوند.

10 میلی لیتر B5 minor محیط پیش باززایی
20 میلی لیتر MS1

10 میلی لیتر MS2

10 میلی لیتر MS3

10 میلی لیتر MS4

5 میلی لیتر MS vitamins

30 گرم Maltose

20 گرم Sorbitol

5 میلی لیتر NAA

2 میلی لیتر Kinetin

1 میلی لیتر Cefotaxime

1 میلی لیتر Hygromycin

ترکیبات و نحوه تهیه محلول هاي ذخیره در انتهاي دستورالعمل آورده شده است )ضمیمه 1(.

2-8- انتقال به محیط باززايي و ريشه زايي

ــه  ــاب و ب ــی انتخ ــت پیش باززای ــط کش ــز در محی ــای ری ــب دارای جوانه ه ــای مناس کالوس ه
محیــط باززایــي و ســپس بــه محیــط توســعه ریشــه منتقــل مي شــوند )جــدول 6( تــا بــراي انتقــال 

بــه محلــول یوشــیدا و در نهایــت خــاک آمــاده  شــوند )شــکل 7(.

2-7- انتقال به محیط پیش باززايي

کالوس های مقاوم جنین زا در محیط کشت انتخابی به محیط کشت پیش باززایی )جدول 5( منتقل و 
به مدت 10 روز در دماي 30 درجه سانتی گراد و نور ممتد نگهداری مي شوند. هرچه تعداد کمتری 
نمونه در هر محیط کشت قرار داده شود، احتمال باززایی به دلیل دسترسي بهتر به مواد غذایی موجود 

در محیط کشت، بیشتر می شود )شکل 6(. 

شکل 6- باززایی کالوس های تراریخته احتمالی برنج در محیط پیش باززایی
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شکل 7- استقرار جوانه های ریز حاصل از کالوس هاي برنج در محیط باززایی )سمت راست(، رشد 
جوانه ها در محیط باززایی پس از ده روز )وسط( و استقرار گیاهچه در محیط توسعه ریشه )سمت چپ( 

2-9- انتقال به محلول يوشیدا و استقرار در خاک

گیاهچه هـای درون لولـه پـس از ده روز داراي ریشـه و انـدام هوایی مناسـبي برای انتقـال به محلول 
یوشـیدا )محلـول هیدروپونیـک( خواهنـد بود. اسـتقرار گیاهچه هـاي برنج در محلول یوشـیدا ضمن 
ایجـاد سـازگاري بـا محیـط خـارج از شیشـه، فرصـت رشـد کافی آن هـا را قبـل از انتقال بـه گلدان 
فراهـم مي کنـد. محلـول یوشـیدا )جـدول 7( داخـل یک ظـرف با انـدازه مناسـب ریخته شـده و از 
یـک شـناور یـا یونولیـت دارای حفره هـاي مناسـب بـراي اسـتقرار گیاهچه   ها اسـتفاده می شـود. هر 
گیاهچـه درون یکـي از حفره هـا بـه کمـک تکـه اي ابـر اسـتقرار مي یابـد، به طوری کـه پـس از قـرار 
 pH ،دادن شـناور روی محلـول یوشـیدا، ریشـه ها درون محلـول قـرار گیرنـد. در هفته اول اسـتقرار
هـر روز کنتـرل شـود، پـس از آن مي تـوان هفتـه ای دوبـار pH را تنظیـم نمـود. محلول یوشـیدا باید 

هـر هفتـه تعویـض و محلول تـازه در اختیـار گیاهان قرار داده شـود )شـکل 8(.

جدول 6- ترکیبات و نحوه تهیه محیط پیش تلقیح برنج

توضیحات مقدار در یک لیتر محلول ذخیره یا ماده 
شیمیایي نوع محیط کشت

)pH 5.8( -

- بعد از تنظیم pH مقدار 3 گرم ژلرایت 
اضافه شود.

اتوکلاو  از  بعد  رشد  تنظیم کنندگان   -
وقتي دماي محیط کشت به 55 درجه 

سانتي گراد رسید اضافه مي شوند.

)pH 5.8( -

- بعد از تنظیم pH مقدار 2 گرم ژلرایت 
اضافه شود.

10 میلی لیتر B5 minor محیط باززایی

محیط توسعه ریشه

20 میلی لیتر MS1

10 میلی لیتر MS2

10 میلی لیتر MS3

10 میلی لیتر MS4

5 میلی لیتر MS vitamins

30 گرم Sucrose

1 میلی لیتر NAA

2 میلی لیتر Kinetin

1 میلی لیتر Cefotaxime

1 میلی لیتر Hygromycin

10 میلی لیتر B5 minor

20 میلی لیتر MS1

10 میلی لیتر MS2

10 میلی لیتر MS3

10 میلی لیتر MS4

5 میلی لیتر MS vitamins

ترکیبات و نحوه تهیه محلول هاي ذخیره در انتهاي دستورالعمل آورده شده است )ضمیمه 1(.
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شکل 8- گیاهچه های برنج پس از انتقال ژن در محیط یوشیدا

شکل 9- گیاهچه های برنج پس از انتقال ژن در گلخانه مخصوص گیاهان تراریخته پژوهشگاه 
بیوتکنولوژي کشاورزي

 پس از گذشت چهار هفته از استقرار گیاهچه هاي برنج در محلول یوشیدا مي توان آن ها را به گلدان 
انتقال داد. به این منظور گلدان هایی که به نسبت 2 به 1 از خاک و پیت ماس پرُ شده از قبل آبیاری 
کرده، سپس حفره اي در گل حاصل ایجاد و گیاهچه درحالي که توسط انگشتان دست حفاظت مي شود 
 داخل گل کشت خواهد شد. لازم است قسمت طوقه گیاهچه زیر سطح خاک قرارگیرد، این کار باعث 

مي شود ریشه ها از قسمت طوقه رشد کرده و موجب قوی تر شدن گیاه می شود )شکل 9(.

جدول 7- ترکیبات و نحوه تهیه محلول یوشیدا برای برنج

توضیحات مقدار در یک لیتر محلول ذخیره یا ماده 
شیمیایي

نام محلول 
ذخیره

نوع محیط 
کشت

- هر یک از محلول هاي ذخیره 
در حجم یک لیتر تهیه مي شوند.

- براي تهیه محلول F، اجزاي این 
محلول ذخیره به ترتیب در مقداری 
آب مقطر حل می شود. سپس، 50 
میلی لیتر اسید سولفوریک غلیظ 
)H2SO4( به آن ها اضافه و با آب 
مقطر استریل به حجم یک لیتر 

رسانده می شود.

- به ازای هر چهار لیتر محلول 
هرکدام  از  میلی لیتر   5 یوشیدا 
و  اضافه  ذخیره  محلول هاي  از 
pH نهایی روی 5 تا 5/5 تنظیم 

می شود.

45/7 گرم NH4NO3 A محلول یوشیدا

20/15 گرم NaH2PO4.2H2O B

35/7 گرم K2SO4 C

44/3 گرم CaCl2 D

162 گرم MgSO4.7H2O E

750 میلی گرم MnCl2.4H2O

F

37 میلی گرم (NH4)6Mo7O24.4H2O

467 میلی گرم H3BO3

17/5 میلی گرم ZnSO4.7H2O

15/5 میلی گرم CuSO4.5H2O

3/85 گرم FeCl3.6H2O

5/95 گرم Citric Acid H2O

ترکیبات و نحوه تهیه محلول هاي ذخیره در انتهاي دستورالعمل آورده شده است )ضمیمه 1(.
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ضمیمه 1

مواد مورد نیاز و محلول هاي ذخیره

محلول هاي ذخیره مورد نیاز در انتقال ژن به بذر رسیده برنج در جدول 8 نشان داده شده است.

وزن ترکیبات محلول ذخیره )مقدار(

141/5 گرم KNO3 N6 Major 1 )یک لیتر(

18/5 گرم
46/3 گرم

MgSO4.7H2O
(NH4)2SO4)

N6 Major 2 )یک لیتر(

40 گرم KH2PO4 N6 Major 3 )یک لیتر(

16/6 گرم CaCl2.2H2O N6 Major 4 )یک لیتر(

2/785 گرم
3/725 گرم

FeSO4.7H2O
Na2EDTA.2H2O

B5 Minor 1 )یک لیتر(

1 گرم
0/2 گرم
0/3 گرم

MnSO4.4H2O
ZnSO4.H2O

H3BO3

B5 Minor 2 )یک لیتر(

0/075 گرم KI B5 Minor 3 )یک لیتر(

0/0025 گرم
0/025 گرم
0/0025 گرم

CuSO4.5H2O
Na2MoO4.2H2O

CoCl2.6H2O
B5 Minor 4 )یک لیتر(

جدول 8- محلول هاي ذخیره براي تهیه محیط هاي کشت برنج

2-10- آنالیز مولکولی 

گیاهان حاصل از مراحل انتقال ژن پس از استخراج DNA  ژنومی با استفاده از واکنش زنجیره ای پلیمراز 
 )RG100( با استفاده از آغازگرهای اختصاصي مختص سازه و آغازگرهاي ناحیه اي از ژنوم برنج )PCR(
به عنوان ژن کنترل داخلي، تجزیه و تحلیل مي شوند. در تولید گیاهان تراریخته، آنالیزهاي دقیق تري نیز براي 
اثبات الحاق تراژن)ها( و بررسي ایجاد صفت موردنظر در مراحل بعدي تحقیق انجام مي شود )شکل 10(.

شکل 10- واکنش زنجیره اي پلیمراز )PCR( براي گیاهان برنج تراریخته تولید شده در پژوهشگاه بیوتکنولوژي 
علف کش:  به  تحمل  ژن  )حاوي  سازه  مختص  آغازگرهای  با  حاضر  دستورالعمل  از  استفاده  با  کشاورزي 
باند مورد انتظار حدود bp 1600( و آغازگرهاي کنترل داخلي ژنوم برنج )RG100: باند مورد انتظار حدود

نمونه هاي شماره  T1؛  تفرق  در حال  نسل  در  برنج  گیاه   20 از  استخراج شده   DNA الگوي  با   )950  bp9
1، 2، 3، 5، 6، 8، 10، 11، 12، 13، 15، 16، 17، 18، 19 و 20 که حضور هر دو باند مربوط به تراژن و 
کنترل داخلي را نشان مي دهند، تراریخته هستند؛ نمونه هاي شماره 4، 7، 9 و 14 که تنها باند کنترل داخلي 
 ،P )1Kb Plus-Biofact company(؛  ملکولي  اندازه وزن  نشانگر   ،M نشان مي دهند غیرتراریخته هستند؛  را 
پلاسمید )کنترل مثبت(؛ T، گیاه تراریخته تأیید شده به عنوان کنترل مثبت؛ N، گیاه شاهد غیرتراریخته به عنوان 
 .T1 نسل  در  ژن  انتقال  از  حاصل  برنج  گیاهان  چاهک ها  سایر  )آب(؛  الگو  بدون  کنترل   ،W منفي؛  کنترل 

1600bp
950bp

1600bp
950bp
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وزن ترکیبات محلول ذخیره )مقدار(
44 گرم

0/083 گرم
0/0025 گرم

CaCl2.2H2O
KI

CoCl2.6H2O
MS3 )یک لیتر(

17 گرم
0/62 گرم
0/025 گرم

KH2PO4

H3BO3

Na2MoO4.2H2O MS4 )یک لیتر(

10 میلی گرم
10 میلی گرم
2 میلی گرم
40 میلی گرم

2000 میلی گرم

Nicotinic acid
Pyridoxine HCl
Thiamine HCl

Glycine
Myoinositol

MS vitaminsم)100 میلی لیتر(

 NaOH را در 200 میکرولیتر BAP 10 میلی گرم
به حجم  استریل  با آب  و  نرمال حل کرده  یک 
رسانده می شود، سپس فیلتر استریل کرده و در 4 

درجه سانتی گراد نگهداري مي شود.

10 میلی گرم BAPم)10 میلی لیتر(

50 میلی گرم D-2,4 را در 2 میلی لیتر اتانول 96 
درصد حل کرده و با آب استریل به حجم رسانده 
می شود، سپس فیلتر استریل کرده و در 4 درجه 

سانتی گراد نگهداري مي شود.

50 میلی گرم D-2,4م)50 میلی لیتر(

25 میلی گرم kinetine را در NaOH یک نرمال 
رسانده  حجم  به  استریل  آب  با  و  کرده  حل 
می شود، سپس فیلتر استریل کرده و در 20- درجه 

سانتی گراد نگهداري مي شود.

25 میلی گرم Kinetinم)25 میلی لیتر(

وزن ترکیبات محلول ذخیره )مقدار(

200 میلی گرم
20 میلی گرم
20 میلی گرم

2000 میلی گرم

Thiamin HCL
Pyridoxine HCl
Nicotinic acid
Myoinositol

B5 Vitaminsه)100 میلی لیتر(

1/5 گرم
2/49 گرم
1/7 گرم
29/5 گرم

CaCl2.2H2O
MgSO4.7H2O
NaHPO4.2H2O

KCl
AA macro salts )یک لیتر(

25 میلی گرم
25 میلی گرم

3000 میلی گرم
750 میلی گرم
8/9 میلی گرم
250 میلی گرم
2000 میلی گرم

CoCl2.6H2O
CuSO4.5H2O

H3BO3

KI
MnSO4

Na2MoO4.2H2O
ZnSO4.7H2O

AA micro salts )یک لیتر(

2/78 گرم
3/73 گرم

FeSO4.7H2O
Na2EDTA.2H2O AA iron stock )یک لیتر(

5/7 گرم Glycine Glycine )یک لیتر(

95 گرم
82/5 گرم

KNO3

NH4NO3
MS1 )یک لیتر(

37 گرم
2/23 گرم
0/86 گرم

0/0025 گرم

MgSO4.H2O
MnSO4.4H2O
ZnSO4.7H2O
CuSO4.5H2O

MS2 )یک لیتر(
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3- نتیجه گیري

مهندسی ژنتیک در دهه های پیش رو به نقش آفرینی خود در تأمین امنیت غذایی ادامه خواهد داد. 
تحمل به تنش های زیستي و غیرزیستی و صفاتی که از دیدگاه مصرف کننده جذاب تر باشند مانند 
بهبود ارزش تغذیه ای و تولید مواد باارزش پزشکی، صفات نسل آینده مهندسی ژنتیک و تراریخته ها 
بیشتري  پیشرفت  ژنومي،  مثل روش هاي ویرایش  فناوری های جدیدتر  از آن خود خواهد کرد.  را 
خواهد  متحول  پیش  از  بیش  را  زیست  محیط  و  انسان  و سلامت  غذایی  امنیت  و  داشت  خواهد 
از  استفاده  نیازمند  اول  وهله  در  ژنومي  ویرایش  و  ژنتیک  مهندسي  روش هاي  از  استفاده  ساخت. 
دستورالعملي کارا و تکرارپذیر براي انتقال ژن هاي مطلوب با سازه هاي مهندسي ژنتیک و یا سازه هاي 
ویرایش ژنومي است. در این گزارش، دستورالعملي براي انتقال ژن به بذر رسیده برنج با استفاده 
از اگروباکتریوم ارائه شد. این دستورالعمل ساده و تکرارپذیر بوده و در انتقال ژن هاي متعددي در 
ژني  تفنگ  به روش  نسبت  این روش  است.  کرده  عمل  موفق  کشاورزي  بیوتکنولوژي  پژوهشگاه 
این روش حدود 40 درصد  با  انتقال ژن  بالاتري است؛ کارایي  بسیار کم هزینه تر و دارای کارایي 
برآورد شده است. همچنین این روش مشکلات استفاده از جنین نارس را در انتقال ژن به برنج منتفي 
مي کند. جنین نارس همیشه در دسترس نیست و تهیه آن نیاز به کشت دائم برنج در تمام ایام سال 
براي دستیابي به ریزنمونه مناسب دارد که کاري وقت گیر و جاگیر است زیرا نیاز به تجهیزاتي مثل 
گلخانه با شرایط مناسب خواهد داشت. همچنین، روش ارائه شده در این دستورالعمل نیاز به انتظار 
براي دستیابي به کالوس جنین زا از بذر رسیده برنج و استفاده از آن به عنوان ریزنمونه براي تلقیح را 
نیز منتفي مي کند. انتقال ژن به برآمدگي هاي کالوس  مانند چهار تا هفت روزه حاصل از بذر رسیده با 
موفقیت در این روش به دست آمده است. استفاده از روش هاي اصلاح سنتي در محصولات زراعی 
به دلیل انتقال تعداد زیادي از ژن هاي نامطلوب به همراه ژن مورد نظر، ممکن است موجب کاهش 
کیفیت محصول شود. به علاوه، روش هاي اصلاح سنتي زمان بر و پر هزینه هستند. انتقال ژن به ارقام 
بازارپسندي مثل برنج رقم هاشمی که مرغوبیت بالایی از نظر عطر و طعم دارد با استفاده از مهندسي 
ژنتیک باعث مي شود که چنین صفاتي در گیاهان تراریخته حاصل مانند همتاي غیرتراریخته خود 
حفظ شوند و ویژگي جدیدي حاصل از انتقال یک یا تعداد معدودي ژن مشخص به گیاه اضافه شود 

وزن ترکیبات محلول ذخیره )مقدار(

20 میلی گرم NAA را در NaOH یک نرمال حل 
کرده و با آب استریل به حجم رسانده می شود، 
سپس فیلتر استریل کرده و در 4 درجه سانتی گراد 

نگهداري مي شود.

20 میلی گرم NAAم)20 میلی لیتر(

حل  استریل  آب  در  را  سیلین  کربني  گرم  یک 
سانتی گراد  درجه  در 20-  کرده  استریل  فیلتر  و 

نگهداري مي شود.
1 گرم Carbenicillinم)10 میلی لیتر(

آب  میلی لیتر  چهار  در  را  سفوتاکسیم  گرم  پنج 
استریل حل و فیلتر استریل کرده در 20- درجه 

سانتی گراد نگهداري مي شود.
5 گرم Cefotaxime sodiumم)50 میلی لیتر(

50 میلی گرم در لیتر Hygromycine B

سایر محلول هاي ذخیره در 4 درجه سانتي گراد نگهداري مي شوند.



24

انتقال ژن به بذر رسیده برنج

یا ویرایش یک یا چند ژن مشخص در گیاه صورت گیرد. همچنین، محصولات حاصل از مهندسي 
ژنتیک برخلاف سایر محصولات، تحت آزمایشات ارزیابي احتمال خطر قرار مي گیرند و اصول ایمني 
زیستي به تضمین بهره برداری از فواید بیوتکنولوژی مدرن و سلامت انسان و محیط زیست کمک 

خواهد کرد. 
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