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چکیده 
و رشد  اقلیمی  تغییرات  تهديدهاي  با  مقابله  برای  بشر  مهم‌ترین چالش‌های  از  یکی  غذایی  امنیت 
جمعیت است. نوآوری‌های علمی در زمینه زیست‌فناوری گیاهی می‌تواند براي مقابله با اين چالش‌ها، 
با استفاده از دانش ژنتیک به موفقیت‌هایی در بهبود  ارائه دهد. اصلاح‌گران سنتی  ابزار قدرتمندی 
کمي و کيفي محصولات زراعي دستي‌افته‌اند. ولي روش‌های سنتی اصلاح گیاهان‌ با محدوديت‌هايي 
مواجه است. مهندسی ‌ژنتیک ابزاري مکمل اما قدرتمند است که می‌تواند جهت رفع این محدودیت‌ها 
به به‌نژادگران کمک کند. برنج )Oryza sativa( غذای اصلی بیش از 50 درصد مردم در جهان است 
و 90 درصد برنج جهان در آسیا کشت می‌شود. مهندسي ژنتيک مي‌تواند به بهبود خصوصيات اين 
محصول کمک کند. در اولين تلاش‌ها براي انتقال ژن به برنج از روش‌هاي مستقيم مثل الکتروپوريشن، 
PEG يا بمباران ذره‌اي استفاده مي‌شد ولي امروزه انتقال ژن به واسطه اگروباکتريوم نسبت به ساير 

تکنيک‌ها بيشتر مورد توجه قرار گرفته و داراي مزاياي متعددي است. در مطالعات اخير براي انتقال 
رسيده  بذرهاي  از  حاصل  جنين‌زاي  کالوس  و  نارس  جنين  از  اگروباکتريوم  کمک  با  برنج  به  ژن 
به‌عنوان ريزنمونه استفاده شده است، اما با وجود موفقيت‌هايي که به‌دست‌آمده با مشکلاتي نيز مواجه 
هستند. دستورالعمل حاضر مبتنی‌بر تجربه نويسندگان در تراريختي برنج ايراني برای رقم هاشمي که 
از برنج‌هاي پرطرفدار تجاري ايران است، ارائه شده، در اين دستورالعمل انتقال ژن به بذر رسيده برنج 
با استفاده از اگروباکتريوم و به‌روش ساده‌تري از گزارش‌های قبلي بیان شده، به‌طوري‌که مشکلات 
روش جنين نارس را نداشته و در انتقال ژن‌هاي مختلف )چندين سازه( موفق عمل کرده است. در اين 
روش از سويه اگروباکتريوم EHA105 و نشانگر انتخابي مقاومت به هيگرومايسين استفاده شده و مانند 
روش انتقال به کالوس جنين‌زا نیاز به انتظار براي دستيابي به کالوس داراي رشد مناسب و جنين‌زاي 
حاصل از بذر رسيده براي استفاده به‌عنوان ريزنمونه وجود ندارد. استفاده از اين دستورالعمل مي‌تواند 
در مهندسي ژنتيک و ويرايش ژنومي برنج به‌منظور ايجاد صفات مطلوب در اين محصول مؤثر باشد.

 کلمات کلیدی: باززايي بذر رسيده، برنج، انتقال ژن، اگروباکتريوم

مقدمه

برای  نوآورانه و مؤثر  از روش‌هاي  تراريخته  توليد محصولات  ژنتيک، ويرايش ژنومي و  مهندسي 
تنش‌هاي  تحمل  محصولات،  کيفي  و  کمي  خصوصيات  و  تغذيه‌اي  و  زراعي  ويژگي‌هاي  بهبود 
به  مي‌توانند  که  هستند  محصولات  عملکرد  افزايش  و  غذايي  محصولات  توليد  افزايش  محيطي، 
رايج کمک  کنار ساير روش‌هاي اصلاحي  در  برنج  از جمله  زراعي  ويژگي‌هاي محصولات  بهبود 
کنند. در بيش از دو دهه اخير گياهان تراريخته مقاوم به آفات و علف‌کش با جلوگيري از خسارت 
گياه در شرايط تنش‌هاي زيستي به حفظ عملکرد گياه کمک کرده و با هزينه کمتر براي کشاورزان، 
حفاظت محيط‌زيست و سلامت انسان را نيز در نتيجه مصرف کمتر سموم و آفت‌کش‌هاي شيميايي 
افزايش عملکرد محصولات زراعی  فناوري،  اين  پتانسيل  از  باعث شده‌اند. همچنين، جنبه ديگري 
است.  مناسب  ژن‌هاي  انتقال  با  نظر  مورد  مطلوب  ويژگي‌هاي  ساير  يا  تغذيه‌اي  خواص  بهبود  و 
گام  استفاده شود،  گياهي  به محصولات  انتقال ژن‌هاي هدف  در  که  مناسب  ارائه دستورالعمل‌هاي 
بود.  محصولات خواهد  ويژگي‌هاي  بهبود  در  ژنتيک  مهندسي  پتانسيل  از  استفاده  براي  مؤثر  اوليه‌ 

در اولين تلاش‌ها براي انتقال ژن به برنج در اواخر سال‌هاي دهه 1980 و اوايل 1990 از روش‌هاي 
مستقيم مثل الکتروپوريشن، PEG يا بمباران ذره‌اي استفاده مي‌شد و اولين برنج تراريخته رهاسازي 
 Ghareyazie et al.,( است  آمده  به‌دست  ژني  تفنگ  روش  با  نيز   )BGH-00827-7 )رخداد  شده 
 1990 سال  اوايل  در  مي‌کردند  استفاده   Agrobacterium tumefaciens از  که  روش‌هايي   .)1997

ايجاد شدند. از جمله مزاياي استفاده از اگروباکتريوم براي انتقال ژن مي‌توان به کارايي بالاي انتقال 
 DNA به داخل کروموزوم‌ها، انتقال قطعات بزرگ‌تري از T-DNA ژن، الحاق نسخه‌هاي کمتري از
به  ژن  انتقال  بنابراين،  کرد.  اشاره  کمتر،   )Rearrangement( بازآرايي  و  مشخص  انتهاي  و  ابتدا  با 
واسطه اگروباکتريوم نسبت به ساير تکنيک‌ها بيشتر مورد توجه قرار گرفته است. در مطالعات اخير از 
جنين نارس برنج و بذرهاي رسيده به‌عنوان ريزنمونه براي انتقال ژن به کمک اگروباکتريوم استفاده 
اما  کاراتر عمل مي‌کنند،  انتقال ژن موفق‌تر و  نارس در  نشان مي‌دهند جنين‌هاي  نتايج  شده است. 
 )Staggered planting( نياز به کشت مکرر گياه در تمام فصول با آن‌ها مانند  مشکلات کار کردن 
نارس  جنين  جداسازي  مرحله  بودن  خسته‌کننده  و  وقت‌گير  و  ريزنمونه  بودن  دسترس  در  براي 
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بيشتر  ژن،  انتقال  براي  ريزنمونه  به‌عنوان  رسيده  بذر  از  استفاده  به  پژوهشگران  تمايل  شده  باعث 
باشد. بذور رسيده به هر تعداد که نياز باشد هميشه در دسترس هستند و مي‌توان آن‌ها را تا مدت 
طولاني در آزمايشگاه نگهداري کرد ولي جنين‌هاي نارس هربار به تعداد محدود در دسترس بوده 
مزيت  به‌دليل  نارس  جنين‌هاي  از  استفاده  اما  شوند،  استفاده  کوتاهي  بسيار  زماني  بازه  در  باید  و 
کارايي بالاتر در انتقال ژن )Hiei and Komari., 2008; Slamet-Loedin et al., 2014( بيشتر مورد 
توجه پژوهشگران بوده است. اين مزيت به‌ويژه هنگامی‌که استفاده از آن‌ها براي تراريزش برنج‌هاي 
و  باززايي  بودن  مشکل  به  گزارش‌ها  در  زيرا  شد،  مشخص  بيشتر  بود  همراه  موفقيت  با  اينديکا 
پاسخ به انتقال ژن اين برنج‌ها هميشه اشاره شده است. دستورالعملي که در اين گزارش شرح داده 
برنج‌هاي  از  که  است  هاشمي  رقم  ايراني  برنج  تراريختي  در  نويسندگان  تجربه  براساس  مي‌شود 
Slamet-( پرطرفدار تجاري ايران است. این گروه در سال‌های قبل از پروتکل‌هايي که از جنين نارس
گزارش شده   )Ozawa., 2012( رسيده  بذر  از  کالوس جنين‌زاي حاصل  و   )Loedin et al., 2014

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

تغييراتي موفق بوده‌اند. دستورالعمل حاضر که از بذر رسيده به روش بسيار ساده‌تري استفاده مي‌کند، 

مختلف  ژن‌هاي  انتقال  در  و  ندارد  را   )2014( همکاران  و  اسلامت  نارس  جنين  روش  مشکلات 
)چندين سازه( موفق عمل کرده است. در اين روش مانند روش اوزاوا و همکاران )2012( نياز به 
انتظار براي دستيابي به کالوس داراي رشد مناسب و جنين‌زاي حاصل از بذر رسيده براي استفاده 
به  مقاومت  انتخابي  نشانگر  و   EHA105 اگروباکتريوم  از سويه  و  نداشته  ريزنمونه وجود  به‌عنوان 
هيگرومايسين استفاده شده است. انتظار مي‌رود اين دستورالعمل بتواند در انتقال ژن به ساير ارقام 

برنج نيز موفق عمل کند.

2- مواد و روش‎ها 

مراحل انتقال ژن به بذر رسيده برنج به شرح زير است.

2-1- ضدعفوني کردن بذر

پوسته‌ بذور رسيده برنج شامل لما و پالئا جدا و به شرح زیر ضدعفوني می‌شوند )شکل 1(.

الف( بذور به‌مدت یک دقیقه با اتانول 70 درصد شسته مي‌شوند؛

ب( یک‌بار آب‌شویی انجام می‌شود؛

ج( بذور به‌مدت ده دقیقه با هیپوکلریت سدیم پنج درصد حاوي يک قطره تويين 20 شسته مي‌شوند؛

د( حداقل سه‌بار آب‌شویی انجام مي‌شود.

بذر رسیده برنج با لما و پالئا

 بذر رسیده برنج
بدون لما و پالئا

پالئا  لما 

شکل 1- جداسازي پوسته بذر رسيده برنج براي ضدعفوني. بذر برنج با لما و پالئا )راست(، 
بذر برنج بدون لما و پالئا )چپ(
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محلول ذخيره يا ماده نوع محيط کشت
توضيحاتمقدار در یک ليترشيميايي

محیط پيش تلقيح و 
همکشتي

N6 major 120 میلی‌لیتر)pH 5.2( -

- بعد از تنظيم pH مقدار 5/5 گرم 
آگارز نوع I اضافه مي‌شود.

- استوسرينگون و تنظيم‌کنندگان رشد 
بعد از اتوکلاو وقتي دماي محيط کشت 
اضافه  رسيد  درجه‌سانتی‌گراد   55 به 

مي‌شوند.
 *                                                                             
در  استوسرينگون  ميلي‌گرم   19/62*
به  و  شده  حل   DMSO ميلي‌ليتر  يک 
ازاي هر ليتر محيط کشت يک میلی‌لیتر 

از آن اضافه مي‌شود.

N6 major 210 میلی‌لیتر

N6 major 310 میلی‌لیتر

N6 major 410 میلی‌لیتر

B5 minor 110 میلی‌لیتر

B5 minor 210 میلی‌لیتر

B5 minor 310 میلی‌لیتر

B5 minor 410 میلی‌لیتر

B5 vitamins5 میلی‌لیتر

L-glutamine0/006 میلی‌گرم

Aspartic acid0/002 میلی‌گرم

Argenine0/001 میلی‌گرم

Casamino acid500 میلی‌گرم

L-proline500 میلی‌گرم

Sucrose20 گرم

D-glucose10 گرم

Acetosyringone*19/62 میلی‌گرم

2,4-D2 میلی‌لیتر

NAA1 میلی‌لیتر

BAP1 میلی‌لیتر

ترکيبات و نحوه تهيه محلول‌هاي ذخيره در انتهاي دستورالعمل آورده شده است )ضميمه 1(.

جدول 1- ترکيبات و نحوه تهيه محيط پيش تلقيح و هم‌کشتي 2-2- کشت بذور در محيط کشت پيش تلقيح 

بذور رسيده و استريل شده برنج روي محيط کشت پيش تلقيح )جدول 1( کشت شده و به‌مدت 
چهار تا هفت روز در دماي 30 درجه سانتی‌گراد و نور ممتد قرار داده مي‌شوند تا برآمدگي‌هاي اوليه 
کالوس مانند از محل جنين تشکيل شود. کشت بذرها باید به‌گونه‌ای انجام شود که آندوسپرم به‌طور 

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 کالوس‌های حاصل 
از آن‌ها آب نیاندازند؛ اگر تعداد بذرها به‌قدری زیاد است که موجب مي‌شود جنيني که طی مراحل 
ضدعفوني بذر، آب جذب کرده و متورم شده است تا زمان انتقال به محيط کشت، آب خود را از 
دست داده و خشک ‌شود، بهتر است هربار تعداد کمي بذر، ضدعفوني، خشک و به محيط 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 تهيه محلول‌هاي ذخيره براي تهيه هر محيط کشت در انتهاي اين دستور العمل )ضميمه 1( ارائه 
شده است.

شکل 2- تعداد و نحوه قرارگیری بذرهاي ضدعفوني شده برنج در محیط کشت پيش تلقيح

 قسمت جنين بذر بالاي محيط کشت
قرار داده مي شود

قسمت آندوسپرم بذر زير محيط 
کشت قرار داده می‌شود
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2-4- تلقيح

ده میکرولیتر از محلول آگروباکتریوم حاوي پلاسميد به روي برآمدگي‌هاي ريز کالوس مانند بذوري 
که چهار تا هفت روز در محيط پيش‌تلقيح کشت شده‌اند چکانيده مي‌شود )شکل 3(. ريزنمونه‌هاي 
تاریک در محيط هم‌کشتي  انکوباتور  به‌مدت 7 روز در دمای 25 درجه سانتی‌گراد در  تلقيح شده 

)جدول 1( قرار داده مي‌شوند.

شکل 3- بذور برنج در محیط پيش‌کشتي، پس از چهار روز و برآمدگي‌هاي کالوس اوليه ايجاد 
شده از قسمت جنين در بذرهاي آماده براي تلقيح

2-3- آماده‌سازي باکتري

LB دو تا سه روز قبل از انجام هم‌کشتی، اگروباکتريوم حاوي سازه موردنظر بر روی محیط کشت
همراه با آنتی‌بیوتیک‌های مناسب، بسته به نوع سازه و ريف‌آمپي‌سين )75 ميلي‌گرم در ليتر( کشت خطی 
مي‌شود. یک ساعت قبل از انجام هم‌کشتی با آگروباکتریوم، حدود یک لوپ پرُ از باکتري رشد کرده 
ازمحیط LB برداشته شده و درون محیط تلقيح حاوی استوسیرینگون )جدول 2( سوسپانسيون مي‌شود. 
چگالی نوری )OD600nm( سوسپانسيون باکتري روی 0/3 تنظیم مي‌شود. محلول تلقيح به‌مدت یک 
آماده شود.  ژن  انتقال  برای  تا  داده شده  قرار  سانتی‌گراد  درجه  تاریک 25  انکوباتور  درون  ساعت 

جدول 2- ترکيبات و نحوه تهيه محيط تلقيح

توضيحات مقدار در يک ليتر محلول ذخيره يا ماده 
شيميايي نوع محيط کشت

)pH 5.2( -

- محيط کشت فيلتر استريل و در 4 
درجه سانتی‌گراد  نگهداري می‌شود.

 
- استوسرينگون درست قبل از استفاده، 
به ميزان 100 ميکرومولار اضافه مي‌شود 
در  استوسرينگون  ميلي‌گرم   19/62(
ازاي  به  و  حل   DMSO ميلي‌ليتر  يک 
از  میلی‌لیتر  يک  کشت  محيط  ليتر  هر 

آن اضافه مي‌شود(.

1 میلی‌لیتر B5 Vitamins محيط تلقيح

1 میلی‌لیتر AA macro salts stock

10 میلی‌لیتر AA iron stock

1 میلی‌لیتر Glycine

767 میلی‌گرم L-glutamine

260 میلی‌گرم Aspartic acid

500 میلی‌گرم Casamino acid

20 گرم Sucrose

10 گرم D-Glucose

ترکیبات و نحوه تهیه محلول‌های ذخیره در انتهای دستورالعمل آورده شده است )ضمیمه 1(
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جدول 3- ترکيبات و نحوه تهيه محيط کشت استراحت برنج

توضيحات مقدار در يک ليتر محلول ذخيره يا 
ماده شيميايي نوع محيط کشت

)pH 5.8( -

- بعد از تنظيم pH مقدار 5 
گرم ژلرايت اضافه شود.

- تنظيم‌کنندگان رشد بعد از 
محيط  دماي  وقتي  اتوکلاو 
کشت به 55 درجه سانتي‌گراد 

رسيد اضافه مي‌شوند.

20 میلی‌لیتر N6 major 1 محيط استراحت
10 میلی‌لیتر N6 major 2

10 میلی‌لیتر N6 major 3

10 میلی‌لیتر N6 major 4

10 میلی‌لیتر B5 minor 1

10 میلی‌لیتر B5 minor 2

10 میلی‌لیتر B5 minor 3

10 میلی‌لیتر B5 minor 4

5 میلی‌لیتر B5 vitamins

300 میلی‌گرم L-glutamine

500 میلی‌گرم Casamino acid

500 میلی‌گرم L-proline

36 گرم Mannitol

20 گرم Maltose

1 میلی‌لیتر 2,4-D

1 میلی‌لیتر NAA

0/2 میلی‌لیتر BAP

1 میلی‌لیتر Cefotaxime

1 میلی‌لیتر Carbenicillin

ترکيبات و نحوه تهيه محلول‌هاي ذخيره در انتهاي دستورالعمل آورده شده است )ضميمه 1(.

2-5- انتقال به محيط استراحت

پس از این مدت هر ریز نمونه شامل سه قسمت اصلی کالوس، آندوسپرم و جوانه است که کالوس 
به‌وسیله اسکالپل و پنس از آندوسپرم و جوانه جدا )شکل 4( و روی کاغذ صافی استریل، خشک 
قرار  نمونه   15 حداکثر  پتری‌ديش،  هر  )در  می‌شود  داده  انتقال   )3 )جدول  استراحت  محیط  به  و 
داده مي‌شود(. ريزنمونه‌ها به‌مدت پنج روز در دمای 30 درجه سانتی‌گراد و نور مداوم )شدت نور 

x(6000-7000 Luxقرار مي‌گيرند.

شکل 4- نحوه جدا کردن کالوس برنج از آندوسپرم و جوانه و استقرار کالوس‌ها بر روی محیط استراحت
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جدول 4- ترکيبات و نحوه تهيه محيط کشت انتخابی برنج

توضيحات مقدار در يک ليتر محلول ذخيره يا ماده 
شيميايي نوع محيط کشت

)pH 5.8( -

گرم   5 مقدار   pH تنظيم  از  بعد   -
ژلرايت اضافه شود.

اتوکلاو  از  بعد  تنظيم‌کنندگان رشد   -
وقتي دماي محيط کشت به 55 درجه 

سانتي‌گراد رسيد اضافه مي‌شوند.

20 میلی‌لیتر N6 major 1 محيط انتخابی

10 میلی‌لیتر N6 major 2

10 میلی‌لیتر N6 major 3

10 میلی‌لیتر N6 major 4

10 میلی‌لیتر B5 minor 1

10 میلی‌لیتر B5 minor 2

10 میلی‌لیتر B5 minor 3

5 میلی‌لیتر B5 minor 4

5 میلی‌لیتر B5 vitamins

300 میلی‌گرم L-glutamine

500 میلی‌گرم Casamino acid

500 میلی‌گرم L-proline

36 گرم Mannitol

20 گرم Maltose

1 میلی‌لیتر 2,4-D

1 میلی‌لیتر NAA

0/2 میلی‌لیتر BAP

1 میلی‌لیتر Cefotaxime

1 میلی‌لیتر Carbenicillin

0/6 میلی‌لیتر Hygromycin

ترکيبات و نحوه تهيه محلول‌هاي ذخيره در انتهاي دستورالعمل آورده شده است )ضميمه 1(.
شکل 5- رشد کالوس‌های تراریخته احتمالی برنج بر روی محیط کشت انتخابی و توقف 

رشد کالوس‌های غیرتراریخته 

2-6- انتقال به محيط انتخابي

پس از رشد کالوس‌ها به اندازه مناسب در محیط استراحت به محیط کشت انتخابی )جدول 4( حاوي 
هيگرومايسين Bه)50 ميلي‌گرم در ليتر( منتقل شده و در نور ممتد، دماي 30 درجه سانتي‌گراد به‌مدت 
10 روز نگهداري مي‌شوند )مرحله انتخاب اول(. سپس، کالوس‌ها تقسيم شده )هر کالوس را مي‌توان 
)مرحله  مي‌شوند  داده  قرار  روز  به‌مدت 10  تازه  انتخابي  محيط  و روي  کرد(  تقسيم  4 قسمت  به 
انتخاب دوم(. سرانجام در مرحله انتخاب سوم، کالوس‌هاي جنين‌زا از کالوس‌هاي سياه جداسازي و 
10 روز ديگر در محيط انتخابي تازه واکشت مي‌شوند. قابل ذکر است که کالوس‌های مقاوم طی این 
مراحل رشد مي‌کنند و تعداد کالوس در هر پتري‌دیش از 15 کالوس )مرحله انتخابی اول( تا چهار 

کالوس )مرحله انتخابی سوم(، بسته به اندازه آن‌ها متغیر است )شکل 5(.
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جدول 5- ترکيبات و نحوه تهيه محيط کشت پيش باززايي برنج

توضيحات مقدار در يک ليتر محلول ذخيره يا ماده 
شيميايي

نوع محيط کشت

)pH 5.8( -

- بعد از تنظيم pH مقدار 5 گرم 
ژلرايت اضافه شود.

از  بعد  رشد  تنظيم‌کنندگان   -
اتوکلاو وقتي دماي محيط کشت 
رسيد  سانتي‌گراد  درجه   55 به 

اضافه مي‌شوند.

10 میلی‌لیتر B5 minor محيط پیش‌باززایی
20 میلی‌لیتر MS1

10 میلی‌لیتر MS2

10 میلی‌لیتر MS3

10 میلی‌لیتر MS4

5 میلی‌لیتر MS vitamins

30 گرم Maltose

20 گرم Sorbitol

5 میلی‌لیتر NAA

2 میلی‌لیتر Kinetin

1 میلی‌لیتر Cefotaxime

1 میلی‌لیتر Hygromycin

ترکيبات و نحوه تهيه محلول‌هاي ذخيره در انتهاي دستورالعمل آورده شده است )ضميمه 1(.

2-8- انتقال به محيط باززايي و ريشه‌زايي

ــه  ــاب و ب ــی انتخ ــت پیش‌باززای ــط کش ــز در محی ــای ری ــب دارای جوانه‌ه ــای مناس کالوس‌ه
محيــط باززايــي و ســپس بــه محيــط توســعه ریشــه منتقــل مي‌شــوند )جــدول 6( تــا بــراي انتقــال 

بــه محلــول يوشــيدا و در نهايــت خــاک آمــاده ‌شــوند )شــکل 7(.

2-7- انتقال به محيط پيش‌باززايي

کالوس‌های مقاوم جنین‌زا در محیط کشت انتخابی به محیط کشت پیش‌باززایی )جدول 5( منتقل و 
به‌مدت 10 روز در دماي 30 درجه سانتی‌گراد و نور ممتد نگهداری مي‌شوند. هرچه تعداد کمتری 
نمونه در هر محیط کشت قرار داده شود، احتمال باززایی به‌دلیل دسترسي بهتر به مواد غذایی موجود 

در محيط کشت، بيشتر می‌شود )شکل 6(. 

شکل 6- باززایی کالوس‌های تراریخته احتمالی برنج در محیط پیش باززایی
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شکل 7- استقرار جوانه‌های ریز حاصل از کالوس‌هاي برنج در محیط باززایی )سمت راست(، رشد 
جوانه‌ها در محیط باززایی پس از ده روز )وسط( و استقرار گیاهچه در محیط توسعه ریشه )سمت چپ( 

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

گیاهچه‌هـای درون لولـه پـس از ده روز داراي ریشـه و انـدام هوایی مناسـبي برای انتقـال به محلول 
یوشـیدا )محلـول هیدروپونیـک( خواهنـد بود. اسـتقرار گياهچه‌هـاي برنج در محلول يوشـيدا ضمن 
ايجـاد سـازگاري بـا محيـط خـارج از شيشـه، فرصـت رشـد کافی آن‌هـا را قبـل از انتقال بـه گلدان 
فراهـم مي‌کنـد. محلـول يوشـيدا )جـدول 7( داخـل يک ظـرف با انـدازه مناسـب ريخته شـده و از 
یـک شـناور يـا يونوليـت دارای حفره‌هـاي مناسـب بـراي اسـتقرار گياهچه‌‌‌ها اسـتفاده می‌شـود. هر 
گیاهچـه درون يکـي از حفره‌هـا بـه کمـک تکـه‌اي ابـر اسـتقرار مي‌یابـد، به‌طوری‌کـه پـس از قـرار 
 pH ،دادن شـناور روی محلـول یوشـیدا، ریشـه‌ها درون محلـول قـرار گیرنـد. در هفته اول اسـتقرار
هـر روز کنتـرل شـود، پـس از آن مي‌تـوان هفتـه‌ای دوبـار pH را تنظیـم نمـود. محلول یوشـیدا باید 

هـر هفتـه تعويـض و محلول تـازه در اختيـار گياهان قرار داده شـود )شـکل 8(.

جدول 6- ترکيبات و نحوه تهيه محيط پیش تلقیح برنج

توضيحات مقدار در يک ليتر محلول ذخيره يا ماده 
شيميايي نوع محيط کشت

)pH 5.8( -

- بعد از تنظيم pH مقدار 3 گرم ژلرايت 
اضافه شود.

اتوکلاو  از  بعد  رشد  تنظيم‌کنندگان   -
وقتي دماي محيط کشت به 55 درجه 

سانتي‌گراد رسيد اضافه مي‌شوند.

)pH 5.8( -

- بعد از تنظيم pH مقدار 2 گرم ژلرايت 
اضافه شود.

10 میلی‌لیتر B5 minor محيط باززایی

محیط توسعه ریشه

20 میلی‌لیتر MS1

10 میلی‌لیتر MS2

10 میلی‌لیتر MS3

10 میلی‌لیتر MS4

5 میلی‌لیتر MS vitamins

30 گرم Sucrose

1 میلی‌لیتر NAA

2 میلی‌لیتر Kinetin

1 میلی‌لیتر Cefotaxime

1 میلی‌لیتر Hygromycin

10 میلی‌لیتر B5 minor

20 میلی‌لیتر MS1

10 میلی‌لیتر MS2

10 میلی‌لیتر MS3

10 میلی‌لیتر MS4

5 میلی‌لیتر MS vitamins

ترکيبات و نحوه تهيه محلول‌هاي ذخيره در انتهاي دستورالعمل آورده شده است )ضميمه 1(.
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شکل 8- گیاهچه‌های برنج پس از انتقال ژن در محیط یوشیدا

شکل 9- گیاهچه‌های برنج پس از انتقال ژن در گلخانه مخصوص گياهان تراريخته پژوهشگاه 
بيوتکنولوژي کشاورزي

 پس از گذشت چهار هفته از استقرار گياهچه‌هاي برنج در محلول یوشیدا مي‌توان آن‌ها را به گلدان 
انتقال داد. به این منظور گلدان‌هایی که به نسبت 2 به 1 از خاک و پیت ماس پرُ شده از قبل آبیاری 
کرده، سپس حفره‌اي در گل حاصل ایجاد و گیاهچه درحالي‌که توسط انگشتان دست حفاظت مي‌شود 
‌داخل گل کشت خواهد شد. لازم است قسمت طوقه گياهچه زیر سطح خاک قرارگیرد، این‌کار باعث 

مي‌شود ریشه‌ها از قسمت طوقه رشد کرده و موجب قوی‌تر شدن گیاه می‌شود )شکل 9(.

جدول 7- ترکيبات و نحوه تهيه محلول یوشیدا برای برنج

توضيحات مقدار در يک ليتر محلول ذخيره يا ماده 
شيميايي

نام محلول 
ذخیره

نوع محيط 
کشت

- هر يک از محلول‌هاي ذخيره 
در حجم يک ليتر تهيه مي‌شوند.

- براي تهيه محلول F، اجزاي اين 
محلول ذخيره به‌ترتیب در مقداری 
آب مقطر حل می‌شود. سپس، 50 
میلی‌لیتر اسید سولفوریک غلیظ 
)H2SO4( به آن‌ها اضافه و با آب 
مقطر استریل به حجم یک لیتر 

رسانده می‌شود.

- به ازای هر چهار لیتر محلول 
هرکدام  از  میلی‌لیتر   5 یوشیدا 
و  اضافه  ذخيره  محلول‌هاي  از 
pH نهایی روی 5 تا 5/5 تنظیم 

می‌شود.

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 میلی‌گرم MnCl2.4H2O

F

37 میلی‌گرم (NH4)6Mo7O24.4H2O

467 میلی‌گرم H3BO3

17/5 میلی‌گرم ZnSO4.7H2O

15/5 میلی‌گرم CuSO4.5H2O

3/85 گرم FeCl3.6H2O

5/95 گرم Citric Acid H2O

ترکيبات و نحوه تهيه محلول‌هاي ذخيره در انتهاي دستورالعمل آورده شده است )ضميمه 1(.
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ضميمه 1

مواد مورد نياز و محلول‌هاي ذخيره

محلول‌هاي ذخيره مورد نياز در انتقال ژن به بذر رسيده برنج در جدول 8 نشان داده شده است.

وزن ترکيبات محلول ذخيره )مقدار(

141/5 گرم KNO3 N6 Major 1 )يک ليتر(

18/5 گرم
46/3 گرم

MgSO4.7H2O
)NH4)2SO4(

N6 Major 2 )يک ليتر(

40 گرم KH2PO4 N6 Major 3 )يک ليتر(

16/6 گرم CaCl2.2H2O N6 Major 4 )يک ليتر(

2/785 گرم
3/725 گرم

FeSO4.7H2O
Na2EDTA.2H2O

B5 Minor 1 )يک ليتر(

1 گرم
0/2 گرم
0/3 گرم

MnSO4.4H2O
ZnSO4.H2O

H3BO3

B5 Minor 2 )يک ليتر(

0/075 گرم KI B5 Minor 3 )يک ليتر(

0/0025 گرم
0/025 گرم
0/0025 گرم

CuSO4.5H2O
Na2MoO4.2H2O

CoCl2.6H2O
B5 Minor 4 )يک ليتر(

جدول 8- محلول‌هاي ذخيره براي تهيه محيط‌هاي کشت برنج

2-10- آنالیز مولکولی 

گياهان حاصل از مراحل انتقال ژن پس از استخراج DNA  ژنومی با استفاده از واکنش زنجیره‌ای پلیمراز 
 )RG100( با استفاده از آغازگرهای اختصاصي مختص سازه و آغازگرهاي ناحيه‌اي از ژنوم برنج )PCR(
به‌عنوان ژن کنترل داخلي، تجزيه و تحليل مي‌شوند. در توليد گياهان تراريخته، آناليزهاي دقيق‌تري نیز براي 
اثبات الحاق تراژن)ها( و بررسي ايجاد صفت موردنظر در مراحل بعدي تحقيق انجام مي‌شود )شکل 10(.

شکل 10- واکنش زنجيره‌اي پليمراز )PCR( براي گياهان برنج تراريخته توليد شده در پژوهشگاه بيوتکنولوژي 
علف‌کش:  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

نمونه‌هاي شماره  T1؛  تفرق  در حال  نسل  در  برنج  گياه   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 مي‌دهند، تراريخته هستند؛ نمونه‌هاي شماره 4، 7، 9 و 14 که تنها باند کنترل داخلي 
 ،P )1Kb Plus-Biofact company(؛  ملکولي  اندازه وزن  نشانگر   ،M نشان مي‌دهند غيرتراريخته هستند؛  را 
پلاسميد )کنترل مثبت(؛ T، گياه تراريخته تأييد شده به‌عنوان کنترل مثبت؛ N، گياه شاهد غيرتراريخته به‌عنوان 
 .T1 نسل  در  ژن  انتقال  از  حاصل  برنج  گياهان  چاهک‌ها  ساير  )آب(؛  الگو  بدون  کنترل   ،W منفي؛  کنترل 

1600bp
950bp

1600bp
950bp
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وزن ترکيبات محلول ذخيره )مقدار(
44 گرم

0/083 گرم
0/0025 گرم

CaCl2.2H2O
KI

CoCl2.6H2O
MS3 )يک ليتر(

17 گرم
0/62 گرم
0/025 گرم

KH2PO4

H3BO3

Na2MoO4.2H2O MS4 )يک ليتر(

10 میلی‌گرم
10 میلی‌گرم
2 میلی‌گرم
40 میلی‌گرم

2000 میلی‌گرم

Nicotinic acid
Pyridoxine HCl
Thiamine HCl

Glycine
Myoinositol

MS vitaminsم)100 میلی‌لیتر(

 NaOH را در 200 ميکروليتر BAP 10 میلی‌گرم
به حجم  استريل  با آب  و  نرمال حل کرده  يک 
رسانده می‌شود، سپس فيلتر استريل کرده و در 4 

درجه سانتی‌گراد نگهداري مي‌شود.

10 میلی‌گرم BAPم)10 میلی‌لیتر(

50 میلی‌گرم D-2,4 را در 2 میلی‌لیتر اتانول 96 
درصد حل کرده و با آب استريل به حجم رسانده 
می‌شود، سپس فيلتر استريل کرده و در 4 درجه 

سانتی‌گراد نگهداري مي‌شود.

50 میلی‌گرم D-2,4م)50 میلی‌لیتر(

25 میلی‌گرم kinetine را در NaOH يک نرمال 
رسانده  حجم  به  استريل  آب  با  و  کرده  حل 
می‌شود، سپس فيلتر استريل کرده و در 20- درجه 

سانتی‌گراد نگهداري مي‌شود.

25 میلی‌گرم Kinetinم)25 میلی‌لیتر(

وزن ترکيبات محلول ذخيره )مقدار(

200 میلی‌گرم
20 میلی‌گرم
20 میلی‌گرم

2000 میلی‌گرم

Thiamin HCL
Pyridoxine HCl
Nicotinic acid
Myoinositol

B5 Vitaminsه)100 میلی‌لیتر(

1/5 گرم
2/49 گرم
1/7 گرم
29/5 گرم

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

KCl
AA macro salts )يک ليتر(

25 میلی‌گرم
25 میلی‌گرم

3000 میلی‌گرم
750 میلی‌گرم
8/9 میلی‌گرم
250 میلی‌گرم
2000 میلی‌گرم

CoCl2.6H2O
CuSO4.5H2O

H3BO3

KI
MnSO4

Na2MoO4.2H2O
ZnSO4.7H2O

AA micro salts )يک ليتر(

2/78 گرم
3/73 گرم

FeSO4.7H2O
Na2EDTA.2H2O AA iron stock )يک ليتر(

5/7 گرم Glycine Glycine )يک ليتر(

95 گرم
82/5 گرم

KNO3

NH4NO3
MS1 )يک ليتر(

37 گرم
2/23 گرم
0/86 گرم

0/0025 گرم

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

MS2 )يک ليتر(
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3- نتيجه‌گيري

مهندسی ژنتیک در دهه‌های پیش رو به نقش آفرینی خود در تأمین امنیت غذایی ادامه خواهد داد. 
تحمل به تنش‌های زيستي و غیرزیستی و صفاتی که از دیدگاه مصرف‌کننده جذاب‌تر باشند مانند 
بهبود ارزش تغذیه‌ای و تولید مواد باارزش پزشکی، صفات نسل آینده مهندسی ژنتیک و تراریخته‌ها 
بيشتري  پيشرفت  ژنومي،  مثل روش‌هاي ويرايش  فناوری‌های 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  نيازمند  اول  وهله  در  ژنومي  ويرايش  و  ژنتيک  مهندسي  روش‌هاي  از  استفاده  ساخت. 
دستورالعملي کارا و تکرارپذير براي انتقال ژن‌هاي مطلوب با سازه‌هاي مهندسي ژنتيک و يا سازه‌هاي 
ويرايش ژنومي است. در اين گزارش، دستورالعملي براي انتقال ژن به بذر رسيده برنج با استفاده 
از اگروباکتريوم ارائه شد. اين دستورالعمل ساده و تکرارپذير بوده و در انتقال ژن‌هاي متعددي در 
ژني  تفنگ  به روش  نسبت  اين روش  است.  کرده  عمل  موفق  کشاورزي  بيوتکنولوژي  پژوهشگاه 
اين روش حدود 40 درصد  با  انتقال ژن  بالاتري است؛ کارايي  بسيار کم هزينه‌تر و دارای کارايي 
برآورد شده است. همچنين اين روش مشکلات استفاده از جنين نارس را در انتقال ژن به برنج منتفي 
مي‌کند. جنين نارس هميشه در دسترس نيست و تهيه آن نياز به کشت دائم برنج در تمام ايام سال 
براي دستيابي به ريزنمونه مناسب دارد که کاري وقت‌گير و جاگير است زیرا نياز به تجهيزاتي مثل 
گلخانه با شرايط مناسب خواهد داشت. همچنین، روش ارائه شده در اين دستورالعمل نياز به انتظار 
براي دستيابي به کالوس جنين‌زا از بذر رسيده برنج و استفاده از آن به‌عنوان ريزنمونه براي تلقيح را 
نیز منتفي مي‌کند. انتقال ژن به برآمدگي‌هاي کالوس ‌مانند چهار تا هفت روزه حاصل از بذر رسيده با 
موفقيت در اين روش به‌دست آمده است. استفاده از روش‌هاي اصلاح سنتي در محصولات زراعی 
به‌دلیل انتقال تعداد زيادي از ژن‌هاي نامطلوب به همراه ژن مورد نظر، ممکن است موجب کاهش 
کیفیت محصول شود. به‌علاوه، روش‌هاي اصلاح سنتي زمان‌بر و پر هزينه هستند. انتقال ژن به ارقام 
بازارپسندي مثل برنج رقم هاشمی که مرغوبیت بالایی از نظر عطر و طعم دارد با استفاده از مهندسي 
ژنتيک باعث مي‌شود که چنين صفاتي در گياهان تراريخته حاصل مانند همتاي غيرتراريخته خود 
حفظ شوند و ويژگي جديدي حاصل از انتقال يک يا تعداد معدودي ژن مشخص به گياه اضافه شود 

وزن ترکيبات محلول ذخيره )مقدار(

20 میلی‌گرم NAA را در NaOH يک نرمال حل 
کرده و با آب استريل به حجم رسانده می‌شود، 
سپس فيلتر استريل کرده و در 4 درجه سانتی‌گراد 

نگهداري مي‌شود.

20 میلی‌گرم NAAم)20 میلی‌لیتر(

حل  استريل  آب  در  را  سيلين  کربني  گرم  يک 
سانتی‌گراد  درجه  در 20-  کرده  استريل  فيلتر  و 

نگهداري مي‌شود.
1 گرم Carbenicillinم)10 میلی‌لیتر(

آب  میلی‌لیتر  چهار  در  را  سفوتاکسیم  گرم  پنج 
استريل حل و فيلتر استريل کرده در 20- درجه 

سانتی‌گراد نگهداري مي‌شود.
5 گرم Cefotaxime sodiumم)50 میلی‌لیتر(

50 میلی‌گرم در ليتر Hygromycine B

ساير محلول‌هاي ذخيره در 4 درجه سانتي‌گراد نگهداري مي‌شوند.
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يا ويرايش يک يا چند ژن مشخص در گياه صورت گيرد. همچنين، محصولات حاصل از مهندسي 
ژنتيک برخلاف ساير محصولات، تحت آزمايشات ارزيابي احتمال خطر قرار مي‌گيرند و اصول ايمني 
زيستي به تضمين بهره‌برداری از فواید بیوتکنولوژی مدرن و سلامت انسان و محيط زيست کمک 

خواهد کرد. 
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