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 از هاآن به تحمل و دارند گياهان عملكرد و رشد بر مضري اثرات شوري سرما، خشكي، قبيل از يستيزغير هايتنش
  .هستند  AP2/ERF خانواده از عضوي DREB رونويسي عوامل .است گياهان كنندگان اصلاح اصلي اهداف جمله

 به رجمن  ABAبه وابسته غير و پايين دماهاي و آبي هايتنش به پاسخ در درگير هايژن يراه انداز ناحيه بررسي
 شده كد هايپروتئين. اندناميده DRE را آن كه شد TACCGACAT توالي با بازي جفت 9ناحيه  يك كشف
 TaDREB يا WDREB2 ژن بيان. دنشو مي هاژن بيان تنظيم به منجر و متصل توالي اين به  DREB يهاژن توسط
 بر مبتني ژن انتقال روش از استفاده با. شودمي القا شوري و اسيدآبسيزيك سرما، خشكي، تنش تاثير تحت

 40از  گياه 20 بودن تراريخت PCR زا استفاده با مولكولي آناليز كه شد داده انتقال گندم به ژن اين آگروباكتريوم،
بيشتر  كه داد نشان Real Time PCR تكنيك از استفاده با ژن بيان بررسي همچنين. كرد تاييد را آمده بدستگياه 

ان كه يش بين افزايا .اندداشته بيان افزايش غيرتراريخت گياه به نسبت برابر 19تا  2 ميزان به تراريخت گياهان
دست و نييهاي پاان ژنيش بيتواند منجر به افزايمكند، اي ثابت ميلپهرا در گياهان تك 35S راه اندازكارايي 

  . دشوهاي غيرزيستي به تنش تحملبهبود 
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   مقدمه
توان گياهان را مي هاي القاپذير به وسيله تنش درهاي ژنفرآورده

 تحملهايي كه در گروه اول پروتئين: بندي كردبه دو گروه تقسيم
ها، اسموتين، كنند مانند چاپرونمي فعاليت زيستيهاي غيربه تنش
هاي كليدي براي بيوسنتز هاي ضد انجماد، آنزيمپروتئين
گروه دوم  .زدايي و پروتئازهاي متعددهاي سمآنزيم ها،ليتاسمو

كنند مانند مي فعاليتهاي تنظيمي كه در تنظيم بيان ژن پروتئين
بررسي  .باشندمي عوامل رونويسي، پروتئين كينازها و فسفاتازها

پذير به وسيله تنش، حداقل پنج مسير تنظيمي هاي القابيان ژن
 هاي خشكي، شوري وپاسخ به تنشمتفاوت براي بيان ژن در 

 Yamaguchi-Shinazaki and( بيني كرده استسرما را پيش

Shinozaki  2005(.  سه مسير تنظيمي وابسته به اسيد آبسيزيك و
مسيرهاي . وجود دارنددو مسير تنظيمي مستقل از اسيد آبسيزيك 

و   AREB / ABF  ،MYBهاي ژنشامل  وابسته به اسيد آبسيزيك
MYC ،NAC  خانواده شامل  مسيرهاي مستقل از اسيد آبسيزيكو

) AP2(خانواده  است كه داراي زير AP2/ERF عوامل رونويسي
APETALA2 ERF  ،RAV  وDREB باشد مي)Uno et al. 

2000; Yamaguchi-Shinozaki and Nakashima  2005; Olsen 
et al. 2005 .(به خپاس در درگير هايژن اندازراه ناحيه بررسي 

 يك كشف به منجر ABAبه  وابستهغير و سرما و آبي هايتنش
 را آن كه شده TACCGACAT توالي با بازي جفت 9 ناحيه
DRE اندناميده )Kasuga et al. 1999 .(رونويسي  عامل

WDREB2 يا TaDREB عضوي از خانواده  گندم، درDREB بوده 
 آن بيان و دكنمي كد را CRT/DREتوالي  به متصل پروتئين و يك
 Egawa( شودمي القا شوري و سرما خشكي، هايتنش تاثير تحت

et al. 2006 .(در ژن  135تا  78اي توالي اسيدآمينهDREB2A  ،
يابي هاي مكانباشند و سيگنالمي DNAاتصال به  توالي مربوط

 .(Sakuma et al. 2006) قرار دارند N در قسمت انتهاياي هسته
در گياهان مختلفي از جمله برنج، گندم،  DREB2ارتولوگ ژن 

و بيشتر  (Agarwal et al. 2007) اندذرت و يونجه شناسايي شده
 WDREB2 ژن. دهندآبي و شوري پاسخ ميهاي كمآنها به تنش

 از پس فرايند ويرايش نتيجه است كه اينترون 3و  اگزون 4داراي 
-اما بوجود ميگ آلفا، بتا و مختلف ايزوفرم 3ژن  اين در رونويسي

در  ZmDREB2Aژن انتقال و بيان  ).Egawa et al. 2006( .آيد

هاي سرما، به تنش تحملگياه آرابيدوپسيس منجر به افزايش 
دهد كه آرايه نشان ميهاي ريزخشكي و گرما شده است و بررسي

). Qin et al. 2007(اند ژن در گياهان تراژن افزايش بيان داشته 44
داري با طور معني به DvDREB2A يزان بياندر گل داوودي م

هاي گرما، سرما، خشكي، شوري و اسيدآبسزيك تحت تاثير تنش
 هايدر برنج انتقال ژن). Liu et al. 2008(گيرد قرار مي

CBF3/DREB1A و ABF3  از آرابيدوپسيس منجر به افزايش
 .)Oh et al. 2005(د شهاي خشكي، شوري و سرما به تنش تحمل
سويا به آرابيدوپسيس و افزايش بيان آن  GmDREB2  ل ژنانتقا

 .Chen et al(د شبه خشكي و شوري  تحملمنجر به بهبود 

دهد كه سنجي گياهان توتون نشان ميهاي زيستتجزيه .)2007
 اندازراهتحت كنترل  WDREB2رونويسي بيان فرم گاماي عامل 

به افزايش  منجرداري به طور معنيدر توتون  CaMV35S عمومي 
است هاي اسمزي، شوري و سرما شده به تنش تحمل

)Kobayashi et al. 2008 .(زيستيغير هايتنش اهميت به باتوجه 
 هدف با پژوهش اين گياهان،در  هاآن از ناشي هايخسارت و

 .گرفت انجام زيستيغير محيطي هايتنش به گندم تحمل بهبود

  
   هامواد و روش

  و كشت باكتري WDREB2ژني آماده كردن سازه 
فناوري كه در پژوهشكده زيست WDREB2 ايزوفرم فعال ژن

سازي و رقم سرداري جدا دانشگاه شيراز از گندم مقاوم به تنش
 HQ171443به شماره  NCBIفناوري در پايگاه اطلاعات زيست

، براي استفاده در اين تحقيق مورد استفاده قرار ه استثبت شد
اين ژن در حامل بيان . (Sazegari and Niazi 2012)گرفت 
pBI121 هايسويه آگروباكتريوم باكتري به سازي شد وهمسانه 

LBA4404 و C58 ذوب و انجماد استاندارد روش با )Sambrook 

and Russel 2001( حامل بيان  .شد داده انتقالpBI121 داراي ژن 
مايسين نئو(كانامايسين  بيوتيكآنتي به تحمل انتخابي نشانگر

-راه كنترل تحت WDREB2 بوده و ژن) NPTIIفسفوترانسفراز 

 هايمكان. دارد قرار NOS دهندهخاتمه و CaMV35S انداز
 SacI برشي آنزيم و 5′ سمت در BamHI برشي آنزيم به مربوط

يك كلني از آگروباكتريوم  ). 1شكل(دارد  ژن قرار 3′ سمت در
ليتر محيط كشت يليم 10در pBI121 حاوي پلاسميد نوتركيب 
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)Murashige and Skoog  1962(  گرم در ميلي 50مايع حاوي
هاي كانامايسين و ريفامپيسين كشت و به مدت ليتر آنتي بيوتيك

گراد درجه سانتي 28ساعت در شرايط تاريكي و دماي  24
. برسد يكنانومتر به  600آنها در طول موج   ODنگهداري شد تا 

دور در  5000دماي محيط و با سرعت در  ،تهياف هاي رشدباكتري
مايع فوقاني دور ريخته دقيقه سانتريفيوژ شد،  10به مدت   دقيقه

ليتر محيط موراشيگ و اسكوگ حل ميلي 10حاصله در  رسوب و
ها و از آن براي تلقيح ريز نمونه يك رسانده شد ODشد، به 

 .استفاده شد

 
 WDREB2ه شده براي انتقال ژن استفاد pBI121اجزاء حامل بيان  -1شكل

  به گندم
 

   گندم هايريزنمونه تراريختي
 و موراشيگ كشت محيط از گياهي كشت محيط تهيه منظور به

 تمامي. شد استفاده Duchefa شركت ساخت آماده اسكوگ
 افزودن با محيط اين پايه بر استفاده، مورد كشت هايمحيط

  .شدند تهيه 1بق جدول مطا نياز مورد هايبيوتيك آنتي و هورمون
  تلقيح، انتخاب و باززايي گياهان تراريخت

شيراز و الموت  ،در اين مطالعه بذر دو رقم گندم حساس به تنش
ليتري ميلي 50ضدعفوني، بذرها را در فالكون براي . استفاده شد

. ثانيه تكان داده شد 90ريخته و به مدت  درصد 70حاوي الكل 
ميكروليتر  240و  دو درصدسديم  سپس الكل خارج، هيپوكلريت

دقيقه  30بعد از . اضافه شد) x100ترايتون ( درصد 10 ترايتون
بار با آب مقطر اتوكلاو شده در زير  4- 5شيك شدن، بذرها را 

هود شستشو و در تشتك پتري استريل حاوي كاغذ صافي اتوكلاو 
ليتر آب مقطر اتوكلاو شده ميلي 20سپس . شده قرار داده شدند

روي آنها ريخته و به  يك درصداوي قارچ كش كلوتري مازول ح

بذرهاي خيسانده . ساعت در دماي اتاق قرار داده شد 24مدت 
هاي جدا جنين. گيري انجام شدشده به زير هود منتقل و جنين

به محيط ) عدد در كل دوره 800عدد در هر پتري،  50(شده 
تاريكي و  ساعت در 24منتقل و به مدت ) 1جدول(كشت پيش

سپس تلقيح طبق مراحل زير . شرايط اتاق رشد نگهداري شدند
-بعد از رشد باكتري و رسيدن به غلظت مناسب جنين. انجام شد

. كشت، به زير هود منتقل شدندهاي كشت شده روي محيط پيش
ميكروليتر عصاره توتون و  79ميكرو مولار استوسرينگان،  400

. حلول باكتري اضافه شددرصد به م 1/0با غلظت  20توين 
درجه  28ها به فالكون حاوي محلول باكتري انتقال در دماي جنين
ها در زير هود بعد از يك ساعت، جنين. گراد قرار داده شدسانتي

 28كشتي منتقل شدند و در دماي به تشتك پتري حاوي محيط هم
-تشتك روز 4بعد از . گراد و تاريكي نگهداري شدنددرجه سانتي

ها به كاغذ صافي اتوكلاو پتري زير هود منتقل شد و جنين هاي
بيوتيك سفوتاكسيم با ها با آنتيشده منتقل سپس شستشوي جنين

-ثانيه جنين 30- 40بعد از . گرم در ليتر انجام شدميلي 400غلظت 

ها به محيط استراحت منتقل و در شرايط اتاق رشد نگهداري 
-ميلي 50حيط انتخابي داراي بعد از يك هفته گياهان به م. شدند

ميلي گرم  100يا (يسين اماگر جنتبيوتيك گزينشگرم آنتي
روز در اين  21و به مدت  )1جدول( منتقل شدند) كانامايسسين

در مرحله . روز زيركشت انجام شد 7محيط قرار داده شد و هر 
روز به محيط باززايي جهت  14بعد گياهان انتخاب شده به مدت 

هاي باززايي شده به گياهچه. هاي جديد منتقل شدندتوليد ساقه
زايي مناسب در اين محيط زايي منتقل شد و تا ريشهمحيط ريشه

هاي بدست آمده از مراحل قبل به گلدان گياهچه. نگهداري شدند
 منتقل 2:1 نسبت اتوكلاو شده بهبا تركيب پيت موس و پرلايت 

 .شدند نگهداري رشد اتاق در مناسب رشد تا و شده

  يد تراريختي يتا
طبق پروتكل  DNAابتدا استخراج  براي تاييد تراريختي گياهان

و ) Gawel and Jarret  1991(پرپ انجام شد روش ميني استاندارد
چرخه حرارتي دماي واسرشت اي پليمراز با از واكنش زنجيره

گراد درجه سانتي 62دقيقه، اتصال  يكگراد درجه سانتي 94سازي 
 دقيقه و آغازگرهاي 5/3گراد سانتي درجه 72قه، گسترش يدق يك
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 گندم گياهان تراريختي در استفاده مورد مختلف هايكشت محيط هايتركيب -1جدول

 نوع محيط                           تركيب                                                         

MS 4/4 گرم در ليتر 30گرم در ليتر، سوكروز 7گرم در ليتر، آگار ميلي 200گرم در ليتر، كازئين هيدروليزات ميلي 100زيتول گرم در ليتر، ميواينو  
MS 4/4  گرم در ليتر سوكروز،  30گرم در ليتر آگار،  7گرم در ليتر، ميلي 200گرم در ليتر، كازئين هيدروليزات ميلي 100گرم در ليتر، ميواينوزيتول

  ميلي گرم در ليتر NAA 018/0گرم در ليتر، ميلي يك BAPميلي گرم در ليتر،  400ون استوسرينگ
MS 4/4  گرم در ليتر،  30گرم در ليتر، سوكروز 7گرم در ليتر، آگار ميلي 200گرم در ليتر، كازئين هيدروليزات ميلي 100گرم در ليتر، ميواينوزيتول

  گرم در ليترميلي 400سفوتاكسيم 
MS 4/4  گرم در  30گرم در ليتر ، سوكروز   7گرم در ليتر، آگار ميلي 200گرم در ليتر، كازئين هيدروليزات ميلي 100در ليتر، ميواينوزيتول گرم

 گرم در ليترميلي 50يسين اماگرم در ليتر، جنتميلي NAA 018/0گرم در ليتر، ميلي يك BAP گرم در ليتر،ميلي 400ليتر، سفوتاكسيم 

MS 4/4  گرم در  30گرم در ليتر ، سوكروز   7 گرم در ليتر، آگارميلي 200گرم در ليتر، كازئين هيدروليزات ميلي 100در ليتر، ميواينوزيتول گرم
  ميلي گرم در ليتر 25يسين اماميلي گرم در ليتر، جنت NAA  018/0گرم در ليتر، ميلي يك BAP  گرم در ليتر ،ميلي 400ليتر، سفوتاكسيم 

MS 2/2 گرم در ليتر،  30گرم در ليتر، سوكروز   7گرم در ليتر، آگار ميلي 200گرم در ليتر، كازئين هيدروليزات ميلي 100رم در ليتر، ميواينوزيتول گ
 BAP گرم در ليتر، ميلي يكNAA 18/0  گرم در ليترميلي 400گرم در ليتر، سفوتاكسيم ميلي دوگرم در ليتر، سولفات مس ميلي 

  كشتپيش
  
  كشتيهم
 

  محيط استراحت
 
 

  انتخابي
  

  باززايي
  

  زاييريشه

 
 آغازگر هايبا توالي WDREB2اختصاصي ژن 

CGGGATCCGACAAGATTGCGAACGCTAGA -3' F5'- 
 CGGAGCTCCCGACCAAACACCATAGACA-3' R-'5و 

به   WDREB2در اين واكنش پلاسميد داراي ژن  .شداستفاده 
تراريخت به عنوان كنترل  عنوان كنترل مثبت و گياه گندم غير

اي پس از اتمام واكنش، محصول واكنش زنجيره. استفاده شدند
آميزي شده با اتيديوم رنگ يك درصدپليمراز بر روي ژل آگارز 

برومايد الكتروفورز شد تا از وجود قطعه مورد نظر اطمينان 
  .حاصل شود

 در گياهان تراريخت نسبت گياه WDREB2مقايسه ميزان بيان ژن 
  Real-Time PCRشاهد غير تراريخت با استفاده از تكنيك 

شركت   RNXTM (Plus-)با استفاده از كيت  RNAاستخراج 
هاي  RNA به منظور حذف آلودگي ژنومي . سيناژن انجام شد

پس . شركت فرمنتاز استفاده شد DNase Iاستخراج شده از آنزيم 
ستفاده از ژل ها با ا RNA، كيفيت و كميت DNaseاز استفاده از 

. و دستگاه نانودراپ تعيين شد) وزني/ حجمي(آگاروز يك درصد 
 آغازگر DNAسپس به منظور اطمينان از عدم وجود آلودگي 

اي پليمراز انجام شد كه واكنش زنجيره WDREB2تخصصي ژن 
با استفاده از كيت  cDNAسنتز .هيچ گونه آلودگي مشاهده نشد

cDNA synthetase  آغازگرو  شركت فرمنتاز Oligo dT  طي دو
به منظور اطمينان از . مرحله بر اساس دستورالعمل كيت انجام شد

ميكروليتر از مخلوط واكنش يافته روي ژل  cDNA ،5ساخت 

رنگ آميزي شده با اتيديوم برومايد الكتروفورز  يك درصد آگارز
 WDREBهاي تخصصي ژن آغازگرهمچنين با استفاده از . شد

مورد  cDNAاي پليمراز انجام شد تا ساخته شدن واكنش زنجيره
  .تاييد قرار گيرد

 SYBR Premix Exبا استفاده از كيت  Real-Time PCRواكنش 

Taq II  ميزان مواد به كار رفته در . شركت تاكارا صورت گرفت
و ژن كنترل داخلي  WDREB2براي ژن پليمراز  يازنجيرهواكنش 

د استفاده براي تكثير اين دو ژن يكسان بود و تنها آغازگرهاي مور
دمايي استفاده شده شامل دماي  چرخه. با هم متفاوت بود
ثانيه، اتصال  10گراد درجه سانتي 94واسرشت سازي 

)WDREB2 (47 درجه 67گراد و كنترل داخلي درجه سانتي 
ثانيه  30گراد درجه سانتي 72ثانيه، توسعه  15به مدت  گرادسانتي

  .استفاده شد) گرادهر نيم درجه سانتي( 95تا  50و ذوب 
  

    نتايج و بحث
گياه بدست آمد كه هر كدام  40تعداد  تراريختي مرحله در پايان

به منظور بررسي حضور ژن . از يك ريز نمونه اوليه مجزا بود
WDREB2 اي پليمراز و در اين گياهان از واكنش زنجيره

حاوي   pBI121پلاسميد. آغازگرهاي اختصاصي ژن استفاده شد
به عنوان كنترل  شاهدبه عنوان كنترل مثبت و گياه  WDREBژن 

جفت بازي در گياه گندم  1257وجود قطعه . منفي استفاده شد
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تراريخت و عدم وجود آن در گياه  شاهد، تراريخت بودن گياهان 
عدد از گياهان بازيابي شده  20در  WDREB2گندم و حضور ژن 

همچنين جهت اطمينان از عدم وجود .  )2شكل(كند را تاييد مي
اختصاصي  آغازگراي پليمراز با آلودگي باكتريايي واكنش زنجيره

گياهان تراريخت به عنوان رشته الگو  DNAآگروباكتريوم و 
عدم مشاهده باند نشان دهنده عدم آلودگي به باكتري . استفاده شد

 .باشدآگروباكتريوم مي

 
 ژن تخصصي آغازگر با PCR ولمحص الكتروفورزي الگوي -2شكل

WDREB2  1( كنترل  )4 ؛منفي كنترل )2 ؛بازي جفت 100 وزني نشانگر
 آغازگر از حاصل بازي جفت 1257  باند 11 و 10 ،شاهدگياه  )5 ؛مثبت

عدم مشاهده . دهدكه ژن انتقال يافته را نشان مي WDREB2 ژن تخصصي
 .دهدشان ميدر بقيه نمونه ها عدم تراريختي را ن 1257باند 

 
باشد ميبتا و گاما  ،آلفاايزوفرم مختلف  سهداراي  WDREB2ژن 

اين  .پس از رونويسي در اين ژن است ويرايشكه نتيجه فرايند 
رونوشت  سهو هر  باشداينترون مي سه اگزون و 4ژن داراي 

نجا كه از آاز ). Egawa et al. 2006(هستند  4داراي اگزون 
cDNA جفت بازي  1257اده شده است، قطعه براي انتقال استف
جفت بازي  3000افته است و قطعه يانتقال  cDNAدهنده نشان

اهان يگ. دهدها را نشان مينترونياه به همراه ايژن اصلي گ
جفت بازي و هم داراي ژن  1257تراريخت هم داراي قطعه 

فاقد قطعه  شاهدباشند اما گياهان جفت بازي مي 3000اصلي كه 
  ).2شكل(باشند ت بازي انتقال يافته ميجف 1257

كه در موفقيت انتقال  استسويه آگروباكتريوم از جمله عواملي 
 .Razzaq et al( نقش مهمي داردژن به گياهان با آگروباكتريوم 

، C58هاي باكتري آگروباكتريوم استفاده از سويه ).2010

LBA4404  رساند به تاثير سويه بر راندمان انتقال ژن را به اثبات
 كليهعملكرد بهتري را نشان داد و  LBA4404طوري كه سويه 

گياهان بدست آمده حاصل استفاده از اين سويه بود ما نتوانستيم 
دليل ممكن براي . گياه تراريختي بدست بياوريم C58از سويه 

ها و حتي ها، رقمها بين گونهاختلاف در كارايي اين سويه
هاي سلول گياهي ليل اختلاف در گيرندهتواند به دها ميريزنمونه

 .Sahrawat et al(درگير در اتصال باكتري به بافت هدف باشد 

با توجه به اين كه ژنوتيپ از جمله عوامل تاثير گذار ). 2003
 ;Farooq et al. 2004)پاسخ گندم به باززايي در كشت بافت است 

Dodig et al. 2006; Mitic et al. 2006) ندم حساس از دو رقم گ
نتايج نشان داد كه . به تنش شيراز و الموت مورد استفاده شد

ژنوتيپ الموت داراي باززايي بهتري بود و تنها از اين ژنوتيپ، 
 Nasircilar et al. (2006) در مطالعه. گياه تراريخت بدست آمد

-نوتيپ قرار ميژنشان داده شد كه باززايي به شدت تحت تاثير 

هاي مختلف به آگروباكتريوم را به ژنوتيپپاسخ متفاوت . گيرد
متيل بنزوكسازين  7هيدروكسي،  2هايي مانند وجود بازدارنده

)MDIBOA (دهند كه در ذرت وجود دارد، نسبت مي)Karami 

et al. 2009.(  

در  بازدهيانتقال ژن در گياهان نسبت پاييني است كه اين  بازدهي
در اين پژوهش از . اشدبتر ميلپه به مراتب پايينگياهان تك

نمونه استفاده شد جنين بالغ گندم كه به عنوان ريز 800مجموع 
گياه با  20از اين تعداد، . زايي شدگياه وارد مرحله ريشه 40

 بازدهي. تراريخت تشخيص داده شد PCRاستفاده از انجام 
درصد تراريختي به  28/1 بازدهيدرصد بالاتر از  5/2تراريختي 

بود كه از جنين بالغ  Patnaik et al. (2006(سط دست آمده تو
با استفاده از سويه . گندم به عنوان ريزنمونه استفاده كردند

LBA4404  و حامل فوق دوگانه با عامل گزينشگر هايگرومايسين
 .Przetakiewicz et al(بدست آوردند  3/2تراريختي  بازدهي

نشگري است ترين عوامل گزيكانامايسين يكي از معمول). 2004
گيرد اما اين كه براي انتخاب گياه تراريخت مورد استفاده قرار مي

لپه از كارايي لازم سيستم انتخابي براي استفاده در گياهان تك
در اين تحقيق نيز استفاده از كانامايسين به عنوان . برخوردار نيست

اي در بر نداشت كه همسو با نتايج بدست عامل انتخابي نتيجه
 تحمل به را عدم كارايي كانامايسين. باشدها مييگر پژوهشآمده د
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 دهندمي نسبت بيوتيك آنتي اين به نسبت لپه تك گياهان داخلي
)Wlimink and Dons 1993 .( هنگامي كه ژنNptII  به عنوان

گيرد و عامل انتخابي نشانگر گزينشگر مورد استفاده قرار مي
نباشد، استفاده از ديگر آنتي كانامايسين از كارايي لازم برخوردار 

در اين . شوديسين پيشنهاد مياماهاي مشابه مانند جنتبيوتيك
با كانامايسين ) G418(يسين اماپژوهش نيز هنگامي كه جنت

. جايگزين شد نتايج بهتر و در نهايت گياهان تراريخت بدست آمد
 تراريخت غير بافت شدن سفيد باعث خوبي به بيوتيك آنتي اين
   .ماندندباقي سبز تراريخت هايبافت و شده

يك روش بسيار دقيق جهت تعيين مقدار  Real-Time PCRروش 
نتايج بدست آمده از آزمون  .)Jan et al. 2006( الگوي اوليه است

Real Time PCR  دهنده ميزان بيان بالاي ژن در بيشتر نشان
باشد تراريخت ميگياهان تراريخت نسبت به گياه شاهد غير

برابر نسبت به  19تا  2در اين گياهان افزايش بيان بين ). 3شكل(
هاي عدم افزايش بيان در بعضي از نمونه. گياه شاهد مشاهده شد

تواند به دليل قرار گرفتن ژن در مناطق هتروكروماتيني مثبت مي
كه  تواند ارزشمند باشد، اول ايناين نتايج به دو دليل مي. باشد

لپه را جهت بيان ژن در گياهان تك 35S اندازراه كارايي مناسب
تواند مي WDREB2دهد و دوم اينكه بيان بسيار بالاي ژن نشان مي
به  تحملهاي پايين دست شده و بهبود ش بيان ژنيباعث افزا

مطالعات قبلي اين را . هاي مختلف محيطي را باعث شودتنش
هاي اندازراهتحت  WDREBژن كند كه بيان افزايش يافته ثابت مي

هاي پايين دست القاپذير به مختلف منجر به تجمع محصولات ژن
زيستي هاي محيطي غيربه انواع تنش تحملوسيله تنش  و بهبود 

در   OsDREB2Bبيان افزايش يافته به عنوان مثال  .شده است
و  WDREB2Aهاي هدف آرابيدوپسيس باعث افزايش بيان ژن

بيان افزايش يافته  .گرما شد هاي خشكي وبه تنش تحمل
ZmDREB2A  به  تحملذرت در آرابيدوپسيس منجر به بهبود

بيان افزايش يافته ). Qin et al. 2007(خشكي و دماي بالا شد 
PgDREB2A  به تنش اسمزي  تحملدر توتون منجر به افزايش

در آرابيدوپسيس منجر به    PeDREB2شد و بيان افزايش يافته 
 ;Shen et al. 2003; Oh et al. 2005)(شوري شد به  تحملبهبود 

Bhatnagar-Mathur et al. 2006; Sakuma et al. 2006; 
Schramm et al. 2008). .(هاي انجام شده ثابت لذا نتايج پژوهش

هاي وابسته عاملي مهم در تنظيم بيان ژن  DREB2مي كنند كه ژن
اسخ  به تنظيم كننده مركزي پ DREBهاي به تنش بوده و ژن

در گياهاني كه در معرض شرايط متغيير  تحملهاي محيطي و تنش
بنابراين دست يابي به سطح بيان . باشندگيرند، ميمحيطي قرار مي

اي از بالاي اين عوامل رونويسي كه منجر به بيان بيشتر مجموعه
گياهان  تحملشوند، باعث بهبود دهنده به تنش ميهاي پاسخژن

مختلف شده و افزايش محصول در شرايط  هاينسبت به تنش
 . تنش را در پي خواهد داشت

  

  
 شاهد گياه به نسبت ترايخت گياهان در WDREB2A ژن بيان الگوي -3شكل

 بيان شده كمي مقدار دهندهنشان ستوني نمودارهاي.  Real-time PCRروش با
 هانمونه اكثر در كه باشدمي CaMV35S قوي اندازراه تحت يافته انتقال ژن

  .شودمي مشاهده شاهد گياه به نسبت چشمگيري بيان افزايش
  

  نتيجه گيري 
ها و تنشترين گياه زراعي دنيا است مهم (Triticum spp) گندم

از . باشندن غله مهم مييدهنده عملكرد امهمترين عامل كاهش
است و به  يكم يصفت يستيزيرغ يهابه تنش تحملآنجا كه 

شود، انتقال تنها يكنترل م يكياز عوامل ژنت ديياتعداد ز يلهوس
 يسلول ييراتتغ يتمام يجادتواند منجر به اينم يژن عملكرد يك

و  ييكه شناسا يدر حال. به تنش شود تحمل يجادلازم جهت ا
موثر  يرمس ينچند يمنجر به القا ياهانبه گ نظيميت يهاانتقال ژن

-يم يشرا افزا تنشبه  ياهانها شده و تحمل گبه تنش تحملدر 
به  WDREB2 يسيعامل رونوفرم فعال پژوهش  يندر ا .دهد

به  تحملم گندم ياهگ كه ازمهم  يميتنظ يهااز ژن يكيعنوان 
 رقم الموت تنش به  حساس گندم  به   جدا شد، سرداري  تنش 
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انتقال داده شد كه بيان بسيار بالاي اين ژن در مقايسه با شاهد 

- رود ژنجه به بيان بالاي بدست آمده انتظار ميبا تو .مشاهده شد

افزايش بيان پيدا كرده و بهبود  cisهاي پايين دست داراي عناصر 
 ينهدر زم يشرفتپ يبه طور كل .در گياه حساس بوجود آيد تحمل

به فهم  يمتك يستيزيرغ يهابه تنش تحمل يبرا ياهاننژادي گبه
 ياهانگ يدارپا يختيترارها و به تنش تحمل يالقا يهايرروشن مس

با توجه  .باشديها مبه تنش تحملموثر در  يهابا استفاده از ژن
به جايگاه مهم گندم در جيره غذايي انسان، استراتژيك بودن اين 
محصول و قرار گرفتن كشور در كمربند خشكي، اين پژوهش 

 .ها داشته باشدگندم به تنش تحملتواند نقشي ارزنده در بهبود مي
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