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  ا از طريق بيش بياني يك ژن حسگر كلسيمنبهبود تحمل به شوري در آرابيدوپسيس تاليا
  2محمد احمدآبادي و *1كردي فاطمه محمودي ،1ليلا شرقي

  دانشگاه شهيد مدني آذربايجان، دانشكده علوم پايه، گروه زيست شناسي تبريز، 1
  گروه بيوتكنولوژي كشاورزيدانشكده كشاورزي، دانشگاه شهيد مدني آذربايجان،  ،تبريز 2

 19/11/93 :تاريخ پذيرش  25/12/92 :تاريخ دريافت

  چكيده
تنش شوري . هاي دخيل در تحمل به شوري منجر به بهبود عملكرد گياه در تنش شوري مي شود افزايش در سطح بيان برخي ژن

نقش مهمي در اين  SOS 3پروتئين  .كند را در آرابيدوپسيس تاليانا القا مي SOS   )(SALT OVERLY SENSITIVEمسير 
 pBIN61از گياه آرابيدوپسيس تاليانا جداسازي و در ناقل SOS 3ي ژن حسگر كلسيم cDNAدر اين مطالعه . مسير تنظيمي دارد

پس از انتقال ناقل حاصل به آگروباكتريوم، گياهان آرابيدوپسيس با استفاده . كلون شد  CaMV35Sو پايين دست پروموتر بياني 
آوري و در محيط حاوي  بذرهاي گياهان تراريخت شده جمع. ها و به روش فلورال ديپ تراريخت شدند از اين سلول

انتقال يافته در ژنوم  3SOSوجود ژن استخراج شده و  DNAاز گياهان انتخاب شده، . بيوتيك كانامايسين انتخاب شدند آنتي
هاي با درجات شوري  آزمون ميزان تحمل به شوري گياهان نسل دوم كه در محيط. تاييد شد PCRگياهان تراريخت به وسيله 

، تحمل بيشتري نسبت به گياهان حاصل نشان داد كه گياهان تراريخت هكشت شد NaClمولار  ميلي 150و  100، 50صفر، 
 .ط شوري دارندوحشي در شراي

  AtSOS3انتقال ژن،  فلورال ديپ، همسانه سازي، تحمل به شوري، : كليدي واژه هاي

  ac.mahmoodi@azaruniv.ac.ir: ، پست الكترونيكي 04124327500 :تلفن ،نويسنده مسئول* 

  مقدمه
است كه اثر  يستيز هاي مهم غير تنش شوري يكي از تنش

اين . منفي بر مقدار و كيفيت محصول گياهان زراعي دارد
ترين مشكلات توليد محصولات كشاورزي  موضوع از مهم

در بسياري از نقاط جهان و به ويژه كشور ما ايران به 
محلول سديم و  هاي يونبالاي  هاي غلظت. رود شــمار مي

كلر در خاك براي بسياري از گياهان و از جمله گياهان 
بالاي نمك منجر به  هاي غلظت. )20(زراعي مضر هستند

هاي  يوني و اسمزي شده كه آن هم سبب بروز تنش تنش
اي در گياه  ثانويه مثل تنش اكسيداتيو و اختلالات تغذيه

  .)8و3( شود شده و در نهايت منجر به مرگ گياه مي

ترين پاسخ به تنش شوري، كاهش سرعت رشد سطح  سريع
برگ است به طوري كه با افزايش غلظت نمك رشد برگ 

تحقيقات نشان داده است كه شوري . )17(شود متوقف مي
ها، طول گياه، تعداد  موجب كاهش شديد وزن شاخه

، محتواي كلروفيل ،محتواي نسبي آب و ها طول ريشه  برگ
  .)1و13(شود  در گياه ميالكتروليت  در مقابل افزايش نشت

برگ در شرايط b معمولاً مقدار كاروتنوئيدها و كلروفيل  
تر زرد  هاي مسن يابد و برگ تنش شوري كاهش مي

چنين سرعت فتوسنتز در گياهاني كه تحت  شوند هم مي
يكي از  ).2(اند پايين است  تاثير شوري قرار گرفته

گياه به تنش شوري،  تحملكارهاي مهم در جهت بهبود  راه
هاي جديد و يا  توليد گياهان تراريخت از طريق انتقال ژن

هايي است كه با تنش شوري  افزايش در سطح بيان ژن
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به تنش در حد معمولي  تحملشوند و براي  الــقا مي
  .)9(ضروري هستند

ي عملكرد  به شوري در نتيجه تحملاي از  بخش عمده
هايي است كه سرعت جذب نمك از خاك و انتقال آن  ژن

به سراسر گياه را محدود كرده و تعادل اسمزي و يوني را 
مطالعات  . )6( كنند هاي هوايي برقرار مي ها و اندام در ريشه

هاي  نشان داده است كه افزايش در سطح بيان برخي ژن
ر به بهبود عملكرد گياه در به شوري منج تحملدخيل در 

هاي  افزايش در سطح بيان ژن). 3(تنش شوري شده است 
تنظيمي مانند فاكتورهاي رونويسي و پروتئين كينازها در 

گياه را نسبت به شوري  تحملمسيرهاي پيام رساني سلولي 
  ).15و10( افزايش داده است 

در  SOS (SALT OVERLY SENSITIVE)مسير تنظيمي 
Arabidopsis thaliana م ايستايينقش مهمي در تنظيم ه 

از سه جزء اصلي تشكيل شده است و )3(يوني دارد 
.SOS1  آنتي پورترNa+/H+ كند كه نقش مهمي در  را كد مي

يك  SOS2. )14(سديم از سلول دارد  هاي يونخروج 
پروتئين SOS3.كند ترئونين را كد مي/سرينپروتئين كيناز 

در ساختار خود كند كه  را كد مي +Ca2متصل شونده به 
و  است EF- handبا موتيف  +Ca2ناحيه اتصال به  4داراي 

 SOS3پروتئين  .)11(كند  عمل مي +Ca2 به عنوان حسگر
–.شود مي ،مريستيلهNدر انتهاي براي عملكرد خود، 

Nليسين گمريستيك به  داتصال كووالان اسي ه شدن،مريستيل
مقدار . )19(آميدي است پيوند، توسط Nانتهاي واقع در 

Ca2+  بوسيلهتنش شوري سيتوپلاسمي پس ازدريافت 

اين . خورد در غشا پلاسمايي بهم مي ي موجودرهاحسگ
دريافت  SOS3وسيله ه ب+Ca2وزولي تآشفتگي در مقدار سي

مطالعات  .كند ش مينك برهم SOS2با  SOS3شود، سپس مي
در  Cسرين در انتهاي  فسفريله شدننشان داده 

در اثر برهم كنش موثرآن با پروتئين كيناز SOS3پروتئين
SOS2 آرابيدوپسيس استيك مكانيسم تنظيمي معمول در 

كنش اين دو  موجب تقويت برهم فسفريله شدنو اين 

كمپلكس  ،SOS2/SOS3با اتصال ). 5(شود پروتئين مي
را كه SOS3  ،SOS1وسيله موتيف مريستيلهه كيناز ب پروتئين
و  يلهپلاسمايي است، فسفردر غشا +Na+/Hپورتر  يك آنتي
موجب خروج  SOS1پورتري  فعاليت آنتي. كند فعال مي

از طرفي كمپلكس  .شود اضافي مي +Naهاي يون
SOS2/SOS3 موجب فعال شدن پروتئين واكوئلي

AtNHX1 هاي يونشود كه آن هم ورود  ميCa2+  به واكوئل
ها  كنش برهم ين ترتيب مجموعهكند و به ا را وساطت مي

اضافي از سيتوزول  +Naهاي يوندر نهايت موجب خروج 
  ).1شكل () 11( دشو مي

 تجمع و توليد در AIR1 ژن تنظيم طريق از SOS3 چنين هم

 نقش شوري تنش با مواجهه در آنتوسيانين و فلاونوئيدها

 در SOS3 كه شده مشخص اخيرا اين بر علاوه ).16( دارد

 مجدد تشكيل فرايند در شركت طريق از آرابيدوپسيس

 شوري به تحمل در اكتين ي ها ريزرشته كلسيم به وابسته

 پروتئين ميزان در كه گياهاني ).19(كند مي ايفا مهمي نقش

SOS3 حساس بسيار شوري تنش به نسبت دارند كمبود 

 .كرد جبران كلسيم افزودن با توان مي را پديده اين كه هستند
در پاسخ به  SOS3نشان داده است كه بيان ژن  تحقيقات

براي  SOS1از آنجا كه ). 18(يابد  افزايش مي NaClتنش 
دارد SOS2/SOS3فعاليت حداكثري خود نياز به كمپلكس 

كنترل  SOSبوسيله مسير  AtNHX1و فعاليت پروتئين 
 درAtNHX1 و SOS1 حداكثري فعاليت احتمالا شود مي

بنابراين بيان  .دارد SOS3 پروتئين به نياز تراريخت گياهان
تواند توان گياه را در تحمل به شوري تا  بيشينه اين ژن مي

 بيشينه بيان كه شده مشخص اخيرا .حد زيادي بهبود بخشد

 گياه در SOS تنظيمي مسير در دخيل هاي ژن از برخي

نيز موجب افزايش مقاومت به شوري از طريق تنباكو
در ).4(شود  اي سديم از سيتوزول ميه افزايش خروج يون

اين مطالعه ما امكان افزايش تحمل به تنش شوري در گياه 
آرابيدوپسيس را، از طريق انتقال و افزايش سطح بيان 

   .در گياهان تراريخت مورد بررسي قرار داديم SOS3ژن
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سه جزء اصلي اين  SOS3و  SOS1  ،SOS2.براي سازگاري با تنش شوري در گياه SOSمسير تنظيمي  طيوني توس هم ايستاييتنظيم  -1شكل 

 +Na+/Hپورتر  سازد كه اين كمپلكس، آنتي را فعال مي SOS2/SOS3كند كه كمپلكس  را القا مي +Ca2تنش شوري سيگنال . رساني هستند مسير پيام
)SOS1 (كند ها را در هسته تنظيم مي چنين بيان برخي از ژن كند و هم را در غشا فعال مي .SOS2  پورتر  چنين آنتي همNa+/H+  تونوپلاست را فعال

  ).4(شود  در واكوئل مي +Naكند كه باعث انباشته شدن  مي

  مواد و روشها
استريل گياه  بذرهاي :مواد گياهي و شرايط رشد

روي محيط ) Col-0(آرابيدوپسيس تاليانا اكوتيپ كلمبيا 
روز  7به مدت ) Murashige–Skoog(موراشيگ و اسكوگ

ساعت  16ساعت تاريكي و  8در اتاقك كشت در شرايط 
هاي آرابيدوپسيس  روشنايي رشد داده شدند و سپس برگ

  .شد منجمد مايع نيتروژن در RNAبه منظور استخراج 

ژن  cDNAبراي ساخت  : SOS3ژن  cDNAو تكثيرسنتز 
SOS3 ،RNA  روزه  7كلي از گياهان آرابيدوپسيس

استخراج شده با  RNAسپس سنجش كمي . استخراج شد
استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر انجام، و كيفيت آن با 

-3شكل (استفاده از الكتروفورز ژل آگارز بررسي شد 
  ).االف

 با روش  bp 669به طول  AtSOS3ژن  cDNAدر ادامه،

RT-PCR  و با استفاده از جفت پرايمرهاي اختصاصي
)Forward: 5 ́ATC CAT GGT CTA GAG GAT GGG 

CTG CTC TGT ATC GAA 3 ́  وReverse: 5 ́ATG 

AAT TCA GAT CTT TAG GAA GAT ACG TTT 

TGC AA 3 ́ (سپس روي . سنتز شدcDNA ،PCR  به
هاي برش  ژن كه حاوي محل كمك پرايمرهاي اختصاصي

هاي  و محل Forwardدر پرايمر  XbaΙو  NcoΙآنزيمي 
بودند  Reverseدرپرايمر  BglIΙو EcoRΙبرش آنزيمي 

روي ژل آگارز الكتروفورز شد  PCRمحصول . انجام شد
  ). ب- 3شكل (

براي  :pBIN61بياني ناقلدر SOS3سازي ژن  همسانه
، pBIN61ناقلدر  cDNAقطعه  همسانهسازيايجاد امكان 

هاي  در پرايمر BglIΙو  XbaIهاي   هاي برشي آنزيم محل
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طراحي  )Reverse(و روبه عقب ) Forward(روبه جلو 
و  XbaIهاي  پس از برش با آنزيم SOS3ژن cDNA.شد

BglIΙ  و خالص سازي با استفاده از ژل آگارز با دماي ذوب
 ناقل BamHIو  XbaIهاي برشي  محلپايين، در بين 

pBIN61 مربوط به داراي دو ژن  ناقلاين . قرار داده شد
گياه و  كانامايسين است كه انتخاببيوتيك  آنتيبه  مقاومت
ژن  ناقلدر اين . كند واجد پلاسميد را فراهم ميباكتري 

SOS3 و ترميناتور  ردر بين پروموتCaMV35S قرار گرفت 
  ).4شكل (

 :تاليانا به گياه آرابيدوپسيس pBIN61-SOS3ناقلانتقال
نوتركيب حاصل به روش شوك  pBIN61-SOS3ناقل

، سويه Agrobacterium tumefaciensالكتريكي به باكتري 
LBA4404هاي بدست آمده، پس از تاييد  كلني. ، منتقل شد
به گياهان  SOS3، براي انتقال ژن PCRبه روش 

بدين . استفاده شدند Floral dipآرابيدوپسيس به روش 
هاي آگروباكتريوم حاوي  ترتيب كه ابتدا تك كلني

ي مايع LBليتر محيط  ميلي 3پلاسميدهاي نوتركيب در 
هاي كانامايسين و ريفامپيسين تلقيح شده  بيوتيك حاوي آنتي

 rpmو به مدت يك شب در انكوباتور شيكردار با سرعت 
 100سپس، . رشد داده شدند оC 28و دماي  200

 LBليتر از محيط  ميلي 25ها به  ميكروليتر از كشت باكتري
ها انتقال يافته و به مدت يك  بيوتيك مايع حاوي همان آنتي

در مرحله بعد، . شب در شرايط قبلي رشد داده شدند
دقيقه و با سرعت  10هاي آگروباكتريوم به مدت  كشت
rpm 4000 هاي باكتري در  سانتريفيوژ شده و رسوب سلول
در . شد دوباره حلليتر از محيط كشت مايع  ميلي 25

براي  4/0-5/0برابر  OD600باكتري با  هاي غلظتنهايت، از 
ين ه ااب. گياهان آرابيدوپسيس استفاده شد فرايند تراريختي

در ) اكوتيپ كلمبيا(ترتيب كه، گياهان آرابيدوپسيس 
. گلدهي وارد شوند گلخانه نگهداري شدند تا به مرحله

هاي گياه آرابيدوپسيس درون محلول  سپس، گل
نوتركيب فرو برده شده و به  ناقلآگروباكتريوم حاوي 

 مدت يك روز توسط پلاستيكي تيره رنگ پوشانده شدند

تلقيح شده به يس بذرهاي گياهان آرابيدوپس. )2شكل(
و متعاقب جمع آوري شدند هاي تراريخت  وسيله باكتري

  .شدند انتخاب ها گياهان تراريخت كشت آن

  

  

  

  

  

  

  

مراحل مختلف ايجاد گياهان آرابيدوپسيس تراريخت به  -2شكل 
محلول ) B. (گياه آماده براي فلورال ديپ) A. (روش فلورال ديپ
سلولي وارد كردن گل آذين گياه به محلول) C. (سلولي آگروباكتريوم

ها با نايلون مشكي جهت حفظ رطوبت  پوشاندن گل) D. (دقيقه2به مدت 
  .ساعت 24بالاو تاريكي به مدت 

بذرهاي : شده تراريخت  آرابيدوپسيسگياهان  گزينش
بدست آمده از گياهان آرابيدوپسيس در محيط انتخابي 

(MS+kanamycin) گياهان تراريخت دريافت . كشت شدند
به كانامايسين به رنگ سبز از گياهان غير  مقاومتكننده ژن 

به رنگ زرد بودند، تراريخت كه در محيط انتخابي 
 SOS3به منظور تاييد حضور ژن  ).5شكل (شناسايي شدند 

ژنومي  DNAدر گياهان آرابيدوپسيس تراريخت، استخراج 
بدين . انجام گرفت CTABبه روش گياهان انتخاب شده از 

هاي گياه درون  گرم از برگ ميلي 200ترتيب كه حدود 
به  CTABميكروليتر از بافر  500هاون چيني همراه با 

سپس محتويات هاون به تيوب استريل . خوبي ساييده شد
دقيقه در دماي  20ليتري منتقل شده و به مدت  ميلي 5/1

°C65 ها  سپس يك حجم كلروفرم به نمونه. قرار گرفت
 5پس از . م گرفتدقيقه ورتكس انجا 5اضافه و به مدت 

، فاز rpm13000دقيقه  سانتريفيوژ در دماي اتاق با سرعت 
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به روش اتانول  DNAرويي به تيوب جديد منتقل شده و 
رسوب حاصل پس از خشك شدن، در . رسوب داده شد

  .شدميكروليتر آب استريل حل  30

بررسي گياهان آرابيدوپسيس تراريخت از نظر تحمل به 
بمنظور بررسي گياهان تراريخت  :تنش شوري

به شوري گياهان  تراريخت  تحملآربيدوپسيس از نظر 
. شدها بذر تهيه  به گلدان منتقل شد و از آن) T1(نسل اول 

بذرهاي بدست آمده از هريك از گياهان آرابيدوپسيس 
به طور مجزا در محيط حاوي كانامايسين  T1تراريخت 
در محيط ) T2(گياهان تراريخت نسل دوم . كشت شد

) به كانامايسين تحملدريافت عامل (انتخابي، فنوتيپ سبز 
) به كانامايسين تحملعدم دريافت عامل (و يا فنوتيپ زرد 

هاي  آرابيدوپسيس تحملبراي بررسي ميزان . را نشان دادند
تراريخت به شوري، بذرهاي استريل گياهان نوع وحشي و 

مختلف صفر،  هاي غلظتگياهان تراريخت نسل دوم در 
  .)7شكل( كشت شد NaClمولار  ميلي 150و  100، 50

  نتايج و بحث
كه گياهان با آن مواجه  يستيهاي غير ز در ميان تنش

ترين عامل محدود كننده ميزان  تنش شوري مهمشوند  مي
به همين دليل كاربرد .رود شمار ميبن زراعي محصول گياها

هاي مهندسي ژنتيك و بيوتكنولوژي مولكولي بمنظور  روش
توليد گياهان مقاوم به شوري براي فراهم كردن نياز غذايي 
جمعيت در حال افزايش جهان از اهميت بالايي برخوردار 

يك رويكرد مهم براي توليد گياهان زراعي مقاوم به . است
اهان به شوري به گي تحملعامل  هاي شوري انتقال ژن

مطالعات نشان داده افزايش بيان  ).7(باشد  ميزراعي 
اجزاي دخيل در مسير پيام رساني مقابله با تنش شوري، 

براي مثال . بخشد گياهان را در تنش شوريبهبود مي تحمل
غشا تونوپلاستي  +Na+/Hپورتر  افزايش بيان آنتي

پروموتور ، تحت كنترل AtNHX1آرابيدوپسيس، 
ساختماني قوي باعث ايجاد آرابيدوپسيس و كلزا 

)Brassica napus (فرنگي  و گوجه)Lycopersicum 

esculentum ( مقاوم به شوري شده است)در اين . )12و9
به منظور بهبود ميزان تحمل شوري در گياه مدل  تحقيق

) الف-3شكل ( RNA، پس از استخراج آرابيدوپسيس
cDNA  ژنSOS3  كه يك ژن كليدي در مسير پيام رساني

SOS و فعاليت آن باعث به  استدر پاسخ به تنش شوري
، شود پيام رساني در پايين دست مي راه افتادن چندين مسير

و به ) ب-3شكل (جداسازي RT-PCRبا استفاده از تكنيك 
پروموتور پايين دست يك در گياه  آنيش بيان افزامنظور 

  . شد سازيهمسانهدر پلاسميد نوتركيب قوي 

  

  

  

  

  الف

  )الف(

  

  

  

  

  

  )ب(
گياه استخراج شده از  RNAنتيجه سنجش كيفيت  -)الف( -3شكل 

نشان دهنده دو تكرار  R2و R1. 1%ژل آگارز  آرابيدوپسيس روي
حاصل از تكثير  PCRالكتروفورز نتيجه  -)ب. (جداگانه مي باشند

cDNA ي ژنSOS3 )bp 669( با استفاده از جفت پرايمر ،
  .نشانگر: M . اختصاصي

به منظور انتقال ژن با روش آگروباكتريوم به آرابيدوپسيس، 
در اين ناقل . همسانه سازي شدpBIN61اين ژن در ناقلبياني

 35Sو ترميناتور  CaMV35Sدر بين پروموتور  SOS3ژن 
 يك پروموتر ساختماني قوي 35Sپروموتور . قرار گرفت
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  ). 4شكل (شود  هاي گياه در هر مرحله از نمو گياه مي بافتها و  است و باعث بيان بيشينه ژن تقريبا در همه انواع سلول
 

  

  
  

 nptIIژن مورد استفاده براي انتخاب گياهان تراريخته، . وارد شده است 35Sبين پروموتر و ترميناتور  SOS3ژن : pBIN61-SOS3ناقل -4شكل 
  .باشد تحت كنترل پروموتر و ترميناتور ژن نوپالين سنتاز مي

به كانامايسين، تحت كنترل  تحملداراي ژن  ناقلاين 
، در بين )نوپالين سنتاز( NOSپروموتر يوكاريوتي 

به  تحملهاي مرز براي انتخاب گياه و يك ژن  توالي
اين ژن باعث ايجاد . كانامايسين براي انتخاب باكتري است

كانامايسين به دليل . شود در برابر كانامايسين مي تحمل
ريبوزوم پروكاريوتي از  35Sكنش با زير واحد  برهم

وجه به شباهت ريبوزوم با ت. كند سازي ممانعت مي پروتئين
ها، كانامايسين سبب  كلروپلاست با ريبوزوم پروكاريوت

نعت از ين سازي در كلروپلاست و ممائمختل شدن پروت
نتايج حاصل از گونه كه در  همانو شود  ها مي سنتز رنگدانه

 گزينش گياهان تراريختدر اين آزمايش قابل مشاهده است
گياه شدن برگهاي  هايت باعث زرد رنگدر ن ،)5شكل(

را دريافت  nptIIگياهان تراريخت كه ژن . )4(د شو مي
قادر به ادامه توانايي سنتز كلروفيل را داشته و كرده بودند، 

سبز  زندگي در محيط حاوي كانامايسين بودند و به رنگ
  .ديده شدند

سازي شده به گياه  در اين مطالعه براي انتقال ژن همسانه
فلورال ديپ استفاده شد كه در آرابيدوپسيس از روش 

مقايسه با روش كشت بافت، روشي ساده و سريع است و 
همچنين ميزان . شود تنوع سوماكلونال در آن ديده نمي

  .موفقيت در اين روش بيشتر است

ژن مورد نظر در گياهان  براي تاييد حضور ترانس
ژنومي از  DNAي آرابيدوپسيس، پس از استخراج  تراريخته

با استفاده از  PCRهاي گياهان انتخاب شده، واكنش  بافت
  ).6شكل (انجام شد  35STRو SOS3Fجفت پرايمرهاي

  

  

  

  

  

  

  
حاوي  MSگزينش گياهان تراريخت شده بر روي محيط  -5شكل 

هاي سبز مقاوم به كانامايسين با فلش نشان داده   گياهچه. كانامايسين
  .اند شده

هاي ژني به ژنوم  براي تاييد مجدد انتقال موفق كاست
هسته، از آزمون نتاج و نحوه توارث ژن مقاومت به 

براي اين منظور بذرهاي دو گياه . كانامايسين استفاده شد
تراريخت نسل اول از نظر بروز صفت سبز و زرد روي 

از نتاج . محيط گزينشي حاوي كانامايسين شمارش شدند
گياه داراي  109تراريخت نسل اول، تعداد يكي از گياهان 
گياه داراي فنوتيپ زرد بودند و از نتاج  48فنوتيپ سبز و 

گياه داراي فنوتيپ  140حاصل از گياه تراريخت دوم تعداد 
نتايج نشان داده (گياه داراي فنوتيپ زرد بودند 60سبز و 
تجزيه و تحليل آماري توسط آزمون كاي اسكور ).اند نشده

داراي  T2، نشان داد كه گياهان %1احتمال در سطح 
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اين نتايج، انتقال . بودند 1به  3فنوتيپ سبز و زرد به نسبت 
موفق و توارث مندلي ژن مقاومت به كانامايسين را در 

  .كند گياهان تراريخت تاييد مي

  

  

  

  

  

  

گياه تراريخت  4حاصل از  R1-R4 :PCR. هاي استخراج شده از گياهان آرابيدوپسيس تراريخت DNAاز  PCRالكتروفورز محصول  -6شكل 
  .نشانگر: Mو ) گياه غير تراريخت(كنترل منفي : N،)pBIN61-SOS3ي پلاسميد DNA(كنترل مثبت : Pمستقل،

  

آرابيدوپسيس به روش فلورال ديپ، به  اساسا در تراريختي
بعد از تفكيك  T0در گياه  T-DNAكه فرايند ورود  دليل اين
در همه  T1افتد، گياهان  هاي نر و ماده اتفاق مي گامتوفيت
ه ب. )13(زيگوس هستند  همي T-DNAهاي ورود  جايگاه

 T2برخي از گياهان  T1زيگوس بودن گياهان  دليل همي
خودگشن، تراريخت نبوده و  T1حاصل از گياهان 

طور كه در نتايج اين آزمايش نيز قابل مشاهده است  همان
برخي . روند تيك از بين ميبيو در محيط انتخابي داراي آنتي

هستند و  T-DNAداراي چندين جايگاه ورود  T1از گياهان 
را نشان  3:1به همين دليل نسبت تفكيك مندلي 

حاصل از دو  T2اهان در اين آزمايش بررسي گي.دهند نمي
از نظر آماري صادق بودن  T1گياه آرابيدوپسيس متفاوت 

رادر مورد اين گياهان نشان داد و وجود  3:1نسبت مندلي 
به  T1در ژنوم اين دو گياه  T-DNAفقط يك جايگاه ورود 

  .اثبات رسيد

آرابيدوپسيس از نظر ميزان  T2بررسي گياهان تراريخت  
به شوري نشان داد كه گياهان آرابيدوپسيس  تحمل

 تحملNaClاز  mM (150(تراريخت نسبت به غلظت 
و  بيشتري در مقايسه با گياهان آرابيدوپسيس وحشي دارند

و اين بررسي  ،توانند به رشد خود ادامه دهند بهتر مي
ان تاييدكننده ميزان متفاوت بيان ژن تحمل به شوري و نش

در گياهان تراريخت SOS3موفق ژن دهنده انتقال و بيان 
  .)7شكل( باشد مي

به  تحملبر  SOSهاي  نتيجه مطالعه تاثير افزايش بيان ژن
و همكارانش بر روي گياه Yangشوري توسط 

 SOS3نتايج بدست آمده از افزايش بيان ژن  آرابيدوپسيس،
با اين تفاوت كه سازه مورد .كند در اين مطالعه را تاييد مي

تهيه و به  به صورت كاملا مستقلاستفاده در اين پژوهش 
كاملا از روش گزينشي  و)19(گياه آرابيدوپسيس منتقل شد 

و  شدن تراريخت شده استفاده براي انتخاب گياها يمتفاوت
كه ايندر تقويت نتايج حاصل از دو پژوهش  به اين ترتيب

سبب افزايش تحمل آرابيدوپسيس  SOS3افزايش بيان ژن 
  .باشند تكميل كننده هم مي ،شود به شوري مي

  :گيري نتيجه

بر روي گياه مدل دست آمده از اين تحقيق ه نتايج ب
اين در  SOS3افزايش بيان ژن آرابيدوپسيس نشان داد كه 

با توجه به . شود ميبه شوري  تحملموجب بهبودگياه
اين مطالعه  كشور،هاي شور در گسترش سريع زمين

 زراعي وساير گياهان  اصلاحآغاز راهي براي سر تواند مي
در زمينه افزايش تحمل  اقتصادي و كشاورزيمهم از نظر 

  .باشدبه شوري 
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دهنده گياهان آرابيدوپسيس  شكل نشان. نتايج حاصل ازبررسي تحمل گياهان آرابيدوپسيس وحشي و آرابيدوپسيس تراريخت به شوري -7شكل 
  .است NaClميلي مولار150 و 100، 50هاي صفر،  غلظتتيمار شده با ) 'A'-D(و تراريخت ) A-D(وحشي 

  

  :تشكر و قدرداني

  هاي مادي و حمايت براي مدني آذربايجاناز دانشگاه شهيد 

  .شود معنوي در انجام اين پژوهش تشكر و قدرداني مي
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Improving salt tolerance in Arabidopsis thaliana via 
overexpression of a calcium sensor gene 
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Abstract 
Soil salinity is a major limiting factor of agricultural crops in the world. Increase in the 
level of expression of some genes that involved in salt tolerance of plants, can lead to 
improving performance. The salt stress induces SALT-OVERLY-SENSITIVE (SOS) 
pathway in Arabidopsis (Arabidopsis thaliana). SOS3 protein has an important role in 
this regulatory pathway. In this study, we have isolated the cDNA of AtSOS3 gene and 
cloned it into the pBIN61 vector under control of CaMV35S expression promoter. Then 
we have transformed Arabidopsis plants by Agrobacterium containing the recombinant 
plasmid, by Floral dip method. The mature seeds of transformed plants was selected on 
the culture media with kanamycin. The presence of the SOS3 transgene in the 
transgenic plant cells was verified by the PCR method. Analysis of second generation of 
transgenic and wild type plants for their salt tolerance in different doses 
(0,50,100,150mM) of NaCl showed that transgenic plants are more tolerant to salinity 
stress. 

Key words: Gene Transformation, Floral dip, Cloning, Salt tolerance, AtSOS3. 
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