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  چكيده
، اصــلاح آن هاي مختلف در مناطق موردكشــتوقوع تنشبه  توجه باعدس از جمله حبوبات مهم در ايران اســت كه 

زدگي اهميت زيادي دارد. اين هاي غيرزيســتي نظير ســرما و يخهاي محيطي و از جمله تنشتنشجهت افزايش تحمل به 
شد.  هاي غيرزيســتي از جمله سرما انجاممنظور افزايش تحمل گياه به تنشعدس، بهبه  codAهدف انتقال ژن  پژوهش با

ــيس و برنج گزارش  به اثر مثبت انتقال اين ژن، افزايش تحمل ــرما، قبلاً در برخي از گياهان ديگر نظيرآرابيدوپسـ تنش سـ
ستفاده امطالعه بااست. در اين گرفتهسازي، باززايي و انتقال ژن به عدس انجام قبلي نگارنده، بهينهاست. در مطالعات  شـده 

ــتي، بهشبا هدف افزايش تحمل به تن codAقبلي، ژن  يهاي دو مطالعهاز يافته ــرما، به عدس منتقل هاي غيرزيس ويژه س
اســـتفاده از  و همچنين تلفيق ژن در ژنوم نيز با PCRاســـتفاده از  اب T0در گياهان تراريخته  codA شـــد. حضـــور ژن

ــادرندات ــي از ژن نيز با كمك تكنيك   بلاتينگ تأييدبلاتينگ و س ــد. رونويس ــول  تأييد RT-PCRش گرديد. پس از حص
  گرفت. قرار تأييدمورد RT-PCRو  PCRاستفاده از ها نيز بابودن آن، تراريختهT1گياهان 
  

  .Lens culinaris M)، عدس (codAباززايي، تراريخته، ژن هاي كليدي: واژه
  

  1مقدمه
ــولات حبوبات دومين كليطوربـه  زراعي گروه مهم محصـ

ــمــار ميپس از غلات بــه تــا  5/27ميزان  رونــد. عــدس بــاشـ
عنوان منبع غني از پروتئين محســوب پروتئين بهدرصــد 7/31

فوليك، آهن، توجهي اسيدشود. همچنين داراي مقادير قابلمي
ــيم، ويتامين   ــفر، پتاس ــيم، فس  Bهاي گروه و ويتامين Aكلس

ترتيب هند، كننده عدس بهباشـــد. كشـــورهاي عمده توليدمي
ــتراليـا، كـانـادا و تركيه مي    ــند كه دراسـ مجموع بيش از باشـ

). Bohra et al., 2014( كننددرصد عدس دنيا را توليد مي73
كشت كل سطح زير 1392گزارش آمارنامه كشاورزي در سال به

درصــد از 2/20اســت كه هزار هكتار بوده770حبوبات در ايران 
 Agriculture Statisticsداشته است (عدس اختصاص آن به

Letter, 2013 كاري در نواحي). در ايران عمـده مناطق عدس 
 اكه ب شده استسخت واقع ي هاكوهستاني و مرتفع با زمستان

ســرما و يخبندان، كشــت موجود به  توجه به حســاســيت ارقام
 صورتنبوده و لذا كشـت آن غالباً در بهار و به پاييزه آن مقدور 

ــود. در اينديم انجام مي ــيدن گياه به  شـ مناطق، قبل از رسـ

                                                 
  09155087691 :تلفن همراه ،f.zaker.t@um.ac.ir نويسنده مسئول:*

ن بر آاتمام رسيده، و علاوهباردهي، بارندگي به مرحله زايشي و 
ــب بارندگي و در نتيجه تخليه رطوبت به دليل پراكنش نامناسـ

ترين مرحله زندگي خود با تنش خشكي خاك، گياه در حساس
صورت يابد. دركاهش مي شدتبهشده و لذا عملكرد آن  مواجه

-كشت پاييزهزدگي، سرما و يخداشـتن ارقام مقاوم به  دراختيار
 رفت از اينتواند گزينه مناســبي براي برونزمســتانه عدس مي

شدن گياه قبل از وقوع نوع كشــت، ســبزمشـكل باشـد. در اين  
صورت رزِت گرفته و سپس گياه به سـرماهاي زمسـتانه صورت  

ــتفـاده      ــتـان از بـارنـدگي اسـ كرده و در بهار در پـاييز و زمسـ
تر به صورت گياه سريعدر ايندهد. رويشي خود را ادامه ميرشد

بهاره با تنش خشكي مرحله زايشـي رسـيده و مشـابه با كشـت    
  مواجه نخواهد شد. 

هـاي انـدكي در مورد تراريزش عدس در   كنون گزارشتـا 
). توانايي توليد Bagheri et al., 2012باشــد (دســترس مي

ــط چهار   ــتومور توس ــاقه و ريش  ةنژاد آگروباكتريوم در نوك س
 و  Warkentinبار توسط عدس تحت شـرايط مزرعه نخستين 

Maqhagen ــال ــا  91هــاي در ســ ــد.   93ت گـزارش گردي
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ــن ــت  DNAكوالكتروپوريش ــميدي در پروتوپلاس هاي ي پلاس
ــ ــط ةريش گزارش   Maccarrone et al, (1995) عدس توس

 تراريزش در گياه را با Chowrira et al, (1995)شـده است.  
 Öktem etدادند.  اي سالم انجامهاي گرهاسـتفاده از مريستم 

al, (1999)  هــاي گره آزمــايشـــات تراريزش را بــا ريزنمونــه
ــتفـاده از تفنگ  كوتيلـدوني بـا   دادند و بيان ژن  ژني انجاماسـ

ــگر ــد در50را بــه ميزان  GUSگزارشـ هــاي ريزنمونــه درصـ
با  Mahmoudian et al, (2002) شده مشاهده كردند.بمباران

ــتفاده از تكنيك اگروباكتريوم  و با Vacuum infiltration اس
ــتنـد بيان موقت ژن    را در  GUSروي تراريزش عـدس توانسـ

ــاهده نمايند، بي هاي آلودهريزنمونه ــده با باكتري مش كه آن ش
 DREB1Aنيز ژن  Khatib et al, (2011)دهند. باززايي انجام

با اگروباكتريوم به عدس كش را جهـت ايجـاد تحمـل بـه علف    
  كردند. منتقل

شد كه باكننده اسمزي مهم ميبتائينيك حفاظتگلايسين
 .كندها، اكثر گياهان عالي و جانوران تجمع پيدا ميدر بـاكتري 

ــمزي هم دارد و ســـاختــار  علاوه نقش تنظيمبــه كننــده اسـ
ها در مقابل خسارات وسـيله حفاظت از آن ها را بهمولكولماكرو
. در داردوسيله انواع مختلف استرس پايدار نگه ميشده بهادايج

اي با عملكردهاي سيتوپلاسمي نداشته و هاي بالا مداخلهغلظت
ــيــاري از   آطور كــاربــه ــاختــار و عملكرد بسـ و مؤثري ســ

ك رسد كه بتائين ينظر ميبخشد. بهها را ثبات ميماكرومولكول
باشد. اين ماده يك يعامل مهم در تحمل به تنش در گياهان م

ميزان زيادي بوده و حضور آن بهنهايت مؤثر سـازگار بي  محلول
با توانايي رشــد گياهان در شــرايط محيطي خشــك و يا شــور  

داشتند كه اظهار Sakamoto et al, (1995)همبسـتگي دارد.  
افته و يشده و تجمع  ءشرايط تنش، القا بتائين تحتگلايسـين 

ــطح آن بـا درجه   ــتگي دارد سـ افزايش تحمل به تنش همبسـ
)Saneoka et al., 1995  ــد و ). كـاربرد خارجي بتائين، رشـ

اي هشرايط تنش وحشي از گياهان را تحت ماني يك واريتهزنده
ــت (مختلف بهبود  ــيده اسـ ). Hayashi et al., 1998بخشـ

 ا تحتها رها و آنزيمبتائين همچنين فعاليت پروتئينگلايســين
ــرايط  ــا كمبود آب حفاظتشـ ها را در طي ءكرده و حتي غشـ

ها پايداري ساختار سوم پروتئيندارد و بهميزدگي پايدار نگه يخ
هاي ناســازگار و وســيله محلولها بهكرده و از تخريب آن كمك

). ژن Hayashi et al., 1997كنــد (مـخرب ممــانعــت مي 
ــيــداز كولين  Arthrobacter pascensابتــدا از  codAاكسـ

ــتفاده از   ــد. مزيت عمده اس ــازي ش عنوان ابزار به codAجداس
هاي بتائين در مقايسه با ديگر ژنمهندسـي سـاخت گلايســين  

ــنتز اين آنزيم، اين ــت دخيل در س ژن  كه معرفي تنها يك اس
codA تائين ببراي اين آنزيم جهت تبديل كولين به گلايســـين

 ,Deshnium et alكند. در گيـاهـان تراريختـه كفـايـت مي     
كنترل يك پروموتور دائمي به ژنوم  را تحت codA ژن (1995)

ــل      ــقـ ــتـ ــنـ ــري مـ ــتـ ــاكـ ــوبـ ــانـ ــد.  ســـــيـ ــردنـ   كـ
Alia et al, (1998)   نشـان دادند كه بيشترين اثرات تراريزش

هاي با اين ژن تغيير در تحمل به تنش شوري است. آرابيدوپيس
ــتفاده از ژن   بذرها و زني در طي جوانه codAتراريختـه با اسـ

ها و گياهان بالغ نسبت به تنش شوري ماني گياهچهرشد و زنده
 كم متحملزياد و خيليبـالا و همچنين به تنش دماهاي خيلي 

ــده   زدگي در دمايها در مقابل يخبودند. همچنين تحمل آنش
 Aliaيافت ( زني بذرها افزايشپايين در طي خيساندن و جوانه

et al., 1998a .(Sakamoto et al, (2000)  گياه برنج را با
ــتفاده از  ــخه از ژن كوليندو اس ــيداز كه يكي از آننس ها اكس

ــوم بـه   توالي رهبر براي انتقــال  داراي يـك  pChlCODموسـ
بتائين تجمع گلايسينمحصول ژن به كلروپلاست بود و منجر به 

ــت مي ــد و ديگري بــا نــام در كلروپلاسـ كــه  pCytCODشـ
ند. داد، تراريخته نمودتائين را در سايتوزول تجمع ميبگلايسين
به گياه برنج  codAداد كه معرفي ژن ها نشــانهاي آنبررســي

د. نتايج تراريخته ش بتائين توسط گياهبه توليد گلايسـين  منجر
داد كه هرچند تنش شـوري مانع رشد هر دو گياه   ها نشـان آن

ه با شددو گياه تراريخته تراريخته و نوع وحشي شد، اما هر برنج
ــميدهاي  ــدن از بعد از رها pCytCODو  pChlCODپلاس ش

تر از گياهان غيرتراريخته شرايط تنش شوري رشد خود را سريع
ــرگرفتنـد.  از  را به  codAژن  Sakamoto et al, (2000)سـ

ــيس منتقل  مع تج كردند. گياهان تراريخته قادر بهآرابيـدوپسـ
گي زدبه يخ ها بوده و تحمللاســـتبتائين در كلروپگلايســـين

كردند كه مهندسي ها اعلاميافت. آن داري افزايشطور معنيبه
 ممكن codAوسيله تراريزش با ژن بتائين بهبيوسنتز گلايسين

زدگي در گياهان روش مؤثر براي افزايش تحمل به يخاست يك 
ــد.  ــاشــ ــا Alia et al, (1998)ب ــه  codAانتقــال ژن  ب ب

آرابيدوپسيس، تحمل بذرهاي تراريخته را به تنش دماي پايين 
ــان آزمون قرارمورد  داد كه بتائين  دادند. نتايج اين تحقيق نش

ــنتز ــده در داخل گياه، در حفاظت از گياه در مقابل تنش س ش
 Mortazaviدر ايران توسط  codAاست. ژن دماي پايين مؤثر 

هاي مولكولي اوليه رزيابياست. ا شـده  به برنج منتقل (2006)
ــد. پذيري اين ژن ميحاكي از وراثت  ,Yong Jan et alباشـ

كردند. فرنگي منتقلرا به گوجه codAژنبـا موفقيت   (2004)
ــينگيـاهـان    در خود تجمع داده را بتائين تراريخته كه گلايسـ

رشدي تحمل بيشتري در مقابل سرما از بودند، در تمام مراحل
ــان دادنـد.   به  codAانتقال ژن  ،مطالعه اين هدف ازخود نشـ

ــتفاده از يافته ــازي وهاي قبلي نگارنده در بهينهعدس با اس  س
  باشد.تراريزش عدس و توليد گياهان تراريخته مي
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  هامواد و روش
  استفادهگياهي و پلاسميد مورد مواد

) كه از ايســتگاه ILL6212(رقم گچســاران مطالعه از در اين
ــمال ــده  تحقيقات ديم ش ــور تهيه ش ــرق كش ــميد  ش بود و پلاس

pChlCOD  1شد (شكل  دارد، استفادهباز طولكيلو16كه.(  

) براي nptɪɪپلاسميد داراي ژن مقاومت به كانامايسين (اين 
) براي گزينش hptگزينش باكتري، ژن مقاومت به هيگرومايســين(

) از codAاكســـيداز (هاي تراريخته احتمالي و ژن كولينشـــاخـه 
اســـت كه محصـــول آن  Arthrobacter globiformisباكتري 

  نمايد.بتائين تبديل ميكولين را به گلايسين
 

 
  pChlCODپلاسميد  -1شكل 

Fig. 1. pChCOD plasmid 
  

  در داخـل يك   S35بر دائمي هـا تحـت پيش  تمـامي اين ژن 
T-DNA پلاســميد داراي كه اين ذكر اســتبه اند. لازمقرار گرفته

اكســـيداز چوب ژني كولين) در ابتـداي چهـار  TPتوالي رهبر(يـك 
باشد مي) نيز INاينترون برنج(باشـد. اصل پلاسميد داراي يك  مي

تحقيق اســـتفــاده در اينكــه اين اينترون در پلاســـميــد مورد 
ســســه ملي ؤگرديد. پلاســميد توســط پروفســور موراتا از م حذف

ــت ــي پايه، اكازاكي،  زيس ــناس  ,Professor N. Murataژاپن (ش

National Institute for Basic Biology, Okazaki, Japan (
با استفاده  E.coli اكترياست. استخراج پلاسميد از ب ارسـال شده 

با  شدهشد. صحت پلاسميد استخراج از كيت شـركت پرومگا انجام 
كيلوبازي از ژن 700كننده قطعه اســـتفـاده از آغـازگرهـاي تكثير   

با  PCRفســفوترانســفراز با اســتفاده از روش كننده نئومايســينكد
 شد. تأييد 1مندرج در جدول استفاده از مواد

  
  pChlCODبراي تأييد پلاسميد PCRاجزاي واكنش  -1جدول 

Table 1. Components of PCR reaction to verify pChlCOD plasmid 

 مواد
Materials 

 مقدار( ميكروليتر)
Amount (µl) 

 plasmid (25ngµl-1) 2 پلاسميد 
PCR Buffer (10X2.5 

 MgCl2 (50mM)   2 كلريد منيزيم
dNTP (10mM) 0.3  

 Forward primer (200ngµl-1) 0.3 آغازگر رفت
آغازگر برگشت Reverse primer (200ngµl-1)0.3 

Taq polymerase (5uµl-1) 0.3 
آب مقطر استريل  Sterile water 17.3 

حجم نهايي  Final volume25 
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ه ك شد انجامصورت اينحذف اينترون برنج از پلاسـميد به 
 و اســـتفاده از مواد Xba1ابتدا پلاســميد با اســـتفاده از آنزيم  

شـده و سپس محصول روي ژل آگارز   هضـم  2مندرج در جدول
 شد. ولت تفكيك80دقيقه با 50مدت درصد به8/0

 
  pChlCODمواد مورد استفاده براي هضم پلاسميد -2جدول 

Table 2. Used material to digest pChlCOD plasmid 

 مواد
Materials

 مقدار
Amount (µLit)

Xba1(5u ul-1) 2.5 
)1-lµplasmid (50ng  5 

BSA0.5 
Digestion Bafer 2(10X) 2.5 

water14.5 
 حجم نهايي

Final volume
25 

 
آميزي، روي ژل دو قطعــه پـس از تـفـكـيــك و رنــگ    

ــاهده كيلوبازي 3/15كيلوبـازي و حـدودا   78/0 ــدمشـ . باند شـ
ــد. باند  بود كـه حذف بـازي همـان اينترون برنج   كيلو78/0 شـ
ــكيل مي كيلو3/15 ــميد را تش داد. پس از حذف بازي بقيه پلاس

روي  DNAميكروليتر از 2قطعه، صـحت جداسازي با بارگذاري  
پلاســميدي، از  DNAشــد. جهت اتصــال قطعه  ژل آگارز تأييد

 .شد استفاده 3مواد مندرج در جدول

  
  pChlCODمواد مورد استفاده جهت خوداتصالي پلاسميد  -3ل جدو

Table 3. Materials for relegation of pChlCOD plasmid  
 مواد

Materials 
 مقدار

Amount (µLit) 
plasmid(50ng µl) 5 

T4 ligase buffer (10X)1 
T4 DNA ligase (20u/µl) 0.5 

Water3.5 
 حجم نهايي

Final volume 
10 

 
ــال اين ــميد جديد، ابتدا پس از اتصـ قطعه و توليد پلاسـ

شد. سپس صحت  وجود پلاسميد با استفاده از الكتروفورز تأييد
ــتفاده از آغازگرهاي  ــميد جديد با اسـ و  codA-4و  hptپلاسـ

codA-5 وسيله واكنش بهPCR شد. تأييد  
  

 hptو  codA–4 ،codA-5هاي توالي آغازگر ژن -4جدول 

Table 4. primer sequences of coda-4, codA-5 and hpt genes 
 آغازگر

Primer 

 رفت
Forward

 برگشت
reverse 

codA–45΄ GGT GGG AAA GCG CGT TAC AAG 3΄5΄ CGG TTA GCA GGG TGA AGT TCT CCT 3΄
codA-55΄ GAT ACG CCG AAG CTG TTG ATG C 3΄5΄ TGC GTC TTG CGG ATG TAG TCC T 3΄

hpt 5΄ CGT TAT GTT TAT CGG CAC TTT G 3΄ 5΄ GGG GCG TCG GTT TCC ACT ATC G 3΄ 
  
حرارتي به  پلاســميد جديد با اســتفاده از روش شــوك   

 E.coliشد. سپس استخراج پلاسميد از  منتقل E.coliباكتري 
ــد انجامو تأييد مجدد آن  ــتفاده از روش شـ ــرانجام با اسـ . سـ

به  Bio-Radپالسر الكتروپوريشـن با اسـتفاده از دستگاه كولاي  
تفاده ها قبل از استرتيب كه تيپ. بدينشدمنتقل آگروباكتريوم 

ــبه -80در دماي  ــد. ميكروتيوب حاوي باكتري خوبي سـ رد شـ
برداشـــته روي يخ  -80مســـتعد تراريزش اگروباكتريوم از فريزر

 محيطميكروليتر 50ها شد. ابتدا در هر يك از ميكروتيوب ذوب
 ي پلاسميدي اضافهDNAسـپس   شـد و  ريخته YEB كشـت 

. عمل تراريزش با شد استفادهكووت نمونه از يكازاي هرشـد. به 
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كردن يك . بعد از انجام تراريزش، با اضــافهشــد انجام 260ولتاژ 
هر كووت جهت رشد باكتري  به YEBمحيط مايع  ليتر ازميلي

كشت شد. سپس از اين گراد گذاشـته درجه سـانتي 28در دماي 
شـده و از   داراي كانامايسـين پليت و كشـت   YEBروي محيط 

 .شد استفادهكشت مايع براي تراريزش آن براي تهيه محيط
 

  مشترك تهيه ريزنمونه براي كشت
شــده تهيه ريزنمونه و مراحل باززايي طبق پروتكل معرفي 
 . شد انجام) ZakerTavallaie et al., 2011توسط(
  

  گروباكتريومآنمونه و مشترك ريز انجام كشت
روزه در 14هاي داراي شــاخه حاصــل از كشــت  ريزنمونه 
. ندشد استفاده مشـترك كشـت  زايي براي شـاخه  كشـت  محيط

ثانيه در مدت چندريزنمونه قطع و سپس به هايابتدا سـرشـاخه  
 كشت محيطگرفت. سپس روي سوسپانسيون آگروباكتريوم قرار

 روز كشتمدت ســهزايي بههاي شــاخهمشــترك داراي هورمون
ه روز بپس از سه مشترككشت هاي حاصـل از  شـدند. ريزنمونه 

ــت محيط ــيم  ميلي250داراي  MS كش ــفوتاكس گرم بر ليتر س
ــت محيطهاي بردن باكتريجهـت ازبين  ــدمنتقل  كشـ ند. شـ

از  داشت. پس كشت ادامهاسـتفاده از سفوتاكسيم تا چندين زير 
د. ش شروع كشت محيطهفته، اسـتفاده از هيگرومايسين در  يك

 هايشاخهشدن زايي و سپس طويلولي پس از آن براي شــاخه
 كشت محيطهاي رشـد گياهيِ، مخصوص  كنندهحاصـله، تنظيم 

ــاخهطويل ــدن شـ ــافه به 2ipمولار ميكروها حاوي چهارشـ اضـ
 هاي. در هر زيركشـت شاخه شـد  اسـتفاده  Kinمولار ميكرويك

هاي شده و در لوله سبز تقسيم هايزرد و نكروزه حذف و شاخه
ــت ــدند. در هر  آزمايش جداگانه كش ــت براي زيرش  محيطكش

. شد استفادهانتخابي از غلظت بالاتري از هيگرومايسـين   كشـت 
گرم در ليتر تا ميلي گرم بر ليتر تا پنجميلي سه ها ازاين غلظت

ــدن و قبل از انتقال به انتهـاي مرحله طويل  ــت محيطشـ  كشـ
زايي، با كشت قبل از ريشهشــد. در آخرين زيرزايي اعمالريشــه

ماني ها درصد زندهسالم حاصل از ريزنمونه هايشـاخه شـمارش  
 شد.انتخابي تعيين كشت محيطها در شاخه

  

  زايي، سازگاري و انتقال گياهان به گلخانهريشه
هاي به لوله شـــده جهت القاي ريشـــهطويل هايشـــاخه

ــافه به BSB4/1 كشــت محيطآزمايش حاوي  ميكرومولار 50اض
NAA ند. پس از آن براي ظهور و شــدمنتقل روز مدت ســهبه

هاي آزمايش حاوي مخلوط در لولهروز 10مدت ها بهرشـد ريشه 
اضافه ماسه و قند به بدون BSB4B/P1P كشـت  محيطاسـتريل  

 شدنو سازگار شـدند. سـپس جهت توسعه ريشه   كشـت  پرليت
 كشت محيطروز در 10هفته تا مدت يكگياه با محيط بيرون، به

هاي بزرگ در گلخانه نمودند. سپس به گلدان رشدهيدروپونيك 
 دهي نگهداري شدند.ه و تا زمان بذرشدمنتقل 
  

  تراريخته احتماليتحليل مولكولي گياهان وتجزيه
ــتخراج    Porebski et al, (1997)طبق روش  DNAاس

چنين گياهان گي گياهان تراريخته احتمالي و همهاي براز نمونه
دهي، جهت انجام آناليزهاي مولكولي مرحله گلغيرتراريخته در 

 .شد انجام
  

  PCRبا استفاده از  T0بودن گياهان تأييد تراريخته 
 codA-5و  codA-4از آغــازگرهــاي  PCRبراي انجــام 

ــتفاده ــد اسـ جفت آغازگر كاملاً ، يكcoda-4. جفت آغازگر شـ
باز اســت كه ســبب تكثير 24طول اختصــاصــي و مونومورف به

ــيداز كننده كوليندباز از ابتداي ژن ك393ُطول اي بهقطعه اكسـ
ــود. دمايمي ــال بهينه براي اين آغازگر شـ درجه 62تا  60اتصـ

ــانتي نيز مونومورف و  coda-5گراد بود. جفــت آغــازگر ســ
باز را از انتهاي ژن 569طول هايي بهبوده و قطعه اختصـــاصـــي

گر د. دماي اتصال اين آغازكناكسيداز تكثير ميكننده كولينكُد
ــانتي62تا  60نيز جفت آغازگر دوكه  آنجا گراد بود. ازدرجه سـ

ــابهت ــاختاري بودند، به مذكور داراي مشـ اي كه امكان گونهسـ
يكديگر و تشـــكيل ســـاختارهاي پايدار وجود  ها بهاتصـــال آن

ها در يك واكنش مقدور نبود. داشــت، اســتفاده همزمان از آن 
ــتفاده PCRجداگانه در واكنش بنـابراين   ــد اسـ ند. مخلوط شـ
شــد.  تهيه 5با اســتفاده از مواد مندرج در جدول PCRواكنش 

سازي . واســرشتشــد انجامشـرح زير  نيز به PCRبرنامه دمايي 
ــانتي 94اوليـه در دمـاي    دقيقه و در مدت پنجگراد بهدرجـه سـ

ــد انجامدقيقه مدت يكچرخـة بعـدي، بـه   35 . دماي مرحلة شـ
دقيقه گراد و زمان يكدرجه سانتي62آغازگر اتصال براي هر دو 

دماي  شــد. مرحله پليمريزاســيون آغازگر نيز در  نظر گرفتهدر
ــانتي72 ها و دقيقه براي تمام چرخهمدت يكگراد و بهدرجه سـ
گياهان  DNAر بشــد. علاوهدقيقه براي چرخة نهايي انتخاب10

 ــ ــامل    تراريختـه از شـ ــب شـ گياهان  DNAاهـدهـاي منـاسـ
 DNAواكنش بــا و يــك DNAغيرتراريختــه، واكنش بــدون 

مناسب در حين آزمايش  تا كنترل شد استفادهپلاسـميدي نيز  
 شود.انجام

ــول PCRپس از انجــام  روي ژل آگــارز  PCR، محصـ
آميزي با شــده و پس از رنگ ولت تفكيك75درصــد با ولتاژ 2/1

ــد. جهت تعيين اندازة باندها از برمايد عكساتيـديوم  برداري شـ
 .شد استفاده bp100سايز ماركر 

  
   



 

220  

 1395نيمة دوم ، 2ة، شمار7/ جلدايرانهاي حبوباتپژوهشنشريه.../ انتقال ژن ؛ذاكرتولايي و همكاران

  بلاتينگبا استفاده از دات T0تأييد گياهان تراريخته احتمالي 
ــتخراج DNAبلاتينگ از جهـت انجام دات   ــده از اسـ شـ

ــتفادهتراريخته گياهان  ــد اسـ از  DNAنانوگرم 250. مقدار شـ
هركدام از گياهان تراريخته و غيرتراريخته و همچنين پلاسميد 

سپس جهت  و شـد  عنوان شـاهد روي غشـاي نايلوني ريخته  به
داده قرار  UV cross linkerدر دستگاه  غشاء به DNAتثبيت 

  .شد

  
  codAبا استفاده از آغازگرهاي PCRاجزاي واكنش  -5جدول 

Table5. Components of PCR reaction using codA primers  
 مواد

Materials

 مقدار
Amount (µLit)

DNA (50ng/µl) 2 
PCR Buffer (10X) 2.5 

MgCl2 (50mM)2 
dNTPs (10mM) 0.5 

Forward primer (200ng/µl) 0.3 
Reverse primer (200ng/µl)0.3 

Taq polymerase (5u/µl) 0.5 
water16.9 

 حجم نهايي

Final volume
25 

 
 دقيقه60تا  30مدت هيبريداســيون بهپيشعمل  ســپس

با استفاده از سپس پروب  .شــد انجامگراد درجه ســانتي55در 
پليمراز ايبــازي حــاصــــل از واكنش زنجيرهكيلو565قطعــه 

ــتفاده از پرايمر   ــميـد با اسـ ــد. براي  تهيه codA-5پلاسـ شـ
پس  .شد استفاده فسفاتازآلكاليناز روش  كردن پروبدارنشـان 

ــيون بهبه از افزودن پروب، تا  16مدت منظور انجام هيبريداسـ
پس  .شدداده ساعت در آون هيبريداسيون با همان دما قرار 20

محلول كردن آن با غشتهو سپس آ DNAاز شـسـتشوي بلات   
CDP-Star تـاريكي ورقه فيلم اتوراديوگرافي روي بلات و  ، در

وسيله تيمار ساعت، به پس از چند و شد داخل كاست گذاشته
 مشاهده شد.ها قابللكه fixerو  developerبلات با محلول 

  

ــتفـاده از    T0يـاهـان تراريختـه احتمـالي     گتـأييـد    بـا اس
  بلاتينگ ساترن

گياهان  هر كدام از ژنومي از DNAميكروگرم از 30حدود 
ــم با  احتمـالي و گيـاهـان    تراريختـه  غيرتراريخته جهت هضـ

درجــه 37ســــاعــت در دمــاي 17 مــدتبــه Hind-IIIآنزيم
حجم از اتانول 5/2با افزودن  سپسشـد.   گذاشـته  گرادسـانتي 

دادن قرار سپسمولار و 3سديم حجم از استات 10/1درصد و 95
ــانتي-80 دمايدر  ــاعت، و ســپس يكمدت گراد بهدرجه س س
ــا ــرعت س دقيقه 15مدت دور در دقيقه به 14000نتريفوژ با س

DNA  ه و درشــدداده رســوبTBA د. شــحلDNA مدت به
ــاعت تحت ولتاژ 18 آميزي و ولت تفكيك و ســپس رنگ 25س

ســمير تحت اشــعه اUV  ســپس شــدمشــاهده .DNA  بعد از
ون انجام نئوتريليزاسـيون با استفاده از روش  دناتوراسـيون و بد 

ه و دشمنتقل نايلوني داراي بار مثبت  غشاء بهژل  ازكاپيلاري 
 UV crossغشـاء پس از شـسـتشو جهت تثيبت در دستگاه    

linker  ــدداده قرار ــاترنش ــابه. مراحل بعدي س  بلاتينگ مش
ازي بجفت565براي تهيه پروب از قطعه . شد انجامبلاتينگ دات

 .شد استفاده PCRحاصل از واكنش  codAاز ژن 
  

 RT-PCRبا استفاده از  T0تأييد گياهان تراريخته 

ــتخراج  از گيــاهــان تراريختــه احتمــالي و  RNAاسـ
ــتفاده از روش   Porebski et al, (1997)غيرتراريخته با اسـ

ــد انجـام  ــتهتك cDNA. شـ ــتفاده از  RNAاي از رشـ با اسـ
 شد. محصول واكنشساخته 3/1نســخه  Ink.BioLabs®كيت

 شده و در دماي چهار ميكروليتر با آب رقيق50نهايي تا حجم 
  گراد نگهداري شد.درجه سانتي

ــتفاده از مواد مندرج در جدول    ،6در مرحلـة دوم بـا اسـ
PCR  ــتفاده از ــل از مرحلة اول cDNAمعمولي با اس ي حاص

. برنامه دمايي شـــد انجام coda-4آغازگر عنوان الگو و جفتبه
ــت اوليـه در دماي  ترتيـب بود كـه   اينبـه  ــرشـ درجه 95واسـ

ــانتي ــيكل بعدي به35دقيقه و در مدت پنجگراد بهسـ مدت سـ
ــد انجامدقيقه يـك  ــال آغازگر شـ درجه 62. دماي مرحلة اتصـ

. مرحله بســط شــد گرفتهنظر دقيقه درگراد و زمان يكســانتي
ــانتي72آغـازگر در دماي   دقيقه و مدت يكگراد و بهدرجه سـ

روي  PCRشـد. محصول  دقيقه براي سـيكل نهايي انتخاب 10
 .شد گرفتهدرصد تفكيك و از آن عكس 2/1ژل آگارز 
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  PCRاجزاي واكنش -6جدول 
Table 6. Components of PCR reaction

 مواد
Materials 

 مقدار
Amount (µl) 

cDNA 2 
PCR Baffer 10X 2.5

MgCl2 2
dNTP 0.8

Forward primer 0.5
Reverse primes 0.5

Taq. Polymerase 0.5
H2O 16.2

  
  بودن و تأييد تراريخته T1نسل 

داد ه و تعشدمنتقل گياهان تراريخته احتمالي به گلخانه 
نمودند. بذرهاي اين گياهان پس از  توجهي بذر هم توليدقـابل 
ــكســتندادن در يخچال جهت روز قرارچند خواب احتمالي،  ش

زدند و پس از ويترو جوانهشده و ابتدا در محيط اين ضـدعفوني 
هاي كوچك حاوي مخلوط پرليت و ماسه اوليه در گلدان رشـد 

د. نشدمنتقل گلخانه  شدند، بهآرنون تغذيه مي2/1 كه با محلول
ــد كـافي در گلخـانـه     و  T1ي اين گيـاهان  DNAپس از رشـ

شده و سپس با روش  تراريخته اسـتخراج همچنين گياهان غير
با استفاده از  PCR، با اسـتفاده از  T0شـده در مورد گياهان ياد

بــا  RT-PCRو همچنين  codA-5و  codA-4آغــازگرهــاي 
 شد.  ها تأييدبودن آنتراريخته codA-4آغازگر استفاده از 

  
  نتايج و بحث

ــتفاده از  ــميـد با اسـ ، وجود E.coli پس از تكثير پلاسـ
ــتفاده از  ــميد مجدداً با اسـ ــيله آغازگرهاي به PCRپلاسـ وسـ

شـــد  تأييد nptпجفت بازي از ژن 700قطعه كننده يكتكثير
  ). 2(شكل 
 

 
   PCRييد صحت پلاسميد با استفاده از أت -2شكل 

Fig. 2. Identification of plasmid using PCR 
 

ــميد:  كه وجود اينبه توجه باحذف اينترون برنج از پلاسـ
ــت، اين قطعه از   ــرورتي نداشـ ــميد ضـ اينترون برنج در پلاسـ

تصـوير تفكيك باندي پلاسميد   3شـكل  گرديد. اينترون حذف
ــم ــي هضـ ــده با آنزيم برشـ طول و قطعه اينترون به Xba1شـ

تر كه حاوي پلاسميد دهد. باند بزرگباز را نشان ميجفت780

سپس اتصال مجدد  شده وبدون اينترون بود، از ژل جداســازي
  گرديد.انجام

 
 

 
شده با آنزيم برشي تفكيك باندي پلاسميد هضم -3شكل 

Xba1جهت حذف قطعه اينترون برنج از پلاسميد  
Fig. 3. Segregation of digested plasmid by restriction 

enzyme of Xbal1 to eliminate rice intron from plasmid 
  
 

 
  تاييد پلاسميد با استفاده از آغازگرهاي  -4شكل 

hpt ،codA-4  وcodA-5   
Fig 4. Verification of plasmid using primers of  

hpt, codA-4 and codA-5 
 

يكديگر صــحت آن با  پس از اتصــال بقيه پلاســميد به 
شد  تأييد codA-5و  codA-4و  hpt пاستفاده از آغازگرهاي 

  ). 4شكل (
ــل از تراريزش را به 7جدول ــه تا نتايج حاصـ طور خلاصـ

ذكر است كه در دهد. لازم بهمرحلة انتقال به گلخانه نشـان مي 
ــه ــديد و پس از آن دهي بهمرحله ريش دليل آلودگي قارچي ش

ــت هيد  وپونيك تعدادرايجاد آلودگي باكتريايي در مرحلة كشـ
  يافت. شدت كاهشه به گلخانه بهشدمنتقلگياهان 

ــتنباط ميهمـان  ــود، اين گونه كه از نتايج جدول اسـ شـ
ــيارآريزنمونه كار نظر بالايي در تراريزش عدس دارد و به يي بس

نوع ريزنمونه  كه با استفاده از ايناسـت  رسـد دليل آن، اين مي
ــيار مشــترككشــت در زمان  ــتم  مقدار بس زيادي بافت مريس

كان گيرند و اممستقيم در تماس با اگروباكتريوم قرار مي طوربه
ــاخهتراريزش افزايش مي ــد بالاي شـ زايي يابد. از طرفي درصـ
دهد. متأســفانه تراريخته را افزايش مي هايامكان توليد شــاخه
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ها با قارچ در محيط رشــد و توســعه شــدن شــاخهدليل آلودهبه
 MS4/1مايع  كشــت محيطروز در مخلوط اســتريل 10( ريشــه

دنبال آن، آلودگي و پرليت) و به بدون ســاكارز، همراه با ماســه
شــده و احتمالاً  دارهاي ريشــهباكتريايي تعداد زيادي از شــاخه

  بين رفتند. مرحله ازتراريخته در اين
تراريخته  در ادامـه آناليزهاي مولكولي بر روي چهار گياه 

  گرديد. گياه شاهد زنده و بارور انجام احتمالي و سه
  

  آناليزهاي مولكولي
  PCRبا استفاده از  T0تأييد گياهان تراريخته احتمالي 

جواب  ســه گياه، PCRتراريخته احتمالي در از چهار گياه
  داد. مثبت

انتظار در گياهان، وجود ژن در هر باند موردوجود هر ســه
تراريخته شاهد و كنترل نمود. وجود گياه غير گياه را تأييد سه

ــتفادهاز آب  DNAجاي منفي كه در آن به ه بود نيز شـــد اسـ
  گرفت.آزمون قرار تراريخته موردجهت تأييد گياهان 

 نتايج حاصل از آزمايشات تراريزش عدس -7جدول 

Table 7. Results of gene transformation of Lentil experiments 

 آزمايش
Experiment 

 تعداد ريزنمونه در
مشترككشت   

No. of explants 
in co-cultivation 

culture 

هفته تعداد ريزنمونه سالم پس از پنج
گرفتن در محيط انتخابي زنده و سالم قرار  

No. of explants with normal shoots 
after 5 weeks on selection media 

هاي سالم تعداد كل شاخه
گرفتن هفته پس از قرارپنج

  انتخابيدر محيط 
No of normal shoots 

after 5 weeks on 
selection media 

هاي تعداد شاخه
دارشدهريشه  

No. of rooted 
shoots 

تعداد گياهان 
شده به گلخانهمنتقل  

No of plants in 
green house 

1 100 5070 5620 
2124 76887022 
3136 80110 8518 
4157 101120 9017 
5 112 90110 804 
6 114 7685 653 

total743 473583 446 84 
percentage  63786011 

 
 : گياه كامل F؛ : سازگاريE؛ دهي: ريشهD؛ : القاي ريشهC؛ هاشدن شاخه: طويلB ؛زايي: شاخهA مراحل باززايي گياهان تراريخته. -5شكل 

Fig. 5. Regeneration of transgenic plants after co-cultivation. A: shoot induction; B: shoot elongation; C: root induction; 
D: rooting; E: hardening; F: whole plant 
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  . hptو  codA-4 ،codA-5باآغازگرهاي  PCRييد گياهان تراريخته با استفاده ازأت -6شكل

  .باشدمي 100bpسايز ماركر 
Fig. 6. Verification of putative transgenic plants by PCR using codA-4, codA-5 and hpt primers 

  
  بلاتينگ  با استفاده از دات T0تأييد گياهان تراريخته احتمالي 

تراريخته احتمالي بلات با اســتفاده از چهار گياهآزمون دات
ــاهد غير بـاقيمانده  ــاهد منفي و تراريخته بهو گياه شـ عنوان شـ

ــميد به ــاهد مثبت انجامپلاس ــد. گياهان  عنوان ش و  A1-30ش

A1-35  مربوط به آزمون اول تراريزش و گياهانA2-17  وA2-

لاً دلايلي كه قبباشد. بنا بهمربوط به آزمون دوم تراريزش مي 18
 7رحله نرسيد. شكلاين مهاي آخر، گياهي بهشـد، از آزمون ذكر 
  دهد.آميزي را نشان ميشده پس از رنگهاي مشاهدهلكه

 

 
  بلاتينگبا استفاده از دات T0ييد گياهان تراريخته احتمالي أت -7شكل

Fig. 7. Verification of putative transgenic plants of T0 using dot bluting 
  

  آناليز سادرن  با استفاده از T0تراريخته احتمالي تأييد گياهان 
 10وسـيله پروب در شكل ه بهشـد داده هاي تشـخيص  باند

شود، گونه كه در شـكل ديده مي ه اسـت. همان شـد داده نشـان  
و در  Hind-lllباندهاي ســمت چپ با اســتفاده از آنزيم برشــي 

ــم دوگانه آنزيم   ــتفاده از هض ــت با اس ــمت راس ــي س   هاي برش
Hind-lll  وNde1 بااند. در باندهاي ســـمت چپ ايجاد شـــده 

 T-DNAبرش در فقط يــك Hind-lllكــه آنزيم اينبــه توجــه
در  codAشده از ژن نسـخه درج  توان تعدادنمايد، ميايجاد مي

گرفت كه درگياهان تراريخته  زد و نتيجه ژنوم گيـاه را حـدس  
A1-30  وA2-17  ــخــه و در گيــاه تراريختــه دو حــداقــل   نسـ
A1-35 نسخه از ژن حداقل يكcodA  است شدهدرج .  

 

  RT-PCRبا استفاده از  T0تراريخته احتمالي تأييد گياهان 
دو آزمون يكي با استفاده از  RNAاز  cDNAبراي سنتز 

يعني  codAاختصــاصــي ژن  و ديگري آغازگر oligodTآغازگر 

ــتفاده codA-5آغازگر برگشــت  ــده اس تفكيك باندهاي بود.  ش
عنوان الگو انجام به cDNAكه با اســتفاده از  PCRحاصــل از 

  مشاهده است. قابل 10در شكلبود  شده
نبوده است. موفق cDNAسنتز  oligodTظاهراً با آغازگر 

ــي ژن   ــاصـ ــتفاده از آغازگر اختصـ طور موفقي به codAاما اسـ
 نمود. را تأييد codAرونويسي از ژن 

  

ها با اســتفاده از بودن آنو تأييد تراريخته T1حصــول گياهان 
PCR  

ــل  ــيده و بذر  مرحلهبه  T0گياهان تراريخته نس بلوغ رس
ــت خوبي توليد ــده و  نمودند. تعدادي از بذرها مجدداً كشـ شـ

 ارزيابي قرار مورد PCRبا استفاده از  T1بودن گياهان تراريخته
در چهار  PCRرا با استفاده از  codAوجود ژن  12گرفت. شكل

  دهد.نشان مي T1گياه 
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تراريخته احتمالي، گياهان Nde1و  Hind-lllهاي و هضم دوگانه با آنزيم Hind-lllبا آنزيم  ي حاصل از هضمDNAتفكيك  -8شكل 

  تراريخته و پلاسميدغير
Fig. 8. Segregation of digested DNA using Hind-lll and double digested DNA using Hind-lll and Nde1 enzymes from 

putative transgenic plants, nontransgenic plant and plasmid 
 

 

 
   در ژنوم گياهان codaدهنده ادغام ژن تراريخته احتمالي نشانسادرن سه گياه گذاريآناليز لكه -9شكل 

Fig. 9. Southern bloting of 3 putative transgenic plants indicated to integration of the codA gene in plants 
 
 

 
  ييد تراريخته بودن گياهانأنشانگر ت RT-PCRجفت باز در  565وجود باند - 10شكل 

كه سنتز  DNA، گياه شاهد غيرتراريخته و شاهد بدون A2-17و  A1-30  ،A1-35پلاسميد، گياهان تراريخته، 100bpاز چپ به راست: سايز ماركر 
cDNA  ازRNA  هاي بعدي نيز به ترتيب پلاسميد، گياهان تراريختهه بود. نمونهغازگر اختصاصي ژن انجام گرفتآدر اين گروه با استفاده ازA1-30  ،  
A1-35  وA2-17 گياه شاهد غيرتراريخته، شاهد بدون ،DNA هاي و سايز ماركر كه نمونهRNA  در اين گروه توسط آغازگرoligodT سنتز شده بود.  

Fig. 10. Existence of 565bp fragment in RT_PCR segregation verified transgenic plants 
Left to right: 100bp size marker, plasmid, transgenic plants of A1-30, A1-35 and A2-17, nontransgenic plant, negative control 

(in this group especial primer used to synthesis cDNA).  
Following samples are plasmid, transgenic plants of A1-30, A1-35 and A2-17, nontransgenic plant, negative control and size 

marker (in this group oligodT primer used to synthesis cDNA 
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  PCRبا استفاده از  T1ييد گياهان تراريخته أت -11شكل 

  تكثير شد.  codAجفت بازي از ژن 565قطعه  codA-5بازي و با استفاده از آغازگر جفت393قطعه  codA-4با استفاده از آغازگر 
   ،A1-30-4و  A1-30-1 ،A1-30-2 ،A1-30-3تراريخته  T1، گياه غيرتراريخته، پلاسميد، گياهان 100bpاز چپ به راست: سايز ماركر 

  .باشدتراريخته و سايز ماركر ميگياه غير ،A1-30-4و  A1-30-1 ،A1-30-2 ،A1-30-3تراريخته  T1، پلاسميد، گياهان DNAشاهد بدون 
Fig. 11. Verification of T1 transgenic plants by PCR 

Primer of codA-4 amplified 393 bp fragment and primer of codA-5 amplified 565 bp fragment from codA gene 
Left to right: size marker 100bp, nontransgenic plant, plasmid, T1 transgenic plants of A1-30-1, A1-30-2, A1-30-3, A1-30-4, 
negative control (without DNA), plasmid, nontransgenic plant, plasmid, T1 transgenic plants of A1-30-1, A1-30-2, A1-30-3, 

A1-30-4, nontransgenic plant and size marker 100bp 

  
  RT-PCRبا استفاده از  T1تأييد گياهان تراريخته 

ــاخت  ــي ژن يعني از آغازگر اخت cDNAدر سـ ــاصـ   صـ
codA-5  الگوي باندي حاصل از  12شـكل  .بود شـده  اسـتفاده

PCR   دوم با اسـتفاده ازcDNA مقايسه با  عنوان الگو را دربه
PCR   همزمان با اسـتفاده ازDNAشده از گياهان ي استخراج

گونه كه در دهد. همانتراريخته روي ژل الكتروفورز نشـــان مي
 RT-PCRدر  A1-30-1شــود، فقط گياه شــكل مشــاهده مي

بودن اين گياه است كه تراريختهحاليجواب مثبت نداد. اين در
. وجود ژن در گياه با استفاده بود شدهتأييد  PCRبا استفاده از 

ــدهتأييد  PCRاز  ــت ش ــادرناس  بلاتينگ انجام، ولي چون س
 در ژنوم گياه نامشخص است. شدن يا نشدن ژننشده، تلفيق

  

 
  PCRبه عنوان الگو در  DNAو  cDNAبا استفاده از  PCRمقايسه قطعه توليدشده در  -12شكل 

Fig. 12. Comparison between produced fragments using cDNA and DNA as template by PCR 
  

ــه گياهولي در مورد  توانيم بگوييم كه ژن در ديگر مي سـ
ــده و رونويســـي نيز انجام گرفته ژنوم گياه تلفيق اســـت.  شـ

و  PCRبا استفاده از نيز  T1بودن گياهان ترتيب تراريختهبدين

RT-PCR شــد. انجام آزمون زيســتي و ايمني در آينده  تأييد
شـــد. اميد اســـت گياهان تراريخته تحمل خوبي  انجام خواهد

  هاي زيستي و غيرزيستي نشان دهند.نسبت به تنش
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Introduction  
Lentil is an important pulse crop in Iran. Lentil is a seed propagating, self-pollinating 

crop originating from Near East. It is containing 27.5% -31.75% protein and it has high 
level of iron, calcium, phosphor, thiamin, niacin, and some unusual amino acid as 
hydroxyarnitin, hydroxyarginin and homo arginin. FAOSTAT reported that the world 
production of lentils was 4,975,621 metric tons in 2013. Major producing countries are 
India, Australia, Canada and Turkey. According to Iranian agricultural statistic (2014), area 
of pulses cultivation estimated 770000 hectares and its 20.2% belong to Lentil. Important 
abiotic stresses that affect lentil are cold, freezing, drought, heat and salinity. Highland and 
cold temperatures areas are the main producer in Iran and production of lentil in these areas 
is limited. So we need tolerant cultivars against cold and freezing stresses for sowing during 
autumn. Glycine betaine (GB) accumulates in some plants under abiotic stress such as cold. 
GB stabilizes the structures and activities of enzymes and protein complexes and maintains 
the integrity of membranes against the damaging effects of excessive salt, cold, heat and 
freezing. The codA gene from Arthrobacter globiformis bacteria encodes choline oxidase 
enzyme that catalyzes synthesis of glycine betaine from choline. The efficiency of 
biotechnology techniques, especially tissue culture and gene transformation is noticeable in 
this aspect. The objective of this research is gene transformation of lentil using codA gene 
to enhance its tolerance against abiotic stress especially cold tolerance. 

 
Materials and Methods 

Seeds of lentil (Lens culinaris Medik) variety of Gachsaran (ILL6212) collected from 
Shiravan Agriculture Research center in Iran were used in this investigation.  

Gene transformation of lentil was done using pChlCOD plasmid. This plasmid is 
containing codA gene. Gene transformation was done by Agrobacterium tumefaciens using 
Cotyledon with slight part of Embryo Axes explant after shooting for cu-cultivation. Co-
cultivation and following selection and regeneration was done according to Zaker Tavallaie 
et al, (2011) protocol. The plasmid was containing one intron of rice that it eliminated 
before cu-cultivation. Three weeks after transferring seedling to glasshouse DNA was 
extracted from leaves samples using modified CTAB protocol. Existence of codA gene was 
investigated by PCR reaction using codA-4 and codA-5 primers. Putative transgenic plants 
were verified by dot blotting also. To determine integration of the gene into transgenic lentil 
southern blotting also was done. RT-PCR after RNA extraction from leaves sample from 
mature plants was done to investigate transcription of codA gene. We collected some seeds 
from putative transgenic plants and after cultivation in glasshouse T1 plants were obtained. 
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PCR, RT-PCR experiments on investigate existence of codA gene and dot blotting was done 
on T1 transgenic plant. 

 
Results and Discussion 

The existence of codA gene into T0 putative transgenic plants was confirmed by PCR 
and dot blotting. Integration of codA gene into genome was revealed by Southern blotting 
and transcription of the gene confirmed by RT-PCR assay, respectively. The existence of 
gene into T1 plants and its transcription was also confirmed using PCR and RT-PCR. 
Considering the availability transgenic seeds, it is possible to perform further bioassay 
experiments regarding to enhancement of tolerance of transgenic plants against abiotic 
stress especially cold stress. 

 
Conclusion 

Gene transformation of lentil by Agrobacterium using codA gene was achieved 
successfully. After co-cultivation, regeneration of transgenic shoots including shoot 
induction, shoot elongation, root induction, hardening and growth in glasshouse to rich to 
mature plants was done successfully according to Zaker Tavallaie et al, (2011) protocol. 
Hygromycine was used as selection agent in selection media. T0 transgenic plants verified 
using PCR, Dot blotting, Southern blotting and RT-PCR. T1 transgenic plants also 
confirmed by PCR and RT-PCR. It is necessary to achieve all bio assays about tolerance of 
transgenic plants against abiotic stress. Also we will investigate inheritance of treat in 
following generation of T1 plants. Also we will do other necessary investigation such as 
biosafety experiments. We hope the transgenic plants will be tolerant against abiotic 
stresses such as cold and freezing. 
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