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كنند و به عنوان جايگاهي براي اثـر هاي موئين، نقش مهمي در جذب آب و مواد غذايي از خاك بازي ميريشه
هاي موئين در گياه آرابيدوپسيس گيري ريشهفرايند شكل. شوندهاي خاك محسوب ميمتقابل با ميكرواگانيسم

ژنهاي متعددي در توسعه سلول هاي گياهي نقش دارند كه در اين تحقيق يك ژن . باشدته شده ميتاليانا شناخ
هاي موئين مؤثر است، جداسازي و گيري ريشهكه به طور مستقيم در شكل AtEXPA18اختصاصي ريشه به نام 
و در نهايت به  كلون pBI121درون ناقل بيان گياهي  NOS و خاتمه دهنده CaMV 35Sتحت كنترل پيشبرنده 

طي  pBI:EXPA18بياني گياهي  باكتري آگروباكتريوموم حاوي ناقل. باكتري آگروباكتريوم منتقل گرديد
آذين جهت ارزيابي اوليه وري گلبذور حاصل از غوطه. آذين به آرابيدوپسيس منتقل شدوري گلروش غوطه

گياهان،  بودن به منظور تأييد تراريختهند و روي محيط انتخابي حاوي كانامايسين گزينش شد بودن تراريخته
. انجام شد RT-PCRروش  بيوتيك كانامايسين بهآناليز مولكولي گياهان رشد كرده روي محيط حاوي آنتي

گياهان  cDNAو همچنين  AtEXPA18و  nptIIژن هاي اختصاصي با به كارگيري آغازگر بدين صورت كه
  .گي گياهان در سطح رونويسي تأييد شدانجام و تراريخت PCRتراريخته  واكنش 
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   مقدمه
دست آوردن آب و مواد ريشه يك اندام گياهي است كه براي به

). Schiefelbein et al.  1997(غذايي از محيط سازگار شده است 
منطقه تقسيم سلولي ريشه شامل مريستم نوك ريشه است كه 

هاي نشأت گرفته سلول. دهدتقسيمات سلولي جديد را انجام مي
-بسط مي ،١طول ي اغلب در منطقه افزايشاز منطقه تقسيم سلول

ها طويل شدند، در منطقه بلوغ متمايز بعد از اينكه اين سلول. يابند
. آورندهاي موئين يا ثانويه را به وجود ميشوند و ريشهمي

پيشنهاد شده است كه وقايع طويل شدن و تمايز كه در ريشه 
تساع غشاء افتد، توسط قابليت بسط ديواره سلولي و ااتفاق مي

  Cosgrove( شودپروتوپلاسم گياهي درون سلولي كنترل مي

حد طويل شدن سلول گياهي محدود به ديواره سلولي ). 1996
ديواره سلولي نقش اساسي در تعيين اندازه و شكل سلول . است

 سلول گياهي براي طويل شدن يا بلوغ،  نياز  به تغيير. گياهي دارد
هاي عواملي كه در تغيير ديواره سلول سلولي داردانتخابي ديواره 

گياهي نقش دارند شامل اجزاء مختلف ديواره سلولي مانند 
ها، اندوگلوكانازها، زايلوگلوكان اندوترانـس گليكوزيلاز اكسپنسين

 ,Cosgrove  1999, 2000a(باشد هاي هيدروكسيل ميو راديكـال

2000b . (راي طويل ها اساساً به عنوان عوامل اصلي ب اكسپنسين
اكثر ). Vissenberg et al. 2000( شوندشدن سلول محسوب مي

ها از طريق سست كردن  اكسپنسيندهد كه شواهد نشان مي
هاي سلولز و پليمر پيوندهاي هيدروژني بين ميكروفيبريل

 Cosgrove(شوند ماتريكس باعث تغيير شكل تدريجي ديواره مي

2000b.(  بتا اكسپنسينآلفا نواده زيرخا 4در  اكسپنسينهـاي ژن ،
. قرار دارند B اكسپنسينو شبه  A اكسپنسينشبه  ،اكسپنسين
-داراي فعاليت سست اكسپنسينبتا و  اكسپنسينآلفا  هايپروتئين

باشند كه در بسط سلولي و ديگر وقايع سلولي مي كنندگي ديواره
كند، شركت دارند ها ديواره سلولي تغيير مينموي كه در طي آن

)Choi et al. 2006 .(بار در مطالعات رشد ها اولين  اكسپنسين
هاي بسط به عنوان پروتئيناسيدي  pHسلولي القا شده در اثر 

 pHها شناخته شده بود كه براي سال. دهنده ديواره شناخته شدند
عث بسط ديواره در گياهان خاكي با 5/5خارج سلولي كمتر از 

                                                            
1 Elongation 

اسب توسط بخش بزرگي از ناسيدي م pHاين فرايند در . شودمي
رشد القا شده در . شودهاي موجود در ديواره انجام مياكسپنسين

pH  ها، در پاسخ رشدي گياهان  اكسپنسيناسيدي و عكس العمل
هاي خارجي مانند نور، خشكي، شوري، ها، محركبه هورمون

هاي هاي مورفوژنتيك مانند تشكيل ريشهشرايط غرقاب و فرايند
عوامل  .)Sampedro and Cosgrove  2005( موئين نقش دارد

در يك مسير (هاي موئين محيطي و هورموني روي رشد ريشه
جوانه زدن ريشه هاي . موثرند)  متمايز از مسير مرتبط با رشد

موئين با سست شدن ديواره سلولي در محل تشكيل ريشه موئين 
ي اسيدي شدن ديواره سلول et al Bibikova. (1998) . همراه است

كه اين اسيدي . هاي موئين ثابت كردنددر محل تشكيل ريشه
 اكسپنسينبدين ترتيب  . ها را فعال كند اكسپنسينتواند شدن مي

توسعه سيستم  هستند كه نقش پيشنهادي درها اي از ژندستهها 
ول و حجم ريشه از افزايش ط. ه شده استائريشه براي آنان ار
اند به عنوان مكانيسمي براي توهاي مويين ميطريق ظهور ريشه

 شرايط در غالبا هاريشه زيرا جذب آب بيشتر در نظر گرفته شود
 ،گرددمي محدود كل طور به ساقه و برگ شدن طويل  كه آبي كم
 يك عنوان به خصوصيت اين كه دهندمي ادامه خود رشد به

 نظر در آبي محدوديت شرايط به گياه سازگاري مهم مكانيسم
  .دشومي گرفته

در توسعه  اكسپنسينهاي با توجه به اينكه نقش بعضي از ژن
ها به گياهان توان با انتقال اين ژنسيستم ريشه تاييد شده است مي

اي توليد كرد كه سيستم ريشه زراعي مورد نظر، گياهان تراريخته
تري داشته و توانايي جذب آب بيشتر و بالتبع تحمل توسعه يافته

در راستاي گسترش اندام . داشته باشند بيشتري به تنش خشكي
ريشه در گياه آرابيدوپسيس و افزايش توانايي گياه براي جذب 

مد نظر  AtEXPA18آب بيشتر، در اين پژوهش تشديد بيان ژن 
  .قرار گرفت

 
   هامواد و روش

   pBI:EXPA18ساخت سازه ژني 
 .ده شدرقم كلمبيا استفاتاليانا آرابيدوپسيس  بذور در اين تحقيق از

ژنومي  EXPA18 ،DNAبه منظور جداسازي و كلون كردن ژن 
 Doyle and( استخراج گرديد CTABگياه آرابيدوپسيس به روش 
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Doyle  1990(. توالي ژن ، به منظور طراحي آغازگرEXPA18 
- هاي برشاز نظر مكان برش با آنزيم DNA Starافزار توسط نرم

مناسب براي  هايدهنده اختصاصي بررسي شد و سپس آغازگر
طراحي اين ژن  CDSبر اساس ابتدا و انتهاي   EXPA18تكثير ژن 

كه به آغازگر پيشرو توالي شناسايي به طوري . )الف -1شكل(شد 
 BamHI )3′آنزيم برشي 

َ5′GGATCCCAGAGTAAAAATGGATCAAAATTT( به   و
 SacI )3′ برشي توالي مربوط به آنزيم آغازگر پسرو

GAGCTCTTAGTTAAAATTAGCCTTGCTCTGَ5′(  اضافه
دليل انتخاب اين دو سايت برشي در دو طرف ژن اين بود  .گرديد

 .نبودند EXPA18كه اين دو آنزيم داراي جايگاه برشي درون ژن 
 Highبا استفاده از آغازگرهاي اختصاصي، آنزيم  PCRواكنش 

Fidelity PCR Enzyme Mix  وDNA ژنومي گياه آرابيدوپسيس 
. ب انجام شد - 1ودار نشان داده شده در شكل مطابق با نم

در ژل آگارز الكتروفورز و باند مربوطه از روي ژل  PCRمحصول 
منظور به . آن با كيت كياژن از ژل استخراج شد DNAبريده و 

طبق دستور شركت  ،pGEM-Tوارد نمودن قطعه به درون ناقل 
اين به  .به دو انتهاي ژن اضافه شد Aپرومگا يك نوكلئوتيد 

 نمودن از مخلوط بعد پرومگا شركت دستور كه طبقصورت 
 درجه 72 دماي در دقيقه 30 مدت به واكنش  مورد نياز مواد

 جلوگيري منظور مرحله به اين از شد و پس داده قرار سانتيگراد
نوكلئوتيدهاي  حذف T/A- cloning وكتور سر دو اتصال از

 QIAquick كيت  از استفاده با واكنش در  موجود اضافي

Nucleotide removal  سپس از كيت شركت كياژن انجام شد
T/A-cloningگيري از منظور بهره، محصول شركت پرومگا، به
تكثير شده  DNAاي براي كلون كردن قطعات مرحلهسيستم يك

به ليگاز  T4 DNAاين قطعات با آنزيم  ، استفاده شد وPCRبا 
 .Eاين الحاق به باكتري محصول. وارد شدند pGEM-Tدرون ناقل 

Coli DH5α  هاي رشد كرده بر از كلوني. مستعد شده منتقل شد
ليتر ميكروگرم بر ميلي 100جامد حاوي  )LB )Merckروي محيط 

سيلين استخراج پلاسميد به روش ليز قليايي بيوتيك آمپيآنتي
هضم  pGEM-Tبه منظور جداسازي قطعه از ناقل . انجام شد

طبق پيشنهاد شركت فرمنتاز  SacIو  BamHIهاي يمدوگانه با آنز
محصول برش آنزيمي با استفاده از كيت كياژن از روي . انجام شد

هاي با آنزيم pBI121هضم دوگانه ناقل . سازي شدژل خالص
سپس ژن . نيز، طبق پيشنهاد شركت فرمنتاز انجام شدمذكور 

EXPA18   توسط آنزيمT4 DNA  ليگاز به درون ناقلpBI121 
 )LB )Merckهاي رشد كرده بر روي محيط از كلوني. كلون شد

بيوتيك كاناماسين ليتر آنتيميكروگرم بر ميلي 25جامد حاوي 
هاي استخراج پلاسميد انجام شد و با واكنش هضم دوگانه با آنزيم

BamHI  وSacI  ي صحت سازه ژنpBI:EXPA18   بررسي شد
اين سازه به تأييد آن، پس از  ساخت سازه ژني و ). 2شكل (

منتقل شد و  LBA4404هاي مستعد آگروباكتريوم سويه سلول
-جامد حاوي آنتي بيوتيك LBها بر روي محيط سپس اين سلول

 100(  ، استرپتومايسين)ميلي گرم بر ليتر 50( هاي ريفامپيسين
كشت ) ميلي گرم بر ليتر 25( و كانامايسين) ميلي گرم بر ليتر

وي اين محيط انتخابي تأييد وجود آگروباكتريوم رشد بر ر. شدند
 حاوي) به واسطه رشد در حضور ريفامپسين و استرپتومايسين(

pBI121  )براي تأييد . بود) به واسطه رشد در حضور كانامايسين
 ها استخراجاز اين كلونينهايي حضور سازه ژني در آگروباكتريوم 

 آگروباكتريوم درپلاسميد به عمل آمد و صحت سازه ژني موجود 

 .)2شكل (با واكنش هضم آنزيمي دوگانه تأييد شد 
 

  
و محل اتصال آغازگرها بر روي اين ژن  EXPA18الف شماي ژن  -1شكل 

  EXPA18برنامه پي سي آر مورد استفاده جهت تكثير قطعه ) ب(و 

 
 به آرابيدوپسيس pBI:EXPA18انتقال سازه ژني 

خاك حاوي  در )كلمبيا يپاكوت(  بذور گياهان آرابيدوپسيس
مرطوب شده بود كه  1:1سبت به ن ماس كولايت و پيتورمي

در  به مدت دو روز كشت شدند به منظور شكست خواب بذر
. ياهان به فيتوترون منتقل شدندسپس گ. نگهداري شدند C °4دماي

ساعت  16(هفته گياهان در شرايط روز كوتاه  4تا  3به مدت 
نگه داشته شدند و سپس به منظور ) ييساعت روشنا 8تاريكي و 
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ساعت  8(القاي گلدهي به فيتوترون با شرايط طول روز بلند 
منتقل شدند در هر دو حالت ) ساعت روشنايي 16تاريكي و 

درصد  50و ميزان رطوبت معادل  C °21ميانگين درجه حرارت 
از  هاين شاخها، دهنده اوليهگل هايبعد از ظهور شاخه .بود

هاي گل ثانويه با تعداد حل روزت قطع شدند تا جوانهنزديك م
هر گلدان داراي  ي انجام گرفت كهزمانتلقيح  .بيشتر توليد گردد

  .گل آذين و تعداد بسيار كمي غلاف بود 30تا  20

وري گل از روش غوطه گياهان آرابيدوپسيس براي انتقال ژن به
كه حاوي  هاسوسپانسيون باكترياين روش  در. آذين استفاده شد

 ODو داراي  Silwet-L77سورفكتانت  05/0درصد سوكروز،  5
ثانيه به  40ها به مدتلدانسپس گ بود آماده شد و 8/1-2حدود 

تمام كه به طوري ،طور وارونه در اين سوسپانسيون قرار گرفتند
  .Zhang et al(ور شد آذين گياه در داخل سوسپانسيون غوطهگل

ساعت در زير پوشش نايلوني و  24مدت  سپس گياهان به. )2006
ساعت گياهان به فيتوترون  24بعد از . در تاريكي قرار گرفتند

نش جهت به منظور گزي بذور حاصل از اين گياهان. منتقل شدند
 5/2درصد و هيپوكلريت  75، با الكل دستيابي به گياهان تراريخت

ر نيم براب MSاين بذور بر روي محيط. درصد ضدعفوني شدند
و از گياهان گزينش شده  كانامايسين كشت شدند mg/l 50حاوي 

انجام شد و  ™RNXبه روش RNAاستخراج بر روي اين محيط 
در نهايت با استفاده از اين . صورت گرفت cDNAمتعاقباً ساخت 

cDNA   و آغازگرهاي اختصاصي ژنnptII  وEXPA18  واكنش
RT-PCR انجام شد. 

  
   نتايج و بحث

با استفاده از آغازگرهاي طراحي شده و با آنزيم  EXPA18ژن 
High Fidelity PCR Enzyme Mix  و با تكنيكPCR  تكثير

آنزيم اين  براي كاهش احتمال خطا در فرآيند تكثير از. گرديد
شود كه مين زده ميگيري دارد و تخاستفاده شد كه خاصيت غلط

 هر يك در،  High Fidelity PCR Enzyme Mix يمنرخ اشتباه آنز
از انجا كه كارايي آنزيم . ميليون نوكلئوتيد در هر چرخه باشد 2/5

ابتدا  PCRهاي داراي خاصيت ترميمي پايين است شرايط انجام 
 High و سپس تكثير قطعه با آنزيم  شدپليمراز بهينه  Taqبا آنزيم 

Fidelity PCR Enzyme Mix طور كه در شكل همان. انجام شد

شده است نتيجه اين تكثير منجر به توليد قطعه  ب  نشان داده - 2
bp 1228 قطعه . آن مطابق با اندازه مورد نظر بودكه اندازه  شد

از انجا كه ناقل حد  شدحاصل در ناقل هاي حدواسط كلون 
 ناقل درون به ژن نمودن وارد منظور بهبود  pGEM-T واسط

pGEM-T ادآز انتهاي يك داراي ناقل اين كه اين علت به و T  
 اين از گرديد پس اضافه ژن انتهاي دو نوكلئوتيد  به يك ميباشد،

 T/A- cloning روكتو سر دو اتصال از جلوگيري منظور مرحله به
 از استفاده با واكنش در  موجود نوكلئوتيدهاي اضافي حذف
شركت كياژن انجام شد  QIAquick Nucleotide removal  كيت

حال رشد روي محيط كشت كه بدست آوردن كلوني هاي در 
در نهايت سازه تهيه شده پس  .انتخابي مويد صحت كار مي باشد

منتقل گرديد كه نتيجه هضم  pBIاز برش و خالص سازي به 
كرده در محيط آنتي  رشد pBI:EXPA18هاي آنزيمي كلون

ج نشان  - 2در شكل  SacΙو  BamHΙهاي دار با آنزيمبيوتيك
در طي اين تحقيق  .باشدشده ميهاي ساخته دهنده صحت كلون

اگروباكتريوم  به EXPA18سازه آماده شده براي تشديد بيان ژن 
كه به عنوان يك ناقل طبيعي در تراريختگي گياهان روشي مرسوم 

دارد منتقل  و كارآمداست و در مورد بسياري از گياهان كاربرد
كيب نوتر pBI121در اين تحقيق نيز به منظور انتقال ناقل . گرديد

به گياه آرابيدوپسيس بدليل در دسترس بودن و كارايي بهتر براي 
اين  LBA4404روش انتقال بواسطه غوطه وري گل آذين از سويه 

 .استفاده شد باكتري

آذين به وري گلاز طريق غوطه pBI:EXPA18سازه ژني 
دليل استفاده از اين روش اين بود . آرابيدوپسيس تاليانا منتقل شد

هاي استفاده شده براي انتقال ژن به گياهان مستلزم وشاكثر ركه 
مراحل كشت بافتي هستند كه اين مراحل مي توانند منجر به 

اي مثل تغيير در متيلاسيون سيتوزين، تغييرات ژنتيكي ناخواسته
بنابراين روش . شوندالقا جهش و همچنين انحرافات كروموزومي 

 .بودخواهد  ترمطلوب عاًانتقال ژني كه فاقد اين مراحل باشد، قط
اين است كه با حذف مراحل  آذينوري گلروش غوطه از مزاياي

 و همچنين كشت بافت و باززايي، زمان كمتري صرف خواهد شد
 هايي كهطي بررسي. به نيروي ماهر و متخصص كمتري نياز است

  اين  بامشخص شده كه است، روي گياه آرابيدوپسيس انجام شده 
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ماركر وزن  )1 ، بر روي ژل آگارز يك درصد EXPA18محصول تكثير ژن  - )ب   ،pBI:EXPA18سازه ژني ) الف. pBI:EXPA18 ساخت و تاييد سازه  -2شكل 

هضم آنزيمي پلاسميدهاي نوتركيب  - )ج  ،High Fidelity PCR Enzyme Mixتكثير شده با آنزيم  EXPA18ژن  )EcoRI+HindIIIλ،  2/مولكولي 
 5در  EXPA18حضور قطعه  )7-3پلاسميد نوتركيب برش نخورده   )EcoRI+HindIIIλ،  2/ماركر وزن مولكولي  )E. coli 1آگروباكتريوموم پس از انتقال به 

  .كلوني مختلف
 

 دست پيدا  درصد 3-5/0 ي حدودبه نرخ انتقال ژنتوان روش مي
كه در اين مزيت از آنجايي علاوه بر .)Zhang et al.  2006( كرد

شود و با توجه به توليد مي گياه آرابيدوپسيس ميزان بذر زيادي
گياهان تراريخته  ،اين تحقيق در درصد 3تا  5/0كارايي انتقال ژن 

زيادي توليد شد كه اگر اين روش انتقال ژن در مورد كلزا هم 
راحل كشت بافت گياهان توان بدون نياز به ممي ،بهينه سازي شود

زمان تلقيح با اگروباكتريوم . تراريخته كلزاي بسياري به دست آورد
در اين روش بسيار مهم است و گياهان تراريخته زماني كه 
اگروباكتريوم پنج روز يا بيشتر بعد از گرده افشاني به كار برده 

ها هدف انتقال ژن، وري گلدر روش غوطه. آيندشود بدست مي
ها مي باشند و اگروباكتريوم بايد قبل از بسته شدن تخمك 
Locule استفاده از اين روش در گياهان كلزا. وارد تخمدان شود 

)Li et al.  2010( يونجه ،)Trieu et al. 2000(  و تربچه)Curtis 

and Nam  2001(  افزايش تراكم سلولي . نيز گزارش شده است
باعث افزايش  2به  8/0 از )600OD(اگروباكتريوم مورد استفاده

 3- 2به ميزان  ،آذينراندمان انتقال ژن به روش غوطه وري گل
  اين پژوه در  بنابراين  ).Martinez et al.  2004(مي گردد  درصد

پس از  .استفاده شد 600OD( 2(آگروباكتريوم  سلولي  تراكم  از 
آذين به وري گلبا روش غوطه  pBI:EXPA18انتقال سازه 

براي آرابيدوپسيس بذوري كه از اين گياهان حاصل گرديد  گياهان
نيم برابر  MSبر روي محيط  گزينش اوليه گياهان تراريخته

بذوري كه جوانه زده بعد از گذشت دو هفته  .انتخابي كشت شدند
ها كه غيرتراريختكه حاوي ژن بودند در صورتيبودند در صورتي

-مه داده و سبز ميگرديدند به رشد اداسفيد شده و حذف مي

الف نشان داده شده است  3طور كه در شكل ماندند لذا همان
تعدادي از گياهان توانايي رشد در محيط كانامايسين را دارند كه  
به عنوان گياهان تراريخته احتمالي انتخاب شده و به گلدان منتقل 

 ).ب 3شكل( شدند
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كانامايسين  µg/ml50شناسايي گياهان تراريخته احتمالي آرابيدوپسيس بر روي محيط انتخابي حاوي  )  بيدوپسيس الفشناسايي گياهان تراريخته احتمالي آرا - 3شكل 

 شكل ب  گياهان تراريخته احتمالي آرابيدوپسيس پس از انتقال به گلدان
 

بيوتيك كانامايسين بعنوان گزينشگر اوليه گياهان استفاده از آنتي
ت كه كانامايسين قادر است با ايجاد تراريخته به اين دليل اس

 S30 سازي و با اتصال به بخشاختلال در عملكرد پروتئين
  اثر را از بين  تحت  ها وجود دارد، سلول  ريبوزوم، كه در اندامك

ميزان مقاومت يك سلول گياهي تراريخت شده بستگي كامل  .ببرد
جايگاه   و  كانامايسين  به  مقاومت  ١ژن  هاي  نسخه   تعداد   به

در اين پژوهش از غلظت  .دارد ٢اي قرارگيري آن درون ژنوم هسته
ميلي گرم بر ليتر به منظور انتخاب گياهان  50كانامايسين 

در اين غلظت كانامايسين گياهان شاهد از . تراريختهه استفاده شد
در حاليكه با اين غلظت . رشد باز ماندند و سفيد شدند

ريخته توليد ريشه هاي بلند نموده و سبز ترا كانامايسين، گياهان
منجر به از ) ميلي گرم بر ليتر 50( غلظت بيش از اين حد .ماندند

به منظور تأييد . احتمالي مي گردد  بين رفتن گياهان تراريخته
در گياهان تراريخته  EXPA18تراريخته بودن گياهان، بيان ژن 

استخراج پس از  .بررسي گرديد RT-PCRبا كمك روش احتمالي 
RNA  و ساختcDNAاز آغازگرهاي مناسب  ، با استفاده

 PCRواكنش  هاي اختصاصي،و با به كارگيري آغازگر) dTاليگو(
  از استفاده   با  RT-PCR نتيجه آزمونگونه كه همان. انجام شد

گياهان تراريخته   sscDNA و  nptIIژن    اختصاصي  آغازگرهاي
 7تا  2هاي دهد، در چاهكالف نشان مي 4و شاهد، در شكل

ژني مورد نظر در گياهان  و در نتيجه سازه  nptII حضور ژن
. گرددتاييد مي  bp 560 حدود ، با ظاهر شدن باندتراريخته

                                                            
1 Gene copy number 
2 Position effect 

باند مورد نظر در  در اين شكل نمايانگر عدم وجود 10چاهك 
دهد كه گياهان باشد كه مجموع اين دو نشان مياين مكان مي

. باشدمي nptIIي ناقلي هستند كه داراي ژن انتخاب شده حاو
كه باند به دست آمده در تست قبل جهت تأييد بيشتر و اثبات اين

با  RT-PCRباشد مجدداً آزمون آلودگي موجود در محيط نمي
 sscDNA و EXPA18ژن استفاده از آغازگرهاي اختصاصي 

ر شكل همانطور كه د. گياهان تراريخته به عنوان الگو انجام گرديد
حاصل از تكثير با  bp 789شود، قطعه ب مشاهده مي- 4

تنها در گياهان تراريخته وجود دارد و در  EXPA18آغازگرهاي 
ي بر تشديد تأييدشود كه اين مسئله، گياه شاهد باندي ديده نمي

 .باشددر گياهان تراريخته مي EXPA18بيان ژن 

 ريخت و مقايسهگياه ترا هايبر روي نمونه RT-PCRنتايج آزمون 

 دهد ياه شاهد غيرتراريخت نشان ميآن با نمونه خالص شده از گ

 قابل ذكر .گيرداز ژن مورد نظر انجام مي موفق كه نسخه برداري

 ساخته شده نقش بسيار موثريهاي  cDNAسازي است كه رقيق

 همانطور كه. دارد RT-PCRدر تكثير باند مورد نظر در واكنش 

 .باشدمختص بافت ريشه مي EXPA18ژن  قبلاً ذكر شد، بيان

 هاي برگ و گلرفت چون از بافتبنابراين همانطور كه انتظار مي

 انجام شد، باندي در گياهان شاهد مشاهده RNAآذين استخراج 

 S35با توجه به اينكه اين ژن در سازه ژني، تحت پيشبرنده . نشد

هاي افتقرار گرفته است، طبق انتظار بيان اين ژن در تمام ب
  .شودگياهان تراريخته انجام مي
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  )الف(

  
 )ب(

ماركر  )1  ،بر روي ژل آگارز يك درصد nptIIبا آغازگرهاي اختصاصي ژن  RT-PCRنتيجه آزمون ) الف. با آغازگرهاي اختصاصي RT-PCRنتيجه آزمون  -4شكل 
  .با در گياه شاهد nptIIعدم تكثير ژن  )10راريخته در گياهان ت nptIIتكثير ژن  )EcoRI+HindIIIλ  9-2/وزن مولكولي 

 - EcoRI+HindIIIλ  3 - 1 ،7- 5 ،11/ماركر وزن مولكولي  )8 ،بر روي ژل آگارز يك درصد EXPA18با آغازگرهاي اختصاصي ژن  RT-PCRنتيجه آزمون )  ب
  گياه شاهد در EXPA18ژن  cDNAعدم تكثير  )4   ،درگياهان تراريخته EXPA18ژن  cDNAتكثير  )9
  
  

رود ها در بسط ديواره سلولي انتظار مياكسپنسينبا توجه به نقش 
  با . تري ايجاد شودهاي توسعه يافتهكه با تشديد بيان اين ژن ريشه

 قرار گرفته و بيان اين  S35توجه به اينكه اين ژن تحت پيشبرنده 
ين ژن در تمام بافت هاي گياهان تراريخته انجام مي شود، بنابرا

انتظار مي رود كه علاوه بر توسعه اندام ريشه فنوتيپ جديدي در 
ضمن . ها مشاهده شود كه بايد مورد بررسي قرار گيردديگر اندام

نقش  تأييدبررسي تاثير افزايش بيان اين ژن در آرابيدوپسيس و 
  يكي از  توان اين ژن را به گياه كلزا كهاين ژن در توسعه ريشه مي

با اهميت در جهان به شمار خوراكي و صنعتي  هاي روغنيدانه
  .آيد، انتقال دادمي
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