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  چكيده

اكسپنسين ها پروتئين . است سلول بزرگ شدن و تقسيم سلولي در نتيجهرشد گياه 
. بلند مدت ديواره هاي سلولي عمل مي كنند بسطهايي هستند كه به عنوان واسطه در 

در اين پژوهش ژن . گياهي نقش هاي متنوعي را انجام مي دهند اكسپنسين ها در سلول هاي
AtEXPB2  براي اين كار ابتدا ژن مذكور از ژنوم . شدتشديد بيان  آرابيدوپسيس تاليانادر گياه

در ناقل هاي جفت بازي تكثير شده  1134قطعه سپس  .آرابيدوپسيس تكثير و جدا گرديد
ژن به روش غوطه وري گل آذين با واسطه  انتقال. شدكلون  pBI121و  pGEMTحدواسط 

بذور حاصل در محيط حاوي آنتي بيوتيك كانامايسين كشت داده .  آگروباكتريوم انجام شد
كانامايسين و آنتي بيوتيك بودن به متحمل برگي كه نشانه  سبز چهارشده و گياهچه هاي 

ش زنجيره اي پليمراز از واكن. گرديده گلدان منتقل تراريخت بودن احتمالي گياهان است ب
با پرايمر هاي اختصاصي ژن  RT-PCRآناليز . براي تاييد گياهان تراريخت استفاده شد

AtEXPB2  فعال بودن آن را در سيستم گياهي  جفت بازي را تكثير نمود كه 822قطعه
نتايج حاصله نشان داده كه امكان تشديد بيان ژن هاي خانواده . آرابيدوپسيس تاييد كرد

  .سين براي رسيدن به گياهان متحمل به تنش خشكي وجود دارداكسپن
  

  AtEXPB2، اكسپنسين، تنش خشكي،  تشديد بيان، آرابيدوپسيس تاليانا :كليدي واژه هاي
 

  مقدمه
 سلول بزرگ شدن و تقسيم سلولي در نتيجهرشد گياه 

 و مورفولوژي رشد براي سلول توسعه تنظيم است و 
اكسپنسين ها . )Smith, 2003(گياهي حياتي است 

پروتئين هايي هستند كه به عنوان واسطه در توسعه 
و به  ،بلند مدت ديواره هاي سلولي مجزا عمل مي كنند

 ,Cosgrove( دو گروه خانواده آلفا و بتا تقسيم مي شوند

2000a(.  25اگر چه توالي آمينواسيدي اين دو خانواده 
بيني شده  درصد مشابه مي باشد اما ساختار ثانويه پيش

درصد يكساني داشته و هر دو  75براي آنها بيش از 
 شده مشترك مي باشند حفظخانواده در دمين هاي 

)Cosgrove et al., 1997(. هايي اكسپنسين ها پروتئين 

 باشند و اولين ميدالتون  26000مولكولي حدود  وزن با

 گياه هاي بافت ايرپس از آن از سو  خيار هاي جوانه از بار

). McQueen-Mason et al., 1992(شدند تخراجاس
اكسپنسين ها در واكنش به تنش خشكي در گياهچه 

طوري كه ادامه رشد ه هاي ذرت نيز شركت دارند ب
ريشه همراه با افزايش فعاليت اكسپنسين ها در مناطق 

به نظر مي .  )Wu et al., 1996(در حال رشد مي باشد
امل تخريب رسد كه مكانيسم عمل اكسپنسين ها ش

پيوندهاي هيدروژني بين اتصالات عرضي گليكان هاي 
 ،ديواره سلولي و ميكروفيبريل هاي سلولزي است

اكسپنسين ها برخلاف زايلوگلوكان آندوترنس 
و گليكاناز ها بطور  )XTHs(هيدرولاز ها/ گلوكوزيلاز
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ديواره مي  انبساطمستقيم باعث تحريك 
مطابق با مدل  ). Cosgrove & Durachko, 1994(شوند

مكانيسم سست شدن اوليه و ثانويه ديواره، فاكتور هاي 
 انبساطسست شدن اوليه مانند اكسپنسين ها مستقيما 

را تحريك مي كنند  )Turgor(ديواره ناشي از فشار تورگر
كه كه فاكتور هاي ثانويه سست شدن ديواره  درحالي
شدن اوليه،  سستها در پاسخ به وقايع  XTHمانند 
با ). Cosgrove, 2000b(تار سلولي را تغيير مي دهندساخ

روشن شدن اولين توالي اكسپنسين، ثابت شد كه اين 
پروتئين ها توسط يك خانواده قابل توجه چند ژني كد 

، ها رو به رشد گزارش دتعدا). Li et al., 2002(مي شوند
شواهد محكمي را مبني بر تنوع بيشتر كاركرد هاي 

ديگر پروتئين هاي ديواره سلولي و اكسپنسين نسبت به 
فاكتور هاي شل كننده ديواره در رشد و نمو گياهان 

آب  در برنج). Choi et al., 2006(فراهم كرده است
بيان ژن هاي اكسپنسين با رشد  )Deep water(عميق

ميانگره همبستگي نشان داده و اين فرضيه را ثابت مي 
 & Lee(ندكند كه اكسپنسين ها در رشد گياهان موثر

Kende, 2001; 2002 .(نها همچنين در رشد و توسعه آ
و  AtEXPA7ريشه نيز دخالت دارند و بيان دو ژن 

AtEXPA18  در آرابيدوپسيس همبستگي زيادي با
 ,Cho & Cosgrove(تشكيل ريشه هاي مويين نشان داد

نقش اكسپنسين ها به عنوان واسطه عمل ). 2002
 & Cho(ده استهورمون ها نيز اخيرا بررسي ش

Cosgrove, 2004 .( علاوه بر نقش اكسپنسين ها در
اندام ها، نقش احتمالي آنها در ريز اندام ها،  انبساط
و شل شدن ميوه ها نيز مطالعه شده  انبساط
ممكن است اكسپنسين ها ). Reidy et al., 2001(است

در سست كردن ديواره سلول و بزرگ تر شدن ميوه طي 
 نيز به عنوان واسطه عمل كنندمراحل مختلف رشد 

)Hiwasa et al., 2003; Kitagawa et al., 2005(. 
بنابراين خانواده ژني اكسپنسين داراي عملكرد هاي 

در دسترس بودن  .وسيعي در رشد گياهان مي باشد
توالي كامل ژنوم آرابيدوپسيس كاوش آن را براي توالي 

ژنوم  هاي ژن هاي اكسپنسين فراهم كرده است در واقع
مي ) ORF(باز  خواندني قالب 38آرابيدوپسيس داراي 

مي  رمزاكسپنسين را باشد كه پروتئين هاي شبه 
از در آرابيدوپسيس چندين ژن ). Li et al., 2002(كنند

به طور وسيع مطالعه شده اند و از خانواده اكسپنسين 
مي باشند كه  AtEXPA18و  AtEXPA7جمله آنها 

 & Cho(ز مويي شدن ريشه دارندارتباط نزديكي با آغا

Cosgrove, 2002.(  
يكي از ژن هاي خانواده بتا  AtEXPB2ژن  

اكسپنسين ها مي باشد كه بيشتر در ريشه و بافت هاي 
آن بيان مي شود و موجب مقاومت به تنش هاي 

گزارش شده  كه در سويا اين ژن در . محيطي مي گردد
آب نقش تنش هاي محيطي مانند كمبود فسفر، آهن و 

هدف از اين مطالعه تشديد ). Guo et al., 2011(دارد
در گياه آرابيدوپسيس و بدست  AtEXPB2بيان ژن 

آوردن لاين هاي تراريخت فعال از نظر بيان اين ژن در 
  . بافت هاي مختلف مي باشد

  
  مواد و روش ها  
  مواد گياهي، باكتري ها و ناقل ها

 Arabidopsis(در اين مطالعه از گياه آرابيدوپسيس 

thaliana (باكتري هاي  زا. رقم كلمبيا استفاده شد
E.coli  سويهDH5α  سويه  آگروباكتريوم تومفاسينسو

LBA4404  به عنوان ميزبان هاي حدواسط استفاده
داراي (شركت پرومگا  pGEMTاز پلاسميد هاي . گرديد

كه  pBI121، و ناقل دوگانه )ژن مقاومت به آمپي سيلين
مقاومت به كانامايسين و پروموتر ژن ، gusداراي ژن 
CaMV35s  مي باشد براي تشديد بيان ژنAtEXPB2 

  . در آرابيدوپسيس استفاده شد
 pBI121:AtEXPB2ساخت سازه 

از گياه آرابيدوپسيس تاليانا  AtEXPB2براي تكثير ژن 
-'5(دو آغازگر اختصاصي پيشرو 

GGATCCATGACAATTCTTGTCGTAGATCG

- 3'   :AtEXPB2-F     ( و    پسرو   )5'-

GAGCTCTTAAAAGTTGACGTTGGATTTGT

A- 3'   :AtEXPB2-R(  با استفاده از توالي اين ژن
قطعه مورد  همسانه سازيطراحي گرديد و به منظور 

 BamHIتوالي آنزيم برشي  pBI121گياهي  ناقلنظر در 
ازگر پسرو اضافه ــدر آغ SacIرو و ــدر آغازگر پيش

-'5(رو ي پيشــصاصـزگر اختاــت آغـيك جف. رديدــگ

GGCTATTCGGCTATGACTGG- 3'   :NptII-F     (
-GGATACTTTCTCGGCAGGAG-'5(   و    پسرو 

3'   :NptII-R  ( نئومايسين فسفو نيز از توالي ژن
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براي تاييد گياهان تراريخت  pBI121 ناقل ترانسفراز
  .مورد استفاده قرار گرفت

از   AtEXPB2به منظور جداسازي ژن 
ژنومي گياه آرابيدوپسيس به روش  DNAيدوبسيس، آراب

CTAB  استخراج و واكنش زنجيره اي پلي مراز با آغاز
، بوسيله كيت تكثير  AtEXPB2گر هاي اختصاصي ژن 

براي تكثير  Pfu و آنزيم ) C.N: EP0571(شركت فرمنتاز
لازم به ذكر است كه . ژن مورد نظر  استفاده گرديد

 Aنزيم فاقد نوكلوتيد انتهايي قطعه تكثير شده با اين آ
مي باشد و بنابراين براي همسانه سازي آن در ناقل 

pGEMT  نياز به اضافه نمودن نوكلوتيدA  به انتهاي
قطعات بود كه پس از جداسازي قطعه تكثير شده از 

 ,glassmilk )Sambrook & Rusellروي ژل به روش 

اضافه  Aبه انتهاي قطعات بازيابي شده نوكلوتيد ) 2001
، ناقل  pBI121براي همسانه سازي ژن در ناقل . گشت

را   pBI121 و ناقل AtEXPB2حد واسط حاوي ژن 
برش زده و  SacIو  BamHIتوسط آنزيم هاي برشي 

 پلاسميد، استخراج. واكنش اتصال قطعات انجام شد

 سلول تهيه برشي ذكر شده، هاي آنزيم با هضم واكنش

باكتري ها با استفاده از مستعد، تراريخته كردن  هاي
روش حرارتي و واكنش اتصال مطابق دستورالعمل هاي 

انجام ) Sambrook & Rusell, 2001(سمبروك و راسل 
براي رشد باكتري ها استفاده شد و  LBاز محيط . شد

تراريخته كردن اگروباكتريوم به روش انجماد و ذوب 
از روش هضم آنزيمي ). Walker, 2006( انحام گرفت

و از   pBI121و pGEMTراي تاييد كلني هاي نوتركيب ب
براي تاييد كلني هاي نوتركيب آگروباكتريوم  PCRكلني 

از آنتي بيوتيك هاي آمپيسيلين و  .استفاده شد
كانامايسين براي غربال سلول هاي گيرنده پلاسميد هاي 

  .مربوطه استفاده شد
  انتقال سازه به گياه آرابيدوپسيس

گياه آرابيدوپسيس به روش غوطه وري انتقال سازه به 
)Floral dip (انجام گرفت)Desfeux et al., 2000 .( در

در محلول  ثانيه 30-40آذين به مدت  اين روش گل
ساعت  24و سپس گياهان به مدت  .تلقيح غوطه ور شد

در تاريكي قرار گرفته و اين عمل بعد از يك هفته دوباره 
ر ها برداشت شده و پس بعد از رسيدن گلها بذ. تكرار شد

ميلي گرم  50حاوي  MSاز ضد عفوني بر روي محيط 

در ليتر كانامايسين پخش شدند و پس از نگهداري آنها 
درجه به فيتوترون منتقل  4ساعت در دماي  48به مدت 
روز گياهچه هايي كه هنوز سبز  14 از گذشت و پس

 .بوده اند جهت آناليز هاي بعدي به گلدان منتقل شدند
RNA  گياهان تراريخت احتمالي با كيتRNAx  شركت

سيناژن استخراج شده و ساخت رشته مكمل نيز با كيت 
  .شركت فرمنتاز انجام شد cDNAسنتز 
  

  نتايج و بحث
به كمك واكنش زنجيره اي پليمراز و  AtEXPB2ژن 

ژنومي  DNAاز  Pfuآغازگرهاي اختصاصي آن با آنزيم 
. تكثير شد سيس تالياناآرابيدوپاستخراج شده از گياه 

نشان داده شده است نتيجه . الف1همانگونه كه در شكل 
واكنش زنجيره اي پليمراز منجر به تكثير قطعه اي 

 AtEXPB2جفت بازي شده كه معادل با طول ژن  1146
  .مي باشدبه علاوه سايت هاي برشي گياه آرابيدوپسيس 

حامل ژن مقاومت به  pGEMTاز آنجا كه ناقل پايه 
حاوي  pGEMTآمپي سيلين مي باشد ناقل نوتركيب 

با روش شوك  E.coliبه باكتري  AtEXPB2قطعه 
حرارتي منتقل شده و روي محيط حاوي آنتي بيوتيك 

كلون هاي ظاهر شده بعد . آمپي سيلين كشت داده شد
ساعت روي محيط انتخابي احتمالا نوتركيب مي  24از 

يع كشت داده كلون هاي نوتركيب در محيط ما. باشند
هضم پلاسميد . شده و از آنها پلاسميد استخراج گرديد

هاي نوتركيب استخراج شده با آنزيم هاي برشي 
BamHI  وSacI  انجام شده و قطعهbp 1146  كه برابر

نوكلوتيد توالي شناسايي دو  12و  AtEXPB2طول ژن 
از آنجا .) ب 1شكل(بود جدا شد  SacIو  BamHI آنزيم

مي باشد همزمان ژن  gusحاوي ژن  pBI121كه ناقل 
gus  نيز از پلاسميدpBI121  با آنزيم هاي برشي

BamHI  وSacI واكنش اتصال ژن . حذف  شد
AtEXPB2  به ناقل گياهيpBI121  با استفاده از آنزيم

T4 DNA Ligase  شركت فرمنتاز انجام شده و سازه
منتقل  E.coli به سلول هاي مستعد pBI121نوتركيب 

 كلون هاي نوتركيب حاوي ژن شناساييجهت  .شد

AtEXPB2 ، باكتري هاي رشد كرده در محيط انتخابي به
همانگونه كه . مورد ارزيابي قرار گرفتند PCRروش كلني 

ج نشان داده شده كلوني هاي حاوي قطعه 1در شكل 
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جهت تاييد نهايي . جفت بازي نوتركيب مي باشند1146
ي هاي رشد كرده در از باكتر pBI121:AtEXPB2سازه 

، پلاسميد استخراج گرديده و هضم آنزيمي LBمحيط 
دارا . آورده شده است. د1صورت گرفت كه در شكل 

جفت بازي دليل نوتركيب بودن كلون  1146بودن قطعه 
 در تراريختيهاي هاي مورد نظر مي باشد و از آنها براي 

  .شدگياه آرابيدوپسيس استفاده 
به گياه  pBI121:AtEXPB2 سازهبراي انتقال 

. آرابيدوپسيس، روش غوطه وري گل آذين انتخاب شد
حاوي توالي ژن مقاومت به كانامايسين  pBI121ناقل 

بوده كه به گياه منتقل مي شود بنابراين گياهان 
برگي سبز باقيمانده اما  4تراريخت احتمالي در مرحله 

گياهچه هاي سبز . گياهان غير تراريخت سفيد مي شوند
به  ،صل از كشت بذور در محيط حاوي كانامايسينحا

استخراج  RNAو از آنها .) ب2شكل(گلدان جديد انتقال 
براي تاييد تراريخت بودن . ساخته شد هاآن cDNAو 

با استفاده از پرايمر  PCRگياهان بدست آمده، واكنش 
ژن مقاومت به ( NptІІو  AtEXPB2هاي اختصاصي ژن 

ساخته شده انجام  cDNAبر روي ) كانامايسين
  .)ود. ج 2شكل.(گرفت

  
                                                           

 
برش ناقل :ب. سايز ماركر 2نمونه تكثير شده و چاهك  1چاهك  . A. talianaاز ژنوم گياه  AtEXPB2تكثير ژن : الف  - 1شكل 

pGEMT  حاوي ژنAtEXPB2  سايز ماركر ،sm0191  به  5و  3،4پلاسميد برش نخورده و چاهك هاي : 2،  چاهك فرمنتازشركت
به  4و 2،3سايز ماركر،  چاهك هاي  1، چاهك  AtEXPB2با پرايمر هاي اختصاصي ژن  PCRكلني : ج.  5و  4، 3ترتيب كلون هاي
 1، چاهك SacIو  BamHI با آنزيم هاي pBI+AtEXPB2برش آنزيمي سازه : د. كنترل منفي 5چاهك   4و  3، 2ترتيب كلون هاي

  .  pBI:AtEXPB2سازه : و. سايز ماركر 2برش خورده و چاهك  pBI121سازه 
  

براي انتقال ژن گل آذين انتخاب روش غوطه وري 
AtEXPB2  موفقيت آميز بوده و مزيت اين روش نسبت

به ساير روش هاي انتقال ژن اين است كه به كشت بافت 
و از آنجايي كه ) Li et al., 2009( و باززايي نياز نداشته

گياه آرابيدوپسيس بذر زيادي توليد مي كند كارايي 
 ,Clough & Bent(انتقال نيز به مراتب بالاتر خواهد بود

1998; Harrison et al., 2006 .( ژنAtEXPB2  تحت

وارد شده  آرابيدوپسيس تاليانابه گياه  35S ندهبر پيش
آنجا كه بيان ژن از . نيز بررسي شد RT-PCRبيان آن با 
AtEXPB2  در آرابيدوپسيس پايين بوده امكان جداسازي

وجود نداشت بنابراين اين ژن بطور  cDNAآن از 
الف با  1مقايسه شكل . شدژنومي جدا  DNAمستقيم از 

جدا شده از  AtEXPB2نشان مي دهد كه ژن . د 2شكل 
آرابيدوپسيس پس از انتقال، رونويسي شده و ويرايش آن 
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در سيستم آرابيدوپسيس انجام شده و واكنش  بخوبي
RT-PCR  رويcDNA  مشخص كرده كهmRNA  بالغ

در سلول هاي برگ ساخته مي  bp822آن با طول 
  ).3شكل (شود

  

 
انتقال گياچه هاي مقاوم به : ب. كشت بذور حاصل گياهان تلقيح شده بروي محيط حاوي آنتي بيوتيك كانامايسين: الف  - 2شكل 

لاين هاي تراريخت  3و2سايز ماركر، چاهك  1، چاهك NptIIبا پرايمر هاي اختصاصي ژن  PCRانجام : ين به گلدان جكانامايس
گياهان تراريخت و شاهد، چاهك  cDNAبا پرايمر هاي اختصاصي از روي  AtEXPB2تكثير ژن : گياه شاهد، د 4احتمالي و چاهك 

  .سايز ماركر 4چاهك لاين هاي تراريخت و  3و2گياه شاهد، چاهك هاي 1
  

 

جفت باز  1134اينترون و طول  3اگزون و  4ژن كه داراي  DNAتوالي : الف. AtEXPB2شماي كلي توالي نوكلوتيدي ژن   - 3شكل 
جفت بوده و اينترون هاي آن حذف شده و اگزون هاي آن به  822كه داراي طول AtEXPB2 ويرايش شده ژن mRNAتوالي : ب. است

  .هم چسبيده  است
  

نتايج نشان داده كه ژن منتقل شده در بافت هاي 
 اكسپنسين ها يك. برگي فعال بوده و بيان مي شود

 توسعه پيشنهادي در نقش كه هستند ژنهايي از دسته

 & Cho(است شده ارايه آنان براي ريشه سيستم

Cosgrove, 2002(  و بنابراين مي توان از آنها براي ايجاد
 افزايش كه هره جست چراگياهان مقاوم به خشكي ب

 مي مويين هاي ريشه ظهور طريق از ريشه حجم و طول

 نظر در بيشتر آب جذب براي مكانيسمي عنوان به تواند

 كه آبي كم شرايط در غالبا ريشه ها زيرا شود گرفته

 گردد، مي محدود يكل طور به ساقه و برگ شدن طويل

 يك نعنوا به ويژگي اين كه مي دهند ادامه خود رشد به

 در آبي محدوديت شرايط به گياه سازگاري مهم مكانيسم

پروتئين  اعتقاد بر اين است كه  .مي شود گرفته نظر
 پذيري انبساط تنظيم نقش مهمي در  هاي اكسپنسين

و تاكنون در ). Zenoni et al., 2004(ديواره سلولي دارند
 .بسياري گونه ها و بافت هاي گياهي شناسايي شده اند

نقش هاي متفاوتي براي آنها ذكر شده از جمله همچنين 
در پتانسيل پايين آب، با حفظ طويل شدن ريشه در 
برنج كه يك پاسخ مهم براي كمك به از سرگيري تامين 

در ). Yang et al., 2004(آب گياهي است مرتبط اند
ذرت پس از القاي تنش با پلي اتيلن گلايكول افزايشي 

سرگيري رشد ازين قبل از اكسپنس-در بيان ژن هاي آلفا
). Sabirzhanova et al., 2005( برگ ها مشاهده شد

عملكرد اكسپنسين ها به انواع مختلفي از رشد سلول 
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در برنج نقش . هاي گياهي و تمايز آنها ارتباط داده شد
اكسپنسين ها در طويل شدن ميان گره ها ثابت شده و 

توسعه بر رشد و  OsEXPA4اكسپنسين  -تاثير  ژن آلفا
و نقش آنها ) Choi et al., 2003(است گياه نشان داده 

 Kalamaki( در نرم شدن گوجه فرنگي نيز مهم ذكر شد

et al., 2003a .( در سويا بيان ژنGmEXPB2  در ريشه
ويژه ه به هنگام مواجهه با برخي از تنش هاي محيطي ب

تنش خشكي افزايش يافت و مي توان از آن براي ايجاد 
 ,.Guo et al( قاوم به خشكي بهره جستگياهان م

در گوجه فرنگي افزايش و كاهش بيان ژن ). 2011
LeExp1  به ترتيب باعث نرمتر و سخت ترشدن ميوه

در اينجا نيز براي بررسي ). kalamaki et al., 2003b(شد
ان تراريخت، ـاهـدر گي AtEXPB2ر نقش ژن ــبيشت

ژيكي در از نظر خصوصيات مورفولو T2و  T1هاي  نسل
  . شرايط تنش و نرمال آناليز خواهند شد

  نتيجه گيري
و انتقال آن به گياه  pBI:AtEXPB2ساخت سازه 

در اين . آرابيدوپسيس بصورت موفقيت آميز انجام شد
پژوهش سازه مورد نظر به روش غوطه وري گل آذين و 
با واسطه آگروباكتريوم به گياه هدف منتقل شده و انجام 

ثابت كرد كه ژن منتقل شده در گياه  RT-PCRواكنش 
ميزبان رونويسي شده و فرايند ويرايش و تبديل آن به 

mRNA  بالغ بخوبي در گياه آرابيدوپسيس انجام مي
و با توجه به نقش اكپنسين ها در بافت هاي  ،گيرد

مختلف گياهي، مي توان از اين راه به گياهان متحمل به 
  .خشكي دست يافت
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