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 هچكيد

 است،موقعيت آنها در ژنوم آرابيدپسيس مشخص شده ز جيبرلين در گياه شناخته شده و يكي از ژنهايي كه در سنت

RGL2 با استخراج .  كه در اين بررسي كلن گرديدباشد ميDNAيس، اكوتيپ كلمبيا و استفاده از آغازگرهاي  از آرابيدوپس
و ژن تكثير شده با (+) PET-32a  پلاسميد.  اين ژن تكثير شد،اختصاصي كه بر اساس توالي ژن مورد نظر ساخته شده بودند

ل، پلاسميد پس از اتصال ژن مورد نظر به پلاسميد ناق. برش داده شدند Sal I و Nco Iبه نامهاي  استفاده از دو آنزيم برشي خاص
كلن ج حاصل از انتقال پلاسميد ناقل،  بر روي نتايPCRبا اجراي .  منتقل گرديدXL10-Gold سوش E. coliحاوي ژن به باكتري 
 .يد قرار گرفتشدن اين ژن مورد تأي

 
 .  جيبرلين، كلنينگ وRGL2آرابيدوپسيس، ژن : كليديهاي  واژه

 
  مقدمه

ني است كـه    بذر حامل يك گياه كامل به صورت جني       
در مسير توسعه متوقف گرديـده اسـت و منتظـر شـرايط             
مناسب محيطي است تا چرخـه زنـدگي خـود را از سـر              

انتقـال حالـت خـواب بـذر بـه      ). Bewley, 1997(گيرد 
 به وسيله عوامل بيروني و محيطي نظيـر         زني  جوانهحالت  

كيفيت نور، رطوبت و نيز عوامل دروني نظير جيبـرلين و           
ابسسـيك اسـيد موجـب      . گيرد ورت مي ابسسيك اسيد ص  

لي جيبـرلين موجـب      و ،شود ايجاد خواب و ابقاي آن مي     
 Steber)گردد   بذر ميزني جوانهشكستن خواب و القاي 

.et al,. 1998)  اهميــت تعــادل بــين ابسســيك اســيد و
 بـذر بـه بهتـرين نحـو بـا مطالعـه             زني  جوانهجيبرلين در   
. اده شـده اسـت  دو مـاده نشـان د   ثر بر ايـن     ؤموتانتهاي م 

جيبرلينها از جمله هورمونهاي گياهي هستند كه در طـول       
 ،به عنوان نمونه  . وري هستند دوره رشد گياهان بسيار ضر    

زدن بذر، رشد رويشي و توسعه گل و بذر از جمله       جوانه
 ,Davies) مراحلي است كه به ايـن هورمونهـا نيـاز دارد   

  رشــد اطلاعــات زيــادي مربــوط بــه تنظــيم فــاز(1995.
هاي هورموني آنهـا فـراهم       رويشي گياهان و تنظيم كننده    

 ;Berardini et al., 2001; Dill et al., 2001) شده است

Hunter et al., 2003; McGinnis et al., 2003; 
Meyerowitz & Somerville, 1994; Groot & 

Meicenheimer, 2000) كولي كـه  ولي هنوز مكانيسم مل
 هاي مختلـف رشـد و رسـيدن        از طريق آن جيبرلين جنبه    

ــي   ــيم م ــوغ را تنظ ــه بل ــه مرحل ــد ب ــت ،كن ــناخته اس   ناش
(Gan et al., 2006) .ن تـلاش زيـادي   به همين دليل محققا

در بررسي چرخه توليد جيبرلين در گياه نموده و موتانتهـاي           
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كار ف و ب  متعددي كه در اين مسير مفيد فايده هستند را كش         
راسـتا ژنهـايي   در همـين  . (Fleet & Sun, 2005) انـد  گرفته
شناسايي و معرفي شدند كـه منجـر بـه         RGA و   GAIنظير  

لگي كه حاصل كـاهش جيبـرلين اسـت         بروز فنوتيپ كوتو  
 spyموتانتهـايي نظيـر   . (Peng et al., 1997)گردنـد   مـي 

شناسايي شـدند كـه تظـاهري مشـابه اكوتيپهـاي وحشـي             
شان آرابيدوپسيس كه با جيبرلين تيمار شده باشد از خود ن         

ؤثر در رشد چندين فاكتور م. (Lee et al., 2002)دهند  مي
 نام گرفتنـد    GRAS در مجموع ي شدند كه    گياه نيز شناساي  

 توسـعه ريشـه و      ،و در چندين جنبه از رشد گياه از جمله        
 ;Nakajima et al., 2001) هاي جانبي نيز نقش دارند ساقه

Peng et al., 1999; Silverstone et al., 1998).   در ادامـه
ثر تشـخيص داده    ؤژنهايي كه در چرخه توليد جيبـرلين م ـ       

يابي ژنوم آرابيدوپسيس شـناخته شـدند        با توالي اند و     شده
 .انـد   نام گرفته  RGL3، و   RGL1  ،RGL2ژنهايي هستند كه    

اي در فراينـد     نقش تعيين كننـده    RGL2رود كه    احتمال مي 
 شـد جوانه زدن، توليـد بـذر و گلـدهي در گيـاه داشـته با              

(Dill et al., 2001; Lee et al., 2002) . كلن كردن هريك
از اين ژنها كه موقعيت آنها در ژنوم آرابيدپسيس مشخص          

توانـد در    مـي ،شده و توالي آنها نيز تعيـين گرديـده اسـت          

مطالعات جاري تعيين مكانيسمهاي اثر جيبرلين بر رشـد و          
 .كار گرفته شوداه بتوسعه گي

 
 مواد و روشها 

 DNAاج استخر
 در اكوتيـپ اسـتاندارد      RGL2 ژن   نظر به اينكه تـوالي    

از ايـن اكوتيـپ     ) 1جـدول   (كلمبيا تعيين گرديـده اسـت       
 CTABروش  از  . اسـتفاده گرديـد    DNAجهت اسـتخراج    

(Murray & Thompson, 1980) با تغييرات جزئي كه در 
در كنـار   .  استفاده شد  DNA جهت استخراج    ،آن ايجاد شد  

ه از اكوتيپ استاندارد كلمبيا اسـتخراج        ك DNA نمونه   اين
جـود نيـز در      از ساير اكوتيپهاي مو    DNAگرديد سه نمونه    

 .كار گرفته شدندتكثير ژن مورد نظر ب
 

 طراحي و ساخت آغازگرهاي مورد نياز
آغازگرهايي كه ابتدا و انتهاي ژن مورد نظـر را هـدف            

ترتيـب   كـه بـه   ) 1جدول  (حي و ساخته شد     قرار دهند طرا  
 در  Aتـوالي چندگانـه     لازم به ذكر است كه      . باشند  ميزير  

ابتــداي هــر آغــازگر اضــافه گرديــد تــا قابليــت بــرش بــا 
 . ايجاد گرددPCRمحصول  آنزيمهاي مورد نظر در

RGL2 R 5'- : AAAAAAACATGGATGATGAGCTTCTTGCTGT -3' 
RGL2 F 5'-: AAAAAAAAAAGACTCAGGCGAGTTTCCACGCCG -3' 
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دار  اولين توالي زير خط. ي مورد نيازو نواحي انتخاب شده جهت طراحي آغازگرها RGL2كلئوتيدي ژن  توالي نو-1جدول 
 .باشد  مي RGL2Rدار شده است مربوط به آغازگر و دومين توالي كه زير خط RGL2Fمربوط به آغازگر 

38761 ttataaactc tcttttgttc tttttttttc aacttcatca gtctcttaac tcaccatcac 
38821 aagaacaaga aagatgaaga gaggatacgg agaaacatgg gatccgccac caaaaccact 
38881 accagcttct cgttccggag aaggtccttc aatggcggat aagaagaagg ctgatgatga 
38941 caacaacaac agcaacatgg atgatgagct tcttgctgtt cttggctaca aggttcgatc 
39001 ttctgagatg gctgaagtag cacagaagct tgaacaactt gagatggtct tgtctaatga 
39061 tgatgttggt tctactgtct taaacgactc tgttcattat aacccatctg atctctctaa 
39121 ctgggtcgag agcatgcttt ctgagctgaa caacccggct tcttcggatc ttgacacgac 
39181 ccgaagttgt gtggatagat ccgaatacga tctcagagca attccgggtc tttctgcgtt 
39241 tccaaaggaa gaggaagtct ttgacgagga agctagcagc aagaggatcc gactcggatc 
39301 gtggtgcgaa tcgtcggacg agtcaactcg gtccgtggtg ctcgttgact ctcaggagac 
39361 cggagttaga cttgtccacg cactagtggc gtgcgctgag gcgattcacc aggagaatct 
39421 caacttagct gacgcgctgg tgaaacgcgt gggaacactc gcgggttctc aagctggagc 
39481 tatgggaaaa gtcgctacgt attttgctca agccttggct cgtcgtattt accgtgatta 
39541 cacggcggag acggacgttt gcgcggcggt gaacccatct ttcgaagagg ttttggagat 
39601 gcacttttac gagtcttgcc cttacctgaa gttcgctcat ttcacggcga accaagcgat 
39661 tctagaagct gttacgacgg cgcgtagagt tcacgtcatt gatttagggc ttaatcaagg 
39721 gatgcaatgg cctgctttaa tgcaagcttt agctctccga cccggtggac ctccgtcgtt 
39781 tcgtctcacc ggaatcggac caccgcagac ggagaattca gattcgcttc aacagttagg 
39841 ttggaaatta gctcaattcg ctcagaacat gggcgttgaa ttcgaattca aaggcttagc 
39901 cgctgagagt ttatcggatc ttgaacccga aatgttcgaa acccgacccg aatctgaaac 
39961 cttagtggtt aattcggtat ttgagctcca ccggttatta gcccgatccg gttcaatcga 
40021 aaagcttctc aatacggtta aagctattaa accgagtatc gtaacggtgg ttgagcaaga 
40081 agcgaaccac aacggaatcg tcttcctcga taggttcaac gaagcgcttc attactactc 
40141 gagcttgttt gactcgctcg aagacagtta tagtttaccg agtcaagacc gagttatgtc 
40201 agaagtgtac ttagggagac agatactcaa cgttgttgcg gcggaagggt ccgatcgggt 
40261 cgagcggcac gagacggctg cacagtggag gattcggatg aaatccgctg ggtttgaccc 
40321 gattcatctc ggatctagcg cgtttaaaca agcgagtatg cttttatcgc tttacgctac 
40381 cggagatgga tacagagttg aagaaaatga cggatgttta atgatagggt ggcagacgcg 
40441 accactcatc acaacctcgg cgtggaaact cgcctgagtc gcggcggtag agatgactcg 
40501 cctgaaaccg ggaaaaacaa taaatgtttt aaaaaattag gaaaagagac cgtaacttta 

 
 RGL2 جهت تكثير ژن PCRاجراي 

علاوه بر   ،بود تجربه لازم در تكثير اين ژن      با توجه به ن   
ــه   ــار نمون ــتفاده از چه ــال  DNAاس ــاي اتص ــه دم ، از س

 ،بـه ايـن ترتيـب   ). 3جـدول  (گرها نيز استفاده گرديد    آغاز
ليتري  ميكرو 50 واكنش   12محيط واكنش مورد نياز جهت      

 ابتدا بـر روي يـخ مخلـوط پايـه           ،از اين رو  . رديدفراهم گ 
پس از توزيـع    ). 2جدول  ( ميكروليتري فراهم گرديد     648

 ميكروليتر از   1 به هر لوله     ،مخلوط واكنش در لوله واكنش    
DNA     همـه مراحـل اضـافه      .  هاي مورد نظر اضافه گرديد

ي كردن مواد روي يخ انجام گرفت و در پايان هر لوله دارا           
سه بلوك از دسـتگاه     .  ميكروليتر مخلوط واكنش گرديد    50

PCR   انـدازي   تنظيم و راه  گانه   هاي سه   جهت اجراي چرخه
جهــت جلــوگيري از تبخيــر مخلــوط واكــنش از . گرديــد
 بـه جـاي قـرار دادن يـك لايـه روغـن              Top-Hotسيستم  

پـس از   .  در سـطح مخلـوط واكـنش اسـتفاده شـد           دنيمع
فرصت داده شد تا دماي درپـوش       اندازي دستگاه به آن      راه

ي هـا   درجه سانتيگراد برساند و پس از آن مخلوط       96را به   
ــد   ــرار داده ش ــتگاه ق ــنش در دس ــوالي   .واك ــه از ت چنانك

 پـس از  ،شـود  استنباط مـي  ) 1جدول  (نوكلئوتيدي اين ژن    
 ژنومي اكوتيـپ كلمبيـا بايـد        DNA استفاده از    تكثير آن با  

 . از حاصل گردد كيلو جفت ب5/1باندي به اندازه 

 



DNA... 268از   RGL2ن كردن ژنكل

 RGL2 شرايط واكنش در تكثير ژن -2جدول 
 Stock ميكروليتر  50 ميكروليتر% 10 ×12 × 50

66 
5/16 

64/2 
64/2 

550 
6/6 
6/6 
1 *12 

5 
25/1 
2/0 
2/0 
75/41 
5/0 
5/0 

1 

10x expand buffer 

10 mM dNTP 

100 µM primer F 
100 µM primer R 

ddH2O 
5 U/µL Taq DNA pol. 

2  U/µL Pfu DNA pol. 

DNA 
 

 RGL2تكثير ژن  در دماي اتصال ،چرخه حرارتي مورد استفاده با سه تيمار حرارتي  -3جدول 
 زمان )سانتيگراد(دما  مرحله

  دقيقه2 94 1
  ثانيه15 94 2
  ثانيه20 55 و 53، 51 3
  دقيقه2 72 4
  دقيقه5 72 5
 تا زمان استفاده 4 6

  بار تكرار گرديد35مراحل دوم تا چهارم 
 

 PCRخالص كردن محصول 

 ابتدا بخشي از محصول     ،پس از تكثير قطعه مورد نظر     
PCR        بر روي ژل آگارز رانده شد تا اندازه باند حاصل از

با تطابق اندازه باند حاصـل از اجـراي         . تكثير تعيين شود  
 مــابقي ،محصـول بــر روي ژل بــا انـدازه ژن مــورد نظــر  

ين  آگـارز بـا دمـاي ذوب پـاي       بر روي ژل   PCRمحصول  
 پـس از  . ير ناخالصـيها پاكسـازي شـود      رانده شد تا از سا    

رسيدن باند مورد نظر به محدوده انتهايي ژل، اين باند از           
 از ژل   DNA تخلـيص    ژل بريده شد و با استفاده از كيت       

 . خالص سازي گرديدQIAgen ساخت شركت

دو تكثيري و پلاسميد ناقل با استفاده از        ي   DNAهضم  
 آنزيم خاص

جهت بـرش   Sal I و Nco Iدو آنزيم برشي به نامهاي 
نواحي انتهايي ژن مورد نظر انتخاب شده و به شـرح زيـر             

 ده.  مورد استفاده قرار گرفتنـد     ، حاصل DNAجهت هضم   
ــزيم   ــافر مخصــوص دو آن ــر ب ــاد شــدهميكروليت ــا ي  30 ب

 8و ) ژن مـــورد نظـــر( تكثيـــر شـــده DNAميكروليتـــر 
 و مخلـوط    يونايز شده مخلوط شـد    قطر دا ميكروليتر آب م  

ايـن  . حاصل با يك ميكروليتر از هر آنزيم مخلوط گرديـد         
 درجه به مـدت يـك سـاعت هضـم           37مخلوط در دماي    
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ين يضم شده بر روي ژل با دمـاي ذوب پـا         نمونه ه . گرديد
اجرا شده و قطعه مورد نظر از ژل بريده شده و در فريـزر              

 .نگهداري گرديد
نيز جهت انتقال ژن مورد نظـر  (+) PET-32a پلاسميد 

به باكتري انتخاب شده و مطـابق روش گفتـه شـده بـا دو               
يـن  انتخـاب ا .  هضـم گرديـد  Sal I و Nco Iآنزيم برشـي  

هاي مناسب براي بـرش و      پلاسميد به دليل داشتن جايگاه    
ظـور  به من . اشدب  در ژن مربوطه مي    ،تطابق آن با نقاط برش    

پلاسميد بـرش خـورده     اي از    اطمينان از انجام برش، نمونه    
ل اي از پلاسـميد بـرش نخـورده بـر روي ژ            در كنار نمونه  

هـاي   پس از اطمينـان از بـرش در نمونـه         . آگارز رانده شد  
ين يها بر روي ژل بـا دمـاي ذوب پـا           هضم شده اين نمونه   

اجرا شده و قطعه مورد نظر از ژل بريده شده و در فريـزر              
 .نگهداري گرديد

 
  (Ligation)پلاسميد ناقل ظر و اتصال ژن مورد ن

 ، بـافر  ،PCR فـراورده    ،مقادير مختلفي از پلاسميد ناقل    
 4آنزيم ليگاز و آب مقطر دايوناز شـده بـه شـرح جـدول               

 درجـه   15 سـاعت در دمـاي       16مخلوط شده و به مـدت       
 دقيقـه در    20سانتيگراد قرار داده شد و پس از آن به مدت           

 شـد و سـپس جهـت         درجه سانتيگراد قـرار داده     65دماي  
 . درجه نگهداري گرديد4استفاده بعدي در دماي 

 

 
  ي هدفDNA اجزاء مورد استفاده در اتصال ژن مورد نظر با مقادير مختلف -4جدول 

 رديف
 مقدار وكتور

 )ميكروليتر(
 DNAمقدار 

 )ميكروليتر(
 10Xبافر 

 )ميكروليتر(
 آب مقطر

 )ميكروليتر(
 آنزيم ليگاز

 )ميكروليتر(
تعداد كلني 
 تشكيل شده

1 
2 
3 
4 
5 

2 
2 
2 
2 
2 

0 
5/0 

1 
2 
4 

2 
2 
2 
2 
2 

15 
5/14 

14 
13 
11 

1 
1 
1 
1 
1 

0 
1 
3 
2 
7 

 
ــاكتري     ــه بـ ــل بـ ــميد ناقـ ــال پلاسـ  E. coliانتقـ

(Transformation)  
 200 واكنشـهاي فـوق بـا        بيست ميكروليتر از هريـك از     

 از  XL10-Gold به نـام  E. coli نژادي از باكتريميكروليتر 
 روي  ه دقيق 20 مخلوط شده و به مدت       Stratageneشركت  

حاصل به مـدت    هاي    مخلوط ،در ادامه . هداري گرديد يخ نگ 
 درجه قرار داده شده و مجدد بـه روي          42 ثانيه در دماي     60

ليتـر محـيط     پس از دو دقيقه يـك ميلـي       . گرديدنديخ منتقل   
هـاي فـوق    كشت مناسب رشد باكتري به هريك از مخلـوط     

درجـه   37ده و بـه مـدت يـك سـاعت در دمـاي              فه ش اضا
وليتـر از هـر يـك از         ميكر 200 ،در ادامه . نگهداري گرديدند 

 سطح محيط كشت باكتري حامل آنتـي        هاي فوق در   مخلوط
پخش شده و در دماي      (Carbenicillin)بيوتيك كربنيسيلين   

هـا   ظروف حاوي نمونـه   . راد نگهداري شد   درجه سانتيگ  37
پـس از   . در اين دما نگهداري گرديدنـد      ساعت   16به مدت   

سپري شدن اين دوره، كلنيهاي حاصل شـمارش گرديـده و           
 .مورد استفاده قرار گرفتند



DNA... 270از   RGL2ن كردن ژنكل

  PCR با استفاده از ،ييد انتقال ژن به باكتريأت
با استفاده از شرايط واكنش مورد استفاده در تكثيـر ژن           

RGL2       در   هـاي فـوق    يك كلني از هر يك از محيط PCR 
شده و حاصل كار روي ژل اجـرا گرديـد تـا انـدازه            تكثير  

 تطابق اين اندازه بـا انـدازه        با. مونه تكثير شده بدست آيد    ن
 .آميز تلقي گرديد فقيتوژن مورد نظر عمليات م

 
  نتايج

 و تكرار با DNAهاي   روي نمونه PCRبا اجراي مكرر
چند دماي اتصال، ژن مورد نظر تكثيـر گرديـد كـه نتيجـه              

 ارائـه   1راي آن بر روي ژل آگـارز در شـكل           حاصل از اج  
ي تكثيـر شـده بـه همـراه         DNA پس از هضم     .شده است 

 و راندن نتايج هضم پلاسميد ناقـل بـر روي           پلاسميد ناقل 
 .يد قرار گرفت نتايج مورد تأي،ژل

با اتصال ژن مورد نظر به پلاسميد ناقـل و انتقـال آن بـه     
يل كلني   تشك ي و كشت باكتري بر روي محيط كشت،       باكتر

باكتري بـر روي محـيط كشـت در حضـور آنتـي بيوتيـك،               
 جهت گزينش باكتري تراريخته، حـاكي از حضـور بـاكتري          

با . انتقال يافته قلمداد گرديد   مورد نظر كه پلاسميد نيز به آن        
بانـد   و حصـول     هـا   نمونـه بـر روي     PCR اجراي   ،اين حال 

 بـا   ،به عبارت ديگر  . يد نمود مطلوب نيز كلن شدن ژن را تأي      
 كيلـو جفـت بـاز بـر روي          1500 با اندازه    RGL2تكثير ژن   

ي گرفته شده از كلني باكتريهاي مـورد اشـاره و در            ها  نمونه
 .ييد گرديدأحضور آغازگرهاي اوليه اين امر ت

 

 
 از ژنوم آرابيدوپسيس RGL2جهت تكثير ژن  PCR نتيجه حاصل از -1شكل 

 
 بحث

 است يادآوريدر خصوص تكثير ژن مورد نظر لازم به       
 اسـتخراج شـده از اكوتيـپ كلمبيـاي        DNAكه تنها نمونه    

آرابيدوپسيس به ايـن شـرايط واكـنش مثبـت نشـان داد و              
 و حصول نتيجه يكسان ايـن نتيجـه را    PCRتكرار اجراي

ينكه سه دماي اتصال آغازگرهاي     ضمن ا . قابل اعتماد نمود  
 اگرچـه . كار گرفته شده نيز نتيجـه مشـابهي نشـان دادنـد           ب

دهاي حاصل كه بـه دليـل تفـاوت نسـبي شـدت             تراكم بان 
 ، امـا  كار رفته در دماهـاي مـذكور بـود        عمل آغازگرهاي ب  

 ولي حصول باند يكسان     ،تفاوت جزئي از خود نشان دادند     
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 انـدازه   .تصال نيز مزيد بر اطمينان گرديـد      در اين دماهاي ا   
ــاني از   1500 ــاركر نردب ــتفاده از م ــا اس ــاز ب ــت ب  كيلوجف

GeneRuler  اسـتفاده از دو روش     . يد قرار گرفـت    مورد تأي
 ايـن اطمينـان را      همزمـان  به صورت    DNAخالص سازي   

حاصل نمود كه باند مورد نظر به ميزان قابـل تـوجهي بـه              
 به خـوبي بـر      PCRنتيجه حاصل از    . خلوص رسيده است  
. ين اجرا شده و خالص سازي گرديـد       روي ژل با دماي پاي    

 هريـك از ايـن مراحـل و         تكـرار لازم به توضيح است كه      
 جهـت افـزايش     ،نتـايج قطعـي و اطمينـان بخـش        حصول  
 . گرفت در دستور كار قرار طمينانضريب ا
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Abstract 

There are vast endeavors by scientists to investigate gibberellin synthesis cycle in plant 
kingdom. One of the known genes that are supposed to be effective in gibberellin synthesis is 
RGL2 which was cloned in this study.  Using extracted DNA from Colombia ecotype of 
Arabidopsis thaliana, the gene was amplified using specific primers designed based on the 
RGL2 gene sequence. The PET-32a(+) plasmid was selected for the gene cloning. The plasmid 
was digested by two specific restriction enzymes, Nco I and Sal I along with the DNA sample. 
Ligating the gene to the vector, an E. coli strain, XAL-Gold was used for the gene 
transformation. PCR conducted on the transformed bacteria confirmed the accuracy of the 
cloning. 
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