
٦٠٧ ... ژن رمزگردان آنزيمmRNA از cDNAساخت و تكثير : عباسي و همكاران

 مجله علوم كشاورزي ايران
 )٦٠٧-٦١٥ (١٣٨٢، سال ٣، شماره ٣٤جلد 

 
  P5CSآنزيم رمز گردان  ژن mRNA از cDNAساخت و تكثير 

 Arabidopsis thalianaگياه 
 

 ٤ و اشرف الدين سخن سنج٣، بهمن يزدي صمدي٢فردوس رستگارجزي، ١عليرضا عباسي
 ي كشاورزي دانشگاه تهران كارشناسي ارشد رشتة بيوتكنولوژ، دانشجوي سابق١

 مركز ملي مهندسي ژنتيكان استاديار، ٤، ٢ استاد دانشكدة كشاورزي دانشگاه تهران ، ٣
 ٣٠/١١/٨١تاريخ پذيرش مقاله 

 
 چكيده

 
گياهان وقتي در معرض خشكي و شوري قرار مي گيرند با تنش اسمزي مواجه مي شوند كه براي مقابله با                       

را افزايش  بات مشابه   ير ترک يا سا ي موليتهايي همچون پرولين ، گليسين بتانين و       تنش اسمزي ايجاد شده تجمع اس     
آيند و با    در مسير بيوسنتز اين اسموليتها آنزيمهايي دخالت دارند كه بعضي از آنها كليدي به حساب مي                .مي دهند 

وليت مورد نظر مي  باشد را     تغيير در تظاهر ژنهايي كه اين آنزيمها را كد مي كنند  مي توان فراوردة نهايي كه اسم                   
 ـ      .افزايش داد   ـ ١اين تحقيق بر روي آنزيم دلتا  كه يكي از آنزيم هاي      ) P5CS(ـ كربوكسيلات سنتتاز    ٥ـ پرولين 

 حاصل از   mRNA از روي      cDNAابتدا اقدام به ساخت     . كليدي در مسير بيوسنتز پرولين مي باشد ، انجام شد           
از برگهاي گياه    کل   RNAبراي اينكار    . گرديد   )Arabidopsis thaliana(انا  يتالگياه آرابيدوپسيس    
، كه در معرض تنش شوري قرار گرفته بود ، استخراج گرديد             ) Arabidopsis thaliana(آرابيدوپسيس تاليانا   

 cDNA  به    mRNA مكمل شد و كل        DNAو سپس با استفاده از آنزيم رونويسي معكوس اقدام به ساخت             
يد ، و به كمك دستگاه ترموسايكلر،       توئ نوكل ٣٥ و   ٢٧به طولهاي   آغازگر اختصاصی   دو جفت   تبديل گرديد و با     

cDNA     مربوط به آنزيم P5CS       مكان   5در انتهاي    به ترتيب   براي جفت پرايمر    . دو رشته اي گرديد و تكثير شد ، 
 شده مشكلي    تكثير cDNA در نظر گرفته شد تا در همسانه سازي           BamHI و   EcoRIبرشي براي آنزيم هاي     

 . سپس با استفاده از پروب صحت انجام كار به تأييد رسيد. وجود نداشته باشد 
 

 ، ) Arabidopsis thaliana(تاليانا   ، آرابيدوپسيس cDNA  ،mRNA  ،P5CS :واژه هاي كليدي 
 پرولين                                   

 
 مقدمه

نفر  ميليارد    ٦جمعيت ساكن كرة زمين در حال حاضر             
براي تأمين  .  درصد در حال افزايش است     ٧/١باشد كه با رشد      مي

غذاي مورد نياز جمعيت در حال افزايش كرة زمين، سطح زير              
كشت و عملكرد در واحد سطح را بايد بالا برد و از ضايعات و                  

لازم به ذكر   . تلفات محصولات كشاورزي نيز بايد جلوگيري كرد       
کی از  يکه  .فراواني وجود دارد  است كه در مورد اول محدوديتهاي       

 .ر کشت است يها ثابت بودن سطح ز تيآن محدود
گياهان در طول دورة رشد با انواع مختلفي از تنشها مواجه             

ها هستند   باشند كه خشكي و شوري نيز از جملة اين تنش            مي

يكي از راهكارهاي مقابله با      . باشند كه محدود كنندة رشد مي     
اد گياهان متحمل در برابر اين عوامل        عوامل محدود كننده، ايج   

 به خشكي و شوري به دليل اينكه         تحملبهبود صفات   . باشد مي
اين نوع صفات، صفات كمي هستند و با تعداد زيادي ژن كنترل             

با مشكلاتي همراه    ک  ي کلاس شوند، از طريق اصلاح نباتات       مي
 از اين مشكلات با به بكارگيري روشهاي          بخشیبوده است كه     

 .)١٦، ١٠، ٨(گردد  جديد مرتفع ميلي مولكو
زمينهاي زير كشت در جهان و      % ١٣در حال حاضر بيش از      

زمينهاي تحت آبياري در دنيا با مشكل شوري روبرو         % ٥٠ تا   ٣٠
خشكي هوا و كمبود نزولات آسماني باعث       ). ١٦،  ١٠،  ٨.(هستند  

 فردوس رستگارجزي: مكاتبه كننده
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شود كه در اثر آن زمينهاي        افزايش املاح موجود در خاك مي      
با گذشت زمان   . ود شيز به زمينهاي كم بازده تبديل مي       حاصلخ

شوند كه   اين زمينها به علت املاح زياد به زمينهايي تبديل مي           
 .گياهان قادر به رشد مطلوب در آنها نيستند

انواع محصولات زراعي به نوعي با شرايط نا         % ٩٠ در حدود   
 ، اين شرايط نامساعد   )١٦،  ١٠،  ٨(مساعد محيطي روبرو هستند     

از % ١/٦٩گذارد كه در حدود      ر رشد تأثير مي   بمحيطي به حدي    
، ١٠،  ٨( يابد عملكرد گياه توسط مجموعة اين عوامل كاهش مي        

تنشهاي محيطي و از جمله خشكي و شوري مشكلات             ). ١٦
جدي براي افزايش سطح زير كشت و عملكرد در واحد سطح               

م است  گردند و به اين جهت براي افزايش توليد لاز          محسوب مي 
 .به اين دو تنش توجه كافي مبذول گردد

شود از   گياهان در برابر تنشهاي متعددي كه به آنها وارد مي          
دهند تا آثار محدود كنندة اين تنشها را           خود واكنش نشان مي   

يكي از واكنشهايي كه گياه اعمال      . خنثي نموده يا از آن بكاهند     
ين آنها تجمع   كند واكنشهاي متابوليكي است و يكي از بهتر         مي

در اغلب اوقات اسموليت    ). ١٦،  ١٠،  ٨(باشد   اسموليتهاي آلي مي  
 ).٧(دهد  آلي را پرولين تشكيل مي

Csonka              معتقد بوده است  كه در گياهان تجمع پرولين  
تواند يك نقش مستقيم در خنثي كردن تنش اسمزي داشته            مي

ف غلظتهاي  پرولين غشاها و پروتئينها را در برابر آثار مختل        . باشد
كند و به عنوان     بالاي يونهاي معدني و دماهاي بالا محافظت مي        

 نمايد  هيدروكسيل عمل مي      يك پاك كننده راديكالهاي       
تنش اسمزي بيوسنتز پرولين را افزايش       ).٢١ ،١٩ ،١٦ ،١٥ ،٧(

دهد و اين افزايش بواسطة تحريك كردن يا فعال كردن                 مي
 پرولين دخالت دارند    آنزيمهايي است كه در مسير بيوسنتز           

)١٤ ،١١ ،٩ ،٧. ( 
 ـ گلوتاميك   Lدر مسير اصلي بيوسنتز پرولين در گياهان،          

ـ سمي آلدئيد تبديل     ٥ به گلوتاميك  ـ   P5CSاسيد با آنزيم     
ـ كربوكسيلات  ٥ـ پرولين  ـ ١شود كه پس از تبديل به دلتا  ـ        مي

 ) . ٦ ،٥(شود   ـ پرولين تبديل ميL به P5CRبه كمك آنزيم 
ن آنزيمي كه در مسير بيو سنتز پرولين نقش كليدي             اولي

جدا سازي و خالص سازي ژن        ).٥(باشد    مي P5CSدارد آنزيم   
P5CS             گردد و    و انتقال آن به گياه باعث افزايش پرولين مي

 ) .٧  ،٦ ،٥(برد  تحمل گياه را نسبت به تنش اسمزي بالا مي

Delauney & Hu     با استفاده از روش      )١٩٩٢(در سال 
مشخص كردند كه آنزيم         (Northern blot)نورترن بلات 

P5CS          در اثر تيمار گياه Vigna    مولار نمك    ميلي ٢٠٠ با
 ١٩٩٥ و همكاران در سال      Yoshibaسپس  . تحريك شده است    

 را در گياه آرابيدوپسيس      P5CS ژن   mRNAفراواني رونوشت   
 در اثر تنش خشكي و شوري         )Arabidopsis thaliana(انا  ليتا
 يك تنظيم كنندة اسمزي     P5CSزارش و پيشنهاد كردند كه       گ

 بيان كردند كه توليد بيش از حد           ١٩٩٧آنها در سال     . است
شود  افزايش تحمل اسمزي مي      پرولين در گياهان منجر به       

Yoshiba & Nanja    براي اثبات نقش پرولين،     ١٩٩٨در سال 
 cDNA ( Anti sense cDNA )گياه تراريختي با آنتي سنس      

 توليد كردند كه در آن تجمع پائين پرولين دليلي بر            P5CS ژن
 .ص داده شديتشخ در توليد پرولين P5CSنقش كليدي 

با نگاهي بر تحقيقات انجام شده و نقش پرولين در ايجاد               
 P5CSتحمل بالاتر در برابر تنش اسمزي و نقش كليدي آنزيم            

جاد توان نتيجه گرفت كه با اي         در مسير بيوسنتز پرولين مي      
توان به    مي P5CSگياهان تراريخت حامل ژن كد كنندة آنزيم         

گياهاني دست يافت كه تجمع پرولين بالاتري دارند و به دنبال             
آن تحمل بالاتري نسبت به تنش اسمـزي از خود نشان                   

 .دهند  مي
ي كل از گياه      RNAهدف از اين بررسي جدا كردن             

و ساختن    Arabidopsis thalianaانا  لي تا آرابيدوپسيس  
cDNA                  ي مكمل از روي آن و سپس جدا و تكثير كردن 

 cDNA ي مربوط به آنزيمP5CS بوده است . 
 

 مواد و روشها 
بذر آرابيدوپسيس تاليانا رقم كلومبيا به مدت         : مواد گياهي 

هيپوكلريت ( درصد وايتكس تجاري       ٣٠ دقيقه در محلول       ١٠
ي  ضد عفون   Xـ١٠٠درصد تريتون    % ٠٣/٠و  %) ٢٥/٥سديم  

 مرتبه در آب مقطر استريل شستشو داده شد،         ٦گرديد و سپس    
 غلظت ٢/١جامد ،   MSبذرهاي ضدعفوني شده در محيط كشت       

 كشت  NaCl ميلي مولار نمك      ١٠٠ ،   ٥٠ ،   ٠، حاوي   معمول
به منظور جوانه زني يكنواخت، محيطهاي حاوي بذر          . داده شد 

ر سانتيگراد قرا   درجه ٤ضدعفوني شده به مدت يك روز در             
. گرفتند و سپس به محيط رشد مناسب انتقال يافتند                   
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پس محيط اطراف   س روزه از محيط جدا شدند و        ٢٠هاي   گياهچه
و دند  يگردجدا  از هم   ها   ، ريشه و ساقه گياهچه     شسته شد  ريشه

  پس از منجمد كردن آنها در ازت مايع به طور جدا گانه در                  
ºC ـ نگهداري شدند ٧٠. 

 RNAاستخراج 
ـ ٧٠ ºCآرابيدوپسيس تاليانا كه در      گياهيك گرم برگ      

نگهداري شده بود برداشته شد و با استفاده از ازت مايع در هاون             
 و همكاران  Lessard چيني پودر گرديد و با روش پيشنهادي          

)١٩٩٣ (RNA          كل از بافت گياه استخراج شد )از جمله  ). ١٢
 توجه به    رد خيلي اهميت دا    RNAمواردي كه در استخراج       

 را به طريق      RNAاين آنزيم مولكول      . است RNase آنزيم
براي جلوگيري از   . كند   آندونوكلئازي و اگزونوكلئازي تخريب مي    

هاي فعاليت ريبونوكلئازها      از بازدارنده   RNaseفعاليت آنزيم    
های  از جمله بازدارنده    ).١٥ ،٧ ،٤ ،٣(استفاده به عمل آمد       

 شد  استفادهآنها  ق از    ين تحق ي که در ا     فعاليت ريبونوكلئازها 
دروکسی يد، فنل ،ه  يم کلرا يتيانات، ل يوسين ت يديتوان به گوان   می
 كل با   RNAبعد از استخراج     .  اشاره کرد  DEPCن و   ينوليکو

 استخراج شده   RNAاستفاده از اسپكتروفتومتر كميت و كيفيت       
 ). ١٥ ،١٠(تعيين گرديد 

   )cDNA (ي مكملDNAساخت 
RNA       حاوی    استخراج شده در مرحله قبل mRNA  و 

tRNA   و rRNA  ات يکی از خصوص  ينکه  يباشد با توجه به ا       می
mRNA    انه پلی     ي داشتن پاA  ت ين خصوص  يباشد از ا      می

 و آنزيمهاي   )dT(اليگو  آغازگر  با استفاده از     د و   ياستفاده گرد 
و در   استخراج شده بافت گياهي        RNAاز   ،رونويسي معكوس 

ي DNA،  معکوسسی  يمهای رونو يت آنز يدمای مناسب فعال   
در اين مرحله نيز    . اي ساخته شد   تك رشته   ( cDNA )مكمل

 که در مرحله استخراج به       هاي فعاليت ريبونوكلئازي   از بازدارنده 
ها در   ن بازدارنده يکه از مهمتر  ستفاده به عمل آمد     کاربرده شد ا  

 .  می باشدRNase  inhibitor ن مرحله يا
 بررسي رايانه اي

 از بانك ژني گرفته شد و          P5CSي ژن    mRNA توالي  
سپس نوع آنزيمهايي كه در اين توالي داراي مكان برشي بودند و            
. آنهايي كه فاقد مكان برشي در اين توالي بودند مشخص گرديد           

و  pBI121با آگاهي از مكان برشي آنزيمهاي پلاسميد              

آنزيمهايي كه فاقد مكان برشي در توالي بودند، دو مكان برشي             
EcoRI   و BamHI         براي پرايمرهاي اختصاصي در نظر گرفته 

 و مكانهاي برشي    P5CS  ژن    mRNAبا استفاده از توالي     . شد  
دو آنزيم فوق دو پرايمر زير به عنوان بهترين پرايمرهاي ممكن             

 .براي انجام تكثير قطعه ژن مورد نظر انتخاب شدند
F : 5   GGGGATCCCTGATATTTATTTTCTTACCT   3   
R : 5   CGGAATTCGCTAATTAAATGTTCTTCATC   3  
همچنين دو پرايمر اختصاصي ديگر براي ژن تيوبولين              
بعنوان استاندارد دروني انتخاب شدند و از آنها به عنوان كنترل             

 .مثبت در آزمايش استفاده گرديد
 به رايانه ميزان همولوژي     P5CS ژن   mRNAبا دادن توالي    

 اين كار براي     اين ژن با ژنهاي ديگر موجودات بدست آمد كه           
 Moth Beanاز اين راه ژني در گياه        . تهيه  پروب ضروري بود     

همولوژي با ژن   %  ٧٥ يافت گرديد كه      باشد ا می يکه نوعی لوب  
اين . مورد نظر ما داشت كه از آن به عنوان پروب استفاده شد              

 Ohio از دانشگاه          ( Prof. Verma)ژن از پروفسور ورما     
 .دريافت گرديد
 E.coli.DH5α هایباكترياز  م سرد   يد کلس يز کلر بااستفاده ا 

د يد  و پلاسم    يه گرد يته )Competent Cell(سلولهای توانا    
داه  انتقال   E.coli.DH5α قطعة دريافت شده به باكتري       حاوی  

، انتخاب و باكتريهاي تراريخت شده به كمك عامل         )۱۸(شد  
 Mini-prep روش     استفاده از   با .جدا گرديدند  ،كانامايسين
از افت شده بود       ي مورد نظر که حاوی قطعه در            پلاسميد

از طريق هضم   . )۱۸(د  يدباكتريهاي تراريخت شده استخراج گر     
آنزيم پلاسميد استخراج شده، قطعة مورد نظر جدا گرديد و               

ه يته. تهيه گرديد     نشانگر مورد نظر  سپس از قطعة جدا شده        
 صورت   Dig DNA Labelingنشانگر با استفاده از روش         

 و انجام عمل     )Dot Blotting(ي ا با لكه گذاري نقطه      .گرفت
ي مكمل ساخته شده با پروب تهيه شده و          DNAهيبريداسيون  

 . به تأييد رسيدcDNAكنترل،صحت ساخت  تيوبولين بعنوان ژن
 اي پليمراز واكنش زنجيره

 PwoDNAPolymeraseاين واكنش از دو آنزيم     انجام  براي
 پيكو  ٤٠. اده به عمل آمد       استف TaqDNA Polymeraseو  

 براي دو ژن     R و   Fاختصاصي  آغازگرهای  ك از   يمول از هر     
P5CS     پيكو مول از     ١٠٠ و تيوبولين و cDNA  اي  ي تك رشته
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و مخلوط  % ١٠گليسرول  . ساخته شده مورد استفاده واقع شد       
 ميلي مولار و كلريد منيزيم با        ٤/٠يدها به غلظت نهايي     توئنوكل

برای با بررسيهايي كه      .ر به كار برده شد     ميلي مولا  ٧/١غلظت  
با استفاده از     به عمل آمد    مناسب) Tm(افتن دمای ذوب      ي

ب وجود  سن دمای ذوب منا    يفرمولهای مختلفی که برای تخم     
  تعيين   ٥٧ ºC درجة حرارت مناسب براي اتصال اوليه          داشت،

مخلوط واكنش آماده شده براي تكثير      ). ٢٣ ،١٧ ،١٣ ،٣ ،١(شد  
. قرار گرفت  ) Perkins Elmer(گاه ترموسايكلر      در دست  

 :استمشخصات واكنش به شرح زير 
تک  دقيقه جهت      ٢ به مدت      ٩٤ ºCقسمت اول شامل      

    .DNA قطعة ای کردن رشته
 ٥١ ºC به مدت يك دقيقه،      ٩٤ ºC:  مرتبه   ١٤قسمت دوم   

 و در   cDNA به مدت يك دقيقه براي اتصال آغازگرها به رشتة         
 ٥/٢ به مدت    ٧٢ ºC به اين دما اضافه گرديد ،        ٥/٠ ºCهر مرتبه   

 .دقيقه براي بسط ساخت قطعة مكمل 
 به مدت يك دقيقه ،      ٩٤ ºC:  مرتبه شامل    ٢٠قسمت سوم   

ºC به مدت يك دقيقه و        ٥٧ ºC دقيقه و در    ٥/٢ به مدت    ٧٢ 
 . ثانيه به زمان بسط اضافه گرديد ٥هر مرتبه 

  .ي تكميل بسط دقيقه برا١٠ به مدت٧٢ ºC: قسمت چهارم
 

 نتايج و بحث
  ، ۰ گياهاني كه در سه محيط حاوي      : وضعيت كشت گياه    

) ١( ميلي مولار نمك كشت داده شدند در شكل              ١٠٠ و   ٥٠
مشخص است گياهان   ) ١(همانطور كه از شكل     . ديده مي شوند    

 ميلي مولار نمك رشد ضعيف تري نسبت        ١٠٠در محيط حاوي    
 )١ شكل c(د به محيط عاري از نمك نشان دادن

 

 
 NaCl نتايج گياهان رشد يافته در غلظتهاي مختلف نمك -١شكل 

A - صفر ميلي مولار      B- ولار ميلي م٥٠      C-ميلي مولار١٠٠  

  RNAاستخراج 
 استخراج شده   RNAنتايج بدست آمده از كيفيت و كميت         

 نشان داد كه    ٢ و نيز با روش ليسارد     ١كينسيهاي چامس  با  روش  
تري   روش مناسب   گياهي روش ليسارد   براي استخراج از بافتهاي   

 )١جدول( .باشد مي
  

 روش هاي استخراج شده RNA  كيفيت و كميت -١ جدول
 كي و ليساردنسيچامس

 روش
A260 استخراج A280 A260/A280 

 = RNAكميت  
A260 × ٤٠× ضريب رقت  

/.۱۱۳۶ /.۲۱۷ ليسارد ٩١/١ µg/µl ۴۶/۲ 

كيسينچامس ۱۷۴./ ١۰۵/. ٦٥/١ µg/µl ۳۰۲/١ 

 
كي نسي چامس نسبت به روش   با توجه به برتري روش ليسارد     

 که   گياهي RNAاستخراج  برای  بنابراين  فی و کمی    يبه لحاظ ک  
از روش ليسارد استفاده       شداز داشته ب   يماندگاری مناسبی ن   

  .رديدگ
 RNA د صحت استخراج      ي جهت تائ  RNAبعد از استخراج    

ها الکتروفورز   ن روش يکی از ا  يروشهای متعددی وجود دارد که       
RNA         نکه يل ا يباشد به دل    استخراج شده بر روی ژل آگارز می
RNA    اوی  استخراج شده ح tRNA  ،rRNA    و m RNA  

اد يار ز ي در سلول بس    rRNAنکه مقدار    يل ا يبه دل  باشد و  می
زان يدهد و م   ل می ي را تشک  RNA درصد کل    ۸۵است و حدود    

m RNA ۵باشد به طوری که حدود کمتر از           ن می ييار پا ي بس 
 ن وجود باندهای    يل می دهد بنابرا    ي کل را تشک    RNAدرصد  

S rRNA و   ١٨  rRNA S لی بر صحت   يتوان دل  را می   ٢٨
 . دانست RNAاستخراج 

دهد   به روش ليسارد  را نشان مي        RNA استخراج   ٢شكل  
  و   ١٨ S rRNAكه نواحي قابل تفكيك مربوط به                

 rRNA S ن دو باند    يدگی ب يو کش باشد    مي ٢٨S rRNA و  ١٨ 
 rRNA S دو باند مربوط به       ينن ا يي و بالا و پا    ٢٨  m RNA  

د در  ي  استخراج شده با     m RNAنکه از      يل ا يبه دل . باشد می
گراد ي درجه سانت   ۷۰ تا    ۶۰مراحل بعدی کار در دماهای بالا          

                                                                                    
1. Chomezynski 
2 . Lessard 
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د ي  بدست آمده با      m RNAن  يد و همچن   ياستفاده می گرد   
ن جهت  يشد تا در مراحل بعدی استفاده گردد بنابرا        نگهداری می 

 درجه  ۶۵د ماندگاری در دمای بالا و زمان طولانی در                ييتا
 . ديمار گرديگراد و در دمای اتاق تيسانت

            ٣   ٢                 ١ 

 
  گياهي RNA نتايج الكتروفورزي استخراج -٢شكل 

 به روش ليسارد
  اهی ياز بافت گ   استخراج شده  RNA   الكتروفورز -١
 دقيقه در   ١٠به مدت   که   استخراج شده     RNAالكتروفورز   -٢

 .شده است   تيمار٦٥
به مدت يك روز در       که   استخراج شده     RNA الكتروفورز   -٣

  .است گرفته دماي اتاق قرار 
 

از بود که   ي ساخته شد ن   ای    تک رشته  cDNAپس از آنکه    
ای گردد و سپس        ساخته شده دو رشته       cDNAدر ابتدا       

cDNA   ر     يبرای تکث . ر گردد يای شده تکث     دو رشتهcDNA 
 استفاده   ژن تيوبولين    صیساخته شده ابتدا از آغازگرهای اختصا     

دی وجود  ي مورد نظر ترد    cDNAد تا در صحت ساخت        يگرد
ر ييه و تغ  ي دمای اتصال اول    يمنداشته باشد سپس اقدام به تنظ      

د که  يمراز گرد يای پل  رهيل در واکنش زنج   ير پارامترهای دخ  يسا
 استفاده  P5CS ژنن مرحله از آغازگرهای اختصاصی          بدر ا 
   .دبگرد

 دو ژن   PCRج مربوط به الكتروفورز محصول      نتاي ٣ شكلدر  
اختصاصي آغازگرهای   ارائه شده است كه      P5CS  ژن   تيوبولين و 

  .ستده ايگرداين ژنها براي تكثير اين قطعات استفاده 
نترنت يجهت ادامه کار از نرم افزارهای موجود در شبکه ا             

زان همولوژی از آن    ين م ييای که جهت تع    برنامه. د  ياستفاده گرد 

توالي  .مي باشد) BLAST(د برنامه بلاست        يستفاده گرد  ا
mRNA    ژن P5CS  و   داده شد    رايانه  برنامه موجود در     به

ميزان همولوژي اين ژن با ژنهاي ديگر موجودات به دست          سپس  
از اين راه ژني در     . است اين كار براي تهيه  پروب ضروري          .آمد

%  ٧٥يد كه    يافت گرد  باشد ا می ي که نوعی لوب   Moth Beanگياه  
داشت كه از آن به عنوان پروب        را  همولوژي با ژن مورد نظر ما        

اين ژن از پروفسور     ژن مورد نظر      يينسپس با تع  . استفاده شد 
 . دريافت گرديد Ohio از دانشگاه   ( Prof. Verma)ورما

 

 
               ١       ٢        ٣       ٤      ٥ 

       ژنهاي تيوبولين و PCR ول محصیالكتروفورز نتايج -٣شكل 
P5CS 

 ژن تيوبولينPCR  الكتروفورز محصول  – ١
 P5CS ژن PCR الكتروفورز محصول - ٢
    XIII ( bp 2642 -50  )   نشانگر– ٣
 P5CS ژن PCR الكتروفورز محصول - ٤
 P5CS ژن PCR الكتروفورز محصول - ٥

 
نين  و ژنهاي ساير موجودات و همچ      P5CSنتايج بلاست ژن    

در ) Arabidopsis thaliana(     اناي تال گياه آرابيدوپسيس 
با استفاده از اين نتايج يكي از اين         . داده شده است    ) ٤(شكل  

 داشت به عنوان پروب      P5CSهمولوژي با ژن     % ٧٥موارد كه   
 .مورد استفاده واقع شد

٢٨ S 

S 
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Sequences producing significant alignments: (bits) Value 
dbj|D32138.1|ATHATP5CS Arabidopsis thaliana mRNA for delta1... 5056 0.0 
emb|X87330.1|ATP5COSMR A.thaliana mRNA for pyrroline-5-carb... 4979 0.0 
emb|X86777.1|ATP5CSAGN A.thaliana mRNA for pyrroline-5-carb... 4941 0.0 
emb|Y09355.1|ATP5CS2 A.thaliana mRNA for pyrroline-5-carbox... 1852 0.0 
gb|AF314812.1|AF314812 Brassica napus delta 1-pyrroline-5-c... 1749 0.0 
gb|AF314811.1|AF314811 Brassica napus delta 1-pyrroline-5-c... 1543 0.0 
gb|AC003000.2|AC003000 Arabidopsis thaliana chromosome II s... 781 0.0 
emb|X89414.1|ATDNAP3CG A.thaliana DNA for pyrroline-5-carbo... 781 0.0 
emb|AJ275979.1|ATH275979 Arabidopsis thaliana gene for GDP-... 644 0.0 
dbj|AB022784.1|AB022784 Arabidopsis thaliana gene for delta... 335 8e-89 
emb|X86778.1|ATP5CSBGN A.thaliana p5csB gene 216 5e-53 
emb|AL161667.1|ATF1I16 Arabidopsis thaliana DNA chromosome ... 216 5e-53 
emb|AJ005686.1|VVI5686 Vitis vinifera mRNA for pyrroline-5-... 204 2e-49 
gb|AF067967.1|AF067967 Mesembryanthemum crystallinum pyrrol... 190 3e-45 
dbj|AB056452.1|AB056452 Vigna unguiculata VuP5CS mRNA, comp... 173 7e-40 
gb|U60267.1|SLU60267 Solanum lycopersicum delta 1-pyrroline... 153 6e-34 
gb|M92276.1|VIRPYRR Vigna aconitifolia pyrroline-5-carboxyl... 117 3e-23 
gb|U92286.1|ADU92286 Actinidia deliciosa pyrroline-5-carbox... 113 5e-22 
emb|X98422.1|MSP5CS2 M.sativa mRNA for delta-1-pyrroline-5-... 113 5e-22 
emb|X98421.1|MSP5CS1 M.sativa mRNA for delta-1-pyrroline-5-... 94 5e-16 
dbj|D49714.1|D49714 Oryza sativa mRNA for deltal-pyrroline-... 66 1e-07 
gb|AF022914.1|AF022914 Triticum aestivum pyrroline-5-carbox... 52 0.002 
dbj|AB025780.1|AB025780 Octopus vulgaris OvGai mRNA for G p... 52 0.002 
gb|AY022368.1| Oryza sativa microsatellite MRG4693 containi... 50 0.007 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                           
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ساير موجودات با ژنهاي مشابه در P5CS همولوژي ژن يجه نت-٤ شكل                     
 

ر ي ژن مورد نظر و سپس تکث       cDNA بعد از ساخته شدن      
د ييکی از راههای تا    يمراز  يای پل  رهيآن به کمک واکنش زنج      

 Dot( اي لكه گذاري نقطه  درستی انجام کار استفاده ازروش          
Blotting(  پلاسميد  ی هضم آنزيم  ن کار با  ينجام ا هت ا ج،  است 

استخراج شده ، قطعة مورد نظر جدا گرديد و سپس از قطعة                
ه نشانگر با استفاده    يته تهيه گرديد     )Probe( نشانگرجدا شده   

 با لكه گذاري    .  صورت گرفت   Dig DNA Labelingاز روش   
ي DNA و انجام عمل هيبريداسيون      )Dot Blotting( اي نقطه

ه شده با پروب تهيه شده و ژن تيوبولين به عنوان             مكمل ساخت 
نتايج لكه گذاري    . به تأييد رسيد   cDNAكنترل، صحت ساخت    

 و تيوبولين وپروب    P5CS ساخته شدة دو ژن       cDNAاي   نقطه
 . نشان داده شده است) ٥(اختصاصي اين دو ژن در شكل 
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 P5CS دو ژن تيوبولين و cDNAاي  گذاري نقطه  نتايج لكه-٥شكل

  P5CSپروب اختصاصي ژن  + P5CSژن ر شده ثي تک cDNAنمونة -۱
 P5CSپروب اختصاصي ژن + ژن تيوبولين ر شده يکث ت cDNA نمونة -٢
    پروب اختصاصي ژن تيوبولين + P5CSژن ر شده يتکث  cDNAنمونة  -٣
     صاصي ژن تيوبولينپروب اخت+  تيوبولين ر شده ژني تکثcDNAنمونة  -۴

 
  )Dot Blotting( اي گذاري نقطه  همانطور كه از نتايج لكه     

 با پروب     P5CSهاي ساخته شده      cDNAشود،   معلوم مي 
هيبريد شدند و با پروب اختصاصي تيوبولين          خود  اختصاصي  

 ساخته شده تيوبولين نيز       cDNA.تشكيل ندادند    را  هيبريد  

شد و با پروب اختصاصي      فقط با پروب اختصاصي خود هيبريد        
P5CSهيچ هيبريدي نشان نداد .  

 RT-PCR با توجه به نتايج بدست آمده به كار گيري روش 

 سازي و همسانه سازي     cDNAباعث تسهيل و تسريع در عمل        
شده است و اين روش نسبت به روش ايجاد مخزن ژني آسان تر              

 mRNAهمچنين ضرورتي در استخراج      . و سريع تر مي باشد       
  اين كار مشاهده نگرديد و با پرايمرهاي اختصاصي اليگو                در
)dT(          و سيستم آنزيمي مناسب مي توان ازRNA    كل اقدام به 

 .     نمود cDNAساخت 
 

 سپاسگزاري
بدينوسيله ازمسؤلين و اعضاء هيات علمي مركز ملي                
تحقيقات مهندسي ژنتيك و تكنولوژي زيستي بخاطر تأمين             

 بخاطر اهداء    Vermaق، از پروفسور      امكانات اين تحقي   كلي ه  
دكتر سميعي بخاطر ساخت پرايمرهاي مورد        آقاي  پروب و از     

 .شود نياز قدرداني مي
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SUMMARY 
 
Plants encountered with drought and salinity produce osmolytes such as proline to 

help them overcome the stress. Proline is synthesized in a two-step pathway, in which 
∆1-proline-5-carboxylate synthase (P5CS) is the key enzyme. To produce cDNA from 
mRNA , total RNA was extracted from leaves of   Arabidopsis thaliana exposed  to 
saline conditions. cDNA first strand was made through application of oligo (dT) primer 
and amplification of P5CS mRNA was carried out by two specifics, primer and 
polymerase chain reaction. Application of labeled probe, confirmed the amplification. 
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