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در حين  . توليد گرديد تراريخته  چغندرقند   ريشه مويين    ،  گروباكتريوم ريزوژنز در اين تحقيق،  با استفاده از آ        

 ژن  Hs1pro-1كه با پروموتر     ) ATپروموتر  (يس تاليانا   س پروموتر جداسازي شده از آرابيدوپ      يرثاين مطالعه، تا  
 CaMV35S ر  در مقايسه با پروموت     ژن گزارشگر  بيان بر روي    مقاومت به نماتد درچغندر مشابهت زيادي دارد،       

 دوگانه القاء   ناقل  همچنين به عنوان كنترل منفي، ريشه هاي مويين با آگروباكتريوم ريزوژنز فاقد            . ه گرديد عنيز مطال 
 سادرن مورد ارزيابي قرار     سازي و دورگ    PCRپس ريشه هاي مويين حاصل از تراريختي با روش هاي          س. شدند
 ١٠پس از   . ي  الگوي بيان ژن در معرض لارو نماتد قرار گرفتند           نمونه هاي مثبت انتخاب شده براي بررس     . گرفتند

 نتايج نشان دادكه ريشه هاي مويين واجد پروموتر      .  ارزيابي شدند  GUSروز كليه ريشه هاي مويين با رنگ آميزي        

AT                 الگويي مشابه از نظر رنگ آميزي با ريشه هاي مويين واجد  پروموتر CaMV35S بنابراين به نظر    . دارند
 GUS حالت القايي نداشته و رنگ        ، Hs1pro-1  علي رغم مشابهت زياد با پروموتر القايي ژن       AT  پروموتر  رسدمي

در تمامي قسمت هاي ريشه مويين به خصوص در ناحيه مريستمي و دور از محل سيست هاي نماتد نيز مشاهده                     
 . مانند يك پروموتر ذاتي عمل نموده استAT در نتيجه پروموتر .گرديد
 
  GUSژن  آگروباكتريوم ريزوژنز، پروموتر، ريشه هاي مويين، :اژه هاي كليديو

 
 مقدمه

 وسيله باكتري ميتوان از   بگياه   ١اريختيبراي آزمون هاي تر   
استفاده  ٣ آگروباكتريوم ريزوژنز   و ٢آگروباكتريوم تومه فاسينس 

از آگروباكتريوم ريزوژنز معمولا زماني استفاده مي شود كه         . نمود
ي به باززايي گياه كامل نبوده و تنها اثر يك ژن انتقالي و                 نياز

. وضعيت بيان آن در سلول گياهي مورد بررسي قرار گيرد                
بسياري از گونه هاي گياهي به آگروباكتريوم ريزوژنز حساس             

منجر به القاي ريشه هاي      مي باشند و تلقيح آنها با اين باكتري         
 DNAيق بخشي از     اين ريشه ها در اثر تلف       . مويين مي گردد  

   به درون ژنوم گياه به وجود مي آيند        ٤ريشهپلاسميد القا كننده    
                                                                                    
1.Transformation 
2 .Agrobacterium tumefaciens 
3 .Agrobacterium rhizogenes 
4 . Root inducing (Ri) 

ريشه هاي مويين مي توانند به سادگي در محيط هاي فاقد           ).١(
هورمون گياهي كشت شده و به عنوان بستري براي مطالعه               
پاتوژن هاي اجباري ريشه همچون قارچ ها و نماتدها استفاده             

 ريشه مويين براي مطالعه بيولوژي قارچ       براي مثال كشت  . گردند
 و براي مطالعه  )٨( ٦، پلاسموديافورا براسيكا  )٨ (٥پلي ميكسا بتا 

 و بيان مقاومت به نماتد چغندرقند در         ٧توليدمثل نماتد سيستي  
همچنين تلفيق پايدار و     . )٩ (ريشه هاي مويين به كار رفته اند     

رگ  ويروس زردي نكروتيك رگب       يبيان ژن پروتئين پوشش     
  در ريشه هاي مويين چغندر قند نشان داده شده است             ٨چغندر

لذا ملاحظه مي شود كه مي توان از اين سيستم براي انجام            ). ٤(
                                                                                    
5 . Polymyxa betae 
6 . Plasmodiaphora brassica 
7 . Heterodera schachtii 
8 . Beet Necrotic Yellow Vein Virus (BNYVV) 



 ١٣٨٣، سال ١، شماره ٣٥مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ٨٦

، به ويژه در ارتباط با بيان ژن يا            بسياري از آزمون هاي زيستي   
 در اين آزمون ها اگرچه       .تكثير ويروس در ريشه بهره جست        

شه به طور قابل ملاحظه اي       فيزيولوژي سيستم ري    و مرفولوژي
 تغيير مي يابد ولي تا حد زيادي مسائل زيستي، قابل آزمون و              

تلقيح بافت هاي چغندرقند با آگروباكتريوم ريزوژنز      . سي است برر
چنين ريشه هايي فاقد   . منجر به توليد ريشه هاي مويين مي شود      

نياز هورموني بوده و به سرعت تكثير و منشعب مي گردند و                
ن به مقادير زياد در زيركشت هاي متوالي از آنها تهيه نمود           مي توا

تراريختي چغندر قند با آگروباكتريوم ريزوژنز به طور           ).١٢،  ٣(
 موفقيت آميزي براي تشخيص اولين ژن مقاومت به نماتد               

Hs1pro-1  ٢( در چغندر قند به كار رفته است(. 
حاصل ١  AT تحت كنترل پروموتر   GUSدر اين تحقيق، ژن     

به صورت    CaMV35S و پروموتر       ٢ تاليانا  سيسپاز آرابيدو  
تقل شده و   نتوسط آگروباكتريوم ريزوژنز به چغندرقند م     جداگانه  

تاثير تلقيح ريشه هاي مويين با نماتد بر فعاليت پروموترهاي              
 .مذكور بررسي گرديد

 
 مواد و روش ها

  سويه آگروباكتري و ناقلين پلاسميدي،مواد گياهي
آنكه اين تحقيق در آلمان صورت گرفت از رقم           با توجه به    

 حساس به نماتد چغندر قند كه درشمال اين          p٩٣١٦١ يتتجار
بذوردر  .كشور كشت مي شود براي تراريختي استفاده گرديد          

 به هفته از دمبرگ گياهچه ها        ٨گلخانه كشت شده و پس از         
آگروباكتريوم ريزوژنز    با عنوان ريزنمونه براي تراريختي        

AR15834  نوع وحشي     كمكي    پلاسميد     مل حاpi15834 
ناقلين دوگانه به صورت مستقل به درون             . استفاده گرديد  

 بود كه   pAM194اولين ناقل دوگانه    . آگروباكتري منتقل شدند  
 HindШ داراي اينترون درون ناحيه برش         GUSبا ورود ژن     

 CaMV35Sتحت كنترل پروموتر     ) ١٥ (pRT104پلاسميد  
 با ورود يك      pMOG/ATين پلاسميد    دوم .تهيه شده بود   

، XbaI تاليانا به درون ناحيه برش           آرابيدوپسيسپروموتر از    
XhoI    در پلاسميد pMOG819   كليه مراحل  .  ساخته شده بود

. )١١(انجام گرفت مولكولي  ساخت پلاسميد برطبق روش هاي       
 . تكثير شدE.coliسپس پلاسميد نوتركيب توسط باكتري 

                                                                                    
1 . Promoter 
2 . Arabidopsis thaliana 

 تراريختي آگروباكتري
 براي ورود هريك از پلاسميدها به          ٣وش انجماد و ذوب    ر

 به طور جداگانه      ١٥٨٣٤درون آگروباكتريوم ريزوژنز سويه         
در اين روش از كلريد كلسيم به همراه شوك          ). ١١(استفاده شد 

حرارتي براي  انتقال پلاسميد درون آگروباكتري  استفاده مي             
 .گردد

 بافت گياهيلقيح و كشت توام ت
 ٥ ناقل هاي دوگانه در     ملروباكتريوم ريزوژنز حا  ي آگ اسلول ه

 و  ريفامپيسين ميلي گرم در ليتر     ٥٠ حاوي   LBميلي ليتر محيط   
C˚ دور در دقيقه و دماي       ٢٠٠كانامايسين بر روي شيكر دوراني      

  دور در  ٣٥٠٠سپس اين كشت در     .  كشت شبانه شدند   ٢٨-٣٠
oC٥ در    دقيقه سانتريفوژ گرديد و رسوب سلول ها      ١٠به مدت    ٤ 

سوسپانسيون براي تلقيح     اين . تعليق شدند   LBبرابر حجم    
براي اين كار ابتدا بافت هاي      .كار رفت  بهريزنمونه هاي دمبرگ    

 دقيقه  ٢٠ درصد به مدت        ٥گياهي در هيپوكلريت سديم        
  ١٠ بار، هربار    ٣ضدعفوني شده سپس با آب مقطر استريل براي         

 ١-٢قطعات   سپس ريزنمونه ها به       . دقيقه شستشو شدند    
 ٥سانتي متري بريده شده و در سوسپانسيون باكتري به مدت             

ريزنمونه ها با كاغذ صافي خشك شده تا          . دقيقه تلقيح شدند   
در اين مرحله     .باكتري هاي اضافي از سطح آنها جدا گردد           

C˚نصف غلظت منتقل و در      ) ٦ (B5ريزنمونه ها به محيط جامد     

ساعت تاريكي   ٨ و    ساعت روشنائي  ١٦تناوب نوري    تحت   ٢٣
روز كشت توام،      ٢پس از     .  روز نگه داري شدند        ٢براي   

 ميلي گرم در ليتر        ٤٠٠ريزنمونه ها به محيط مشابه با             
سفوتاكسيم منتقل شدند تا در اين محيط ضمن القاي ريشه هاي          

پس از يك تا دو هفته       .مويين، باكتري ها از محيط حذف گردند     
حيط مشابه در شرايط تاريكي     ريشه هاي مويين ظاهر شده و به م      

 ميلي گرم در   ١٥٠و در زيركشت هاي بعدي به محيط مشابه با           
 .ليتر سفوتاكسيم منتقل شدند

  ژنومي از ريشه هاي مويينDNA استخراج 
 هاي لازم محلول  

 :  تهيه گرديد١ابتدا محلولهاي مورد نياز طبق جدول 
 

                                                                                    
3 . Freeze- thaw method 
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 DNAتخراج  محلول هاي مورد نياز در مراحل مختلف اس-١جدول 
اولبافر شستشوي  2xCTABبافر استخراج   بافر شستشوي دوم

Tris/HCL (pH=7.5)    120 mM
NaCl                           840 mM
EDTA (pH=8)              12 mM

CTAB                            2 % 

Ethanol    76% 
NaOAc    0.2 M

 

Ethanol    76%     
NH4OAc  0.01M

 
 MOG/ATريشه هاي مويين     ژنومي DNAاستخراج  سپس  

 به شرح   )٢(كاي و همكاران     بر طبق روش     CTABبا استفاده از    
 :زير انجام گرفت

 مايع  نيتروژن ميلي گرم بافت ريشه از هر نمونه در             ٢٠٠
 ١٢ و   1.2xCTABبه هر نمونه يك ميلي ليتر بافر       . آسياب  شد  

وده شده و پس از مخلوط كردن در         تواتانول افز پميكرو ليتر مركا 
.  شدند نگه داري  به مدت يك ساعت         ºC٦٥حمام آب گرم      

 ايزوآميل الكل  :  ميكروليتر كلروفورم   ٦٠٠سپس به هر نمونه       
پس از  .  دقيقه تكان داده شدند     ١٠افزوده و به مدت      ) ١:٢٤(

 در دماي   دقيقه ١٠ دور در دقيقه به مدت        ٨٥٠٠سانتريفوژ در   
براي رسوب   .به تيوپ جديد منتقل گرديد       فاز رويي     ،محيط
 ميكروليتر ايزوپروپانول سرد و سپس          ٦٠٠ از    DNAدادن  

 ºC٤دقيقه در    ١٠ دور در دقيقه به مدت         ١٣٠٠٠سانتريفوژ  
 ٢٠ با بافر شستشوي يك به مدت        DNAرسوب  . استفاده گرديد 

 ٢٠ شستشوي دو به مدت      فر در دماي محيط و سپس با با       دقيقه
   در  محيط شستشه شده و پس از سانتريفوژ         دقيقه در دماي     

ºCحذف روشناور،  سپس   دور در دقيقه و    ١٠٠٠٠ودقيقه   ١٠ ، ٤
 دقيقه خشك   ٢٠ تا ١٠ در دماي محيط به مدت        DNAرسوب  

 ºC٤يخچال  حل و در     TEشده و نهايتا  در حجم مناسبي از بافر         
 .نگهداري گرديد

 PCRآزمون 
،  ١MOG/ATاريختهبراي تاييد مولكولي ريشه هاي مويين تر     

 استفاده  GUS ژن   ي   با آغازگرهاي اختصاص   PCRابتدا از روش     
 . گرديد

Forward Primer : 5' – CCTGTAGAAACCCCAACCCG – 3' 
Reverse Primer : 5'– CGGATGCCGACGCGAAGCGG – 3' 

يك   → ºC٧٢ يك دقيقه [ سيكل   ٣٥بدين ترتيب پس از     
 بين  GUSي از ژن     قطعه ا  ]ºC٩٤ يك دقيقه   → ºC٥٥ دقيقه

 درون ژل آگارز يك       PCRدو آغازگر تكثير شده و محصول          
 .درصد تزريق گرديد

                                                                                    
1 . Transformed 

 دورگ سازي سادرن

 و تعداد   pMOG/AT پلاسميد   T-DNA تاييد ورود براي  
نسخه هاي آن در ژنوم سلول هاي ريشه مويين، آزمون                   

، به عنوان    GUS سادرن با كمك قطعه اي از ژن           سازيدورگ 
  DNA ميكروگرم  ٣براي اين منظور       . گرفتكاوشگر انجام     

 برش  EcoRI مثبت با آنزيم       PCRريشه هاي مويين    ژنومي  
محصولات حاصل از برش در ژل يك درصد آگارز قطعات          . يافتند

با قراردادن ژل بر روي ظرف حاوي         . برش يافته تفكيك شدند    
 عمل انتقال    NaCl مولار    ٥/١ و    NaOH مولار    ٢٥/٠محلول  
DNA    شاء نايلوني    از ژل به غHybond-N+    به روش كاپيلاري 

 با  GUSقطعه كاوشگر حاصل از ژن      . در طي شب صورت گرفت    
α-32p-dATP   و α-32p-dCTP     فين برگ و وگل      طبق روش

با كاوشگر   سازي بلات      دورگ . نشان دار شد ) ١٩٨٣(اشتاين  
 و مراحل شستشو و تشخيص         ºC٦٠نشان دار شده در دماي       

 .فتانجام گر) ١٩٩٢( همكاران  و پيلننوارها طبق روش
 تلقيح ريشه هاي مويين با نماتد

 و  PCRاز هر يك از نمونه هاي ريشه مويين كه نتايج                
 سانتيمتري جدا  ١-٢ قطعه ريشه جوان     ٢سادرن آنها مثبت بود،     

ريشه  بافت هاي تلقيح .شده و در دوپليت كشت قرار گرفتند         
د بر طبق روش      لارو نماتد چغندرقن    ٣٠٠هرپليت با    مويين در 
 .انجام گرفت) ١٩٩١( و همكاران سيجمون

  GUSآزمون 

رنگ آميزي هيستوشيميايي ريشه هاي مويين به منظور           
 روز پس از تلقيح ريشه ها با لارو نماتد         ١٠ ،GUSتعيين فعاليت   

با ) ١٩٨٧(جفرسوند بر طبق روش       تو ظهور سيست هاي نما    
حلول رنگ   كه در م    بدين ترتيب .  صورت گرفت   تغييرات زير 

 ميلي  ٥٠ ميلي مولار و كلريد سديم        ١٠٠آميزي از بافر تريس      
 بر روي   براي رنگ آميزي،  . ن تريتون استفاده گرديد   ومولار و بد  

 ميلي ليتر محلول     ١-٢ د،ريشه هاي هر نمونه در زير هو           
 ظروف كشت    فيلتراستريل شده اضافه نموده و     GUSرنگ آميزي  

با استفاده  پس  س.  شدند  نگه داري  ºC٣٧ ساعت در    ١٦مدت   به
 محل تشكيل لكه هاي آبي در ريشه هاي        وميكروسكوپ،  ئاز استر 

 .مويين بررسي گرديد
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 نتايج و بحث
 تراريختي گياه

ريزنمونه هاي گياهي تلقيح شده با آگروباكتريوم ريزوژنز پس        
اين ريشه ها معمولا  از    .  هفته توليد ريشه هاي مويين نمودند     ٢از  

نه  توليد شده و معمولا  چند ريشه مويين             دو انتهاي ريزنمو   
مستقل از هم كه هريك از يك سلول جداگانه منشا گرفته بودند            

اين ريشه ها به تدريج رشد كرده و پس از يك            . توليد مي گرديد 
مراحل مختلف القاي ريشه    . ماه تمام سطح پليت را مي پوشاندند     

. ست مشخص ا  ٤ تا   ١ مويين و رشد و تكامل آن در شكل هاي         
رشد ريشه ها بر روي محيط فاقد هورمون نشان داد كه اين                 

 مربوط به پلاسميد القاء كننده       T-DNAريشه ها حداقل واجد     
كشت هاي ريشه   .ريشه موجود در آگروباكتريوم ريزوژنز هستند      

حاصل از سه تراريختي جداگانه با آگروباكتريوم ريزوژنز فاقد             
 پلاسميد     و   pAM194 واجد پلاسميد          ،ناقل دوگانه   
pMOG/AT              پس از يك ماه توليد ريشه هاي جانبي فراوان 

 .نموده و رشد متراكمي را نشان دادند

 
 ريشه هاي موئين حاصل از تراريختي جدا كشت دمبرگ           -٤ تا   ١شكلهاي  

 ١٥ چغندرقند پس از تلقيح با آگروباكتريوم ريزوژنز،          93161pگياهچه رقم   
 ٢٥) ٢شكل  (وز پس از زمان تلقيح       ر ٢٠). ١شكل  (روز پس از زمان تلقيح      
 )٤شكل ( روز پس از زمان تلقيح ٣٠و ) ٣شكل (روز پس از زمان تلقيح 

PCR  
 ژنومي ريشه هاي   DNA نمونه   ٣٠ براي   PCRپس از انجام    

ل ممويين حاصل از تراريختي با آگروباكتريوم ريزوژنز حا               
، تعداد  GUS با آغازگر اختصاصي ژن        pMOG/ATپلاسميد  

را نشان دادند به     )  جفت باز  ٩٣٩( نوار مورد انتظار       نمونه ١٨
  اند  ، توانسته   MOG/AT درصد ريشه هاي مويين       ٦٠عبارتي  

T-DNA              حاوي ژن گزارشگر و پروموتر موردنظر را دريافت 
 .)٥شكل ( نمايند

 دورگ سازي سادرن
 T-DNAكه تعداد نسخه هاي     نشان داد سادرن بلات   نتايج  

 نسخه متغير بوده و      ٨ تا   ١خته بين   در ريشه هاي مويين تراري    
 دريافت نموده   T-DNA درصد نمونه ها بيش از يك نسخه          ٥٠

 .)٦شكل (بودند 
 GUSتلقيح ريشه هاي مويين با نماتد و آزمون 

بر روي ريشه هاي مويين تلقيح شده بالارو نماتد در هر سه             
 واجدنوع تراريختي با آگروباكتريوم ريزوژنز فاقد ناقل دوگانه،             

 با  pMOG/AT) GUSلاسميد  ، واجد پ  pAM194 پلاسميد  
 روز، تعدادي سيست نماتد تشكيل        ١٠پس از    ) ATپروموتر  

٨شكل هاي  ( قابل رويت بودند      استرئو ميكروسكوپ  گرديد كه با  
در اين آزمايش همچنين يك نمونه ريشه مويين تراريخته          ). ٧-

MOG/AT       فت به كار ر    به عنوان شاهد   بدون تلقيح با نماتد .
 ،GUSپس از رنگ آميزي كليه نمونه ها با محلول رنگ آميزي            

مشاهده گرديد كه لكه هاي آبي  رنگ نه تنها در ريشه هاي                 
 تلقيح شده   AT-GUS  و پروموتر  S-GUS 35تراريخته پروموتر 

با نماتد با الگويي مشابه ديده مي شوند بلكه در نمونه كنترل               
AT-GUS        نيز لكه هاي آبي  رنگ     پروموتر بدون تلقيح با نماتد

 )٢٠٠١(تورا و همكاران       ). ٩-١٢شكل هاي   (ديده مي شود     
هاي متفاوتي   ها تهيه نمودند كه در آنها بخش       اي از سازه   مجموعه

 حذف شده و در مجاورت ژن          Hs1pro-1از توالي پروموتر ژن       
اين سازه هاي ژني به        .  اتصال يافته بودند     GUSگزارشگر  

نتقل شدند و در تراريختي چغندرقند و        آگروباكتريوم ريزوژنز م  
سپس ريشه هاي مويين       . آرابيدوپسيس تاليانا بكار رفتند      
نتايج نشان داد كه يك توالي      . تراريخته با لارو نماتد تلقيح شدند     

 در محل   GUS قادر به بيان ژن      Hs1pro-1 جفت بازي از     ١٥٠٠
ن  در گياها  Hs1pro-1بيان ژن   . اتصال نماتد به ريشه گياه است      

 گيرد و در زمان           مقاوم عمدتا در ريشه صورت مي               

1          2
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M  P1 P2 P3 N1 N2   1  2 …                                                                                                

P   N    1    2     3 ..…..……………………………………………….…. 18 

 
30 
 
 
 
 

  PCR چغندرقند توسط هي اختصاصي در ريشه هاي موئين تراريختها با آغازگرGUS تشخيص ژن  -٥شكل 
M -نشانگر مولكولي تعيين اندازه  DNA  ) 1KB ladder (   P1-محصول  PCR براي پلاسميد pAM194 ) اولين كنترل مثبت( 
P2 -محصول  PCR از پلاسميد pMOG/AT )  دومين كنترل مثبت( -P3محصول  PCR  از DNA با ه ژنومي ريشه  موئين تراريخت pAM194    
N1 -محصول  PCR از DNA سومين كنترل مثبت(      با آگروباكتريوم  ه ژنومي ريشه موئين تراريخت( 

 )دومين كنترل منفي ( DNA بدون  Master Mix از PCR  محصول-  N2  )كنترل منفياولين (   ريزوژنز فاقد پلاسميد دوگانه       
  ژنومي ريشه هاي موئين مستقل حاصل از DNA از  PCRهاي  محصول1-30-

  pMOG/ATل پلاسميد م         تراريختي با واسطه آگروباكتريوم ريزوژنز حا

 
 

 
 
 
 
 
 
 

  ريشه هاي موئين حاصل از تراريختي جدا كشت دمبرگ سادرن سازي نتايج آزمون دورگ-٦شكل 
 . pMOG/ATچغندر قند با آگروباكتريوم ريزوژنز حامل پلاسميد p٩٣١٦١رقم 

M -نشانگر مولكولي تعيين اندازه DNA ) 1KB ladder (   1-18 - DNAچغندرقند كه نتايجه ژنومي ريشه هاي موئين تراريخت PCR آنها  
P DNA -چغندرقند واجد ژنهئين تراريخت ژنومي ريشه  مو GUS  )  درصد از ريشه هاي موئين بيش از يك نسخه ٥٠ .مثبت بوده است  ) كنترل مثبت T-DNA 
N -DNA چغندرقند فاقد ژن ه ژنومي ريشه موئين تراريخت GUS ) دريافت كرده اند )كنترل منفي. 

 
 

 
 ١٠ن  سيست هاي نماتد تشكيل شده بر روي ريشه هاي موئي-٧شكل 

 روز پس از تلقيح با لارو نماتد چغندرقند

 
  با بزرگ نمائي بيشتر٧ دو سيست نماتد از شكل -٨شكل 

 

DNA size 

    (bp) 

   939 

DNA size 

    (Kb) 

 12.2 

   6.1 

   3 



 ١٣٨٣، سال ١، شماره ٣٥مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ٩٠

 
 كه 35S با پروموتر GUS ريشه هاي موئين تراريخته حامل ژن -٩شكل 

لكه هاي .  شده اندGUS روز رنگ آميزي ١٠بالارو نماتد تلقيح شده و پس از 
 . را نشان مي دهندGUSژن آبي در ريشه هاي موئين بيان 
 

 
 AT با پروموتر GUS ريشه هاي موئين تراريخته حامل ژن -١٠شكل 

 روز ١٠حاصل از آربيدوپسيس تاليانا كه با لارو نماتد تلقيح شده و پس از 
 GUSلكه هاي آبي در ريشه هاي موئين بيان ژن .  شده اندGUSرنگ آميزي 

 . را نشان مي دهند
 

 
 AT با پروموتر GUSموئين تراريخته حامل ژن  ريشه هاي -١١شكل

به  (GUSآربيدوپسيس تاليانا بدون تلقيح با نماتد پس از رنگ آميزي 
 . در ريشه هاي موئين را نشان مي دهدGUSلكه هاي آبي بيان ژن)عنوان شاهد

 

\ 
 تلقيح شده با لارو نماتد كه پس GUS ريشه هاي موئين فاقد ژن -١٢شكل 

رنگ آبي در ريشه هاي موئين ديده .  شده اندGUSميزي  روز رنگ آ١٠از 
 .نمي شود

 
اين امر نشان . آلودگي به نماتد، بيان اين ژن افزايش مي يابد        

در حالي كه   .  و نماتد است   Hs1pro-1دهنده اثر متقابل پروموتر     
 جداسازي  ATنتايج تحقيق ما نشان داد كه توالي پروموتري            

پس از تراريختي به گياه چغندرقند      شده از آرابيدوپسيس تاليانا،     
و آلوده سازي ريشه با لارو نماتد نتوانست بيان القايي ژن را                 

به طوري كه در تمام قسمت هاي ريشه پس از رنگ           . تاييد نمايد 
اين امر نشان   . ، لكه هاي آبي رنگ مشاهده گرديد      GUSآميزي  

  باعث القايي  Hs1pro-1مي دهد كه توالي هاي خاصي از پروموتر         
 ATبنابراين پروموتر  . شدن بيان ژن مجاور آنها مي گردد            

س تاليانا علي رغم شباهت زياد با       سيشده از آرابيدوپ  جداسازي  
 چغندر حالت القايي نداشته      Hs1pro-1توالي پروموتر القايي ژن      

 CaMV35S  داشته و مانند پروموتر    ١ يا ذاتي  مداوم بيانبلكه  
 .عمل مي نمايد

                                                                                    
1 . Constitutive 
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SUMMARY 

 
In this research, sugarbeet transformed hairy root was produced by  Agrobacterium 

rhizogenes mediated transformation. Effect of a promoter (AT) derived from 
Arabidopsis thaliana was compared with CaMV35S promoter for expression of one 
reporter gene. AT promoter was very similar to Hs1pro-1 promoter that is responsible for 
nematode resistance in sugar beet. As a negative control, hairy roots were induced to 
Agrobacterium rhizogenes without binary vector. Then, hairy roots were analyzed by 
PCR and Southern hybridization. Positive hairy roots were selected and inoculated with 
nematode larvae. After 10 days, hairy roots were stained by GUS assay. The results 
indicated that hairy roots harboring AT promoter, have similar staining pattern to hairy 
roots harboring CaMV35S promoter. Therefore, it seems AT promoter although having 
much similarity to Hs1pro-1 inducing promoter, isn’t an inducing one, so that GUS stain 
spots could be observed in all parts of hairy root specially in meristemic zone and far 
from nematode cyst site. In conclusion, AT promoter has been found to have acted as a 
constitutive promoter.   
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