
¿ÄË����Ê�Y���½ZÅZÌ³�¹Â¸��½Y�ËY  
�Ã�Á{��,�Ã�Z¼���,½Zf�»�������������-���� 

*µÂX�»�Ã|À�ËÂ¿���É�ZÌ¿�Ê¸��  �������¾¨¸e������������������  �niazi@shirazu.ac.ir�E-mail: 

Ä¿Z�¼Å�É�Z��Ê�ËÂ¿Á��¶»Z�� WDREB2�{�¹|À³��½ZÌ]�¶«Z¿pBI121���Ä]�µZ¬f¿Y�Á  
ÄmÂ³��Ê´¿�§Ä]��Â�À»Z»����Àe�Ä]�¶¼ve�{ZnËY�  

  
É�Z³�Z��Z¼Ì��Á�É�ZÌ¿�Ê¸����  

�Á��|°�¿Y{�,�ZË{Zf�Y�Á�|��Y�Ê�ZÀ��Z¯�ÉÂn�¿Y{�,Ç�Y�Ì��ÃZ´�¿Y{�,É��ÁZ�¯�  
��d§ZË�{�xË�Ze����
�
��� -\ËÂ�e�xË�Ze�����
�
�����  

  
Ã|Ì°q  

e�À�ZÅ�ÉÊf�Ë��Ì£¶Ì^«��Y���Ê°�y�ÁZ»��cY�ÌiPe�,�Y{�½ZÅZÌ³�{�°¸¼��Á�|����]�É��»�¿�Á�|
¶¼ved�Y�Ã{Â]�½ZÅZÌ³�sÔ�Y�Ê¸�Y�¥Y|ÅY�Ä¸¼m��Y�ZÆ¿M�Ä]�����ËY�§Y¶¼ve��Àe�|Àq�Ä]�]�Z

�Ì�»� �{� Ä¯� Ê�ËÂ¿Á�� ¶»YÂ�� |À¿Z»� Ê¼Ì�Àe� ½��®Ë� µZ¬f¿Y� �Y� Ã{Z¨f�Y�ZÅÉ{| f»� Ê¼Ì�Àe� É�
d�Y�¾°¼»�,|¿�Y{�d·Zy{��¹Zn¿Y�cZ¬Ì¬ve�Äf§�³��ËY�§Y��{�dÌ¬§Â»��Y�Ê¯Zu�½ÂÀ¯Ze�¶¼ve�

�Àe�Ä]�ZÅÂ���Y�Ã{Z¨f�Y�Z]�Ã|¿��Ì£�Éd�Y�Ã{Â]�Ê¼Ì�Àe�¶»Y� �¥|Å�Z]��ÅÁ�a�¾ËYÄ¿Z�¼Å�É�Z��
�½��Z¨·M�¹�§Á�ËYWDREB2�ÃZÌ³�Ä]�½��¾ËY�µZ¬f¿Y�Á�ÊÅZÌ³�\�ZÀ»�½ZÌ]�¶«Z¿��{�ÄmÂ³�Ê´¿�§�

Ä]�Â�À»��{Â^Æ]�¶¼ve�¹Zn¿Y� Z»����Àe�Ä]�d§�³� ��Ê�ËÂ¿Á��¶»Z�WDREB2�¶»YÂ���Y�Ê°Ë�
��{�Á�Ã{Â]�¹|À³��{�ºÆ»�Ê�ËÂ¿Á�¶¼ve�Àe�Ä]��ZÅ»�Êf�Ë��Ì£�ÉRd�Y��i��Ä¿Z�¼Å�É�Z��½��

WDREB2½ZÌ]�¶«Z¿��{�pBI121 �ÃZÌ³�Ä]�½��¾ËY�µZ¬f¿Y�Á�ÄmÂ³��Ê´¿�§��Âe� tumefaciens�
Agrobacterium�ËÂ�È�C58n¿Y�� ¹Zd§�³� �Ä]��Â�À»�|ÌËPeY�e�ÊfzË�� ½ZÅZÌ³�ÄmÂ³��Ê´¿�§

�kY�zf�YDNA��À¯YÁ�Á�PCR�¹Zn¿Y�Ê�Z�fyY�ÉZÅ�³�Z£M�Z]�d§�³�� �«�{ÂmÁÈ�Ä]��Â]�»�
�½�WDREB2Y�e� ,ÊfzË��½ZÅZÌ³�ÄmÂ³�e� Y��Ê´¿�§PÊ»�|ÌË�|À¯� �|ÌËPe�½��½ZÌ]�WDREB2�Z]�

� ®ÌÀ°e� �Y� Ã{Z¨f�YRT PCR� kY�zf�Y� �Y� �a�RNA� �fÀ�� Á�cDNAd§�³� c�Â����
d�Ë���½ZÅZÌ³�ÊnÀ�dzË�Y�eÉZ»{��{�½ZÅZÌ³��Z¼Ìe� Z]�|ÅZ��Á���Êf¿Z��Èm�{�Ä]�{Y�³��Â�À»�

�¹Zn¿Y�Z»����Àe�µZ¼�Yd§�³� �ËZ¬»ÈY�e�Á�|ÅZ��½ZÅZÌ³�¾Ì]�Z»����Àe�ÊbÌeÂÀ§�ºWÔ��,dzË��
��{�Y��½��¾ËY��¬¿ÉZ¬·Y�¶¼ve�|ÌËPeÊ»��|À¯�  

�  
Ã�YÁ�����É|Ì¸¯�ÉZÅ�,½��µZ¬f¿Y���,Z»����Àe�Ê�ËÂ¿Á��¶»Z�WDREB2�,ÄmÂ³�Ê´¿�§�  
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� Z]� {Ây� Ê³|¿�� µÂ�� �{� ½ZÅZÌ³Ç�f�³��Y� Ê Ì�Á�
�Àe�ZÅÁ�� Ê�Ìv»� É�Ä]�|Àf�Å� Á�� ���Y� Z»��� Á� Ê°�y
�Àe�ZÅ�Ìv»� Ê¸�Y� ÉÅZÌ³� |��� Ä¯� |Àf�Å� Ê�Y�� ½Z
Ä]��c|�Ê»�{Á|v»�|ÀÀ¯���ZiMÌ³��]��Àe�Á{�¾ËY�Ê¨À»��,ÃZ

�»� �f�Ì]� Á� |ÀÆ]Z�»� �ZÌ�]�ÌÊ���]� ÉZÅ���{� Ã|�
x�Za�ZÅ»�ÉÂ�Àe�¾ËY�Ä]�½ZÅZÌ³�Ê°Ë�Â·ÂË�Ì§�Á�Ê·Â°·�ZÅ�

d�Y� ­�f�»(Shinozaki et al., 2000)� �¶¼ve�Ä]�
�Àe�ZÅÊf�Ë��Ì£� É,�sÔ�Y� ºÆ»� ¥Y|ÅY� �Y� Ã�YÂ¼Å�

d�Y� Ã{Â]� ®Ì�Ô¯� cZeZ^¿� ��ªË��� �Y� ®Ìf¿�� Ê�|ÀÆ»
½�� µZ¬f¿Y� Á� É�Z�Y|m�ZÅ� É�iR»� �ËY�§Y� Ä]� ,¶¼ve�

]� ½ZÅZÌ³�Àe� Ä�ZÅd�Y� Ã|�� �nÀ»� Êf�Ë��Ì£� É� ��Z]

½��µZ¬f¿Y�½ÂÀ§��Y�Ã{Z¨f�Y,½��µZ¬f¿Y��¿YÂ»��ZÅ�|Ì¨»�É�Ä]
� ½ZÅZÌ³,ÃZÌ³� [Â¸�»� cZÌ�Â�y� �¨u� Z]� Á� Ã|�� �§��

½��ZÅe|»��{�,Ê ^À»��Å��Y�|Ì¨»�ÉÊÃZeÂ¯����e�Y�Á���ZÅ�É
�ÊfÀ�Ä]�� ¹Â¿�Ê»� {�YÁ� ÃZÌ³�Â�¿|� �� Ä¯� Zn¿M�Y¶¼ve�Ä]�
�Àe�ZÅY�Êf�Ë��Ì£�É�Ê¼¯�cZ¨��Ä¸¼m��d�Y�{Y| e�Á�

�½��É{ZË�� Y��½MÊ»�µ�fÀ¯�|ÀÀ¯�½��®Ë�½ZÌ]�Á�µZ¬f¿Y� ,
Ê¼¿�É{�°¸¼���Ä]� ÃZÌ³�x�Za� �{�¶»Z¯�cY�ÌÌ¤e� Ä]�|¿YÂe

�Àe��ZÅ�{ZnËY� Á�¶¼ve��nÀ»� ÃZÌ³� �{�Ê]Â¸�»�t����{�
{Â��(Sakuma et al., 2006)� �Ê�ËÂ¿Á�� ¶»YÂ����{� Ä¯

¹ZÌa� µZ¬f¿Y� ÉZÅ�Ì�»� ºÌ�Àe (Signal transduction 

pathway) ½�� ½ZÌ]� Á��ZÅ�|À¸Ìy{,�½�� ÃÁ�³� �{�ZÅ�É
��Y�«�Ê¼Ì�Àe|¿�Y{|Ë|¿Z¯�Á��ZÅ�Ê^�ZÀ»�ÉÉY�]�Á�µZ¬f¿Y�

id22750140 pdfMachine by Broadgun Software  - a great PDF writer!  - a great PDF creator! - http://www.pdfmachine.com  http://www.broadgun.com 

mailto:�niazi@shirazu.ac.ir�E-mail:


���  ����������¿ÄË����Ê�Y���½ZÅZÌ³�¹Â¸��½Y�ËY�Ã�Á{���Ã�Z¼��,��½Zf�»��,���� 

��ËY�§Y¶¼ve�½ZÅZÌ³� �{�|Àf�Å� ����ZÀ�� Z]�¶»YÂ��¾ËY
Ê¼Ì�Àe ÌuZ¿� �{�{ÂmÂ»��Ì�È�ÃY���Y|¿Y½���ZÅ�É{ZË��É

�Àe�Ä]�x�Za��{�Ä¯�ZÅ��iR»�½Z�¿��À°¼Å�]�|¿Ê»�ÀÅ{|�
� Á\^�Ê»� ZÆ¿M� ½ZÌ]� ºÌ�Àe��|¿Â��(Sakuma et al., 

2006)� �Ê�ËÂ¿Á�� ¶»YÂ�DREB (Dehydration 

responsive element binding factor)���Y� ÉÂ��
{YÂ¿ZyÇ�AP2/ERF�|Àf�Å� ���Y�Ê¼Æ»� ÃÁ�³� Ã{YÂ¿Zy�¾ËY

� ¶»Z�� Y�� Ê�ËÂ¿Á�� ¶»YÂ�Ê»�{Â�� �{� Ä¯��Ì�»�ZÅ�É
� Ä]� Äf�]YÁ�Ì£ABA�� �{�Àe� Ä]� x�Za�ZÅÉ�Êf�Ë��Ì£�

|¿�Y{� ÊËY��]� �¬¿�(Shinozaki et al., 2000)� ��¶»Z�
Ê�ËÂ¿Á� WDREB2ZËTaDREB �¾ÌXeÁ�a�®Ë�,¹|À³��{�
¶�f»�Ê·YÂe�Ä]�CRT/DREÊ»�|¯�Y���|À¯(Nakashima 

et al., 2009)� �� Ê·YÂeCRT/DREÌuZ¿� �{�È�ÃY���Y|¿Y�
½��ZÅ¾ÌËZa�É��{��Ì³�{�Á�d�{��Àe�Ä]�x�Za�ZÅÊ]M�É,�

� ÉZÅZ»{º¯� Á�Ä]� Äf�]YÁ�Ì£ABA� {ÂmÁ�|¿�Y{�Á�
¾ÌXeÁ�a�ZÅ½����Âe�Ã|�|¯�É�ZÅ�ÉDREB�Ê·YÂe�¾ËY�Ä]�
¶�f»Ã|��� ªË��� ¾ËY� �Y� Á�\^��� ½ZÌ]� ºÌ�Àe�½�ZÅ�
Ê»�Â�¿|�.( Kasuga et al., 1999)  

½ZÌ]��ËY�§Y� ½��� ÉZÅDREB1B/CBF (C repeat 

binding factor/Dehydration responsive element 

binding)�ZË�DREB1A/CBF3�µ�fÀ¯�dve�ÃY���Y|¿Y�35S�
��Ì�aÁ|Ì]Y�M�½ZÅZÌ³�{ZnËY�Ä]dzË�Y�e��ËY�§Y�Z]�¶¼ve�

�Àe�Ä]��ZÅ�Z»���Á�É�Â��,Ê°�y�ÉÃ|Ì»Zn¿Y�d�Y�(Liu 

et al., 1998; Kasuga et al., 1999)� ��ÈË�ne�
�®ÌÀ°e� �Y� Ã{Z¨f�Y� Z]��Ì�aÁ|Ì]Y�M� ÃZÌ³� ¹ÂfbË�°�¿Y�e

��Y��Ì]�É�YÁ�°Ì»��Y�]� Y��¥|Å�½���Ê�ËÂ¿Á��¶»Z��É
DREB1/CBF� ½Z�¿�Ê»�|Å{�(Maruyama et al., 

2004)� �Ä¿Â¼¿�½�� ¾ËY� �Y� ÊËZÅ�ZÅ�ZbÌ·Â¨�§� ,C�,
ÌXeÁ�a¾�ÉZÅ�¶�f»��Ã|¿Â��Ä]RNA¾ÌXeÁ�a� ,�ZÅ��Ì³�{�É

cY�|ÌÅÂ]�¯� º�Ì·Â]Zf»� �{�ZÅ¾ÌXeÁ�a� ,�ZÅ� ÉLEA�Á�
Ã|¿�Y{�Z]�ZÅd�Y� �ZXeÁ�a� É��ÄË�ne�ZÅ�Ë�� Éd��ÊnÀ�

� ½ÂeÂe� ½ZÅZÌ³�edzË�Y� ½Z�¿�Ã{Y{½ZÌ]� Ä¯�Z»Z³� ¹�§��
�Ê�ËÂ¿Á��¶»Z� WDREB2�dveÃY���Y|¿Y 35S CaMV �

½ÂeÂe� �{,�\^��� �ËY�§Y¶¼veÀe� Ä]���ÉZÅ�,É�¼�Y�
Y� Ã|�� Z»��� Á�É�Â�d���Kobayashi et al., 2008���

½ZÌ]��ËY�§Y� ½��CBF1�Ì�aÁ|Ì]Y�M��� �{ÄmÂ³�,Ê´¿�§�
� µ�fÀ¯� dveÃY���Y|¿Y�35S� ,� �ËY�§Y� Ä]¶¼ve�

Â³Äm�Ê´¿�§�ZÅ� ÉdzË�Y�e� �Àe� Ä]� d^�¿�º¯�Ê]M�

Ã|Ì»Zv¿Yd�Y�,�� Ê·Á� �Z¨e�Y� Á� |��� ½ZÅZÌ³,dzË�Y�e�
��f¼¯�Y�|ÅZ��½ZÅZÌ³�d�Y�Ã{Â]��Hsieh et al., 2002��  

 ÄmÂ³�ZÌ³��Y�Ê´¿�§½ZÅº¯��Àe�Ä]��Z�u��Ä]�Á�Ê]M��Ã�ËÁ
� [Â�v»� Z»��Ê»�{Â�� �ºÆ»�¾Ë�eÌ�Z�u� ¶uY�»��Ä]� d

Á��¶uY�»� ,ÃZÌ³��{� Z»��Ê�Ë�ÃÂÌ»�Ê³|Ì���Á�¶Ì°�e� ,
d�Y�(Weiss & Egea-Cortines, 2009)� ��Ä]�dÌ�Z�u

�Á{�,Z»��Ç�{Á|v»�Y��ÃZÌ³�¾ËY�|���Ê»��dÌ¨Ì¯��]�Á�|À¯
e� µÂ�v»P� �Ìi [Â¸�»Z¿�Ê»�{�Y~³� ��dÌ¼ÅY� Ä]� ÄmÂe� Z]

�Àe�ZÅc�Z�y� Á� Z»��� Á� Ê°�y� Êf�Ë��Ì£� É�ZÅ�É
� ZÆ¿M� �Y� Ê�Z¿�{�ÅÁ�a� ¾ËY� �{� ,½ZÅZÌ³� §� ¹�§Á�ËY�µZ 

� Ê�ËÂ¿Á�� ¶»Z�WDREB2Ä]��ºÌ�Àe� ½�� ½YÂÀ��|ÀÀ¯Ç�
�iR»�Àe�Ä]�x�Za��{��ZÅ�½ZÌ]�¶«Z¿��{�Ê°�y�Á�Z»���É

\�ZÀ»,�Ä¿Z�¼Å�Ã|�� É�Z��Ä]��Â�À»� {Â^Æ]�¶¼ve�Ä]�
�Àe�ZÅ�ÃZÌ³�Ä]�Á�ÄmÂ³�d�Y�Ã|��Ã{Y{�µZ¬f¿Y�Ê´¿�§��  
  

�Á��Á�{YÂ»��ZÅ  
{YÂ» ÊÅZÌ³ Á ÄËÂ��ZÅÉ É�f¯Z]  
Ä]��Â�À»�ÊfzË�Y�e�� ½ZÅZÌ³ÄmÂ³�� º«�� �Y� Ê´¿�§Super-

queen� ¹Z«�Y� �Y� Ä¯� |�� Ã{Z¨f�Y�ÉY�Y{�\�ZÀ»� {�°¸¼��
,d�Y�Ê·Á�Ä]�¶Ì·{����Ë{�,½{Â]�Àe�Ä]��ZÅ��Y�Ê�Ìv»�É

� �Z�u� �ZÌ�]� Ê°�y� Á� Z»��� Ä¸¼md�Y� ��É�f¯Z]
Escherichia coli�ËÂ�È�DH5á�É�f¯Z]� Á�

Agrobacterium tumefaciens�ËÂ�È�C58�Ä]��Â�À»�
Ä¿Z�¼Å��É�Z� ½��WDREB2�Ä]�Äf§�³� �Z¯|����
É�f¯Z]��Á�ËÁ�cZ¬Ì¬ve� �¯�»� �Y� ��¿� {�Â»�ÉZÅ��Ê�ZÀ�

|��ÄÌÆe��Y�Ì��ÃZ´�¿Y{� 
  

Ä¿Z�¼Å�É�Z��½��WDREB2�½ZÌ]�¶«Z¿��{�pBI121  
� ½�� ÉZ¨·M� ¹�§Á�ËY� �Y� ªÌ¬ve� ¾ËY� �{WDREB2�

É�Z�Y|m�Ã|� �|ÌWÂ¸a�Y�´Å�¹|À³��Y�Triticum aestivum�
ÉY�]� Ã{Z¨f�Y�µZ¬f¿Y�|��(Sazegari & Niazi., 2012)��

� �^À»� �Y� ½��¾ËY� É�Z�Y|mcDNA� �Y� Ã{Z¨f�Y� Z]� ,RT-

PCR��Z£M� Á� ÉY�Y{� Ê�Z�fyY� ÉZÅ�³Ê·YÂeºË�¿M������ÉZÅ
�Ê��]BamHI�Á�SacI�0Ô^«�½M�Ê·YÂe�Á�Äf§�Ë~a�c�Â���

ÃZ´ËZa� �{�NCBI�Z¼�� Z]�Ç� Ê��f�{�HQ171443�d^i�
d�Y� Ã|�� � �� ²ÀÌ¿Â¸¯� ¶«Z¿� �{� ½�� ¾ËYpTZ57RT �
Ä¿Z�¼Å�É�Z�{Â]� Ã|��� �Ä]��Â�À»�½��½ZÌ]�WDREB2�Á�

�Z��dyZ�Ç½ZÌ]�,ÊÅZÌ³� ½ZÌ]�¶«Z¿� �Y�pBI121 �ÉÁZu�
�½�gus|��Ã{Z¨f�Y����½�gus �µ�fÀ¯�dve�¶«Z¿�¾ËY��{�



  É�Z³�Z��Á�É�ZÌ¿��Ä¿Z�¼Å��Ê�ËÂ¿Á��¶»Z��É�Z� WDREB2¹|À³��½ZÌ]�¶«Z¿��{pBI121���  ��� 

ÃY����Y|¿YCaMV35S�Á�Ä¼eZy�Ç|ÀÅ{�NOS-ter{�Y{��Y�«���
½Z°»�ZÅ�ºË�¿M�Á{�Ä]��Â]�»�Ê��]�ÉBamHI �Á�SacI��{�
ÌuZ¿È�Ê¸a�� �°ÀÌ·�¶«Z¿pBI121� ,�½Z°»YÄ¿Z�¼Å�É�Z��½��

d�Y�Ã{�¯�ºÅY�§�Y����¿�{�Â»��Ä¿Z�¼Å�É�Z���Y�Ã{Z¨f�Y�Z]�
� dÌ¯Cloning Kit(fermentase)d§�Ë~a� c�Â����

�Z�� dyZ�� ¶uY�»Ç� ½�� ½ZÌ]�WDREB2Ä]���\Ìe�e
Ä]�� |Ì¼�Ôa� kY�zf�Y�c�Â�pBI121Ä]���½|¿Z�Âm��Á�

ÉY�]� ,Ê¼Ë�¿M� º�Å� �À¯YÁ� �{� Ã{Z¨f�Y��Ê¼Ë�¿M� º�Å
�ÊÅZÌ³�¶«Z¿ pBI121 �ÁpTZ ��½��½|��{Y�M�¥|Å�Z]gus�

� ½�� ÁWDREB2Ë�¿M� �Y� Ã{Z¨f�Y� Z]�º�ÉZÅ�BamHI �Á�
SacI�·Zy� ,� �«� É�Z�È� ½�� Ä]� �Â]�»�WDREB2��Á

|Ì¼�Ôa� pBI121º�Å�Ã|�� ��Z³M� µ�� �Y��Z�Y�]�
� dÌ¯� ¶¼ ·Y�Âf�{GeneJETTMGel Extraction Kit 

(fermentas)ÌÆe� ,È� �Â¸z»�ligation�ÉY�]�½�� µZ�eY�
WDREB2� ½ZÌ]� ¶«Z¿� Ä]�PBI121�|Ì¼�Ôa� µZ¬f¿Y� Á�

� É�f¯Z]� Ä]�\Ì¯�eÂ¿Ecoli�ËÂ�È�Į5DH5��Y� Ã{Z¨f�Y� Z]�
� dÌ¯Cloning Kit (fermentase)d§�Ë~a� ¹Zn¿Y���

Ä]��Â�À»e�P� ÊËZÆ¿� |ÌËÊ·YÂe�� ½� WDREB2a�|Ì¼�Ô
\Ì¯�eÂ¿pBI 121�¯���Ä]�dMacrogen�¯��{�Ç�Ê]ÂÀm�
µZ��Ye�Á�|��Ê·YÂe�¾ÌÌ �½M��Y��a�,�\Ì¯�eÂ¿�|Ì¼�Ôa�

� kY�zf�Y|�� Á�Y�e�� ÉZÅ|Ì¼�Ôa� ÊfzËpBI121�
µÂ¸��½Á�{� Ä]�\Ì¯�eÂ¿�� | f�»�ÉZÅAgrobacterium 

tumefaciens� ÄËÂ��C58�Ä]�Á� {Z¼n¿Y� {�Y|¿Zf�Y� �Á��
[Á}(freeze- thaw) �¹Zn¿Y�d§�³��  

  
½��µZ¬f¿Y�Á�ÊÅZÌ³�{YÂ»WDREB2 ��ÃZÌ³�Ä]�  

�½��µZ¬f¿Y� Ä]Äb·�ZÅ�½ZÅZÌ³�½YÂm�ÉÄmÂ³��c�Â��Ê´¿�§
d§�³� �,�Z¯� ¾ËY� ÉY�]� ½ZÅZÌ³� �~]�ÄmÂ³���Y��a� Ê´¿�§

��Ìv»� �{�Ê¿Â¨�|�MS|��d�¯�d�¸£�¦�¿�� ���Á~]
d�¯���ËY���dve�Ã|����Á�ÊËZÀ�Á��d�Z����d�Z��

ÉZ»{� �{�Ê°Ë�Ze���m�{�ÈÊf¿Z���|¿|��É�Y|Æ´¿� {Y�³��
Äb·�ZÅ� ½YÂm� É��Ä¿YÂm� �Y��a� �Á���]� Ê¿�~� �ÁÄ]��½YÂÀ�

� Ä¿Â¼¿�Ë�ÉY�]�fzË�Y�e|¿|�� Ã{Z¨f�Y� Ê� �Ä]��Â�À»ÌÆe�È�
�d�¯��Ìv»��Y�ÊÅZÌ³�d�¯��Ìv»MS�dyZ��Ã{Z»M�

�d¯�� Duchefa|�� Ã{Z¨f�Y�� �È¼Å�Ìv»��ZÅ�d�¯�É
Ã{Z¨f�Y�Ã|�ËZa� �]� ,È�Á� ½Â»�ÂÅ� ½{Á�§Y� Z]� �Ìv»� ¾ËY�
Êf¿M�®ÌeÂÌ]�ZÅ� É¹�Ó|¿|�� ÄÌÆe�� �� µÁ|m��cZ^Ì¯�e�

d�¯��Ìv»�ZÅÉ�¦¸fz»�Ä]�Äf§��Z¯�½ZÅZÌ³�ÊfzË�Y�e��{�
ÄmÂ³��½Z�¿�Y��Ê´¿�§Ê»�|Å{�  

  
µÁ|m���cZ^Ì¯�e�Ä]�Äf§��Z¯�Ìv»��{��ZÅ�d§Z]�d�¯�ÉÄmÂ³�Ê´¿�§  

�Additional components� Ã{Á�§Y�cZ^Ì¯�e� �Culture medium)d�¯��Ìv» 

30 g l-1 sucrose- 8 g l-1 agar- MS- pH 5/8 (Germination medium) Ìv»�~]�d�¯��  

2 mg l-1 ZT- 30 g l-1 sucrose- 8 g l-1 agar-MS- pH 5/8 
 

(Preculture medium) �Ìa��Ìv»�d�¯  
 

30 g l-1 sucrose- MS-  pH 5/8 Co-cultivation medium-Id�°¼Å��Ìv»�  
 

100 µM AS-  2 mg l-1 ZT-  0
1 mg l-1 IAA- 30 g l-1 sucrose- 8 g l-1 

agar- MS- pH 5/2 
Co-cultivation medium-IId�°¼Å��Ìv» 

50 mg l-1 kanamycin- 200 mg l-1 timentin-  1 mg l-1 ZT-  0/1 mg l-1 
IAA-  30 g l-1 sucrose-  8 g l-1 agar- MS- pH 5/8 

Selection medium ÄyZ��Ê]Zzf¿Y��Ìv»�ÊËY�  

50 mg l-1 kanamycin-  200 mg l-1 timentin-  0/2 mg l-1 IAA- 30 g l-1 
sucrose- 8 g l-1 agar-MS- pH 5/8 

Rooting medium-I ]Zzf¿Y��Ìv»ÊÄ�Ë���ÊËY�  

50 mg l-1 kanamycin- 30 g l-1 sucrose- 8 g l-1 agar- MS- pH 5/8 Rooting medium-II Ä�Ë���Ìv»�ÊËY�  
 

 
Ä]��Â�À»Ã{Z»M� Á� ¹ÂË�f¯Z]Á�³Y� d�¯��� É�Z�ÉY�]�

�d�¯��Ìv»��Y�tÌ¬¸eLBf¿M�ÉÁZu��ËZ»�Ê��®ÌeÂÌ]�ZÅ�É
�d�¸£� Z]� ¾Ì�Ìb»Z¨Ë�� ,¾Ì�ËZ»Z¿Z¯ìg/ml����Ã{Z¨f�Y�

|�� �d�¯�É�f¯Z]�Ã{Y{�� Ã|���� Z]� �]Y�]�LB�ªÌ«�� �ËZ»�
� Á� |���ÉZ»{� �{�Ê°Ë�Ze��ËY��� �{�d�Z����m�{�È�
Êf¿Z��|À¯� |��� Ze� |�� Ã{Y{� �Y�«� {Y�³� �É�f¯Z]��ÉZÅ



���  ����������¿ÄË����Ê�Y���½ZÅZÌ³�¹Â¸��½Y�ËY�Ã�Á{���Ã�Z¼��,��½Zf�»��,���� 

��{�Äf§ZË|���d����Z]�Á��Ìv»�ÉZ»{g �����Ä]���c|»
��¬Ì«{��|���ÂÌ¨Ë�f¿Z��ÄÁ�[Â����{�¶�Zu�ml����Y�

� �Ìv»Êf�°¼ÅI�Ë�� tÌ¬¸e� ÉY�]� Á� |�� ¶u��Ä¿Â¼¿�ZÅ�
Ä]�Äf§�³� �Z¯|��.Äb·� tÌ¬¸e� ÉY�]��ZÅ��Y� Ã|�Y|m� É

ÄrÅZÌ³�ZÅ��Ìv»� �{� É�Y|Æ´¿� Á� ºy�� {ZnËY� �Y� �a�
�Ìa�Ä]�d�¯��c|»���É�f¯Z]�½ÂÌ�¿Zb�Â���{� ,d�Z��
Ä]�� c|»��Ä�Â£� Ä¬Ì«{��|�� �Á.� �Y��a��mYÉY�¶uY�»�

Ä¿Â¼¿�Ë��d�¯� Á� tÌ¬¸e�ZÅ��Ìv»� �{�Êf�°¼Å�Ä]�c|»�
��� ,d�Z��Ä]��Â�À»Ä¿Â¼¿�Ë�� ,ºÌ¬f�»� Ê]ZË�Z]��ZÅ�Ä]�

ÄyZ��Ê]Zzf¿Y��Ìv»��ÉY�]�ÊËY���|¿|��¶¬fÀ»�Äf¨Å���
¿YÂm� ½|�� k�Zy� �Y� �aÈÄ«Z�Â¿� |��� ,Ä«Z���ZÅ�Á�

±�]�ZÅÄrÅZÌ³� ,ÄÌ·ÁY� É�ZÅ� �Ìv»� Ä]�Ä�Ë��ÊËY��I� Á�II�
Ä]��c|»Á{Á��®Ë|¿|��¶¬fÀ»�Äf¨Å����|���Á��ÂÆ���Y��a

Ä�Ë��ZÅ� �Ìv»� �{�Ä�Ë��ÊËY��I� Á�IIÄrÅZÌ³� ,�ZÅ�É
½Y|¸³� Ä]� dzË�Y�e�ZÅ0Ô»Z¯� ­Zy� Z]� É�¶¬fÀ»� ¶Ë�f�Y�

Á�Ã|��½Y|¸³�ÉÁ��ZÅ�Ä]��Â�À»�®Ìf�Ôa�Z]�,d]Â����¨u�
|��Ã|¿Z�Âa� �ÈË~¤e�Ä]�½|Ì���Ze�c|»�¾ËY�Ê��½ZÅZÌ³�

��Ìv»�Z]� ,\�ZÀ»�|��MS �ËZ»��d�¸£�Z]�����c�Â��
d§�³�  

  

|ÌËPe�½ZÅZÌ³�ÊfzË�Y�e�ÄmÂ³�Ê´¿�§  
ÉY�]�|ÌËPe� ½ZÅZÌ³� ÊfzË�Y�e�ÄmÂ³��kY�zf�Y� ,Ê´¿�§

DNAÄ]����Á�CTAB�½ZÅZÌ³�±�]��Y�ÄmÂ³��¹Zn¿Y�Ê´¿�§
� d§�³(Gawel et al., 1991)� �ÉY�]�½�� �Ìj°e�

WDREB2�� �À¯YÁPCR�³�Z£M� �Y� Ã{Z¨f�Y� Z]��ZÅ�É
Ê�Z�fyY�SDREB�ÊuY����Ä]� Ã|�¹�¿� È¸Ì�Á���Y�§Y

VectorNTI��Z]
Ê·YÂe5'CGGGAGCCAAATCGGGTGAG3'�Á�

5'GGTCCAAGCCATCCAGGTAGAGAGG3'��Y�
Ä]� ¹|À³�¹Z«�Y�� ,d^j»�µ�fÀ¯�½YÂÀ�ÄmÂ³��Á�|ÅZ��Ê´¿�§

dzË�Y�e�¹Zn¿Y�d§�³��Ä]��Â�À»�|ÌËPe�½��½ZÌ]�Ê���]�Á�
WDREB2�t��� �{�RNA�®ÌÀ°e� �Y�Real-timePCR�

|�� Ã{Z¨f�Y� �f�Y� kY�zRNA� �Y�¾ËÓ�ÉZÅ�dzË�Y�e�
|ÌËPe�Z]�Ã|�PCR,��|ÅZ��¹Z«�YÄmÂ³���Y�¾ÌÀr¼Å�Á�Ê´¿�§

dÌ¯��Y�Ã{Z¨f�Y�Z]�¹|À³(-Plus)�RNXTM�½�ZÀÌ��d¯���
� ¹Zn¿Yd§�³� �� kY�zf�Y� �Y� �aRNAÄ]���¥~u� �Â�À»

� Ê³{Â·MRNA� ºË�¿M� Z]� �Z¼Ìe� ,DNase�d§�³� c�Â���
� ÉY�]� �Y� ½ZÀÌ¼�Y� ÉY�mY� dv�� ,kY�zf�Y� ¶uY�»��

� ¶¯� �Y� �fÌ·Á�°Ì»RNAkY�zf�Y���µ�� ÉÁ�� �]� Ã|�

|����Â§Á�f°·Y��d�¸£�RNAkY�zf�Y����Y�Ã{Z¨f�Y�Z]�Ã|�
|��¾ÌÌ e�_Y�{Â¿Z¿� �f��� �fÀ�È�µÁY�cDNA�d�¸£� �Y�
� ¹Z¼e� �Y� ½Z�°ËRNA�ZÅkY�zf�Y� É���Y� Ã{Z¨f�Y� Z]� Ã|�

�dÌ¯cDNA synthetase �d¯���fermentas� Á��³�Z£M�
oligo dTd§�³�c�Â����¯YÁ��ÀRT PCR��Y�Ã{Z¨f�Y�Z]�

Ê�Z�fyY� ÉZÅ�³�Z£MRDREB Ê//uY�����Ã|///�
Ä//]�¹�//¿� È////¸Ì�Á�� �Y�//§YVectorNTI]�//e� Z//·YÂ//�Ê��

5'AGGATGCTGCCCGTGCTTATG3' ��Á
5'TCTGAGTGGTTGGTGGATGTTGTAG3'�ÉY�]�

� ½�WDREB2|�� ¹Zn¿Y�� �� �À¯YÁreal-time PCR�Z]�
� dÌ¯� �Y� Ã{Z¨f�YSYBR Premix Ex Taq II�d¯���

d§�³� c�Â�� Y�Z¯Ze� �Ä]�È�ËZ¬»� �Â�À»�¶¼ve�½ZÅZÌ³�
ÄmÂ³���Á�� �Y� |ÅZ�� ½ZÅZÌ³� Z]� dzË�Y�e� Ê´¿�§
d�Ë��|�� Ã{Z¨f�Y� ÊnÀ�� �ÉY�]d�Ë�� Ê���]���ÊnÀ�

� ½ZÅZÌ³dzË�Y�e� ,|ÅZ�� ½ZÅZÌ³� Ä]� d^�¿�¾ËÓ�ÉZÅ�
ÄmÂ³��Ê´¿�§dzË�Y�e�|ÌËPe�Á�|��¾ËÓ�ÉZÅ�ÄmÂ³��Ê´¿�§
|ÅZ��]� �ÂeZ]Â°¿Y� Ä]� d]Zi� ÉZ»{� Z�m�{�ÈÊf¿Z����{Y�³

Ä]�� Z»��� �Àe� µZ¼�Y� �Â�À»µZ¬f¿Y�|Àf§ZË� ��ÌiPe��Àe�
�¶�YÂ§� �{� ½ZÅZÌ³� Ê°Ë�Â·Â§�Â»� cZÌ�Â�y� �]� Z»��

�¾Ì »�Ê¿Z»���,���Á����d�Z��Ê���]|����  
  

Á�lËZf¿�hv]  
� ¶«Z¿� Ê¼Ë�¿M� º�ÅpBI�� ½�� ½|�� {Y�M� ¥|Å� Z]gus�

�¶°�A �� �¶«Z¿�Ê¼Ë�¿M�º�Å�Á pTZ+ WDREB2 �Z]�
�½��½|��{Y�M�¥|ÅWDREB2��¶°��B�����Y�Ã{Z¨f�Y�Z]

ºË�¿M�ZÅ� ÉBamHI � Á�SacI� ¹Zn¿Y�d§�³�½M� �Y� | ]� Á�
Ä¿Z�¼Å�É�Z�²ÀÌ¿Â¸¯�dÌ¯� �Y� Ã{Z¨f�Y� Z]�Fermentas �

d§�Ë~a� c�Â�� �Ä]��Â�À»�|ÌËPe� ½�� �Â�u�WDREB2�,
º�Å�Á�|Ì¼�Ôa�kY�zf�YÇ�Z��ÄfyZ�����Y�Ã{Z¨f�Y�Z]�Ã|�

ºË�¿M�ZÅ� ÉBamHI � Á�SacIÊ¿Â¸¯� �Y��ZÅ�\Ì¯�eÂ¿� É
d§�³� c�Â���¶°�C �� ��Ã{Z¨f�Y� ºË�¿M� Á{� �Y��ÉY�]

Ä¿Z�¼Å�É�Z��½��É�Ì³�Y�«�tÌv��dÆm�¾ÌÌ e�Ä]��ZÌ¿�,
��¨e�»�Y��¶«Z¿��{{�¯���Z���{Ç��¿�{�Â»�,�½��WDREB2�

� µ�fÀ¯�dveÃY���Y|¿Y CaMV35S {�Y{� �Y�«�� ��Ã�Z��¾ËY
� \�ZÀ»� cZÌ�Â�yÉY�]Z]� ÃZÌ³� ÊfzË�Y�e���Y� Ã{Z¨f�Y�

�½��{ÂmÁ�Á�Äf�Y{�Y��¹ÂË�f¯Z]Á�³Y¶¼ve¾Ì�ËZ»Z¿Z¯�Ä]�,�
ÊËY��Z]� dzË�Y�e� ½ZÅZÌ³� [Zzf¿Y� ½Z°»Y��ºÅY�§� Y�� Ã|�

d�Y�Ã{�¯ ��¶°����  
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¶°�A ���¶«Z¿�º�Å�µÂ�v»���Â§Á�f°·Y�pBI�ºË�¿M�Z]�ZÅ�Ê��]�ÉBamHI �Á�SacI�½��½|��{Y�M�dÆm�gus��µÂ��Ä]bp������®ÅY���
Á����¶«Z¿�pBI��]��f§ZËÈ½��ÉY�Y{�gus ��®ÅY���Ê¿�Á��´¿Z�¿�bp�����-¶°�B ��¶«Z¿�º�Å�µÂ�v»���Â§Á�f°·Y��Â¬¿�pTZ �ÉY�Y{�

�½��Z¨·M�¹�§Á�ËYWDREB2�dÆm�É�Z�{Y�M½��bp) ����� .WDREB2��®ÅY��-�¶«Z¿�pTZº�Å��Ã|���®ÅY����¶«Z¿�pTZº�Å��¿Ã|���
®ÅY���Ê¿�Á��´¿Z�¿�bp����-�¶°�C����¬¿È§Á�f°·Y��¶«Z¿�º�Å�µÂ�v»�É��ÂPBI121�½��ÉZ¨·M�¹�§Á�ËY�ÉY�Y{�WDREB2��Z]
ºË�¿M�ZÅ�Ê��]�ÉBamHI�Á�SacI���®ÅY���Ê¿�Á��´¿Z�¿�bp ������®ÅY����¶«Z¿�pBIº�Å��Ã|�¿��®ÅY����¶«Z¿�pBIº�Å��Ã|��  

  
Ç�Z��\Ì¯�eÂ¿�pBI121+WDREB2�¹ÂË�f¯Z]Á�³Y�Ä]�
�¶¬fÀ»�|���Y��a�Á�ÉY�mY�Z]�{|n»�|ÌËPePCR�Á����]
ºË�¿M� Z]�� ÉZÅBamHI� Á� SacI� ,ÉY�]�Ä]� µZ¬f¿Y�
½Â¸ÌeÂ¯�ZÅ� ÃZÌ³�ÉÄmÂ³�|�� Ã{Z¨f�Y�Ê´¿�§� ��Ä]� ÄmÂe� Z]
�Ä°ÀËYÄmÂ³�Àe�Ä]��Z�u�½ZÅZÌ³�Ä¸¼m��Y�Ê´¿�§��ÉZÅ�

� Á� Z»��º¯�Ê]M� [Â�v»�Ê»�{Â��(Bhatnagar et al., 

2009),µZ¬f¿Y�Á��½ZÌ]� ½��WDREB2�{Â^Æ]� ¥|Å� Z]�
¶¼ve� �{� Z»����Àe�Ä]�� ÃZÌ³ÄmÂ³��¹Zn¿Y�Ê´¿�§d§�³��

��Â¿�Ä¸¼m��Y�É{| f»�¶»YÂ�Ä¿Â¼¿�Ë�ºÌ�Àe� ,�Ã|ÀÀ¯�ZÅ�É
ËÂ��Á�½ZÌ]�¶«Z¿� �ZfyZ�� ,d�¯��Ìv»�cZ^Ì¯�e� ,|��È�

Ã{Z¨f�Y�¹ÂË�f¯Z]Á�³Y�Ã|��ÃZÌ³�ÊfzË�Y�e��{�,ÄmÂ³��Ê´¿�§
Ä]�¸Ì�ÁÈ�¹ÂË�f¯Z]Á�³Y��iR»d�Y���Á�d§Z]�d�¯��{�Äq�³Y�

� ÃZÌ³� ÊËY��Z]ÄmÂ³�� Ê´¿�§Ä¿Â¼¿�Ë��ZÅ�|À¿Z»� ¦¸fz»� É
±�]�ZÅ� Á� Äb·� �Ë�� �Âv»� ,Ä«Z�� ,¢·Z]� ÉÄb·�Ã{Z¨f�Y�
Ê»�{Â�,Ê���]�cZ¬Ì¬ve��f�Ì]��{��Ã|�,�ÉY�]�½��µZ¬f¿Y�
� Ä]ÄmÂ³�¿Â¼¿�Ë�� Ê´¿�§È�Äb·{�Y{� {�]�Z¯��( Chyi & 

Phillips., 1987; Frary & Earle.,1996)� ��¾ËY� �{
��Y��Ì¿�ªÌ¬veÈb·ÄrÅZÌ³�½YÂm��ZÅÉ���-�����Y�¶^«�Ã�Á
±�]�kÁ�y�ZÅ�ÄÌ·ÁY�ÉÉY�]|��Ã{Z¨f�Y�ÊfzË�Y�e�����Y��a

�Êf�°¼Å�Á�tÌ¬¸e�¶uY�»Ä¿Â¼¿�Ë��ZÅ�Ê]Zzf¿Y��Ìv»�Ä]�
ÄyZ��|¿|��¶¬fÀ»�ÊËY���Ã�ZÀ¯��Y�ÄyZ��kÁ�y��Y�| ]�ZÅ�É
Äb·�ZÅ½|�� �ÅZ�� Á��±�]�ZÅÄyZ�� µZ¬f¿Y� ,ÄÌ·ÁY� É�ZÅ�É

ÊËY��Z]�±�]� ÉY�Y{� Ã|��ZÅ� �Ìv»� Ä]� ÄÌ·ÁY� ÉÄ�Ë��ÊËY��
d§�³�c�Â����¶°����  

  

pBI

14148 bp

nptII

Misc Feature 1

Misc Feature 2

Misc Feature 3

Misc Feature 4

Misc Feature 5

Misc Feature 6

Misc Feature 7

Misc Feature 8

Misc Feature 9

Misc Feature 10

WDREB2

Promoter P 1

CaMV35S Promoter

Rep Origin 1

Rep Origin 2

Terminator 1

Terminator 2

SacI (7 106)

BamH I (5822)

  
¶°����¬¿�È�Ç�Z�� .pBI + WDREB2 ½Z�¿�¶°���|ÀÅ{Ç�¶«Z¿�pBI121�\Ì¯�eÂ¿�

�½��ÉÁZuWDREB2�µ�fÀ¯�dve�ÃY����Y|¿YCaMV 35S�d�Y�  

A                                              B                          C 
1 2   3   4                                                  1     2      3   

1257bp 

1257bp 
1811bp(gus) 



���  ����������¿ÄË����Ê�Y���½ZÅZÌ³�¹Â¸��½Y�ËY�Ã�Á{���Ã�Z¼��,��½Zf�»��,���� 

  
�¶°����ÄyZ��Ä¿Â¼¿�Ë��ÊËY��ZÅ�ÉÈb·�ÄmÂ³�ÄyZ��Ê]Zzf¿Y��Ìv»��{�Ê´¿�§�ÊËY���¦·Y��yZ�ÈYÂm�Z]�ÃY�¼Å�Äf§ZË|���Ä¿�ÉZÅ±�]�-[���

¿YÂmÈ«Z��Èk�Zy���ZÀ¯��Y�Ã|�Ç�Äb·�  
  
Ä]�Ä�Ë�� �Â�À»�ÊËY��Z]� ½ZÅZÌ³� �{� ÊËY����Y� Ã|�

½Â»�ÂÅIAA |Àq�Å� ,|�� Ã{Z¨f�Y��Ä]� Ä¯��¶ËZ¼e� ¶Ì·{
{ZË��½ZÅZÌ³�ÄmÂ³���{�Ê´¿�§Ä�Ë��,ÊËY��½Â»�ÂÅ�½{Á�§Y�

� d�Ì¿� ¹�Ó� ½Y|Àq�¶°����Ä¿YÂm� �ÂÆ�� �Y� | ]��ZÅ�É
 �Âe� Á� Ä�Ë�ÈZÆ¿M�,ZÅZÌ³�ÊËY��Z]�½YÂm�½�� Ã|�Ä]��Â�À»�

|¿|��¶¬fÀ»�¶Ë�f�Y�­Zy� Ä]� ,É�Z³�Z�� ��c|»�¾ËY� �{
ÈË~¤e� �Ìv»� Z]� ½ZÅZÌ³�MS�c�Â�� |À«� ½Á|]� �ËZ»�

�Á�d§�³Ä]��Â�À»d]Â����¨u�,�ÉÁ��Ê°Ìf�Ôa���Âa�
½Y|¸³�ZÅ|��Ã{Y{��Y�«���  

  

  
�¶°����Ä�Ë��ÊËY�ÊËY��Z]�ÃZÌ³���Ìv»��{�Ã|��Ê]Zzf¿Y��¦·Y��k�Zy�È�Ë��[�-ÃZÌ³��Y�Ã|��Ä�Ë���Ìv»��{�ÃZÌ³�ÊËY�  

{�Á�k�ÊËY��Z]�½YÂm�½ZÅZÌ³�|�ÇÀ»�f¶¬�¸u�»��{�­Zy�Ä]�Ã|�ÈÉ�Z³�Z���  
  

ÉY�]�|ÌËPe�fzË�Y�e� kY�zf�Y� ,ÊDNA��À¯YÁ� Á�
PCR�dzË�Y�e�½ZÅZÌ³�ÉÁ�� �]Ê·Z¼fuY��¹Zn¿Y� |ÅZ�� Á�
d§�³� ��À¯YÁ�½ZËZa� �Y��a�µ��ÉÁ���À¯YÁ�µÂ�v»� ,
��Z³M|��{�®Ë��f°·Y�|�� ��Â§Á��¶°��� �� �«� {ÂmÁÈ�

bp���ÄmÂ³� ½ZÅZÌ³� Á� ¹|À³� �{��Ê´¿�§�Á� ÊfzË�Y�e� ,
� ½�� �Â�uWDREB2� ½ZÅZÌ³� �{� Y��ÄmÂ³�Ê´¿�§�

Ê]ZË�Z]�Ê»�|ÌËPe�Ã|��{�¯��|ÅZ�»�¹|�Ç�½ZÅZÌ³��{�Ä �«�

� dzË�Y�e�Ì£]� �´¿ZÌ{Â^¿�ÃZÌ³� ¹Â¿�� �{� ½�� ¾ËY�
ÄmÂ³�d�Y� Ê´¿�§� ��ÃZÌ³� �{� µZ»�¿� �ËY��� �{� ½�� ¾ËY
ÂmÁ�Ä¯� |Àq�Å� ,d�Y� ¹|À³� Ê�ËÂ¿Á�� ¶»Z�� Á� {�Y|¿� {
Ê·YÂe��½��Ä]Z�»�ÉZÅCBFÄmÂ³��{���Ã|���z�»�Ê´¿�§
d�Y��ÉY�]�|ÌËPe� ½�� ½ZÌ]�WDREB2�½ZÅZÌ³� �{�

kY�zf�Y�dzË�Y�e�RNA�½ZÅZÌ³�±�]��Y��ÃZÌ³�Á�Ê¿�Y�e
|ÅZ��d§�³� c�Â�� ��Ä]� ½�� ¾ËY� µZ¬f¿Y� Ä¯� Zn¿M� �Y

�¦·Y��������[������������������������������������������������ 



  É�Z³�Z��Á�É�ZÌ¿��Ä¿Z�¼Å��Ê�ËÂ¿Á��¶»Z��É�Z� WDREB2¹|À³��½ZÌ]�¶«Z¿��{pBI121���  ��� 

ÄmÂ³�� Ê´¿�§� µ�fÀ¯� dveÃY���Y|¿Y CaMV35S �c�Â��
Ä]� ½��½ZÌ]� Á� Äf§�³��Ê¼WY{�c�Â�¹Zn¿Y�Ê»�{�Ì³ÉY�]� ,�

�Ã|¿��Ì£��Àe�µZ¼�Y�Ä]�½��½ZÌ]�Ê���]�ZÌ¿�d�Ì¿��  

  

  
�¶°�����É��Â§Á�f°·Y��Â¬¿� PCRµÂ�v»�Z]��³�Z£MSDREB4 ¿Â¼¿��Y�È�ÃZÌ³�±�]�ÄmÂ³��Ê´¿�§ÄfzË�Y�e�Z]��Ç�Z�

.PBI121+WDREB�-Z�¿�Ê¿�Á��´¿bp����,���|¿Z]�bp ������³�Z£M��Y�¶�Zu�SDREB¹|À³�ÃZÌ³�{�,���ÄmÂ³�|ÅZ��Ê´¿�§,��
���|¿Z]�
bp������³�Z£M��Y�¶�Zu�SDREB�ÃZÌ³�{�ÄmÂ³��Ê´¿�§,ÄfzË�Y�e���Ê¨À»�µ�fÀ¯�  

  
kY�zf�Y�¾ËY� �]� ÃÁÔ��RNA¹|À³�½ZÅZÌ³�±�]� �Y��
�½��ÉY�Y{� Ä¯�dzË�Y�e�Ì£WDREB2� ,|Àf�Å�Ä]��½YÂÀ�

� Z]� Z»��� �Àe� dve� d^j»� µ�fÀ¯� ÉZ»{�m�{�È�
Êf¿Z��� �Y� �a� ,{Y�³��dÌ¯� �Y� Ã{Z¨f�Y� Z]� d�Z��

RNX(plus)d§�³� c�Â��� ��|¿Z]� Á{� {ÂmÁ� Ä]� ÄmÂe� Z]
�Ä]��Â]�»RNAÊ»�Â^Ë��s ���Ás���Â�u�,Total RNA 

�|ÌËPe�|���|¿Z]�c|��Á�dÌ§Z¨��ZÅ�És���Ás���ÃÁÔ��Á�
� ½M� �]�f�Ì]Ä]� �Â]�»� |¿Z]� d�¸£� ½{Â]�rRNA �28s,�
½Z�¿�|ÀÅ{ÇÌ¨Ì¯�� \�ZÀ»� dRNAkY�zf�Y��� Ã|��ÉY�]
ÉY�mY{Â]� É| ]� ¶uY�»�.�Ä]��Â�À»�|ÌËPe�½�� ½ZÌ]�

WDREB2�Á�� �Y� Real-time PCR� Á�RT PCR �
|��Ã{Z¨f�Y� ��Ê¸yY{�µ�fÀ¯�½�Elongation factor ��Y� ,
½��Ä¸¼m�ZÅ�ÉÄ¿Zy��Y{�d�Y�Ä¯�Ã�YÂ¼Å��{�Á�È¼ÅµÂ¸���ZÅ�
� ½ZÌ]Ê»�|¿Â���yY{� µ�fÀ¯� ½�� �Y� ªÌ¬ve� ¾ËY� �{�Ê¸

ÄmÂ³�Ä]�Ê´¿�§��½ZÅZÌ³� �{� Ä¯�\�ZÀ»�µ�fÀ¯�½��½YÂÀ�
dzË�Y�e�Ì£� Á�dzË�Y�e� ½ZÌ]�Ê»��Á� Ã|�� Ã{Z¨f�Y� |¿Â�

|ÌËPe�½��½ZÌ]�WDREB2��Y�Ã{Z¨f�Y�Z]�È�ËZ¬»�¾ËY�½ZÌ]�
Ä¿Â¼¿� �{� Ê¸yY{� µ�fÀ¯� ½�� Z]� ½��ZÅ�c�Â�� ¦¸fz»� É

d�Y� Äf§�³� �Ä]�� É�ÂXe� c�Â�|ËZ]� ¹Z«�Y� �{�dzË�Y�e�
ÄmÂ³���Å�Ê´¿�§Á�Ê¸yY{�µ�fÀ¯�½��Á{�WDREB2���{�Á

� |ÅZ�� ¹Z«�YÄmÂ³��½ZÌ]� Ê¸yY{� µ�fÀ¯� ½�� ZÆÀe� Ê´¿�§
|¿Â�� �Ä]�Ä¯�¹|À³�¹Z«�Y��{��½ZÌ]��{�d^j»�µ�fÀ¯�½YÂÀ�
�½�WDREB2Á�Ê¸yY{�µ�fÀ¯�½��Á{��Å�Ã|��Ã{Z¨f�Y��

WDREB2� ½ZÌ]�Ê»�|¿Â�� ��¹Z¼eY� �Y� �a� cÓÂ�v»
�À¯YÁRT PCR ���Z³M�µ��ÉÁ��|��{�®ËÁ�f°·Y��Á���Â§

|¿|��Ã|ÅZ�»���À¯YÁ�lËZf¿��ZÅ�½��½ZÌ]�WDREB2��{�Y��
�¹Z«�YÄmÂ³��Ê´¿�§|ÌËPe�{�¯��¶°�����  

  
  
  
  
  
  

  

¶°�A ����¬¿�È�µÂ�v»�É��Â§Á�f°·Y�PCR�RT��½��Ê�Z�fyY��³�Z£M�Z]DREB�Á�Ê¸yY{�µ�fÀ¯�½�Elongation factor �®ÅY�����
Ê¿�Á��´¿Z�¿bp ������®ÅY�����|¿Z]�bp ���mÂ³��{�Ä�ÉZÅ�dzË�Y�e��®ÅY��-��¹|À³���®ÅY��Á����|¿Z]�bp �����{ÄmÂ³��Ê´¿�§

|ÅZ��-¶°�B ���¬¿�È�µÂ�v»�É��Â§Á�f°·Y�PCR�Real-time�½��.WDREB2�®ÅY����Ê¿�Á��´¿Z�¿�bp ������®ÅY���Á����
ÄmÂ³�|ÅZ��Ê´¿�§���®ÅY���¹|À³����®ÅY��Á�Á������mÂ³�¹Z«�Y�È�dzË�Y�e� 

              A                                                               B 
1   2   3   4   5  6  7  8  9  10                      12  11  10  9  8  7  6  5  4  3  2  1 

180bp 

120bp 



���  ����������¿ÄË����Ê�Y���½ZÅZÌ³�¹Â¸��½Y�ËY�Ã�Á{���Ã�Z¼��,��½Zf�»��,���� 

  
�½Â»�M�lËZf¿Real-time PCR½Z�¿��|ÀÅ{Ç�½ZÌ]�ÓZ]�

�|ÅZ�� ÃZÌ³� Ä]� d^�¿� dzË�Y�e� ½ZÅZÌ³� �Y� Ê� ]� �{
Ä]� Ä¯� d�Y� dzË�Y�e�Ì£��d�Y� ½�� ¾ËY� |«Z§� Ê¸¯� �Â�

�¶°��ÉZÅ���Á�����d�Ë��Ê¨Ì¯��Á���Ã{Z¨f�Y�Z]�ÊnÀ�
� ½ZÅZÌ³� �Z¼Ìe� �YdzË�Y�e� ÉZ»{� �{� |ÅZ�� Á��m�{�È�

Êf¿Z���¹Zn¿Y�{Y�³d§�³� ��È�ËZ¬»Y�Ê�Z¿�ÊbÌeÂÀ§�ºWÔ���
� ¾Ì]� Z»��� �Àe¾ËÓ�ÉZÅ�dzË�Y�e�|ÌËPe�¹Z«�Y� Á� Ã|�

d§�³� c�Â�� |ÅZ�� �Ä°ÀËY� Z]��Y�³� �]ZÀ]� (2006) 

Egawa et al., �� ½�WDREB2�Ä]� �Àe� �ËY��� �{�
�x�Za�d���Ê»�|Å{�cZ�Z���{�½M�½ZÌ]�Á�d�z¿��a�
�Z¬·Y��Àe��YÊ»�{Â�,�cÁZ¨e��Ä]�d»ÁZ¬»���¿��Y�É{ÂÆ�»

� Z»��� ½ZÅZÌ³� ¾Ì]dzË�Y�eÅZ�� Á�� �Y� �a� |��d�Z��
|�¿� Ã|ÅZ�»� Z»����Àe� �� Z»����ÀeÄ]�c|»����Á����

��ZiM�d�Z�É{ÂÆ�»�{ZnËY�½ZÅZÌ³��{�{�¯�  
  

  
�¶°�����½Â»�M��Ìj°e��Y{Â¼¿Real time PCR��½��Ê�Z�fyY�ÉZÅ�³�Z£M��Y�Ã{Z¨f�Y�Z]�½Â»�M�¾ËYWDREB2 �ÉÂ´·Y�Á�cDNA�ÉY�]�

Ä¿Â¼¿�È¼Å�d§�³�¹Zn¿Y�ZÅ��dzË�Y�e�½ZÅZÌ³��{|�¿�Ã|Ë{��Ìj°e�dzË�Y�e�Ì£�½ZÅZÌ³��{�Ê·Á�,|��Ã|ÅZ�»��Ìj°e�,��Ä]�[M��Y��µ�fÀ¯�½YÂÀ�
{Y|¿�½Z�¿�É�Ìj°e�pÌÅ�Ä¯�|��Ã{Z¨f�Y�Ê¨À»��  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

�¶°���d�Ë����ÃZÌ³�ÊnÀ�dzË�Y�e�ÉZ»{��{�Z»����Àe��ËY����{�|ÅZ��ÃZÌ³�Z]�Ä�ËZ¬»��{��m�{�ÈÊf¿Z�����Y��a�{Y�³��d�Z����
¦·Y�Z��ÃZÌ³|Å-[���ÃZÌ³dzË�Y�e�  

  
±�]� Ê³|Ì¯Á�q� Á� Ê³{�»�a� ¶»Z�� ºWÔ�� ¾ËY�ZÅ�,

¿YÂm�±�»È{Â]�|ÅZ��½ZÅZÌ³��{�Ä«Z��½|��ºy�Á�±�]���
�É�Ì³�Y�«��Y��a�Êfu�Ä¯�Ã{Â]�É|u�Ä]�ºWÔ��¾ËY�c|�

�Àe�½Á|]��Ìv»��{�±�]�Á�{�°¿�|���±�]�Ä¿YÂm��ZÅ�É
|¿{Â^¿� ZÆ¿M� �Y� kÁ�y� Ä]� �{Z«�½YÂm� ��Y� �{�ºWÔ��¾ËY�¹Z«

dzË�Y�e� |�¿� Ã|ÅZ�»��� ¶°������Á� cZ¬Ì¬ve
��Y�³�½ZÌ]� ÉZÅ�½ÂÀ¯Ze� Ã|�,��{� dÌ¬§Â»� �Y� Ê¯Zu�
��ËY�§Y¶¼ve�Àe�Ä]��ZÅ�¶»YÂ���Y�Ã{Z¨f�Y�Z]�Ã|¿��Ì£�É

�Ê�ËÂ¿Á�DREBd�Y�Ã{Â]���½��ÉZ»Z³�¹�§Á�ËY�µZ¬f¿Y� 

WDREB2�µ�fÀ¯�dve�ÃY���Y|¿Y� 35S CaMV�½ÂeÂe�Ä]
���ÂeKobayashi et al.,�(2008) ��Äf§�³�c�Â�Ä¯�Ä]�
��ËY�§Y¶¼ve�Ã|¿��Ì£��Àe�¾Ë|Àq�Ä]���nÀ»d�Y�Ã|���

½ZÌ]� �ËY�§Y ½��� ÉZÅDREB1B/CBF�ZË�
DREB1A/CBF3�µ�fÀ¯�dve�ÃY���Y|¿Y�35S���Ì¿�{ZnËY�Ä]

� �Ì�aÁ|Ì]Y�M� ½ZÅZÌ³dzË�Y�e� �ËY�§Y� Z]�¶¼ve�Ä]�
�Àe�ZÅ�Z»���Á�É�Â��,Ê°�y�ÉÃ|Ì»Zn¿Y�d�Y�(Liu et 

Ä¿Â¼¿��ÉZÅ��Ì£
dzË�Y�e  

Ä¿Â¼¿�Å�ÉZ
dzË�Y�e  

Ê¨À»�µ�fÀ¯ 



  É�Z³�Z��Á�É�ZÌ¿��Ä¿Z�¼Å��Ê�ËÂ¿Á��¶»Z��É�Z� WDREB2¹|À³��½ZÌ]�¶«Z¿��{pBI121���  ��� 

al., 1998; Kasuga et al., 1999)� ���Y� ªÌ¬ve� ¾ËY� �{
�½��ÉZ¨·M�¹�§Á�ËYWDREB2É�Z�Y|m���¹|À³�º«���Y�Ã|�

�É�Y{��ÉY�]� º«��ÊfzË�Y�e�Superqueen�ÄmÂ³��Ê´¿�§
� Ã{Z¨f�Y|�� �� �Z�Y�]��ËZ�� |À¿Z¼Å� ,ªÌ¬ve� ¾ËY� lËZf¿
��Y�³�,ZÅ� Ê�ËÂ¿Á�� ¶»YÂ�� µZ¬f¿Y�DREB�{ZnËY� Ä]� ,
¶¼ve�Àe�Ä]��ZÅ��nÀ»�Êf�Ë��Ì£�É»Ê�{Â��¾ËY��¬¿�Á�

�{ZnËY� �{� Y��¶»YÂ�¶¼ve�Àe�Ä]��ZÅ�Êf�Ë��Ì£�É|ÌËPe�
Ê»�|À¯� �� �Y� Ã{Z¨f�Y� Ä°ÀËY� Z]� ÄmÂe� Z]ÃY���Y|¿YÊËZ¬·Y���Ä]

� ÉZmÃY���Y|¿Y�35S�Z�� �{�ÇÄfyZ����½�� ½ZÌ]� Ä]� ,Ã|�
WDREB2½Z»�� �{��ZÅ��nÀ»� �Àe� dve� \�ZÀ»� É

Ê»��É�Ì³Â¸m�½��Ê¼WY{�½ZÌ]��Y�Á�{Â�Ê»��{�]�Z¯�,|À¯�½M
Ê»�ÌÀ]� Á� É��¿Y��ÅZ¯� �Y� |¿YÂeÈ�Á� Ã{�¯� d ¿Z¼»� ÃZÌ³�

½ZÅZÌ³ÄmÂ³��� Ê´¿�§dzË�Y�e�Á� Ê Ì^�� |��� �¨u� Z]�
� �ËY�§Y¶¼ve�Àe� Ä]��ZÅ|À¯� {ZnËY� Y�� Ã|¿��Ì£� É��Z]�
ÃY�� Ä°ÀËY�½�� ½ZÌ]� ÉY�]� Ê»Â¼�� �Y|¿Y��Ê¿YÁY�§� {�]�Z¯� ZÅ

��Y�³� ,{�Y{��¥ÔeY� Á� |����ÅZ¯� �]�ÊÀ^»�É{ZË��ÉZÅ
�ÃZÌ³�É��¿YÃY���Â¿�¾ËY�dve�½��ºWY{�½ZÌ]��Y�Ê�Z¿��Y|¿Y��ZÅ
{�Y{�{ÂmÁ��Ä]�{�Â»�¾ËY�½��{�Â»��{��Â�y��ÊËZ¬·Y�ÉZÅ

d�Y� ÄmÂe�½ZËZ��Ê¿Z°»� Á�Ê¿Z»���ËY���dve� ��¾ËY� �{
�Ä�ËZ¬»��{�dzË�Y�e�ÃZÌ³�|����{��ÌyPe��Y�É�ZiM��ÅÁ�a
�É{Á|u� Ze� ½Y|¸³� �{� ½Z�°Ë� �ËY��� Z]� |ÅZ�� È¿Â¼¿� Z]

|�� Ã|ÅZ�»� �Ä]��ÃY�� {�]�Z¯� Ê¸¯� �Â��Á� Ê»Â¼�� �Y|¿Y
� �Y� Ã{Z¨f�YÃY���Y|¿Y�ZÅ� ÊËZ¬·Y� ÉÉY�]�¶»Z�� ¾ËY� ½ZÌ]�

�ÄÌ�Âe�cZ¬Ì¬ve��{�Ê�ËÂ¿Á�Ê»�{Â��  
  

ÄnÌf¿�Ê¸¯�É�Ì³  
�ÅÁ�a� ¾ËY� �{,� Ê�ËÂ¿Á�� ¶»Z��WDREB2�¹|À³�

Ä]��Ä]� x�Za� �{� ºÆ»� Ê�ËÂ¿Á�� ¶»YÂ�� �Y� Ê°Ë� ½YÂÀ�

�Àe�ZÅÄmÂ³�Ä]�Êf�Ë��Ì£�É��Ã|��¶¬fÀ»�Ê´¿�§d�Y���Z]
ÄmÂ³�Ä°ÀËY�Ä]� ÄmÂe��Ä]��Z�u�½ZÅZÌ³� Ä¸¼m� �Y�Ê´¿�§

�Àe�ZÅÄ]� Ã|¿��Ì£� É�º¯� Á� Z»��� �Â�y��[Â�v»� Ê]M
Ê»�ÄmÂ³�ÃZÌ³�Ä]�½��¾ËY�µZ¬f¿Y�,{Â��Ê»�,Ê´¿�§��Ä]�|¿YÂe

�{Â^Æ]¶¼ve�Àe�Ä]�É�Ì·Zm�ºÆ»�ÃZÌ³�¾ËY��ZÅ�Ã|¿��Ì£�É
{Â���nÀ»�µÂ�v»��ËY�§Y�Á�  

Z��¾ËY��¬¿�ªÌ¬ve�¾ËY�lËZf¿��Y��ºÆ»�Ê�ËÂ¿Á��¶»
Ä]�½��¾ËY��Y�Ã{Z¨f�Y�½Z°»Y�Á�Z»����Àe��{��{ZnËY��Â�À»

ÄmÂ³� ¹Z«�Y�� ¶¼ve� Z]� Ê´¿�§{ZË�� Z»��� �Àe� Ä]�|ÌËPe�
Ê»�|À¯��¾ËÓ�ÉZÅ�dzË�Y�e��Y��a��ÅÁ�a�¾ËY��Y�¶�Zu�

|ÌËPe� ½�� {ÂmÁ� ��¿� �Y� Ê·Â°·Â»�WDREB2�Á� Êm�Zy�
��Y�Ã{Z¨f�Y�Z]�½��¾ËY�½ZÌ]PCR��Á��Á�RT PCRY����¿��

�{ZnËY¶¼veÄ]�Z»����Àe�Ä]��d�Ë���Á���Ê���]�ÊnÀ�
�¹Z«�Y�Ä¯�{Y{�½Z�¿�lËZf¿� Á�|¿|�dzË�Y�eÄmÂ³���Ê´¿�§

� Z»����Àe��ËY��� �{� |ÅZ�� ¹Z«�Y� Z]� Ä�ËZ¬»� �{¶¼ve�
Ê»� ½Z�¿�|ÀÅ{� �Ä]�ÀÌ»�� �{� d§��Ìa� Ê¸¯� �Â�È�sÔ�Y�

� ÉY�]� ½ZÅZÌ³¶¼ve�Àe� Ä]��ZÅÊf�Ë��Ì£� É,]� Ê°f»���
�Ì�»�¾�Á��ºÆ§�ZÅ�ÉZ¬·Y�É¶¼veÀe�Ä]���ZÅ��ÊfzË�Y�e�Á�

½�� �Y� Ã{Z¨f�Y� Z]� ½ZÅZÌ³� �Y|ËZa�ZÅ»� ÉR� �{� �i¶¼ve�Ä]�
�Àe�ZÅ�d�Y�  

  
É�Y�´�Zb�  

½Z¨·R»¨Ì�Á�ÈÊ»� {Ây��|À¿Y{Ä¯��©Á|À�� É�Z°¼Å� �Y�
� �Â�¯� É�ÁZÀ§� Á� ½Y�´�ÅÁ�a� �Y� dËZ¼u�INSF� �ÉY�]�

dËZ¼u��Ê¿Y{�|«�Á��°�e�ªÌ¬ve�¾ËY�ÉY�mY��{�Ê·Z»�ÉZÅ
|ÀÀ¯�  
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