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 چكيده

 و پيـرايش  رونويسـي،  ،DNA سازيهمانند همچون سلوليحياتي  ايفراينده در RNaseهاي گروه ژن
-S( ريبونوكلئـاز   Sهمولـوگ )، S-Like RNase(ريبونوكلئازهـا    S-Like.كننـد مـي  ترجمـه، شـركت   كنترل

RNase(ايلپـه  دو گياهـان  در. ندارنـد  مشاركتي گياه ناسازگاري در آنها ولي هستند، ها S-Like RNase هـا 
 ـ  يريپ يندفرا يمجدد فسفات طال انتقدر  ينقش مهم كمبـود فسـفات    ينـدهاي آنهـا در فرا  يندارنـد، همچن

تواند به دليـل  ها در پاسخ به خشكي ميRNaseاثرات . شوندمي القا فيزيكي هايو زخم يدفاع سلول ي،معدن
بالادست  در S-Like RNaseپروموتر ژن اين تحقيق  رات متقابل بين چندين فعاليت مختلف آنها باشد. درثا

تريوم كبـه آگروبـا   توسـط الكتروپوريشـن   شد سپس سـازه مـورد نظـر   ) قرار دادهGUSژن بتا گلوكرونيداز (
 بـا  ايجـاد شـد.  گيـاه تراريخـت    ،هم كشتي به كمك شد و سپس، انتقال دادهLBA 4404تومفاسينس، سويه 

ريشـه، بـرگ و    در بافـت  S-Like RNaseفعاليـت پرومـوتر ژن    هيستوشيميائي آميزياستفاده از روش رنگ
باشـد  مـي  برنج در بساك ييبالا يتژن داراي فعال يننشان داد كه پروموتر ا يجنتا. ديبررسي گردبساك برنج 
در  ايـن ژن  بـروز پرومـوتر   ياسـت. بررس ـ آن در برگ كم و در ريشه نيز ناچيز بوده فعاليت يزانم درحاليكه

استفاده  باهاي ديگر كه در بساك در مقايسه با بافت S-Like RNaseژن  يان بالايب يجمختلف، نتا هايبافت
 .كندرا تكميل و تائيد مي بودي مشخص شدهدر مطالعات قبل q-PCR يزاز آنال

 
.تراريخته ، برنجS-Like RNase ،پروموتر فعاليت ،GUS ميزيآرنگ بساك،  :كليدي كلمات
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  مقدمه
 و زيسـتي  هـاي تنش به پاسخ كه آنجايي از

ــر ــ غيـ ــامل تيزيسـ ــل شـ ــيميايي، عوامـ  بيوشـ

 باشـد، مـي  نمـوي  و مورفولوژيكي فيزيولوژيكي،

 در هـا ژن بـروز  محـل  در تغييـر  باعث تنش بروز

 ژن). Caliskan, 2009( گـردد مـي  گياه هايبافت

 ،E. coliدر  β-glucuronidase (GUS)كد كننـده  

 در كـه  اسـت  گزارشـگر  هايژن مهمترين از يكي

 پرومـوتر  فعاليـت  ررسـي ب براي گياهان،تراريزش 

 GUS ژن). Jefferson, 1987( شـود ميبرده بكار

بعــد از بــروز، آنــزيم بتاگلوكلورونيــداز را توليــد 

هـاي  مادهكند كه اين آنزيم وقتي در مقابل پيشمي

رنگ يا غير فلورسنت قرار گيـرد، قـادر اسـت    بي

را به محصولات رنگي يا فلورسنت، تبـديل   هاآن

آميـزي  براي رنگ ،GUSماده يشكند. رايج ترين پ

 bromo-4-chloro-3-indolyl-5هيستوشــيميايي،

glucuronide (X-Gluc)  ــي باشــد. محصــول م

واكنش در اين روش، به رنگ آبـي شـفاف، قابـل    

 ). Blanco et al., 1982مشاهده است (

بـه دو زيـر    در گياهـان،  2RNase Tخانواده 

بنـدي  طبقه S-Like RNaseو  S-RNaseخانواده 

ها به عنوان عامل ناسـازگاري  S-RNaseشوند. مي

ــي ــي عمــل م ــد، ول ــا S-Like RNaseكنن ــه ه ك

ــوگ   يهــا هســتند، در ناســازگارS-RNaseهمول

خـود بـه دو    ها S-Like RNase ندارند. يمشاركت

-S-Like RNaseشوند، دسته اول دسته تقسيم مي

-اند كه به نظر ميفقط در گياهان گزارش شده ها

داراي تنـوع  بـرداري ژنـي،   رسد كه بعد از نسـخه 

هائي كه در اين دسته قرار . بسياري از ژنباشندمي

دارنـــد، در تنظيمـــات تـــنش، دفـــاع در برابـــر 

و در  انتقــال مجــدد فســفاتهــا، ميكروارگانيســم

 ,MacIntoshدخالت دارند ( ذخيره كردن نيتروژن

). بر اساس مطالعات بيشتر روي بيان ژن در 2011

 S-Likeاست كه دسـته اول  گياهان، پيشنهاد شده

RNase    ها در چرخه مجدد فسـفات طـي فرآينـد

). Kock et al., 1998پيـري، مشـاركت دارنـد (   

از  S-Like RNase1 كـه ژن  اسـت مشخص شـده 

هاي كمبـود فسـفات،   آرابيدوپسيس، در طي دوره

در ). Bariola et al., 1994اند (افزايش بيان داشته

 يها نقـش مهم ـ S-Like RNase ايلپه دو ياهانگ

، اندشتهدا يريپ يندفرا يدر انتقال مجدد فسفات ط

-و زخـم  يدفاع سلول يندهايآنها در فرا ينهمچن

. )Zheng et al., 2014( انـد شده القا فيزيكي هاي

 هاها و بيمارياين ژن در واكنش به برخي از تنش

 ,Deshpande & Shankarاست (گزارش شده زني

2002; MacIntosh et al., 2010(.   در دسـته دوم

S-Like RNase ،هـــا، بـــر خـــلاف دســـته اول

انـد و ايـن   خصوصيات اجدادي بيشتر حفظ شـده 

گــروه بــه صــورت حفاظــت شــده در ميــان      

 RNAها وجود دارنـد و بـا تبـديل بـه     تيويوكار

و به ي سلولي ريبوزومي براي نگهداري هموستاز

-) عمل مـي HouseKeepingدار (خانهژن عنوان 

 Luhtala & Parker, 2010; MacIntosh et( كنند

al., 2011.(    ــراي ــده ب ــت ش ــالقوه ياف ــرات ب اث

RNaseتوانـد مي خشكي، به مقاومت القاي در ها 

 آنهـا  متمـايز  خاصيت چندين برهمكنش از ناشي

ال ح ـ يـن بـا ا  ،)MacIntosh et al., 2010( باشـد 
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-Sدر مـورد عملكـرد ژن    يتاكنون اطلاعات اندك

Like RNase استشده گزارش هاايدر تك لپه.  

ناحيه پروموتر ژن  يابيجداسازي و تواليبا 

تر آن را مشخص توان كاركرد دقيقميدر گياه، 

واسطه جداسازي ناحيه پروموتري و قرار هكرد. ب

ازه بعد از آن و انتقال اين س GUSدادن ناحيه ژن 

تراريخت، تشخيص مدل مانند برنج به گياه 

هاي مختلف فعاليت پروموتر اين ژن در بافت

گياه، بواسطه بررسي ميزان رنگ توليد شده از 

-بسياري از ژن گردد.مي، ممكن GUSبروز ژن 

هاي اختصاصي بساك و پروموتر آنها، به طور 

اند و منجر به گسترده مورد مطالعه قرار گرفته

ضروري براي بيان سيس عناصر شناسايي 

). Kuriakose et al., 2009اند (اختصاصي شده

توانند براي هاي اختصاصي بساك مياين پروموتر

واسطه مهندسي ژني ايجاد نر عقيمي در گياهان، به

ها مورد و قرار دادن ژن سمي بعد از اين پروموتر

)، Mariani et al., 1990استفاده قرار گيرند (

اين پروموترهاي اختصاصي بساك  همچنين از

در  F1توان براي بازيابي باروري گياه در نسل مي

 ,.Mariani et alگياهان هيبريد سود جست (

مطالعات بيان ژن  در S-Like RNaseژن ). 1992

 در متفاوتي صورت به خشكي تنش تحت

است و در اثر تنش كرده بروز هاي گندمبافت

در بساك  دارمعني خشكي داراي افزايش بيان

)، Ravash et al., 2012ارقام مختلف بودهاست (

آميزي اين تحقيق با استفاده از روش رنگ در

GUS، در  اين ژن به بررسي فعاليت پروموتر

  . شد پرداخته هاي مختلف برنج تراريختبافت

  

  هامواد و روش

و  )واريته هندي( IR64بذور برنج 

Nipponbare )با  فونيپس از ضد ع )رقم ژاپني

 و سپسثانيه  30به مدت درصد  60محلول الكل 

روي محيط كشت  شستشو با آب مقطر، سه بار

MS  قرار گرفتند تا كالوس تازه براي فرآيند

   تراريختي آماده شود.

 دركه  S-Like RNaseكانتيگ ژن  توالي

در طي تنش خشكي  EST يهاكتابخانه يبررس

 ,.Ravash et alبود (افزايش بيان نشان داده

 Rice، در پايگاه اطلاعاتي ژنوم برنج ()2012

Genome Annotation Project (آدرس با 

) /http://rice.plantbiology.msu.edu( اينترنتي

 بلاست شد. توالي كل ژن

)LOC_Os09g36700.1( توالي ،CDs  و توالي

 Genomeدست آمد. در قسمت پروتئين مربوطه ب

browser  محل ژن بر روي كروموزوم برنج

ناحيه  يبه توال يابيدستمنظور به. مشخص شد

كيلو باز قبل از ناحيه ژني  2پروموتري، حدود 

بدست  يهناح ينمربوطه از ا يانتخاب شد و توال

. بر اساس توالي بدست آمده براي پروموتر، آمد

ن با استفاده از نرم مناسب براي تكثير آ آغازگر

طراحي  advance 11.5.1 Vector NTIافزار

با آغازگر  PCR وسيلهناحيه پروموتري بگرديد. 

 PCR)، تكثير شد. واكنش 1اختصاصي (جدول 



  )1396، زمستان 4، شماره 9مجله بيوتكنولوژي كشاورزي (دوره 

۶٨ 

Journal of Agricultural Biotechnology; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500 

 

از شركت  Rotor-Gene Qبه وسيله دستگاه 

 DNA 1ميكروليتر ( 5/12حجم نهايي كياژن، با 

 2lmgcميكروليتر،  x10 25/1ميكروليتر، بافر 

رفت و برگشت هركدام  آغازگرميكروليتر،  27/0

 DNAميكروليتر،  dNTP 5/0ميكروليتر،  25/0

 DMSO 25/1%50، ميكروليتر 13/0پليمراز 

 )ميكروليتر 6/7ميكروليتر و آب مقطر استريل 

 1 مدت به C95° نجام شد. برنامه واكنش شامل:ا

 30 زمان و C94°با  چرخه 35طي  ،سپس و دقيقه

 1 به مدت C68° و ثانيه 30 به طول C52°ثانيه، 

  دقيقه، بود.

  

  

  .ي استفاده شده در اين پژوهشمشخصات جفت آغازگرها -1 جدول
Table 1- Names and Sequences of primers have used in this study. 

طول قطعه 

تكثير شده 

)bp( 

Size of 

products 

(bp) 

 دماي اتصال

)°C( 

Annealing 

tempreture 

(°C) 

 5) ′-3′(توالي آغازگر

Primer sequence 

)′3-′ (5 

نام 

 آغازگر

Primer 

name  

تكثير  ناحيه

 شونده

Amplification 

region  

1466 52 GTGACATCTTGAGCTTGTGTTTG Pro-F S like RNase 

Promoter CTGTGGTCTGTGGAGAAACTCA Pro-R 
831 62 GACGATTGCGTCGCATCGACC Hph-F  

hygromycin AGCGTCTCCGACCTGCTGCA Hph-R 
  

  

 از بـا اسـتفاده  تكثير شـده،   ناحيه پروموتري

 در) Promega )Cat No. A1360كيـت شـركت   

-همسـانه  درج و در بـاكتري  pGEM easyناقـل  

كلون انتخاب شد  96در اين مرحله  گرديد. سازي

با اسـتفاده از كيـت شـركت     يداستخراج پلاسمو 

Jetstar )Cat No. 210050 ( .ــت ــورت گرف  ص

هـاي اسـتخراج شـده بـراي     پلاسـميد همه سپس 

 )CSIRO(بـه آزمايشـگاه تـوالي يـابي      يابيتوالي

 تكثيـر پروموتري صحت قطعه  تا ارسال گرديدند

. در ادامـه ناقـل حـاوي ناحيـه     شده تائيـد گـردد  

هـاي  وسيله هضم مضاعف بـا آنـزيم  پروموتري به

شــد و رش دادهبــ NcoIو  EcoRIمحــدود كننــده 

و درصـد   5/1 آگـارز  روي ژل پس از الكتروفورز

، بـراي  ژلقطعـه از   و خـالص سـازي  جداسازي 

. ايـن  )1(شـكل   آماده شـد  PHW9انتقال به ناقل 

در پـايين دسـت ناحيـه     GUSناقل حاوي ناحيـه  

 ,.Dolferus et al( باشد كه توسـط درج قطعه مي

منظـور   است. بـدين طراحي و ساخته شده 1994)

برش  NcoIو  EcoRIهاي برشي اين ناقل با آنزيم

بـه   pHW9. سپس ترانسفورماسيون ناقل ه شدداد
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ــاكتري  ــب ــد   روشهب ــام ش ــي انج ــوك حرارت  ش

)Dolferus et al.,1994( مجـــدداً اســـتخراج .

هـايي  يافتن كلـون  به منظوريابي توالي وپلاسميد 

-وتر در جهت صحيح در آنهـا درج شـده  كه پروم

انتهاي  هايي كه در آنهاورت گرفت و كلونص ،بود

 GUSناحيه پروموتري در ابتداي توالي كد كننـده  

   گرفته بود، انتخاب شدند.قرار 

-Sژن  پرومـوتر  به منظور درج قطعه حـاوي 

Like RNase  و ژنGUS  ناقـل  درpCAMBIA 

 pCAMBIA 1300و  pHW9، هردو ناقـل  1300

 و EcoRIهــاي محــدود كننــده بــه وســيله آنــزيم

HindIII انجـام واكـنش  . پـس از  ندشدبرش داده 

(ســويه  آگروبــاكتريوم ترانسفورماســيون ،اتصــال

LBA4404(  ــت ــورت گرفـ ــلولصـ ــاي . سـ هـ

(بـاكتوتريپتون    SOBآگروباكتريوم درون محلـول 

گـرم در ليتـر،    5گرم در ليتـر، عصـاره مخمـر    20

NaCl 584/0  گرم در ليتر وKCl 186/0   گـرم در

هــاي ريفامپيســين و بيوتيــكتــيهمــراه آنليتــر بــه

ميلي 100و  50هاي كربنسيلين به ترتيب با غلظت

و  8/0برابر با   600ODگرم در ميلي ليتر) با غلظت 

ميكروگــرم از پلاســميد حــاوي  1تــا  5/0ميــزان 

هـاي الكتروپوريشـن انتقـال    سازه، به درون كوت

ــوت  داده ــپس كـ ــدند. سـ ــتگاه  شـ ــا در دسـ هـ

ميلـي   -4د (طول پالس: الكتروپوريشن قرار گرفتن

هـاي  ) و درنهايت كلـون KOhm 4ثانيه, مقاومت: 

در  آگروباكتريوم حاوي سازه بر روي سطح پليت

  شدند.در شرايط تاريكي قرار داده C28°دماي 

، درون مخلـوط  IR6هاي بـرنج رقـم   كالوس

دقيقـه،   30تا  10حاوي آگروباكتريوم، براي مدت 

صـافي اسـتريل و   غوطه ور شدند و با استفاده از 

سپس فيلتر استريل، خشك شـدند و طبـق روش   

Lin & Zhang (2005)   روي محيط كشت جامـد

روز در تـاريكي   3تـا   2به مـدت   C25°در دماي 

ــت      ــار، بازكش ــد ب ــس از چن ــد و پ ــرار گرفتن ق

هاي مختلف، هاي سالم روي محيط كشتكالوس

هايي كه در مرحلـه قبـل داراي شاخسـاره    كالوس

منتقل شـدند و   MS ½ه محيط كشت بودند بشده

ميكرومول بر مترمربع بـر ثانيـه)    75در نور كامل (

روز نگــه داري شــدند.   14تــا  10بــه مــدت  

هايي كه هم داراي ريشه و هـم شاخسـاره   كالوس

هـاي  بودند انتخاب شدند و به داخـل گلـدان  شده

شـدند و در اطـاق مـه    مقوايي كوچك انتقـال داده 

) قرار گرفتنـد.  C25°دماي  پاشي در فايتوترون (با

هـا بـه   روز كه گياهچـه  10تا  7در نهايت پس از 

هـاي  خوبي در خـاك مسـتقر شـدند، بـه گلـدان     

شدند و در گلخانـه نگهـداري   معمولي انتقال داده

 horsch et al., (1985)شدند، ايـن روش توسـط   

  است.شدهتري شرح دادهبه طور مفصل
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 ,.Dolferus et al( در پايين دست ناحيه درج قطعه موردنظر GUSحاوي ناحيه  pHW9ناقل  -1شكل 

1994(.  
Figure 1- pHW9 vector include GUS gene at downstream of insertion site (Dolferus et 

al., 1994) 
  

ه حـاوي پرومـوتر در   براي تائيد حضور ساز

فـت بـرگ   از با DNAاسـتخراج   برنج تراريخت،

 Dellaporta et al., (1983)هـا بـا روش   گياهچـه 

آغـازگر اختصاصـي    هـا بـا  نمونـه  وانجام گرفت 

. واكـنش  تكثيـر شـدند  ) 1هايگرومايسين (جدول 

PCR  نجـام شـد.   اميكروليتر  5/12با حجم نهايي

 و دقيقـه  1 مـدت  بـه  C95°برنامه واكنش شامل: 

ثانيـه،   30بـراي   C94°بـا  چرخـه   35سپس طـي  

°C62  و ثانيـه  30براي°C68   دقيقـه،   1 بـه مـدت

هـاي حـاوي   گلدان به هاي تراريختگياهچه بود.

كولايت كه به نسبت مساوي مخلوط شن و ورمي

شد تند و تا مرحله بذر دهي ربودند، انتقال يافشده

از بافت ريشـه، بـرگ و    شدند و نمونه گيريداده

 در مرحله ميكروسپور جوان انجام شد. بساك

رشد زايشي گياهان تراريخت،  در مرحله

نمونه برداري از بافت برگ، ريشه و خوشه برنج 

انجام گرفت. براي بررسي ميزان فعاليت پروموتر 

ها در ميكروتيوب هاي مورد نظر، نمونهدر بافت

ميكروليتر محلول  500شدند و حدود قرار داده

 ,GUS )De Block & Debrouwerرنگ آميزي 

ها ريخته شد به ب) درون ميكروتيو1992

ها را بپوشاند، سپس كه روي سطح نمونهطوري

ها در دستگاه تغليظ كننده با پمپ ميكروتيوب

شدند و پس از گذشت چند ثانيه خلاء قرار داده

اين از ايجاد خلاء، پمپ خلاء خاموش شد و 

تكرار گرديد تا محلول رنگ آميزي  بار 3عمل 

GUS ها در نمونهها نفوذ كند. به خوبي در بافت

براي مدت يك شب،  C37° با دماي انكوباتور

شدند و سپس با آب مقطر چندين بار  قرار داده
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اتانول و  %70شستشو شدند. در نهايت در محلول 

اتانول نگهداري شدند.  %100سپس در محلول 

وسيله ميكروسكوپ ها بهبرداري از نمونهعكس

   .هاي متفاوت صورت گرفتنوري با بزرگنمايي

  

   و بحث نتايج

كـه   اسـت مطالعات گذشته نشـان داده نتايج 

ــان ژن ــم S-Like RNase بي ــا و در بســاك رق ه

هاي مختلف گنـدم و خويشـاوندان وحشـي    گونه

ــتآن، بســ ــه باف ــالاتر از بقي ــودهيار ب ــا ب  اســته

)Ravash et al., 2012( . در ايـن  بر همين اساس

 آنپروموتر اين ژن براي بـرآورد فعاليـت    مطالعه

شناسايي و جداسازي شـد.   ،هاي مختلفدر بافت

-Sناحيه پروموتري در بالادسـت تـوالي كانتيـگ    

Like RNase  بـرنج،   9بر روي كروموزوم شماره

  . )AP014965.1( شناسايي شد

 pGEM -Tقطعه تكثيري پروموتر در ناقـل  

easy يـابي  هـا بـراي تـولي   درج گرديد و همسانه

پايگاه اطلاعاتي بـرنج  در  ارسال شدند. اين توالي

روي  S like RNaseژن بلاست شـد و بـا تـوالي   

ــماره   ــوزوم ش ــد   9كروم ــت گردي ــرنج جف  ب

)LOC_Os09g36700.1(.  ــوتر در ــپس پرومـ سـ

مـورد   يابي وتوالي سپس شد ودرج  pHW9ناقل 

بررسي قرار گرفـت. پـس از اطمينـان از صـحت     

 pCAMBIA 1300قطعه تكثيري، پروموتر به ناقل

ــد، ــت وارد شــ ــيون  و در نهايــ ترانسفورماســ

  صورت گرفت. LBA 4404سويه  آگروباكتريوم

در  GUSژن سازه حاوي پرومـوتر و ناحيـه   

 ) بــهMCSناحيــه جايگــاه برشــي چندگانــه (   

ــل ــل   pCAMBIA 1300ناق ــن ناق ــد. اي وارد ش

قابليت ترانسفورماسيون به داخل سلول گيـاهي را  

اهـان  دارد و امكان بررسي رفتار پروموتر را در گي

  .)2شكل ( كندتراريخت شده، مهيا مي

سازه به طور كامـل   هايي كهبراي يافتن ناقل

 pCAMBIA1300ي ناقلبود، نمونهوارد آنها شده

كه جايگاه برشـي   HindIIIو  EcoRIهاي با آنزيم

آنها در دو سوي محل قـرار گيـري سـازه حـاوي     

پروموتر قرار داشت، مورد هضـم مضـاعف قـرار    

هايي ها روي ژل برده شدند و نمونهنهگرفتند. نمو

انتخـاب  جفت بازي بودنـد،   1500كه داراي باند 

  يابي ارسال شدند.براي تواليشدند و 
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 ) به ناقل واردMCSناحيه جايگاه برشي چندگانه (، سازه در pCAMBIA1300نقشه ناقل  -2شكل 

  .(http://www. cambia.org)  شد
Figure 2- pCAMBIA1300 map, construct was inserted in MCS site (http://www. 

cambia.org). 

  

 

 

 رقـم هنـدي   هم كشتي باكتري بـا كـالوس  

IR6   هـا  انجام شد و روي محيط كشـت، گياهچـه

توليــد بــرگ و ريشــه نمودنــد و در نهايــت گيــاه 

  تراريخت ايجاد شد.

 مراحـل مختلـف رشـد كـالوس و     3 شكل

 3دهـد. در شـكل  گياه تراريخت را نشان مي ايجاد

aها و نمايان شدن ، تغيير رنگ و سبزشدن كالوس

شـرايط نيمـه تاريـك     برگ در برخي از آنهـا، در 

منظـور ايجـاد گياهچـه از    است. بـه شدهنشان داده

ــالوس ــرگ كوچــك،  ك ــا داراي ب ــبز و ي ــاي س ه

و شـرايط نـوري   بعدي ها به محيط كشت كالوس

). در ايـن  cو  b 3شـدند (شـكل   هكامل انتقال داد

تر استفاده شد تـا فضـاي   هاي بلندمرحله از پليت

ها وجود داشـته باشـد،   رشد كافي براي رشد برگ

همچنــين نــوار ميكروپــور بــراي درزگيــري درب 

ها استفاده شد تـا امكـان عبـور هـوا فـراهم      پليت

. اسـتفاده از نوارهـاي ميكروپـور نسـبت بـه      باشد

پارافيلم، كارايي توليد گيـاه تراريخـت را افـزايش    

هـا در محـيط   ، رشـد گياهچـه  d 3. شـكل دهدمي

دهـد كـه آمـاده بـراي     ، را نشان ميMS ½كشت 

انتقال بـه گلـدانهاي مقـوايي حـاوي خـاكبرگ و      

پاشـي  اي و قرار گرفتن در اتاقـك مـه  خاك ماسه

گياهان كوچك تراريخـت بـه    هايت،در ن باشد.مي

و رطوبـت   C33°گلخانه برنج بـا شـرايط دمـايي    

  اند. شدهانتقال داده درصد، 70ي بالا
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ايجاد گياهچه  -bها سبز شدن كالوس -a :تراريخت بافت كالوس برنج مراحل مختلف كشت -3 شكل

 -d ،هنده هوادهاي درزبندي انتقال رهمراه با نوا پليت با ارتفاع بيشتر بهگياهچه انتقال  -cها، از كالوس

  .MS ½گياهان تراريخت درون محيط كشت 
Figure 3- Transformed rice tissue culture stages: a- callus getting green, b- produce 

seedling from callus, c- transform callus to plate with micropore tape, d- transformed 

plants at ½ MS media. 

 

 

هـاي تراريخـت حـاوي    براي تاييد گياهچـه 

ــه  ــنش ، T-DNAقطع ــا اســتفاده از   PCRواك ب

هاي اختصاصي ژن هايگرومايسين صورت آغازگر

داراي ناحيـه ژن   pCAMBIA1300گرفت. ناقـل  

هايگرومايسين درقسـمتي از تـوالي خـود هسـت     

 هايي كه بر روي ژل، داراي يكنمونه ).1(جدول 

جفت بازي بودند، گياه تراريخت مثبـت   831باند 

ارزيابي شدند و براي ادامه مراحـل بررسـي بيـان    

ناحيه پرومـوتري، در نظـر گرفتـه شـدند عكـس      

هـاي  نمونـه هاي تاييـد كننـده حضـور ژن در    ژل

مختلف برنج تراريخت در شـرايط يكسـان رنـگ    

ــزي شــدند ــه  .)4شــكل ( آمي ــايج نشــان داد ك نت
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هــاي رقــم ژاپنــي تراريخــت هيچيــك از كــالوس

نشدند، ولي رقم هندي، رقم مناسبي بـراي ايجـاد   

 هاي تراريخت بود.گياهچه

 

 

 
ا هاي برنج تراريخت بگياهچه به منظور تشخيصروي ژل آگارز  PCRالكتروفورز محصول  -4ل شك

 PCR تمحصولا: )6-1( چاهك ؛ bp plus 100: نشانگر)Mچاهك (يگرومايسين. ااستفاده از آغازگر ه

  .برگي مختلف نمونه هاي
Figure 4- Agarose electrophoresis gel of PCR products for detecting transformed rice 

seedling using hygromycin primer. Lane (M): 100 bp plus size marker; lane (1-6): PCR 

products from various leaf samples 

  

 

ــخيص   ــون تش ــيار   در GUSآزم ــع بس واق

حســـاس و اختصاصـــي عمـــل كـــرده و داراي 

گيري ميـزان بيـان   اندازههاي بررسي كمي (قابليت

) و نيز كيفي (بررسـي الگـوي بيـان ژن    GUSژن 

GUS باشـد. ي مختلف) مـي هاها و اندامدر بافت 

كـه در واقـع ميـزان     GUSبررسي ميزان بيـان ژن  

را مشـخص   S-Like RNaseفعاليت پروموتر ژن 

كند، نشان داد كـه ايـن ژن داراي بيـان بسـيار     مي

گ كمتـر  باشد و بيان آن در بربالايي در بساك مي

اسـت. نتـايج در تعـداد    و در ريشه نيز ناچيز بوده

-هاي مختلف و در گياهچـه زيادي نمونه از بافت

هاي تراريخت متعدد تكرار شد و در تمامي موارد 

شدت رنگ آبي در بسـاك بسـيار زيـاد بـود كـه      

دهنده فعاليت بالاي پرومـوتر قبـل از ناحيـه    نشان

GUS كه فعاليت باشد، در صورتيدر اين بافت مي

است، در برگ زياد نبوده S-Like RNaseپروموتر 

در نتيجه ميزان رنگ آبـي مشـاهده شـده پـس از     

ريشـه   اسـت. در  آميزي برگ، مختصـر بـوده  رنگ
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-فعاليت بسيار ناچيزي از اين پروموتر ديـده مـي  

ها كاملا سفيد رنگ بـا  شود كه در نتيجه آن، ريشه

هاي مختصر آبـي پراكنـده، مـورد مشـاهده و     رگه

كــه . از آنجــايي)5(شــكل  ارزيــابي قــرار گرفتنــد

-نشان داده S-Like RNaseبررسي ميزان بيان ژن 

هـاي  ها و گونـه در بساك رقم ژن اين بود كه بيان

يار مختلف گندم و خويشـاوندان وحشـي آن، بس ـ  

 ,.Ravash et alاسـت ( ها بودهبالاتر از بقيه بافت

و در ايــن مطالعــه نيــز بيشــترين فعاليــت )، 2012

در فعـال كـردن ژن    S-Like RNaseپروموتر ژن 

GUS تـوان نتيجـه   مـي است، در بافت بساك بوده

تفاوت در ميـزان   اساسي گرفت كه يكي از دلايل

 هاي مختلف به دليل تفـاوت بيان اين ژن در بافت

هاي مختلـف  ر اين ژن در بافتدر فعاليت پروموت

محققان ديگري نيـز فعاليـت   ). 5است (شكل بوده

ــاوت  ــا و ژنمتف ــاه ــت را پروموتره ــادر باف ي ه

ژن  اند، بـه عنـوان مثـال   را گزارش نموده مختلف

CSDC9  كه به ژنGUS   بـود، بيـان   ملحـق شـده

اختصاصي در بافت گلبرگ و ساقه گيـاه ميخـك   

). همچنـين  Kim et al., 2004( اسـت هنشـان داد 

ــوتر ژن  ــت اختصاصــي  YY2پروم در داراي فعالي

كـه يـك ژن    باشدميو آرابيدوپسيس  بساك برنج

ــد مــي  ــد فلاوانوئي  باشــدكليــدي در چرخــه تولي

Kuriakose et al., 2009)(.  

RNase ها كه زير فاميل خانوادهRNase T2 

العـه  هستند، در ژنوم تمام گياهاني كه تا كنون مط

شوند، امـا تـا كنـون اطلاعـات     اند، يافت ميشده

دقيقي در مورد نحـوه عملكـرد پرومـوتر آنهـا در     

اسـت. اگـر چـه    هاي مختلف در دست نبودهبافت

بود كه اين ژن در مطالعات بروز ژن مشخص كرده

 ايدهد ولي مطالعهفرايند تنش در برنج پاسخ مي

ــود     ــه ب ــورت نگرفت ــن ژن ص ــوتر اي روي پروم

)Zheng et al., 2014; Salekdeh et al., 2002 .(

در اين تحقيق به بررسي محل بروز پروموتر ايـن  

هاي مختلف برنج تراريخت پرداختـه  ژن در بافت

   است.  شده
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هاي مختلف برنج بافتدر  S-Like RNaseژن  پروموتراختصاصي بررسي ميزان فعاليت  - 5 شكل

  .گلچه -d ،بساك -c ،برگ -b ،ريشه -GUS aشخيص آزمون تتراريخت با استفاده از 
Figure 5- GUS Reporter gene expression assay for Analysis of S-Like RNase promoter 

tissue-specific expression patterns in transformed plants tissues: a- root, b- leaf, c- 

anther, d- floret. 

  

  

-در بافـت  S-Like RNaseبروز متفاوت ژن 

هاي مختلف گندم و خويشاوندان وحشي آن، در 

بود كـه بـر اسـاس آن    مطالعات گذشته انجام شده

هاي مختلف گندم، بيشـترين  اين ژن در بين بافت

اسـت و تحـت تـنش    بيان را در بسـاك دارا بـوده  

اسـت، همچنـين   خشكي بيان اين ژن افزايش يافته

 Aegilopsدر بساك خويشـاوند وحشـي گنـدم (   

tauschii ،افــزايش بيــان تحــت تــنش خشــكي ،(

). بـا  Ravash et al., 2012اسـت ( بسيار بالا بوده

، نقــش بافـت اختصاصــي  قبلـي  نتــايج توجـه بـه  

شـد كـه در ايـن    پروموتر اين ژن، تخمين زده مي

تحقيق با اثبات فعاليـت بـالاي ايـن پرومـوتر در     

 s-like RNase ژن بـالاي بساك برنج، علت بروز 

هـاي  ين بافت و بيـان كـم ايـن ژن در بافـت    در ا

مشخص شد. با توجه به نتايج اين آزمايش،  ديگر،

ــوتر ژن   ــان اختصاصــي پروم  S-Likeوجــود بي

RNase  شد  براي اولين بار گزارش برنجدر بساك

و  يـابي شـد  پروموتر از برنج جداسازي و توالي و
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محل دقيق بروز آن در بساك، بـه وسـيله تكنيـك    

  .قرار گرفت ورد بررسيم GUSتشخيص 

در اين تحقيق مراحل هم كشـتي بـاكتري بـا    

ــرنج  ــم ب ــالوس دو رق  )Nipponbareو  IR64( ك

 هاي ايجـاد شـده از هـر دو   گيري شد. كالوسپي

رقم هندي و ژاپني تا مرحله القاي گياهچـه پـيش   

رفتند، اما رقم ژاپني پاسخ مناسبي نداشت و فقـط  

ريشـه   هـاي رقـم هنـدي، توليـد بـرگ و     كالوس

 به طور موفـق،  نمودند و در نهايت گياه تراريخت

ايجاد شد. نكته حائز اهميت در اين كار ايـن بـود   

 كه با توجـه بـه بـرهمكنش عوامـل مختلـف در     

و باززايي گياهان تراريخت، كار با ارقام  تراريزش

ژاپني و هندي برنج دنبال گرديد و به اين ترتيـب  

اريخـت، رونـد   رغم عدم ايجاد ارقام ژاپني ترعلي

بـرنج هنـدي،    گيـاه و بـاززايي   انتقال پروموتر بـه 

ي شـد.  كاملا موفقيت آميز و با كارآيي بالا، ارزياب

است كه تراريـزش  در تحقيقات گذشته ثابت شده

هـاي  هـا و واريتـه  با اگروباكتريوم به نوع ژنوتيپ

مورد آزمايش بستگي دارد و فقط تعداد محدودي 

شوند، كه اساسا به علـت  يها تراريخته ماز واريته

هــاي زيــاد در توانــايي توليــد كــالوس و تفــاوت

-هاي مختلف پس از آلودهباززايي در ميان واريته

 Machii etافتـد ( سازي با اگروباكتريوم اتفاق مي

al., 1998.(  مطالعات ديگري نيز بر روي بروز ژن

GUS اســت در بافــت هــاي مختلــف نشــان داده

فت هـاي مختلـف و تحـت    فعاليت پروموتر در با

تاثير شرايط مختلـف تـنش متفـاوت بـوده اسـت      

)Hashemi et al., 2012 .(   نتايج ايـن تحقيـق در

 ـ  ا بيـان اختصاصـي در بافـت    شناسايي پرومـوتر ب

تواند در مطالعات بررسي اثر يك ژن مشخص، مي

خاص در يـك بافـت بخصـوص بسـيار مفيـد و      

اند توي باشد. پروموتر بافت اختصاصي ميكاربرد

هـاي  براي بررسي تشديد بيان يك ژن در فعاليـت 

متابوليكي و ساختاري بافـت، طـي شـرايط تـنش     

مورد استفاده قرار گيرد. در مراحل بعدي تحقيـق  

هاي جهش يافته فاقـد  روي لاين شود،پيشنهاد مي

اين ژن و مورفولوژي اين گياهـان جهـش يافتـه،    

تحت شرايط تنش خشكي و نرمال مقايسه انجـام  

د تا نقش اين ژن و پروموتر اختصاصـي آن در  شو

  تر گردد.شرايط تنش، روشن
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Abstract 

RNases participate in vital cellular functions such as DNA replication, transcription, 

splicing, and control of translation. S-like ribonucleases (S-like RNases) are homologous to S-

ribonucleases (S-RNases), but are not involved in self-incompatibility in plants. In 

dicotyledonous plants, S-like RNases play an important role in phosphate recycling during 

senescence and are induced by inorganic phosphate-starvation and in response to defense and 

mechanical wounding. Potensial effects of RNases in drought response might refer to 

intraction of several different functions. In this study, the promoter of S-Like RNase gene was 

inserted upstream of β-glucuronidase gene (GUS), Agrobacterium tumefaciens, transformed 

by electroporation with these constructs were used for co-culture for plant transformation. 

Histochemical staining method on root, Leaf and anther tissue of rice were done for 

measering promoter activity. Based on these results, we report tissue speciefic activity of S-

Like RNase promoter in the anther of rice. Results indicate the high activity of S-Like RNase 

promoter in the anther tissue of rice however Expression level in the leaf was low and in the 

root was negligible. These results is confirmed by previeos studies using q-PCR that indicated 

high expression of S-Like RNase gene at the anther in comparison with other tissues.  

Keywords: Anther, GUS staining, Promoter activity, S-Like RNase, Transformed Rice. 
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