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  چكيده
بطور معمول سبب آسيب گياهان برنج در كشت زود هنگام  تنش سرماي ابتداي فصل

 OsLti6a وOsP5CS2 ،OsTTP1 ، OsCOINدر اين تحقيق تظاهر چهار ژن . شمال كشور است
و رقم حساس هاشمي، تحت  PRبرنج متحمل به سرما  روزه دو ژنوتيپ 14هاي گياهچهدر 

نرم . بررسي شدبا استفاده از روش تظاهر افتراقي ) ساعت 24درجه به مدت  5(تنش سرما 
هاي ير ژنثحاصل از تك PCRبراي كميت سنجي محصولات  Total Lab (Ver 1.10)افزار 

-از آزمون ويلكاكسون نرمها بكار رفت و براي بررسي تفاوت معني داري بيان ژناختصاصي 

هاي مختلف، الگوي بيان متفاوتي را در ژنوتيپ متحمل و ژن. استفاده شد SPSS.ver.18افزار 
در  OsLti6a و  OsP5CS2هاي سطح بيان ژن. رقم حساس، تحت تيمار دمايي نشان دادند

و  OsTTP1دو ژن ديگر يعني . افزايش و در هاشمي كاهش معني داري نشان داد PRژنوتيپ 
OsCOIN  در ژنوتيپPR  به طور معني داري افزايش بيان داشتند اما، سطح بيان قابل رديابي

هاي مورد مطالعه، در پاسخ به تنش بنابراين نتايج نشان داد كه بيان ژن. در هاشمي نداشتند
اصلاحي ي هادر پروژهتوانند ها ميتغيير بيان اين ژن و بر اين اساس احتمالاًًً كرده سرما تغيير 

  .برنج موثر باشندتحمل به سرما 
  

  ها، اسموليتكاركرديهاي پروتئينسرما، تظاهر افتراقي،  نشتبرنج،  :هاي كليديواژه
  

  مقدمه
تنش  ، وجودموانع توليد برنج در مناطق معتدليكي از 

عملكرد زراعي  كه سبب كاهشاست ) C12 - 0°(سرما 
مل به دماي پائين تهيه ارقام متح ،از اين رو. شودميآن 

اصلاحي  هايبرنامه در مراحل بحراني رشد از اهداف مهم
هاي ژن .(Nakagahra et al., 1997) در اين مناطق است

گروه  3 بهتوان ي را ميــاي غير زيستــهدخيل در تنش
 اجزاي مسير انتقال كد كنندههاي ژن: بندي كردطبقه

كد هاي ژنو  يهاي رونويسعامل كد كنندههاي پيام، ژن
در  ).Gao et al., 2008(كاركرديهاي پروتئين كننده

 ميزانبر اساس تغيير كاركردي  هايپروتئين ،اين بين
برداشت ها را در برابر تنش يا سلول، ترجمهرونوشت و يا 

الگوي  عناصر سمي، بازسازي هموستازي سلولي و احياي
تحمل گياه به تنش  .دكنطبيعي رشد، حفاظت مي

. هاي فيزيولوژيكي داردتگي به تنظيم صحيح مكانيسمبس
درگير در كاركردي هاي پروتئينفعاليت اين امر با 

متابوليكي امكان پذير  مسيرهاي نموي، سنتتيكي و
غشايي  هايپروتئينشامل  كاركرديهاي پروتئين .است

 مانند پرولينيي هاهاي كليدي بيوسنتز اسموليتو آنزيم
 تحت هااسموليت. (Gao et al., 2008) است تري هالوز و

 جزايها و اپروتئين و يافتهغير زيستي تجمع  هايتنش
رب شرايط تنش پايدار نگه مخ اثراتبرابر  سلولي را در

هاي در برنج واكنش .(Soren et al., 2010) ددارنمي
و  بررسي مختلف هاياسموليتفيزيولوژيكي به تجمع 
هاي ه آنزيمنندك رمزهاي رونوشت برداري ژن

 شده مطالعهها، تحت شرايط مختلف سنتزكننده آن
هاي براي مثال، در برنج .(Pillai et al., 2004) است

هاي دخيل ژن كه افزايش رونوشت برداري تراريخت شده
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 ,Su & Wu)نظير پرولين هايي اسموليت در متابوليسم

 ،انجام شده (Ge et al., 2008) و تري هالوز (2004
ژن  .شده است مشاهده ايش تحمل به تنشافز

OsTPP1، Oryza sativa Trehalose-6-phosphate 

phosphotase1، هاي كننده پروتئينهاي كدروه ژنـدر گ
 فسفات فسفاتاز-6-هالوزآنزيم تريقرار دارد و  كاركردي
  .كندرا كد مي

فسفات و -6-هالوز از گلوكزاين آنزيم مسئول سنتز تري 
UDP - ها تثبيت نقش تري هالوز در سلول. است گلوكز
هاي دهيدراته، حفظ كارايي غشاهاي ها و پروتئينآنزيم

 تحت شرايطليپيدي و حفاظت از ساختارهاي بيولوژيكي 
 ژن. (Pramanik & Imai, 2005)ها است تنش

OsP5CS2 ،Oryza sativa ∆1-pyrroline-5-

carboxylate synthetase، هاي ينهاي پروتئاز ديگر ژن
كربوكسيلات  -5-پرولين 1- دلتا عملكردي است و آنزيم

پرولين از اين آنزيم مسئول توليد . كندرا كد مي سنتز
يك ملكول پرولين  .(Hong et al., 2000)است گلوتامات 

هاي محيطي مانند به دنبال تنش است كهغالب  آلي
 و (Zhu, 2001) يابدتجمع ميسرما خشكي، شوري و 

غشا و (ساختار فراسلولي است كه سيدان يك آنتي اك
را  دارد و پتانسيل سلوليرا پايدار نگه مي) هاپروتئين

  .(McNeil et al., 2000)كند مي طي تنش حفظ
هاي ه ديگر پروتئينـايي دستــهاي غشپروتئين
 اييــغشاي پلاسم .(Gao et al., 2008)هستند كاركردي

است كه  افتهسازمان ييك سيستم  ،هاي گياهيسلولدر 
داخلي و فضاي  بينو رابط  اشتهنقش ساختاري دغالباً 

رساني و فرآيند پيامبوده اطلاعات  و انتقالخارجي سلول 
ي، در آن رخ ـــزيستي و غيرزيست هايپاسخ به تنش

 غير زيستي مانند سرما، سببهاي تنش. دهدمي
 غشاي پلاسمايي ساختار فراسلولي خاص در اتتغيير
بنابراين، شناخت  .(Buchanan et al., 2001) شوندمي

هاي غشا پلاسمايي به بهبود استراتژي دفاع بهتر پروتئين
 ,.Marmagne et al) كندكمك مي طبيعي گياهان

 OsLTi6aو OsCOIN  (Liu et al., 2007)ژن . (2004
(Morsy &  Stewart, 2006) هاي كد كننده از جمله ژن

   .هاي غشايي استپروتئين

كد  ، OsCOIN،Oryza sativa COld-Inducibleژن 
 ١اي يك پروتئين غشايي با ساختار انگشت حلقهكننده 

آمينواسيدي  40-60داراي يك منطقه حفاظت شده (
و متعلق است ) غني از سيستئين و متصل به دو اتم روي

است كه در  bZIP 2هاي انگشت رويبه خانواده پروتئين
  .سمي حضور دارداي و سيتوپلاهر دو غشاي هسته

 3برندهپيشهاي بيوانفورماتيكي نشان داده كه بررسي 
هاي سرما، تنشتنظيمي عناصر حاوي ، OsCOINژن 

 به طوري كه افزايش. است ABAخشكي و شوري و 
زايش ـرا اف هاي غير زندهتنشژن تحمل به اين بيان 
خارجي، نشان  ABAالقاء بيان اين ژن با كاربرد . دهدمي
در برنج از مسيري  OsCOINه بيان اين ژن دهد كمي

 ژن .(Liu et al., 2007)كند پيروي مي ABAوابسته به 
OsLTi6a ،Oryza sativa Low temperature-induced ، 

تواند مياست كه  يك پروتئين غشايي كوچككد كننده 
ليپيد ايجاد كند و بنابراين / تغييراتي در نسبت پروتئين

 .(Morsy & Stewart, 2006) دهد سياليت غشاء را تغيير
هاي مطالعات نشان داده كه تفاوت در ميزان بيان ژن

دخيل در تحمل، احتمالاٌ در اثر زمان و شدت فعاليت 
كرد ـآناليز عملها بوده، به طوري كه ژن رونويسي اين

بيان متمايز جهت درك مكانيسم ملكولي با هاي ژن
 Kiedrowski) اهميت دارد تحمل و پاسخ گياه به تنش

er al., 1992). هاي جديد، تعيين الگوي تشخيص ژن
ها در و عملكرد آن ها درپاسخ به تنشر آنـتظاه

تحمل  شناخت نحوهاي را براي سازگاري به تنش، زمينه
ها از طريق دستكاري ژني، فراهم گياهان زراعي به تنش

هاي روشو از  (Bohnert & Cushman, 2000) كندمي
و تظاهر  5، ريزآرايه4دورگ گيري كاهنده انندمتعددي م

   .(Kim et al., 2007) است استفاده شده 3افتراقي
چهار ژن  در اين تحقيق ميزان تظاهر افتراقي

 OsTPP1و  OsCOIN ،OsLti6a  ،OsP5CS2 كاركردي
) متحمل به سرما( PRدر تحمل به سرما در دو ژنوتيپ 

ه از روش با استفاد) حساس به سرما(و رقم هاشمي 
  . شدمطالعه  (Liang & Pardee, 1992) تظاهر افتراقي

                                                                                  
1 .Ring finger protein                        5.Differential display 
2. Zing finger protein                         
3. Promoter 
4. Subtractive hybridization                  
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  هامواد و روش
  مواد گياهي و شرايط رشد

در آزمايشگاه  1389-90اين پژوهش در سال 
رقم برنج . بيوتكنولوژي دانشگاه گيلان انجام گرفت

هاي آن به سرماي ابتداي هاشمي كه گياهچهمحلي 
 PR27137-CR153(PR) ژنوتيپ و بودهفصل حساس 

به  ،(Alah gholipour et al., 2010) )متحمل به سرما(
مركز بين موسسه تحقيقات برنج كشور و از  ترتيب

  .دتهيه ش  (IRRI)المللي تحقيقات برنج
درصد استفاده  30 وايتكسضدعفوني بذرها از  در

 25روز در انكوباتور و دماي  7به مدت  و بذرها شد
لوكس، بين دو لايه  200و شدت نور گراد سانتيدرجه 

جهت جوانه استريل در داخل پتري ديش  كاغذ صافي
 دردار بذرهاي جوانهروز  7بعد از . زني قرار گرفتند

 25در دماي  و در اتاقك رشد نشاءهاي پلاستيكي گلدان
به  ( ساعت روشنايي 9نوري چرخه گراد و درجه سانتي

  .دندساعت تاريكي قرار داده ش 15و  )لوكس 200شدت 

  تيمار سرما
باتور تحت تيمار در انك روزه 14برنج  هايگياهچه
 Liu et) ساعت 24گراد به مدت سانتيدرجه  5سرماي 

al., 2007; Hur et al., 2004) نمونه . داده شدند قرار
هاي صفر در زمان اي برنجهاي دو هفتهاز گياهچهگيري 

رما با سساعت بعد از تيمار  24و ) قبل از تيمار سرما( 
انجام شد و بعد از  نمونه برگي 3و از هر تكرار  سه تكرار

 - 70ها در دماي ،  نمونهدر نيتروژن مايع انجماد سريع
  .شدند نگهداريگراد درجه سانتي

  (cDNA)مكمل  DNAو ساخت  RNAاستخراج 
-RNXكل با استفاده از كيت استخراج  RNAاستخراج 

Plus Solution از شركت CinnaGen) (بق ط
، قبل RNAاز استخراج  پس. انجام شد دستورالعمل آن

از دستگاه و بعد از تيمار سرما، 
براي كميت سنجي و از  (Eppendorph)اسپكتروفتومتر

استخراج  RNAكيفيت سنجي براي  درصد يكژل آگارز 
  .)1شكل( استفاده شد ،شده

  

  
 25در دماي  هاشمي) 2، سانتي گراد درجه 25در دماي  PR )1. و هاشمي  PRهايژنوتيپ استخراج شده از كل RNA - 1شكل 

  .سانتي گراد درجه 5هاشمي در دماي ) 4، سانتي گراد درجه 5در دماي  PR) 3، سانتي گراد درجه
  

RNA  ها با آبDEPC  5/0رقيق شده و به غلظت 
با   cDNAساخت . ميكروگرم در ميكروليتر رسيدند

از  بردار معكوسترونوشآنزيم يك واحد استفاده از 
 Oligoهاي و با استفاده از آغازگر (Fermentase) شركت

dT انجام شد بر اساس دستورالعمل شركت سازنده. 
 ،OsP5CS2 ،OsTPP1هاي اختصاصي تكثير ژن

OsCOIN   وOsLti6a  هاي آغازگربا استفاده از
واكنش  .)1جدول (اختصاصي براي هر ژن انجام شد 

 30-40ميكروليتر شامل  20ر حجم د مرازاي پليزنجيره
ميلي مولار  dNTP ،5/0 ميلي مولار cDNA ،10نانوگرم 

پلي مراز  DNAواحد آنزيم  2و  PCR 1Xآغازگر، بافر 
شامل يك مرحله  PCRچرخه حرارتي . انجام شد

 35دقيقه،  5به مدت  C94°واسرشته سازي اوليه در 

ثانيه،  40به مدت  C94°چرخه واسرشته سازي در 
 يكبه مدت  با توجه به دماي ذوب هر آغازگر اتصال
دقيقه و  يكبه مدت  C72°و بسط در ) 1جدول ( دقيقه 

بيان چهار . دقيقه بود 5به مدت  C72°بسط نهايي در 
 ر گرفتنـــده با در نظـــر شــــاركردي ذكــــــژن ك
 Oryza sativa Glyceraldehyde-3-phosphate  ژن

dehydrogenase (OsGAPDH)   به عنوان كنترل مثبت
 cDNA (Jain et al., 2006)براي تائيد صحت ساخت 

با  PCRطول قطعه تكثير شده حاصل از  .بررسي شد
جفت باز بود كه  GAPDH، 79هاي ژن كنترلي آغازگر

نرم  ).2شكل ( اين باند در هر چهار نمونه مشاهده شد
براي كميت سنجي  Total Lab (Ver 1.10)افزار 
هاي اختصاصي بكار ير ژنثحاصل از تك PCRلات محصو
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به منظور بررسي معني  .(Chivers et al., 2006) رفت
ها قبل و بعد از تنش سرما، از نرم داري تفاوت بيان ژن

 Wilcoxon Ranks Testو آزمون  SPSS Ver.18افزار 
  .استفاده شد

  

  
 هاشمي. 2،) شاهد( cDNA. 1 .PRبه منظور كميت و كيفيت سنجي  GAPDHژن كنترلي  كميت سنجي تظاهر - 2شكل 

  ).سرماتيمار (هاشمي . 4، )سرماتيمار (PR .  3، )شاهد(
  

  آغازگرهاي اختصاصي مورد استفاده در آزمايش -1جدول
 دماي ذوب آغازگر  منبع

(Tm) 
 .Accession No  ژننام  ('3-'5)رو به جلو و رو به عقبها درآغازگرتوالي باز

Hur et al., 
(2004)  

  
˚C58  

5'-TTTCACGAATTGATCCTGCG-3'
5'-TTAAGGTCATGCGAGGAGAG-3'  OsP5CS2  

 
AY571333 

Shima et al., 
(2007)  

 
˚C64 

5'-TCAGTCATGCCCGGTGGC-3'
5'-ACACTGAGTGCTTCTTCC-3'  OsTPP1  

 
AB120515 

Liu et al., (2007)  
˚C62  

5'-ATGAGCTCTCTATGCCCCTTTGCCA-3'  
5'-CTTGTCATCCAATTGTTTTTGTAGA-3' OsCOIN 

 
AK071071 

Liu et al., (2007)   
˚C58 

5'-AATACTGCGAGAGAAATTAATCA-3' 
5'-TAAGAGGGGAGCTTATTCACAC-3'  OsLTi6a  

 
AY607689 

Jain et al., 
(2006)  

 
˚C63 

5'-AAGCCAGCATCCTATGATCAGATT-3' 
5'-CGTAACCCAGAATACCCTTGAGTTT-3'  OsGAPDH  

 
AK064960  

  
  

  نتايج و بحث
 OsP5CS2ن ژتظاهر 

 باو تائيد صحت ساخته شدن آن  cDNAبعد از ساخت 
هاي اختصاصي آغازگرو  PCRژن كنترل، با استفاده از  

اي با طول تقريبي قطعه. انجام شد OsP5CS2تكثير ژن 
نرم كميت سنجي با استفاده از . تكثير شدجفت باز  357
در ژنوتيپ نشان داد كه  Total Lab (Ver 1.10)افزار 

PR  به  به طور متوسط، تيمار سرمااعمال قبل و بعد از
 064/93و  947/17اي معادلDNA ميزان  ترتيب

مقدار هاشمي قبل و بعد از تيمار سرما  رقمنانوگرم و در 
DNA از  بعد. نانوگرم بود 04/172و  442/214به ترتيب
گرمي بيان ژن در نانو 734/75افزايش  تنش سرمااعمال 

، در حالي كه كاهش مشاهده شد PRژنوتيپ متحمل 
هاشمي  رقمنانوگرمي در بيان اين ژن در  402/42

بر اين اساس تحت   ).2، جدول 3شكل ( شدمشاهده 
تنش سرما افزايش بيان اين ژن در ژنوتيپ متحمل 
معني دار بوده، در حالي كه بيان در رقم حساس كاهش 

با تغيير  هان پاسخ به دماي پائيندر گيا .يافته است
هاي غشا، محتواي قند و پرولين، تركيب چربيتركيب 

گياهان عالي،  در. همراه استپروتئيني و فراساختار برگ 
مسير اورنتين،  و يامسير گلوتامات از طريق پرولين 

اولي، مسير اصلي مخصوصاً در تنش كه  شودسنتز مي
از گلوتامات از طريق در اين مسير، پرولين  .اسمزي است

-پرولين 1-دلتا سمي آلدهيد و -دو حدواسط گلوتاميك
طريق  اولين مرحله از. شودكربوكسيلات سنتز مي -5

 شودكاتاليز مي) P5CS(كربوكسيلات سينتاز -5-پرولين
(Hong et al., 2000) . كه بيان بالاتر ژن شده گزارش  

P5CS  يخت، توتون و برنج ترارچشم بلبلي، لوبيا در
تجمع بيشتر پرولين و رشد بهتر در شرايط تنش  سبب

 ,Zhu) شد شاهدمقايسه با گياهان  در خشكيشوري و 

گياهان آرابيدوپسيس آنتي سنس  همچنين .(2001
، حساسيت بيشتري به تنش AtP5CS1تراريخت شده با 

  .(Nanjo et al., 1999)اسمزي نشان دادند 
دو ژن  كه سطح رونوشته نشان دادها بررسي

P5CS1  وP5CS2 گراد، دردرجه سانتي 4 يسرما در 
ساعت  6تا  سطح رونوشت. كمي افزايش داشتند سرعت

 روندپس از تيمار ساعت  12اول تغييري نكرد و در 
نتايج نشان داد . (Hur et al., 2004)را نشان دادافزايش 

يك ژن همگاني است كه پرولين سلولي  OsP5CS1كه 
ژن مسئول  OsP5CS2در حالي كه كند، را تامين مي

در  P5CSهاي مقايسه بيان ژن .هاستتنش
آرابيدوپسيس و برنج نشان داد كه اين دو گياه از نظر 
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ها زمان و ميزان بيان اين دو ژن در مواجه با تنش
دو  T-DNAهاي با ايجاد موتانت. كنندمتفاوت عمل مي

، مشخص شد كه گياهان موتانت P5CS2و  P5CS1ژن 
P5CS2دهندها نشان ميري به تنشت، حساسيت بيش .

ژن مسئول تنش  P5CS2اين بررسي نشان داد كه ژن 
در شرايط . كنددر دو گياه آرابيدوپسيس و برنج عمل مي

، رشد OsP5CS2ژن  T-DNAموتانت نرمال گياهان 

. معني دار نبودداشتند و كاهش در عملكرد بذر  طبيعي
در پاسخ به   OsP5CS2دهد كه نقش اصلياين نشان مي

 P5CS1 ،بنابراين. هاست تا متابوليسم پرولين پايهتنش
ژن مسئول بيوسنتز و تامين پرولين سلولي است و به 

 ,.Hur et al)شناخته شده است  دارعنوان يك ژن خانه

2004).  

  
در  PR) 1. از بين سه تكرار OsLti6aو  OsP5CS2، OsTTP1 ،OsCOIN هايحاصل از تكثير ژن هايبانداي از نمونه - 3شكل 
) 4، )كنترل(گراد سانتي درجه 25هاشمي در دماي ) 3، گراد سانتي درجه 5در دماي  PR) 2، )كنترل(گراد سانتي درجه 25دماي 

  .كنترل منفي) 5، گراد سانتي درجه 5هاشمي در دماي 
  

  Total Lab (Ver. 01)استفاده از نرم افزار با  PCRكميت سنجي باندهاي حاصل از  -2جدول 

  نام ژن  تعداد جفت باز گراددرجه سانتي 25در PRگراددرجه سانتي5درPR درجه سانتيگراد25هاشمي در  درجه سانتيگراد 5هاشمي در 
6/5 ± 04/172  99/0±442/214 9/15±064/93 4/0± 947/17   bp357 OsP5CS2  

0  5/0±641/1 4/5±118/244 9/0± 314/3  bp1000 OsTPP1  
0  3/0±855/2 3/4±116/153 7/0± 449/1  bp1000  OsCOIN 

3/0± 365/63  1/9±930/230 2/9±073/260 3/0± 733/94  bp500  OsLti6a  
ها كه توسط نرم افزار غير قابل مقاديري از بيان ژن .باشندسه تكرار و در واحد نانوگرم ميها درمقدار بيان ژنمتوسطذكر شده در جدول، مقادير*

  .باشندگراد كنترل ميدرجه سانتي 25و هاشمي در دماي  PR. اند، صفر در نظر گرفته شده استرديابي بوده
  

 OsTPP1بررسي تظاهر ژن 

نشان داد كه  OsTTP1ژن  نتايج حاصل از كميت سنجي
 PRدر ژنوتيپ  بيان اين ژن ،در شرايط نرمال رشدي

اما بعد از ، نانوگرم بوده 314/3و در حد  ائينبسيار پ
بر اساس نتايج حاصل از (داري افزايش معني تنش 

آن مشاهده شد  در ميزان رونوشت) آزمون ويلكاكسون
نانوگرم افزايش به  804/240اين ميزان با به طوري 

 رقمدر اين ژن  )رونوشت(بيان . نانوگرم رسيد 118/244
و صفر  641/1به ترتيب  هاشمي قبل و بعد از تنش سرما

هالوز بيان ميزان تري ).2، جدول 3شكل (نانوگرم بود
قبل و بعد از تنش چندان بالا  ژنوتيپشده در هر دو 

توالي يابي ژنوم آرابيدوپسيس و برنج، سازماندهي . نيست
هالوز هاي بيوسنتز كننده ترياي را در ژنژنومي پيچيده

در ژنوم  TPP ژن 10و  TPSژن  11. گياهي نشان داد
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در ژنوم برنج  TPPژن  9و  TPSژن  9آرابيدوپسيس و 
افزايش بيان ژن  .(Shima et al., 2007)يافت شده است

OsTTP1  در ژنوتيپPR ده ــتواند نشان دهن، مي
اين آنزيم با . العمل اين گياه به تنش سرما باشدعكس

هالوز توليد فسفات، تري-6-هالوزدفسفوريله كردن تري
هالوز در تلاش براي افزايش محتواي تري .كندمي

با منشا  TPPو TPS هاي گياهان با بيان بالاتر ژن
منجر به ميكروبي در توتون و گوجه فرنگي تراريخت 

. (Shima et al., 2007) شد افزايش تحمل تنش
در برنج  ،E.coliدر  TPS-TPPهمچنين تظاهر آنزيم 

هالوز در برابري تري 10تا  3تراريخت منجر به تجمع 
شد و تحمل به تنش غير شاهد مقايسه با گياهان برنج 
 Jang et)رفولوژيكي نشان داد وزيستي را بدون تغيير م

al., 2003).  هاي كه ژنمطالعات ژنتيكي نشان داده
هالوز، بطور اختصاصي در تنظيم رشد و نمو بيوسنتز تري

 .(Eastmond et al., 2002)كنند گياهي عمل مي
ي مستقيم تاند كه تري هالوز دخالها نشان دادهبررسي

در اين صورت بايد از طريق . ژني دارد تظاهردر تنظيم 
هاي مسئول تنش به ايفاي اثر گذاري بر تنظيم ديگر ژن

هالوز خارجي، فعاليت و تظاهر ژني تري. ش بپردازدنق
فروكتوسيل تراسفراز دخيل در  -6-فروكتان: ساكارز

كند هاي جوان را القا ميبيوسنتز فروكتان در برگ
(Pramanik & Imai, 2005) .عملكرد تري  ،بنابراين

هاي تنظيم ژناحتمالاً هالوز در ابتداي تنش سرمازدگي، 
البته براي تائيد اين موضوع بايد  .متابوليسم قند است
ها مورد ها و همچنين محصولات آنبيان اين دسته از ژن

ري ــان بيشتــبررسي قرار گيرد تا بتوان با اطمين
  .گيري كردنتيجه

   OsCOINن ژتظاهر 
نشان داد  OsCOINژن  PCR محصول كميت سنجي 

بطور هاشمي در شرايط نرمال رقم و  PRدر ژنوتيپ كه 
اين . نانوگرم بود 855/2و  106/2به ترتيب ط، متوس

با ا تيمار سرم اعمالبعد از PR ميزان در ژنوتيپ 
نانوگرم رسيد، در  116/153نانوگرم افزايش به  01/151

هاشمي بعد از تيمار سرما ميزان بيان  رقمصورتي كه در 
 50تقريباً  افزايش ).2، جدول 3شكل (ژن به صفر رسيد 

به دليل  احتمالاً PRدر ژنوتيپ  OsCOINنانوگرمي بيان 
به اين معني . ستاسرما  سريع اين گياه به تنشپاسخ 

هاي مسئول شرايط تنش را درك و بيان ژن گياهكه 
 رقمبيان اين ژن در  كاهشاما . است يافتهتنش افزايش 

ر انتقال ــاختلال در مسي احتمالاً بيانگرهاشمي 
 همراه با كه بوده نو در نهايت بيان ژ هاي تنشسيگنال

از آنجا كه محصول . است بودهآسيب غشا پلاسمايي 
نهايي اين ژن، يك پروتئين غشايي است، شايد بتوان 

هاشمي تحت  رقمعلت كاهش بيان آن را آسيب غشا در 
دانست كه با تاثير بر روي مسير انتقال پيام،  تنش سرما

 ,.Liu et al.بر روي سطح بيان اين ژن تاثير گذاشته است

هاي مختلف برنج در اندام OsCOIN، بيان ژن )2007( 
-RTتيپ وحشي را  در تنش سرما با روش نيمه كمي 

PCR افزايش زيادي در سطح رونوشت . بررسي كردند
OsCOIN هاي برنج تيپ وحشي بعد از قرار در گياهچه

دقيقه  30گراد به مدت درجه سانتي 4در دماي  يريگ
ساعت ادامه  48بيان تا  مشاهده شد و سطح بالاي

ساعت بعد از تنش، بيان اين ژن تا سطح  72در . داشت
همچنين جهت آزمون . اوليه قبل از تنش كاهش يافت

رما، ــبر تحمل س OsCOINتاثير بيان بالاتر ژن 
اي تيپ وحشي و گياهان تراريخت هاي دو هفتهگياهچه

OsCOIN ) نسلT2 ( درجه به مدت  4در معرض دماي
ساعت قرار گرفتند و سپس به مدت دو  84و  72، 60

گياهان تحت . هفته جهت بهبود در گلخانه قرار گرفتند
 4/71، 2/76ساعت سرما، به ترتيب  84و  72، 60تيمار 

در حالي كه در گياهان . درصد رشد مجدد داشتند 50و 
درصد  8/14و  2/22، 6/52 به ترتيب تيپ وحشي، تنها

هاي تشخيص مكانيسم در. رشد مجدد مشاهده شد
، OsNAC6هاي بيان ژنالگوي احتمالي تنظيم ژن، 

OsP5CS2  وOsLti6b  در گياهان تراريختOsCOIN 
افزايش  تنش سرماتحت وحشي  شاهد گياه در مقايسه با

همچنين افزايش بيان . (Liu et al., 2007)يافت 
OsCOIN  در برنج تراريخت بطور معني داري محتواي

و تحمل به تيمار سرما، شوري و خشكي  هاپرولين سلول
بيان بعضي از  داده به طوري كه منجر به القارا افزايش 

 ,.Mukhopadhyay  et al)  شدهاي سرما و پرولين ژن

نيز با نتايج  حاضر نتايج به دست آمده در تحقيق .(2004
و ) Liu et al. )2007حاصل از آزمايشات 

Mukhopadhyay et al. )2004 (با توجه . اني داردهمخو
 P5CSان ژن ـاعث افزايش بيــبه اينكه بيان اين ژن ب
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شود و افزايش بيان اين ژن منجر به افزايش پرولين مي
توان نتيجه گيري كرد كه ژن شود، اينطور ميسلولي مي
OsCOIN  بطور غير مستقيم در فرآيند ايجاد تحمل در

  . كندگياه عمل مي
 OsLti6aتظاهر ژن 

ژن در برنج تظاهر ميزان  OsLti6aجه تكثير ژن در نتي
 733/94گراد درجه سانتي 25، در دماي PRژنوتيپ 

اعمال نانوگرم افزايش بعد از  34/165با  كهنانوگرم بود 
، جدول 3شكل (نانوگرم رسيد 073/260تنش سرما به 

 25هاشمي در شرايط دماي  رقمدر برنج  ميزاناين  ).2
اعمال نانوگرم بود كه بعد از  930/230درجه سانتيگراد 
نانوگرم  365/63كاهش به  565/167تنش سرما با 

 كنندهاين ژن كه رمز  تظاهر در معني دار كاهش .رسيد
يك پروتئين غشايي دخيل در حفظ سياليت غشا است، 

هاي مورد ديگر ژن تظاهر بر كاهش يدليل احتمال دارد
  .مطالعه در اين تحقيق  نيز باشد

سبب تنش سرما  در اثرغشا پلاسمايي  هرده بخسارت وا 
سياليت غشا شده كه اين امر تاثير به سزايي بر  كاهش

 .گذاردام ميــال پيــر انتقــدريافت پيام تنش و مسي
 سلولي غشا، به حفظ سياليت غشادر پروتئين حضور اين 

كند تا علاوه بر جلوگيري پرداخته و با اين كار كمك مي
ول سلولي به خارج از سلول، آسيب از نشت مواد محل

ها و مسيرهاي انتقال پيام خطر كمتري به دريافت كننده
د با بيان به موقع، سريع و ــتنش وارد آيد تا سلول بتوان

هاي مسئول هاي القا شونده با تنش و ژنامل ژنــك
 تنش در جهت بقاي خود در شرايط تنش گام بردارد

(Morsy & Stewart, 2006) .  
  جه گيري كلينتي

  رات ـــا با تغييــه تنش سرمـاه بــل گيـــالعمســـعك

  ي همراه است كه ـولــايي و ملكــرفولوژيكي، بيوشيميوم
 لوژي، زمان، شدت تنش و مرحله رشدبرحسب اكو
تغييرات در سطح  .(Grover et al., 2009) متفاوت است

 شودملكولي بصورت تغيير در بيان ژن ظاهر مي
(Cooper et al., 2003)  در هاي بسياري در گياهان ژنو

ها در اين ژن وشوند هاي غيرزيستي القا ميتنش اثر
هاي مختلفي براي اعطا تحمل تنش به گياهان مسير

اسايي ــشن .(Hasegawa et al., 2000)كنند عمل مي
اگرچه ها آنهاي تراريخت با و ايجاد لاين تحملي هاژن
توانايي اما ا به گياه اعطا كند، تواند تا حدي تحمل رمي

مستقل  ،سرما هاي غير زيستي مانندتنشگياه در تحمل 
 كاركردي هايژن به طوري كه بوده كاركردياز يك ژن 

بنابراين، رسيدن به . در اين فرآيند دخالت دارندبسياري 
توانايي كنترل يك يا چند عامل تنظيمي كليدي براي 

شرفتي ايده آل، به پيرسيدن  جهتكمك به گياه 
به تنش، اولويت دارد  تحمل كاركرديچندوجهي و 

(Qiang et al., 2000).  ژنبررسي ميزان بيان ژن چهار 
 ،OsP5CS2 كاركرديهاي پروتئين دهــكد كنن
OsTTP1، OsCOIN و OsLti6a  در دو ژنوتيپ متحمل

بالايي بعد از تنش بيان  هاو حساس نشان داد كه اين ژن
اين نتايج احتمالاٌ به  .وتيپ متحمل داشتنددر ژن سرما

هاي تمايز دو ژنوتيپ متحمل و عنوان برخي از شاخص
تواند در تحقيقات در نظر گرفته حساس به سرما مي

تحمل به تنش  ها دراين ژن در مطالعه ميزان اثر .شوند
 است گياهان تراريختي نياز به توليد، در ارقام بومي سرما
زان ــو مي ياهان وحشي بررسي شونددر مقايسه با گكه 

ها مورد ها و محصولات آنها بر بيان ديگر ژنتاثير آن
  .ارزيابي قرار گيرد
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