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  چكيده

هاي پيري يا ريزش گلبرگ به وسيله اتيلن، به تنظيم رونويسي ژن القاء. اتيلن يك هيدروكربن گازي و تنظيم كننده رشد گياهي است

ACS  وACO گل آذران هاي اكواپورين درژنوتيپ ژن ين آزمايش با هدف جداسازيا.باشدهاي دريافت كننده اتيلن وابسته ميو نيز ژن 

در  TIP2و  PIP1هاي ، پاره توالي ژنcDNAsو ساخت  RNAاتيلن و جداسازي  تيمار با ازپس  .انجام گرديدمحمدي براي نخستين بار 

هاي ژن. شوندهاي گل محمدي ژنوتيپ آذران بيان ميدر گلبرگ TIP2و  PIP1ژن دونتايج نشان داد  .ژنوتيپ آذران جداسازي شدند

  .هاي همولوگ خود در خانواده رزاسه داشتندالذكر، ارزش انتظار را با ژنجدا شده فوق

  .PIP ،TIP، گل محمدي، اسازي ژناتيلن، جد: كلمات كليدي

  

  مقدمه

تأثيرات اتيلن شامل فرآيندهاي .ير زيادي بر رشد و نمو گياه داردتأثاتيلن يك هيدروكربن گازي و تنظيم كننده رشد گياهي است كه 

تحت ريزش ن لتيدر اكثر گياهان حساس به ابه طور كلي، . )Reid, 1995(باشدرسيدن ميوه، ريزش و پيري برگ، جوانه گل و گل مي

هاي تخريب كننده ديواره سلولي نقش اصلي را در انجام فرآيند رسد آنزيمنظر مي به ).Van Doorn, 2002( گرددتاثير اتيلن تسريع مي

-Beno(اند اي هستند كه تاكنون مطالعه شدههاي عمدهگالاكترونازها آنزيمريزش بر عهده داشته باشند كه اندونوكلئازها و پلي

Moualemet al., 2004.( رفتار رزهاي گلداني در پاسخ به تيمار اتيلن خارجي، بسته به كولتيوار، متفاوت است)Ahmadiet al., 

، انتقال سيگنالو ها گيرنده پس از دريافت توسط به صورت خارجي به كار برده شود،  چه در درون گياه توليد شود و جه اتيلن ). 2008

دريافت اتيلن، اولين مسير درگير شدن اتيلن در فعال شدن رونويسي . گرددهاي دخيل در فرايند پيري ميژنسبب تحريك بيان برخي از 

كنند، كينازهاي دو جزئي عمل مي ها كه مشابه هيستيديناي از گيرندهوسيله خانوادهدر رزها، اتيلن به).Ahmadiet al., 2009(است 

، Programmed-cell-death-likeها شامل ژن ي در معرض اتيلن، برخي ژندر رزها، بعد از قرارگير.شوددريافت مي

- در ناحيه ريزش گلبرگ بيان مي Cysteine proteaseو  Plastid FtsHprotease-like، ژن drugresistance- like Pleiotropicژن

يابد وسيله اتيلن افزايش ميبه Expansin gene، بيان Rosa bourbonianaها در در ناحيه ريزش گلبرگ). Ahmadiet al., 2009(شوند

ميزان . جدا شده است Rosahybridcv Lavenderاز  RhLACيراً ژن اخ).Sane et al., 2007(شود كه تحت شرايط طبيعي نيز القا مي

- به نظر مي. نشده استهاي تيمار هاي تيمار شده با اتيلن به صورت قابل توجهي بيشتر از نمونه، در نمونهLavenderدرRhLACبيان ژن 

القاء پيري يا ريزش گلبرگ به وسيله اتيلن، ). Ahmadiet al., 2009(اي از اين ژن در رزها وجود داشته باشد هاي چندگانهرسد كه كپي

ك وسيله يبه Xueet al., 2008.(ACO(باشد هاي دريافت كننده اتيلن وابسته ميو نيز ژن ACOو  ACSهاي به تنظيم رونويسي ژن

در . شونددر پاسخ به شرايط محيطي و نموي به صورت متفاوتي تنظيم مي ACOهاي ژن. شودگذاري ميژني كوچك رمزخانواده چند

يك ژن آكواپورين پاسخ دهنده  Ma et al., 2006 .(Rh-PIP1(دهد را تحت تاثير قرار مي ACOو  ACSهاي برخي موارد اتيلن بيان ژن
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هاي جذب آب هستند كه ها كانالآكواپورين. هاي رز به عهده داردمي را در توسعه غشاي سلولي گلبرگبه اتيلن است كه نقش مه

هاي و پروتئين 1هاي اصلي غشاي پلاسماييها شامل پروتئيندر گياهان، آكواپورين. نقش تنظيمي در توسعه سلولي را به عهده دارند

هاي گياهي يافت مير غشاي پلاسما و تونوپلاست قرار دارند و تقريباً در تمام بافتبه ترتيب د TIPو  PIP. باشندمي2اصلي تونوپلاست

يابد، اما در افزايش مي ACSدر طي فرآيند پيري رزهاي مينياتوري، در كولتيوارهاي با ماندگاري كم، بيان ژن ). Li et al., 2009(شوند 

در مراحل آخر نمو گل،  ACOمچنين مشخص گرديد است كه بيان ژن ه. كولتيوارهاي با ماندگاري طولاني، بيان اين ژن كم است

 ).Muller et al., 2000(شودها ميدر گلبرگRh- ACS3در گل رز، تيمار با اتيلن سبب القاء بيان ژن . يابدافزايش مي

 ي و هم به عنوان گياه داروييايران، هم به عنوان يك گياه زينت هاي مهم رز بومييكي از گونه) .Rosa damascena Mill(گل محمدي 

ين اهاي اصلاحي گل محمدي به اطلاعات اساسي اوليه، با توجه به نياز برنامه. باشداي مي، داراي اهميت ويژهجهت تهيه اسانس

  .انجام گرديدهاي اكواپورين  ژن آزمايش با هدف جداسازي

  

  هامواد و روش

ها به به منظور تيمار با اتيلن، ابتدا شاخه. شگاه تربيت مدرس، تهران، انجام گرفتدر دانشكده كشاورزي دان 1391اين آزمايش در سال 

پس از جدا شده و  مدرس هاي گل محمدي موجود در باغ تحقيقاتي دانشكده كشاورزي دانشگاه تربيتمتر از بوتهسانتي 30-40طول 

اي حاوي هاي شيشهها به گلدانها در زير آب، شاخهساقهانتهاي  3يهاي گل سقط شده و نيز برش دوبارههاي باز و غنچهحذف گل

ها با اي، درب آكواريومهاي شيشهاي به درون آكواريومهاي شيشهپس از انتقال گلدان .انتقال داده شدند HQSليتر محلول ميلي 400

 10و  4، 2، )شاهد(هاي صفر غلظت( ر با اتيلنسپس تيما. طور كامل بسته شد تا نسبت به اتيلن غير قابل نفوذ باشنداستفاده از چسب به

  . هاي موجود در قسمت درپوش به داخل آكورايم تزريق گرديدي سرنگ هميلتون و از محل سپتومبوسيله  )ليتر  بر  مايكروليتر
 

 cDNAساخت  و DNase، تيمار RNAاستخراج 

 RNAسپس كيفيت . استفاده شدRNA4 )InvisorbR Spin Plant RNA Mini Kit (Invitekاز كيت استخراج  RNAبه منظور استخراج 

 DNase،lµ14RNA ،lµ25/0جهت انجام تيمار .درصد در دستگاه الكتروفورز تعيين گرديد 1استخراج شده با استفاده از ژل آگارز 

DNaseI ،lµ5/0 RNase inhibitor،lµ 2 DNase buffer 10X وlµ 25/3 و اضافه  ليترييليم 2/0 5به يكميكروتيوب آب دوبار تقطير

ميكرو تيوب  به lµ2 EDTAسپس . قرار داده شدند) گراد يسانتدرجه  37دماي (دستگاه ترموسايكلر به مدت نيم ساعت در  ميكروتيوب

ارز يك سپس با استفاده از الكتروفورز و ژل آگ. گراد در ترموسايكلر قرار داده شدنددرجه سانتي 65دقيقه در دماي  10 مجدداًاضافه و  

ساخت (از كيت  cDNAبه منظور ساخت همچنين  .اطمينان حاصل گرديد DNaseهاي تيمار شده با از نمونه DNAدرصد، از حذف 

از lµ 1و سپسRNaseاز  يعار ليتريميلي 2/0 هاييكروتيوبداخل م به شده يمارت RNAاز  lµ5/7.استفاده گرديد) شركت ماكروژن

. شدندقرار داده  يخ يرو دقيقه 10 مدت به پس از آن و گراديسانت درجه 70 دماي در دقيقه 10 مدت به سپس.شد اضافه6پرايمر اليگو

                                                           
1Plasma Membrane Intrinsic Proteins (PIPs) 
2Tonoplast Intrinsic Proteins (TIPs) 
3Recut 
4RNA Extraction Kit 
5Micro tube 
6Oligo 
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) MgCl2(كلريد منيزيم  lµ5و lµ4 DTT8(100 mM)،)X5 ( 2 7بافر واكنش رونويسي معكوس lµ 1 dNTP(20 mM) ،lµ5سپس

)mM 25 ( وlµ1 آنزيمRNase inhibitor  پايان، در .ها اضافه گرديدتيوبميكروبهlµ5/0  آنزيمM-MLV Reverse Transcriptase 

Rnase H-)200 U/µl( به مدت يك ساعت در دستگاه ها ميكروتيوب.شدمخلوط  با محتويات ميكروتيوب ياضافه و به آرام

 قرار گراديدرجه سانت -20 يدر دما ي،ها جهت نگهدار نمونه ،برنامهاز اتمام  پس .گراد قرار گرفتنددرجه سانتي 37ترموسايكلر با دماي 

  .شدند داده

  

هاي يابي ژنمورد نظرو تواليهاي پرايمرهاي ژنو  كنترل داخلي ژن پرايمربا  cDNAهاي نمونه PCRانجام 

  تكثير شده

 lµ6Master، ابتدا PCRبه منظور انجام واكنش .كنترل داخلي مورد استفاده قرار گرفت ژن به عنوانActin ژن پژوهش،در اين 

mix) شركتAmpliqon( ،lµ1  پرايمر پيشرو و معكوس)در مرحله بعد به . ها اضافه گرديدتيوبميكروبه ) پيكومول بر ميكروليتر 5/2

بصورت ذكر شده در  تكثير عملبرسد و  lµ12تا حجم نمونه به  شدرقيق شده اضافه  cDNAاز محصول  lµ2تيوب ميزان ميكروهر 

تضمين عدم وجود آلودگي و كنترل مثبت براي تأييد  به منظوراز كنترل منفي  PCRر واكنش در طي انجام ه. صورت گرفت1 جدول

) CTAB)Doyle and Doyle, 1987با روش گل محمدي DNA.استفاده شدPCRگرها و دستگاه درستي كاركرد هر يك از واكنش

تمامي . مورد بررسي قرار گرفتنداتيلن  مرتبط باهاي ، ژنcDNAاز اطمينان از ساخت  پس. مثبت استفاده شداستخراج و به عنوان كنترل 

كثير ت ،PCRانجام فرآيند  و  cDNAبا استفاده از الگوي . نيز انجام شدها ژنبيان شد، در مورد اين  Actinژن  PCRمراحلي كه براي

هاي مورد مطالعه در اين يابي ژنتوالي. يابي شدندتوالي بصورت تجاري PCRمحصولات انجام گرديد وTIPو  PIP1هاي ژن باندهاي 

  .صورت گرفت) در كره جنوبي(آزمايش، توسط شركت ماكروژن 

  
  مورد نظرهاي تكثير ژن جهت) PCR(برنامه واكنش زنجيره پليمراز -1جدول 

  )ثانيه(زمان   )گراددرجه سانتي(حرارت   مرحله

  30  95  سازي اوليهواسرشته

  40  58  سازيواسرشته

  30  72  اتصال

  300  72  طويل شدن

  باشدتا مي 33هاي تكثير تعداد چرخه

  

  نتايج

با  باندهاي مورد نظر بر روي ژل آگارز انجام گرفت كه در نتيجه آن،  ها، بارگذاري محصول ژنcDNAو تكثير  PCRپس از انجام 

ژن در گلبرگ گل محمدي  دونتايج نشان داد كه هر ). 2و  1شكل (روي ژل مشاهده شد ) ژندوبراي هر (باز جفت  500اندازه تقريبي 

هاي مورد مطالعه، با استفاده از نتايج بدست آمده، فرآيند بلاست در يابي ژنپس از تواليهمچنين . شوندبرداري ميآذران نسخه ژنوتيپ

                                                           
7Reaction Buffer 2 
8Dithiothreitol 
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نتايج نشان داد، توالي . اني توالي بدست آمده با گياهان ديگر مورد بررسي قرار گرفتانجام گرديده و ميزان همپوش NCBI9سايت 

همپوشاني بالايي نشان  Malus prunifoliaو  Rosa hybridaبه ترتيب با توالي گزارش شده در  TIP1و  PIP1يابي ژن حاصل از توالي

در  ClustalW210ا برخي گياهان كه توالي تقريباً مشابه داشتند توسط ، ميزان قرابت آن بTIP1و  PIP1هاي پس از انجام بلاست ژن .داد

گياهان مورد بررسي در سه كلاس قرار گرفتند كه  PIP1ژن  كه نتايج گواه از اين بود. قالب نمودار درختي مورد ارزيابي قرار گرفت

بيشتر از  Rosa hybridگرفت و قرابت آن با آذران گل محمدي خود به تنهايي در يك كلاس مجزا قرار  ژنوتيپدر  PIP1توالي ژن 

Prunus persica  از نظر توالي ژن ). 3شكل (بودTIP1 ، تشابه تواليTIP1  در گل محمدي باPyrus communis و  Malus prunifolia  
  ).4شكل (كمتر بود  Helianthemum almerienseبيشتر و با 

 

    
در ژنوم گلبرگ گل TIPجفت باز ژن  500طعه تاييد رونويسي ق -1شكل 

ماركر  -M(ام اتيلن پيپي 10محمدي ژنوتيپ آذران تيمار شده با غلظت 

 PCRمحصول  -TIP ،3كنترل مثبت  -TIP ،2كنترل منفي ژن  -1وزني، 

  TIPژن 

در ژنوم گلبرگ  PIP1جفت باز ژن  500تاييد رونويسي قطعه  -2شكل 

 -M(ام اتيلن  پيپي 10ار شده با غلظت گل محمدي ژنوتيپ آذران تيم

 -PIP1 ،3كنترل مثبت  -PIP1 ،2كنترل منفي ژن  - 1ماركر وزني، 

  ).PIP1ژن  PCRمحصول 

  

  
  .PIP1تجزيه كلاستر ژنوتيپ آذران گل محمدي و برخي گياهان نزديك به آن از نظر توالي ژن  -3شكل 

 

 

  
  .TIP1مدي و برخي گياهان نزديك به آن از نظر توالي ژن تجزيه كلاستر ژنوتيپ آذران گل مح -4شكل 

                                                           
9http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastHome 
10http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ 
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  بحث

هاي درگير در مسير انتقال ها و ژنشود، بر بيان گيرندهاتيلن سنتز شده در يك گياه يا اتيلني كه به صورت خارجي به كار برده مي

-Ahmadiet al.,2009 .(Rh(شدن رونويسي است دريافت اتيلن، اولين مسير درگير شدن اتيلن در فعال . گذاردير ميتأثسيگنال اتيلن 

PIP1 هاي رز به عهده دارديك ژن آكواپورين پاسخ دهنده به اتيلن است كه نقش مهمي را در توسعه غشاي سلولي گلبرگ )Li et al., 

اند كه بيان بيان كردهگزارشات . هاي جذب آب هستند كه نقش تنظيمي در توسعه سلولي را به عهده دارندها كانالآكواپورين. )2009

به طور كلي براساس ). Maurel and Chrispeels 2001(شوند در گياه تنظيم مي هاتنش و ABA ،GA3بوسيله هاي آكوآپورين نژ

. شوندبيان ميدر گلبرگ گل محمدي  TIP1و  PIP1ژن  دومشخص گرديد كه در حضور اتيلن،  نيز نتايج حاصل از اين آزمايش

). Boursiacet al., 2005(دهد را كاهش مي PIP2;5ژن هاي گياه آرابيدوپسيس، تنش شوري بيانكه در ريشهگزارش شده است 

 Li(گيرد وسيله اتيلن تحت تاثير قرار ميها ارتباط دارد و بيان آن بهبا باز شدن گل هادر رز PIP1بيان ژن همچنين بر اساس گزارشات، 

et al., 2009 .(نشان داد كه توالي ژن نيز در اين آزمايش ي بدست آمده هانتايج بلاست تواليTIP1 هاي با توالي ژن، گل محمديTIP 

مشابهت داشته و همچنين ژن Malusprunifolia ،Pyruscommunis ،Helianthemumalmeriense ،Prunuspersicaجدا شده از 

PIP1 هاي جدا شده از گلبرگ گل محمدي با توالي ژنPIP  جدا شده ازRosa hybrid ،Prunus persica،  Tulipa gesneriana 
  .مشابهت دارد

  
Refrences  
Ahmadi, N., Mibus, H. and Serek, M. 2008. Isolation of an Ethylene-induced Putative Nucleotide Laccase in 

Miniature Roses (Rosa hybrida L.). J Plant Growth Regul; 27:320–330.   
Ahmadi, N., Mibus, H. and Serek, M. 2009. Characterization of ethylene-induced organ abscission in F1 breeding 

lines of miniature roses (Rosa hybrida L.).Postharvest Biology and Technology; 52: 260–266. 
Beno-Moualem, D., Gusev, L., Dvir, O., Pesis, E., Meir, S. and Lichter, A. 2004.The effects of ethylene, methyl 

jasmonate and 1-MCP on abscission of cherry tomatoes from the bunch and expression of endo-1, 4-β-
glucanases. Plant Science; 167: 499–507.  

Boursiac, Y., Chen, S., Luu, DT., Sorieul, M., van den Dries, N. andMaurel, C. 2005. Early effects of salinity on 
water transport in Arabidopsisroots: molecular and cellular features of aquaporin expression.Plant Physiol. 
139:790–805.  

Li, Y., Wu, Z. and Gao, J. 2009. Regulation of the rose Rh-PIP2;1 promoter by hormones and abiotic stresses in 
Arabidopsis. Plant Cell Reports; 28 (2): 185-196. 

Ma, N., Tan, H., Liu, X., Xue, J., Li, Y. and Gao, J. 2006. Transcriptional regulation of ethylene receptor and CTR 
genes involved in ethylene-induced flower opening in cut rose (Rosa hybrida) cv. Samantha. Exp. Bot; 57: 
2763–2773. 

Maurel, C. and Chrispeels, M.J. 2001.Aquaporins: a molecular entry intoplant water relations. Plant Physiol; 
125:135–138.  

Müller, R., Lind-Iversen, S., Stummann, B.M. and Serek, M. 2000. Expression of genes for ethylene biosynthetic 
enzymes and an ethylene receptor in senescing flowers of miniature roses. J. Hortic. Sci. Biotechnol; 75, 12–18. 

Reid, M.S., Dodge, L.L., Mor, Y. and Evans, Y. 1995. Effect of ethylene on rose opening.ActaHorticulturae, 
261:215-220. 

Sane, A.P., Tripathi, S.K. AND Nath, P. 2007. Petal abscission in rose (Rosa bourbonianavarGrussanTeplitz) is 
associated with the enhanced expression of an alpha expansin gene, RbEXPA1. Plant Sci; 172:481–487 

Van Doorn, W.G.  2002. Effect of ethylene on flower abscission: a survey. Ann. Bot; 89: 689–693. 
Xue, J., Tan, H., Yang, F., Ma, N. and Gao, J. 2008. Expression of ethylene biosynthetic and receptor genes in rose 

floral tissues during ethylene-enhanced flower opening. Journal of Experimental of Botany; 59 (8): 2161-2169. 
 
 

Isolation ofaquaporins genes in ‘Azaran’ genotype ofDamask rose (Rosa damascena Mill.) 



    شفاهي                    دانشگاه بوعلي سينا - 1392شهريور                         هشتمين كنگره علوم باغباني ايران 

687 

 

Seyede Samaneh Hosseini, Noorollah Ahmadi*,Abbas Yadollahi, Omid rasuli 
Dept. of Horticultural Sciences, Tarbiat Modares Univesity, Tehran, Iran. 

 
*Corresponding Author: Noorollah Ahmadi ahmadin@modares.ac.ir  

 
Abstract 
The hydrocarbon ethylene is a gaseous plant hormone. Ethylene induces senescence phenomenand petal 
and flower abscission in harmony with accumulation of transcripts from ethylene biosynthesis and 
receptor genes. Consequently, this resulted in up-regulation of some genes involved in organ abscission or 
leaf yellowing.This research was conducted for isolation of twopartial mRNAs sequences in ‘Azaran’ 
genotype of damask rose, for the first time. After ethylene treatment, RNA extraction and cDNA 
synthesis, partial mRNAs sequences were isolated from ‘Azaran’ ecotype. Results indicated that these two 
partial cDNAs are expressed under ethylene treatment. These genes had similarity with their homologus 
genes from several species of the Rosaceae family.  
Keywords: Damask rose, Ethylene, Gene isolation, PIP, TIP. 
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