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شناسايي برخي از ژن هاي بيان شده تحت تيمار اتيلن در رز مينياتوري با استفاده از روش 

Differential display-PCR  
  

  )2(، مارگارت سرك )2(، هايكو ميبوس )1(نوراله احمدي 
ن زينتي، دانشكده علوم طبيعي دانشگاه لايبنيز انستيتوي گياها -2 عضو هيات علمي دانشكده كشاورزي دانشگاه تربيت مدرس -1

 هانوفر آلمان

  
اتيلن . اتيلن از جمله هورمون هاي گياهي است كه نقش شاياني را در مراحل مختلف رشد و نمو گياه ايفاء مي نمايد

ي گياهان همچنين بعنوان عامل تسريع پيري و ريزش اندام ها، وظيفه مهمي را در مرحله پس از برداشت و بازاررسان
مهم ترين اثرات نامطلوب اتيلن در رز، پيري زودرس و ريزش اندام هايي نظير برگ، جوانه ها و . زينتي بازي مي نمايد

 كه در رز مينياتوري تحت تيمار اتيلن cDNAs، پنج  Differential display-PCRبا استفاده از روش. گل مي باشند
 تحت تيمار اتيلن در اين Laccaseبراي اولين بار جداسازي همسان ژن . دندبيان شده بودند، شناسايي و جداسازي گردي

تجزيه و .  اسيد آمينه اي كه داراي سه ناحيه اكسيداز مس است573اين ژن در رز، يك پروتئين . مطالعه گزارش گرديد
بي نشان داد كه اين ژن مقايسه بيان نس. تحليل بلات سادرن نشان داد كه اين ژن متعلق به يك خانواده چند ژني است

اين احتمال داده مي شود كه . بيشترين بيان را در مناطق ريزش گل و برگ و كمترين بيان را در پهنك برگ و دمبرگ دارد
  .اين ژن ممكن است نقشي در ريزش گل و برگ داشته باشد

  
  :مقدمه

اي در فرايندهاي مختلف رشد و نموي گياه هورمون اتيلن بعنوان يك هيدروكربن، در مقادير بسيار ناچيز، اثرات عمده 
فرايندهايي چون جوانه زني بذر، خمش برگ، تعيين يا تغيير جنسيت اندام زايشي، رسيدن ميوه، پيري و ريزش . دارد

از نقطه نظر تجاري، اثرات نامطلوب اتيلن در زرد شدن ، پيري و ريزش برگ، . اندامها عمدتا تحت تاثير اتيلن مي باشند
اتيلن چه بصورت توليد درون گياهي و چه توليد . ل و گلبرگ سبب كاهش كيفيت رزهاي مينياتوري ميگرددريزش گ

توسط عوامل صنعتي نظير سوختهاي فسيلي، دود سيگار و مواد پلاستيكي سبب بروز عوارض ذكر شده و نتيجتا باعث 
  ). (Serek 1993, Serek and Andersen 1993 كاهش طول عمر رز گلداني و يا شاخه بريده ميشود 

براي مثال رقم وانيلا . بطور كلي ارقام رز و بويژه رزهاي مينياتوري نسبت به اتيلن واكنشهاي متفاوتي را نشان ميدهند
      (Müller et al 1998, Buanong et al., 2005).نسبتا متحمل و رقم لاوندر حساس به اتيلن گزارش گرديده اند

اين . از رسپتورها كه عملكردي شبيه هيستيدين كاينيز دو بخشي باكتريايي دارند، جذب ميشوداتيلن توسط خانواده اي 
 سيگنال لازم را به EIN2.  ميگرددEIN2 و فعال شدن تنظيم كننده مثبت CTRدريافت اتيلن سبب غير فعال شدن 

EIN3خانواده اي از فاكتورهاي ترانسكريپشن،  در پايين دست ميفرستد ،  .EIN3پروموتور ژن  به ERF1 متصل 
 و ERF1فاكتورهاي ترانسكريپشن . ميشود و سبب فعال شدن نسخه نويسي آن دريك فرايند وابسته به اتيلن ميگردد

EREBPs ميتوانند با جعبه GCC  در پروموتور ژنهاي مورد نظر عكس العمل نشان داده و واكنشهاي پايين دستي 
  .مرتبط با اتيلن را فعال مي سازند

-Differential displayدف از اين آزمايش، شناسايي ژنهاي بيان شده تحت تيمار اتيلن در رز مينياتوري با روش  ه

PCRاين تكنيك بعنوان روشي ساده و سريع در جداسازي ژنها بوسيله ليانگ و پاردي معرفي گرديده است .  ميباشد
(Liang and Pardee 1992).  
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  :مواد و روش ها
از نمونه .  ساعت تيمار گرديد72 ميكروگرم بر ليتر بمدت 1,5 رز مينياتوري رقم لاوندر با اتيلن به غلظت در اين آزمايش،

پس از خالص سالص .  استخراج گرديدRNAهاي دمگل، دمبرگ، پهنك برگ، منطقه ريزش برگ و گل و گلبرگ، 
 ايجاد cDNAs پرايمر ، يك كتابخانه 12ه از  و ارزيابي كيفيت آن، با انجام ترانسكريپتاز وارونه با استفادRNAسازي 
  .   انجام گرديدdifferential display- PCR پرايمر تصادفي 26با بكارگيري . گرديد

جداسازي توالي كامل .  ارزيابي گرديدReal-time PCRنسبت بيان ژنهاي جدا شده تحت تيمار اتيلن و كنترل بوسيله 
 از رز DNAجهت انجام بلات سادرن، نمونه هاي . انجام پذيرفت RACEبا بكار گيري تكينيك Laccase ژن

  XbaI و EcoRI ،EcoRVعمل هضم بوسيله آنزيمهاي محدود كننده . ديپلوييدي و تتراپلوييدي استخراج گرديد
  . انجام گرديد

  

  نتايج و بحث
 باند پليمورفيك تحت اتيلن 88داد  باند بدست آمد كه از اين تع1910 جفت پرايمر، تقريبا 312در اين مطالعه با تركيب 

از اين .  باند تقليل پيدا كرد17پس از تكرار واكنش زنجيره اي پليمريزاسيون، تعداد باندهاي پليمورفيك به . بيان گرديدند
كتريها و  باند با ژنهايي از با5تواليهاي .  باند هيچگونه مشابهتي با تواليهاي موجود در پايگاه داده ها نشان ندادند7تعداد، 

 باند باقيمانده داراي همولوگهايي از نوع ترانسكريپتور فاكتور و يا ژن هاي توليد كننده 5. ويروسها مشابهت نشان دادند
Laccase و Trehalose5از ميان اين .  نشان دادند cDNAs 2 تا از دمبرگ جداسازي گرديد3 تا از دم جوانه گل و .  

 -Realشده، با ساخت پرايمر اختصاصي از توالي نوكلئوتيدهايشان و با روش  جدا cDNAsالگوي بيان هر كدام از 

time PCRبطوريكه . بيان تمامي ژنها در دم جوانه گل تيمار شده با اتيلن بيش از دو برابر كنترل بودند.  ارزيابي گرديد
 5 شماره cDNAدمگل به استثناي در .  برابر كنترل بودند15 و 54 در تيمار اتيلن به ترتيب 4 و 5 شماره cDNAsبيان 

 كه بيان بالايي را تحت 5 شماره cDNA.  برابر بودند2 ديگر كمتر از cDNAs برابر نشان داد، بيان چهار 10كه بياني 
و %  77 در بانك داده ها، بترتيب 5 شماره cDNAارزيابي توالي . تيمار اتيلن نشان داد براي ارزيابي بيشتر انتخاب شد

 جفت باز بود، 447 كه حاوي cDNAاين قطعه .  در ذرت و آرابيدوپسيس را نشان دادLaccaseبا ژن مشابهت % 51
 تمام توالي اين ژن جدا سازي RACEبا روش .  نامگذاري گرديدRosa hybrid Laccase (RhLAC)اصطلاحا 

سه ناحيه از .  به رمز درمياورد كيلو دالتوني را63 جفت باز بود كه يك پلي پپتيد حدودا 2005كل توالي حاوي . گرديد
  . اسيد آمينه اي اين ژن تشخيص داده شده است573خانواده اكسيداز مس در توالي 

 بوسيله DNAهضم .   بوسيله كپيهايي چند ژني به رمز در ميايدRhLAC نشان داد كه DNAبلات سادرن و تجزيه 
اند جفت شده بترتيب در رز تتراپلوييدي و ديپلوييدي  ب10 و 12 منتج به ارائه الگوي پيچيده اي شامل EcoRIآنزيم 
بطور كلي نتايج حاصل از اين آزمايش نشان . چنين الگوي مشابهي با ديگر آنزيمهاي هضم نيز مشاهده گرديد. گرديد

  . از يك خانواده چند كپي ميباشدLaccaseدادند كه ژن 
كمترين ميزان بيان در . نطقه جوانه گل و گلبرگ بدست آمدبالاترين ميزان بيان اين ژن بترتيب در منطقه ريزش برگ، م

 در بخشهاي مختلف برگ متفاوت بود Laccase ميزان بيان ژن. پهنك برگ و دمبرگ و دم جوانه گل ثبت گرديد
  .بطوريكه شيب افزايشي بيان از پهنك برگ تا دمگل و منطقه ريزش مشاهده گرديد
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 و طول كامل ژن differential display- PCR اتيلن بوسيله  تحت تيمارcDNAsبطور خلاصه، پنج قطعه 
Laccase با تكينيك RACEاين احتمال وجود دارد كه اين ژن نقشي در فرايند ريزش اندامها در .  جدا سازي گرديدند

  .گياه بازي كند
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Using differential display- PCR to isolate ethylene-responsive cDNAs in miniature 
roses (Rosa hybrida) 
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Abstract 
Plant hormone ethylene, at trace amount regulates many physiological and developmental 
processes from seed germination to senescence. The effects of ethylene on display quality of 
ornamental plants are important. The most deteriorating effects on miniature rose quality appear as 
leaf yellowing and abscission, petal and flower wilting and abscission. 
Five ethylene-induced cDNAs were isolated from miniature roses by applying differential display- 
PCR, three cDNAs from petioles and two cDNAs from pedicels. For the first time, a putative 
ethylene-responsive cDNA homologous to a laccase gene was identified. The differential 
expression level of these cDNAs was assayed in various tissues of non- and ethylene treated 
miniature roses. All cDNAs showed higher expression level in pedicels than petioles. The laccase 
homolog cDNA, termed RhLAC, encodes for a 573-amino-acid protein containing three conserved 
domains characteristics of the, multicopper oxidase family. Southern blot analysis showed that 
there are multiple copies of the RhLAC gene in roses. This study suggests that RhLAC gene may 
role in senescence and abscission in roses. 
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