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  نين جوونواحي كنترلي ژن متالوتاي

  2و حسين صبوري 1*پور سعيد نواب
  

وژي دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي استاديار گروه اصلاح نباتات و بيوتكنول -1
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 )10/2/91 :پذيرش تاريخ - 1/6/90 :دريافت تاريخ(

  
  
  
نين جو از روش وژن متالوتاي پيشبرر فعاليت منظور بررسي تغييرات عوامل انتقال پيام در مسي به

ژن مزبور در گياه جو و تركيب آن با  پيشبربا شناسايي ناحيه . غربالگري موتاسيوني استفاده شد
 M0بذور . پسيس صورت گرفتوگاس، انتقال تركيب حاصل به گياه مدل آرابيد ژن گزارشگر

بر اساس . ترون پرسرعت بمباران شدندنو) واحد 40، 30، 20، 10(دوز  4حاصله توسط  هتراريخت
در غلظت ) AT-3( ترايزول تركيب شيميايي تري آمينونتايج آماري در يك طرح كاملاً تصادفي 

 .دششناسايي ) نينومتالوتاي پيشبر( عنوان بهترين محرك فعاليت ژن گاس مولار به ميلي 20
براي تفرق ميلي مولار  20غلظت  AT-3ساعت پس از محلول پاشي با  M2 48هاي نسل  گياهچه
از . دندشبيان ژن گاس با كمك روش سنجش بيوشيميايي پروتئين گاس ارزيابي  1به  3نسبت 

جهت  شد، درصد عدم بيان را شامل مي 25درصد بيان گاس و  75مدل ممانعت كه نسبت 
ن لاي 1500گياهچه  30طي چندين نوبت ارزيابي تعداد . دشاستفاده  شناسايي عوامل كنترلي

عنوان كانديد مناسب براي جهيده مورد نظر در مسير  لاين به 20در نهايت . بررسي شد M2جهيده 
ترتيب مربوط  بود كه به 3و  5، 9، 3هاي كانديد شامل  تركيب لاين. ر مزبور معرفي شديشبفعاليت پ

تر با  قهاي مزبور جهت بررسي دقي لاين .واحد نوترون پرسرعت بودند 40و 10،20،30به تيمارهاي
عنوان  سنجي فعاليت پروتئين گاس مورد ارزيابي قرار گرفته و به استفاده از روش طيف

بعدي معرفي  هاي پژوهشر ژن متالوتاينين جهت انجام يشبهاي احتمالي در مسير فعاليت پ جهيده
  .شدند
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  مقدمه

هـايي بـا    رمـز كننـده پـروتئين   ) MTs(نين وهاي متالوتـاي  گروه ژن
ــه   ــائين، غنــي از اســيد آمين خصوصــياتي چــون وزن مولكــولي پ

ها و وجود يـك   سيستئين، وفور در محيط سلولي و اغلب اندامك
 Colye(هاي فلزي هستند  يا چند ناحيه حساس در واكنش به يون

et al. 2002 .( از كليـه   متالوتـايونين سال گذشته كـه   50از حدود
در  متالوتـايونين نـوع   200تا به امروز بيش از  شداسب استخراج 

ــد  موجــودات مختلــف پســت و عــالي شناســايي شــده   and(ان

Goldsbrough. 2002; Zhou et al.2005 Cobbett .(
هاي متفاوتي بر اساس سـاختمان و نـوع فعاليـت ايـن      بندي تقسيم

 Chatthai et al.2004;Liu et(ه اسـت  پـروتئين صـورت گرفت ـ  

al.2000 .( هاي سمي فلزي  زدايي يون در سميت متالوتايونيننقش
ها با ايجاد شرايط هموستاتيك ثابت شـده اسـت    و حفاظت سلول

)et al.2004;Wong et al.2004 Akashi (    در عـين حـال شـواهد
سـلول در   يانكار ناپذيري دال بر نقش اين ژن در كمـك بـه بقـا   

هـا بـه     منظور امكـان انتقـال مـواد و مـاكرومولكول     حله پيري بهمر
 Navabpour et(ويژه دانه گزارش شده است  اي به هاي ذخيره اندام

al.2003 .(    بررسي نواحي ژن متالوتـانين در برخـي موجـودات از
با ژن گزارشگر گـاس   آرابيدوپسيسجمله انسان، موش، مخمر و 

 et al.2003; Navabpour et al.2003; Wong et(انجام شده است 

al.2004 Haq .( 

يك روش قوي جهت شناسايي و در  جهشياستفاده از غربالگري 
هـا كـه در سـطح پـيش      پي آن همسانه كردن ژن يا گروهي از ژن

موارد امكـان   بيشتراساس در در . استكنند،  فعاليت مي 1رونويسي
عوامـل   يـا  2عنـوان عوامـل انتقـال پيـام     هايي كـه بـه   شناسايي ژن

هاي مرسوم مولكـولي   كنند، با استفاده از روش عمل مي 3رونويسي
وجـود نـدارد    5سازي كاهشي يا دورگ 4مثل روش شناسايي تفرقي

)2005.Hsing et al.2007;Lee et al .(  ــال روش ــين ح در ع
گير است، بـه   غربالگري موتاسيوني معمولاً روشي طولاني و وقت

در ايـن روش اسـتفاده از    منظور افزايش كارآيي و سـرعت عمـل  

                                                           
1 -Pre-transcription 
2 -Signaling factors  
3 -Transcription factors  
4 -Differential screen 
5 -Subtractive hybridization  

 Fukuzawa et(بسـيار مفيـد و مـؤثر اسـت      6هـاي گزارشـگر   ژن

al.2004 .(  
كـه بـا اسـتفاده از     آرابيدوپسيس nprlو  cpr1 هاي  معرفي جهيده

تركيـب شـده بودنـد، از     gusكه با ژن گزارشـگر   PRlaپيشبر ژن 
 ;Cao et al.1994( هسـتند هـاي موفـق ايـن روش     جملـه مثـال  

Glazebrook 1997 .( جهيدهnprl   مانع بيان ژن مقاومـتPR7   بـه
زا شده و افزايش حساسـيت بـه بيمـاري را موجـب      عامل بيماري

مقاومـت   PRبا تداوم بيان پروتئين  cpr1در مقابل جهيده . شود مي
هـاي مزبـور منجـر بـه      استفاده از جهيده. كند ميپايداري را ايجاد 

عنوان يك  ساليسيك به معرفي مسيرهاي كنترل ژنتيك توسط اسيد
 OLD and Primrose 1994;Pieterse and( عامل انتقال پيام شـد 

Van Loon 1999  .(  در  متالوتـايونين پيشـبر ژن   پـژوهش در ايـن
گياه جو شناسايي و پس از همسانه سـازي ضـمن تركيـب بـا ژن     

بذور جهيـده  . شدمنتقل  آرابيدوپسيس، به گياه مدل gusگزارشگر 
M2 براي بيان و عـدم بيـان   ( 1به  3فتن نسبت جهشي به منظور يا
gus (در مسير ژنتيك فعاليت پيشبر مزبور ارزيابي شدند.  

  
 ها روشومواد

واجد پيشبر ) رقم كلمبيا( آرابيدوپسيسگياهان تراريخته  M0بذور 
گزارشگر گاس توسـط چهـار دوز    ژنتركيب شده با  متالوتايونين

دوزهاي اعمال شده شـامل  . شدند پرتوتابي، )d(نوترون پرسرعت 
در شرايط اتاقـك   M0با كشت بذور . بود ٨گري 40و 30، 20، 10

 M1برداشــت و پــس از آن بــذور  M1رشــد كنتــرل شــده، بــذور 
بـا  . طـور جداگانـه برداشـت شـدند     به M2جداگانه كشت و بذور 

 از تـأثير پرتوتـابي در بـروز جهـش     M2ارزيابي تصادفي گياهـان  
كننـده   اي از عوامل شيميايي احتمالي فعال بازه .اطمينان حاصل شد

مورد ارزيابي قرار گرفت و در ) بيان ژن گاس( متالوتايونينپيشبر 
عنوان بهترين محـرك   به) AT-3(نهايت تركيب تري آمينوترايزول 

مولار مورد استفاده  ميلي 30و  20، 10، 5هاي  غلظت. شناسايي شد
هاي تكرار دار و تجزيـه و   با انجام يك سري آزمايش. قرار گرفت

بـر بيـان   ) AT-3( اثـر تحليل آماري مشخص شد نتايج حاصـل از  

                                                           
6 -Reporter gene markers  
7 -Pathogen resistance  
8 -Grays 
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گاس در گياه كامل شـباهت قابـل تـوجهي بـه رونـد بيـان آن در       
منظـور سـرعت عمـل     هاي مربوطه دارد، بر اين اساس بـه  گياهچه

 20گياهچـه   30تعداد . استفاده شد M2هاي نسل  بيشتر از گياهچه
 20بـا غلظـت    AT-3، توسـط محلـول پاشـي    روز پس از كشـت 

سـاعت پـس از    48ميزان فعاليت ژن گـاس  . مولار تيمار شد ميلي
بيان و ( 1به  3محلول پاشي توسط روش بيوشيميايي براي نسبت 

  .ارزيابي شد) عدم بيان گاس

  
 9فعاليت گاس بيوشيمياييسنجش 

 بـافر ( X-Glucطـور جداگانـه در محلـول بـافر      هاي برگ به نمونه
، فريسيانايد X-100، تريتون  mM50،1mM X-Glucفسفات سديم 

در همـين  . قـرار گرفـت  ) g/mL100و كلروم فنيـك   mM4پتاسيم 
 24و سـپس بـه مـدت     شـد  ١٠دقيقه اينفيلتـر  4وضعيت به مدت 
سـپس بـافر   . قـرار داده شـد   درجه سلسيوس 37ساعت در دماي 

هـا   ز بـرگ منظور از بين بردن رنگ سب حذف شد و اتانول مطلق به
% 50ساعت اتانول حـذف و گليسـرول    24پس از . جايگزين شد

ميـزان رنـگ آبـي    (و در نهايت ميزان فعاليت گاس  شدجايگزين 
هـاي   چنين درصد سلول هم. با لنز بزرگنما بررسي شد) ظاهر شده

  .مرده نيز به وسيله ميكروسكوپ فلوئورسنت ارزيابي شد
  

  11ژن ميزان فعاليت ماركر گاس گيري اندازه
سنجش ميزان فعاليت آنزيمي ژن گـاس كـه نشـان دهنـده ميـزان      

ــبر  ــت پيش ــايونينفعالي اســت، توســط روش جفرســون و   متالوت
با تغييراتي به شرح زير  )Jefferson et al.1987( )1987(همكاران 
  .انجام شد

كانديـد  ) M2(هـاي   برگ گيـاه كامـل جهيـده    بافتنمونه كوچك 
 500برداشت و ميـزان  ) بيوشيميايي انتخابي با استفاده از سنجش(

 mM50 )2/7pH=  (mMبافر سـديم  (ميكروليتر بافر سنجش گاس 

EDTA10درصد،  1/0بار  100درصد، تيريتون  1/0 ١٢، ساركوزيل
. طـور يكنواخـت مخلـوط شـد     اضافه و بـه ) mM10مركاپتواتانول 

دقيقـه   15دور در دقيقه به مدت  14000مخلوط هموژنيزه با دور 

                                                           
9 -Histochemical analysis 
10 -In filter 
11 -Fluorometric analysis of β-glucuronidase activity 
12 -Sarcosyl 

 44ميكروليتر از محلول فوقاني برداشت و بـا   10. شد يوژسانتريف
 ـ واكـنش بـا   . خـوبي مخلـوط شـد    هميكروليتر بافر سنجش گاس ب

) MUG(ميكروليتر متيل آمبلي فريل گلوكورنايد  50افزودن مقدار 
mM10 توضـيح اينكـه تركيـب    . آغاز شدMUG    بوسـيله فعاليـت

 MUكيـب  تر. شـود  تجزيه مـي  X-Glucو  MUآنزيم ژن گاس به 
يــك مــاده فلورســنت بــوده و توســط فلورســنت اســپكتروفتومتر 

نشان دهنـده فعاليـت بـالاتر     MUبالا بودن ميزان . گيري شد اندازه
. اسـت  متالوتايونينگاس بوده كه به نوبه خود نشانه فعاليت پيشبر 

نـانومتر توسـط    365ميزان جذب براساس طول موج برانگيختگي 
 (Prink Elmer 3000 Fluorescenceدستگاه جذب فلئومترنـوري 

Spectrometer (نتايج بر حسب منحني استاندارد . اندازه گيري شد
  .شدتنظيم ) nmoles MU/min/mg protein(بر حسب واحد 

  
 بحثوجينتا

بـا اسـتفاده از روش    M2لايـن   1500گياهچه از حـدود   30تعداد 
بيان  فعاليت و عدم( 1به  3سنجش بيوشيميايي گاس براي نسبت 

در ) Inhibition Model(از مـدل ممانعـت   . ارزيابي شد) ژن گاس
  ).1شكل(هاي مورد نظر استفاده شد  جهت شناسايي جهيده

منظـور تعيـين    نتايج بررسي آماري در قالب طرح كاملاً تصادفي به
در دو Amino-1,2,4-Triazole ( 3-AT-3(بهتـرين سـطح غلظـت    

درجـه   B :2±22يوس و درجه سلس ـ A :2±22( شرايط اتاقك رشد
بهترين  Aمولار در شرايط  ميلي 20نشان داد كه غلظت  )سلسيوس

 متالوتـايونين ترين نتايج را براي القـاء فعاليـت پيشـبر     و يكنواخت
عنوان يك محدود كننـده فعاليـت     به AT-3تركيب . آورد فراهم مي

 Sanchez-Casas and Klessig(آنزيم كاتالاز معرفي شـده اسـت   

به ) H2O2(آنزيم كاتالاز در فرآيند احيا پراكسيد هيدروژن  ).1994
بر اين اساس بـه  . )Kindle 1982(آب و اكسيژن نقش مهمي دارد 

در روند تحريك فعاليت گـاس و   H2O2رسد كنترل سطح  نظر مي
، نقشـي كليـدي   متالوتـايونين فعاليـت پيشـبر    يتر القا به بيان دقيق

هـاي   منظور افزايش دقـت، لايـن   در روند انجام غربالگري به. دارد
مرحله ارزيابي شدند و  4اي كه شانس احتمالي داشتند طي  جهيده

عنـوان كانديـد مناسـبي بـراي داشـتن       لاين به 20در نهايت تعداد 
. شناسـايي شـد   متالوتايونينجهيده دلخواه در مسير فعاليت پيشبر 

  ترتيـب   بود كه به 3و  5، 9، 3هاي كانديد شامل  تركيب تعداد لاين
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واحـد   40و  30، 20، 10مربوط به اعمـال تيمارهـاي بـا غلظـت     
  .بودند) d(نوترون پرسرعت 

تر تا مرحله گياه كامـل بـا    هاي مزبور براي انجام بررسي دقيق لاين
در مرحلـه حـداكثر رشـد رويشـي     . مراقبت ويژه نگهداري شدند

گياه كامـل هـر لايـن، طيـف      30از  برداري با نمونه) آغاز گلدهي(
بـراي   1نتايج مربوط در جدول . صورت گرفت MUسنجي ميزان 

چنانچه اشـاره  . لاين كانديد انتخابي ارائه شده است 20هر يك از 
مقـدار نسـبتاً بـالاي    ( GUSبراي بيـان   1به  3شد محدوده نسبت 

MU ( به عدم بيان) مقدار نسبتاً پايينMU (ي تواند دليل مـوجه  مي
بر وقوع جهش مغلوب در مسير ژنتيك بيان ژن متالوتايونين تلقي 

  .شود
مشـخص شـده    1جهيده كه با علامت سـتاره در جـدول    5تعداد 

را بـراي   1به  3نسبت ) α=1(%داري  است با اطمينان آماري معني
ايـن  . دهـد  و عدم بيان گاس نشان مـي ) فعاليت گاس( MU ميزان

هـا بـراي وقـوع جهـش      جهيـده مسئله نشانگر شانس بيشـتر ايـن   
بـر  . پيشبر ژن متالوتـايونين اسـت   فعاليتمغلوب در مسير ژنتيك 

هـاي   هاي مزبور به نسل بعد برده شده و ارزيابي اين اساس جهيده
 انجام شده و يكنواختي نتايج به دست آمـده نشـان داد دو جهيـده   

d20(10)  وd30(5) هاي بيشتر  هاي خوبي براي انجام بررسي كانديد
هاي  نتايج پژوهش. هاي بيوانفورمارتيك هستند مولكولي و پژوهش

برخي پژوهشگران نشان داده است كه تجزيه و تحليـل پيشـبر ژن   
تركيب شده با ژن نشانگر گاس پيچيده بوده و توسط  متالوتايونين

هـاي خـارجي تحريـك     عوامل مختلـف درون سـلولي و محـرك   
براسـاس نتـايج   . )Lü et al.2007; Obertello et al.2007 (شود  مي

اين مسئله بـه دليـل وجـود عناصـر     ) 2009(هاي رن و ژو  پژوهش
 and Zhao(اسـت   متالوتايونيندر نواحي كنترلي ژن  ١٣همسوساز

2009 Ren.(  

  
  
  
  
  
  
  
  

                                                           
13 -Cis elements 

در آخرين مرحله با جلوگيري از ساخت ) Inhibition Model(در مدل ممانعت . هاي فرضي روش ارزيابي فعاليت پيشبر ژن متالوتاينين مدل -1شكل 
در مرحله آخر با ساخت عامل رونويسي فعاليت پيشبر محقق ) Activation Model(دهد و در مدل فعال كننده  عامل رونويسي بيان ژن رخ مي

 .شودمي

Figure 1- Putative models for exopression of metallothionein promoter. In the inhabition model transcription changes 
result in lifting the repression and in activation model transcription changes that result in the activation. 

 مدل ممانعت كننده همدل فعال كنند

Metallotihionein promoter gus Metallotihionein promoter gus 

Activation ModelInhibition Model 
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