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   فناوري گياهان زراعيزيستعلمي ـ پژوهشي مجله 

 )23-33( 1390اول، پاييز شماره  سال اول،

  E-mail: shobbar@abrii.ac.ir    زهرا سادات شبر :نويسنده مسئول *

  القا شونده  C2يك پروتئين فسفاتاز شناسايي و بررسي بيان 
  در برنج اسيد توسط تنش خشكي و آبسيزيك

  
   2و جان بنت *1زهرا سادات شبر

   ايران يكشاورز يوتكنولوژياستاديار، بخش فيزيولوژي مولكولي، پژوهشكده ب، 1
  برنج  ين الملليقات بيمؤسسه تحق ،، استاد2

  )28/9/90: تاريخ تصويب -25/8/90 :تاريخ دريافت(

  
  چكيده

  
شده در  حفظ يها ترئونين فسفاتاز /گروهي از سرين C2ي ها ن فسفاتازيپروتئ

اي از اين  زيرخانواده. تكامل هستند كه در ترارساني پيام تنش نقش دارند يط
، به عنوان جزئي از ABI2و  ABI1ها در آرابيداپسيس، شامل  ن فسفاتازيپروتئ

حساسيت  ها هاي آن يافته اند كه جهش شناخته شده ABAمسير ترارساني پيام 
ها  هاي تطابقي به خشكي در آن نشان داده، خواب بذر و پاسخ ABAبيشتري به 
بسيار ويژه خشكي  هاي غيرزيستي به از آنجا كه برنج نسبت به تنش. بيشتر است

ها در  خانواده ژني در برنج و مطالعه نقش آنحساس است، شناسايي اين زير
هاي  در اين پژوهش، طي بررسي. ها ارزشمند خواهد بود پاسخ به اين تنش

تا  OsPP2C1(شدند  ييدر برنج شناسا پروتئين 9بيوانفورماتيكي تعداد 
OsPP2C9 (ز اهميت زيرخانواده مذكور شده و حائ  كه داراي تمامي نواحي حفظ

 يتحت تأثير تنش خشك OsPP2C5هاي  ها، تنها ميزان رونوشت از ميان آن. بودند
 ABAا حذف ياسيد به شدت افزايش و با آبياري مجدد  و هورمون آبسيزيك

  هاي مورد مطالعه موجب القاي ژن  در تمامي بافت يتنش خشك .كاهش يافت
OsPP2C5  ن ژن، يا يها سازي در محل، رونوشت دورگهشد و بر اساس نتايج

هاي همراه  هاي آوندي اوليه و ثانويه، سلول ويژه در دسته ها به در تمامي سلول
ساز  هاي پيش هاي اپيدرمي و سلول آوند آبكشي و پارانشيم آوند چوبي، سلول

هاي در معرض تنش مشاهده  دمگل يسلول ميه تقسياسكلرانشيم و كلرانشيم ناح
. بودند هاي زيادي در هسته تمركز يافته ها رونوشت در بيشتر سلول د ويگرد

در مسير ترارساني  OsPP2C5 ژنرسد كه  براساس نتايج به دست آمده به نظر مي
اميد است اصلاحات ژنتيكي مناسب . تنش خشكي در برنج نقش دارد/ABAپيام 

  .خشكي را افزايش دهد  در اين ارتباط، تحمل به تنش
  

  دياس كيزي، آبس)Oryza sativa(خشكي، برنج   تنش :هاي كليدي                                         واژه
                           )ABA(2 يها فسفاتاز ني، پروتئC )PP2Cs(بيان ژن ،  
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 مقدمه

دهي  هاي غيرزيستي به شدت محصول تنش

 Sreenivasulu)دهند  گياهان زراعي را كاهش مي

et al. 2007) .اسيد  هورمون گياهي آبسيزيك

)ABA (شود و  توليد مي تحت شرايط محيطي تنشي

ها ايفا  نقش مهمي در تحمل گياهان به اين تنش

 وكار كنترلساز .)Soon et al. 2011(كند  مي
هاي غيرزيستي بر پايه  مولكولي تحمل به تنش

هاي ويژه مرتبط با تنش است  سازي و تنظيم ژن فعال

)Boneh et al. 2011(. هاي پروتئين فسفاتاز C2 

)PP2Cs (هاي  فسفاتازترئونين /گروهي از سرين

در ترارساني پيام شده در طي تكامل هستند كه  حفظ

 .در مخمر، جانوران و گياهان نقش دارند 1تنش

تري از  گياهان داراي خانواده بسيار بزرگتر و متنوع

نسبت به مخمر و جانوران  C2 هاي پروتئين فسفاتاز

 ABI1 ،در آرابيداپسيس). Luan, 2003(مي باشند 

 هاي اي از پروتئين فسفاتاز ، كه زيرخانوادهABI2و 
C2 عنوان جزئي از مسير  ، بهدهند را تشكيل مي

 Rodriguez)اند  شناخته شده ABAترارساني پيام 

et al. 1998; Meyer et al. 1994, Leung et 
al. 1994 and 1997).  جهش در گياهاني كه داراي

طوري كه  ، بههستند PP2Cشده دامنه  نواحي حفظ

حاصل فاقد هر گونه فعاليت  ABI1پروتئين 

فسفاتازي باشد، نسبت به گياهان وحشي، در مورد 
حساسيت بيشتري  2ها رست زني دانه و رشد دانه جوانه

بذر و  همچنين خواب. دهند نشان مي ABAبه 

ها بيشتر است  هاي تطابقي به خشكي در آن پاسخ

(Gosti et al. 1999) . پروتئين فسفاتازهايABI1 

رساني پاسخ به  كننده منفي پيام تنظيم ABI2 و

ABA پوشاني در كنترل  هاي هم باشند و نقش مي

نشان  PP2Cگيري فعاليت  اندازه. دارند ABAعمل 

در  ABI2و   ABI1داده است كه فعاليت فسفاتازي

اين نتايج پيشنهاد . يابد افزايش مي ABAپاسخ به 

                                                                     
1. Stress signal transduction 
2. Seedlings 

در يك حلقه تنظيمي  ABI2و  ABI1  كند كهمي

عمل  ABAرساني  از مسير پيام 3پس خورد منفي

از ديگر اعضاي اين ). (Merlot et al. 2001 كنند

 C2 هاي پروتئين فسفاتاززيرخانواده چندژني از 

-AtHAB1/AtP2Cتوان از  مي آرابيداپسيس تاليانا

HA  وAtPP2CA/AHG3 بيان ژن . نام برد

AtHAB1  توسط تيمارABA يابد  افزايش مي

(Rodriguez et al. 1998) و AtPP2CA  نيز
 است ABAرساني  كننده منفي در پيام يك تنظيم

(Yoshida et al. 2006; Kuhn et al. 2006). 
برنج كه غذاي اصلي بيش از نصف مردم جهان را 

ترين  عنوان يكي از حساس كند؛ اغلب به تأمين مي

هاي غيرزيستي به ويژه  گياهان زراعي نسبت به تنش

. (Lafitte et al. 2004)شود  خشكي محسوب مي

خانواده ژني در برنج و بنابراين، شناسايي اين زير

ها  ها در پاسخ به اين تنش مطالعه الگوي بيان آن

اين پژوهش، به شناسايي اين . ارزشمند خواهد بود

 ABI2 و ABI1زيرخانواده ژني و اورتولوگ احتمالي 
پردازد و القاي بيان در شرايط تنش  در برنج مي

. دهد ميرا مورد بررسي قرار  ABAخشكي و تيمار 

 همچنين براي اولين بار با استفاده از روش

 سازي در محل، الگوي بيان يكي از اعضاي دورگه

 لي، اورتولوگ احتماOsPP2C5(خانواده اين زير

ABI1  وABI2 (را در سطح سلول به نمايش 

  .گذارد مي

  

  ها مواد و روش

 ,.Oryza sativa L)بذور برنج  :مواد گياهي

cv. IR64)  المللي برنج موسسه تحقيقات بيناز

(IRRI) براي مطالعه اثر خشكي، تنش . تهيه گرديد

كردن  با خالي خشكي سه روز پيش از ظهور خوشه

ها آغاز گرديد و آبياري براي مدت  نآب سطحي گلدا

وضعيت آب گياهان با . سه روز متوقف شد

                                                                     
3. Negative feedback regulatory loop 
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 25  ... شناسايي و بررسي بيان يك پروتئين :شبر و بنت  

پرچمي و دمگل  گيري محتواي آب نسبي برگ اندازه

). Shobbar et al. 2008(بررسي گرديد 

 برداري از دمگل گياهان در شرايط آبياري كافي نمونه

محتواي آب نسبي برگ پرچم و دمگل به ترتيب در (

محتواي (، تنش خشكي )درصد 75درصد و  90حدود 

پرچم و دمگل در آخرين روز تنش به  آب نسبي برگ
و آبياري مجدد  )درصد 50درصد و  40ترتيب حدود 

پرچم و دمگل يك روز پس  محتواي آب نسبي برگ(

 65درصد و  50از آبياري مجدد به ترتيب در حدود 

ها بلافاصله پس از  نمونه. صورت گرفت )درصد

ن مايع منجمد شده و سپس تا ژوبرداشت در نيتر

گراد  درجه سانتي -80در فريزر  RNAزمان استخراج 

   .نگهداري شدند

ها، تعداد پنجه كافي در  براي بررسي اثر هورمون

با آبياري كافي IR64 مرحله خروج خوشه از رقم 
بالاترين گره و  ها از بالاي برداشت شد و دمگل آن

نمونه ). الف - 3شكل (زير گره ماقبل آن قطع شد 

شده در زمان صفر به عنوان شاهد  دمگل بريده

 18براي شده هاي جدا دمگلپنج عدد از . استفاده شد

افزودني  خالص بدون آب ليتر ميلي 300 درساعت 

ميكرومولار از  100و يا حاوي ) ور در آب شاهد غوطه(

اسيد و  ظر شامل جيبرليكهاي موردن هورمون

)Sigma, G7645 (GA3,اسيد  ، آبسيزيك

(Abscisic acid, Sigma A1049)  و يا هر دو

)ABA+GA ( 6ها هر  و طول آن ندداده شدقرار 
). Shobbar et al. 2008(گيري شد  ساعت اندازه

ن مايع ژها بلافاصله پس از برداشت در نيترو نمونه

در  RNAمنجمدشده و سپس تا زمان استخراج 

  .گراد نگهداري شدند درجه سانتي - 80فريزر 

نظر در دمور ژني  اعضاي خانوادهشناسايي 

 )ABI1 )CAA54383توالي پروتئيني  :برنج
 آرابيدوپسيس به عنوان الگو براي جستجوي

tBLASTn هاي  ژن. در ژنوم برنج استفاده شد

  بودن مشابهت زياد و انتظار تصادفي شده با امتياز يافت

(E value)  پايين انتخاب و حضور نواحي حفظ شده

ها بررسي  و حائز اهميت براي عمل پروتئين در آن

هاي  نتيكي اين پروتئينژهمچنين درخت فيلو. گرديد

شده از آرابيداپسيس رسم  هاي شناخته برنج و پروتئين

  . گرديد

 :ها و مطالعه الگوي بيان ژن RNAاستخراج 

RNA  طبق  1محلول ترايزولبا استفاده از تام
دمگل، (هاي مختلف  دستورالعمل سازنده از بافت

پهنك برگ  و پرچمي غلاف برگ ،پانيكول، پهنك

 RNAكميت و كيفيت  .استخراج گرديد) اول

براساس جذب نوري با دستگاه اسپكتروفوتومتر و 

ژل الكتروفورز تعيين و  بررسي باندهاي مربوطه در

-RNaseشده با آنزيم  هاي استخراجRNA. تأييد شد

free DNase I (Promega Corporation, 
Madison, WI)  تيمار شدند، عدم وجودDNA 

سازي غلظت تأييد شد و همسان PCRتوسط 

RNA 28هاي مختلف بر اساسS & 18S rRNA 
جفت پرايمر اختصاصي مناسب براي . صورت گرفت

GAPDHدار  ژن خانه
. طراحي شد OsVP1و ژن  2

و تعداد چرخه مناسب براي  RT-PCRشرايط بهينه 

. مشاهده تفاوت بيان بين تيمارهاي مختلف تعيين شد

با استفاده از كيت ( RT-PCRالگوي بيان توسط 

 ,Invitrogen, Carlsbad(اي اينويتروژن  مرحله يك

CA (سه تكرار زيستي مورد بررسي . مطالعه گرديد

قرار گرفت و دو تكرار آزمايشي براي هر تكرار 

  . زيستي انجام شد

سازي در محلدورگه
3
جفت پرايمر مناسب  :

محصول . براي تكثير كاوشگر اختصاصي طراحي شد
RT–PCR  در ناقلpGEM-T Easy vector 

(Promega) هاي  كاوشگر. سازي گرديد همسانه

-digoxigenin-11توسط   4سنس سنس و آنتي

UTP  با استفاده ازDIG RNA labelling mix 

(Roche Molecular Systems, Pleasanton, 
CA) سازي شده  جهت قطعه همسانه. دار شدند نشان

                                                                     
1. Invitrogen 
2. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
3. RNA in situ hybridization 
4. Sense and anti-sense riboprobes 
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 يابي مشخص شد وسيله توالي در ناقل به

(Macrogen, Seoul, Korea) .ها تثبيت،  بافت

) µm20 -10(گيري  گيري و برش گيري، قالب آب

 1نوارهاي بافتي روي لام ميكروسكوپي مناسب. شدند

اسلايدها به منظور افزايش كارايي . قرار داده شد

 45ها به لام به مدت دو شبانه روز در  اتصال بافت
مراحل . گراد قرار داده شدند درجه سانتي

، شستشو و تشخيص 3سازي، دورگه2سازي دورگه پيش

 .Shobbar et al)انجام گرفت   4ايمونولوژيكي

اسلايدها با استفاده از ميكروسكوپ نوري . (2008

(bright field microscope, Zeiss, Axioplan. 
 Image-Pro Plus 5.1)افزار مناسب و نرم (2

software) برداري شدند مشاهده و عكس .

ون كاوشگر و سازي با بافر هيبريداسيون بد دورگه

هاي سنس به عنوان شاهد منفي در  حاوي كاوشگر
  .نظر گرفته شدند

  

 نتايج و بحث

و   ABI1مشابه C2هاي  پروتئين فسفاتاز

ABI2 هاي  طي بررسي در اين مطالعه :در برنج

در برنج يافت شدند كه  پروتئين 9 بيوانفورماتيكي

، C2 يها پروتئين فسفاتازداراي دامنه كاتاليتيك 

                                                                     
1. Superfrost/Plus or ProbeOn Plus microscope 

slides 
2. Pre-hybridization 
3. Hybridization 
4. Immunological detection 

هاي فلزي و  هاي دخيل در اتصال به يون موتيف

 شده موجود در بلوك حفظ 7فسفات و 

 C2 هايپروتئين فسفاتاز ABI2و   ABI1زيرخانواده

اساس مشابهت بيشتر بودند كه به ترتيب، بر

OsPP2C1  تاOsPP2C9  1جدول (ناميده شدند .(

 8با  OsPP2C9تا  OsPP2C1توالي پروتئيني 
از (شده آرابيدوپسيس  شناخته C2پروتئين فسفاتاز 

رديف شدند و  هم)  Plant #1 PP2C-1b,cزيرگروه

اين ). 1شكل (ها رسم گرديد  نتيكي آنژدرخت فيلو

شود كه هر يك  درخت به دو شاخه اصلي تقسيم مي

  .شامل اعضايي از برنج و آرابيدوپسيس است

 :OsPP2Cهاي خانواده  كروموزومي ژنمكان

هاي بيوانفورماتيكي روي  نتايج حاصل از بررسي

هاي پروژه ژنوم برنج نشان داد كه تعداد زيادي از  داده
تا  OsPP2C1اعضاي اين زير خانواده، يعني 

OsPP2C7 واقع  5يا  1كروموزوم ، روي بازوي بلند

كهن  5، جايي كه يك دوتاشدگي)1جدول (اند  شده

. (Valarik et al. 2006)رخ داده است 

OsPP2C1  وOsPP2C2 ،OsPP2C4  و

OsPP2C5 ،OsPP2C7  وOsPP2C6هاي ، مثال 

تاكنون بيش از . باشند خوبي از دو تا شدگي مذكور مي

50 QTL  مربوط به تيمارABA  يا تنش خشكي

برنج يافت  5و  1روي نواحي مذكور از كروموزوم 

  .شده است

                                                                     
5. Duplication 

  

  در برنج ABI2و   ABI1مشابه C2هاي  پروتئين فسفاتاز -1جدول 

cDNA نام ژن كروموزوم جايگاه ژني 

AK242616 Os01g0583100 1 OsPP2C1 

AK067627, AK104323, AK070388 Os05g0592800 5 OsPP2C2 

- Os05g0537400 5 OsPP2C3 

AK068272 Os01g0656200 1 OsPP2C4 

AK108969, AK119929 Os05g0572700 5 OsPP2C5 

AK065949, AK119400 Os01g0846300 1 OsPP2C6 

AK242098 Os05g0457200 5 OsPP2C7 

AK069274 Os03g0268600 3 OsPP2C8 

AK063334 Os09g0325700 9 OsPP2C9 
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ABI1   وABI2  

 ABI1ها در ادامه آمده است؛  سامي مترادف آن

(At4g26080), ABI2 (At5g57050), HAB 

. پذير است ها امكان  خصوصيات سلول

OsPP2C  به شدت تحت تأثير تنش

مي نواحي دمگل القا شد و ميزان بيان 

اي نداشت  مختلف دمگل تفاوت عمده

هاي  همچنين افزايش رونوشت

روشني در تمامي  توسط تنش به

پهنك برگ پرچم، غلاف و (د مطالعه 

  .)4 شكل(ديده شد ) خوشه ل و

ر است كه در برخي موارد دو باند در 

RT-PC يني مشاهده گرديد كه باند پاي

 mRNAاساس توالي مورد انتظار بر

و باند ) bp 475(هاي اطلاعات توالي  ك

  نشده  1پيرايش RNA قابل محاسبه از 

                                                    
1. Splicing 

... شناسايي و بررسي بيان يك پروتئين :شبر و بنت 

 BI1مشابه C2هاي  نتيكي پروتئين فسفاتازژدرخت فيلو -1شكل 

هاي آرابيدوپسيس به همراه اسام و جايگاه ژني پروتئين 1برنج در جدول 
, HAB1/AtP2C-HA (At1g72770), HAB2 (At1g17550), AtPP2CA/

توسط تنش  OsPP2C5  بيان

ABA: زيرخانواده  از ميان اعضاي

به  OsPP2C5هاي  ان رونوشت

و هورمون  خشكير تنش 

 .)2شكل(يافت  گل برنج افزايش 

 OsPP2C5از بيان  ABAذف 

اسيد  جيبرليك رسيد حضور ظر مي

 .اسيد بكاهد آبسيزيكلقاكنندگي 

در سطح پروتئين و  ير اعضا

ويژه فسفوريلاسيون به تنش  ه به

   .نش نشان دهند

توان  لاترين ميانگره برنج را مي

طولي و تمايز رشد تقسيم سلولي، 

گرچه مرز خيلي روشني بين ا). ف

ها از  اما تشخيص حدودي آن ،رد

روي اندازه و خص

P2C5بيان ژن 

خشكي در تمامي 

آن در نواحي مخت

هم). 3شكل(

OsPP2C5 تو

هاي مورد م بافت

پهنك برگ اول و

لازم به ذكر ا

PCRمحصول 

داراي اندازه مورد

موجود در بانك

بالايي با اندازه قاب
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

                           

 

برنجهاي  جايگاه ژني پروتئين
P2CA/AHG3 (At3g11410)

  

ميزان بيا افزايش

ABAخشكي و تيمار 

OsPP2C تنها ميزان ،

شدت تحت تأثير ت

اسيد در دمگل  آبسيزيك

يا حذفبا آبياري مجدد 

اما به نظر م ،كاسته شد

توانست از اثر القاك نمي

رود ساير ا احتمال مي

تغييرات پس از ترجمه ب

واكنش ABAو  خشكي

دمگل، يعني بالاتري

كل از سه ناحيه تقسمتش

الف- 3شكل (دانست 

اين نواحي وجود ندارد
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ها  اسامي ژن). IR64(در دمگل برنج  OsPP2Cهاي گياهي بر بيان اعضاي خانواده  تأثير تنش خشكي و هورمون -2شكل 

دهنده باند مورد انتظار  علامت پيكان نشان. آن آورده شده است RT-PCRدر سمت چپ تصوير ژل الكتروفورز محصول 

 RNAتصوير . است )جفت باز 590و  528، 502، 475، 614، 459، 469، 532، به ترتيب OsPP2C9تا  OsPP2C1براي (

 مورد استفاده در RNA بودن ميزان دهنده سلامت آن و شاهد يكسان ، نشان1شدهو هنجار DNase شده با آنزيمتام تيمار

RT-PCR باشد هاي مختلف مي براي تيمار .GAPDH  شاهد قابليت تكثير كارآمدRNA  طيRT-PCR  و عدم وجود

DNA 0(ها از گياهان تحت آبياري كافي جدا شده  براي تيمارهاي هورموني دمگل. ژنومي است h ( ساعت در آب  18و براي

)dH2O ( اسيد  ميكرومولار جيبرليك 100محلول حاوي)GA3(اسيد  ، آبسيزيك)ABA ( و يا هر دو)ABA+GA ( شناور

 ,R.W.: Re–Watered) تنش خشكي( ,D.S.:   Drought Stressed )آبياري كافي( W.W.: Well Watered . دندش

  )آبياري مجدد(
  

  

  

  

  

  

  

                                                                                                                                                    
1. Normalized 

GAPDH 

DNase treated 

Total RNA 

OsPP2C1 

OsPP2C2  

OsPP2C3 

OsPP2C4 

OsPP2C5 

OsPP2C6 

OsPP2C8 

OsPP2C9 

 W.W.   D.S.   R.W.    

OsPP2C2 

OsPP2C6 

0
 h
 

  
  

d
H
2
O
  
  

 G
A
  
  

 A
B
A
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A
+
A
B
A
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)bp 567 ( بود) آغازگر برگشتي در محدوده ناحيه

و آغازگر رو به جلو در صورت  I 3شونده ترجمهغير

طوري  يد، بهامكان در اگزون ماقبل آخر طراحي گرد

به منظور اطمينان از ). ل شودكه يك اينترون را شام

هاي   RNAژنومي، تمامي  DNAحضور  عدم

تيمار ) DNase(آز  DNAشده با آنزيم استخراج

هاي مذكور به عنوان الگوي RNAهمچنين، . شدند

 عدم  و  گرفت  استفاده قرار  مورد PCRواكنش 

ها را RNAژنومي در اين  DNAفقدان باند،   تكثير

  .اثبات نمود
  

  الف

  
 ب

 
و  RNAبراي استخراج ) IR64(تصوير نمادين سه ناحيه تقسيم سلولي، رشد طولي و تمايز دمگل برنج ) الف -3شكل 

 OsPP2C5ها براي  تعداد چرخه. در نواحي مختلف دمگل OsPP2C5تأثير تنش خشكي بر بيان ژن ) ب . بررسي بيان ژن

بودن ميزان  دهنده سلامت آن و شاهد يكسان شده، نشانو هنجار DNaseشده با آنزيم تام تيمار RNAتصوير . بود 38

RNA  مورد استفاده درRT-PCR باشد هاي مختلف مي براي تيمار .GAPDH  شاهد قابليت تكثير كارآمدRNA طي   

RT-PCR  و عدم وجودDNA ژنومي است  .W.W.: Well Watered  )آبياري كافي(  ،D.S.: Drought Stressed 
 :.E.Z ،)سلولي ناحيه تقسيم(  D.Z.: Division Zone، )آبياري مجدد( R.W.: Re–Watered، )تنش خشكي(

Elongation Zone  )طوليناحيه رشد(، M.Z.: Maturation Zone )ناحيه تمايز(  

 W.W.   D.S.   R.W.  W.W.  D.S.   R.W.  W.W.  D.S.   R.W.  

D.Z.  E.Z.  M.Z. 

DNase treated 

Total RNA 

OsPP2C5 

GADPH 

ييبالا گره  

 

 

زيتما هيناح  

 

 

 

 حذف
 

 

 

يطول رشد هيناح  

 

 

 

 حذف

يسلول ميتقس هيناح  

 
ينييپا گره  

4cm 

1 cm 

5/0  cm 

1 cm 
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). IR64(در خوشه، پهنك برگ اول، غلاف و پهنك برگ پرچم برنج  OsPP2C5تأثير تنش خشكي بر بيان  -4شكل 

 475(دهنده باند مورد انتظار  علامت پيكان نشان. ارائه شده است) چرخه RT-PCR )45تصوير ژل الكتروفورز محصول 

بودن  دهنده سلامت آن و شاهد يكسان شده، نشانو هنجار DNaseتام تيمار شده با آنزيم  RNAتصوير . است) جفت باز

طي  RNAشاهد قابليت تكثير كارآمد  GAPDH. باشد هاي مختلف مي براي تيمار RT-PCRمورد استفاده در  RNAميزان 

RT-PCR  و عدم وجودDNA ژنومي است  .W.W.: Well Watered  )آبياري كافي( , D.S.: Drought Stressed 

  D : و روز ) آبياري مجدد( R.W.: Re–Watered ,)تنش خشكي(

  

بنابراين، اين احتمال وجود دارد كه باند بزرگتر مربوط 

ها  به محصولات پيرايش متفاوتي باشد كه در آن

اينترون موجود در محدوده آغازگرها حذف نشده 

پردازش  به علت OsPP2C5 احتمالاً ژن يعني .است

 Xue et. هاي مختلفي است رمزده رونوشتجايگزين 

al. (2008)  عضو از  21و  25گزارش كردند در

به ترتيب در آرابيدوپسيس و  PP2Cخانواده ژني 

اخيراً  .افتدبرنج پردازش جايگزين اتفاق مي

 هاي پس از رونويسيدانشمندان تأييد كردند مكانيسم

هاي غيرزيستي به مانند پردازش جايگزين در تنش

و  شوندعنوان يك پاسخ به شرايط تنش محسوب مي

  .گذارندتأثير مي 1هاروي محتواي رونوشت

با استفاده  OsPP2C5  ژن  بيان جايگاهمطالعه 

در بررسي الگوي  :سازي در محل از روش دورگه

سلولي  در ناحيه تقسيم OsPP2C5ژن   بيان

تحت تنش خشكي، ) IR64(هاي گياهان برنج  دمگل

هاي آوندي اوليه و ثانويه،  در دسته هاي آن رونوشت

هاي همراه آوند آبكشي و پارانشيم  ويژه در سلول به

ساز  هاي پيش هاي اپيدرمي و سلول آوند چوبي، سلول

در بيشتر  .دمشاهده گردياسكلرانشيم و كلرانشيم 

هاي زيادي در  رونوشترسيد كه  موارد به نظر مي

  ).5شكل (اند  هسته تمركز يافته
  

  

  

                                                                     
1. Transcriptome 

W.W. 

DNase treated  

Total RNA 

              2D.       3D.       1D.       2D.  

D.S. R.W.  

OsPP2C5 

GAPDH 

OsPP2C5 

OsPP2C5 

OsPP2C5 

 غلاف برگ پرچمي

 غلاف برگ پرچمي

 پهنك برگ پرچمي

 خوشه

 پهنك برگ اول

 خوشه
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) IR64(گياهان برنج   در ناحيه تقسيم سلولي دمگل) بدون كاوشگر(و شاهد منفي  OsPP2C5ژن   الگوي بيان -5شكل 

جات  دسته(، pv; primary vascular bundles) جات آوندي اوليه دسته. (سازي در محل تحت تنش خشكي به روش دورگه

 xp; xylem) پارانشيم آوندچوبي(، ph; phloem )آوند آبكشي(، sv; secondary vascular bundles) آوندي ثانويه

parenchyma ،)هاي اپيدرمي سلول (ep; epidermal cells ،)ساز اسكلرانشيم و كلرانشيم هاي پيش سلول( 

sclerenchyma and chlorenchyma precursors pr; ،)هسته (nucleus nu; . از آنجا كه شاهد منفي حاوي كاوشگر

  .سنس نيز عيناً مثل شاهد منفي بدون كاوشگر فاقد رنگ بود از نمايش آن صرفنظر شد

  

 پروتئيناز  Aشده زيرخانواده  اعضاي شناخته

 عنوان به ABI2و   ABI1شامل C2 هايفسفاتاز

كنند  عمل مي ABAجزئي از مسير ترارساني پيام 

(Sheen, 1998; Xiong et al. 2001; Yoshida 
et al. 2006; Nishimura et al. 2007; Xue,. 

et al. 2008) .هاي انجام شده  بررسياساس نتايج بر

داراي تمامي نواحي  OsPP2C5در اين پژوهش 

در  شده و حائز اهميت زيرخانواده مذكور بود و حفظ

هاي  هاي مورد مطالعه، ميزان رونوشت تمامي بافت

و هورمون  خشكيبه شدت تحت تأثير تنش آن 

يا حذف اسيد افزايش و با آبياري مجدد  آبسيزيك

ABA اساس نتايج همچنين بر .كاهش يافت

هاي اين ژن، در  سازي در محل، رونوشت دورگه

هاي آوندي اوليه و  ويژه در دسته ها به تمامي سلول

هاي همراه آوند آبكشي و پارانشيم آوند  ثانويه، سلول

    هاي هاي اپيدرمي و سلول چوبي، سلول

 ناحيه كلرانشيم   و اسكلرانشيم   ساز پيش

هاي دچار تنش مشاهده گرديد و  سلولي دمگل تقسيم

هاي زيادي در هسته  ها رونوشت در بيشتر سلول

 ژنكه رسد  بنابراين به نظر مي. بودند  تمركز يافته

OsPP2C5  نيز در مسير ترارساني پيام تنش

نين همچ. برنج نقش داشته باشد در ABA/ خشكي

نظر احتمال وقوع مشاهده دو باند براي ژن مورد

شايان ذكر است كه . پردازش جايگزين را مطرح كرد

مطالعه عملكرد اين ژن از طريق مطالعه 

هاي مختلف  ها و بررسي بيان رونوشت يافته جهش

دست در هاي غير زيستي  اين ژن در پاسخ به تنش

  .انجام است
  

  سپاسگزاري

بدين وسيله از مؤسسه تحقيقات بين المللي برنج 

دليل  كده بيوتكنولوژي كشاورزي ايران بهو پژوهش

آوردن امكانات مالي و اجرايي اين پروژه تشكر  فراهم

  .گرددو قدرداني مي

 
REFERENCES 
Boneh U, Biton I, Zheng C, Schwartz A, Ben-Ari G (2011) Characterization of potential 

ABA receptors in Vitis vinifera. Plant Cell Rep. [Epub ahead of print] 
Gosti F, Beaudoin N, Serizet C, Webb AA, Vartanian N, Giraudat J (1999) ABI1 protein 

phosphatase 2C is a negative regulator of abscisic acid signaling. Plant Cell. 11: 1897-

OsPP2C5 

100 µm 100 µm 

Negative control 

pr 
ep 

sv 

ph 
xp 

nu 

www.SID.ir

www.sid.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

 1390سال اول، شماره اول، پاييز فناوري گياهان زراعي زيستعلمي ـ پژوهشي مجله             32

910. 
Ji  XM, Raveendran M, Oane R, Ismail A, Lafitte R, Bruskiewich R, Cheng SH, Bennett J 

(2005) Tissue-specific expression and drought responsiveness of cell-wall invertase 
genes of rice at flowering. Plant Mol. Biol. 59: 945-964. 

Kuhn JM, Boisson-Dernier A, Dizon MB, Maktabi MH, Schroeder JI (2006) The Protein 
Phosphatase AtPP2CA Negatively Regulates Abscisic Acid Signal Transduction in 
Arabidopsis, and Effects of abh1 on AtPP2CA mRNA1. Plant Physiol. 140: 127-139. 

Lafitte HR, Ismail A, Bennet J (2004). Abiotic stress tolerance in rice for Asia: progress 
and the future, in New directions for a diverse planet: Proceedings of the 4th 
International Crop Science Congress, ed. by Fischer T, Turner N, Angus J, McIntyre L, 
Robertson M, Borrell A and Lloyd D, Brisbane, Australia. 

Leung J, Bouvier-Durand M, Morris PC, Guerrier D, Chefdor F, Giraudat J (1994) 
Arabidopsis ABA response gene ABI1: features of a calcium-modulated protein 
phosphatase. Science. 264: 1448-1452. 

Leung J, Merlot S, Giraudat J (1997) The Arabidopsis Abscisic Acid Insensitive2 (ABI2) 
and ABI1 genes encode homologous protein phosphatases 2C involved in ABA signal 
transduction. Plant Cell. 9: 759-771. 

Luan S (2003) Protein phosphatases in plants. Annual Review of Plant Biology, 54: 63-92. 
Merlot S, Gosti F, Guerrier D, Vavasseur A, Giraudat J (2001) The ABI1 and ABI2 protein 

phosphatases 2C act in a negative feedback regulatory loop of the abscisic acid 
signalling pathway. Plant J. 25:295-303. 

Meyer K, Leube MP, Grill E (1994) A protein phosphatase 2C involved in ABA signal 
transduction in Arabidopsis thaliana. Science. 264: 1452-1455. 

Nishimura N, Yoshida T, Kitahata N, Asami T, Shinozaki K, Hirayama T (2007) ABA-
Hypersensitive Germination1 encodes a protein phosphatase 2C, an essential 
component of abscisic acid signaling in Arabidopsis seed. Plant J. 50(6): 935-49. 

Rodriguez PL, Benning G, Grill E (1998) ABI2, a second protein phosphatase 2C involved 
in abscisic acid signal transduction in Arabidopsis. FEBS Letter. 421:185-90. 

Sheen J (1998) Mutational analysis of protein phosphatase 2C involved in abscisic acid 
signal transduction in higher plants. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 95: 975-80.  

Shobbar  S, Oane R, Gamuyao R, de Palma J, Malboobi M A, Karimzadeh G, Jalali 
Javaran M, Bennett J (2008) Abscisic acid regulates gene expression in cortical fiber 
cells and silica cells of rice shoots. New Phytol. 178 (1): 68-79.  

Shobbar ZS, Malboobi MA, Karimzadeh G, Jalali Javaran M, Mohammadi Negad G, 
Bennett J (2008) Drought stress and plant hormonal impact on rice peduncle elongation. 
Iranian Journal of Biology. 21(3): 411-420. 

Soon FF, Ng LM, Zhou XE, West GM, Kovach A, Tan MH, Suino-Powell KM, He Y, Xu 
Y, Chalmers MJ, Brunzelle JS, Zhang H, Yang H, Jiang H, Li J, Yong EL, Cutler S, 
Zhu JK, Griffin PR, Melcher K, Xu HE (2011) Molecular Mimicry Regulates ABA 
Signaling by SnRK2 Kinases and PP2C Phosphatases. Science. [Epub ahead of print] 

Sreenivasulu N, Sopory SK, Kavi Kishor PB (2007) Deciphering the regulatory 
mechanisms of abiotic stress tolerance in plants by genomic approaches. Gene. 388: 1-
13. 

Valarik M, Linkiewicz AM, Dubcovsky J (2006) A microcolinearity study at the earliness 
per se gene Eps-A(m)1 region reveals an ancient duplication that preceded the wheat-
rice divergence. Theor. Appl. Genet. 112: 945-57.  

Xiong L, Gong Z, Rock CD, Subramanian S, Guo Y, Xu W, Galbraith D, Zhu, JK (2001) 
Modulation of abscisic acid signal transduction and biosynthesis by an Sm-like protein 
in Arabidopsis. Dev. Cell. 1:771-81.  

www.SID.ir

www.sid.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

 33  ... شناسايي و بررسي بيان يك پروتئين :شبر و بنت  

Xue T, Wang D, Zhang S, Ehlting J, Ni F, Jakab S, Zheng S, Zhong Y (2008) Genome-
wide and expression analysis of protein phosphatase 2C in rice and Arabidopsis. BMC 
Genomics. 9: 550. 

Yoshida T, Nishimura N, Kitahata N, Kuromori T, Ito T, Asami T, Shinozaki K, Hirayama 
T (2006) ABA-hypersensitive germination3 encodes a protein phosphatase 2C 
(AtPP2CA) that strongly regulates abscisic acid signaling during germination among 
Arabidopsis protein phosphatase 2Cs. Plant Physiol. 140:115-126. 

www.SID.ir

www.sid.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

                                 Crop Biotech. Vol. 1, No. 1, 2011 

Identification and Functional Analysis of an ABA and Drought Stress 

Inducible Protein Phosphatase 2C in Rice 
 

Z. S. SHOBBAR
1
* AND

 
J. BENNETT

2
 

1, Assistant Professor, Agricultural Biotechnology Research Institute of Iran, Karaj, Iran, 2, 

Professor, International Rice Research Institute (IRRI), Metro Manila, Philippines 

(Received: Nov. 16, 2011 - Accepted: Dec. 19, 2011) 

 

ABSTRACT 

 
Protein phosphatase 2C family consists of a group of evolutionary-conserved 

serine/threonine phosphatases which play a role in stress signal transduction. A subfamily 

of this protein phosphatases in Arabidopsis, including ABI1 and ABI2, are known as 

components of Abscisic acid signal transduction pathway. Their mutants are hypersensitive 

to ABA showing an increased expression during seed dormancy and adaptive responses to 

drought. Considering sensitivity of rice to abiotic stresses, particularly drought, 

identification of this gene family in rice and studying their role in response to stress would 

be beneficial. In this research, nine OsPP2C proteins (OsPP2C1 to OsPP2C9), carrying all 

the conserved motifs of this subfamily were found in rice, Among them, only OsPP2C5 

transcript levels were significantly up-regulated by drought and abscisic acid which is 

down-regulated by re-watering or ABA removal. Drought stress induced OsPP2C5 gene 

expression in all the studied tissues. Based on the RNA in situ hybridization experiments, 

OsPP2C5 transcripts were observed in almost all cells and accumulated more in the nuclei 

in divisional zone of the drought stressed peduncles. However, the transcripts of this gene 

were accumulated at higher levels in the primary and secondary vascular bundles, phloem 

and xylem parenchyma, epidermal cells and sclerenchyma/ chlorenchyma precursors. 

Based on the achieved results, the OsPP2C5 gene seems to play a role in ABA/ drought 

stress signal transduction. It is expected that appropriate genetic manipulations of this gene 

family would increase rice tolerance to abiotic stresses. 

 

Keywords: Drought stress, Rice (Oryza sativa), Abscisic acid (ABA), Protein 

phosphatase 2C (PP2C), Gene expression 
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