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 Sبررسي الگوي الكتروفورزي، فعاليت آنزيمهاي ريبونوكلئازي و مطالعه ژن ريبونوكلئاز 
 Bravo'و 'Bravo cool water mix'هاي خود و دگرتلقيح رقمهاي زراعي  در خامه

purple star' گياه اطلسي  
  2حسين علي ساسان و 2، فرخنده رضانژاد*،2 و 1حكيمه علومي

  گروه اكولوژي پژوهشكده علوم محيطي،المللي علوم و تكنولوژي پيشرفته و علوم محيطي،  مركز بين كرمان، پرديس دانش ماهان، 1
  بخش زيست شناسيدانشكده علوم، كرمان، دانشگاه شهيد باهنر،  2

 24/11/89: تاريخ پذيرش  29/9/88: تاريخ دريافت

  چكيده

داراي فعاليت ريبونوكلئازي  پروتئينهااين گليكو. شود اي كنترل مي ي خامهپروتئينهادرگياه اطلسي، خودناسازگاري توسط گليكو
و رقم زراعي خودسازگار  Bravo purple starزراعي خودناسازگار   افشاني مادگي رقم در اين مطالعه، پس از گرده. باشند مي

Bravo cool water mix هاي خودي و غيرخودي، فعاليت ريبونوكلئازهاي خامه به روش اسپكتروفتومتري و  اطلسي با گرده
در خامه  Sهمچنين ميزان بيان ژن ريبونوكلئاز . مورد بررسي قرار گرفت PAGEي ريبونوكلئازهاي خامه به روش آنزيمهاايزو

هر رقم نيز مورد  Sر بروز برهمكنشهاي ناسازگار، آلل د Sبه دليل اهميت نوع آلل . بررسي شد رقمهاخود و دگرتلقيح اين 
ها بيشتر  در مقايسه با ساير نمونه Bravo purple starرقم در خامه خودتلقيح فعاليت ريبونوكلئازهاي كل . شناسايي قرار گرفت

، RNase 3ريبونوكلئاز باند  فعاليت. هاي دو رقم مورد مطالعه تفاوت نشان داد الگوي الكتروفورزي ريبونوكلئازها در خامه .بود
-Sنتايج نشان داد كه ژن  .، مشاهده شدBravo purple starرقم و با شدت كمتر در خامه دگرتلقيح تلقيح خوددر خامه تنها 

RNaseهاي خود و دگرتلقيح هر دو رقم زراعي خودناسازگار و خودسازگار و با شدت بيشتر در خامه خودتلقيح رقم  ، در خامه
شباهت بين قطعه تكثير  درصد 100هاي موجود، نشان دهنده  مقايسه توالي به دست آمده با ساير توالي. شود خودناسازگار بيان مي

همچنين، بين توالي بازهاي . بود inflataزيرگونه  Petunia hybridaگياه  S3-RNaseبا آلل  Bravo purple starشده در رقم 
  . درصد شباهت وجود داشتPetunia hybrida 100گياه  S1-RNaseبا آلل  Bravo cool water mixقطعه تكثير شده رقم 

  .Sاطلسي، بيان ژن، خودتلقيحي، خودناسازگاري، دگرتلقيحي، ريبونوكلئاز  :كليديواژه هاي 

 oloumi.ha@gmail.com :پست الكترونيكي 0342-6226611: نويسنده مسئول، تلفن * 

  مقدمه
هاي زيادي براي ممانعت از خودباروري  در گياهان شيوه

. باشد يكي از اين روشها، خودناسازگاري مي. وجود دارد
ترين  ترين و گسترده صورت مهم  امروزه خودناسازگاري به

در ) Out-breeding(زادي  مكانيسم براي تشويق برون
خودناسازگاري يك سيستم . شود ف ميدار تعري گياهان گل

باشد كه خود و  مادگي، براساس ژنتيك مي-بازشناسي گرده

دگرباروري را بين افراد با تيپ ناسازگاري مشابه ممانعت 
  ).10(كند  مي

كه در ) GSI(اي  در خودناسازگاري گامتوفيتي خامه
هاي سيب زميني، نخود، رز و ميمون ديده شده، اگر   تيره

هاي مادگي جور شود،  هاپلوتيپ گرده با يكي از هاپلوتيپ
گرده به عنوان گرده خودي شناخته شده و رشد لوله آن در 

اي كه هاپلوتيپ متفاوت از  گرده. شود خامه متوقف مي
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غيرخودي هاپلوتيپ مادگي را داشته باشد به عنوان گرده 
شناخته شده و لوله آن اجازه رشد درون مادگي را پيدا 

مطالعات مولكولي متعددي براي جواب به اين . كند مي
سوالات كه چطور گرده غيرخودي و خودي توسط مادگي 

شود و بازشناسي گرده خودي چگونه  تشخيص داده مي
شود، انجام گرفته است  منجر به مهار رشد لوله گرده مي

اي  العات نشان داده است كه محصول خامهمط). 11(
 GSIدر سيستم ) Sلوكوس (لوكوس خودناسازگاري 

محصول آللهاي . هستند Sاي، ريبونوكلئازهاي ويژه  خامه
 S گليكوپروتئين با ويژگي ريبونوكلئازي بوده و تجزيه ،

RNA گرده مرتبط با آلل   Sافشاني ناسازگار  ، پس از گرده
، براي رد گرده Sي پروتئينهاكه مشخص شده . دهد رخ مي

  ). 12(باشند  خودي در خامه ضروري و كافي مي

مطالعات نشان داده است كه اين گليكوپروتئين در بخش 
گيرد،  كه مهار رشد لوله گرده انجام مي اي يعني جايي خامه

كدكننده  cDNAمقايسه . شود با غلظتهاي بالاتر بيان مي
 درصد 65دهنده تنها  شانن Nicotiana alataدر  S يآللها

). 18(شباهت آمينواسيدها در بين بخشهاي مختلف آلل بود 
هاي متفاوت گياهان  در هاپلوتيپ Sي پروتئينهاتوالي 

خودناسازگار، به طور غيرمعمولي متنوع بوده و شباهت 
 درصد 98تا  درصد 38بين  Sي پروتئينهاآمينواسيدها بين 

اين گليكوپروتئين با وزن مولكولي ). 23(باشد  متغير مي
كيلودالتون، داراي حداقل دو بخش اصلي شامل  32حدود 

و نواحي ) C: Conserved region(ناحيه حفاظت شده 
هرگونه . است) HV: Hyper variable region(بسيار متغير 

برهمكنش بين اين پروتئين و گرده يا لوله گرده به احتمال 
  ).25 و 18(باشد  دخالت سطح پروتئين مي با

شود  در كل توالي گليكوپروتئين مشاهده مي آللهاتنوع بين 
كه بين پنج توالي ) HV(اما اين تنوع در نواحي بسيار متغير 

اند، تمركز بيشتري نشان  قرارگرفته) C1-C5(حفاظت شده 
كه تنوع  HVbو  HVaرسد كه دو ناحيه  به نظر مي. دهد مي

باشند، در سطح مولكول  بالايي دارند و آبدوست ميآللي 

با  Sقرار گرفته و به طور مستقيم در بازشناسي ريبونوكلئاز 
  ). 17(بخش اختصاصي گرده درگير باشند 

 .Nدر  Sي پروتئينهافعاليت ريبونوكلئازي مرتبط با گليكو

alata هاي  فعاليت ريبونوكلئازي عصاره درصد 80، حدود
همچنين مشخص شده است ). 20(دهد  خامه را نشان مي

، پس از ورود Sگرده وابسته به آلل  RNAكه تجزيه 
در "ريبونوكلئاز به لوله گرده و بازشناسي آن در شرايط 

ريبونوكلئاز تنها زماني فعال است كه . دهد ، رخ مي"زيوه
). 25(جفت شود جزء اختصاصي آن با دانه گرده 

-SC: Self(هاي خودسازگار  در سويه Sريبونوكلئاز 

compatible (ديده شده است گونه . شود نيز بيان مي
Licopersicum peruvianym  داراي افراد خودسازگار و

نتايج نشان داده است كه پروتئين . باشد خودناسازگار مي
 اين. ، در افراد خودسازگار وجود داردSمرتبط با آلل 

غيرفعال بوده كه باقيمانده  Sپروتئين يك ريبونوكلئاز 
هيستيديني را در جايگزيني آن با آرژنين، در محل فعال از 
دست داده است، اما احتمال دارد كه تغييراتي غير از 

باشند  مي SIجايگزيني هيستيدين مسئول نقص عملكرد 
)16 .(  

و  براي اهداف تحقيقاتي P. hybridaي متعددي از رقمها
ي سازگار با رقمهااز تلقيح . تجاري به وجود آمده است

ي ناسازگار براي مطالعه اساس ژنتيكي رقمها
هاي تيره  مانند ساير گونه. شود خودناسازگاري استفاده مي

اند، خودناسازگاري در گياه  بادمجان كه تاكنون مطالعه شده
P. hybrida  گامتوفيتي با يك لوكوسS باشد  چندآللي مي

در  Sي پروتئينهادرطول نمو جوانه گل، گليكو). 26 و 4(
يابند و به مقادير بسيار كم در  نيمه بالايي خامه تجمع مي

  ).24 و 8. (تخمدان وجود دارند

 Petunia x hybridaدر گياه  Sتوالي كامل ژن ريبونوكلئاز 
جفت باز در توالي  1905جفت باز بوده كه  3221داراي 

Flanking  اي  جفت باز در توالي حاشيه 504و  '5انتهاي
جفت بازي نيز بين  118يك اينترون . باشد مي '3انتهاي 
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قرار  Sريبونوكلئاز  DNAتوالي  2285و  2168بازهاي 
بين  Sريبونوكلئاز  cDNAمقايسه توالي ). 4(گرفته است 

گياه اطلسي و توتون، نشان داده است كه اين پروتئين با 
 33تا  27وزن مولكولي بين آمينواسيد و  122حدود 

و يك ) Signal peptide(كيلودالتون داراي يك توالي نشانه 
 N )Nآمينواسيد در ناحيه انتهايي  15توالي حفاظت شده با 

terminus (پروتئين ريبونوكلئاز . باشد ميS  درگياه اطلسي
توالي حفاظت شده ديگر بوده كه به طور تقريبي  4داراي 

. واسيدها با گياه توتون مشابه هستندكل آمين درصد 16در 
در محل هشت باقيمانده  Sي پروتئينهاشباهت توالي 

پروتئين ). 20(باشد  توالي حفاظت شده مي 5سيستئيني و 
داراي دو ناحيه متغير بوده كه در واكنش  Sريبونوكلئاز 

و  HVaبازشناسي گرده دخالت دارند كه اين نواحي متغير 
HVb ت شده بين تواليهاي حفاظC2  وC3 اند قرار گرفته .

اي اين تيره يك محل گليكوزيله شدن ثابت ه در تمام گونه
ي آللهاتعداد كل ). 5(وجود دارد  Sدر پروتئين ريبونوكلئاز 

S  شناخته شده درP. hybrida  باشد،  آلل مي 10در حدود
ي جديدي نيز در حال تشكيل آللهاكه ممكن است  در حالي

  ). 24(باشد 

در اين مطالعه ميزان فعاليت ريبونوكلئازهاي خامه در رقم 
و رقم خودسازگار  Bravo purple starخودناسازگار 

Bravo cool water mix  گياه اطلسي)P. hybrida ( كه در
شوند پس از خودتلقيحي و دگرتلقيحي در  ايران كشت مي

در اين  Sهمچنين بيان ژن ريبونوكلئاز . ها مقايسه شد خامه
مورد شناسايي قرار  رقمهادر اين  Sامه مطالعه و آلل خ

  .گرفت

  مواد و روشها
و رقم  Bravo purple starدانة رقم زراعي خودناسازگار 

 .Pگياه  Bravo cool water mixزراعي خودسازگار 

hybrida  از شركتSyngenta seeds B.V  تهيه و در
گلها پس از گلدهي، . اي كشت داده شدند شرايط مزرعه

  .مورد مطالعه قرارگرفتند

پس از انجام آزمون زيست پذيري  :افشاني شرايط گرده
گل از هر رقم زراعي با گردة  30كلالة ) 1(هاي گرده  دانه

همچنين . افشاني شدند بساكهاي تازه شكفته همان گل گرده
هاي ساير  گل نيز با استفاده از گردة پايه 30در هر رقم 

براي جلوگيري از . ني قرارگرفتندافشا همورد گرد رقمها
افشاني طبيعي در گلهايي كه به طور مصنوعي  گرده
افشاني شده بودند، بخش انتهايي گلبرگها با نخ بسته  گرده
  . شد

: استخراج آنزيم: مطالعه فعاليت ريبونوكلئازها در خامه
، گلبرگ و  شامل خامه(ها  ميلي گرم از نمونه 100مقدار 

 خودسازگار و خودناسازگار زراعي يرقمهاكاسبرگ از 
در ، ازت مايعپس از پودر شدن در ) خودتلقيح و دگرتلقيح

اين بافر شامل . شدند حلميكروليتر بافر استخراج  100
ميلي مولار  PMSF 1/0 و ميلي مولار 150سيتريك اسيد 

)3=pH (باشد مي )هاي بيشتري از نواراين بافر . )2RNase 
پس ). 29( دهد نشان ميخنثي  pHنسبت به بافرهاي با را 
درجه سانتي  4دقيقه در دماي  10وژ به مدت يسانتريفاز 
 درجه سانتي - 70عصاره تا زمان استفاده در دماي  ،گراد
  ).29( نگهداري گرديد گراد

روش اسپكتروفتومتري براي تعيين فعاليت ريبونوكلئازي از 
تر از آنزيم استخراج شده به ميكرولي 20مقدار . استفاده شد

 با مولار K3PO4 1/0شامل  ميكروليتر بافر هضم 200
7pH= ،  وKCl 05/0  ليتر  درميلي گرم  4مولار كه حاوي

RNA  مخمرTorulopsis utilis )torula yeast RNA, 

Sigma, USA ( ،كه كنترل  آزمايش  لولهدر . اضافه شدبود
با  درنگ بيواكنش شود،  به عنوان نمونه مرجع  استفاده مي

سرد  درصد 20تري كلرواستيك اسيد  µL55اضافه كردن 
. خ قرار گرفتينمونه در  سپسشده در يخ، متوقف شد و 

دقيقه در  10به مدت  براي انجام واكنش ها ساير نمونه
سپس به منظور . قرارگرفتنددرجه سانتي گراد  37دماي 
ها همراه با نمونه كنترل به  ف ساختن واكنش، نمونهمتوق

دور  13000دقيقه در يخ قرارگرفتند و بعد در  10مدت 
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وژ يسانتريفدرجه سانتي گراد  4دقيقه در دماي  15براي 
كه (ها نسبت به نمونه كنترل  نمونهجذب تفاضل . شدند

درنگ پس از اضافه نمودن عصاره، با اضافه  واكنش آن بي
در ) سرد وگذاشتن در يخ متوقف شده بود TCAنمودن 

nm260 فعاليت ريبونوكلئاز به صورت . شد محاسبه
ها نسبت به كنترل، پس  نمونه nm260افزايش در جذب در 

گرم پروتئين  به ازاي ميليانجام واكنش دقيقه يك  از
ميكروليتر عصاره محاسبه و  200موجود در  موجود در بافر

  . )19( شد رم پروتئين بيانگ يليبه صورت واحد آنزيم در م

 به روشمطالعه الگوي ايزوآنزيمهاي ريبونوكلئاز 

PAGE  )6( : درصد 5/12از ژل تفكيك كننده )4/2حاوي 
، Torulosis utilisمخمر  RNAليتر  گرم بر ميلي ميلي

9=pH ( درصد 75/3و ژل متراكم كننده )8/6=pH ( در
، از شركت Universal, USA( عمودي دستگاه الكتروفورز

BioRad(  و محلول پايه بافر الكترود)Glycin M92/1، 
Tris M25/0، 3/8=pH ( حاويmg/ml 3/0 RNA  مخمر ،

ي آنزيمهاالگوي ايزومطالعه جداسازي پروتئينها وجهت 
براي برقراري جريان الكتريسيته از . ريبونوكلئاز استفاده شد

و ) BioRad, PowerPacTM Universal, USA(منبع تغذيه 
 .گرديداستفاده ميلي آمپر  80شدت جريان 

گليسرول (، بافر نمونه )ميكروليتر 20(نمونه معادل حجم 
 Tris-HClدر بافر  درصد 025/0و برموفنل بلو  درصد 10
به هر عصاره پروتئيني قبل از انجام  )=8/6pHبا 

ميكروليتر  40پس از تزريق . الكتروفورز اضافه گرديد
به درون چاهك، جريان الكتريكي به مخزن پرشده   پروتئين

از بافر الكترود وصل شد و سپس جريان الكتريكي برقرار 
 Tris-HCl محلول در بعد از اتمام الكتروفورز، ژلها. شد

و  قرار گرفتهدقيقه در دماي اتاق  50مولار به مدت  1/0
دقيقه  10مولار به مدت  Tris-HCl 01/0پس از آن در 

) w/v( درصد O 2/0سپس با آبي تولوئيدن . سته شدندش
 .دقيقه قرارگرفتند 10مولار به مدت  Tris-HCl 01/0در 

مولار به مدت  Tris-HCl 01/0ژلها با دو بار شستشو در 

بعد از شستشوي نهايي در . دقيقه رنگبري شدند 20و  10
مولار،  Tris-HCl 01/0 در  )v/v( درصد 10گليسرول 
  . )3( زيمي قابل ظاهر شدندنوارهاي آن

افشاني شده با گرده  هاي گرده خامه :كل RNAاستخراج 
و  Bravo cool water mixي رقمهاخودي و غيرخودي 

Bravo purple star، 48 افشاني از گل  ساعت پس از گرده
كل بافت خامه با استفاده از كيت  RNA. جدا شدند
 ,RNA )QIAGEN, RNeasy Plant Mini Kitاستخراج 

Korea( ،داستخراج گردي و طبق روش ذكرشده دركيت.  

اي  مكمل و انجام واكنشهاي زنجيره DNAساخت 
 2از  مكمل DNAبراي ساختن  ):PCR(پليمراز 

به دست آمده از هر نمونه و آغازگر  RNAميكروگرم 
oligo-dt بر اساس روش ،Kato  وMukai )2004) (14 (

تكثير . ز استفاده شداي پليمرا در طي واكنشهاي زنجيره
cDNA  واكنشو PCR،  ميكروليتر  2با استفاده از

به ترتيب طراحي شده ( Reverseو  Forwardآغازگرهاي 
كه  S-RNaseپروتئين  3و  1از توالي حفاظت شده شماره 
و كيت  cDNAميكروليتر  5، )توالي آنها در زير آمده است

PCR )PCR Premix, BioNEER, Korea( د ش انجام
 درصد 1آگارز (شدت باند به دست آمده روي ژل آگارز 

 TotalLab (vافزار  با استفاده از نرم) TBE ،pH=8در بافر 

  . مورد مقايسه قرار گرفت (1.10
pC1 5'-CAACTCGTGTTAACATGGCCA-3'  

pC3 5'-ACAACACGTGCCATGCTT-3' 

در  Sقطعه تكثير شده ژن ريبونوكلئاز  :تعيين توالي
ي تخليص و واكنشها، به منظور انجام PCRي واكنشها

) MilleGen )Labége, Franceتعيين توالي، به شركت 
تعيين توالي توسط دستگاه تعيين توالي . ارسال گرديد

Applied Biosystems  3730مدلXL  و با استفاده از روش
. انجام شد) Termination chain dedoxy(داكسي  دي

، رديف بازهاي به S-RNaseسپس به منظور تشخيص آلل 
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 Blast توسط نرم افزار GeneBankدست آمده در بانك ژني 
 مورد مطالعه قرار گرفت.

 داده هاي مربوط به شدت بيان بررسيهاي آماري:
 v1.10 (به دست آمده از نرم افزار Sريبونوكلئاز 
TotalLab, براي مقايسه شدت نوار (DNA از واكنشهاي 

PCR توسط آزمون ،T درصد 95 و در سطح معني داري 
نمودارها با استفاده از نرم افزار  مورد مقايسه قرار گرفت.

Excel 2003 .رسم شد  

 نتايج

نوع گرده افشاني بر فعاليت ها: ريبونوكلئازفعاليت 
هاي خامه مؤثر بود. فعاليت اين آنزيم در خامه ‌ريبونوكلئاز

خودتلقيح هر دو رقم در مقايسه با خامه دگرتلقيح اين 
 در خامه RNaseرقمهاي زراعي بيشتر بود. آنزيم 

 فعاليت بيشتري Bravo purple starخودتلقيح رقم زراعي 
 نشان داد Bravo cool water mixنسبت به رقم زراعي 

 ). 1(شكل 

 
 Bravo cool water mix و Bravo purple star) در خامه خودتلقيح و دگرتلقيح رقمهاي زراعي U. mg-1Protein- فعاليت ريبونوكلئاز(1شكل 

  تكرار مي باشند.3 خطاي استاندارد از ±گياه اطلسي. داده ها شامل ميانگين
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

- الگوي ايزوآنزيمي فعاليت ريبونوكلئاز در خامه خودتلقيح و دگرتلقيح، گلبرگ و كاسبرگ (به ترتيب الف، ب، ج و د) رقم زراعي 2شكل 
Bravo purple star و خامه خود و دگرتلقيح (به ترتيب ه، و، ز و ح) رقم زراعي Bravo cool water mix فعاليت بالاي باند ريبونوكلئازي .RNase 

 Bravo cool نيز در خامه خود و دگرتلقيح رقم RNase 4 مشاهده شد. ريبونوكلئاز Bravo purple star در خامه خودتلقيح رقم RNase 3 و 2

water mix.داراي باند قوي تري بود  
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chacoense )22 ( وWitheringia solanacea )29 ( را
در  Sدهد كه ريبونوكلئاز  اين نتايج نشان مي. كند يد ميأيت

خامه گياهان خودسازگار و خودناسازگار وجود داشته اما 
هاي خودناسازگار پس از خودتلقيحي  فعاليت آن در گونه
  . باشد هاي خودسازگار مي بسيار بيشتر از گونه

هاي  هاي خودناسازگار گونه محققين دريافتند كه سويه
Nicotiana alata  وLicopersicum peruvianum  فعاليت

هاي خودسازگار  ريبونوكلئازي بيشتري در مقايسه با سويه
پيشنهاد شده است كه فعاليت ريبونوكلئاز مادگي در . دارند
هاي گرده  ي خودناسازگار منجر به مهار رويش لولهرقمها

در اين مطالعه باند ). 16(شود  ناسازگار در آنها مي
خامه . متفاوتي بين دو رقم مشاهده شد ايزوآنزيمي

 Bravo purple starدگرتلقيح رقم زراعي خودناسازگار 
بود كه اين باند آنزيمي در  RNase 3داراي باند آنزيمي 
. مشاهده نشد Bravo cool water mixخامه رقم زراعي 

Yen  وGreen )1991 ( گزارش كردند كه فعاليت
لف، متفاوت بوده و در خامه ها در اندامهاي مخت ريبونوكلئاز

 S-RNaseبيشترين باند فعاليت ريبونوكلئاز متعلق به 
 RNase3رسد كه باند  بنابراين به نظر مي). 32(باشد  مي

در  Bravo purple starمشاهده شده در خامه رقم زراعي 
، متعلق به PAGEمطالعه فعاليت ريبونوكلئاز در سيستم 

دريافتند كه ) 1991(همكاران و  Singh. باشد  Sريبونوكلئاز 
هاي ديگري در مادگي  ، ريبونوكلئازSغير از ريبونوكلئاز 

وجود داشته كه  Petunia inflateگياهان خودناسازگار 
در مطالعه با الگوي (محدوده وزن پروتئيني آنها 

با مادگي گياهان خودسازگار تفاوت ) پروتئين الكتروفورزي
اليت ريبونوكلئازي قوي دارد و بنابراين، به احتمال فع

)RNase4 (شود،  هاي خودسازگار مشاهده مي كه در خامه
با توجه به نتايج ساير ). 27(اشد ب نمي Sريبونوكلئاز 

متعلق به  RNase 4رسد باند  محققين، به نظر مي
اشد كه تنها در خامه ب مي Sاي غير از لوكوس ه ريبونوكلئاز

. فعال بود Bravo cool water mixرقم خودسازگار 
Kondo  هاي  يه در مطالعه سو) 2002(و همكاران

، علاوه بر باند L. esculentumخودسازگار و خودناسازگار 
يه  كيلودالتون در سو 30ريبونوكلئاز فعال در محدوده 

 22خودناسازگار، باند ريبونوكلئازي فعالي را در محدوده 
 اين. يه خودسازگار تشخيص دادند كيلودالتون در سو

متعلق به  KDa22محققين بيان كردند كه باند آنزيمي 
و متعلق به ) S )Non-S RNaseهاي غير  ريبونوكلئاز
  ).16(باشد  مي LXو  LEهاي  ريبونوكلئاز

Kao  وTsukamoto )2004 (كنند فعاليت  بيان مي
هاي خودسازگار به  يه ي موجود در خامه سو ريبونوكلئاز

 Relic(يادگار هاي  دليل فعاليت ريبونوكلئاز

ribonucleases ( يا شبهS بوده كه داراي تنوع آللي نيستند .
ها نقشي در  پيشنهاد شده است اين ريبونوكلئاز

برهمكنشهاي خودناسازگاري ندارند، اما اهميت 
). 13(فيزيولوژيكي آنها در خامه هنوز مشخص نشده است 

مطالعات ديگري نشان داده است كه فعاليت ريبونوكلئازي 
، قابل مقايسه  inflata Petuniaدر خامه خودسازگار گونه 

هاي خودناسازگار بوده ولي در رقم خودناسازگار،  با خامه
). 27(ود ش تري مشاهده مي باندي با فعاليت آنزيمي قوي

رقم ) غيرخودي(پيشنهاد شده است كه در تلقيح سازگار 
خودناسازگار، مولكول ريبونوكلئاز ممكن است غيرفعال 

ده و يا اينكه طوري تغيير كند كه فعاليت بازدارندگي ش
بنابراين ). 15(خود روي رشد لوله گرده را از دست بدهد 

در خامه دگرتلقيح رقم  Sكاهش فعاليت ريبونوكلئاز 
در نتيجه غيرفعال شدن  Bravo purple starخودناسازگار 

آن بوده است كه در الگوي الكتروفورزي آن نيز شدت 
  . شود مشاهده مي RNase3تري در باند آنزيمي فعاليت كم

Tomimoto  بيان كردند كه احتمالاً) 1996(و همكاران ،
ي سازگار رقمهادر  Sهاي آلل  وردهآنقص در يكي از فر
Prunus communis منجر به عدم فعاليت طبيعي ،

شده  رقمهاو در نتيجه خودسازگار بودن اين  Sريبونوكلئاز 
ند كه به دليل ك بسياري از مطالعات نيز بيان مي). 30(است 

ي خودسازگار، رقمهادر  Sجهش در ژنوم ريبونوكلئاز 
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). 24 و 15 ،8(فعاليت آن در لوله گرده مهار شده است 
ي رقمهادر  Sمكانيسم احتمالي غيرفعال شدن ريبونوكلئاز 

جزيه خودناسازگار پس از تلقيح با گرده غيرخودي، شامل ت
S-RNase كوتيني شدن   از طريق مسير وابسته به يوبي

 Sافشاني ناسازگار، ريبونوكلئاز  باشد، اما در گرده مي
شود و در نتيجه فعال بوده و منجر به مهار  كوتيني نمي يوبي

تواند  ريبونوكلئاز فعال مي). 21(شود  رشد لوله گرده مي
الي كه لوله گرده خودي شده، در ح RNAمنجر به تجزيه 

هاي گرده غيرخودي اين واكنش به ميزان بسيار  در لوله
ها به عنوان S-RNaseبنابراين، . شود كمتري مشاهده مي

كشهاي قوي عمل كرده، مرگ لوله گرده را باعث  سلول
و يا  rRNAتوانند موجب تجزيه  ها ميS-RNase. شوند مي

mRNA  آنزيمهاي ضروري براي ادامه رشد لوله گرده
از  S  ثير ريبونوكلئازأتايج نشان داده است كه تن. شوند

  ). 9(باشد  مي mRNAو  rRNAطريق تجزيه 

هاي خود و دگر تلقيح  در خامه S-RNase : S-RNaseبيان 
ي واكنشهابيان شد، بنابراين ژن مسئول در  در هر دو رقم

 Bravo coolخودناسازگاري، در رقم زراعي خودسازگار 

water mix با توجه به بيان اين ژن در . شود نيز بيان مي
 Bravo coolخامه خودتلقيح رقم زراعي خودسازگار 

water mixرسد اين فرضيه كه در رقم  ، به نظر مي
. باشد شود، نادرست  بيان نمي Sخودسازگار ريبونوكلئاز 

بنابراين، اين احتمال وجود دارد كه از ترجمه اين ژن در 
در خامه ممانعت  Bravo cool water mixرقم خودسازگار 

شده است، يا اينكه فعاليت پروتئين آن در خامه تلقيح شده 
همان طور كه در الگوي الكتروفورزي فعاليت آنزيم نيز (

شود مهار  تصور مي. ، مهار شده است)شود مشاهده مي
به عنوان مثال (آنزيم به احتمال از طريق غيرفعال شدن آن 

و يا به دليل تغيير در ساختار ) شدن نيكوتي از طريق يوبي
در مطالعات قبلي نيز گزارش شده است . ژنتيكي آن باشد
هاي خودسازگار و خودناسازگار  در گونه Sكه ريبونوكلئاز 

بيان  Scrophulariceaeو  Solanaceae ،Rosaceaeهاي  تيره
دريافتند كه ) 2004( Tsukamotoو  Kao). 12(شود  مي

با  S-RNaseداراي يك  L. peruvianumگونه خودسازگار 
محل كاتاليتيك غيرفعال بوده كه باقيمانده هيستيدني در 
يكي از محلهاي فعال آن با آرژنين جايگزين شده است 

اين جايگزيني منجر به غيرفعال شدن ). 13، 12(
از آنجايي كه فعاليت اين . شود مي Sريبونوكلئاز 

، )12(ضروري است  ريبونوكلئاز براي رد گرده ناسازگار
يند آلوله گرده و در نتيجه فر RNAيند تجزيه آبنابراين فر

  ).13(گيرد  رد گرده در خامه سازگار انجام نمي

Katoh  نيز در مطالعه گياه ) 2002(و همكارانMalus 

domestica  وPyrus pyrifoliaهاي  ، وجود ريبونوكلئازS  با
ي خودسازگار رقمهاجرمهاي مولكولي متفاوت را در خامه 
آنها بيان كردند كه . وخودناسازگار اين گياه گزارش كردند

در رقم خودسازگار، يك ريبونوكلئاز  Sريبونوكلئاز 
غيرفعال بوده كه غيرفعال بودن آن به احتمال به دليل وجود 

رقم  Sهاي گليكاني متفاوت درمقايسه با ريبونوكلئاز  زنجيره
ش در ژنوم ريبونوكلئاز خودناسازگار و يا در اثر ايجاد جه

كند ميزان  گزارشاتي وجود دارد كه بيان مي). 15(باشد  مي
هاي گياهان خودسازگار كمتر از  در خامه Sبيان ريبونوكلئاز 

و  Qin). 15(مقدار آن در خامه گياهان خودناسازگار است 
گزارش كردند كه رشد لوله گرده خودي ) 2006(همكاران 
به دليل  Solanum chacoense يه خودسازگار گونه در سو

) شامل محصولات گرده يا خامه( Sجهش در اجزاء آلل 
پيشنهاد ). 22(بوده و نه به دليل تغيير در ميزان بيان ژن 

، )F-boxژنوم (گرده  Sشده است كه جهش در اجزاء آلل 
هاي خودسازگار و  منجر به رشد لوله گرده خودي در گونه

 Sporadic self-incompatible(حتي خودسازگار پراكنده 

species( ي اجزاء آلل پروتئينهابنابراين . شود ميS  گرده
خودي را مشابه ريبونوكلئاز  Sهاي  جهش يافته، ريبونوكلئاز

كنند و بنابراين  غيرخودي تشخيص داده، آن را غيرفعال مي
  ). 28(يرد گ رشد لوله گرده خودي به طور كامل انجام مي

 Bravo cool waterي زراعي رقمها Sآلل ريبونوكلئاز 

mix  وBravo purple star : نواحي بسيار متغير پروتئين
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بين نواحي دوم و سوم حفاظت شده قرار  Sريبونوكلئاز 
گرفته كه داراي اجزاي ضروري براي بازشناسي گرده 

باشد، بنابراين استفاده از اين بخش از توالي ريبونوكلئاز،  مي
و همكاران  Dodds). 22(كند  مي به شناسايي آلل آن كمك

را حدود  PC3و  PC1اندازه توالي بين آغازگرهاي ) 1993(
در ). 7(، گزارش كردند cDNAنوكلئوتيد روي  340

 Partial) (جزئي(مطالعات قبلي نيز تعيين توالي غيركامل

sequencing ( به منظور تشخيص نوع آلل ريبونوكلئازS با ،
ه پروتئين ريبونوكلئاز در استفاده از توالي حفاظت شد

 Nicotiana alata )7( ،Solanum chacoenseگياهان 
)22( ،Prunus lannesiana )14 ( وPrunus avium )28 (

  .انجام گرفته است

شامل قطعه تكثير  S-RNaseمكمل  DNAبخشي از توالي 
-Sپروتئين  3و 1شده بين آغازگرهاي توالي حفاظت شده 

RNaseلل ريبونوكلئاز مورد تعيين ، به منظور تشخيص آ
نتايج تعيين توالي نشان داد كه . توالي قرار گرفتند

 درصد 100به طور  Bravo purple starرقم  Sريبونوكلئاز 
. شباهت دارد Petunia hybridaگياه  S3-RNaseبا آلل 

 Bravoدر رقم  Sريبونوكلئاز ) جزئي(تعيين توالي ناكامل 

cool water mix نيز با آلل ،S1  گياهPetunia hybrida 
با استفاده از اين اطلاعات . شباهت داشت درصد  100
براي شناسايي  آللهاتوان از پرايمرهاي اختصاصي اين  مي

در اين گياهان، مطالعه توالي  Sتوالي كامل ريبونوكلئاز 
در  Sو مقايسه با آلل ريبونوكلئاز  Sبازهاي ژن ريبونوكلئاز 

. هاي ديگر استفاده نمود ا گونهي اين گونه يرقمهاساير 
Clarke  توالي كامل ژن ريبونوكلئاز ) 1995(و همكارانS 

شناسايي كرده و بيان كردند  Petunia x hybridaرا در گياه 
جفت باز  1905جفت باز بوده كه  3221كه اين ژن داراي 
جفت باز در  504و  '5انتهاي ) پيرامون(در توالي مجاور 
جفت  118يك اينترون . باشد مي '3ي توالي مجاور انتها

 DNAتوالي  2285و  2168بازي نيز بين بازهاي 
داراي  S1-RNaseپروتئين . قرار گرفته است Sريبونوكلئاز 
آمينواسيد بوده كه  22با  (Signal peptide)پپتيد نشانه 

خروج پروتئين به فضاي خارج سلولي بافت گذر خامه را 
  ).4(شود  باعث مي
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The study of electrophoresis pattern, ribonuclease enzymes 
activity and investigation of S-RNase gene in self- and cross-

pollinated styles of cultivars Petunia hybrida 'Bravo cool water 
mix' and P. hybrida 'Bravo purple star' 

Oloumi H.1, 2, Rezanejad F.2 and Sasan H.A.2 
1 Ecology Dept., Environmental Sciences Institute, International Center for Science, High Technology and 

Environmental Sciences, Mahan, Kerman, I.R. of IRAN 
2 Biology Dept., Shahid Bahounar University, Kerman, I.R. of IRAN 

Abstract 

In Petunia hybrida, Self-incompatibility is controlled by stylar glycoproteins. These 
glycoproteins could be able to recognize and reject self-pollen. These proteins have 
ribonuclease activity. In this study, the activity and isoenzyme pattern of S-RNases in 
self and cross-pollinated styles of Bravo purple star (self-incompatible) and Bravo cool 
water mix (self-compatible) were investigated (spectrophotometically and PAGE 
electrophoresis, respectively). The expression intensity of S-RNase was also studied in 
self- and cross-pollinated styles. Because of the importance of S allele in self-
incompatibility interactions, the S-allele was identified in both cultivars. Self-pollinated 
styles of Bravo purple star showed the highest activity of RNases. Different isoenzyme 
pattern of S-RNases was found in the styles of two cultivars. The results showed that S-
RNase is expressed in both self- and cross-pollinated styles of both cultivars. But, the 
highest expression was observed in self-pollinated styles of Bravo purple star (self-
incompatible). By the comparison of DNA sequencing of S-RNase in Bravo purple star 
to other identified S-RNases, it was found 100% identity of this cultivar S allele to S3-
RNase in Petunia hybrida sub species inflate,. There was 100% identity between 
nucleotide sequence of S-RNase in Bravo cool water mix and allele S1-RNase in 
Petunia hybrida. 

Keywords: cross-pollination, gene expression, Petunia hybrida, self-pollination, S-
RNase, self-incompatibility 
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