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  در گياهان تراريخت  توتون Rd29Aسازي و ارزيابي فعاليت پيشبر القايي همسانه
  حقيقت وكيليان و *حسن رهنما

  پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي ايرانكرج، 

  15/5/91 :تاريخ پذيرش    3/11/90: تاريخ دريافت

  چكيده

 Arabidopsis thalianaو با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي از گياه ) PCR(واكنش زنجيري پليمراز  به وسيله Rd29Aپيشبر 
سازه اخير به همراه . ساخته شد gusبه ژن  RD29Aبا اتصال توالي  pBI-RD-GUSناقل دوگانه بياني . سازي شدهمسانه

pBI121  با استفاده ازAgrobacterium tumefaciens ارزيابيهاي . براي تراريختي گياه توتون مورد استفاده قرار گرفت
تيمارهاي  تأثير. نمود تأييدرا  CamV35Sو  Rd29Aتحت پيشبرهاي  gusژن  مولكولي گياهان تراريخته توتون حضور و فعاليت

برخلاف پيشبر  Rd29Aنشان داد كه اين پيشبر ) ABA(و آبسزيك اسيد ) PEG(، خشكي )NaCl(مختلف تنشي مانند شوري 
 نشان دهنده ABAوسط ت Rd29Aپذيري پيشبر القاء  .شودميالقاء  تنها تحت اثر تنشهاي غيرزيستي CaMV35Sهميشه فعال 

ژنهاي مقاومت به دائمي  با توجه به اينكه بيان. باشدنقش سيگنالي اين ماده در مسير ترارساني علامتي تنشهاي غيرزيستي مي
شود، بنابراين پيشبر القايي در بسياري از موارد مانع رشد طبيعي گياهان تراريخته مي CaMV35Sتنش تحت كنترل پيشبر 

Rd29A جايگزيني مناسب براي تراريختي گياهان متحمل به تنش باشدتواند مي.  

   Rd29Aپيشبر القايي، تراريختي، تنش غير زيستي، توتون،: كليدي واژه هاي

  hrahnama@abrii.ac.ir  :پست الكترونيكي،  026-2703536: تلفن ،نويسنده مسئول* 

  مقدمه
خشكي، شوري و دماي پايين سه عامل محيطي مهمي 

به  .نمايدتوليد گياه را محدود ميهستند كه رشد و نمو و 
اي از پاسخهاي كلي تنشهاي غيرزيستي مجموعه طور

نمايند ميالقاء  بيوشيميايي، فيزيولوژيكي و نموي را در گياه
  ). 10، 2، 1(شوند كه باعث كاهش خسارت به گياه مي

مهندسي ژنتيك، امكان  به ويژهفناوري و با پيشرفت زيست
به تنشهاي غيرزيستي چشم اندازي  افزايش مقاومت گياهان

هاي مهم يكي از جنبه. اميد بخش به همراه داشته است
. باشدفناوري تراريختي گياهان بيان كنترل شده تراژنها مي

در بالادست ژنها هستند كه  DNAپيشبرها بخشي از توالي 
. يي و چگونگي بيان آنها دارندآنقش مستقيمي در كار

، القايي دائميكلي در سه دسته  طوربه  توانپيشبرها را مي
  . و اختصاصي بافت قرار داد

ين پيشبرهايي كه براي توليد گياهان مهم تراز جمله 
تراريخته متحمل به تنشهاي غيرزيستي استفاده شده است 

، و اكتين اشاره 1كوتين، يوبيCaMV35Sتوان به پيشبر مي
افتها و اين پيشبرها هميشه فعال بوده و در تمامي ب. نمود

به عنوان . شوندشرايط با قدرت بالايي باعث بيان ژن مي
مثال، در مواردي كه ضروري است ميزان بيان تراژن بالا 

استفاده از يك پيشبر قوي مانند ) LEA3Aمانند (باشد 
CaMV35S اجتناب ناپذير خواهد بود .  

) 17(مولكولهايي مانند ترهالوز دائمي  با اين وجود، توليد
باعث رشد غيرطبيعي گياه در شرايط ) 4(ها آمينيا پلي 

همچنين، توليد اين دسته از تركيبات . شودطبيعي مي
. بر و گران باشدتواند از نظر متابوليكي براي گياه هزينه مي

شونده با تنش القاء  در چنين شرايطي، استفاده از يك پيشبر
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مطالعات انجام شده در گياهان . بسيار مطلوب خواهد بود
نشان داده است كه ژنهاي متعددي با اين تنشها ارتباط 

. مي شوندالقاء  برخي از اين ژنها تحت شرايط تنشي. دارند
تواند در تنظيم بيان بنابراين استفاده از پيشبر اين ژنها مي

آنچه مسلم . ژن در گياهان تراريخته مورد استفاده قرار گيرد
بايد در غياب عامل آل نه تنها است، يك پيشبر القايي ايده

القايي هيچ گونه بيان ژني را سبب نشود بلكه اين بيان بايد 
  .هم باشددز  پذير و وابسته بهبرگشت

به منظور شناسايي عناصر فعال سيس و ترانس دخيل در 
شونده توسط القاء  بيان ژن، ناحيه تنظيم رونويسي ژنهاي

تر بيش). 19(سرما و خشكي مورد بررسي قرار گرفته است 
شونده توسط تنش داراي يك عنصر فعال القاء  پيشبرهاي

سيس اختصاصي تنش هستند كه توسط يك عامل 
و  rd29Aبراي مثال، . شودرونويسي مناسب شناسايي مي

rd29B  از جمله ژنهاي حساس به تنش هستند اما تحت
پيشبر . شوندميالقاء  محتلفي به صورتشرايط تنشي 

Rd29A  شامل دو عنصرDRE و ABRE خشكي، . است
شود شوري بالا و دماي پايين باعث القاي اين پيشبر مي

 ABREتنها داراي عنصر  Rd29Bدر حالي كه پيشبر ). 21(
فرابيان . باشدمي ABAبوده و القاي آن وابسته به هورمون 

تحت كنترل پيشبر القايي  DREB1Aعامل رونويسي 
Rd29A  نسبت به پيشبرCaMV35S اه رشد باعث شد كه گي

  ).   10(و فنوتيپ ظاهري بهتري داشته باشد 

، Arabidopsis thalianaنه تنها در  Rd29Aپيشبر القايي 
بلكه ) 20، 7(توتون و گندم مورد مطالعه قرار گرفته است 

به سيب زميني هم  gusمتصل به ژن گزارشگر  به صورت
در اين پژوهش، فعاليت القايي ). 24(منتقل شده است 

سازي از گياه آرابيدوپسيس پس از همسانه Rd29Aپيشبر 
  .  در گياه توتون مورد بررسي قرار گرفته است

  مواد و روشها

 DNAتوالي :  pBI-RD-GUS ساخت ناقل پلاسميد
 //:http(از بانك ژن  Rd29Aپيشبر 

www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi  ( و با شماره
 به دستمربوط به گياه آرابيدوپسيس  Ay577523دسترسي 

براساس اين توالي آغازگرهاي اختصاصي اين پيشبر . آمد
)F-Rd: 5´-AAG CTT GCC ATA GAG CAT TTC 

AA-3´   وR-Rd: 5´-TCC AGA TTC CAA AGA TTT 

TTC T-3´ ( جفت باز  910براي تكثير قطعه اي به طول
ژنومي به  DNAبراي استخراج . طراحي و ساخته شد

از برگهاي گياه آرابيدوپسيس استفاده ) 6(روش دلاپورتا 
الگو جهت  به عنواناستخراج شده  DNAاز . شد

واكنش زنجيري پليمراز  به وسيله Rd29Aجداسازي پيشبر 
)PCR (و با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي استفاده شد .

براي درجه سانتي گراد  94دماي  از PCRبراي انجام 
در . دقيقه استفاده گرديد 4سازي اوليه به مدت واسرشت

سازي واسرشت: چرخه با شرايط زير انتخاب شد 35ادامه 
؛ اتصال يك دقيقه درجه سانتي گراد 94يك دقيقه در دماي 

و بسط دو دقيقه در دماي  درجه سانتي گراد 53در دماي 
دقيقه اضافه براي بسط  4پايان ؛ در درجه سانتي گراد 72

  .  در نظر گرفته شد درجه سانتي گراد 72نهايي در 

 T/Aدر ناقل  Rd29Aًسازي پيشبر پس از تكثير، همسانه
 #pTZ57R/T) (InsTAcloneTM PCR Cloning Kitناقل (

K1214, Fermentas (به منظور همسانه . صورت گرفت
تدا با استفاده ، ابpBI121در پلاسميد  Rd29Aسازي پيشبر 

از ناقل  Rd29Aپيشبر  HindIIIو  XbaIاز آنزيمهاي برشي 
در  CaMV35Sكلونينگ جدا شده و جايگزين پيشبر 

جهت ). 18(قرار گفت  pBI121پلاسميد  gusبالادست ژن 
با  PCR آزمون pBI121 الحاق پيشبر در پلاسميد تأييد

و هضم آنزيمي توسط  Rd29Aآغازگرهاي اختصاصي 
 تأييدپس از . انجام شد  HindIIIو XbaIهاي برشي آنزيم

نامگذاري  pBI-RD-GUSنهايي سازه نوتركيب حاصل كه 
، انتقال اين پلاسميد به باكتري )1شكل (شد 

Agrobacterium tumefaciens سلولهاي . انجام گرفت
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به روش  A. tumefaciensباكتري  AGLO1مستعد سويه 
و در محيط كشت ) 18(ذوب و انجماد تراريخت گرديدند 

 75(و ريفامپسين ) mg/l 50(جامد حاوي كانامايسين 

mg/l ( روز  3تا  2به مدت  درجه سانتي گراد 28در دماي
تراريختي اگروباكتريوم با استفاده  تأييد. كلنيها ظاهر شدند

انجام  Rd29Aبا آغازگرهاي اختصاصي  PCRاز آزمونهاي 
به عنوان  pBI121د از اگروباكتريوم حاوي پلاسمي. گرديد

 .كنترل در تراريختي استفاده شد

يي پيشبر آجهت ارزيابي كار:  تراريختي گياه توتون
Rd29A  كاست ژنيpBI-RD-GUS  براي تراريختي گياه
به منظور . مورد استفاده قرار گرفت) Xantiرقم (توتون 

از  CaMV35S دائميبا پيشبر  Rd29Aمقايسه پيشبر القايي 
تراريختي . به عنوان كنترل استفاده شد pBI121ناقل دوگانه 

. انجام شد) 8(و همكاران  Horchگياه توتون با روش 
بدين منظور قطعات جداكشت برگي گياه توتون با كشت 
سوسپانسيون سلولي شبانه سويه هاي اگروباكتريومي حاوي 

قطعات . آلوده شد pBI121و  pBI-RD-GUSپلاسميدهاي 
) 14(جامد  MSبه محيط  جداكشت برگي آلوده شده

ميلي گرم در ليتر  BAP ،1/0ليتر /ميلي گرم 2حاوي 
NAA ،30 ساعت  48بعد از . ليتر ساكارز كشت شد/گرم

حاوي هورمونهاي  MSهم كشتي نمونه ها به محيط كشت 
ليتر و / ميلي گرم 100گر كانامايسين  فوق و عامل گزينش

براي حذف (ليتر / ميلي گرم 250آنتي بيوتيك سفوتاكسيم 
ها در شرايط نمونه. منتقل شدند) آلودگي اگروباكتريومي

و دوره  سانتي گراد درجه 25دماي  ،لوكس 4000نوري 
پس از ظهور . هفته قرار گرفتند 3ساعت به مدت  16نوري 

هايي كه به اندازه كافي رشد كرده ساقه ،اندامهاي هوايي
 2همراه  به MS 1/2زايي شامل محيط بودند به محيط ريشه

-و آنتي) IBA(گرم در ليتر اندول بوتيريك اسيد ميلي

   .بيوتيكهاي كانامايسين و سفوتاكسيم منتقل شدند

دار شده در محيط حاوي آنتي بيوتيك هاي ريشه نمونه
پيت و  ،پرليت، با تركيب خاكي ماسه(كانامايسين به گلدان 

درصد و  5 ، درصد 40 ،درصد 40ي نسبتهاورميكوليت به 
  . منتقل شدند) درصد 15

براي اثبات  :PCRآناليز : آناليز مولكولي گياهان تراريخته
حضور ژنهاي منتقل شده به گياه توتون پس از استخراج 

DNA  از روش ) 18(از گياهانPCR  به كمك آغازگرهاي
-F( gusژنهاي  ،)قبلا ذكر شد( Rd29Aاختصاصي پيشبر 

gus: 5´-GGT GGG AAA GCG AGA CGA-3´ وR-

gus: 5´-ACC TAA GGC CGT ATC AAT-3´ ( وnptII 
)F-nptII:5´-GAA CAA GAT GGA TTG CAC GC-3´ 

-R-nptII:5´-GAA GAA CTC GTC AAG AAG GCو 

ها در شرايط در همه نمونه PCRانجام  .استفاده شد) ´3
سازي اوليه به براي واسرشتدرجه سانتي گراد  94دماي 
سازي مرحله واسرشت چرخه شامل 35و  ،دقيقه 4مدت 

، مرحله اتصال درجه سانتي گراد 94يك دقيقه در دماي 
و مرحله بسط  درجه سانتي گراد 60يك دقيقه در دماي 
 4و در پايان درجه سانتي گراد  72يك دقيقه در دماي 

در درجه سانتي گراد  72دقيقه اضافه براي بسط نهايي در 
شده بر روي ژل هاي تكثير در نهايت نمونه. نظر گرفته شد

آگارز الكتروفورز شده و آناليز باندها پس از عكسبرداري 
  . انجام شد

در گياهان توتون تحت  gusروش ارزيابي بيان ژن 
با استفاده از  gusبه منظور بررسي بيان ژن : شرايط تنش
و  CaMV35S دائميو همچنين پيشبر  Rd29Aپيشبر القايي 

نشي، گياهان نقش اين پيشبرها در شرايط مختلف ت
-و Rd29A-GUSهاي ژني تراريخته توتون حاوي سازه

GUS CaMV35S  تحت تيمارهاي تنشي مختلف قرار
هاي برگي به پس از انجام تيمارهاي مختلف نمونه. گرفتند

در تيوبهاي حاوي  gusايي ژن يمنظور ارزيابي هيستوشيم
 ساعت در دماي 36-38براي  X-Glucآميزي محلول رنگ

 70قرار داده گرفته و سپس در الكل سانتي گراد درجه  37
   ).9( شسته شدند  درصد
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  گياه توتونمورد استفاده در تراريختي  pBI-RD-GUS سازه نوتركيب  - 1شكل 

 
صفر،  NaCl (ي مختلف ازغلظتها:  NaClتنش شوري 

تهيه گرديد و  MSدر محيط پايه mM ) 300و 200، 100
 6و شاهد به مدت  تراريختهاه قسمتي از بافت برگي گي

ساعت در اين محلول جهت اعمال تيمار شوري در دماي 
بيان  GUSبا آزمون هيستوشيميايي . ور گرديد اتاق غوطه

  .مورد بررسي قرار گرفت gusژن 

و  10 ،20( PEGتيمارهاي : )(PEGتيمار تنش خشكي 
تهيه گرديد و قسمتي از  MSدر محيط پايه ) درصد 30

ساعت در  6گياهان تراريخته و شاهد به مدت  بافت برگي
اين محلول جهت اعمال تيمار خشكي در دماي اتاق 

راي ب GUSاز آزمون هيستوشيميايي . ور گرديد غوطه
   .پذيري پيشبرها استفاده شدالقاء  بررسي

 100كه حاوي  MSاي از محيط  محلول پايه:  ABAتنش 
طعات بود تهيه گرديد سپس ق M)µ ( ABAميكرومول 

و  Rd29A-GUSتازه برگي از گياهان تراريخته با ژن 
CaMV35S-GUS  ساعت  6در اين محلول به مدت

پذيري پيشبر القاء  ور گرديده و سپس جهت بررسيغوطه
  .انجام شد GUSآزمون هيستوشيميايي 

  نتايج
 Rd29Aپيشبر :  pBI-RD-GUS ساخت حامل پلاسميدي

 PCRده از روش از ژنوم گياه آرابيدوپسيس با استفا
 CaMV35Sجداسازي گرديده و در نهايت جايگزين پيشبر 

با استفاده از . )1شكل (وارد شد  pBI121در ناقل دوگانه 
آناليزهاي مختلف از جمله هضم آنزيمي با آنزيمهاي 

HindIII - XbaI ) جهت جداسازي پيشبرRd29A ( و 

XbaI-EcoRI ) جهت جداسازي ژنgus( ، حضور پيشبر و
شد  تأييد pBI-RD-GUSنوتركيب در سازه جديد  gusژن 

  ). 2و  1شكل (

  

  

  

  

  

تكثير  -الف. pBI-RD-GUSسازه ژني  تأييدسازي و همسانه: 2شكل 
نشانگر وزن  -1(از آرابيدوپسيس  Rd29Aجفت بازي  910پيشبر 

قطعات تكثيرشده حاصل از چند :  kb ladder ،2-6 1مولكولي 
با استفاده از  pBI-RD-GUSنوتركيب هضم ناقل  -ب). PCRمحصول 

 -kb ladder ،2 1نشانگر وزن مولكولي  -1(آنزيمهاي محدود كننده 
جدا  gusژن  -HindIII-XbaI ،3جدا شده با دو آنزيم  Rd29Aپيشبر 

  ).XbaI-EcoRIشده با دو آنزيم 
گياه توتون به عنوان گياه : توليد گياهان تراريخته توتون

حاوي  AGLO1روباكتريوم سويه مدل با استفاده از آگ
پس از تلقيح . تلقيح شد pBI-RD-GUSو pBI121وكتور 

حاوي  MSها جهت باززايي به محيط  ريزنمونه
هاي باززايي و عامل انتخابگر كانامايسين منتقل  هورمون
هاي باززا شده پس از  نمونه). الف - 3شكل (شدند 
 - 3شكل (زايي حاوي كانامايسين  زايي در محيط ريشه ريشه
  ).ج - 3شكل (به گلدان منتقل شدند ) ب

  

6   5  4   3   2     1    1   2     3  

 ب الف

RB 

HindIII

Rd29A P- nos nptII T- nos 

LB 

XbaI EcoRI 

Gus T-nos  
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مرحله  -زايي در محيط حاوي كانامايسين جمرحله ريشه -مرحله باززايي در محيط انتخابي ب -الف. مراحل توليد گياهان تراريخت توتون -3شكل 
  انتقال به گلدان

 
  

  

  

 

 

نشانگر وزن مولكولي،  -1(در گياهان تراريخت  gusحضور ژن  تأييد -الف. PCRش آزمون مولكولي گياهان توتون تراريخت احتمالي با رو -4شكل 
 -1( nptIIحضور ژن  تأييد -ب). گياه تراريخت احتمالي 5-9، ) پلاسميد(كنترل مثبت  -4، )گياه غيرتراريخت(كنترل منفي  -3، )آب(كنترل منفي  -2

 -ج). نشانگر وزن مولكولي -9گياهان تراريخت احتمالي،  -4-8، )گياه غيرتراريخت(منفي كنترل  -3، )پلاسميد(كنترل مثبت  -2، )آب(كنترل منفي 
 -7گياهان تراريخت احتمالي،  -4-6، )پلاسميد(كنترل مثبت  -3، )گياه تراريخت(كنترل منفي  -2، )آب(كنترل منفي  - Rd29A )1حضور پيشبر  تأييد

  )آلمان Rocheشركت  kb 1نشانگر وزن مولكولي 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  تحت كنترل پيشبرهاي مختلف gusبر بيان ژن ) NaCl( شوري اثر تيمارهاي -5 شكل

 جب الف

1   2    3     4    5    6      1    2   3      4       5      6       7 

 ج

١      2   3    4    5   6   7  8   9  

gus (480 bp)  

 الف

1    2   3  4   5  6   7  8   9 

 ب

 mM (NaCl) 300تيمار شوري
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  هاي برگي گياهان تراريخت توتونبر نمونه )PEG(اثر تيمارهاي مختلف خشكي  -6شكل 

 
 
 
 
  

  

  

 Rd29Aدر گياهان تراريخته حاوي پيشبر  ABAميكرومولار  100تيمار  تأثير. تحت كنترل پيشبرهاي مختلف gusبر بيان ژن  ABAاثر تيمار  -7شكل 
 ).ب( CaMV35Sو پيشبر ) الف(

انجام آناليزهاي : آناليز مولكولي گياهان تراريخت توتون
هاي مولكولي بر روي گياهان تراريخت توتون حاوي سازه

با استفاده از روش  CaMV35S-GUSو  RD-GUSژني 
PCR  به جفت باز  500و  480و ظهور قطعاتي به طول
در تمامي  nptIIو  gusحاكي از حضور ژنهاي  ترتيب

بررسي ). الف و ب -4شكل (لاينهاي تراريخت بود 
در گياهان تراريخت حاوي سازه  Rd29Aحضور پيشبر 
Rd29A-GUS  با استفاده از روشPCR  و توليد قطعه اي

جفت باز هم نشان داد كه اين پيشبر در  910به طول 
  )ج - 4شكل (يخته مورد نظر وجود دارد گياهان ترار

به منظور : ارزيابي عملكر پيشبرها تحت تيمارهاي تنشي
و همچنين  Rd29Aتحت پيشبر القايي  gusبررسي بيان ژن 

اين گياهان  ،در گياهان تراريخت توتون CaMV35Sپيشبر 
در آنها  gusتحت تيمارهاي تنشي قرار گرفته و بيان ژن 

  . مورد بررسي قرار گرفت

 300و NaCl 0 ،100 ،200 (غلظتهاي مختلف تأثيربررسي 
در گياهان تراريخت و شاهد نشان داد كه با ) ميلي مولار

ي حاوي بافتهادر  gusميزان بيان ژن  NaClافزايش ميزان 
Rd29A-GUS افزايش يافت كه نشان دهنده اين موضوع ،

ب الف
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تحت شرايط تيمار شوري باعث  Rd29Aباشد كه پيشبر  مي
شود و اينكه در  يا القاي بيشتر آن مي gusژن يش بيان افزا

با افزايش غلظت  GUS-CaMV35Sگياهان تراريخته 
NaCl  تغييري در ميزان بيان ژنgus  صورت نگرفت كه

تيمار شوري در  تحت CaMV35S  دهد پيشبرنشان مي
  ).5شكل (نقشي ندارد   gusو بيان ژن القاء  افزايش

نشان داد كه با  GUSايي همچنين آزمون هيستوشيمي
 37 ساعت تيمار در دماي 6بعد از  PEGافزايش غلظت 

) پذيري ميزان رنگ( gusميزان بيان ژن درجه سانتي گراد 
بودند افزايش قابل  Rd29A-GUSيي كه حاوي بافتهادر 

در حالي كه در گياهان حاوي ژن . اي ديده شد ملاحظه
CaMV35S-GUS  با افزايش درصدPEG نداني در تغيير چ

 تيمارتوان نتيجه گرفت  مي. افتد اتفاق نمي gusبيان ژن 
خشكي يكي از عوامل تنشي مهم است كه با القاي پيشبر 

Rd29A   سبب بيان بيشتر ژنgus 6شكل (شود  مي.(   

آبسزيك اسيد به عنوان يك علامت در مسير :  ABAتنش 
نتايج حاصل از . )23(پيام رساني خشكي عمل مي كند 

نشان داد  gusبر القاپذيري و بيان ژن  ABA تأثيري بررس
و  Rd29Aپيشبر  يالقا به عنوان يك عامل باعث ABA كه

درصورتي كه در بيان . شود مي gusدر نتيجه بيان بيشتر ژن 
شكل (تغيير چنداني ندارد  CaMV35Sتحت پيشبر  gusژن 

7(.  

  بحث
عناصر تنظيمي در سطح  ينمهم ترپيشبر ژن يكي از 

رونويسي است كه بيان زماني و مكاني ژن را تحت كنترل 
اين عناصر از عوامل كليدي در بيان ژنهاي . خود دارد

). 25و 21(شوند خارجي در گياهان تراريخت محسوب مي
تحقيقات زيادي در زمينه تنظيم بيان ژن در گياهان عالي بر 

شونده القاء  نهايروي ژنهاي تنظيم شونده توسط نور، ژ
توسط هورمونها و ژنهاي حساس به تنش صورت گرفته 

شونده توسط تنشهاي القاء  در اين ميان پيشبر). 11(است 

ترين پيشبرها يكي از شاخص) Rd29A(غيرزيستي 
شود كه توجه زيادي براي توليد گياهان محسوب مي

تراريخت مقاوم به تنشهاي غيرزنده را به خود جلب نموده 
-وردهآكه ذكر شد، در مورد بسياري از فر همان گونه. است

مانند ترهالوز، پلي (ها هاي تراژني مانند سنتز اسموليت
كه فشار ...) بتايين و  -ها، مانيتول، سوربيتول، گليسينآمين

كند، رشد متابوليكي و انرژيايي زيادي را به گياه تحميل مي
اين تركيبات . شودگياه در برخي از موارد دچار اختلال مي

در اغلب موارد براي ارتقاي تحمل گياهان تراريخت با 
بديهي . گيرندتنشهاي غيرزيستي مورد استفاده قرار مي

است زماني كه گياه تحت تنش قرار ندارد سنتز اين 
القاي . تركيبات توسط گياه چندان ضرورتي نخواهد داشت

ش تواند ضمن كاهسنتز آنها در زمان مواجه با تنش مي
هزينه انرژي گياه و جلوگيري از اختلال در رشد طبيعي 
آن، شرايط لازم براي افزايش مقاومت به تنش را در گياه 

در چنين مواردي بهتر است از يك پيشبر . فراهم آورد
  ).3(استفاده شود  Rd29Aالقايي مانند 

سازي و فعاليت پيشبر القايي در اين مطالعه، همسانه
Rd29A تراريخت مورد مطالعه قرار گرفت در گياه توتون .

در  ABAوجود عناصر فعال سيس حساس به تنش يا 
پذيري آن تحت القاء  هاي اصلي برايپيشبر يكي از نشانه

به اين معني نيست كه وقتي  اًتنش است اما اين امر لزوم
شود باز هم اين پيشبر به ناحيه رمزكننده يك ژن متصل مي

- لازم است ابتدا پيشبر همسانهبنابراين ). 15(عمل نمايد 

متصل به يك ژن گزارشگر در يك  به صورتسازي شده 
بدين منظور در اين . گياه مدل مورد آزمايش قرار گيرد

از گياه  Rd29Aسازي پيشبر پژوهش پس از همسانه
 gusآرابيدوپسيس، عملكرد آن در بيان القايي ژن گزارشگر 

  . قرار گرفتدر گياهان تراريخت توتون مورد مطالعه 

نتاج حاصل از مطالعه اخير نشان داد كه وقتي گياهان 
-تراريخت توتون تحت تنش شوري و خشكي قرار مي

از طرف ديگر با . شودميالقاء  در آنها gusگيرند بيان ژن 

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 1392، 4، شماره 26جلد                                                                           )يست شناسي ايرانمجله ز(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

487 

. گرددهم تشديد مي gusافزايش ميزان تنش، ميزان بيان ژن 
ي كه در در گياهان تراريخت توتون gusدر مقابل بيان ژن 

براي كنترل بيان ژن استفاده  CaMV35S دائميآن از پيشبر 
شده چه در غياب تنش و چه در حضور تنش همواره 

نهايي ضروري است  تأييدهرچند براي . گيردصورت مي
كمي بررسي شود ولي مطالعات  به صورتكه بيان ژن 

غلظت (چشمي هم نشان داد كه با افزايش ميزان تنش 
ميزان بيان ژن هم افزايش ) لن گليكولنمك يا پلي اتي

پيشبر دز  پذيري وابسته بهالقاء  بنابراين ويژگي. يابد مي
Rd29A تواند اهميت زيادي در توليد گياهان تراريخت مي

نتايج حاصل از . مقاوم به تنشهاي غيرزيستي داشته باشد
در گياهان  gusبر بيان ژن  ABAبررسي اثر تيمار هورموني 

 ABAهورمون  تأثيرون نشان داد كه تحت تراريخت توت
القاء  Rd29Aدر گياهان تراريخته حاوي پيشبر  gusبيان ژن 

  .گرددمي

به عنوان يك علامت يا  ABAكه ذكر شد  همان گونه
سيگنال در گياهاني كه تحت تنش خشكي قرار دارند عمل 

در تنظيم بيان ژنهايي است كه  ABAنقش اصلي  .كندمي
گيرند و حت شرايط تنش اسمزي قرار ميدر داخل سلول ت

در نهايت باعث تنظيم شرايط اسمزي و تعادل آبي در 
   .)5( شودسلولهاي محافظ سلول مي

 cisحاوي حداقل دو نوع از عناصر فعال  Rd29Aپيشبر 
آبي، توسط كم rd29A ژن يباشد كه در مسير القامي

اصر يكي از اين عن. استشوري بالا و دماي پايين درگير 
DRE كه در شرايط تنش دماي پايين شوري و  است

 حاوي سه موتيف  Rd29Aپيشبر . كندخشكي عمل مي

DREتظاهر ژن وابسته به . است عملكرديDREB1 ه ب
در شروع   DREB1وسيله دماي پايين و تجمع پروتئينهاي

. )13( نقش دارد DRE ،rd29Aالقاء تظاهر ژن وابسته به 
DRE روي ) دقيقه 20(رصت چنين در اولين فهم
 تأثير rd29Aآبي و شوري در دهي به تنش كم پاسخ
  .گذارد مي

تحت شرايط شوري بالا و خشكي  DREB2پروتئينهاي 
وابسته به  rd29Aفعال شده سپس باعث فعال شدن ژن 

DRE شوندمي .ABA يند سريع، هيچ نقشي آدر اين فر
كم در يك ساعت اوليه  ABAندارد به طوري كه بيوسنتز 
 ABREفعال  cisعنصر ديگر . آبي مشاهده نشده است

بعد از  rd29Aآهسته و ثانويه  ياين عنصر در القا. باشد مي
آبي و شوري بالا نقش تحت شرايط تنش كم ABAتجمع 

تحت شرايط تنش شوري بالا  ABAبيوسنتز . كند ايفاء مي
 ABAافتد و تجمع  ساعت اتفاق مي 2و كم آبي بعد از 

تظاهر ژنهاي  ).12( شودمي rd29Aبيان ژن  يباعث القا
ABRE شود و ميالقاء  به وسيله تنشهاي شوري و خشكي

هاي تجمع يافته مانند فعال كننده AREBسپس پروتئينها 
عمل  ABAوابسته به  rd29Aبردار در تظاهر ژنهاي نسخه
به علاوه برهمكنش بين سيستمهاي تنظيمي . كنند مي

DREB/DRE  وAREB/ABRE  براي تظاهر آرامrd29A  در
خارجي ضروري  ABAشرايط خشك و شوري بالا و 

اين تركيبات عمومي ممكن است به عنوان عوامل . باشد مي
افزايشي واسطه باشند كه بين تنشهاي اسمزي و پاسخ به هم

ABA كند كه بر  اين مطالعات پيشنهاد مي. عمل كنند
 ABAا در تظاهر ژنهايي كه ب AREBبا  DREBهمكنش 
 ءشوند در بافتهاي رويشي تحت تنش نقش ايفاالقاء مي

در  ABREبنابراين با توجه به حضور عنصر ). 22( كندمي
رسد تنش خشكي و شوري به نظر ميه ب Rd29Aپيشبر 

احتمال زياد با استفاده از اين سيگنال در القاي پيشبر عمل 
   .كنندمي

) 22(اران و همك Xiongدر آزمايشهاي انجام شده توسط 
مورد  lucهمزمان تنشهاي غيرزيستي بر روي بيان ژن  تأثير

تحت  lucاين محققان با انتقال ژن . بررسي قرار گرفت
به گياه آرابيدوپسيس مشاهده كردند  Rd29Aكنترل پيشبر 

تنش ) گراددرجه سانتي 22(كه در شرايط دماي طبيعي 
. دارد lucاثر هم افزايي بر بيان ژن  ABAاسمزي و 

در بيان  Rd29Aبا  CaMV35Sهمچنين، جايگزيني پيشبر 
نشان داد كه اين پيشبر ضمن اينكه اثرات  DREB1Aژن 
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دهد باعث منفي بر رشد گياه را تا حد زيادي كاهش مي
، 10(شود در شرايط تنشي نيز مي DREB1Aالقاي بيان ژن 

11( .    

Wu  با انتقال ژن ) 21(و همكارانgfp تحت كنترل پيشبر 
Rd29A  به گياه نيشكر نشان دادند كه تحت تيمار حشكي
جفرسون و همكاران . شودميالقاء  در اين گياه gfpبيان ژن 

 CaMV35Sتحت پيشبر  gusنشان دادند كه بيان ژن ) 9(
شود كه اين نتيجه در طي  ميالقاء  تحت هر شرايطي

و همكاران  Renying. پژوهش حاضر هم به دست آمد
جهت انتقال به  Rd29Aتحت پيشبر  BADHاز ژن ) 16(

استفاده ) .Liqudambar formosana L(گياه عنبر سائل 
 BADH نتايج به دست آمده نشان دادند كه ژن . كردند

. شونددر شرايط تنش شوري بيان مي Rd29Aتحت پيشبر 
 Rd29Aو پيشبر  BADHهمچنين در گياهاني كه با ژن 

و ) د ديسموتازسوپراكسي( SODتراريخت شدند فعاليت 
POD )تحت تنش شوري افزايش پيدا ) پراكسيدازها
  . كند مي

 Rd29Aبراساس نتايج حاصل از اين پژوهش پيشبر 
سازي شده از گياه آرابيدوپسيس تحت شرايط همسانه
در تحمل به  مؤثراگر ژنهاي   ،بنابراين. شودميالقاء  تنشي
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Cloning and functional analysis of inducible promoter Rd29A in 
transgenic tobacco plants 

Rahnama H. and Vakilian H. 
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Abstract 

Stress inducible promoters are key elements in development of transgenic abiotic 
resistant plants. Abiotic stress inducible promoter Rd29A was cloned by Polymerase 
chain reaction (PCR) from Arabidopsis thaliana genomic DNA. pBI-RD-GUS binary 
vector constructed by replacing CaMV35S promoter of vector pBI121 by Rd29A. The 
new recombinant vector pBI-RD-GUS as well as pBI121 was transferred to tobacco by 
Agrobacterium tumefaciencs system. PCR and GUS histochemical assay of transgenic 
tobacco plants confirmed transformation events. Stress induciblity of the promoters 
studied by histochemical GUS assay of transgenic leaves under stress conditions. The 
assay showed that promoter Rd29A, in contrast of CaMV35S, induced by dehydration, 
NaCl and ABA. Rd29A induction by ABA confirmed the signaling role of it in stress 
signal transduction pathways. Therefore, if abiotic stress resistance genes are driven by 
rd29A in the transformed plant, the disadvantage, like small figure, low growth rate etc, 
to transgenic plant due to the over-expression of exogenous genes can be greatly 
reduced.  

Key words: Abiotic stress, Inducible Promoter, Nicotiana tabbacum, Rd29A, 
Transformation 
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