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 گيكنند و مطالعه نقش تنظيم (Petunia×hybrida)در گياه اطلسي  ein2بررسي بيان ژن 
 آن در مسير انتقال پيام اتيلن

  3و جولي گري 1احمدي شهرياري... ، فرج ا2بهرامي ، احمدرضا*،1امين ميرشمسي كاخكي
  گياهي نژادي گروه بيوتكنولوژي و به ،، دانشكده كشاورزيمشهد دانشگاه فردوسيمشهد،  1

  شناسي گروه زيست ، دانشكده علوم،دانشگاه فردوسي مشهدمشهد،  2
  گروه بيولوژي مولكولي و بيوتكنولوژي، دانشگاه شفيلد، انگلستان 3

  28/9/91 :تاريخ پذيرش    16/9/89: تاريخ دريافت

  چكيده

زني بذور، گلدهي، ريزش اندامها، تشكيل  هاي گياهي را نظير رشد، جوانهفرآيند اي از هورمون گياهي اتيلن طيف گسترده
 پيري بافت گل يكي از. كند توسعه بافت برگ، رسيدگي ميوه و پيري بافت برگ بعد از لقاح را تنظيم مي هاي جانبي، ريشه
زاد اتيلن در گلها، يك نقش  افزايش كليماكتريك مقادير درون. كند هاي تكاملي است كه اتيلن در آن نقش كليدي بازي ميفرآيند

تكوين زمان دهي به اتيلن در  تغيير در پاسخ. باشد دارا ميهاي زايشي تنظيمي در حوادث متعاقب منجر به مرگ در برخي بافت
گردد، كه بخش اصلي مجموعه حوادث منجر به پيري بافت زايشي را  گري مي با تغيير در مسير انتقال پيام ميانجي عمدتاًگياه، 

نشان داده كه اين امر بيانگر نقش  مطالعات اخيردر را عدم حساسيت به اتيلن  ein2موتاسيون غير كاركردي . شود شامل مي
كننده مثبت نقشي محوري در مسير انتقال  عنوان يك تنظيم به ein2از آنجايي كه . در مسير انتقال پيام اتيلن است ein2ضروري 
. ر گرفتمورد بررسي قرا گياه اطلسي در بافتهاي رويشي و زايشي كند، در مطالعه حاضر الگوي بيان اين ژن مي ايفاء پيام اتيلن

كلاله و +گياهي حضور داشته، و بيشترين سطح بيان ژن در خامه مختلف در بافتهاي ein2آناليز بيان ژن نشان داد كه رونوشتهاي 
افشاني، قندها، اسيد آبسيزيك،  همچنين آناليز بيان ژن با هدف بررسي نقش فاكتورهايي مانند گرده. تخمدان قابل مشاهده است

ACC فرآيند نتايج نشان داد كه قند گلوكز يك نقش مهم در تنظيم. و انتقال پيام اتيلن در اطلسي انجام شد در مسير بيوسنتز 
هاي فرآيند در بسياري از ein2كه  دهنده اين واقعيت است در مجموع نتايج نشان. دكن پيري مرتبط با اتيلن در بافت گل بازي مي

  .باشد اثرات متقابل ميداراي  ABAهاي رشد نظير  كننده و با برخي تنظيم تكوين گياه نقش اساسي داشتهزمان فيزيولوژيك در 

  . مسير انتقال پيام، گرده افشاني، پيري بافت گل، اتيلن، ein2  :ي كليديها واژه

  mirshamsi@ferdowsi.um.ac.ir :الكترونيكي  پست ، 051187956160-20: نويسنده مسئول، تلفن *

  مقدمه
ربني ساده گازي است كه در اتيلن يك مولكول دوك

). 2(و رشد گياه دخالت دارد  تكوينيهاي  بسياري از جنبه
 نآي است كه اتيلن نقش كليدي در فرآيند پيري بافت گل

در بسياري از محصولات با ارزش به لحاظ . كند مي ايفاء
 سنتز اتيلن در پاسخ به تنشهاي مختلف واقتصادي، 

زمان همچنين در . شود مي القاء تكوينيهاي فرآيند

افشاني در گياهان كليماتريك يك افزايش سريع در  گرده
هاي مرتبط فرآيند شود كه بسياري از سنتز اتيلن مشاهده مي

  ). 7( كند با پيري و مرگ سلولي را در گياهان هماهنگ مي

هاي گياهي نشان داده كه مسير  مطالعه بسياري از گونه
محافظت شده  كاملاًن بيوسنتز، دريافت و انتقال پيام اتيل

تنظيمي مناسب در طول  سازوكارهايبوده و با واسطه 
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تا به امروز . شوند چرخه زندگي گياه به دقت تنظيم مي
نشان داده كه عوامل مختلفي داراي نقش تنظيمي  بررسيها
با اين . باشند شده توسط اتيلن مي القاء پيري فرآيند روي

ت شده است اما حال اگرچه وجود اين نقش تنظيمي اثبا
پيري در بافت  فرآيند عمل اين فاكتورها درسازوكار 
افشاني  بعد از گردهويژه  بهي زايشي گل اندامهاگلبرگ يا 

مورد مطالعه قرار نگرفته و هنوز به درستي روشن نشده 
 منجر به شناسايي و مطالعات مولكولي اخيربررسي  .است

ر در ي درگيژنها تعدادي از تنظيمسازوكار و درك 
واكنشهاي متقابل بين اتيلن با مسير انتقال پيام ساير 

 ABA )5 ،16، 17، 32 ،قندهانظير  ييو فاكتورها هورمونها
 و )43و  11 ،9( ، سيتوكنين)52و  42، 6( ، اكسين)36و 

  . گرديده است) 55(نور 

ويژه  بههاي آرابيدوپسيس  مطالعات ژنتيكي موتانت
 ،etr1 ،etr2ه رسپتورهاي ك همطالعات اپيستازي نشان داد

ein4 به همراه همولوگ آنها يعني ،ers1 ،ers2  بالادست ژن
ctr1  و بعكسein2 ، ein3 ،ein5  وein6 دست  در پايين

آناليز دقيق  ).41( كنند عمل مي ctr1مسير انتقال پيام و ژن 
تعيين خصوصيات  و جداسازي به علاوهها،  اين موتانت

ل حاضر يك ديد كلي از ي مربوطه در حاژنها برخي
ماهيت پيچيده مسير انتقال پيام اتيلن در گياهان فراهم 

عقيده بر اين است كه رسپتورهاي اتيلن در . نموده است
عنوان يك كايناز  به ctr1يك مسير پيچيده انتقال پيام با 

رسد فعاليت  نظر ميه ب). 19(باشد  احتمالي در ارتباط مي
ترمينال پروتئين بوده كه با  Cه مربوط به ناحي ctr1كاينازي 
 Rafترئونين پروتئين كاينازهاي خانواده پروتئيني /سرين

كاينازها در  Rafمشابه نقشي كه ). 26(تشابه دارد 
كايناز كايناز  MAPيك  احتمالاً ctr1پستانداران دارد، 

از  احتمالاًبوده و مهار سيگنال اتيلن (MAPKKK) كايناز 
صورت پيچيده  MAPK و MAPKK آبشار طريق يك

شواهد اخير نشان داده كه تيمار با  ).30 و 26( گيرد مي
در  MAPKمنجر به تحريك آبشار  (ACC)پيش ماده اتيلن 

اين آبشار . گردد مي ctr1آرابيدوپسيس و فعال شدن 

، MAPKK ،SIMKK ،MAPKي پروتئينها احتمالاً
MAPK6  با اين حال ). 34(كند  را درگير مي... و

، نقص MPK6هاي  ي اخير نشان داده كه موتانتهابررسي
دهند كه  قابل سنجش در مسير انتقال پيام اتيلن بروز نمي

ناشي از كاركرد موازي ساير اجزا مسير  احتمالاًاين موضوع 
 ACCمطالعات قبلي نيز به نقش كليدي  .باشد انتقال پيام مي

اشاره پيري  فرآيند عنوان سيگنال احتمالي اوليه در آغاز به
  ).51و  50، 49(اند  كرده

مستقيم يا  به طور MAPKاعتقاد بر اين است كه آبشار 
). 34(كند  را فعال مي EIN2غيرمستقيم، پروتئين غشايي 

ترمينال هيدروفوب  Nداراي يك ناحيه  EIN2پروتئين 
هليكس بين غشايي با همولوژي به  12باشد كه داراي  مي

ترمينال   Cبخش. دباش مي NRAMPخانواده پروتئيني 
 كاملاً Coiled-coil)يك موتيف  به جز(، ein2پروتئين 

دهنده  باشد، كه نشان منحصر به فرد بوده و هيدروفيليك مي
به براين  علاوه. باشد محلول بودن و سيتوزولي بودن آن مي

پروتئين - رسد اين ناحيه در اثرات متقابل پروتئين مي نظر
ژن  تا به امروزالبته ). 3(ارد نيز نقش د ارگانيسمهادر ساير 

ein2 37(، اطلسي)25(، برنج )3( از گياهان آرابيدوپسيس( ،
، و )مقاله در دست چاپميرشمسي و همكاران، (توتون 
در انتقال  ein2كاركرد  .جداسازي شده است) 15(ذرت 

تنها از طريق مقايسات . شناخته شده نيست كاملاًپيام اتيلن 
چنين فرض شده است  NRAMPي اپروتئينهانجام شده با 

عنوان يك  به EIN2كه ناحيه درون غشايي پروتئين 
با اين ). 3(كند  ي دو ظرفيتي عمل ميكاتيونهاترانسپورتر 

ي كاتيونهاتا به امروز خصوصياتي مبني بر اتصال به  ،حال
ي فلزي در اين پروتئين شناخته يونهافلزي يا ويژگي انتقال 

غيرحساس به اتيلن  ein2ل هاي نو موتانت. نشده است
در  ein2ترمينال  Cهايي كه ناحيه  كه موتانت بوده، درحالي

گانه دائم به اتيلن نشان  بيان شده بود، پاسخ سه آنها بيش
انتقال  ein2دهد كه  ها نشان مي اين داده). 20و  3(دادند 

پيام اتيلن را موجب شده و تنها زماني فعال است كه اتيلن 
ترمينال و  Nناحيه ). 3(اتيلن باند شده باشد به رسپتورهاي 
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براي كاركرد اين پروتئين  EIN2ترمينال پروتئين  Cناحيه 
ترمينال  Nاين نتايج مبين آن است كه ناحيه . ضروريست

براي درك پيام اتيلن از اجزاي بالادست  EIN2پروتئين 
ترمينال براي  Cبعكس ناحيه . مسير انتقال پيام ضروريست

دست مسير انتقال پيام  ين سيگنال به اجزاي پايينانتقال ا
ي انجام شده بررسيها. )3( اتيلن ضروري و كافي است

از طريق يك مكانيسم ناشناخته،  ein2نشان داده كه 
 ژن. كند را فعال مي ein3فاكتورهاي رونويسي خانواده ژني 

عنوان تنها هدف شناخته  ، بهerf1شونده توسط اتيلن  القاء
با يك  ein3دايمرهاي . شود محسوب مي ein3 شده براي

 erf1ناحيه پاليندروميك تكراري منحصر به فرد در پروموتر 
فعال كننده و مهار  به صورتو دهند  اثر متقابل نشان مي

مطالعه و بررسي روي . )40(كنند  ميكننده رونويسي عمل 
نشان داده كه مسير انتقال پيام اتيلن  ein2هايي نظير  موتانت

با ساير مسيرهاي انتقال پيام مرتبط با پيري نظير  حتمالاًا
، )35(و جاسمونيك اسيد ) 10(سيتوكنين  ،)14(اكسين 

مطالعات انجام  .هم اثر متقابل دارد )17(آبسزيك اسيد 
، abi1‐1هاي آرابيدوپسيس نظير  شده روي برخي موتانت

era3‐1 ،era3‐3  ي موتانت آللهاو شناساييein2  وctr-1 
دهنده وجود اثرات متقابل  واهدي را فراهم نموده كه نشانش

اگرچه ). 17و  5(است  ABAمسير انتقال پيام اتيلن با 
پيري گلبرگ در گياهان  فرآيند زماندر  ABAنقش 

با . حساس به اتيلن نيز هنوز به درستي شناخته نشده است
خارجي،  ABAرسد كاربرد  اين حال در مجموع به نظر مي

و  31(كند  ء سنتز اتيلن در ژينوئسيوم عمل ميالقاء از طريق
دهد  آمده اخير نشان مي به دستاين شواهد  بر  علاوه). 38
در ويژه  بهمرتبط با قندها، يك نقش مهم  سازوكارهايكه 

زني بذور، رشد  جوانهزمان و اتيلن در  ABAتنظيم اثرات 
هاي درگير در پيري و مرگ سلولي بازي فرآيند ريشه و

 ). 36و  16(د نكن مي

مسير انتقال پيام گلوكز  gloو  ginآناليز ژنتيكي موتانتهاي 
تداخل عمل بين مسير انتقال پيام و در آرابيدوپسيس را 

عنوان يك سيگنال اوليه در  هورمونهاي گياهي و گلوكز به

گلدهي و  خصوصاًهاي فيزيولوژيك فرآيند بسياري از
شواهد . )56و  39و  36و  12( دهد پيري را نشان مي

عنوان يك  كنندگي گلوكز به دهنده نقش تنظيم موجود نشان
باشد  آنتاگونيست در مسير بيوسنتز و انتقال پيام اتيلن مي

تداخل عمل اجزاي  تقريباًبا اين حال . )56و  22(
   .باشد دست مسير انتقال پيام گلوكز ناشناخته مي پايين

پيري را  فرآيند يقابل توجه به طور كاربرد خارجي قندها
پيري در آنها حساس به اتيلن است،  فرآيند يي كهگلها در

در گل ميخك، . )45و  44(اندازد  كند و به تأخير مي كند مي
تغذيه گياه با قند اثر كاربرد اتيلن خارجي را كاهش داد 

ناشي از مهار سنتز  احتمالاًبخشي از چنين تأثيراتي  .)28(
ي گلها در. باشد ل تيمار با قندها ميبه دنبا گلبرگهااتيلن در 

تمام ژنهاي  تقريباً mRNAميخك، ساكارز افزايش فراواني 
حداقل بخشي از . مرتبط با پيري را با تأخير همراه ساخت

تواند از طريق  اثر قند علاوه بر مهار ژنهاي بيوسنتزي مي
و پروتئين مرتبط با آن  eil3ژن  mRNAكاهش فراواني 

نشان داده كه وجود  بررسيهاهمچنين  ).21(توجيه شود 
 ein3تواند تجزيه فاكتورهاي رونويسي  مقادير بالاي قند مي

علاوه بر ساكارز و ). 54(ها تشديد كند  را در پروتئوزوم
گلوكز، ساير قندها نظير ترهالوز، مانيتول و انيوزيتول نيز 

هاي گياهي  پيري در برخي گونه فرآيند تأخيرموجب 
و  4(گلايول  ،)24(لعات انجام شده روي لاله مطا. شوند مي
پيري  فرآيند در تأخير را تأثير اين نوع قندها) 53و  33

 پيري فرآيند كاربرد قندهاي خارجي روي. نشان داده است
در بيان ژنهاي درگير تأخير ي غيرحساس به اتيلن، با گلها

جايي مجدد اسيدهاي چرب و پروتئين همراه ه ب در جا
 .)13(باشد  مي

در  ein2تا با مطالعه بيان ژن  گرديدهسعي  تحقيقدر اين 
در كنترل مؤثر ، و عوامل احتمالي ein2گياه، نقش و اهميت 

فيزيولوژيك نظير پيري و  فرآيند چندگانه هورموني يك
تداخل مسيرهاي انتقال پيام آنها با اتيلن مورد بررسي قرار 

زايشي و رويشي، ي بافتهانحوه بيان اين ژن در البته . گيرد
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 سازوكارهايشناخت اثرات متقابل با عوامل مختلف و 
گيري و طراحي راهبرد مناسب  تنظيمي احتمالي در تصميم

  .كننده خواهد بود در مراحل بعدي اين مطالعه تعيين

  واد و روشهام
در شرايط  (Petunia×hybrida)ر اطلسي وبذ: مواد گياهي

 سانتي گرادرجه د 16/24استاندارد گلخانه، در دماي 
هاي  در جعبه) نور/تاريكي( 8/16دوره نوري و ) روز/شب(

 30 ،درصد پيت و پرليت 30پلاستيكي حاوي مخلوط 
 .كشت داده شدند خاك غني شده درصد 40و  درصد ماسه

 ein2ژن  mRNAبراي تعيين الگوي بيان و مقايسه مقادير 
از برداري  در بخشهاي مختلف رويشي و زايشي گياه نمونه

بافت برگ، ساقه، ريشه، بخش تحتاني گلبرگ، بخش 
كلاله و كاسبرگ /فوقاني گلبرگ، پرچم، تخمدان، خامه

  .انجام شد

افشاني  ي باز شده يك روز قبل از گردهگلها :افشاني گرده
مصنوعي با انتقال  به طور روز بعد كلاله و اخته گرديد

 زمان. افشاني شد دهنده گرده گرده از پرچم گل گرده
برداري براي مطالعه  نمونه صفرعنوان ساعت  افشاني به گرده

ي بافتهادر  ein2ژن  mRNAاي تغييرات تجمعي  مقايسه
افشاني شده و غير  كلاله در گياهان گرده/گلبرگ و خامه

  . افشاني شده در نظر گرفته شد گرده

افشاني از گياه جدا  يك روز قبل از گرده گلها: ACCتيمار 
 ACC   )100ي حاوي تيوبهاد از انتقال به و بلافاصله بع
 18/25دماي (، در شرايط محيطي كنترل شده )ميكرو مولار

نگهداري ) µEm2s-1 100و ) روز/شب( سانتي گراددرجه 
برداري از بافت گلبرگ گياهان تحت تيمار  نمونه. شدند
ACC ساعت  24و  6، 4، 2، 0هاي زماني  و شاهد در بازه

انجام ) سه گل در هر تكرار(تكرار  2اقل بعد از تيمار با حد
 50 از غلظت AgNO3براي بررسي نقش مهاركنندگي . شد

  . عنوان كنترل در اين آزمون استفاده گرديد به ميكرو مولار

در زمان  گلها يك آزمايش جداگانه در: تيمار گلوكز
ميلي  5/1ي تيوبهاافشاني از گياه جدا و بلافاصله به  گرده

درصد منتقل و در  5مقطر يا گلوكز  ليتري حاوي آب
نگهداري  مشابه تيمارهاي فوقشرايط محيطي كنترل شده 

روزانه  به صورتآب مقطر و محلول گلوكز . شدند
. تعويض و محلول تازه در طول آزمايش جايگزين گرديد

برداري از بافت گلبرگ گياهان تحت تيمار گلوكز و  نمونه
ساعت  96و  48، 24، 0هاي زماني  گياهان شاهد در بازه
  . بعد از تيمار انجام شد

ي اطلسي در مرحله گلها:  (ABA)تيمار آبسيزيك اسيد 
 ABAافشاني از گياه جدا شده و بلافاصله تحت تيمار  گرده

، 2، 0هاي زماني  قرار گرفته و در بازه) ميكرو مولار 100( 
برداري از بافت گلبرگ  ساعت بعد از تيمار، نمونه 6و  4

  . ان تحت تيمار آبسيزيك اسيد انجام شدگياه

منظور بررسي  به:  بيان ژن كمي و آناليز RNAاستخراج 
كينازي  MAPعنوان يك فاكتور از مسير  به ein2الگوي بيان 

در بافتهاي  ein2پيري، الگوي بيان ژن  فرآيند ن درآو نقش 
به همراه مختلف و تحت تيمارهاي رويشي و زايشي 
و فاكتور رونويسي  acs4و  acs2تزي ژنهاي مسير بيوسن

eil1 دست مسير انتقال پيام اتيلن مورد آناليز قرار  در پايين
برگ، ساقه،  بافت هاي نمونهاز  RNA استخراج. گرفت

، تخمدان، )ناحيه فوقاني و تحتاني(ريشه، كاسبرگ، گلبرگ 
كيت  در گياه اطلسي با استفاده ازكلاله، ميله پرچم، بساك 

 RNA (RNeasy Plant Mini Kit QIAGEN)استخراج 
 DNAمنظور جلوگيري از تكثير احتمالي  به. انجام شد

، RT-PCRي شبه كمي واكنشهادر  ein2ژنومي مرتبط با 
-DNase I (RNaseاستخراج شده با  RNAهاي  نمونه

Free) دقيقه  30درجه سانتي گراد به مدت  37، در دماي
- تفاده از فنلمخلوط واكنش سپس با اس. تيمار شدند

كميت . كلروفورم تخليص و با اتانل مطلق رسوب داده شد
RNA  استخراج شده با استفاده از سنجش جذب نوري در

منظور تعيين خلوص  گيري و به اندازه nm 260طول موج 
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 TBEبافر  درصد 2/1آن از الكتروفورز در ژل آگارز 

  .دقيقه استفاده شد 20ولت به مدت  100ولتاژ  (×0.5)

، رشته M-MuLVبردار معكوس  ا استفاده از آنزيم نسخهب
cDNA  2ميكروليتري با تركيب  20ي واكنشهادر 

پيكومول  100هاي گياهي،  كل نمونه RNAميكروگرم 
Oligo (dT)18 ،2  ميكروليترdNTP mix 10  ميلي مولار

) واحد 20(ميكروليتر  5/0، )ميلي مولار 1غلظت نهايي (
 4و  M-MuLVواحد آنزيم  RNase ،200بازدارنده 

و آب مقطر ديونيزه تا حجم ) 5×(ميكروليتر بافر واكنش 
در دستگاه  PCRي واكنشها. ميكروليتر ساخته شد 20

ميكروليتر  25، در حجم Personalترموسايكلر بيومترا مدل 
مقادير موازنه شده از مخلوط واكنش ساخت . انجام شد
براي آنكه . شدوارد  PCRبه هر واكنش  cDNAرشته اول 

متناسب با مقدار  PCRشدت باند تكثير شده در هر واكنش 
قبل از پايان  واكنشهاالگوي وارد شده به واكنش باشد، اين 

منظور يافتن  به. مرحله تصاعدي تكثير خاتمه داده شدند
با  PCRمناسب براي تكثير خطي، واكنشهاي دوره تعداد 

آزمايشات انجام  در تمام 30و  27، 24، 21، 18هاي  دوره
در واكنشها  27تا چرخه  PCRافزايش خطي محصول . شد

در دوره  27بنابراين در تمام آزمايشات از . مشاهده گرديد
مربوط به ( Ubi3از كنترل داخلي . استفاده شد PCRبرنامه 

. سازي و مقايسات استفاده شد در كمي) يوبيكوئيتين
عنوان  به DNaseIتيمار شده با  RNAهاي  همچنين از نمونه

تأييد منظور  شبه كمي به PCRكنترل منفي در واكنشهاي 
  .ژنومي استفاده گرديد DNAعدم آلودگي با 

در بانك ژن  ein2ي ثبت شده ژن تواليهابا استفاده از  
، برنج  (AtEIN2, AF141202)مربوط به آرابيدوپسيس
(OsEIN2, AY396568) ذرت ،(zmEIN2, AY359584) ،

، يك جفت آغازگر )LeEIN2, AY566238(فرنگي  گوجه
 Primerافزار  مري با استفاده از نرم 18رفت و برگشت 

Premier v.3.5 اين جفت آغازگر يك  .طراحي گرديد
 3117و  2792جفت بازي حدفاصل نواحي  326قطعه 
  .نمايد ژن را تكثير مي '5انتهاي 

  براي ژنهاي عهاين مطالدر مورد استفاده  آغازگرهاي رفت و برگشت توالي
  ein2  :5`-ATTAGCAGGTCTTGGTCG-3` 5 و`-GCTCCTTCGGGACTCTAT-3` ،  
 eil1  :5`-AGGAAATGGGGTTCTGTG-3` 5 و`-GGTAGGACCAACTGGATTAGA-3` ،  
  acs2  :5`-TAACCCAAAAGCCTCCAT-3`  5و`-AAGACCGTAGCAGCATAAAT-3` ،  
  acs4  :5`-CTACCGTATTCAATCCTCC-3` 5 و`-AGTTTCCAAAGTGACATCTC-3` ،  
 ubi3  :5`-CAGCAGAAGGAAGGGAT-3` 5 و`-ACCGCACTCAGCATTAG-3` باشد مي.  

 2به مدت  سانتي گراددرجه  94دناتوراسيون در دماي 
 1دوم به بعد به مدت هاي  دورهاول و در دوره دقيقه براي 

دقيقه، دماي مرحله اتصال آغازگر با توجه به نوع آغازگرها 
دقيقه در نظر  1ها  ان اتصال در تمام چرخهانتخاب شد و زم

به مدت  سانتي گراددرجه  72گرفته شد، بسط در دماي 
. دقيقه انجام شد 10آخر به مدت دوره ثانيه و در  75

 DNAتكثير اختصاصي قطعات  PCRواكنش  محصولات
، با TBE 5/0×و بافر  درصد 2/1در ژل آگارز را نظر  مورد

. گرديدقيقه الكتروفورز د 45ولت به مدت  75ولتاژ 
تفكيك شده در ژل آگارز در محلول اتيديوم  DNAقطعات 

آميزي شده و در دستگاه  رنگ g/mlµ 5/0برومايد 
كمي سازي . برداري از ژل مورد بررسي قرار گرفتند عكس

آناليز ديجيتال تصاوير و  به وسيله PCRمحصولات 
براساس شدت باندهاي تكثير شده روي ژل آگارز با 

 (Total lab software Phoretix, 1.10)افزار  استفاده از نرم
 .انجام شد

 نتايج

مقايسه : ي مختلف اطلسيبافتهادر  ein2مقايسه بيان ژن 
شبه كمي در  RT-PCRبا استفاده از روش  ein2بيان ژن 
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بافتهاي زايشي و رويشي اطلسي حضور مقادير مختلف 
mRNA  ژنein2  تأييد  بافتهارا در سطوح مختلف در اين

از تجمع بالاتر حكايت كلي نتايج  به طور ).1شكل (نمود 
ي زايشي نسبت به بخشهاي بافتهامقادير اين ژن در 

بررسي و مقايسه . داشتريشه  و رويشي نظير برگ، ساقه
از سطوح حكايت ي مختلف گل نيز بافتهادر  ein2بيان ژن 

امه، شامل خ(در ژينئوسيوم  ein2ژن  mRNAبيان بالاتر 
. داشتي گل اطلسي بافتهانسبت به ساير ) كلاله و تخمدان

ژن  mRNAهاي  ي زايشي ميزان تجمع نسخهبافتهادر بين 
ein2  ي زايشي كمترين بافتهادر پرچم در مقايسه با ساير

  ).1شكل (بيان را نشان داد 

  

 

 

 

در بافتهاي رويشي و زايشي  ein2مقايسه الگوي بيان ژن  -1شكل 
رديف پايين نمايانگر باند حاصل از (افشاني  مرحله گرده اطلسي در
ها در  mRNAاستفاده مساوي از و عنوان شاهد  به  UBI3بيان ژن

RT-PCR است(.  
  

  

  

  

  

  

  

  

در بافت گلبرگ  acs4و  ein2 ،eil1 ،acs2تغيير بيان ژنهاي  -2شكل 
  افشاني ساعت بعد از گرده 24كلاله /و خامه

اختصاصي با عمل - ورت بافتبه ص ein2تغيير بيان ژن 
عنوان  در اين بررسي نقش گرده افشاني به: گرده افشاني

يك عامل مهم در فرآيندهاي تكاملي و خصوصاً پيري 
مورد مطالعه  ein2بافت زايشي، در تغيير ميزان بيان ژن 

در  ein2نتايج نشان داد كه بيان ژن ). 2شكل (قرار گرفت 
افشاني اختلاف قابل  ساعت بعد از گرده 24بافت گلبرگ 

با اين حال، . توجهي با گياهان گرده افشاني نشده نشان نداد
كلاله كاملاً چشمگير +در بافت خامه ein2تغييرات بيان ژن 

كه بعد از گرده افشاني ميزان بيان ژن در  طوري بود، به
 ).2شكل (كلاله كاهش پيدا كود +خامه

عنوان  نيز به eil1 نتايج بررسي تغييرات بيان فاكتور رونويسي
نشان داد كه تجمع  ein3يكي از همولوگهاي خانواده ژني 

ساعت بعد از گرده افشاني در  eil1 ،24ژن  mRNAسطوح 
بافت گلبرگ اطلسي در مقايسه با گياهان گرده افشاني 

هر چند سطح بيان اين ژن ). 2شكل (نشده افزايش يافت 
ولي اين ميزان  كلاله نيز افزايش نشان داد،/در بافت خامه

براين، گرده افشاني  علاوه .افزايش چندان قابل توجه نبود
كلاله گرديد، با اين /در خامه acs2موجب افزايش بيان ژن 

حال تغييرات جدي در بافت گلبرگ مشاهده نگرديد 
از طرفي نتايج نشان داد كه برخلاف نقش گرده ). 2شكل (

طلسي، سطح در گلهاي ا ein2افشاني در تنظيم بيان ژن 
 ACC )100تحت تأثير كاربرد خارجي تيمار با  ein2بيان 

گيرد  قرار نمي) ميكرو مولار 50( AgNO3و ) ميكرو مولار
  ).3شكل (

  

  

  

  

و ) ميكرومولارACC )100تحت تيمار  ein2مقايسه بيان ژن  -3شكل
AgNO3 )50 24و  6، 4، 2، )شاهد( 0در زمانهاي ) ميكرومولار 

  ubi3رديف پايين نمايانگر باند حاصل از بيان ژن( رساعت بعد از تيما
  .)است RT-PCRها در  mRNAعنوان شاهد استفاده مساوي از  به
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در تنظيم بيان ژنهاي مسيرهاي  ABAنقش گلوكز و 
تيمار بافتهاي زايشي اطلسي : انتقال پيام و بيوسنتز اتيلن

 ein2 ،24با گلوكز منجر به كاهش سريع در بيان ژن 
 ein2ميزان بيان ژن ). 4شكل (عد از تيمار گرديد ساعت ب
ساعت بعد از تيمار با گلوكز به حداقل ميزان  48تقريباً 

خود رسيده و سطح بيان ژن در يك سطح پايين در تمام 
 mRNAبا اين حال، ميزان . طول مدت تيمار باقي ماند

در گلبرگ گلهايي كه تنها با آب مقطر  ein2مربوط به ژن 
بودند به طور قابل توجهي بالاتر از گلهاي تيمار  تيمار شده
 mRNAبراين يك رابطه مثبت بين سطح  علاوه. شده بود

ميزان (و كاهش توليد اتيلن بعد از گرده افشاني  ein2ژن 
در گلبرگهاي تيمار شده با گلوكز مشاهده ) acs2بيان 
 .گرديد

  

  

  

  

  

با ( mRNAسطح در  acs2 و ein2 ،eil1مقايسه بيان ژنهاي  -4شكل 
در % 5در بافت گلبرگ تيمار شده با آب و گلوكز ) RT-PCRروش 

رديف پايين نمايانگر (ساعت بعد از تيمار  96و  48، 24، 0زمانهاي 
عنوان شاهد استفاده مساوي از  به  UBI3باند حاصل از بيان ژن

mRNA  ها درRT-PCR است(.  
  

  

  

  

-RTبه روش ( mRNAدر سطح  ein2مقايسه بيان ژن  -5شكل 

PCR(  در گلبرگهاي تحت تيمارABA )100در زمانهاي ) ميكرومولار
رديف پايين نمايانگر باند (ساعت بعد از تيمار  6و  4، 2، )شاهد( 0

ها  mRNAعنوان شاهد استفاده مساوي از  به  ubi3حاصل از بيان ژن
  .)است RT-PCRدر 

در مسير  اي كننده تواند نقش تنظيم اين امر كه آيا گلوكز مي
بيوسنتز اتيلن در گياه اطلسي داشته باشد نيز با بررسي بيان 

ي تيمار گلها در گلبرگ. مورد مطالعه قرار گرفت acs2ژن 
ساعت بعد از تيمار در  acs2 24شده با گلوكز بيان ژن 

در الگو  قابل توجهياختلاف . مقايسه با شاهد كاهش يافت
ي گلها زماني درهاي  در ساير بازه acs2و سطح بيان ژن 

تيمار شده با گلوكز در مقايسه با گياهان شاهد مشاهده 
ساعت بعد از اعمال  48 تقريباً acs2ميزان بيان ژن . نگرديد

 96تيمار به حداقل خود رسيد و متعاقب آن دوباره در 
ساعت بعد از تيمار، در گياهان شاهد و گياهان تيمار شده 

اهد، بالاترين ي شگلها در. يك پيك كوچك نشان داد
ساعت بعد از تيمار  acs2 24ژن  mRNAسطح تجمع 

. باشد روي داد كه مطابق با زمان گرده افشاني گل مي
درصد، يك افت در  5با گلوكز  گلها بعكس به دنبال تيمار
در گلبرگ در مقايسه با كنترل  acs2هاي  ميزان تجمع نسخه

طح با اين حال، اختلاف قابل توجهي در س. مشاهده شد
mRNA  ژنacs2  ي گرده افشاني شده در گلبرگهادر
  ).4شكل (ساعت ديده نشد  96و  48زمانهاي 

در  تغييرات جديدرصد،  5با گلوكز  گلها به دنبال تيمار
 گلبرگهادر  eil1سطح و الگوي بيان فاكتور رونويسي 

رسد كاهش موقت در  مي به نظر). 4شكل (مشاهده شد 
به  به دنبال تيمار گلوگز، گهاگلبردر  eil1سطح بيان ژن 

رابطه  ein2و  acs2هاي  مثبت با سطح تجمع نسخه طور
تيمار گلوكز  به وسيله eil1براين الگوي بيان ژن  علاوه. دارد

برخلاف كاهش آهسته و تدريجي . قرار گرفتتأثير تحت 
 48بيان در گياهان شاهد، ميزان بيان اين ژن به سرعت تا 

ساعت  96يمار كاهش يافت و ساعت در گياهان تحت ت
افزايش سريع ثانويه . بعد از تيمار دوباره افزايش نشان داد

منجر به تغيير در پيك تجمع  eil1در ميزان بيان ژن 
mRNA  ساعت بعد از تيمار  96و تغيير الگوي بيان به
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در گلبرگ گياهان  eil1ژن  mRNAاگرچه ميزان . گرديد
 48داد و الگوي آن تا شاهد نيز در طول زمان كاهش نشان 

با اين حال،  ، اماي تيمار شده بودگلبرگهاساعت مشابه 
در گياهان شاهد نسبت به گياهان  mRNAكاهش در ميزان 

ي گلبرگهابه بيان ديگر، در . تر بود تحت تيمار بسيار آهسته
ساعت بعد از  48، در eil1هاي  تيمار شده با گلوكز نسخه

. ه به حداقل ميزان خود رسيدتيمار بعد از كاهش شديد اولي
 96در  eil1بعكس، در گياهان شاهد حداقل ميزان بيان 

  ).4شكل (ساعت مشاهده شد 

براين، بررسي نقش مهار كننده گلوكز از طريق  علاوه
روي مسير انتقال پيام و كاهش حساسيت به  ABAبيوسنتز 
بعد از تيمار  ein2رونوشتهاي ژن تدريجي افزايش اتيلن، 

  ).5شكل (نشان داد را  ABAبا 

  بحث 
در بافتهاي زايشي و  ein2طوركلي نتايج مقايسه بيان ژن  هب

از تجمع بالاتر مقادير اين ژن در حكايت رويشي اطلسي 
ي رويشي نظير برگ، ساقه، بخشهابافتهاي زايشي نسبت به 

عنوان يك جزء  اين ژن به بالاي ميزان بيان. داشتريشه 
نتقال پيام اتيلن به لحاظ نقش و محوري و اصلي در مسير ا

با . باشد حساسيت بيشتر در بافتهاي زايشي قابل انتظار مي
تر بيان اين ژن در برخي بافتهاي  اين حال سطح پايين

 توان به اهميت كمتر اين ژن در رويشي نظير ريشه را نمي
شيبويا و . هاي تكاملي يا فيزيولوژيك نسبت دادفرآيند

در تشكيل  ein2دادند كه بيان ژن نشان ) 2004(همكاران 
 به نظر ).37(ضروريست  كاملاًهاي جانبي در اطلسي  ريشه

ژن  mRNAبيان بالاتر و همچنين اين نوع الگوي بيان ژن 
ein2 تنظيم سازوكار دهنده وجود يك  در ژينئوسيوم نشان

ي رويشي و زايشي بافتهابراي اين ژن در  بيان اختصاصي
در  ein2با مقايسه بيان ژن ) 2004(ژون و همكاران . است

برنج نشان دادند كه اين ژن در بافت برگ، غلاف برگ، 
زني بذر بيان  ي بالغ و نابالغ و طي جوانهگلها ريشه،
 همچنين آنها نشان دادند كه ميزان بيان اين ژن در. شود مي

ي بالغ و نابالغ بيشتر از ساير بافتهاي مورد مطالعه گلها
بين  ein2اختلاف سطح بيان ژن  احتمالاً). 25(است 

عنوان يك جزء از  بافتهاي زايشي و رويشي با نقش آن به
مسير انتقال پيام اتيلن در تكامل بافت گل ارتباط نزديكي 

  .دارد

هاي پيري، فرآيند عنوان يك عامل مهم در گرده افشاني به
در بافتهاي  ein2موجب الگوي تغيير بيان متفاوت ژن 

بعد  ein2ژن  mRNAكاهش سطوح  تمالاًاح. زايشي گرديد
دهنده وجود يك  كلاله نشان+از گرده افشاني در بافت خامه

به همچنين  .باشد ein2فيدبك مهار كننده در تنظيم بيان 
 eil1مشابه فاكتور رونويسي  تقريباًرسد سطح بيان  مي نظر

كلاله، وجود يك +قبل و بعد از گرده افشاني در بافت خامه
يمي پس از ترجمه وابسته به پروتئوزوم را براي تنظازوكار 

در  acs2ژن  mRNAافزايش سطح . كند اين ژن پيشنهاد مي
توجه به اينكه  باكلاله بعد از گرده افشاني نيز +خامهبافت 

از  ساعت بعد 24پيك ثانويه توليد اتيلن در گياه اطلسي 
ن هر چند ميزان بيا. باشد گرده افشاني است، قابل انتظار مي

acs4 با اين اما  ،كلاله بيشتر از گلبرگ بود/در بافت خامه
سنتتاز با  ACCرسد كه بيان اين ايزوفورم  مي به نظرحال 

ساعت بعد از گرده افشاني  24گرده افشاني حداقل در 
ها در آرابيدوپسيس  از طرفي برخي يافته. شود تنظيم نمي

 القاء ناكسي به وسيلهاختصاصي  به طور acs4نشان داده كه 
  ). 1(شده كه توجيه كننده نتايج فوق است 

دهنده  نشان ACCبا اين حال نتايج كاربرد خارجي تيمار با 
 ACCمستقيم با  به طور ein2اين واقعيت است كه بيان 

تنظيم نشده، بلكه اين تنظيم از طريق اتيلن كليماكتريك 
 .شود بافت اختصاصي تنظيم مي به صورتتوليد شده و 

براي گرده افشاني موفق و به  خصوصاًپيري گل  فرآيند
پيري بافت  فرآيند هايي كه دنبال آن تشكيل بذر در گونه

. باشد زايشي حساس به اتيلن است، حائز اهميت مي
تواند  اين نحوه تنظيم و الگوي بيان مي احتمالاًبنابراين، 
 از وجود يك سيستم تنظيم حساسيت به اتيلن درحكايت 
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شيبويا و همكاران . باشد ein2كنترل بيان از طريق  گلها
در ميزان تأثيري  ACCنيز نشان دادند كه كاربرد ) 2004(

نتايج ). 37(هاي اطلسي نداشت  در گياهچه ein2بيان ژن 
در ) 2004(آمده همچنين با نتايج ژون و همكاران  به دست

  ).25(برنج مطابقت داشت 

كند كه اين ژن  آمده پيشنهاد مي به دستطوركلي نتايج  هب
ي بافتهادر تنظيم ميزان حساسيت پاسخهاي احتمالي 

رفتار متفاوت . زايشي بعد از گرده افشاني نقش دارد
را مسئله كلاله اين /تنظيمي اين ژن در بافت گلبرگ و خامه

در  ein2تنظيم نخست دهد كه  كند و نشان مي ميتأييد 
به صورت بافت ثاني  دربرداري بوده و  سطح نسخه

از طرفي مدلهاي پيشنهادي براي . شود ختصاصي تنظيم ميا
همين مؤيد پيري بافت گل در گياهان با گرده افشاني 

اگرچه گرده افشاني در گياهان حساس به . باشد ميمسئله 
ي مرگ سلولي و پيري در بافت گلبرگ القاء اتيلن منجر به

شود، از طرف ديگر رشد و تكامل مادگي و تخمدان را  مي
ژن  mRNAبنابراين كاهش سريع تجمع . گردد ميموجب 

ein2 ي عدم القاء دهنده كلاله به نوعي نشان/در خامه
حساسيت به اتيلن و جلوگيري از فعال شدن اجزاي 

از سوي ديگر از . باشد دست مسير انتقال پيام اتيلن مي پايين
، به دليل جلوگيري از جذب گلبرگهاآنجايي كه حذف 

خواران ضروريست،  بيعي و علفمجدد گرده افشانان ط
عنوان يك   حساسيت به اتيلن در بافت گلبرگ به طبيعتاً

مسئله اين . و تكامل در گياه مطرح خواهد بود ءضامن بقا
 ein2تواند توجيه كننده منطق حاكم بر نحوه تنظيم ژن  مي

  . در بافت گل اطلسي باشد

در ر تأخيساكارز و گلوكز از گذشته،  خصوصاًكاربرد قندها 
پيري و افزايش ماندگاري از طريق كاهش حساسيت به 

كاهش سريع بيان ژن  ).46و  45(اتيلن نشان داده است 
ein2 از حكايت  نيز در بافتهاي زايشي تيمار شده با گلوكز

در تداخل مسير انتقال پيام هورمون  ein2نقش مهم ژن 
 خصوصاًگري شده توسط قندها،  اتيلن با حوادث ميانجي

اين  نتايج .داردوادث مرتبط با بعد از گرده افشاني در ح
به  احتمالاًبرخي از اين اثرات  كند كه پيشنهاد ميمطالعه 

دليل مهار سنتز اتيلن و كاهش در حساسيت به اتيلن در 
اگرچه نتايج . باشد ميبه دنبال تيمار با گلوكز  گلبرگها

را نشان  ein2اثرات متقابل بين گلوكز و كاهش بيان 
هاي پيري و فرآيند با اين حال نقش گلوكز دراما دهد،  يم

 .وابسته به فاكتورهاي ديگر است احتمالاً ein2كاهش بيان 
 اطلسيپيري بافت گلبرگ در زمان در  افزايش توليد اتيلن

ها منجر به فقدان  كاهش چشمگير كاركرد غشا و
افزايش  نظيرعلائمي  .گردد سازماندهي اجزاي سلولي مي

از غشاء ها  ها، آنتوسيانين يونها، الكتروليتنشت  چشمگير
كه اين افزايش در ) 45(بيانگر آغاز مرگ سلولي است 

نفوذپذيري غشاء از طريق دو عامل يعني عمل اتيلن و 
بنابراين پايين بودن . گردد گرسنگي سلولي نيز تحريك مي

مجدد مواد و مرگ  جا به جايي احتمالاًسطح قند سلولي 
از . كند ي شاخه بريده تشديد ميگلها ر گلبرگسلولي را د

طرفي هم در سلولهاي در حال پيري و هم در بافتهاي 
جا ي درگير در ژنها دچار گرسنگي، قندها بيان بسياري از

با اين حال هنوز ). 46(كنند  مجدد مواد را مهار مي به جايي
دهنده يك  به درستي روشن نيست كه اين شباهتها انعكاس

بطه علت و معلولي بين كمبود ابه است يا يك رسندرم مشا
؟ اما نكته اين است كه كاهش )گرسنگي(كربوهيدرات 

ءكننده پيري زودرس از القاء احتمالاًسطوح قند سلولي 
نتايج . طريق گرسنگي و افزايش حساسيت به اتيلن است

نشان داد كه جايگاه احتمالي اين اثر متقابل با مسير  حاضر
اگرچه  .باشد در سلول مي EIN2كز، پروتئين انتقال پيام گلو

هاي فرآيند دهنده نقش گلوكز در نشان احتمالاًاين نتايج 
پيري گل در گياهان حساس به اتيلن است، با اين حال 
هنوز روشن نيست كه چگونه گلوكز ماندگاري گل و عدم 

نقش پيشنهادي . دهد دهي به اتيلن را افزايش مي پاسخ
پيري و سازوكار در اين نوع از  (ABA)آبسيزيك اسيد 

 احتمالاً ABAارتباط احتمالي بين مسير انتقال پيام گلوكز و 
) 2003(لئون و شين، . بتواند پاسخي براي اين سئوال باشد
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در مسير  gin1در آرابيدوپسيس نشان دادند كه محصول ژن 
انتقال پيام گلوكز نقش محوري در مهار گلوكز و تكوين 

 gin1نشان داده كه مكان ژني  بررسيها .ها دارد گياهچه
آخرين ) ردكتاز زنجير كوتاه/دهيدروژناز( SDRمعادل 

  ). 27(باشد  مي ABAآنزيم مسير بيوسنتز 

آمده توسط  به دستاگرچه نتايج بررسي حاضر با نتايج 
را تحت  ein2كه كاهش بيان ژن ) 2007(وانگ و همكاران 

يدوپسيس نشان روزه آراب 6هاي  در گياهچه ABAتيمار 
رسد  مي به نظربا اين حال ، اما )48(داد، در تناقض است 

، وابسته ABAاثرات متقابل و نحوه عمل اتيلن و  احتمالاً
ون دورن . به غلظت هورموني و بافت مورد آناليز باشد

خارجي  ABAي بالاي غلظتهانيز نشان داد كه ) 2004(
تواند  كه مي، )45(تواند عكس اين روند را موجب گردد  مي

با اين . آمده در اين مطالعه باشد به دستكننده نتايج تأييد 
از حكايت اين نتايج مشاهدات قبلي را كه  ،حال

پيچيده تنظيمي براي اين  سازوكارهايكاركردهاي متنوع و 
  ). 17و  5(دهد  قرار ميتأييد ژن است را مورد 

روي  خصوصاًبا توجه به نتايج مطالعات ژنتيكي انجام شده 
آمده از  به دست، و نتايج )27(هاي آرابيدوپسيس  موتانت

روي اطلسي  ein2مطالعه نقش گلوكز در كاهش بيان ژن 
يك مدل ساده ) 2009(، ميرشمسي و همكاران )29(

عمل گلوكز در كاهش حساسيت به سازوكار كننده  توجيه
تواند  اين مدل مي احتمالاًپيشنهاد كردند كه را اتيلن 
 نده نقش گلوكز در كاهش حساسيت به اتيلن دركن توجيه
با توجه به ). 29(پيري باشد  فرآيند ي شاخه بريده درگلها

يك جزء اساسي مشترك بين دو مسير هورموني  ein2اينكه 
رسد كه نقش  مي به نظر، )17(اتيلن و آبسيزيك اسيد است 

مستقيم روي تأثير ، با ABAآنتاگونيستي گلوكز از طريق 
مدل . شود كاهش حساسيت به اتيلن را منجر مي ein2ژن 

احتمالي عمل گلوكز در مسير انتقال پيام اتيلن، نشان 
عنوان آنتاگونيست مسير  به ABAدهد كه سطوح پايين  مي

مشابهي  به طور انتقال پيام اتيلن عمل كرده و اين مدل

رسد كه  مي به نظردر مجموع، ). 29(كند  مي القاء پيري را
. شود داري از طريق گلوكز تنظيم مي معني طور به ein2ژن 

يك جزء مهم در تداخل بين  ein2 احتمالاًهمچنين 
مسيرهاي انتقال پيام اتيلن و گلوكز در تكامل گل و پيري 

و نحوه اثر گلوكز روي بيان سازوكار با اين حال . باشد مي
ein2 دست، نياز به بررسي و مطالعه  و ساير اجزاي پايين
و ساير اجزاء مسير  ein2الگوي پيچيده بيان . رددا يبيشتر

دهنده وجود يك رابطه  انتقال پيام و بيوسنتز اتيلن نشان
عوامل تأثير غيرخطي با ساير مسيرهاي هورموني و تحت 
  .مختلف و رخدادهاي تكويني در اطلسي است

در گلبرگهاي گياه شاهد  ein2ژن  mRNAكاهش سطوح 
 يك دهنده  نشان احتمالاًتيمار ساعت بعد از  96در  تقريباً
 ein2فيدبك ممانعت كننده در تنظيم بيان ژن  نقش
نيز نشان دادند كه ) 2004(شيبويا و همكاران . باشد مي

كاربرد خارجي اتيلن روي گلبرگهاي پتونيا موجب كاهش 
خاص  به طور پيري گلبرگ فرآيند ).37(شود  مي ein2بيان 

و متعاقب آن تشكيل بذر در آميز  افشاني موفقيت براي گرده
پيري در آنها تحت تنظيم  فرآيند هاي گياهي كه گونه

 احتمالاًبنابراين، . حائز اهميت است ،هورمون اتيلن است
يك سيستم تنظيم كننده حساسيت به اتيلن در گلها از 

همچنين اين . در گياه وجود دارد ein2طريق كنترل بيان 
ژن  mRNAميزان  احتمال نيز وجود دارد كه كاهش در

ein2 پيري فرآيند هاي زماني پاياني تيمار نتيجه در دوره 
كند  ء شده توسط اتيلن در گلبرگها باشد و پيشنهاد ميالقاء

در گلهاي اطلسي مسئول حساسيت به اتيلن  ein2كه بيان 
  .پيري است فرآيند در خلال

يك نقش فيزيولوژيك مهم ) 2006(چائو و همكاران اخيراً 
در سازگاري به تنشهاي اسمزي پيشنهاد  ein2راي ديگر ب
در مطالعه حاضر، كاهش اوليه در بيان ژن ). 8(اند  كرده
ein2  در گلبرگهاي اطلسي بعد از تيمار با گلوكز نيز اهميت

را در سازگاري سريع سلول با تغييرات اسمزي  ein2نقش 
منجر به افزايش  ein2اين كاهش سريع در بيان . كردتأييد 
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توليد  احتمالاًگردد كه اين امر  سلولي مي ABAسطوح  در
منجر به كاهش حساسيت به اتيلن و و اتيلن را كاهش داده 

 .گردد پيري گل مي فرآيند حفظ كاركرد سلول در خلال
هاي سلولي متعدد، نظير تغييرات كانالهاي يوني فرآيند
براساس . گردد منجر به پاسخهاي اوليه سريع مي احتمالاً
، اين احتمال وجود EIN2ار منحصر به فرد پروتئين ساخت

كاركردي مشابه ترانسپورترهاي يوني داشته  ein2دارد كه 
باشد كه سلولها را از صدمه ناشي از عدم تعادل يوني از 

اما تاكنون . كند طريق حفظ هموستازي محافظت مي
گزارشي مبني بر فعاليت مشابه ترانسپورترهاي يوني 

  .تشناسايي نشده اس

افشاني موفق دو پيك  به دنبال يك گردهكلي  طور  به
ساعت بعد از  12يكي  ،ناگهاني افزايش توليد اتيلن

افشاني  ساعت بعد از گرده 24افشاني و پيك بزرگتر  گرده
دهنده اين  آمده نشان به دستبنابراين نتايج . دهد روي مي

واقعيت است كه گلوكز علاوه بر كاهش حساسيت به 
موقت  به طور وليد اتيلن را بعد از گرده افشانياتيلن، ت
 acs2رسد كه افت مقادير بيان  مي به نظر. كند مهار مي
نتيجه اثر گلوكز روي بيوسنتز اتيلن بعد از  احتمالاً
محققان آمده با نتايج ساير   به دستنتايج . افشاني باشد گرده

سنتتاز و  ACCتجمع رونوشتهاي . دهد هماهنگي نشان مي
ACC پيري با  فرآيند اكسيداز زماني كه گلها قبل از آغاز

هونگ و ). 47و  45(ساكارز تيمار شدند كاهش پيدا كرد 
نيز نشان دادند كه كاربرد گلوكز خارجي ) 2004(همكاران 

توليد اتيلن كليماكتريك در تأخير تواند موجب  مي
يافتند درهمچنين آنها . فرنگي در حال رسيدگي گردد گوجه
ش در محتوي گلوكز موجود در لوكولهاي ميوه يك كه كاه

از اين  ،باشد فاكتور مهم در انتقال پيام و آغاز رسيدگي مي
روي تأثير گلوكز از طريق  احتمالاًجهت فرض شده كه 

ي غلظتهادر . كند مسير بيوسنتز اتيلن رسيدگي را كنترل مي
تأخير ميوه هم دچار  بالاي گلوكز حتي تكامل رنگ در

هاي بالغ سبز گوجه فرنگي با گلوكز  تيمار ميوه. گردد مي

موجب توسعه رنگ سبز ناحيه دم ميوه و مهار تكامل رنگ 
  ). 22(ميوه گرديد 

 eil1ژن  mRNAرسد كاهش در سطح  مي به نظربنابراين 
تكويني سازوكار دهنده يك  در گياهان اطلسي شاهد نشان

. دكن نقش بازي مي eil1است كه در تجمع رونوشتهاي 
و مطالعات اخير انجام شده در گياه آرابيدوپسيس،  بررسيها

وجود يك اثر متقابل نزديك بين قندهاي ساكارز، گلوكز و 
مسير انتقال پيام اتيلن را نشان داده است كه نتايج اين 

يورداچسكو و ). 39و  27، 18(كند  ميتأييد مشاهدات را 
 طور به دريافتند كه گلهاي ميخك كه) 2005(ورليندن 

ي ژنها اند، حداقل در يكي از مداوم با ساكارز تيمار شده
كاهش بيان نشان  گلبرگهاتكوين زمان در  ein3خانواده 

يافتند كه درنيز ) 2003(ياناگيساوا و همكاران ). 23(اند  داده
دست  در پايين ein3قند گلوكز تخريب فاكتور رونويسي 

ein2  را تشديد كرده و اتيلن تخريب مداومein3  را در
دست فعال  ي پايينژنها كند، بنابراين بيان سلول مهار مي

  ).54و  19(شود  مي

آمده در مطالعه حاضر در  به دستدر مجموع نتايج 
احتمالي مؤثر خصوص مطالعات بيان ژن و بررسي عوامل 

عنوان يك جزء محوري از مسير  ، بهein2 ژندر تنظيم 
پيري در بافت گلبرگ  يندفرآ انتقال پيام اتيلن، نشان داد كه

 ein2باشد و ژن  ژنتيكي به دقت تنظيم شده مي فرآيند يك
ثيرپذيري و ايجاد پاسخ مناسب در أدر انتقال پيام اتيلن، ت

از . كند مي ايفاء مؤثرهاي تكويني خاص در گياه نقش  بازه
طرفي نتايج نشان داد كه اين پروتئين به دليل اثرات 

تواند  هورموني و گلوكز مي احتمالي با برخي مسيرهاي
نقش تنظيمي در مسير انتقال پيام اتيلن از طريق كاهش بيان 

هاي پيري فرآيند داشته و نقشي محوري در تنظيم ein2ژن 
  . در بافت زايشي گل داشته باشد

ي مختلف، وجود يك بافتهامقايسات بيان اين ژن در 
ييد تأرا در بافتهاي گياه  تنظيم بيان اختصاصيسازوكار 

عنوان يك جزء از مسير انتقال  را به ein2نمود و اهميت ژن 
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تغييرات بيان ژن . هاي تكويني نشان دادفرآيند پيام اتيلن در
در بافتهاي زايشي بعد از گرده افشاني، وجود يك فيدبك 

همچنين، . را نشان داد ein2مهار كننده در تنظيم بيان ژن 
يت به اتيلن در نتايج بيانگر اين واقعيت است كه حساس

تنظيمي پيچيده و با سازوكار ي زايشي از طريق يك بافتها
صورت گرفته و اين ژن نقش اساسي در  ein2كنترل بيان 

تنظيم ميزان حساسيت پاسخهاي احتمالي بعد از گرده 
عنوان يك عامل تضمين  تواند به افشاني دارد كه به نوعي مي

ر گياهان گلدار كننده گرده افشاني موفق، بقاء و تكامل د
رسد شناخت و درك  مي به نظربا اين حال  .مطرح باشد

 ein2از مسير انتقال پيام اتيلن، اثرات متقابل  طالعات اخيرم
با ساير مسيرهاي هورموني و عواملي نظير قندها در مراحل 

 ein2ابتدايي قرار دارد و شناخت كاركردهاي فيزيولوژيك 
قعيت امر اين است كه تا وا. نياز به مطالعات بيشتر دارد

تنظيمي اجزاء  سازوكارهايزمان شناخت كامل نقش و 
دخيل در مسير انتقال پيام و آگاهي از تداخلهاي احتمالي 

و مؤثر ها امكان انتخاب يك راهبرد  كننده با ساير تنظيم
كاربردي براي افزايش ماندگاري با تكيه بر مسير انتقال پيام 

  .اتيلن وجود نخواهد داشت
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Abstract 

The plant hormone ethylene regulates a variety of processes, such as growth, seed 
germination, flower initiation, organ abscission, adventitious root formation, leaf 
expansion, fruit ripening, and petal senescence after fertilization. Flower senescence is 
one of the developmental processes in which ethylene plays a key role. The climacteric 
rise of endogenous ethylene in these flowers has been shown to play a regulatory role in 
the events leading to death of some of the floral organs. In recent studies, loss-of-
function ETHYLENE INSENSITIVE2 (EIN2) mutation showed ethylene insensitivity 
which indicated an essential role of EIN2 in ethylene signaling. As the EIN2 gene, a 
positive regulator, plays a central role in ethylene signal transduction, we characterized 
its expression pattern in Petunia.  The results showed that EIN2 transcript was present in 
all of tissues, with highest levels in style/stigma and ovary opened petunia flowers. 
Also, expression analysis was carried out to evaluate the effects of pollination, glucose, 
ABA, ACC on ethylene biosynthesis and signaling in petunia flower. The results 
indicate that glucose may play an important role in ethylene-associated regulation of 
flower senescence. These results demonstrate that NtEIN2 mediates ethylene signals in 
wide range of physiological processes and also cross-talk with other hormones like 
ABA in environmental stresses. 
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