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  یافته برنجهاي جهش  از طریق مطالعه لاینOsVP1بررسی عملکرد ژن 
  

  3، محمد مهدي مجیدي 2، زهرا سادات شبُر1فاطمه هاشمی

  
   .لاح نباتات دانشگاه صنعتی اصفهانکارشناس ارشد اصلاح نباتات، گروه زراعت و اص -1
  .زي ایراناستادیار بخش فیزیولوژي مولکولی پژوهشکده بیوتکنولوژي کشاور -2
  .استادیار گروه زراعت و اصلاح نباتات، دانشگاه صنعتی اصفهان -3

  
 27/4/1391: تاریخ پذیرش، 7/12/1390: تاریخ دریافت

 
  چکیده

 پیام آبسیزیک اسید نقش ترارسانیدر  کههستند رونویسی  عوامل کنندهکد VP1 وABI3 هاي ژن
در برنج از طریق مطالعه  ABI3و   VP1اورتولوگ ،OsVP1مطالعه عملکرد ژن پروژه، هدف این . دارند

 یافته  جهشهاي گیاهانویژگیاین ژن، نقش براي روشن ساختن به همین منظور، . هاي آن استیافته جهش

osvp1-1 ) هاي با لاینDNA  T-ژن  در ناحیه پروموترورودي OsVP1( و osvp1-2) با هاي لاینDNA  
T-ژنکننده در ناحیه کدورودي  OsVP1( قرار مورد مقایسه با وحشی  در مراحل مختلف رویشی و زایشی

 و وحشی به تیمار آبسیزیک اسید و osvp1-1 یافتهجهش  گیاهاناسخپ ايبررسی مقایسههمچنین   وگرفت
-RT استفاده ازبا  روزه 12هاي  در گیاهچهOsVP1الگوي بیان ژن زیستی به همراه مطالعه هاي غیر تنش

PCR گیاهان .  شدانجامosvp1-2بودندعملکرد تر و فاقدرنگ پریده، نحیف  نسبت به گیاهان وحشی . 
دهی و پر شدن دانه و خوشهاز ارتفاع کوتاهتري برخوردار بودند نسبت به گیاهان وحشی  osvp1-1گیاهان 

 در OsVP1هاي ژن همچنین سطح بیان رونوشت. تر از گیاهان وحشی صورت گرفتآنها نیز چند روز دیر
کاهش  ABAو زیستی هاي غیربا اعمال تنش. گیاهان وحشی چند برابر شده بود نسبت به osvp1-1گیاهان 

.  نسبت به شرایط شاهد افزایش نشان دادOsVP1 هاي ژن  سطح رونوشتورشد در گیاهچه مشاهده شد 
 و کاهش رشد در شرایط در ترارسانی پیام آبسیزیک اسیدتواند می OsVP1ژن دهد نتایج حاضر نشان می
 . تنش نقش داشته باشد

 زیستی، آبسیزیک اسید، بررسی عملکردهاي غیر، تنشOryza Sativa( ،OsVP1( برنج :هاي کلیدي واژه
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 مقدمه

- ترین تنشخشکی، شوري و سرما از شایع

هاي محیطی هستند که بر رشد و نمو و عملکرد 
- محصولات کشاورزي در سراسر جهان تاثیر می

ها ذارند و بنابراین براي مقابله با این محدودیتگ
و بهبود عملکرد گیاهان تحت تنش، اصلاح 

گیاه برنج حساس به . گیاهان حائز اهمیت است
- می زیستی خشکی، شوري و سرماهاي غیرتنش

اساس تحقیقات، بر.  (Lafitte et al., 2004 )باشد
 هاي محیطیاین تنشها به وسیله از ژن تعدادي

که در پاسخ و  رودریک شده و انتظار میتح
  تحمل به تنش نقش داشته باشند
(Shinozaki and Yamaguchi- Shinozaki, 

هاي دخیل، تعیین الگوي بیان شناسایی ژن. (2000
ها و درك عملکرد آنها در آنها در پاسخ به تنش

سازگاري به تنش، زمینه لازم به منظور یافتن 
ها  افزایش تحمل به تنشآمد برايهاي کارراهکار

. et al., 2006) (Zhang  را فراهم خواهد ساخت
کننده ساختار مطالعه روي گیاهان تراریخته تولید

RNAiهاي حاصل از یافته ژن مربوطه و جهش
 نشاندار روشی مناسب T-DNAها و ترانسپوزون
هاي مطالعه عملکرد ژنشناسایی و در جهت 

- باشد که بری میزیستهاي غیرپاسخگو به تنش

یش از حد اساس فنوتیپ فاقد عملکرد و یا بیان ب
 ,.Shinozaki et al)( گیردژن مربوطه صورت می

هاي بسیاري پوشانیاز لحاظ مولکولی هم. .2007
بین پاسخ به خشکی، شوري و سرما و مسیر 

شود ترارسانی علامت آبسیزیک اسید مشاهده می
et al., 2006) (Zhang .بسیزیک اسید هورمون آ

- ها در گیاه تولید میدر زمان اعمال این نوع تنش

اساس مطالعات قبلی نقش مهمی در شود که بر
 Shinozaki)ها دارد تحمل گیاهان به این تنش

and Yamaguchi-Shinozaki, 2000;Zhu et 
al., 2002) .هاي پاسخگو به تنشگروهی از ژن -

زیک رسانی آبسیزیستی در مسیر پیامهاي غیر
ها که بیان این ژنبطوري. کنند اسید عمل می

توسط آبسیزیک اسید تحریک شده و فراورده 
پروتئینی آنها به عنوان یک عامل رونویسی میزان 

مهمترین  از. کندهاي دیگر را تنظیم میبیان ژن
 Molina et)آرابیدوپسیس است  AB13 هااین ژن

al., 2001). یم بیان این ژن به طور گسترده در تنظ
هاي پاسخگو به آبسیزیک اسید در طی مرحله ژن

 ,.Hu et al). د نقش دار1زائی میانی و انتهاي جنین

مکان ژنی باعث ایجاد این ایجاد جهش در  (2006
زنی بذر متعددي در مرحله نمو و جوانهتغییرات 

گردد که ناشی از کاهش حساسیت به می
). Giraudat et al., 1992(آبسیزیک اسید است 

  از گیاه آرابیدوپسیس وVP1 و ABI3پروتئین 
باشند که  می  B32 رونویسی با دامنه عوامل ذرت

در گیاه و فعالیت  با توجه به شرایط ایجاد شده
 زیستیهاي غیرهاي هدف تحت تاثیر تنشژن
 و مهار 3توانند به هر دو صورت فعال کننده می

با  .)Hernandez et al., 2007(  عمل کنند4کننده
 در VP1::GUSبررسی گیاه تراریخته حامل 

مرحله رویشی در شرایط طبیعی هیچ بیانی از 
VP1گیري  مشاهده نشده است اما به محض قرار

آبی و شوري بالا میزان بیان آن در تحت تنش کم

                                                             
1. Morphogenesis 

Domain 2 
Activator 3  
Repressor 4 
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هاي هوایی مشاهده شده  ساقه وهاي آونديبافت
 به OsVP1بیان ژن . )Cao et al., 2007(است 
توجهی توسط تنش خشکی و تیمار قابلطور 

هاي گیاه چون دمگل در بافتآبسیزیک اسید 
  .)Shobbar et al., 2008(یابد افزایش می

 مطالعه عملکرد ژن پروژههدف این 
OsVP1در گیاه برنج از طریق مطالعه جهش  -

 هاي گیاهانمقایسه ویژگی. هاي آن است هیافت 
 T-DNAاي با هلاین(osvp1-1  یافته برنج جهش

 OsVP1(، osvp1-2ورودي در ناحیه پروموتر ژن 
کننده  ورودي در ناحیه کدT-DNAهاي با لاین(

 وحشی در مراحل  گیاهاننسبت به ) OsVP1ژن 
مختلف رویشی و زایشی براي روشن ساختن 

جهت  همچنین در .صورت گرفتنقش این ژن 
زیستی، هاي غیرشناخت مکانیسم پاسخ به تنش

یافته در گیاه جهش OsVP1بیان ژن بررسی 
osvp1-1هاي   نسبت به گیاه وحشی تحت تنش

  .زیستی و تیمار آبسیزیک اسید انجام شدغیر
  

  . مورد استفادهابزارهاي جستجوي/ هاي اطلاعاتی بانک- 1جدول 
Table 1- Databases or search tools.  
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  هامواد و روش
 )OsVP1 )Os01g0911700بررسی ساختار ژن 
هاي هاي اطلاعاتی و ابزاربا استفاده از بانک

  بیوانفورماتیک
و  )GI:297598172(توالی نوکلئوتیدي 

 مورد نظر از بانک ژن   ژن)GI:629807 (پروتئینی
هاي جستجویافت و به عنوان الگو براي در

براي یافتن . مختلف مورد استفاده قرار گرفت
روي  OsVP1ژن ساختار ژن، موقعیت 

هاي مهم آن،  کروموزوم، ساختار پروتئین و دومین
ساختار پروموتر از نظر عناصر عملگر مرتبط و 

هاي تنشتحت شرایط  OsVP1الگوي بیان ژن 
هاي  از بانک) خشکی، شوري، سرما(زیستی غیر

اطلاعاتی و ابزارهاي بیوانفورماتیکی متنوعی 
ها در استفاده شد که نام و آدرس اینترنتی آن

 .  آمده است1جدول 

  
  یافته و وحشی تهیه بذور گیاهان جهش

-  جهش Dongjinبذور گیاه برنج رقم

از طریق جستجوي   osvp1-2 و osvp1-1یافته 
یافته هاي جهش در بین لاینOsVP1توالی ژن 

هاي  بانک T-DNAها و از ترانسپوزونحاصل 
 اطلاعاتی انتخاب و در نهایت از بانک اطلاعاتی

RiceGE) http://signal.salk.edu/cgi-

bin/RiceGE ( خریداري گردید)Jeong et al., 

2002 .(T-DNAیافته،  ورودي در گیاهان جهش
و چندین  (GUS)هاي گزارشگر گاس  حاوي ژن

 ویروس موزائیک گل 35Sافزاینده از پروموتر 
 .باشدکلم می

  
 نسبت بهیافته کشت و مقایسه گیاهان جهش

  ی در طی مراحل رویشی و زایشیگیاهان وحش
کشت بذور نسل اول و دوم گیاهان 

 و کشت osvp1-1یافته وحشی، گیاهان جهش
 osvp1-2یافته بذور نسل اول گیاهان جهش

فاقد  osvp1-2نسل اول یافته جهشگیاهان (
در شرایط گلخانه  )ه استبودعملکرد بذري 

هاي آن در مراحل صورت گرفت و مطالعه ویژگی
 و زایشی در مقایسه با گیاهان وحشی رویشی

بررسی شامل طول برگ  صفات مورد. انجام شد
پرچم، برگ دوم، طول پانیکول، محور پانیکول، 
تعداد خوشه، ارتفاع بوته، تعداد بذر و وزن هزار 

 و 2 ،1هاي ي فنوتیپی بین گلچهمقایسه. دانه بود
یافته در مقایسه با گلچه  روزه گیاهان جهش4

برداري به منظور  نمونهنجام شد و وحشی ا
 . از برگ گیاهان صورت گرفت DNAاستخراج

  
  ارزیابی ژن گزارشگر گاس

جهت تائید جهش ایجاد شده و بررسی 
هاي برگ و گلچه بیان ژن گزارشکر گاس نمونه

 D-glucuronic-مولار میلیGlus-X) 1در محلول 

acid ßX-Gluc (5-bromo-4-Cholro-3-
indolyl)  مولار  میلی50 درNaHPO4) PH=7( 

قرار )  حل شدهTriton X-100 درصد 1/0و 
 ساعت در دماي اتاق 12- 24 و به مدت گرفته

داري شد و بعد از خارج سازي از محلول نگه
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Glus-X 70( درصد 70 چندین بار در الکل 
) لیتر آب مقطر میلی30لیتري اتانول در میلی

 . شستشو داده شد

  
نظر و همچنین بررسی تصدیق جهش مورد

  هایافتههموزیگوت و هتروزیگوت بودن جهش
نظر و  در جهت تصدیق جهش مورد

همچنین بررسی هموزیگوت و هتروزیگوت بودن 
ها ابتدا طراحی جفت آغازگرهاي  یافتهجهش

) Oligo 5(اختصاصی با استفاده از برنامه الیگو 
 DNAسپس استخراج . انجام شد

 PCRو فرایند   (Dellaporta et al.,1983)ژنومی
 .صورت گرفت

  
 osvp1-1 یافتهکشت بذور نسل سوم گیاه جهش

  زیستیهاي غیرو اعمال تنش
در عفونی مطالعه پس از ضد بذور مورد

 پایه جامد MSاي حاوي محیط هاي شیشهپتري
یافته کشت شدند با این تفاوت که گیاهان جهش

ین  پایه جامد حاوي هایگرومایسMSدر محیط 
سپس بذور کشت شده به مدت دو کشت شدند 

گراد و شدت نور  درجه سانتی25روز در دماي 
µmol m-2 s-1 250-230به منظور .  قرار گرفتند

هاي شوري، خشکی، سرما و بررسی اثر تنش
ها زنی گیاهچه، دو روز پس از جوانهABAتیمار 

- میلی 150 حاوي MSهاي به ترتیب به محیط

 10مولار مانیتول و  میلیNaCl ،275مولار 
 25 منتقل شدند و در دماي ABAمولار میکرو

 µmol m-2 s-1گراد و شدت نور درجه سانتی

 روز قرار گرفتند و به 10 به مدت 250-230
 MSها به محیط منظور اعمال تنش سرما گیاهچه

 گراد درجه سانتی18پایه جامد منتقل و در دماي 
لیه شرایط نگهداري به جز دما ک. نگهداري شدند

 .هاي دیگر یکسان بودآنها با شرایط گیاهچه
 از ساقه RNA برداري به منظور استخراج نمونه

 .هاي دوازده روزه صورت گرفتگیاهچه

  
  مطالعه الگوي بیان ژن

RNA با استفاده از محلول ترایزول کل 
(Invitrogen, Carlsbad, CA) طبق دستورالعمل 

کمیت و کیفیت . ردیدکت سازنده استخراج گرش
RNAدستگاه  اساس جذب نوري با بر

ل ژاسپکتروفتومتر و بررسی باندهاي مربوطه در 
هاي RNA. تائید شد الکتروفورز تعیین و

 RNase-free DNase I(استخراج شده با آنزیم 

(Promega Corporation, Madison, WI تیمار 
 تائید شد و PCR توسط DNA شدند، عدم وجود

اساس هاي مختلف برRNAسازي غلظت ناسهم
28S & 18S rRNAجفت پرایمر .  صورت گرفت

و ژن  )18S(دار  خانهژناختصاصی مناسب براي 
OsVP1شرایط بهینه .  طراحی شدRT-PCR و 

تعداد چرخه مناسب براي مشاهده تفاوت بیان 
 با cDNAتز سن. بین تیمارهاي مختلف تعیین شد

 BIO-RAD. iScript cDNAاستفاده از کیت

synthesis Kit  و در نهایت الگوي صورت گرفت
مورد بررسی  RT-PCR1 ها با استفاده ازبیان ژن

  .  (Shobbar et al., 2007)قرارگرفت

                                                             
Reverse transcription-polymerase chain reaction   1 
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  تجزیه و تحلیل آماري
تجزیه و تحلیل آماري نتایج بدست آمده 

- اساس طرح کاملاً تصادفی نابردر این پژوهش 

) تکرار آزمایشی 2 تکرار زیستی و در 3( متعادل
انجام گرفت و مقایسه میانگین به وسیله آزمون 

 با 05/0اي دانکن در سطح خطاي چند دامنه
 SAS و MSTATSهاي استفاده از نرم افزار

  .صورت پذیرفت
  

 نتایج و بحث

هاي با استفاده از بانکOsVP1 بررسی ژن 
  اطلاعاتی

 به تعداد یک نسخه است که OsVP1ژن 
 برنج واقع شده و 1شماره در روي کروموزم 

 اینترون 5 اگزون و 6توالی نوکلوتیدي این ژن از 
 1طی فرایند پردازش جایگزین. تشکیل شده است

ژن گزارش شده مختلف براي این  دو ایزوفرم
اي و  اسید آمینه727است که ایزوفرم اول توالی 

اي را کد  اسید آمینه704ایزوفرم دوم توالی 
اي این پروتئین  اسید آمینه728توالی  .نماید می

که ) 1شکل (باشد  دومین حفظ شده می7داراي 
 به عنوان سومین دومین بازي بیشترین B3 دومین 

-DNAشدگی را داراست و به عنوان حفظ

bindingهاي دیگر به  در تنظیم رونویسی ژن
در پروموتر . ي بذري نقش داردهاي ویژهویژه ژن

 عناصر) UTR '5نقطه بالاتر از OsVP1) 1Kbژن 
مختلفی شناسایی گردید، از جمله  2عملگر هدف

                                                             
alternative splicing 1 

2 Cis-acting  

هایی چون هاي پاسخگو به هورمونتوالی
هاي پاسخگو به آبسیزیک اسید و ژیبرلین، توالی

هاي زیستی چون نور، سرما و توالیهاي غیرتنش
هاي رشدي چون متابولیسم زئین، که در فرایند

باشند  یآندوسپرم و فعالیت مریستم دخیل م
 plexdbنتایج بدست آمده از سایت ). 2شکل (

 تحت تاثیر تنش OsVP1نشان داد که بیان ژن 
به صورت نتایج (خشکی افزایش یافته است 

  )نمایش داده نشده استتصویري 

  
- بررسی بیان ژن گزارشکر گاس در روي نمونه

  یافته برگ و گلچه گیاهان جهشايه
ها و رنگ آبی مشاهده شده در روي برگ

- و گلچه osvp1-1یافته هاي گیاهان جهشگلچه

 مؤید ایجاد osvp1-2یافته هاي گیاهان جهش
 OsVP1دهنده فعالیت پروموتر ژن جهش و نشان

 ه استهاي گیاهی بوددر این قسمت از بافت
  ).3شکل (
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  .)Prodom ی بانک اطلاعاتاز برگرفته( OsVP1شده در توالی پروتئین هفت دومین حفظ -1شکل 
NH2 :وانتهاي آمین  COOH :توالی پروتئین انتهاي کربوکسیل  OsVP1 اسید آمینه728با . 

Figure 1: Seven conserved domains in OsVP1 protein sequence (derived from Prodom 
database).  

 
  

      
). plantcare رفته از سایتبرگ( OsVP1 برخی از عناصر عملگر موجود در ناحیه پروموتر ژن -2شکل 
ABA :،آبسیزیک اسید Low temperature : ،دماي پایینgibberellin : ،ژیبرلینlight :،نورzein 

metabolism : ،متابولیسم زئینABRE : محل دریافت سیگنالABA، G-box, ACA : محل دریافت
افت سیگنال دماي پایین، محل دری: LTRمحل دریافت سیگنال هورمون ژیبرلین، : P-boxسیگنال نور، 

O2-site : ،محل دریافت سیگنال متابولیسم زئینpromoter : پروموتر ژنOsVP1. 
Figure 2- Some of the cis-acting elements available in OsVP1 promoter (derived from 
plant care), ABRE: ABA-responsive element, ACA, G-box: light responsive element, P-
box: gibberellin responsive element, LTR: Low temperature responsive element, O2-
site: zein metabolism responsive element. 
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هاي گیاه برگ ) هاي گلچه و برگ الفدر بافت(GUS)  بررسی بیان ژن گزارشکر گاس -3شکل 

 osvp1-2 یافتهجهش ه گیاهگلچ)  بosvp1-2  (M2) وosvp1-1  (M1) یافته، گیاهان جهش(W)وحشی 

 .osvp1-1یافته  جهشگلچه گیاه) پ 
Figure 3- GUS Reporter gene expression assay at leaves and florets: (A) leaves of wild 
type plant (W) and mutant plants osvp1-1 (M1), osvp1-2 (M2) B) floret of osvp1-2 
mutant plant (C) floret of osvp1-1 mutant plant.   

 

 
 ,aنسبت به گیاهان وحشی، حروف osvp1-2 یافته ه گیاهان جهشج مقایسه تعداد خوشه و پن- 4شکل 

bاي دانکن اساس آزمون چند دامنهیافته بردار بین گیاهان وحشی و جهشي اختلاف معنیدهنده نشان
  . است05/0در سطح 

Figure 4- Tiller and ear numbers of osvp1-2 mutant plants compared to the wild type. a 
and b shows statistically significant difference based on Duncan's multiple range test 
(P<0.05). 

 
  یافتهمقایسه فنوتیپی گیاه جهش

osvp1-2  به گیاه وحشی در طی نسبت
یافته جهشگیاهان : مراحل رویشی و زایشی

osvp1-2  پنجه و تعدادنسبت به گیاهان وحشی 

 و داراي ساقه و )4شکل (خوشه بیشتري داشتند 
نتایج . تري بودندهاي رنگ پریده و نحیفبرگ

حاکی از آن بوده است که تحقیقات پیشین 
ABI3/VP1همکنش با سایر عوامل  طی بر
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رونویسی نقش بسزایی در ممانعت و فعالیت بیان 
 ;Finkelstein et al., 2002( متعددي دارد هايژن

Suzuki et al., 2003(، بنابراین دور از انتظار 
 باعث ایجاد OsVP1نیست که جهش در ژن 

مطالعات . توجهی گرددتغییرات فنوتیپی قابل
 نشان داده abi3یافته صورت گرفته بر روي جهش

اینکه حساسیت بذر است که بیان این ژن علاوه بر
دهد، در را نسبت به آبسیزیک اسید تغییر می

توسعه پلاست و دوره خواب جوانه نیز نقش 
- هاي درگیر در تنظیم نور نیز برداشته و با ژن

 ممکن .)Rohde et al., 2000(همکنش دارد 
این همکنش  برOsVP1است با تغییر فراورده ژن 

هاي درگیر در تنظیم نور به هم خورده و ژن با ژن
یا اینکه تکامل پلاست به خوبی صورت نگرفته و 
فرایند فتوسنتز طبق شرایط معمولی رخ نداده و به 

یافته -ها و ساقه گیاهان جهشهمین دلیل برگ
تر مشاهده نسبت به گیاهان وحشی رنگ پریده

از یافته خروج خوشه در گیاهان جهش. شدند
تر غلاف برگ پرچم نسبت به گیاهان وحشی زود

هاي گلچه. طبیعی صورت گرفتو به صورت غیر
هاي ضعیف، یافته داراي بساكاین گیاهان جهش

اي نسبت به گیاهان شده و رنگ پریدهمچاله
و به همین دلیل ) ، الف5شکل (وحشی بودند 

یافته افشانی و تولید بذر در این نوع از جهشگرده
 به ناحیه T-DNAاز آنجایی که با ورود  .ندادرخ 
 هاي گیاهان تکامل گلچه، OsVP1کننده ژن کد

یافته مخصوصاً بساك دچار مشکل شده جهش
محصول این ژن به نوعی در رسد است به نظر می
با توجه به . ها نقش داشته باشد تکامل این اندام

این که گیاهان مذکور از لحاظ جهش مورد بحث 
شود که  گوت بودند این احتمال مطرح میهتروزی

تغییر فراورده ژنی، الل دیگر نیز تا حدي  در نتیجه
مهار شده و یا تظاهر این جهش به نحوي غالبیت 

 .نسبی داشته باشد

  
  یافتهمقایسه فنوتیپی گیاه جهش

osvp1-1 به گیاه وحشی در طی  نسبت
  گیاهان جهش یافته: مراحل رویشی و زایشی

osvp1-1به گیاهان وحشی از طول بتنس 
پانیکول، محور پانیکول، برگ دوم و ارتفاع 

- خوشه). 6شکل (باشند تري برخوردار میکوتاه

تر از گیاهان دهی و پر شدن دانه نیز چند روز دیر
وحشی صورت گرفت و مادگی گلچه وحشی از 

اساس بر ).، ب5شکل(تر بود جهش یافته متورم
 از عوامل VP1مطالعات پژوهشگران ژن 

رونویسی مهم در مسیر ترارسانی آبسیزیک اسید 
زیستی هاي غیربیانش تحت تاثیر تنش و بوده

در  OsVP1رسد که  به نظر مییابد افزایش می
 زیستیهاي غیر کاهش رشد در پاسخ به تنش

 ,.Shobbar et al)همانند خشکی دخیل باشد 

 حامل چندین T-DNAورود نظر به . (2008
ه از پروموتر ویروس موزاییک گل کلم در افزایند

افزایش چندین  ،OsVP1ناحیه پروموتر ژن 
برابري بیان این ژن نسبت به شرایط طبیعی 

بنابراین دور از انتظار نیست که  .متصور است
یافته، کاهش افزایش بیان این ژن در گیاهان جهش

همچنین طبق . ارتفاع را به دنبال داشته باشد
رفته، از آنجایی که بیان مطالعات صورت گ



1391، هاشمی و همکاران  

 ٩٨

ABI3/VP1 در بذر گزارش شده )Miyoshi et 

al., 2002 (رسد که این ژن در نمو  و به نظر می
 ,.Giraudat et al(بذر نقش مهمی ایفا کند 

- تأخیر در پر شدن دانه در گیاهان جهش) 1992

هاي پیشین  یافته در این ژن نیز با نتایج پژوهش
  .همخوانی دارد

  
زیستی بر رشد رویشی و هاي غیرنشتاثیر ت

  OsVP1 الگوي بیان ژن 
-  نتایج بدست آمده تحت تاثیر تنشطبق

- زیستی کاهش ارتفاع ساقه در گیاهچههاي غیر

و نتایج ) 7شکل (هاي مورد مطالعه مشاهده شد 
-  در گیاهچهOsVP1حاصل از بررسی بیان ژن 

هاي وحشی و گیاهچه osvp1-1یافته هاي جهش
 نشان ABAزیستی و تیمار با هاي غیرتحت تنش

- هاي وحشی سطح رونوشتدر گیاهچهداد که 

زیستی خشکی، تنش هاي غیر در OsVP1هاي 
 نسبت به شرایط شاهد ABAشوري، سرما و 

که با شواهد قبلی ) 8شکل (افزایش داشته است 
اساس نظر پژوهشگران، ژن بر. همخوانی دارد

OsVP1 در برنج ارتولوگ ژن ABI3  در
 و )Hattori et al., 1994(آرابیدوپسیس است 

-  در شرایط عادي در بافتVP1 و OsVP1بیان 

العاده کم بوده و آبسیزیک اسید هاي رویشی فوق
گردد  باعث افزایش بیان آن میزيو تنش اسم

Shobbar et al., 2008)؛Cao et al., 2007  ( .

هاي همچنین مطابق انتظار، سطح بیان رونوشت
OsVP1یافته  در گیاهان جهشosvp1-1  حتی در

شرایط شاهد نسبت به گیاهان وحشی چند برابر 
 وارد شده T-DNAکه زیرا) 8شکل (شده بود 

 ویروس  35Sحامل چندین افزاینده از پروموتر
  .باشد ک گل کلم مییموزای

  
 بندي کلیجمع

  : اساس نتایج بدست آمدهبر
-osvp1افته یدر گیاهان جهش عدم تولید بذر - 1

. حکایت از نقش مهم و کلیدي این ژن دارد 2
ها، ساقه و  و نحیف بودن بساكگیرنگ پرید

نسبت به گیاهان وحشی این گیاهان  هايبرگ
احتمال دخالت این ژن را در تکامل بساك و 

 .سازدساخت سبزینه مطرح می

هاي  کاهش ارتفاع ساقه در تمامی گیاهچه-2
هاي طح رونوشت سمورد مطالعه و افزایش

OsVP1 زیستی هاي غیرتحت تأثیر تنش
نسبت به شرایط ) ABAخشکی، شوري، سرما و (

هاي شاهد و همچنین افزایش سطح بیان رونوشت
OsVP1یافته  در گیاهان جهشosvp1-1  نسبت

و کاهش ارتفاع این گیاهان به گیاهان وحشی 
عنوان یک  به OsVP1 ژنکه کند پیشنهاد می

کننده مثبت در مسیر ترارسانی عامل تنظیم
و در  کندهورمون آبسیزیک اسید فعالیت می
  .کاهش رشد در پاسخ به تنش نقش دارد
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فلش آبی رنگ  )الفیافته با گیاهان وحشی  روزه گیاهان جهش4هاي مقایسه فنوتیپی گلچه -5شکل 
 )ت به گلچه وحشی است ب نسبosvp1-2یافته هاي مچاله و رنگ پریده گلچه جهشدهنده پرچمنشان

  . استosvp1-1یافته دهنده مادگی متورم گلچه وحشی نسبت به گلچه جهشفلش قرمز رنگ نشان
Figure 5- A phenotypic comparison of 4 days florets in wild type and mutant plants, A) blue 
arrow shows crouched and colorless anthers in osvp1-2 mutant plant compared to the 
wild type, B) red arrow shows inflated pistil in osvp1-1 mutant plant compared to the 
wild type. 
 

 

            
 در دو ژنوتیپ هموزیگوت و هتروزیگوت osvp1-1یافته  مقایسه صفات فنوتیپی گیاهان جهش- 6شکل 

اي اساس آزمون چند دامنهدار بري اختلاف معنیدهنده نشانa, bنسبت به گیاهان وحشی، حروف 
  . است05/0 دانکن در سطح

Figure 6- Phenotypic comparison of osvp1-1 mutant plants (homozygous and heterozygous 
genotypes) and the wild type, a-c shows statistically significant difference based on 
Duncan's multiple range test (P<0.05). 
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 نسبت به osvp1-1یافته جهشدوازده روزه از گیاهان  هاي مقایسه رشد رویشی ساقه گیاهچه-7شکل 

، سرما  )NaClمولار میلی150(، شوري )مولار مانیتول  میلی275(گیاهان وحشی در شرایط خشکی 
دار ي اختلاف معنیدهنده نشانa, bحروف ) لارمومیکرو 10 (آبسیزیک اسیدو ) گراد درجه سانتی18(

  . است05/0 اي دانکن در سطحاساس آزمون چند دامنهیافته بربین گیاهان وحشی و جهش
Figure 7- Effects of drought (275 mM manitol), salt (150 mM NaCl), ABA (10µM) and 
cold (18 0C) on shoot length of osvp1-1 mutant plants compared to the wild type in 12 
days seedlings. a and b shows statistically significant difference based on Duncan's 
multiple range test (P<0.05). 

  
 نسبت osvp1-1یافته هاي دوازده روزه، گیاهان جهش در ساقه گیاهچهOsVP1 مقایسه بیان ژن - 8شکل 

گراد سانتی درجه18، سرما  NaClمولار میلی150مولار، شوري  میلی275در خشکی به گیاهان وحشی 
 . به عنوان کنترل داخلی در نظر گرفته شده است18S rRNA ژن .مولار میکرو10و آبسیزیک اسید 

Figure 8- Effects of drought (275 mM manitol), salt (150 mM NaCl), ABA (10µM) and 
cold (18 0C) on OsVP1 gene expression of osvp1-1 mutant plants compared to the wild 
type in 12 days seedlings shoot using RT-PCR. 18S rRNA gene is used as the internal 
control. 
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Abstract 

ABA-Insensitive3/Viviparous1 (ABI3/VP1) genes encode transcription factors involved 
in ABA signal transduction. The objective of this research is the functional analysis of OsVP1 
gene - ortholog of the maize VP1 and Arabidopsis ABI3 in rice- through studying related 
mutant lines. Therefore, characteristics of the mutants (T-DNA inserted lines in the promoter 
or coding region of OsVP1 gene) and wild type rice plants were compared in the vegetative 
and reproductive stages to clarify the role of this gene. As well, the comparative analysis of 
the wild and mutant lines (T-DNA inserted in the promoter of OsVP1 gene) response to 
abscisic acid treatment and abiotic stresses were done, in addition to the expression analysis 
of OsVP1 gene and the candidate downstream genes in 12 day seedlings using real time PCR. 
Mutant plants in OsVP1 coding region were pale, subtle and short compared to the wild type, 
in both vegetative and reproductive growth stages with no yield. Plant height of mutants in 
OsVP1 promoter region were less than the wild type. Panicle emergence and grain filling 
were also delayed compared to the wild type. Abiotic stress induced growth reduction in 
seedlings of both wild type and mutant plants. Gene expression analysis was revealed that 
OsVP1 transcripts levels have been increased under drought, salinity, cold and ABA 
treatments compared to the control condition. Also, OsVP1 has up regulated considerably in 
mutant plant at OsVP1 promoter region, which were expected because the T-DNA insertion 
carries several enhancers from 35S promoter of cauliflower mosaic virus. Therefore, it seems 
OsVP1 encodes a transcription factor which can play a role in ABA signal transduction 
pathway and stress induced growth arrest. 

 
Key Words: Rice (Oryza sativa), OsVP1 (OsViviparous1), abiotic stress, ABA (Abscisic acid), 
functional analysis. 
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