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A B S T R A C T 
Today, medicinal plants are used in the treatment of many diseases because of 
their secondary metabolites. Thyme as one of these plants contains a wide 
range of secondary metabolites such as terpenes. Various methods have been 
developed to increase these materials. In classical methods, environmental 
factors are changed to produce the most effective substance in medicinal 
plants, but in newer approaches that are based on plant genetics, higher yields 
are observed. One of these approaches is the use of miRNAs. These miRNAs 
control gene expression after transcription by mRNA analysis or inhibition of 
their translation, and play different roles in biological and metabolic 
processes in plants and animals. One of the simplest and least expensive 
methods for identifying miRNAs is the use of bioinformatics tools and 
methods. To identify distinct miRNA in different species of thyme, a study 
based on homology search was conducted using transcriptomic data of thyme. 
First, this information was refined and then aligament performed against all 
known miRNAs in the miRBase database. After screening of results based on 
factors such as length and e-value level, the secondary structure of miRNAs 
was analyzed with UNAfold tool. Target genes were identified using 
psRNATARGET tool and phylogenetic relationships were investigated using 
maximum likelihood method and RaxML tool. In total 64 distinct candidate’s 
miRNAs were identified in different species of thymus and 14 miRNAs 
included miR172 and miR396 played an important role in terpenes synthesis 
and it has been proven in previous studies. The phylogenetic tree was able to 
show the relationship between miRNAs in different species. 
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علمي نشريه  

فناوري گياهان زراعي زيست
  
 »مقاله پژوهشي«

   شنيآو مختلف يها گونه در  miRNAs  ليتحل و هيتجز و ييشناسا

  ييدطباطبايس ميابراه نيبدرالد، ياصفهان انيمرآت سپهر، *يسورن ابوذر

  چكيده
 ومورد توجه  ها يماريب از ياريدر درمان بس مؤثر، يها تيبودن متابول دارا ليبه دل ييدارو اهانيامروزه گ

 يها تياز متابول يعيگستره وس يكه حاو است شنيآو اهانيگ نياز ا يكياند.  گرفته استفاده همگان قرار
 يها است. در روششده   مواد ابداع نيا شيافزا يبرا يمختلف يها . روشباشد يم هاترپن مانند هيثانو

 در كه يحال در. دگرد يماستفاده  هماده مؤثر ديتول شيافزا جهت يطيعوامل مح رييتغ از كيكلاس
 نياز جمله ا شود. بهره گرفته ميدارند  زين يكه بازده بالاتر يكيژنت يها يورز دست از نينو يها روش

 از يسيرونو از پس را ژن انيب RNAs نيا. باشد يم miRNAs استفاده از نقش و عملكرد ها كرديرو
 يكيولوژيب يندهايفرآ در را يمتنوع يها نقش و كرده كنترل ها آن ترجمه مهار اي mRNAs هيتجز قيطر
موجود  miRNAs ييشناسا يبرا يمتعدد يها روش. كنند يم يباز جانوران و اهانيگ در يكيمتابول و
 لذا. است يكيوانفورماتيب يهاروش و ابزارها از استفادهها،  آن نيتر نهيهز و كم نيتر از ساده يكيكه  باشد يم

 يبر جستجو يمبتن يا مطالعه شن،يآو مختلف يهادر گونه زيمتما miRNAs ييشناسا به منظور
و  شياطلاعات پالااين انجام گرفت. ابتدا  شنيآو اهيگ يپتومياستفاده از اطلاعات ترانسكر با يهمولوژ
انجام شد.  miRBase يشده موجود در بانك اطلاعات شناخته miRNAs در برابر تمام يفيهمردسپس 

 miRNAs هيساختار ثانو e-valueهمچون طول و سطح  ييهاشاخص اساس بر جينتا يغربالگر از بعد
هدف با استفاده از ابزار  يهاژن ييشناسا. گرفت قرار يبررس مورد UNAfoldابزار  با

psRNATARGET  به روش حداكثر احتمال و ابزار  يكيلوژنتيروابط ف يبررس وRaxML شد انجام .
 14تعداد  نياز ا كه شدند ييشناسا شنيآو مختلف يها گونه در زيمتما ديكاند  miRNAs 64 مجموع در

 miR396 و miR172به  توانيم miRNAs نيا نيتراز مهم .داشتند قرارها  سنتز ترپن  ريعدد در مس
 درختاست.  دهيبه اثبات رس دهايسنتز ترپنوئ ريدر مس هاآن نقش نيشيپ مطالعات در كه كرد اشاره

 نشان دهد. يمختلف را به خوب يهاگونه در miRNAs انيتوانست ارتباط م كيلوژنتيف

 دانشگاه ،يكشاورز دانشكده ،يفناور ستيز گروه
  . رانيا اصفهان، اصفهان، يصنعت 
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  مقدمه
لينـه  مـيلادي توسـط    1735در سـال  ) Thymus( جنس آويشـن 

 بندي شد. اين جنس متعلق به خانواده نعناعيـان  شناسايي و طبقه

)Lamiacae(  ي  گونـه  800جنس و بيش از  200است كه داراي
هايي بـه   ساله با گل اي، چند باشد. آويشن، گياهي دولپه گياهي مي

هـاي   ي گل در آويشن از كـرك  رنگ سفيد تا ارغواني است. كاسه
از ). Morales, 2002( اسـت  شـده  اي حاوي اسانس پوشيده  غده

  چهــار گونــهشــده كـه   گونـه در ايــران شناسـايي   14ايـن جــنس  
Thymus. armanicus ،Thymus. persicus ،Thymus. 

daenensis و Thymus. lancifolius ايران هستند بومي.  
دهنــده آويشــن عمــدتاً بــه دو گــروه  مــواد شــيميايي تشــكيل

شوند. فلاونوييدها شـامل   بندي مي تقسيم هافلاونوييدها و اسانس
بوده و تركيبـات   4و لوتئولين 3ها فلاونول 2ايزوتيمونين، 1تيموسين،

هاي آروماتيك هستند كـه   اصلي اسانس فرار در آويشن مونوترپن
 9و كـامفور  8گامـاترپينن  7سيمن،-پي 6كارواكرول، 5شامل تيمول،

تـوان بـه    ويشـن، مـي  دهنـده آ  باشند. البته از ساير مواد تشكيل مي
 ,Behnia et al( و رزمارينيـك اسـيد نيـز اشـاره كـرد      10ها تانن

2008; Braga et al, 2008; Hummelbrunner et al, 
2001; Isman, 2000; Ozguven and Tansi, 1998; Sedy 

and Koschier, 2003(.  
بنابراين، با توجه به نياز روزافزون استفاده از گياهـان دارويـي،   

هاي فراواني در رابطه با توليد، كنترل و افزايش  و تكنيكها  روش
هـاي   ها به وجـود آمـده اسـت. محققـين در روش     ي مؤثر آن ماده

طوركلي فراهم  نياز گياه و به ي موردذكلاسيك با افزايش ماده مغ
آوردن شرايط محيطي مناسب ميزان مـاده مـؤثر ايـن گياهـان را     

ميـزان  تواننـد  مـي دودي هاي كلاسيك تا ح دهند. روش تغيير مي
، گيـر بـودن   اما به دليـل وقـت   دهند؛توليد ماده مؤثر گياه را تغيير 

در طـي مراحـل و    )سعي و خطا(رويكرد آزمايشي و آماري داشتن 
سـازي شـرايط محيطـي،     همچنين محدود بـودن پتانسـيل بهينـه   

 .هاي كلاسيك شدند  جايگزين روش يتر هاي جديد رويكرد

دهـد عوامـل مختلفـي در كيفيـت و      مي نتايج مطالعات نشان
تأثيرگذار هستند. اين عوامـل را   ياهان داروييكميت مواد مؤثره گ

                                                                                      
1. Thymosin 
2. Isotimonin 
3. Flavonols 
4. Luteolin 
5. Thymol 
6. Carvacrol 
7. P.cymene 
8. γ.Terpinene 
9. Camphor 
10. Tanan 

 ـ يدسته كل توان به دو يم م كـرد. عوامـل   يو بيرونـي تقس ـ  يدرون
رات يي ـ، تغيايي ـ، تنـوع جغراف يبيروني شـامل شـرايط آب و هـواي   

ل اسـت؛ امـا عوام ـ   يها و عوامل خاك ماريي، بي، نور، آلودگيفصل
كـه در   هسـتند اه ي ـك گي ـاصولاً مبتني بـر ژنت  يكننده درون تعيين

 يزيولوژيكيفرآيندهاي مختلف ف ،يطيتقابل و تعامل با شرايط مح
ايــن )؛ Srivastava, 2002( كننــد تنظــيم مــيرا  يســميو متابول

ها و  توانند به پتانسيل ژنتيكي گياه، سطح بيان ژن عوامل خود مي
تقسيم شـوند. عـلاوه بـر پتانسـيل ژنتيكـي،      تغييرات پس از بيان 

ميزان بيان ژن در توليد ماده مـؤثره اهميـت فـراوان دارد. ميـزان     
ايـن  از جملـه   ،ك ژن خود به عوامل مختلفي بسـتگي دارد ي بيان

كه  يك ژن اشاره كرد، هنگامي هاينسخهتوان به تعداد  عوامل مي
زايش خواهـد  نظر اف يك ژن بيشتر باشد بيان ژن موردتعداد كپي 

موتر قوي كه در ارتباط بـا يـك ژن   ويافت. همچنين وجود يك پر
افـزايش  را نهايـت بيـان ژن    رونويسي آن ژن و در تواندمياست 
ها، فاكتورهاي رونويسـي   عامل مهم ديگر در ميزان بيان ژن .دهد

)TFي  كننـده  تنظـيم  هـاي  پروتئين فاكتورهاي رونويسي .) هستند
تحـت تـأثير عوامـل     شوند و متصل مي DNAبيان هستند كه به 

هاي بين سلولي باعث كاهش و يـا افـزايش    مختلف مانند سيگنال
 ,Arora et al( شـوند  بيان ژن در طول زندگي يـك سـلول مـي   

قرار تغييرات پس از رونويسي  يكي ديگر از عوامل كه جز ).2013
باشند كـه اثـر قابـل قبـولي در كـاهش و يـا        مي miRNAsدارد، 

، miRNAsدر واقـع   ميزان مـاده مـؤثره گياهـان دارنـد.    افزايش 
اي  رشـته  غير كد كننـده و تـك    ي شده حفاظت RNA هاي مولكول

نوكلئوتيد هستند كه از طريـق كنتـرل    24تا  16كوتاهي به طول 
رونويسـي    هـا بعـد از   كننـده  عنوان تنظـيم  هاي مختلف به بيان ژن

از در فرآيندهاي مختلفي  miRNAsشوند. در گياهان  شناخته مي
رشد و نمو، متابوليسـم، مورفـوژنز، انتقـال سـيگنال، تعيـين      جمله 

 زنده و غيرزنده دخيـل هسـتند   هايتنشزمان گلدهي و پاسخ به 
)Davison et al, 2006 .(miRNAs  ًدرصد ژنـوم را   يكتقريبا

هـا صـدها ژن را مـورد هـدف      گيرنـد امـا هركـدام از آن    در برمي
  . )Bentwich et al, 2005; Lim et al, 2003( دهند مي

ه يق تجزياز طر يسيها را پس از رونو ان ژنيب miRNAsاين  
mRNA و(كنند  ها، كنترل مي ا مهار ترجمه آنيVahid et al, 

طـي دو مرحلـه پـردازش     miRNAه ي ـهاى اول رونوشت). 2010
در هسته  miRNAsشوند. ابتدا  تر مى ل به مولكول بالغ كوتاهيتبد

 RNAوسـيله   سلول از روي نواحي بـين ژنـي يـا درون ژنـي بـه     
 3تـا   1) با طـول  pri-miRNAاوليه ( miRNAبه فرم  IIپليمراز

در  pri-miRNAsشـوند. در ادامـه ايـن     كيلو باز، رونويسـي مـي  
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 100تـا   70بـا طـول تقريبـي     حلقـه هسته به ساختارهاي سـاقه  
 شـوند  شوند، شكسـته مـي   ميناميده  pre-miRNAنوكلئونيد كه 

)Bartel, 2004 .(    در نهايت اين ساختار مجـدد دسـتخوش تغييـر
نوكلئوتيـد   24تـا   20بالغ بـه طـول    miRNAsقرار گرفته و يك 

 Millar, 2005; Zhang et al., 2018, and( شـود حاصل مـي 

Waterhouse.(  
در حالت اول : استبه دو صورت  miRNAsعمل  ها مكانيسم

miRNA بـه   بالغيmRNA  2چسـبد و بـا ايجـاد سـاختار      مـي 
شدگي  در اين حالت جفت .شود مي mRNAاي باعث تجزيه  رشته

شـود. در حالـت    هدف ايجاد مـي  mRNAو  miRNAكامل بين 
عنوان يك سـركوبگر   به RISCبه همراه  miRNAدوم كمپلكس 

در  mRNAكند و مـانع ترجمـه    و يا يك ممانعت كننده عمل مي
و تـوالي هـدف آن    miRNAشود، در اين حالت بـين   ريبوزوم مي

  ).Zhang et al, 2006 ( اتصال ناقص وجود دارد
در گياهـان و عـدم    miRNAsبا توجه به اهميـت شناسـايي   

 ني ـا درو تحقيقي در ايـن زمينـه در گيـاه آويشـن،      وجود مطالعه
بـا   شـن يآو مختلـف  گونه چند اطلاعات ترنسكريپتوميمطالعه از 
 اسـتفاده  miRNA شناسـايي  يبرارماتيك وبيوانفهاي  كمك ابزار

مختلـف   يهـا  ريهـا در مس ـ  عملكـرد آن  ينيشبيپو در نهايت شد 
  .گرفت قرار يبررس موردنيز  اهيگ نيا يكيولوژيب

  
  پژوهش

اولين بار توسط لـي و همكـاران در سـال     miRNA هايمولكول
هنگام برسي كاهش سطح  caenorhabditis eleganدر  1993

 L1 مرحله از يلارو شرفتيپ از يا مرحله در كه LIN-4پروتئين 
. ابتـدا تصـور   )Lee et al, 2003( شد گزارشبود  يضرور L2به 
 .Cاي منحصـر بـه   شد ايـن روش تنظـيم بيـان ژنـي پديـده      مي

elegans هاي بعد اولين است، اما در سال miRNAs    گيـاهي در
در آرابيدوپسيس شناسايي شدند. مطالعات بعدي روي  2002سال 

miRNAs  را رشد بـرگ و گـل    ها رويي آنكنترلدر گياهان اثر
 ,Aukerman and Sakai, 2003; Palatnik et al( اثبات كرد

هـاي بعـد از اطلاعـات ترنسـكريپتومي جهـت      در سـال .  3)200
از اطلاعـات   همكـاران استفاده شد. پلگـر و   miRNAsشناسايي 

آرابيدوپسـيس  در  miRNAsنـي  آبراي تعيين فراو ترنسكريپتومي
. ايـن  استفاده كردندتحت شرايط گرما، خشكسالي و تنش شوري 

در سطح بالا  ساختاريرا با تغييرات  miRNAsبسياري از  بررسي
 لعـه در واقـع محققـين در ايـن مطا    .در اين شرايط شناسايي كـرد 

miRNAs هـاي   كـه كانديـداي ايفـاي نقـش     ندرا شناسايي كرد

 ,Pegler et al ( بودنـد هـا   عملكردي مهم در طـول ايـن تـنش   

را شناســايي كــرد كــه  miRNAs. نجــاچي و همكــاران  )2019
، Tripogon loliiformisدر اثر كمبود شـديد آب در  ها سطح آن

زنده شـود، تغييـر   گياهي كه مي تواند از حالت خشك شده دوباره 
اي بروي نقش و  مطالعات گسترده .)Njaci et al, 2018( كند مي

هاي ثانويـه انجـام شـده اسـت. از      عملكردي بسياري از متابوليت
و همكـارانش انجـام    ايكس-يو زيجمله اين مطالعات كه توسط 

 ـ انيبشده نشان داد  بـا اثـر بـروي فـاكتور      mir156از حـد   شيب
هـا بـه    يم بـروي كـاهش سـنتز تـرپن    اثـر مسـتق    SPLرونويس 
 Gou et( آرابيدوپسيس دارد ها موجود در ترپنيسسكوئخصوص 

al, 2011 (   مطالعات صورت گرفته بروي زنجبيل توسـط نوپـور .
ماننـد   miRNAsاثر تنظيمـي   2014سنگ و همكاران در سال 

miR5021  وmiR805 هـاي را بـه اثبـات     هاي ترپن ساز بر پيش
گزارش  2018. ژائو و يانگ در سال )Singh et al, 2016( رساند

مسـير   بـر فاكتورهـاي رونويسـي    miRNAsكردند كه برخـي از  
 MYBبـر   miR33418و   MYC2 بـر  mir3632مانند  ها ترپن

 .) 2018et al Zhao ,( اثر مستقيم دارنددر چاي 

   
  وش شناسايي پژوهشر

هـاي مختلـف آويشـن    اطلاعات ترنسكريپتومي مربوط بـه گونـه  
هاي آويشـن   بافت برگ گونه پتوميترنسكرحاصل از توالي يابي 

T. aremeniacus ،T. daenensis ،T. vulgar ،T. persicus ،
T. pubescens ،T. lancifolius     99/64، 98/60به ترتيـب بـا ،

ــتگاه    85/65و  20/62، 81/61 ــه كمــك دس ــوانش ب ــون خ ميلي
Illumina HiSeq 4000 2019( و همكاران سورني  در مطالعه( ،
ــاتي   ــك اطلاعــ ــي    NCBIاز بانــ ــماره دسترســ ــه شــ بــ

PRJNA481444 شد افتيدر )Soorni et al, 2019(.  
 

 هابندي قرائت سرهمو كنترل كيفيت 

يابي با استفاده از  هاي خام حاصل از توالي كنترل و كيفيت خوانش
 ,Aparicio-Puerta et al( انجــام شــدد FastQCافــزار  نــرم

. به منظور كاهش خطاي خوانش حاصـل از وجـود تـوالي    )2020
ه  اسـتفاد  Trimmomaticآداپتورها و حذف توالي بـي كيفيـت از   

هـا  از   بنـدي تـوالي   . جهـت سـرهم  )Bolger et al, 2014 ( شد
 Grabherr( استفاده شـد  rnaSPadesو  Trinityهاي   افزار نرم

et al, 2011 (.   از تكـراري  هـاي  تـوالي  حـذف  جهـت در نهايـت 
 شــد اســتفاده پيشــفرض مقــادير بــا cd-hit-est افــزار نــرم

)Badapanda and Rathore, 2018 (.  
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ــام   ــايي  blastانج ــراي شناس ــالگر ،miRNAsب  و يغرب
  هيثانو ساختار يبررس

با استفاده از بلاست ترنسكريپتوم حاصـل از   miRNAsشناسايي 
در مقابل اطلاعـات موجـود در بانـك اطلاعـاتي      cd-hitخروجي 

miRbase براي اين كار از مجموعـه   .انجام شدblastall   و ابـزار
Blastn نتايج حاصل  .) 2011، اسوريگرابهر، هاس و ( استفاده شد

، 23-20رديفـي   ، طـول هـم  95-100از بلاست، بر اساس درصد 
غربالگري شدند E.value 10-5و  صفرگپ ، 4حداكثر عدم تطابق 

حـذف   هاي تعريـف شـده  تر از شاخصو نتايج داراي مقادير پايين
 200 ،سي ساختار ثانويـه ر. جهت بر)Zhang et al, 2018( شدند

دست  نوكلئوتيد در پايين 200دست نقطه شروع و  نوكلئوتيد در بالا
ــالغ بــا اســتفاده از ابــزار  miRNAي پايــان  نقطــه  Bedtoolsب

 1كمترين جايگـاه در بالادسـت نوكلئوتيـد شـماره     جداسازي شد. 
دسـت بـا توجـه بـه طـول       توالي در نظـر گرفتـه شـد و در پـايين    

 شـد   گرفتـه   نظـر  مخصوص هر توالي بيشترين مقـدار ممكـن در  
)Quinlan, 2014(.  بعد از انجامBlastx هـاي  جهت حذف توالي

بررسـي  هاي باقي مانده مورد كد كننده، ساختار ثانويه ترنسكريپت
  قرار گرفت. 

 :UNAfold )httpافـزار   بررسي ساختار ثانويه با كمـك نـرم  

//www.unafold.org( صـورت   افـزار بـه   . در اين نـرم انجام شد
شـده   محاسبه Uو  Aهاي نوكلئوتيدي  فرض ميزان درصد باز پيش

 شـود.  حذف مـي  -kcal/mol 20ازكمتر  MFEو همچنين ميزان 
حلقــه) -ســاختار ثانويــه (ســاقه مجــدد ســيرجهــت برهمچنــين 
miRNA 1از اسكريپت SUmirFold،SUmirfind   اسـتفاده  نيـز

نيـاز   هـاي مـورد   و پكيج unafoldاسكريپت به همراه  2. اين شد
 Alptekin ( دهند انجام مي راطور صحيح گزينش مناسب  ها به آن

et al, 2017(. نظـر از   ي مـورد  شده بعد از شناسايي نواحي گزينش
bedtools  هـاي ترانسـكريپتوم    داده تـوالي از روي  جداسازيبراي

 شد.استفاده 
 

 و ساخت درخت تبارزايي هاي هدف شناسايي ژن

 psRNATARGETهاي هدف از ابـزار   منظور شناسايي ژن به
ــد   ــتفاده ش ــوالي   ) Dai et al, 2018(اس ــاليز ت ــن آن . در اي
miRNAs براي سـاخت   ها مقايسه شدند. با توالي مسير ترپن

صــورت  شــده بــه شناســايي miRNAsدرخــت تبــارزايي، تمــام 

                                                                                      
1. Script  

mature شده و سـپس بـا كمـك ابـزار      آوري جمعMUSCEL 
عنوان ورودي اوليـه بـراي    شده به رديف شدند. نتيجه حاصل هم

. ) Barik et al, 2014( ساخت درخت تبـارزايي اسـتفاده شـد   
ــتفاده از   ــا اس ــارزايي ب ــا  maximum likehoodدرخــت تب ب

maximum bootsrap ،500   به كمك ابـزارRaxML   توليـد
  .) Stamatakis, 2014( شد
  

  هاي پژوهش يافته
 ها و بررسي كيفيت آن  بندي قرائتنتايج سرهم

بنديهاي مختلفي براي ارزيابي كيفيت سرهمطوركلي، شاخص به
هـا  گيرد. در اين مطالعـه، شـمار كانتيـگ   استفاده قرار مي ها مورد
ها بنديسرهم كل شده) و اندازه بيني هاي پيشترانسكريپت(شمار 

بررسي قرار گرفتند. در اكثر نمونه ها موردترين معيارعنوان مهم به
) و انـدازه  131657تـا   85078ها بيشترين تعداد كانتيگ (دامنه از 

كـه   حاصل شد. درحـالي  Trinity افزاربندي توسط نرم هم كل سر
 rnaSPades افـزار شـده توسـط نـرم    ساييهاي شنا تعداد كانتيگ

انـدازه   .بـود  Trinity ) كمتر از ابـزار 108630تا  57835(دامنه از 
 داري بـا ابـزار  آمـده نيـز تفـاوت معنـي     دست كل ترانسكريپتوم به

Trinity  هــاي داشــت. در اغلــب مــوارد شــمار بــالاي كانتيــگ
 ـ 2تكه آمده، تكه دست به الاي بودن ترانسكريپتوم مرجع و شباهت ب

دهد. اين در حالي است كـه  ها را نشان ميبسياري از ترانسكريپت
تـر  بندي پيوستهي كل، باعث ايجاد يك سرهمگاهاً افزايش اندازه
  .شودبا پوشش بيشتر مي

تواند به علـت وجـود خطاهـاي    ها ميافزايش شمار كانتيگ
پوشاني قطعات به وجود آيد. از طرف ديگر يابي و عدم همتوالي

ها در اطلاعـات ترنسـكريپتومي، تـأثير بسـزايي     سطح بيان ژن
بنـدي دارد. در واقـع   هاي حاصـل از سـرهم  روي تعداد كانتيگ

بيـان بـالا    هايي بـا بندي را از ترانسكريپتهايي كه سرهمابزار
تر را توليـد   تر با اندازه بزرگبندي پيوستهكنند، سرهمايجاد مي

 .كنندمي

  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

                                                                                      
2. Fragments  



 حذف نديچپ و راست، قبل از فرآ يهاخوانش .1دول ج

T. daenensis  T. vulgaris  T. pubescens  T. persicus  T. lancifolius  T. armeniacus  گونه  

60982212  64997232  62209118  61810344  65859456  127660600  
ها شمار خوانش

  لتريقبل از ف

 
)، T.daenensis اســتثناي گونــه (بــه هــابــراي اكثــر نمونــه

هـا توسـط   ترين طول ميانگين كانتيگو بالا N50مقدار  ترين بيش
هاي بهتـر  بندينظر تئوري، سرهم توليد شد. از  Trinity افزارنرم
بالاتر داشـته باشـند.    N50تر باارزش هاي طويلبايست كانتيگمي

بحث بسياري از محققين است،  هنوز مورد N50البته اهميت پارامتر
بندي بهتر نيسـت   تر لزوماً به معني توليد سرهمبزرگ N50 كه چرا

تعـداد   (ادغـام دو يـا   1ايمريسـم كي دهنـده و ممكن اسـت نشـان  
بندي) بـالاتر  بيشتري ترانسكريپت در يك كانتيگ در طول سرهم

توانـد  بالاتر مـي  N50 باشد، اما مطالعات قبلي نشان داده است كه
  .بندي باشدهمي كيفيت بالاي سركننده طور مصنوعي منعكس به

درصــد  91رديفــي بــيش از بنــدي، هــمدر تفســير نتــايج ســرهم
ي كيفيـت مطلـوب   دهنـده جع نشانها به ترانسكريپتوم مر خوانش

  .بندي استهاي حاصل از سرهم ترانسكريپتوم
ي سرهم زمينه به علت وجود مشكلات و خطاهاي مختلف در

و هـا،   تكه بودن خـوانش  جمله، تكه بندي كه به دلايل مختلفي از
دهد، در مطالعات مختلف، بر اسـاس نـوع    ها رخ ميحضور ايزوفرم

آمـده   دست بندي بهسرهم ،مطالعه موردگياه هدف و گونه يا جنس 
شـود. در ايـن   هاي موجود انتخاب مـي افزارتوسط يكي از اين نرم

در اكثـر   Trinityافـزار  نرمنتايج رسد كه مطالعه چنين به نظر مي

 ازها، ، به همين علت در مراحل بعدي آناليزتر استبها مطلوگونه
  .استفاده شد Trinityهاي حاصل از  بنديسرهم
  

  و بررسي ساختار ثانويه بلاست، cd-hitنتايج حاصل از 
بـراي هرگونـه    cd-hit-est ابزار هاي تكراري از توالي حذفبراي 

اي  شده دامنـه  بندي هاي خوشه طور كلي تعداد توالي استفاده شد. به
 متعلق به 131657تا  T. persicusي  به گونه  متعلق 85078بين 

بيشـترين و كمتـرين ميـزان     داشتند. T. daenensis_Mي  گونه 
 .Tهـاي   بـه گونـه   متعلـق  هـا بـه ترتيـب     كاهش در تعداد تـوالي 

armeniacus  وT. persicus  .بودند  
هـاي   هـاي گونـه   بـين تـوالي   نوكلئوتيدي نتايج حاصل از بلاست
شـده موجـود در پايگـاه     شناخته miRNAsمختلف آويشن و تمام 

ــود   mirBaseداده  ــده وج ــان دهن ــا  139نش   298miRNAsت
  .هاي مختلف بوددر گونهاحتمالي 
ژنـي   خـانواده  5علق به تم  T.armeniacus ،miRNAsدر گونه 
ــامل ( ) miR172 ،miR160 ،miR156 ،miR164 ،miR167ش

در  miRNAs تعـداد ها نشان داد كـه   همچنين يافته .يافت شدند
عدد در مرحله گـزينش سـاختار    16به  عدد 298مرحله بلاست از 

  يافتد. كاهشثانويه 
 

 rnaSPadesو  Trinityنتاج حاصل از  .2دول ج  

 مجموع بازها  (bp)حداكثرطول  (bp)حداقل طول   (bp)طول ميانگين شمار كانتيگ ها هاگونه  Kmerياندازه هاابزار

Trinity 25 

armeniacusT.  126163 870358.1011 201 20222 127660600

T. daenensis 89972 6183924.708 201 14381 63755814

T. daenensis_M 131657 9280023.942 201 12209 124143072

T. lancifolius 129683 8232922.689 201 11739 89458354

T. persicus 85078 4041938.798 201 12221 67926632

T. pubescens 85867 796243.699 201 11713 60089404

T. vulgaris 116275 4869834.683 201 12233 79472449

rnaSPades 25 

T. armeniacus  

T. daenensis 108630 4439658.740 49 14853 80434428

T. daenensis_M 108630 4439658.740 49 14853 80434428

T. lancifolius 80601 0374561.609 79 39310 49089028

T. persicus 59134 6155849.720 188 20536 42612882

T. pubescens 57835 8514394.645 84 13832 37352818

T. vulgaris 72874 8600598.618 74 12663 45098808

  
1. Chimerism 

  
  
  



 حـداقل انـرژي آزاد تـاخوردگي   عامل اصـلي ايـن تغيـرات    
)MFE(حداقل انرژي آزاد تاخوردگي تصحيح شده ، )AMFE( 

ــاخوردگي   ــرژي آ زاد ت ــداقل ان ــاخص ح ــزان ش  )MFEI( و مي
عـدد   161از  miRNAs، تعداد T.daenensisدر گونه  هستند.

حلقه كـاهش  - عدد در مرحله گزينش ساختار مناسب ساقه 4به 
، miR171( خـانواده  3متعلـق بـه     miRNAs 4يافت كه اين 

miR160 وmiR12112  بودند. در گونـه (T.daenensis_M ،
عـدد در   13عدد در مرحله بلاست به  283از   miRNAsتعداد 

خـانواده   8ل مرحله گزينش ساختار ثانويه كاهش يافت كه شام
، miR164 ،miR169 ،miR171، miR397مختلـــــــــف (

miR159، miR160،miR399 و miR12112 ــد در .) بودنـــ
عـدد در مرحلـه    194از  miRNAsتعداد  T.lancifoliusگونه 

عدد در مرحله گزينش ساختار ثانويـه رسـيد كـه     10بلاست به 
 ،miR156 ،miR171، miR408، miR399خانواده ( 5شامل 

miR12112  بود. درگونـه (T. persicus   تعـدادmiRNAs  از
عدد در مرحله گزينش ساختار  3عدد در مرحله بلاست به  155

 ،miR394 ،miR408خـانواده (  3ثانويه تقليل يافت كه شامل 
miR396  ــه ــد. در گون   T. pubescense ،miRNAs) بودن
) يافـت  miR156 ،miR160خانواده ژنـي شـامل (   2متعلق به 

در  miRNAsهـا نشـان داد كـه تعـداد      ن يافتـه شدند. همچنـي 
عـدد در مرحلـه گـزينش سـاختار      4بـه   139مرحله بلاست از 

، T.vulgarثانويـــه كـــاهش يافـــت. و در نهايـــت در گونـــه 
miRNAs   خـــانواده ( 7متعلـــق بـــهmiR156 ،miR160 ،

miR159 ،miR11604، miR395، miR12112،miR408 (
در مرحلـه بلاسـت   گونـه   نيا در miRNAsيافت شدند. تعداد 

 عدد بود. 14و در بررسي ساختار ثانويه  173

  
  psRNAtargetنتايج حاصل از 

پيشـنهادي كـه    miRNAsتمـام  هـاي هـدف   ژندر مرحله آخـر  
ــاقه  ــاختار س ــرم   -س ــك ن ــا كم ــتند ب ــب داش ــه مناس ــزار  حلق اف

psRNAtarget   مسـير شناسـايي شـده    هـاي ژندر برابر تـوالي 
از  miRNAs 14 . بـه طـوركلي   قرار گرفتنـد  ارزيابيها مورد  ترپن

ها يافت  گونه آويشن در مسير سنتز ترپن 6هاي مختلف در  خانواده
  شدند.

شناســايي شــده  miRNAsاطلاعــات نشــان داد برخــي از 
ــد   و miR12112 ،miR171 ،miR408 ،miR159ماننــــــ

miR160      در چندين گونه مشترك اسـت در حـالي كـه برخـي

گونه شناسـايي   1فقط در  mir172 همانند miRNAsديگر از 
  شدند.
  

  ها بدست امده در مسير ترپنئيد miRNAsكلي نتايج حاصل از آناليز  .3جدول 
 نام ميكرو. آر.ان. اي  ي هدف گونه  مسير شناسايي شده

DXR T.daenensis miR12112 
ISPG T.daenensis miR12112 
DXR T.daenensis_M miR12112 
DXR T.lancifolius miR12112 
GDS T.lancifolius miR12112 
ISPH T.lancifolius miR12112 
DXR T.vulgar miR12112 
DXS T.vulgar miR12112 
DXS T.daenensis miR171 
DXS T.daenensis_M miR171 
DXS T.lancifolius miR171 
  

DXS T.daenensis_M miR159 
GGPPS T.daenensis_M miR159 

DXS T.vulgar miR159 
GGPPS T.vulgar miR159 
ISPG T.daenensis miR160 

GGPPS T.daenensis miR160 
ISPG T.pubescense miR160  

GGPPS T.pubescense miR160 
DXS T.pubescense miR160 
  

ISPF  T.persicus miR408 
IDL T.lancifolius miR408 
  

ISPF T.armeniacus miR172 
ISPD T.armeniacus miR172 
DXR T.armeniacus miR172 
  

ISPG T.daenensis_M miR164 
GDS T.daenensis_M miR397 
DXS T.daenensis_M miR397 
ISPH T.daenensis_M miR397 
GDS T.daenensis_M miR169 
ISPH T.daenensis_M miR169 
GDS T.daenensis_M miR399 
  

GGPPS T.persicus miR396 
DXS T.persicus miR396 
DXR T.persicus miR396 
  

ISPD T.vulgar miR11604 
CML T.vulgar miR11604 
CML T.vulgar miR395 

  
 سي درخت فيلوژنتيكيربر

 فاصـله بيشـترين   ، RaxMLحاصل از نرم افـزار   نتايجبا توجه به 
كمترين اختلاف  بود. miR399و  miR169 با miR12112بين 

هــاي  متعلــق بــه گونــه   miR12112تبــارزايي متعلــق بــه   
T.daenensis ،T.vulgar    بودند كه البته اختلاف قابـل تـوجهي

. نشان داد T.Luncifoliusموجود در گونه  miR12112نسبت به 
از گونـه   miR397بـا   T.vulgariي  از گونـه  miR159همچنين 

T.danensis  دبالايي نشان دانيز شباهت .  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  



  
كانديد شناسايي شده براي هر ژن به رنگ مشكي در  miRNAsهاي هدف به رنگ قرمز و ها. ژن هاي بيوسنتزي ترپن شده در مسير شناسايي miRNAs. 1 شكل

  مقابل نام ژن ذكر شده است
  

  
 RaxMLها به روش حداكثر احتمال با استفاده از ابزار  شناسايي شده در مسير ترپن miRNAs .  درخت تبارزايي2شكل 

  
  
  
  
  
  
  
  
 



: زيرگروه تقسيم كرد 5توان به  مي به طور كلي نتياج حاصل را
، T.daenensisهـاي   به گونه متعلق miR1212گروه اول شامل؛ 

T.vulgar  ــين ــق miR172و همچنــ ــه  متعلــ ــه گونــ ي  بــ
T.armeniacus     ــا ــي ب ــتلاف جزئ ــه اخ ــت ك  miR12112اس

. همچنـين  دهـد نشان مـي  T.vulgarو  T.daenensisهاي  گونه
miR12112 به گونه  متعلقT.lancifolius     در ايـن گـروه قـرار

اخـتلاف   دارد كه همانطور كه ذكر شد با دوگونـه بـاغي و دنـايي   
 miR396_1در گــروه دوم مشــخص شــد كــه  .داردداري معنــي
موجـود   miR160به آويشن ايراني بيشترين شباهت را بـه   متعلق

 miR396_2ها دارد. نكته حائر اهميت اين است كه  در ساير گونه
موجود در سـاير   miR408متعلق به آويشن ايراني بيشتر شبيه به 

  ها است. گونه
  

 گيري نتيجه

هـاي   موجـود در گونـه   miRNAsهدف اوليه اين پژوهش شناسايي 
مختلف آويشن بومي ايران با كمك اطلاعات ترانسكرپتومي موجـود  

آوري اطلاعات اوليه ترانسكريپتومي  بود. لذا در اين مطالعه بعد از جمع

، و FastQC  ها بـا ابـزار  هاي مختلف آويشن ، كنترل كيفيت آن گونه
شد. در  انجام miRNAs، شناسايي Trinityسرهمبندي با استفاده از 

 miRNAsهاي ترانسكرپتومي و تمام  بين داده blastnمراحل بعدي 
انجام شد. در مراحـل   miRBaseشده موجود در سايت  بالغ شناسايي

حلقـه  - منظور انتخاب و شناسايي ساختار ساقه بعدي ساختار ثانويه به
miRNAs  بـــه كمـــك ابزارهـــايUNAFold ،SUmirFind  و

SUmirFold   بـه شناسـايي    انجام شد كـه منجـرmiRNAs   گيـاه
مختلـف،   miRNAsآويشن شد. در اين پژوهش علاوه بر شناسايي 

هــاي ســنتزي  در مســير miRNAsسنجشــي بــراي دخيــل بــودن 
صـورت   psRNAtargetهـا بـه كمـك ابـزار      ي ترپن شده شناسايي

هـاي ژنـي    از خـانواده  miRNAs 14گرفت. نتايج نشان داد كـه  
ها نقش دارند. همچنين تعدادي  نهاي سنتزي ترپ مختلف در مسير

هاي مختلـف بـاهم مشـترك     شده در گونه شناسايي miRNAsاز 
هاي مورد هدف اين مطالعه بـراي درك   اند. بعد از انجام آناليز بوده

شــده در  شناســايي miRNAsو شناســايي روابــط تبــارزايي بــين 
هـا   هاي مختلف آويشن دخيـل در مسـيرهاي سـنتزي تـرپن     گونه

  نتيكي ترسيم شد. درخت فيلوژ
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A B S T R A C T 
60 kDa heat shock proteins (HSP60s) also known as chaperonin (cpn60) play 
an important role in plant growth and stress response. In this study, 32 HSP60 
genes were identified in the soybean genome through bioinformatics tools, 
which are distributed on 14 chromosomes. Most of these proteins are 
hydrophilic, acidic, and unstable with a high aliphatic index The evolutionary 
tree divided HSP60 proteins of soybean, Arabidopsis, and rice into three main 
groups based on their cellular location. The proteins of different subgroups 
have highly conserved gene structure, conserved motifs, intron phase, and 
three-dimensional structure, which can indicate their functional similarities in 
different subgroups. Several cis-regulatory elements responsive to stresses, 
growth and hormones were found in the promoter of GmHSP60 genes, that 
indicate their role in plant growth and response to environmental stresses. 
Gene ontology (GO) analysis predicted that GmHSP60 genes were 
responsible for protein folding and refolding in an ATP-dependent manner in 
response to various stresses. Analysis of the transcriptome pattern (RNA-seq) 
showed that most of the GmHSP60 genes had high expression in response to 
salt, drought, cold, heat, submergence, and nutrient deficiency stresses, which 
indicates their role in improving soybean tolerance to abiotic stresses. 
Overall, these findings provide useful information to better understand the 
function of GmHSP60 genes in soybean and facilitate the way for the 
utilization of chaperonin family genes for achieving plant tolerance against 
abiotic stresses. 
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علمي نشريه  

فناوري گياهان زراعي زيست
  
  »مقاله پژوهشي«

 ها آن يكاركرد يبررس و ايسو ژنوم گستره در   HSP60  خانواده يها ژن ييشناسا
 يستيرزيغ يها تنش به پاسخ در

 *يمحمد رايسم

  چكيده
د، نشو يشناخته م زي) نcpn60( نيعنوان چاپرون به ) كهHSP60( يدالتون لويك 60 يشوك حرارت هاينيپروتئ

تيكي، هاي بيوانفورمااز طريق ابزار مطالعه نيدر ا .نمايند يم فايا تنشبه گياه پاسخ و نمو و  در رشد ينقش مهم
 ها نيپروتئ نيا شتريباند.  كروموزوم توزيع شده 14كه روي  شد ييشناسا در ژنوم سويا HSP60ژن  32
سويا،  HSP60ي ها نيپروتئ ي،درخت تكامل هستند.بالا  كيفاتيبا شاخص آل داريناپا ،يديدوست، اس آب

واقع در  يها نيپروتئ نمود. يبند ميتقس ياصل در سه گروه يسلول گاهيجا يرا بر مبناآرابيدوپسيس و برنج 
 يشدگ از حفاظت يبعد ساختار سهو  نترونيشده، فاز ا حفاظت يها فيموت ،يمختلف از نظر ساختار ژن يها رگروهيز

 نيچند مختلف باشد. يها رگروهيها در ز آن يكاركرد يها تشباه انگريب تواند يامر م نيكه ا بودهبرخوردار  ييبالا
شد  افتي GmHSP60هاي  در پروموتر ژن ها ها، رشد و نمو و هورمون گو به تنش پاسخ سيس يميظعنصر تن

 يشناس يهست ليو تحل هيتجز .باشد يم يطيمح يها به تنش اهيگ پاسخو ها در رشد و نمو  نقش آن انگريكه ب
و  يردگمسئول تاخو ،مختلف يها در پاسخ به تنش GmHSP60 يها كرد كه ژن ينيب شي)، پGOژن (

نشان  )RNA-Seq( پتوميترانسكر بررسي الگوي هستند. ATPوابسته به  يبه روش نيمجدد پروتئ خوردگيتا
سرما، گرما،  ،يخشك ،يشور يها در پاسخ به تنش ييبالا انيب يدارا GmHSP60 يها ژن شتريكه ب داد

 باشد. مي يستيرزيغ يها به تنش ايتحمل سو شيافزا نقش آنها در بيانگركه  بودند ييغرقاب و كمبود مواد غذا
سويا فراهم آورده  در GmHSP60 يها ژنبراي درك بهتر كاركرد  را يدياطلاعات مف ها افتهي نياطور كلي،  به
 يستيرزيغ هاي تنش گياهان در برابر به تحمل يابيدست يبرا نيخانواده چاپرون يها استفاده از ژن يراه را براو 

 .نمايند تسهيل مي

 دانشگاه ،يزراع علوم دانشكده نباتات، حلااصگروه 
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  s.mohamadi@stu.sanru.ac.irرايانامه: 

  

  هاي كليدي واژه
  .ژن يشناس يهست س،يس يميتنظ عناصر ،يبعد سه ساختار ن،يچاپرون ،يحرارت شوك  نيپروتئ
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  مقدمه
 يهـا  ماننـد تـنش   يريناپـذ  اجتناب يطيمح يها با چالش اهانيگ
را  هـا  عملكـرد آن مواجه هستند كـه رشـد و    يستيرزيو غ يستيز
 هـاي  . تـنش )Vaughan et al., 2018( كنند يشدت محدود م به
 يدرصـد  70عامـل و باعـث كـاهش     نيتـر  بازدارنـده  يستيرزيغ

. )Mantri et al., 2012( دنشـو  يم ـ يزراع ـ اهـان يعملكرد در گ
از  يمختلف يها سميمكان اهانيگ ،هاي محيطي قابله با تنشم يبرا

 آنـاتوميكي بـرگ)،   يـابي  (جهت يكيمورفولوژ هاي جمله مكانيسم
در  اتريي ـ(تغ يكيبلوغ بـرگ)، فنولـوژ   شيو افزا يا روزنه هدايت(

ــل  ــويمراح ــوژيزي)، فنم ــدا يكيول ــه تي(ه ــهير يكيدرولي و  ش
ــابول  يتعــادل هورمــون، هــا) تياســمول تجمــع( يكيفتوســنتز)، مت

 هي ـثانو يهـا  تي ـ) و متابولدياس كيليسيو سال لني، اتاسيد آبسيزيك(
انـد   ه توسـعه داد  را )نيگنيو ل نيانيآنتوس د،يفلاونوئ د،يزوپروپانوئي(ا
)Nagaraju et al., 2021( .اهـان يگ هـا،  سـم يمكان ني ـبر ا علاوه 
و بـه آن   داده صيتشـخ  يو مولكول يح سلولرا در سطو تنش ديبا

 انيب يعي،ي طبها نيپروتئ انيب ، تا بتوانند با بازدارندگيپاسخ دهند
 ,.Pareek et al(نماينـد   ءرا القـا  تـنش مـرتبط بـا    يها نيپروتئ

نيبه تجمع پـروتئ منجر  يستيرزيغ هاي تنش يطور كل به .)2010
د ل در عملكـر د باعـث اخـتلا  ن ـتوان يم ـد كه متعاقباً نشو يم هايي
تـنش، حفـظ    طيدر شـرا  بقـا  يبرابنابراين، د. نشو ي گياهكيمتابول
ــترك ــي بي ــروتئ طبيع ــ نيپ ــا و در ع ــع   نيه ــاهش تجم ــال ك ح
غلبه بر  ياست. برا يضرور اهانيگ يبرا طبيعيريغ يها نيپروتئ
هـا)  HSP( 1حرارتـي  شـوك  هـاي  پروتئين اهانيگ ،يمشكل نيچن
 بـه  كننـد كـه در تحمـل    يم ـ دي ـتول يمولكـول  يها نام چاپرون به

 ;Guo et al., 2016(نقش دارند  يستيو ز يستيرزيغ هاي تنش

Vierling, 1991(چندمنظوره عمـل   يها نيعنوان پروتئ ها به . آن
 هي ـو تجزخوردگي، انتقـال  را با تـا  ي سلولي راوستازئموو ه نموده

. )Vierling, 1991(كننـد   يحفـظ م ـ  تـنش  طيدر شـرا ئين وتپـر 
HSP شـوك   يهـا  نيپـروتئ  بـه  دخـو  يها بر اساس وزن مولكـول

، HSP100 ،(HSP90 ،HSP70ي (لودالتــــونيك 100 يحرارتــــ
HSP60 ،HSP40 ،HSP20  وHSP10 شـوند  يم ـ يبند ميتقس 

)Gupta et al., 2010; Wang et al., 2004(.  
 طيهـا در تمـام شـرا    سلول بقاي يبرا HSP60 يها نيچاپرون
كارآمـد   خوردگيتـا  يبـرا  چـون ، رسـند  نظـر مـي   به يرشد ضرور

، بـوده  يسلول ياتيح يكه واسطه عملكردها يمتعدد يها نيپروتئ

                                                                                      
1. Heat shock  k proteins 

هـا   وتيوكـار يهـا و   يوبـاكتر يها،  ئيآركهستند. آنها در  ازيمورد ن
مجـدد، تجمـع و    گيخوردن، تـا يپـروتئ  خوردگيتـا داشته و وجود 
 Balchin(كنند  يم ليرا تسه يتوكندريبه كلروپلاست و م انتقال

et al., 2016; Hartl et al., 2011( ين ـيپروتئ يهـا  . كمـپلكس 
 بيــدر تركداده و  ليرا تشــك يا دوحلقــه يســاختارها يگــومريال

دنـاتوره شـده و تـازه     يهـا  نيپروتئ يخوردگتا ن،يپروتئ كاركردي
 Ditzel et(كنند  يم مشاركت ATP زيدروليه قيه از طرسنتز شد

al., 1998; Saibil et al., 2013(.    ن،ينتـاكنون دو نـوع چـاپرو 
) و HSP60( دهاي)، پلاسـت GroELنـام   هـا (بـه   يدر بـاكتر  Iنوع 

ــدريم ــا ( يتوكن ــوع Hsp60ه ــا آركئــي در II)، و ن  توزوليو ســ ه
ــاري ــا (CCT/TriC) يوتيوك ــاختار ، ب ــتاليكرس مشــخص و  يس

 Braig et al., 1994; Ditzel et(ند ا هشد ييشده شناسا حفاظت

al., 1998; Hill & Hemmingsen, 2001(ژنـوم   اهان،ي. در گ
را كـد   يديو پلاست يتوكندريم نيچاپرون يها همولوگ ي،ا ستهه
 ,.Hill & Hemmingsen, 2001; Peng et al( كنـد  يم ـ

2011( .GroEL درEscherichia coli   وHSP60 يتوكندريم 
 ديپلاسـت  HSP60 كـه  ي، در حـال بوده كسانيواحد ريز 14 يحاو

 ,.Martel et al(باشـد   مـي  βو  α يواحـد مجـزا  ريشـامل دو ز 

1990; Nishio et al., 1999(.  
HSP60 و  ياهيــگ يهــا در كلروپلاســتE. coliمي، از آنــز 

، محافظت CO2 كنندهتيتثب ياصل نيپروتئ كعنوان ي به سكويروب
 ,.Hemmingsen et al., 1988; Wang et al(نمايـد   يم ـ

 RbcL يواحـدها ريز يخوردگتـا . مشاهده شده است كـه  )2004
ــگ  ــ ياهي ــط چ ــ HSP60 نيپروناتوس ــاكتور آن  نيو همچن كوف

HSP20  شـود   يانجـام م ـ)Wang et al., 2004; Wilson & 

Hayer-Hartl, 2018( .ــاني ــه  زم ــاپرونك ــتلرك نيچ و  وپلاس
 ميآنــز بيــان شــد، بــيش E. coli هيدر ســو يكمكــ يفاكتورهــا
-Wilson & Hayer(مشـاهده شـد    سـكو يروب ياهيگ يعملكرد

Hartl, 2018( .ها نيكه چاپرونتوان نتيجه گرفت كه  بنابراين، مي 
 كـاركردي  اني ـدر ب حيـاتي  يهـا  و نقش كنند يم يبا هم همكار

 بـر ايـن،   لاوهع ـ هـا دارنـد.   ژن تـرانس كدشده توسط  يها نيپروتئ
HSP60 سـم يابولدر مت ينقش مهم RNA   حفاظـت و پـردازش ،

RNA نمايد  يم فايا زين)Ruggero et al., 1998(.  
در پاسخ بـه   HSP60 هاي پروتئين يكيولوژياگرچه عملكرد ب

 مشـخص شـده   از جمله ذرت، سورگوم و فلفـل  اهيتنش در چند گ
 ;Haq et al., 2019; Nagaraju et al., 2021( اسـت  شـده 

Prasad et al., 1990(يهـا  خاص ژن يحال، عملكردها ني. با ا 
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HSP60 ايدر سـو  هـاي غيرزيسـتي   تـنش تحمل بـه   افزايش، در 
  مانده است. يمبهم باق

) از نظر اقتصادي و غـذايي يكـي از   .Glycine max Lسويا (
شود. ايـن محصـول،    ترين محصولات در جهان محسوب مي مهم
را  2022در سـال  ان جه ـ يروغن يدانه ها ديدرصد از كل تول 61

ــك ــ ليتشـ ــد  يمـ -http://soystats.com/international(دهـ

world-oilseed-production/ .( ايــن گيــاه، نــه تنهــا پــروتئين
گياهي و روغن خوراكي، بلكه اسيدهاي آمينه ضروري براي انسان 

 شيافزا. )Zhang et al., 2015(نمايد  و حيوانات را نيز فراهم مي
دانه بدون به خطر انداختن روغن  نيپروتئ يو محتوا ايعملكرد سو

 ايسـو توليـد  حـال،   نيبوده است. با ا ايسو اصلاح ياز اهداف اصل
محيطـي تهديـد    هـاي زيسـت   توسط خشكي، شوري و ساير تنش

 هـاي  اين مطالعه با توجه به اهميت پـروتئين شود. بنابراين، در  مي
HSP60 خـانواده ژنـي در    ناليز جامعي از ايـن در پاسخ به تنش، آ

گياه سويا انجام شد. با استفاده از برخي ابزارهاي بيوانفورمـاتيكي،  
 يهـا  كرومـوزوم  يهـا رو  ژن ني ـا عيتوزتحليل ساختارهاي ژني، 

هـاي   هاي فيزيكوشيميايي و موتيف ، روابط تكاملي، ويژگيمختلف
ايـن، تجزيـه و   بر  شده آنها مورد مطالعه قرار گرفت. علاوه حفاظت

عناصـر  و  GmHSP60هاي  ) ژنGO( 1شناسي ژن تحليل هستي
كنش  ها صورت گرفت. شبكه برهم در پروموتر ژن 2تنظيمي سيس

 HSP60 هـاي  بعـدي پـروتئين   پروتئين و سـاختار سـه   -پروتئين 
هــاي  بينــي شــدند و در نهايــت، آنــاليز الگوهــاي بيــان ژن پــيش

GmHSP60 هاي اين  شد. يافته هاي غيرزيستي انجام تحت تنش
بنايي بـراي مطالعـات آينـده در جهـت كشـف عملكـرد       مطالعه م

هـاي   گياه سويا در برابر تنشتحمل  افزايشدر  HSP60اي ه ژن
 غيرزيستي خواهد بود.

  
  پژوهش نهيشيپ

 HSP60هـاي   مطالعات متعددي نشـان داده اسـت كـه پـروتئين    
عنوان  ند. بهنماي هاي مهمي در فرآيند تحمل به تنش ايفا مي نقش

 ياتي ـنقش ح HSP60هاي  مثال، مشخص شده است كه پروتئين
و  ييگرمـا  بـه تـنش  تحمـل   ،يتوكندريم وژنزي، بوينم ميدر تنظ
نماينــد  يمــ فــايا يگــومريال ينــيپروتئ يســاختارها بنــدي ســرهم

)Prasad & Stewart, 1992(.  در بررســيHsu  و همكــاران
 ـ يتوكنـدر يم RNA ، پيرايشسيپسوديدر آراب) 2019( واسـطه   هب

                                                                                      
1. Gene ontology 
2. Cis-regulatory element  

HSP60   شـد مشـاهده )Hsu et al., 2019(. ياعضـا  اني ـدر م 
، AtHSP60α1 هـاي  ژن ،در آرابيدوپسيس HSP60 يخانواده ژن

AtHSP60β1  وAtHSP60β2 تحـت   اعضـا،  ريبا سا سهيدر مقا
. )Weiss et al., 2009( شـدند  ءشـدت القـا   بـه  ييتـنش گرمـا  

و مخمــر،  E. coliدر  HSP10و  HSP60 هــاي بيــان ژن بــيش
نشـان داد   شوري بالاو  ياسمز يها در برابر تنشها را  آنتحمل 

)Wang et al., 2004( .  
Kim  كــه بيشــتر اعضــاي  ) نشــان دادنــد2021(و همكــاران

اشعه مـاوراء بـنفش و   هاي  در كاهو تحت تنش HSP60هاي  ژن
. )Kim et al., 2021(، افزايش بيان نشان دادنـد  نور با شدت بالا
هاي مختلف نشـان   سورگوم در بافت HSP60هاي  آناليز بيان ژن

 اني ـدر برگ ب كنواختيطور  به SbHSP60 يها ژن كه بيشترداد 
مشـاهده   شـه ير يها در بافت يمتوسط انيكه ب يدر حال ،شوند يم

 نيشـتر يب SbHSP60 يانتخـاب  يهـا  ژن بر اين، بيشتر . علاوهشد
و بـه دنبـال آن    شـوري و  يخشـك  يها را تحت تنش انيب زانيم

و  Nagaraju et al., 2021(. Haq( تـنش سـرما نشـان دادنـد    
ــاران ( ــوع ) 2019همكـ ــل را  HSP60ژن  16در مجمـ در فلفـ

گياه  يپاسخ دفاع ها در شناسايي نموده و نتيجه گرفتند كه اين ژن
ايـن  . نقـش دارنـد   يسـت يرزيغ يهـا  تـنش  ريو سـا  در برابر گرما

غشاء  پايداريو در  نمودهعمل  نيچاپرون-پويعنوان ل به ها پروتئين
از تجمـع   نهايـت و در كننـد،   مـي  و تاخوردگي مجـدد، مشـاركت  

  .)Haq et al., 2019(نمايند  يمي ريجلوگ ريناپذ برگشت يحرارت
را در  HSP60 بيـان ژن افزايش ، )2016(همكاران تورهان و 

 Turhan(نـد  نشان داد ييتحت تنش گرما يونديپ يگوجه فرنگ

et al., 2016(كه افـزايش بيـان ژن    . در حاليAT1G55490  در
در صــنوبر تحــت  PtHSP60-33يس و همولــوگ آن آرابيدوپســ

 ,.Taj et al., 2010; Yer et al(تـنش شـوري مشـاهده شـد     

در تحمـل   HSP60 هـاي  ژن دخالتاين مطالعات بيانگر  .)2018
  .باشد مي تلفهاي مخ به تنش

HSP60 تحـت   افـزايش بيـان   ،سيدوپسيدر آرابي كلروپلاست
 ,Xu & Huang( نشـان داد  يبـالا و خشـك   يدمـا  يهـا  تـنش 

كـه   مشـخص شـد  ، )2013(و همكاران  Kimدر بررسي  .)2010
OsHSP60α1 60 رواحديزα نمايـد   يم ـ كدرا  ديپلاست نيپرونچا

 S.-R. Kim( اسـت  يضرور rbcL نيپروتئ خوردگيتا يبرا كه

et al., 2013(   هـا را در حفاظـت از    نيچـاپرون  تي ـاهم. ايـن امـر
  .نمايد ياستنباط م نيپروتئ

ــانگر عــات فــوقدر مجمــوع، مطال  يهــا نقــش متنــوع ژن بي
HSP60 از باشـد  مـي  يط ـيمح يها تنشپاسخ به و  اهيگنمو  در .
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كـه   HSP60خـانواده ژنـي    يعملكرد بررسيو  ييرو، شناسا نيا
تـنش   يده ـ گناليس در آن يمولكول سميدرك مكاناي جهت  هيپا

  رسد. نظر مي به يضرور است،
  
  شناسي پژوهش روش

 در سويا HSP60و آناليز توالي خانواده ژني  شناسايي

 Phytozome v13ژنوم سويا از پايگاه اطلاعاتيابتدا توالي كامل 

)www.phytozome.net( ــع ــراي جمـ ــد. بـ ــود شـ آوري  ، دانلـ
ــوالي ــي   ت ــانواده ژن ــيدي خ ــاي آمينواس ــ HSP60ه ــدا ويس ا، ابت

ــات  ــين HMMمشخصــ ــي   دمــ  Cpn60_TCP1اختصاصــ
)PF00118(  پايگـــــــــــــاه اطلاعـــــــــــــاتياز Pfam 
)http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/(  ــود و دانلـــ

در  )BLASTP )P= 0.001در جستجوي  queryعنوان  سپس به
. )Finn et al., 2015(ژنـوم سـويا ارسـال شـد     اطلاعاتي  پايگاه

دسـت آمـده جهـت حضـور دمـين       هـاي پروتئينـي بـه    تمام توالي
Cpn60_TCP1 توســـــــط پايگـــــــاهInterProScan  

)http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/(   مورد بررسـي
   .)Jones et al., 2014( فتندقرار گر

ــروتئين  ــت، پ ــين    در نهاي ــراري و داراي دم ــر تك ــاي غي  ه

Cpn60_TCP1    كيلـو دالتـون    69تـا   50با وزن مولكـولي بـين
سايي شـدند  سويا شنا HSP60هاي خانواده ژني  عنوان پروتئين به
)Haq et al., 2019(.   

  
  ها تجزيه و تحليل خصوصيات فيزيكوشيميايي پروتئين

اســيدآمينه، وزن مولكــولي خــواص فيزيكوشــيميايي ماننــد تعــداد 
)MW) نقطــه ايزوالكتريــك ،(pI شــاخص ناپايــداري، شــاخص ،(

) GRAVYآليفاتيــــــــك، و شــــــــاخص آبگريــــــــزي (
از  pI / Mwاز ابزار محاسبه با استفاده   GmHSP60هاي پروتئين

ExPASy )http://www.expasy.org/tools/  محاسبه شـدند (
)Gasteiger et al., 2005( .  

  
  تعيين جايگاه سلولي و موقعيت كروموزومي

 WoLF PSORTبرنامــــــــــه آنلايــــــــــن  
)https://wolfpsort.hgc.jp/( بينـي جايگـاه سـلولي     براي پيش

 Horton et(مورد استفاده قرار گرفت  GmHSP60هاي  پروتئين

al., 2007(هاي  . تصوير موقعيت كرموزومي ژنGmHSP60   بـا
  .)Voorrips, 2002(ترسيم شد  MapChartافزار  نرماستفاده از 

  
  رديفي چندگانه و تجزيه و تحليل فيلوژنتيكي هم

سـويا دو درخـت    HSP60هاي  دي ژنبن در اين مطالعه، جهت گروه
هـاي پروتئينـي    فيلوژنتيك ترسيم شد. درخت اول فقط شامل تـوالي 

HSP60 هاي  سويا و ديگري شامل تواليHSP60   و آرابيدوپسـيس
ترتيب  بهآرابيدوپسيس و برنج  HSP60هاي پروتئيني  برنج بود. توالي

 TAIRهــــــــــــاي اطلاعــــــــــــاتي  از پايگــــــــــــاه
)https://www.arabidopsis.org/ ( وRGAP 

(http://rice.plantbiology.msu.edu/) ــه ــد  بــ دســــت آمدنــ
)Kawahara et al., 2013; Lamesch et al., 2012( . ابتدا آناليز

افــزار  بــا نــرم HSP60هــاي پروتئينــي  رديفــي چندگانــه تــوالي هــم
ClustalW   انجام شـد)Thompson et al., 2003( هـاي   . درخـت

بر مبناي روش اتصال  MEGA 7.0افزار  فيلوژنتيكي با استفاده از نرم
براي اطمينان از  1000با تكرار  2استرپ ) با آزمون بوتNJ( 1همسايه

  .)Kumar et al., 2016(بندي ترسيم شد  صحت گروه
  

هـاي   تجزيه و تحليل سـاختار ژنـي و شناسـايي موتيـف    
  حفاظت شده

، بـا  GmHSP60براي بررسي تنوع و ساختار اعضاي خانواده ژني 
ــه  ــتفاده از برنامـ ) /GSDS )http://gsds.cbi.pku.edu.cnاسـ

 DNAنسبت بـه   CDS  اينترون با مقايسه توالي - ساختار اگزون
بر  وه. علا)Hu et al., 2015(ژنومي مربوط به هر ژن، ترسيم شد 

بينـي   هاي آمينواسيدي آنها تحت آناليز موتيـف و پـيش   اين، توالي
ــه   ــا برنامــــــ ــين بــــــ -MEME )http://memeدمــــــ

suite.org/tools/meme/ (ــر ــد ق  ,.Bailey et al(ار گرفتن

 20 . پارامترهاي مـورد اسـتفاده شـامل شناسـايي حـداكثر     )2009
 50و  6ترتيـب   هـا بـه   موتيف، و كمترين و بيشترين طول موتيـف 

ــود.   ــيدآمينه بـ ــپس اسـ ــازسـ ــا در پا آن 3يمستندسـ ــايهـ ه گـ
 InterProScanاطلاعــــــــــــــــــــــاتي

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/) يورد بررسم 
 قرار گرفت.

  
 GmHSP60هاي  توالي پروموتر ژن يلو تحل يهتجز

 يهــا در پرومــوتر ژن تنظيمــي ســيسعناصــر  يــلو تحل تجزيــه
GmHSP60 ژن كمـك   يانب يمبه درك اطلاعات مربوط به تنظ

                                                                                      
1. Neighbor-Joining 
2. Bootstrap 
3. Annotation 



  ... در ها آن  يكاركرد يبررس و ايسو ژنوم گستره در   HSP60  خانواده يها ژن ييشناسا: محمدي 16
 
 Phytozomeياطلاعـات  گـاه ياز پااسـتفاده   بابنابراين، د. نماي يم

v13 ،1500 بـاز بـالا دسـت كـدون شـروع (      جفتATGهـا   ) ژن
عناصـر   ييو شناسـا  شـده  پروموتر در نظـر گرفتـه   يعنوان توال به
ــيتنظ ــيس يمــــ ــا ســــ ــتفاده از  بــــ  PlantCAREاســــ

)http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcar 

e/html/ ( گرديـد  انجـام )Lescot et al., 2002(.    بـراي انجـام
ــتي  ــل هس ــه و تحلي ــي ژن ( تجزي ــرمGOشناس ــز از ن ــزار ) ني  اف

Blast2GO )http://blast2go.com/   اسـتفاده شـد ()Conesa 

& Götz, 2008(.  
  
  ها پروتئين كنش برهم  شبكه بعدي و بيني ساختار سه پيش

بـا اسـتفاده از    GmHSP60 يهـا  نيپـروتئ  بعـدي  سه يساختارها
ند شـد  بيني ) پيش/Phyre2 )sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2برنامه 

)Kelley et al., 2015(. عملكـردي و فيزيكـي    هـاي  كنش ميان
سويا بـا اسـتفاده از پايگـاه اطلاعـاتي      HSP60هاي  بين پروتئين
STRING (http://string-db.org/)     با شاخص حـداقل امتيـاز

بـا   سـپس . )Szklarczyk et al., 2019(ترسيم شد  4/0متعامل 
 Cytoscape v3.10.1 افــــــزار اســــــتفاده از نــــــرم 

)http://cytoscape.org/ (يها نيپلاگكمك  به و Cytohubba 
 شـد  ليتحل و هيتجز ها نيپروتئ كنش برهمشبكه  ClusterVisو 
)Shannon et al., 2003(. 

  
در پاسـخ بـه    GmHSP60هـاي   ه و تحليل بيـان ژن تجزي
 هاي غيرزيستي تنش

سويا در پاسخ  HSP60هاي  براي تجزيه و تحليل الگوي بيان ژن
هاي غيرزيستي شامل شوري، خشكي، سرما، گرما،  به تنش

 RNA-Seqهاي  غرقاب و كمبود مواد غذايي از داده
/)http://ipf.sustech.edu.cn/pub/soybeanشد. فاده ) است

صورت  سازي به دريافتي جهت نرمال FPKMهاي بياني  داده
)FPKM+1(Log2  تبديل و نمودارHeatmap افزار  توسط نرم

CIMminer 
)https://discover.nci.nih.gov/cimminer/home.do/ (

 .)Scherf et al., 2000(ترسيم شد 

  
 هاي پژوهش يافته

  در سويا HSP60شناسايي اعضاي خانواده ژني 
 Cpn60_TCP1شده  دمين حفاظت HMMبر مبناي پروفايل 

(PF00118)  ــوريتم ــوالي BLASTPو الگ ــي   ت ــاي پروتئين ه

HSP60  ،ئين پروت 52برنج و آرابيدوپسيسHSP60  در پايگاه
بر ايـن، بـر اسـاس     اطلاعاتي ژنوم سويا شناسايي شدند. علاوه

ــزار  ــا وزن مولكــولي   InterProScan ،20اب ــوالي انتخــابي ب ت
كيلودالتون و بدون دمين  50كيلودالتون و كمتر از  69بيشتر از 

Cpn60_TCP1   ــت ــدند. در نهاي ــذف ش  HSP60ژن  32، ح
گـاه كرومـوزومي از   اسـاس جاي  شناسايي شده در ژنوم سويا بر

GmHSP60-1  ــا ــام GmHSP60-32تـ ــدند   نـ ــذاري شـ گـ
 ).1(جدول

مثـال   عنـوان  بهمتفاوت است،  اهانيها در گ نيتعداد چاپرون
ــروتئين  29  ,Hill & Hemmingsen(آرابيدوپســيس در پ

مـورد   W. Hu et al., 2009( ،20( در بـرنج مورد  29، )2001
مورد در صنوبر  Singh et al., 2016( ،49(ي روباه ارزن دمدر 

)Yer et al., 2018( ،16  مورد در فلفل)Hsu et al., 2019( 
گـزارش   )Nagaraju et al., 2021(مـورد در سـورگوم    30و 

  شده است.
) تا GmHSP60-8( 511هاي اين خانواده از وتئينطول پر

605 )GmHSP60-1  وGmHSP60-3 ــاوت ــيدآمينه متف ) اس
 18/55بينــي شــده نيــز بــين     بــود. وزن مولكــولي پــيش  

)GmHSP60-8 ــا ــون GmHSP60-3( 76/65) تـ ) كيلودالتـ
) GmHSP60-4( 32/95متغير بود. شاخص آليفاتيك نيز بـين  

بـود. نقـاط ايزوالكتريـك    ) متغيـر  GmHSP60-6( 86/114تا 
ــيش ــده (  پ ــي ش ــين pIبين  07/9) و GmHSP60-2( 25/5) ب

)GmHSP60-3ــالي ــود. در ح ــداري   ) ب ــاخص ناپاي ــه ش  30ك
درصـد) كمتـر از    GmHSP60 )75/93پروتئين  32پروتئين از 

شوند. شاخص  بيني شده و پروتئين پايدار محسوب مي پيش 40
 HSP60 هــاي درصــد پــروتئين GRAVY( 5/87گريــزي ( آب

 HSP60هـاي   دهـد بيشـتر پـروتئين    منفي بوده، كه نشان مـي 
  ).1دوست هستند (جدول  سويا آب

بـا شـاخص    داري ـناپا ،يديدوست، اس آب ها بيشتر اين پروتئين
 يهـا نيپـروتئ  بـارز  يهـا  يژگ ـيو بيـانگر كه  بودهبالاتر  كيفاتيآل

  .)Rao et al., 2008( هستند مرتبط با تنش
نشـان داد كـه جايگـاه    سويا  HSP60هاي  يابي پروتئين مكان

ها، سيتوپلاسم است. همچينـين جايگـاه    سلولي عمده اين پروتئين
بينـي شـد   سلولي برخـي ميتوكندري،كلروپلاسـت و هسـته پـيش    

هـا احتمـالاً    ). وجـود تنـوع مكـاني بـراي ايـن پـروتئين      1(جدول 
در فرآينـدهاي   هـا  هاي كاركردي متنوع اين ژن دهنده نقش نشان

  باشد. ولي ميمختلف سل



  
، شاخص يداري، شاخص ناپاكيزوالكتريا طه، نقيوزن مولكول نه،يدآميتعداد اسسويا. در  HSP60 هاي خصوصيات فيزيكوشيميايي پروتئين .1 جدول

 WoLF PSORTبا استفاده از برنامه  زين ها نيپروتئ يسلول هگايجا و ردبرآو Expasy -ProtParamبا استفاده از ابزار  ها نيكل پروتئ يدروپاتيو متوسط ه كيفاتيآل
  شد ينيب شيپ

  نام ژن
Gene name 

  شماره دسترسي ژن
Gene ID 

طول 
 نيپروتئ

Protein 
length (aa)

 يوزن مولكول

Molecular 
weight 
(kD) 

 نقطه
 كيزوالكتريا

Isoelectric 
point 

 شاخص
يداريناپا

Instability 
index 

شاخص 
  كيفاتيآل

Aliphatic 
index 

متوسط 
  كل يدروپاتيه

GRAVY 

  يسلول گاهيجا
Subcellular 
localization 

GmHSP60-1 Glyma.01G069500 605 65.69 8.99 -0.160 35.90 98.15 Chloroplast
GmHSP60-2 Glyma.02G071900 545 58.59 5.25 -0.065 31.24 96.28 Cytoplasm
GmHSP60-3 Glyma.02G126300 605 65.76 9.07 -0.182 38.27 96.21 Chloroplast
GmHSP60-4 Glyma.02G273200 560 60.27 6.19 -0.082 34.33 95.32 Cytoplasm
GmHSP60-5 Glyma.05G165500 545 59.06 6.09 -0.021 29.70 104.18 Cytoplasm
GmHSP60-6 Glyma.05G242700 533 57.55 6.85 0.141 34.99 114.86 Nucleus
GmHSP60-7 Glyma.07G009600 574 61.18 7.13 -0.102 25.26 101.93 Mitochondria
GmHSP60-8 Glyma.07G149200 511 55.18 7.19 0.118 36.91 114.66 Nucleus
GmHSP60-9 Glyma.07G221100 587 62.64 5.96 0.117 33.70 106.01 Chloroplast

GmHSP60-10 Glyma.08G050100 533 57.63 6.85 0.126 36.31 114.13 Nucleus
GmHSP60-11 Glyma.08G123100 545 59.09 5.98 -0.020 29.95 104.55 Cytoplasm
GmHSP60-12 Glyma.08G175900 592 62.84 5.85 -0.084 35.28 101.15 Chloroplast
GmHSP60-13 Glyma.08G192700 574 61.25 6.04 -0.116 26.61 100.40 Mitochondria
GmHSP60-14 Glyma.08G364000 535 58.95 5.60 -0.159 33.47 99.64 Cytoplasm
GmHSP60-15 Glyma.09G158200 554 60.25 5.92 -0.125 39.91 102.51 Cytoplasm
GmHSP60-16 Glyma.10G127800 575  61.09 5.99 -0.066 24.59 101.46 Mitochondria
GmHSP60-17 Glyma.10G193200 577 61.43 5.75 -0.085 27.57 100.42 Mitochondria
GmHSP60-18 Glyma.11G185500 527 57.08 5.55 -0.035 34.11 101.48 Cytoplasm
GmHSP60-19 Glyma.11G195900 593 63.62 5.28 -0.140 28.79 102.36 Chloroplast
GmHSP60-20 Glyma.11G244700 535 59.20 5.60 -0.184 41.25 97.72 Cytoplasm
GmHSP60-21 Glyma.12G078100 584 61.70 5.29 -0.059 28.08 105.12 Chloroplast
GmHSP60-22 Glyma.12G087300 527 57.10 5.50 -0.029 33.60 101.48 Cytoplasm
GmHSP60-23 Glyma.14G043400 560 60.25 6.19 -0.087 36.13 95.34 Cytoplasm
GmHSP60-24 Glyma.15G250500 591 62.84 5.72 -0.076 32.72 101.64 Chloroplast
GmHSP60-25 Glyma.16G153200 545 58.47 5.31 -0.069 31.36 95.91 Cytoplasm
GmHSP60-26 Glyma.16G208700 554 60.19 5.86 -0.091 38.46 102.33 Cytoplasm
GmHSP60-27 Glyma.18G012400 535 59.28 5.60 -0.185 40.39 97.72 Cytoplasm
GmHSP60-28 Glyma.18G298100 535 59.02 5.68 -0.161 34.52 99.83 Cytoplasm
GmHSP60-29 Glyma.20G019400 589 62.89 7.02 0.071 34.14 105.48 Chloroplast
GmHSP60-30 Glyma.20G079300 575 61.02 6.38 -0.044 25.17 102.99 Mitochondria
GmHSP60-31 Glyma.20G197100 575 61.25 5.74 -0.082 26.82 100.77 Mitochondria
GmHSP60-32 Glyma.20G215100 557 60.76 5.97 -0.151 38.37 99.66 Cytoplasm

 
 GmHSP60هاي  يابي كروموزومي ژن مكان

سويا روي  HSP60ژن  32بر اساس پايگاه اطلاعاتي ژنوم سويا، 
هـاي   د ژن). بيشـترين تعـدا  1اند (شـكل   كروموزوم قرار گرفته 14

GmHSP60  قـرار دارد.   8ژن روي كروموزوم شـماره   5به تعداد
با چهار ژن داراي بيشترين تعـداد   20پس از آن، كروموزوم شماره 

هـاي   روي هر يـك از كرومـوزوم   GmHSP60ژن است. سه ژن 
 16، 12، 10، 5هاي شـماره   روموزومقرار دارد. ك 11و  7، 2شماره 

، 9، 1هـاي شـماره    ده و كرومـوزوم هر كدام شامل دو ژن بو 18و 
  ).1هستند (شكل  GmHSP60داراي يك ژن  15و  14

 HSP60بندي خـانواده ژنـي    مطالعه روابط تكاملي و گروه
  سويا

 يهـا  خـانواده  ليو تحل هيامكان تجز يا سهيمقا سكيتوسعه ژنوم

 آورده اسـت. مختلف فراهم  يها گونه انيرا در م نكساي ينيپروتئ
با استفاده  )NJ( هيهمسا اتصال روش يمبنا بر يكيلوژنتيدرخت ف

و  سيدوپس ـي، آرابايسوهاي  از گونه HSP60 ينيپروتئ يتوال 70از 
آشـكار شـود    ها نيپروتئاين  نيب يشد تا روابط تكامل ترسيم برنج

 ر مبناي جايگاه سلولي دربها را  پروتئين ي). درخت تكامل2(شكل 
 هـاي  پـروتئين  ن صورت كهبندي نمود. بدي اصلي تقسيم سه گروه
HSP60  در. هسته يا سيتوپلاسم در گروه اول واقع شدنددر فعال 

در  فعــال هــاي پــروتئين، ترتيــب و ســوم نيــز بــه دوم هــاي گــروه
 70از در ايــن بررســي نــد. گرفتقــرار و كلروپلاســت  يتوكنــدريم

در گروه پروتئين  12در گروه اول،  پروتئين HSP60 ،38 پروتئين
بنـدي   . اين نحوه گروهدر گروه سوم قرار گرفت وتئينپر 20دوم و 

 Haq( مطابقـت دارد و فلفل  يدر ارزن دم روباه يبا مطالعات قبل
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et al., 2019; Singh et al., 2016(.  
  GmHSP60هاي  اينترون ژن –شناسايي ساختار اگزون 

 واهد بيشـتري جهـت تأييـد روابـط    تواند ش بررسي ساختار ژني مي
فيلوژنتيكي ارائه نمايد. زيرا وجود يا عـدم وجـود اينتـرون فرآينـد     
مهمي در تكامل ژنوم و يك مقياس تطبيقي بـراي تكامـل گونـه    

. در ايـن بررسـي،   )Moore & Purugganan, 2003(باشـد   مـي 
بـا اسـتفاده از    سويادر  HSP60هاي  اينترون ژن -ساختار اگزون 

بر اسـاس   ايسو HSP60 يخانواده ژن، ترسيم شد. GSDSپايگاه 
ميگـروه تقس ـ  سهبه و بر مبناي جايگاه سلولي  يكيلوژنتيدرخت ف
اول، دوم و گـروه   يها ژنكه  طوري به. . الف)3(شكل  ددنش بندي

 كلروپلاسـت  و يتوكندريم، هستهيا  سيتوپلاسمدر  ترتيب سوم به
. ب نشـان داده شـده اسـت    3طور كه در شـكل   همان .ارندقرار د

باشـد.   اينترون متغيـر مـي   17ها در محدوده صفر تا  تعداد اينترون
 GmHSP60-6، GmHSP60-8 هاي ژن در ينترونيا چيهاگرچه 

ــا ايــن حــال،  نشــد، افــتي GmHSP60-10و   اينتــرون در 17ب

ــاي  ژن  GmHSP60-16، GmHSP60-17، GmHSP60-30ه
 مشاهده شد. GmHSP60-31 و

 ها آن يريرپذييتغ GmHSP60جالب خانواده  يها يژگياز و يكي
كـدون   نيبر اساس اخـتلال در آخـر  ها  اينتروناست.  نترونيدر فاز ا

نام دارد  صفرشوند. مرحله اول فاز  يم مياگزون، به سه نوع تقس كي
ن را كـدو درج شـده و   سوم كدون ديبعد از نوكلئوت  رونتنيكه در آن ا
باز  نيب نترونينام دارد كه در آن ا اولكند. مرحله دوم فاز  يمختل نم

 نتـرون يكـه ا  يي، جادومفاز  ت،يدر نهاشود.  درج مياول و دوم كدون 
. )Kim et al., 2021(شـود   درج مـي  كدون كيسوم  و باز دوم نيب
ها حداقل داراي چهار فاز اينترون  فاقد اينترون، بقيه ژن  جز سه ژن به

شده در تعداد  وجود تفاوت مشاهدهصفر و سه فاز اينترون يك هستند. 
آوردن  دسـت  به دليل حذف يا تواند به مي ها برخي از ژن نترونيو فاز ا

ب ايجاد يك نقش كـاركردي  موج اينترون طي تكامل بوده و احتمالاً
  .)Azizi & Zare, 2022(ت اس ها شده آن صاصي براياخت

  

 
ها در بالاي هر كروموزوم نوشته شده است. مقياس ستوني، طول  زومهاي سويا. شماره كرومو روي كروموزوم HSP60هاي  جايگاه ژن. 1شكل 

  دهد. باز نشان مي هاي سويا را بر حسب مگا جفت كروموزوم
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توالي با استفاده از  MEGA 7.0ر افزا به كمك نرم فيلوژنتيكيدرخت  در سويا، آرابيدوپسيس و برنج. HSP60ژني اده خانو يكيلوژنتيف درخت .2شكل 

اند.  هاي مجزا نشان داده شده هاي مختلف با رنگ گروه. شد ميترس 1000بوت استرپ با  هيروش اتصال همسا يمبنا آمينواسيدي بر يتوالها  كامل پروتئين
  ها نشان داده شده است. رپ روي شاخهمقادير بوت است

  

  
پروتئين  32سويا. (الف) روابط فيلوژنتيكي: با استفاده از توالي آمينواسيدي  HSP60هاي  اينترون ژن –روابط فيلوژنتيكي و ساختار اگزون  .3شكل 
HSP60 افزار  سويا، درخت فيلوژنتيكي به كمك نرمMEGA 7.0 ار اگزون ترسيم شد. (ب) ساخت 1000ت استرپ بر مبناي روش اتصال همسايه با بو - 

هاي  با جعبهبالادست و پايين دست ) UTRها هستند. مناطق ترجمه نشده ( قرمز نمايانگر اينترونهاي  نقطه چينن و هاي سبز نمايانگر اگزو اينترون. جعبه
توان با استفاده از مقياس موجود در پايين تخمين  ازه اگزون و اينترون را ميدهنده فازهاي اينترون هستند. اند نشان 2و  1،  0اند. اعداد  آبي نشان داده شده

  ها (اول و دوم) نيز با فونت سياه مشخص شده است. ام گروهزد. ن
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هــاي  پــروتئين شــده حفاظــت يهــا فيــموت ييشناســا
GmHSP60.  
 يتشابه و تفاوت تـوال  زانيكردن م و مشخص بيشتر جهت بررسي

استفاده شـد.   MEMEاز نرم افزار در سويا  HSP60ي هانيپروتئ
 50تـا   15بـا طـول بـين    شـده   حفاظت فيموت 20بر اين اساس، 

در تمامي  11و  9، 6، 4، 3، 2هاي  . موتيفشد ييشناساآمينواسيد 
 يهـا  في ـموت مستندسـازي . بـا  )4ها يافـت شـد (شـكل     پروتئين

 13و  8، 2 يهـا  في ـ، موتInterProشده بـا اسـتفاده از    ييشناسا
 ـ Cpn60_TCP1 نيعنوان دم ـ به ). 2شـدند (جـدول    ين ـيب شيپ

نـوع، ترتيـب و    نشان داده شـده اسـت،   4طور كه در شكل  همان
هـاي دوم و سـوم مشـابه بودنـد، امـا بـا        هـاي گـروه   يفموت تعداد

هاي قبلي،  هاي گروه اول تفاوت داشتند. مطابق با گزارش پروتئين
ده ش ـ ي مختلف، حفاظـت ها طور قابل توجهي در گروه ها به موتيف
  .)Singh et al., 2016; Zhang et al., 2015( هستند

 

 
با استفاده  GmHSP60هاي  شده در پروتئين حفاظت  موتيف 20سويا.  HSP60 يها پروتئينشده  حفاظت يها فيموت . روابط فيلوژنتيكي و بررسي 4شكل 

 حيتوض شكل نييكه در پا يرنگ يها با جعبه فيدهند و هر موت يرا نشان م نشده حفاظت يها يتوال يخطوط خاكسترشناسايي شد.  MEMEاز برنامه 
  زد. نيتخمشكل  نييدر پاموجود  اسيتوان با استفاده از مق يرا م فيو موت نيطول پروتئ اند. نشان داده شده، داده شده

 
  MEMEبرنامهتوسط  GmHSP60هاي  ي شده در پروتئينهاي شناساي مشخصات موتيف .2جدول 

 موتيف
Motif

  طول موتيف
Motif length

  توالي موتيف
Motif sequence 

E-value
  مستندسازي
Annotation 

1 50 DGKSLENELEVVEGMKLDRGYISPYFVTNQKKQKVELENPKILIHDKKIS 2.2e-344 -
2 29 NPAAKLLVZVAKAQBDEAGDGTTTVVVLA 9.4e-338 Cpn60_TCP1 domain
3 21 GVKAVADAVKTTLGPKGMBKM 1.5e-249 -
4 29 ELDEKKRRLHDALNATKAAVEEGIVVGGG 5.4e-286 -
5 50 LIIAEDVESEALATLILNKLRGGLKVAAIKAPGFGERRKALLQDJAILTG 8.8e-312 -
6 29 ANLGYBAATGEYEDMVEAGIIDPLKVKRC 1.0e-228 -
7 50 DDTTILDDASTKKAIEERVEQJRKAJENSTSDYDKEKLQERJAKLSGGVA 1.7e-242 -
8 50 ALAKTLPGKEQLAIEAFAEALEVIPRTLAENAGLBAIEIITALRAEHAKG 2.2e-278 Cpn60_TCP1 domain
9 29 GEKLVAAGIHPTVJIRGIEKAVRAAVEEL 1.4e-201 -

10 41 RMISTSEEIAAVASISAGNEREIGELIAEAMEKVGKEGVIT 7.8e-195 -
11 21 DSSGDPKVTNDGVTILKEIEL 3.0e-191 -
12 33 ZKIGADIIQNALKAPVKTIASNAGVEGAVVVEK 1.2e-156 -
13 50 DDLALHYLAKAGILAIRRVRKDELERIAKATGGVIVNRFDELEPEKLGYA 4.4e-205 Cpn60_TCP1 domain
14 21 AJLTATEAACMILRVDDIIVP 3.8e-086 -
15 29 LJKCAKTTLSSKJVSQDKDLLADLAVDAV 3.9e-095 -
16 21 ELGLTLEKVDSEMLGTAKKVT 9.4e-070 -
17 21 SSRNASAKDIKFGVDARAAML 8.9e-065 -
18 15 MGKACTILLRGANDH 1.9e-049 -
19 21 RDSFLVEGIVLDKGISHPGMP 6.9e-036 -
20 41 PYIILLDVPLEYKKGENQTNAELLKEEDWSLLLKMEEEYIE 7.8e-046 -
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 GmHSP60هاي  توالي پروموتر ژن يلو تحل يهتجز

بينـي   پـيش  جهـت مـؤثر   يروش سيس،عناصر  يلو تحل يهتجز
ــم ــي    مكانيسـ ــه رونويسـ ــي در مرحلـ ــاي تنظيمـ ــتهـ  اسـ

)Mohammadi et al., 2022.(  ،با تجزيه و تحليل پروموترها
هــاي زيســتي و  تــنشگــو بــه  پاســخعناصــر تنظيمــي ســيس 

سـيس  نـور)، عناصـر   سـرما،   ، گرما،شوري ،ي(خشك غيرزيستي
در  و نمـو  رشدمرتبط با و  ها هورمونگو به فيتو پاسخ ياختصاص

، Box4عناصــر . )5د (شــكل شــدن ييپرومــوتر شناســا ينــواح
MYC ،ARE  وMYB گو بـه   پاسخ يستيزريعناصر غ نيدر ب
و  88،  97،  100ترتيـب در   كـه بـه   طوري بهغالب بودند،  تنش

عناصـر   يافـت شـدند.   GmHSP60هاي  درصد پروموتر ژن 81
 هـاي  آسـيب  و پـاتوژن هـاي   بـه تـنش   پاسخگوسيس  يتنظيم

ــانيك ــواحيدر  يمكـ ــوتر نـ ــد 75 يپرومـ ــا ژن از درصـ  يهـ
GmHSP60 .هـا   درصـد از ژن  56، يـن بـر ا  علاوه مشاهده شد

 pHهـاي گرمـا،    به تـنش  گو پاسخسيس  يعناصر تنظيم يدارا

پرومـوتر   حينـوا در  يو تـنش اسـمز   يمغذ مواد كمبود، يينپا
بـه   گـو  سـخ پـا  و دفاعي( TC-rich repeats عناصرخود بودند. 

 28و  53در  ترتيب به) يينپا يدما به گو (پاسخ LTR1) و تنش
ــااز درصــد  ــا ژن يپروموتره ــاهده  ه ــدمش ــتر .گردي ــا ژن بيش  يه

GmHSP60 تنظيمـي  عناصر  دارايERE )24    ژن، عنصـر سـيس
سـيس پاسـخگو بـه    ژن، عنصـر   17( ARBEپاسخگو بـه اتـيلن)،   

ژن،  12( TGACG-motifو  motif -CGTCAاســيد)،  آبســيزيك
  ).5اسيد) بودند (شكل  عناصر تنظيمي پاسخگو به جاسمونيك

نشـان   GmHSP60خانواده  يها پروموتر ژن ليو تحل هيتجز
و  يسـت يرزيغ هـاي  بـه تـنش  ها ممكن است با تحمـل   داد كه آن

وجـود   .ط باشندشد مرتبگو به ر عناصر پاسخ ريهمراه با سا يستيز
 نيدهد كه ا يپروموتر نشان م يدر نواح ABAگو به  عناصر پاسخ

داشته باشـند   فعاليت ABAوابسته به  در مسيرها ممكن است  ژن
باشــد  مــيمتعــدد  يهــا هــا در تــنشHSP60كــه بيــانگر نقــش 

)Nagaraju et al., 2021( .  
  
 

 
 برنامه ده ازتفااس با سيس يميعناصر تنظ تعداد يلو تحل يهتجزسويا.  HSP60 يها ژنپروموتر در  يسستنظيمي عناصر  شناسايي .5شكل 

PlantCARE  .يها پروموتر ژنموجود در تعداد عناصر مختلف ، ها و اعداد مختلف رنگانجام شد GmHSP60 دهد يرا نشان م. 

  
1. Low Temperature Response 
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ــهتجز ــلو تحل ي ــتي ي ــي ژن ( هس ــاي  ) ژنGOشناس ه
GmHSP60.  

عملكـرد   ين ـيب شيپ جهت) GOشناسي ژن ( هستي يلو تحل يهتجز
ــروتئ ، موقعيــت). الــف6شــكل مــورد انتظــار ( يمولكــول  يهــا نيپ

GmHSP60 و مشــاركت در . ب6شــكل ( يســلول ير اجــزاد ،(
تجزيـه و   ) انجـام شـد.  . ج6شـكل  ( ياحتمـال  يكيولوژيب يندهايفرآ

ــه  GmHSP60 يهــا ژننشــان داد كــه  GOتحيليــل  در پاســخ ب
از  نيدد پروتئجمخوردگي و تا يتاخوردگ هاي غيرزيستي مسئول تنش
عملكردهــاي متنــوع . باشــند مــي ATPوابســته بــه  يروشــ قيــطر

هـاي   از جمله اتصال يوني، اتصال به پـروتئين  HSP60هاي  پروتئين
هاي  ها در پاسخ به محرك نقش آنهاي غشايي و  تانخورده و پروتئين
 يابي ـمسـئول باز  HSP يهـا  نيكـه پـروتئ  دهـد   محيطي نشان مـي 

 هسـتند  هاي غير زيستي پاسخ به تنشدر  لسلو ي طبيعيوستازئموه
)Abbas et al., 2022(.  

  GmHSP60هاي  بعدي پروتئين بيني ساختار سه پيش
، GmHSP60هـاي   ي پروتئينبعد ساختار سه ينيب شيپجهت 
 Phyre2برنامـه   بـا اسـتفاده از   نيپروتئ يهمولوژ يساز مدل

انجــام شــد. ابتــدا يــك الگــوي مناســب بــراي هــر پــروتئين 
GmHSP60  ،ـ كيسپس يافت شد  اده از الگـو  ا اسـتف مدل ب

نشان داده شده است تمام  7طور كه در شكل  شد. همان ديتول
بـا  هاي مربوط به گـروه دوم در درخـت فيلـوژنتيكي     پروتئين

درصـد   100 نـان يدر سـطح اطم  c8pe8F ياستفاده از الگـو 
هـاي   هاي مربوط بـه زيرگـروه   . بقيه پروتئينشدند يساز مدل

 ـري نشاهاي ساختا مختلف نيز شباهت د. بـا توجـه بـه    ن دادن
را تضمين  نيپروتئ اختصاصيعملكرد ي، بعد ساختار سهاينكه 

در  يعملكـرد  يهـا  شـباهت تواند بيـانگر   كند، اين امر مي مي
هـاي مختلـف    زيرگـروه در  GmHSP60 يهـا  ينپـروتئ  يانم

  .باشد
  

 
 Blast2GOافزار  نرم استفاده از با GmHSP60 يها ژن GO يلو تحل يهتجزسويا.  HSP60 يها ) ژنGO( نشناسي ژ هستي ليو تحل هيتجز. 6شكل 

 يها ستوند. ب) اجزاي سلولي: هستن GmHSP60 يها مورد انتظار ژن يدهنده عملكرد مولكول سبز نشان يها ستونانجام شد. الف) عملكرد مولكولي: 
 يندهايدهنده فرآ نشان يآب يها ستوني: كيولوژيب يندهايفرآ) ج ند.شو يم انيب GmHSP60 يها ژن جا هستند كه در آن يسلول ياجزادهنده  قرمز نشان

 .كنند يم فاينقش خاص خود را ا GmHSP60 يها هستند كه در آن ژن يكيولوژيب
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 لفمخت يها استفاده شد كه با رنگ ينيپروتئ يها مدل ديتول يبرا Phyre2 برنامهسويا.  HSP60 يها پروتئين يبعد سه يساختارها ينيب شيپ .7شكل 

  نام الگوي مربوط به هر زيرگروه با رنگ قرمز نشان داده شده است. اند. نشان داده شده انتهاي آميني به كربوكسيليدر جهت 
  

هـاي   ينپـروتئين بـين پـروتئ    -كنش پروتئين شبكه برهم
GmHSP60  
 ياطلاعـات  گاهيبا استفاده از پا نيپروتئ -نيكنش پروتئ شبكه برهم
STRING افزار به كمك نرمشد و سپس  ترسيمCytoscape  با

آنـاليز شـبكه    ClusterVis و Cytohubba يها استفاده از برنامه
و  1يك گره نيهر پروتئ ،صورت گرفت. در تعريف شبكه پروتئيني

شود. بنابراين هرچه تعداد گرهناميده مي 2هر خط ارتباط، يك يال
شـبكه   ها در شبكه بيشتر باشد، نشان دهنده اين امر است كـه در 

هاي بيشتري نقش دارند و هرچه تعـداد  پروتئيني مورد بررسي ژن
ها بيشتر باشد، به معناي ارتباط تنگاتنـگ ميـان   هاي ميان ژنيال

                                                                                      
1. Node 
2. Edge 

بندي شـبكه  . خوشه)Saraei et al., 2021( ها در شبكه استژن
ــا اســتفاده از الگــوريتم  نشــان داد كــه ايــن شــبكه  MCODEب

 از بيترت كه خوشه اول و دوم به باشد يخوشه م دوپروتئيني داراي 
. . الــف)8(شــكل  اســت(گــره) تشــكيل شــده  نيپــروتئ 16 و 18

ــروتئ ــا نيپ -GmHSP60-2، GmHSP60-5، GmHSP60 يه

11، GmHSP60-18، GmHSP60-22 وGmHSP60-25   بر
 ييناساش 3هاب عنوان به ها، نيپروتئ ريساارتباط با  نيشترياساس ب
امـر   ني ـ. ا. ب)8(شكل  اند شدهبا رنگ قرمز نشان داده  كهشدند 
 طيپاسخ به شرا يده گناليسدر  ها نيپروتئ نيا تياهمدهنده  نشان

 است. يطيمختلف مح

 
  

                                                                                      
3. Hub 
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 با GmHSP60 يها نيپروتئ نيب نيپروتئ - نيپروتئكنش  . شبكه برهمايسو HSP60 يها نيپروتئ نيب نيپروتئ - نيپروتئكنش  برهم  شبكه .8شكل 
و خطوط  ها گره دهنده نشان يرنگ يها ليمستط. شد ليتحل و هيتجز Cytoscapeافزار  و به كمك نرم استخراج STRING ياطلاعات گاهياستفاده از پا

و  هيتجز. ب) دهند ياول و دوم را نشان م يها خوشهواقع در  يها نيپروتئ بيترت و زرد به يآب يها ليمستط: شبكه يبند خوشه) الفهستند.  ها الي انگرينما
  شدند. يي) شناساها نيپروتئ ريارتباط با سا نيشتريعنوان هاب (ب قرمز به يها ليمستطواقع در  يها نيپروتئشبكه:  ليتحل

  
 هـاي  در پاسخ بـه تـنش   GmHSP60هاي  الگوي بيان ژن

 غيرزيستي

 اطلاعـات توانـد   يم ـ يژن هخانواد انيب يالگو يلو تحل يهتجز
 ,Mao & Chen(آورد هـا فـراهم    در مـورد عملكـرد آن   يمهم ـ

، سـويا در  HSP60 يهـا  كرد ژنمنظور درك بهتر كـار  به .)2012
هاي غيرزيستي شامل شـوري،   پاسخ به تنشها در  آن انيب يالگو

قرار  يمورد بررس خشكي، سرما، گرما، غرقاب و كمبود مواد غذايي
نمـودار   كي ـ، سـويا  پتوميترانسـكر  يهـا  گرفت. با استفاده از داده

Heatmap اسيدر مق )FPKM+1( Log2شكل  ميترس) 9شد .(
بيشـتر  نشان داده شده است،  Heatmapگونه كه در نمودار  همان
هـاي مـورد    تـنش  پاسخ بـه  دربيان بالايي  GmHSP60هاي  ژن

و  يهمپوشـان  وجـود  دهنـده  اند كه اين امر نشان نشان دادهمطالعه 
 يسـت يرزيغ هـاي  تنشمختلف  طيشراها در پاسخ به  هماهنگي آن

هـا در   نقش مهـم ايـن ژن   گربيان اندوت مي. همچنين اين امر است
غرقاب و كمبـود مـواد   شوري، گرما، سرما، خشكي،  پاسخ سويا به

، GmHSP60-12هـاي   . بالاترين بيان مربوط بـه ژن باشدغذايي 
GmHSP60-19 ،GmHSP60-21  وGmHSP60-24 ــت  تحـ

تـرين بيـان در پاسـخ بـه      هاي مورد مطالعه بود. پـايين  تنش تمام
ــنش ــز در ژن ت ــا ني ــاي  ه و  GmHSP60-8 ،GmHSP60-13ه

GmHSP60-32   ،هـا در  ژن ني ـاحتمـالاً ا مشاهده شد. بنـابراين 
 نقــش بنــابراينو  شــده انيــب يمتفــاوت يو نمــو يســتيز طيشــرا

 & Azizi( ندارنـد  مورد مطالعـه  يها در پاسخ به تنش يكاركرد

Zare, 2022( .  
 ـ يها زارشگ  هـاي  پـروتئين  از مشـاركت  يحـاك  ي نيـز قبل

HSP60 و  اهيــگ نمــو از جملــه يكيولــوژيب نــديفرآ نيدر چنــد
عنـوان مثـال،    باشـد. بـه   مـي  هـاي غيرزيسـتي   تحمل به تـنش 

HSP60 طيشــرا تحــتنــه تنهــا  سيدوپســيآراب يكلروپلاســت 
پاسـخ   زي ـن يبـالا و خشـك   يدمـا  هاي محرك بهبلكه  ،طبيعي

 يهاژن انيب يالگو بررسي .)Xu & Huang, 2010( دهد يم
 بيـان  القـاء  دهنده نشان زين در سورگوم و فلفل HSP60خانواد 

 Haq et( باشـد  يمغيرزيستي  يها ها در پاسخ به تنش ژن نيا

al., 2019; Nagaraju et al., 2021(توانـد  مـي امـر   ني ـ. ا 
پاسـخ   در HSP60 يهـا ژني كـاركرد  سـم يمكان بيانگر تشابه

  .باشد هاتنش مختلف به اهانيگ
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پاسخ  را در GmHSP60 يها ژن انيب رييتغ زاني، مHeatmap شينماهاي غيرزيستي.  سويا در پاسخ به تنش HSP60ي ها ژن يانيب ليپروفا .9شكل 
 يبرا رنگ آبيكه از  دهد يم را نشان هاژن اني. نوار راهنما شدت بدهد ينشان م ييغرقاب و كمبود مواد غذا ،يخشك ،يشور ،هاي گرما، سرما به تنش

  .فاده شده استبالا است انيب يقرمز برا تاكم  انيب
  

  گيري و پيشنهادها نتيجه
كه بـر   شد ييشناساژنوم سويا در  HSP60ژن  32در اين مطالعه 
و برنج  سيدوپسيدر آراب HSP60 يها نيپروتئا ب ياساس همولوژ

ــروتئين. بنــدي شــدند گــروه اصــلي طبقــه 3در  هــاي واقــع در  پ
شده،  هاي حفاظت موتيف ،ياز نظر ساختار ژنهاي مختلف  زيرگروه

 بعـدي و خصوصـيات   ، جايگـاه سـلولي، سـاختار سـه    نتـرون يا فاز
ن امر ياكه يي برخوردار بوده بالاشدگي  يي از حفاظتايميكوشيزيف

هـاي   زيرگـروه در  هـا  كـاركردي آن  يهـا  شـباهت تواند بيانگر  مي
، رشد و نمو ها به تنش گو پاسخ يميوجود عناصر تنظ .باشدمختلف 

 ـبا  ها هورمون و و  ERE ،MYB ،MYC ري ـمتفـاوت نظ  يفراوان
LTR در رشد و نمو گياه و همچنين ها  تواند حاكي از نقش آن مي

بـر اسـاس   ي باشـد.  سـت يرزيغو  يسـت يز هاي تنشبه  گياهتحمل 
 ني ـا مشخص شد كـه )، GOژن ( يشناس يهست ليو تحل هيتجز

 يبـه روش ـ  نيمجدد پـروتئ  يو تاخوردگ يتاخوردگ در يخانواده ژن
از  .نقـش دارنـد   يستيرزيغ يها پاسخ به تنش در ATPوابسته به 

ي هـا  ژنبيشـتر  داد كـه  نشـان   هـا  ژن ياني ـب الگـوي  گريدي سو
GmHSP60  شـوري،  هـاي   تـنش  پاسخ به درالايي ن ببياداراي

بودند كه اين امر  خشكي، سرما، گرما، غرقاب و كمبود مواد غذايي
هـا در پاسـخ بـه     و همـاهنگي آن  يهمپوشـان  وجـود  دهنـده  نشان
اطلاعـات مـا در مـورد    هـا   يافتـه  . ايناست يستيرزيغ هاي تنش

ر تحمل گياه سويا ها در د و عملكرد آن GmHSP60خانواده ژني 
و  يغربـالگر تواند جهـت   افزايش داده و ميهاي محيطي  به تنش

، GmHSP60-12هــاي بــا بيــان بــالا نظيــر      اســتفاده از ژن
GmHSP60-19 ،GmHSP60-21  وGmHSP60-24  در توليد

هـاي   گياهان تراريخته با هدف توليد گياهـان متحمـل بـه تـنش    
  غيرزيستي مختلف مفيد باشد.
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Abstract 
Drought is one of the most important factors causing abiotic stress in plants. 
Wheat, as a vital crop, is extensively cultivated in regions that face water 
scarcity at least during one period of the year. Proteomic approach is one of the 
ways to identify proteins involved in plant tolerance to water stress. In order to 
investigate the effect of water deficit stress on the root proteome pattern of 
desert-tolerant wheat, an experiment was conducted in the form of a completely 
randomized design with seven replications. Root proteins were extracted by 
TCA/acetone method and the protein expression pattern was analyzed using 
two-dimensional electrophoresis. Potential proteins involved in the response to 
water deficiency were identified by comparing the protein expression patterns 
under water deficit stress with the expression pattern in control conditions. The 
results revealed significant differences in root weight and root length at a 5% 
probability level, indicating the detrimental effects of water stress on plant 
roots. The proteomic analysis identified 98 reproducible protein spots, of which 
10 exhibited statistically significant changes, with eight spots showing 
increased expression and one showing decreased expression. These protein 
spots were identified based on their molecular weight (MW) and isoelectric 
point (pI) through database searches. The identified proteins were classified 
into various functional categories related to stress response, including protein 
synthesis and accumulation, oxidative stress, response and defense against 
stress and metabolic pathways. 
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فناوري گياهان زراعي زيست  

  
 »مقاله پژوهشي«

  آب دكمبو تنش تحت ريكو رقم گندم ةشير پروتئوم ةيتجز

 
زادشقايق اصل، *تورچيمحمود ، سميرا مرداني زنوز

 

  چكيده
گندم به عنوان  .شود زيستي در گياه محسوب ميتنش غيري  خشكي يكي از مهمترين عوامل ايجادكننده

است.   مواجه آبي كم با سال از اي دوره در حداقل شود كه يك گياه زراعي مهم، اغلب در مناطقي كشت مي
آب رهيافت پروتئوميك  هاي درگير در تحمل گياه به تنش كمبود پروتئيناسايي ي شنارهاراهكيكي از 

آب بر الگوي پروتئوم ريشه گندم رقم متحمل كوير، آزمايشي در  است. به منظور بررسي اثر تنش كمبود
ون است /TCAهاي ريشه به روش  شد. استخراج پروتئين  تصادفي با هفت تكرار انجام قالب طرح كاملاً

هاي احتمالي درگير در  گرديد. پروتئين الگوي بيان پروتئيني با استفاده از الكتروفورز دوبعدي بررسي و  نجاما
آب با الگوي بيان در شرايط كنترل  الگوي بيان تحت تنش كمبود ي آب با مقايسه تنش كمبود

يشه در سطح رو طول يشه تر ربراي صفات وزن  اختلاف بين تيمارهاكه شد. نتايج نشان داد  شناسايي
وزن تر اندام دار ولي براي صفات وزن خشك ريشه، وزن خشك اندام هوايي و  درصد معني 5احتمال 

پروتئيني تكرارپذير را  ي نقطه 98 ، دار نبود. بررسي الگوي بيان پروتئوم ريشه هوايي از نظر آماري معني
دار بين شرايط كنترل و  بيان معنياختلاف داراي اري ظ آمنقطه از لحا 10داد كه از ميان آنها تعداد   نشان

هاي  دادند. اين نقطه نشانرا تنش بودند. از اين تعداد هشت نقطه افزايش بيان و يك نقطه كاهش بيان 
هاي اطلاعاتي  با جستجو در بانك )pI( و نقطه ايزوالكتريك (Mw) اساس وزن مولكولي پروتئيني بر

ها  دارند. اين گروه  هاي عملكردي مختلف قرار ده به تنش در گروهپاسخ دهنهاي  ئينوتپر .شدند شناسايي
 پاسخ و دفاع در برابر تنش و مسيرهاي متابوليكي بودند. ،تنش اكسايشي پروتئين،شامل سنتز و تجمع 

 دانشكده ،ياهيگ يوتكنولوژيب و ينژاد به گروه
  . رانيا ز،يتبر ز،يتبر دانشگاه ،يكشاورز 

  مسئول: نويسنده
  محمود تورچي

  mtoorchi@tabrizu.ac.irرايانامه: 
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  مقدمه
عـي  بـه عنـوان يـك گيـاه زرا    ) .Triticum aestivum Lگندم (
كنون همواره مورد توجـه بشـر   لي شدن تااز زمان اه شده، شناخته
بيشترين سطح زير كشت را در بين محصولات زراعـي بـه   بوده و 

 ـ گنـدم بـه عنـوان اصـلي    . اسـت  خود اختصاص داده رين غلـه در  ت
 دهدمي بسياري از مناطق جهان، غذاي عمده اكثر مردم را تشكيل

)Shewry, 2009( .    با اين وجود، اغلـب منـاطق توليـد گنـدم در 
ميـزان  با كمبود آب مواجه هسـتند.  جهان در بخشي از فصل رشد 

بق آخرين آمار سازمان خوار و بـار جهـاني سـازمان    توليد گندم ط
ميليون تـن بـود كـه ايـن      749برابر با  2016ملل متحد در سال 

ميليـون تـن    1/11ميزان در كشور ايـران در همـان سـال حـدود     
گندم هم در سطح جهان و است. آمارها حاكي از كاهش توليد  بوده
هاي با كمبود  دوره. )Naghavi et al., 2015( ان استدر ايرهم 

ي زندگي گياه، حتي در گياهـاني كـه خـارج از     آب اغلب در چرخه
كننــد ماننــد گياهــان  نــواحي خشــك و نيمــه خشــك رشــد مــي

 .)Wilson et al., 2001(دهد  ميهاي مناطق معتدله رخ  جنگل

زاي محيطـي اسـت    يكي از مهمترين عوامل تنش كمبود آب 
خشك  كه توليد محصولات كشاورزي را در مناطق خشك  و نيمه

 .شـود  تاثير قرارداده و باعث كاهش قابل توجه عملكـرد مـي   تحت
فتد كه آب قابل استفاده ا اق ميبطوركلي تنش كمبودآب زماني اتف

به كـاهش ميـزان    يابد و شرايط اتمسفري نيز در خاك كاهش مي
 Valizadeh-Kamranدهد ( ميق تبخير و تعرق ادامه آب از طري

et al., 2017  تحمل به تنش كمبودآب در اكثر گياهـان ديـده .( 

و حتـي درون افـراد يـك     ي ديگـر  اي به گونه شود اما از گونه مي
است. استراتژي گياهان براي مقابله با خشكي معمولا  گونه متفاوت

باشـد   ز دو عمل اجتناب از تنش و تحمل تنش ميشامل تركيبي ا
 . تحمـل )Nakayama, 2007(اسـت   متفاوتكه بسته به ژنوتيپ 

است و بستگي به اثـر   هاي غير زيستي بسيار پيچيده در برابر تنش
زا و انـواع مختلفـي از فرآينـدهاي مولكـولي،      متقابل عوامل تنش

بيوشيميايي و فيزيولـوژيكي دارد كـه طـي رشـد و نمـو گيـاه رخ       
 هايدفرآين ـ آب كمبـود  .)Razmjoo et al., 2008( دهنـد  مـي 

 مـواد  تجمـع  و پـروتئين  سنتز فتوسنتز، شامل متعدد بيوشيميايي

 آب كمبود به ها پاسخ ترين رايج جمله از .دهد مي تغيير را محلول

 بـه  آسـيب  كلروپلاست، در تيلاكوئيدي غشاي از الكترون نشت

 ،O-2 و H2O2 توليـد  افـزايش  فتوسـنتز،  كـاهش  كلروفيـل، 

 سـلول،  شـدن  طويـل  روي منفـي  اثرات ي،ليپيد پراكسيداسيون

 اسـت ) دهيدراسـيون (آب و پسابيدگي سلول به  دسترسي كاهش

)Qureshi et al., 2007(رويـدادهايي كـه تحـت     ولين. يكي از ا
ها در پاسخ به انتقال  بسته شدن روزنه دياب ميشرايط خشكي ادامه 

سـيد  هـاي دهيدراتـه (مثـل ا    اجزا شـيميايي سنتزشـده در ريشـه    
است كه تغييرات بيان ژن  مطالعات نشان داده .باشد يسيزيك) مآب

اي بـا تغييـرات در سـطح پـروتئين      در سطح رونويسي اغلب رابطه
ها  در پاسخ به تنش ندارد. بنابراين مطالعه تغييرات پروتئوم گياهان

 پس تغييرات ها تحت پروتئين از بسياري باشد. يمهم و سودمند م

 ترانسـكريپتوم  تجزيه با قابل رهيابي كه گيرند مي قرار ترجمه از

اي  دسته لقاي توليدبا ا . گياهان )Kosová et al., 2011(نيست 
سـلولي محافظـت    كـه موجـود را از آسـيب   هاي تنشي  از پروتئين

 بـا  دهند. بنـابراين،  هاي محيطي پاسخ مي كنند، به انواع تنش مي

 آبـي  كـم  تـنش  بـه  پاسخ كار و ساز درك الگوي پروتئوم، مطالعه

 ها پروتئين كه آنجايي از .)Kamal et al., 2010(است  امكانپذير

هسـتند،   درگيـر  محيطـي  هـاي  تـنش  به پاسخ در مستقيم طور به
 عملكـرد  و بيان الگوي شناسايي آل ايده روش يك پروتئوم تجزيه

 شـامل  تنهـا  نـه  هـا  پـروتئين  .اسـت  تنش با هاي مرتبط پروتئين

 سطح متابوليت بلكـه  شـامل   در تغييرات كننده ليزكاتا هاي آنزيم

 پاسخ گياه به تنش كه باشند مي نيز ترجمه رونويسي و فاكتورهاي

 Shahbazi etكننـد (  مـي  تنظيم پروتئين و رونوشت سطوح در را

al., 2023( را تـنش  بـه  سـازگاري  هـاي هـا عملكـرد   . پـروتئين 

پلاسـمايي،   يغشـا  در تغييـر  بروز به منجر كه كنند مي هيد جهت
 كه شوند مي سلولي داخل اجزاي تركيب بعلاوه سلولي، سيتوپلاسم

 را آب به سلولي سيتوپلاسم تمايل مثل خصوصيات آنها نهايت در
 تواند مي پروتئوميك توسط شده شناسايي هاي ژن .دهد مي تغيير

 بهبـود  براي ژن انتقال و نشانگر كمك به اصلاح هاي برنامه در

 .)Kamal et al., 2010(باشد  دمفي تنش به تحمل

ريشـه  به بررسي تاثير كمبود آب بـر پروتئـوم    پژوهشدر اين 
  .شود ها در پاسخ به اين تنش پرداخته مي گندم و نقش پروتئين

  
  شناسي پژوهش روش

  آزمايش انجام روش و گياهي مواد
رقم گندم متحمل به تنش كمبـود آب بـه نـام     ازدر اين پژوهش 

يقـات اصـلاح و   بذور اين رقم از مؤسسه تحق .شد استفاده " كوير"
شـده   شد. رشد گياهان در شرايط كنترل تهيه ذر كرجتهيه نهال و ب

دانشگاه تبريز  كشاورزيدر محيط آزمايشگاه پروتئوميك دانشكده 
بـذر   10يكي، تعـداد ژگيري صـفات مورفولـو   شد. براي اندازه انجام

سـانتيمتر و ارتفـاع    10اي با قطـر   هاي پلاستيكي استوانه درگلدان
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شـد. دمـاي روز   ه شده كاشت تر، حاوي ماسه شسته الكسانتيم 15
شـد.   درجه سانتيگراد در نظرگرفتـه  19و دماي شب  25طي رشد 
  حــدود نــور شــدتبــا درمعــرض تــابش نــور خورشــيد  هــا گلــدان
 در سـاعت 14  روشـنايي  دوره و ثانيـه،  بر متر بر ميكرومول1000
  ).Torabian et al., 2018قرارگرفتند (روز  شبانه
  
  تنش كمبود آب اعمال نحوه و آزمايشي طرح

 شـد.  انجـام  با هفـت تكـرار   بصورت طرح كاملا تصادفيآزمايش 

د. دادن لتشكي را آزمايش تيمارهاي آب كمبود  تنش و عادي آبياري
 قطع با تنش. شدند  انجام روزانه بصورت اي شاهده گلدان آبياري

 هفت بمدت تنش هاي تحت گلدان براي برگيود مرحله در آبياري

 براي ها بوته ،تنش ظاهري علايم شد.  پس از مشاهده روز اعمال

. براي استخراج رگرفتنداستفاده قرا صفات زراعي مورد گيري اندازه
شـده و بـراي    ريشه با احتياط و با دقت شسته هاي ، نمونهپروتئين

  گرديد.  استفادهعصاره پروتئيني استخراج 
 مدت به ها هنمون وايي،هاي ه بخش تر وزن گيري اندازه از پس

قرارگرفتنـد.   گـراد  سـانتي  درجه 72 دماي در آون داخل ساعت 48
براي  شد. تعيين گرم ميلي حسببر بخش هوايي خشك وزن سپس
 طوقه محل از ها ريشه، گياهان ريشهگيري صفات مرتبط با  اندازه

 كـردن  خشك و ريشه خاك كامل شستشوي از پس و شده هبريد

 برحسـب  آنهـا  وزن كـن،  غـذ خشـك  ط كاتوس ـ آنهـا  سطحي آب

 ،هـا  گيري وزن خشك ريشه براي اندازه شد. گيري اندازه گرم ميلي
 درجـه  72 دمـاي  در  آون داخـل  سـاعت  48 مـدت  بـه  هـا  نمونه

 گرم ميلي برحسب آنها خشك وزن پسو س  گراد قرارگرفتند سانتي

ريشـه   10ميـانگين طـول   گيري  ها با اندازه طول ريشه  شد. تعيين
ل طوقـه تـا نـوك ريشـه برحسـب      ادفي از هر گلـدان از مح ـ تص

   گرديد. تعيينكش  خط سانتيمتر بوسيله
  

  پروتئين استخراج
 5/0با قيچي بريـده و   پس از شستشوي كاملهاي چندروزه  ريشه

پس از خـرد كـردن، حـدود     .گرم از آن در هاون چيني خرد شدند
و بـه آن   دش ـ ليتري منتقـل  ميلي 2گرم پودر حاصله به تيوپ  2/0
(تـري   TCA شد كه داراي   افزودهليتر محلول استخراج  ميلي 8/1

تيوب حاوي محلول اسـتخراج   .)1(جدول  كلرو اسيتيك اسيد) بود
و نمونه پودر شده به مدت يك دقيقه ورتكـس شـد و سـپس بـه     

هـا در دمـاي چهـار درجـه      نمونـه  .دقيقه سونيكيت شـد  15مدت 
ها به مدت يك سـاعت در   نمونه شدند سپس داشته گراد نگه سانتي

 15داري شـدند و هـر    هگراد نگ درجه سانتي -20ماي يخچال با د
پـس از   .شـدند  تكـان داده دقيقه يكبار چند ثانيه به صورت دستي 

 دماي چهـار درجـه   و در دقيقه دور 9000ها با تنظيمات  آن، نمونه
 )Hermle z326 K( دقيقـه سـانتريفوژ   20بـه مـدت    سـانتيگراد 

شـد كـه     و افزودهشستش ليتر محلول يميل 5/1به هر نمونه . شدند
ميكروليتـر   70ليتـر و مركاپتواتـانول    ميلـي  50اسـتون  تركيب آن 

دور در دمـاي چهـار    2000ها بـه تنظيمـات    سپس نمونهباشد.  يم
رسوب پروتئينـي حاصـل    .دقيقه سانتريفوژ شدند 15درجه بمدت 

گـرم از رسـوب    ميلـي  10 .سپس خـرد شـد  و   درون هاون خشك
 .شـد  كروليتر بـافر حـلال افـزوده   مي 200خشك وزن شد و به آن 

زده و سپس  دقيقه هم 5اي حدود  هها با استفاده از ميله شيش نمونه
 25000ها با تنظيمـات   بعد از آن، نمونه .چند دقيقه ورتكس شدند

ــدت  ــه م ــپس    20دور ب ــانتريفوژ و س ــاق س ــاي ات ــه در دم دقيق
محلول پروتئيني آماده براي بارگذاري  .شدند آوري جمع سوپرناتانت

در مرحله بعد، بافر حلال يـك دوم   .باشد در برنامه الكتروفورز مي
ميكروليتـر   60با تركيب يك بـه يـك بـا آب ديـونيزه بـه مقـدار       

هـاي   ها در لولـه  نهايت، براي انجام الكتروفورز، نمونه در .شد تهيه
ا تنظيمات مشـخص بـه   اي با اضافه كردن مواد مناسب و ب شيشه

شـده بـراي    شـدند و در برنامـه تعريـف    فورز منتقـل دستگاه الكترو
 .دستگاه منبع برق، الكتروفورز اجراگرديد

  
  تركيب محلول استخراج پروتئين .1جدول 

  مقدار  موارد مورداستفاده
TCA 100% 5 ليتر ميلي  

  ليتر ميلي 45 استون
  ليتر ميلي 70  مركاپتو اتانول -20

  ليتر ميلي 50  رداستفادهايي موحجم نه

  
  الكتروفورز دو بعدي
  الكتروفورز بعد اول

در ميـدان    ها بر اسـاس بـارالكتريكي   اول، پروتئين بعد در الكتروفورز
اوره،  شوند. براي تهيه ژل بعد اول از مواد مي الكتريكي از يكديگر جدا

 بـا ها  ، آمفولين)APSپرسولفات آمونيوم (درصد،  30پلي آكريل آميد 
ــ Nonidet P-40 ) و8- 5و  pH )3 -10 دو ــادير مشــخص  اب مق

بـه  ) TEMEDتترا اتيـل متـيلن دي آمـين (   شد. همچنين، از استفاده
در الكتروفـورز  آل  كننده بـراي رسـيدن بـه شـرايط ايـده      عنوان غليظ

ولـت بـه مـدت نـيم      200با سه ولتاژ شد. الكتروفورز بعد اول  استفاده
ولـت بـه مـدت يـك      600سـاعت و   16ولت به مدت  400ساعت، 
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دهنـد تـا بـر     ها اجازه مـي  . اين مراحل به پروتئينگرديد ساعت انجام
 .شوند شده و تفكيك از يكديگر جدا  اساس بار الكتريكي

  
 دومرز بعد والكتروف

ــد دوم ــورز بع ــروتئي)SDS-PAGE( در الكتروف ــر اســاس  ن، پ ــا ب ه
 وش از يـك ژل شـوند. ايـن ر   مولكولي خود از يكديگر جدا مـي  وزن

است كه شامل يك ژل جداكننـده و يـك ژل    دوقسمتي تشكيل شده
بعـد اول    هـاي   ژلبعد دوم، الكتروفورز قبل از انجام  .نگهدارنده است

شـدند تـا   دقيقه شناور  15به مدت  SDS sampleبѧافر در دو مرتبه
 15 آميد ها روي ژل آكريل ژلسپس اين  متعادل سازي صورت گيرد.

هـر   به ازاي  .گرفتندقرار مولكولي نفكيك بر اساس وزدرصد براي ت
. گرديـد  ميكروليتر از نشانگر آبي بروموفنول به بـافر افـزوده   200ژل، 

آمپر براي هر ژل  ميلي 35دازه عمليات الكتروفورز با جريان ثابت به ان
 بروموفنـول  تا نشانگر آبي شدساعت انجام  3و به مدت زمان حدود  

 ننده برسد. به انتهاي ژل جداك

  
 هاي پروتئيني نقطهتصويربرداري و تجزيه   ،رنگ آميزي

هـاي   و ژل حـذف دارنده  ژل نگه، پس از پايان الكتروفورز بعد دوم
هـا بـا آب    سـپس ژل  كننده قرارگرفتند محلول تثبيت درجداكننده 

 20شـد. پـس از    محلول نيترات نقره ريختـه  ديونيزه شسته شده و
شـدند.   آب ديونيزه شستشـو داده ثانيه با  30ها به مدت  ، ژلدقيقه

ليتـر از محلـول توسـعه دهنـده      ميلـي  300هر ژل  به ازايسپس 
هـا،   روي ژل يين ـهاي پروتئ نقطهبه محض مشاهده  .گرديد اضافه
  شد.  ها متوقف كننده روي ژل آميزي با ريختن محلول تمام رنگ

ز ابتـدا ا  ،هـاي پروتئينـي   نقطـه تصـويربرداري و تجزيـه    براي
ــتگاه ــكنر دس ــويربرداري  Bio Rad GS-800 اس ــراي تص ب
آميـزي (نيتـرات نقـره) در     شد. نوع ماده (ژل) و نوع رنـگ  استفاده

هاي پروتئيني شناسايي  نقطهم شد. تنظي Quantity one افزار منر
هـا و   گـري داده  شد. پـس از غربـال   ها محاسبه و وزن مولكولي آن

شـد.   ذخيـره  Excel فايـل  هاي كمي در حذف نقاط ناخواسته، داده
هـاي پروتئينـي، تصـاوير توسـط      نقطهبراي تجزيه و تحليل بيان 

هــا بــه طــور همزمــان ربــراي تمــام تكرا PDQuest افــزار نــرم
شـدند.   هاي مشترك بـين تكرارهـا شناسـايي    نقطهشدند و  استفاده

هـاي مختلـف    سپس نقـاط بـر اسـاس درصـد حجمـي در تـنش      
 پـس  دار مشخص شدند. يبيان معنشدند و نقاط با تغييرات  تجزيه

 به مختلف تكرارهاي براي نقاط حجمي درصد يابي، نقطه پايان از

 بين در نقطه هر حجمي درصد براساس جداگانه تجزيه و آمد دست

 دار بيان معني كه تغييرات نقاطي نهايت شد. در انجام تنش سطوح

 شـي كاه يا و افزايشي روند و مشخص ها نقطه كليه بين از داشتند

شـدند.   مشـخص  IF شـاخص  تنش كمبود آب براساس طي ها آن
 بـا  پروتئينـي  هـاي  نقطـه   بودنـد  از دو بالاتر IF داراي كه نقاطي

 عنـوان  بـه  داشـتند  5/0كمتـر از  IF كـه  نقـاطي  و افزايش بيـان 

  IFشـدند. شـاخص   بيـان معرفـي   كـاهش  با پروتئيني هاي نقطه
  :گرديد محاسبه زير رابطه براساس

.  

هـاي اطلاعـاتي اينترنتـي     ها، از پايگاه براي شناسايي پروتئين
و   NCBI ،Wheat proteomics ،ExPASy ،UniProt ماننـد 

 (pI) با مقايسه نقطه ايزوالكتريك .شد مقالات منتشر شده استفاده

هاي حاصـل از ايـن آزمـايش بـا      پروتئين (MW) و وزن مولكولي
هـا   پـروتئين و مقالات  ها پايگاه ها هاي موجود در اين داده پروتئين
 .شدند شناسايي

  
  هاي پژوهش يافته

 شده گيري اندازه صفات تجزيه و تحليل

مورفولوژيكي مـورد   صفات هاي داده براي بودن نرمال آزمون ابتدا
 توزيـع  داراي صـفات  كليـه  كه داد شد و نتايج نشان مانجا مطالعه

اسـت.   آمـده  2 لجـدو  در tآزمـون   از حاصـل  نتـايج  .بودند نرمال
و طول ريشه  ريشه، تر وزن صفات شرايط تنش براي بين اختلاف

 نشـان  دار شـد كـه   معني درصد 5از نظر آماري در سطح احتمال 

 صـفات  ايـن  لحاظ از تنش سطوح بين تفاوت آماري وجود دهنده

هـوايي، وزن تـر انـدام     انـدام  خشـك  وزن صفات براي لياست و
ري در مراحل بردا . نمونهشددار ن معنيوزن خشك ريشه،  هوايي و 

نشدن صفات وزن خشك انـدام هـوايي،    دار معني اوليه رشد دليل
  .)2(جدول است وزن تر اندام هوايي و وزن خشك ريشه 

قم صفات مورد مطالعه در گندم ربراي  tآزمون نتايج  .2جدول 
 كوير تحت تنش كمبودآب
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 گياه رشدي صفات بر تنش كمبود آب اثر

  ريشه و هوايي اندام تر وزن
 ـ شـرايط   در ريشـه،  ي و وزن ترهواي اندام تر وزن  ميـانگين  شنت

 شـديد  كـاهش  دهنـده  نشان كه داشتند شاهد به تري نسبت پايين

ها نيـز   است. تجزيه آماري داده آبي كم تنش اثر در بافت آب ميزان
دار بين گياه شاهد و تنش در مورد وزن تر ريشـه را   اختلاف معني

   ).1كند (شكل  يد ميتائ
 

 
كوير  تحت آبياري ريشه واندام هوايي رقم تر وزن ميانگين .1شكل 

  عادي و تنش كمبود آب
  

 گيـاه  هـوايي  بخـش  كـه  است آن از حاكي مختلف گزارشات

 از بالا دماي و خشكي دارد. كمبود آب تنش به بيشتري حساسيت

 عـث با تعـرق  و تبخيـر  افـزايش  و كاهش ميزان فتوسـنتز  طريق

تنش كمبـود آب   نهمچني شود. گياه مي خشك ماده كاهش توليد
 و فرآينـد  بـرگ  سطح كاهش نتيجه در و برگ رشد كاهش باعث

 و گردد. گيـل  مي گياهي كاهش بيوماس به و منجر شده فتوسنتز
روي  اسمزي تنش مطالعه تاثيردر  )Gill et al., 2003( همكاران
 تحـت  گياهـان  در بوتـه  ارتفاع و تر وزن كه نشان دادند سورگوم

  .يابد كاهش مي تنش
  
  هوايي و ريشه اندام خشك وزن

داري بين وزن خشك انـدام هـوايي و وزن خشـك     اختلاف معني
نشد. هر چند ميانگين اين  تيماري مشاهدهريشه در سطوح مختلف 

  ).3و  2تنش كاهش يافت (شكل هاي  صفات تحت شرايط
ها بـراي   ها و ساير متابوليت رسد كه سنتز اسموليت به نظر مي

مقابله با تنش كمبود آب منجر بـه افـزايش بيومـاس در گياهـان     
بـرداري در مرحلـه    با در نظـر داشـتن نمونـه   . شود تحت تنش مي

تـنش بـا    اي اين افزايش تا حدي بوده كه گياهان تحـت  گياهچه
اسـت.    زان بيوماس از نظر آماري برابـري كـرده  شاهد در مي حالت

نتايج متناقضي درباره اثر تنش كمبود آب روي وزن ريشـه و تـاج   
است. برخي نتايج حاكي از آن است كه تـنش كمبـود    بدست آمده

لعه ديگـري تـنش   دهد. در مطا آب وزن تاج و ريشه را كاهش مي
هـا در بـرنج    هكمبود آب باعث افزايش حجم و وزن خشـك ريش ـ 

  .)Toorchi et al., 2009( است شده
  

  
و  هوايي رقم كوير تحت آبياري عادي اندام وزن خشك .2شكل 

  تنش كمبود آب
  

  
ن خشك ريشه رقم كوير تحت آبياري عادي و تنش زو. 3شكل 

 كمبود آب
  
 ريشه طول

يافت. اين كـاهش   كاهش تنش حالت در ريشه در اين آزمايش طول
 كـه  )4دار بـود (شـكل    شاهد معنـي  شرايط به از نظر آماري نسبت

 در شـرايط  ريشـه  رشـد  حفظ در رقم اين بالاي توانايي دهنده نشان

  است. تنش
 كـاهش  موجب آب كمبود تنش كه كردند پژوهشگران گزارش

 و فتوسـنتز  به دليل كـاهش  احتمالا امر اين كه شود مي ريشه طول
 ها ريشه رشد نهايت در كه باشد مي ها ريشه به فتوسنتزي مواد انتقال

كمبـود  ش تـن  تحت  (Toorchi et al., 2009) .كند مي محدود را
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 ,.Toorchi et al(شـوند   مي متاثر هوايي اندام از كمتر ها ريشه آب

 در ولي كاهش، ذرت در ريشه طول آب تنش كمبود ). تحت2009

 مثبتـي بـين   همبسـتگي  همچنين و يافت، افزايش سورگوم و ارزن

 ارزن و سورگوم گياهان در آب كمبود تنش به مقاومت و ريشه طول

  .)Mohammadi et al., 2007(مشاهده شد 
 

  
ري عادي و تنش ياآبتحت  طول ريشه رقم كوير ميانگين  .4شكل

  كمبود آب

 پروتئوم   تجزيه

نقطـه پروتئينـي    98بررسي تغييـرات پروتئـوم منجـر بـه شناسـايي      
دادند كـه    نقطه تفاوت بيان نشان 10د  تكرارپذير شد. در مجموع تعدا

هاي با كـاهش   و نقطه 9 دار هاي داراي افزايش بيان معني تعداد نقطه
. افـزايش و كـاهش بيـان بـه     )5دار برابر يك بود (شـكل   بيان معني

شـدند.  عيين ت 5/0 يا كوچكتر از ترتيب بوسيله فاكتور القا بزرگتر از دو
 3هاي انتخابي در جدول  شماره و ميزان افزايش و كاهش بيان نقطه

شـده در روي   اسـت. موقعيـت نقطـه هـاي شناسـايي      نشان داده شده
 يناسـت. همچن ـ  نشـان داده شـده   6هاي اسكن شـده در شـكل    ژل
  است. آورده شده 4ها بطور خلاصه درجدول  پروتئينملكرد اينع

هـاي   هـا و آنـزيم   شكي پـروتئين هاي محيطي از جمله خ تنش
هـا جزئـي از    دهنـد و ايـن پـروتئين    تاثير قرار مي مختلفي را تحت

 .باشـــند هـــاي حيـــاتي ســـلول مـــي هـــا و چرخـــه متابوليســـم

	

  
  كمبود آب و شاهد تنش شرايط تحت دار بيان معني تفاوت داراي هاي پروتئين جميدرصد ح. 5شكل 

        
  دوبعدي الكتروفورز هاي ژل روي انتخابي نيتئيپرو هاي نقطهموقعيت . 6 شكل
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  و نوع بيان آنها هاي زيستي انتخابي در فعاليت هاي پروتئين نقش .3جدول 
 پروتئينينقطه  شماره نام پروتئين نوع فعاليت نوع بيان

 Peroxidase 2301 متابوليسم افزايش

 Enolase mRNA 3301 متابوليسم افزايش

 Malat dehydrogenase 4202 سنتز اسيدامينه افزايش

 HSP 70 2602 پاسخ و دفاع دربرابر تنش افزايش

 Polyphenol oxidase 5404 تنش اكسايشي افزايش

 Caffeoyl-coA O-methyltransferase 2102 دربرابر تنشپاسخ و دفاع  افزايش

 Triosephosphate isomerase 2103 متابوليسم افزايش

 Phosphoglycerate mutase 2101 متابوليسم افزايش

 S-adenosylmetthionin synthetase 1 3303 متابوليسم كاهش

 Beta-glucosidase 4602 پاسخ و دفاع در برابر تنش افزايش

  
 دار در پاسخ به تنش كمبودآب نقطه پروتئيني داراي تغييرات بيان معني 10ت مشخصا. 4جدول 

رديف
شماره 
 نقطه

  هاي پروتئين  نام

 شدهايي شناس

عامل  آزمايشي تئوري
 القا

 گونه شماره ثبت
pI MW pI MW 

1 2301 Peroxidase 5/85 46/23 5/58 47/59 2/94 gi/474004599 Triticum urartu 

2 3301 Enolase mRNA 5/57 2/22 5/67 47/79 2/47 AY496909 Glycine max 

3 4202 Malat dehydrogenase 5/7 35/80 6/08 38/87 2/26 gi/3273828 Triticum aestivum 

4 2602 HSP 70 5/76 67/1 5/64 69/6 2/4 476003 Hordeom vulgare 

5 5404 Polyphenol oxidase 5/8 55/6 6/24 55/89 4/20 343489333 Triticum aestivum 

6 2102 Caffeoyl-CoA O-methyltransferase 5/30 28/6 5/55 28/35 3/1 Q41720 Zinnia violacea 

7 2103 triosephosphate isomerase 5/38 27/0 5/56 27/1 3/03 Q9FS79 Triticum aestivum 

8 2101 Phosphoglycerate mutase 5/43 30 5/54 32/37 3/1 32400802 Triticum aestivum 

9 3303 S-adenosylmetthionin synthetase 1 5/61 43 5/99 46/29 0/3 gi 115589744 Triticum monococcum

10 4602 Beta-glucosidase 6/01 69/34 6/1 69/58 2/07 Q1XIR9 Triticum aestivum 

 
  

  تنش كمبود آب تحت شده شناسايي هاي پروتئين نقش
 عملكـردي  هـاي  گـروه  از نظر كاركردي به انتخابي هاي نتئيپرو

 .شدند بندي تقسيم 7  شكل مطابق

  

 متابوليسم
40%

سنتز
 10%

پاسخ و دفاع
40%

تنش 
اكسايشي 

10%

  

تنش  به دهنده پاسخ هاي پروتئين عملكردي هاي گروه .7 شكل
 كمبود آب

  متابوليسمي مسيرهاي در درگير هاي پروتئين
 2301، 2103، 2101هـاي   هاي شناسايي شده نقطه ازبين پروتئين

پـروتئين   در مسيرهاي متابوليسمي گياهان نقـش دارنـد.    3201و
باشـد كـه    مـي  موتـاز  فسفوگليسرات مربوط به آنزيم 2101شماره 
 يافـت. افـزايش   گنـدم  هـاي  ريشـه  در آبود كمب ـ تـنش  تحـت 

 كـه  اسـت  آنزيم گليكـوليزي  يك  PGMيا  موتاز فسفوگليسرات

 يكديگر به فسفات-2 تسراگلي فسفات و-3 گليسرات تبديل باعث

 ممكن آنزيم اين بيان افزايش. )Toorchi et al., 2009(شود  مي

متعـدد   دفـاعي  فرآيندهاي در نياز مورد بيشتر توليد انرژي به است
  كند. كمك

هـاي گنـدم بـراي دفـاع از      تحت تنش كمبود آب در گياهچه
 هـاي آنتـي اكسـيدانتي    هاي آزاد از آنـزيم  راديكال سلول در برابر
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ن كسـي ردو پروكسي اكسيد ديسموتاز وآسكوربات پراكسيداز، سوپر
هـاي تريوزفسـفات ايزومـراز،    آنـزيم  ه شده و با تغيير بيـان تفاداس

و مالات دهيدروژناز احتمالا بخشي از انـرژي   فسفوگليسرات موتاز
 .شـود  زدايي از سلول فراهم مي هاي سميت واكنشبراي  مورد نياز
 در شوري و نيز تنش تحت دوروم در گندم آنزيم اين بيان افزايش

اسـت.   گزارش شـده  )Yan et al., 2006( سرما تنش برنج تحت
 قطعـه  بيـان  همكـاران كـاهش   و كاروسـو  آزمـايش  در همچنين

مشـاهده   گنـدم  در كمبود آب تنش شرايط در ازموت فسفوگليسرات
 . )Caruso et al., 2009(است  شده

كه در گياهان تحت تنش به ميـزان قابـل    2103 نقطه شماره
 تريوزفسـفات ايزومـراز   مربـوط بـه   داد كـه  توجهي افزايش نشان

)TPI( باشـد.   هاي مهم چرخه گليكوليز مي زيمكي از آناست كه  ي
 COX6b-1و   UGPaseتنظيم تريوزفسفات ايزومـراز، انـولاز ،   

ي باشد. واضح اسـت  احتمالا براي شروع چرخه توليد انرژي ضرور
را دارند كه در حين سـنتز سـاكارز ميـزان    كه گياهان اين توانايي 

ــان    ــا كــاهش بي ــد و اينكــار را ب ــوكز را كــاهش دهن مصــرف گل
UGPase توانند گلوكز بيشتري را در  دهند و بنابراين مي انجام مي

هـاي   كـه يكـي از آنـزيم   مسير گليكوليز فراهم كننـد در صـورتي  
 .دهد سفات ايزومراز افزايش بيان نشان مياساسي مثل تريوزف

 و وجود دارد: ايزوفرم سيتوسـولي  آنزيم اين از ايزوفرم نوع دو
 دخيـل  كالوين در چرخه پلاستيدي ايزوفرمايزوفرم كلروپلاستي، 

 بيـان  افـزايش  كـه  رسد نظر مي به  .)Gao et al., 2011(است 

 انـرژي  بـه  نيـاز  علت به ايزومراز كلروپلاستي فسفات تريوز آنزيم

 تخريـب  از ناشـي  هـاي  آسـيب  بازسـازي  زدايـي و  سميت جهت

 را آنزيم مـذكور   بيان افزايش نيز قبلي گزارشات .است اكسيداتيو
افـزايش يـا   دادنـد.   نان تحت تـنش شـوري نشـان    برگ گندم در

ياهان مختلف بسته به شرايط و مـدت  ان اين آنزيم در گكاهش بي
اسـت. بـراي مثـال     زمان اعمال تنش نتـايج متفـاوتي نشـان داده   

يوشــيمورا و همكــاران افــزايش بيــان آن را در هندوانــه وحشــي  
. در ايـن آزمـايش نيـز    )Yoshimura et al., 2008(كردند  اعلام

است كه نشـاندهنده ايـن    بيان تريوزفسفات ايزومراز افزايش داشته
اه تحت شرايط كم آبي، با اين مكانيسم انـرژي مـورد   است كه گي

  كند.  نياز خود را تامين مي
در گياهـان تحـت تـنش در     2301ميزان بيان پروتئين شماره 

داد. ايـن نقطـه    اين آزمايش به ميزان قابل توجهي افزايش نشـان 
است كه در تمـام   شد. تحقيقات ثابت كرده آنزيم پراكسيداز شناخته

فرآيندهاي فيزيولوژيكي و تغييرات فنولـوژيكي گيـاه مـاده سـمي     
شود كه دو آنـزيم   هاي گياهي توليد مي هيدروژن پراكسيد دربافت

پراكسيداز و كاتالاز به دو شكل متفاوت اين ماده را از محـيط دور  
عوامـل مهـم    كـه آنـزيم پراكسـيداز از    اسـت  و ثابت شده كنند مي

ليگنين سازي درختان بخصوص در مرحله آخر پليمريزاسيون سـه  
  .است ، كونيفريل و سيناپين)كوماريل-Pاصلي (الكل 
 كنند مي كمك گياهي هاي سلول به اكسيدانتآنتي هاي آنزيم 

 را تـنش  شـرايط  تحمـل  اكسـيژن،  آزاد هـاي  راديكال باحذف كه

 هـاي  آنزيم فعاليت تخريبي، اثرات اين كاهش براي كنند. تر آسان

 مهمي نقش كه شده زياد و كاتالاز سوپراكسيدديسموتاز پراكسيداز،

 ,.Zhang et al(داشـت   خواهنـد  آزاد هـاي  پاكسازي راديكـال  در

 باعـث  تـنش خشـكي   كـه  گرديـد  مشخص تحقيق . دراين)2010
مـي  ديسـموتاز  وسوپراكسـيد  پراكسيداز هاي آنزيم فعاليت افزايش

 و سوپراكسيد ديسموتاز پراكسيداز، هاي آنزيم فعاليت افزايش شود.
 و آلگوسـي  درمطالعـه  كمبود آب تنش افزايش با همزمان كاتالاز

 Juniperus oxycedrus Carthamusروي گيــاه  همكــاران

tinctorius شد  مشاهده نيز)Alguacil et al., 2006(.  
: اين نقطه پروتئيني احتمالا مربـوط بـه   3301پروتئين شماره 

انولاز يكـي   است. باشد كه افزايش بيان نشان داده آنزيم انولاز مي
هاي دخيل در فرآيند گليكوليز اسـت. ايـن آنـزيم دربرابـر      از آنزيم

هاي محيطي از جمله تـنش شـوري، كمبـود آب،     بسياري از تنش
انواع مختلفـي از گياهـان پاسـخ    ر هاي غيرهوازي د سرما، و تنش

ها تحت  دهد. تحت شرايط تنش، فعاليت آنزيمي پروتئين نشان مي
هـاي پايـه و اساسـي گيـاه مختـل       تاثير قرارگرفتـه و متابوليسـم  

  ). Michaletti et al., 2018گردد ( مي
بمنظور حفظ هموستازي در شرايط تنش، گياهـان نيـاز دارنـد    

هـاي   قويـت كننـد ماننـد مكانيسـم    هاي دفاعي خود را ت مكانيسم
هـا. ايـن    و سنتز اسموليت ROSانتقال يون، مهار اكسيژ غيرفعال 

هـاي   العاده زياد هستند. تنظـيم آنـزيم   فرآيندها نيازمند انرژي فوق
براي ورود به مسير توليد   UGPase  ايزومراز انولاز، تريوزفسفات

فراوانـي   اترژي بسيار ضروري است. بـا اينكـه فعاليـت آنزيمـي و    
يابد اما فراواني پروتئين آن در  انولاز توسط تنش بسيار افزايش مي

و در گياه برنج نتايج كلي و  است افزايش داشته 4/1ذرت به ميزان 
و همكـاران افـزايش بيـان قطعـه     مرويتـز  است.  قابل تعميم نبوده

گـزارش   كمبـود آب مربوط به انولاز را در ريشه گياه تحت تـنش  
هاي متعددي در مسيرهاي اساسي متابوليك سلولي از  آنزيمدادند. 

قبيل گليكوليز و چرخة كربس (انولاز و تريوز فسفات ايزومـراز) و  
متيل ترانسفراز مرتبط - هاي ديگر مانند كافئات بسياري از پروتئين

 دهند با ليگنيني شدن نسبت به تنش آبي از خود واكنش نشان مي
)Merewitz et al., 2011(.  
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آنـزيم   اين نقطه پروتئيني مربـوط بـه    : 3303پروتئين شماره 
 باشـد كـه يكـي از    مـي   )SAMS( سـنتاز  متيونين آدنوزيل-اس

از  بيولـوژيكي  مسـيرهاي  در و دخيل متيل دهنده انتقال هاي آنزيم
 و يـان  .باشـد  مـي  اتـيلن  بيوسنتز و مختلف هاي متيلاسيون جمله

 بـرنج  در سـرما  تـنش  تحـت  را آنـزيم  اين همكاران افزايش بيان

 آنـزيم  بيان افزايش كه اند كرده گيري نتيجه اند. آنها كرده گزارش

 تسـريع  و يافته اتيلن سنتز افزايش موجب سنتاز متيونين آدنوزيل

 ,.Yan et al( شود مي تنش كمبود آب از اجتناب براي گياه پيري

 در آنـزيم را  ايـن  بيـان  كـاهش  همكاران نيـز  و كاروسو .)2006

. مرويتـز و  )Caruso et al., 2009(اند  كرده گزارش تنش شرايط
را در گيـاه  فـوق   افزايش بيان  قطعه مربـوط بـه آنـزيم   همكاران 

آزمـايش بيـان    جهش يافته و كاهش آن را در گياه نرمـال مـورد  
  .)Merewitz et al., 2011(كردند 
  
  تنش برابر در دفاع و پاسخ در درگير هاي ينپروتئ

ــماره  ــه شـ ــه  2102نقطـ ــوط بـ -Caffeoyl-CoA Oمربـ

methyltransferase .گياهـان بـراي مقابلـه بـا عواقـب      است
بازسازي هستند كه اين هاي هاي محيطي داراي مكانيسم تنش

هـايي همـراه اسـت. همچنـين      بازسازي با سنتز مواد و پروتئين
اره سلولي ريشه نيز در اين مرحلـه دچـار   محتواي ساختاري ديو

هـاي دخيـل در    ها، پروتئين شود. از جمله اين پروتئين تغيير مي
 Caffeoyl-CoAترين آنها   يكي از مهم. سنتز ليگنين هستند

O-methyltransferase   اســت كــه نقــش كليــدي در ســنتز
مونوليگنولز دارد كه به عنوان پيش ساز در ساخت ليگنين عمل 

در هندوانه وحشـي   3د. اين پروتئين و پراكسيدازهاي نوعكن مي
ــود آب و در ذرت افــزايش يافتنــد. افــزايش   تحــت تــنش كمب

ســلولي و  ســاختارهاي ســازنده ليگنــين، باعــث تقويــت ديــواره
شود. همچنين اصـلاح   ر برابر خشكي خاك ميمقاومت ريشه د

شود ميزان آب تلف شـده از   و بازسازي ديواره سلولي باعث مي
سلول به حـداقل ممكـن برسـد و دهيدراسـيون انجـام نگيـرد،       

كنـد تـا در برابـر خشـكي مقاومـت       بنابراين به گياه كمك مـي 
ها در هندوانه وحشي در مراحل ابتدايي  باشد. اين پروتئين داشته

عمال تنش، كاهش داشتند ولي با افزايش مـدت زمـان تـنش    ا
در اين آزمـايش  ). Yoshimura et al., 2008( افزايش يافتند
اين پروتئين در گياه تحت تـنش افـزايش بيـان     نيز ميزان بيان

            است. داشته
 شـوك  پـروتئين : ايـن نقطـه مربـوط بـه     2602نقطه شـماره  

نشـان   بيان باشد كه دراين آزمايش افزايش مي) HSP70( حرارتي

 و گرمـايي  تـنش  بـا  مقابلـه  در حرارتـي  شـوك  هـاي  پروتئين داد.
هـاي يوكـاريوتي    سلول .دارند نقش ها پروتئين همچنين تاخوردگي

هـا تحـت عنـوان     تحت شرايط استرس با سنتز گروهي از پروتئين
هاي ديگـر توليـد    هاي شوك حرارتي كه در كنار متابوليت پروتئين

كات بالقوه و مضر را دارند. در واقـع  كنند توانايي پاسخ به تحري مي
هـا و   حرارتـي واكنشـي اسـت كـه وقتـي سـلول       پاسخ به شـوك 

گيرد از خـود   در معرض استرس ناگهاني قرار مي هاي گياهي بافت
 HSP70كننـد.   هـا مـي   HSPداده و شروع به بيـان مـوقتي   نشان

 ها و بازكردن تـاخوردگي  چپرون مولكولي دخيل در تجمع پروتئين
باشد. اين مولكول همچنين  حت شرايط معمولي و تنش ميت ها آن

پژوهشـگران   .ها دخيل است در واردات، جابجايي و تجزيه پروتئين
هاي شوك حرارتي از جملـه   افزايش بيان انواع مختلفي از پروتئين

Hsp20  ،Hsp70 ،Hsp82 ،Hsp90  را در هندوانه وحشي تحت
 .)Demirevska et al., 2008(دادنـد   نشـان تـنش كمبـود آب   

ــان  ــزايش بي ــلام  Hsp70اف ــكر اع ــدم و در نيش ــد  را در گن كردن
)Jangpromma et al., 2010(.  

زيداز است. تحت اين نقطه مربوط به آنزيم بتاگلوكو :4602نقطه 
كننـد.   هاي دفاعي متعددي اتخاذ مي شرايط خشكي گياهان مكانيسم

هايي هست كه پيونـد گليكوزيـدي    از آنزيم آنزيم بتاگلوكوسيداز يكي
هاي سلولي از  شكند در بسياري از فعاليت بين تركيبات مختلف را مي
ــد دي  ــه پيون ــه تجزي ــات   جمل ــاكاريدها، تركيب ــاكاريدها، اليگوس س

هـاي گيـاهي از تركيـب غيرفعـال      سازي هورمون سلولي، فعال هديوار
ايفـا  ر زنـده نقـش   هاي زنده و غي ـ گليكوزيله شده و مقاومت به تنش

زنـي بـذر    گلوكوزيداز درحين جوانه .)Caruso et al., 2009(كند  مي
شود تا مانع ازبين رفتن ذخيره دانـه هنگـام    به ميزان زيادي توليد مي

دادنـد   نشان و همكارانبوداك  د.سلولي اندوسپرم گرد هيدروليز ديواره
هاي اسـمزي بـا    كه افزايش ميزان سنتز بتاگلوكوسيداز در حين تنش

ها در ارتبـاط بـوده و عـاملي بـراي      تحمل گياهان در برابر اين تنش
. ايـن  )Budak et al., 2013(افزايش تحمل گياه بـه تـنش اسـت    

شده و باعث سازگاري گياه در برابر  آنزيم با رشد بافت گياهي تحريك
شــود  تغييــرات محيطــي ناشــي از كــاهش پتانســيل آب ســلول مــي

)Mohammadi et al., 2007(.  
  

  اكسايشي تنش در درگير هاي پروتئين
اكسـيداز   فنـول پلـي  : ايـن نقطـه مربـوط بـه    5404نقطـه شـماره   

 مذكور داشت. پروتئين بيان كه افزايشباشد  اكسيداز) مي كتگول(

 هـاي  پـروتئين  فعاليتدارد.  نقش اكسيژن فعال هاي گونه مهار در

 فنـول  پلـي   هـاي  پروتئين بيان افزايش طريق به اكسيداتيو آنتي
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 القا اكسيداتيو است. تنش يافته افزايش اكسيداز آلترناتيو و اكسيداز

 قـال الكتـرون  انت در اخـتلال  موجـب  آب كمبود تنش توسط شده

 و كلروپلاست در اكسيژن فعال هاي گونه توليد طريق از فتوسنتزي
. شوند مي ها بافت و ها سلول موجب تخريب نتيجه در و ميتوكندري

هـا را بـه    اكسـيداز، هيدرولاسـيون مونـو فنـول     آنزيم پلـي فنـول  
همچنـين ايـن آنـزيم اكسيداسـيون      .كنـد  ها كاتاليز مـي  فنول دي
ها نقـش   ها كه در پليمريزاسيون رنگدانه كوئينون ها را به فنول دي

هــاي  تغييــرات در ميــزان فعاليــت آنــزيم. كنــدمــي دارنــد كاتــاليز
هاي محيطي از جمله تـنش كمبـود    اكسيدان در شرايط تنش آنتي

      .است آب گزارش شده
   

 هاي درگير در سنتز اسيدآمينه پروتئين

 اسـت  ناز سيتوسوليدهيدروژ مالات پروتئين به متعلق 4202 نقطه

يافـت.   افزايش بيان هاي گندم ريشه كمبود آب در تنش تحت كه
بـه   مـالات  دوطرفـه  تبـديل  واكـنش  دهيـدروژناز  مـالات  آنـزيم 

 در سيتوسـول،  آنزيم اين كند. مي كاتاليز را برعكس و اگزالواستات

سيتوسـول   در اسـت.    +NADبه وابسته پراكسيزوم، و ميتوكندري
ــالات ــزيم م ــدر آن ــه دهي ــديل  +NADوژناز وابســته ب واكــنش تب

كند، سـپس مـالات از طريـق    را كاتاليز مياگزالواستات به مالات 
شود و درآنجا وارد چرخـه   ناقل دكربوكسيلات وارد ميتوكندري مي

ايـن   بهتـر  عملكـرد  باعث امر اين شود. اسيد مي كربوكسيليك تري
 مـاده  عنـوان پـيش   بـه  اگزالواسـتات  شـود. همچنـين   چرخه مـي 

. )Kosová et al., 2011(كنـد    مـي  عمـل  گياهان در اسيدآمينه
 در نازدهيـدروژ  مـالات  فعاليت كه افزايش رسد نظر مي به بنابراين

بيشتر  سنتر نيز و يداس كربوكسيليك تري چرخه حفظ فعاليت بالاتر
آنـزيم در بـرگ    افزايش فعاليـت ايـن   كند. مي كمك ها اسيدآمينه
 Ndimba et(و آرابيدوپسيس  )Wang et al., 2008( گندم نان

al., 2005(   اسـت. كـاهش    تحت تنش كمبود آب مشـاهده شـده
آنزيم در ابتداي اعمال تنش و افـزايش آن در مراحـل   فعاليت اين 

 ,.Yoshimura et al(بعدي اعمـال تـنش در هندوانـه وحشـي     

  گرديد. مشاهده )2008
 

  پيشنهاداتگيري و نتيجه
شه و طول ريشه در اثر داري براي صفات وزن تر ري تفاوت معني

دهنده اثرات زيانبار تـنش روي   شد كه نشان تنش كمبودآب ديده
ريشه گندم رقم كوير است. تجزيه پروتئوم ريشه رقم كـوير بـه   
روش الكتروفورز دو بعـدي تحـت تـنش كمبـود آب منجـر بـه       

نقـره   آميزي با نيترات طريق رنگاز  نقطه پروتئيني 98شناسايي 
داري از  نقطه پروتئيني تغييرات بيان معنـي  10شد. از اين تعداد 
نقطه پروتئيني افزايش بيان و يك نقطه  9دادند.  نظرآماري نشان

هاي شناسايي شده در بيوسنتز و  پروتئين دادند. كاهش بيان نشان
الگوي  .تندها، پاسخ به تنش و دفاع نقش داش متابوليسم پروتئين
ا بـه خصـوص تـنش    ه ـ هاي دخيل در تـنش  تغيير بيان پروتئين

هاي دخيـل در مهـار    اكسايشي حاكي از افزايش فعاليت پروتئين
هـاي دخيـل در سـنتز و     پـروتئين  هاي فعال اكسيژن است. گونه

تواند نشانگر يكـي   تجمع پروتئين افزايش بيان داشتند و اين مي
تـنش كمبـود آب در ايـن رقـم      از مهمترين مسيرهاي مقابله با

  متحمل باشد.
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ABSTRACT 
Plant diseases, particularly diseases caused by fungi and oomycetes pose 
significant challenges in modern agriculture worldwide. Pathogen associated 
molecular pattern (PAMP) like chitin found in the cell walls of fungi and 
oomycetes, trigger defence signalling, leading to expression of R-genes and 
the production of reactive oxygen species (ROS), and accumulation of a wide 
range of metabolites. Chitin elicitors prompt the expression of defence-related 
genes such as chitinases, ultimately the resulting in the breakdown of chitin in 
the pathogen's cell wall. To assess the expression level of certain chitinases in 
potatoes and the activity of antioxidant enzymes, leaves of a tolerant potato 
genotype (jelly) was challenged with chitin oligomers in vitro. Result of this 
study revealed that 48 hours post chitin induction, the expression of different 
classes of chitinase genes were significantly increased. Class I chitinase 
(Soltu.DM.10G017450) and class III chitinase (Soltu.DM.11G026160) genes, 
had respectively the highest (5.5-fold relative to control) and the lowest (1.1-
fold relative to control) expression level after 48 hours post chitin inoculation. 
However, the activities of antioxidant enzymes catalase and ascorbate 
peroxidase did not change significantly compared to the control. These 
findings suggest that the application of chitin does not activate the signaling 
pathways involved in the biosynthesis of antioxidant enzymes 48 hours after 
chitin treatment. In addition, results of this study may imply that chitinase 
genes can be cloned by genetic engineering approaches to generate transgenic 
plants resistant to pathogens.  
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علمي نشريه   

فناوري گياهان زراعي زيست  

  
  »مقاله پژوهشي«

هـاي كيتينـاز    يان برخي ژناكسيدان و تغيير ب هاي آنتي بررسي فعاليت برخي آنزيم
 كيتين با تلقيح از پسزميني  دفاعي گياه سيب

 
 2مقدم يعل، 1يسهراب سجاد ديس، *1يروزآباديف انينظر فرهاد، 1گلويجعفرب يفرامرز ميمر

 

  چكيده
ي كشاورز ي عمده يها از چالش ها، ها و اٌووميست قارچهاي حاصل از  ي، به ويژه بيمارياهيگ يها يماريب

ها و  ي سلولي قارچ ) مانند كيتين ديوارهPAMPهستند. الگوهاي مولكولي مرتبط با پاتوژن ( جهاني رنمد
 فعال يژناكس يها گونه يدتول و R يها ژن انيبهايي در گياه ميزبان،  ها، باعث تحريك و سيگنالاوٌوميست

 نازهايتيمرتبط با دفاع مانند ك يها ژن انيمنجر به ب نيتيكتحريك . ندشو يم ها تيمتابول از يعيوس فيو ط
 هاي تعدادي از ژن انيسطح ب يابيمنظور ارز به .شود يم ها پاتوژن يسلول ي وارهيد نيتيك بيتخرنهايت و در

به متحمل  ينيزم بيس پيژنوت كهاي ي برگ دان،ياكس يآنت يها ميآنزبرخي  تيفعالگيري  و اندازه نازيتيك
 48نشان داد كه پژوهش  جينتاتلقيح شد.  نيتيك يگومرهايبا اليشگاهي بيماري به نام جلي، در شرايط آزما

نسبت به شاهد هاي تيمار شده  در برگ نازيتيمختلف ژن ك يها كلاس انيب ن،يتيك تلقيح باساعت پس از 
هاي  ژنو برابر افزايش بيان نسبت به شاهد)  5/5(با  Iكلاس  نازيتيك يها . ژنپيدا كرد يدار يمعن شيافزا
 48را  انيب نيو كمتر نيشتريب بيبه ترتبرابر افزايش بيان نسبت به شاهد)،  11/1(با  IIIكلاس تيناز كي

كاتالاز و آسكوربات اكسيدان نتيهاي آ با اين حال، فعاليت آنزيم داشتند. نيتيكبا  حيساعت پس از تلق
 يتين،ك يماركه استفاده از ت هدد ينشان م يجهنت يننسبت به شاهد نداشتند. ا داري يمعن تغيير يدازپراكس
القا  يتين،ك يمارساعت پس از ت 48 دررا  يداناكس يآنت يهايمآنز يوسنتزدر ب يردرگ يدهيگنالس يرهايمس
 در و نمود سازيهمسانه ژنتيك مهندسي هاي روش با توان مي را كيتينازها كدكننده هاي ژننيز  و كند ينم

 ها را توليد كرد. پاتوژن به مقاوم ي تراريخته گياهان نهايت
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  مقدمه
در جهـان   يعمده كشاورز يها از چالش يكي ياهيگ يها يماريب

زا باعـث   عوامـل بيمـاري  ). Gurr & Rushton, 2005( هسـتند 
هاي مختلفي در گياه، مانند القـا مقاومـت سيسـتميك     پاسخايجاد 

بـه بيمـارگر     شـوند. پاسـخ  در برابر بيمارگر مـي  )SAR( 1اكتسابي
زنـده فيزيكـي و شـيميايي موسـوم بـه       تواند توسط عوامل غير مي

 يمولكـول  يهـا  الگـو اتفاق بيافتد كه به طور كلي بـه آنهـا    2القاگر
 & Durrant(گـردد  ق مـي طـلا ا )PAMPs( 3مرتبط بـا پـاتوژن  

Dong, 2004(. ها سلولي، مولكول اجزاء در بيشتر موارد، القاگرها
هايي هستند كه توسط بيمارگرها سـنتز شـده و   يا پروتئين و آنزيم

 يهـا  از الگـو  يكي نيتيككنند. به بيرون از سلولهايشان ترشح مي
در ديواره سـلولي  كه يا يك القاگر است  وژنتامرتبط با پ يمولكول

. شودها ديده ميها و قارچبرخي اووميست بويژهها  پاتوژنبرخي از 
 كه است يسم ريو غ ريپذ بيتخر ستيز مريپل كي مولكول كيتين

توسـط   سـاخته شـده اسـت و    4ينمآ گلوكز لياست N– يها از واحد
 ـا به هم مرتبط شده β(1-4)يديكوزيگل يها ونديپ  Esteban( دن

et al., 2000, Cuesta et al., 2003, Elie et al., 2018 .( 

ديگـري ماننـد   متعـدد   ي مولكـولي هـا  علاوه بر كيتين، الگـو 
توسـط  ها، كيتوزان، فلاژلين و ... نيز وجود دارند كه پپتيدوگليكان

 ياهي ـسـطح سـلول گ  ) در PRRs( 5 الگـو  صيتشخ يها رندهيگ

بـا شناسـايي    ).& Zipfel, 2016 Couto( شـوند مـي  ييشناسـا 
هـاي دفـاعي خاصـي در درون     هاي مرتبط با پاتوژن، واكنش الگو

هـاي فعـال    شـوند. توليـد گونـه   هاي گياه ميزبان فعال مـي سلول
كننـده   هـاي كـد   بـرداري ژن ، تحريـك نسـخه  (ROS)6اكسيژن 
هاي ضد ميكروبي، بيوسنتز اتيلن و تحريك آبشار پروتئين  پروتئين

هــاي دفــاعي  تــرين واكــنش ، از مهــم7ژنط ميتــوســوهــا ت نــازكي
 ,Asai et al., 2002شـوند (  هـاي گيـاهي محسـوب مـي     سلول

., 2004et al Nürnberger.(  
 هـا، ميزبان در مواجهه با حمله پـاتوژن  اهيگ يها از پاسخ يكي

 et alNavarro ,2004 ,.دفـاع اسـت (   بـا مـرتبط   يها ژن انيب

., 2006et alZipfel .( يهـا يناز پـروتئ  يه كـوچك ورگ ـ اهانيگ 
 را سنتز PRs(8( ييزا يماريمرتبط با ب يها نيناهمگن به نام پروتئ

                                                                                      
1. Systemic acquired resistance 
2. Stimuli 
3. Pathogene- associated molecular pattern 
4. N-Acetylglucosamine (GlcNAc) 
5. Ptteren recognition receptors 
6. Reactive oxigen species (ROS) 
7. Mitogen-activated protein kinase (MAPK) 
8.Pathogenesis-related 

مقابلـه   هـا تنش ناشي از حمله پـاتوژن و با استفاده از آنها با  كرده
هـا   ). ايـن پـروتئين   Strien, 1999Van loon & Van(كنند  يم
در  يو نقـش مهم ـ  شـده  دي ـتول يمـار يب طيطور خاص در شـرا  به
. بـر  )Saboki & Singh, 2011(ند كن يم فايا يماريبه ب ومتاقم

بـه   PRهاي  اساس خصوصيات بيوشيميايي و ساختماني، پروتئين
شوند. در اين  بندي ميخانواده پروتئيني با عملكرد متنوع دسته 17

 3و  β 1-ناشناخته، برخي نقش  ها ي اين پروتئينبندي، بعض طبقه
هـاي شـبيه   پـروتئين  نازي، تعدادييتبرخي عملكرد كي گلوكانازي،

پراكسيدازي و برخي ديگر نيز در گـروه   اي فعاليت ها، عدهتوماتين
   .)van Loon et al., 2006( ها هستند تيونين

اي  كننـده  هـاي هيـدروليز   ، آنـزيم )E.C 3.2.1.14( هـا  كيتيناز
دهنـده   هـا از جملـه كيتـين تشـكيل     هستند كه سبب هضم كيتين
در  يا طـور گسـترده   بـه و شـوند   ها مي ديواره سلولي برخي از قارچ

هـا و   ها، جانوران، ويـروس  ها، قارچ مثل باكتريمختلف  موجودات
 ها اين آنزيم .)Rawat et al., 2017( شوند گياهان عالي ديده مي

دهند، اما در شـرايط   در شرايط طبيعي سطح بيان پايه را نشان مي
طـور   هـاي غيرزنـده، بيـان آنهـا بـه      بيماري و بـروز برخـي تـنش   

 هـا، يابد كه در نتيجـه بيـان ايـن پـروتئين     چشمگيري افزايش مي
 ,.Návarová et al( شـود  يم ـالقاء  كيستميس يمقاومت اكتساب

 ـ يهـا  در انـدام  يا طور گسترده به ها اين پروتئين .)2012 ف مختل
، زا يماريتوسط عوامل بآلودگي از  پسد و نوجود دار عالي اهانيگ

  .)Bravo et al., 2003( دنشو يو انباشته م ديبه سرعت تول
پس از حمـلات پـاتوژن،    اه،ياومت گمق سميبسته به نوع مكان

و ) -O2( ديسوپراكســ آزاد يهــا كــاليراد ژهيــو بــه ROS9تجمــع 
تـا از رشـد    ابـد ي يم شيسرعت افزا ، به(H2O2) دروژنيه ديپراكس

اكسـيدان،   هاي آنتـي  آنزيم .به عمل آيد يريها جلوگ پاتوژن شتريب
ها هستند. گياهان عالي از  ROSاولين راه دفاعي در برابر صدمات 

، آسـكوربات  )CAT(اكسيدان از قبيـل كاتـالاز    چندين آنزيم آنتي
هـاي آزاد اكسـيژن    آوري راديكـال  براي جمـع  )APX(پراكسيداز 

آنـزيم   ).Schutzendubel & Polle, 2002(كننـد   اسـتفاده مـي  
هيدروژن نقش دارد و آنزيم  اثرسازي پراكسيددر جذب و بي كاتالاز
ن دهنـده  عنـوا  پراكسيداز بـا اسـتفاده از آسـكوربات بـه     رباتآسكو

 . )Asada, 1992(كند  هيدروژن را به آب احيا مي الكترون پراكسيد

مرتبط  يها عنوان ژن به ها نازيتيكه ك دهند تحقيقات نشان مي
 Abeles( كنند يعمل م نيتيك يحاو يها با دفاع در برابر پاتوژن

et al., 1971(. ،در پاسـخ بـه    هـا نازيتيكبيـان  سـطح   براي مثال

                                                                                      
9. Reactive oxigen species  
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 Que et al., 2014; Roby(يابد مي شيافزا ها پاتوژن هايهحمل

et al., 1988( .  فرنگـي،   مطالعات نشان دادند كه در ميـوه گوجـه
ي كيتينازهاي مختلف در جريان آلودگي به هاي كدكننده بيان ژن

Alternaria alternata  د (پيـدا كـر  تغييرCota et al., 2007( 
در تحقيقي ديگر، نقش خانواده ژني كيتينازها در شـرايط بيمـاري   

ژن  33قارچي گياه كلزا مورد بررسـي قـرار گرفـت و در مجمـوع     
ي كيتينازها شناسايي شدند كه بر اسـاس وجـود دومـين    كدكننده

شـدند.   بندي گروه دسته 5ها در  حفاظت شده در آنها، اين پروتئين
)Chen et al., 2018(. 

خانواده پـروتئين هـاي متصـل شـونده بـه كيتـين در        بررسي
، در مجمـوع  ژنـوم  يروش جستجو كيبا استفاده از لم خانواده ك

ند. همچنين نتايج مطالعـه اخيـر   شد ييشناسا نازيتيژن ك 20تعداد 
هـا و   در بافـت  در كلـم  ينـاز يتيك يهـا  خـانواده ژن نشان داد كه 

 اني ـب، مختلف ار تنشتحت چهو  شوند يم انيمختلف ب يها اندام
چنين تجزيه هم .)Zhu et al., 2020( از خود نشان دادندمتفاوت 

نسكريپتوم در گياه نيشـكر نشـان   يابي ترا هاي تواليو تحليل داده
در  I-VIهـاي  هـاي كيتينـاز متعلـق بـه كـلاس      نداد كه بيـان ژ 

هاي سـازگار و ناسـازگار در جريـان آلـودگي بـه بيمـاري        ژنوتيپ
 تغيير پيدا كردند Sporisorium scitamineumسياهك توسط 

)Su et al., 2015(.   ژن  43محققان در ژنوم گوجه فرنگي تعـداد
ي گليكوليزهيـدرولازهاي  ها كننده كيتينازهاي متعلق به خانواده كد

را شناسـايي كردنـد كـه     )GH18, GH19( 19و  18هاي خانواده
هـاي   هـاي مختلـف و در بافـت    ميزان بيان آنها در شـرايط تـنش  

  .)Cao & Tan, 2019(داري متغير بود  طور معني مختلف به
 تي ـاز اهم) .Solanum tuberosum L( ين ـيزم بيس ـ گياه
اسـت و از نظـر    سـر جهـان برخـوردار    در سـرتا  ايويژه ياقتصاد

اهميت در توليد و تغذيه بشر پس از بـرنج، گنـدم و ذرت در رتبـه    
. به دليـل گسـتردگي   )Muleta & Aga, 2019(چهارم قرار دارد 

و  يياي ـتر، باكيقـارچ  يهـا  يمـار ياز ب يعيوس فيطسطح كشت، 
 به اين گياه حمله كرده و سبب افـت شـديد عملكـرد آن    يروسيو

بـا توجـه بـه نقـش      .)Abd Elhamid et al., 2010( گردنـد  مي
اين پژوهش با هدف بررسي ميزان كيتين به عنوان يك اليسيتور، 

چنـين فعاليـت   هاي كدكننده كيتينازها و هـم كلاس از ژن 4بيان 
 1اكسيدان در شرايط القـاي كيتـين، در رقـم جلـي     هاي آنتي آنزيم

  عنوان يك رقم متحمل به بيماري، انجام شد. سيب زميني، به

                                                                                      
1. Jelly  

 شناسي پژوهش روش

شناسايي خانواده ژني و آنـاليز بيوانفورمـاتيكي كيتينـاز    
  سيب زميني

هـاي   براي شناسايي خانواده ژني كيتينـاز، پـس از دريافـت تـوالي    
ــاه  ــه گي ــوط ب ــاي مرب ــي كيتينازه ــي،   پروتئين ــه فرنگ ــاي گوج ه

، تـوالي مـورد توافـق    NCBIآرابيدوپسيس و تنباكو از پايگاه داده 
، انجام شد. توالي DNAstarفزار حاصل از همرديفي، توسط نرم ا

عنـوان ورودي عليـه    بـه  Phytozomeمورد توافق در پايگاه داده 
همرديف شد و در  tBLASTnژنوم گياه سيب زميني، توسط ابزار 
كننـده كيتينـاز    هاي كانديد كد نهايت نتايج همرديفي به عنوان ژن

هــاي  شــناخته و نامگــذاري شــدند. بــراي تاييــد حضــور دومــين 
هـاي   چنين دومـين اتصـال بـه كيتـين در تـوالي     يتيكي و همكاتال
استفاده شد.  CDDو  SMARTو  pfamهاي  پايگاهنظر، از  مورد

هاي زيستي  هاي انتخابي در شرايط تنش بررسي تغييرات بيان ژن
هـاي ترنســكريپتومي موجـود بــراي    بـا اسـتفاده از مجموعــه داده  

ــيب ــاه داده   ســـــــــــ ــي در پايگـــــــــــ زمينـــــــــــ
)https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra (SRA  .انجـــام شـــد

 CLCافــزار هــاي ترنســكريپتوم توســط نــرم پــس از آنــاليز داده

Genomicswb20  هـايي كـه در    ، از هر كلاس ژن كيتينـاز، ژن
شرايط تلقيح با قارچ، بيان بالايي داشتند، براي بررسي ميزان بيان 
ژن در شرايط تلقيح كيتين انتخـاب شـدند. بـه منظـور شناسـايي      

هـاي كيتينـاز انتخـابي و     ناصر تنظيمي در نواحي پرومـوتري ژن ع
جفت باز  1500نش زنده، نقش احتمالي آنها در ايجاد مقاومت به ت

در بالادست هـر ژن در نظـر گرفتـه شـد و بـا اسـتفاده از پايگـاه        
 )https://www.dna.affrc.go.jp/PLACEاطلاعـــــاتي (

PLACE سـي سـاختار   مورد تجزيه تحليل قرار گرفت. جهت برر
هاي كيتيناز، و ارتبـاط  و اينتروني ژنژن و پراكنش نواحي اگزوني 

اسـتفاده   TBtoolsز ابـزار بيوانفورمـاتيكي   آن با ميزان بيان ژن ا
  شد. 

  
  كشت و اعمال تنش

زمينـي،   هـاي سـيب   ترين كيتيناز به منظور ارزيابي نحوه بيان مهم
ر در گلخانـه  آزمايشي در قالب طرح كاملاً تصـادفي بـا سـه تكـرا    

دانشكده كشاورزي، دانشگاه لرستان اجرا شد. بـراي ايـن منظـور،    
هاي حـاوي پـروميكس و    در گلدانهاي كوچك سيب زميني  غده

گـراد در گلخانـه بـا     درجـه سـانتي   20پرليت كشـت و در دمـاي   
داري شـدند.  درصـد، نگـه   70ساعته و رطوبـت   14-12فتوپريود 
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هفتـه از رشـد    5از گذشـت  هاي گيـاه پـس    تلقيح كيتين به برگ
هاي بسيار نازك در سطح  زميني انجام شد. براي تلقيح، شيار سيب

 روي μg/ ml 150ده و محلول كيتـين بـا غلظـت    برگ ايجاد ش

بـراي تيمـار    )Mohammadi et al., 2020( ها اسپري شد برگ
هـا   شاهد نيز به جاي محلول كيتين از آب مقطر استفاده شد. برگ

ها بـراي انجـام    برداري از برگ و نمونهشيده شدند توسط نايلون پو
ورت سـاعت پـس از اعمـال تيمـار، ص ـ     48مراحل آزمايشـگاهي،  

  . )Samet et al., 2018( گرفت
  
 اكسيدان گيري فعاليت آنزيم آنتي اندازه

اكسيدان، براي  هاي آنتي به منظور اندازه گيري ميزان فعاليت آنزيم
يـت  م اسـتفاده شـد. ميـزان فعال   گيري از بافر فسفات پتاسيعصاره

 ,Aebi)) انـدازه گيـري شـد    1984ابـي (  آنزيم كاتـالاز بـا روش  

نـانومتر   240هاي آنزيمـي در طـول مـوج    و قرائت نمونه (1984
گيــري فعاليــت آنــزيم آســكوربات  صــورت گرفــت. بــراي انــدازه

) اســتفاده شــد 1981پراكســيداز از شــيوه نامــه ناكــانو و آســادا ( 
(Nakano & Asada, 1981) هـا در طـول مـوج    و قرائت نمونه

آوري  هـاي جمـع   هاي آمـاري داده  انجام گرفت. آناليزنانومتر  290
انجـام شـده و مقايسـه     SAS. v 9افـزار   شده بـا اسـتفاده از نـرم   

اي دانكن در سطوح احتمال  ها بر اساس آزمون چند دامنه ميانگين
  پنج درصد و يك درصد صورت گرفت. 

  
  هاي كيتينازيبررسي بيان ژن

يست و بر اسـاس  كل توسط كيت تجاري دنا ز RNAاستخراج 

شيوه نامه شركت سازنده صورت گرفت. تعيين كيفيت و كميت 
RNA     با استفاده از اسـپكتروفتومتري و الكتروفـورز ژل آگـارز

 Thermo Fisher، توسـط كيـت   cDNAانجـام شـد. سـنتز    

Scientific  صــورت نامــه شــركت ســازنده و بـر اســاس شــيوه
هـاي  تجزيه و تحليـل هاي كيتيناز بر اساس ژن گرفت. انتخاب

يـابي مربـوط بـه    هـاي تـوالي  بيوانفورماتيكي و اسـتفاده از داده 
هـاي  ترانسكريپتوم گياه سيب زميني در شرايط تلقيح بـا قـارچ  

هـاي داده صـورت گرفـت. در هـر     كيتين دار موجود در پايگـاه 
ند كه ميزان بيـان  تخاب شدهايي انكلاس ژني از كيتينازها، ژن

هاي همولوگ همان كلاس داشتند. اير ژنبالاتري نسبت به س
)، آغازگرهـاي اختصاصـي، بـر    1هاي انتخابي (جدول براي ژن

 Primer-BLASTبه كمك نرم افزار  CDSاساس توالي 
طراحـي و نامگـذاري شـدند. واكـنش      Oligo analyser و

Real-time PCR هــاي  دمــا بــر اســاس برنامــه زمــاني و
 Rotor Gene و توسـط دسـتگاه   2ول مشخص شده در جد

هـا در سـه   بـراي هريـك از ژن   QIAGENساخت شـركت  
هاي سـريالي بـراي هـر    تكرار فنّي انجام شد. بر اساس غلظت

يك از ژنهاي انتخابي با استفاده از آغازگرها اختصاصي (جدول 
صـورت گرفـت كـه در همـه مـوارد ميـزان        PCR) واكنش 1

يـن رو،  ا %) بـود. از 85- %110در محدوده قابل قبـول (  كارايي
، Ct∆∆ها با شاهد با اسـتفاده از روش  مقايسه ميزان بيان ژن

 ,Livak & Schmittgen( معــروف بــه روش ليــواك

هـا، از  صورت گرفت. بـراي مقايسـه ميـزان بيـان ژن    ) 2001
  استفاده شد. 1و در سطح احتمال  tآزمون 

  
  هاي مختلف ژن كيتيناز سيب زميني راي بيان كلاساي طراحي شده به توالي آغازگر .1 جدول

طول قطعه 
)bp(  

  )5´- 3´توالي آغازگر (
نام 
  آغازگر

  دسترسي ژنومي
نام 
 ژن

218 TTGCCAGAGCTAGTGTTGTGATA 
CAGCAATTTTCCTTTTACAGCCA

F_Ch1 
R_Ch1 Soltu.DM.10G017450 CH1 

115  GGGCACAACCATTCCTCAGT TCTAGGAGACAAGCCACCAC
F_Ch2
R_Ch2 Soltu.DM.11G026160 CH3 

149 GGTCCCGGTCCTTCAGAG 
CAGGAAAAGACCAAGCAGCA

F_Ch4 
R_Ch4 

 
Soltu.DM.10G017290 

CH4 

150  ACAGAATCGTGCCACAACAG 
CACGCAAAGTAACCACGCAA

F_Ch5 
R_Ch5 

 
Soltu.DM.07G000200

CH5 

101  ATTGGAAACGGATATGCTCCA TCCTTACCTGAACGCCTGTCA
F_elf
R_elf

NM_001288491 elf1-α 
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  هاي كيتيناز مختلف گياه سيب زميني پس از تيمار كيتينبراي بررسي بيان ژن Real Time PCRبرنامه دمايي واكنش  .2 جدول
  اجزاء دما (درجه سانتي گراد) زمان  تعداد چرخه

 دناتوره سازي اوليه  95 دقيقه 15 1

 دناتوره سازي  95  ثانيه 30  40

 اتصال  60 ثانيه 30  40

  تكثير  72 ثانيه 30  40
 منحني ذوب 55 -95  درجه 5/0ثانيه  5هر  1

  
  هاي پژوهش يافته

هاي كيتيناز انتخابي، از قبيل كـلاس پروتئينـي،    خصوصيات پروتئين
 2طول ژن، طول پروتئين و نقطه ايزوالكتريـك پـروتئين در جـدول    

نشان داده شده است. كمترين اندازه وزن مولكولي پروتئين، مربوط به 
كيتينـاز و بيشـترين انـدازه وزن مولكـولي      IVهاي كـلاس  پروتئين

در بين كيتينازها است. بـر اسـاس    Vهاي كلاس مربوط به پروتئين
داراي ميزان شباهت  IVو  Iهاي كلاس هاي موجود، كيتينازگزارش

 19بالايي با هم هستند و در گروه گليكوزيل هيدرولازهاي خـانواده  
)GH19( س پروتئيني داراي يك دومين غني قرار دارند. اين دو كلا

خــود هســتند. انــدازه وزن  )N( از سيســتئين در انتهــاي ســر آمينــي
بطـور قابـل تـوجهي كـوچكتر از      IVهاي كـلاس  مولكولي پروتئين

 Fukamizo, 2000, Patilباشـد ( مي Iهاي كيتيناز كلاس پروتئين

et al., 2000 .(pH ده وهاي كيتينـاز در محـد  ايزو الكتريك پروتئين
ــا  9/5 ــه  3/9ت ــرار دارد. دامن ــوع در   pHق ــانگر تن ــك بي ايزوالكتري

). بـر  1باشـد( جـدول    خصوصيات اسيدي و بازي پروتئين كيتيناز مي
هـاي يوكـاريوتي در   در داخل بيشتر سلول pHاساس مطالعات دامنه 

دهند ها نشان مي). گزارشFelle 2001مي باشد( 2/7- 5/7محدوده 
ناحيه آپوپلاست اسيدي و در حدود  pHسيتوسول قليايي، اما  pHكه 

). با توجه به اينكه كيتينازها هـم در داخـل   Felle 2001است ( 5- 6
سيتوسول فعال هستند و هـم داراي سـيگنال پپتيـد بـوده و لـذا بـه       

 pHشوند، لذا چنين دامنـه فعـاليتي در محـدود    آپوپلاست ترشح مي
  بيني و قابل قبول است.براي آنها قابل پيش  2جدول 

  هاي كدكننده كيتينازها بررسي سطح بيان ژن
ــلاس    ــاز كـ ــان ژن كيتينـ ــرات بيـ ــژوهش، تغييـ ــن پـ  Iدر ايـ

)Soltu.DM.10G017450( كـــــــــــــــــــــــلاس ،III 
)Soltu.DM.11G026160( كـــــــــــــــــــــــلاس ،IV 
)Soltu.DM.10G017290 ( و كــــــــــــــــــــــلاسV 
)Soltu.DM.07G000200(  با اسـتفاده از روش ،Real-Time 

PCR بررسي قرار گرفت. نتـايج بيـانگر اثـر گـذاري القـاي       مورد
  ).1كيتين بر سطح بيان هر چهار كلاس كيتينازي بود (شكل 

ــه در شــكل   ــانطوري ك ــي 1هم ــده م ــدام از  دي ــر ك ــود، ه ش
هاي ژن كيتيناز، سطح بيان متقاوتي را در شرايط القاء كيتين  كلاس

يب مربوط بـه  نشان دادند. بيشترين و كمترين ميزان بيان ژن به ترت
 IIIو كيتيناز كلاس  )I )Soltu.DM.10G017450كيتيناز كلاس 

)Soltu.DM.11G026160(    بود. در مطالعات انجام شده، بـا فـوق
در گياه چاي، ميزان مقاومت گياه به قـارچ   Iبيان ژن كيتياز كلاس 

 ,.Singh et alافـزايش يافـت (   blister blightعامـل بيمـاري   

ژوهشي كه براي بررسي مقاومت گيـاه بـرنج   چنين در پ ). هم2015
ژن  Iانجـام شـد، كـلاس     A. flavusو  late leaf spotبـه قـارچ   

كيتيناز در پاسـخ بـه شـرايط بيمـاري افـزايش بيـان داشـته اسـت         
)Prasad et al., 2013  ) در تحقيقـي  2016). مـرادي و همكـاران (

 ـ  48ه ، د كـه در ايـن گيـا   كه روي گياه خيار انجام دادند، نشان دادن
افـزايش   Sphaerotheca fuligineaساعت پـس از تيمـار قـارچ    

  ژن كيتيناز صورت گرفت. IIIناچيزي در ميزان بيان كلاس 

  
  هاي مختلف كيتيناز سيب زميني هاي ژني و پروتئيني كلاس ويژگي .3جدول 

كلاس نام ژن )bp( نوكلئوتيديطول توالي    ايزوالكتريك a.a(  pH( طول پروتئين
Soltu.DM.10G017450 I 999 250 30/9 

Soltu.DM.11G026160 III 924 308 9/5 

Soltu.DM.10G017290 IV 1714 122 89/6 

Soltu.DM.07G000200 V 2558 377 07/9 
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 کلاس ھای ژن کيتيناز سيب زمينی
 1در سطح  tط آزمون مقايسه ميزان بيان با شاهد توس زميني در شرايط القاي كيتين.هاي گياه سيب كيتيناز در برگهاي ژنتغييرات بيان  .1شكل 

ها هاي بالاي هر كدام از ستون: شاهد. ميلهV ،control : كلاس IV، CH5: كلاسIII، CH4: كلاس I ،CH3: كلاس CH1درصد صورت گرفته است. 
  د.دهنرا نشان مي (SD±)ها مقادير انحراف استاندارد ميانگين

 
چنين در تحقيقي كه روي برگ خردل انجام شد، مشخص  هم

 ساعت پس از تلقيح بـا قـارچ   48كيتيناز  IVكه بيان كلاس شد 

 Alternaria 2017 ,.(افــزايش يافــتet alRawat ( بيــان .
هاي كيتينازي در مواجهـه بـا پـاتوژن در گيـاه آرابيدوپسـيس       ژن

 IVبررسي شد. نتايج اين مطالعه نشان داد كه رونوشـت كـلاس   
نباشته شـد. ايـن   كيتيناز پس از تلقيح با قارچ به سرعت در برگ ا

موضوع نشان داد كه اين كلاس ژني از كيتينازها در وقـايع اوليـه   
 .)1997et al ilianeL ,.( واكنش فوق حساسـيت دخالـت دارنـد   

هاي گياهي، موجب بعلاوه مشخص شده است كه جراحت به اندام
هاي گيـاه خـردل    تحريك پروموتر ژن كدكنندهي كيتيناز در برگ

ها به اين دليل است كه پروموتر ر اين ژنشود. تحريك پروموتمي
ــاز  ــراي   IVژن كيتين ــذكور داراي عناصــر تنظيمــي ب ــاه م در گي

 Van loon(باشـد   ، جاسمونيك اسيد و زخم ميساليسيليك اسيد

et al., 2006.( هاي كيتيناز كلاس ژنV    بيشـتر در فرآينـدهاي
 Kopparapu et al., 2011; Santos( رشد و نمو درگير هستند

et al., 2004.(    با توجه به اينكه افزايش استقامت گيـاه، راه حـل
آيد، افـزايش بيـان ايـن     كليدي براي مقابله با پاتوژن به شمار مي

هاي مربوط بـه آن در شـرايط حملـه     كلاس ژني و توليد پروتئين
 رسد. پاتوژن و تلقيح كيتين توسط گياه ضروري به نظر مي

ي پروموتري ي شده در نواحبا توجه به عناصر تنظيمي شناساي
ــلاس ــاه      ك ــي در پايگ ــيب زمين ــاز س ــف ژن كيتين ــاي مختل ه

، /PLACE https://www.dna.affrc.go.jp/PLACEداده
را به تعداد كمتر  IIIژن كلاس  توان يكي از دلايل بيان پايين مي

عناصر تنظيمي در پروموتر اين كلاس ژني مرتبط دانست (شـكل  
بر تعـداد زيـاد عناصـر     علاوه Iكلاس  ). بيان بالاي كيتينازهاي3

هـاي آن نيـز    تواند به كوتاه بودن طول ژن و اينترون تنظيمي، مي
هاي مرتبط بـا تـنش، حـاوي     طور كلي ژن بستگي داشته باشد. به

). البتـه در  Jeffares et al., 2008هاي كمتري هسـتند (  اينترون
ــاز كــلاس  رغــم  علــي V(Soltu.DM.07G000200)ژن كيتين

بعلت فراواني خيلـي زيـاد عناصـر تنظيمـي در      زياد اينترون،طول 
ــه كــلاس   ــان بيشــتري را نســبت ب ــواحي پرومــوتري، بي  IIIن

)Soltu.DM.11G026160(  وIV )Soltu.DM.10G017290( 
  ).2مشاهده شد (شكل 

  
  اكسيدان هاي آنتي فعاليت آنزيم

هاي سيب زميني رقم متحمل به بيماري جلي توسـط   القاء برگ
هاي آنتي اكسيدان دخيـل   ميزان فعاليت آنزيمتاثيري بر  كيتين

 48در فرآيند دفاعي نداشـت. بـر اسـاس نتـايج ايـن مطالعـه،       
هـاي  ساعت پس از اعمال تيمار كيتين، ميـزان فعاليـت آنـزيم   

ــه   ــالاز و آســكوربات پراكســيداز نســبت ب آنتــي اكســيدان كات
در  ).3هـاي شـاهد تفـاوت معنـي داري نداشـت (شـكل        نمونه

) فعاليـت  2016شده توسط مرادي و همكـاران (  پژوهش انجام
ساعت پس از تلقـيح بـا    48آنزيم كاتالاز در گياه سيب زميني، 

هـا و   كينـاز  .قارچ تغيير معني داري نسبت به شاهد نشان نـداد 
هـا   هاي رونويسي در انتقال سيگنال غير اختصاصي قارچ فاكتور

هــاي دفــاعي نقــش دارنــد كــه در نهايــت منجــر بــه بيــان ژن
شوند. با اين حـال مكانيسـم دفـاعي مسـتقل از رونويسـي،       مي

هاي كليدي ديگري بستگي داشـته   ممكن است به تنظيم كننده
هـاي ايجـاد شـده حاصـل از      باشد. يكي از اين عوامل، سيگنال

  باشد. ها مي ROSتجمع 
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  هاي كيتينازسيب زميني انتخابي در سمت راست نشان داده شده است. اينترون در ساختار ژن
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 1در سطح  داري�ف لاتين مشابه عدم معنيسيدان در گياه سيب زميني. حرواك هاي آنتي مقايسه ميانگين اثر تلقيح كيتين بر فعاليت آنزيم .3شكل 

  : آسكوربات پروكسيداز.APX: كاتالاز، CATدهد.  درصد با آزمون دانكن را نشان مي
  

اولـين واكـنش گيـاه در شـرايط      H2O2ها مثـل   ROSتجمع 
هـاي  شود. مولكول ميهاي مختلف در گياه ميزبان محسوب  تنش

ROS  نوان يك عامل ع تشكيل شده در اين مرحله ممكن است به
بـا ايجـاد اتصـالات     H2O2چنـين  ضد ميكروبي عمل كننـد. هـم  

هاي ديواره سلولي در تقويـت ديـواره سـلولي     عرضي بين پروتئين
كنــد. گياهــان بــا اســتفاده از ايــن روش، دسترســي  شــركت مــي

كننـد   توپلاسـت گيـاهي محـدود مـي    هاي قارچي را به پرو پاتوژن
)Huckelhoven, 2007( .دهند كه آسكوربات ن ميمطالعات نشا

هـاي   C آپوپلاستي براي رشد و دفـاع گيـاه مهـم اسـت، ويتـامين     
ــه يكســري زخــم   هــاي ميكروســكوپي را بصــورت  جهــش يافت

هاي مرتبط با پاتوژن  كنند كه باعث بيان ژنخودبخودي ايجاد مي
كننـد   در برابـر عوامـل قـارچي را ايجـاد مـي      شوند و مقاومـت  مي

(Pavet et al., 2005).   96با توجه به اينكه در تحقيقات اغلـب 
اكسيدان براي  هاي آنتي ساعت پس از آلودگي قارچي فعاليت آنزيم

يابـد   هـاي فعـال اكسـيژن افـزايش مـي      آوري گونه كاهش و جمع

)., 2016et alMoradi (هـاي فعـال    ، حضور مقادير پايه از گونه
و يـا  ساعت پس از حملـه پـاتوژن    48اكسيژن در ساعات اوليه تا 

هـاي   هاي آزاد بر بيان ژن تلقيح كيتين، به دليل اثر مثبت راديكال
دفاعي و همچنين محافظت از گياه در مقابل نفوذ پاتوژن، منطقي 

  رسد. به نظر مي
  

  ها نتيجه گيري و پيشنهاد
 ـ  داده  بر اساس بررسـي  ه، مشـخص اسـت كـه بيـان     هـاي ريزآراي

ت پس از تلقـيح بـا   ساع 48هاي كيتيناز در گياه سيب زميني،  ژن
ها شوند كه اين موضوع نشان دهنده نقش مهم آنكيتين فعال مي
هـاي  هـا و اووميسـت  هاي زيستي به ويژه قـارچ  در پاسخ به تنش

هـا يكـي از    دار اسـت. كيتينـاز  بيمارگري با ديواره سـلولي كيتـين  
هـاي بيمـاريزاي گيـاهي     موثرترين عوامل زيستي در كنترل قـارچ 

نازها به صورت كاربرد خارجي، براي كنتـرل كپـك   هستند. از كيتي
هـا   هـا و بـرگ   پودري توت فرنگي به صورت اسـپري روي ميـوه  
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چنين براي كنترل بيماري قـارچي در گيـاه    استفاده شده است. هم
هاي اپيدرمي كولئوپتيل جو نيـز   ت ريزتزريقي در سلولجو به صور

هـا و   قـارچ  كاربرد دارد. كيتين، ماده اصلي ديـواره سـلولي برخـي   
ها بـا تجزيـه كيتـين موجـود در ديـواره       ها است. كيتينازاووميست

سلولي، باعث حفاظت از گياه در برابر حملـه قـارچ و جلـوگيري از    
د آنـزيم كيتينـاز فرآينـدي    شوند. تولي ـها مي گسترش آن در بافت

بر است، ضمن انكه حفظ و نگهداري ساختار آنزيم  مشكل و هزينه

زي آن مشـكل اسـت، از ايـن رو اسـتفاده از ايـن      و فعاليت كيتينا
پذير ها به صورت محلول پاشي تقريبا و در حال حاضر امكان آنزيم

توان از محلـول پاشـي    با توجه به نتايج پژوهش حاضر، مي نيست.
هاي كيتيناز و مقابله با پاتوژن استفاده كـرد.  تين براي القاي ژنكي

هـاي  سي ژنتيك، ژنهاي مهندهمچنين مي توان به كمك روش
پاسخ دهنده در اثر القاي كيتين را همسانه سـازي نمـود و از انهـا    

  براي ايجاد گياهان تراريخت مقاوم به بيماري استفاده نمود.
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A B S T R A C T 
MicroRNAs (miRNAs) are endogenous and noncoding small RNA molecules 
with a length of 19-24 nucleotides (nts) that regulate target genes at the post-
transcriptional level in plants. In this study, several miRNAs in Camelina 
were identified, and their potential roles were reported. Camelina with its 
scientific name (Camelina Sativa L.) is an oil-medicinal plant belonging to 
the Brassicaceae family. First the RNA was extracted from C. sativa leaf and 
sent to the Beijing genome institute for RNA-sequencing. Then the data were 
assembled denovo with Trinity software after removing the reads with lower 
quality than the threshold level and trimming them. Detection of miRNAs 
was then performed by miRDeep2 software. Accordingly, we identified 33 
miRNAs from the leaf dataset, and their secondary structures were evaluated. 
The target genes of the detected miRNAs were identified by the psRNAtarget 
website. Examining the target genes showed that a total of 1415 genes are 
regulated by these microRNAs, which belong to several gene families with 
different biological functions, including the genes of proteins that bind to the 
Squamusa promoter, the protein kinase family, etc. Comparing the expression 
of microRNA carrying genes (TPM) in the two studied doubled haploid lines, 
showed that except for miR296 and miR474 which were more expressed in 
line number 1, the other miRNAs had higher expression in line number 2. 
Considering the lower amount of oil production in line number 1 compared to 
line number 2, this indicates the relationship of these two microRNAs with oil 
production. miR483 was not expressed in any of the lines. miR113 and 
miR206 had the highest expression levels among all microRNAs. The higher 
expression of micro RNAs in line 2 probably indicates the higher activity of 
the silencing mechanism at the transcription level for the target genes in this 
line compared to line number 1. 
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علمي نشريه  

فناوري گياهان زراعي زيست
  
 »مقاله پژوهشي«

 پتوميانسكررت در مرتبط هدف يها ژن   و   ها RNA  كرويم ييشناسا

     .Camelina sativa L     اهيگ 

 *2منفرد يديرش سجاد، 1انينيآرم يعل، 1يفرهاد لايل

  چكيده
 19- 24زا، با طولي بين  ي درون، غير كدكنندهRNAهاي ريز  اي از مولكول) دستهmiRNAsها ( RNAميكرو 

تعدادي نند. در اين مطالعه ك اهان كنترل ميهاي هدف را در سطح پس از رونويسي در گي كه ژنهستند نوكلئوتيد 
شناسايي و معرفي  RNAيابي  هاي حاصل از توالي هاي موجود در گياه كاملينا با استفاده از داده RNA از ميكرو

 ي دارويي و متعلق به خانواده - گياهي روغني  (.Camelina Sativa L) شدند. گياه كاملينا با نام علمي
استخراج  RNA از بافت برگ گياه صورت گرفت و RNA تدا استخراجاست. در اب )Brassicaceaeبوئيان ( شب

تر از سطح آستانه و نيز پيرايش  هاي با كيفيت پايين ها پس از حذف خوانش يابي ارسال شد. داده شده جهت توالي
 ارافز نرم باها  RNA سپس شناسايي ميكرو. بندي شدند همسر denovoبه صورت  Trinityافزار  نرم باها،  آن

miRDeep2 هاي ميكرو هاي ترنسكريپتوم گياه و توالي با استفاده از داده .انجام شد RNA شده در  هاي شناخته
 psRNAtargetي  ها با استفاده از برنامه هاي هدف آن شناسايي و ژن RNA ميكرو 33ساير گياهان تعداد 

ها، تنظيم مي  RNA ين ميكروژن توسط ا 1415 نشان داد كه در مجموعهاي هدف  مشخص شدند. بررسي ژن
هاي متصل  هاي پروتئين ژني با عملكردهاي زيستي متفاوت از جمله ژن ي شوند كه متعلق به چندين خانواده 

 هاي حامل ميكرو ي بيان ژن ن كيناز و ... هستند. مقايسهي پروتئي، خانوادهSquamusaشونده به پروموتور 
RNA لعه، نشان داد كه به غير از پلوئيد مورد مطادر دو لاين دابلدهاmiR296  وmiR474 ي كه در لاين شماره 

اين موضوع با توجه به . بيان بالاتري داشتند 2 ي ها در لاين شماره RNA بيان بيشتري داشتند، بقيه ميكرو 1
ن دو ي ارتباط اي ندهده نشان 2ي  نسبت به لاين شماره 1 ي تر بودن ميزان توليد روغن در لاين شماره پايين
 miR206و  miR113 ها بيان نداشت.  كدام از لاين در هيچ miR483است.با توليد روغن   RNAميكرو

 احتمالاً 2ها در لاين  RNAداشتند. بيان بالاتر ميكرو ها  RNA كرويمبالاترين ميزان بيان را در بين همه 
ف در اين لاين نسبت به لاين هاي هد براي ژن نشانگر فعاليت بالاتر مكانيسم خاموشي در سطح رونويسي

 باشد. مي 1 ي هشمار
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  مقدمه
هاي روغني پس از غلات دومين ذخاير غذايي جهان را تشـكيل   دانه

رب ، اسـيدهاي چ ـ تأمين انـرژي ها  روغن هدف از مصرف. مي دهند
هاي گياهي بـه   هاي محلول در چربي است. روغن ضروري و ويتامين

هاي خوبي براي پخـت غـذا بـه     علت كاهش كلسترول خون واسطه
درصـد روغـن    95بر اساس آمارهاي موجود بيش از . حساب مي آيند

وابسـتگي  ). Raziei et al.,2018( رداتـي اسـت  مورد نياز كشـور، وا 
نه مصـرف  هاي گيـاهي، افـزايش سـرا    روغن شديد كشور به واردات

 روغن در كشـور و كـاهش توليـد روغـن در داخـل كشـور از جملـه       
موضوعات قابل تأمل در سيستم كشاورزي و صـنايع غـذايي كشـور    

گيـاهي    .Camelina sativa Lنـام علمـي   با امليناگياه ك. باشند مي
 )Brassicaceaeبوئيـان (  دارويي و متعلق به خـانواده شـب   - روغني

است كه بومي شمال اروپا است و با عنوان كتان كاذب شناخته شـده  
) و علاوه بر مصارف 1398تهراني،  است (حسني بلياني، تدين و فدايي

 ,Moserتي (سـوخت زيس ـ  خوراكي و درماني، در صنعت به عنـوان 

2016; Yang et al., 2016; Hoseini et al., 2018  و در مـواد (
) كاربرد دارد. Gomez-Monedero et al.,2015آرايشي بهداشتي (

زيسـت، كشـاورزي    براي تأمين مواد غذايي جمعيت با حفـظ محـيط  
هاي شيميايي و  نيازمند راهكارهايي در جهت كاهش استفاده از نهاده

وري از منابع طبيعي است. كشت گياهاني مانند گياه دانه  ود بهرهيا بهب
اسـتفاده از آب، كـود و    حـداقل  روغني كاملينا كه عملكرد مطلوبي با

يـك   تواندها، نسبت به گياهان دانه روغني معمول دارد، مي كش آفت
 راهكار بالقوه در جهت تأمين بخشي از نياز روغن خوراكي كشور باشد

)Kahrizi et al., 2018 .(هنوز به طور گسترده كشت  ناياگرچه كامل
توان  يه، مونگ كيآن به عنوان  يريانعطاف پذ ليشود، اما به دل ينم

) Brassica napus L. var. oleiferaخــواهر كلــزا ( اهي ـآن را گ
تا  28ن (اين گياه منبع غني از روغ). Kahrizi et al., 2023( دانست

ت اروسيك نسبتاً كـم اس ـ  يدو اس 3ا درصد)، اسيدهاي چرب امگ 40
)Chesnais et al., 2015 .(اهي ـگ كي ـ 2005قبـل از سـال    نايكامل 

 نيدر ا 3چرب امگا  يدهايشد، اما با شناخت اس يب نممحسو يتجار
در سـالهاي  ). Kahrizi et al., 2023( افتي شيكشت آن افزا اه،يگ

اين گيـاه  به هاي باكيفيت، ميزان توجه  اخير گرايش عمومي به روغن
متحده،  تدر مقياس وسيعي در ايالا شد كاملينا ثيش داد و باعارا افز

كاربردهـاي   ، چين و استراليا براي تحقيقات،كانادا، كشورهاي اروپايي
 ـ  عنـوان مـاده اوليـه    ه خوراكي و به دليل كم هزينه بودن توليـد آن ب

امـروزه  ). Dharavath et al., 2016د (سوخت زيسـتي كشـت شـو   
هاي ناشي از مصرف انـرژي هـاي    لينا به دليل بروز بحرانكامكشت 

خت زيستي هـم  فسيلي، علاوه بر مصارف خوراكي، با هدف توليد سو

). 1399مورد توجه قرار گرفتـه اسـت (درويشـي، صـبري و علـوي،      
   تعدادي لاين هاپلوئيد مضاعف شده از اين گياه در دسترس است.

به RNA-Seq)( RNA-Sequencingگذشته، در طول دهه 
يك ابزار ضروري براي آناليزهاي ترانسكريپتوم تفاوت بيـان ژن و  

 ,.Stark et alه اسـت ( هـا، تبـديل شـد   mRNAتفاوت پيـرايش 

هاي خروجـي   به واسطه داده RNA-Seqكاربردهاي آتي  ).2019
توانند بسيار  اند و مي بسيار حجيم هنوز به طور كامل شناخته نشده

ــوع باشــند ــوژي . متن ــا اســتفاده از تكنول ــروزه ب ، امكــان NGSام
هـا در مـدتي    اي از ژن يابي و شناسايي طيف بسيار گسـترده  توالي

اسـت   در ميان ژنوم پيچيده و عظيم گيـاهي فـراهم آمـده   كوتاه و 
)Wanget al., 2009 .(افزارهاي متعددي بـراي  ازسوي ديگر نرم 

يـابي بـه وسـيله     الياز تـو  م حاصـل هـاي خـا   ندي خوانشب سرهم
ها بر روي ژنوم مرجع معرفـي شـده كـه عمـل      رديفي خوانش هم

 Duan et( دهنـد  فزاري انجام مـي ا محيط نرم شناسايي ژن را در

al., 2012 .(ها از جمله گونه  اما ژنوم مرجع براي بسياري از گونه
 (كاملينا) در دسترس نيسـت. بـا ايـن    مورد مطالعه در اين پژوهش

ــود  ــا بوج ــرهو ب ــري از ه ــر گي ــايا م ن ــه فزاره ــي  ب روز و معرف
هاي فاقد نقشه ژنومي  امكان مطالعه براي گونه NGSهاي تكنيك

)، كه در ايـن حالـت   Bräutigam et al., 2011( نيز فراهم آمده
، اين امكان را ايجاد كرده تا توالي كـاملي از  de novoنديب مسره

شده در يك بافـت   انبي هاي ژنترنسكريپتوم موجود را بازسازي و 
 ,.Zhao et al( بندي كنيم خاص را شناسايي، مقدارسنجي و دسته

2011 .(  
كه بـه  هستند  nt24-19هاي كوچك RNAها، RNAميكرو

باشند. آنهـا   ها مطرح مي عوامل تنظيمي مهمي در بيان ژنعنوان 
 Li etتوانايي تنظيم بيان ژن را در سطح پس از رونويسي دارند (

al., 2010 .(        بـا وجـود دانـش موجـود از نقـش تنظيمـي ميكـرو
RNA   هـاي ثانويـه    ها، دخالت آنها در تنظـيم بيوسـنتز متابوليـت

). Park et al, 2002) اسـت  گياهي هنوز بـه خـوبي درك نشـده   
  thalianaArabidopsisر گيـاه ي گياهي را دRNAاولين ميكرو

هـاي   گيري روشارايي به كارشناسايي و نقش آن را تعيين كرد. ك
هـا در سـاير گياهـان    RNAي شناسايي ميكرو بيوانفورماتيكي برا

بـر پايـه   ). Wang et al., 2012اسـت (  مورد بررسي قرار گرفتـه 
، هـدف  SPL9)، فاكتور رونويسـي  2015و همكاران ( مطالعات يو

mi156 21، مســتقيماً بــه پروموتــور ژن تــرپن ســنتز )TPS21 (
كند و بدين  تنظيم مي متصل شده و رونويسي آن را به طور مثبت

 Yuشود ( يم مثبت سنتز سسكوئي ترپنوئيد ميترتيب منجر به تنظ

et al., 2015 .() كرو )، يازده مي2015سيفي و همكارانRNA  را
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مسير بيوسنتز اسـتريول گليكوزيـد نقـش دارنـد را در گيـاه       كه در
هـدف   RNAاستويا استخراج و ارتباط آنها را با سطح بيان ميكرو 

واي اسـتيول گليكوزيـد اعتبارسـنجي كردنـد     همچنين محت آنها و
)Saifi et al., 2015 .(يابي نسل جديد،  با استفاده از فناوري توالي

ر بيوسنتز سسكوئيتروپنوئيد در درگير در مسي RNAچندين ميكرو 
هـاي   انـد. از روش  ) شناسايي شـده X.strumariumگياه زردينه (

هـاي درگيـر در   RNAو بيوانفورماتيك بـراي پـيش بينـي ميكـر    
 Singh etمتابوليسم ترپنوئيد در گياه نعناء اسـتفاده شـده اسـت (   

al., 2016 .(  
ه شناسـايي ميكـرو   اين مطالعه، يك بررسي جامع از جايگـا 

RNA    هــاي  هــاي حفــظ شــده از طريــق جســتجو در داده
باشـد و هـدف از آن شناسـايي     ترنسكريپتومي گياه كاملينا مـي 

و بررسي بيان برخي از  گياه كامليناهاي جديد در RNAميكرو 
هاي احتمالي شـناخته شـده بـا تأكيـد بـر نقـش       RNAميكرو 

اي ثانويــه هــ هــا در مســيرهاي بيوســنتز متابوليــت تنظيمــي آن
تواند براي تحقيقات آينـده بـر روي ايـن گيـاه      د كه ميباش مي

  ارزشمند مفيد باشد.
  

  ها مواد و روش
  مواد گياهي

هاپلوئيد انتخـاب شـده از گيـاه كاملينـا در     لدابتدا بذور دو لاين داب
گلخانه دانشـكده كشـاورزي دانشـگاه تربيـت مـدرس تهـران در       

 ،پر شده ورميكوليت خاك پيت وكه با  cm14هايي به ابعاد  گلدان
هـاي لازم جهـت رشـد و نگهـداري آنهـا       و مراقبتكشت گرديد 

رسـيد،   cm 7- 6صورت گرفت. زمـاني كـه ارتفـاع گياهـان بـه      
هاي هوايي از سه گياه كه به صـورت تصـادفي از هـر لايـن      دامان

درجــه  80انتخــاب شــدند، جمــع آوري شــده و در دمــاي منفــي 
 6(در مجمـوع   اري شـدند نگهد RNAج گراد براي استخرا سانتي
دو لاين مورد مطالعه در اين پژوهش و مشخصات آنها در ). نمونه

  ). 1جدول زير آورده شده است (جدول 
  

  يابيو توالي cDNA، تهيه كتابخانه RNAاستخراج 
RNA  هــر نمونــه بــا اســتفاده از روشTriazol كــل طبــق پروت

وســيله ه بــ هــاRNAكميــت و كيفيــت . مربــوط، اســتخراج شــد
ــپكتروف ــارز اس ــد  1تومتر و ژل آگ ــاً  درص ــد. متعاقب ــين گردي تعي

RNAيـابي و آنـاليز    هاي هر لاين از گياهان جهت تواليRNA-

Seq  به شركتBeijingGenomes institute  .ارسال گرديد  
  

  يابيبررسي كيفيت نتايج توالي
بنـدي   هـاي ورودي بـر نحـوه سـرهم     با توجه به تأثير كيفيت داده

 FastP افـزار  يابي شـده توسـط نـرم    ليهاي توا يپتوم، دادهنسكرتر

(v0.20.1)    هـايي كـه    از لحاظ كيفيت بررسـي شـدند و خـوانش
شدند و نيز عمليـات پيـرايش بـراي     كيفيت لازم را نداشتند حذف

  .هاي با كيفيت در صورت لزوم انجام گرفت انشخو
 

  ها خوانش de novoبندي  سرهم
ي، از ياب هاي حاصل از توالي دهادپس از فرآيند پردازش 

هاي ورودي براي  اي با كيفيت بالا به عنوان تواليه خوانش
بندي  همرسبندي ترنسكريپتوم برگ كاملينا استفاده شد.  سرهم
با Trinity(v2.6) افزار  توسط نرم de novoها به صورت  خوانش

و ميزان پوشش خوانش  K=32استفاده از پارامترهاي كليدي 
  محيط لينوكس انجام گرفت. رد 200

  
هاي حاصل از  كانتيگهاي اوليه روي  همرديفي خوانش

  ها خوانش بندي سرهم
افـزار   از نـرم تفاده بـا اس ـ  هاي كنترل كيفي و پيرايش شده خوانش

)v2.3.2 (Bowtie2 بنـدي   بر روي فايل خروجي حاصل از سرهم
   همرديف شدند.

  
  محتوي توكوفرول ها و اسيدهاي چربز نظر خصوصيات دولاين مورد مطالعه ا .1 جدول
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ــي    ــزان فراوان ــرآورد مي ــوشب ــل از   رون ــاي حاص ه
  بندي سرهم

هـاي همرديـف شـده روي     نشبراي بررسي ميـزان فراوانـي خـوا   
از ابـزار   Bowtie2هـاي سـرهم شـده حاصـل از برنامـة       كانتيگ

)v1.10.2(Salmon   استفاده شد كه اين فرآيند با شمارش تعـداد
ها براي هر كانتيگ و نرمال سازي اندازة كتابخانه و طـول   انشخو

  گردد. ميها براي هر ژن محاسبه  كانتيگ
  

  شده هاي حفظRNAشناسايي ميكرو
محاسباتي گزارش شـده   هاي ها طبق روشRNAاسايي ميكرونش

 Zhang et al., 2008; Yin et al., 2008; Unverانجام شد (

and Budak., 2009 .(ــ ــرهمپ ــدي ب س از س از  de novoن
شـده   هـاي حفـظ  RNAهاي حاصل براي شناسايي ميكرو كانتيگ

افــزار  هــا توســط نــرم  miRNAو در نهايــت اســتفاده شــد  
miRDeep2(v37)   شناسايي شدند. دو پارامتر مهم در شناسـايي

ــيش   RNAميكــرو ــوالي پ ــودن ت ــد از حفــظ شــده ب ســاز  عبارتن
اختار ثانويـه  هاي ترانسكريپتوم و داشتن س ـ در توالي RNAميكرو
 RNAساز ميكـرو  هاي پيش همولوژي تواليسب. سري مناسنجاق
هـاي ترانسـكريپتومي كاملينـا بـه صـورت بـا اسـتفاده از         با توالي

بـراي بررسـي   گيـرد. از پارامترهـايي كـه     رديفي آنها انجام ميهم
هـاي شـناخته شـده    RNAهاي مورد نظر ميكـرو  همولوژي توالي

وان به مـوارد زيـر اشـاره    ت شود مي توسط برنامه در نظر گرفته مي
و  miRNAبيش از دو تفاوت نوكلئوتيدي بين تـوالي   كرد: (الف)

در ناحيــه بــالغ  (ب) تــوالي ترانســكريپتومي وجــود نداشــته باشــد
و توالي ترانسكريپتوم نبايد هيچ نـوع حـذف شـدگي     RNAميكرو

  اتفاق بيافتد.
  
  هاRNAبيني ساختار دوم ميكرو پيش

هـاي ترانسـكريپتوم    ساختار دوم تـوالي  in silicoبيني  براي پيش
بر مبنـاي   MFOLD1انتخاب شده از پايگاه محاسباتي تحت وب 

ســاختار دوم اســتفاده گرديــد.  (Zoker 2003)الگــوريتم زوكــر 
را  MFEو كمترين انرژي  MFEIبيني شده بيشترين انرژي  پيش

ديگـر  ها از RNAها براي تشخيص ميكرودارد. هر دو اين پارامتر
RNA باشـند. انـرژي    ميهاي كوچك مهمMFE    نشـان دهنـده

بينـي   سـاختارهاي دوم پـيش   (G)دهنـده منفـي    انرژي آزاد شكل
  شود. طبق معادله زير محاسبه مي MFEIژي است و مقدار انر شده

                                                                                      
1. http://www.unafold.org/mfold/applications/rna-folding-
form.php 

MFEI = [MFE / sequence length × 100] / (G+C%) 
  

  هاRNAهاي هدف ميكرو شناسايي ژن
يكـي از   هـا، RNAلكـرد زيسـتي ميكـرو   علاوه بـر تشـخيص عم  

 هـا RNAهايي است كه ميكـرو  ترين موضوعات شناسايي ژن مهم
در  تنظيمـي  هاي مهم نقش ها دارايRNAكنند. ميكرو كنترل مي

هـاي  mRNAبيان ژن در سطح پس از رونويسي بـا اتصـال بـه    
اين هستند، بنابر mRNAهدف از طريق سركوب ترجمه يا تجزيه 

شناســايي  RNAهــاي ميكــرو ويژگــي هــدفبــا اســتفاده از ايــن 
شناسـايي و آنـاليز هسـتي    ). Dai and Zhao, 2011( شـوند  مـي 

ــي ژن ــدف  شناس ــاي ه ــرو  ه ــاRNAميك ــق  ه ــاز طري اه پايگ
psRNAtarget2 .با توجه به اينكه اين پايگاه داده فاقد  انجام شد

اطلاعات براي گونه مورد مطالعه بود، از اطلاعـات موجـود بـراي    
  استفاده گرديد.  Arabidopsis thlianaگياه مدل 

  
  نتايج و بحث

  يابي بررسي كيفيت نتايج توالي
وانش بـه  ميليون خ ـ 48,192252ابي شامل ي نتايج حاصل از توالي

ميليـون   48,200822و  1ي لايـن شـماره   جفت باز برا 150طول 
) از FastP( پـي  ، در قالب فايل فست 2خوانش براي لاين شماره 

راسـيون ايـن مقـادير بـه     گرديـد. بعـد از فيلت   طرف شركت ارسال
ميليـون   48,114534و  1ميليون خوانش براي لاين  48,139660

هاي بـا كيفيـت    صد خوانشردكاهش يافت.  2خوانش براي لاين 
 بـود كـه   99,82برابر با % 2و در لاين  99,89برابر با % 1در لاين 

محتـواي  باشـد. درصـد   ها مـي  يي كيفيت بالاي توالنشان دهنده
GC  برابـر   2درصد و در لاين شماره  45برابر با  1در لاين شماره

  درصد بود.  46با 
  

  ها خوانش de novoبندي  سرهم
هـاي آداپتـورو    تـوالي هاي با كيفيـت پـايين،    انشخو پس از حذف

وم سرهم شـده  ها، عمليات ساخت فايل ترنسكريپت خوانشپيرايش 
 ـهاي كنترل شده  وانشبر اساس تلفيق خ ن مـورد  براي هر دو لاي
انجـام شـد.    Trinityافـزار   توسط نـرم  de novoمطالعه به روش 

ژن و  82243كيفيت تعداد  بيهاي  خوانشپس از پيرايش و حذف 
درصـد از   50بيش از  ايزوفورم شناسايي شد. 182021در مجموع 
ــگ ــتر از     كانتي ــا بيش ــر ي ــول براب ــا داراي ط ــد bp1696ه  بودن

                                                                                      
2. https://www.zhaolab.org/psRNATarget/  



  .Camelina Sativa L  اهيگ پتوميترانسكر در مرتبط هدف يها ژن   و   هاRNA  كرويم ييشناساو همكاران:  فرهادي 60
 
)N50=1696bp .(هـا نيـز برابـر بـا      ل كانتيـگ ين طـو ميانگbp 

  بود.  1091,16
  

  شده ي حفظهاRNAشناسايي ميكرو
هـاي   نهاي ترانسكريپتومي به عنوان بخشي از تـوالي ژ  توالي

شوند، كـه بـراي شناسـايي و     بيان شده در موجودات محسوب مي
هـاي   بينـي شـده بـا اسـتفاده از روش     هاي پيشRNAبيان ميكرو

آرابيدوپسـيس،  جودات مختلفـي از جملـه   محاسباتي تاكنون در مو
اكثــر ). Zhang et al., 2006( اســتذرت و بــرنج بكــار رفتــه

هاي گياهي مدل از  گونههاي شناسايي شده، قبلاً در RNAميكرو
  اند.    يدوپسيس، برنج و صنوبر گزارش شدهقبيل آراب

تند، شده هس ـ هاي گياهي حفظRNAاز آنجا كه اكثر ميكرو
يــدا كــردن همســاني كمــك مــؤثري در پشناســايي از طريــق 

باشد. عمليات شناسايي از طريـق همرديفـي    ها ميRNAميكرو

جـام  هـا ان  هـاي شـناخته شـده بـا تـوالي خـوانش      RNAميكرو
ه بـه منظـور حـذف نتـايج     گيرد. سپس بررسي ساختار ثانوي مي

هـاي حفـظ شـده بـالقوه     RNAمثبت كاذب در شناسايي ميكرو
تفاده از هاي بـالا بـا اس ـ   عملياتتفاده قرار گرفت. همة مورد اس

سـاز   گيـرد. در مرحلـه بعـد پـيش     انجام مـي  mirDeep2پكيج 
ــا RNAميكــرو  انتخــاب شــدند. - 8/0كمتــر از MFEIهــاي ب

ــي    ــان م ــين نش ــات پيش ــ مطالع ــيش از ده ــد از  96د ب درص
كمتـر از   MFEIهاي گيـاهي داراي  RNAسازهاي ميكرو پيش

اهش ظـور ك ـ بـه من ). Bonnet et al., 2004هسـتند (  - 6/0
هـاي بـا شـاخص     نتايج مثبت كـاذب و افـزايش دقـت، تـوالي    

MFEI  هـا   در نظر گرفته شـدند و مـابقي تـوالي    - 8/0كمتر از
هـاي مشـابه در مجمـوع،     ز حـذف رونوشـت  حذف شدند. پس ا

بــود كــه  33miRNAتعــداد  miRDeepخروجــي نــرم افــزار 
  است. آورده شده 2ها در جدول آن مشخصات

  
  هاي ترانسكريپتوم با استفاده از توالي Camelina sativaهاي شناسايي شده در گياه miRNA .2 جدول

miRNA  بالغ   نامmiRNA توالي  GC% MFE MFEI LP 
DN3705_c0_g1_i1_113  
DN3705_c0_g1_i2_121  
DN3705_c0_g1_i5_117  
DN14520_c0_g1_i1_206  
DN14520_c0_g1_i2_202  
DN14520_c0_g1_i4_208  
DN14520_c0_g1_i5_204  
DN14911_c1_g2_i1_261  
DN14911_c1_g2_i2_259  
DN17822_c0_g1_i1_302  
DN17822_c0_g1_i2_300  
DN17822_c0_g1_i4_304  
DN17822_c0_g1_i5_298  
DN17822_c0_g1_i6_306  
DN18166_c0_g1_i1_477  
DN18166_c0_g1_i2_481  
DN18166_c0_g1_i3_483  
DN18166_c0_g1_i4_479  
DN21203_c0_g1_i1_253  
DN21203_c0_g1_i2_257  
DN21203_c0_g1_i4_255  
DN21473_c0_g1_i1_290  
DN21473_c0_g1_i2_294  
DN21473_c0_g1_i3_292  
DN21473_c0_g1_i5_296  
DN23144_c0_g1_i1_474  
DN23242_c0_g1_i1_286  
DN23242_c0_g1_i2_284  
DN23242_c0_g1_i3_282  
DN25977_c0_g2_i1_244  
DN37516_c0_g1_i1_428  
DN37516_c0_g1_i2_424  
DN38160_c0_g1_i1_5 

ucaauagauuggacuauauau 
ucaauagauuggacuauauau 
ucaauagauuggacuauauau 
ugacagaagagagugagcac 
ugacagaagagagugagcac 
ugacagaagagagugagcac 
ugacagaagagagugagcac 
ugacagaagaaagagagcac 
ugacagaagaaagagagcac 

uugagccgugccaauaucacg 
uugagccgugccaauaucacg 
uugagccgugccaauaucacg 
uugagccgugccaauaucacg 
uugagccgugccaauaucacg 
ugauugagccgugccaauauc 
ugauugagccgugccaauauc 
ugauugagccgugccaauauc 
ugauugagccgugccaauauc 
ugacagaagagagugagcac 
ugacagaagagagugagcac 
ugacagaagagagugagcac 
ucccaaauguagacaaagca  

cuuugucuacaauuuuggaaa 
cuuugucuacaauuuuggaaa 
ucccaaauguagacaaagca 

ugccuggcucccuguaugcca 
uaugagaguauuauaagucac 
uaugagaguauuauaagucac 
uaugagaguauuauaagucac 
acgguaucucuccuacguaac 
ugccuggcucccuguaugcca 
ugccuggcucccuguaugcca 
ugacagaagagagugagcac  

45.2%
46.6% 
46.6% 
61.4% 
61.4% 
61.4% 
61.4% 
60.5% 
60.5% 
63.2% 
63.2% 
63.2% 
63.2% 
63.2% 
55.4% 
55.4% 
55.4% 
55.4% 
63.2% 
63.2% 
63.2% 
59.2% 
56.8% 
56.8% 
59.2% 
53.7% 
55.7% 
55.7% 
55.7% 
65.2% 
67.9% 
67.9% 
59.5% 

-47
-47 
-47 

-47.2 
-47.2 
-47.2 
-47.2 
-31.8 
-31.8 
-41.1 
-41.1 
-41.1 
-41.1 
-42.4 
-46.8 
-46.8 
-46.8 
-46.8 
-48.4 
-48.4 
-48.4 
-43 

-42.8 
-42.8 
-43 

-41.9 
-43.2 
-43.2 
-43.2 
-33.4 
-46.3 
-46.3 
-41.9 

-1.42 
-1.38 
-1.38 
-1.1 
-1.1 
-1.1 
-1.1 
-0.65 
-0.65 
-0.85 
-0.85 
-0.85 
-0.85 
-0.88 
-1.14 
-1.14 
-1.14 
-1.14 
-1.01 
-1.01 
-1.01 
-0.96 
-1.02 
-1.02 
-0.96 
-0.95 
-1.1 
-1.1 
-1.1 
-0.74 
-0.87 
-0.87 
-0.84 

73 
73 
73 
70 
70 
70 
70 
81 
81 
76 
76 
76 
76 
76 
74 
74 
74 
74 
76 
76 
76 
76 
74 
74 
76 
82 
70 
70 
70 
69 
78 
78 
84 

  
  



) MFEبر اساس نتايج به دست آمده كمترين ميـزان انـرژي (  
ــا  ــر ب ــترين آن  -kcal/mol4/48 براب ــي -8/31و بيش ــد. ب م اش

و  MFEهــا بايســتي بــالاترين انــرژي miRNAهاي ســاز پــيش
را براي تشكيل ساختار ثانويـه نسـبت بـه     MFEI كمترين انرژي

RNAكننـده داشـته باشـند   ده و كدكننكدهاي غير )Bonnet et 

al., 2004 .() در نتايج ما، بالاترين انرژيMFEI 65/0) برابر با- 
مقادير بـه دسـت آمـده    ). 2اشد (جدول ب مي -42/1و كمترين آن 

) -tRNA )64/0- ،(rRNA )59/0در مقايسه با  MFEIشاخص 
  كه نشان )Zhang et al., 2006( ) كمتر بود-mRNA )66/0و 

هــاي شناســايي شــده   RNAســاز ميكــرو  دهــد پــيش  مــي
هــاي واقعــي هســتند. بيشــترين و كمتــرين طــول  RNAميكــرو
اشد كه ب مينوكلئوتيد  69و  84به ترتيب  miRNAهاي ساز پيش

  ). Patanunet al., 2013( العات مطابقت داشته استبا ساير مط
ــه داراي ســاختار  RNAســاز ميكــرو پــيش هــا در ســاختار ثانوي

هـا  RNAساز ميكـرو  نيز در پيش AUسري هستند. محتواي  سنجاق
بالاتر بود كه در مطالعات قبلي نيز گزارش  GCدر مقايسه با محتواي

). Zhang et al., 2006; Dhandapani et al., 2011شده اسـت ( 
هاي شناسايي شده با هشت معيار اجباري RNAساختار ثانويه ميكرو

 ,.Axtell et alداشـت ( در گياهان مطابقـت   RNAشناسايي ميكرو

سـاز تعـدادي از    اي از ساختار ثانويـه پـيش   نمونه 1در شكل ). 2011
ت. اس ـ هاي شناسايي شده در كاملينـا نشـان داده شـده   RNAميكرو

بال و مكمل آن به رنگ قرمز و آبي در تصـوير   RNAبخش ميكرو 
  مشخص شده است.

  
  هاي هدف و چگونگي مهار آنها بيني ژن پيش

ي شناسايي شده نشان داد كه RNAميكرو 33هدف  هاي بررسي ژن
شـوند  ها، تنظيم مـي   RNAژن توسط اين ميكرو 1415در مجموع 

كردهـاي زيسـتي متفـاوت    عملكه متعلق به چندين خانواده ژنـي بـا   
ژن بــا عمــل تخريــب شــدن  1081هســتند. نتــايج نشــان داد كــه 

)Cleavage شوند. مشخصـات  ژن با عمل ترجمه تنظيم مي 334) و 
آورده  3هـا در جـدول    RNAهاي هدف براي ميكـرو  تعدادي از ژن

  شده است. 
  

  Camelina sativaاه هاي شناسايي شده در گيRNAبراي ميكروهاي هدف شناسايي شده  ژن. 3 جدول
miRNA عمل miRNA  شماره شناسايي ژن هدف ژن هدف 

DN3705_c0_g1_i1_113 
DN3705_c0_g1_i2_121 
DN3705_c0_g1_i5_117 
DN14520_c0_g1_i1_206 
DN14520_c0_g1_i2_202 
DN14520_c0_g1_i4_208 
DN14520_c0_g1_i5_204 
DN14911_c1_g2_i1_261 
DN14911_c1_g2_i2_259 
DN17822_c0_g1_i1_302 
DN17822_c0_g1_i2_300 
DN17822_c0_g1_i4_304 
DN17822_c0_g1_i5_298 
DN17822_c0_g1_i6_306 
DN18166_c0_g1_i1_477 
DN18166_c0_g1_i2_481 
DN18166_c0_g1_i3_483 
DN18166_c0_g1_i4_479 
DN21203_c0_g1_i1_253 
DN21203_c0_g1_i2_257 
DN21203_c0_g1_i4_255 
DN21473_c0_g1_i1_290 
DN21473_c0_g1_i2_294 
DN21473_c0_g1_i3_292 
DN21473_c0_g1_i5_296 
DN23144_c0_g1_i1_474 
DN23242_c0_g1_i1_286 
DN23242_c0_g1_i2_284 
DN23242_c0_g1_i3_282 
DN25977_c0_g2_i1_244 
DN37516_c0_g1_i1_428 
DN37516_c0_g1_i2_424 
DN38160_c0_g1_i1_5 

cleavage 
cleavage 
cleavage 
cleavage 
cleavage 
cleavage 
cleavage 

Translation 
Translation 

cleavage 
cleavage 
cleavage 

Translation 
Translation 

cleavage 
Translation 

cleavage 
cleavage 
cleavage 
cleavage 
cleavage 
cleavage 
cleavage 
cleavage 
Cleavage 
cleavage 
cleavage 
cleavage 
cleavage 
cleavage 
cleavage 
cleavage 
cleavage 

Ferrochelatase 1
RNA binding family protein 

transmembrane protein-related 
Squamosa promoter binding protein 

Squamosa promoter 
Squamosa promoter binding protein 
Protein kinase superfamily protein 

Squamosa promoter binding protein 
Squamosa promoter 

GRAS family transcription factor 
HXXXD-type acyl-transferase family protein 

Succinyl-CoA ligase 
transposable element gene 

RING/U-box superfamily protein 
GAP-like zinc finger-containing protein 

Ankyrin repeat family protein 
BAK1-interacting receptor-like kinase 

glutamate receptor 5 
Protein kinase superfamily protein 

Phosphofructokinase family protein 
Homeodomain-like superfamily protein 

Pseudogene of pentatricopeptide repeat-containing protein 
Chaperone DnaJ-domain superfamily protein 
pseudogene similar to wall-associated kinase 

Transducin/WD40 repeat-like superfamily protein 
Auxin response factor 17 

Pentatricopeptide repeat (PPR) superfamily protein 
Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein 

RNA processing factor 
auxin response factor 10 
auxin response factor 17 

TPX2 C-terminal 
Cysteine/Histidine-rich C1 domain family protein

AT5G26030.1
AT3G12640.1 
AT2G46060.2 
AT2G33810.1 
AT1G27360.2 
AT5G50670.1 
AT3G28690.1 
AT1G27370.1 
AT1G27360.4 
AT4G00150.1 
AT3G47170.1 
AT5G23250.1 
AT3G43156.1 
AT2G38195.2 
AT1G08680.4 
AT1G10340.2 
AT5G48380.1 
AT2G32400.1 
AT3G28690.1 
AT1G20950.1 
At3g04450.2 

AT1G62860.1 
AT5G22080.1 
AT1G16140.1 
AT1G62860.1 
AT1G77850.1 
AT1G06580.1 
AT4G19440.1 
AT1G62670.1 
AT4G03560.1 
AT2G28350.1 
AT1G77850.1 

KAG7604870.1
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  



ــي ژن     ــتي شناس ــايج هس ــه نت ــه ب ــا توج ــدف،   ب ــاي ه ه
شناسايي شـده در اغلـب فرآينـدهاي زيسـتي و     هاي RNAميكرو

ز، رشد و نمو، انتقال از مرحله رويشـي بـه   متابوليكي همچون تماي
هـاي زيسـتي و غيرزيسـتي،     زايشي، انتقال پيام و پاسخ بـه تـنش  

ي كـه بـراي ايـن    هـاي  كننـد. از جملـه هـدف    نقش مهمي ايفا مي
هـاي متصـل شـونده بـه      ها يافت شد، يكي پـروتئين RNAميكرو

ي پروتئين كينـاز هسـتند.   و ديگري خانواده Squamusaوموتورپر
اي از  ، خانواده Squamusaهاي متصل شونده به پروموتور ئينپروت

فاكتورهاي رونويسي هستند كه با دمين اختصاصي متصل شـونده  
  شوند. شناخته مي DNAبه 

  
  هاRNAهاي حامل ميكرو بررسي بيان ژن
 بـا اسـتفاده از شاخصـة    RNAميكـرو هاي حامل  بررسي بيان ژن

)Transcript Per Millions (TPM ــان ــه بيـ ــداد كـ گر تعـ
هــاي نرمــال همرديــف شــده بــه آن اســت و نيــز تعــداد  خــوانش
) برآورد شـده  Countsهاي همرديف شده به هر كانتيگ ( خوانش

اندازه مقدار آن بالاتر باشد بـه معنـي   هر  TPMاست. در شاخصة 
هـاي   ي بيـان ژن بيان بالاتر خواهد بود. در اين پـژوهش مقايسـه  

هاپلوئيد مورد مطالعـه، نشـان   در دو لاين دابلد RNAحامل ميكرو
 1كـه در لايـن شـماره     miR474و  miR296داد كه به غيـر از  

ان بي ـ 2ها در لاين شماره RNAكرويمبيان بيشتري داشتند، بقيه 
تر بودن ميزان توليد  ، اين موضوع با توجه به پايينبالاتري داشتند

ي  نشـاندهنده  2ي  نسبت به لاين شـماره  1روغن در لاين شماره 
در  miR483. باشد با توليد روغن مي  RNAميكرورتباط اين دو ا

هـاي  RNAميكـرو  TPMهيچكدام از لايـن هـا بيـان نداشـت.     
miR261 ،miR483 ،miR290 ،miR428  وmiR424  در

و  miR474هـاي  RNAبرابـر بـا صـفر و ميكـرو     1لاين شـماره  
miR483  ــود.  2در لايــن شــماره ــا صــفر ب ــر ب و  miR113براب
miR206 كـرو يمترين ميزان بيان را در بـين همـه   بالاRNA  هـا

احتمـالا   2ها در لاين RNAبيان بالاتر ميكرو ). 4داشتند (جدول 
شي در سطح رونويسـي بـراي   خامونشانگر فعاليت بالاتر مكانيسم 

  باشد. مي 1هاي هدف در اين لاين نسبت به لاين شمارة  ژن
  

  sativa Camelina دو لاين دابلدهاپلوئيد گياه  ها درRNAهاي حامل ميكرو مقايسه بيان ژن. 4 جدول
 ژن حامل
miRNA 

TPM 
1لاين   

Counts

1لاين   
TPM 
2لاين   

Counts 

2لاين   
DN3705_c0_g1_i1_113 
DN3705_c0_g1_i2_121 
DN3705_c0_g1_i5_117 

DN14520_c0_g1_i1_206 
DN14520_c0_g1_i2_202 
DN14520_c0_g1_i4_208 
DN14520_c0_g1_i5_204 
DN14911_c1_g2_i1_261 
DN14911_c1_g2_i2_259 
DN17822_c0_g1_i1_302 
DN17822_c0_g1_i2_300 
DN17822_c0_g1_i4_304 
DN17822_c0_g1_i5_298 
DN17822_c0_g1_i6_306 
DN18166_c0_g1_i1_477 
DN18166_c0_g1_i2_481 
DN18166_c0_g1_i3_483 
DN18166_c0_g1_i4_479 
DN21203_c0_g1_i1_253 
DN21203_c0_g1_i2_257 
DN21203_c0_g1_i4_255 
DN21473_c0_g1_i1_290 
DN21473_c0_g1_i2_294 
DN21473_c0_g1_i3_292 
DN21473_c0_g1_i5_296 
DN23144_c0_g1_i1_474 
DN23242_c0_g1_i1_286 
DN23242_c0_g1_i2_284 
DN23242_c0_g1_i3_282 
DN25977_c0_g2_i1_244 
DN37516_c0_g1_i1_428 
DN37516_c0_g1_i2_424 
DN38160_c0_g1_i1_5 

3.348838
3.804317 
3.723067 
1.723683 
1.505351 
0.191110 
0.606384 
0.000000 
1.001970 
0.535791 
0.554457 
0.774785 
0.280199 
1.448320 
0.237481 
0.297121 
0.000000 
0.629994 
0.360193 
0.228897 
0.326677 
0.000000 
0.321043 
0.780913 
0.368263 
0.606665 
0.186800 
0.358664 
0.144834 
0.821298 
0.000000 
0.000000 
0.188648

112
129 
125 
71 
61 
2 
25 
0 
6 
5 
4 
7 
3 
14 
2 
2 
0 
1 
3 
2 
3 
0 
2 
3 
2 
2 
2 
4 
2 
8 
0 
2 
1

5.042535
4.402651 
4.446943 
5.986439 
3.175338 
0.524956 
1.326222 
1.136626 
0.564513 
0.827527 
0.618492 
0.733549 
0.307638 
1.709714 
0.394586 
0.332606 
0.000000 
0.747529 
0.399172 
0.506336 
0.120204 
0.300922 
3.609178 
5.115676 
0.208759 
0.000000 
0.307638 
0.884868 
0.394657 
1.696204 
0.298755 
0.448132 
0.428456

157 
139 
139 
230 
120 
5 

51 
3 
3 
7 
4 
6 
3 

15 
3 
2 
0 
1 
3 
4 
1 
1 

20 
17 
1 
0 
3 
9 
5 

15 
2 
3 
2 
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  Camelina sativaهاي شناسايي شده در RNAساز تعدادي از ميكرو ساختار ثانويه پيش. 1 شكل

  
  گيري كلي نتيجه

عـات ژنتيكـي   در مطالعه حاضر به منظور افـزايش محتـواي اطلا  
ــوالي  ــس از ت ــا، پ ــابي  كاملين ــع  ي ــاه، مرج ــن گي ترنســكريپتوم اي

بنـدي شـد.    امعي براي اين گياه ارزشمند سـرهم تومي جترنسكريپ
مرجع ترنسكريپتومي ايجاد شده در مطالعه حاضر منبع بسيار غني 

شده گياه  هاي حفظRNAيكروبراي بررسي و تعيين خصوصيات م
 33كاملينا تشخيص داده شد، به طوري كه در اين مطالعـه تـوالي   

  شدند. شده در گياه كاملينا شناسايي  ي حفظRNAميكرو
توانند به عنوان ابزارهاي اصـلاحي جديـد در    ها ميRNRميكرو

بهبود ژنتيكي گياهان عمل كرده و برخي از آنها تـأثير نيرومنـدي در   
ي زراعي دارند. در اين بررسي، بـراي تشـخيص   عمده تنظيم صفات

هاي زيستي مبتني  ههاي گياه كاملينا، با يك رويكرد دادRNAميكرو
هاي سرهم شـده بـر اسـاس     در ابتدا كانتيگ بر جستجوي همساني،

يابي ترنسكريپتوم گيـاه كاملينـا در برابـر     هاي حاصل از توالي خوانش
ــزار ي پيشــين، هــاي شــناخته شــدهRNAميكــرو ــا اســتفاده از اب ب

mirDeep2  ميكرو 33همريف شدند و در نهايتRNR  نامزد متمايز
مهمي در مهار ها نقش RNAينا شناسايي شد. اين ميكرودر گياه كامل

فرآيندهاي زيستي مانند رشد و نمو، نور ساخت، سوخت و ساز و پاسخ 
ه كنند. همچنين تعداد زيادي ژن از جمل هاي محيطي ايفا مي به تنش

و ... به  Squamusaهاي متصل شونده به پروموتور  هاي پروتئين ژن

ها شناسايي شدند. در صـورت  RNAهاي هدف اين ميكرو عنوان ژن
توان از آنهـا   ها ميRNAهاي هدف ميكرو قيق عملكرد ژنبررسي د

براي مهندسي مسيرهاي هدف و يا اصلاح اهداف مـورد نظـر بهـره    
ي بالاي خود براي نيل به اين اهداف جست. امروزه اين ابزار توانمند

و چه در  هاي مختلف انجام شده چه در گياهان را در بسياري از پروژه
  جانوان اثبات كرده است.
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A B S T R A C T 
Rice (Oryza sativa) is very sensitive to drought stress because of its limited 
adaptation to water-deficit conditions. Drought stress alters morphological, 
physiological, biochemical, and molecular responses in plant. In this study, 
the effects of drought stress on morphological traits and expression of 
transcription factor genes DREB2A and ZFP252 at vegetative and 
reproductive stages were investigated in TH1 line (drought sensitive) and 
Neda (drought tolerant). Drought stress was induced by stopping irrigation at 
tillering and heading stages. Investigation of morphological traits showed 
tiller and panicle numbers as production indices were significantly higher in 
Neda cultivar than TH1 line. Real Time PCR Neda genotype showed a 
significant increase (3.217 expression ratio) in expression of transcript level 
of ZFP252 at vegetative stage under drought stress. This indicates the 
importance of this drought stress responsive gene in acquisition of drought 
tolerance in this genotype at this stage. Investigation of expression level 
changes in TH1 line showed significant increase in DREB2A and ZFP252 
genes expression under drought stress at the vegetative stage. Gene 
expression analysis in this study suggesting that tolerant and sensitive plants 
may be using genetic regulations and different mechanisms to be exposed to 
stress conditions. Deciphering of these molecular mechanisms will aid to 
better understand stress tolerance and to select strategies for improving crop 
productivity facing climate change. 
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علمي نشريه   

فناوري گياهان زراعي زيست  

  
 »مقاله پژوهشي«

 يفاكتورهـا  كننـده دك يهـا  ژن انيب و زراعي صفات بر يخشك تنش ريتاث يبررس
  برنج در   DREB2A و   ZFP252  يسيرونو

 
 *1گعليرضا ترن

 

  چكيده
 به دليل سازگاري محدود با شرايط كم آبي، به تنش خشكي بسيار حساس است. )Oryza sativaبرنج (

در دهد.  در اين گياه تغيير مي هاي مورفولوژيكي، فيزيولوژيكي، بيوشيميايي و مولكولي را تنش خشكي پاسخ
هاي كدكننده  و بيان ژن كمورفولوژيصفات اين تحقيق تأثير تنش خشكي در مراحل رويشي و زايشي بر 

(حساس به خشكي) و رقم ندا  TH1در لاين برنج  ZFP252و  DREB2Aفاكتورهاي رونويسي 
و ي زن بياري در مراحل پنجهبه خشكي) مورد بررسي قرار گرفت. تنش خشكي از طريق توقف آ متحمل(

تعداد پنجه و تعداد خوشه به عنوان نتايج بررسي صفات مورفولوژيكي نشان داد اعمال شد.  دهي خوشه
 نشان داد Real Time PCRبود.  TH1لاين  داري بيشتر از شاخصي براي توليد در رقم ندا به طور معني

. شدبر) برا 217/3(به نسبت  ZFP252ان ژن تنش خشكي در مرحله رويشي باعث افزايش بي در رقم ندا
ي رشدي  دهنده به تنش خشكي در اين ژنوتيپ در اين مرحله ي اهميت اين ژن پاسخ اين امر نشان دهنده

حاكي از افزايش  TH1در لاين  ZFP252و  DREB2Aي ها ژنباشد. بررسي تغييرات ميزان بيان  مي
هاي كد  آناليز بيان ژن. بودي ي رويش در مرحلهشكي ش ختن ي وقوع دار بيان اين دو ژن در نتيجه معني
ي فاكتورهاي رونويسي در اين مطالعه بيانگر آن بود كه گياهان متحمل و حساس ممكن است از  كننده

رمزگشايي از اين متفاوتي در مواجهه با شرايط تنش استفاده كنند. هاي  تنظيمات ژنتيكي و مكانيسم
وري  راي بهبود بهرههايي ب تخاب استراتژيبهتر تحمل به تنش و ان هاي مولكولي به درك مكانيسم

 كند. محصول در مواجهه با تغييرات آب و هوايي كمك مي

 پژوهشگاه ،يجانور يوتكنولوژيب پژوهشكده
 سازمان ،) ABRII( رانيا يكشاورز يوتكنولوژيب 
 ،) AREEOي (كشاورز جيترو و آموزش قات،يتحق 
  . .رانيا رشت، 
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  مقدمه
 ـجدي شاورزي در قرن بيست و يكم با چالشي ك ه براي دستيابي ب

تـا سـال    وري محصـولات  درصـدي در بهـره   70اً افزايشي حـدود 
؛ وانگ، 2016(جوشي، كاران و سينگلاپاريك، مواجه است  2050

در ميان عوامل غيرزيسـتي مختلـف كـه توليـد     )2016لي و مائو، 
د، تـنش  نكش ـ محصولات زراعي را در سطح جهان به چالش مـي 

افـزايش  بـا   كنـد.  اي نقش مهمي ايفا مـي  خشكي به طور فزاينده
يا تا پايان ايـن  خشكي در دن جهاني، وقوعفراواني تغييرات اقليمي 

سينگ و لاكسـمي،  درصد افزايش خواهد يافت ( 20قرن بيش از 
ي مقرون به صـرفه شـناخته    )، غلهOryza sativaبرنج ( ).2015

، قـادر اسـت در   semiaquaticشده در جهان، به عنوان يك گياه 
ژائـو و تونـگ و ايزنگـا،    رشـد كنـد (   هاي غرقاب به خـوبي  خاك

كوچـك،   اي به دليل سيسـتم ريشـه  اين گياه حال،  با اين ).2011
ها يكي از گياهـان   موم نازك كوتيكولي و بسته شدن سريع روزنه

). 2012جي، وانگ و سـان،  شود ( حساس به خشكي محسوب مي
خشكي به طور قابل توجهي رشد و نمو را در نتيجه كـاهش رشـد   

 ـها ( تل نموده، تعداد پنجهريشه مخ )، 2014در و خـان،  اشفق، هاي
ظرفيـت فتوسـنتزي را   ) و 2014سـوكوتو و موحمـد،   ارتفاع بوته (

هـا،   دهد، منجر بـه آسـيب اكسـيداتيو بـه كلروپلاسـت      ميكاهش 
هاي متابوليك و كاهش تجمع و تقسيم ماده  محدود كردن واكنش

تشـكيل  ن همچنـي  ).2009فاروق، وحيـد و لـي،   شود ( ميخشك 
لولي، اي مختلف سه ) در بخشROS( واكنشيهاي اكسيژن  گونه

ــدري، پراكســي  ــد ميتوكن ــا و كلروپلاســت زوم مانن ــا، نتيجــه  ه ه
 ).2006هانســن، گــو و جــونز، ناپــذير كمبــود آب اســت ( اجتنــاب

گيرند، با  هنگامي كه گياهان برنج در معرض تنش خشكي قرار مي
 آني تنظيمـي پيچيـده بـه    اه ـ اي از مكانيسم كردن مجموعه فعال

 بـه عبـارت ديگـر   ). 2013 گزيونـگ،  فوكـائو و دهنـد (  پاسخ مـي 
يك ويژگي پيچيده اسـت كـه توسـط    در برنج مقاومت به خشكي 

هـاي   شناسايي ژن .شود هاي ژني تنظيم مي ها يا كمپلكس پلي ژن
هاي مقاومـت بـه    دخيل در تحمل به خشكي براي درك مكانيسم

برنج از اهميت بالايي برخوردار است.  دنخشكي در محصولاتي مان
 MAS1هـاي   سيسـتم  ي توسـعه  درتوانند  اي كانديد ميه اين ژن

هـاي اصـلاح مولكـولي اسـتفاده      براي تحمل به خشكي در برنامه
هـاي اخيـر در زيسـت     پيشرفت ).2018نديم، ناواز و شهيد، شوند (

 يـن ا اي از شناسي مولكولي، جداسازي و شناسـايي تعـداد فزاينـده   

                                                                                      
1. Marker assisted selection  

). ايـن اميـد   2011هاديـارتو و تـران،   ها را تسهيل كرده است ( ژن
وارد را بـا   بـه تـنش  وجود دارد كه فناوري تراريخته بتواند تحمل 

 داخلـي هـاي   جديد يا تغيير سطح بيـان ژن  خارجيهاي  ژن كردن
هاي كانديد  ). يكي از ژن2005ياماگوچي و بلوموالد، بهبود بخشد (

ده در مهندسي تحمل به خشـكي فـاكتور   فاستاميدواركننده مورد ا
ــي  ــي DREB2Aرونويس ــد ( م ــالا و راوولا،  باش ــانديا، تالاكاي س

ــي   .)2021 ــاي رونويس ــم DREB2Aفاكتوره ــاي  در مكانيس ه
خشـكي،   هـاي  شتنظيمي كه در برخي گياهـان در پاسـخ بـه تـن    

ميزوئـي، شـينوزاكي و   شوري و گرمايي وجود دارد، دخيل هستند (
بر طبق اظهارات هراواتـي، آلنـوپري و مصـدر    . )2012شينوزاكي، 

هاي بـرنج   تحمل به خشكي در بوته DREB2Aهاي  ) ژن2021(
) نيـز  2021لي و همكاران (لي، ژانگ و يانگ،  كنند. را كنترل مي
م كننده رونويسي است كه بيان يك تنظي ZFP252اظهار داشتند 

را از هاي اسمزي  هاي پاسخگو به تنش و تجمع حفاظت كننده ژن
تحمــل بــه  در راســتاي ايجــاد ABAطريــق مســير وابســته بــه 

كنـد. گزارشـات    خشكي و اكسيداتيو در برنج تنظيم مـي  هاي تنش
متعددي در راستاي تغييـرات در ميـزان بيـان ايـن ژن در شـرايط      

نژاد و مومني  دارد، از آن جمله اكبرپور، خاوريتنش خشكي وجود 
تغيير چنداني در ميـزان  ) اظهار داشتند تنش خشكي سبب 2016(

 ل به خشكي برنج در مقايسه با شـرايط بيان اين ژن در رقم متحم
فاكتورهاي رونويسي ابزارهاي قدرتمندي گردد.  نرمال آبياري نمي

يـك فـاكتور   براي مهندسي ژنتيـك هسـتند، زيـرا فـوق تظـاهر      
هـاي   كـل مجموعـه ژن   افزايش بيـان تواند منجر به  رونويسي مي

بـا توجـه   ). 2003(دوبوزت، ساكوما و ايتو،  شود اه تحت كنترل آن
فاكتورهاي رونويسي در واكنش گياه برنج بـه خشـكي،    به اهميت

ي اين فاكتورهـا در   هاي كد كننده بررسي ميزان تغيير در بيان ژن
تواند در افزايش درك ما از نقش و عملكـرد   مواجهه با خشكي مي

هـا بـراي اصـلاح     از آناين فاكتورها در ارقام بومي جهت استفاده 
  ا متحمل به تنش خشكي مفيد باشد. هاي برنج مقاوم و ي واريته
 

  هامواد و روش
  رشد گياه و شرايط تنش خشكي

ي پژوهشــكده در گلخانــه 1399ايــن آزمــايش در ســال زراعــي 
برنج ايراني ندا بيوتكنولوژي جانوري رشت اجرا شد. بذور يك رقم 

؛ 2016مــومني، نــژاد و  ورياكبرپــور، خــا(متحمــل بــه خشــكي) (
(لايـن حاصـل از    TH1لايـن   و) 2016 مـلازاده، ترنـگ و زارع،  

پـس از  ) حساس بـه خشـكي   سازي توده برنج رقم هاشمي خالص
زنـي در   بـه منظـور جوانـه   ر، تهيه از مؤسسه تحقيقات برنج كشـو 
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 3الي  2ي  كشت داده شدند. نشاها در مرحلهمخصوص  هاي جعبه
بوته در  3به تعداد  25×25اد لاستيكي به ابعهاي پ به گلدان برگي
آزمايش به صـورت فاكتوريـل در شـرايط    گلدان منتقل شدند. هر 

 تكرار انجام شـد.  3اي در قالب طرح پايه كاملاً تصادفي با  گلخانه
رقم نـدا و لايـن   (در دو سطح  شامل رقممورد بررسي  فاكتورهاي

TH1،(  تنش در سه سطح)ه رويشـي و  بدون تنش، تنش در مرحل
در ي رويشـي،   رحلـه جهت اعمال تنش خشـكي در م بود.  )زايشي
قطـع شـد.   روز،  20زنـي آبيـاري بـه مـدت      آغـاز پنجـه  ي  مرحله
شدند. در مرحله زايشي پـس  طور معمول آبياري  هاي شاهد به بوته

 TH1لاين روزگي براي  80و در سن  مرحله آبستني ي از مشاهده
ا (به دليل داشتن مرحله رويشـي  روزگي براي رقم ند 90و در سن 

تنش خشكي اقدام بـه قطـع   روز جهت اعمال  18بلندتر) به مدت 
شد. در هر دو مرحلـه رويشـي و زايشـي پـس از     ها  گلدانآبياري 

خشكي و با مشاهده علايم تنش از قبيل لـول شـدن   اعمال تنش 
برداري  نمونه ها گلدان، خشك شدن و ترك برداشتن خاك ها برگ

 -80در  RNAهـا تـا زمـان اسـتخراج      . برگنجام شدا ها از برگ
همچنـين صـفات مورفولوژيـك    . گراد قرار داده شدند تيدرجه سان

رتفـاع بوتـه،   شامل تعداد پنجه در هر كپه، تعداد خوشه در بوتـه، ا 
وزن خوشه در بوته، طول و عـرض بـرگ پـرچم، مسـاحت بـرگ      

مـل بـه   وزن خشك بوته، در ارقام حساس و متح و پرچم، وزن تر
ي گيـر  ورد انـدازه نرمال آبياري م ـخشكي درشرايط تنش و شرايط 

 هـا  پس از رسـيدن كامـل بوتـه   نيز . وزن تر و خشك قرار گرفتند
  مورد ارزيابي قرار گرفت. 

 
  cDNAو سنتز  RNAج استخرا
RNA هـاي   كل با استفاده از معرف ترايزول (اينويتروژن) از نمونه

احل رشدي رويشي و زايشـي  هاي تحت تنش در مر شاهد و نمونه
استخراج شده بـه   RNAهاي  نمونه يتو كم استخراج شد. كيفيت

ــب  ــارز    ترتي ــورز ژل آگ ــتفاده از الكتروف ــا اس ــانودراپ  و% 1ب ن
)NanoDrop2000به منظور اطمينان رد ارزيابي قرار گرفت. ) مو

 ،RNAهـاي   نمونهژنومي  DNAاز عدم وجود آلودگي احتمالي با 
 15ها به مـدت   استفاده شد. بدين منظور نمونه DNase I آنزيم از

ي  رشته تيمار شدند. سپس DNaseحرارت اتاق با  دقيقه در درجه
مطابق با دستورالعمل موجود در كيت مـورد اسـتفاده    cDNA اول

در اولـين  ) سنتز شـد.  cDNA )Thermo Scientificبراي سنتز 
 RNAهـاي   هـاي نمونـه   ابتـدا غلظـت   cDNAسـاخت   ازمرحله 
-RTكـنش  وا در در ميكروليتـر  دو ميكروگرم سازي شد و همسان

PCR  ل در اختيـار گـرفتن احتمـا    منظـور  كار به. اين داده شدقرار
هاي مختلـف بـراي    با غلظت RNAهاي  مساوي براي تمام نمونه

ميكروليتر  25حجم نهايي مخلوط پايه شد. انجام  cDNAساخت 
ليتر آب عـاري  ميكرو X5 ،25/11ميكروليتر بافر واكنش  5حاوي 

 RiboLock RT )20ميكروليتـر   25/1از نوكلئاز موجود در كيت، 
، RNaseكننده يا بازدارنـده  واحد در ميكروليتر) به عنوان ممانعت 

ــر  25/1 ميكروگــرم در  2/0هگزامــر تصــادفي ( آغــازگرميكروليت
 25/1مــولار و  ميلــي dNTP 10ميكروليتــر  5/2ميكروليتــر)، 

از نـوع   Reverse Transcriptaseآنزيم  RevertAidميكروليتر 
M-MuLV )200   .ــود ــر) ب ــد در ميكروليت ــه واح ــت هم ي  كيفي

 PCRهاي  ي جفت آغازگرها و فرآورده با همه cDNAهاي  نمونه
  % تست شد. 2با استفاده از الكتروفورز ژل آگارز 

  

  طراحي آغازگر
هـاي كـد كننـده برخـي از فاكتورهـاي       با توجه به عملكرد ژن

 ايه ـ ، تـوالي ژن كيرونويسي درگير در تحمل بـه تـنش خش ـ  
ZFP252 ،DREB2A ي  از پايگاه دادهNCBI   .به دست آمـد
آغازگرهـاي   Primer3اسـتفاده از نـرم افـزار آنلايـن      سپس با

تـوالي  ). 1(جـدول  هـا طراحـي شـد     اختصاصي بـراي ايـن ژن  
آغازگرهاي طراحي شده با استفاده از بلاست مورد بررسي قـرار  

حاصل  ها اطمينان فت تا از اختصاصي بودن محل اتصال آنگر
عنـوان   ) بـه 2012ليو، كاچور و دوان، ( 18S rRNAشود. ژن 

هـاي   دار) بـه منظـور نرمـال سـازي داده     ژن مرجع (يا ژن خانه
PCR  .در  هـا  ژنسپس بيان اين كمي مورد استفاده قرار گرفت

مـورد   شرايط تنش و شرايط طبيعـي در دو رقـم بـرنج مـذكور،    
  بررسي قرار گرفت.  

  
 الي آغازگرهامشخصات و تو .1جدول 

 آغازگرتوالي   آغازگرنوع  (جفت باز) PCRطول محصول  )C°دماي اتصال (  نام ژن شماره دسترسي

AP014957.1 DREB2A  61  147  F  
R  

ACCTCATTGGGTCAGGAAGAAG  
TTCTTGGACCCCTTGGCTG  

AP014968.1 ZFP252  66  160  F  
R  

AGGTGGTGGTGGAGACGAAA  
TCGTAGTGGCATCGCTTGTG  

AK059783 18S rRNA  61  200  F  
R  

ATGGTGGTGACGGGTGAC  
CAGACACTAAAGCGCCCGGTA  
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  Real Time PCRفاده از آناليز بيان ژن با است
 Real Timeاده ازدسـتگاه  اسـتف بـا   Real Time PCRواكنش 

PCR (iCycler IQ5 real-time PCR, Bio-Rad)  ــا و ب
مشـخص كـردن    ، در راسـتاي اختصاصـي  آغازگرهايكارگيري  به

. انجام شـد  رونويسي مورد بررسيهاي فاكتورهاي  ژنميزان بيان 
مخلـوط پايـه توسـط     تويـات و مح آغازگرهاشرايط دمايي اتصال 

PCR   ــام ــل از انج ــداول قب ــنش  مت  Real Time PCRواك
سازي شد. جهت حصول دمـاي اتصـال مناسـب از گراديـان      بهينه

گراديانـت   PCRدرجـه سـانتيگراد در شـرايط     64الـي   50دمايي 
 Thermo scientific maximaاده (استفاده شد. كيت مورد استف

SYBR Green/ ROX qPCR master mix حاوي سه تيوب (
بود  زنوكلئا واكنش و آب عاري از ليتري از مخلوط پايه ميلي 25/1

كه اين مخلوط پايه واكنش داراي تماي اجزاي مـورد نيـاز بـراي    
انجام واكنش بود. جهت بدست آوردن كارايي تكثيـر و همچنـين   

جهـت   cDNAهاي  سازي نمونه ت مناسب براي رقيقتعيين غلظ
هـا منحنـي اسـتاندارد     هـايي، بـراي تمـام ژن   استفاده در واكنش ن

 2ميكروليتـر شـامل    15هر واكنش در حجـم نهـايي    د.ترسيم ش
ي سـايبرگرين،   ميكروليتـر مخلـوط پايـه    cDNA ،5/7ميكروليتر 

ر آب ميكروليت ـ 5ميكروليتر از آغازگرهاي رفت و برگشت و  25/0
 يمـراز اي پل هاي حرارتي واكنش زنجيره چرخهعاري از نوكلئاز بود. 

درجــه  95دردقيقــه  4ي واسرشــت ســازي اوليــه  شــامل مرحلــه
ــه در  30چرخــه شــامل  45گــراد، ســپس  ســانتي درجــه  95ثاني
 72ثانيـه در   30گـراد و   درجـه سـانتي   60ثانيه در 30گراد،  سانتي

 ـ گراد بود.  درجه سانتي ه وسـيله افـزايش تشعشـع    تعيين كميـت ب
دو  DNAه فلورســنس در نتيجــه اتصــال رنــگ ســايبر گــرين بــ

. در انتهـاي واكـنش   اي در انتهاي هر سيكل انجـام گرفـت   رشته
و ايجــاد  DNAهــاي  اي پليمــراز، عمــل گسسـتن رشــته  زنجيـره 

 95تـا   54هـا از   منحني ذوب به وسيله حرارات دادن آهسته نمونه
مر كـاهش در فلورسـنس در نتيجـه    گراد و ثبت مسـت  درجه سانتي

ها، چرخه  نهي هر يك از نموانجام شد. برا DNAافتراق دو رشته 
فلورسنس ثبت شده در حد بالاتر از ن افزايش ) كه در آCtآستانه (

شـد  گـردد، تعيـين    خط پايه براي اولين بـار قابـل تشـخيص مـي    
  ).2015(نويدشاد، سالكده و رويان، 

  

  آناليزهاي آماري
هـا را بـا    كه آناليز داده RESTمنظور تعيين بيان نسبي از نرم افزار  به
مدل رياضـي فافـل   دهد، استفاده شد.  مدل فافل انجام ميستفاده از ا

. كنـد  يت نسبي يك ژن هدف را در مقايسه با ژن مرجع تعيين ميكم
مدل استفاده از كارايي تكثير بدست آمـده از   اين از مزاياي استفاده از

ها و محاسبه از طريق رابطه  اي استاندارد براي تك تك ژنه منحني
  ). 2002فافل، هورگان و دمپله، ( باشد زير مي

         ) 1معادله 

كـارايي   Erefكارايي تكثيـر ژن هـدف،    Etargetكه در آن، 
طريق كـم كـردن   از  ΔCPrefو  ΔCPtarget تكثير ژن مرجع و

Ct  نمونه شاهد ازCt آيند. دست مي نمونه تنش يافته به  
  شود. جام ميمحاسبه كارايي تكثير از طريق فرمول زير ان

                                   )           2معادله 

  شود. هاي استاندارد حاصل مي از منحني slopeكه در آن 
بـا   هـاي مورفولوژيـك   داده هـاي آمـاري   محاسبات و تجزيـه 
 ,SAS Institute( 9,1ي  نسـخه  SAS استفاده از نرم افزارهـاي 

انكن در سطح با آزمون دها نيز  ه ميانگين) انجام شد. مقايس2002
  .انجام پذيرفت 05/0 احتمال
  

  نتايج و بحث
  صفات زراعي

از نظر  TH1تايج تجزيه واريانس نشان داد كه بين رقم ندا و لاين ن
تمام صفات مورد بررسي بجز طول برگ پـرچم و وزن تـر اخـتلاف    

تحـت   ريدا به طور معني بوته داري وجود داشت. صفت ارتفاع معني
االله و اظهـارات عبـد   ايـن نتـايج بـا   ثير تنش خشكي قرار گرفـت.  أت

) مبني بر كاهش ارتفـاع بوتـه   2015همكاران (عبداالله، پاوار و كاله، 
در گياهان زراعي با افزايش شدت و مدت تـنش خشـكي مطابقـت    
دارد. كاهش در ارتفاع بوته به دليل كـاهش طـول سـلول ناشـي از     

شود (يوپادهيايـا   ور سلولي ميكاهش تورگكمبود آب است كه باعث 
صـفات  نيـز بـراي   اثر متقابل رقم در تنش خشـكي  ). 2019 و پاندا،

وزن تر، وزن خشك، وزن خوشه، طول برگ پرچم و مساحت بـرگ  
دار القا شده توسط تـنش   كاهش معني ).2(جدول  دار شد پرچم معني

ــاس در     ــه و بيوم ــاع بوت ــرگ، ارتف ــطح ب ــاحت س ــكي در مس خش
لسـلوان و  رنج توسـط كـادام و همكـاران (كـادم، تامي    يوارهاي بكولت

است. تنش خشكي بر ميتوز، طويـل   ) به اثبات رسيده2017لاواس، 
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شدن و گسترش سلولي اثر گذاشته و در نهايـت منجـر بـه كـاهش     
شـود. همچنـين ايـن تـنش      صفات مرتبط با رشـد و عملكـرد مـي   

س تر ليد بيوماغيرزيستي با كاهش سطح برگ و درنتيجه كاهش تو
  سازد.   و خشك، گياهان زراعي را متأثر مي

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  تحت تنش خشكي در مراحل رويشي و زايشي TH1 تجزيه واريانس صفات زراعي در رقم ندا و لاين .2جدول 
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  ns23/21  **62/0  **13/112  ns02/287  **87/156  98/202**  89/15*  12/19** 81/86** 1  رقم
  ns01/0  ns92/17  **87/589  ns005/0  **57/395  **47/1068  ns55/82  61/10*  94/68*  2  تنش خشكي

  ns87/43  ns52/0  ns07/0  **23/148  **95/73  ns000/0  *18/35  *35/757  *28/171  2  تنش خشكي× رقم 
  57/28  54/208  01/7  01/1  19/9  89/9  98/1  76/1  15/42  12  خطا

  27/10  52/8  85/9  92/4  81/10  71/11  79/8  8/13  46/8    ضريب تغييرات (%)
nsحتمال يك درصدسطح ا دار در دار در سطح احتمال پنج درصد ، **: معني دار، *: معني : غيرمعني  

  
نتايج حاصل از صفات زراعي مورد بررسي در شرايط 

  تنش خشكي و شرايط نرمال
داري بر رشد گياهـان مـورد مطالعـه در ايـن      خشكي به طور معني

ارتفـاع   و) 49/11(تعداد پنجه اي كه  پژوهش اثر گذاشت، به گونه
 بـا در شرايط تنش خشـكي در مقايسـه   متر)  سانتي 54/102( بوته

كـاهش  ) 74/108، ارتفاع بوته: 96/12(تعداد پنجه:  شرايط نرمال
ت كه تنش خشكي بر متغيرهاي ي آن اس يافت و اين نشان دهنده

اين نتايج همسو با نتايج گزارش  گيري شده اثر كاهشي دارد. اندازه
تعداد پنجـه و  دار  معني كاهششده توسط ديگر محققين مبني بر 

 رشـدي  ل تـنش خشـكي در مرحلـه   مـا اعدر صـورت   ارتفاع بوته
كـاهش محتـواي   ). 2003لفيتي، بلـوم و آلتـين،   (باشد  ميرويشي 
ل پتانسيل آب برگ و كاهش آماس در طي تنش كاهش آب، تقلي

رشد سلولي را به دنبال خواهد داشت كه ايـن موضـوع همـراه بـا     
جليل، مانيوانان و شود ( ارتفاع بوته ميپيري برگ منجر به كاهش 

  ).2001وحيد، 
 72/23(طـول  مشـخص شـد    3همچنين با توجه بـه جـدول   

در متـر مربـع)    سـانتي  74/18(و مساحت بـرگ پـرچم   متر)  سانتي
(طول برگ پـرچم:  شرايط تنش خشكي در مقايسه باشرايط نرمال

به  متر مربع) سانتي 18/24متر، مساحت برگ پرچم:  سانتي 56/31
شي از خشكسالي داري كاهش يافت. پتانسيل كم آب نا طور معني

). همچنـين  2020كنـد (ژو، ژو و هـو،    محـدود مـي   رشد بـرگ را 
فشـار  و  آونـد چـوبي   هـاي  ت سـلول اختلال در جريان آب به سم

ر كمتر به دليل كمبود آب، به شكل رشـد ضـعيف سـلول و    وتورگ

. دهـد  ين م ـنشـا خود را كاهش سطح برگ در محصولات زراعي 
معـدني و متابوليسـم    ي ذيـه اثرات منفي كمبود آب بر تغبنابراين، 

(زايـن، اسـماعيل و محمـود،     شـود  باعث كاهش سطح برگ مـي 
 ـ .)2014 شـدن بـرگ، پژمردگـي، پيـري      رگ، رولكاهش سطح ب

ها نيز از ديگـر صـفات مورفولـوژيكي     زودرس و بسته شدن روزنه
منجـر بـه كـاهش در     مرتبط با تنش خشكي هستند كه در نهايت

در نيـز  وزن تـر  ). 2021و بهـارا،  شـوند (پانـدا، ميشـا     عملكرد مي
 در مقايسـه بـا شـرايط نرمـال    گرم)  84/65(شرايط تنش خشكي 

تواند مبين ظرفيت نامناسب  كاهش پيدا كرد كه ميرم) گ 18/85(
   ).3 آبي باشد (جدول حفظ آب توسط گياه برنج در شرايط كم

  
ررسي در شرايط تنش خشكي و فات مورد بميانگين ص .3جدول 

 لشرايط نرما
  تنش 
 خشكي

  تعداد 
  پنجه

ارتفاع گياه 
  متر) (سانتي

 طول برگ پرچم 
  متر) (سانتي

 مساحت برگ پرچم 
  متر مربع) (سانتي

 وزن تر 
  (گرم)

  a96/12  a74/108  a56/31  a18/24  a18/85  نرمال
 b49/11 b54/102  b72/23  b74/18  b84/65  تنش
  .باشند يكديگر نميداري با  با حروف مشابه داراي اختلاف معني رهايتيما

  
نتايج حاصل از صفات زراعي مورد بررسي در رقم ندا و 

  TH1لاين 
 بـا بـه ترتيـب   در رقم نـدا  و وزن خشك بوته وزن خوشه در بوته 

داري  طـور معنـي   گـرم بـه   58/41و گـرم   89/34داشتن ميانگين 
 TH1 )23/28چم در لاين ل برگ پربود. طو TH1بيشتر از لاين 
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 متـر)  سانتي 05/27( بيشتر از رقم نداداري  ر معنيوط بهمتر)  سانتي

طـور   بـه  متـر)  سـانتي  38/1( نبود، ولي عرض برگ پرچم رقم نـدا 
ثير عرض أبود. تمتر)  سانتي TH1 )99/0داري بيشتر از لاين  معني

 ـ   رگ برگ پرچم در افزايش مساحت برگ پرچم بيشـتر از طـول ب
م در رقـم نـدا   كه ميانگين مساحت بـرگ پـرچ   طوري به، پرچم بود

 TH1داري بيشـتر از لايـن    طور معني بهمتر مربع)  سانتي 73/23(
توانـد موجـب افـزايش     شد. اين امر مـي متر مربع)  سانتي 18/19(

لايـن   بهبود جذب نور و راندمان فتوسنتز در رقم ندا گردد. ارتفـاع 
TH1  داري بيشـتر   به طور معنـي  نيز متر نتيسا19/124با ميانگين

 ).4جدول متربود ( سانتي 84/94با ميانگين  از رقم ندا

  
  TH1لاين ميانگين صفات مورد بررسي در رقم ندا و  .4 جدول
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TH1 
a19/

124 
b43/10 b12/10 a23/28 b99/0  b18/19 c39/24 b97/34 

 b84/98  a54/13 a51/12 a05/27 a38/1  a73/23 a89/34 a58/41 ندا
   .باشند داري با يكديگر نمي تيمارهاي با حروف مشابه داراي اختلاف معني

  
صفات زراعي مورد بررسي در رقم  ات متقابلبررسي اثر

  با تنش خشكي TH1لاين ندا و 
طول برگ پرچم، مساحت برگ پرچم و وزن خوشه در بوته در لايـن  

TH1  اما 5ل شرايط اعمال تنش خشكي كاهش نشان داد (جدودر ،(
هيچ يك از اين صفات در رقم ندا تحـت تـأثير تـنش خشـكي قـرار      

گـرم در   85/28و  93/19يـانگين  يب با مبه ترت TH1نگرفتند. لاين 
خوشـه را   دار وزن خشكي و آبياري نرمال، كاهش معنيشرايط تنش 

 ي ترين اثر تنش خشكي در مرحلـه  رسد مخرب به نظر مينشان داد. 
يـك دوره كوتـاه   گزارش شده است د دانه باشد. بر عملكراثر  گلدهي

عـداد  هش ت، كـا افزايش پوكي دانهبا  گلدهيتنش خشكي در مرحله 
ف سـنبلچه،  رشـد ضـعي  خوشه و و وزن كاهش طول  ،دانه در خوشه

حسـن، داهـو و   دهـد (  عملكرد دانه بـرنج را بـه شـدت كـاهش مـي     
قـال و  زايشي و عدم انت ي اختلال رشد در مرحله). 2023هانگنينگ، 

وزن كـاهش   ، دليـل اصـلي  ها و قندها به دانه تخصيص كربوهيدارت
تنش خشـكي در  همچنين ه است. گزارش شددر شرايط تنش  خوشه

ه بـذرها را  طول گلدهي تأثير مضري بر گرده افشاني دارد و در نتيج ـ
دهـد. بنـابراين تـنش     اندازه و تعداد دانه را كاهش مـي  كرده،ضعيف 

، بـدان  (خفيف يا شديد)با هر شدتي  ايشيرشد ز ي خشكي در مرحله
هـاي توليـدمثلي    دليل كه در انتقال مواد جذب شده از برگ به انـدام 

توليـد نهـايي دانـه را كـاهش      كنـد،  ه و دانه) اختلال ايجاد مي(خوش
طـول و مسـاحت بـرگ     ).2023حسن، داهو و هانگنينـگ،  ( دهد مي

 18/15و  14/24به ترتيب با ميانگين  نيز TH1تنش در لاين پرچم 
در شرايط عـدم   18/23و  31/32و ميانگين ي در شرايط تنش خشك

توانـد منجـر بـه كـاهش      رمـي . اين امدنددا داري نشان معنيكاهش 
راندمان توليد به دليل كاهش كارايي فتوسنتز گردد. بـه دليـل اينكـه    

يا عرض  برگ پرچم نقش مهمي در فتوسنتز برنج دارد، كاهش طول
توانـد   مـي  برگ پرچم كه منجر به كاهش مساحت برگ پرچم شـود 

توانـد يكـي از    ثير قرار دهد. ايـن امـر مـي   أرا تحت ت فتوسنتزكارايي 
در گيـاه   دلايل كاهش تعداد دانه پر در گياه شود،كاهش تعداد دانه پر

صفايي گياه خواهد شد ( وزن خوشهموجب كاهش ي خود  نيز به نوبه
وزن تـر   علاوه بر ايـن مقايسـه  ). 2008زاده،  يعي و سميعچائيكار، رب

گرم)  97/71( با شرايط نرمال گرم) 48/68( شرايط تنش خشكيبوته 
دار آن بـود،   حاكي از كاهش معني TH1به خشكي در لاين حساس 

اين لاين حساس تواند مبين ظرفيت نامناسب حفظ آب توسط  كه مي
   ).5 در شرايط كم آبي باشد (جدولبه خشكي 

  
رقم ندا و لاين  ثير تنش خشكي بر صفات مورد بررسي درأت .5جدول 
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TH1 بدون تنش a31/32  a18/23  bc97/71  bc02/37  b85/28  
TH1   خشكيتنش b14/24  b18/15  bc45/68  c92/32  c93/19  
  a81/30  a17/25  a18/98  a98/44  a05/40 بدون تنش  ندا
  a29/29  a29/22  a23/96  a19/42  a72/39 تنش خشكي  ندا

   .باشند داري با يكديگر نمي تيمارهاي با حروف مشابه داراي اختلاف معني
  

  DREB2Aو  ZFP252هاي  بيان ژن
 هـاي  ژن بيني عملكـرد  بررسي و پيش منظوردر اين پژوهش به 

OsDREB2A  وZFP252 ــان آني گــوال ــا بي ــنش تحــت  ه ت
 ي رشـدي  ، در دو مرحلـه TH1خشكي در دو رقـم نـدا و لايـن    
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مورد بررسي قـرار   Real Time PCRبا روش رويشي و زايشي 
هاي القا شونده توسط تـنش خشـكي    ها، جزء ژن اين ژن گرفت.

ها ممكن است سبب بهبود تحمـل بـه    هستند و افزايش بيان آن
  تنش گردد.
و ندا  TH1در لاين  DREB2Aو  ZFP252هاي  بيان ژن

  در مرحله رويشي
ــكل    ــه در ش ــانطور ك ــان دا 1هم ــان ژن   نش ــت، بي ــده اس ده ش

OsDREB2A  در لاينTH1 ي رشدي رويشي بـه طـور    در مرحله
نتـايج  افزايش يافت، كـه ايـن   تحت تأثير تنش خشكي قابل توجهي 
حاصـله  بود. نتايج  )2011كوئي، ونجيائو و ژانگ (هاي  مطابق با يافته

 DREB ،OsDREB2Aهـاي   كـه در ميـان ژن   باشـد  ميبيانگر آن 
ي  مـي در پاسـخ بـرنج بـه خشـكي در مرحلـه      ممكن است نقش مه

ايفا نمايـد. گياهـان بـه منظـور حفـظ       TH1رشدي رويشي در لاين 
پتانسيل اسمزي درون سلولي ، يهاي غيرزيست در شرايط تنش انرژي
آزاد   دهاي محلـول و پـرولين  هايي مانند قن ـ تجمع اسموليتبا را خود 

محافظـت  ود خ ـساختارهاي سلولي  از دهند و بدين وسيله كاهش مي
كـوئي، ونجيـائو و ژانـگ،    و همكاران ( Cuiكنند. در همين راستا  مي

تحت كنترل يك  OsDREB2Aفوق تظاهر  ) گزارش نمودند2011
در گياه بـرنج باعـث افـزايش محتويـات      ABAپروموتر پاسخگو به 

اي شـد و در   ي رشـدي گياهچـه   حلول و پرولين در مرحلهقندهاي م
ايـن امـر   كـه  ، و شوري را افزايش دادنتيجه تحمل به تنش اسمزي 

انتقال اين ژن پتانسيل بهبود رشد و نمـو بـرنج را    بيانگر آن است كه
ــي دارد. ــاواتي و  همچن ن كريســناواتي و همكــاران (كريســناواتي، ارن

نقـش   OsDREB2Aهـاي   ند ژن) نيز اظهـار داشـت  2022يوليانتي، 
گسترده بـه  كنند و به طور  مهمي در تنظيم تحمل به خشكي ايفا مي

عليـرغم  گيرنـد.   عنوان ماركر تحمل به خشكي مورد استفاده قرار مي
به دسـت آمـده حـاكي از    نتايج  TH1افزايش بيان اين ژن در لاين 
ي  مرحلهنتيجه اعمال تنش خشكي در كاهش بيان آن در رقم ندا در 

هـاي   كه اين امر مؤيد اين مهم است كـه واريتـه  رشدي رويشي بود 
دليـل پيچيـدگي بـرهمكنش بـين عوامـل تـنش و        مختلف برنج به

فرآيندهاي مختلف مولكولي، بيوشيميايي و فيزيولوژيكي كه بر رشد و 
هاي غيرزيسـتي   هاي متفاوتي به تنش گذارند، پاسخ ه تأثير مينمو گيا

بيــان ژن همچنــين ). 2010و شــارما،  وادهــوا، كومــاريدارنــد (
ZFP252  در مقايسه با با اعمال تنش خشكي در مرحله رويشي

داري  طـور معنـي   شرايط نرمال در هر دو ژنوتيپ مورد مطالعه به
مطالعـات متعـدد بـر نقـش     ). 1 و شكل 6 (جدول يافتافزايش 
طبق اند و  ها تأكيد داشته در تحمل به تنش ZFPهاي  مثبت ژن

ان تراريخت صورت گرفته افزايش بيان اين ژن در گياه مطالعات
هـاي غيـر زيسـتي     مقاومـت بـه تـنش   منجر به افزايش و القاي 

در همين راستا مطابق با نتايج بـه دسـت آمـده از ايـن     شود.  مي
ــاران (  ــژوهش، زو و همك ــان ژن   2008پ ــد بي ــزارش كردن ) گ

ZFP252      در برنج در شرايط تـنش شـوري و خشـكي افـزايش
عضـو در   176بـا   C2H2هاي انگشت روي نوع  پروتئيند. ياب مي

هاي  برنج يكي از بزرگترين خانواده عضو در 189آرابيدوپسيس و 
دهنـد (آگـاروال،    فاكتورهاي رونويسي در گياهان را تشكيل مـي 

). بسـياري از  2008ايلماز و ميتلر، - ؛ سيفتسي2007آرورا و راي، 
 C2H2انگشـت روي  ها داراي حداقل يـك دومـين    اين پروتئين

ايـن   باشـند.  مـي  QALGGHشـده  حاوي موتيف بسيار حفاظـت  
ها درگيـر   به تنش پاسخ در طيف وسيعي ازنمو گياه وا ه پروتئين
مشخص شده است تحمل به خشـكي و شـوري در بـرنج از    . هستند

و هموسـتازي   ABAهـاي درگيـر در سـيگنالينگ     طريق تنظيم ژن
ROS هــاي  ژن). 2009گــائو، هوانــگ، چــائو و شــود ( كنتــرل مــي

گـزو،  ( ZFP252متعددي در بـرنج، ماننـد    C2H2انگشت روي 
) و 2010سان، گئو و يانـگ،  ( ZFP179)، 2011انگ و گئو، هو

OsMSR15 ) ،وقتي كـه در گياهـان   2016ژانگ، ژانگ و لي ،(
يابند، نقـش مثبتـي در بهبـود تحمـل بـه تـنش        فوق تظاهر مي

وق ف ن مشخص شده استهمچني كنند. خشكي و شوري ايفا مي
 تحمل برنج به شوري، خشكي و سرما را افـزايش  ZFP182تظاهر 

در دفـاع آنتـي   نيـز   ZFP36). 2012هوانگ، سان و گـزو،  ( دهد مي
و تحمل به تنش آب درگير است  ABAاكسيدانتي القا شونده توسط 

بـراي تنظـيم    OsLEA5توانـد بـا    ) و مـي 2014ژانگ، ليو و ون، (
ي يـك آسـكوربات    ، كدكننـده OsAPX1روموتور همزمان فعاليت پ

دارد، اثر ) ROSيك نوع ( H2O2 پراكسيداز كه تمايل بالايي براي
در  ZFP179 نقش كليديگزارشاتي هم مبني بر  متقابل ايجاد كند.

وجـود   ROSهاي گياه به تنش شوري و افزايش توانايي حذف  پاسخ
  ).2010انگ، سان، گئو و ي( دارد

  
و ندا  TH1در لاين  DREB2Aو  ZFP252هاي  بيان ژن

  زايشيدر مرحله 
ي  در مرحلـه بيان فاكتورهاي رونويسي  يالگواز بررسي  نتايج حاصل

در پاسخ بـه تيمـار    DREB2Aژن  بيان نشان داد كه رشدي زايشي
نتايج به در هر دو ژنوتيپ مورد مطالعه بدون تغيير باقي ماند.  خشكي

نتايج ملازاده و همكاران (ملازاده، از اين تحقيق همسو با دست آمده 
ممكـن   OsDRERB2A بيانگر آن هستند كه)، 2014زارع و ترنگ، 

 نسـبت بـه   نقش كليدي در تحمـل  ي رشدي زايشي در مرحله است
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بيـان ژن  همچنـين مشـخص گرديـد     خشكي در برنج نداشته باشد.
ZFP252  لاين درTH1   در شرايط تنش خشكي در مرحله زايشـي

كه اين  داري كاهش نشان داد طور معني به شرايط نرمال در مقايسه با
در  TH1ن ژن به تـنش خشـكي در لايـن    امر نشان از حساسيت اي

ژن در رقم ندا در شرايط تنش اين بيان ي زايشي دارد. بررسي  مرحله
تغييـري را  نيـز  خشكي در مرحله زايشي در مقايسه با شرايط نرمـال  

هـاي   نتـايج مطـابق بـا يافتـه     ايـن  ).2و شكل  7نشان نداد (جدول 

داشـتند تغييـري    باشد كه اظهار ) مي2016اكبرپور، خاوري و مومني (
شـكي  در پاسخ به تنش خ ZFP252در ميزان بيان فاكتور رونويسي 

در رقم متحمل به خشكي نـدا نسـبت بـه ديگـر ارقـام حسـاس بـه        
باشـد كـه    ي اين مهم مي خشكي، مشاهده نشد. اين امر نشان دهنده

هاي متفاوتي توسط گياهان براي تحمـل بـه خشـكي اسـتفاده      خپاس
هـاي متحمـل،    متفاوتي حتي در بـين لايـن   هاي شود و مكانيسم مي

  نند.ك گري مي تحمل به خشكي را ميانجي
  

  رويشيدر شرايط تنش خشكي نسبت به شرايط نرمال در مرحله و رقم ندا  TH1لاين در ZFP252 و  DREB2Aهاي  نسبت بيان ژن .6 جدول
بيانير تغي  %95حدود اطمينان   خطاي استاندارد  احتمال فرض يك  نسبت بيان  رقم ژن

DREB2A  TH1  538/1  378/0  002/395 - 4/0  154/194 - 3/0  افزايش  
ZFP252  TH1  075/2  089/0  866/642 - 6/0  351/192 - 1/0  افزايش  

DREB2A  كاهش  0/0 - 828/019  0/0 - 462/055  000/0  152/0  ندا  
ZFP252  افزايش  13/0 - 989/299  8/0 - 804/951  008/0  217/3  ندا  

  

  
 در شرايط تنش خشكي نسبت به شرايط نرمال در مرحله رويشيو رقم ندا  TH1لاين در ZFP252 و DREB2A  هاي ژننسبت بيان  .1شكل 

  
 زايشيمرحله  در شرايط نرمال درنسبت به شرايط تنش خشكي در و ندا  TH1لاين در ZFP252 و DREB2A  هاي ژن انينسبت ب .7جدول 

 بيانتغيير   %95حدود اطمينان   اردخطاي استاند  احتمال فرض يك  نسبت بيان  رقم ژن

DREB2A  TH1  520/0  077/0  557/195- 1/0  887/090- 2/0  بدون تغيير  
ZFP252  TH1  263/0  001/0  704/103- 0/0  283/033- 1/0  كاهش  

DREB2A  بدون تغيير  1/0 -004/373  0/0 -879/442  149/0  588/0  ندا  
ZFP252  بدون تغيير  1/0 -371/535  1/0 -197/590  356/0  81/0  ندا  
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 در شرايط تنش خشكي نسبت به شرايط نرمال در مرحله زايشيو رقم ندا  TH1لاين در ZFP252 و DREB2A هاي نسبت بيان ژن .2 شكل

  
  
  
  
  
  
  

  كلي گيري نتيجه
 صـفت ج منتخـب بـراي چنـدين    در مطالعه حاضر تفاوت ارقام بـرن 

ي  هكــد كننــد دو ژنبيــان تغييــر در ســطح  و مورفولــوژيكي مهــم
هـاي   كـه در شـبكه   ZFP252و  DREB2A فاكتورهاي رونويسي

در دو مرحله رويشي  تنظيمي تحمل به خشكي در برنج دخيل بودند
نـدا بـه دليـل    م رق. برگ مورد بررسي قرار گرفتدر بافت ي و زايش

در بـالاتر  و عملكـرد  رفولوژيك مورد بررسي صفات موعدم كاهش 

 نشـان داد.  TH1لايـن  با توجهي  شرايط تنش خشكي، تفاوت قابل
ي فاكتورهاي رونويسي در اين مطالعـه   هاي كد كننده آناليز بيان ژن

نيز بيانگر آن بود كه گياهـان متحمـل و حسـاس ممكـن اسـت از      
با شرايط تنش هاي متفاوتي در مواجهه  مكانيسمتنظيمات ژنتيكي و 

تر هاي مولكولي به درك به استفاده كنند. رمزگشايي از اين مكانيسم
وري  هـايي بـراي بهبـود بهـره     تحمل به تنش و انتخاب اسـتراتژي 

  كند. محصول در مواجهه با تغييرات آب و هوايي كمك مي
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