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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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 »مقاله پژوهشی«

   شن ی آو   مختلف  ی ها گونه   در   miRNAs ل ی تحل   و   ه ی تجز   و  یی شناسا 

 
 ییدطباطبایس میابراه ن یبدرالد، یاصفهان انیمرآت سپهر، *یسورن ابوذر

 

 چکیده 
  و مورد توجه    هایماریب  از  یاریدر درمان بس  مؤثر،  یهات یبودن متابول  دارا   لیبه دل  ییدارو  اهانیامروزه گ

ا  یکی اند.  گرفته   استفاده همگان قرار   ی هات یاز متابول  یعیگستره وس  ی که حاو  است   شنیآو  اهانیگ  نیاز 
روش باشدیم  هاترپن  مانند  هیثانو ابداع   نیا  شیافزا  یبرا  یمختلف  یها.  روش  مواد  در  است.    یهاشده 
مح  رییتغ  از  کیکلاس مؤثر  دیتول  شیافزا  جهت  یطیعوامل    در   که  یحال  در .  دگردیماستفاده    ه ماده 
بالاتر  یکیژنت  یهایورزدست   از  نینو  یهاروش بازده  می دارند    زین  یکه  گرفته  ا  شود.بهره  جمله    ن یاز 
عملکرد   هاکردیرو و  نقش  از    از   یسیرونو  از  پس  را  ژن  انیب  RNAs  نیا.  باشدی م miRNAs استفاده 
  ی ک یولوژیب  یندهایفرآ  در  را   یمتنوع  یهانقش   و  کرده  کنترل  هاآن   ترجمه  مهار  ای  mRNAs هیتجز  قیطر
موجود  miRNAs ییشناسا  یبرا  ی متعدد  یهاروش.  کنندیم  یباز  جانوران  و  اهانیگ  در  یکیمتابول  و
  لذا .  است   ی کیوانفورماتیب  یهاروش  و   ابزارها از  استفادهها،  آن   نیترنهیهزو کم  نیتراز ساده یکی که    باشدیم

منظور گونه  زیمتما miRNAs ییشناسا  به  جستجو  یمبتن  یامطالعه  شن، یآو  مختلف  یهادر    ی بر 
ترانسکر  با  یهمولوژ اطلاعات  از  ابتدا    شنیآو  اهیگ  یپتومیاستفاده  گرفت.  پالااین  انجام  و   شیاطلاعات 
انجام شد.    miRBase  یشده موجود در بانک اطلاعاتشناخته miRNAs در برابر تمام  یفیهمردسپس  
  miRNAs  هیساختار ثانو  e-valueهمچون طول و سطح    ییهاشاخص  اساس  بر  جینتا  یغربالگر  از  بعد
ابزار    یها ژن  ییشناسا.  گرفت  قرار  یبررس   مورد  UNAfoldابزار    با از  استفاده  با  هدف 

psRNATARGET   به روش حداکثر احتمال و ابزار    یکیلوژنتیروابط ف  یبررس  وRaxML  شد  انجام  .
  14تعداد    ن یاز ا  که  شدند   ییشناسا  شنیآو  مختلف  یهاگونه   در  زیمتما  دیکاند   miRNAs ۶4  مجموع  در

  miR396  و  miR172به    توانیم  miRNAs  نیا  نیتراز مهم  .داشتند  قرارها  سنتز ترپن  ریعدد در مس
مس  هاآن  نقش  نی شیپ  مطالعات  در  که  کرد  اشاره ترپنوئ  ریدر  رس  دهایسنتز  اثبات    درخت است.    دهیبه 
 نشان دهد.  یمختلف را به خوب  یهاگونه در miRNAs  انیتوانست ارتباط م کیلوژنتیف
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 مقدمه 
مننیلادی توسننط لینننه   173۵در سننال  (  Thymus)  جنس آویشننن
 بندی شد. این جنس متعلق به خانواده نعناعیننانشناسایی و طبقه

(Lamiacae)    ی گونننه  800جنس و بیش از    200دارای  است که
هننایی بننه ساله با گلای، چندباشد. آویشن، گیاهی دولپهگیاهی می

هننای ی گل در آویشننن از کر رنگ سفید تا ارغوانی است. کاسه
از (. Morales, 2002) اسننتای حاوی اسانس پوشیده شننده غده

 چهننار گونننهشننده کننه گونننه در ایننران شناسایی 14ایننن جنننس 
Thymus. armanicus ،Thymus. persicus ،Thymus. 

daenensis  و Thymus. lancifolius ایران هستند بومی. 
دهنده آویشننن عمنندتا  بننه دو گننروه مننواد شننیمیایی تشننکیل

شوند. فلاونوییدها شننامل بندی میتقسیم  هافلاونوییدها و اسانس
بوده و ترکیبننات   4لوتئولینو    3هافلاونول  2ایزوتیمونین،  1تیموسین،

های آروماتیک هستند کننه اصلی اسانس فرار در آویشن مونوترپن
 9و کننامفور 8گامنناترپینن 7سننیمن،-پی  ۶کارواکرول،  ۵شامل تیمول،

تننوان بننه دهنده آویشننن، میباشند. البته از سایر مننواد تشننکیلمی
let a Behnia ,) و رزمارینیننک اسننید نیننز اشنناره کننرد 10هاتانن

2008; Braga et al, 2008; Hummelbrunner et al, 

2001; Isman, 2000; Ozguven and Tansi, 1998; Sedy 

and Koschier, 2003). 
بنابراین، با توجه به نیاز روزافزون استفاده از گیاهننان دارویننی، 

های فراوانی در رابطه با تولید، کنترل و افننزایش ها و تکنیکروش 
هننای ها به وجننود آمننده اسننت. محققننین در روش آنی مؤثر  ماده

طورکلی فراهم نیاز گیاه و به  ی موردذکلاسیک با افزایش ماده مغ
آوردن شرایط محیطی مناسب میزان منناده مننؤثر ایننن گیاهننان را 

میننزان توانننند مننیهای کلاسیک تا حنندودی دهند. روش تغییر می
، گیر بننودنیننل وقننتاما بننه دل  دهند؛تولید ماده مؤثر گیاه را تغییر  

در طننی مراحننل و   (سعی و خطا)رویکرد آزمایشی و آماری  داشتن  
سننازی شننرایط محیطننی، همچنین محنندود بننودن پتانسننیل بهینه

 .های کلاسیک شدندجایگزین روش   یترهای جدیدرویکرد

دهنند عوامننل مختلفننی در کیفیننت و نتایج مطالعات نشان می
رگذار هستند. این عوامننل را تأثی  یاهان داروییکمیت 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 

م کننرد. عوامننل یو بیرونننی تقسنن  یدروننن  یدسته کل توان به دویم
رات یینن ، تغیایینن ، تنننوع جغرافیبیرونی شننامل شننرایط آه و هننوای

اسننت؛ امننا عوامننل   یها و عوامل خاکماریی، بی، نور، آلودگیفصل
کننه در   هسننتنداه  ینن ک گینن اصولا  مبتنی بننر ژنت  یکننده درونتعیین
 یزیولوژیکیفرآیندهای مختلف ف  ،یطیتعامل با شرایط مح  تقابل و
ایننن (؛ Srivastava, 2002) کنننندتنظننیم مننیرا  یسننمیو متابول

ها و توانند به پتانسیل ژنتیکی گیاه، سطح بیان ژنعوامل خود می
تغییرات پس از بیان تقسیم شننوند. عننلاوه بننر پتانسننیل ژنتیکننی، 

مننؤثره اهمیننت فننراوان دارد. میننزان میزان بیان ژن در تولید ماده  
ایننن از جملننه    ،ک ژن خود به عوامل مختلفی بسننتگی داردی  بیان

که یک ژن اشاره کرد، هنگامی هاینسخهتوان به تعداد عوامل می
نظر افزایش خواهنند   یک ژن بیشتر باشد بیان ژن موردتعداد کپی  

 موتر قوی که در ارتباط بننا یننک ژنویافت. همچنین وجود یک پر
افننزایش را  نهایننت بیننان ژن    رونویسی آن ژن و در  تواندمیاست  
ها، فاکتورهای رونویسننی عامل مهم دیگر در میزان بیان ژن  .دهد
(TFهستند ). ی کنننندهتنظیم هننایپروتئین فاکتورهای رونویسننی

تحننت تننأثیر عوامننل  شوند ومتصل می DNAبیان هستند که به 
سلولی باعث کاهش و یننا افننزایش های بین  مختلف مانند سیگنال

 ,Arora et al) شننوندبیان ژن در طول زننندگی یننک سننلول می

قرار تغییرات پس از رونویسی    یکی دیگر از عوامل که جز  (.2013
باشند که اثننر قابننل قبننولی در کنناهش و یننا می  miRNAsدارد،  

، miRNAsدر واقنن     افزایش میزان منناده مننؤثره گیاهننان دارننند.
ای رشننتهغیر کنند کننننده و تک  یشدهحفاظت  RNAهایمولکول

نوکلئوتید هستند که از طریننق کنتننرل   24تا    1۶کوتاهی به طول  
رونویسننی   ها بعنند ازکنننندهعنوان تنظیمهای مختلننف بننهبیان ژن

از در فرآیندهای مختلفی    miRNAsشوند. در گیاهان  شناخته می
ژنز، انتقننال سننیگنال، تعیننین رشد و نمو، متابولیسننم، مورفننوجمله  

 زنده و غیرزنده دخیننل هسننتند  هایتنشزمان گلدهی و پاسخ به  
(Davison et al, 2006 .)miRNAs   درصد ژنننوم را  یکتقریبا

هننا صنندها ژن را مننورد هنندف گیرننند امننا هرکنندام از آندر برمی
 . (Bentwich et al, 2005; Lim et al, 2003) دهندمی
ه یق تجزیاز طر یسیها را پس از رونوان ژنیب miRNAsاین   

mRNA و)کنند ها، کنترل میا مهار ترجمه آنیVahid et al, 

طننی دو مرحلننه پننردازش   miRNAه  ینن هاى اولرونوشت(.  2010
در هسته   miRNAsشوند. ابتدا  تر مىل به مولکول بالغ کوتاهیتبد

 RNAسننیله  وسلول از روی نننواحی بننین ژنننی یننا درون ژنننی به

 3تننا  1( با طننول pri-miRNAاولیه ) miRNAبه فرم    IIپلیمراز
در   pri-miRNAsشننوند. در ادامننه ایننن  کیلو بنناز، رونویسننی می



  شنیآو  مختلف یهاگونه در miRNAs لیتحل و  هیتجز و  ییشناساو همکاران:  سورنی 4
 

 100تننا    70بننا طننول تقریبننی    حلقننههسته به ساختارهای سنناقه  
 شننوندشننوند، شکسننته مینامیده می  pre-miRNAنوکلئونید که  

(Bartel, 2004 .) در نهایت این ساختار مجنندد دسننتخوش تغییننر
نوکلئوتینند  24تننا  20بالغ بننه طننول  miRNAsقرار گرفته و یک 

 Millar, 2005; Zhang et al., 2018, and) شننودحاصل مننی

Waterhouse.) 
در حالت اول : استبه دو صورت   miRNAsعمل    هامکانیسم

miRNA بننالغ بننه یmRNA 2چسننبد و بننا ایجنناد سنناختار می 
شدگی در این حالت جفت  .شودمی  mRNAای باعث تجزیه  تهرش

شننود. در حالننت هدف ایجنناد می  mRNAو    miRNAکامل بین  
عنوان یک سننرکوبگر به RISCبه همراه  miRNAدوم کمپلکس 

در   mRNAکند و مننان  ترجمننه  و یا یک ممانعت کننده عمل می
و تننوالی هنندف آن   miRNAشود، در این حالت بننین  ریبوزوم می

 (.Zhang et al, 2006 ) اتصال ناقص وجود دارد
در گیاهننان و عنندم   miRNAsبا توجه به اهمیننت شناسننایی  

 نینن ا  درینناه آویشننن،  و تحقیقی در ایننن زمینننه در گ  وجود مطالعه
بننا   شنننیآو  مختلننف  گونه  چند  اطلاعات ترنسکریپتومیمطالعه از  
 اسننتفاده  miRNA  شناسننایی  یبرارماتیک  وبیوانفهای  کمک ابزار

مختلننف   یهاریهننا در مسنن عملکننرد آن  ینیشننبیپو در نهایت  شد  
 .گرفت قرار یبررس موردنیز  اهیگ نیا یکیولوژیب

 

 پژوهش 
اولین بار توسط لننی و همکنناران در سننال   miRNA  هایمولکول
هنگام برسی کاهش سطح  caenorhabditis eleganدر  1993
 L1 مرحلننه از یلارو شرفتیپ از یامرحله در که LIN-4پروتئین  

. ابتدا تصننور (Lee et al, 2003( شد گزارش بود  یضرور L2بنه 
 .Cای منحصننر بننه شد ایننن روش تنظننیم بیننان ژنننی پدینندهمی

elegans های بعد اولیناست، اما در سال miRNAs   گینناهی در
در آرابیدوپسیس شناسایی شدند. مطالعات بعنندی روی   2002سال  

miRNAs    را رشد بننرو و گننل    ها رویی آنکنترلدر گیاهان اثر
 ,Aukerman and Sakai, 2003; Palatnik et al) اثبات کرد

هننای بعنند از اطلاعننات ترنسننکریپتومی جهننت در سننال.  3(200
از اطلاعننات   همکنناراناستفاده شد. پلگننر و    miRNAsشناسایی  

آرابیدوپسننیس در    miRNAsنننی  آبرای تعیین فراو  ترنسکریپتومی
. ایننن استفاده کردندتحت شرایط گرما، خشکسالی و تنش شوری  

در سطح بالا   ساختاریرا با تغییرات    miRNAsبسیاری از    بررسی
 در واقنن  محققننین در ایننن مطالعننه  .ر این شرایط شناسایی کننردد

miRNAs  هننای کننه کاندینندای ایفننای نقش  ننندرا شناسایی کرد

 ,Pegler et al ) بودننندهننا عملکردی مهننم در طننول ایننن تنش

را شناسننایی کننرد کننه  miRNAs. نجنناچی و همکنناران  (2019
، Tripogon loliiformisدر اثر کمبود شنندید آه در ها سطح آن

گیاهی که می تواند از حالت خشک شده دوباره زنده شننود، تغییننر 
ای بروی نقش و مطالعات گسترده .(Njaci et al, 2018) کندمی

های ثانویننه انجننام شننده اسننت. از عملکردی بسیاری از متابولیت
و همکننارانش انجننام   ایکس-یو زیجمله این مطالعات که توسط  

بننا اثننر بننروی فنناکتور   mir156از حنند    شیب  انیبشده نشان داد  
هننا بننه اثننر مسننتقیم بننروی کنناهش سنننتز ترپن  SPLرونننویس 
 Gou et) آرابیدوپسیس دارد ها موجود درنترپیسسکوئخصوص 

al, 2011 ) مطالعات صورت گرفته بروی زنجبیل توسننط نوپننور .
مانننند   miRNAsاثر تنظیمننی    2014سنگ و همکاران در سال  

miR5021    وmiR805 هننای را بننه اثبننات های ترپنسازبر پیش
گزارش  2018. ژائو و یانگ در سال (Singh et al, 2016) رساند

مسننیر  بننر فاکتورهننای رونویسننی miRNAsکردند که برخننی از 
 MYBبننر  miR33418و   MYC2 بر mir3632مانند  هاترپن

 .( 2018et al Zhao ,) اثر مستقیم دارنددر چای 
 

 وش شناسایی پژوهش ر
هننای مختلننف آویشننن اطلاعات ترنسکریپتومی مربوط بننه گونننه

های آویشن  بافت برو گونه   پتوم ی ترنسکر حاصل از توالی یابی  
T. aremeniacus ،T. daenensis ،T. vulgar ،T. persicus ،

T. pubescens ،T. lancifolius  99/۶4، 98/۶0ترتیب بننا  به ،
میلیننون خننوانش بننه کمننک دسننتگاه  8۵/۶۵و  20/۶2، 81/۶1

Illumina HiSeq 4000 (2019) و همکاران سورنی در مطالعه ،
بننننه شننننماره دسترسننننی  NCBIاز بانننننک اطلاعنننناتی 

PRJNA481444 شد افتیدر (Soorni et al, 2019). 

 

 هابندی قرائتسرهمو کنترل کیفیت 

یابی با استفاده از های خام حاصل از توالیکنترل و کیفیت خوانش
 ,Aparicio-Puerta et al) انجننام شنندد FastQCافننزار نرم

. به منظور کاهش خطای خوانش حاصننل از وجننود تننوالی (2020
ه اسننتفاد  Trimmomaticآداپتورها و حذف توالی بننی کیفیننت از  

هننا  از بندی توالی. جهننت سننرهم(Bolger et al, 2014 ) شنند
 Grabherr) استفاده شنند rnaSPadesو  Trinityهای  افزارنرم

et al, 2011 ).  از تکننراری هننایتوالی حننذف جهننتدر نهایننت 
 شننند اسنننتفاده پیشنننفر  مقنننادیر بنننا cd-hit-est افنننزارنرم
(Badapanda and Rathore, 2018 ). 



 ۵  ( 1-10)  1402، تابستان سوم، پیاپی چهل و یکمسیزدهم، شماره  فناوری گیاهان زراعی، سالعلمی زیست مجله   
 

 

 و یغربااال ر ،miRNAsباارای شناسااایی  blastانجااا   

 هی ثانو ساختار یبررس

با استفاده از بلاست ترنسکریپتوم حاصننل از   miRNAsشناسایی  
در مقابل اطلاعننات موجننود در بانننک اطلاعنناتی   cd-hitخروجی  

miRbase  برای این کار از مجموعننه  .انجام شدblastall  و ابننزار
Blastn  نتایج حاصل  .( 2011، اسوریگرابهر، هاس و )  استفاده شد

، 23-20ردیفننی هم، طننول 9۵-100از بلاست، بر اسنناس درصنند 
غربالگری شدند E.value  ۵-10و    صفرگپ  ،  4حداکثر عدم تطابق  

حننذف   های تعریننف شنندهتر از شاخصو نتایج دارای مقادیر پایین
 200 ،سی ساختار ثانویننهر. جهت بر(Zhang et al, 2018) شدند

دست نوکلئوتید در پایین  200دست نقطه شروع و  نوکلئوتید در بالا 
 Bedtoolsبننالغ بننا اسننتفاده از ابننزار  miRNAی پایننان نقطننه

 1جداسازی شد. کمترین جایگنناه در بالادسننت نوکلئوتینند شننماره  
دسننت بننا توجننه بننه طننول تننوالی در نظننر گرفتننه شنند و در پایین

 شنند  گرفتننه  نظننر  مخصوص هر توالی بیشترین مقنندار ممکننن در
(Quinlan, 2014).  بعد از انجامBlastx هننای جهت حذف توالی

های باقی مانده مورد بررسننی کد کننده، ساختار ثانویه ترنسکریپت
 قرار گرفت. 

 :UNAfold (httpافننزار بررسی ساختار ثانویه بننا کمننک نرم

//www.unafold.org)  صننورت افننزار به. در ایننن نرمانجام شنند
شننده محاسبه  Uو    Aهای نوکلئوتیدی  فر  میزان درصد بازپیش
 شننود.حننذف می -kcal/mol 20ازکمتر  MFEچنین میزان و هم

حلقننه( -سنناختار ثانویننه )سنناقه مجنندد سننیرجهننت برهمچنننین 
miRNA  1از اسکریپت  SUmirFold،SUmirfind    اسننتفاده نیننز

نینناز   هننای مننوردو پکیج  unafoldاسکریپت به همراه    2. این  شد
 Alptekin ) دهندانجام می راطور صحیح گزینش مناسب ها بهآن

et al, 2017). نظننر از  ی مننوردشدهبعد از شناسایی نواحی گزینش
bedtools    هننای ترانسننکریپتوم دادهتننوالی از روی  جداسازیبرای
 شد.استفاده 

 

 و ساخت درخت تبارزایی های هدفشناسایی ژن

  psRNATARGETهای هدف از ابزار  منظور شناسایی ژن به 

. در ایننن آنننالیز تننوالی  (   Dai et al, 2018) اسننتفاده شنند  
miRNAs   برای ساخت    ها مقایسه شدند. با توالی مسیر ترپن

صننورت  شننده به شناسایی   miRNAsدرخننت تبننارزایی، تمننام  

 
1. Script  

mature    شده و سپس بننا کمننک ابننزار  آوری جمMUSCEL  

عنوان ورودی اولیه بننرای  شده به ردیف شدند. نتیجه حاصل هم 
.  (   Barik et al, 2014)   ساخت درخت تبننارزایی اسننتفاده شنند 
بننا    maximum likehoodدرخننت تبننارزایی بننا اسننتفاده از  

maximum bootsrap  ،۵00    به کمک ابزارRaxML    تولینند
 . (   Stamatakis, 2014)   شد 
 

 های پژوهش یافته

 ها و بررسی کیفیت آن بندی قرائتنتایج سرهم

هننای مختلفننی بننرای ارزیننابی کیفیننت طورکلی، شنناخصبننه
گیرد. در ایننن مطالعننه، شننمار استفاده قرار می  ها موردبندیسرهم
 کننل  شننده( و اننندازهبینیهننای پیشها )شمار ترانسکریپتکانتیگ
بررسی قرار گرفتند.   ها موردترین معیارعنوان مهمبهها  بندیسرهم

تننا  8۵078هننا بیشننترین تعننداد کانتیننگ )دامنننه از در اکثر نمونننه
حاصل  Trinity افزاربندی توسط نرمهم( و اندازه کل سر131۶۵7
 افننزارشده توسننط نننرمهای شناساییکه تعداد کانتیگشد. درحالی

rnaSPades  ( کمتر از ابزار108۶30تا   ۵783۵)دامنه از Trinity 

داری بننا آمده نیز تفاوت معنیدستاندازه کل ترانسکریپتوم به  .بود
هننای داشت. در اغلب موارد شننمار بننالای کانتیننگ Trinity ابزار
بودن ترانسکریپتوم مرج  و شباهت بننالای   2تکهآمده، تکهدستبه

حالی است کننه دهد. این در  ها را نشان میبسیاری از ترانسکریپت
تننر بندی پیوستهی کل، باعث ایجاد یک سرهمگاها  افزایش اندازه
 .شودبا پوشش بیشتر می

تواند به علت وجننود خطاهننای  ها می افزایش شمار کانتیگ 
پوشانی قطعات به وجود آید. از طرف دیگر  یابی و عدم هم توالی 

ها در اطلاعات ترنسننکریپتومی، تننأثیر بسننزایی  سطح بیان ژن 
بننندی دارد. در واقنن   های حاصل از سننرهم وی تعداد کانتیگ ر 

بیننان بننالا   هایی بننا بندی را از ترانسکریپت هایی که سرهم ابزار 
تر را تولینند  تر با اندازه بزرو بندی پیوسته کنند، سرهم ایجاد می 

 .کنند می 

 
 
 

 
 

 

 
 

 
 

 

 
 

 

 
 

 
 

 

 
 

 
2. Fragments  



 حذف  ندیچپ و راست، قبل از فرآ یهاخوانش  . 1دول ج

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

۶0982212 ۶4997232 ۶2209118 ۶1810344 ۶۵8۵94۵۶ 127۶۶0۶00 
ها  شمار خوانش
 لتر یقبل از ف

 

(، T.daenensis اسننتثنای گونننه)به هننابننرای اکثننر نمونننه
هننا توسننط ترین طول میانگین کانتیگو بالا   50Nمقدار    ترینبیش
های بهتننر بندینظر تئوری، سرهم تولید شد. از  Trinity افزارنرم
بالاتر داشننته باشننند.   50Nتر باارزش  های طویلبایست کانتیگمی

بحث بسیاری از محققین است،  هنوز مورد  50Nالبته اهمیت پارامتر
بندی بهتر نیسننت لید سرهمتر لزوما  به معنی توبزرو 50N که چرا

تعننداد   )ادغننام دو یننا  1ایمریسننمکی  دهننندهو ممکن اسننت نشننان
بندی( بننالاتر بیشتری ترانسکریپت در یک کانتیگ در طول سرهم

تواننند بننالاتر مننی 50N باشد، اما مطالعات قبلی نشان داده است که
 .بندی باشدهمی کیفیت بالای سرکننده طور مصنوعی منعکسبه
درصنند  91ردیفننی بننیش از بننندی، هننمتفسننیر نتننایج سننرهمدر 

ی کیفیننت مطلننوه دهننندهها به ترانسکریپتوم مرج  نشانخوانش
 .بندی استهای حاصل از سرهمترانسکریپتوم

ی زمینننه  به علننت وجننود مشننکلات و خطاهننای مختلننف در
تکننه بننودن جملننه، تکه  بننندی کننه بننه دلایننل مختلفننی ازسرهم
دهد، در مطالعات مختلف، بر ها رخ میحضور ایزوفرمو  ها،  خوانش

بننندی سننرهم  ،مطالعه  موردگیاه  اساس نوع هدف و گونه یا جنس  
هننای موجننود انتخنناه افننزارآمده توسط یکی از ایننن نننرمدستبه
افننزار نننرمنتننایج  رسد که  شود. در این مطالعه چنین به نظر میمی

Trinity  به همین علت در مراحل تر استهها مطلودر اکثر گونه ،
 .استفاده شد Trinityهای حاصل از بندیسرهم ازها، بعدی آنالیز
 

 و بررسی ساختار ثانویه بلاست، cd-hitنتایج حاصل از 

بننرای هرگونننه  cd-hit-est ابزار های تکراری ازتوالی حذفبرای 
ای شده دامنننهبندیهای خوشهتوالیطور کلی تعداد  استفاده شد. به

 متعلق به 131۶۵7تا  T. persicusی به گونه متعلق 8۵078بین 
بیشننترین و کمتننرین میننزان  داشتند. T. daenensis_Mی گونه

 .Tهای بننه گونننهمتعلننق هننا بننه ترتیننب کنناهش در تعننداد توالی

armeniacus  وT. persicus  .بودند 
های هننای گونننهبننین توالی  ئوتینندینوکل  نتایج حاصل از بلاسننت
شده موجننود در پایگنناه شناخته  miRNAsمختلف آویشن و تمام  

  298miRNAsتننا  139نشننان دهنننده وجننود  mirBaseداده 

 .های مختلف بوددر گونهاحتمالی  
ژنننی  خننانواده ۵علق به تم  T.armeniacus ،miRNAsدر گونه 
( miR172 ،miR160 ،miR156 ،miR164 ،miR167شننامل )
در   miRNAs  تعنندادها نشان داد کننه  همچنین یافته  .یافت شدند

عدد در مرحله گننزینش سنناختار   1۶به    عدد  298مرحله بلاست از  
 یافتد. کاهشثانویه 

 
 rnaSPadesو  Trinityنتاج حاصل از  . 2دول ج

 مجموع بازها   (bp)حداکثرطول  (bp)حداقل طول   (bp)طول میانگین کانتیگ ها شمار  ها گونه  Kmerیاندازه ها ابزار 

Trinity 25 

T. armeniacus 126163 870358.1011 201 20222 127660600 

T. daenensis 89972 6183924.708 201 14381 63755814 

T. daenensis_M 131657 9280023.942 201 12209 124143072 

lancifoliusT.  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       

daenensisT.  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 

 
 

 

https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&sxsrf=ACYBGNQI4bj5wOGy_6JNq4UPArAEWIQlQQ:1579339990889&q=thymus+persicus&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwixuIv564znAhXFsKQKHQEmC-EQkeECKAB6BAgLECQ


  حننداقل انننرژی آزاد تنناخوردگی عامل اصلی ایننن تغیننرات  
 (MFE ) حداقل انرژی آزاد تاخوردگی تصحیح شده ،   (AMFE )  

  ( MFEI)   و میننزان شنناخص حننداقل انننرژی آ زاد تنناخوردگی 
عدد    1۶1از    miRNAs، تعداد  T.daenensisدر گونه    هستند. 
حلقه کاهش  -عدد در مرحله گزینش ساختار مناسب ساقه   4به  

،  miR171)   خننانواده   3متعلق بننه     miRNAs  4یافت که این  

miR160   وmiR12112  بودند. در گونه  )T.daenensis_M  ،
عدد در    13عدد در مرحله بلاست به    283از     miRNAsتعداد  

خانواده    8مرحله گزینش ساختار ثانویه کاهش یافت که شامل  
،  miR164  ،miR169  ،miR171 ،  miR397مختلنننننننننف ) 

miR159 ،  miR160 ،miR399   و  miR12112  در  .( بودننننند
  عدد در مرحلننه   194از    miRNAsتعداد    T.lancifoliusگونه  

عدد در مرحله گزینش ساختار ثانویه رسننید کننه    10بلاست به  
  ، miR156  ،miR171 ،  miR408 ،  miR399خانواده )   ۵شامل 

miR12112  بود. درگونه )T. persicus    تعنندادmiRNAs    از
عدد در مرحله گزینش ساختار    3عدد در مرحله بلاست به    1۵۵

  ، miR394  ،miR408خانواده )   3ثانویه تقلیل یافت که شامل  
miR396  بودننند. در گونننه )T. pubescense  ،miRNAs   

( یافننت  miR156  ،miR160خانواده ژنی شننامل )   2متعلق به  
در    miRNAsها نشننان داد کننه تعننداد  شدند. همچنننین یافتننه 

عنندد در مرحلننه گننزینش سنناختار    4بننه    139مرحله بلاست از  
،  T.vulgarثانویننه کنناهش یافننت. و در نهایننت در گونننه  

miRNAs     خننانواده )   7متعلننق بننهmiR156  ،miR160  ،

miR159  ،miR11604 ،  miR395 ، miR12112 ،miR408  )
در مرحلننه بلاسننت  گونه    ن ی ا   در   miRNAsیافت شدند. تعداد  

 عدد بود.   14و در بررسی ساختار ثانویه    173

 

 psRNAtargetنتایج حاصل از 

پیشنننهادی کننه   miRNAsتمننام  هننای هنندف  ژندر مرحله آخر  
افننزار حلقننه مناسننب داشننتند بننا کمننک نرم-سنناختار سنناقه
psRNAtarget    مسننیرشناسننایی شننده    هننایژندر برابر تننوالی 

از  miRNAs 14. بننه طننورکلی قرار گرفتننند  ارزیابیها مورد  ترپن
ها یافت گونه آویشن در مسیر سنتز ترپن ۶های مختلف در  خانواده
 شدند.

شناسننایی شننده    miRNAsاز  اطلاعات نشننان داد برخننی  
  و   miR12112  ،miR171  ،miR408  ،miR159ماننننننننند  

miR160    در چندین گونه مشتر  است در حننالی کننه برخننی

گونه شناسایی    1فقط در    mir172  همانند   miRNAsدیگر از  
 شدند. 
 

 ها بدست امده در مسیر ترپنئید   miRNAsکلی نتایج حاصل از آنالیز    . 3جدول  
 نام میکرو. آر.اِن. ای  ی هدف گونه مسیر شناسایی 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 

 
 سی درخت فیلوژنتیکیربر

 فاصننلهبیشننترین    ،  RaxMLحاصل از نرم افزار    نتایجبا توجه به  
کمترین اختلاف   بود.  miR399و    miR169  با  miR12112بین  

های متعلنننق بنننه گوننننه miR12112تبنننارزایی متعلنننق بنننه 
T.daenensis  ،T.vulgar   بودند که البته اختلاف قابننل تننوجهی
. نشان داد  T.Luncifoliusموجود در گونه    miR12112نسبت به  
از گونننه   miR397بننا    T.vulgariی  از گونه  miR159همچنین  

T.danensis  دبالایی نشان دانیز شباهت . 
 

 
 

 
 

 

 
 

 

 
 

 



 
کاندید شناسایی شده برای هر ژن به رنگ مشکی در   miRNAsهای هدف به رنگ قرمز و ها. ژنهای بیوسنتزی ترپن شده در مسیرشناسایی miRNAs. 1  شکل

 مقابل نام ژن ذکر شده است 

 

 
 RaxMLها به روش حداکثر احتمال با استفاده از ابزار شناسایی شده در مسیر ترپن  miRNAs .  درخت تبارزایی2شکل  

 
 

 
 

 

 
 

 

 



: زیرگروه تقسیم کرد ۵توان به می به طور کلی نتیاج حاصل را
، T.daenensisهای به گونننه متعلق miR1212گروه اول شامل؛ 

T.vulgar  و همچنننننینmiR172 ی بننننه گونننننه متعلننننق
T.armeniacus  اسننت کننه اخننتلاف جزئننی بنناmiR12112 

. همچنننین دهنندنشان مننی  T.vulgarو    T.daenensisهای  گونه
miR12112  به گونه    متعلقT.lancifolius  وه قننرار در ایننن گننر

اخننتلاف   دارد که همانطور که ذکر شد با دوگونننه بنناغی و دنننایی
 miR396_1در گننروه دوم مشننخص شنند کننه  .داردداری معنننی

موجننود  miR160به آویشن ایرانی بیشترین شباهت را بننه   متعلق
 miR396_2ها دارد. نکته حائر اهمیت این است که در سایر گونه

موجود در سننایر   miR408ه به  متعلق به آویشن ایرانی بیشتر شبی
 ها است.گونه
 

 گیری نتیجه

های  موجننود در گونننه   miRNAsهدف اولیه این پژوهش شناسننایی  
مختلف آویشن بومی ایران با کمک اطلاعات ترانسننکرپتومی موجننود  

آوری اطلاعات اولیه ترانسننکریپتومی  بود. لذا در این مطالعه بعد از جم  

، و  FastQC  هننا بننا ابننزار های مختلف آویشن ، کنترل کیفیت آن گونه 
شد. در   انجام  miRNAs، شناسایی Trinityسرهمبندی با استفاده از 

  miRNAsهای ترانسکرپتومی و تمام  بین داده   blastnمراحل بعدی  
انجام شنند. در مراحننل    miRBaseشده موجود در سایت  بالغ شناسایی 

حلقننه  -منظور انتخاه و شناسایی سنناختار سنناقه بعدی ساختار ثانویه به 
miRNAs    بنننه کمنننک ابزارهنننایUNAFold  ،SUmirFind    و

SUmirFold   بننه شناسننایی    انجام شد کننه منجننرmiRNAs    گینناه
مختلننف،    miRNAsآویشن شد. در این پژوهش علاوه بر شناسننایی 

های سنننتزی  در مسننیر   miRNAsسنجشننی بننرای دخیننل بننودن  
صننورت    psRNAtargetهننا بننه کمننک ابننزار  ی ترپن شننده شناسایی 

هننای ژنننی از خانواده  miRNAs  14گرفت. نتایج نشننان داد کننه  
ها نقش دارند. همچنین تعدادی نهای سنتزی ترپمختلف در مسیر

های مختلننف بنناهم مشننتر  شده در گونهشناسایی  miRNAsاز  
های مورد هدف این مطالعه بننرای در  اند. بعد از انجام آنالیزبوده

شننده در شناسایی miRNAsو شناسننایی روابننط تبننارزایی بننین 
هننا های مختلف آویشننن دخیننل در مسننیرهای سنننتزی ترپنگونه

 نتیکی ترسیم شد.  درخت فیلوژ
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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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  علمی  نشریه 

 فناوری گیاهان زراعی زیست
 

 

 »مقاله پژوهشی«
  هااا آن   ی کارکرد   ی بررس   و  ا ی سو  ژنوم  گستره  در  HSP60 خانواده  ی ها ژن  یی شناسا 

 ی ست ی رز ی غ   ی ها تنش   به  پاسخ   در 
 
 *یمحمد رایسم

 

 چکیده 
د،  ن شو ی شناخته م   ز ی ( ن cpn60)   ن ی عنوان چاپرون به  ( که HSP60)   ی دالتون   لو ی ک   60  ی شوک حرارت   های ن ی پروتئ 

تیکی،  های بیوانفورما از طریق ابزار   مطالعه   ن ی در ا  . نمایند ی م   فا ی ا   تنش به  گیاه  پاسخ  و  نمو  و    در رشد   ی نقش مهم 
سویا   HSP60ژن    32 ژنوم  روی    شد   یی شناسا   در  شده   14که  توزیع    ها ن ی پروتئ   ن ی ا   شتر ی ب اند.  کروموزوم 
اس آب  آل   دار ی ناپا   ، ی د ی دوست،  شاخص  تکامل   هستند. بالا    ک ی فات ی با  سویا،    HSP60ی  ها ن ی پروتئ   ی، درخت 

برنج   و  مبنا آرابیدوپسیس  بر  گروه   ی سلول   گاه ی جا   ی را  سه  در    ی ها ن ی پروتئ   نمود.   ی بند م ی تقس   ی اصل   در  واقع 
  ی شدگ از حفاظت   ی بعد ساختار سه و    نترون ی شده، فاز ا حفاظت   ی ها ف ی موت   ، ی مختلف از نظر ساختار ژن   ی ها رگروه ی ز 

  ن ی چند   مختلف باشد.   ی ها رگروه ی ها در ز آن  ی کارکرد   ی ها ت شباه   انگر ی ب   تواند ی امر م   ن ی که ا   بوده برخوردار    یی بالا 
شد    افت ی   GmHSP60های  در پروموتر ژن   ها ها، رشد و نمو و هورمون گو به تنش پاسخ   س ی س   یمی ظ عنصر تن 
  ی شناس   ی هست   ل ی و تحل   ه ی تجز   . باشد ی م   ی ط ی مح   ی ها به تنش   اه ی گ   پاسخ و  ها در رشد و نمو  نقش آن   انگر ی که ب 
 ( پ GOژن  ژن   ی ن ی ب ش ی (،  که  تنش   GmHSP60  ی ها کرد  به  پاسخ  تاخو   ، مختلف   ی ها در  و    ی ردگ مسئول 
نشان    ( RNA-Seq)   پتوم ی ترانسکر   بررسی الگوی   هستند.   ATPوابسته به    ی به روش   ن ی مجدد پروتئ   خوردگی تا 
ب   داد  تنش   یی بالا   ان ی ب   ی دارا   GmHSP60  ی ها ژن   شتر ی که  به  پاسخ  گرما،    ، ی خشک   ، ی شور   ی ها در  سرما، 

  باشد. می   ی ست ی رز ی غ   ی ها به تنش   ا ی تحمل سو   ش ی افزا   نقش آنها در   بیانگر که    بودند   یی غرقاب و کمبود مواد غذا 
سویا فراهم آورده    در   GmHSP60 ی ها ژن برای درک بهتر کارکرد    را   ی د ی اطلاعات مف   ها افته ی  ن ی ا طور کلی،  به 
  ی ست ی رز ی غ   های تنش   گیاهان در برابر   به تحمل   ی اب ی دست   ی برا   ن ی خانواده چاپرون   ی ها استفاده از ژن   ی راه را برا و  

 . نمایند تسهیل می 

 
  دانشگاه  ، ی زراع   علوم   دانشکده   نباتات،   ح لا اص گروه  
 .ران یا   ،ی سار   ساری،   طبیعی   منابع   و   ی کشاورز   علوم 
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 مقدمه 
 یه  امانن  د تنش  یریناپ  ذاجتناب  یط   یمح  یهابا چالش  اهانیگ
را   ه  اعملک  رد آنمواجه هستند ک  ه رش  د و    یستیرزیو غ  یستیز
 ه  ای. تنش(Vaughan et al., 2018) کنن  دیشدت محدود مبه
 یدرص  د 70عام  ل و باع  ه ک  اهش  نیتربازدارن  ده یس  تیرزیغ

. (Mantri et al., 2012) دنش  ویم یزراع    اه  انیعملک  رد در گ
از  یمختلف یهاسمیمکان اهانیگ ،های محیطیقابله با تنشم  یبرا

 آن  اتومیکیب  ر،(،    ی  ابی)جهت  یکیمورفولوژ  هایجمله مکانیسم
در   اتریی   )تغ  یکیبلوغ ب  ر،(، فنول  وژ  شیو افزا  یاروزنه  هدایت)

و  ش  هیر یکیدرولی   ه تی)ه  دا یکیول  وژیزی(، فنم  ویمراح  ل 
 یتع  ادل هورم  ون، ها(تیاس  مول تجم  ع) یکیفتوس  نتز(، مت  ابول

 هی   ثانو یه  اتی( و متابولدیاس   کیلیسیو سال  لنی، اتاسیدآبسیزیک)
ان  د هتوس  عه داد  را  (نیگنیو ل  نیانیآنتوس  د،یفلاونوئ  د،یزوپروپانوئی)ا
(Nagaraju et al., 2021) .اه  انیگ ها،س  میمکان نی   بر اعلاوه 
و ب  ه آن   داده  صیتش  خ  یو مولکول  یح سلولرا در سطو  تنش  دیبا

 انیب  یعی،ی طبهانیپروتئ  انیب  ، تا بتوانند با بازدارندگیپاسخ دهند
 ,.Pareek et al)نماین  د  ءرا الق  ا ت  نشم  رتبب ب  ا  یهانیپروتئ

ب  ه تجم  ع منج  ر  یس  تیرزیغ ه  ایتنش یطور کل   ب  ه .(2010
ل در د باع  ه اخ  تلان   توانیمد ک  ه متعاقب  ا   نش  ویم  هایینیپروتئ
ت  نش،   بیدر شرا  بقا  یبرابنابراین،  د.  نشو  ی گیاهکید متابولعملکر

ح  ال ک  اهش تجم  ع   نیه  ا و در ع   نیپروتئ  طبیعی  بیحفظ ترک
غلبه ب  ر  یاست. برا یضرور اهانیگ یبرا  طبیعیریغ  یهانیپروتئ
ه  ا( HSP)  1حرارت  ی  ش  وک  ه  ایپروتئین  اهانیگ  ،یمشکل  نیچن
 ب  ه  کنن  د ک  ه در تحم  لیم  دی   تول  یمولک  ول  یه  انام چاپرونبه

 ;Guo et al., 2016)نقش دارند  یستیو ز یستیرزیغ هایتنش

Vierling, 1991)چندمنظوره عمل  یهانیعنوان پروتئها به. آن
 هی   و تجزخوردگی، انتق  ال  را با ت  ا  ی سلولی راوستازئموو ه  نموده
. (Vierling, 1991)کنن  د یحف  ظ م ت  نش بیدر ش  رائین وتپ  ر

HSPش  وک  یه  انیپروتئ ب  ه دخ  و یها بر اس  او وزن مولک  ول
، HSP90 ،HSP70(، HSP100ی )لودالت    ونیک 100 یحرارت     
HSP60 ،HSP40 ،HSP20  وHSP10    ش  وندیم یبندمیتقس 

(Gupta et al., 2010; Wang et al., 2004). 
 بیها در تم  ام ش  راس  لول  بقای  یبرا  HSP60  یهانیچاپرون
کارآم  د   خوردگیت  ا  یب  را  چ  ون،  رس  ندنظر میب  ه  یرشد ض  رور

، ب  وده  یسلول  یاتیح  یکه واسطه عملکردها  یمتعدد  یهانیپروتئ

 
1. Heat shock  k proteins 

ه  ا وتیوکاریه  ا و  یوباکتریه  ا،  ئیآرکهستند. آنه  ا در    ازیمورد ن
مج  دد، تجم  ع و   گیخوردن، ت  ایپ  روتئ  خوردگیت  اداشته و  وجود  
 Balchin)کنند یم لیرا تسه یتوکندریبه کلروپلاست و م انتقال

et al., 2016; Hartl et al., 2011)ین   یپروتئ یه  ا. کمپلکس 
 بی   در ترکداده و  لیرا تش  ک یادوحلق  ه یس  اختارها یگ  ومریال

دن  اتوره ش  ده و ت  ازه   یه  انیپروتئ  یخوردگتا  ن،یپروتئ  کارکردی
 Ditzel et)کنند  یم مشارکت ATP  زیدرولیه قیه از طرسنتز شد

al., 1998; Saibil et al., 2013). ن،ینت  اکنون دو ن  وپ چ  اپرو 
( و HSP60) دهای(، پلاس  تGroELنام ه  ا )ب  هیدر باکتر Iن  وپ 

 توزولیو س    ه  اآرکئی در II(، و ن  وپ Hsp60ها )یتوکن  دریم
مش  خص و  یس  تالیکرس  اختار ، ب  ا (CCT/TriC) یوتیوک  اری

 Braig et al., 1994; Ditzel et)ند اهشد ییشده شناساحفاظت

al., 1998; Hill & Hemmingsen, 2001)ژن  وم  اهان،ی. در گ
را ک  د  یدیو پلاس  ت  یتوکندریم  نیچاپرون  یهاهمولو،  ی،استهه
 ,.Hill & Hemmingsen, 2001; Peng et al) کن  دیم

2011) .GroEL درEscherichia coli   وHSP60 یتوکندریم 
 دیپلاس  ت  HSP60  ک  ه  ی، در ح  البوده  کسانیواحد  ریز  14  یحاو

 ,.Martel et al)باش  د می βو  α یواح  د مج  زاریش  امل دو ز

1990; Nishio et al., 1999). 
HSP60 و  یاهی   گ یهادر کلروپلاس  تE. coliمی، از آن  ز 

، محافظت 2CO  کنندهتیتثب  یاصل  نیپروتئ  کعنوان یبه  سکویروب
 ,.Hemmingsen et al., 1988; Wang et al)نمای  د یم

 RbcL  یواح  دهاریز  یخوردگت  ا. مشاهده شده است ک  ه  (2004
کوف  اکتور آن  نیو همچن    HSP60 نیپروناتوس  ب چ    یاهی   گ

HSP20 ش  ود یانج  ام م(Wang et al., 2004; Wilson & 

Hayer-Hartl, 2018) .و  وپلاس   تلرک نیچ   اپرونک   ه زمانی
 میآن  ز بی  ان ش  د،بیش E. coli هیدر س  و یکمک    یفاکتوره  ا
-Wilson & Hayer)مش  اهده ش  د  س  کویروب یاهیگ یعملکرد

Hartl, 2018) .هانیکه چاپرونتوان نتیجه گرفت که بنابراین، می 
 ک  ارکردی انی   در ب حی  اتی یه  او نقش کنن  دیم  یبا هم همکار

 ب  ر ای  ن،لاوهع  ه  ا دارن  د.ژنترانسکدش  ده توس  ب    یهانیپروتئ
HSP60  س  میابولدر مت  ینقش مهم  RNA حفاظ  ت و پ  ردازش ،

RNA نماید یم فایا زین(Ruggero et al., 1998). 
در پاسخ ب  ه   HSP60  هایپروتئین  یکیولوژیاگرچه عملکرد ب

 مش  خص ش  ده از جمله ذرت، سورگوم و فلف  ل  اهیتنش در چند گ
 ;Haq et al., 2019; Nagaraju et al., 2021) اس  ت ش  ده

Prasad et al., 1990)یهاخاص ژن یحال، عملکردها نی. با ا 
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HSP60  ایدر س  و  ه  ای غیرزیس  تیتنشتحم  ل ب  ه    افزایش، در 
 مانده است. یمبهم باق
( از نظر اقتصادی و غ  ذایی یک  ی از .Glycine max Lسویا )

شود. ای  ن محص  ول، ترین محصولات در جهان محسوب میمهم
را   2022در س  ال  ان  جه     یروغن  یدانه ها  دیدرصد از کل تول  61

-http://soystats.com/international)ده    د یم لیتش    ک

world-oilseed-production/ .) ای  ن گی  اه، ن  ه تنه  ا پ  روتئین
گیاهی و روغن خوراکی، بلکه اسیدهای آمینه ضروری برای انسان 

 شیافزا. (Zhang et al., 2015)نماید و حیوانات را نیز فراهم می
دانه بدون به خطر انداختن روغن  نیپروتئ  یو محتوا  ایعملکرد سو
 ایس  وتولی  د  ح  ال،    نیبوده است. با ا  ایسو  اصلاح  یاز اهداف اصل

محیطی تهدی  د ه  ای زیس  تتوسب خشکی، شوری و س  ایر تنش
 ه  ایاین مطالعه با توجه به اهمی  ت پروتئینشود. بنابراین، در  می

HSP60  خ  انواده ژن  ی در   نالیز جامعی از ای  ندر پاسخ به تنش، آ
گیاه سویا انجام شد. با استفاده از برخی ابزارهای بیوانفورم  اتیکی، 

 یه  اکروموزوم  یه  ا روژن  نی   ا  عی   توزتحلیل ساختارهای ژنی،  
ه  ای های فیزیکوشیمیایی و موتیف، روابب تکاملی، ویژگیمختلف
ای  ن، تجزی  ه و بر  شده آنها مورد مطالعه قرار گرفت. علاوهحفاظت

عناص  ر و    GmHSP60های  ( ژنGO)  1شناسی ژنتحلیل هستی
کنش ها صورت گرفت. شبکه برهمدر پروموتر ژن  2تنظیمی سیس

 HSP60 ه  ایبعدی پروتئینپ  روتئین و س  اختار س  ه -پ  روتئین 
ه  ای بین  ی ش  دند و در نهای  ت، آن  الیز الگوه  ای بی  ان ژنپیش

GmHSP60  های این شد. یافته  های غیرزیستی انجامتحت تنش
بنایی ب  رای مطالع  ات آین  ده در جه  ت کش  ف عملک  رد مطالعه م

ه  ای گیاه سویا در برابر تنشتحمل    افزایشدر    HSP60ای  هژن
 غیرزیستی خواهد بود.

 

 پژوهش  نهی شیپ
 HSP60ه  ای  مطالعات متع  ددی نش  ان داده اس  ت ک  ه پروتئین

عنوان ند. بهنمایهای مهمی در فرآیند تحمل به تنش ایفا مینقش
 یاتی   نقش ح  HSP60های  مثال، مشخص شده است که پروتئین

و   ییگرم  ا  ب  ه ت  نشتحم  ل    ،یتوکندریم  وژنزی، بوینم  میدر تنظ
نماین  د یم ف  ایا یگ  ومریال ین   یپروتئ یس  اختارها بندیس  رهم

(Prasad & Stewart, 1992).  در بررس  یHsu  و همک  اران
واس  طه هب  یتوکن  دریم  RNA  ، پی  رایشسیپسودیدر آراب(  2019)

 
1. Gene ontology 

2. Cis-regulatory element   

HSP60  ش  دمش  اهده (Hsu et al., 2019). یاعض  ا انی   در م 
، AtHSP60α1  ه  ایژن  ،در آرابیدوپسیس  HSP60  یخانواده ژن

AtHSP60β1    وAtHSP60β2  تح  ت   اعض  ا،  ریبا سا  سهیدر مقا
. (Weiss et al., 2009) ش  دند ءش  دت الق  ابه ییت  نش گرم  ا

و مخم  ر،  E. coliدر  HSP10و  HSP60 ه  ایبی  ان ژنبیش
نش  ان داد  شوری ب  الا و  یاسمز یهادر برابر تنشها را آنتحمل  

(Wang et al., 2004) . 
Kim  ک  ه بیش  تر اعض  ای  ( نش  ان دادن  د2021)و همک  اران

اشعه م  اوراء ب  نفش و های  در کاهو تحت تنش  HSP60های  ژن
. (Kim et al., 2021)، افزایش بیان نشان دادند نور با شدت بالا 
های مختلف نش  ان سورگوم در بافت  HSP60های  آنالیز بیان ژن

 انی   در بر، ب  کنواختیطور  به  SbHSP60  یهاژن  که بیشترداد  
مش  اهده  ش  هیر یهادر بافت یمتوسط انیکه ب  یدر حال  ،شوندیم
 نیش  تریب  SbHSP60  یانتخ  اب  یه  اژن  بر این، بیشتر. علاوهشد
و ب  ه دنب  ال آن   ش  وریو    یخش  ک  یهارا تحت تنش  انیب  زانیم

و  Haq .(Nagaraju et al., 2021) ت  نش س  رما نش  ان دادن  د
در فلف   ل را  HSP60ژن  16در مجم   وپ ( 2019همک   اران )

گیاه  یپاسخ دفاع ها درشناسایی نموده و نتیجه گرفتند که این ژن
ای  ن .  نق  ش دارن  د  یس  تیرزیغ  یه  اتنش  ریو س  ا  در برابر گرم  ا

غشاء   پایداریو در    نمودهعمل    نیچاپرون-پویعنوان لبه  هاپروتئین
از تجم  ع  نهای  تو در کنن  د، می و ت  اخوردگی مج  دد، مش  ارکت

 .(Haq et al., 2019)نمایند یمی ریجلوگ ریناپذبرگشت  یحرارت
را در   HSP60  بی  ان ژنافزایش  ،  (2016)همکاران  تورهان و  
 Turhan)ن  د نشان داد ییتحت تنش گرما یوندیپ یگوجه فرنگ

et al., 2016)که اف  زایش بی  ان ژن . در حالیAT1G55490  در
در ص  نوبر تح  ت  PtHSP60-33یس و همول  و، آن آرابیدوپس   

 ,.Taj et al., 2010; Yer et al)ت  نش ش  وری مش  اهده ش  د 

در تحم  ل   HSP60  ه  ایژن  دخالتاین مطالعات بیانگر    .(2018
 .باشدمی تلفهای مخبه تنش

HSP60  تح  ت  اف  زایش بی  ان  ،سیدوپسیدر آرابی  کلروپلاست
 ,Xu & Huang) نش  ان داد یب  الا و خش  ک یدم  ا یه  اتنش

ک  ه   مش  خص ش  د،  (2013)و همکاران    Kimدر بررسی    .(2010
OsHSP60α1  60  رواحدیزα  نمای  د یم  ک  درا    دیپلاست  نیپرونچا

 S.-R. Kim) اس  ت یضرور rbcL نیپروتئ خوردگیتا یبرا که

et al., 2013) ه  ا را در حفاظ  ت از نیچاپرون تی   اهم. ای  ن ام  ر
 .نمایدیاستنباط م نیپروتئ

 یه  انق  ش متن  وپ ژن بی  انگر ع  ات ف  و در مجم  وپ، مطال
HSP60  از باش  دمی  یط   یمح  یه  اتنشپاسخ به  و    اهیگنمو    در .
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ک  ه  HSP60خ  انواده ژن  ی  یعملکرد  بررسیو    ییرو، شناسا  نیا
ت  نش   یدهگنالیس     در  آن  یمولکول  سمیدرک مکانای جهت  هیپا

 رسد.نظر میبه  یضرور  است،
 

 شناسی پژوهشروش

 در سویا HSP60و آنالیز توالی خانواده ژنی  شناسایی

 Phytozome v13ژنوم سویا از پایگاه اطلاعاتیابتدا توالی کامل 

(www.phytozome.net)آوری ، دانل   ود ش   د. ب   رای جم   ع
ا، ابت  دا ویس    HSP60ه  ای آمینواس  یدی خ  انواده ژن  ی توالی

 Cpn60_TCP1اختصاص    ی  دم    ین HMMمشخص    ات 
(PF00118)  پایگ             اه اطلاع             اتیاز Pfam 
(http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/)  دانل     ود و

در  BLASTP (P= 0.001)در جستجوی  queryعنوان سپس به

. (Finn et al., 2015)ژن  وم س  ویا ارس  ال ش  د اطلاعاتی  پایگاه
دس  ت آم  ده جه  ت حض  ور دم  ین ه  ای پروتئین  ی بهتم  ام توالی

Cpn60_TCP1 توس       ب پایگ       اهInterProScan  
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/)   بررسی مورد 

  .(Jones et al., 2014) فتندقرار گر

 ه   ای غی   ر تک   راری و دارای دم   یندر نهای   ت، پروتئین

Cpn60_TCP1    کیل  و دالت  ون   69ت  ا    50با وزن مولک  ولی ب  ین
سایی ش  دند سویا شنا  HSP60های خانواده ژنی  عنوان پروتئینبه
(Haq et al., 2019).  

 

 هاتجزیه و تحلیل خصوصیات فیزیکوشیمیایی پروتئین

اس  یدآمینه، وزن مولک  ولی خ  واص فیزیکوش  یمیایی مانن  د تع  داد 
(MW( نقط  ه ایزوالکتری  ک ،)pI ش  اخص ناپای  داری، ش  اخص ،)

( GRAVYآلیفاتی        ک، و ش        اخص آبگری        زی )
از  pI / Mwاز ابزار محاسبه با استفاده   GmHSP60هایپروتئین

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

 

 تعیین جایگاه سلولی و موقعیت کروموزومی

 WoLF PSORTبرنام          ه آنلای          ن 
(https://wolfpsort.hgc.jp/)  بین  ی جایگ  اه س  لولی برای پیش

 Horton et)مورد استفاده قرار گرفت  GmHSP60های پروتئین

al., 2007)های . تصویر موقعیت کرموزومی ژنGmHSP60  ب  ا
 .(Voorrips, 2002)ترسیم شد  MapChartافزار نرماستفاده از 

 

 ردیفی چندگانه و تجزیه و تحلیل فیلوژنتیکیهم

س  ویا دو درخ  ت   HSP60ه  ای  دی ژن بن در این مطالعه، جهت گروه 
ه  ای پروتئین  ی  فیلوژنتیک ترسیم شد. درخت اول فق  ب ش  امل توالی 

HSP60  ه  ای سویا و دیگری شامل توالیHSP60  و  آرابیدوپس  یس
ترتیب  ب  ه آرابیدوپسیس و برنج   HSP60های پروتئینی برنج بود. توالی 

  TAIRه                  ای اطلاع                  اتی  از پایگاه 
 (https://www.arabidopsis.org/  )  وRGAP  

(http://rice.plantbiology.msu.edu/)   دس      ت آمدن      د  به
 (Kawahara et al., 2013; Lamesch et al., 2012 )  .  ابتدا آن  الیز

اف  زار  ب  ا نرم   HSP60ه  ای پروتئین  ی  ردیف  ی چندگان  ه توالی هم 
ClustalW    انج  ام ش  د (Thompson et al., 2003 ) ه  ای  . درخت

بر مبنای روش اتصال    MEGA 7.0افزار  فیلوژنتیکی با استفاده از نرم 
برای اطمین  ان از   1000با تکرار  2استرپ ( با آزمون بوت NJ)  1همسایه 

 . ( Kumar et al., 2016) بندی ترسیم شد  صحت گروه 
 

هاای تجزیه و تحلیال سااختار ژنای و شناساایی موتی 

 حفاظت شده

، ب  ا GmHSP60برای بررسی تنوپ و ساختار اعضای خانواده ژنی  
GSDS (http://gsds.cbi.pku.edu.cn/ )اس   تفاده از برنام   ه 

 DNAنسبت ب  ه  CDS اینترون با مقایسه توالی - ساختار اگزون
بر وه. علا(Hu et al., 2015)ژنومی مربوط به هر ژن، ترسیم شد 

بین  ی های آمینواسیدی آنها تحت آن  الیز موتی  ف و پیشاین، توالی
-MEME (http://memeدم        ین ب        ا برنام        ه 

suite.org/tools/meme/ )ار گرفتن  د ق  ر(Bailey et al., 

 20  . پارامترهای م  ورد اس  تفاده ش  امل شناس  ایی ح  داکثر(2009
 50و   6ترتیب  ه  ا ب  هموتیف، و کمترین و بیش  ترین ط  ول موتیف

ه گ   ایه   ا در پاآن 3یمستندس   ازس   پس اس   یدآمینه ب   ود. 
 InterProScanاطلاع                      اتی

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

 

 GmHSP60های توالی پروموتر ژن یلو تحل یهتجز

 یه  ادر پروم  وتر ژن تنظیم  ی س  یسعناص  ر  ی  لو تحل تجزی  ه
GmHSP60  ژن کم  ک   یانب  یمبه درک اطلاعات مربوط به تنظ

 
1. Neighbor-Joining 

2. Bootstrap 
3. Annotation 

https://wolfpsort.hgc.jp/
http://meme-suite.org/tools/meme/
http://meme-suite.org/tools/meme/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/
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 Phytozomeیاطلاع  ات گ  اهیاز پااس  تفاده  بابنابراین، د. نماییم

v13 ،1500 جفت( ب  از ب  الا دس  ت ک  دون ش  روپATGژن ) ه  ا
عناص  ر   ییو شناس  ا  ش  ده  پروموتر در نظ  ر گرفت  ه  یعنوان توالبه
 PlantCAREاس      تفاده از  ب      ا س      یس یم      یتنظ
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcar 

e/html/ )گردی  د انج  ام (Lescot et al., 2002).  ب  رای انج  ام
 اف   زار( نی   ز از نرمGOشناس   ی ژن )تجزی   ه و تحلی   ل هستی

Blast2GO (http://blast2go.com/ استفاده ش  د )(Conesa 

& Götz, 2008). 
 

 هاپروتئین کنشبرهم شبکه بعدی وبینی ساختار سهپیش

ب  ا اس  تفاده از  GmHSP60 یه  انیپروتئ بعدیس  ه یس  اختارها
ند ش  د  بینی( پیش/sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2)  Phyre2برنامه  

(Kelley et al., 2015). عملک  ردی و فیزیک  ی  ه  ایکنشمیان
سویا ب  ا اس  تفاده از پایگ  اه اطلاع  اتی   HSP60های  بین پروتئین
STRING  (http://string-db.org/)    با شاخص حداقل امتی  از
ب  ا  س  پس. (Szklarczyk et al., 2019)ترسیم شد  4/0متعامل 

 Cytoscape v3.10.1 اف         زاراس         تفاده از نرم
(http://cytoscape.org/  )یهانیپلاگکمک    به و  Cytohubba  
 ش  د  لیتحل  و  هیتجز  هانیپروتئ  کنشبرهمشبکه    ClusterVisو  
(Shannon et al., 2003). 

 

در پاساخ باه   GmHSP60هاای  ه و تحلیل بیاان ژنتجزی 

 های غیرزیستیتنش

سویا در پاسخ    HSP60های  برای تجزیه و تحلیل الگوی بیان ژن
تنش گرما،  به  سرما،  خشکی،  شوری،  شامل  غیرزیستی  های 

داده از  غذایی  مواد  کمبود  و   RNA-Seqهای  غرقاب 
/(http://ipf.sustech.edu.cn/pub/soybeanاست شد.  فاده  ( 

بیانی  داده  نرمال  FPKMهای  جهت  بهدریافتی  صورت  سازی 
(FPKM+1)Log2    نمودار و  نرم  Heatmapتبدیل  افزار توسب 

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

 .(Scherf et al., 2000)ترسیم شد 

 

 های پژوهش یافته

 در سویا HSP60شناسایی اعضای خانواده ژنی 

  Cpn60_TCP1شده  دمین حفاظت   HMMبر مبنای پروفایل  
(PF00118)    و الگ  وریتمBLASTP   ه  ای پروتئین  ی  توالی

HSP60    ،ئین  پروت   52برنج و آرابیدوپسیسHSP60    در پایگاه
بر ای  ن، ب  ر اس  او  اطلاعاتی ژنوم سویا شناسایی شدند. علاوه 

توالی انتخابی با وزن مولکولی بیشتر    InterProScan  ،20ابزار 
کیلودالت  ون و ب  دون دم  ین    50کیلودالت  ون و کمت  ر از    69از  

Cpn60_TCP1  ژن    32، ح  ذف ش  دند. در نهای  تHSP60  
گ  اه کروم  وزومی از  اس  او جای   شناسایی شده در ژنوم سویا بر 

GmHSP60-1    ت    اGmHSP60-32   گ    ذاری ش    دند  نام
 (. 1)جدول 

مث  ال    عنوان به متفاوت است،    اهان ی ها در گ ن ی تعداد چاپرون 
 ,Hill & Hemmingsen) آرابیدوپس  یس  در  پ  روتئین    29

م  ورد    20،  ( W. Hu et al., 2009)   در برنج مورد    29،  ( 2001
مورد در صنوبر    49،  ( Singh et al., 2016) ی روباه ارزن دم در  
 (Yer et al., 2018 )  ،16    مورد در فلفل (Hsu et al., 2019 )  
گ  زارش    ( Nagaraju et al., 2021) م  ورد در س  ورگوم    30و  

 شده است. 
( تا  GmHSP60-8)   511های این خانواده از  وتئین طول پر 

605   (GmHSP60-1    وGmHSP60-3  اس  یدآمینه متف  اوت )
  55/ 18بین   ی ش   ده نی   ز ب   ین  ب   ود. وزن مولک   ولی پیش 

 (GmHSP60-8  ت   ا )65/ 76   (GmHSP60-3  کیلودالت   ون )
(  GmHSP60-4)   95/ 32متغیر بود. شاخص آلیفاتیک نیز بین  

ب  ود. نق  اط ایزوالکتری  ک  ( متغیر  GmHSP60-6)   114/ 86تا  
  9/ 07( و  GmHSP60-2)   5/ 25( ب  ین  pIبین  ی ش  ده ) پیش 

 (GmHSP60-3 ب  ود. در حالی )  30ک  ه ش  اخص ناپای  داری  
درصد( کمت  ر از    75 /93)   GmHSP60پروتئین    32پروتئین از  

شوند. شاخص  بینی شده و پروتئین پایدار محسوب می پیش   40
  HSP60  ه  ای درص  د پروتئین   5 /87  ( GRAVYگری  زی ) آب 

  HSP60ه  ای  ده  د بیش  تر پروتئین منفی بوده، که نش  ان می 
 (. 1دوست هستند )جدول  سویا آب 

ب  ا ش  اخص   داری   ناپا  ،یدیدوست، اسآب  هابیشتر این پروتئین
 یه  انیپ  روتئ  ب  ارز  یه  ایژگیو  بی  انگرک  ه    بودهبالاتر    کیفاتیآل

 .(Rao et al., 2008) هستند مرتبب با تنش
نش  ان داد ک  ه جایگ  اه سویا    HSP60های  یابی پروتئینمکان

ها، سیتوپلاسم است. همچین  ین جایگ  اه سلولی عمده این پروتئین
بین  ی ش  د سلولی برخ  ی میتوکندری،کلروپلاس  ت و هس  ته پ  یش

ه  ا احتم  الا  (. وج  ود تن  وپ مک  انی ب  رای ای  ن پروتئین1)ج  دول 
در فرآین  دهای   ه  اهای کارکردی متنوپ این ژندهنده نقشنشان

 باشد.ولی میمختلف سل

http://string-db.org/


 
، شاخص  ی دار ی ، شاخص ناپا ک ی زوالکتر ی ا   طه ، نق ی وزن مولکول   نه، ی دآم ی تعداد اس سویا.  در    HSP60  های خصوصیات فیزیکوشیمیایی پروتئین   . 1  جدول 

  WoLF PSORTبا استفاده از برنامه    ز ی ن   ها ن ی پروتئ   ی سلول   ه گا ی جا   و   رد برآو   Expasy -ProtParamبا استفاده از ابزار    ها ن ی کل پروتئ   ی دروپات ی و متوسب ه   ک ی فات ی آل 
 شد   ی ن ی ب ش ی پ 

 نام ژن
Gene name 

 شماره دسترسی ژن
Gene ID 

طول  

 ن ی پروتئ

Protein 

length (aa) 

 یوزن مولکول

Molecular 

weight 
(kD) 

  نقطه

 کیزوالکتریا

Isoelectric 

point 

 شاخص

 ی داریناپا

Instability 

index 

شاخص 

 کیفاتیآل
Aliphatic 

index 

متوسط  

 کل   یدروپاتیه
GRAVY 

 یسلول گاهیجا
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 

 

 GmHSP60های یابی کروموزومی ژنمکان

سویا روی   HSP60ژن    32بر اساو پایگاه اطلاعاتی ژنوم سویا،  
ه  ای د ژن(. بیش  ترین تع  دا1اند )ش  کل  کروموزوم قرار گرفته  14

GmHSP60    ق  رار دارد.   8ژن روی کروموزوم ش  ماره    5به تعداد
با چهار ژن دارای بیشترین تع  داد  20پس از آن، کروموزوم شماره  

ه  ای روی ه  ر ی  ک از کروموزوم  GmHSP60ژن است. سه ژن  
 16، 12، 10، 5های ش  ماره  روموزومقرار دارد. ک  11و    7،  2شماره  

، 9، 1ه  ای ش  ماره  ده و کروموزومهر کدام شامل دو ژن ب  و  18و  
 (.1هستند )شکل  GmHSP60دارای یک ژن   15و  14
 

  HSP60بنادی خاانواده ژنای  مطالعه روابط تکاملی و گروه 

 سویا 

 یه  اخانواده  لی   و تحل  هیامکان تجز  یاسهیمقا  سکیتوسعه ژنوم
 آورده اس  ت.مختلف فراهم    یهاگونه  انیرا در م  نکسای  ینیپروتئ

با استفاده   (NJ)  هیهمسا  اتصال  روش   یمبنا  بر  یکیلوژنتیدرخت ف
و   سیدوپس   ی، آرابایسوهای  از گونه  HSP60  ینیپروتئ  یتوال  70از  
آش  کار ش  ود   هانیپروتئاین    نیب  یشد تا روابب تکامل  ترسیم  برنج

 ر مبنای جایگاه سلولی دربها را  پروتئین  ی(. درخت تکامل2)شکل  
 ه  ایپروتئین  ن صورت ک  هبندی نمود. بدیاصلی تقسیم  سه گروه
HSP60    در. هسته یا سیتوپلاسم در گروه اول واقع شدنددر  فعال 

در  فع  ال ه  ایپروتئین، ترتیبو س  وم نی  ز ب  ه دوم ه  ایگروه
 70از در ای  ن بررس  ی ن  د. گرفتق  رار و کلروپلاس  ت  یتوکن  دریم

در گروه پروتئین    12در گروه اول،    پروتئین  HSP60  ،38  پروتئین
بن  دی . این نحوه گروهدر گروه سوم قرار گرفت  وتئینپر  20دوم و  
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 Haq) مطابق  ت داردو فلفل  یدر ارزن دم روباه یبا مطالعات قبل

et al., 2019; Singh et al., 2016). 

 GmHSP60های اینترون ژن –شناسایی ساختار اگزون 

 واهد بیش  تری جه  ت ت یی  د رواب  بتواند شبررسی ساختار ژنی می
فیلوژنتیکی ارائه نماید. زیرا وجود یا ع  دم وج  ود اینت  رون فرآین  د 
مهمی در تکامل ژنوم و یک مقیاو تطبیقی ب  رای تکام  ل گون  ه 

. در ای  ن بررس  ی، (Moore & Purugganan, 2003)باش  د می
ب  ا اس  تفاده از   سویادر    HSP60های  اینترون ژن  -ساختار اگزون  

بر اس  او   ایسو  HSP60  یخانواده ژن، ترسیم شد.  GSDSپایگاه  
گ  روه   س  هب  ه  و ب  ر مبن  ای جایگ  اه س  لولی    یکیل  وژنتیدرخت ف

اول، گروه  یه  اژنک  ه  طوریبه.  . الف(3)شکل    ددنش  بندیمیتقس
 و یتوکن  دریم، هس  تهی  ا  سیتوپلاس  مدر  ترتیبدوم و س  وم ب  ه

. ب نش  ان داده 3طور ک  ه در ش  کل همان  .ارندقرار د  کلروپلاست
اینت  رون متغی  ر   17ها در محدوده صفر تا  شده است تعداد اینترون

 ،GmHSP60-6 ه  ایژن در ینترون   یا چیه   باش  د. اگرچ  ه می

GmHSP60-8    وGmHSP60-10  17با این ح  ال،    نشد،  افتی 
 ،GmHSP60-16، GmHSP60-17ه     ای ژن اینت     رون در

GmHSP60-30 و GmHSP60-31 .مشاهده شد 

  ها آن   ی ر ی رپذ یی تغ   GmHSP60جالب خانواده    ی ها ی ژگ ی از و   ی ک ی 
ک  دون    ن ی بر اس  او اخ  تلال در آخ  ر ها اینترون است.  نترون ی در فاز ا 

ن  ام دارد    صفر شوند. مرحله اول فاز    ی م   م ی اگزون، به سه نوپ تقس   ک ی 
ن را  ک  دو درج ش  ده و    سوم ک  دون   د ی بعد از نوکلئوت   رون ت ن ی که در آن ا 
ب  از    ن ی ب   نترون ی نام دارد که در آن ا   اول کند. مرحله دوم فاز  ی مختل نم 

  نت  رون ی ک  ه ا یی ، جا دوم ف  از    ت، ی در نها شود.  درج می اول و دوم کدون  
.  ( Kim et al., 2021) ش  ود  درج می   ک  دون   ک ی سوم    و   باز دوم   ن ی ب 
ها حداقل دارای چهار فاز اینت  رون  فاقد اینترون، بقیه ژن  جز سه ژن به 

شده در تعداد  وجود تفاوت مشاهده صفر و سه فاز اینترون یک هستند.  
آوردن    دس  ت به   دلیل حذف ی  ا تواند به می   ها برخی از ژن   نترون ی و فاز ا 

ب ایجاد یک نقش ک  ارکردی  موج   اینترون طی تکامل بوده و احتمالا 
 . ( Azizi & Zare, 2022) ت اس   ها شده آن   صاصی برای اخت 

 

 
ها در بالای هر کروموزوم نوشته شده است. مقیاو ستونی، طول  زومهای سویا. شماره کروموروی کروموزوم HSP60های جایگاه ژن . 1شکل 

 دهد.باز نشان می های سویا را بر حسب مگا جفتکروموزوم



 19  ( 11-28)  1402، پیاپی چهل و سوم، پاییز یکمسیزدهم، شماره  فناوری گیاهان زراعی، سالعلمی زیست مجله   
 

 
توالی با استفاده از  MEGA 7.0ر افزابه کمک نرم  فیلوژنتیکیدرخت  در سویا، آرابیدوپسیس و برنج.  HSP60ژنی اده  خانو ی کیلوژنتیف درخت .2شکل 

اند.  های مجزا نشان داده شدههای مختلف با رنگ گروه . شد  میترس 1000بوت استرپ با  هیروش اتصال همسا  یمبنا  آمینواسیدی بر یتوالها کامل پروتئین
 ها نشان داده شده است. رپ روی شاخه مقادیر بوت است

 

 
پروتئین   32سویا. )الف( روابب فیلوژنتیکی: با استفاده از توالی آمینواسیدی  HSP60های اینترون ژن  –روابب فیلوژنتیکی و ساختار اگزون   .3شکل 

HSP60 افزار سویا، درخت فیلوژنتیکی به کمک نرمMEGA 7.0 ار اگزون ترسیم شد. )ب( ساخت 1000ت استرپ بر مبنای روش اتصال همسایه با بو-  
های با جعبهبالادست و پایین دست ( UTRها هستند. مناطق ترجمه نشده ) قرمز نمایانگر اینترونهای نقطه چین ن و های سبز نمایانگر اگزو اینترون. جعبه 

توان با استفاده از مقیاو موجود در پایین تخمین ازه اگزون و اینترون را می دهنده فازهای اینترون هستند. اندنشان 2و   1،  0اند. اعداد آبی نشان داده شده 
 ها )اول و دوم( نیز با فونت سیاه مشخص شده است. ام گروه زد. ن
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هااای پروتئین شااده حفاظاات یهااا یموت ییشناسااا

GmHSP60. 

 یتشابه و تفاوت ت  وال  زانیکردن مو مشخص  بیشتر  جهت بررسی
استفاده ش  د.  MEMEاز نرم افزار در سویا    HSP60ی  هانیپروتئ

 50ت  ا    15ب  ا ط  ول ب  ین  ش  ده  حفاظت  فیموت  20بر این اساو،  
در تمامی   11و    9،  6،  4،  3،  2های  . موتیفشد  ییشناساآمینواسید  
 یه  افیموت مستندس  ازی. ب  ا (4ه  ا یاف  ت ش  د )ش  کل پروتئین

 13و    8،  2  یه  افی، موتInterProش  ده ب  ا اس  تفاده از    ییشناسا
(. 2ش  دند )ج  دول  ین   یبشیپ Cpn60_TCP1 نیعنوان دم   ب  ه

ن  وپ، ترتی  ب و   نشان داده ش  ده اس  ت،  4طور که در شکل  همان
ه  ای دوم و س  وم مش  ابه بودن  د، ام  ا ب  ا ه  ای گروهیفموت  تعداد

های قبلی، های گروه اول تفاوت داشتند. مطابق با گزارش پروتئین
ده ش   ی مختل  ف، حفاظتهاطور قابل توجهی در گروهها بهموتیف
 .(Singh et al., 2016; Zhang et al., 2015) هستند

 

 
با استفاده  GmHSP60های شده در پروتئینحفاظت  موتیف  20سویا.  HSP60 یهاپروتئینشده حفاظت یهافیموت. روابب فیلوژنتیکی و بررسی  4شکل 

 حیتوض شکل  نییکه در پا یرنگ یهابا جعبه  فیدهند و هر موتی را نشان م  نشدهحفاظت یهایتوال یخطوط خاکسترشناسایی شد.  MEMEاز برنامه 
 زد. نی تخمشکل  نییدر پاموجود  اویتوان با استفاده از مقی را م فیو موت نیطول پروتئ اند.نشان داده شده ، داده شده

 

  MEMEبرنامهتوسب   GmHSP60های ی شده در پروتئینهای شناسایمشخصات موتیف .2جدول 

 موتیف 
Motif 

 طول موتیف 
Motif length 

 توالی موتیف 
Motif sequence 

E-value 
 مستندسازی 
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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 GmHSP60های توالی پروموتر ژن یلو تحل یهتجز

بین  ی  پیش   جه  ت م  رثر    ی روش     سیس، عناصر    یل و تحل   یه تجز 
  اس    ت های تنظیم    ی در مرحل    ه رونویس    ی  مکانیس    م 

 (Mohammadi et al., 2022 .)   ،با تجزیه و تحلیل پروموترها
ه  ای زیس  تی و  تنش گو ب  ه  پاس  خ عناص  ر تنظیم  ی س  یس  

س  یس  ن  ور(، عناص  ر  سرما،    ، گرما، شوری   ، ی )خشک   غیرزیستی 
در    و نمو   رشد مرتبب با  و    ها هورمون گو به فیتو پاسخ   ی اختصاص 
،  Box4عناص  ر  .  ( 5د )ش  کل  ش  دن   یی پروم  وتر شناس  ا   ی ن  واح 

MYC  ،ARE    وMYB   گو به  پاسخ   یستی ز ر ی عناصر غ   ن ی در ب
و    88،    97،    100ترتیب در  ک  ه ب  ه طوری به غالب بودند،    تنش 
عناص  ر    یافت ش  دند.   GmHSP60های  درصد پروموتر ژن   81

  های آس  یب   و   پ  اتوژن ه  ای  ب  ه تنش   پاس  خگو سیس    ی تنظیم 
  ی ه   ا ژن   از   درص   د   75  ی پروم   وتر   ن   واحی در    ی مک   انیک 

GmHSP60   .ه  ا  درص  د از ژن   56،  ی  ن بر ا علاوه   مشاهده شد
  pHه  ای گرم  ا،  به تنش   گو پاسخ سیس    ی عناصر تنظیم   ی دارا 

پروم  وتر    حی ن  وا در    ی و تنش اس  مز   ی مغذ   مواد   کمبود ،  یین پا 
ب  ه    گو س  خ پ  ا و دف  اعی) TC-rich repeats  عناصر خود بودند.  

  28و    53در    ترتیب به (  یین پا   ی دما   به   گو )پاسخ   LTR1( و  تنش 
  ی ه  ا ژن   بیش  تر   . گردی  د مش  اهده    ه  ا ژن   ی پروموتره  ا از  درص  د  

GmHSP60   تنظیم  ی  عناص  ر    دارایERE   (24    ژن، عنص  ر س  یس
س  یس پاس  خگو ب  ه  ژن، عنص  ر    ARBE   (17پاس  خگو ب  ه ات  یلن(،  

ژن،    TGACG-motif   (12و    motif-CGTCAاس    ید(،  آبسیزیک 
 (. 5اسید( بودند )شکل  عناصر تنظیمی پاسخگو به جاسمونیک 

نش  ان   GmHSP60خانواده    یهاپروموتر ژن  لیو تحل  هیتجز
و   یس  تیرزیغ  ه  ایب  ه تنشها ممکن است ب  ا تحم  ل  داد که آن

وج  ود   .ب باشندشد مرتبگو به رعناصر پاسخ  ریهمراه با سا  یستیز
 نیدهد که ایپروموتر نشان م  یدر نواح  ABAگو به  عناصر پاسخ

داشته باش  ند  فعالیت ABAوابسته به    در مسیرها ممکن است  ژن
باش  د میمتع  دد  یه  اه  ا در تنشHSP60ک  ه بی  انگر نق  ش 

(Nagaraju et al., 2021) . 

 

 

 

  برنامه ده ازتفااس با  سیس یمیعناصر تنظ تعداد یلو تحل یهتجزسویا.  HSP60 یهاژن پروموتر در  یسس تنظیمی عناصر  شناسایی  .5شکل 

PlantCARE  .یهاپروموتر ژن موجود در تعداد عناصر مختلف ، ها و اعداد مختلفرنگ انجام شد GmHSP60 دهدی را نشان م. 

 
1. Low Temperature Response 
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هاااای ( ژنGOشناسااای ژن  هستی یااالو تحل یاااهتجز

GmHSP60. 
عملک  رد    ی ن   ی ب ش ی پ   جه  ت (  GOشناسی ژن ) هستی   یل و تحل   یه تجز 

  ی ه  ا ن ی پروتئ   ، موقعی  ت ( . ال  ف 6ش  کل  م  ورد انتظ  ار )   ی مولک  ول 
GmHSP60   (، و مش   ارکت در  . ب 6ش   کل  )   ی س   لول   ی ر اج   زا د

تجزی  ه و    ( انج  ام ش  د. . ج 6ش  کل  )   ی احتم  ال   ی ک ی ول  وژ ی ب  ی ندها ی فرآ 
در پاس  خ ب  ه    GmHSP60  ی ه  ا ژن نش  ان داد ک  ه    GOتحیلی  ل  

از    ن ی دد پروتئ ج م خوردگی  و تا   ی تاخوردگ   های غیرزیستی مسئول تنش 
عملکرده  ای متن  وپ  .  باش  ند می   ATPوابس  ته ب  ه    ی روش     ق ی   طر 

ه  ای  از جمله اتصال یونی، اتص  ال ب  ه پروتئین   HSP60های  پروتئین 
های  ها در پاسخ به محرک نقش آن های غشایی و تانخورده و پروتئین 
  ی اب ی   مس  ئول باز   HSP  ی ه  ا ن ی ک  ه پروتئ ده  د  محیط  ی نش  ان می 

  هس  تند   های غیر زیستی پاسخ به تنش در    ل سلو   ی طبیعی وستاز ئ م و ه 
 (Abbas et al., 2022 ) . 

 GmHSP60های بعدی پروتئینبینی ساختار سهپیش

،  GmHSP60های  ی پروتئین بعد ساختار سه   ی ن ی ب ش ی پ جهت  
  Phyre2برنام  ه    با اس  تفاده از   ن ی پروتئ   ی همولوژ   ی ساز مدل 

انجام ش  د. ابت  دا ی  ک الگ  وی مناس  ب ب  رای ه  ر پ  روتئین  
GmHSP60    ،اده از الگ  و  ا اس  تف مدل ب   ک ی سپس  یافت شد

نشان داده شده است تمام    7طور که در شکل  شد. همان  د ی تول 
ب  ا  های مربوط به گروه دوم در درخ  ت فیل  وژنتیکی  پروتئین 

درص  د    100  ن  ان ی در س  طح اطم   c8pe8F  ی استفاده از الگ  و 
ه  ای  های مربوط ب  ه زیرگروه . بقیه پروتئین شدند   ی ساز مدل 

د. ب  ا توج  ه ب  ه  ن دادن   ری نشا های ساختا مختلف نیز شباهت 
را تضمین    ن ی پروتئ   اختصاصی عملکرد  ی، بعد ساختار سه اینکه 
در    ی عملک  رد   ی ها ش  باهت تواند بی  انگر  کند، این امر می می 
ه  ای مختل  ف  زیرگروه در    GmHSP60  ی ه  ا ین پروتئ   ی  ان م 

 . باشد 
 

 

 Blast2GOافزار نرم  استفاده از با  GmHSP60 یهاژن  GO یلو تحل یهتجزسویا.  HSP60 یها( ژن GO) نشناسی ژهستی لیو تحل هیتجز. 6شکل 

 یهاستون د. ب( اجزای سلولی:  هستن GmHSP60 یهامورد انتظار ژن  یدهنده عملکرد مولکولسبز نشان  یهاستونانجام شد. الف( عملکرد مولکولی:  
 یندهایدهنده فرآنشان  یآب یهاستون ی: کیولوژیب یندهایفرآ( ج ند. شویم انیب  GmHSP60 یهاژن جاهستند که در آن یسلول یاجزادهنده قرمز نشان

 . کنندیم  فاینقش خاص خود را ا GmHSP60 یهاهستند که در آن ژن  یکیولوژیب
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 لفمخت یهااستفاده شد که با رنگ  ینیپروتئ  یهامدل دیتول  یبرا Phyre2 برنامهسویا.  HSP60 یهاپروتئین یبعدسه  یساختارها ینیبش یپ .7شکل 

 نام الگوی مربوط به هر زیرگروه با رنگ قرمز نشان داده شده است.  اند.نشان داده شده  انتهای آمینی به کربوکسیلیدر جهت 

 

هاای ینپاروتئین باین پروتئ  -کنش پروتئینشبکه برهم
GmHSP60 
 یاطلاع  ات گاهیبا استفاده از پا  نیپروتئ  -نیکنش پروتئشبکه برهم
STRING  افزار  به کمک نرمشد و سپس    ترسیمCytoscape   با

آن  الیز ش  بکه  ClusterVis و Cytohubba  یهااستفاده از برنامه
و   1یک گره  نیهر پروتئ  ،صورت گرفت. در تعریف شبکه پروتئینی

ش  ود. بن  ابراین هرچ  ه تع  داد نامیده می  2هر خب ارتباط، یک یال
 ها در شبکه بیشتر باشد، نشان دهنده ای  ن ام  ر اس  ت ک  ه درگره

های بیشتری نقش دارند و هرچ  ه شبکه پروتئینی مورد بررسی ژن
ها بیشتر باشد، به معنای ارتب  اط تنگاتن  گ های میان ژنتعداد یال

 
1. Node 

2. Edge 

بن  دی . خوش  ه(Saraei et al., 2021) ها در شبکه استمیان ژن
نشان داد که ای  ن ش  بکه   MCODEشبکه با استفاده از الگوریتم  

 از بیترتکه خوشه اول و دوم به  باشدیخوشه م  دوپروتئینی دارای  
. . ال  ف(8)ش  کل  اس  ت)گ  ره( تش  کیل ش  ده  نیپ  روتئ 16 و 18
-GmHSP60-2، GmHSP60-5، GmHSP60 یه   انیپروتئ

11، GmHSP60-18، GmHSP60-22 وGmHSP60-25   بر
 ییناساش  3هاب  عنوانبه  ها،نیپروتئ  ریساارتباط با    نیشتریاساو ب
ام  ر   نی   . ا. ب(8)شکل    اندشدهبا رنگ قرمز نشان داده    کهشدند  
 بیپاسخ به شرا یدهگنالیسدر  هانیپروتئ نیا تیاهمدهنده  نشان

 است. یطیمختلف مح

 
 

 
3. Hub 



 ... در هاآن یکارکرد یبررس و  ایسو ژنوم گستره در HSP60 خانواده یهاژن ییشناسا: محمدی 24
 

 

 

 

 
 

 با GmHSP60 یهانیپروتئ نیب نیپروتئ - نیپروتئکنش . شبکه برهمایسو  HSP60 یهانیپروتئ نیب نیپروتئ - نیپروتئکنش برهم  شبکه   .8شکل 

و خطوط  هاگره دهندهنشان  یرنگ یهالیمستط. شد لیتحل  و هیتجز Cytoscapeافزار و به کمک نرم  استخراج STRING یاطلاعات  گاهیاستفاده از پا
و   هیتجز. ب( دهندی اول و دوم را نشان م ی هاخوشه واقع در  یهانیپروتئ بیترتو زرد به  یآب یهالیمستط: شبکه یبندخوشه( الفهستند.  هاالی انگرینما

 شدند.  یی( شناساهان یپروتئ ریارتباط با سا نیشتریعنوان هاب )بقرمز به یهالیمستطواقع در  یهانیپروتئشبکه:  لیتحل

 

 هاایدر پاسخ باه تنش  GmHSP60های  الگوی بیان ژن

 غیرزیستی

 اطلاع  اتتوان  د  یم  یژن     هخانواد  انیب  یالگو  یلو تحل  یهتجز
 ,Mao & Chen)آورد ه  ا ف  راهم در م  ورد عملک  رد آن یمهم   

، س  ویادر   HSP60  یه  اکرد ژنمنظور درک بهتر ک  اربه  .(2012
های غیرزیستی شامل ش  وری، پاسخ به تنشها در  آن  انیب  یالگو

قرار  یمورد بررس خشکی، سرما، گرما، غرقاب و کمبود مواد غذایی
نم  ودار   کی   ،  س  ویا  پتومیترانس  کر  یه  اگرفت. با استفاده از داده

Heatmap او یدر مق (FPKM+1) Log2(. 9شد )شکل  میترس
بیش  تر نشان داده شده است،    Heatmapگونه که در نمودار  همان
ه  ای م  ورد تنش  پاس  خ ب  ه  دربیان بالایی    GmHSP60های  ژن

و  یهمپوش  ان وج  ود دهندهاند که این امر نش  اننشان دادهمطالعه  
 یس  تیرزیغ ه  ایتنشمختلف  بیشراها در پاسخ به هماهنگی آن

ه  ا در نقش مه  م ای  ن ژن  گربیان  اندوتمی. همچنین این امر  است
غرقاب و کمب  ود م  واد شوری،  گرما، سرما، خشکی،    پاسخ سویا به

، GmHSP60-12ه  ای  . بالاترین بیان مربوط به ژنباشدغذایی  
GmHSP60-19 ،GmHSP60-21  وGmHSP60-24 تح   ت 

ترین بی  ان در پاس  خ ب  ه های مورد مطالعه ب  ود. پ  ایینتنش  تمام
و  GmHSP60-8 ،GmHSP60-13ه  ای ه  ا نی  ز در ژنتنش

GmHSP60-32    ،ه  ا درژن  نی   احتم  الا  امشاهده شد. بن  ابراین 
 نق  ش بن  ابراینو  ش  ده انی   ب یمتف  اوت یو نم  و یس  تیز بیش  را

 & Azizi) ندارن  د مورد مطالع  ه یهادر پاسخ به تنش یکارکرد

Zare, 2022) . 
  ه  ای پروتئین   از مش  ارکت   ی ح  اک   ی نی  ز قبل     ی ه  ا زارش گ 

HSP60   و    اه ی   گ   نم  و   از جمل  ه   ی ک ی ول  وژ ی ب   ن  د ی فرآ   ن ی در چند
عنوان مث  ال،  باش  د. ب  ه می   ه  ای غیرزیس  تی تحم  ل ب  ه تنش 

HSP60   ب ی ش  را   تح  ت ن  ه تنه  ا    س ی دوپس   ی آراب   ی کلروپلاس  ت  
پاس  خ    ز ی   ن   ی ب  الا و خش  ک   ی دما   های محرک   به بلکه    ، طبیعی 

  ی ها ژن   ان ی ب   ی الگو   بررسی   . ( Xu & Huang, 2010)   دهد ی م 
  بی  ان   القاء   دهنده نشان   ز ی ن   در سورگوم و فلفل   HSP60خانواد  

 Haq et)   باشد ی م غیرزیستی    ی ها ها در پاسخ به تنش ژن   ن ی ا 

al., 2019; Nagaraju et al., 2021 ) توان  د می ام  ر    ن ی   . ا  
پاس  خ    در   HSP60  ی ه  ا ژن ی  ک  ارکرد   سم ی مکان   بیانگر تشابه 

 . باشد   ها تنش   مختلف به   اهان ی گ 
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پاسخ   را در GmHSP60 یهاژن  انیب ریی تغ زان ی، مHeatmap شینماهای غیرزیستی. سویا در پاسخ به تنش  HSP60ی هاژن  ی انیب لیپروفا .9شکل 

 یبرا   رنگ آبیکه از  دهدی م را نشان هاژن  انی. نوار راهنما شدت بدهدی نشان م ییغرقاب و کمبود مواد غذا  ،یخشک ،یشور  ،های گرما، سرمابه تنش 
 . فاده شده استبالا است  انیب  یقرمز برا تاکم  انیب

 

 گیری و پیشنهادها نتیجه
که ب  ر  شد ییشناساژنوم سویا در   HSP60ژن    32در این مطالعه  
و برنج   سیدوپسیدر آراب  HSP60  یهانیپروتئا  ب  یاساو همولوژ

ه  ای واق  ع در پروتئین. بن  دی ش  دندگ  روه اص  لی طبقه 3در 
شده، های حفاظتموتیف  ،یاز نظر ساختار ژنهای مختلف  زیرگروه
 بعدی و خصوص  یات، جایگ  اه س  لولی، س  اختار س  هنت  رونیا ف  از
ن امر یاکه  یی برخوردار بوده  بالا شدگی  یی از حفاظتایمیکوشیزیف

ه  ای زیرگروهدر  ه  اک  ارکردی آن یهاش  باهتتوان  د بی  انگر می
، رشد و نمو هابه تنش  گوپاسخ  یمیوجود عناصر تنظ  .باشدمختلف  

و   ERE  ،MYB  ،MYC  ری   متف  اوت نظ  یفراوان   با    هاهورمون  و
LTR  در رشد و نمو گیاه و همچنین ها  تواند حاکی از نقش آنمی
ب  ر اس  او ی باش  د.  س  تیرزیغو    یس  تیز  هایتنشبه    گیاهتحمل  
 نی   ا  مشخص شد ک  ه(،  GOژن )  یشناس  یهست  لیو تحل  هیتجز

 یب  ه روش    نیمجدد پ  روتئ یو تاخوردگ  یتاخوردگ  در  یخانواده ژن
از  .نق  ش دارن  د  یستیرزیغ  یهاپاسخ به تنش  در  ATPوابسته به  

ی ه  اژنبیش  تر داد ک  ه نش  ان    ه  اژن  یانی   ب  الگ  وی  گریدی  سو
GmHSP60    ش  وری، ه  ای  تنش  پاسخ ب  ه  درالایی  ن ببیادارای

بودند که این امر  خشکی، سرما، گرما، غرقاب و کمبود مواد غذایی
ه  ا در پاس  خ ب  ه و هم  اهنگی آن یهمپوش  ان وج  ود دهندهنش  ان
اطلاع  ات م  ا در م  ورد ها  یافت  ه  . ای  ناست  یستیرزیغ  هایتنش

ر تحمل گیاه سویا ها در دو عملکرد آن  GmHSP60خانواده ژنی  
و   یغرب  الگرتواند جه  ت  افزایش داده و میهای محیطی  به تنش

، GmHSP60-12ه  ای ب  ا بی  ان ب  الا نظی  ر اس  تفاده از ژن
GmHSP60-19  ،GmHSP60-21   وGmHSP60-24  در تولید

ه  ای گیاهان تراریخته با هدف تولی  د گیاه  ان متحم  ل ب  ه تنش
 غیرزیستی مختلف مفید 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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  علمی  نشریه 

 فناوری گیاهان زراعی زیست
 

 

 »مقاله پژوهشی«

  آب   د کمبو  تنش  تحت   ر ی کو   رقم  گندم   ة ش ی ر   پروتئوم   ة ی تجز 

 
 1زادشقایق اصل، *1تورچیمحمود ، 1سمیرا مردانی زنوز

 

 چکیده
گندم به عنوان    .شودزیستی در گیاه محسوب میتنش غیری  خشکی یکی از مهمترین عوامل ایجادکننده

است.    مواجه  آبیکم با سال از ایدوره  در حداقل شود کهیک گیاه زراعی مهم، اغلب در مناطقی کشت می
از   شنیکی  کمبودپروتئیناسایی  راهکارهای  تنش  به  گیاه  تحمل  در  درگیر  پروتئومیک    های  رهیافت  آب 

آب بر الگوی پروتئوم ریشه گندم رقم متحمل کویر، آزمایشی در    است. به منظور بررسی اثر تنش کمبود
انجام  قالب طرح کاملاً تکرار  با هفت  پروتئین   تصادفی  به روش  شد. استخراج  استون    /TCAهای ریشه 

های احتمالی درگیر در گردید. پروتئینالگوی بیان پروتئینی با استفاده از الکتروفورز دوبعدی بررسی   و  انجام
کمبود مقایسه  تنش  با  کمبود  یآب  تنش  تحت  بیان  کنترل    الگوی  شرایط  در  بیان  الگوی  با  آب 
داد  شناسایی نشان  نتایج  تیمارهاکه  شد.  بین  وزن   اختلاف  و طول  برای صفات  ریشه  در سطح  رتر  یشه 
معنی  5احتمال   و  درصد  هوایی  اندام  خشک  وزن  ریشه،  خشک  وزن  صفات  برای  ولی  اندام  دار  تر  وزن 

معنی آماری  نظر  از  ریشههوایی  پروتئوم  بیان  الگوی  بررسی  نبود.  را   ینقطه   98  ،دار  تکرارپذیر  پروتئینی 
دار بین شرایط کنترل و بیان معنیاختلاف  ظ آماری دارای  نقطه از لحا  10داد که از میان آنها تعداد    نشان

بیان   نقطه کاهش  بیان و یک  افزایش  نقطه  تعداد هشت  این  از  بودند.  نقطه نشان را  تنش  این  های دادند. 
بر  مولکولی  پروتئینی  وزن  ایزوالکتریک  (Mw) اساس  نقطه  بانک   (pI)  و  در  جستجو  اطلاعاتی  با  های 
به تنش در گروهئینوتپر  .شدندشناسایی پاسخ دهنده  قرارهای  این گروه   های عملکردی مختلف  ها دارند. 

 پاسخ و دفاع در برابر تنش و مسیرهای متابولیکی بودند.  ،تنش اکسایشی پروتئین،شامل سنتز و تجمع 
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 مقدمه 
عههی بههه عنههوان یههک گیههاه زرا( .Triticum aestivum Lگندم )
کنون همواره مههورد توجههه بشههر از زمان اهلی شدن تا  شده،شناخته
بیشترین سطح زیر کشت را در بین محصولات زراعههی بههه بوده و  

رین غلههه در تگنههدم بههه عنههوان اصههلی.  اسههتخود اختصههاد داده
 دهدمیبسیاری از مناطق جهان، غذای عمده اکثر مردم را تشکیل

(Shewry, 2009) .با این وجود، اغلههب منههاطق تولیههد گنههدم در 
جهان در بخشی از فصل رشد با کمبود آب مواجه هسههتند. میههزان 

بق آخرین آمار سازمان خوار و بههار جهههانی سههازمان تولید گندم ط
میلیون تههن بههود کههه ایههن   749برابر با    2016ملل متحد در سال  

میلیههون تههن  1/11میزان در کشور ایههران در همههان سههال حههدود 
گندم هم در سطح جهان و است. آمارها حاکی از کاهش تولید  بوده

های با کمبود دوره. (Naghavi et al., 2015) ان استهم در ایر
ی زندگی گیاه، حتی در گیاهههانی کههه خههارج از آب اغلب در چرخه

کننههد ماننههد گیاهههان نههواحی خشههک و نیمههه خشههک رشههد می
 .(Wilson et al., 2001)دهد میهای مناطق معتدله رخ جنگل

زای محیطههی اسههت یکی از مهمترین عوامل تنش کمبود آب 
خشک که تولید محصولات کشاورزی را در مناطق خشک  و نیمه

 .شههودتاثیر قرارداده و باعث کاهش قابل توجههه عملکههرد میتحت
فتد که آب قابل استفاده ااق میبطورکلی تنش کمبودآب زمانی اتف

به کههاهش میههزان   یابد و شرایط اتمسفری نیزدر خاک کاهش می
 Valizadeh-Kamranدهد )میق تبخیر و تعرق ادامه  آب از طری

et al., 2017تحمل به تنش کمبودآب در اکثر گیاهههان دیههده .) 

و حتههی درون افههراد یههک   ی دیگههرای به گونهشود اما از گونهمی
است. استراتژی گیاهان برای مقابله با خشکی معمولا گونه متفاوت
باشههد ز دو عمل اجتناب از تنش و تحمل تنش میشامل ترکیبی ا

 . تحمههل(Nakayama, 2007)اسههت متفاوتکه بسته به ژنوتیپ 
است و بستگی به اثههر های غیر زیستی بسیار پیچیدهدر برابر تنش

زا و انههواع مختلفههی از فرآینههدهای مولکههولی، متقابل عوامل تنش
بیوشیمیایی و فیزیولههوژیکی دارد کههه طههی رشههد و نمههو گیههاه رخ 

 هایدفرآینهه  آب کمبههود .(Razmjoo et al., 2008) دهنههدمی

 مههواد تجمههع و پههروتئین سنتز فتوسنتز، شامل متعدد بیوشیمیایی

 آب کمبود به هاپاسخ ترینرایج جمله از .دهدمی تغییر را محلول

 بههه آسههیب کلروپلاست، در تیلاکوئیدی غشای از الکترون نشت

 ،O-2 و 2O2H تولیههد افههزایش فتوسههنتز، کههاهش کلروفیههل،
 سههلول، شههدن طویههل روی منفههی اثرات ی،لیپید پراکسیداسیون

 اسههت) دهیدراسههیون(آب و پسابیدگی سلول به  دسترسی کاهش

(Qureshi et al., 2007)رویههدادهایی کههه تحههت  ولین. یکی از ا
ها در پاسخ به انتقال بسته شدن روزنه  دیابمیشرایط خشکی ادامه  

سههید های دهیدراتههه )مثههل ااجههزا شههیمیایی سنتزشههده در ریشههه 
است که تغییرات بیان ژن مطالعات نشان داده .باشدیسیزیک( مآب

ای بهها تغییههرات در سههطح پههروتئین در سطح رونویسی اغلب رابطه
ها در پاسخ به تنش  ندارد. بنابراین مطالعه تغییرات پروتئوم گیاهان

 پس تغییرات ها تحتپروتئین از بسیاری باشد.یمهم و سودمند م

 ترانسههکریپتوم تجزیههه با قابل رهیابی که گیرندمی قرار ترجمه از

ای دسته لقای تولیدبا ا . گیاهان (Kosová et al., 2011)نیست 
سههلولی محافظههت   کههه موجههود را از آسههیبهای تنشی  از پروتئین
 بهها دهند. بنههابراین،های محیطی پاسخ میکنند، به انواع تنشمی

 آبههی کههم تههنش بههه پاسخ کار و ساز درک الگوی پروتئوم، مطالعه

 هاپروتئین که آنجایی از .(Kamal et al., 2010)است  امکانپذیر
هسههتند،  درگیههر محیطههی هههایتنش بههه پاسخ در مستقیم طور به

 عملکههرد و بیان الگوی شناسایی آلایده روش  یک پروتئوم تجزیه

 شههامل تنههها نههه هههاپروتئین .اسههت تههنش با های مرتبطپروتئین

 سطح متابولیت بلکههه  شههامل در تغییرات کننده لیزکاتا هایآنزیم

 پاسخ گیاه به تنش که باشندمی نیز ترجمه رونویسی و فاکتورهای

 Shahbazi etکننههد )می تنظههیم پروتئین و رونوشت سطوح در را

al., 2023)را تههنش بههه سههازگاری هههایههها عملکههرد. پروتئین 
پلاسههمایی،  یغشهها در تغییههر بروز به منجر که کنندمی هیدجهت

 که شوندمی سلولی داخل اجزای ترکیب بعلاوه سلولی، سیتوپلاسم
 را آب به سلولی سیتوپلاسم تمایل مثل خصوصیات آنها نهایت در
 توانههدمی پروتئومیک توسط شده شناسایی هایژن .دهدمی تغییر

 بهبههود بههرای ژن انتقال و نشانگر کمک به اصلاح هایبرنامه در

 .(Kamal et al., 2010)باشد  دمفی تنش به تحمل
ریشههه به بررسی تاثیر کمبود آب بههر پروتئههوم   پژوهشدر این  

 .شودها در پاسخ به این تنش پرداخته میگندم و نقش پروتئین
 

 شناسی پژوهش روش

 آزمایش انجام روش و گیاهی مواد 

رقم گندم متحمل به تنش کمبههود آب بههه نههام   ازدر این پژوهش  
یقههات اصههلاح و بذور این رقم از مؤسسه تحق  .شداستفاده  "  کویر"

شههده شد. رشد گیاهان در شرایط کنترلتهیه  ذر کرجتهیه نهال و ب
دانشگاه تبریز   کشاورزیدر محیط آزمایشگاه پروتئومیک دانشکده  

بههذر  10یکی، تعههدادژگیری صههفات مورفولههوشد. برای انههدازهانجام
سههانتیمتر و ارتفههاع   10ای با قطههر  های پلاستیکی استوانهدرگلدان
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شههد. دمههای روز ه شده کاشههتتر، حاوی ماسه شسته الکسانتیم  15
شههد. درجههه سههانتیگراد در نظرگرفته 19و دمای شب  25طی رشد  
  حههدود نههور شههدتبهها درمعههرت تههابش نههور خورشههید  هاگلههدان
 در  سههاعت14   روشههنایی  دوره  و  ثانیههه،  بر  متر  بر  میکرومول1000
 (.Torabian et al., 2018قرارگرفتند )روز   شبانه
 

 تنش کمبود آب اعمال نحوه و آزمایشی طرح

 شههد.انجام بهها هفههت تکههرار بصورت طرح کاملا تصادفیآزمایش 

د. دادنلتشکی را آزمایش تیمارهای آب کمبود تنش و عادی آبیاری
 قطههع با تنش. شدند انجام روزانه بصورت ای شاهدهگلدان آبیاری

 هفت بمدت تنشهای تحتگلدان برای برگیود مرحله در آبیاری

 برای هابوته ،تنش ظاهری علایم شد.  پس از مشاهدهروز اعمال

. برای استخراج رگرفتنداستفاده قرا صفات زراعی مورد گیریاندازه
شههده و بههرای ریشه با احتیاط و با دقت شسته  های، نمونهپروتئین
 گردید. استفادهعصاره پروتئینی  استخراج 
 مدت به هاهنمون وایی،های هبخش تر وزن گیریاندازه از پس

قرارگرفتنههد.  گرادسههانتی درجههه 72 دمای در آون داخل ساعت 48
برای  شد.تعیین گرممیلی حسببر بخش هوایی خشک وزن سپس
 طوقه محل از هاریشه، گیاهان ریشهگیری صفات مرتبط با اندازه

 کههردن خشک و ریشه خاک کامل شستشوی از پس و شده هبرید

 برحسههب آنههها وزن کن،غههذ خشههکط کاتوسهه  آنههها سههطحی آب

 ،هاگیری وزن خشک ریشهههبرای اندازه شد. گیریاندازه گرممیلی
 درجههه 72 دمههای در  آون داخههل سههاعت 48 مههدت بههه هانمونههه

 گرممیلی برحسب آنها خشک وزن پسو س  گراد قرارگرفتندسانتی

ریشههه   10میههانگین طههول  گیری  ها با اندازهطول ریشه    شد.تعیین
ل طوقههه تهها نههوک ریشههه برحسههب ادفی از هر گلههدان از محهه تص

  گردید.تعیینکش  خط سانتیمتر بوسیله
 

 پروتئین استخراج

 5/0با قیچی بریههده و    پس از شستشوی کاملهای چندروزه  ریشه
پس از خههرد کههردن، حههدود   .گرم از آن در هاون چینی خرد شدند

و بههه آن   دشهه لیتههری منتقلمیلی  2گرم پودر حاصله به تیوپ    2/0
)تههری  TCA شد که دارای افزودهلیتر محلول استخراج میلی 8/1

تیوب حاوی محلول اسههتخراج  .(1)جدول  کلرو اسیتیک اسید( بود
و نمونه پودر شده به مدت یک دقیقه ورتکههس شههد و سههپس بههه 

ها در دمههای چهههار درجههه نمونههه  .دقیقه سههونیکیت شههد  15مدت  
ها به مدت یک سههاعت در نمونه شدند سپسداشته  گراد نگهسانتی

 15داری شههدند و هههر  هگراد نگدرجه سانتی  -20مای  یخچال با د
پههس از   .شههدندتکههان دادهدقیقه یکبار چند ثانیه به صورت دستی  

 دمای چهههار درجههه  و  در دقیقه  دور  9000ها با تنظیمات  آن، نمونه
 (Hermle z326 K) دقیقههه سههانتریفوژ 20بههه مههدت  سههانتیگراد
شههد کههه   و افزودهشستش  لیتر محلولیمیل  5/1به هر نمونه  .  شدند

میکرولیتههر  70لیتههر و مرکاپتواتههانول میلی 50اسههتون ترکیههب آن 
دور در دمههای چهههار  2000ها بههه تنظیمههات سپس نمونهباشد.  یم

رسههوب پروتئینههی حاصههل  .دقیقه سانتریفوژ شدند 15درجه بمدت 
گههرم از رسههوب میلی  10  .سههپس خههرد شههدو    درون هاون خشک

 .شههدکرولیتههر بههافر حههلال افزودهمی  200خشک وزن شد و به آن  
زده و سپس دقیقه هم  5ای حدود  هها با استفاده از میله شیشنمونه

 25000ها با تنظیمههات  بعد از آن، نمونه  .چند دقیقه ورتکس شدند
دقیقههه در دمههای اتههاق سههانتریفوژ و سههپس  20دور بههه مههدت 
محلول پروتئینی آماده برای بارگذاری   .شدندآوریجمع  سوپرناتانت

در مرحله بعد، بافر حلال یک دوم با  .باشددر برنامه الکتروفورز می
 .شدمیکرولیتر تهیه  60ترکیب یک به یک با آب دیونیزه به مقدار  

ای با های شیشهها در لولهنهایت، برای انجام الکتروفورز، نمونه  در
ا تنظیمههات مشههخ  بههه دسههتگاه اضافه کردن مواد مناسههب و بهه 

شده برای دستگاه منبههع شدند و در برنامه تعریففورز منتقلالکترو
 .برق، الکتروفورز اجراگردید

 
 ترکیب محلول استخراج پروتئین .1جدول 
 مقدار موارد مورداستفاده 

TCA 100% 5  لیترمیلی 
 لیترمیلی  45 استون
 لیترمیلی  70 مرکاپتو اتانول  -20

 لیترمیلی  50 رداستفاده ایی موحجم نه

 
 الکتروفورز دو بعدی

 الکتروفورز بعد اول

در میههدان    ها بههر اسههاس بههارالکتریکی اول، پروتئین   بعد   در الکتروفورز 
اوره،    شوند. برای تهیه ژل بعد اول از مههواد می الکتریکی از یکدیگر جدا 

  بهها ههها  ، آمفولین ( APSپرسولفات آمونیوم ) درصد،    30پلی آکریل آمید  
مقههادیر مشههخ     ا بهه   Nonidet P-40  ( و 8-5و    3-10)  pH دو 

بههه  (  TEMEDتترا اتیههل متههیلن دی آمههین ) شد. همچنین، از استفاده 
در الکتروفههورز  آل  کننده بههرای رسههیدن بههه شههرایط ایههده عنوان غلیظ 
ولههت بههه مههدت نههیم    200با سه ولتههاژ  شد. الکتروفورز بعد اول  استفاده 
ولههت بههه مههدت یههک    600سههاعت و    16ولت به مههدت    400ساعت،  
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دهنههد تهها بههر  ههها اجههازه می . این مراحل به پروتئین گردید ساعت انجام 
 .شوند  شده و تفکیک از یکدیگر جدا   اساس بار الکتریکی 

 

 دومرز بعد والکتروف 

ههها بههر اسههاس  ن ، پروتئی ( SDS-PAGE)   در الکتروفههورز بعههد دوم 
  وش از یههک ژل شههوند. ایههن ر مولکولی خود از یکههدیگر جههدا می وزن 

است که شامل یک ژل جداکننههده و یههک ژل  دوقسمتی تشکیل شده 
بعههد اول    هههای  ژل بعههد دوم،  الکتروفورز  قبل از انجام    .نگهدارنده است 
شههدند تهها  دقیقه شههناور    15به مدت    SDS sampleبافر  در   دو مرتبه 

  15  آمیههد ها روی ژل آکریل ژل سپس این    متعادل سازی صورت گیرد. 
هههر    بههه ازای    . گرفتند قرار   مولکولی ن فکیک بر اساس وز درصد برای ت 

.  گردیههد میکرولیتر از نشانگر آبی بروموفنههول بههه بههافر افزوده   200ژل،  
آمپر برای هههر ژل  میلی  35دازه عملیات الکتروفورز با جریان ثابت به ان 

  بروموفنههول   تا نشانگر آبههی   شد ساعت انجام    3و به مدت زمان حدود   
 ننده برسد. به انتهای ژل جداک 

 

 های پروتئینینقطهتصویربرداری و تجزیه   ،رنگ آمیزی

هههای و ژل  حههذفدارنده  ژل نگه،  پس از پایان الکتروفورز بعد دوم
ههها بهها آب سههپس ژل  کننده قرارگرفتندمحلول تثبیت  درجداکننده  

 20شههد. پههس از محلول نیترات نقههره ریخته  دیونیزه شسته شده و
شههدند. آب دیونیزه شستشههو دادهثانیه با    30ها به مدت  ، ژلدقیقه
لیتههر از محلههول توسههعه دهنههده میلی  300هههر ژل    به ازایسپس  
ههها، روی ژل  یینهه های پروتئنقطهبه محض مشاهده    .گردیداضافه
 شد.ها متوقفکننده روی ژلآمیزی با ریختن محلول تمامرنگ

ز ابتههدا ا ،های پروتئینههینقطهههتصههویربرداری و تجزیههه  بههرای
بههرای تصههویربرداری  Bio Rad GS-800 اسههکنر دسههتگاه
آمیزی )نیتههرات نقههره( در شد. نوع ماده )ژل( و نههوع رنههگاستفاده
های پروتئینی شناسایی نقطهم شد. تنظی Quantity one افزارمنر

ههها و گری دادهشههد. پههس از غربههالها محاسبهو وزن مولکولی آن
شههد. ذخیره Excel فایههل های کمههی درحذف نقاط ناخواسته، داده
های پروتئینههی، تصههاویر توسههط نقطهههبرای تجزیه و تحلیل بیان  

ههها بههه طههور همزمههان ربههرای تمههام تکرا PDQuest افههزارنرم
شههدند. های مشههترک بههین تکرارههها شناسایینقطهشدند و  استفاده

هههای مختلههف سههپس نقههاط بههر اسههاس درصههد حجمههی در تنش
 پههس دار مشخ  شدند.یبیان معنشدند و نقاط با تغییرات تجزیه

 به مختلف تکرارهای برای نقاط حجمی درصد یابی، نقطه پایان از

 بین در نقطه هر حجمی درصد براساس  جداگانه تجزیه و آمددست

 داربیان معنی که تغییرات نقاطی نهایت شد. درانجام تنش سطوح

 شههیکاه یا و افزایشی روند و مشخ  هانقطه کلیه بین از داشتند

شههدند.  مشههخ  IF شههاخ  تنش کمبود آب براساس  طی هاآن
 بهها پروتئینههی هاینقطههه  بودنههد از دو بههالاتر IF دارای که نقاطی

 عنههوان بههه داشههتند 5/0کمتههر از IF کههه نقههاطی و افزایش بیههان

  IFشههدند. شههاخ  بیههان معرفههی کههاهش با پروتئینی هاینقطه
 :گردیدمحاسبه زیر رابطه براساس 

. 

هههای اطلاعههاتی اینترنتههی ها، از پایگاهبرای شناسایی پروتئین
و   NCBI ،Wheat proteomics ،ExPASy ،UniProt ماننههد

 (pI) با مقایسه نقطه ایزوالکتریک .شدمقالات منتشر شده استفاده

های حاصههل از ایههن آزمههایش بهها پروتئین (MW) و وزن مولکولی
ههها پروتئینو مقههالات    هاپایگاه  هاهای موجود در این دادهپروتئین
 .شدندشناسایی

 

 های پژوهش یافته

 شده گیریاندازه صفات تجزیه و تحلیل

مورفولوژیکی مههورد  صفات هایداده برای بودن نرمال آزمون ابتدا
 توزیههع دارای صههفات کلیههه که دادشد و نتایج نشان مانجا مطالعه

اسههت. آمده 2 جههدول در tآزمههون  از حاصههل نتههایج .بودنههد نرمال
و طول ریشه  ریشه، تر وزن صفات شرایط تنش برای بین اختلاف

 نشههان دار شههد کهههمعنی درصد 5از نظر آماری در سطح احتمال 

 صههفات ایههن لحاظ از تنش سطوح بین تفاوت آماری وجود دهنده

هههوایی، وزن تههر انههدام  انههدام خشههک وزن صفات برای لیاست و
ری در مراحل بردا. نمونهدار نشدمعنیوزن خشک ریشه،  هوایی و 

نشدن صفات وزن خشههک انههدام هههوایی،  دارمعنی اولیه رشد دلیل
 .(2)جدول  است وزن تر اندام هوایی و وزن خشک ریشه 

 
قم صفات مورد مطالعه در گندم ربرای  tآزمون نتایج  .2جدول 

 کویر تحت تنش کمبودآب
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 درصد. 5دار در سطح احتمال * معنی

 گیاه رشدی صفات بر تنش کمبود آب اثر
 ریشه و هوایی اندام تر وزن
 میههانگین تههنش شههرایط  در ریشههه، ی و وزن ترهوای اندام تر وزن

 شههدید کههاهش دهندهنشههان که داشتند شاهد به تری نسبتپایین

ها نیههز است. تجزیه آماری داده آبیکم تنش اثر در بافت آب میزان
دار بین گیاه شاهد و تنش در مورد وزن تر ریشههه را اختلاف معنی

  (.1کند )شکل ید میتائ
 

 

کویر  تحت آبیاری ریشه واندام هوایی رقم وزن تر میانگین .1شکل 

 عادی و تنش کمبود آب

 
 گیههاه هههوایی بخههش کههه است آن از حاکی مختلف گزارشات

 از بالا  دمای و خشکی دارد. کمبود آب تنش به بیشتری حساسیت

 عههثبا تعههرق و تبخیههر افههزایش و کاهش میزان فتوسههنتز طریق

تنش کمبههود آب  همچنین شود.گیاه می خشک ماده کاهش تولید
 و فرآینههد بههرگ سطح کاهش نتیجه در و برگ رشد کاهش باعث

 و گردد. گیههلمی گیاهی کاهش بیوماس  به و منجر شده فتوسنتز
روی  اسمزی تنش مطالعه تاثیردر  (Gill et al., 2003) همکاران
 تحههت گیاهههان در بوتههه ارتفاع و تر وزن که نشان دادند سورگوم

 .یابدکاهش می تنش
 

  هوایی و ریشه اندام خشک وزن

داری بین وزن خشک انههدام هههوایی و وزن خشههک اختلاف معنی
نشد. هر چند میانگین این تیماری مشاهدهریشه در سطوح مختلف  
 (.3و  2تنش کاهش یافت )شکل های  صفات تحت شرایط
ها بههرای ها و سایر متابولیترسد که سنتز اسمولیتبه نظر می

مقابله با تنش کمبود آب منجر بههه افههزایش بیومههاس در گیاهههان 
برداری در مرحلههه بهها در نظههر داشههتن نمونههه.  شودتحت تنش می

تههنش بهها   ای این افزایش تا حدی بوده که گیاهان تحههتگیاهچه

اسههت.  زان بیوماس از نظر آماری برابههری کههردهشاهد در می  حالت
نتایج متناقضی درباره اثر تنش کمبود آب روی وزن ریشههه و تههاج 

است. برخی نتایج حاکی از آن است که تههنش کمبههود بدست آمده
لعه دیگههری تههنش دهد. در مطاآب وزن تاج و ریشه را کاهش می

ها در بههرنج هکمبود آب باعث افزایش حجههم و وزن خشههک ریشهه 
 .(Toorchi et al., 2009)  استشده
 

 

هوایی رقم کویر تحت آبیاری عادی و  اندام وزن خشک .2شکل 

 تنش کمبود آب

 

 

ن خشک ریشه رقم کویر تحت آبیاری عادی و تنش  ز و. 3شکل 

 کمبود آب 

 

 ریشه طول

یافت. این کههاهش  کاهش  تنش  حالت  در  ریشه  در این آزمایش طول 
 کههه  ( 4دار بههود )شههکل  شاهد معنههی  شرایط  به  از نظر آماری نسبت 

 در شههرایط  ریشههه  رشههد  حفظ  در  رقم  این  بالای  توانایی  دهنده نشان 

 است.  تنش 
 کههاهش  موجب  آب  کمبود  تنش  که  کردند  پژوهشگران گزارش 

 و  فتوسههنتز  به دلیل کههاهش  احتمالا  امر  این  که  شود می  ریشه  طول 
 ها ریشه  رشد  نهایت  در  که  باشد می  ها ریشه  به  فتوسنتزی  مواد  انتقال 
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تههنش کمبههود   تحت    (Toorchi et al., 2009) .کند می  محدود  را 
 ,.Toorchi et al) شههوند  می  متاثر  هوایی  اندام  از  کمتر  ها ریشه  آب 

 در  ولههی  کاهش،  ذرت  در  ریشه  طول  آب  تنش کمبود  (. تحت 2009
 مثبتههی بههین  همبسههتگی  همچنین  و  یافت،  افزایش  سورگوم  و  ارزن 

 ارزن  و  سورگوم  گیاهان  در  آب  کمبود  تنش  به  مقاومت  و  ریشه  طول 

 . ( Mohammadi et al., 2007) مشاهده شد 
 

 
آبیاری عادی و تنش  تحت  طول ریشه رقم کویر میانگین  .4شکل

 کمبود آب 

 پروتئوم  تجزیه

نقطههه پروتئینههی    98بررسههی تغییههرات پروتئههوم منجههر بههه شناسههایی  
دادند کههه   نقطه تفاوت بیان نشههان   10د   تکرارپذیر شد. در مجموع تعدا 

های بهها کههاهش  و نقطه   9  دار های دارای افزایش بیان معنی تعداد نقطه 
(. افههزایش و کههاهش بیههان بههه  5دار برابر یک بههود )شههکل  بیان معنی 

شههدند.  عیههین  ت   0/ 5  یا کوچکتر از   ترتیب بوسیله فاکتور القا بزرگتر از دو 
  3های انتخابی در جههدول شماره و میزان افزایش و کاهش بیان نقطه 

شههده در روی  اسههت. موقعیههت نقطههه هههای شناسایی نشههان داده شده 
ین  اسههت. همچنهه نشههان داده شده   6هههای اسههکن شههده در شههکل  ژل 

 است. آورده شده   4ها بطور خلاصه درجدول  پروتئین عملکرد این 
هههای ههها و آنزیمشههکی پروتئینهای محیطی از جملههه ختنش

ههها جزئههی از دهنههد و ایههن پروتئینتاثیر قههرار میمختلفی را تحت
  .باشندهای حیاتی سلول میها و چرخهمتابولیسم

 

 
 کمبود آب و شاهد  تنش شرایط تحت داربیان معنی  تفاوت دارای هایپروتئین درصد حجمی. 5شکل 
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 دوبعدی الکتروفورز هایژل  روی انتخابی نیتئیپرو هاینقطه موقعیت  . 6 شکل

 و نوع بیان آنها های زیستیانتخابی در فعالیت هایپروتئین  نقش .3جدول 

 پروتئینی نقطه شماره  نام پروتئین  نوع فعالیت  نوع بیان

 Peroxidase 2301 متابولیسم افزایش 

 Enolase mRNA 3301 متابولیسم افزایش 

 Malat dehydrogenase 4202 سنتز اسیدامینه  افزایش 

 HSP 70 2602 پاسخ و دفاع دربرابر تنش  افزایش 

 Polyphenol oxidase 5404 تنش اکسایشی افزایش 

 Caffeoyl-coA O-methyltransferase 2102 دربرابر تنش پاسخ و دفاع  افزایش 

 Triosephosphate isomerase 2103 متابولیسم افزایش 

 Phosphoglycerate mutase 2101 متابولیسم افزایش 

 S-adenosylmetthionin synthetase 1 3303 متابولیسم کاهش 

 Beta-glucosidase 4602 پاسخ و دفاع در برابر تنش  افزایش 

 
 دار در پاسخ به تنش کمبودآبنقطه پروتئینی دارای تغییرات بیان معنی 10مشخصات . 4جدول 

 ردیف
شماره 

 نقطه

  هایپروتئین   نام

 شده ایی شناس

 آزمایشی تئوری 
 گونه شماره ثبت عامل القا

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 کمبود آب تحت شده شناسایی هایپروتئین نقش
 عملکههردی هههایگروه از نظر کههارکردی بههه انتخابی هایپروتئین

 .شدند بندیتقسیم 7 شکل مطابق

 

 متابولیسم
40 

سنتز
 10 

پاسخ و دفاع
40 

تنش 
اکسایشی 
10 

 

تنش   به دهنده پاسخ هایپروتئین عملکردی هایگروه  .7 شکل

 کمبود آب 

 متابولیسمی مسیرهای در درگیر هایپروتئین

 2301،  2103،  2101های  های شناسایی شده نقطهههازبین پروتئین
پههروتئین  در مسیرهای متابولیسمی گیاهان نقههش دارنههد.  3201و

باشههد کههه می موتههاز فسفوگلیسههرات مربوط به آنزیم 2101شماره 
 یافههت.افههزایش  گنههدم هایریشههه در آبود کمبهه  تههنش تحههت

 کههه اسههت آنزیم گلیکههولیزی یک  PGMیا  موتاز فسفوگلیسرات

 یکدیگر به فسفات-2 گلیسرات فسفات و-3 گلیسرات تبدیل باعث

 ممکن آنزیم این بیان افزایش.  (Toorchi et al., 2009)شود می

متعههدد  دفههاعی فرآیندهای در نیاز مورد بیشتر تولید انرژی به است
 کند. کمک

های گنههدم بههرای دفههاع از تحت تنش کمبود آب در گیاهچههه
 هههای آنتههی اکسههیدانتیهههای آزاد از آنزیمرادیکال سلول در برابر

ن کسههیردو پروکسی اکسید دیسموتاز وآسکوربات پراکسیداز، سوپر
هههای تریوزفسههفات ایزومههراز، آنههزیم استفاده شده و با تغییر بیههان

و مالات دهیدروژناز احتمالا بخشی از انههرژی  فسفوگلیسرات موتاز
 .شههودزدایی از سلول فراهم میهای سمیتواکنشبرای  مورد نیاز
 در شوری و نیز تنش تحت دوروم در گندم آنزیم این بیان افزایش

اسههت. گههزارش شده (Yan et al., 2006) سرما تنش برنج تحت
 قطعههه بیههان همکههاران کههاهش و کاروسههو آزمههایش در همچنین

مشههاهده  گنههدم در کمبود آب تنش شرایط در ازموت فسفوگلیسرات
 . (Caruso et al., 2009)است  شده

که در گیاهان تحت تنش به میههزان قابههل  2103 نقطه شماره
 تریوزفسههفات ایزومههراز مربههوط بههه داد کهههتوجهی افزایش نشان

(TPI) باشههد. های مهم چرخه گلیکولیز میزیمکی از آناست که  ی
 COX6b-1و   UGPaseتنظیم تریوزفسفات ایزومههراز، انههولاز ، 

ی باشد. واضح اسههت احتمالا برای شروع چرخه تولید انرژی ضرور
را دارند که در حین سههنتز سههاکارز میههزان که گیاهان این توانایی  

مصههرف گلههوکز را کههاهش دهنههد و اینکههار را بهها کههاهش بیههان 
UGPase  توانند گلوکز بیشتری را در دهند و بنابراین میانجام می

هههای کههه یکههی از آنزیممسیر گلیکولیز فههراهم کننههد در صههورتی
 .دهدسفات ایزومراز افزایش بیان نشان میاساسی مثل تریوزف

 و وجود دارد: ایزوفرم سیتوسههولی آنزیم این از ایزوفرم نوع دو
 دخیههل کالوین در چرخه پلاستیدی ایزوفرمایزوفرم کلروپلاستی، 

 بیههان افههزایش کههه رسدنظر می به  .(Gao et al., 2011)است 

 انههرژی بههه نیههاز علت به ایزومراز کلروپلاستی فسفات تریوز آنزیم

 تخریههب از ناشههی هایآسههیب بازسههازی زدایههی و سههمیت جهههت

 را آنزیم مههذکور  بیان افزایش نیز قبلی گزارشات .است اکسیداتیو
افههزایش یهها دادند. نان تحههت تههنش شههوری نشههان برگ گندم در

یاهان مختلف بسته به شرایط و مههدت ان این آنزیم در گکاهش بی
اسههت. بههرای مثههال زمان اعمال تنش نتههایج متفههاوتی نشههان داده

یوشههیمورا و همکههاران افههزایش بیههان آن را در هندوانههه وحشههی 
. در این آزمههایش نیههز (Yoshimura et al., 2008)کردند اعلام

است که نشههاندهنده ایههن بیان تریوزفسفات ایزومراز افزایش داشته
اه تحت شرایط کم آبی، با این مکانیسم انههرژی مههورد است که گی

 کند. نیاز خود را تامین می
در گیاهههان تحههت تههنش در   2301میزان بیان پروتئین شماره  

داد. ایههن نقطههه این آزمایش به میزان قابل توجهی افزایش نشههان
است که در تمههام شد. تحقیقات ثابت کردهآنزیم پراکسیداز شناخته

فرآیندهای فیزیولوژیکی و تغییرات فنولههوژیکی گیههاه مههاده سههمی 
شود که دو آنههزیم های گیاهی تولید میهیدروژن پراکسید دربافت

پراکسیداز و کاتالاز به دو شکل متفاوت این ماده را از محههیط دور 
عوامههل مهههم  کههه آنههزیم پراکسههیداز از اسههتو ثابت شده کنندمی

لیگنین سازی درختان بخصود در مرحله آخر پلیمریزاسیون سههه 
 .است ، کونیفریل و سیناپین(کوماریل-Pاصلی )الکل 
 کنندمی کمک گیاهی هایسلول به اکسیدانتآنتی هایآنزیم 

 را تههنش شههرایط تحمههل اکسههیژن، آزاد هههایرادیکال باحذف که
 هههایآنزیم فعالیت تخریبی، اثرات این کاهش برای کنند. ترآسان

 مهمی نقش که شده زیاد و کاتالاز سوپراکسیددیسموتاز پراکسیداز،

 ,.Zhang et al)داشههت خواهند آزاد هههایپاکسههازی رادیکال در
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 باعههث تههنش خشههکی کههه گردیدمشههخ  تحقیق . دراین(2010
 دیسههموتاز وسوپراکسههید پراکسههیداز هههایآنزیم فعالیههت افههزایش

سوپراکسههید  پراکسههیداز، هههایآنزیم فعالیههت افههزایش شههود.مههی
 درمطالعههه کمبود آب تنش افزایش با همزمان کاتالاز و دیسموتاز

 Juniperus oxycedrusروی گیههاه  همکههاران و آلگوسههی

Carthamus tinctorius شههد مشاهده نیههز(Alguacil et al., 

2006). 
: این نقطه پروتئینی احتمالا مربههوط بههه 3301پروتئین شماره  
انولاز یکههی   است.باشد که افزایش بیان نشان دادهآنزیم انولاز می

های دخیل در فرآیند گلیکولیز اسههت. ایههن آنههزیم دربرابههر از آنزیم
های محیطی از جمله تههنش شههوری، کمبههود آب، بسیاری از تنش
انواع مختلفههی از گیاهههان پاسههخ ر  های غیرهوازی دسرما، و تنش
ها تحت دهد. تحت شرایط تنش، فعالیت آنزیمی پروتئیننشان می

های پایههه و اساسههی گیههاه مختههل تههاثیر قرارگرفتههه و متابولیسههم
 (. Michaletti et al., 2018گردد )می

بمنظور حفظ هموستازی در شرایط تنش، گیاهههان نیههاز دارنههد 
های قویههت کننههد ماننههد مکانیسههمهای دفاعی خههود را تمکانیسم

ها. ایههن و سنتز اسههمولیت  ROSانتقال یون، مهار اکسیژ غیرفعال  
هههای العاده زیاد هسههتند. تنظههیم آنزیمفرآیندها نیازمند انرژی فوق

برای ورود به مسیر تولید   UGPase  ایزومراز انولاز، تریوزفسفات
فراوانههی   اترژی بسیار ضروری است. بهها اینکههه فعالیههت آنزیمههی و

یابد اما فراوانی پروتئین آن در انولاز توسط تنش بسیار افزایش می
و در گیاه برنج نتایج کلی و   استافزایش داشته  4/1ذرت به میزان  
و همکههاران افههزایش بیههان قطعههه مرویتههز  است.  قابل تعمیم نبوده

گههزارش   کمبههود آبمربوط به انولاز را در ریشه گیاه تحت تههنش  
های متعددی در مسیرهای اساسی متابولیک سلولی از آنزیمدادند.  

قبیل گلیکولیز و چرخة کربس )انولاز و تریوز فسفات ایزومههراز( و 
متیل ترانسفراز مرتبط - های دیگر مانند کافئاتبسیاری از پروتئین

 دهندبا لیگنینی شدن نسبت به تنش آبی از خود واکنش نشان می
(Merewitz et al., 2011). 

آنههزیم  این نقطه پروتئینی مربههوط بههه    :  3303پروتئین شماره  
 باشههد کههه یکههی ازمی  (SAMS) سههنتاز متیههونین آدنوزیل-اس 

از  بیولههوژیکی مسههیرهای در و دخیل متیل دهنده انتقال هایآنزیم
 و یههان .باشههدمی اتههیلن بیوسههنتز و مختلف هایمتیلاسیون جمله

 بههرنج در سههرما تههنش تحههت را آنههزیم این همکاران افزایش بیان

 آنههزیم بیان افزایش که اندکرده گیرینتیجه اند. آنهاکرده گزارش 

 تسههریع و یافته اتیلن سنتز افزایش موجب سنتاز متیونین آدنوزیل

 ,.Yan et al) شودمی تنش کمبود آب از اجتناب برای گیاه پیری

 در آنههزیم را ایههن بیههان کههاهش همکاران نیههز و کاروسو .(2006

. مرویتههز و (Caruso et al., 2009)اند کرده گزارش  تنش شرایط
را در گیههاه فههوق    افزایش بیان  قطعه مربههوط بههه آنههزیمهمکاران  

آزمههایش بیههان   جهش یافته و کاهش آن را در گیاه نرمههال مههورد
 .(Merewitz et al., 2011)کردند 
 

 تنش برابر در دفاع و پاسخ  در درگیر هایینپروتئ
-Caffeoyl-CoA Oمربهههوط بهههه    2102نقطهههه شهههماره  

methyltransferase  .گیاهان بههرای مقابلههه بهها عواقههب  است
بازسازی هستند که این  های  های محیطی دارای مکانیسم تنش 

هایی همههراه اسههت. همچنههین  بازسازی با سنتز مواد و پروتئین 
اره سلولی ریشه نیز در این مرحله دچههار  محتوای ساختاری دیو 

های دخیههل در  ها، پروتئین شود. از جمله این پروتئین تغییر می 
 Caffeoyl-CoAترین آنها   یکی از مهم . سنتز لیگنین هستند 

O-methyltransferase     است کههه نقههش کلیههدی در سههنتز
مونولیگنولز دارد که به عنوان پیش ساز در ساخت لیگنین عمل  

در هندوانه وحشی    3د. این پروتئین و پراکسیدازهای نوع کن می 
تحههت تههنش کمبههود آب و در ذرت افههزایش یافتنههد. افههزایش  

سههلولی و  سههاختارهای سههازنده لیگنههین، باعههث تقویههت دیواره 
شود. همچنین اصههلاح  ر برابر خشکی خاک می مقاومت ریشه د 

شود میزان آب تلف شههده از  و بازسازی دیواره سلولی باعث می 
سلول به حداقل ممکههن برسههد و دهیدراسههیون انجههام نگیههرد،  

کنههد تهها در برابههر خشههکی مقاومههت  بنابراین به گیاه کمک می 
ها در هندوانه وحشی در مراحل ابتدایی  باشد. این پروتئین داشته 
عمال تنش، کاهش داشتند ولی با افزایش مههدت زمههان تههنش  ا 

در این آزمایش  (.  Yoshimura et al., 2008)   افزایش یافتند 
این پروتئین در گیاه تحت تنش افههزایش بیههان    نیز میزان بیان 

            است. داشته 
 شههوک پههروتئین: ایههن نقطههه مربههوط بههه 2602نقطه شههماره 

نشههان  بیان باشد که دراین آزمایش افزایشمی( HSP70) حرارتی
 و گرمههایی تههنش بهها مقابلههه در حرارتههی شههوک هههایپروتئین داد.

های یوکههاریوتی سههلول .دارندنقش هاپروتئین همچنین تاخوردگی
ههها تحههت عنههوان تحت شرایط استرس با سنتز گروهی از پروتئین

های دیگههر تولیههد های شوک حرارتی که در کنار متابولیتپروتئین
کات بالقوه و مضر را دارند. در واقههع کنند توانایی پاسخ به تحریمی

ها و حرارتههی واکنشههی اسههت کههه وقتههی سههلول پاسخ بههه شههوک
گیرد از خههود در معرت استرس ناگهانی قرار می  های گیاهیبافت
 HSP70کننههد. ههها می HSPداده و شروع بههه بیههان مههوقتینشان
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 ها و بازکردن تههاخوردگیچپرون مولکولی دخیل در تجمع پروتئین
باشد. این مولکول همچنین حت شرایط معمولی و تنش میت هاآن

پژوهشههگران  .ها دخیل استدر واردات، جابجایی و تجزیه پروتئین
های شوک حرارتی از جملههه افزایش بیان انواع مختلفی از پروتئین

Hsp20    ،Hsp70  ،Hsp82  ،Hsp90   را در هندوانه وحشی تحت
 .(Demirevska et al., 2008)دادند نشههانتههنش کمبههود آب 
کردنههد را در گنههدم و در نیشههکر اعلام Hsp70افههزایش بیههان 

(Jangpromma et al., 2010). 
زیداز است. تحههت  این نقطه مربوط به آنزیم بتاگلوکو   : 4602نقطه  

کننههد.  های دفاعی متعددی اتخههاذ می شرایط خشکی گیاهان مکانیسم 
هایی هست کههه پیونههد گلیکوزیههدی  از آنزیم  آنزیم بتاگلوکوسیداز یکی 
های سههلولی از  شکند در بسیاری از فعالیت بین ترکیبات مختلف را می 
سههاکاریدها، الیگوسههاکاریدها، ترکیبههات  جملههه تجزیههه پیونههد دی 

هههای گیههاهی از ترکیههب غیرفعههال  سههازی هورمون سلولی، فعال ه دیوار 
ایفهها  ر زنههده نقههش  های زنههده و غیهه گلیکوزیله شده و مقاومت به تنش 

زنی بذر به  گلوکوزیداز درحین جوانه   . ( Caruso et al., 2009) کند  می 
شود تا مانع ازبههین رفههتن ذخیههره دانههه هنگههام  میزان زیادی تولید می 
دادند  نشههان   و همکههاران بوداک    د. سلولی اندوسپرم گرد هیدرولیز دیواره 

هههای اسههمزی بهها  که افزایش میزان سنتز بتاگلوکوسیداز در حین تنش 
ههها در ارتبههاط بههوده و عههاملی بههرای  تحمل گیاهان در برابر این تنش 

. ایههن  ( Budak et al., 2013) افزایش تحمل گیههاه بههه تههنش اسههت  
شده و باعث سازگاری گیاه در برابههر  آنزیم با رشد بافت گیاهی تحریک 

شههود  تغییههرات محیطههی ناشههی از کههاهش پتانسههیل آب سههلول می 
 (Mohammadi et al., 2007 ) . 

 

 اکسایشی تنش در درگیر هایپروتئین
اکسههیداز فنولپلههی : ایههن نقطههه مربههوط بههه5404نقطههه شههماره 

 مذکور داشت. پروتئین بیان که افزایشباشد اکسیداز( میکتگول(

 هههایپروتئین فعالیههتدارد.  نقش اکسیژن فعال هایگونه مهار در

 فنههول پلههی  هههایپروتئین بیههان افزایش طریق به اکسیداتیو آنتی

 القا اکسیداتیو است. تنشیافته افزایش اکسیداز آلترناتیو و اکسیداز

 قههال الکتههرونانت در اخههتلال موجههب آب کمبود تنش توسط شده

 و کلروپلاست در اکسیژن فعال هایگونه تولید طریق از فتوسنتزی
. شوندمی هابافت و هاسلول موجب تخریب نتیجه در و میتوکندری

ههها را بههه اکسههیداز، هیدرولاسههیون مونههو فنولآنههزیم پلههی فنول
همچنههین ایههن آنههزیم اکسیداسههیون   .کنههدها کاتههالیز میفنولدی
ها نقههش ها که در پلیمریزاسیون رنگدانهکوئینون  ها را بهفنولدی

هههای تغییههرات در میههزان فعالیههت آنزیم. کنههدمههی دارنههد کاتههالیز
های محیطی از جمله تههنش کمبههود اکسیدان در شرایط تنشآنتی

     .استآب گزارش شده
  

 های درگیر در سنتز اسیدآمینهپروتئین

 اسههت ناز سیتوسولیدهیدروژمالات پروتئین به متعلق 4202 نقطه

یافههت.  افزایش بیههان های گندمریشه کمبود آب در تنش تحت که
بههه  مههالات دوطرفههه تبههدیل واکههنش دهیههدروژنازمالات آنههزیم

 در سیتوسههول، آنزیم این کند.می کاتالیز را برعکس و اگزالواستات

سیتوسههول  در اسههت.  NAD +به وابسته پراکسیزوم، و میتوکندری
واکههنش تبههدیل  NAD+وژناز وابسههته بههه دهیههدرآنههزیم مالات

کند، سههپس مههالات از طریههق را کاتالیز میاگزالواستات به مالات  
شود و درآنجا وارد چرخههه ناقل دکربوکسیلات وارد میتوکندری می

ایههن  بهتههر عملکههرد باعث امر این شود.اسید میکربوکسیلیکتری
 مههاده عنههوان پههیش بههه اگزالواسههتات شههود. همچنههینچرخههه می

. (Kosová et al., 2011)کنههد  می عمههل گیاهههان در اسیدآمینه
 در نازدهیههدروژمالات فعالیههت که افزایش رسدنظر می به بنابراین

بیشههتر  سنتر نیز و یداسکربوکسیلیکتری چرخه حفظ فعالیت بالاتر
آنههزیم در بههرگ  افههزایش فعالیههت ایههن کند.می کمک هااسیدآمینه
 Ndimba et)و آرابیدوپسیس  (Wang et al., 2008) گندم نان

al., 2005) اسههت. کههاهش تحت تنش کمبههود آب مشههاهده شده
آنزیم در ابتدای اعمال تنش و افههزایش آن در مراحههل فعالیت این  

 ,.Yoshimura et al)بعدی اعمههال تههنش در هندوانههه وحشههی 

 گردید.مشاهده (2008

 

 پیشنهادات گیری و نتیجه
شه و طول ریشه در اثر  داری برای صفات وزن تر ری تفاوت معنی 

دهنده اثرات زیانبار تههنش روی  شد که نشان تنش کمبودآب دیده 
ریشه گندم رقم کویر است. تجزیه پروتئوم ریشه رقم کههویر بههه  
روش الکتروفورز دو بعههدی تحههت تههنش کمبههود آب منجههر بههه  

نقههره  آمیزی با نیترات طریق رنگ از   نقطه پروتئینی   98شناسایی  
داری از  نقطه پروتئینی تغییرات بیههان معنههی   10شد. از این تعداد  
نقطه پروتئینی افزایش بیان و یک نقطه    9دادند.  نظرآماری نشان 
های شناسایی شده در بیوسنتز و  پروتئین  دادند. کاهش بیان نشان 
الگوی    .تند ها، پاسخ به تنش و دفاع نقش داش متابولیسم پروتئین 
ا بههه خصههود تههنش  ههه های دخیههل در تنش تغییر بیان پروتئین 

های دخیههل در مهههار  اکسایشی حاکی از افزایش فعالیت پروتئین 
هههای دخیههل در سههنتز و  پروتئین  های فعال اکسیژن اسههت. گونه 
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تواند نشانگر یکههی  تجمع پروتئین افزایش بیان داشتند و این می 
تههنش کمبههود آب در ایههن رقههم    از مهمترین مسیرهای 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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هااای کیتیناااز  یان برخی ژن اکسیدان و تغییر ب های آنتی بررسی فعالیت برخی آنزیم 

 کیتین   با  تلقیح   از   پس زمینی  دفاعی گیاه سیب 

 

 2مقدم یعل، 1یسهراب  سجاد دیس،  *1یروزآبادیف انینظر فرهاد، 1گلویجعفرب یفرامرز میمر

 

 چکیده 
ی  کشاورز  یعمده  ی هااز چالش  ها،ها و اٌوومیستقارچهای حاصل از  ی، به ویژه بیماریاهی گ  یهایماریب

ها و  ی سلولی قارچ( مانند کیتین دیوارهPAMPهستند. الگوهای مولکولی مرتبط با پاتوژن )  جهانی  رنمد
 فعال  یژناکس  یهاگونه   یدتول  و  R  یهاژن  انیبهایی در گیاه میزبان،  ها، باعث تحریک و سیگنالاٌوومیست

 نازهایتیمرتبط با دفاع مانند ک  یهاژن   ان یمنجر به ب  نیتیکتحریک  .  ندشویم  هات یمتابول  از  یعیوس  فیو ط
 هایتعدادی از ژن   انیسطح ب  یابیمنظور ارزبه   .شودیم  هاپاتوژن  یسلول  یوارهید  نیتیک  بیتخرنهایت  و در
به متحمل    ینیزمب یس  پیژنوت  کهای ی برگ  دان،یاکسیآنت  یهامیآنزبرخی    تیفعالگیری  و اندازه  نازیتیک

 48نشان داد که  پژوهش    جینتاتلقیح شد.    ن یتیک  یگومرهایبا الیشگاهی  بیماری به نام جلی، در شرایط آزما
نسبت به شاهد  های تیمار شده  در برگ  نازیتیمختلف ژن ک  یهاکلاس   ان یب  ن،یتیک  تلقیح با ساعت پس از  

های  ژن و  برابر افزایش بیان نسبت به شاهد(    5/5)با    Iکلاس    نازیتیک  یها. ژنپیدا کرد  یداریمعن  شیافزا
  48را    انیب  نیو کمتر  نیشتریب  ب یبه ترتبرابر افزایش بیان نسبت به شاهد(،    11/1)با    IIIکلاس  تیناز  کی

تلق از  پس  آنزیم  داشتند.  نیتیکبا    حیساعت  فعالیت  حال،  این  آبا  و   اکسیداننتیهای  کاتالاز 
  یمار که استفاده از ت  هددینشان م  یجهنت  یننسبت به شاهد نداشتند. ا  دارییمعن  تغییر  یدازپراکسآسکوربات 

ب  یردرگ  یدهیگنالس  یرهایمس  یتین،ک ت  48  دررا    یداناکسیآنت  یهایم آنز  یوسنتزدر  از  پس    یمارساعت 
  سازی همسانه  ژنتیک  مهندسی  هایروش   با  توان می  را  کیتینازها  کدکننده  هایژن نیز    و  کندی القا نم  یتین،ک

 ها را تولید کرد.پاتوژن  به مقاوم یتراریخته  گیاهان نهایت در و نمود

 
  دانشکده   ،ی اه یگ   ک یژنت   و  د ی تول  ی مهندس   گروه 1

 . ران یا  آباد، خرم   لرستان،   دانشگاه  ،ی کشاورز 
 . ران یا  راز، ی ش  راز، یش  دانشگاه  ی وتکنولوژ ی ب  پژوهشکده 2

 نویسنده مسئول:
 ی روزآبادیف  ان ینظر   فرهاد

 nazarian.f@lu.ac.irرایانامه:  
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 مقدمه 
در جهااان   یعمده کشاورز  یهااز چالش  یکی  یاهیگ  یهایماریب

زا باعااث عواماال بیماااری(. Gurr & Rushton, 2005) هسااتند
های مختلفی در گیاه، مانند القااا مقاوماات سیسااتمیک پاسخایجاد  

بااه بیمااارگر   شااوند. پاسااخدر برابر بیمارگر ماای  (SAR)  1اکتسابی
زنااده فیزیکاای و شاایمیایی موسااوم بااه تواند توسط عوامل غیرمی

 یمولکااول یهاااالگواتفاق بیافتد که به طور کلاای بااه آنهااا   2القاگر
 & Durrant)گااردد ق ماایطاالاا (PAMPs) 3مرتبط با پاااتوژن

Dong, 2004). ها سلولی، مولکول اجزاء در بیشتر موارد، القاگرها
هایی هستند که توسط بیمارگرها ساانتز شااده و یا پروتئین و آنزیم

 یهااااز الگو  یکاا ی  نیتیککنند.  به بیرون از سلولهایشان ترشح می
در دیواره ساالولی که  یا یک القاگر است    اتوژنمرتبط با پ  یمولکول

. شودها دیده میها و قارچبرخی اوومیست  بویژهها  پاتوژنبرخی از  
 که  است  یسمریو غ  ریپذبیتخر  ستیز  مریپل  کی  مولکول کیتین

توسااط   ساااخته شااده اساات و  4ینمآگلوکزلیاست  –N  یهااز واحد
 Esteban) اندبه هم مرتبط شااده β(1-4)یدیکوزیگل یهاوندیپ

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

دیگااری ماننااد متعاادد    ی مولکااولیهاااعلاوه بر کیتااین، الگو
توسااط ها، کیتوزان، فلاژلین و ... نیز وجود دارند کااه پپتیدوگلیکان

 یاهیاا سااطح ساالول گ( در PRRs) 5 الگااو صیتشخ یهارندهیگ

بااا شناسااایی  (.& Zipfel, 2016 Couto) شااوندماای ییشناسااا
هااای دفاااعی خاصاای در درون های مرتبط با پاتوژن، واکنشالگو

های فعااال شااوند. تولیااد گونااههای گیاه میزبان فعااال ماایسلول
کننااده هااای کدباارداری ژن، تحریااک نسااخه(ROS)6اکساایژن 
های ضد میکروبی، بیوسنتز اتیلن و تحریک آبشار پروتئین پروتئین

هااای دفاااعی تاارین واکنش، از مهم7ژنوسااط میتااوهااا تنازکی
 ,Asai et al., 2002شااوند )های گیاااهی محسااو  میساالول

., 2004et al Nürnberger.) 
 هااا،میزبان در مواجهه با حمله پاااتوژن  اهیگ  یهااز پاسخ  یکی

 et alNavarro ,2004 ,.دفاااع اساات ) باااماارتبط  یهاژن انیب

., 2006et alZipfel .) یهااایناز پااروتئ یه کااوچکروگ اهانیگ 
 را سنتز  8(PRs)  ییزایماریمرتبط با ب  یهانیناهمگن 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 

مقابلااه   هاااتنش ناشی از حمله پاااتوژنو با استفاده از آنها با    کرده
هااا (. ایاان پروتئین Strien, 1999Van loon & Van)کنند یم
در   یو نقااش مهماا   شااده  دیاا تول  یماااریب  طیطور خاص در شاارابه
. باار (Saboki & Singh, 2011)ند کنیم فایا یماریبه ب قاومتم

بااه  PRهااای اساس خصوصیات بیوشیمیایی و ساختمانی، پروتئین
شوند. در این بندی میخانواده پروتئینی با عملکرد متنوع دسته  17

 3و  β 1-ناشناخته، برخی نقااش  های این پروتئینبندی، بعضطبقه
هااای شاابیه پااروتئین تینازی، تعدادیبرخی عملکرد کی گلوکانازی،

پراکسیدازی و برخی دیگر نیز در گااروه   ای فعالیتها، عدهتوماتین
  .(van Loon et al., 2006) ها هستندتیونین

ای کنناادههااای هیدرولیز، آنزیم(E.C 3.2.1.14) هاااکیتیناز
دهنده هااا از جملااه کیتااین تشااکیلهستند که سبب هضاام کیتین
در   یاطور گسااتردهبااهو  شااوند  هااا میدیواره سلولی برخی از قارچ

هااا و ها، جااانوران، ویروس ها، قارچمثل باکتریمختلف    موجودات
 هااین آنزیم  .(Rawat et al., 2017) شوندگیاهان عالی دیده می

دهند، اما در شاارایط در شرایط طبیعی سطح بیان پایه را نشان می
طور هااای غیرزنااده، بیااان آنهااا بااهبیماااری و بااروز برخاای تنش

 هااا،یابد که در نتیجااه بیااان ایاان پااروتئینچشمگیری افزایش می
 ,.Návarová et al) شااودیمالقاااء  کیستمیس یمقاومت اکتساب

ف مختلاا   یهادر اناادام  یاطور گسااتردهبه  هااین پروتئین  .(2012
، زایماریتوسط عوامل بآلودگی  از    پسد و  نوجود دار  عالی  اهانیگ

 .(Bravo et al., 2003) دنشویو انباشته م دیبه سرعت تول
پس از حماالات پاااتوژن،   اه،یاومت گمق  سمیبسته به نوع مکان

و ( 2O-) دیسوپراکساا  آزاد یهاااکالیراد ژهیوبااه ROS9تجماا  
تااا از رشااد   اباادییم  شیسرعت افزا، به2O2(H(  دروژنیهدیپراکس

اکساایدان، هااای آنتیآنزیم  .به عمل آید  یریها جلوگپاتوژن  شتریب
ها هستند. گیاهان عالی از ROSاولین راه دفاعی در برابر صدمات  

، آسااکوربات (CAT)اکسیدان از قبیاال کاتااالاز  چندین آنزیم آنتی
هااای آزاد اکساایژن آوری رادیکالباارای جماا  (APX)پراکساایداز 
آناازیم  (.Schutzendubel & Polle, 2002)کننااد اسااتفاده می

هیدروژن نقش دارد و آنزیم اثرسازی پراکسیددر جذ  و بی  کاتالاز
ن دهنااده عنواپراکساایداز بااا اسااتفاده از آسااکوربات بااهرباتآسکو

 . (Asada, 1992)کند هیدروژن را به آ  احیا میالکترون پراکسید

مرتبط   یهاعنوان ژنبه  هانازیتیکه ک  دهندتحقیقات نشان می
 Abeles) کنندیعمل م نیتیک یحاو یهابا دفاع در برابر پاتوژن

et al., 1971). ،در پاسااخ بااه  هااانازیتیکبیااان سااطح  برای مثال

 
9. Reactive oxigen species  
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 Que et al., 2014; Roby)یابد می شیافزا هاپاتوژن  هایهحمل

et al., 1988) .فرنگی، مطالعات نشان دادند کااه در میااوه گوجااه
ی کیتینازهای مختلف در جریان آلودگی به های کدکنندهبیان ژن

Alternaria alternata  پیاادا کاارتغییر( دCota et al., 2007) 
در تحقیقی دیگر، نقش خانواده ژنی کیتینازها در شاارایط بیماااری 

ژن   33قارچی گیاه کلزا مورد بررساای قاارار گرفاات و در مجمااوع  
ی کیتینازها شناسایی شدند که بر اساااس وجااود دومااین کدکننده

شاادند.   بندیگروه دسته  5ها در  حفاظت شده در آنها، این پروتئین
(Chen et al., 2018). 

خانواده پااروتئین هااای متصاال شااونده بااه کیتااین در   بررسی
، در مجمااوع ژنااوم  یروش جستجو  کیبا استفاده از  لم  خانواده ک

ند. همچنین نتایج مطالعااه اخیاار شد  ییشناسا  نازیتیژن ک  20تعداد  
هااا و در بافت  در کلاام  ینااازیتیک  یهاااخااانواده ژننشان داد کااه  

 انیاا ب،  مختلف  ار تنشتحت چهو    شوندیم  انیمختلف ب  یهااندام
چنین تجزیه هم .(Zhu et al., 2020) از خود نشان دادندمتفاوت 

نسکریپتوم در گیاه نیشااکر نشااان یابی تراهای توالیو تحلیل داده
در  I-VIهااای هااای کیتیناااز متعلاالا بااه کاالاس نداد که بیااان ژ

های سااازگار و ناسااازگار در جریااان آلااودگی بااه بیماااری ژنوتیپ
 تغییر پیدا کردند Sporisorium scitamineumسیاهک توسط 

(Su et al., 2015).  ژن  43محققان در ژنوم گوجه فرنگی تعااداد
ی گلیکولیزهیاادرولازهای هاکننده کیتینازهای متعللا به خانوادهکد

را شناسااایی کردنااد کااه  (GH18, GH19) 19و  18های خانواده
هااای هااای مختلااف و در بافتمیزان بیااان آنهااا در شاارایط تنش

 .(Cao & Tan, 2019)داری متغیر بود طور معنیمختلف به
 تیاا از اهم( .Solanum tuberosum L) یناا یزم بیساا  گیاه
اساات و از نظاار  ساار جهااان برخااوردار در ساارتا ایویژه یاقتصاد

اهمیت در تولید و تغذیه بشر پس از باارنج، گناادم و درت در رتبااه 
. به دلیاال گسااتردگی (Muleta & Aga, 2019)چهارم قرار دارد 
و   ییایاا تر، باکیقااارچ  یهااایماریاز ب  یعیوساا   فیطسطح کشت،  

 به این گیاه حمله کرده و سبب افاات شاادید عملکاارد آن  یروسیو
بااا توجااه بااه نقااش  .(Abd Elhamid et al., 2010) گردندمی

این پژوهش با هدف بررسی میزان کیتین به عنوان یک الیسیتور،  
چنااین فعالیاات های کدکننده کیتینازها و هاامکلاس از ژن  4بیان  
 1اکسیدان در شرایط القااای کیتااین، در رقاام جلاایهای آنتیآنزیم

 عنوان یک رقم متحمل به بیماری، انجام شد.سیب زمینی، به

 
1. Jelly  

 شناسی پژوهش روش

شناسایی خانواده ژنی و آناالیز بیوانفورمااتی ی کیتینااز 

 سیب زمینی

هااای برای شناسایی خانواده ژناای کیتیناااز، پااس از دریافاات توالی
هااای گوجااه فرنگاای، پروتئیناای کیتینازهااای مربااوی بااه گیاه

، تااوالی مااورد توافاالا NCBIآرابیدوپسیس و تنباکو از پایگاه داده  
، انجام شد. توالی DNAstarفزار  حاصل از همردیفی، توسط نرم ا

عنوان ورودی علیااه بااه  Phytozomeمورد توافلا در پایگاااه داده  
همردیف شد و در   tBLASTnژنوم گیاه سیب زمینی، توسط ابزار  
کننااده کیتیناااز های کاندید کدنهایت نتایج همردیفی به عنوان ژن

هااای شااناخته و نامگااذاری شاادند. باارای تاییااد حضااور دومین
هااای چنااین دومااین اتصااال بااه کیتااین در توالییتیکی و همکاتال
استفاده شد.   CDDو    SMARTو    pfamهای  پایگاهنظر، از  مورد

های زیستی های انتخابی در شرایط تنشبررسی تغییرات بیان ژن
هااای ترنسااکریپتومی موجااود باارای با اسااتفاده از مجموعااه داده

زمینی در پایگااااااااااااااااااااه داده سااااااااااااااااااایب
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra )SRA  .انجااام شااد

 CLCافاازارهااای ترنسااکریپتوم توسااط نرمپااس از آنااالیز داده

Genomicswb20 هااایی کااه در ، از هر کلاس ژن کیتیناااز، ژن
شرایط تلقیح با قارچ، بیان بالایی داشتند، برای بررسی میزان بیان 
ژن در شرایط تلقیح کیتین انتخااا  شاادند. بااه منظااور شناسااایی 

هااای کیتیناااز انتخااابی و ناصر تنظیمی در نواحی پرومااوتری ژنع
جفت باز   1500نش زنده،  نقش احتمالی آنها در ایجاد مقاومت به ت

در بالادست هر ژن در نظاار گرفتااه شااد و بااا اسااتفاده از پایگاااه 
 (https://www.dna.affrc.go.jp/PLACEاطلاعااااااتی )

PLACE  ساای ساااختار مورد تجزیه تحلیل قرار گرفت. جهت برر
های کیتیناز، و ارتبااای و اینترونی ژنژن و پراکنش نواحی اگزونی  

اسااتفاده   TBtoolsز اباازار بیوانفورماااتیکی  آن با میزان بیان ژن ا
 شد. 
 

 کشت و اعمال تنش

زمینی، هااای ساایبتاارین کیتینازبه منظور ارزیابی نحوه بیان مهم
ر در گلخانااه آزمایشی در قالب طرح کاملاً تصااادفی بااا سااه تکاارا

دانشکده کشاورزی، دانشگاه لرستان اجرا شد. باارای ایاان منظااور، 
های حاااوی پاارومیکس و در گلدانهای کوچک سیب زمینی  غده

گراد در گلخانااه بااا درجااه سااانتی 20پرلیاات کشاات و در دمااای 
داری شاادند. درصااد، نگااه  70ساعته و رطوباات    14-12فتوپریود  



 47  ( 43-53)  1402پاییز م، وس، پیاپی چهل و میکسیزدهم، شماره  فناوری گیاهان زراعی، سالعلمی زیست مجله   
 

هفتااه از رشااد   5از گذشاات  های گیاااه پااس  تلقیح کیتین به برگ
های بسیار نازک در سطح زمینی انجام شد. برای تلقیح، شیارسیب

 روی g/ mlμ 150ده و محلول کیتااین بااا غلظاات برگ ایجاد ش

باارای تیمااار  (Mohammadi et al., 2020) ها اسپری شدبرگ
هااا شاهد نیز به جای محلول کیتین از آ  مقطر استفاده شد. برگ

ها باارای انجااام برداری از برگو نمونهشیده شدند  توسط نایلون پو
ورت ساااعت پااس از اعمااال تیمااار، صاا   48مراحل آزمایشااگاهی،  

 . (Samet et al., 2018) گرفت
 

 اکسیدانگیری فعالیت آنزیم آنتیاندازه

اکسیدان، برای های آنتیبه منظور اندازه گیری میزان فعالیت آنزیم
یاات م اسااتفاده شااد. میاازان فعالگیری از بافر فسفات پتاسیعصاره

 ,Aebi)( اناادازه گیااری شااد 1984اباای ) آنزیم کاتااالاز بااا روش 

نااانومتر   240های آنزیماای در طااول مااو   و قرائت نمونه  (1984
گیری فعالیاات آناازیم آسااکوربات صااورت گرفاات. باارای اناادازه

( اسااتفاده شااد 1981پراکساایداز از شاایوه نامااه ناکااانو و آسااادا )
(Nakano & Asada, 1981) هااا در طااول مااو  و قرائت نمونه

آوری هااای جماا های آماااری دادهانجام گرفت. آنالیزنانومتر    290
انجااام شااده و مقایسااه  SAS. v 9افاازار شااده بااا اسااتفاده از نرم

ای دانکن در سطوح احتمال ها بر اساس آزمون چند دامنهمیانگین
 پنج درصد و یک درصد صورت گرفت. 

 

 های کیتینازیبررسی بیان ژن

یست و بر اساس  کل توسط کیت تجاری دنا ز   RNAاستخرا   

شیوه نامه شرکت سازنده صورت گرفت. تعیین کیفیت و کمیت  
RNA    با استفاده از اسپکتروفتومتری و الکتروفااورز ژل آگااارز

 Thermo Fisher، توسااط کیاات  cDNAانجام شااد. ساانتز  

Scientific   صااورت  نامااه شاارکت سااازنده  و بر اساااس شاایوه
هااای  تجزیه و تحلیل های کیتیناز بر اساس  ژن   گرفت. انتخا  

یااابی مربااوی بااه  هااای تااوالی بیوانفورماتیکی و استفاده از داده 
هااای  ترانسکریپتوم گیاه سیب زمینی در شرایط تلقیح بااا قااارچ 

هااای داده صااورت گرفاات. در هاار  کیتین دار موجود در پایگاه 
ند که میزان بیان  تخا  شد هایی ان کلاس ژنی از کیتینازها، ژن 

های همولوگ همان کلاس داشتند.  ایر ژن بالاتری نسبت به س 
(، آغازگرهااای اختصاصاای، باار  1های انتخابی )جدول  برای ژن 

  Primer-BLASTبه کمک نرم افزار    CDSاساس توالی  
طراحاای و نامگااذاری شاادند. واکاانش    Oligo analyser  و 

Real-time PCR   هااای  دما   باار اساااس برنامااه زمااانی و
  Rotor Gene  و توسااط دسااتگاه   2ول  مشخص شده در جد 

هااا در سااه  باارای هریااک از ژن   QIAGENساخت شاارکت  
های سااریالی باارای هاار  تکرار فنّی انجام شد. بر اساس غلظت 

یک از ژنهای انتخابی با استفاده از آغازگرها اختصاصی )جدول  
صورت گرفاات کااه در همااه مااوارد میاازان    PCR( واکنش  1

یاان رو،  ا   ( بااود. از % 85-% 110در محدوده قابل قبااول )   کارایی 
،  Ct∆∆ها با شاهد با استفاده از روش  مقایسه میزان بیان ژن 

 ,Livak & Schmittgen)   معااروف بااه روش لیااواک 

هااا، از  صورت گرفت. برای مقایسااه میاازان بیااان ژن (  2001
 استفاده شد.   1و در سطح احتمال    tآزمون  

 
 های مختلف ژن کیتیناز سیب زمینیرای بیان کلاس ای طراحی شده بهتوالی آغازگر .1 جدول

طول قطعه  

(bp ) 
 ( 5´- 3´توالی آغازگر )

نام 

 آغازگر 
 دسترسی ژنومی 

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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 های کیتیناز مختلف گیاه سیب زمینی پس از تیمار کیتینبرای بررسی بیان ژن  Real Time PCRبرنامه دمایی واکنش  .2 جدول

 اجزاء  دما )درجه سانتی گراد(  زمان تعداد چرخه

 دناتوره سازی اولیه 95 دقیقه   15 1

 دناتوره سازی  95 ثانیه  30 40

 اتصال 60 ثانیه  30 40

 تکثیر 72 ثانیه  30 40

 منحنی دو   55  -95 درجه   5/0ثانیه    5هر   1

 

 های پژوهش یافته

های کیتیناز انتخابی، از قبیاال کاالاس پروتئیناای،  خصوصیات پروتئین 
  2طول ژن، طول پروتئین و نقطااه ایزوالکتریااک پااروتئین در جاادول  

نشان داده شده است. کمترین اندازه وزن مولکولی پروتئین، مربوی به  
کیتیناااز و بیشااترین اناادازه وزن مولکااولی   IVهااای کاالاس پروتئین 

در بین کیتینازها اساات. باار اساااس    Vهای کلاس  مربوی به پروتئین 
دارای میزان شااباهت   IVو  Iهای کلاس  های موجود، کیتیناز گزارش 

  19بالایی با هم هستند و در گروه گلیکوزیل هیاادرولازهای خااانواده 
 (GH19 )   س پروتئینی دارای یک دومین غناای  قرار دارند. این دو کلا

خااود هسااتند. اناادازه وزن    ( N)   از سیسااتئین در انتهااای ساار آمیناای 
بطااور قاباال تااوجهی کااوچکتر از    IVهااای کاالاس  مولکولی پروتئین 

 Fukamizo, 2000, Patilباشااد ) می   Iهای کیتیناز کلاس  پروتئین 

et al., 2000  .)pH   ده  و هااای کیتیناااز در محااد ایزو الکتریک پروتئین
ایزوالکتریااک بیااانگر تنااوع در    pHقاارار دارد. دامنااه    9/ 3تااا    5/ 9

(. باار  1باشااد) جاادول خصوصیات اسیدی و بازی پروتئین کیتیناااز می 
هااای یوکاااریوتی در  در داخل بیشتر ساالول   pHاساس مطالعات دامنه  

دهنااد  ها نشان می (. گزارش Felle 2001می باشد)   7/ 2-7/ 5محدوده  
ناحیه آپوپلاست اسیدی و در حاادود    pHسیتوسول قلیایی، اما    pHکه  
(. با توجه به اینکه کیتینازهااا هاام در داخاال  Felle 2001است )   6-5

سیتوسول فعال هسااتند و هاام دارای ساایگنال پپتیااد بااوده و لااذا بااه  
  pHشوند، لذا چنااین دامنااه فعااالیتی در محاادود آپوپلاست ترشح می 

 بینی و قابل قبول است. برای آنها قابل پیش    2جدول 

 های کدکننده کیتینازهابررسی سطح بیان ژن

 Iدر ایااان پاااژوهش، تغییااارات بیاااان ژن کیتینااااز کااالاس 
(Soltu.DM.10G017450) کااااااااااااااااااااااالاس ،III 
(Soltu.DM.11G026160) کااااااااااااااااااااااالاس ،IV 
(Soltu.DM.10G017290 ) و کاااااااااااااااااااااالاسV 
(Soltu.DM.07G000200) با اسااتفاده از روش ،Real-Time 

PCR  بررسی قرار گرفت. نتااایج بیااانگر اثاار گااذاری القااای   مورد
 (.1کیتین بر سطح بیان هر چهار کلاس کیتینازی بود )شکل 

شااود، هاار کاادام از  دیااده ماای   1همااانطوری کااه در شااکل  
های ژن کیتیناز، سطح بیان متقاوتی را در شرایط القاء کیتین  کلاس 

یب مربوی بااه  نشان دادند. بیشترین و کمترین میزان بیان ژن به ترت 
  IIIو کیتیناز کلاس    I   (Soltu.DM.10G017450 )کیتیناز کلاس  

 (Soltu.DM.11G026160 )   بود. در مطالعات انجام شده، بااا فااوق
در گیاه چای، میزان مقاومت گیاه به قااارچ    Iبیان ژن کیتیاز کلاس  

 ,.Singh et alافاازایش یافاات )   blister blightعاماال بیماااری  

ژوهشی که برای بررسی مقاومت گیاااه باارنج  چنین در پ (. هم 2015
ژن    Iانجااام شااد، کاالاس    A. flavusو    late leaf spotبه قااارچ  

کیتیناز در پاسااخ بااه شاارایط بیماااری افاازایش بیااان داشااته اساات  
 (Prasad et al., 2013 ( ماارادی و همکاااران .)در تحقیقاای  2016 )

  48ه ، د کااه در ایاان گیااا که روی گیاه خیار انجام دادند، نشان دادناا 
افاازایش    Sphaerotheca fuligineaساعت پااس از تیمااار قااارچ  

  ژن کیتیناز صورت گرفت.   IIIناچیزی در میزان بیان کلاس  

 
 های مختلف کیتیناز سیب زمینیهای ژنی و پروتئینی کلاس ویژگی .3جدول 

 ایزوالکتریک  pH ( a.a)  طول پروتئین ( bp)  نوکلئوتیدیطول توالی  کلاس  نام ژن

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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  1در سطح  tط آزمون مقایسه میزان بیان با شاهد توس زمینی در شرایط القای کیتین.های گیاه سیب کیتیناز در برگهای ژنتغییرات بیان  .1شکل 

ها های بالای هر کدام از ستون: شاهد. میلهV ،control : کلاس IV، CH5: کلاسIII، CH4: کلاس I ،CH3: کلاس CH1درصد صورت گرفته است. 
 د. دهنرا نشان می (SD±)ها مقادیر انحراف استاندارد میانگین

 

چنین در تحقیقی که روی برگ خردل انجام شد، مشخص هم
 ساعت پس از تلقیح بااا قااارچ 48کیتیناز  IVکه بیان کلاس شد 

 Alternaria 2017 ,.(افاازایش یافااتet alRawat ( بیااان .
های کیتینازی در مواجهااه بااا پاااتوژن در گیاااه آرابیدوپساایس ژن

 IVبررسی شد. نتایج این مطالعه نشان داد کااه رونوشاات کاالاس 
نباشته شااد. ایاان کیتیناز پس از تلقیح با قارچ به سرعت در برگ ا

موضوع نشان داد که این کلاس ژنی از کیتینازها در وقااای  اولیااه 
 .(1997et al ilianeL ,.) واکنش فوق حساساایت دخالاات دارنااد

های گیاهی، موجب بعلاوه مشخص شده است که جراحت به اندام
های گیاااه خااردل تحریک پروموتر ژن کدکنندهی کیتیناز در برگ

ها به این دلیل است که پروموتر ر این ژنشود. تحریک پروموتمی
در گیاااه مااذکور دارای عناصاار تنظیماای باارای  IVژن کیتیناااز 

 Van loon)باشااد ، جاسمونیک اسید و زخم میسالیسیلیک اسید

et al., 2006.) های کیتیناز کلاس ژنV  بیشااتر در فرآیناادهای
 Kopparapu et al., 2011; Santos) رشد و نمو درگیر هستند

et al., 2004.)  با توجه به اینکه افزایش استقامت گیاااه، راه حاال
آید، افاازایش بیااان ایاان کلیدی برای مقابله با پاتوژن به شمار می

های مربوی بااه آن در شاارایط حملااه کلاس ژنی و تولید پروتئین
 رسد.پاتوژن و تلقیح کیتین توسط گیاه ضروری به نظر می

ی پروموتری ی شده در نواحبا توجه به عناصر تنظیمی شناسای
هاااای مختلاااف ژن کیتینااااز سااایب زمینااای در پایگااااه کلاس 
، /PLACE https://www.dna.affrc.go.jp/PLACEداده
را به تعداد کمتر  IIIژن کلاس  توان یکی از دلایل بیان پایینمی

عناصر تنظیمی در پروموتر این کلاس ژنی مرتبط دانست )شااکل 
بر تعااداد زیاااد عناصاار   علاوه  Iکلاس    (. بیان بالای کیتینازهای3

هااای آن نیااز تواند به کوتاه بودن طول ژن و اینترونتنظیمی، می
های مرتبط بااا تاانش، حاااوی طور کلی ژنبستگی داشته باشد. به

(. البتااه در Jeffares et al., 2008های کمتری هسااتند )اینترون
رغم علاای V(Soltu.DM.07G000200)ژن کیتیناااز کاالاس 

بعلت فراوانی خیلاای زیاااد عناصاار تنظیماای در   زیاد اینترون،طول  
 IIIنااواحی پرومااوتری، بیااان بیشااتری را نساابت بااه کاالاس 

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

 

 اکسیدانهای آنتیفعالیت آنزیم

های سیب زمینی رقم متحمل به بیماری جلی توسط  القاء برگ 
های آنتی اکسیدان دخیل  میزان فعالیت آنزیم تاثیری بر    کیتین 

  48در فرآیند دفاعی نداشاات. باار اساااس نتااایج ایاان مطالعااه،  
هااای  ساعت پس از اعمال تیمار کیتین، میاازان فعالیاات آناازیم 

آنتاای اکساایدان کاتااالاز و آسااکوربات پراکساایداز نساابت بااه  
در    (. 3های شاااهد تفاااوت معناای داری نداشاات )شااکل  نمونااه 

( فعالیاات  2016شده توسط مرادی و همکاااران )   پژوهش انجام 
ساعت پس از تلقیح بااا    48آنزیم کاتالاز در گیاه سیب زمینی،  

هااا و  کیناز   .قارچ تغییر معنی داری نسبت به شاهد نشااان نااداد 
ها  های رونویسی در انتقال سیگنال غیر اختصاصی قارچ فاکتور 

هااای دفاااعی  نقش دارنااد کااه در نهایاات منجاار بااه بیااان ژن 
شوند. با این حال مکانیساام دفاااعی مسااتقل از رونویساای،  می 

های کلیدی دیگری بستگی داشته  ممکن است به تنظیم کننده 
های ایجاااد شااده حاصاال از  باشد. یکی از این عوامل، سیگنال 

 باشد. ها می ROSتجم   
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های کیتیناز در سمت چپ و نواحی اگزون و  ظیمی مرتبط با بیماری در نواحی پروموتر ژن انتخابی این مطالعه. عناصر تنهای کیتیناز ساختار ژن  .2شکل 

 های کیتینازسیب زمینی انتخابی در سمت راست نشان داده شده است. اینترون در ساختار ژن 
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  1در سطح  داریꟷف لاتین مشابه عدم معنیسیدان در گیاه سیب زمینی. حرواکهای آنتیمقایسه میانگین اثر تلقیح کیتین بر فعالیت آنزیم .3شکل 

 : آسکوربات پروکسیداز. APX: کاتالاز، CATدهد. درصد با آزمون دانکن را نشان می 

 
اولااین واکاانش گیاااه در شاارایط   2O2Hها مثاال  ROSتجم   

هااای شود. مولکولمیهای مختلف در گیاه میزبان محسو   تنش
ROS  نوان یک عامل عتشکیل شده در این مرحله ممکن است به

بااا ایجاااد اتصااالات   2O2Hچنااین  ضد میکروبی عمل کننااد. هاام
های دیواره سلولی در تقویاات دیااواره ساالولی عرضی بین پروتئین

کنااد. گیاهااان بااا اسااتفاده از ایاان روش، دسترساای شاارکت می
کننااد توپلاساات گیاااهی محاادود میهای قارچی را بااه پروپاتوژن

)Huckelhoven, 2007( .دهند که آسکوربات ن میمطالعات نشا
هااای Cآپوپلاستی برای رشد و دفاااع گیاااه مهاام اساات، ویتااامین

هااای میکروسااکوپی را بصااورت جهااش یافتااه یکسااری زخاام 
های مرتبط با پاتوژن کنند که باعث بیان ژنخودبخودی ایجاد می

کننااد در براباار عواماال قااارچی را ایجاااد می شااوند و مقاومااتمی
(Pavet et al., 2005).  96با توجه به اینکه در تحقیقات اغلااب 

اکسیدان برای های آنتیساعت پس از آلودگی قارچی فعالیت آنزیم
یابااد های فعااال اکساایژن افاازایش میآوری گونااهکاهش و جماا 

(., 2016et alMoradi )های فعااال ، حضور مقادیر پایه از گونااه
و یااا ساعت پس از حملااه پاااتوژن    48اکسیژن در ساعات اولیه تا  

هااای های آزاد بر بیان ژنتلقیح کیتین، به دلیل اثر مثبت رادیکال
دفاعی و همچنین محافظت از گیاه در مقابل نفود پاتوژن، منطقی 

 رسد.به نظر می
 

 ها نتیجه گیری و پیشنهاد
ه، مشااخص اساات کااه بیااان هااای ریزآرایاا داده  بر اساس بررساای

ت پس از تلقاایح بااا ساع  48های کیتیناز در گیاه سیب زمینی،  ژن
ها شوند که این موضوع نشان دهنده نقش مهم آنکیتین فعال می
هااای هااا و اوومیسااتهای زیستی به ویژه قااارچدر پاسخ به تنش

هااا یکاای از دار اساات. کیتینازبیمارگری با دیااواره ساالولی کیتااین
هااای بیماااریزای گیاااهی موثرترین عوامل زیستی در کنتاارل قارچ

نازها به صورت کاربرد خارجی، برای کنتاارل کپااک هستند. از کیتی
هااا هااا و برگپودری توت فرنگی بااه صااورت اسااپری روی میوه
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چنین برای کنترل بیماری قااارچی در گیاااه استفاده شده است. هم
های اپیدرمی کولئوپتیل جو نیااز ت ریزتزریقی در سلولجو به صور

هااا و قارچ  کاربرد دارد. کیتین، ماده اصاالی دیااواره ساالولی برخاای
ها بااا تجزیااه کیتااین موجااود در دیااواره ها است. کیتینازاوومیست

سلولی، باعث حفاظت از گیاه در برابر حملااه قااارچ و جلااوگیری از 
د آناازیم کیتیناااز فرآیناادی شوند. تولیاا ها میگسترش آن در بافت

بر است، ضمن انکه حفظ و نگهداری ساختار آنزیم مشکل و هزینه

زی آن مشااکل اساات، از ایاان رو اسااتفاده از ایاان و فعالیت کیتینا
پذیر ها به صورت محلول پاشی تقریبا و در حال حاضر امکانآنزیم
توان از محلااول پاشاای با توجه به نتایج پژوهش حاضر، می نیست.

های کیتیناز و مقابله با پاتوژن استفاده کاارد. تین برای القای ژنکی
هااای سی ژنتیک، ژنهای مهندهمچنین می توان به کمک روش 

پاسخ دهنده در اثر القای کیتین را همسانه سااازی نمااود و از انهااا 
 برای ایجاد گیاهان تراریخت مقاوم به بیماری 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. 
How to cite  

Farhadi, L., Arminian, A., & Rashidi-

Monfared, S. (2023). Identification of 
miRNAs and their target genes in 
(Camelina sativa L.) transcriptome. 

transcriptome. Crop Biotechnology, 

13(43), 55-64.  

 
 

K E Y W O R D S 

Transcriptome, Doubled haploid, Camelina, Micro RNA 

 

 

 

© 2023, by the author(s). Published by Payame Noor University, Tehran, Iran. 
This is an open access article under the CC BY 4.0 license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).  

https://cropbiotech.journals.pnu.ac.ir/ 

 

 

 

 

 

 

 
 

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://cropbiotech.journals.pnu.ac.ir/


 (55-64) 1402 پاییز ،ومسو  چهل یاپی، پمیک، شماره سیزدهمسال  

 19/06/1402تاریخ دریافت:  25/09/1402تاریخ پذیرش:  

 DOI: 10.30473/cb.2023.69951.1935 

 
  علمی  نشریه 

 فناوری گیاهان زراعی زیست
 

 

 »مقاله پژوهشی«
 پتوم ی انسکر ر ت   در   مرتبط  هدف  ی ها ژن  و  ها RNA کرو ی م  یی شناسا 

    .Camelina sativa L   اه ی گ   
 

 *2منفردیدیرش  سجاد،  1انینیآرم یعل،  1یفرهاد لایل

 

 چکیده 
  19-24زا، با طولی بین  ی درون ، غیر کدکننده RNAهای ریز  ای از مولکول ( دسته miRNAsها )  RNAمیکرو  

تعدادی  نند. در این مطالعه  ک های هدف را در سطح پس از رونویسی در گیاهان کنترل می که ژن هستند نوکلئوتید  
شناسایی و معرفی    RNAیابی  های حاصل از توالی های موجود در گیاه کاملینا با استفاده از داده   RNA  از میکرو 

علمی  نام  با  کاملینا  گیاه  روغنی    (.Camelina Sativa L)  شدند.  خانواده   -گیاهی  به  متعلق  و    ی دارویی 
استخراج    RNA  از بافت برگ گیاه صورت گرفت و   RNA  تدا استخراج است. در اب   ( Brassicaceaeبوئیان ) شب 

تر از سطح آستانه و نیز پیرایش  های با کیفیت پایین ها پس از حذف خوانش یابی ارسال شد. داده شده جهت توالی 
  ار افز نرم   با ها    RNA  سپس شناسایی میکرو .  بندی شدند هم سر   denovoبه صورت    Trinityافزار  نرم   با ها،  آن 

miRDeep2   های میکرو های ترنسکریپتوم گیاه و توالی با استفاده از داده   . انجام شد  RNA   شده در  های شناخته
تعداد   گیاهان  ژن   RNA  میکرو   33سایر  و  آن شناسایی  هدف  برنامه های  از  استفاده  با    psRNAtargetی  ها 

ها، تنظیم می    RNA ین میکرو ژن توسط ا   1415نشان داد که در مجموع های هدف  مشخص شدند. بررسی ژن 
به چندین خانواده  از جمله ژن   ی شوند که متعلق  با عملکردهای زیستی متفاوت  های متصل  های پروتئین ژنی 

پروموتور   به  خانواده Squamusaشونده  پروتئی ،  مقایسه ی  هستند.   ... و  کیناز  ژن ن  بیان  میکرو ی  حامل    های 
RNA   لعه، نشان داد که به غیر از  در دو لاین دابلدهاپلوئید مورد مطاmiR296    وmiR474  ی که در لاین شماره  

این موضوع با توجه به  .  بیان بالاتری داشتند   2  ی ها در لاین شماره   RNA  بیان بیشتری داشتند، بقیه میکرو   1
تولید روغن در لاین شماره پایین  بودن میزان  به لاین شماره   1  ی تر  ای دهنده نشان   2ی  نسبت  ارتباط  ن دو  ی 
روغن     RNAمیکرو  تولید  هیچ   miR483است. با  لاین   در  از  نداشت.  کدام  بیان    miR206و    miR113 ها 

بین همه   بیان را در  میزان  بالاتر میکرو  ها    RNA  کرو ی م بالاترین  بیان    احتمالاا   2ها در لاین    RNAداشتند. 
ژن  برای  رونویسی  در سطح  خاموشی  مکانیسم  بالاتر  فعالیت  هد نشانگر  به لاین  های  نسبت  این لاین  در  ف 
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 مقدمه 
های روغنی پس از غلات دومین ذخایر غذایی جهااان را تشااکیل  دانه 

تاایمین اناارژی، اساایدهای چاار   ها  روغن   هدف از مصرف .  می دهند 
های گیاااهی بااه  های محلول در چربی است. روغن ضروری و ویتامین 

های خوبی باارای پخاات غااذا بااه  علت کاهش کلسترول خون واسطه 
درصااد روغاان    95بر اساس آمارهای موجود بیش از  .  حسا  می آیند 

وابسااتگی  (.  Raziei et al.,2018)   رداتاای اساات مورد نیاااز کشااور، وا 
هااای گیاااهی، افاازایش ساارانه مصاارف  شدید کشور به واردات روغن 

  روغاان در کشااور و کاااهش تولیااد روغاان در داخاال کشااور از جملااه 
موضوعات قابل تیمل در سیستم کشاااورزی و صاانایا غااذایی کشااور  

گیاااهی     .Camelina sativa Lنااام علماای   با   املینا گیاه ک .  باشند می 
  ( Brassicaceaeبوئیان ) دارویی و متعلااق بااه خااانواده شااب   -روغنی 

است که بومی شمال اروپا است و با عنوان کتان کاذ  شااناخته شااده  
( و علاوه بر مصارف  1398تهرانی،  است )حسنی بلیانی، تدین و فدایی 

 ,Moserتی ) سااوخت زیساا   خوراکی و درمانی، در صنعت بااه عنااوان 

2016; Yang et al., 2016; Hoseini et al., 2018  و در مااواد )
( کاااربرد دارد.  Gomez-Monedero et al.,2015آرایشی بهداشتی ) 

زیساات، کشاااورزی  برای تیمین مواد غذایی جمعیاات بااا حفاا  محیط 
های شاایمیایی و  نیازمند راهکارهایی در جهت کاهش استفاده از نهاده 

وری از منابا طبیعی است. کشت گیاهانی مانند گیاه دانه  ود بهره یا بهب 
اسااتفاده از آ ، کااود و    حااداقل   روغنی کاملینا که عملکرد مطلوبی بااا 

یاا     توانااد ها، نسبت به گیاهان دانه روغنی معمول دارد، می کش آفت 
  راهکار بالقوه در جهت تیمین بخشی از نیاز روغن خوراکی کشور باشااد 

 (Kahrizi et al., 2018  .) هنوز به طور گسترده کشاات    نا ی اگرچه کامل
توان   ی گونه، م    ی آن به عنوان  ی ر ی انعطاف پذ  ل ی شود، اما به دل ی نم 

(  Brassica napus L. var. oleiferaخااواهر کلاازا )   اه یاا آن را گ 
تا    28ن ) این گیاه منبا غنی از روغ (.  Kahrizi et al., 2023)   دانست 

ت  اروسی  نساابتاا کاام اساا  ید و اس  3ا درصد(، اسیدهای چر  امگ  40
 (Chesnais et al., 2015  .) اه یاا گ     یاا   2005قباال از سااال    نا ی کامل  

  ن ی در ا  3چر  امگا   ی دها ی شد، اما با شناخت اس ی محسو  نم   ی تجار 
در سااالهای  (.  Kahrizi et al., 2023)   افاات ی   ش ی کشت آن افزا   اه، ی گ 

ایاان گیاااه  به  های باکیفیت، میزان توجه  اخیر گرایش عمومی به روغن 
متحده،   ت در مقیاس وسیعی در ایالا  شد کاملینا   ث یش داد و باع ا را افز 

کانادا، کشورهای اروپایی، چین و استرالیا برای تحقیقااات، کاربردهااای  
عنااوان ماااده اولیااه  ه خوراکی و به دلیل کم هزینه بودن تولیااد آن باا 

امااروزه  (.  Dharavath et al., 2016د ) سوخت زیسااتی کشاات شااو 
های ناشی از مصاارف اناارژی هااای  لینا به دلیل بروز بحران کام کشت  

فسیلی، علاوه بر مصارف خوراکی، با هدف تولید سوخت زیسااتی هاام  

(.  1399مورد توجه قاارار گرفتااه اساات )درویشاای، صاابری و علااوی، 
   تعدادی لاین هاپلوئید مضاعف شده از این گیاه در دسترس است. 

به RNA-Seq)) RNA-Sequencingگذشته، در طول دهه 
ی  ابزار ضروری برای آنالیزهای ترانسکریپتوم تفاوت بیااان ژن و 

 ,.Stark et alهااا، تباادیل شااده اساات )mRNAتفاوت پیرایش

های خروجاای به واسطه داده  RNA-Seqکاربردهای آتی    (.2019
توانند بسیار اند و میبسیار حجیم هنوز به طور کامل شناخته نشده

، امکااان NGSامااروزه بااا اسااتفاده از تکنولااوژی. متنااوع باشااند
هااا در ماادتی ای از ژنیابی و شناسایی طیف بسیار گسااتردهتوالی

اساات کوتاه و در میان ژنوم پیچیده و عظاایم گیاااهی فااراهم آمده
(Wanget al., 2009 .)افزارهای متعددی باارایازسوی دیگر نرم 

یااابی بااه وساایله الیاز تو م حاصاالهااای خاااندی خوانشبساارهم
ها بر روی ژنوم مرجا معرفاای شااده کااه عماال ردیفی خوانشهم

 Duan et) دهناادفزاری انجااام میامحیط نرم شناسایی ژن را در

al., 2012 .)ها از جمله گونه اما ژنوم مرجا برای بسیاری از گونه
 )کاملینا( در دسترس نیساات. بااا ایاان مورد مطالعه در این پژوهش

روز و معرفااای باااه فزارهاااایامنر گیاااری ازهرهو باااا بوجاااود 
های فاقد نقشه ژنومی امکان مطالعه برای گونه  NGSهایتکنی 

(، که در ایاان حالاات Bräutigam et al., 2011) نیز فراهم آمده
، این امکان را ایجاد کرده تا توالی کاااملی از de novoندیبمسره

شده در ی  بافاات انبی  هایژنترنسکریپتوم موجود را بازسازی و  
 ,.Zhao et al) بندی کنیمخاص را شناسایی، مقدارسنجی و دسته

2011 .) 
هستند که بااه   nt24-19های کوچ   RNAها،  RNAمیکرو

باشند. آنهااا ها مطرح میعنوان عوامل تنظیمی مهمی در بیان ژن
 Li etتوانایی تنظیم بیان ژن را در سطح پس از رونویسی دارند )

al., 2010 .) بااا وجااود دانااش موجااود از نقااش تنظیماای میکاارو
RNAهااای نانویااه ها، دخالت آنهااا در تنظاایم بیوساانتز متابولیت

(. Park et al, 2002) اسااتگیاهی هنااوز بااه خااوبی در  نشده
  thalianaArabidopsisر گیاهی گیاهی را دRNAاولین میکرو

هااای گیری روش ارایی به کارشناسایی و نقش آن را تعیین کرد. ک
هااا در سااایر گیاهااان RNAی شناسایی میکرو  بیوانفورماتیکی برا

باار پایااه (. Wang et al., 2012اساات )مورد بررسی قاارار گرفته
، هاادف SPL9(، فاکتور رونویساای  2015مطالعات یو و همکاران )

mi156 21، مسااتقیماا بااه پروموتااور ژن تاارپن ساانتز (TPS21 )
کند و بدین تنظیم می  متصل شده و رونویسی آن را به طور مثبت

 Yuشود )یم مثبت سنتز سسکوئی ترپنوئید میترتیب منجر به تنظ

et al., 2015 .)( یازده میکرو 2015سیفی و همکاران ،)RNA  را
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مسیر بیوسنتز استریول گلیکوزیااد نقااش دارنااد را در گیاااه   که در
هاادف  RNAاستویا استخراج و ارتباط آنها را با سطح بیان میکرو 

وای اسااتیول گلیکوزیااد اعتبارساانجی کردنااد همچنین محت  آنها و
(Saifi et al., 2015 .)یابی نسل جدید، با استفاده از فناوری توالی

ر بیوسنتز سسکوئیتروپنوئید در درگیر در مسی  RNAچندین میکرو  
هااای اند. از روش ( شناسااایی شاادهX.strumariumگیاه زردینه )

هااای درگیاار در RNAو  بیوانفورماتی  باارای پاایش بیناای میکاار
 Singh etمتابولیسم ترپنوئید در گیاه نعناء اسااتفاده شااده اساات )

al., 2016 .) 
این مطالعه، ی  بررسی جاما از جایگاه شناسااایی میکاارو  

RNA هااای  هااای حفاا  شااده از طریااق جسااتجو در داده
باشااد و هاادف از آن شناسااایی  ترنسکریپتومی گیاه کاملینا می 

و بررسی بیان برخی از    گیاه کاملینا های جدید در  RNAمیکرو  
های احتمالی شااناخته شااده بااا تیکیااد باار نقااش  RNAمیکرو  

هااای نانویااه  هااا در مساایرهای بیوساانتز متابولیت تنظیماای آن 
تواند برای تحقیقات آینااده باار روی ایاان گیاااه  د که می باش می 

 ارزشمند مفید باشد. 
 

 ها مواد و روش

 مواد گیاهی

هاپلوئید انتخااا  شااده از گیاااه کاملینااا در لدابتدا بذور دو لاین داب
گلخانه دانشااکده کشاااورزی دانشااگاه تربیاات ماادرس تهااران در 

 ،پر شده  ورمیکولیتکه با خا  پیت و    cm14هایی به ابعاد  گلدان
هااای لازم جهاات رشااد و نگهااداری آنهااا و مراقبتکشت گردید  

رسااید،   cm  7-  6صورت گرفت. زمااانی کااه ارتفاااع گیاهااان بااه  
های هوایی از سه گیاه که به صااورت تصااادفی از هاار لایاان دامان

درجااه  80انتخااا  شاادند، جمااا آوری شااده و در دمااای منفاای
 6)در مجمااوع    اری شاادندنگهد  RNAگراد برای استخراج  سانتی
دو لاین مورد مطالعه در این پژوهش و مشخصات آنها در (.  نمونه

 (. 1جدول زیر آورده شده است )جدول 
 

 یابیو توالی cDNA، تهیه کتابخانه RNAاستخراج 

RNA  هاار نمونااه بااا اسااتفاده از روشTriazol کاال طبااق پروت
وساایله هااا بااه RNAکمیاات و کیفیاات . مربااوط، اسااتخراج شااد

تعیااین گردیااد. متعاقباااا درصااد  1تومتر و ژل آگااارز اسااپکتروف
RNAیااابی و آنااالیز  های هر لاین از گیاهان جهت توالیRNA-

Seq  به شرکتBeijingGenomes institute  .ارسال گردید 
 

 یابیبررسی کیفیت نتایج توالی

بندی هااای ورودی باار نحااوه ساارهمبا توجه به تینیر کیفیاات داده
 FastP افاازاریااابی شااده توسااط نرملیهای توایپتوم، دادهترنسکر

(v0.20.1)  هااایی کااه از لحاظ کیفیاات بررساای شاادند و خوانش
شدند و نیز عملیااات پیاارایش باارای   کیفیت لازم را نداشتند حذف

 .های با کیفیت در صورت لزوم انجام گرفتانشخو
 

 هاخوانش de novoبندی سرهم

پردازش   فرآیند  از  توالیدادهپس  از  حاصل  از یابهای  ی، 
توالیهخوانش عنوان  به  بالا  کیفیت  با  برای  ای  ورودی  های 
شد.  سرهم استفاده  کاملینا  برگ  ترنسکریپتوم  بندی همرسبندی 
با  Trinity(v2.6) افزار  توسط نرم  de novoها به صورت  خوانش

کلیدی   پارامترهای  از  خوانش    K=32استفاده  پوشش  میزان  و 
 در محیط لینوکس انجام گرفت.  200
 

های حاصل از کانتیگهای اولیه روی  همردیفی خوانش

 هاخوانش بندیسرهم

افاازار از نرمتفاده  بااا اساا   های کنترل کیفی و پیرایش شاادهخوانش
(v2.3.2  )Bowtie2  بندی بر روی فایل خروجی حاصل از ساارهم

  همردیف شدند.

 
 محتوی توکوفرول ها و اسیدهای چر خصوصیات دولاین مورد مطالعه از نظر  .1 جدول
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هررای حاصررل از رونرروشبرررآورد میررفان فراوانرری 

 بندیسرهم

هااای همردیااف شااده روی برای بررساای میاازان فراواناای خوانش
از اباازار  Bowtie2هااای ساارهم شااده حاصاال از برناماا  کانتیگ

(v1.10.2)Salmon   استفاده شد که این فرآیند با شمارش تعااداد
ها برای هر کانتیگ و نرمال سازی اندازة کتابخانه و طااول انشخو

 گردد.میها برای هر ژن محاسبه کانتیگ
 

 شدههای حفظRNAشناسایی میکرو

محاسباتی گزارش شااده   هایها طبق روش RNAشناسایی میکرو
 Zhang et al., 2008; Yin et al., 2008; Unverانجام شد )

and Budak., 2009 .) ندی بس از سااارهمپاااde novo  از
شااده هااای حف RNAهای حاصل برای شناسایی میکااروکانتیگ

افااازار هاااا توساااط نرمmiRNAو در نهایااات اساااتفاده شاااد 
miRDeep2(v37)   شناسایی شدند. دو پارامتر مهم در شناسااایی

ساااز عبارتنااد از حفاا  شااده بااودن تااوالی پیش RNAمیکاارو
اختار نانویااه های ترانسکریپتوم و داشتن ساا در توالی  RNAمیکرو
 RNAساز میکااروهای پیشهمولوژی توالیسب.  سری مناسنجاق
هااای ترانسااکریپتومی کاملینااا بااه صااورت بااا اسااتفاده از با توالی

باارای بررساای گیاارد. از پارامترهااایی کااه  ردیفی آنها انجام میهم
هااای شااناخته شااده RNAهای مورد نظر میکااروهمولوژی توالی

وان به مااوارد زیاار اشاااره تشود میتوسط برنامه در نظر گرفته می
و   miRNAبیش از دو تفاوت نوکلئوتیدی بین تااوالی    کرد: )الف(

در ناحیااه بااال   ) ( تااوالی ترانسااکریپتومی وجااود نداشااته باشااد
و توالی ترانسکریپتوم نباید هیچ نااوع حااذف شاادگی   RNAمیکرو

 اتفاق بیافتد.
 

 هاRNAبینی ساختار دوم میکروپیش

هااای ترانسااکریپتوم ساااختار دوم توالی in silicoبینی برای پیش
بر مبنااای   1MFOLDانتخا  شده از پایگاه محاسباتی تحت و   

ساااختار دوم اسااتفاده گردیااد.  (Zoker 2003)الگااوریتم زوکاار 
را   MFEو کمترین انرژی    MFEIبینی شده بیشترین انرژی  پیش

دیگاار ها از  RNAها برای تشخیص میکرودارد. هر دو این پارامتر
RNA  باشااند. اناارژی  میهای کوچ  مهمMFE   نشااان دهنااده

بیناای ساااختارهای دوم پیش (G)دهنده منفاای اناارژی آزاد شااکل
 شود.طبق معادله زیر محاسبه می MFEIاست و مقدار انرژی شده

 
1. http://www.unafold.org/mfold/applications/rna-folding-

form.php 

MFEI = [MFE / sequence length × 100] / (G+C%) 
 

 هاRNAهای هدف میکروشناسایی ژن

یکاای از   هااا،RNAلکاارد زیسااتی میکااروعلاوه بر تشااخیص عم
 هاااRNAهایی است که میکااروترین موضوعات شناسایی ژنمهم

های مهم تنظیماای در نقش  ها دارایRNAکنند. میکروکنترل می
هااای mRNAبیان ژن در سطح پس از رونویسی بااا اتصااال بااه  

این هستند، بنابر mRNAهدف از طریق سرکو  ترجمه یا تجزیه 
شناسااایی  RNAهای میکااروویژگاای هاادفبااا اسااتفاده از ایاان 

شناسااایی و آنااالیز هسااتی (. Dai and Zhao, 2011) شااوندمی
پایگاااه از طریااق  هاااRNAمیکاارو هااای هاادفشناساای ژن

psRNAtarget2  .با توجه به اینکه این پایگاه داده فاقد   انجام شد
اطلاعات برای گونه مورد مطالعه بود، از اطلاعااات موجااود باارای 

 استفاده گردید.  Arabidopsis thlianaگیاه مدل 
 

 نتایج و بحث

 یابیبررسی کیفیت نتایج توالی

میلیون خااوانش بااه   48.192252ابی شامل  ینتایج حاصل از توالی
میلیااون  48.200822و  1جفت باز برای لایاان شااماره   150طول  

( از FastP)  پی، در قالب فایل فساات  2خوانش برای لاین شماره  
راساایون ایاان مقااادیر بااه گردیااد. بعااد از فیلت  طرف شرکت ارسال

میلیااون   48.114534و    1میلیون خوانش برای لاین    48.139660
های بااا کیفیاات درصد خوانشکاهش یافت.    2خوانش برای لاین  

 بااود کااه 99.82برابر با % 2و در لاین    99.89برابر با %  1در لاین  
محتااوای باشااد. درصااد  ها مااییی کیفیت بالای توالنشان دهنده

GC   براباار  2درصد و در لاین شماره  45برابر با  1در لاین شماره
 درصد بود.  46با 
 

 هاخوانش de novoبندی سرهم

هااای آداپتااورو توالیهای بااا کیفیاات پااایین،  خوانش  پس از حذف
وم سرهم شااده ها، عملیات ساخت فایل ترنسکریپتخوانشپیرایش  

ن مااورد برای هر دو لایاا های کنترل شده  وانشبر اساس تلفیق خ
انجااام شااد.  Trinityافاازار توسط نرم de novoمطالعه به روش 

ژن و   82243کیفیت تعداد  بیهای  خوانشپس از پیرایش و حذف  
درصااد از   50بیش از    ایزوفورم شناسایی شد.  182021در مجموع  

 بودنااد bp1696هااا دارای طااول براباار یااا بیشااتر از کانتیگ

 
2. https://www.zhaolab.org/psRNATarget/  
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(N50=1696bp .)هااا نیااز براباار بااا ل کانتیگین طااومیااانگbp 
 بود.   1091.16

 

 شدهی حفظهاRNAشناسایی میکرو

هااای های ترانسکریپتومی به عنوان بخشی از تااوالی ژنتوالی
شوند، کااه باارای شناسااایی و بیان شده در موجودات محسو  می

هااای بیناای شااده بااا اسااتفاده از روش های پیشRNAبیان میکرو
آرابیدوپساایس، جودات مختلفاای از جملااه  محاسباتی تاکنون در مو
اکثاار (. Zhang et al., 2006) اسااتذرت و باارنج بکااار رفتااه

های گیاهی مدل از گونههای شناسایی شده، قبلاا در  RNAمیکرو
 اند.   یدوپسیس، برنج و صنوبر گزارش شدهقبیل آراب

تند،  شده هس های گیاهی حف  RNAاز آنجا که اکثر میکرو 
یاادا کااردن  همسااانی کماا  ماارنری در پ شناسااایی از طریااق  

باشد. عملیات شناسایی از طریق همردیفاای  ها می RNAمیکرو 

هااا انجااام  هااای شااناخته شااده بااا تااوالی خوانش RNAمیکرو 
گیرد. سپس بررسی ساختار نانویه به منظااور حااذف نتااایج  می 

های حفاا  شااده بااالقوه  RNAمثبت کاذ  در شناسایی میکرو 
تفاده از  های بالا بااا اساا عملیات تفاده قرار گرفت. هم   مورد اس 
ساااز  گیاارد. در مرحلااه بعااد پیش انجااام می   mirDeep2پکیج  
انتخااا  شاادند.    -0/ 8کمتاار از  MFEIهااای بااا  RNAمیکاارو 

درصااد از    96دهااد باایش از  مطالعااات پیشااین نشااان می 
کمتاار از    MFEIهای گیاهی دارای  RNAسازهای میکرو پیش 

اهش  ظااور کاا بااه من (.  Bonnet et al., 2004هسااتند )   -0/ 6
هااای بااا شاااخص  نتایج مثباات کاااذ  و افاازایش دقاات، توالی 

MFEI    هااا  در نظر گرفته شاادند و مااابقی توالی   -0/ 8کمتر از
های مشااابه در مجمااوع،  حذف شدند. پس از حااذف رونوشاات 

بااود کااه    33miRNAتعااداد    miRDeepخروجی ناارم افاازار  
 است.   آورده شده   2ها در جدول  آن   مشخصات 

 

 های ترانسکریپتومبا استفاده از توالی  Camelina sativaهای شناسایی شده در گیاه miRNA .2 جدول

miRNA  بال   نامmiRNA  توالی 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 نتایج به دست آمده کمترین میاازان اناارژی )
اشاااد. بمی -8/31و بیشاااترین آن  -kcal/mol4/48 برابااار باااا

و  MFEهااا بایسااتی بااالاترین اناارژی miRNAهای سااازپیش
را برای تشکیل ساختار نانویااه نساابت بااه   MFEI  کمترین انرژی

RNAکننااده داشااته باشااندکننده و کدکدهای غیر (Bonnet et 

al., 2004 .)( در نتایج ما، بالاترین انرژیMFEI برابر با )65/0- 
مقادیر بااه دساات آمااده (.  2اشد )جدول  بمی  -42/1و کمترین آن  

tRNA  (64/0-  ،)rRNA  (59/0- )در مقایسه با    MFEIشاخص  
 که نشان (Zhang et al., 2006) ( کمتر بود-66/0) mRNAو 
هاااای شناساااایی شاااده RNAسااااز میکااارودهاااد پیشمی

هااای واقعاای هسااتند. بیشااترین و کمتاارین طااول RNAمیکاارو
اشد که بمینوکلئوتید    69و    84به ترتیب    miRNAهای  سازپیش

 (. Patanunet al., 2013) العات مطابقت داشته استبا سایر مط
هااا در ساااختار نانویااه دارای ساااختار  RNAساااز میکاارو پیش 
هااا  RNAساز میکاارو نیز در پیش   AUسری هستند. محتوای  سنجاق 

بالاتر بود که در مطالعات قبلی نیز گاازارش   GCدر مقایسه با محتوای 

(.  Zhang et al., 2006; Dhandapani et al., 2011شده اساات ) 
های شناسایی شده با هشت معیار اجباااری  RNAساختار نانویه میکرو 

 ,.Axtell et alدر گیاهان مطابقاات داشاات )   RNAشناسایی میکرو 

ساااز تعاادادی از  ای از ساااختار نانویااه پیش نمونااه   1در شکل  (.  2011
ت.  اساا   های شناسایی شااده در کاملینااا نشااان داده شااده RNAمیکرو 

بال و مکمل آن به رنگ قرمز و آباای در تصااویر    RNAبخش میکرو  
 مشخص شده است. 

 

 های هدف و چگونگی مهار آنهابینی ژنپیش

ی شناسایی شده نشان داد که  RNAمیکرو   33های هدف  بررسی ژن 
شااوند  ها، تنظاایم ماای    RNAژن توسط این میکرو  1415در مجموع 

کردهااای زیسااتی متفاااوت  عمل که متعلق به چندین خااانواده ژناای بااا  
ژن بااا عماال تخریااب شاادن    1081هسااتند. نتااایج نشااان داد کااه  

 (Cleavage  و )شااوند. مشخصااات  ژن با عمل ترجمه تنظیم می   334
آورده   3هااا در جاادول  RNAهای هدف باارای میکاارو تعدادی از ژن 
 شده است. 

 
 Camelina sativaاه های شناسایی شده در گیRNAبرای میکروهای هدف شناسایی شده ژن. 3 جدول

miRNA عمل miRNA  شماره شناسایی 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 
 

 

 
 

 

 
 

 
 

 

 
 

 



هااای هاادف، بااا توجااه بااه نتااایج هسااتی شناساای ژن
شناسایی شااده در اغلااب فرآیناادهای زیسااتی و های  RNAمیکرو

متابولیکی همچون تمایز، رشد و نمو، انتقال از مرحله رویشاای بااه 
هااای زیسااتی و غیرزیسااتی، زایشی، انتقال پیام و پاسااخ بااه تنش

ی کااه باارای ایاان هایکننااد. از جملااه هاادفنقش مهمی ایفااا می
هااای متصاال شااونده بااه ها یافت شد، یکی پروتئینRNAمیکرو

ی پروتئین کیناااز هسااتند. و دیگری خانواده  Squamusaوموتورپر
ای از ، خانواده Squamusaهای متصل شونده به پروموتورپروتئین

فاکتورهای رونویسی هستند که با دمین اختصاصی متصل شااونده 
 شوند.شناخته می DNAبه 

 

 هاRNAهای حامل میکروبررسی بیان ژن

 بااا اسااتفاده از شاخصاا   RNAمیکااروهای حامل  بررسی بیان ژن
(Transcript Per Millions )TPM  کاااه بیاااانگر تعاااداد

هااای نرمااال همردیااف شااده بااه آن اساات و نیااز تعااداد خوانش
( برآورد شااده Countsهای همردیف شده به هر کانتیگ )خوانش

اندازه مقدار آن بالاتر باشد بااه معناای هر    TPMاست. در شاخص   
هااای ی بیااان ژنبیان بالاتر خواهد بود. در این پااژوهش مقایسااه

در دو لاین دابلدهاپلوئید مورد مطالعااه، نشااان   RNAحامل میکرو
 1کااه در لایاان شااماره  miR474و  miR296داد که به غیاار از  

ان بیاا   2ها در لاین شماره  RNAکرویمبیان بیشتری داشتند، بقیه  
تر بودن میزان تولید ، این موضوع با توجه به پایینبالاتری داشتند

ی نشاااندهنده  2ی  نسبت به لاین شااماره  1روغن در لاین شماره  
در  miR483. باشدبا تولید روغن می  RNAمیکروارتباط این دو 

هااای RNAمیکاارو  TPMهیچکدام از لایاان هااا بیااان نداشاات.  
miR261  ،miR483  ،miR290  ،miR428    وmiR424   در

و   miR474هااای  RNAبراباار بااا صاافر و میکاارو  1لاین شماره  
miR483  براباار بااا صاافر بااود.  2در لایاان شاامارهmiR113  و
miR206   کاارویمبالاترین میزان بیان را در بااین همااهRNA هااا

احتمااالا   2ها در لاین  RNAبیان بالاتر میکرو  (.  4داشتند )جدول  
شی در سطح رونویساای باارای خامونشانگر فعالیت بالاتر مکانیسم  

 باشد.می 1های هدف در این لاین نسبت به لاین شمارة ژن

 
 sativa Camelina ها در دو لاین دابلدهاپلوئید گیاه RNAهای حامل میکرومقایسه بیان ژن . 4 جدول

 ژن حامل 
miRNA 

TPM 
1لاین   

Counts 

1لاین   
TPM 
2لاین   

Counts 

2لاین   
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 sativaهای شناسایی شده در RNAساز تعدادی از میکروساختار نانویه پیش.  1 شکل

 

 گیری کلینتیجه

عااات ژنتیکاای در مطالعه حاضر به منظور افاازایش محتااوای اطلا
ترنسااکریپتوم ایاان گیاااه، مرجااا یااابی کاملینااا، پااس از توالی

بندی شااد. امعی برای این گیاه ارزشاامند ساارهمترنسکریپتومی ج
مرجا ترنسکریپتومی ایجاد شده در مطالعه حاضر منبا بسیار غنی 

شده گیاه های حف RNAیکروبرای بررسی و تعیین خصوصیات م
 33کاملینا تشخیص داده شد، به طوری که در این مطالعااه تااوالی 

 شده در گیاه کاملینا شناسایی شدند. ی حف RNAمیکرو
توانند به عنوان ابزارهااای اصاالاحی جدیااد در  ها می RNRمیکرو 

بهبود ژنتیکی گیاهان عمل کرده و برخی از آنهااا تااینیر نیرومناادی در  
ی زراعی دارند. در این بررساای، باارای تشااخیص  عمده   تنظیم صفات 

های زیستی مبتناای  ه های گیاه کاملینا، با ی  رویکرد داد RNAمیکرو 
های ساارهم شااده باار اساااس  بر جستجوی همسانی، در ابتدا کانتیگ 

یابی ترنسااکریپتوم گیاااه کاملینااا در براباار  های حاصل از توالی خوانش 
بااا اسااتفاده از اباازار  ی پیشااین،  هااای شااناخته شااده RNAمیکاارو 

mirDeep2    میکرو   33همریف شدند و در نهایتRNR    نامزد متمایز
ها نقش مهمی در مهار  RNAینا شناسایی شد. این میکرو در گیاه کامل 

فرآیندهای زیستی مانند رشد و نمو، نور ساخت، سوخت و ساز و پاسخ  
ه  کنند. همچنین تعداد زیادی ژن از جملاا های محیطی ایفا می به تنش 

و ... بااه    Squamusaهای متصل شونده به پروموتور  های پروتئین ژن 

ها شناسایی شاادند. در صااورت  RNAهای هدف این میکرو عنوان ژن 
تااوان از آنهااا  ها می RNAهای هدف میکرو بررسی دقیق عملکرد ژن 

برای مهندسی مسیرهای هدف و یا اصلاح اهااداف مااورد نظاار بهااره  
ی بالای خود برای نیل به این اهااداف  جست. امروزه این ابزار توانمند 

و چااه در    های مختلف انجام شده چه در گیاهان را در بسیاری از پروژه 
 جانوان انبات کرده 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 

 منابع تغيير

دي  
 آزا

جه
در

  

  ميانگين مربعات

وته
ع ب

رتفا
ا

  
 

تي
سان

)
 

تر)
م

جه  
د پن

عدا
ت

شه  
خو

داد 
تع

شه  
خو

ن 
وز

  

ول
ط

بر 
چم

 پر
گ

  
 

تي
سان

)
 

تر)
م

چم  
 پر
گ
 بر
ض

عر
  

 
تي

سان
)

م 
چم  تر)
 پر
گ
 بر
حت

سا
م

  
 

تي
سان

)
 

بع)
 مر

متر
  

 تر
زن

و
 

رم)
(گ

 

ك
خش

ن 
وز

 
رم)

(گ
  

  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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