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 دارد. هادر پاسخ به تنش هامي در بررسي ژنهاي زيستي نقش مهتحليل داده

يکي ارزشمندي در شناسايي ، منبع ژنتAeluropus littoralis يتهالوف

 در مطالعه حاضر، ژن باشد.ها ميهاي دخيل در تحمل گياه به تنش‌ژن

مؤثر در توليد  يمآنز يناولبه عنوان ( PGDH) يدروژنازده يسراتفسفوگل

تنش  شرايطآلوروپوس در  ياهاز گثبت شده  ESTين، بر اساس توالي سر

جداسازي شد. با همپوشاني  RLM-RACEروش و با استفاده از  يشور

به طول  ORFشامل ناحيه  bp 1506اي به طول ، قطعهESTو  3توالي ناحيه َ

نوکلئوتيد بدست آمد. بررسي فيلوژنتيکي  238به طول  3UTRو ناحيه  1268

AlPGDH و  انجاممختلف  ياهانگ لوگ درهاي اورتو با ديگر ژن

قرابت  يانگرب يلوژنتيکيدرخت ف .شناسايي شد PGDH هاي ژن‌همولوگ

په و خانواده غلات مانند سورگوم، ارزن ل تک ياهانبا گ AlPGDHژن  يبالا

، بيانگر نقش AtPGDHژن  يانيبهمشبکه  . بررسيو برنج بود يروباه دم

مله توليد آمينو اسيدها، توليد در مسيرهاي بيوسنتزي از ج PGDHمؤثر ژن 

هاي ثانويه و مسير متابوليسم گلايسين، سرين و ترئونين بوده و آناليز متابوليت

هاي در تنش AtPGDHسيليکو آن نيز حاکي از افزايش بيان ژن  بياني اين

 ين( ايدوپسيس)آراب خاموش شدهيافته  جهشفنوتيپي  يررسباشد. بمختلف مي

شديد خصوصيات از کاهش  يحاک PEGو  يمسد يدکلر يها ژن در تنش

بر نقش ژن  أييديت تواندمي نسبت به کنترل بود که يافته گياهان جهش رشدي

هاي اين تحقيق،  يافته. ي باشدو خشک يشور يها پاسخ به تنش يماتدر تنظ

يافته  ، تغييرات فنوتيپي گياهان جهشPGDHخصوصيات عملکردي ژن 

pgdh خشکي و نقش احتمالي آن را در افزايش  و يشور تنش با مواجهه در

 نمايد. ها ارائه ميتحمل گياه به تنش
 

 ،PGDH، T-DNAژن سرين،  ،غيرزيستي تنش :کلیدي هايواژه

 .هالوفيت
 

Bioinformatic analysis plays an important role in the 
study of genes and the prediction of their function in 
response to stresses. Halophyte Aeluropus littoralis, a 
valuable genetic resource for identifying genes 

involved in plant tolerance to abiotic stresses. In this 
study, Phosphoglycerate Dehydrogenase (PGDH) gene 
as the first important enzyme in the synthesis of serine, 
was Isolated based on EST sequence from plant 
Aeluropus littoralis in salinity using by the RLM-

RACE method. By overlapping the 3’ and EST 
sequences, a 1506 bp fragment including the ORF 
region (1268 nucleotides) and 3’UTR region (238 

nucleotides) were obtained. The phylogenetic analysis 
of AlPGDH was done with other ortholog genes in 
different plants and its homologs were identified. Based 
on phylogram, the high degree of homology was 
observed between AlPGDH gene and other 
homologous genes from monocot cereals such as 
sorghum, foxtail millet and rice. The AtPGDH co-
expression network analysis showed the important role 
of the PGDH gene in biosynthetic pathways, including 
amino acid synthesis, secondary metabolites synthesis 
and the pathway of glycine, serine and threonine 

metabolism, and its expression analysis indicated‌that 
the expression was increased in different stresses. The 

knockout mutants for  Arabidopsisof the Phenotyping 
in NaCl and PEG stress condition gene PGDH 

indicated that the growth characteristics were 
significantly reduced in compared to the control plant, 
which could be confirmed the role of this gene in the 
response to salt and drought stress. The findings of this 
study reveal the functional characteristics of AlPGDH 
gene, phenotypic changes in AtPGDH mutant plants in 
exposure to salt and drought stress, and its possible role 

in increasing plant tolerance to stress. 
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 مقدمه

گیاهان در طول دوره رشد و نمو خود به كرات در 
های تنش. گیرندهای محیطی قرار میتنش بربرا

محدود كننده عملکرد غیرزيستی از مهمترين عوامل 
 ,.Zhang et alشوند )گیاهان زراعی محسوب می

 لیتورالیس آلوروپوس شورپسندگیاه  (.2010
(Aeluropus littoralis )یابانی، بومی مناطق ب

ه با توجه به خاستگا وايران بوده  ای و مردابی جلگه
تا )تحمل به تنش شوری اكولوژيک خود علاوه بر 

به طیف يم( سد يدكلر مولاریلیم 1100 یزانم
باشد میمتحمل  یطیسخت مح يطوسیعی از شرا

(Wei et al., 2001; Hashemi et al., 2014و ) 
های مقاومت به علت دارا بودن طیف وسیعی از ژن به

عنوان يک منبع  هتواند بهای محیطی، میتنش
های تحمل به تنش ژنتیکی با ارزش حاوی ژن

 شوری و خشکی در نظر گرفته شود.
 Cao)آرابیدوپسیس ارائه توالی ژنومی گیاهان با 

et al., 2011)  و برنج(Goff et al., 2002)  بر
يابی ژنومی، فرايند  های توالی مبنای تکنولوژی

ها در دهه  ژن 1سايی، جداسازی و مستندسازیشنا
های كشف ژن،  گذشته هموار گرديد. از میان روش

EST قطعاتروش شناسايی ژن بر مبنای جداسازی 
2 

وان يک روش كارا و توانمند، امکان دسترسی به عن هب
نمايد  های فعال و بیان شده را فراهم می تمام ژن

(Emrich et al., 2007) .هیته cDNA از اين  كامل
ESTهای مبتنی بر  با روش هاRACE (Chenchik 

et al., 1998 یدیكل عناصراز  یکيعنوان  به( بوده كه 
 لیو تحل هيتجزمنظور هژنومیکس عملکردی بدر 

 بربررسی عملکردی  گردد. ها استفاده میكاركرد ژن
و )ژنتیک معکوس(  3عملکرد نقض یپفنوت اساس

و  يیجهت شناسا درمناسب  یروش 4اعطای عملکرد

                                                                     
1. Annotation 

2. Expressed sequence tag 
3. Loss of function 
4. Gain of function 

های به تنش پاسخگو هایمطالعه عملکرد ژن
باشد. در ژنتیک معکوس كاركرد ژن یم یرزيستیغ

 مختل آندر  ترانسپوزون يا TDNA الحاق با موردنظر
يافته،  مطالعه فنوتیپ جهش با ترتیب بدين شده،
  برد. یپ شده خاموش به كاركرد ژن توان می

 یبراضروری ماده  یشپيک  ينرس-ال ینهآم یدسا
-يسین، دیمختلف از جمله گلا يستیز یهامولکول

( Deng et al., 2015یستئین )و س يپتوفان، ترسرين
دهیدروژناز فسفوگلیسرات -3. باشدمی موجودات زنده در
(PGDH )ال تولید يلهفسفر یرمس در مؤثر يمآنز یناول-

ی وجود فبازخورد من مقادير آن به واسطهو  بوده ينسر
 یمتنظ یاهانها و گیدر باكتر ينسر-ال عدم حضوريا 
اين اسید  .(Okamura and Hirai, 2017) شودیم

بوده  یازمورد ن یزن 6و تیمیدين 5هاپورين تولید یبرا آمینه
 Baek etدارد )ارتباط  یسلول تکثیربا  یمطور مستقبه و

al., 2003.) مسیرهای بیوسنتز سرين در 1شکل  در ،
 در آن نشان داده شده است. مؤثر های آنزيماهان و گی
 

 
نمودار شماتیک مسیرهای بیوتولید سرين در  .1شکل 

 گیاهان

 
و  یارتباط با جداساز در یاندك یاربس تحقیقات

مختلف  موجودات در PGDHژن  یاتمطالعه خصوص
 ,.Achouri et al) است گرفته صورت تاكنون

1997; Toujani et al., 2013a; Toujani et. 
al., 2013b; Kawabata et al., 2000; Deng. 

                                                                     
5. Purines 
6. Thymidine 
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et al., 2015; Okamura and Hirai, 2017 .)
دارای  يافته و جهش یاهانگ یکیمتابول یلو تحل يهتجز
نشان در آرابیدوپسیس  PGDH ژن از حد یشب بیان

در اين گیاه  AtPGDH خانواده از ژنهر سه داد كه 
بیشترين  و یمرا تنظ نيسربیان  پايداریتوانند یم

دارند  یاهدر گ ينسر یوتولیدب ينددر فرآ اهمیت را
(Toujani et al., 2013a).  طبق نتايج تحقیق

Cascales-Miñana ( آنزيم2013و همکاران ،) های
 PPSB (plastidial phosphorylatedخانواده 

pathway of serine biosynthesis نقش مهم و )
ين و مراحل رشد گیاهان اعم از داری در تولید سرمعنی

تکامل جنین، دانه گرده و نیز رشد و توسعه ريشه دارند. 
در شرايط نوری   AtPGDH تغییر بیان خانواده ژنی

ها به طور قابل ها و برگنسبت به تاريکی در ريشه
را تغییر  توجهی متابولیسم اولیه رشد در آرابیدوپسیس

عال های فداده و نقش مهمی در رشد سلول
 Toujaniغیرفتوتولیدی مانند جنین و دانه گرده دارند )

et al ., 2013bهای ژن (. بررسی ايزوفرمPGDH  در
گیاه آرابیدوپسیس نشان داد كه فعالیت تمام 

واسطه افزايش غلظت كلريد  اين ژن به های ايزوفرم
يافتند  داری معنیسديم و كلريد پتاسیم افزايش 

(Okamura and Hiari, 2017 افزايش فعالیت ژن .)
PGDH  تحت تیمار كلريدهای مختلف در باكتری 

M. tuberculosis (MtPGDH)  و سیانوباكتری 
A. halophytica (AhPGDH)  نیز گزارش شده

 ;Dey et al., 2005; Waditee et al., 2007است )

Boland et al., 1983.)  
گلیسرات جداسازی ژن فسفو تحقیق، ينهدف ا

مطالعه گیاه آلوروپوس لیتورالیس و از دهیدروژناز 
 یاهگ در ژناين  T-DNAيافته  جهش یعملکرد

های يافته جهشالعه مط يقاز طر آرابیدوپسیس تالیانا
 كدكننده یهورودی در ناح T-DNAهای با گیاه) آن

در  رشدی مراحل در یوحش یاهاننسبت به گ ژن(
 .باشد شرايط تنش شوری و خشکی می

 هامواد و روش
 واد گیاهی و اعمال تنش در آلوروپوس لیتورالیسم

شركت پاكان بذر اصفهان از لیتورالیس بذور آلوروپوس 
كردن، بذور در  يل. بعد از شستشو و استرخريداری شد

 یشور یمارروز، ت 30بعد از  وكشت  MSجامد  یطمح
)با اضافه  یصورت پاساژده به mM 600 یزانبه م

در  ساعت( 48ر هر د mM 100 یزانبه م NaClكردن 
محلول هوگلند  یحاو یدروپونیکكشت ه یستمس

 يی(. اندام هواHashemi et al., 2014شد ) لاعما
 و سپس يزفر يعبرداشت و در ازت ما يدهتنش د یاهانگ

 در فريزر نگهداری شدند. 
 
 PGDHژن  cDNAزی جهت جداسا RACEآنالیز 

EST  كدكننده ژنAlPGDH  706به طول 
 JK671248 (EST 40)دسترسی نوكلئوتید با كد 

جهت مطالعات بیشتر در اين تحقیق انتخاب گرديد. 
از اندام هوايی گیاه كنترل و تنش  RNAاستخراج 

 RNeasy Plant Mini Kitداده شده، به روش 

(QIAGEN, Germany)  .و  تیكمصورت گرفت
 درها  نمونه جذب مقدار محاسبه باها  نمونه تیفیك

نانودراپ  دستگاه از استفاده با و 260/280 موج طول
(Peqlab, Germany) شد. خلوص و  یریگ هانداز

استفاده از بیوآنالايزر  با استخراجی RNA سلامت
(Agilent 2100 Bioanalyzer و كیت )RNA 

6000 Nano assay (Agilent Technologies). 
صورت گرفت. طراحی پرايمرهای اختصاصی ژن 

PGDH  جهت جداسازیcDNA  افزار نرمكامل با 
Beacon designer 8.02  و تولید آن در

Metabion GmbH  صورت گرفت. بدين ترتیب كه
ای ، دو پرايمر برRLM-RACE’5دو پرايمر جهت 

3’RLM-RACE  و يک پرايمر نیز جهت كنترل
كامل با  cDNAجداسازی  مثبت طراحی شد.

 با استفاده از كیت RLM-RACEتکنولوژی 
FirstChoice RLM-RACE kit (Ambion, .
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Austin, TX)  لیست  1جدول صورت گرفت. در
انجام  پرايمرهای اختصاصی ارائه شده است. مراحل

PCR و  اولیهnested مرحله :بود زير صورت به 
 3 مدت به و درجه 94 دمای در اولیه سازیواسرشته

 درجه 60 ثانیه، 30 درجه 94 شامل تکثیر مرحله ه،دقیق
 نهايت در و تکرار 35 در ثانیه 30 درجه 72 و ثانیه 30

 .دقیقه 7 مدت و درجه 72 دمای در نهايی بسط مرحله
-RLM’5و  RLM-RACE’3قطعات جدا شده از 

RACE  ی در ناقل ساز خالصپس ازTOPO TA 

Cloning Kit (Invitrogen) ی و ساز همسانه
يابی شدند. در ادامه با استفاده از طراحی پرايمر  یتوال

(PIPR  وPIPF از دو انتهای ژن )PGDH قطعه ،
cDNA  ی در ناقل ساز خالصكامل جداسازی و پس از

TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen)  همسانه
 يابی شد. یتوالسازی و در دو جهت 

 
 یآنالیز بیوانفورماتیکی و بررسی روابط فیلوژنتیک

جدا شده از گیاه آلوروپوس با  AlPGDH توالی ژن
 و BLASTx  ،BLASTnیها الگوريتم استفاده از

tBLASTx موجود در ،NCBI  آنالیز گرديد
(Zhang et al., 2000) جهت بررسی . 

پروتئینی موجود در گیاهان  روابط فیلوژنتیکی، توالی
ی مختلف مانند ها گونهاز  PGDHحاوی 

AtPGDH (Arabidopsis thaliana) برنج ،
OsPGDH (Oryza sativa) و ذرت ZmPGDH 

(Zea mays) پايگاه ... ازو  UniProt 
(Consortium, 2014)  اخذ و آنالیز همرديفی با

 درخت. پذيرفت صورت ClustalX 2.1 رافزا نرم
 امکانات با استفاده از ینیتئپرو یها یتوال یلوژنتیکیف

 .ebi.ac.uk (https://www.ebi.acسايت 

uk/Tools/services )ژن بیان آنالیز .گرديد رسم 
آرابیدوپسیس با استفاده از در  PGDHهمولوگ 

 Arabidopsis eFPدر سايت  موجود های داده

Browser (http://bar.utoronto.ca و در شرايط )
 ژن یانیبهم یزلآناتنشی مختلف و همچنین 

AlPGDH افزار نرم با استفاده ازATTED-II 
(http://atted.jpا ).نجام شد 

 
و ژنوتایپینگ  T-DNAانتخاب گیاه 

   AtPGDHهای یافته جهش

 همولوگ اطلاعات مربوط به ژن 
3-Phosphoglycerate Dehydrogenase  در

پايگاه اطلاعاتی از ( AlPGDHآرابیدوپسیس )
TAIR (www.Arabidopsis.orgب )آمد.  دسته
مورد نظر در آرابیدوپسیس   برای ژن T-DNAگیاهان 

SIGnalهای اطلاعاتی  تالیانا با بررسی پايگاه
1

و  
TAIR  با كد دسترسیAT1G17745 انتخاب 
 نحوی بوده كهيافته به جهش هانانتخاب گیاگرديد. 

T-DNA ا سومین اگزون با در منطقه دومین )و ي
ايزوفرم مختلف( و در جهت مخالف  2توجه به وجود 

امکان بررسی اختلال در  شده، تاجهت ژن وارد 
مورد نظر كه  T3گیاه عملکرد ژن را فراهم نمايد. 

SALKسسه ؤم وسیله هب
 SALK_069543با كد  2

 از N569543كد  با NASCاز  ايجاد شده بود،
بذرها در مخلوط  .شد دريافت یاكلمب اكوتايپ

ی شده با نیتروژن و فسفر، های كمپوست غن خاک
در سه  1:1:3و ورمیکولیت به نسبت به ترتیب  پرلیت

 T-DNA هانكه گیاتکرار كاشته شدند. از آنجايی
باشند، آزمايش  هموزيگوت در اين پژوهش مدنظر می

PCR  جهت بررسی هموزيگوسیتی يا هتروزيگوسیتی
صورت گرفت.  آرابیدوپسیس يافته جهش های گیاه

DNA استاندارد  ه روش ژنومی ب(Dellaporta et 

al., 1983)  استخراج گرديد. طراحی پرايمرهای
، در پايگاه اطلاعاتی T-DNAاختصاصی ژن و 

SIGnAL
( و ژنوتايپینگ 2صورت گرفته )جدول  3

 مجزا اجرا گرديد.  PCRدر دو واكنش 

 

 
 

 
 

 

 
 

 

 
 

 
 

                                                                     
1. http//:www.signal.salk.edu 
2. Syngenta Arabidopsis Insertion Library (SAIL) 

3. T-DNA primer deaign tool  
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 PGDH ژن cDNAی جداساز جهت استفاده مورد یمرهايپرا .1جدول 

 توالی كد پرايمر

5' RACE Outer 5’GCTGATGGCGATGAATGAACACTG 
5' RACE Inner 5’CGCGGATCCGAACACTGCGTTTGCTGGCTTTGATG 
3' RACE Outer 5’GCGAGCACAGAATTAATACGACT 
3'RACE Inner CGCGGATCCGAATTAATACGACTCACTATAGG 

PGDH-5' RACE-Outer CCTGCCCACATCACAAAACCTC 
PGDH-5' RACE  Inner ATACGCTGCCGCTCATCTGTCT 
PGDH-3' RACE  Outer CAACTGCTGTCCTTGTCGGTGA 
PGDH-3' RACE  Inner GGGCTATAATATGCAGGGGAGGAA 

 
 PGDH تهياف جهش نگیپيژنوتا جهت استفاده مورد یمرهايپرا .2جدول 

 توالی آغازگر
 اندازه قطعه مورد انتظار

LP+RP BP+RP 
SALK_069543 LP TGAGATCGGTTCAATGATTCC 

1131 562-862 SALK_069543 RP GGAATTGTCGTCAGTCAAAGC 
LBb1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC 

 

واكنش اول، شامل يک پرايمر مخصوص ژن و 
ید حضور منظور تأي، بهT-DNAمخصوص يک پرايمر 

T-DNA  بود. واكنش دوم حاوی دو پرايمر
منظور تايید هموزيگوسیتی مخصوص ژن بود، كه به

و يا هتروزيگوسیتی تداخل انجام پذيرفت. مراحل 
 سازی واسرشته مرحلهبود: صورت زير به PCRانجام 

 3 مدت به و گراد سانتی درجه 94 دمای در اولیه
 15 گراد نتیسا درجه 94 شامل تکثیر مرحله دقیقه،
 درجه 72 و ثانیه 30 گراد سانتی درجه 60 ثانیه،

 مرحله نهايت در و تکرار 36 در دقیقه 2 گراد سانتی
 5 مدت و گراد سانتی درجه 72 دمای در نهايی بسط
 .دقیقه

 
 اعمال تنش شوری و خشکی  

% 70لیتر از اتانول  میلی 1بذرها با استفاده از محلول 
استريل سطحی و بر  Triton X-100% 1/0حاوی 

طبق دستورالعمل گانلت  MSمحیط كشت  روی
(http://www.gantlet.org)  كشت شدند. پس از

روز طول ريشه مورد بررسی قرار گرفته و  7گذشت 
منتقل شدند.  ها به محیط پیت ماس در ادامه گیاهچه

ی تنش شوربه  ها يافته جهشپاسخ  بررسیمنظور ه ب

به  ،كشت شده در خاک یا هفته 4و خشکی، گیاهان 
 مولار یلیم 300 غلظتبه  NaCl ترتیب تحت تیمار

 Xu etدرصد قرار گرفتند ) 20به غلظت  PEGو 

al., 2010.) 
 

 و بحث نتایج
بر مبنای مطالعات بیوانفورماتیکی، بررسی الگوی 

شرايط و ی كانديد تحت تنش شوری ها ژنبیان 
نهايت مقايسه با نتايج آنالیز میکروآرايه در و  بازيابی

كدكننده  ESTی مشترک(، ها ژن)جهت شناسايی 
با كد دسترسی  706به طول  AlPGDH ژن

JK671248 گرديد.  جهت مطالعات بیشتر انتخاب
نظر به اينکه هیچ گونه اطلاعاتی از اين ژن در گیاه 

اطلاعات موجود باشد، از  ینمدر دسترس آلوروپوس 
 AlPGDH جهت برآورد اندازه ژن NCBIدر پايگاه 

نشان داد  BlastXاستفاده شد. نتايج همرديفی در 
با  یدرصد 90 دارای شباهت بیش از ESTكه اين 

 Sorghum bicolor در گیاهان PGDH ژن

(XP_002445584.1)، Setaria italica 

(XP_004973582.1)، Oryza brachyantha 

(XP_015695621.1)، Brachypodium 
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distachyon (XP_003574563.1) وOryza 

sativa Japonica (XP_015650533.1) و  بوده
بالاترين میزان همپوشانی و همسانی اين ژن با ژن 

درصد با  93و  81ترتیب  سورگوم، بهمتناظر از گیاه 
Evalue = 0  برآورد گرديد. طول اين ژن در گیاه

آمینو  619روتئینی به طول بوده و پ 2262سورگوم 
بنای آن اندازه مورد انتظار كند، كه بر ماسید را كد می

 اين ژن در آلوروپوس برآورد گرديد.
-RLMجداسازی توالی هدف، از واكنش برای 

RACE همراه پرايمرهای مربوطه استفاده شد. در به
، 5جهت جداسازی ناحیه َ RLM-RACE’5فرايند 

تکثیر  Nested PCRیز اول و ن PCRی در ا قطعه
اول و  PCRدر  3نگرديد ولی در جداسازی ناحیه َ

Nested PCR و  1000ی به طول ا قطعهترتیب به
نوكلئوتید تکثیر گرديد، در حالیکه با توجه به  890

و  882ی به طول ا قطعههمولوژی آن با سورگوم 
 . (2)شکل  نوكلئوتید مورد انتظار بود 775

 

 
 به AlPGDH ژن 3َ هقطع ریکثت ژل ريتصو. 2 شکل

 RLM-RACE روش

 
يابی قطعه جدا شده، با همپوشانی آن از توالیبعد 

 bp1506ای به طول ، در مجموع قطعهESTبا توالی 
 1268به طول  ORFدست آمد كه شامل ناحیه به

نوكلئوتید بود.  238به طول  3UTRنوكلئوتید و ناحیه 
 یها الگوريتمكمک  به AlPGDHتوالی ژن 

BLASTx و BLASTn م آرابیدوپسیس با توالی ژنو
ژن تالیانا همرديف گرديد، كه همولوژی بالای آن با 

At1g17745 كه میزان  طوری همشاهده گشت، ب
درصد با  76و  99ترتیب  همپوشانی و همسانی آن به

Evalue = 0  برآورد گرديد. درخت فیلوژنتیکی رسم
ا گیاهان تک ب AlPGDHشده بیانگر قرابت بالای ژن 

لپه و خانواده غلات بود، بطوريکه بیشترين شباهت و 
ی و نزديکی را با گیاهانی مانند سورگوم، ارزن دم روباه

(. آنالیز 3برنج داشته و در يک گروه قرار گرفتند )شکل 
در گیاهان ذرت، برنج،  PGDHهمرديفی توالی ژن 

سورگوم، ارزن و جاروی جنگلی با آلوروپوس لیتورالیس 
ها با يکديگر دهنده شباهت بالای اين توالینیز نشان

 (.4باشد )شکل می
 

گیاه در  PGDH یافته جهشعملکردی بررسی 

 آرابیدوپسیس

 در PGDHهمولوگ  اطلاعات مربوط به ژن
از  آرابیدوپسیس، شامل بیان در بافت و مرحله خاصی

استفاده  با ی مربوطه،ندهايفرا دردخالت  همچنین و نمو
اين ژن دست آمد.  هب TAIR یاطلاعات گاهيپااز 
قرار گرفته  1بر روی كروموزوم  Forwardصورت  به

است كه دارای دو نوع ساختار اسپلايسی می باشد كه 
و  UTR 2اينترون،  2اگزون،  3ايزوفرم اول آن شامل 

 UTR 2اينترون،  3اگزون،  4ايزوفرم دوم آن دارای 
آمینواسید را  651ل باشد. پروتئین آن پپتیدی به طو یم

الف نمای شماتیکی از -5نمايد. در شکل  كد می
مورد استفاده نشان داده شده  T-DNAيافته  جهش

 T-DNAهای  است. از آنجايیکه در اين پژوهش گیاه
 جهت PCR آزمايشباشند،  یممدنظر  هموزيگوت

دو واكنش  در يگوسیتیهتروز يا يگوسیتیهموز یبررس
PCR ب(. -5)شکل  پذيرفت صورت مجزا  
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با  يههمسا ترينيک. رسم درخت به روش نزدیاهیمختلف گ یهادر گونه PGDHهای پروتئین یلوژنتیکیف درخت. 3شکل 

 تکرار انجام شد. 1000با  1استرپآزمون بوت

 

 
 در گیاهان مختلف. PGDHین پروتئ یهایتوال یساز يفهمرد .4شکل 

                                                                                                                                                    
1. Bootstrap 
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 )الف 

 )ب  

 PGDHيافته  جهش يپینگژل ژنوتا يلپروفاب(  ؛مورد استفاده T-DNAيافته  الف( نمای شماتیکی از جهش .5شکل 

 
واكنش يک، شامل پرايمر مخصوص ژن  

تأيید منظور  به T-DNAهمراه پرايمر مخصوص  هب
ی ا قطعهبود، كه در ژنوتايپینگ  T-DNAحضور 

كه نوكلئوتید تکثیر نمود. در حالی 800بطول تقريبی 
ای واكنش دوم حاوی دو پرايمر مخصوص ژن بر

ید هموزيگوسیتی يا هتروزيگوسیتی تداخل بود، كه أيت
تکثیر گرديد. در  1131ی به طول ا قطعهطی آن 

گیاه  23مورد بررسی،  T3گیاه  50مجموع از 
گیاه هتروزيگوت و مابقی  6يافته،  هموزيگوت جهش

 بودند. (Wildtypeهموزيگوت وحشی )
 
 پینگ و تنش شوری و خشکیفنوتای

مختلف يونی و اسمزی  مرحلهدر تنش شوری دو 
 رو جهت بررسی كاركرد ژنشود، از اين یمحادث 

AlPGDH  معکوس  ، روش ژنتیکها تنشتحت اين
 گیاهمورد توجه قرار گرفت. با توجه به عدم وجود 

در گیاه آلوروپوس  برای اين ژن يافته جهش
در گیاه  AtPGDH ژن تهياف جهش گیاه، از لیتورالیس

 بررسیمنظور ه بمدل آرابیدوپسیس استفاده شد. 
يونی و اسمزی، گیاهان تنش به  ها يافته جهشپاسخ 

 یلیم 300 غلظتبه  كلريدسديم به ترتیب تحت تیمار
درصد قرار گرفتند.  20به غلظت  PEGو  مولار

در مرحله رشد  AtPGDH يافته گیاهان جهش
خشکی در مقايسه با شوری و  زايشی، تحت تنش

تنش یر ثأت  تحتكنترل، به میزان بیشتری گیاهان 
در شرايط بدون  يافته جهشگیاهان  قرار گرفتند.

تنش، كاهش رشد چشمگیری را نسبت به گیاهان 
تیپ وحشی در شرايط كنترل و تنش شوری و 

ای كه فنوتیپ گیاهان مشابه خشکی داشتند به گونه
تنش ديده شد )شکل  يافته جهشبا فنوتیپ گیاهان 

الف(. بررسی تغییرات فنوتايپینگ در مرحله روزت  -6
يافته در  ب( نشان داد كه گیاهان جهش -6)شکل 

تنش خشکی تحمل بیشتری نسبت به تنش شوری و 
همچنین نسبت به گیاهان تیپ وحشی خود دارند. 
تنش شوری و خشکی در گیاهان تیپ وحشی باعث 

ها پیری زودهنگام آن های گیاه وكاهش تعداد برگ



 89 ... اهیاز گ Phosphoglycerate Dehydrogenaseژن  یجداسازهاشمی پطرودی و همکاران:  

 

 

يافته اين كاهش  كه در گیاهان جهششد، درحالی
ی هیچ رشد،  بسیار كمتر بوده و در تنش خشک

و  شاهد يافته جهشاختلافی مورفولوژيکی میان گیاه 
 تحت تنش مشاهده نشد.

 
 در آرابیدوپسیس PGDHژن  بیانیشبکه هم یزآنال

ايت در س AtPGDHژن  یانیبهمشبکه  نتايج بررسی
http://atted.jpهای مؤثر و مرتبط در ژن دهنده، نشان

 (.7باشد )شکل می PGDHمسیرهای عملکردی ژن 
اين مسیرها شامل مسیر تولید آمینو اسیدها، مسیر 

ها، مسیر متابولیسم كربن، مسیر تولید آنتی بیوتیک
های ثانويه و مسیر متابولیسم تولید متابولیت

باشد. در مسیر تولید می گلايسین، سرين و ترئونین
 ,At4g34200 (EDA9های ژنسرين، 

PGDH1) ،At4g35630 (PSAT1)  و
At3g54640 (TSA1)  به همراه ژنAt1g17745 

(PGDH2)  در گیاهان نمايند میفعالیت .
و  PGDH1های آرابیدوپسیس بالغ، میزان بیان ژن

PGDH2 های آوندی برگ و ريشه و نیز در در بافت
يابد. همزمان افزايش می ها، به طوررگآوندهای گلب

ها در اگرچه بیان اين ژن ،لازم به ذكر است
در  یتیفعال یچهباشد ولی رويشی بالا می های بافت

حال، در  ينبا انداشتند.  ایگیاهچه رشد یهمراحل اول
 هاكوتیلدون نوکدر  PGDH1، ینطول رشد جن

در  PGDH2كه یدر حال داشت قابل توجهی یانب
در ژن  يافته جهشايجاد  نشده است. یانمرحله ب ينا

PGDH1  شده و از رشد  ها گیاهچهمنجر به مرگ
ها، غلظت يافته جهشآنها جلوگیری كرد. در اين 

از تريپتوفان های مشتق شده اكسین و گلوكوزينولات
(. Benstein et al., 2013نیز كاهش يافته بود )

با  AtPGDHآنالیز تغییرات سطوح رونوشتی ژن 
 e-FP هایاستفاده از اطلاعات موجود در پايگاه داده

Browser ن داد كه در شرايط تنش شوری، نشا
برابر افزايش  4خشکی و اسمزی، میزان بیان ژن تا 

يافته اين موضوع دلیلی بر نقش اين ژن در افزايش 
 (.8باشد )شکل می ها تنشتحمل گیاه نسبت به 

 

 )الف  
  تنش خشکی تنش بدون شوری تنش 
 

 )ب 

 تیپ وحشی

 يافته جهش 

بدون تنش،  يافته جهش خشکی،در تنش  يافته جهش، شوریدر تنش  يافته جهشبه ترتیب از راست به چپ: الف(  .6شکل 
 ب( اعمال تنش در مرحله رشدی روزت. ،در تنش شوری و تیپ وحشیدر تنش خشکی ، تیپ وحشی بدون تنشتیپ وحشی 
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 .AtPGDHژن  یانیبهمشبکه  یزآنال .7شکل 

 

 
 های مختلفدر تنش AtPGDHتغییرات بیان رونوشت ژن  .8شکل 

 
 گذشته، دهه خلال در گرفته صورت تحقیقات با

 جهت كشاورزی در هالوفیت گیاهان از استفاده
 در معطر، گیاه عنوانهب و دارويی ای، علوفه مصارف

 و( Flowers et al., 2010) بوده گسترش حال
 به مقاوم های ژن تواند می هالوفیت گیاهان پلاسم ژرم

 گیاهان نژادی به های برنامه جهت را محیطی شرايط
 تحقیق، اين در(. Jaradat, 2010) نمايد عرضه
 تنش شرايط در آلوروپوس گیاه از PGDH ژن توالی
mM 600 گذشته تحقیقات در. شد جداسازی شوری 

 آرابیدوپسیس هگیا از PGDH ژن سه جداسازی به

(Toujani et al., 2013a )برنج گیاه از ژن سه و 
(Kito et al., 2017 )نتايج. بود شده اشاره 

 AlPGDH توالی كه داد نشان بلاست همرديفی
 و بوده SbPGDH ژن با شباهت بیشترين دارای
 در آن همولوگ ژن بیوانفورماتیکی آنالیز

 تولید مسیر در ژن اين كه داد نشان آرابیدوپسیس
 PGDH1 آرابیدوپسیس، در. كندمی ايفا نقش سرين

(At1g17745 )بیوسنتزی مسیر در را نقش مهمترين 
 كهحالی در كندمی ايفا گیاه پیکره تمام در سرين

PGDH2 (EDA9, At4g34200 )ًرشد برای صرفا 
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 PGDH3 ژن برای و شده بیان جنین و گرده دانه
(3-PGDH, At3g19480 )خاصی یپیفنوت تأثیر نیز 

 ;Benstein et al., 2013) است نشده گزارش

Toujani et al., 2013b .)از يکی توانمی رواين از 
 مشاركت را آلوروپوس گیاه از جداشده ژن هاینقش

 ينسر ینواسیدآم یتاهم .كرد عنوان سرين تولید در
 ین،پروتئ تولیدشامل  یاهانگ یضرور يندهایدر فرآ

 یلهمت یپیدها،ها، ليمیدينو پرها ينپور ینواسیدها،آم
 یرسان یامپ یرهایمس یزو ن یداس یکشدن نوكلئ

 یردر مس ينتولید سر يشافزاگزارش شده است. 
روش  يکعنوان شدن در كلروپلاست به يلهفسفور
بالا  یشور يطبه شرا یاهاندر پاسخ گ یعموم

عنوان به ينسر یدنرخ تول يطشرا ينباشد. در ا یم
. يابدیم يشافزا یزن یتنفس نور یسمواسطه متابول

نشان داد كه  PGDHیق بر روی ژن تحق يجنتا
چغندر قند و  ینب ژن اين یکیزيولوژيعملکرد ف

 Kito) باشدیم يکسانتنش  يطدر شرا یدوپسیسآراب

et al., 2017.) ژن  یتكه فعال يیهادر تمام گیاه
PGDH  جمع هورمون بود، ت يافتهدر آنها كاهش

بود. در  يافتهكاهش  یداریطور معن به یزن یناكس
در  يشهسطح برگ و طول ر یاهان،ها، رشد گگیاه ينا

كاهش  یداریطور معنبهشاهد  یاهانبا گ يسهمقا
 آنالیز. (Benstein et al., 2013) بود يافته

 نشان خشکی و شوری تنش شرايط در فنوتايپینگ
 در اختلال AtPGDH هایيافته جهش در كه داد

 تنش شرايط در گیاه كارايی كاهش باعث ژن بیان
تواند می ژن، ناحیه كدكننده به T-DNA الحاق. شد

ژن و نیز تغییر كاركردهای  شدن منجر به غیرفعال
 (.Nath Radhamony et al., 2005) آن شود
 منجر پروموتری منطقه به الحاق صورت در همچنین

 يا و بیان كاهش ژن، كامل ساختن غیرفعال به
 مهم نقش شده، انجام تحقیقات. شودمی آن افزايش

 و نموده تايید يستیز غیر تنش شرايط در را ژن اين
 سطح افزايش دهندهنشان نیز ژن اين بیانی آنالیز

. از باشدمی خشکی و شوری تنش شرايط در آن بیان
 ،هابررسی ارتباطات بین ژن یهاجمله روش

ده از كه با استفا باشدمیبیان ژنی های هم شبکه
 شوندمی محاسبهمحاسبه همبستگی پیرسون 

(Serin et al., 2016ژن .) ها در صورتی با هم در
ارتباط هستند كه پروفايل بیانی آنها در پاسخ به 
شرايط بیرونی و درونی سلول به صورت همزمان 

(. در Zhang and Horvath, 2005تغییر كند )
رسی بیان ژنی در برهای همگیاهان از روش شبکه

مختلف استفاده شده  شرايطها در ارتباطات بین ژن
 ,.Silva et al., 2016; Omranian et alاست )

2015; Takehisa et al., 2015; Zhang et al., .
2016; Tantong et al., 2016بیان  های هم(. شبکه

های درگیر در تنش دار در بررسی ارتباط بین ژنوزن
(، Kobayashi et al., 2016شوری در آرابیدوپسیس )

 ,.Moschen et alها در آفتابگردان )پیری برگ

( و Hopper et al., 2016(، خشکی در انگور )2016
های ونهای متأثر از هورمتجزيه و تحلیل شبکه ژن

فر و همکاران يیجاسمونیک اسید )مرتضا مانندگیاهی 
 هایرفته و به نقش آنها در پاسخ به تنش كار هب( 1395

داد كه بیان نتايج بیان نشان اشاره شده است.  طییمح
تنها محدود به تنش شوری نشده و در  PGDHژن 

سطح  يشافزاها نیز نقش دارد. پاسخ به ديگر تنش
( AtPGDH) آرابیدوپسیس در PGDHژن  یرونوشت

(Ho and Saito, 2001 )ژن اين مهم نقش نیز و 
 (BvPGDHa) قند چغندر گیاه مختلف هایبافت در
( Kito et al., 2017) شوری تنش رايطش در

 هایژن یانب ی. مطالعه الگوبود شده گزارش
PGDH (At1g17745)،PSAT (At4g35630)  

 در هاريشه در كه داد نشان یدوپسیسآراب در  PSP1و
. داشتند بیشتری بیان ،تاريکی به نسبت نوری شرايط

 در PSAT و  PSP1بیان ها،برگ در همچنین
 رشد هایبافت با همقايس در نور در يافته رشد های بافت
 ژنی خانواده. است يافته افزايش تاريکی، در يافته
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PGDH اثر آرابیدوپسیس در رشد اولیه متابولیسم بر 
 گرده دانه و هاجنین رشد در مهمی نقش و گذاشته

 كهيیآنجا (. ازToujani et al., 2013b) دارند
 يطدر شرا ریشتب یرشد و سازگار یبرا یاهانگ

 يیبالا یهماهنگ یازمندن یطیمح هایمواجهه با تنش
خود هستند،  یو رشد یسمیمتابول يندهایفرآ یانم

عامل  يکبه عنوان  تواندیم سرين یسممتابول
و  يستیز يندهایفرآ یدر كنترل برخ یهاول یارتباط
 Toujani et) نمودهنقش  يفایا یاهاندر گ یرشد

al ., 2013bیق،تحق ينا يجه نتا( و با توجه ب 
 يافته جهش یاهانده در گش يجادا یپیفنوت ییراتتغ

ژن در  ينجدا شدن ا یزو ن یدوپسیسژن در آراب ينا
به  توانیشورپسند، م یاهگ يکاز  یتنش شور يطشرا

 گیاه تحمل افزايش در AlPGDHژن  ینقش احتمال
 .نمود اشاره شوری تنش به

 

 سپاسگزاري
از امکانات آزمايشگاهی و اين مطالعه با استفاده 

پشتیبانی مالی پژوهشکده ژنتیک و زيست فناوری 
كشاورزی طبرستان به انجام رسیده است. نويسندگان 

 مختلف، هایبخش مساعدت از دانندبر خود لازم می
 .نمايند قدردانی پژوهشکده محترم رياست ويژهبه
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