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 چکیده

ها در مسیرهای ل به شوری در گیاهان و بررسی میزان بیان آنر در تحمهم بیان و مؤثهای شناسایی ژن

ی سطح زیر کشت گیاهان مؤثر است. به منظور بررسی تأثیر وری و توسعهبیوشیمیایی در افزایش بهره

 و CCRهای کلیدی مسیر بیوسنتز لیگنین )میلی مولار( بر میزان بیان برخی از ژن 022تیمار شوری )

COMTهاآن م بیانهای ه(، ژن (CECCR و CECOMT ) و ژن مرتبط با تحمل به شوری در سویا

(GmSALT3 ،)ی زمانی سه و هفت روز پس از اعمال تیمار در دو رقم مقاوم و حساس به در دو بازه

 بیوانفورماتیکیهای استفاده شد. نتایج بررسی ای پلیمراز زمان واقعیواکنش زنجیرهاز روش  شوری

مهمّی در  نقش  TC-rich repeatsو  GATA-motif ،G-Boxجملههای مختلف، از نشان داد که موتیف

 COMT، بیان ژن در رقم مقاومبر اساس نتایج آزمایشگاهی، کنند. های مختلف ایفا میپاسخ به تنش

نشان نداد. در رقم حساس، داری را ی زمانی در سطح احتمال پنج درصد اختلاف معنیهر دو بازه در

اری دی زمانی پس از اعمال تیمار کاهش یافت که این اختلاف معنیسطوح رونوشت این ژن در هر دو بازه

داری ی زمانی کاهش یافت که این اختلاف معنیدر هر دو بازه CECOMTژن  بیان ،بود. در هر دو رقم

افزایش بیان  لیو ،داری داشتاختلاف معنی ،پس از سه روز CCRکاهش بیان ژن  ،بود. در رقم مقاوم

ی افزایش بیان این ژن در هر دو بازه ،دار نبود. همچنین در رقم حساساین ژن پس از هفت روز معنی

 اختلافی زمانی کاهش یافت و این در هر دو بازه CECCRژن بیان  ،رقمهر دو دار نبود. در زمانی معنی

که را نشان نداد، در حالی یدارپس از سه روز اختلاف معنی GmSALT3افزایش بیان ژن  دار بود.معنی

داری را نشان داد. همچنین افزایش بیان این ژن در کاهش بیان این ژن پس از هفت روز اختلاف معنی

بر اساس نتایج این پژوهش، تیمار شوری تأثیر قابل دار نبود. ی زمانی در رقم حساس معنیهر دو بازه

ه و ژن متحملّ ب هاهای هم بیان آنبیوسنتز لیگنین، ژن مسیر های دخیل درمیزان بیان ژنتوجهی  بر 

 ی زمانی داشت.هر دو بازهشوری در سویا در 

  های هم بیان، آنالیز پروموترژن لیگنین، ،شوری: سویا، کلمات کلیدی
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 نامهلیست مقالات مستخرج از پایان
های غیر زیستی در ناحیه پاسخ به تنش شناسایی عناصر تنظیمی القا شونده در .8

سومین همایش  .( در سویا و برنجCCRردوکتاز ) -ن سینامویل کوآنزیم آپروموتری ژ

لق دی مطی بیوتکنولوژی جمهوری اسلامی ایران. سمیرا محمّبین المللی و یازدهمین همایش ملّ 

 رازی  بین المللی های. مرکز همایش8931 ماه شهریور 80تا  82حسنکلو، شاهرخ قرنجیک. 

 

( در COMTترانسفراز ) متیل -O-3 اسید ن کافئیکهم بیان با ژ شنناسایی شککه .0

سومین همایش بین المللی و یازدهمین همایش  ر بیوسنتز لیگنین در سویا و برنج.مسنی

ی بیوتکنولوژی جمهوری اسللامی ایران. سلمیرا محمّدی مطلق حسنکلو، شاهرخ قرنجیک. ملّ

 های بین المللی رازی. مرکز همایش8931شهریور ماه  80تا  82

 

 

های دخیل در مسیر بیوسنتز لیگنین در واکنش به تنش شوری آنالیز بیان برخی از ژن .9

المللی و شانزدهمین کنگره ملی ژنتیک. چهارمین کنگره بین(. Glycine maxدر گیاه سویا )

. سالن اجلاس 8933فروردین ماه  03تا  02سمیرا محمّدی مطلق حسنکلو، شاهرخ قرنجیک. 
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 مقدمه -1-1

تنش  جمله های زیستی و غیر زیستی، ازهای هم بیان و مؤثرّ در تحمّل تنششناسایی ژن          

 یشافزاتواند باعث می در مواجهه با شرایط نامساعد هابیان این ژنتغییرات شوری در گیاهان و بررسی 

ی سطح زیر کشت گیاهان توسعه موجبتواند میکه، این امر طوریوری محصولات گیاهی شود. بهبهره

ی یک Glycine max با نام علمی سویامحصولات کشاورزی شود.  بهبود کیفیتّ و کمیّتجهت زراعی در 

 ،این گیاه. گرددمیمحسوب ان آبزی و دام یتغذیه برای مناسب خوراکی و مهمّ روغنی دانه اتمحصول از

 ,.Sharifi et al) انسان است غذایی رژیم برای پروتئین زیستی و سوخت مناسبی جهت تأمین منبع

 ,.Sharifi et al) دهدآن را کاهش می عملکرد زیستی غیر هایتنش معرض در قرارگیری سویا. (2007

د رساننب میآسی گیاهان به هایون تعادل عدم و آب کمبود جمله از شوری، از ناشی هایتنش .(2007

(Munns et al., 2006). و نژ بیان پروفایل در تغییراتیباید  تنش شوری با سازگاری جهت نتیجه، در 

 ،به منظور تحمّل شوری .(Ashraf et al., 2007; Parker et al., 2006) حاصل شود گیاه پروتئین

 از بسیاری .شوندمی و سازگار کنندمیاستفاده  فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی مختلفتغییرات  از گیاهان

 نیز هاژن این محصولات ،دهندمی پاسخ سرما و شوری خشکی،های تنش به رونویسی سطح در هاژن

 Bray., 2000; Shinozaki and Kazuko., 2000کنند )می تفعالیّ تنش تحملّ و پاسخ در

Thomashow., 1999;).  

 آوندی گیاهان در آب نقل وحمل  و دفاع مکانیکی، حفاطت مهمّی جهت پلیمرهای هالیگنین          

-پلی هالیگنین در واقع .(Freudenberg., 1959; Sarkanen and Charles., 1971) شوندمحسوب می

 در زیادی تغییرات متحملّ ،گیاهان سلولی هایدیوارههستند.  سلامتی یدهنده بهبود گیاهی هایفنول

 در نقش حیاتی نیز متیلاسیون هایآنزیم .(Boerjan et al., 2003) .شوندمی لیگنین ساختار و مقدار

 ,.Vanholme et alکنند )میایفا  لیگنینجهت مهندسی  یژنتیکتغییرات ایجاد و  لیگنین بیوسنتز

2008; Boerjan et al., 2003). ردوکتاز -سینامویل کوآنزیم آ آنزیم (CCR) هیدروکسی تبدیل 
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 مهمّ برای گام لیناوّ این مرحله، .کندمی کاتالیز را 0نامالدهیدهاسی به 8استرها تیو نزیم آکوآ -یلوسینام

 به نسبت بنتغییرات کر تنظیم در یکنترل یهنقط یکاین آنزیم  بنابراین،است.  مونولیگنول بیوسنتز

ترانسفراز  متیل -O-9 اسید کافئیک آنزیم .(Baucher et al., 1998)است  مونولیگنول بیوسنتز

(COMT) و اسید فرولیک تولید برای را اسید کافئیک از هیدروکسیل -9 گروه متیلاسیون S- آدنوزیل- 

L- کندمی کاتالیز هوموسیستئین (Vanholme et al., 2012) .آنزیم GmSALT3 (به  تحمّل با مرتبط

 دبهبو موجب . این آنزیماست سویا سدیم و کلر در یون تجمع تنظیم یهواسطنیز ( سویا شوری در

 .(Liu et al., 2016شود )می شوری تنش تحت دانه وزن حفظ طریق از سویا عملکرد

است  ژن بیان میزان تعیینجهت  قدرتمند روشی 9زمان واقعی پلیمراز ایزنجیره واکنش           

(Murphy et al., 1990; Noonan et al., 1990 Horikoshi et al., 1992;). ایزنجیره واکنش از پس 

 mRNA مقدار گیریاندازه و تشخیص برای روش ترینمناسب واقعی زمان معکوس در رونویسی مراز،پلی

 امروزه .باشدمی گیریاندازه وسیع یهدامن و مناسب تکثیر قابلیت بالا، حساسیتدارای  روش این .است

 ,.Bustin., 2000 Pfaffl and M. Hageleitگیرد )می قرار استفاده مورد زیادی میزان به نسبی بیان

 هایتکنولوژیاین  در پیشرفت و است رشد حال در ای ورشته بین علمی ،بیوانفورماتیک .(;2001

 برای ژن بیانی های همشبکه .(Schneider et al., 2010)شوند می اطلاعات افزایش موجب مولکولی

 صتشخی و درک یا زابیماری کاندید هایژن اولویت تعیین ناشناخته، عملکرد با هایژن ارتباط بین

 یزمینه درصورت گرفته  هایپیشرفت با .گیرندمی قرار استفاده مورد رونویسی تنظیم هایبرنامه

 RNA یابیتوالی هایدادهبا استفاده از  بیانی هم هایشبکه ،4نوین نسل یابیتوالی و ترانسکریپتومیکس

 شناسایی بیولوژیکی، تحقیقات مهمّ در هدف یک .(van Dam et al., 2017اند )تشکیل شده

 ال،ح این با. ها با یکدیگر استآن تعامل یهنحو و زنده سلول یک درون هایمولکول سیستماتیکی

                                                           
1 Hydroxycinnamoyl-CoA thioesters      
2 Cinnamaldehydes 
3 RT-PCR 
4 next-generation sequencing 
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 کننده رمزغیر جدید هایژن شناسایی با که وضعیتی است، نشده مشخص هنوز هاژن از بسیاری عملکرد

 انواع ادغام با توانمی را هاییژن چنین تنظیمی هاینقش .(Zhao et al., 2015شود )می ترپیچیده

 اهداف و رونویسی فاکتورهای بین تعاملات ،8متیلوم هایداده پروتئین، -پروتئین تعاملات جمله از هاداده

 Glassداد ) قرار بررسی مورد بیشتر بیان هم هایژن موتیف توالی تحلیل و تجزیه با همچنین و ها،آن

et al., 2013 Yue et al., 2014; De Smet and Marchal., 2010;). 

 دید کلی یک که است گیاهی هایگونه برای بیانی هم یداده پایگاه یک ،II-ATTED0 پایگاه 

 کندمی فراهم شبکه تحلیل و تجزیه از طریق ابزارهای بیانی، د هممتعدّ هایداده مجموعه از
(Obayashi et al., 2006 Obayashi et al., 2008; Obayashi and Kengo., 2010; Obayashi et 

2014; .,et al 2011; Obayashi .,al). ،9بیوتکنولوژی اطلاعات ملیّ مرکز همچنین (NCBI )ایمجموعه 

 ایخلاصه و GenBank، PubMed یداده هایپایگاه جمله از بیولوژیکی، اطلاعات برای آنلاین منابع از

ای هها به نتایج بسیار ارزشمندی در زمینهتوان با استفاده از این پایگاهکه می آورد فراهم مستندات را از

 تنظیم در که هستند مهمّی مولکولیاجزاء  4سیس تنظیمی عناصر مختلف بیولوژیکی دست یافت.

 هاینشت بهپاسخ  جمله از بیولوژیکی، مختلف فرآیندهای یهکنند کنترل ژنی هایفعالیتّ رونویسی

 اهپایگ های مهم در این زمینه،یکی از پایگاه .هستند دخیل رشدی فرآیندهای و هاهورمون غیر زیستی،

PlantCARE تقویت، 5گیاهی یهکنند تنظیمسیس  عناصر از لمتشکّی داده پایگاه یکباشد که می 

های در این پژوهش با استفاده از روش بنابراین، .(et al Lescot,. 2002) است 2سرکوبگرها و 6هاکننده

در برنج به عنوان یک گیاه مدل تک  COMT ژن های هم بیان باژن بیان بیوانفورماتیکی به بررسی

اوه . علشدها نیز در هر دو گیاه انجام ای پرداخته شد. همچنین آنالیز نواحی پروموتری تعدادی از ژنلپه

                                                           
1 Methylome 
2 http://atted.jp/ 
3 The National Center for Biotechnology Information 
4 Cis-acting 
5 Plant cis-acting regulatory elements 
6 Enhancers 
7 Repressors 
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 دخیل در مسیر بیوسنتز لیگنین، شامل هایبررسی میزان بیان ژن پژوهش حاضر به منظور این، بر

COMT و CCRهای هم بیان ، ژن( حاصل از مطالعات بیوانفورماتیکیCECOMT  وCECCR )و ژن 

میلی مولار سدیم کلراید(  022) شوری تیماردر پاسخ به ( GmSALT3تحمّل به تنش شوری در سویا )

ای پلیمراز زمان با استفاده از واکنش زنجیره پس از اعمال تیمار زمانی سه و هفت روز یبازه در دو

 انجام گردید.  واقعی
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 مروری بر منابع 

 
 

 



  

8 
 

 

 

 سویا و موارد مصرف اهمیّت -2-1

هستند.  انسانی مصارف برای گیاهی هایپروتئین مهمّی از منبع روغنی هایدانه پروتئین           

دهند می تشکیل را جهان روغنی هایدانه پروتئین تولید از درصد 22 تقریباً های سویاپروتئین

(Fukushima., 1994.) منجر به کاهش ،فنولپلی حاوی غذاهای مصرف است و فنولسویا سرشار از پلی 

 و هگیا مقاومت در مهمیّ هاینقش هافنولپلی همچنین، .شودمیسرطان  و قلبی بیماری به ابتلا خطر

 ;Emmons and David., 2001 Grassmann et al., 2002دارند ) میکروبی هایعفونت برابر در دفاع

Malenčić et al., 2008;). مسائل  و هاهزینه علّت به گیاهی هایروغن توسعه، حال در کشورهای در

 جهان رد گیاهی تولید شده روغن ترینبیش سویا روغن .اندشده حیوانی هایچربی جایگزین بهداشتی،

، یابدمی افزایش ساله هر خوراکی گیاهی تولید روغن(. Sutapa and Mitra., 2009) گرددمی محسوب

 . از آن جایی که(NEHMI et al., 2001است ) سویا از روغن یهمصرف عمد برزیل، در کهوریطبه

 جداسازی و شناسایی ، بنابرایناست ها پروتئیناز لگوم بسیاری بالغ هایدانه خشک وزن از زیادی مقدار

 طول در هاآن از استفاده یا و طیّ رشد در هاآن تجمع فیزیولوژیکی، جهت مطالعات هاپروتئین این

  .(Hill and Breidenbach., 1974است ) ضروری زنیجوانه

یبات ترک. شودمی شناخته سلامتی یدهنده بهبود اثرات با قیمت ارزان غذای یک عنوان به سویا          

 پروتئاز هایکننده مهار و 0هالکتین مانند هاییپروتئین و 8ژنیستئین مانند هاییایزوفلاون شامل سویا

 9لیسئولینگ سویا، هایفیتوالکسین از یکی. دارند ضدّ توموری فعالیّت از جمله مفیدی، اثرات که هستند

 انسرط بروز کاهش برای سویامصرف  اپیدمیولوژیک، مطالعات در. دارد پزشکی نیز خواص نام دارد که

                                                           
1 Genistein 
2 Lectins  
3 Glyceollin 
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 یهارعص .است شده پیشنهاد گیرد، صورت شده ریزیبرنامه سلولی مرگ القاء طریق از است ممکن که

 پیشگیری پتانسیل سویا .(Chang., 2000کند )می جلوگیری نیز کیستیکپلی هایکلیه پیشرفت از سویا

 حاویاین گیاه  همچنین، .دارد ژنیستئین ایزوفلاون زیاد مقادیر وجود علتّ به را سرطان سرکوب و

 ,.Simonne et al) است فیبر و فیتیک اسید پروتئاز، هایمهارکننده ساپونین، مانند دیگری ترکیبات

 واناستخ پوکی شرایین، تصلب سرطان، ویژه به مزمن، هایبیماری درمان و پیشگیری در سویا .(2000

  .(;Malenčić et al., 2012 Takahata et al., 2001دارد ) نقش عروقی -قلبی هایبیماری و

کاهش موجب شوری برای رشد و نموّ گیاه نامطلوب هستند. این عوامل  از جملهزا، عوامل تنش

 Tran and Keiichi., 2010; Tranشوند )عملکرد محصولات زراعی و مهمّ اقتصادی، از جمله سویا می

and et al., 2009; Thao and Lam-Son., 2012; Gutierrez-Gonzalez et al., 2010; Neelakandan 

et al., 2010 .)محصول یکاین گیاه  سویا یدانه در پروتئین و روغن زیاد مقدار به وجود توجه با 

 و گیردمی قرار زیستی غیر هایتنش معرض این گیاه در حال، این با .رودمهمّ به شمار می ایدولپه

های گیاهان برای مقابله با چنین درک مکانیسم بنابراین ،(Luo et al., 2005) یابدکاهش می آن عملکرد

 Hadiarto and Lam-Son., 2011هایی با هدف تولید ارقام سویا متحملّ به تنش، ضروری است )تنش

; Manavalan et al., 2009; Tran et al., 2007; Nakashima et al., 2009.)  

 شناسی سویامنشاء و گیاه -2-2

 5222 حداقل کشت یسابقه دارای و شودنیز می چین شامل که است شرقی آسیای بومی سویا

 .شودمی کشت مهمّ  یمحصول عنوان به جهان سراسر درمیزان زیادی  به سویادر حال حاضر  .است ساله

 وریفرآ غذاییمحصولات  و روغنیعنی ، عمده محصول دو تولید برای آن بذور و است ساله یک گیاه این

 اشتهد ارتفاع دو متر از بیش تواندمی و است و ایستاده گیاه علفی یک سویا .(Qu, Yue., 2018شود )می

 به نیتروژن یهکنند تثبیت هایباکتری از استفاده با را نیز نیتروژن این گیاه ها،لگوم سایر مانند. باشد

 .(Pedersen et al., 2004) کندمی اضافه خاک
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 تأثیر تنش شوری بر رشد سویا -2-3

 رشد بر روی نامطلوبی را اثرات پایین، و دمای بالا شوری خشکی، از جمله محیطی هایتنش          

 به پاسخ دهنده هایژن مورد در محدودی اطلاعات .(Luo et al., 2005گذارند )بذر می تولید و انگیاه

 ییشناسا به است ممکن شوری به پاسخ در پروتئین بیان بررسی است. دسترس در سویا در شوری

میزان  به شوری تنش .(Aghaei et al., 2009) کند کمک شوری تنش به پاسخ برای مسئول هایژن

 .(Banzai et al., 2002; Amitai-Zeigerson et al., 1995) کندمی محدود گیاه را تولید رشد و زیادی

 بیان تغییر از مستقیم طور به که است سلولی تشکیلات در تغییراتی نیازمند شوری تنش با سازگاری

 نیازمند شوری تنش به پاسخ دهنده هایژن شناسایی .(Parker et al., 2006)شود می حاصل ژن

-هنقش برای هاکروموزوم فیزیکی هاینقشه و ژنوم یهگسترد ژنتیک از جمله مهمّ، مولکولی ابزارهای

 و آرایهریز تحلیل و تجزیه مهمّ، هایژن یابیتوالی و جداسازی برای ابزارهایی گیاهان، برداری در

 تلف،مخ هایعملکرد با ژن چندین که دهندمی نشان ژنومی و مولکولی مطالعات .باشندپروتئومیک می

 شده القا هایژن تنظیم در رونویسی مختلف عوامل و شوندمی القا سرما و خشکی هایتنش توسط

 پاسخ رد بلکه تنش، تحملّ در تنها نه تنش، توسط القایی هایژن محصولات .هستند دخیل تنش توسط

 . (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki., 2000دارند ) کارایی نیز تنش به

شود محسوب می خشک نیمه و خشک مناطق در کشاورزی ترین مشکلاتمهمّ  از یکی شوری

پاسخ گیاهان به تنش شوری پیچیده است،  .(Sharifi et al., 2007) شودمی زمین ناباروری باعث که

 تولید رمنظو به .شوندمیه گیا ، فیزیولوژی و متابولیسممورفولوژیها شامل تغییرات در زیرا این پاسخ

 د،شومی شوری تحملّ موجب بهبودها آن محصولات که هاییژن شناسایی شوری، به مقاوم ارقامسویا 

است  شده شناسایی سویا در 8اکسیسترول به شونده متّصل یپروتئین همولوگ یک .است امری ضروری

                                                           
1 OSBP (oxysterol-binding protein)-homologue 
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 ضیبع در یاست این همولوگ پروتئین ممکن شود.می گذاریرمز شوری در شده القاء ژن یک توسط که

 برخی .(Li, Dong Yan et al., 2008) باشد دخیل سویا در تنش به پاسخ فیزیولوژیکی هایواکنش از

 پروتئین از اسیدی ایزوفرم .اندگرفته قرار بررسی مورد سویا در شوری شرایط در شده القا هایژن از

 خارج فضای در است و دهیدراسیون و بالا شوری تنش بهپاسخ  مسئول ،8زاییبیماری با مرتبطپنج  گروه

 (.Onishi et al., 2006دارد ) قرار سویا هایریشه سلولی

 تلیّافع سویا هایساقه در و شودمی القا شوری تنش در شرایط لوسین زیپ مشابه پروتئین 

 شوری تنش با سازگاری برای سویا .(Aoki et al., 2005کند ) خنثی را آب پتانسیل تغییرات تا کندمی

پذیر اکسیژن واکنش هایگونه و تخریب تشکیل در است. این آنزیم فسفاتاز وابسته اسید آنزیمی به نام به

 حدّ  از بیش بیان. (Liao et al., 2003است ) دخیل تنش به پاسخ دهنده پیام انتقال مسیرهای در یا و

 تجمع به منجر 0سویا در دهیدراسیون به پاسخ دهنده عنصر به شونده متصّل پروتئین همولوگ ژن

 .شودمی شوری تنش شرایط تحت وحشی نوع گیاهان با مقایسه در آزاد پرولین از بالاتری حوسط

 ددارمشارکت  شوری تنش تحمّل بهبود در و است رونویسی مهمّ یهکنند فعّال یک ژن این همچنین،

(Chen et al., 2007). 

 ایهپروتئین میزان کاهش یا افزایش به منجر است، ممکن شوری تنش توسط شده القا هایژن 

 ها،گره یا غده تشکیل رشد، بر شوری ثیراتتأ .(et al Munns,. 2006)شوند  شوری تنش با مرتبط

 ،2باقلا ،6نخود در 5باکترووئیدها تنفسی ظرفیت و گره 4هموگلوبین لگ میزان ،9استیلن کاهشی فعالیت

استیلن  کاهشی تفعالیّ و خشک وزن روی بر شوری تنش اثر منفی است. شده مشخص 3سویا و 1لوبیا

                                                           
1 PR-5 
2 GmDREB2  
3 Acetylene reduction activity 
4 Leghemoglobin (Lb) 
5 Bacteroids 
6 Pisum sativwn cv. Lincoln 
7 Faba-bean (Vicia faba L. var. minor cv. Alborea) 
8 Phaseolus vulgaris cv. Contender 
9 Glycine max L. var. Williams 
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ت. اس مرتبط شوری شرایط تحت هاساقه نیتروژن میزان و خشک وزن کاهش با مستقیم طور به هاگره

 به هگون ترینسویا متحملّ هایگونه کهحالیدر گیرد،می قرار شوری تأثیر تحت میزان زیادی به نخود

  .(Delgado et al., 1994هستند ) شوری

ژنتیکی  هایاند و بنابراین، مکانیسمتکامل یافتهها گیاهان همیشه تحت فشار انتخابی این تنش         

ای اولیهّ هاند. بسیاری از مکانیسمای را برای بقا در شرایط نامساعد ایجاد کردهو مولکولی بسیار پیچیده

ر مؤثّر فعّال نیستند، اماّ در زمان شوند، در طول عمرشان به طوگیاهی که با تنش غیر زیستی مواجه می

 Hadiarto and Tran., 2011 ; Nakashima et al., 2009شوند )در سطح رونویسی القا می بروز تنش

Jogaiah et al., 2013;.) غیر زیستی بر روی تعیین هایبنابراین، بسیاری از تحقیقات مربوط به تنش 

ده ش های القا شده و یا تنظیمژن یهها متمرکز هستند و کشف شبکعوامل کلیدی دخیل در این پاسخ

 ,.Nakashima et al) ها برای تحلیل تحملّ تنش استتوسط این عوامل، یکی از قدرتمندترین روش

2009 Valliyodan and Nguyen., 2006; Xin et al., 2012; Le, Dung Tien et al., 2010; 

Choudhary et al., 2012; Ma, Yun et al., 2012 Choudhary et al., 2012; Ha, Sukbong et al., 

2012;.) 

 وریش یابد، بنابراینمی کاهشسویا  یریشه و هیپوکوتیل تر وزن و طولتحت تنش شوری، 

 امر این هک دهد تغییر سویا یهریش و هیپوکوتیل در را خاصّی هایپروتئین از برخی بیان سطح تواندمی

 انجام مطالعات .(Aghaei et al., 2009باشد ) داشته نقش شوری به سازگاری در تواندمی خود یهنوب به

 شوریه بتحمّل  بهبود به منجر تواندمی ژن بیان تغییر که دهندمی نشان تراریخته گیاهان بر روی شده

تحت به طور کلی،  .(;Van Camp et al., 1996 Shikanai et al., 1998; Apse et al., 1999شود )

 فعالیتّ پراکسیدازو ، و میزان هیدروژن پراکسید کاهش 8یّت فنیل آلانین آمونیالیازفعال تنش شوری

، لیگنین و در نتیجه، مقدار فنول یابد.میداری معنیسلولی افزایش  یهمحلول و متصلّ به دیوار

                                                           
1 PAL 
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 یابد.های تیمار شده افزایش میلیگنین در ریشه 0و سیرینجیل 8هیدروکسی فنیل -pنومرهای وم

وجب م این افزایش که ،ممکن است، موجب افزایش تولید لیگنین شودشوری بنابراین، اثرات ناشی از 

 (.Neves et al., 2010) سازدد میو رشد ریشه را محدو شده سلولی یهدیوارتقویت 

 

 همیّت لیگنین و مسیر بیوسنتز آنا -2-4

 است که از ترکیب اکسیداتیو اتصاّلومی برای گروه بزرگی از پلیمرها لیگنین یک اصطلاح عم

این  ،(. به طور معمولBoerjan et al., 2003هیدروکسی فنیل تشکیل شده است ) -4پروپانوئیدهای 

زی ریعلاوه بر رسوب برنامه کنند.ها را سفت و محکم میهای سلولی رسوب کرده و آنپلیمرها در دیواره

یر زیستی و غ های مختلفتواند به محض قرارگیری در شرایط تنشلیگنین، بیوسنتز آن می یهشد

 ,.Caño-Delgado et alسلولی نیز القا شود ) یهتنش متابولیکی و اختلالات در ساختار دیوار ،زیستی

2003 Tronchet et al., 2010;.) سلولی در مقابل  یهساکاریدهای دیواراز آن جایی که لیگنین از پلی

 نین،شود. همچر پوسیدگی نیز میکند، در نتیجه، باعث مقاومت در برابتخریب میکروبی محافظت می

تی های زیسگیاهی به سوخت یهترین عوامل محدود کننده در تبدیل زیست تودیکی از مهمّ  لیگنین

حذف لیگنین از بیومس گیاهی فرآیندی پر هزینه است؛ از این رو، تحقیقات بسیاری با هدف  است.

کنند یمدهند و یا لیگنینی تولید وب میرسگیرند که یا لیگنین کمتری را طراّحی گیاهانی انجام می

 ,.Sticklen., 2008; Weng et al., 2008 Mansfield) دایل بیشتری به تخریب شیمیایی دارتم که

کند های آوندی رسوب میهای سلولی ثانویه است که در بافتلیگنین، جزء مهمیّ از دیواره (.;2009

(Boerjan et al., 2003)  م،نشیااسکلر ترشحی، عناصر نظیر خاصّی هایسلول یهدیوار در عمده طور بهو 

  .(Dixon., 2001) گیردمی قرار پریدرم و فیبرهای آوند آبکش

                                                           
1 p-hydroxyphenyl (H) 
2 Syringyl  (S)   
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 دخیل در هایآنزیم بیان کاهشسنس برای  آنتی تکنولوژی توان ازوری میبهره جهت بهبود         

 مسیر رد منفرد هایآنزیم هدفمند انتخاب استفاده کرد. این روش امکان لیگنین مونومر بیوسنتز مسیر

 ,.Sewalt et alآیند )می دست لیگنین به ساختار و مقدار تغییر با تراریخته گیاهان و آوردمی فراهم را

1997 Meyer et al., 1998; Piquemal et al., 1998; Halpin et al., 1994; Atanassova et al., 

اه های دفاعی در گیهای آوندی و از طریق پاسخرشدی در بافت پیامبیوسنتز لیگنین توسط  .(;1995

 از لیگنین شود،( مشاهده می8-0همان طور که در شکل ) (.Lauvergeat et al., 2001شود )تنظیم می

 -p یعنی ،(هامونولیگنول)مختلف  8الکل یلوسینام هیدروکسی سه پلیمریزاسیون و دهیدروژناسیون

 ترتیب به هامونولیگنول این. است شده مشتق 4الکل سیناپیل و 9الکل کونیفریل ،0الکل کوماریل

 دهندتشکیل می لیگنین را پلیمر از( S)سیرینجیل  و( G)گوایاسیل  ،(H)فنیل  هیدروکسی -p واحدهای

(Humphreys and Chapple., 2002).  

 مینهآ اسیدهای با که است ایمرحله چند فرآیند یک هامونولیگنول بیوسنتز زراعی، گیاهان در

 دارای سیناپیل و کونیفریل هایالکل (.Whetten et al., 1998)شود می آغاز تیروزین و آلانین فنیل

 یمرحله یک متیلاسیون .شوندافزوده می متیلاسیون واکنش طریق از که هستند هاییمتیل هایگروه

 ,.Iiyama et al) گذاردمی تأثیر لیگنین نهایی ساختار و ترکیب بر که است لیگنین بیوسنتز در حیاتی

مینی گیرد. اولّین مرحله در این مسیر دی آدر مسیر فنیل پروپانوئید صورت می بیوسنتز لیگنین (.1993

های با فعالیّت آنزیم برای تولید سینامات است. 5شدن فنیل آلانین توسط آنزیم فنیل آلانین آمونیالیاز

در  .شودهای مربوطه تبدیل میهای مختلف و همچنین، به مونولیگنولمتابولیتبعدی، سینامات به 

هیدروکسی  -pسلولی، پلیمریزاسیون اکسیداتیو سه  یهدرون دیوار 6آخر، آنزیم پراکسیداز یهمرحل

                                                           
1 Hydroxycinnamyl alcohols  
2 p -coumaryl alcohol 
3 Coniferyl alcohol  
4 Sinapyl alcohol  
5 PAL  
6 POD  
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یمر ها به ترتیب واحدهای پلسپس، آن کند.کوماریل، کونیفریل و سیناپیل( را کاتالیز می -pسینامویل )

 (.Boerjan et al., 2003کنند )هیدروکسی فنیل، گوایاسیل و سیرینجیل را تولید می -pلیگنین، یعنی 

 

 

 (et al., 2001 Guo) مسیر بیوسنتز لیگنین -8-0شکل 

  

 Christensenشوند )تنش، متحملّ لیگنیفیکاسیون میتحت های سلولی دیوارهبه طور کلی 

et al., 1998.) هایقشن با هاسلول یثانویه یدیواره شدن ضخیم طیّ  در معمولاً  لیگنیفیکاسیون فرآیند 
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این فرآیند از فنیل آلانین  در حقیقت، .(Iiyama et al., 1993) دهدمی رخ دفاعی یا هدایت ساختاری،

 یهکنند های رمزبرخی از ژن .شودمی 8ردوکتاز آیل کوآنزیم ومنجر به تولید سینامشود و شروع می

 ,.Lauvergeat et alشوند )های چوبی و یا تنش زیستی رونویسی میاز طریق رشد بافت CCR آنزیم

بیان  هاها و ریشهها، ساقهمانند برگ ،های لیگنین شدهاکالیپتوس در اندام CCR(. رونوشت ;2001

د، اماّ شوبیان میاکالیپتوس آوند چوبی  یهیافت تمایز یهدر ناحی به میزان زیادی EuCCRژن  شود.می

  (.Lacombe et al., 1997)آبکش و یا در پریدرم جوان وجود ندارد  یهدر الیاف ثانوی

د خالص نگولیپیسلولی تیمار شده با الیسیتور اسفهای در سوسپانسیون کشت OsCCR1بیان 

های سویا ریشهدر این ژن بیان  همچنین (.et al Kawasaki,. 2006شود )القا می 0نوعی قارچشده از 

های در بافتنیز  AtCCR1رونوشت (. Klink et al., 2009شود )القا می نیز آلوده به نماتد کیست سویا

دارای نقص در ژن  irx4 یه( و در جهش یافتLauvergeat et al., 2001شود )ساقه و گل بیان می

AtCCR1، کاهش می وحشی به میزان زیادیین در مقایسه با نوع میزان لیگن( یابدJones et al., 2001.) 

 یسازکلون از گزارش چند تنها اند.های مختلف شناسایی و جداسازی شدهها در گیاهان و انداماین آنزیم

 ردوکتاز آکوآنزیم  -یلوسینامهای cDNA .دارد وجود هاایلپه تک از لیگنینمسیر بیوسنتز  هایژن

(CCR) شده جداسازی ذرت از( اندPichon et al., 1998). اسید کافئیک هایژن O- ترانسفراز، متیل 

 اندشده جداسازی 4تلخه گیاه از نیز ردوکتاز کوآنزیم آ -سینامویل و 9دهیدروژناز الکل یلوسینام

(McInnes et al., 2002 .) 

 و سپیدار یهساق یشیره ،صنوبر یسلول سوسپانسیون ،سویا ،5زرد یاس از CCR آنزیم

 گیاه چندین ازنیز   COMTهای ژنcDNA .(Goffner et al., 1994) است جداسازی شدهاکالیپتوس 

                                                           
1 Cinnamoyl coA reductase 
2 Magnaporthe grisea  
3 Cinnamoyl -CoA dehydrogenase 
4 Ryegrass 
5 Forsythia 
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 et Vincentاند )شده شناسایی 4و ذرت 9تالیانا آرابیدوپسیس ،0توتون ،8هندی زنبق جمله از مختلف،

al., 2005.) میرخ تولید اقتصادی منافع روی بر زیادی حدّ تا لیگنین در زیر واحدها انواع نسبی فراوانی 

 به نظر بنابراین،. (Jung et al., 2012) گذاردمی تاثیرزیستی  سوخت تولید و علوفه هضم قابلیت چوب،

-ایفا می لیگنین ژنتیک مهندسی و لیگنین بیوسنتز در نقش مهمیّ متیلاسیون هایآنزیم که رسدمی

 م،گنددر  لیگنین یهکنند بیوسنتز هایژن بررسی از حاصل نتایج. (Vanholme et al., 2008) کنند

 COMT و CCR آن در که ،آوردرا فراهم  ورس به مقاومت و لیگنین بین پیچیده تعامل این تفسیر امکان

 ,.Ma, Qکنند. )مشارکت می گندم یهساق بلوغ زود هنگام مراحل در ورس به مقاومت تنظیم در عمدتاً

2010). 

 

 (CCRردوکتاز ) آ کوآنزیم آنزیم سینامویل -2-5

 توسط ترتیب به مونولیگنول فرد منحصر به مسیر دهیدروژناسیون /کاهش یهمرحل دو

ردوکتاز  -سینامویل کوآنزیم آ .شودمی کاتالیز دهیدروژناز الکل سینامویل و ردوکتاز آ کوآنزیم سینامویل

 ندکخاصّی از مونولیگنول در مسیر فنیل پروپانوئید را کاتالیز می یهاختصاصی در شاخ یهمرحل

(1997 .,et al Lacombe 2003; .,et al Boerjan). آنزیم CCR کوآنزیم  -سینامویل هیدروکسی تبدیل

 اهمونولیگنول بیوسنتز مرحله مهمّ برای اولین که ،کندمی کاتالیز 6سینامالدهیدها به را 5استرها تیو آ

-ونولیگنولم بیوسنتز به نسبت تغییرات کربن در آنزیم تنظیمی مهم یک تواندمی CCR در نتیجه، است.

 تیمار تحت اامّ ،زیاد میزان به جیبرلین تیمار تحت GbCCR ژن بیان .(Baucher et al., 1998باشد ) ها

 فعالیت که استداده  نشان QRT-PCR تحلیل و تجزیه. یابدمی افزایش کمی میزان به اگروباکتریوم

                                                           
1 Iris hollandica 
2 Nicotiana tabacum 
3 Arabidopsis thaliana 
4 Zea mays 
5 Hydroxycinnamoyl-CoA thioesters   
6 Cinnamaldehydes 



  

18 
 

GbCCR ژن رونویسی سطح تغییرات با GbCCR فعالیت و دارد ارتباط GbCCR لیگنین تجمع با نیز 

 تیجهن توانمی، بیان الگوی و اتخصوصیّ این به توجه با .دارد مثبت همبستگی 8گینکو ساقه رشد در کل

 ,.Hua, Cheng et alباشد ) داشته نقش دفاع و نیفیکاسیونلیگ در احتمالاً مربوطه آنزیم که گرفت

 تحت ترتیب به  HcCCR1ژن بیان افزایش و کاهش حداکثرهمچنین مشخص شده است که  .(2012

 فیلوژنتیکی تحلیل و تجزیه. است شده مشاهده 0جاسمونات در گیاه چای ترش متیل و سرما تیمارهای

 HcCCR2 هایپروتئین وCCR  به شبیه هایپروتئین با تنگاتنگی ارتباط HcCCR1 که است داده نشان

  .(Ghosh et al ., 2015دارد ) AtCCR و

 

 ( COMT) 9ترانسفراز متیل -O اسید یم کافئیکآنز -2-6

 و 4متیونین - L -آدنوزیل -S به وابسته ترانسفراز متیل -O خانواده به متعلق COMTآنزیم 

 از هیدروکسیل -9 گروه متیلاسیون ،آنزیماین . است لیگنین بیوسنتز مسیر در ضروری آنزیم یک

کند می کاتالیز هوموسیستئین -L -آدنوزیل -S و اسید فرولیک تولید برای را اسید کافئیک

(Vanholme et al., 2012). هایآنزیم به طور کلی، بسیاری از COMT توانند در به طور بالقوه می

(. سینامویل Parvathi et al., 2001بیوسنتز مونولیگنول شرکت کنند ) یههای متعددی از شبکشاخه

ها را متیل ترانسفراز مراحل کلیدی در بیوسنتز مونولیگنول -Oردوکتاز و کافئیک اسید  -کوآنزیم آ

 ,.Tu, Yi et alکنند )می عملهای اصلی در تشکیل لیگنین گیاهی کنند، که به عنوان بلوککاتالیز می

 آ کوآنزیم دهیدروژناز و سینامویل الکل سینامویل ترانسفراز، متیل -O اسید کافئیک هاینژ (.2010

 رمز هایژن (.et al 2002; Lynch .,et al McInnes,. 2002اند )شده جداسازی 5تلخه گیاه ردوکتاز از

                                                           
1 Ginkgo biloba 
2 Hibiscus cannabinus 
3 Caffeic acid O-methyltransferase   
4 SAM 
5 Ryegrass 
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 بیان الگوهای که شده است مشخص و شناسایی 8ساله چند چاودار در COMTو  CCRآنزیم  دو کننده

 .(Tu, Yi ET AL., 2010دارند ) ارتباط لیگنین رسوب با هاگیاهچه در هاژن این زمانی -مکانی

  

 ( GmSALT3) سویا شوری دربه  لتحمّ  ژن -2-7

 یژن، (Tiefeng 8 یهواریت) شوری به مقاوم یسویا از ،نقشه بر مبتنی سازیکلون از استفاده با

این  .(Guan et al., 2014است ) شده نامگذاری GmSALT3 و شناسایی Glyma03g32900.1 نام به

و  اهچهگی زنیجوانه میزان بهبود در این ژن .دارد را شوریتحت تنش  سویا عملکرد بهبود پتانسیل ژن

 ر دریون سدیم و کل تجمع تنظیم یهکند، بلکه واسطنمی مشارکت تنش تحت ت زودرسیدر قابلیّ یا

 ,.Liu et alشود )می شوری تنش تحت دانه وزن حفظ طریق از عملکرد بهبود موجب واست  سویا

 Guan et)است  شده شناسایی G.soja و G.max هایپلاسمژرم  در GmSALT3 مقاوم آلل .(2016

al., 2014).  

 

 ژن های هم بیانیشککه یهضرورت مطالع -2-8

 تجزیه هایروش و RNA یابیتوالی و 9ریزآرایه جمله از ،0بالا مقیاسدر  هایتکنولوژی یهتوسع با        

 ییشناسا سیستماتیکی منظر از تواندمی ژن یک عملکرد وضعیت ها،آن به مربوط هایداده تحلیل و

 یهگسترد ژن بیان طریق از ژن عملکرد به دستیابی برای روش یک .(van Dam et al., 2014شود )

 لف،مخت اهداف برای توانمی را ژن بیانی هم هایشبکه است. بیانی هم یهشبک تحلیل و تجزیه ژنوم،

به کار تنظیمی  هایژن شناسایی و ژن 4نویسیحاشیه زا،بیماری های کاندیدژن بندیاولویّت جمله از

                                                           
1 Lolium perenne 
2 High-throughput 
3 Microarrays 
4 Annotation 
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 اغلب دهد کهمی نشان این امر شوند،می فعّال همزمان طور به هاژن که دهندمی ها نشاناین شبکه .برد

 .(Fiannaca et al., 2015)هستند  فعاّلمشابهی  بیولوژیکی فرآیندهای در هاآن

 روابط کشف به که است گیاهی هایگونه برای بیانی هم داده پایگاه یک ATTED-II پایگاه            

 با استفاده از این پایگاه .(Obayashi et al., 2017کند )می کمک گونه یک درون ناشناخته هایژن

 استفاده با هاژن عملکردتشخیص  برای را هاییآزمایش وشناسایی  را هاژن عملکرد بین روابط توانمی

 هایلپروفای در هاشباهت شناسایی .دکر طراّحی مولکولی ژنتیک های رایجتکنیک و معکوس ژنتیک از

 Eisen et) آورد فراهم ژن عملکرد بینشی جهت کشف تواندمی، بیانی هم یا و مختلف هایژن بیانی

al., 1998). مشخص هاآن توالی هایشباهت طریق از پارالوگ هایژن بیولوژیکی عملکرد که جاییآن از 

 تندهس گیاهانی در ویژه به ژن عملکرد تخمینجهت  یمهمّ منبع ،بیانی هم هایداده پایگاه است، نشده

 هایپایگاه .(Tang et al., 2008) هستند حیوانات به نسبت بیشتری پارالوگ هایژندارای  عموماً که

 ,.Usadel et al) گیرندقرار می استفادهمورد  هاگونه از متنوعی هایواریته برای ژن بیانی هم یهداد

2009). 

 واندتمی است، ژن بیان هایپروفایل بر مبتنی رویکرد یک که ژن، بیانی هم تحلیل و تجزیه          

 ,.Usadel et al., 2009 Rung and Brazma) کند شناسایی را عملکرد نظر از مرتبط هایژن جفت

 نومیژ موتیف یا نواحی شناسایی برای تواندمی مختلف هایگونه بین ژنی هایشبکه یهمقایس .(;2013

 ,.Okamura et al., 2015; Ruprecht et al) شود استفاده تکاملی زمینه یک در شده حفاظت خاصّ

 از لکهب بیوشیمیایی، و فیزیولوژیکی فرآیندهای طریق از تنها نه محیطی، هایتنش به گیاهان .(2017

 از اهیگی هایژن از بسیاری بیان .شوندمی سازگار و دهندمی پاسخ سلولی و مولکولی فرآیندهای طریق

 .(Shinozaki et al., 2003شود )می تنظیم بالا شوری و سرما خشکی، مانند زیستیغیر هایتنش طریق
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 جودو رونویسی یکننده تنظیم مختلف سیستم چندین که اندداده ها نشانتحلیل و تجزیه 

 و 8سیس عناصر از مختلف مجموعه چندین .دارندمشارکت  تنش به پاسخ دهنده ژن بیان در که ،دارد

 پروموتری نواحی .هستند دخیل تنش به پاسخ رونویسی در که اندشده شناسایی 0ترانس فاکتورهای

ت مشارک تنش به پاسخ دهنده ژن بیان در که هستندسیس  عناصر حاوی تنش، توسط القایی هایژن

 کآبسیزی طریق از زیستی غیر تنش توسط القایی هایژن از بسیاری .(Shinozaki et al., 2003) دارند

 ایهسیستم که دهدمی نشان امر، این. باشندنمی صورت بدین هاآن از برخی اماّ شوند،می کنترل اسید

 دخیل تنش به پاسخ دهنده ژن بیان در اسید آبسیزیک به وابسته و اسید آبسیزیک از مستقل تنظیمی

-می القا سرما و شوری خشکی، هایتوسط تنش هاژن از بسیاری .(Shinozaki et al., 2003هستند )

 دارد وجود 9برهمکنش تنش طریق از رسانیپیام مسیرهای این بین که دهدمی موضوع نشان این .شوند

(Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki., 2005).  

  

 ضرورت آنالیز پروموتر و مطالعات بیوانفورماتیکی -2-9

 ژن انبی کنترل امکانکه  ،است بیوتکنولوژی ی درمهمّ بخش گیاهی پروموترهای درباره آگاهی

 عنصر 482تعداد  0220تا سال  (.Rombauts et al., 1999) آورد فراهم هازمینه از بسیاری در را

 دو هایگونه عنصر از 096ای، لپه تک هایگونه عنصر از 852 که ،است شده آوریجمع سیس تنظیمی

 گیاهان هایژن از فرد به پروموتر منحصر 862 تقریباً. هستند مخروطیان متعلق بهعنصر  4 و ایلپه

 هایداده از جدید تنظیمی عناصر شناسایی برای شده طراّحی هایبرنامه .اندشناسایی شده عالی

                                                           
1 Cis-acting 
2 Trans-acting 
3 Cross-talk 
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-می PlantCARE یهداد پایگاه .هستند دسترس در PlantCARE سایت وب طریق از ترانسکریپتومی

 اکتورهایفژن و  سلول، نوع گونه، عملکرد، موتیف، توالی رونویسی، فاکتورهای جایگاه نام اساس بر تواند

  .(Lescot et al., 2002گیرد ) جستجو قرار مورد رونویسی

 

 گیری آنهای اندازهو روش ، کاربردبیان ژن -2-11

ان ژن بیترین روش برای تشخیص تغییرات زمان واقعی حساس مراز کمّیای پلیواکنش زنجیره  

برای تشخیص مقدار  ییهاهای فلورسنت یا پروبیند از رنگاین فرآ در (.Nolan et al., 2006است )

DNA دشواستفاده میای تکثیر شده دو رشته (Udvardi et al., 2008.) بسیار کم  یتعداد چرخهPCR 

نامیده  Ct 8 چرخه آستانه رسد، به عنوان مقدارتعریف شده می یفلورسنت به یک آستانه پیامکه در آن 

توانایی  ،زمان واقعی مراز کمّیای پلیواکنش زنجیره ،DNAی یبریداسیون ریزآرایههمانند ه .شودمی

 PCRماهیتّ ذاتی واکنش  DNAهای با این حال، برخلاف ریزآرایه را دارد. هاژنغربالگری بسیاری از 

های با اختصاصیتّ بالا را فراهم آغازگراستفاده از  وش، امکان حساسیّت بالای تشخیص وبرای این ر

تفاده برای اسمناسب یک ابزار به آن را زمان واقعی  ای پلیمراز کمّیواکنش زنجیرههای این جنبه کند.می

 ,.Stolf-Moreira et alکند )میتبدیل های غیر زیستی در گیاهان در مطالعات بیان ژن ناشی از تنش

2011 Pereira et al., 2011;ضرورت این واکنش،های (. یک محدودیتّ اساسی در تفسیر دقیق داده 

 ایک نمونه ب یهعنوان یک معیار استاندارد برای مقایسبه بتواند است که یک ژن مرجع  استفاده از

 هایداده های مرجع در تجزیه و تحلیلژن (.Gutierrez et al., 2008استفاده شود )ی دیگر نمونه

و کارایی واکنش رونویسی معکوس  RNAبرای به حداقل رساندن تأثیرات کیفیتّ و کمیتّ  ،واکنش

 (. Bustin., 2002مورد نیاز هستند )

 

                                                           
1 Cycle threshold 



  
 

23 
 

  مرجع در بررسی بیان ژنژن  -2-11

های ن. ژگیردتغییرات بیان ژن نسبت به ژن مرجع مورد بررسی قرار می ،ت سنجی نسبیدر روش کمیّ

های زیستی و غیر زیستی از جمله در تنش ،ها در شرایط گوناگونمرجع بسیاری در بررسی بیان ژن

مرجع باید در شرایط مختلف  های(. این ژنBrunner et al., 2024گیرند )مورد استفاده قرار می

های مرجع مورد استفاده ترین ژنرایج های مختلف دارای بیان پایداری باشد.آزمایشگاهی و در بافت

به  شونده ، آنزیم متصل8پلی یوبیکوئیتین فسفات دهیدروژناز، -9 -سر آلدهیداکتین، گلی -بتاشامل 

 هستند 6و توبولین A5-8سازی، فاکتور طویل4، سیکلوفیلین9ترجمهسازی ، فاکتور طویل0یوبیکوئیتین

(Bustin., 2002 Dheda et al., 2004; Kim et al., 2003;.) موتیف F-box ًآمینه اسید 52 از تقریبا 

 Kipreos and Michele) کندمی عمل پروتئین -پروتئین تعامل جایگاه عنوان به و است شده یلتشک

گزارش شده است  در سویا به عنوان پایدارترین ژن رفرنس در شرایط مختلف تنش(. این ژن 2000 ,.

(et al., 2015  et al., 2012; Bansal Mafra.) 

 

 
 

 

 

 

                                                           
1 Poly-ubiquitin 
2 Ubiquitin Binding Enzyme 
3 Translation Elongation Factor 
4 Cyclophilin 
5 Elongation Factor A-1 
6 Tubulin 
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  3 فصل

    هامواد و روش 
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 بخش اول: مطالعات بیوانفورماتیکی -3-1

 یانهای هم بشناسایی ژن -3-1-1

با  CCRو  COMTمسیر بیوسنتز لیگنین، یعنی کلیدی های های هم بیان با ژنبررسی ژن

 NCBI 8( انجام شد. ابتدا با مراجعه به سایت /http://atted.jpبه نشانی ) II-ATTED پایگاهاستفاده از 

نام کامل ژن مورد  ،Searchرا انتخاب و در کادر مقابل عبارت  Geneی گزینه All Databasesاز قسمت 

 caffeic acid 3-O-methyltransferase [Glycine max)[)نظر به همراه نام علمی گیاه سویا 

(soybean) ی . با کلیک بر روی کلمهشد( واردSearch ی این آنزیم به همراه رمز کنندههای تمام ژن

ژن شناسایی و ثبت شده است.  82تعداد  COMT شوند. برای آنزیمداده میجایگاه کروموزومی نمایش 

واقع بر روی کروموزوم  LOC100803633های هم بیان با ژن برای ژن آغازگرجهت شناسایی و طراّحی 

 CoExSearchی بر روی گزینه ATTED-IIکنیم: پس از مراجعه به سایت بدین ترتیب عمل می 6

 Submitی ی ژن مورد نظر را در محلّ مشخص شده وارد کرده و بر روی گزینهکلیک کرده و کد شناسای

 کنیم. کلیک می

در  100803633در جدول حاصل از این مراحل، بر روی کد شناسایی ژن مورد نظر، یعنی 

های هم بیان ای از ژنهای هم بیان با ژن مورد نظر به صورت شبکهکنیم. ژنکلیک می Locusقسمت 

                                                           
1 National Center for Biotechnology Information 

http://atted.jp/
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هایی که به صورت مستقیم با ژن مورد نظر ما در شبکه ارتباط داشتند، اند. همچنین، ژنشده ترسیم

سعی بر این شد تا ژن هم بیانی انتخاب شود که عملکرد آن  ،آغازگرجهت طراّحی  .اندنیز مشخص شده

از پنج ژنی که به طور مستقیم با ژن مورد نظر ما ارتباط  ،ی هم بیانیشناخته شده باشد. در این شبکه

های لازم ژن . پس از بررسیای بودندشده شناختهفاقد عملکرد  هاداشتند، دو مورد از آن

LOC100789621  با استفاده از پایگاه داده مناسبی آغازگرانتخاب و NCBI  برای آن طراّحی شد. این

دارد. از این پس، در این پایان نامه، نام ژن هم  BCS1 8 ژن عملکردی مشابه چاپرون میتوکندریایی

نامیم. به طور می Gene Co- Expression with COMT، به معنای CECOMTرا ژن  COMTبیان با 

با نام  این ژن ،دادیمانجام  در سویا CCR برای ژن هم بیان با آغازگرجهت طراّحی  را مشابه، این مراحل

GLYMA_13G369800  و با شناسهGene ID: 100796771 بدین صورت که  شود.نیز شناخته می

 cinnamoyl-CoA reductase ANDپس از وارد کردن نام کامل ژن مورد نظر به همراه نام علمی سویا 

Glycine max ی در کادر مقابل کلمهSearch  در سایتNCBI ی این آنزیم کننده رمز تعداد هجده ژن

واقع  LOC100803241های هم بیان با ژن ژن آغازگرشد. جهت شناسایی و طراّحی  شناساییدر سویا 

بر  ATTED-IIبدین ترتیب که پس از مراجعه به سایت عمل شد.  مشابه با روش ،روی کروموزوم دوبر 

و خص شده وارد و کد شناسایی ژن مورد نظر را در محل مشکلیک کردیم  CoExSearchروی گزینه 

 .کردیمکلیک  Submitبر روی گزینه 

 LOC100803241در جدول حاصل از این مراحل، بر روی کد شناسایی ژن مورد نظر، یعنی 

بیان های هم ای از ژنهای هم بیان با ژن مورد نظر به صورت شبکه. ژنکردیمکلیک  Locusدر قسمت 

 LOC100803241ی هم بیانی به صورت مستقیم با ژن هایی که در شبکه. همچنین، ژنترسیم شدند

ی هم بیانی، تمام شش ژنی که به طور مستقیم با ارتباط داشتند، نیز مشخص شدند. در این شبکه

LOC100803241  ن های لازم ژ. پس از بررسیداشتندای ، عملکرد شناخته شدهبودنددر ارتباط

                                                           
1 Mitochondrial chaperone BCS1-like 

http://atted.jp/data/locus/100789621.shtml


  

28 
 

LOC100805558  به عنوان ژن هم بیان باCCR  آن با استفاده از سایت  آغازگرانتخاب وNCBI  طراّحی

که این جاییاز آن .داشت 8به واکنش فوق حساسیت پاسخ دهندهشد. این ژن عملکردی مشابه پروتئین 

ی های هم بیان در شبکهپایگاه برای برخی از گیاهان، از جمله سویا و برنج از دو منبع جهت شناسایی ژن

که به  نیز تعداد سه ژن RNAیابی توالیهای حاصل از کند؛ بنابراین، با استفاده از دادهمیژنی استفاده 

 یارتباط داشتند، شناسایی شد. به همین ترتیب، جهت مشاهده Os02g0823400 ژن صورت مستقیم با

بر روی کد شناسایی ژن مورد نظر در قسمت  Os08g0157500 ژن های هم بیان در اطرافی ژنشبکه

Locus  های ریزآرایه شناسایی هم بیان با این ژن نیز با استفاده از داده ژن 02. تعداد کردیمکلیک

در شبکه ارتباط  Os08g0157500 ژن که به صورت مستقیم با شدند. همچنین، تعداد چهارده ژن

 نژ که به صورت مستقیم با ه مشخص شدند. تعداد دوازده ژنهای ریزآرایبا استفاده از داده نیز داشتند

Os08g0157500 یابیهای توالیدر ارتباط هستند، نیز با استفاده از داده RNA طراّحی . ندشد شناسایی

ها آغازگر. سنتز شدانجام  NCBIو با استفاده از سایت  Exon-exon junctionبه صورت  نیز هاآغازگر

 (. 8-9انجام شد )جدول سیناکلون  توسط شرکت

 

 هاآغازگرمشخصات  -8-9جدول 

(5-9توالی )            نام ژن         دمای اتصال 
(°C) 

محصول طول 
(bp) 

 

COMT 

 

 

CECOMT 

 

 

CECCR 

 

 

F- AGCCCTTCTAGCCTCTCACT 

R- TTTCAGCTCCGACCAGCTATG 

 

F- GAAACTGCTTCTGGCGACTG 

R- CAGACAAGGTCAACTGTACGTC 

 

F- TCTTTGATGTTATCCGGGCATGT 

R- CTTCACACGCTCATCCGGT 

 

F- TCG GTC CAC TTT AAG GAT GT 

95/53  

10/53  

 

95/53  

05/62  

 

12/51  

19/51  

 

4/56  

 

836 

 

 

898 

 

 
829 

 

 

                                                           
1 Hypersensitive-induced response protein 1-like 
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CCR 

 

 

GmSALT3 

 

 

F-BOX 

R- GGT ATC TCG TTG CAT CTT AGG 

 

F- GTG GGG AAG ATT TTG GGA AC 

R- CGT TAA GCA CCT TCT TCT CTC 

 

F- ACT CTT TGG ATC AAT CTC TGC 

R- ATC CCA GCA CCT TTT TAC AC 

4/53  

 

4/51  

4/53  

 

4/52  

4/56 

861 

 

 
841 
 
 
 

  860 

F  وR هستند. های رفت و برگشتآغازگری ن دهندهنشا 

 

 آنالیز نواحی پروموتری -3-1-2

 NCBIی پایگاه دادهبرنج از سویا و در  COMTهای پروموتری ژن جهت دسترسی به توالی

ی پروموتری جفت باز بالادست کدون شروع به عنوان توالی ناحیه 8522استفاده شد. بدین منظور، توالی 

ها و عناصر سیس موجود در توالی پروموتری و تعیین عملکرد استخراج شد. جهت جستجوی موتیف

را  Gene کلمه All Databases از قسمت NCBIدر پایگاه . شداستفاده  plantCARE ها از پایگاهآن

در  کنیم.را کلیک می Search و کلمهرا وارد در سویا  (LOC100803633) نظر انتخاب و اسم ژن مورد

برای استخراج توالی پروموتری  Genomic regions, transcripts, and productsمرحله بعد، از قسمت 

ها نیز از شناسایی عناصر سیس موجود در آنهای پروموتری و جهت بررسی توالیکنیم. استفاده می

 PlantCARE, a database of plant promoters and their cis-actingبه آدرس ) plantCARE پایگاه

 ( استفاده گردید....

 

 بخش دوم: مطالعات آزمایشگاهی -3-2
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 اجرای آزمایش زمان و محلّ -3-2-1

کشاورزی دانشگاه  یهبیوتکنولوژی دانشکددر آزمایشگاه  8936-8932در سال  آزمایشات

 انجام شد.  ، واقع در شهر بسطامصنعتی شاهرود

 

  کشت بذرهای سویا -3-2-2

اصلاح نهال  تحقیقات یه( به شوری از مؤسسWilliams( و مقاوم )L.17دو رقم سویا حساس )

دقیقه و پانزده درصد به مدتّ پنج  8ه گردید. ضدعفونی بذرها توسط هیپوکلریت سدیمو بذر کرج تهیّ 

 بعد، بذرها درون پلیت یهدر مرحل .شدشو با آب مقطر استریل به مدّت دو دقیقه انجام ودو مرتبه شست

محلول و سپس، در محیط پرلیت و با استفاده از  رسیدندزنی جوانه یهو دستمال مرطوب به مرحل

مطابق (. 8-9 آزمایشگاه پرورش یافتند )شکل گیاهان در اتاقک کشت و در محیطرشد کردند. هوگلند 

 Hoaglandد )شواز عناصر ماکرو، میکرو و فسفات تشکیل می هوگلند محلول (8-9) پیوست جدول

and Arnon., 1950.) 

 

  

 رشد گیاهان سویا در اتاقک کشت در محیط آزمایشگاه -8-9شکل 

 

                                                           
1 Sodium hypochlorite 
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 شوریاعمال تیمار -3-2-3

در  سه تکراربا برگی و  5-2های بر روی گیاهچه میلی مولار سدیم کلراید( 022) تیمار شوری

پس از اعمال تیمار شد. اعمال  در هر دو رقم مقاوم و حساس به شوری زمانی سه و هفت روزهای بازه

های برگی هر . نمونهانجام شد برداری از بافت برگهای تعریف شده، فرآیند نمونهو گذشت مدّت زمان

جهت نگهداری طولانی  و کدام به صورت جداگانه درون ویال و بلافاصله درون ازت مایع قرار گرفتند

 (.0-9گراد منتقل شدند )شکل ی سانتیدرجه -12مدّت به یخچال 

 

  

 بردارینمونه شرایط و هاآزمایش برای یکی از رقمطرح کلی  -0-9 شکل

 

 RNAاستخراج  -3-2-4

-Oñate-Sánchez and Vicenteانجام شد )طبق پروتکل به روش دستی  RNAاستخراج 

Carbajosa., 2008ها، هاون چینی و...( دو مرتبه در دمای (. وسایل مورد نیاز )سر سمپلرها، میکروتیوب

  (.8-9 )پیوست شد درصد ضدعفونی 22میزکار با الکل . گراد اتوکلاو شدندسانتی یهدرج 808
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 cDNAسنتز  -3-2-5

 82 یانجام شد. تهیهّ TaKaRaشرکت  cDNAطبق پروتکل کیت سنتز  cDNAسنتز   

 8222با غلظت  RNAلیتر برای این کار یک میکرو .( انجام شد0-9طبق جدول ) cDNAیکرولیتر م

 85به مدتّ ها نمونه 8سپس، جهت انجام واکنش رونویسی معکوسنانوگرم بر میکرولیتر استفاده شد. 

سازی بعد، به منظور غیر فعال ی. در مرحلهندگراد نگهداری شدسانتی یهدرج 92 دقیقه در دمای

 شد.استفاده گراد سانتی یهدرج 15ثانیه در دمای  5واکنش رونویسی معکوس از تیمار گرما به مدّت 

 

 

 cDNAسنتز  ترکیبات -0-9جدول 

  مواد
  

 غلظت نهایی (μl)مقدار 

5X Primer Script Buffer  

 RT آنزیم 

 Oligo dTآغازگر 

Random Hexamer 

RNA  کل  

 آب دو بار تقطیر

        0 

  5/2  

  5/2  

5/2 

  8 

5/5 

  X1 

 

 Pmol05    

 Pmol52  

 

  

  PCR واکنش -3-2-6

-از واکنش زنجیره ،cDNAو اطمینان از سنتز مناسب  آغازگرت فعالیّ یجهت تعیین دمای بهینه         

شد. ( تهیهّ 9-9یکرولیتر طبق جدول )م 02ط واکنش با حجم نهایی استفاده شد. مخلوای پلیمراز 

                                                           
1 Reverse Transcription 
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 - T100™ Thermal Cyclerسیکل و با استفاده از دستگاه  95دمایی به تعداد  یواکنش طبق چرخه

Bio-Rad .انجام شد 

 

  PCRالکتروفورز محصولات  -3-2-7

بر روی ژل  PCR ، محصولcDNAها و اطمینان از صحّت سنتز آغازگرجهت بررسی عملکرد 

 Gelآمیزی ژل با استفاده از ولت بارگذاری شد. رنگ 12دقیقه و با ولتاژ  52درصد به مدت  5/8آگاروز 

Stain 100 سایز مارکری باندهای تکثیر شده، از . به منظور بررسی اندازهانجام شد bp + 3 Kb DNA 

Ladder  گردید.استفاده 

 

 PCRواکنش  های دماییترکیبات و چرخه -9-9جدول 

 

 Real-Time PCRواکنش  -3-2-8

استفاده  شدر واکن با استفاده از رنگ سایبرگرین نشانگر فلورسنت ها ازجهت بررسی کمیّ میزان بیان ژن

ای در هر زمانی های دو رشتهDNAدر این روش، میزان کل  د.میزان تکثیر محصول ردیابی گرد شد، تا

 دما

(°C) 

 عناصر         (μl)مقدار   مرحله          چرخه زمان

35 

35 

53 

20 

20 

 دقیقه 5

 ثانیه 92

 ثانیه 92

 ثانیه 45

8 

91 

 سازی اولیهواسرشت

 سازیواسرشت

 اتصال

 گسترش

 اتصال و گسترش

  6 

82 

8 

8 

0 

 DEPC آب تیمار شده با 

 مستر میکس امپلیکون

 رفت آغازگر

 برگشت آغازگر

cDNA 
 8 دقیقه 2

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%85%D9%88_(%D8%AD%D8%B1%D9%81)
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نانوگرم بر میکرولیتر استفاده  822با غلظت نهایی  cDNAدر این واکنش از شود. از واکنش گزارش می

 Premix Ex Taq™ II ®SYBRکیت پروتکل تر و با استفاده از میکرولی 02ها در حجم واکنششد. 

 انجام شدند.  (4-9طبق جدول )

 

 Real-Time PCR پروتکل واکنش -4-9جدول 

نهایی غلظت ( μl)مقدار        مواد و عناصر  

 

SYBR Prime Ex Taq II 

(2X)  

  رفت آغازگر

  برگشت آغازگر

  Rox رنگ

cDNA 

 آب دو بار تقطیر

82 

1/2  

1/2  

4/2  

0 

6 

  8 X 

4/2  μM 

4/2  μM 

8 X 

 هاتجزیه و تحلیل داده -3-2-9

از با استفاده  و( CT8∆∆) آستانه یاختلاف در تغییرات چرخهبه روش  ی بیان ژن،هاداده آنالیز

مطابق  .ندشد رسم Excelنیز توسط نمودارها انجام شد.  درصدپنج در سطح احتمال  Excelبرنامه 

 ژن RNAدر این روش مقدار رونوشت ژن مورد نظر، از طریق نسبت میزان رونویسی  (8-9فرمول )

  (.Livak and Schmittgen., 2001) آیدبه دست می مرجعیک ژن  RNAهدف به میزان رونویسی 

 

 )CT          )8-9 ژن مرجع در همان نمونه - CT ژن هدف = ΔCT نمونهی هدف

    CT ژن مرجع در همان نمونه - CT ژن هدف = ΔCT شاهد        

           ΔΔCT = نمونهی هدف ΔCT -نمونهی شاهد ΔCT  

                                                           
 1Delta Delta Cycle Threshold 
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           Log 2 Fold change= -ΔΔCT 

           Fold change= 2-ΔΔCT 
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 4فصل 

   نتایج و بحث 
 

 

 

 

 

 مطالعات بیوانفورماتیکینتایج بخش اول:  -4-1

 در سویا COMTبا ژن  بیانهای هم شناسایی ژن -1 -4-1

( شناسایی 8-4مطابق جدول )متیل ترانسفراز  -O -9ی آنزیم کافئیک اسید کننده رمز هایژن

ی هااند. یکی از ژنهای مختلف سویا پراکنده شدهی این آنزیم بر روی کروموزومکننده های رمزژن شد.

انتخاب و جهت شناسایی  83کروموزوم واقع بر روی  LOC100803633ی این آنزیم؛ یعنی رمز کننده
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های هم بیان با ژن مورد نظر ی ژناستفاده گردید. شبکه ATTED-IIهای هم بیان با آن از پایگاه ژن

  ( نشان داده شده است. 8-4در شکل پیوست )

 

 در سویا NCBIمتیل ترانسفراز با استفاده از پایگاه  -O -9آنزیم کافئیک اسید  یرمز کنندههای ژن -8-4جدول 

کد شناسایی 

ژن
  

کد شناسایی  کروموزوم

ژن
  

 کروموزوم

LOC100806525 

LOC100803633 

LOC100777636 

LOC102663764 

LOC100788873 

6 

83 

6 

85 

2 

LOC100780100 

IMT1 

LOC100802981 

LOC100784957 

LOC100781172 

4 

6 

84 

89 

4 

  

با ژن  و ایی شدندهای ریزآرایه شناسژنی که با استفاده از داده پنج نتایج نشان داد که از بین

LOC100803633  های هم بیان با ها فاقد عملکرد هستند. ژن؛ دو مورد از آنبودنددر ارتباط مستقیم

، پروتئین کیناز سرین/ترئونین BCS1مشابه چاپرون میتوکندریایی  از جملهاین ژن دارای عملکردهایی، 

At2g24230 یابه گیرندهمش LRR (. 8-4پیوست  باشند )جدولو کیناز اینوزیتول پلی فسفات می 

ژن ی هم بیانی با ژن که در شبکههشت های ریزآرایه، تعداد با استفاده از داده 

LOC100789621 های . از بین ژن(0-4 )شکل پیوست در ارتباط مستقیم بودند، نیز شناسایی شد

 از جملهها عملکردهایی، . این ژنبود فاقد عملکرد شناخته شده LOC100790421 ژن موجود در شبکه،

، کافئیک اسید متیل bZIP، حسگر پاسخ به اتیلن، فاکتور رونویسی BCS1چاپرون میتوکندریایی 
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-4 )جدول پیوست دارند U-box، پروتئین حاوی دمین H1، هیستون mafترانسفراز، پروتئین مشابه 

0). 

 

 در سویا CCRبیان با ژن های هم شناسایی ژن -2 -4-1

مطابق ردوکتاز  -سینامویل کو آنزیم آ ی آنزیمکنندهرمز  ژنهجده تعداد  NCBIدر پایگاه 

ژن  .قرار دارندهای مختلف گیاه موزوموبر روی کر نیز هااین ژن شد. شناسایی( 0-4جدول )

LOC100803241 برای  آغازگرطراحی  کننده این آنزیم انتخاب گردید. رمزهای به عنوان یکی از ژن

 LOC100803633ژن  برای آغازگرطراحی  نیز به همان روش LOC100803241 ژن هم بیان با ژن

 .( نشان داده شده است9-4) پیوست در شکلبا ژن مورد نظر  های هم بیانژنی . شبکهانجام شد

ارتباط دارند،  LOC100803241 ژن صورت مستقیم بای هم بیانی به هایی که در شبکههمچنین، ژن

ی هم در این شبکههای مهمّی دارند. ها نقشاین ژن ( نشان داده شده است.9-4نیز در جدول پیوست )

، عملکرد شناخته بودنددر ارتباط  LOC100803241 ژن بیانی تمام شش ژنی که به طور مستقیم با

انتخاب  CCRبه عنوان ژن هم بیان با ژن  LOC100805558های لازم ژن . پس از بررسیداشتندای شده

ژن عملکردی نامیم. این می CCRCE 8را  LOC100805558، یعنی CCRگردید. نام ژن هم بیان با 

  دارد.  0به واکنش فوق حساسیتمشابه پروتئین پاسخ 

 در سویا NCBIردوکتاز با استفاده از پایگاه  -آنزیم سینامویل کو آنزیم آ یرمز کنندههای ژن -0-4جدول 

نام 

ژن
  

نام  کروموزوم

ژن
  

 کروموزوم

                                                           
1 Gene Co- Expression with CCR  
2 Hypersensitive-induced response protein 1-like 
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LOC100800492 

CCR  

LOC100793329 

LOC100790333 

LOC100806281 

LOC100803241 

LOC100795399 

LOC100784817 

LOC100811528 

84 

89 

3 

  8 

88 

0 

85 

2 

2 

LOC100799994 

LOC100816745 

LOC100819104 

LOC102660653 

LOC100818076 

LOC100775262 

LOC113000412 

LOC100811026 

LOC100783579 

1 

81 

83 

85 

5 

83 

83 

1 

1 

  

)شکل  بودنددر ارتباط مستقیم  LOC100805558ی هم بیانی با ژن ژن در شبکهشش تعداد 

نیز با  سه مورد دیگرهای ریزآرایه و استفاده از داده ها بامورد از آنسه ها . از بین این ژن(4-4 پیوست

پروتئین  از جملهی هایها دارای نقشاین ژن اند.شناسایی شده RNAیابی های توالیاستفاده از داده

استرول  -ردوکتاز آهن/ آسکوربات، دی هیدروفلاونول ردوکتاز، پلی گالاکتوروناز و دلتا ریبوزومی، اکسید

  (.4-4 هستند )جدول پیوستتیل ترانسفراز م

 

 در برنج COMTیان با ژن ب های همی ژنشناسای -3 -4-1

و  ATTED-II هایدر برنج نیز با استفاده از پایگاه COMT ن با ژنهای هم بیابررسی ژن

NCBI  برای  (9-4مطابق جدول ) ،ژندو انجام شد. تعدادCOMT  .های هم شناسایی ژنشناسایی شد

صورت گرفت.  ATTED-IIنیز با استفاده از پایگاه  LOC4344702و  LOC4331197 هایبیان با ژن

  ( نشان داده شده است.5-4) پیوست ها در جدولعملکرد و جایگاه این ژن
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 در برنج NCBIمتیل ترانسفراز با استفاده از پایگاه  -O -9آنزیم کافئیک اسید  یرمز کنندههای ژن -9-4جدول 

نام ژنکد شناسایی ژن/   کروموزوم 

LOC4331197/ID: 4331197 

LOC4344702/ID: 4344702 

  0 

  1 

 

های هم ژن است. LOC4331197ژن  ATTED-IIدر پایگاه  Os02g0823400 ژننام دیگر 

های ریزآرایه با استفاده از داده هانشان داده شده است. این ژن ایشبکهبه صورت  بیان با این ژن

در ارتباط  Os02g0823400 ژن هایی که به طور مستقیم باهمچنین، ژن. (8-4 )شکل اندشناسایی شده

شناسایی شدند. نتایج نشان داد که از بین  RNAیابی های ریزآرایه و توالیهستند، نیز با استفاده از داده

شناسایی شدند؛  Os02g0823400 ژن یا همان LOC4331197ی هم بیانی ژن بیست ژنی که در شبکه

ا ب ها تعداد سه ژنتعداد شش ژن به طور مستقیم با ژن مورد نظر در ارتباط هستند. از بین این ژن

 ملهاز جاند. از آن جایی که این پایگاه برای برخی از گیاهان، های ریزآرایه شناسایی شدهاستفاده از داده

ا کند؛ بنابراین، بی ژنی استفاده میدر شبکههای هم بیان و برنج از دو منبع جهت شناسایی ژن سویا

ارتباط داشتند،  Os02g0823400ژن که به صورت مستقیم با  تعداد سه ژن RNAیابی استفاده از توالی

 Os02g0823400 ژن های هم بیان بااند. همچنین، ژن( نشان داده شده6-4نیز در جدول پیوست )

ه سلول ب صل شوندهمتّ پروتئین فرضی محافظت شده، پروتئین حاوی دمین  از جملهدارای عملکردهایی، 

Invasin/intiminی پروتئین غشایی وابسته به ، خانوادهsaliva  وMtN3 ،پروتئین حاوی هومئودومین ،

 هستند. H1پروتئین مشابه مونو اکسیژناز دی متیل آنیلین و مشابه هسیتون 
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 ATTED-IIدر برنج با استفاده از پایگاه  Os02g0823400هم بیانی ژن  یتصویر شبکه -8-4شکل 

 

( با استفاده از 0-4شکل )نیز مطابق  Os08g0157500 /LOC4344702 ژن هم بیان با هایژن

ی هم بیانی با در شبکه که به صورت مستقیم تعداد چهارده ژن اند.های ریزآرایه شناسایی شدهداده

های ریزآرایه شناسایی شدند ارتباط داشتند نیز با استفاده از داده Os08g0157500 /LOC4344702ژن

پاسخ های ها عملکردهایی، از جمله کومارات کوآنزیم آ لیگاز، پروتئین(. این ژن2-4)جدول پیوست 

به مقاومت به بیماری، آدنوزیل متیونین سنتتاز، متیلن تترا هیدروفولات ردوکتاز، مشابه  دهنده

 ی پروتئینی ترانسفرازها هستند.و خانواده P450کروم سیتو
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 در برنج Os08g0157500 /LOC4344702 هم بیانی ژن یتصویر شبکه -0-4شکل 

 

و با استفاده در ارتباط هستند  Os08g0157500 ژن که به صورت مستقیم با ژندوازده تعداد 

ها این ژن ( نمایان است.1-4)پیوست ، نیز در جدول اندشناسایی شده RNAیابی های توالیاز داده

فعالیت فلاونوئید هیدروکسیلاز، مشابه سینامویل کوآنزیم آ ردوکتاز، پروتئین حاوی  از جملهعملکردهایی 

ر به مقاومت به بیماری د پاسخ دهندهی پروتئینی پروتئین دُمین استراز/ لیپاز/ تیواستراز، خانواده

 سازدرمال، پیشاپی رشد فاکتور یگیرنده مشابه آمونیا لیاز، مشابه سلولاز، پروتئین فنیل آلانینگیاهان، 

 یخانوادهو  آمین پلی /اسید آمینو یدهنده انتقال یخانواده ، پروتئین8واکوئل سازیمرتب یگیرنده

  دارند. FAD به وابسته ردوکتاز اکسید پروتئینی

                                                           
1 Similar to Vacuolar sorting receptor 6 precursor (AtVSR6)  
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 همچنین ی پروتئین است.رمز کننده LOC100789621ژن دهند که مطالعات نشان می

در  Rieskeادغام زیر واحد  و به منظوریک چاپرون است  Bcs1pشده است که پروتئین  مشخص

(. ژن Panozzo et al., 2017ی تنفسی میتوکندری مورد نیاز است )زنجیره IIIکمپلکس 

LOC100778920  ان پژوهشگران نشهای پروتئین کیناز سرین/ترئونین است. رمز کنندهنیز یکی از

های مربوط به مقاومت یکی از ژن LRR receptor-like serine/threonine protein kinaseژن دادند که 

-inositol polyphosphate 6آنزیم  همچنین مشخص شده است که (.Li et al., 2019به تنش است )

/3-/5-kinase مهمّ مسیر بیوسنتز فسفاتیدیک اسید است ) هاییکی از آنزیمStevenson-Paulik et 

al., 2005مورد هاژن عملکرد کشف برای زیادی میزان به ژن بیانی هم های(. از آن جایی که شبکه 

 دو یانب مقادیر بنابراین اگر .است ارتباط در گره یک با ژن هر، هااین شبکه گیرند و درمی قرار استفاده

  .(Zhang and Steve., 2005) شوندمی متصلّ ضلع یک به ژن دو، باشد نزدیک و همبسته بسیار ژن

ن ژ لکردعم بینیپیش برای قدرتمند ابزاری عنوان به ژن بیانی هم تحلیل و در حقیقت، تجزیه 

اشند ب دخیل بیولوژیکی فرآیند یک درهستند  بیان میزان زیادی هم به که هاییژن. شودمحسوب می

(Usadel et al., 2009). یپیچیده یشبکه طریق از هاآن پروتئینی محصولات و هاعلاوه بر این، ژن 

گزارش شده است که پیش  همچنین .(Hartwell et al., 1999هستند ) ارتباط در یکدیگر با تعاملات

و دو محصول، کوکلئورین هستند  -(Sآدنوزیل متیونین و ) -Sهای آنزیم کوکلئورین متیل ترانسفراز، مادهّ

S-  آدنوزیل هوموسیستئین وS) –N)- یکنند. این آنزیم متعلق به خانوادهمتیل کوکلئورین را تولید می 

 -کوکلئورین -(Sمتیونین: ) -L -آدنوزیل -Sی آنزیمی ترانسفرازها است. نام سیستماتیک این دسته

N- کند )بیوسنتز آلکالوئیدها مشارکت میباشد. این آنزیم در می 8متیل ترانسفراز., et alLoeffler 

1995.) 

                                                           
1 S-adenosyl-L-methionine:(S)-coclaurine-N-methyltransferase 
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اکسید  یخانواده به متعلق ردوکتاز هیدروفلاونول دی که آنزیممشخص شد ای در مطالعه

 یدیواره رشد براینیز  Dihydroflavonol-4-Reductase-Like1، At4g35420 است. ژن ردوکتازها

 که شودمی گرده هایپیش ماده تولید باعث DRL1 آنزیم حقیقت در. است ضروری در گیاهان گرده

ها نشان همچنین پژوهش (.Tanget et al., 2009) هستند نیاز مورد گرده تشکیل برای هاپیش ماده این

 تخریب در این .است سلولی یدیواره تخریب با مرتبط هایآنزیم از گالاکتوروناز یکی پلیدهند که می

 فرنگی گوجه یمیوه رسیدن و 8پاتوژن سودوموناس بیماری حاصل از مانند بیولوژیکی فرآیند چندین

 هشد شناساییها گراس یگرده درنیز  گالاکتوروناز پلی آنزیم. (Huang and Schell., 1990) دهدمی رخ

 .(Pressey and Reger., 1989) دارد نقش گرده هایلوله رشد در که این آنزیم است این بر فرض .است

 مسئول، ترانسفراز متیل -C -استرول -04: متیونین آدنوزیل -S آنزیم دهند کهها نشان میگزارش

 .(Bailey and Parks., 1975است ) مخمر هایاسترول آلکیلاسیون

 یآزمایشگاه مختلف شرایط در ژن بیان الگوهای شباهت بیانگر ژن، بیانی از آن جایی که هم

های مهم بهره جست و به نتایج مهمی نیز از این اطلاعات جهت انجام پژوهش توانبنابراین می .است

 چندین، نویسی برنامه هایمهارت بدون ژن بیانی هم هایداده از آسان یاستفاده دست یافت. برای

 ساخته (برنج و جو، صنوبر، آرابیدوپسیس) گیاهی هایگونه از تعدادی برای بیانی هم ابزار و داده پایگاه

های هم بیانی توان با استفاده از اطلاعات حاصل از شبکهبنابراین می .(Usadel et al., 2009است ) شده

ها پی برد و گامی مؤثر در پیشرفت پیام هایخروجی و هاها و ورودیبه عملکرد بسیاری از این ژن

 invasin/intiminی گزارش شده است که تمام اعضای خانوادههمچنین  مسیرهای بیولوژیکی برداشت.

ها را به اسکلت پیامهای یکپارچه در غشاء پلاسمایی سلول میزبان تعامل دارند. این خانواده با گیرنده

دهند که ها نشان می(. همچنین، پژوهشSaltzman et al., 1996کنند )سلولی یوکاریوتی منتقل می

در موجودات مختلفی وجود دارند و بسیار محافظت شده  MtN3/saliva/SWEETی ژن اعضای خانواده

                                                           
1 Pseudomonas solanacearum 
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های هومئودمین انتقال رشدی بین مراحل هاپلوئید و دیپلوئید (. پروتئینMiao et al., 2018هستند )

ها گزارشعلاوه بر این (. Hedgethorne et al., 2017کنند )ی یوکاریوتی کنترل میرا در چندین رده

ی لیگازها است، به ویژه متعلق به خانواده coumarate--CoA ligase 1-4دهند که آنزیم نشان می

 Gross andدهند )تیول تشکیل می -گوگرد را به عنوان لیگازهای اسید -هایی که پیوندهای کربنآنزیم

Zenk., 1974.) ( آنزیمCinnamyl alcohol dehydrogenaseنیز متعلق به خانواده ) ی اکسید ردوکتازها

به عنوان  NADP +یا  NAD +با  OH-CHی هایی که در گروه دهندهویژه آن دسته از آنزیماست، به 

تز ها سینامویل الکل است. این آنزیم در بیوسنگیرنده در تعامل هستند. نام سیستماتیک این رده از آنزیم

 (. WYRAMBIK and GRISEBACH., 1979کند )فنیل پروپانوئید مشارکت می

 کاتالیز که است P450 سیتوکروم آنزیم یک هیدروکسیلاز فلاونوئیددهند که نشان می مطالعات

گزارش شده است  .(de Vetten et al., 1999است ) هاهیدرو فلاونول دی هیدروکسیلاسیون یکننده

 آبشارهای که هستند گیاه از مراقبت سیستم یک اجزای گیاهی بیماری به مقاومت هایپروتئین که

 مقاومت هایپروتئین از دسته ترینبزرگ. شوندمی دفاع به منجر و کنندمی شناسایی را هدف پیام انتقال

 Dangl andهستند ) لوسین از غنی کربوکسیلی پایانه و نوکلئوتیدی الاتصّ جایگاه یک حاوی گیاه

Jones., 2001). بقا، تکثیر برایها پیام انتقال با 8اپیدرمی رشد فاکتور یگیرنده یخانواده اعضای ،

د دارن گیاه توسعهرشد و  و زاییجنین در مهمی نقش سلول، به سلولی خارج محیط از تمایز و مهاجرت

(Shelton et al., 2005). 

 

 آنالیز پروموتر -4-2

کوآنزیم آ ردوکتاز،  -آنزیم سینامویل یهکنندرمز های های پروموتری ژنجهت استخراج توالی

استفاده  NCBIی دادهدر برنج از پایگاه  LOC4341560 ژن سویا ودر  LOC100803241 ژن یعنی

                                                           
1 Epidermal growth factor receptor (EGFR) 
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با استفاده از نیز های رونویسی بررسی عناصر تنظیمی و جایگاه(. Coordinators, N. R. 2017گردید )

ها نشان داد که در توالی پروموتری ژن . بررسی((Lescot et al., 2002انجام شد ) plantCAREپایگاه 

LOC4341560  مورد از چهار های شناسایی شده، . از بین جایگاهوجود داردموتیف  91در برنج تعداد

ترین فراوانی را در ناحیه بیش  Unnamed-4و CAAT-box ،MYB ،TATA-boxیعنی  ؛هاموتیف

 مورد دارای عملکرد شناخته شدههفده موتیف شناسایی شده، تنها تعداد  91پروموتری داشتند. از بین 

جایگاه، در گیاهان مختلف  00به تعداد  CAAT-box. موتیف (4-4 جدول و 3-4پیوست  )جدول بودند

در پروموتر و نواحی تقویت کننده به عنوان سیس  )نخود، توتون و آرابیدوپسیس(، به عنوان عنصر رایج

تنها در  جایگاه،هفت به تعداد  MYBترین موتیف در این توالی شناسایی گردید. موتیف کاربردی

جایگاه در هفت به تعداد نیز  TATA-boxو فاقد عملکرد است. موتیف  آرابیدوپسیس شناسایی شده

 .بودجایگاه شروع رونویسی  -92آرابیدوپسیس و آفتابگردان، عنصر اصلی پروموتر در ناحیه 

جایگاه، در گیاه جعفری شناسایی شده و فاقد نوزده به تعداد  Unnamed-4موتیف  همچنین

نیز بخشی از  Box 4. موتیف دارد در پاسخ به آبسیزیک اسید مشارکت ABREملکرد است. موتیف ع

عنصر تنظیمی  CAT-boxمحافظت شده است که در پاسخ به نور دخیل است. موتیف  DNAیک واحد 

جایگاه متصل شونده نیز  CCAAT-boxکند. موتیف است که در ارتباط با بیان مریستم فعالیت میسیس 

در پاسخ به متیل جاسمونات  TGACG-motifو  CGTCA-motifهای است. موتیف MYBHv1به 

)عنصر  ABREاین موتیف به عنوان . کندفعالیت میدر پاسخ به نور  G-boxکنند. موتیف مشارکت می

سید است آبسیزیک ا یتنظیم کننده یزیک اسید( نیز شناخته شده است. این عنصرپاسخ دهنده به آبس

  فعالیّت دارد.در پاسخ به نور و آبسیزیک اسید  و

و  GATA-motifهای به جیبرلین است. موتیف پاسخ دهندهیک عنصر GARE-motif موتیف 

I-box  کنند. موتیف به نور فعالیّت می پاسخ دهندهبه عنوان بخشی از یک عنصرGC-motif  یک عنصر
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است که در القا توسط خشکی  MYBجایگاه متصل شونده به  MBSاست. موتیف  8تقویت کننده شبه

است که در پاسخ به نور مشارکت  MYBنیز یک جایگاه متصل شونده به  MRE. موتیف داردفعالیت 

 Boxدر برنج، تعداد شش موتیف  LOC4341560 ژن ها نشان داد که در توالی پروموتری. بررسیدارد

4 ،G-box ،GATA-motif ،I-box ،MRE  وTCT-motif کنند )جدول در پاسخ به نور مشارکت می

 (.4-4و جدول  3-4پیوست 

 

 در برنج LOC4341560پروموتری ژن ی ناحیهدر ها ترین موتیفعملکرد مهم -4-4جدول 

 عملکرد اسم جایگاه

A-box 

ABRE  

Box 4  

CAAT-box  

CAT-box  

CCAAT-box  

CGTCA-motif  

G-box  

GARE-motif  

GATA-motif  

GC-motif  

I-box  

MBS 

MRE 

TATA-box  

TCT-motif  

TGACG-motif 

cis-acting regulatory element 

cis-acting element involved in the abscisic acid responsiveness 

part of a conserved DNA module involved in light responsiveness 

common cis-acting element in promoter and enhancer regions 

cis-acting regulatory element related to meristem expression 

MYBHv1 binding site 

cis-acting regulatory element involved in the MeJA-responsiveness 

cis-acting regulatory element involved in light responsiveness 

gibberellin-responsive element 

part of a light responsive element 

enhancer-like element involved in anoxic specific inducibility 

part of a light responsive element 

MYB binding site involved in drought-inducibility 

MYB binding site involved in light responsiveness 

core promoter element around -30 of transcription start 

part of a light responsive element  

cis-acting regulatory element involved in the MeJA-responsiveness 

                                                           
1 Enhancer-like element 
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در سویا، تنها تعداد  LOC100803241موتیف شناسایی شده برای ژن  04نتایج نشان داد که از           

بیشترین  TATA-box و Box 4 ،CAAT-boxعملکرد مشخص بودند. سه موتیف  دارایسیزده موتیف 

به تعداد چهار جایگاه در گیاه جعفری شناسایی شده است. این موتیف  Box 4فراوانی را داشتند. موتیف 

ه نور مشارکت دارد. موتیف در پاسخ ب وکند محافظت شده عمل می DNAبه عنوان بخشی از یک واحد 

CAAT-box  جایگاه، در گیاهانی، از جمله نخود، آرابیدوپسیس و توتون به عنوان عنصر  98به تعداد

(. 5-4و جدول  82-4کند )جدول پیوست رایج سیس در نواحی پروموتری و تقویت کننده فعالیتّ می

باشد. این اخته شده در این توالی میترین موتیف شنجایگاه، مهم 61نیز به تعداد  TATA-boxموتیف 

زا خود، برنج و کل، خردل چینی، آفتابگردان، نسموتیف در گیاهانی از جمله هویج وحشی، آرابیدوپسی

 گزارش شده است.

جایگاه شروع رونویسی فعالیتّ  -92به عنوان عنصر اصلی پروموتر در ناحیه  TATA-boxموتیف           

به  پاسخدر سیس به عنوان عناصر تنظیمی  TGACG-motifو  CGTCA-motifهای موتیفکند. می

 پیوست )جدولکنند مشارکت میدر پاسخ به نور  GT1-motifو  G-boxهای موتیف و متیل جاسمونات

که در بیان اندوسپرم مشارکت  ،عنصر تنظیمی سیس است GCN4_motifموتیف . (5-4 جدول و 4-82

ی های بیوسنتز کنندهاست که در تنظیم ژن MYBجایگاه متصل شونده به  MBSIموتیف کند. می

های کند. موتیفدر پاسخ به تنش و دفاع ایفای نقش می TC-rich repeatsفلاونوئید نقش دارد. موتیف 

TCT-motif  وchs-CMA1a  ا هکنند. بررسیبه نور فعالیّت می پاسخ دهندهبه عنوان بخشی از عناصر

، Box 4 ،G-boxدر سویا تعداد پنج موتیف ) LOC100803241 ژن ه در توالی پروموترینشان داد ک

GT1-motif ،TCT-motif  وchs-CMA1a .در پاسخ به نور دخیل هستند ) 
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 در سویا LOC100803241پروموتری ژن ی ناحیهها در ترین موتیفمهمعملکرد  -5-4 جدول

 عملکرد اسم جایگاه

ARE 

Box 4  

CAAT-box  

CGTCA-motif  

G-box  

GCN4_motif  

GT1-motif  

MBSI  

TATA-box  

TC-rich repeats  

TCT-motif  

TGACG-motif  

chs-CMA1a  

cis-acting regulatory element essential for the anaerobic induction 

part of a conserved DNA module involved in light responsiveness 

common cis-acting element in promoter and enhancer regions 

cis-acting regulatory element involved in the MeJA-responsiveness 

cis-acting regulatory element involved in light responsiveness 

cis-regulatory element involved in endosperm expression 

light responsive element 

MYB binding site involved in flavonoid biosynthetic genes 

regulation 

core promoter element around -30 of transcription start 

cis-acting element involved in defense and stress responsiveness 

part of a light responsive element 

cis-acting regulatory element involved in the MeJA-responsiveness 

part of a light responsive element 

  

 . اینبودپروموتری برنج و سویا مشترک  نواحیدر  CAAT-box نتایج نشان داد که موتیف

 ینیز در ناحیه TATA-box . موتیفاست در نواحی تقویت کننده و پروموترسیس  رایجعنصر  موتیف

و به عنوان عنصر اصلی پروموتر در جایگاه شروع رونویسی فعالیت  استپروموتری دو گیاه مشترک 

های مشترک بین دو توالی نیز جزء موتیف CGTCA-motif و TGACG-motif هایکند. موتیفمی

ا ههمچنین بررسیکنند. پروموتری بودند. این دو موتیف در پاسخ به متیل جاسمونات مشارکت می

پروموتری هر دو  یدر ناحیه( TCT-motif و Box 4، G-box) نشان داد که سه موتیف

به نور پاسخ ر گیاهان سویا و برنج مشترک هستند و در د LOC4341560و   LOC100803241ژن
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 و CAAT-box، TATA-box، CGTCA-motif، G-box،Box 4 هایکنند. همچنین، موتیفمشارکت می

TCT-motif  پروموتری در برنج و سویا مشترک هستند. به طور کلی، موتیف یناحیهدر هر دو-

 ،GATA-motif ،G-Box ، GT1-motif،I-box ،A-box ، MBS، Box 4، TCT-motif، chs-CMA1aهای

MRE، GC-motif ، ARE وTC-rich repeats  ی غیر زیستی هابه عنوان عناصر مهم، در پاسخ به تنش

به طور کلی،  (9-4مطابق شکل ) کنند.و دفاع مشارکت می بدون اکسیژن شرایط ، نور، خشکی،از جمله

 از جملههایی، پاسخ به هورمون های غیر زیستی:ی در پاسخ به تنشهای مهمّها نقشاین موتیف

آبسیزیک اسید، سالیسیلیک اسید و جاسمونیک اسید و عملکردهای سلولی در سطوح رونویسی، بیان 

  تم دارند.اندوسپرم و مریس

 

 

کیلو باز  5/8ها در ، بر اساس عملکردهای بیولوژیکی آنplantCAREهای شناسایی شده از توزیع موتیف -9-4شکل 

 بالادست در سویا و برنج 

 

 توسط است ممکن مشابه mRNA بیان هایپروفایل با هایاند که ژننشان داده مطالعات

 یهمه تقریباً  مبنای فرضیه این .(Altman and Soumya ., 2001شوند ) تنظیم یکسانی هایمکانیسم

 تنظیمی هایشبکه کشف برای ریزآرایه هایآزمایش از mRNA بیان هایداده از استفاده برای هاتلاش
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 فرضیه این برای غیرمستقیمی شواهد ،mRNA بیان پروفایل اساس بر هاژن بندیخوشه با محققان .است

 مشترکی بالادست موتیف توالی از معمولاً خوشه یک هایژن گزارش شده است که اند. همچنینداده ارائه

-می توصیف شده شناخته هایژن از هاییمثال (. محققینWolfsberg etal., 1999هستند ) برخوردار

 هم هاینژ بیان هایو پروفایل شوندمی تنظیم مشترکی رونویسی فاکتورهای توسط هاژن اینکه  کنند

گزارش شده در راستای مطالعات این پژوهش  .(Ideker etal., 2001)دارند  ایهمبسته بسیار تنظیم

های گیاهی توزیع شده به میزان زیادی در بسیاری از ژن  CACGTGبا توالی G-box است که عنصر

 ,.Menkens et alکند )دهی هورمون، پاسخ به نور و سایر شرایط محیطی مشارکت میپیاماست و در 

)پاسخ دهنده به  ERE)پاسخ دهنده به تنش غیر زیستی یا آنتی اکسیدانی( و  ARE(. عناصر 1995

ای مورد هکه در نواحی پروموتری ژن اتیلن(، سایر عناصر سیس پاسخ دهنده به تنش اکسیداتیو هستند

پروموتر  درنیز  GCN4 (. موتیفPastori and Foyer., 2002) بررسی در سویا و برنج نیز شناسایی شدند

 وج، هوردئین چاوداری غلات مانند گلوتنین گندم، سکالین سازی دانههای پروتئین ذخیرهبسیاری از ژن

و گلوتین برنج محافظت شده است. این موتیف عنصر خاص دانه است و در بیان خاص آندوسپرم و پاسخ 

 با هایدهند که ژننشان میها (. گزارشOnodera et al., 2001کند )به نیتروژن ایفای نقش می

 رونویسی عامل یک به محدود را خود پروموتر مناطق زیاد احتمال به مشابه mRNA بیان هایپروفایل

 یهاعملکرد با هایژن .دارد وجود بیان شباهت از بالایی نسبتاً  سطوح در فقط اثر این .کنندمی مشترک

 .(Allocco and Butte., 2004شوند )تنظیم می مشترک رونویسی فاکتور یک توسط احتمالاً مشابه

 

  نتایج آزمایشگاهیبخش دوّم:  -4-3

شود. گیاهان به منظور آن می شوری موجب کاهش عملکرد تنش معرض در قرارگیری سویا

 اهکنند. لیگنینایجاد می های حاصلپروتئین و در نتیجه ژن بیان در تنش تغییراتی با سازگاری

 نینلیگ بیوسنتز نقش مهمی در متیلاسیون هایشوند و آنزیممحسوب می در گیاهانپلیمرهای مهمّی 
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 هایداده اب ترکیب در شده تکامل محفاظت از استفاده ژن با بیانی کنند. همو تغییرات ژنتیکی ایفا می

 کاربردهای ،بیانی ژن هم هایشبکه ،شود. علاوه بر اینمی ژن بینی عملکردمنجر به پیش همولوژی

، با استفاده از پایگاه در این پژوهش ناشناخته دارند. عملکرد با هایژن شناسایی و ارتباط زیادی در

NCBI  9ی آنزیم کافئیک اسید کننده رمزتعداد ده ژن- O-  رمزمتیل ترانسفراز و تعداد هجده ژن 

ختلف های مروی کروموزوم ها بر. این ژنشدندشناسایی را ردوکتاز  -سینامویل کو آنزیم آ ی آنزیمکننده

های داده و آنالیزهای بیوانفورماتیکی، ی بعد با استفاده از پایگاهبودند. در مرحله سویا پراکنده شده

 CECCRو  /LOC100789621/CECOMT  یعنی به ترتیب CCR و COMTهای هم بیان با ژن

/LOC100803633  های هم بیان با . علاوه بر این، ژنشدندشناساییCOMT  در برنج به عنوان یک گیاه

وتری . همچنین، آنالیز نواحی پرومبررسی شدندهای بیوانفورماتیکی ای با استفاده از بررسیمدل تک لپه

های هم بیان در شبکه هایدر این بخش، میزان بیان ژن ها نیز در این پژوهش انجام شد.تعدادی از ژن

در GmSALT3 کنند و ژن سنتز لیگنین مشارکت میکه در مسیر بیو COMTو  CCRهای ژنی و ژن

سی زمان واقعی برر کمی ای پلیمرازهای سویا در پاسخ به تنش شوری با استفاده از واکنش زنجیرهبرگ

 شوند.می

 

 کل RNAاستخراج  -1 -4-3

شکل ) درصد نشان داده شده است یکاستخراجی بر روی ژل آگارز  RNAکمیّت و کیفیّت 

استخراج شده کمیّت و کیفیّت مناسبی دارد، به  RNAشود که . با توجه به شکل، مشاهده می(4-4

سازی شوند. پس از چندین مرحله استخراج و بهینهمی مشاهدهبه وضوح  28sو  18sطوری که باندهای 

از این گیاه،  RNAشود در استخراج ودگی را به همراه داشت. توصیه میحداقل آل RNAمیزان مواد، 

در حین انجام کار و  DNaseاستفاده شود. همچنین، بهتر است تیمار کمتری گرم نمونه برگ مقدار 

های احتمالی، افزودن محلول آمونیوم استات صورت گیرد. به منظور حذف آلودگی یقبل از مرحله

http://atted.jp/data/locus/100789621.shtml


  
 

53 
 

 برطرف کرددهی توسط اتانول و انجام سانتریفیوژ مشکل آلودگی را رسوب توان با یک مرحلهمی

(Roux., 2009 .)های مونهنRNA بررسی شدند. آلودگی  پس از بارگذاری بر روی ژل از نظر وجود 

 

 (bp+ 3K DNA Ladder 100)های سویا از برگ RNAاستخراج  -4-4شکل        

 

 cDNAو ساخت  RNAمعکوس از  برداریواکنش نسخه -2 -4-3

 PCRد. سپس، محصول واکنش استفاده ش RNAمیکروگرم  یک، حدود cDNAبه منظور سنتز 

سنتز شده از کیفیتّ بالایی به منظور استفاده  cDNA. درصد الکتروفورز گردید 5/8بر روی ژل آگارز 

در تکنیک  RNAوجود برخی ترکیبات، بر روی عملکرد  .ای پلیمراز برخوردار استدر واکنش زنجیره

باشد و در حساس می RNAتاثیر منفی دارند، زیرا آنزیم رونویسی معکوس به خلوص  cDNAسنتز 

 (. Kolosova et al., 2004شود )سنتز نمی cDNAکیفیّت خوبی نداشته باشد،  RNAکه صورتی

 

 ای پلیمرازواکنش زنجیره -3 -4-3

به عنوان ژن  F-BOXهای اختصاصی ژن آغازگربا استفاده از  PCR( نتایج واکنش 5-4شکل )

دهد. همان طور که مشاهده نشان می در سویا های هدف رابه عنوان ژن GmSALT3و  CCR، مرجع

با کمیتّ و  cDNAتولید  یهنشان دهند اند. این امربه خوبی تکثیر شده شود، باندهای مورد نظرمی

 باشد. کیفیتّ قابل قبول می
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 تحت تنش شوری در گیاه سویا بر روی ژل آگارز PCRالکتروفورز واکنش  -5-4شکل 

 

  

 تحت تنش شوری در گیاه سویاPCR الکتروفورز محصولات  -6-4شکل 

 

 DNAسازی آزمایش، دمای اختصاصی اتصّال آغازگر به رشته الگوی ترین عامل در بهینهمهم

 829و 898، 836، 841، 861، 860( طول باندهای مورد نظر 6-4(. مطابق شکل )Roux., 2009است )
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 CECCRو  F-BOX ،CCR ،GmSALT3 ،COMT ،CECOMTهای آغازگرجفت باز، به ترتیب برای 

 است.

 

 Real Time - PCRهای ذوب محصولات بررسی منحنی -4 -4-3

بود. این امر  پیکها به صورت تک های ذوب ژنمنحنیدر هر دو مرحله از تکرار آزمایشات، 

باشد. ها میهای طراحی شده و عدم وجود آلودگی در نمونهآغازگرعملکرد اختصاصی  یهنشان دهند

های منحنیمراحل مختلف تکثیر نشان داد که  های هدف درو ژن F-BOX مرجعبررسی نمودارهای ژن 

های مورد های تکثیر ژنمنحنی(. 1-4و  2-4 هستند )شکلدمای ذوب از کیفیّت مناسبی برخوردار 

 قابل مشاهده است.( 82-4)و  (3-4) هایمطالعه در شکل

 

 

 Real Time - PCR تحت تنش شوری در گیاه سویا در واکنش هانمودارهای منحنی ذوب ژن -2 -4شکل 

 



  

56 
 

 

 Real Time – PCR سویا در واکنشتحت تنش شوری در گیاه  هامنحنی ذوب ژن هاینمودار -1-4شکل 

 

 

  هاهای تکثیر ژنمنحنی -3-4شکل  
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 هاهای تکثیر ژنمنحنی -82-4شکل 

 

 به شوری و حساس در سویا رقم مقاوم Real Time PCRهای حاصل از بررسی داده -4-4

 022) تحت تیمار شوری GmSALT3 و CCR، CECCR، COMT، CECOMTهای بررسی بیان ژن

 ار نرم افزبا استفاده از  بعد از اعمال تیمار زمانی سه و هفت روز یدر دو بازهمیلی مولار سدیم کلراید( 

Excel  ود.شپرداخته میی روند تغییرات بیان ژن در ادامه به بررسانجام شد.  درصدپنج در سطح احتمال 

 

  

 به شوری و حساس مقاوم هایدر سویا رقم COMTالگوی بیان ژن  -1 -4-4
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های زمانی سه و هفت روز در بازه COMT ژن میزان بیان ،در رقم مقاوم ها نشان داد کهبررسی

در این میزان افزایش بیان  بود، که 58/8و  01/8به ترتیب میلی مولار(  022) شوری بعد از اعمال تیمار

مطالعات نشان داد همچنین . (88-4)شکل  ی را نشان نداددارمعنیاختلاف سطح احتمال پنج درصد 

ی زمانی سه و هفت روز پس از اعمال هادر بازه COMT ژن سطوح رونوشت در رقم حساس به شوری که

اختلاف در سطح احتمال پنج درصد بود که این میزان کاهش بیان  222/2و  226/2تیمار به ترتیب 

  . ی را نشان داددارمعنی

 

 

سه و  یهای زمانبازهید در امیلی مولار سدیم کلر 022تحت تنش شوری  COMTمیزان بیان نسبی ژن  -88-4شکل 

 های مقاوم و حساس به شوری. های سویا رقمدر برگبعد از اعمال تیمار هفت روز 

 

 

 

 

 به شوری و حساس مقاوم هایدر سویا رقم CECOMTالگوی بیان ژن  -2 -4-4
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های زمانی سه و هفت روز بعد در بازه CECOMT ژن ها نشان داد که سطوح رونوشتبررسی

که این میزان کاهش بیان در در رقم مقاوم به شوری بود،  45/2و  22/2از اعمال تیمار شوری به ترتیب 

همچنین، (. 80-4شکل )داری را نشان داد اختلاف معنیی زمانی در سطح احتمال پنج درصد هر دو بازه

تیمار به سه و هفت روز بعد از اعمال  های زمانیبازهدر  CECOMT ژن که میزان بیانمشخص شد 

این میزان کاهش بیان در سطح احتمال پنج رقم حساس به شوری بود، که  در 25/2و  29/2ترتیب 

 بود. دار درصد معنی

 

 

سه  زمانی هایید در بازهالار سدیم کلرمیلی مو 022تحت تنش شوری  CECOMTمیزان بیان نسبی ژن  -80-4شکل 

 های مقاوم و حساس به شوری. های سویا رقمدر برگ بعد از اعمال تیمار و هفت روز

  

 

 

 

 به شوریو حساس مقاوم  هایدر سویا رقم CCRالگوی بیان ژن  -3 -4-4
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شوری به اعمال تیمار پس از سه و هفت روز ی زمانی در دو بازه CCR ژن میزان بیان نسبی

در سطح احتمال پنج پس از سه روز بیان  کاهش این میزان بود، که مقاومدر رقم  21/8و  66/2 ترتیب

 .دار نبوددر سطح احتمال پنج درصد معنیبیان این ژن پس از هفت روز  افزایش وبود دار درصد معنی

ی زمانی سه و هفت روز بعد از اعمال شوری به ترتیب در دو بازه CCR ژن همچنین سطوح رونوشت

دار معنیبیان در سطح احتمال پنج درصد  افزایشمیزان این  که رقم حساس بود، در 95/0و  2/963

 (. 89-4)شکل  نبود

 

 

سه و  زمانی هایید در بازهالار سدیم کلرمیلی مو 022تحت تنش شوری  CCRمیزان بیان نسبی ژن  -89-4شکل 

 های مقاوم و حساس به شوری. های سویا رقمدر برگ بعد از اعمال تیمار هفت روز

 

 

 

 به شوری و حساس مقاوم هایدر سویا رقم CECCRالگوی بیان ژن  -4 -4-4
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ی زمانی سه و هفت روز بعد از در دو بازه CECCRمطالعات نشان داد که سطوح رونوشت ژن 

کاهش بیان در هر دو  میزان این کهدر رقم مقاوم به شوری بود،  223/2و  8/2اعمال تیمار به ترتیب 

ها نشان داد که همچنین بررسی (.84-4دار بود )شکل معنی در سطح احتمال پنج درصد یزمانی بازه

 4/2و  90/2 ی زمانی سه و هفت روز بعد از اعمال تیمار به ترتیبدر دو بازه CECCR ژن میزان بیان

 بود.دار معنی در سطح احتمال پنج درصد کاهش بیانمیزان این  در رقم حساس به شوری بود، که

 

 

سه و  زمانی هایید در بازهالار سدیم کلرمیلی مو 022تحت تنش شوری  CECCRمیزان بیان نسبی ژن  -84-4شکل 

 های مقاوم و حساس به شوری. های سویا رقمدر برگبعد از اعمال تیمار هفت روز 

 

 به شوریو حساس مقاوم  هایدر سویا رقم GmSALT3الگوی بیان ژن  -5 -4-4

بعد از ی سه و هفت روز های زمانبازهدر  GmSALT3 ژن میزان بیان نسبی نشان داد که نتایج 

افزایش بیان پس از سه روز اعمال  میزان بود، که ایندر رقم مقاوم  21/2و  21/8به ترتیب اعمال تیمار 

اعمال تیمار  پس از هفت روز بیان این ژن که کاهشدار را نشان نداد، در حالیتیمار اختلاف معنی

در  GmSALT3 ژن همچنین میزان بیانرا در سطح احتمال پنج درصد نشان داد.  یداراختلاف معنی

0

0/2

0/4

0/6

0/8

1

1/2

1/4

0 Day 3 Day 7 Day 0 Day 3 Day 7 Day

مقاوم حساس

ن 
بیا

ن 
یزا

م
ن 

ژ
C

E
C

C
R

د 
اه

 ش
 به

ت
سب

ن



  

62 
 

در رقم حساس به شوری  02/14و  81/89 های زمانی سه و هفت روز بعد از اعمال تیمار به ترتیببازه

 داریحتمال پنج درصد اختلاف معنیی زمانی در سطح ابازهدر هر دو  بیان افزایش میزانکه این  بود،

 . (85-4)شکل  را نشان نداد

 

 

سه  زمانی هایبازهید در امیلی مولار سدیم کلر 022تحت تنش شوری  GmSALT3میزان بیان نسبی ژن  -85-4شکل 

 های مقاوم و حساس به شوری. های سویا رقمدر برگ بعد از اعمال تیمار و هفت روز

 

در جو متحمّل به  تنها نه شوری، تنش تحت COMT ژن بیانکه  مطالعات نشان داده است

 Salekdeh et) یابدمی افزایش توجهی قابل طور به نیز تنش به متحمّل گیاهان سایر در شوری بلکه

al., 2002; Sugimoto., 2003.) به در تناقض با مطالعات سایر پژوهشگران بوداین پژوهش  نتایج ،

 میزان بیان کاهشهایی که تحت تیمار شوری قرار گرفتند، نمونه در رقم حساس به شوری طوری که

به  مقاومکه در رقم است در حالی نشان دادند. این  اعمال تیمار روزو هفت پس از سه  را COMT ژن

داری نیافزایش معهفت روز بعد از اعمال تیمار سه و ی زمانی در بازه COMT ژن شوری میزان بیان

 ژن بیان افزایش بنابراین، کندفعالیت می لیگنین در مسیر بیوسنتز COMT ژن از آن جایی که .نیافت
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COMT ونلیگنیفیکاسی بالای شدّت که کندمی نظریه حمایت این از ،ی جو متحملّ به شوریریشه در 

 هاییون به این امر. کندمی کمک عبوری آب جریان کاهش به شوری به متحملّ گیاهان یریشه در

 و موجب بهبود تحمل شده ریشه وارد آپوپلاستیکی مسیر یک طریق از که دهدمی را امکان این سدیم

 در حقیقت، (Lewis and Etsuo., 1990; Jbir et al., 2001;Yeo et al., 1999) تنش شوری شوند

 Trabuccoکند )می کاتالیز را لیگنین مونومر بیوسنتز میزان یکننده محدود یمرحله COMT آنزیم

et al., 2013) . ژن که تنظیمدهند ها نشان میپژوهشهمچنینCOMT  تأثیر لیگنین  ساختار بر

های سیرینجیل و گوایاسیل در مسیر بیوسنتز لیگنین پیش ماده بیوسنتز برای پیامدهایی وگذاشت 

 متیل -O گروه  اعضای از یکی COMTکه جاییگفت از آنتوان (. میTschaplinski et al., 2012) دارد

بیان این ژن منجر به افزایش لیگنیفیکاسیون  افزایش است، بنابراین لیگنین بیوسنتز برای ترانسفرازها

طور کلی در این پژوهش میزان بیان ژن به  شود.و در نتیجه بهبود تحمّل گیاه در برابر شوری می

COMT ان زمایش کاهش بیآ یابد، بلکه تحت تأثیر تیمارمیافزایش نهای رقم حساس نه تنها در نمونه

  دهد.نیز نشان می

 رکیبت در شده محفاظت بیانی هم توان با استفاده ازمیاند که مطالعات صورت گرفته نشان داده

 هاییگزارش شده است که ژن .(van et al., 2003کرد ) بینیپیش را هاژن عملکرد همولوژی، هایداده با

 یکسانی هایمکانیسم طریق از احتمالاً مشابه، عملکردهای با هاییژن و مشابه mRNA بیان الگوهای با

بر  هاآن پروتئینی محصولات و هاژنکه جاییاز آن .(Allocco and Butte., 2004شوند )می تنظیم

 به همین دلیل برای .شوندمی سازماندهی عملکردی هایماژول به مسیرها و سلولی فرآیندهای اساس

 Langfelder andشود )می استفاده ژن بیانی هم هایشبکه از ژن هایرونوشت بین روابط توصیف

Horvath., 2007).  فرضی هایژن یشده محافظت بیانی همگزارش شده است که CAT5 و COQ2، 

 بیانی کند. این هممی تأیید را همولوژی روابط و 8حذفی آزمایشات بر اساس قبلی هایبینیپیش

در  COQ2 که طور همان، دارد نقش یوبیکوئینون سنتز در CAT5 دهد کهشده نشان می محافظت

                                                           
1 Knock-out  
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 ,.Reaاست ) دخیل یوبیکوئینون سنتز در نیز آنزیم این و مشارکت دارد 8ترانسفراز پرنیلپلی رمزگذاری

2001; Marbois and Clarke., 1996). های هم بیانی به نتایج دادهتوان با تکیه بر بنابراین می

که جاییهای ناشناخته پرداخت. از آند ژنارزشمندی در رابطه با بیان ژن و عملکر

CECOMT/LOC100789621 مشابه چاپرون  ی پروتئینکنندهرمزBCS1 است؛ در  0میتوکندریایی

های مو به این ترتیب از طریق مکانیس کند ی تنفسی میتوکندریایی فعالیتیرهتواند در زنجنتیجه می

به طور کلی نتایج نشان داد که  .کندکنترل را بیان ژن سلولی و تعاملات خود با سایر اجزای سلولی 

 ی زمانی سه و هفت روزدر دو بازهبه شوری  و حساس اومرقم مقدر سویا  CECOMT ژن میزان بیان

 .دادداری در سطح احتمال پنج درصد نشان کاهش معنی

وجود  CCR ژن های متناقضی در رابطه با تأثیر تیمار شوری بر میزان بیاندر منابع گزارش 

 اقهس و ریشه یتوسعه در الگوی لیگنیفیکاسیون یک یدهنده نشانCCR پروتئین  بیانی الگویدارد. 

است. در  هشد مشاهده مانیتول با شده تیمار هایساقه در لیگنیفیکاسیون افزایشتنش است.  شرایط در

 مقابل، میزان در .بود شوری تحت تنش و شاهد هاینمونه از بالاتر نیز CCR پروتئین تجمع این شرایط

 زرشد نی حال در یریشه بافت. بود کم لیگنین رسوب و شوری تیمار تحت هایساقه در CCR پروتئین

 اننش آزمایش شرایط هر تحت ساقه هاینمونه به نسبت را لیگنین رسوب و CCR مقدار از بالایی سطح

تواند منجر به کاهش میزان لیگنین و تجمع پیش می CCR ژن بیان .(Srivastava et al., 2015) داد

 (. Tu, Yi, et al., 2010 ;Van der Rest et al., 2006; Dauwe et al., 2007) های مونولیگنول شودهمادّ

 از هاریشه در PgCCR بیان، های مختلفتنش تحتها حاکی از آن است که همچنین گزارش

 برابر در محافظتی نقش شود و این ژنمی القا زیادی میزان به زیستی غیر های مختلفتنش طریق

(. علاوه بر این نشان داده شده است که رسوب لیگنین در Parvin et al., 2008دارد ) محیطی هایتنش

                                                           
1 Polyprenyl transferase 
2 Mitochondrial chaperone BCS1-like 
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همچنین (. Cachorro et al., 1993یابد )لوبیا افزایش می یههای آوندی ریشپاسخ به شوری در بافت

ای هید باعث کاهش سطوح لیگنین ریشه در گیاهچهاافزایش غلظت سدیم کلر اند کهمطالعات نشان داده

 نشان این امر،است،  کم گیاهان در CCR فعالیتّ کلی، طور به (.Lin and Kao., 2001شود )برنج می

 رایب را تغییرات که باشد مهمّی یکننده کنترل ینقطه است ممکن آنزیمی یمرحله این دهد کهمی

در این (. Grima-Pettenati et al., 1989; Lacombe et al., 1997کند )می تنظیم لیگنین مونومرهای

بعد از اعمال تیمار  روز سه ی زمانیبه شوری در بازه در سویا رقم مقاوم CCR ژن میزان بیانپژوهش 

ان نتایج پژوهشگر در تناقض بانتایج این پژوهش . یافتدر سطح احتمال پنج درصد  داریمعنی کاهش

تحت تنش شوری به میزان  8جینسینگ ی گیاهدر ریشه PgCCR ژن بیاندیگر است که نشان دادند 

 (.Parvin et al., 2008یابد )زیادی افزایش می

 ژن، بیان یریزآرایه هایداده از متشکل ژن بیانی هم هایشبکهدهند که مطالعات نشان می

ها بسیار مشابه است کنند که پروفایل بیان آنشناسایی می را mRNAی هارونوشت بین روابط

(Horvath et al., 2006; Carlson et al., 2006)، های ریزآرایه اطلاعات توان با تکیه بر دادهبنابراین می

 .ردبدست آوهای ژنی های مختلف در مسیرهای بیولوژیکی و شبکهی تعامل و همکاری ژناز نحوه کاملی

ی مقاوم و حساس به شوری در دو بازه در هر دو رقم CECCRنیز میزان بیان ژن در پژوهش حاضر 

نشان داد.  در سطح احتمال پنج درصد داریکاهش معنیپس از اعمال تیمار زمانی سه و هفت روز 

ی پژوهش حاضر در تناقض با گزارش پژوهشگران دیگر است نتیجه داد کهها نشان علاوه بر این، بررسی

( بسیار بیشتر از رقم حساس به Tiefeng8) سویا در رقم مقاوم  GmSALT3که اظهار داشتند، بیان

 (، بنابراینYu et al., 2015ریشه است ) ید درامولار سدیم کلر میلی 022( تحت تنش Mayibaoشوری )

استنباط کرد که به دلیل متفاوت بودن اندام مورد بررسی )برگ( و یا رقم متفاوت گیاه، توان چنین می

                                                           
1 Panax ginseng CA Meyer 
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های مختلف گیاه به تنش های متفاوتی در اندامها پاسخاین اختلاف نظر وجود دارد و این که احتمالاً ژن

 دهند. می

 نرمال، شرایطبا  مزرعه در GmSALT3 ژن عملکرد تأثیر همچنین گزارش شده است که بررسی

حساس به شوری در سویا نشان  های مقاوم ولاین در عملکرد با مرتبط صفات برای داریمعنی اختلاف

 وجود شاهددر شرایط  GmSALT3 ژن برای ایمشاهده قابل عملکرد هیچ دهدمی نشان امر این. نداد

 بذر وزن دارای داریمعنی طورهای مقاوم به شوری به لاین شوری، شرایط با مزرعه در، مقابل در .ندارد

 افزایش باعث GmSALT3ژن  که معنی این به، های حساس به شوری بودندلاین ی نسبت بهبیشتر

 تنظیم یواسطه  GmSALT3ژن از آن جایی که (.Qu, Y. 2018) شودمی شور مزارع در سویا عملکرد

 دبهبو به شوری تنش شرایط در دانه بیشتر وزن حفظ طریق از و سویا است در کلر و سدیم تجمع

 GmSALT3 ژن عملکرد تأثیر بررسیاز آن جایی که  .(Liu et al., 2016)کند می کمک سویا عملکرد

 دارای داریمعنی های مقاوم به شوری به طورتیمار شوری نشان داده است که لاین تحت سویا روی بر

ب توان گفت که این ژن موجبنابراین می، های حساس به شوری بودندلاین بیشتری نسبت به بذر وزن

 بیوانفورماتیکی نیز هایتحلیل و شود. از آن جایی که تجزیهمی شور مزارع در سویا افزایش عملکرد

توان اظهار بنابراین می؛ شودمی تنظیم فاکتورهای مختلفی توسط GmSALT3 ژن اند، بیانداده نشان

 (. Yu et al., 2015هستند ) متفاوت سویا رقم دو بین تنظیمی هایداشت که مکانیسم

 

 

 کلی گیرینتیجه

 انبی میزان زیادی هم به که هاییژنهای برنج، ی هم بیانی ژنمطالعات نشان داد که در شبکه

نتایج حاصل از آنالیز نواحی  کردند. همچنینمشابهی مشارکت می بیولوژیکی فرآیندهای در بودند،

 GATA-motif ،G-Boxاز جمله  ،ها و عناصر شناسایی شدهموتیف به طور کلی، پروموتری نشان داد که
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، GT1-motif،I-box ،A-box ، MBS، Box 4، TCT-motif، chs-CMA1a، MRE، GC-motif ، ARE 

هایی از جمله آبسیزیک اسید، سالیسیلیک در پاسخ به تنش مهمیعملکردهای   TC-rich repeatsو

کلی  به طور و عملکردهای سلولی در سطوح رونویسی و بیان اندوسپرم دارند.اسید و جاسمونیک اسید 

های دخیل در مسیر بر اساس نتایج این پژوهش، تیمار شوری تأثیر قابل توجهی بر میزان بیان ژن

های هم بیان حاصل از مطالعات بیوانفورماتیکی، و همچنین ژن COMTو  CCRبیوسنتز لیگنین، شامل 

های زمانی سه در بازه GmSALT3تحمّل به شوری در سویا، یعنی و ژن  CECOMTو  CECCRشامل 

توانیم از طریق از این رو می ید داشت.امیلی مولار سدیم کلر 022اعمال تیمار شوری  و هفت روز بعد از

های مناسب تحملّ گیاهان را در شرایط تنش شوری افزایش داده و شاهد افزایش عملکرد انتقال ژن

 محصول باشیم. 

 

  پیشنهادات

 ی ژنی بررسی گردد.های هم بیان در شبکهمیزان بیان تعداد بیشتری از ژن -8

بیوسنتز لیگنین جهت های دخیل در مسیر های حاصل از بیان ژنبررسی بیان پروتئین -0

 آزمایشات تکاملی انجام گیرد.

   استفاده گردد.سالیسیلیک اسید  از جمله ،دیگری یتیمارها ها وغلطتاز  -9

 

 هاپیوست
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 :RNAمواد و وسایل مورد نیاز جهت استخراج  -3-1

 شرکت  8درصد، آب دپس 22درصد، اتانول  822ی یک و دو، ایزوپروپانول، اتانول بافرهای شماره

شرکت زیست فرآیند  I 0 نوکلئاز ریبو اکسی آنزیم دی ،Dnase (10 X)زیست فرآیند ارشیا، بافر 

 ( و آمونیوم استاتEURxارشیا )

  لیتر، سمپلر، ازت میلی 5/8 و 5/2دستکش، ماسک، هاون و دسته هاون چینی، میکروتیوب

ساخت  R 5810های برگی، سر سمپلر کریستالی، زرد و آبی، سانتریفیوژ مدل مایع، نمونه

 اپندورف آلمان، رک میکروتیوب، سطل زباله

میلی مولار سدیم سیترات،  61بافرهای شماره یک )شامل: سدیم دو دسیل سولفات دو درصد، 

د( و بافر شماره دو میلی مولار اتیلن دی آمین تترا استیک اسی 8میلی مولار سیتریک اسید و  890

میلی مولار سیتریک اسید( طبق  90میلی مولار سدیم سیترات و  86مولار سدیم کلراید،  4)شامل: 

 پروتکل تهیهّ شدند. 

 

 روش کار -3-1-1

ازت مایع درون هاون  ه همراه مقدار کمیرا بگرم( میلی 92)تقریباً نمونه  ابتدا میزان کافی از          

منتقل لیتری میلی 5/8درون میکروتیوب  ، پودر حاصل راسپس .به شکل پودر درآیدیده تا یچینی سا

ثانیه ورتکس  5به مدّت  کنیم.به آن اضافه می یک رامیکرولیتر از بافر شماره  922و به میزان  کرده

دقیقه در دمای اتاق نگهداری  5کنیم تا به طور یکنواخت مخلوط و همگن شود. سپس، به مدّت می

پس، . سشودیمیکرولیتر از بافر شماره دو را به مخلوط درون میکروتیوب اضافه م 822نیم. به میزان کمی

                                                           
1 DiEthylPyroCarbonate (DEPC) 
2 Deoxyribonuclease I (DNase I) 
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ی درجه 4دقیقه در دمای  82کنیم. به مدتّ می 8مرتبه با دست آن را وارونه و بالعکس 85به آرامی 

 د و با سرعتی سانتی گرادرجه 4دقیقه در دمای  82سپس، به مدّت  گردد.تیمار میگراد سانتی

 کنیم.سانتریفیوژ میدور بر دقیقه  89222

میکرولیتر از  922. سپس، به میزان کنیممنتقل میرا به میکروتیوب جدید  0مایع رویی        

 سپس، کنیم.روی یخ نگهداری میبر دقیقه  5کنیم. به مدّت ایزوپروپانول خیلی سرد را به آن اضافه می

 کنیم.سانتریفیوژ میدور بر دقیقه  89222 گراد و با سرعتسانتی یهدرج 4دقیقه در دمای  4ت به مدّ

کنیم )به طوری که تنها رسوب انتهای میکروتیوب باقی بماند(. رسوب مایع رویی را به آرامی تخلیه می

میکرولیتر از آب دپس را به  05دهیم. سپس، به میزان درصد شست و شو می 22را دو مرتبه با اتانول 

 را اضافه I Dnaseمیکرولیتر  0و  DNase (10 X)میکرولیتر بافر  9کنیم. به میزان اضافه می رسوب

 کنیم.گراد نگهداری میسانتی یهدرج 92دقیقه در  92به مدت  سپس، کنیم.می

کنیم. میکرولیتر( اضافه می 92میکرولیتر به مخلوط درون میکروتیوب ) 22به میزان  آب دپس        

 422کنیم. در مرحله بعد، به میزان میکرولیتر از محلول آمونیوم استات را اضافه می 52میزانسپس، به 

 4دقیقه در دمای  02کنیم. سپس، به مدتّ درصد را به میکروتیوب اضافه می 822میکرولیتر اتانول 

ه طور کامل و مایع رویی را ب کنیم.سانتریفیوژ میدور بر دقیقه  89222گراد و با سرعت ی سانتیدرجه

 5دهیم. سپس، رسوب را به مدت درصد شستشو می 22کنیم و رسوب را با الکل با احتیاط تخلیه می

کنیم. رسوب ته میکروتیوب دقیقه بر روی دستمال کاغذی استریل در مجاورت هوا خشک می 82الی 

 کنیم. نگهداری می -12کنیم و در یخچال میکرولیتر آب دپس حل می 02را در 

 

                                                           
1 invert 
2 supernatant 
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 هااستخراج شده از برگ RNAالکتروفورز  -3-1-2

 (EDTA/ بورات/ تریس) TBEتهیّه بافر  -3-1-2-1

متخلخل،  یها بر اساس اندازه، بار الکتریکی و شکل از میان یک شبکهبه منظور تفکیک مولکول

. شوداستفاده میهای آگارز و آکریل آمید در ژل الکتروفورزجهت  TBE بافراز الکتروفورز استفاده شد. 

 522. جهت تهیهّ استاتیلن دی آمین تترا استیک اسید  وبوریک اسید  ،8تریس باز این بافر متشکل از

 422وزن کرده و در را  EDTA گرم از 26/39مقدار  ،EDTAمولار  5/2لیتر محلول استوک میلی

محلول را به حجم  ،سپسم. کنیمیتنظیم  1روی را  pHکنیم. مقدار لیتر آب دیونیزه حل میمیلی

 تریس باز و گرم  54را با توزین  TBEاز  بافر استوک (5Xغلظت ) رسانیم.لیتر میمیلی 522نهایی 

 ،کنیم. سپسلیتر آب دیونیزه حل میمیلی 322ه را در این دو مادّ کنیم.ه میگرم بوریک اسید تهیّ  5/02

کنیم. محلول را به حجم مولار را اضافه می 5/2اتیلن دی آمین تترا استیک اسید  لیتر ازمیلی 02 مقدار

 TBE (0.5X) به طور کلی، برای انجام الکتروفورز از بافر .کنیمنهایی یک لیتر رسانده و اتوکلاو می

 میکرولیتر از آن بر 9به منظور بررسی کیفیتّ آن،  RNAاستفاده شد. بدین ترتیب، پس از استخراج 

دقیقه  02ولت تنظیم شد و به مدّت  802روی ژل آگارز یک درصد الکتروفورز شد. دستگاه بر روی ولتاژ 

آمیزی و رنگ Gel Stain SMOBIOآمیزی ژل با استفاده از رنگ ایمن بارگذاری صورت گرفت. رنگ

 انجام شد.  Loading Dye (5X)با استفاده از  RNAهای نمونه

 

 RNAاسپکتروفتومتری و بررسی کیفیتّ و کمیتّ  -3-1-3

 062ها در طول موج RNAاز نانودراپ استفاده شد. میزان جذب  RNAبرای محاسبه غلظت 

ی نسبت اسیدنوکلئیک به پروتئین است، نانومتر قرائت شد. مقدار این نسبت که نشان دهنده 012به 

                                                           
1 tris base  
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ود؛ باستخراج شده  بیولوژیک تعداد سه تکرار )تکنیکال(ی بود. از آن جایی که از هر نمونه 1/8-0بین 

تر پایین 012به  062های با غلظت و کیفیّت نامناسب حذف شدند. نسبت بنابراین، در این مرحله نمونه

 ورد نظرم که احتمالاً به دلیل استفاده بیشتر از نمونه ،باشدی آلودگی پروتئین مینشان دهنده 1/8از 

ی آلودگی اسیدنوکلئیک است. باشد، نشان دهنده 0باشد. اگر این نسبت بیشتر از ج میدر فرآیند استخرا

 دهد.کلروفرم را نشان می -نانومتر نیز حائز اهمیّت است و آلودگی فنول 092به  062همچنین، نسبت 

ی نمک یا پل آلودگیی نشان دهنده 1/8تر از های پایینباشد. نسبت 0این نسبت بایستی بیشتر از 

درصد  22ی شست و شو با الکل توان چندین بار مرحلهباشد. برای رفع این مشکل نیز میساکاریدها می

 .کردرا تکرار 
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 (.Hoagland and Arnon., 1950)محلول هوگلند  یعناصر تشکیل دهنده -8-9جدول پیوست 

  عناصر ماکرو محلول استوک لیتر محلول استوکلیتر/ میلی یک

5/0  

5/0  

5/8  

8 

8 

020 g/L 

096 g/ 5/1 L 

85 g/L 

439 g/L 

12 g/L 

2M KNO3             

1M Ca (No3)2.4H2O 

Iron 

2M MgSo4.7H2O 

1M NH4NO3 

لیتر محلول استوکیک لیتر/ میلی کرویعناصر م محلول استوک   
  

8 

8 

8 

8 

8 

16/0  g/L  

18/8  g/L  

00/2  g/L  

258/2  g/L  

23/2  g/L 

H3BO3 

MnCl2.4H2O 

ZnSo4.7H2O  

CuSo4.5H2O  

Na2MoO4.2H2O 
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های ی هم بیانی با استفاده از دادهدر شبکه LOC100803633های در ارتباط مستقیم با ژن عملکرد ژن -8-4جدول پیوست 

 ریزآرایه در گیاه سویا

 عملکرد   جایگاه

LOC100789621 

LOC100499981 

LOC100778920 

 

IPK2  

LOC100527158 

mitochondrial chaperone BCS1-like 

uncharacterized LOC100499981 

probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase 

At2g24230-like 

inositol polyphosphate 6-/3-/5-kinase 

uncharacterized LOC100527158 

 

های ی هم بیانی با استفاده از دادهدر شبکه  LOC100789621ارتباط مستقیم با ژنهای در د ژنعملکر -0-4جدول پیوست 

 ریزآرایه در گیاه سویا

 

 

 

 

 

 

 

 

 

های ی هم بیانی با استفاده از دادهدر شبکه LOC100803241های در ارتباط مستقیم با ژن عملکرد ژن -9-4جدول پیوست 

 ریزآرایه در گیاه سویا

عملکرد جایگاه
  

LOC100807054 

LOC100808668 

 

LOC100779579 

LOC100775556 

LOC100805558 

LOC100806333 

(S)-coclaurine N-methyltransferase-like 

probable plastid-lipid-associated protein 10,  

chloroplastic-like 

protein anoxia up-regulated-like 

short-chain dehydrogenase TIC 32, chloroplastic-like 

hypersensitive-induced response protein 1-like 

protein ZINC INDUCED FACILITATOR-LIKE 1-like 

  عملکرد جایگاه

LOC100785070 

LOC100802569 

BZIP125 

LOC100803633 

LOC100792444 

LOC100775944 

LOC100790421 

LOC100776534 

mitochondrial chaperone BCS1-like 

ethylene response sensor 1-like 

bZIP transcription factor bZIP125 

caffeic acid 3-O-methyltransferase-like 

maf-like protein DDB_G0281937-like 

histone H1-like 

uncharacterized LOC100790421 

U-box domain-containing protein 9-like 
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 ی هم بیانی در سویادر شبکه LOC100805558های در ارتباط مستقیم با ژن عملکرد ژن -4-4جدول پیوست 

   عملکرد/ ریزآرایه جایگاه

LOC100789294 

LOC100789278 

 

LOC100803241 

39S ribosomal protein L24, mitochondrial-like 

probable iron/ascorbate oxidoreductase 

 DDB_G0283291-like 

dihydroflavonol-4-reductase-like 

عملکرد   جایگاه / (RNAseq) 

LOC100817309 

LOC548073 

 

LOC100797579 

probable polygalacturonase-like 

S-adenosyl-L-methionine:delta24- 

sterol-C-methyltransferase 

uncharacterized LOC100797579 

 

 LOC4344702 و LOC4331197های عملکرد و جایگاه ژن -5-4جدول پیوست 

   عملکرد جایگاه

Os02g0823400 

Os08g0157500 

Similar to S-adenosyl-L-methionine: beta-alanine N-methyltransferase (Fragment). 

Similar to Caffeic acid 3-O-methyltransferase (EC 2.1.1.68) (S-adenosysl-L- 

methionine:caffeic acid 3-O-methyltransferase). 

 

 ی هم بیانی در برنجدر شبکه  Os02g0823400ا  LOC4331197های در ارتباط مستقیم با ژند ژنعملکر -6-4جدول پیوست 

 عملکرد/ ریزآرایه   جایگاه

Os03g0628800 

Os05g0594500 

 

Os01g0881300 

Conserved hypothetical protein. 

Invasin/intimin cell-adhesion domain  

containing protein. 

MtN3 and saliva related transmembrane 

 protein family protein. 

 (RNAseq) /عملکرد جایگاه

Os08g0484700 

Os07g0112100 

 

Os03g0799000 

Homeodomain-like containing protein. 

Similar to Dimethylaniline monooxygenase 

-like protein. 

Similar to Histone H1. 
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ی هم بیانی با استفاده در شبکه Os08g0157500 /LOC4344702های در ارتباط مستقیم با ژن عملکرد ژن -2-4جدول پیوست 

 های ریزآرایه در گیاه برنجاز داده

 عملکرد جایگاه عملکرد جایگاه

Os02g0177600 

 

Os02g0187800 

Os07g0107300 

 

Os05g0135700 

 

Os03g0815200 

 

 

Os01g0878800 

Similar to 4-coumarate--CoA ligase 1 

(4-coumaroyl-CoA synthase 1) 

Cinnamyl alcohol dehydrogenase. 

Plant disease resistance response 

protein. 

S-adenosylmethionine synthetase 1 

(Methionine adenosyltransferase 1). 

Similar to Methylenetetrahydrofolate 

Reductase 

 

Similar to 4,5-DOPA dioxygenase 

extradiol. 

Os03g0389700 

 

Os10g0180000 

Os05g0494000 

 

Os01g0953600 

 

Os01g0291500 

Os04g0448300 

 

Os04g0640600 

 

Os01g0273800 

Similar to M-160-u1_1 

(Fragment). 

NpGUT1 homolog. 

Similar to Cytochrome P450 

98A1 (EC 1.14.-.-). 

NADPH-dependent FMN 

reductase family protein. 

Transferase family protein. 

Peptidase A1, pepsin family 

protein. 

Shikimate kinase domain 

containing protein. 

FAD dependent oxidoreductase 

family protein. 

 

ی هم بیانی با استفاده در شبکه Os08g0157500 /LOC4344702 های در ارتباط مستقیم با ژنعملکرد ژن -1-4جدول پیوست 

 در گیاه برنج RNAیابی های توالیاز داده

  عملکرد جایگاه

Os03g0367200 Similar to Flavonoid 3',5'-hydroxylase (EC 1.14.13.88) (F3'5'H) (Cytochrome 

P450 75A2) (CYPLXXVA2) (P-450EG1). 

Os08g0441500 

Os06g0214800 

Os07g0107300 

Os04g0518200 

Os02g0151300 

Similar to Cinnamoyl-CoA reductase.  

Esterase/lipase/thioesterase domain containing protein. 

Plant disease resistance response protein family protein. 

Phenylalanine ammonia-lyase. 

Similar to Cellulase (Fragment). 

Os06g0664300 Similar to Vacuolar sorting receptor 6 precursor (AtVSR6) (Epidermal growth 

factor receptor-like protein 6) (AtELP6) (BP80-like protein d) (AtBP80d). 

Os12g0580400 

Os01g0562600 

Os01g0273800 

Os12g0145200 

Os03g0400200 

Amino acid/polyamine transporter I family protein. 

Protein of unknown function DUF247, plant family protein. 

FAD dependent oxidoreductase family protein. 

Similar to Protein MONOCULM 1.  

Plant disease resistance response protein family protein. 
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 در برنج LOC4341560ی پروموتری ژن در ناحیهها ترین موتیفتوالی مهم -3-4جدول پیوست 

اسم 

جایگاه
  

توالی موجود
  

اسم 

جایگاه
  

  توالی موجود

A-box 

ABRE 

Box 4  

CAAT-box  

CAT-box  

CCAAT-box  

CGTCA-

motif  

G-box  

GARE-motif  

Petroselinum crispum 

Arabidopsis thaliana 

Petroselinum crispum 

Pisum sativum 

Arabidopsis thaliana 

Hordeum vulgare 

Hordeum vulgare 

 

Zea mays 

Brassica oleracea 

CCGTCC 

ACGTG 

ATTAAT 

CAAAT 

GCCACT 

CAACGG 

CGTCA 

CACGAC 

TCTGTTG 

GATA-motif  

GC-motif  

I-box  

MBS 

MRE 

TATA-box  

TCT-motif  

TGACG-motif  

 

Pisum sativum 

Zea mays 

Solanum tuberosum 

Arabidopsis thaliana 

Petroselinum crispum 

Helianthus annuus 

Arabidopsis thaliana 

Hordeum vulgare  

 

GATAGGG 

CCCCCG 

TGATAATGT 

CAACTG 

AACCTAA 

TATAAA 

TCTTAC 

TGACG  

 

 در سویا LOC100803241ی پروموتری ژن ها در ناحیهترین موتیفمهمتوالی  -82-4جدول پیوست 

 توالی موجود                          اسم جایگاه

ARE 

Box 4  

CAAT-box  

CGTCA-motif  

G-box  

GCN4_motif  

GT1-motif  

MBSI 

TATA-box  

TC-rich repeats  

TCT-motif  

TGACG-motif  

chs-CMA1a  

Zea mays 

Petroselinum crispum 

Pisum sativum, Nicotiana glutinosa 

Hordeum vulgare 

Brassica oleracea 

Oryza sativa 

Arabidopsis thaliana 

Petunia 

hybrida

  

Daucus carota, Arabidopsis thaliana 

Nicotiana tabacum 

Arabidopsis thaliana 

Hordeum vulgare 

Daucus carota 

AAACCA 

ATTAAT 

CAAAT, CAAT 

CGTCA 

TAACACGTAG 

TGAGTCA 

GGTTAA 

aaaAaaC(G/C)GTTA 

TATAAATA, TATA 

GTTTTCTTAC 

TCTTAC 

TGACG 

TTACTTAA 
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 اشکال پیوست

 

 

 ATTED-IIدر سویا با استفاده از پایگاه  LOC100803633 ی هم بیانی ژنتصویر شبکه -8-4شکل پیوست 

 

 

 ATTED-IIدر سویا با استفاده از پایگاه  LOC100789621ی هم بیانی ژن تصویر شبکه -0-4یوست شکل پ
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 ATTED-IIدر سویا با استفاده از پایگاه  LOC100803241 ی هم بیانی ژنتصویر شبکه -9-4شکل پیوست 

 

 ATTED-IIدر سویا با استفاده از پایگاه  LOC100805558 ی هم بیانی ژنتصویر شبکه -4-4شکل پیوست 
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Abstract 

Identification of co-expression genes that are effective in salt tolerance in plants and 

evaluation of their expression in biochemical pathways are effective in increasing 

productivity and development of crop area. In order to investigate the effect of salinity 

treatment (200 mM) on expression of some key genes of lignin biosynthesis pathway 

(CCR and COMT), their co-expression genes (CECCR and CECOMT) and salinity 

tolerance gene in Soybean (GmSALT3) real-time polymerase chain reaction was used at 

two time intervals three and seven days after treatment in two salinity resistant and 

susceptible cultivars. The results of bioinformatics studies showed that different motifs, 

including GATA-motif, G-Box and TC-rich repeats play important roles in response to 

different stresses. According to the experimental results, in the resistant cultivar, the 

expression of COMT gene at both time intervals was not significantly different at 5% 

probability level. In susceptible cultivar, transcript levels of this gene decreased at both 

time intervals after treatment, which this difference was significant. In both cultivars, 

CECOMT gene expression decreased at both time intervals when this difference was 

significant. In resistant cultivar, there was a significant difference in CCR gene expression 

after three days, but no significant increase in CCR gene expression after 7 days. Also in 

susceptible cultivar, the increase of expression of this gene was not significant at both 

time intervals. In both cultivars, CECCR gene expression decreased at both time intervals 

and this difference was significant. Increase in GmSALT3 gene expression after three days 

did not show any significant difference, whereas decrease in expression of this gene after 

seven days showed no significant difference. Also, the increased expression of this gene 

was not significant in both time intervals in susceptible cultivars. According to the results 

of this study, salinity treatment had a significant effect on the expression of genes 

involved in lignin biosynthesis pathway, its co-expression genes and the salt tolerant gene 

in soybean at three and seven days intervals. 
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