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 (.Triticum aestivum L) گندم در MYBهاي بررسي الگوي بيان ژن
و سرما با استفاده از  تحت دو تنش كوتاه مدت شوري

 كميRT-PCRراهكار

عل3زادهي هوشنگ عل،2ي، محمدرضا نقو*1يي رهايمهد ،4ي ملبوبي، محمد
پ5يشانيروس عبدميس پو6ر شنكيي، ژويگنگ 7نگ

د،1،2،3،5 و استاددانشجوي و منابع طبيعي دانشگاه تهرانكتري، استاد، استاديار  پرديس كشاورزي

مل دانشيار،4 زي ژنتي مهندسيپژوهشگاه و ، استادان دانشگاه كوئينزلند استراليا6،7ي، ست فناوريك

)11/9/88: تاريخ تصويب-29/2/88: تاريخ دريافت(

 كيدهچ

محيطي چون، خشكي، شوري زياد، درجه هاي رشد گياهان به شدت تحت تأثير تنش

ژنحرارت كم يا زياد قرار مي و بر اين اساس شناسايي هايي كه در انطباق يا تحمل تنش گيرد

و به ژننقش دارند  يك MYBهاي پروتئين. گر، بسيار ضروري استهاي تنظيمخصوص

و هستند كه از اهميت خاصي در تنظيم فرآيسيخانواده بزرگ از عوامل رونو يندهاي نموي

 اصلي اعضاي اين خانواده، وجود يك مشخصه. هاي دفاعي در گياهان برخوردارندپاسخ

منظوربه. كه از لحاظ ساختاري حفاظت شده استاست) MYBدامين(DNAدامين اتصال به

و الگوي بيان آنها در زمان تنش در گياه گندم، تعدادي از  بررسي نقش اين عوامل تنظيمي

و جهت آناليز MYBي قطعات ژن  مورد Real Time RT PCR پس از آناليز توالي، انتخاب

 گندم تحت دو شرايط روزه13هاي كل، گياهچهRNA جهت استخراج. استفاده قرار گرفتند

و سرماي 200تنش كوتاه مدت شوري و0،6مدتبهC4° ميلي مولار  ساعت قرار24 ساعت

و از ريشه و قسمتگرفته هها بههاي آناليز. گيري گرديدطور جداگانه، نمونهوايي آنها

بهفيلوژنتيك تعدادي از اين ژن را در همراه تواليها و برنج، آنها هاي مرجع از آرابيدوپسيس

هاي كمي، نشان داد كه بيان اغلب ژنRT-PCRهمچنين آناليز. سه گروه مجزا قرار داد

ميكند انتخاب شده در پاسخ به تنش تغيير مي را به دستجاتو بر اين اساس توان آنها

و نوع بافت تقسيم مي. بندي نمودمختلفي بر اساس نوع تنش  تواننتايج حاصله از اين تحقيق

ژنيسازهاي مرتبط با همسانهعنوان يك منبع اطلاعاتي مفيد، در پروژهبه  MYBهايو انتقال

. در گياه گندم استفاده شود

.MYB ،qRT-PCR،يسيل رونويان ژن، عامب:هاي كليديواژه

 مقدمه
و يكم، و سالم استفادهبا ورود به قرن بيست  پايدار

و ملاحظات مرتبط با از محيط و منابع طبيعي زيست
 بشر دغدغهسلامت انسان از مهمترين موضوعات مورد 

به). Rosenberg et al., 1993(ت اس شدت اين ملاحظات
و محيط، اكول)غذا(با كشاورزي  زيست مرتبط وژي

ز مي بهيشناسستيباشد كه در اين بين، خصوصو
ايشناسستيز ميي گياهي مهمترين نقش را و فا نمايد

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


 3،1389، شماره41دوره ايران علوم گياهان زراعيمجله 434

و با توجه به آنكه گياهان تنها منبع تجديد شونده
و انرژي سازنده را تشكيل مي دهند، همچنين مواد

ز  ست گياهي قدرتمندترين ابزار براي استفادهيبنابراين
 ,.Charlesworth et al)باشدمناسب از منابع گياهي مي

2001; Bazzaz, 2001; Aharoni et al., 2001) . گياهان
ميغالباً در معرض توده و اين اي از شرايط تنش باشند

شرايط، آنها را از رسيدن به پتانسيل ژنتيكي كامل باز 
و توليدات گياهي را در پهنمي  جهاني محدودهدارد
در واقع تنش غيره زنده، علت اصلي كاهش.دساز مي

و كاهش متوسط عملكرد براي اغلب  زراعي جهان
از ). Bray, 2001(باشدمي%50گياهان زراعي تا بيش از 

هاي محيطي، كمبود آب در خاك، وجود جمله تنش
و درجه حرارت مياملاح نمكي زياد و زياد باشند هاي كم

ميشدت رشد گياه را تحت تأثكه به دهند ير قرار
)Rizhsky et al., 2002 Bartels & Sourer, 2004; .(

بدين لحاظ گياهان از طريق فرآيندهاي فيزيولوژيكي، 
و مولكولي به اين تنش و همچنين سلولي ها بيوشيميايي

و يا  و خود را با شرايط محيطي منطبق پاسخ داده
 Thomashow, 1999; Shinozaki et)سازند متحمل مي

al., 2003; Bray et al., 2000) . و اين پاسخ مولكولي
اي بسيار پيچيده است كه نه تنها به بيوشيميايي وظيفه

وۀطول دور  تنش بستگي دارد بلكه به مراحل نموي
آناتوميكي گياهان نيز وابسته-پارامترهاي مرفولوژيكي

 ,.Bartels & Sourer, 2004; Rizhsky et al) است

و تشخيص تغييرات درون به محض درك . (2002
پ ) Signal Transduction(يرساناميسلولي، مسيرهاي

منظور تبديل تنش فيزيكي به يك پاسخ مختلفي به
و هر يك از آنها بيان  بيوشيميايي مناسب شروع شده

ژندسته هاي پاسخ دهنده به تنش را سبب اي خاص از
پهمهفعاليت كامل. شوندمي يرسانامي اين آبشارهاي

و در نتيجه تحمل تنش القاء شده، منجر به انطباق گياه
 Xiong & Zhu, 2001; Leonardis et)شوند در آن مي

al., 2007).ژن فرآورده ها نه تنها در حفاظت هاي اين
ژنسلول از تنش عمل مي هاي نمايند بلكه در تنظيم

پيدرگ  پاسخ به تنش نيز وارد عمليرسانامير در
مي). Maruyama et al., 2004(شوند مي توان بنابراين

ژنفرآورده ها را براساس نوع عملكرد آنها، به دو هاي اين
هايي گروه اول شامل پروتئين: بندي نمودگروه طبقه

است كه احتمالاٌ در تحمل تنش نقش دارند همچون 
هاي اواخر هاي كانال آبي، پروتئينها، پروتئنچاپرون

 Late Embryogenesis Abundant)زاييدوره جنين

Protein: LEA)ها، هاي بيوسنتز اسموليت، آنزيم
سم آنزيم و آنزيمهاي  ليپيدهايۀهاي تغيير دهند زدايي
در. غشايي گروه دوم شامل عوامل پروتئيني درگير

پ و  در پاسخ به تنش غيرزندهيرساناميتنظيم بيان ژن
ميمي توان مواردي چون باشند كه از اين دسته
هاي درگير در متابوليسم كينازها، آنزيمروتئينپ

و عوامل رونويسي  :Transcription Factor)فسفوليپيدها

TF)را نام برد (Yamaguchi-Shinazaki & Shinozaki, 

2005; Maruyama et al., 2004) . در واقع عوامل
هستند كه بيان ) trans acting(هايي، پروتئينيسيرونو

ازل به تواليژن را از طريق اتصا  DNAهاي خاصي
(cis acting) ژنناحيه، واقع در هاي هدف پروموترهاي

تشخيص عملكردي عوامل. دارند آنها تقويت يا باز مي
بهيسيرونو از براي دست آوردن تصويري كامل
 فرآيندهاي كننده كنترليهاي تنظيمي رونويسشبكه

و تشكيل بافت و فيزيولوژيكي، همچون رشد و نموي ها
 هاي هورموني يا محيطي، بسيار ضروريپاسخ به محرك

 ;Riechmann et al., 2000; Gao et al., 2006)ستا

Caldana et al., 2005) .بخشيسيهاي عوامل رونوژن ،
و از جمله يوكاريوتهمههاي قابل توجهي از ژنوم ها

 ,.Riechmann et al)دهندگياهان آلي را تشكيل مي

ش. (2000 ده است كه در گياهان، يك عامل مشخص
ژنمييسيرونو ها را از طريق تواند بيان بسياري از

 ناحيه در cis-actingاتصال اختصاصي به عنصر 
 Nakashima) كندهاي هدف، كنترلپروموتر ژن

& Yamaguchi-Shinozaki, 2005) . همچنين مشخص
هاي زيادي از اين عوامل، تحت شده است كه خانواده

ميتأثير گيرند كه از جمله مهمترين آنها، تنش قرار
 bZIP)Uno et al., 2000(،WRKYهاي پروتئين

)Martin & Paz-Ares, 1997(،DREB (Sakuma et 

al., 2006; Novillo et al., 2004) ،NAC (Xue et al., 

2006; Tran et al., 2004) ،MYC ،bHLH شبيه به 
MYC وMYB (Yamaguchi-Shinazaki & 

Shinozaki, 2005; Abe et al., 2003)توان نام را مي
 در واقع كلاس متنوعي از MYBهاي پروتئين. برد

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


ژن:و همكارانرهايي  435 ... در گندم MYBهاي بررسي الگوي بيان

در ميDNAهاي متصل شونده به پروتئين باشند كه
دخيل)هايوكاريوت(هاي گياهيژنيتنظيم رونويس

 مهم اين خانواده، داشتن يك دامين مشخصهاز. هستند
كه ميMYBمين يعني، داDNAاتصال به باشد

 يك ).Hailing & Martin, 1999(حفاظت شده است 
 معمولاً مركب از يك تا سه تكرار ناقص MYBدامين

كه52است كه هر تكرار حاوي حدوداً  آمينواسيد است
وجود را بهHelix-Turn-Helixيك كنفورماسيون

عنوانبه. گيرد قرار ميDNAآورد كه در شيار بزرگ مي
 پستانداران c-MYBيسي عامل رونوMYB دامين مثال،
، R1خوبي شناسايي شده است مركب از سه تكرار كه به

R2 وR3باشد مي)Paz-Ares et al., 1987 .(طوربه 
معمول، سه آمينواسيد تريپتوفان كه با فاصله منظم در

 هيدروفوبيكي خوشه قرار دارند، در MYBهر تكرار 
ل زياد در تشخيص كنند كه به احتماشركت مي
). Yanhui et al., 2006( شركت دارند DNAاختصاصي
 گياهي به سه گروه عمده تقسيم MYBهاي پروتئين

ها، كه حاوي دو تكرار مجاور MYB R2R3: شوندمي
و يك MYB R1R2R3باشند، مي  با سه تكرار مجاور هم

هاي عنوان پروتئينگروه ناهمگن كه در مجموع به
ميدMYBمرتبط با  اما(شوند كه معمولاًر نظر گرفته
 هستند MYBحاوي تنها يك تكرار) نه هميشه

)Yanhui et al., 2006 .( براساس مطالعات انجام شده
 در تنظيم ساعت MYB R1مشخص شده است كه 

 ,.Schaffer et al., 1998 (Schaffer et alبيولوژيك

بهو پروتئين(2001  تلومري نقشDNAهاي چسبنده
 در تشكيل Yu et al., 2000 .(MYB R1R2R3(رد دا

 Ito et al., 2001 .(MYB( مؤثر استBسايكلين نوع

R2R3و از لحاظ عملكردي متنوع  ترين بزرگترين
و نقش هاي مهمي را در تنظيم بيوسنتز زيرخانواده است

و)Rongmin et al., 2005(آنتوسيانين  شكل ، تعيين
 Schaffer et) گياهيهاي مختلفساختار سلولي بافت

al., 2001; Schaffer et al., 1998; Aharoni et al.,.
كندو پاسخ به سيگنال جيبرليك اسيد بازي مي(2001

)Gubler et al., 2002 .(هايي از زيرگروهژنMYB 

R2R3 و اسيد) آبيكم(نيز در پاسخ به تنش
در آرابيدوپسيس) زاييمرتبط با بيماري(ساليسيليك

ژن شدهييساشنا و اغلب، جزء گر مثبت هاي تنظيماند

مييرونويس طور، بهZM1عنوان مثال،به. شوند محسوب
مثبت، بيوسنتز فلاونوئيد را با كنترل بيان ژن چالكون 

مي) CHS(سنتتاز  ) Paz-Ares et al., 1987(كند تنظيم
 & GL2 (Leeگر مثبت بيان يك تنظيمWERو 

Schiefelbein, 2001) ژن. باشدمي  MYB R2R3 اما

بهمي نعنوان تنظيم تواند، به.ز عمل نمايديگر منفي
گل ميمون در AMMYB305 عنوان مثال، اورتولوگ
را، تجمع سيناپليAtMYB4آرابيدوپسيس، يعني لاملات

 هيدروكسيلاز-4با جلوگيري از بيان ژن سينامات 
)C4H (مي .)Jin et al., 2000(كند تنظيم

ا ز اين تحقيق، اين بود كه با توجه به نقش هدف
 در فرآيندهاي مختلف فيزيولوژيكي MYB خانوادهمهم

ا ژنيگياه، الگوي بيان ها در زمان تنش در گياه گندمن
براي اين منظور تعدادي از قطعات ژني. بررسي شود

و همچنين MYBكانديد  و پس از آناليز توالي  انتخاب
ژن) Alignment(يفيهمر  متناظر در گياه MYBهاي با

و برنج، مورد آناليز  قراري كمRT-PCRآرابيدوپسيس
. گرفتند

و روش هامواد
و تيمارهاي تنش  مواد گياهي

 مواد گياهي مورد استفاده در اين تحقيق عبارت
) عنوان رقم متحملبه(SB169هاي گندم رقم: بودند از

از) عنوان رقم حساسبه(SB165و  تلاقي كه هر دو
 استراليا به CSIRO در M82 Seriو Babexهاي رقم

و نتايج آزمايشات مزرعهدست آمده و آزمايشگاهي اند اي
و حساس بودن آنها را ثابت كرده از سيستم. اندمتحمل

و سرما استفاده  هيدروپونيك جهت اعمال تيمار شوري
و سرما، گياهان سيزده روزه. شد براي اعمال شوري

به24و0،6مدتبهگندم را  در ساعت، طور جداگانه
C4°و درجه حرارت ) mM 200)NaClمعرض شوري 

و سپس نسبت به نمونه گيري از آنها اقدام قرار داده
و در هر تكرار. گرديد  بوته مورد5از هر تيمار سه تكرار
و ريشه قرابرداري از قسمتنمونه .ر گرفتندهاي هوايي

ها، بلافاصله آنها را در نيتروژن آوري نمونهپس از جمع
و براي استخراج   بعد، مرحلهكل در RNAمايع قرار داده

. نگهداري شدند-oC80در دماي

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


 3،1389، شماره41دوره ايران علوم گياهان زراعيمجله 436

هادستورزي داده
م دادهتجزيهاز  & Mott)كروآرايهيهاي حاصل از

Wang, 2007)و استفاده ازThe Assembled Tentative 

Sequences (TCs) در تي شاخص ژن بانك اطلاعا واقع
عنوانبه) /http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi(گندم 

ژننقطه شروع براي انتخاب توالي هاي هاي مناسب
MYB شد يگفتن.و آناليز بيوانفورماتيك بيشتر استفاده
يهاESTنيبي توافقيك توالي در واقع، TCاست كه

بهيفيك ژن است كه با همردي . وجود آمده است آنها
نETها شامل TCها، ESTوه بر علا ميها كهيز شوند

ايو ) PT( شدهينيبشيپيهاشامل رونوشت
 Pairwise) جفتييفيهمرد. اند شدهيساز همسانه

Alignment) و ها جهت جلوگيري TC اين مقايسه توالي
و همچنين انتخاب بهترين توالي استفاده شد . از تكرار

به%98هاي با توالي تتشابه، در واليعنوان هاي يكسان
و از تكرار آنها خودداري شد جهت. نظر گرفته شده

و همردكسب اطلاع بيشتر راجع به اين توالي بايفيها
و آرابيدوپسيس، از نرمنمونه افزار هاي معادل در برنج

BLASTXها در از طريق كاوش توالي. استفاده گرديد
Prositeو بانك اطلاعاتي دامين درNCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrps.
cgi) حاوي تكرار شده، وجود دامين حفاظت MYB ،

 در نهايت از تعداد زيادي قطعات ژني. ثابت گرديد
MYB ،11ژن جهت آناليز qRT-PCR1 انتخاب گرديد.

 كميRT-PCRو آناليز RNAاستخراج
RNAو قسمتكل از بافت هاي هوايي هاي ريشه

 گياهي RNAن گندم با استفاده از كيت استخراج گياها
 DNAجهت حذف. استخراج گرديد) Promega(شركت

 DNase I (Invitrogen)، ازRNAهاي باقيمانده در نمونه
و نمونه  دقيقه در درجه حرارت15ها به مدت استفاده
 بر اساس دستورالعمل cDNAسنتز. اتاق تيمار شدند

 از Superscript IIIزيم كيت، همراه با يك واحد آن
و با استفاده از مخلوطي از Invitrogenشركت

سنتز) نوكلئوتيدي6(و تصادفي Oligo dTآغازگرهاي

 
 تغيير TaGI اين قطعات ژني در بانك اطلاعاتيIDدر حال حاضر شماره.1

و شماره به كرده است  آورده1 در جدول) داخل پرانتز(صورت تيره هاي جديد
از. شده است هاي جديد در متن مقاله به لحاظ حفظ فرمت اوليهIDولي

. اده نگرديده استاستف

هاي استخراج، نمونهRNAجهت كنترل كيفيت. شد
و  شده با استفاده از الكتروفورز ژل آگاروز

 كمي، جهت RT-PCR. اسپكتروفتومتري، آزمايش شدند
ژنهتكثير رونوشت كارگيري، با بهMYBهاياي

و با استفاده از سيستم1آغازگرهاي موجود در جدول 
 ABI Prism 7900،(Appliedتشخيص توالي

Biosystem) و روشSYBR Green مطابق با ،
ازيكروليم3هاي دستگاه شامل دستورالعمل  SYBRتر

Mix)يحاوSYBR Green ،Taq DNAو بافري پل مراز
PCR(،2جفت آغازگريتر از محلول حاويكروليم )با

تر از محلوليكروليم1،)كرومولاريم1غلظت هر كدام
cDNA)شد)تريكروليم/ نانوگرم10غلظت .انجام
 T. aestivum RNAزير واحد(TaRPII36هاي ژن

polymerase II 36 kDa ،TC235230 ( وTaRP 15 
 T. aestivum RNA polymerase I, II andزير واحد(

III, 15 kDa  ،TC265122(به ژن، هاي مرجع، عنوان
ژنمحاسبهجهت  ، استفاده MYBهاي سطح بيان نسبي
با PCR اختصاصي بودن آغازگرها جهت واكنش. شدند

:دو روش زير تأييد شدند
وجود تنها يك سيگنال تك پيكي در آناليز منحني.1

 PCR شدههاي تكثير درجه حرارت ذوب فرآورده
ي.2 ).1شكل(ك باند تكي بروي ژل آگاروزرؤيت

باسطح نسبي بيان ژن  هاي مورد نظر در مقايسه
هاي كنترل مرجع، با استفاده از فرمول ارايه شده ژن

:محاسبه گرديد) Pfaffl)2001توسط 

CalibratorCP
etargt

CalibratorCP
ref

SampleCP
etargt

SampleCP
ref

)E(
)E(

)E(
)E(Ratio ÷=

و روابط خويشاوندييفيآناليز همرد
و گروبه بنديهمنظور آناليز روابط خويشاوندي
و همچنين تعيين ميزان تشابه ژن هاي انتخاب شده
هاي اتصال هاي مربوط به دامينها، در ابتدا با توالي ژن

 ترجمه حاصل از MYBهاي يا دامينDNAبه 
وهاي نوكلئوتيدي به توالي توالي  هاي پروتئيني استخراج

 CLUSTAL W (Jeanmougin etبا استفاده از روش

al., 1998)چندگانهيفي همرد، مورد (Multiplex 

Alignment) و سپس با استفاده از نرم افزار  قرار گرفتند
MEGA3)Kumar et al., 2004 ( و بر اساس روشNJ 
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 كميRT-PCRهاي آغازگرهاي مورد استفاده در توالي-1جدول
TC Number �3′5 رفت آغازگر′ ′�3′5 آغازگر برگشت
TC238371 

(TC335859) 
TCGGACTTCGTTGACAATACTC CGAGTTCGTGCTTGGTTTAAG 

TC238729 
(TC277220) 

GGTGTTTCTAAAGTCCCCAGTTAG GGTATTGCGTGTAAGCGTGCTC 

TC251032 
(TC354050)

TTCCGTCAAAGCTTGAAAGTGC TCAATGGAGGGAAAAGGGAGTAAC 

TC256962 
(TC326615) 

TGCAGTTTGAAGAGTCATGGAATG GCGCAGGAGCTTACGCAAC 

TC253140 
(TC282418) 

TGGGCATGTCGAAGCTAAG CCTGGAAAGCCGATTGTC 

TC270358 
(TC301150)

TACAACTCCTTTGGAAGCTGAAAC CCAGCCTGATTGCATCATC 

TC236359 
(TC304281)

GGATGGAAACCAGCGACAC TCTAAATCTGCGACAAACTCTGTATG 

CJ613648 
(BT008981)

ATCATGCATTTCTTCCGAGTTC CAGTTCGATCTCCCGTTCTC 

TC236628 
(TC280669)

GGACGCACATGAGGAAGAAG GTCGTAAGCGACGTGGAGTC 

TC269486 
(TC282770)

AGCATTCCAAGTGGGCTCATG GAATACAGAGTGGAAGTGTCCTTGC 

TC251026 
(TC300748)

AGACGCTTGTGTTCTCCTTGTACTG CGGAAACTGTACAAATGTCACTGC 

سيانمونه-1شكل پيهاگنالي از دي كه در آناليكي تك  PCR شدههاي تكثير رجه حرارت ذوب فرآوردهز منحني
ژن( .دست آمده استبه) MYBيهاتمام

)Neighbor-Joining(و درخت روابط، دسته بندي شده
 جهت Bootstrapاز آزمون. خويشاوندي تشكيل شد

و دقت برازش درخت فيلوژنتيكي استفاده شد . تعيين
ايهمچنين جهت كسب اطلاع بيشتر، در گروه ن بندي

و ها از تواليتوالي و برنج هاي مرجع از آرابيدوپسيس
بههمچنين توالي هاي ژنQueryعنوان هاي مرجعي كه

 آرابيدوپسيس در بانك اطلاعاتي MYB خانوادهزير

RARTF)Iida et al., 2005 (اند، استفاده معرفي شده
ازياين توال. گرديد ، ATR1: ها عبارت بودند

WEREWOL ،GL1 ،CAPRICE وCIRCADIAN 

CLOCK ASSOCIATED.
 تجزيه آماري

و تعيين سطح معنيتجزيهمنظور به داري آماري
ها در نتايج حاصل از آناليز تفاوت سطوح بيان نسبي ژن
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در) تجزيه واريانس(Fمقايسه با ژن مرجع، از آزمون و
و در سطح احتماليقالب آزما P=05/0ش فاكتوريل

هاي سطوح بيان نسبي، ميانگينمقايسه. استفاده گرديد
. انجام شدLSDبا استفاده از آزمون 

 نتايج
 ژني حاوي تكرارهاي قطعه11در اين مطالعه،

MYB)دامينMYB (ه آماري رويياز طريق تجز
م داده و شناسايييهاي هاي مربوطه ESTكروآرايه

)TCs (براي كسب. از بانك اطلاعاتي انتخاب شدند
و همچني بهاطمينان دست آوردن اطلاعات بيشتر راجعن

ها از منظر عملكردي، با استفاده از برنامه به اين توالي
BLASTXهاي اين قطعات ژني در ژنوم برنج، همولوگ

و روابط)2جدول(و آرابيدوپسيس شناسايي شدند 
هاي خود با همراه همولوگخويشاوندي اين قطعات به

آتشكيل يك درخت فيلوژنتيك به ).4شكل(مد دست
و بررسي الگوي بيان اين قطعات ژني، جهت تأييد

طور جداگانه تحت دو تنش كوتاه مدت گياهان گندم به
 RT-PCR، مورد آناليز)oC4(و سرما) mM200(شوري 

 ماده خشك در دو رقميريگاندازه. كمي قرار گرفتند
تع)ن تمام تكرارهايانگيم(فوق ن درصدييو سپس

دمادهكاهش وير شرا خشك ط تنش در دو رقم حساس
ا ن درصديمتحمل نسبت به حالت كنترل، نشان داد كه

و از كاهش، در رقم متحمل كمتر از رقم حساس بوده
اين لحاظ، صحت آزمايا دويش در ارتباط با انتخاب ن

تأيشيرقم به عنوان مواد آزما ).2شكل(د نموديي را

و ) SB165(س خشك در دو رقم حسامادهدرصد-2شكل
 در شرايط تنش نسبت به حالت كنترل) SB169(متحمل

و روابط خويشاوندي  آناليز توالي دامين
 ناحيه شدههاي حفاظت دامين روي توالييفيهمرد
بر روي هشت عدد از ) MYBدامين(DNAاتصال به

 CLUSTAL Wاين قطعات ژني با استفاده از روش 
در حفاظت شدهتوان نواحي كاملاًنشان داد كه نمي اي را
طوري كه قطعاتبه. ها، مشاهده نمودبين تمام دامين

و TC269486 ،TC236359 ،CJ613648ژني 
TC236628 كه هر يك حاوي دو دامين MYB 

دو مي و قطعات شده حفاظت ناحيهباشند داراي  مشابه
 كه حاوي يك دامينTC238729و TC270358ژني

MYBدو مي دحيهناباشند، داراي دري حفاظت شده  گر
ميناحيه به.باشند دامين خود ميهمچنين آيد كه نظر

TC251026وTC251032 اتصال ناحيه از لحاظ توالي 
 نتايج بسيار شبيه به يكديگر باشند هرچند كه DNAبه

 بين گندم، برنج، آرابيدوپسيسMYBهايژن) BLASTX(نتايج بررسي همولوژي توالي-2جدول

TC Number Rice Gene ID BLAST X 
E value Arabidopsis Gene ID BALST X  

E value 
TC238371 OS06g0728700 1e-108 AT5G17300 9e-26 
TC 238729 OS05g0491500 3e-127 AT2G01060 5e-58 
TC251032 OS02g0680700 3e-106 AT5G52660 2e-86 
TC256962 OS01g0187900 2e-61 AT3G16350 8e-15 
TC253140 OS10g0561400 3e-99 AT5G47390 7e-46 
TC270358 OS12g0105600 3e-46 AT2G38300 6e-31 
TC236359 OS02g0624300 4e-95 ATMYB15/ATY19/MYB15 8e-66 
CJ613648 OS06g0258000 1e-111 Myb43 2e-69 
TC236628 OS05g0114700 2e-57 Myb111 1e-51 
TC269486 Os12g0567300 9e-119 Myb59 7e-68 
TC251026 OS06g0105800 5e-107 AT5G52660 4e-82 
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به سمت( چندگانه در نواحي ديگر اين قطعاتيفيهمرد
و)C يا انتهاييسازي رونويسدامين فعال ، شباهت

دو. همولوژي كمتري را نشان داد  قطعهتفاوت بين اين
 تنها در يك اسيد آمينه DNA اتصال به ناحيهاخير در

در(بود درلهيوسبTC251032پرولين  گلوتامين
TC251026 جايگزين شده است) ).3شكل)

منظور تعيين روابط خويشاوندي اين همچنين به
قطعات ژني، درخت فيلوژنتيك، براساس توالي 

كارگيري نتايج، با بهDNA اتصال به ناحيهآمينواسيدي 
ارو با استفاده از نرم افزCLUSTAL Wحاصل از روش 

MEGA3 ترسيم شد كه در نتيجه آن قطعات ژني به 
 MYBو MYB R1و  MYB R2R3سه گروه مجزاي

Relatedبندي، نتايج گروه4شكل. بندي شدند تقسيم
مياين توالي همچنان كه در اين شكل. دهدها را نشان

بهمشخص است، توالي  Queryعنوان هاي مرجعي كه
وپسيس از بانك آرابيدMYB خانوادههاي زيرژن

 انتخاب شده بودند، در دو گروه اول RARTFاطلاعاتي 
هاي قرار داد كه تواليقرار گرفتند كه اين نشان مي

يا)MYB Related(گرفته در گروه سوم  و ، جديد
هاي مرجع حاصل از آرابيدوپسيس شباهتي با توالي

.ندارند
 آناليز بيان ژن

ت ژني در شرايط منظور بررسي الگوي بيان اين قطعابه
دوروزه13هاي تنش، گياهچه و حساس رقم گندم از

و سرما بر متحمل، تحت تنش كوتاه مدت شوري
و روش اساس ها، دستورالعمل موجود در قسمت مواد

 كل از هر دو بخش RNAاز اين دو رقم،. قرار گرفتند
و ريشه به و سپس با هوايي صورت مجزا استخراج
 Realگرهاي طراحي شده، مورد آناليز استفاده از آغاز

Time RT-PCRصورتبه5شكل. قرار گرفتند
بر اساس. دهدشماتيك، نتايج اين آناليز را نشان مي

، TC238371 ژني قطعهدست آمده، بيان سه نتايج به
TC251026 وTC251032 و در  در هر دو شرايط تنش

و در هر دو بافت هو و حساس ايي هر دو ژنوتيپ متحمل
مي.و ريشه، افزايش يافته است توان استنباط بنابراين

 كرد كه اين قطعات ژني، مرتبط با پاسخ به تنش در گياه
و صرف در گندم هستند نظر از ژنوتيپ، در پاسخ به تنش
در. شوندگياه گندم بيان مي برخي از قطعات ژني فقط
و ميزان آن افزايش يافت يك ژنوتيپ، بيان شان تغيير

)TC238729 و در تنش سرما در رقم  در بافت ريشه
SB169 .(ژن ، TC256962ها، قطعات ژني برخلاف اين

TC269486 و قطعات و در بافت هوايي  در تنش شوري
 در تنش CJ613648و TC270358 ،TC236359ژني

و مقاوم و در هر دو رقم حساس و در بافت ريشه سرما
ژنيبدر تنش سرما،. شان كاهش يافتبيان ها ان اغلب

و در زمان6در زمان تيمار   ساعت24 ساعته، تغيير كرد
 دوباره به حالت اوليه بازگشتند كه اين بدان معني

و ها، در پاسخ به شوك سرما است كه اغلب اين ژن  بيان

TC236628        --------------------------------------------------ADEERLILSL 10 
TC269486        --WTEQEDMQLVCTVRLFGERRWDFIAKVSGLNRTGKSCRLRWVNYLM-TPHEERLILEL 57 
TC236359        --WTAEEDMTLVAHIEQHGHSNWRALPKQAGLLRCGKSCRLRWINYLNFTSDEEEAIIQL 58 
CJ613648        GPWTAEEDQKLVGFLLTHGHYCWRVVPKLAGLLRCGKSCRLRWTNYLD---EEQQLVIDL 57 
TC251032        ----------------------------------------ESWT------EQEHDKFLEA 14 
TC251026        ----------------------------------------ESWT------EPEHDKFLEA 14 
TC238729        ---------------------------------------RLRWT------SDLHSRFVDA 15 
TC270358        ---------------------------------------RLRWT------PELHHCFVRA 15 
 . .:

TC236628        HAEWGSRWSRIAR------KLPGRTDNEIKNYWRTHM 41 
TC269486        HARWGNRWSRIAR------KLPGRTDNEIKNYWRTHM 88 
TC236359        HAMLGNRWSTIAA------RLPGRTDNEIKNVWHTHL 89 
CJ613648        HAQLGNRWSKIAA------QLPGRTDNEIKNHWNTHI 88 
TC251032        LQLFDRDWKKIEA------FVGSKTVIQIRSHAQKY- 44 
TC251026        LQLFDRDWKKIEA------FVGSKTVIQIRSHAQKY- 44 
TC238729        IAQLGGPDRATPKGVLTVMGVPGITIYHVKSHLQKYR 52 
TC270358        IHRLGGQDRATPKLVLQLMNVRGLSIGHVKSHLQMYR 52 

 

نواحي داخل كادر،. حاوي اين دامين در گندم بين هشت قطعه ژنيMYBآمينواسيدي ناحيه دامين همرديفي توالي-3شكل
.هاي حفاظت شده را نشان مي دهند توالي
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در حالي كه در تنش گردند، سپس به حالت اوليه باز مي
تا6ها در شوري، بيان اغلب ژن و اغلب 24 ساعت شروع

ژنساعت ادامه مي هاي انتخاب شده اغلب، يافت، يعني
از. دهندبه محرك شوري پاسخ مي الگوي بيان برخي

و ريشه با هم تفاوت داشتاين ژن . ها در دو بافت هوايي
كل مي ژندر شان بيانهاي فوق را بر اساس الگويتوان

دوژن-1: در چهار گروه كلي قرار داد هايي كه در هر
و در هر دو رقم افزايش بيان نشان  تنش كوتاه مدت

و TC238371 ،TC251026دهند؛ شامل، مي
TC251032 2-يكژن و تنها در هايي كه در هر دو رقم

، TC256962دهند؛ شامل، تنش كاهش بيان نشان مي
TC269486 وCJ613648 3-درژن ك تنشيهايي كه

ميو تنها در يك رقم بيان كند؛ شامل، شان تغيير
TC238729)SB169 (4-هايي كه در يك تنشژن

و در  ميك تنش افزايكاهش دهند؛ شامل،يش را نشان
TC269486.

AT236628 Myb111

AT269486 Myb59

Os269486 Os12g0567300

TC269486

Os236628 OS05g011

TC236628

ATR1

TC236359

OS236359 OS02g0624300

AT236359 ATMYB15/ATY19/M

AT613648 Myb43

OS613648 OS06g0258000

CJ613648

WEREWOLF

GL1

CAPRICE

CIRCADIAN

TC251032

Os251026 OS06g0105800

TC251026

AT251032

Os251032 OS02g0680700

AT251026 AT5G2660

Os238729 OS05g0491500

TC238729

AT238729 AT2G01060

AT270358

Os270358 OS12g0105

TC27035893

94

72

71

99

69

56

48

100

81

98

93

92

98

78

82

57

79

39

49

57

60

51

29

37

0.2

و تواليMYBدرخت روابط خويشاوندي بر اساس توالي دامين-4شكل و آرابيدوپسيس هاي هاي مرجع زير خانواده گندم، برنج
MYB آرابيدوپسيس )ATR1 ،WEREWOL ،GL1 ،CAPRICE وCIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED .(ها با استفاده همرديفي توالي

. را در سه گروه اصلي قرار دادMYB، قطعات ژني Neighbor–Joiningبندي آنها با استفاده از روشو گروهCLUSTAL Wاز روش 
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