
www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 

 

  

  
  

  ژنتيك نوين
  1394 بهار، 1، شماره همد دوره

  21- 32صفحه 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  

  
  
  بادام

  بيان ژن
  زدگيتنش يخ

 فرايند متابوليك 
RNA-seq  

 چكيده

 
 
 

  

  

  

تنش سرما در  تحتها و مولكولمتابوليك ماكرهاي مرتبط با فرايند بيان ژن الگوي
 RNA-seq تجزيهاز طريق  (Prunus dulcis Mill)بادام 

Expression of genes related to macromolecule metabolic process under cold 
stress in almond (Prunus dulcis Mill) using RNA-seq analysis 

  1، سعداالله هوشمند5علي ايماني ،4صادق موسوي، 3حسين فلاحي ،2براهيمي، اسماعيل ا1*بهروز شيران، 1سلطانيارغوان علي

  .ايراندانشگاه شهركرد، دانشجوي دكتري، استاد، دانشيار، به ترتيب  -1
  ، ايراندانشگاه شيراز ،استاديار -2

  دانشگاه رازي كرمانشاه، ايراناستاديار،  -3
  استاديار، دانشگاه لرستان -4

 كرج، ايران ل، موسسه اصلاح و بذر و نهادانشيار -5

AliSoltani A1, Shiran B*1, Ebrahimi E2, Fallahi H3, Mousavi S4, Imani A5, Houshmand S1 

1. PhD Student, Professor, Associate Professor, Shahrekord University, Iran. 
2. Assistant Professor, Shiraz University, Iran. 
3. Assistant Professor, Razi University, Iran. 

4. Assistant Professor, Lorestan University, Iran. 
5. Associate Professor, Seed and Plant Improvement Institute (SPII), Karaj, Iran. 

 
 beshiran45@gmail.com :نويسنده مسئول مكاتبات، پست الكترونيكي *

  )18/9/93 :تاريخ پذيرش - 27/3/93 :تاريخ دريافت(
  
 

هاي غيرزيسـتي در سـطح ترنسـكريپتوم    تنشها تحت بيان ژنتوانايي زيادي در تشخيص و بررسي  RNA-seqروش 
  RNA-seqبـا اسـتفاده از روش   زدگـي در تخمـدان بـادام    هاي اصلي مرتبط با تنش يخفراينددر اين مطالعه . دارد

و مقايسه بيـان ژن بـر روي    شديابي كنترل و تنش توالي هاياز نمونهكل  RNAپس از اعمال تنش سرما . بررسي شد
-هاي تغيير بيان يافته، در فرايند متابوليك ماكرومولكولژن از كل ژن 358نتايج نشان داد كه . ها صورت گرفتنمونه

و برخـي   LRR ،Ap2، phytochromeهاي كيناز، منها عمدتا داراي دژن اين نتايج نشان داد كه. بودندها دخيل 
هـاي القـا شـونده    ها و انواع پروتئين كينازها را در پروتئينمنمطالعات پيشين اهميت اين د. بودند منانواع ديگر د

، پيشنهاد NACو   40S ribosomal proteinهايهمچنين افزايش بيان بالا در ژن. اندتنش سرما گزارش كرده تحت
ها داراي پتانسيل بالايي بـراي  و احتمالا اين ژن بودبه سرما  تحملهاي مرتبط با ژن اين كند كه حداقل بخشي ازمي

   .باشندمي Rosaceaeهاي هاي مختلف در بادام و ساير گونهتنش تحتهاي اصلاحي كاربرد در برنامه
  
 

 هاي كليدي واژه
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   مقدمه
متعلق به خـانواده    .Prunus dulcis Millدرخت بادام با نام علمي

Rosacea ــي ــدم ــديمي . باش ــي از ق ــادام يك ــرين محصــولات ب ت
آيد كه امروزه بـالاترين ميـزان توليـد را در    خشكباري به شمار مي

خاصـيت  . ميان اين گونه محصولات به خود اختصاص داده است
 سهولت نگهداري و حمل و نقل، ضايعات كـم،  انباري بسيار بالا،

قابليت بالاي صادرات و ظرفيت كشت بادام در كشور سبب شـده  
هـاي توسـعه جـزو    سطح زير كشت آن در طول برنامه افزايشكه 

 ;Imani 2011( ترين اهداف زير بخش باغبـاني قـرار گيـرد   اصلي

Imani et al. 2012( .كاري كشـور، توليـد   از مشكلات عمده بادام
باشد كه بيشتر به دليل همزمان نبودن گلدهي ارقام  نامنظم بادام مي

وجود پديده خودناسـازگاري و يـا مصـادف     مورد استفاده در باغ،
 باشـد ها با شرايط سرماي ديررس بهاري مي شدن زمان گلدهي آن

)Imani 2011; Alizadeh-Salteh et al. 2012; Imani et al. 

هـا ايـن خسـارت بـه     به طوري كه در بعضي از اين سـال ). 2012
زدگـي  سرما و يـخ . درصد تخمين زده شده است صدتا  60ميزان 

مراحـل فنولـوژيكي مختلـف گلـدهي در  بـادام        بهتواند بهاره مي
 Miranda etهمچنين . )Miranda et al. 2005( كندخسارت وارد 

al. (2005)  1نشان دادند كه خسارت سرما در بادام بين دماهاي- 
توانـد منجـر بـه    درصـد مـي   90تا  10از گراد درجه سانتي -16تا 

  .ايجاد خسارت در مراحل فنولوژيكي مختلف شود
ها را در سطوح  سرما، گياهان دامنه وسيعي از پاسخ  تنش تحت

شناخت نحوه . دهند ژيكي نشان ميمولكولي، سلولي و مورفولو
تواند اطلاعات بسيار مفيدي در ها در تنش ميپاسخ و عمل ژن

هاي محيطي رابطه با نحوه اصلاح گياهان در جهت تحمل به تنش
ها در تنش سرما توسط اهميت شناخت تنظيم بيان ژن. فراهم آورد

 ;Shinozaki et al. 2003محققين بسياري گزارش شده است 

Chinnusamy et al. 2007)( . روش 1هارونوشتبراي شناسايي -

ها شامل مطالعه موردي اين روش. شودهاي متعددي بكار برده مي
و نسخه  )Brown et al. 2001(ها شامل روش نورترن بلاتينگ ژن

و يا مطالعه  )Heid et al. 1996( 2برداري كمي در زمان واقعي
هايي همچون تخمين بيان ها توسط روشرونوشتوسيع سطوح 

                                                            
1 Transcripts 
2 Quantitative Real Time PCR (qRT-PCR)  

 EST )Cushman and Bohnertهاي ژن از طريق ساخت كتابخانه

 RNA-seqو روش  )Schena et al. 1995( ريزآرايه، روش )2000
)Wang et al. 2009( باشندمي. 

يـابي  كه تـوالي  3يابي با توان بالاهاي توالياخير روش هايدر سال
شوند، حجم بالايي از اطلاعات بيولوژيكي نسل دوم نيز ناميده مي

هاي قديمي فراهم آورده را با هزينه و زمان كم در مقايسه با روش
 هـا، رونوشـت مدترين ابزار براي بررسـي  آجديدترين و كار. است
. باشندمي cDNAيابي يابي با توان بالا براي تواليي تواليهاروش

 RNA-seqو يـا   4گان ترنسكريپتوميابي شاتاين تكنولوژي توالي
، هاي ژنقادر به شناسايي ايزوفرم RNA-seqروش . شودناميده مي

هـا و  SNPشـامل انـواع   ( هـاي ژن ، واريانت5رخدادهاي جابجايي
SSRs( نويسي استو تغييرات پس از رو) هاWang et al. 2009( .

تشخيص تغييـرات   RNA-seqيكي از مهمترين اهداف آزمايشات 
سـطح بيـان هـر    . باشدها در دو يا چند شرايط متفاوت ميبيان ژن

RNA هـر يابي شـده بـراي   عداد قطعات تواليگيري تتوسط اندازه 
  .)Tarazona et al. 2011( شودخاص تعيين مي رونوشت

RNA-seq مــوثر بــراي مقايســه بيــان  بــه عنــوان روشRNA  در
ــه ذرت،    ــف از جمل ــان مختل ــرتنش در گياه ــنش و غي ــرايط ت ش

 ربيدوپسيس، هلو، برنج و گياهـان بسـيار ديگـري اسـتفاده شـده     آ
 .Lu et al. 2010; Mizuno et al. 2010; Kakumanu et al( است

2012; Socquet-Juglard et al. 2013(هميـت و  ، كه نشان دهنده ا
هـاي محيطـي   كارايي اين روش در بررسي پاسخ گياهان به تـنش 

برنج تحت شـرايط   mRNAيابي با استفاده از توالي اخيرا. باشدمي
ژن تغيير بيان  419ژن تغيير بيان يافته در ساقه و  213تنش شوري 

بـراي ايـن   . )Mizuno et al. 2010( شدند شناسايييافته در ريشه 
هاي اطلاعاتي گزارش نشـده  در بانك 6گونه تفسيريهيچ ژن 632

كنـد كـه در   هاي فرضي را كد مـي ها پروتئينبود، تنها برخي از آن
 Kakumanuهمچنين  .دهنديپاسخ به شوري تفاوت بيان نشان م

et al. (2012)     ترنسـكريپتوم ذرت را بـا اسـتفاده از روش RNA-

seq  هـا گـزارش   آن. كردنـد تحت شرايط كنترل و خشكي بررسي

                                                            
3 High throughput 
4 Shotgun transcriptome sequencing 
5 Translocation 
6 Annotation 
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مـرتبط بـا متابوليسـم     1آنتولـوژي ژن هـاي  كردند كه در بين دسته
هـاي مـرتبط بـا متابوليسـم سـاكارز و      تغييـر در ژن  ،كربوهيدرات
افتد، كه با كاهش ميزان نشاسته افت تخمدان اتفاق مينشاسته در ب

رز همراه بوده است، در حالي كه در مريسـتم  او فعاليت انتقال ساك
كه  كردندها گزارش همچنين آن. برگ چنين تغييراتي مشاهده نشد

فرايندهاي وابسته به آبسزيك اسيد تنها در بافـت تخمـدان پاسـخ    
در  2تشخيص گلـوكز اندازي راه هامثبت نشان دادند، كه اين پاسخ

  .كندسطح پايين را تحت تنش خشكي در تخمدان پيشنهاد مي
در رابطه با هلو كه نزديكي بسياري از لحاظ ژنتيكي با بـادام دارد  

در يـابي بـا تـوان بـالا     هاي تـوالي نيز مطالعاتي با استفاده از روش
 اخيـرا بـا اسـتفاده از روش    .هاي مختلف گزارش شده اسـت تنش
نمونـه   14مقايسـات گسـترده    RNA-seqگـان و  يابي شـات توالي

در هلو به منظور بررسي تنوع، فرايند اهلي شدن و تكامل  جمعيتي
ژن  27852در اين مطالعه حدود . ژنومي اين گياه انجام شده است

 .Verde et al( شـد يـابي  كدكننده پروتئيني و غيركدكننـده نقشـه  

ترنسكريپتوم بـراي هلـو    الگويهمچنين مطالعات بررسي . )2013
-Socquet .هـاي محيطـي انجـام شـده اسـت     تحت شرايط تـنش 

Juglard et al. (2013)  زايــي اثــر بيمــاريXanthomonas 

arboricola pv. pruni تازه تلقيح شده هلو توسط  هايرا در برگ
ژن شناسـايي   19781از بـين  . انـد كـرده بررسي  RNA-seqروش 

ترتيب پس ه عدد داراي تغيير بيان ب 263و  34شده در هلو تعداد 
بررسي كاتالوگ ژني نشان داد كه . ساعت تلقيح بودند 12و  دواز 

هاي درگير در فرايندهاي متـابوليكي و  پس از دو ساعت تلقيح ژن
سـاعت   12در مقايسه پس از  خ به تنش تغيير بيان پيدا كردند،پاس

تلقيح تعداد بيشتري ژن در فرايندهاي سلولي و متـابوليكي دچـار   
هـاي تغييـر بيـان يافتـه  همچـون      برخـي از ايـن ژن  . تغيير شدند

PAMP هاي پاسخ به پاتوژن گزارش شدندبه طور اختصاصي ژن .
 ــهمچنــين آن هــا ه عملكــرد آنهــا تعــدادي رونوشــت جديــد ك

 .Socquet-Juglard et al( كردنـد نامشخص بوده را نيـز گـزارش   

2013( .  
در شناسـايي تعـداد    RNA-seqرغـم اهميـت و ارزش روش   علي

هـاي گيـاهي، تـاكنون    هـا در پاسـخ بـه تـنش    بسيار زيـادي از ژن 

                                                            
1 Gene ontology 
2 Glucose sensing 

هاي مختلف براي تنش گزارشي مبني بر مطالعه ترنسكريپتوم بادام
در اين . از جمله تنش سرما توسط اين روش صورت نگرفته است

بـه تـنش سـرما در     هاي پاسـخ ژنبيان  شناسايي و بررسي تحقيق
بـا اسـتفاده از روش   ) .Prunus dulcis Mill(بافت تخمدان بـادام  

RNA-seq انجام پذيرفت.  
  

   هامواد و روش
  مواد گياهي و اعمال تنش 

مركز  بادام از Hدر اين بخش ژنوتيپ متحمل به سرما و ديرگل 
از آنجا كه هر دوي صفات . شدهيه تحقيقات نهال و بذر كرج ت

به  Hو تحمل به سرما در بادام مهم هستند، ژنوتيپ  ديرگلدهي
هاي ديگر بادام بر اساس عنوان ژنوتيپ برتر در مقايسه با ژنوتيپ

يابي در اين براي انجام توالي Mousavi et al. (2014)مطالعه اخير 
هاي  در بادام گل انگيزي بر اثر ارسال پيام. تحقيق انتخاب شد

هاي جوانه ر برخي از مريستمخاص در مقطع زماني مشخص و د
افتد و منجر به تغييرات مورفولوژيكي درختان بالغ بادام اتفاق مي

به دنبال انگيزش مريستم تمايز . شودها ميو بافتي در اين مريستم
هاي گل آغاز شده و در هاي اوليه اندامگيري طرحيابي و شكل

-شكيل ميگل ت صورت روياني در ها بهمراحل مختلف اين اندام

تواند در يك مريستم رويشي مي ).Lamp et al. 2001(شوند 
اين مراحل . هاي گل راتشكيل دهدچهار مرحله تمايز يافته و اندام

. شكفتگييابي، و گلانگيزي، تمايزانگيزش گل، گل: عبارتند از
هاي گل بادام در اوايل انگيزي جوانهها نشان داده كه گلبررسي

ها كه برانگيختن سرآغاز كاسبرگگيرد در حالي شهريور انجام مي
شود با  ها در اواخر شهريور انجام مي و انگيزش سرآغاز گلبرگ

ها در آخر مهر و مادگي  يابي سرآغاز پرچماين وجود تمايز
). Lamp et al. 2001(شود مي مشاهده در اوايل آبان) تخمدان(

آب و هوايي  ها به خصوصيات درخت و شرايط زمان باز شدن گل
در شرايط ايران طول گلدهي از اواسط بهمن . منطقه بستگي دارد

در زماني كه ). Imani et al. 2012(يابد  تا ارديبهشت ماه ادامه مي
، بر )Imani et al. 2012( بود 3درخت در مرحله غنچه صورتي

، )Imani 2011; Imani et al. 2012( اساس تكنيك شاخه بريده
. هاي مياني درخت شدهاي يكساله از قسمتاقدام به تهيه شاخه

                                                            
3 Popcorn 
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ساعت در دماي  سهمدت ه ها ببه منظور اعمال تنش ابتدا نمونه
درجه   -1گراد قرار داده شدند، سپس دما به صفر درجه سانتي

ها در اين ساعت نمونه دوگراد كاهش داده شد و به مدت سانتي
گراد درجه سانتي - 2خر دما به در مرحله آ. دما قرار گرفتند

ها در اين دما قرار نمونهنيز ساعت  يكو به مدت شد رسانده 
دما و . پذيرفتبرداري در اين مرحله انجام د و سپس نمونهگرفتن
انتخاب شد  پيشين بر روي بادام تنش بر اساس مطالعاتنوع 

)Imani 2011; Imani et al. 2012( .10كنترل در دماي  نمونه 
در نيتروژن  هاي تخمدان نمونه .برداري شدگراد نمونهدرجه سانتي

گراد تا درجه سانتي -80مايع به آزمايشگاه منتقل و در يخچال 
 .ددننگهداري ش   RNAزمان استخراج

 RNAيابي توالياستخراج و 

-Rubio-Piña and Zapata كل توسط روش RNAاستخراج 

Pérez (2011)  به طور خلاصه پس از كوبيدن . انجام گرفت
ليتر بافر ميلي يكدر نيتروژن مايع،  گرم نمونهميلي 200حدود 

 CTAB; 0.1 M Tris-HCl (pH= 8); 1.4 (w/v) %2 :1(استخراج 

M NaCl; 20 mM EDTA (pH 8); 2% (w/v) PVPP ( اضافه
 4ها در دقيقه نمونه 10م اضافه و به مدت در ادامه كلروفر. شد

دو سانتريفيوژ . ندسانتريفيوژ شد g ×621,10  گراد ودرجه سانتي
ترتيب با اضافه ه ديگر با شرايط ذكر شده در بالا، در دو مرحله ب

به ) 24:1(ايزوآميل الكل :و كلروفورم) 1:1(كلروفورم :كردن فنل
تريفيوژ، به مايع رويي در مرحله آخر سان. مايع رويي انجام شد

 درجه - 20ساعت در  4ليتيم كلرايد اضافه و به مدت حداقل 
سازي پس از انجام يك مرحله خالص. نگهداري شد گرادسانتي

توسط تيمار با  DNA، آلودگي )1:1(كلروفورم  :توسط فنل
DNaseI  شد برطرف)Rubio-Piña and Zapata-Pérez 2011(. 

 5/1توسط روش اسپكتروفوتومتر و ژل  RNAكميت و كيفيت 
. بررسي شد) حاوي فرمالدئيد( RNAدرصد آگارز مخصوص 

به طور جداگانه براي بافت تخمدان  RNAها با كيفيت بالاينمونه
يابي به شركت به منظور توالي تحت شرايط نرمال و تنش

Macrogen فرميابي با پلتتوالي. شدند كره ارسال )platform (
Illumina HiSeq2000 هاي پس از ساخت كتابخانهcDNA  انجام

داده  1Gbpجفت باز و ميزان  150هاي خام در حد توالي. گرفت

از سايت ماكروژن دانلود شد و جهت ) 1خوانشليون يم 6حدود (
 .بيان ژن مورد استفاده قرار گرفت بررسي

  و بررسي بيان ژن  RNA-seq تجزيه
 FastQCافـزار  هـاي خـام توسـط نـرم    سي كيفيـت داده پس از برر

)Andrews 2010( ها با و پيرايش تواليFastx-toolkit )Gordon 

and Hannon 2010( ، بــراي تشــكيليــابي شــده تــواليقطعــات 
در واقـع  . شـد  3كامل هر ژن  همگـذاري  mRNA و يا 2هاكانتيگ

هــاي كوتــاه و اتصــال دادن تــوالي 4همگــذاري، همرديــف كــردن
در . باشدمي اصليها به منظور احيا و بازسازي توالي ئيكاسيدنوكل

 deدر بـادام از روش   مرجععلت عدم وجود ژنوم ه مطالعه ب اين

novo assembly افزارنرم توسط Trinity )Grabherr et al. 2011( 
 . استفاده شد

-ها از طريق تشابه توالي مورد نظر با تواليعمل شناسايي پروتئين

هاي اطلاعـاتي بـر پايـه    موجود در بانك DNAهاي پروتئيني و يا 
. شـد انجام  )BLAST )Altschul et al. 1997هاي برنامه الگوريتم

بـا   BLASTx Localهـا توسـط   كانتيـگ  BLASTدر اين تحقيـق  
 كلاســـــتر كـــــامپيوتر دانشـــــگاه اســـــلو   اســـــتفاده از 

)http://www.bioportal.uio.no ( گرفتصورت.  
ها با تغييرات بيان از طريـق محاسـبه تعـداد قطعـات     شناسايي ژن

هاي مختلـف  يابي شده يك رونوشت خاص در بين كتابخانهنقشه
 RSEMافزار در نرم EBseq ازبراي مقايسه بيان . فتپذير صورت
 ، سـازي ها تحـت نرمـال  داده. )Li and Dewey 2011( شداستفاده 

سازي آماري از بيان ژن و در نهايت آزمون تفاوت بيان  قـرار  مدل
هاي تغيير بيان يافته شامل مسـيرهاي  بررسي آنتولوژي ژن. گرفتند

انجـام   )AgriGo )Du et al. 2010ها توسط سـايت  بيولوژيكي ژن
 .گرفت

  

هاي محيطي مهم است كه منجر به نقصان رشد تنش سرما از تنش
 ـ  . شـود و كاهش عملكرد گياهان مي عنـوان گيـاه   ه در بـادام كـه ب

شـود، سـرماي   براي صادرات در كشور محسـوب مـي   استراتژيك

                                                            
1 Read 
2 Contigs 
3 Assembly 
4 Aligning 

    ايج و بحثنت

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

  بهروز شيران و همكاران    ...متابوليك ماكرو هاي مرتبط با فرايند بيان ژن الگوي    
 

 1394 بهار/1شماره / همددوره / ژنتيك نوين 25

 

تواند خسارات را در مراحل فنولوژيك مختلف  ديررس بهاري مي
در نتيجه منجر بـه كـاهش توليـد     و كنددرصد ايجاد  90تا  10از 

در ايـن مطالعـه بـراي اولـين بـار      . )Miranda et al. 2005( شـود 
تخمدان بادام تحت تنش سرما صورت  ريپتوم بافتبررسي ترنسك

 sequence readهـاي خـام ترنسـكريپتوم بـر روي    داده. پـذيرفت 

archive (SRA)  در سايتNCBI    بـا شـمارهSRX521204   قـرار
  .اندگرفته
در دو نمونـه   هـا هاي بدست آمده به اصطلاح خوانشتوالي تعداد

و  6963246 ترتيــب شــامل ه كنتــرل و تــنش بافــت تخمــدان بــ
سـاخت كتابخانـه   و نحـوه   يـابي سيستم توالينوع . بود 6223556

cDNA بدست آمده تاثير دارد  بر روي طول و تعداد خوانش هاي
با استفاده از پلت فرم  Socquet-Juglard et al. (2013( .)1جدول(

Illumina genome analyzer  در هلو  خوانشميليون  50در حدود
با اسـتفاده از   Chen et al. (2014b) در حالي كه كردند،يابي توالي

در دو  خـوانش در حدود يك و نيم ميليـون   454S-FLXپلت فرم 
در هـر دو  يـابي  طول قطعـات تـوالي   .كردند ارزيابيكتابخانه هلو 

 ـ  GCمحتواي بود، و نوكلئوتيد 101ه نمون  46ه كنتـرل  بـراي نمون
 GCمحتـواي . درصـد محاسـبه شـد    45تنش و براي نمونه  درصد

) درصـد  44(اين مطالعـه بـا ترانسكرسـپتوم هلـو     در  بدست آمده
 كمي بيشـتر بـود  ) درصد 42(مشابه و در مقايسه با گيلاس تقريبا 

)Socquet-Juglard et al. 2013( .  
هـا،  به منظور ساخت قطعات بزرگتر رونوشت به اصطلاح كانتيگ

-توسـط نـرم  به طور جداگانـه  ها همگذاري براي هر يك از نمونه

حـداقل   .)Grabherr et al. 2011( صـورت گرفـت   Trinity افزار
نوكلئوتيـد در   200هـاي كنتـرل و تـنش    اندازه كانتيگ براي نمونه

هـاي بدسـت آمـده بـراي دو نمونـه      تعداد كانتيگ .نظر گرفته شد
ــه ترتيــب   ــنش ب ــرل و ت ــود  41283و  48562كنت  ).1جــدول (ب

عنوان معيار كيفيت همگذاري براي هـر  ه ب N50 شاخصهمچنين 
اين شـاخص بـراي    .)Schliesky et al. 2012(شد  اسبهنمونه مح

نوكلئوتيـد بـود    1558و  1444دو نمونه كنترل و تنش به ترتيـب  
بدست آمده مطابق با گزارشات پيشين در  N50اندازه ). 1جدول (

 Zea mays و) Brassica rapa  )1482ســاير گياهــان از جملــه
  هاي بدست آمده توسط الگوريتمتفسير براي كانتيگ. بود) 1612(

 BLASTX       با استفاده از كلاسـتر كـامپيوتر دانشـگاه اسـلو انجـام
دار داراي مشابهت معنـي (هاي شناسايي شده ميزان كانتيگ. گرفت

براي نمونه كنتـرل  ) هاي اطلاعاتيهاي موجود در بانكبا پروتئين
نتـايج  ). 1جـدول (درصـد بـود    16/93و  49/93و تنش به ترتيب 

نشان داد كه ترنسكريپتوم بادام بيشترين ميزان مشابهت را با ژنـوم  
اين نتايج با گزارشات قبلي در بررسي و مقايسـه ژنـوم   . هلو دارد

  .)Scalabrin et al. 2011(هلو و بادام مطابقت داشت 
 براي بررسي تفرق بيان تحت شرايط كنتـرل و تـنش سـرما ابتـدا    

يابي شدند و تعداد رونوشت بـه  ها نقشهبر روي كانتيگ هاخوانش
در نهايـت  . محاسـبه شـد   RSEMتوسـط   TPMيـا   1ازاي ميليون

كانتيگ در شرايط كنتـرل    TPMتفاوت بيان هر كانتيگ با مقايسه 
ژن  5112بيـان تعـداد   . بدست آمد EBSeqافزار و تنش توسط نرم
ژن داراي  2415هـا  دار بود كه از بـين ايـن ژن  داراي تفاوت معني

  . ژن داراي كاهش بيان بودند 4455افزايش بيان و 
هاي افزايش و كاهش بيان به ترتيب در شكل بررسي آنتولوژي ژن

هاي افزايش دو فرايند نهايي براي ژن. نشان داده شده است 2و  1
و ) ژن 249(هـا  ترتيب فرايند متابوليك ماكرومولكول بيان يافته به

در رابطـه  ). 1شكل (تشخيص داده شد ) ژن 168(بيوسنتز سلولي 
هاي كاهش بيان يافته اين فرايندها شـامل فراينـد متابوليـك    با ژن

) ژن 109(هـا  و متابوليك ماكرومولكول) ژن 158(پروتئين سلولي 
هـا بـراي هـر دو    كرومولكولبه طور كلي فرايند متابوليك مـا . بود

هاي داراي افزايش و كاهش بيان تشخيص داده شد، كـه  سري ژن
-دهنده اهميت اين فرايند در پاسخ به دماي پايين مياحتمالا نشان

هاي گسترده ترنسـكريپتوم در گزارشـات قبلـي نيـز     بررسي. باشد
هـاي  هـا را در طـي تـنش   اهميت فرايند متابوليـك مـاكرومولكول  

 .Barah et al(انـد  جملـه سـرما و خشـكي نشـان داده     مختلف از

2013; Chen et al. 2013( .  اخيـراChen et al. (2014a)   گـزارش
توانـد نقـش   ها مـي متابوليك ماكرومولكول كردند كه تنظيم فرايند

  .حسگر تنش سرما را داشته باشد
هاي هاي اين مسير براي ساختارالعه بيشتر اين فرايند، ژنبراي مط

انـواع   3شـكل  . مورد بررسي قرار گرفتنـد  2منعملكردي شامل د
 درگير در فرايند بيان يافته   افزايش  هايژن  را براي منمختلف د

  
                                                            
1 Transcript per million 
2 Domain 
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  .تخمدانهاي كنترل و تنش بافت يابي و همگذاري براي هر يك از نمونهجزئيات توالي -1جدول

  )Annotation(درصد تفسير   N50ميزان تعداد كانتيگ GCدرصد Readsتعداد بافت تخمدان
  49/93 1444 48562 46 6963246  كنترل

  16/93 1558 41283 45 6223556  تنش سرما
 

 
  .هاي افزايش بيان يافته تحت تنش سرما در تخمدان باداممسيرهاي بيولوژيكي ژن -1شكل 

 
نتايج نشان داد كه اغلـب  . دهدها نشان مياكرومولكولمتابوليك م

) LRR( 1كيناز و تكرارهاي غنـي از لوسـين   منها داراي داين ژن
هاي كـاهش بيـان يافتـه فراوانـي     ژن منهمچنين بررسي د. هستند
هـاي درگيـر در متابوليـك    را در ژن LRRكينـاز و   هايمنبالاي د

 منپروتئين كيناز يك د مند). 4شكل (ها، نشان داد ماكرومولكول
، كــه داراي عملكــرد كاتــاليزوري بــودهپروتئينــي حفاظــت شــده 

ها هسـتند،  پروتئين كينازها گروهي از آنزيم. پروتئين كينازها است
ها طي عملي به نـام فسفريلاسـيون   كه گروه فسفات را به پروتئين

از  اين عمل كليد روشن و خاموش كردن بسـياري . كنندمنتقل مي
فرايندهاي سلولي همچون متابوليسم، رونويسي، پيشرفت چرخـه  

 .Hardie 2011; Wang et al(سـلولي، آپوپتـوز و تمـايز اسـت     

-تشكيل شده LRRموتيف تكراري  19-25از  LRR مند). 2011

 LRRهـر  . باشـند امينواسـيد مـي   24-29اند، كه هـر كـدام داراي   
بـا يـك حلقـه بـه      حاوي يك صفحه بتا و مارپيچ آلفا اسـت كـه  

هـا در  مـن ايـن د . )Akira et al. 2006(انـد  يكديگر متصـل شـده  
  . هستند   دخيل   ليگاند  يا   و پروتئين -پروتئين  بين برهمكنش 

                                                            
1 Leucine-rich repeat 

ها عمدتا در تنظيم برهمكنش مند LRRهمچنين گزارش شده كه 
نقش بسـزاي  . )McHale et al. 2006(درون مولكولي نقش دارند 

ها منها با ساير دتركيبات آن و يا LRRهاي كينازي و منتركيب د
هاي مختلف گياهان در تحمل و پاسخ به سرما گزارش در پروتئين
 ـ. شده است گـزارش   Yang et al. (2014)عنـوان مثـال اخيـرا    ه ب

شـود و فعاليـت   از طريـق سـرما القـا مـي     2LRPKكردند كه بيان 
 ها ثابت كردندهمچنين آن. دهدنشان مي Ser/Thrپروتئين كينازي 

بيدوپسيس باعث افزايش تحمـل بـه   اكه افزايش بيان اين ژن در آر
  . )Yang et al. 2014(شود سرما مي

، Ap2 ،bZIPهاي تشخيص داده شـده شـامل   منانواع ديگري از د
Phytocorome، Agglutinin ،Signal domain ،Endonuclease ،

FKBP، Helicase_C   وHomeobox  كـه  )4و  3اشكال (هستند ،
هـا نقـش   ها در پاسخ به تـنش سـرما و سـاير تـنش    بسياري از آن
 3CBFگزارش شده كه پروتئين هاي پاسخ به سرما . بسزايي دارند

  .نندكرا كد مي AP2و   ERFشامل DNAشونده به  متصل مند

                                                            
2 Leucine-rich repeat receptor-like protein kinase 
3 C-repeat binding factors 
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  .هاي كاهش بيان يافته تحت تنش سرما در تخمدان باداممسيرهاي بيولوژيكي ژن -2شكل

  
و  شــده پيونــد DRE/CRTهــا اختصاصــا بــا تــواليينئايــن پــروت

راه اندازي مـي شـوند    DRE/CRTرونويسي ژن هايي كه با توالي 
 /RD29A/COR78پروموتــور ژن  بررســي. را فعــال مــي ســازند

LTI78 نام به شده محافظت توالي يك د كهنشان دا DRE،  عنصـر 
cis القـا  تنظيم براي عمده RD29A و دهيدراسـيون  بـه  پاسـخ  در 

. )Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki 1994(اسـت   سـرما 
DRE و خشكي توسط شونده القا هاياز ژن بسياري پروموتور در 

ــز -Shinozaki and Yamaguchi(اســت  شــده يافــت ســرما ني

Shinozaki 2000(. پاسخگر عناصر همچنين cis  نـام  بـه  مشـابهي 
1CRT موتيــف داراي A/GCCGAC مركــز  واقــع در كــه هســتند

 القـا  پروموتورهـاي  تنظـيم  باعث و دهندمي شكل را DRE توالي
  .)Thomashow 1999( شوندمي سرما توسط شونده

                                                            
1 C-repeat 

- ها با بيشترين افزايش و كاهش بيان در بين انواع ژنبررسي ژن

ها نيز انجام هاي تغيير بيان يافته در مسير متابوليك ماكرومولكول
ژن  3ژن افزايش و  3(با بيشترين تغييرات بيان  ژن 6تعداد . شد

ها تحت تنش سرما در به همراه ميزان بيان ژن) يافته كاهش بيان
  .ه شده استنشان داد 2جدول 

هـاي  پـروتئين  هاي افزايش بيان يافتـه دو ژن در دسـته  در بين ژن
هـدف بسـياري از    40Sزيـر واحـد   . قـرار دارنـد   40Sريبوزومي 

ارتبـاط بـين بسـياري از    . شـود فاكتورهاي آغازگر ترجمه واقع مي
در تحمل به تنش سرما و سـرما   40Sهاي ريبوزومي انواع پروتئين

 ;Kim et al. 2004(يشين نشان شده است سازگاري در مطالعات پ

Lang et al. 2005; Machida et al. 2008( . اخيراNakamura et 

al. (2013)   ــان ــاي بي ــه الق ــا اســتفاده از تكنيــك ريزآراي  40Sب

ribosomal protein S13   سرما  تنش تحت برموگراس گياه را در  
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  هاي مسير متابوليك ماكرومولكول با بيشترين تغييرات بيان تحت تنش سرما در تخمدان بادامژن -2جدول 

  )Log2 Fold Change(ميزان بيان  شماره شناسه توالي در هلو نام ژن
40S ribosomal protein S16A ppa012996m 82/15  

NAC domain  protein ppa008301m 11/15  
40S ribosomal protein S13 ppa012862m 64/14  

receptor-like protein kinase HAIKU2-like ppa000895m 31/13-  
calcium-dependent protein kinase SK5 ppa004580m 06/12-  
serine/threonine-protein kinase WNK8 ppa002664m 75/11-  

  

  
  .هاابوليك ماكرومولكولهاي افزايش بيان يافته دخيل در متژن مندانواع مختلف  -3شكل

  
 40S ribosomal protein S13هـاي  افزايش بيان ژن. اندنشان داده

تواند در تحمل در اين مطالعه مي 40S ribosomal protein S16و 
  .به سرما در بادام نقش داشته باشد

ها با بيشترين بيـان جـز   ژن ديگر در مسير متابوليك ماكرومولكول
 NACهـاي  پـروتئين . گيـرد قـرار مـي   NACفاكتورهاي رونويسي 

 تـاكنون . انواعي از فاكتورهاي رونويسي مخـتص گياهـان هسـتند   
هــا در بــرنج و آربيدوپســيس نــوع از ايــن پــروتئين 100بــيش از 

فاكتورهــاي . )Nakashima et al. 2012(گــزارش شــده اســت 
هاي متعددي نه تنها در توسعه گياه بلكه در نقش NACرونويسي 

هـاي  انـواع مختلـف پـروتئين   . هاي غيرزيستي دارندپاسخ به تنش
NAC ــون ، )NAC3  )Pinheiro et al. 2009و  NAC2همچـ

NAC19 (Lin et al. 2007)  وNAC23 )Nogueira et al. 2005( 
-هاي زيستي گزارش شـده در پاسخ و تحمل به تنش سرما و تنش

بيدوپسـيس باعـث   اهـا در بـرنج و آر  افزايش بيان اين پروتئين. اند
. )Nakashima et al. 2012(افزايش تحمل اين گياهان شده اسـت  

-رسد افزايش بيان اين ژن در تخمدان بادام ميبنابراين به نظر مي

  . باشد Hتواند مرتبط با تحمل سرما در رقم 
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  .هاهاي كاهش بيان يافته دخيل در متابوليك ماكرومولكولژن مندانواع مختلف  -4شكل  

  
ها با بيشترين كاهش بيان، هر سه ژن بدسـت آمـده   در رابطه با ژن

اين نتـايج بـا مطالعـه    . باشنداز خانواده پروتئين كينازها مي انواعي
 79بـا بـيش از   (هاي كاهش بيان يافتـه  ژن منحاضر در رابطه با د

هـاي شـوري،   تـنش . همخـواني دارد ) 4من كينـاز شـكل   درصد د
 ـ كلسيم خشكي و سرما سبب القا جرياني زودگذر از يون هاي ه ب

امـروزه ثابـت   . )Sanders et al. 2002(شـود  درون سيتوپلاسم مي
اي از پروتئين كينازها بسـتگي  شده كه تنظيم فعاليت قسمت عمده

 ـ  نـام اختصـاري   ابه تغيير غلظت يون كلسيم دارد و اين دسته را ب
CDPK1 هاي القا دسته ديگري از پروتئين كيناز. اندنامگذاري كرده

نيـز مـورد    MAPKبـا نـام اختصـاري     2كننده تقسـيمات ميتـوزي  
اند كه تنظيم فعاليـت آنهـا بسـتگي بـه تغييـر      گرفتهشناسائي قرار 

غلظت يون كلسيم داشته و در انتقال پيام از غشا سلولي به هسـته  
كـاهش   .)Ramanjulu and Bartels 2002( اي دارنـد نقش عمـده 

بيدوپسـيس  ادر آرAPS kinase بيـان پـروتئين كينازهـا همچـون     
)Takahashi et al. 1997(،MAP65-1   در توتـون)Sasabe et al. 

هاي مختلف گزارش شـده  در گردو تحت تنش MAPKو  )2006
                                                            
1 Calcium-dependent protein kinase 
2 Mitogen activated protein kinase 

در غشــاي  3هــاي شــبه پــروتئين كينــازهمچنــين گيرنــده. اســت
كننـد  هاي خارجي ايفا ميپيام پلاسمايي نقش مهمي را در دريافت

)De Lorenzo et al. 2009; Wu and Zhou 2013( .   در هـر حـال
ها در دريافـت  هنوز اطلاعات كمي در رابطه با عملكرد و نقش آن

 Wu and Zhou(هاي غير زيستي وجود دارد و انتقال پيام در تنش

2013( .  
نسـكريپتوم از طريـق   تر نتايج اين آزمايش نشـان داد كـه بررسـي   

هــا و توانــد بــه خــوبي بــراي شناســايي ژنمــي RNA-seqروش 
نتايج ايـن  . فرايندهاي مهم درگير در پاسخ به سرما بكار برده شود

ــه همــراه مطالعــات پيشــين اهميــت فراينــد متابوليــك   تحقيــق ب
هـاي محيطـي ديگـر را    ها در پاسخ به سرما و تـنش ماكرومولكول

-كند كه تغييـر بيـان ژن  ين مطالعه پيشنهاد مينتايج ا. كندتاييد مي

هاي ريبـوزومي  هاي مختلف شامل انواع پروتئين كينازها، پروتئين
با تحمل بـه سـرما مـرتبط بـوده و      NACو فاكتورهاي رونويسي 
تواننـد بـه عنـوان نشـانگر بـراي      هـا مـي  حداقل برخي از اين ژن

ي ژنتيكـي  هـا شناسايي گياهان متحمل و يا اهدفي براي دستورزي

                                                            
3 Receptor-like protein kinase 
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در هر حال به منظور بررسي بيشتر نيـاز اسـت كـه    . استفاده شوند
بـه  . الگوي بيان ژن در ارقام حساس با ارقام متحمل مقايسه شـود 

 Hدليل محدوديت زماني و هزينه در اين آزمايش تنها رقم متحمل 
شـود كـه در مطالعـات بعـدي از     بنابراين پيشنهاد مي. بررسي شد

تـاكنون  در مجمـوع از آنجـا كـه    . فاده شـود ارقام حساس نيز اسـت 
در بادام در پاسـخ بـه    بررسي وسيع ترنسكريپتومگزارشي مبني بر 

 ، نتايج اين تحقيقهاي مختلف از جمله سرما صورت نگرفتهتنش
تواند اطلاعات ارزشمندي را براي انتخاب راهكار اصلاح بادام مي

-سـاير تـنش   و ساير گياهان خويشاوند آن براي تحمل به سرما و

  .هاي غيرزيستي فراهم آورد
 سپاسگزاري

هـاي ايـن   از دانشگاه شهركرد براي فراهم نمودن بخشي از هزينـه 
مركـز تحقيقـات نهـال و    همچنين از . تحقيق كمال تشكر را داريم

هـاي گيـاهي   بـراي مسـاعدت و فـراهم نمـودن نمونـه       بذر كرج
 .سپاسگزاريم
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