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- ان آمين فسفواتانول: متيونين ال-آدنوزيل-اس  آنزيمكدكننده  يژنهابيان  بر خشكي تنش اثر
  سيدوپسيآراب در) PEAMT( ترانسفراز متيل

  *هومن سالاري و اي زهرا زنگيشه
  كرمانشاه، دانشگاه رازي، پرديس كشاورزي و منابع طبيعي

  16/9/94 :تاريخ پذيرش  11/6/94 :تاريخ دريافت

  چكيده
دو  تأثير Quantitative Real Time PCR (qRT-PCR) كيتكن كمك به ژنها انيب ينسب زيآنال روش ازاستفاده با  در اين مطالعه

 ترانسفراز متيل-ان آمين فسفواتانول: متيونين ال-آدنوزيل-اس آنزيم رمزكننده  ژني خانواده بيان برروزه  16و  12 خشكي تنشسطح 
)PEAMT (نقش اين آنزيم .شد ارزيابي ريشه؛ و يافته توسعه يبرگها توسعه، درحال يهابرگ شامل آرابيدوپسيس؛ اندام سه در 

 و AtNMT2( احتمالي صورت  به ژن دو و )AtNMT1( قطع طور به  ژن يك تاكنون .دارد فسفوكولين بيوسنتز در كليدي
AtNMT3( خانواده يآنزيمها رمزكنندهعنوان ه ب PEAMT  تنش با مواجهه در ژن سه نيا رفتار. اند شدهمعرفي در آرابيدوپسيس 

 AtNMT3 و AtNMT1 ژن دو انيب نبود، اندام نوع و تنش از متأثر چندان AtNMT2 ژن انيب حالي كهدر. بود متفاوت يخشك
 افتهي توسعهو  توسعه درحال يبرگها در ياريآب قطع روز 12 به پاسخ در AtNMT1 انيب .بودند وابسته عوامل نيبه ا اريسب

 انيب ياريآب قطع روز 16 از پس. افتي شيافزا شاهد برابر 5/4 حدود تا شهير درآن  انيباما  ،داشت يبرابر 8/0 تقريباً يكاهش
بيان ژن  .بازگشت شاهد سطح به و روبرو كاهشبا  شهير در وافزايش يافت  برابر 5/2 تقريباً توسعه حال در يبرگها در ژن نيا

AtNMT3  دربرابر  9و  5/3به ترتيب در حدود ي هوايي، اندامهاغم عدم تغيير و كاهش در روز قطع آبياري، به ر 16و  12در 
 كه گفتشايد بتوان   ،يكل طور به .است شهير در يخشك به  حساس ژن احتمالاً AtNMT3 رسد يبه نظر م .افتي شيافزا شهير
 در يخشك تنش با جههموا طيشرا در PEAMT يآنزيمها رمزكننده مؤثر يايزوفرمها AtNMT3 و AtNMT1 ژن دو
  .هستند سيدوپسيآراب

 ،ترانسفراز متيل-ان آمين فسفواتانول: متيونين ال-آدنوزيل- اس تنش خشكي، ،انايتال سيدوپسيآراب: كليديواژه هاي 
  PCR-qRT ،كولين فسفاتيديل

 hsalari@yahoo.com :، پست الكترونيكي083-38324929 :تلفن ،نويسنده مسئول *

 مقدمه

سازي  پيش به خاطريايي فسفوكولين تركيب شيم
اهميت  در گياهان و جانوران و كولين كولين فسفاتيديل

 غشاي در عمده فسفوليپيدكولين  فسفاتيديل .دارد بسيار
 مهم نقش بر علاوه. )17و  7(است  يوكاريوتي يسلولها

 داراي كولين فسفاتيديل سلولي، غشاي از جزئي عنوان  به
 پژوهشها .باشد مينيز  سلولي ينگسيگنال در حياتي عملكرد
يكي از مشتقات سيد كه افسفاتيديك كهاند  داده نشان

كه  است سيگنالينگ مولكول يك ،باشد مي كولين فسفاتيديل

 پاسخ و سلولي فرآيندهاي انواع در ثانويه پيغامبر عنوان به
، تركيب ديگري است كه كولين .)35( كند مي عمل تنشها به

 به جهت اين تركيب. شود مي از فسفوكولين حاصل
در ي حياتي متابوليتهااز كه  بتائين گلايسيني ساز پيش

 كه طوريبه . داردزيادي ، اهميت رود ه شمار ميگياهان ب
در اين ماده ، تنشها به اهيگ واكنش در كولين تياهم كنار در

 .مورد توجه است زيني گياهان يبهبود ارزش غذا يراستا
تواند  كولين همچنين مي وكاريوتهاياز در گياهان و برخي 
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 مورد استفاده قرار گيردكولين  فسفاتيديلساز  پيشبه عنوان 
)16(.   

 يوكاريوتها ساير با گياهان در كولين فسفاتيديل بيوسنتز
يي مبني بر وجود گزارشها .رسد ميبه نظر  متفاوت

 مسيرهاي مختلف بيوسنتز فسفوكولين وجود دارد، اما
- آدنوزيل- اس اند كه آنزيم داده نشان مختلف شواهد

 )PEAMT( ترانسفراز  متيل- ان آمين فسفواتانول: متيونين ال
مك  .مسيرهاست تمامي اين در كننده كنترل  آنزيم ترين مهم

-ان كه اندنشان داده  2001نيل و همكاران در سال 
مسير  در رخداد اصلي كنترل آمين، اتانول فسفو متيلاسيون
 PEAMTكه توسط آنزيم  باشد ميكولين  فسفاتيديل بيوسنتز
متيلاسيون متوالي رخ -سپس دو ان. )16( گردد ميتسهيل 

 و آمين اتانول متيل دي-فسفو ترتيبه دهد كه نتيجه آن ب مي
 متيلاسيون تسهيل دو .)25()1 شكل( فسفوكولين است

 PEAMT توسط آنزيم اخير نيز همچون متيلاسيون نخست
طور كه پيشتر اشاره  همان .)28و  20و 2( شود ميانجام 
و  PEAMTآنزيم  كه توان گفت ميطور كلي ه ب شد، 

كولين  فسفاتيديل بيوسنتزكنترل  عامل ترين مهمفعاليت آن 
و 20، 19، 16، 8، 7( است و ساير مشتقات اين ماده آلي

 مسيرهاي مختلف گياهان در آنزيمي يفعاليتها بررسي .)32
كولين  فسفاتيديل سنتزبراي بيو همرا  ديگري جايگزين
تاكنون درباره شواهد  اما )29و  15( است  داده پيشنهاد

گزارشي را به اثبات برساند  مسيرهااين  ژنتيكي كه مستقيماً
سنتز كولين،  فسفو توليدپس از  .استنشده ارائه 

و ) كندي مسير( كولين- CDP طريق از كولين فسفاتيديل
 ترانسفراز  يلسيتيد  فسفوكولين-CCT آنزيم دو توسط

)CCT( فسفوترانسفراز آمينوالكل و )AAPT( شود مي كاتاليز 
 تواند مي هم كولين كولين، فسفاتيديل توليد بر علاوه  .)11(

  . )25و  15( مسير توليد شود اين در ادامه

 مونواكسيژناز كولين يآنزيمها توسط در شرايط تنش، كولين
)CMO( آلدهيددهيدروژناز بتائين و )BADH( در 

 تبديل بتائين گلايسين به و شده اكسيد ها كلروپلاست
 به سازگاري است كه يمحلولهااز  بتائين گلايسين .شود مي

 سيتوپلاسم در غيرسمي اسمزي هاي كننده تنظيم عنوان
 در گياهان از بسياري در تركيبات اين. شوند مي شناخته
 انباشتسنتز و  غيرزيستي يتنشها سوء اثرات به پاسخ
  .)33و  24 ،5( دنياب مي

  
  )2008 سالاري،براساس ( بتائين در گياهان عالي و گلايسينكولين  فسفاتيديل ،بيوسنتز فسفوكولين، كولين مسير متابوليكي -1شكل 

 ممكن كولين فسفاتيديل كه  اند داده نشان مختلف مطالعات
 در ويژه به ي،غيرزيست يتنشها به گياه پاسخ در است
 ايفاي نيستند، بتائين گلايسين انباشت به قادر كه هايي گونه
 سازگاري طي در كه شده داده نشانبراي نمونه . كند نقش
 به نسبت كولين فسفاتيديل نسبي سهم و كميت سرما، به

 طبق .)14و  12، 10، 9، 4( يابد مي افزايش ليپيدها ديگر
 درجه با كولين فسفاتيديل غلظت گرفته، صورت بررسي
 همبستگي گندم ديده سرما رقم 13 در زدگي يخ تحمل
 كولين فسفاتيديل محتواي همچنين. )9( ه استداد  نشان

 از بعد چهارم و اول روز در آرابيدوپسيس روزت
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 به ترتيب بهدرجه سانتي گراد  2 سرماي در گياه گرفتن قرار
 ييهاگزارش .)10( ه استيافت افزايش درصد 26 و 15 ميزان
 در تغيير با زدگي يخ تحمل دهند مي نشان كه دارند وجود
 كولين فسفاتيديل چندگانه غيراشباعيت درجه و مقدار

مطالعات ديگري درباره نقش  .)27و  12( دارد همبستگي
ي شوري و اسموتيك انجام شده تنشها كولين در فسفاتيديل

 در كه، دادند نشان )1999( همكارانش و كاليپ .است
 مقدار آرابيدوپسيس سوسپانسيوني كشت يهاسلول

 در  NaClمولار ميلي 400 با تيمار از پس كولين فسفاتيديل
 كه، بود درحالي اين. است يافته افزايش برابر 35 حدود

 محتواي) مولار ميلي 800( سوربيتولتيمار با 
   .)22( نساخت متأثر را كولين فسفاتيديل

 ي خانوادهآنزيمهانده كدكن يژنها درباره رفتار ييگزارشها
PEAMT كنترل مسير بيوسنتز عامل مهم و اصلي در كه 

 به پاسخ در ،است فسفوكولين و ساير مشتقات اين ماده آلي
 يژنها كردن خاموش. شده است ارائه غيرزيستي يتنشها

 -  PEAMT ي خانوادهآنزيمهاكدكننده  - AtNMT خانواده
 همچنين و دما به حساس نرعقيمي به آرابيدوپسيس در

 بيان آناليز. )18( ه استدش منتج نمك به شديد حساسيت
نشان به روش نورترن بلاتينگ،  ي خانواده فوق الذكرژنها

 كاهشبيان  سرمايي تيمار از پس ساعت ششداد كه 
 گردد مي باز نرمال سطح بهبعد  ساعت 48 ليو، يابد مي

 و چرنتوسط  گرفته صورت  گزارش براساس .)30(
 گندم PEAMT ژن يرونوشتها تجمع ،)2002( همكاران
 معرض در گرفتن قرارو  اسيد تيمار با آبسيزيك پس از
 بالايي سطوح درپايين  دماي و رطوبتي تنش شوري،

 شش از پس برابر 5آنزيم نيز  ويژه فعاليت .گيرد ميصورت 
 پس برابر 3 نمك، افزودن از بعد برابر 4 سرمايي، تنشروز 
 اعمال از پس برابر 1 حدود و اسيد آبسيزيك با تيمار از

 و مثبت رابطه اين، بر علاوه. افزايش يافت آبي تنش
 يرونوشتها تجمع و سرما با نطباقا ظرفيت بين داري معني

PEAMT مشاهده  گندم مختلف ارقام از وسيعي طيف در
 و وو توسط گرفته صورت RT-PCR آناليز. )4( شد

 ذرت PEAMT ژن انبي القاي از حاكي هم )2007( همكاران
 بيش. بود بالا دماي در بيان عدم و شوري تنش شرايط در

 طول شوري، تحمل افزايش آرابيدوپسيس در ژن اين بياني
  .)34( داشت دنبال به را  سيليك تعداد و ريشه

 سيدوپسيآراب ژنوم داده پايگاه در موجود اطلاعات براساس
 قطع طور  به ژن يك تاكنون )TAIR تارنماي( انايتال
))AtNMT1(  (At3g18000احتمالي صورت به ژن دو و 

At1g48600 (AtNMT2))  وAt1g73600 (AtNMT3)( 
 كد آرابيدوپسيس گياه در را PEAMT خانواده يآنزيمها

شرايط بدون  در ژنهااين  كمي بيان الگوي مطالعه. كنند مي
 بخش دو هر در خانوادهاين  اعضاي همه كه  داد نشانتنش 
آنها  بيان ميزان اما شوند، مي بيان هوايي دامان و ريشه

 ايزوفرم AtNMT3 مطالعه، اين براساس. )26( است متفاوت
 بيان كه  طوريه ب ،گزارش شد آرابيدوپسيس برگ در غالب

 و AtNMT1 بيان ميزان از بيشتر برابر 2 و 17 ترتيب به آن
AtNMT2 درمقابل،. بود اندام اين در AtNMT2 ايزوفرمي 

 ؛ اين درحالي بودنشان داد ريشه در بيشترين بيان را كه بود
 مقادير در AtNMT3 و AtNMT1 ايزوفورم دو بيان ميزان كه

  . بود تر پايين برگ از اي مقايسه قابل

 عملكرد، بر يستيرزيغ  يتنشها راتثا با وجود آنكه
مورد  وانيافر ه ب اهانيگ كيولوژيزيفو  يرشد يويژگيها
بر  تنشها اين هياول تأثير، اما  ستا گرفته  قرار بررسي

 نشده مطالعه يخوب هب يو مولكول ييايميوشيب رفتارهاي
مولكولي  يپاسخها آگاهي از رسد لذا به نظر مي. است 

از  يكي ي غيرزيستيتنشها و رامونيپ طيمح تغييربه  گياهان
آگاهي اين . درو يم شمار به  پژوهشهامهم در  يها حوزه
 زيستي به منظور هايفناور كارگيريه بتواند منجر به  مي

  در اطلاعات اساس بر .گردد تنشها ايجاد ارقام متحمل به
  ژن سه بروز در رييتغ يچگونگ از  تاكنون دسترس

AtNMT1 ، AtNMT2 وAtNMT3 اهيدرگ ياريآب قطع اثر  بر 
ي بررسيهاترين گياه مدل در  مبه عنوان مه ،سيدوپسيآراب

 نشده منتشر يگزارش، ريو زيست فناو زيست شناسي
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 يژنها در ژنتيكي كاري دست ، هرگونهاز سوي ديگر .است
 تر پيش مربوطه متابوليكي مسير در آنزيم اين كدكننده
 ژنها اين بروز آيا كه  است پرسش اين به پاسخ نيازمند
 براي حاضرمطالعه در  خير؟ ياباشد  مي تنشها وقوع از متأثر
 آناليز روشگيري از  بهرهبا تا  ه استتلاش شدستين بار نخ

 تأثير چگونگي ،qRT-PCR تكنيك كمك به ژنها بيان نسبي
گياه  اندام سه در ژنهااين  بروز بر دوره قطع آبياريدو 
 يبرگها توسعه، درحال يبرگهاشامل  انايتال سيدوپسيآراب

  .دگير قرار ارزيابيمورد  ريشه و يافته توسعه

  روشهامواد و 
ي تحقيقاتي آزمايشگاههادر  شي اين پژوهآزمايشها

كرمانشاه پرديس كشاورزي و منابع طبيعي دانشگاه رازي 
مورد  ،انايتال سيدوپسيآراب گياه Col-0 اكوتيپ. انجام شد

ملي پژوهشگاه از مربوطه  بذور .استفاده قرار گرفت
مطابق بذور  .شدتهيه ايران  ولوژيو بيوتكنمهندسي ژنتيك 
ضد عفوني ) 2002(ان گل و همكاريي وروش پيشنهاد

 در ساعت 48 مدت به بذور ضدعفوني شده. )31(شدند 
و در  سرمادهي سانتي گراددرجه  4دماي  و كامل تاريكي

 نهو ارتفاع  به قطر يهايگلدان. شدنديك نوبت كشت 
 يبيتقر شيبا گنجاو پلي اتيلن شفاف  ساز جن متريسانت
 خاك مورد .قرار گرفت مورد استفاده خاك گرم 170

 0- 3ورميكولايت سايز  از مساوي حجمي نسبتاستفاده 
 و) هلند - اي دي فري پيت(ماس  پيت و )ايران -كانديس(
 - آگلوكن( تياگرو آماده كود خاك،تريل هرازاي  به گرم 2

در هر گلدان پنج بذر كشت و در دو نوبت . بود )آلمان
در  اهيگ كيكردن به  تنك ريقط  از) يبرگ 3- 4درمرحله (

به ابعاد  ييهاينيدر س گلدانها .افتيان كاهش هر گلد
درجه  25 يبا دما يدر اتاقك رشد و متريسانت 9×25×50

 120، شدت نور درصد 30 نسبي رطوبت ،سانتي گراد
 10و طول روز ) ديلامپ فلوئورسنت سف( نيكروانشتيم

ساعت  12به  جيساعت كه در اواخر مرحله رشد به تدر

با آب شرب آبياري از كف و  .شدند يشد، نگهدار دهيرسان
با فاصله  هشت سوراخ بدين منظور. انجام شد يشهر

تا آبياري . شد هيتعب هر گلداندر لبه مماس بر ته  مساوي
. فتگرانجام  كباريهر چهار روز  ،يزراع تيبه ظرف دنيرس

كامل  قطع  سطح دو از هفته هفتم و در خشكي تنش
كامل  طعقو ) 1 سطح خشكي(روز  12 مدت به آبياري
پس . شد اعمال )2 سطح خشكي(روز  16 مدت به آبياري

 ماريت از. )2شكل ( شد انجام يريگ هنمون از اعمال تنش
 تنش ماريت با همزمان تنش سطح هر با متناظر شاهد

 ازت در بلافاصله ها نمونه .آمد عمل به گيري نمونه مربوطه
نتي سا درجه -80 فريزر در استفاده زمان تا و منجمد مايع
 يبرگها شامل مطالعه مورد  اندام سه. شدند نگهداري گراد

 نمونه هر. بود ريشه، و يافته توسعه يبرگها ،توسعه درحال
 گياه دو از مدنظر اندام )مخلوط( بالك از  متشكل آزمايشي

  .در نظر گرفته شد مجزا

براي  )1992(بوتلا و همكاران از روش پيشنهادي 
 حاصل هاي RNA كيفيت. )3( استفاده شد RNA استخراج

مقدار . درصد بررسي شد 8/0ژل آگارز  در با بارگذاري
 NanoDrop) نانودراپ دستگاه از با استفاده  RNAكمي 

2000c, Thermo Scientific, USA) در و بررسي جذب 
 هايآغازگر. شد تعييننانومتر  280 و 260 موجهاي طول

 يتسا رد pick primers يهنماطريق مورد استفاده از 
NCBI آغازگرها تا حد  محل). 1جدول ( طراحي شد
آغازگرها  طراحي .شدند انتخاب 3' انتهاي به نزديك امكان

 يا رفتي آغازگر دو از يكي حداقل كه به نحوي انجام شد
گيرد  قرار يناگزون پس - يشيناگزون پ نواحي در برگشتي

 ژنومي هايآلودگي از ناشي غيراختصاصي تا از تكثير
 بازده تكثير آغازگرها با استفاده از. ري شودجلوگي

تكثير  منحني خطي نيز رگرسيون و استاندارد منحنيهاي
   .ي شدندبررس )LinRegPCR )23 فزار نرم
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و كنترل  )D2( 2 سطح خشكي ).CD1( 1 سطح كنترل خشكي و )D1(1 سطح خشكي. گيري نمونه روز در آرابيدوپسيس هاي نمونه وضعيت -2شكل 

  cm5/4 =) اندازه خط افقي(مقياس . )CD2( 2 سطح خشكي

 نانوگرم 25( واحدي 10 رقت سري براي اين هدف يك
 .شد آماده RNA   هاي نمونه از يكي از) پيكوگرم 25 تا

 محاسبه E = 10(-1/slope)-1 رابطه براساس پرايمرها راندمان
 مطلوب غلظت تعيين جهت همچنين روش اين. )21(شد 

RNA هايآناليز در qRT-PCR  25 رفت و غلظت كاربه 
واكنشهاي بعدي  در RNA مطلوب مقدار عنوان  به نانوگرم
 از ه  با استفاد qRT-PCRبه روش  ژنها كمي بيان .شد تعيين
 ,SG OneStep qRT-PCR (EURxاي مرحله تك كيت

Poland)   و در دستگاه ترموسايكلرRotor-GeneQ, 

Corbett Research, Australia) ( اندازه گيري شد. 
 برنامه در پيشنهادي شركت سازنده پروتكل براساس
درجه  50در دماي  اي دقيقه 30 مرحله يك ابتدا واكنش

. شد   گرفته درنظر معكوس جهت رونويسي سانتي گراد
سازي اوليه در   با يك مرحله واسرشت qRT-PCRسپس 
 پس دقيقه شروع و 3به مدت  سانتي گراددرجه  95دماي 

سانتي درجه  94سيكل شامل سه مرحله متوالي  40آن از  
 30به مدت  سانتي گراددرجه  55 ،ثانيه 15به مدت  گراد
 .انجام شدثانيه  20به مدت  سانتي گراددرجه  72و  ثانيه

در  آغازگرها ،ذوب  منحني به دستيابي منظور بهدر پايان و 
 مرحلهطي يك  سانتي گراددرجه  60- 95ي يدمامحدوده 

 بودن اختصاصي و آغازگرها كيفيت بررسي. شدند ذوب
 به و qRT-PCR دور هر از بعد هدف، محصول تكثير
 چرخهمقادير . انجام شد ذوب يمنحنيها تجزيه كمك
 دستگاه افزار نرم توسط Fit Point روش به (CT) آستانه

rotor-gene_1_7_87)( استاندارد يمنحنيها براساس و 
 انجام و ها داده كردن ردوا در. شد تعيين شده، توليد
 تكرار 3 از  حاصل CT مقادير ميانگين آماري، هاي تجزيه

ميانگين ژئومتريك  از .ه شدرفتگكار  به  نمونه هر برايي فن
 AtYLS8 و AtPDF2، AtUBC9 مرجع  ژن سه CT مقادير

 روشدو . )6( شد استفاده ها،  داده كردن براي نرمال
  نرم كمك با )ΔΔCT )13-^2 راندمان تصحيح بر  غيرمبتني

 بر  مبتني روشو  اكسلدر محيط  2010آفيس  افزار
 )REST 2009 )21افزار   نرم درپافل  راندمان تصحيح
  .ندداده ها مورد استفاده قرار گرفت آناليز جهت

   يجنتا
-^2 راندمان تصحيح بر غيرمبتني  به روش بررسي نتايج

ΔΔCT ژن  بيان بررسي. نشان داده شده است 3شكل  در
 AtNMT1 روز 12 كه  داد  نشان مطالعه مورد اندامهاي در 

و  توسعهدرحال  يبرگها در را ژن اين بيان قطع آبياري
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و  80 به ترتيب به ميزاندار و  توسعه يافته به صورت معني
 -تنش بدون شرايط به نسبت) برابر 1/0و  2/0( درصد  90

   .داده است كاهش - شاهد

 

  ي هدف و مرجعژنهاو اندازه مورد انتظار قطعات  ازگرهااسامي آغ .1جدول 

 نام آغازگر  ژن هدف )5’  3΄( توالي آغازگر 
دماي اتصال 

)0C(  
مورد  قطعهاندازه

 )bp(انتظار 
AtNMT1-qPCR-F01 

AtNMT1 
GCCCCAAAACTCCATCTGCT 59.4 

100 
AtNMT1-qPCR-R01 CCAGCGTCTTTTAGCATCTGTC 60.3 
AtNMT2-qPCR-F01 

AtNMT2 
ATCCAGACTCGCCGTTGAAG 59.4 

114 
AtNMT2-qPCR-R02 TCTTCCTTGTATGGTGTCGCC 59.8 
AtNMT3-qPCR-F01 

AtNMT3 
ACAGTCATCTCCGTCTCGAA 57.3

127 
AtNMT3-qPCR-R01 TTTCACGCTCCTCGCCATA 56.7 
AtPDF2_ Ref -F01 

AtPDF2  
AATCGGTAGGGAGTGATTTGAGT 53.5 

231 
AtPDF2_ Ref -R01 AGCCAAAAGCACCTCATCGT 51.8 
AtUBC9_ Ref -F01 

AtUBC9   
GGATTGGTTTTCGATTGCAGAG 53 

134 
AtUBC9_ Ref -R01 ACGGGTCCTGCGCTACA 51.9 
AtYLS8_ Ref -F01 

AtYLS8  
GCAGATGGATGAGGTGCTTG 53.8 

212 
AtYLS8_ Ref -R01 GCTTGTCCTTGAGAGCCCAG 55.9 

روز قطع آبياري موجب  12ي هوايي، اندامهابرخلاف 
ريشه در  درAtNMT1  برابري بيان ژن  5 تقريباًافزايش 

رفتار اين ژن در . استشده مقايسه با شرايط بدون تنش 
ي مورد مطالعه پس از افزايش زمان تنش قطع اندامها

 هروز 16دوره . روز  تغيير كرد 16روز به  12آبياري از 
 3 اًحدودافزايش  هب توسعه درحال يبرگها در قطع آبياري

كه  منجر شد هدشا نسبت به AtNMT1بروز ژن  يبرابر
روز تنش  12افزايش بسيار چشمگيري را در مقايسه با 

تنش  هاي دوره مقايسه بروز اين ژن در اما .دهد مينشان 
تفاوتي را  يافته توسعه يبرگها در هروز 16 ه وروز 12

كاهش بسيار ن ژبروز اين  چهاگر  ،دهد نشان نمي
 قابل نكته .ه استنسبت به شاهد نشان دادچشمگيري را 

روز قطع آبياري  16 در ژن اين بيان دار معني كاهش توجه
و برگشت بيان به سطح قطع آبياري  روز 12 با  درمقايسه

افزايش مدت قطع  كه  رسد مي نظر به  .استريشه  درشاهد 
 توسعه درحال يبرگها بين  ژن اين بيان رابطه نسبي آبياري

  . )الف-3 شكل( كند مي معكوس را ريشه و

 قطع روز 12 كه،  داد نشان  AtNMT2 ژن بيان تغيير الگوي
 مقايسه در نتوانسته روز 16 به زمان اين افزايش و آبياري

 در ژناين  بيان در را محسوسي تغيير تنش بدون شرايط با
 ريشه در آبياري قطع زرو 12. كند ايجاد هوايي  اندام دو

 ژن بيان در تغيير موجب هوايي ياندامها همچون
AtNMT2 اين بيان روز 16 به تنش مدت افزايش اما. نشد 

 شديداً تنش بدون شرايط با مقايسه در ريشه در را ژن
 علي بنابراين،. ه استديرسان صفر به تقريباً و داده كاهش
 و تنش از هوايي ياندامها در ژن اين بيان اينكه رغم

 در بيان افت ريشه در نيست، متأثر آن مدت/شدت تغييرات
 شكل( است گير چشم خشكي مدت/شدت افزايش به  پاسخ

   .)ب- 3

روز قطع  12  كه  شد مشاهده AtNMT3 درخصوص ژن
 بيان ي را درآبياري در مقايسه با شرايط بدون تنش تغيير

 يگهابر در .ايجاد نكرد افتهي توسعه يبرگها در اين ژن
 5/0( درصد 50 حدود تا AtNMT3 بيان ژن توسعه درحال
 آن توجه قابل نكته .يافت كاهش شاهددر مقايسه با  )برابر
 ريشه در قطع آبياري پاسخ به در ژن اين رفتار كه است
افزايش  روزه موجب 12 تنش اعمال. بود متفاوت كاملاً

 مقايسه در ريشه در AtNMT3 ژن بيان برابري 9نزديك به 
 روز 16 افزايش مدت تنش به .شد تنش بدون شرايط با 

 در  AtNMT3 ژن بياندر  را داري معني تغيير همچنان
بيان  اما ،نسبت به شاهد ايجاد نكرد توسعه درحال يبرگها
ميزان بيان  تقريباًكاهش داد و  يافته توسعه يبرگها دررا  آن

 نسبتاً كاهشروز قطع آبياري موجب  16 .به صفر رسيد
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روز قطع آبياري  12مدت  به نسبت بيان اين ژنچشمگير 
برابر شاهد بود  5/3آن  همچنان ميزان بياناما ، شددر ريشه 

 ژن سه رفتار كه گفت توان مي ،كلي طور به .)ج-3 شكل(

است  متفاوت قطع آبياري با مواجهه در AtNMT خانواده
 ).3شكل (
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: ج. AtNMT2: ب. AtNMT1: الف .روزه16 و 12 زماني بازه دو در خشكي به پاسخ  در AtNMT دهخانوا يژنها كمي بيان تغيير الگوي -3شكل 

AtNMT3 =** .شاهد به نسبت دار معني تفاوت*=  شاهد، به نسبت دار معني بسيار تفاوت.  
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 جينتا پافل راندمان حيتصح بر  يمبتن روش به ها داده زيآنال
را  ΔΔCT-^2 راندمان حيتصح بر  يرمبتنيغ روش از حاصل

  ).4شكل ( نمود تأييد كاملاً

Fast Expanding Leaves

D1

D2

AtNMT1 AtNMT2 AtNMT3 

Fully Expanded Leaves

AtNMT1 AtNMT2 AtNMT3 

D1

D2

Root

AtNMT1 AtNMT2 AtNMT3 

D1

D2

  
 Fast Expanded)توسعه يافته  يبرگها ، (Fast Expanding Leaves)توسعه درحال يبرگها در AtNMT3 و AtNMT1، AtNMT2  ژن كمي سه بيان -4شكل 

Leaves) ريشه و(Root) ، 12 زماني بازه دو در(D1) 16 و(D2) 50 دهنده نشان باكسها. پافل راندمان حيتصح بر ي مبتن روش به ي،اريآبقطع  از پس روزه 
 بيان. هستند مشاهدات درصد كمينه 25 و درصد بيشينه 25 دهنده نشان دنباله خطوط و ژن، بيان ميانه دهنده نشان چين نقطه خطوط درصد مشاهدات،

  .است شده مشخص مبنا طخ وسيله به كه شود، مي گرفته درنظر 1 معادل) شاهد(كاليبراتور  در ژنها
  بحث

 وسيله  به كه ،رونوشتها تجمع سطوح بررسي مطالعه اين در
 CT نقطه به رسيدن جهت نياز  مورد يسيكلها تعداد

)ΔCT(  ژن بيان ميزان نشان داد كه ،شد تعيين AtNMT2 در 
 - تنش بدون طيشرا درو  يمورد بررس ياندامهاهمه 
 ي مختلفندامهاابروز در  وجود تنوع علي رغم - شاهد

تر گفته شد، رخ  طور كه پيش همان .)5شكل ( است اديز
 و محسوس تغيير مدت آن/شدت افزايش و تنش دادن
 هوايي ياندامها در AtNMT2 ژن بيان در را داري معني
 12پس از  همچنين تنش اثري در رفتار اين ژن .نكرد ايجاد

مدت /شدتنداشت اما افزايش در ريشه روز قطع آبياري 
بدون تنش در اين  حالت به نسبت را ژن اين بيانتنش 
 نتيجه با مشاهده اين .)ب- 3 شكل(داد  كاهش شديداً اندام

ي غيرزنده تنشها كه اثر )2004( همكاران و تاسوا آزمايش
اند  دادهاند و نشان  كردهرا بر گياهچه آرابيدوپسيس مطالعه 

 و اسرم  تنش گوناگون سطوح به  پاسخ در AtNMT2 ژن كه

 را العملي عكس اسمتيك و شوري يتنشها اوليه سطوح
 اخير تنش دومدت /شدت افزايش با ولي ،دهد نمي نشان

. )30( دهد مي نشان تطابقتا حدودي  ،يابد مي بيانش كاهش
در ميان  نشان داده است كه 2008 سال در يسالارهمچنين 

 ريشه غالب ايزوفرم AtNMT2 ژن AtNMTي خانواده ژنها
و  ييهوا ياندامهاژن در  نيتفاوت رفتار ا نينابراب ،است

 يبرافرم  زويا نيبودن ا يمرتبط با اختصاص ديشا شهير
بروز  ممكن است بتوان گفت كلي طوره ب. )26( باشد شهير

و  تر مهم نقش به علتزياد اين ژن در شرايط غير تنش 
كه  ي متابوليكي استمسيرها اين ژن در ساير احتمالي

عدم  همچنين ممكن است. لعه ديگري استنيازمند مطا
دار بيان اين ژن به اعمال تنش بدان دليل باشد   معنيتغيير 

چشمگير اين ژن در شرايط بدون  نسبتاًكه با توجه به بروز 
نسبت  تنش، پس از نسبي سازي بروز آن در شرايط تنش

تغيير قابل ملاحظه مطلق  علي رغم ،به شرايط بدون تنش
   .نمايد مي قياس با شرايط بدون تنش ناچيزدر مقام  ،بروز

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


 1394، 4، شماره 28جلد                                                                   )        مجله زيست شناسي ايران(ولكولي مجله پژوهشهاي سلولي و م

547 

رايط بدون شهاي مربوط به  نمونه در AtNMT3  ژن بيان
 كه  نحوي  به ؛بود صفر به  نزديك و كم بسيار - شاهد-تنش

 يسيكلها محدوده در معمولاً ژن اين با  متناظر CT مقادير
لذا امكان دخالت اين ). ج-3شكل ( داشت قرار 32 تا 28

مسيرهاي متابوليكي در شرايط بدون تنش كم  ساير ژن در
اين ژن در ريشه  نسبي تغيير چشمگير بروز .رسد ميبه نظر 

 احتمالاًبه هنگام مواجه شدن گياه با تنش اين فرضيه را كه 
خشكي براي اين مسير  به ژن حساس  AtNMT3ژن 

گفتني . كند ميبسيار تقويت را در ريشه است  متابوليكي
 ايزوفرم AtNMT3 ،)2008( يسالارعه مطال است براساس

بوده است  ريشه غالب ايزوفرم AtNMT2 و برگ در غالب
 در شده  ارائه الگوي با  كه نتايج اين پژوهشگر در توافق

 http://www.bar.utoronto.ca/efp/cgibin/efpWeb.cgسايت
رسد نتايج پژوهش حاضر با  ميبه نظر . )26( اشدب مي

بسيار محتمل است كه اما  ،گزارش پيشتر گفته تفاوت دارد
در شرايط تنش با شرايط بدون تنش   ژن اين بيان الگوي

از سوي ديگر چون بررسي حاضر در مرحله  .متفاوت باشد
نيز  رشدي ديگري صورت پذيرفته است، مرحله رشدي

. )10( در نظر گرفته شودت مشاهدات تفاو تواند علت مي

 مطالعه و تفاوت به درباره اين نظر اظهار حال هرگونه  با اين
 .نيازمند است بيشتر يآزمايشها

شرايط بدون تنش و  درAtNMT1 توجه به مقدار بيان ژن 
مقايسه آن با تغييرات بروز آن در شرايط تنش خشكي اين 

 اه با تنشبه هنگام مواجه گي AtNMT1فرضيه كه ژن 

 .)5و  الف- 3اشكال ( نمايد مينقش دارد را تقويت  خشكي
از  متأثربا اين حال تشخيص يك الگوي منسجم 

ي مورد بررسي براي رفتار اين اندامهاتنش و مدت /شدت
به طور . پذير نيست خشكي امكانتنش ژن در مواجه با 

 اوليه سطوحدر  AtNMT1 ژن كه كلي شايد بتوان گفت
 ،نمايد ميايفاء  و نقش شده تحريك ريشه در خشكي تنش
 درحال يبرگها در را  وظيفه اين تنش گرفتن شدت با ولي

 مطالعات نتايجبا توجه به همچنين . كند مي دنبال توسعه
تنش  سطح افزايش با AtNMT1 پيشين محتمل است ژن

ي اين خانواده در ژنهاخشكي نقش بيشتري نسبت به ساير 
اي به بررسي  فرضيهتي آزمايي چنين راس .نمايدايفاء  گياه
نياز   AtNMT خانوادهي ژنهاهاي ترانسژنيك لاينها و موتانت
   .دارد
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) شاهد( تنش بدون طيشرا در ريشه توسعه يافته و يبرگها توسعه، درحال يبرگها در AtNMT3و  AtNMT1، AtNMT2  ژن كمي سه بيان -5 شكل

  .Δ-^2برحسب مقادير 

 گفت كه توان مياساس نتايج بدست آمده و بر به طور كلي
 آن مدت/شدت تغييرات و تنش خشكي از AtNMT2 ژن

ي همچون عدم نتايج و شواهداين براساس  .نيست متأثر
نظر ه ب، )AtNMT2 )26راي ژن بتوليد موتان بدون عملكرد 

حياتي و  احتمالاً متابوليكي يهاژن در مسيراين كه رسد  مي
پذيرش ا ب. دخالت داشته باشد اتنشه متفاوت از پاسخ به

به عنوان عضوي  AtNMT2ژن كنار گذاشتن و  يهاين فرض
و  فسفوكولين مسير بيوسنتز دخيل در خانواده ژني از
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 و AtNMT1 دو ژندر بيان كاهش  ابهالگوي مش مشاهده
AtNMT3 درخشكي نش پاسخ به سطوح مختلف ت در 

يوسنتز رسد كه مسير ب مي به نظر ،ي توسعه يافتهبرگها
اصلي مواجه با  يمكانيسمهادر اين اندام از  لينفسفوكو

با اين حال شواهد ژنتيكي كه بتواند  .تنش خشكي نباشد
در عين . كند، در دست نيست تأييدرا  هيفرضاين  مستقيماً

در  AtNMT3 و AtNMT1 شود كه بيان دو ژن حال ديده مي
پاسخ به اولين سطح تنش خشكي در ريشه به شدت 

توان گفت دليل رفتار متفاوت  همچنين مي .يابد يش ميافزا
جهت باشد كه ريشه  دانتواند ب ي هوايي مياندامهاريشه با 

نتايج . شود نخستين اندامي است كه با تنش مواجه مي
 AtNMT1 اگرچه ژندهد كه  همچنين نشان مي حاضر

از  متأثراولين اندام –ريشه  در خشكي تنش اوليه درسطوح
 احتمالاًو  تنش تشديد با اما شود، مي تحريك -تنش

 ،ي هواييبخشهابه ناشي از آن ي القايي سيگنالهارسيدن 
 عمل توسعه درحال يبرگها در رم غالبفبه عنوان ايزو

در ريشه  خشكي به حساس ژن  احتمالاً AtNMT3. كند مي
  بيان دو ژن رسد كه مي، به نظر به عبارت ديگر. است

AtNMT1 و AtNMT3 الگوي از تاحدودي اندامهان در ميا 
 كه ديده شد همچنين .كند پيروي مي القاي مختص به بافت

را در  در ريشه ژن اين دو بيان خشكيمدت /شدت افزايش
الف -3اشكال ( ه استداد كاهشروز خشكي  12مقايسه با 

 درخصوصبراساس گزارشات پيشين  اين مشاهده ).ج و
فسفوكولين  به بازخورد منفي PEAMTت آنزيم يحساس

ناشي تواند  ميهمچنين  مسئلهاين . )16(ذير است پتوجيه 
ي مكانيسمهااين باشد كه با افزايش تنش گياه از  از

جايگزين استفاده كرده و نقش اين مسير بيوسنتزي در 
به  .شدن است اثر كمدر حال پاسخ به شرايط موجود 

ممكن است كه مسير متابوليكي توليد عبارت ديگر، 
د، در دخالت دار در آن ژنهاين كه محصول اين فسفوكول

ه يا دوشرايط تشديد عدم دسترسي به آب چندان فعال نب
تر صورت  همين روند در مطالعه پيش. كم فعاليت گردد

ي خانواده ژنهاگرفته توسط اين تيم تحقيقاتي بر روي 
BADH  به عنوان يكي از –كه در بيوسنتز گلايسين بتائين
 - ير بيوسنتزي فسفوكوليندستي مس هاي پايين فرآورده

تواند به فرضيه فوق  اي كه مي يافته ؛شدمشاهده نقش دارند 
با توجه به نتايج اين آزمايش و . )1(قوت بيشتري ببخشد 

 و AtNMT1  ژندو  كه رسد مي نظر  بهمطالعات قبلي 
AtNMT3 ايزوفرم NMT تنش با مواجهه در مؤثر مفروض  
 گيري بر اين اساس اندازه .ندهست در آرابيدوپسيس خشكي
و محتواي دروني  ژنهاي كدشده توسط اين آنزيمها فعاليت
 و، مشابه با شرايط اين آزمايشدر شرايط آنها  هاي هفرآورد
 آبياري( تنش رفع شرايط در ژنها اين بيان ارزيابي همچنين
  .رسد نظر مي  ضروري به )مجدد
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Monitoring the Expression Pattern of Genes encoding S-adenosyl-
L-methionine:phosphoethanolamine N-methyltransferase 
(PEAMT) enzyme in Arabidopsis under Drought Stress 

Zangishei Z.and Salari H. 
University College of Agriculture and Natural Resources, Razi University, Kermanshah, I.R. of Iran 

Abstract 

In this study we use relative expression analysis via quantitative Real-Time PCR to 
evaluate the effects of drought on the expression pattern of genes coding for the enzyme 
S-adenosyl-L-methionine: phosphoethanolamine N-methyltransferase (PEAMT) in 
Arabidopsis thaliana, Tissues including fast-expanding leaves, fully expanded leaves, 
and roots have been considered. PEAMT plays a key role in the biosynthesis of 
phosphocholine. According to the Arabidopsis thaliana genome database (TAIR) there 
is one known gene At3g18000 (AtNMT1) and two putative genes At1g48600 (AtNMT2) 
and At1g73600 (AtNMT3) coding for the PEAMT enzyme. The tissue mRNA induction 
level of AtNMT1and AtNMT3 genes varied in response to drought levels, while AtNMT2 
gene expression was affected negligibly by these factors. While withholding water for 
12 days reduced the expression level of AtNMT1 in fast expanding and fully expanded 
leaves by about 0.8 folds, the expression level of the gene increased in roots by about 
4.5 folds. In contrast, after 16 days without watering, the expression level of AtNMT1 
rose about 2.5 folds and reduced to the level of control in fast expanding leaves and 
roots, respectively. The expression pattern of AtNMT3 suggests that AtNMT3 may be a 
drought responsive gene in roots. AtNMT3 expression in roots increased about 3.5 and 9 
folds in response to 12 and 16 days of water deficit, respectively, despite the lack of 
changes and/or reduction in leaves. We conclude that the genes AtNMT1 and AtNMT3 
may influence the response to drought stress in Arabidopsis.  
Key words: Arabidopsis thaliana, drought stress, S-adenosyl-L-methionine: 
phosphoethanolamine N-methyltransferase, phosphatidylcholine, qRT-PCR  
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