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در اين تحقيق براي . دهدرا تحت تاثير قرار مي يزراع گياهان توليد و رشد ،محيطي عامل ترينمهم عنوان به يخشك
و  - 9/0، و )شاهد(صفر در سه سطح ) PEG(پلي اتيلن گلايكول  تنش خشكي تحتهاي دخيل شناسايي رونوشت

 cDNA-AFLPباشد، از روش ترين خانواده به غلات ميدر گياه آلوروپوس ليتوراليس كه نزديكمگاپاسكال  - 4/1
جفت باز بدست آمد كه  270با طول ميانگين  ESTتوالي  17جداسازي شده،   ESTتوالي  21از ميان . استفاده شد

هاي اسيد نوكلئيك شناسايي شده در موجودات ديگر، شباهت نشان ها و تواليها با پروتئيندرصد از رونوشت 72
هاي اسيد نوكلئيك شناسايي شده در موجودات ها و توالياي با پروتئينرونوشت هيچ تشابه قابل ملاحظه 5. دادند

هاي فرضي در نظر هاي بالقوه ناشناخته يا پروتئينژن هاي همرديفي انجام شده نشان نداد و به عنوانديگر در آزمون
در بانك ژن به ثبت رسيد كه مهمترين آنها شامل  PEGدر پاسخ به تنش  ESTتوالي  17در مجموع . گرفته شدند

باشند و نقش برخي از آنها در تنش خشكي مورد هاي پروتئيني زينك فينگر، گلي اكسالاز، آسپارتيك پروتئاز ميگروه
 و غلات ژنتيك مهندسي و به تنش خشكي تحمل مولكولي اساس دركدر  احتمالانتايج اين تحقيق . قرار گرفت بحث
  .موثر باشد مقاوم گياهان ديتول
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   مقدمه
 ترينمهم عنوان به كه است يفيزيك يهاتنش جمله از يخشك
 جهان نقاط اكثر در يزراع گياهان توليد و رشد كننده محدود عامل

 يخشك كه داشته اظهار Blum (1996). است شده شناخته ايران و
 ساختاري مختلف سطوح در را گياهان ،يبعد چند تنش به عنوان

تنش در طبيعت عموما به صورت انفرادي . دهديم قرار تاثير تحت
هاي زيادي به موازات هم روي گياه اثر كند بلكه تنشعمل نمي

هاي حاصل از تنش، مسيرهاي طبيعت در پاسخ به پيام. گذارندمي
اين . متنوعي در جهت غلبه و تحمل آنها گسترش داده است

- ميمسيرها به طور هماهنگ در جهت كاهش اثرات تنش عمل 

هاي رايج ناشي يكي از پيامد). Mahajan and Tuteja 2005(كنند 
پتانسيل . باشداز تنش خشكي، كاهش پتانسيل آب در بستر بذر مي
زني، منجر به منفي بالاي آب خصوصا در مراحل اوليه جوانه
هاي مربوط به كاهش جذب آب توسط دانه و مانع تداوم فرايند

-مهم عنوان به يخشك). Boydak et al. 2003(شود زني ميجوانه

 كليه يرو تقريبا محصولات، عملكرد كننده كنترل فاكتور ترين
 ).Siddique et al. 1999( است گذارتاثير گياه رشد يفرايندها

 است ممكن يخشك هنگام به كه يكيولوژيزيف راتييتغ از يكي
تنش اسمزي در واقع كمبود  .است ياسمز فشار ميتنظ دهد، يرو

). Umezawa et al. 2002; Horie 2012(كند ا به گياه القا ميآب ر
هاي تحمل به ي مهم از مكانيسميتنظيم اسمزي به عنوان جز

گياهان در ). Pagter et al. 2005(خشكي در گياهان مطرح است 
هاي شرايط متفاوت محيطي، مواد محلول سازگار از قبيل اسيد

تجمع اين مواد سبب كاهش . ندنكها را سنتز ميها و يونآمينه، قند
هاي گياهي شده و جذب آب توسط گياه را پتانسيل آب اندام

در بسياري از گياهان ). Pagter et al. 2005(سازد پذير ميامكان
حفظ تورژسانس توسط تنظيم اسمزي موجب بهبود عملكرد و 

گياهان از طريق . شودماني آنها در شرايط تنش خشكي ميزنده
هاي موفولوژيكي، فيزيولوژيك و متابوليسمي به فرايند تغيير در

غلظت هورمون آبسيزيك اسيد . دهندتنش خشكي پاسخ مي
)ABA (هاي گياهي در پاسخ به تنش خشكي افزايش ميدر اندام-

. كندهاي محيطي ايفا مييابد و نقش اصلي را در سازگاري به تنش
هاي از گونه اريبسي هاي گوناگوني در پاسخ به فقدان آب درژن

). Bray 1997; Campalans et al. 1999(است گياهي گزارش شده

 (PEG)توان با اعمال تيمار پلي اتيلن گلايكول تنش خشكي را مي
پتانسيل اسمزي را در محيط رشد گياه پايين  PEG. به گياه القا كرد

 Michel and(دهد آورده و دسترسي بذور به آب را كاهش مي

Kaufman 1973 .(سازگار  زنده خاصيبراي اينكه گياه به تنش غير
شرايط آن تنش خاص،  بامطابق اي دارد كه شود نياز به پاسخ ويژه

بنابراين، فرايندهاي مولكولي، بيوشيميايي و . باشد طراحي شده
شوند ممكن است فيزيولوژيك كه با يك تنش خاص فعال مي
به اين . تنش باشد متفاوت با تركيبات فعال شده در شرايط غير

منظور مطالعه پروفايل ترنسكريپتوم در گياهاني كه در معرض 
 Rizhsky et(هاي غير زنده متفاوت قرار دارند اهميت دارد تنش

al. 2004(. هاي موثر و كارامد جهت تجزيه يكي از روش
هاي پاسخگو به تنش اسمزي ترنسكريپتوم و شناسايي رونوشت

 .Bachem et al(باشد مي 1cDNA-AFLP غير يوني، تكنيك

 ياز به داشتن اطلاعاتي در خصوصبدون ن در اين روش. )1998
هاي رونوشتو آسان  يعسر ساييامكان شنا ،موجود هدف يتوال

 روش اين بر آن،علاوه . شودميفراهم دخيل در مقاومت به تنش 
 كم بسيار آنها رونوشت ميزان كه هاييژن و بوده حساس بسيار
به منظور . )Fukumura et al. 2003( است بررسي قابل د نيزباشمي

در تحمل به  ريدرگ يهامكانيسم يكياساس ژنت نييو تع ييشناسا
 (.Prunus amygdalus L)در بادام ) تنش آبسيزيك اسيد( يخشك

Batsch  كيتكناز cDNA-AFLP  كه منجر به  شداستفاده
ي مشابه با انتقال هاي پروتئينتوالي هاي مرتبط باESTشناسايي 

ك حرارتي، سيستئين وهاي شدار، پروتئيندهنده تركيبات نيتروژن
 .Campalans et al(هاي سرشار از پرولين شد پروتئيناز و پروتئين

، در بررسي پاسخ گياه cDNA- AFLPبا استفاده از روش  ).2001
Citrullus colocynthis  ،84به تنش خشكي پلي اتيلن گلايكول 

TDF اسايي شد شن)Si et al. 2009 .( همچنين با استفاده از اين
به تنش شوري  Setaria italicدر پاسخ گياه  TDF 90تكنيك 

)Jayaraman et al. 2008( ،64 TDF  هاي مختلف پاسخ گونهدر
و  )LaO et al. 2008(به پاتوژن  )Saccharum spp(گياه نيشكر 

89 TDF سايي شد در پاسخ گياه چاي به تنش خشكي شنا
)Gupta et al. 2013 .( همچنين)Fatemi et al. 2013( ،69 TDF 

                                                            
1 Amplified restriction fragment polymorphism 
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يابي را توالي NaClبه تنش  Aeluropus littoralisدر پاسخ گياه 
هاي ريبوزومي، هاي پروتئينكردند كه مهمترين آنها شامل گروه

هاي ها و پروتئيندهندهفاكتورهاي رونويسي و ترجمه، انتقال
در پاسخ مولكولي گياه . سم بوده استدخيل در كاتابولي

Aeluropus lagopoides  ،ها درصد رونوشت 5/1به تنش خشكي
هايي ژن DD-AFLPبا استفاده از تكنيك . تحت تاثير قرار گرفتند

رساني، تنظيم بيان ژن و با بيان افتراقي شناسايي شدند كه در پيام
  .)Mohsenzadeh et al. 2006(تنظيم اسمزي نقش دارند 

 يدارا ساله چند يهاعلف از، Aeluropus littoralisگياه هالوفيت 
 و شده افتي رانيا يريكو و يابانيب مناطق در كه باشديم استولون

 شوديم محسوب زارشوره و يابانيب مناطق تيهالوف يهاگونه از
)Akhani and Ghorbanli 1993 .(شاوندانيخو از گونه نيا 

 جهت شيپ هامدت از كه باشديم گندم رهيت از و يوحش
 .استبوده توجه مورد يكيولوژيزيف يهايژگيو و يمرتعدار

 بيشتري پذيريبوده كه به آن انعطاف C4اين گياه از نوع  متابوليسم
اين گياه به دليل . دهدمي شوري و خشكي هايتنش برابر در

 ليپتانس توانايي زياد آن در تحمل سطوح بالاي شوري و خشكي،
 يهاسميگرانبها از نظر كشف مكان يكيژنت يشدن به منبع ليتبد

همچنين به دليل . را دارد هايالپهتك در ي وخشكيشور به پاسخ
 بهبود ييتوانا نزديكي رابطه خويشاوندي اين گياه با گندم و برنج،

سازد هاي غير زيستي را در اين گياهان امكان پذير ميتنش تحمل
)Gulzar and Khan. 2001 ; Akhani and Ghorbanli 1993.( ه ب

، انتقال )امتزاج پروتوپلاست(گيري سوماتيكي كه در دورگطوري
به گندم  Aeluropus littoralisاز  NaClهاي مقاومت به تنش ژن

)Triticum aestivum ( با موفقيت انجام شد)Wei et al. 2001.( 
گياهان هاي تحمل به خشكي به طور وسيعي در اگرچه مكانيسم

مدل مورد مطالعه قرار گرفتند، اما تاكنون در پاسخ اين گياه به 
 يژن اقدام انيب يالگوها مطالعه نهيزمدر تنش اسمزي غيريوني 
خصوص در ه ها بمشخص كردن اين ژن .صورت نگرفته است

 در ،ژنتيك مهندسي و اصلاح جهت ،A. littoralisگياه هالوفيت 
 مقاوم گياهان ديتول و تنش نيا برابر در غلات مقاومت بهبود

   .است ضروري

cDNA-AFLP  بررسي بيان ژن در  درتكنيك بسيار سودمند
ها و د تا تفاوتكناين امكان را فراهم ميكه  مقياس وسيع بوده

 شوندهاي بياني در پاسخ به تنش خشكي قابل مشاهده شباهت
(Umezawa et al. 2002). توليد زمينه اين در ESTهايزيهتج و ها 

 باشد كهمي ارزان نسبتا و دقيق قدرتمند، روشي ترانسكريپتوم كلي
. شد خواهد تنش تحمل ژنتيكي هايمكانيسم شناسايي موجب

يد شده يقابل اطمينان بودن اين تكنيك در مطالعات متعددي تا
 ;Bachem et al. 1996; Umezawa et al. 2002(است 

Jayaraman et al. 2008(.  اگرچهcDNA-AFLP  برخلاف
ها را ندارد، اما ريزآرايه توانايي تعيين دقيق فراواني ترانسكريپت

علاوه . ها را نشان دهدتواند كه تغيير در فراواني ترانسكريپتمي
براي موجودات مختلفي كه حتي پيش از  cDNA-AFLPبر اين 

باشد و اين اطلاعات ژنومي آنها شناسايي نشده نيز قابل كاربرد مي
بنابراين در اين . اي نيستهي آن نيز نيازمند دستگاه ويژاجرا

هاي درگير در مقاومت به تنش تحقيق به منظور شناسايي رونوشت
اسمزي غير يوني، تجزيه ترنسكريپتوم با استفاده از تكنيك 

cDNA-AFLP انجام گرفت.  
  

   هامواد و روش
در پژوهشكده ژنتيك و زيست  1391اين آزمايشات در سال  

از مركز  A. littoralis ر وذب .دفناوري كشاورزي طبرستان اجرا ش
سازي در و پس از استريل شدتحقيقات پاكان بذر اصفهان تهيه 

ليتر محيط كشت مايع موراشيك و ميلي 50داخل ارلن حاوي 
درصد و ويتامين  سهغني شده با سوكروز فاقد هورمون، اسكوك 

گياهان در . )(Murashige and Skoog 1962قرار داده شدند 
دور  120گراد و سرعت درجه سانتي 25شرايط تاريكي در دماي 

ها سپس گياهچه. داري شدندروز نگه 7به مدت  (rpm)در دقيقه 
 5در  PEGمگاپاسكال از  - 4/1و  - 9/0، )شاهد(تحت تيمار صفر 
ها برداشت شده و با آب روز نمونه 7پس از  .تكرار قرار گرفتند

ها از اندام هوايي سپس ريشه. يل شستشو داده شدندمقطر استر
جداسازي شده و سريعا در نيتروژن مايع قرار گرفته و جهت 

 RNA. داري شدندگراد نگهدرجه سانتي - 80استفاده در فريزر 
تكرار  سهموجود در ريشه گياهان تحت تنش خشكي و شاهد در 

 .Catول ترايز( RNAبلافاصله پس از برداشت با كيت جداسازي 
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No. 15596-018 (شركت اينويتروژن مطابق دستورالعمل ذكر شده 
استخراج شده از تكرارهاي مختلف   RNA.در كيت استخراج شد

مربوط به هر سطح خشكي جهت كاهش خطاي آزمايشي بين 
براي تعيين كميت و كيفيت . يكديگر تركيب شدند تيمارها با

RNA فتومتري و ژل روش اسپكتو از به ترتيب استخراج شده
استخراج شده در هر تيمار  RNAنرمال سازي . آگارز استفاده شد

در ادامه  .صورت گرفتو با استفاده از ژن اكتين  Q-PCRبه روش 
با  cDNAو ساخت رشته اول و دوم  mRNAاستخراج 

و با استفاده  Roche شركت  mRNA Captureدستورالعمل كيت 
 .Feron et al(انجام شد   streptavidinحاوي  PCR هايتيوپاز 

2004(.  
هاي نانوگرم از هر يك از نمونه 400 با استفاده از 1هضم آنزيمي

dscDNA هاي حاصل از مرحله قبل به وسيله ده واحـد از آنزيم
MseІ  وTaqI )در ادامه، واكنش . صورت گرفت) شركت فرمنتاز

ز اتصال به مخلوط حاصل از مرحله هضم آنزيمي، با استفاده ا
محصولات مرحله اتصال . آداپتورهاي اختصاصي صورت گرفت

در معرض  N +TaqIو  N +MseІآغازگري  با استفاده از تركيب
 20در حجم  PCRواكنش . واكنش مرحله پيش تكثير قرار گرفتند

تكثير محصولات . ميكروليتر بر طبق الگوي دمايي زير انجام گرفت
PCR 94ثانيه در  30رارتي در دستگاه ترموسايكلر با برنامه ح 

گراد، درجه سانتي 94ثانيه در  30چرخه با  25گراد و درجه سانتي
درجه  72گراد و يك دقيقه در درجه سانتي 56يك دقيقه در 

توالي آداپتورهاي مورد استفاده براي رشته  .گراد انجام شدسانتي
-Taq І: 5′ هايتوالي ترتيب شامله بالايي و پاييني ب

GACGATGAGTCCTGAC -3′  وTaq І: 5′-

CGGTCAGGACTCAT -3′  توالي آغازگرهاي پيش تكثير و
 Taq І: 5′-GACGATGAGTCCTGACCGAاستفاده شامل مورد

  .باشدمي Mse І : 5′- GACGATGAGTCCTGAG -3′و  3′-

سپس . برابر رقيق شد 20پس از پايان واكنش، مخلوط حاصل 
. دي مجددا تكرار گشتمرحله پيش تكثير با آغازگر دو نوكلئوتي

محصولات مرحله پيش تكثير با استفاده از آغازگرهاي داراي دو 
 / GG / GC / AC :2+و Mse І +2: CC / CA / CTباز انتخابي 

AT  Taq І  مورد تكثير انتخابي قرار گرفتند 3′در انتهاي .
                                                            
1 Digestion 

 6بر روي ژل اكريل آميد دناتوره  PCRالكتروفورز محصولات 
عكسبرداري از الگوي باندي بدست آمده با . درصد انجام گرفت

 ,Imaging densitometer (GS-800استفاده از دستگاه دنسيتومتر

BioRad, USA)  صورت گرفته و در ادامه تجزيهTDF ها با
  Total Lab TL120و  Quantity oneاستفاده از نرم افزارهاي 

  .صورت گرفت
  ها از ژلTDFجداسازي 

بيان اختصاصي در سطح شاهد و تيمار  ي كه با هدفيباندها
خشكي حالت افزايش بيان و يا بيان افتراقي را نشان داده بودند از 
. ژل جدا شده و دقيقا مشابه مرحله تكثير پيش انتخابي تكثير شدند

درصد و جريان برق دو روي ژل آگارز  PCRسپس محصولات 
بر روي ژل، ولت الكتروفورز شدند و پس از تاييد اندازه باند  100

در پلاسميد  PCRسازي محصولات همسانه. همسانه سازي شدند
pTZ57R/T  شركت فرمنتاز)InsTAclone PCR Cloning Kit (
در  M13هاي ها با استفاده از آغازگرTDFيابي و توالي. انجام شد

  .كشور آلمان صورت گرفت GATCشركت 
  تجزيه بيوانفورماتيك

هاي ايجاد شده با استفاده از خانهها از كتابESTبه منظور توليد 
هاي آداپتور، توالي ناقل، توالي Chromasو  BioEditافزارهاي نرم

به . هاي داراي كيفيت پايين حذف شدو توالي Poly Aتوالي 
هاي جداسازي ESTمنظور كسب اطلاعات بيشتر درباره عملكرد 

سترس شده از گياهاني كه توالي ژنوم آنها هنوز بطور كامل در د
 //.http) توان از نرم افزار بلاستنيست مي

www.ncbi.nlm.nih.gov/)  2در پايگاه اطلاعاتيNCBI  استفاده
انتخاب شده با استفاده از الگوريتم  از اينرو با بلاست توالي. دكر

BLASTx3 ،BLASTn4  وtBLASTx5  در بانك ژن)NCBI 

GenBank(پروتئيني و هاي ، ميزان تشابه آنها با ديگر توالي
 .Altschul et al(نوكلئوتيدي مورد آزمون همرديفي قرار گرفت 

به عنوان  ESTهمچنين به منظور بررسي عملكرد هر ). 1997
اي از يك ژن و نقش آن در فرايند بيولوژيكي و همچنين نماينده

                                                            
2 National center for biotechnology service 
3 Search protein database using a translated nucleotide 
query 

4 Search a nucleotide database using a nucleotide query 
5 Search translated nucleotide database using a translated 
nucleotide query 
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 محل قرارگيري آنها در سلول، از پايگاه اطلاعاتي
(http.//www.geneontology.org) بر پايه تجزيه و . تفاده شداس

بر اساس عملكرد، نحوه  ESTهاي علمي در اين پايگاه، هر تحليل
  . فعاليت و مكان سلولي خود به گروه خاصي اختصاص يافت

  
    نتايج و بحث

بذور آلوروپوس ليتوراليس در پاسخ به سطوح مختلف تنش 
سطح ). 1شكل(هاي رشدي متفاوتي نشان دادند خشكي، پاسخ

 - 4/1مگاپاسكال آستانه تحمل اين گياه است و در سطح  - 9/0
 پيش. مگاپاسكال كاهش رشد آن در مقايسه با شاهد مشاهده شد

 جهت مناسب آغازگري هايتركيب انتخاب افتراقي تجزيه آغاز از
آغازگري  تركيب 12 از .گرفت صورت باندهي الگوي سازي بهينه

واضحي را ايجاد  يباندها تركيب 7 استفاده شده در اين تحقيق،
جهت . انتخاب شدند ترانسكريپتوم تجزيه جهت كه نمودند

بودند،  هايي كه بصورت افتراقي بيان شدهشناسايي رونوشت
در ريشه در سطوح مختلف خشكي نسبت به  الگوهاي بياني

تركيب آغازگري به كار رفته در اين  7از . بررسي شد شاهد
 42ازدهي توليد شد كه قابل امتي  TDF 114تحقيق در مجموع 

تعداد باندهاي توليد شده به وسيله هر  .باند آن چند شكل بودند
و تعداد نوارهاي چند  70تا  50جفت آغازگرهاي مورد استفاده از 

ميانگين تعداد باندهاي . عدد متغير بود 25تا  15شكل از 
درصد و باندهاي چند  63امتيازدهي شده در هر جفت آغازگر 

  . محاسبه شد درصد 24شكل 
از ژل  EST 21هاي كيفي صورت گرفته در كل بر اساس تجزيه

سازي شد و بعد از آميد جداسازي، تكثير مجدد و خالصاكريل
 M13يابي با استفاده از پĤغازگرهاي سازي براي تواليهمسانه

هاي داراي و توالي Poly Aتوالي ناقل، آداپتور، توالي  .ارسال شد
هاي بدست آمده با استفاده از نرم افزارهاي واليكيفيت پايين از ت

BioEdit  وChromas  17حذف شدند كه در نهايت EST  با طول
جفت باز در بانك ژن به ثبت رسيد كه بازده توالي 270ميانگين 

هاي انتخاب شده با استفاده از اين توالي تشابه .درصد بود 80يابي 
بانك ژن  در tBLASTxو  BLASTx ،BLASTnالگوريتم 

)NCBI GenBank (هاي پروتئيني و نوكلئوتيدي با ديگر توالي
). 1جدول(مورد آزمون همرديفي قرار گرفت موجود در بانك ژن 

هاي ها و تواليها با پروتئيندرصد از رونوشت 72در اين ميان 
هاي ديگر، شباهت نشان اسيد نوكلئيك شناسايي شده در ارگانيسم

اي در نوشت هيچ تشابه قابل ملاحظهرو 5در نهايت  .دادند
هاي هاي همرديفي انجام شده نشان نداد و به عنوان ژنآزمون

نتايج حاصل از . بالقوه دخيل در تنش خشكي در نظر گرفته شدند
اي از به عنوان نماينده(ها ESTبررسي عملكرد مولكولي برخي از 

 و نقش آنها در فرايند بيولوژيكي و همچنين محل) يك ژن
در پايگاه . ارائه شده است 2قرارگيري آنها در سلول در جدول 

بر پايه تجزيه و  (http.//www.geneontology.org)اطلاعاتي 
بر اساس عملكرد، نحوه فعاليت و  ESTهاي علمي، هر تحليل

  .مكان سلولي خود به گروه خاصي اختصاص يافت
 A. littoralisالگوهاي بياني مشاهده شده در پاسخ گياه بندي دسته

توان الگوهاي بياني متفاوتي مشاهده شد كه مي خشكيبه تنش 
هايي كه TDF )1 .دكربندي گروه كاملا مجزا دسته پنجآنها را به 

-TDF) 2 ؛يابد تظاهرشان افزايش مي خشكيدر اثر افزايش ميزان 

 ؛يابدتظاهر آنها كاهش مي خشكيهايي كه در اثر افزايش ميزان 
3 (TDF كه در اثر اعمال تنش تظاهرشان متوقف شده و هايي

و  دهخاموش بو دشاه گياه هايي كه درTDF )4 ؛شوندخاموش مي
هايي كه تظاهر آنها TDF )5 ؛يافته استدراثر اعمال تنش تظاهر 

هم در شرايط عادي رشد گياه و هم تحت تنش هيچ تغييري 
ا نشان هايي كه حالت توقف بيان رژن. اندنكرده و ثابت بوده

هاي هايي هستند كه در گياهان تيمار شده با غلظتTDFدادند، 
وجود نداشته و فقط در گياهان شاهد قابل شناسايي  PEGمختلف 

هاي فعال شده تنها در گياهان تحت تنش بودند و در مقابل ژن
كه در اين  قابل شناسايي بوده و در گياهان شاهد بيان نشدند

هايي كه TDF. رد بررسي قرار گرفتهاي اين گروه مومطالعه ژن
هايي بودند حالت افزايش يا كاهش بيان را نشان دادند رونوشت

كه هم در گياهان شاهد و هم تحت تنش حضور داشته ولي 
زمانيكه نسبت به گياهان شاهد مقايسه شدند حالت افزايش يا 

هاي صورت گرفته توسط در پژوهش. كاهش بيان را نشان دادند
)Jayaraman et al. 2008 ( بر روي گياه)Foxtail Millet 

(Setaria italic L.  و در بررسي پاسخ هالوفيتKosteletzkya 

virginica  به تنش شوري چنين الگوهاي بياني مشاهده شد)Guo 

et  al.  2009 .(  فراواني  درصد   4  شكل   درTDF    اساس  بر 
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 NCBI(در بانك ژن  BLASTxالگوريتم  با استفاده از Aeluropus littoralisدر  PEGهاي پاسخگو به تنش خشكي TDFنتايج حاصل از آزمون همرديفي  ‐1جدول

GenBank .(هاي غير زيستي از طريق بلاست كردن توالي ها با توالي هاي موجود در هاي پاسخگو به تنشها با پروتئينهومولوژي قطعات مشتق شده از رونوشت
  . هرچه درصد همپوشاني و شباهت توالي ها بيشتر باشد اطمينان از عملكرد و صحت توالي هاي بدست آمده بيشتر خواهد بود .ديگر ارائه شده است ميكروارگانيسم هاي

E value Max 
ident

Query 
coverage Sequence homology EST length 

(bp) OrganismGenBank 
Acc EST name 

0.03188%22% glyoxalase I 231 Oryza sativa 
Japonica Group

JZ191094 GABIT53 
3.539%43% envelope membrane 

protein 
261 Staurastrum 

punctulatum
JZ191050 GABIT9 

1.232%54% ADP-glucose 
pyrophosphorylase

403 Micromonas spJZ191068 GABIT27 

6.750%60% zinc finger CCCH domain-
containing protein 40-like 

133 Glycine maxJZ191061 GABIT20 

5e-0583%23% hypothetical protein 306 Sorghum 
bicolor 

JZ191046 GABIT5 

1.438%56% aspartic proteinase 265 Oryza sativa 
Japonica Group

JZ191049 GABIT8 

1e-4397%90% importin subunit beta-1-
like 

260 Oryza sativa 
Japonica Group

JZ191092 GABIT51 

6e-1697%63% Zinc finger CCCH domain-
containing protein 24; 

180 Oryza sativa 
Japonica Group

JZ191102 GABIT61 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  

  .مگاپاسكال  -c (4/1 ؛مگاپاسكال  -b (9/0 ؛)شاهد(صفر ) aدر سطوح  PEGخشكي پاسخ رشدي گياه آلوروپوس ليتوراليس به سطوح مختلف تنش  -1شكل
 

هاي داراي عملكرد مشخص نشان داده هومولوژي آنها با پروتئين
  .استشده

 در اين پژوهش به منظور پوشش دادن به كل ترانسكريپتوم و با در
 شناسايي جايگاهافزايش احتمال  همچوننظر گرفتن معيارهايي 

جهت  Mse I / Taq I شيهاي برآنزيمتركيب ، هاي برشيآنزيم
 4(بازي  4انتخاب شد كه از جايگاه شناسايي آنزيم  cDNAهضم 

base cutter (رونوشت هيچ تشابه  5در اين تحقيق . برخوردارند
هاي همرديفي انجام شده نشان نداد كه اي در آزمونقابل ملاحظه

هاي كانديد جهت مطالعات بيشتر در توان آنها را به عنوان ژنمي
هاي كانديد احتمالا زمينه لازم را براي درك اين ژن. گرفت نظر

هاي تحمل تنش شوري از طريق جداسازي هر چه بهتر مكانيسم
-هاي ناشناخته فراهم مييابي ژن كامل اين تواليو خصوصيت

 NCBIدر  JZ191061با كد دسترسي  TDFدر اين تحقيق  .آورند
-zinc finger CCCH domain-containing protein 40با پروتئين 

like نوع . همرديفي بالايي نشان دادCCCH هاي زينك پروتئين
مشاهدات . باشدها ميفينگر شامل خانواده بزرگي از پروتئين

هايي هستند كه به ها پروتئيندهد اين پروتئينپيشين نشان مي
RNA  و ياDNA هاي فراوريند و در تنظيم فعاليتشومتصل مي 

mRNA رند نقش دا)Bai and Tolias 1996( . به هرحال تاكنون
 فرايندهاي رشد و  ها دراطلاعات بسيار كمي از نقش اين پروتئين

(a) (b) (c) 
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 . مگاپاسكال در گياه آلوروپوس ليتوراليس در ژل پلي اكريل آميد -4/1و  -9/1در غلظت هاي صفر،  PEGهاي پاسخگو به تنش خشكي TDF -2شكل 

 
ها يكي از مواردي كه اين پروتئين. باشدياه در دست مينموي گ 

باشد، كنند پاسخ به شرايط تنش در گياه ميدر آن نقش ايجاد مي
هاي طوري كه بررسي عناصر سيس موجود در پروموتور ژنه ب

دهد كه بسياري از اين عناصر سيس با ها نشان مياين پروتئين
 قاومت به تنشهاي مس موجود در پروموتور ژنپعناصر س

در اين  هاداده). Peng et al. 2012(خشكي مشابهت دارند 
در پاسخ نيز  Zinc finger CCCHبيان ژن  داد كهنشان آزمايش 

بنابراين . استشده مشاهده) PEG(به بالاترين سطح تنش خشكي 
توان اين ژن را به عنوان يك ژن پاسخگو به تنش خشكي در مي

همولوگ  NCBIدر  JZ191094ترسي با كد دس TDF .نظر گرفت
اكسالاز در طبيعت سيستم گلي .شناخته شد اكسالازگليپروتئين 

طور ه باشد كه بمي II اكسالازو گلي I اكسالازگلي :شامل دو آنزيم
هماهنگ با استفاده از كاهش گلوتاتيون به عنوان يك كوفاكتور 

-عمل مي hydroxyacids-2به  oxoal-dehydes-2جهت تبديل 

نقش اين سيستم حفاظت در مقابل ). Thornalley 1993(كنند 
، تنظيم و تكثير تقسيم سلول، α-oxoaldehydeسميت سلولي 

 Thornalley(باشد ها و تحرك وزيكول ميمونتاژ ميكروتوبول

اين پروتئين در فرايند متابوليك كربوهيدرات، ). 1993 ;1990
نز، گليكوليز، فرايند كاتابوليك فرآيند بيوسنتز سيستئين، گلوكونئوژ

methylglyoxal  به-D لاكتات، پاسخ به يون كادميوم و پاسخ به
با اين حال، يك رابطه علت و معلولي بين  .تنش شوري نقش دارد

 .و رشد سريع سلول هنوز مشخص نيست اكسالازگلي فعاليت
در گوجه فرنگي تحت تنش شوري و تنش  I اكسالازگليبيان ژن 

علاوه بر تنش نمك و ). Espartero et al. 1995(يافت زايشآب اف
در پاسخ به فلز  I اكسالازگليتنش آب، افزايش سطح رونوشت 
مشاهده شد  Brassica juncea سنگين روي و مانيتول نيز در گياه

)Reddy et al. 1999 .(هاي نمك، آب، مانيتول و فلز در واقع تنش
افزايش سطح رونوشت، سنگين، به طور قابل توجهي سبب 

اين امر نشان . دشونمي I اكسالازپروتئين و فعاليت خاص گلي
اثري عمومي در پاسخ  I اكسالازدهد احتمالا افزايش بيان گليمي

) I )GlyI اكسالازگليژن بيش بيان . هاي غيرزيستي استبه تنش
تراريخت شده موجب افزايش قابل توجه تحمل گياه در  توتوندر 
غلظت بالاي كلريد سديم در مقايسه با نوع وحشي شد  برابر

)Reddy et al. 1999 .(نشان دادند در كلزا  محققين(Brassica 

napus)هيدروآسكوربات ردوكتاز، گلوتاتيون، فعاليت ديS- 
به طور قابل  I اكسيلازترانسفراز، گلوتاتيون پراكسيداز و گلي

در حالي كه توجهي تحت شرايط تنش خشكي افزايش يافت، 
همچنين افزايش  .كاهش يافت II كاتالاز و فعاليت گلي اكسيلاز

شديد پراكسيد هيدروژن و پراكسيداسيون ليپيدي نيز با تنش 
در اين  .(Hasanuzzaman and Fujita 2011)خشكي القا شد 

همولوگ  NCBIدر  JZ191049با كد دسترسي  TDFتحقيق 
آسپارتيك پروتئيناز . دپروتئين آسپارتيك پروتئيناز شناخته ش

)AP ( در سطح وسيعي مورد مطالعه قرار گرفته و همچنين به طور
 ها،ها، نماتدها، انگلداران، گياهان، مخمراي در ميان مهرهگسترده
توجه  با   ).Dunn 2002(  است شده  يافت ها ويروس ها و قارچ

 ،MEROPS   (http://  www .merops .ac .uk)   داده   پايگاه   به

-1.4  -0.9  0 -1.4  -0.9   0  MPa 

JZ191094 

JZ191046 

JZ191061 
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در گياه  MPa  -4/1و  -9/0، صفرهاي استخراج شده در غلظت RNA -3شكل

  . آلوروپوس ليتوراليس تحت تنش خشكي در ژل آگارز
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

هاي شناسايي شده بر اساس ميزان شباهت آنها با TDFبندي طبقه ‐4شكل
  . Aeluropus littoralisص در گياه هاي داراي عملكرد مشخپروتئين

 
 (Rawlings and Barrett 1999) آسپارتيك پروتئينازها بر اساس ،

خانواده مختلف گروه  14هومولوژي توالي اسيد آمينه خود به 
شوند، كه به نوبه خود به شش گروه مختلف بر اساس بندي مي

آسپارتيك  .ندشورابطه تكاملي خود و ساختار سوم تقسيم مي
هاي مختلف گياهي شناسايي و در بسياري از گونه پروتئينازها

با اين حال، عملكردهاي بيولوژيك آنها به . انداستخراج شده
ها مشخص ها يا ويروسوضوح آنچه كه در پستانداران، ميكروب

ها عملكرد اين پروتئين. استيابي شده، تعيين نشدهو خصوصيت
تخريب هاي خاص، ئينمتنوع و مختلفي مانند پردازش پروت

هاي ويروسي در پستانداران، ينتئپروپردازش پلي پروتئين،

 ; Mutlu and Gal 1999(ها به عهده دارند ها يا ويروسميكروب
Rawlings and Barrett 1995 .(و گوجه توتونهاي در برگ-

فرنگي يك آسپارتيك پروتئيناز خارج سلولي شناسايي شده است 
 Pathogen related(هاي مرتبط با پاتوژن نكه در تخريب پروتئي

protein (ها به عنوان پاسخ گياهان به اين پروتئين .نقش دارد
شوند كه هاي مختلف تنش زنده يا غير زنده محسوب ميشرايط

هاي يكي از نقش. ندشودر فضاهاي بين سلولي سنتز و انباشته مي
ها، پروتئين PR ها در مكانيسم حفاظتي براياحتمالي اين پروتئين

هاي ممانعت از تجمع بيش از حد آنها و در نتيجه تنظيم عملكرد
 Rodrigo(باشد هاي القاء شده از تنش ميبيولوژيك اين پروتئين

et al. 1989 and 1991; Simões and Faro 2004 .( القاي بيان ژن
AP  هاي گوجه فرنگي با زخمي شدن و يا تيمار با نيز در برگ

هاي دفاعي در مونات شناسايي شد كه به عنوان پروتئينمتيل جاس
در ). Schaller and Ryan 1996(كنند ها عمل ميمقابل پاتوژن

هاي غير زنده ارقام لوبياي حساس به خشكي كه در معرض تنش
 APو در نتيجه فعاليت  APمانند كمبود آب قرار گرفتند، بيان ژن 

 . داري افزايش يافتبه طور معني

هاي دهند توسط مسيرمي هاهايي كه گياهان به انواع تنشپاسخ
شوند و همپوشاني بسيار زيادي بين رساني چندگانه تنظيم ميپيام

هاي مختلف هايي وجود دارد كه تحت تاثير تنشالگوهاي بيان ژن
بدين صورت كه الگوهاي بيان . (Singh et al. 2002)شوند القا مي

ش خشكي، ممكن است همپوشاني ژن مشاهده شده در اثر تن
زيادي با آن دسته از الگوهاي بياني داشته باشد كه در پاسخ به 

. هاي غير زيستي مشاهده شده استتنش شوري و يا ديگر تنش
. توانند به نوعي باهم در ارتباط باشندها ميچرا كه تمامي تنش

-بسته به شرايطي كه گياه در معرض آن قرار دارد، برخي از ژن

 .شوند ممكن است ناشي از تنش ثانويه گياه باشديي كه بيان ميها
ها به طور مستقيم اين عدم اطمينان وجود دارد كه آيا اين ژن

هاي تنش(توسط خود تنش و يا در نتيجه اثرات ناشي از تنش 
هاي از قبيل خاموش كردن و يا بيان تكنيك .شوندالقا مي) ثانويه

انتقال سيگنال، ممكن است نقش اين هاي مرتبط با بيش از حد ژن
بررسي االگوي بيان  .كندرساني تاييد هاي پيامها را در مسيرژن

اند، با استفاده از هايي كه در اين مطالعه مشخص شدهبيشتر ژن
 به درك  منجر   تواندمي  Real time PCR  جمله از   هاييتكنيك

0          -0.9         -1.4 MPa 
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. باشدهاي ژن بر اساس عملكرد مولكولي، فرايند بيولوژيكي و اجزا سلولي ميبندي به مفهوم توصيف فراوردهاين طبقه )هاESTاونتولوژي برخي نتايج حاصل از  -2جدول

(http.//www.geneontology.org)  
 GO category

EST name Biological Process Molecular Function Cell complement 

GABIT53 Carbohydrate metabolic process, 
gluconeogenesis, glycolysis, 
response to salt stress 

lactoylglutathione lyase activity, metal ion 
binding 

envelope,cytosol, 
mitochondrion, plasma 
membrane,vacuole 

GABIT9 Ion /proton transport proton extrusion integral to membrane, plastid 
GABIT27 glycogen /starch biosynthetic 

process 
nucleotidyltransferase activity Amyloplast 

GABIT20 Regulatory/ mRNA processing RNA/ DNA binding, zinc ion binding nucleus 
 

ها در تحمل به تنش تري از مكانيسم عملكردي اين ژنجامع
به دليل آنكه اين گياه . دشوگياه آلوروپوس ليتوراليس  خشكي در

-دانش مكانيسم تحمل به خشكي و ژنباشد از خانواده غلات مي

شكي در اين گياه، جهت اصلاح هاي كليدي درگير در تحمل به خ
 به خشكي در ديگر اعضاي اين   متحمل  ارقام مهندسي ژنتيك   و
 

 .خانواده از جمله ذرت، گندم، جو و برنج بسيار مفيد خواهد بود
  اريزسپاسگ

فناوري كشاورزي هاي مالي پژوهشكده ژنتيك و زيستاز حمايت
 .شودمي هاي اين تحقيق سپاسگذاريطبرستان در تامين هزينه
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