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باشد که هر ساله  های غيرزنده در توليد محصولات کشاورزی می ترين تنش کی از مهمخشکی ي

مقاومت به خشکی صفتی . نمايد های زيادی به گياهان زراعی مخصوصا گندم وارد می خسارت

شود و گواهی بر پيچيدگی اصلاح اين صفت زراعی  ژنی کنترل می صورت چند پيچيده است که به

. است های زيادی برای اصلاح گياهان به تنش خشکی به کار گرفته شده روشتاکنون . باشد مهم می

در اين ميان پرتوتابی رهيافت مناسبی برای بهبود سطح تنوع ژنتيکی در کوتاه مدت به نظر 

ها در شرايط متغيير محيطی مبتنی بر  دهد که بيان اکثر ژن مطالعات بسياری نشان می. رسد می

لذا . ی پروموتر است ها به عناصرموجود در ناحيه رونويسی و اتصال آن کنترل ترکيبی چند فاکتور

برای  (26sP7) ها پروتئيندخيل در تخريب   های يابی کامل يکی از ژن ی حاضر توالی در مطالعه

 NEW افزارهای ، بررسی توالی پروموتر ژن با استفاده از نرماولين بار، با روش پيمايش ژنومی

PLACE   وplant CARE با روش   و همچنين بررسی الگوی بيان ژنQRT-PCR  در گندم رقم

تيمار شده با ( به خشکینيمه متحمل ) T-65-58-8و لاين موتانت آن ( حساس به خشکی)طبسی 

ای  مگاپاسکال در مرحله گياهچه 5/0 در سطح PEG، طی تنش خشکی اعمال شده با اشعه گاما

 افزايش خشکی تنش طی طبسی حساس رقم و موتانت متحمل لاين در 26sP7بيان ژن . انجام شد

 تظاهر ميزان حداکثر به تنش، اعمال از پس ساعت سه تيمار در موتانت لاين در. است يافته

 ساعت 44 در اينکه تا يافته، افزايش ژن اين بيان ميزان خشکی تنش شروع با طبسی، در. است رسيده

دهنده افزايش  طبسی نشان  الگوی بيان رقم .است رسيده خود ميزان حداکثر به تنش اعمال از پس

ها طی تمامی  دهنده تخريب پروتئين باشد که احتمالا نشان بيان ژن در تمامی تيمارهای تنش می

بررسی توالی پروموتر اين ژن حاکی از وجود . باشد حساس بودن اين رقم میدليل بر و  هاتيمار

طی تنش خشکی و دهيدر اسيون سلولی مانند عناصر کننده همسوساز  درصد بالايی از عناصر تنظيم

دهنده به  عناصر پاسخ ،MYCو   MYBهای  جايگاه اتصال پروتين ،(DRE) آبی دهنده به کم پاسخ

کننده رونويسی ژن مانند  و عناصر تنظيم (GT) دهنده به نور و پاسخ( ABRE)اسيدآبسيزيک 

توان  را می بيان اين ژن طی تنش خشکی بنابراين، افزايش. بود CAATی  و جعبه TATAی  جعبه

بيان اين ژن  موجب طی تنش خشکی های اتصال فاکتورهای رونويسی که احتمالا به جايگاه

 . ، نسبت دادشود می
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باشد که تولید و عملکرد  ها می ترین پدیده خشکی یکی از مهم

های مورفولوژیکی،  گیاهان پاسخ. نماید گیاهان را محدود می

فیزیولوژیکی و مولکولی مختلفی در مواجهه با خشکی بروز 

غلات مهمترین منبع  (.Nejadahmadi et al. 2013) نمایند می

 Ingram and) روندبه شمار میانی کالری برای جمعیت انس

Bartels; 1996).  امروزه تولید زراعی غلات تحت تاثیر خشکی

مقاومت به . (Rizhsky et al. 2002; Chaves et al. 2003) باشد می

صورت چندژنی کنترل  باشد که به خشکی صفتی پیچیده می

ها تحت تاثیر عوامل محیطی مختلفی  شود، بیان این ژن می

که اصلاح این صفت بسیار  است دهنده این این امر نشان. باشد می

مولکولی،  نشانگرجدید مولکولی مانند  هایروش مشکل بوده و

ها  الگوی بیان این ژنبررسی و  QTLیابی های نقشه استراتژی

باشد  مورد نیاز میهای مقاوم به خشکی  برای تولید ژنوتیپ

(Nejadahmadi et al. 2013) .وترها و عوامل شناسایی پروم

های بیوانفورماتیک  ترین چالش ها یکی از بزرگ نآکننده  تنظیم

 رابیدوپسیس و احتمالاًآدر (. et al. 2003 Rombauts) باشد می

های متصل  ینئصورت نمایی تعداد زیادی از پروت بیشتر گیاهان به

صورت  هطور بالقوه ب هشوند، که ب به دی ان ای رمزگذاری می

 0999در حقیقت بیش از . باشند فعال می 1(Tfs) سیفاکتور رونوی

انتظار که باشند،  است که در رونویسی درگیر می ژن شناسایی شده

ها فاکتورهای رونویسی را رمزگذاری  نآرود بیش از نیمی از  می

 همسوساز کننده فاکتورهای رونویسی به عناصر تنظیم .نمایند

(CAREs)7  شروع رونویسی موجود در دی ان ای متصل شده و

ترین نقاط  نمایند که این قسمت یکی از مهم را هماهنگ می

 کننده همسوساز عناصر تنظیم .باشد کننده تنظیم بیان ژن می کنترل

باشد  نوکلئوتید می 79تا  5شده شامل  های کوتاه حفاظت موتیف

شود، یافت  ها که پروموتر نامیده می ژن 5ʹدر ناحیه  که معمولاً

باشد که معمولا در بالادست ناحیه  وتر توالی میپروم. شود می

 de Boer et al. 1999; Dorsett et) است( Tss)0 شروع رونویسی

al. 1999.)  پیمایش ژنومی روشی برای تعیین توالی نواحیDNA 

                                                           
1
 Transcription factors (Tfs) 

2
 Cis acting regulatory elements 

3
 Transcription start site 

ال برای  و روشی ایده DNAژنومی، نزدیک به نواحی شناخته شده 

پیمایش ژنوم . اشدب شناسایی پروموتر نزدیک نواحی رمزکننده می

های  های هومولوگ در گونه وردن ژنآدست  هکاربرد وسیع در ب

ها دارای نواحی حفاظت شده قوی هستند را  که ژن جدید زمانی

 .(Shapter and Waters 2014) دارد

نماید، بنابراین  محتوای پروتئوم سلول در طول زمان تغییر می

هایی  آن، تخریب پروتئینهای  علاوه بر نیاز به سنتز مداوم پروتئین

ها  در یوکاریوت. ها نیازی ندارد، نیز ضرورت دارد که سلول به آن

شود  های پروتئینی، توسط یک سیستم واحد انجام می اکثر شکست

 Fardesfahani) در آن نقش دارد s72که یوبیکوئیتین و پروتئوزوم 

and Allah yari 2011). پروتئوزوم s72  بیان تعداد زیادی از

دهی و  ی درگیر در مسیرهای علامت کننده های تنظیم پروتئین

پروتئوزوم یک عامل ضروری برای . نماید متابولیکی را کنترل می

هایی را که  که پروتئین طوری هباشد، ب ها می  کنترل کیفیت پروتئین

دارای تاشدگی ناجور و دناتوره شده حاصل از خطا در ترجمه یا 

این . نماید باشد را تخریب می میدیدگی پس از تولید  آسیب

ها شناسایی، سپس توسط لیگازهای  ها ابتدا توسط چاپرون پروتئین

تخریب  s72 پروتئوزوم شوند و در آخر توسط یوبیکوییتینه می

از دو زیرواحد  s72پروتئوزوم  (.Kurepa et al. 2009) شوند می

ستون  عنوان شبه استوانه، که به s79پروتئوزوم . ساخته شده است

از دو ( RPs)  کننده باشد و اجزای تنظیم ها می تخریب پروتئین

که  طوری به. زیرمجموعه، شامل پایه و کلاهک تشکیل شده است

اجزای . شوند متصل می s 79ی از هر دو طرف به انتهای استوانه

 sهای هدف یوبیکوئیتینه شده را به استوانه تنظیم کننده، پروتئین

 .(Kurepa and Smalle 2008) نمایند می برای تخریب هدایت 79

پروتئوزوم از چهارده زیرواحد مختلف ساخته  s79جزء 

اند  زیرواحد ساخته شده 12از  (ها RP) پایه و کلاهکاست،  شده

. شوند وسیله اجزای دو خانواده ژنی رمزگذاری می که هر کدام به

رواحد زی 2قرارگرفته و دارای  s79که پایه مستقیما روی  طوری هب

(RPTs)AAA-ATPase  و سه زیرواحد (RPNs) non-ATPase 

 (RPNs) ی کلاهک نیز دارای هشت زیرواحد زیرمجموعه. است

 .(Fu et al. 2001) است

                                                           
4
 Regulatory Particles  
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تحمل  s72طبق مطالعات مختلف نقصان در کارکرد پروتئوزوم 

عنوان مثال  هب. دهد های محیطی تغییر می گیاه را به انواع تنش

در  rpn1و   rpn10مزکننده دو جزءهای ر جهش در ژن

آرابیدوپسیس منجر به کاهش تحمل به تنش شوری شده است، 

و عوامل تخریب  UVی  نسبت به اشعه rpn10چنین گیاهان  هم

 Kurepa) واکنش فوق حساسیت از خود نشان دادند DNAکننده 

et al. 2008). های مختلف، طی  ها و ارگان بیان ژن در بافت

شد و نمو، یا پس از تحریک عوامل بیرونی در مراحل مختلف ر

سطح رونویسی، پس از رونویسی و یا پس از ترجمه تنظیم 

ی رونویسی نقش بسیار مهمی را در  تنظیم در مرحله. شود می

شدت تحت  نماید و به فعال نمودن و یا فرونشانی بیان بازی می

 Zou et) باشد کنترل پروموتر و عوامل همسوساز مربوط به آن می

al. 2011) .ی  یابی کامل ژن رمزکننده از اهداف این تحقیق توالی

 s72putativeپروتئوزوم  کلاهکی  از زیرمجموعه 2زیرواحد 

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 7    دخیل در

با روش پیمایش ژنومی، بررسی  (26Sp7) ها تخریب پروتئین

 NEWافزارهای اده از نرمتوالی پروموتر ژن مذکور با استف

PLACE   وplantCARE چنین بررسی الگوی بیان این ژن و هم 

حساس به )در گندم رقم طبسی  QRT-PCRبا استفاده از روش 

( نیمه متحمل به خشکی) T-65-58-8و لاین موتانت آن ( خشکی

پژوهشگاه کشاورزی )گری  759تیمار شده با اشعه گاما به میزان 

 در سطح PEGتنش خشکی اعمال شده با  ، طی(ای کرج هسته

 . ای بوده است مگاپاسکال در مرحله گیاهچه 5/9

 

نباتات و بیوتکنولوژی  این تحقیق در آزمایشگاه گروه اصلاح

با توجه  .دانشگاه علوم کشارزی و منابع طبیعی گرگان انجام شد

انجام  کل RNAو   DNAای بودن آزمایش، استخراج به دو مرحله

های بذور رقم حساس  ، نمونه DNAبنابراین برای استخراج. شد

پژوهشگاه کشاورزی ) T-65-58-8 طبسی و متحمل موتانت

ی اول ضدعفونی شده و در گلدان کشت  در مرحله( ای کرج هسته

های تازه از طریق روش  شدند، پس از گذشت ده روز از برگ

CTAB،DNA  خراج، ژنومی استخراج شدند، پس از است

. درصد سنجیده شد یکژنومی بر روی ژل آگارز   DNAکیفیت

جهت ارزیابی توالی کامل پیمایش ژنومی  ر این تحقیق از روشد

 TDF رونوشت افتراقی بدین منظور توالی. استفاده شد 26Sp7ژن

روی  برcDNA-AFLP (Vakili 2016 )ی انجام تکنیک  که نتیجه

این توالی . استفاده شدد ی آن بو یافته رقم طبسی و لاین جهش

بازی، دارای بیان افتراقی طی تنش خشکی در لاین  جفت 795

این تحقیق،  در طی. یافته نسبت به رقم حساس طبسی بود جهش

ی  با شماره ثبت شده 26Sp7 با ژن که این توالی مشخص شده بود

EMS65641.1 در گیاه  باشد که درگیر در تنش خشکی می

Triticum urata 00 پس از بلاست نمودن  .تداش صد شباهتدر

مشخص شد که این  NCBIای  توالی مورد نظر در پایگاه داده

ی  با شماره Aegilops. Tauschiiرونوشت با توالی گیاهان 

با  Hurdeum.vulgareو همچنین  XM_020308985.1 دسترسی

پوشانی بالایی در موقعیت  هم AK355684.1ی دسترسی  شماره

همچنین پس از همردیف نمودن توالی پروتیینی  .دارد 26Sp7ژن 

این ژن، در گیاهان مذکور مشخص شد که شباهت بسیار زیادی 

مکان اتصال  تشخیص، پس از ی کار سپس در ادامه. وجود دارد

 plantاطلاعاتیپایگاه  در Triticum. aestivumبه ژنوم   این توالی

ensemble کمک هبBLASTn  ،شت روی جایگاه اتصال این رونو

. شناسایی شد 70502-70272در موقعیت   2DLکروموزوم

همچنین مشخص شد که این رونوشت در گندم نیز دقیقا به توالی 

یابی کامل این ژن و  بنابراین برای توالی. شود متصل می 26Sp7ژن

، 10222-73702پروموتر آن موقعیت کامل این ژن در مکان 

 Genome) یش ژنومیبا استفاده از روش پیماسپس  .مشخص شد

walking) یابی  توالیژن  0ʹو 5ʹانتهای  صورت گام به گام و به

 TDFکه  از جایی آغازگراین عمل در اولین مرحله با طراحی . دش

 1599و  آغازگر برگشتیعنوان  به به توالی گندم متصل شده بود،

. انجام شد آغازگر پیشروعنوان  به 5' به طرف نوکلئوتید بالاتر

گندم در هر دو رقم  DNAمورد نظر بر روی  آغازگرهای ازسپس 

استفاده شد و محصولات آن بر  PCRو لاین موتانت با کمک 

در مرحله بعد باند . درصد الکتروفورز شدند یکروی ژل آگارز 

سازی شرکت  ی کیت خالص وسیله مورد نظر از روی ژل آگارز به

Roche سازی  صجداسازی شد وجهت تایید نهایی، محصول خال

درصدالکتروفورز شدند  یکدر هر مرحله بر روی ژل آگارز 

  ها مواد و روش
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برای  ی نهایی در مرحلهمحصولات این سپس  (.1شکل )

ارسال  (ی جنوبی  بایونیر کره)تکاپوزیست یابی به شرکت  توالی

، توالی یابی از دو جهت با استفاده از آغازگر پیشرو (7شکل ) شد

ای  یابی در پایگاه داده والینتایج ت(. 1جدول )و پسرو انجام شد 

plant ensemble  جهت (. 7شکل )بررسی و تایید شدند

یابی کامل این ژن و شناسایی ناحیه پروموتر آن، با توجه به  توالی

در روی ژنوم گندم نان، یک مرحله TDF ی  موقعیت اولیه

پس از . انجام شد 5ʹمرحله به سمت  3و  0ʹیابی به سمت  توالی

های حاصل از  contig، جهت سرهم نمودن طی این مراحل

افزار انلاین  یابی و درست نمودن توالی کامل این ژن از نرم توالی

CAP3 26  ژنآنالیز توالی پروموتر . استفاده شدSp7  با استفاده از

 plantو  https://dna.affrc.go.jp)) New PLACEای  پایگاه داده

CARE انجام شد. 

 

 
 سازی نمونه تکثیر باندها پس از استخراج با کیت خالص -1شکل 

باند  0باند مربوط به رقم طبسی و چاهک شماره  7و1چاهک شماره ( *)

 یابی مربوط به لاین موتانت در مرحله چهارم توالی

 

 

 
 PCRیابی محصولات  نتایج توالی -7شکل

 

 

 
 در پیمایش ژنومی استفاده مورد گرهایآغاز توالی مشخصات -1جدول

 دمای اتصال
(ºC) 

طول باند 
(bp) 

 موقعیت مورد تکثیر توالی آغازگر

29 001 F5'GTCGCCATCAGTTTACCAGAAC3' 

R 5'CAGCCATCTCTAAGGTGTTTCC3' 
73099-70799 

52 1159 F 5'TCTGTTGCCCCCATGAAC3' 
R 5'CCAAAGACGGAAGGATTGG3' 

77599-70299 

52 1351 F 5'CCTCTCCCTCCATCAGTAAAC3' 

R 5'CTTCCGGAGACTACAGCAAT3' 
71125-77275 

50 1375 F 5'AGCAGAGGAGCAGCAGACA3' 
R5'GTTTACTGATGGAGGGAGAGGA3' 

10225-71725 

50 1313 F 5'GTGAATCAGTGTCGCTCTTGC3' 

R 5'GCGTTCGTTTGTGCTTTGCT3' 
19399-10099 

 

 

 

 

3000bp 

1500bp 

 

500bp 

 

 

 

 

 

500bp 
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ی بیان این ژن، تعداد ده بذر برای انجام مرحله دوم تحقیق و بررس

از دو رقم حساس و متحمل به خشکی، پس از ضدعفونی با 

و آبکشی با آب مقطر در  درصد 19محلول هیپوکلریت سدیم 

دمای )سانتی کشت داده شدند و در اتاقک رشد  0های  پتری دیش

در قالب ( تاریکی/ساعت روشنایی 17گراد، دوره  درجه سانتی 79

به . تکرار بیولوژیکی قرار داده شدند 0ی با طرح کاملا تصادف

ها با پارافیلم پوشانده شد، دیشمنظور حفظ رطوبت روی پتری

ها به سطح پارافیلم، در محل خروج  پس از رسیدن ارتفاع گیاهچه

پس از رسیدن به مرحله دو . دشگیاهچه منفذ کوچکی ایجاد 

PEGلیتر محلول  میلی 2دیش با  برگی هر پتری
ح پتانسیل در سط 1

 and Kaufman 1983) مگاپاسکال تیمار شد -5/9اسمزی 

Michel.) 73، 17، 2، 0، 1، 9های  پس از شروع تنش، در زمان ،

. گیری انجام شد های تحت تنش نمونه ساعت از برگ 27و  39

 -99داری به دمای  ها در ازت مایع منجمد و جهت نگه نمونه

 .گراد انتقال یافتند درجه سانتی

کل  RNAجهت استخراج ( ، ژاپنBioflux) p-BIOZOLبافر از 

های  منظور حذف آلودگی سپس، به. ها استفاده شد از نمونه

. شداستفاده  DNase1 (Fermantas) از آنزیم DNAاحتمالی 

نیز بر اساس روش پیشنهادی شرکت فرمنتاز انجام   cDNAساخت

کل به روش  RNA در پایان، کمیت و کیفیت. شد

جهت انجام . فتومتری و الکتروفورز ژل اگارز سنجیده شداسپکترو

و همچنین از cDNA هر نمونه  1:79های کمی از غلظت  واکنش

منظور ارزیابی کمی،  به. دشاستفاده  BioRadشرکت  iQ5دستگاه 

های مخصوص میکرولیتر در تیوب 79محلول واکنش با حجم 

حرارتی شامل های  ای پلیمراز با چرخه واکنش زنجیره. تهیه شد

                                                           
1
 Poly Ethylene Glycol 

 
 

 05چرخه شامل  05دقیقه و  0گراد به مدت  درجه سانتی 05

ثانیه، دمای اتصال آغازگرها به مدت  19گراد به مدت  درجه سانتی

تمامی . ثانیه تنظیم شد 79گراد به مدت  درجه سانتی 27ثانیه و  79

تکرار بیولوژیکی تکثیر شدند و  0تکرار تکنیکی و  0ها در  نمونه

طراحی آغازگر . نگین مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتندمقادیر میا

انجام  0ʹاز ناحیه ترجمه نشده  07افزار پرایمر  با استفاده از نرم

نشان داده ( 7)مشخصات آغازگرهای مورد بررسی در جدول . شد

غلظت آغازگرها و دمای مرحله اتصال از فاکتورهای . شده است

از آنجایی که . باشد می QRT-PCRاساسی در بهینه نمودن واکنش 

اختصاصی عمل نمودن آغازگرها در این روش از اهمیت بالایی 

همین منظور در پایان هر واکنش با رسم  برخوردار است، به

توان از اختصاصی بودن  های ذوب برای هر آغازگر می منحنی

مشاهده یک پیک ذوب منفرد برای ) ها اطمینان حاصل نمود  آن

های  سطح نسبی بیان ژن(. 0شکل ) (هر ژنهر تیمار مربوط به 

کنترل مرجع، با استفاده از   مورد نظر در مقایسه با ژن

مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت و نمودارهای   GenExافزار نرم

 .رسم شد  Excelمربوط در محیط

 

 
 منحنی ذوب آغازگر اختصاصی و آغازگر ژن مرجع -0شکل

                                                           
 

 QRT-PCRدر آزمایش  استفاده مورد آغازگرهای توالی مشخصات -7 جدول

 نام آغازگر توالی آغازگر شماره دسترسی  (bp) محصول طول (ºC) دمای اتصال

57 190  5'ACGAGGTCAACGACAAAACC3'F 
5'CCTGACGGCTCTACCAAAGT3'R 

26Sp 
 

60 121 EF592180 5'TCACCACCGACTACATGAC
C3'f 

5'ACAGCAACCTCCTTCTCACC

3'r 

GAPD
H 
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کیلوباز توالی فقط در  2تا  2دارای پتانسیل شناسایی  پیمایش ژنوم

 وردنآدست  هپیمایش ژنوم کاربرد وسیع در ب .باشد یک دوره می

ها دارای  که ژن های جدید زمانی های هومولوگ در گونه ژنتوالی 

 Shapter and Waters) نواحی حفاظت شده قوی هستند را دارد

گذشته تکنیک پیمایش ژنوم با اضافه شدن در بیست سال . (2014

به  1(NGS) یابی نسل جدید هایی مانند تکنولوژی توالی روش

دارای پتانسیل بالا در که  های اساسی اولیه توسعه یافت، استراتژی

این تکنیک یک روش . باشد بدست اوردن توالی نوکلئوتید می

های  وممولکولی برای شناسایی مستقیم توالی نوکلئوتیدی در ژن

باشد که فقط به یک توالی نوکلئوتیدی شناخته  خالص شده می

 Leoni et al. 2010; Volpicella) استشده برای شروع نیازمند 

2012; Wang et al. 2013) .های دخیل در مقاومت  در توالی ژن

اند که با ایجاد شناخته شده 7به تنش برخی عوامل غیرهمسوساز

انداز ژن مقاومت، باعث القای احیه راهن 0پیوند با عناصر همسوساز

 .Gamboa et al) شوندها به هنگام تنش میرونویسی از این ژن

 26Sp7ی کامل ژن  طی این تحقیق، مشخص شد که اندازه. (2007

                                                           
1 
Next generation sequensing 

2
 Trans acting. 

3
 Cis acting 

اگزون است و پروتیین  19اینترون و  0باز دارای  جفت 3329

ز پس ا. باشدآمینو اسید می 019رمزشده توسط این ژن دارای 

افزار آنلاین  ی توالی با کمک نرم های لازم و ترجمه بررسی

EXPASY کدون آغازین که همان کدون مربوط به باز متیونین ،

(ATG) ی  باز ترجمه نشده 1022د، و شباشد مشخص  می

باز  1732عنوان توالی کامل پروموتر در رقم طبسی و  بالادست به

. و تحلیل قرار گرفتیابی و مورد تجزیه  در لاین موتانت توالی

درصد  30/59بازی این پروموتر در رقم طبسی شامل   ترکیب

تیمین -درصد بازهای آدنین 52/30سیتوزین و -بازهای گوانین

با  -90در موقعیت   TATAدر پروموتر این ژن جعبه . باشد می

در موقعیت   CAATی و اولین جعبه TATAتوالی حفاظت شده 

 2ل پروموتر این ژن در رقم طبسی در طو. قرار گرفته است -51

 ی جعبه CAAT، 7ی  جعبه MYB،9توالی  MYC ، 2توالی

TATA ،0 توالیDPBF ،7  توالیGT1، 3  توالیDRE/CRT
3، 

ABREیک توالی 
 LTREتوالی 7و  5

مشاهده  I BOXتوالی  0 2

 (.3شکل )شد 

                                                           
4
 Dehydration responsive element

 

5 
ABA responsive element 

6
 Low temperature responsive element 

 

 
 در رقم طبسی 26Sp7جایگاه عناصر پروموتر ژن -3شکل

 

 

  نتایج و بحث
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 در لاین موتانت  26Sp7جایگاه عناصر پروموتر ژن -5شکل

 

در لاین موتانت درصد بازهای گوانین و سیتوزین در طول این 

 50/39و برای بازهای آدنین و تیمین  درصد 39/51پروموتر 

 MYC ،2توالی MYB ،9توالی  5همچنین . باشد می درصد

والی ت GT1 ،0، یک توالی TATAی  جعبه CAAT ،7ی  جعبه

IBOX ،3  توالیDRE/CRT،7 توالیDPBF ،1  توالیABRE  7و 

و  -703در موقعیت  TATAجعبه . مشاهده شد LTREتوالی 

قرار گرفته است  -121در موقعییت  CAATی  اولین جعبه

 (.5شکل)

های انجام شده مشخص شد که  قسمت اعظم  با توجه به بررسی

ها مانند خشکی و  عناصر موجود در پروموتر مسئول پاسخ به تنش

ی اول پروموتر در  رسد نیمه نظر می به. اسید ابسیزیک هستند

باشد زیرا در  کنترل تظاهر ژن در شرایط تنش خشکی دخیل می

درصد عناصر مسول پاسخ به تنش خشکی در این  59حدود 

های  ی ابتدایی پروموتر شامل جعبه اند و منطقه ناحیه قرار گرفته

TATA وCAAT  برداری  انداز در شروع نسخه عناصر راه عنوان به

رود با حذف این  ، بنابراین احتمال می(5 و 3شکل )نماید  عمل می

گر در شرایط تنش خشکی  ناحیه از پروموتر، بیان ژن گزارش

طور که گفتیم بخش اعظم عناصر موجود روی  همان. ناموفق باشد

خشکی دهنده به تنش  پروموتر  ژن مورد بررسی را عناصر پاسخ

تواند شاهدی بر حضور این ژن در  دهد که این خود می تشکیل می

 .ی پاسخ به تنش خشکی باشد کننده های ژنی تنظیم شبکه

نتایج حاصل از تجزیه و تحلیل ناحیه پروموتر این ژن نشان 

های یوکاریوتی  دهد که عناصر اصلی توالی پروموتر ژن می

CAAT- box  وTATA-box داد در توالی دارای بالاترین تع

 TATA-boxکه  طوری باشد، به پروموتر این ژن در هر دو رقم می

 -CAATی پروموتر و عنوان عناصر همسوساز در نواحی هسته به

box توالی . کننده فعالیت دارند عنوان عناصر تنظیم بهABRE  در

کننده مقاومت به خشکی که در بیان  های تنظیم پروموتر ژن

های چندژنی صورت  ه توسط خانوادههایی ک مقاومت به تنش

از سویی دیگر دو . (Eva et al. 2007) گیرد، درگیر هستند می

 به اسیدآبسیزیک وابسته مسیردهی طی تنش خشکی  مسیر علامت

وجود دارد که در مسیر وابسته، تولید  اسیدآبسیزیک از مستقل و

ها به  و اتصال آنMYB و  MYCفاکتورهای رونویسی از نوع

 Kiziz) شود ها می ها طی تنش خشکی باعث بیان ژن ر ژنپروموت

et al. 2001) .I BOX  وGT1 انداز  راه کننده در  از عناصر تنظیم

باشد که نقش مهمی در دریافت  های گیاهی می برخی از ژن

های وابسته به نور  های نوری و در طی ان تنظیم بیان ژن سیگنال

 .(Lindlof et al. 2009) دارد

ژن دخیل در تحمل به تنش  309 1شناسی به آنالیز هستیباتوجه 

درصد از پروموترها دارای  95خشکی در برنج مشاهده شد که در 

های  اعضای خانواده. بودند GTو  MYB، MYCجایگاه اتصال 

                                                           
1 Gene ontology analysis (GO) 
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MYB  وMYC در فعال شدن مسیر وابسته به ABA  نقش مهمی

ی  وسیله های فعال در این مسیر به دارند و بسیاری از پروتیین

 Yang et) شود اعضای این خانواده از عوامل رونویسی تنظیم می

al. 2012; Liu et al. 2014). 

از گروه  SUT4 بیان ژن،  Ramezanpour(2010) طی تحقیق

ها و آنالیز توالی پروموتر ژن  ی کربوهیدرات دهنده های انتقال ژن

فاقد های  ژن  مذکور در گندم طی تنش سرما، این ژن از گروه

TATAو CAAT ی جعبه
عنوان  های دیگری به بود که توالی 1

ی  که فقدان جعبه طوری به. نمودند عوامل شروع رونویسی عمل می

TATA های گیاهی دخیل در فتوسنتز و بسیاری  در بسیاری از ژن

طی  (.Chay et al. 1992) دار گزارش شده است های خانه از ژن

ز عناصر موجود در درصد ا 57این تحقیق مشخص شد که 

درصد عناصر  70و  LTREپروموتر مسئول درجه حرارت پایین 

درصد عناصر مسئول تجمع  10مسئول دفاع گیاهی و 

ها هستند و در نهایت با وجود این عناصر مشخص  کربوهیدرات

شد که این ژن دارای نقش دوگانه هم در کنترل تنش سرما و 

موتر مختص بذر ژن جداسازی پرو. باشد بیماری کپک برفی می

ß-سازی و تعیین توالی  کانگلایسینین در گیاه سویا و همسانه

ی مهم در این پروموتر از قبیل  شده پروموتر آن، نواحی حفاظت

و عناصر تکراری و  Gی  و جعبه CAAT ی و جعبهTATA ی جعبه

این مشاهدات نشان . را شناسایی شد RYو  SKn1مختص بذر 

های مختص بذر در پروموتر  از موتیف داد که حضور چند نسخه

کانگلایسینین ممکن است مسئول عمل اختصاصی آن در -ßژن 

  (.Sabori et al. 2016) آندوسپرم بذر باشد

نماید، بنابراین  محتوای پروتئوم سلول در طول زمان تغییر می

هایی  های آن، تخریب پروتئین علاوه بر نیاز به سنتز مداوم پروتئین

پروتئوزوم، . ها نیازی ندارد نیز ضرورت دارد آن که سلول به

هایی را که دارای تاشدگی ناجور حاصل از خطا در  پروتئین

 نماید باشد را تخریب می دیدگی پس از تولید می ترجمه یا آسیب

(Jiang et al. 2001; Zhang et al. 2014). نشان اخیر های یافته 

 تنظیم را تنش به اسخپ و نموگیاه کنترل s 72فعالیت که دهند می

یک ترکیب  s72پروتئوزوم  .(Kurepa et al. 2009) نمایند می

 s79شامل یک کمپلکس پروتئولایتیکی  ATPپروتئازی وابسته به 

                                                           
1
 TATAless 

پوشیده   RPکننده است که از یک یا دو انتها توسط یک جزء تنظیم

  RPتوسط s79دسترسی به جایگاه فعال کمپلکس . شده است

که به کارگیری سوبسترا، بازکردن پیچش،  طوری هشود، ب تنظیم می

های  و بازیافت مولکول s79 انتقال به محفظه پروتئولیتیک

 ;Navon and Goldberg 2001) نماید یوبیکوئیتین را وساطت می

Weinl and Kudla 2009.)   

 

 
 در لاین متحمل موتانت و رقم حساس طبسی 26Sp7مقایسه بیان ژن -2شکل

:h (*)  ساعت پس از شروع تنش خشکیتعداد 

 

در هردو رقم و لاین  26Sp7ژندهد که بیان  ها نشان می بررسی

داری  موتانت از اولین ساعات واکنش به خشکی افزایش معنی

در لاین متحمل موتانت بیشترین فعالیت در سه ساعت . نشان داد

داری نسبت به اولین  پس از شروع تنش دیده شد که افزایش معنی

داری نشان  پس از آن تظاهر ژن کاهش معنی. دهد ان میساعت نش

ی تنش خشکی در سطح ثابتی حفظ  داده است و تا پایان دوره

در رقم حساس طبسی نیز بیشترین سطح (. 2شکل )است   شده

است و   بیان ژن در اولین ساعت پس از اعمال تنش دیده شده

شده است داری نسبت به تیمار کنترل دیده  پس از آن کاهش معنی

ساعت پس از اعمال تنش افزایش تظاهر ژن در  39تا اینکه در 

مقایسه با تیمار کنترل به بالاترین سطح خود رسیده است که این 

تواند دلیلی بر واکنش حساسیت به تنش  امر در رقم حساس می

 s 72کارکرد پروتئوزوم  RPجهش در زیرواحدهای .خشکی باشد

تواند تجمع  ین صورت که میدهد بد را تحت تاثیر قرار می

کمپلکس را کاهش دهد، از میزان پروتئولیز وابسته به یوبیکوئیتین 

 های غیرزنده را تغییر دهد بکاهد و همچنین پاسخ گیاه به تنش

(Kurepa and Smalle 2008). گیاهان ای مقایسه های تجزیه 

 نشان باشند، می دیده آسیب s72 پروتئوزوم دارای که موتانت
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 حساسیت فوق به منجر پروتئوزوم این تولید در کاهش که دده می

 شود، می سلولی تقسیم سرعت در کاهش و گرمایی شوک به

 پروتئوزوم این بهینه سطح ها تنش به مقاومت حفظ برای بنابراین

تظاهر ژن در لاین موتانت  .(Kurepa et al. 2009) است نیاز مورد

ای از تحمل  دن درجهدر همان ساعات اولیه به تنش و نشان دا

های بالاتر در برابر تخریب پروتئین و کاهش بیان این ژن  درتنش

از سویی دیگر در رقم حساس طبسی علاوه بر ساعات . باشد می

ی تنش نیز افزایش بیان را  اولیه شروع تنش در انتهای طول دوره

ها در این  تواند احتمالا دلیلی بر تخریب پروتئین داریم، این امر می

ید حساس بودن این رقم ؤتواند م تیمارهای تنش و همچنین می

 تنش اوایل در بیان افزایش موتانت لاین در کلی طور به. نیز باشد

 به تنش اعمال اواخر در رقم طبسی در اما است، بوده خشکی

 vakili. است رسیده تظاهر نسبت به تیمار کنترل میزان بیشترین

 موتانت، گندم بالغ گیاهان در 26Sp7 ژن بیان بررسی طی( 2016)

 تنش اولیه تیمارهای طی را ژن این های رونوشت تجمع افزایش

 همپوشانی تحقیق این از حاصل نتایج با که دادند، نشان خشکی

لازم به ذکر است که با توجه به اهمیت بررسی سیستم . دارد

های دخیل در این  ها، شناسایی ژن ها طی تنش تخریب پروتئین

تواند در ایجاد  ها می ، بررسی عملکرد و نحوه بیان آنها سیستم

با توجه به . ها کمک شایانی نماید تر در برابر تنش گیاهانی مقاوم

از اجزای عوامل  DREو  MYB ،MYCموارد پیش گفته شده، 

های مناسب در ارتباط با  باشند که در تنظیم پاسخ رونویسی می

گر با توجه به افزایش از سویی دی. تنش خشکی نقش حیاتی دارند

اذعان نمود که با  نتوا بیان این ژن طی تیمارهای تنش خشکی می

ی پروموتر، موجب  وجود عوامل همسوساز مذکور، در ناحیه

عوامل تنظیمی همسوساز، . رونویسی و بیان این ژن شده است

باشند که در تنظیم رونویسی از  مهمی می 1کلیدهای مولکولی

ها طی فرایندهای  و کنترل فعالیت آنهای پویای ژنی شبکه

ها و های غیرزنده، هورمونبیولوژیکی مختلف و پاسخ به تنش

مخصوصا، درک . فرآیندهای رشدی مختلف درگیر هستند

پاسخ به تنش، به  7کننده، در آبشارهای های ژنی تنظیم شبکه

هر . های عملکردی موفق عوامل همسوساز وابسته استتجزیه

                                                           
1
 Molecular switches 

2 Cascads 

ر بیان رونویسی منجر به شناسایی ترکیبات پیشرفت دقیقی د

های القاشونده با  مختلف عوامل همسوساز در نواحی پروموتور ژن

ها، وابسته به  بیان پروتئین .(Shinozaki et al. 2003) شودتنش می

باشد، بنابراین شناسایی عوامل  القای رونویسی از ژن می

. باشد یار مهم میکننده وپروموترها بس کننده، مناطق تنظیم تنظیم

یابی  شناسایی پروموترهای گیاهی اغلب شامل شناسایی و مشخصه

های خاص یا تحت شرایط تنش  های بیان شده در بافت ژن

برای توصیف کارکردی بیان ژن، . شود فیزیولوژیکی انجام می

ی بالادست ژن مورد نیاز  سازی و تجزیه ساختمانی منطقه خالص

کننده یا  ی پروموتر، مناطق فعال هسازی ناحی است پس از خالص

 باشند بازدارنده بیان ژن با حذف مناطق پروموتر قابل شناسایی می

(Cai et al. 2007).  در مهندسی ژنتیک پس از اینکه پروموتر از

لحاظ ساختمانی شناسایی شد، مناطقی که مورد نظر برای الحاق 

 باشند را شناسایی نموده تا بعدا برای به ژن هدف می

با این  .(Porto et al. 2014) ترانسفورماسیون گیاه استفاده نمایند

ها ساده  های همسوساز موجود در پروموتر ژن وجود، آنالیز توالی

های بیشتری با استفاده از چندین پایگاه  باشد و بررسی و آسان نمی

یابی با  ش و تایید نتایج توالی باارزای قوی و وصول نتایج   داده

باشد که برای این منظور  های گزارشگر مورد نیاز می ز ژناستفاده ا

مختلف در فواصل  های بایست توالی پروموترها توسط آنزیم می

 متعددی هضم شده، سپس قطعات حاصل به ژن گزارشگر

(GUS) متصل شده و بیان ژن گزارشگر مورد بررسی قرار گیرد .

ن در مورد توا تنها در این صورت است که با اطمینان بالایی می

با توجه به کاربرد بیولوژی از اینرو . این عناصر اظهار نظر نمود

اصلاح نباتات و های بیوتکنولوژی پیشرفته،  مولکولی در تکنیک

مهندسی ژنتیک یک ابزار بسیار مهمی در پیدایش گیاهان 

چندین شرکت در . ه استشد های اخیر در دهه تغییریافته ژنتیکی

نمایند، تکنیکی که  تحقیق می سدنیا بر روی ترنس جنسی

مشکلات خاص کشاورزی را که با کاربرد متدهای اصلاح سنتی 

با توجه به تحقیق حاضر . نماید میقابل حل نیستند را شناسایی 

در دسترس بودن توالی کامل ژنوم در توان بیان نمود که،  می

های مختلف در  های ژنی باعث پیشرفت فعالیت و تنظیم ژن بانک

ها در  با این وجود، کاربرد این ژن .است  ولکولی شدهسطح م

، های قبلی از مکان و سطوح بیان جنسیس نیاز به دانسته  ترنس
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ی  ی پروموتر و عناصر همسوساز و تنظیم کننده ی ژن، اندازه اندازه

ترین غله در  گندم از لحاظ اقتصادی مهم نظر به اینکه،  .داردژن 

به افزایش روزافزون جمعیت جهان باتوجه . شود دنیا محسوب می

نیاز به افزایش تولید گندم به  7959شود که تا سال  بینی می پیش

نمایند که  محققان پیشنهاد می. اکنون برسد درصد هم 59بیش از 

های  افزایش عملکرد محصولات نسبت به اختصاص دادن زمین

د تر خواه زیادی به تولید غذا برای حفظ امنیت غذایی، معقولانه

ی افزایش محصول و  در نتیجه هرگونه تحقیق در زمینه. بود

های محیطی مخصوصا خشکی که بتواند  مقاومت غلات به تنش

ی مفیدی داشته باشد و به حفظ امنیت  در زمان کوتاهی نتیجه

 .جهانی غذا کمک نماید، مورد توجه خواهد بود
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