
  
  

  76-69صفحه ، 1390 تابستان، متشهشماره ، ومسسال ، شناسي گياهي زيست
  21/09/1389: مقاله تاريخ دريافت

  26/11/1389: تاريخ بررسي مجدد
  30/03/1390: نهايي تاريخ پذيرش

  
  
  
  

  07116137737:شماره تماس،mohsenzadeh@susc.ac.ir:نشاني پست الكترونيك: نويسنده مسؤول*
 

در دهنده به تنش كم آبي  شونده به عناصر پاسخ رونويسي متصل عامل ژنمطالعه 
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  چكيده

مهم رونويسـي اسـت كـه     عوامله به تنش كم آبي، يكي از دهند اسخده به عناصر پشون متصلرونويسي  پروتئين عامل
. عالم گياهي اسـت  ويژةكند و تنها  هاي محيطي ايفا مي يري به تنشپذ حملدر بسياري از گياهان نقش كليدي را در ت

ه بـه  دهنـد  اسـخ بـه عناصـر پ  ايـن پـروتئين    .هاست ترين تنش يكي از مهم ا،اسمزي از قبيل خشكي، شوري و سرمتنش 
يـرات بيوشـيميايي و   يشـود كـه در نهايـت بـا اعمـال تغ      باعـث بيـان چنـدين ژن مـي     ،هـاي اسـمزي متصـل شـده     تنش

ژن، داشـتن تـوالي   ايـن  ت اصلي خصوصي. شود مي اعمال شده پاسخ مناسب به تنش محيطيِ باعث ارائه فيزيولوژيك
. شـود  متصـل مـي   DNAبه توالي خاصـي از   محصول آن به صورت پروتئين، است كه AP2ناحيه حفاظت شده با نام 

 كـه  اميـد، سـرداري و زريـن    مهم رونويسي از ارقام گندم نان عاملاين  قسمتي از ژن جداسازي و تعيين خصوصيات
. گرفـت  صـورت  هسـتند، مقـاوم بـه سـرما     نيمـه  ، مقـاوم و حسـاس رتيب نيمه بوده، به تشونده در ايران  بومي يا كشت

، الكتروفـورز، عبـور از سـتون بـه     PCR، طراحي پرايمرهاي اختصاصـي،  cDNA، ساخت mRNAو  DNAاستخراج 
تجزيـه و   .شـد  در ارقام مذكور منجر هاي اين ژن ، به شناسايي تواليDNAها و تعيين توالي  سازي نمونه منظور خالص

رونويسـي   عامـل بوده و متعلق به زير خانواده  AP2 ناحيه ها داراي نشان داد كه آن انفورماتيك هاي مختلف بيو ليلتح
، FC556848هـاي دسترسـي    هـا بـا شـماره    توالياين  .متعلق هستند ه به تنش كم آبيدهند اسخده به عناصر پشون متصل

FC556849 و FC55685 در بانك جهاني ژن (NCBI) سيدبه ثبت ر.  

  AP2 ناحيه گندم زرين، ،سرداري گندم اميد، گندم رونويسي، عامل ،جداسازي ژن: كليدي هاي واژه

  
 مقدمه

ــر روي رشــد و نمــو گياهــان اثــر   عوامــل محيطــي ب
ــد ــي دارن هــاي مولكــولي در  شناســايي مكانيســم. فراوان

گياهـان  هاي محيطي بـراي   يري گياهان به تنشپذ حملت
يكــي از  ســرما .دي اســتداراي اهميــت اقتصــا زراعــي
همـه سـاله خسـارات قابـل      ي محيطـي اسـت كـه   ها تنش
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سرما به عنوان  .كند گياهان زراعي وارد ميتوجهي را به 
جذب آب از ريشه گيـاه را محـدود    ،يك تنش اسمزي

ــرده ــال آب از    ،كـ ــيل آب و انتقـ ــت پتانسـ ــث افـ باعـ
 و در نتيجـه كـم آبـي    شود سيمپلاست به آپوپلاست مي

پـذيري گيـاه    سـازش . دنبال خواهد داشتشديدي را به 
بــه ســرما حاصــل تغييــرات بيوشــيميايي و فيزيولوژيــك 
متنــوعي اســت كــه اساســاً از تغييــر در بيــان تعــدادي از  

يري بـه تـنش سـرما ناشـي     پـذ  حمـل در ت مسؤول هاي ژن
ــي ــود م ــه از .(Thomashow, 1999) ش ــاي  ژن جمل ه

ي رونويس ـ عوامـل ، هـا  تـنش تنظيمي درگير در پاسخ بـه  
كه نقش مهمي را در پاسـخ بـه تـنش در گياهـان      هستند
 DREB پـروتئين  تـرين آنهـا   يكـي از مهـم  . كنند ايفا مي

(Dehydration Responsive Element Binding) 
ي غيـر  هـا  تـنش است كه اعضاي آن نقـش اصـلي را در   

زيستي چون خشكي، شوري و سرما دارند و در گياهـان  
فرنگـي،   برنج، گوجه مانند آرابيدوپسيس، جو، ،مختلفي

 ;Liu et al., 2000) اند آفتابگردان و غيره شناسايي شده

Sakuma et al., 2002; Agarwal et al., 2006; 
Xiong and Fei, 2006; Badawi et al., 2007).  

 ها يا عناصر خاصي به نـام  توالي DREBرونويسي  عامل
DRE (Dehydration Response Element)  را روي

شناسايي تنش اسمزي  شونده توسط  هاي القا ژنپروموتر 
هاي مخصوص گياهي  تئينوپر DREBخانواده . كند مي

 60شامل  شده كه داراي يك ناحيه بسيار حفاظت هستند
نام  AP2 (Apetala 2)ناحيه كه  اسيد آمينه هستند 70تا 

بـه   DREBتاريخ شناسايي . (Shen et al., 2003) دارند
ــر روي آر  ــر  آزمايشــي كــه ب ابيدوپســيس انجــام شــد، ب

 DREB2Aو  DREB1Aمختلف  cDNA دو. گردد مي
كلون شد و مشاهدات بعدي نشان داد كه ژن كد كننـده  

تحت  C)و  (Bو دو همولوگ آن  DREB1Aتئيني وپر

ــده پر   ــد كنن ــرما و ژن ك ــنش س ــي وت و  DREB2Aتئين
ي خشكي و شوري القـا  ها تنشتحت  (B)همولوگ آن 

ــا مطالعــه . (Liu et al., 1998) شــوند مــي ــين ب همچن
ها  ، عملكرد محصولات اين ژنريختآرابيدوپسيس ترا

هاي مذكور هر  تئينورا ارزيابي كردند و دريافتند كه پر
هاي مســيرولــي  ،مشــابهي دارنــد AP2ناحيــه چنــد كــه 

. ژن هـا دارنـد   يدر القـا  هـا  تـنش متفاوتي را تحت ايـن  
 ناحيـه  و تـوالي حفاظـت شـده    DREخصوصيات توالي 

AP2 است در آرابيدوپسيس بررسي شده(Sakuma et 

al., 2002).   
مقاومت در  يهاي القانشان داد مسير نتايج تحقيقات

در عـين   ABAي خشكي، شوري، سرما و حتـي  ها تنش
هاي بسياري با هم دارند و ممكـن   جدا بودن، برهمكنش

ت م ـمقاو يالقا سبباست افزايش مقاومت به يك تنش 
ــه  ــنشب ــا ت ــو ه ــر ش  ;Thomashow, 1999) دي ديگ

Kasuga et al., 1999; Liu et al., 2000; Fowler 
and Thomashow, 2002) .ــر زيســتي هــا تــنش ي غي

هاي  خشكي، شوري و سرما گرچه به شكلنظير مختلف 
ولـي همگـي اثـر مشـابهي بـر       ،شـوند  مختلف اعمال مـي 

هـاي   سلولآب  ها تنشاين  در اثر. ميزان آب گياه دارند
فشـار تورژسـانس آنهـا كـاهش      ،رفتـه ت گياهي از دس ـ

نوعي تنش اسـمزي محسـوب    ها تنشهمه اين  يابد و مي
بـا توجـه بـه اينكـه      .(Sakuma et al., 2002) شـوند  مي

پهنه وسيعي از حاصلخيزترين منـاطق توليـدي و قسـمت    
، از جملـه گنـدم   عمده محصولات اقتصادي مهم كشور

كـه   ي محيطي اسـت ها تنشهمه ساله در معرض تهديد 
آثار نامطلوبي بر توليد و كيفيت محصولات كشـاورزي  

 هـا  تـنش دارد، پيشرفت در زمينه ايجاد مقاومـت بـه ايـن    
ــه   ــان غل ــاً در گياه ــم    مخصوص ــداف مه ــي از اه اي يك

  .كشاورزي است
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گندم نان اميد، توده بومي ايـران و نيمـه حسـاس بـه     
ــانوايي . تــنش خشــكي و سرماســت ايــن رقــم كيفيــت ن

ارد و در اكثـر منـاطق كشـور كاشـته     متوسط تا خـوب د 
ــران و منطقــه  . شــود مــي ــومي اي ــان ســرداري، ب گنــدم ن

ايـن رقـم گنـدم كيفيـت     . كردستان و مقاوم به سرماست
نانوايي ضعيفي دارد و بيشتر در منـاطق ديـم كوهسـتاني    

گندم نان زرين، غير بومي است و . شود كشور كشت مي
ايي بسـيار  نيمه مقاوم به تنش سرماسـت امـا كيفيـت نـانو    

عالي دارد و در اكثر مناطق كشور كـه سـرماي ملايمـي    
سـه رقـم گنـدم     ازدر اين پژوهش  .شود دارد، كشت مي

 عامـل  ژن ،مقاوم، نيمـه مقـاوم و نيمـه حسـاس بـه سـرما      
و تعيـين خصوصـيات    جداسـازي  DREB بـرداري  نسخه
هدف اساسي از ايـن پـژوهش، جداسـازي و تعيـين     . شد

ام گنــدم نــان ايرانــي بــه از ارقــ DREBخصوصــيت ژن 
گياهـان   ايـن  يريپـذ  حملهاي ت شناخت مكانيسم منظور

امكان انتقال اين ژن به گياهان اين برسي  و به تنش سرما
حسـاس و همچنـين   گياهـان زراعـي   ديگـر  يا  و خانواده

  .بود پلاسم ارقام ايراني شناسايي ژرم
 

  ها مواد و روش
 نيمـه  ، مقـاوم و حسـاس نيمـه   نـان  رقم گندم بذر سه

اميد، سـرداري و   هاي به ترتيب به نام به تنش سرما مقاوم
. زرين از بانك ژن گياهي ايران واقع در كرج تهيـه شـد  

درصد بـه   5اين بذرها ابتدا با محلول هيپوكلريت سديم 
هاي مجـزا   ضد عفوني و سپس در گلدان دقيقه 10مدت 

ها در اتاقك كشت با شرايط طول روز  نمونه. كاشته شد
درجـه   22سـاعت، دمـاي روز    8اعت، طول شـب  س 16

 60 درجه سـانتيگراد، رطوبـت   15سانتيگراد، دماي شب 
بـــراي القـــا تـــنش ســـرما، . قـــرار داده شـــدند درصـــد
 5روزه بـه مـدت يـك هفتـه و هـر روز       16هاي  گياهچه

درجه سانتيگراد در يخچـال گـذارده    4ساعت در دماي 
  . شدند

ــل رونو  ــين خصوصــيات عام  يســيجداســازي و تعي
DREB  اسـتخراج   شاملدر ارقام گندمDNA  طراحـي ،

الكتروفورز، عبور از  ژل ،PCRآغازگرهاي اختصاصي، 
 ، تعيــينPCRمحصـول  سـازي   سـتون بـه منظـور خــالص   

هــاي بيوانفورماتيــك و  تجزيــه و تحليــل وDNA تــوالي
، BLASTهمچـون   افزارهـايي  بـا نـرم   AP2 ناحيـه  تأييد

ProDom، PROSITE، SMART ،CDD ،CDART ،
BLOCKS  وPfam در بانك جهاني ژن  ها توالي و ثبت 

تغييـــر يافتـــه  CTABروش  بـــا DNAاســـتخراج  .بـــود
(Sumer et al., 2003) هــاي از بــرگ گياهچــه  و  

 افـزار  گيري از نرم با بهره. صورت گرفتروزه گندم  16
هاي مشابه ثبت شده در بانـك   آرايي توالي و هم 5 اليگو

ژن  فــت آغــازگر مناســبيــك ج (NCBI)جهــاني ژن 
DREB    توسـط شـركت آلمـاني     وبه قرار زيـر طراحـي
MWG توالي پيشرو :ساخته شد :  

5´-TATGGATTGCCTTGATGAACA-3´  
 :برگشتتوالي و 

5′-GACTCCGATTCATCCTTCCC-3′  
دماي  به صورت PCRبرنامه زماني و دمايي واكنش 

 35و سـپس   دقيقـه  5 به مـدت  درجه سانتيگراد 94 اوليه
هــر  درجــه ســانتيگراد 72 و 53 ،94بــه صــورت  ســيكل

 درجه سانتيگراد 72 و دماي نهايي دقيقه 1 كدام به مدت
  .شدتنظيم  دقيقه 10 به مدت

هــاي اكتــين مــورد اســتفاده برگرفتــه از مقالــه پرايمر
و از ايـن   )2004(و همكاران  Pellegrineschi پژوهشي
  :توالي پيشرو، قرار بود

5'- GACCCAGACAACTCGCAACT -3'  
  :توالي برگشت و

5'-CTCGCATATGTGGCTCTTGA -3'  
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فـوق   به صورت PCRبرنامه زماني و دمايي واكنش 
  .بود

ــتخراج   ــراي اســ ــوص  RNAبــ ــت مخصــ   از كيــ
Bio-RAD (Aurum Total RNA Mini Kit, USA) 

بـه منظـور    DNaseدر ايـن كيـت از آنـزيم    . شداستفاده 
ژنــومي اســتفاده  DNAبــه  RNAعــدم آلــودگي نمونــه 

فاقد  mRNAاز روي  cDNAسپس اولين رشته . رديدگ
DNA  كيتبا ژنومي Roche  ساخته شد كه از روي آن

. شـود  مـي سنتز  PCRدر اولين دور واكنش  رشته مكمل
 RT-PCRاز ژن اكتين نيز براي سـنجش صـحت انجـام    

 بـر روي ژل  هـا  نمونه PCRپس از انجام  .گرديداستفاده 
بـــه منظـــور . نددرصـــد الكتروفـــورز شـــد 1 زوآگـــار
و آمـاده كـردن آن بـراي     PCRسـازي محصـول    خالص

  Roche شـــــــركت از كيـــــــت تعيـــــــين تـــــــوالي
(High Pure PCR Product Purification Kit, 

Germany)  توسط شـركت   سپس وشد استفادهMWG 
  .آلمان تعيين توالي گرديد

  
  نتايج و بحث

كـه در ايـن    TADREBگندم يـا   DREBتوالي ژن 
در سـه نـوع گنـدم     cDNAژنومي و  پژوهش از دو منبع

اميد، زرين و سرداري به دست آمد، در واقع قسـمتي از  
ــه   ــل اســت ك ــولژن كام ــين ط ــا  436ي ب ــت  438ت جف

و  mRNAبــراي اطمينــان از اســتخراج  .نوكلئوتيــد دارد
، محصول واكنش با آغازگر ژن cDNAساخت درست 

شـود   هـاي گيـاهي بيـان مـي     اكتين كه هميشـه در سـلول  
PCR  ــدو ــورز شـ ــكل . الكتروفـ ــورز  1شـ ژل الكتروفـ

جفــت  500حــدود  طــول بــا نــواري بــه PCRمحصــول 
سه نـوع گنـدم بـا آغـازگر      cDNAمربوط به نوكلئوتيد 

ــي   ــان م ــين را نش ــد اكت ــكل  .ده ــورز ، 2ش ژل الكتروف

سه رقم گندم اميد، سـرداري و زريـن از    PCRمحصول 
 ژل الكتروفـورز  مقايسـه . است cDNAدو منبع ژنومي و 

دست آمده ه ب TADREB كه دهد ين دو منبع نشان ميا
هــر ســه نمونــه گنــدم، در     cDNA از منبــع ژنــومي و 

باندهايي با اندازه يكسان قـرار گرفتنـد و مقايسـه تـوالي     
درصـدي از نظـر طـول     100ها نيز حاكي از شـباهت   آن

در  حـداقل دهد ژن مـورد نظـر    ها بود كه نشان مي توالي
اينتـرون بـوده، طـول و تـوالي     طول قطعه جدا شده، فاقد 

DNA  وcDNA  ــابه دارد و ــم  مشـ ــت كـ ــن دسـ در ايـ
آنـــاليز . وجـــود نـــدارداينترونـــي  ،محـــدوده از ژنـــوم

، 3شـكل  . ييـد نمـود  أبيوانفورماتيك نيـز ايـن مـورد را ت   
هاي بيوانفورماتيكي از توالي اسيد آمينـه   تجزيه و تحليل

دسـت آمـده از   ه ب ـ DREBحاصل از ترجمه تـوالي ژن  
 AP2وجـود ناحيـه   . دهد ام گندم مذكور را نشان ميارق

هـاي مـذكور از اعضـاي زيـر      دومين اثبات نمود كـه ژن 
دهـد كـه    نشان مـي  4شكل . هستند DREBخانواده مهم 

  زنجيـره  3حـاوي  در توالي جداسـازي شـده    AP2ناحيه 
β-sheets   و يـك زنجيـره α-helix  اسـيد آمينـه    و اسـت

نــه گلوتاميــك در  و اســيد آمي 14والــين در موقعيــت  
نقش مهمـي در تشـخيص    آن قرار دارند كه 19 موقعيت
ــوالي  ــه شــون متصــلت ــا مــي DNAده ب ــد ايف ــوالي  .كنن ت

ــو ــ نوكلئوتيــــد و آمينــ ــيد بــ ــده ازه اســ   دســــت آمــ
DREB cDNA نشان داد كه ايـن   مذكور هاي نان گندم
  و يـــك زنجيـــره β-sheetsزنجيـــره  3منطقـــه حـــاوي 

α-helix ه دقيقــاً در تــوالي اســت كــه جايگــاه هــر قطع ــ
هـاي ايـن ناحيـه بـه      همچنين سـاير قسـمت  . مشخص شد

بـا بررسـي در بانـك    . شـود  هاي بينابيني مربوط مـي  لوپ
 هــاي ژن كــد كننــده پــروتئين 145ژنــي آرابيدوپســيس 

 ژن داراي 14بر اين اسـاس  . ه شديافت AP2 داراي ناحيه
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بودنـد   AP2ژن داراي يك ناحيه  131 و AP2ناحيه  دو
را  DREBهـاي زيـر خـانواده     پروتئين ،از آن ژن 56كه 

فـرض بـر ايـن    . (Sakuma et al., 2002) كننـد  كد مـي 
ها  باكترها و ويروس سيانوهاي  است كه انتقال جانبي ژن

صـورت  همزيسـتي داخلـي بـه گياهـان     از طريق پديـده  
تشكيل خانواده بـزرگ عوامـل رونويسـي     أگرفته و منش

در گياهان از طريـق   سپس. است شده AP2ناحيه  داراي
ها  هاي مختلفي چون حذف يا اضافه شدن اينترون پديده

و يا طرق ديگر اعضاي مختلف  جايي و جابه ها و اگزون
هـاي گونـاگون ايـن خـانواده بـزرگ بـه        و زير خـانواده 
  . (Magnani et al., 2004) اند وجود آمده

سـه رقـم گنـدم اميـد،      cDNAهاي  توالي هم رديفي
دهـد كـه شـباهت زيـادي بـا       ي نشان مـي زرين و سردار

ــد  ــديگر دارن ــوالي .يك ــماره  ت ــا ش ــا ب ــي   ه ــاي دسترس ه
FC556848 ،FC556849  وFC556851  در بانـــــــك

مهندسـي ژنتيـك ايـن    . به ثبت رسـيد  NCBI جهاني ژن
قـادر اسـت    DREBرونويسي  عاملبا توجه به اينكه ژن 

را تحـت   القا شـونده در تـنش  چندين ژن  يهمزمان القا
در  .، اهميــت زيــادي دارد خــود داشــته باشــد   تنظــيم
ريخـت فراوانـي   هاي معمول انتقال ژن گياهـان ترا  روش

د بهبـو  ،به دليل انتقـال تنهـا يـك ژن    ، وليمعرفي شداند
بـه دليـل    DREB انتقال ژن ، امامشاهده شده استنسبي 
توانـد   يم ـ ،تنظيم بيان چندين ژن را بر عهـده دارد  اينكه
 ;Dubouzet et al., 2003) باشـد چند گانه داشـته   آثار

Savitch et al., 2005).    عـلاوه بـر    نتـايج ايـن پـژوهش
هاي القا مقاومـت   پلاسم ايراني به يافتن راه شناسايي ژرم

ارقام پر بازده به منظـور افـزايش محصـول و كـاهش      در
ي محيطــي حســاس كمــك هــا تــنشخســارات ناشــي از 

 .نمايد مي

 
  .با آغازگر اكتين cDNAو ساخت درست  mRNAمربوط به استخراج  PCRژل الكتروفورز محصول  -1شكل 

  .است bp100ماركر  Mو  اميد، سرداري و زرين هاي نان گندم مربوط به به ترتيب 3و  2، 1
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و از منبع ) زرين اميد، سرداري و هاي نان گندم مربوط به به ترتيب 3و  cDNA )1 ،2رقم گندم از منبع  سه PCRمحصول ژل الكتروفورز  -2شكل 
DNA )4 ،5  اميد، سرداري و زرين هاي نان گندم مربوط به به ترتيب 6و(، M  ماركرbp100 است.  

  

  
  CDD search جداسازي شده از اين ارقام گندم با استفاده از نرم افزار DREBدر توالي اسيد آمينه  AP2ناحيه  -3شكل 

  

  
  Pfamافزار  جداسازي شده از اين ارقام گندم با استفاده از نرم DREBاز توالي اسيد آمينه  AP2ساختار سه بعدي پروتئين از ناحيه  -4شكل 
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Abstract 
Dehydration-responsive element binding-factor (DREB) protein is one of the transcription 
factors which play a key role in tolerance to environmental stresses in many plants. Drought, 
salinity and cold are examples of important osmotic stresses. DREB binds to stress responsive 
elements causing over expression of several genes and ultimately biochemical and 
physiological modification gives appropriate response to the related stress. The main property 
of DREB gene is AP2 domain a conserved sequence that its protein product binds to a 
specific sequence of DNA. In this research, isolation and characterization of DREB gene from 
some native or cultivated Iranian bread wheat were studied. These cultivars named Omid, 
Sardari and Zarrin were semi sensitive, resistant, and semi resistant to cold stress respectively. 
DNA and mRNA extraction, cDNA synthesis, specific primer design, PCR, Electrophoresis, 
column purification and DNA sequencing, led to identify the sequences of this gene in three 
cultivars. Different bioinformatics analyses of the sequences showed that they had AP2 
domain and belonged to DREB subfamily. These sequences were submitted to NCBI 
GenBank, and were recorded as FC556848, FC556849, and FC556851 accession numbers. 

Key words: Gene isolation, Transcription factor, Omid wheat, Sardari wheat, Zarrin wheat, 
AP2 domain 
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