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در گياه آلوروپوس  DREBبندي و آناليز بيان خانواده ژني عوامل رونويسي  شناسايي، طبقه
 تحت تنش شوري) Aeluropus littoralis(ليتوراليس 

  سميرا محمدي و *پطرودي سيدحميدرضا هاشمي
گروه مهندسي ژنتيك و  ،كشاورزي طبرستانفناوري  پژوهشكده ژنتيك و زيست ،ساري طبيعي منابع دانشگاه علوم كشاورزي وساري، ايران، 

 بيولوژي

  17/9/98: تاريخ پذيرش  11/5/98: تاريخ دريافت

  چكيده

هاي  هاي مهمي در تنظيم رشد گياه و پاسخ به تنش يك خانواده بزرگ از عوامل رونويسي است كه نقش DREBخانواده ژني 
فرصتي ) Aeluropus littoralis(ياه هالوفيت آلوروپوس ليتوراليس توالي ژنوم گ  باتوجه به تعيين . كنند محيطي خارجي ايفا مي

در ژنوم  DREBژن غيرتكراري رمزكننده  16در مجموع، . ، فراهم شدDREBهاي خانواده ژني  براي آناليز گسترده ژنومي ژن
 DREBهاي  ها و الگوهاي بيان ژن در اين پژوهش، ساختارهاي ژني، روابط فيلوژنتيكي، تركيب موتيف. آلوروپوس شناسايي شد
  DREBهاي خانوادة ژني ساختار فيلوژني نشان داد كه ژن. ، مورد تجزيه و تحليل قرارگرفتندبازيابيتحت تنش شوري و 

آناليز . بندي شدند تقسيم A6و  A1 ،A2 ،A4 ،A5گروه  5ه مدل آرابيدوپسيس تاليانا به آلوروپوس بر مبناي همولوژي با گيا
شدگي بالايي برخوردار بوده كه احتمالاً حاكي  ها در هر گروه از حفاظت ها نشان داد كه اين ژن ساختارهاي ژني و تركيب موتيف

، AlDREB6.2و  AlDREB6.3هاي  ، ژنRNAتوالي  يينهاي تع براساس داده .باشد از كاركردهاي مشابه اعضاي هر گروه مي
 و AlDREB6.4هاي  بيشترين كاهش بيان نيز در ژن. ببيشترين بيان را در شرايط تنش شوري در بافت ريشه به نمايش گذاشتند

AlDREB6.3يل كاركردي اي براي تجزيه و تحل تواند پايه نتايج اين تحقيق مي. ، در شرايط بازيابي در بافت برگي مشاهده شد
  .ها فراهم آورد شناختي آن هاي زيست آلوروپوس براي درك نقش  DREBهاي ژن

    DREBآلوروپوس ليتوراليس، بيان ژن، تنش شوري، روابط فيلوژنتيكي، عوامل رونويسي :هاي كليدي واژه

  shr.hashemi@sanru.ac.ir: ، پست الكترونيكي 33687747011  : نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
محيطي مانند شوري اثرات نامطلوبي بر رشد و  هاي  تنش

هاي  گياهان در طول تكامل، پاسخ. نمو گياهان دارند
فيزيولوژيكي و متابوليكي متنوعي را جهت دفاع در برابر 

ها  بطور كلي، تنش. اند شرايط نامطلوب محيطي، توسعه داده
شوند كه محصولات  هاي خاصي مي موجب القاي بيان ژن

اي در مكانيسم دفاعي در برابر  كننده ها نقش تعيين ناين ژ
عوامل رونويسي . )1(هاي گياهي برعهده دارند  تنش
هاي تحت كنترل خود را از  اي از ژن توانند مجموعه مي

طريق اتصال اختصاصي به عناصر تنظيمي سيس موجود در 

ها  محصولات اين ژن. هاي هدف، تنظيم كنند انداز ژن راه
در نتيجه  كنند و كننده عمل مي هاي تنظيم بعنوان پروتئين

عوامل . شوند باعث افزايش تحمل گياه در برابر تنش مي
 = DREB(دهنده به دهيدراسيون  رونويسي پاسخ

Dehydration-responsive element-binding protein( ،
هاي  نقش حياتي در تنظيم رشد گياه و پاسخ به تنش

  .)5(كنند  محيطي خارجي ايفا مي

 خانواده
AP2/ERF )APETALA2/ethylene response 

factor(هاي عوامل رونويسي در  ترين گروه ، يكي از بزرگ
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نوع  DNAباشد كه با حضور دمين اتصال به  گياهان مي
AP2/ERF تا  60اين دمين متشكل از . شوند مي  مشخص

شدگي بالايي  باشند كه از درجه حفاظت اسيدآمينه مي 70
، يك زيرگروه DREBعوامل رونويسي . )61(برخوردارند 

است كه نقش مهمي در  AP2/ERFبزرگ متعلق به خانواده 
 ABAنش در مسير مستقل از دهنده به ت هاي پاسخ بيان ژن
هاي  انداز بسياري از ژن در ناحيه راه. )56(كنند  ايفا مي
مانند خشكي، شوري، سرما (دهنده به تنش غيرزيستي  پاسخ

 نام ، عناصر تنظيمي سيس به)و گرما
DRE/CRT قرار دارند .

باشد كه  مي DREهسته توالي  ʹA/GCCGAC-3-ʹ5موتيف 
شدگي بالايي  ها از درجه حفاظت انداز اين ژن در ناحيه راه

با اتصال به ناحيه  DREBعوامل رونويسي . برخوردار است
DRE/CRTدهنده به تنش غيرزيستي را  هاي پاسخ ، بيان ژن
در  DREBعوامل رونويسي . )63و  52(كنند  تنظيم مي

زيرگروه  6آرابيدوپسيس، بر اساس مشخصات ساختاري به 
A-1  تاA-6  52(تقسيم شدند(.  

اين عوامل رونويسي بطور كلي در تحمل گياه در برابر 
، گرما )25(، خشكي )28(هاي غيرزيستي مانند انجماد تنش

بعنوان مثال . نقش دارند )13(و اسمزي  )25(، شوري )48(
ژن  )Overexpression( بيان توان به بيش مي

DREB1A/CBF3 در گياه آرابيدوپسيس اشاره نمود كه به  
هاي خشكي،  افزايش قابل توجه تحمل گياه در برابر تنش

بيان ژن  بيش. )40و 31(انجماد و شوري بالا منجر شد 
DREB2A  در گياه آرابيدوپسيس تاليانا نيز موجب القاء بيان

به تنش خشكي و گرما شده كه با افزايش هاي پاسخگو  ژن
هاي خشكي، گرما و شوري بالا همراه بود  تحمل به تنش

 DREB2Aت فعاليت و ميزان بيان ژن لازم بذكر اس. )53(
هاي خشكي و گرما، بشدت تحت تأثير تغييرات  تحت تنش

و عناصر تنظيمي سيس موجود در  )50(بعد از رونويسي 
  .شود كنترل مي )32(ناحيه پروموتري 

بصورت خانواده ژني و از  DREBدر گياهان، گروه ژني 
چه وجه تسميه اين گر. باشد چندين عضو برخوردار مي

نقش آنها در تنش هيدراسيون بوده ولي  بدليلخانواده 
تاكنون كاركردهاي متنوع ديگري نيز براي اعضاي اين 

بعنوان مثال، ژن . خانواده ژني شناسايي شده است
DREB1D/CBF4  در تحمل گياه به تنش خشكي نقش
در  DREB1A/CBF3كه همولوگ آن ژن  دارد، در حالي
ست مشخص شده ا. )18(كند  سرما عمل مي پاسخ به تنش

كننده منفي، با كنترل  بعنوان تنطيم DREB1C/CBF2كه ژن 
، پاسخ DREB1B/CBF1و  DREB1A/CBF3هاي  بيان ژن

گزارش شده . كند گياه به تنش سرما را بشدت كنترل مي
در تحمل به گرما به جاي تحمل به  DREB2Cاست كه 

هاي مختلف  تنوع عملكردي ژن. )36(خشكي نقش دارد 
DREB رغم همولوژي بالاي توالي آنها، بررسي  علي

عملكردي و مولكولي اعضاي اين خانوادة ژني را جهت 
ها  مي حاكم در بيان اين ژنهاي تنظي درك مكانيسم

  .نمايد ناپذير مي اجتناب

و  DREB )ZmDREB1Aدر ذرت، بررسي دو ژن 
ZmDREB2A (هاي  متعلق به زيرگروه بترتيبDREB1  و

DREB2 ها در پاسخ به تنش خشكي  نشان داد كه اين ژن
غير از  مشخص شد كه به . )49و 48(شوند  بيشتر بيان مي

در  ZmDREB2Aآرابيدوپسيس، بيان ژن  DREB2Aژن 
پاسخ به تنش غيرزيستي از طريق يك مكانيسم پيرايش 

تنظيم شده، كه پروتئين  )Alternative splicing( متناوب
نمايد  دست را فعال مي بيان شده بطور مستقيم بيان ژن پايين

هاي مشابه در برنج، گندم و جو، حاكي از  يافته. )48(
هاي فاكتور  دقت فعاليت ژن وجود مكانيسمي است كه به

كند و نشان  رونويسي القاءشونده تحت تنش را تنطيم مي
لپه و  كدهد كه اين مكانيسم مولكولي در گياهان ت مي

اين مشاهدات تأكيدي ). 62و  45، 8(دولپه متفاوت است 
براي درك  DREBهاي خانواده  بر اهميت شناسايي ژن

هاي انتقال سيگنال براي بهبود به تنش در گياهان  مكانيسم
  . است
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توالي ژنوم گياه هالوفيت آلوروپوس   باتوجه به تعيين
ده ژنتيك و در پژوهشك) Aeluropus littoralis(ليتوراليس 

، فرصتي براي تجزيه )منتشر نشده(فناوري طبرستان  زيست
در يك گونه  DREBهاي خانوادة  و تحليل و شناخت ژن

گياه . متحمل به تنش از خانواده گندميان، فراهم شد
تواند  كه ميC4لپه و  تك آلوروپوس ليتوراليس گياهي است

بيش را تا ) بطور معمول كلريد سديم (سطوح بالاي شوري 
مولار تحمل كند و بيشتر در سواحل درياها و  ميلي 600از 

اي  هاي شور، كنار جاده و چمنزارهاي رودخانه درياچه
بر مقاومت به شوري، بعنوان  اين گياه، علاوه. )2(رويند  مي

، 16(شود  گياهي مقاوم به خشكي و گرما نيز محسوب مي
با اشاره به اهميت آلوروپوس ليتوراليس ). 65و 30، 24

هاي جديد  بعنوان يك منبع ژنتيكي غني جهت شناسايي ژن
حمل به شوري، خشكي و گرما براي اصلاح مرتبط با ت

و همچنين نقش ) 23و  22، 21 ،20، 15، 9(گياهان زراعي 
ها، اين  در مقاومت گياهان نسبت به تنش DREB هاي ژن

در  DREB هاي بررسي بعنوان اولين مطالعه كاركردي ژن
در اين مطالعه، براي تعيين رابطه . اين گياه صورت گرفت

در اين گياه،  DREB ي خانوادهها عملكرد ژن- ساختار
ها انجام شد و روابط  بررسي گسترده ژنومي اين ژن

در آلوروپوس،  DREB2و  DREB1هاي  فيلوژنتيكي ژن
در . آرابيدوپسيس، برنج و ذرت نيز مدنظر قرارگرفت

ها، الگوي بيان  نهايت، براي درك بيشتر كاركرد اين ژن
ها در شرايط  آنهاي  ها در دو بافت برگ و ريشه و پاسخ آن

  . تنش شوري و بازيابي، مورد بررسي قرار گرفت

  مواد و روشها
در آلوروپوس  DREBشناسايي اعضاي خانواده ژني 

دراين مطالعه جهت شناسايي اعضاي خانواده : ليتوراليس
هاي  در آلوروپوس ليتوراليس، ابتدا توالي DREBژني 

دوپسيس، برنج و آرابي AP2/ERFهاي خانواده  پروتئيني ژن
 RGAPهاي داده  بترتيب از پايگاه

(http://rice.plantbiology.msu.edu/)  وTAIR 

)https://www.arabidopsis.org/ (سپس . دريافت شد
در  tBLASTnهاي دريافت شده از طريق روش  توالي
جهت  1E-10كمتر از  E-valueبا  )BioEdit )19افزار  نرم

در توالي ژنوم مرجع گياه  AP2/ERFهاي  جستجوي ژن
موجود در پژوهشكدة ژنتيك و  آلوروپوس ليتوراليس

فناوري كشاورزي طبرستان، مورد استفاده قرار  زيست
هاي ناقص و تكراري، در  پس از حذف پروتئين. گرفت

، پروتئيني و CDSنواحي كدكننده يا  هاي نهايت، توالي
تأييد نهايي حضور دمين . ژنومي اين خانواده شناسايي شد

هاي اطلاعاتي   ه، با استفاده از پايگاAP2حفاظت شده 
InterProScan 

)https://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence-

search ()29( ،Pfam )http://pfam.xfam.org/ ()12(  و
SMART )http://smart.embl-heidelberg.de/ ()34( 
هاي  پروتئين AP2هاي  توالي دميندر نهايت، . انجام شد

AP2/ERF  شناسايي شده در آلوروپوس ليتوراليس با
ها براي  دست آمد و اين توالي به SMARTاستفاده از پايگاه 

. مورد تجزيه و تحليل قرارگرفتند DREBهاي   شناسايي ژن
با  DREBهاي  وزن مولكولي و نقطه ايزوالكتريك پروتئين

 ExPASyاز پايگاه اطلاعاتي  ProtParamاستفاده از ابزار 
)https://web.expasy.org/protparam/ ( برآورد شد)14( .

 WoLFها از برنامه  بمنظور شناسايي جايگاه سلولي پروتئين

PSORT )https://wolfpsort.hgc.jp/ (  استفاده شد)26( .  

سازي خانواده  رديف تجزيه و تحليل فيلوژنتيكي و هم
جهت بررسي : در آلوروپوس ليتوراليس DREBژني 

روابط تكاملي ميان اعضاي يك خانواده ژني ابتدا بايستي 
سازي صحيح صورت گيرد، سپس  فردي تجزيه وتحليل هم

ابتدا . درخت فيلوژنتيكي با الگوريتم مناسب ترسيم شود
دست آمده از  به DREBهاي پروتئيني  سازي توالي رديف هم

صورت گرفت  ClustalWافزار  آلوروپوس با استفاده از نرم
هاي  رديفي توالي با استفاده از نتايج حاصل از هم. )58(

 ها با استفاده از پروتئيني، درخت فيلوژنتيكي اين توالي

بر مبناي روش اتصال همسايه  )MEGA )57 6.0افزار  نرم
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)NJ (استرپ  با آزمون بوت)ترسيم  1000با تكرار  )11
و  DREB1هاي  همچنين درخت فيلوژنتيكي توالي .شد

DREB2  آلوروپوس، آرابيدوپسيس، برنج و ذرت براساس
  .سازي دمين كاركردي رسم شد رديف هم

هاي  تجزيه و تحليل ساختار ژني و شناسايي موتيف
و  CDS  هاي كدكننده از طريق مقايسه توالي :حفاظت شده

هاي  اينترون ژن-ژنومي مربوط به هر ژن، ساختار اگزون
DREB  با استفاده از برنامة در آلوروپوسGSDS 

)http://gsds.cbi.pku.edu.cn/ ( ترسيم شد)بمنظور . )27
هاي پروتئيني  شده در توالي هاي حفاظت شناسايي موتيف

DREB  آلوروپوس، از برنامهMEME )http://meme-

suite.org/tools/meme/ ( استفاده شد)پارامترهاي مورد . )4
يف، و كمترين و موت 15استفاده شامل شناسايي حداكثر 

. اسيدآمينه بود 50و  6ها بترتيب  بيشترين طول موتيف
هاي شناسايي شده براساس  بر اين، تمامي موتيف علاوه

  .مستندسازي شدند InterProScanپايگاه اطلاعاتي 

در  DREBهاي  تنش شوري و بررسي الگوي بيان ژن
براي بررسي بيان  :برگ و ريشه آلوروپوس هاي بافت
هاي برگ و ريشه آلوروپوس  در بافت DREBهاي  ژن

ابتدا . استفاده شد  RNA-seqهاي تحت تنش شوري، از داده
 600بر روي گياهان دو ماهه، تنش شوري در غلظت 

سپس يك هفته پس از اعمال تنش . مولار اعمال شد ميلي
برداري از دو بافت برگ و ريشه صورت  شوري، نمونه

در ادامه، گياهان باقيمانده به محيط هيدروپونيك . گرفت
 و يك هفته پس از انتقال به شرايط فاقد نمك منتقل
برداري صورت  هاي برگ و ريشه نمونه بازيابي، از بافت

 HiSeq 2500يابي در دستگاه  سپس، فرايند توالي. پذيرفت
ها  آناليز تفاوت بيان ژن. انجام گرفت Illuminaشركت 

در شرايط تنش شوري و بازيابي با  Log2FCصورت  به
 CLC Genomics Workbenchافزار  استفاده از نرم

Version 6.5 (www.clcbio.com) بدين . بررسي شد
و  ها ژن حاوي كه ژن بيان ماتريس ترتيب كه پس از تشكيل

هاي كانديد، مورد بررسي قرار  بود، بيان ژن ها آن بيان سطح
 Heatmapدست آمده در نمودار  گرفت و در نهايت نتايج به

 CIMminerافزار  ترسيم شده توسط نرم
)https://discover.nci.nih.gov/cimminer/home.do/ (

  .)54(ارائه شد 

  نتايج
در آلوروپوس  DREBشناسايي اعضاي خانواده ژني 

بالقوه در ژنوم  DREBهاي  جهت شناسايي ژن :ليتوراليس
هاي  توالي tBLASTnآلوروپوس ليتوراليس، از الگوريتم 

آرابيدوپسيس و برنج با ژنوم   AP2/ERFپروتئيني خانوادة
بر اين اساس پس از حذف . آلوروپوس استفاده شد

نتايج . توالي پروتئيني شناسايي شد 67هاي تكراري،  توالي
و  InterProScan،  Pfamهاي  ها در پايگاه بررسي پروتئين

SMART ه هاي شناسايي شد مشخص كرد كه تمام توالي
 AP2هاي  سپس توالي دمين. هستند AP2داراي دمين 

 SMARTهاي شناسايي شده با استفاده از پايگاه  پروتئين
و همولوژي با  AP2هاي  با بررسي توالي دمين. دست آمد به
بعنوان  DREBتوالي كدكننده  16هاي آرابيدوپسيس،  ژن

در گياه آلوروپوس ليتوراليس  DREBاعضاي خانوادة 
 DREBهاي  گذاري ژن جهت نام. ندشناسايي شد

و  A. littoralisبرگرفته از گياه  Alآلوروپوس، ابتدا پيشوند 
گذاري براساس  و در نهايت شماره DREBسپس 

اين . ها در درخت فيلوژنتيكي انجام گرفت بندي ژن گروه
ذرت و جو  DREBهاي  گذاري بيشتر در مورد ژن شيوه نام

هاي اين  طول پروتئين. )41و 17(نيز استفاده شده است 
اسيدآمينه  448تا ) AlDREB5.3( 159خانواده از 

)AlDREB6.1 ( ها نيز از  وزن مولكولي آن. بودمتغير
شاخص ايزوالكتريك . كيلودالتون بود 48/48تا  40/17

در  91/4هاي مورد مطالعه متغير و در محدودة  پروتئين
AlDREB5.2  در  90/9تاAlDREB5.3  1جدول (بود.(  

ها،  هاي كليدي در بررسي كاركرد پروتئين يكي از ويژگي
در فعاليت سلولي تواند  يابي سلولي است كه مي مكان
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مشاركت داشته باشد و بطور كارآمدي در انتخاب جايگاه 
ها  يابي پروتئين مكان .)64(درست سلولي عمل كند 

 DREBپروتئين  16پروتئين از  14مشخص نمود كه 

و  AlDREB5.1هاي شناسايي شده در هسته و پروتئين
AlDREB6.4  بترتيب در سيتوپلاسم و كلروپلاست، فعال

  ). 1جدول (هستند 
  در ژنوم آلوروپوس ليتوراليس DREBهاي  مشخصه ژن تعيين -1جدول 

 شماره ژن  نام ژن
طول 
 پروتئين

طول  طول ژن
CDS 

تعداد
  اگزون

تعداد
 اينترون

وزن
  مولكولي

نقطه
  ايزوالكتريك

 جايگاه سلولي

AlDREB
1.1 Alg12355 222 669 669 1 0 24.38 4.94 

nucl: 10, mito: 2, chlo: 
1, cysk: 1 

AlDREB
2.1 Alg655 253 762 762 1 0 28.03 6.45 

nucl: 11, cyto: 2, vacu: 
1 

AlDREB
2.2 Alg6392 390 2747 1173 4 3 43.07 4.96 nucl: 9, cyto: 4, chlo: 1 

AlDREB
2.3 Alg13463 253 1462 762 2 1 28.29 6.21 nucl: 13, plas: 1 

AlDREB
4.1 Alg2745 210 633 633 1 0 22.62 5.30 nucl: 14 

AlDREB
4.2 Alg9994 233 702 702 1 0 24.78 5.43 nucl: 13, cyto: 1 

AlDREB
4.3 Alg14808 259 780 780 1 0 2733 5.00 nucl: 13, cyto: 1 

AlDREB
5.1 Alg1100 212 639 639 1 0 22.85 5.26 

cyto: 10, nucl: 2, chlo: 
1, mito: 1 

AlDREB
5.2 Alg2574 228 687 687 1 0 24.10 4.91 

nucl: 7, mito: 5, chlo: 
1, extr: 1 

AlDREB
5.3 Alg10270 159 480 480 1 0 17.40 9.90 

nucl: 11, mito: 2, cyto: 
1 

AlDREB
5.4 Alg14923 237 714 714 1 0 24.38 5.20 nucl: 8, chlo: 3, extr: 3 

AlDREB
6.1 Alg3883 448 1347 1347 1 0 48.48 7.91 nucl: 14 

AlDREB
6.2 Alg6105 296 891 891 1 0 31.50 6.75 

nucl: 9.5, nucl_plas: 
5.5, mito: 2, chlo: 1, 

cyto: 1 
AlDREB

6.3 Alg8903 286 861 861 1 0 30.54 6.45 nucl: 13, cyto: 1 

AlDREB
6.4 Alg9431 279 840 840 1 0 30.53 9.05 chlo: 12, nucl: 2 

AlDREB
6.5 Alg12885 436 1311 1311 1 0 46.81 8.73 nucl: 14 

ژن همولوگ بر مبناي الگوريتم  14بيني شده بر اساس مشابهت با جايگاه ژني  هاي پيش اعداد نمايش داده شده در جايگاه سلولي؛ بر مبناي جايگاه
Nearest Neighbors )باشد مي) نزديكترين همسايه.  

سازي خانواده  رديف تجزيه و تحليل فيلوژنتيكي و هم
بندي  بمنظور دسته: در آلوروپوس ليتوراليس DREBژني 
شناسايي شده در آلوروپوس ليتوراليس،  DREBهاي  ژن

هاي  هاي پروتئيني ژن سازي چندگانه توالي رديف ابتدا هم
DREB  صورت گرفت، سپس درخت فيلوژنتيكي
هاي پروتئيني مربوطه بر مبناي روش اتصال همسايه  توالي

)NJ (ژن  16. ترسيم شدDREB  گروه  5آلوروپوس بهA1 ،
A2 ،A4 ،A5  وA6به اين ترتيب كه . بندي شدند ، تقسيم

ژن در گروه  A2 ،3ژن در گروه  A1 ،3يك ژن در گروه 
A4 ،4  ژن در گروهA5 ژن در گروه  5، وA6  قرارگرفت

ها براساس همولوژي با  گذاري اين گروه نام) 1شكل (
  . آرابيدوپسيس، صورت گرفت

هاي  سازي نشان داد كه پروتئين رديف حليل همتجزيه و ت
DREB  داراي همولوژي بالايي در دمينAP2/ERF  و

حفاظت شده در دمين  WLGحاوي يك موتيف 
AP2/ERF  هاي  در پروتئين). 2شكل (آلوروپوس هستند
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اسيدآمينه والين در ، DREBهاي  كد شده توسط ژن
شده است ولي  حفاظت AP2/ERFدمين  14  موقعيت

حفاظت شده نيست و در  19لوتاميك اسيد در موقعيت گ
بترتيب با والين، آلانين و لوسين  A6 و A1 ،A5گروه 

، حاوي توالي آمينو اسيدي A1گروه . جايگزين شده است
CEVR  حفاظت شده بينV14  وV19  بود و اين منطقه به

تبديل  A6و  A2در گروه  AEIRيك توالي آمينو اسيدي 
 AP2/ERFدمين  15سرين در موقعيت ، A4در گروه . شد

بسيار حياتي است و  EREبراي اتصال اختصاصي عنصر 
بسيار  A5دمين در گروه  15آلانين يا سرين در موقعيت 

  ).2شكل (مهم است 

در ) DREB2( A2و ) A1 )DREB1هاي  براين، ژن علاوه
شناسايي  )41(و ذرت  )45و 44(، برنج )52(آرابيدوپسيس 

سپس، درخت فيلوژنتيكي براساس . و دانلود شدند
 DREB2و  DREB1توالي پروتئيني  55سازي  رديف هم

شكل (آلوروپوس، آرابيدوپسيس، برنج و ذرت ترسيم شد 
و  DREB1هاي گروه  در نهايت، توپولوژي درخت، ژن). 3

DREB2 گروه . را در دو خوشه جداگانه قرار دادDREB1 
ژن  1و  6، 10 10ژن بوده، كه  27در مجموع شامل 

بترتيب به ذرت، برنج، آرابيدوپسيس و آلوروپوس تعلق 
ژن بوده،  28نيز در مجموع شامل  DREB2گروه . داشت

ژن بترتيب در ذرت، برنج،  3و  9، 6 10كه تعداد 
  ).3شكل (مشاهده شد آرابيدوپسيس و آلوروپوس 

  
دست آمده از آلوروپوس  به DREBهاي  رديفي چندگانه پروتئين هم. در آلوروپوس ليتوراليس DREBآناليز فيلوژنتيكي اعضاي خانواده  -1شكل 

بر مبناي روش اتصال همسايه با آزمون   MEGA 6.0افزار انجام و درخت فيلوژنتيكي به كمك نرم ClustalWافزار  ليتوراليس با استفاده از نرم
  .ترسيم شد 1000استرپ با تكرار  بوت
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 DREBهاي  پروتئين AP2هاي  رديفي چندگانه دمين هم. در آلوروپوس ليتوراليس DREBهاي  پروتئين AP2هاي  سازي دمين رديف هم -2شكل 

اند، اعضاي هر گروه را  صورت كادر مشخص شده هايي كه به رديف .انجام شد ClustalWافزار  آلوروپوس ليتوراليس با استفاده از نرم دست آمده از به
  .باشند شده مي دهنده آمينواسيدهاي حفاظت صورت كادر،  نشان هايي مشخص شده به دهند و ستون نشان مي

  
سازي  رديف درخت فيلوژنتيكي بر اساس هم. در آلوروپوس، آرابيدوپسيس، ذرت و برنج DREB2و  DREB1هاي  درخت فيلوژنتيكي ژن -3شكل 

ها براي آلوروپوس به رنگ قرمز؛ برنج به رنگ بنفش؛  اسامي و شناسه ژن. در چهار گونه، ساخته شد DREB2و  DREB1توالي پروتئيني كامل  55
،  44، 41(ها برگرفته از اطلاعات منتشر شده در مطالعات قبلي است  اسامي ژن. اده شدآرابيدوپسيس به رنگ آبي؛ و براي ذرت به رنگ سبز نشان د

  . روي هر گره نشان داده شد 1000استرپ با تكرار  مقادير بوت). 52و 45
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هاي  تجزيه و تحليل ساختار ژني و شناسايي موتيف
تواند شواهد  بررسي ساختار ژني مي: حفاظت شده

ارزشمندي جهت تأييد درخت فيلوژنتيكي و روابط تكاملي 
زيرا اين نوع تنوع . هاي ژني ارائه كند درون خانواده

شمار  هاي ژني به ساختاري فرايند مهمي در تكامل خانواده
اينترون در -در اين تحقيق، با مقايسه ساختار اگزون. رود مي

آلوروپوس ليتوراليس،  DREBهاي  ده ژنهاي كدكنن توالي
هيچ ) ژن 16مورد از  14(ها  مشخص شد كه بيشتر ژن

ها وجود نداشته و فقط  اينتروني در نواحي كدكننده آن
و  3بترتيب داراي  AlDREB2.3و  AlDREB2.2هاي  ژن

هاي  مشاهده شد كه تنها ژن). 1جدول (يك اينترون هستند 
دهنده مسير  شند كه نشانبا داراي اينترون مي A2گروه 

در . ها است ها نسبت به ساير ژن تكاملي متفاوت اين ژن
متعلق به ژن ) 2747(، بيشترين طول ژن DNAسطح 

AlDREB2.2  متعلق به ژن ) 633(و كمترين طول ژن
AlDREB4.1  1جدول (بود.(  

شده با استفاده از نرم  موتيف حفاظت 15در اين تحقيق 
هاي حفاظت شده در  يي موتيفبراي شناسا MEMEافزار 

مورد تجزيه و تحليل  DREBهاي خانواده  ميان پروتئين
تجزيه و تحليل موتيف نشان داد كه بسياري از . قرارگرفت

 3و  2، 1هاي  آلوروپوس حاوي موتيف DREBهاي  ژن
هاي شناسايي شده  با مستندسازي موتيف). 4شكل (بودند 

بعنوان دمين  2و  1هاي  ، موتيفInterProبا استفاده از 
AP2/ERF دمين . بيني شدند پيشCMIV ) بطور ) 4موتيف

اين ). 2جدول (يافت شد  DREB A2اختصاصي در گروه 
داد كه بيشتر اعضاي مرتبط به هم در درخت   نتايج نشان

فيلوژنتيكي، تركيب موتيف مشتركي را با يكديگر به 
هاي  اهتتواند بيانگر شب گذارند كه اين امر مي اشتراك مي

در همان زيرشاخه  DREBهاي  عملكردي در ميان پروتئين
  .باشد

  

  
هاي مختلف در پايين  با رنگ 15تا  1هاي  هاي شناسايي شده با شماره موتيف. در آلوروپوس DREBهاي  شده پروتئين هاي حفاظت موتيف -4شكل 

  .نشان داده شده است در سمت چپ شكل DREBو اسامي اعضاي  p- valueشكل، 
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  . MEMEآلوروپوس توسط برنامه DREBهاي  هاي شناسايي شده در ژن موتيف  توالي -2جدول
 توالي موتيف طول موتيف موتيف

1 30 RNRTRJWLGTFDTAEDAARAYDAAALALRG 
2 22 QKLYRGVRQRSWGKWVAEIREP 
3 7 ARLNFPD 
4 21 RKAPAKGSKKGCMKGKGGPEN 
5 33 VPEMQQLDFSEAPWDEAEGFALRKYPSLEIDWD 
6 20 QQRQQMISFGGPQQQQQQQF 
7 28 DEAWFSAWGPGSSLWDYDMDNARWLFLN 
8 29 WKKRPRRKRDGPDSIAEVIKRWKZINQKL 
9 7 HIFPFAY 

10 16 QLLRYWSEALNLSPRG 
11 13 LHAAVDAKLQAIC 
12 6 RPLKKI 
13 11 ETRHPVFRGVR 
14 6 PKCMEL
15 6 LYQHLL 

  

در  DREBهاي  تنش شوري و بررسي الگوي بيان ژن
بمنظور درك بهتر : برگ و ريشه آلوروپوس هاي بافت

در گياه آلوروپوس، الگوي بيان  DREBهاي  كاركرد ژن
ها در دو بافت برگ و ريشه، در شرايط تنش شوري و  آن

مورد بررسي قرار  RNA-seqهاي  بازيابي با استفاده از داده
هاي ترانسكريپتوم آلوروپوس، يك  با استفاده از داده. گرفت

. ترسيم شد log2FCدر مقياس  Heatmapنمودار 
نشان داده  )5شكل ( Heatmapگونه كه در نمودار  همان

 DREBهاي  شده است، الگوي متفاوتي از بيان ژن در ژن
اين الگوي بيان متفاوت با توجه به وجود . مشاهده شد

تواند بدليل وجود عملكردهاي  هاي مشابه، مي دمين
هاي تنظيمي مختلف در  مولكولي متفاوت و نيز مكانيسم

 . ها باشد كنترل فعاليت اين ژن

هاي  از آناليز ترانسكريپتوم، ژن دست آمده باتوجه به نتايج به
AlDREB6.4  وAlDREB5.4 اقد بيان در بافت ريشه ف

ها در بافت برگ  بودند كه حاكي از بيان اختصاصي اين ژن
، در شرايط 16/1با مقدار بيان  AlDREB6.3ژن . باشد مي

برابري نسبت به  2/2بيان (تنش شوري در بافت ريشه 
 AlDREB6.2بعد از آن ژن . ، بيشترين بيان را داشت)شاهد

در شرايط تنش شوري  ،)83/0(داراي بيشترين مقدار بيان 
 . در بافت ريشه بود

با مقدار بيان ( AlDREB6.4بيشترين كاهش بيان نيز در ژن 
كاهش بيان  4/5(، در شرايط بازيابي در بافت برگي )- 43/2

مشاهده شد و بعد از آن بيشترين كاهش ) نسبت به شاهد
نيز در شرايط بازيابي در ) - AlDREB6.3 )03/2بيان به ژن 
بنابراين، نتايج تحقيق حاضر نشان . تعلق داشتبافت برگي 

هاي  كننده بعنوان فعال AlDREBداد كه عوامل رونويسي 
توانند در بهبود تحمل  كنند و مي مهم رونويسي عمل مي

  .شوري مفيد باشند  گياه در برابر تنش

  بحث و نتيجه گيري
در  DREBدهد كه خانواده ژني  بررسي منابع نشان مي

فرنگي، سويا، گندم، جو و  ند برنج، گوجههايي مان گونه
هاي محيطي  هاي گياه به تنش ذرت نقش مهمي در پاسخ

بنابراين، در اين بررسي براي اولين . )46و 3(نمايند  ايفا مي
بندي، ساختار ژني،  بار، يك تجزيه و تحليل جامع از طبقه

در گياه آلوروپوس  DREBها و بيان خانواده  تركيب موتيف
لپه از خانواده گندميان ارائه  بعنوان يك گياه تك ليتوراليس 

 5شناسايي شد كه در  AlDREBژن  16در مجموع  .شد
هاي  ژن. بندي شدند طبقه A6و  A1 ،A2 ،A4 ،A5گروه 

DREB  گروه  5در جو نيز درA1 ،A2 ،A4 ،A5  وA6 ،
  .)17(اند  بندي شده طبقه
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 DREBهاي  ، ميزان تغيير بيان ژنHeatmapنمايش . RNA-seqهاي  آلوروپوس ليتوراليس بر اساس داده DREBهاي  پروفايل بياني ژن -5شكل 

صورت نوار رنگي در انتهاي  ارزش نسبي سيگنال به. دهد آلوروپوس را در دو بافت برگ و ريشه تحت شرايط تنش شوري و ريكاوري نشان مي
Heatmap دهنده افزايش بيان  دهنده عدم تغيير بيان و رنگ قرمز نشان نده كاهش بيان، رنگ سياه نشانده ارائه شده است كه در آن رنگ سبز نشان

  .است

در گياهان  DREBهاي  لازم بذكر است تعداد ژن
، 41، 56آرابيدوپسيس، جو، ذرت و ارزن ايتاليايي بترتيب 

  ). 52و 41، 33، 17(گزارش شده است  48و  65

اعضاي مهم خانواده عوامل رونويسي  DREBهاي  ئينپروت
AP2/ERF ناحيه اتصال به . هستندDNA ها  اين پروتئين

هاي  در منطقه پروموتور ژن DREبطور خاص عنصر 
دهد و منطقه  دهنده به تنش را تشخيص مي پاسخ
، )سازي ترانس فعال( )Transactivation( اكتيويسيون ترانس
دهنده به تنش، مسيرهاي  ي پاسخها سازي بيان ژن با فعال

. )40(كند  سيگنالينگ را در پاسخ به تنش گياهان فعال مي
، DREBهاي  مطالعه حاضر نشان داد كه در پروتئين

 AP2/ERFدمين  14  اسيدآمينه والين در موقعيت

 19شده است ولي گلوتاميك اسيد در موقعيت  حفاظت
بترتيب با  A6 و A1 ،A5حفاظت شده نيست و در گروه 

برخي . والين، آلانين و لوسين جايگزين شده است
اند كه دو آمينواسيد كاركردي حفاظت  مطالعات نشان داده

 14هاي  در موقعيتبترتيب ) سيدوالين و گلوتاميك ا(شده 
رسد  وجود دارند و بنظر مي DNAدر دمين اتصال به  19و 

به  DREBهاي  پروتئينهاي مهمي براي اتصال  كه جايگاه
 DREB1Aهاي  پروتئين. هستند DREهاي سيس  توالي

، داراي والين در موقعيت DNAبراي اختصاصيت اتصال به 
لوتاميك اسيد در نيز داراي والين و گ DREB2A، و 14

با اين حال، مطالعات . )52(باشند  مي 19و  14هاي  موقعيت
در پروتئين  19اند كه گلوتاميك اسيد  اخير نشان داده
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DREB1 شده نبوده و به جاي آن،  در برنج و جو حفاظت
هاي نوع  در بيشتر پروتئين. )7(شده است والين جايگزين 

OsDREB1 به استثناي ،OsDREB1C والين در هر دو ،
هاي نوع  ساير پروتئين. شود ، يافت مي19و  14موقعيت 
DREB1 نيز ) مانند جو، گندم و چاودار(لپه  ان تكدر گياه

 اين مشاهدات. )3(هستند  19داراي والين در موقعيت 
براي فعاليت  14دهند كه عملكرد آمينواسيد  نشان مي

 19تواند مهمتر از آمينواسيد  مي DNAاختصاصي اتصال به 
شده  بر اين دو اسيدآمينه، وجود آلانين حفاظت علاوه. باشد

در اتصال به عناصر نيز  ERF/AP2دمين 37در موقعيت 
DRE  42(ضروري است( .  

آميني، حفاظت شده ها در دمين انتهاي  اكثر آمينواسيد
) NLS(اي  سيگنال متمركزكنندة هسته. هستند

"PKRPAGRTKFRETRHP" با عنوان موتيف ،DSAW 
قرار داشته و يك موتيف  ERF/AP2بلافاصله در كنار دمين

LWSY  محافظت شده در انتهاي كربوكسيلي بيشتر
كه اين امر در  )6(موجود است  DREB1هاي  پروتئين

  .كند آلوروپوس نيز صدق مي AlDREB1.1 مورد توالي

 5/87نشان داد كه  DREBبررسي ساختار ژني خانواده 
همچنين . باشند فاقد اينترون مي AlDREBهاي  درصد از ژن

 در DREBهاي  درصد از ژن 88مشخص شده است كه 
Populus trichocarpa  فاقد اينترون در نواحي كدكننده

هاي عوامل  ن اينترون در بيشتر ژنفقدا. )5(باشند  خود مي
گياهي از فرضيه انتقال جانبي ژن از  AP2/ERFرونويسي 
  .)43(كند  ها حمايت مي ها يا ويروس مبدأ باكتري

كنش  هاي عوامل رونويسي اغلب با برهم ها و موتيف دمين
پروتئين  DNAپروتئين، فعاليت رونويسي و اتصال به 

ها نشان  تجزيه و تحليل موتيف. )39و 38(باشند  مرتبط مي
بيني  پيش AP2/ERFبعنوان دمين  2و  1هاي  داد كه موتيف

داراي سه صفحه بتا و يك مارپيچ  AP2/ERFدمين  .شدند
 CMIVدمين . )60(آلفا در انتهاي آميني خود هستند 

. يافت شد A2بطور اختصاصي در گروه ) 4موتيف (

 DREB A2هاي آمينواسيدي گروه  سازي توالي ديفر هم
آرابيدوپسيس در ناحيه انتهاي آميني شامل موتيف حفاظت 

اين نتايج . )47(بود  DNAو دمين اتصال به  CMIV-1شده 
داد كه بيشتر اعضاي مرتبط به هم در درخت   نشان

فيلوژنتيكي، تركيب موتيف مشتركي را با يكديگر به 
هاي  تواند بيانگر شباهت گذارند، كه اين امر مي اشتراك مي

در همان زيرشاخه  DREBهاي  عملكردي در ميان پروتئين
  .باشد

تواند  تجزيه و تحليل پروفايل بياني خانواده ژني مي
. )44(ها فراهم آورد  اطلاعات مهمي در مورد عملكرد آن

 Sequence( رغم حساسيت بالا و توالي اختصاصي علي

specific(  بودن تكنيكqPCR ار اعتبار بالاي نتايج در كن
ضمن ارائه همزمان توالي و  RNA-seqحاصله؛ تكنيك 

كميت ژن هدف از اختصاصيت و حساسيت بالايي در 
. هاي مختلف يك ژن برخوردار است شناسايي ايزوفرم

ها را در   ضمن اينكه امكان ارائه اطلاعات بياني تمام ژن
باتوجه به . )59و 10(نمايد  قالب يك آزمايش فراهم مي

 DREBعدم تحقيقات پيشين در بررسي بيان خانواده ژني 
بالاي  )Identity( در گياه آلوروپوس و همچنين همساني

اعضاي اين خانواده ژني، در اين تحقيق از مزيت روش 
RNA-seq هاي فعال و غيرفعال اين  جهت شناسايي ژن

اطلاعات حاصله در اين بخش . خانواده استفاده گرديد
جهت غربال تمام اعضاي اين خانواده ژني در سطح 

هايي با بيشترين و  نظور شناسايي ژنترانسكريپتوم بم
اختصاصي مورد - هايي با بيان بافت كمترين بيان و ژن
 AlDREBهاي  الگوي بيان ژن. استفاده قرارگرفت

شوري   ها در پاسخ گياه به تنش دهنده اهميت نقش آن نشان
بيشترين بيان  AlDREB6.2و  AlDREB6.3هاي  ژن. است

را در شرايط تنش شوري در بافت ريشه به نمايش 
) RAP2.4 )At1g78080با ژن  AlDREB6.2ژن . گذاشتند

در مطالعه ديگري . در آرابيدوپسيس همولوگ است
در پاسخ به خشكي،  RAP2.4مشخص شده است كه ژن 
بيان يا  بيش. )51و 37(شود  شوري بالا و گرما بيان مي
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وپسيس در آرابيد RAP2.4Bو  RAP2.4هاي  جهش در ژن
دست يك نقطة مشترك  ها در پايين  مشخص كرد كه اين ژن

كنند كه بطور  رسان نور و اتيلن عمل مي براي مسيرهاي پيام
هماهنگ چندين فرايند تكاملي و پاسخ به تنش را تنظيم 

بيان  هاي با بيش قابل توجه است كه در لاين. )37(كنند  مي
RAP2.4  وRAP2.4B بيان چندين ژن ديگر مرتبط با ،

انتقال ليپيد نيز تغيير يافته است كه بيانگر ارتباط بين عوامل 
و تغييرات سازگاري در متابوليسم ليپيد  DREBرونويسي 

  .)51(است 

هاي  در اين بررسي بيشترين كاهش بيان نيز در ژن
AlDREB6.4  وAlDREB6.3  شرايط بازيابي در بافت در

هاي  در بررسي ديگري، بيان ژن. برگي مشاهده شد
AtDREB2A  وAhDREB1 ها  ها و برگ ها، ساقه در ريشه

در شرايط تنش . در شرايط رشد طبيعي مشاهده شد
ها بيشتر بيان شد، اما در  در ريشه AhDREB1شوري، 

. )55(تري بيان شد  ها با سطوح پايين ها و برگ ساقه
هاي سويا در  در برگ GmDREBa/bرونويسي ژن 

ها،  در ريشه. هاي سرما، شوري و خشكي القاء شد تنش
 ABAدر تيمارهاي شوري، خشكي و  GmDREBcبيان ژن 

صورت افزايش بيان مشاهده شد، اما تحت تأثير تيمار  به
اند كه  برخي مطالعات نشان داده. )35(سرما نبود 

. است A4متعلق به زيرگروه ) HARDY  )At2g36450ژن
بيان اين ژن با بهبود كارآيي استفاده از آب، موجب  بيش

همولوگ  HRDاين ژن . مقاومت به خشكي در برنج شد
در بررسي چن و  .در اين مطالعه است AlDREB4.1ژن 

متعلق  PtrDREB28و  PtrDREB4هاي  ، ژن)5(همكاران 
، شوري و خشكي ABAهاي  توسط تنش A2به زيرگروه 
، PtrDREB51هاي  بر اين، ژن علاوه. القاء شدند
PtrDREB55  وPtrDREB68  متعلق به زيرگروهA4  در

  .هاي شوري و خشكي بيان شدند تنش

نتايج تحقيق حاضر نشان داد كه عوامل رونويسي 
AlDREB رونويسي  هاي مهم كننده احتمالاً بعنوان فعال
توانند در بهبود تحمل گياه در برابر  كنند و مي عمل مي

توانند  اين مشاهدات مي. هاي غيرزيستي، مفيد باشند تنش
  DREBهاي اي براي تجزيه و تحليل كاركردي ژن پايه

  .ها فراهم آورد هاي زيستي آن آلوروپوس براي درك نقش

  سپاسگزاري

ژنتيك و اين پژوهش با حمايت مالي پژوهشكده 
فناوري كشاورزي طبرستان، دانشگاه علوم كشاورزي  زيست

و منابع طبيعي ساري در قالب طرح تحقيقاتي مصوب به 
انجام شده است و بدينوسيله نويسندگان   T234/96شماره

دانند مراتب تشكر صميمانه خود را اعلام  بر خود لازم مي
  .نمايند
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Abstract 
DREB gene family is one large family of transcription factors that plays an important 
role in regulating plant growth and the response to external environmental stresses. Due 
to the sequencing of the Aeluropus littoralis halophyte plant genome has provided an 
excellent opportunity for genome-wide analysis of genes belonging to DREB gene 
family. In total, 16 non-redundant DREB-encoding genes were identified from the 
genomic sequences of A. littoralis. In this research, gene structures, phylogenetic 
relationships, motif compositions and expression profiles of DREB genes under salt 
stress and recovery conditions were analyzed. The phylogenic construction suggests that 
the AlDREB gene family was classified into five groups (A1, A2, A4, A5 and A6) in A. 
littoralis. Gene structure and motif composition revealed that these genes were 
conservative in each group, suggesting that members of the same group may also have 
conserved functions. Based on RNA-seq data, AlDREB6.3 and AlDREB6.2 genes were 
expressed more in root tissue under salinity stress. The least expression level was 
observed in AlDREB6.4 and AlDREB6.3 genes in leaf tissue under recovery conditions. 
Result of this study can be applied as a foundation for functional analyses to unravel the 
biological roles of Aeloropus’ DREB genes. 

Key words: Aeluropus littoralis, DREB transcription factor, Gene Expression, 
Phylogenetic relationships, salinity stress  


