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 آرتميزينين بيوسنتز مسير در ADS كليديژن بيان تنظيم
 ايران Artemisia annua گونه هايژنوتيپ در

5و حسن سلطانلو4، هوشنگ عليزاده3، بهمن يزدي صمدي*2، محمدرضا نقوي1سجاد رشيدي منفرد

و منابع طبيعي دانشگا1،2،3،4 و استاديار پرديس كشاورزي ه تهران، دانشجوي دكتري، استادان
و منابع طبيعي گرگان5 ، استاديار دانشگاه كشاورزي
)31/1/90: تاريخ تصويب-30/5/89: تاريخ دريافت(

 چكيده

وسي مالاريماريب تكيا به ب.دشوميجادياPlasmodium falsiparumاختهيلة يماريعامل

را تخريها سلولبه و آنها ما. كندميبي قرمز خون حمله كرده بيلارامروزه ازيا در كصديش

طري ترپني سسكوئنينيزيآرتم.ا گزارش شده استيكشور دن مسي است كه از ريق دو

گيزوپرنويا و موالونات در مA. annuaاهيد كين اكنون به عنوانينيزيآرتم. شودي ساخته

جدمؤثراريبسيدارو ا.دا كرده استيپيد كاربرد فراوانيو پي ژنوتششقين تحقيدر

A. annuaيديكل)انداز راه(ژناندازراه.شدي مختلف استان گلستان جمع آوري از نواح

بيمس) ADS(سنتازنيآمورفا دا پاينيزيوسنتز آرتمير  عناصري اطلاعاتيگاههاين با استفاده از

و تحلي مورد تجزTRANSFACو PLANTcare ،PLACEيميتنظ جينتا.ل قرار گرفتيه

اساندازراههيتجز پا با دريمي عناصر تنظي اطلاعاتيگاههايتفاده از نياانداز راه نشان داد كه

بهي براي فراوانيميژن عناصر تنظ  وجودياهيگيها هورمونو غيرزيستييها تنش پاسخ

گياESTن با استفاده از كتابخانهيهمچن. دارد .شديي محتمل شناسايسياه دو عامل رونوين

وPCRسپس با كمك روش كليبياقع زمان مسيا) ADS(يديان ژن و سه عاملين ر

ژنويسيرونو يسيج نشان داد كه عامل رونوينتا. قرار گرفتي مختلف مورد بررسيها تيپ در

WRKYبيگر در تنظيديسي نسبت به دو عامل رونوي نقش مهمتر ژنيم ي باز ADSان

.كنند مي

.In silico،ي زمان واقعPCR،يسيرونوعوامل بيماري مالاريا،ن،ينيزي آرتم: كليديهاي واژه

 مقدمه
وسي مالاريماريب تكيا به  Plasmodiumاختهيلة

falsiparumب.دشوميجاديا يها سلولبهيماريعامل
و آنها را آلوده امروزه. كندميقرمز خون حمله كرده

بيمالار ازيا در دنيش .ا گزارش شده استيكصد كشور

ا %4(نفر ميليون9/2بر شتملميران جمعيتيدر كشور
 زندگي ايران شرقي جنوبدر) كشور جمعيت كل
هم هنوزو بوده مبتلا مالاريابه شديداًكه كنند مي

 قلمداد منطقه بهداشتي مهم مسئلهيك عنوانبه مالاريا
درايمالار كنترليبرا تلاش دهه پنج رغمبه. گردد مي

يماريب موردرهزا15تا10 حدود هنوز متاسفانه كشور،
 بلوچستان،و ستانيسيها استاناز عمدتاً سال در

يها ستانشهر(افتهي توسعه كمتر بخشو هرمزگان
ي برا.(Edrissian, 2006)دشومي گزارش كرمان) جنوب

ا بيمبارزه با بريمارين از،يريشگيپيها روش علاوه
 Mefloquine ،Atovaquoneي مانند مختلفيداروها
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proguanil وChloroquin كهشومياستفاده ي داروهاد
ي متعدديهابه علاوه گزارش. هستنديمتيار گرانقيبس

بيوجود دارد كه تك  به هايي مقاومتيمارياخته عامل
هميا دلين داروها نشان داده است به ازين ل استفاده

و تركيگزيجايداروها ميبين رسدي لازم به نظر
(Ridley, 2002; White, 2004; Kuhn et al., 2005) .

و مؤثراريبسيك داروين اكنون به عنوانينيزيآرتم
ايپيد كاربرد فراوانيجد گيدا كرده است اهين دارو در

Artemisia annuaمي تول ياهيگA. annuaاهيگ. شوديد
بسيآسيك ساله بومي و به احتمال زيا چيار .ن استياد
گيا كه استAsteraceae (compositae) خانوادهازاهين

و گونه يا زير 500 تا 200يدارا است زير جنس5گونه
)Ferreira et al., 1997(.ا گونه34ايراندر گياز اهين

و پوشش از وجود دارد كه از لحاظ پراكنش، تراكم
هاي گياهي ايران پس از گون مهمترين جنس

(Astragalus)بهنباش مي طوري كه جامعه استپيد
. داده استاختصاصپوشش را به خود%60ونگ- درمنه

 استخراج جنس اينازيديفلاونوئبيترك 160ازشيب
يروهاتيفعال بيشتر ).Podlech, 1997(است شده
 فعال اثريداراكه چرا است بوده متمركزيترپن باتيترك

 شدهكيفنول باتيتركبهيكم توجهو هستنديضدانگل
ضد اثراتليدلبهيفنول باتيتركراياخيول است
 خود معطوفراياديز توجهيدانياكسيآنتويسرطان
 اكنوننينيزيآرتم.)Olliaro et al., 2004(است نموده

 شده شناخته خوبيايمالارضديداروكي عنوان به
 مختلفيهاگونهدرنينيزي آرتمديتول زانيم.است

. است%5/1تا01/0نيب مقدارنياو. است متفاوت
بهو استنييپااهيگدريعيطب طوربه مادهنياارمقد
 بالايينها وردهآفريبرا شده تمامنهيهزليدلنيهم

ييايميش سنتزيبراياديز مطالعات البته. بود خواهد
نياديتولكهشد مشخص اما گرفته صورت مادهنيا

ازآن استخراجازترصرفهبه مقرون صورت به اينماده
.(Wallaart et al., 2001)ستيناهيگ

است ) sesquiterpene(ي ترپني سسكوئنينيزيآرتم
مسيكه از طر ايق دو و ) isoprenoid(ديزوپرنوير
گ) mevalonate(موالونات  ساخته A. annuaاهيدر

ا. شوديم مسيدر حدين ازيواسط فراوانر مواد  كه
و به فارنسAميل كوآنزياست دي شروع شده فسفاتيل

)FDP (مسيا. د، وجود داردشوميتمخ ر در همهين
كه. ها مشترك استوتيوكاري مطالعات نشان داده است

دايترك ايش ماده اوليپ(AD)نيب آمورفا نيه سنتز
وسيمس دايلة آنزير است كه به ن سنتازيم آمورفا

(ADS)م .(Bouwmeester et al., 199)شودي ساخته
دريا پيگينان ماده بكندميداياه تجمع وسنتزيو محل

م) Trichomes(ها برگيرويآن كركها و زانياست
طي شراواهيگيكيل ژنتيتجمع آن با توجه به پتانس

گيطيمح  ,.Olsson et al)اه متفاوت خواهد بودي رشد

دريسيو عوامل رونوهاژنانيبيبررس. (2009  مرتبط
مسي يو چگونگيي مشخص در شناسايتير متابوليك

بيتنظ مسيهاژنانيم شايتير متابولي آن ياني كمك
 به محققهاژن عملكرديدر واقع فهم چگونگ. كند مي
بي دستكاريبرا و هدفمندتر درهاژناني هرچه بهتر و
فريش توليت افزاينها ينان بالاتريوره مورد نظر اطمآد
بي تنظي چگونگي بررسيبرا. دهديم  امروزههاژنانيم
 Souza)شوديمي استفاده فراوانIn Silicoيها روشاز

et al., 2009; Wei-Min et al., 2005; Pujade-Renaud.
et al., 2005) .ني مهمتريميواقع عناصر تنظدر

هاژنيسيم رونويل در تنظيدخي مولكوليدهايكل
و نقش مهم  مختلف درونيندهاي در فرايهستند

بهيسلول ويها تنش،ها هورمون مانند پاسخ زنده
و فرايغ د. دارندي نمويندهايرزنده يگر بررسياز طرف
 فهمين برايها به محققانداز راههي در كنار تجزهاژنانيب

بيبهتر تنظ . كندميي مربوطه كمك فراوانيهاژنانيم
دقيبسيها روشازيكي هاژنانيبي بررسيق برايار

PCR واقعي است زمان.PCRدر زمان انهم واقع واقعي
PCR كه تفاوت اينباولي است، استانداردPCR زمان 
و دقتباكه است آورده فراهمرا امكان اين واقعي
 شده ساخته DNA مقدار واكنش حيندر بالائي سرعت

يار متداول برايبسيها روشازيكي.كرديگير اندازه را
از محصولات ميزان كردن مشخص تكثيري استفاده
 قيمتياست كه دارا DNAبه شونده متصل هايرنگ

.انداستفاده قابل راحتيبهو هستند مناسبي
. است SYBER Green I شونده، درج رنگ پركاربردترين

��� ��� �	
���� �������� ����� �� �	����� �� �
PCR�� � �� �� !��� ����"#In silico , !�
� %
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و ها روش مواد
هاآوري نمونه جمع

ا  Artemisiaپ مختلفي ژنوتششقين تحقيدر

annuaشدي مختلف استان گلستان جمع آوري از نواح.
سپس بذور. آمده است1ها در جدول مشخصات نمونه
گ و در اتاقكيحاصله از هر  رشديها اه در گلدان كشت

و اصلاح نباتات دانشگاه تهران قرار داده گروه زراعت
و در دما 55، رطوبت سلسيوس درجه23يشدند
و 500يدرصد، شدت نور  رشديكي ساعت تار8 لوكس

گي هنگام. داده شد اهچهيكه بذور كشت شده به مرحله
ميهااز برگ) روزه90(دنديرس  100زاني هركدام به
زيليم مايستيگرم برگ تازه در دو تكرار ع پودري با ازت

.شد

 ژنوتيپ6مشخصات محل جمع آوري-1جدول
A. annuaاز نواحي مختلف استان گلستان 

شماره
محل
آوري جمع

ارتفاع از سطح
)متر( دريا

 طول
 جغرافيا

 عرض
 جغرافيا

 52◦3ً/4932َ 35◦6/2237ًَ 1543 هرانده1
 55◦7ً/59َ16 37◦6/50َ20ً 478 ازاد شهر2
 55◦8ً/44َ18 37◦684ً/50َ17 گنبد3
 55◦4ً/55َ42 37◦9ً/34َ37 223 مراوه تپه4
 55◦9ً/56َ53 37◦7ً/22َ44 650 چناري5
 56◦5ً/31َ54 37◦4ً/32َ32 767 آشخانه6

برداري دخيل در بيوسنتز شناسايي عوامل نسخه
 آرتميزينين

دي فراوانيبردارعوامل نسخه ب كه وسنتزير
كي. اند شدهييه نقش دارند، شناساي ثانويهاتيمتابول
بيمبرداري نسخهعامل ژنيان چندمطور همزه تواند ن

مسيمرتبط در ا.م كندي را تنظيتير متابوليك نيدر
گقبلاً كه AaWRKY1يسيق از عامل رونويتحق اهي از

A. annuaشدهي جداساز (Dongming et al.,  2009)،
شده بود آن روي بيوسنتز آرتميزينين مشخصثيرتأو

كهبرداري نسخهدو عامل. استفاده شد در اين ديگري
برداري نسخه تحقيق مورد استفاده قرار گرفتند عوامل

براي. بودند2Myb-likeوMyb-like1محتمل 
  Myb-like2و Myb-like1برداريشناسايي عامل نسخه

يADSژنانداز راهابتدا از كه مسيري كليديهاژنكي
 دسترسي با شماره(بيوسنتز آرتميزينين است 

AY528931 (از پايگاه اطلاعاتي NCBIبه دست آمد 
)www.ncbi.nlm.nih.gov(.كه لازم  اين به ذكر است

 UTR'5 داراي شده شناسايي انداز راه عنوانبهكه قطعه
 هاي بانكاز استفادهبا مربوطه توالي سپس. باشدمي نيز

 TRANSFAC (Wingender اطلاعاتي عناصر تنظيمي

et al., 1996) ،PLANTcare, (Lescot et al., 2002) و
PLACE (Higo et al., 1999)قرارليتحلوهيتجز مورد 
 انداز راههيسپس با كمك اطلاعات حاصل از تجز.گرفت

گMYBو اطلاعات مربوط به خانواده اهيها
 در BLASTN NCBIاز برنامهس با استفادهيدوپسيآراب

 دو عامل A. annuaاهيگESTيهايكتابخانه توال
شببرداري نسخه  MYBيهايه خانواده توالي محتمل
كهيگريدESTيهايت تواليدر نها.شدييشناسا

ايشباهت فراوان بايبردارن عوامل نسخهي به  داشتند
مع مجتCAP3 (Huang et al., 1999)استفاده از برنامه

،Clustal Wها با استفاده از برنامهي تواليفيهمرد. شدند
(www. ebi. ac. uk/ Tools/ clustalw2/ index.html).

 MEGA4ن با استفاده از برنامهيورت گرفت همچنص
(Tamura et al., 2007)ف يهاي تواليلوژني درخت

شديمشابه ترس .م
و عوامل مسير در برداري نسخهبررسي بيان ژن كليدي

 توليد آرتميزينين
RNA با استفاده از كيت (RNasy Plant Mini Kit 

Qiagene) و  با استفاده از پروتكلcDNA استخراج شد
 ميكروليتر آغازگرRNA،5/1 ميكروليتر11: زير

OligodT،45 ميكروليترx buffer،1ميكروليتر آنزيم 
 ها در دماي معكوس سپس قرار دادن تيوپبرداري نسخه

و در نهايت قرار5 به مدت سلسيوس درجه 70  دقيقه
 در دستگاهسلسيوس درجه40ها در دماي دادن تيوب

MasterMixبررسي. به مدت يك ساعت، سنتز شد 
 برداري نسخهو سه عامل  ADSميزان بيان ژن كليدي

باياي بومA. annua مختلفيهاپيدر ژنوت استفاده ران
ا زمان PCRاز روش  صورت ساس پروتكل زيرواقعي بر
2X, SYBR Bio Pars (GUASNR) 10: گرفت

10غلظت( ميكروليتر1ميكروليتر، آغازگر ها هر كدام
آبcDNA 5،)پيكومول و در5 ميكروليتر  ميكروليتر
: با استفاده از برنامه، سيكل اولBioRad 3600دستگاه

 درجه94: دقيقه، سيكل دوم4 سلسيوس درجه 94
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وي ثان30 سلسيوس درجه58ه،ي ثان30 سلسيوس 72ه
سه35ه به تعدادي ثان30 سلسيوسدرجه  چرخه در

شديشيتكرار آزما هري براي اختصاصيآغازگرها. انجام
ا  PerlPrimerيهابا استفاده از برنامههاژننيكدام از

(Marshall, 2004) وOligo (Rychlik, 2007)ي طراح
 iCycler از دستگاهين واقع زماPCR انجاميبرا. شدند
 IQuantitect SYBERو از رنگBioRadشركت

Greenازيكميابي ارزي به عنوان رنگ فلورسانس برا و
. استفاده شد1دار خانه به عنوان ژن 18SrRNAژن

 REST 2002 افزار ها با استفاده از نرم سپس داده

1. Houskeeping gene 

)Pfaffl, et al., 2002 (ر هير تجزيزياضيبر اساس مدل
:ل شدنديو تحل

)samplecontrol(CP
ref

)samplecontrol(CP
etargt

ref

etargt

)E(
)E(

ratio −∆

−∆

=

R:مورد نمونهدودرهاژن بيان اختلاف بيانگر 
 برابري چند ميزان صرفاًو واحد فاقدكه،است مقايسه
.رساندميراهاژن بيان

E:�1��
� �����, �
23� 4�� .����� 5,�����, �
23� 
677 *8�	 �*9�� ��� 5� �'�� 4�� 5,	�*�� �:,"��	

�" 5;�< �	����� ���9	.

=�*>?@#��� �*9 �A��B #�"�.��C) !-�"5D�� ����� � #*
+, #�
'�E
F��) E�'��
� �
�� #��	�� 
 طول تكثير توالي آغازگر نام آغازگر نام ژن

ADS ADF 5′-GTCGAATGGGCTGTCTCTGC-3′ 110 bp 
ADR 5′-TTCTTTCTTGCTCGGCCTTG-3′

WRKY WKF 5'- ATATCACATACAAAGGGAAACAC-3' 117 bp 
WKR 5'- GGATTCGGTCTTGGTAGTTC-3'  

MYB(putative) MYF 5' -TATAAGCTATCAACCGATCATCT-3' 114 bp 
MYR 5' -ATTGGGAAGTTTAAAGAAGAAAGT-3'  

MYB(putative) GLMF 5' -CACCACTACCACTACCACAA-3' 117bp 
GLMR 5'-ATTACCACCAACACCGCTAT- 3'  

18S rRNA 18SF 5′-GCAACAAACCCCGACTTCTG-3′ 110 bp 
18SR 5′TGCGATCCGTCGAGTTATCA-3′

 نتايج
)پروموتور(انداز راهتجزيه
ايدلهب آنهابهكه انداز راهكييهاينكه تواليل

ميسيعوامل رونو  طول كوتاهيشوند داراي متصل
بساست هستند، ممكن زيتعداد درياديار كي از آنها

با.دنته باش وجود داشيتوال  توجه كرد كه فقطيستياما
رايسيل اتصال به عوامل رونوي از آنها پتانسيتعداد كم

 براي شناساييها روشترين از جمله دقيق. دارند
يكها جايگاه ي اتصال شونده به عوامل رونويسي در

و سنجش شامل انگشتانداز راه هاي كه بصورت نگاري
ميانداز راهمتحرك روي   البته چون.يرد استگ صورت

شي در شراها روشنيا ند دقتشوميشه انجاميط درون
طبي آنها را در شرايستيباو ندارندييبالا  دنباليعيط
ا.كرد اي با توجه به بسينكه انجام هزين كار ونهيار بر
زIn silicoيها روشبر است امروزه زمان رايادي توجه
 ;Danko et al., 2007) خود جلب كرده استيبسو

Souza et al., 2009; Wei-Min et al., 2005) . به منظور
و  ,ژهيويهاتيد متابولي توليندهاي فرايريبكارگدرك

عميستيبا وجوديمي تنظيق از سازوكارهاي ابتدا درك
ي براUTR'5و '5ه بالادستيهر دو ناح.دداشته باش

وي مخصوص بافتيهاژنيمي تنظيفهم سازوكارها
يمي عناصر تنظيي شناسا،نيبنابرا. مهم هستندياندام
اينيها براانداز راهي در توالدهنده پاسخ ن هدفيل به
و تحلياز تجز. ار مهم استيبس هبIn Silicoيهاليه

 محتمليمي عناصر تنظيي در شناسايزيآمتيطور موفق
به عنوان مثال. استفاده شده استياهيگيهاانداز راهدر
 PLACEيگاه اطلاعاتي با استفاده از پاADSنژانداز راه
و تحليتجز يتعدادو (Soon-Hee et al., 2008)ليه

يها تنشمربوط به ) cis-elements(دهنده عناصر پاسخ
رايدفاع سلول،سرما،يخشك و عناصر رونويسي عمومي
. پيدا كردندانداز راهدر اين

Lia et al.  (2007) ژن انداز راه CMOاهيگSuaeda 
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liaotungensis با استفاده از روشراTAIL PCR 
پاو كردنديجداساز يگاه اطلاعاتيسپس با استفاده از

PLANTcareو تحلي تجز ج حاصلهينتا.ل نمودنديه
 كه مربوط دهنده پاسخعناصر زيادي نشان داد كه تعداد

و عناصر عمومي،ي خشكيها تنشبه و دفاعي سرما
دريسيرونو  Tittarelli et.دشوميدايپانداز راهنيا بودند

al. (2007) ژن انداز راه TaPT2دهنده فسفات انتقال
باي احتمالدهنده پاسخو عناصريگندم را جداساز  آنرا
ه قراري مورد تجزPLACEيگاه اطلاعاتياستفاده از پا

و عناصر پاسخ يي را در آن شناسايدهنده مختلفدادند
 ژن انداز راه Souza et al. (2009)،نيهمچن. كردند
pt214غنيي پروت اسي از گلوتامين گيك اه كاساوايد را از
پايجداساز ي اطلاعاتيها گاهي كردند سپس با استفاده از

PLANTcare وPLACEو تحلي مورد تجز ل قراريه
و عناصر يي را در آن شناساي مختلفدهنده پاسخدادند

 داد نشان آرتميزيايرو گرفته صورت مطالعات. كردند
 رزندهيغيها تنش تأثيرن تحتينيزيآرتمانيب زانيم كه
انيبLulu et al. (2008) مثالبه عنوان.ابدييمشيافزا

بيمسيديسه ژن كل ن را تحتينيزيوسنتز آرتمير
گيغيها تنشطيشرا و سرما در اهيرزنده، نور، گرما

A. annua با استفاده از دو روش PCR كمو زمان ياقعي
كهي مورد بررسسو فلورسان  قرار دادند وگزارش كردند

آنيب اان پيط افزاين شرايها تحت . كندميدايش
ميهمچن بين مطالعات مختلف نشان داد كه وستنزيزان
 از جملهياهيگيها هورمونتأثيرن تحتينيزيآرتم
اسيليسيها، سالنينيتوكيس اسيك و جيد قراركيبرليد
 تأثيره تحتي ثانويهاتيد متابولي واقع تولدر.رديگيم
 زندهيها تنشي است كه از محصولات جانبROSزانيم

غ مرزنده در سلوليو  Weathers et.شوديها محسوب

al. (1997)بي گزارش كردند كه تركBAك نينتيو
ميباعث افزا مينيزيزان آرتميش نيهمچن. شودين

زيمحقق بي افزاي روGA3 تأثيريادين وسنتزيش
گيايي هوايهان در قسمتينيزيآرتم اه گزارشين
اخايدر مطالعه. اندكرده  ,.Gao-Bin et al) راًي كه

 كه دهدمي نشان, صورت گرفته است(2009
اسيليسيسال ميك  تأثيرن را تحتينيزيد آرتميزان توليد

م نيايآنها نشان دادند كه با كاربرد خارج. دهديقرار
ميگيي هوايهامتقسيماده رو بياه يهاژنانيزان

HMGR وADS ميشي افزازيادي مقدار به و زانيافت
ب127نينيزيد آرتميتول گي درصد . اه شاهد بوديشتر از

بكه در حالي  CYPو FDSگر ماننديديهاژناني كه
،ط تنشيواقع تحت شرادر. نداشتيش چندانيافزا

 ابدييمشيافزا نشانايب زانيمايوانيبيسيرونو عوامل
يها جايگاهيدارانكهياليدلبه آنهاانيبشيافزاباو
وسنتزيبنديفرادرليدخيهاژن بالادستيرو

 همانكهيينها وردهآفرانيب زانيمن هستند،ينيزيآرتم
 انداز راههيتجز.رديگيم قرار تأثيرن است تحتينيزيآرتم
به مربوطADSژنزاندا راهيتوال دست بالادر داد نشان

ز A. annuaاهيگ  عواملبه دهنده پاسخ عناصرياديتعداد
 ... Bzipو WRKY،DREB مختلف انواع شامل غيرزنده

 TATA،CAAT جعبه حفاظت نشده مانند هايتواليو
وسييهاژنيكلبه طور.دارد وجود لة عواملي كه به

زآانيبيطيمختلف مح ودشيميادينها دچار نوسانات
بايز. هستنديادهيچيپيهاانداز راهيدارا بايستيرا آنها

 ,.Wray et al) اثر متقابل داشته باشنديعوامل مختلف

2003).
با  R2R3 MYB احتماليبرداري نسخهشناسايي عوامل
 Artemisia annua گياهESTكتابخانه استفاده از تجزيه

R2R3 MYBهايها يكي از بزرگترين خانواده 
 در ژنوم آرابيدوپسيس. هاي تنظيمي هستنديينپروت

 اين. گزارش شده استR2R3 MYBژن125نزديك به
و توليدات  خانواده نقش مهمي در فرايندهاي نموي

 هاي زيادي وجود دارندMYB. متابوليكي گياهي دارند
 Yanhui et) كه در مسيرهاي متابوليكي دخيل هستند

al., 2006) .دي كه در زمينه تنظيمبا توجه مطالعات زيا 
 R2R3هاي ثانويه با استفاده از عوامل رونويسي متابوليت

MYBهاي ژني صورت گرفته است جهت شناسايي توالي 
 هاي اين بر اساس تواليR2R3 MYBمربوط به خانواده

 خانواده از عوامل رونويسي در گياه آرابيدوپسيس با
 نهايتدر. انجام پذيرفتBLASTNاستفاده از برنامه

10E-3( كه داراي شباهت فراوانESTهاي توالي >(
 R2R3 MYBتوالي عوامل رونويسي متعلق به خانواده با

 441با طول(EZ206539.1بود يافت شد كه شامل
،) جفت باز653با طول(EZ404952،)جفت باز

EZ348290.1)جفت باز389با طول (،EZ248881.1 
 1621با طول(EZ176166.1،) جفت باز372با طول(
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) جفت باز364با طول(EZ153079.1و) جفت باز
ب. هستند  مربوط به ESTي بالا تواليهاين تواليدر

ي براي طول مناسبي داراEZ176166.1يشماره دسترس
 ESTيهايج نشان داد كه توالينتا. شتر بوديبيهاهيتجز
 EZ176166.1 مرجعي از تواليگر هركدام قسمتيد

ا. هستند ي توال UniGeneها كلاسترين تواليدر واقع
مي را تشكEZ176166.1مرجع .دهنديل

دMyb-like1_Artemisiaنيبيفيهمرد گريو
كهيسيعوامل رونو  Myb-like1_Artemisia نشان داد

. ها استMYB متعلق به خانوادهيسيك عامل رونوي
دميهمچن فيو موتR3و R2نين دو

[D/E]Lx2[R/K]x3Lx6Lx3R اتصال شونده به DNA 
ن خانواده وجود دارد، مشاهدهيايسيكه در عوامل رونو

ف. شد  عوامليفي حاصل از همرديكيلوژنتيدر درخت
توانيمMyb-like1_Artemisia مشابهيسيرونو

ب گيسين عامل رونويمشاهده كرد كه اهي محتمل
A. annuaوجوديي شباهت بالايسيه عوامل رونويو بق 
ب كهه دارد  حاصليها بر اساس دادهطوري

بياز ماتر وMYB4a_Vitisنيس فاصله
Myb-like1_Artemisiaب)·/88(ن تشابهيشتريب نيو
Myb-like1_Artemisia وMyb1_Triticumني كمتر

.)1شكل(وجود دارد)·/8(زان تشابهيم

شماره دسترسي هريك از . NJو الگوريتم MEGA4استفاده از برنامه با MYB نمايش درخت فيلوژنتيكي عوامل رونويسي-1شكل
ازپروتيين  GHMYB9_Gossypium)AAK19619.1(،MYB4a_Vitis)XP_002278222.1(،MYB4_Arabidopsis: هاي بالا عبارتند

)NP_195574.1(،MYBZ2_Glycine)ABI73970.1(،MYB179_Glycine)ABH02902.1(،MYB4_Brassica)ABQ81931.1(،
MYB5_Picea)ABQ51221.1(،MYB1_Gossypium)AAA33067.1(،MYB31_Zea)NP_001105949.1(،MYB54_Glycine 

)ABH02822.1(،MYB10_Dendrobium)AAO49419.1(،MYB6_Tradescantia)AAS19480.1(،MYB1_Tradescantia 
)AAS19475.1(،MYB48_Glycine)ABH02823.1(،Myb1_Triticum)AAT37167.1(،MYB8_Gossypium)ABR01221.1(،

MYB6_Arabidopsis)NP_192684.1(،MYB10_Gossypium)ABR01222.1 ( وOSMYB2_Oryza)BAA23338.1.( 

بي تجزيبرا و اطميه بيشتر شتر نسبت به تعلقينان
ها MYB محتمل به خانوادهيسين عامل رونويا
ازيي پروتي عملكرديهانيمود ن موردنظر با استفاده
 CD Conserveهانييه خانواده پروتي ثانويگاه اطلاعاتيپا

Domain: ،(www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/ cdd/ 

cdd.shtml)يج حاصله نشان داد كه توالينتا. عمل شد
 متعلق به خانواده 2.10e-11مورد نظر با احتمال

MYBيها با شماره دسترسpfam00249جينتا. است
دويه حفظ شدهي تقاضا دو ناحي توالنشان داد كه در ا

14ديه اول از نوكلئوتيناح. وجود داردين عملكرديمود
راي توال112تا67ديه دو از نوكلئوتيو ناح61تا  تقاضا

ازيگريديسيعامل رونو.دشوميشامل  كه با استفاده
راآ به دست A. annuaاهيگESTيهاداده زينمده است
 متعلق به خانوادهيسيك عامل رونويتوان به عنوانيم
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MYBيهايت تواليدر نها. در نظر گرفتEST كه 
يسي عوامل رونويبا توال) <10E-3( شباهت فراوانيدارا

كهي بود R2R3 MYBمتعلق به خانواده افت شدند
) جفت باز604با طول(EZ163055.1شامل 

EZ320214.1)باز جفت 331با طول(،EZ318439.1 
 389با طول(EZ348290.1،) جفت باز558با طول(

،) جفت باز441با طول(EZ346890.1،)جفت باز
EZ205438.1)و) جفت باز709با طولEZ188122.1 

دل. هستند) جفت باز439با طول( ايبه يهاينكه تواليل
ESTزي بالا دارا  با هم بودند به منظوريادي شباهت

 CAP3 آنها از برنامه (assembly) نمودن مجتمع
ا.استفاده شد مي با كمك  ESTيم تواليتوانين برنامه ما

د  هركدام ممكن از ESTيهايگر تواليمرجع را كه
مي از آن تواليقسمت جينتا. شودي مرجع باشند مشخص

ازيگر هركدام قسمتيدESTيهاينشان داد كه توال
. هستندEZ205438.1وEZ163055.1 مرجعيهايتوال

ي شده دارايي شناساESTيهايالبته چون تعداد توال
ز نميشباهت  مورد توافقيك تواليتوانياد، كم بودند

وليكامل را ميافت ي با استفاده از اطلاعات بدست آمده
يشگاهي آزمايها روش كامل را با استفادهيتوان توال

ا. بدست آورد كين تواليدر واقع نيا UniGeneلاسترها
ميدو توال  مشخص شدن عملكرديبرا. شوندي محسوب
EST بالا با استفاده از برنامهيها BLASTX NCBI 
 بالا بودند ESTبايي شباهت بالاي كه داريهانييپروت

 EST+3 موارد چارچوبيدر تمام. مشخص شدند
 شباهتي داراMYB خانوادهيهانيييمربوطه با پروت

بايبس ف ). E>10-50(لا بود ار  حاصليكيلوژنتيدر درخت
 _Myb-like2 مشابهيسي عوامل رونويفياز همرد

Artemisiaب)2شكل(توان مشاهده كرديم ن عامليكه
گيسيرونو يسيه عوامل رونويو بقA. annuaاهي محتمل

ازيها وجورد دارد هرچند كه دادهيشباهت بالا  حاصل
بيماتر را نشان)333/0(ها فاصلهين تواليس فاصله
دليمهمتر. دهديم ميلين  آن ذكر كرديتوان براي كه

 مورد نظر باشديمربوط است به كوتاه بودن توال
يه ژن اصلي اولي از توالي مربوطه قسمتيرا تواليز

.است

شماره دسترسي هريك از . NJيتمو الگورMEGA4 با استفاده از برنامه MYB نمايش درخت فيلوژنتيكي عوامل رونويسي-2شكل
از پروتيين  GHMYB9_Gossypium)AAK19619.1(،MYB4a_Vitis)XP_002278222.1(،MYBZ2_Glycine: هاي بالا عبارتند

)ABI73970.1(،MYB179_Glycine)ABH02902.1(،MYB4_Brassica)ABQ81931.1(،MYB5_Picea)ABQ51221.1(،
MYB1_Gossypium)AAA33067.1(،MYB31_Zea)NP_001105949.1(،MYB54_Glycine)ABH02822.1(،

MYB10_Dendrobium)AAO49419.1(،MYB6_Tradescantia)AAS19480.1(،Myb1_Triticum)AAT37167.1(،
MYB8_Gossypium)ABR01221.1(،MYB6_Arabidopsis)NP_192684.1 ( وMYB10_Gossypium)ABR01222.1.( 
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 زمان واقعي براي ژن كليدي PCRهاي تجزيه داده
ADS ژنوتيپ6و سه عامل رونويسي در A. annua 

در. شوديممشاهده3همانطور كه در جدول
م1/2و6/5،3/6يهاپيسه ژنوتيمقا بي اگرچه انيزان

پيافزا  MYB-Like2يسيعامل رونو دا كرده استيش
ب ژنياما پي افزاADSان ويش تغيدا نكرده دريرييا
نميب بيو در مقا شوديان آن ژن مشاهده نيسه

م3/1و3/5يهاپيژنوت بي اگرچه ايزان ن عامليان
پيسيرونو ولي كاهش بيرييتغيدا كرده است اني در
،6/1يهاپيسه ژنوتيدر مقا. شودي مشاهده نمADSژن
ا4/1و5/1 مي با وجود بينكه يسيان عامل رونويزان

WRKپي افزا بدا كردهيش ژني است اما شي افزاADSان
ويپ تغيدا نكرده بيرييا دي در نميان آن ژن . شوديده

 نشان داده شده است،3ن چنانچه در جدوليهمچن
ب سهي در مقاMYB-Like1يسيان عامل رونوياگرچه

بي افزا2/4و6/4يهاپيژنوت ژنيش نشان داده اما ان
ADSپي افزا ويش تغيدا نكرده بيرييا ژناي در ن آن

نميد و در مقايده بيشود  اگرچه3/1يها تيپن ژنويسه
بيم ايزان پيسين عامل رونويان دا كرده استي كاهش
بيرييتغيول ژني در بي در مقاADSان دويسه ن

نميژنوت مين نتايا. شوديپ مشاهده كهيج نشان دهد
ب دريسيان عامل رونويچنانچه ما پيك ژنوتيرا كه

پيافزا كيش ولدا كليبيرو عملاًيرده  ADSيديان ژن
ازيتأثير  مرسوميها روش نداشته است را با استفاده
دهيافزا نتيش ويجه مطلوب نرسيم ممكن است به م
ژنيب بيمسيديكليهاژنازيكي كه ADSان وسنتزير

پين است افزاينيزيآرتم  توجه كرديستيبا. دا نكنديش
بي با افزايكه گاه انيب لزوماًيسي رونوك عامليانيش

شي افزايسيلة آن عامل رونويژن كنترل شونده به وس
نيپ دليمهمتر. كندميدا مي كه برايلين شود ذكري آن

 نشستن آن عاملي لازم برايها جايگاهد نبوديكرد، شا
كه. باشديسيرونو  بالايها جايگاهدر واقع ممكن است

آنييهال وجود جهشيدست ژن به دل ها قسمت كه در
ديميدهد دچار دگرگونيميرو و گر قادريشوند

 مورد نظر را به سمتيسينخواهند بود كه عامل رونو
ري مقادي مختلف دارايهاتيدر واقع جمع. خود بكشانند

 خوديهاانداز راه كوچك در سطحيها از جهشيفراوان

 ژن كليدي(fold change) نتايج مقايسه بيان-3جدول
ADS ع و MYB-Like1 ،WRKYكننده وامل رونويسيو

MYB-Like2 با استفاده از روش PCR زمان واقعي در 
 A. annuaهاي مختلف ژنوتيپ

/ها ژن
ها ژنوتيپ ADS MYB-Like1 WRKY MYB-Like2

4
6 8/28- 05/3+ 5/1 3/5-

6
5 26/4- 14/4- 06/4- 525/4+

4
123- 35/1 59/2- 7/1

6
1 36/4- 98/1 4/3+ 7/6+

5
4/1 1/2 01/14+ 49/1

2
2/14- 9/3- 07/4- 9/9+

4
7/124- 5/1 3/5+ 28/1

6
2 9/3+ 98/1 1/1 47/1

5
1/14+ 28/8+ 4/3+ 6/6-

4
7/8- 1/6+ 3/1 8/7-

6
3 7/4- 1/9- 1/4- 2/1

5
1/1 2/2- 09/1 7/3-

1
09/1 67/4- 28/14- 6/5-

2
5/15- 2/18- 5/3- 7/1

4
2/136- 9/2- 6/2- 4/4-

و:+  كاهش بيان:- افزايش بيان
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ا من جهشيهستند كه رويها بي پروفايتواند هاژنانيل
 ,Rockman & Wray)دن داشته باشداري معني تأثير

2002; Hershberg & Margalit, 2006; Wray et al.,.
2003).

شود، در اكثريممشاهده3همانطور كه در جدول
بيمقا يسيان عامل رونويسات صورت گرفته هرگاه كه

WRKYپي افزا بيش ژنيدا كرده به طبع آن  ADSان
زين ايز يسين حالت در دو عامل رونوياد شده است كه
دگر كمتيد مير ا. شوديده ج نشانين نتايدر واقع
ايم جايسين عامل رونويدهد كه رويو يگاه اتصال آن
 نسبت به دو عاملي نقش مهمترADS ژن انداز راه
اند كه مطالعات مختلف نشان داده. داردگريديسيرونو
آن(ها انداز راهيروي اتصاليها از مكانيبرخ به طبع

بياهم)يسيعوامل رونو يها نسبت به مكانيترشيت
مي عملكرديهاهيتجز. گر دارنديد دهد كه اگري نشان

م بيچنانچه  تأثير مختلفيبرداران عوامل نسخهيزان
تيدهنده اهم بگذارند نشانهاژنانيبيرويمتفاوت
روي اتصالهاي جايگاه درهاژنانيبي خاص بر  است كه
تغانداز راهازيبرخ اسيراتييها دچار ليدلهب.ت شده
حتيا تغيينكه  هاي جايگاه(ها انداز راهير كم در توالييك

تغ)ياتصال بييباعث ن دست آنهاييپاهايژنانير
ايبرا. شوديم باي فهم كهيستين عملكرده  توجه نمود

اهاژنانيبياسهيه مقايتجز كين هدف نزدي ما را به
 .Dongming et al. (Wray et al., 2003) كند مي

گAaWRKY1يسيعامل رونو (2009)  A. annuaاهي در
بيرا افزا وانيش بدادند اني سپس مشاهده كردند كه
بهي نزدADSژن پي برابر افزا7ك راتييتغ. دا كرديش

گيتكامل تغي صورت گرفته در بيياه به انير در شبكه
ميبردار در سطح نسخهها ژن نيچن. شودي منجر
بهيكي اكولوژيهاي سازگاري برايراتييتغ  موجودات
و ضروريط رشديشرا يمطالعات فراوان. هستندي لازم

تغنشان داده بيرات فراوانيياند كه اني كه در سطوح
بسها ژن  با صفاتيار فراواني وجود دارد، ارتباط

بيكيمورفولوژ سهيمقا. موجودات دارندييايميوشيو
بق3پيژنوت اپيه ژنوتي با ژيها نشان داد كه پينوتن
ب(يترفيضعيكيل زنتي پتانسيدارا  هايژنانياز نظر

بق) مورد مطالعه طوريهب. ها استپيه ژنوتينسبت به
بسات انجامي در همة مقاكه ان عوامليشده
كليسيرونو و ژن يرهايمس. آن كمتر بوديديكننده
وسيكيمتابول مي فراوانهايژنلةي به . شوندي كنترل
مسيدخ هايژنازياريبس يكي متابوليرهايل در

كم. اند شدهييشناسا  در ارتباط با نحوةياما اطلاعات
بيتنظ امروز مشخص شده. ان آنها در دسترس استيم

م ازيگكييكي متابولي در محتوتأثيرزانياست كه اه
ازيبيليخيميق عوامل تنظيطر  هايژنشتر

نيادر واقع. باشديميكير متابوليمحدودكننده آن مس
مسيم تعاوني است كه تنظي معنبه اين يرهاي گونة
اهانيگيكي متابولي محتويروياديزتأثيريكيمتابول
 خانوادهيسياز عوامل رونو. (Iwase et al., 2009)دارد 

MYBهي ثانويهاتيد متابوليش تولي افزاي برا
يسيدو عامل رونو. شده استي فراونيها استفاده
اييشناسا تي شده در يسيق به دو عامل رونويحقن

MYB4 وMYB5كهيمطالعات.ند داشتي شباهت بالا
ميسين دو عامل رونويايرو دهدي صورت گرفته نشان
باتيد تركيس در توليدوپسي در آراب R2R3 MYB4كه
يرويسي از عوامل رونويبرخ. نقش دارنديكيفنول
يبرا. دارندتأثيرهي ثانويهاتي متفاوت متابوليرهايمس
يسيعامل رونو Mahjoub et al. (2009) مثال

VvMYB5b گ ويبيفرنگ اه گوجهيرا در ان نمودند
ا دي توليرويسين عامل رونويمشاهده كردند

مسي ثانويهاتيمتابول  اثريكيو فنوليدي ترپنوئيرهايه
د. داشت  در OS MYB4يسيگر عامل رونوياز طرف

دياه برنج نقش مهميگ طوريهب. ارد در تحمل به سرما
ا) Vannini et al.)2006 كه ن عاملينشان دادند كه
از22 حدوديعني ژن 254 قادر استيسيرونو  درصد
پيمي تنظيندهايل در فرايدخيهاژنكل اميو انتقال

بين با افزايهمچن.ديرا كنترل نما ايش ن عامليان
ويل در فرايدخيهاژن نه تنهايسيرونو ند تحمل

س ل در تحمليدخيهاژنم شد بلكهيرما تنظسازش به
نيدغيرزندهيها تنشبه در واقع.ز كنترل شدنديگر
بسيفعال اياريت يهاتيد متابولي باعث تولهاژنني از
. شوند كه در تحمل به سرما نقش دارنديميه فراوانيثانو
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