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 چکیده

توليدات کشاورزی و  ۀمحدودکنند یها عامل ینتر مهمهای کشاورزی یکي از شور شدن زمين

. فعال شدن مسيرهای سيگنالي آید يمشمار بهجهان کشورهای امنيت غذایي در  ۀتهدیدکنند

 ۀ. شناسایي اجزای شبکآید يمشمار به های محيطي برای گياهانرخداد در شناسایي تنش نخستين

 منشأ عنوان بهدر گياه آجيلوپس  RNA Seqسيگنالي در پاسخ به تنش شوری با استفاده از روش 

 افزار نرمبه همراه استفاده از  RNAیابي ، اهميت زیادی دارد. تواليدر گندم DD (ژنومژنگان )

MapMan نامه شناسي  ژن های يبررس برایب تفسير عملکردی نتایج بيان ژن روش مناس برای

شده تهيه ۀ. لذا در این تحقيق با استفاده از کتابخانآید يمبه شمار کارکردی در گياهان  (ژنوميکس)

های  اقدام به شناسایي و ارزیابي کمي ژن ،شده از گياهان کنترل و تحت تنشاستخراج RNAاز 

رونوشت دارای تغيير  4506داد که از بين  . نتایج بيان ژن نشانشدهای سيگنالي فرآینددخيل در 

را به خود  شماربيشترین  درصدBIN (59/11 )عدد  603های سيگنالي با فرآینددار، بيان معني

کينازها  (رسپتورگيرندۀ )سيگنالي،  ۀکه از بين اجزای شبک شداختصاص داد. همچنين مشخص 

 ۀکنندبيان درواقعشوند که را شامل مي یافتههای تغييربيان ( از ژنBIN عدد 222) شماربيشترین 

که زمينه برای انجام  آید يمبه شمار بنيادی  بررسيیک  عنوان به. این تحقيق است ها آناهميت 

 . کندهای مقاومت به شوری به گياه گندم را فراهم مي انتقال ژن های يبررس

 

 .RNA Seq، های سيگناليفرآیندیابي، شوری، توالي های کلیدی:واژه

 

 مقدمه

پدیدة گرم شدن کرة زمین همراه با کاهش منابع آب 

های کشاورزی، برای کشاورزی و افزایش شوری زمین

. بعضی از گیاهان تحمل استیدکنندة امنیت غذایی تهد

زراعی، عملكرد این  ازنظربیشتری به شوری دارند و 

ة دیگر گیاهان در تنش شوری یكسان انداز بهگیاهان 

(. یكی از Chinnusamy et al., 2005) یابدکاهش نمی

های راهكارهای پایدار و اقتصادی برای رویارویی با تنش

ی و اصلاح مولكولی گیاهان بهنژادغیر زیستی استفاده از 

(. بررسی Ashraf et al., 2009) استبرای تحمل بیشتر 

خویشاوندی،  ازنظرهای گیاهان بسیار نزدیك تفاوت

سازوکارهای مختلف تحمل به عملی مطلوب برای بررسی 
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در  مؤثری ها عاملتنش شوری بوده و امكان شناسایی 

 ,Xie & Nevoآورد )ایجاد تحمل به شوری را فراهم می

 ینتر ( مهمTriticum aestivumگندم نان )(. 2008

غذای اصلی آید که  یمحصول غذایی در جهان به شمار م

از کل درصد  20 نزدیك بهکشور جهان بوده و  43مردم 

میلیارد نفر را تشكیل  5/4کالری غذایی و پروتئین 

 گیاهیششگان یا . گندم (Peng et al., 2011) دهدمی

 ناشی از( است که AABBDD )هگزاپلوئید لاد شش

ة چهارلاد یا با گون Aegilops tauschii (DD) تلاقی بین

در  Triticum turgidum (AABBتتراپلوئید ) چهارگان

نقش  DD (ژنومژنگان )پیش است. سال  8000حدود 

های زیستی و مهمی در انتقال صفات تحمل به تنش

 ;Jia et al., 2013) ندم داردگغیرزیستی به گیاه 

Monneveux et al., 2000). 

 زیانباریفیزیولوژیك و بیوشیمیایی  تأثیرشوری 

محیطی  یهاپاسخ گیاهان به تنش روی گیاهان دارد.

شیمیایی و مولكولی ارزیابی در سطوح فیزیولوژی، بیو

اینكه  لیبه دل(. Hasegawa et al., 2000) ه استشد

 را ایهژتوانایی وی ،هستند ساکنی هایگیاهان موجود

 تناسب به و اندکردهپیدا در درک شرایط محیطی 

 ءبقا برایفیزیولوژیكی  های پذیریشرایط محیط تغییر

 .(Yang, 2008) دکننترین زمان اعمال میدر کوتاه را

های پیچیده،  کنش ها، برهمگیاهان در پاسخ به تنش

ای بین اسیدهای و چندگانه (دینامیك) پویا

ها (متابولیت) وسازگر سوخت ها ونوکلئوئیك، پروتئین

 . (Pandey, 2015) دهندانجام می

 ةگیرند هایمولكولبا اتصال به های خارجی محرک

ای پیچیده دهیسیگنال ةشبك ةکنندآغاز ،اختصاصی

. (Osakabe et al., 2013) ندوشدست میدر پایین

بسیاری از اجزای مسیرهای سیگنالی در گیاهان با 

 (بیولوژی) شناختی زیست هایروشاستفاده از 

های جدید روشمولكولی شناسایی شده است و ظهور 

( متفاوت، Omicsامیكس ) یها یفناّورو استفاده از 

های گیاهان را زوکارسادرک  ةنیدرزمعمق دانش 

یك مسیر سیگنالی با  یطورکل بهافزایش داده است. 

 یاختههای گیرنده ةلیوس بهشناسایی و دریافت سیگنال 

رسان دوم  پیام هایتولید مولكول باو  شودآغاز می

 یابد.و فسفات اینوزیتول ادامه می ROS همچون

سیم لکسطح های دوم مسئول تنظیم رسان پیام

سطح کلسیم با  های. تغییرهستند یا اختهی درون

های پروتئین عنوان بهای که ویژه یحسگرهااستفاده از 

گیری اندازهشوند شناخته میشونده به کلسیم  متصل

های واکنش ةکنندغازآ ،کلسیم یحسگرها د.نشومی

که پیامد  هستند (فسفریلاسیون) فسفرزایی بشاریآ

تنش و  های دخیل در پاسخ به ن فعال شدن ژنآ

 .(Xiong et al., 2002) رونویسی است یها عامل

افزایش سازگاری گیاه باعث شده  های فعال محصول ژن

 SOS (Salt Overlyد. مسیر سیگنالی وشبه تنش می

Sensitive )های بیوشیمیایی اختصاصی یكی از مسیر

، SOS1های  در تنش شوری است که اجزای آن ژن

SOS2  وSOS3 میزان  یگرهاحس درواقعکه  است

(. مسیر Mahajan et al., 2008د )نهست یاختهکلسیم 

SOS  از شوری فعال  ناشیدر پاسخ به تنش یونی

های پروتئین کینازی غیر وابسته به شود و مسیر می

SOS  از شوری فعال  ناشیدر پاسخ به تنش اسمزی

شوند. تغییر در میزان کلسیم سیتوزولی باعث فعال می

شود که این پروتئین نیز از می SOS3 نیپروتئشدن 

های دیگر و باعث فعال شدن پروتئین فرزاییفس راه

تنظیم  برایهای یونی تنظیم فعالیت پمپ جهیدرنت

 شناسایی .(Ahmad, 2012) شودتعادل یونی می

 که های واسطمولكولهمچنین مسیرهای مولكولی و 

بسیار  ،نقش دارند در گیاهان انتقال و پردازش تنش در

 ةکنش بین چندین شبكبرهم .استای مهم و پایه

باعث ظهور  ،انتقال سیگنال در گیاهان ةپیچید

فرآیند  .(Zhu, 2001شود )مقاومت به تنش شوری می

 یها روشدهی در گیاهان به اجزا و  سیگنال ة(پروس)

. (Yang, 2008) شود یممتفاوتی در گیاهان انجام 

ید گیاهان تول برایدهی مسیرهای سیگنال بررسی

 مقاوم اهمیت بالایی دارد. 

 یها ییابی امكان بررستوالی ینسل جدید فناّور

بسیار  ییبا دقت و کارا (ترانسكریپتومیبرداری ) رونوشت

شرکتهای مختلفی از  بالا را فراهم کرده است. پلات فرم

 Roche ،Applied Biosystems ،Illuminaهایی همچون 

ق به نسل جدید متعل Helicos Bioscienceو 

 یلحاظ فنه شد که بیاب معرفی های توالیدستگاه

. در روش (Metzker, 2010) هایی با هم دارند تفاوت
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RNA-Seq لی ها قطعه از توامیلیونcDNA دست به

ی ا یارانههای با استفاده از برنامه ها هآید که این قطعمی

برداری که  و یا روی یك رونوشت روی یك ژنگان مرجع

منطبق  تهیه شده است De novo assembly صورت به

و میزان بیان هر یك از  برداری رونوشتشود و ساختار می

. (Mortazavi et al., 2008) شودابل ارزیابی میقها  ژن

 یها یها در بررسیاب استفاده از نسل جدید توالی

رغم کاهش هزینه، اطلاعاتی کمی و به برداری رونوشت

های مختلف  (ایزوفرم) همریخت کیفی همچون شناسایی

 یها ی، بررس(Splicingپیرایش )از یك ژن و رویدادهای 

های هر ژن، شناسایی  ترونوششمار  کمی و ارزیابی

های پس از رونوشت برداری و همچنین امكان ویرایش

که کند  های تك نوکلئوتیدی را فراهم می شناسایی تفاوت

 رونوشتتری از ژنگان و شناخت عمیقهمة این اطلاعات، 

 . (Wang et al., 2009) کنند ارائه می

های های اطلاعاتی و الگوریتماستفاده از پایگاه

( Annotation) یعملكرد ریتفس برایمحاسباتی 

یابی امكان شناسایی و بررسی از توالی ناشیاطلاعات 

را  یاختهو زیستی موجود در  یا اختهیهای سازوکار

 MapMan (Thimm, 2004) افزار نرم. کندفراهم می

که  استتصاصی گیاهان ند و اختوانمیكی از ابزارهای 

انتخاب  ،گیاهی ةگون 48ن اطلاعات بیش از شتبا دا

یابی های توالیحجیم پروژه تفسیر نتایج برایمناسبی 

 (.Lohse, 2013) دیآ یمبه شمار در گیاهان 
یكی از اجداد گندم نان  عنوان بهگیاه آجیلوپس 

 استدر گندم  DD ژنگان منشأ آید که یمشمار به

(Petersen et al., 2006) این گیاه در اصلاح نباتات .

دارد و  ایویژهاهمیت  پیشرفتهو  (کلاسیكمتداول )

های مقاومت به یك منبع از صفات و ژن عنوان به

  شودهای زیستی و غیرزیستی شناخته میتنش

(Jia et al., 2013) . 

در این تحقیق با هدف شناسایی اجزای مسیر 

یك ژنوتیپ که در سیگنالی در گیاه آجیلوپس از 

ترین متحمل عنوان به پیشینای گلخانه های یشآزما

های موجود در ژنوتیپ به تنش شوری در بین ژنوتیپ

تواند که می بانك ژن دانشگاه تهران بود استفاده شد

 راهبردهاها و ای برای انتخاب ژنعنوان یك بررسی پایه به

 شود.ی گندم استفاده لبرای استفاده در اصلاح مولكو

 ها مواد و روش

 و اعمال تنش شوری یا گلخانه آزمایش

یك نمونة بانك ژنی )اکسیشن( از گونة  در این آزمایش از

Ae. tauschii  عنوان بههای پیشین  یشآزماکه بر پایة 

گونة مقاوم به شوری شناسایی شده بود، استفاده شد. 

 1بدین منظور بذرها با استفاده از هیپوکلریت سدیم 

دیش در شرایط پتری ونضدعفونی شد و دردرصد 

ساعت  72سلسیوس به مدت  ةدرج 4تاریك و دمای 

های حاوی زده به گلدان. سپس بذرهای جوانهندقرار گرفت

 منظور به. قل شدتمن مترسانتی1ماسه به قطر مخلوط 

افزایش دقت در اعمال تنش از سامانة آبكشتی 

قیق روی عناصر د صورت به)هایدروپونیك( استفاده شد تا 

های بزرگی به درون ظرف هاگلدان کنترل انجام شود.

لیتر قرار گرفت و با استفاده از یك  30حجم 

 مونز وسامانةآبكشتی بسته همسان با آنچه در مقالة 

استفاده شده بود  (Munns & James, 2003جیمز )

مونز  دستور کاربنا بر  از محلول هوگلندطراحی شد. 

(. گیاهان در مرحلة رشد Munns, 2013استفاده شد )

رویشی و در زمان شش برگی تحت تنش شوری قرار 

 NaCl مولار یلیم200برای اعمال تنش از غلظت گرفتند. 

استفاده  عنوان مكمل به CaCl2مولار میلی12به همراه 

تدریجی آغاز شد )از غلظت  صورت بهشد. همچنین تنش 

 200وز به تنش مولار آغاز شد و در طول دو ر یلیم 50

مولار رسید( تا از تكانة )شوک( اسمزی به گیاه  یلیم

جلوگیری شود. برای ارزیابی پاسخ گیاه در مرحلة تنش 

پس  ناشی از تجمع یون سدیم، تنش  به مدت هفت روز

مولار ادامه یافت و  یلیم 200از رسیدن به سطح شوری 

آزمایش در گلخانة . برداری انجام شدسپس نمونه

اتی پردیس کشاورزی دانشگاه تهران در سال تحقیق

فاکتوریل و در قالب طرح کامل تصادفی   صورت به 1393

 با سه تكرار انجام شد. 

 

 ها گیری غلظت یوناندازه

ها، با  گیری غلظت یوناعمال تنش و اندازه ییدتأ برای

 یزانم (فوتومتر فلیم) ای نورسنج شعله استفاده از

های برگ و ریشه  ر بافتعناصر سدیم و پتاسیم د

 شده خشكگرم بافت 5/0 گیری شد. بدین منظوراندازه

 مای. سپس در کوره با دشدبا استفاده از هاون پودر 
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ساعت قرار گرفت. چهار به مدت  سلسیوس ةدرج 580

لیتر میلی 10 آمده دست بههای خاکستر به نمونه

و با عبور از کاغذ  شدنرمال اضافه  2 یدکلریدریكاس

رسانده شد  لیتر یلیم 50فی محلول نهایی به حجم صا

زایس  شرکت ای نورسنج شعلهو با استفاده از دستگاه 

 خواندهاندارد تغلظت هر نمونه نسبت به منحنی اس

 SPSS افزار نرمها با استفاده از آماری داده ةتجزی. شد

ها با استفاده از میانگین داده ة( و مقایس22 ة)نسخ

 .شدانجام  ≥01/0P داریعنیم سطحدر  tآزمون 

 

 های کمی و کیفیو ارزیابی RNAاستخراج 

گیاهان کنترل و تحت تنش، پس از انتهایی برگ 

 هنگاممایع قرار گرفت و تا  نیتروژن ونبرداری درنمونه

منتقل  سلسیوس ةدرج -80به فریزر  RNAاستخراج 

 TRIzolبا استفاده از محلول  RNAشد. استخراج 

(Invitrogen) شرکت سازنده انجام  دستور کار بنا بر

تحت تیمار آنزیم  شده استخراج RNAشد و سپس 

DNase I (Fermentas قرار گرفت. کمیت و کیفیت )

RNA با استفاده از دستگاه نانودراپ و  شده استخراج

 ( ارزیابی شد. Agilent)2100ر آنالیزدستگاه بیو

 

 cDNA ةساخت کتابخان

یابی توسط انستیتو والیو ت cDNA ةساخت کتابخان

فرم و با استفاده از پلات (BGI)یكس پكن ژنوم

Illumina HiSeq2000  .خلاصه،  طور بهانجام شد

RNA شده تحت تیمار استخراجDNase  قرار گرفت و

mRNA های با دم پلیA های متصل  با استفاده از دانه

. پس از خرد کردن شدجداسازی  Oligo dTبه 

mRNAبا استفاده از آنزیم  ،تر کوچكهای  ها به قطعه

تبدیل شدند. پس از  cDNAترانسكریپتاز معكوس به 

پلی  ةدوم و اضافه کردن زنجیر ةرشت (سنتزساخت )

A، یابی نیز اتصال توالی ویژة (آداپتور) سازگارکننده

دستور  بنا بر Illuminaداده شد و با استفاده از کیت 

 شد. یابی انجامشرکت سازنده توالی کار
 

 یابینتایج توالی ای رایانه های وتحلیل یهتجز

هایی در فایل صورت بهیابی از توالی آمدهدستبهنتایج 

. شددریافت  BGIاز شرکت  fastq (Format) قالب

یابی اطلاعات کیفیت توالی وجود این قالب ةمشخص

های خام داده یابی شده است.برای هر نوکلئوتید توالی

نامطلوبی همچون  (Read) هایخوانشحاوی 

های هایی که نوکلئوتیدها و خوانش سازگارکننده

، Fastx Toolkitافزار با استفاده از نرم نددارناشناخته 

ارزیابی  فرآیندهای اصلی در وتحلیلتجزیه آغازاز  پیش

های با شاخص خوانش. شدکیفیت حذف  و کنترل

ه بعدی استفاد های وتحلیل یهتجزدر  <20Qکیفیت 

 برای Trinity (Grabherr et al., 2011)افزار . از نرمشد

. شداستفاده  De novo صورت به رونوشتبازسازی 

( و Assembly) یهمگذار روشاز  Trinityافزار نرم

های کوتاه ( و اتصال توالیAligningکردن ) همردیف

، De Bruijnهای (گرافنگاره )با استفاده از روش 

دهد. ها را انجام میشكیل کانتیگو ت رونوشتبازسازی 

 های یبررس برایمرجع  عنوان به شده یبازساز رونوشت

های با بیان متفاوت استفاده عملكردی و شناسایی ژن

با بیان متفاوت از  یها ژن یونیشناسایی  برایشود. می

 EdgeRافزار و نرم RSEM (Li, 2011)افزاری نرم ةبست

(Robinson, 2010استفاده شد ) تفسیر عملكردی .

های با بیان متفاوت با استفاده از وب سرور  ژن یونی

(http://MapMan.gabipd.org/web/guest/app/ 

Mercator) Mercator اینترنتی  ةانجام شد. این برنام

 ،BLASTهای برخط با استفاده از الگوریتم صورت به

RPSBLAST  وInterproscan  اقدام به شناسایی

کند و با استفاده های پروتئینی میدمُین ها وپروتئین

 همسانیمیزان  پایةبر  شده یفتعرهای  از الگوریتم

مرجع موجود در  ةهای درخواستی با پایگاه دادتوالی

به هر  BINوب سرور، اقدام به تخصیص یك عدد 

مخصوص به یك گروه  BIN. هر عدد کندتوالی می

 BINعدد  35 درمجموعو  استعملكردی مشخص 

 ازنظر جداگانهگروه عملكردی  35اصلی و یا به عبارتی 

های  یرشاخهز، BINزیستی وجود دارد که هر عدد 

 1906حدود  درمجموعشود و تری را شامل میجزئی

 MapManافزار وجود دارد. از نرم شده مشخص BINعدد 

های مربوط به مسیرهای برای تفسیر نتایج و رسم شكل

وب کاری چچارستفاده شد. ساختی )بیوسنتزی( ازیست

ای به همراه  رایانه های وتحلیل یهاستفاده شده برای تجز

 ورده شده است.آ 1استفاده شده در شكل  یافزارها نرم
 

 



 209 ... هایهای دخیل در مسیر شناسایی و ارزیابی الگوی بیان ژنمنصوری و همكاران:  

 

 

 

 

 
  cDNAآمده از کتابخانة دستیابی بههای توالیوتحلیل داده یهتجزافزارهای استفاده شده برای . ترتیب و نام نرم1شكل 

 گیاهان کنترل و تحت تنش شوری شده از تهیه
Figure1. RNA-seq analysis workflow of Aegilops tauschii under control and salt treated samples. 

 

 و بحثنتایج 
  هاها در بافتگیری غلظت یوناندازه

دار غلظت سدیم نتایج تجزیة واریانس گویای تفاوت معنی

در به سدیم و پتاسیم و همچنین نسبت پتاسیم 

در حضور شوری در  های انتهاییهای ریشه و برگبافت

درصد 1مقایسه با تیمار بدون شوری در سطح احتمال 

سدیم در  یون بود. اعمال شوری سبب افزایش غلظت

پتاسیم در یون حال غلظت  بافت ریشه و برگ شد، درعین

پتاسیم به سدیم در یون این دو بافت و همچنین نسبت 

نسبت به تیمار شاهد کاهش نشان داد که  تیمار شوری

 بیانگر اعمال تنش در گیاه مورد آزمایش بود.این نتایج 

در غلات میزان کم سدیم برگ و مقادیر بالای 

K) سدیم/پتاسمیون نسبت 
+
/Na

یك  عنوان به( +

شاخص مهم در انتخاب گیاهان متحمل نسبت به 

. افزایش آید یمشمار بهگیاهان حساس به شوری 

Kیون سدیم و کاهش نسبت  زانیم
+
/Na

در گیاه  +

ه شدگندم در معرض تنش شوری در منابع گزارش 

 .(Schachtman & Munns, 1992است )

 
 در بافت برگ و ریشة گیاه  +K+/Naهای سدیم و پتاسیم و نسبت . تجزیة واریانس غلظت یون1جدول

 آجیلوپس نمونه کنترل و تحت تنش شوری
Table1. Analysis of variance of [Na+], [K+] and [K+]/[ Na+] ratio in leaf and root tissues in 

Aegilops tauschii during salinity stress 
Source of 

variation 
df 

Mean square 

[Na+] [K+] [K+]/[ Na+] 

Salinity 1 932.45** 48.12** 202.15** 
Tissue 1 415.59** 3945.45** 302.67** 

Salinity × Tissue 1 260.96** 8.15** 122.18** 

Error 8 0.1351 0.3215 0.0854 

CV (%)  2.9 2.06 4.72 

 .Significant at α≤0.01 :**                    . (α ≥ 01/0درصد ) 1دار در سطح احتمال **: معنی
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 های کمی و کیفیو ارزیابی RNAاستخراج 

به  شده استخراج RNAهای کمیت و کیفیت  شاخص

در ر آنالیزاز دستگاه بیو آمدهدستبههمراه نمودارهای 

 .آورده شده است 2و شكل  2جدول 

مطلوب  ةدهند، نشانRNAنتایج کنترل کیفیت 

 برایساخت کتابخانه  برای شده استخراج RNAبودن 

 

های مهم در ارزیابی  . یكی از شاخصاستیابی توالی

که با  است RINعدد  شده استخراج RNAکیفیت 

 عنوان بهشود و ر تعیین میآنالیزاستفاده از دستگاه بیو

 ةاست و دامن RNAن برای میزان تجزیه شد یا مؤلفه

 هفتکه اعداد بالای  است تا ده یكاعداد آن بین 

یابی خواهد بود.کیفیت مطلوب برای توالی ةدهندنشان

 های گیاه آجیلوپس نمونة کنترل و تحت تنش شوریاز برگ شده استخراج RNAهای کمیت و کیفیت . شاخصه2جدول 
Table2. Quantity and quality of extracted RNA in control and salt treated leaf tissue in Aegilops tauschii 

RIN 
OD 

260/230 
OD 

260/280 
Concentration 

(ng/µl) Sample 
7.8 2.18 2.14 2435 Control 
7.4 2.18 2.15 1465 Salt treated 

 

(A)   
 

(B)  
 از بافت برگ گیاه آجیلوپس شده استخراج RNAآنالیزر مربوط به کیفیت شده با دستگاه بیو . تصاویر تهیه2شكل 

A گیاه کنترل )Bگیاه تحت تنش شوری ) 
Figure 2. Electropherograms of extracted RNA from control (A) and salt treated (B) leaf tissue in Aegilops tauschii 

using Bioanalyzer 2100. 

 

 رونوشتیابی کیفیت و بازسازی یابی، ارزتوالی

 45156012یابی شامل آمده از توالیدستنتایج به

خوانش با طول  53406614خوانش برای گیاه کنترل و 

نتایج  تایی برای گیاه تحت تنش شوری بوده است. 90

یابی نشان داد که حجم اطلاعات تولیدی و توالی

یابی بسیار خوب بوده است. همچنین کیفیت توالی

های های سازگاری و خوانشرزیابی کیفیت و حذف توالیا

 Fastx Toolkitافزار با کیفیت نامطلوب با استفاده از نرم

های از خوانش Trinity افزار نرمانجام شد. برای استفاده از 

 استفاده شد. <20Q با شاخص کیفیت

 ها آنبرای گیاهانی که ژنگان  De novoی همگذار

شدة  یابیا موجودهایی که ژنگان توالینشده و ی یابی  یتوال
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 Grabherr et) استی تفسیر نشده، مناسب طورکل به ها آن

al., 2011)های مبتنی بر . در این تحقیق استفاده از روش

ژنگان مرجع نتایج شایان پذیرشی را تولید نكرد لذا از 

یكی از  Trinityافزار نرماستفاده شد.  De novoروش 

افزارها برای بازسازی رونوشت و ن نرمترین و بهتریرایج

(. Li, 2014) است RNA-Seqی اطلاعات همگذار

 3شده در جدول یبازسازهای ارزیابی رونوشت شاخصه

دهندة کیفیت مناسب رونوشت بازسازی شده است. نشان

و  N50هایی همچون شمار یونی ژن تولید شده و شاخصه

ترین رایجی تولیدی از جمله ها ژن میانگین طول یونی

به شده  یبازسازها برای ارزیابی کیفیت رونوشت شاخصه

 Amin et al., 2014; Cardoso-Silva etآید )می شمار

al., 2014; Moreton et al, 2014 بدیهی است که هر .)

بیشتر باشد در  ها آنو شمار  ها ژن چه طول یونی

شمار رکوردهای بیشتری در  BLASTجستجوی 

یجه تفسیر درنتآید و می دستبهاتی های اطلاعپایگاه

 آید.تری از نتایج به دست میعملكردی دقیق

 
از  شده یبازسازی مربوط به رونوشت ها شاخصه. 3 جدول

آمده از کتابخانة گیاه آجیلوپس دستمجموع خوانش های به

 Trinity افزار نرمنمونة کنترل و تحت تنش شوری، توسط 
Table 3. Statistics of transcriptome in Aegilops 

tauschii assembled using Trinity. 
255,446 Unigenes generated 

357,329,262 Total unigene length 

2269 N50  

133,012 Unigenes≥1Kb 

1,398 Average unigene length 

973 Median unigene length 

16,180 Maximum unigene length 

201 Minimum unigene length 

47.37 GC content 

 

 های تغییر بیان یافته شناسایی و تفسیر عملکردی ژن

دار معنی صورت بههایی که برای شناسایی رونوشت

 ها آنو میزان بیان  اند گرفته قرارتحت تنش شوری 

های مربوط به خوانش در آغازتغییر کرده است 

انه با جداگ صورت بهگیاه کنترل و تحت تنش  ةکتابخان

 ,.Bowtie (Langmead et al افزار نرماستفاده از 

 شمارمنطبق و  شده یبازساز رونوشت( روی 2009

 :Transcript per million) خوانش به ازای میلیون

TPM)  توسطRSEM  سپس تفاوت بیان شدمحاسبه .

بین شرایط  ژن یونی TPM ةبا مقایس ژن یونیهر 

محاسبه  EdgeR فزارا نرمکنترل و تنش با استفاده از 

بیان ژن نشان داد که  وتحلیل یهتجز. نتایج شد

 دارمعنی صورت به ژن یونی 4506 درمجموع

(05/0FDR≤ تغییر بیان یافته بودند که )یونی 2237 

کاهش بیان نشان  ژن یونی2269افزایش بیان و  ژن

دادند. نتایج آنتولوژی با استفاده از وب سرور 

Mercator  عدد  603نشان داد کهBIN (59/11 

با بیان  یها ژن یونیدرصد( اختصاص داده شده به 

در  دهی نقش دارند.های سیگنالفرآیندمتفاوت در 

یونی ژن را به  شماربیشترین  دهی گنالیس فرآیندواقع 

 فرآیندمربوط به  BINاز  پسخود اختصاص داد و 

عدد(،  596های مربوط به پروتئین )BINدهی سیگنال

RNA (464( و استرس )در مرتبه 302عدد )های عدد

 . شدند یمرا شامل  شماربعدی به لحاظ 

 فرآیندهای دخیل در آنتولوژی ژن ةمشاهد برای

نتایج مربوط به  ای نگاره صورت بهدهی سیگنال

 فرآیندهای مربوط به میزان بیان ژن پذیریتغییر

 3. شكل شدوارد  MapMan افزار نرمدهی در سیگنال

های دخیل در و میزان بیان ژن شمار ای نگاره صورت به

 دهد.هر کلاسه )گروه( را نشان می

 

 
ی با بیان متفاوت ها ژن . شمار و میزان بیان یونی3شكل 

یافته به  اختصاصاز تنش شوری در گیاه آجیلوپس و  متأثر

. MapManافزار دهی در نرمهفت گروه از مسیرهای سیگنال

مربع نمایش داده شده است و یك  صورت به ژن هر یونی

شدت رنگ در  صورت به ها آنمیزان افزایش و کاهش بیان 

برابر کاهش بیان  -15برابر افزایش بیان تا  15مقیاس 

 قرمز و آبی نشان داده شده است. صورت به
Figure 3. Regulation overview of differential expressed 

unigenes during salt stress generated by MapMan. Log2 

fold changes are indicated by the colour scale; blue 

squares represent up-regulated genes and red squares 

represent down-regulated genes. 
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یافته در اثر  های تغییربیانارزیابی آنتولوژی ژن

دهی سیگنال فرآیندتنش شوری نشان داد که 

را  ها ژن یونی( از BIN 603 درمجموع) شماربیشترین 

سلسله  امانةبه خود اختصاص داده است. در این س

همچون  هایی یرشاخهزدهی به سیگنال فرآیندمراتبی 

کینازها، کلسیم،  (رسپتورگیرندة )دهی با سیگنال

( و MAP Kinase، میتوژن اکتیو کیناز )Gپروتئین 

هر  مربوط به BIN شمارکه  شود یمتقسیم  دیگر،

 آورده شده است. 4در جدول  یرشاخهز

دهی با استفاده از نتایج نشان داد که سیگنال

 ژن های گیرندة کینازی بیشترین شمار یونیپروتئین

 222را به خود اختصاص داد. مشخص شد که از بین 

 ها آنعدد از  123مرتبط با گیرندة کینازها  ژن یونی

داری یان معنیافزایش ب ها آنعدد از  99کاهش بیان و 

نشان داده است که  شده انجامهای  یبررسنشان دادند. 

ی ژنی در بین ها خانوادهین تر بزرگگیرندة کینازها از 

ها در گیاهان به شمار  های سطحی یاخته یرندهگ

دهی بین یندهای سیگنالفرآکنندة آیند که تنظیممی

های کینازی و . به لحاظ ساختاری دُمیناستای  یاخته

رندگی دارند که گیرندة کینازهای با دمُین غنی از گی

شوند. ین گروه را شامل میتر بزرگ( LRRلوسین )

دمُین کینازی مسئول اضافه کردن گروه فسفات، در 

ها بوده که این فرآیند  ینپروتئفرآیند فسفورزایی به 

. استدهی  شدن آبشارهای سیگنالباعث فعال

 29-24لی تكراری از های غنی از لوسین شامل توا دمُین

(. این خانوادة Yang, 2008یدآمینة لوسین است )اس

ژنی در بسیاری از فرآیندهای تنظیمی یاخته همچون 

های زیستی و غیرزیستی ها، تنشرشد، تمایز اندام

را که  osRMCژن  Serra et al. (2013)نقش دارند. 

در تنش شوری در گیاه برنج نقش دارد را شناسایی 

یك گیرندة شبه کینازی  عنوان به درواقع کردند که

ژن  1500است. همچنین در یك بررسی که نزدیك به 

ی ریزآرایه بررسی کردند نقش فناوررا با استفاده از 

 Maی برجسته بود )طورکل بههای شبه کینازی  گیرنده

et al., 2006 .) 

های متعلق به گروه ژن یونی 43در این تحقیق 

دهی سیگنال فرآیندی دخیل در هامختلف از پروتئین

داری تغییر بیان معنی صورت بهیون کلسیم  ةباواسط

 23کاهش بیان و  ها ژن یونیعدد از  بیستیافت که 

ه شدافزایش بیان نشان دادند. مشخص  ها آنعدد از 

caاست که کلسیم )
 یها عامل ینتر مهم( یكی از +2

که  دآیبه شمار می یاخته دروندهی تنظیمی و سیگنال

نقش دارد و  یاختهاز عملكردهای  ایگستردهدر طیف 

(. Yang, 2008) شود یمخیلی دقیقی تنظیم  صورت به

caغلظت کلسیم )
( سیتوزولی در سطح میكرومولار +2

caقرار دارد و پس از اعمال تنش مقدار کلسیم )
2+ )

 کل به موقتی و صورت بهموجود در سیتوپلاسم 

های مسیر راهافزایش از  یابد. اینمشخصی افزایش می

هایی موجود در غشا سیتوپلاسمی و غشاهای اندامك

ها اندوپلاسمی و میتوکندری ةهمچون واکوئل، شبك

 ;Hetherington & Brownlee, 2004شود ) یمانجام 

Dodd et al., 2010)بزرگ ژنی از  ة. خانواد

Ca) یون کلسیم حسگرهای پروتئین
( در گیاهان و +2

Caمسئول کنترل سطح کلسیم ) جود دارد که
2+ )

 Defalcoمروری  ةرا بر عهده دارند که در مقال یاخته

et al. (2010)  ه استشدتشریح. 

 
 دهی در گیاه آجیلوپس های دخیل در سیگنال یرشاخهزیافته بر پایة  اختصاصهای BINو شمار  ها ژن . شمار یونی4جدول

 تحت تنش شوری

Table 4. Categorization of differentially expressed unigenes of Aegilops tauschii in response to salinity stress 

into signaling process; BIN code 30. 
Code BIN CLASS No. BIN  No. Unigene 

30.1 signalling.in sugar and nutrient physiology' 2 2 
30.2 signalling.receptor kinases 401 222 
30.3 signalling.calcium 43 43 
30.4 signalling.phosphinositides 51 51 
30.5 signalling.G-proteins 26 26 
30.6 signalling.MAP kinases 20 14 
30.8 signalling.mis 1 1 
30.11 signalling.light 59 53 
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 51وتحلیل بیان ژن نشان داد که  یهتجزنتایج 

های های مختلف از پروتئینمتعلق به گروه ژن یونی

فسفات ة باواسطدهی دخیل در فرآیند سیگنال

یابد که داری تغییر بیان میمعنی صورت به ،اینوزیتول

 ها آنعدد از  19کاهش بیان و  ها ژن عدد از یونی 32

یك ات اینوزیتول فسفافزایش بیان نشان دادند. 

دهی، تنظیم فسفولیپید غشایی است که در سیگنال

های غشایی و مسیرهای یونی و تنظیم عملكرد آنزیم

 ,.Suh et alای نقش دارد ) ترافیك غشاهای یاخته

2006; Falkenburger at al., 2010.)  در گیاه برنج

( پس  PIP2سطح فسفاتیدیل اینوزیتول بیس فسفات )

 ,.Darwish et alیابد )فزایش میاز تنش شوری ا

در ارتباط با مسیر  C(. عملكرد فسفولیپاز 2009

و تنظیم باز و بسته شدن  ABAة باواسطدهی سیگنال

 ,.Hunt et al., 2003; Mills et al) استها روزنه

2004 .) 

که به  GTPشونده به های متصلپروتئین

شوند عضو خانوادة شناخته می Gهای پروتئین

(کنندة  تئینی هستند که دمُین آبكافت )هیدرولیزپرو

GTP های دارند. نقش پروتئینG  در فرآیندهای

ة آبسزیك اسید واسط بهدهی های یونی، سیگنالمسیر

و تنظیم تقسیم یاخته در علف تال )آرابیدوپسیس( 

های الكتروفیزیولوژیكی نقش  یبررسبررسی شده است. 

ی یونی پتاسیم را هادر تنظیم مسیر Gهای پروتئین

 & Li & Assmann, 1993;Wu) نشان داده است

Assmann, 1994; Saalbach et al., 1999) در این .

های مختلف از  متعلق به گروه ژن یونی 26تحقیق 

ة باواسطدهی های دخیل در فرآیند سیگنالپروتئین

داری تغییر بیان یافت  معنی صورت به Gهای پروتئین

کاهش بیان و چهارده  ها ژن یونی که دوازده عدد از

 افزایش بیان نشان دادند.  ها آنعدد از 

نتایج این تحقیق نشان داد که بیشتر )ده عدد از 

 MAPهای مرتبط با مجموع چهارده عدد( یونی ژن

دهی، افزایش بیان کینازهای دخیل در سیگنال

یابد. انواع داری در پاسخ به تنش شوری می معنی

ئین کینازها نقش مهمی در تنظیم مختلف از پروت

 MAP .دهی در شرایط تنش را بر عهده دارندسیگنال

ترئونین کینازها -کینازها در خانوادة بزرگ سرین

های غشایی اینكه گیرنده محض بهشوند.  یمی بند طبقه

شد یك آبشار کینازی در  MAP3Kباعث فعال شدن 

های هدف که شامل سیتوپلاسم تا فعال کردن ژن

شود فعال  یمی رونوشت برداری ها عاملها و یا زیمآن

 ,.Khokhlatchev et al., 1998; Sinha et al) شودمی

2011; Wurzinger et al., 2011) نقش چندین .

MAPK  در تنش شوری توسط محققان مختلف

 ;Sanan-Mishra et al., 2006گزارش شده است )

Matsuoka et al., 2002).  

ای محیطی است که در هنور یكی از محرک

زنی بذر و رشد نقش دارد. فرآیندهای مختلف اعم از جوانه

های نوری، گیافام از گیرنده چند گیاهان دارای یك

دهی برای انتقال پیام به )فیتوکروم( و سامانة سیگنال

(. Chory, 2010دستی هستند ) یینپامسیرهای 

دهی شامل های میانی در مسیر سیگنال کننده یمتنظ

FAR1  وFHY3 ( هستندHudson et al., 1999; Wang 

& Deng 2002 .)های زیادی نشان داده است که  یبررس

شناختی  این دو ژن در فرآیندهایی همچون ساعت زیست

ای، تنظیم  ة یاختهشد کنترلدهی، مرگ )بیولوژیكی(، گل

ة آبسزیك اسید، باواسطدهی ، سیگنالROSو تعادل 

ساخت سبزینه زیستها و تقسیم کلروپلاست

شود که دامنة بینی می یشپ)کلروفیل(ها نقش دارد و 

شناخته شده،  تاکنون ازآنچهتر ها گستردهفعالیت این ژن

 Lin & Wang, 2004; Allen et al., 2006; Gao) هستند

et al., 2013; Tang et al., 2013) ارتباط بین .FAR1  با

مسیر کنش با های غیرزیستی از راه برهمتنش

 Wangدهی آبسزیك اسید مشخص شده است )سیگنال

& Wang 2015). های که روی ژن در بررسیFAR1  و

FHY3  در علف تال انجام شد، مشخص شد که میزان

مولار(  یلیم 200بیان این دو ژن در شرایط تنش شوری )

نتایج  (.Tang et al., 2013یابد )برابر افزایش می 5-4

های متعلق به گروه ژن یونی 53نشان داد که از بین 

دهی های دخیل در فرآیند سیگنالمختلف از پروتئین

کاهش بیان و سی عدد از  ها ژن عدد از یونی 23نوری، 

 داری نشان دادند.  افزایش بیان معنی ها آن
 

 گیری یجهنت

ین سازوکار یاخته تر مهمنتایج این تحقیق نشان داد که 
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و  استدهی آیند سیگنالدر پاسخ گیاه به تنش شوری فر

شود. این فرآیند با ابزارهای مختلفی در یاخته اعمال می

همچنین مشخص شد که گیرندة کینازها از راه 

ین نقش را در انتقال تر مهمتغییرپذیری پس از ترجمه 

گونة  ازآنجاکهسیگنال و تنظیم پاسخ گیاه بر عهده دارند. 

 آمده دست بهی هایك گونة مقاوم بوده توالی شده انتخاب

برداری در یاخته است  در این تحقیق که ناشی از رونوشت

یك منبع مهم برای انتخاب و انتقال به  عنوان به

 استفاده قابلهای مقاوم  گیاهان گرامینه برای تولید رقم

 هستند. 
 

 سپاسگزاری

با استفاده از طرح شمارة این تحقیق  های ینههز

ژوهشگران و صندوق حمایت از پمصوب  90003984

از  .ین شده استتأمفناوران نهاد ریاست جمهوری 
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ABSTRACT 

Salinization of crop lands is one of the most important reasons for reduction in productivity and threats 

food security. Activation of signaling process in plants is the first step during sense environmental cues 

and stress signals. Identification of the components of plant intracellular signaling mechanisms, pathways, 

and networks in response to salt stress in Aegilops tauschii (the D genome donor of bread wheat) by 

transcriptome analysis tools such as RNA Seq method is very worthwhile. RNA Seq method and 

functional annotation of data by MapMan suite is an efficient strategy to functional genomics analyses. In 

order to identify and evaluate some genes involved in signaling process, we performed library 

construction for two cDNA libraries from leaves of seedlings treated with 200 mM NaCl and control. 

Results of differential expression showed that out of 4506 differentially expressed genes, 603 (11/59%) 

BINs assigned to signaling process. It also became clear that receptor kinases are the largest number (222 

transcripts) of differentially expressed genes in signaling process components. This study is a 

fundamental research that provide worthwhile functional sequences for gene transferring study to 

improve salinity tolerant in bread wheat. 
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