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 چکیده
های تثبیت ر سویا گرهقادر به استفاده از نیتروژن هوا هستند. د زیستیبرخی گیاهان از طریق تثبیت 

این از  . است گیاهو ریشه   Bradyrhizobium japonicumباکتریحاصل از اثر متقابل بین  نیتروژن

 تنظیمی خودآورد.  میدست ه نیتروژن احیاء شده ب ،برند باکتری قند و گیاه میهمزیستی هر دو موجود سود 

 تنظیم این فرایند است.ژنتیکی  سازوکارن مهمتری ،در برگ سویا GmNARKحاصل از بیان ژن  گره زایی

زایی از حالت بیش افزایی آن گره آغازباشد که پس از  میرسانی دوردست این سازوکار یک شبکه پیام

و  وحشی انواعبرگ  روی Real time RT-PCRو  افیمتریکس های ریزآرایهآزمایش شود.می جلوگیری

 افیمتریکسژن با شناسه  یانبنشان داد که  سویا ،زایییا فوق گره  GmNARK یافتهجهش

GmaAffx.32318.1 رفتاری مستقل از آلودگی با نسبت به جهش یافته در بافت برگی  در تیپ وحشی

رمز کننده یک این ژن نامزد نشان داد که  سازی و تعیین توالیهمسانهنتایج . یافته استکاهش  میریزوبیو

از نواحی بالادست و  قسمتیرمز کننده و  بخششامل جفت باز  4206توالی حاصل با  .است میناقل کلسی

دومین بین غشایی  5دارای اسید آمینه و  464شامل بینی شده  پروتئین پیش است.   بودهژن پایین دست 

ا ب همسانیدرصد  06ی دارا که تواند نقش گیرنده سلولی یا ناقل مولکولی را داشته باشدکه می است

 .است آرابیدوپسیس خود در یکلسیمناقل  وسگهترولو

 .کمی PCR و ، همسانه سازی، ژنهای تثبت ازتناقل کلسیم ،زاییگره میتنظی: سویا، خودکلمات کلیدی
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 مقدمه

بیشترین محدودیت  ،نیاز گیاهان به نیتروژن

مین این عنصر از اشود. ت میذایی آنها محسوب غ

های طریق کودهای شیمیایی علاوه بر هزینه

زیست محیطی جبران ناپذیری  منفی هنگفت، آثار

 ستی یکیهمز به روشتثبیت زیستی نیتروژن دارد. 

نام ریزوبیوم و ریشه ه های خاک باز باکتری سری

گیاهان )مانند سویا، نخود، لوبیا، شبدر و...( این 

ه ب یاندام جدید ،همزیستی در این .گیردصورت می

هر دو موجود از  و شود میتشکیل  نام گره

باکتری قند و گیاه نیتروژن  ؛برندر سود میهمدیگ

آورد. این همیاری می به دسترا اتمسفر احیا شده 

حبوبات از  تامنحصر به فرد، موجب شده است 

، نیتروژنه زیستی جنبه کشاورزی پایدار با تامین کود

بر  افزونالعاده مفید و مورد توجه قرار گیرند. فوق

 .باشدمهم می نیز تشکیل گره از جنبه نموی ،این

(Gresshoff, 2004).  برخلاف اطلاعات موجود

از حوادث مولکولی  میدرباره تشکیل گره، آگاهی ک

وجود دارد. تنظیم گره  گره زاییدر تنظیم  درگیر

زایی در حبوبات برای برقراری توازن بین فواید 

با رشد و نمو گیاه لازم است  نیتروژنتثبیت 

(Gresshoff et al., 1986; Caetano-Anollés et 

al., 1991 مسیر اصلی کنترل گره زایی تحت .)

خوانده  AON1 یا گره زایی تنظیمیعنوان خود 

شامل پیام رسانی  گره زایی تنظیمیخود شود.  می

که  طوریه بین ریشه و ساقه است، ب 2دوردست
                                                           
1 Autoregulation of Nodulation 
2 Long-Distance Signaling 

گره زایی حالت بازدارنده برای  آغازین رخدادهای

 ,Gresshoffمراحل بعدی تشکیل گره دارد )

دارای که  AONهای  جهش یافته بیشتر(. 2003

نظر  از ،هستند گرهزایی یا بیش گرهزاییرافنوتیپ ف

 ,.Carroll  et al) به نیترات هستند متحملگره زایی 

1985a & bهای  (. همسانه کردن یکی از ژن

نام ه در سویا ب 3فنوتیپ فوق گرهزایی مسئول

GmNARK4 ترلی کن یا گیرنده کینازی خود

 Lotus  در ،(Searle et al., 2003گرهزایی )

  گرهزایی و ریشه های غیر نرمال یارامعروف به ف

HAR15 (et  2002; Nishimura et al., Krusell

2002al., به نام یونجه  در (  وSUNN6  تعداد  یا

شبه  پروتئیننشان داد که یک  ،گره فوق العاده

شایی، نقش گیرنده کینازی غنی از لوسین و بین غ

 بر عهده دارد. AONکلیدی را در مسیر پیام رسانی 

ها عامل فنوتیپ یک جهش نقطه ای در این ژن

چه رونوشت های  اگر جهش یافته است.

GmNARK ،HAR1  وSUNN در دو بافت ریشه 

 Yamamoto) شود میصورت فعال دیده ه و ساقه ب

et al., 2000; Schnabel et al., 2005 ،)

ن نشان داده است که فنوتیپ دپیوند ز های آزمایش

ار وکشود. در ساز میگرهزایی توسط ساقه کنترل 

AONای حاصل از تحریک ریزوبیومی،  ، پیام ریشه

در  LRRشدن گیرنده شبه کینازی غنی از به فعال 

 ;Caetano-Anollés et al., 1991) انجامد میشاخه 

                                                           
2 Supernodulation 
3 Glycine max nodule autoregulation receptor kinase 
4 Hypernodulation and abnormal roots 
5 Super nodule number 
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Delves et al., 1986 .) ده فعالیت این گیرندر ادامه

شبه کینازی منجر به تولید یک بازدارنده از ساقه 

کند.  میگردیده که تعداد گره در ریشه را تنظیم 

های ریشه و ساقه شناخته نشده  پیامتاکنون ماهیت 

است و معلوم نیست که چگونه گیرنده شبه کینازی 

LRR  شود.  میپیام رسانی دوردست را موجب

ی در رشد ، با تغییرات دیگرAONهای  جهش یافته

 ;Day et al., 1986; Schnabel et al., 2005ریشه )

Szczyglowski et al., 1998 ،)میکوریزا افزایش  

(Solaiman et al., 2000; Meixner et al., 2005 )

( همراه Mitra et al., 2004aو مقاومت نماتدی )

در  sunnو  Gmnark،har1ای هجهش یافتهاست. 

تیپ وحشی  نسبت به ،یمشرایط عدم تلقیح ریزوبیو

دارای ریشه های کوتاهتر و یا تعداد ریشه های 

 Lotusجانبی بیشتر هستند. پیوند بین تیپ وحشی 

japonicus  و جهش یافته فوق گره زاییhar1 

تواند فوق گره زایی  مینشان داد که ژنوتیپ ساقه 

افزایش ریشه  یاریشه کوتاه  انگیزشو همچنین 

که مشخص شده  د. های جانبی را باعث گرد

ای  غییر در فنوتیپ ریشهتژنوتیپ ریشه، موجب 

 ) گردد مینیز  har1 جهش یافتهغیر همزیست 
Buzas et al., 2006; Day et al., 1986; Jiang & 

 Gressoff, 2002; Schnabel et al., 

2005;Szczyglowski, 1998  .)یافتهجهش har1  به

 بنابرایناست، آلودگی نماتد ریشه نیز بسیار حساس 

ر دفاعی علیه وکادر ساز HAR1توان گفت که  می

است. پیوند ساقه  درگیر نیز گیاهی عوامل بیماریزای

گیاه فوق گره زایی سویا به ریشه تیپ وحشی 

 گرهزایی گردید، درراب پیدایش فنوتیپ فجمو

موجب پیدایش حالت نرمال  وارونهکه پیوند  حالی

چه این  (. اگرDelves et al., 1986) گرهزایی شد

گیرنده های شبه کینازی در مسیرهای همزیستی و 

با این  ،باشند میغیرهمزیستی دارای نقش مشخص 

های پایین دست آنها شناسایی نشده  سازوکارحال 

 (.Lohar et al., 2003است )

زیادی با روش ژنتیک مستقیم های بررسی

زایی انجام در گره رگیرهای دجهت شناسایی ژن

 ,.Kinkema et al., 2006; Stacey et alاست )شده 

 پیام آغازینهای عنوان گیرندهه ها باین ژن (.2006

یک  توانندمی اند کهبینی شده ریزوبیومی، پیش

 LysM- (Nakamura etگیرنده شبه کینازی، دومین

al.,  2003; Lohar et al., 2003 گیرنده شبه ،)

 ,.LRR (Nishimura et al کینازی غنی از لوسین

 های کاتیونی غشای پلاسمایی(، کانال2002

(Kanamori et al., 2006 کیناز کالمادولین وابسته ،)

 ,.Lévy et al., 2004; Mitra et al) به کلسیم

2004a  رونویسی هایامل(، ع (Smit et al.,2005 )

( باشند. Krusell et al., 2002های سولفاتی )و ناقل

های کینازی نوع سط گیرندهزایی توهای گرهعامل

LysM شونددر غشای پلاسمایی دریافت می 

(Radutoiu et al., 2003)های . در سویا ژنNRF1 

 & Loharاین نقش را بر عهده دارند ) NRF5و 

Bird, 2003 آنها  همسانه های( که جهش در اینها یا

-موجب عدم گره M.trancatulaدر نخود فرنگی و 

، به NBS-LRRمه یک گیرنده شود. در ادازایی می
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، GmNORK ،LjNORK ،MsSYMRK های نام

MtDM12  وPsSYM19  ،به ترتیب از سویا

لوتوس، یونجه، شبدر و نخود اثر نموده و موجب 

های یونی غشایی، نوکلئوپروتئین ها و تحریک کانال

پروتئین کینازهای کالمادولین وابسته به کلسیم 

 ,.Capoenet al., 2005; Endr´e et alگردند) می

2002  Mitra et al., 2004a; .)ناشناخته  نشانه

شود که در رسانی برگ می، موجب پیامQای ریشه

علامت  سرانجامدر برگ   GmNARKاثر بیان

آید که اثر ( به ریشه میSDIبازدارندگی برگی )

 .زایی داردبازدارندگی بر گره

بانک اطلاعاتی  تجزیه و تحلیل های

های پیش بینی شده برای  پروتئین مشخص کرد که

GmNARK ،HAR1 ،SyM29  وSUNN  بسیار

 آرابیدوپسیس LRRمشابه گیرنده شبه کینازی 

CLAVATA1(At CLV1)  سلول است، که تکثیر

کند  میریشه و ساقه را کنترل  میمریستهای 

(Clark et al., 1997 پیام رسانی .)AtCLA1 ،

بسته به گیرنده، همانند دیگر مسیرهای انتقال پیام وا

گردد  می ویژه ایهای  منجر به تنظیم رونویسی ژن

(Dievart & Clark 2004; Schoof et al., 2000.) 

با همسانه سازی و تعیین همراه بررسی الگوی بیانی 

های ژن های موثر در سازوکار ویژگی

از  بینش درستیتواند می ،زاییگره میخودتنظی

را فراهم ژنتیکی ورزی فرایند گره زایی و دست

های مهم از پیام رسان میژن ناقل کلسی نماید.

ه ای در ژشود اهمیت ویباشد و تصور میزیستی می

   کنترل گره زایی داشته باشد. 

 هامواد و روش

 RNAرشد گیاهان و استخراج 

 سواعت  42بوه مودت    سوویا  بذور گیاهان

میلووی  066)درون اتاقووک محتوووی گوواز کلوورین:  

درصود اسوید    34 میلوی لیتور از   5/3بوا  لیترمحلول 

درصوود سوودیم هیپوکلریووت(،   4/2 وهیپوکلریووک 

ضدعفونی سطحی گردیدند. اتاقک های رشد دارای 

شوب بوا    Co45روز و  Co42ی دموای شرایط ثابوت  

. بودنود  روشونایی سواعت   00درصد و  26رطوبت 

سوه روز پوس از کشوت     RNAبه منظور اسوتخرا   

 Bradyrhizobium باکتری ریشه های گیاهچه ها با

japonicum  سویهCB1809 های  تیمار شدند. برگ

ی وحش ایزوژنو  nts1007 جهش یافته رقمگیاهان 

Bragg  شامل مریستم انتهایی سوویا( دو و پونج   آن(

روز پس از تلقیح جمع آوری شدند. بورگ و ریشوه   

زیسوتی )ایجواد   نمونه های تلقیح شده در دو تیموار  

وت و در زمان متفاوت آلودگی در گیاهچه های متفا

به جمع آوری گردید و نمونه های غیر تلقیح شده  (

فقوط  دلیل نبود تغییرات ناشی از تلقیح ریزوبیوومی،  

 RNAاسوتخرا    جودا شودند.   زیسوتی از یک تیمار 

 ینپریزآرایوه بوا کیوت نوکلئووز     هوای  برای آزمایش

و غلظت آنهوا بوا    انجام (Macherey-Nagel)شرکت 

 شد. عیینت 4660 بیوآنالیزر

 PCR-QRT1 های آزمایش

                                                           
1 Quantitative Reverse Transcription-PCR 
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بوا  بیوان ژن   تجزیه و تحلیول  های آزمایش

از نمونه های برگی با سه تیموار   QRT-PCRروش 

ریشه در دو شورایط تلقویح )ده روز    برای و زیستی

پس از کشت بذر( و عدم تلقیح بوا ریزوبیووم درون   

سواعت روشونایی    00و  Co 42گلخانه بوا شورایط   

گیاهان موورد نظور در    صورت گرفت. ریشه و برگ

بوا ریزوبیووم    تلقیحروز پس از  0و  5، 3، 4، 0، 6

بووه روش  RNAجمووع آوری شوودند و اسووتخرا   

بوا   PCR واکونش  صورت گرفت. (Trizol)ترایزول 

دو مرحله ای شوامل   Real timeرونویسی معکوس 

 PCRدر مرحله اول و انجوام واکونش    cDNAسنتز 

ح ذیل انجوام  در مرحله دوم به شر Real time میک

 شد.

هوور یوووک از   RNAیووک میکروگوورم از   

تیموار گردیود و    DNaseبوا   هوای آزمایشوی   نمونه

ورده هضم در دو واکنش مجزا یکی برای سونتز  آفر

cDNA   با آنوزیمSuperscript III   بورای  و دیگوری

طبووق  ،نمونووه هووا DNAکنتوورل حووذف آلووودگی  

بوا   (Invitrogen)مل شورکت اینوویتروژن   عدستورال

  cDNAانجام گردید. نمونه های تغییرات سری  یک

میکرولیتوور از  5رقیووق شوودند.  0106صووورت ه بوو

cDNA  میکرو لیتور از   46های رقیق شده به همراه

از  µM 45/6و  SYBR green PCRمحلوول پایوه   

تایی بوا اسوتفاده از    60در چاهک های  آغازگرهر 

ABI PRISM 7000   وارد واکنش گردیدند. برناموه

 26دقیقه و سوپس بوا    06به مدت  Co65واکنش، 

                                                                                       
PCR كمي با رونويسي معكوس   

برای یوک   Co06ثانیه و  06برای  Co65چرخه از 

توا   06منحنوی ذوب از   الگویابیدقیقه ادامه یافت. 

Co65   در پایووان واکوونش بوورای هوورPCR  جهووت

تشخیص اختصاصیت واکنش انجوام گردیود. بورای    

تفاوت  "داشت که عموماوجود هر نمونه دو تکرار 

بود.  5/6آنها کمتر از  ctیا  ،1آستانه چرخهدر مقدار 

بیوان   میوارد محاسبات ارزیابی ک ctمتوسط مقادیر 

داده هوا بوا روش    تجزیه و تحلیلنسبی ژن گردید. 

سنجی نسبی بیان ژن هوا انجوام شود. در ایون      میک

بووه  (WTU) روش یکووی از نمونووه هووای آزمایشووی

. مقوادیر  شود انتخاب  x0یا نمونه  2عنوان کالیبراتور

کردن  ژن نرمال ct)  هر یک از نمونه ها دهنرمال ش

ct   ژن هدفct= Δ )  بهct Δ-4 یل گردیود توا   تبد

ورده حاصل و مقدار اولیوه آن  برآوردی از میزان فرآ

در نمونه آزمایشی باشد، هر یک از این مقادیر پس 

نمونوه   بر اندازه برآوردی از تبدیل به درصد، تقسیم

 محاسوبه شود  ی توا میوزان بیوان نسوب     شدکالیبراتور 

(Marisa et al., 2005 طراحی آغازگر برای انجام .)

 Pبوووووا نرمووووووافزار  Real Timeواکووووونش  

rimer Express     با رعایت پویش فوره هوای آن و

هوای نوامزد در   ژن cDNAاستفاده از توالی جزیوی  

بانک اطلاعاتی و یا توالی جدید حاصل از همسوانه  

ده سازی آنها انجام شود. آغازگرهوای موورد اسوتفا    

                                                           
1 Threshold Cycle  

PCRچرخه آستانه معادل چرخه ای از  در فاز لگاريتمی که نقطه  

 عطف علامت فلئورسانسی واکنش نسبت به سطح مبنی است
2 Calibrator 

مورد  . نمونه کالیبراتور معمولا سطح بیان مبنی را دارد و تیمارهای

يشی انجام می شود. مقادير بیان مطالعه بر روی نمونه های آزما

دنسبی بر اساس میزان تغییرات نسبت به آن سنجیده می شو  
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 هستند. 0 های مورد مطالعه به شرح جدولبرای ژن

یوود درسووتی داده هووای ریزآرایووه و یووافتن أیبوورای ت

تجزیه و ، نامزدات بیشتر از ژن ئیبا جزالگوی بیانی 

در چنوودین دوره  QRT-PCRبیووان ژن بووا  تحلیوول

ریزآرایوه   هوای  شرایط متفاوت از آزمایش وزمانی 

 ف آزمایشصورت گرفت. اول اینکه گیاهان برخلا

های رشد درون جای رشد در کیسهه ریزآرایه ب های

در گلدان های محتوی  و درون گلخانه اتاقک رشد،

یدنود. همچنوین تیموار گیاهچوه بوا      یورمیکولیت رو

 06جای سه روز پس از کشوت بوذر،   ه ریزوبیوم ب

ژن  زیورا  ،روز پس از کشت بوذر صوورت گرفوت   

 ،گیرنود قورار موی   GmNARKهایی که تحت تاثیر 

بایستی دارای بیان مشابه در شرایط رشدی متفاوت 

 06و  3در هور دو زموان    AONکه  باشند. از آنجا

 ,.Solaiman et alگردد )روز پس از کشت القاء می

های نامزد بایستی بیان متفاوت  ژن بنابراین،(، 2000

در هووور دو شووورایط نشوووان دهنووود. دوم اینکوووه  

 0ه در مربوط به هر نمون QRT-PCR های آزمایش

صورت  زیستیمقطع زمانی متفاوت و در سه تکرار 

دو جهش یافته بوا آلول هوای     ،علاوه بر این گرفت.

)دو  زیسوتی را در تیمارهوای   GmNARKمتفاوت 

 وارد شود ( nts382و یک تیمار با  nts1007 تیمار با

که تغییرات در بیان ژن تحت تواثیر   شویم مطمئنتا 

( درون Searle et al., 2003) موتاسوویون ثانویووه

 های نامزد قرار نگرفته است. ژن میبخش تنظی

PCR و تعیین توالی 1معکوس 

                                                           
1 Inverse PCR (IPCR) 

 نوکلئوتید( 502) توالی جزیینقشه برشی 

بر اساس بانک  ،ژن مورد مطالعهموجود از 

 DNAهضم  ، تعیین شد و سپسESTاطلاعاتی 

توالی  3'با آنزیم های برشی نزدیک دنباله  میژنو

و بر  5'یر آن در جهت برای امکان تکث ،هدف

 DNAاز  µg06 . بدین منظورصورت گرفتعکس 

 و مورد نظر آنزیم برشی واحد از 5/06 با میژنو

 ودر طول شب  µl066 نهایی حجم بابافر مناسب 

. به مخلوط واکنش هضم گردید Co30دمای 

µl066  آب وµl066 و  شد فنل/کلروفرم افزوده

 گردید،فوژ دور سانتری 03666دقیقه در  5به مدت 

 M3یک حجم استات سدیم  ،سپس به مایع فوقانی

(4/5=pH و دو حجم اتانول )درصد افزوده 60 

قرار داده ساعت  4به مدت  -Co46 دمای و در شد

 Co2دقیقه در  46به مدت در ادامه  و شدند

حاصل پس از  DNA. رسوب گردیدسانتریفوژ 

آب حل و  µl56در  درصد 06 شستشو با اتانول

 DNA. خود الحاقی گردیدظت لغ تعیین

 لیگاز DNAواحد  5/06توسط  هضم شده میژنو

T4 کل حجم وبافر لازم  در µl066 دمای در 

Co00  حذف  انجام شد و برایساعت  02به مدت

به  Co05 مایید با تیمارمحصول واکنش  میآنزی

 های . آزمایشصورت گرفتدقیقه  05مدت 

PCR، با مقادیر  2نه ایبا استفاده از آغازگرهای آشیا

الحاقی یا محصول حاصل از DNA از  µl 5تا  0

PCR  ژن نامزد پس از همسانه شدنداولیه انجام .

                                                           
2  Nested PCR 
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، IPCR فراورده های حاصل از مکرر سازی

5́RACE ( تکثیر دنباله هایcDNA)  با کیت

RLM-RACE)، شدند تعیین توالی. 

 تجزیه و تحلیل توالی 

و  میهووای ژنووو تجزیووه و تحلیوول توووالی 

cDNA  توسط نرم افزارClone Manager  صورت

گرفووت و چووارچوب قرائووت آزاد و توووالی اسووید  

. جسوتجو  شود های مورد مطالعه تعیین ای ژن آمینه

های موجود و در سطح پروتئین برای توالیبلاست 

 هووووا بووووا اسووووتفاده از ردیفووووی توووووالیهووووم

ClustalW (EMBL-EBI)  هوای  انجام شد. بخوش

بوا مقایسوه الگووی     میالی ژنوو اگزون و اینترون تو

ردیفووی بووا توووالی  ای حاصوول و هووماسووید آمینووه

تعیین گردید. الگوهوا و   ،های شناخته شده پروتئین

هووا توسووط  هووای پووروتئین بینووی موتیوو  پوویش

ScanProsit    سیسووتم پیشوورفته تجزیووه و تحلیوول

آمود. تعیوین محول     به دست( ExPASYپروتئین )

اصل توسط نرم های حاحتمالی قرار گرفتن پروتئین

مرکووز تجزیووه و تحلیوول زیسووتی  Target1.1افووزار 

(CBI صووورت گرفووت )    و پوویش بینووی عناصوور

انوداز بوا برناموه    یا همسو در توالی راه Cis میتنظی

 DNAدر  Cis موویتعیووین علامووت عناصوور تنظی  

 انجام گرفت.  (PLACE) 1گیاهی

                                                           
1 Plant cis-acting Regulatory DNA Elements 

 نتایج و بحث

 الف( نتایج آرایه ژنی

از  هوای ژنوی   آرایوه  در تجزیوه و تحلیول   

 و Dchipنورم افوزار    بوا دو تایی ه های مقایسطریق 

 تعداد معودودی ، شدند روش سری غیر متغیر نرمال

 مستقل ازکه با رفتاری   در برگ شناسایی شدندژن 

تنظوویم  GmNARKتوسووط  ،آلووودگی ریزوبیووومی

بوووا شناسوووه  . بیوووان ژن نوووامزد  گردنووود موووی

GmaAffx.32318.1 )در  )ناقل کلسیمWT2  نسبت

هوای  آزموایش  دربیوان ایون ژن    بوود.  کمتور  nts به

در  میمستقل از آلودگی ریزوبیوو  یحالت ریزآرایه با

WT  4جودول  تیپ جهش یافته، مطوابق  نسبت به 

 شت.اکاهش د

 

                                                           
2 Wild type 
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 .کمی PCRتوالی آغازگرهای مورد استفاده در آزمایشات  -1 جدول

 توالی آغازگر  

Primer Sequence 

 نام ژن

Gene name 
 

م )با پوشش مستقی
 Forward(1اینترونی
 Reverseمعکوس

5'-GGTCGCACAACTGGTATTGTATTG-3' 
 

5'-CTCAGCAGAGGTGGTGAACA-3' 

اکتین با شناسه بانک اطلاعاتی 
V00450 
 )ژن نرمالیزر(

Actin (Normalizer Gene) 

مستقیم )با پوشش 
 Forwardاینترونی(
 Reverse معکوس

5'-GAGCAAGTGTTTAAGGCAGC-3' 
 

5'-AGTATGCCCATGACTGCCATTG-3' 
 

کلسیم ناقل 
GmaAffx.32318.1 

Ca Transporter 

Table 1- The sequences of primers used in QRT-PCR experiments. 
 

در تیپ وحشی نسبت  GmNARK تحت کنترل ژن  میبیان )کاهش( ناقل کلسیمیزان تغییرات  -2جدول 

 تریکس.های ریزآرایه افیمیافته در آزمایشبه جهش

 شناسه افیمتریکس

Affymetrix 
identity 

نام پیش 
بینی شده 
 ژن

Predicted 
name 

 تیپ وحشی تلقیح شده علیه جهش یافته تلقیح
 شده

inoculated wild type/inoculated mutant 

تیپ وحشی تلقیح نشده 
علیه جهش یافته تلقیح 

 شده

Uninoculated wild 
type/inoculated 

mutant 

 day th5 پنجم روز day th2 مدو روز  
 روز دوم

th2 

day 

 روز پنجم

day th5 

  

 تکرار
 اول

th1 

Rep 

 تکرار
 دوم

th2 

Rep 

 تکرار
 اول

th1 

Rep 

تکرار 
 دوم

Rep th2 

 یک
 تکرار

one 
eplicationR 

GmaAffx.32318.1 
 ناقل کلسیم

Ca 
transporter 

-3.18 -9.43 -2.65 -4.38 -11.52 -2.57 

 انگر کاهش در بیان ژن و اعداد لازم معرف چند برابر مورد نظر است.* علامت منفی بی

Table 2- The expression changes (decreasing rate) of Ca transporter that is under the control of 

GmNARK gene, in wild type related to mutant in affymetrix microarray experiments. 
 

                                                           
1  Intron spanning 
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های تلقیح شده سویا در حالت (M)و جهش یافته (WT) نسبی ژن ناقل کلسیم در تیپ وحشی  بیان -1شکل 

(I) .و تلقیح نشده با ریزوبیوم 

Figure 1- The relative expression of Ca transporter gene in wild type and mutant soybeans at 

inoculated and uninoculated condition with Rhizobium. 
 

 ید نتایج آرایه ژنی ئتاب( 

ژن با شناسه  میک PCRآنالیز 

GmaAffx.32318.1  که نشان دادیا ناقل کلسیم 

بیان این ژن از روز دوم به بعد در برگ تیپ 

نسبت به  WTI1وحشی تلقیح شده با ریزوبیوم یا 

 WTU2 یا تیپ وحشی قبل از آلودگی) کالیبراتور

افزایش یافت،  برابر 2تا  4در روز صفر آلودگی( 

در روزهای  WTU این روند افزایشی برای خود

برابر  06تا  4 ،بعدی نسبت به پیش از آلودگی آن

 جهش یافته. بیان نسبی این ژن در (0 )شکل گردید

 0و تا  بوده روند افزایشی دارای MI3تلقیح شده یا 

تلقیح  جهش یافتهبیان نسبی در  .رسیدشاهد  برابر 

                                                           
3 Wild type inoculated 
4 Wild type uninoculated 
5 Mutant inoculated  

ها  نمونهحی بالاتر از همه در سط ،MUنشده یا 

 مشاهده رسید.شاهد  برابر 04تا  قرار گرفت و

نسبت  WTIشود که بیان نسبی این ژن در تیپ  می

داشته ریزآرایه کاهش  های آزمایش مشابه ،MIبه 

 از روز پنجم WTUدر  بیان نسبی آن لیو ،است

گردید )ناشی از اثر یک  بیشتر MIآلودگی از  بعد

وند افزایشی بیان این ژن در . رتیمار زیستی(

تواند ناشی از رابطه  میروزهای پس از آلودگی، 

گمان . باشدمستقیم آن با جریان نمو گرهزایی 

 سازوکار القای ،تلقیح ریزوبیومیپس از  رود می

وحشی موجب شده است تا در تیپ  میتنظیخود

ر بیان این ژن در این تیپ نسبت به جهش یافته د

در  وکارر گیرد و نبود این سازقراتر  ینئپاسطحی 

بازدارندگی  ویژگیتیپ جهش یافته موجب حذف 
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در هر یک از این ژن یان متوسط ب آن شده است.

تیپ های گیاهی تلقیح نشده بالاتر از حالت تلقیح 

 زیستیشده آن است )این روند حداقل در دو تیمار 

 دیده شد(.

 همسانه سازی و تعیین توالیج( 

ژن  RACE'5 و معکوس PCRورده های فرآ

، TA1پس از همسانه سازی با روش  کلسیمناقل 

همسانه سازی  از برای این ژن. شدندتوالی تعیین 

های  حاصل از هضممعکوس،  PCRهای وردهآفر

 یک  Nco Iو  Hind III ،Dra Iجداگانه  میآنزی

 به دستجفت باز  4206به طول  میتوالی ژنو

ه چارچوب این توالی دارای س .(4)شکل  آمد

نوکلئوتید از  24قرائت آزاد یک اینترون به طول 

، درون چارچوب قرائت آزاد دوم تا GT..AGنوع 

باشد. این دو  میقبل از چارچوب قرائت آزاد اول 

مشابه ژن ناقل  ،ارچوب در بانک اطلاعاتیهچ

بودند و برای توالی چارچوب قرائت سوم  میکلسی

انک اطلاعات پروتئینی در ب هیچ مشابهت کارکردی

رمز کننده و  بخششامل  توالیاین یافت نشد. 

ین دست ژن ئدست و پا از نواحی بالا قسمتی

 ،RACE'5تعیین توالی فرآورده حاصل از  است.

یا شروع بخش رمز کننده را  cDNA '5انتهای

فاقد بخش  cDNA. توالی (3)شکل  تعیین نمود

اینترونی ذکر شده بود و شامل تمام چارچوب 

ت آزاد اول بخش پایین دست و جزیی از قرائ

توالی حدواسط ناحیه اینترونی با چارچوب اول  و 

                                                           
1 TA-Cloning  

باشد، اما  میبخش عمده ای از چارچوب دوم 

( در ATGAAAجفت بازی ) 0حضور یک توالی 

این  میکه متفاوت از توالی ژنو cDNAانتهای این 

و  2تواند از وقوع یک ویرایش میژن است 

باشد  UACUUUل آن یعنی جایگزینی توالی مکم

که از ویژگی های ویرایش، جایگزینی قطعات غنی 

 باشد  میاز اوراسیل 

(Gott  and Emerson, 2000 با مقایسه توالی .)

بخش بالادست تعیین توالی شده  cDNAو  میژنو

جفت باز که بالاتر از کدون شروع  0030به طول 

 محسوب گردید و انداز ژن است به عنوان جزء راه

یا همسو در توالی  Cis میپیش بینی عناصر تنظی

 انداز تعداد زیادی جعبه توالی مورد توافق مانند راه

CAATBOX1 3مخصوص ژن لگ هموگلوبین ،

دخیل در تداخل میزبان و  WRKY71OSجعبه 

مربوط به مقاومت در  BIHD1OS میکروب، جعبه

ویژه  NODCON2GMها، جعبه برابر بیماری

زایی سویا و تعدادی دخیل در گره واده ژن هایخان

رود انتظار می بنابراین،باشد. می TATAجعبه 

های سلولی و انداز این ژن در دریافت پیام راه

زایی و پاسخ به بیماری ها نقش گره میعلایم تنظی

 بینی شده آنپروتئین پیشکارکردی داشته باشد. 

دومین بین غشایی بوده که  5دارای  (2)شکل

نقش گیرنده سلولی یا ناقل مولکولی را  تواند می

 ,.Lévy et al., 2004; Sanders et alداشته باشند )

2004). 
                                                           
2 Editing  
3 Leghemoglobin 
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سویا با مشخص کردن آنزیم  ممربوط به ژن همسانه سازی شده ناقل کلسی میژنو DNAنقشه برشی  -2شکل 

 پایین دست تکثیر شده بادست و  های برشی هدف، توالی اولیه موجود در بانک اطلاعات، بخش های بالا

IPCR .و اینترون و چارچوب های قرائت آزاد آن 
Figure 2- The genomic DNA restriction map of soybean Ca transporter gene that has been 

cloned using IPCR, containing of its up/downstreams, Introns and ORFs.  
 

 

 
با نمایش  RACE’5سویا از طریق  مط به ژن همسانه سازی شده ناقل کلسیمربو cDNAنقشه برشی  -3شکل 

 یابی شده آن. محل آغازگرهای درونی استفاده شده بر روی توالی اولیه و بخش بالادستی توالی

Figure 3- The cDNA restriction map of soybean Ca transporter gene that has been cloned using 

5’RACE, containing of its Outer/inner primers on initial sequence with its sequenced upstream 

part. 
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 ExPASY)هوای کوارکردی آن بوا    ین دوموین یبینی شده پروتئین ژن ناقل کلسیم سویا و تعتوالی پیش -4شکل

PredictProtein)  ،M ،غشایی :i ،درون حفره سلولی :T ،بین غشایی :Oای.فره: بیرون ح 
Figure 4- the protein predicted sequence for soybean Ca transporter gene and detection of its 

functional domains using ExPASY PredictProtein. M: membranal, i: inner lumen, T: Trans 

membranal, O:outer lumen.   
 

 بانک اطلاعاتی نشان داد که یجستجو

 مشابهت بادرصد  06پروتئین حدود این ی توال

ین نسبت ئاین پروت .دارد آرابیدوپسیسکلسیم ناقل 

اسید  056به ناقل کلسیمی آرابیدوپسیس حدود 

رود پدیده احتمال می کهآمینه از ابتدا کمبود دارد 

ویرایش به عنوان یک عامل تغییرات پس از 

. باشد در سطح پروتئین عامل این کمبود ،رونویسی

در کل الگوی بیانی ژن نامزد در این بررسی در 

رفتار واحدی  میک PCRو  ریزآرایه ایه آزمایش

دو  کاربرددادند و همسانه سازی این ژن با  را نشان

های با تعیین ویژگی RACE’5و  IPCRروش 

تواند  میساختاری و پیش بینی کارکردهای آن 

 مقدمه مناسبی برای مطالعات ژنتیک برگشتی باشد.

 سپاسگذاری
دینوسیله از دانشگاه تهران، دانشگاه ب

کوینزلند و موسسه عالی تحقیقات تلفیقی حبوبات 

(CILR)  مین هزینه های ابه دلیل ت ،کشور استرالیا

به ویژه دکتر آتیلا  CILRپژوهشی و همه اعضای 

کرست به دلیل راهنمایی های ارزشمندشان در 

 د.شو می سپاسگزاریانجام این طرح 
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ABSTRACT 

Some plants are naturally able to acquire nitrogen from the air through a process called 

symbiotic nitrogen fixation. In soybean, a close interaction between the root and Bradyrhizobium 

japonica, results in the formation of nitrogen-fixing nodules.  Both partners benefit from this 

interaction: the bacterium gains sugar from the plant, and the plant obtains reduced nitrogen. 

Autoregulation of Nodulation (AON) through the expression of GmNARK in soybean leave is 

the main genetically-controlled mechanism that regulates nodulation. Autoregulation of 

nodulation (AON), is a long-distance signaling network which acts to limit the proliferation of 

nodules which operates to limit the proliferation of nodules Affymetrix microarray and 

quantitative real-time reverse-transcriptase (QRT) PCR in wild type and the GmNARK AON 

mutant confirmed that the expression of GmaAffx.32318.1 has been decreased in wild type 

related to mutant and regulated in the leaf by GmNARK in a rhizobia-independent manner. This 

gene (GmaAffx.32318.1) that was cloned and sequenced, is predicted to encode a Ca-transporter. 

It has 2460 bp with the coding sequence, upstream and downstream of gene. The predicted 

protein included 202 amino acids and contains 5 transmembrane domains that can be act as cell 

receptor or carrier with 70% similarity to a heterologous gene in Arabidopsis.  

 

Key Words: Autoregulation of Nodulation (AON), QRT-PCR, Soybean. Gene isolation, Gene 

expression 
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