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  چکیده
هاي تثبیت در سویا گره.  قادر به استفاده از نیتروژن هوا هستندزیستیبرخی گیاهان از طریق تثبیت 

از این .   استگیاه و ریشه  Bradyrhizobium japonicumباکترينیتروژن حاصل از اثر متقابل بین 
 خود. آورد برند باکتري قند و گیاه، نیتروژن احیاء شده به دست می همزیستی هر دو موجود سود می

تنظیم این فرایند  ژنتیکی سازوکارمهمترین در برگ سویا،  GmNARK حاصل از بیان ژن  گره زاییتنظیمی
زایی از حالت بیش افزایی باشد که پس از آغاز گره رسانی دوردست مییام این سازوکار یک شبکه پ.است

و   وحشیانواعبرگ   رويReal time RT-PCRافیمتریکس و  هاي ریزآرایه آزمایش.شودآن جلوگیري می
 ژن با شناسه افیمتریکس یانبنشان داد که  ، سویازایییا فوق گره  GmNARK یافتهجهش

GmaAffx.32318.1 رفتاري مستقل از آلودگی با نسبت به جهش یافته در بافت برگی  پ وحشیدر تی
رمز کننده یک این ژن نامزد سازي و تعیین توالی نشان داد که نتایج همسانه. یافته استکاهش  ریزوبیومی

 از نواحی بالادست و قسمتی رمز کننده و بخششامل  جفت باز 2460توالی حاصل با  .است ناقل کلسیمی
 دومین بین غشایی 5داراي  اسید آمینه و 202شامل بینی شده  پروتئین پیش.  ژن بوده  استدست پایین 
ا  بهمسانی درصد 70ي دارا  کهتواند نقش گیرنده سلولی یا ناقل مولکولی را داشته باشد که میاست
  .است آرابیدوپسیس خود در یکلسیم ناقل وسگهترولو

  .کمی PCR و، ناقل کلسیم، همسانه سازي، ژنهاي تثبت ازت زاییگره تنظیمی سویا، خود: کلمات کلیدي
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  مقدمه
 بیشترین محدودیت ،نیاز گیاهان به نیتروژن

مین این عنصر از ات. شود ذایی آنها محسوب میغ
هاي طریق کودهاي شیمیایی علاوه بر هزینه

 زیست محیطی جبران ناپذیري منفیهنگفت، آثار 
 ستی یکی همز روشتثبیت زیستی نیتروژن به. دارد
نام ریزوبیوم و ریشه ه هاي خاك ب از باکتريسري
...) مانند سویا، نخود، لوبیا، شبدر و(گیاهان این 

ه  بي اندام جدید، همزیستی در این.گیردصورت می
 هر دو موجود از و شود  تشکیل مینام گره

 باکتري قند و گیاه نیتروژن ؛برندهمدیگر سود می
این همیاري . آورد به دست میرااتمسفر احیا شده 

 حبوبات از تامنحصر به فرد، موجب شده است 
، نیتروژنه  زیستیجنبه کشاورزي پایدار با تامین کود

 بر افزون. العاده مفید و مورد توجه قرار گیرندفوق
 .باشد مهم می نیز تشکیل گره از جنبه نموي،این

)Gresshoff, 2004(.  برخلاف اطلاعات موجود
از حوادث مولکولی  ه تشکیل گره، آگاهی کمیدربار
تنظیم گره .  وجود داردگره زایی در تنظیم درگیر

زایی در حبوبات براي برقراري توازن بین فواید 
تثبیت نیتروژن با رشد و نمو گیاه لازم است 

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

al., 1991 .( مسیر اصلی کنترل گره زایی تحت
خوانده  AON1 یا  گره زاییتنظیمینوان خود ع
شامل پیام رسانی   گره زاییتنظیمیخود . شود می

                                                             

1 Autoregulation of Nodulation 

که  طوريه  بین ریشه و ساقه است، ب2دوردست
 گره زایی حالت بازدارنده براي آغازین رخدادهاي

 ,Gresshoff(مراحل بعدي تشکیل گره دارد 

داراي که  AON هاي جهش یافته بیشتر). 2003
 از نظر ، هستندگرهزایی یا بیش گرهزاییارفنوتیپ ف
 ,.Carroll  et al( متحمل به نیترات هستندگره زایی 

1985a & b .(هاي  همسانه کردن یکی از ژن
نام ه  در سویا ب3 فنوتیپ فوق گرهزاییمسئول

4GmNARK کنترلی  یا گیرنده کینازي خود
 Lotus  ، در)Searle et al., 2003(گرهزایی 

  رهزایی و ریشه هاي غیر نرمال یاگرامعروف به ف
HAR15) Krusell et al., 2002; Nishimura et 

al., 2002  (به نام  یونجه  دروSUNN6تعداد   یا 
 نشان داد که یک پروتئین شبه ،گره فوق العاده

گیرنده کینازي غنی از لوسین و بین غشایی، نقش 
 . بر عهده داردAONکلیدي را در مسیر پیام رسانی 

ها عامل فنوتیپ جهش نقطه اي در این ژنیک 
چه رونوشت هاي   اگر.جهش یافته است

GmNARK ،HAR1 و SUNN در دو بافت ریشه 
 Yamamoto (شود صورت فعال دیده میه و ساقه ب

et al., 2000; Schnabel et al., 2005( ،
ن نشان داده است که فنوتیپ د پیوند زهاي آزمایش

ار وکدر ساز. شود یگرهزایی توسط ساقه کنترل م

                                                             

2 Long-Distance Signaling 
2 Supernodulation 
3 Glycine max nodule autoregulation receptor kinase 
4 Hypernodulation and abnormal roots 
5 Super nodule number 
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AONاي حاصل از تحریک ریزوبیومی،  ، پیام ریشه
 در LRRبه فعال شدن گیرنده شبه کینازي غنی از 

 ;Caetano-Anollés et al., 1991 (انجامد شاخه می

Delves et al., 1986 .( فعالیت این گیرنده در ادامه
شبه کینازي منجر به تولید یک بازدارنده از ساقه 

. کند تعداد گره در ریشه را تنظیم میگردیده که 
 هاي ریشه و ساقه شناخته نشده پیامتاکنون ماهیت 

است و معلوم نیست که چگونه گیرنده شبه کینازي 
LRRشود  پیام رسانی دوردست را موجب می .

، با تغییرات دیگري در رشد AON هاي جهش یافته
 ;Day et al., 1986; Schnabel et al., 2005(ریشه 

Szczyglowski et al., 1998( ،میکوریزاافزایش    
)Solaiman et al., 2000; Meixner et al., 2005 (

همراه ) Mitra et al., 2004a(و مقاومت نماتدي 
 در sunn و Gmnark،har1اي هجهش یافته. است

 تیپ وحشی نسبت به ،شرایط عدم تلقیح ریزوبیومی
هاي داراي ریشه هاي کوتاهتر و یا تعداد ریشه 

 Lotusپیوند بین تیپ وحشی . جانبی بیشتر هستند

japonicus و جهش یافته فوق گره زایی har1 
تواند فوق گره زایی  نشان داد که ژنوتیپ ساقه می

 افزایش ریشه یا ریشه کوتاه انگیزشو همچنین 
که  مشخص شده . هاي جانبی را باعث گردد

اي  غییر در فنوتیپ ریشهتژنوتیپ ریشه، موجب 
 گردد  نیز میhar1 جهش یافتهیر همزیست غ
)Buzas et al., 2006; Day et al., 1986; Jiang & 

 Gressoff, 2002; Schnabel et al., 
2005;Szczyglowski, 1998  .(یافتهجهش har1 به 

 بنابراینآلودگی نماتد ریشه نیز بسیار حساس است، 
ر دفاعی علیه وکا در سازHAR1توان گفت که  می
پیوند ساقه .  استدرگیر  نیز گیاهیل بیماریزايعوام

گیاه فوق گره زایی سویا به ریشه تیپ وحشی 
 گرهزایی گردید، درراب پیدایش فنوتیپ فجمو

 موجب پیدایش حالت نرمال وارونهکه پیوند  حالی
چه این  اگر). Delves et al., 1986( گرهزایی شد

گیرنده هاي شبه کینازي در مسیرهاي همزیستی و 
 با این ،باشند غیرهمزیستی داراي نقش مشخص می

حال سازوکار هاي پایین دست آنها شناسایی نشده 
 ).Lohar et al., 2003(است 

زیادي با روش ژنتیک مستقیم هاي بررسی
زایی انجام  در گرهرگیرهاي دجهت شناسایی ژن

 ,.Kinkema et al., 2006; Stacey et al(است شده 

 پیام آغازینهاي عنوان گیرندهه ها باین ژن ).2006
 یک توانند میاند کهبینی شده ریزوبیومی، پیش

 LysM- )Nakamura etگیرنده شبه کینازي، دومین

al.,  2003; Lohar et al., 2003( گیرنده شبه ،
 ,.LRR) Nishimura et al کینازي غنی از لوسین

 هاي کاتیونی غشاي پلاسمایی، کانال)2002
)Kanamori et al., 2006( کیناز کالمادولین وابسته ،

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

2004a  (رونویسیهايامل، ع  )Smit et al.,2005 (
. باشند) Krusell et al., 2002(هاي سولفاتی و ناقل
هاي کینازي نوع زایی توسط گیرندههاي گرهعامل

LysMد شون در غشاي پلاسمایی دریافت می
)Radutoiu et al., 2003( .هاي در سویا ژنNRF1 
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 & Lohar( این نقش را بر عهده دارند NRF5و 

Bird, 2003 ( که جهش در اینها یا همسانه هاي آنها
-  موجب عدم گرهM.trancatulaدر نخود فرنگی و 

، به NBS-LRRدر ادامه یک گیرنده . شودزایی می
، GmNORK ،LjNORK ،MsSYMRKهاي  نام

MtDM12 و PsSYM19 ،به ترتیب از سویا 
لوتوس، یونجه، شبدر و نخود اثر نموده و موجب 

هاي یونی غشایی، نوکلئوپروتئین ها و تحریک کانال
پروتئین کینازهاي کالمادولین وابسته به کلسیم 

 ,.Capoenet al., 2005; Endr´e et al(گردند می

2002  Mitra et al., 2004a; .( نشانه ناشناخته
شود که در رسانی برگ می، موجب پیامQاي یشهر

 در برگ سرانجام علامت  GmNARKاثر بیان
آید که اثر به ریشه می) SDI(بازدارندگی برگی 
  .زایی داردبازدارندگی بر گره

 بانک اطلاعاتی تجزیه و تحلیل هاي
مشخص کرد که پروتئین هاي پیش بینی شده براي 

GmNARK ،HAR1 ،SyM29 و SUNNیار  بس
  آرابیدوپسیسLRRمشابه گیرنده شبه کینازي 

CLAVATA1(At CLV1) سلول  است، که تکثیر
کند  ریشه و ساقه را کنترل می مریستمیهاي 

)Clark et al., 1997 .( پیام رسانیAtCLA1 ،
همانند دیگر مسیرهاي انتقال پیام وابسته به گیرنده، 

 گردد  میویژه ايهاي  منجر به تنظیم رونویسی ژن
)Dievart & Clark 2004; Schoof et al., 2000.( 

بررسی الگوي بیانی همراه با همسانه سازي و تعیین 
هاي ژن هاي موثر در سازوکار ویژگی

تواند بینش درستی از زایی، میگره خودتنظیمی
ورزي ژنتیکی را فراهم فرایند گره زایی و دست

هاي مهم از پیام رسان ژن ناقل کلسیمی. نماید
شود اهمیت ویژه اي در باشد و تصور مییستی میز

  .   کنترل گره زایی داشته باشد
  

  هامواد و روش
بــذور : RNAرشـد گیاهـان و اسـتخراج    

درون اتاقـک  (  سـاعت 24 بـه مـدت    سـویا گیاهـان 
 5/3بـا    میلـی لیترمحلـول      100: محتوي گاز کلـرین   

 2/4 و درصــد اســید هیپوکلریــک 32 میلــی لیتــر از
ــتدرصــد ســدیم هی ، ضــدعفونی ســطحی )پوکلری

ی دمایاتاقک هاي رشد داراي شرایط ثابت  . گردیدند
oC28    روز و oC25     16 درصد و    80 شب با رطوبت 

 RNAبـه منظـور اسـتخراج      . بودند روشناییساعت  
 سه روز پس از کشت ریـشه هـاي گیاهچـه هـا بـا               

ــاکتري ــویه Bradyrhizobium japonicum بـ  سـ
CB1809  جهش  رقماهان  هاي گی  برگ.  تیمار شدند
شـامل  (آن   Braggی  وحش ایزوژن و   nts1007 یافته

دو و پنج روز پـس از تلقـیح         ) مریستم انتهایی سویا  
برگ و ریشه نمونه هـاي تلقـیح        . جمع آوري شدند  
ایجاد آلودگی در گیاهچـه     (زیستی  شده در دو تیمار     

 جمــع آوري )هــاي متفــاوت و در زمــان متفــاوت 
بـه دلیـل نبـود     شـده  گردید و نمونه هاي غیر تلقیح     

فقـط از یـک   تغییرات ناشـی از تلقـیح ریزوبیـومی،        
 بــراي RNA اســتخراج . جــدا شــدندزیــستیتیمــار 
شـرکت   (ینپ ریزآرایه با کیت نوکلئـوز      هاي آزمایش
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Macherey-Nagel( و غلظت آنها با بیوآنـالیزر      انجام  
  . شدتعیین 2001

  هـاي  آزمایش: QRT-PCR1  هاي آزمایش
 از QRT-PCRبــا روش ن ژن  بیــاتجزیــه و تحلیــل

 ریـشه    بـراي   و زیستینمونه هاي برگی با سه تیمار       
و ) ده روز پس از کـشت بـذر       (در دو شرایط تلقیح     

 oCعدم تلقیح با ریزوبیوم درون گلخانه بـا شـرایط           
ریـشه و   . صورت گرفـت   ساعت روشنایی    16 و   28

 روز 7 و 5، 3، 2، 1،  0برگ گیاهـان مـورد نظـر در         
ریزوبیــوم جمــع آوري شــدند و  بــا تلقــیحپــس از 

 صورت  (Trizol) به روش ترایزول     RNAاستخراج  
 Realرونویـسی معکـوس   بـا   PCR  واکنش.گرفت

time     دو مرحله اي شـامل سـنتز cDNA  در مرحلـه 
ــنش   ــام واک ــیPCRاول و انج  در Real time  کم

  .مرحله دوم به شرح ذیل انجام شد
هـــر یـــک از  RNAیـــک میکروگـــرم از 

 تیمـار گردیــد و  DNase بـا  ایـشی هـاي آزم  نمونـه 
ورده هضم در دو واکنش مجزا یکی بـراي سـنتز       آفر

cDNA با آنزیم Superscript III  بـراي   و دیگـري
ــودگی   ــرل حــذف آل ــا DNAکنت ــه ه ــق ، نمون  طب

بـا   (Invitrogen)مل شـرکت اینـویتروژن      عدستورال
  cDNAنمونه هاي . انجام گردید یک سري تغییرات    

ــ ــد 1:10صــورت ه ب ــق ش ــر از 5. ند رقی  میکرولیت
cDNA   میکـرو لیتـر از   20 هاي رقیق شده به همراه 

 از µM 25/0 و SYBR green PCRمحلـول پایـه   

                                                             

1 Quantitative Reverse Transcription-PCR 
PCRكمي با رونویسي معكوس  

 تـایی بـا اسـتفاده از        96 در چاهک هاي     آغازگرهر  
ABI PRISM 7000برنامـه  .  وارد واکنش گردیدند

 40 دقیقـه و سـپس بـا         10 به مـدت     oC95واکنش،  
 بـراي یـک     oC60  ثانیـه و   10 براي   oC95چرخه از   

 تـا   60 منحنـی ذوب از      الگویـابی . دقیقه ادامه یافت  
oC95   ــر ــراي ه ــنش ب ــان واک ــت PCR در پای  جه

بـراي  . تشخیص اختصاصیت واکنش انجـام گردیـد      
 تفاوت  "داشت که عموما  وجود  هر نمونه دو تکرار     

.  بود 5/0 آنها کمتر از     ctیا   ،2 آستانه چرخهدر مقدار   
بیـان   ات ارزیابی کمی وارد محاسب  ctمتوسط مقادیر   

 داده هـا بـا روش       تجزیه و تحلیل  . نسبی ژن گردید  
در ایـن   . سنجی نسبی بیان ژن هـا انجـام شـد          کمی

 بــه (WTU) روش یکــی از نمونــه هــاي آزمایــشی
مقـادیر  . شـد  انتخاب   x1 یا نمونه    3عنوان کالیبراتور 

 کردن  ژن نرمال  ct (  هر یک از نمونه ها     نرمال شده 
 ct  ژن هدفct= Δ(   به ctΔ-2    تبدیل گردیـد تـا

برآوردي از میزان فرآورده حاصل و مقدار اولیـه آن          
در نمونه آزمایشی باشد، هر یک از این مقادیر پـس      

نمونـه    بر اندازه برآوردي   از تبدیل به درصد، تقسیم    
 محاسـبه شـد    تـا میـزان بیـان نـسبی          شدکالیبراتور  

)Marisa et al., 2005 .(م طراحی آغازگر براي انجا
 P بــــــا نرمــــــافزارReal Timeواکــــــنش 

rimer Express    با رعایت پـیش فـرض هـاي آن و 
                                                             

2 Threshold Cycle  
 در فاز لگاریتمی کھ نقطھ PCRچرخھ آستانھ معادل چرخھ ای از 
 عطف علامت فلئورسانسی واکنش نسبت بھ سطح مبنی است
3 Calibrator 

نمونھ کالیبراتور معمولا سطح بیان مبنی را دارد و تیمارھای مورد . 
مقادیر بیان . مطالعھ بر روی نمونھ ھای آزمایشی انجام می شود

 نسبی بر اساس میزان تغییرات نسبت بھ آن سنجیده می شود
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هـاي نـامزد در    ژنcDNAاستفاده از تـوالی جزیـی     
بانک اطلاعاتی و یا توالی جدید حاصل از همـسانه          

آغازگرهـاي مـورد اسـتفاده      . سازي آنها انجـام شـد     
 . هستند 1 هاي مورد مطالعه به شرح جدول     براي ژن 
ــافتن یــأیبــراي ت ــه و ی د درســتی داده هــاي ریزآرای

تجزیه و  ،  نامزدات بیشتر از ژن     ئیبا جز الگوي بیانی   
ــل ــا تحلی ــان ژن ب ــدین دوره QRT-PCR بی  در چن
 ریزآرایـه    هـاي   شرایط متفاوت از آزمـایش     وزمانی  

 اول اینکه گیاهان برخلاف آزمـایش     . صورت گرفت 
هاي رشد درون جاي رشد در کیسهه   ریزآرایه ب  هاي
 در گلدان هاي محتوي      و درون گلخانه  قک رشد، اتا

همچنـین تیمـار گیاهچـه بـا        . یدنـد یورمیکولیت رو 
 10جاي سه روز پـس از کـشت بـذر،           ه  ریزوبیوم ب 

 ژن  زیـرا  ،روز پس از کـشت بـذر صـورت گرفـت          
 ،گیرنـد  قـرار مـی  GmNARKهایی که تحت تـاثیر      

بایستی داراي بیان مشابه در شرایط رشدي متفـاوت        
 10 و   3 در هـر دو زمـان        AONکـه    آنجااز  . باشند

 ,.Solaiman et al(گردد روز پس از کشت القاء می

هاي نامزد بایستی بیان متفاوت      ژن بنابراین،،  )2000
ــد  ــشان دهنـ ــرایط نـ ــر دو شـ ــه . در هـ دوم اینکـ

 6 مربوط به هر نمونه در       QRT-PCR هاي آزمایش
 صورت  زیستیمقطع زمانی متفاوت و در سه تکرار        

 دو جهش یافته بـا آلـل هـاي          ،لاوه بر این  ع .گرفت
دو  (زیــستی را در تیمارهــاي GmNARKمتفــاوت 

 وارد شـد ) nts382 و یک تیمار با   nts1007 تیمار با 
 که تغییرات در بیان ژن تحت تـاثیر        شویم مطمئنتا  

ــه درون ) Searle et al., 2003( موتاســیون ثانوی
  .هاي نامزد قرار نگرفته است ژن بخش تنظیمی
PCR نقــشه :  و تعیــین تــوالی1معکــوس

ژن موجـود از     ) نوکلئوتید 564 (توالی جزیی برشی  
، تعیین  EST بر اساس بانک اطلاعاتی      ،مورد مطالعه 
بـا آنـزیم هـاي      ژنـومی DNA هـضم  شد و سـپس   

 بـراي امکـان     ، تـوالی هـدف    3'برشی نزدیک دنباله    
. صـورت گرفـت    و بر عکس     5'تکثیر آن در جهت     

 واحـد  5/10 بـا   ژنومیDNA از   µg10 بدین منظور 
  حجـم  بـا  بـافر مناسـب      و  مورد نظر   آنزیم برشی  از

هـضم   oC37 دمـاي  ودر طـول شـب    µl100 نهایی
ــد ــه مخلــوط واکــنش . گردی  µl100 آب و µl100ب
 دقیقـه در    5 و بـه مـدت        شـد  کلروفرم افـزوده  /فنل

ــانتریفوژ 13000 ــد، دور س ــایع  گردی ــه م ــپس ب  س
و ) M3) 2/5=pH یک حجم استات سـدیم       ،فوقانی

  دمـاي  و در شـد  درصد افـزوده 96دو حجم اتانول    
oC20-     قـرار داده شـدند و در        سـاعت    2 به مـدت

. گردیـد سـانتریفوژ    oC4 دقیقه در    20به مدت   ادامه  
 70  حاصل پس از شستشو با اتـانول       DNAرسوب  
. گردیـد ظـت   ل آب حل و تعیـین غ      µl50 در   درصد

 5/10 توسـط    هضم شده   ژنومی DNAخود الحاقی   
  کـل   حجـم  و بـافر لازم     در T4  لیگـاز  DNA واحد

µl100 دماي  در  oC16     انجـام   سـاعت    18 به مـدت
 با تیمـار  محصول واکنش     حذف آنزیمی  شد و براي  

. صـورت گرفـت   دقیقـه  15 بـه مـدت     oC75 مایید

                                                             

1 Inverse PCR (IPCR) 
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 با استفاده از آغازگرهاي آشیانه      ،PCR  هاي آزمایش
الحاقی یا محصول DNA  از µl 5 تا 1 با مقادیر 1اي

ژن نامزد پـس از   . شدند اولیه انجام    PCRز  حاصل ا 
، IPCR  مکرر فراورده هاي حاصل از  همسانه سازي 

5́RACE)   ــاي ــه ه ــر دنبال ــت (cDNAتکثی ــا کی  ب
RLM-RACE(، شدندتعیین توالی .  

 تجزیـه و تحلیـل      :تجزیه و تحلیل تـوالی       
 Clone توسط نرم افزار cDNAو  هاي ژنومیتوالی

Manager  قرائـت آزاد   صورت گرفت و چـارچوب 
هاي مورد مطالعـه تعیـین      اي ژن  و توالی اسید آمینه   

هـاي  جستجو در سـطح پـروتئین بـراي تـوالی         . شد
ــم  ــود و ه ــوالی موج ــی ت ــتفاده از   ردیف ــا اس ــا ب   ه

ClustalW (EMBL-EBI)   هـاي  بخـش .  انجام شـد
بـا مقایـسه الگـوي       اگزون و اینترون تـوالی ژنـومی      

ــه  ــید آمین ــم اس  ــاي حاصــل و ه ــا ت ــی ب والی ردیف
الگوهـا و   . هاي شناخته شده، تعیین گردید     پروتئین
 ScanPrositها توسط   هاي پروتئین بینی موتیف پیش

ــروتئین   ــل پـ ــه و تحلیـ ــشرفته تجزیـ ــستم پیـ سیـ
)ExPASY (   تعیـین محـل احتمـالی      . به دست آمـد

هاي حاصـل توسـط نـرم افـزار      قرار گرفتن پروتئین  
Target1.1          مرکز تجزیـه و تحلیـل زیـستی )CBI (

 یـا   Cis صورت گرفت و پیش بینی عناصر تنظیمـی       
انـداز بـا برنامـه تعیـین علامـت          همسو در توالی راه   

 (PLACE) 2 گیـاهی  DNA در   Cis عناصر تنظیمـی  
  . انجام گرفت

                                                             

1  Nested PCR 
2 Plant cis-acting Regulatory DNA Elements 

  نتایج و بحث
در تجزیه و تحلیل : نتایج آرایه ژنی) الف

 نرم بادو تایی ه هاي مقایساز طریق  آرایه هاي ژنی 
 شدند،  سري غیر متغیر نرمالروش  وDchipافزار 

  که با  ژن در برگ شناسایی شدندتعداد معدودي
 توسط ،آلودگی ریزوبیومی مستقل ازرفتاري 

GmNARKبا بیان ژن نامزد . گردند  تنظیم می
 3WT در )ناقل کلسیم (GmaAffx.32318.1شناسه 
هاي  آزمایشدر بیان این ژن .بود  کمترnts نسبت به
در   مستقل از آلودگی ریزوبیومیی حالتریزآرایه با

WT 2جدول تیپ جهش یافته، مطابق  نسبت به 
  .کاهش داشت

 

                                                             

2 Wild type 
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  . کمیPCR توالی آغازگرهاي مورد استفاده در آزمایشات -1 جدول

 توالی آغازگر   
Primer Sequence  

 نام ژن
Gene name 

  

با پوشش (مستقیم 
  Forward)1اینترونی
  Reverseمعکوس

5'-GGTCGCACAACTGGTATTGTATTG-3' 
  

5'-CTCAGCAGAGGTGGTGAACA-3' 

اکتین با شناسه بانک اطلاعاتی 
V00450  

 )ژن نرمالیزر(
Actin (Normalizer Gene) 

با پوشش (مستقیم 
  Forward)اینترونی
  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  ناقل کلسیمی) کاهش( تغییرات میزان بیان -2جدول 
 .هاي ریزآرایه افیمتریکسیافته در آزمایشبه جهش

 شناسه افیمتریکس
Affymetrix 

identity 

نام پیش 
بینی شده 

  نژ
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 

 5th day روز پنجم 2th day دوم روز  
 روز دوم

2th 

day 
 روز پنجم
5th day 

  
  تکرار
 اول
1th 

Rep 

  تکرار
 دوم
2th 

Rep 

  تکرار
 اول
1th 

Rep 

تکرار 
 دوم

2th Rep 
 یک

 تکرار
one 

Replication 

GmaAffx.32318.1 
 ناقل کلسیم

Ca 
transporter 

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

 .علامت منفی بیانگر کاهش در بیان ژن و اعداد لازم معرف چند برابر مورد نظر است* 
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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هاي تلقیح حالت سویا در (M)و جهش یافته (WT)  بیان نسبی ژن ناقل کلسیم در تیپ وحشی -1شکل 

 . و تلقیح نشده با ریزوبیوم(I)شده 
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 ئتا) ب

ژن با شناسه   کمیPCRآنالیز 
GmaAffx.32318.1  کهنشان دادیا ناقل کلسیم  

بیان این ژن از روز دوم به بعد در برگ تیپ 
 نسبت به WTI1وحشی تلقیح شده با ریزوبیوم یا 

 2WTU  یاتیپ وحشی قبل از آلودگی (کالیبراتور
افزایش یافت،  برابر 4 تا 2) در روز صفر آلودگی

در روزهاي  WTU این روند افزایشی براي خود
 برابر 10 تا 2بت به پیش از آلودگی آن، بعدي نس

 جهش یافتهبیان نسبی این ژن در . )1 شکل(گردید 
 7 و تا  بوده روند افزایشیداراي MI3تلقیح شده یا 

                                                             

3 Wild type inoculated 
4 Wild type uninoculated 
5 Mutant inoculated  

 تلقیح جهش یافته بیان نسبی در .رسید شاهد برابر 
ها  نمونه در سطحی بالاتر از همه ،MUنشده یا 

 مشاهده . شاهد رسید برابر12 تا قرار گرفت و
 نسبت WTIشود که بیان نسبی این ژن در تیپ  می
داشته  ریزآرایه کاهش  هاي آزمایشمشابه ،MIبه 
 از روز پنجم WTUدر   بیان نسبی آنلی و،است
ناشی از اثر یک (گردید   بیشترMI از آلودگی بعد

روند افزایشی بیان این ژن در . )تیمار زیستی
 از رابطه تواند ناشی روزهاي پس از آلودگی، می

گمان . باشدمستقیم آن با جریان نمو گرهزایی 
سازوکار  القاي ،تلقیح ریزوبیومی پس از رود می
وحشی موجب شده است تا در تیپ  تنظیمیخود

ر بیان این ژن در این تیپ نسبت به جهش یافته د
قرار گیرد و نبود این سازوکار در تر  پائینسطحی 
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دارندگی تیپ جهش یافته موجب حذف ویژگی باز
در هر یک از این ژن یان متوسط ب .آن شده است

تیپ هاي گیاهی تلقیح نشده بالاتر از حالت تلقیح 
 زیستیاین روند حداقل در دو تیمار (شده آن است 

  ).دیده شد
  
  همسانه سازي و تعیین توالی) ج

 RACE'5  و معکوسPCRفرآورده هاي 
 پس از همسانه سازي با روش کلسیمناقل ژن 
1TA ، براي این ژن از همسانه . شدندتوالی تعیین

 معکوس، حاصل از PCRهاي سازي فرآورده
 و Hind III ،Dra Iجداگانه  هاي آنزیمی هضم

Nco Iجفت باز 2460به طول    یک توالی ژنومی 
این توالی داراي سه ). 2شکل (به دست آمد 

 82چارچوب قرائت آزاد یک اینترون به طول 
، درون چارچوب قرائت GT..AGنوکلئوتید از نوع 

آزاد دوم تا قبل از چارچوب قرائت آزاد اول 
این دو چارچوب در بانک اطلاعاتی، . باشد می

بودند و براي توالی  مشابه ژن ناقل کلسیمی
 چارچوب قرائت سوم هیچ مشابهت کارکردي

 توالیاین . پروتئینی در بانک اطلاعات یافت نشد
  نواحی بالا ازقسمتی رمز کننده و بخششامل 

 تعیین توالی فرآورده .ین دست ژن استئدست و پا
 یا شروع cDNA '5، انتهايRACE'5حاصل از 

توالی ). 3شکل (بخش رمز کننده را تعیین نمود 

                                                             

1 TA-Cloning  

cDNA فاقد بخش اینترونی ذکر شده بود و شامل 
تمام چارچوب قرائت آزاد اول بخش پایین دست 

ی با و جزیی از توالی حدواسط ناحیه اینترون
چارچوب اول  و بخش عمده اي از چارچوب دوم 

 جفت بازي 6باشد، اما حضور یک توالی  می
)ATGAAA ( در انتهاي اینcDNA که متفاوت از 

تواند از وقوع یک  این ژن است می توالی ژنومی
 و جایگزینی توالی مکمل آن یعنی 2ویرایش

UACUUU ،باشد که از ویژگی هاي ویرایش 
  باشد  می غنی از اوراسیلجایگزینی قطعات 

)Gott  and Emerson, 2000 .( با مقایسه توالی
 بخش بالادست تعیین توالی شده cDNAو  ژنومی

 جفت باز که بالاتر از کدون شروع 1136به طول 
محسوب گردید و  انداز ژن است به عنوان جزء راه

 یا همسو در توالی Cis پیش بینی عناصر تنظیمی
 یادي جعبه توالی مورد توافق مانند انداز تعداد زراه

CAATBOX13 مخصوص ژن لگ هموگلوبین ،
 دخیل در تداخل میزبان و WRKY71OSجعبه 

 مربوط به مقاومت در BIHD1OS میکروب، جعبه
 ویژه NODCON2GMها، جعبه برابر بیماري

زایی سویا و تعدادي خانواده ژن هاي دخیل در گره
رود انتظار میبنابراین، . باشد میTATAجعبه 
هاي سلولی و انداز این ژن در دریافت پیام راه

زایی و پاسخ به بیماري ها نقش گره علایم تنظیمی
 بینی شده آنپروتئین پیش. کارکردي داشته باشد

                                                             

2 Editing  
3 Leghemoglobin 
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 دومین بین غشایی بوده که 5 داراي )4شکل(
تواند نقش گیرنده سلولی یا ناقل مولکولی را  می

 ,.Lévy et al., 2004; Sanders et al( داشته باشند

2004(.  
  

  

 
سویا با مشخص کردن  مربوط به ژن همسانه سازي شده ناقل کلسیم  ژنومیDNA نقشه برشی -2شکل 

دست و پایین دست تکثیر  آنزیم هاي برشی هدف، توالی اولیه موجود در بانک اطلاعات، بخش هاي بالا
  .آن و اینترون و چارچوب هاي قرائت آزاد IPCRشده با 

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 RACE’5سویا از طریق   مربوط به ژن همسانه سازي شده ناقل کلسیمcDNA نقشه برشی -3شکل 

 . یابی شده آنمحل آغازگرهاي درونی استفاده شده بر روي توالی اولیه و بخش بالادستی توالینمایش 
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)هاي کارکردي آن بـا  ین دومین پروتئین ژن ناقل کلسیم سویا و تعیبینی شده توالی پیش-4شکل

PredictProtein) ، M : ،غشاییi : ،درون حفره سلولیT : ،بین غشاییO :ايبیرون حفره.  
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.   

 
 جستجوي بانک اطلاعاتی نشان داد که

 مشابهت با درصد 70پروتئین حدود این توالی 
این پروتئین نسبت  .آرابیدوپسیس داردکلسیم ناقل 

 اسید 150به ناقل کلسیمی آرابیدوپسیس حدود 
رود پدیده آمینه از ابتدا کمبود دارد که احتمال می

ویرایش به عنوان یک عامل تغییرات پس از 
. رونویسی، عامل این کمبود در سطح پروتئین باشد

در کل الگوي بیانی ژن نامزد در این بررسی در 
رفتار واحدي   کمیPCR اي ریزآرایه وه آزمایش

را نشان دادند و همسانه سازي این ژن با کاربرد دو 
هاي  با تعیین ویژگیRACE’5 و IPCRروش 

تواند  ساختاري و پیش بینی کارکردهاي آن می
  .مقدمه مناسبی براي مطالعات ژنتیک برگشتی باشد

  سپاسگذاري
دینوسیله از دانشگاه تهران، دانشگاه ب

عالی تحقیقات تلفیقی حبوبات کوینزلند و موسسه 
(CILR)مین هزینه هاي ا به دلیل ت،  کشور استرالیا

 به ویژه دکتر آتیلا CILRپژوهشی و همه اعضاي 
کرست به دلیل راهنمایی هاي ارزشمندشان در 

  .شود سپاسگزاري میانجام 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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