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Abstract 
Objective 

DREB gene family is one of the effective transcription factors in plant tolerance to environmental 

stresses, including salinity stress. The aim of this study is to identify and evaluate the expression 

of DREB2 gene in different salinity concentrations in local wheat of Kalak Afghan. 

Materials and methods 

Salinity stress treatment was applied to wheat using NaCl salt. Experimental treatments included 

different salinity levels (0, 100, 150, 200, 250 and 300 mM). Then RNA extraction and cDNA 

synthesis were performed and the specific fragment of DREB2 gene was amplified with specific 

primers. The obtained transcript was then sent for sequencing and the sequence was analyzed to 

identify the DREB2 gene. 

Results 

Partial sequence of DREB2 gene of local wheat of Kalak Afghani was registered in NCBI 

database with access number KR106189. The results of sequencing showed that the obtained 

sequence is more than 95% similar to the sequence of this gene in Triticum dicoccoides and 
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Agropyrum elongatum. Examination of the second structure of DREB2 protein sequence through 

PSIpred and SOPMA programs showed that this sequence has 46 alpha helices (32.86%), 11 beta 

helices (7.86%), 9 long strands (6.43%) and 74 is a random helix (52.86%). The results of 

evaluation of DREB2 gene expression showed that the concentration of 100 mM salinity 

treatment, has a significant effect on increasing gene expression. In general, the highest effect on 

DREB2 gene expression was 100 mM salinity treatment and the lowest value was 300 mM. 

Conclusions 

In general, the DREB2 gene increases plant tolerance compared to other stress-induced genes, 

which makes them a desirable target for genetic engineering and crop performance. It seems that 

the reason that the expression of DREB2 gene does not increase at high concentrations is that the 

salt load is greater than the cells' ability to transmit it. Under these conditions, salt is transferred 

to the cytoplasm and inhibits enzymatic activities. Also, a common consequence of the 

accumulation of high concentrations of salt is the accumulation of large amounts of Reactive 

oxygen species (ROS), which can cause protein oxidation, damage to cellular DNA, lipid 

peroxidation, and interaction with other vital cell components. Leads to cell toxicity. 
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  چکیده

های محیطی از جمله تنش شوری هستند. ، از فاکتورهای رونویسی موثر در تحمل گیاهان به تنشDREBخانواده ژنی  هدف:

های مختلف شوری در گندم محلی کلک افغانی صورت در غلظت  DREB2پژوهش حاضر با هدف شناسائی و  ارزیابی بیان ژن 

 گرفت. 

تیمارهای آزمایشی شامل سطوح مختلف شوری به گندم اعمال شد.  NaClنمک تیمار تنش شوری با بکارگیری  ها:روشمواد و 

انجام شد و تکثیر قطعه اختصاصی  cDNAو سنتز  RNAسپس استخراج  مولار( بود. میلی 300و 250، 200، 150، 100)صفر، 
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یابی ارسال شد و به منظور ترانسکریپت بدست آمده، برای توالیبا پرایمرهای اختصاصی صورت گرفت. در ادامه  DREB2ژن 

        ، توالی مورد تحلیل قرار گرفت. DREB2شناسائی ژن 

ثبت گردید. نتایج  KR106189با شماره دستیابی   NCBIگندم محلی کلک افغانی در پایگاه  DREB2توالی جزئی ژن  نتایج:

و  Triticum dicoccoidesدرصد با توالی این ژن در گیاهان  95ست آمده، بیش از حاصل از همردیفی، نشان داد که توالی بد

Agropyrum elongatum  .بررسی ساختار دوم توالی پروتئینی مشابهت داردDREB2 های از طریق برنامهPSIpred  و

SOPMA  مارپیچ  74%( و  43/6رشته بلند ) 9%(،  86/7پیچ بتا ) 11%(،  86/32مارپیچ آلفا ) 46نشان داد که این توالی دارای

تنش شوری، تاثیر بسزایی در افزایش  mM 100نشان داد که غلظت   DREB2نتایج ارزیابی بیان ژن باشد. %( می 86/52تصادفی )

و کمترین مقدار مربوط به داشت تنش شوری  mM 100را غلظت  DREB2بیان ژن دارد. به طورکلی بیشترین تاثیر در بیان ژن 

 بود. تنش شوری mM 300غلظت 

دهد و همین های القاشونده توسط تنش، تحمل گیاه را افزایش میدر مقایسه با سایر ژن  DREB2بطور کلی، ژن  گیری:نتیجه

امر موجب شده این ژنها جهت مهندسی ژنتیک و بهبود عملکرد محصولات، هدف مطلوب و مناسبی باشند. به نظر می رسد دلیل 

های بالا افزایش نمی یابد، بارگیری نمک بیشتر از توان سلول ها برای انتقال آن باشد. در در غلظت DREB2ژن  اینکه میزان بیان

های گردد. همچنین پیامد رایج ناشی از تجمع غلظتهای آنزیمی میشوند و مانع از فعالیتاین شرایط نمک به سیتوپلاسم منتقل می

 DNAتواند سبب اکسیداسیون پروتئین ها، آسیب به ( باشد که میROSژن فعال آزاد )بالای نمک، تجمع مقادیر زیادی از اکسی

 گردد. سلولی، پراکسیداسیون لیپیدها و ایجاد اثر متقابل با دیگر اجزای حیاتی سلول گردد که منجر به سمیت سلول می

 

 qPCRسی، موتیف، های غیرزنده، فاکتورهای رونوی: بیوانفورماتیک، توالی جزئی، تنشکلمات کلیدی

 پژوهشی.: نوع مقاله
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 مقدمه

باری ول، اثرات زیانو کیفیت محص های غیرزنده مهم است که بر عملکرد گیاهشوری در اکثر مناطق جهان، از تنش تنش

صورت تغییرات  ردد و اثر آن بهگشدن رشد گیاه میباشت سولفات سدیم در خاک و محدودشدن خاک و اندارد و سبب سمی

ست که از طریق ا(. تنش شوری، یک عامل محدودکننده Agarwal et al. 2006گردد )بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی نمایان می

 ;Munns 2002شود )می ای در جذب آب، فسفر، نیترات و کلسیم، موجب اختلال در رشد و نمو طبیعی گیاهیت تغذیهایجاد محدود

McNielly and Ashraf 2004 تار برآورد لیون هکمی 93الی  19(. بر اساس تحقیقات سازمان فائو، وسعت اراضی شور ایران بین

ن هکتار از این اراضی، بسیار میلیو 5/8میلیون هکتار از اراضی ایران، شور و  5/25، حکایت از آن دارد که شده است بطوریکه آمار

گیاه نیمه متحمل به  شود و به عنوان یکها کشت می(. گندم نان، یکی از گیاهانی است که در این خاکFao 2010شور هستند )

 شوری شناخته می شود.

ای در کاهش اند نقش عمدهتوژنتیکی این گیاه، افزایش تولید آن میگندم یک گیاه زراعی مهم است و با توجه به پتانسیل 

ی، گیاهی متحمل به شوری گرسنگی و افزایش تولید غذا در سطح جهانی داشته باشد. با توجه به ماهیت پیچیده تحمل گیاه به شور

ی از انواع گندم بومی (. یکRavari et al. 2016شود که در محیط شور بتواند رشد کند و عملکرد اقتصادی داشته باشد )گفته می

شکی، قادر است رشد خهای مختلف محیطی از جمله شوری و باشد که در شرایط قرارگیری در تنشگندم کلک افغانی، می سیستان

شود  یط تنش، به کار گرفتههای اصلاحی جهت ایجاد مقاومت به شراتواند در برنامهو عملکرد مطلوبی داشته باشد و تا حدودی می

(Basiri et al. 2019در دهه گذشته، مطالعات مولکولی در پاسخ به تنش .)ها، اهان به این تنشهای محیطی و چگونگی تحمل گی

ل به شوری، ژنتیکی بوده های تحمتوان نتیجه گرفت که بخشی از مکانیسممورد توجه پژوهشگران قرار گرفته است. از مطالعات می

های مرتبط ست. این تغییر حاصل ژن یابد. از جمله این موارد، تغییر الگوی ترنسکریپتوم و تغییر الگوی بیانکه به نتاج هم انتقال می

(.  Wang et al. 2010شوند )های مختلفی است که از محیط بیرون سلول به داخل سلول انتقال و القا میبرهمکنش سیگنال

کانیسم تحمل به تنش ایفا مشود که با تغییر الگوی بیان، نقش خود را در یها تعیین مها، توسط ژنسرنوشت گیاه در برابر تنش

ها در ایجاد گیاه مقاوم یا حساس کند که تعدادی از آنها تغییر میکنند. در پاسخ به یک تنش، الگوی بیان تعداد بی شماری از ژنمی

یانی کند تا در انتقال آنها به های تحمل کمک شااز مکانیسمتواند به درک محققان ها، میتری دارند. پیدا کردن این ژننقش کلیدی

 (. Li et al. 2014گیاهان حساس و ایجاد گیاهان تراریخت مقاوم بهره گیرند )

شامل  DRE های محیطی دارند. ، نقش مهمی در تنظیم بیان ژن در پاسخ به تنش1(DREعناصر پاسخ به کم آبی )

های نامند. پروتئینمی C است که آن را توالی تکراری  CCGAC  صورت جفت بازی به 5یک توالی مرکزی محافظت شده 

عنصر پاسخ   (.Kasuga et al. 1999شود )ها میژن این توالی متصل و منجر به تنظیم بیان به  DREB هایشده توسط ژنکد

                                                      
1 Dehydration-Response Element 
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در تنظیم بیان ژن در هنگام  Cisال کننده به عنوان یک عنصر پروموتور فع A/GCCGACای ( با توالی هستهDREبه کم آبی )

 Yamaguchi-Shinozaki and Shinozakiشود )پاسخ به تنش خشکی، شوری و سرما در گیاه  آرابیدوپسیس شناخته می

کند. همچنین های متحمل به تنش را القا میاثر متقابل دارد و بیان ژن DREبه طور خاص با  DREB1A(. فاکتور رونویسی 1994

کند. از اینرو بالابودن بیان ژن های مقاومت به تنشها را فعال میدر گیاهان تراریخته، بیان برخی از ژن DREB  بالای ژن بیان

DREB میزان تحمل گیاه در شرایط تنش خشکی، شوری و سرما را بهبود می ،( دهدKasuga et al. 1999.) 

 

 Fowler andدر مناطق پروموتور هستند.  DREای وابسته به های هستهحاوی موتیف DREB1Aژنهای هدف 

Thomasow (2002 تعداد ،)ژن هدف از  41DREB/CBFs  را با استفاده از روشAffymetrix Gene Chipp Array 

های غیرزنده از قبیل شوری، خشکی، در شرایط تنش DREB/CBFsهای گزارش دادند. محققان گزارش کردند که میزان بیان ژن

(. Fowler and Thomashow., 2002سرما و ... نسبت به شرایط غیر استرس در گیاه ترنس ژنیک آرابیدوپسیس بالاتر بود )

 .Arabbeigi et alکنند. در مطالعه دست را در شرایط تنش تنظیم میهای چندگانه هدف در ناحیه پائینبیان ژن DREBژنهای 

رسی کردند، گزارش شد بر Aegilops cylindricalشرایط تنش شوری در گیاه  را در P5CS و  DREB2( که بیان ژن 2019)

تاثیر دارد و به نقش محوری این ژن در تحمل به شرایط تنش  DREB2داری در تنظیم مجدد بیان ژن ، بطور معنیکه تنش شوری

 اشاره نمودند. 

از طریق روش بیوانفورماتیک  (Malus domestica) در سیب MdDREB2 دیگر، عوامل رونویسی ایدر مطالعه

 RT-PCR های مختلف و شرایط استرس غیر زنده نیز با استفاده از روشدر بافت MdFREB2 شناسایی شد و سطح رونوشت

ای دارند و به ساختار پروتئینی بسیار محافظت شده MdDREB2 آنها نتیجه گرفتند که عوامل رونویسی .مورد بررسی قرار گرفت

 RT-PCR نتایج کمی .دندهتی پاسخ می دهند، که نقش مهمی را در برابر شرایط مختلف محیطی نشان میتنش های غیرزیس

دارای الگوی بیان مشابه بوده و دارای سطح بیان بالاتر در ریشه و برگ نسبت به  MdDREB2 نشان داد که فاکتورهای رونویسی

با توجه به نقش شان در پاسخ گیاه به  DREB/ERFهای رونویسی زیرخانواده فاکتور(. Li et al. 2017ها هستند )سایر بافت

 Agarwal etهای زنده و غیرزنده اثبات شده است  )استرس، به صورت ویژه مورد توجه قرار دارند و نقش آنها در پاسخ به تنش

al. 2010; Xu et al. 2011کنند که ممکن تنش پیشنهاد می (. آنالیز گیاهان مقاوم به تنش، منابع ژنی جدیدی مرتبط با تحمل به

 مطالعات میلادی 80 دهه اواخر ر(. دLi et al. 2014گسترش دهد ) DREBاست دانش ما را نسبت به بیان ژن و عملکرد خانواده 

 همانندسازی بر مشتمل) ژنتیکی فرایندهای ترینمهم زمره در مولکولی هایمکانیسم که نمود روشن آمده عمل به هایبررسی و

DNA، ،هستند( هاژن تنظیم نحوه حتی و ترجمه رونویسی (Masoudzadeh et al. 2020 .)زیادی تعداد) سلول یکیژنت ماده 

 مورد آنزیم یا پروتئین و شده بیان هااین ژن از کمی تعداد فقط خاص زمان یک در و شودنمی بیان همزمان طور به گاه هیچ( ژن



 1400و همکاران،  نادری

109 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

 کنترل ،کندمی رشد آن درگیاه  که محیطی توسط ژن بیان به نیاز(. Jafari Darehdor et al. 2016) نمایندمی تولید را سلول نیاز

 ساز. (Ahsani et al. 2019) ماند خواهد باقی غیرفعال و خاموش صورت به ژن آن ژن، فرآورده به نیاز عدم صورت در و شودمی

عوامل و عناصر مختلفی کنترل  تحت یوکاریوتی هایژن بیان که، درحالیشد کشف E.coli باکتری در بار اولین ژن بیان کار و

 و شودمی بیان هابافت انواع از یک هر در ژنوم تمام از کوچک نسبتاً مجموعه یک تنها. (Mohammadabadi 2021شود )می

 محصولات مقدار همچنین. است اختصاصی بافت هر برای هایوکاریوت در ژن بیان بنابراین،. دارد بستگی نمو مرحله به هاژن بیان نیز

 Tohidi) شودمی ژن آن انیب تنظیم سبب شده ساخته سازند،می را محصول آن که هاییبافت سایر در نیز و بافت همان در که ژن

nezhad et al. 2015 .)آنها مطالعه و یاقتصاد صفات با مرتبط یهانیپروتئ و هاژن مطالعه موجودات در یاساس اقدامات از یکی 

هدف از این مطالعه، شناسائی توالی جزئی لذا، (. Mohammadabadi and Soflaei 2020) است یکروموزوم ای یسلول سطح در

افزارهای است و در ادامه توالی بدست آمده از طریق نرم PCR)ترنسکریپت( به کمک روش  cDNAاز روی   DREB2ژن 

، مورد qPCRاز آن، بیان این ژن در شرایط مختلف تنش شوری با تکنیک  بیوانفورماتیکی مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت و پس

 ارزیابی قرار گرفت.  

 

 هامواد و روش

انجام شد و در  1393این تحقیق در پژوهشکده زیست فناوری دانشگاه زابل در سال مواد گیاهی و تیمارهای تنش: 

اجرا گردید که تیمارهای آزمایشی شامل سطوح مختلف شوری )صفر،  تیمار 6های کامل تصادفی با سه تکرار و قالب طرح پایه بلوک

بودند. بذر گندم رقم کلک افغانی از بخش تهیه و اصلاح نهال و  NaClنمک مولار( حاصل از میلی 300و 250، 200، 150، 100

برگی  3-2یدن گیاهان به مرحله بذر مرکز تحقیقات زهک واقع در شهرستان زابل استان سیستان و بلوچستان تهیه گردید. پس از رس

انتقال آنها به سیستم کشت هیدروپونیک صورت گرفت. جهت جلوگیری از پوسیدگی ریشه و رسانده اکسیژن مناسب به گیاه، از پمپ 

سطوح مختلف شوری به محیط رشد گیاه ، مخصوص استفاده شد. پس از ده روز قرار گرفتن گیاهان در محیط کشت هیدورپونیک

های روز از اعمال تنش شوری، از برگ 3دید. این کار به مدت سه روز برای سازگار شدن گیاه انجام شد و پس از گذشت اضافه گر

 نگهداری گردید.  – 80، درون فریزر  RNAبرداری صورت گرفت و جهت استخراج گیاهان نمونه

 ,Ribospin Plant کیت از طریق RNAاستخراج مراحل  :cDNAها و ساخت از نمونه RNAاستخراج 

Genall, Seoul, Korea Kit  کیفیت و کمیت . شدمطابق با دستورالعمل شرکت سازنده انجامRNA  استخراج شده، به ترتیب

نانومتر مورد بررسی قرار گرفت. همچنین از ماده  280و  260های درصد و دستگاه بیوفتومتر در طول موج 2بر روی ژل آگارز 

DNase ن جهت از بین بردن محصول شرکت سیناژDNA درجه سانتی  -80ها در دمای ژنومی استفاده گردید. پس از آن تیوب
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 mRNAای های تک رشتهمولکول از cDNAبکار گرفته شد. همچنین سنتز  cDNAگراد نگهداری و جهت مراحل بعدی سنتز 

 انجام شد.   Vivantisشرکت Steps RT-PCR kit-2از طریق کیت 

-´5شامل DREB2ژن از جفت آغازگر اختصاصی : DREB2هت شناسایی ژن ج PCRانجام روش 

TATGGATTGCCTTGATGAACA-3´F:  5و′-GACTCCGATTCATCCTTCCC-3′R:  به منظور تکثیر

ظر از نتکثیر قطعه مورد (. همچنین به منظورMohsenzadeh, 2011گندم رقم محلی کلک افغانی بکارگرفته شد )ر این ژن د

به صورت  PCRچرخه استفاده گردید. برنامه زمانی و دمایی واکنش  35با  (Eppendrof, Germany) نگرادیا دستگاه ترموسایکر

درجه  59 یه،نثا 30درجه به مدت  90چرخه دمایی شامل  35و  دقیقه 10گراد به مدت درجه سانتی 95 سازیه واسرشتدمای اولی

دقیقه  10گراد به مدت درجه سانتی 72 در دمای ثانیه و تکثیر نهایی 30ه مدت گراد بدرجه سانتی 72و یه نثا 45گراد به مدت سانتی

دراپ سنجی با دستگاه اسکندرصد و روش طیف 1به ترتیب با استفاده از ژل آگارز  mRNAی هامولکولکیفیت و کمیت . شدتنظیم 

(Scandrop, Analytika, ermany)  .نظر از طریق های مورد جهت بررسی تکثیر نمونهانجام شدPCR، ها الکتروفورز نمونه

یافته از طریق آغازگرهای اختصاصی جهت تعیین توالی ارسال گردید. . در نهایت نمونه تکثیرانجام شددرصد  1بر روی ژل آگارز 

 کشورآمریکا  Applied bioSyestems(ABI) توسط شرکت  ABI3730 (96 capillaries)XL دستگاهتعیین توالی بوسیله 

 انجام شد. 

، ابتدا شیب غلظت تهیه شد و عمل cDNA: برای تعیین مقدار بهینه Real Time PCRبررسی بیان ژن با روش 

 Hot Taq Eva Green qPCR صورت گرفت. در این آزمایش از  Real time PCRها با استفاده از روش تکثیر نمونه

Mix(no ROX).ی میزان بیان ژن به منظور بررس  )شرکت سیناژن( استفاده شدDREB2 واکنش ، PCR سیکل به  40به تعداد

 cDNAمیکرولیتر و یک میکرولیتر نمونه  20ثانیه با حجم  30درجه  72ثانیه/  30درجه  56ثانیه / 20درجه سانتی گراد،  94صورت 

 Corbett research)شرکت  Real Time PCRصورت گرفت. به منظور بررسی کمّی بیان ژن، از طریق به کارگیری دستگاه 

– RG 3000 جهت تجزیه و تحلیل نسبت بیان ژن .)DREB2  در مقایسه با ژن کنترل بتا اکتین برای تمام تیمارها از نرم افزار

 استفاده شد. SASآماری 

ناسائی به منظور شژن مورد مطالعه  تحلیل مولکولیآنالیز روابط خویشاوندی، تعیین میزان تشابه و : هاآنالیز آماری داده

،  ProtParamو  Motif Scan ،Mega 6 ،Clustal x2.1همچون افزارهایی نرم توسطمطالعه در گندم و مقایسه ژن مورد 

CDD search  ،BLAST  ،PSIpred  ،SOPMA  .محاسبات آماری جهت اندازه گیری میزان بیان ژن با استفاده صورت گرفت

درصد بررسی  5در سطح احتمال  (LSDها با آزمون حداقل میانگین مربعات )و مقایسه میانگین Excelو  SASاز نرم افزارهای 

 گردید.
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 نتایج و بحث

نشان داد  nBLASTنتایج توالی یابی و بررسی با برنامه  :DREB2ای ژن بررسی توالی نوکلئوتید و اسید آمینه

کدکننده این ژن ثبت شده در پایگاه توالی  cDNA(. 2باشد )شکل می DREB2که قطعه شناسائی شده در جهت معمولی، ژن 

اسید آمینه  140جفت باز بوده و یک پروتئین با  423به طول  KR106189با شماره دستیابی  NCBI Gen Bankنوکلئوتیدی 

 ProtParamبرنامه الف(. بررسی خصوصیات بیوشیمیایی پروتئین به دست آمده از طریق بکارگیری  -1نماید )شکل را رمز می

با فرمول  54/9کیلو دالتون و نقطه ایزوالکتریک  15نشان داد که این ژن کد کننده پروتئینی با وزن مولکولی 

ها در باشد. شاخص آلیفاتیک این توالی، به عنوان عاملی مهم جهت برآورد مقاومت پروتئینمی 6S204O202N1016H641Cمولکولی

باشد رقم گندم کلک افغانی در برابر حرارت می DREB2ردید که نشان دهنده مقاوم بودن ژن محاسبه گ 14/44برابر حرارت، 

(Kim et al. 2008 .) 

های گیاهان مختلف خانواده غلات از جمله جو، یولاف، چمن و تعدادی دیگر به منظور بررسی و مقایسه توالی بدست توالی

تشابه توالی مورد نظر در بین سایر  BLASTگردید. در ابتدا از طریق برنامه  انتخاب NCBIآمده از گندم کلک افغانی از بانک ژن 

 NCBIها مورد بررسی قرار گرفت. مقایسه ترادف توالی رقم گندم محلی کلک افغانی با ترادفهای مشابه موجود در بانک ژن توالی

موجود در  Aegilops tauschiiدر  DREB2ژن  ( با99نشان داد که این ژن تشابه زیاد )حدود % BLASTبا استفاده از برنامه 

 ب(.  -1دارد )شکل  NCBI (Squence ID: AGL08026)بانک جهانی ژن

حفاظت شده،  DNA: به منظور تعیین ناحیه متصل شونده به DREB2های ساختاری پروتئین بررسی موتیف

و آنالیز بیوانفورماتیکی توالی مشخص  CDD searchتوالی نوکلئوتیدی مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. با استفاده از نرم افزار 

، دارای DREB2، الف(. همچنین مشخص شد که پروتئین 2وجود دارد )شکل  AP2 Domainگردید که در این توالی، ناحیه 

Basiri et al.  (2019 ،) اینوکلئوتید( است. در مطالعه 210اسید آمینه ) 70حفاظت شده ای از  DNAناحیه متصل شونده به 

حفاظت شده  DNAبررسی شده در علف هرز بروموس ژاپنی، دارای ناحیه متصل شونده به  DREB2گزارش گردید که پروتئین 

ژن از این  145، مشخص گردید که تعداد AP2/ERFهای انجام شده بر روی خانواده اسید آمینه است. طی بررسی 60ای از 

های این زیرخانواده، (. در همه ژنNakano et al. 2006; Sakuma et al. 2002قرار دارند ) DREBخانواده، در زیر خانواده 

 .Shen et alباشد )اسید می 70الی  60وجود دارد که دارای تعداد  AP2 (Apetala2)یک ناحیه بسیار حفاظت شده به نام ناحیه 

کند. این های القا شونده توسط تنش اسمزی شناسائی میهای خاصی را روی پروموتور ژنتوالی DREB(. عامل رونویسی 2003

جفت  9( نام دارد که توالی هسته حفاظت شده Dehydration Response Elementsآبی )دهنده به کمتوالی عناصر واکنش

(. نتایج حاصل از نرم افزار آنلاین Yamaguchi and Shinozaki 1993شود )می( را شامل ’TACCGACAT-3-’5بازی )
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MotifScan  نشان داد که این ژن در گندم نان رقم محلی کلک افغانی دارای دامنهAP2/ERF  باE-value  3.4برابر باe - 

 ، ب(.2است )شکل  15

 الف

 

 ب

 

و توالی اسید آمینه بدست آمده  cDNAتوالی  . الف(DREB2توالی نوکلئوتیدی و پروتئینی ژن  -1شکل 

DREB2 (NCBI accession number: KR106189 بررسی میزان شباهت توالی اسید )در کلک افغانی. ب )

 BLASTای از طریق برنامه آمینه
Figure 1. Nucleotide and protein sequence of DREB2. A) The cDNA sequence and inferred 

amino acid. DREB2 sequence (NCBI accession number: KR106189) in kalak afghani. B) 

Similarity evaluation of DREB2 protein sequence using BLAST program  
 

بدست آمده از گندم رقم محلی کلک افغانی،  DREB2جهت بررسی میزان شباهت و همردیفی توالی نوکلئوتیدی ژن 

مورد  Mega6و  Clustal x2ن ژن از گیاهان دیگر، از بانک ژن دریافت گردید و با استفاده از نرم افزار های همولوگ ایتوالی

درصد با توالی این ژن در  95تجزیه و تحلیل قرار گرفت. نتایج حاصل، نشان داد که توالی بدست آمده در رقم کلک افغانی، بیش از 

مشابهت دارد. همردیفی چندگانه برای این ژن، بیانگر میزان  Agropyrum elongatumو  Triticum dicoccoidesگیاه 

 (. 3های استفاده شده از گیاهان مختلف بود )شکل بالای درصد شباهت در بین توالی
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 الف

 

 ب

 

 یدر کلک افغان DREB2در ژن  AP2حفاظت شده دامنه  هیناح -2 شکل

Figure 2. Conserved region of AP2 domain in DREB2 gene in Kalak Afghan  

 

با استفاده از برنامه  DREB2بررسی ساختار دوم توالی پروتئینی : DREB2بررسی ساختار دوم توالی پروتئینی 

PSIpred باشد. ساختار دوم توالی پروتئینی نشان داد که این پروتئین حاوی صفحات کوچک بتا و مارپیچ آلفا میDREB2  توسط

%(،  86/7پیچ بتا ) 11%(،  86/32مارپیچ آلفا ) 46مورد بررسی قرار گرفت و مشاهده گردید که این توالی دارای  SOPMAبرنامه 

ها در گیاهان، با سایر توالی TaDREB2باشد. مقایسه ساختار دوبعدی %( می 86/52مارپیچ تصادفی ) 74%( و  43/6رشته بلند ) 9

ها، تری دارد اما در مقایسه با سایر توالیشباهت نزدیک Brassica rapa subsp. Chinensisبا گیاه  TaDREB2نشان داد که 

برای این  MODو  CLV, LIG SH3, DOC-NRD 1(. همچنین ساختارهای ثانویه 4مارپیچ پیچیده کمتری دارد )شکل 

 Basiriای، نظیمی چرخه سلولی نقش اساسی دارند. در مطالعهها، در نقاط تتوالی بدست آمد که مشخص شده هر یک از این پروتئین

et al.  (2019 )های ایجاد های محیطی از طریق انتقال پیامگزارش دادند که این ساختارهای ثانویه در تحمل گیاه به شرایط تنش
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نقش دارند و سبب فعال شدن  DNAهای های ذکر شده از این طریق در تعمیر آسیبرسد پروتئینشده، موثر هستند. به نظر می

 شوند.در گیاه از طریق انتقال پیام از سیتوپلاسم به هسته می DREB2های پروتئین

 

 

  گرید یهایبا توال یکلک افغانمحلی در گندم  DREB2 یدینوکلئوت یتوال یبررس -3 شکل
Figure 3. Analysis of nucleotide sequence DREB2 in kalak afghani with other sequences 

                      

شوند و در تنظیم چرخه سلولی متصل می BRCTبه دومین  LIG( گزارش دادند که موتیف 2004)  .Glover et alدر پژوهشی 

به پردازند. می DNAرا فعال کرده و از این طریق به تعمیر  DNAهای های پاسخ دهنده به آسیبکنند و ژننقش اساسی ایفا می

شود تا افزایش های زیادی با هم دارند و سبب میهای محیطی مختلف، برهمکنشرسد مسیرهای القای مقاومت در تنشنظر می

های (. بررسی دومینFowler and Thomashow 2002های دیگر شود )مقاومت به یک تنش، سبب القای مقاومت به تنش

(. به نظر 5دو مورد دومین غشایی برای این توالی بدست آورد )شکل  ، TMHMMبا استفاده از شاخص  DREB2غشایی توالی 

 شودرسد وجود این نواحی دلیلی بر افزایش مقاومت به تنش در گیاهان باشد و به پایداری و یا عدم پایداری دیواره سلولی منجر میمی
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و مقایسه آن با سایر  SOPMAاستفاده از برنامه با  DREB2ساختار دوم توالی پروتئینی بررسی  -4شکل 

 خطوط با ترتیب به تصادفی هایو مارپیچ β های، پیچ β صفحات ، αهای ها از گیاهان دیگر. مارپیچتوالی

 اندشده داده نشان و بنفش سبز قرمز، آبی،
Figure 4. Analysis of secondary structure of DREB2 deduced protein sequence by SOPMA 

program and its comparison with DREB2 sequences from other plants. The α helix, β sheet, 

β turn, and coiled coil are indicated by blue, red, green, and purple lines, respectively 

 

  

آمده با . توالی بدست TMHMMبا استفاده از شاخص  DREB2های غشایی توالی بررسی دومین -5شکل 

تواند به پایداری و یا تواند به غشای پلاسمایی متصل شود. وجود این نواحی میداشتن دو دومین غشایی می

 شودعدم پایداری دیواره سلولی می
Figure 5. Analysis of membrane domains of DREB2 deduced protein sequence by TMHMM 

program. The DREB2 deduced protein sequence contains a membrane domain, binding to 

plasma membrane and modifying cell wall  
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های استخراج شده در طول موج نتایج حاصل از جذب نمونه: در کلک افغانی DREB2بررسی میزان بیان ژن 

A280/A260  بود که نشان دهنده استخراج مناسب  1/2 – 9/1، بینRNA  .ان از کیفیت جهت اطمینبودRNA  ،استخراج شده

استخراج شده  RNAاس نشان دهنده کیفیت بالای  18اس و  28ریبوزومی  RNAدرصد استفاده شد. تشکیل باند  2از ژل آگارز 

های رییل تایم و همچنین کارایی پرایمرها، رقت سریالی تهیه گردید و از در آنالیز داده PCR(. جهت محاسبه کارایی 6بود )شکل 

( استفاده شد تا عدم وجود آلودگی No Rt controlمورد ارزیابی قرار گرفت. همچنین از کنترل منفی ) qPCRیق دستگاه طر

و ژن استاندارد بتا اکتین در حد  DREB2ژنومی نیز بررسی و تایید شود. نتایج صحت آزمایشات و بازده واکنش برای هر دو ژن 

های سریالی، استاندارد قرار داشت. بررسی منحنی استاندارد ترسیم شده برای ژن هدف، مشاهده شد که شیب خط هر یک از رقت

 (. بیان نسبی ژن بر اساس نسبت تکثیر ژن هدف به ژن استاندارد و رسیدگی به تغییرات فیزیولوژیکی در سطوح7مناسب است )شکل 

های آماری مطالعه بیان ژن جهت محاسبه نسبت بیان نسبی نمونه های منفرد با بررسی بیان ژن پایه ریزی شده است. برخی از مدل

های جزئی در تنظیم ثابت شده است که تفاوت(. soong et al. 2000; Pfaffl 2001کارایی یا بدون آن گسترش یافته است )

ی تحمل به تنش، سبب ایجاد تنوع در رفتار به سازگاری به این شرایط از تحمل بالا تا کاملا ها از طریق راهکارهابیان برخی ژن

 Huangشود )های متحمل و حساس میها منشا ایجاد واریتههایی در میزان بیان ژنحساس شده است. از اینرو بروز چنین تفاوت

et al. 2008شوند ولی از نظر زمان های موثر در تحمل به تنش، بیان مینرسد در هر دو ژنوتیپ متحمل و حساس ژ(. به نظر می

از  Real Time PCRبرخی محققین جهت تایید نتایج  (.Rodrigues et al. 2009ها تفاوت وجود دارد )و میزان بیان این ژن

باشد. کثیر کارایی هر چرخه میروش بررسی کارایی و رسم منحنی استاندارد استفاد کرده و گزارش دادند که این روش قادر به تعیین ت

های ژن و پارامترهای رونوشت Initialبین مقادیر اصلی  Intrinsic relationshipصحت روش بکار رفته وجود ارتباط حقیقی 

نیز از روش تعیین کارایی جهت  Stuart et al. (2003)(. همچنین Liu and Saint 2002را تایید کردند ) Kineticجنبشی 

ات و مطالعه کمی سنجی استفاده کردند و گزارش دادند که اختلاف نتایج در کمی سنجی نسبی و دقیق، از طریق صحت آزمایش

های مورد آنالیز، مقایسه نتایج ممکن است اختلاف بازده محاسبه شده واکنش ارتباط دارد.  از طریق محاسبه بازده تکثیر برای نمونه

 آید. بدون نیاز به رسم منحنی استاندارد بدست

های آنالیز دادهدر پاسخ به شرایط مختلف شوری در گندم محلی کلک افغانی:  DREB2پروفایل بیانی ژن 

qPCR  مشخص کرد که تفاوت معنی داری در میزان بیان ژنDREB2  از طریقReal Time PCR  بین تیمارهای به کاررفته

یک نمودار با دمای ذوب مشخص بدست آمد. این نتیجه، بیانگر در نتیجه آنالیز مرحله ذوب ژن مورد بررسی، فقط وجود دارد. 

باشد. در واقع برای ژن هدف مورد بررسی، تکثیر غیر اختصاصی اختصاصی بودن و یک محصوله بودن آغازگرهای مورد استفاده می

 الف(. -8)شکل  رخ نداد چرا که هیچ گونه پیک و نمودار اضافی که بیان کننده این نوع تکثیر است، مشاهده نگردید
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 استخراج شده از کلک افغانی بر روی ژل آگارز  RNA. بررسی کیفیت  6شکل 

Figure 6. Quality of RNA extracted from Kalak afghani on agarose gel  

 

 
= 0.98     Eff= 0.9823.366       R-Target= DREB2     Slope:  

 cDNA (1 ،0.1 ، ،0.01 ،0.001 ،0.0001 )در برابر رقت های مختلف  Ctتغییرات مقادیر  

 
= 0.96     Eff= 123.33       R-Slope:      Actin -B = Target 

 cDNA (1 ،0.1 ،0.01 ،0.01 )در برابر رقت های مختلف  Ctتغییرات مقادیر  

در گندم محلی کلک افغانی. محور افقی: لگاریتم  B-Actinو  DREB2. منحنی استاندارد ژن برای 7شکل 

 (Ct. محور عمودی: سیکل آستانه )cDNAغلظت 

Figure 7. Standard curve for DREB2 and B-actin genes in Kalak afghani, horizontal axis: 

logarithm cDNA concentration- vertical axis: Cycle Threshold (Ct) 
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میلی مولار تنش شوری، میزان بیان ژن  100ها، نشان داد که در غلظت بیان ژن برای همه نمونه اندازه گیری میزان

DREB2  های مورد استفاده میزان بیان ژن در مقایسه با نمونه کنترل، روند برابر نمونه شاهد رسید. برای سایر غلظت 4به میزان

ب(. در این تحقیق ثابت  -8برابر رسید )شکل  2.5میلی مولار تنش شوری، به  150کاهشی را نشان داد به طوریکه برای غلظت 

نشان داد. از بررسی نتایج چنین تنش شوری از نظر کمی تاثیر بسزایی در افزایش بیان این ژن را از خود  mM 100شد که غلظت 

در گندم کلک افغانی گردید.   DREB2تنش شوری بطور معنی داری سبب افزایش بیان ژن  mM 100 آید که غلظت برمی

تنش  mM 300 غلظترا تیمار دوم و کمترین مقدار مربوط به تیمار  DREB2همچنین مشخص شد که بیشترین تاثیر در بیان ژن 

 ب(. -8است )شکل  شوری

 الف

 

 ب

 

. وجود یک پیک، عدم وجود تکثیر غیر اختصاصی را DREB2)الف(: نتیجه آنالیز مرحله ذوب ژن  -8شکل 

 ی کلک افغانی تحت شرایط تنش شوریدر گندم محل DREB2نشان داد. )ب(: بیان ژن 
Figure 8. (A): Melt curve of DREB2 gene. Presence of one peak indicated the absence of 

nonspecific reproduction. B) Gene expression of Kalak afghani DREB2 under treated with 

salt stress 
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های محلول های بالایی از نمکتوانایی گیاهان برای رشدددد و تکمیل چرخه زندگی در محیطی که غلظت: گیرینتیجه

زیادی در جهت اسدددتفاده از ابزارهای مولکولی از قبیل ژنویکس، پروتئومیکس و غیره برای  دارد، صدددفتی پیچیده اسدددت. مطالعات

سطح مولکولی وجود دارد ) سخ به آن در  شوری و فرآیندهای پا سائی و درک اجزای تحمل به  سی (. Inan et al. 2004شنا برر

ها( و های غیر زیسدددتی )چاپرونر تحمل به تنشهای فعال دهای القاپذیر به وسدددیله تنش در گیاهان به دو دسدددته پروتئینژن

سی همچون پروتئین شوند )DREBهایی که در تنظیم بیان ژن فعالیت دارند )فاکتورهای رونوی  .Sahrawat et al(، تقسیم می 

نده در های هدف القاکندر گیاهان آرابیدوپسیس تراریخته، موجب تحریک بیان بالای ژن DREBهای (. بیان تعدادی از ژن2003

، با تنظیم بیان تعداد زیادی  DREB2های (. ژنKuan et al. 2010تنش و در نتیجه افزایش مقاومت به شوری بالا شده است )

سط تنشاز ژن شونده تو شیمیایی و فیزیولوژیک در گیاه ایجاد میهای القا سازگاری بیو سازد تا کند و گیاه را قادر میهای غیرزنده، 

های القاشونده توسط تنش، تحمل گیاه را در مقایسه با سایر ژن  DREB2های غیرزنده سازگار کند. بطور کلی، ژن خود را با تنش

ها جهت مهندسددی ژنتیک و بهبود عملکرد محصددولات، هدف مطلوب و مناسددبی دهد و همین امر موجب شددده این ژنافزایش می

(، گزارش گردید که فنوتیپ گیاهان تراریخته در زمانی که 2011)  .Cui et al(. در مطلعه Lata and Prasad 2011باشددند )

در جو و گندم  DREB3یابد. بیان بالای ژن گیرد، از طریق پروموتورهای القایی بهبود میرشدددد گیاه تحت تاثیر تنش قرار می

ست د شود که گیاه به از د سبب می  شونده از طریق تنش،  ستفاده از پروموتور القا سب کند و بطور تراریخته با ا ادن آب مقاومت ک

 (. Kovalchuk et al. 2013قابل توجهی فنوتیپ گیاه حفظ شود )

ضر، افزایش بیان ژن  شان داد. آنالیز تغییرات الگوی  DREB2نتایج حا شوری ن شرایط تنش  را در گندم کلک افغانی در 

بعد از اعمال تنش نسددبت به گیاه شدداهد،  mM 150بیانگر افزایش بیان ژن بعد از اعمال تنش بود. در غلظت  DREB2بیان ژن 

برابر افزایش داشددت که بیشددترین میزان بیان ژن را در بین  4نسددبت به گیاه کنترل،  mM 100برابر و غلظت  5/2میزان بیان ژن 

شت بطوریکه در غلظت شت. میزان بیان ژن پس از آن حالت کاهشی دا تر از کم Mm250و  Mm200های تیمارهای بکاررفته، دا

ها از جمله تغییر در دو برابر نسددبت به گیاه شدداهد از خود نشددان داد. غلظت بالای نمک در گیاه باع  بروز دامنه وسددیعی از واکنش

شد و عملکرد محصول می سرعت ر شی از در غلظت DREB2شود. کاهش میزان بیان ژن بیان ژن تا تغییر در  های زیاد نمک، نا

دهد و از طریق کاهش سطح برگ رهای متابولیکی است که تولید ماده خشک را تحت تاثیر قرار میهای سنتزی مسیکاهش فعالیت

های تحمل به شدددوری ژنتیکی بوده و حاصدددل آن بروز روند (. بخشدددی از مکانیزمChaitanya et al., 2003نماید )تظاهر می

دهد ها را تغییر میگردد و پتانسیل آبی بافتتغییر تعادل آبی میهایت منجر به خودتنظیمی در گیاه است. فرآیند تغییرات حاصله در ن

(Chavez et al., 2003گزارش شده است غلظت بالای شوری، سبب توقف رشد گیاه و تغییرا .)شود که یمتابولیکی خاصی م ت

سلول سیستم آوند چوبی میهای اپیدرمی بزرگتر، روزنهسبب ایجاد  سطح برگ و  شده توسط های کمتر در واحد  شود. نمک جذب 

تعرق در یک دوره ای در حال هشود و انتقال به درون برگهای بالغ متمرکز میای بالاتر توسط برگ گیاه، در برگهگیاه در غلظت
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با افزایش شدددوری،  DREB2رسدددد دلیل اینکه میزان بیان ژن (. به نظر میTavakkoli et al., 2011یابد )طولانی ادامه می

شوند و ها به سیتوپلاسم منتقل میها برای انتقال آن باشد. در این شرایط نمکیابد بارگیری نمک بیشتر از توان سلولیافزایش نم

های بالای نمک، تجمع مقادیر زیادی از اکسددیژن ایج ناشددی از تجمع غلظتگردد. همچنین پیامد رهای آنزیمی میمانع از فعالیت

شد که میROSفعال آزاد ) سیون پروتئینتوان( با سیدا سبب اک سیب به د  سیون لیپیدها و ایجاد اثر  DNAها، آ سیدا سلولی، پراک

 گردد. متقابل با دیگر اجزای حیاتی سلول گردد که منجر به سمیت سلول می

 یدر اجرا ی/ همکار یمعنو یتحما /یمال یتبه خاطر حما زابلدانشددگاه  یاز معاونت محترم پژوهشدد :سپپساسپپگزاری

سگزار سپا ضر  محمدآبادی مدیر محترم دکتر  یآقاجناب از  دانندینگارندگان بر خود لازم/فرض م همچنین .شودیم یپژوهش حا

متن مقاله و ارائه  ینیبازب آن مجله، به دلیلداوران محترم مجله بیوتکنولوژی کشاورزی و جناب آقای دکتر جلالی سردبیر محترم و 

    .نمایند یدانتشکر و قدر ،یساختار ینظرها

 

 منابع

 یگاوها یرپوستیز یچرب بافت در نیلپت ژن انیب( 1398) همکاران ومسعود  یفوز یاسد ، محمدرضا یمحمدآباد محمدرضا، یاحسن

 .135-150 ،(1)11 یکشاورز یوتکنولوژیب مجله. Real Time PCR از استفاده با نیهلشتا

( شناسائی ژن عامل رونویسی متصل شونده به 1398) و همکاران، کاظمصباغ سید ، موسوی نیک سید محسن، محبوبه بصیری

تحت شرایط تنش   (Bromus japonicus)ژاپنی  در علف هرز بروموس (DREB2) آبیعناصر پاسخ دهنده به کم

 .    35 – 50(،1)11رز . پژوهش علف های هی. شور

 انیب مختلف سطوح سهیمقا(. 1393) عذرا ینور ینجم ،یعل هیکشکوئ زاده یلیاسمع محمدرضا، یمحمدآباد فاطمه، نژاد یدیتوح

 . 35-50 ،(4)6 یکشاورز یوتکنولوژیب مجله. ینیرا یکرک بز مختلف یها بافت در  Rhebژن

  CIB4 ژن انیب یبررس (1395) یعل مدوار یاحیر ،یعل هیکشکوئ زاده یلیاسمع محمدرضا، یمحمدآباد ن،یحس ریام در دره یعفرج

-132 ،(4)4 نشخوارکنندگان در پژوهش مجله. Real Time qPCR از استفاده با یکرمان گوسفند مختلف یهابافت در

119. 

های تحمل مبتنی ارزیابی تحمل به شوری ارقام گندم نان بر اساس شاخص( 1395) رمزدنقوی ه بیح الله. دهقانی حمید،ذ یدراوری س

 .133-144(.  2)6تحقیقات غلات . فصلنامه بر نسبت پتاسیم به سدیم برگ پرچم

-181 ،(4)12 یکشاورز یوتکنولوژیب مجله. بز در ESR2 ژن بافت مختص mRNA یانیب لیپروفا( 1399) محمدرضا یمحمدآباد

167 . 
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 یوتکنولوژیب مجله. بز در BMP15 ژن بافت مختص mRNA یانیب لیپروفا(. 1399) محمد ییسفلا محمدرضا، یمحمدآباد

 .191-208 ،(3)12 یکشاورز
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