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ژاپنی  در علف هرز بروموس (DREB2)آبی شناسائی ژن عامل رونویسی متصل شونده به عناصر پاسخ دهنده به کم

(Bromus japonicus) تحت شرایط تنش شوری 

Identification of Dehydration-responsive Element Binding-factor Gene in Bromus 
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 چکیده

گیاهان مقاوم به شرایط نامساعد محیطی هستند که از این های گیاهی مهاجم که به عنوان علف هرز شناخته می شوند گونه

د. این تحقیق با نموهای ژنتیکی و تراریختی جهت مقاوم کردن گیاهان زراعی استفاده توان در جهت دستکاریویژگی می

ی اجرا در علف هرز بروموس ژاپن DREB2های غیرزنده و محیطی با نام هدف شناسائی ژن درگیر در تحمل گیاهان به تنش

منظور ابتدا تنش شوری به گیاه بروموس ژاپنی با بکارگیری نمک کلرید سدیم اعمال گردید و پس از آن با  دینگردید. ب

توالی بدست آمده مورد بررسی قرار گرفت. تحلیل و یابی و شناسائی ژن موثر در عمل مقاومت به تنش در این گیاه، توالی

، BLAST ،ExPasy ،ELMین ژن در گیاهان دیگر با نرم افزارهای مختلف ار قبیل مقایسه توالی بدست آمده با توالی ا

ClustalW  وMeg Align  مطلب بود که قطعه تکثیر شده، مربوط به بخشی از ژن سنتز کننده صورت گرفت. نتایج موید این

گیاه  DREB2باشد. مقایسه توالی ژن شوری در این گیاه میمتصل شونده به عناصر پاسخ دهنده تحت تنش  فاکتور رونویسی

 Aegilops tauschiiو  Bromus japonicusثابت کرد که های گیاهی دیگر، های این ژن در گونهبروموس ژاپنی با سایر توالی

تجزیه و تحلیل بیوانفورماتیکی توالی اسیدآمینه حاصل از دارد. فاصله ژنتیکی( را  ن)کمتری تدرصد بیشترین شباه 9/89با 

نشان داد که در این توالی، ناحیه  CDD searchافزار در این گیاه از طریق نرم DREB2ترجمه توالی نوکلئوتیدی ژن 

Domain AP2  وجود دارد. این توالی با شماره دسترسیKP406596  در بانک جهانی ژن(NCI) .به ثبت رسید 
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 مقدمه

گیاهی یکساله  (Bromus Japonicus)علف هرز بروموس ژاپنی 

است که در مزارع سیستان به عنوان علف هرز مهاجم و مسأله ساز 

شناخته شده است. این گیاه به شرایط مختلف محیطی مقاوم است و 

کند در مرحله پرکردن دانه برای کسب مواد غذائی با گندم رقابت می

(Baskin and Baskin, 1981) . کنترل رشد و نمو بروموس

های مختلف محیطی تهدیدی جدی برای عملکرد تنشژاپنی از طریق 

رو گیاهان همیشه بواسطه روند. از اینو بقاء گیاهان به شمار می

ساز و کارهائی که باشند. های مختلف در معرض تهدید میتنش

برند، در سطح به کار میا هگیاهان برای سازگاری و تحمل به تنش

های القاء شونده در سائی ژنمولکولی قابل بررسی بوده و منجر به شنا

. (Mahvelati et al., 2014)اثر تنش شوری گردیده است 

تواند به افزایش عملکرد های مولکولی میشناسائی و تنظیم مکانیسم

 گندم کمک کند.

تحقیقات زیادی از نقطه نظر ژنتیکی و فیزیولوژیکی در رابطه با تجزیه 

پاسخ گیاهان به شرایط تنش و همچنین ایجاد گیاهان متحمل و مقاوم 

دستیابی به این امر مستلزم درک عمیق به تنش صورت گرفته است. 

ساز و کارهای سلولی و مولکولی برای مقاوم سازی و تحمل تنش در 

بقاء و پایداری گیاهان تحت شرایط تنش، به توانائی  گیاه است. حفظ

ها و در نهایت ها، تولید و انتقال سیگنالگیاهان در درک محرک

 Hossein)تغییرات فیزیولوژیکی و بیوشیمیائی آنها بستگی دارد 

and Fujita, 2009) . های کنترل گیاهان مکانیسمتحقیق در زمینه

شناسائی مسیرهای کلیدی کنترل سبب  های زنده و غیرزندهبه محرک

شده و آگاهی و دانش ما را در زمینه انتقال پیام و تنظیمات هورمونی 

. (Wolters and Jurgens, 2009)دهد در آنها توسعه می

های های محیطی در گیاهان از طریق تولید گونهصدمات ناشی از تنش

طح فراوان در سهای اکسیداتیو فعال اکسیژن سبب ایجاد خسارت

. (Robinson and Bunce, 2000)شود سلولی می

ها را در سطح توانند پروتئینهای تنش اکسیداتیو میبرهمکنش

این امر سبب رونویسی رونویسی و یا تغییرات کووالانسی فعال کند. 

که حاصل آن فعال شدن  گرددهای رمزگذاری شده میپروتئین

 ,.Seong et al)باشد در گیاهان می اکسیدانیمتابولیسم آنتی

است که با هر دو حالت تنش شوری مهمترین تنش محیطی . (2007

ای و تنش اکسیداتیو سمیت یونی و تنش اسمزی منجر به اختلال تغذیه

واکنش گیاهان به شوری، مختلف و پیچیده بوده شود. در گیاهان می

تحمل به شوری  و تعیین یک معیار برای انتخاب ژنوتیپ برتر برای

بیان بسیاری از . (Ashraf and Haris, 2004)بسیار مشکل است 

مهمترین محصول شود. ژنها تحت تنش شوری و سرما تحریک می

های تنظیم کننده و عوامل ها تحت این شرایط، پروتئینژناین 

. (Stockinger et al., 1997)باشد  می DREBرونویسی مانند 

های هدف با اتصال یک عنصر عملگر در گیاهان بیان بسیاری از ژن

در قسمت پروموتور ژن از طریق یک عامل  (Cis element)همسو 

این واحد رونویسی رگولون نام دارد که در شود. رونویسی کنترل می

یکی گیاه آرابیدوپسیس چهار نمونه رگولون گزارش گردیده است. 

عمل  ABAاست که مستقل از هورمون  DREBها از رگولون

توان تحمل گیاهان در کند و با کنترل بیان سیستم این رگولون میمی

. (Stockinger et al., 1997)ها را بهبود بخشید برابر تنش

DREB  جفت بازی است که در پاسخ به  9یک توالی حفاظت شده

هسته . (Tang et al., 2005)تنش خشکی و سرما ضروری است 

است که در پاسخ گیاه  CRT (CCGAC)، موتیف DREوالی ت

 Thomashow et al., 1949; Kizis)تاثیر دارد به سرما 

Pages, 2002) . توالی مرکزیDRE  بسیار حفاظت شده است که

شوری، خشکی و های های گیاهی تنشای در ژنبه شکل گسترده

. (Orval et al., 2000)شوند، وجود دارد سرما تحریک می

شوند، با اسامی متصل می DRE/CRTعوامل رونویسی که به 

DREB1/CBF  وDREB2 اند نامگذاری شده(Stockinger 

et al., 1997; Haake et al., 2002) . تاریخ شناسائیDREB 

گردد. طی این که بر روی آرابیدوپسیس انجام شد، برمیبه آزمایشی 

به گیاه  DREB2Aو  DREB1Aمختلف  cDNAآزمایش دو 

کلون گردید. نتایج تحقیق نشان داد که ژن کدکننده پروتئینی 

DREB2 شوندهای شوری و خشکی القا میتحت تنش 
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 (Liu et al., 1998) . ژنDREB  در چندین گونه گیاهی از

، گندم، آفتابگردان، گوجه فرنگی، برنج و جمله آرابیدوپسیس

چندین گونه گیاهی دیگر شناسائی و توالی یابی شده است 

(Agarwal et al., 2006; Xiong et al., 2006; Badawi 

et al., 2007) .گونه توالی از اما در علف هرز بروموس ژاپنی هیچ

 باشد. این ژن موجود نمی

در علف هرز  DREBائی ژن هدف از این تحقیق جداسازی و شناس

بروموس ژاپنی تحت تنش شوری و بررسی ساختار فیزیکی توالی آن 

دیگر جهت معرفی های مشابه در گیاهان و تعیین تشابه آن با سایر ژن

به این منظور در  .بودآغازگر مناسب در ردیابی و بررسی بیان این ژن 

رز بروموس این ژن در علف ه مطالعه حاضر سعی شده تا با شناسائی

ژاپنی )به عنوان مهمترین علف هرز مزارع گندم سیستان( که قادر به 

باشد، در جهت مقاوم های محیطی میمحدوده وسیعی از تنشتحمل 

درگیر در امر  هایسازی گیاهان زراعی از طریق انتقال این ژن و ژن

 مقاومت به تنش، گامی برداشته باشیم. 

 

 هامواد و روش

در علف هرز بروموس ژاپنی  DREB2در این تحقیق میزان بیان ژن  

سنجی بیان ژن در زمان واقعی مورد بررسی قرار با روش کمیت

این آزمایش در آزمایشگاه زیست فناوری دانشگاه زابل در گرفت. 

کلریت ویپهرای این منظور ابتدا بذرها با محلول انجام شد. ب 1393سال 

سدیم یک درصد به مدت یک دقیقه ضدعفونی گردید، سپس کشت 

های کشت صورت گرفت. گلدانمتر سانتی 10هایی به قطر در گلدان

با شرایط طول روز  درجه سانتی گراد 10شده در شرایط دمائی ثابت 

درصد در ژرمیناتور قرار گرفتند.  70و رطوبت نسبی  12به  12و شب 

برگی انتقال آنها به سیستم  3الی  2پس از رسیدن گیاهان به مرحله 

در این سیستم تغذیه گیاهان با کشت هیدروپونیک صورت گرفت. 

ز رو 3استفاده از محلول غذائی هوگلند انجام شد و محلول غذائی هر 

تیمار آزمایش شامل سطوح مختلف شوری )صفر، یکبار تعویض شد. 

 
1- Scandrop, Analytika, Germany. 

بود.  NaClحاصل از نمک مولار( میلی 300و  250، 200، 150، 100

پس از ده روز قرار گرفتن گیاهان در محیط کشت هیدروپونیک تنش 

درصد هر سطح )جهت  25شوری به صورت تدریجی و به میزان 

تیمار شوری به از یک هفته کل  انجام و بعدسازگار شدن گیاهان( 

های گیاهان اعمال گردید. یک هفته بعد از اعمال تیمارها، از برگ

مورد  RNAسبز گیاهان نمونه برداری و بلافاصله جهت استخراج 

توسط کیت  RNAهای استفاده قرار گرفتند. استخراج مولکول

Gen all (South Corea)  مطابق با دستورالعمل شرکت سازنده

با  mRNAای های تک رشتهام شد. ساخت رشته اول از مولکولانج

انجام  Vivantisشرکت  Step RT-PCR kit-2استفاده از کیت 

 گردید.

 شامل DREB2از جفت آغازگر اختصاصی ژن 

 5´-TATGGATTGCCTTGATGAACA-3´F و 

 5′-GACTCCGATTCATCCTTCCC-3′R  به منظور

و از دستگاه  (Mohsenzadeh, 2001)د استفاده شتکثیر این ژن 

برای تکثیر قطعه  (Eppendorf Germany) ترموسایکلر گرادیان

واکنش برنامه زمانی و دمایی چرخه استفاده شد.  35مورد نظر با 

PCR گراد به درجه سانتی 95سازی به صورت دمای اولیه واسرشت

ثانیه،  30درجه به مدت  90شامل  چرخه دمائی 35دقیقه و  10مدت 

درجه سانتیگراد به مدت  72ثانیه و  45درجه سانتیگراد به مدت  59

دقیقه  10درجه سانتیگراد به مدت  72ثانیه و تکثیر نهائی در دمای   30

به ترتیب با  mRNAهای کیفیت و کمیت مولکولتنظیم شد. 

ستگاه با دسنجی استفاده از ژل آگارز یک درصد و روش طیف

های مورد نظر از جهت بررسی تکثیر نمونهانجام شد.  1دراپ-اسکن

ها بر روی ژل آگارز یک درصد الکتروفورز نمونه، PCRطریق 

اختصاصی  نهایت نمونه تکثیر یافته از طریق آغازگرهایدر انجام شد. 

 XLجهت تعیین توالی ارسال گردید. تعیین توالی بوسیله دستگاه 

(96 capillaries) ABI3730  2توسط شرکتABI  .انجام شد

آنالیز روابط خویشاوندی، تعیین میزان تشابه و تحلیل مولکولی ژن 

، BLAST ،ExPasy ،ELMهای افزارمورد مطالعه توسط نرم

2- Applied bioSystems. 
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ClustalW  وMegAlignه های وابسته به ، برنامExPasy ،

ORF finder ،Search CDD  وCLC Main Work 

bench .صورت گرفت 

 نتایج و بحث

که  GjDREB2هرز بروموس ژاپنی یا علف DREB2توالی ژن 

ژاپنی بدست آمد،  در گیاه بروموس cDNAدر این پژوهش از منبع 

جفت نوکلئوتید  480بخشی از ژن است که دارای طولی در حدود 

و سنتز مناسب  RNAاست. به منظور کسب اطمینان از استخراج 

cDNA ابتدا با ژن بتااکتین ،PCR ها انجام شد و در نهایت نمونه

گرفت. پس از با ژل الکتروفورز مورد بررسی قرار  PCRمحصول 

تکثیر شده با  PCR، محصول cDNAز مناسب تایید نتایج سنت

با  PCRمحصول ، روی ژل انتقال یافت. DREB2آغازگرهای ژن 

نوکلئوتید مربوط به این گیاه تحت تنش  480تشکیل باندی به طول 

وجود باند (. 1شوری بر روی ژل الکتروفورز مشخص گردید )شکل 

بیان ژن های تحت تنش ثابت کرد که میزان جفت باز در نمونه 480

نتایج تعیین توالی تحت تنش شوری افزایش چشمگیری داشته است. 

افزارهای استفاده از نرمهرز بروموس ژاپنی با علف PCRمحصول 

بیوانفورماتیک تایید کرد که توالی بدست آمده از این گیاه با 

گیاهی دیگر، درصد شباهت بالائی  هایهای این ژن در گونهتوالی

این نتایج موید این مطلب بود که قطعه تکثیر شده، درصد( دارد.  93)

شونده به مربوط به بخشی از ژن سنتز کننده فاکتور رونویسی متصل

عناصر پاسخ دهنده تحت تنش شوری در علف هرز بروموس ژاپنی 

 بود.

 
: نمونه شاهد C؛ M :Ladder 500bpبه ترتیب از سمت چپ؛  ،Bromus japonicusدر علف هرز  DREB2تکثیر ژن  -1شکل 

 میلی مولار. 150: نمونه تیمار شده با تنش شوری Tبروموس؛ 

Figure 1- Gen amplification of DREB2 in the bromus japonicus. M :Ladder 500bp ؛C. sampled control 

of Bromus. Treatmented sample under salt (150 mM NaCl) 
 

در  DREB2به منظور بررسی فیلوژنتیکی توالی بدست آمده با ژن 

توالی دیگر از گیاهان مختلف انتخاب  9علف هرز بروموس ژاپنی، 

واده غلات انتخاب و اندازه گردید. همه گیاهان مورد مطالعه از خان

جفت باز انتخاب  500تا  400ها در محدوده مورد مطالعه برای توالی

سه توالی مورد  cDNAمطابق این جدول طول (. 1گردید )جدول 

 Aegilops biuncialis ،Hordeumمطالعه 

Brevisubulatum  وOryza sativa  کاملاً برابر و هم اندازه بود

در این  cDNAاین ویژگی نشان داد که توالی جفت باز(.  490)

ها در زمان انشعاب و جداسازی از اجدادشان، بطور کامل و گونه

 DREB2فیلوژنتیکی توالی ژن بررسی اند. حفاظت شده باقی مانده

ثابت کرد های مختلف، های مشابه در گونهو مقایسه آن با سایر توالی

های مورد مطالعه بالاست و گیاهان از که میزان شباهت در میان توالی

M C TM C T
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نظر فاصله ژنتیکی با یکدیگر اختلاف ناچیزی دارند. رسم درخت 

و ارتباط نزدیکی بین نوکلئوتیدی  فیلوژنی برای توالی ثابت کرد

وجود دارد. در این تحقیق مشاهده  DREB2پروتئینی برای ژن 

و رسم  Cluster Wها با استفاده از روش گردید که همردیفی توالی

های مورد مطالعه در سه گروه اصلی قرار دارند درخت فیلوژنی، توالی

ای منشعب از در گروه اول و در شاخه BjDREB2که توالی ژن 

ام شده ثابت طی مطالعات انج(. 2ها مشاهده شد )شکل سایر توالی

یابی آنالیز فیلوژنتیکی ابزار قدرتمندی برای نشانگردیده است که 

 Elliott)بسیاری از ابهامات و مسائل مختلف مرحله تکامل است 

et al., 2006) .های های آن در گونهشناسائی ژن و همولوگ

ها از اجداد مشترکی منشعب کند که این ژنگیاهی مختلف، ثابت می

ها کمک تواند در درک بهتر سیر تحول گونهین امر میااند. گشته

های نوین و پیشرفته سیستمکند و به منظور مطالعه بهتر ژنها در آینده، 

ها و وجود شاخه. (Mansuri et al., 2013)تری ایجاد گردد 

دهنده وجود شباهت در نشان ایهای مختلف در تجزیه خوشهدسته

ت فیلوژنی برای توالی نشان داد که باشد. رسم درخها میمیان گونه

 DREB2نزدیکی بین توالی نوکلئوتیدی و پروتئینی برای ژن ارتباط 

وجود دارد. 

 

 های گیاهی مختلف در خانواده غلاتاز گونه DREB2های ژن توصیف توالی -1جدول 
Table 1. describes gene sequency of DREB2 from different plant species in the family of cereals 

Accession 
number 

cDNA 

length 
(bp) 

Species No. 

Sequences 

KP406596 435 Bromus japonicus 1 
JF728299 433 Triticum aestivum cultivar NI-5439 2 
JN107537 490 Hordeum brevisubulatum 3 
JN191707 475 Triticum aestivum cultivar HD 2733 4 
JQ755246 560 Leymus qinghaicus 5 
KC213967 458 Aegilops tauschii 6 

AF300971.2 490 Oryza sativa 7 
DQ195069 480 Triticum aestivum 8 
FR719742 490 Aegilops biuncialis 9 
EF672101 420 Avena sativa 10 
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های مرجع زیر خانواده گندم گندم، جو، برنج، یولاف، بروموس و توالی DREB2: درخت فیلوژنتیکی توالی نوکلئوتیدی ژن 2شکل 

(HD2733;NI-543) 

Figure 2- Phylogenetic tree of nucleotide sequence ofthe gene DREB2 wheat, barley, rice, oats, 

Bromus and reference sequences of subfamilies in wheat (HD2733; NI-543) 
 

 BLASTافزار از طریق نرم BjDREB2بررسی میزان شباهت ژن 

بیشترین میزان  Leymus qiinghaicusنشان داد که جنس 

به (. 3شباهت را با ژن مورد نظر در گیاه بروموس ژاپنی دارد )شکل 

دلیل اینکه بروموس ژاپنی نوعی علف هرز بوده و بصورت وحشی 

رسد. با درصد مطلوب به نظر می 90بیش از شباهت کند، رشد می

در این گیاه  DREB2توجه به نتایج بدست آمده از مقایسه توالی ژن 

های مورد مطالعه، درصد شباهت بسیار زیاد آن با سایر توالی و وجود

ورزی و انتقال ژنتیکی به منظور افزایش رود جهت دستانتظار می

های اسمزی مانند شوری بتوان از ژن مورد مطالعه گیاه به تنشتحمل 

نتایج در گیاهان تراریخت استفاده کرد. در مطالعه قبادی و همکاران 

 CLC Mainافزار م شده از طریق نرمدرخت فیلوژنی رس

workbench 5.5  وalignexpasy Multi که درصد  ثابت کرد

در انگور به طور تقریبی به میزان  DREB2شباهت ژن مورد مطالعه 

 ,.Ghobadi et al)درصد با همین ژن در سویا مشابهت دارد  85

 در سویا DREB2های خانواده ثابت شده است که ژن. (2014

از اینرو . (Chen et al., 2007)گیرند تحت تنش اسمزی قرار می

این احتمال وجود دارد که در شرایط القاء تنش شوری در گیاه، میزان 

در گیاه بروموس ژاپنی بیشتر شده و  DREB2های خانواده بیان ژن

هر پروتئین رسد به نظر میگردد. سبب تحمل گیاه در برابر تنش می

DREB یابی هسته را از طریق منطقه انتهائی م مکانقدرت انجاN 1 

سازی ناحیه رونویسی را اط طریق وجود ناحیه اسیدی و قدرت فعال

C-Terminal  .که دهد از اینرو اطلاعات فوق پیشنهاد میداراست

نوع خاصی از پروتئین متصل  DREBمربوط به ژن  cDNAهر 

کند که نقش تنظیم کنندگی را فعال می DNAشونده به 

به . (Liu et al., 1998)دهد های رونویسی را انجام میمکانیسم

عوامل مختلف ها، رسد دلیل اختلاف درصد شباهت توالینظر می

محیطی از قبیل شرایط محیطی و درصد اهلی شدن گونه ها نسبت به 

در گونه گیاهی مورد مطالعه و هدف یعنی بروموس شد. سایرین با

رود وجود هرز به شمار میژاپنی به دلیل اینکه گیاهی خودرو و علف

تر منطقی به نظر اختلاف نوکلوتیدی و درصد شباهت پائیناین 

تک نوکلئوتیدی های از طرف دیگر از احتمال بروز جهشرسد. می

چشم پوشید که احتمال بروز اشتباهات در توان نمیها و سایر جهش

ها نقش داشته در ایجاد اختلاف توالی در برخی گونهتواند توالی می

باشد. 

 
1- N-terminal Region 
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 BLASTافزار از طریق نرم BjDREB2بررسی میزان شباهت ژن  -3شکل 

Figure 3. evaluate the similarity of gene BjDREB2 by BLAST software 
 

در گیاه بروموس  DREB2ژن  cDNAبه منظور ارزیابی ساختمان 

تکثیر شده با آغازگرهای مربوطه، تعیین توالی  PCRژاپنی، محصول 

از طریق برنامه  1حاوی قالب خواندن باز DREB2گردید. توالی ژن 

ORF Finder-NCBI  ای بدست اسید آمینه 108به صورت توالی

 5/19شود پروتئینی با جرم مولکولی پیشنهادی بینی میآمد که پیش

(.4کند )شکل کیلودالتون را کد می

 
1- Open Reading Frame 

 
 هرز بروموس ژاپنی( در علفNCBI accession number: KP406596) BjDREB2و توالی اسید آمینه استنباط شده  cDNAتوالی  -4شکل 

Figure 4. The cDNA sequence and inferred amino acidse quence BjDREB2 (NCBI accession number: 

KP406596) in Bromus japonicus 
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های داده ، از پایگاهDREB2های همولوگ ژن به منظور یافتن توالی

و  CLC Main work benchافزار ژن و پروتئین و از نرم

Clustal W بندی به منظور یافتن توالی حفاظت شده و صف

 CLCافزار های مورد بررسی استفاده شد. نتایج حاصل با نرمتوالی

در گیاه بروموس  DREB2نشان داد که توالی بدست آمده از ژن 

بیش از  NCBIدر بانک ژن  KP406595ژاپنی با شماره شناسائی 

و  Hordeum brevisubulatumژن در  درصد با توالی این  85

Aegilop sbiuncialis  (.5مشابهت دارد )شکل 

 
. توالی ژن CLC Main workbenchهای نوکلئوتیدی با نرم افزار همردیفی توالی دستیابی به منطقه حفاظت شده از طریق -5شکل 

DREB2  درBromusjaponicus ( با شماره دسترسیKP406596.) 

Figure 5. Access to protected areas through alignment of nucleotide sequences white CLC Main work bench 

software. DREB2 gene sequence in Bromus japonicas white available number (KP406596). 
 

با پروتئین وابسته به  DREB2بررسی توالی آمینواسیدی 

EREBP/AP2  از طریقSMART  و روش همردیفی

hmmalign  صورت گرفت. نتایج ثابت کرد که درصد شباهت قابل

و ناحیه  DREB2داری میان توالی مورد بررسی ژن قبول و معنی

 (. 6وجود دارد )شکل  DNAشونده به شده متصلحفاظت

بررسی و  Megalignافزار های مورد مطالعه ابتدا از طریق نرمتوالی

ها مورد ارزیابی قرار میزان شباهت توالی Clustal Wاز طریق روش 

بیانگر وجود  DREB2برای ژن  1گرفت. همردیفی توالی چندگانه

ف های مختلهای بکاررفته از گونهدرصد بالای شباهت در میان توالی

بود. به منظور ایجاد ماتریس همگانی برای بررسی فاصله دو به دو بین 

های مورد مطالعه، از روش توالی توالی هدف و هر یک از توالی

ها، به طور استفاده شد. این روش تجزیه فیلوژنتیکی توالی 2فاصله

ای که بندی شدههای دستهکامل به ارزیابی فاصله ژنتیکی بین توالی

گیرند، وابسته است. نتایج حاصل از بررسی لعه قرار میمورد مطا

ها به ایجاد درخت فیلوژنتیکی مناسب کمک کرد و فاصله توالی

های دیگر مقادیر شباهت توالی بروموس ژاپنی را با هریک از توالی

به صورت دو به دو به صورت درصد همردیفی مناسب نشان داد.

 

 
1- MSA 2- Distance Sequence 
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از طریق برنامه  EREBP/AP2های وابسته به با پروتئین Bromusjaponicusدر  DREB2والی آمینو اسیدی بررسی ت -6شکل 

SMART  و روش همردیفیhmmalign 
Figure 6. analysis of the amino acid sequence DREB2in Bromus japonicas affiliated proetins white EREBP / AP2 
via SMART program and alignment hmmalign. 

 

های گیاه بروموس ژاپنی با سایر توالی DREB2مقایسه توالی ژن 

های گیاهی دیگر، ثابت کرد که بروموس ژاپنی و این ژن در گونه

درصد شباهت، بیشترین درصد شباهت را  9/89با  آژیلوپس تاووشی

کمترین میزان شباهت توالی هدف بروموس ژاپنی با با هم دارند. 

در  DREB2مشاهده گردید. نتیجه مقایسه بین توالی ژن  1یولاف

های دیگر از طریق ماتریس های گونهگیاه بروموس ژاپنی و توالی

آمده برای این گیاه از فاصله نشان دهنده این بود که توالی بدست 

ماتریس شباهت که بر اساس شباهت قابل قبولی برخوردار بود. 

و  BLASTبدست آمد تأیید کرد که نتایج  UPGMAالگوریتم 

 (.2آنالیزهای فیلوژنتیکی با هم مطابقت دارند )جدول 

نشان داد که منظقه  ClustalWها از طریق همردیفی همه توالی

ها با دزصد شباهت بالا وجود دارد توالی حفاظت شده بزرگی در بین

به  PCRتواند در طراحی پرایمر برای واکنش که این موضوع می

ها، بررسی منظور بررسی تنوع ژنتیکی، شناسائی ژن در سایر گونه

میزان بیان ژن تحت تیمارهای مختلف و در نهایت کلون و انتقال این 

 اده قرار گیرد.ژن به گیاهان دیگر در موارد خاص مورد استف

در گیاه بروموس ژاپنی  DREB2نتایج حاصل از مقایسه توالی ژن 

 Aegilopتوالی دیگر نشان داد که بروموس ژاپنی و  9با 

stauschii  درصد شباهت، بیشترین شباهت )کمترین فاصله  9/89با

کمترین شباهت )بیشترین فاصله  Avena sativaژنتیکی( و 

 بروموس ژاپنی دارا بود.ژنتیکی( را با توالی هدف 

 

  

 
1- Avena sativa 
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 های مورد مطالعهگیری ماتریس فاصله بین جفت توالیاندازه -2جدول 
Table2. The measured distance between the pair studied sequences 

 
 

دارای ناحیه متصل  DREB2شد که پروتئین همچنین مشخص 

اسیدآمینه است که در  60ای از حفاظت شده DNAشونده به 

حضور  DNAهای متصل شونده به مجموعه بزرگی از پروتئین

تنباکو  EREBPآبیدوپسیس و  AP2توان به دارند، از آن جمله می

اسیدآمینه  70تا  60وجود ناحیه بسیار حفاظت شده به طول اشاره کرد. 

 Shen et)به اثبات رسیده است  DREBانواده در خ AP2بنام 

al., 2003) .ای ناحیه حفاظت شده در مطالعهAP2/ERF  در گیاه

Caraga nakorshinski  شناسائی گردید که تحت تنش شوری

تجزیه و . (Xuemin et al., 2001)سرما بیان ژن القا گردید و 

حاصل از ترجمه توالی  تحلیل بیوانفورماتیکی توالی اسیدآمینه

افزار در گیاه بروموس ژاپنی از طریق نرم DREB2نوکلئوتیدی ژن 

CDD search  نشان داد که در این توالی، ناحیهAP2 Domain 

 (.7وجود دارد )شکل 

ثابت کرد که ژن مذکور به خانواده بزرگ  AP2وجود ناحیه 

DREB  تعلق داد و در زیرخانوادهDREB2 شود. بندی میتقسیم

در گیاه  DREB2پس از بررسی توالی نوکلئوتیدی و پروتئینی ژن 

حاوی یک زنجیره  AP2بروموس ژاپنی، مشاهده گردید که منطقه 

α-helix  و سه زنجیرهβ-sheets  (. طی بررسی 8است )شکل

وجود  1ELMاز طریق سایت  DREB2موتیف توالی پروتئینی 

 یف( یکسان مشاهده گردید.چندین منطقه تنظیمی )موت

 

  

 
1- www.elm.eu.org 

http://www.elm.eu.org/
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 CDD Searchافزاربا استفاده از نرم Bromusjaponicusبدست آمده ازعلف هرز  DREB2در توالی  AP2ناحیه  -7شکل 

Figure 7. AP2 region in the sequence obtained DREB2 in Bromus japonicus using software CDD 

Search 

 

 
 BjDREB2ای ژن توالی اسید آمینه AP2ساختار سه بعدی پروتئین ناحیه  -8شکل 

Figure 8. The three-dimensional structure of the protein AP2region of aminoacid sequency in the gen 

BjDREB2 
 

و چندین ساختار  MOD ،CLV ،DOC ،LIGساختارهای ثانویه 

ها دیگر برای موتیف این توالی بدست آمد که هریک از این پروتئین

(. هر یک 9در نقاط تنظیمی چرخه سلولی نقش اساسی دارند )شکل 

از این ساختارهای ثانویه در تحمل گیاه به شرایط مختلف محیطی از 

های ایجاد د. پروتئینگذارنهای ایجاد شده اثر میطریق انتقال پیام

های تعمیر آسیب شده از این طریق در مناطق تنظیمی چرخه سلولی،

DNA  نقش دارند و با انتقال پیام از سیتوپلاسم به هسته سبب فعال

 شوند.درگیاه می DREB2های شدن پروتئین

بر اساس تحقیقات انجام شده ثابت شده است که مسیــرهای القای 

های های مختلف از جمله شوری برهمکنشتنــشمقــاومت در 

شود تا افزایش مقاومت به یــک زیــادی با هــم دارند و باعث می

 Liu et)های دیگــر گردد تنش سبب القای مقاومت به تنش

al.,2000; Fowler and Thomashow, 2002) ثابت شده .

مین شوند که به دوهایی متصل میپروتئین LIGاست که به موتیف 

BRCT ها نقش اساسی در تنظیم چرخه شوند. این پروتئینمربوط می

کنند و از طریق انتقال پیام آسیب توسط فسفریله شدن سلولی ایفا می

-های پاسخاسید آمینه سرین موجود در موتیف، باعث فعال شدن ژن

کند را برطرف می DNAهای آسیب ،DNAدهنده به تعمیر 

(Glover et al., 2004.) رسد در زمان بروز تنش به نظر می

هرز بروموس ژاپنی نیز این مکانیسم سبب فعال شدن شوری در علف

رسان گردد. از اینرو پیامدر هسته می BJDREB2های پروتئین

 DNAهای باند شونده به ثانویه کلسیم با انتقال پیام و فعالیت پروتئین

 گردد.ل به تنش میهای مؤثر در تحمژن باعث القاء بیان بیشتر



 ... شناسائی ژن عامل رونویسی متصل شونده به عناصر پاسخ دهنده به
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، MOD ،CLVو مشاهده ساختارهای ثانویه  ELM (www.elm.eu.org)از طریق سایت  BjDREB2های پروتئین موتیف -9شکل 

DOC ،LIG  و چندین ساختار دیگر در منطقهAP2 

Figure 9. The Mutifs of proteins BjDREB2 by (www.elm.eu.org) and observed secondary structures MOD, CLV, 

DOC, LIG and several of the structures in AP2 region 
  

 گیری کلینتیجه

ژاپنی، هرز بروموس در علف DREB2توصیف و شناسائی ژن 

های تواند با هدف دستیابی به اطلاعات در رابطه با مکانیسممی

هرز های مختلف این علفمولکولی مقاومت به تنش و کنترل گونه

های مهندسی ژنتیک مفید باشد. کارگیری فناوریدر مزارع گندم با به

با استفاده از این روش و مطالعات مولکولی و ژنتیکی مرتبط بر روی 

رگیر در مقاومت این گیاه به شرایط مختلف و سخت های دژن

توان از گسترش بیش از پیش ای نزدیک، بهتر میمحیطی، در آینده

این گیاه در مزارع گندم و سایر گیاهان مهم زراعی جلوگیری کرد. 

توان ها به گیاهان زراعی میهمچنین از طریق شناسائی و انتقال این ژن

یاهان به سود گیاهان زراعی استفاده های مقاومتی این گاز ویژگی

 کرد.

 

 

http://www.elm.eu.org/
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Identification of Dehydration-responsive Element Binding-factor Gene in Bromus 

japonicus in the Salinity Stress 

 

M. Basiri1*, S. M. Mousavi-Nik2, S. K. Sabbagh3, D. Naderi4, A. Siahmarguee5, K. Mostafavi6  

 

Abstract 

Invasive plant species that are characterized as weed, plants are resistant to environmental hard conditions 

that this feature can be used to the genetic alternation and transformation to resistant crops. The aim of this 

study was identification of gene involved in tolerance to abiotic environmental stresses in the Bromus 

japonicus called DREB2. in this subject, salinity stress was applied via sodium chloride, Sequencing and 

Identification of stress resistance gene in this plant and then sequence obtained was examined. Sequence 

Analysis and Comparing sequence obtained with sequences this gene in other plants was performed with 

softwares such as BLAST, ExPasy, ELM, Clustal W, Meg Align. The result was showed that the amplified 

fragment belonged to part of salinity-responsive element binding-factor gene in this plant. The comparison 

DREB2 gene sequence with other sequences this gen in the other plant species was confirm the Bromus 

japonicus and Aegilops tauschii have the most similarity with 89.9% the highest likeness (the lowest genetic 

distance). Bioinformatics analysis of the amino acid sequence of the translated nucleotide sequence of the 

gene DREB2 in the Bromus japonicus through software CDD search showed that AP2 Domain area is in 

this sequence, these sequences was submitted to GenBank, it is accession code is KP406596. 

 

Key words: Transcription factors, AP2 domain, Resistance of salinity sequence of the gene 
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