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Abstract 
Aims: Osmotic stress such as drought, salinity, and cold is one of the most important stresses. The aim of this study was to isolate and evaluate the genes of AREB and MPK2 in order to study the resistance to drought of tomato plants. 
Materials & Methods: In this experimental study, seeds of two varieties of Tomato (Red Cloud) and (Peto Pride; resistant and susceptible to drought stress, respectively) were grown in drought treatment levels of -2 and -4. This study used 3 replications by a model based on a completely randomized block design. Sampling was done for Thiobarbituric acid reactive material (TBARM) for each treatment in 3 replications. Randomized and repeated sampling were done for molecular studies and the genes expression. AREB1 and MPK2 genes were studied, using bioinformatics resources and with the help of specific primers, making cDNA, PCR, and Electrophoresis. The analysis of variance test and SPSS 15 software were used 
Findings: With increasing drought stress, most of morphological traits had a considerable decline, but cellular oxidative index increased with the increase of stress, so that TBARM increased. The expression of AREB1 was higher than that of MPK2 gene expression. The rate of similarity between LeAREB and kinase 2 protein sequences in resistant tomatoes was 31%. 
Conclusion: With increasing drought stress, most morphological traits have a significant decline, but TBARM shows a significant increase with increasing stress. The AREB1 resistant drought gene is induced by the effects of drought stresses, while the expression of the MPK2 gene does not show a significant difference.  
Keywords Gene Isolation [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/81000302]; Transcription Factor [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68014157]; Drought stress [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68055864]; Osmotic Adjustment [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68009997] 
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  چکيده
ها  ترین تنش تنش اسمزی از قبیل خشکی، شوری و سرما، یکی از مهم اهداف:

 MPK2 و AREBهای  است. هدف پژوهش حاضر جداسازی و بررسی ژن
  فرنگی بود. گیاه گوجهمنظور مطالعه مقاومت به خشکی  به

فرنگی ردکلود  در پژوهش تجربی حاضر، بذرهای دو رقم گوجهها:  مواد و روش (Red Cloud)  و پتوپراید(Peto Pride) ترتیب مقاوم و حساس به  (به
مگاپاسکال کشت داده شدند. -۴و  - ۲خشکی) در سطوح تیمار خشکی شامل 

برداری برای  آزمایش در قالب طرح آماری بلوک کامل تصادفی با سه تکرار و نمونه
در مورد هر تیمار  (TBARM)محاسبه شاخص بیوشیمیایی اسیدتیوباربیتوریک 

برداری تصادفی و تکراردار برای انجام مطالعات  در سه تکرار انجام شد. نمونه
 MPK2و  AREB1های  ها نیز صورت گرفت. ژن مولکولی و بررسی میزان بیان ژن

، واکنش cDNAبا کمک منابع بیوانفورماتیک و آغازگرهای اختصاصی، ساخت 
آنالیز  مراز، الکتروفورز و استخراج بررسی شدند. آزمون آماری ای پلی زنجیره
  به کار رفتند. SPSS 15افزار  و نرم واریانس
با افزایش میزان تنش خشکی، اغلب صفات مورفولوژیک، افت قابل  ها: یافته

توجهی داشتند اما شاخص اکسیداسیون سلولی با افزایش میزان تنش افزایش 
افزایش یافت. بیان ژن  TBARMطوری که میزان  گیری نشان داد، به چشم

AREB1  نسبت به بیان ژنMPK2  .های  درصد تشابه بین توالیبیشتر بود
  .% به دست آمد۳۱فرنگی رقم مقاوم  در گوجه ۲و کیناز  LeAREBپروتئینی 
با افزایش میزان تنش خشکی، اغلب صفات مورفولوژیک، افت قابل گیری:  نتیجه

توجهی دارند اما شاخص اکسیداسیون سلولی با افزایش میزان تنش، افزایش 
تحت تاثیر  AREB1ژن مقاوم به تنش خشکی  دهد. میگیری نشان  چشم
 MPK2شود، در حالی که بیان ژن  های زیستی خشکی القا بیشتر می تنش
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  مقدمه
فرنگی محصول فصل گرم است و رسیدن محصول به دمایی  گوجه

گیاه  ،فرنگی از نظر مصرف آب گوجه نیاز دارد. c°۳۰تا  ۲۷در حدود 
های  یوهخوردن م پرمصرفی است و هر گونه تنش خشکی سبب ترک

به  محصولاین  یموفقیت در تولید عملکرد بالا .شود یمآن 
بستگی دارد.  ها یوهدهی مناسب در هر خوشه و رسیدن م میوه
رفتن یک یا دو میوه در هر خوشه عملکرد را  طوری که ازدست هب
های درگیر در  شناخت ژنبا  کاهش خواهد داد. داری یصورت معن به

شده مناسب  ایجاد مقاومت به خشکی و انتخاب ارقام اصلاح
اکثر مناطق میزان محصول نسبتاً فرنگی در  از گوجه توان یم

خیلی زیاد، در تبدیل گل به میوه  یها حرارت مشابهی تولید کرد.
پذیری  سازش .کنند جلوگیری میمیوه و از تشکیل  دندخالت دار

گیاه به گرما حاصل تغییرات بیوشیمیایی و فیزیولوژیک متنوعی 
در ی مسئول ها ژناست که اساساً از تغییر در بیان تعدادی از 

. گیاهان زراعی از [1]شود پذیری به تنش خشکی ناشی می تحمل
نظر ظرفیت جذب آب، تعرق و واکنش نسبت به تنش خشکی 

متفاوتی دارند. فرآیندهای فیزیولوژیکی در گیاهان  العمل عکس
یرمستقیم تحت غطور  عمدتاً تابع وضع آب در گیاه هستند و تنها به

  .[2]گیرند یماثیر تنش آب در خاک و هوا قرار ت
 تنش مقدار همان الزاماً  خاک، در آب تنش معینی بنابراین مقدار

 تابع تنش میزان در تفاوت این کرد. نخواهد ایجاد گیاه را در
 محتوی با که خاک در آب جریان برابر در مقاومت مانند عواملی
 که هوا بهها  روزنه از آب حرکت برابر در کند. مقاومت می تغییر آب
 برابر در مقاومت همه ازتر  مهم و کند می تغییر جوی شرایط با

 عوامل گیاهی، به یها بافت سایر و ها یشهر در آب حرکت
 ثابت وجه هیچ به و داشته بستگی ساختار ژنتیکی و فیزیولوژیکی

 از تنهایی به گیاه، در آب وضع بینی پیش معمولاً  نیستند. بنابراین،
 گیاه یک است ممکن و نیست یرپذ امکان هوا یا خاک شرایط روی
 نسبی خشکی وجود با یا شود پژمرده خاک در زیاد رطوبت وجود با

  .[3]شاداب بماند خاک
اتکا به پتانسیل ژنتیکی ارقام و تلاش در جهت بهبود و اصلاح 

کند.  نقشی اساسی در القای تحمل به خشکی ایجاد می آنهاژنتیکی 
 مطالعه طریق از نژادی بهبرنامه  هر بنیادی اصول که آنجایی از

در  ها ژن اثر و نحوه از آگاهی شود، یم ژنتیکی تعیین پارامترهای
 ضروری است. شناسایی نژادی به یها برنامه موفقیت حصول
 های محیطی تنش به یری گیاهانپذ تحملدر  مولکولی های یزممکان
 یا گیاه در آبی دارد. تنش اقتصادی اهمیت گیاهان زراعی برای
 وضعیتی شود یم اطلاق هم خشکی آن تنش به که آب کمبود
 عبارت باشند. به شده آماس خارج حالت از ها سلول آن در که است
 بیش از تعرق سرعت که دهد می رخ زمانی تنش خشکیتر  ساده
 فتوسنتز، کاهش زیاد موجب خشکی باشد. تنش آب جذب سرعت
مرگ  و شدن خشک سرانجام و فرآیندهای فیزیولوژیکی در اختلال
  .[5 ,4]شود یم گیاه

 برای یواکنش حفاظت کیعنوان  به اهانیدر گ ونیدراسیحالت ده
کند.  ها عمل می وارده به سلول یها جبران خسارت ای یریجلوگ
 یرهایو مس (ABA)اسید  یکآبسز یده گنالیس ریمس یبررس

 یدر شناخت مولکول ییسهم بسزافرنگی  گوجه اهیالقاشونده در گ
 یندهای. آب در تمام فرآدارد ونیدراسیدر مقابل ده اهانیواکنش گ

 اهیآب در گ تیدارد. وضع یمحور ینقش اهانیگ یکیولوژیزیف
 فیآب توص ینسب یو محتو لیپتانس یمحتو یریگ اندازه لهیوس به
 وها  فرستنده ،ها یرندهتمام جانداران گ یها شود. سلول می
 مقابل در یسازگار و پاسخ امکان آنها به که دارند ییها کننده میتنظ
 مواد شامل یسلول پاسخ دستگاه. دهد می را آب زانیم راتییتغ

 یها کننده فعال ها، نیآکواپور مانند ییها محلول دهنده انتقال
 سازگار، یها محلول سنتزکننده های یمآنز ،یسیرونو
  است. محافظ های ینپروتئ و فعال ژنیاکس یها کننده بیتخر

های داخلی و محیطی همراه است  یگنالسرشدونمو در گیاهان با 
ی رشد یا همان هورمون به آنها ها کننده که گیاه از طریق تنظیم

اسید،  توان به آبسزیک یم ها هورموندهد. از جمله این  پاسخ می
  .[7 ,6]جیبرلین و اکسین اشاره کرد

 اسید آبسزیک زانیم شیمنجر به افزا ،اهانیگ در ونیدراسیده
و  شده سنتز خشکی مانند هایی تنش اعمال اثر که درشود  می

در  ،مسئول دفاع ،های چندگانه ژن انیب یالقا موجب همچنین
شدن  بسته موجب اسید آبسزیک .شود یم یآب مقابل اثرات سوء کم

تنفس را کاهش  انیتلفات آب در جر نیبنابرا، شود ها می روزنه
 ریاز مس یشاخه فرع کی اسید آبسزیک یوسنتزیب ریدهد. مس می

 یوسنتزیب ریمس های یماز آنز یاریبوده و بس یدیکاروتنوئ
  .[8]شوند می میتنظ ونیدراسی، بر اثر وقوع دهاسید آبسزیک
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 رونویسی عوامل سری یک شدن به فعال منجر اسید آبسزیکافزایش 
هستند. این  AREBرونویسی ژن  عوامل آنها جمله از که شود می

 ناحیه در که دستی پایین یها ژن خود نوبه به رونویسی عوامل
 ABA (ABRE)نام عوامل پاسخ  به ای ویژه مناطق خود پیشبری
 هایی پیام تنش انتقال رونویسی در عوامل .[8]کند می فعال را دارند،

  .[9]دارند نور فرابنفش نقش و خشکی مانند شوری،
رونویسی نقش دو خانواده از عوامل  ABA مسیر وابسته به در

مهمی در سازگاری و تحمل گیاه در برابر تنش دارند که شامل عناصر 
 MYC/MYBو  (AREB/ABF) واکنش پذیر اسیدآبسیزیک

 شرایط است. در MPK خانواده عوامل رونویسیو  DREB/CBF عوامل رونویسی خانواده، ABA در مسیر مستقل ازهستند. 
به  ،ABAگیاهی  هورمون بالا، شوری و خشکی مانند اسمزی تنش

مسئولیت  استرس، های مرتبط با ژن کمک عوامل رونویسی در بیان
  ها را بر عهده دارند. بردن تنش ازبین

های  مطالعات مولکولی در گیاهان نشان داده است که تنش
کنند  هایی را تحریک می محیطی مانند خشکی، شوری و سرما، ژن

وتئین اتصالی به عوامل پرکه اعمال گوناگونی بر عهده دارند. 
این سازگاری  ،bZIP رونویسی عامل سه طریق ازعمدتاً که  [11 ,10]کند را فعال می ABA، بیان ژن وابسته به AREBرونویسی ژن 
، AREB1/ABF2این سه عامل شامل  گیرد. شکل می AREB2/ABF4  وABF3 توسط هستند، این سه عامل SNF1 

  شوند. می فعال 2s (SnRK2s) کیناز با مرتبط
وسیله فاکتور رونویسی  اسید، به  سیگنال تنش وابسته به آبسزیک AREB  که به عناصر تنظیمیABRE  در ناحیه پروموتری متصل

 .[12]شود ی پاسخگو به تنش میها ژنشود، موجب القای برخی  می
های  فرنگی فاکتور رونویسی ژن در بسیاری از گیاهان، از جمله گوجه DREB  وCBF  ی هدف القاشونده با ها ژنتنظیم بیان بسیاری از

کند که موجب افزایش مقاومت به خشکی و  تنش را کنترل می
  شوری در این گیاه شده است.

و  یلپتانس یمحتو یریگ اندازه یلهوس به یاهآب در گ یتوضع
به هم  یاهشود. اگر تعادل آب در گ یم یفآب توص ینسب یمحتو

شود.  یم یشده و دچار تنش آب یآب وارد مرحله کم یاهبخورد، گ
 یدر غشا یآب یلپتانس یبش یلهوس هآب ب یها حرکت مولکول

ثیر غلظت اشود که خود تحت ت یم یریگ اندازه ییپلاسما
  گیرد. میداخل و خارج سلول قرار  یها مولکول

 توان به تنش خشکی آثار گوناگونی بر گیاهان زراعی دارد که می
 . از دیدگاهنموداشاره  آنها  ژن تظاهرتغییرات فنوتیپی، آنزیمی و 

 ثار مضر تنش خشکی از طریق تولید مقادیرآطور عمده  مولکولی، به
 ها شود. این رادیکال های آزاد اکسیژن حاصل می زیادی از رادیکال

 ، در حالیشوند میهای بالا موجب آسیب جدی به سلول  در غلظت
  .[13]کنند را ایفا میتنش رسانی  ایین نقش پیامهای پ که در غلظت

 هایی که در مقاومت به خشکی در گیاهان دخیل ینپروتئو  ها ژن
 های عملکردی، ترکیبات فعال هستند، به چهار دسته پروتئین

 شوند. اسمزی، عوامل رونویسی و عوامل سیگنالی تقسیم می
 را کنترل کرده و موجب ها ژنعوامل رونویسی تنظیم بیان اکثر 

 شوند. در نتیجه بیان ی هدف میها ژنافزایش یا کاهش بیان 
 ی هدف را در پاسخ بهها ژنتواند بیان  فاکتورهای رونویسی، می

 دلیل تنش خشکی تنظیم کند. افزایش مقاومت در گیاه مقاوم به
 دلیل کاهش و درنهایت به AREBحضور عوامل رونویسی ژن 

ها است. با توجه به نقش فاکتورهای رونویسی  رسان فعالیت پیام
AREB  اسید و  ی القاشده توسط آبسزیکها ژندر تنظیم بیان

ی درگیر در تنش خشکی، احتمالاً افزایش بیان این ها ژنتعدادی از 
ها در رقم مقاوم، در مقاومت این رقم، تحت شرایط تنش  رسان پیام

برای سنتز  سییوفاکتورهای رون  عمدهی ها از نقشنقش دارد. 
های  ژن کردن، های خشکی، بیان و فعال ها مقاوم به تنش پروتئین

. استهای حفاظتی  های لازم برای سنتز مولکول هدف مانند ژن
های القاشونده توسط  برای بررسی نحوه بیان ژن طور معمول، به

  ناحیه پروموتر اهمیت زیادی دارد. خشکیتنش 
 و LEAREB روتئین با نامکدکننده یک نوع پ AREBبیان ژن 

ی تنظیمی دیگر است که ها ژنسری  تنظیم این ژن مرتبط با یک
دسته  و کند ترتیب هنگام تنش نقش مهمی را خشکی ایفا می بدین

، در این پژوهشمورد مطالعه ثر وم های ینپروتئ دیگر از
کننده  کنترل های یمآنز کینازهای  ینپروتئهستند. کیناز  پروتئین
 محیطی یها سلولی از جمله پاسخ به محرک مختلف هایدفرآین

 کیناز مطالعات بسیاری به جهت شناسایی نقش پروتئین هستند.
  صورت پذیرفته است.تنش خشکی  در مقاومت به

طور کلی صفت مقاومت به خشکی صفتی پیچیده است که علاوه  به
های متعددی در آن  ینپروتئو  ها ژنبر صفات مرفولوژیک گیاه، 

همچنین تنش ایجادشده در محیط، پیامی را ایجاد  و اردنقش د
ی ها سلولدر  عمدتاً هایی که  یرندهگکند که این پیام توسط  می

ی اندام هوایی فرستاده ها سلولریشه قرار دارند دریافت و به 
ها فاکتورهای رونویسی را فعال کرده که منجر به  یامپشود. این  می

های عملکردی و ترکیبات  ینپروتئی کدکننده ها ژنرونویسی از 
آبی را  یتاً با تولید این ترکیبات گیاه شرایط کمنهاشوند و  اسمزی می
دلیل هدفمندکردن تحقیقات آزمایشگاهی، در این  بهکند.  تحمل می

با کمک همچنین  MPK2و  AREBهای  میزان بیان ژنمطالعه 
. شدبررسی  نهاآساختار پروتئینی و ابزارهای بیوانفورماتیکی، توالی 

های فوق، ابتدا با  کارآیی پروتئین مطالعهبا هدف علاوه بر این 
 ها و موتیفثیر اسازی شد و در ادامه، ت روش تشابه، ساختار آن مدل

که منجر به افزایش کارآمدی این پروتئین  هایی یدآمینهاس
بینی شد. دستاوردهای پژوهش حاضر احتمالاً  شوند، پیش می
کارآمدی ی رزی ژن این پروتئین و در راستای ارتقاو منظور دست به

  خواهد بود.مفید بسیار آن، 
 و AREB های ژن بررسی و جداسازی هدف با حاضر پژوهش
MPK2 شد. انجام فرنگی گوجه خشکی به مقاومت مطالعه منظور به  

  
  ها مواد و روش

ارقام مورد استفاده در پژوهش تجربی حاضر دو رقم پتوپراید با 
ویژه به تنش دمایی و رقم  های محیطی به به تنش حساسیت

ردکلود با عدم حساسیت به دمای بالا و رشد در نواحی گرمسیری 
بودند که این ویژگی قابلیت مناسبی برای حمل و نقل ایجاد کرده 

  است.
گیری شاخص اکسیداسیون سلولی  جداسازی بذرها و اندازه

 Solanum)فرنگی  بذرهای گوجه ):TBARMاسیدتیوباربیتوریک (
lycopersicum) دیش قرار  روی کاغذ صافی اتوکلاو و در پتری

داده شدند، سپس با آب مقطر آبیاری صورت پذیرفت. بذور 
های گلخانه آزمایشگاه بیوتکنولوژی دانشکده  زده به گلدان جوانه

کشاورزی دانشگاه تربت حیدریه انتقال یافتند و از گیاهانی که به 
کل استفاده  RNAو  DNAمرحله چندبرگی رسیدند برای استخراج 

فرنگی مقاوم و حساس به تنش دمایی  شد. بذرهای دو رقم گوجه
های ردکلود و پتوپراید از بانک ژن گیاهی ایران واقع  ترتیب به نام به

 ٪۵سدیم  در کرج تهیه شدند. این بذرها ابتدا با محلول هیپوکلریت
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   ۱۳۹۷، پاییز ۴، شماره ۹دوره                                                                                                                                                                                                       مدرس تیدانشگاه ترب یفناور ستیز

های مجزا کشت داده  دقیقه ضدعفونی و سپس در گلدان۱۰مدت  به
بذرها در شرایط بستر سبک (کوارتز، ماسه، پرلیت و کوکوپیت شدند. 

منظور  ) کشت و در مرحله چهاربرگی به٪۲۰و  ۲۰، ۳۰به  ۳۰به نسبت 
قرار گرفتند. سپس  C۴°مدت شش هفته در دمای  سازی به بهاره
ساعت و طول ۱۶ها در اتاقک کشت گلخانه با شرایط طول روز  نمونه
و رطوبت نسبی  C۱۶°دمای شب  ، وC۲۷°ساعت (دمای روز ۸شب 
کیلوگرمی، سه ۲۰) قرار داده شدند. در ابتدا در هر گلدان بزرگ ۶۵٪

  بوته و پس از استقرار کامل به یک بوته تنک یافت.
این آزمایش در قالب طرح آماری کاملاً تصادفی با سه تکرار صورت 
پذیرفت، سطوح تیمار خشکی مشتمل بر مقادیر بار و براساس مقدار 

مگاپاسکال معادل حجم آب مورد نیاز در تکرارهای هر -۴و  -۲
عنوان شاهد  تیمار آبیاری شد. آبیاری کامل در حد ظرفیت زراعی به

نیز اعمال شد. دوره آبیاری پس از انتقال به گلخانه تحقیقاتی 
برداری برای  صورت هفتگی انجام شد. نمونه طور ثابت و به  به

در مورد هر تیمار، پنج روز  TBARMمحاسبه شاخص بیوشیمیایی 
پس از اعمال آبیاری در تیمار مربوطه و در مرحله آغاز گلدهی در 

  سه تکرار انجام شد.
 تنش میزان گیری اندازه معیاری برای که TBARMگیری  اندازه برای

 نهایی و محصول که اسیدتیوباربیتوریک است، مقدار اکسیداسیونی
است،  حیاتی های بزرگ مولکول اکسیداسیون واکنش پایدار نسبتاً 
همکاران  و هگگ روش از این خصوص شود. در می گیری اندازه

گرم نمونه برگ هموژنیزه و ۵/۰. در این روش [14]استفاده شد
% وزنی/حجمی) به آن ۱۵کلرواستیک ( لیتر اسیدتری میلی یک

شدت  لیتر استون به میلی۱۰اضافه شد. محلول حاضر با افزودن 
دقیقه ۱۵مدت  در دقیقه به۴۷۵۰(ورتکس)، سپس با دور مخلوط 

 با را حاصل شد سانتریفوژ از پس که کوچکی سانتریفوژ شد. رسوب
 دور با همان مجدداً  و وشو داده، ورتکس شست استون لیتر میلی۵
 شد. تکرار چهار مرتبه آخرین مرحله و دقیقه سانتریفوژ۱۰ مدت به

 لیتر میلی یک % و۱ اسید لیتر فسفریک میلی۳ مقدار سپس
 مدت % وزنی/حجمی) افزوده و محلول به۶/۰اسیدتیوباربیورتیک (

 سردکردن با واکنش سپس گرفت، قرار C۱۰۰°دمای  در دقیقه۳۰
 جذب محلول حاصل مقدار شد. متوقف یخ در داخل ها لوله سریع
دستگاه اسپکتروفوتومتر  وسیله نانومتر به۵۹۰و  ۵۳۲موج   طول با

  شد. گیری اندازه
برداری تصادفی و تکراردار برای انجام  نمونه آزمایشات مولکولی:

مطالعات مولکولی و بررسی بیان ژن نیز در زمان حداکثر رشد 
رویشی صورت گرفت و صفات فنوتیپی شامل تعداد برگ، سطح 

گلدهی و وضعیت ظاهری ثبت شد. در مورد  ٪۵۰برگ، تعداد روز تا 
رتبه یک برای شاهد و رتبه سه  دهی بر حسب وضعیت ظاهری رتبه

بار (مگاپاسکال)  اختصاص داده شد  ۴به بدترین وضعیت در تیمار 
ترتیب وضعیت نسبی حد واسط را  و بارز است که رتبه دو نیز به

  دهند. نشان می
ژنومی با  DNAاستخراج  :cDNAو  RNAژنومی،  DNAاستخراج 

روزه ۱۶های  از برگ گیاهچه [15]یافته تغییر شکل CTABروش 

کل، در زمان اولیه  RNAفرنگی صورت گرفت. استخراج  گوجه
های مسیر گلدهی برای پروتئین مورد نظر گیاه،  گلدهی که بیان ژن

از برگ گیاهان شاهد و تیمار با استفاده از به آن وابسته هستند، 
گیاهان (کیاژن؛ آلمان) براساس پروتکل  RNAکیت استخراج 

استخراج شد. برای بررسی حضور و ارزیابی خلوص و تعیین کیت، 
های اسپکتروفتومتری و الکتروفورز افقی روی  ، روشRNAغلظت 

  % مورد استفاده قرار گرفت.۸/۰ژل آگارز 
  

سنتتاز (سیگما؛ آلمان)  cDNAبا استفاده از کیت  cDNAسنتز 
و همچنین با  dTانجام شد، که این مرحله، توسط پرایمر اولیگو 

کریپتاز معکوس صورت پذیرفت. در انجام  استفاده از آنزیم ترانس
های حاصل  نمونه cDNAکمی، غلظت و کیفیت  نیمه PCRواکنش 

برداری معکوس بسیار مهم است به همین دلیل  از واکنش نسخه
 آنها با اسپکتروفتومتری تعیین شدند.

  

مورد نظر در بیشتر  های از آنجایی که توالی ژن طراحی آغازگرها:
فرنگی نامشخص بود و اولویت در ساخت  ها و ارقام گوجه گونه

خانواده است، آغازگرهای این  جنس یا هم آغازگرها، با گیاهان هم
های  های ژن موجود از سایر گونه آزمایش، براساس توالی

فرنگی و سایر گیاهان طراحی شدند. بر همین اساس، گیاهان  گوجه
فرنگی شناسایی و از  خانواده این دو رقم گوجه جنس یا هم هم

ها استفاده شد. برای این منظور  توالی ژن آن گیاهان و سایر خانواده
برای ساخت پروتئین شبیه  AREB1  توالی ناحیه کدکننده ژن AREB  و ژنMPK2 کیناز برای ساخت پروتئین Formin-like (protein 2) تالیانا آرابیدوپسیسهای مورد نظر در  عنوان ژن به 

)Arabidopsis thaliana شماره دسترسی: ؛AB017160 ،(
سولانوم )، AY530758؛ شماره دسترسی: Solanum lycopersicum esculentumاسکولنتوم ( سولانوم لیکوپرسیکوم

)، AY261513اسکولنتوم (شماره دسترسی: لیکوپرسیکوم 
)، AEKE02013223(شماره دسترسی: سولانوم لیکوپرسیکوم 
؛ شماره GSS )Ferum GSSتیپ فروم سولانوم لیکوپرسیکوم 

تیپ هینز سولانوم لیکوپرسیکوم ) و HE805209دسترسی:   NCBI) از بانک ژن HE805171.1(شماره دسترسی:  1706
و  3افزارهای پرایمر  گیری از نرم گرها با بهرهشناسایی شدند. این آغاز

های مشابه  نمودن توالی آرایی طراحی و سپس برای هم dTالیگو 
افزارهای بلاست و  وسیله نرم به NCBIشده در بانک جهانی ژن  ثبت GeneRunner 6.5.51 .بررسی شدند 

انتخاب شدند.  ۳´محل آغازگرها تا حد امکان نزدیک به انتهای 
نحوی انجام شد، که حداقل یکی از دو آغازگر  طراحی آغازگرها به

اگزون پسین قرار گیرد تا  - رفت یا برگشت در نواحی اگزون پیشین
های ژنومی جلوگیری شود.  از تکثیر غیراختصاصی ناشی از آلودگی
 های استاندارد و رگرسیونی بازده تکثیر آغازگرها با استفاده از منحنی

. [16]بررسی شدند LinRegPCR 7.0افزار  خطی منحنی تکثیر نرم
های مورد نظر طراحی و سپس توسط  جفت آغازگرهای مناسب ژن

  ).۲و  ۱های  شرکت آلمانی ترموفیشر ساخته شدند (جدول
  

  MPK2و  AREB1های  در ژن cDNAشده برای  آغازگرهای طراحی) ۱جدول 
 AREB1ژن  MPK2ژن   های پرایمرها ویژگی

  ACTTACTGTTGAAGACGCGC  AAGGCGCTTCTCTAATGGGT  آغازگرهای رفت
  CACATGTGCTGGTATTCGGG  GCCTCCTTTCAACGACCTTC  آغازگرهای برگشت

  1344  1485  باز) (جفتسایز 
  PCR °C۶۰ -۳۶ °C۵۹ -۳۶برنامه 
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  MPK2و  AREB1های  آغازگرهای طراحی شده برای قطعات اگزونی در ژن) ۲جدول 
  PCRبرنامه   باز) (جفتسایز   آغازگر برگشت  آغازگر رفت  ژن
MPK2  

  GTTGAAGACGCGCTTGCTCA  CATTTCTGGAACTAAAAATA  ۳۹۱  °C۶۰ -۳۶  ۱پرایمر 
  CAGTATTTCTTGTATCAGAT  CTCCATAAGCAGACGTAGCT  ۳۳۶  °C۶۲-۳۶  ۲پرایمر 
  CACACACAAACAGAAAAAGC  CAAACAATACCATAAGCTCC  ۳۱۳  °C۵۹ -۳۶  ۳پرایمر 
  TTGCAGTTGATTGGCACCCC  TCACCAGTAAGTCTCCTTCT  ۱۹۱  °C۶۰ -۳۶  ۴پرایمر 
  ATTGTTGCGATTAGAGATAT  CTGGCAATGTTCTTCTGATA  ۱۳۸  °C۵۶ -۳۶  ۵پرایمر 
  GTTCTGCTTTGAATTCGGAG  ATTTTCATGATCCATATGTC  ۱۳۱  °C۶۰ -۳۶  ۶پرایمر 
AREB1  
  GTGTAAGATTCGAGCTATTA  GACTGAGGAGTTTTAGTGAA  ۱۱۶۸  °C۵۹ -۳۶  ۱پرایمر 
  GCTAATACCACTAATTTCTT  TGTATTGCATCTTTGTGACA  ۷۸  °C۶۰ -۳۶  ۲پرایمر 
  ATGTGATTGAATAAAAGGTC  TCATCTTTTTAAATTTCTCT  ۷۶  °C۶۲-۳۶  ۳پرایمر 
  AAAGAGGAACCAGAACTTTA  TAACTAGATTACACTGCGTG  ۳۸  °C۶۰ -۳۶  ۴پرایمر 

  
مراز در زمان  ای پلی برای انجام واکنش زنجیره مطالعات بیان ژن:

ای  مرحله یک RT-PCR) از کیت RealTime-PCRواقعی (
تایم  (بیونیر؛ کره جنوبی) طبق روش ذکرشده در پروتکل دستگاه ریل

  (بیورد؛ ایالات متحده) استفاده شد. PTCترموسایکلر مدل 
های  مراز برای ژن ای پلی کاررفته در واکنش زنجیره میزان مواد به

AREB ،MPK2  و کنترل شاهد یکسان بودند و تنها آغازگرهای
شده از همه گیاهان شاهد و تیمار  استخراج RNA، از RT-PCRمورد استفاده برای تکثیر این دو ژن از هم متمایز بودند. برای انجام 

نانوگرم) برداشته شد و ۶۰۰تحت تنش خشکی به مقدار مساوی (
دلیل مطالعه دو ژن، دو تیوب  برای هر نمونه (شاهد و تیمارها) به

 AREBبرای هر ژن در نظر گرفته شد که در دو تیوب آغازگرهای ژن 
عنوان کنترل  بهاضافه و دو تیوب دیگر،  MPK2و آغازگرهای ژن 

های لیوفیلیزه  لولهها، در نظر گرفته شدند.  داخلی برای هر یک از ژن
را  PCRو انجام  cDNAموجود در کیت تمامی مواد لازم برای سنتز 

  داشتند.
 PCRبرنامه زمانی و دمایی واکنش توسط ترموسایکلر با  PCR  به صورت زیر بود: PCRبرنامه 
سیکل  ۳۵دقیقه و سپس ۵مدت  به C۹۴°صورت دمای اولیه  به
دقیقه و دمای  مدت یک هر کدام به C۷۲°و  ۶۵تا  ۵۴، ۹۴صورت  به

  دقیقه تنظیم شد.۱۰مدت  به C۷۲°نهایی 
-L]۶۵۰/درجه حرارتی اتصال آغازگرها طبق فرمول مازارس  (%GC)×۰.۴۱[+۶۹.۳ .پس از انجام  محاسبه شدPCR  کیفیت

برای این دو  PCRشد. کارآیی  بررسی ٪۸/۰محصول روی ژل آگارز 
کارآیی" محاسبه شد. (1-(Slope/1-)10)=ژن براساس فرمول "

ارزیابی کمی میزان بیان ژن با استفاده از روش مقایسه چرخه 
های فوق نسبت به  آستانه انجام شد. تغییرات نسبی بیان ژن

های مورد نظر قبل از ایجاد  یکدیگر نرمالایزه شد. میزان بیان ژن
عنوان کالیبراتور در نظر گرفته شد. مقادیر  تنش (محیط شاهد) به

و  لیواکستانه، محاسبه و تغییرات بیان ژن مطابق روش چرخه آ
  .[17]گیری شد اندازه شمیتگن

میکرولیتر محصول ۵در بررسی بیان هر ژن، در هر نمونه، مقدار 
وسیله  آگارز، الکتروفورز و سپس به ٪۸/۰، روی ژل PCRواکنش 

شدت باند موجود  ImageJ 1.42q (www.rsb.info.nih.gov/ij/index.html)افزار  نرم
بود). این  ۱۰۰بندی شدت باند بین صفر تا  روی ژل آنالیز شد (درجه

گیری  افزار قادر است شدت نسبی باند موجود روی ژل را اندازه نرم
های  صورت عدد نمایش دهد. در نهایت آنالیز آماری داده کند و به
 Excel 2016و  SPSS 15افزارهای  رسم نمودارها با نرم حاصل و

  انجام شد.

های  توالی :PIC2مطالعه انطباق و بررسی توالی پروتئینی ژن 
آمده از شرکت تکاپوزیست (ماکروژن) پس از مقایسه با  دست به

های  ، بررسی شدند و ترجمه هر یک از توالیNCBIبانک ژنی 
وسیله پایگاه داده مولکولی  نوکلئوتیدی کدکننده پروتئین به

. [18]انجام شد Expassy (www.expasy.ch)پروتئین 
سازی چندتایی با استفاده از بلاست موجود در  مطالعات ردیف

موجود در پایگاه  CLUSTAL Wو  NCBIپایگاه اطلاعاتی 
 .[19]صورت پذیرفت http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/Expassyاطلاعاتی 

رقم و گونه  ،MPK2و  AREB1های  مطالعات توالی پروتئینی ژن
های مشابه با استفاده از پایگاه  فرنگی ردکلود و پروتئین گوجه GeneBee (www.genebee.msu.su) [21 ,20]به اجرا درآمد .

تئوری نقطه ایزوالکتریک و وزن مولکولی پروتئین با  محاسبه
انجام شد.  Expassy http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.htmlاستفاده از ابزارهای موجود در پایگاه داده 

های موجود روی ساختار پروتئینی  ها و اسیدآمینه موتیف LeAREB ) و کیناز مورد بررسی قرار گرفتندwww.expasy.ch/ motif scan و براساس  تانگائوکارو  کولاسکار). با استفاده از روش
ها نیز شناخته  های موجود این پروتئین توپ نتایج تجربی، اپی

سازی پروتئین  . به دنبال ساختارهای پروتئینی، مدل[24-22]شد LeAREB .بعدی پروتئین ژن  مدل سه و کیناز نیز انجام شد
AREB  وMPK2 فرنگی، ابتدا با استفاده از پایگاه  رقم ردکلود گوجه M4T (http://manaslu.aecom.yu.edu/M4T)  و به روش
منظور پیداکردن  . به[26 ,25]به دست آمد سازی براساس تشابه مدل

ها با توالی  مدل مناسب، در این مرحله توالی پروتئینی این ژن
اری آنالیز واریانس شده، بلاست شد. آزمون آم ساختارهای شناخته

  به کار رفتند. SPSS 15افزار  و نرم
  

  ها یافته
فرنگی،  صفات مورفولوژیکی در رقم ردکلود گوجه کلیه مورد در

و  -۲تیمارهای  شاهد (آبیاری کامل) و بین داری معنی تفاوت
 پتوپرایدمگاپاسکال مشاهده نشد، در حالی که در رقم ۴

صفات  دار معنی و ها بارز و تغییرات محسوس فرنگی، تفاوت گوجه
مگاپاسکال کاملاً مشهود -۲شاهد و تیمار  تیمار بین مورفولوژیک

مگاپاسکال نیز به -۴و  -۲دار بین تیمارهای  بود، این تفاوت معنی
ای که در فنوتیپ ظاهری نیز این  گونه شکل بارزتری آشکار شد، به

ابل مشاهده بود. در تمامی صفات به غیر از صفت ارتفاع تغییرات ق
بوته، اختلاف آماری بین این دو تیمار وجود داشت. گیاهان رقم 
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 ها برگ زردی حال عین در و شده زودرس فرنگی گوجه حساس
 ارتفاع صفت مورد در ولی یافتند، کاهش نیز ها برگ تعداد و شدیدتر
  نشد. مشاهده مگاپاسکال- ۲و  شاهد بین یدار یمعن تفاوت بوته،
 .افتی شیافزا TBARM زانیم یخشک تنش شدت شیافزا با

 تنش بروز به منجر ییبالا سرعت بامگاپاسکال - ۴ تنش شدت
داری بین  آن را به دنبال داشت. در مقابل تفاوت معنی TBARM افت میزان ،یرگی اندازه تا روز هفت فاصله در و شد ویداتیاکس

  مشاهده نشد. مگاپاسکال-۲شاهد و تیمار  TBARMمیزان 
و  AREB1 یها ژن آغازگرهای اختصاصی برای از استفاده پس از

MPK2 ،از  قطعاتی تنها در رقم ردکلود تحت تاثیر تنش خشکی DNA و  ژنومیcDNA به دست آمد.  
و مجموع قطعات اگزونی،  cDNAتفاوت بین  AREBبرای ژن 

جفت ۱۰این تفاوت  زین MPK2 جفت نوکلوتید و برای ژن۱۲
  نوکلئوتید بود.

 بین فاصل حد در فرنگی در رقم ردکلود گوجه AREB1ژن 
 و اگزون چهار منطقه این و بود نوکلئوتید۶۳۵۰۴۵۱۳ تا ۶۳۵۰۰۶۶۸

  ).۱اینترونی داشت (شکل  ناحیه سه
 این که داد نشان MPK2 ژن cDNAژنومی و  DNAبررسی توالی 

 گرفته قرار نوکلئوتید۴۴۵۴۴۹۲تا  ۴۴۷۷۰۴۹بین  فاصل در حد ژن
اینترونی داشت. تجزیه  ناحیه پنج و اگزون شش نیز منطقه این و

 نیز (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/index) و تحلیل بیوانفورماتیک
  .نمود تایید را مناطق این و حضور صحت

چهار باند با  AREBهای ژنومی ژن  نتایج ژل الکتروفورز توالی
دهنده، قطعاتی  های متفاوت نشان داد. هر یک از باندها نشان مکان
  ).۲باز بود (شکل  جفت۳۵و  ۷۵، ۷۸، ۱۱۶۸های متفاوت  با طول

در رقم ردکلود  MPK2های ژنومی ژن  نتایج ژل الکتروفورز توالی
هر یک از باندها ، های متفاوت نشان داد چهار باند با مکان

، ۱۸۶، ۳۱۳، ۳۳۶، ۳۹۱های متفاوت  دهنده قطعاتی با طول نشان
  ).۳باز را نمایش دادند (شکل  جفت۱۳۱و  ۱۳۸

با افزایش شدت  AREB1میزان بیان ژن مقاوم به تنش خشکی 
لی که در بیان ژن تنش خشکی روند افزایشی نشان داد. در حا

MPK2  تفاوت خیلی بارزی مشاهده نشد. در ژنAREB1 این ،
نسبت به تیمار شاهد  مگاپاسکال-۴شدت افزایش برای تیمار 

ها منجر  های این ژن که به میزان بیشتری از رونوشت بیشتر بود
تظاهر بیشتر و بیان  MPK2نسبت به ژن  AREB1شد. ژن 

  بیشتری را نشان داد. 
میزان بیان بیشتری نشان داد،  MPK2نسبت به ژن  AREB1 ژن
آنها  رونوشت تعداد در تغییر مرجع، یها ژن خصوصیت ترین مهم
بود  فرنگی گوجه ارقام متفاوت در نظر مورد آزمایش شرایط تحت

  ).٤(شکل 
در رقم مقاوم و تیمار شاهد،  AREB1شدت باند و تظاهر ژن 

در همان شرایط بود. در  MPK2بیشتر از شدت باند و تظاهر ژن 
و نیز در رقم پتوپراید با  حالی که در رقم پتوپراید با تیمار شاهد

، تظاهر هر دو ژن تقریباً یکسان مگاپاسکال- ۴تیمار تحت تنش 
ی ها رونوشتاستخراج شده از  cDNAبود. میزان وضوح باندهای 

فرنگی حاکی از این موضوع است (شکل  در دو رقم گوجه ها ژناین 
در رقم  AREB1های ژن  رسد که رونوشت ). همچنین به نظر می۴

های  ل بیشتر از رونوشتمگاپاسکا-۴ردکلود با تیمار تحت تنش 
MPK2 .بود  
 با مقایسه در خشکی تنش تحت های نمونه باند شفافیت و وضوح
این افزایش  بود، بیشتر های بدون القای تنش خشکی، نمونه

 cDNAکه در  است mRNAهای  شفافیت، نتیجه همان رونوشت
  ).۴رساند (شکل  خود را به ظهور می

 را AREB1 ژن تظاهر افزایش مقاوم، رقم در خشکی تنش اعمال
دما قرار گرفت. در حالی خوش تغییر  بیشتر دست که دنبال داشت به

تغییر محسوسی را روی ژل الکتروفورز  MPK2که تظاهر ژن 
 ، در تحملMPK2در مقایسه با ژن  AREB1نتیجه، ژن  در نداشت،

 دخیل بارزی شکل به رقم ردکلود فرنگی گوجه در خشکی تنش به
  .)۴است (شکل 

ژن  بالای بیان میزان دهنده نشاندر زمان واقعی نیز  PCRنتایج 
AREB1  نسبت به ژنMPK2 ۴خشکی  تنش تحت گیاهان در -

، MPK2به ژن  نسبت AREB1 ژن افزایش بیانمگاپاسکال بودند. 
  ).١د (نمودار برابر مشاهده ش ۲۰۰تا  ۱۰۰بین 

  

  
با  PCR ) محصول۲) مارکر، چاهک ۱چاهک ؛ PCRژل الکتروفورز  نتایج )۱ شکل
 فرنگی گوجه رقم مقاوم cDNA به باز مربوط جفت۱۳۴۴ حدود طول به نواری

 حدود طول به نواری با PCR ) محصول۳، چاهک AREB1برای ژن 
 نشان را MPK2برای ژن  فرنگی مقاوم گوجه رقم cDNA به باز مربوط جفت۱۴۸۵
  دهد می
  

  ) الف(

  ) ب(
از یک جفت  PCR ؛ الف) محصولAREBژن الکتروفورز  نتایج ژل) ۲شکل 

از سه جفت آغازگر  PCR : قطعه اگزون اول)، ب) محصول۱آغازگر (پرایمر 
: ۱(پرایمر  AREBمنظور شناسایی طول قطعات تکثیرشده اگزونی ژن  متفاوت به

  : قطعه اگزون چهارم)۳: قطعه اگزون سوم، پرایمر ۲قطعه اگزون دوم، پرایمر 
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منظور  از شش جفت آغازگر متفاوت به PCR محصول الکتروفورز ژل) ۳ شکل

  MPK2شناسایی طول قطعات تکثیرشده اگزونی ژن 
  

  
و  AREB1های  شده برای ژن استفاده در زمان واقعی PCRنتایج ) ۱نمودار 
MPK2  بار و تیمار شاهد در گیاه ردکلود؛  - ۴در تیمارهای تحت تنشA ژن : AREB1 ،M ژن :MPK2 ،R ،مقاوم :D.S : خشکیشرایط تنش  

  

  
ارقام ردکلود و پتوپراید  در MPK2و  AREB1ی ها بررسی بیان ژن) ۴شکل 
بار (شرایط  - ۴فرنگی در شرایط تیمار شاهد (بدون اعمال خشکی) و تیمار  گوجه

: D.S: غیرمقاوم، N: مقاوم، MPK2 ،R: ژن AREB1 ،M: ژن Aتنش خشکی)؛ 
  شرایط تنش خشکی

  

 حساس و مقاوم دو رقم هر : درشده رونوشت های پروتئین بررسی
 و AREB1 های ژن برای توالی cDNA های طول توالی فرنگی گوجه

MPK2 دهنده پروتئین نشان توالی تعیین نتایج. بود تقریباً مشابه 
و  AREB1های  مربوط به ژن نوکلئوتید۱۱۸۲و  ۱۳۴۱ خوانش
MPK2 ۶و  ۵های  (شکل بود(  

 یزوالکتریکا نقطه، بود نهیدآمیاس ۴۴۷شامل  LeAREBپروتئین 
 و ۴۲/۹ یبترت به ینپروتئ ینا یو وزن مولکول

نیز  کیناز از طرفی پروتئین محاسبه شد و کیلودالتون۷۳/۴۷۹۷۷
و وزن مولکولی این که نقطه ایزوالکتریک  داشتاسیدآمینه  ۳۹۴

محاسبه  کیلودالتون۹۲/۴۵۲۳۲ و ۵۳/۵ترتیب  بهنیز پروتئین 
  ).٧ند (شکل شد

ها، نشان داد که این دو  سازی با درنظرگرفتن شرایط طبیعی، شبیه
که  روتئین در مخلوط آب، تجمع کرده و ماتریکسی را شکل دادندپ

  ).٣آب را دور کرد (جدول 
 ۹ حدوداً (مارپیچ آلفا  یساختارهابیشتر شامل  LeAREBپروتئین 

بود. تعداد بسیار اندکی از ساختار  کویل ساختار) و ساختار رندوم
چهارده کیناز  نیز در آن مشاهده شد. از طرفی پروتئینبتا  صفحات
و تقریباً، شش بتا پانزده ساختار از صفحات  ،مارپیچ آلفا ساختار

 ).۸داشت (شکل  کویل ساختار رندوم
با  LeAREB پروتئین دهنده تشکیل های اسیدآمینه توالی آرایی هم

که تنها  داد ها نشان های دیگر پروتئین یدآمینهاستوالی 
تشابه دارد، ولی ها  هایی از این پروتئین با دیگر پروتئین قسمت

، تشابه MPK2شده از ژن  کیناز بیان مدل ساختار مولکولی پروتئین
  داشت. MAPK6با پروتئین  ۹۳٪

  
 PIC2شده از ژن  بیان دهنده پروتئین واحدهای آمینواسیدی تشکیل )۳جدول 

  ترکیب آمینواسید

شده با  کیناز فعال پروتئین LeAREBپروتئین  آمینواسید
 میتوژن

 ۲۷  ۰/۶٪ ۳۰ ۶/۷٪ (A)آلانین 
 ۲۵ ۶/۵٪ ۲۳ ۸/۵٪ (A)آرژنین 

 ۳۴ ۶/۷٪ ۱۹ ۸/۴٪ (N)آسپاراژین 
 ۱۲ ۷/۲٪ ۲۴ ۱/۶٪ (D)آسپارتات 
 ۱ ۲/۰٪ ۶ ۵/۱٪ (C)سیستئین 
 ۳۷ ۳/۸٪ ۱۵ ۸/۳٪ (Q)گلوتامین 
 ۲۷ ۰/۶٪ ۲۹ ۴/۷٪(E)اسید  گلوتامیک
 ۶۲ ۹/۱۳٪ ۱۶ ۱/۴٪ (G)گلیسین 

 ۵ ۱/۱٪ ۱۵ ۸/۳٪ (H)هیستیدین 
 ۱۵ ۴/۳٪ ۲۸ ۱/۷٪ (I)ایزولوسین 

 ۳۲ ۲/۷٪ ۴۰ ۲/۱۰٪ (L)لوسین 
 ۲۲ ۹/۴٪ ۱۶ ۱/۴٪ (K)لیزین 

 ۱۷ ۸/۳٪ ۱۷ ۳/۴٪ (M)متیونین 
 ۱۳ ۹/۲٪ ۱۸ ۶/۴٪ (F)آلانین  فنیل

 ۲۹ ۵/۶٪ ۲۶ ۶/۶٪ (P)پرولین 
 ۳۴ ۶/۷٪ ۱۸ ۶/۴٪ (S)سرین 

 ۱۹ ۳/۴٪ ۱۸ ۶/۴٪ (T)ترئونین 
 ۳ ۷/۰٪ ۲ ۵/۰٪ (W)تریپتوفان 

 ۸ ۸/۱٪ ۱۶ ۱/۴٪ (Y)تیروزین 
 ۲۵ ۶/۵٪ ۱۸ ۶/۴٪ (V)والین 

 ۰ ۰ ۰ ۰ (O)پیرولیزین 
 ۰ ۰ ۰ ۰(U)سلنوسیستئین 

: ٣٩  مانده منفی باقی
اسید) (آسپاراژین+گلوتامیک

٥٣ :
اسید) (آسپاراژین+گلوتامیک

 : (آرژنین+لیزین)٣٩ : (آرژنین+لیزین)٤٧ مانده مثبت یباق
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  فرنگی در گیاه گوجه AREB1توالی نوکلئوتید و آمینواسید استنباطی از ژن ) ۵شکل 

  

  
  فرنگی در گیاه گوجه MPK2توالی نوکلئوتید و آمینواسید استنباطی از ژن  )۶شکل 

  

  )(الف

     )(ب
 بعدی سه ساختار و فضایی شکل) ب، توالی ساختاری این پروتئین با AREB1 شده ژن پروتئین بیان از قسمتی دهنده تشکیل های اسیدآمینه توالی آرایی هم) الف )۷ شکل

  دهنده ساختار نامشخص است) ین نشانچ مناطق نقطه( AREB1 شده ژن پروتئین بیان از قسمتی



 ۵۸۷ یفرنگ گوجه اهیگ یمقاومت به خشک یمنظور بررس به MPK2و  AREB یها ژن یو بررس یجداسازـــــــــــــــــــــــ ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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    (الف)

   )(ب
 بعدی سه ساختار و فضایی شکل) ب، توالی ساختاری این پروتئین با MPK2 شده ژن پروتئین بیان از قسمتی دهنده تشکیل های اسیدآمینه توالی آرایی هم) الف )۸ شکل

  MPK2 شده ژن پروتئین بیان از قسمتی
  

 یها یتوال بین تشابه درصد: نیپروتئ دو نیا نیب مشترک وجه
% به ۳۱مقاوم  رقم فرنگی گوجه در و کیناز LeAREBپروتئینی 

 به مربوط شدگی، شده، بیشترین حفظ انجام یفیرد همدست آمد. از 
 زیتما مشکی رنگ با (که ها نیپروتئ این انتهایی و ابتدایی مناطق

مربوط  مناطق در ها نیپروتئ این در یشدگ حفظکمترین  ) واند افتهی
  ).۹بود (شکل  ها نیدوم به

ی این پروتئین، شباهت ناچیزی با ا نهیدآمیاسبعضی از مناطق 
ی خشکی را ها تنشهای مقاومت به  دیگر عوامل رونویسی، ژن

 AP2با ناحیه  LeAREBداشتند. از مقایسه مناطق توالی پروتئین 
آرایی به دست  هم ٪۲۴نیز است،  DREBکه عامل رونویسی ژن 

  ).۴؛ جدول ۱۰و  ۹های  آمد (شکل
  

  
  MPK2 و AREBهای دو پروتئین  ی توالی اسیدآمینهتراز هم) ۹شکل 

  

  
 یها نهیدآمیاس توالی سهیمقا از بیوانفورماتیکی یها لیتحل و تجزیه )۱۰ شکل
های  منظور تظاهر پروتئین به MPK2 و AREB ژن توالی ترجمه از حاصل LeAREB ۱؛ پروتئین مقاوم فرنگی گوجه رقم در و کیناز :LeAREB ۲، پروتئین :
 کیناز

  همپوشانی مناطق پروتئینی )۴جدول 
  ۲۱۰۰۲۷کد توالی مورد جستجو:   سه منطقه همپوشانی یافته

  ۴۰تا  ۴منطقه اول: مکان 
  ۳۹/۲) ٪۵(  فاصله

  ۳۹/۱۸) ٪۴۶(  شده جانشینی حفظ
  ۳۹/۱۲) ٪۳۱(  یکسانی

  ۲۹تا  ۱۹منطقه دوم: مکان 
  ۱۲/۱) ٪۸(  فاصله

  ۱۲/۹) ٪۷۵(  شده جانشینی حفظ
  ۱۲/۷) ٪۵۸(  یکسانی

  ۱۹۹تا  ۱۸۸منطقه سوم: مکان 
  ۱۲/۰) ٠(  فاصله

  ۱۲/۸) ٪۶۶(  شده جانشینی حفظ
  ۱۲/۵) ٪۴۲(  یکسانی

  ۳۹۴: ۱تعداد اسیدآمینه پروتئین 
  

  بحث
 و AREBهای  پژوهش حاضر با هدف جداسازی و بررسی ژن

MPK2 فرنگی انجام  منظور مطالعه مقاومت به خشکی گوجه به
  شد.

 در دهی رتبه با انجام آن تغییرات میزان و گیاه ظاهری وضعیت
صفات مورد ارزیابی شامل عملکرد صورت پذیرفت.  گلدهی اوایل
که در مرحله انتهایی رشد (، ارتفاع بوته، وزن هزار دانه بذر

های  سطح اکسیداسیون سلولی و روند بیان ژن )،گیری شد اندازه
AREB 1 و MPK2 ند.بود  

خشکی،  در پاسخ به سطوح مختلف تنشفرنگی  گوجهبذور 
مگاپاسکال آستانه -۲ سطح، های رشدی متفاوتی نشان داد پاسخ

به مگاپاسکال کاهش رشد آن - ۴ و در سطحبود تحمل این گیاه 
سطح  ،، ارتفاع بوته، وزن هزار دانهبذرعملکرد لحاظ صفات 

در ، MPK2و  AREB 1های  اکسیداسیون سلولی و روند بیان ژن
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طور کلی نتایج پژوهش حاضر  . بهمقایسه با شاهد مشاهده شد
توانند نقش مهمی در  می MPK2و  AREB1های  نشان داد که ژن

  ایجاد مقاومت به تنش خشکی را ایجاد کنند.
 افزایش جنبه از های محیطی تنش اغلب مولکولی دیدگاه از

خشکی نیز  تنش نظر از این هستند. اکسیداتیو مشترک فرآیندهای
 تنش خشکی ایجادشده در گیاه در وضعیت نیست. اساساً  استثنا

اکسیژن را افزایش  فعال های رادیکال میزان ،مگاپاسکال- ۴و  -۲
نتوانند، سطح  غیرآنزیمی، و آنزیمی های واکنش چنانچه و دهد می

دهد.  می رخ اکسیداتیو تعدیل کنند، تنش را ها رادیکال مناسب این
حد  از افزایش بیش سلولی، غشای آسیب مانند آن خساراتی پی در

 امر این تشدید شود. با حاصل می ها چربی اکسیداسیون
نیز در معرض خطر  DNAها و  حیاتی مانند پروتئین های مولکول

گ سلول رخ پیری سلولی و پس از آن نکروز و مر تاً ینهاقرار گرفته و 
 تنش اکسیداتیو میزان و سریع ساده دهد. در این راستا، ارزیابی می
 یشاخص عنوان به TBARMگیری میزان  است. اندازه اهمیت حایز
 ییکارآ ها یچرب ونیداسیپراکس و یسلول ونیداسیاکس زانیم از

  .[11]دارد یقبول قابل
 به پاسخ در ها، ژن این بیان افزایش که هستند آن از حاکی شواهد
 ایجادشده، دما افزایش با که خشکی از تنش حاصل اسمزی تنش
در مقایسه  AREB1ژن  بیان میزان حاضر پژوهش البته در. است

 رقم ردکلود بیشتر بود و بیشترین در MPK2با میزان بیان ژن 
 شرایط رقم ردکلود در تیمار در AREB1 ژن های رونوشت تعداد
ردکلود که از ارقام مقاوم  رقم در .و افزایش یافت تجمع خشکی
 در مقاوم های پروتئین عنوان به ژن این فرنگی بود، محصولات گوجه
 خشکی های تنش برای ای دهنده پاسخ و خشکی تنش برابر

 که این اول باشد، ارزشمند تواند می دلیل دو به نتایج این .هستند
 نشان را دولپه گیاهان در ژن بیان برای S35انداز  راه مناسب کارآیی
تواند،  یم AREB1 ژن بالای بسیار بیان اینکه دوم و دهد می

 های به تنش و تحمل شده دست پایین های ژن بیان افزایش موجب
  بخشد. را بهبود می محیطی مختلف

  

 رونویسی عوامل ترین مهم تنش خشکی، از به پاسخ فاکتورهای
 و رشدونمو به مربوط های ژن بیان تنظیم در که هستند گیاهی
 ژن یک انتقال جای به توان می و دارند دخالت ها تنش به مقاومت
 بیان کاهش و افزایش برای رونویسی فاکتورهای از عملکردی
 استفاده گیاهان اصلاح منظور به عملکردی های ژن از تعدادی
 هنگام رونویسی فاکتورهای از دسته این . بیان[27]کرد

 هورمون حضور به پاسخ در پاتوژن، حمله گیاه، دیدگی آسیب
 . به[28]شود می القا محیطی های تنش و اسید آبسزیک گیاهی
که  MPK2و  AREB1ی ها ژنحاضر  پژوهش در منظور همین

  گرفتند. قرار مطالعه مورد و فاکتورهای رونویسی هستند، جداسازی
 از استفاده شد. پس از انجام cDNAو سنتز  mRNAاستخراج 

تنها در رقم  MPK2و  AREB1 یها ژن برایآغازگرهای اختصاصی 
 cDNAو  ژنومی DNAاز  قطعاتی ردکلود تحت تاثیر تنش خشکی،

  .به دست آمد
  

تعداد توالی و  cDNA درست و ساخت استخراج از اطمینان برای
مجموع  با cDNA و الکتروفورز PCRواکنش  طول محصولات

 cDNAشده از  های نوکلئوتیدی قطعات هگزونی استخراج توالی
این مقایسه برابری نسبی قطعات  که مورد نظر، مقایسه شدند، cDNA  با مجموع قطعات هگزونی را اثبات نمود. برای ژنAREB 

جفت نوکلوتید و ۱۲و مجموع قطعات اگزونی،  cDNAتفاوت بین 
رود  لئوتید بود احتمال میجفت نوک۱۰تفاوت  زین MPK2 برای ژن

طراحی پرایمرها در ترسیم قطعات اگزونی یا تفاوت در 
فرنگی موجب این تفاوت  نوکلئوتیدهای ارقام گوناگون گوجه تک

هر یک از  cDNA که است این بر شده باشند. همچنین اطمینان
 آن دلیل ها داشت و ژن آن ژنومی DNA از متفاوتی توالی ها ژن

در . است هگزونی مناطق ماندن باقی و اینترونی مناطق شدن کاسته
، پس از AREB1ژن  cDNAژنومی و  DNAمطالعه توالی 

 مشخص شد که NCBIکردن این توالی از روی بانک جهانی  بلاست
 ناحیه سه و اگزون چهار فرنگی ژن در رقم ردکلود گوجه این

 ۵دارای شش اگزون و  MPK2اینترونی داشت. منطقه حاوی ژن 
 این و حضور صحت نیز اینترون بود، تجزیه و تحلیل بیوانفورماتیک

  .نمود تایید را مناطق
 دو از پژوهش این در که فرنگی گوجه MPK2 و AREB1 ژن توالی
 در آمد، دست به فرنگی گوجه رقم این در cDNA و ژنومی منبع
 طولی ژن جهانی بانک براساس که است کامل ژنوم از قسمتی واقع
 با معادل طولی و AREB1 ژن باز برای جفت۷۲۹۳۱ با معادل
  .دارد MPK2 ژن باز برای جفت۸۱۱۲۹

چهار جفت آغازگر طراحی شدند.  AREBژن های ژنومی  برای توالی
و الکتروفورز، رقم مقاوم در ژل پلی  PCRدر نهایت بعد از 

های  و چهار باند با مکان اکریلامید مورد آزمایش قرار گرفتند
نیز شش  MPK2های ژنومی ژن  متفاوت ایجاد کردند. برای توالی

و الکتروفورز،  PCRکه در نهایت بعد از  جفت آغازگر طراحی شدند
و چهار باند با  ردکلود در ژل پلی اکریلامید مورد آزمایش رقم
  های متفاوت ایجاد کردند. مکان

 در صرفاً  مگاپاسکال-۴ تنش، تحت تیمارهای و شاهد تیمارهای
 گرفتند. قرار بررسی مورد حاضر، پژوهش مولکولی پژوهش مبحث
 تکثیر برای PCR واکنش ،cDNA ساخت و RT-PCR انجام از پس
 و شد انجام اختصاصی پرایمرهای با MPK2 و AREB1 های ژن

 هم و حساس رقم برای هم الکتروفورز ژل روی PCR واکنش نتیجه
 در و (شاهد) خشکی تنش القا، بدون حالت دو در مقاوم رقم برای
  .شد بررسی مگاپاسکال- ۴ میزان به تنها خشکی تنش القا، صورت

 AREB1در پژوهش حاضر میزان بیان ژن مقاوم به تنش خشکی 
با افزایش شدت تنش خشکی روند افزایشی را نشان داد. در حالی 

  تفاوت خیلی بارزی مشاهده نشد.  MPK2که در بیان ژن 
ها  آن رونوشت تعداد در تغییر مرجع، یها ژن خصوصیت ترین مهم
. بود فرنگی گوجه ارقام متفاوت در نظر مورد آزمایش شرایط تحت

 تعیین که روش دقیق دیگری، برای در زمان واقعی PCRروش 
نیز نتایج حاصل از پژوهش حاضر  ،[29]است اولیه بیان الگوی مقدار

نسبت  AREB1ژن  بالای بیان میزان دهنده را تایید کرد، که نشان
مگاپاسکال، در -۴خشکی  تنش تحت گیاهان در MPK2به ژن 

تحت تاثیر تنش خشکی، در گیاهان بود.  شاهد مقایسه با گیاه
 ۲۰۰تا  ۱۰۰بین ، MPK2به ژن  نسبت AREB1 ژن افزایش بیان

در زمان  PCRکه آزمایش  لازم به ذکر است .برابر مشاهده شد
  صورت پذیرفت. فرنگی فقط روی گیاهان گونه ردکلود گوجهواقعی 
 گاهی طی تنش خشکی القاشده، اکسیژن های رادیکال افزایش
 تصور. است رونویسی عوامل توسط رونویسی آغاز برای محرکی
 نقش توانند اکسیژن می از شده مشتق های رادیکال که شود می

تفاوت در الگوی بیان . [30]داشته باشد گیاه رشدونمو در اساسی
ایجاد  اهای درون یک گونه ممکن است منش ها در واریته ژن

  .[31]باشد خشکیو حساس به تنش  قاومهای م واریته
 cDNA های طول توالی فرنگی گوجه حساس و مقاوم دو رقم هر در

 برای. بود تقریباً مشابه MPK2 و AREB1 های ژن برای توالی
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های  ها، توالی اسیدآمینه پروتئین شناخت بهتر توالی این ژن
های  ها و همچنین، ساختار اسیدآمینه شده از این ژن بیان

فرمول اتمی برای . ها بررسی شدند این پروتئین دهنده  تشکیل
و برای  LeAREB ،C2061H3296N628O658S18پروتئین 
است. خواص  C2023H3147N545O587S23کیناز  پروتئین

ها به میزان زیادی، از چگونگی ساختار  عملکردی و کاربرد پروتئین
گیرد. در پژوهش حاضر، شکل فضایی بخشی  بعدی آنها منشا می سه

های  کردن توالی و کیناز با بلاست LeAREB های پروتئیناز این 
لوژیکی ترسیم شد. هر نوع تغییر سازی همو مشابه و براساس مدل
  تواند موجب اختلال در عملکرد آن شود. در این ساختار می
ی اصلی ها بخششده، از  بعدی ترسیم های سه با توجه به فرم

ی نامنظم پروتئینی ها بخشنشده از  پروتئینی و نواحی ترسیم
ی ساختارهابیشتر شامل  LeAREBپروتئین اصولاً مشخص شد که 

است. تعداد بسیار اندکی از  کویل و ساختار رندوممارپیچ آلفا 
کیناز  نیز در آن دیده شد. از طرفی پروتئین بتا ساختار صفحات

 وبتا پانزده ساختار از صفحات  ،مارپیچ آلفا چهارده ساختار شامل
 آلفا ثانویه یساختارهابود.  کویل تقریباً شش ساختار رندوم

ها  منظم پروتئین دوم یساختارها تهدس دربتا  صفحات و هلیکس
شونده) قرار   تکرار و ثابت پیوندهای هیدروژنی انواع و زوایا (دارای
به همراه بعضی از ساختارهای  تصادفی یها چیپ گیرند. می

 تصادفی و تکرارناپذیر نامنظم ثانویه ساختارهای جزء کویل، رندوم
بعضی از  ساختار شدن منظم شوند. اصل ی میبند طبقهپروتئینی 
 دلیل حضور به کیناز و پروتئین LeAREBی پروتئین ها قسمت
 لوسین، آلانین، فنیل تریپتوفان، ی پرولین،دهاینواسیآم توالی

  است. آسپارژین و والین، سیستئین ایزولوسین،
 زیر اعضای از AREB1 ژن که نمود، دومین، اثبات ناحیه وجود
دوستی،  آب جمله از دیگری عوامل است. DREB مهم خانواده
ترتیب  که به یزوالکتریکا نقطهو ی وزن مولکولپذیری،  انعطاف

پرولین و  بستگی به مجموع درصد آرژنین، گلوتامات، سرین،
تریپتوفان دارد، نیز  آلانین، تیروزین، مجموع درصد سیستئین، فنیل

. البته لازم به دینما یمساختار نقش اساسی ایفا  شدن این در منظم
بودن   تر منظمذکر است که حضور ساختار صفحات بتا در 

کمک بیشتری کرده  LeAREBکیناز نسبت به پروتئین  پروتئین
  است.

  

 ناحیه یک آن کربوکسیلی ناحیه کیناز در پروتئینی در ساختار
توالی متمرکزکننده  و احتمالاً تعدادی نواحی فسفریلاسیون

 بینی پیش (NLSs)ی ا کزکننده هستهای یا سیگنال متمر هسته
، تکرارهای غنی TGACGهای  موتیف دارای ژن این شود. پیشبر می
 CCAATو جعبه  CGTCA، موتیف TC ،ERE HSE ،LTRاز 

 ژن بیان مكان و زمان شدن اختصاصی سبب ها موتیف این است.
های  تنش به پاسخمانند  خاص بیانی الگوهای برای شوند؛ و می

  هستند. ضروری گیاهان خشکی در
کردن  بعدی این پروتئین با بلاست همچنین در بررسی ساختار سه

سازی همولوژیکی، شناخت بهتری  های مشابه و براساس مدل توالی
 آرایی و کیناز مشخص شد. هم LeAREBهای  از عملکرد پروتئین

با توالی  LeAREB پروتئین دهنده تشکیل های اسیدآمینه توالی
هایی از  که تنها قسمت ها نشان داد ای دیگر پروتئینه یدآمینهاس

ها تشابه دارد. ولی مدل ساختار  این پروتئین با دیگر پروتئین
% با ۹۳، تشابه MPK2شده از ژن  مولکولی پروتئین کیناز بیان

فرآیندهای  MAPKsهای  را نشان داد. پروتئین MAPK6پروتئین 
فیزیولوژیکی گیاه را، در ارتباط با سه پروتئین دیگر از خانواده کیناز، 

  کند. ی گیاه کنترل میها اندامدر 

ها طی تنش خشکی  از آنجا که میزان تظاهر هر دوی این پروتئین
و هر دوی آنها از عوامل و  یابد داری افزایش می به میزان معنی

ی ها یتوالمین منظور ساختار و به ه فاکتورهای رونویسی هستند.
 و AREB1 های از ژن آمده دست به های اسیدآمینه از حاصل

MPK2 یکدیگر با مقاوم رقم مربوطه، در یها نیپروتئ ساخت برای 
 انیم رابطه شینما برای یتراز هم این ؛ کهشدند مقایسه

ساختار  یموجود رو های یفموتو شناخت  ها نهیدآمیاس
 صورت پذیرفت. (mitogen-activated protein kinase 2) و کیناز LeAREB (AREB-like protein)های  پروتئین
 در و کیناز LeAREBپروتئینی  یها یتوال بین تشابه درصد
های  % نشان داده شد. اسیدآمینه۳۱مقاوم  رقم فرنگی گوجه

 و را دارندمشابه  یکارکرد یا یساختار  یفهدهنده وظ نشانیکسان، 
ی و ا نقطهی ها جهشحاصل  توان یمدو توالی را، عدم انطباق 

 دو این نمود. احتمالاً تفسیر  اورهای تداخلی یا کراسینگ حذفی
، تکاملی نیز بهم مرتبط هستند نظر بوده و از همولوگ پروتئین
 مشترک مناطق .اند یافته تکامل مشترک اجدادی ژن یک چنانچه از

 مناطق این حضور احتمال پروتئین، دو این یا نهیدآمیاس توالی در
 اثبات راها  تنش به مقاومت ایجاد برای دیگر های ژن در را
شدن به هر میزان،  بیان صورت در ،LeAREBپروتئین  .دینما یم

ی ا نهیدآمیاس. بعضی از مناطق دینما یم ایجاد را تنش به مقاومت
های  این پروتئین، شباهت ناچیزی با دیگر عوامل رونویسی، ژن

طور جالب  بهی خشکی را دارد. در این پژوهش ها تنشمقاومت به 
 AP2با ناحیه  LeAREB، از مقایسه مناطق توالی پروتئین توجه

آرایی به دست  هم ٪۲۴نیز است،  DREBکه عامل رونویسی ژن 
 جادیاهای  د که اغلب پروتئینان مطالعات نشان داده راً یاخآمد. 

 یمشابه یها فیموت اهان،یگموجود در  یمقاومت در برابر خشک
 از خانواده نیا یدر اعضا یو با وجود شباهت ساختاردارند 
تاکنون نقش  جهینت ندارند و در را یکسانی نایبالزاماً  ها، پروتئین

  .[32]است مشخص نشده اهانیها در گ پروتئین نیا
 اندازهای راه تحت AREB1 ژن یافته افزایش بیان طبق مطالعات

 القاپذیر دست پایین های محصولات ژن تجمع به منجر مختلف
 محیطی های تنش انواع به تحمل بهبود و تنش وسیله به
 اعمال طبق نتایج پژوهش حاضر با .است شده یستیزریغ

 افزایش رونویسی عوامل از برخی بیان مدت طولانی های تنش
، از طرفی ماند یم باقی بالا تنش همچنان دوره خلال در و یابد می

، به AREB 2و  AREB 1های  پروتئین یساز شده که فعال معلوم
 یلاسیوناست که احتمالاً فسفور یازمندن ABAوابسته  با ییریتغ

 و کاهش را رونویسی سرعت عمل، . این[10]است ABAوابسته به 
زیرا  [33]دهد می افزایشها  تنش به را تراریخته گیاهان تحمل
گلوکز است و  یرسان یاماز پ یجزء مهم LeAREBهای  پروتئین

و  یشور ی،آن بر تحمل به تنش چندگانه شامل خشک یشترب یانب
 انتقال و ژن بیان سیستم دو مولکولی پاسخ [34]ثر استوگرما م
 محیطی های تنش با مواجهه در آنها، میان متقابل اثر و پیام

 یداخل ABAپس از تجمع  AREB یستم. ساست پیچیده مختلف
 یتوسط خشک ABA ساخت کند. عمل می یخشک یطدر شرا
را  یمیتنظ ABAژن وابسته به  یانب یستمشود و دو س می یکتحر

مقاوم به  های ژن از بعضی بیان . الگوی[35]است MYC/MYB یستمس یگریو د bZIP/ABRE یستمس یکیکند که  فعال می
 بالایی بیان دارای مقاوم ارقام در که است شکل این ها به تنش
 هستند حساس ارقام به نسبت خشکی تنش کنترل و شرایط تحت
 هر در بیان آنها، داری معنی کاهش و افزایش تنش، اعمال اثر در و
 گروه این بنابراین. شود می مشاهده حساس و متحمل رقم دو
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 و کنترل شرایط در هم طور پیوسته به که هستند هایی ژن شامل
 به آنها بیان ولی شوند می بیان متحمل ارقام در تنش شرایط در هم
 هیآغازگرها براساس ناح یطراح پژوهش حاضردر  میزان نیست. یک
فرنگی  دو گونه گوجه نیدر ا یهای مقاومت به تنش خشک ژن ای

 در را ها ژن نیا حضورتوانند  می مرهایپرا نیصورت گرفت که هم
 گرید در یحت ای فرنگی گوجه مقاوم های گونهی ها گونه گرید

 شماری بی های توالی روزه هر که یخشک تنش به مقاومی ها گونه
 نکته .ندینما اثبات رسد، می ثبت به یاطلاعات های بانک در آن از

این دو ژن، به  cDNAهای  توالی ردیفی پس از هم قابل توجهدیگر 
دارند.  هایی نیز با یکدیگر شباهت دادند که لحاظ پروتئینی نشان

 است که هم در مسیر وابسته به طبق مطالعات مشخص شده
خانواده عوامل  ،و هم در مسیرهای مستقل از آناسید  آبسزیک
نقش  ی بوده کها شده از عوامل رونویسی شناخته AP2 رونویسی
 اگرچهها  این ژن در بررسی عمل. ندینما یایفا م ی راثرومهم و م
 توان ینمرا دارند، ولی  AP2هایی از عامل رونویسی  والیفقط ت

دانست، به همین  AP2ها را از خانواده  عوامل رونویسی این ژن
که  را دارند AP2ها عوامل رونویسی متفاوتی از  دلیل این ژن

دانست. با  اندازها راهعملشان را، نقش القایی در فعالسازی  توان یم
و  AP2توجه به اندک شباهت این دو ژن با عوامل رونویسی 

 که این است بر های این دو ژن فرض شباهت بیشتر بین توالی
 پدیده طریق از ها روسیو و سیانوباکترها های ژن جانبی انتقال

 خانواده تشکیل منشا و صورت گرفته گیاهان به داخلی همزیستی
 در سپس است. شده AP2ناحیه  رونویسی دارای عوامل بزرگ

 شدن اضافه یا حذف مانند مختلفی یها دهیپدطریق  از گیاهان
 مختلف و اعضای دیگر طرق یا جایی ها، جابه اگزون ها و اینترون

. [36]اند آمده به وجود بزرگ خانواده این گوناگون های زیرخانواده
 DREBمانند ژن  AREBطی مهندسی ژنتیک عامل رونویسی ژن 

قادر است همزمان القای چندین ژن القاشونده در تنش را تحت 
 گیاهان ژن، انتقال معمول های تنظیم خود داشته باشد. در روش

 ژن، یک تنها انتقال دلیل به ولی اند، شده فراوانی معرفی تراریخت
های مقاوم به  ژن انتقال اما است، شده مشاهده بهبود نسبی
 دارد و عهده بر را ژن چندین انبی تنظیم دلیل اینکه خشکی به

 زیادی مطالعات . تاکنون[38 ,37]باشد داشته چندگانه تواند آثار می
ژن  انتقال مثال عنوان صورت گرفته، به MPKو  AREBژن  روی

AREB موجب افزایش تنها نه یا برنج، توتون به فرنگی گوجه از 
 بلکه شده، تراریخته توتون در به خشکی و دمای پایین مقاومت
در  است. نیز شده ها یماریب شوری و به مقاومت بهبود موجب
ی معمول انتقال ژن گیاهان تراریخت فراوانی معرفی ها روش
دلیل انتقال تنها یک ژن، بهبود نسبی مشاهده شده  که به اند شده

دلیل اینکه تنظیم بیان چندین ژن را  به AREBاست، اما انتقال ژن 
  .[38 ,37]تواند آثار چندگانه داشته باشد بر عهده دارد می

های  های مقاوم به تنش ژن بر شناسایی علاوه پژوهش این نتایج
 القا های راه یافتن به فرنگی، های گوجه گونه پلاسم خشکی و ژرم
کاهش  و محصول افزایش منظور به پربازده ارقام مقاومت در
ید. نما یمکمک  حساس محیطی های از تنش ناشی خسارات

های  ورزی دستاوردهای مطالعه حاضر قابلیت استفاده در دست
 AREBهای  ژنبیان بیشتر د. دار nsLTP2پروتئینی آینده را روی 

های تراریخته تعدادی از گیاهان زراعی، تحمل به  در بوته MPKو 
قیت افزایش داده است. یخبندان، خشکی و شوری را با موف

مطالعات روی سایر عوامل رونویسی مرتبط با پاسخ به تنش در 
به تولید  ها پژوهشحال پیشرفت است. امید است که نتایج این 

غذای پایدار در کشورهای در حال توسعه و جلوگیری از آسیب 

د. از نگاهی دیگر، پدیده محیطی در سطح جهانی کمک کن
که شناسایی  ی جدی استا هالمسد آب سالی و بحران کمبو خشک

را بیشترین سازگاری های مقاوم به خشکی در گیاهان،  و انتقال ژن
ی در راستای ا عمدهتواند نقش  این خود می ؛ کهبخشد یمبه گیاه 
  را ایفا نماید. کمبود آبجبران 

دستاورد نهایی پژوهش حاضر، این بود که با توجه به کمبود آب به 
و افزایش خشکی در مناطقی مشخص از ایران، شکل روزافزون، 

های مقاوم به خشکی در برخی از گیاهان،  شناسایی و حضور ژن
ها در شرایط القا خشکی نسبت به شرایط  شدن این ژن افزایش بیان

شده  های بیان بعدی، پروتئین نرمال و همچنین مطالعه ساختار سه
شدن  برای مشخص ها، های مورد نظر، و مقایسه این پروتئین از ژن

ها، همگی از الزامات مطالعه  سازوکار و عملکرد این پروتئین
مقاومت به خشکی در گیاهان و ایجاد روند افزایشی در افزایش 

های مذکور به دیگر  های آتی، انتقال ژن مقاومت، همچنین در پروژه
گیاهان باعث انتقال صفت مذکور (مقاومت به خشکی) به دیگر 

  شود. گیاهان می
توان به این مورد اشاره  می های مطالعه حاضر محدودیتجمله از 

طور  به AREBهای مقاوم به خشکی، مانند ژن  انتقال ژنکرد که 
کند و  همزمان القای چندین ژن القاشونده در تنش را تنظیم می

  تواند آثار متعدد داشته باشد. تنظیم بیان چندین ژن می
منظور اصلاح گیاه از فاکتورهای پاسخ به تنش  شود به توصیه می

های رشدونمو استفاده کرد، همچنین  خشکی برای تنظیم بیان ژن
در دیگر گیاهان  MPKو  AREBهای  شود حضور ژن پیشنهاد می

ها بیشتر  مورد بررسی و آزمون قرار گیرد، تا بتوان بر اهمیت این ژن
گیاهان با شرایط مشابه انتقال داد. یادآور  پی برد، و آنها را به دیگر

های  شویم، که صفت مقاومت به خشکی با توجه به محدودیت
  ترین صفت یک گیاه است. منابع آب از مهم

  

  گیری نتیجه
افت  یک،اغلب صفات مورفولوژ ی،تنش خشک یزانم یشبا افزا

 یشبا افزا یسلول یداسیوندارند اما شاخص اکس یقابل توجه
. ژن مقاوم به تنش دهد ینشان م یریگ چشم یشتنش، افزا یزانم

القا  یشترب یخشک یستیز یها تنش یرتحت تاث AREB1 یخشک
 نشان یادیتفاوت ز MPK2ژن  یانکه ب یدر حال شود، یم
  .دهد ینم
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