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آن)Brassica napus( در كلزا ABF2جداسازي ارتولوگ ژن و بررسي ويژگيهاي مولكولي

يزاريشيشتآهمطافويضارنموه

زاريشدانشگاهيزرواشكهدكشناديزرواشكيژولونكتويبارشديكارشناسهتخومآشنادورايداتسابه ترتيب

 مقدمه

و بزر و در منـاطق خشـك بـراي كشـاورزي چالش گترينتنش خشكي از مهم ترين تنش هاي غير زنده
بهبود ژنتيكي گياهان زراعي. زراعي مي شودعملكرد محصولات است كه موجب كاهش چشمگير نيمه خشك

مهندسـي ژنتيـك بـا.خشـكي اسـت منفـيي از راهبردهاي اصلي مبارزه بـا آثـار در جهت تحمل خشكي يك
مسـيرهاي متـابوليكي مـرتبط بـا تـنش خشـكي، يـك پروتئين هاي مـؤثر در استفاده از ژن هاي رمز كننده 

 . مي باشد براي ايجاد گياهان تراريخت متحمل به خشكي موثراستراتژي 

ا هادر گياهان، ميزان بيان بسياري ي به نام عوامل رونويسـي بـهيز ژن ها به وسيله متصل شدن پروتئين
، تنظيم از مهم ترين آن هـا.مي شود مكان هايي با توالي خاص كه در نواحي پروموتوري آن ژن ها قرار دارد

اره مي شـوند، اشـ متصل ABREمي توان به يك خانواده از عوامل رونويسي كه به توالي هاي عملگر سيس 
برخي از اعضـاي ايـن گـروه از عوامـل رونويسـي.مي شوند ناميده ABFيا AREBاين عوامل رونويسي. كرد

اسيد آبسيزيك در پاسخ به تنش هـاي غيرزنـده دخالـتبه در يك مسير وابسته AREB1(ABF2) همچون
افهدر گياهان تراريختABF2 بيان ژن افزايش.دارند ه زايش تحمل به تنش خشكي شـد آرابيدوپسيس موجب
.است

و توليـد آن در جهـان(Brassica napus) كلزا از مهم ترين گياهان روغني است كه سطح زير كشت
خشـكي از مـوثرترين عوامـل محـدود كننـده.افزايش يافته استملاحظه اي در دو دهه اخير به ميزان قابل 

و راندمان توليد كلزا مي باشد سطح آرابيدوپسيس با گونه هاي زراعي نزديك اط فيلوژنتيكي بسيارارتب.كشت
و جداسـازي ژن هـاي شناسـايي بـرايرا آرابيدوپسيس تفصيلياز اطلاعات بهره مندي جنس براسيكا امكان 

ژن.مي كندفراهم ژنوم كلزارد مشابه و بررسـي در كلـزا بـه عنـوان يـك عامـل ABF2 بنـابراين شناسـايي
و جداسازي نشده است، مـي توانـد رونويسي كليدي بالق وه موثر بر تحمل تنش خشكي كه تاكنون شناسايي
 اين پژوهش به شرح زير است اهداف.درباره واكنش كلزا نسبت به خشكي فراهم كنداطلاعات ارزشمندي 

ژنو توالي يابي جداسازي-1  ).BnABF2(در كلزا ABF2ارتولوگ

پر-2 و مولكولي .BnABF2وتئين تعيين خصوصيات ساختاري

ژن تغييرات بررسي-3 و در شرايط در كلزا ABF2 بيان .يآبتنش با بدون تنش
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و روشها  مواد

از4-3در مرحلـهو كشـت شـدند در تعدادي گلدان در گلخانه SLM046پاييزه كلزاير رقموبذ برگـي
در ABF2ژن پرايمرهـاي اختصاصـي از اگـزون اول.مـورد نظـر، نمونـه هـاي برگـي تهيـه شـدانگياه ـ

بـا،از كلـزا  cDNAو سـنتز رشـته اول RNAپـس از اسـتخراج.طراحي شـد  (AF093545) آرابيدوپسيس
ژناي از واكنش هاي زنجيره اي پليمراز قطعهاستفاده  به طور اختصاصـي تكثيـر BnABF2 از ناحيه اگزوني
و تعيين توالي نوكلئوتيـد cDNAسپس همسانه سازي قطعه.شد ي آن بـا اسـتفاده از پرايمرهـاي مورد نظر

 RACE )Rapid Amplificationاز روش cDNAبه منظور دستيابي به توالي كامل.همگاني صورت گرفت

of cDNA Ends (براي انجام. استفاده شدRACE ´5سه پرايمر آنتـي سـنس بـا هـدف انجـام واكنشـهاي
و براي انجام  يك پرايمـر سـنس از ناحيـه اي نزديـك بـهRACE ´3زنجيرهاي پليمراز به صورت آشيانه اي

، بـا cDNAو سـنتز رشـته اول RNAپس از استخراج. توالي يابي شده طراحي شدند cDNAانتهاي قطعه 
همسـانه سـازي. به طور اختصاصي تكثير شـدند cDNAقطعه هاي استفاده از واكنشهاي زنجيره اي پليمراز

و تعيين توا cDNAقطعه هاي  شدلي نوكلئوتيدي آنها مورد نظر از رقم مـورد مطالعـه DNAهمچنين. انجام
و همسانه سـازي قطعـات مـورد  و چندين مرحله تكثير و با استفاده از چندين جفت پرايمر كلزا استخراج شد

آناليزهاي بيوانفورماتيكي به منظور تعيين شباهت بين توالي حاصـل. بدست آمد BnABF2نظر، توالي ژنومي 
ژن ABF2و ژن  و ويژگيهاي مولكولي پروتئين شد ABF2در آرابيدوپسيس .در كلزا انجام

و اعمال تنش رطوبتي بررسي گرديد تغييرات بيان ژن نمونه برداري از برگ گيـاه.در شرايط بدون تنش
و در فاصله هاي زماني معين پس از اعمال تنش انجام شد و  RNAپـس از اسـتخراج. در شرايط بدون تنش

ژن  cDNAتز رشته اول سن ، تغييرات بيان در شرايط اعمال تـنش رطـوبتي بـا ABF2از هريك از نمونه ها
شد Semi-Quantitative RT-PCRروش  ، اختصاصـي پرايمـر يك جفـت با استفاده از بدين منظور.ارزيابي
ژن bp 400به طول  cDNAقطعه شد BnABF2از  دي ژن اكتـين در ايـن روش از تـوالي نوكلئوتيـ.تكثير

(AF111812) شد و به عنوان كنترل داخلي استفاده .در كلزا پرايمرهايي طراحي

 نتايج

شد (BnABF2)در كلزا ABF2در اين پژوهش براي اولين بار ارتولوگ ژن و توالي يابي تـوالي. جداسازي
ژن cDNAكامل   GenBankدر HE 616527اين توالي با شـماره دسترسـي. است bp 1457 داراي اين

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) محتمل ترين. به ثبت رسيدORF ايـن ژن در تـوالي كامـلcDNA بـه
كد bp 1122 طول كد ATGن آغازوبا و با بـالا ترجمـه نشـده ناحيه. مي يابد پايان TGAن خاتمهوشروع

د ترجمه نشده ناحيهو bp 140داراي طول (UTR-'5)دستي   bp 195داراي طـول (UTR-'3) ستيپايين
با cDNAتوالي كامل. مي باشد ا هاي توالي توالي يابي شده ز برنامـه بلاسـت موجود در بانك ژن با اسـتفاده
راقطعه. مقايسه شد نشـان (AtABF2) در آرابيدوپسيس  ABF2ژنبا توالي يابي شده بالاترين درصد تشابه
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جدداد كه دليل بر صحت توالي يابي و cDNAميزان شـباهت تـوالي كامـل.مي باشد صورت گرفتهاسازيو
ORF ژنBnABF2 دربا .مي باشد%3/77و%70 به ترتيب AtABF2ژن ناحيه هاي متناظر

شد bp2035به طول BnABF2توالي ژنومي  DNAقطعـات تـوالي يـابي شـده از مقايسـه. بدست اورده
و و اينتر ناحيه هاي cDNA ژنومي زون بـه اين ژن داراي چهار اگـ.وني ژن مورد مطالعه تعيين شدنداگزوني

بـا هـا نتيجـه حاصـل از مقايسـه ايـن داده. مي باشدbp 71وbp 952 ،bp 72،bp 30ترتيب داراي طول 
در ناحيـه هـاي.نشان داد كه هر دو داراي ساختار ژني مشابهي مـي باشـند AtABF2اطلاعات موجود از ژن 

دو كدكننده .تفاوت وجود دارد هاUTRوياينترون هاي تشابه بيشتري ديده مي شود اما در ناحيهژناين

طو  ABF2 ژن و وزن ملكولي 373لپروتئيني به با%3/81با ميزان شباهت كيلو دالتون40اسيد آمينه
مي AtABF2توالي پروتئيني از bZIPداراي يك دامنه پروتئين آبدوستيك BnABF2پروتئين. كندرا رمز
 پيچو%)58/34(از مارپيچ آلفا  BnABF2پروتئينساختمان ثانويه. مي باشد 314تا 299اسيد آمينه شماره
 نتايج. مي شود در ارتباطند ساخته)77/7(% خطيو رشته%)8/0(كه با صفحات بتا%)84/56(هاي تصادفي
با هم در يك گروه قـرار AtABF2و BnABF2هاي پروتئيندرخت فيلوژنتيكي نشان مي دهد كه حاصل از

و شباهت زيادي بين اين و گونـه هـاي نشـان داد ايـن نتيجـه. وجـود دارددو مي گيرند كـه آرابيدوپسـيس
و توالي هاي مشابه بـين ژن هـاي ارتولـوگ آنهـا وجـود براسيكا از لحاظ فيلوژنتيكي با هم خويشاوند هستند

.دارد

كه رطوبتي تنشو تنش بدون شرايطدر ABF2ژن بيان مقايسه در كلزا در شرايط ABF2ژن نشان داد
و در شرايط اعمال تنش، افزايش بيان داردبدون تنش ژن تغييرات بررسي.، بيان ضعيف  روش باABF2 بيان

Semi- Quantitative RT- PCR در 48 در شرايط اعمال تنش رطـوبتي نشـان داد بيشـترين ميـزان بيـان
در4ساعت تنش رطوبتي، تقريبا ژن.دشـبا مـي شـرايط بـدون تـنش برابر ميزان بيـان نتـايج بررسـي بيـان

BnABF2 ژنيدليلمي تواند شونده به عنوان يك ژن مؤثر در تحمل تنش خشكي القابر نقش احتمالي اين
.باشددر كلزا 

لكو ABF2نژ،يكشخشنت:يديلكتاملك


