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آرابيدوپسيس  در H5 Thioredoxinو  Catalase2ژنهاي  هاياي پروموتربررسي مقايسه
 زيستي منظور تعيين نحوه كاركرد آنها در پاسخ به تنشهاي زيستي و غيره ب

  2اله شاملو دشت پاگرديروح و *1زهرا زينتي
 ، بخش اگرواكولوژيدانشكده كشاورزي و منابع طبيعيدانشگاه شيراز، داراب،  1

 بخش زراعت واصلاح نباتاتدانشكده كشاورزي،  شيراز، دانشگاه شيراز، 2

 27/4/95 :تاريخ پذيرش  19/7/94 :تاريخ دريافت

  چكيده

 Thioredoxin H5 و) Catalase 2 )CAT2ي ژنها انيب يالگو بر يپروموتر ينواحي سيس ميتنظ عناصرنقش  يبررس به منظور
)TRX5 (عناصر، نظر موردي ژنهاي پروموتري توال، زيستي و غير زيستيي مختلف هادر پاسخ به تنش سيدوپسيآراب اهيدر گ 

، Phytozomeبا استفاده از ترتيب ه هاي مختلف بدر تنش اين ژنهاهاي مربوط به بيان دادهآنها و  در موجودي سيس ميتنظ
PlantCARE و The Bio-Array Resource for Plant Biology در تعداد  داريمعن تفاوتهاي نييتع به منظور. دريافت گرديد

 IDEG6از آزمونهاي آماري مختلف موجود در ابزار بيوانفورماتيك  پروموترها نيب سيسي ميتنظ عناصر از كدام هرتكرارهاي 
-ARE ، CAAT-box، ABRE، Unnamed__4، Box-W1، TGAعنصر تنظيمي شامل 8 كه داد نشان جينتا. استفاده شد

element ،W box  وTATA-box رسد وجود تعداد نظر ميه ب .بودندداري ي تعداد تكرار متفاوت و معنيدو پروموتر دارا نيب
 TRX5، ژن )TGA-element(و پاسخ به اكسين ) W boxو  Box-W1 (پاسخ به پاتوژن  يمظيتني عناصراختصاصبيشتري از 

ي اختصاصي ميتنظ عنصرهمچنين وجود تعداد تكرارهاي متفاوتي از . كندي ميستيبه تنش ز پاسخقادر به  CAT2 ژن برخلاف را
 ديسا كيآبسز به پاسخ و) ARE( يهوازيپاسخ ب يميعناصر تنظ و TRX5در پروموتر ژن  )TGA-element( نياكس به پاسخ

)ABRE ( در پروموتر ژنCAT2 بر اساس اين . زيستي توجيه نمود هاي غيربخشي از الگوي بيان اين دو ژن را در پاسخ به تنش
ي تنشهاپاسخ به  با كاركرد ژنها گونه نيايي شناسا. دارد نقشي ستيرزيغ همو  يستيز يتنشها به پاسخ در هم TRX5نتايج، 

 به منظورورزي ژنتيكي جهت انتخاب ژنهاي كانديد مناسب جهت دستدر  يبزرگ شرفتيپ تواندي ميستيز ريغ وي ستيز
 .رودشمار  بهافزايش تحمل به تنشها درگياهان 

  بيان ژن آناليز پروموتر، ،CAT2 ،TRX5 :كليديواژه هاي 

  zahrazinati@shirazu.ac.ir: ، پست الكترونيكي 07136139940: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
 و زيستيدر سيستمهاي كشاورزي، تنشهاي غيرزيستي 
به عملكرد باعث تفاوت عملكرد برداشت شده نسبت 

تغيير شواهد زيادي وجود دارند كه بيانگر  .دنشوبالقوه مي
كه احتمالاً  بيان ژنهاي گياهي در اثر تنشهاي مختلف هستند
مطالعه . باشد به دليل نقش آنها در مكانيسمهاي تحمل مي

تواند كه تغيير بيان ژنها ميرا  نظريهاين  تراريختهگياهان 

و  20 ،14( كندحمايت مي ،منجر به افزايش تحمل شود
- يك شبكه مولكولي پيچيده ميشامل تنظيم بيان ژن  ).32

 مراحل در ژن بيان تنظيم در مهمي نقش پروموترها. باشد
ها رونويسي از ژن .دارند محيط به پاسخ و رشدي مختلف

عوامل رونويسي متصل توسط شناسايي در درجه اول 
و اتصالشان به  )DNA )TF= Transcription factorsشونده به 
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 TFBS= Transcription factor binding( توالي كوتاه خاصي

site( سيس ييا عناصر تنظيم )CREs= Cis regulatory 

elements (يمي ظدر منطقه تن)و شودكنترل مي) پروموتر 
سپس به فعال شدن يا سركوبي رونويسي در پاسخ به 

 ).27( ددگرميتغييرات محيطي و در طي نمو منجر 
گامهاي يكي از  عناصر تنظيمي سيسبنابراين شناسايي 
در كه شبكه تنظيمي رونويسي است  اساسي براي فهم

هاي براي ساخت مدلهاي شبكه را نهايت اطلاعات لازم
پروموتر منطقه بالادست  ).23( سازدميتنظيمي فراهم 

) TSS= Transcription start site(مجاور شروع نقطه رونويسي 
عناصر  منحصر به فرد از يتركيب داراي هر ژن .باشدمي

 بيانالگوي باشد كه مي خود يپروموترنواحي در  تنظيمي
پيشرفتهاي اخير  .كندرا تعيين ميآن ژن زماني و مكاني 

زيادي از  دتكنولوژي ريزآرايه و در دسترس بودن تعدا
را تواليهاي ژنوم كامل، استفاده از روشهاي محاسباتي 

و شفاف سازي شبكه تنظيمي  عناصر تنظيمين يافتجهت 
) TRX5( Thioredoxin H5 ).27(است  ساخته امكان پذير

 H هايThioredoxinيكي از هشت عضو متعلق به خانواده 
 Thioredoxin H در گياهان ).25 و 22( باشدميسيتوزولي 

) 40و  24 ،18 ،5(در طول جوانه زني و نمو اوليه گياهچه 
، زخم، ريزش و پيري، )26(جذب سولفات  و احتمالاً
 )21(هاي ناسازگار با پاتوژن، تنش اكسيداتيو برهمكنش

وجود آنها در شيره آوندي برنج و طيف . شركت دارد
دهد كه آنها هاي تك لپه و دولپه نشان ميوسيعي از گونه

و  17(عمل كنند  پيام رسانعنوان پروتئينهاي ه توانند بمي
33(. Catalase 2 )CAT2 ( يكي از سه ژن خانواده نيز

كاتالاز جزئي از ماشين دفاعي آنتي  ).11(باشد كاتالاز مي
يو ياهان در مقابل صدمات تنش اكسيداتاكسيداني در گ

كه به  است H2O2 هاي اصلياز كنترل كننده CAT2 .است
 ).13( دكنكمك مي هاي اكسيژن فعالگونه هم ايستايي

علاوه بر اين، فعاليت كاتالاز در تنشهاي سرما و خشكي 
 شناسايي به منظوردر اين پژوهش  ).9(يابد افزايش مي

 رمز كننده ژنهاي بيان الگوي با تنظيمي سيس عناصرارتباط 

CAT2 و TRX5، و اي پروموترها آناليز مقايسه از تلفيق
 گزارش اولين مطالعه اين. شد استفاده هاي بيان ژنداده

 CAT2ژنهاي رمز كننده  پروموتر ايمقايسه بررسي پيرامون
  .باشدمي TRX5و 

 مواد و روشها

 : TRX5و  CAT2اي پروموترهاي ژنهاي آناليز مقايسه
 جفت 1500شامل ( TRX5و  CAT2ي ژنها پروموتر توالي
 اطلاعاتيپايگاه  از) طه آغاز رونويسيبالادست نق باز

www.phytozome.net نوع و تعداد  شناسايي براي .دريافت شد
 ازسايت ،يپروموتر هايتنظيمي توالي عناصر

http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html 
در تعداد  داريمعن تفاوتهاي نييتع به منظور .گرديد استفاده

 ،پروموترها نيب عناصر تنظيمي سيس از كدام هرتكرارهاي 
 Audic and Claverie ،Fisher(آماري مختلف آزمونهاي از 

exact test ،Chi-squared 2×2، Greller and Tobin ،R of 

Stekel and Falciani و General Chi-squared (در نظر  با
 )IDEG6 )29كارگيري ابزار  هو با ب P-value≤0.05 گرفتن

  ).34( استفاده شد

در پاسخ به  TRX5و  CAT2هاي بررسي الگوي بيان ژن
-The Bio  سايت: هاي مختلف زيستي و غير زيستيتنش

Array Resource for Plant Biology  )BAR (
)http://bar.utoronto.ca (هاي بيان ژندريافت داده به منظور -

 TRX5و ) CAT2 )AT4G35090هاي رمز كننده 
)AT1G45145 ( در تنشهاي مختلف زيستي و غير زيستي

اين سايت براي جستجو و . ار گرفتمورد استفاده قر
هاي بزرگ مقياس ريزآرايه و اكتشاف در ميان مجموعه داده

هاي ديگر هاي با بازدهي بالا در آرابيدوپسيس و گونهپروژه
هاي تسهيل تفسير و آناليز داده به منظور. شوداستفاده مي

هاي با بازدهي بيان حاصل از آزمايشهاي ريزآرايه و پروژه
 electronic Fluorescent Pictograph افزاري با نام رمبالا، ن

(eFP) browser توسطWinter  2007و همكاران در سال 
 باشدقابل دسترس مي BARايجاد شده است كه در سايت 
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هاي بيان داده Arabidopsis eFPموتور مرورگر . )41(
ژن در آرابيدوپسيس كه توسط كنسرسيوم   22000تقريباً 

AtGenExpress ) كنسرسيوم بين المللي كشف
و آزمايشگاههاي ديگر توليد ) ترانسكريپتوم آرابيدوپسيس

مجموعه  1000تقريباً بيشتر از . دهدشده است را ارائه مي
در . افزار بارگذاري شده استداده ريزآرايه در اين نرم

هاي ژن IDپس از وارد كردن  Arabidopsis eFPمرورگر 
ها از ليست پيش فرض و ع دادهمورد بررسي، انتخاب منب

، )ايمطلق، نسبي و مقايسه(انتخاب روش تفسيري بيان ژن 
علاوه . شودمقادير نرمال شده بيان ژن مورد نظر، بازيابي مي

بر اين، ساير جزئيات آزمايشها، از قبيل تعداد تكرارها، 
شرايط رشدي، نحوه اعمال تيمارها و نوع روش نرمال 

). 41(باشند قابل دسترس مي BARت ها در سايسازي داده
در مطالعه حاضر با انتخاب روشهاي زيستي و غير زيستي 

ها و انتخاب روش تفسيري از ليست پيش فرض منبع داده
هاي بيان مطلق ، دادهArabidopsis eFPمطلق در مرورگر 

مربوط به بافت شاخساره و ريشه  TRX5و  CAT2ژنهاي 
روزه، در  Clumbia-0 (18اكوتيپ (گياه آرابيدوپسيس 

ساعت پس از اعمال   24، 12، 6، 3، 1، 5/0، 0زمانهاي 
شوري، سرما، اسمزي، ژنوتوكسيك، (تنشهاي غير زيستي 

و ) خشكي، اكسيداتيو، اشعه ماوراء بنفش، زخم و گرما
در  TRX5و  CAT2هاي بيان مطلق ژنهاي همچنين داده

و  6، 2اي، در زمانهاي هفته 4شاخساره گياه آرابيدوپسيس 
باكتريهاي غير (ساعت پس از اعمال تنشهاي زيستي  24

، باكتريهاي بيماريزاي Pseudomonas Syringae بيماريزاي 
Pseudomonas Syringae  و قارچPhytophthora 

infestans (همبستگي بين الگوي بيان دو . دريافت شدند
 در تنشهاي مختلف زيستي و غير TRX5و  CAT2ژن 

در نهايت، . تعيين شد SASافزاز زيستي نيز با استفاده از نرم
ارتباط بين الگوي بيان ژنها و نتايج حاصل از بخش آناليز 

  .اي پروموترها بررسي گرديدمقايسه

 نتايج 

عنصر  TRX5، 31و  CAT2ژنهاي  يتوالي پروموتر بررسي
عنصر  19. پيش بيني كرددر هر ژن مي سيس را يتنظ

عنصر تنظيمي  12. تنظيمي بين دو پروموتر مشترك بود
. بود TRX5ص خا نيز عنصر تنظيمي 12و CAT2  صخا

ژنهاي  يپروموتر نواحيترين عنصر تنظيمي در عمده
CAT2  وTRX5، TATA-box  وCAAT-box ه كه ب بودند

 )28( توالي افزايندهو  )6( شروع رونويسيترتيب توالي 
  . باشندمي

يعني عنصر تنظيمي  8نشان داد  هاي آماريآزمون تايجن
ARE ،CAAT-box ،ABRE ،Unnamed__4،  

  Box-W1 ،TGA-element، W box و TATA-box  بين
داراي تعداد تكرار  TRX5و  CAT2ژنهاي پروموترهاي 

عنصر  تعداد،از اين ). 1جدول ( بودندداري متفاوت و معني
-Box عنصر تنظيمي سه ،CAT2ن ژ خاص ARE تنظيمي

W1 ،TGA-element و W box  خاص ژنTRX5  ر چهاو
 و CAAT-box، Unnamed__4، ABRE عنصر تنظيمي

TATA-box ندبين دو پروموتر مشترك بود.  

تنشهاي مختلف در   TRX5و  CAT2الگوي بيان ژنهاي 
. ارائه شده است 3و  2، 1 هايزيستي و غير زيستي در شكل

 TRX5و  CAT2 بيان ژنهايضرايب همبستگي همچنين 
 2تحت تنشهاي مختلف غير زيستي و زيستي در جدول 

همبستگي مثبت بيانگر روند تغييرات . نشان داده شده است
مشابه و همبستگي منفي نشان دهنده روند  بيان نسبتاً

تحت تنشهاي  TRX5و  CAT2تغييرات بيان متفاوت ژنهاي 
دو ژن در  يانب بين .باشدمختلف غير زيستي و زيستي مي

و ) در بافت شاخساره(تنش شوري و اشعه ماوراء بنفش 
داري همبستگي منفي معني )در بافت ريشه(تنش سرما 
 CAT2همبستگي بيان ژنهاي آناليز علاوه ه ب. وجود داشت

نشان  تحت تنشهاي مختلف غيرزيستي و زيستي TRX5و 
 TRX5و  CAT2ژنهاي در اكثر تنشها همبستگي بيان كه  داد

- هرچند اين همبستگي از لحاظ آماري معني ،باشدمنفي مي

تواند راهكار اي پروموتر ميآناليز مقايسه. داري نبود
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روند تغييرات بيان مناسبي براي توجيه بخشي از اين 
  در پاسخ به تنشهاي زيستي TRX5و  CAT2دو ژن متفاوت 

  . و غيرزيستي باشد

 Audicهاي آماري آزمون از استفاده با TRX5 و CAT2ي ژنهاي پروموترنواحي  در واقع ي عناصر تنظيميتكرارها تعدادي جفت سهيمقا جينتا -1 جدول

and Claverie ،Fisher exact test ،Chi-squared 2X2 ،Greller and Tobin ،R of Stekel and Falciani و General Chi-squared . مقاديرp-value ي هر
 .آورده شده است آزمون براي هر عنصر تنظيمي
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ABRE 

cis-acting 

element 

involved in the 

abscisic acid 

responsiveness 

10 1 657.9 88.5 0.0103 0.0269 0.0215 . 0.0133 0.0215 

ARE 

cis-acting 

regulatory 

element 

essential for the 

anaerobic 

induction 

4 0 263.2 0 0.0620 0.1384 0.0822 . 0.0349 0.0822 

CAAT-box 

common cis-

acting element 

in promoter and 

enhancer 

regions 

30 14 1973.7 1238.9 0.0248 0.1337 0.1119 . 0.1400 0.1119 

TATA-box 

core promoter 

element around 

-30 of 

transcription 

start 

62 52 4078.9 4601.8 0.03498 0.4518 0.3952 0.1531 0.5201 0.3952 

Unnamed__4  1 5 65.8 442.5 0.02783 0.0866 0.0414 . 0.0396 0.0414 

Box-W1 

fungal elicitor 

responsive 

element 

0 3 0 265.5 0.0444 0.0763 0.0433 . 0.0237 0.0433 
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auxin-

responsive 
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0 5 0 442.5 0.0080 0.0133 0.0088 . 0.0035 0.0088 

W box 

pathogen-

induced 

activity 

0 3 0 265.5 0.0444 0.0763 0.0433 . 0.0237 0.0433 

  
  تحت تنشهاي مختلف غير زيستي و زيستي TRX5و  CAT2همبستگي بيان ژنهاي  -2جدول 
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  شاخساره  - 871/0**  - 450/0  - 599/0  - 735/0  222/0  654/0  - 790/0*  - 022/0  415/0  977/0  - 046/0  - 669/0

  ريشه  100/0  - 966/0**  675/0  164/0  - 325/0  267/0  - 352/0  077/0  600/0      

  .باشدمي% 1داري درسطح دهنده معني نشان** و علامت % 5داري درسطح نشان دهنده معني* علامت 
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 Pseudomonasباكتري بيماريزاي ) ، بPseudomonas syringaeباكتري غير بيماريزاي ) در تنشهاي الف TRX5و  CAT2الگوي بيان ژنهاي  -1شكل 

syringaeقارچ ) ، جPhytophthora infestants در بافت شاخساره  
 
 
 

  

  

  

  

  

  

  

  
شوري، سرما، اسمزي، خشكي، ژنوتوكسيك، اكسيداتيو، اشعه (در شرايط نرمال و تنشهاي غير زيستي  TRX5و  CAT2ميزان بيان مطلق ژنهاي  -2شكل 

  )ب(و بافت ريشه ) الف(در بافت شاخساره ) ماوراء بنفش، زخم و گرما
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شوري، سرما، اسمزي، خشكي، ژنوتوكسيك، اكسيداتيو، اشعه (در شرايط نرمال و تنشهاي غير زيستي  TRX5و  CAT2ميزان بيان نسبي ژنهاي  -3شكل 

  )ب(و بافت ريشه ) الف(در بافت شاخساره ) ماوراء بنفش، زخم و گرما
  بحث

در پاسخ به  TRX5و  CAT2بررسي الگوي بيان ژنهاي 
بر اساس نتايج حاصل از آناليز پروموتر، : زيستيتنشهاي 

طور اختصاصي در نواحي ه ب W boxعنصر تنظيمي 
اين عنصر تنظيمي . داشت وجود TRX5ن ژپروموتري 

براي فعاليت ژن  و WRKYامل رونويسي جايگاه اتصال ع
 يدر پژوهش. )15( باشدعامل بيماريزا ضروري مي در برابر

انجام شد در گياهان ) 2004(و همكاران  Laloiكه توسط 
آنها . افزايش يافت TRX5بيان ژن ،  WRKY6با بيان بالاي

درگير  TRX5در تنظيم بيان   WRKY6ند كهكردگزارش 
كه بطور اختصاصي در نيز  Box-W1 موتيف ).21(است 

عنصر تنظيمي وجود داشت،  TRX5نواحي پروموتري ژن 
 ميصر تنظياتعداد عن). 30(باشد پاسخ به حمله پاتوژن مي

W box  وBox-W1 نژ در ناحيه پروموتري TRX5 طور ه ب
ژن تعداد آن در ناحيه پروموتري  داري بيشتر ازمعني

CAT2 كه در آناليز بيان ژن نشان داد از سوي ديگر، . بود
 TRX5 ژن بيان، نسبت به شرايط كنترل شرايط تنش پاتوژن

يابد در حالي كه بيان ژن افزايش ميبه ميزان قابل توجهي 
CAT2 بنابراين تعداد بيشتر  .)1شكل ( يابدكاهش مي

در ناحيه پروموتري  Box-W1 و W boxصر تنظيمي اعن
تواند دليلي بر افزايش بيشتر بيان اين ژن در مي TRX5ن ژ

  .باشد نسبت به شرايط كنترل شرايط تنش پاتوژن

در پاسخ به  TRX5 و CAT2بررسي الگوي بيان ژنهاي 
طور ه يكي ديگر از عناصري كه ب: تنشهاي غيرزيستي

وجود داشت و  CAT2اختصاصي در نواحي پروموتري ژن 
 AREداري نشان داد بين پروموترهاي دو ژن تفاوت معني

مطالعات . بود TGGTTTبا توالي  )هوازيعنصر پاسخ بي(
عامل ( MYBپيشين نشان دادند كه يك پروتئين از خانواده 

با توالي  AREبه عنصر تنظيمي  )AtMYB2رونويسي 
TGGTTT عاملبين  برهمكنش ).16و  7(شود متصل مي 
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نشان داد كه توالي  TGGTTTو توالي  AtMYB2رونويسي 
TGGTTT  نقش مهمي در نواحي پروموتري ژنهاي پاسخ

بزرگترين  MYBخانواده  ).7(ند كمي ءدهنده به تنش ايفا
باشند كه در خانواده عوامل رونويسي در آرابيدوپسيس مي

 ).43و  10( يندهاي سلولي مختلف شركت دارندآفر
MYB2 آبسزيك اسيد عنوان عامل رونويسي هورمونهاي ه ب

)ABA ( و اتيلن)ET (كند در شرايط تنش عمل مي)و  8
سخ دهنده به اهمچنين بيان تعدادي از ژنهاي پو  )43

نظر ه ب ).10و  7 ،3(كند و خشكي را مديريت ميشوري 
اي از هاي تنظيمي طيف گستردهها در شبكهAREرسد مي

هوازي، خشكي و تنشهاي غير زيستي از جمله تنشهاي بي
 شندبادخيل  ETو  ABAشوري با ميانجيگري هورمونهاي 

)31.(   

ه ب CAT2و  TRX5در نواحي پروموتري ژنهاي  علاوه،ه ب
 )ABA )ABREعنصر پاسخ دهنده به  10و  1ترتيب 
گزارش دادند ) 1991(و همكاران  Skriver. داشتوجود 

امكان  ،يك پروموتر در ABREاز نسخه  كه وجود چند
وجود دهد در حالي كه ميرا به آن پروموتر  ABAپاسخ به 

منجر به عدم پاسخ  در پروموتر، ABREاز  نسخهيك تنها 
در پژوهشي كه توسط  ).36( شودمي ABAبه پروموتر 

انجام شد فعاليت القايي پروموتر ) 1392(رهنما و وكيليان 
Rd29A سازي از گياه آرابيدوپسيس در گياه پس از همسانه

بر اساس نتايج حاصل از  . توتون مورد بررسي قرار گرفت
، تنش شوري و تنش خشكي باعث ABAاين پژوهش، 

آنها پيشنهاد كردند كه با . گرديد Rd29Aالقاي پروموتر 
 Rd29A در پروموتر  ABREتوجه به حضور عنصر  

 ABAاحتمالاً تنش شوري و خشكي با استفاده از سيگنال 
حضور تعداد زياد . )2( كننددر القاي پروموتر عمل مي

ABRE  در نواحي پروموتريCAT2 دهد كه  نشان مي
و ن ژن نقش دارد در تنظيم بيان اي ABAمسير سيگنالينگ 

در پاسخ به تنشهاي غير زيستي مانند  ABAسطح لذا 
در پژوهشي كه  ).42(يابد خشكي و شوري افزايش مي

انجام شد، ) 2007(توسط جعفريه يزدي و همكاران 

كه غلظت  عملكرد گياهان كلزاي تحت تنش خشكي زماني
پايين آبسزيك اسيد اعمال شد در مقايسه با گياهان كلزاي 

  . )1( تنش خشكي افزايش يافتتحت 

 CAT2داد كه ميزان بيان ژن  نهاي بيان ژن نشابررسي داده
تنشهاي مختلف غير شرايط نرمال و در شاخساره تحت 
در حالي كه در ريشه عكس  بود TRX5زيستي بيشتر از ژن 

در ريشه  TRX5ژن به عبارتي ميزان بيان . آن صادق بود
از  مختلف غير زيستي بيشترتحت شرايط نرمال و تنشهاي 

 ءعنوان كاتالاز القاه ب CAT2. )2شكل ( بود CAT2ژن 
 تناوبشونده توسط نور شناخته شده است و بيان آن يك 

دهد نشان ميرا شبانه روزي با حداكثر بيان در صبح زود 
مقاومت به نور زياد  ،CAT2يي آهمچنين ناكار). 45و  44(

و  Du ).38( مي دهدرا در گياهان آرابيدوپسيس كاهش 
عمدتاً در  CAT2گزارش كردند كه ) 2008(همكاران 

شود و ميزان بيان بافتهاي فتوسنتزي از جمله برگها بيان مي
علاوه فعاليت آن ه ب. باشدمي CAT3و  CAT1آن بالاتر از 

 ).9( يابدزايش ميدر تنشهاي سرما، خشكي و اكسيداتيو اف
بررسي عناصر تنظيمي نواحي پروموتري نشان داد كه 

 CAT2عناصر تنظيمي پاسخ به نور با تواليهاي متفاوت در 
از آنجا كه بافت  .باشدمي عدد 12و 18ترتيب ه ب TRX5و 

شاخساره در معرض روشنايي و بافت ريشه درون خاك در 
توان ميزان بيان بالاتر احتمالاً مي معرض تاريكي قرار دارد،

در بافت شاخساره و كمتر  TRX5نسبت به ژن  CAT2ژن 
به اين عنصر تنظيمي را  بودن ميزان آن در بافت ريشه

 .نسبت داد

در بافت  TRX5و  CAT2ي هابررسي بيان نسبي ژن
تحت  CAT2نشان داد كه بيان ژن نيز شاخساره و ريشه 

با شرايط  داريمعنيتنشهاي مختلف غير زيستي تفاوت 
در بافت شاخساره تحت  TRX5بيان ژن . كنترل ندارد

تنشهاي مختلف غير زيستي به ميزان قابل توجهي افزايش 
يافت ولي در بافت ريشه تحت تنشهاي مختلف تغيير بيان 

و همكاران  Taji ).3شكل (محسوسي وجود نداشت 
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، NaClنمك  mM250نشان دادند كه تحت تنش  )2004(
اي كمتري در خويشاوند وحشي متحمل تعداد ژنه

در مقايسه با ) Thellungiella halophila(آرابيدوپسيس 
تواند تأكيدي بر اين اين مطلب مي. آرابيدپسيس القا شد

 Thellungiella halophileتحمل به تنش در نكته باشد كه 
ممكن است ناشي از بيان بالاي دائمي چندين ژن درگير در 

در حالي كه اين ژنها در  تحمل به شوري باشد
همچنين از يك سو  ).37( شونده هستند ءآرابيدوپسيس القا

) 2008(و همكاران  Duبا توجه به پژوهشي كه توسط 
در تنشهاي سرما،  CAT2در آن فعاليت  كه انجام شد

افزايش يافت در گياهان آرابيدوپسيس خشكي و اكسيداتيو 
بيان اين ژن در سطح و از سوي ديگر با توجه با عدم تغيير 

رسد فعاليت اين نظر ميه رونويسي در تنشهاي مختلف، ب
   ).9( باشدژن وابسته به تنظيم در سطح پس از رونويسي 

TRX5  به دليل دارا بودن چندين عنصرTGA-element 
در نواحي پروموتري، جزء ژنهاي ) عنصر پاسخ به اكسين(

ه نظيمي نيز باين عنصر ت. باشدپاسخ دهنده به اكسين مي
وجود  TRX5ن طور اختصاصي در نواحي پروموتري ژ

نشان دادند كه هورمون ) 2001(و همكاران  Wang. داشت
اكسين در پاسخ به تنشهاي غير زيستي در آرابيدوپسيس 

در پژوهشي كه توسط همچنين  ).39(دخيل است 
Ghanashiam  وJain )2009 ( انجام شد تعداد زيادي ژن
اكسين علاوه بر تنشهاي غير زيستي به تنش  پاسخ دهنده به

نتايج آزمايشات حاكي از آن بود كه . زيستي نيز پاسخ دادند
اكسين يكي از اجزاي مهم درگير در پاسخهاي دفاعي از 

باشد و تداخلي بين طريق تنظيم بيان بسياري از ژنها مي
مسيرهاي انتقال پيام تنشهاي زيستي و غيرزيستي ايجاد 

نيز شواهدي براي درگيري  Jonesو  Bari ).12(كند مي
 ).4(در پاسخهاي دفاعي ارائه دادند  مسير انتقال پيام اكسين

تعداد اين عنصر تنظيمي در نواحي پروموتري از آنجا كه 
بيان ژن  نيزبود و  0و  5ترتيب ه ب CAT2و  TRX5ژن 

TRX5  در بافت شاخساره تحت تنشهاي مختلف غير
كه اين و با توجهبه ميزان قابل توجهي افزايش يافت  زيستي

تحت تنشهاي مختلف غير زيستي  CAT2تغيير بيان ژن 
در تنشهاي  TRX5محسوس نبود شايد بتوان القاي 

غيرزيستي را به حضور اين عنصر تنظيمي در نواحي 
  .پروموتري آن نسبت داد

دار بين نواحي عنصر تنظيمي ديگر با اختلاف معني
 .بود CTCCبا توالي  Unnamed__4ري دو ژن، پروموت
و  TRX5اين عنصر تنظيمي در نواحي پروموتري ژن تعداد 
CAT2 كاركرد اين عنصر تنظيمي . بود 1و  5ترتيب ه ب

 اين احتمال وجود دارد كه لذا. كاملاً شناخته شده نيست
تحت تنشهاي   TRX5القاي بيان ممكن است يكي از دلايل 

به عبارتي  .باشد CTCCصر تنظيمي عنناشي از  مختلف
اين عنصر تنظيمي در پاسخ به تنشهاي غيرزيستي نقش 

اين فرضيه براي اثبات نياز به آناليز پروموتري . داشته باشد
تا كنون مطالعات زيادي پيرامون . ژنهاي بيشتري دارد

با اين . كاركرد دقيق  اين عنصر تنظيمي انجام نشده است
) 2015(و همكاران  Shuminحال، در پژوهشي كه توسط 

انجام شد، با توجه به حضور اين عنصر در چند ژن تنظيمي 
 DYT1 ،AMS ،AtMYB103لايه مغذي دانه گرده از جمله 
- طور گستردهه مي احتمالاً بپيشنهاد شد كه اين عنصر تنظي

آنها بيان . اي در تنظيم بيان ژني خاص بساك نقش دارد
يك عنصر  CTCCبا توالي  Unnamed__4كردند موتيف 

باشد كه يك سر نخ جديد براي بررسي تنظيمي بالقوه مي
كند و ژنهاي بالادست آن فراهم مي DYT1ارتباط بين 

اران و همك Kuدر پژوهش ديگري كه توسط  ).35(
در  CTCCبه توالي  CCCCانجام شد، تغيير توالي ) 2011(

در ) ژن كنترل كننده زاويه برگ( TAC1ژن  UTR-'5  ناحيه
ذرت منجر به افزايش بيان اين ژن و تغيير زاويه برگ 

   ).19(گرديد 

روموتر و نتايج الگوي بيان پاي تلفيق نتايج آناليز مقايسه
بين بيان ژنها و عناصر ژنها، ارتباط قوي و آشكاري را 

با بررسي عناصر  .تنظيمي سيس شناسايي شده نشان داد
 كه مشخص گرديدموجود در نواحي پروموتري تنظيمي 
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يمي پاسخ به ظتناختصاصي با دارا بودن عناصر  TRX5 ژن
-TGA(و پاسخ به اكسين ) W boxو Box-W1 (پاتوژن 

element ( يايفا مي نقش مؤثردر پاسخ به تنش زيستي-
با دارا بودن عنصر تنظيمي  TRX5همچنين ژن . دكن

 CAT2و ژن ) TGA-element(اختصاصي پاسخ به اكسين 
و ) ARE(هوازي پاسخ بي با دارا بودن عناصر تنظيمي

در تنشهاي غير زيستي ) ABRE(پاسخ به آبسزيك اسيد 
  . دارندنقش 

هم در پاسخ به تنشهاي زيستي و هم  TRX5در كل 
شناسايي اين گونه ژنها با كاركردهاي . غيرزيستي نقش دارد

مقاومت در تنشهاي زيستي و غير زيستي پيشرفت بزرگي 
شناسايي  علاوهه ب. روددر زمينه انتقال ژن به شمار مي

تواند افق جديدي را در درك مكانيسم عناصر تنظيمي مي
ست پاسخ به تنشها و ارتباط ژنهاي مورد نظر با ژنهاي بالاد

  .باز نمايد

  عبانم
. ، برنارد ف.نژاد ر، خاوري.، فلاحيان ف.1، مجد .جعفريه يزدي ا .1

. 19جلد  ،مجله زيست شناسي ايران. 1385. و جاويدفر ف
 . 135-125ص . 2شماره 

سازي و ارزيابي فعاليت پيشبر همسانه. 1392. و مجد ا. رهنما ح .2
Rd29A هاي سلولي مجله پژوهش. در گياهان تراريخت توتون

ص . 4شماره . 26جلد  ،)مجله زيست شناسي ايران(و مولكولي 
480-490. 

3. Abe H., Urao T., Ito T., Seki M., Shinozaki K. 
and Yamaguchi-Shinozaki K. 2003. Arabidopsis 
AtMYC2 (bHLH) and AtMYB2 (MYB) function 
as transcriptional activators in abscisic acid 
signaling. Plant Cell, 15: 63-78. 

4. Bari R. and Jones J.D.G. 2009. Role of plant 
hormones in plant defence responses. Plant 
Molecular Biology, 69:473-88. 

5. Besse I., Wong J.H., Kobrehel K. and Buchanan 
B.B. 1996. Thiocalsin: a thioredoxin-linked, 
substrate-specific protease dependent on 
calcium. Proceedings of the National Academy 
of Sciences of the United States of America, 93: 
3169–3175. 

6. Burley S.K. and Roeder R.G. 1996. Biochemistry 
and structural biology of transcription factor IID 
(TFIID), Annual Review of Biochemistry, 65: 
769–799. 

7. Dolferus  R., Klok  E.J., Ismond  K., Delessert  
C., Wilson  S., Good  A., Peacock J. and Dennis 
L. 2001. Molecular basis of the anaerobic 
response in plants. International Union of 
Biochemistry and Molecular Biology life, 51: 
79-82. 

8. Du H., Zhang L., Liu L., Tang X.F., Yang W.J. 
and Wu Y.M. 2009. Biochemical and molecular 
characterization of plant MYB transcription 
factor family. Biochemistry (Moscow), 74: 1-11. 

9.  Du Y.Y., Wang P.C., Chen J. and Song C.P. 
2008. Comprehensive functional analysis of the 
catalase gene family in Arabidopsis thaliana. 

Journal of Integrative Plant Biology, 50:1318-
1326. 

10. Dubos  C., Stracke  R., Grotewold  E., Weisshaar  
B., Martin C. and Lepiniec  L. 2010.  MYB 
transcription factors in Arabidopsis. Trends in 
Plant Science, 15: 573-581. 

11. Frugoli J.A., Zhong H., Nuccio M.L., McCourt 
P., McPeek M.A., Thomas T.L. and McClung 
C.R. 1996. Catalase is encoded by a multigene 
family in Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Plant 
Physiology, 112: 327–336. 

12. Ghanashyam C. and Jain M. 2009. Role of 
auxin-responsive genes in biotic stress responses. 
Plant Signaling and Behavior, 4: 846-848. 

13. Gill S.S. and Tuteja N. 2010. Reactive oxygen 
species and antioxidant machinery in abiotic 
stress tolerance in crop plants. Plant Physiology 
and Biochemistry, 48: 909–930. 

14. Hao D., Liu X., Yu Y., Liu Y., Qu Y., Yang S., 
Han S. and Feng S. 2014. A novel chitinase gene 
homologue from Chinese wild rye enhances 
tolerance to biotic and abiotic stress in transgenic 
tobacco. New Biotechnology, 31: S207. 

15. Himmelbach A., Liu L., Zierold U., Altschmied 
L., Maucher H., Beier F., Müller D., Hensel G., 
Heise A., Schützendübel A., Kumlehn J. and 
Schweizer P. 2010. Promoters of the barley 
germin-like GER4 gene cluster enable strong 
transgene expression in response to pathogen 
attack. Plant Cell, 22: 937–952. 



 1396، 4، شماره 30جلد                                                   )                        مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

358 

16. Hoeren F.U., Dolferus R., Wu Y., Peacock W.J. 
and Dennis E.S. 1998. Evidence for a role for 
AtMYB2 in the induction of the Arabidopsis 
alcohol dehydrogenase gene (ADH1) by low 
oxygen. Genetics, 149: 479-490. 

17. Ishiwatari Y., Honda C., Kawashima I., 
Nakamura S., Hirano H., Mori S, Fujiwara T., 
Hayashi H. and Chino M. 1995. Thioredoxin h is 
one of the major proteins in rice phloem sap. 
Planta, 195: 456–463. 

18. Kobrehel K., Wong J.H., Balogh A., Kiss F., 
Yee B.C. and Buchanan B.B. 1992. Specific 
reduction of wheat storage proteins by 
thioredoxin h. Plant Physiology, 99: 919–924. 

19. Ku L., Wei X., Zhang S., Zhang J., Guo S. and 
Chen Y. 2011. Cloning and characterization of a 
putative TAC1 ortholog associated with leaf 
angle in maize (Zea mays L.). PLoS ONE, 6: 
e20621. 

20. Kumar S., Asif M., Chakrabarty D., Tripathi 
R.D., Dubey R.S. and Trivedi P.K. 2015. 
Expression of a rice Lambda class of glutathione 
S-transferase, OsGSTL2, in Arabidopsis provides 
tolerance to heavy metal and other abiotic 
stresses. Journal of Hazardous Materials, 248–
249: 228-237. 

21. Laloi C., Mestres-Ortega D., Marco Y., Meyer 
Y. and Reichheld J.P. 2004. The Arabidopsis 
cytosolic thioredoxin h5 gene induction by 
oxidative stress and its W-Box-mediated 
response to pathogen elicitor. Plant Physiology, 
134:1006-16. 

22. Laloi C., Rayapuram N., Chartier Y., 
Grienenberger J.M., Bonnard G. and Meyer Y. 
2001. Identification and characterization of a 
mitochondrial thioredoxin system in plants. 
Proceedings of the National Academy of 
Sciences of the United States of America, 98: 
14144–14149. 

23. Lee T.I., Rinaldi N.J., Robert F., Odom D.T., 
Bar-Joseph  Z., Gerber G.K., Hannett N.M., 
Harbison C.T., Thompson  C.M., Simon  I., 
Zeitlinger J., Jennings E.G., Murray H.L., 
Gordon D.B. Ren B., Wyrick J.J., Tagne J.B., 
Volkert T.L., Fraenkel E., Gifford D.K. and 
Young R.A. 2002. Transcriptional regulatory 
networks in Saccharomyces cerevisiae. Science, 
298: 799-804. 

24. Marx C., Wong J.H. and Buchanan B.B. 2003. 
Thioredoxin and germinating barley: targets and 
protein redox changes. Planta, 216: 454–460. 

25. Meyer Y., Vignols F. and Reichheld J.P. 2002. 
Classification of plant thioredoxins by sequence 

similarity and intron position. Methods in 
enzymology, 347: 394–402. 

26. Mouaheb N., Thomas D., Verdoucq L., Monfort 
P. and Meyer Y. 1998. In vivo functional 
discrimination between plant thioredoxins by 
heterologous expression in the yeast 
Saccharomyces cerevisiae. Proceedings of the 
National Academy of Sciences of the United 
States of America, 95: 3312–3317. 

27. Qiu P. 2003. Recent advances in computational 
promoter analysis in understanding the 
transcriptional regulatory network. Biochemical 
and Biophysical Research Communications, 
309:495–501. 

28. Ramji D.P. and Foka P. 2002. 
CCAAT/enhancer-binding proteins: structure, 
function and regulation. Biochemical Journal, 
365: 561–575. 

29. Romualdi C., Bortolzuzz S., Dalessi F. and 
Danieli G.A. 2003. IDEG6: a web tool for 
detection of differentially expressed genes in 
multiple tag sampling expriments.  Physiological 
Genomics, 12: 159-162. 

30. Rushton P.J., Reinstadler A., Lipka V., Lippok 
B. and Somssich I.E. 2002. Synthetic plant 
promoters containing defined regulatory 
elements provide novel insights into pathogen- 
and wound-induced signaling. Plant Cell, 
14:749–762. 

31. Sadeghnezhad E., Askari H., Soltani S. and 
Honarvar F. 2014. Identification and distribution 
of anaerobic responsive elements (AREs) in 
genes functional categorization of Arabidopsis 
thaliana. Journal of Applied Biotechnology 
Reports, 4: 135-141. 

32. Safi H., Saibi W., Alaoui M.M., Hmyene A., 
Masmoudi K., Hanin M. and Brini F. 2015. A 
wheat lipid transfer protein (TdLTP4) promotes 
tolerance to abiotic and biotic stress in 
Arabidopsis thaliana. Plant Physiology and 
Biochemistry, 89: 64-75. 

33. Schobert C., Baker L., Szederkenyi J., 
Grossmann P., Komor E., Hayashi H., Chino M. 
and Lucas W.J. 1998. Identification of 
immunologically related proteins in sieve-tube 
exudate collected from monocotyledonous and 
dicotyledonous plants. Planta, 206: 245-252. 

34. Shamloo-Dashtpagerdi R., Razi H., Aliakbari 
M., Lindlöf A., Ebrahimi M. and Ebrahimie E. 
2015. A novel pairwise comparison method for 
in silico discovery of statistically significant cis-
regulatory elements in eukaryotic promoter 



 1396، 4، شماره 30جلد                                                   )                        مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

359 

regions: Application to Arabidopsis. Journal of 
Theoretical Biology, 364: 364–376. 

35. Shumin Z., Yan C., Hulin S., Bang Z., Licheng 
S. and Wei Z. 2015. One novel cis-element is 
essential for correct DYSFUNCTIONAL 
TAPETUM 1 (DYT1) expression in Arabidopsis 
thaliana. Plant cell reports, 34: 1773–1780. 

36. Skriver K., Olsen F.L., Rogers J.C. and Mundy 
J. 1991. cis-acting DNA elements responsive to 
gibberellin and its antagonist abscisic acid. 
Proceedings of the National Academy of 
Sciences of the United States of America, 88: 
7266-7270. 

37. Taji T., Seki M., Satou M., Sakurai T., 
Kobayashi M., Ishiyama K., Narusaka Y., 
Narusaka M., Zhu J.K. and Shinozaki K. 2004. 
Comparative genomics in salt tolerance between 
Arabidopsis and Arabidopsis-related halophyte 
salt cress using Arabidopsis microarray. Plant 
Physiology, 135: 1697–1709. 

38. Vanderauwera S., Zimmermann P., Rombauts S., 
Vandenabeele S., Langebartels C., Gruissem W., 
Inzé D. and Van Breusegem F. 2005. Genome-
wide analysis of hydrogen peroxide-regulated 
gene expression in Arabidopsis reveals a high 
light-induced transcriptional cluster involved in 
anthocyanin biosynthesis. Plant Physiology, 139: 
806–821. 

39. Wang Y., Mopper S. and Hasenstein K.H. 2001. 
Effects of salinity on endogenous ABA, IAA, 
JA, and SA in Iris hexagona. Journal of 
Chemical Ecology, 27: 327–342. 

40. Wong J.H., Kim Y.B., Ren P.H., Cai N., Cho 
M.J., Hedden P., Lemaux P.G. and Buchanan 

B.B. 2002. Transgenic barley grain 
overexpressing thioredoxin shows evidence that 
the starchy endosperm communicates with the 
embryo and the aleurone. Proceedings of the 
National Academy of Sciences of the United 
States of America, 99: 16325–16330. 

41. Winter D., Vinegar B., Nahal H., Ammar R., 
Wilson G.V. and Provart N.J. 2007. 
An‘‘electronic fluorescent pictograph’’ browser 
for exploring and analyzing large-scale 
biological data sets. PLoS ONE, 8:e718. 

42. Xiong L. and Zhu J.K. 2003. Regulation of 
abscisic acid biosynthesis. Plant Physiology, 
133: 29-36. 

43. Yanhui  C., Xiaoyuan  Y., Kun  H., Meihua  L., 
Jigang  L., Zhaofeng  G., Zhiqiang L., Yunfei Z., 
Xiaoxiao W., Xiaoming Q., Yunping S., Li Z., 
Xiaohui D., Jingchu L., Xing-Wang D., 
Zhangliang C., Hongya G. and Li-Jia Q. 2006. 
The MYB transcription factor superfamily of 
Arabidopsis: expression analysis and 
phylogenetic comparison with the rice MYB 
family. Plant Molecular Biology, 60: 107-124. 

44. Zhong H. and McClung C. 1996. The circadian 
clock gates expression of two Arabidopsis 
catalase genes to distinct and opposite circadian 
phases. Molecular and General Genetics, 251: 
196–203. 

45. Zhong H.H., Young J.C., Pease E.A., Hangarter 
R.P. and McClung C.R. 1994. Interactions 
between light and the circadian clock in the 
regulation of CAT2 expression in Arabidopsis. 
Plant Physiology, 104: 889–898. 

  

  

  

  

  

  



 1396، 4، شماره 30جلد                                                   )                        مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

360 

A Comparative Investigation of Catalase 2 and Thioredoxin H5 
Genes Promoters in Arabidopsis to Determine of Their Functions 

in Response to Biotic and Abiotic Stresses 
Zinati Z.1 and Shamloo-Dashtpagerdi R.2  

1 Agroecology Dept., College of Agriculture and Natural Resources of Darab, Shiraz University, Darab, 
I.R. of Iran  

2 Crop Production and Plant Breeding Dept., College of Agriculture,  Shiraz University, Shiraz, I.R. of 
Iran  

Abstract 

In order to investigate of cis-regulatory elements' role in the promoter region in the 
expression pattern of genes Catalase 2 (CAT2) and Thioredoxin H5 (TRX5) in 
Arabidopsis in response to different biotic and abiotic stresses, the promoter sequences 
of the genes, cis-regulatory elements in them, data relating to the expression of these 
genes in the different stresses were received using Phytozome, PlantCARE and the Bio-
Array Resource for Plant Biology, respectively. Significant differences in the number of 
repetitions of each cis-regulatory element among promoters were determined by a 
variety of statistical methods available at bioinformatics IDEG6 tool. The results 
showed that eight cis-regulatory elements, including ARE, CAAT-box, ABRE, 
Unnamed-4, Box-W1, TGA-element, W box and TATA-box had significant and 
different occurrences between two promoters. It can be suggested that gene TRX5 unlike 
gene CAT2 is able to respond to biotic stress due to the presence of a greater number of 
specific regulatory elements in response to pathogen (Box-W1 and W box) and auxin 
(TGA-element). Also, a part of the expression pattern of these genes in response to 
abiotic stresses can be justified due to the presence of different number of repetitions of 
specific regulatory element in response to auxin (TGA-element) on the TRX5 gene 
promoter and anaerobic regulatory element (ARE) and abscisic acid regulatory element 
(ABRE) on the CAT2 gene promoter. Based on these results, TRX5 plays a role in 
response to biotic and abiotic stresses. Identification of these genes with functional 
response to biotic and abiotic stresses can be considered a huge progress in order to 
select candidate genes for genetic manipulation to enhance plants stress tolerance.  
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