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  پروفايل ترانسكريپتوم نوك شاخه و ريشه گياه سويا
  سعيد ميرزايي

  كرمان، دانشگاه تحصيلات تكميلي صنعتي و فناوري پيشرفته، پژوهشگاه علوم، تكنولوژي پيشرفته و علوم محيطي، گروه بيوتكنولوژي

  24/7/95 :تاريخ پذيرش  20/2/95 :تاريخ دريافت

  چكيده

مورد نياز براي  يمريستم نوك شاخه سلولها. بنيادي هستندي سلولهاه و ريشه، نواحي داراي در گياهان مريستمهاي انتهاي شاخ
مي كند و مريستم نوك ريشه مسئول  تأمينها را  Nodeها و فواصل بين  توسعه ساختارهاي هوايي گياه مانند برگها، گلها، شاخه

بنابراين رشد . باشد اجزاي اصلي تغذيه و استفاده از آب در گياه مي علاوه بر اين ريشه از. ايجاد اندامهاي زير زميني گياه مي باشد
در اين مطالعه ترانسكريپتوم نوك شاخه و ريشه گياه  .باشد و توسعه گياه وابسته به عمل نواحي مريستمي در ريشه و شاخه مي

نقش اساسي در اين نواحي  رند و احتمالاًيك از اين نواحي بيان بالاتري را دا يي كه در هرژنهاسويا مورد بررسي قرار گرفت تا 
مورد  CLC Genomic workbenchوسيله نرم افزار ه ب RNA-seqين منظور داده هاي حاصل از ه اب. دارند شناسايي شوند

ريشه بيان  نوك طور اختصاصي دره ژن ب 1725طور اختصاصي در نوك شاخه و ه ژن ب 1956نتايج نشان داد . آناليز واقع شدند
از  ژن 3710ژن داراي يك افزايش دو يا بيش از دو برابر و  3750علاوه بر اين در نوك شاخه در مقايسه با نوك ريشه . ندوي شم

نشان  آناليز عملكردي ژن متمايز بيان شده. كاهش بياني در حد دو و يا بيش از دو را در نوك شاخه داشتند ي با كاهش بيان،ژنها
  .كاتاليتيك، رونويسي، سيگنالينگ و تنظيم كننده آنزيمي نقش دارند در فعاليتهاي ژنهااين داد كه 

  RNA-seqترانسكريپتوم، نوك شاخه، نوك ريشه، سويا و : واژه هاي كليدي

  mirzaei56@gmail.com: ، پست الكترونيكي 03433776613 :نويسنده مسئول، تلفن
  مقدمه

مريستم انتهاي شاخه، ناحيه داراي عالي  در گياهان
كه در  )9( باشد بنيادي در سطح خاك مي  هايلسلو

پوتنت  ي تجديد شونده پلوريسلولهابرگيرنده 
)Pluripotent ( ي دختري در سلولهادر ناحيه مركزي و

مورد نياز براي  يهااين ناحيه سلول. )40( حاشيه است
ها  توسعه ساختار هاي هوايي گياه مانند برگها، گلها، شاخه

دو فعاليت  .)32(كند  مي تأمينا ها ر Nodeو فواصل بين 
كارگيري ه ي بنيادي و بسلولهامتفاوت، جايگزيني جمعيت 

ي جانبي در مريستم انتهاي شاخه اندامهادر  سلولهااين 
بنابراين مريستم انتهايي شاخه نقش . بايستي در تعادل باشد

 و 1(زايي گياه دارد  اندام و در رشد اندام هوايي اساسي
هاي در  اي در ريشه هايي ريشه نيز ناحيهمريستم انت. )39

) بنيادي(ي مريستمي سلولهاباشد كه داراي  حال رشد مي

اين ناحيه معادل مريستم انتهايي شاخه در  .)5( باشد مي
ي زير زميني گياه اندامهاريشه است و مسئول ايجاد 

سته به عمل بنابراين رشد و توسعه ريشه واب. باشد مي
مطالعه دقيق مريستمهاي  لذا .)5(باشد  مريستم ريشه مي

نوك شاخه و ريشه چه از نظر ساختار و چه از نظر عوامل 
تواند نقش مهمي در درك  ثر ژنتيكي و غير ژنتيكي ميؤم

تواند  و اين مي كند ءهر چه بهتر رشد و توسعه گياهان ايفا
در بهبود گياهان براي مصارف و كاربردهاي خاص در 

  .دكشاورزي به كار گرفته شو

خانواده و از  Glycine max (L.) Merrillسويا با نام علمي 
 2n=40داراي  كه باشدمي )Leguminosae( ها لگوم

لگوم ها در حقيقت سومين خانواده . )6(است كروموزوم 
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 و Orchidaceae بعد از ،گياهان گلدار از بزرگ گياهي
Asteraceae  از با جثه هاي گوناگون مي باشند و گياهاني

 ار كوچك تا درختاني بزرگ را در خود جاي داده استبسي
وسيله ه چندين گونه از گياهان اين خانواده ب. )38 و 11(

، )Glycine max( در اين ميان سويا. بشر اهلي شده اند
و  )Phaseolus vulgaris(، لوبيا )Pisum sativum(نخود 
مهم ترين گياهان متعلق به اين  )Medicago sativa( يونجه

غلاتي مانند گندم، (باشند كه بعد ازگرامينه  نواده ميخا
غذا و علوفه جهان  تأميندر جايگاه دوم ) برنج و ذرت

ينهاي رژيم غذايي و يك سوم ئيك سوم پروت. قرار دارند
ه ب ،وري شده براي مصرف انسانآروغنهاي گياهي فر

 به عنوانلگوم ها همچنين، . شود وسيله لگوم ها توليد مي
داراي اهميت مي باشند ) يونجه و شبدر(لوفه اي گياهان ع

علاوه بر اين روغني كه از بذرهاي لگومي . )17 و 14، 12(
دست مي آيد مي ه و سويا ب Pongamia pinnata مانند

استفاده شوند  )Biofuel( تواند براي توليد سوخت زيستي
  .)34(و جايگزيني سبز براي سوختهاي فسيلي باشند 

در اهميت ويژه سويا در تغذيه انسان و دام با توجه به لذا 
نوك  يپتومبر آن است تا با مطالعه ترانسكر يمطالعه سع ينا

 متمايزي يانب ينواح يندر ا كه ييژنها يا،سو يشهشاخه و ر
در  ثرؤمي ژنهاتا درك بهتري از شوند  ييرا دارند شناسا

  . دست آيده اين نواحي ب

  مواد و روشها
در اين ) Forrest(رقم فارست  بذور سويا: رشد گياه

وسيله الكل ه ابتدا بذور ب. تحقيق مورد استفاده قرار گرفت
صورت سطحي ضدعفوني شدند و سپس ه درصد ب 70

. وسيله آب مقطر استريل شستشو داده شدنده ب چندين بار
در مرحله بعد بذر ها بين دو كاغذ صافي درون پتري ديش 

درجه  25تاريك با دماي  قرار گرفتند و به درون انكوباتور
  . منتقل شدند

  از بعد   نوك شاخه و ريشه بذور جوانه زده: نمونه برداري

ساعت از زمان انتقال آنها به انكوباتور  48گذشت 
براي گرفتن نمونه ها از يك اسكالپل . آوري گرديد جمع

ين صورت كه براي نوك ريشه ه اب .استريل استفاده گرديد
انتهاي ريشه جدا گرديد و بلافاصله ميلي متر از  2حدود 

براي نمونه برداري از نوك شاخه . به ازت مايع منتقل شد
از هم جدا شد و بعد به ) كوتيلدون ها(ابتدا دو نيمه بذر 

كمك يك استريو ميكروسكوپ و با استفاده از اسكالپل در 
وارد ازت  حدود يك ميلي متر از نوك شاخه جدا و سريعاً

نهايت تا زمان انجام آزمايش بيان ژن به  مايع گرديد و در
  .منتقل گرديدند - 80فريزر 

كل از نوك ريشه و شاخه تهيه  RNA :RNAاستخراج 
بر اساس ) TRIzol; Invitrogen( شده با استفاده از ترايزول

طور ه ب. روش ارائه شده از سوي كمپاني استخراج گرديد
با ازت  خلاصه ابتدا بافت گياهي در يك هاون در مجاورت

مايع پودر گرديد و بعد از انتقال به يك لوله يك و نيم 
ه ميلي ليتري، يك ميلي ليتر محلول ترايزول به آن اضافه و ب

 200سپس . دقيقه در دماي اتاق نگهداري گرديد 5مدت 
و بعد از سه  شد ميكروليتر كلروفرم به نمونه ها اضافه

دقيقه  15دت مه دقيقه نگهداري در دماي اتاق، نمونه ها ب
. وژ شدنديسانتريف g 12000در دماي چهار درجه با سرعت 

است به يك  RNAدر مرحله بعد فاز مايع رويي كه حاوي 
ميكروليتر ايزوپروپانول به آن  500لوله جديد منتقل و 

دقيقه نگهداري  10مدت ه اضافه گرديد و در دماي اتاق ب
 10مدت  هسپس نمونه ها در دماي چهار درجه ب. گرديدند

سپس فاز . وژ شدنديسانتريف g12000 دقيقه با سرعت 
درصد شستشو  75با اتانول  RNAرويي حذف و پلت 

 40خشك گرديد و در  RNAگرديد و در آخر پلت 
  .حل گرديد RNaseميكروليتر آب بدون 

 ها احتمالي، نمونه DNAبراي حذف آلودگي : cDNAسنتز 
كمپاني فرمنتاز تهيه شده از  DNaseIوسيله آنزيم ه ب
)Fermentase; Lithuania (حدود يك  تقريباً. تيمار شدند

 37در دماي  DNaseIبا يك واحد از  RNAميكروگرم از 
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به منظور غير فعال . دقيقه تيمار شد 40مدت ه درجه ب
  ميلي EDTA 50سازي واكنش فوق يك ميكروليتر از 

گراد  درجه سانتي 65مولار به نمونه ها اضافه و در دماي 
به  RNAبراي تبديل . دقيقه نگهداري شدند 10مدت ه ب

cDNA  واكنش . ميكروليتري آماده گرديد 20يك واكنش
آن  DNAكه آلودگي  RNAميكروليتر  5: تبديل كه شامل

، RNaseميكروليتر آب استريل بدون  7حذف شده بود، 
يك ميكروليتر  ،)Oligo(T)(يك ميكروليتر اليگو تي 

dNTP ،4 ليتر بافر رشته اول، يك ميكروليتر ميكروRNase 

block  و يك ميكروليتر آنزيمReverse transcriptase  ،بود
دقيقه انجام  60مدت ه درجه سانتي گراد ب 50در دماي 

با استفاده از پرايمر هاي  cDNAهاي  در نهايت نمونه. شد
GmCons6 )25(  با انجامPCR شدند تأييد.  

Quantitative Real Time PCR (qRT-PCR) : توالي
DNA  ژن مورد نظر براي طراحي پرايمر از بانك ژنومي
گرفته ) Phytozome; http://www.phytozome.net(سويا 
از برنامه  qRT-PCRطراحي پرايمر براي  به منظور. شد

 :قابل دسترسي در( 3طراحي پرايمر اينترنتي، پرايمر 
http://frodo.wi.mit.edu (و  پيشروتوالي هاي . شد استفاده

آورده شده  1پرايمر هاي استفاده شده در جدول  پسرو
  . است

  اسامي و مشخصات پرايمرهاي استفاده شده در مطالعه - 1جدول
  نام ژن  ’3-’5پرايمر پيشرو  ’3-’5 پرايمر پسرو

AGTGACTGGATCGGTTCACA GGATACAACTGACACGGCTC Glyma06g20400 

GCAAGGTTTCAGCTCCCAAC  GCTTGAAGGTTGGATTGGAAGTAG Glyma18g0956 

ي ژنها) Transcripts(هاي  براي تعيين فراواني ترانسكريپت
 ;SYBR Green(مورد نظر از رنگ سايبر گرين 

Invitrogen ( و دستگاه ترمو سايكلرCorbett  استفاده
بيولوژيك و دو تكرار  آزمايش شامل سه تكرار. گرديد

ين ه اب PCRبرنامه . تكنيكي براي هر يك و كنترل منفي بود
ه درجه سانتي گراد ب 95جداسازي اوليه در : صورت بود

ه درجه سانتي گراد ب 95: سيكل شامل 45دقيقه؛  10مدت 
مدت يك دقيقه و ه درجه سانتي گراد ب 60ثانيه،  15مدت 

براي تعيين اختصاصي  dissociationدر ادامه يك مرحله 
نسبت به سطح بيان  ژنهاسطح بيان . انجام شد PCRبودن 

  .نرمال سازي گرديد )GmCons6 )25ژن 

 قطعات: بيوانفورماتيك و آناليز داده هاي توالي يابي
ترانسكريپتوم نوك شاخه و ريشه ) Reads(توالي يابي شده 

ات كيفيت قطع. از دانشگاه كوئينزلند استراليا تهيه گرديد
تعيين  Fastx tool kitتوالي يابي شده با استفاده از نرم افزار 

 از قطعات توالي يابي شده شاخه و ريشه با استفاده. گرديد
ر روي ژنوم ب CLC Genomics Workbenchنرم افزار 

عمل جايابي با استفاده از عمل . شدند) Map(سويا جايابي 

حداقل  نرم افزار مذكور با شرايط RNA-seq) قابليت(
. انجام شد 8/0و حداقل تشابه قطعه  9/0اندازه قطعه 

صورت تعداد قطعه در ه فراواني نسبي ترانسكريپت ها ب
 Read Per(كيلوباز اگزون بر ميليون قطعه جايابي شده 

Kilobase of exon model per Million mapped reads 

(RPKM) (دست آمده ب .  

بين نمونه  ژنهاسطح بيان ي متمايز بيان شده با مقايسه ژنها
شناسايي  )Kal)22ريشه و ساقه و با استفاده از آزمايش 

كه بيش از دو برابر افزايش يا كاهش بيان يي ژنها. شدند
عنوان ه بود ب 05/0كمتر از  Kalآزمايش  pداشتند و ارزش 

تجزيه و تحليل  .ندتعيين گرديد متمايز بياني با ژنها
ي متمايز بيان شده ژنها) Functional analysis(عملكردي 

ين اه ب. انجام پذيرفت Blast2GOبا استفاده از نرم افزار 
براي فهرست ) Gene Ontology(منظور ابتدا آنتولوژي ژن 

ي با بيان متمايز استخراج گرديد و سپس در نرم افزار ژنها
مذكور وارد گرديده و گروه بندي عملكردي ژنها ترسيم 

  .)10(گرديد 

  نتايج 
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براي درك : ابي قطعات توالي يابي شده بر روي ژنومجاي
نواحي (در نوك شاخه و ريشه سويا  ژنهااينكه نحوه بيان 

چگونه است و چه ) در بر گيرنده مريستمهاي انتهايي گياه
يي بيان بيشتري در اين نواحي دارند پروفايل ژنها

ترانسكريپتي نوك شاخه و ريشه گياه سويا با هم مقايسه 
كيفيت قطعات توالي يابي شده با استفاده از نجش س. گرديد

نشان داد كه قطعات توالي يابي  FastX tool kitنرم افزار 
برخوردار ) 33بيش از  Phred score(شده از كيفيت بالايي 

از  .لذا جايابي كل قطعات بر روي ژنوم انجام شد .هستند
 ،قطعه توالي يابي شده در نوك شاخه 39284610مجموع 

طور اختصاصي بر روي ژنوم سويا ه قطعه ب 34063809
قطعه بر روي ژنوم جايابي  5220801جايابي شدند و 

در نوك . طور غير اختصاصي جايابي شدنده نشدند و يا ب
 ،قطعه توالي يابي شده 34169345ريشه از مجموع 

طور اختصاصي بر روي ژنوم جايابي ه قطعه ب 28999578
بر روي ژنوم جايابي ) 5169768(گرديدند و بقيه قطعات 

  . طور اختصاصي جايابي نشدنده نشدند و يا ب

در آناليز  ژنهابيان : ترانسكريپتوم نوك شاخه و ريشه سويا
قطعه در كيلوباز "صورت ه ب RNAداده هاي توالي يابي 

 Read per Kilobase(اگزون بر ميليون قطعه جايابي شده 

of exon model per Million mapped reads; RPKM( 
در مقايسه نوك شاخه با نوك ريشه . )29( اندازه گيري شد

و با در نظر گرفتن اينكه حداقل يك قطعه بر روي ژن 
طور ه ژن ب 1956جايابي شده باشد، مشخص شد كه 

طور اختصاصي ه ژن ب 1725اختصاصي در نوك شاخه و 
با در نظر گرفتن شرايط . شوند در نوك ريشه بيان مي

در نظر  100اقل تعداد قطعه براي هر ژن حد(سخت تر 
طور اختصاصي در شاخه ه يي كه بژنهاتعداد ) گرفته شود

 93ي اختصاصي ريشه به ژنهاژن و  83بيان مي شوند به 
ي اختصاصي ژنهاژن از  10اسامي . ژن كاهش مي يابند

شاخه و ريشه كه بيشترين تعداد قطعه را به خود اختصاص 
شايان . آورده شده است 3و  2 هاي داده بودند در جدول

ها در يك گزارش تحقيقاتي ذكر است كه ليست كامل ژن
در نوك شاخه و  ژنهامقايسه بيان  .)2( ارائه گرديده است

ژن در نوك  9713ريشه گياه سويا نيز نشان داد كه حدود 
 pتست كال؛ (شاخه در مقايسه با نوك ريشه بيان متمايزي 

  .را داشتند) 05/0

  

  ژن اختصاصي شاخه با بيشترين تعداد قطعه جايابي شده 10اسامي  -2جدول 
 تعداد قطعات كد ژن    بهترين معادل كاركرد ژن بر اساس آرابيدوپسيس
1 Glyma12g08270 1102 BEL1-like homeodomain 8 

2 Glyma02g43760 894 KNOX/ELK homeobox transcription factor 

3 Glyma20g04240 828 myb domain protein 106 

4 Glyma07g35560 793 myb domain protein 16 

5 Glyma04g05210 788 KNOTTED-like from Arabidopsis thaliana 

6 Glyma19g34410 701 photosystem II reaction center W 

7 Glyma05g07800 681 RNI-like superfamily protein 

8 Glyma09g34190 676 Ankyrin repeat family protein 

9 Glyma17g12200 668 plant-specific transcription factor YABBY family protein 

10 Glyma08g09380 625 F-box family protein 
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  ژن اختصاصي ريشه با بيشترين تعداد قطعه جايابي شده 10اسامي  -3جدول 

   كد ژن  تعداد قطعات  بهترين معادل كاركرد ژن بر اساس آرابيدوپسيس
1 Glyma07g04320 1911 germin 3 

2 Glyma14g03300 781 sucrose phosphate synthase 3F 

3 Glyma16g33000 678 Protein of unknown function (DUF1442) 

4 Glyma19g01120 609 Oxidoreductase, zinc-binding dehydrogenase family protein 

5 Glyma04g08300 512 calmodulin like 43 

6 Glyma09g12330 512 PLATZ transcription factor family protein 

7 Glyma12g00540 503 NAC domain containing protein 70 

8 Glyma18g52680 489 Uncharacterised protein family (UPF0497) 

9  Glyma11g20460  476  glycosyltransferase family protein 2 

10  Glyma07g17170  472  Laccase/Diphenol oxidase family protein 

  
ي متمايز ژنهادرصد  51؛ حدود 4967( ژنهابسياري از اين 

حدود (ژن  4746و حدود  افزايش بيان معني دار) بيان شده
كاهش بيان معني ) ي متمايز بيان شدهژنهااز  درصد 49

از . داري در نوك شاخه در مقايسه با نوك ريشه داشتند
 5/75(ژن  3750يي كه افزايش بيان نشان دادند، ژنها

داراي يك افزايش دو يا بيش از دو برابر بودند و  )درصد
) درصد 78حدود (ي با كاهش بيان ژنهاژن از  3710

كاهش بياني در حد دو و يا بيشتر از دو را در نوك شاخه 
  .داشتند

علاوه : يي با بيان بسيار بالا در نوك شاخه يا ريشهژنها
طور اختصاصي در نوك شاخه و ه ب يي كه كاملاًژنهابر 
طور كه در بالا گفته شد  همان شوند، ك ريشه بيان مينو

ي فراوان ديگري هستند كه از نظر ميزان بيان در اين ژنها
يي كه با ژنهابراي تعيين . دو ناحيه بسيار متفاوت هستند

دامنه اختصاصي بيشتري در نوك شاخه يا ريشه بيان مي 
معني دار ) fold change(توان تفاوت سطح بيان  شوند مي

با در . برابر در نظر گرفت 100يا حتي  10مانند  ،ا بالاترر
برابري تفاوت سطح بيان در اين دو ناحيه  10 نظر گرفتن

 ژن افزايش يا كاهش بيان معني دار 2083مشاهده شد كه 
. در نوك شاخه در مقايسه با نوك ريشه داشتند برابري 10

يان ژن افزايش ب 980ژن كاهش بيان و  1103از اين تعداد 
با احتساب تفاوت سطح بيان معني دار در . را نشان دادند

برابر افزايش يا كاهش در نوك شاخه مشاهده شد  100حد 
. ژن داراي اين افزايش و كاهش بيان بودند 452كه حدود 

ژن كاهش بيان  252ژن افزايش بيان و  200ژن  452از اين 
در نوك شاخه در مقايسه با نوك ريشه نشان دادند 

در نوك شاخه اين افزايش بيان به بيش از  ).4دولج(
و كاهش بيان به  Glyma18g09560برابر براي ژن  2000

  .رسيد مي Glyma20g04830برابر براي ژن  3500بيش از 

 ي متمايز بيان شدهژنهاتجزيه و تحليل عملكردي آناليز 
ي متمايز بيان شده بيشترين نقش را به ژنهانشان داد كه اين 

كاتاليتيك، فعاليت متصل : ر فعاليتهاي بيولوژيكترتيب د
، فعاليت آنتي اكسيداني، فعاليت فاكتور )binding(شوندگي 

 transporter(نسخه برداري، فعاليت انتقال دهنده 

activity( فعاليت تنظيم كننده آنزيمي، فعاليت مبدل ،
، فعاليت )molecular transducer activity(مولكولي 

و فعاليت ) nutrient reservoir activity(ذخيره غذايي 
  ).1شكل (انتقال دهنده الكترون دارند 

طور متمايزي در شاخه ه كه ب ژنهابيان بعضي از  تأييد
يي كه بيان ژنها، دو ژن از ژنهابيان  تأييدبراي : بيان شدند
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متمايزي در نوك شاخه و ريشه داشتند انتخاب گرديدند 
ي انتخاب شده ژنهابيان  يدتأيبراي  qRT-PCR). 5جدول (

  .مورد استفاده قرار گرفت

  
  

ي با كاهش بيان در ژنهارديفهاي به رنگ خاكستري بيانگر . يي با بيشترين افزايش و كاهش بيان در نوك شاخهژنهايك ليست انتخابي از  -4جدول 
  .شاخه مي باشد

 
 بهترين معادل براي كاركرد ژن بر اساس آرابيدوپسيس كد ژن

فزايش يا نسبت ا
 كاهش بيان

  مقدار احتمال

1  Glyma18g09560 UDP-Glycosyltransferase superfamily protein 2/2066 00001/0<  
2 Glyma17g05760 germin 3 9/1990 00001/0<  
3 Glyma17g14710 Plant-specific transcription factor YABBY family protein 2/1794  00001/0<  
4 Glyma09g31640 alpha/beta-Hydrolases superfamily protein 3/1607  00001/0<  
5 Glyma05g04260 Plant-specific transcription factor YABBY family protein 1/1389 00001/0<  
6  Glyma17g34810 homeobox gene 1 4/1177  00001/0<  
7 Glyma07g01740 HAD superfamily, subfamily IIIB acid phosphatase 9/1020 00001/0<  
8  Glyma19g37890 

PEBP (phosphatidylethanolamine-binding protein) family 
protein 

8/811 00001/0<  
9 Glyma03g32820 2/801 00001/0<  
10 Glyma10g39720 

Homeobox-leucine zipper family protein / lipid-binding 
START domain-containing protein 

9/783 003/0  
11 Glyma20g04830 Ribonuclease T2 family protein 5/3594- 00001/0<  
12 Glyma06g20400  BANQUO 3 3/2294- 00001/0<  
13 Glyma03g02760  7/1652- 00001/0<  
14 Glyma11g20710 Late embryogenesis abundant (LEA) protein-related 8/1586- 00001/0<  
15 Glyma18g02200 Pollen Ole e 1 allergen and extensin family protein 2/1254- 00001/0<  
16 Glyma12g07350 Late embryogenesis abundant (LEA) protein-related 5/1221- 00001/0<  
17 Glyma08g04040  1/1213- 00001/0<  
18 Glyma18g06220 Peroxidase superfamily protein 9/1084- 00001/0<  
19 Glyma10g02090 Pollen Ole e 1 allergen and extensin family protein 6/1077- 00001/0<  
20 Glyma11g03130 Predicted AT-hook DNA-binding family protein 4/1053- 00001/0<  

  

  .qRT-PCRي انتخاب شده براي آزمايش ژنهاميزان بيان  -5جدول 

  انتغييرات بي  مشخصات  كد ژن

Glyma06g20400 BANQUO 3 2294-  
Glyma18g09560 UDP-Glycosyltransferase superfamily protein  2066  
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  Blast2GOي متمايز بيان شده با استفاده از نرم افزار ژنهاكاركرد مولكولي  -1شكل 

ي انتخاب شده سازگار با نتايج ژنهانتايج نشان داد كه بيان 
RNA-seq  طور كه در شكل  همان). 3و  2 هاي شكل(بود
) Glyma06g20400 )BANQUO 3شود بيان ژن  ديده مي

كه در نوك شاخه بيان كمتري داشت در نتايج حاصل از 
qRT-PCR شود در حالي كه  شدت در ريشه بيان ميه نيز ب

ژن ). 2شكل (بيان ناچيزي در نوك شاخه دارد 
Glyma18g09560 )UDP-Glycosyltransferase 

superfamily protein ( كه در شاخه بيان بالايي داشت نيز
شدت بيان مي شود در ه طور مشابهي در نوك شاخه به ب

  ).3شكل (كه در ريشه بيان چنداني ندارد  حالي

 بحث

يك روش جديد براي مطالعات بيان ژن  RNA-seqتكنيك 
. مي باشد كه افق جديدي را براي محققين باز كرده است

سي داده هاي حاصل از اين تكنيك بر در اين مطالعه برر
روي نوك شاخه و نوك ريشه سويا اطلاعات جامعي از 

ي بيان شده در اين نواحي فراهم ژنهانوع و تعداد و ميزان 
ينده هاي آدرگير در فر يژنهانتايج نشان داد كه . كرد

كاتاليتيك، نسخه برداري، سيگنالينگ، پاسخ سلولي در نوك 
براي مثال نتايج حاصل از . ل هستندشاخه و ريشه سويا فعا

qRT-PCR كرد كه ژن  تأييدGlyma18g09560  كه متعلق
به خانواده گليكوزيل ترانسفرازها مي باشد در نوك شاخه 
سويا در مقايسه با ريشه به ميزان بالاتري و ژن 

Glyma06g20400 )BANQUO3 ( متعلق به خانوادهBaisc 

helix-loop-helix (BHLH) هاي رونويسي  ندهتنظيم كن
علاوه بر اين ژن . شوند به ميزان كمتري بيان مي )28(

Glyma17g14710 مسئول يك فاكتور رونويسي متعلق به ،
فاكتور رونويسي  Glyma14g05150، ژن YABBYخانواده 

KNOX/ELK homeobox  و ژنGlyma02g04710  فاكتور
بيان بالاتري در  MADS-boxرونويسي متعلق به خانواده 

ژن . وك شاخه در مقايسه با نوك ريشه داشتندن
Glyma19g39340  كه يك فاكتور پاسخ دهنده به اكسين

  .مي باشد نيز در نوك شاخه بيان بالاتري را داشت

گليكوزيل تراسفرازها مسئول انتقال گليكوزيل از يك 
دهنده فعال به يك مولكول گيرنده هستند و يك باند 

گليكوزيل ترانسفرازها در . گليكوزيك را ايجاد مي كنند
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تعداد بسياري از . شوند تمامي ارگانيسمهاي زنده يافت مي
اين گليكوزيل ترانسفرازها داري موتيف خاصي هستند كه 

  .گليكوزيل ترانسفرازها معروف هستند UDPاين گروه به 

  
  qRT-PCRاساس آناليز بر ) Glyma06g20400 )BANQUO 3ميزان بيان ژن  -٢شکل 

  
  qRT-PCRبر اساس آناليز ) Glyma18g09560 )UDP-Glycosyltransferase superfamily proteinميزان بيان ژن  -٣شکل 

UDP از  اي  گليكوزيل ترانسفرازها گياهي در يك دامنه
-UDPفعاليتها درگير هستند و در بسياري از آنها از 

glucose اين واكنش . در واكنش انتقال استفاده مي شود
تركيبات ممكن است در نتيجه  - 1: چندين نتيجه مهم دارد

براي مثال بسياري از . اتصال گلوكز فعال يا غير فعال شوند
 - 2شدن غير فعال مي شوند  ههورمونها در نتيجه گليكوزيل

گليكوزيله شدن با افزايش خصوصيات هيدروفيليك باعث 
  .)24(لاليت تركيبات مي شوند تغيير ح

در نتيجه اين وقايع گليكوزيله شدن از طريق تنظيم سطح، 
فعاليت و محل متابوليتهاي كليدي سلول باعث يك 

افزايش بيان گليكوزيل . پايداري نسبي سلولي مي شود
تراسفراز ها در نوك شاخه بيانگر اين است كه آنها به 

يند آون ها در فراحتمال زياد با تغيير خصوصيات اگليك
  . )24(هاي تمايزي بخش هوايي نقش دارند 

متصل مي شوند و  DNAفاكتورهاي رونويسي به توالي 
 .)35(كنند  بيان ژن را در گياهان و حيوانات تنظيم مي
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ه طور مستقيم به هاي بيولوژيك يا ب تمامي فرايند تقريباً
ه شوند يا اينكه ب وسيله فاكتور هاي رونويسي تنظيم مي

هاي  يندآفر گيرند و اختصاصاً وسيله آنها تحت تاثير قرار مي
شدت تحت كنترل وجود و عدم وجود ه اي ب توسعه

ي متمايز ژنهابا بررسي . )35( فاكتورهاي رونويسي است
كه فاكتورهاي رونويسي متعلق  مشخص مي شودبيان شده 

در نوك شاخه بيان  MADS boxو  YABBYبه خانواده 
فاكتورهاي . سه با نوك ريشه داشتندبيشتري در مقاي

براي مثال ( BHLHرونويسي متعلق به خانواده 
BANQUO3 (و بعضي از فاكتورهاي رونويسي متعلق به 

(No Apical Meristem) NAC  بيان كمتري در نوك شاخه
بيان  ژنهاين معني است كه اين ه ااز خود نشان دادند، اين ب

بر اين فاكتورهاي  علاوه. بالاتري در نوك ريشه دارند
نيز در ريشه بيان  WRKYرونويسي متعلق به خانواده 

اين موارد از كاهش و . بالاتري را از خود بروز دادند
اي  افزايش بيان فاكتورهاي رونويسي در اين مرحله توسعه

اي گياه  يندهاي توسعهآي است بر نقش آنها در فرتأييدگياه 
  .سويا

YABBY  هاي رونويسي است  كتوريك گروه از خانواده فا
اندام بازي  )Polarity(كه نقش مهمي در تعيين قطبيت 

اين فاكتور رونويسي در . )36 و 23، 13، 8(كند  مي
ي جانبي نقش اندامهادر  abaxial-adaxialاستقرار قطبيت 

 YABBYفاكتورهاي رونويسي خانواده . )37، 15، 7( دارد
ناحيه انتهايي  در Domain(zinc-finger(داراي يك ناحيه 

در انتهاي كربوكسيل  YABBYاي و يك ناحيه  آمينه اسيد
يك فاكتور رونويسي متعلق  Glyma17g1471. خود هستند
است كه در نوك شاخه سويا در  YABBYبه خانواده 
. داشت )برابر 1800حدود ( زني بيان بيشتري مرحله جوانه

اي در مطالعات گوناگون نشان داده شده است كه فاكتوره
اي  در مراحل توسعه YABBYرونويسي متعلق به خانواده 

افزايش بيان اين ژن متعلق . )35، 21، 16( سويا نقش دارند
به اين خانواده بيانگر نقش مهم آن در اين مرحله حساس 
رشدي گياه است كه در حال بيرون آمدن از بستر كشت و 

تواند با تعيين  شكل گرفتن اندامهاي هوايي است كه مي
ي ژنهاعلاوه بر اين . قطبيت در ارتباط باشد

Glyma17g12200  كه نيز متعلق به اين خانواده فاكتورهاي
ي كاملا اختصاصي بيان ژنهارونويسي هستند جزء گروه 

 Shamimuzzaman). 2دول ج(شده در نوك شاخه هستند 
ي ژنهاو همكاران نيز نشان دادند كه بيان 

Glyma13g22620  وGlyma17g12200  در مراحل ابتدايي
  .)35( يابد رشد گياه افزايش مي

رمز كننده فاكتورهاي رونويسي هستند  MADS-box يژنها
در گياهان . و در گياهان، حيوانات و قارچها وجود دارند

جانوران  Homeoboxي ژنهامعادل  MADS-boxي ژنها
باشند  اي مي ي تنظيم كننده توسعهژنهاهستند و شامل 

 Glyma16g13070تحقيق نشان داد كه ژن  نتايج اين. )30(
اختصاصي در  طور كاملاًه ب MADS-boxمتعلق به خانواده 

و  Glyma02g04710ي ژنهانوك شاخه و 
Glyma01g02880  يي از خانواده فاكتورهاي ژنهااز جمله

هستند كه بيان بيشتري در نوك  MADS-boxرونويسي 
 ژنهااد اين به احتمال زي. شاخه سويا از خود نشان دادند

هستند كه در مراحل  MADS-boxي ژنهاتعدادي از 
اين نياز به  تأييداي گياه نقش دارند و براي  ابتدايي توسعه

  .باشد تحقيقات بيشتر و تكميلي مي

BANQUO3   فاكتور رونويسي متعلق به خانوادهBHLH 
باشد و در  مي باشد كه در تنظيم پاسخهاي به نور فعال مي

. )28( ، رنگ كاسبرگ و گلبرگ نقش داردميزان كلروفيل
در مراحل ابتدايي رشد ) 4جدول (لذا كاهش بيان اين ژن 

دور از انتظار نيست چرا كه در اين ) در مرحله جوانه زني(
علاوه . مرحله گياه هنوز در معرض نور قرار نگرفته است

در تنظيم زمان گلدهي نيز نقش دارند  BNQي ژنهابر اين 
دست آمده در اين تحقيق ه كننده نتيجه ب يدتأيو اين نيز 
  .مي باشد

نيز بيان  NACي گروه ژنهاي مشابه با ژنهابعضي از 
. متمايزي در نوك شاخه و نوك ريشه از خود نشان دادند
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نيز گروهي از فاكتورهاي  NACپروتئينهاي حاوي ناحيه 
اي از فعاليتهاي  گسترده  رونويسي هستند كه در دامنه

زايي، توسعه گل، تشكيل چوب و  مل جنينبيولوژيك شا
بررسي . )40 و 31، 27، 20، 4( زايي نقش دارند شاخه
ي متعلق به اين گروه ژنهانشان داد كه  RNA-seqهاي  داده

طور اختصاصي در نوك ه ب Glyma04g01650مانند ژن 
ه ب Glyma12g00540و  Glyma09g36820ي ژنهاشاخه و 

، Glyma12g35530ي هاژنطور اختصاصي در نوك ريشه و 
Glyma13g34950  وGlyma06g35660  بيان بالاتري در

ي ژنها. نوك شاخه در مقايسه با ريشه داشتند
Glyma08g17140  وGlyma15g42050  بيان بيشتري را در

اين افزايش و كاهش بيان تعدادي از . نوك ريشه بروز دادند
ان از ي متعلق به اين خانواده در نوك شاخه و ريشه نشژنها

فعال آنها در مرحله ابتدايي رشد و نمو ريشه و شاخه نقش 
  .دارد

نيز مانند ديگر فاكتورهاي  WRKYي خانواده ژنها
. ي ديگر در گياهان هستندژنهاتنظيم كننده بيان  ،رونويسي

عنوان فعال كننده يا متوقف كننده بسياري از ه آنها ب
ي و پاسخ به ا ، توسعهزني يندهاي بيولوژيك مانند جوانهآفر

ي ژنهادر ميان . )33( زنده و غير زنده نقش دارند تنشهاي
متمايز بيان شده نيز تعدادي ژن مرتبط با اين دسته وجود 

 Glyma05g25270ژن  در اين مطالعه مشخص شد كه .دارد
ي ژنهاشود و  طور اختصاصي در ريشه بيان ميه ب

Glyma08g43260 ،Glyma15g20990  و
Glyma18g49140 ان بيشتري در ريشه داشتند و نشان از بي

  .نقش آنها در توسعه ريشه در مراحل ابتدايي دارند

گروهي ديگر از فاكتورهاي  2فاكتور پاسخ به اكسين 
رونويسي هستند كه به اجزاي پاسخ دهنده به اكسين در 

. )26( شوند اكسين متصل ميي تنظيم كننده ژنهاپروموتور 
 Auxinوتاسيون در مطالعات نشان داده است كه م

responsive factor 2 (ARF2) هايي مانند به ايجاد فنوتيپ
دليل ه ي هوايي و اندازه بذر باندامهارشد افزايش يافته 

افزايش تقسيم سلولي، جلوگيري از باز شدن جوانه گلها، 
خير در گلدهي، پيري برگ، ريزش اندام گل و رسيدگي أت

شان داده شده است علاوه بر اين ن. )26(غلاف شده است 
. متوقف كننده سيگنالينگ اكسين است ARF2كه 

Glyma19g39340  يك ژن كانديد برايARF2  در سويا
است كه بيان آن در نوك شاخه در مقايسه با ريشه قابل 

تواند دليلي بر نقش آن در اين مرحله  اين مي. ملاحظه بود
 .تنظيم كنداي گياه باشد تا اندازه اندام هوايي گياه را  توسعه

ثير بر فعاليت اكسين اكسيداز أهمچنين آلومينيوم از طريق ت
و كاهش بيوسنتز فاكتور هاي رشد موجب كاهش رشد 

  .)3(ريشه مي شود 

طور كلي وجود تعداد زيادي ژن از گروه فاكتورهاي ه ب
ي متمايز شده با مطالعات ديگر نيز ژنهارونويسي در ميان 

متمايز فاكتورهاي رونويسي بيان . )19 و 18( سازگار است
، YABBYمتعلق به خانواده  Glyma17g14710ژن مانند 

و  KNOX/ELKمتعلق به خانواده  Glyma14g05150ژن 
در  MADS-boxمتعلق به خانواده  Glyma02g04710ژن 

نشان از نقش مهم اين نوك شاخه در مقايسه با نوك ريشه 
با  ژنهاكه اين  چرا .سويا دارداي گياه  در مراحل توسعه ژنها

پايين دستي،  يژنهافعال كردن يا خاموش كردن بيان ديگر 
علاوه بر . كنند بسياري از فعاليتهاي بيولوژيك را كنترل مي

كه در  NACمتعلق به خانواده  Glyma04g01650اين ژن 
فرآيند شاخه زايي درگير مي باشد به طور اختصاصي در 

دليلي بر نقش آن  تواند مينوك شاخه سويا بيان داشت كه 
ي گزارش ژنهامجموعه در نتيجه . زايي باشد  در شاخه

تواند ساختاري براي بررسي و  شده در اين مطالعه مي
رشد و  مطالعه بيشتر مسيرهاي تنظيم كننده مريستم و نهايتاً

  .توسعه گياه باشد

  تشكر و قدرداني

  و  نويسنده اين مقاله از دانشگاه تحصيلات تكميلي صنعتي

 534/7اوري پيشرفته به خاطر حمايت مالي به شماره فن
همچنين از آقاي پرفسور پيتر . نمايد تقدير و تشكر مي
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Abstract 

Shoot apical meristem (SAM) and root apical meristem (RAM) are regions in the plant 
which contain stem cells. SAM provides cells for development of all above-ground 
structures such as leaves, flowers, branches and inter nodes and RAM is responsible for 
formation of plant underground organs. Furthermore, root is major component of plant 
nutrient and use of water in the plant. Therefore, the growth and development of the 
plant depends on the function of meristematic regions in shoot and root apex. In this 
study, the transcriptome of the shoot and root tip of soybean were investigated to 
identify genes that are highly expressed in this regions and likely to have major role in 
these areas. Hence, RNA-seq data were analyzed using the CLC Genomics workbench. 
Results revealed 1956 and 1725 genes were specifically expressed in the shoot and root 
tip, respectively. Moreover in the shoot tip in comparison with the root tip, 3750 genes 
of differentially expressed genes had a fold change of two or greater and 3710 of down-
regulated genes in the shoot tip had a fold change of two or greater. Functional analysis 
of differentially expressed genes revealed that these genes are involved in catalytic, 
transcription, signaling and enzyme regulator activities. 
Key words: Transcriptome, Shoot tip, Root tip, Soybean, RNA-seq 

 

 


