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شود. کشت ميدر سراسر جهان طور گسترده ( به.Helianthus annuus Lروغني ) دانه انآفتابگرد

گذارد. ميتاثير منفي  آفتابگردان صفات مورفولوژیک و فيزیولوژیک شوری خاک بر بسياری از

های پروتئين بخشي از یک خانواده ژني بزرگ از فاکتورهای رونویسي هستند کهMYB های ژن

متحمل  آفتابگردان روغنيِکنند و در مقاومت به شوری دخالت دارند. مزگذاری ميای را رهسته

(، در محيط کنترل شده در قالب طرح کاملاً تصادفي با دو تکرار زیستي AS5305) شوریتنشِ به 

 هشت دسي زیمنس بر متر در مرحلههشت  در شرایط نرمال و تنش شوری کشت شد. تنش شوری 

برداری از ساعت پس از اعمال تنش شوری نمونه 24مال گردید. حدود اع NaClبرگي از منبع 

های دخيل در مقاومت به تنش شوری، در عنوان یکي از ژن، بهMYB44 ژنها انجام گرفت. برگ

سازی شده و تجزیه بيوانفورماتيکي بر روی آن انجام همسانه p35s-Gو  p35s-Nهای بياني ناقل

و  DNA شباهت %98و  %95کلون شده به ترتيب بيش از  MYB44 يتجزیه و تحليل توال .گرفت

دهنده حفظ شدگي نشان داد که نشان NCBI در MYB44 پروتئين را بين ژن کلون شده با توالي

های مختلف آفتابگردان است. به طور کلي، نتایج مطالعة حاضر توالي بالای این ژن در بين ژنوتيپ

 نماید.لکولي آفتابگردان برای مقاومت به شوری هموار مينژادی موبالقوه راه را برای به

 های کلیدیواژه
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Abstract 

Sunflower oilseed (Helianthus annuus L.) is widely planted around the world. Soil salinity negatively 

affects many morphological and physiological traits of sunflowers. MYB genes are a large gene family of 

transcription factors that encode nuclear proteins and involved in salinity resistance. Oil seed sunflower 

line tolerant to salinity stress (AS5305) was planted in normal and salinity stress conditions in a 

completely randomized design with two biological replications in a controlled environment. Salinity 

stress of 8 ds.m-1 was applied in 8-leaf stage from NaCl source. About 24 hours after salinity stress, 

leaves were sampled. The MYB44 gene, as one of the genes involved in salinity stress resistance, was 

cloned in expression vectors p35s-N and p35s-G, and bioinformatics analysis was performed about it. 

Analysis of cloned MYB44 sequence revealed more than 95% and 98% DNA and protein similarity 

respectively, between cloned gene with the MYB44 sequence in the NCBI, indicating high sequence 

conservation of this gene among different sunflower genotypes. Overall, the results of present study 

potentially pave the way for molecular breeding of sunflower for salinity resistance. 

Keywords: Cloning, MYB44 transcription factor, Salinity, Sunflower oil, Transcriptome analysis 

 

  مقدمه

کی از مهمترین به عنوان ی (.Helianthus annuus L) آفتابگردان

 Khan et al., 2014; Howard)های روغنی در سراسر جهان دانه

and Kinney, 2008 )بعد ازمقام سوم را  ایاهمیت تغذیه از نظر 

ك سیستم مدل است و یغلات و حبوبات به خود اختصاص داده 

باشد می Asteraceaeگیاهان خانواده در می مطالعات ژنوانجام برای 

(Darvishzadeh et al., 2010; Khan et al., 2014; Mirpoor and 

Porta, 2021 .)برای  با تنوع گسترده یپلاسمژرم ر دسترس بودند

، تعداد دانه، ارتفاع بوته، زودرسی و حساسیت به دانه عملکرد

 منبع ژنیِ، یك در جنس هلیانتوس های زیستی و غیر زیستیتنش

نماید میفراهم گیاهی نژادگران برای بهرا ها غنی و متنوع از آلل

(Darvishzadeh et al., 2010; Paniego et al., 1999 .) 

 خاک آبیاری سبب بروز تغییرات مورفولوژیکی، شوری آب و

. گیاهان شودمیگیاهان  ی متعددی دریبیوشیمیا فیزیولوژیکی و

شور باید وضعیت آب را در مواجه با کمبود برای رشد در شرایط 

آب خاک و سمیت یونی در حد بالایی نگه دارند. از طرف دیگر، 

نیز  اکسیداتیو تنش نظیر ثانویه هایتنش شوری، تنش نتیجة در

-رادیکال تجمع و تولید حالت، این در که کنند بروز است ممکن

 نتیجه مرگو در  لیپیدها و هاپروتئین شدن اکسید به های فعال

ها، دو شود. در فرآیند نقل و انتقال یونمی سلول و گیاه منجر

( کنترل ورود و 1مهم برای تحمل به شوری وجود دارد:  مکانیسم

های سدیم، پتاسیم و کلسیم به داخل گیاه، توسط خروج یون

سلول و  یونی تعادلات ها به منظور حفظغشاهای سلولی در ریشه

ها جابی، نقل و انتقال و ذخیره یون( جابه2 اسمزی تنش اثر کاهش

های ها توسط پمپدر داخل بافت گیاه به ویژه در درون سلول

ها یون سمیت اثرات یونی غشایی و تونوپلاستی به منظور حذف

(Molassiotis et al., 2006 Vaidyanathan et al., 2003 اگر .)

ها را نمك گیاهی بتواند هم آب جذب کرده و هم بخش عظیمی از

تواند تحت شرایط شوری خاک رشد کرده و بقا داشته دفع کند، می

رسد های شور به نظر میبا توجه به افزایش روزافزون زمینباشد. 

به تنش شوری ضروری گیاهان بررسی راهکارهای افزایش تحمل 

 (.Khan et al., 2014است )

 RNAابی یاز طریق توالی ترنسکریپتوم های اخیر تجزیهدر سال

(RNA sequencing; RNA-seq) یك رویکرد مناسب برای ،

در  های دخیل در مقاومت به تنش شوریو ژن هاشناسایی مکانیسم

 ,.Liu et alشامل آفتابگردان مطرح شده است )موجودات غیر مدل 

یابی شاتگانی کل ترانسکریپتوم که به توالی RNAیابی توالی(. 2016

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

14
01

.1
1.

1.
1.

8 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

26
-0

7-
04

 ]
 

                             2 / 12

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1401.11.1.1.8
http://gebsj.ir/article-1-404-fa.html


 و همکاران علیشاه شریفی  ....cDNA بیوانفورماتیکی بررسی و سازی همسانه

 

 1401بهار و تابستان   /1شماره  /دهمیازدوره  /و ایمنی زیستیژنتيک مهندسی  3

 

های توالی یابی است که از توانایی ژینیز معروف است؛ تکنولو

( برای بدست Next generation sequencing; NGSنسل بعد )

در یك بازه زمانی  RNAآوردن تصویری کلی از حضور و مقدار 

-اکثر ژن RNAیابی کند. به کمك تکنیك توالیخاص استفاده می

های ای خاص شناسایی شده، ایزوفرمهای بیان شونده در مرحله

شود گیری میها اندازهختلف از هم تفکیك و میزان بیان رونوشتم

(Zhao et al., 2011 .) 

ان های با تفرق بیانی متفاوت در برگ و ریشه آفتابگردشناسایی ژن

(Helianthus annuus L. تحت تنش خشکی به کمك تکنیك )

RNA-seq، ج حاصل نشان انجام شد. نتای توسط لیانگ و همکاران

 71 وژن در برگ و ریشه آفتابگردان  198و  805ه ترتیب داد که ب

نالیز آ(. Liang et al., 2017)ژن در هر دو اندام بیان متفاوت داشتند 

( تحت Cynodon dactylon) چمن برموداریشه در ترانسکریپتوم 

ه ک دادنشان نتایج انجام شد.   RNAیابیتوالی به روشتنش شوری 

از  یاریر در بسییشامل تغ ینش شورها، تحت تشهیم رشد ریتنظ

د نگ و جابجایی موایگنالی، سیسم سلولیمختلف متابول یهاجنبه

با توجه به نتایج سو و همکاران  (.Hu et al., 2015) باشدمی

گیاه  MYB44(، افزایش بیان ژن فاکتور رونویسی 2012)

های آرابیدوپسیس در گیاه سویا، باعث افزایش مقاومت گیاهچه

(. در Seo et al., 2012ید )های خشکی و شوری گردصل به تشحا

یدی های کلآفتابگردان به عنوان یکی از ژن MYB44ژن ، این مطالعه

 یابیدخیل در مقاومت به تنش شوری بر اساس مطالعات توالی

RNA های بیانی انتخاب گردید و در ناقلp35s-N  وp35s-G 

(Darabi et al., 2017همسانه )نتایج حاصل در نهایت شد.  سازی

قرار  مورد تجزیه و تحلیل بیوانفورماتیکی MYB44یابی ژن از توالی

 گرفت.

 

  هاروش و مواد

متحمل به شوری آفتابگردان  نلایهای گیاهی: سازی نمونهآماده

( بر اساس نتایج مطالعات پیشین انتخاب شد AS5305ی )روغن

(Ahmadpour et al., 2017.) ه مدت یك شب در آب مقطر ها ببذر

سانتیمتری حاوی پرلیت  25×20های گلداندر خیس شده و سپس 

ند. گیاهان در شرایط کنترل کشت شد 3به  2و پیت ماس با نسبت 

و دوره  65، رطوبت نسبی C25±1%شده اتاق رشد، با دمای 

ساعت تاریکی و با شدت روشنایی  8ساعت روشنایی و  16نوری 

از محلول  ml250س رشد یافتند. آبیاری با لوک 10000بالای 

هوگلند و به صورت یك روز در میان انجام شد. وقتی گیاهان به 

برگی رسیدند، گیاهان به دو دسته تقسیم شدند؛ آبیاری  8مرحله 

 Electricalیك گروه با محلول هوگلند با هدایت الکتریکی )

conductivity; EC )1-ds.m 7/2 ظور مقایسه )شرایط نرمال( به من

ها ادامه یافت، اما گروه ( بیانِ ژنFold-changeچند برابر شدنِ )

 1-ds.m 0/8( ECدیگر محلول هوگلند با هدایت الکتریکی )

از طریق حل  ds.m 8-1 دریافت نمودند )تنش شوری(. تنش شوری

از برداری در محلول هوگلند حاصل شد. نمونه NaClکردن نمك 

گیاهان شاهد و تیمار شده )تحت تنش  های هفتم و هشتمبرگ

 Ahmadpourساعت بعد از اعمال تنش انجام گرفت ) 24، شوری(

et al., 2017 و پس از فریز شدن در نیتروژن مایع، تا زمان )

گراد انتقال یافتند. درجه سانتی -80به یخچال  RNAاستخراج 

 اجراتکرار زیستی  با دو پایه کاملاً تصادفی طرح قالب در آزمایش

 شد. 

های برگی با استفاده از از نمونه RNAاستخراج : RNAاستخراج 

)سیناکلون، ایران( مطابق  TMPlus -RNXمحلول استخراج 

 کیفیت  و دستورالعمل پیشنهادی شرکت سازنده انجام شد. کمیت

RNAهای دستگاه الکتروفورز، ژل از استفاده با شده استخراج

 . شد ارزیابی Agilent 2100 و بیوآنالایزر نانودراپ

-p35sو  p35s-Nهای بیانی در ناقل MYB44سازی ژن همسانه

G : به منظور تکثیرcDNA  ژنMYB44 (MYB-transcription 

factor 44 از کیت ،)Revert Aid First strand cDNA synthesis 

وسیله ای پلیمراز به)فرمنتاز، آلمان( استفاده گردید و واکنش زنجیره

-'5آغازگرهای اختصاصی طراحی شده، شامل توالی جفت 

ACCCGGGATGGATCGGATCAAAGGCC-3'  5و'-

TTGAGCTCTAATCCATCCGATTCACCAC-3'  که به

( Reverse) عقب رو به ( وForward) جلو رو به آغازگر ترتیب

 میکرولیتر انجام شد.  20بودند، در حجم واکنش 

آنها ژن پپتیدِ نشانة  تفاوت این دو ناقل در این است که در یکی از

( تعبیه شده است که محصول آن باعثِ انتقالِ Nانتقال به هسته )
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شود. با توجه به اینکه محصول ژن فاکتور رونویسی به هسته می

سازی شده یك فاکتور رونویسی بوده و محل فعالیت آن در همسانه

هسته است، در تحقیقات بعدی بیان بیشینه با استفاده از دو نوع 

اقل بررسی خواهد شد. هدف از این تحقیق بررسی محصول نهایی ن

پس از "هایی از نوع ژن است و از آنجا که احتمال دارد ویرایش

اتفاق افتاده باشد که در پروتئین نهایی  RNAروی  "رونویسی

 بهتر خواهد بود. cDNAسازی تاثیرگذار باشد، بنابراین همسانه

و  SmaIهای برشی دو آنزیم های ژن، سایتدر طراحی آغازگر

SacI  تعبیه شد. مقادیر حجمی به کار رفته در مخلوط واکنشPCR 

O2H l 13 ،X)10PCR Buffer ( l 5/2 ، 10dNTP ( lشامل 

)mM 1، l 1 ( از هر کدام از آغازگرهاMμ 10 ،)cDNA l 

library 3/1 (lμg/μ و )Phusion Enzyme l 2/0 (lμU/5 .بود )

سازی با برنامه حرارتی شامل فعال PCRتوسط  MYB44تکثیر ژن 

دقیقه در یك چرخه  10به مدت زمان  C98اولیه آنزیم در دمای 

سازی در چرخه شامل مراحل واشرست 40انجام گردید و سپس 

ثانیه، اتصال آغازگرها به ژن به مدت  15به مدت زمان  C95دمای 

نیه و بسط نهایی در ثا 40به مدت  C72ثانیه، بسط در دمای  35

دقیقه استفاده شد. محصول واکنش، قطعه  10به مدت  C72دمای 

DNA به طول bp 761  بود که بر روی ژل آگارز LMP%1 

، زیر اشعه LMPالکتروفورز شد. باند مورد نظر از روی ژل آگارز 

UV سازی آن به روش دستگاه ژل داک جداسازی و خالص

( انجام Sharghi et al., 2015 Darabi et al., 2017فنول/کلروفرم )

تخلیص شده، به روش اتانول رسوب داده شد  DNAشد. 

(Sharghi et al., 2015به منظور برش آنزیمی ناقل .)های همسانه-

، بافر مناسب و شرایط Fermentasسازی، از پایگاه اطلاعاتی 

و  SmaI( Fast Digest Enzymeهای برشی سریع )واکنش آنزیم

SacI  انتخاب شد. دمای مناسب برای فعالیت آنزیم سریعSmaI  ،

C25  دقیقه و دمای مناسب برای فعالیت آنزیم  30به مدتSacI  ،

C37  باشد. واکنش برش آنزیمی در حجم دقیقه می 40به مدت

 O2H l 5/15 ،Digest Buffer l 2 ، l 2میکرولیتر شامل  20

های ها در واکنشاز آنزیم l 5/0 نانوگرم(، 300-100)وکتور 

های یافته با آنزیمهای برشجداگانه انجام شد. واکنش اتصال ناقل

، به مدت PCRبرشی و قطعه موردنظر تکثیر شده به وسیله واکنش 

 O2H lمیکرولیتر شامل  20در حجم  C20 ساعت در دمای  16

5/13 ،Ligation buffer (10x)  l2 ،l Vector 2 (100-300 

ناقل( و  DNAبرابر  3به  1)با نسبت  l Insert 2 نوگرم(،نا

)4Ligation enzyme (T l 5/0 های انجام شد. به منظور تکثیر ناقل

 .Eباکتری  Top10ویه از سنوترکیب در داخل باکتری و گزینش، 

coli یهاتهیه سلولاستفاده شد.  مستعد یهابرای تهیه سلول 

 مولار( انجام شد.میلی 2ClCa( )100به روش کلسیم کلرید ) مستعد

های نوترکیب به روش شوک حرارتی )روش ذوب و انجماد( ناقل

های مستعد انتقال یافتند. سوسپانسیون تهیه شده در به درون باکتری

 سیلین با غلظتبیوتیك آمپیآنتیحاوی جامد  LBمحیط 

mg/ml100  ساعت در دمای  15کشت و به مدتC37 نگهداری 

 .شدند

ضور برای تایید ح: PCRپلاسمیدها با استفاده از  ینوترکیب تأیید

های رشد یافته بر در کلونی MYB44پلاسمید نوترکیب حاوی ژن 

بیوتیك، از تکنیك غربالگری آنتیحاوی جامد  LBمحیط روی 

( با استفاده از آغازگرهای PCR Screening) PCRتوسط 

 مایی بهینه شده برایاختصاصی طراحی شده و بر اساس شرایط د

 ، استفاده شد. MYB44ژن 

ب با استفاده از هضم نوترکی یدهایو تایید پلاسم استخراج

هایی : برای تایید دوباره نوترکیب بودن پلاسمیدها، از کلونییمیآنز

 به صورت PCRغربالگری با  لهیبه وسها که حضور ژن در آن

رمنتاز، آلمان( )ف Mini-Prepابتدایی تایید شده بود، به روش 

(. سپس Moradi et al., 2018استخراج پلاسمید انجام گرفت )

مقدار دو میکرولیتر از محصول واکنش هضم آنزیمی پلاسمیدهای 

 الکتروفورز شد. 1استخراج شده، بر روی ژل آگارز %

قطعات  والیب با استفاده تعیین تنوترکی یدهایپلاسم تایید

رکیب بودن نظور تایید نهایی نوت: به مشده سازیهمسانهنوترکیب 

یابی در دو جهت و توسط آغازگرهای اختصاصی پلاسمیدها، توالی

 .(Seo et al., 2012انجام گرفت ) MYB44طراحی شده برای ژن 

های پروتئین با کلون شده و دومین MYB44 مقایسه توالی

و پروتئین با استفاده از  DNA هایتوالی های پایگاه داده:توالی

با سایر  BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ Blast) رنامهب

 های موجود در بانك ژن مقایسه و همردیف شدند. همچنین ازژن
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xPASy InterProE   (/http://www.ebi.ac.uk/interpro و )

SMART (-http://smart.embl سرویس تجزیه و تحلیل

/heidelberg.deای پروتئینی ه( برای شناسایی و مقایسه دومین

 استفاده شد.

 

  و بحث نتایج

MYB44  یك عامل رونویسی متعلق به خانوادهMYB باشد که می

باشند. تحت های شوری و خشکی دخیل میدر مقاومت به تنش

 سلول، ( درReactive Oxygen Species) ROSتنش شوری تجمع 

دهی سیگنال شدن مسیرهای علاوه بر تنش اکسیداتیو باعث فعال

فعالیت  ژن، بیان تنظیم شود. جریان سیگنال باعثمی تصاصیاخ

که  گرددمی هاپروتئین فعالیت و سنتز در تغییر و عوامل رونویسی

کند. نهایت سلول را برای سازگاری با شرایط جدید آماده می در

 به وسیله مستقیم طور به یا بیولوژیك هایفرآیند تمامی تقریباً

 تحت آنها به وسیله اینکه یا شوند؛می متنظی رونویسی هایفاکتور

 تحت شدت به ایهای توسعهگیرند. همچنین فرآیندمی قرار تاثیر

 Chandraهستند ) رونویسی وجود فاکتورهای عدم و وجود کنترل

et al., 2015 Hwang, 2013.) 

 ژن توالی بر اساس :PCRبا استفاده از  MYB44ژن  cDNA یرتکث

MYB44 آغازگر )شماره دسترسی:  طراحی برای دهش برده کار به

XM_022159869اندازه  به ایقطعه رفت( انتظار می bp761  طی

مراز تکثیر شود. پس از تکثیر قطعه مورد نظر ای پلیواکنش زنجیره

مراز، الکتروفورز محصولات واکنش بر ای پلیطی واکنش زنجیره

از  یك درصد انجام شد. نتیجه حاصل LMPروی ژل آگارز 

باشد مورد انتظار می اندازه با قطعه تکثیر از حاکی الکتروفورز،

 (.a-1)شکل 

سازی خالص LMPجفت باز از روی ژل آگارز  761قطعه با وزن 

میکرولیتر از  2سازی، مقدار به منظور تائید پروسه خالص شد.

 درصد ران گردید. 1محصول حاصل از تلخیص، بر روی ژل آگارز 

 جفت بازی بوده 761 قطعه دهنده تخلیصورز، نشانالکتروف نتیجه

 (.b-1است )شکل 

 

 
ی تخلیص DNAوفورز قطعه . الکترb( با استفاده از جفت آغازگرهای اختصاصی bp761)  MYB44ی ژنcDNAمربوط به  PCR. الکتروفورز محصول a -1شکل 

 1بر روی ژل آگارز % P35s-Gو  P35s-Nهای بیانی ول واکنش برش آنزیمی ناقل. الکتروفورز محصLMP c( از ژل آگارز bp761)  MYB44شده مربوط به ژن

Fig 1. a. PCR product electrophoresis of MYB44 gene cDNA (bp761) using specific primer pairs b. Electrophoresis of a 

purified DNA fragment of the MYB44 gene (bp761) from LMP agarose gel c. The result of enzymatic digestion of P35s-N and 

P35s-G expressive vectors on 1% agarose gel 
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های واکنش برش آنزیمی ناقلها: واکنش برش آنزیمی ناقل

، انجام شد. SacIو  SmaIهای برشی سازی، توسط آنزیمهمسانه

طعه به ها بر روی ژل آگارز، دو قنتیجه حاصل از برش این ناقل

های (. نقشه ناقلc-1باشد )شکل می  bp800و  bp 3000هایاندازه

 قابل مشاهده است. 2بیانی استفاده شده در این مطالعه در شکل 

 
 35S-G-gfp یانیب کاست نقشه( 35S-N-gfp b( نقشه کاست بیانی aهای بیانی. نقشه کاست -2شکل 

Fig 2. Expression Cassettes map. a) Expression Cassette map of 35S-N-gfp b) Expression Cassette map of 35S-G-gfp 

 

پس از مستعد:  هایسلول درون به اتصال واکنش محصول انتقال

، MYB44مربوط به ژن   DNA تخلیصِ قطعه مورد نظر ناقل و قطعه

های نوترکیب حاصل به ها انجام گرفت. ناقلواکنش اتصال بین آن

یِ مستعدِ تهیه شده، انتقال داده شدند. از آنجا که هادرون سلول

سیلین ناقل نوترکیب بیانی حاوی ژن مقاومت به آنتی بیوتیك آمپی

سیلین امکان جداسازی بود، به کمك محیط کشت حاوی آمپی

 پذیر شد.های حاوی ناقل امکانکلونی

ه ب: -PCRکلونی واکنش از استفاده با نوترکیب پلاسمید تأیید

 های حاوی ناقل نوترکیب بیانی، به طورانتخاب کلونی منظور

ها واکنش تصادفی چندین کلونی انتخاب شد و از روی آن

 برداری از ژلانجام شد. نتیجه حاصل از تصویر -PCRکلونی

موردنظر در درون  DNA، حاکی از وجود قطعه PCRمحصولات 

 (.a-3های بیانی است )شکل ناقل

از ناقل و  PCRبا استفاده از واکنش  بیی نوترکهاپلاسمیدتایید 

پس از استخراج های نوترکیب: واکنش هضم آنزیمی پلاسمید

های تائید شده به وسیله واکنش های نوترکیب از کلونیپلاسمید

های استخراج شده بر ، مقدار دو میکرولیتر از پلاسمیدPCR-کلونی

 ننشا b-3روی ژل آگارز یك درصد الکتروفورز شدند. شکل 

 باشد.ها میدهندة غلظت بالا و صحت استخراج پلاسمید

واکنش هضم آنزیمی شده:  استخراج هایپلاسمید آنزیمی هضم

سازی، انجام های برشی به کار رفته در فرآیند همسانهتوسط آنزیم

شد. نتیجه حاصل از بررسی قطعات بدست آمده از این واکنش بر 

های بیانی کیب بودن ناقلروی ژل آگارز، تائیدی دیگر بر نوتر

 (.c-3باشد )شکل تخلیص شده می

قطعات  والیب با استفاده تعیین تنوترکی یدهایپلاسم تایید

ودن ببه منظور تائید نهایی نوترکیب : شده سازیهمسانهنوترکیب 

فت و های ریابی قطعه کلون شده با استفاده از آغازگرها، توالیناقل

سازی ها در داخل ناقل همسانهنکه توالی آ MYB44برگشت ژن 

-حضور دارد، صورت گرفت. برای ایجاد یك توالی منفرد، توالی

 BLASTهای رفت و برگشت به منظور شناسایی نواحی همپوشان، 

به  های دارای پیك مشخص و مجزاشدند. به این ترتیب نوکلئوتید

ه های درست انتخاب شدند. در نهایت با اضافعنوان نوکلئوتید

ی یابیتوال ها به یکدیگر، توالی کامل قطعهن ابتدا و انتهای رشتهکرد

، NCBIشده، بدست آمد. توالی کامل همچنین دوباره در سایت 

BLAST  درصد آن با توالی  95شد. مشاهده تطابق بیشتر از

MYB44  موجود درNCBIیابی صحیح قطعه مورد نظر را ، توالی

 (. 4تائید کرد )شکل 

توالی پروتئین نشان داد که ژن کلون شده بیش از  تجزیه و تحلیل

(. 5درصد مشابه توالی گزارش شده در پایگاه داده است )شکل  98

های های پروتئینی نشان داد که حوزههمچنین بررسی دومین

ها عملکردی در این دو توالی به شدت حفظ شده است. این داده

قاومت در برابر نقش بسیار مهمی در م MYB44 دهد که ژننشان می

کند و بنابراین، های محیطی، به ویژه شوری و خشکی ایفا میتنش
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با  MYB44 شود. نتایج تجزیه و تحلیل ژنبه شدت حفاظت می

 قابل مشاهده است. 1در جدول SMART افزارسرویس نرم

-بر اساس توالی MYB44 همچنین تجزیه و تحلیل فیلوژنتیکی ژن

ه از گیاهان مختلف در پایگاه داده های نوکلئوتیدی و اسید آمین

NCBI  دهنده حفظ توالی بالای این که نشان (6انجام شد )شکل

 های مختلف آفتابگردان است.ژن در بین ژنوتیپ

 
صول استخراج . الکتروفورز محb( با استفاده از جفت آغازگرهای اختصاصی bp761)  MYB44ژنی DNAاز -PCR . الکتروفورز محصول واکنش کلونیa -3شکل 

با  35S-G-gfpو  35S-N-gfpهای نوترکیب . الکتروفورز محصول واکنش هضم آنزیمی ناقلPCR c-های تائید شده به وسیله واکنش کلونیاز کلونی پلاسمید

 SacIو  SmaIهای برشی استفاده از آنزیم
Fig 3. a. Electrophoresis of Colony-PCR product from the MYB44 gene (bp761) using specific primer pairs b. Electrophoresis 

of plasmid extraction product from colonies confirmed by colony-PCR reaction c. Electrophoresis of the enzymatic digestion 

product of recombinant vectors using SmaI and SacI enzymes 
 

 
 NCBI (LOC110915207)یابی شده با توالی موجود در توالی MYB44ژن  mRNAلی ناحیه کدکننده همردیفی توا -4شکل 

Fig 4. Sequence alignment of mRNA coding of sequenced MYB44 gene with available sequence in NCBI 
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 NCBI (LOC110915207)موجود در یابی شده با توالی اسیدآمینه توالی MYB44مقایسه توالی اسیدآمینه ژن  -5شکل 

Fig 5. Comparing amino acid sequence of gene encoding MYB44 with amino acid sequence in NCBI (LOC110915207) 

 

 

 

 کلون شده b )MYB44ثبت شده در پایگاه داده  SMART a )MYB44 نتایج تجزیه و تحلیل با سرویس نرم افزار -1جدول 
Table 1. Analysis results with SMART software service. a) MYB44 registered in in the database b) Cloned MYB44 
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های نوکلئوتیدی ك بر اساس توالی( درخت فیلوژنتیaهای نوکلئوتیدی و اسید آمینه از گیاهان مختلف )بر اساس توالی MYB44 تجزیه و تحلیل فیلوژنتیك ژن -6شکل 

 .از گیاهان مختلف MYB44 ( درخت فیلوژنتیك بر اساس توالی پروتئینb) در گیاهان مختلف. MYB44 ژن
Fig 6. Phylogenetic analysis of MYB44 gene based on nucleotide and amino acid sequences from different plants (a) Phylogenetic tree based 

on nucleotide sequences of MYB44 gene in different plants. (b) Phylogenetic tree based on protein sequence of MYB44 from different 

plants. 

He ( در مطالعه خود دریافتند فاکتور رونویسی2022و همکاران ) 

R2R3-MYB MYB44  بیوسنتز کاروتنوئید را در Ulva 

prolifera  گزارش کردند که  کند. آنها در این مطالعه،تعدیل می

یك تنظیم کننده  R2R3-MYB UpMYB44 فاکتور رونویسی

 است. پروتئین U. prolifera مثبت بیوسنتز کاروتنوئید در

UpMYB44 تواند تجمع می دارای فعالیت رونویسی است و

کاروتنوئید را با تعامل مستقیم با ژن اصلی سنتز 

ر برخی تنظیم نموده و مقاومت در براب  UpPDSکاروتنوئید

(a) 

(b) 
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های دما، نور و شوری را افزایش های محیطی، از جمله تنشتنش

دهد. نتایج نشان داده است که سطح بیان ژن کلیدی درگیر در 

در  U. prolifera بیوسنتز کاروتنوئیدها بر بیوسنتز کاروتنوئیدها در

تنظیم  UpMYB44 گذارد و توسطسطح مولکولی تأثیر می

 ه در مطالعة اخیر نشان دهندة نقشهای ارائه شدشود. دادهمی

UpMYB44  سازی در متابولیسم کاروتنوئید است که با فعال

 شود. های مسیر بیوسنتزی کاروتنوئید اعمال میرونویسی ژن

به شدت  XsMYB44 ( بیان2021و همکاران ) Liدر مطالعات 

از طریق  XsMYB44 توسط تنش ترکیبی القا شد. سرکوب بیان

 Xanthocerasناشی از ویروس، تحملِ  خاموش کردن ژن

sorbifolium  را به تنش خشکی و گرما به تنهایی و به صورت

ترکیبی تضعیف کرد و افزایش حساسیت با کاهش ارتفاع گیاه، 

وزن تر و محتوای نسبی آب و مهار بسته شدن روزنه همراه شد. 

های فردی، تنش ترکیبی باعث علاوه بر این، در مقایسه با تنش

های های اکسیژن فعال و کاهش فعالیت آنزیمفزایش سطح گونها

آنتی اکسیدانی و محتوای پرولین در گیاهان خاموش شده 

شد. علاوه بر این، سطح بیان  XsMYB44 )سرکوب بیان شده( با

چندین ژن مرتبط با دفاع در گیاهان خاموش شده )سرکوب بیان 

 نها نشان داد کهکاهش یافت. نتایج مطالعه آ XsMYB44 شده( با

XsMYB44 کننده مثبت در پاسخ به عنوان یك تنظیم

Xanthoceras sorbifolium  به تنش ترکیبی با تحریك بسته شدن

عمل   ROS روزنه برای حفظ سطح آب و با تعدیل هموستازی

 .کندمی

در مطالعه دیگری اثر تنش شوری بر الگوی بیان ژن فاکتور 

 Shoushi)وشی و کلانتر در یونجه توسط ش MYB رونویسی

Dezfuli and Kalantar, 2018)   مورد بررسی قرار گرفت. در

 مطالعه آنها به منظور شناسایی الگوی بیان ژن فاکتور رونویسی

MYB در سه ژنوتیپ یکساله یونجه تحت تنش شوری، آنالیز 

qRT-PCR  انجام شد و مشخص شد که فاکتور رونویسی MYB 

پ متحمل به شوری دارد. به عبارت دیگر بیان بالاتری در ژنوتی

شود. در بیان بیشتر این ژن منجر به تحمل بیشتر تنش شوری می

که در جلوگیری از   MYB44 مطالعه دیگری فاکتور رونویسی

های غیرزیستی نقش دارد، آسیب اکسیداتیو به گیاهان تحت تنش

مورد بررسی قرار گرفت. در این تحقیق، انتقال ژن فاکتور 

به آرابیدوپسیس نشان داد که افزایش بیان  MYB44 نویسیرو

های مهندسی های مختلف این ژن با استفاده از روشواریانت

تواند ابزار مناسبی برای افزایش مقاومت به تنش در ژنتیك می

 (.Persak and Pitzschke, 2014گیاهان زراعی باشد )

 ,.Shamloo Dasht Pagardi et al) شاملو دشت پاگردیدر مطالعة 

 هایبر اساس شبکه ژنی به دست آمده سه ژن به نام،  (2015

ABI1، MYB44  وVIP1  انتخاب و توالی ناحیه رمزشونده آنها از

که این نتایج نشان داد  .سازی شدگیاه کلزا جداسازی و همسانه

ها هم در سطح نوکلئوتیدی و هم در سطح پروتئینی شباهت ژن

 Brassica rapa های گیاهیخود در گونههای زیادی با هومولوگ

با همکاری هم و  هااین ژنرسد به نظر می .و آرابیدوپسیس دارند

های شبکه ژنی نقش مهمی در ایجاد هم ایستایی یونی در دیگر ژن

 .نمایندسلول و تحمل تنش شوری ایفا می

 مؤثر نقش هایژن انتقال و جداسازی طریق از ژنتیك مهندسی

 Danaدارد ) زیستی هایتنش به گیاهان تحمل ایشافز در مهمی

et al., 2017زیستی، هایتنش اکثر به تحمل ژنتیك که آنجا (. از 

 و انتقال هستند، دخیل آنها کنترل در ژن زیادی تعداد و کمّی است

 گیاه پاسخ در کامل تغییرات ایجاد به قادر عملکردی ژن بیان یك

 Dangنیست ) گیاه در لوبمط سطح در تحمل ایجاد و هابه تنش

et al., 2014) .پیام انتقال مسیرهای تنظیم در که عوامل رونویسی 

 بندیطبقه تنظیمی هایژن گروه در دخیل هستند، هاژن بیان و

 تحمل افزایش و انتقال برای کاندیدهای مطلوب و شوندمی

 در موجود سیس تنظمی عناصر عوامل با این. باشندمی گیاهان

 اند،اثر بخش هاتنش به پاسخ در زیادی که هایژن اندازهرا ناحیه

 Ambawat etشوند )می آنها سبب تنظیم و داده نشان برهمکنش

al., 2013) . 

  کلی گیری نتیجه

گام اول در بهبود مقاومت توان گفت که به طور کلی می

های ها و افزایش میزان بیان ژنبه انواع تنش موجودات زنده

 هایابی رونوشت، نقشهترکیبات آلی مسیرهای بیوسنتزی درگیر در

تجزیه و تحلیل خواهد بود. در شرایط فیزیولوژیکی خاص 

های کاندیدی را الگوهای بیان ژن بین شوری و شرایط نرمال ژن
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کند که ممکن است به طور مستقیم یا غیرمستقیم در معرفی می

ل به نمك در ها در تحمصفت تحمل دخیل باشند. نقش این ژن

توان با تجزیه و تحلیل ژنتیکی بیشتر های آفتابگردان را میژنوتیپ

کلیه اطلاعات   RNA یابیتوالی با استفاده از تکنیك .تایید کرد

و پس شده شناسایی ، هاژن زیستیهای مربوط به ژنوم و عملکرد

های ژنتیکی ورزیهای تکمیلی در انواع دستاز انجام آزمایش

گیرند. در این مطالعه به دنبال بررسی های مید هدف قرار مور

سازی همسانه ترنسکریپتومیك انجام یافته در مطالعات قبلی،

کلون  MYB44 انجام گرفت. تجزیه و تحلیل توالی  MYB44ژن

و پروتئین را  DNA شباهت %98و  %95شده به ترتیب بیش از 

ن داد که نشا NCBI در MYB44 بین ژن کلون شده با توالی

های دهندة حفظ شدگی بالای توالی این ژن در بین ژنوتیپنشان

 مختلف آفتابگردان است. 

 

 

 

Ahmadpour S, Sofalian O, Darvishzadeh R. 2017. 
Genetic diversity of oily sunflower lines under 

normal and salt stress conditions using 

multivariate statistical analysis methods. Iranian 

Journal of Field Crop Science. 48(2): 399-411. In 

Farsi with English abstract. 

Ambawat S, Sharma P, Yadav NR, Yadav RC. 

2013. MYB transcription factor genes as 

regulators for plant responses: an overview. 

Physiol Mol Biol Plants. 19(3): 307-21. doi: 

10.1007/s12298-013-0179-1. 

Bolger AM, Lohse M, Usadel B. 2014. Trimmomatic: 

a flexible trimmer for Illumina sequence data. 

Bioinformatics. 30(15): 2114-20. 

Chandra K, Salman AS, Mohd A, Sweety R, Ali 

KN. 2015. Protection against FCA induced 

oxidative stress induced DNA damage as a model 

of arthritis and in vitro anti-arthritic potential of 

costus speciosus rhizome extract. Inter J Pharma 

Phyto Res. 7(2): 383-389. 

Dana H, Mahmoodi Chalbatani G, Mahmoodzadeh 

H, Karimloo R, Rezaiean O, Moradzadeh A, 

Mehmandoost N, Moazzen F, Mazraeh A, 

Marmari V, Ebrahimi M, Menati Rashno M, 

Jan Abadi S, Gharagouzlo E. 2017. Molecular 

Mechanisms and Biological Functions of siRNA. 

Int J Biomed Sci. 13(2): 48-57. 

Dang ZH, Qi Q, Zhang HR, Li HY, Wu SB and 

Wang YC. 2014. Identification of Salt-Stress-

Induced Genes from the RNA-Seq Data of 

Reaumuria trigyna Using Differential-Display 

Reverse Transcription PCR. International Journal 

of Genomics. 381501. 
doi.org/10.1155/2014/381501. 

Darabi S, Ramezani S, Ahmadabadi M. 2017. 
Cloning of human insulin-like growth factor gene 

in plant expression vectors. Journal of 

Agricultural Biotechnology. 9 (1): 15-30. doi: 

10.22103 / jab.2017.1666. 

Darvishzadeh R, Azizi M, Hatami-Maleki H, 

Bernousi I, Abdollahi Mandoulakani B, Jafari 

M, Sarrafi A. 2010. Molecular characterization 

and similarity relationships among sunflower 

(Helianthus annuus L.) inbred lines using some 

mapped simple sequence repeats. African Journal 

of Biotechnology. 9(43): 7280-7288. 

He Y, Li M, Wang Y, Shen S. 2022. The R2R3-MYB 

transcription factor MYB44 modulates carotenoid 

biosynthesis in Ulva prolifera. Algal Research. 

62: 102578.  

Howard G, Kinney J. 2008. Enhancing plant seed 

oils for human nutrition. Plant Physiol. 147: 962-

968. 

Hu L, Li H, Chen L, Lou Y, Amombo E, Fu J. 

2015. RNA-seq for gene identification and 

transcript profiling in relation to root growth of 

bermudagrass (Cynodon dactylon) under salinity 

stress. BMC Genomics. 16: 575. 

Hwang O. 2013. Role of Oxidative Stress in 

Parkinson's Disease. Exp Neurobiol. 22: 11–7. 

doi:10.5607/en.2013.22.1.11. PMC 3620453. 

PMID 23585717. 

Khan et al. 2014. Role of proline to induce salinity 

tolerance in sunflower (Helianthus annuus L.). 

Sci. Tech. and Dev. 33 (2): 88-93. 

Li J, Zhao S, Yu X, Du W, Li H, Sun Y, ... & Ruan 

C. 2021. Role of Xanthoceras sorbifolium 

MYB44 in tolerance to combined drought and 

heat stress via modulation of stomatal closure and 

ROS homeostasis. Plant Physiology and 

Biochemistry. 162, 410-420.  

Liang C, Wang W, Wang J, Ma J, Li C, Zhou F, 

Zhang S, Yu Y, Zhang L, Li W, Huang X. 

2017. Identification of differentially expressed 

genes in sunflower (Helianthus annuus) leaves 

and roots under drought stress by RNA 

sequencing. springr. Bot Stud. 58:42. 

  منابع

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

14
01

.1
1.

1.
1.

8 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

26
-0

7-
04

 ]
 

                            11 / 12

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ambawat%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24431500
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sharma%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24431500
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yadav%20NR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24431500
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yadav%20RC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24431500
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24431500
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3620453
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3620453
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%86%D8%B4%D8%A7%D9%86%DA%AF%D8%B1_%D8%AF%DB%8C%D8%AC%DB%8C%D8%AA%D8%A7%D9%84%DB%8C_%D8%B4%DB%8C%D8%A1
https://doi.org/10.5607%2Fen.2013.22.1.11
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%BE%D8%A7%D8%A8%E2%80%8C%D9%85%D8%AF_%D8%B3%D9%86%D8%AA%D8%B1%D8%A7%D9%84
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3620453
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%BE%D8%A7%D8%A8%E2%80%8C%D9%85%D8%AF
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23585717
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1401.11.1.1.8
http://gebsj.ir/article-1-404-fa.html


 و همکاران علیشاه شریفی  ....cDNA بیوانفورماتیکی بررسی و سازی همسانه

 

 12 1401 ستانبهار و تاب  /1شماره  /مهدیازدوره  /و ایمنی زیستیژنتيک مهندسی 

 

Liu J, Zhou Y, Luo C, Xiang Y, An L. 2016. De 

Novo Transcriptome Sequencing of Desert 

Herbaceous Achnatherum splendens 

(Achnatherum) Seedlings and Identification of 

Salt Tolerance Genes. Genes. 7(4): 12; doi 

:10.3390/genes7040012. 

Mirpoor S F, Giosafatto C V L, and Porta R. 2021. 
Biorefining of seed oil cakes as industrial co-

streams for production of innovative bioplastics. 

A review. Trends in Food Science & Technology. 

109: 259-270.  

Molassiotis A, Sotiropoulos T, Tanou G, 

Diamantidis G, Therios I. 2006. Boron-induced 

oxidative damage and antioxidant and nucleolytic 

responses in shoot tips culture of the apple 

rootstock EM9 (Malus domestica Borkh). 

Environmental and Experimental Botany. 56: 54–

62.  

Moradi M, Atarodi K, Mohammadipour M, 

Mousavi Hosseini K. 2018. Gene cloning and 

expression of soluble thrombopoietin functional 

domain by harnessing Rosetta-gami expression 

system. Tehran Univ Med J. 76 (6): 388-395. 

Paniego N, Muñoz M, Echaide M, Fernandez L, 

Faccio P, Zandomeni R, Suarez E, Hopp E. 

1999. Microsatellite development for sunflower. 

International Plant & Animal Genome VII 

Conference: Abstracts, 464:17-21.  

Persak H, Pitzschke A. 2014. Dominant repression 

by Arabidopsis Transcription factor MYB44 

causes oxidative damage and hypersensitivity to 

abiotic stress. International Journal of Molecular 

Sciences. 15: 2517-2537. 

doi:10.3390/ijms15022517. 

Seo J, Sohn H, Noh K, Jung CAJ, Donovan C, 

Somers D, Kim D, Jeong S-C, Kim C-G, et al. 

2012. Expression of the Arabidopsis AtMYB44 

gene confers drought/salt-stress tolerance in 

transgenic soybean. Mol Breed. 29: 601-608. 

Shamloo Dasht Pagardi R, Ebrahimi I, Razi H, 

Alemzadeh A, Niyazi A. 2015. Molecular 

identification and evaluation of genes related to 

drought and salinity tolerance in rapeseed 

(Brassica Napus), Thesis of the Ministry of 

Science, Research and Technology. Shiraz 

University. Faculty of Agriculture. 

Sharghi L, Mahmoudi F, Ahmadabadi M. 2015. 
Improving salt tolerance in Arabidopsis thaliana 

via overexpression of a calcium sensor gene. 

Cellular and Molecular Research (Iranian Journal 

of Biology). 28 (4): 551-559. 

Shoushi Dezfuli AA, Kalantar Ahmadi A. 2018. 
Gene expression patterns of some transcription 

factors (MYB and WRKY) under salt stress in the 

seedling stage of alfalfa using qPCR. Crop 

Biotechnology. 8(23): 27-41. 

Vaidyanathan H, Sivakumar P, Chakrabarty R, 

Thomas G. 2003. Scavenging of reactive oxygen 

species in NaCl-stressed rice (Oryza sativa L.) 

differential response in salt-tolerant and sensitive 

varieties. Plant Science. 165: 1411-1418. 

Zhao QY, Wang Y, Kong YM, Luo D, Li X, Hao P. 

2011. Optimizing de novo transcriptome 

assembly from short-read RNA-Seq data: a 

comparative study. BMC Bioinformatics. 12: S2. 

 

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

14
01

.1
1.

1.
1.

8 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

26
-0

7-
04

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            12 / 12

http://dx.doi.org/10.3390/genes7040012
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1401.11.1.1.8
http://gebsj.ir/article-1-404-fa.html
http://www.tcpdf.org

