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کننده عملکرد گیاهان زراعی مانند جوامل محدودمهمترین عوزیستی ازهاي زیستی و غیرتنش
خانواده ها دخالت دارند که دهنده به این تنشهاي پاسخمل رونویسی در تنظیم ژنعوا.هستند
بنابراین شناسایی و مطالعه این خانواده ژنی . رمز کننده گروه بزرگی از آنهاستWRKYژنی 

هاي در پژوهش حاضر، دانستنی. ها در گیاهان باشدمل به تنشتواند گامی موثر براي ایجاد تحمی
با انتخاب یک عضو . هاي داده جمع آوري شدندجو از پایگاهWRKYمربوط به اعضاي خانواده 

انجام NCBIو IBSCهاي در پایگاه دادهtBLASTNدر برنج، WRKYهاي از هر زیر گروه ژن
بر اساس مدل مخفی مارکوف، جستجو . نیز اضافه شدندخانواده شد تا اعضاي احتمالی دیگر این 

هاي این خانواده و هر زیر همه پروتئینعلیه WRKYهاي داراي منطقه حفاظت شده براي توالی
و یک توالی از هر زیرگروه عوامل عضو96اعضاي پیدا شده که شامل . انجام شدگروه آنها
به صورت چندگانه همردیف بودند، ندماز گیاهان آرابیدوپسیس، برنج و گWRKYرونویسی 

و WRKYهاي بر مبناي تعداد پهنههاي موجودتوالی. شده و درخت فیلوژنتیک آنها رسم شد
I،30در گروه پروتئین 13بر این اساس . بندي شدندگروه دستهسهساختار انگشت روي موجود در 

ها با ساختار انگشت قیه پروتئینو بIIIدر گروه Cx7Cx23HxCبا ساختار انگشت روي پروتئین
هبگیاه تحملدر IIIبا توجه به نقش گروه . قرار گرفتندIIدر گروه Cx4-5Cx22-23HxHروي 
نسبت به گندمهمانند جودر اعضاي این گروه حضوردرصد فزونی زیستی و غیر زیستی،هايتنش

ها و انتخاب طبیعی ايی تک لپهاجداد وحشمضاعف شدگی درتوان بارا میمیانگین گیاهان عالی
.تر در شرایط نامساعد محیطی در ارتباط دانستبراي ارقام مقاوم

هاي کلیديواژه
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مقدمه

زیستی از مهمترین عوامل محدود هاي زیستی و غیرتنش
Zhang(شوند کننده عملکرد گیاهان زراعی محسوب می et

al. هاي زیستی هاي گیاهان به تنشبسیاري از پاسخ).2010
ها در رونویسی توسط در نتیجه تنظیم بیان ژنو غیر زیستی

,Eulgem)هستندعوامل رونویسی  2005).
هستند غلات مهمترین منبع تامین کننده غذاي بشر 

(Garcia, Hordeum vulgare(جو.(2003 L. ( از اولین
گیاهانی است که اهلی گشته و یکی از مهمترین گیاهان 

جو دیپلوئید بوده و اندازه ژنوم هاپلوئید آن .استزراعی 
هاي تجاري جو مشتق شده از است رقم(Gb)گیگاباز 1/5

Hordeum vulgare(جد وحشی spp. Spontaneum( آنها
Purugganan)بوده and Fuller, و بر اساس آمار فائو(2009

20تولید جهانی آن براي تغذیه دام، درصد75)1جدول (
د طیف در تولیدرصد5در صنایع تولید نوشیدنی و درصد

Blake)شود وسیعی از غذاها استفاده می et al. در .(2011
ي فقیرتر همچنان از جو به عنوان منبع غذایی اصلی کشورها

شود و عملکرد مناسب آن در شرایط سخت استفاده می
Grando(محیطی مورد توجه است  and Macpherson,

جو به عنوان گیاهی خودگشن و معتدل، همیشه ).2005
ژنتیکی بوده است هايپژوهشگیاهی مدل براي 

)Bockelman and Valkoun, 2011.(
طور که بههایی هستندعوامل رونویسی پروتئین

پیشبرهاي اطراف ژن یا نواحی اختصاصی به فعال کننده
,Latchman)متصل شده  و بسته به نوع آن بعد از (1997

Babu)شود اتصال عامل رونویسی بیان ژن کم یا زیاد می et

al. RNAعوامل رونویسی با مهار یا تحریک فعالیت .(2004

تعداد عوامل .شونداز موجب تنظیم بیان ژن میپلیمر
ي ژنوم آن رونویسی در هر موجود زنده بستگی به اندازه

دارد، هر چه اندازه ژنوم بزرگتر باشد، تعداد عوامل 
,Nimwegen)رونویسی بیشتري وجود دارد  2006).

نام این خانواده از - WRKYخانواده عوامل رونویسی 
-tryptophan-arginine(شده آن اسید آمینه حفاظتچهار

lysine-tyrosine ( ترین از بزرگ-گرفته شده است
هاي تنظیم کننده رونویسی در گیاهان هستند و به خانواده

کننده در فرآیندهاي مهم گیاهی کننده و مهارعنوان فعال
Rushton)کنند شرکت می et al 2010).WRKY یکی از

وامل رونویسی است که در هاي ژنی عترین خانوادهقدیمی
اند دچار مضاعف شدگی گسترده شدهتکامل سلسله گیاهی
(Berri et al. سال از اولین گزارش مربوط 20حدود .(2009

در سیب WRKYي ژنی به کشف عوامل رونویسی خانواده
andIshiguro(گذرد می)Ipomoea batatas(زمینی شیرین

Nakamura, گذاري اعضاي این خانواده اولین بار نام).1994
با )Petroselinum sativum(یک سال بعد در گیاه جعفري

) WRKY3و WRKY1 ،WRKY2هاي ژن(شناسایی سه عضو 
Rushton)انجام شد  et al. عوامل رونویسی .(1995

WRKYهاي تنظیمی هایی هستند که هم فعالیتتنظیم کننده
Eulgem)مثبت و هم منفی دارند  and Somssich, 2007).

WRKY یکی از ده خانواده بزرگ ژنی است که در گیاهان
Ulker)عالی و تمام اجداد سبز گیاهی کشف شده است  and

Somssich, هاي این خانواده در طی تکامل خود ژن.(2004
هاي دفاعی مقابله کننده با سازوکارهاي زیاد را با پیچیدگی

Eulgem)اند ها وفق دادهپاتوژن et al. تکامل .(2000
هاي ویژه بوده و دامنه ژنWRKYاجدادي خانواده ژنی 

موجود در گیاهان از یک ژن در جلبک سبز تک سلولی 
ژن در Chlamydomonas nivalis( ،37(کلامیدوموناس

Arabidopsis(ژن در آرابیدوپسیس74، )Bryophytes(خزه

thaliana( ژن در سویا200تا تقریبا)Glycine max( متغیر
Ulker)است  and Somssich, 2004).

شامل چهار صفحه domain(WRKY(دمین ساختار 
هاي حفظ شده سیستئین و است که اسید آمینه)b-sheet(بتا

Yamasaki)هیستیدین در ساختار انگشت روي قرار دارند 

et al. موجب WRKYGQKتوالی آمینواسیدي .(2005
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و توانایی پروتئین را در برآمدگی بر سطح پروتئین شده
والی از نظر این ت.دهدافزایش میDNAاتصال به شیارهاي 

کند برابري میDNAدر Wشده طولی با توالی حفاظت
(Babu et al. توالی WRKYعوامل رونویسی .(2006

را به عنوان علامت موجود W(TTGACC/T)حفاظت شده 
ژن ده و موجب تنظیم بیانشناسایی کرپیشبردر 

Rushton)شوندمی et al. ویژگی خاص عوامل . (1996
وجود پهنه تقریبا غیر DNAدر اتصال به WRKYرونویسی 
Rushton)در انتهاي آمینی پروتئین است WRKYقابل تغییر

et al. دهد که اسید ان میزایی نشهاي جهشآزمایش.(1996
و هیستیدین)cysteine(شده سیستئینهاي حفظآمینه

)histidine( و پهنهWRKYGQK براي اتصال پروتئین به
DNA ضروري هستند(Maeo et al. در تعداد کمی .(2001

ها در گیاهان مختلف تغییرات کمی مانند از این توالی
WVKY ،WKRY ،WRRY ،WSKY وWKKY گزارش

Xie)شده است  et al. بر WRKYعوامل رونویسی.(2005
به )zinc finger(ختار انگشت رويها و سامبناي تعداد پهنه

Eulgem)شوند سه گروه تقسیم می et al. 2000).
که شامل زیر IIداراي دو پهنه و گروهIهاي گروه پروتئین

داراي یک پهنه IIIبوده و IIa IIb IIc IId IIeهاي گروه
WRKY بوده(Rushton et al. و الگوي انگشت (2008

-Cx4به صورت IIو Iگروه آنها در Cروي در انتهاي

5Cx22-23HxH و در گروهIII به صورتCx7Cx23HxC

Zhang(است and Wang, 2005(.
در هنگام مواجه گیاه با شوري WRKYعوامل رونویسی 

و سرما یا CO2هاي بالاي زیاد، گرما، تنش اسمزي، غلظت
Li)شوند خشکی بیان می et al. در غلات آلفاآمیلاز . (2009

)alpha amylase(هاي کلیدي در فرآیند یکی از آنزیم
زنی است، در جو هاي پس از جوانهزنی و فرآیندجوانه

در Wبه توالی WRKYبعضی از عوامل رونویسی 
Rushton(شوند پیشبرهاي ژن آلفاآمیلاز متصل می et al.

در پاسخ گیاه WRKYهاي خانواده بیشتر پروتئین).1995

Chen and)ریایی و قارچی درگیر هستند هاي باکتبه پاتوژن

Chen, هاي دخیل در سیستم و با تنظیم بیان ژن(2000
)salicylic acid(دفاعی به خصوص مسیر سالیسیلیک اسید 

,Du and Chen(دهند کار خود را انجام می عوامل ). 2000
هاي پیري در برگ در تنظیم فعالیتWRKYرونویسی 

نی در آرابیدوپسیس نشان دهنده پروفایل بیا. دخیل هستند
به طور قابل توجهی WRKYاین است که عوامل رونویسی 

Guo)در ترانسکریپتوم پیري موجود هستند  et al. 2004).
هدف از انجام این پژوهش شناسایی همـه اعضـاي خـانواده    

در جو و طبقه بندي آنها بر اساس WRKYعوامل رونویسی 
کـارگیري نتـایج آن بـراي    ت شده به منظور بـه  ظمناطق حفا

هـا ژنبیـان ایـن   از جمله بررسی الگويبعدي هايپژوهش
اصـلاح ایـن گیـاه    درراستايتواند کمک شایانی است که می
هاي زیستی و غیرزیسـتی  به تنشافزایش تحملزراعی براي 

.باشد

هاواد و روشم
شناسایی اعضاي خانواده عوامل رونویسی

WRKYابتدا تمامی مرتبطدادههاي گاهبا استفاده از پای
در جو WRKYاعضاي ثبت شده خانواده عوامل رونویسی 

) 1جدول (GTFDBو PTFDBهاي از پایگاه داده
.آوري شدندجمع

هاي بر اساس توالیtBLASTNا از طریق شناسایی اعض
با انتخاب یک عضو از هر زیر گروه شده در برنجحفظ

Paul)در برنج WRKYهاي ژن et al. 2010) ،tBLASTN در
انجام شد تا ) 1جدول (NCBIو IBSCهاي پایگاه داده

نیز WRKYخانواده عوامل رونویسی اعضاي احتمالی دیگر 
.اضافه شوند
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هاي مورد استفاده در این پژوهشاسامی و آدرس پایگاه داده-1جدول
Table 1- Name and URL address of the databases exploited in the current research

Database URL
The international barley sequencing consortium (IBSC) http://webblastipk-gaterslebende/barley

GeneBank http://www.ncbi.nlm.nih.gov

Plant Transcription Factors Database (PTFDB) http://planttfdbcbi.edu.cn

Gramineae Transcription factor database (GTFDB) http://gramineaetfdbpscrike.njp

Pfam http://pfamsanger.ac.uk/

Ensemble Plants http://plantsensembl.org/

Weblogo http://weblogoberkeleyedu/logo.cgi

Fao http://faostatfao.org

Hidden Markov(جستجو بر اساس مدل مخفی مارکوف

Model(
براي hmmابتدا پروفایل HMMبراي جستجو بر اساس 

از پایگاه PF03106hmmبا کد WRKYمین حفاظت شده د
Pfam(Punta et al. گرفته شده و از آنها براي ) 1جدول ((2014

IBSCجستجو علیه مجموعه پروتئین هاي بدست آمده از 

(barley_HighConffa & barley_LowConffa)(Mayer et al.

HMMERبا استفاده از نرم افزار (2012 31b1)Finn et al.

بر اساس دوبارهhmmدر این مرحله پروفایل .استفاده شد)2011
ها و ناحیه حفاظت شده همه پروتئینهاي مناطق حفاظتتوالی

اصل براي جستجوي شده در هر زیر گروه ایجاد و از پروفایل ح
.استفاده شدIBSCمجموعه پروتئین هاي بدست آمده از 

E-valueدر همه جستجوها فقط توالی هایی با  انتخاب شده و 1>
سپس همه آنها به صورت دستی براي وجود مناطق حفاظت شده 

WRKYهاي پایگاه بررسی شدند و این نتایج با دادهPfam براي
ثبت جهت جلوگیري از .شدندمناطق حفاظت شده دوباره چک

هاي توالی، براي هر ژنشدههاي مشابه گزارشتوالیيتکرار
تا ندجستجو شدNCBIدر هاي مختلف،در پایگاهیافت شده
Unigeneددر صورت وجود پیدا شهاتوالی.

شامل(شده یک ژنهاي گزارشانواع رونوشتشایان ذکر است
mRNA ،cDNA ،EST ( کیدرUnigeneاستشدهيآورجمع.

هاي تکراري از طریق ، توالیUnigeneوجود عدم در صورت
.یفی، شناسایی و تلفیق شدندردهم

ردیفی و ترسیم درخت فیلوژنتیکهم
هاي یک پروتئین، هاي ترانسکریپتبعد از حذف توالی

در جو به بدست آمده WRKYهاي پروتئینی همردیفی توالی
خانواده عوامل رونویسی از هر زیر گروه همراه یک توالی

WRKY در گندم(Zhu et al. Paul)، برنج (2013 et al. و (2010
Wu)آرابیدوپسیس  et al. Clustalxبا استفاده از نرم افزار (2005

انجام و درخت فیلوژنتیک آنها بر اساس روش اتصال 2010
ازياندو با انجام خودراه)neighbor-joining(همسایه

)bootstrap( بار توسط نرم افزار 1000با تکرارMEGA 60

(Tamura et al. .رسم شد(2013

تعیین محدوده کرموزومی
هر یک از اعضا cDNAبراي یافتن توالی ژنومی، توالی 

در بین (بر علیه ژنوم جو BLASTNبه عنوان الگو براي 
Ensemble Plantsو IBSCهاي در پایگاه) Morexهاي توالی

.بارگذاري شدند) 1جدول (

مناطق حفاظت شده )consensus(هاي توافقیحصول توالی
WRKYهاي توافقی مناطق توالیهاي این خانوادهدر زیر گروه

هاي این خانواده با در هرکدام از زیر گروهWRKYحفاظت شده 
.طراحی شدندWeblogoاستفاده از پایگاه 
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جینتا

توالی پروتئینی به عنوان اعضاي خانواده عوامل 96
در جو یافت شد  که بر طبق طبقه بندي WRKYرونویسی 

Eulgem)تعریف شده  et al. ، بر اساس تشابه در (2000
.)2جدول (بندي شدند گروه دسته3در دمین حفاظت شده، 

دمین حفاظت شده 2داراي پروتئین 13بر این اساس 
WRKY در گروهI،30داراي یک دمین پروتئینWRKY با

و IIIدر گروه Cx7Cx23HxCساختار انگشت روي 
با ساختار انگشت WRKYهاي داراي یک دمین پروتئین

هاي ساختاري به بر اساس شباهتCx4-5Cx22-23HxHروي 
نج و هاي مذکور براي گندم، برکار رفته براي طبقه بندي

IIگانه گروه هاي پنجگروهآرابیدوپسیس به شرح زیر در زیر

پروتئین در IIa ،4گروه زیرپروتئین در 5: قرار گرفتند
پروتئین در IIc ،13گروه زیرپروتئین در IIb ،22گروه زیر

در درخت . IIeگروه زیرپروتئین در 9وIIdگروه زیر
درصد 31دود شود که حفیلوژنتیک رسم شده مشاهده می

درصد آنها در 14، حدود IIIهاي یافت شده در گروه توالی
).1شکل (قرار دارند IIو باقی در گروه Iگروه 

ها بین هاي حفاظت شده توالیشباهت ساختاري دمین
IIIو همچنین بین Iو IIb ،IIcو IIaهاي ها و زیرگروهگروه

1ا در شکل هها و زیرگروهمشهود است که این گروهIIdو 
توالی حفاظت شده . اندنیز کنار یکدیگر قرار گرفته

WRKYGQKهاي یافت شده به همراه در دمین همه توالی
و ساختار IIIدر گروه Cx7Cx23HxCساختار انگشت روي 

مشهود IIو Iهاي در گروهCx4-5Cx22-23HxHانگشت روي 
).2شکل (هستند 

بندي آنهادر جو، موقعیت کروموزومی، طول پروتئین، موقعیت دمین حفاظت شده و گروهWRKYمل رونویسی فهرست اعضاي خانواده عوا-2جدول 
Table 2- List of WRKY transcription factor family members in barley, chromosomal position, protein length and the
position of conserved domain

Name Chromosome
No

Pervious Name UniGene Protein ID MIPS acc No Protein Length (WRKY Domain)

HvWRKY1 1 -------- --- ------- MLOC_57051 290(138-199)
HvWRKY2 1 -------- --- ------- MLOC_71477 340(182-240)
HvWRKY3 1 -------- --- ------- MLOC_79171 140(1-50)
HvWRKY4 1 HvWRKY31 Hv29798 ABI13397 MLOC_5971 309(113-172)
HvWRKY5 1 -------- --- ------- MLOC_11088 289(135-196)
HvWRKY6 1 -------- --- ------- MLOC_15430 300(105-164)
HvWRKY7 1 HvWRKY43 Hv29827 ABI13408 MLOC_72586 512(178-235)-(344-402)
HvWRKY8 1 HvWRKY19 Hv15087 ABI13385 MLOC_81131 248(125-183)
HvWRKY9 1 HvWRKY20 Hv29796 BAJ94655 MLOC_10264 216(128-186)
HvWRKY10 1 HvWRKY13 Hv18628 ABI13379 MLOC_32433 139(60-118)
HvWRKY11 1 HvWRKY29 Hv29824 ABI13395 MLOC_65699 247(96-156)
HvWRKY12 1 -------- --- ------- MLOC_17779 149(1-53)
HvWRKY13 1 -------- --- ------- MLOC_44947 196(54-112)
HvWRKY14 1 HvWRKY17 Hv29828 BAJ98268 MLOC_12079 199(108-166)
HvWRKY15 2 HvWRKY30 Hv3567 BAJ92999 MLOC_71897 328(148-208)
HvWRKY16 2 -------- --- ------- MLOC_7000 321(140-204)
HvWRKY17 2 HvWRKY41 Hv9019 ABI13406 MLOC_5850 489(218-273)-(383-441)
HvWRKY18 2 -------- --- ------- MLOC_58026 285(127-184)
HvWRKY19 2 HvWRKY46 Hv15882 AAQ63880 MLOC_74884 573(189-246)-(362-420)
HvWRKY20 2 HvWRKY12 Hv14881 BAJ86072 MLOC_36657 216(123-181)
HvWRKY21 2 HvWRKY10 Hv7458 BAJ97150 MLOC_63184 318(247-305)
HvWRKY22 2 -------- --- ABI13378 ------- 205(112-170)
HvWRKY23 2 HvWRKY4 Hv13574 BAK023311 MLOC_74606 348(117-175)
HvWRKY24 2 -------- Hv33030 BAK079591 MLOC_77883 736(300_356)-(530-587)
HvWRKY25 2 -------- --- ------- MLOC_66345 179(100-158)
HvWRKY26 2 HvWRKY7 Hv10971 BAK03156 MLOC_22106 326(230-278)
HvWRKY27 3 -------- --- ------- MLOC_68061 114(23-80)
HvWRKY28 3 -------- --- ------- MLOC_54895 205(183-205)
HvWRKY29 3 -------- Hv4932 BAJ96003 MLOC_68299 569(301-359)
HvWRKY30 3 -------- Hv16746 BAJ98040 MLOC_54606 364(168-225)s
HvWRKY31 3 -------- Hv33406 BAJ997161 MLOC_7126 320(137-198)
HvWRKY32 3 -------- Hv21259 BAJ89144 MLOC_44455 308(125-186)
HvWRKY33 3 -------- --- ------- ------- 569(302-360)
HvWRKY34 3 HvWRKY45 Hv18266 ABI13410 MLOC_14821 297(74-132)
HvWRKY35 3 -------- --- ------- MLOC_54950 231(152-210)
HvWRKY36 3 HvWRKY39 Hv16074 ABI13404 MLOC_69778 275(105-163)
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HvWRKY37 3 -------- --- ------- MLOC_3853 189(117-175)
HvWRKY38 3 -------- --- ------- MLOC_6114 256(54-112)
HvWRKY39 3 -------- --- ------- MLOC_34506 360(120-183)
HvWRKY40 3 HvWRKY36 Hv29825 ABI13412 MLOC_19031 197(37-97)
HvWRKY41 3 -------- --- ------- MLOC_67851 207(23-81)
HvWRKY42 3 HvWRKY37 Hv19834 BAJ992451 MLOC_7939 475(216-274)
HvWRKY43 3 -------- --- ------- MLOC_7470 230(152-208)
HvWRKY44 4 -------- --- ------- MLOC_31894 372(90-148)-(250-308)
HvWRKY45 4 -------- --- ------- MLOC_57764 206(33-94)
HvWRKY46 4 -------- --- ------- MLOC_16746 96(42-96)
HvWRKY47 4 -------- Hv26258 BAJ85995 MLOC_77258 360(225-283)-(286-344)
HvWRKY48 4 -------- --- ------- MLOC_56822 225(140-1198)
HvWRKY49 4 HvWRKY34 Hv1750 ABI13400 MLOC_34522 223(45-103)
HvWRKY50 5 HvWRKY15 Hv15485 BAK01500 MLOC_59259 303(136-193)
HvWRKY51 5 -------- Hv36645 BAJ950061 MLOC_59246 87(1-35)
HvWRKY52 5 -------- --- ------- MLOC_69575 360(92-148)-(248-306)
HvWRKY53 5 -------- --- ------- MLOC_22356 286(220-278)
HvWRKY54 5 HvWRKY22 Hv29810 ABI13388 MLOC_45055 187(130-188)
HvWRKY55 5 HvWRKY40 Hv29818 ABI13405 MLOC_10687 181(145-181)
HvWRKY56 5 HvWRKY28 Hv13249 ABI13394 MLOC_52504 346(123-181)
HvWRKY57 5 HvWRKY42 Hv15670 ABI13407 MLOC_58019 274(86-144)
HvWRKY58 5 HvWRKY24 Hv29804 ABI13390 MLOC_74974 214(18-56)
HvWRKY59 5 -------- --- ------- MLOC_66612 299(231_289)
HvWRKY60 5 HvWRKY9 Hv17161 ABI13375 MLOC_76441 339(269-328)
HvWRKY61 5 HvWRKY11 Hv15434 ABI13377 MLOC_67268 87(12-69)
HvWRKY62 5 -------- --- ------- MLOC_58349 256(154-215)
HvWRKY63 5 -------- --- ------- MLOC_68369 337(149-207)
HvWRKY64 5 HvWRKY8 Hv29784 BAK059431 MLOC_56247 355(289-346)
HvWRKY65 6 HvWRKY1 Hv20710 BAJ91478 MLOC_60890 353(187-244)
HvWRKY66 6 -------- Hv33156 BAK03476 MLOC_64446 488(234-291)
HvWRKY67 6 -------- --- ------- MLOC_12078 227(153-211)
HvWRKY68 7 -------- --- ------- MLOC_66134 308(110-168)
HvWRKY69 7 HvWRKY23 Hv4870 ABI13413 MLOC_70190 382(310-368)
HvWRKY70 7 -------- --- ------- MLOC_60283 609(230-258)
HvWRKY71 7 -------- --- ------- MLOC_78461 341(115-173)
HvWRKY72 ------ HvWRKY2 Hv13583 CAH68818 ------- 314(166-224)
HvWRKY73 ------ HvWRKY5 Hv22109 CAH68821 MLOC_66204 245(123-181)
HvWRKY74 ------ -------- Hv26258 ------- ------- 340(273-231)
HvWRKY75 ------ -------- Hv25183 ------- ------- 493(208-266)-(376-434)
HvWRKY76 ------ -------- Hv22109 ------- ------- 237(116-173)
HvWRKY77 ------ -------- Hv20442 ------- ------- 521(199-255)-(367-424)
HvWRKY78 ------ -------- Hv13583 BAJ90162 ------- 264(127-186)
HvWRKY79 ------ -------- Hv33326 BAJ98419 ------- 314(165-223)
HvWRKY80 ------ -------- Hv32682 BAJ99717 ------- 229(69-128)
HvWRKY81 ------ -------- Hv26258 BAK00560 ------- 353(275-313)
HvWRKY82 ------ -------- Hv1115 BAK01005 ------- 254(94-155)
HvWRKY83 ------ HvWRKY14 Hv29823 ABI13380 ------- 88(11-69)
HvWRKY84 ------ HvWRKY16 Hv29833 ABI13382 ------- 169(113-169)
HvWRKY85 ------ HvWRKY18 Hv29775 ABI13384 ------- 187(127-185)
HvWRKY86 ------ HvWRKY21 Hv21259 ABI13387 ------- 266(136-204)
HvWRKY87 ------ HvWRKY25 Hv29821 ABI13391 ------- 168(27-85)
HvWRKY88 ------ HvWRKY26 Hv1115 ABI13392 ------- 209(63-121)
HvWRKY89 ------ HvWRKY27 Hv29820 ABI13393 ------- 173(125-163)
HvWRKY90 ------ HvWRKY32 Hv15495 ABI13398 ------- 330(145-203)
HvWRKY91 ------ HvWRKY33 Hv16020 ABI13399 ------- 142(70-128)
HvWRKY92 ------ HvWRKY44 Hv29819 ABI13411 MLOC_58423 144(46-104)
HvWRKY93 ------ -------- --- ABR87003 MLOC_21482 281(80-138)
HvWRKY94 ------ -------- --- ABL11228 ------- 103(65-103)
HvWRKY95 ------ -------- --- ------- ------- 53(23-53)
HvWRKY96 ------ HvWRKY6 --- ------- ------- 219(186-219)
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Clustalxافزار با استفاده از نرمها در جو، توالیWRKYدرخت فیلوژنتیک اعضاي خانواده عوامل رونویسی -1شکل  به صورت چندگانه 2010
.درخت فیلوژنتیک آنها رسم شدMEGA6افزار بار توسط نرم1000اندازي با تکرار همردیف شده و بر اساس روش اتصال همسایه و با انجام خودراه

Figure 1- Phylogenetic tree of WRKY transcription factor family members in barley, multiple sequence alignment were
performed using Clustalx 2010 software and phylogenetic trees were constructed using the Neighbor-Joining (NJ) method with
bootstrap values from 1,000 replicates and drawn by MEGA4.
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.اندطراحی شده) 1جدول (Weblogoکه با استفاده از پایگاه WRKYهاي خانواده عوامل رونویسی هاي توافقی مناطق حفاظت شده در زیر گروهتوالی-2شکل 
Figure 2. The consensus sequences of the conserved regions in WRKY transcription factor family subgroups of barley,
designed by Weblogo tool (table 1).
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بحث

- به برنج و همچنین تکجودر این مطالعه به دلیل قرابت ژنتیکی 

شده هاي پروتئینی حفاظتاي بودن هر دو گیاه، از توالیلپه
Wu(هاي برنجهرکدام از زیرگروه et al. براي پیداکردن )2005

هاي در پایگاه.استفاده شدجودر WRKYاعضاي جدید خانواده 
اند؛ بنابراین براي پیدا ها شرح نویسی نشدهداده، بسیاري از توالی

آگاهی BLASTها با کردن اعضاي جدید جستجوي توالی
هاي دهد، از طرفی توالییمبیشتري را در دسترس قرار 

هاي پروتئینی موجود نسبت به توالینوکلئوتیدي بسیار بیشتري 
هستند؛ و چون براي پیدا کردن اعضاي جدید و داشتن عملکرد 

شده پروتئین است، استفاده از مشابه نیاز به توالی حفاظت
tBLASTNهاي براي پیدا کردن اعضاي جدید از میان توالی

شده پروتئینی منطقی هاي حفاظت نوکلئوتیدي با استفاده از توالی
WRKYدر پیدا کردن اعضاي خانواده ژنی. رسدنظر میبه

روي و توالی انگشتWRKYGQKشده داشتن ساختار حفاظت
هاي دلیل انتخاب توالیذکر است یانشد شایددقت بررسی و تائبه

اعضاي این خانواده، دارا بودن عنوانبهشدهناقص گزارش
هاي یبا توالو شباهت زیاد ساختاريWRKYGQKموتیف

WRKYپایگاه در ثبتیا وNCBI به نامWRKYاستهبود .
مطالعات بیوانفورماتیک و عملکردي پیشبرهاي گیاهی نشان 

هاي مشابه آن در بسیاري از و توالیWهاي دهد توالیمی
Maleck)پیشبرهاي القایی تحت تنش مشارکت فعال دارند  et al.

,WRKYصال پروتئین هاي کمی درباره وجود اتگزارش.(2000

Cai)وجود دارد Wهاي حفاظت شده غیر ازبه توالی et al.

که نام دیگر عامل رونویسی SUSIBA2عامل رونویسی .(2007
HvWRKY46 است(Mangelsen et al. توانایی اتصال (2008

SUREو Wبه دو توالی حفاظت شده 

(TAAAGATTACTAATAGGAA) را دارد(Grierson et al.

1994).

ي بیان به فراوانی در ژنوم گیاهان و جانوران کنندههاي تنظیمژن
ها مربوط به گسترش و حضور دارند و تنوع و تکامل یوکاریوت

Riechmann(استکننده بیان هاي تنظیمتکامل انواع خاص ژن et

al -از موجودات تکWRKYروند تکاملی خانواده .)2000.

دار در گیاهان گل.استسلولی به سمت موجودات پرسلولی 

اعضاي بیشتري ها داراي ها و خزهمقایسه با مخروطیان، سرخس
این عوامل رونویسی نقش وهستند WRKYخانواده ژنی از

Berri(کننددار بازي میتنظیمی بسیار مهمی را در گیاهان گل et

al. بر اساس مطالعات صورت گرفته در جلبک).2009
عنوان یک به)Chlamydomonas reinhardtii(کلامیدوموناس 

گیاه پست که قرابت ژنتیکی فراوانی با اجداد گیاهی دارد فقط یک 
داراي دو (استIوجود دارد که این ژن جزء گروه WRKYژن 

جد واقعی Iي این است که گروه دهندهو نشان) WRKYدمین 
هاي این خانواده از تکامل و دیگر گروهبودهWRKYي خانواده

موجود در هايدادهجستجو بر مبناي . اندشدهگروه اول حاصل
GeneBankهاي دهد ژننشان میWRKY مشابه گروهI در دو

Dictyosteliumیکی در کپک ،یوکاریوت غیرفتوسنتزکننده

discoideum)ي شناساییشماره:AAO52331 ( و دیگري در یک
:ي شناساییشماره(Giardia lambliaبه نام ايیاختهتک

EAA40901 (هستنداین فرضیه یدمؤکلیطور وجود دارد و به
-ژناز اینکه و قبل هستندIگروه WRKYهاي که جد واقعی ژن

وارد سلسله گیاهی شوند، حدود یک و نیم تا دو WRKYهاي 
اند، اما گرفتهمنشأي اولیه هایوکاریوتمیلیارد سال پیش از

عدم وجود در گیاهان وهاي این خانوادهش ژنگسترگی چگون
Ulker and(مشخص نیستجانورانها و در در مخمرآنها

Somssich, دمین 2پروتئین داراي 13در این مطالعه .)2004
رفته کارهاي ساختاري بهبر اساس شباهتWRKYحفاظت شده 

هاي مذکور براي گندم، برنج و آرابیدوپسیس در بنديبراي طبقه
.قرار گرفتندIگروه 

در درخت Iدر کنار گروه IIcدلیل قرار گرفتن زیرگروه 
این دو گروه است بههايفیلوژنتیک شباهت ساختاري در توالی

تر بوده رود رابطه تکاملی این دو گروه نزدیکطوري که گمان می
در اثر حذف یکی از دو منطقه حفاظت شده IIcو زیر گروه 

WRKY از گروهIاما باید توجه داشت که . مشتق شده باشد
هاي در واقع توالیIIcممکن است بعضی از اعضاي زیرگروه 

در مطالعاتی که بر روي همچنین .باشندIناقص گروه 
شده است نشان دادهفرنگی صورت گرفتهآرابیدوپسیس و گوجه
فقط داراي یک دمین AtWRKY10ها مثل است که بعضی از ژن
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گروه (هاي دو دمینیاین ژن در گروه ژنيبنداما در گروه.هستند
I (قرارگرفته است)Rushton et al. بنابراین به دلیل قرابت )2000

-میIهاي گروه با دمین کربوکسیلی ژنIIcگروه ژنتیکی بالاي

در طی دوران تکامل دمین IIcزیرگروه کهتوان نتیجه گرفت
این که این مساله تایید کنندهانددادهانتهایی آمینی خود را ازدست

و دیگر هستندWRKYي جد واقعی خانوادهIاست که گروه 
Ulker(اندشدههاي این خانواده از تکامل گروه اول حاصلگروه

and Somssich, به ایجاد و تکامل هاي دیگردر پژوهش. )2004
) N(ت رفتن دمین انتهاي آمینیبه دلیل از دسIاز گروه IIگروه 

از تکامل دمین IIو نتایج نشان داد که گروه شدهاذعان 
,Zhang and Wang(اند یجاد شدهاIگروه ) C(کربوکسیلی

دمین کربوکسیلی کار اتصال به Iهاي گروه ینپروتئدر .)2005
DNAکند، ال کمک میو دمین آمینی به تخصصی بودن این اتص

بنابراین به دلیل ماهیت یک عامل رونویسی مبنی بر اتصال به 
DNA تکامل گروه ،IIاز دمین کربوکسیلی منطقی است.

هستند براي یدمینتکIIIو IIهاي با توجه به اینکه گروه
ها از یکدیگر تفاوت ساختار جداسازي و مشخص کردن آن

ه این صورت که ب.گرفتقرار یبررسها موردآنيانگشت رو
,Zhang(هاي قبلی مطابق گزارش هاي داراي ساختار توالی)2005

هایی و توالیIIIدر گروه Cx7Cx23HxCبا الگويرويانگشت
Cx4–5Cx22–23HxHبا الگويرويساختار انگشتداراي که 

نیز در برنج به چهار IIگروه قرار گرفتندIIو Iدر گروه هستند 
Guo(شوندبندي میتقسیمIIdو IIa ،IIb ،IIcزیرگروه  et al.

مانند تقسیم بندي در این مطالعهIIهاي گروه توالی.)2005
Zhu)در گندم WRKYخانواده عوامل رونویسی  et al. به (2013

اساس این . تقسیم شدندIIeو IIa ،IIb ،IIc ،IIdهاي زیرگروه
WRKYهاي هاي پروتئینطبقه بندي شباهت ساختاري توالی

عضو 9و 13، 22، 4، 5به ترتیب IIبندي گروه در گروه. است
.قرار گرفتندIIeو IIa ،IIb ،IIc ،IIdهايیرگروهدر ز

ي ژنی هاي خانوادهدرصد از ژن20حدود طور میانگین به
WRKY در گیاهان عالی مربوط به گروهIIIکهیدرحال.هستند

Physcomitrella(ي فیسکومترلااعضاي این گروه در خزه

patens(دهنده این است که این گروه از د و نشاننوجود ندار
IIو Iهاي در طی دوران تکامل بعد از گروهWRKYهاي ژن

,Dong and chen)اندبوجود آمده 2003; Kalde and Barth,

-بنابراین می. فقط در گیاهان عالی وجود دارندIIگروه . (2003

در اثر WRKYهاي خانواده توان نتیجه گرفت که این گروه از ژن
و به دلیل ایفاي نقش در تحمل اندعف شدگی ایجاد شدهمضا

این .اندشدهانتخابهاي وارده بر گیاهفشارهاي محیطی و تنش
توان فزونی می.درصد است31میزان در پژوهش حاضر حدود 

نسبت به میانگین گیاهان عالی را با حضور این گروه در جو
تر د وحشی مقاوممقاومت بالاي آن در بین غلات و انتخاب اجدا

تر و تکامل آن براي حصول براي بدست آوردن ارقام مقاوم
هاي ژن. عملکرد نسبی بالاتر در شرایط نامساعد در ارتباط دانست

کنند، این بازي میهايالپهنقش بسیار مهمی را در تکIIIگروه 
حساب بهWRKYترین گروه خانواده گروه ازنظر تکاملی پیشرفته

Zhang and Wang)دنشوب سازگاري گیاه میو موجآمده

در برنج نسبت به آرابیدوپسیس ازنظر تکاملی IIIگروه .(2005
برنج مضاعفIIIهاي گروه ، زیرا در توالیهستندتر بسیار فعال

Eulgem(شوددیده میدرپییپشدگی et al درصد 34.)2000
IIIدر برنج نیز مربوط به گروه WRKYي ژنی هاي خانوادهژن(از

Christian)هستند  et al. آمدهدستبا توجه به نتایج به.(2007
یجاد اIIدر دوران تکامل بعد از گروه اجداد جودر IIIگروه 

قرابت ژنتیکی کمتري نسبت IIگروه و این گروه نسبت به اندشده
و این )2شکل (دندارWRKYي عنوان جد خانوادهبهIبه گروه 

در IIگروه حفاظت شدگینی بر تمباحث مبیدي تائدهندهنشان
به دلیل سازگاري این گیاه با شرایط و فشارهاي گندمهمانند جو

. استمحیطی 

در جهـان  شکسالی ي در حال گسترش خپدیدهاهمیت با توجه به
بـر کشـاورزي کشـور    کـه  اي هـاي گسـترده  و محدودیتو ایران،

ایجاد گیاهـان متحمـل بـه خشـکی و     تلاش برايکند، تحمیل می
صـفاتی ماننـد   از آنجایی که . رسداجتناب ناپذیر به نظر میشوري 

-ژنبررسی،ژنی هستندچند تحمل به تنش خشکی داراي کنترل 

یکـی از  کننـد  مـی تنظـیم نـی را  هـاي ژ هاي تنظیمـی کـه خوشـه   
براي متحمل کردن گیاهان حساس به تنش راهکارهاي امید بخش 

-بررسـی نظر به وقت و هزینه بالاي مورد نیاز براي . استخشکی 

مهندسی ژنتیک، منطقی است قبـل از  آزمایشگاهی و به ویژه هاي 
هـاي ژنـی مهـم و    هرگونـه دسـتورزي ژنتیکـی، خـانواده    اقدام به 
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هـاي  رد بررسی دقیق و جامعی قرار گیرند و تمامی دادهکلیدي، مو
و تفسـیر و  تجزیه و تحلیلآوري، ها جمعموجود در مورد این ژن

هاي آزمایشـگاهی  بهترین ژنهاي نامزد براي بررسیتلفیق شوند تا
به عنـوان  WRKYمطالعه بر روي عوامل رونویسی . پیشنهاد شوند

ونویسی در گیاهان با توجه بـه  هاي رترین تنظیم کنندهیکی از مهم
هاي زیستی و غیرزیسـتی  تحمل به تنشدري آنها شدهاثباتنقش

تحمـل بـه خشـکی    افـزایش تواند ما را در ایجاد بستري بـراي  می
.یاري کند
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iotic and abiotic stresses are the most important constraints on production by
crop plants, including barley. Transcription factors are involved in the regulation
of biotic and abiotic stress- response genes and the WRKY transcription factor
family encodes a large group of them. Therefore, identification and classification

of these factors represent important steps in our quest to find smart strategies for
enhancing stress tolerance in plants. In an attempt to identify WRKY transcription
factors in barley, multiple searches were done in Plant TFDB and Gramineae TFDB
databases. Rice WRKY-conserved sequences were used as the templates for tBLASTN
searches in the nr, EST and HTGS datasets for finding new members in barley. An
HMM search was used to find sequences containing WRKY conserved domains. The
identified 96 HvWRKYs as well as one member of each WRKY subgroup from
Arabidopsis, rice and wheat were subjected to multiple alignment using clustalx software
and phylogenetic trees were reconstructed using MEGA6 software based on neighbor-
joining method with a 1000 repeats bootstrap index. Sequences were divided into 3
groups based on the number of WRKY domains and the structure of zinc-finger motifs.
Conclusively, there were 13 proteins with 2 WRKY conserved domain in group I, 30
proteins with 1 WRKY conserved domain and Cx7Cx23HxC zinc-finger motif in group
III and other proteins with 1 WRKY conserved domain and Cx4-5Cx22-23HxH zinc-finger
motif in group II. Regarding the role of group III in plant tolerance to abiotic and biotic
stresses, it can be argued that the higher percentage presence of group III members in
barley that are similar to rice than to other higher plants can be attributed to duplications
in wild monocotyledous ancestors and natural selection for more resistant genotypes in
harsh conditions.

Abiotic stresses, Transcription factors, HMM, Phylogenetic tree, Multiple alignment.
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