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Abstract 

Objective 

Potato (Solanum tuberosum. L.) belongs to the Solanaceae family. It is the third important crop 

plant as human food source after wheat and rice. Several biotic and abiotic stresses affect potato 

production and reduce its potential yield. In the drought stress and dehydration, the expression 

level of many genes changes and the accumulation of stress-related proteins is affected. Chitinases 

are proteins that show a basic level of expression in normal conditions, but their expression 

increases dramatically in disease conditions and some abiotic stresses. The existence of great 

diversity in plant chitinases and its induction by a wide range of biotic and abiotic factors indicates 

their important role in the functions related to defense and stress. According to the Economic 

importance and Limiting effects of drought stress for plant growth in this research, the effect of 

drought stress on the expression level of different classes of chitinase gene was investigated. 
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Materials and methods 

In this research, the members of chitinase gene family were identified in potato genome by 

bioinformatics and computational methods. Then, one gene was selected from each class of 

chitinase gene based on RNA-Seq data analysis in drought stress, and their expression level was 

evaluated following a water deficit treatment (50% field capacity) by Real-time PCR analysis. 

The expression level of genes was measured using the Livak and Schmittgen method using the 2-

ΔΔct formula. 

 

Results 

Under drought stress conditions, the majority of chitinase gene classes exhibited distinct 

expression patterns. Notably, among the four classes of identified chitinase genes in potato, class 

I exhibited up-regulation, whereas class V displayed a down-regulated trend. 

 

Conclusions 

In conclusion, our findings suggest a significant role for chitinases in potato's response to drought 

stress. The outcomes of this study offer valuable insights for screening potato cultivars/genotypes 

for drought tolerance and provide a foundation for molecular genetic strategies aimed at 

engineering drought-resistant potatoes. 
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   چکیده

است و از نظر میزان مصرف در تغذیه انسان،    solanaceaeمتعلق به خانواده    (.Solanum tuberosum L)سیب زمینی    هدف:

باعث کاهش  کنند و  می را محدود    ینیزم  ب یسرشد    یستی رزیو غ  یستیعامل ز  نیچنددر جایگاه سوم بعد از گندم و برنج قرار دارد.  

های مرتبط  تجمع پروتئینیابد و ها تغییر می . در شرایط تنش خشکی و کم آبی، سطح بیان بسیاری از ژند نشوی م آنعملکرد بالقوه 

دهند، اما در شرایط هایی هستند که در شرایط طبیعی سطح بیان پایه را نشان میپروتئین ها،نازیتیکگیرند.  با تنش تحت تاثیر قرار می

های گیاهی و القای آن  یابد. وجود تنوع زیاد در کیتینازطور چشمگیری افزایش میزنده، بیان آنها به های غیربیماری و برخی تنش 

از آنجا    .باشدهای مربوط به دفاع و تنش می دهنده نقش مهم آنها در عملکردزیستی، نشان توسط طیف وسیعی از عوامل زیستی و غیر

کند، در  ی را محدود میکشاورز  یجهان  دیتول  خشکی، تنش  است و   جهان برخورداردر    بالایی  یاقتصاد  تیاز اهمی  نیزم  بیس  که گیاه

 های مختلف ژن کیتیناز مورد بررسی قرار گرفت. پژوهش، اثر تنش خشکی بر میزان بیان کلاس این 
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در این پژوهش، خانواده ژنی کیتیناز در گیاه سیب زمینی به روش بیوانفورماتیکی و محاسباتی شناسایی شد. سپس    :هاروشمواد و  

مربوط به تنش خشکی، از هر کلاس ژن کیتیناز یک ژن انتخاب و میزان بیان    RNA-Seqهای  بر اساس نتایج حاصل از آنالیز داده

 Realآنالیز نتایج واکنش  مورد ارزیابی قرار گرفت.    Real-time PCRظرفیت زراعی( به روش    %50آنها در شرایط کم آبی )

Time PCR  فرمول  و با استفاده از لیواکبا استفاده از روشctΔΔ-2  .انجام شد 

. ژن کیتیناز متعلق به کلاس مختلف ژن کیتیناز میزان بیان متفاوتی را در شرایط اعمال تنش خشکی نشان دادندهای  کلاس   :نتایج

I دارای بیشترین میزان بیان و کیتیناز متعلق به کلاسV .کمترین میزان بیان را داشتند 

زیستی، با تعیین میزان بیان هر کلاس ژنی،  های غیرهای خانواده کیتیناز در تحمل تنشبا توجه به نقش پروتئین  گیری:نتیجه

توان از آنها برای اهداف انتقال ژن بهره گرفت. همچنین با شناسایی عناصر تنظیمی مرتبط با تنش خشکی و به دلیل نقش آنها  می

ها را بطور مصنوعی سنتز نمود و از آنها برای تقویت  توان توالی مربوط به عناصر تنظیمی این ژنهای کیتیناز، میبر میزان بیان ژن 

 های مختلف بیانی استفاده کرد.ها، در سیستمپروموتر ژن

 Real-time PCR ، (Solanum tuberosum)تنش خشکی، پروتئین کیتیناز، سیب زمینی :  هاکلیدواژه

 : پژوهشی. نوع مقاله

اثر تنش خشکی بر  بررسی    (1403)  مقدم علی،   سهرابی سید سجاد،  فرهاد  نظریان فیروزآبادی،  مریم  فرامرزی جعفربیگلو  استناد:

 . 48-33(، 4)16، مجله بیوتکنولوژی کشاورزی. سیب زمینیبرگ  های مختلف ژن کیتیناز درکلاس میزان بیان
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 مقدمه 

عنوان  باشد که از نظر میزان مصرف به می   Solanaceaeگیاهی متعلق به خانواده    (Solanum tuberosum L )زمینی  سیب 

این گیاه امکان رشد   .(Jalali et al. 2019; Devaux et al. 2014)غذای انسان، در جایگاه سوم بعد از گندم و برنج قرار دارد  

 Abd elhamid)  کندهای بلند بیشترین محصول را تولید می در شرایط آب و هوایی مختلف را دارد، اما در آب و هوای معتدل با روز

et al. 2010)  ،باعث کاهش عملکرد  کنند و  یرا محدود م  ینیزم  بیستولید محصول    ی،ستیرزیو غ  یستیعامل ز  نیچند. با این حال

بیوشیمیایی و  .  (Mekonen et al. 2018)ند  شوی م  آن بالقوه   فرایندهای  تغییر  از طریق  گیاه  تنش خشکی سبب کاهش رشد 

 دهند های گیاهی حساسیت بیشتری نسبت به تنش خشکی از خود نشان می اندام های گیاه نسبت به سایر  شود. برگفیزیولوژیکی می

(Jallel et al. 2009).   شود ها منتقل میاز طریق آوند چوب به برگ،  ها در شرایط تنش خشکیوسیله ریشهه  ایجاد شده بپیام ،  
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. در شرایط تنش  (Saxena et al. 2005)  دهدثیر قرار داده و رشد اندام هوایی را کاهش می أبنابراین نرخ رشد گیاه را تحت ت

 Agarwal)گیرند  های مرتبط با تنش تحت تاثیر قرار می ها تغییر یافته و تجمع پروتئینخشکی و کم آبی، سطح بیان بسیاری از ژن 

et al. 2006) بیان متفاوت در سطح ژنوم و پروتئوم گیاه در شرایط تنش خشکی بیانگر این واقعیت است که این مکانیسم اولین .

  لیبه دل  اهانیدر گ  ی ستیرزیتنش غ  یهادرک پاسخ.  )Anupama et al. 2019(نقش اساسی را در تحمل تنش خشکی دارد  

که ارقام متحمل به    ییهاسمیحال، درک مکان  نیدشوار است. با ا  لیدخ  یها ها و مولکولسمی روابط متقابل و تنوع مکان  ،یدگیچیپ

 Recchia)  ت باشند، مهم اس دیمفگیاه    یاصلاح  یهاکه ممکن است در برنامه  ییاهن انتخاب ژ  یبرا  دهندی واکنش نشان متنش  

et al. 2013) . 

های  دهند، اما در شرایط بیماری و برخی تنش نشان میهایی هستند که در شرایط طبیعی سطح بیان پایه را  پروتئین هانازیتیک

های مرتبط  ها متعلق به خانواده پروتئینکیتیناز .(Návarová et al. 2012)  یابدطور چشمگیری افزایش می زنده، بیان آنها بهغیر

 های مبتنی بر. بر اساس جدیدترین تقسیم بندیGregorová et al. 2015; Hashimoto et al. 2004))هستند   با پاتوژن

 ,GH18, GH19, GH23)  48و    23،  19،  18های  گلیکوزیل هیدرولازها و در گروه  خانواده  در   هانازیتیک،  DNAشباهت در سطح  

GH48)  م کیتینازرندیگیقرار  خانواده.  در  گیاهی  شباهت   GH19و    GH18های  های  اساس  بر  و  دارند  به قرار  ساختاری  های 

و    I   ،IIهایهای کلاسو کیتیناز  GH18، متعلق به خانواده  Vو    IIIهای کلاس  شوند. کیتینازبندی میهای مختلفی تقسیمگروه

IV    به خانوادهGH19  تعلق دارند   (Grover 2012) .  های گیاهی و القای آن توسط طیف وسیعی از  وجود تنوع زیاد در کیتیناز

  د ی تول  خشکی،تنش  از آنجایی که  باشد.  های مربوط به دفاع و تنش میدهنده نقش مهم آنها در عملکردزیستی، نشان عوامل غیر

است تحت تاثیر   سر جهان برخوردار در سرتا  یاقتصاد  تی اهم  ی که از نیزم  ب یس  عملکرد گیاه کند وی را محدود می کشاورز  یجهان

  مولکولی   هایمکانیسم  که  نمودمیلادی روشن    80به عمل آمده در اواخر دهه    هایو بررسی   مطالعاتعلاوه،  به گیرد.  این تنش قرار می

 Safaei)  هستند(  ها ژن  تنظیم  نحوه  حتی  و  ترجمه  رونویسی،  ،DNAفرایندهای ژنتیکی )مشتمل بر همانندسازی    ترینمهم  زمره  در

et al. 2022; Shokri et al. 2023  .)طور  گاه همه بهشده است که هیچ  لییک سلول از تعداد زیادی ژن تشک  1ی کیژنت  ماده

نمی  بیان    نمایند می  تولید  را  سلول  نیاز  مورد  آنزیم  یا  پروتئین  و  شده  بیان  آنها  از  کمی  تعداد  فقط   لحظه  هر   در  و  شوند همزمان 

(Barazandeh et al. 2016b  .)ژن   آن  فرآورده   ای  و  شود  انیب  ژن  ایآ   که  کندیم  مشخص  ، کندیم  رشد  آن  در  موجود  که  محیطی

(. ساز و کار بیان Bordbar et al. 2022; Ahmadabadi et al. 2023)  شود  خاموش  ا ی  و   رفعالیغ  دیبا  و  ستینخاص نیاز  

باکتری    ،ژن بار در  )  E.coliاولین   هایژن (.  Mohamadipoor et al. 2021; Masoudzadeh et al. 2020کشف شد 

 نسبتا    مجموعه  یک  تنها  ،هابافت  انواع  از  یک  هر  در.  است  بعدی  چند  وقرارگیری ژن ژنوم    موقت  کنترل  تحت   شانبیان  یوکاریوتی

 ;Masoudzadeh et al. 2020)  دارد  بستگی  نمو  مرحله  به  هاژن  بیان  نیز  و  شودمی  بیان  ژنوم  تمام  از  کوچک

 
1 DNA 
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Mohammadabadi et al. 2023  .)محصولات  مقدار  همچنین.  است  اختصاصی  بافت  هر  برای  ها، بیان ژن در یوکاریوتبنابراین 

 Mohammadabadi et al. 2021; Shokri et)  شودآن ژن می  ان یسبب تنظیم ب  ،هابافت  سایر  در  نیز   و   بافت   همان   در  ژن

al. 2023  .) سطح   در  آنها  مطالعه  و  مهم  صفات  با   مرتبط  یهانیپروتئ  و   هاژن  مطالعه  یملکول  ینژادبه   در  ی اساس  اقدامات  از  یکی  

 خشکی تنش  از آنجایی که    (.Mohammadinejad et al. 2022; Shahsavari et al. 2022)  است  یکروموزوم  ای  یسلول

تحت    ،است سر جهان برخوردار در سرتا یاقتصاد تیاهم ی که ازنیزم بیس عملکرد گیاه کند وی را محدود میکشاورز یجهان دیتول

 های مختلف ژن کیتیناز بررسی شد.  گیرد، در این پژوهش اثر تنش خشکی بر میزان بیان کلاس تاثیر این تنش قرار می 

 

 ها مواد و روش

های پروتئینی کیتینیاز گیاه گوجه فرنگی، تنباکو و آرابیدوپسیس از به منظور شناسایی اعضای خانواده ژنی کیتیناز، ابتدا توالی

به   DNAstar افزارهای مختلف توسط نرمدریافت شد. توالی مورد توافق حاصل از همردیفی کیتیناز NCBIبانک پروتئینی پایگاه 

با    Phytozome (https://phytozome-next.jgi.doe.gov)عنوان ورودی در پایگاه داده  ست آمد. توالی مورد توافق، بهد

کننده کیتیناز های کاندید کدعنوان ژنهمردیف شد. در نهایت، نتایج همردیفی به  tBLASTnتوالی کامل ژنوم سیب زمینی، توسط  

مورد    CDD  شدههای محافظتهای پایگاه دمیننظر با استفاده از ابزارهای موردهای کاندید، توالیمنظور تأیید توالیشناخته شد. به

داده تحلیل  تجزیه  با  گرفتند.  قرار  توالیبررسی  به  مربوط  خشکی  های  تنش  شرایط  در  زمینی  سیب  ترانسکریپتوم  یابی 

((https://ncbi.nlm.nih.gov/sra،    برای هر کلاس کیتیناز، ژنی که بیشترین میزان بیان را داشت شناسایی شده و مقایسه بیان

های منتخب این های کدکننده کیتینازها بر بیان ژنبه منظور بررسی تاثیر عناصر تنظیمی ژنهای کاندید انجام شد.  ژن روی این ژن

خشکی،   تنش  شرایط  در  اطلاعاتی  جفت  1500مطالعه  پایگاه  از  استفاده  با  منتخب،  ژن  هر  بالادست  در  باز 

(https://www.dna.affrc.go.jp/PLACE )PLACE بیوانفورماتیکی قرار گرفتند.های ، مورد تجزیه تحلیل 

های سیب زمینی، آزمایشی در قالب به منظور ارزیابی نحوه بیان مهمترین کیتیناز:  کشت سیب زمینی و اعمال تنش

های حاوی کود ورمی های کوچک سیب زمینی در گلدانطرح کاملا تصادفی با سه تکرار در گلخانه اجرا شد. برای این منظور، غده

ساعت تاریکی    10ساعت روشنایی و    14گراد در گلخانه با فتوپریود  درجه سانتی   20کولیت پرومیکس و پرلیت کشت شده و در دمای  

توسط آزمایشگاه خاکشناسی اندازه گیری شد. اعمال   2درصد، کشت شدند. قبل از انجام آزمایش، ظرفیت زراعی خاک   70و رطوبت  

. نمونه برداری  (Barra et al. 2019)درصد ظرفیت زراعی( در ابتدای غده زایی آغاز و طی یک هفته ادامه یافت    50تنش کم آبی )

 
2 Field capacity 
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گراد نگهداری  درجه سانتی   -80ها در یخچال با دمای  از حداقل سه برگ گیاه انجام گرفت و پس از فریز شدن در ازت مایع، نمونه

 شدند. 

سنتز    RNAاستخراج   نمونه  RNAاستخراج  :  cDNAو  برگی  از  استخراج  های  کیت  از  استفاده  ستونی    RNAبا 

(Column RNA Isolation Kit)  گیری کمیت و  سازنده، انجام شد. برای اندازه نامه شرکتشرکت دنا زیست و بر اساس شیوه

منظور حذف  استخراج شده، به ترتیب از دستگاه اسپکتروفتومتری و الکتروفورز ژل آگارز یک درصد استفاده شد. به  RNAکیفیت  

  1سازی، از هر نمونه کلون، تیمار شدند. پس از هم غلظتشرکت سینا DNaseIبا آنزیم  RNAهای ژنومی، نمونه DNAآلودگی 

  cDNAبا استفاده از کیت سنتز    cDNAاستفاده گردید. سنتز    cDNAتهیه شد و جهت سنتز    RNAمیکروگرم بر میکرولیتر  

کیفیت    αelf1( ژن کنترل داخلی  1استفاده از آغازگرهای )جدول    باسازنده انجام شد.   رکتش شرکت سیناکلون بر اساس دستورالعمل

cDNA  های سنتز شده با استفاده ازPCR  .و الکتروفورز ژل آگارز مورد بررسی قرار گرفتند 

واکنش  :  Real Time PCRانجام واکنش   انجام   Real Q Plus 2xاز مسترمیکس    Real Time PCRبرای 

Master Mix Green  (. 1های مختلف ژن کیتیناز و آغازگر ژن کنترل داخلی استفاده شد )جدول  های مربوط به کلاسو آغازگر

 Soltu.DM.10G017450، Soltu.DM.11G026160، Soltu.DM.10G017290)کلاس از ژن کیتیناز    4میزان بیان  

Soltu.DM.07G000200)  وسیله روش  بهqRT-PCR  استفاده از  ، با  نتایج واکنش  مورد ارزیابی قرار گرفت و تجزیه و تحلیل

ها، تجزیه واریانس شدند  داده مربوط به بیان ژن انجام شد.   ctΔΔ-2توسط فرمول    (Livak & Schmittgen 2001)  لیواکروش  

 درصد با شاهد مقایسه شدند.   5در سطح احتمال  LSDها با استفاده از آزمون و میانگین

 

 بحث نتایج و 

های رشد و نمو هم دخالت دارند های مربوط به دفاع و پاسخ به تنش نقش دارند، بلکه در فرآیندها نه تنها در فرآیندکیتیناز

(Regalado et al. 2000et al.1993,  Collinge  .)ژن از    31های بیوانفورماتیکی،  بطور کلی با انجام تجزیه و تحلیل

های حاصل از این  بود. یافته Vو  I ،III  ،IVکلاس ژنی  4خانواده ژنی کیتیناز در کل ژنوم سیب زمینی شناسایی شد که متعلق به 

بیشترین   شناسایی شد.  122-450های اسید آمینه با طول  های کیتیناز نشان داد و توالی پژوهش تنوع زیادی در اندازه مولکولی پروتئین

ژن   به  مربوط  پروتئین  توالی  به    Soltu.DM.07G000130طول  مربوط  پروتئین  مولکولی  اندازه  کمترین  و 

بود که در     Soltu.DM.10G017290ژن فرنگی  گیاه گوجه  بیوانفورماتیکی  تحلیل  و  نتایج تجزیه  با  نتایج حاصل مشابه  بود. 

  60های کیتیناز گوجه فرنگی از  ژن کیتیناز در ژنوم گیاه گوجه فرنگی شناسایی شدند که اندازه پروتئین  43تحقیق یاد شده تعداد  

های کیتیناز از قبیل موقعیت آنها روی خصوصیات فیزیکی پروتئین (. Tan, 2019 &Caoاسید آمینه متغیر بود )  386اسید آمینه تا  

 نشان داده شده است. 2آمینه آنها در جدول کروموزوم، نقطه شروع و پایان ژن کدکننده، طول ژن و تعداد اسیدهای 
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های مختلف ژن کیتیناز در برگ گیاه سیب  های استفاده شده برای بررسی بیان کلاستوالی آغازگر  .1جدول

 زمینی

Table 1. Oligonucleotide primer pairs used for different expression analysis of different 

classes of chitinase gene in potato leaves 

 Primer sequenceتوالی آغازگر   Gene Nameنام ژن 
طول قطعه تکثیر شده  

Amplicon Size 

ژن   Iکلاس 

 کیتیناز 

Class I 

chitinase 

gene 

آغازگر رفت  

Forward 

 آغازگر برگشت 

Reverse 

5'-TTGCCAGAGCTAGTGTTGTGATA -3' 

 

5'-CAGCAATTTTCCTTTTACAGCCA-3' 

218 

ژن   IIIکلاس 

 کیتیناز 

Class III 

chitinase 

gene 

آغازگر رفت  

Forward 

 آغازگر برگشت 

Reverse 

5'-GGGCACAACCATTCCTCAGT -3' 

 

5'-TCTAGGAGACAAGCCACCAC-3' 

115 

ژن    IVکلاس 

 کیتیناز 

Class IV 

chitinase 

gene 

آغازگر رفت  

Forward 

 برگشت آغازگر 

Reverse 

5'-GGTCCCGGTCCTTCAGAG -3' 

 

5'-CAGGAAAAGACCAAGCAGCA-3' 

149 

ژن   Vکلاس 

 کیتیناز 

Class V 

chitinase 

gene 

آغازگر رفت  

Forward 

 آغازگر برگشت 

Reverse 

5'-ACAGAATCGTGCCACAACAG -3' 

 

5'-CACGCAAAGTAACCACGCAA-3' 

150 

 ژن کنترل داخلی

αelf1 

آغازگر رفت  

Forward 

 آغازگر برگشت 

Reverse 

5'-ATTGGAAACGGATATGCTCCA-3' 

 

5'-TCCTTACCTGAACGCCTGTCA-3' 

101 
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های کیتیناز شناسایی شده روی کرومزوم در ژنوم گیاه  ژن  . کلاس، طول پروتئین ، طول ژن و موقعیت2جدول  

 سیب زمینی 

Table 2. Class, protein, gene length and chromosomal location of chitinase genes identified 

in potato genome 

 Class کلاس Gene ID ژن

 طول ژن

Gene 

Length 

 طول پروتئین

Protein 

Lenght 

 موقعیت کرومزومی ژن 

  Chromosomal location 
 

Soltu.DM.02G022960 I 1460 264 36641340 forwardchr02:36639880.. 

Soltu.DM.02G005390 I 1863 265 chr02:18752689..18754552 forward 

Soltu.DM.04G027770 I 1784 277 chr04:58871814..58873598 reverse 

Soltu.DM.10G017450 I 999 250 chr10:47621885..47622884 forward 

Soltu.DM.10G018000 I 1620 313 10:48725931..48727551 reversechr 

Soltu.DM.10G018010 I 2864 324 chr10:48745498..48748362 reverse 

Soltu.DM.10G018020 I 1329 281 chr10:48752046..48753375 reverse 

Soltu.DM.10G018030 I 1110 244 chr10:48759260..48760370 reverse 

Soltu.DM.10G017880 I 6875 218 chr10:48519473..48526348 reverse 

Soltu.DM.10G017910 I 5805 333 chr10:48575352..48581157 reverse 

Soltu.DM.10G017920 I 1501 317 chr10:48585781..48587282 reverse 

Soltu.DM.10G017970 I 1415 322 reversechr10:48688250..48689665  

Soltu.DM.10G017980 I 1242 154 chr10:48701435..48702677 reverse 

Soltu.DM.10G017990 I 1440 322 chr10:48714593..48716033 reverse 

Soltu.DM.12G002170 I 3306 328 chr12:1791298..1794604 reverse 

Soltu.DM.11G026160 III 924 308 11:46230865..46231789 reversechr 

Soltu.DM.11G026270 III 1183 304 chr11:46321307..46322490 forward 

Soltu.DM.06G014260 IV 1394 286 chr06:39555953..39557347 reverse 

Soltu.DM.09G031790 IV 1515 324 chr09:67472542..67474057 reverse 

Soltu.DM.10G017290 IV 1714 122 chr10:47291245..47292959 reverse 

Soltu.DM.07G000110 V 1242 414 chr07:414215..415457 forward 

Soltu.DM.07G000120 V 1864 375 chr07:415783..417647 reverse 

Soltu.DM.07G000130 V 3337 450 chr07:423801..427138 reverse 

Soltu.DM.07G000140 V 1145 177 chr07:440310..441455 forward 

Soltu.DM.07G000150 V 3609 337 chr07:444045..447654 reverse 

Soltu.DM.07G000160 V 3408 448 chr07:452671..456079 reverse 

Soltu.DM.07G000170 V 5016 379 chr07:463270..468286 forward 

Soltu.DM.07G000190 V 792 264 chr07:470107..470899 reverse 

Soltu.DM.07G000200 V 2558 377 chr07:475345..477903 forward 

Soltu.DM.07G000210 V 1269 423 chr07:479817..481086 forward 

Soltu.DM.07G000260 V 2227 156 chr07:543577..545804 forward 
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است    RNAدهنده صحت استخراج  نشان  s28و    s18های  وجود باند :  استخراج شده  RNAنتایج بررسی کیفیت  

بسیار نزدیک بود  2نیز محاسبه شد. اکثرا  این نسبت، به  280به  260های استخراج شده، نسبت طول موج (. در تمام نمونه1)شکل 

وجود باند مربوط به ژن کنترل داخلی، روی ژل آگارز، تأیید کیفیت   باشد.استخراج شده می   RNAدهنده کیفیت مناسب  که نشان

cDNA   (.2های سنتز شده بود )شکل 

 

 

رو  RNAالکتروفورز    .1  شکل شده  آگارز  یاستخراج  چاهک  ژل  چاهک  ؛1.  اندازه.    4،  3،  2های  نشانگر 

 های تنش خشکی هستند نمونه 7و  6، 5های  های شاهد و چاهکنمونه 

Figure 1. Gel electrophoresis of extracted total RNA. Lanes 1; size marker. Lanes 2, 3, 4 

control and Lanes 5, 6, 7 represent drought stress treatment sample 

 

 

  αelf1یژن کنترل داخل آغازگرشده با استفاده از  سنتز cDNA از PCR الکتروفورز محصول یجنتا. 2شکل 

Figure 2. The electrophoresis results of the PCR product of cDNA synthesized using the 

elf1α internal control gene primer 
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های گیاه سیب زمینی در شرایط تنش خشکی، با استفاده از    کلاس خانواده ژنی کیتیناز  4ژن از    4در این پژوهش، بیان  

آبی قرار  ها در برگ گیاه تحت تاثیر کممورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد که میزان بیان این ژن  Real- time PCRروش  

 .  نشان داده شده است 3کلاس ژن کیتیناز در شکل  4گیرد. اثر تنش خشکی بر بیان می

 

 

بیان  3شکل   تغییرات    ,(CH3: Soltu.DM.11G026160)  ,(CH1: Soltu.DM.10G017450)   هایژن. 

(CH4: Soltu.DM.10G017290) و  (CH5: Soltu.DM.07G000200)    تنش تحت  زمینی  سیب  برگ  در 

میله استانداردخشکی.  انحراف  آزمون   (SD±)ها نشان دهنده  با  ها  میانگین  احتمال    LSDهستند.  در سطح 

α=0.05 اندبا شاهد مقایسه شده 

Figure 3. Expression analysis of CH1:Soltu.DM.10G017450, CH3:Soltu.DM.11G026160, 

CH4:Soltu.DM.10G017290 and CH5:Soltu.DM.07G000200 chitinase genes in potato leaves . 

Bars represent the standard deviations (±SD). Expression means were compared with 

control by LSD at α=0.05 probability level 

 

های مختلف ژن کیتیناز میزان بیان متفاوتی را در شرایط اعمال تنش خشکی نشان دادند. بالاترین سطح بیان در  کلاس

کلاس   کلاس  I  (Soltu.DM.10G017450کیتیناز  کیتیناز  شد.  مشاهده   )III  (Soltu.DM.11G026160و کلاس  )IV 

(Soltu.DM.10G017290معنی بیان  افزایش  میزان  نیز  دادند(  نشان  کلاس    .داری  کیتیناز  ژن  بیان    Vمیزان 

(Soltu.DM.07G000200نسبت به سایر ژن )های کیتیناز،  تنظیمی ژنهای  های کیتیناز بسیار پایین بود. برای درک مکانیسم

 ,S000415 (ACGTG)عنصر تنظیمی 4از نواحی پروموتری برای شناسایی عناصر تنظیمی و نقش آنها استفاده شد. بطور کلی، 
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S000418 (ACGTG), S000174 (CACATG) (.  4های مورد مطالعه شناسایی شد )شکل  ، مرتبط با تنش خشکی در ژن

عنصر تنظیمی مرتبط با خشکی در    7شود، تعداد  های ژن کیتیناز دیده میعناصر تنظیمی برای تنش خشکی در پیشبر همه کلاس

ژن   ژن    Soltu.DM.10G017450  ،4پروموتر  در  تنظیمی  ژن    Soltu.DM.11G026160  ،2عنصر  در  جایگاه 

Soltu.DM.10G017290    عنصر تنظیمی در نواحی پروموتری ژن    5وSoltu.DM.07G000200  که این نتایج .  مشاهده شد

ناصر تنظیمی شود. البته این عهای غیر زیستی نقش داشته و باعث افزایش مقاومت گیاه میها در تنش بیانگر این بود که این ژن

شود که بیانگر نقش موثر این کلاس ژن در پاسخ به  ها دیده مینسبت به سایر کلاس  Iبطور گسترده در پروموتر ژن کیتیناز کلاس 

های گیاه آرابیدوپسیس در شرایط خشکی و سرما، نشان داد  باشد. در همین راستا، بررسی بیان ژن کیتیناز در برگتنش خشکی می 

(. همچنین گزارش کردند که این موضوع که  Takenaka et al. 2009، بیان بالایی نشان دادند )Iکه ژن کیتیناز متعلق به کلاس  

توان  دهد، بنابراین می کیتیناز در گیاه آرابیدوپسیس خاموش شود، بیان ژن مسئول سنتز گلیکولیپید را کاهش می  IIIوقتی کلاس  

به تولید یا تخریب گلیکولیپیدی شود. این گلیکو لیپید، بعنوان یک مولکول سیگنال    ممکن است منجر   IIIگفت فعالیت کیتیناز کلاس  

پروتئین عملکرد  القای  میدر  عمل  که  هایی  داد  نشان  مطالعه  نتایج یک  دارند، همچنین  نقش  زنده  غیر  تنش  تحمل  در  که  کند 

توان گفت که این کلاس از ژن کیتیناز تاثیری  کیتیناز ندارند و از این رو، می  IVداری بر بیان کلاس  های غیر زیستی تاثیر معنیتنش

توان به تعداد کم عناصر تنظیمی (. بنابراین چنین بیان اندکی را میTakenaka et al. 2009در مقابله با تنش غیر زنده ندارد )

 مرتبط دانست. IVمرتبط با خشکی در نواحی پروموتری کیتینازهای کلاس

 

 

کلاس4شکل   پروموتر  در  تنظیمی  عناصر  جایگاه  زمینی. .  سیب  کیتیناز  ژن  مختلف  های 

CH1:Soltu.DM.10G017450، CH3:Soltu.DM.11G026160، CH4:Soltu.DM.10G017290 و  

CH5:Soltu.DM.07G000200 

Figure 4. Location of cis-acting elements in promoter regions of different classes of  chitinase 

genes in potato. CH1:Soltu.DM.10G017450,  CH3:Soltu.DM.11G026160, 

CH4:Soltu.DM.10G017290 and CH5:Soltu.DM.07G000200 
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بیان ژن در پژوهش حاضر مربوط به ژن کیتیناز کلاس   LIKE -CHITINASEباشد که یک  می  Vکمترین میزان 

PROTEIN  شود و بیشتر در فرآیند رشد و نمو درگیر است و شباهت زیادی به کیتیناز باکتریایی داردمحسوب می(Kopparapu  

et al. 2011; Santos et al. 2004)  .  کند و این تولید انرژی استفاده میکیتیناز باکتری از کیتین بعنوان یک منبع غذایی برای

 Cohen-Kupiec et al. 1998; Cherninکنند )کلاس از کیتیناز عمدتا به منظور تامین نیتروژن و کربن افزایش بیان پیدا می

et al.1997های محیطی مثل کم آبی، محدود شدن رشد و گسترش گیاه یک مکانیسم دفاعی محسوب (. از آنجا که در شرایط تنش

 رسد.  شود، کاهش بیان این کلاس ژنی که مرتبط با رشد گیاه است کاملا منطقی و ضروری به نظر میمی

شوند. تنوع زیاد این خانواده ژنی نشان  های گیاهی، جزئی از پاسخ دفاعی عمومی در گیاه محسوب میکیتیناز:  گیریتیجهن

کیتیناز که تعداد بیشتری نواحی تنظیمی مرتبط با خشکی    Iدهنده تنوع در عملکرد آن می باشد. باتوجه به پژوهش انجام شده کلاس  

که درگیر در مسیر رشد و نمو گیاه بود علیرغم   Vدر نواحی پروموتری داشت بیشترین بیان را به خود اختصاص داده و بیان کلاس  

تعداد بالای عناصر تنظیمی در ناحیه پروموتری، کاهش بیان داشت. شناسایی این نواحی پروموتری و استفاده از آن در بالادست ژن 

شود. با توجه  ناسبی برای کنترل تنش های غیر زیستی محسوب میهای پاسخ دهنده به تنش های مختلف در سایر گیاهان روش م

  Iدر نواحی پروموتری هر چهار کلاس ژنی کیتیناز وجود دارد و در بالادست ژن کیتیناز کلاس   S000415به اینکه عنصر تنظیمی 

دارد، می بیشتری  فراوانی  داشته  را در شرایط خشکی  بیان  میزان  بیشترین  توالی  که  با  تنظیمی  این عنصر  نتیجه گرفت که  توان 

ACGTG  توان توالی عنصر تنظیمی ها در پاسخ به تنش کم آبی دارند. پس بعنوان یک راهکار، میاثر بیشتری بر میزان بیان ژن

مصنوعی سنتز و برای تقویت پروموتر ژن های مختلف استفاده کرد. استفاده از این توالی برای تقویت پروموتر،  شناسایی شده را بطور  

 توان برای ایجاد تراریخته های مقاوم به تنش استفاده کرد.شود و میمنجر به بیان موضعی و هدفمند ژن می

   .شودیم یپژوهش حاضر سپاسگزار  یدر اجرا یخاطر همکاربه لرستان دانشگاه  یاز معاونت محترم پژوهش :سپاسگزاری
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