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  سپاسگزاري

  
 .پروردگار را سپاسگزارم، كه علم را چون چراغي روشن در مسير تاريك جهان قرار داد

سپاس كه مرا عنايت كردي در . كندمسيري كه پيمودن هر قدمش رازي از بزرگي او آشكار مي
  .دن قدمي چند از اين مسير طولانيروشن نمو

  
  تقديم به عزيزاني كه قلب و روحم از مهربانيشان سرشار است

  
  همسرم

  كسي كه شادي واقعي را با حضورش به من آموخت. شادي بخش و همراه لحظات زندگيم
  
  پدرم

  آموزگار واقعي و دوست شفيقم، مردي كه هرچه دارم مديون اويم
  
  مادرم

  ا من رشد كنم، مهرباني كه معناي لطافت را به قلبم آموختاو كه ريشه دواند ت
  

  و برادرم خواهرانم
  آنان كه نقش شادي را بر لوح قلبم كشيدند
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كسب كه نه تنها در راه  ابراهيمي جناب آقاي دكتر؛ استاد راهنماي بزرگوارمشايسته است از 
نهايت  ،ندهاي زيادي به من آموختبلكه در مسير زندگي درس و انجام اين پايان نامه، علم

سركار ، راضي دكتر جناب آقاي؛ راز اساتيد محترم مشاو همچنينقدرداني را داشته باشم، 
كه مرا در پيمودن اين مسير و هموار  جناب آقاي دكتر صالحي و خانم دكتر حيدريان

 .سازي آن ياري رساندند، سپاسگزارم
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  چكيده
  

با ) .Glycine max L(يان زايي بدني در سويا بررسي برخي عوامل موثر بر رو
  استفاده از روشهاي آزمايشگاهي و بيوانفورماتيكي

  
  به كوشش

  
  رفيعه كشفي

  
 

زايي بدني، يك شكل غيرجنسي از تكثير گياهان در طبيعت است كه خيلي از موارد باززايي رويان
. و رقم ويليامز انجام شد Glycine maxكشت بافت سويا  در اين تحقيق. كندجنسي را تقليد مي

 25و پس از آن  D-2,4گرم در ليتر هورمون ميلي 5بهترين نتيجه براي القاي رويان بدني سطح 
مشاهده شد، اين نتيجه به همراه ريزنمونه كوتيلدون نابالغ و از سطح  D-2,4گرم در ليتر ميلي

 MONOPTEROSطعه اي از توالي ژن علاوه بر اين ق. متر حاصل شدميلي 3-4آداكسيال و اندازه بذر 

)MP(  كه در آرابيدوپسيس وجود دارد و در سويا ناشناخته بود از رقم ويليامز جداسازي و توالي يابي
در قسمت آناليزهاي بيوانفورماتيكي براي اولين بار از تحليل پروموتر براي فهم كاربرد ناشناخته . شد

Monopteros هاي تنظيمي جيبرلين وس المنتتعداد رايجي از سي. استفاده شد Skn-1_motif 
كند، به اين زايي بدني تائيد ميفاز دوم روياندر  عامل رونويسينتايج ما را در مورد دخيل بودنِ اين 

امل وعدر نتيجه، آناليز پروموتر . شوددليل كه افزايش در سطح جيبرلين باعث شروع اين مرحله مي
هاي پاسخگوي هورمونيِ فعال روي نواحي پروموتر زايي بدني و كشف المنتحياتي در رويان رونويسي
- همچنين آناليز دمين. كنداي پيشرفت كشت بافت گياه ارائه ميها، شاهدي ارزشمند را براز اين ژن

هاي موجود در آرابيدوپسيس به همراه ترسيم درخت يابي شده در سويا با دمينهاي اين ژن توالي
در  AUX-IAAفيلوژني نشاندهنده ي شباهت بالاي توالي جديد در سويا با دمين سوم يعني 

ترسيم  امل رونويسيوعو ديگر  عامل رونويسيابط ميان اين براي درك بهتر رو. آرابيدوپسيس بود
براي ساخت، به تصوير كشيدن و آناليز مسيرهاي بيولوژيكي  Pathway Studioافزار و نرم PPIشبكه 

تنظيم، (ترين شبكه را روش سوم ايجاد كرد كه نشان دهنده اثرات پيچيده. مورد استفاده قرار گرفت
اثرات تنظيم . و ديگر فرآيندهاي سلولي بود Monopteros/IAA24ن گسترده ميا) بيان و اتصال

روي نمو ريشه، الگوي گل دادن، نمو پروكامبيوم، نمو روياني، آغازه  عامل رونويسيگي اين كننده
  .مريستم، گل دهي، نمو گياه، تمايز، نمو مريستم و روزت ديده شد
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  مقدمه
  
  

  پيشگفتار -1- 1

  
 Fabaceaeخانواده  گياهي از نامند ميsoybean  كه به انگليسي آن رايا لوبياي روغني  سويا

متعلق به شمال چين، كره،  يك گياه يكساله خزنده و سويا. است Glycine maxنام علمي  با
تهيه روغن كشت  انه ود براي توليد بيشتر ،سويا. )Gray et al., 2008( ژاپن مي باشد تايوان و

    .شودمي
تا . مي باشند 1رويان هاي بدني سويا مدل گويايي براي مطالعه فرايند رويان زايي بدني

اصلاحي در اين گياه  نوينمدتها فقدان سيستم باززايي در سويا مانع از كاربرد وسيع فنهاي 
 خارج توليد، بيماري از ريعا گياهان توليد در بافت كشت تكنيك توانايي به توجه با .بوده است

 روش اين از استفاده به زيادي توجه امروزه و سهولت در انتقال ژن وسيع سطح در و فصل از

 تنظيم مي هورمون چندينرشد و نمو و فيزيولوژي گياه توسط  .است شده گياهان تكثير براي
  .اكسين است ،هاي مهم در كشت بافتيكي از هورمون .شود

قرن است كه كشف شده است و بيوسنتز، انتقال، پراكندگي و چگونگي  اكسين بيش از نيم
هنوز هم از مكانيزم . اي مورد تحقيق قرار گرفتفعاليت آن، از زمان كشف آن به طور گسترده

اكسين براي تنظيم بسياري از . مولكولي فعاليت اكسين اطلاعات چنداني در دست نيست
به   .توسعه سلولي و تمايز سلولي شناخته شده است هاي سلولي شامل تقسيم سلولي ،فرآيند

تواند منجر به دليل اهميت اكسين در گياهان، بررسي عوامل رونويسي متاثر از اكسين مي
افزايش يافته هاي محققين در مورد تغييرات ژن هاي عوامل رونويسي در طي يك مسير ريخت 

  . باشدزايي درون شيشه اي 
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هاي سلولي مورد نياز براي رويان هاي راستاي تشكيل ديوارهدر  1برخي عوامل رونويسي
 DNAهاي خاصي از عامل رونويسي، پروتئيني است كه به توالي. بدني وارد عمل مي شوند

عوامل . كنترل مي نمايد RNAبه  DNAپيوند خورده و متعاقبا انتقال اطلاعات ژنتيكي را از 
 هاي ديگر به صورت تركيب انجام ميهمراه پروتئينرونويسي اين عملكرد را به تنهايي و يا به 

در نتيجه يافتن ارتباط مابين ژن هاي عوامل رونويسي مي ). Naghavi et al., 2007( دهند
عوامل . تواند اطلاعات ارزشمندي را در مورد فرايند رويان زايي بدني در اختيار قرار دهد

اسي در تكامل پديده هاي گوناگون هاي مختلف نقش اسرونويسي توسط تغيير رونوشت ژن
با وجود نقش مهم عوامل رونويسي در فرايند رويان زايي بدني اطلاعات بسيار كمي در . دارند

  . اين زمينه موجود است
 ي همزمان هزاران ژن را در يك آزمايش فراهم ميتكنولوژي بررسي ريزآرايه امكان مطالعه

). Shi et al., 2009( وع و در حال افزايش هستندكاربردهاي آزمايش هاي ريزآرايه متن. كند
گيري سطح بيان ژن آوري استفاده از ريزآرايه براي اندازهيكي از استفاده هاي گسترده اين فن

. وري تعداد بسيار زيادي داده مي باشدپيامد كاربرد اين فنا. ها بين دو شرايط مختلف است
، تجزيه 2، تجزيه كلاسترtنوعي از قبيل آزمونهاي آماري متبسته به نوع و هدف آزمايش روش

و آزمون شبكه هاي عصبي براي تجزيه داده هاي ريزآرايه استفاده مي شود  3هاي اصليبه مولفه
)Naghavi et al., 2007.(  

از كوتيلدون سويا به عنوان ) Thibaud-Nissen et al., 2003(نيسن و همكاران - تيبود
رويان زايي ژنهاي درگير در فرايند  ميكروارياستفاده از تكنيك استفاده كردند و با  ريزنمونه

در اين تحقيق . ژن را بدست آوردند 495را خارج كردند و داده هاي خام مربوط به بيان  بدني
. ريافت شدبه صورت آنلاين د) www.plantphysiol.org(داده هاي خام اين آزمايش از سايت 

انتخاب گرديد و با استفاده از برنامه  عوامل رونويسيژن،  495از ميان همه ي عملكردهاي اين 
blastx  ،28 اين داده ها شامل سه مرحله زماني . ژن مشخص شد 495در بين  عامل رونويسي

ه هاي از طريق آناليز آماري داد. ميباشد رويان زايي بدنيدر فرايند  عوامل رونويسياز بيان 
عامل رونويسي، بيشترين ميزان تغييرات بيان براي هر يك از آنها مشخص  28مربوط به اين 

علت . براي بررسي بيشتر در مراحل بعدي تحقيق انتخاب شد IAA24عامل رونويسي . گرديد
انتخاب اين عامل رونويسي ناشناخته بودن آن در گياه سويا و تشخيص اهميت و عملكرد 

                                                 
1 Transcription factors 
2 Cluster analysis 
3 Principal component analysis 



 

٤  
 

IAA24 ايند رويان زايي بدني در سويا بود، چراكه پيش بيني مي شد اين ژن در در طي فر
  .رويان زايي بدني سويا نقش دارد

براي رسم شبكه و شناسايي ژن هاي مرتبط با ژن  Pathway studioدر ادامه از نرم افزار 
IAA24 ن دسترس مي باشد كه از آ براي اين منظور نرم افزارهاي زيادي نيز در. استفاده شد

افزاري توانمند در تجزيه و  نرمPathway Studio . مي باشد Pathway Studioجمله نرم افزار 
اين نرم افزار قابليت ترسيم شبكه ي ژني و تعيين نوع . تحليل داده هاي ريزآرايه مي باشد

  .ارتباط مابين ژن هاي مختلف را در فرايندهاي متفاوت دارد
به منظور توليد رويان  ت بافت سويا براي رقم ويليامزدر شرايط آزمايشگاه بهينه سازي كش

پروموتر ژن . از ژنوم سويا انجام گرفت IAA24بدني و جداسازي و شناسايي همولوگ ژن 
IAA24 )MP (هاي پروموتر با استفاده از پايگاه اطلاعاتي تعيين و موتيف توسط پايگاه

PLANTCARE   براي آناليز پروموتر ژنIAA24 دشناسايي ش .  
  
  

  هدف از اين پژوهش -2- 1

  
در اين . بررسي برخي عوامل موثر بر رويان زايي بدني در سويا مي باشدهدف اين تحقيق 

كه پيش بيني مي شود در رويان  IAA24راستا نيز يك عامل رونويسي متاثر از اكسين با نام 
يكي بر روي اين ژن در نهايت آناليزهاي بيوانفورمات. زايي بدني دخيل باشد جداسازي مي شود

  .شودانجام مي
 هاي ميكروارياز طريق آناليز داده زايي بدني،هاي دخيل در رويانبررسي بيان ژن -

از گياه آرابيدوپسيس كه تا به ) IAA24(انتخاب يك عامل رونويسي متاثر از اكسين  -
 حال در سويا گزارش نشده و جداسازي همولوگ اين عامل رونويسي از سويا

 فت سويا و بررسي عوامل موثر در توليد رويان بدنيكشت با -

 هاي سلوليو ارتباط آن با فرايند IAA24ي ژني عامل رونويسي ترسيم شبكه -

  IAA24آناليز پروموتر ژن  -

  IAA24هاي موجود در ژن آناليز دمين -
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  پيشين هايمروري بر پژوهش
  
  
  
  ١رويان زايي بدني -1- 2
  

هاي بدني  سلول توان به اين شكل تعريف كرد كه از طريق آني بدني را ميزايرويان
كنند و اين كار از درون گياهان متفاوتي رشد مي) Diploid(و يا ديپلويد ) Haploid(هاپلويد 

  ).Williams et al., 1986( گيردها انجام ميشناسي بدون تركيب گامتطريق مراحل رويان
مرحله . از رشد رويان از سلول هاي بدني را رويان زايي بدني گوينددر كشت بافت گياهي آغ

مراحل مختلف رويان . رويان كروي، قلبي، اژدري شكل از مراحل اصلي رويان زايي بدني هستند
 Mashayekhi( زايي بدني از نظر ژنتيكي و ژن هاي دخيل با يكديگر تفاوت هاي اساسي دارند

et al., 1386 .(هاي رويان بدني از سلول. ي يك فرم پيشرفته از تكثير بدني استرويان زايي بدن
هاي معمولي گياه شكل گرفته است كه  به صورت معمول در نمو رويان گياه از قبيل بافت

كاربرد . شودهيچ آندوسپرم يا پوشش بذري در اطراف يك رويان بدني ايجاد نمي. دخالت ندارد
اند، از بين اد گياهي كه به صورت ژنتيكي يكنواخت شدهتكثير كلوني در مو: اين فرآيند شامل

ها، فراهم آوردن بافت منبع براي تغييرات ژنتيكي، توليد يك  گياه به طور كامل از بردن ويروس
هاي سلول. باشديك تك سلول كه فتوپلاست نام دارد و تكنولوژي توسعه بذر مصنوعي مي

هاي تمايزنيافته ار ميگيرند تا يك توده از سلولمنتج شده از بافت منبع مناسب مورد كشت قر
ميتوان تخمين زد كه تنظيم كننده نمو گياه در محيط كشت بافت . را ايجاد كنند پينهبا نام 

نسبت تنظيم . ميشود پينههاي ايجاد شده از باعث كاهش توليد و در نتيجه كاهش رويان
-يا رويان بر اساس نوع گياه فرق مي پينههاي مختلف نمو گياه و لازم براي كاهش ايجاد كننده
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 هاي بدني مهم هستندبه نظر ميرسد تقسيمات نامتقارن سلولي نيز در نمو رويان. كند
)Loyola-Vargas et al., 2006 .(  

  
  
  (.Glycine max L) 1سويا - 2- 2
  

داراي زيرجنس هاي زيادي است كه شامل  )Glycine)Glycine max (L.) Merril جنس 
. جنوب غربي آسيا يافت مي شود شرق آفريقا و استراليا، در خزنده چندساله است و گياهان
دانه سويا حاوي حدود   .نمايند تهيه روغن كشت مي دانه و اولين مرحله براي توليد در را سويا
 ارقام .درصد كربوهيدرات مي باشد 30و حدود  روغندرصد  18-20 درصد پروتئين، 45-40

روغني گياهي  لوبيا .)Gray et al., 2008( ين كمتر و روغن بيشتري هستندروغني داراي پروتئ
مي  است روز كوتاه كه بيش از هر محصول زراعي ديگر نسبت به طول روز حساسيت نشان

شود، منبع مهمي از هايي كه به شكل وسيعي زراعت ميسويا به عنوان يكي از گونه. دهد
  .)Gray et al., 2008( شودپروتئين و روغن گياهي محسوب مي

 Glycineمنشا خود را از رويداد اهلي شدن كه در سويا ي وحشي  Glycine maxسويا رقم 

soja  سال پيش رخ داده، بدست آورده  5000در چين مركزي يا جنوبي باستان نزديك به
به عنوان دانه ي روغني غالب در تجارت جهاني است، كه حدود )Glycine max(سويا . است

سهم اين ). Gray et al., 2008(ازتوليد جهاني بذر و دانه هاي روغني را در اختيار دارد % 56
بيليون دلار تنها در ايالات متحده  18.8بيليون دلار و  48.6محصول در اقتصاد جهاني فعلي 

تقاضا براي سويا هميشه وجود خواهد داشت و پا بر جا باقي خواهد ماند . تخمين زده شده است
اين محصول به عنوان مواد تشكيل دهنده در فرمولاسيون مواد غذايي، غذاي  دام و چراكه 

تقاضا براي استفاده از . )Gray et al., 2008(همچنين محصولات صنعتي استفاده مي شود 
روغن سويا، يك پروتئين گياهي جايگزين گوشت، محصولات لبني سويا و همينطور كنجاله 

وه بر اين، سويا به عنوان منبع اوليه براي محصولات ثانويه با ارزش علا. سويا رو با افزايش است
  .بالا است؛ مانند ليستين، ويتامين ها و آنتي اكسيدانها
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