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  چكيده

هـاي مربـوط بـه چرخـه سـلولي در       بررسـي الگـوي تظـاهر ژن   . 1389. سـلطاني نجـف آبـادي    .ممحمدي و . ا. سنقوي،  .ر .معليزاده، .  ، ه.ف دهقان نيري،
  .346-363) 3( 12 .مجله علوم زراعي ايران. آرابيدوپسيس

  
 هـا  ژنتنظيم بيان . كه تنظيم آن از دقت بالايي برخوردار است د موجودات زنده استچرخه سلولي اساس تقسيم سلولي و رش

در اين تحقيـق بـا اسـتفاده از كشـت سـلولي همزمـان شـده        . سازوكار مهمي در كنترل چرخه سلولي در موجودات زندهمي باشد
چرخه سلولي و نيز الگـوي بيـان تعـدادي از    هاي مؤثر در مراحل مختلف  ، روند تغييرات بيان ژنaphidicolinآرابيدوپسيس توسط 

ژن عامل رونويسي و نقـش احتمـالي آنهـا در چرخـه سـلولي       81و  پايه چرخه سلولي  ژن 69هاي مربوط به چرخه سلولي شامل  ژن
 هايي كه طي پيشرفت چرخه سلولي تغيير سطح بيـان  از ميان ژن. مورد بررسي قرار گرفت  qRT-PCR بوسيله تكنيك بسيار حساس

الگـوي تظـاهر    Bو  Aهاي سايكلين نوع  اغلب ژن .نقش كليدي داشتند CDKهاي  ژنو  Bو  Aهاي سايكلين نوع  نشان دادند، ژن
نيز  CDKهاي  ژن. باشند مي Sاز كينازهاي اصلي مرحله  Sبا حداكثر سطح تظاهر در مرحله  CYCA3هاي  ژن. داشتندبسيار مشابهي 

بـا   عوامل رونويسي در چرخه سـلولي هاي مختلف  هاي خانواده سطح تظاهر ژن .همي دارندنقش م G2/Mو  G1/Sدر مراحل گذر 
  .كنند نقش اساسي ايفا مينوساناتي همراه بود كه در كنترل دقيق فرآيندهاي چرخه سلولي 

  
   .هاي پايه چرخه سلولي، سوسپانسيون سلولي آرابيدوپسيس و عوامل رونويسي چرخه سلولي، ژن: هاي كليدي واژه

  
  
  
  
 

 

  
  

  10/10/1388: تاريخ پذيرش    26/7/1388: دريافت تاريخ
  )fatemeh-dn@yahoo.com: پست الكترونيك) (مكاتبه كننده(دانشجوي دكتري اصلاح نباتات، پرديس كشاورزي و منابع طبيعي دانشگاه تهران   -1
  دانشيار  پرديس كشاورزي و منابع طبيعي دانشگاه تهران -2
  س كشاورزي و منابع طبيعي دانشگاه تهراندانشيار  پردي -3
  دانشيار دانشكده كشاورزي دانشگاه تبريز -4
  استاديار مؤسسه تحقيقات اصلاح و تهيه نهال و بذر كرج -5
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  مقدمه
زنـده  چرخه سلولي فرآيند حياتي در همه موجودات 

بـراي   .تنظيم آن از دقت بالايي برخوردار اسـت است كه 
شناسايي  ،د موجودات زندهچگونگي تنظيم رششناسايي 

طي چرخه . هاي تقسيم سلولي ضروري است كننده تنظيم
، توزيـع دقيـق مـواد    DNAدنبـال همانندسـازي   ه سلولي ب

ــلول   ــه س ــي ب ــي    ژنتيك ــورت م ــري ص ــاي دخت ــرد  ه گي
)Planchais et al., 2000 .( چرخه سلولي براساس تغييرات

: مولكـــولي و ســـيتولوژيكي بـــه چهـــار مرحلـــه شـــامل 
ــ ــه ( DNAازي همانندســ ــيم  ،)Sمرحلــ ــه تقســ   مرحلــ

 )M و مراحل رشدي ) زيا ميتوG1  وG2    به ترتيـب بـراي
ــه مراحــل   تقســيم  Mو  Sآمــادگي ســلول جهــت ورود ب

براي  سلولاندازه و محيط داخل  G1طي مرحله . شود مي
كـه در   د در صـورتي شـو  كنتـرل مـي   DNAهمانندسازي 

همانندسـازي شـده و آمـادگي     DNAصـحت   G2مرحله 
ــوز     ــه ميت ــه مرحل ــراي ورود ب ــلول ب ــينس ــي تعي ــود م   ش

 )De Veylder et al., 2003 .( مراحـــل مختلـــف  
  هــاي پايــه چرخــه ســلولي ژن بــه وســيلهچرخــه ســلولي  
 )Core cell cycle genes ( ــي ــل رونويسـ  و عوامـ

)Transcription factors (TFs) (شوند متعددي كنترل مي .
 ،ايكلينهــاي ســ هــاي پايــه چرخــه ســلولي شــامل ژن  ژن
هاي كيناز  ژن ،) CDKs(هاي كيناز وابسته به سايكلين  ژن

ــال ــده  فع ــده   و ژن) CDK )CAKsكنن ــاي بازدارن  CDKه
)KRPs (باشند  مي)Inzé, 2007.(    پيشرفت چرخـه سـلولي

ميـزان  . شود ها كنترل مي از طريق توليد و تجزيه سايكلين
غير ها در چرخه سلولي مت هاي رمزكننده  سايكلين بيان ژن
. اسـت  CDKهـاي   كننده اصـلي زمـان فعاليـت ژن    و تعيين

ــا بـــه دو گـــروه ســـايكلين  ســـايكلين   هـــاي ميتـــوزي هـ
هاي اختصاصـي   و سايكلين )B )CYCA, CYCBو  Aنوع  

ــه    . شــــوند بنــــدي مــــي  تقســــيم) G1 )CYCDمرحلــ
 A3و  A1، A2هـاي   داراي زيرگروه Aهاي نوع  سايكلين

 B2و  B1هاي  روهداراي زيرگ Bنوع  ،)CYCA1 از جمله(
تـا   D1هـاي   داراي زيرگـروه  Dو نوع ) CYCB2 از جمله(

D7 )از جمله CYCD3 (هـا نيـز بـه     اين زيرگروه. باشند مي

عنـوان مثـال   ه شـوند، ب ـ  هاي ديگري تقسـيم مـي   زيرگروه
CYCD3;1  وCYCD3;3 هـاي   در گروه سايكلينCYCD3 
در  مهمـي نقـش   CDKهـاي   ژن). Inzé, 2007(قرار دارند 

و تكميـل وقـايع چرخـه سـلولي     ) تداوم(وع، پيشرفت شر
در گياهـان دو گـروه   ). Planchais et al., 2000( دارنـد  

ها،  همراه با سايكلين) Bو  Aنوع ( CDKهاي  اصلي از ژن
. كننـد  را تنظـيم مـي   Mبـه   G2و  Sبـه   G1گذر از مراحل 
 ،هــا و ســايكلين CDKهــاي  كــنش پــروتئين واســطه بــرهم

 CKSم هاي پايه چرخه سـلولي بـه نـا    نگروه ديگري از ژ
 -CDKفعاليـت مجموعـه پروتئينـي    ). Inzé, 2007(هستند 

بـه   CDKواحد رسايكلين بطور منفي با فسفوريلاسيون زي
هـاي   كيناز و بطور مثبـت بـا حـذف گـروه     WEE1 وسيله

. شـود  فسفاتاز تنظيم مي CDC25بازدارنده فسفات توسط 
يكـي   ،WEE1ط ميتوزي توس ـ CDKبازدارندگي فعاليت 

 Mبـه   G2بازدارنده گذر سلول از مرحله  سازوكارهاياز 
  ).Vandepoele et al., 2002(باشد  مي

وقوع تنش يا توليد عوامل بازدارنده پيشرفت  دنبال به
ــلول مراحــل  ــلولي در س ــه س ــي   ،چرخ ــه پروتئين مجموع

CDK-  هـاي بازدارنـده    پـروتئين  به وسيلهسايكلينCDK 
)CKI (در آرابيدوپســــــــيس . رود از بــــــــين مــــــــي

شناسـايي و   CKIژن  هفـت  )Arabidopsis taliana(تاليانـا 
  انـــد نامگـــذاري شـــده KRP7تـــا  KRP1هـــاي  بـــه نـــام

 )Inzé, 2007( .كشـت سوسپانسـيون سـلولي     ،در گياهان
هـا اسـت كـه در مراحـل      شامل جمعيت همگني از سـلول 

مختلف چرخه سلولي قرار دارند و مطالعه تقسيم سـلولي  
. پذير مي سازد اب فرآيندهاي نموي سلول امكانرا در غي

موجود امكان مطالعه  با استفاده از روش هاياز آنجائيكه 
ــدارد   ــلول وجــود ن ــلولي در تــك س ــه  ،چرخــه س مطالع

ها در يـك مرحلـه    فرآيندهاي سلولي به جمعيتي از سلول
بـراي ايـن منظـور از    . خاص از چرخـه سـلولي نيـاز دارد   

 )Synchronization( زيســا هــاي مختلــف همزمــان روش
اسـت كـه    روشيسازي  همزمان. شود ها استفاده مي سلول

جمعيت سـلولي در يـك مرحلـه خـاص      سازي براي غني
هـاي   روش. مورد اسـتفاده قـرار مـي گيـرد    چرخه سلولي 
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متعــددي بــراي القــاء همزمــاني در سوسپانســيون ســلولي  
وجــود دارد كــه بيشــتر آنهــا روي مراحــل گــذر چرخــه  

هـاي   طـي سـال  . گذارنـد  تاثير مي) G1/S، G2/M(سلولي 
در  مـؤثر فرآيندهاي مولكـولي   اطلاعات مربوط به ،اخير

ــيون    ــتفاده از سوسپانســ ــت اســ ــلولي بعلــ ــه ســ   چرخــ
ــزايش      ــوجهي اف ــل ت ــور قاب ــده، بط ــان ش ــلولي همزم   س

  كشـت سـلولي همزمـان شـده مـدل مناسـبي      . يافته است 
ــراي مطالعــه  ــار ژن ب حســوب هــاي چرخــه ســلولي م رفت

  ).Planchais et al., 2000(  شود مي
ــان  روش ــاء همزم ــاي الق ــامل روش  ه ــازي ش ــاي  س ه

هــا  مرتــب كــردن ســلول(فيزيكــي از قبيــل فلوســيتومتري 
هــاي   و روش) آنهــا DNAبراســاس انــدزه و محتــواي   

هـاي اختصاصـي    شيميايي با اسـتفاده از اعمـال بازدارنـده   
مراحل مختلف چرخه سلولي و يا حذف و اضافه نمـودن  

ــ ــل  مجـ ــد از قبيـ ــراي رشـ ــروري بـ ــاده ضـ   دد يـــك مـ
ــرات ،فســفات  ــون ،نيت ــا  هورم ــا ي   باشــند مــي ســاكارزه
 )Tate and Ferrigno, 2005 ؛ Menges and Murray, 

  فرســــت و همكــــاران  ،عنــــوان مثــــال ه بــــ). 2002
 )Fuerst et al., 1996 ( بـــا اســـتفاده از غلظـــت كـــم

هـاي آرابيدوپسـيس را در مرحلـه     سلول ،سيكلوهگزاميد
G1 ساعت از حذف ايـن   12ولي پس از  ،متوقف نمودند

خـامليچي و  -ريـو . هـا از بـين رفـت    ماده، همزماني سلول
ــا حــذف  )Riou-Khamlichi et al., 2000( همكــاران ب

رز و افزودن مجدد آن به كشت سوسپانسيون سلولي اكاس
هـا را در مرحلـه گـذر از     همزماني سـلول  ،آرابيدوپسيس

G1  بهS هاي مرحلـه   بازدارنده. گزارش نمودندS   چرخـه
در  ورودسلول يا  dNTPsبا كاهش ميزان  "سلولي عموما

يكي از . گذارند در حال ساخت تأثير مي DNAهاي  رشته
. اسـت  aphidicolinچرخه سلولي  Sهاي مرحله  بازدارنده

پليمـراز   DNAبـه   dNTPsاين ماده شـيميايي مـانع اتصـال    
ليمرازهـاي بتـا و   پ DNAشـود ولـي روي فعاليـت     آلفا مي

منگـز و  ). Tate and Ferrigno, 2005(سيگما تأثير نـدارد  
 در آزمايشـــي) ,Menges and Murray 2002( مـــوري

هاي آرابيدوپسيس را در  درصد سلول 80همزماني حدود 

  .گزارش نمودند  aphidicolinبا استفاده از G1/Sمرحله 
هاي مختلف شـامل   ها با روش ارزيابي همزماني سلول

، )آنافـــاز -شـــاخص متافـــاز(هـــاي ســـيتولوژيكي  وشر
ــره  ــيتومتري و به ــولي    فلوس ــانگرهاي مولك ــري از نش گي

ــان ــذير اســت   امك جهــت ). Planchais et al., 2000(پ
سـطح تظـاهر برخـي    از  ،هـا  ارزيابي ميزان همزماني سلول

ــيم  ژن ــاي تنظـ  ــ  هـ ــلولي بـ ــه سـ ــده چرخـ ــوان ه كننـ   عنـ
  عنــوان هبــ .شــود مــينشــانگرهاي مولكــولي اســتفاده   

رونوشـت هـاي ژن    ،هـاي آرابيدوپسـيس   مثال در سـلول  
ــتون  ــه  H4هيســـ ــايكلين  و ژن Sدر مرحلـــ   هـــــاي ســـ

همچنــين . شــوند آشــكار مــي G2/Mميتــوزي در مرحلــه 
 G1معـرف مرحلـه    Dافزايش سـطح بيـان سـايكلين نـوع     

 بـا اسـتفاده از تكنيـك   ). Planchais et al., 2000(اسـت  
)Quantitative real time polymerase chain( qRT-PCR 

هاي معرف مراحل مختلف چرخـه   توان سطح بيان ژن مي
ــدازه  ــلولي را ان ــزان    س ــراي مي ــويي ب ــود و الگ ــري نم گي
  . ها ارائه كرد همزماني سلول

 بيـان بررسـي تغييـرات سـطح     آزمـايش هدف از ايـن  
هاي پايه چرخه سلولي و عوامل رونويسـي   تعدادي از ژن

ي بــه منظــور شناســايي در مراحــل مختلــف چرخــه ســلول
 .بـود گذار در مراحل مختلف چرخه سلولي  هاي تأثير ژن

ــراي ايــن منظــور از القــاء همزمــاني در كشــت ســلولي    ب
  . شداستفاده  aphidicolinآرابيدوپسيس با استفاده از 

 

  ها مواد و روش
  كشت سوسپانسيون سلولي آرابيدوپسيس
 MM2dالرشـــد  سوسپانســـيون لايـــن ســـلولي ســـريع

وپسيس تاليانا تهيه شده از ريزنمونه سـاقه اكوتيـپ   آرابيد
Landsberg errecta  گرديداز دانشگاه كمبريج دريافت .

بصـورت هفتگـي در محـيط     MM2dهـاي   واكشت سلول
MSS  ــازه ــكوگ  (ت ــيگ و اس ــك موراش ــد  3 ،نم درص

گـرم   ميلـي  05/0و  NAAگرم در ليتـر   ميلي 5/0 ،رزاكاس
 ،جهـت واكشـت  . دانجـام ش ـ ) =pH 8/5 ،در ليتر كينتـين 

بـــه  MM2dليتـــر از كشـــت سوسپانســـيون    ميلـــي 5/3
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ليتر محـيط   ميلي 100ليتري حاوي  ميلي 250هاي  فلاسك
MSS   درجـه سـانتيگراد   26تازه انتقال يافت و در دمـاي، 

ــا   ــاتور ب ــاريكي ممتــد و روي شــيكر انكوب دور در  130ت
ــداري   ــه نگه ــددقيق ــد   . ش ــك رش ــي دينامي ــراي بررس ب

گيـري از كشـت    ساعت نمونه 24هر  ،MM2dهاي  سلول
ها بـا اسـتفاده از لام    سوسپانسيون انجام شد و تعداد سلول

. شــمارش گرديــد) Neubauer, Germany(هموســيتومتر 
مطالعات ميكروسـكوپي كشـت سوسپانسـيون سـلولي بـا      

 Olympus BX51 استفاده از ميكروسكوپ اپي فلورسنس

(Olympus, Tokyo, Japan)  نجام شدا.   
   MM2dهاي  سازي سلول همزمان ياقال

 Sigma (aphidicolin( با استفاده از MM2dهاي  سلول
شـوند   پـذير متوقـف مـي    بطـور برگشـت   G1/Sدر مرحله 

)Planchais et al., 2000 .(ســازي همزمــان يبــراي القــا  
ليتر از سوسپانسـيون سـلولي در ابتـداي مرحلـه      ميلي 20 ،

ز پـــس از  رو Early stationary phase( )5( ســـكون 
 4تـازه حـاوي    MSSليتـر محـيط    ميلـي  100بـه  ) واكشت

انتقــال يافــت و بــه  aphidicolinليتــر  ميكروگــرم در ميلــي
. گرديـد  نگهـداري  فـوق ساعت تحـت شـرايط    24مدت 

  aphidicolinهـــا و حـــذف   بـــراي شستشـــوي ســـلول  
ــلول ، ــايلون    س ــافي ن ــتفاده از ص ــا اس ــا ب ــوص يه   مخص
و يـك ونـيم ليتـر    ) متـر ميكرو 47هـاي   با اندازه سوراخ( 

  بـــــه آرامـــــي شستشـــــو داده شـــــدند MSSمحـــــيط 
  ليتـــر محـــيط  ميلـــي 120هـــاي حـــاوي  و بـــه فلاســـك 

MSS   ــال ــازه انتق ــدندت ــرايط   فلاســك. داده ش ــا در ش ه
ــذكور  ــه 130(مـ ــانتيگراد 26 ،دور در دقيقـ ــه سـ  ،درجـ

ــد ــاريكي ممت ــداري) ت ــه. شــدند نگه ــين نمون ــري  اول گي
هــاي بعــدي در  نمونــهو ) T0(بلافاصــله پــس از شستشــو 

ساعت پـس از   19و  16، 14، 12، 10، 8، 6، 4، 2 فواصل
هـاي   سلول ،براي كنترل آزمايش. ندشد برداشتشستشو 
MM2d بــــا )Dimethylsulfoxide (DMSO ) حــــلال

aphidicolin ( 24به مدت  نگهداريتيمار شدند و پس از 
ــده  ــرايط ذكــر ش ــلولشستشــو ،ســاعت در ش ــا ي س و  ه

در  ،گيـري  هـا پـس از نمونـه    سلول. شدجام گيري ان نمونه
ــايع   ــروژن م ــدنيت ــاي   منجم ــپس در دم ــه  -80و س درج

با  MM2dهاي  همزماني سلول. شدند نگهداريسانتيگراد 
ــتفاده از ــيتومتري   روش اسـ ــاي فلوسـ ــده  (هـ ــام شـ انجـ

ــگاه  ــك Gentدرآزمايشـــ ــكوپي و )بلژيـــ ، ميكروســـ
 ائـه ارنتايج (نشانگرهاي مولكولي مورد تأييد قرار گرفت 

  ). نشده است
   cDNAو ساخت  RNAاستخراج 
RNA هاي تيمـار شـده بـا     كل از سلولaphidicolin  و

) Invitrogen, Germany(روش ترايــــزول  براســــاس 
 ا اسـتفاده از استخراج شـده ب ـ  RNAغلظت . استخراج شد

اسپكتروفتومتر تخمين زده شد و كيفيت آن با اسـتفاده از  
) حـاوي فرمالدئيـد  (سـاز   آگارز واسرشته يك درصدژل 

ــد  ــي گرديـ ــاي . بررسـ ــود در  DNAبقايـ ــومي موجـ   ژنـ
  RNaseعــــاري از   DNaseIبــــا   RNAهــــاي   نمونــــه 
 )Roche, Mannheim, Germany (هـاي   نمونـه . هضم شد

RNA مورد ارزيابي كيفي و كمي  "مجددا ،پس از هضم
ــ( ــارز     هبـ ــورز ژل آگـ ــتفاده از الكتروفـ ــا اسـ ــب بـ ترتيـ

وجـود يـا   . قـرار گرفتنـد  ) مترسـاز و اسـپكتروفتو   واسرشته
تيمار  RNAهاي  ژنومي در نمونه DNAعدم وجود بقاياي 
ــا   ــده بـــــ ــيله DNaseIشـــــ ــا qRT-PCR بوســـــ   بـــــ

ــتفاده از   ــيآغازگراسـ ــاي اختصاصـ ــرون يـــك هـ  اينتـ
)Skirycz et al., 2007( هاي داراي توالي : 

 
5'-AACAGCAACAACAATGCAACTACTGATT-3'  forward primer:  

5'-ACAAACAGAGACAAGAGACAAGACATGG-3'  reverse primer:  

  
 بررسـي شـد   late elongated hypocotylمربوط به ژن 

مـورد هضـم    "ژنـومي مجـددا   DNAهـاي داراي   نمونه و
هـاي فاقـد    موجود در نمونه mRNA. آنزيمي قرار گرفتند

DNA  ــزيم رونوشــت ــردار معكــوس  ژنــومي، توســط آن ب
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)Invitrogen, Germany, Super script III reverse 

transcriptase kit ( بهcDNA   غلظـت  . تبـديل شـدcDNA 
استفاده از آغازگرهاي با و qRT-PCR  بوسيلهساخته شده 
  :هاي اراي تواليد UBQ10اختصاصي 

 
5'-GGCCTTGTATAATCCCTGATGAATAAG-3' forward primer:  

5'-AAAGAGATAACAGGAACGGAAACATAGT-3'  reverse primer:  

  
بـا اسـتفاده    cDNAكيفيت . يابي قرار گرفتمورد ارز

  GAPDHژناز دو جفت آغـازگر مربـوط بـه دو انتهـاي     
   :زير مورد ارزيابي قرار گرفتند هاي داراي توالي

 
5'-TTGGTGACAACAGGTCAAGCA-3' GAPDH3' forward primer:  

5'-AAACTTGTCGCTCAATGCAATC-3' GAPDH3' reverse primer:  

5'-TCTCGATCTCAATTTCGCAAAA-3' GAPDH5' forward primer:  

5'-CGAAACCGTTGATTCCGATTC-3' GAPDH5' reverse primer:  

 

  
qRT-PCR  
ميكروليتـر بـا    10در حجم نهـايي   qRT-PCRواكنش 

 اســــــــتفاده از پــــــــنج ميكروليتــــــــر معــــــــرف    
 SYBR Green)Applied Biosystems, Fostercity, CA(، 

و يك ) يكرومولارم 5/0(چهار ميكروليتر جفت آغازگر 
 Geneدر دستگاه  ،)كل RNAيا  cDNA(ميكروليتر الگو 

Amp 7300 هــاي  داده تجزيــه. انجــام شــدqRT-PCR  ــا ب
و ) SDS 2.2.1 )Applied Biosystemsافزار  استفاده از نرم
ها بـا اسـتفاده    اي و بررسي الگوي تظاهر ژن تجزيه خوشه

ت صــور ) 3/4 نســخه( MeVو  Excelافزارهــاي  از نــرم
  . گرفت

ــر   ــت تكثي ــلولي و   69جه ــه س ــه چرخ ژن  81ژن پاي
هـاي تيمـار    نمونـه  cDNAرمزكننده عوامـل رونويسـي از   

. اســـتفاده شـــد ) T19و  ...،aphidicolin )T1شـــده بـــا  
 و اســــــــتفاده از آن در  cDNAســــــــازي  رقيــــــــق

صـورت   UBQ10براساس تكثيـر ژن   qRT-PCRواكنش  
  سـتفاده از ژن با ا qRT-PCRهاي  سازي داده نرمال. گرفت
 . انجام شد 1رابطه  بر اساسو  UBQ10مرجع 
)1(           CT UBQ10 – ژن مورد نظر = CT ژن مورد نظر ∆CT  

هـا پـس از    هـر يـك از ژن  ) CT(تغييرات سطح تظاهر 
برحسب ميزان تظاهر بلافاصله پـس  ) CT∆يا (سازي  نرمال

محاسـبه   2با استفاده از رابطه ) aphidicolin )T0از حذف 
 CT .ارائه شـد  )-CT∆∆يا Fold change( FC )( بصورت و

اي كه تغييـر مقـدار سـيگنال     عبارت است از تعداد چرخه
در  DNAطي فـاز نمـايي تكثيـر     SYBR greenفلورسنت 

  . به يك مقدار مشخص برسد PCRواكنش 
)2(              ∆CT, T0– ژن مورد نظر ∆CT = ژن مورد نظر ∆∆CT -  

  
  نتايج

  MM2dسلولي الگوي رشد لاين 
 MM2dالرشـد   سوسپانسيون سلولي لاين سلولي سريع

هـاي كرمـي    كوچـك از سـلول   "هاي نسـبتا  حاوي گروه
ــگ اســت  ــلول . رن ــن س ــل    اي ــد كلروفي ــايي تولي ــا توان  ه

 باشـــند را پـــس از انتقـــال بـــه شـــرايط نـــوري دارا مـــي
 )Menges and Murray, 2002 .( هـاي   سـلولMM2d  در

اري ذكــر شــده در و شــرايط نگهــد MSSمحــيط كشــت 
از هــم جــدا بــوده و بــه  "هــا تقريبــا مــواد و روشقســمت 

ها با استفاده از لام  شمارش سلول. شوند سرعت تقسيم مي
ــت و     ــس از واكش ــت روز پ ــا هش ــيتومتر ت ــين هموس تعي
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ليتر محيط كشت نشان داد  ها در ميلي لگاريتم تعداد سلول
و الگـوي   كـرده بـه سـرعت رشـد     MM2dهاي  كه سلول

از زمـان واكشـت   ). 1شكل ( ندداشت سيگموئيديرشدي 
كـه   به طوري .بودندها در فاز تأخيري  سلول ،تا روز سوم

 ،از روز سـوم . بـود سرعت تكثير كم و شيب منحني كند 
كـه بيـانگر رشـد تصـاعدي      شـد منحني وارد فـاز نمـايي   

بـه   داشـت ايـن رونـد تـا روز پـنجم ادامـه      . ها است سلول
هـا بـه    تعـداد سـلول   ،كشـت كه پنج روز پس از وا طوري

ــان. رســيدحــداكثر  ــن زم در  MM2dهــاي  ســلول ،در اي
ســاس مشــاهدات  او بر بودنــدابتــداي مرحلــه ســكون   

ــكوپي ــه   ،ميكروسـ ــن مرحلـ ــدي ايـ ــيات رشـ  خصوصـ

 دادنـد يعني رشد و بزرگ شـدن انـدازه سـلول را نشـان      
 ،پس از رسيدن به مرحله سكون). نشده است ارائهنتايج (

هــا  وضــعيت رشــدي ايــن ســلولنوســانات كــوچكي در 
 "مشاهده گرديد كـه در مـورد ايـن لايـن سـلولي كـاملا      

  ).Menges and Murray, 2002(طبيعي است 
توسط نشـانگرهاي   MM2dهاي  ارزيابي همزماني سلول

  مولكولي
ژن پايــه دخيــل در فرآينــد چرخــه  69ســطح تظــاهر 

 هـاي  ژن رمزكننده عامل رونويسي در زمـان  81سلولي و 
ــا   از شستشــوي ســلول مختلــف پــس هــاي تيمــار شــده ب

aphidicolin    بـا اسـتفاده ازqRT-PCR  گيـري شـد   انـدازه .
  
  
  
  
  
  
 
  

با شمارش تعداد  MM2dهاي  سرعت رشد سلول). D5(و ابتداي فاز سكون MM2d الگوي رشد لاين سلولي  -1 شكل
  شدتعيين بوسيله هموسيتومتر ليتر محيط كشت  در ميلي) ×105( ها  سلول

Fig.1. Growth pattern of the MM2d cell line and early stationary phase (D5). Cells were subcultured and cell 

growth of cell lines MM2d monitored by determination of the number of cells (×105) per mL culture medium by 

hemocytometer 

  
 يدر سه تكرار آزمايش القا EXPRSو  UBQ10، ACTIN2 ،GAPDH، PDF2 دار خانه هاي ژن CTميانگين  -1جدول 

  باشند رحسب ساعت ميها ب زمان. aphidicolinهاي مختلف پس از حذف  ني در زمانهمزما
Table1. Mean CT value of the several housekeeping genes including UBQ10 ، ACTIN2 ،GAPDH ، PDF2 and 

EXPRS obtained from three replications of checking synchronization experiment in 10 time points after removal 

of aphidicolin. Times indicate houres in sampling 
  دار خانههاي  ژن

Housekeeping genes 
 Time (h)                             )ساعت(زمان

0 2 4 6 8 10 12 14 16 19 
UBQ10 18.1 18.2 18.6 17 16.8 17.4 17.4 16.8 17.4 16.9 
ACTIN2 21.8 21.9 22.2 20.5 20.6 20.8 20.6 20.2 20.8 20.2 
GAPDH 22.4 22.5 22.2 20.7 20.4 21.1 21.1 20.7 21.3 20.7 
PDF2 19.2 19.5 19 17.1 17.2 17.9 18.1 17.3 18 17.1 
EXPRS 26 26.2 25.3 23.6 22.9 23.9 23.7 23 24 22.7 
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 ،Actin2، UBQ10ميانگين سـطح تظـاهر پـنج ژن مرجـع     
GAPDH، PDF2  وEXPRS هاي تيمـار شـده بـا    در نمونه  

aphidicolin نيدر ســـه تكـــرار آزمـــايش القـــاء همزمـــا 
 .)1جدول( ارائه شده است CTبرحسب مقادير 

CT هـاي   ها در سه تكرار آزمـايش و در زمـان   اين ژن
يكسان بود كـه   "ها تقريبا مختلف پس از شستشوي سلول

هـا در مراحـل مختلـف     بر پايداري سـطح تظـاهر ايـن ژن   
چرخه سلولي و عدم تأثيرپذيري آنها از شـرايط محيطـي   

  .دلالت دارد
ها نوسانات شديدي حتـي   سطح تظاهر تعدادي از ژن

بــه  دادداخــل هــر زمــان، بــين تكرارهــاي مختلــف نشــان 
ــوري ــل      ط ــاهر قاب ــطح تظ ــا س ــي از تيماره ــه در برخ ك
در تجزيـه و  . نشـد ها مشاهده  گيري براي برخي ژن هانداز

عنـوان قابـل اطمينـان در    ه ها، تنها اطلاعاتي ب ـ تحليل داده
نظر گرفته شد كه در هر زمـان تيمـار، حـداقل دو تكـرار     

  . واجد اطلاعات باشند
هـاي   هـا در زمـان   جهت تعيين الگوي تغيير تظـاهر ژن 

يـا دو  (مختلف، ميانگين حسابي سطح تظـاهر سـه تكـرار    
تكرار در مـواردي كـه فقـط دو تكـرار واجـد اطلاعـات       

ــرات در زمــان ) باشــند مــي ــانگين تغيي هــاي  محاســبه و مي
هـا در   سطح تظـاهر ژن . مختلف مورد بررسي قرار گرفت

بـه  داشـت  هاي مختلـف تفـاوت بسـيار چشـمگيري      زمان
) CV(كــه حــداكثر مقــدار ضــريب تغييــرات      طــوري

) اهر هر ژن در سه تكراربراساس واريانس و ميانگين تظ(
ايـن ژن داراي  . بـود  CDKD1مربـوط بـه ژن    1/11معادل 

سـاعت پـس از حـذف     10مقدار تظاهر حداكثر در زمان 
aphidicolin با وجود پـايين بـودن ميـانگين    . بودCV   بـين

-qRT تكنيـك ها، بعلـت ماهيـت بسـيار حسـاس      همه ژن

PCR باشد حتي تغييرات كم نيز حائز اهميت مي .  
هـاي مختلـف و نيـز     PCRمنظور مقايسه بين انجام ه ب
 ،ACTIN2متفاوت، از ژن هـاي مرجـع    cDNAهاي  نمونه

UBQ10، GAPDH، PDF2  وEXPRS  در هـــــــــرPCR 
ــتفاده  ــداسـ ــبتا  . شـ ــاهر نسـ ــطح تظـ ــت سـ ــالاتر "بعلـ  بـ

 )1± 17= CT(   و پايداري تظـاهرUBQ10  هـاي   در نمونـه

 CTسـتفاده از  هر ژن با اCT هاي  داده كردن  مختلف، نرمال

بـا وجـود آنكـه     .انجام شـد  1رابطه شماره  و UBQ10ژن 
هـاي مختلـف پـس از     هـا در زمـان   ژن FCتغييرات مطلق 

چندان زيـاد نبـود،    T0نسبت به زمان  aphidicolinحذف 
هـاي   بصـورت داده (وجود نوسانات افزايش سطح تظاهر 

) هـاي منفـي   بصـورت داده (و كاهش سطح تظاهر ) مثبت
قادير بالاي ضريب تغييرات براي هر ژن گرديد منجر به م

هـاي   ها طي زمـان  نوسانات زياد تظاهر ژن نشان دهندهكه 
  . باشد مختلف مي

هـاي مربـوط بـه چرخـه سـلولي در       الگوي تظـاهر ژن 
   aphidicolinهاي مختلف پس از حذف  زمان

هــاي مختلــف پــس از  هــا در زمــان ســطح تظــاهر ژن
ايـن نوسـانات   . بودهمراه  با نوساناتي aphidicolinحذف 

حتي در تكرارهاي مختلف يك تيمار زمـاني خـاص نيـز    
هــا از يــك  بــا وجــود ايــن، تعــدادي از ژن. شــدمشــاهده 

هـاي خـاص    الگوي خـاص تغييـر سـطح تظـاهر در زمـان     
تـوان بـراي تعـدادي از     كـه مـي   كنند به طوري پيروي مي

عنوان زمـان خـاص تأثيرگـذاري    ه ها، زمان معيني را ب ژن
 آنهـا بيـان   ها براساس بندي ژن گروهبراي . ر نظر گرفتد

تجزيـه   ،aphidicolinپس از حـذف   مختلفهاي  در زمان
بـراي ايـن   . انجـام شـد   FCمقـادير  با استفاده از اي  خوشه
هـايي كـه داراي بـيش از يـك داده از دسـت       ژن ،منظور

اي بـا   تجزيـه خوشـه  . رفته بودند از تجزيـه حـذف شـدند   
ــله    Complete linkageروش  ــرفتن فاصـ ــر گـ و در نظـ

كـه   شـد هـا   هـايي از ژن  اقليدسي، قادر به تفكيـك گـروه  
ها دچـار كـاهش يـا افـزايش      بطور پيوسته در تمامي زمان

هايي كه بطور  ژن همه). 2شكل( بودندسطح تظاهر نسبي 
 بودنـد پيوسته دچـار كـاهش شـديد سـطح تظـاهر نسـبي       

وهـي از  گر). 2شـكل  Iگـروه  (باشند  عوامل رونويسي مي
كاهش سطح تظاهر نسـبي نشـان    G2و  Sها در مراحل  ژن

سـطح تظـاهر    G1و  Mكـه در مراحـل    دادند در صورتي
همچنـين تعـدادي   ). 2شكل Iگروه (بودآنها افزايش يافته 

حل ادر مر) باشند عوامل رونويسي مي شاملكه (ها  از ژن
S  وG2  كه پـس از  دادند كاهش سطح تظاهر نسبي نشان
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 بـود سطح تظاهر آنها افـزايش يافتـه    ،مراحل آن در ساير
  ). 2شكل Vگروه (

هـا در   صرف نظر از نوساناتي كه در سطح تظـاهر ژن 
، سطح تظاهر تعـدادي  شدها و مراحل مختلف ديده  زمان
اين گـروه  . شدها حفظ  ها در تمامي مراحل و زمان از ژن
و  بيانهايي با كاهش سطح  ها در دو دسته شامل ژن از ژن
در دسـته  . شـدند بندي  طبقه بيانايي با افزايش سطح ه ژن
هـا بطـور    هاي با كاهش سـطح تظـاهر، گروهـي از ژن    ژن

 داشـــتندپيوســـته ســـطح تظـــاهر نســـبي بســـيار پـــاييني  
هــاي ديگــري  كــه گــروه در صــورتي) 2شــكل Iگــروه ( 

 و دادنـد كـه نوسـان كمـي در سـطح تظـاهر نشـان        بودند
-IIو  II-1ته براساس شدت كاهش سطح تظاهر به دو دس ـ

هـايي كـه بطـور     دسـته ژن . شـدند بنـدي   طبقه) 2شكل( 2
نسـبت بـه دسـته     دادنـد پيوسته افزايش سطح تظاهر نشـان  

در ايـن  . بودنـد هاي با كاهش سطح تظاهر بسيار كمتر  ژن
ــروه از ژن  ــته دو گـ ــخيص    دسـ ــل تشـ ــا قابـ ــدهـ  :بودنـ

، كه سطح كلي تظاهر آنهـا نسـبت بـه گـروه     III-1گروه  
  ). 2شكل( بودبالاتر  III-2ديگر، 

ها، يعني از سطح تظـاهر   تغيير ماهيت سطح تظاهر ژن
هـا   نسبي مثبت به منفي و بالعكس، در تعداد زيادي از ژن

هــا تغييــرات  از ژن تعــدادي. شــددر طــي زمــان مشــاهده 
بـراي  . دادنـد اي از چرخه سلولي را نشان  وابسته به مرحله

ظـاهر منفـي   سـطح ت  Sهـا در مرحلـه    مثال، گروهي از ژن
سـطح  چرخـه سـلولي   حال آنكه در ساير مراحـل   داشتند

  ). 2شكل IVگروه ( بودتظاهر آنها مثبت 
ــه پــس از   گروهــي از ژن ــا در مراحــل اولي ذف حــه

aphidicolin      داراي ســطح تظــاهر نســبي بســيار پــاييني
) سـاعت  10شـش تـا   (ولـي پـس از مـدتي     ،)منفي(بودند

ساعت  12كه از  سطح تظاهر آنها افزايش يافت به طوري
و بـه سـطح    يافـت به بعد سطح تظاهر آنها بسيار افـزايش  

هـاي مـذكور،    بجـز ژن  ). 2شـكل  Vگـروه  ( رسـيد مثبت 
هـا و مراحـل    ها نوسانات زيادي طـي زمـان   تعدادي از ژن

، ابتـدا  VIهـاي گـروه    ژن ، دربراي مثـال . داشتندمختلف 
ش ها بسيار پايين بود و سپس با يك افزاي سطح تظاهر ژن

كاهش يافت و پس  "ناگهاني پس از شش ساعت مجددا
  ).2شكل VIگروه ( يافتساعت به بعد افزايش  12از 

هـا طـي زمـان،     تجزيه روند تغييرات سطح تظـاهر ژن 
كـه از يـك الگـوي زمـاني      را هـايي  امكان جداسازي ژن

). 3شـكل  (نمايد  فراهم مي ،كنند تظاهر خاص پيروي مي
داراي حداقل يا حداكثرهاي  هايي كه در اين روندها، ژن

در زمان يا مراحل مختلف چرخـه سـلولي    مطلق يا محلي
عنـوان مثـال، چهـار    ه ب ـ. باشـند قابـل شناسـايي هسـتند     مي

سطح تظاهر هفـت ژن   aphidicolinساعت پس از حذف 
بطــور  "بــه ســطح تظــاهر زمــان حــذف رســيد و مجــددا 

 مانده افـزايش يافـت   هاي باقي زمان سرتاسريكنواخت در 
ژن تا حـدود شـش سـاعت پـس از      12). 3شكل 20پانل(

حذف تيمار، افزايش سطح تظاهر نشـان دادنـد و پـس از    
 شـدند آن با كاهش سـطح تظـاهر بطـور يكنواخـت بيـان      

سـطح تظـاهر    Sچهـار ژن در مرحلـه   ). 3شـكل  18پانل (
و پــس از رسـيدن بـه ســطح تظـاهر زمــان     داشـتند پـاييني  

مانـده افـزايش سـطح     حذف تيمار، در تمامي مراحل باقي
كـه  ها  ژنگروهي از ). 3 شكل 4پانل (تظاهر نشان دادند 

 داشـتند كاهش سـطح تظـاهر    aphidicolinپس از حذف 
پس از حدود چهار ساعت به سطح تظـاهر زمـان حـذف    

و سپس رونـد افزايشـي   تظاهر يافته و بطور ثابت  ندرسيد
سـطح تظـاهر هفـت ژن    . )3 شـكل  14انـل  پ(دادنـد  نشان 
و پـس   يافتافزايش  aphidicolinصله پس از حذف بلافا

 كـرد بطور ثابت ادامه پيدا  "از حدود هشت ساعت تقريبا
   ).3 شكل 11پانل (

  
  بحث

هـاي دخيـل در چرخـه سـلولي نقـش       تغيير تظاهر ژن
كنـد   اصلي در كنترل چرخه سلولي و پيشرفت آن ايفا مي

)De Veylder et al., 2003 .( ده كنن ـ هـاي تنظـيم   بيشـتر ژن
آرابيدوپسـيس   MM2dچرخه سـلولي در كشـت سـلولي    

در  مــوثرهــاي  شـوند، بعبــارت ديگــر تظـاهر ژن   بيـان مــي 
چرخــه ســلولي بــه يــك بافــت خــاص اختصــاص نــدارد 

)Menges et al., 2005 .(ــابراين كشـــت ســـلولي  ،بنـ
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بـا اسـتفاده از   ژن عامـل رونويسـي    81و  پايه چرخه سـلولي   ژن 69شامل كننده چرخه سلولي  هاي تنظيم الگوي بيان ژن -2شكل 
) FC( T0نسـبت سـطح تظـاهر در زمـان     . كننـده چرخـه سـلولي    تنظـيم  هـاي  ژن Hierarchicalبنـدي   گروه. )4. 3نسخه (MeV افزار نرم

  ده شــده اســت محاســبه و ميــانگين حســابي لگــاريتم در مبنــاي دو روي ســه تكــرار نشــان دا ) qRT-PCRبدســت آمــده از تكنيــك (
)Log2 FC.( كننده مقدار ميانگين  درجه اشباع رنگ، منعكسLog2 FC براي هر زمان، ميزان بيان بيشتر و كمتر از ميزان بيان در . است

هاي دخيل در چرخه  ارتباط بين ژن) سمت چپ(دندروگرام عمودي . هاي قرمز و سبز مشخص شده است زمان صفر بترتيب با رنگ
  دهد را نشان ميLog2 FC رنگ منتسب به هر) بالاي شكل(مقياس رنگ . دهد ه به الگوي بيان آنها نشان ميسلولي را با توج

Fig. 2. Expression pattern of cell cycle- regulated genes including 69 core cell cycle genes and 81 transcription factors 

using MeV software, version 4.3. Hierarchical clustering of cell cycle-regulated genes. The fold change values for each 

sample relative to time zero as control were log2 transformed. The mean values for the three independent biological 

replications were subjected to complete linkage hierarchical clustering. The color saturation reflects the magnitude of the 

averaged log2FC. Expression values higher and lower than those of the control are shown in red and green. The vertical 

dendrogram (left) indicates the relationship among the genes regarding their expression patterns. The color scale (top) 

indicates the color assigned to each log2FC 
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با ژن عامل رونويسي  81و  پايه چرخه سلولي  ژن 69شامل كننده چرخه سلولي  هاي تنظيم الگوي بيان ژن -3شكل 
محاسبه ) qRT-PCRبدست آمده از تكنيك ) (FC( T0در زمان  نسبت سطح تظاهر. )4. 3نسخه (MeV افزار استفاده از نرم

دهنده  اعداد محور افقي نشان). Log2 FC(و ميانگين حسابي لگاريتم در مبناي دو روي سه تكرار نشان داده شده است 
  باشد مي aphidicolinهاي مختلف پس از حذف  زمان

Fig. 3. Expression pattern of cell cycle- regulated genes including 69 core cell cycle genes and 81 

transcription factors using MeV software, version 4.3. Cell cycle-regulated gene expression profiles were plotted 

against the different time points after removal of aphidicolin 

  
ين الگـوي تظـاهر   همزمان شده مدل مناسبي براي تعي ـ

 Menges and(هاي مربـوط بـه چرخـه سـلولي اسـت       ژن

Murray, 2002 .(هـاي   از آنجائيكه تيمار سلولMM2d   بـا
aphidicolin  همزماني بالايي را در مرحلهS  چرخه سلولي
، در ايــن )Menges and Murray, 2002(كنــد  القــاء مــي

هـاي   الگـوي بيـان ژن   qRT-PCRتحقيق بوسيله تكنيـك  
در فرآيندهاي سلولي شامل كنترل چرخه سـلولي،   دخيل

رونويســـي، فسفوريلاســـيون و پاســـخ بـــه هورمـــون در  
قـرار  بررسي  مورد هاي همزمان شده آرابيدوپسيس سلول
  . گرفت

هـاي   ، اغلب ژنآزمايشبراساس نتايج حاصل از اين  
 داشـتند الگوي بيـان بسـيار مشـابهي     Bو  Aسايكلين نوع 

ق بـا نتـايج منگـز و همكـاران     كـه مطـاب  ) 3شـكل  4پانل (

)Menges et al., 2005 (الگوي تظاهر . استCYCA1;2  با
CYCA2;1   ــابه ــيار مش ــودبس ــي  ب ــه  CYCA2;1ول در هم

). الــف ،4شــكل( ي داشــتمراحــل ســطح تظــاهر بيشــتر
يكســان  CYCA2;4و  CYCA2;2 ،CYCA2;3الگــوي بيــان 

هر سه ژن مـذكور داراي حـداكثر ميـزان تظـاهر در     . بود
ســاعت پــس از CYCA2;4 14 ژن ولــي بودنــد Mه مرحلــ

دو ژن ي نسـبت بـه   ميزان بيـان بيشـتر   aphidicolinحذف 
، CYCA1;2هـــاي  ژن). الـــف ،4شـــكل( داشـــتديگـــر 

CYCA2;2  وCYCA2;3     همـــراه بـــا عامـــل رونويســـي
ــودامين  ــه   ) At4g25530(هم ــونده ب ــروتئين متصــل ش و پ

DNA )At3g61310 ( گروهدر يك ) گـروه IV  و 2شـكل 
از مرحلـه   گـروه هاي اين  ژن. قرار گرفتند) 3شكل 5ل پان

G2     الـف ، 4شـكل ( دادنـد افزايش سـطح تظـاهر نشـان .(

1  2 3 4 5  

6  7  8 9 10  

11  12  13 14 15  
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 بـود مشـابه   CYCA3;1و  CYCA3;2هـاي   الگوي بيـان ژن 
نوســان بيشــتري در مراحــل مختلــف  CYCA3;1ولــي ژن 
داراي  CYCA3هـــاي  گـــروه ژن). ، ب4شـــكل( داشـــت

كـه   ر صـورتي د بودنـد  Sحداكثر سطح تظاهر در مرحله 
افـزايش سـطح تظـاهر در     Bو  Aهاي نـوع   ساير سايكلين

G2/M  نقش تنظيمي آنهـا   بيانگر "كه احتمالا دادندنشان
ــل   ــن مراحـ ــتدر ايـ ــكل( اسـ ــي ). ، ج4شـ ــر تنظيمـ  اثـ

ــن ژن  ــذر   اي ــا در گ ــاران  G2/Mه ــز و همك  توســط منگ
)Menges et al., 2005(   الگـوي  . نيز گزارش شـده اسـت

بـه   داشـت يكديگر  هباهت زيادي بش CYCBهاي  بيان ژن
حـداكثر ميـزان بيـان را     Mها در مرحله  كه اين ژن طوري
مـورد   CYCBهـاي   از ميـان ژن ). ، ج4شـكل ( دادندنشان 

، )31و  CYCB1;1 ،14، 24،  25( تحقيـق بررسـي در ايـن   
 "الگــوي بيــان تقريبــا   CYCB2;5و  CYCB2;4هــاي  ژن

ن سـطح  كـه بـراي هـر دو ژ    بـه طـوري   ،داشـتند يكساني 
ــه  ــه   G1تظــاهر در مرحل ــر مرحل ــود Sحــدود ســه براب . ب

متعلـــق بـــه  G1و  Mبـــالاترين ميـــزان بيـــان در مراحـــل 
CYCB1;4 با وجود اين، ). ، ج4شكل( بودCYCB1;4  كه

 Sطــي مرحلــه ، داشــت نوســان بيشــتري در ســطح تظــاهر
بـه حـداكثر ميـزان بيـان      G2/Mو در  بيـان داشـت  كاهش 

نوسـان   CYCA2;4و  CYCB2;4 هـاي  ژن د ولـي يرس خود 
تحقيــق صــورت . دادنــدكمتــري در ســطح تظــاهر نشــان 
 آرايـه  هـا بـه كمـك ريـز     گرفته روي سطح تظاهر اين ژن

)Microarray(    نيز مؤيد اين يافتـه اسـت)Menges et al., 

 قرار گرفتندنزديك  هاي گروهدر  CYCDهاي  ژن). 2005
ــروه( ــكل VIو  III-2 گ ــاهدات ). 2ش ــه  در مش ــوط ب مرب
ــايشآ ــان حاضــر زم  CYCD3;2و  CYCD6;1، الگــوي بي

بـه   بـود بيشـتر   CYCD6;1يكسان ولي ميزان كمي تظـاهر  
ــوري ــه    ط ــداي مرحل ــه در ابت ــاهر  ،G2ك ــزان تظ  ژن مي

CYCD6;1  دو برابرCYCD3;2 الگـوي  ). ، د4شـكل ( بود
 داشـت نيز شباهت زيادي  CYCD3;1و  CYCD4;1تظاهر 

 CYCD4;1ابـر  بر 5/2حـدود   CYCD3;1ولي ميـزان بيـان   
حـداقل   Sدر مرحلـه   CYCD3;1تظـاهر  ). ، ذ4شكل( بود
كــاهش  G1در  "افــزايش و مجــددا G2مرحلــه و از  بــود

ايـن ژن عامـل محدودكننـده سـرعت بـراي گـذر       . يافت
G1/S  اســت)Menges et al., 2006 .(  افــزايش بيــان

CYCD3;1     در آرابيدوپسيس منجر بـه افـزايش تقسـيمات
شـود   روج سـلول از ميتـوز مـي   سلولي و جلـوگيري از خ ـ 

)Dewitte et al., 2003 .( هـاي   همچنـين ژنCYCD2;1  و
CYCD5;1 يكساني نشان دادند كـه   "الگوي تظاهر تقريبا
CYCD5;1  گـزارش  ). ، ر4شـكل ( بودداراي بيان بيشتري

در توتـون باعـث    CYCD2;1افـزايش بيـان   شده است كه 
ل شـود ولـي روي انـدازه و شـك     افزايش سرعت رشد مي
). De Veylder et al., 2003(بــرگ تــأثيري نــدارد   

CYCD3;3  وCYCD1;1      الگوي بيـان متفـاوتي نسـبت بـه
سطح تظاهر ايـن دو ژن  . نشان دادند CYCDهاي  ساير ژن

در ). ، ن4شكل( بود CYCDهاي  همواره بيشتر از ساير ژن
ها، سطح تظاهر بـالاي   آرايه آرابيدوپسيس، به كمك ريز

، CYCD1;1 ،CYCD6;1هـاي   و ژن CYCD3سه ژن گروه 
CKL15  وCYCA2;3 گـزارش شـده    هاي اين گياه در گل
ــت  ــرفتن ).Menges et al., 2005(اس ــاي  ژن قرارگ ه

CDKB2;1  وCDKB2;2  گروه( گروهدر يك V  2شـكل 
 CYCA(هـاي ميتـوزي    همراه با سايكلين) 3شكل 4و پانل 

 ,.Menges et al(بــا نتــايج منگــز و همكــاران ) CYCBو

حـــدود شـــش  CDKB2هـــاي  ژن. مطابقـــت دارد) 2005
افـزايش سـطح تظـاهر     aphidicolinساعت پس از حذف 

هــاي  ميــزان تظــاهر ژن). 2شــكل Vگــروه (نشــان دادنــد 
CDKB2;1  وCDKB2;2      تا شـش سـاعت پـس از حـذف

aphidicolin   و پـس از آن ميـزان تظـاهر     بـود بسيار پـايين
از حـذف  ساعت پس  10-12كه به طوري  يافتافزايش 

aphidicolin )  مطابق با مرحلـهG2/M  منگـز و همكـاران ، 
)Menges et al., 2005(      سطح تظـاهر بـه بيشـترين مقـدار

، 4و شـكل  3شـكل  4پانـل   ، 2شكل V گروه(د يرس  خود
   ).و

ــيم  ــي تنظـ ــل رونويسـ ــوز  عوامـ ــه ميتـ ــده مرحلـ  كننـ
 )Menges et al., 2003 ( ــروهدر ــا   V گـ ــراه بـ همـ

قـرار  ) هـاي ميتـوزي   ايكلينس ـ( CYCAو   CYCBهـاي  ژن
 TINY، عامــــل رونويســــي گــــروهدر ايــــن . گرفتنــــد
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)At3g16280 ( متعلق به خانوادهAP2  گـزارش  . قـرار دارد
افزايش بيان اين ژن طي مراحـل رويشـي و   شده است كه 

سـلول و بعلـت كـاهش طـول سـلول،       تقسـيم زايشي مانع 
 مـي شـود  كاهش اندازه اندام ها در آرابيدوپسـيس   باعث

)Marsch- Martinez et al., 2006 .(ياضــبرخــي از اع 
هاي مربوط بـه چرخـه سـلولي     در تنظيم ژن AP2خانواده 

در آرابيدوپسـيس افـزايش    ،عنوان مثاله ب ،دخالت دارند
باعـث فعـال شـدن    ) AP2 )ANTبيان يك ژن از خـانواده  

CYCD3 ايــــن ژن نمــــو گــــل را تنظــــيم . شــــود مــــي 
 اســـتتشـــكيل تخمـــك ضـــروري بـــراي كنـــد و  مـــي

 )Autran et al., 2002 .( افزايش بيان يك عامل رونويسي
هـاي   باعث افـزايش بيـان ژن  ) AP2 )BOLITAاز خانواده 
CYCD3;1  وRB شـــــــــــود مـــــــــــي .BOLITA روي 

 تـــــأثير دارد آنو تمـــــايز رشـــــد تعـــــداد ســـــلول،  
 )Marsch- Martinez et al., 2006 .(هــــاي ژن 
 CYCD  وRB   ش دارنـد  نيز در تقسيم سـلولي و تمـايز نق ـ
)Menges et al., 2005 .(عامل رونويسـي   ،بنابراينAP2  و

با تأثيرگـذاري  ) RBو  CYCD(هاي پايه چرخه سلولي  ژن
بر تقسيم و تمايز سلول، بين اين دو فرآيند رابطـه برقـرار   

، عامـــل رونويســـي V گـــروههمچنـــين در . كننـــد مـــي
SCARECROW )At1g63100 (متعلـــــق بـــــه خـــــانواده 

داراي سطح بيان حداكثر در كه ، bZIP عوامل رونويسي 
G1 ــت  در تقســـيم ســـلولي نامتقـــارن نقـــش دارد    اسـ

 )Oyama et al., 1997 .(هــاي  ژنbZIP  داراي جايگــاه
ــال در  ــداز راهاتصــ ــتند و  ژن انــ ــتون هســ ــاي هيســ  هــ

ــن ژن   ــاهر اي ــه   تظ ــي مرحل ــا را ط ــي  Sه ــيم م ــد  تنظ كنن
)Okanami et al., 1996 .(  ي از خـانواده عوامـل رونويس ـ

MYB ژن ،AtMYB3R4 )At5g11510 ( ــز ــروهدر نيـ  V گـ
از نظـر   AtMYB3R4). 2شـكل  V گروه(است  گرفته قرار

توتــون  NtmybA2و  NtmybA1هــاي  ســاختار ژن بــا ژن 
ــادي دارد و رونويســــي ژن  ــباهت زيــ ــه شــ ــاي پايــ  هــ

ــه     ــوط ب ــلولي مرب ــه س ــي  G2/Mچرخ ــيم م ــد را تنظ  كن
 )Ito et al., 2001 .(در مرحلـه ميتـوز   هاي القاء شونده  ژن

در ) MSA(سـازي اختصاصـي ميتـوز     داراي جايگاه فعـال 

اين جايگاه توسـط  ). Inzé, 2007(باشند  انداز خود مي راه
ــانواده    ــي خ ــل رونويس ــي  MYBعوام ــايي م ــود شناس  ش

 )Inzé, 2007 .( در آرابيدوپســيس، ژنAtMYB3R4  بيــان
ــاه   ژن ــده جايگـ ــاي دارنـ ــي MSAهـ ــيم مـ ــد را تنظـ  كنـ

 )Menges et al., 2005 .( انـداز   جالب توجه اينكـه در راه
ــاه   AtMYB3R4ژن  ــه جايگـ ــز سـ ــود دارد  MSAنيـ وجـ

)Menges et al., 2005.(   پـروتئين ژنAt4g11080   بسـوي
با توجه به قرار گرفتن ايـن  . شود گيري مي پلاستيد هدف

 همـــراه بـــا چنـــد) 2شـــكل V گـــروه( V گـــروهژن در 
خــه ســلولي، هــاي پايــه چر عامــل رونويســي ديگــر و ژن 

 اسـت وجود رابطه بـين تقسـيم هسـته و پلاسـتيد محتمـل      
)Menges et al., 2005 .(هاي  در اين مطالعه ژنCDKC  و

CYCT  گروهدر  II-2  گـروه (قرار گرفتند II-2  و  2شـكل
سـطح تظـاهر پـاييني     گـروه هاي ايـن   ژن). 3شكل 2پانل 
  پـروتئين  با تشكيل كمـپلكس بـا  CDKC  پروتئين .دارند

CYCTكنـد   كننده مثبت رونويسي عمل مي عنوان تنظيمه ب
ــروتئين كــه در صــورتي ــاCDKE  پ ــروتئين همــراه ب   پ

CYCCعنوان جزئي از هولـوآنزيم  ه بRNA   پليمـرازII   اثـر
عوامـل رونويسـي    ).Inzé, 2007(منفي بر رونويسي دارند 

 WRKY )At5g22570( ،AP2هاي متعددي شامل  خانواده
)At5g61600  وAt5g10510(  وC2H2 )At5g18550 ( بــــه

 CKLو  CDKGهاي پايه چرخـه سـلولي شـامل     همراه ژن
). 2شـكل  II-2 گروه(بودند داراي الگوي تظاهر يكساني 

 در مراحــــل كنتــــرل چرخــــه ســــلولي CKLهــــاي  ژن
 )G1/S  وG2/M (    دادنــدافــزايش ســطح تظــاهر نشــان 
)Menges et al., 2005  وInzé, 2007 .( هـاي   در بـين ژن

ده چرخه سلولي، بيشتر اعضاء اين خانواده بطور كنن تنظيم
استثنايي بيان زيادي را در اندام يـا بافـت خاصـي از گيـاه     

 ،II-2 گـروه در  ).Menges et al., 2005(دهنـد   نشان نمـي 
ــاي  ژن ــامل ( E2Fه ــرار  ) E2Fa, E2Fb, E2Fcش ــز ق ني

 G1/Sدر گذر  E2Fهاي  ژن). 2شكل II-2 گروه(گرفتند 
ــاهر  ــزايش ســطح تظ ــان  اف ــينش ــد م  ).Inzé, 2007( دهن

ــان   ــزايش بيـــ ــيس، E2Fbو  E2Faافـــ  در آرابيدوپســـ
ــر       ــه تغييـ ــر بـ ــلولي منجـ ــيم سـ ــك تقسـ ــت تحريـ  بعلـ
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شــود  هــا مــي هــا، كوتيلــدون و بــرگ فولــوژي ريشــهورم
)Boniotti and Griffith, 2008 .(هـايي كـه در مرحلـه     ژن

G1/S مانند (شوند  فعال ميMCM5 ( داراي جايگاه اتصال
باشــند  انــداز خــود مــي   در راه E2Fمــل رونويســي  عوا

)Menges and Murray, 2002 .(هــاي  از ميــان ژنKRP 
 KRP3هاي  مورد بررسي در اين تحقيق، الگوي تظاهر ژن

شباهت زيادي با يكديگر و شـباهت كمتـري بـا     KRP4و 
KRP1 هــاي  ژن. داشــتندKRP3  وKRP4  حــداكثر ســطح

هـاي   بيان ژن). ه، 4شكل( دادندنشان  Sبيان را در مرحله 
KRP3  وKRP7  ــذر ــزايش و پـــس از آن  G1/Sدر گـ افـ

 KRP1و  G2در ابتداي  KRP4سطح تظاهر . يافتكاهش 
 عوامـــل  ).ه، 4شـــكل( بـــودحـــداكثر  Mدر انتهـــاي 

  NAC )At1g77450( ،WRKYرونويســــي از خــــانواده  
)At4g01250  وAt4g23810(  ــت روي ــروتئين انگشــ ، پــ

ــوري   ــه شــــ ــل بــــ  AtMYB15و ) At1g27730(تحمــــ
)At3g23250 ( در مراحلG1  وM     افـزايش سـطح تظـاهر

، 4و شـكل   3شكل 11پانل ،  2شكل I گروه( دادندنشان 
بـا  ) NTM1( NACيك عامـل رونويسـي از خـانواده    ). ي

ــال كــردن ژن ــده فعاليــت   فع ــاي بازدارن ) CDK )KRPsه
را از بين مي بـرد و منجـر بـه     H4هاي هيستون  فعاليت ژن
 CYCD3;1 ،KRP2هاي  ژن. شود سيم سلولي ميكاهش تق

ــط  KRP7و  ــيم NTM1توسـ ــي تنظـ ــون مـ ــن ژن . دشـ ايـ
هاي جانبي را تنظيم  دهي اكسين طي تشكيل ريشه سيگنال

همـراه بـا    I گـروه اعضـاء  ). Kim et al., 2006(كنـد   مـي 
ــزايش  G2/Mو  G1/Sدر مراحــل گــذر  KRPهــاي  ژن اف

وامل رونويسي ع ).2شكل I گروه( دادندسطح بيان نشان 
ــون   ــيگنال هورم ــال س ــي در انتق ــش مهم ــد و   نق ــا دارن ه
عوامـل  . دهنـد  مسيرهاي مختلف را به يكديگر ارتباط مي

هـاي هورمـوني روي تكثيـر و     رونويسي با تغييـر سـيگنال  
 ,.Marsch-Martinez et al(گذارنـد   اندازه سلول تأثير مي

ــق، ژن ). 2006 ) AtMYB77 )At3g50060در ايــــن تحقيــ
 AtMYB77. ش سطح تظاهر در مرحله ميتوز نشان دادافزاي

كــنش  بــرهم) ARFs(دهنــده بــه اكســين  بــا عوامــل پاســخ
هاي جـانبي در   و منجر به كاهش شديد تعداد ريشه داشته

 اكســين). Shin et al., 2007(شــود  آرابيدوپســيس مــي
كنش عوامل رونويسي با  هم فيزيولوژي گياه را با تنظيم بر

هاي دارنده آن تنظيم  به اكسين در ژن دهنده عناصر پاسخ
هـاي متعـددي از    ژن). Ulmasov et al., 1997(كنـد   مـي 

، )MADS box )At1g01530خــانواده عوامــل رونويســي 
AP2 )At5g61890 ( ــت روي و ) At3g18290(و انگشـــــ

داراي الگـوي  ) IAA20(شـونده بـا اكسـين     پروتئين القـاء 
 MADSهاي  ژن). 3شكل 17پانل (تظاهر يكساني هستند 

box هاي مختلف رشد و نمو گياه نقـش دارنـد و    در جنبه
 et al., 2008(گذارنـد   ها تأثير مـي  بر تعداد و اندازه سلول

Tapia-López( .كننــده  در ميــان عوامــل رونويســي تنظــيم
نيـز وجـود    DOFو  HD-ZIPهـاي   چرخه سلولي، خانواده

 HD-ZIPاز خانواده  At4g32880در اين مطالعه ژن . دارند
ــه   ــداكثر در مرحل ــاهر ح ــي Sداراي تظ ــد م ــل . باش عوام

شــوند  نيــز توســط اكســين القــاء مــي HD-ZIPرونويســي 
)Mattsson et al., 2003 (كننــده هــاي كليــدي  و تنظــيم

سرنوشت سلول و تخصصي شدن سلول در مراحل اوليـه  
در ايـن تحقيـق، عوامـل    ). Inzé, 2007(زايي هستند  جنين

ــي  ــانواده  At3g50410و  At2g34140رونويسـ  DOFاز خـ
هـاي   ژن. بودند G1داراي حداكثر سطح تظاهر در مرحله 

، با هدف قرار دادن OBP1عنوان مثال ژن ه اين خانواده، ب
ــلولي     ژن ــه س ــه چرخ ــاي پاي در ) KRP7و  CYCD3;3(ه

 ,.Skirycz et al(نقــش دارنــد  Sو  G1كنتــرل مراحــل 

2007.(  
هـاي   گـروه ژن  فعاليـت دو  بيانگرحاضر  تحقيقنتايج 

از . پايه و عوامل رونويسي در فرآيند چرخه سلولي اسـت 
هاي كليدي و  عنوان جايگاهه آنجائيكه عوامل رونويسي ب

باشند، شناسايي الگوي  ها مطرح مي كنترل تنظيم ساير ژن
تأثيرگــذاري آنهــا در مراحــل مختلــف چرخــه ســلولي،   

. سـازد  امكان مهندسي فرآيند چرخه سلولي را فراهم مـي 
هاي پايه داراي تأثير مستقيم در كنترل مراحل مختلف  ژن

باشـند كـه شـناخت آنهـا و نيـز زمـان        چرخه سـلولي مـي  
تأثيرگذاري آنها ابزاري جهت كنترل مراحـل خاصـي از   

مطالعاتي در مورد نقش برخـي از  . باشد چرخه سلولي مي
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   )g(ن 

  
  )h(و 

 
  )i( ه

  
  )j(ي 

هاي همزمان شـده آرابيدوپسـيس در    كننده چرخه سلولي در سلول هاي تنظيم الگوي تغيير بيان تعدادي از ژن -4شكل 
) qRT-PCRبدست آمـده از تكنيـك   ) (T0 )FCنسبت سطح تظاهر در زمان . aphidicolinهاي مختلف پس از حذف  زمان

الگـوي تظـاهر   ) الـف ).Log2 FC(ابي لگاريتم در مبناي دو روي سـه تكـرار نشـان داده شـده اسـت      محاسبه و ميانگين حس
هـاي   الگـوي بيـان ژن  ) د  CYCB.هاي الگوي بيان ژن) ج CYCA3;1.و  CYCA3;2هاي  الگوي بيان ژن) ب. CYCAهاي  ژن

CYCD6;1  و.CYCD3;2 هاي  الگوي بيان ژن )ذCYCD4;1  وCYCD3;1 .هـاي   ژنالگوي بيان  )رCYCD2;1  و.CYCD5;1 
هـاي   الگوي بيـان ژن )  ه CDKB2;2.و  CDKB2;1هاي  الگوي بيان ژن )و. CYCD1;1و  CYCD3;3هاي  الگوي بيان ژن) ن

KRP .در چرخه سلولي موثرالگوي بيان چند عامل رونوبسي ) ي   
Fig. 4. Several cell cycle-regulated gene expression patterns in aphidicolin-induced synchrony. The fold change 

values for each sample relative to time zero as control were log2 transformed. The mean values for the three 

independent biological replications were plotted as Log2FC. a) Expression pattern of CYCA genes. b) Expression 

pattern of CYCA3;2 and CYCA3;1. c) Expression pattern of CYCB genes. d) Expression pattern of CYCD6;1 and 

CYCD3;2. e) Expression pattern of CYCD4;1 and CYCD3;1. f) Expression pattern of CYCD2;1 and CYCD5;1. 

g) Expression pattern of CYCD3;3 and CYCD1;1. h) Expression pattern of CDKB2;1 and CDKB2;2. i) 

Expression pattern of KRP genes. j) Expression pattern of several cell cycle- related transcription factors 
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ها در فرآيندهاي رشد ونمو صـورت گرفتـه اسـت     اين ژن
است ساليان متمادي . كه به چند مورد از آنها اشاره گرديد

اند، ليكن نحوه  ها منتسب شده كه فرآيندهاي رشدي به ژن
چرخـه سـلولي   ها كه از طريق مراحـل مختلـف    اثر اين ژن

كنند از جمله مواردي است كـه نقـاط    نقش خود را ايفا مي
كليدي مبهم موجود در شناسايي فرآيندهاي رشد و نمو را 

ي هـا رو  بـراي شناسـايي تـأثير ايـن ژن    . سازد تر مي برجسته
رشد و نمو از طريق كنترل مراحل مختلف چرخه سـلولي،  

 . باشد تحقيقات بيشتري لازم مي
 

  يسپاسگزار
  در گـــروه تحقيقـــاتي پروفســـور   آزمـــايشايـــن 

 Bernd Mueller-Roeber   در موسســـــه تحقيقـــــات
فيزيولوژي مولكولي گياهي ماكس پلانك آلمـان انجـام   

يشـان  هـاي علمـي و مـالي ا    وسيله از حمايت شد كه بدين
از  Armin Schlerethاز دكتـر  . شود تشكر و قدرداني مي

ريـزي ربـات بـراي     موسسه ماكس پلانـك جهـت برنامـه   
از  Aleksandra Skiryczو دكتـر   PCRهاي  انجام واكنش

گيري همزماني كشت  بلژيك جهت اندازه Gentدانشگاه 
سوسپانســيون ســلولي آرابيدوپســيس بوســيله فلوســيتومتر 

ــي  ــگزاري م ــو سپاس ــات و  . دش ــوم، تحقيق از وزارت عل
جانبــه سپاســگزاري  هــاي همــه فنــاوري جهــت همكــاري

  .شود مي
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Expression patterns of cell cycle-related genes in Arabidopsis thaliana 
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ABSTRACT 

Dehghan Nayyari, F., H. Alizadeh, M. R. Naghavi, S. A. Mohammadi and M. Soltani-Najafabadi. 2010. Expression 

patterns of cell cycle-related genes in Arabidopsis thaliana. Iranian Journal of Crop Sciences. 12 (3) 346-363. 

 (In Persian) 

 
Cell cycle, which is the basic reference for cell division and growth, is precisely regulated. Control of cell 

cycle progression in animal and plants needs regulation of gene expression. In this study, by means of inducing 

synchronization of Arabidopsis suspension cells using aphidicolin, trend of expression changes in several genes 

involving in different stages and biochemical pathways of cell cycle was investigated. Application of highly 

sensitive detection method, qRT-PCR enabled us to precisely monitor the behavior of the genes in different 

stages of the cell cycle. Expression patterns of 69 core cell cycle–related genes and 81 transcription factors were 

compared, and their possible roles in the specific stages of the cell cycle were analysed. Among the genes 

showing differential expression during progression of the cell cycle, cyclin type A and B and CDK have been 

reported to play key roles. The expression patterns of most of cyclin type A and B genes appeared to be similar. 

A subset of the cyclins, CYCA3 showed maximum expression in S phase which is considered as the most 

important kinases involved in this phase. CDK genes showed important role in G1/S and G2/M transition stages. 

Many transcription factors belonging to different transcription factor families showed fluctuations in different 

time of progression of the cell cycle that play significant role in the precise control of the cell cycle processes. 

 

Keywords: Arabidopsis cell suspension, Gene expression, Cell cycle, Core cell cycle genes and 

Transcription factors. 
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