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The present study aimed to analyze in silico transcriptomic data to identify 
hub nitrogen assimilation genes (NAGs), regulatory factors, and further 
examined the effect of thermopriming on the expression of selected genes. 
After identifying hub genes with CytoHubba plugin, cis-regulatory 
elements (CRE) were investigated by using the Tomtom tool. In addition, 
interactions between nitrogen assimilation genes and rapeseed miRNAs 
were predicted using the psRNATarget tool. Codon usage bias (CUB) was 
analyzed in Rstudio. Finally, the expression of nitrate reductase (NR) and 
nitrite reductase (NiR) genes under thermopriming and recurrent heat 
stress was examined using qRT-PCR method. Bioinformatics analysis of 
the function of hub genes in the NAG interaction network confirmed their 
role in enhancing nitrogen use efficiency, especially under environmental 
stresses. Also, the function of various transcription factors, including Dof 
elements, in regulating the expression of nitrogen assimilation genes was 
confirmed, and the role of members of the miR156, miR395, miR6028, 
miR6034, and miR6035 families in regulating the expression of target 
genes-especially genes related to the glutamine synthase/glutamate 
synthase cycle and nitrate reductase- was determined. The correlation 
study of CUB indices showed the role of mutation and natural selection in 
the formation of the codon pattern of the studied genes. Finally, the 
increased expression of NR and NiR genes under thermopriming compared 
to non-primed plants confirmed the importance of heat stress memory in 
enhancing nitrogen use efficiency in rapeseed. The findings of this study 
are an important step towards identifying effective components in 
engineering nitrogen metabolism and developing heat stress-tolerant 
varieties in rapeseed. 
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Introduction 

Nitrogen (N) plays an important role in plant growth and development as factor affecting yield 
enhancement. Since nitrogen use efficiency (NUE) is low in rapeseed, one of the strategies to 

improve nitrogen efficiency, especially under environmental stresses, is to enhance the 

expression of nitrogen assimilation related genes (NAGs). The present study aimed to analyze 

in silico transcriptomic data to identify hub genes involved in nitrogen assimilation, elucidate 
the regulatory mechanisms underlying their expression, and investigate the role of 

thermopriming in the expression of specific nitrogen assimilation genes. 

Materials and Methods 

Hub genes were identified based on the highest interaction with their neighbors in the nitrogen 

assimilation genes network using CytoHubba computational algorithms. Identification of cis-

regulatory elements (CRE) and transcription factors in the 5′UTR region of these genes was 

performed using the Tomtom tool and searching the JASPAR 2022 database. Prediction of 
interactions between genes involved in nitrogen assimilation and rapeseed miRNAs was 

performed using the psRNATarget tool with the aim of identifying post-transcriptional 

regulatory factors. Codon usage bias (CUB) indices and correlation among them were 

conducted in Rstudio. Finally, to evaluate transcriptional memory on nitrogen metabolism, the 
expression of nitrate reductase (NR) and nitrite reductase (NiR) genes under thermorpiming and 

recurrent heat stress was examined using qRT-PCR. 

Results and Discussion 

Bioinformatics analysis of the function of hub genes in the interaction network of genes involved 

in nitrogen assimilation confirmed their role in enhancing NUE, especially under environmental 

stresses. Promoter analysis revealed the importance of various factors, especially Dof, in regulating 

the expression of these genes at the transcriptional stage. The interaction network of miRNAs with 
genes involved in nitrogen assimilation revealed the role of members of the miR156, miR395, 

miR6028, miR6034, and miR6035 families in regulating the expression of target genes, especially 

genes related to the glutamine synthase/glutamate synthase cycle and nitrate reductase. Correlation 
analysis of GC/GC3S and ENC/CAI indices revealed the role of mutation and natural selection in 

the formation of codon usage bias of the genes involved in nitrogen assimilation. Finally, the 
increased expression of NR and NiR genes under thermo-primed compared to non-primed plants 

confirmed the importance of heat stress memory in enhancing NUE in rapeseed. 

Conclusions 

The findings of this study are an important step towards identifying effective components in 

engineering nitrogen metabolism that can be used as key targets in genome editing to develop 

stress-tolerant cultivars and improve canola yield. 
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در متابوليسم نيتروژن و واكاوي سازوكارهاي   مؤثرهاي بر بيان برخي ژن  ييگرماتيمار تأثير پيش

  ) .Brassica napus Lها در كلزا (تنظيمي بيان اين ژن

   * هنگامه طاهري  |   مريم طهماسبي
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هاي كليدي در  هاي ترنسكريپتومي، جهت شناسايي ژن داده   سيليكو اين پژوهش حاضر با هدف واكاوي  
گرمايي در   مار ي ت ها و بررسي نقش پيش متابوليسم نيتروژن، شناخت سازوكارهاي تنظيمي بيان اين ژن 

هاي كليدي بر اساس بيشترين تعامل با  ژن در اسيميلاسيون نيتروژن انجام شد.  مؤثر  هاي  بيان برخي ژن 
شبكه  در  خود  برهم همسايگان  ژن ي  نيتروژن هاي  كنش  الگوريتم   اسيميلاسيون  از  استفاده  هاي  با 

شدند  CytoHubba محاسباتي  (   .معرفي  سيس  تنظيمي  عوامل  از  CREشناسايي  استفاده  با   (
هاي كلزا  miRNAهاي اسيميلاسيون نيتروژن با كنش بين ژن بيني برهم پيش انجام شد.     Tomtomابزار 

) و  CUBكدوني ( هاي الگوي ترجيح گيري شاخص انجام شد. اندازه   psRNATargetبا استفاده از ابزار  
انجام و در نهايت جهت ارزيابي حافظه    Rافزار  ها نيز در محيط نرم بررسي همبستگي بين اين شاخص 

ژن  بيان  نيتروژن،  متابوليسم  بر  نيترات رونويسي  ( هاي  نيتريت NRردوكتاز  و   ( ) تحت  NiRردوكتاز   (
بررسي  مورد بررسي قرار گرفت.    qRT-PCRتيمار گرمايي و تنش برگشتي با استفاده از روش  پيش 

،  اسيميلاسيون نيتروژن هاي مؤثر در  كنشي ژن هاي كليدي در شبكه برهم بيوانفورماتيكي عملكرد ژن 
ها اهميت عوامل رونويسي  هاي محيطي را تأييد كرد. بررسي پيشبر اين ژن خصوص تحت تنش به 

كنش  ها در مرحله رونويسي را نشان داد. شبكه برهم در تنظيم بيان اين ژن   Dofمختلف از جمله عناصر  
miRNA ژن با  نيتروژن هاي  ها  خانواده اسيميلاسيون  اعضاي  نقش  ،  miR156  ،miR395هاي  ، 

miR6028  ،miR6034    وmiR6035   ه  چرخ هاي مرتبط با  ژن خصوصاً    ي هدف ها را در تنظيم بيان ژن
كرد   سينتاز گلوتامات / نتاز ي س ن ي گلوتام  مشخص  ردوكتاز  نيترات  همبستگي  و  مطالعه  همچنين   .

انتخاب CAI/CENو    GC /  3SGCهاي  شاخص  و  جهش  نقش  شكل ،  در  را  الگوي  گيري  طبيعي 
تحت    NiRو    NRهاي  هاي مورد مطالعه را نشان داد. در نهايت، افزايش بيان ژن ژن كدوني  ترجيح 

در    NUEتيمار نشده، اهميت حافظه تنش گرمايي در تقويت  گرمايي نسبت به گياهان پيش   مار ي ت ش ي پ 
هاي اين پژوهش گام مهمي در خصوص شناخت اجزاي مؤثر در مهندسي  يافته   كلزا را تأييد كرد. 

عنوان اهداف كليدي در ويرايش ژنومي جهت توسعه ارقام  توانند به باشد، كه مي نيتروژن مي  متابوليسم 
متحمل به تنش و بهبود عملكرد كلزا به كار گرفته شوند.  
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  مقدمه

،  روغني عنوان سومين گياه روغني پس از سويا و نخلكلزا به

جهت بهبود عملكرد بذر و توليد زيست توده نياز زيادي به  

رغم ظرفيت بالاي جذب نيترات،  اما علي  ،كود نيتروژنه دارد

) نيتروژن  مصرف   :Nitrogen Use Efficiencyراندمان 

NUEاي كه  گونه) كمتري در مقايسه با ساير گياهان دارد به

عملكرد بذر آن به ازاي هر واحد نيتروژن مصرف شده در  

 Lammerts van Buerenنصف غلات است (   خاك، تقريباً

and Struik, 2017; Clément et al., 2018 همچنين  .(

بي استفاده  كه  است  شده  ازته،  مشخص  كودهاي  از  رويه 

-جذب و استفاده به موقع نيترات ( 
3NO) و آمونيوم (+

4NH  ،(

كه دو منبع اصلي جذب نيتروژن از خاك توسط گياه هستند  

)Miller and Cramer, 2005  را دچار اختلال كرده و از (

) نيتروژن  جذب  راندمان  بر  كه  سوئي  اثر  با  رو   Nاين 

Assimilation Efficiency: NAEمي برجاي  گذارد،  ) 

دهند ) را تحت تأثير قرار ميNUEيتروژن (راندمان مصرف ن

)Wang et al., 2021a  .(NUE  به كل  عملكرد    عنوانكه 

 تروژنينمصرفي  هر واحد كود    يه ازادر گياه بشده    ديتول

شاخصبه  ،شوديم  فيتعر از  يكي  توسعه   هايعنوان 

بهكشاورز توجه  مورد  پايدار  گرفته است  ي  قرار  نژادگران 

)Ali et al., 2018(  .يكي از راهكارها جهت حفظ    از اين رو

محصولات،   عملكرد  تقويت  با    هاآن  يسازگار  شيافزايا 

مي  تروژنين  ت يمحدود كه  با  است  مصرف تواند  كاهش 

سيستم  ازته،  يكودها گسترش  در  مهمي  هاي  نقش 

هاي پايدار  كشاورزي سازگار با محيط زيست و اكوسيستم

  ). Hua et al., 2020داشته باشد (

كه   است  شده  آنزيم   چهار مشخص  از  در گروه  مؤثر  هاي 

 ) نيتروژن   Nitrogen Assimilation-Relatedاسيميلاسيون 

Genes: NAGs  ،( ردوكتاز  نيترات )Nitrate Reductase: 

NR  ،( ردوكتاز  نيتريت)Nitrite Reductase: NIR ،(

(گلوتامين  و  )  Glutamine Synthetase: GS/GLNسينتتاز 

ترانسفراز  اگزوگلوتارات گلوتامين   Glutamine( آمينو 

Oxoglutarate Aminotransferase: GOGAT  كه  (

مي سينتاز  گلوتامات  ناميده  راندمان هم  تنظيم  در    شود، 

سلول  به  انتقال  از  پس  دارند.  نقش  نيتروژن  هاي  مصرف 

انتقال توسط  توسط  ريشه  نيترات  اختصاصي،  دهندگان 

پلاستيدهاي  ردوكتاز  نيترات در  و  شده  تبديل  نيتريت  به 

آنزيم   توسط  كمك  ردوكتاز  نيتريت ريشه  به  - ٦و 

ميف احياء  آمونيوم  به  سپس  رودوكسين  شود. 

و به كمك   ATP با تأمين انرژي حاصل ازسينتتاز  گلوتامين

كند كه در آمونيوم، اسيدگلوتاميك را به گلوتامين تبديل مي

سنتز اسيدهاي آمينه،  در بيو سينتاز  گلوتاماتنهايت بواسطه  

كار گرفته  هاي ثانويه بهتركيبات حاوي نيتروژن و متابوليت 

(مي   ).  et al.,2014; Thomsen  et al.,Wang 2014شود 

رسد شناخت اجزاي ژنتيكي دخيل در سازگاري  نظر ميبه

مي خاك  نيتروژن  پائين  سطوح  به  تحمل  نقش  و  تواند 

بهينهبرجسته در  داشته   سازياي  نيتروژن  مصرف  راندمان 

اهميت   همچنين   Codon Usage(  كدونيترجيحباشد. 

Bias: CUB  در استفاده درست و بهينه از الگوهاي متنوع (

مي ژنتيكي  كدوني  تراريختي  كارايي  و  ژن  بيان  بر  تواند 

). عوامل مختلفي نظير Yang et al., 2023aتأثيرگذار باشد (

) ژنتيكي  رانش  طبيعي،  انتخاب   Hershberg andجهش، 

Petrov, 2008; Plotkin and Kudla, 2011 محتواي و   (

GC   )Hu et al., 2007 نقش    كدوني ترجيح توانند در  ) مي

ژن  قطعاً  باشند.  فشار  داشته  تحت  بالا،  بيان  با  هايي 

كدون انتخاب، ترجيح مي  كه  دهند  كنند  انتخاب  را  هايي 

).  Johnson et al., 2023كارايي ترجمه را افزايش دهند ( 

م   ها افته ي   ن ي ا  كدون   دهد ي نشان  در    ي ح ي ترج   ي ها كه 

ب   يي ها ژن  م   ان ي با  استفاده  به   شوند ي بالا    ي فراوان   ل ي دل كه 

افزا رمز   ي ها tRNA  ي بالا  به  ترجمه    ش ي گشا،  سرعت 

م  مقابل، .  كنند ي كمك  ژن   ي ها كدون   در  در  با    يي ها نادر 

پ   ن ي پائ   ان ي ب  ( كرده   دا ي تجمع  از  ).  Xu et al., 2021اند 

دفاع   ك ي عنوان  به   اه ي گرو  اين  الگوي    ، ي سازوكار 

به   هاي كدون  را  سازگار   كند ي م   نه ي خود  به    ي بهتر   ي تا 

تنش  ( عوامل  باشد  داشته  اين  ).  Biswas et al., 2019زا 

كدون  انتخاب  اهميت  تنظيم  موضوع  را در  مترادف  هاي 

و   ترجمه  رونويسي،  كارايي  در  دخيل  سازوكارهاي 

  سازد.  ها روشن مي سازي بيان ژن بهينه 
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عملكرد   بر  سوء  اثرات  به  توجه  با  جهاني  گرمايش 

محصولات، تهديد جدي براي تأمين مواد غذايي متناسب  

افزايش جمعيت محسوب مي گياهان  با  كه  شود. هر چند 

آثار  به طور ذاتي مجهز به سازوكارهاي پايه براي مقابله با 

بهتنش دفاع  براي  راهكار  اين  اما  هستند،  كافي  زا  تنهايي 

نيست. اخيراً مشخص شده است كه گياهان قادرند با ذخيره  

تنش با  مواجهه  در  مولكولي  خفيف، اطلاعات  هاي 

ژن بياني  اپيفرايندهاي  سطوح  در  را  از  ها  بعد  ژنتيكي، 

اي تنظيم كنند تا بتوانند اي به گونهرونويسي و پسا ترجمه

هاي بعدي پاسخ دهند. اين پاسخ با قدرت بيشتري به تنش

هاي بعدي با به خاطر آوردن حافظه تنش،  ه تنشسازگاري ب

) پرايمينگ  بوسيله  شده  القاء  اكتسابي  -Primingتحمل 

Induced Acquired Stress Toleranceشود كه  ) ناميده مي

تنش به  مقاومت  القاء  در  آن  غيراثربخشي  در  هاي  زيستي 

).  Nair et al., 2022چندين گياه زراعي تأييد شده است (

داده نشان  قبلي  تنشمطالعات  كه  تأثير  اند  غيرزيستي  هاي 

مي برجاي  گياهان  در  نيترات  متابوليسم  بر  گذارند سوئي 

)Tang et al., 2013; Agnihotri et al., 2018; Cramer et 

al., 1986ژن بيان  بيش  بالعكس  و  اسيميلاسيون  )  هاي 

و  نيتروژن  مصرف  راندمان  بهبود  در  مثبتي  نقش  نيتروژن 

 Hoshidaوري گياه تحت شرايط تنش دارند (افزايش بهره

et al., 2000; Lee et al., 2013  .(  

ژن ميشناسايي  نيتروژن  اسيميلاسيون  كليدي  تواند  هاي 

هاي مولكولي پاسخ به  اطلاعات جامعي در خصوص جنبه

به كلزا  در  عوامل  اين  حال  اين  با  دهد.  ارائه  خوبي  تنش 

كه  اند  اند. از سوي ديگر مطالعات نشان دادهشناخته نشده

هاي هدف خود ها قادرند با تنظيم بيان ژنRNAبرخي ريز

هاي سازگاري گياه  در مرحله رونويسي يا پس از آن، پاسخ

 Nguyen etبه كمبود منابع نيتروژن خاك را كنترل نمايند (

al., 2015رو اين  از  با    ،).  است  نظر  در  مطالعه  اين  در 

) از  NAGهاي كليدي اسيميلاسيون نيتروژن (شناسايي ژن

شبكه واكاوي  برهمطريق  شناسايي  هاي  پروتئيني،  كنشي 

شبكهموتيف و  تنظيمي  برهمهاي  با  miRNAكنش  ي  ها 

اسيميلاسيون نيتروژن، به بينش جامعي در  مؤثر در  هاي  ژن

ها در بهبود وضعيت  خصوص سازوكارهاي تنظيمي اين ژن

ي راندمان مصرف نيتروژن در كلزا دست يافت. در مطالعه

 هايبا استفاده از شاخص  كدونيترجيحاخير عوامل مؤثر بر  

هاي اسيميلاسيون نيتروژن مورد بررسي قرار  مختلف در ژن 

تري از نقش عوامل ايجاد كننده  گرفت تا به اطلاعات كامل

ژن  كدونيترجيح اين  بيان  از  در  يافت. همچنين  دست  ها 

اي در خصوص اثر  جا كه تا پيش از اين آزمايش، مطالعه آن 

ژنپيش بياني  الگوي  بر  گرمايي  اسيميلاسيون  تيمار  هاي 

رو در اين مطالعه نيتروژن در كلزا انجام نشده بود، از اين

تروژن كه  هاي كليدي اسيميلاسيون نيالگوي بياني برخي ژن

الگوريتم اساس  محوريت  بر  شده،  اعمال  محاسباتي  هاي 

هاي اسيميلاسيون نيتروژن تأييد ژن  زيستيها در شبكه  آن 

پيش گياهان  در  بود،  گياهان  شده  و  گرمايي  شده  تيمار 

نقش پيش بتوان  تا  گرفت  قرار  ارزيابي  مورد  نشده  تيمار 

عنوان يك روش مديريت تنش در  تيمار گرمايي را بهپيش

 تغيير متابوليسم نيتروژن در گياه كلزا ارزيابي كرد.

  ها مواد و روش

هاي ضروري و  كنش پروتئيني و انتخاب گرهشبكه برهم

هاي  در اين پژوهش ابتدا فهرست كاملي از ژن هاي ژني:  خوشه 

كلزا   اطلاعاتي  پايگاه  اساس  بر  نيتروژن  اسيميلاسيون  در  مؤثر 

 )http://www.bnagadb.cn/annotation/pathway (    و بر مبناي

ژن  در تمام  كه  شده  شناخته  نيتروژن  اسيميلاسيون  هاي 

هاي محيطي مختلف در كلزا مطالعات قبلي در پاسخ به تنش

 ;Tang et al, 2019; Wang et al., 2021bبيان شده بودند (

He et al., 2021سپس فهرست ژني تهيه    .)، انتخاب شدند

افزار تحت  ها به نرمكنش پروتئينشده جهت بررسي برهم

آستانه String  )https://string-db.orgوب   شد.  وارد   (

(برهم پائين  اعتماد  ميزان  با  تا  ٠/ ١٥كنشي  شد  انتخاب   (

) و تعاملات در Edgesها (تري از يالامكان بررسي وسيع

كنشي  شبكه فراهم شود. براي نمايش گرافيكي شبكه برهم

) از  Protein-Protein Interaction: PPIپروتئيني   (

افزونه  ٣/ ١٠/ ٢(نسخه     Cytoscapeافزار نرم  شد.  استفاده   (

CytoHubba  برنامه زبان  نرمبا  در  جاوا  افزار  نويسي 

Cytoscape    گره  ١١از جايگاه  تعيين  براي  ها  روش 
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)Nodesرتبه و  آن)  ميبندي  استفاده  بهها  البته  دليل  كند. 

شبكه جامع  زيستيهاي  پيچيدگي  ارزيابي  جهت  و  و  تر 

ها براي شناسايي  تر، بهتر است از تلفيقي از اين روشدقيق

( گره كرد  استفاده  ضروري  از Chin et al., 2014هاي   .(

رتبهاين براي  مطالعه  اين  در  گرهرو  چهار  بندي  از  ها 

 Degree  ،DMNC  )Density of Maximumالگوريتم  

Neighborhood Component  ،(MCC  )Maximal 

Clique Centrality  و  (MNC  )Maximum 

Neighborhood Component  استفاده شد و بر مبناي هر (

اينكه    ٥الگوريتم،   به  توجه  با  شد.  انتخاب  گره ضروري 

ها مشترك بودند، ها در ارزيابي برخي الگوريتمبرخي گره

هاي  هاي تكراري حذف شدند و فهرست نهايي از گرهگره

) افزونه   ١٠ضروري  به  تا     CytoHubbaگره)  شد  وارد 

آن  زيرشبكه تعاملات  يك  در  همسايگان  ديگر  با  ها 

)Subnetwork .ترسيم شود (  

هاي هاي تنظيمي در ناحيه بالادست ژن شناسايي موتيف

هاي  براي شناسايي موتيفكليدي اسيميلاسيون نيتروژن:  

ژن  تنظيمي  تنظيمي  عناصر  عنوان  تحت  كه  كليدي  هاي 

 ) مي Cis-Regulatory Elements: CREسيس  شناخته  شوند،  ) 

نوكلئوتيدي   توالي  ناحيه بالادست ژن   ١/ ٥ابتدا  از  هاي  كيلوباز 

بخش   از  نيتروژن  اسيميلاسيون  سايت    BioMartكليدي 

Ensemble   )https://plants.ensembl.org (  .گرديد  استخراج 

موت شناسا   ياضاف  يهافيحذف    ي ها فيموت  ييو 

با استفاده     2022JASPARداده    گاه ي شده بر اساس پاشناخته

ابزار   مقاد  Tomtomاز    بيترتبه  E-valueو  Pآستانه    ر يبا 

-http://memeانجام شد (  ٠/ ٠٠٠١ز  و كمتر ا  ٠/ ٠١كمتر از  

suite.org/tools/tomtom.(    براي تعيين عملكرد بيولوژيكي

به آدرس   GoMoهاي شناخته شده از ابزار  احتمالي موتيف

http://meme-suite.org/tools/gomo  .استفاده شد 

برهم ژن miRNAكنش  شبكه  با  اسيميلاسيون  ها  هاي 

ژننيتروژن:   رونوشت  توالي  كل  اسيميلاسيون  ابتدا  هاي 

بخش   از    Ensembleسايت    BioMartنيتروژن 

)https://plants.ensembl.org از فهرستي  شدند.  بازيابي   (

miRNA  سايت از  نيز  كلزا  شده  شناخته    MirBaseهاي 

)https://www.mirbase.org  استخراج شد. براي شناسايي (

ژنكنشبرهم رونوشت  توالي  بين  احتمالي  هاي  هاي 

هاي شناسايي شده كلزا،  miRNAاسيميلاسيون نيتروژن و  

امتياز   هايفرضپيش با psRNATarget از سرور تحت وب

 دسترسي ناحيه هدف بهو    ٥)  Expectation(  مورد انتظار

miRNA   )Unpaired Energy: UPE  (kcal/mol  ٢٥  ،

ها  كنشاستفاده شد و در نهايت نمايش گرافيكي اين برهم

 .انجام شد  Cytoscapeافزاربا نرم

الگوي  گيري شاخص اندازه  ارزيابي  :  كدوني ترجيح هاي  براي 

هاي  كننده ژن ، ابتدا توالي كد كدوني ترجيح هاي الگوي  شاخص 

بخش   از  كلزا  در  نيتروژن  اسيميلاسيون  در    BioMartمؤثر 

به   ) Plant   Ensemble   )https://plants.ensembl.orgسايت 

هاي  دريافت شدند. براي محاسبه شاخص  FASTAفرمت  

بسته  كدونيترجيحالگوي   و    CoRdon  ،Stringiهاي  از 

Cubar  محيط شاخص    R  افزارنرم   در  از  شد.  استفاده 

RSCU  )Relative Synonymous Codon Usage براي  (

بين   از  خاص  كدون  از  استفاده  نسبي  احتمال  ارزيابي 

كنند، استفاده  آمينه را كد ميهاي مترادفي كه يك اسيدكدون

پذيري كدون  ). از شاخص انطباقSharp and Li, 1986شد (

)Codon Adaptation Index: CAI  ،(ميزان    ارزيابي  يبرا

اي از  هاي مترادفي كه عموماً در مجموعهاستفاده از كدون

بالا (نظير ژنژن با بيان  بههاي مرجع  ريبوزومي)  كار  هاي 

مي تعداد گرفته  ارزيابي  براي  همچنين  شد.  استفاده  شود، 

بهكدون از  طور مؤثر در يك ژن استفاده ميهايي كه  شود 

كدون مؤثر  تعداد   Effective Number of(  هاشاخص 

CCodon: EN ) شد  استفاده   (2019 et al.,Srivastava   .(

محتواي  علاوه اين،  در   GC(محتواي    3SGCو    GCبر 

موقعيت باز سوم كدون) تعيين شد. جهت ارزيابي عوامل  

، همبستگي و رگرسيون  كدوني ترجيحگيري  مؤثر بر شكل

شاخص محيط  كدونيترجيحهاي  بين  در    R  افزارنرم   نيز 

 محاسبه شد. 

هاي درگير  بر بيان برخي ژن   گرمايي   مار ي ت بررسي نقش پيش 

اين آزمايش در قالب طرح كاملاً  در اسيميلاسيون نيتروژن:  

) و سه تكرار با كشت  Cو    P  ،T  ،P+Tتصادفي با چهار تيمار ( 
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زده  هاي جوانه انجام شد. گياهچه   ٥٠بذرهاي كلزا هيبريد هايولا 

كيلوگرمي كه    ٢هاي  انتقال از سيني كشت، در گلدان از  پس  

شامل مخلوطي از خاك مزرعه و پيت ماس بود، كشت شدند.  

مرحله   تا  شرايط برگي    ٤- ٥گياهان  (   در  درجه    ٢٥دمايي 

و  سانتي  در روز  سانتي   ١٨گراد  نور  درجه  و  گراد در شب) 

گياهچه  سپس  كردند.  رشد  نظر  طبيعي  از  يكنواخت  هاي 

تنش  ،  P+Tرشدي براي اعمال تيمارها انتخاب شدند. در تيمار  

  ٣٧  تيمار گرمايي در دماي خفيف گرمايي تحت عنوان پيش 

سانت  شد   ٣مدت  به   گراد ي درجه  اعمال  سپس    ساعت  و 

دماي  گياهچه  به  سانت   ٢٥ها    ي (دوره   گراد ي درجه 

بازگردانده شدند. پس از گذشت    )  Recovery phase، ي اب ي باز 

ها تحت دومين  گياهچه   روز از قرار گرفتن در فاز بازيابي،   ٣

به  دماي   قه ي دق   ٣٠مدت  تنش  سانت   ٤٤  در  قرار    گراد ي درجه 

بدون اعمال تنش خفيف اول    ها اهچه ي گ ،  T  مار ي گرفتند. در ت 

تحت    قه ي دق   ٣٠مدت  به  تيمار گرمايي) فقط (بدون اعمال پيش 

فقط    ها اهچه ي گ   P  مار ي درجه قرار گرفتند. در ت   ٤٤  يي تنش گرما 

  ٣٧تحت تنش خفيف اول قرار گرفتند ( مدت سه ساعت  به 

  ٢٥پس از آن در فاز بازيابي يعني دماي    و   گراد) ي سانتي درجه 

سانتي  و  درجه  گرفتند  قرار  رو   گر ي د گراد  ها  آن   ي تنش دوم 

هيچ تنش گرمايي اعمال    ز ي ن )  C(   شاهد   مار ي اعمال نشد و در ت 

  ٢٥  ي در دما   مدت آزمايش در تمام طول    ها اهچه ي گ نشد و  

سانت  نمونه   گراد ي درجه  داشتند.  ر برداري  قرار  بافت    شه ي از 

.  انجام شد   تيمار   عمال ساعت بعد از ا   ٧٢و   ٤٨،  ٢٤،  ١  اهان ي گ 

لازم به ذكر است كه تيمارهاي آزمايش بر اساس مطالعات ليو  

 ) همكاران  تنش  Liu et al., 2018و  براي  دمايي  و شرايط   (

خفيف گرمايي اول و تنش برگشتي دوم بر اساس مطالعات  

( صداقت  همكاران  و  )  Sedaghatmehr et al., 2022مهر 

نمونه  زمان  هر  براي  شد.  تكرار  برداري،  طراحي    زيستي سه 

. پس از  انتخاب شد در هر گلدان)    اه ي معادل سه گلدان (سه گ 

كيت    RNAاستخراج   از  استفاده  با    RNAاستخراج  كل 

هاي  ، ارزيابي ) EX6101  كد دسترسي   ؛ ايران   ، شركت سيناكلون ( 

كمي و كيفي با استفاده از دستگاه نانودراپ و الكتروفورز ژل  

از عدم آلودگي   اطمينان  از    DNAآگارز و  انجام شد. سپس 

س   First Strand cDNA Synthesis  ت ي ك  ،  ناكلون ي (شركت 

با آغازگر    cDNAجهت سنتر  )  RT5201كد دسترسي    ؛ ايران 

استفاده شد. آغازگرهاي آزمايش با توجه به توالي  )  dtاليگو ( 

CDS   ردوكتاز  نيترات هاي  ژن )NR  ( ردوكتاز  نيتريت ) وNIR  (

  Primer questبا استفاده از بخش    NCBIموجود در سايت  

سايت   در  آدرس    IDTموجود    www.IDTdna.comبه 

كيفيت آغازگرهاي طراحي شده به   .) ١طراحي شدند (جدول  

با   پارامترها  ساير  و  هترودايمر  دايمر،  تشكيل  احتمال  لحاظ 

مورد  IDT موجود در سايت   OligoAnalyzerاستفاده از ابزار 

تكثير   از  اطمينان  جهت  همچنين  گرفت.  قرار  ارزيابي 

موجود در ابزار    Primer-BLASTاختصاصي آغازگرها از ابزار  

OligoAnalyzer    .براي انجام واكنش  استفاده شدqRT-PCR  

با كد دسترسي    Ampliqonسايبرگرين (   2Xاز مستر ميكس  

A325402  و  StepOnePlus Real-Time PCRدستگاه  ) 

System   )  شركتABI  ، شد.  )  آمريكا چرخه  استفاده 

سازي اوليه  شامل واسرشت   qRT-PCRواكنش    زماني / دمايي 

چرخه    ٤٠  و   گراد درجه سانتي   ٩٥دقيقه در دماي    ١٠مدت  به 

مدت  گراد به درجه سانتي   ٩٥سازي در دماي  شامل واسرشت 

ثانيه    ١٥مدت  گراد به درجه سانتي   ٦٠ثانيه، اتصال در دماي    ١٥

گراد  درجه سانتي  ٧٢ثانيه در دماي    ٢٠مدت  و گسترش به 

تكرار    ٢تكرار فني (  ٢انجام شد. براي هر تكرار زيستي،  

) در نظر گرفته شد. براي بررسي بيان نسبي  cDNAبراي هر  

مطالعهژن مورد  فرمول   هاي   CtΔΔ-2   )Livak and  از 

Schmittgen, 2001  استفاده شد. براي اين منظور از ژن اكتين (

به ١(جدول   نرمال )  براي  داخلي  كنترل  چرخه  عنوان  سازي 

ژن  اختصاصي  آستانه  تكثير  شد.  استفاده  مطالعه  مورد  هاي 

هاي مورد مطالعه و اطمينان از نبود دايمر با بررسي منحني  ژن 

تأييد شد. ميزان بيان هر كدام از    Real timeذوب در دستگاه  

ها در تيمارهاي ذكر شده نسبت به تيمار شاهد با استفاده از  ژن 

(    RESTافزار  نرم  شد  و  Pfaffl et al., 2002محاسبه   (

ژن  نسبي  بيان  شده  نمودارهاي  مطالعه  از  هاي  استفاده  با 

  ترسيم شدند. Excelافزار نرم 

 نتايج و بحث  

هاي  كنشي ژنهاي ضروري در شبكه برهمشناسايي گره

نيتروژن فهرست  :  اسيميلاسيون  كردن  وارد  از  پس 

ژنبرهم نيتروژنهاي  كنش  نرم  اسيميلاسيون  افزار  به 

Cytoscapeگره الگوريتم،  اساس  بر  ضروري  هاي  هاي 

افزونه   در  شده  كه   CytoHubbaمعرفي  شدند  شناسايي 

 ٢ها در جدول  بندي و خصوصيات عملكردي اين ژنرتبه
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نشان داده   ١كنشي آن در شكل  و گرافيك زيرشبكه برهم

برهم شدت  اساس  بر  است.  شده  كنششده  محاسبه  هاي 

الگوريتم محاسباتي  مطابق  هاي ژن ،  CytoHubbaهاي 

BnaA02g18610D    وBnaCnng60930D    كدكننده)

بهنيترات ژنردوكتاز)،  كليدي  نامزدهاي  هاي  عنوان 

) نيتروژن  مطالعات  NAGsاسيميلاسيون  شدند.  معرفي   (

بسته به نوع  ردوكتاز نيتراتقبلي نشان داد كه فعاليت آنزيم 

است  متفاوت  نيتروژن،  به  دسترسي  ميزان  و   ژنوتيپ 

)Huang et al., 2013(اي كه فعاليت اين آنزيم در  گونهبه   ؛

هاي كلزا با كارايي بالاي  شرايط كمبود نيتروژن، در ژنوتيپ 

هايي با كارايي پائين نيتروژن، نيتروژن در مقايسه با ژنوتيپ 

هايي با  ژنوتيپ رو  از اين  ؛)Zou et al., 2022بالاتر است (

كارايي نيتروژن بالا، قدرت بيشتري در اسيميلاسيون نيترات  

فعال غير  نيز  برنج  در  كاهش    OsNR2سازي ژن  دارند.  با 

(پنجه است  بوده  همراه  دانه  عملكرد  و   ,.Gao et alزني 

يكي از  ردوكتاز  نيتراترسد ژن  نظر مي). از اين رو به 2019

هاي كليدي در تنظيم راندمان مصرف نيتروژن باشد.  مؤلفه

كدكننده   BnaA07g04150D  ژن  بر اساس نتايج اين تحقيق،

نيتريت  يكي  آنزيم  ژن ردوكتاز،  از  در  ديگر  محوري  هاي 

). تحت شرايط  ٢متابوليسم نيتروژن شناخته شد (جدول  

ريشه  در  ژن  اين  بيان  ميزان  نيتروژن،  كلزا  كمبود  هاي 

)  Wang et al., 2021bافزايش يافت ( توجهي  قابل ميزان  به 

در   نيتروژن  از  استفاده  كارايي  در  ژن  اين  عملكرد  كه 

را نشان مي  نيتروژن  محدود  ديگر  شرايط  از سوي  دهد. 

) و  OsNiR1در برنج، همبستگي مثبتي بين بيان اين ژن ( 

 ).  Yu et al., 2021رشد گياه مشاهده شده است ( 

 
  آغازگرهاي مورد استفاده   فهرست  -١جدول 

Table 1. The list of used primers 
باز)طول قطعه تكثير شده (جفت   

Amplicon length (bp)  
گراد) دماي اتصال (سانتي  

Annealing Temp (˚C) 
 توالي آغازگر 

Primer sequence (5ˊ-3ˊ) 

 نام ژن
Gene name 

107 60 F: TCTGGTGATGGTGTGTCTC 
R: ATCAGGGAATCAGTGAGGTC 

نياكت  
Actin  

81 60 F: GAAAGGTGTTCGTGTTACGG 
R: CTCTCTCTAGGCACAGCAC 

ردوكتاز  تي ترين  

Nitrite reductase (NIR)  

113 60 F: GTTCTGGTGCTGGTGTTTC 
R: GTTTATCAGGCTGGGTGTTG 

ردوكتاز تراتين  

Nitrate reductase (NR) 
 

 
:  نارنجيشناخته شده (  گانيها با همساكنش آنو برهماسيميلاسيون نيتروژن  كليدي يهااز ژن ايزيرشبكه شينما -١شكل 

  ) ٨٠٨: الي، تعداد ٥٨:. (تعداد گره )هاشناخته شده آن گاني: همساسبز، كليدي يهاژن
 Figure 1. Subnetwork of hub genes involved in nitrogen assimilation and their interactions with identified 

neighbors (Orange color: Hub genes, Green color: their identified neighbors (No. of nodes:58, No. of edge:808)  
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ژن   و   BnaA03g54190Dهاي  محصولات 

BnaA04g21470D     چرخه در  كه    GS/GOGATنيز 

آلي به  سينتاز) در تبديل نيتروژن غير (گلوتامين سينتاز/گلوتامات 

كنش با ديگر  نيتروژن آلي نقش دارند، با توجه به شدت برهم 

به  نيتروژن  همسايگان،  متابوليسم  در  كليدي  نامزدهاي  عنوان 

(جدول   گلوتامين ٢شناخته شدند  به ).  عنوان يك جزء  سينتاز 

 Bernardكليدي راندمان مصرف نيتروژن شناخته شده است ( 

and Habash, 2009  همچنين مشخص شده است كه بيش .(

گندم اثر مثبتي در    و   سينتاز در ذرت، برنج هاي گلوتامين بيان ژن 

محصول    ). Li et al., 2020اند ( راندمان مصرف نيتروژن داشته 

عنوان  سينتاز به از اعضاي خانواده گلوتامين   BnaA2.Gln1;4  ژن 

كارايي   بهبود  در  انتخابي  نامزدهاي  از  كلزا  يكي  در  نيتروژن 

معرفي شده است كه سطح بيان و فعاليت آن در شرايط كمبود  

). مشاهده  Zhou et al., 2022يابد ( نيتروژن به شدت افزايش مي 

آنزيم   فعاليت  نيتروژن،  كمبود  شرايط  در  كه  است  شده 

هايي با كارايي بالاتر نيتروژن نسبت  سينتاز در ژرپلاسم گلوتامين 

 Yuباشد ( تر نيتروژن، بيشتر مي هايي با كارايي پائين به ژرپلاسم 

et al., 2014  اين يافته اهميت اين آنزيم در تقويت راندمان .(

  كند.  مصرف نيتروژن را تأييد مي 

ژن  محصولات  ،  BnaA06g23950Dهاي  همچنين 

BnaC03g49300D  ،BnaA06g20540D    وBnaCnng72260D  

رتبه  بررسي  در  گره كه  به بندي  شبكه  نامزدهاي  هاي  عنوان 

هاي مركزي در شبكه برهم كنش پروتئيني شناخته  ديگري از ژن 

(جدول   آسپاراژين ٢شدند  آنزيم   ،( )  Asparagineسينتتاز 

synthetase: AS كنند كه واكنش تبديل آسپارتات به  ) را كد مي

به   آن  تبديل  از گلوتامين و  آميد  انتقال گروه  با  آسپاراژين را 

). مطالعات قبلي  Liu et al., 2022aكنند ( گلوتامات كاتاليز مي 

+  تجمع ، منجر به  ASN2نشان داده است كه جهش در ژن  
4NH  

در گياه آرابيدوپسيس شده و آثار سمي آن رشد و نمو گياه را  

). همچنين  Gaufichon et al., 2013ثير قرار داده است ( أ تحت ت 

در برنج با كاهش فرايندهاي نموي اين   osasn1جهش در ژن 

). علاوه بر اهميت اين  Lee et al., 2020گياه همراه بوده است ( 

بيان  القاء  نيتروژن،  اسيميلاسيون  و  متابوليسم  در  ژن    آنزيم 

ASN2    ) در پاسخ به تنش شوري و سرماWong et al., 2004  ،(

پاسخ  در  را  آنزيم  اين  تنش نقش  به  گياه  هاي  هاي سازگاري 

  سازد. روشن مي   زيستي غير 

نامزدهاي    BnaA01g33880Dمحصول ژن   نيز يكي ديگر از 

مؤثر در متابوليسم نيتروژن شناخته   ي كنش كليدي در شبكه برهم 

(جدول   است  آنزيم  ٢شده  كردن  كد  با  كه   (

( گلوتامات   :NADH-glutamate dehydrogenaseدهيدروژناز 

GDH ،(    اضافي مقادير  است  +قادر 
4NH     در  درون را  سلولي 

ساختار   به  آن  كردن  وارد  با  و  - ٢ميتوكندري  اگزوگلوتارات 

تبديل به گلوتامات تعديل كند. انتقال اين ژن به گياه برنج، با  

افزايش اسيميلاسيون آمونيوم، اثرات بازدارندگي رشد ناشي از  

سميّت آمونيوم را كاهش داد و تحمل به خشكي را در اين گياه  

 ) كرد  هم Yan et al., 2021تقويت  اثرات  همچنين   افزايي ). 

تأييد شد   آنزيم  اين  تقويت فعاليت  در  نيتروژن با سايتوكنين 

 )Marchi et al., 2013  .(  

هاي مؤثر  كنشي ژن دست آمده از درجه برهم بر اساس نتايج به 

هاي ضروري در اين  در اسيميلاسيون نيتروژن و شناسايي گره 

ژن  اهميت  و  تعاملات،  نيتروژن  متابوليسم  در  ضروري  هاي 

مطالعه   همچنين  شد.  تأييد  نيتروژن  مصرف  راندمان  تقويت 

ژن  اين  در  عملكردي  مؤثر  اجزاي  از  برخي  اهميت  ها، 

نيتروژن را در تحمل به تنش  و    يستي هاي غيرز اسيميلاسيون 

هاي هورموني تأييد كرد. بدين ترتيب اين  رسان ارتباط با پيام 

مي ژن  ضروري  به هاي  زيستي  توانند  نشانگرهاي  عنوان 

 )Biomarkers  احتمالي در انتقال ژن و بهبود وضعيت رشدي (

  و عملكردي كلزا مورد توجه قرار گيرند.  

رونويسي بالادست    عوامل هاي تنظيمي و  شناسايي موتيف 

جا كه  از آن :  هاي كليدي مؤثر در اسيميلاسيون نيتروژن ژن 

هاي موجود  طور همزمان تعداد زيادي از ژن رونويسي به   عوامل 

توانند  مي   رو از اين كنند،  در يك مسير بيوشيميايي را تنظيم مي 

بهبود  به  براي  ژنتيك  مهندسي  در  كليدي  ابزار  يك  عنوان 

فيزيولوژيكي و عملكردي گياهان مطرح  - خصوصيات مورفو 

 ) مطالعه  Ueda and Yanagisawa, 2018باشند  در  حاضر  ). 

هاي  رونويسي متصل به اين توالي   عوامل و    CREهاي  موتيف 

ژن  بالادست  ناحيه  در  كليدي تنظيمي  اسيميلاسيون    هاي 

آن  نيتروژن  عملكرد  و  مشخصات  كه  شدند  در  ها  شناسايي 
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هاي  نمايش داده شده است. بر اساس تنوع موتيف   ٣جدول  

CRE   مي شده،  تنظيمي  شناسايي  شبكه  كه  دريافت  توان 

نقش  اسيميلاسيون نيتروژن  هاي  اي در كنترل بيان ژن گسترده 

به  CREدارند. در اين مطالعه تعدادي از   اعضاي  هاي مرتبط 

،  Dof    )DNA with one finger  ،(MYBها و عوامل خانواده 

WRKY انگشت جعبه  C2H2روي  ،   ،MADS    وAT-hook  

رونويسي    عوامل ). در مطالعات قبلي  ٣شناسايي شدند (جدول  

خانواده   اعضاي    NACو  bZIP  ،MYB  ، MADS-boxاز 

 Armijoدهنده به نيترات شناخته شدند ( پاسخ   عوامل عنوان  به 

and Gutí errez, 2017  عناصر نقش  همچنين   .(MYB    در

 ,.Lea et alنيتروژن تأييد شد (  تنظيم تحمل گياه به تنش كمبود 

ديگري 2007 مطالعه  در  ژن   ).    BnaC4.MYB2  محصول 

دهنده به تيمارهاي آمونيوم و نيترات در كلزا  پاسخ   عامل عنوان  به 

). از سوي ديگر مشخص شد  Zhou et al., 2022شناخته شد ( 

ژن  بيان  انگشت   عامل وسيله  ه ب    OsNR1.2كه  روي  رونويسي 

C2H2   مي در  فعال  را  كننده  تنظيم  اين  مثبت  نقش  كه  شود 

). مطالعات  Han et al., 2022اسيميلاسيون نيتروژن تأييد كرد ( 

دهد عملكرد عناصر تنظيمي در گياهاني نظير  جديد نشان مي 

گندم، ذرت و برنج در بهبود راندمان مصرف نيتروژن قابل توجه  

اين   از  معدودي  تعداد  عملكرد  فقط  و  است    عوامل نبوده 

نظير   مصرف    NACو    Dof1رونويسي  راندمان  تقويت  در 

 ). Li et al., 2020نيتروژن مؤثر بوده است ( 

رونويسي بر تقويت راندمان    عوامل اولين مثال از مهندسي ژنتيك  

مصرف نيتروژن و بهبود خصوصيات رشدي آرابيدوپسيس در  

ژن   انتقال  با  نيز  نيتروژن  كمبود  صورت    Dof1شرايط  ذرت 

 ) متعددي  Yanagisawa et al., 2004گرفت  مطالعات  در   .(

در تنظيم متابوليسم نيتروژن و    Dofرونويسي    عوامل عملكرد  

بهبود شاخص راندمان مصرف نيتروژن در گياهان مختلف تأييد  

 Rueda‐López et al., 2008; Kumar et al., 2009; Peñaشد ( 

et al., 2017; Hasnain et al., 2020 (.    هاي  ي ژن پيشبر بررسي

BnaNLA1   كننده مثبت نقش مهمي در  عنوان يك تنظيم كه به

 Peng(  هاي سازگاري به محدوديت نيتروژن در كلزا دارد پاسخ 

et al., 2007 هاي اتصال  )، نشان داد كه اين نواحي غني از جايگاه

باشند كه با توجه  مي   MYB  عوامل و    Dof  ،W-boxهاي  پروتئين 

كننده  عنوان تنظيم به   عنصر ، اين  Dofهاي اتصال  به كثرت جايگاه 

در كلزا معرفي شد    BnaNLA1هاي خانواده  اصلي رونويسي ژن 

 )Zhang et al., 2018  .(  

  

    DMNCو    Degree  ،MCC  ،MNC  هاي الگوريتم   از   با استفاده   شناسايي شده اسيميلاسيون نيتروژن    كليدي   ي ها ژن   ي بند رتبه   - ٢جدول  

Table 2. Ranking of identified hub genes involved in nitrogen assimilation using Degree, MCC, MNC and DMNC 
algorithms  

  رتبه
Rank 

  شناسه ژن
Gene ID 

  بنديالگوريتم رتبه 
Ranking Method 

  عملكرد 
Gene Description 

1  BnaA04g21470D  Degree, MCC, MNC  
GOGATs/GLUs/GLTs  

  چرخه گلوتامين سينتاز/گلوتامات سينتاز

1  BnaA06g23950D  DMNC, MCC  آسپاراژين سينتتاز  
AS  

1  BnaC03g49300D  DMNC, MCC   آسپاراژين سينتتاز  
AS  

1  BnaA06g20540D  DMNC, MCC  آسپاراژين سينتتاز  
AS  

1  BnaCnng72260D  DMNC, MCC   آسپاراژين سينتتاز  
AS  

2  BnaA03g54190D  Degree, MNC  چرخه گلوتامين سينتاز/گلوتامات سينتاز  
GOGATs/GLUs/GLTs  

2  BnaA02g18610D  Degree, MNC  نيترات ردوكتاز 
NR  

2  BnaCnng60930D  Degree, MNC نيترات ردوكتاز 
NR  

5  BnaA07g04150D  Degree, MNC  ردوكتاز  يتنيتر 
NIR  

5 BnaA01g33880D DMNC  گلوتامات دهيدروژناز 
GDH  
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بررسي  حاضر   پژوهش در   در  ژن   پيشبر ،  مؤثر  كليدي  هاي 

از   تنوعي  نيتروژن،  مختلف  CREاسيميلاسيون  هاي 

 )MA1267.1  ،MA1274.1 ،MA1278.1  ،  MA1281.1  ،

MA1268.1  ،MA1279.1    وMA1277.1 ترتيب محل  ) كه به

نظير  عوامل اتصال    Dof 5.8  ،Dof 3.6  ،Dof 3.4  ،Dofي 

5.1 ،CDF 5   ،Dof 1.5    وDof 1.7   باشند را نشان داد كه  مي

نشان داده شده است. اين    ٣ها در جدول  جزئيات برخي از آن 

را در تنظيم بيان  Dof رونويسي    عوامل ها نقش محوري  يافته 

و بهبود راندمان مصرف نيتروژن  اسيميلاسيون نيتروژن  هاي  ژن 

 تأييد كرد. 

برهم ژنmiRNAكنشي  شبكه  با  مؤثر  هاي  ها 

نيتروژن در مهندسي  بهره:  اسيميلاسيون  ابزاهاي  از  گيري 

هاي مؤثر در متابوليسم  ژنتيك نظير دستكاري تنظيم بيان ژن

ضروري براي افزايش راندمان   نيتروژن يكي از راهكارهاي

مي كلزا  در  نيتروژن  (مصرف  ).  Hua et al., 2020باشد 

miRNAهاي هدف را پس از رونويسي يا در  ها كه بيان ژن

توانند اهداف خوبي براي  كنند، ميسطح ترجمه تنظيم مي

باشند  گياهان  عملكردي  و  زراعي  صفات  تقويت 

)Moayedinezhad et al., 2019; Rani et al., 2023; 

Joudaki et al., 2024   ٣٤). در مطالعه كنوني در مجموع  

نيتروژن  ژن   ژنبهاسيميلاسيون  هدف  عنوان  هاي 

miRNA  خانواده    ٢٦هاي مورد مطالعه شناسايي شد كه با

miRNA    بر مشتمل  داشتند   ٦٠كه  تعامل  بودند،  عضو 

خانواده٢(شكل   از  متنوعي  طيف  كه  ترتيب  بدين  هاي  ). 

miRNA    نظيرmiR156  ،miR161  ،miR164،miR166   ،

miR167  ،miR168  ،miR169  ،miR171،miR172   ،

miR390  ،miR395  ،miR396  ،miR397  ،miR399  ،

miR403  ،miR6028  ،miR6029  ،miR6031  ،miR6032  ،

miR6033  ،miR6034  ،miR6035  ،miR6036  ،miR824  ،

miR1140    وmiR2111  برهم ژندر  با  هاي  كنش 

بيني  شناسايي شدند كه بر اساس پيشاسيميلاسيون نيتروژن  

اعضاي  mRNA-miRNAهاي  كنشبرهم  ،

،  miR156 (a,d,e,f)   ،miR6028  ،miR6034خانواده

miR6035    وmiR395 (a,b,c)  هاي  بيشترين تعامل را با ژن

نشان دادند. همچنين بر اساس نتايج  اسيميلاسيون نيتروژن  

آمده،  هب با  (برهم  BnaC03g15030Dدست    ١٧كنش 

miRNA  ،(BnaC03g23220D  برهم)  با  ١٣كنش 

miRNA،(BnaA03g12250D   برهم)  با   ١٤كنش 

miRNA  ،(BnaC02g46350D  برهم)  با  ١٤كنش 

miRNA  ،(BnaCnng10340D  برهم)  با  ١٢كنش 

miRNA  و  (BnaC08g26580D  برهم)  با   ١٠كنش 

miRNAژن از  همگي  كه  با  )  مرتبط  چرخه  هاي 

بودند، بيشترين تعاملات را  سينتاز  گلوتامات/نتازيسنيگلوتام 

از   انواع مختلفي  كنشي نشان ها در شبكه برهمmiRNAبا 

در كنترل   miRNAدادند كه نشان از نقش عناصر تنظيمي  

ژن اين  ميبيان  ترجمه  يا  رونويسي  از  پس  در ها  باشد. 

 miR157ها نظيرmiRNAمطالعات پيشين نيز نقش برخي  

  ،miR160  ،miR164  ،miR169    وmiR171    در تنظيم بيان

كلزا  ژن در  نيتروژن  كمبود  با  هاي هدف جهت سازگاري 

به گرفت.  قرار  بررسي  كه مورد  شد  مشخص  مثال  عنوان 

بيان اعضاي خانواده   در ريشه با افزايش    miR169كاهش 

هاي مؤثر در انتقال نيترات در شرايط كمبود نيتروژن  بيان ژن

) است  بوده  عليHua et al., 2020همراه  كه  اين  رغم). 

ژن بيان  تنظيم  خصوص  در  كافي  هاي  اطلاعات 

ها در  RNAكنش با ريزاز طريق برهماسيميلاسيون نيتروژن  

يافته اما  نيست،  حاضر هاي  دست  بستر  مي  پژوهش  تواند 

هاي  مناسبي را براي مطالعه بيان اين عناصر تنظيمي و ژن

  هدفشان در مقابله با شرايط محيطي ايجاد كند.  

  كدوني ترجيح  يالگو  مطالعه:  كدونيترجيحبررسي الگوي  

گياهان   ژنوم  تكاملي  سازوكارهاي  و  عملكرد  درك  براي 

) است  مطالعه    .)Yang et al., 2023bضروري  اين  در 

شاخص اسيميلاسيون  ژن  كدونيترجيحهاي  محاسبه  هاي 

 ٤كننده در جدول  هاي كدژن) بر روي توالي  ٥٨نيتروژن (

نشان داده شده است. همچنين جهت شناسايي عوامل مؤثر  

هاي مذكور  ، مقادير همبستگي بين شاخصكدونيترجيحبر  

در مطالعه   GC  حتواينشان داده شده است. م  ٥در جدول  

  ٥٣/٠بين    3SGC و مقادير  ٠/ ٣٩-٠/ ٥١مذكور در محدوده  

نتايج٤(جدول    ثبت شده است   ٠/ ٣-   3SGC(  نمودار  ). از 
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GC-  (طبيعي انتخابجهش و    ري تأث  درجه  زانيبرآورد م  ي برا

). Sueoka, 1988(  شودمياستفاده    كدونيترجيحالگوي  بر  

گيري الگوي  از اين رو جهت شناسايي عوامل مؤثر بر شكل

بين  كدونيترجيح رگرسيون  منحني   ،GC    محور)Y  و  (

3SGC    محور)X  شكل) گرفت  قرار  بررسي  مورد   (A٣( .  

با   يتوجهطور قابلبه  GCاگر  مطالعات نشان داده است كه 

3SGC  ش  يهمبستگ و  باشد    ون يرگرس  يمنحن  ب يداشته 

اصل  ١  يمساو   اي  كينزد عامل  جهش  بر    يباشد،  مؤثر 

 بي است. برعكس، اگر ش كدونيترجيحگيري الگوي شكل

اصل طبيعي  انتخابباشد،    صفر  يمساو   ا ي  كينزد   ي عامل 

بر   الگوي  شكلمؤثر   Huo et(  است   كدونيترجيحگيري 

al., 2021( .  معني مثبت  همبستگي  مطالعه  اين  داري  در 

با اين  ٥مشاهده شد (جدول    3SGCو    GC) بين  ٠/ ٧٤(  .(

شيب  مقدار  كه  A٣(شكل    ) ٠/ ٣٥(  خطحال  داد  نشان   (

الگوهاي استفاده از كدون طبيعي  انتخاب در درجه اول بر 

تاثير ميدر ژن گذارد، در حالي  هاي اسيميلاسيون نيتروژن 

  هاي پايه نقش ثانويه دارند. كه احتمالاً جهش

  

  هاي كليدي اسيميلاسيون نيتروژن ي ژنپيشبررونويسي شناسايي شده در ناحيه  عواملو   CREعناصر تنظيمي   -٣ جدول
Table 3. Cis-regulatory elements (CREs) sequences and their transcriptional factor identified in promoter regoins 

of hub genes involved in nitrogen assimilation  
 موتيف
Motif 

 نشان توالي 
Logo 

 فاكتور رونويسي
TF 

 عملكرد 
Function 

MA1267.1 
 
 

MA1274.1 
 

 

 

Dof5.8 
 
 

Dof3.6 
 

 عملكرد مولكولي فعاليت فاكتور رونويسي
MF transcription factor activity 
 فرايند بيولوژيكي تنظيم رونويسي 
BP regulation of transcription 

 اجزاي سلولي هسته و غشاي پلاسمايي
CC nucleus and plasma membrane 

MA0933.1 

 

AHL20 
(A.T hook factors) 

 عملكرد مولكولي فعاليت فاكتور رونويسي
MF transcription factor activity 
 اجزاي سلولي سيستم غشاي داخلي 

CC endomembrane system 
 فرايند بيولوژيكي تنظيم رونويسي 
BP regulation of transcription 

MA1204.1 

 

AGL13 
(MADS box factors) 

 عملكرد مولكولي فعاليت فاكتور رونويسي
MF transcription factor activity 

MA1094.2 
 

 

WRKY8 
(GCM domain 

factors) 

 عملكرد مولكولي فعاليت فاكتور رونويسي

MF transcription factor activity 

MA1158.1 
 

MGP 
(C2H2 zinc finger 

factors) 

 اجزاي سلولي غشاي پلاسمايي
CC plasma membrane 

عملكرد مولكولي فعاليت سرين/ترئونين 

 كينازي
MF protein serine/threonine kinase 

activity 

MA1184.1 
 

 

RVE1 
(Myb-related) 

 عملكرد مولكولي فعاليت فاكتور رونويسي
MF transcription factor activity 
 فرايند بيولوژيكي تنظيم رونويسي 
BP regulation of transcription 

 اجزاي سلولي سيستم غشاي داخلي 
CC endomembrane system 
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ها، شش  miRNAهاي سبز  (دايره اسيميلاسيون نيتروژن  هاي  هاي شناسايي شده با ژن miRNAكنش بين  شبكه برهم   - ٢شكل  

  دهند). هاي هدف را نشان مي ها با ژن miRNAكنش  ها برهم و پيكان  اسيميلاسيون نيتروژن  هاي هاي نارنجي ژن ضلعي 
Figure 2. The interaction network between the identified miRNAs and genes involved in nitrogen assimilation 

(Green circles represent miRNAs, orange hexagons represent genes involved in nitrogen assimilation, and 
arrows indicate the interaction of miRNAs with target genes). 

 

مقدار حداقل  كه  است  شده   ٢٠يعني   CEN مشخص 

دهنده ترجيح شديد در استفاده از فقط از يك كدون نشان

حالي در  است،  مقدارمترادف  حداكثر   ٦١يعني   CEN كه 

هاي مترادف براي  دهنده استفاده مساوي از همه كدوننشان

كدون   اسيدآمينههر   از  استفاده  در  ترجيحي  هيچ  و  است 

).  Li et al., 2019; Shen et al., 2020خاصي وجود ندارد (

طور ميانگين براي  در مطالعه كنوني محدوده اين شاخص به

بين  ژن مطالعه  مورد  كه  ٤بود (جدول    ٤٨/ ٤- ٥٥/ ٧هاي   (

ژن  در  كدوني  خاص  ترجيحات  مطالعه بيانگر  مورد  هاي 

) بين صفر CAIپذيري كدون (است. مقادير شاخص انطباق

اين  تا يك متغير است. مشخص شده است كه مقدار بالاتر

سازگاري  نشان شاخص و  بالاتر  نسبي  بيان  سطح  دهنده 

تنش به  است بيشتر  محيطي   ;Sharp and Li 1987( هاي 

Nath Choudhury et al., 2017 محدوده اين شاخص در .(

قرار داشت (جدول   ٠/ ٧٣- ٠/ ٨٥هاي مورد مطالعه ما بين  ژن

ژن٤ اهميت  بيانگر  كه  در )  نيتروژن  اسيميلاسيون  هاي 

 هاي محيطي است.  سازگاري به تنش

 ) بين مقادير - ١مشخص شده است كه همبستگي بالا (به سمت  

CAI    و   ENc نقش  نشان گيري  در شكل طبيعي  انتخاب دهنده 

  تحقيق حاضر )، نتايج  Chen et al., 2014است (   كدوني ترجيح 

، شكل  ٥داري (جدول  نيز نشان داد كه همبستگي منفي و معني 

Bبين دو شاخص وجود دارد. از سوي ديگر همبستگي منفي  ٣ (

(جدول    CAIو   GC) و  C٣، شكل  ٥(جدول     CAIو   3SGCبين  

در موقعيت سوم    GCهايي كه درصد  ) نشان داد ژن D٣، شكل  ٥

( كدون  است  بالا  درصد  3SGCشان  يا   (GC    ،دارند بالاتري 

  )كمتري دارند. CAIپذيري كدون ( شاخص انطباق 

شاخص   ارزيابي  اساس  اين  RSCUبر  بالاي  مقادير   ،

گيري مثبت استفاده از كدون خاص  شاخص نشان از جهت 

ژن  ).Sharp et al., 1993(  دارد خصوص  هاي  در 

حداكثر ما،  مطالعه  مورد  نيتروژن     RSCUاسيميلاسيون 

بود كه اسيدآمينه آرژنين را كد   CGTبراي كدون    ٢معادل  

مقادير  مي اساس  بر  همچنين  آمده،    دست به  RSCUكند. 

اسيد كدون  براي  لوسين،  آمينه  كدون CTTهاي  پرولين،   ،

CCT  والين، كدون  ،GTT  آلانين، كدون ،GCT    ،و سرين
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هاي مترادفشان ترجيح  در مقايسه با ساير كدون  TCTكدون  

 ).٦داده شدند (جدول 

نتايج  هاي اسيميلاسيون نيتروژن:  الگوي بيان برخي از ژن

(كه در آن گياهان T ردوكتاز در تيمار بيان نسبي ژن نيترات

تيمار گرمايي اوليه، فقط تحت تنش گرمايي قرار  بدون پيش

ساعت    ٢٤هاي يك و  گرفته بودند)، نشان داد كه در زمان

توجهي  طور قابلپس از اعمال تيمار، ميزان بيان اين ژن به

(به يافت  ژن -٣٤/ ٩و    -١٣/ ٥ترتيب  كاهش  بيان  ). سطح 

تيمار گرمايي در زمان  ردوكتاز هم تحت تيمار پيشنيتريت 

معني  ٧٢برداري  نمونه كاهش  داد  ساعت  نشان  را  داري 

اند كه بيان دو  ). مطالعات قبلي نشان داده٤) (شكل  -٣/ ٦(

نيترات نيتريت ژن  و  قابلردوكتاز  ميزان  به  توجهي  ردوكتاز 

مي تنظيم  ترجمه  و  رونويسي  سطح  بهدر  و  شدت  شوند 

مي قرار  محيطي  عوامل  تأثير  (گيتحت   Meyer andرند 

Stitt, 2001هاي مؤثر  اي كه به بررسي بيان ژن). در مطالعه

در   نيتروژن  اسيميلاسيون  و  انتقال  جذب،   Brassicaدر 

juncea L.  تنش پرداخته شد،  تحت  محيطي مختلف  هاي 

نيترات ژن  دو  نيتريت بيان  و  تنش  ردوكتاز  تحت  ردوكتاز 

تر هم ). پيش Goel and Singh, 2015گرمايي كاهش يافت (

آنزيمگزارش فعاليت  كاهش  بر  مبني  و  هايي  نيترات  هاي 

ردوكتاز تحت تنش گرمايي و شوري منتشر شده بود  نيتريت 

)Kolbert et al., 2010; Klimenko et al., 2006( در  .

مطالعه حاضر نيز بيان اين دو ژن تحت شرايط دمايي بالا  

نش حرارتي بر  ها حاكي از اثر سوء تكاهش يافت. اين يافته

هاي اسيميلاسيون نيتروژن و در نتيجه  كاهش رونويسي ژن

   .باشدكاهش راندمان مصرف نيتروژن در گياه كلزا مي
  

 اسيميلاسيون نيتروژن هاي براي ژن كدونيترجيحهاي ميانگين شاخص -٤جدول 

Table 4. The average of codon usage bias indices for genes involved in nitrogen assimilation  
 شناسه ژن

Gene ID 
CAI GC GC3s ENC 

 شناسه ژن

Gene ID 
CAI GC GC3s ENC 

BnaA06g20540D 0.76 0.47 0.46 53.4 BnaC02g23000D 0.74 0.46 0.47 54.8 
BnaA09g43860D 0.77 0.43 0.33 51.6 BnaA09g08530D 0.76 0.49 0.47 52.8 
BnaC03g49300D 0.79 0.44 0.37 51.9 BnaA07g09480D 0.78 0.43 0.37 51.9 
BnaC02g01610D 0.79 0.48 0.44 50.3 BnaA10g16660D 0.79 0.47 0.43 51.6 
BnaC02g02140D 0.75 0.44 0.36 55.1 BnaC03g23220D 0.75 0.45 0.37 53.9 
BnaA01g33880D 0.80 0.45 0.39 50.5 BnaA09g27970D 0.78 0.43 0.4 52.8 
BnaA02g12430D 0.82 0.47 0.39 48.9 BnaC09g41340D 0.74 0.50 0.46 54.3 
BnaA06g23950D 0.79 0.44 0.38 52.6 BnaAnng13720D 0.79 0.48 0.44 51 
BnaA04g21470D 0.73 0.48 0.37 54.1 BnaCnng57900D 0.77 0.51 0.51 49.4 
BnaA09g03140D 0.80 0.47 0.48 48.4 BnaC06g02010D 0.75 0.46 0.41 54.9 
BnaA03g01800D 0.76 0.42 0.33 52.5 BnaC09g47860D 0.76 0.51 0.53 50.7 
BnaC01g38830D 0.76 0.44 0.35 51.2 BnaA04g27110D 0.75 0.43 0.49 53.2 
BnaC04g47520D 0.75 0.46 0.38 54.5 BnaCnng72260D 0.77 0.47 0.48 53.7 
BnaC01g38820D 0.76 0.41 0.35 52.5 BnaC02g46350D 0.85 0.39 0.31 50.9 
BnaC03g15020D 0.78 0.47 0.44 51.8 BnaCnng60930D 0.74 0.47 0.48 55.7 
BnaA06g36040D 0.76 0.42 0.30 51.7 BnaC05g47630D 0.79 0.44 0.4 52.3 
BnaA03g54190D 0.73 0.48 0.44 55.2 BnaA05g37230D 0.77 0.44 0.39 53.5 
BnaA03g19380D 0.76 0.45 0.34 53.7 BnaC05g47670D 0.78 0.44 0.35 51 
BnaC02g06690D 0.77 0.49 0.42 51.5 BnaAnng16110D 0.80 0.44 0.46 52.2 
BnaC01g28730D 0.81 0.41 0.35 52.4 BnaCnng23850D 0.82 0.47 0.4 49 
BnaA02g18610D 0.75 0.45 0.47 54.7 BnaA03g12250D 0.77 0.48 0.45 52.8 
BnaA09g35250D 0.81 0.41 0.34 50.1 BnaCnng10340D 0.77 0.45 0.38 53 
BnaC01g40390D 0.80 0.46 0.40 50.9 BnaC09g14200D 0.79 0.43 0.39 52 
BnaA09g27570D 0.74 0.46 0.44 53.8 BnaA08g29950D 0.81 0.45 0.39 50.6 
BnaA07g04150D 0.76 0.48 0.47 53.0 BnaA01g31960D 0.76 0.44 0.35 51.9 
BnaC03g15030D 0.76 0.48 0.45 54.0 BnaC04g00770D 0.75 0.42 0.48 52.8 
BnaA01g22540D 0.84 0.41 0.33 50.1 BnaCnng63770D 0.77 0.49 0.46 51.8 
BnaC09g39680D 0.78 0.47 0.44 53.0 BnaC08g26580D 0.81 0.41 0.34 49.6 
BnaC04g29670D 0.81 0.45 0.42 50.6 BnaA07g36300D 0.76 0.49 0.48 51.9 

CAI : ؛ پذيري كدونشاخص انطباقGC :  محتوايGC ؛s3GC :  محتوايGC  ؛كدوندر موقعيت باز سوم CEN: شاخص تعداد مؤثر كدون 

CAI: Codon adaptability index; GC: GC content; GC3s: Frequency of GC at the third codon position; ENC: Effective number of codons 
  

  اسيميلاسيون نيتروژن هاي ژن كدونيترجيحهاي همبستگي بين شاخص -٥جدول 
Table 5. Correlation between codon usage bias indices of genes involved in nitrogen assimilation  

ENC CAI GC3S GC (Index) شاخص     
_ _ _ 0.74** GC3S 
_ _ -0.359** -0.415 ** CAI 
_ **0.77-  0.17 ns 0. 0.09ns ENC 

GC:  محتوايGC ؛s3GC :  محتوايGC  كدون؛ در موقعيت باز سومCAI : پذيري كدون؛ شاخص انطباقCEN: شاخص تعداد مؤثر كدون 

GC: GC content; GC3s: Frequency of GC at the third codon position; CAI: Codon adaptability index; ENC: Effective number of codons 
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اسيميلاسيون نيتروژن (نقاط قرمز رنگ  هاي در ارتباط با ژن كدونيترجيحهاي الگوي رگرسيون بين شاخص رابطه -٣شكل 

  هاي اسيميلاسيون نيتروژن هستند)بيانگر ژن
Figure 3. Regression relationship between codon usage bias indices associated with genes involved in nitrogen 

assimilation (Red dots represent genes involved in nitrogen assimilation).   
  

 هاي اسيميلاسيون نيتروژن ژن ORFهاي مترادف شناسايي شده در نواحي كدون  RSCUر يدامق -٦جدول 

Table 6. Relative synonymous codon usage (RSCU) values of synonymous codons identified in the ORF regions 
of the studied genes involved in nitrogen assimilation  

  شاخص
RSCU 

RSCU index 

 كدون  

Codon 

آمينهاسيد  

Amino acid 

  شاخص
RSCU 

RSCU index 

 كدون  

Codon 

آمينهاسيد  

Amino acid 

  شاخص
RSCU 

RSCU index 

 كدون  

Codon 

آمينهاسيد  

Amino acid 

Phe TTT 0.919926 His CAT 1.145658 Arg AGA 1.307221542 
Phe TTC 1.080074 His CAC 0.854342 Arg AGG 0.692778458 
Leu TTA 0.72 Gln CAA 0.984652 Val GTT 1.617675312 
Leu TTG 1.28 Gln CAG 1.015348 Val GTC 0.849183477 
Ser TCT 1.515646 Arg CGT 2.126126 Val GTA 0.482228626 
Ser TCC 0.77551 Arg CGC 0.642643 Val GTG 1.050912584 
Ser TCA 1.140136 Arg CGA 0.684685 Ala GCT 1.92 
Ser TCG 0.568707 Arg CGG 0.546547 Ala GCC 0.608735632 
Tyr TAT 0.853659 Ile ATT 1.223267 Ala GCA 1.009655172 
Tyr TAC 1.146341 Ile ATC 1.133373 Ala GCG 0.461609195 
Cys TGT 1.159236 Ile ATA 0.643361 Asp GAT 1.264831804 
Cys TGC 0.840764 Met ATG 1 Asp GAC 0.735168196 
Trp TGG 1 Thr ACT 1.365188 Glu GAA 0.963805584 
Leu CTT 1.760703 Thr ACC 0.931058 Glu GAG 1.036194416 
Leu CTC 1.020856 Thr ACA 1.168601 Gly GGT 1.352329611 
Leu CTA 0.614709 Thr ACG 0.535154 Gly GGC 0.540623797 
Leu CTG 0.603732 Asn AAT 0.787415 Gly GGA 1.495571814 
Pro CCT 1.722814 Asn AAC 1.212585 Gly GGG 0.611474779 
Pro CCC 0.463397 Lys AAA 0.905809    
Pro CCA 1.250888 Lys AAG 1.094191    
Pro CCG 0.5629 Ser AGT 1.097978    

   Ser AGC 0.902022    
 

گياهان با مجهز شدن به سازوكار حافظه سلولي و در رويارويي  

 Stressآمادگي تنش ( هاي خفيف، كه تحت عنوان پيش با تنش 

priming شود، قادرند پس از يك دوره بازيابي كوتاه  ) ناميده مي

هاي بعدي پاسخ  طور مؤثري به تنش در شرايط نرمال حرارتي، به 

). در گياه خردل  Liu et al., 2022b; Nair et al., 2022دهند ( 

تيمار گرمايي بر اثرات تنش  وحشي با بررسي سازوكارهاي پيش 
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مقاوم و مقاوم مشخص شد  هاي حساس، نيمه در طيفي از واريته 

تنش گرمايي    عوامل كه اين سازوكار قادر است با تسريع القاء  

 )HSFs آنتي تعادل  تنش  )،  با  مقابله  براي  را  مناسبي  اكسيداني 

كند  شود، ايجاد  اكسيداتيوي كه به دنبال تنش گرمايي القاء مي 

 )Samantaray et al., 2023 تيمار گرمايي در گياه  ). نقش پيش

ترشح  مواد  ميزان  تغيير  در  شد  كلزا  تأييد  ريشه  از  شده 

 )Delamare et al., 2023 پژوهش،  اين  )، با اين حال تا پيش از

تيمار گرمايي در  اي در اين گياه در خصوص نقش پيش مطالعه 

ژن  رونويسي  انجام  پاسخ  نيتروژن  اسيميلاسيون  در  مؤثر  هاي 

در   بود.  ژن  نشده  بيان  تغييرات  بررسي  كنوني،  مطالعه 

پس از تنش گرمايي شديد دوم در گياهاني كه  ردوكتاز  نيترات 

)، نشان داد  P+Tتيمار گرمايي اوليه قرار گرفته بودند ( تحت پيش 

ميزان تجمع    ٤٨ تنش دوم،  از  ميزان    mRNAساعت پس  به 

( توجهي  قابل  يافت  افزايش  شاهد  گياهان  با  مقايسه    ١٤/ ٦در 

برابر    ٤)  P+Tبرابر). همچنين ميزان بيان اين ژن در اين تيمار ( 

آمادگي در معرض تنش  بيشتر از زماني بود كه گياهان بدون پيش 

). در خصوص ژن  ٤ A) (شكل Tگرمايي دوم قرار گرفته بودند ( 

ساعت پس از تنش دوم در گياهان پرايم    ٢٤نيز  ردوكتاز  نيتريت 

برابر نسبت به گياهان شاهد    ٧/ ٧)، سرعت رونويسي  P+T(  شده 

يعني گياهان    P+T/Tتيماري    افزايش يافت. همچنين در مقايسه 

تيمار نشده ميزان تجمع  تيمار شده نسبت به گياهان پيش پيش 

mRNA  ،برابر افزايش نشان داد. همين روند افزايشي نيز   ١١/ ٨

به   ٤٨ داشت  ادامه  دوم  تنش  از  پس  نرخ  گونه ساعت  كه  اي 

تيمار   در  شاهد    ٥/ ٣،  P+Tرونويسي  گياهان  به  نسبت  برابر 

تيمار گرمايي  نيز پيش  P+T/Tتقويت شد و در مقايسه تيماري  

داد   نشان  ژن  اين  رونويسي  تقويت  در  را  خود  مثبت  نقش 

پيش گونه به  گياهان  در  كه  رونويسي  اي  نرخ  شده    ١٣/ ٢تيمار 

 Bتيمار نشده افزايش يافت (شكل برابر نسبت به گياهان پيش 

يافته ٤ نشان داد كه پيش ). اين  كلزا بوسيل آماده ها  ه  سازي گياه 

  NIR و  NRهاي  هاي ملايم گرمايي باعث تقويت بيان ژن تنش 

توان نقش حافظه  پس از تنش گرمايي دوم شد. به اين ترتيب مي 

هاي اسيميلاسيون نيتروژن و به  گرمايي را در تقويت بيان ژن 

  دنبال آن افزايش راندمان مصرف نيتروژن تأييد كرد.  

مطالعه  اين  تقويت   در  بر  مؤثر  عوامل  بيشتر  درك  جهت 

تنش بهره  به  مناسب  پاسخ  و  نيتروژن  محيطي،  وري  هاي 

كنش اعضاي خانواده ژني مؤثر در متابوليسم نيتروژن در  برهم 

هاي خانواده  گياه كلزا مورد بررسي قرار گرفت و اعضايي از ژن 

نيتريت نيترات  چرخه  ردوكتاز،  ،  GS/GOGATردوكتاز، 

گلوتامات  و  سينتاز  به آسپاراژين  ژن دهيدروژناژ  هاي  عنوان 

ژن  ساير  بر  اثرگذاري  بيشترين  با  اسيميلاسيون  كليدي  هاي 

ها حاكي از  نيتروژن شناسايي شدند. بررسي عملكردي اين ژن 

آن  بهينه اهميت  تنظيم  در  پاسخ ها  نيتروژن،  مصرف  هاي  ي 

هاي هورموني بود.  رسان هاي محيطي و پيام سازگاري به تنش 

و    CREهاي مذكور نقش چندين عنصر  ي ژن پيشبر ررسي  ب 

،  Dofها نظير اعضاي خانواده  عناصر ترانس متصل شونده به آن 

MYB  ،WRKY روي  ، انگشتC2H2  ،HD-ZIP    و MADS-

box ها روشن ساخت كه با توجه به  را در تنظيم بيان اين ژن

هاي سيس شناسايي شده آن  و توالي  Dof عوامل تنوع حضور  

ناحيه   مي ژن   UTR′5در  ضروري،  اين  هاي    عوامل توان 

به  را  ژن رونويسي  تنظيم  محوري  عوامل  هاي  عنوان 

پيش  ديگر  سوي  از  كرد.  معرفي  نيتروژن  بيني  اسيميلاسيون 

هاي  بر اساس توالي رونوشت ژن   miRNA-mRNAكنش  برهم 

كنش  هاي هدف برهم ها كه با ژن miRNAمذكور، فهرستي از  

اعضاي   ميان،  آن  از  كه  داد  ارائه  را  هاي  miRNAدارند 

و    miR156  ،miR395  ،miR6028  ،miR6034هاي  خانواده 

miR6035   برهم با  بيشترين  را  هاي  ژن   mRNAكنش 

عنوان اهداف  توانند به اسيميلاسيون نيتروژن نشان دادند كه مي 

ژن  اين  بيان  بهينه  تنظيم  و  ژنومي  ويرايش  در  در  كليدي  ها 

از  مرحله  گيرند.  قرار  توجه  مورد  ترجمه  و  پسارونويسي  ي 

هاي اسيميلاسيون  ژن   كدوني ترجيح سوي ديگر بررسي الگوي  

هاي مختلف، نقش  نيتروژن مورد مطالعه با استفاده از شاخص 

گيري  عنوان عوامل اصلي در شكل و جهش را به طبيعي  انتخاب 

هاي مذكور تأييد كرد. همچنين مقادير  ن ژ   كدوني ترجيح الگوي  

شاخص   كدون   CAIبالاي  از  استفاده  در  بيانگر  بهينه  هاي 

ها در تنظيم افزايش بيان  هاي مذكور و اهميت اين كدون ژن 

 باشد. هاي محيطي مي هاي سازگاري به تنش ها در پاسخ ژن 
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ساعت پس از   ٧٢و   ٤٨، ٢٤، ١هاي زماني ) در بازهB( ردوكتاز نيتريت ) و A( ردوكتاز نيتراتالگوي بياني ژن  -٤شكل 

تيمار گرمايي+تنش دوم) پيش ( P+Tتيمار گرمايي)، (تنش گرمايي بدون اعمال پيش Tتيمار گرمايي)،  (پيش Pتيمارهاي 

دهد. ها تغييرات ميزان بيان نسبت به شاهد را نشان مينسبت به تيمار شاهد (بدون تنش گرمايي) در كلزا. اعداد بالاي ستون

  دهد.را نشان مي Tنسبت به تيمار  P+Tها در تيمار پيكان بالاي نمودارها و عدد مجاور آن ميزان تغييرات بيان ژن
  داري.عدم معني ns ؛داري در سطح پنج درصدمعني *  ؛داري در سطح يك درصد معني ** 

Figure 4. Expression pattern of Nitrate reductase (A) and Nitrite reductase (B) at timecourse 1, 24,48 and 72 
hours after P (thermopriming), T (Heat stress without thermopriming), P+T (thermopriming + second stress) 
compare to control plants in canola. The numbers above the columns indicate changes in expression levels 

compared to the control (Fold change: FC). The arrow above the graphs and the number next to it indicate the 
amount of change in gene expression in the P+T treatment compared to the T treatment. ** at 0.01 level 

significant, * at 0.05 level significant, ns non-significant 

  

تمايل  ژن   RSCUارزيابي شاخص   نيز  هاي مورد مطالعه 

هاي مترادف  استفاده از يك كدون خاص را از ميان كدون 

تواند در  هاي آمينه مختلف مشخص كرد كه مي در اسيد 

سازي بيان ژن مورد استفاده قرار گيرد. از سوي ديگر  بهينه 

پيش  ژن نقش  رونويسي  بهبود  در  گرمايي  هاي  تيمار 

نظير   نيتروژن  اسيميلاسيون  و  ردوكتاز  نيترات ضروري 

تكنيك  ردوكتاز  نيتريت  از  استفاده  نيز    qRT-PCRبا 

رونويسي   تقويت  در  را  گرمايي  تنش  حافظه  اهميت 

هاي ضروري متابوليسم نيتروژن و كاهش اثرات سوء  ژن 

ژن  رونويسي  ميزان  بر  در  گرما  كرد.  عنوان  مذكور  هاي 

يافته  مي مجموع  تحقيق  اين  در  هاي  مؤثري  گام  تواند 

هايي  هت مهندسي متابوليسم نيتروژن و توسعه ژنوتيپ ج 

هاي محيطي در  وري بالاي نيتروژن در شرايط تنش با بهره 

  كلزا باشد.  
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