SIS (p g sl aBl
WA Ol =Yoot — ot S

U puF )3 (5o 20 L o £l Lo gla 05 Oly (558U 4 lis

(Triticum aestivum L.)

O 8 Dot 5 p ke drly Dl 3131 85305 UL 3ol (5,355 ai gl 23l OS5 pams
AL 5N FS g 095 (50l Sy 5 KBS wige o oBha g5 LIS (g ade S dees
Ol Sl 5 pgle dly ol 13T oKty (65, 5ES 0aSCiils sliwl (o g, &
25 oIS (65,58 0Kl DB ol 5 ol 05 8 slil (ghoruo [P
s LS

2 el g Joowie p A5 035 53 55 (558 S 4 Jed gl 45 050 g e sskie 4

Slop Cedga) g 53 (5558 AL eipd Wl Cie 05 Oy R e A5 5 J S Ll
b 03 0l S8 ) g s O 0555 By 51 bl cpl 53 288 15 alie 5,
2% 5 S Ll s e 5 Jeowis pB,1 (6l oKes Ol s RINT (Sole g s S sl
Ol sl R .23 5 18 Ol RN 51 RN s ) 3590 sla 05 Oly (55801 s 4 S s
Sy R as B 55 5 pmnl b g sl s G ol 5 )Y A Y ol
Jelse 51 0y 81 als (slr 3 g3 55 1, 05 BAR o fde Oy sla U1 e 4 Camd ¥ oosled
5 Jomie 03y 95 2 53 05V (5o 98 G Jlesl b B 15 G b R Jler s addlls 5,50 o 55
05 ¥ oyled Ol oK ILEA 05 Jold 05 & Gaiod ol 53 dials 0L s sme Ol ol 3l o
LY oled Ol 8 5 wsr3 05 9 A osled 65K 5 DZIPS 05 A\ o,led Ol 5! 5I CBEFP
@ Las D ks Faale o) 5 e GYob 5l G0 4 e gl caie gla 05 Ol e
28 I S s fdy Jemwte o35 53l 05 Ol 5598 25 Jlasl b 4 s OF sl 0L
slite Coml Sen 655 S D55 sla ,ls 55 L 05 Ol 81 53 Sl oS des e UL

AL (g g WS 4 el g Jeoeie la an 1 sbwl

6)‘3)3 g_»..::j.:‘g) cdj uchJwaJ sw\w& cQMMLg)fZﬁ‘ri‘S-\?lS 6\&03‘}

E-mail:msgomarian@yah00.com :J sts sdiey 55

Qe /Y0 allie 5y é)U qe/V/V0 callie g;é\.:)séut«



¥4 C)\:m.dj c"e)w ur.:m:l J cdj)JuS O.l_,.; 6\.& 435‘& VoY

PRV

L5 sl i s G S a5 SES s s o 4 osd A5 058 e
O &saes YF0 51 1n O aabes £0) o (gla ns SUAY e Lo (V) aib o o)y &Y s
s‘xf (V) s (6555 80 ol GLSCs Osales V000 51 U8 0o YY) s (gls ey SHAYY
23 S e SUIA Bl gy pl b ASl e 5538 55 (6355l ol SN puame 51 (S 0L
ol Gl Olge a ilisee gl s, .(0) Ll o (9555 El ot Ol pl 3 puS S
BN T iy Olsliy 55 5 2,5 OLALS 53 35 50 £ 95 5l esliul dile (6558 (25 & oo
M‘WRO;&&‘JJJ4&1{6;‘5&&6&#):.&.&‘5QJ\JJOuch.(VjV)w‘AM
SC 0800 b anly e sl s (V) L DL T, (eosd A5 4 e Sl ke Sl o
S Jelse w bge ol o Sl |y cl Comal Sl Sl (6558 R0 4 oo i 148
ol S Ll gl b ol gl (7)) dms e 513 00 Cod |y (658 5 4 Jad oS AL e
ol Glr Wl S5 s g osd S5 0 Jaos 53 e Julss w03 5 i Julss ool @
22 Gush 5 a Jeos SISl 48 e ke 1y and b ol (Yo o)) 555 S eolinal ol)5 QLS
Sl Sl L 5 iy e S & 5SS DS S s ol Sl i Lld Sl LS
MlS U Jammze DlS 51 S 55 sl p55 sl 40 jzmie &8 3L o b 05 Ol i 55 35 5 S
o anly 53 ol San o 0 Oly 03 G35 5 S osle aes plply 358 e b
AL s S a ele 5 Jeseie sl an s sl eline 50 4SS 050
Sle 03 8 el ol 2S5 o gla A5 el 55 05 Ol Sladllas LIS s (s b
Olyme 5 0beg 53 gl Lol (sl o Oy ol 5 Joote S 835 95 8 53 05 4 Jeosd 53 s
O 5 U LYV 5 Y100 ) il oo 3does Sladllas ol slies &5 tim 8 3L 0 6T 0L
ol 515 el 30 el 5 et o5 5 55 03 Sopd A o s 05 0l (Y 00)
5 Jemte 035 95 55 15 e 05 0L é}iﬂ\‘%‘j Codys oy sl eslamal b (Yerq) OSas 5 55555,
G55 03 St sl 05 4 sy 0T s 0L LT s isls 13 amlis 5,50 S5 el
330 St i cou 1y b 05 0l S (Y0 r9) 0L 5 S s e Ol Olo puis ol
03 ph 4SS 03IV Ll 4 e Lol ol 13 aglie 3y5e g il 5 et (55
Lo VU Oy shls el 035 0 Cd Jamte o35 55 A5 Ll 1050 e 5 J 58 Ll 0
0348 Sl O 5 o o3 S 53 035 4 05 Ol Sldllas S| s a8 ple Cossdos 5 S

8 8 513 s p sm 5 5 S Il ph o feste (55 S s s 05 0l 6801 T U2

1-Macro array



Aol 8 sl odiS planil ele ol 55 e 05 cpl Ol Olojes anulis 5 (FY 5 YO (YY) OVY)
©oale o Sen b A Jead pn Lot gle 05 ST RS a e mul s 05 plulis
SEEL Jls! Q)MQV.AOTCJJ»« Wb S gla 25 5TV 5 Y0 ) s ilesl cpl mée 55 esdle
Ll ol o ool Laymlasl ol 51 25,0 b ledbl & s ol ods S eslitad (6558 (25
5 L) sl o Dbl o 235 b ode SYb gls 25 51 ol Sledibl (g5,5Lis s
Goxd 553 osme sl 05 Ol S plelid 5 amlis andlas cpl 51 s i S5 anl o
Gl s 05 s s B oy ol 5 Joste sla p S 3 o) 0550 D 3 e Vb

.L;)l}&busjyju&iaﬁj\o%f@b:&d@&dﬁ&;ga“:

IS TRIre
Gosd 5 Hles Jlesl 5 OaLS cis

b sl ey 5 S e e oSy 28 sla B 5 b oKLl s aadllas o
o35 3 5 Jarmite 135 015 4 5 pmle 13, 5l andllas ol 53 el o oLl YA JIVYAS (sls JLs
Y 500 s 3 eslinad 35 50 gl 5015 b ollas (g5 55 40 el o35 Ulsie w0 ole o
b LIS Ve e YOu 5 o (sl Spnden he 53 50 o)l i 5 Ssale pAS GG
aids o3 e 0 QLS Hod il QIS pl gl las S clS e VLSS e s LSS Sl s
SB35 e L e3ls szt e CTL 5L 0 e 5 428 Jsieds 0 iy JSpn o
Shie Of 1) e e g n b s bas esls 13 Ll Lo B (g, 5 edd SISl
Ls S Jame /0 2, L (Q) Al pa S Jae 4 bs azalS Ss) gy Sl e 3 S LS
e e 2208 L Sl 4 05 eslinad dilS pa ES e sl JolS Ll ey 5y,
Cis e & s 4malS il V010 Jsbous 53 oonlS & b Jge S B 3 6Ll CaCly
Goxd 5 s amalS Sl es 4 s sk w4 zie ) 5l s Kkl SL Jald e 55 55,
LIS ga gloms a0 s IS Ve e 00 a5 8 5 s iy Do 4 &S Dy s 0 S Jles
o 4 0oy ol Sl ey s IS Y50 e YO e Bl w55 g Sl o U o S L
S8 Lo SUSS o) 4 o VY IO s s IS s Jl a5 VY Sl 4 e analS
~ V00 glos o gasus 5 o3 5 Ldd Codls p ales sla S 5350Y 5l e s S La e
Sl LSS e 5l el ke g an A5 5 IS Ll s ) e Sl ames s 86 )
L Gollae Ll 55 el S by 5 e CBIE 5 G alsa sla a3 S 5 5 055 5 3 S

Siolosl Sy ol gls eals by asas L E (S o3l (Yoo o) Oan 5 uile i,



¥4 C)\:m.dj c"e)w ur.:m:l J cdj)JuS O.l_,.; 6\.& 435‘& Vot

o 53 SS1s O a3 Sl eslinal b ab gy o gla le alie 5 Bolas SlS = b IB 55 556
A bl SAS I3 6 5 5l eslizal L7 0 Jlaz|

T 5 5 b 05 ol

28 dsa) s 8 eslimal (o508 A5 L ekl sl e 05 Sl pgee 3 (Gend 0l o
Bl 5l el b el e 53 s S Ol (g8 A5 a4 ekias Al 05T mle o e el
S o JIg 5 55 ojse GenBank Sledbl oL s BLAST (6 somiar ol 45 gla
DBl s s B Sdbos oKLl 5l L Slael o VL izmen 5 E-value (o 2eS g1l
Gl JI5 050 ol g L S o3 0l 05 cDNA 5 o855 sls JI 5 EditSeq
BLAST 53l oS TIGR s MapViewer sledbl sla eK,L 51 LT mRNA S5 s 05 A
sl s £ 45 gorme 5l MegAline | 33 £ 03 ek 0 sl JIs da de e 5l esland
by s p sl Jglaul &S &g s Ldis S s sen (Lasergene &S ,2) DNASTAR
er.;d4>'=:~«g@},..m&LﬂuOﬁjﬁchﬂjzaﬁdwyu)qu:ﬂojﬁq
M azmilr 3148 Ad Jos Soyge n 05 8 DNA JIg (055 53 iy old Cbli= Jig
Ss a3 eslial 0T 3l 55 03 8§ glalid (6558 5 Loyl o8 o a8 s Jis,5e 05 JIy
53 BLAST (g Sl odal oty JI5 590 05 plulid paS olS 55 a3 3550 03 DNA I 5
E-value o=l - S (slyls &S Wheat s 505 5 Gene Index i ;3 TIGR  sledb &i;b
Sl 5 s o 55 s B S ks S 53 05 OTDNA - I Ol e« o Slel o 22y
05 & edd bl Gble sl polantl sla ST B A esls JUsl Oligo3 Sis3l e 5« DNA
car 3l Ko gl s PCR Lylys 05 o gl p colas sl S5l a5l o Kgd b
S 55y A3 S eslinal cDNA (S 51 PCR plnil (sl S age ol (sl S5
b S 3l S5 e 3T ) esliial b e 5 3 8 sl Sl S OALS 51 RNA Lz
3 ommmen s cpl 53 355 SIS 05 A PCR U 4 L3 Sl Olsie &0 b oiS L cDNA
cDNA- sy by oS asr 05V 5 Sl fv\;f 5 DD-PCR 5, daw 55 D3 aS wsr 05 )
sy axiS o3 Ecoli o SU s 5 lelds 0aS 0 K syl b glla oS5 AFLP
03 ¢ 5 (DREB6 G DREBI s\la 05 Jola) sy o, ySB & by s 05 VPCR Jpuams
Soss sib 3l s gl andllas 534S s S eslinad (SnRK4 G SnRKT s &F Jols) LS o555 5

Lo g c.XAIwJA.g d&ﬁﬂjﬂ



\Oo \¥4ae C)L"-«-éj S*O)M ‘v—:.-;‘ JL\N 46})}\-}&5 Cx",s ‘SLG dlﬂ

L 05 0l sy 5 CDNA @l Cdys 4y

L oGilke 5 (01n) 03kew) RNXplus oS 51 eslisul b glsa <3l 51 S RNA £ s
AMV 51 5 Oligo dT (sla S3Lel 5l sslizal b cDNA &g .23 5 plnil ab gy o sla fonll g2
RIS ol ﬁ)ﬂ SIS s ol ao s Sy L slas (0,1 Glie ,3) Reverse Transcriptase
Gt S8 5 S e Sle ol 0 e wg S elel eSO 05505
Ay S eslinal Jstls 28 Ol gy ol SWT O3 51 A plonl

L) S xSole S8 opl gl b S & 50 TotalLab 550 o 3 oslinal b la a0 a ool
S0 S bl ol aS ales OF S e s S S S e ks bge (S5 Ol 5l SO
35 JoosSt Jalesl s o uilols asas bs 03 0l 5JUT gl s 5 lleal 5l o5 by
b 585 Jal Jeole (05 S ol SAS 151 p 5 51 eslizal L 51,85 & L bslas SulS wly b B
oo S eslial babg e sla p:le 5 A3 a3 8 0 53 gl 53 b e o35 ole 5 daw 5
..x;;éjfjj}wu»wy'/.odw;-\ck.u);&_ﬁb

o gl
O35 5 oo 4 ey Cond 51 S e 2155 QLS 3 (658 A5 4 Jaos s 2 g
ol 53 e (TEA) ol o oslinel (558 55 & o Slool slaslins Olyis & St
woM A ealial Sl (35 55 (5o d S 4 Jeos olosl ke 4 B sl 3 5 axdlas
Wl ol V J a3 0 (6 S o3l Slio bl s S
G5 Lok gl o gla 05 Oly 83 aglie s 53 0 (68 0311 Slis bl s 1) Ui

QL} C.Xg)é 6)},&

Slay o Sl
.. . sl A s O i gl
pret e b e Sason S
T/ATe T eTA™ ¥a/407Y** YatTAn ATEN | 555
AAZSt AYAYS v/aor? VAL Avos® ) L
£/1rq " VALAN \ATOM e ™ ey ™ | s x 55
+/YAYA /Y «/YAAQ Yy Veng . e

Ssgme b 5 10 LY Szt a3 Sl e SN 5 5 4 S Pl

Chle 5l 4 edd (6,8 o3l Slio  sols e I (5o Jles 45 35 OF sdas 0L s
ol el ol el Y Jsds s Sl s, b clis (Kke v lis 2 el andls ol

SNl o)l e (o3, L0 e s @olal Bl 51 i S 035 My b Ssale o35 =



\v4a. C)\:m.dj c"e)w ur-:m:l JL-A cdj)JuS O.l_,.; 6\.& 435‘& Vo

S e CBlE (gopd 25l s a8 das e 0L S0k alie Jsir S ls Jls e
b el Sl a5 ol ol Sl al e 5 AL e o)l S 035 51 S Ssale o) 00
@ el Cod (3l b Saale o35 a8 dey ool a4 AL oyl e o5 5l YL Saale 05 50
S el ok 1S psns3 gl pAS L3 bled W5 (g i St esle sl il 5l e

(8) 3503 325 e Sl 5 g 5 S 3l (955 e Shnsa

Lo s el e gls 05 0l (65501 dmlie ooy 0 53 0l (6,5 o3I] Slio S0le anlie 4Dt (Y Jsu

outxfﬁ@,;g;;s

. ey Sl K3y )
p-r'\-; el _ e chbls . F 059 X
035 .5 2 53 Vse o) . j Sis j B
ra_'Jw-rﬂu. B (&&b};r;,&,:ﬂl}ad&w) _ ((;)
(a5 5

]
Y/££\Yb V/evira Y/AV\4a V/\vva \WA4r:! Sl
o/t00Ya V/\Vsva AVY¥Y b +/M\Ab y/\o b ol e
Ja._au:
ANYEAQ V/YVala FYVD JYiYa Y/YAQ Jgs
ANAR\) +/AV\4a \YYeola +/+AYD /b oS
L x 55
Y/¢Y\aa +/0arYa /\VAYC ARNE:! VYA a IS Ll s s gyle
ARFAL) J/8YMa ¥/4ATb e /i c Sl s ale
o/vavaa «vda JAYotc A V/eob 28 bl s s o)l o
/e oVYC +/84YAQ ARsvea +vd Ned o Ll E s el e

Ll e s e 8 0 a3 ol Bl 5105 a3 alie G S Bl sls (6

Sosb w228 1B s sl U Cod g e 4 B 55 3 ealy SRS (o OV
Ol edins 0L gl cnl S 55bar 35m s me Blize 3153 a5 ol 3l s s i ol S
5 ol bld ke @ el Cnnd 5 S S el S S w500 035 90 45
A3l o aalllan ol 81y lin LS Slpn ol ey 5 2Bl o ls ime S (3 70 ey
ed odal £ 5 ¥ sla b 53 5 & e S0 SUa 05 Ol (SOl a5 bl 4
w8l s a5 dpS kil s eles 5 fese pB1 53 0 0L S SN S b
Ol o SINT 5 SG ar ws 2550 05 2 Ol S ol ploil . S0lo anmlin ol 5
Cedle 5 Ok SR L b 4l Ol e 4 = Cadle dsdr (nl 53 (0 i) A esls oland
AL e Ol SRl L YL b Ol pme a +

a8 8 K0 5 WY A Y osled Gl S da S a5 3550 05 Ol (S SN s

sy gl sy a1y OF sl o xis Ol LSl Ll 4 s S Y ojled Ol S LS



e Ul s e 0L Ol Sl Jemie o35 55 55 Jlasl L o8 A8l o s 05 ol (L £0)
a0 Jo 53 b 05 cpl ol sl 358 e edalie el 155 5 TSI Gl ok 658
b 05 Ol S alie Lo (Y00d) OLGs 5 S sl fs e kS 3 oph A
Jomie Glo G55 00 e S Lnged Glelid 15 05 TE px olS ple 5 feite s G55
S S 3 LEA 05 4 by e 05 Olo il 3l cp mi S cpl s isls e 0lis Ole il 38l
Sl 5l il 25 s Os b dile (Y8) W3l o ABA e 4 anls T 0L S LEA
W) dsls odes o5 G5 b Jpb alpe Ol 5o b (055 5

G5 3 el el 5 el 3 e S opl Ol SRl & des O 1 (Sl sl
o g oLS SILEA 05 Jlasl L (14470) Oas 5 55 .(F)) dil o ol slowl g 55 &0 5 (5550
ol asdllae 5o 8 g Rl sl 5 e i 0s ot SR Jea oS s sl SIS
OB ol e w35 05 S s e Sl VS Gl 4 Saale o35 55 05 0l Ol Rl
A 0dus OF Olo 53 o gmamals
J;s;g,;w&wogéu;wfu)\ﬁ6¢;@Jﬂut,$uoy\°,wag@ﬂ
Sl 55 Sl ima SIS b G 55 e sy it oo (U5 4 o 5555 25
b i 35d o e 05 Jold o5 8l clply e el el 5 Jaie 135 55 8 53 L]
Al o5 5 pl s s e Ol Jeote pB1 s A5 Ll 8 s e 5 J RS Bl il s s
22 en 5 (A pAO) IS Lal 2 55 o 05l Oly w20 CBEFP U5 a0 bsaye O 6 S0 0 5 4 5
iy 513 I o SYG s esle e 0B 4 S Faale o35 53 (1 VI0) (5hpd 5 il
So 1y s edS Cle a5 by oo 555 EF-hand dacly 0 oS ST 0 ey |y 255 5 05 0l
O % et ) 5 b et S Sl JWT ol 5o 5 05 e Jhate O @ 5 05
Entamoeba 3\ 05 cp) Jsl b oS cal sl (55158 (8) das e JWl 5 S ol gla
o2l Ol 035 VL ol ol (YY) el o3 S Ty 2l (655 4 olS 5l Jessd SLS w histolytica
Ay 0T 4y e Sl i 5 m e S35 okl ol S Gaale (35 53 J 28 Ll 3 3 0
5% 5 Ok SRl el b1 5 ()58 S sl b oS ol sla 05 Jola A o jles Ol (S
S cnl s @Bl gla 05 sy Sl @S e @lls 05 84S b o Oly (21531 Jeomta o5
G Jem 53 et o35 53 (Ol JR1B) oWl e 0 T ke Ol S sl 05 e
3 Sl o3y 50 1 Ol Sl o i DZIPS 05 s 95 o5 el b aldl o b (g5

4.:}-[.’ &'.’.LS‘JbeIP W}ij) L}A‘}P .J‘J g_)t..:,.‘ Jj} J‘ °)L€"L5".‘.>: V-;‘) DL b QL:.: JL.MS U'.‘.J:“;'.‘."



W4 Ol Yoylad uv.i'.ﬁ: Jl (gy,yslis X s sl \OA

) Sl aal donl ) 28 U S 0T JLs 4 o Al e 3L sl el Aol Sl edd 1SS
Q) ol a3 513

4 e ABA (15050 e me (S il e 25 lesd s Sl Al OLLS o
ol A2l o DZIP o siyy Jelge Wl alex 51 a8 55 5 o sy Jalss (6w G 0AS Jled
ol slosy Ghble Sl 555 (6 iy 4l 55 &S s ol G 05 355 a8 & i) Julse
Wl gla 55 oy Il 53 BZIP e sy Jalse () auled o Jlad 1y a3l o ABRE ol
SYsb sl G5 dlesl b as s 0L s opl (OFF) Wl 28 UV 5 5 (SO 555
Kl o (BLVL Oloman 25 o) 00 I 55 5 b oo Sl o 5ss Jelse Sl & Ol e

03 G0 A5 4 eduns el s 05 Oly (S alie 53 s 3550 Sl 05 Ol lsls 4 52 4D Y J s

S|HINTLY
e
Slay Kk 4,3 e
_ Pallied
SAMDC  ASN BADH — G6DH APX NHX P5CS wep vp 5083 5082 sosI PRI ¢
GoTAT ™ et ™ g™ g™ T g™ AT T oa T eae 3 o5
YA YY) Y8 AV, XAV TS SR VY eer™ vy V6N /A0 ey Y 3 Gt
" s e " e s e s " " " e
e g™ AT T aa® T g™ vy FVE YW A 3 Gopixed,
Y YT eeny N Y VYo N ey ey VX X N VY oLzl
Sl Sl
5 b
S ]
WRKYl  bHLH3 — bHLH2 — bZIPS — bzIP3 — bZIP2  bZIPI  CBEFP AHA HKTI GSK LEA -
YRR NVIE L) AT e oY oxav™ AT e Y™ OYAY Vo4 Y 3 o5
R i ./.r'\'** v Vee\™ I S IS V/eaq™ oo™t e V/eeq™ ./Y/\t** \ o
" e s . s e . " e - "
VAT e A VA L VAL VA Y o™y s ve AV 3 Gopineds
ey e A eend ey X N VY ey X ey ey VY oLzl
Sl Kl
5 b
Badiel
wsr7 wsr6 wsrs wsré wsr3 wsr2 wsrl NAC67 NAC MYB3 MYB2 WRKY2
verd™ o™ T ™ ey oear” ey e™ ven™ T ™ o ) o
AT S RVAL U SRVISE VA P ARV 75 SRV VIRV SR VIRS V2 VA VA NV PRV Th 3 G
SO AT e xT ™ ™ W™ ™ T ™ g™ ) Goix e,
ey Y NAY N et ey N ey e ey X ey VY oLzl
Sl o ke
5 aba
SN
asrl0 asr9 asr8 asr6 asry asrd asr2 asrl wsrll wsrl0 wsr9 wsrs =
o™ ™ e e T ™ a™ ar™ T e T ovae™ ) o
L VAT AV LV L V2 VY 7SI L L VIT L VIV VI VSV L 3 Gt
" . . " v s . s " e . s i
Y R UVZRY YA AR e YT AVAY JeAY JAvo ey Y ) Sosix 3,
V/eny “/eey Y NIES) Y WY Vet Vv “/eey e Y Ve \Y sl
Sl Sl
et e
SnRK4 ~ SnRK3 ~ SnRK2  SnRKI ~ DREB6 ~ DREBS ~ DREB4  DREB3  DREB2  DREBI asrl2 asrll
Ty AT T e oy e T e g GOAT e 3 o
" . s s s " e e e . . -
) ) EVAV VAN | e e GevE T Nto A e YAt 3 G
" e e . " " s e . e s s -
R TNV T VA s Y e e A Y VA s AT ) Sosix 3,
ey e ey ey Y X N ey ey NS N AR VY oLzl

Ssgme p 5 10 LY Jlans) mlan 53l e SM 5 4ns 4 ¥ FF

bl 655 oo Mg Ol Sl 31 25 Jlesl b ole 035 55 45 55 gla 05 Jali 1Y o5l 0Ly (65

Sl Lag V6 Ol lls opd 5 Jald 5o e 5 IS lald 3 s Jeste pB)) s



2 03 0k i IS Ll s 5 S calis oS L ols N osled 681 4 (s pd ol
5305 Geiow 53 o W oo 035 55 T 0l s sle 5 3L o VU feie 03
Sle o5 53 Gopd SR 5 JS Ll s 50 Ol Ol op i SN pl o il plubis S
9-cis- pU 4 o) B oS 5y 05 L oYU cals wsr3 05 JI5 s wsr3 0F 4 bs e
Sl i OlS ;5 ABA sl s «S 5,5 NCED | epoxycartenoid dioxygenase

g0 OLLS [3 (god 5 (Ko Sue ol S gla 25 53 05 opl Ol (Rl 3l 0 jes ale 5015
wole andllas 5,50 6o 05 51 ol 35 (Yor8) OLKan 5 2l andllas 53 (YA 5V8) 3L o
S SIS olS 4 s VL OLe Salt cress cudgls oS s J S kali 5 NCED
o3 e IS lald s Saale 135 55 05l Oly 35 sl asdllas 3 RS ey sl
(& dsd) g ool o

Sl 53 3 Voosled SIL BLI s Shbesl al 53 el o3 b el sls o 5e 51 (S
A o s SNl 5o 05V adlas ol 53 LS e 13 S 4 ediad Gl e sl O
3575 3l b 5 Jote 035 55 a5 oVL 0L Gl e 05 opl osd A5 dlest L &3l 0o
.MJLSAOL.:;.;

sy ol LLORY Y0 VY) cd e 5,158 i st U el oly Ll 05 ol oldlas ST s
Soale Jomie o35 03 asrd 05 51 b 4 S pl os W3l sls 05 Oly Sl Olses Gt ol 3
AV 35 O 5 AN a5 550 0l S S o 53 5 Al 65 05 0l o 5 2
(s Jole VA 51 Jale W) a8 ol LT 5s o ) 55 0 adllas (V48) wsigs Jolse
Sl o35 55 5 Jleel LT Ol SRl L 5 J8 Jaul s s s 05 cnl VL Ol Ay oo Jlai o
Sl s JUl 5 S5 sl i o ) i ) e Tl b e 35 ol 358 e s
5 Jemte g0 o) 53 55 st S 4 el 53 b 05 Ol oS s 03 (Ye0)) OGS
Ol el o35 5l Jog) Col dor Jamwte 035 55 b 0 Oly joid 45 Lo el cdalin ol
L35 o 5 el 5 Jemmte 035 53 53 o5 SRS 4 s O gl Oloy 5o Sl ol Bl
S e Olimas st o35 8 J 53 s o ) 5 Jlasl Sl ey csle Yl (35S
SV Ol ol addllae 53 s b Sl sls aalsl s i 6o 08 25 dlesl Sl 5, VSIS
55 L8 Gl s 55 e b 05 33,8 e o Vel Ssale 035 55 b 05 ol
oS 3 s 25 cos |y e 05 0l 6 €DNA wl)T 5, Saas 3 eslizal L (Yo rA) ol Kas
tslin 3550 Sl 58 oS L CaMV  dls i S DREBIA 05 L Cou )l 5 e sl ]

sl 13



W4 Ol Yoylad uv.i'.:: Jl (gy,yslis s sl b

\hY

}Q)Leﬂv;))w,;sj&;;@lﬁ@@iokﬁmﬁpwmjgwu,ﬁw

Sl
AR
Sl ‘ole . s o)l

= = - = & e TCy GenBank  f° e

Y407 ? VY4 © VYA Veors® x 3 Shes sl 03
Vil Al verss® vear? " e e S s e S Tenmr sost '
AR AYE Yar® A8 " il e ¢ e Sl AYYWar NHX v
7V T TS TIVL R YT VU CRR YA Y " r o b ool S TCxave: wep v
v/0q® [y F/AY? Vore 0" o ’xél’i‘ﬁﬂ@y‘wm«%mm DQ-aeer HKTI .
AT A Y7 N VI L R PY V7L B it g o H i Avraan e °
gaar® v eer® yone W ns 3 55y e e o A e T AYATST AHA N
WA AAT nymb o avyar? vy A 9 83075 0503 b3S T sl Sy Sl e EU o pscs v
Yors® viNeS  amart  vea© Yo St ol sl ISy St et o TCrarri: BADH A
YAL/EVE 04/07¢ V.\/Y..b M//\\/b ‘o 0515 sl Jb._:", S3be S 5 ply JUa) AB11ig) Gopil .
£8/04% V/AS 600 0™ Vovsbe ‘o . ) Al sl Sl e St AFravTa AP "
oot vagr yaysrd  yrveet 0 7 S e Al S AYariers SN n
088/vE? vras Y b b \ o b ol TCyvAot: SAMDC W
WAt orwr® zv\'?o/sé\ Z/\\/iv/;? ; i o ,;Ljf “B‘.:J;‘-:.&.g)%_f e e TCuars LEA M
ro/y® 1a/40% AR YA - e :‘* I I8 Sy S e i 50 CKrave st .
PN YIS VAU SR VA T LR o AN - D e S 52 st CRaruave w2 '
VAY/ 82 Vi g Fv/AAD ro/A ~ ")‘“f d o San e 0 CK\¥avA wsrs I
et arve®™ ™ e - B 67 S S B CKiman- wer? w
Vos T VAVAD Vov/84° Vi0/408 - S L5003 doadll 5 4 ek 8 CXvvavry asrd A
S oSsn CXvvavrg asr8 '

Vaorst vyay© 8 b L s 05
vr/ev? vl 2:?::\17 :..\\;:/;c :: SOSL sile (53 Shae sla s 151 08 Jlab S 0830 TCrA 1 x—h-s;sz - v
ovesgs® YUY YTy yovsy® T e e oy TCr-taas 5053 n
VaVAY  dAgAet Yora®  veal® ' o ST S Sl 38 e 0 AFevony GsK -
VAVAY VAt TAVE e s S A TCwavav A
EAY/ 47 A \wv/oo® Vau/AP . s 2556 CN11ATY bZIPI v
SAVALY oAN/0E? Y~£/~‘\b Y\O/hb \ 50 o5Sb CAvssvey bZIP2 Yo
WY/ AR g1 Y i/Y’/\d i\"\'/\'ib Ve s osSE CK ) bZIP3 o
Yiv/oq?® V1YALP [EWNL Vo /PAD \. Py 05SE CVVieAL £, bZIPS v
ALV rrue P Yoy ec R . Py 05SE CAoaa 1A bHLH? A
00Y/87* YrAAL? Yoy Ve YoP e \. T CIwotye,) bHLH3 )
OATZS A A VAL A F9/X COR TRV VS " 058 CN--avyen WRKYI r
gAYt araAY mamd yvyn© v 2 0550 [SULAEN WRKY2 n
YIAY 0! Yy uvy? Y. O/Of.b Wi/Yob \ T ABCAena,) MYB2 v
goq/vY? Yo4/81° romi®  YYr/oab . 500 0558 AByarsod MYB3-1 "
EAOVAT e oy oyaet oS ABren M3z ™t
0+/V 01/4v? wvab ¢ _ - X . s osSE BUwrrre NAC67 o
FLAPT Wi\ */“ab :\"i\v/:ob :Z@;Aab : S ol L 9-cis-epoxycartenoid dio)/(ygenase (NCED) .2 155, CK v wor3 "
AR mARYY veer® vt - S e CRmaar wers v
yovy? ane® Ve0/61  yyaA® - S Gekites CXwavi asrl A
wWre® ARt e vare - DNA & o2 Joe CXvvana asr2 v
VUAY v vayeet vy - RNA « i Joe CXvaver asrt ¢
WY vt Yy e Vv Yo+ B UJ_J:HE—‘;;J oS CXvvaviv asr9 £
Vavart o nave® e e - COPODE s CXvane arll &
FEOATT  ATyeeS VY AE® Yee/anl \ NBS-LRR w2 o551 CXwanyr asr12 B
0r )/t VFAV P VWany? Yyt \ e oSk AYvArod DREBI 55
rev/’ 00/Y ¢ oA 1qaAb \ 5350556 AYVAYYoA DREB2 6
$YV/A0Y §AY/40% Iy Vag P \ T AYVAIYoY DREB3 o
LYV/FAY Y"\'\/A\'b V8T YYa0° \ Tl AYvAarret DREB4 v
£Yo/v4? YvyP AQ/YAL N \ s S AYVAYToo DREBS o
Younr®  ypgsey? Yre6q° VoY/16° B AYvAryos DREB6 £
U.V/f./\b ALV Yog/oAC Vi/are _ BT: a0t SnRK1 o
WA ¥q1/AY? YV Y15/0A° _ X108, SnRK2 o
£9044°  vryay® o vyysa® vivm© _ Xto8.y SnRK3 o
X0y SnRK4 v

£Y/A0¢ 08/aA° Vo/or? T/ - il s Shoe L sls 05
qva? gr® gy e _ CKravy word o
yvvy® Yov/a0® vi/a° A6 - CKrave wsr6 )
yeva? Yov/YV? WAALE R - CKvaA) wsr8 o
Wyt e vt e ® _ CKyaar wsr10 o
VA N WA vogg? _ CKIran wsrl1 o
yiva® ) ov/ YV WAALY 11? _ aseali s Shos CXwvavry asrs -
sl > Shas CXvvavio asrl0 1.

L7 0 Jlezs! K< s s 7L
3) Jd CL.NJJL).{/‘-d}ﬂ)‘)}é)‘)ﬂ\_’}‘\:}‘d)blbw}\w&p\_éjfél)‘lh_béjﬁ)ééju S Ske

DL 0l Sl ol 5 b 5 ol LS 53 e s oS ol 0 pedle Wl s il

5 45 . . e Lo . 7 .o
S 02 &S psgie (ol a4l Ll ol 53 Ol 40 500 03V Olo ol 5 ol 5o s 0l



S s o Ol apd o b ojle e 4 Sond Saabe 035 55 S el o e B 3 Y )
O ol 51 52 68 3,58 o S5 e pies by Spnle 135 33 s 03 0l Ol 25 Jlasl

QU(ngfrj)}:):ﬁ.Lw.lile)del?aYm Goss ode GYsb 25 5 J a8 kil s cos b 05 0l 810 Jsde

o5 el Sl L e 558 oyl
S5 dps g g
None - - - - \
SOS1, APX, BADH, ASN, LEA, GSK, AHA, bHLH3, WRKYI1, MYB3-2,
MYB3-1, bHLH2, WRKY2, wsrl, wsr6, asrl, DREBI, DREB2, + - - Y
DREB3,DREBS5, SnRK3, SnRK4
wsr8, wsrl0, wsrll, asr6, SnRK2 - + - - Y
None - - + - ¢
None - - - + 0
CBEFP, bZIP2, bZIP3, NAC67, wsr2, wsrS5, wsr7, wsr9, DREB4 + + - - 1
SOS2, SOS3, TVP, WCP, NHX, G6DH, asr4 + - + - v
HKTI, bZIP5, MYB2, DREB6 + - + A
P5CS, bZIP1, wsrd - + + - 4
SAMDC - + - + R
None - + + X
wsr3, SnRK1 + + + - 'Y
None + + - + \Y
asrll, asr2, asr9, asr5, asr8, asrl2 + - + + ‘¢
None - + + + \o
asrl0 + + + + 1

A3l o0 05 b b Ol b5 05 Ol Rl s e e 5 VLl Ol b Ol SRl Bl e 4 e e

1 3 RZ=0.881 1 4 R¥=0.662
"-) , '3 3
: i,
3 04 3
3 3
A x 1
1 0+ 10 T 1
Kl E]
_»1 0 1 2 3 »L 0 1 2 3 4
- l

S o Bl plagida ol G o Bl e o) ol ol

ole o sk

Al odss S e o8 il 53 (Coily oo 13.903) (Fsale 035 5 (G oo Sl 03) )l (o 35 50 A9 5 IS a3 50 W8 05 0l Ol =Y ) IS

Sl 3 e o sn T Ol 681 e 5 o S @ Jemw 53 s e 05 plulid
SaS a4y obsl 5 b 5l (S5 ool e 5 0 S 55 (6o 58 SR 4 e J ST sla IS0



¥4 C)L‘»'.u.dj c"e)w ur.:m:l JL.A cdj)JuS w_,s 6\.& 435‘& Y

35 Y oled Ole I ILEA O Ggb 55 ed 5L EW 4 ey b el 05 Jusl L KL
VY oosled Ol o S5l wsr3 05 5 A eled 6, 51 BZIPS 05 A\ syled Ol ¢Sl 51 CBEFP
M:ﬂwﬂﬂ;&ﬁb(,.E));Q.)\.a@ijj,\iuﬁgt}pdélﬁwduoj;ﬁ-

L an S b s sl 53

6 Rl

ST omils A i3] e 5 (5o5l s 5 KBS e o oS53 Sl s iy
Sl 5 ST Gl sl UGl 05 sl e2lp s Ol g Dl 5 psle Al ool

">'>J§ s

cl:..o
1- Agarwal, P. K., Agarwal, P., Reddy, M. and Sopory, S. 2006. Role of DREB transcription factors in
abiotic and biotic stress tolerance in plants. Plant Cell Report, 25: 1263-1274.
2- Ashraf, M., Oztork, M. and Athar, H. R. 2009. Salinity and water stress. Springer science + Business
media B.V.
3- Bohnert, H. and Jensen, R. 1996. Metabolic engineering for increased salt tolerance- The next step.
Australian Journal of Plant Physiology, 23: 661-667.
4- Capozzi, F., Casadei, F. and Luchinat, C. 2006. EF-hand protein dynamics and evolution of calcium signal
transduction: an NMR view. Journal of Biological Inorganism Chemistry, 11: 949-962.
5- Colmer, T., Munns, R. and Flowers, T. 2006. Improving salt tolerance of wheat and barley: future
prospects. Australian Journal of Exprimental Agriculture, 45: 1425-1443.
6- Flowers, T. 2004. Improving crop salt tolerance. Journal of Experimental Botany, 55: 307-319.
7- Flowers, T. and Yeo, A. 1995. Breeding for salinity resistance in crop plants: where next? Australian
Journal of Plant Physiology, 22: 875-884.
8- Guo, P., Baum, M., Grando, S., Ceccarelli, S., Bai, G., Li, R., Korff, M., Varshney, R., Graner, A. and
Valkoun, J. 2009. differentially expressed genes between drought tolerant androut sensitive barely genotypes
in response to drought stress during the reproductive stage. Journal of Experimental Botany, 60: 3531-3544.
9- Hoagland, D. and Arnon, D. 1950. The water culture method of growing plants without soil. California
Agricultural Experiment Station, University of California, USA.
10- Jacoby, M., Weisshaar, B., Droge-Laser, W., Vicente-Carbajosa, J., Tiedemann, J., Kroj, T. and
Parcy, F. 2002. bZIP transcription factors in Arabidopsis. TRENDS in Plant Science, 7: 106-111.
11- Kawasaki S., Borchert, C., Deyholos, M., Wang, H., Brazhlle, S., Kawai, K., Galbraith, D. and
Bohnert, H. 2001. Gene expression profile during the initial phase of salt stress in Rice, The Plant Cell, 13:
889-905.
12- Kawaura, K., Mochida, K., Yamazaki, Y. and Ogihara, Y. 2006. Transcriptome analysis of salinity
stress responses in common wheat using a 22k oligo-DNA microarray. Funct Integr Genomics, 6: 132-142.
13- Liu, Q., Kasuga, M., Sakuma, Y., Abe, H., Miura, S., Yamaguchi-Shinozaki, K. and Shinozaki, K.
1998. Two transcription factors, DREB1 and DERB2, with an EREBP/AP2 DNA binding domain separate two
cellular signal transduction pathways in drought and low temperature responsive gene expression, respectively,
in Arabidopsis. Plant Cell, 10: 1391-1406.
14- Milborrow, B. 2001. The pathway of biosynthesis of abscisic acid in vascular plants: a review of present
state of knowledge of ABA biosynthesis. Journal of Experimental Botany, 52: 1145-1164.
15- Micheletto, S., Rodriguez-Uribe, L., Hernandez, R., Richins, R. D., Curry, J. and O’Connell, M. A.
2007. Comparative transcript profiling in roots of Phaseolus acutifolius and P. vulgaris under water deficit
stress. Plant Science, 173: 510-520.
16- Mott, I. and Wang, R. 2007. Comparative transcriptome analysis of salt tolerant wheat germplasm lines
using wheat genome arrays. Plant Science, 173: 327-339.
17- Munns, R. 2005. Genes and salt tolerance: bringing them together. New Physiologist, 167: 645-663.



18- Munns, R., Hare, R., James, R. and Rebetzke, G. 2000. Genetic variation for improving the salt
tolerance of durum wheat. Australian Journal of Agricultural Research, 51: 69-74.

19- Munns, R., James, R. and Lauchli, A. 2006. Approaches to increasing the salt tolerance of wheat and
other cereals. Journal of Experimental Botany, 1-19.

20- Munns, R. and Tester, M. 2008. Mechanisms of salinity tolerance. Annual Review of Plant Biology, 59:
651-658.

21- Ozturk, Z., Talame, V., Deyholos, M., Michalowski, C., Galbraith, D., Gozukirmizi, N., Tuberosa, R.
and Bohnert, H. 2002. Monitoring large scale changes abundance in drought and salt stress barley. Plant
Molecular Biology, 48: 551-573.

22- Pandey, G., Reddy, V., Reddy, M., Deswal, R., Bhattacharya, A. and Sopory, S. 2002. transgenic
tobacco expressing Entamoeba histolytica calcium binding protein exhibits enhanced growth and tolerance to
salt stress. Plant Sciences, 163: 41-47.

23- Perez-Torres, E., Paredes, M. and Polanco, V2009. gene expression analysis: a way to study tolerance to
abiotic stresses in crops species. Chilean Journal of Agricultural Research, 69: 260-269.

24- Poustini, K. and Siosemardeh, A. 2004. Ton distribution in wheat cultivars in response to salinity stress.
Field Crops Research, 85: 125-133.

25- Rabbani, M., Maruyama, K., Abe, H., Khan, M., Katsura, K., Ito, Y., Yoshiwara, K., Seki, M.,
Shinozaki, K. and Yamaguchi- Shinozaki, K. 2003. Monitoring expression profiles of rice genes under cold,
drought, and high-salinity stresses and abscisic acid application using cDNA microarray and RNA gel-blot
analyses. Plant Physiology, 133: 1755-1767.

26- Rampino, P., Pataleo, S., Gerardi, C., Mita, G. and Perrotta, C. 2006. Drought stress response in wheat:
physiological and molecular analysis of resistant ant sensitive genotypes. Plant Cell and Environment, 29:
2143-2152.

27- Rodrigues, F. A., Laia, M. L. and Zingaretti, S. M. 2009. Analysis of gene expression profiles under
water stress in tolerant and sensitive sugarcane plants. Plant Science, 176: 286-302.

28- Qin, Z. and Zeevaart, J. 1999. The 9-cis-epoxycartenoid cleavage reaction is the key regulatory step of
abscisic acid biosynthesis in water stressed bean. Proceedings of the National Academy of Science of the USA,
96: 15354-15361.

29- Sairam, R. and Tyagi, A. 2004. Physiology and molecular biology of salinity stress tolerance in plants.
Current Science, 86: 3-10.

30-Taji, T., Seki, M., Satou, M., Sakurai, T., Kobayashi, M., Ishiyama, M., Narusaka, M., Zhu, J. and
Shinozaki, K. 2004. Comparative genomics in salt tolerance between Arabidopsis and Arabidopsis related
halophyte Salt Cress using Arabidopsis microarray. Plant Physiology, 135: 1697-1709.

31- Tester, M. and Davenport, R. 2003. Na+ tolerance and Na+ transport in higher plants. Annals of Botany,
91:503-527.

32- Udea, A., Kathiresan, A., Inada, M., Narita, Y., Nakamura, 1., Shi, W., Takabe, T. and Bennett, J.
2004. Osmotic stress in barley regulates expression of a different set of genes than salt stress dose. Journal of
Experimental Botany, 55: 2213-2218.

33- Uno, Y., Furihata, T., Abe, H., Yoshida, R., Shinozaki, K. and Yamaguchi-Shinozaki, K. 2000.
Arabidopsis basic leucine zipper transcription factors involve in abscisic acid dependent signal transduction
pathway under drought and high salinity conditions. Proceedings of the National Academy of Science of the
USA, 97: 11632- 11637.

34- Walia, H., Wilson, C., Condamine, P., Liu, X., Ismail, A. M., Zeng, L., Wanamaker, S. 1., Mandal, J.,
Xu, J., Cui, X. and Close, T. J. 2005. Comparative transcriptional profiling of two contrasting rice genotypes
under salinity stress during the vegetative growth. Plant physiology, 139: 822-835.




162

یافته های نوین کشاورزی، سال ششم، شماره2، زمستان 1390

163

یافته های نوین کشاورزی، سال ششم، شماره2، زمستان 1390       



 (
    
    
    
   
                                                                                                                 
) (
    
) (
    
) (
    
)

 (
    
    
    
  
                                             
 
                                                          
یافته های نوین کشاورزی
                                                                                                          
                 
سال 
ششم
- شماره
2- زمستان 
13
90
)

مقایسه الگوی بیان ژن های منتخب القاء شونده با تنش شوری در گندم نان

 (Triticum aestivum L.) 
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فرخ درویش، استاد دانشکده کشاورزی دانشگاه آزاد اسلامی واحد علوم و تحقیقات تهران

سید ابوالقاسم محمدی، استاد گروه زراعت و اصلاح نباتات دانشکده کشاورزی دانشگاه تبریز

چکیده

      به منظور بررسی تنوع درون گونه ای تحمل به تنش شوری در دو رقم گندم متحمل و حساس در شرایط کنترل و تنش گندم الگوی بیان 60 ژن منتخب القا شونده با تنش شوری در سطح رونوشت برداری مورد مقایسه قرار گرفت. در این آزمایش از روش نورترن بلات معکوس جهت بررسی الگوی بیان ژن ها استفاده گردید. جهت سادگی 16 الگوی بیان ممکن برای ارقام متحمل و حساس در شرایط کنترل و تنش در نظر گرفته شد. الگوی بیان ژن های مورد بررسی در 10 الگو از 16 الگوی بیان قرار گرفت. الگو های بیان شماره 2، 6، 8 و 12 در این آزمایش نسبت به سایر الگوها با اهمیت تر در نظر گرفته شدند. الگوی بیان شماره 2 نسبت به سایر الگو های بیان بیشترین تعداد ژن را در خود جای داد. الگوی بیان اکثر عوامل رونویسی مورد مطالعه در چهار الگوی فوق قرار گرفتند. با اعمال تنش شوری 7 ژن در هر دو رقم متحمل و حساس افزایش بیان معنی دار نشان دادند. در این تحقیق 4 ژن شامل ژن LEA از الگوی بیان شماره 2، ژن CBEFP از الگوی بیان شماره 6، ژن bZIP5 از الگوی شماره 8 و ژن wsr3 از الگوی بیان شماره 12 به عنوان ژن های منتخب برای تحمل به تنش شدید و طولانی مدت در رقم ماهوتی در نظر گرفته شدند. نتایج نشان دهنده آن بود که با اعمال تنش شوری بیان ژن ها در رقم متحمل بیشتر دستخوش تغییر قرار می گیرد.  این نتایج نشان می دهد که تفاوت در الگوی بیان ژن ها در واریته های درون یک گونه ممکن است منشاء ایجاد واریته های متحمل و حساس به تنش شوری باشد.



   واژههای کلیدی: گندم، تنش شوری بلند مدت، حساسیت، تحمل، بیان ژن، رونوشت برداری  


مقدمه

[bookmark: OLE_LINK37][bookmark: OLE_LINK38]     هم اکنون تنش شوری به خصوص در نواحی خشک و نیمه خشک یک مساله جدی برای تولید محصولات زراعی می باشد (20). تقریبا 20% از زمین های آبی (45 میلیون هکتار از 230 میلیون هکتار) و 1/2% از زمین های دیم (32 میلیون هکتار از 1500 میلیون هکتار) تحت تاثیر شوری هستند (2). گندم نان یکی از محصولات اصلی کشاورزی در کشور می باشد با این وجود حداقل 8% از زمین های زیر کشت گندم در ایران تحت تاثیر شوری می باشند (5). روشهای مختلفی به عنوان راهکارهای اصلاحی تحمل به تنش شوری مانند استفاده از تنوع موجود در بین گیاهان زراعی و خویشاوندان وحشی آنها ارائه شده است (3و7). گیاهان زراعی نه فقط در سطح جنس و گونه بلکه در داخل یک گونه نیز ممکن است درجات مختلفی از تحمل به تنش شوری را نشان دهند (7). وجود تفاوت بین واریته های درون یک گونه از نظر تحمل به تنش شوری بسیار حائز اهمیت است، زیرا تفاوت بین آنها مربوط به عوامل جزئی می باشد که تحمل به تنش شوری را تحت تاثیر قرار می دهند (31). بنابراین با مقایسه آنها ممکن است به این عوامل جزئی و در نتیجه عوامل موثر در تحمل به تنش شوری پی برد و از آنها برای اصلاح گیاهان زراعی استفاده کرد. ژو (2001) این فرضیه را مطرح نمود که راهکارهای تحمل به تنش شوری در گیاهان هالوفیت اساسا مشابه راهکارهایی هستند که گیاهان گلیکوفیت به کار می برند و تنها تفاوت های جزئی و دقیق در تنظیم بیان ژن ها می باشد که منجر به ایجاد تنوع بسیار بزرگ از کاملا متحمل تا کاملا حساس می گردد. بنابراین همین تفاوتهای جزئی و دقیق در بیان ژن ها ممکن است در واریته های درون یک گونه نیز منشاء ایجاد واریته های متحمل و حساس به تنش شوری باشد.

[bookmark: OLE_LINK67][bookmark: OLE_LINK68][bookmark: OLE_LINK70][bookmark: OLE_LINK69][bookmark: OLE_LINK73][bookmark: OLE_LINK72] از طرف دیگر، در اغلب مطالعات بیان ژن در پاسخ به تنش های غیر زنده گزارش شده است که ژن های دخیل در تحمل به تنش در هر دو ژنوتیپ متحمل و حساس بیان می شوند، اما تفاوت در زمان و میزان بیان آنها می باشد هرچند که تعداد این مطالعات محدود می باشد (11، 15، 26 و 27). والیا و همکاران (2005) بیان ژن ها را تحت تنش شوری در دو ژنوتیپ برنج متحمل و حساس مورد مقایسه قرار دادند. رودریگز و همکاران (2009) با استفاده از روش درشت آرایه[footnoteRef:3] الگوی بیان ژن ها را در دو رقم متحمل و حساس نیشکر مورد مقایسه قرار دادند. نتایج آنها نشان دهنده آن بود که ژن های بیشتری در ژنوتیپ حساس تغییر بیان نشان می دهند. گو و همکاران (2009) الگوی بیان ژن ها را تحت تنش خشکی در دو ژنوتیپ متحمل و حساس جو مورد مقایسه قرار دادند. آنها موفق به شناسایی 17 ژن شدند که هم در شرایط کنترل و هم درشرایط تنش در رقم متحمل نسبت به رقم حساس دارای بیان بالا بودند.  [3: 1-Macro array] 


یکی از محدودیت هایی که در اکثر مطالعات بیان ژن به ویژه در گندم دیده می شود آن است که در اغلب آنها الگوی بیان ژن ها در یک ژنوتیپ متحمل تحت شرایط کنترل و تنش مورد بررسی قرار گرفته (12، 21، 25 و 32) و مقایسه همزمان بیان این ژن ها در گیاه حساس انجام نشده است که این امر شناسایی ژن های پاسخ دهنده به تنش را از ژن های دخیل در تحمل به تنش، غیر ممکن می سازد. به علاوه، در بیشتر این آزمایش ها (11، 25 و 27) از تنش های کوتاه مدت آن هم به صورت اعمال ناگهانی تنش شوری استفاده گردیده است. هر چند که اطلاعات با ارزشی از این آزمایشها حاصل شده است اما در کشاورزی اطلاعات حاصل از تنش های طولانی مدت با ارزشترین اطلاعات می باشند (23).  با توجه به آنچه ذکر شد، هدف از این مطالعه مقایسه و شناسایی الگوی بیان ژن های منتخب در تنش شوری طولانی مدت در خلال دوره رویشی در گندم های متحمل و حساس بود تا بدین وسیله ژن های پاسخ دهنده و دخیل در تحمل به تنش در این گیاه از هم مشخص و مورد شناسایی قرار گیرند. 



مواد و روش ها

کشت گیاهان و اعمال تیمار تنش شوری

    این مطالعه در آزمایشگاه ها و اطاق های کشت پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوری طی سال های 1385 الی 1388 انجام شده است. در این مطالعه از رقم ماهوتی به عنوان رقم متحمل و از رقم چینی بهاره به عنوان رقم حساس به تنش شوری مطابق با گزارش های موجود استفاده گردید (16 و 23). ارقام گندم ماهوتی و چینی بهاره در دو محیط هیدروپونیک حاوی صفر و 250 میلی مولار کلرید سدیم در چهار تکرار و در هر تکرار 10 بوته کشت گردیدند. برای این کار، ابتدا بذور گیاهان به مدت ده دقیقه در هیپوکلریدسدیم 5 % ضدعفونی گشته و سپس 5 بار با آب مقطر شستشو داده شدند. سپس در ظروف پتری اتوکلاو شده بر روی کاغذ صافی استریل قرار داده شدند. به هر ظرف پتری سه میلی لیتر آب مقطر استریل اضافه گردید. پس از پنج روز گیاهچه ها به محیط کشت هوگلند (9) با رقت 5/0 منتقل گردیدند. در روز بعد غلظت کامل مواد محیط کشت هوگلند استفاده شد. به محلول غذایی هوگلند مقدار مناسبی CaCl2 اضافه گردید تا نسبت مولی سدیم به کلسیم در محلول 15 به 1 بماند. گیاهچه ها به مدت هفت روز در همین شرایط باقی ماندند و از روز هفتم به طور تدریجی به نیمی از گیاهچه ها تنش شوری اعمال گردید. بدین صورت که به مدت پنج روز و هر روز 50 میلی مولار کلرید سدیم به محلول هوگلند اضافه گردید تا پس از پنج روز به غلظت نهایی 250 میلی مولار کلرید سدیم رسید. از این زمان به بعد، گیاهچه ها به مدت 12 روز به حال خود گذاشته شدند. در خلال 12 روز، هر سه روز یکبار محیط کشت تعویض گردید. پس از 12 روز قسمت های هوایی برداشت شدند و در فریزر مخصوص دمای 0C70 -  ذخیره گردیدند. همچنین از هر رقم در شرایط کنترل و تنش سه بوته بطور تصادفی از هر تکرار انتخاب گردید و وزن تر و خشک قسمت های هوایی بوته و غلظت سدیم و پتاسیم برگ چهارم در آنها مطابق با روش مانس و همکاران (2000) اندازه گیری شد. تجزیه واریانس داده های حاصل به صورت آزمایش فاکتوریل در قالب طرح کاملا تصادفی و مقایسه میانگین های مربوطه با استفاده از آزمون دانکن در سطح احتمال 5 % با استفاده از نرم افزار SAS انجام شد. 

انتخاب ژن ها و تکثیر آنها 

در این تحقیق، در مجموع از 60 ژن منتخب القاء شونده با تنش شوری استفاده گردید (جدول 4). بر اساس مرور منابع 30 ژن پاسخ دهنده به تنش شوری انتخاب گردیدند. در مرحله بعد با استفاده از توالی های گرفته شده جستجوی BLAST در پایگاه اطلاعاتی GenBank صورت گرفت و توالی هایی که دارای کمترین E-value و همچنین بالاترین امتیاز بودند از این پایگاه دریافت شدند و در نرم افزار EditSeq توالی های پروتئینی و cDNA هر ژن جداگانه ذخیره گردیدند. جهت بدست آوردن توالی های کامل هر ژن و توالی mRNA آنها از پایگاه های اطلاعاتی MapViewer و TIGR و نرم افزار BLAST استفاده شد. در مرحله بعد توالی های ذخیره شده در نرم افزار MegAline از مجموعه نرم افزار های DNASTAR (شرکت Lasergene) همردیف گردیدند. بدین صورت که ابتدا توالی های پروتئینی مربوط به هر ژن همردیف شدند و مناطق حفاظت شده در سطح پروتئین شناسایی شد. جهت مشخص نمودن توالی حفاظت شده پروتئینی در روی توالی DNA هر ژن بدین صورت عمل شد که اگر چنانچه قبلا توالی ژن مورد نظر در گندم تحت شرایط تنش شوری شناسایی گردیده بود از آن استفاده گردید و اگر توالی DNA ژن مورد نظر در گیاه گندم شناسایی نشده بود توالی بدست آمده از جستجوی BLAST در پایگاه اطلاعاتی TIGR در بخش Gene Index و زیر بخش Wheat که دارای کمترین شاخص E-value و بیشترین امتیاز بود، به عنوان توالی DNA آن ژن در گندم در نظر گرفته شد. در مرحله بعد، توالی های DNA به نرم افزار Oligo5 انتقال داده شد تا آغازگرهای اختصاصی برای مناطق حفاظت شده هر ژن طراحی شوند پس از سنتز آغازگرهای اختصاصی برای هر ژن شرایط PCR برای هر یک از جفت آغازگرهای اختصاصی بهینه گشت. برای انجام PCR از الگوی cDNA استفاده گردید. بدین ترتیب که ابتدا RNA از گیاهان تحت تیمار استخراج گردید و سپس با استفاده از آنزیم ترنسکریپتاز معکوس به  cDNA تبدیل گشت تا به عنوان الگو در تهیه محصولPCR  هر ژن بکار رود. در این بررسی همچنین از 11 ژن wsr که قبلا توسط روش DD-PCR از گندم ماهوتی و 10 ژن asr که توسط روش cDNA-AFLP ازگیاه هالوفیت آلئوروپوس لگوپوئیده جداسازی و در باکتری E.coli ذخیره گشته بودند، محصول PCR 6 ژن مربوط به فاکتورهای رونویسی (شامل ژن های DREB1 تا DREB6) و 4 ژن پروتئین کیناز (شامل ژن های SnRK1 تا SnRK4) استفاده گردید که در مطالعه ای دیگر از طریق روش پروتئومیکس بهدست آمده بودند. 


تهیه درشت آرایه cDNA و بررسی بیان ژن ها

استخراج RNA كل از بافت هوایی با استفاده از کیت RNXplus (سیناژن، ایران) و مطابق با  دستورالعملهای مربوطه انجام گرفت. تهیۀ cDNA با استفاده از آغازگرهای Oligo dT و آنزیم AMV Reverse Transcriptase (فرمنتاز، ایران)، مطابق با روش توصیه شده در کاتالوگ آنزیم انجام گرفت. نورترن بلات معكوس بر اساس پروتكل بهينه شده در پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و فناوري زيستي انجام شد. از ژن آلفاتوبولین به‌عنوان کنترل داخلی استفاده گردید.

امتیازدهی به لکه ها با استفاده از نرم افزار TotalLab صورت گرفت. برای این کار میانگین تیرگی زمینه بلات از میزان تیرگی مربوط به هر لکه کسر گردید. پس از آن تمامی لکه ها بر اساس لکه α-توبولین توسط نرم افزار استاندارد شدند. برای آنالیز بیان ژن ها تجزیه واریانس به صورت آزمایش فاکتوریل در قالب طرح پایه کاملا تصادفی با 4 تکرار با استفاده از نرم افزار SAS انجام گرفت. عامل اول ژنوتیپ با دو سطح و عامل دوم محیط با دو سطح در نظر گرفته شد و میانگین های مربوطه با استفاده از روش دانکن در سطح احتمال 5 % مورد مقایسه قرار گرفتند. 



نتایج و بحث 

       جهت بررسی تحمل به تنش شوری در گیاهان زراعی مانند گندم از نسبت پتاسیم به سدیم و وزن خشک به عنوان معیارهای اصلی تحمل به تنش شوری استفاده شده است (18و24). بنابراین در این مطالعه نیز از معیارهای فوق به منظور ارزیابی تحمل به تنش شوری دو رقم انتخابی استفاده شد. خلاصه نتایج تجزیه واریانس صفات اندازه گیری شده در جدول 1 آمده است. 

جدول 1: تجزیه واریانس صفات اندازه گیری شده در بررسی مقایسه الگوی بیان ژن های منتخب القاء شونده با تنش شوری در گندم نان

		منابع تغییرات

		درجه آزادی

		میانگین مربعات



		

		

		وزن تر

		وزن خشک

		سدیم

		پتاسیم

		پتاسیم \سدیم



		ژنوتیپ

		1

		**9341/0

		**6543/0

		**9522/39

		0308/0 ns

		**8399/60



		محیط

		1

		*1254/0

		**1956/0

		*9536/3

		0283/0 ns

		**7894/9



		ژنوتیپ ×  محیط

		1

		0091/0 ns

		0086/0 ns

		*0890/3

		**4372/0

		**1639/4



		اشتباه

		12

		0214/0

		0123/0

		2989/0

		0120/0

		3829/0





**، * و :ns به ترتيب اختلاف معنيدار در سطح احتمال 1% ، 5%  و غير معنيدار



نتایج نشان دهنده آن بود که تیمار شوری اثر معنی داری بر صفات اندازه گیری شده به غیر از غلظت پتاسیم داشته است. نتایج مقایسه میانگن صفات با روش دانکن در جدول 2 آمده است. بر اساس این نتایج رقم ماهوتی با تولید وزن خشک بیشتر از لحاظ آماری در سطح 5 % با رقم چینی بهاره اختلاف معنی دار دارد. نتایج جدول مقایسه میانگین نشان می دهد که در شرایط تنش شوری غلظت سدیم برگ در رقم ماهوتی کمتر از رقم چینی بهاره می باشد و همین امر باعث شده است که نسبت پتاسیم به سدیم در رقم ماهوتی بالاتر از رقم چینی بهاره باشد. به نظر می رسد که رقم ماهوتی با داشتن نسبت پتاسیم به سدیم پایین تر توانسته است ماده خشک بیشتری تولید نماید. در گندم های دوروم گزارش شده است که همبستگی منفی قوی بین ماده خشک تولیدی و غلظت سدیم وجود دارد (19).



جدول 2: خلاصه مقایسه میانگین صفات اندازه گیری شده در بررسی مقایسه الگوی بیان ژن های منتخب القاء شونده با تنش شوری در گندم نان

		تیمار

		وزن تر

(گرم)

		وزن خشک

(گرم)

		[bookmark: OLE_LINK235][bookmark: OLE_LINK236]غلظت سدیم

(میلی مولار در هر گرم وزن خشک)

		غلظت پتاسیم

(میلی مولار در هر گرم وزن خشک)

		نسبت پتاسیم به سدیم



		ژنوتیپ

		

		

		

		

		



		ماهوتی

		73/1 a

		177/1 a

		8769/3 a

		0163/1 a

		4412/3 b



		چینی بهاره

		15/1 b

		118/0 b

		7324/8 b

		1707/1 a

		4552/5 a



		محیط

		

		

		

		

		



		کنترل

		28/2 a

		213/0 a

		3137/0 b

		2701/1 a

		7248/8 a



		تنش

		6/0 b

		082/0 b

		3056/12 a

		9169/0 a

		1716/0 b



		ژنوتیپ × محیط

		

		

		

		

		



		ماهوتی در شرایط کنترل

		28/1 a

		116/0 a

		1783/0 c

		5932/0 a

		3269/3 a



		ماهوتی در شرایط تنش

		45/0 c

		061/0 c

		6986/3 b

		4231/0 a

		1143/0 b



		چینی بهاره در شرایط کنترل

		00/1 b

		097/0 b

		1254/0 c

		6769/0 a

		3979/5 a



		چینی بهاره در شرایط تنش

		15/0 d

		021/0 d

		6070/8 a

		4938/0 a

		0573/0 c





ارقام دارای حداقل یک حرف مشابه در هر ستون از لحاظ آماری در سطح 5% غیر معنیدار میباشند.



برخلاف سدیم، غلظت پتاسیم در دو رقم به مقدار جزیی تحت تاثیر تیمار شوری قرار گرفت به طوری که این تفاوت هم در اثر اصلی و هم در اثر متقابل معنی دار نبود. بهطورکلی این نتایج نشان دهنده آن است که دو رقم مورد بررسی از نظر ماده خشک تولیدی و نسبت پتاسیم به سدیم از لحاظ آماری در سطح 5 % دارای اختلاف معنی دار می باشند و بنابراین مواد گیاهی مناسبی برای این مطالعه می باشند. 

تجزیه واریانس و مقایسه میانگین بیان ژن های مورد بررسی به ترتیب در جدول های 3 و 4 آمده است. بهطورکلی 16 الگوی ممکن بیان ژن در ارقام متحمل و حساس در شرایط کنترل و تنش در نظر گرفته شد و بر اساس مقایسه میانگین انجام شده، الگوی بیان هر ژن مورد بررسی به یکی از این 16 الگوی بیان اختصاص داده شد (جدول 5). در این جدول علامت - به معنی بیان پایه پایین و یا کاهش بیان و علامت + به معنی بیان پایه بالا یا افزایش بیان می باشد.

در بین 16 الگوی ممکن بیان ژن، مورد توجه ترین الگوها، الگوهای شماره 2، 6، 8 و 12 در نظر گرفته شدند. الگوی بیان شماره 2 که نسبت به سایر الگوهای بیان بیشترین تعداد ژن را در خود جای داد     (40 %) شامل ژن هایی می باشد که با اعمال تنش در رقم متحمل افزایش بیان نشان می دهند اما هیچ گونه تغییر بیانی از آنها در رقم حساس مشاهده نمی شود. بنابراین ممکن است این ژن ها در تحمل به تنش شوری در گندم دخیل باشند. گو و همکاران (2009) نیز با مقایسه الگوی بیان ژن ها در       ژنوتیپ های متحمل و حساس گیاه جو 34 ژن را شناسایی نمودند که تنها در ژنوتیپ های متحمل افزایش بیان نشان می دادند. در این الگو بیشترین افزایش بیان ژن، مربوط به ژن LEA بود. پروتئین های LEA که بیان آنها وابسته به مسیر ABA می باشد (29) مانند چاپرون ها نقش محافظتی از ساختار پروتئین ها در زمان مواجه سلول با تنش شوری بر عهده دارند (17).

شواهد حاکی از آن هستند که افزایش بیان این پروتئین ها در پاسخ به تنش اسمزی حاصل از تنش شوری و نه تنش یونی ایجاد شده می باشد (31). زو و همکاران (1996) با انتقال ژن LEA از گیاه جو به برنج گزارش نمودند که تحمل به تنش شوری در برنج های تراریخت افزایش پیدا کرد. در مطالعه حاضر افزایش بیان این ژن در رقم ماهوتی به بیش از 7 برابر رسید در حالی که در رقم چینی بهاره کاهش نامحسوسی در بیان آن دیده شد. 

[bookmark: OLE_LINK10][bookmark: OLE_LINK11]الگوی بیان شماره 6 ژن هایی را شامل می شد که در ارقام متحمل دارای بیان بالایی تحت شرایط کنترل و تنش شوری نسبت به ارقام حساس هستند ولی در اثر اعمال تنش افزایش یا کاهش معنی داری در بیان آنها در هر دو رقم متحمل و حساس دیده نمی شد. بنابراین این گروه شامل ژن هایی می شود که بهطور پیوسته هم در شرایط کنترل و هم در شرایط تنش در ارقام متحمل بیان می شوند. در این گروه جالب توجه ترین الگوی بیان مربوط به ژن CBEFP بود. بیان این ژن هم در شرایط کنترل (5/8 برابر) و هم در شرایط تنش شوری (5/7 برابر)، در رقم ماهوتی نسبت به رقم چینی بهاره در بالاترین مقدار قرار داشت. این ژن پروتئینی را رمز می کند که به واسطه EF-hand خود سریعا تغییر غلظت کلسیم محیط را درک نموده و به آن متصل می شود و در اثر این اتصال ساختار پروتئین تغییر می یابد و این تغییر را به پروتئین های پایین دست خود انتقال می دهد (4). گزارش شده است که با انتقال این ژن از Entamoeba histolytica به تنباکو تحمل این گیاه به شوری افزایش پیدا کرده است (22). بنابراین بالاتر بودن بیان این ژن در شرایط کنترل در رقم ماهوتی ممکن است قابلیت درک سریع تر تغییرات محیط را به آن بدهد. 

الگوی بیان شماره 8 شامل ژن هایی است که با اعمال تنش شوری در ارقام حساس کاهش بیان و در ارقام متحمل افزایش بیان می یابند که 4 ژن دارای چنین الگوی بیانی بودند. ژن های واقع در این الگو مانند ژن های الگوی بیان شماره 2 به صورت القایی (افزایش بیان) در رقم متحمل، در تحمل به تنش شوری دخیل می باشند. با اعمال تنش شوری ژن bZIP5 بیشترین افزایش بیان را در رقم ماهوتی و بیشترین کاهش بیان را در رقم چینی بهاره از خود نشان داد. عوامل رونویسی bZIP دارای یک ناحیه تشکیل شده از اسید آمینه های بازی می باشند که به دنبال آن یک ناحیه غنی از اسید آمینه های لوسین قرار گرفته است (10).

در گیاهان اسید آبسزیک در اثر اعمال تنش هایی مانند خشکی سنتز می شود. افزایش ABA منجر به فعال شدن یک سری عوامل رونویسی می گردد که از جمله آنها عوامل رونویسی bZIP می باشند. این عوامل رونویسی به نوبه خود ژن های پایین دستی که در ناحیه پیشبری خود دارای مناطق ویژه ای به نام عناصر ABRE1 می باشند را فعال می نمایند (1). عوامل رونویسی bZIP در انتقال پیام تنش هایی مانند شوری، خشکی و نور UV نقش دارند (33). این نتایج نشان می دهند که با اعمال تنش های طولانی مدت بیان برخی از عوامل رونویسی افزایش می یابد و در خلال دوره تنش همچنان بالا باقی می ماند.

جدول 3: خلاصه تجزیه واریانس بیان ژن های مورد بررسی در مقایسه الگوی بیان ژن های پاسخ دهنده به تنش شوری در گندم نان

		منابع تغییر

		درجه آزادی

		میانگین مربعات



		

		

		SOS1

		SOS2

		SOS3

		TVP

		WCP

		P5CS

		NHX

		APX

		G6DH

		BADH

		ASN

		SAMDC



		رقم

		1

		ns001/0

		**201/0

		**161/0

		**8/0

		ns014/0

		**109/0

		ns014/0

		**03/0

		**035/0

		*001/0

		ns027/0

		**528/0



		شوری

		1

		**13/0

		**653/0

		**685/0

		**511/1

		**791/0

		**053/0

		**004/1

		**106/0

		**317/0

		**037/0

		**739/0

		**043/0



		رقم×شوری

		1

		**06/0

		**268/0

		**374/0

		**277/0

		ns021/0

		**136/0

		ns019/0

		**136/0

		**048/0

		**06/0

		ns072/0

		**006/0



		اشتباه

		12

		001/0

		001/0

		001/0

		003/0

		003/0

		001/0

		025/0

		0005/0

		001/0

		0001/0

		023/0

		0005/0



		منابع تغییر

		

		میانگین مربعات



		

		

		LEA

		GSK

		HKT1

		AHA

		CBEFP

		bZIP1

		bZIP2

		bZIP3

		bZIP5

		bHLH2

		bHLH3

		WRKY1



		رقم

		1

		*017/0

		**159/0

		**282/0

		ns002/0

		**669/1

		**638/0

		**297/0

		**33/0

		**065/0

		*087/0

		**129/0

		**116/0



		شوری

		1

		**284/0

		ns009/0

		**006/0

		**155/0

		ns009/0

		ns001/0

		ns001/0

		ns006/0

		ns001/0

		*074/0

		**032/0

		**027/0



		رقم×شوری

		1

		**476/0

		**035/0

		**059/0

		**224/0

		ns002/0

		**031/0

		ns005/0

		ns002/0

		**202/0

		ns038/0

		**05/0

		**019/0



		اشتباه

		12

		002/0

		002/0

		001/0

		002/0

		002/0

		001/0

		001/0

		002/0

		0005/0

		008/0

		001/0

		001/0



		منابع تغییر

		

		[bookmark: OLE_LINK18][bookmark: OLE_LINK19]میانگین مربعات



		

		

		WRKY2

		MYB2

		MYB3

		NAC

		NAC67

		wsr1

		wsr2

		wsr3

		wsr4

		wsr5

		wsr6

		wsr7



		رقم

		1

		**313/0

		ns001/0

		**034/0

		**258/0

		**115/0

		**047/0

		**383/0

		**237/0

		ns005/0

		**4/0

		**206/0

		**539/0



		شوری

		1

		**024/0

		**015/0

		**076/0

		**064/0

		ns002/0

		*008/0

		ns003/0

		ns024/0

		**014/0

		ns006/0

		**169/0

		ns104/0



		رقم×شوری

		1

		**04/0

		ns005/0

		**03/0

		ns001/0

		ns017/0

		ns003/0

		ns01/0

		*029/0

		**073/0

		ns023/0

		ns008/0

		ns068/0



		اشتباه

		12

		002/0

		001/0

		002/0

		001/0

		007/0

		001/0

		002/0

		004/0

		001/0

		019/0

		007/0

		026/0



		منابع تغییر

		

		میانگین مربعات



		

		

		wsr8

		wsr9

		wsr10

		wsr11

		asr1

		asr2

		asr4

		asr5

		asr6

		asr8

		asr9

		asr10



		رقم

		1

		**295/0

		**229/0

		**378/0

		**68/0

		ns013/0

		ns001/0

		ns007/0

		021/0**

		**075/0

		*005/0

		ns011/0

		**075/0



		شوری

		1

		ns048/0

		ns001/0

		**048/0

		*083/0

		ns046/0

		ns041/0

		**048/0

		029/0**

		ns001/0

		**011/0

		**049/0

		ns001/0



		رقم×شوری

		1

		ns024/0

		ns003/0

		**105/0

		**081/0

		ns015/0

		*014/0

		ns001/0

		013/0**

		**017/0

		*004/0

		*016/0

		**017/0



		اشتباه

		12

		009/0

		017/0

		001/0

		002/0

		007/0

		006/0

		002/0

		0005/0

		001/0

		0005/0

		002/0

		001/0



		منابع تغییر

		

		میانگین مربعات



		

		

		asr11

		asr12

		DREB1

		DREB2

		DREB3

		DREB4

		DREB5

		DREB6

		SnRK1

		SnRK2

		SnRK3

		SnRK4



		رقم

		1

		ns009/0

		*008/0

		ns001/0

		**066/0

		**068/0

		**306/0

		**132/0

		**505/0

		**08/0

		**613/0

		**212/0

		**11/0



		شوری

		1

		*024/0

		**011/0

		**048/0

		**145/0

		**351/0

		*007/0

		**001/0

		ns001/0

		ns002/0

		ns008/0

		*012/0

		**01/0



		رقم×شوری

		1

		ns014/0

		ns001/0

		**179/0

		**167/0

		**279/0

		ns001/0

		**006/0

		**061/0

		**05/0

		**09/0

		**029/0

		**028/0



		اشتباه

		12

		003/0

		001/0

		003/0

		002/0

		001/0

		001/0

		001/0

		0005/0

		003/0

		002/0

		001/0

		001/0



		**، * و :ns به ترتيب اختلاف معنيدار در سطح احتمال 1% ، 5%  و غير معنيدار









الگوی بیان شماره 12 شامل ژن هایی بود که در رقم حساس با اعمال تنش افزایش بیان پیدا می کردند اما در ارقام متحمل هم در شرایط کنترل و هم در شرایط تنش شوری دارای بیان بالایی بودند. این الگو شباهت بیشتری به الگوی شماره 6 دارد، چرا که دراین الگو نیز در شرایط کنترل و تنش بیان ژن ها در رقم متحمل بالا می باشد و به عبارت دیگر بیان آنها در رقم متحمل القایی نیست. در این تحقیق 2 ژن در این الگو شناسایی شدند. در این الگو بیشترین میزان بیان در شرایط کنترل و تنش شوری در رقم ماهوتی مربوط به ژن wsr3 بود. توالی ژن wsr3 شباهت بالایی با ژن رمز کننده پروتئین آنزیمی به نام 9-cis-epoxycartenoid dioxygenase یا NCED دارد که در ساخت ABA در گیاهان نقش دارد. 

گزارش هایی مبنی بر افزایش بیان این ژن در تنش های کوتاه مدت خشکی و شوری در گیاهان موجود می باشد (14و 28). در مطالعه تاجی و همکاران (2004) نیز بسیاری از ژن های مورد مطالعه مانند NCED در شرایط کنترل در گیاه هالوفیت Salt cress بیان بالاتری نسبت به گیاه گلیکوفیت آرابیدوپسیس داشتند. در مطالعه حاضر نیز بیان این ژن در رقم ماهوتی در شرایط کنترل بیشتر از رقم چینی بهاره بود (جدول 4). 

یکی از مزیت های استفاده از رقم حساس در این آزمایش در ارتباط با الگوی شماره 7 بود. در این الگو ژن های عمومی پاسخ دهنده به تنش قرار می گیرند. در این مطالعه 7 ژن در این الگو دسته بندی شدند. در واقع با اعمال تنش شوری این ژن ها افزایش بیان بالایی در هر دو رقم متحمل و حساس از خود نشان می دهند.

در اکثر مطالعات بیان ژن افزایش بیان آنها با اعمال تنش گزارش شده است (21، 25و 32). با این وجود در این تحقیق میزان افزایش بیان ژن های واقع در این الگو به غیر از ژن asr4 در رقم متحمل ماهوتی بیشتر از چینی بهاره بود. نکته جالب توجه در بین الگوهای بیان مورد توجه 2، 6، 8 و 12 آن بود که اکثر عوامل رونویسی (94%) مطالعه شده در این تحقیق در آنها جای گرفتند (17 عامل از 18 عامل رونویسی). به نظر می رسد بیان بالای این ژن ها در شرایط کنترل و یا افزایش بیان آنها با اعمال تنش در رقم ماهوتی سبب می گردد این رقم تغییر شرایط محیطی را سریعتر از رقم چینی بهاره درک و انتقال دهد. کاواساکی و همکاران (2001) در بررسی الگوی بیان  ژن ها در پاسخ به تنش شوری در دو رقم برنج متحمل و حساس مشاهده نمودند که تغییر بیان ژن ها در رقم متحمل چند ساعت زودتر از رقم حساس اتفاق    می افتد. این تفاوت در زمان پاسخ ژن ها به تنش شوری در دو رقم متحمل و حساس برنج سبب گردید که رقم حساس 24 ساعت بعد از اعمال تنش از بین برود، در حالی که رقم متحمل همچنان بعد از گذشت 7 روز از اعمال تنش شوری به رشد خود ادامه داد. از طرف دیگر در مطالعه حاضر بیان بالای این ژن ها در رقم ماهوتی احتمالا سبب می گردد ژن های بیشتری در پایین دست آنها القاء گردند. لیو و همکاران (2008) با استفاده از روش ریزآرایه cDNA، الگوی بیان ژن ها را تحت تنش شوری در گیاه آرابیدوپسیس تراریخت با ژن DREB1A تحت پیشبر دائمی CaMV با گیاه غیر تراریخت مورد مقایسه قرار دادند. 

جدول 4: فهرست ژن ها، عملکرد احتمالی و مقایسه میانگین بیان آنها تحت شرایط تنش و کنترل در رقم چینی بهاره و ماهوتی

		شماره

		نام ژن

		شماره دسترسی GenBank یا TC

		عملکرد احتمالی

		منبع

		چینی بهاره1

		ماهوتی1



		

		ژن های عملکردی

		

		

		کنترل

		تنش

		کنترل

		تنش



		1

		SOS1

		311713TC

		انتقال سدیم به بیرون از غشاء پلاسمایی

		11

		b34/105

		b68/126

		c91/72

		a30/195



		2

		NHX

		269910AY

		انتقال سدیم به داخل واکوئل

		11

		b13/20

		a44/75

		b96/11

		a96/76



		3

		WCP

		291240TC

		انتقال و جریان آب به درون گیاه

		11

		c41/8

		b36/28

		c02/8

		a20/43



		4

		HKT1

		009003DQ

		انتقال پتاسیم به داخل گیاه در شرایط کمبود آن

		11

		c78/252

		d69/149

		b07/404

		a40/528



		5

		TVP

		296911AY

		انتقال H+ به داخل واکوئل

		21

		c11/10

		a82/31

		d00/1

		b59/17



		6

		AHA

		829002AY

		انتقال  H+به بیرون از غشاء پلاسمایی

		21

		b74/108

		b04/96

		c53/54

		a47/223



		7

		P5CS

		163588EU

		تنظیم تورژسانس، پاکسازی رادیکال های آزاد اکسیژن، ذخیره نیتروژن و کربوهیدرات

		12

		c11/20

		ab23/53

		a72/62

		b93/49



		8

		BADH

		283340TC

		تنظیم تورژسانس، پاکسازی رادیکال های آزاد اکسیژن

		12

		b86/121

		b21/112

		c83/85

		a90/174



		9

		G6DH

		011441AB

		انتقال پیام و پاک سازی رادیکال های آزاد اکسیژن

		25

		c61/74

		b82/130

		c19/71

		a46/253



		10

		APX

		387739AF

		پاک سازی رادیکال های آزاد اکسیژن

		25

		b87/81

		b30/76

		c53/59

		a47/184



		11

		ASN

		621539AY

		تبدیل آسپاراتات به آسپاراژین، انتقال و ذخیره سازی نیتروژن، سمیت زدایی مواد آمونیومی

		25

		bc24/15

		ab05/40

		c08/7

		a59/44



		12

		SAMDC

		278560TC

		سنتز پلی آمین ها

		11

		c05/237

		d43/191

		a63/784

		b44/552



		13

		LEA

		289532TC

		حفاظت از ساختار پروتئین ها، مرطوب نگه داشتن داخل سلول و سطح غشاء، بازیابی گیاه بعد از رفع تنش

		11

		b18/284

		b98/219

		c39/74

		a24/544



		14

		wsr1

		136974CK

		پروتئین شبیه سوکسینات دهیدروژناز، نقل انتقال الکترون در کمپلکسӀӀ میتوکندری

		-

		c23/41

		c57/43

		b73/53

		a95/67



		15

		wsr2

		136975CK

		پروتئین شبیه پروفوبیلینوژن دی آمیناز، سنتز تتراپیرول ها

		-

		b60/21

		b26/23

		a95/69

		a91/35



		16

		wsr5

		136978CK

		پروتئین سرین هیدروکسی متیل ترانسفراز

		-

		c78/36

		bc21/40

		a63/123

		ab40/85



		17

		wsr7

		136980CK

		پروتئین بتا آمیرین سنتتاز، ساخت تری ترپن ها

		-

		b86/35

		b88/37

		ab04/71

		a04/183



		18

		asr4

		779721CX

		پروتئین شبیه به بتائین آلدهید دهیدروژناز گندم

		-

		c48/118

		ab29/171

		bc51/136

		a29/191



		19

		asr8

		779724CX

		پروتئین غشایی

		-

		a95/145

		a49/157

		b80/117

		a23/154



		

		ژن های تنظیمی 

		

		

		

		

		

		



		20

		SOS2

		318044TC

		سرین-ترئونین کیناز، فعال کننده انواع پروتئین های عملکردی مانند SOS1

		11

		b11/41

		a88/65

		c91/72

		[bookmark: OLE_LINK22][bookmark: OLE_LINK23]a30/195



		21

		SOS3

		304980TC

		پروتئین متصل شونده به کلسیم

		11

		c72/36

		b31/52

		d06/7

		a47/73



		22

		GSK

		525086AF

		پروتئین شبیه گلیکوژن سنتاز کیناز، انتقال پیام

		25

		c47/257

		c01/220

		b62/361

		a44/570



		23

		CBEFP

		278797TC

		حسگر افزایش کلسیم

		30

		b90/20

		b69/25

		a85/180

		a22/197



		24

		bZIP1

		011839 CN

		فاکتور رونویسی

		10

		d13/305

		C07/389

		a65/1489

		b08/1086



		25

		bZIP2

		744752.1CA

		فاکتور رونویسی

		10

		b80/190

		b55/177

		a77/410

		a09/483



		26

		bZIP3

		163666.1CK

		فاکتور رونویسی

		10

		b10/215

		b06/204

		a54/588

		a84/480



		27

		bZIP5

		765814.1CV

		فاکتور رونویسی

		10

		b24/432

		d38/214

		c66/314

		a08/673



		28

		bHLH2

		599618.1CA

		فاکتور رونویسی

		10

		b38/140

		b04/160

		b80/162

		a59/347



		29

		bHLH3

		685625.1CJ

		فاکتور رونویسی

		10

		c40/269

		c64/251

		b31/336

		a47/648



		30

		WRKY1

		009320.1CN

		فاکتور رونویسی

		10

		c03/243

		c73/252

		b84/338

		a43/551



		31

		WRKY2

		873146.1CJ

		فاکتور رونویسی

		10

		c98/240

		c89/224

		b57/431

		a56/771



		32

		MYB2

		86569.1ABC

		فاکتور رونویسی

		10

		c71/271

		d11/219

		b08/403

		a51/485



		33

		MYB3-1

		191459AB

		فاکتور رونویسی

		10

		b25/174

		b54/205

		b72/176

		a25/368



		34

		MYB3-2

		191460AB

		فاکتور رونویسی

		10

		b58/223

		b71/225

		c46/150

		a72/409



		35

		NAC67

		672229BU

		فاکتور رونویسی

		10

		b69/266

		b60/226

		ab24/362

		a78/485



		36

		wsr3

		136976CK

		پروتئین شبیه (NCED) 9-cis-epoxycartenoid dioxygenase، ساخت اسید آبسزیک

		-

		c91/17

		b79/30

		a97/51

		a67/50



		37

		wsr9

		136982CK

		پروتئین چسبنده به اسید نوکلئیک

		-

		ab38/146

		b95/138

		ab44/278

		a32/318



		38

		asr1

		779716CX

		هیستیدین کیناز

		-

		ab60/133

		ab51/154

		b92/128

		a08/223



		39

		asr2

		779719CX

		پروتئین متصل شونده به DNA

		-

		ab98/126

		ab56/145

		b41/98

		a72/165



		40

		asr6

		779723CX

		پروتئین متصل شونده به RNA

		-

		c93/112

		c67/137

		a97/218

		b04/173



		41

		asr9

		779717CX

		پروتئین رتروترانسپوزون

		-

		a27/171

		a55/201

		b30/117

		a86/206



		42

		asr11

		779714CX

		پلی پروتئین Copia-type

		-

		ab10/158

		a26/167

		b60/110

		a34/172



		43

		asr12

		779713CX

		پروتئین شبیه NBS-LRR

		-

		ab16/143

		a97/162

		b29/119

		a63/147



		44

		DREB1

		781359AY

		فاکتور رونویسی

		1

		b88/240

		bc64/172

		c44/121

		a82/345



		45

		DREB2

		781358AY

		فاکتور رونویسی

		1

		b86/177

		b72/170

		b70/138

		a40/501



		46

		DREB3

		781357AY

		فاکتور رونویسی

		1

		b18/199

		b58/221

		c20/55

		a06/342



		47

		DREB4

		781356AY

		فاکتور رونویسی

		1

		b40/196

		b85/171

		a95/483

		a85/421



		48

		DREB5

		781355AY

		فاکتور رونویسی

		1

		c65/229

		c13/214

		b92/366

		a38/437



		49

		DREB6

		781354AY

		فاکتور رونویسی

		1

		c55/127

		d28/89

		b271

		a29/425



		50

		SnRK1

		009004BT

		پروتئین کیناز

		-

		c65/152

		b49/234

		a02/344

		ab73/256



		51

		SnRK2

		65604.1X

		پروتئین کیناز

		-

		c93/146

		c08/204

		a33/847

		b48/447



		52

		SnRK3

		65604.2X

		پروتئین کیناز

		-

		c58/244

		c17/222

		b82/391

		a23/618



		53

		SnRK4

		65604.3X

		پروتئین کیناز

		-

		c31/247

		c49/221

		b91/322

		a99/498



		

		ژن های با عملکرد نامشخص

		

		

		

		

		

		



		54

		wsr4

		136977CK

		عملکرد نامشخص

		-

		c88/39

		a03/75

		b98/54

		c85/42



		55

		wsr6

		136979CK

		عملکرد نامشخص

		-

		c13/24

		bc33/40

		b60/43

		a79/96



		56

		wsr8

		136981CK

		عملکرد نامشخص

		-

		bc43/83

		c69/74

		a95/253

		b72/137



		57

		wsr10

		136983CK

		عملکرد نامشخص

		-

		a160

		a84/178

		a27/157

		a96/146



		58

		wsr11

		136984CK

		عملکرد نامشخص

		-

		ab10/158

		a26/167

		b60/110

		a34/172



		59

		asr5

		779722CX

		عملکرد نامشخص

		-

		a04/154

		b80/168

		a12/101

		a65/160



		60

		asr10

		779715CX

		عملکرد نامشخص

		-

		a160

		a84/178

		a27/157

		a96/146



		 میانگین هایی که در هر ردیف دارای حروف مشترک هستند از لحاظ آماری اختلاف معنی داری در آزمون دانکن در سطح احتمال 5 % ندارند







بر اساس نتایج آنها علاوه بر ژن هایی که در هر دو گیاهان تراریخت و غیر تراریخت افزایش بیان نشان داده بودند، در گیاه تراریخت بیان 12 ژن دیگر به میزان دو برابر افزایش یافته بود. این مفهوم که در شکل 1 و 2 در قالب ضریب تبیین کمتر در رقم ماهوتی نسبت به چینی بهاره ظاهر می شود، نشان می دهد که با اعمال تنش میزان بیان ژن ها در رقم ماهوتی بیشتر دستخوش تغییر قرار می گیرد که یکی از عوامل آن ممکن است بیان بالا یا القای بیشتر عوامل رونویسی در این رقم باشد. 



جدول 5: الگوی بیان ژن ها تحت شرایط کنترل و تنش طولانی مدت شوری 250 میلی مولار کلرید سدیم در دو رقم گندم نان



		شماره الگوی بیان

		چینی بهاره

		ماهوتی

		نام ژن



		

		کنترل

		تنش

		کنترل

		تنش

		



		1

		-

		[bookmark: OLE_LINK4][bookmark: OLE_LINK5]-

		-

		-

		None



		2

		-

		-

		-

		[bookmark: OLE_LINK6][bookmark: OLE_LINK7]+

		SOS1, APX, BADH, ASN, LEA, GSK, AHA, bHLH3, WRKY1, MYB3-2, MYB3-1, bHLH2, WRKY2, wsr1, wsr6, asr1, DREB1, DREB2, DREB3,DREB5, SnRK3, SnRK4



		3

		-

		-

		+

		-

		wsr8, wsr10, wsr11, asr6, SnRK2



		4

		-

		+

		-

		-

		None



		5

		+

		-

		-

		-

		None



		6

		-

		-

		+

		+

		CBEFP, bZIP2, bZIP3, NAC67, wsr2, wsr5, wsr7, wsr9, DREB4



		7

		-

		+

		-

		+

		SOS2, SOS3, TVP, WCP, NHX, G6DH, asr4



		8

		+

		-

		-

		+

		HKT1, bZIP5, MYB2, DREB6



		9

		-

		+

		+

		-

		P5CS, bZIP1, wsr4



		10

		+

		-

		+

		-

		SAMDC



		11

		+

		+

		-

		-

		None



		12

		-

		+

		+

		+

		wsr3, SnRK1



		13

		+

		-

		+

		+

		None



		14

		+

		+

		-

		+

		asr11, asr2, asr9, asr5, asr8, asr12



		15

		+

		+

		+

		-

		None



		16

		+

		+

		+

		+

		asr10



		علامت مثبت به معنی افزایش بیان و یا بیان پایه بالا و علامت منفی به معنی کاهش بیان ژن و یا بیان پایه پایین ژن می باشد







 (
چینی بهاره
ماهوتی
)







 (
میزان بیان ژن ها در شرایط تنش شوری در رقم چینی بهاره
)



     

 شکل 1 و 2- میزان بیان ژن ها در شرایط کنترل و تنش در رقم چینی بهاره (نمودار سمت چپ) و رقم ماهوتی (نمودار سمت راست) در مقابل هم ترسیم گردیده اند.



 شناسایی ژن های دخیل در تحمل به تنش شوری و تعیین الگوی بیان آنها موجب تسهیل در شناخت راهکارهای مولکولی تحمل به تنش شوری در گندم و همچنین اصلاح ژنتیکی از طریق انتخاب به کمک نشانگر یا انتقال ژن خواهد شد. با توجه به نتایج یاد شده در فوق ژن LEA از الگوی بیان شماره 2، ژن CBEFP از الگوی بیان شماره 6، ژن bZIP5 از الگوی شماره 8 و ژن wsr3 از الگوی بیان شماره 12 جزء ژن های منتخب برای تحمل به تنش شدید و طولانی مدت در رقم ماهوتی و آنالیز عملکرد بیشتر در آینده در نظر گرفته شدند.



سپاسگزاری

بدین وسیله از پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوری و مجتمع آزمایشگاهی دانشگاه آزاد اسلامی واحد علوم و تحقیقات تهران بهدلیل فراهم نمودن امکانات اجرای این تحقیق تشکر و قدردانی می گردد.
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