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  چکیده

به منظور بررسی تنوع درون گونه اي تحمل به تنش شوري در دو رقم گندم متحمل و حساس در     

ژن منتخب القا شونده با تنش شوري در سطح رونوشت برداري  60شرایط کنترل و تنش گندم الگوي بیان 

ها  در این آزمایش از روش نورترن بلات معکوس جهت بررسی الگوي بیان ژن. مورد مقایسه قرار گرفت

الگوي بیان ممکن براي ارقام متحمل و حساس در شرایط کنترل و تنش در  16جهت سادگی . استفاده گردید

الگو هاي بیان . الگوي بیان قرار گرفت 16الگو از  10الگوي بیان ژن هاي مورد بررسی در . نظر گرفته شد

الگوي بیان . در نظر گرفته شدند در این آزمایش نسبت به سایر الگوها با اهمیت تر 12و  8، 6، 2شماره 

الگوي بیان اکثر عوامل . نسبت به سایر الگو هاي بیان بیشترین تعداد ژن را در خود جاي داد 2شماره 

ژن در هر دو رقم متحمل و  7با اعمال تنش شوري . رونویسی مورد مطالعه در چهار الگوي فوق قرار گرفتند

، ژن 2از الگوي بیان شماره LEAژن شامل ژن  4در این تحقیق  .حساس افزایش بیان معنی دار نشان دادند

CBEFP ژن 6از الگوي بیان شماره ،bZIP5 و ژن  8از الگوي شمارهwsr3 به  12از الگوي بیان شماره

نتایج . عنوان ژن هاي منتخب براي تحمل به تنش شدید و طولانی مدت در رقم ماهوتی در نظر گرفته شدند

.  ود که با اعمال تنش شوري بیان ژن ها در رقم متحمل بیشتر دستخوش تغییر قرار می گیردنشان دهنده آن ب

این نتایج نشان می دهد که تفاوت در الگوي بیان ژن ها در واریته هاي درون یک گونه ممکن است منشاء 

  .ایجاد واریته هاي متحمل و حساس به تنش شوري باشد
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  مقدمه

هم اکنون تنش شوري به خصوص در نواحی خشک و نیمه خشک یک مساله جدي براي تولید      

) میلیون هکتار 230میلیون هکتار از  45(از زمین هاي آبی  %20تقریبا ). 20(محصولات زراعی می باشد 

گندم ). 2(تحت تاثیر شوري هستند ) میلیون هکتار 1500میلیون هکتار از  32(ین هاي دیم از زم %1/2و 

از زمین هاي زیر  %8نان یکی از محصولات اصلی کشاورزي در کشور می باشد با این وجود حداقل 

هاي مختلفی به عنوان راهکارهاي اصلاحی روش). 5(کشت گندم در ایران تحت تاثیر شوري می باشند 

مل به تنش شوري مانند استفاده از تنوع موجود در بین گیاهان زراعی و خویشاوندان وحشی آنها ارائه تح

گیاهان زراعی نه فقط در سطح جنس و گونه بلکه در داخل یک گونه نیز ممکن است ). 7و3(شده است 

وجود تفاوت بین واریته هاي درون یک ). 7(درجات مختلفی از تحمل به تنش شوري را نشان دهند 

گونه از نظر تحمل به تنش شوري بسیار حائز اهمیت است، زیرا تفاوت بین آنها مربوط به عوامل جزئی 

بنابراین با مقایسه آنها ممکن است ). 31(اشد که تحمل به تنش شوري را تحت تاثیر قرار می دهند می ب

به این عوامل جزئی و در نتیجه عوامل موثر در تحمل به تنش شوري پی برد و از آنها براي اصلاح 

تنش شوري در  این فرضیه را مطرح نمود که راهکارهاي تحمل به) 2001(ژو . گیاهان زراعی استفاده کرد

گیاهان هالوفیت اساسا مشابه راهکارهایی هستند که گیاهان گلیکوفیت به کار می برند و تنها تفاوت هاي 

جزئی و دقیق در تنظیم بیان ژن ها می باشد که منجر به ایجاد تنوع بسیار بزرگ از کاملا متحمل تا کاملا 

ر بیان ژن ها ممکن است در واریته هاي هاي جزئی و دقیق دبنابراین همین تفاوت. حساس می گردد

  .درون یک گونه نیز منشاء ایجاد واریته هاي متحمل و حساس به تنش شوري باشد

از طرف دیگر، در اغلب مطالعات بیان ژن در پاسخ به تنش هاي غیر زنده گزارش شده است که ژن هاي  

ند، اما تفاوت در زمان و میزان دخیل در تحمل به تنش در هر دو ژنوتیپ متحمل و حساس بیان می شو

والیا و همکاران ). 27و26، 15، 11(بیان آنها می باشد هرچند که تعداد این مطالعات محدود می باشد 

. بیان ژن ها را تحت تنش شوري در دو ژنوتیپ برنج متحمل و حساس مورد مقایسه قرار دادند) 2005(

درشت آرایهبا استفاده از روش ) 2009(رودریگز و همکاران 
1

الگوي بیان ژن ها را در دو رقم متحمل و  

بیشتري در ژنوتیپ نتایج آنها نشان دهنده آن بود که ژن هاي . حساس نیشکر مورد مقایسه قرار دادند

بیان ژن ها را تحت تنش خشکی در دو  الگوي) 2009(گو و همکاران . دهندنشان می حساس تغییر بیان

ژن شدند که هم در  17آنها موفق به شناسایی . د مقایسه قرار دادندژنوتیپ متحمل و حساس جو مور

  . شرایط کنترل و هم درشرایط تنش در رقم متحمل نسبت به رقم حساس داراي بیان بالا بودند

یکی از محدودیت هایی که در اکثر مطالعات بیان ژن به ویژه در گندم دیده می شود آن است که در 

ها در یک ژنوتیپ متحمل تحت شرایط کنترل و تنش مورد بررسی قرار گرفته  اغلب آنها الگوي بیان ژن

                                               
1-Macro array
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و مقایسه همزمان بیان این ژن ها در گیاه حساس انجام نشده است که این امر  )32و 25، 21، 12(

به . را از ژن هاي دخیل در تحمل به تنش، غیر ممکن می سازدشناسایی ژن هاي پاسخ دهنده به تنش

از تنش هاي کوتاه مدت آن هم به صورت اعمال ناگهانی )27و 25، 11(تر این آزمایش ها علاوه، در بیش

ها حاصل شده است اما هر چند که اطلاعات با ارزشی از این آزمایش. تنش شوري استفاده گردیده است

با توجه ).  23(در کشاورزي اطلاعات حاصل از تنش هاي طولانی مدت با ارزشترین اطلاعات می باشند 

به آنچه ذکر شد، هدف از این مطالعه مقایسه و شناسایی الگوي بیان ژن هاي منتخب در تنش شوري 

طولانی مدت در خلال دوره رویشی در گندم هاي متحمل و حساس بود تا بدین وسیله ژن هاي پاسخ 

  . یرنددهنده و دخیل در تحمل به تنش در این گیاه از هم مشخص و مورد شناسایی قرار گ

  

  مواد و روش ها

  کشت گیاهان و اعمال تیمار تنش شوري

این مطالعه در آزمایشگاه ها و اطاق هاي کشت پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوري طی     

در این مطالعه از رقم ماهوتی به عنوان رقم متحمل و از رقم . انجام شده است 1388الی  1385سال هاي 

). 23و  16(ن رقم حساس به تنش شوري مطابق با گزارش هاي موجود استفاده گردید چینی بهاره به عنوا

میلی مولار کلرید سدیم  250ارقام گندم ماهوتی و چینی بهاره در دو محیط هیدروپونیک حاوي صفر و 

یقه این کار، ابتدا بذور گیاهان به مدت ده دق براي. بوته کشت گردیدند 10در چهار تکرار و در هر تکرار 

سپس در ظروف . بار با آب مقطر شستشو داده شدند 5ضدعفونی گشته و سپس  %5در هیپوکلریدسدیم 

به هر ظرف پتري سه میلی لیتر آب مقطر . پتري اتوکلاو شده بر روي کاغذ صافی استریل قرار داده شدند

. منتقل گردیدند 5/0با رقت) 9(محیط کشت هوگلند پس از پنج روز گیاهچه ها به . استریل اضافه گردید

به محلول غذایی هوگلند مقدار مناسبی . در روز بعد غلظت کامل مواد محیط کشت هوگلند استفاده شد

CaCl2  گیاهچه ها به مدت هفت . بماند 1به  15اضافه گردید تا نسبت مولی سدیم به کلسیم در محلول

روز در همین شرایط باقی ماندند و از روز هفتم به طور تدریجی به نیمی از گیاهچه ها تنش شوري 

هوگلند  میلی مولار کلرید سدیم به محلول 50بدین صورت که به مدت پنج روز و هر روز . اعمال گردید

از این زمان به بعد، . میلی مولار کلرید سدیم رسید 250اضافه گردید تا پس از پنج روز به غلظت نهایی 

روز، هر سه روز یکبار محیط کشت  12در خلال . روز به حال خود گذاشته شدند 12گیاهچه ها به مدت 

مخصوص دماي روز قسمت هاي هوایی برداشت شدند و در فریزر  12پس از . تعویض گردید
0C70-  

همچنین از هر رقم در شرایط کنترل و تنش سه بوته بطور تصادفی از هر تکرار انتخاب . ذخیره گردیدند

گردید و وزن تر و خشک قسمت هاي هوایی بوته و غلظت سدیم و پتاسیم برگ چهارم در آنها مطابق با 

داده هاي حاصل به صورت آزمایش تجزیه واریانس . اندازه گیري شد) 2000(روش مانس و همکاران 
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فاکتوریل در قالب طرح کاملا تصادفی و مقایسه میانگین هاي مربوطه با استفاده از آزمون دانکن در سطح 

  . انجام شد SASبا استفاده از نرم افزار  %5احتمال 

  نها آانتخاب ژن ها و تکثیر 

بر ). 4جدول (ش شوري استفاده گردید ژن منتخب القاء شونده با تن 60در این تحقیق، در مجموع از 

در مرحله بعد با استفاده از توالی . ژن پاسخ دهنده به تنش شوري انتخاب گردیدند 30اساس مرور منابع 

صورت گرفت و توالی هایی که  GenBankدر پایگاه اطلاعاتی  BLASTهاي گرفته شده جستجوي 

دند از این پایگاه دریافت شدند و در نرم افزار و همچنین بالاترین امتیاز بو E-valueداراي کمترین 

EditSeq  توالی هاي پروتئینی وcDNA جهت بدست آوردن توالی هاي . هر ژن جداگانه ذخیره گردیدند

 BLASTو نرم افزار  TIGRو  MapViewerآنها از پایگاه هاي اطلاعاتی  mRNAکامل هر ژن و توالی 

از مجموعه نرم افزار هاي  MegAlineخیره شده در نرم افزار در مرحله بعد توالی هاي ذ. استفاده شد

DNASTAR) شرکتLasergene (بدین صورت که ابتدا توالی هاي پروتئینی مربوط . همردیف گردیدند

جهت مشخص نمودن . به هر ژن همردیف شدند و مناطق حفاظت شده در سطح پروتئین شناسایی شد

هر ژن بدین صورت عمل شد که اگر چنانچه قبلا  DNAلی توالی حفاظت شده پروتئینی در روي توا

توالی ژن مورد نظر در گندم تحت شرایط تنش شوري شناسایی گردیده بود از آن استفاده گردید و اگر 

در  BLASTژن مورد نظر در گیاه گندم شناسایی نشده بود توالی بدست آمده از جستجوي  DNAتوالی 

 E-valueکه داراي کمترین شاخص  Wheatو زیر بخش  Gene Indexدر بخش  TIGRپایگاه اطلاعاتی 

در مرحله بعد، توالی هاي . آن ژن در گندم در نظر گرفته شد DNAو بیشترین امتیاز بود، به عنوان توالی 

DNA  به نرم افزارOligo5  انتقال داده شد تا آغازگرهاي اختصاصی براي مناطق حفاظت شده هر ژن

براي هر یک از جفت  PCRسنتز آغازگرهاي اختصاصی براي هر ژن شرایط طراحی شوند پس از 

بدین ترتیب که . استفاده گردید cDNAاز الگوي  PCRبراي انجام . آغازگرهاي اختصاصی بهینه گشت

از گیاهان تحت تیمار استخراج گردید و سپس با استفاده از آنزیم ترنسکریپتاز معکوس به   RNAابتدا 

cDNA  تا به عنوان الگو در تهیه محصولتبدیل گشتPCR  در این بررسی همچنین از . هر ژن بکار رود

-cDNAکه توسط روش  asrژن  10از گندم ماهوتی و  DD-PCRکه قبلا توسط روش  wsrژن  11

AFLP  ازگیاه هالوفیت آلئوروپوس لگوپوئیده جداسازي و در باکتريE.coli  ،ذخیره گشته بودند

ژن  4و ) DREB6تا  DREB1شامل ژن هاي (ط به فاکتورهاي رونویسی ژن مربو PCR6محصول 

استفاده گردید که در مطالعه اي دیگر از طریق روش ) SnRK4تا  SnRK1شامل ژن هاي (پروتئین کیناز 

  . دست آمده بودندهپروتئومیکس ب
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  و بررسی بیان ژن ها cDNAتهیه درشت آرایه 

مطابق با و ) سیناژن، ایران(RNXplusکل از بافت هوایی با استفاده از کیت  RNAاستخراج 

 AMVو آنزیم  Oligo dTبا استفاده از آغازگرهاي  cDNAتهیۀ . هاي مربوطه انجام گرفتدستورالعمل

Reverse Transcriptase)مطابق با روش توصیه شده در کاتالوگ آنزیم انجام گرفت)فرمنتاز، ایران ، .

ترن بلات معکوس بر اساس پروتکل بهینه شده در پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و فناوري زیستی نور

  .عنوان کنترل داخلی استفاده گردید از ژن آلفاتوبولین به. انجام شد

براي این کار میانگین تیرگی زمینه . صورت گرفت TotalLabامتیازدهی به لکه ها با استفاده از نرم افزار 

توبولین - αپس از آن تمامی لکه ها بر اساس لکه . بلات از میزان تیرگی مربوط به هر لکه کسر گردید

براي آنالیز بیان ژن ها تجزیه واریانس به صورت آزمایش فاکتوریل در . توسط نرم افزار استاندارد شدند

عامل اول ژنوتیپ با . انجام گرفت SASتکرار با استفاده از نرم افزار  4ی با قالب طرح پایه کاملا تصادف

دو سطح و عامل دوم محیط با دو سطح در نظر گرفته شد و میانگین هاي مربوطه با استفاده از روش 

  . مورد مقایسه قرار گرفتند %5دانکن در سطح احتمال 

  

  نتایج و بحث 

ي در گیاهان زراعی مانند گندم از نسبت پتاسیم به سدیم و وزن جهت بررسی تحمل به تنش شور       

بنابراین در این ). 24و18(خشک به عنوان معیارهاي اصلی تحمل به تنش شوري استفاده شده است 

خلاصه . مطالعه نیز از معیارهاي فوق به منظور ارزیابی تحمل به تنش شوري دو رقم انتخابی استفاده شد

. آمده است 1نتایج تجزیه واریانس صفات اندازه گیري شده در جدول 

ب القاء شونده با تنش تجزیه واریانس صفات اندازه گیري شده در بررسی مقایسه الگوي بیان ژن هاي منتخ: 1جدول 

  شوري در گندم نان

  درجه آزادي  منابع تغییرات

  میانگین مربعات

  سدیم\پتاسیم   پتاسیم  سدیم  وزن خشک  وزن تر

  1ژنوتیپ
**

9341/0  
**

6543/0  
**

9522/39  0308/0
ns**

8399/60  

  1محیط
*

1254/0  
**

1956/0  
*

9536/3  0283/0
ns**

7894/9  

0091/0  1محیط×  ژنوتیپ 
ns

0086/0
ns*

0890/3  
**

4372/0  
**

1639/4  

  3829/0  0120/0  2989/0  0123/0  0214/0  12اشتباه

دارو غیر معنی%  5، % 1دار در سطح احتمال به ترتیب اختلاف معنی ns:و *، **

  

نتایج نشان دهنده آن بود که تیمار شوري اثر معنی داري بر صفات اندازه گیري شده به غیر از غلظت 

این  بر اساس. آمده است 2نتایج مقایسه میانگن صفات با روش دانکن در جدول . پتاسیم داشته است

بهاره اختلاف با رقم چینی  %5نتایج رقم ماهوتی با تولید وزن خشک بیشتر از لحاظ آماري در سطح 
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نتایج جدول مقایسه میانگین نشان می دهد که در شرایط تنش شوري غلظت سدیم برگ . معنی دار دارد

در رقم ماهوتی کمتر از رقم چینی بهاره می باشد و همین امر باعث شده است که نسبت پتاسیم به سدیم 

قم ماهوتی با داشتن نسبت پتاسیم به به نظر می رسد که ر. در رقم ماهوتی بالاتر از رقم چینی بهاره باشد

در گندم هاي دوروم گزارش شده است که . سدیم پایین تر توانسته است ماده خشک بیشتري تولید نماید

).19(خشک تولیدي و غلظت سدیم وجود دارد همبستگی منفی قوي بین ماده 

  

الگوي بیان ژن هاي منتخب القاء شونده با خلاصه مقایسه میانگین صفات اندازه گیري شده در بررسی مقایسه : 2جدول 

  تنش شوري در گندم نان

تیمار

وزن تر

)گرم(

وزن 

خشک

)گرم(

غلظت سدیم

)میلی مولار در هر گرم وزن خشک(

غلظت پتاسیم

میلی مولار در هر گرم وزن (

)خشک

نسبت پتاسیم 

به سدیم

ژنوتیپ

73/1ماهوتی a177/1 a8769/3 a0163/1 a4412/3 b

15/1چینی بهاره b118/0 b7324/8 b1707/1 a4552/5 a

محیط

28/2کنترل a213/0 a3137/0 b2701/1 a7248/8 a

6/0تنش b082/0 b3056/12 a9169/0 a1716/0 b

محیط× ژنوتیپ 

28/1ماهوتی در شرایط کنترل a116/0 a1783/0 c5932/0 a3269/3 a

45/0ماهوتی در شرایط تنش c061/0 c6986/3 b4231/0 a1143/0 b

00/1چینی بهاره در شرایط کنترل b097/0 b1254/0 c6769/0 a3979/5 a

15/0چینی بهاره در شرایط تنش d021/0 d6070/8 a4938/0 a0573/0 c

.باشنددار میغیر معنی% 5در سطح ارقام داراي حداقل یک حرف مشابه در هر ستون از لحاظ آماري 

  

برخلاف سدیم، غلظت پتاسیم در دو رقم به مقدار جزیی تحت تاثیر تیمار شوري قرار گرفت به طوري 

طورکلی این نتایج نشان دهنده آن هب. که این تفاوت هم در اثر اصلی و هم در اثر متقابل معنی دار نبود

شک تولیدي و نسبت پتاسیم به سدیم از لحاظ آماري در است که دو رقم مورد بررسی از نظر ماده خ

  . داراي اختلاف معنی دار می باشند و بنابراین مواد گیاهی مناسبی براي این مطالعه می باشند %5سطح 

. آمده است 4و  3هاي تجزیه واریانس و مقایسه میانگین بیان ژن هاي مورد بررسی به ترتیب در جدول

کن بیان ژن در ارقام متحمل و حساس در شرایط کنترل و تنش در نظر گرفته الگوي مم 16طورکلی هب

الگوي بیان  16شد و بر اساس مقایسه میانگین انجام شده، الگوي بیان هر ژن مورد بررسی به یکی از این 

به معنی بیان پایه پایین و یا کاهش بیان و علامت  - در این جدول علامت ). 5جدول (اختصاص داده شد 

  .به معنی بیان پایه بالا یا افزایش بیان می باشد +

در نظر گرفته  12و  8، 6، 2الگوي ممکن بیان ژن، مورد توجه ترین الگوها، الگوهاي شماره  16در بین 

    که نسبت به سایر الگوهاي بیان بیشترین تعداد ژن را در خود جاي داد 2الگوي بیان شماره . شدند
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باشد که با اعمال تنش در رقم متحمل افزایش بیان نشان می دهند اما هیچ  شامل ژن هایی می) 40%(

بنابراین ممکن است این ژن ها در تحمل به . گونه تغییر بیانی از آنها در رقم حساس مشاهده نمی شود

      نیز با مقایسه الگوي بیان ژن ها در ) 2009(گو و همکاران . تنش شوري در گندم دخیل باشند

ژن را شناسایی نمودند که تنها در ژنوتیپ هاي متحمل  34هاي متحمل و حساس گیاه جو ژنوتیپ 

پروتئین هاي . بود LEAدر این الگو بیشترین افزایش بیان ژن، مربوط به ژن . افزایش بیان نشان می دادند

LEA مسیر که بیان آنها وابسته بهABA  تار محافظتی از ساخ نقشمانند چاپرون ها) 29(می باشد

  ).17(عهده دارند با تنش شوري برپروتئین ها در زمان مواجه سلول 

شواهد حاکی از آن هستند که افزایش بیان این پروتئین ها در پاسخ به تنش اسمزي حاصل از تنش 

از گیاه جو به  LEAبا انتقال ژن) 1996(زو و همکاران ). 31(شوري و نه تنش یونی ایجاد شده می باشد 

در مطالعه حاضر . نمودند که تحمل به تنش شوري در برنج هاي تراریخت افزایش پیدا کرد برنج گزارش

برابر رسید در حالی که در رقم چینی بهاره کاهش  7افزایش بیان این ژن در رقم ماهوتی به بیش از 

. نامحسوسی در بیان آن دیده شد

متحمل داراي بیان بالایی تحت شرایط کنترل ژن هایی را شامل می شد که در ارقام  6الگوي بیان شماره 

و تنش شوري نسبت به ارقام حساس هستند ولی در اثر اعمال تنش افزایش یا کاهش معنی داري در بیان 

طور هبنابراین این گروه شامل ژن هایی می شود که ب. آنها در هر دو رقم متحمل و حساس دیده نمی شد

در این گروه جالب . رایط تنش در ارقام متحمل بیان می شوندپیوسته هم در شرایط کنترل و هم در ش

و هم در ) برابر 5/8(بیان این ژن هم در شرایط کنترل . بود CBEFPتوجه ترین الگوي بیان مربوط به ژن 

. ، در رقم ماهوتی نسبت به رقم چینی بهاره در بالاترین مقدار قرار داشت)برابر 5/7(شرایط تنش شوري 

تغییر غلظت کلسیم محیط را درك خود سریعا EF-handنی را رمز می کند که به واسطه این ژن پروتئی

و در اثر این اتصال ساختار پروتئین تغییر می یابد و این تغییر را به پروتئین نموده و به آن متصل می شود 

 Entamoebaگزارش شده است که با انتقال این ژن از ). 4(هاي پایین دست خود انتقال می دهد 

histolytica  بنابراین بالاتر بودن بیان این  ).22(به تنباکو تحمل این گیاه به شوري افزایش پیدا کرده است

  . ژن در شرایط کنترل در رقم ماهوتی ممکن است قابلیت درك سریع تر تغییرات محیط را به آن بدهد

قام حساس کاهش بیان و در شامل ژن هایی است که با اعمال تنش شوري در ار 8الگوي بیان شماره 

ژن هاي واقع در این الگو . ژن داراي چنین الگوي بیانی بودند 4ارقام متحمل افزایش بیان می یابند که 

در رقم متحمل، در تحمل به تنش ) افزایش بیان(به صورت القایی  2مانند ژن هاي الگوي بیان شماره 

بیشترین افزایش بیان را در رقم ماهوتی و bZIP5با اعمال تنش شوري ژن . شوري دخیل می باشند

داراي یک ناحیه  bZIPعوامل رونویسی . بیشترین کاهش بیان را در رقم چینی بهاره از خود نشان داد
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تشکیل شده از اسید آمینه هاي بازي می باشند که به دنبال آن یک ناحیه غنی از اسید آمینه هاي لوسین 

  .)10(قرار گرفته است

منجر به  ABAافزایش . ید آبسزیک در اثر اعمال تنش هایی مانند خشکی سنتز می شودگیاهان اسدر

این . می باشند bZIPفعال شدن یک سري عوامل رونویسی می گردد که از جمله آنها عوامل رونویسی 

عوامل رونویسی به نوبه خود ژن هاي پایین دستی که در ناحیه پیشبري خود داراي مناطق ویژه اي به نام 

ABRE1عناصر 
در انتقال پیام تنش هایی مانند  bZIPعوامل رونویسی . )1(می باشند را فعال می نمایند 

این نتایج نشان می دهند که با اعمال تنش هاي طولانی . )33(نقش دارند UVشوري، خشکی و نور 

  .باقی می ماندمدت بیان برخی از عوامل رونویسی افزایش می یابد و در خلال دوره تنش همچنان بالا 

خلاصه تجزیه واریانس بیان ژن هاي مورد بررسی در مقایسه الگوي بیان ژن هاي پاسخ دهنده به تنش شوري در : 3جدول 

  گندم نان

منابع تغییر

درجه 

آزادي

میانگین مربعات

SOS1SOS2SOS3TVPWCPP5CSNHXAPXG6DHBADHASNSAMDC

1رقم
ns

001/0  
**

201/0  
**

161/0  
**

8/0  
ns

014/0  
**

109/0  
ns

014/0
**

03/0  
**

035/0  
*

001/0  
ns

027/0  
**

528/0  

1شوري
**

13/0  
**

653/0  
**

685/0  
**

511/1  
**

791/0  
**

053/0  
**

004/1  
**

106/0  
**

317/0  
**

037/0  
**

739/0  
**

043/0  

1شوري×رقم
**

06/0  
**

268/0  
**

374/0  
**

277/0  
ns

021/0  
**

136/0  
ns

019/0  
**

136/0  
**

048/0  
**

06/0  
ns

072/0  
**

006/0  

  0005/0  023/0  0001/0  001/0  0005/0  025/0  001/0  003/0  003/0  001/0  001/0  12001/0اشتباه

منابع تغییر

میانگین مربعات

LEAGSK  HKT1AHACBEFP  bZIP1bZIP2bZIP3bZIP5bHLH2bHLH3WRKY1

1رقم
*

017/0  
**

159/0  
**

282/0  
ns

002/0  
**

669/1  
**

638/0
**

297/0  
**

33/0  
**

065/0  
*

087/0  
**

129/0  
**

116/0  

1شوري
**

284/0  
ns

009/0  
**

006/0  
**

155/0  
ns

009/0  
ns

001/0  
ns

001/0  
ns

006/0  
ns

001/0  
*

074/0  
**

032/0  
**

027/0  

1شوري×رقم
**

476/0  
**

035/0  
**

059/0  
**

224/0  
ns

002/0  
**

031/0
ns

005/0  
ns

002/0  
**

202/0  
ns

038/0  
**

05/0  
**

019/0  

  001/0  001/0  008/0  0005/0  002/0  001/0001/0  002/0  002/0  001/0  002/0  12002/0اشتباه

منابع تغییر

میانگین مربعات

WRKY2MYB2MYB3  NACNAC67wsr1wsr2wsr3wsr4wsr5wsr6wsr7

1رقم
**

313/0  
ns

001/0  
**

034/0  
**

258/0  
**

115/0  
**

047/0  
**

383/0  
**

237/0  
ns

005/0  
**

4/0  
**

206/0  
**

539/0  

1شوري
**

024/0  
**

015/0  
**

076/0  
**

064/0  
ns

002/0  
*

008/0  
ns

003/0  
ns

024/0  
**

014/0  
ns

006/0  
**

169/0  
ns

104/0  

1شوري×رقم
**

04/0  
ns

005/0
**

03/0  
ns

001/0  
ns

017/0  
ns

003/0  
ns

01/0  
*

029/0  
**

073/0  
ns

023/0  
ns

008/0  
ns

068/0  

  026/0  007/0  019/0  001/0  004/0  002/0  001/0  007/0  001/0  002/0  001/0  12002/0اشتباه

منابع تغییر

میانگین مربعات

wsr8wsr9wsr10wsr11asr1asr2asr4asr5asr6asr8asr9asr10

1رقم
**

295/0  
**

229/0  
**

378/0  
**

68/0  
ns

013/0  
ns

001/0  
ns

007/0  021/0
****

075/0  
*

005/0  
ns

011/0  
**

075/0  

1شوري
ns

048/0  
ns

001/0  
**

048/0  
*

083/0  
ns

046/0  
ns

041/0  
**

048/0  029/0
**ns

001/0  
**

011/0  
**

049/0  
ns

001/0  

1شوري×رقم
ns

024/0  
ns

003/0  
**

105/0  
**

081/0  
ns

015/0  
*

014/0  
ns

001/0  013/0
****

017/0  
*

004/0  
*

016/0  
**

017/0  

  001/0  002/0  0005/0  001/0  0005/0  002/0  006/0  007/0  002/0  001/0  017/0  12009/0اشتباه

  منابع تغییر

میانگین مربعات

asr11asr12DREB1DREB2DREB3DREB4  DREB5DREB6SnRK1SnRK2SnRK3SnRK4

1رقم
ns

009/0  
*

008/0  
ns

001/0  
**

066/0  
**

068/0  
**

306/0  
**

132/0  
**

505/0  
**

08/0  
**

613/0  
**

212/0  
**

11/0  

1شوري
*

024/0  
**

011/0  
**

048/0  
**

145/0  
**

351/0  
*

007/0  
**

001/0  
ns

001/0  
ns

002/0  
ns

008/0  
*

012/0  
**

01/0  

1شوري×رقم
ns

014/0  
ns

001/0  
**

179/0  
**

167/0  
**

279/0  
ns

001/0  
**

006/0  
**

061/0  
**

05/0  
**

09/0  
**

029/0  
**

028/0  

  001/0  001/0  002/0  003/0  0005/0  001/0  001/0  001/0  002/0  003/0  001/0  12003/0اشتباه

دارو غیر معنی%  5، % 1دار در سطح احتمال به ترتیب اختلاف معنی ns:و *، **

  

شامل ژن هایی بود که در رقم حساس با اعمال تنش افزایش بیان پیدا می کردند اما  12الگوي بیان شماره 

این الگو . در ارقام متحمل هم در شرایط کنترل و هم در شرایط تنش شوري داراي بیان بالایی بودند
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ل و تنش بیان ژن ها در دارد، چرا که دراین الگو نیز در شرایط کنتر 6شباهت بیشتري به الگوي شماره 

ژن در  2در این تحقیق . رقم متحمل بالا می باشد و به عبارت دیگر بیان آنها در رقم متحمل القایی نیست

در این الگو بیشترین میزان بیان در شرایط کنترل و تنش شوري در رقم ماهوتی .این الگو شناسایی شدند

-cis-9لایی با ژن رمز کننده پروتئین آنزیمی به نام شباهت با wsr3توالی ژن . بود wsr3مربوط به ژن 

epoxycartenoid dioxygenase  یاNCED  دارد که در ساختABA در گیاهان نقش دارد .  

گزارش هایی مبنی بر افزایش بیان این ژن در تنش هاي کوتاه مدت خشکی و شوري در گیاهان موجود 

نیز بسیاري از ژن هاي مورد مطالعه مانند  )2004(در مطالعه تاجی و همکاران ). 28و14(می باشد

NCED  در شرایط کنترل در گیاه هالوفیتSalt cress  بیان بالاتري نسبت به گیاه گلیکوفیت

در مطالعه حاضر نیز بیان این ژن در رقم ماهوتی در شرایط کنترل بیشتر از رقم .آرابیدوپسیس داشتند

  ).4جدول (چینی بهاره بود 

در این الگو . بود 7مزیت هاي استفاده از رقم حساس در این آزمایش در ارتباط با الگوي شماره یکی از 

. ژن در این الگو دسته بندي شدند 7در این مطالعه . ژن هاي عمومی پاسخ دهنده به تنش قرار می گیرند

حساس از خود در واقع با اعمال تنش شوري این ژن ها افزایش بیان بالایی در هر دو رقم متحمل و 

  .نشان می دهند

با این وجود . )32و 25، 21(در اکثر مطالعات بیان ژن افزایش بیان آنها با اعمال تنش گزارش شده است

در رقم متحمل ماهوتی  asr4در این تحقیق میزان افزایش بیان ژن هاي واقع در این الگو به غیر از ژن 

آن بود که اکثر  12و  8، 6، 2بین الگوهاي بیان مورد توجه نکته جالب توجه در .بیشتر از چینی بهاره بود

). عامل رونویسی 18عامل از  17(مطالعه شده در این تحقیق در آنها جاي گرفتند ) %94(عوامل رونویسی 

به نظر می رسد بیان بالاي این ژن ها در شرایط کنترل و یا افزایش بیان آنها با اعمال تنش در رقم ماهوتی 

کاواساکی . چینی بهاره درك و انتقال دهددد این رقم تغییر شرایط محیطی را سریعتر از رقم سبب می گر

در بررسی الگوي بیان  ژن ها در پاسخ به تنش شوري در دو رقم برنج متحمل و ) 2001(و همکاران 

   نمودند که تغییر بیان ژن ها در رقم متحمل چند ساعت زودتر از رقم حساس اتفاق  حساس مشاهده

این تفاوت در زمان پاسخ ژن ها به تنش شوري در دو رقم متحمل و حساس برنج سبب گردید . می افتد

ساعت بعد از اعمال تنش از بین برود، در حالی که رقم متحمل همچنان بعد از  24که رقم حساس 

ان بالاي از طرف دیگر در مطالعه حاضر بی. روز از اعمال تنش شوري به رشد خود ادامه داد 7گذشت 

لیو و . در پایین دست آنها القاء گردنداین ژن ها در رقم ماهوتی احتمالا سبب می گردد ژن هاي بیشتري 

، الگوي بیان ژن ها را تحت تنش شوري در گیاه cDNAاز روش ریزآرایه  با استفاده) 2008(همکاران 

یر تراریخت مورد مقایسه با گیاه غ CaMVتحت پیشبر دائمی  DREB1Aآرابیدوپسیس تراریخت با ژن 

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

  ماهوتی

شماره

نام ژن

شماره دسترسی 

GenBank  یاTCمنبع  عملکرد احتمالی  

چینی بهاره
1

ماهوتی
1

تنشکنترلتنشکنترلژن هاي عملکردي

1SOS1311713TC11انتقال سدیم به بیرون از غشاء پلاسماییb
34/105

b
68/126

c
91/72

a
30/195

2NHX269910AY11انتقال سدیم به داخل واکوئلb
13/20

a
44/75

b
96/11

a
96/76

3WCP291240TC11انتقال و جریان آب به درون گیاهc
41/8

b
36/28

c
02/8

a
20/43

4HKT1009003DQ11انتقال پتاسیم به داخل گیاه در شرایط کمبود آنc
78/252

d
69/149

b
07/404

a
40/528

5TVP296911AY انتقالH+
21cبه داخل واکوئل 

11/10
a

82/31
d

00/1
b

59/17
6AHA829002AY انتقالH+

21bبه بیرون از غشاء پلاسمایی
74/108

b
04/96

c
53/54

a
47/223

7P5CS163588EU12تنظیم تورژسانس، پاکسازي رادیکال هاي آزاد اکسیژن، ذخیره نیتروژن و کربوهیدراتc
11/20

ab
23/53

a
72/62

b
93/49

8BADH283340TC12تنظیم تورژسانس، پاکسازي رادیکال هاي آزاد اکسیژنb
86/121

b
21/112

c
83/85

a
90/174

9G6DH011441AB 25سازي رادیکال هاي آزاد اکسیژنانتقال پیام و پاكc
61/74

b
82/130

c
19/71

a
46/253

10APX387739AF25پاك سازي رادیکال هاي آزاد اکسیژنb
87/81

b
30/76

c
53/59

a
47/184

11ASN621539AY 25تبدیل آسپاراتات به آسپاراژین، انتقال و ذخیره سازي نیتروژن، سمیت زدایی موادbc
24/15

ab
05/40

c
08/7

a
59/44

12SAMDC278560TC11سنتز پلی آمین هاc
05/237

d
43/191

a
63/784

b
44/552

13LEA289532TC 11حفاظت از ساختار پروتئین ها، مرطوب نگه داشتن داخل سلول و سطح غشاء، بازیابیb
18/284

b
98/219

c
39/74

a
24/544

14wsr1136974CKپروتئین شبیه سوکسینات دهیدروژناز، نقل انتقال الکترون در کمپلکسӀӀ میتوکندري-c
23/41

c
57/43

b
73/53

a
95/67

15wsr2136975CKپروتئین شبیه پروفوبیلینوژن دي آمیناز، سنتز تتراپیرول ها-b
60/21

b
26/23

a
95/69

a
91/35

16wsr5136978CK ترانسفرازپروتئین سرین هیدروکسی متیل-c
78/36

bc
21/40

a
63/123

ab
40/85

17wsr7136980CKپروتئین بتا آمیرین سنتتاز، ساخت تري ترپن ها-b
86/35

b
88/37

ab
04/71

a
04/183

18asr4779721CXپروتئین شبیه به بتائین آلدهید دهیدروژناز گندم-c
48/118

ab
29/171

bc
51/136

a
29/191

19asr8779724CXپروتئین غشایی-a
95/145

a
49/157

b
80/117

a
23/154

ژن هاي تنظیمی 

20SOS2318044TCترئونین کیناز، فعال کننده انواع پروتئین هاي عملکردي مانند -سرینSOS111b
11/41

a
88/65

c
91/72

a
30/195

21SOS3304980TC11پروتئین متصل شونده به کلسیمc
72/36

b
31/52

d
06/7

a
47/73

22GSK525086AF25پروتئین شبیه گلیکوژن سنتاز کیناز، انتقال پیامc
47/257

c
01/220

b
62/361

a
44/570

23CBEFP278797TC30حسگر افزایش کلسیمb
90/20

b
69/25

a
85/180

a
22/197

24bZIP1011839CN10فاکتور رونویسیd
13/305

C
07/389

a
65/1489

b
08/1086

25bZIP2744752,1CA10فاکتور رونویسیb
80/190

b
55/177

a
77/410

a
09/483

26bZIP3163666,1CK10فاکتور رونویسیb
10/215

b
06/204

a
54/588

a
84/480

27bZIP5765814,1CV10فاکتور رونویسیb
24/432

d
38/214

c
66/314

a
08/673

28bHLH2599618,1CA10فاکتور رونویسیb
38/140

b
04/160

b
80/162

a
59/347

29bHLH3685625,1CJ10فاکتور رونویسیc
40/269

c
64/251

b
31/336

a
47/648

30WRKY1009320,1CN10فاکتور رونویسیc
03/243

c
73/252

b
84/338

a
43/551

31WRKY2873146,1CJ10فاکتور رونویسیc
98/240

c
89/224

b
57/431

a
56/771

32MYB286569,1ABC10فاکتور رونویسیc
71/271

d
11/219

b
08/403

a
51/485

33MYB3-1191459AB10فاکتور رونویسیb
25/174

b
54/205

b
72/176

a
25/368

34MYB3-2191460AB10فاکتور رونویسیb
58/223

b
71/225

c
46/150

a
72/409

35  NAC67672229BU10فاکتور رونویسیb
69/266

b
60/226

ab
24/362

a
78/485

36wsr3136976CK پروتئین شبیه(NCED)9-cis-epoxycartenoid dioxygenaseساخت اسید آبسزیک ،-c
91/17

b
79/30

a
97/51

a
67/50

37wsr9136982CKپروتئین چسبنده به اسید نوکلئیک-ab
38/146

b
95/138

ab
44/278

a
32/318

38asr1779716CXهیستیدین کیناز-ab
60/133

ab
51/154

b
92/128

a
08/223

39asr2779719CX پروتئین متصل شونده بهDNA-ab
98/126

ab
56/145

b
41/98

a
72/165

40asr6779723CX پروتئین متصل شونده بهRNA-c
93/112

c
67/137

a
97/218

b
04/173

41asr9779717CXپروتئین رتروترانسپوزون-a
27/171

a
55/201

b
30/117

a
86/206

42asr11779714CX پلی پروتئینCopia-type-ab
10/158

a
26/167

b
60/110

a
34/172

43asr12779713CX پروتئین شبیهNBS-LRR-ab
16/143

a
97/162

b
29/119

a
63/147

44DREB1781359AY1فاکتور رونویسیb
88/240

bc
64/172

c
44/121

a
82/345

45DREB2781358AY1فاکتور رونویسیb
86/177

b
72/170

b
70/138

a
40/501

46DREB3781357AY1فاکتور رونویسیb
18/199

b
58/221

c
20/55

a
06/342

47DREB4781356AY1فاکتور رونویسیb
40/196

b
85/171

a
95/483

a
85/421

48DREB5781355AY1فاکتور رونویسیc
65/229

c
13/214

b
92/366

a
38/437

49DREB6781354AY1فاکتور رونویسیc
55/127

d
28/89

b
271

a
29/425

50SnRK1009004BTپروتئین کیناز-c
65/152

b
49/234

a
02/344

ab
73/256

51SnRK265604,1Xپروتئین کیناز-c
93/146

c
08/204

a
33/847

b
48/447

52SnRK365604,2Xپروتئین کیناز-c
58/244

c
17/222

b
82/391

a
23/618

53SnRK465604,3Xپروتئین کیناز-c
31/247

c
49/221

b
91/322

a
99/498

ژن هاي با عملکرد نامشخص

54wsr4136977CKعملکرد نامشخص-c
88/39

a
03/75

b
98/54

c
85/42

55wsr6136979CKعملکرد نامشخص-c
13/24

bc
33/40

b
60/43

a
79/96

56wsr8136981CKعملکرد نامشخص-bc
43/83

c
69/74

a
95/253

b
72/137

57wsr10136983CKعملکرد نامشخص-a
160

a
84/178

a
27/157

a
96/146

58wsr11136984CKعملکرد نامشخص-ab
10/158

a
26/167

b
60/110

a
34/172

59asr5779722CXعملکرد نامشخص-a
04/154

b
80/168

a
12/101

a
65/160

60asr10779715CXعملکرد نامشخص-a
160

a
84/178

a
27/157

a
96/146

ندارند %5میانگین هایی که در هر ردیف داراي حروف مشترك هستند از لحاظ آماري اختلاف معنی داري در آزمون دانکن در سطح احتمال  

  

نتایج آنها علاوه بر ژن هایی که در هر دو گیاهان تراریخت و غیر تراریخت افزایش بیان نشان  بر اساس

این مفهوم که در شکل . ژن دیگر به میزان دو برابر افزایش یافته بود 12داده بودند، در گیاه تراریخت بیان 



161       1390زمستان ، 2، شمارهششمیافته هاي نوین کشاورزي، سال 

ی شود، نشان می دهد که در قالب ضریب تبیین کمتر در رقم ماهوتی نسبت به چینی بهاره ظاهر م 2و  1

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 القاي بیشتر عوامل رونویسی در این رقم باشد

  

  مولار کلرید سدیم در دو رقم گندم نانمیلی  250الگوي بیان ژن ها تحت شرایط کنترل و تنش طولانی مدت شوري : 5جدول 

الگوي بیان شماره
نام ژنماهوتیچینی بهاره

تنشکنترلتنشکنترل

1----None

2---+

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

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

  

  

  

  

  

  

  
       

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

  

موجب تسهیل در شناخت  و تعیین الگوي بیان آنها شناسایی ژن هاي دخیل در تحمل به تنش شوري 

راهکارهاي مولکولی تحمل به تنش شوري در گندم و همچنین اصلاح ژنتیکی از طریق انتخاب به کمک 

  ماهوتی  چینی بهاره
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، ژن 2از الگوي بیان شماره  LEAبا توجه به نتایج یاد شده در فوق ژن . نشانگر یا انتقال ژن خواهد شد

CBEFP  ژن 6از الگوي بیان شماره ،bZIP5  و ژن  8از الگوي شمارهwsr3  12از الگوي بیان شماره 

ز عملکرد بیشتر جزء ژن هاي منتخب براي تحمل به تنش شدید و طولانی مدت در رقم ماهوتی و آنالی

  .در آینده در نظر گرفته شدند

  

  سپاسگزاري

بدین وسیله از پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیسـت فنـاوري و مجتمـع آزمایشـگاهی دانشـگاه آزاد      

دلیل فراهم نمودن امکانات اجراي این تحقیق تشـکر و قـدردانی   هاسلامی واحد علوم و تحقیقات تهران ب

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