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The expression analysis of transcription factors under long term salt stress in 

tolerant and susceptible wheat genotypes using reverse northern blot technique 
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  هاي اصلاحي ضـروري اسـت،    كند، براي برنامه هايي كه بيان آنها گياه را قادر به انطباق و يا تحمل تنش شوري مي شناسايي ژن

  خصـوص   گـر مهـم در تـنش شـوري و بـه      هـاي تنظـيم   عنـوان ژن  طـور همزمـان، بـه    اما در مورد نقش عوامل رونويسي مختلف بـه 
  گـر در پاسـخ    منظـور روشـن شـدن نقـش عوامـل تنظـيم       در اين آزمايش به. شوري بلندمدت، تحقيقات اندكي صورت گرفته است

هـاي   ژن عامـل رونويسـي از خـانواده    11گندم، بيان ) ماهوتي(متحمل  و) چيني بهاره(به تنش شوري بلندمدت در دو رقم حساس 
با استفاده از روش نورترن بلات معكوس، تحت دو شرايط بدون تنش و تـنش  ) NACو  bZIP ،bHLH ،WRKY ،MYB(مختلف 

. مورد بررسي قرار گرفـت در پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و فناوري زيستي  1387در سال ) NaClميلي مولار  250روز تيمار  12(
هاي انتخاب شده در هر دو ژنوتيپ تحت تأثير شوري قرار گرفته و افزايش و يا كاهش بيـان داشـتند و ايـن     نتايج نشان داد كه ژن

در ) MYB3و  bHLH2 ،bZIP5(تغيير بيان سه ژن عامل رونويسـي  . تغيير ميزان بيان، در رقم ماهوتي بيشتر از رقم چيني بهاره بود
  دار داشـتند كـه   ها تنهـا در رقـم متحمـل افـزايش بيـان معنـي       اين ژن. خ به تنش شوري، بيش از دو برابر حالت بدون تنش بودپاس

تواننـد بـه    طور بالقوه پاسخ انطباق به شوري بلندمدت را در گياه گندم تنظيم كنند و بنابراين مـي  دهد آنها ممكن است به نشان مي 
نتايج اين تحقيق نشان داد كه اين عوامـل رونويسـي، بـر    . آزمايش هاي بعدي در نظر گرفته شوند عنوان كانديداهاي مناسب براي

هـاي   اند، بـه تـنش   خلاف اطلاعات موجود كه نقش اين گونه ژن هاي تنظيم گر را در پاسخ گياه به تنش كوتاه مدت گزارش كرده
  . دهند بلند مدت نيز عكس العمل نشان مي

  
 .ژن، شوري بلند مدت، عامل رونويسي، گندم و نورترن بلات معكوس بيان: هاي كليدي واژه
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  )mrahaie@ut.ac.ir: پست الكترونيك) (مكاتبه كننده(استاديار دانشكده علوم و فنون نوين، دانشگاه تهران  -1
  استاديار دانشگاه آزاد اسلامي واحد اراك  -2
  استاديار پرديس كشاورزي و منابع طبيعي دانشگاه تهران -3
 استاد پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري -4

.استاد پرديس كشاورزي و منابع طبيعي دانشگاه تهران -5
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  مقدمه
ــنش   ــه ت ــات نشــان داده اســت ك ــايج تحقيق ــاي  نت ه

ــوري و   ــكي، شـ ــد خشـ ــده ماننـ ــالا،غيرزنـ ــاي بـ  دماهـ
درصـد و در مـورد    50عملكرد گياه زراعي را بـيش از   

بـر اسـاس نتـايج    . درصد كـاهش مـي دهنـد    80گندم تا 
هـاي   درصـد زمـين   30الـي   20عمل آمده  هاي به بررسي

طور نامطلوبي تحت تـأثير شـوري    تحت آبياري جهان به
براي غلبـه بـر ايـن    ). Mott and Wang 2007(قرار دارند 
ها و بهبود عملكرد گياهان زراعي در شرايط  محدوديت

تنش از جمله شـوري، لازم اسـت كـه ديـدگاه محققـان      
تحمل تنش در گياهان زراعي به طـور    راجع به سازوكار
پاسخ گياهان به تنش شـوري همـواره   . مرتب بهبود يابد

ــوژي و   ــات فيزيولـ ــم مطالعـ ــوعات مهـ ــي از موضـ  يكـ
و مهندســي ) Munns and James 2003(مولكــولي  

 ).Kawaura et al., 2008(ژنتيك بوده است 
هــايي كــه نقــش آنهــا در فرآينــد حفاظــت   پــروتئين

خــوبي  هــاي گيــاهي در برابــر خســارت تــنش بــه  ســلول
ــد    ــت عبارتنـ ــده اسـ ــخص شـ ــاپرون: از مشـ ــا و چـ  هـ

، )Tamura et al., 2003(هـاي تنظـيم اسـمزي     پـروتئين  
ــال ــوني   كان ــاي ي ، )Ward and Schroeder, 1994(ه

ــپورترها  ــروتئين) Klein et al., 2004(ترنس ــاي  و پ ه
بيـان ايـن   ). Bartels, 2001(زدايـي   اكسـيدان و سـم   آنتي

شدت توسط عوامل رونويسي  هاي عملكردي به پروتئين
مشخص شده است كه بسـياري از  . شود خاص تنظيم مي

ــام  خــانواده  رســاني  هــاي عوامــل رونويســي در مســير پي
ــين آنهــا، . ياهــان نقــش دارنــدناشــي از تــنش در گ در ب

 Abscisicعوامـل اتصـال بـه تـوالي     ( bZIPهاي  پروتئين

Acid Response Element, ABRE) (Uno et al., 2000 (
 ،MYC ،bHLH  ــه ــروتئين MYCشــبيه ب  MYBهــاي  و پ
)Yamaguchi-Shinazaki and Shinozaki, 2005( ،

هـا  WRKY )Mare et al., 2004( ،DREBهـاي   پـروتئين 
 يــا اتصــال بــه عنصــر    Cعوامــل اتصــال بــه تكــرار    (
ــه خشــكي     NACو ) Novillo et al., 2004) (پاســخ ب
)Xue et al., 2006(، تــرين نقــش را در پاســخ بــه  بــارز

). De Leonardis et al., 2007(هاي غيرزنده دارنـد   تنش
 هـــــاي جديـــــد از جملـــــه  بنـــــابراين شناســـــايي ژن

ن آنهـا در پاسـخ بـه    عوامل رونويسي، تعيين الگـوي بيـا  
 تـــنش شـــوري و درك بهتـــر از نقـــش كـــاركردي     
آنها در انطباق با تنش، اساس راهكارهاي مهندسي بهتـر  

ــي    ــراهم م ــنش ف ــه ت ــود تحمــل ب ــا هــدف بهب آورد  را ب
)Rabbani et al., 2003.( 

ــدم  ــان  ) .Triticum aestivum L(گن ــي از گياه يك
ه هاي غيرزنـده از جمل ـ  عمده زراعي جهان است و تنش

تـرين عوامـل محيطـي كـاهش      شوري و خشكي، از مهم
دهنده عملكرد اين گياه در بسياري از منـاطق محسـوب   

هاي متعددي در خصوص بررسـي و   آزمايش. مي شوند
ــل     ــه عوام ــدم ب ــازوكار پاســخ و تحمــل گن ــناخت س ش

هـاي   نامساعد محيطي از طريـق تجزيـه الگـوي بيـان ژن    
گرفتـه اسـت    گـر انجـام   مختلف و از جمله عوامل تنظيم

تـوان بـه بررسـي تغييـر الگـوي بيـان        كه از آن جمله مي
ــرايط تـــنش شـــوري   ژن ــيع در شـ ــا در مقيـــاس وسـ هـ

)Kawaura et al., 2008(  نقش عوامل رونويسـي ،MYB 
)Rahaie et al., 2010( ،bZIP )Zhang et al., 2009 ( و

NAC )Xue et al., 2006 ( ،در شــرايط تــنش غيرزنــده
هـاي متحمـل و حسـاس بـه      ژنوتيپ مطالعه تفاوت پاسخ

و  )De Leonardis et al., 2007(هاي غيرزنده سرما  تنش
  .اشاره نمود) Mott and Wang, 2007(شوري 

تـرين غلـه زراعـي در     با توجه به اينكه گنـدم اصـلي  
ايران است و با در نظر گرفتن ايـن موضـوع كـه عوامـل     
مهم محدودكننـده كشـت آن در ايـران، وجـود شـرايط      

 باشــد،ســاعدي چــون كمبــود آب و زمــين شــور مــينام
ــنش و شناســايي   ــان ت ــان ژن در زم ــه بي  بررســي و مطالع

هـاي  خصوص ژنهاي مقاومت يا تحمل به تنش و بهژن 
گري همچون عوامل رونويسي كه نقش مهمـي را  تنظيم

كنند، بسيار در فرآيند پاسخ به تنش در گياهان بازي مي
نتايج اين تحقيقات اطلاعـات مـرتبط بـه    . ضروري است

سازوكار تحمل به شرايط نامساعد محيطـي در گنـدم را   
افزايش داده و توليد ارقام متحمل از طريق بيوتكنولوژي 
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هـاي مختلفـي جهـت تجزيـه      روش. نمايد را هموارتر مي
ــورد     ــدم م ــه گن ــان و از جمل ــان ژن در گياه ــل بي پروفي

نـورترن بـلات معكـوس يكـي از     . گيرد قرار مياستفاده 
ــرين روش معمــول ــط،    ت ــوان راب ــه عن هــايي اســت كــه ب

را بـه ژنـوميكس   ) ژنوميكس ساختاري(اطلاعات توالي 
دهـد   پيوند مي) تعيين عملكرد و نوع فعاليت(عملكردي 

)Rabbani et al., 2003.(  
با توجه به اطلاعات انـدك راجـع بـه نقـش عوامـل      

در خ گندم به تـنش بلندمـدت شـوري،    رونويسي در پاس
هاي عوامل رونويسي از  ابتدا تعدادي از ژن اين آزمايش

سـپس الگـوي بيـان     ند،هاي مختلف انتخاب شدخانواده
آنها در شرايط تنش شوري بلندمدت، بـا هـدف كسـب    

هاي مختلـف و   اطلاعات بيشتر در مورد اعضاي خانواده
شـوري، بـا   نقش احتمالي آنها در تحمل گندم بـه تـنش   

 .روش نورترن بلات معكوس مورد بررسي قرار گرفت
 

  ها مواد و روش
  مواد گياهي و تيمارهاي آزمايشي 

ــال   ــايش در س ــن آزم ــي   1387اي ــگاه مل در پژوهش
 .مهندسي ژنتيك و فناوري زيستي به اجـرا گذاشـته شـد   

عبارت بودند از  كار رفته در اين آزمايشگياهي بهمواد 
 عنــــوان رقــــم متحمــــلگنــــدم رقــــم مــــاهوتي بــــه

 عنــوان رقــم حســاس بــه و گنــدم رقــم چينــي بهــاره بــه 
ــوري   ــيط ). Ghavami et al., 2004(شــ از محــ

هيــدروپونيك جهــت اعمــال تيمارهــاي تــنش و كنتــرل 
ــار نمـــك ( ــال تيمـ ــد) بـــدون اعمـ ــتفاده شـ  پـــس . اسـ

هـاي  ، گياهچـه  ظـروف پتـري   از كشت اوليـه بـذرها در  
ــد    ــيط هوگلنـ ــه محـ ــك بـ ــرايطو در  X5/0كوچـ  شـ

ــوري    ــدة ن ــرل ش ــبانه  16(كنت ــور در ش ــاعت ن  ،)روزس
و رطـوبتي  ) ترتيب در شـب و روز به ºC24و  18(دمايي  
 انتقـــــال داده شـــــده و در روز بعـــــد،) درصـــــد 60(
 . رســـانده شـــد  X1غلظـــت محلـــول هوگلنـــد بـــه     

روز در اين شرايط نگه داشته شـده   7مدت ها بهگياهچه
تيمـار شـوري   . شـد  و از روز هفتم، تيمار شوري شـروع 

صـورت  بـه ) 15برابـر بـا    +Na+/Ca2با حفظ نسبت مولي (
ــه   ــا افــزودن روزان ميلــي مــولار نمــك  50تــدريجي و ب

)NaCl (  ــه محلــول اعمــال گرديــد و پــس از پــنج روز ب
 .ميلــــي مـــولار رســـانده شــــد   250غلظـــت آن بـــه   

ميلـي مـولار    250روز در شوري  12مدت ها بهگياهچه 
هـاي  آوري قسمت سبت به جمعنگهداري شده و سپس ن

هوايي از گياهان تحت تنش و شاهد بـدون تـنش اقـدام    
هـا، بلافاصـله در نيتـروژن    آوري نمونـه پس از جمع. شد

در دمـاي   RNAمايع قـرار داده شـده و بـراي اسـتخراج     
oC80- نگهداري شدند.   

  ارزيابي فنوتيپي 
روز بعد از شـروع تـنش شـوري، پاسـخ گياهـان       12

بـدين منظـور بافـت هـوايي     . مورد بررسـي قـرار گرفـت   
ــد     ــي برداشــت ش ــوني و وزن ــواي ي ــه محت جهــت تجزي

گيـري   براي انـدازه ). آزمايشات در سه تكرار انجام شد(
صـورت تصـادفي از هـر     وزن تر و خشك، پنج گيـاه بـه  

بـر   +K و +Naغلظت . يك از دو ژنوتيپ انتخاب گرديد
) Ghavami et al., 2004(اساس روش قوامي و همكاران 
  .گيري شد در برگ چهارم هر گياه اندازه

هاي توالي اختصاصي هر ژن براي تهيـة  استخراج داده
  كاوشگر 

ــل   ــري نقـــش عوامـ ــابع و در نظرگيـ ــرور منـ ــا مـ  بـ
از بانـك  رونويسي مختلف در تحمل و پاسخ بـه تـنش،   

اطلاعـــــــاتي عوامـــــــل رونويســـــــي گيـــــــاهي    
)potsdam.de/ver2.0-http://plntfdb.bio.uni (ــه ــوان ب عن

هـا  از ژن. ها، استفاده شدنقطة شروع براي استخراج داده
هاي موجود برنج در اين بانك كه نقش آنهـا در  ESTو 

مناسـب جهـت    Queryعنـوان  بود، به تنش مشخص شده
هـاي كانديـدا در بانـك اطلاعـات     ESTجستجو و يافتن 

در نهايــت . اســتفاده گرديــد) EST(نوكلئوتيــدي گنــدم 
ــراي    ــانوادة مختلــــف بــ ــنج خــ ــورد از پــ ــازده مــ  يــ
طراحــي آغــازگر جهــت تهيــة كاوشــگر بــراي آزمــون  

جهـت   BLASTXاز . نورترن بلات معكوس انتخاب شد
ــرد   ــين عملكـ ــن  تخمـ ــالي ايـ ــتفاده  ESTاحتمـ ــا اسـ  هـ
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  اختصاري آنها اساميهاي مورد استفاده در نورترن بلات معكوس و EST -1جدول
Table 1. ESTs in Reverse Northern Blot and their abbreviations  

No. 
 دسترسي شماره

Gene bank accession number 
  اسامي اختصاري

Abbreviations 
1 CN011839 bZIP1 
2 CA744752 bZIP2 
3 CK163666 bZIP3 
4 CV765814 bZIP5 
5 CA599618 bHLH2 
6 CJ685625 bHLH3 
7 CN009320 WRKY1 
8 CJ873146 WRKY2 
9 DQ353858.1 MYB2 
10 CJ920766 MYB3 
11 BU672229 NAC67 

  
يـك اسـم اختصـاري     ESTبراي هـر  ). 1جدول(گرديد 

 . اند انتخاب شد كه در جدول يك ارائه شده
  تهية كاوشگر

) يا بيشتر(جفت بازي  500هاي منظور تهية كاوشگربه
مورد نياز براي آزمايش نورترن بلات معكـوس، در ابتـدا   

تيمـار   تحـت اي گندم، هاي پنج روزه تا يك هفته گياهچه
يـا   6قرار گرفتند و پـس از  ) ميلي مولار 250(تنش نمك 

ها از قسـمت هـوايي   آوري نمونهساعت نسبت به جمع 12
اقدام و بلافاصـله در نيتـروژن مـايع منجمـد شـده و بـراي       

ــتخراج  ــاي   RNAاس ــد، در دم ــة بع  - oC80كــل در مرحل
طراحي آغازگر براي جداسازي قطعـات  . نگهداري شدند

و با در نظـر   Primer 3افزار با استفاده از نرم ،)هاEST(ژني 
. هاي انتخابي انجام شدESTگرفتن پارامترهاي لازم روي 

 ™RNX plusكــل بــا اســتفاده از كيــت  RNAاســتخراج 
هاي مربوطه انجـام  و مطابق با دستورالعمل) سيناژن، ايران(

ــت ــتة اول . گرف ــاي    cDNAرش ــتفاده از آغازگره ــا اس ب
OligodT  د از آنــــزيم واحــــ 200وMMV Reverse 

Transcriptase )مطابق بـا پروتكـل توصـيه    ) سيناژن، ايران
 Taqبـا اسـتفاده از آنـزيم     PCRواكنش  .ساخته شد ،شده

DNA  بر اساس پروتكل بهينه شده ) سيناژن، ايران(پليمراز
در آزمايشگاه گـروه زراعـت و اصـلاح نباتـات دانشـگاه      

و الكتروفـورز محصـولات    PCRپـس از  . تهران انجام شد
ــازي،    ــاروز جداس ــله از ژل آگ ــدهاي حاص ــك بان ژن، ت

عنوان كاوشگر جهت سازي و تعيين توالي شد و بهخالص
  .آزمون نورترن بلات معكوس استفاده گرديد

  و آزمون نورترن بلات معكوس RNAاستخراج 
كل از بافت هوايي با استفاده از كيـت   RNAاستخراج 

RNXplus )هـاي  و مطـابق بـا دسـتورالعمل   ) ايرانن، سيناژ
ــام گرفـــت  ــه انجـ ــة . مربوطـ ــتفاده از  cDNAتهيـ ــا اسـ بـ

ــاي  ــزيم  Oligo dTآغازگرهـ  AMV Reverseو آنـ

Transcriptase )مطــابق بــا روش توصــيه )فرمنتــاز، ايــران ،
نـورترن بـلات   . شده در دستورالعمل آنزيم انجام گرفـت 

 dig DNA labelingمعكوس بر اساس دستورالعمل كيـت  
از . و با اندكي تغييرات انجام شـد ) Roche( شركت روش

  .عنوان كنترل داخلي استفاده گرديد ژن آلفاتوبولين به
  هاتجزيه داده

) ver 1.10(افـزار  ها با استفاده از نرمامتيازدهي به لكه
Totallab )Nonlinear Dynamics Ltd. (انجــام گرفــت .

بلات از ميزان تيرگـي   براي اينكار ميانگين تيرگي زمينة
هـا  پـس از آن، كـل لكـه   . مربوط به هر لكه كسر گرديد

افــزار، بــر اســاس لكــة آلفــاتوبولين و بــا اســتفاده از نــرم 
تجزيــه و . شــدند) Log10؛تبــديل لگــاريتمي(اســتاندارد 

صـورت آزمــايش   هـا بـه  داده) تجزيـة واريـانس  (تحليـل  
و فاكتوريل در قالب طرح كامل تصـادفي در دو تكـرار   

و ) متحمـل و حسـاس  (با دو عامل ژنوتيپ در دو سـطح  
ــطح   ــيط در دو س ــوري  (مح ــرل و ش ــا )روزه 12كنت ، ب
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. انجـام گرفـت   MSTATC ver. 2.10افزار استفاده از نرم
ــانگين  ــراي مقايســة مي ــا از آزمــون ب و در ســطح  LSDه

جهـت تعيـين پروفيـل     .درصـد اسـتفاده شـد    پنجاحتمال 
 MeVافزار شوري از نرم الگوهاي بيان در پاسخ به تنش

ver4.3 )Saeed et al., 2003 (ــا  ژن .اســتفاده شــد هــا ب
 Complete(بندي سلسله مراتبـي   استفاده از روش خوشه

Linkage (  ــريب ــاس ضـ ــون،  و براسـ ــتگي پيرسـ همبسـ
 .بندي شدند گروه
 

  نتايج
 تفاوت هاي فنوتيپي

هــاي مــاهوتي و چينــي  در ژنوتيــپ +Kو  +Naغلظــت 
گيـري   انـدازه  RNAاسـتخراج    بهاره كه در همـان مرحلـه  

طـور   در رقـم مـاهوتي بـه    +Naشد، نشـان داد كـه غلظـت    
اگرچـه غلظـت   . داري كمتر از رقم چيني بهـاره بـود   معني

K+  در هــر دو ژنوتيــپ در شــرايط تــنش شــوري كــاهش
مقايسـه   را در +Kيافت، اما رقم ماهوتي سـطح كمتـري از   

ــان داد  ــاره نش ــي به ــا چين ــه +K+/Naنســبت . ب ــز ب ــور  ني ط
در . داري در رقم متحمل بيشتر از رقـم حسـاس بـود    معني

مجموع، وزن تر و خشـك مـاهوتي تحـت شـرايط تـنش      
 ).2جدول(بيشتر از رقم چيني بهاره بود 

  همرديفي توالي
هـاي انتخـابي در   ESTروي  BLASTXنتايج تجزيـه  

و ) bZIP1 )CA744752ايـــن آزمـــايش نشـــان داد كـــه 
bZIP3 )CK163666 (هـاي مربوطـه   تشابه كمتري به ژن 

ــورد     ــته و در مـ ــدم داشـ ــود در گنـ ــوزbZIP5خـ ، هنـ
  

 مولار نمك ميلي 250در تيمار گندم ) چيني بهاره(و حساس ) ماهوتي(هاي متحمل  پاسخ فنوتيپي ژنوتيپ -2جدول
  )a, b t-test P < 0.05(كلرور سديم 

Table 2. Phenotypic responses of salt-tolerant (Mahouti) and salt-sensitive (Chinese spring) wheat genotypes 

under 250 mM of salt treatment. (a, b t-test P < 0.05) 

 ژنوتيپ هاي گندم
Wheat genotypes  

 وزن تر
Fresh weight (g) 

  وزن خشك
Dry weight (g) 

  غلظت يون سديم
Na+ 

(mmol.gDW-1) 

  غلظت يون پتاسيم
K+ 

(mmol.gDW-1) 
  نسبت پتاسيم به سديم

K+/Na+ 
 Mahouti  0.45a 0.061a 3.6986b 0.4231b 0.1143a                     ماهوتي

 Chinese spring  0.15b 0.021b 8.6070a 0.4938a 0.0573b    چيني بهاره

  
ژن مرتبط در گندم مشخص نشده است، اما ژن اخير در 

و بــرنج  ) AtbZIP52, E value=2e-12(آرابيدوپســيس 
)Os12g0162500, E value=2e-32 (ــوگ دارد . همولـ
منظور بررسي عملكردهاي احتمالي اين قطعـات ژنـي    به

پاسخ به تنش و كانديدا، علاوه بر نقش آنها در تحمل يا 
آنها در زمان تنش، از مقالات منتشـر   يا نوع فعاليت ويژه

هـاي آنهـا،   خـانواده شدة موجود در مـورد هـر ژن و هـم   
جهت تفسير نتايج حاصل از تجزيه بيـان در ايـن تحقيـق    

ــتفاده شــد  ــايج ). Annotationو  Gene Antology(اس نت
  . ارائه شده است 3حاصله از اين نوع بررسي در جدول 

  تجزيه الگوي بيان
هاي عوامـل رونويسـي   منظور بررسي تغيير بيان ژنبه

 هـــوايي در دو حالـــت بـــدون تـــنش و هـــاي انـــدامدر 
) چيني بهاره(تنش شوري بلند مدت در دو رقم حساس  

 ، از روش نـــــورترن بـــــلات )مـــــاهوتي(و متحمـــــل 
 نتـايج حاصـل از تجزيـه الگـوي      .معكوس اسـتفاده شـد  

ــان ژن ــل  بي ــاي عوام ــف ه ــي مختل ــرايط  رونويس  در ش
 بـه تفكيـك   ( تنش در دو رقـم چينـي بهـاره و مـاهوتي     

تجزيـه  . نمـايش داده شـده اسـت    يكدر شكل ) هر ژن
ها نشان داد كه ميزان بيان تمام عوامل رونويسـي در   داده

شرايط تنش در رقم ماهوتي بيشـتر از رقـم چينـي بهـاره     
ــه ژن     ــا س ــان تنه ــر بي ــي تغيي ــود ول و  bZIP5 ،bHLH2ب

MYB3      بيشتر از دو برابر حالت شـاهد بـدون تـنش بـود
 ).4جدول(
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 معكوس در تحمل و يا پاسخ به تنش  هاي انتخابي مورد استفاده در نورترن بلاتنتايج حاصل از تأييد نقش ژن -3 جدول
Table 3. The Annotated role of used selected genes in Reverse Northern Blot in stress tolerance or response 

 نام ژن
Gene 

 نام ژن همولوگ
Homologue 

 نوع فعاليت مرتبط با تنش
Related role in stress 

 نام گياه
Plant 

  منبع
Reference 

bZIP1 
TaBFB 

HY5  يا AtbZIP56 

1- TaABF  به همراهPKABA1  يابددر مرحلة رسيدگي دانه گندم و خواب بذر، در بذر تجمع مي.  
1- TaABF mRNA accumulated together with PKABA1 mRNA during wheat grain maturation and dormancy acquisition 

 2- HY5 كنددست در پاسخ به سيگنال نور عمل ميهاي پاييننز با اثر بر ژنگر مثبت در فتومرفوژعنوان يك تنظيمبراي پاسخ به نور ضروريست و به .  
2- HY5 is necessary for response to light and acts as a positive regulator in photomorphogenesis by affecting the expression of downstream genes in response to 
a light signal 

 گندم
Wheat 

 آرابيدوپسيس
Arabidopsis 

Johnson  et al. 2002, Chang et al., 2008 

bZIP2 
HBP-1b 
TGA2 

1- HBP-1b هاي هيستون در گياه گندم در تنظيم رونويسي ژن)H3 (نقش دارد  
1- HBP-lb in Wheat plant plays a role in regulation of histone genes (H3) transcription. 

  شوده پاتوژن ميدست پاسخ بهاي پايينيابد و باعث افزايش و يا جلوگيري از بيان ژنعنوان يك عامل رونويسي در آرابيدوپسيس و در پاسخ به پاتوژن افزايش ميبه TGA2بيان  -2
2- the expression of TGA2 as a transcription factor in Arabidopsis increases in response to pathogens and is caused to up-regulation or suppression of pathogen 
response related genes 

 گندم
Wheat 

 آرابيدوپسيس
Arabidopsis 

Johnson  et al., 2008, Jakoby  et al., 2002 

bZIP3 TaOBF1a 
  مانديان آن در سطح بالا باقي ميزمان و در تنش سرمايي همچنان ميزان بيابد و با گذشت خصوص در بافت برگ افزايش ميميزان بيان اين ژن در اثر تنش سرما و خشكي، به

This gene is un-regulated in cold and drought stresses specially in leaves and shows a high level of expression during cold stress
 گندم

Wheat 
Kobayashi et al., 2008 

bZIP5 AtbZIP52 
 فرآيند نمو آوندي نقش دارنددر 

It might play a role in vascular development
 آرابيدوپسيس

Arabidopsis 
Jakoby et al., 2002 

bHLH2 AtAIB 
AtAIB  در فرآيند پاسخ به تيمارABA شودو تنش خشكي دخيل است و باعث افزايش تحمل به خشكي مي 

AtAIB involves in ABA treatment and drought stress response and increases drought tolerance 
 آرابيدوپسيس

Arabidopsis 
Li et al., 2007 

bHLH3 AtAIB 
AtAIB  در فرآيند پاسخ به تيمار ،ABA شودو تنش خشكي دخيل است و باعث افزايش تحمل به خشكي مي  

AtAIB involves in ABA treatment and drought stress response and increases drought tolerance
 آرابيدوپسيس

Arabidopsis 
Li et al., 2007 

WRKY1 AtWRKY75 
  كندزا عمل مي ي در برابر عوامل بيماريدفاعهاي گر مثبت پاسخعنوان تنظيمهمچنين اين ژن به .يابددر پاسخ به تنش كمبود فسفر در خاك، افزايش مي AtWRKY75بيان ژن 

AtWRKY75is up-regulated in response to phosphorous deficit stress. This gene also acts as positive regulator in defense response to pathogens.  
 آرابيدوپسيس

Arabidopsis 
Encinas-Villarejo et al., 2009 

WRKY2 AtWRKY33 
  است هافراواني آن در ريشه و گل بيشتر از ساير بافت. يابدو سرما در بافت هوايي و ريشه افزايش، ولي در تنش گرمايي كاهش مي) خشكي(در پاسخ به تيمار نمك، مانيتول  WRKY33بيان 

AtWRKY33 is up-regulated in response to salt, Mannitol (drought) treatment and cold stress in shoot and root but in heat stress is down regulated. The 
abundance of its transcript in roots and flowers is more than other tissues

 آرابيدوپسيس
Arabidopsis 

Jiang  et al., 2009 

MYB2 
TaMYB1 
AtMYB44 

1- TaMYB1 يابدوص در بافت ريشه افزايش ميخصاتيلن گليكول و نمك، به ، تيمار پلي)غرقابي(ميزان بيان اين ژن در شرايط كمبود اكسيژن . هاي غيرزنده دخيل استدر پاسخ گياه گندم به تنش 
1-TaMYB1 involves in abiotic stresses responses in wheat. The expression of this gene in oxygen deficiency (flooding), PEG treatment (drought) and salt 
especially in root increases  

 يابدو بافت آوندي افزايش مينه هاي محافظ روزخصوص در سلولو به ABAدر پاسخ به تيمارهاي خشكي، شوري، سرما و  AtMYB44ميزان بيان ژن  -2
2- AtMYB44 is up-regulated in response to drought, salt, cold and ABA treatments especially in stomata guard cells and vascular tissue

 گندم
Wheat 

 آرابيدوپسيس
Arabidopsis 

Lee  et al. 2007, Jung et al., 2008 

MYB3 AtMYB59 
 .استزا  عوامل بيمارينقش اين ژن در مسيرهاي سيگنالي هورموني پاسخ به تنش زنده و پاسخ دفاعي گياه بر عليه 

This gene plays a role in hormonal signal pathway in response to biotic stresses and plant defense against pathogen attacks.
 آرابيدوپسيس

Arabidopsis 
Libault  et al., 2007 

NAC67 
TaNAC69 
AtNAC2 

 يابدتيمارهاي ذكر شده افزايش ميو در پاسخ به ) تيمار سرما نامشخص(در بافت برگ و ريشه . در گندم ABAدخيل در پاسخ به تنش خشكي، سرما و تيمار  -1
1- Involved in response to drought, cold and ABA treatments in Wheat. It is up-regulated during mentioned stresses in root and leaves (it has an unknown role 
in cold stress) 

  در آرابيدوپسيس NAAو  ABA ،ACCهاي دخيل در پاسخ به تنش شوري، تيمار هورمون -2
2-Involved in response to salt stress and ABA, ACC and NAA hormones treatments in Arabidopsis 

 گندم
Wheat 

 آرابيدوپسيس
Arabidopsis 

Xue et al., 2006, 
He et al., 2005 
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 bZIPخانوادة 

ــانوادة    ــار ژن خ ــايش، چه ــن آزم ــه bZIPدر اي ــوان ب عن
 .كانديدا در پاسخ به تـنش مـورد بررسـي قـرار گرفتنـد     

و  شـاهد ها در شرايط  تجزيه بيان اين ژن نتايج حاصل از
. نشـان داده شـده اسـت    A-1تنش در دو رقم در شـكل  

 bZIP1نشان داد كه ژن  bZIPهاي محاسبة ميزان بيان ژن
در زمان تنش در رقم چيني بهاره افزايش و برعكس در 

ــاهوتي  ــم م ــان داشــت رق ــاي ژن. كــاهش بي و  bZIP2ه
bZIP3  تحت تأثير تنش قرار نگرفته و بنابراين ميزان بيان

آنها در شرايط تنش در دو رقم نسبت به حالـت كنتـرل،   
، در تــنش bZIP5در ارتبــاط بــا ژن  . تغييــري نداشــت 

شوري، ميزان بيان آن در رقم چيني بهـاره كـاهش و در   
 bZIP1ن ژن برعكس يعني اي. رقم ماهوتي افزايش يافت

  ). 4جدول(عمل كرد 
  

 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 
 
 
 

 bZIP )A( ،bHLHs )B( ،WRKY )C( ،MYB )D( ،NAC67 هاي اي عوامل رونويسي از خانوادهه بيان ژن -1شكل
)E (گندم هاي  در اندام هوايي ژنوتيپ)اعداد روي محور . در پاسخ به تنش شوري بلندمدت) ماهوتي و چيني بهاره

 )بدون تغيير لگاريتمي(هاي اصلي هستند  دي دادهموع
Fig. 1. Expression of TFs genes from different families, bZIPs (A), bHLHs (B), WRKYs (C), MYBs (D), 

NAC (E), in shoots of wheat genotypes (Mahouti and Chinese Spring) in response to long-term salt stress. The 

numbers on Y axis are original data (without logaritmic transformation) 

A

B C

D  E 
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 bHLHخانوادة 

نتايج حاصل از نورترن بلات معكوس نشـان داد كـه دو   
در  bHLH3و  bHLH2اده، يعنـي  عضو انتخابي اين خانو

انـد  پاسخ به تنش تنها در رقم ماهوتي افزايش بيان داشته
در رقـم چينـي    و تغييري در سطح بيان اين قطعات ژني،

مفهوم ايـن  . وجود نيامدبهاره و در پاسخ به تيمار تنش به
ها تنها در رقم متحمل بيـان  اين ژنموضوع اين است كه 

ــه ــده و بـ ــوان بخشـــي از شـ ــه باعـــث ژنعنـ ــايي كـ  هـ
شـوند،  تحمل بيشتر رقم متحمل نسـبت بـه حسـاس مـي     

تفاوت الگوي بيان اين دو ژن در شرايط . نمايندعمل مي
شـان داده   B-1بدون تنش و تنش در دو رقـم در شـكل  

 .شده است

  WRKYخانوادة 
نشان داده شده، بيـان هـر دو    C-1طوركه در شكلهمان

تنهـا  ) WRKY2و  WRKY1(عضو انتخابي اين خـانواده  
نتـايج  . در رقم ماهوتي و در پاسخ به تنش افزايش يافت

بدست آمده نشان داد كه اعمـال تـنش شـوري در رقـم     
چيني بهاره، تأثيري بر سـطح بيـان ايـن دو ژن نداشـته و     

تـنش ثابـت بـاقي مانـد، بنـابراين      نسبت بـه شـرايط غيـر    
در رقـم   هـا منحصـراً  نتيجه گرفـت كـه ايـن ژن    توان مي
مل بيان شده و باعث افـزايش تحمـل رقـم مـاهوتي     متح

 .شوندنسبت به چيني بهاره مي

 MYBخانوادة 

ــايج نشــان داد كــه هــر   عضــو كانديــداي ايــن  دونت
در رقـم مـاهوتي تغييـر     MYB3و  MYB2خانواده يعنـي  

بيان داشته و سـطح بيـان آنهـا در شـرايط تـنش افـزايش       
در  ،MYB2يعنـي   ،يافت، اما تنها يك عضو اين خانواده

رقم چيني بهاره به تيمار تنش پاسخ داد و ميزان بيـان آن  
تــوان در خصــوص ايــن اســتنباط را مــي .كــاهش يافــت

MYB3 عبـارتي ايـن ژن، اختصاصـي رقـم     به. نيز داشت
 ). D-1شكل(متحمل است 

 NACخانوادة 

مورد تجزيـه و تحليـل    NAC67در اين آزمايش ژن 
 ايـن  نشـان داد كـه بيـان   نتـايج  . پروفيل بيان قرار گرفـت 

 در رقــم مــاهوتي و در تيمــار تــنش افــزايش يافــت ژن  
  ).E-1شكل(  

طــور  منظــور شناســايي عوامــل رونويســي كــه بــه  بــه
داري در دو ژنوتيپ متحمل و حساس تفاوت بيـان   معني

دارند، دو معيار شـامل بـيش از دو برابـر افـزايش بيـان و      
05/0=P اين معيار براي . طور توأم در نظر گرفته شدند به

منظـور شناسـايي    هر دو ژنوتيپ ماهوتي و چيني بهاره به
دهنـد   داري به تيمـار شـوري مـي    هايي كه پاسخ معني ژن

بر اسـاس ايـن معيـار، سـه ژن     . مورد استفاده قرار گرفت
) برابـر  7231/2( bHLH2، )برابـر  bZIP5 )1391/2شامل 

در رقـم مـاهوتي ودر شـرايط    ) برابر MYB3 )1351/2و 
ــا هــيچ ژنــي از لحــاظ    ــان داشــتند، ام ــزايش بي ــنش، اف  ت
ــت     ــان نداش ــزايش بي ــاره اف ــي به ــم چين ــاري در رق  آم

  ).2و شكل  4جدول( 
هـا بـر اسـاس    بنـدي و تعيـين پروفايـل بيـان ژن    گروه
ــبت ــا    نس ــنش ب ــر ت ــه غي ــنش ب ــرايط ت ــان در ش ــاي بي  ه

اســتفاده از روش سلســله مراتبــي، آنهــا را بــه دو گــروه  
 گــروه اول شــامل). 3شــكل(بنــدي نمــود مجــزا تقســيم

هـا را  بود و گـروه دوم بقيـه ژن   bZIP3و  bZIP1دو ژن  
  .شامل شد

تـرين ژن  پذيري بـا هـدف تعيـين مهـم    آزمون تبديل
افزايش و يا كاهش بيان يافته در زمان تنش نشان داد كه 

ر دو رقـم مـاهوتي و چينـي بهـاره و در زمـان      ترتيب دبه
هـاي افـزايش بيـان     ترين ژنمهم bZIP1و  MYB3تنش، 

هـاي كـاهش بيـان    ترين ژنمهم bZIP5و  bZIP1يافته و 
 .يافته بودند

 
  بحث

هاي انتخاب شده در نتايج نشان داد كه تمام خانواده
وده و بيان برخي از اعضاي پاسخ به تنش شوري دخيل ب

صورت افزايش يا كاهش، تغيير  آنها در فرآيند پاسخ، به
 bZIPهـاي خـانوادة   بررسي تغيير الگوي بيـان ژن . يافت

نشان داد كه از چهار عضو انتخابي اين خانواده دو عضو 
  bZIPخــانوادة. آن در پاســخ بــه تــنش شــركت داشــتند
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رقم ماهوتي در شرايط تنش، : MSرقم ماهوتي در شرايط غير تنش، : MN. ها در شرايط تنش نسبت به غير تنش در رقم ماهوتي نسبت به چيني بهارهميزان بيان نسبي ژن -4 جدول
CHN : ،رقم چيني بهاره در شرايط غير تنشCHS :كاهش بيان= >1افزايش بيان و =  <1عدم تغيير، = يك. رقم چيني بهاره در شرايط تنش 

Table 4. Relative expression levels of genes in Mahouti compared to Chinese spring wheat genotype in salt stress and control conditions. MN: Mahouti under control 

condition, MS: Mahouti in salt stress, CHN: Chinese spring under contrl condition and CHS: Chiense spring in salt stress, 1= Unchanged, >1=Up-regulated, <1=Down-

regulated 
  ژنوتيپ و نوع تيمار
Genotype and  

treatment 
  نام ژن                                  

Genes 

ميزان بيان نسبي ژن ها در شرايط تنش نسبت به شاهد
در دو رقم ماهوتي و چيني بهاره)بدون تنش(

بيان نسبي ژن ها در رقم ماهوتي نسبتميزان
به چيني بهاره در دو شرايط تنش و غير تنش

ميزان بيان نسبي ژن ها در شرايط تنش نسبت به
 در رقم ماهوتي نسبت به چيني بهاره)بدون تنش(شاهد

MS/MN CHS/CHN MS/CHS MN/CHN (MS/MN)/(CHS/CHN)
bZIP1 0.7170 1.2751 2.7452 4.8820 0.5623
bZIP2 1.1761 0.9305 2.7209 2.1529 1.2639
bZIP3 0.8170 0.9487 2.3564 2.7361 0.8612
bZIP5 2.1391 0.4960 3.1397 0.7280 4.3127

bHLH2 2.1351 1.1401 2.1718 1.1597 1.8727
bHLH3 1.9282 0.9341 2.5770 1.2484 2.0642
WRKY1 1.6274 1.0399 2.1819 1.3942 1.5650
WRKY2 1.7878 0.9332 3.4309 1.7909 1.9158
MYB2 1.2045 0.8064 2.2158 1.4835 1.4937
MYB3 2.7231 1.0095 1.8152 0.6729 2.6975
NAC67 1.3410 0.8497 2.1438 1.3583 1.5782
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خــواب بــذر، در بــذر تجمــع يافتــه و ميــزان ايــن عامــل  
ــه  ــزايشرونويســي در شــروع خــواب، ب  طــور موقــت اف

ــي ــدم ــر خــلاف  . ياب ــا ب ــه PKABA1 ،TaABFام ــور ب ط
شـود و در پاسـخ بـه تـنش يـا      اختصاصي در بذر بيان مي

يابــد در بافــت هــاي رويشــي افــزايش نمــي ABAتيمــار 
)Johnson et al., 2002.(  امــا نقــش همولــوگ آن در

خــانوادة  Hكــه از زيرگــروه  HY5آرابيدوپســيس يعنــي 
bZIPباشد  ها مي)Jakoby et al., 2002 (  و تشابه بيشـتري

. اسـت نيز با آن دارد، تنظيم مورفوژنز در پاسـخ بـه نـور    
 وجــود ايــن ژن بــراي پاســخ بــه نــور ضــروري اســت و  

رفـوژنز، بـا اثـر بـر     وگر مثبت در فتومعنوان يك تنظيمبه
. كنـد  دست در پاسخ به پيام نور، عمـل مـي   هاي پايينژن

اين عامل رونويسي اثر نـور و مسـيرهاي هورمـوني را بـا     
در غياب ايـن عامـل رونويسـي، بيـان     . كندهم تلفيق مي
و آبـي تحـت تـأثير قـرار      UV-Bوسيلة نـور  صدها ژن به

ديگـر ژن القـاء    Chang et al., 2008 .(bZIP5(گيـرد  مي
ايـن ژن  . وسيلة تنش شوري در رقم متحمل بودشونده به

نقش ايـن  ). 2e-12)=E valueاست    AtMYB52مشابه ژن 
 ). Jakoby et al., 2002(ژن، توسعة سيستم آوندي است 

، گروه بزرگـي از عوامـل رونويسـي    bHLHخانوادة 
قابل تشـخيص بـوده    bHLHهستند كه با دارا بودن ناحيه 

و در گياهـــان عملكردهـــاي متفـــاوتي شـــامل بيوســـنتز 
ميـوه،   تشكيلآنتوسيانين ها، فرآيند سيگنالي فيتوكروم، 

نمو نهنج و اپيدرم و همچنين پاسخ بـه تـنش را برعهـده    
در آزمايش حاضـر از خـانوادة   ). Li et al., 2007(دارند 

bHLH  دو عضو انتخاب شد كه هر دو در پاسخ به تنش
در . شوري و در گندم رقم ماهوتي، افزايش بيان داشـتند 

تعيين همولـوژي تـوالي و تعيـين پـروتئين همولـوگ در      
بانــك اطلاعــاتي آرابيدوپســيس و گنــدم بــا اســتفاده از  

BLASTX مشخص شد كه ژن ،bHLH94  با در گندمE 

Value    1(بسـيار پـايينe-85   بـرايbHLH2  5 وe-102  بـراي
bHLH3 (عنوان همولوگ آنها در نظر گرفتـه  تواند بهمي

و در  bHLH3همچنين عضو همولوگ ديگر براي . شود
ــيس، ژن   ــاه آرابيدوپس ــي ATAIBگي ــدم در  AtAIB. باش

نقـش   ABAرسـاني   آرابيدوپسيس، در تنظيم فرآيند پيام
و تنش خشكي دخيل و  ABAخ به تيمار داشته و در پاس

 ,.Li et al(شود باعث افزايش تحمل به تنش خشكي مي

بـا ايـن    bHLH3بنابراين، با توجه به شباهت زياد ). 2007
و نتايج حاصله از بررسـي نـورترن   ) E Value=2e-51(ژن 

بلات معكوس مبني بر افزايش بيان آن، اين افزايش بيان 
ر پاسخ به تـنش غيرزنـده در   تواند گوياي نقش آن دمي

 .گندم باشد
ــانوادة   ــو خـــ ــق دو عضـــ ــن تحقيـــ  MYBدر ايـــ

 )MYB2  وMYB3 (    در گندم رقـم مـاهوتي و در پاسـخ
به تنش افزايش بيان داشـتند، ولـي در رقـم چينـي بهـاره      

تجزيـه تـوالي و   . كـاهش بيـان را نشـان داد    MYB2تنهـا  
در واقــع  MYB2نشــان داد كــه  GOو  BLASTXنتــايج 

نتـايج  . اسـت ) TaMYB1 )E Value=6e-155قسمتي از ژن 
در پاســخ  TaMYB1مطالعــات قبلــي نشــان داده انــد كــه 

ميـزان بيـان ايـن    . هاي غيرزنده دخيل استگندم به تنش
اتـيلن   ، تيمار پلي)غرقابي(ژن در شرايط كمبود اكسيژن 

خصوص در بافـت ريشـه   و شوري به) خشكي(گليكول 
همچنـين ميـزان رونوشـت ايـن ژن در     . دياب ـافزايش مـي 

گليكـول بـه   اتـيلن و پلـي  ABAزمان شروع تيمار گياه با 
 آزمايشـي در ). Lee et al., 2007(يابد كندي افزايش مي

در  (Mott and Wang, 2007)كـه توسـط مـات و ونـگ     
ارتبــاط بــا تغييــر ترانســكريپتوم ارقــام متحمــل گنــدم در 

فاده از ريزآرايـه  شرايط تنش شوري بلنـد مـدت بـا اسـت    
ــه    ــد ك ــت، مشــخص ش ــام گرف ــه  TaMYB1انج  از جمل

هايي بود كه افزايش بيان داشتند و ميزان اين افزايش ژن
 لازم. بـود ) بـدون تـنش  (برابر بيشتر از حالت شـاهد   34

قـرار   6Lذكر است كه اين ژن روي گروه هميولوگ به 
در ) MYB2(تجزيــه عملكــرد همولــوگ ايــن ژن . دارد

ــاه آرا ــي  گي ــيس يعن ، )AtMYB44 )Value=1e-59بيدوپس
دهد كه ميزان بيان اين ژن در آرابيدوپسيس در نشان مي

 و ABAپاســخ بــه تيمارهــاي خشــكي، شــوري، ســرما و 
هاي محافظ روزنه و بافت آونـدي  خصوص در سلولبه 

همچنين گياهان تراريختة حاصل از آن، . يابدافزايش مي
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شـده نشـان دادنـد    هـاي ذكـر   مقاومت بيشتري بـه تـنش  
)Jung et al., 2008 .( آزمون همولوژي برMYB3  كه در

است، نشان داد  MYB R2R3واقع عضوي از زيرخانوادة 
هــاي كــه همولــوژي مناســبي بــين ايــن قطعــة ژنــي و ژن

AtMYB59  ــيس ــود ) E value=4e-60(در آرابيدوپس وج
 AtMYB59دهد كه بيـان  ها نشان مينتايج آزمايش. دارد

ــون در پاســخ ــه فيتوهورم ــيلن، JA ،SA ،GAهــاي ب  و ات
يابد، ولـي  افزايش مي خصوص در بافت برگ و ساقهبه 

 ميزان بيان آن در ريشه و گل آذيـن كمتـر اسـت و ايـن    
رساني هورموني مفهوم نقش اين ژن در مسيرهاي پيامبه 

هـاي زنـده و پاسـخ دفـاعي گيـاه بـر عليـه        پاسخ به تنش
  ).Libault et al., 2007(عوامل بيماريزا است 

در خصوص تفـاوت دو رقـم متحمـل و حسـاس در     
 4طوركـه در جـدول  سطح رونوشت و ميـزان آن، همـان  

است، تعداد ژنهايي كه ميـزان بيـان آنهـا     نشان داده شده
در شرايط تـنش نسـبت بـه حالـت شـاهد كـاهش يافتـه        

كمتـر از  ) bZIP3و  bZIP1(است، در گندم رقم ماهوتي 
ــا   ــي به ــم چين ، bZIP2 ،bZIP3 ،bZIP5  ،bHLH3(ره رق

WRKY2 ،MYB2   وNAC67 (همچنين تنها . بوده است
در شـرايط تـنش    MYB3و  bZIP5 ،bHLH2بيان سه ژن 

بـدون   شـاهد در رقم مـاهوتي، بـيش از دو برابـر حالـت     
عنوان  توان به ها را مي تنش بوده است و در واقع، اين ژن

در مقايسـة  . ي نمودهاي افزايش بيان يافتة واقعي معرف ژن
هاي مطالعه شده در شرايط تـنش بـه غيـر    نسبت بيان ژن

، )4جـدول (تنش در رقم ماهوتي نسبت بـه چينـي بهـاره    
bZIP5   خـود اختصـاص   را بـه ) 3127/4(بيشترين ميـزان

نتايج همچنين نشان داد كه بيان اين ژن فقط در رقم . داد
بيـان آن  يابد و علاوه بر اينكه ميـزان  ماهوتي افزايش مي

در شــرايط تــنش در رقــم مــاهوتي بــه بــيش از دو برابــر 
رسد، ميزان بيان آن در شرايط تنش نيـز  حالت شاهد مي

بـا  ). 1397/3(بسيار شديدتر از رقـم چينـي بهـاره اسـت     
هـا نيـز وجـود تفـاوت     توجه به اينكه تجزيه آمـاري داده 

ــاهد     ــار ش ــين تيم ــادي ب ــاري زي ــنش ) c(آم  در) a(و ت
رسـد كـه ايـن    نظر ميدهد، به ين ژن نشان ميارتباط با ا 

عنـوان ژن   تواند كانديداي مناسبي براي معرفي بهمي ژن
تحمل به تنش شوري باشند، هرچند كه كسـب اطمينـان   
بيشتر در اين خصوص، مستلزم تجزيه عملكرد، از طريق 
انتقــال ايــن ژن و يــا اســتفاده از ســازوكارهاي خــاموش  

ها درشرايط تنش بيان ژن مقايسة نسبت. كردن ژن است
) 4جـدول (به غير تنش بين رقم مـاهوتي و چينـي بهـاره    

و  bZIP1هــا بــه جــز نشــان داد كــه ميــزان بيــان تمــام ژن
bZIP3       در شرايط تـنش در رقـم مـاهوتي بيشـتر از رقـم

چينــي بهــاره بــوده اســت و احتمــالاً تحمــل بيشــتر رقــم  
علـت  ماهوتي نسبت به چيني بهاره به تنش نيز بـه همـين   

 2تـا   1تواند باشد، هر چند كه ميـزان ايـن تغييـر بـين      مي
  .برابر حالت شاهد بوده است

هـا  ها بر اساس نسبت بيان نيز، ايـن ژن بندي ژنگروه
بـر ايـن اسـاس    . بنـدي نمـود  را در دو گروه مجزا تقسيم

در گـروه   bZIP3و  bZIP1هـاي  توان دريافت كه ژنمي
ر شرايط تـنش از خـود   اول، رفتار مشابهي را در گندم د

بقيـه  . يابندصورت افزايش بيان، تظاهر مينشان داده و به
  .ها نيز در گروه دوم، الگوي مشابهي را نشان دادندژن

تـوان اسـتنباط كـرد كـه در سيسـتم      از نتايج فوق مي
تنظــيم بيــان ژن در گيــاه گليكوفيــت گنــدم و در ارقــام  

و حتـي   متحمل و حساس به تنش، تفاوت در ميزان بيـان 
هاي تنظيمي است كه باعث تفاوت فنوتيپي ايـن  نوع ژن
. شوددر شرايط تنش مي) ماهوتي و چيني بهاره(دو رقم 

توان تصور كرد كـه كـاهش بيـان و يـا القـاء      بنابراين مي
هايي كه عملكردهاي مهمي در تحمل به تنش نشدن ژن

دارند، ممكن است عامل حساسيت رقم چينـي بهـاره بـه    
  .شوري باشد

 در ايـــن تحقيـــق بـــا اســـتفاده از روش نـــورترن    
 بــــلات معكــــوس و همرديفــــي تــــوالي و راهكــــار   

، عوامـل رونويسـي از   )BLASTX(اي  ژنوميكس مقايسه
ــد و   خــانواده ــرار گرفتن ــورد بررســي ق ــاي مختلــف م  ه

 نتــايج حاصــله نشــان داد كــه ايــن عوامــل در پاســخ بــه  
لاف تنش شوري بلندمدت دخالت دارند، اين يافته برخ 

ــل را در     ــن عوام ــش اي ــا نق ــه تنه ــود ك ــات موج  اطلاع
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. مــدت گيــاه ذكــر كــرده انــد، مــي باشــد  پاســخ كوتــاه 
هـاي   همچنين مشـخص شـد كـه در آينـده، يكـي از ژن     

ــه   ــورد مطالع ــي) bZIP5(م ــبي  م ــداي مناس ــد كاندي  توان

ــورد    ــنش م ــه عملكــرد بيشــتر در شــرايط ت ــراي تجزي  ب
  .توجه قرار گيرد 
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The expression analysis of transcription factors under long term salt stress in 
tolerant and susceptible wheat genotypes using reverse northern blot technique 

 
Rahaie, M.1, M. Gomarian 2, H. Alizadeh3, M. A. Malboobi4, M. R. Naghavi5 

 

ABSTRACT 
Rahaie,.M, M. Gomarian, H. Alizadeh, M. A. Malboobi, M. R. Naghavi. 2011. The expression analysis of transcription 

factors under long term salt stress in tolerant and susceptible wheat genotypes using reverse northern blot technique. Iranian 

Journal of Crop Sciences. 13 (3): 580-595. (In Persian). 

 
Soil salinity is a serious problem in agricultural production systems, particularly where the majority of crop 

plants have a low level of salt tolerance. The identification of genes whose expression enables plants to adapt or 

tolerate to salt stress conditions is essential for breeding programs, however little is known about the role of 

different transcription factors as important regulatory genes in salt stress, specially under long term salinity 

stress. To elucidate the role of these regulatory factors in response to long term salt stress in two wheat 

genotypes; Chinese Spring (susceptible) and Mahouti (tolerant), eleven transcription factor genes from different 

families (bZIP, bHLH, WRKY, MYB and NAC) were analyzed by reverse northern bolt under control and stress 

(250 mM NaCl) conditions. The results showed that the selected genes were affected by salinity in both 

genotypes and were up- or down-regulated and the variation of expression ratio in Mahouti variety was higher 

than Chinese Spring. The expression of three transcription factor genes (bHLH2, bZIP5 and MYB3) varied  

more than two-folds in response to salt stress.  These genes were significantly up-regulated only in tolerant 

genotype, var. Mahouti, indicating that these genes may potentially regulate a long term plant response to salt 

stress in wheat, and  can be considered as suitable candidates for further genetic analysis. It is concluded that the 

transcription factors can be involved in long term salt stress response of wheat plant, in contrary to general view 

which distinguishes their contributions only for a short term response to salt stress.  

 

Key words: Gene expression, Long term salinity, Reverse northern blot, Transcription factor and Wheat. 
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