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چکیده

، محتواي نسبی آب و نسبت جذب سدیم به پتاسیم )Sus1(1می ژن سوکروز سینتازاثر تنش شوري بر میزان بیان کدر این تحقیق: هدف
.بررسی شدهاي گندم برگ

هاي صـفر،  میلی مولار کلریدسدیم قرار گرفتند و در زمان200و 100هاي بم تحت تاثیر غلظتهاي گندم رقمرستدانه:هاروشومواد
هـا و همچنـین بیـان    ات محتواي نسبی آب، نسبت جذب سدیم به پتاسیم توسط بـرگ ساعت پس از اعمال تنش، تغییر36و 24، 12، 6

. مورد مطالعه قرار گرفتمورد QRT-PCRروش بهSusکمی ژن 

ها و بالا رفتن نسبی بیـان ژن  دار محتواي نسبی آب، افزایش نسبت جذب سدیم به پتاسیم توسط برگمعنیکاهشازحاکینتایج:نتایج
Sus1ن تیمار شده نسبت به گروه شاهد بوددر گیاها.

تـنش بـه تحملفراینددرگندمگیاهاحتمالیهايمکانیسمازیکیتواندمی1سینتازسوکروزژنبیانافزایشکلیطوربه:گیرينتیجه
.باشدشوري

، گندمReal-Time PCR، 1بیان کمی ژن، سوکروز سینتاز:کلیديواژگان
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و همکارانعلی اصغر چوبداريتحت تنش شوريدر گیاه گندم1بررسی کمی بیان ژن سوکروز سینتاز

1394ن زمستا،4، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت492

مقدمه

. هـاي محلـول در آب هسـتند   ها حـاوي برخـی نمـک   ه خاكهم
هـاي محلـول جـذب    شـکل نمـک  گیاهان مواد غذایی خود را بـه 

هـا در خـاك، شـوري خـاك     کنند، اما انباشتگی اضافی نمـک می
و گندماصلاحالمللیطبق گزارش مرکز بین). 1(شود نامیده می

درصــد از منــاطق تحــت کشــت 10الــی CIMMYT(8(ذرت
دم در کشورهاي ایران، هند، پاکستان، لیبی و مکزیـک تحـت   گن

شوري اثـرات متفـاوتی را در گیاهـان    ).2(باشند تاثیر شوري می
، )5(ها ، کاهش سطح برگ)4و 3(مختلف، همچون کاهش رشد 
هـا  شـدن ریشـه  ، زود چـوبی  )6(ها تغییر در تعداد و اندازه روزنه

) 7(هاي چـوبی و آبکـش   و جلوگیري از تمایز یافتن آونـد ) 8و7(
علاوه بر موارد بالا، شوري چندین جنبه از رشد . گذاردبرجاي می

دهـی، گـرده   دهد که شامل گـل زایشی را نیز تحت تاثیر قرار می
). 9(باشد افشانی، تکوین میوه، محصول و کیفیت دانه می

صـورت  در سطح سلولی اقـداماتی کـه جهـت مقابلـه بـا شـوري       
بندي درون سلولی، سنتز محافظـت  شامل کدتوانگیرد را میمی

بـالاي سیتوپلاسـمی،   +Naهاي اسمزي، تحمل نسبت به کننده
ها، تغییر در بیان هاي حاصل از شوري و ترمیم آنپاسخ به آسیب

ــت ژن ــیرهاي علامــ ــت  و مســ ــی دانســ در ). 11و 10(دهــ
ژن را 1728الگـوي بیـان   ) 12(و همکاران Kawasakiتحقیقی

تنش شوري در گیاه برنج بـا روش ریـز آرایـه مـورد     در پاسخ به 
) 13(و همکاران Kawauraدر پژوهشی دیگر. بررسی قرار دادند
ژن را در پاسخ به تنش شـوري در گیـاه   32000نیز الگوي بیان 

ژن در شـرایط شـوري   3416طور کلـی  به. گندم بررسی نمودند
سـایی  شنا. ژن نیز کاهش بیـان را نشـان دادنـد   2580افزایش و 

ها با هدف سـازگار نمـودن   هاي جدید و تعیین الگوي بیان آنژن
د و بایـد در ایـن راسـتا    شـو هـا انجـام مـی   گیاهان به انواع تـنش 

کارهاي موثري در اصلاح گیاهان جهـت بهبـود تحمـل تـنش     راه
).14(ایجاد شود 

ساکارز را با داشتن قابلیت برگشتی، تبدیلآنزیم سوکروز سینتاز
کـه  ) 15(دارد عهدهبرو فروکتوزگلوکزفسفاتديیوریدینبه

اولین قدم از تبدیل سوکروز به نشاسته است و از ایـن نظـر ورود   
سوکروز). 16(نماید کربن به مسیر بیوسنتز نشاسته را کنترل می

جا نمودن سوکروز بین بیوسـنتز دیـواره سـلولی و    سینتاز با جابه
کنـد  ود اکسیژن بازي میگلیکولیز، یک نقش ممتاز در زمان کمب

اي که الگـوي رسـوب سـلولز بـا منـاطق فعالیـت بـالاي        به گونه
).17(سینتاز همبستگی دارد سوکروز

هـاي مختلـف،   سطح و توزیع فعالیت سـوکروز سـینتاز در بافـت   
هـا در  داري نسبت به انتقال و مصـرف کربوهیـدرات  نگرش معنی

محیطـی را  هـاي مختلـف   طول رشد گیاه و پاسخ گیاه بـه تـنش  
هـاي گیـاهی ماننـد    در برخی از گونـه ).19و 18(کند فراهم می

یابـد، کـه   افزایش میدر درجه حرارت پایینSusگندم، بیان ژن
تواند کمک مضاعفی براي مواجهه با افزایش تقاضاي ناشـی از  می
اسـت دادهمطالعات نشان). 24و 20(یند گلیکولیتیک باشد آفر
هـاي ژندر بیـان تغییـر موجبسینتازسوکروزبیانافزایشکه

ســازوســوختماننــدمتعــدديینــدهايآفردردخیــل
تبـدیل  هـا، دیوارهبیوسنتزلیپیدها،آمینواسیدها،ها،کربوهیدرات

و هـا پروتئینحفاظتوساختثانویه،هايمتابولیتتولیدانرژي،
اسـت  شـده مشـاهده کلیطوربه).15(د شومیهاتنشبهپاسخ
گیاهـان درآنبیـان کـه اسـت هاییژنازیکیسینتازوزسوکر

). 21(کندمیتغییرتحت تنش

وجود دارد کـه هـر   ) Sus2و Sus)Sus1در گندم و جو، دو ژن 
هـاي  ژن.باشـند ها اختصاصی مـی ها براي برخی بافتکدام از آن

Sus1 وSus2هاي یکسان گندم در بازوي کوتاه گروه کروموزوم
کـه جایگـاه ایـن    در صورتی. اندو نقشه گذاري شدهجدا سازي 7

مشخص 2HSو 7HSهاي ترتیب روي کروموزومها در جو بهژن
شـود  اندوسـپرم بیـان مـی   فقط درSus2). 25و 22(شده است 

و 22(د شـو ها بیان میهم در ریشه و هم برگSus1که حالیدر
23.(

در سطح 1ازدر این پژوهش، میزان کمی بیان ژن سوکروز سینت
mRNAروش بــهReal – Time PCR و همچنــین محتــواي

هـا در  نسبی آب و نسبت یون سدیم جذب شده به پتاسیم بـرگ 
فواصل زمانی پس از اعمال تنش شـوري در رقمـی متحمـل بـه     

.دششوري از گندم، ارزیابی 

هامواد و روش

صـورت  ایـن پـژوهش بـه   :تنشاعمالوگیاهانرشدشرایط
در قالب طرح کاملا تصادفی با سه تکـرار و در محـل   فاکتوریل و
هاي دانشکده علوم پایـه دانشـگاه آزاد اسـلامی واحـد     آزمایشگاه

عنـوان  بذر گندم رقم بم، که به. انجام شد1393نیشابور در سال 
شـود از موسسـه اصـلاح    یک رقم متحمل به شوري شناخته مـی 

.دشکرج تهیه نهال و بذر

7و اتـانول  درصـد 5سیله هیپوکلریـت سـدیم   ودر ابتدا بذرها به
ضدعفونی و چندین بار توسط آب مقطر استریل شستشو و درصد
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و همکارانعلی اصغر چوبداريتحت تنش شوريدر گیاه گندم1بررسی کمی بیان ژن سوکروز سینتاز

1394493زمستان، 4، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت

انـدازه حـاوي   هاي هم شکل و هـم بذرها در گلدان. آبکشی شدند
 ـ   ماسه با دانه صـورت  ههاي متوسط و ریـز کشـت داده شـدند و ب

ز از روز دوم بعـد ا . ندشدروزانه توسط آب مقطر استریل، آبیاري 
د ششروع گدرصد25زنی تعذیه گیاهان با محلول هوگلند جوانه

.یافتو به تناوب هر دو روز غلظت هوگلند افزایش 

200و 100هـاي صـفر،   لظـت هـاي هشـت روزه بـا غ   رسـت دانه
در سطح صفر نمک یا گـروه  . مولار کلرید سدیم تیمار شدندمیلی

. م آبیاري شدندها با هوگلند فاقد نمک کلرید سدیکنترل، گلدان
د تا شدرون هوگلند حل NaClدر سایر سطوح نیز مقدار معینی 

هـا در دو نوبـت و  بـه    گلـدان . هاي مورد نظر حاصل شودغلظت
.هاي مربوطه تیمار شدندساعت با غلظت24فاصله 

سـاعت پـس از   36و 24، 12، 6، 0هـاي  نمونه برداري در زمـان 
بـرداري  در زمـان نمونـه  . اولین نوبت اعمال تنش، صورت گرفـت 

آب نسبی اي محتوآخـرین بــرگ تکامــل یافتـه جهــت محاســبه   
)RWC (  جدا گردید و بر اساس پروتکل مربوطه عمل شد، چنـد

هـا و  برگ دیگر هم براي سنجش مقـدار سـدیم و پتاسـیم بـرگ    
ــی ژن ســوکروز ســینتاز  ــان کم ــین بررســی بی ــس از 1همچن پ

70، بـه فریـزر منفـی   آوري و قرار گرفتن در نیتـروژن مـایع  جمع
.گراد منتقل شدنددرجه سانتی

کـل  RNAبا کیت جداسازي RNAاستخراج :RNAاستخراج 
گـرم  میلی100براي این کار حدود . شرکت دنا زیست انجام شد

همراه نیتروژن مایع درون یک لوله اپندورف سـرد  بافت گیاهی به
شـد و یـک  خوبی کوبیده و پـودر  اي، بهبا استفاده از میله شیشه

15زمـانى پریود2درواضافهبه میکروتیوبG1بافرلیترمیلى
 ـثانیـه  دمـاى پـس از انکوبـه شـدن در   . دش ـورتکـس  شـدت  هب

دردقیقـه 10مـدت ها بهمیکروتیوبدقیقه5مدتبهآزمایشگاه
دور بـر دقیقـه   12000سـرعت بـا گـراد سـانتى درجـه 4دماى

منتقل میکروتیوب جدیدبهلولهفوقانىمحلول. سانتریفیوژ شدند
15مـدت و بهبه آن اضافهکلروفرممیکرولیتر200شد و میزان

دمـاى  درلولـه . دش ـورتکـس یـا دادهتکـان لولـه شدتبهثانیه
15مـدت بـه شد و بعـد از آن انکوبهدقیقه3مدتبهآزمایشگاه

دور بـر  12000سـرعت بـا گـراد سانتىدرجه4دماىدردقیقه
اسـت بـه   RNAحـاوى  بـالایى کـه  فـاز . ریفیوژ شـد سانتدقیقه

ترتیب حجمش، بهازنیمىمیزانمنتقل و بهجدیدىمیکروتیوب
بعـد از مخلـوط کـردن    . شـد به آن اضافهG2و بافرایزوپروپانول

آزمایشـگاه،  دمـاى انکوبـه شـدن در  دقیقـه 10لوله و محتویات
10000سرعتباگرادسانتىدرجه4دماىدردقیقه10مدتبه

و بـه خـارج احتیـاط بارویىمایع. دور بر دقیقه سانتریفیوژ شد
فاقد آبباکه) درصد70(اتانول لیترمیلىیکماندهباقىرسوب

دماىدردقیقه5شد و براي است، اضافهشدهتهیهریبونوکلئاز
ادور بـر دقیقـه مجـدد   10000سـرعت بـا گـراد سانتىدرجه4

و جهت خارجاحتیاطبارویىسپس مایع. شدسانتریفیوژ انجام 
آزمایشـگاه و زیـر   دمـاى دربازدربباخشک شدن رسوب، لوله

تقریبـا رسـوب سـپس بـه  . شـد دارينگهدقیقه15مدتبههود
RNaseفاقـد  آبمیکرولیتـر 100تـا 30میـزان بهشدهخشک

80منفـى دمـاى درکوچکترمقادیردرحاصلمحلول. دشاضافه 
.دارى شدنگهبعدىهاآزمایشانجامگراد براىسانتىدرجه

ــاخت  ــاخت :Cdnaسـ ــت  cDNAسـ ــتفاده از کیـ ــا اسـ بـ
)USA(Thermo Scientific2تـا  1. دش ـشـرح زیـر انجـام    به

تیمار شـده و در  DNaseکل استخراجی که با RNAمیکروگرم 
میکرولیتـر رسـیده   10بـه  RNAseنهایت حجم آن با آب بدون 

دقیقـه  5مـدت  مخلوط و بهOligo dT)18(رمیکرولیت1بود با 
میکرولیتــر 1. گــراد قــرار داده شــددرجــه ســانتی75در دمــاي 

RNase inhibitor (10u/µl)  ،4  5میکرولیتـرX RT buffer ،
dNTPمیکرولیتر 2 (10mM) ،2  میکرولیتـرDTT (0.1M) و
Avian Myeloblastosis Virus  Reverseمیکرولیتـر  5/0

Transcriptase enzyme (AMV RT) (10u/ µl) ترتیـب  بـه
مخلوط . شدندها افزوده و براي چند ثانیه اسپین روي یخ به ویال

براي (گراد قرار گرفت درجه سانتی42دقیقه در 60مدت فوق به
10مـدت  هـا بـه  واکنش با قـرار دادن تیـوب  ). RTفعالیت آنزیم 

نـه روي یـخ   گـراد متوقـف و نمو  درجه سانتی70دقیقه در دماي 
.شدسرد 

آغازگرهاي مربوط به ژن کنترل داخلی اکتـین  :آغازگرطراحی
کـه اثـر فتوپریـود را بـر     ) 26(و همکاران Dubcovskyاز مقاله 

دهـی گنـدم مـورد بررسـی قـرار داده بـود،       هـاي گـل  تنظیم ژن
جهت طراحی آغازگرهـاي مخصـوص ژن سـوکروز    . دشاستخراج 

یـن ژن کـه در پایگـاه اطلاعـاتی     ااز تـوالی مربـوط بـه   1سینتاز
NCBI با شماره دسترسیAJ001117.1 موجود است، استفاده

صـورت  GeneRunrوسیله نرم افزار هکار طراحی آغازگرها ب. شد
ضمن در نظر گرفتن خصوصیات استاندارد آغازگرها براي . گرفت

، ایجـاد  Cو Gطراحی، ازجمله طول آغازگر، دماي اتصال، درصد 
حتمالی و لوپ یا حلقه در درون هریک از آغازگرهـا و  دایمرهاي ا

، مجـدد  On-Lineمناسب، آغازگرهـا بـا نـرم افزارهـاي     ΔGنیز 
.مورد بررسی قرار گرفتند
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و همکارانداريعلی اصغر چوبتحت تنش شوريدر گیاه گندم1بررسی کمی بیان ژن سوکروز سینتاز

1394زمستان ، 4، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت494

و اکتین1توالی و خصوصیات آغازگرهاي سوکروز سینتاز:1دولج

از روش Sus1مقایسه کمی بیان ژنQRT-PCR:روشانجام
Real time SYBER Green PCR بــا اســتفاده از دســتگاه

ABI(Applied Biosystems step-one)صـــورت گرفـــت .
cDNAعنوان الگو مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت و     ساخته شده به
qRTهاي واکنش – PCR  با پرایمرهاي اختصاصـیSus1 و ژن

تکرار 3براي هر واکنش . انجام شد) 1جدول(Actکنترل داخلی 
20حجم مخلوط واکنش براي هر نمونه، . در نظر گرفته شده بود

SYBER Green ،3میکرولیتـر مخلـوط   10میکرولیتر شـامل  
یـک از  میکرولیتر از هـر 4/0ساخته شده، cDNAمیکرولیتر از 

میکرومـول،  10بـا غلظـت  پسرووپیشرواختصاصیآغازگرهاي
از، بود کـه پـس  RNaseاستریل فاقد مقطرمیکرولیتر آب2/6

ABIدستگاه پلیت مخصوص بههايو لود شدن در چاهکآماده

:شـد انجـام زیرشرایطمراز باپلیايواکنش زنجیره.دشمنتقل

بـا تکـرار 40وگـراد درجـه سـانتی  95دمـاي دردقیقـه 10
درثانیه15گراد،درجه سانتی95دردمايثانیه15هايچرخه
45گراد جهت اتصال پرایمرها بـه الگـو و   سانتیدرجه60دماي

مقادیر .cDNAدرجه سانتی گراد جهت سنتز 60ثانیه در دماي 
بیان کمی ژن با مقایسه بین میزان بیان ژن در نمونه ها و کنترل 

.محاسبه گردیدCT-2∆∆با استفاده از روش

اي محتومحاســبه :)RWC(محاســبه محتــواي نســبی آب 
بـراي  . انجـام شـد  ) Nguyen)27و Ritchieروش بهآب نسبی

نمـو رین بـرگ  آخبرداري با استفاده از قیچی از نمونهاین منظور 
هـا بلافاصـله درون   تمامی تیمارهاي آزمایشی انجام و نمونهیافته

هـا بـا تـرازوي دقیـق    آنزمایشـگاه وزن تـر  یخ قرار گرفت و در آ
ها نباید دچـار شکسـتگی و   برگ(شد گیري اندازه)گرم0001/0(

ساعت در دماي 24مدتبهها سپس تمامی نمونه.)پارگی باشند

وزن پس از آن،.گرفتندآب مقطر قرار ونگراد دردرجه سانتی4
دیگـر ساعت24مدتبهها و برگشد گیري ها اندازهاشباع برگ

گرفتند تـا بعـد از   آون قرار ونگراد درسانتیدرجه70دمايدر
بـا قـرار دادن   . دشـو گیري اندازهها از آنزن خشک هر کدام آن و

:آمددستهبRWC،اعداد حاصل از توزین در فرمول زیر

RWC= Fw – Dw / Sw – Dw ×100

Fw :برداريوزن تر برگ بلافاصله بعد از نمونه

Dw:وزن خشک برگ بعد از قرار گرفتن در آون

Sw :وزن اشباع برگ بعد از قرار گرفتن در آب مقطر

گیري اندازهجهت: اندازه گیري مقدار جذب سدیم و پتاسیم
ابتـدا ،)EL-enany)28روش بـه میزان سدیم و پتاسـیم بـرگ   

ــدام ــواییان ــانه ــگیاه ــده وت برداش ــاي ش ــه 70در دم درج
هـاي  نمونـه . دشـدن ساعت در آون خشک 48مدتبهگرادسانتی

خشک شده با استفاده از آسیاب پودر و براي انجام سایر مراحـل  
گـرم از نمونـه گیـاهی آسـیاب شـده      1/0در ادامـه .شدندآماده

ها نرمال به آن1/0لیتر اسید استیک گلایسیال میلی10توزین و 
و داري ساعت در محیط آزمایشگاه نگـه 24مدتبهو شدافزوده

بـن  (دو ساعت درون حمام آب گـرم  مدتبهها نمونهپس از آن
ها توسط نمونه.دگرفتنگراد قرار درجه سانتی70با دماي ) ماري

عصاره حاصل به فـالکون  وصاف) 41واتمن (قیف و کاغذ صافی 
دقیقه قبـل  20تا 15حدود .شدمیلی لیتري دیگري منتقل 15

، ساخت کشور JENWAYمارك (متراز قرائت، دستگاه فلیم فتو
فیلتـر دسـتگاه روي   وتا کـاملا گـرم شـود   دشروشن ) انگلستان

.شدعنصر سدیم و یا پتاسیم بر حسب نیاز تنظیم 

سدیم وppm100محلول استانداردو دستگاه ابتدا با آب مقطر 
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5´ - 3´
نام آغازگر

440/5044/6122121TGTTCGCAATGGTGAGCTGTACSus Forward

4462/4773/5921121TGTCGGCAAACCACATTCATGSus Reverse

355018/602090ACCTTCAGTTGCCCAGCAATAct Forward

245067/612490CAGAGTCGAGCACAATACCAGTTGAct Reverse
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و همکارانعلی اصغر چوبداريتحت تنش شوريدر گیاه گندم1بررسی کمی بیان ژن سوکروز سینتاز

1394495زمستان، 4، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت

. گردیدهکالیبر100و د صفراعدبراي ایا پتاسیم

و استاندارد مشـخص شـد  منحنی عدد حاصل از دستگاه بر روي
عـدد  . آمـد دسـت  گرم بر کیلـوگرم بـه  غلظت معادل آن به میلی

میـزان سـدیم   شد تاحاصل از منحنی درون فرمول زیر قرار داده
.گرددگرم بر گرم محاسبه یا پتاسیم بر حسب میلی

y × 10 × 0.001 × 10 = A mg.g-1

A =گرمبرگرممیلیحسببرپتاسیمیاسدیممیزان

y =کیلوگرمبرگرممیلیاساسبرمنحنیازحاصلعدد

آنالیز آماري

SASافـزار  دسـت آمـده از نـرم   هاي بهبراي تجزیه واریانس داده

LSDها از آزمون جهت مقایسه میانگین. استفاده شد9,1نسخه 

رســم . دشــلحــاظ ≥05/0pدارياســتفاده شــد و ســطح معنــی
Microsoft office(افـزار  نمودارهـا توسـط نـرم    2013(Excel

.انجام شد

نتایج

RNAاستخراج 

هاىاستخراج شده مورد بررسىRNAجهت اطمینان از کیفیت، 
ژلواسـپکتروفتومترى گیـرى انـدازه از طریـق کیفـى وکمـى 

RNAانــدهاي مربــوط بــه 1شــکل. گرفــتقــرارالکتروفــورز

. را نشان می دهدs18و s28ریبوزومی 

RNAو مشاهده باندهاي مربـوط بـه   RNAاطمینان از کیفیت :1شکل 

s18و s28ریبوزومی 

QRT-PCR

محصـول واکـنش   PCRبراي اطمینان از انجام موفق و هدفمند 
درصـد 2انجام شده بود، روي ژل آگارز QRT-PCRروش که به

به قطعات وجود تک باندهاي مربوط ). 2شکل(الکتروفورز گردید 
Actدار جفت بازي از ژن خانه90و Susجفت بازي از ژن 121

.دهد واکنش با موفقیت انجام شده استنشان می

qRTالکتروفـورز محصـول واکـنش    :2شکل  – PCR  2روي ژل آگـارز
: 2خـط .Fermentaseشـرکت  50bpسـایز مـارکر   : 6و 1خـط  . درصد

کنتـرل منفـی   : 3خـط  . 121bpطـول  بهSus1از ژن قطعه تکثیر شده 
Sus1 . قطعه تکثیر شـده از ژن خانـه دار   : 4خطAct   90بـه طـولbp .
Actکنترل منفی ژن خانه دار : 5خط 

)RWC(محتواي نسبی آب 
طــور ههــا بــبــرگRWCنتـایج ایــن تحقیــق نشــان داد، مقــدار  

در هر دو سطح شوري، نسـبت بـه گـروه   ) >001/0p(داريمعنی
از دیگر سو، گذشـت زمـان نیـز بـر کـاهش      . یافتکنترل کاهش

بـود و بیشـترین   ) =0019/0p(دار ، داراي اثر معنیRWCمقدار 
. ساعت پس از تنش مشـاهده شـد  36و 24هاي کاهش در زمان

مـولار، در تمـامی   میلـی 200گیاهان تیمار شده بـا کلریدسـدیم   
 ـ  هاي مورد بررسی، بهزمان هـاي  ه گـروه جز زمان صـفر، نسـبت ب

داري ر کلریدسدیم و کنترل، کاهش معنیمولامیلی100تیماري 
در گـروه  RWCکـه تفـاوت   در حـالی ). >05/0p(را نشان دادند 

24هـاي  مولار نمک فقط در زمانمیلی100تیمار شده با غلظت 
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و همکارانعلی اصغر چوبداريتحت تنش شوريدر گیاه گندم1بررسی کمی بیان ژن سوکروز سینتاز

1394ن زمستا،4، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت496

دار ســاعت پــس از اعمــال تــنش بــا گــروه کنتــرل معنــی 36و 
)05/0p< ( بود) 1نمودار .(

هاسدیم به پتاسیم جذب شده توسط برگنسبت 

هاي صفر، ها در غلظتنسبت جذب سدیم به پتاسیم توسط برگ
ــی200و 100 ــی میل ــاوتی معن ــولار کلریدســدیم داراي تف دار  م

)05/0p<(در هر دو سطح شـوري بـالاترین نسـبت    . با هم بودند
)05/0p< ( ساعت پس از تنش محاسبه شد 36در زمان)  نمـودار
2.(

بـر  درصد5دار در سطح تکرار و حروف غیر مشترك نشانه اختلاف معنی3میانگین ها حاصل . بر محتواي نسبی آبNaClثیر متقابل زمان و تا: 1نمودار
.ندادهشيحروف گذارو سهیطور مجزا مقابهها متفاوتنزما. باشندبارها نشان دهنده خطاي استاندارد می. استLSDاساس آزمون 

تکرار و حروف غیر مشترك نشانه 3ها حاصل میانگین. هایون پتاسیم توسط برگبر نسبت سدیم جذب شده بهNaClتاثیر متقابل زمان و : 2ودارنم
وسهیطور مجزا مقابههاي متفاوتزمان. باشنددهنده خطاي استاندارد میبارها نشان. استLSDدرصد بر اساس آزمون 5دار در سطح اختلاف معنی

.ندادهشيحروف گذار
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و همکارانعلی اصغر چوبداريتحت تنش شوريدر گیاه گندم1بررسی کمی بیان ژن سوکروز سینتاز

1394497زمستان، 4، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت

Sus1بیان نسبی ژن 

نشان ABIو تجزیه نتایج آن توسط دستگاهQRT-PCRانجام 
نسـبت بـه گـروه    Sus1داد، در هر دو سـطح شـوري، بیـان ژن    

6افـزایش بیـان،   . داشـت )>001/0p(داريکنترل افزایش معنی
د ساعت بعد از اعمال تنش، در هر دو غلظت مورد مطالعـه رخ دا 

مـولار  میلـی 100هاي تیمـار شـده بـا نمـک     چهکه گیاهطوريبه
مولار کلریـد  میلی200برابري و گروه تیماري 33/2افزایش بیان 

. برابري را نسبت به کنترل نشـان دادنـد  6/2سدیم افزایش بیان 
ساعت بعد از تنش در هر دو غلظت مورد اسـتفاده نمـک،   12در 

برابر نسبت 55/4و 78/3میزان ترتیب بهبهSus1بیان نسبی ژن 

هاي ساعت پس از تنش، گروه24اما در . به کنترل افزایش یافت
تیماري در هر دو سطح شوري، کاهش نسبی بیـان را نسـبت بـه    

حال آنکه ایـن کـاهش در گـروه تیمـاري     . زمان قبل نشان دادند
سـاعت پـس از   36در زمـان  . میلی مولار نمک بیشتر بـود 200

نشان Sus1ها افزایش شدیدتري را در بیان ژن چههتنش نیز گیا
100نســبی ژن در گــروه تیمــاري دادنــد، در ایــن زمــان بیــان 

200برابر و در گروه تیمار شده بـا نمـک   93/5مولار نمک میلی
برابر نسبت به شـاهد بـود   08/7مولار کلریدسدیم به میزان میلی

تـوان  ان آخر را مـی رسد افزایش بیان در زمنظر میبه). 3نمودار (
هـاي  چـه به تشدید و تجمع شوري پس از نوبت دوم آبیاري گیاه

.بعد از تنش اولیه دانست24گندم در ساعت 

دار در تکرار و حـروف غیـر مشـترك نشـانه اخـتلاف معنـی      3ها حاصل میانگین. هادر برگSus1بر بیان نسبی ژن NaClثیر متقابل زمان و تا: 3نمودار
ندادهشيحروف گذارو سهیطور مجزا مقابههاي متفاوتنماز. باشنددهنده خطاي استاندارد مینشانبارها . استLSDبر اساس آزمون رصدد5سطح 

بحث

و 100هـاي  بـا غلظـت  نمک کلریدسـدیم اثرات ،در این پژوهش
بر محتواي نسبی آب ، نسبت سدیم به پتاسـیم  مولار،میلی200

در 1ها و بیان نسبی ژن سـوکروز سـینتاز  جذب شده توسط برگ
و نتایج دشبررسی) متحمل به شوري(هاي رقم بم گندم چهگیاه

.با گروه کنترل مورد مقایسه قرار گرفتحاصل 

)RWC(محتواي نسبی آب 

کار رفته هدر هر دو غلظت بRWCبر اساس نتایج تحقیق، مقدار 
200حــال کــاهش در غلظــتدر ایــن. از نمــک، کــاهش یافــت

از طرفی با گذشت زمـان نیـز مقـدار    . مولار نمک بیشتر بودمیلی

RWCداري در هر دو غلظـت کـاهش پیـدا کـرد    شکل معنیبه .
و Sairam، )29(و همکاران Zhengسو با نتایج این تحقیق، هم

را RWCکـاهش  ) 31(Kobraeeو Shamsiو ) 30(همکـاران  
.اندتحت تنش شوري گزارش نموده

هاي خشکی و سرما، علاوه بر سمیتهمچون تنشتنش شوري
هـاي گیـاهی موجـب    یونی از طریق کاهش محتـواي آب سـلول  

ارزیابی وضعیت آب گیـاه  . شودکاهش عملکرد گیاهان زراعی می
اي به دقیقـه دیگـر متغییـر باشـد،     تواند از دقیقهعلت آنکه میبه

اي، نهچرا که باید عواملی همچون هدایت روز. بسیار مشکل است
گیـري  هطور دقیق اندازشرایط فیزیومتریک و فشار محیط رشد به

ــه. شــوند ــل ب ــواي نســبی آب را راحتــی مــیدر مقاب ــوان محت ت
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و همکارانعلی اصغر چوبداريتحت تنش شوريدر گیاه گندم1بررسی کمی بیان ژن سوکروز سینتاز

1394ن زمستا،4، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت498

افزایش املاح محیط خارج سلولی گیاهان ).32(گیري نموداندازه
تیمار شده با نمک، باعث کاهش جذب آب در مقایسه با گیاهـان  

تـر  کـم RWCمار شده با شوري، شود، لذا در گروه تیکنترل می
بـا  فسـفولیپیدها اشباعمیزانلااحتماهمچنین). 33(خواهد بود 

ویافتهکاهشغشاسیالیتنتیجهشده و درزیادشوريافزایش
شـرایط وظیفـه  ایندر). 34(یابد افزایش میآننشتدر نهایت
.یابدمیکاهشبرگآبنسبیمحتوايومختلزیستیغشاهاي

هادیم به پتاسیم جذب شده توسط برگنسبت س

جهـت مهـم یک عامـل عنوانبهگیاهدرپتاسمبهسدیمنسبت
گیـرد  مـی قـرار استفادهموردشوري،بهگیاهتحملمیزانتعیین

بر اساس نتایج پژوهش حاضر هر دو غلظت مـورد مطالعـه   ). 35(
گیر نسبت سـدیم بـه پتاسـیم جـذب     شوري، باعث افزایش چشم

و افـزایش  +Naیـون غلظـت افـزایش . هـا شـد  برگشده توسط 
متعـددي منـابع درشـوري تـنش شرایطدر+Na+/ Kنسبت

کـه شده اسـت مشخصگندمدر). 37و 36(است شدهگزارش
به بافت+Naازپایینیمقادیرانتقالباشوريتحمل نسبت به

باشـد  ارتباط میدر+K+/Naبالاي نسبتحفظباهمراههوایی
تجمـع میـزان شوريتحملدارايارقامدرعبارتیبه. )38و34(

هـاي انـدام در+K+/Naپـایین نسبتحفظو+Naیونکمتر
اسـتفاده شوريتحملبهبودجهتشاخصیعنوانهبگیاهجوان

تـوان نتیجـه   با توجه به موارد ذکر شده مـی ). 38و 33(شود می
روه تر بودن نسبت جذب سـدیم بـه پتاسـیم در گ ـ   گرفت که کم

تر و نتیجـه  علت فعالمیلی مولار شوري به200به 100تیماري 
.هاي مربوط به تحمل گیاه استتر بودن مکانیسمبخش

Sus1بیان نسبی ژن 

در 1بــر اســاس نتــایج ایــن تحقیــق، بیــان ژن ســوکرور ســینتاز
هاي گندم تیمار شده با نمک کلریدسدیم نسبت به گروه چهگیاه

چنین مشخص شد، گروه تیمار شـده بـا   هم. کنترل افزایش یافت
مولار بیان نسبی بالاتري را نسبت به گروه تیمار میلی200نمک 

طور که گزارشات قبلی همان. مولار داشتمیلی100شده با نمک 
هـایی  سرما، خشکی و تنش شوري از جمله تـنش .دهدنشان می

شـوند کـه   هستند که منجر به دهیدراسیون و تنش اسمزي مـی 
). 39(کننـد  ب آن بیان آنزیم سوکروز سینتاز را تحریک میمتعاق

تـرین  توان از نتایج اسـتنباط نمـود، رقـم بـم کـه از متحمـل      می
باشـد، در  هاي قابل کشت در ایران نسـبت بـه شـوري مـی    گندم

مولار نمک کلریدسدیم، داراي سیسـتم دفـاعی   میلی200غلظت 

یط کمـک  باشـد کـه بـه مانـدگاري گیـاه در ایـن شـرا       میفعال
اي از تحقیقات انجـام شـده در خصـوص    اگر چه سابقه. نمایدمی

 ـ  دسـت  هبررسی بیان این ژن در شرایط شوري و در گیاه گنـدم ب
هاي سرما نیامد، اما در تحقیقاتی افزایش بیان این ژن تحت تنش

و 17(و کمبود اکسیژن را در برخی گیاهان گزارش شـده اسـت   
مسئول اصلی پاسخ گیاه در برابر توان یک ژن رانمیاعموم). 40

دنبـال یـک   زا دانست بلکه باید در تحقیقات مستمر بهعامل تنش
در ایـن بـین برخـی    . دهی گیاه بودسري از عوامل موثر در پاسخ

عوامل مستقیم و برخـی دیگـر بـه شـکل غیـر مسـتقیم قـدرت        
در تحقیقات گذشته . دهنددهی و تحمل گیاه را افزایش میپاسخ

بستگی بین رسوب سلولز در دیواره سلولی با بیان بالاي وجود هم
کـه بـا توجـه بـه     ) 17(ژن سوکروز سینتاز به اثبات رسیده است 

ها نقش تنظیمی محصول این ژن در هدایت هدفمند کربوهیدرات
به بیوسنتز دیواره سـلولی و در نتیجـه تقویـت آن دور از انتظـار     

.نیست

نتیجه گیري

ز تحقیقات گذشته، نسـبت سـدیم جـذب    راستاي با بسیاري اهم
هـا در شـرایط   ها و محتواي نسبی آب آنشده به پتاسیم در برگ

با ایـن توضـیح   . یابندترتیب، افزایش و کاهش میتنش شوري به
همچنین . باشدکه این تغییرات در غلظت بالاتر نمک شدیدتر می

را جزء آن دسته از عوامـل مفیـد و  1توان ژن سوکروز سینتازمی
چـرا کـه در   . موثر در فرایند تحمل گندم به تنش شوري دانست

خصوص غلظت بالاتر آن افزایش نسـبی در  هشرایط این تنش و ب
.افتدمیزان بیان این ژن اتفاق می
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Abstract

Aim: In this study, the effect of salinity stress on quantitative gene expression of sucrose synthase1,
relative water content and the uptake ratio of sodium to potassium in the leaves of wheat were
evaluated.

Material and Methods: Wheat seedlings treated with 100 and 200 mM sodium chloride and at times
zero, 6, 12, 24 and 36 hours after treatment relative water content, the uptake ratio of sodium to
potassium in the leaves and quantitative gene expression of Sus1 by qRT-PCR method were studied.

Results: Results showed a significant decrease in relative water content, increase in the uptake ratio of
sodium to potassium by leaves and increase in the relative expression of sucrose synthase1 gene at
treated plants compared to control group.

Conclusion: Generally, increase in the expression of sucrose synthase 1 gene could be one of the
possible mechanisms in the process of tolerance to salinity stress.

Keywords: Quantitative gene expression, sucrose synthase 1, Real-Time PCR, wheat
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