
 2شماره  / 2 جلد / های ژنتیک گیاهیپژوهش

1 

 های حساس و متحمل در ژنوتیپHv TIP4;1 و   Hv TIP2;3هایبررسی بیان ژن

 جو تحت تنش شوری
 

 2محمد مقدمو  3، سارا غفاریان2، سید ابوالقاسم محمدی،*1رباب سلامی

 

 نژادی و بیوتکنولوژی کشاورزی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه تبریز، تبریزبهارشد، گروه دانش آموخته کارشناسی -1

 استاد، گروه به نژادی و بیوتکنولوژی کشاورزی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه تبریز، تبریز -2

 استادیار، گروه زیست شناسی، دانشگاه شهید مدنی آذربایجان، تبریز -3
 

 (17/12/1394 تاریخ پذیرش: – 25/10/1394 )تاریخ دریافت:
 

 چکیده

. برای شودکشت میهوایی  به تنش شوری است و در گستره وسیعی از شرایط آب ونسبت  غلاتغله در بین ترین جو متحمل

ر باشد. در متحمل موث هایو تولید ژنوتیپتواند در شناسایی های دخیل میبهبود تحمل گیاهان به تنش شوری، بررسی بیان ژن

های پروتئینی در طول غشاها( ، )رمزکننده کانالHv TIP4;1و  Hv TIP2;3ی هاثیر شوری بر بیان ژنأبرای بررسی ت ،این مطالعه

بخش حاصل از تلاقی )متحمل به شوری( و لاین امید Sahara 3771)حساس به شوری(،  Clipperدر ریشه جو، سه ژنوتیپ 

کشت شدند. برای تعیین میزان تغییر  NaClمولار میلی 200و  100صفر،  سطوحا )متحمل به شوری(، در ارقام کویر و صحر

سنتز  cDNAو های ریشه استخراج نمونهاز  RNA، ساعت، سه روز و سه هفته بعد از اعمال تنش 24 زماندر سه ها بیان این ژن

 هایزمانین ارقام، سطوح شوری و ب Hv TIP4;1و  Hv TIP2;3های ها نشان داد که از نظر بیان ژن. تجزیه واریانس دادهشد

و اثر  HvTIP2;3تنش شوری برای ژن  × اثر متقابل ژنوتیپ ولی ؛شتوجود ندا( ≥ P 05/0) یدارمعنیبرداری تفاوت نمونه

 Hvمیزان بیان ژن  دست آمد.هب (≥ P 01/0) دارمعنیتفاوت برای هر دو ژن مورد مطالعه  بردارینمونه زمان × متقابل ژنوتیپ

TIP2;3 مولار میلی100ر سطح شوری دNaCl ، ژنوتیپ حساس به شوری درClipper های متحمل کاهش و در ژنوتیپ افزایش

 Hvن ژرای ببرداری نمونه زمانتیماری ژنوتیپ و  هایبمقایسه میانگین ترکی .نشان داد )عدم تنش شوری( بیان نسبت به شاهد

TIP4;1 های در سه هفته بعد از اعمال تنش شوری، در ژنوتیپ میانگین سطوح شوری نشان داد که میزان بیان این ژنر دSahara 

 پذیری اینیید تاثیرأضمن ت نتایج این مطالعه اهش بیان داشت.ک Clipperدر ژنوتیپ  لیبخش افزایش بیان ولاین امید و 3771

افزایش تحمل به شوری موثر در راستای ها در گیاه جو مد از این ژنآتفاده کاراسها در شرایط تنش شوری، تلاش در جهت ژن

 شود.ارزیابی می

 Hv TIP4;1 و  Hv TIP2;3های جو، ژنهای درونی تونوپلاست، الگوی بیان، پروتئین ها،آکوپورین :کلیدی واژگان
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 و همکاران سلامی در ژنوتیپ ...Hv TIP4;1 و   Hv TIP2;3هایبررسی بیان ژن

 مقدمه

ست ا جو پس از گندم، برنج و ذرت چهارمین غله مهم دنیا

شرایط نامساعد محیطی در  تحملکه به علت سازگاری و 

جو (. FAO, 2013شود )بسیاری از نقاط جهان کشت می

های گیاهی در برابر شوری است ترین گونهیکی از متحمل

(Jiang et al., 2006 ) و به همین علت در احیاء اراضی شور

 .گیردهای تناوبی قرار میبرنامه در

های زیستی و تنشانواع عملکرد گیاهان تحت تأثیر 

 %50تا دچار نوسان شده و در برخی موارد غیرزیستی 

یکسان در این کاهش ها تأثیر همه تنش ولی دیابمی کاهش

-مهمتنش شوری یکی از (. Vij and Tyagi, 2007) نیست

که سطح وسیعی از باشد های غیرزیستی میتنشترین 

 Witzel et)( میلیون هکتار 800بیش از اراضی کره زمین )

al., 200910معادل و میلیون هکتار 15حدود ) ایران ( و 

 ,FAO) دهدرا تحت تاثیر قرار می (کشورمساحت  درصد

ریع جمعیت جهان، محدود بودن رشد سبا توجه به . (2007

های تنشمنابع طبیعی از جمله آب و خاک و افزایش 

 هاتنش انواعبه  گیاهان متحمل تولید ،زیستی و غیرزیستی

را برای تأمین امنیت غذای جهان شوری از جمله تنش 

 (.Witzel et al., 2009)ضروری ساخته است 

نش شود. تشوری باعث ایجاد تنش اسمزی و تنش یونی می

باشد که مانع می اسمزی ناشی از افزایش نمک در خاک

گردد و تنش یونی نتیجه تجمع بیش از اندازه رشد گیاه می

 Lefévre et al., 2001; Ueda et)ها است نمک در سلول

al., 2003) . این امر کاهش جذب آب از خاک به خصوص

در نتیجه در مناطق خشک و نیمه خشک را به دنبال دارد، 

ها و تورژسانس کاهش یافته و سرعت طویل شدن سلول

گردد، مقدار نسبی آب ضخیم میها سخت و دیواره سلول

رشد گیاهان به طور قابل توجهی کم و یابد برگ کاهش می

 ,.Zaghdoud et al., 2013; Mosaddek et al) شودمی

سبب کاهش وزن خشک گیاهچه، همچنین شوری (. 2013

داخلی، کارآیی دریافت نور توسط فتوسیستم  2COغلظت 

IIشود ای می، فتوسنتز خالص و هدایت روزنه(Jiang et 

al., 2006.) 

شوری باعث اختلالات فیزیولوژیکی و متابولیکی در 

کیفیت محصول را  نمو، عملکرد و گیاهان شده و رشد و

(. Knight and Knight, 2001) دهدتحت تاثیر قرار می

های وکارساز ازبه شوری یک ویژگی ترکیبی متشکل  تحمل

ا در برای بق مختلف است که تعیین کننده توانایی گیاه

های رویشی و زایشی شرایط تنش شوری و تکمیل چرخه

های یونی نقش پمپ(. Ekiz and Yilmaz, 2003باشد )می

ها به عهده دارند. در ای در تجمع نمک در واکوئلبرجسته

واقع تفاوت در قابلیت نسبی گیاهان برای انتقال و جابجایی 

ها اساس وئلها از غشاهای سلولی به ویژه غشای واکیون

دهد. در اختلاف گیاهان در تحمل به شوری را تشکیل می

شوری، از خسارت تنش شوری به واقع گیاهان متحمل به 

ها در ها و یا تجمع یونها از برگواسطه بیرون راندن یون

سیستم سوخت و ساز  ها ازها و دور نگه داشتن آنواکوئل

 Shannon) مانندثیرات سوء شوری در امان میسلولی، از تأ

et al., 1985.) 

در  Na+ی جو در مقابل تنش شوری به تجمعبالا تحمل

های سازگار های درون سلولی و ساخت محلولواکوئل

ود شجهت تنظیم پتانسیل اسمزی در سیتوپلاسم مربوط می

(2009 et al.,Widodo ) . تجمع+Na  و-Cl اعث کاهش ب

 ,.Hassine et al., 2008; Yousif et alشود )می رشد گیاه

عقیده بر این است که تراوایی غشاهای سلولی (. 2010

باشد می برابر سدیم سهریشه جو نسبت به پتاسیم بیش از 

(Glenn et al., 1997) .سیستم جذب و انتقال انتخابی یون-

های غشا در غلات به علت دارا بودن کارایی ها توسط کانال

شده است که گاهی غلات مطلوب در تبادل سدیم موجب 

 به ی متحملهابه دلیل داشتن این ویژگی در زمره گونه

 .(Poustini‚ 2000) بندی شوندشوری گروه

غییر ای است که با تسازگاری به تنش شوری ویژگی پیچیده

بیان مولکولی، مانند فرآیندهای فیزیولوژیکی، طی تکامل 

مطالعات نشان  (.Sadder et al., 2013) شودگیاه کنترل می

 های متعدد در پاسخ به شوری دخالت دارندداده که ژن

(Gao et al., 2013.)  های که تنشاست گزارش شده

ا، هغیرزیستی از جمله شوری از طریق تغییر در بیان پروتئین
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 (.Tyerman et al.‚2002دهند )هدایت آبی را کاهش می

 ملهاز جهای غیرزیستی تنش کهاست  تحقیقات نشان داده

-ثیر دارد، بیان ژنشوری که بر جذب و انتقال آب تأ تنش

 Majorهای درونی اصلی )های تولید کننده پروتئین

Intrinsic Proteins; MIPرا به صورت متفاوت تنظیم می )-

یا  MIPهای (. پروتئینForrest and Bhave, 2008کنند )

-ایجاد میهای غشایی را ( کانالAquaporinsها )آکوپورین

های کوچک کنند که باعث تسهیل انتقال آب و مولکول

تمام  در شوند و تقریباًخنثی از طریق غشاهای زیستی می

های پروتئین (.Li et al., 2014)های زنده وجود دارند اندام

MIP شامل پنج پروتئین درونی تونوپلاستی در جو 

 (Hv TIP1;1 ،HvTIP2;1،HvTIP2;2  ،Hv TIP2;3  و

HvTIP4;1)،  یک پروتئین مشابهNOD26 (HvNIP2;1)  و

 Ligaba) هستند (Hv PIP2;1)پروتئین غشای پلاسمایی 

et al., 2011). های پروتئینTIP  در غشای واکوئل قرار

های کوچک را دارند و انتقال غشایی آب و سایر مولکول

 ها با تحملاین ژن .کننددر طول غشای واکوئل تسهیل می

های غیرزیستی مانند شوری زیاد و برخی تنشگیاه به 

اشند بشوند نیز در ارتباط میخشکی که باعث کمبود آب می

(Wang et al., 2011)در جو تحت تنش شوری، بیان ژن .-

های غشایی موجب القاء پروتئین Hv TIP های خانواده

شود. انتقال آب و املاح مانند پروتئین غشای واکوئلی می

گیرد و ها صورت میاز طریق این پروتئیندر طول غشاها 

-یون ،بدین ترتیب گیاه تحت تنش شوری، شرایط اسمزی

کند ها حفظ میهای خود را با جذب و انتقال آب و محلول

(Ligaba et al., 2011). 

یکی از اثرهای تنش شوری القای تنش اسمزی به گیاه و 

مطالعه  ،مختل شدن تعادل آبی گیاه است، بنابراین

سازوکارهای مولکولی درگیر در توان تنظیم اسمزی جو به 

ای هعنوان گیاه متحمل به شوری از طریق بررسی بیان ژن

MIP رسد که در این مطالعه از فنضروری به نظر می Real 

Time-PCR رای این منظور استفاده شده است.ب 

دو ژن از ارزیابی میزان بیان  ،این مطالعه هدفاز این رو 

تحت  جو هایژنوتیپ در ریشه Hv TIPهای خانواده ژن

 بود.تنش شوری 

 هامواد و روش

مواد گیاهی مورد استفاده شامل ارقام جو : مواد گیاهی

Sahara 3771 ،Clipper به  و لاین امید بخش متحمل

شوری حاصل از تلاقی ارقام صحرا )والد مادری( و کویر 

بومی الجزایر،  Sahara3771 ژنوتیپ)والد پدری( بودند. 

 وتیپژنبه شوری و  مستانه، شش ردیفه، پابلند و متحملز

Clipper ردیفه، حساس به شوری و اصلاح شده  بهاره، دو

(. ارقام  2009et alWidodo ,.در استرالیا است )

Sahara3771 و Clipper ز دانشگاه استرالیای غربی و لاین ا

از موسسه تحقیقات اصلاح و تهیه نهال به شوری  تحملم

 فاکتوریل اسپلیتبه صورت  آزمایشو بذر تهیه شدند. 

 های کامل تصادفیطرح پایه بلوک در قالب وپلات در زمان 

-میلی 200و  100شوری صفر،  سه سطحدر تکرار  با دو

به علت شکل سیستم  .انجام شد ژنوتیپو سه  NaClر مولا

به  بنابراین. دده شاهیدروپونیک از طرح فاکتوریل استف

 (فرعی )زمان نمونه برداری هایفاکتور ،خاطر تکرار بیشتر

و  و فاکتور اصلی )تنش شوری ی نسبت بهبا دقت بیشتر

آزمایش در شرایط  جهت انجام. نددشد رآورب ژنوتیپ

 %10ید سدیمابتدا بذرها در محلول هیپوکلر ،هیدروپونیک

دقیقه با  15به مدت سپس  ودقیق ضدعفونی  15به مدت 

سپس بذور با تراکم زیاد در  شو داده شدند.آب کاملا شست

-هیدروپونیک کشت شدند. روی لوله های سیستمسنگریزه

ساعت  48 - 72ها تا زمان ظهور اولین برگ سبز به مدت 

ورت صپاشی به آب . در این مدتندایلون پوشانیده شدنبا 

های دستی انجام گرفت. بعد از جوانه زنی بذرها گیاهچه

. پس از اضافی حذف و آزمایش با تراکم لازم ادامه یافت

ساعت با محلول  72ها ابتدا به مدت سبز شدن گیاهچه

هوگلند نصف غلظت و سپس با محلول هوگلند کامل 

ر د ها تنش شوریپس از استقرار گیاهچه. شدندآبیاری 

ای اعمال شد. به این ترتیب که ابتدا مرحله سه برگچه

 ها گیاهچه

مولار، سپس میلی 50ساعت تحت تنش شوری  24به مدت 

مولار میلی 200مولار و در نهایت میلی 100تحت تیمار 
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 و همکاران سلامی در ژنوتیپ ...Hv TIP4;1 و   Hv TIP2;3هایبررسی بیان ژن

NaCl شده است متعدد مشاهده  طالعاتر مد ،قرار گرفتند

ر تغییطی روزهای مختلف پس از اعمال تنش بیان ژن که 

کند و بررسی زمان سه هفته به منظور بررسی اثر تنش می

برای  هاریشهبرداری از نمونه باشددر دراز مدت می

 گرفت.صورت  RNAاستخراج 

: ((Real Time-PCR در زمان ای پلیمرازواکنش زنجیره

های ریشه با استفاده از کیت از نمونه RNAاستخراج 

انجام شد. جهت  سیناژن( شرکت) RNX_PLUSاستخراج 

 RNAهای نمونه ،DNAهای احتمالیآلودگی حذف

 کیفیت و کمیت تیمار و DNaseآنزیم  بااستخراج شده 

 و اسپکتروفتومتر توسطبه ترتیب  RNA هاینمونه

 cDNAسنتز  .شد درصد تعیین 8/0آگارز  ژل الکتروفورز

 بر اساس دستورالعملمیکرولیتر(  20)در حجم 

 Thermo Scientific RevertAid First Strandکیت

cDNA Synthesis Kit  گردید انجام زماندو  در .cDNA 

و  Hv TIP2;3 هایحاصل به عنوان الگو جهت تکثیر ژن

Hv TIP4;1 و (1)جدول  اختصاصیآغازگرهای  راساسب 

 SYBR Greenبا رنگ آمیزی  Real Time-PCRتکنیک 

با استفاده از کیت  Real Time-PCRشد. واکنش  استفاده

TAKARA  (2)جدول  گرفتانجاممیکرولیتر  10در حجم. 

های خام به ، دادهپس از انجام واکنش: تجزیه آماری

شد. ( از دستگاه استخراج Threshold cycle) Ctصورت 

 Livakبا استفاده از فرمول پیشنهادی های خام حاصل داده

and Schmittgen (2001به شرح زیر تصحیح ) :شد 

 
-α TC–Target T C( -) salinity x tubulin-α TC –T TargetCT = (C

) salinity 0tubulin 

ΔΔ-2
 

 

با بررسی منابع متعدد این روش به عنوان روش تصحیح 

 Pfaffle, 2001; Livak and) شد ها انتخابداده

Schmittgen, 2001;Zhu et al., 2005; Besse et al., 2011 

2011 et al., Knipfer and).  در این فرمولTTargetC و  TC 

tubulin-α  دستگاه های حاصل ازدادهبه ترتیب -Real Time

PCR و ژن مرجع)شوری( هدف  برای ژن (α-Tubulin) ،

تجزیه  .بود  NaClمولارمیلی 200یا  100در شوری صفر، 

 مدل آماری براساس ،هاهای تغییر بیان ژنواریانس داده

های بلوکدر قالب طرح فاکتوریل اسپلیت پلات در زمان 

نجام شد. قبل از تجزیه ا SASکامل تصادفی توسط نرم افزار 

های نرمال بودن خطاها و همگنی واریانس واریانس، فرض

 .مورد بررسی قرار گرفتها خطا

 و بحث نتایج

های بررسی منحنی: های پاسخ دهنده به شوریبیان ژن

مرجع نشان دادند که تکثیر  های مورد مطالعه و ژنتکثیر ژن

به خوبی و با عملکرد مناسب صورت گرفته است و روند 

د تکثیر م وجونشانگر عد ،های تکثیرتکثیر با افزایش چرخه

ها در متفاوت برای ژن TC. وجود غیر اختصاصی بود

-تیمارهای مختلف شوری بیانگر وجود تفاوت در بیان ژن

 .های مورد مطالعه در سطوح مختلف شوری است

های مورد مطالعه و ژن tubulin-α منحنی ذوب ژن مرجع

Hv TIP2;3 وHv TIP4;1  در ارقام جوClipper، 

Sahara3771 بخش تحت تنش شوری صفر، و لاین امید

 آورده شده است. 1در شکل  NaClمولار میلی 200و  100

به  tubulinست که در مقالات مختلف قابلیت ژناگفتنی 

 et) عنوان ژن مرجع، جهت آنالیز بیان ژن ثابت شده است

al., 2011; Gimeno et al., 2015 and Llanos et al., 

2015; Wan,) ذوب مشخص  یهاکه از منحنی همان طور

است وجود فقط یک نقطه اوج بالاتر از آستانه برای ژن 

tubulin-α  این ژن در واکنشنشان دهنده تکثیر اختصاصی 

و  Hv TIP2;3های مراز است. برای ژنای پلیزنجیره

HvTIP4;1 علاوه بر نقطه اوج اصلی مربوط به تکثیر ،

 .اختصاصی ژن، یک نقطه اوج کوچک نیز مشاهده شد

شایان ذکر است که وجود نقطه اوج کوچک علاوه بر نقطه 

تواند اریبی در برآورد میزان غلظت ژن هدف اوج اصلی نمی

 (.QIAGEN, 2005ایجاد کند )
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http://dx.doi.org/10.29252/pgr.2.2.1
https://dorl.net/dor/20.1001.1.23831367.1394.2.2.1.5
https://pgr.lu.ac.ir/article-1-44-fa.html
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 Real Time-PCRترکیب محلول واکنش  -2جدول 

Table 2. Components of Real Time-PCR reaction 
 مواد

Materials 

)میکرولیتر( حجم  

Volume (μl) 

SYBR Green مخلوط واکنش 
SYBR Green PCR master mix 

4 

 میکرومولار( 5رو و پس رو )آغازگر پیش

Forward and reversed primer (5 μ.l) 
0.75 + 0.75 

cDNA (μ.l) 1 

 آب مقطر استریل

Distilled water 
5 

 
: Hv TIP4;1 و Hv TIP2;3هایتجزیه واریانس بیان ژن

-میلی 200و  100 نتایج تجزیه واریانس تیمارهای شوری

 و Hv TIP2;3های بر بیان ژنو شاهد  NaClمولار 

HvTIP4;1، در ارقام جو Clipper ،Sahara3771  و لاین

ساعت، سه روز و سه هفته بعد  24 زمانبخش در سه امید

مان ز از اعمال تنش به صورت فاکتوریل اسپلیت پلات در

-های کامل تصادفی براساس دادهقالب طرح پایه بلوک در

آورده شده  3انجام شد که نتایج در جدول  TCΔΔ-2های 

-زماناست. بین تکرارها، ارقام، سطوح مختلف شوری و 

نظر تغییر بیان هر دو ژن مورد برداری از مختلف نمونه های

 تیپژنودار وجود نداشت. اثر متقابل بررسی، تفاوت معنی

و اثر متقابل دو جانبه  ،HvTIP2;3تنش شوری برای ژن × 

برای هر دو ژن مورد مطالعه  بردارینمونه زمان×  ژنوتیپ

داری برنمونه زمان× دار به دست آمد. اثر متقابل تنش معنی

اری بردنمونه زمان× تنش شوری ×  ژنوتیپجانبه و اثر سه

ه نش شوری کت .دار نبودهای مورد مطالعه معنینیز برای ژن

-یان ژنب ثیر بر جذب و انتقال آب دارای اثر متمایز بربا تأ

 Forrest and) باشدمی TIPهای از جمله ژن MIPهای

Bhave, 2008.) های پروتئین که گزارش شده استTIP  که

غشای واکوئل قرار دارند با تحمل گیاه به شوری در طول 

-میزان بیان ژن (.Wang et al., 2011در ارتباط هستند )

های گیاهی در ارقام مختلف گیاهی و نیز اندام TIPهای

 Tyerman et al., 2002; Zhao) مختلف متفاوت است

andLigaba et al., 2011; Gao et al., 2013).  با بررسی

در برنج طی مراحل مختلف رشدی و در  MIPهای بیان ژن

ها ها در بافتد که بیان این ژنشهای مختلف گزارش بافت

 ,.Sakurai et al) و مراحل مختلف رشدی، متفاوت است

مطالعه چندین ژن پاسخ دهنده به شوری  همچنین با .(2005

ژن تحت تنش شوری تغییر بیان  92د که شدر جو مشاهده 

مطالعات نشان داده  .(Ueda et al., 2004) دهندنشان می

تر در ریشه جو فراوان ،MIP هایژن است که رونوشت همه

 Hvبیشترین و  Hv TIP2;3های هوایی است واز اندام

 Hv TIP4;1و  Hv TIP2;3های ژن اختصاصی آغازگرهای توالی -1جدول 
Table 1. Sequence of specific primers for Hv TIP2;3 and Hv TIP4;1  genes 

 ژن
Gene 

 (Primer) آغازگر

 (′5-′3) برگشت 

Reverse (3′-5′) 
 (′3-′5) رفت

Forward (5′-3′) 
Hv TIP2;3 GTGCCGAGGGATCCCTTC CTACTGGGTTGCGCAGCTC 

Hv TIP4;1 CGGTGCTGTACGTGGTGG CACCGACAATAAGGCCGGT 

tubulin-α AGCATGAAGTGGATCCTTGG AGTGTCCTGTCCACCCACTC 
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 و همکاران سلامی در ژنوتیپ ...Hv TIP4;1 و   Hv TIP2;3هایبررسی بیان ژن

TIP2;1  کمترین تعداد رونوشت را در جو دارند

(Ligabaet al., 2011.) 

 Clipper ،Sahara3771در ارقام  Hv TIP2;3بیان ژن تغییر

 200و  100لاین امید بخش در تیمارهای شوریو 

مولار در مقایسه با شاهد )صفر میلی NaClمولار میلی

NaCl شان داده شده است. در سطح شوری ن 2( در شکل

های ، میزان بیان ژن در ژنوتیپNaClمولار میلی 100

و لاین امید بخش به طور  Sahara3771متحمل به شوری 

 بود.  Clipperشوریحساس به  ژنوتیپدار کمتر از معنی

، میزان NaClمولار میلی 200در عین حال در تیمار شوری 

 Clipperر ژنوتیپ حساس به شوری د Hv TIP2;3ن بیان ژ

های متحمل به دار کاهش ولی در ژنوتیپبه طور معنی

دار و لاین امید بخش به طور معنی Sahara3771شوری 

افزایش یافت و بیشترین بیان مربوط به لاین امید بخش بود. 

در سه ژنوتیپ در سطح  Hv TIP2;3میزان تغییر بیان ژن 

نشان دهنده پاسخ مشابه  NaClمولار میلی100شوری 

های متحمل به شوری در مقایسه با ژنوتیپ حساس ژنوتیپ

های متحمل کاهش بوده و در ژنوتیپ Clipperبه شوری 

ن نسبت به شاهد مشاهده شد. در حالی که در سطح بیا

 ، حالت عکس مشاهده شد.NaClمولار میلی 200شوری 

 Hvتوان نتیجه گرفت که کاهش بیان ژن بنابراین، می

TIP2;3 های متحمل یک نوع سازوکار تحمل در ژنوتیپ

 در برابر شوری ملایم است. 

 

 
(A) 

 
(B) 

 
(C) 

، Clipperدر ارقام جو tubulin-α(A،)Hv TIP2;3 (B،)Hv TIP4;1(C)ی  هامنحنی ذوب محصولات ژن -1شکل 

Sahara3771  ،مولار میلی 200و  100و لاین امید بخش تحت تنش شوری صفرNaCl. 

Figure 1. The melting curve. A: α- tubulin; B: Hv TIP2;3; C: Hv TIP4;1 genes in barley genotypes 

under salinity levels of 0‚ 100 and 200 mM NaCl 
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 Hv TIP2;3مطالعات نشان داده است که بیان ژن 
در شرایط عادی بیشتر از تنش شوری است. به 

داری در بیان این ژن در ریشه طوری که کاهش معنی

 100جو تحت تنش شوری  Haruna-Nijoرقم 

ساعت نسبت به  24به مدت  NaClمولار میلی

 ;Besseet al., 2011شرایط فاقد تنش مشاهده شد )

Ligabaet al., 2011.) 

 

 
ر مقایسه با شاهد )صفر د NaClمولار میلی 200و  100ر سطوح تنش د Hv TIP2;3تغییر بیان ژن  -2شکل 

 برداریهای نمونه( در میانگین زمانP-lineبخش )لاین امیدو  Clipper ،Sahara3771( در ارقام جو NaClمولار میلی
Figure 2. Changes in Hv TIP2; 3 expressions in expose to 100 and 200 mM NaCl compared to control 

(mM NaCl) in Clipper, Sahara3771 and Omid-bakhsh line barley genotypes (P-line) at average 

samplings stage 
 

و  100های جو تحت سطوح شوری صفر، در ژنوتیپ، Hv TIP4;1و  Hv TIP2;3های بیان ژنتجزیه واریانس  -3جدول 

 بعد از اعمال تنشساعت، سه روز و سه هفته  24های نمونه برداریدر زمان NaClمولار میلی 200

Table 3. Analysis of variance for the expression of Hv TIP2;3 and Hv TIP4;1 genes in barley genotypes under 

0‚ 100 and 200 mM NaCl in 24 h, 3 day and 3 weeks after salt treatment 

 SOV منابع تغییر
 (MSمیانگین مربعات ) درجه آزادی

DF HvTIP2;3 HvTIP4;1# 
 Replication 1 0.0003ns 0.238ns تکرار

 Genotype 2 0/076ns 1.255ns ژنوتیپ
 Stress 2 0.654ns 0.149ns تنش

 Genotype × stress 2 1.157* 1.006ns تنش× ژنوتیپ 
 Error 1 5 0.137 0.573  1خطای

 Sampling time 2 0.163ns 0.531ns  زمان نمونه برداری
 *Genotype × sampling time 4 1.106** 1.348  نمونه برداری زمان× ژنوتیپ 

 Stress × sampling time 2 0.041ns 0.406ns نمونه برداری زمان× تنش 
 Genotype × stress × sampling time 4 0.148ns 0.870ns نمونه برداری زمان× تنش × ژنوتیپ 

 Error 2 12 0.059 0.276 2 خطای

ns ،*  درصد 1و  5احتمال  سطح در: به ترتیب غیر معنی دار، معنی دار **و. 

: Not significant, significant at 5% and 1% probability levels, respectively.**and  ns, * 
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 و همکاران سلامی در ژنوتیپ ...Hv TIP4;1 و   Hv TIP2;3هایبررسی بیان ژن

( mM NaCl 200گزارش شده است که تنش شوری بالا )

داری هدایت هیدرولیکی ریشه جو را کاهش به طور معنی

( باعث mM NaCl 100)داده و در مقابل تنش شوری ملایم 

شود ولی تفاوت کاهش اندک هدایت هیدرولیکی ریشه می

مشاهده نشد  Hv TIPهای ژن mRNAداری در سطح معنی

(Horie et al., 2011.) 

 × پژنوتیدار بودن اثر متقابل دو جانبه با توجه به معنی

در  Hv TIP2;3برداری برای تغییر بیان ژن نمونه زمان

قایسه میانگین ترکیبات تیماری میانگین سطوح شوری، م

 24که  ( نشان داد3شکل ) بردارینمونه زمانو  ژنوتیپ

در  Hv TIP2;3ساعت بعد از اعمال تنش شوری، بیان ژن 

و لاین امید  Sahara3771های متحمل به شوری ژنوتیپ

وری حساس به ش ژنوتیپ دار نسبت بهطور معنیبخش به 

Clipper  یه که پاسخ اول کند. این امر بیان مییافتافزایش

های متحمل نسبت به حساس به تنش شوری در ژنوتیپ

متفاوت است. در سه روز بعد از اعمال تنش شوری، بیان 

و لاین امید  Sahara3771های ژنوتیپ در Hv TIP2;3ژن 

بخش کاهش نشان داد که این میزان کاهش در لاین امید 

بیشتر بود ولی در  Sahara3771بخش نسبت به 

دار در )حساس به شوری( افزایش معنی Clipperژنوتیپ

بیان این ژن مشاهده شد. در نهایت در سه هفته بعد از 

ی هاافزایش بیان ژن در ژنوتیپ اعمال تنش شوری، مجدداً

Sahara3771  در آن و لاین امید بخش، و کاهش بیان

 توان نتیجهمی شد. بنابراین، مشاهده Clipper ژنوتیپ

هنگام به دیردر پاسخ  Hv TIP2;3که احتمالاً ژن  گرفت

دخالت دارد. ژاو و همکاران  تنش شوری در ارقام متحمل

(Zhu et al., 2005بیان ژن ) های خانوادهMIP را در ریشه 

 ذرت، تحت تنش شوری مطالعه کردند و گزارش کردند که

، بیان هیچ کدام از NaClمولار میلی100بعد از اعمال تیمار 

تغییر نکرد. در مقابل، بعد از اعمال تیمار  Zm TIPهای ژن

 24ها تغییر کرد و بعد از ، این پاسخNaClمولار میلی 200

 48ممانعت شد. اما پس از  Zm TIPهای ساعت، از بیان ژن

ی تحقیقدر ساعت تغییرات کاهش و پایداری مشاهده شد. 

ثیر شوری تأنیز ( Boursiac et al., 2005توسط بورسیاک )

در ریشه آرابیدوبسیس در ( Lp(r))بر هدایت هیدرولیکی 

 - 24های کمتر از دو ساعت بعد از اعمال تنش و بین زمان

شان نآنها د. نتایج گردیبررسی بعد از اعمال تنش ساعت  6

داد که جلوگیری از انتقال آب تحت تنش شوری در رابطه 

با پاسخ سریع گیاه است که این تغییرات همراه با تغییر در 

مولار میلی 100باشد و تیمار ها میسطح بیان آکوپورین

NaCl  در  درصد 70باعث کاهش(r)Lp  ،شد. در ادامه

ریشه آرابیدوبسیس در شرایط در  TIPهای سطح بیان ژن

رشد هیدروپونیک استاندارد بررسی شد و ملاحظه گردید 

 Hvو  Hv TIP2;2 ،Hv TIP2;3، Hv TIP1;2های که ژن

TIP1;1 های بیان بالایی در ریشه دارند. بیان ژنTIP  وPIP 

تا دو ساعت  Hv PIP2;3و  Hv TIP2;3در ریشه به جز 

-مقابل کاهش قابل ملاحظهبعد اعمال تنش پایدار بود و در 

ساعت بعد اعمال  4تا  2ها بین ای در رونوشت آکوپورین

 شش بیان ژن در تنش مشاهده شد. بیشترین کاهش در

 و Hv PIP1;2 برای درصد 35ساعت بعد اعمال تنش با 

 .گزارش شد Hv TIP2;2و  Hv PIP1;1برای  درصد 65

طور کلی ساعت کاهش یافت. به  24ها تا بیان اکثر این ژن

 درصد 60تا  25ها کاهش بیان در رونوشت کلیه آکوپورین

 بعد از دو ساعت اعمال تنش شوری مشاهده شد

(Boursiac et al., 2005). 

-نمونه زمانو  ژنوتیپ مقایسه میانگین ترکیبات تیماری

در میانگین سطوح شوری نشان داد  Hv TIP4;1ن ری ژبردا

ساعت بعد از اعمال تنش شوری  24که میزان بیان این ژن 

و  دار داشتافزایش معنی Sahara3771 ژنوتیپ متحملدر 

با ن تقریو لاین امید بخش افزایش بیا Clipper ژنوتیپدر 

سه روز بعد از اعمال تنش شوری،  مشابهی دیده شد. در

 ن ژن در هر سه ژنوتیپ تقریبا ثابتمیزان و روند افزایش بیا

ساعت بعد از اعمال تنش میزان بیان کاهش  24و نسبت به 

 وتیپژنیافت. سه هفته بعد از اعمال تنش میزان بیان ژن در 

دار نشان داد و در نیکاهش مع Clipperحساس به شوری 

 (.4)شکل  مجددا افزایش بیان دیده شد های متحملژنوتیپ

 فراوانی رونوشت ،TIPهای مشاهده شده است که بین ژن

در شرایط بدون تنش بالا بوده اما تحت  Hv TIP4;1ژن 
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داری نشان داد. کاهش معنی (FC -15.89)تنش شوری 

همین موضوع باعث پیشنهاد وجود نقش حیاتی این ژن 

لی و  (.Hove et al., 2015شود )تحت تنش شوری می

 Os ( گزارش کردند که بیان ژنLi et al., 2008) همکاران

TIP4;1 برنج در شرایط نرمال )بدون تنش( به  در

های میزان بیان آن در اندام و دار افزایش داشتطورمعنی

-میلی150اعمال تیمار شوری  هوایی بیشتر از ریشه بود. با

شد ن مشاهده های برنجتغییر فنوتیپی در جوانه NaClمولار 

ر ریشه در دو ساعت بعد از د OsTIP4;1 ولی بیان ژن

اعمال تیمار شوری )مراحل اولیه اعمال تنش( کاهش و 

و در هشت ساعت بعد از  افزایش یافتسپس به آرامی 

 10اعمال تنش به حداکثر میزان بیان رسید و مجددا در 

ها اظهار داشتند که ساعت بعد اعمال تنش کاهش یافت. آن

طی آزمایشی آب فعالیت دارد. احتمالا این ژن در انتقال 

 26 رد Os TIP4;1 های مختلف از جمله ژنسطح بیان ژن

روز بعد از جوانه زنی در ریشه، پهنای برگ و بساک  56و 

د که این سه ژن در هر سه اندام شبرنج بررسی و مشاهده 

. با بررسی بیان برخی (Sakurai et al., 2005) دنشوبیان می

 100د که تحت تنش شوری شگزارش  Hv TIPهای ژن

 Hvساعت میزان بیان ژن  24برای  NaClمولار میلی

TIP4;1 شان دار نسبت به شرایط عادی افزایش بیان معنین

ثابت کردند در پژوهش دیگری  .(Ligaba et al., 2011) داد

ه های غیرزیستی از جملها و پاسخ به تنشکه بین بیان ژن

ی با بررس این صورت که ، بهشوری در جو رابطه وجود دارد

ساعت بعد از اعمال  27و  8، 3ها بعد از بیان تعدادی از ژن

هایی که د که حداکثر تعداد ژنگردیتنش شوری مشاهده 

ساعت بعد از اعمال تنش بود. در  27افزایش بیان داشتند، 

ها در زمان هشت ساعت کاهش بیان نشان مقابل، برخی ژن

ر د MIPهای بررسی بیان ژن. (Waliaet al., 2006) دادند

ز های مختلف اهای مختلف آرابیدوبسیس تحت تنشاندام

نشان داد که غالبا  RT-PCRجمله شوری با استفاده از 

شوند و بسیاری از در یک اندام بیان می چندین آکوپورین

های مختلف، کاهش یا افزایش بیان نشان ها تحت تنشآن

 (.Alexandersson et al., 2005دادند )
 

 
 24های ( در زمانP-lineلاین امید بخش ) و Clipper ،Sahara3771ر ارقام جو د Hv TIP2;3تغییر بیان ژن  -3شکل 

 ساعت، سه روز و سه هفته بعد از اعمال تنش در میانگین سطوح شوری
Figure 3. Changes in Hv TIP2;3 expression in Clipper, Sahara3771 and Omid-bakhsh line barley genotypes 

(P-line) at 24 hours, three days and three weeks after applying the average salinity stress levels. 
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 و همکاران سلامی در ژنوتیپ ...Hv TIP4;1 و   Hv TIP2;3هایبررسی بیان ژن

 
 24های زمان( در P-lineلاین امید بخش ) و Clipper ،Sahara3771ر ارقام جو د Hv TIP4;1تغییر بیان ژن  -4شکل 

 ساعت، سه روز و سه هفته بعد از اعمال تنش در میانگین سطوح شوری
Figure 4. Changes in gene expression of Hv TIP4;1 in barley genotypes of Clipper, Sahara3771 and Omid-

bakhsh line (P-line) at 24 hours, three days and three weeks after applying the average salinity stress levels 
 

های محیطی، گیاهان از برای مقابله با اثرهای منفی تنش

 های فیزیکی، فعلهای متفاوتی مانند سازگاریسازوکار

به نند. کوانفعالات مولکولی و تغییرات سلولی استفاده می

دلیل پیچیده بودن ژنتیک تحمل به شوری از بررسی بیان و 

های معمول اصلاحی نیز به انتقال ژن در کنار سایر روش

عنوان یکی از راهکارهای افزایش تحمل به شوری در 

های که تنش شده استگزارش شود. گیاهان استفاده می

ها، غیرزیستی از جمله شوری از طریق تغییر در بیان پروتئین

های دهند. بنابراین، مطالعه بیان ژنهدایت آبی را کاهش می

های مختلف گیاه، درک درگیر در تحمل شوری در بافت

های غیرزیستی در سطح بهتری از پاسخ گیاه به تنش

های ثر از روشؤو در نتیجه استفاده ممولکولی ارائه 

 .لکولی برای بهبود تحمل به شوری را فراهم خواهد کردمو

د مشاهده گردی نیز در این مطالعه آمده طبق نتایج به دست

 سطوح مختلف در Hv TIP4;1و  Hv TIP2;3های ژن که

ج بدست نتایبا توجه به  شدند. تغییر بیاندچار تنش شوری 

این یان یر بر گرفتن چگونگی تغیبا در نظ آمده از این مطالعه

در توان میها هنگام مواجهه با شوری در ژنوتیپ مقاوم ژن

در ارقام حساس به شوری  بهبود مقاومت به تنش شوری

هایی که تحت توان ژنمیاز جمله  اقداماتی را صورت داد.

ا رافزایش بیان داشتند  ،های مقاومتنش شوری در ژنوتیپ

های حساس به شوری های مهندسی ژنتیک، به گونهبا روش

 .دارند، انتقال دادعملکرد بالا که 
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Abstract 

Barley is the most salt tolerant cereal‚ and is grown in a wide range of climatic conditions. To improve 

the plant tolerance to salinity‚ expression analysis of genes involved in stress tolerance could be effective 

in identification and development of tolerant genotypes. In this study, for evaluation of salinity effect 

on expression of Hv TIP2;3 and Hv TIP4;1 genes (encoding channel proteins in the membrane) in roots 

of barley, three genotypes; Clipper (salt susceptible), Sahara3771 (salt tolerant) and advanced breeding 

line (a salt tolerant line derived from a cross between Kavir and Sahra cultivars) were planted under 0, 

100 and 200 mM NaCl. To determine the expression differences of these genes, RNA was extracted 

from root samples harvested at 24 hours, 3 days and 3 weeks after applying salinity treatments and 

cDNA was generated. Analysis of variance revealed a significant difference among genotypes, salinity 

levels and sampling stages for Hv TIP2;3 and Hv TIP4;1 genes expression pattern, whereas genotype × 

salinity interaction for Hv TIP2;3and genotype × sampling stage interaction were significant for both of 

the studied genes. The expression of TIP 2;3 gene in the 100 mM NaCl was increased in salt susceptible 

genotype Clipper and decreased in tolerant genotypes compared with control. Mean comparison of 

genotype and sampling combination showed that the expression level of Hv TIP4;1 gene at 3 weeks 

after salinity stress was increased in Sahara and advanced breeding line and decreased in Clipper. 

According to the results‚ it was confirmed that these genes are affected by salinity stress‚ and effective 

utilization of this genes in the barley in order to increase salinity tolerance could lead to desirable results. 

Keywords: Aquaporins, Expression pattern, Tonoplast intrinsic proteins, Barley, Hv TIP2;3 and Hv 

TIP4;1 genes 
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