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 "مقاله پژوهشی"

 
 9CSA3و  AS5305های در لاین Dehydrinو  PMP3های بررسی الگوی بیان ژن

 آفتابگردان روغنی تحت تنش شوری

 
 کیدهچ

و  PMP3های ژننسبی بیان شوری در سطح مولکولی با بررسی  به تنشروغنی های آفتابگردان  لاینتحمل در این پژوهش     
Dehydrin 14و  11، 8، 5، 2 سطوح مختلف شوری در ds/m (مولاریلیم 142و  112، 82، 52، 22دل معا NaCl ) در دو لاینAS5305 

ی ها برداری از برگ نمونه .شده استمطالعه  real time PCRبا استفاده از تکنولوژی آفتابگردان  (لاین حساس) 9CSA3و ( متحمللاین )
نتایج تحقیق نشان داد در . ساعت پس از اعمال تنش انجام گرفت 48و  24، 12، 6صفر، برگی در پنج زمان  8در مرحله  آفتابگردان

مشاهده  9CSA3در شوری کمتر از آن برای لاین  AS5305 در لاینِ PMP3ژن  ی اعمال تنشِ شوری، بیشترین میزان بیانِمراحلِ اولیه
در  PMP3ساعت بعد از اعمال تنش( افزایش بیان ژن  24تر از اعمال تنش شوری )(. در مراحل پیشرفتهds/m 11در مقابل  8شد )
( مشاهده شد. در رابطه ds/m 8و  5های نسبتاً شدیدتر )در شوری 9CSA3( و در لاین ds/m 5و  2تر )های پاییندر شوری AS5305لاین 

مشاهده شد. در مراحل پیشرفته از اعمال تنش  9CSA3ی تنش شوری فقط در لاین ، افزایشِ بیان در مراحل اولیهDehydrinبا ژن 
های بود. در مقابل در شوری 9CSA3برابر بیشتر از لاین  AS5305 5/1( افزایش بیان در لاین ds/m 14های شدیدتر )شوری در شوری

غلظت  ، بیشتر بود. بنابراین احتمالاAS5305ًدر مقایسه با ژنوتیپ  9CSA3در لاین  Dehydrinافزایش بیان ژن  ds/m 8و  5تر  پایین
نمایند.  القاء می 9CSA3بیشتر از لاین  AS5305را در لاین  Dehydrinتر، بیان ژن شدیدتر تنش شوری در مراحل پیشرفته و پیشرفته

باشد که ناشی از واکنش متفاوت آنها به تنش مورد مطالعه متفاوت می لاین 2ها در دهد الگوی بیان ژنبندی نتایج نشان میجمع
گیاهان توسعه باشد که در جهت اصلاح و ها در تحمل به تنش شوری میدهنده درگیربودن این ژنشوری است. این مسئله نشان

 تواند مفید باشد.می متحملْبالقوه 
 

  مراز در زمان واقعی ای پلی واکنش زنجیره آفتابگردان، بیان ژن، تنش شوری، کلیدی: هایواژه
 

 مقدمه
متعلق به  .Helianthus annuus Lبا نام علمی آفتابگردان     
 2n=2x=34 با یک گونه دیپلویید، Asteraceaeی تیره

کلروپلاست  DNAتجزیه نتایج باشد. بر اساس میکروموزوم 
ون میلی 7/22-73/4آفتابگردان، زمان پیدایش این جنس بین 

 2/9-7/9های درون این جنس بین  باشد و گونه سال پیش می
به احتمال زیاد جنس . (52) دنا میلیون سال پیش اشتقاق یافته

Helianthus  به مهاجرت بعدی آن اما از مکزیک نشأت گرفته
 .(53) از طریق آمریکای شمالی صورت گرفته استمناطق دیگر 

و  9، مصرف آجیلیزینتی( )مصرف دلیل زیبایی گلبهآفتابگردان 
اولین نشانه استفاده از . (93شود ) میتولید روغن کشت 

عنوان مواد غذایی مربوط به حق ثبت اختراع برای آفتابگردان به
به  9793های آفتابگردان است که در سال گیری از دانهروغن

عنوان انگلستان اعطا شد که از آن زمان آفتابگردان بهکشور 
وغن ر .(92) شودوغن خوراکی استفاده میمنبع اصلی ر

اشتن درصد بالایی از اسیدهای چرب دلیل دبه آفتابگردان

از مرغوبیت  بدین جهت باشد وغیراشباع فاقد کلسترول می
گیری دارای بعد از روغن حاصلهکنجاله  .بالایی برخوردار است

 درصد کربوهیدرات است که  99-23 و درصد پروتئین 53
دام و طیور استفاده تغذیه  هایکمل غذایی در برنامهعنوان مبه

 . (24) دشو می
 ترینمهم از خشکی از پس شوری تنش موجود آمار پایۀبر     

 میلیون 988 بر بالغ و بوده جهان سطح در محیطی هایتنش
 نددار قرار شوری تنش تأثیر تحت جهان ایه زمین از هکتار

 رشد، مانند اصلی گیاه فرایندهای تمام برشوری . (25،29)
 گذارد وتاثیر میانرژی  و لیپید متابولیسم پروتئین، سنتز فتوسنتز،

 در شوری تنش به شود. پاسخنتیجه باعث کاهش عملکرد می در
مختلف  عوامل ها،یون نوع شدت تنش، تأثیرگیاهان تحت 

گیاه تحت تنش  .گیاه است نموی و رشدی مرحله و محیطی
های سمی جذب آب، ناگزیر به جذب یونشوری برای افزایش 

های سدیم و کلر در گردد، این امر باعث انباشتگی یونمی
خوردن توازن اسمزی و بار الکتریکی در همآپوپلاست و به

 دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی ساری
 پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی

 

 

1- Confectionery 

 
 9CSA3و  AS5305های در لاین Dehydrinو  PMP3های بررسی الگوی بیان ژن

 تنش شوریآفتابگردان روغنی تحت 
 

 4بابک عبدالهی مندولکانی و 3و2 زاده، رضا درویش1ناهید حبیبی
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(92) . 
ن با عنوا 9دوست های آب در گیاهان گروهی از پروتئین    

2
LEA  رسیدگی دانه یعنی زمانی که جنین در آخرین مرحله

. (9،،2) یابند را دارد تجمع می 9بیشترین تحمل به پسابیدگی
بندی  بر اساس توالی در چند گروه طبقه LEA های پروتئین

در این  D-11 یا خانواده II در گروهها  شوند که دهیدرین می
طبقه

های متفاوت  ها و محل استقرار آنها بر روی کروموزوم دهیدرین
در گونه

و  ولسل یهومئوستاز حفظدر  ینقش مهم ییپلاسما غشاء   
زنده ریغ یها تنشدارد. قرار گرفتن در معرض  گنالیانتقال س

رفتن نیاز ب جهیغشاها و در نت یرینفوذپذ شیباعث افزا
، محافظت از نیبنابرا(. ،9) دشو یسلول م درون یها تیالکترول

  یها گرفتن در معرض تنشدر هنگام قرار ییپلاسما ءغشا

(99شد )بررسی  PCR-RTروش 

 مولار سدیم کلرید تیمار شدند. میلی 211، 901، 911
و  24، 92، 2حت تنش شوری برداری از گیاهان شاهد و تنمونه

ساعت بعد از اعمال تنش صورت گرفت. نتایج حاصل از  41
های در غلظت NHXآنالیز مولکولی نشان داد میزان بیان ژن 

برداری در گیاهان تحت شده در ساعات مختلف نمونهبررسی
تنش نسبت به گیاهان شاهد افزایش یافته است. حداکثر بیان 

 1، 9، 9، ساعت 2 سدیم

01صفر، 

تنش شوری،
ها هفته نیمی از گیاهچه 4پس از . 

مولار شوری انتقال یافتند و نیمی میلی 211با  MSبه محیط 
بدون نمک باقی ماندند. پس  MSعنوان شاهد در محیط دیگر به

از استخراج پروتئین از نمونه گیاهان شاهد و تحت تنش شوری، 
 تنش، حتت زیتون گیاه در پرولین بیان سطحنتایج نشان داد که 

  بالاتر غیرتنش شرایط در شاهد زیتون گیاه از مراتب به
 در پرولین کلیدی و مهم نقش بر دلالت نتایج این که باشدمی

در پژوهشی طهماسبی و همکاران  دارد. تنشبه  تحمل با رابطه
(90

 در اکسیداتیو و شوری تنش از پس ژن 9114و 
تنش  دو هر ژن در 19بیان  است. همچنین یافته افزایش برگ

 قوی ارتباط دهندهنشان که یافته بود افزایش واکسیداتی و شوری
  باشد.می اکسیداتیو و شوری تنش هایپاسخ بین

1- Hydrophile                     2- Late embryogenesis abundant                        3- Dehydration                       4- Plasma membrane proteolipid 

غیرزنده مهم است. پروتئولیپید غشاء پلاسمایی )PMP3(4 یک 
گروه از پل یپپتیدهای هیدروفوبیک )آبگریز( کوچک نقش مهمی 
در حفظ هومئوستازی یونی طی مواجه با تنش شوری، 

خشکسالی، سرما و آبسیزی کاسید دارد )91(.   
   پژوهشهای زیادی در رابطه با بررسی بیان ژنهای دخیل در 
تنش صورت گرفته است. در مطالعهای سعیدپور و همکاران )99( 
بیان ژن NHX در گیاه گلرنگ تحت تنش شوری با استفاده از 
. بدینمنظور گیاهچههای 94 
روزه رقم نیمهمقاوم PBR-321 گلرنگ با غلظتهای صفر، 01، 

SOS1 در 24 ساعت پس از اعمال تنش به حداکثر مقدار خود 

ژن در ساعات مختلف در غلظت 901 میلیمولار مشاهده شد. 
قاسمی عمران و همکاران )99( بیان ژن SOS1 را در گیاه 
هالوفیت آلوروپوس تحت تیمار شوری 201 میلیمولار کلرید 

. بیان ژن SOS1 در بافت برگ پس از 2 ساعت 
افزایش یافت. در بافت گره و میانگره سطوح نسخهبرداری ژن 

و ،9 روز پس از اعمال تنش بررسی 
نمودند )99(

رسید. 9 و 1 روز پس از اعمال تنش مقدار آن به تدریج کاهش 
یافت تا در نهایت ،9 روز پس از اعمال تنش نزدیک به بیان آن 
در گیاهان شاهد رسید. میزان بیان این ژن در بافت ریشه به 
آهستگی بعد از اعمال تنش افزایش یافت و در نهایت در سه روز 
بعد از اعمال تنش به حداکثر مقدار خود رسید و این میزان تا 
هشت روز بعد از تنش ادامه یافت پس از ،9 روز همچنان مقدار 
این ژن دو برابر گیاهان شاهد بود. شرقی و همکاران )94( در 
مطالعهای cDNA ژن حسگر کلسیم SOS3 از گیاه 

آرابیدوپسیس تالیانا را جداسازی و در ناقل Pbin61 و  
پاییندست پروموتور بیانی CaMV35S کلون نمودند )94(. پس 
از انتقال ناقل حاصل به اگروباکتریوم، گیاهان آرابیدوپسیس با 
استفاده از این سلولها و به روش فلورال دیپ تراریخت شدند. 
بذرهای گیاهان تراریختشده جمعآوری و در محیط حاوی 
آنتیبیوتیک کانامایسین انتخاب شدند. از گیاهان انتخابشده 
DNA استخراج شده و وجود ژن SOS3 انتقالیافته در ژنوم 

گیاهان تراریخت بهوسیله PCR تایید شد. آزمون میزان تحمل 
به شوری گیاهان نسل دوم که در محیطهایی با درجات شوری 
، 911، 901 میلیمولار سدیم کلرید کشت شده بود 
نشان داد که گیاهان تراریخت حاصل تحمل بیشتری نسبت به 

 رویانهای رقم زرد زیتون بر روی محیط MS با 
غلظت 9/2 کشت شدند )1(

گیاهان وحشی در شرایط شوری دارند. در مطالعه فرزانه 
بهلگردی و همکاران )1( برای بررسی بیان ژن P5CS تحت 

( تغییرات در الگوی بیان ژنها تحت تنش شوری و 
اکسیداتیو را در گیاه آرابیدوپسیس مورد بررسی قرار دادند )90(. 
جهت تعیین تفاوت معنیدار در بیان ژنها بین شرایط کنترل و 
تنش از روش t-test استفاده شد. نتایج نشان داد که بهترتیب 

بیان 9،29 

طرفین غشاها  میشود. بههمخوردن توازن یونی و عدم توانایی 
گیاه در جذب یونهای ضروری و انباشتهشدن یونهای مضر و 
ایجاد سمیت یونی باعث کاهش رشد و نمو گیاه میشود 
)91،91(. گیاه برای مقابله با تنش مکانیسمهای مختلفی پیش 
رو میگیرد یکی از این مکانیسمها افزایش بیان ژنهای دخیل 
در تحمل میباشد )91،91(. بیان ژن فرآیندی است که توسط 
آن اطلاعات ذخیرهشده در DNA، ساختار RNA و پروتئینها را 
تعیین میکند. تجزیه و تحلیل بیان ژن جزء جدانشدنی مطالعات 
ژنومیک کاربردی در همه موجودات زنده است که شناخت بهتر 
فرآیندهای بیولوژیکی و مسیرهای متابولیکی را فراهم میسازد 

 بندی قرار م یگیرند )،9(. این پروتئ ینها تحت تأثیر تنش 
کمآبی، شوری و... در اندا مهای رویشی نیز انباشته م یشوند که 
بیانگر نقش حفاظتی این گروه از پروتئ ینها در شرایط تنش 
اسمزی است )،9(. دهیدر ینها بهعنوان چپرو نها در پایداری 
وزیکو لها، پروتئ ینها و ساختارهای غشایی، تنظیم اسمزی و 
س مزدایی در گیاهان تحت تنش نقش ایفا م یکنند، اما عملکرد 
دقیق آنها تاکنون مشخص نشده است )،9(. تنوع خانواده ژنی 

 های مختلف گیاهی بررسی و تاکنون چندین ژن 
دهیدرین مشخص شده است )21(.  



 222................................. ...................................................................................................... 9511 پاییز/ 53امه اصلاح گیاهان زراعی/ سال دوازدهم/ شماره پژوهشن

 

 قرار شوری به متحمل نسبتا گروه گیاهان در آفتابگردان گیاه    
 بر زیمنس دسی 3 حدود شوری در آفتابگردان عملکرد. (92) ددار
کاهش  موجب بالاتر های شوری ولی بیند، نمی آسیبی متر

 هایر این پژوهش بیان ژن. د(8،4)د شو میآن  ملکردع
Dehydrin  وPMP3  با در آفتابگردان روغنی تحت تنش شوری

 شدهبررسی  9مراز در زمان واقعی ای پلی واکنش زنجیره روش
 است.

 
 هامواد و روش

با ( 9CSA3و  AS5305روغنی )آفتابگردان  خالص نیدو لا   
 .(9) انتخاب شدند نیلا 911 انیم از یواکنش متفاوت به شور

ها در شرایط نرمال  ژنوتیپموفولوژیک فیزیولوژیک و مشخصات 
 است. آمده 9جدول  درزیمنس بر متر دسی 8و تنش شوری 

متر و  سانتی 51)با قطر دهانه های پلاستیکی  گلدان در ها ژنوتیپ
در ترکیب بستر دو نسبت خاک معمولی و متر(  سانتی 23ارتفاع 

تکرار  5تصادفی در  ی کاملاً در قالب طرح پایهماسه  یک نسبت
گراد و  ی سانتی درجه 23دمای با   شدند. گیاهان در گلخانهکشت 

در  .پرورش یافتندتاریکی ساعت  92 روشنایی/ساعت  92 دوره
 99، 8، 3، 2شامل  NaCl از منبع سطح شوری 3برگی  8مرحله 

مولار بر لیتر میلی 941و  991، 81، 31، 21)معادل  ds/m 94 و
NaCl )از جلوگیری برای. جداگانه به گیاهان اعمال شد 

 دو در شوری تنش اعمال گیاه، به باره یک شدید شوک واردشدن
 محلول از سیسی 231 که ترتیب ینا . بهگرفت انجام مرحله
 اعمال روز همانظهر  از بعد نیز سیسی 231 و صبح نمک،
 EC دستگاه یلهوس به هاگلدان خاک شوری مقدار کنترل. گردید
 احتساب با شوری تصحیح لازم مواقع در و گرفتمی انجام سنج

 از آب تبخیر که  ییآنجا . ازشد یم تیمار شوری مورد نظر انجام
 برای شود یم خاک سطح بهها  نمک انتقال باعثها  گلدان خاک

 مرطوب همیشهها  گلدان شد یم سعی کار این از جلوگیری
، 92، 6برداری در پنج زمان صفر، نمونه. (21،9وند )ش نگهداری

بعد از  .انجام گرفتشوری  ساعت بعد از اعمال تنش 48و  24
درجه  -81 با دمای ازت مایع به فریزردر ها  برگ ،برداری نمونه
 .گراد منتقل شدند سانتی

 cDNAو سنتز   RNAاستخراج
کت شر RNX-plusTMبا استفاده از کیت  RNAستخراج ا    

شرکت  مطابق دستورالعمل پیشنهادی سیناکلون )تهران، ایران(،
تا  31اندازه   ابتدا نمونه گیاهی به ،خلاصه طوربهانجام گرفت. 

 611گرم در ازت مایع خرد و هموژنیزه شد. سپس  میلی 911

به تیوپ حاوی پودر نمونه اضافه شد  RNX-plusمیکرولیتر بافر 
یک میکرولیتر کردن، کسثانیه ورت 93تا  91و بعد از 

اضافه  RNX-plusمرکاپتواتانول به تیوپ حاوی پودر و بافر 
گراد( درجه سانتی 23)دقیقه در دمای اتاق  3مدت بهو  گردید

میکرولیتر کلروفرم به محلول اضافه و  211قرار داده شد. سپس 
 93مدت دقیقه در روی یخ قرار داده شد. محلول به 93مدت به

rpm 95111ر ودقیقه با د
 Model: Velocityسانتریفیوژ ) 2

14R Benchtop Refrigerated Centrifuge, No. 
6727037, Name: Tabletop Centrifuge, Voltage: 

220v 50Hz, Power: 800w, French)  گردید. بعد از
جداکردن فاز رویی، هم حجم آن ایزوپروپانول اضافه شد. بعد از 

درجه  -21دقیقه در دمای  51ت مدکردن، نمونه بهمخلوط
 ردقیقه با دو 93مدت گراد قرار گرفت. سپس بهسانتی
rpm92111  23سانتریفیوژ شد. سپس رسوب حاصل با الکل %

میکرولیتر آب عاری از نوکلئاز به رسوب اضافه شد  23شستشو و 
 دقیقه قرار داده شد. 91مدت گراد بهدرجه سانتی 61و در دمای 

شده از دستگاه استخراج RNAکمیت و کیفیت برای ارزیابی 
ژل آگارز یک درصد  در و الکتروفورز 9نانودراپ اسپکتوفوتومتری

نور نانودراپ میزان جذب  اسپکتوفوتومتریدر  .(96) استفاده شد
های بررسی گردید و نسبت 281و  261، 251های طول موجبا 

A260/A230  وA260/A280 های جهت بررسی آلودگی 
های برای نمونهساکاریدی و پروتئینی محاسبه شد. فنلی، پلیپلی

RNA ، نسبتA260/A230  4/2و کمتر از  2باید بالاتر از 
 دهنده آلودگی به تر نشانپایین A260/A230نسبت  باشد.
باشد. همچنین نسبت جذب ساکاریدها میها و پلیفنلپلی

A260/A280 باشد. نسبت  2بایست در محدوده می
A260/A280 دهنده آلودگی ر کلی نشانبه طو 8/9تر از پایین

 یبرا DNase ماریت ،cDNAاز سنتز  قبلباشد. ها میینبه پروتئ
 تیطبق دستورالعمل موجود در ک یژنوم DNAحذف 

RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis 
(Fermentas #K1621) .برای ساخت  انجام گرفتcDNA 

طبق   Revert Aid First Strand cDNA Synthesisاز کیت
 ۀلولاستفاده شد. برای این منظور ابتدا در پروتکل شرکت سازنده 

میکرولیتر آب عاری از نوکلئاز ریخته  3لیتری میلی 2/1استریل 
میکرولیتر  9استخراج شده و  RNAمیکرولیتر  6شد. سپس 
به محلول اضافه گردید و بعد از  dT (18Oligo dT)آغازگر الیگو 

 درجه  63دقیقه در  3مدت ، بهانجام یک سانتریفوژ پالسی
 قرار گرفت.گراد سانتی

 
 
 

1- Real time PCR                                                                                                                                                2- Revolutions per minute 

https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjSnZ-y9qLQAhWCPRQKHTvaCbwQFggaMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.thermofisher.com%2Forder%2Fcatalog%2Fproduct%2FK1621&usg=AFQjCNEi23OdxLRZ9tExn2qUCTCY-ZYceA&bvm=bv.138493631,d.bGg


  

 فتابگردان روغنی تحت شرایط نرمال و تنش شوریآ9CSA3 و  AS5305 لایندو  مورفولوژیکفیزیولوژیک و  خصوصیات -1 جدول
Table 1. Morphological and physiological characteristics of AS5305 and 9CSA3 oily sunflower lines under normal and salt stress conditions 

 منشاء لاین لایننام 
 شوری تنش

دسی زیمنس بر )
 (متر

 RWC عملکرد دانه عرض برگ طول برگ ارتفاع بوته قطر ساقه
K+/Na+ 

 دمبرگ

انحراف  ±میانگین 
 معیار

D 
انحراف  ±میانگین 

 معیار
D 

انحراف  ±میانگین 
 معیار

D 
ف انحرا ±میانگین 

 معیار
D 

انحراف  ±میانگین 
 معیار

D 
انحراف  ±میانگین 

 معیار
D 

انحراف  ±میانگین 
 معیار

D 

AS5305 
 فرانسه

(ASGROW) 
2 55/1 ± 80/11 05/1 49/2 ± 08/120 19/11 11/2 ± 88/11 10/21 22/2 ± 18/19 12/14 50/9 ± 81/98 49/2 81/5 ± 28/00 20/1- 95/8 ± 90/9 00/92 

  0 01/8 ± 19/15  08/18 ± 58/112  40/1 ± 28/12  85/2 ± 08/11  12/9 ± 04/20  12/2 ± 10/11  84/8 ± 50/2  

9CSA3 
 فرانسه

(Caussade semences) 
2 90/8 ± 52/18 84/2 98/4 ± 88/42 01/25 00/8 ± 98/11 88/8 94/8 ± 28/4 40/11- 49/2 ± 21/22 05/95 85/1 ± 12/00 22/1- 80/8 ± 00/2 12/05 

  0 50/8 ± 28/18  00/0 ± 28/00  21/1 ± 98/11  21/1 ± 28/18  05/8 ± 08/12  10/5 ± 48/18  89/8 ± 40/8  

  LSD 0924/2  0015/21  0112/9  4052/9  5945/18  092/15  4850/8  
RWC: Relative water content; Se: Standard error; LSD: Least significant difference 

  
 ̅        ̅      

 ̅      
      

 

 مراز در زمان واقعیای پلیآغازگرهای اولیگونوکلئوتیدی مورد استفاده در واکنش زنجیره -2جدول 
Table 2. Primers of oligonucleotide used in real time RT-PCR 

 نام توالی (′3→ ′5توالی آغازگر ) ره دسترسی به توالیشما (ºCاتصال ) دمای  (bpمحصول )  اندازه

109 54 XM_022153955.1 
F: TCCGTTTCCTTCCACACACAT 

R: AGAACTCCATGCCAATAGCGT 
PMP3 

12 50 X92647 
F: TGAAGGAATTGTGTGAGGCGTAT 

R: GGAGCCATGCAAACTTTTATTCTT 
Dehydrin (dhn1) 

08 51 AF282624 

 

F: TCAATGTTCCCGCCATGTAT 

R: GACCACTGGCATAGAGGGAAAG 
Helianthus annuus L. Actin 

PMP3: Plasma membrane proteolipid 3; Bp: base pair; ºC: The degree Celsius 
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1228917036
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1228917036
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حاوی مواد روی یخ، یک ورتکس  ۀوللپس از سرد شدن     
 4انجام گرفت. سپس ( کُند دور و کوتاه زمان با)ورتکس نرم 

RiboLockمیکرولیتر آنزیم  x3 ،9میکرولیتر بافر واکنش 
TM

 

RNase Inhibitor (u/µl22 ،)2  میکرولیتر مخلوطdNTP 
-RevertAidTM Mمیکرولیتر آنزیم 9 مولار( ومیلی 92)

MuLV Reverse Transcriptase (u/µl222 به )ۀلول 
حاوی مواد اضافه شد و بلافاصله سانتریفیوژ پالسی انجام 

حاوی مواد  ۀلولشود.  یکجا جمع  هلولگرفت تا تمام محتویات 
گراد قرار گرفت و در نهایت درجه سانتی 42دقیقه در  02برای 

گراد قرار داده شد. درجه سانتی 02دقیقه در  3مدت به
برای استفاده کمتر از یک هفته  cDNAحاوی  ۀلولنگهداری 

گراد و برای نگهداری طولانی مدت در سانتی درجه -22در 
 cDNAبرای بررسی صحت  .گراد انجام شددرجه سانتی -02

 منفی کنترل ،(-RT) منفی کنترل واکنش از سه شدهساخته
برای بررسی صحت سنتز مثبت ) کنترل و( NTC) الگو بدون

cDNA) ستورالعمل کیت سنتز مطابق دcDNA استفاده شد .
 یوجود آلودگ صی( جهت تشخ-RT) یکنترل منفواکنش 

DNA یهادر نمونه RNA نیاستخراج شده است. در ا 
به جز  cDNAسنتز  یواکنش برا یواکنش تمام اجزا

. ردیگیم قرار استفاده مورد  Reverse transcriptaseمیآنز
سنتز  cDNA نمونه در دینبا میآنز از نکردنبا توجه استفاده

 نیمورد مطالعه با استفاده از ا یهاژن ریتکث مرحله درو  هشد
cDNA یوجود آلودگ انگریمشاهده شود. وجود باند ب یباند 
DNA یاست. واکنش کنترل منف ( بدون الگوNTC )یبرا 

 تمام واکنش نیا در. است واکنش یاجزا در یآلودگ صیتشخ
 یجابهمنتها  ؛شدهستفادها cDNA سنتز واکنش یاجزا

از نوکلئاز استفاده  یشده از آب عاراستخراج RNAاستفاده از 
 نی. در اشودیم عمل cDNA سنتز پروتکل مطابق وشود یم

از نوکلئاز استفاده  یاز آب عار RNA یجاواکنش چون به
 ریتکث مرحله در و شودیسنتز نم cDNA نیشده است بنابرا

 یباند چیه cDNA نیا از استفاده اب مطالعه مورد یهاژن
 واکنش یاجزا یآلودگ نشانگر باند وجود .مشاهده شود دینبا

صحت انجام  ی. واکنش کنترل مثبت جهت بررسبود خواهد
 نیشد. در ا انجام (cDNAمعکوس )سنتز  یسیواکنش رونو

با استفاده از  تیبرطبق دستورالعمل ک cDNAواکنش سنتز 
RNA شد انجام تیموجود در ک. RNA تیموجود در ک 

GAPDHن مربوط به ژ
. باشدیم بازلویک 5/9 طولبه 9

cDNA طبق پروتکل  تیبا استفاده از مواد موجود در ک
 یزمان یهاشد. دوره قیرق 90922ساخته شد و به نسبت 

شامل واسرشته GAPDH نژ ریجهت تکث PCRواکنش 
 در قهیدق سه مدتبه گرادیدرجه سانت 14 یدر دما هیاول یساز

 ه،یثان 52 مدتبه دما همان با یسازواسرشته ،چرخه کی
 و هیثان 52 مدتبه گرادیسانت درجه 30 یدما در آغازگر اتصال
 در هیثان 43 مدتبه گرادیسانت درجه 02 یدما در آغازگر بسط

واکنش  cDNAت یجهت بررسی کیف .دیگرد انجام کلیس 53
، در حجم 18s rRNA ژنهای ای پلیمراز با آغازگرزنجیره
  میکرولیتر انجام شد. 22نهایی 

 
 
 

Real time PCR  
و   Dehydrinتوالی آغازگرها برای بررسی بیان ژن    

همچنین توالی آغازگرهای ژن کنترل داخلی اکتین از مقاله 
(. در 2( گرفته شدند )جدول 20پورمحمد کیانی و همکاران )

ی ژن  کدکننده هیناح یابتدا توال در، PMP3رابطه با ژن 
PMP3 یبانک اطلاعات از NCBI 

(www.ncbi.nlm.nih.gov )یآغازگرهاو  شد یساز رهیذخ 
 Oligo 5 افزاررمن از استفاده با یاختصاص

(https://www.oligo.net/ )یبرا. (2)جدول  دیگرد یطراح 
هر کدام از  Blastبودن آغازگرها، یاختصاص زانیم یبررس

 موجود یهاESTو  یدینوکلئوت یها یآغازگرها در برابر توال
ای  زنجیرهواکنش  رای انجامب (.49انجام گرفت ) NCBI در

 Maxima SYBRتمراز در زمان واقعی از کی پلی

Green/Fluorescence qPCR Master Mix (2x) 
)شرکت فرمنتاز، لیتوانی( استفاده شد. ترکیب و مقادیر مورد 

 23/0 میکرولیتر شامل 3/92نیاز جهت انجام واکنش در حجم 
 Maxima SYBR Green/Fluorescein qPCRمیکرولیتر 

Master Mix (2x) ،9 ( ر میکرولیت 3/2میکرولیتر آغازگر
 4(، 2میکرولیتر آغازگر برگشت( )جدول  3/2آغازگر رفت و 

بود   cDNAمیکرولیتر 23/9و  2میکرولیتر آب عاری از نوکلئاز
 Qiagen Rotor gene Q-Pureدستگاه در ها و واکنش

Detection  انجام گرفت)شرکت کیاژن، آمریکا(  0222مدل .

 42مدت بهگراد سانتیه 
واکنش زنجیره پس از انجامثانیه. 

تایید شد از منحنی ذوب با استفادهژن 

  شد.
  تجزیه آماری

به  ΔΔCTها از روش برای محاسبه میزان نسبی بیان ژن    
 .(23) صورت زیر استفاده شد

ΔCT نمونه تیمار شده()=  CT  )ژن مورد نظر در نمونه(– 
CT نمونه(.ده در همان )ژن نرمال کنن 

ΔCT  )کنترل(= CT  شاهد( )ژن مورد نظر در نمونه– CT 
 )ژن نرمال کننده در نمونه شاهد(.

ΔΔCT = ΔCT  )نمونه تیمارشده(– ΔCT  .)کنترل( 
 –ΔΔCT  =میزان نسبی بیان ژن

2 . 
      
 
 
 
 

1- Glyceraldehyde phosphate dehydrogenase                                                               2- Water nuclease free 

3- Melting curve                                                                                                           4- Internal control/Reference or Housekeeping genes 

برنامه حرارتی جهت تکثیر ژنها به این صورت بود0  
فعالسازی ابتدایی آنزیم در دمای 13 درجه سانتیگراد بهمدت 
سازی در دمای 13 درجه  92 دقیقه، 42 چرخه شامل واسرشته 
سانتیگراد بهمدت 93 ثانیه، اتصال آغازگرها به الگو بهمدت 
52 ثانیه که دمای این مرحله از چرخه بسته به ترکیب آغازگر 

متغییر بود و بسط در دمای 02 درج

. از ژن Actin به 
عنوان ژن مرجع4 جهت نرمالسازی دادههای بیان استفاده 

درجه سانتیگراد )در هر ثانیه 2/3 درجه سانتیگراد( برای هر 
کدام از ژنها رسم شد و صحت تکثیر محصول مربوط به هر 

 ای پل یمراز در زمان واقعی 
منحنی ذوب5 با افزایش دما از 43 درجه سانتیگراد تا 13 

http://www.google.com/url?q=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov&sa=D&sntz=1&usg=AFQjCNGGrizs6YTBvQMXLVHym25Sw-XPiQ
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های تجزیه دادهباشد. چرخه آستانه می CT1 در این روابط 

)فاکتور فاکتوریل صورت بهها یان ژنحاصل از میزان نسبی ب
 و 11، 8، 5، 0شامل  NaClسطح از منبع  5اول: شوری در 

 11 ds/m های سطح شامل لاین 0، فاکتور دوم: ژنوتیپ در
AS5305  9وCSA3 ، 6سطح شامل  1در فاکتور سوم: زمان ،

طرح قالب در ساعت بعد از اعمال تنش شوری(  18و  01، 10
نبودن توزیع دلیل نرمالبه .ی انجام گرفتتصادف پایه کاملاً

  آماری با روش ناپارامتری ه یتجزاشتباهات آزمایشی، 
صورت مبسوط ( که به5برونر و همکاران ) یافته توسطتوسعه

تشریح شده است در  (33با ذکر جزئیات توسط شاه و مَدنِ )
های ناپارامتری نیاز روشانجام شد.  1/9نسخه  SASافزار نرم
ها یا یکنواختی بودن دادهبودن و مستقلهای نرمالفرض به

های پارامتری به با آمارهمقایسه واریانس خطاها ندارند و در 
با  نمودارها . (33) های پرت حساسیت کمتری دارندداده

Excel  های خطا در نمودارهای میله رسم شدند. 0216نسخه
کار برده هگیری بها و دقت اندازهاکسل برای نمایش تغییر داده

بین آماری اختلاف  دنناتومیضمناً های خطا . میلهدنوشمی
ها را نشان دهند به این صورت که اگر در دو میانگین

همدیگر را پوشش دهند بین دو های خطا میلهمیانگینی 
 (.6،6میانگین اختلاف آماری وجود ندارد )

 
 و بحث نتایج

 PMP3بيان نسبي ژن 
 که اثردهد  مینشان  0والدنس بر اساس آماره تجزیه واریا    

 اعمال تنش و نیز اثر متقابلاز و زمان بعد  ژنوتیپ ساده
×  ژنوتیپسه جانبه  متقابل اثر وزمان × شوری  دوجانبه
( و اثر (P≤0.01درصد  1ر سطح احتمال زمان د× شوری 

زمان در سطح  × ژنوتیپ دوجانبه شوری و اثر متقابلساده 
دار معنی PMP3( بر روی بیان ژن (p≤0.05رصد د 5احتمال 

 آماره آنوا تیپتجزیه واریانس بر اساس . باشدمی
(ANOVA-Type) بعد از زمان ساده  دهد که اثرنشان می

و اثر ساده ( (p≤0.01درصد  1در سطح احتمال اعمال تنش 
زمان ×  ژنوتیپو  زمان×  شوریژنوتیپ و اثر متقابل دوجانبه 

بر روی بیان ژن ( (p≤0.05درصد  5ل در سطح احتما
PMP3 در مواردی همچون آزمایش اخیر باشددار می معنی .

تجزیه واریانس بر باشد زیاد میکه حجم نمونه مورد مطالعه 
  .(33) ارجحیت دارد والدبر آماره  آنوا تیپ اساس آماره

در  AS5305 لاینِ در PMP3 بیشترین میزان بیان ژنِ     
ساعت بعد از اعمال تنش شوری( در  6تنش ) یاولیه مراحلِ

تر پیشرفته در مراحلِزیمینس بر متر و دسی 8سطح شوری 

  سطح درساعت بعد از اعمال تنش شوری(  01)تنش 
  .(1ل )شک مشاهده شد بر متر سزیمیندسی 5 و 0های یشور
 ژنِ یشترین میزان بیانِب 9CSA3 لاینِرابطه با در     

PMP3 ساعت بعد از اعمال تنش  6) تنشولیه در مراحل ا
در مراحل  و متر بر زیمنس دسی 11شوری( در شوری 
 ساعت بعد از اعمالِ 01و  10) تنش تر پیشرفته و پیشرفته

زیمنس بر متر  دسی 8و  5های شوری( در شوری تنشِ
 (. 0مشاهده شد )شکل 

و  AS5305) مورد مطالعه لاینِدو ی در مقایسه    
9CSA3)،  بیشترین  ،شوری اعمال تنشِ یاولیه مراحلِدر

شوری غلظت در  AS5305 لاینِدر  PMP3ژن  میزان بیانِ
 زیمنس دسی 8)مشاهده شد  9CSA3 لاینکمتر از آن برای 

عبارت دیگر، در به. متر( بر زیمنس دسی 11متر در مقابل  بر
ساعت بعد از اعمال تنش شوری(  6ی تنش )مراحل اولیه
در غلظت  AS5305در لاینِ  PMP3ن بیانِ ژن بیشترین میزا

زیمنس بر متر مشاهده شد در حالی که در دسی 8شوری 
بیشترین ساعت بعد از اعمال تنش شوری(  6)همین زمان 

دسی  11شوری غلظت در  9CSA3میزان بیانِ ژن در لاینِ 
 10) تنشِ   در مراحل پیشرفتهزیمنس بر متر مشاهده شد. 

 ،9CSA3 لاین تنش شوری( بر خلافِ ساعت بعد از اعمال
مشاهده نشد.  AS5305 لاینبیان ژن در میزان افزایشی در 

ساعت بعد از اعمال تنش  01)تر تنش در مراحل پیشرفته
در  AS5305 لایندر  PMP3افزایش بیان ژن شوری( 
زیمنس بر متر و در  دسی 5و  0 ؛تر های پایین شوریغلظت 

 غلظت ای شوری خصوصاً هاکثر غلظتدر  9CSA3 لاینِ
زیمنس بر متر مشاهده  دسی 8و  5شدیدتر  های نسبتاًشوری

 شد. 
مورد مطالعه  لاین 0الگوی بیان متفاوت ژن در     

(AS5305  9وCSA3 )تواند ناشی از واکنش متفاوت آنها  می
غلظت در  (. بنابراین احتمالا1ًبه تنش شوری باشد )جدول 

 لاینر د PMP3یک بیان ژن تری از تنش شوری تحرملایم
AS5305  9 لایندر مقایسه باCSA3  در حالی  افتد میاتفاق

در  9CSA3 لایندر ( PMP3) ژنهمین تحریک بیان که 
 در مطالعات پیشین افتد. میبالاتری از نمک اتفاق  های غلظت

 11نمک ) های بالاترغلظت ،(1) هاژنوتیپاولیه گزینش در 
 و نشده است استفاده (تر از آنو بالا دسی زیمنس بر متر

و گزارشات متعدد در  به نتایج مطالعه اخیربا توجه بنابراین 
مورد بهتر است  ،(0) زمینه اثرات متقابل شوری در ژنوتیپ

  در نظر گرفته شود.آتی در مطالعات اخیر 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1- Threshold cycle                                                                                                                                                                  2- Wald-type 
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 مورد( .Helianthus annuus L)های آفتابگردان روغنی  لایندر  Dehydrin و PMP3 های ژنتجزیه واریانس تغییرات رونوشت  -5 جدول
 تنش شوریسطوح های مختلف پس از اعمال  مطالعه طی زمان             

Table 3. Analysis of variance for transcript variations of PMP3 and Dehydrin genes in studied oily sunflower  
                (Helianthus annuus L.) lines at different times after applying salinity stress levels. 
Wald type statistics 

Dehydrin 
 

PMP3 
 منابع تغییرات

P-value Chi-square dfn dfd P-value Chi-square dfn dfd 
 شوری 99 4 91/34 0/0950  00 4 10/19 0/0009>

 نوتیپژ 99 9 91/03 0/0005  00 9 964/96 0/0009>

 زمان 99 5 45/00 0/0009>  00 5 165/43 0/0009>

 شوری × ژنوتیپ 99 4 4/16 0/5910  00 4 11/60 0/0009>

 زمان × شوری 99 91 991/50 0/0009>  00 91 119/63 0/0009>

 ژنوتیپ × زمان 99 5 90/05 0/0919  00 5 63/61 0/0009>

 شوری×  ژنوتیپ ×زمان  99 91 946/49 0/0009>  00 91 501/16 0/0009>

ANOVA-type statistics 
Dehydrin 

 
PMP3 

 منابع تغییرات
P-value F-value dfD dfN P-value F-value dfD dfN 
<0/0009 61/14  شوری 1/19 6/9 9/34 0/1199  5/6 10/9 

<0/0009 96/964  ژنوتیپ 9 6/9 91/03 0/0995  9 10/9 

 زمان 1/41 6/9 91/95 0/00300  1/19 10/9 19/49 0/0009>

0/0001 0/31 10/9 5/6  0/  4593  زمان × ژنوتیپ 1/19 6/9 9/06 

 شوری  ×زمان 4/9 6/9 4/91 0/0413  0/9 10/9 91/59 0/0009>

 زمان×  ژنوتیپ 1/41 6/9 3/49 0/0401  1/19 10/9 10/99 0/0009>

 شوری×  ژنوتیپ × زمان 4/9 6/9 5/00 0/0691  0/9 10/9 99/66 0/0009>

dfN: Numerator degree of freedom; dfD: Denominator degree of freedom; P-value: Probability value. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

، 91، 6 های در زمان ds/m 40و  99، 0، 3، 1سطح شوری  3آفتابگردان روغنی در  AS5305در لاین   PMP3ژن نسبی بیانالگوی  -9ل شک
 تنش شوری ساعت بعد از اعمال 40و  14

Figure 1. Expression profiling of PMP3 gene in AS5305 oily sunflower (Helianthus annuus L.) line (salt tolerant 
line) at five levels of salinity (2, 5, 8, 11 and 14 ds/m) at 6, 12, 24 and 48 hours after applying salinity stress 
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، 12، 6 های در زمان ds/m 88و  11، 8، 5، 2ی سطح شور 5ر آفتابگردان روغنی د 9CSA3در لاین   PMP3ژن نسبی بیانالگوی  -2شکل 
 یساعت بعد از اعمال تنش شور 88و  28

Figure 2. Expression profiling of PMP3 gene in 9CSA3 oily sunflower (Helianthus annuus L.) line (salt sensitive 
line) at five levels of salinity (2, 5, 8, 11 and 14 ds/m) at 6, 12, 24 and 48 hours after applying salinity stress 

 
 

 
های  زماندر  ds/m 88و  11، 8، 5، 2ی آفتابگردان روغنی در پنج سطح شورAS5305 ن در لای Dehydrinژن  نسبی بیانالگوی  -3شکل 

 ساعت بعد از اعمال تنش شوری 88و  28، 12، 6
Figure 3. Expression profiling of Dehydrin gene in AS5305 oily sunflower (Helianthus annuus L.) line (salt tolerant 

line) at five levels of salinity (2, 5, 8, 11 and 14 ds/m) at 6, 12, 24 and 48 hours after applying salinity stress 
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های  در زمان ds/m 48و  99، 8، 3، 3 آفتابگردان روغنی در پنج سطح شوری 9CSA3ن در لای Dehydrinژن  نسبی بیانالگوی  -4 شکل

 .ساعت بعد از اعمال تنش شوری 48و  34، 93، 6
Figure 4. Expression profiling of Dehydrin gene in 9CSA3 oily sunflower (Helianthus annuus L.) line (salt sensitive 

line) at five levels of salinity (2, 5, 8, 11 and 14 ds/m) at 6, 12, 24 and 48 hours after applying salinity stress. 
 

 Dehydrinبيان نسبي ژن 
نتایج جدول تجزیه واریانس بر اساس آماره آنوا تیپ نشان     

اعمال تنش و داد که اثر ساده شوری، ژنوتیپ و زمان بعد از 
شوری، و ×  ژنوتیپ، زمان×  نیز اثرات متقابل دوجانبه شوری

در زمان × شوری ×  ژنوتیپجانبه زمان و اثرات سه×  ژنوتیپ
( بر روی بیان ژن (P≤0.01درصد  9سطح احتمال 

Dehydrin (5)جدول  باشددار می معنی . 
 لایندر  Dehydrinژن نسبی بیشترین میزان بیان     

AS5305 ساعت بعد از اعمال تنش  34) تر در مراحل پیشرفته
زیمینس بر متر مشاهده دسی 94و  3شوری( در سطح شوری 

 (. 5گردید )شکل 
ژن نسبی بیشترین میزان بیان  9CSA3 لایندر     

Dehydrin  ساعت بعد از اعمال تنش  6) تنشدر مراحل اولیه
مراحل متر، در  بر زیمنس دسی 99شوری غلظت شوری( در 

ساعت بعد از اعمال تنش شوری( در سطح  34) ه پیشرفت
زیمنس بر متر و در مراحل  دسی 94و  8، 3های شوری

ساعت بعد از اعمال تنش شوری( در سطح  48) تر پیشرفته
 (. 4زیمنس بر متر مشاهده شد )شکل  دسی 94شوری 

و  AS5305) مورد مطالعه لاینِدو  یدر مقایسه    
9CSA3) ، ساعت بعد از  6)در مراحل اولیه تنش شوری

فقط  Dehydrin ژن نسبی افزایش بیاناعمال تنش شوری( 
ساعت بعد از  93در زمان مشاهده شد.  9CSA3 لایندر 

در  Dehydrinژن  نسبی افزایش بیان ،اعمال تنش شوری
شاهده نشد. در مراحل پیشرفته از اعمال ها ملاینهیچکدام از 

زیمنس  دسی 94ر )های شدیدت شوریغلظت در تنش شوری 
 AS5305 3/9 لایندر  Dehydrinژن افزایش بیان  بر متر(

با های  در شوریدر مقابل بود.  9CSA3 لاینبرابر بیشتر از 

افزایش بیان ژن  ،زیمنس بر متر دسی 8و  3 ؛تر پایینغلظت 
 . ، بیشتر بودAS5305در مقایسه با ژنوتیپ  9CSA3 لایندر 
 Dehydrinژن  متفاوتِ الگوی بیانِ ،PMP3 همچون ژنِ    
تواند  می( 9CSA3و  AS5305)ژنوتیپ مورد مطالعه  3در 

(. 9ناشی از واکنش متفاوت آنها به تنش شوری باشد )جدول 
دسی زیمنس  94)غلظت شدیدتر تنش شوری  ،بر اساس نتایج

بیان ژن ، از اعمال تنش شوری پیشرفتهدر مراحل بر متر( 
Dehydrin  لاینرا در AS5305  9 لاینبیشتر ازCSA3 

 دردر همین مرحله  مقایسهْ در حالی که در ،دننمای میالقاء 
دسی 8و  3) شوری شتر تنهای پایینغلظت 9CSA3 لاینِ

  نماید.را القاء می Dehydrinزیمنس بر متر( بیان ژن 
مورد بررسی طبق نتایج حاصل الگوی بیان هر دو ژن     

(Dehydrin  وPMP3  ) های مورد مطالعه در پاسخ لایندر
 اثرات اولیه تنش شوریمعمولاً به تنش شوری متفاوت است. 

. (95) نماید به دو صورت تنش یونی و تنش اسمزی بروز می
های  شدن با تنش شوری مکانیسمگیاهان هنگام مواجه

 متعددی را برای فایق آمدن بر این مشکلات از طریق بیان
، بررسی بیان . در این مطالعه(44) نمایند میفعال ها  ژن نمودن
 3 درتحت تنش شوری  PMP3و  Dehydrinژن  3 نسبی
های مختلف بعد از اعمال آفتابگردان روغنی در زمانلاین 

های غیرزیستی ها تحت تنشتنش بررسی گردید. این ژن
( 54( و حفظ تعادل یونی )32ترتیب در تنظیم اسمزی ) به

که لاین  944میان  ازدو لاین آفتابگردان درگیر هستند. 
دسی  8شوری تنش تحت شرایط نرمال و  واکنش آنها قبلاً

. در (3،9) انتخاب شدند بودزیمنس بر متر بررسی شده 
 عملکرد در میزان کاهش  ها عمدتاًانتخاب لاین

  ،شرایط نرمال و تنش شوریدو  یمقایسه
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(                                   D=) ه استدــدر نظر گرفته ش  

 

متنوع بوده های متفاوت  
گونهدر بین و درون ژن دهیدرین چندین تاکنون و 

ده از حتی احتمالاً افزایش بیان به قیمت استفا. شود میدیده 
البته . (48) ه استشدن آن شدعملکرد بوده و خود باعث کم

از استنتاج نتایج قوی های تکمیلی قبل  بررسیلازم است 
های انجام گیرد چرا که شوری یک صفت پیچیده بوده و ژن

 برآیند همکاریتحمل دخیل هستند و تحمل زیادی در ایجاد 
   هاست. آن مجموعه

ی اعمال تنشِ در مراحلِ اولیه دادنشان  نتایج این تحقیق    
 AS5305در لاین  PMP3شوری، بیشترین میزان بیان ژن 

 8مشاهده شد ) 9CSA3در شوری کمتر از آن برای لاین 
متر(. در  بر زیمنس دسی 22متر در مقابل  بر زیمنس دسی

ساعت بعد از  24ی اعمالِ تنشِ شوری ) مراحل پیشرفته
افزایشی در   9CSA3ین اعمال تنش شوری( بر خلافِ لا

مشاهده نشد. در  AS5305در لاین  PMP3میزان بیان ژن 
ساعت بعد از  42تر از اعمال تنش شوری ) مراحل پیشرفته

در لاین  PMP3اعمال تنش شوری( افزایش بیان ژن 
AS5305 زیمنس بر متر(  دسی 5و  4تر )های پایین در شوری

 8و  5دتر )های نسبتاً شدی در شوری 9CSA3و در لاین 
زیمنس بر متر( مشاهده شد. بنابراین احتمالاً تحریک  دسی

در مقایسه با لاین  AS5305در لاین  PMP3بیان ژن 
9CSA3 افتد در  تری از تنش شوری اتفاق می غلظت ملایم در

در  9CSA3در لاین ( PMP3تحریک بیان ژن )حالی که 
با ژن  در رابطه افتد. های بالاتری از نمک اتفاق می غلظت

Dehydrin ،ی تنش شوری فقط افزایشِ بیان در مراحل اولیه
ساعت بعد از  24مشاهده شد. در زمان  9CSA3در لاین 

ها اعمال تنش شوری افزایش بیان در هیچکدام از لاین
مشاهده نشد. در مراحل پیشرفته از اعمال تنش شوری در 

در  زیمنس بر متر( افزایش بیان دسی 22های شدیدتر ) شوری
بود. در  9CSA3برابر بیشتر از لاین  AS5305 5/2لاین 

 5تر  های پایین مقابل در شوری

AS5305 بیشتر بود. بنابراین احتمالا غلظت شدیدتر تنش ،
 Dehydrinتر، بیان ژن شوری در مراحل پیشرفته و پیشرفته

 .نمود
 

  د.شومیتشکر و قدردانی 
 
 

100




Normal

StressNormal

)4،2(. با توجه به جدول 2 لاین AS5305 در مقایسه با لاین 
9CSA3 "میزان کاهش عملکرد" کمتری دارد و از این لحاظ 

لاین متحمل به تنش شوری است. از طرفی دو لاین از لحاظ 
"میزان کاهش محتوی نسبی آب برگ" در مقایسه دو شرایط 
نرمال و تنش شوری تفاوت فاحشی باهم ندارند. بنابراین 
احتمالاً هر دو لاین در مقابل تنش اسمزی متحمل هستند. 
بنابراین "میزان کاهشِ عملکردِ" بیشترِ لاینِ 9CSA3 در 
مقایسه با لاین AS5305 و بدین ترتیب کَمیِ تحمل آن 
احتمالاً بهدلیل تنش یونی یا تن شهای دیگر از قبیل تنش 

اکسیداتیو باشد )44(. 
   همچنانچه در مقدمه بیان شد تنوع خانواده ژنی دهیدر ینها 

و محل استقرار آنها بر روی کروموزوم
 های 
 AS5305 گیاهی مشخص شده است. بنابراین احتمالاً لاین
که عل یرغم متحملبودن به تنش اسمزی تغییرات بیان 
محسوسی برخلاف لاین 9CSA3 برای ژن dhn1  نشان 
 )dhn1( نم یدهد از ژن دهیدرین دیگری غیر از مورد اخیر
برای تنظیم تنش اسمزی و حفظ محتوای نسبی آب استفاده 
می نماید )3(؛ این در حالی است که ژن dhn1 در لاین 
9CSA3 افزایش بیان نشان  میدهد. بنابراین لازم است 

بررس یهای بیشتر در این زمینه صورت گیرد تا موضوع کامل 
روشن شود.  

    مطابق جدول 2، میزان کاهش نسبت پتاسیم به سدیم در 
دو لاین در مقایسهی دو شرایط نرمال و تنش شوری متفاوت 
است و از این نظر لاین AS5305 در مقایسه با لاین 
9CSA3 افت نسبت پتاسیم به سدیم کمتری دارد؛ به عبارتی 

در حفظ تعادل یونی مو فقتر بوده است. همچنانچه گفته شد 
در ارزیابی اولیه این لا ینها شوری 8 دسیزیمینس بر متر 
استفاده شده است. در لاین AS5305 به محض درک تنش 
 PMP3 شوری )6 ساعت بعد از اعمال تنش شوری( بیان ژن
افزایش یافته است. احتمالاً این افزایشِ بیانِ "زود هنگام" که 
مسالهای تجربه شده در مقاومت به تنشهای زیستی است 
)46،22( در حفظ یکپارچگی غشاء و ایجاد تعادل یونی مؤثر 
بوده که بدینترتیب " کاهشِ کمِ عملکرد در شرایط تنش در 
مقایسه با شرایط نرمال" لاین AS5305 را تا حدودی توجیه 
می نماید. در حالی که در لاین 9CSA3 افزایشِ بیانِ ژنْ دیر 
هنگام صورت گرفته است که احتمالاً تا آن زمان غشاء آسیب 
دیده و افزایش بیان دیرهنگام نتوانسته است گیاه را در غلبه بر 
تنش یاری نماید و بنابراین افت عملکرد بیشتر در این لاین 

و 8 دس یزیمنس بر متر 
افزایش بیان ژن در لاین 9CSA3 در مقایسه با ژنوتیپ 

را در لاین AS5305 بیشتر از لاین 9CSA3 القاء می نمایند. 
ها در 4 لاین  جمعبندی نتایج نشان میدهد الگوی بیان ژن 
باشد که ناشی از واکنش متفاوت آنها  مورد مطالعه متفاوت می 
دهنده درگیربودن این  به تنش شوری است. این مسئله نشان 

ژنها در تحمل به تنش شوری میباشد که در درک  
پایههای مولکولی تنش شوری و مکانیسم تحمل، جهت 
اصلاح و مهندسی ژنتیک مقاومت در برابر تنش و تولید 
گیاهان مقاوم کمک میکند. در ادامه در نظر هست تجزیه 
بیان ژن در لاینهای با واکنش متفاوت در هر دو بافت ریشه 
یابی RNA Sequencing( RNA( و  و برگ با روش توالی 
cDNA-AFLP )33( انجام گیرد تا شبکه ژنی درگیر در 

تحمل شناسایی شود. همسانهسازی و انتقال ژنهای عامل 
ها در سطح  تحمل به ارقام حساس و بررسی تحمل تراریخته 
ها در تحمل کمک اساسی خواهد  مولکولی در تایید نقش ژن 

تشکر و قدردانی 
    از دانشکده کشاورزی و منابع طبیعی دانشگاه ارومیه  

بهخاطر فراهمنمودن امکانات لازم برای انجام این پژوهش و 
همچنین از انستیتو تحقیقات آگرونومی تولوز فرانسه بهخاطر 
در اختیار قراردادن بذور لاینهای خالص آفتابگردان روغنی 
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Studying the Expression Pattern of PMP3 and Dehydrin Genes in AS5305 
 and 9CSA3 Oily Sunflower Lines under Salt Stress  

 
Abstract 
    In this study, the tolerance of sunflower lines was investigated to salinity stress at the 
molecular level by studying the expression of PMP3 and Dehydrin genes in two oilseed 
sunflower lines [AS5305 (tolerant) and 9CSA3 (susceptible)] under different levels of salinity; 
2, 5, 8, 11 and 14 dS/m (equivalent to 20, 50, 80, 110 and 140 mM NaCl) using real time PCR 
technique. Sampling of sunflower leaves was performed in 8-leaf stage at five time intervals; 0, 
6, 12, 24 and 48 hours after stress application. The results of the study showed that in the early 
stages of salinity stress, the highest expression of PMP3 gene in AS5305 line was observed at 
salinity level lower than that for 9CSA3 line (8 vs 11 ds/m). In more advanced stages of salinity 
stress (24 hours after stress application), the increased expression level of PMP3 gene in 
AS5305 line was observed at low salt intensity (2 and 5 dS/m) whereas in the case of 9CSA3 
line it was observed at more severe salt intensity (5 and 8 dS/m). In relation to Dehydrin gene, 
an increase in the expression level at the early stages was observed only in 9CSA3 line. In the 
advanced stages at more sever salinity stress (14 ds/m), the increased expression level of 
Dehydrin gene was 1.5 times higher in AS5305 line than that in 9CSA3 line. In contrast, at low 
salt intensity (5 and 8 dS/m), the increased expression level of Dehydrin gene was greater in 
9CSA3 line than that in AS5305 line. Therefore, the higher concentrations of salinity stress in 
advanced and more advanced stages of salinity stress may induce morely the expression level of 
Dehydrin gene in AS5305 line than that in 9CSA3 line. Totaly the results show that the pattern 
of expression of studied genes in two investigated lines is different, which is due to their 
different response to salinity stress. This suggests that these genes are potentially involved in 
tolerance to salinity stress, which can be useful in breeding and development of plants 
potentially resistance to stress.  
 
Keywords: Gene Expression, Real Time PCR, Salinity Stress, Sunflower  
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