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 چكيده

 فرآيندهاي مختلف در )H+-ATPase( با توجه به اهميت نقش پمپ پروتوني غشاي پلاسمايي
و خويشاوند  الموتو حساس ارگ مقاوم گندم ارقام  شاخسارهاين پمپ در  يگياه، الگوي بيان كفيزيولوژي

 mMتنش شوري با افزودن  تحت تنش شوري مورد بررسي قرار گرفت. ،Aegilops crassaوحشي آن، 
هفته  3ساعت و  12زمان صفر،  3گياهان مذكور در  شاخسارهبرداري از  و نمونهكلريد سديم اعمال  150

هاي مختلف از ژن رمزكننده اكتين به  نمونه cDNA براي نرمال كردن مقدارپس از اعمال تنش انجام شد. 
 هاي مختلف در نمونه Real-time PCRژن با استفاده از نسبي ميزان بيان  عنوان ژن مرجع استفاده شد و

در سه هفته پس از اعمال تنش شوري ميزان بيان نسبي ژن  كه ندنشان دادنتايج  .قرار گرفتبررسي  مورد
سه  مذكورژن  بيانهمچنين  .بودپس از تنش ساعت  12  بيشتر از پمپ پروتوني غشاي پلاسمايي كنندهرمز

نكته قابل داشت. حساس  رقمو  وحشي خويشاوندبا  يدارتفاوت معني در رقم مقاومهفته پس از تنش 
هاي مختلف پس از اعمال شوري در رقم حساس بود.  بيان اين ژن در زمان دار توجه عدم تغيير معني

مشخص كرد كه  ،غشاي پلاسماييپمپ پروتوني ژن رمزكننده  ندهپيشبر بيوانفورماتيكيبررسي همچنين 
اين ژن وجود  ندهدر پيشبرپاسخ به نور  و هاي مختلف غيرزيستي پاسخ به تنش موتيف مربوط بهچندين 

 پمپ پروتوني غشاي پلاسماييژن رمزكننده نقش  مطالعات بيوانفورماتيك و آزمايشگاهيع در مجمو .دارد
  را در القاي مقاومت به شوري نشان داد. 

 .، تنش شوري، گندمپمپ پروتوني، بيان ژن :كليدي هاي واژه

                                                 
 Email: alemzadeh@shirazu.ac.ir                     07112286134تلفن:                         عباس عالم زادهنويسنده مسئول:  ∗
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 مقدمه
 ترين محصولات كشاورزي از عمده گندم

ر كشو بيشترين نياز غذاييايران و تامين كننده 
هاي  حساسيت گندم به تنش با توجه به .باشد مي

تحمل اين گياه نسبت به اين افزايش  با ،محيطي
افزايش  برايهاي اساسي  توان قدمها مي تنش

هاي مختلف  در سالو پايداري آن عملكرد گندم 
يكي از مهمترين عوامل تنش شوري  .برداشت

 دباشمي گياهان زراعيعملكرد كاهش 
)Flowers, 2004( هاي تحت % زمين20. حداقل
 Sahi et( بياري دنيا تحت تاثير شوري هستندآ

al., 2006(رود كه افزايش شوري تا . انتظار مي
% از 50 از بين رفتنمنجر به حاضر نيمه قرن 

در . )Tuteja, 2007( هاي زراعي دنيا شودزمين
تنش اسمزي و  گياه با دو ،تنش شوريهنگام 
 كه )Alvarez et al., 2003( شود روبرو مييوني 

ايجاد تعادل اسمزي و يوني در گياه، از مهمترين 
 ,.Niu et al( دنباشميكننده تحمل  عوامل ايجاد

-تحت تنش شوري، سديم از طريق كانال. )1993

هاي دهندهانتقالهاي كاتيوني غيرانتخابي و 
1Fسديمي با تمايل كم

1 )HKT1گياه )، وارد ريشه 
. انتقال فعال )Maser et al., 2002( شوندمي

در  خارج از سلول يا انباشت كردن آنسديم به 
تواند مانع اثرات مخرب سديم در  مي ،واكوئل

 ،در گياهان. )Zhu, 2003( سلول گياهي شود
پورترهاي ثانويه سديم/پروتون براي انتقال آنتي

سديم در خلاف جهت شيب پروتوني در 

                                                 
1 Low-affinity sodium transporter 

 Apse( غشاهاي سلولي و واكوئلي وجود دارند

and Blumwald, 2007(.  نتايج حاصل از
نيز بيانگر ) Saeedpour et al. )2014پژوهش 

پورتر غشاي واكوئلي نقش ژن رمز كننده آنتي
)NHXپورترها آنتي باشد.) در پاسخ به شوري مي

هاي از نيروي محركه پروتون كه توسط پمپ
در كنند. شوند، استفاده ميايجاد مي پروتوني
تنها پمپي كه شيب پروتوني در غشاي  ،گياهان

همان پمپ پروتوني يا  كند،ميايجاد پلاسمايي 
كه  )Palmgren, 2001( است H+-ATPase پمپ
پورترهاي ها مثل آنتيدهندهانتقال ساير بعداً

از اين نيروي محركه استفاده  سديمي/هيدروژني
. به همين دهند ميانجام كرده و انتقال ثانويه را 

شود كه پمپ پروتوني غشاي دليل تصور مي
پلاسمايي نقش مهمي در تحمل به شوري داشته 

 25 حدود .)Michelet and Boutry, 1995( باشد
 اين پمپسلولي توسط  ATPاز درصد  50 تا

شود كه بيانگر اهميت اين پمپ يوني مصرف مي
. پمپ پروتوني غشاي )Felle, 1982(باشد مي

در بسياري از كاركردهاي فيزيولوژيك  پلاسمايي
نظير وقايع مرتبط با تورژسانس مانند رشد سلول 

و تحمل به شوري باز و بسته شدن روزنه و گياه، 
 ,Michelet and Boutry( نقش اساسي دارد

و در دو سطح رونويسي  اين پمپتنظيم  .)1995
-Janicka( گيرد پس از ترجمه صورت مي

Russak, 2011( بواسطه . تنظيم پس از ترجمه
 ,.Kanczewska et al( فسفريلاسيون اين آنزيم

و همچنين تغييرات محيط ليپيدي غشاي  )2005
. شواهد )Kasamo, 2003( شودسلولي انجام مي
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پروتئين كينازهاي وابسته به  كه دهند مينشان 
 كننده مثبتتنظيمبه عنوان يك  ليندووكلسيم/كالم

)van der Hoeven et al. 1996( و پروتئين-

كننده تنظيمبه عنوان يك ئونين كينازهاي سرين/تر
مسئول  )Fuglsang et al., 2007( منفي

 پمپ پروتوني غشاي پلاسماييفسفريلاسيون 
ناشي هاي پيامند كه ادادهمحققين نشان باشند. مي

فرنگي و در گوجه مانند شوري از شرايط محيطي
، دماي )Niu et al., 1993; Binzel, 1995(توتون 

، فلزات )Ahn et al., 2000( در خيار پايين
 ,Janicka-Russak and Klobus(در خيار  سنگين

 ,Surowy and Boyer(در سويا  ، خشكي)2007

 Harms et(زميني در سيب طبيعي ، نور)1991

al., 1994(در توتون ، تنش مكانيكي )Oufattole 

et al., 2000( در ذرت هاو هورمون )Frias et 

al., 1996( كنندهرمز هاي بيان ژن منجر به تغيير 
گزارش شده است كه تنش . شوندمياين پمپ 

پمپ پروتوني فعاليت  باعث افزايش شوري
در ها و هم در هالوفيتغشاي پلاسمايي هم 

 ;Sahu and Shaw, 2009( شود ميها گلايكوفيت

Lopez-Perez et al., 2009; Shen et al., 
دانش اندكي در رابطه با نوع تا كنون  .)2011

هاي  تنش تحت مختلفهاي  الگوي بيان ژن
يك  رزيستي در ارقام حساس و مقاومزيستي و غي

هاي وحشي  گونه زراعي و مقايسه آن با گونه
در پژوهشي كه  .بدست آمده استوابسته به آنها 

) انجام شد اهميت Ravash et al. )2013توسط 
ها هاي مؤثر در ايجاد تحمل به تنشپيدا كردن ژن

خويشاوندان وحشي گياهان نشان داده شده  در
گندم يك گونه زراعي مهم در  با اينكه  است.

باشد و تحقيقات زيادي نيز  سرتاسر جهان مي
نقش پمپ پروتوني را در تحمل به شوري نشان 

هاي  تا كنون گزارشي از الگوي بيان ژن اند اما داده
در ارقام مقاوم و حساس گندم  رمزكننده اين پمپ

 ارائهو خويشاوندان وحشي آن تحت شوري 
يل اين تحقيق به منظور به همين دل نشده است.

رمزكننده پمپ  ژن يالگوي بيان مطالعه چگونگي
 ارقام شاخسارهپروتوني غشاي پلاسمايي در 

به شوري مقاوم (ارگ) و حساس (الموت) گندم 
-زماندر  Aegilops crassa خويشاوند وحشيو 

انجام پس از اعمال تنش شوري  هاي مختلف
هاي تيپبا توجه به اينكه ژنوهمچنين . شده است

-هاي مقاوم به تنشنوحشي ذخاير با ارزشي از ژ

 ,Munns and Richards( باشند هاي مختلف مي

 Aegilopsهاي گندم از گونه Dژنوم  و )2007
اين بيان  ،)Gorham, 1990(گرفته است  ءمنشا

نيز جهت  A. crassaژنوتيپ وحشي  ژن در
و يافتن همولوگ برتر  با ارقام زراعيمقايسه 

 همچنين جهت درك  .مورد بررسي قرار گرفت
 چگونگي تنظيم بيان اين ژن و نقش آن در 

هاي  تحمل به تنش مولكولي هاي سازوكار
–بالادست ناحيه  جفت باز 2000 ،مختلف

UTR'5 مپ پروتوني غشاي كننده پژن رمز
مورد بررسي قرار  ندهپيشبرپلاسمايي به عنوان 

  گرفت.
 هامواد و روش

 بيان ژنتغييرات به منظور برررسي 
 تحت شرايط تنش شوري رمزكننده پمپ پروتوني

ارقام گندم مقاوم ارگ و حساس الموت و  در
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، Aegilops crassaخويشاوند وحشي آن، 
 لب طرح كاملاًآزمايشي به صورت فاكتوريل در قا

در پژوهشكده بيوتكنولوژي  تصادفي با سه تكرار
 هايدر سالدانشگاه شيراز دانشكده كشاورزي 

فاكتورهاي آزمايشي شامل  .انجام شد 91و 90
(مقاوم به ارگ  زراعي ارقام گندم ، ژنوتيپ

و يك  ،(حساس به شوري)شوري) و الموت 
(دارنده ژنوم  )A. crassaخويشاوند وحشي (

DD(، و زمان نمونه) صفر برداري در سه سطح
تنش) اعمال هفته پس از  3 و ساعت 12، ساعت

و تحقيق از كشت هيدروپونيك بودند. در اين 
 Kerepesi( استفاده شد محيط كشت مايع هوگلند

and Galiba, 2000(به روزه  21هاي . گياهچه
 mM 150، تحت تنش شوريمدت سه هفته 

برداري از بافت و نمونه هقرار گرفت ،كلريد سديم
هفته  3ساعت و  12، صفردر سه زمان  شاخساره

 انجام شد. پس از اعمال تنش شوري 
 columnكيت كل توسط  RNAاستخراج 

RNA isolation kit  ،دنازيست)S-1020-1،( 
 RNAكميت د. ش انجام لعمل كيتطبق دستورا

(در طول  استخراج شده توسط دستگاه نانودراپ
و كيفيت آن با  نانومتر) 280و  260 هايموج

به % بررسي شد. 1روي ژل آگارز  الكتروفورز
 RNAدر ژنومي DNA  منظور حذف آلودگي

، با توجه به دستورالعمل كيت استخراج شده
سپس  .شد انجامDNase تيمار  )K0701(فرمنتاز 

 ژنومي از DNAبه منظور اطمينان از حذف 
RNA از شده استخراجهاي ،RNA  درتيمار شده 

 cDNAرشته اول . شداستفاده  PCRواكنش  يك

 First Strand cDNAبا استفاده از كيت نيز 

Synthesis )فرمنتاز ،EP0441(  و طبق
 شد. تهيه دستورالعمل كيت

پروتوني اي از ژن رمزكننده پمپ  تكثير قطعه

 توالي يابيسازي و  غشاي پلاسمايي، همسانه

  آن
از ژن  جفت باز 137با طول  ايابتدا قطعه 

 .Aاز   كننده پمپ پروتوني غشاي پلاسماييرمز

crassa  اي  ميكروليتر واكنش زنجيره 20در حجم
كلريد  mM 50تريس،  mM 10پليمراز شامل 

 از هر µM 200كلريد منيزيم،  mM 5/1پتاسيم، 
از هر  µM 5/0ها،  يك از نوكلئوتيد تري فسفات

ميكروليتر از  1يك از آغازگرهاي اختصاصي، 
cDNA  به عنوان رشته الگو و يك واحد آنزيم
DNA  پليمراز تحت چرخه حرارتيC° 94  به
براي  C° 94چرخه با  30دقيقه و سپس 5مدت 

براي  C° 72ثانيه و  20براي  C° 2/50ثانيه،  30
ها هم يك ثير شد. در انتهاي چرخهثانيه تك 30

دقيقه  15به مدت  C° 72مرحله نهايي با دماي 
د صحت قطعه ييبراي تا انجام شد. سپس

 TA كيت، قطعه حاصل با استفاده از تكثيرشده

clone PCR Cloning Ins  ساخت شركت فرمنتاز
)K1213ناقل  ) در درونpTZ57R/T  الحاق شده

باكتري  هاي لسلوبه كيت دستورالعمل  و طبق
DH5α  انتقال يافت و روي محيطLB  جامد

µg/ml  50 ،( IPTG2Fسيلين ( حاوي آمپي

1)µg/ml 
3F) و 20

2X-gal )µg/ml 20روز  .) كشت داده شد
 هاي آبي و سفيد تشكيل شده،بعد، از كلني

                                                 
1 Isopropyl β-D-1-Thiogalactopyranoside 
2 Bromo-chloro-indolyl-galactopyranoside 
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 حاوي پلاسميد نوتركيب سفيد كه هاي كلني
شناسايي  LBروي محيط كشت انتخابي  بودند

ي اطمينان از الحاق قطعه تكثير شده در براشدند. 
ها به ناقل، چند كلون سفيد انتخاب شده و از آن

استفاده  PCRعنوان رشته الگو در يك واكنش 
نانوگرم از پلاسميدهاي  100حدود شد. سپس 

 Gene JET Plasmid Miniprepتوسط  نوتركيب

Kit  ،فرمنتاز)K0502(  جهت تواليو استخراج-

د. پس از شارسال  ا زيستدنيابي به شركت 
توسط نرم  ناقليابي، توالي مربوط به توالي
توالي و حذف  NT1 10.3.1  Vectorافزار

هاي  با استفاده از برنامه مانده باقي نوكلئوتيدي
blastx  وblastn هاي موجود در سايت  با توالي
NCBI .مقايسه شد  

 

  Real time PCR واكنش
سي مناسب جهت برر جفت آغازگرهاي

 رمزكننده پمپ پروتوني غشاي پلاسمايي ژنبيان 

 رمزكننده و ژن AY543630با شماره دسترسي 
افزار با استفاده از نرم مرجع ژن اكتين به عنوان

AlleleID  بيان الگوي ). 1(جدول ند شدطراحي
با  Real-Time PCR دستگاه توسطژن مورد نظر 

 SYBR PrimeScript RT-PCR kit استفاده از
ساخت  Bioerو دستگاه ) RR820Wكارا، (تا

مواد مورد استفاده در چين مطالعه شد.  كشور
ميكروليتر از  10شامل  Real-Time PCRواكنش 
 ميكروليتر از هر آغازگر SYBR، 8/0 مخلوط

)Mµ 5/0 ،(1  ميكروليتر ازcDNA  4/7و 
استفاده  چرخه حرارتيميكروليتر آب مقطر بود. 

دقيقه و  2به مدت   C° 94شامل  شده در واكنش
 °Cثانيه،  10براي  C° 94با  چرخه 40سپس

ثانيه بود.  30براي  C° 72ثانيه و  15براي  2/50
پايان  دراختصاصي بودن واكنش،  به منظور

درجه   5/0 واكنش از منحني ذوب با برنامه دمايي
د.شاستفاده   C° 95-50براي هر چرخه و دماي 

  
رمزكننده پمپ پروتوني جهت تكثير ژن  Real Time PCRتفاده در آغازگرهاي مورد اس -1جدول 

 آن.  در گندم و خويشاوند وحشي غشاي پلاسمايي و اكيتن
Table 1- Sequences of primers used in Real time PCR for amplification of genes 
encoding plasma membrane proton pump and actin in wheat and its wild relative. 
 
 نام ژن

gene name 

آغازگرنام   

primer name 
آغازگرتوالي   

sequence 
دماي اتصال 

)C°( 
annealing 

temperature 

قطعه تكثير شده طول

)bp( 
amplicon length 

actin actin F 5'-TATGCCAGCGGGCGAACAAC-3' 57 351 
actin R 5'-GGAACAGCACCTCAGGGCAC-3' 

H+-ATPase H+-ATPase F 5'-TGCCATTCAACCCTACTG-3' 50.2 137 H+-ATPase R 5'-CACCTTTCTCTTCACATCC-3' 
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 Real Time PCRهاي آناليز داده

) هر نمونه براي Ct )Cycle thresholdابتدا 
 )base lineخط پايه ( با تعيين مرجعژن اصلي و 

شد.  تعيين LineGeneبا استفاده از نرم افزار 
با ابتداي  base lineمحل تقاطع  بدين صورت كه

، Real-time PCRفاز نمايي نمودار تكثير واكنش 
 هايCt در نظر گرفته شد. آناليز Ctبه عنوان 

حاصل با استفاده از روش كمي سنجي نسبي 
 ΔΔCT2انجام شد. در اين روش از فرمول 

 استفاده شد )ΔCT = ΔΔCTكنترل - ΔCT(نمونه
)Pfaffl, 2001(. افزار در نهايت با استفاده از نرم

SASرمزكننده پمپ  دار بيان ژن ، اختلاف معني
حساس و  ارقامدر  پروتوني غشاي پلاسمايي

در بافت  A. crassaمقاوم و خويشاوند وحشي 
هفته  3ساعت و  12، صفرهاي در زمان شاخساره

در  اي دانكنچند دامنهتوسط آزمون پس از تنش 
 .ندمورد مقايسه قرار گرفت ≥P 05/0 سطح احتمال

 Real Time هاي حاصل از آناليز جا كه دادهاز آن

PCR  شوري تنش  شرايطبيان ژن در تغيير بيانگر
مان زشرايط كنترل متناظر خود در هر  نسبت به

آزمايش با دو فاكتور شامل ، باشندميبرداري نمونه
 .گرديدبرداري آناليز ها و زمان نمونهژنوتيپ

 
ها عوامل رونويسي و جايگاه اتصال آن بررسي

غشاي  پمپ پروتونيژن رمزكننده  ندهبه پيشبر

 پلاسمايي
جا كه بانك اطلاعاتي براي شناسايي از آن

بررسي در گندم وجود ندارد جهت  ندهپيشبر
از همولوگ ژن رمز  اين ژن در گندم ندهپيشبر

 در برنجغشاي پلاسمايي  پمپ پروتونيكننده 

)LOC_Os04g56160(  .براي استفاده شد
ژن رمز كننده  ندهشناسايي و گرفتن توالي پيشبر

پايگاه  از غشاي پلاسمايي در برنج پمپ پروتوني
 Phytozomeاطلاعاتي 

)http://www.phytozome.net (به شد.  استفاده
به  UTR 5'بالادست ناحيه bp 2000اين منظور 

به منظور سپس . انتخاب شد پيشبرنده عنوان
 هها ببررسي عوامل رونويسي و جايگاه اتصال آن

 PlantPanاز سايت  ،اين ژن ندهپيشبر
)http://plantpan.mbc.nctu.edu.tw ( و

PlantCARE 
)http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html (

 استفاده شد.
 

 بحث نتايج و

بررسي توالي قطعه تكثير و  RNAاستخراج 

 PCRطي واكنش شده 

و ارقام حساس و  A. crassaاز شاخساره 
 1استخراج و روي ژل آگارز  RNAمقاوم گندم 

و  S rRNA18درصد الكتروفورز شد. هر دو باند 
S rRNA28  به صورت واضح روي ژل تشخيص

تقريباً دو برابر باند  S rRNA28 داده شد و باند 
S rRNA18 ه نشان دهنده كيفيت خوب بود ك

RNA  الكتروفورز محصول واكنش ). 1بود (شكل
اي پليمراز با آغازگرهاي اختصاصي براي زنجيره

كننده پمپ پروتوني غشاي تكثير ژن رمز
نشان داده شده  2پلاسمايي و اكتين در شكل 

يد توالي تكثير جهت تاي PCRپس از انجام است. 

http://www.phytozome.net/
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يابي واليو ت همسانه ،شده، محصولات واكنش
قطعه تكثير  توالي نشان داد كه blastنتايج  شدند.

براي اختصاصي  آغازگرتوسط  A. crassaشده از 
غشاي پلاسمايي  H+-ATPaseژن رمز كننده 

)  با E-value= 3e-37درصدي ( 98داراي تشابه 
در  ژن رمز كننده پمپ پروتوني غشاي پلاسمايي

 .)3(شكل  بود گندم

 
 

 

 

 

 
كل استخراج شده از دو رقم گندم ارگ و الموت و خويشاوند  RNAن كيفيت ژل تعيي -1شكل 

 .A. crassa) 5) الموت 4) ارگ 3و  2جفت بازي  100) نشانگر اندازه A. crassa . 1وحشي 
Figure 1- Determining the quality of total RNA extracted from two wheat cultivars, Arg 

and Alamut, and wild relative A. crassa. 1) 100-bp size marker 2 and 3) Arg 4) Alamut 
5) A. crassa. 

 
  

 
ژن  براي تكثير اي پليمراز با آغازگرهاي اختصاصيالكتروفورز محصول واكنش زنجيره الف) -2شكل 

) 5و  4) ارگ 3و  2جفت بازي  100) نشانگر اندازه 1پمپ پروتوني غشاي پلاسمايي. رمز كننده 

اي پليمراز با آغازگرهاي اختصاصي الكتروفورز محصول واكنش زنجيره . ب)A. crassa )7و  6الموت 

 .جفت بازي 100نشانگر اندازه  )A. crassa  3 )2و  1. اكتينبراي ژن رمز كننده 
Figure 2- a) Electrophoresis of polymerase chain reaction product with specific primers 
for amplification of the gene encoding plasma membrane proton pump. 1) 100-bp size 
marker 2 and 3) Arg 4 and 5) Alamut 6 and 7) A. crassa. B) Electrophoresis of 
polymerase chain reaction product with primers specific for the gene encoding actin. 1 
and 2) A. crassa 3) 100-bp size marker.  

  

 ب الف
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T. aestivum plasma membrane H+-ATPase (ha1) mRNA, complete cds 
 
 
 
 
 

ژن اي پليمراز با آغازگرهاي اختصاصي براي تكثير يابي محصول واكنش زنجيرهنتيجه توالي -3شكل 

  .رمزكننده پمپ پروتوني غشاي پلاسمايي
Figure 3- Sequencing result of PCR product using primers specific for amplification of 
the gene encoding the plasma membrane proton pump. 

 
 

كننده پمپ پروتوني بررسي الگوي بياني ژن رمز

مقاوم ارگ،  ارقام گندمغشاي پلاسمايي در 

 A. crassaخويشاوند وحشي و حساس الموت 
 بيان ژن مربوط به مقايسه ميانگين نتايج 

و ارقام حساس و مقاوم  A. crassa مورد نظر بين
در  ،تنشاعمال پس از  هاي مختلف در زمان گندم
سه هفته پس از اعمال . شده است آورده 4 شكل

پمپ پروتوني  كنندهرمز تنش شوري، بيان ژن
خويشاوند ارگ،  رقم مقاومدر غشاي پلاسمايي 

رشد الموت رقم حساس و  A. crassaوحشي 
به ترتيب  شوري تنش شرايط تحتيافته 
در برابر  14343/2و  25690/4، 91348/18

در شرايط عدم تنش مقايسه با گياهان رشد يافته 
سه هفته پس از اعمال  نتايج نشان داد كه .بود

پمپ  رمز كننده نسبي ژنبيان  ،تنش شوري
ارگ رقم مقاوم در  پلاسماييغشاي پروتوني 

حساس الموت و  رقمبا  يدارتفاوت معني
 همچنين .داشت A. crassaوحشي  خويشاوند

(پس  بيان ژن مورد بررسي در مدت زمان طولاني
رقم  بيش ازوحشي  در ژنوتيپ هفته) از سه

اين موضوع  .)4 شكل( ش يافتحساس افزاي
موثر در  هاي ژني جايگاهتواند به دليل وجود  مي

 Leonova and( آنها تحمل به شوري در ژنوم

Chikida, 2011(،  و رقم مقاوم ارگ وA. crassa 
اند  را به ارث برده ها  هاي مقاوم اين جايگاه الل

هاي  للاقد اين درحاليكه رقم حساس الموت فا
 مقاوم است.
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ساعت  12هاي مختلف صفر، در زمان رمزكننده پمپ پروتوني غشاي پلاسماييژن بيان نسبي  -4شكل 

مقاوم ارگ و حساس ارقام ، A. crassaهفته پس از اعمال تنش شوري در خويشاوند وحشي  3و 

اي دانكن و در  باشند با استفاده از آزمون چند دامنهروف مشابه ميهايي كه داراي حالموت. ميانگين

 دار با يكديگر ندارند.% اختلاف آماري معني5سطح 
Figure 4- Relative expression of gene encoding plasma membrane proton pump at 
different times after applying salinity treatment (0, 12 hours and 3 weeks) in A. crassa as 
wild relative, Arg (resistant cultivar) and Alamut (sensitive cultivar).The same letters 
are not significantly different using Duncan’s Multiple Range Test (P ≤ 0.05). 

 
 ،نكته مهم ديگري كه در نتايج مشاهده شد

مطالعه در زمان كوتاه كاهش ميزان بيان ژن مورد 
اين  .پس از اعمال تنش در خويشاوند وحشي بود

دار نبوده و و در ارقام زراعي نه تنها كاهش معني
اين كاهش مشاهده نشد بلكه شاهد افزايش نيز 

دار نبود (شكل بوديم هرچند اين افزايش نيز معني
هاي  سازوكار علت اين امر ممكن است). 4

كه براي افزايش  باشد A. crassaخاصي در 
 اند بوجود آمده طبيعتكارايي مصرف انرژي در 

)Moghadam, 2013( .هاي وحشي بدليل  ژنوتيپ
دشوار محيطي و روبرو بودن  شرايطسازگاري با 

هاي سازوكارداراي احتمالاً ها  با انواع تنش

منحصر به فردي هستند كه به آنها امكان ادامه 
. اين ندك حيات تحت اين شرايط را اعطا مي

گياهان همواره سعي در حفظ انرژي دارند به 
رونويسي همين دليل احتمالا گياه با عدم افزايش 

ژن رمز كننده پمپ پروتوني غشاي پلاسمايي  از
از استفاده  ،تحت شرايط تنش در كوتاه مدت

انرژي بيشتر توسط اين پمپ جلوگيري به عمل 
هاي ديگري كه گياهان  سازوكار آورد و از مي

راعي فاقد آن هستند و انرژي كمتري مصرف ز
كنند در كوتاه مدت سعي در مقابله با شرايط  مي

بدليل كافي  تنش دارد اما در بلند مدت احتمالاً
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تر اما با اهاي كارسازوكاراز  مسيرهانبودن آن 
 .كند مصرف انرژي بيشتر استفاده مي

 پمپ پروتونيافزايش بيان ژن رمزكننده 
رقم مقاوم ارگ و خويشاوند  غشاي پلاسمايي در

تواند اشاره به اهميت اين مي A. crassaوحشي 
-از آنتحمل به تنش شوري داشته باشد. پمپ در 

مسئول غشاي پلاسمايي  پروتونيجا كه پمپ 
ايجاد شيب پروتوني و تامين انرژي لازم براي 

اين شيب  از طريقها ها و متابوليتانتقال يون
اين افزايش بيان اين ژن در نابرباشد بپروتوني مي

منجر به تواند رقم مقاوم و ژنوتيپ وحشي مي
مقاومت در نتيجه  درون سلول ودر يوني  تعادل

محققين ساير ها با نتايج اين يافته شود. به شوري
در  et al. (1993) Niu طوري كهبه مطابقت دارد.

 Atriplexمقايسه توتون گلايكوفيت و

nummularia ن دادند كه تجمع هالوفيت نشا
غشاي  پمپ پروتوني كنندهژن رمز رونوشت

در پاسخ به شوري در گياه هالوفيت پلاسمايي 
همچنين گزارش  .نسبت به گلايكوفيت بيشتر بود

تجمع ميزان در شرايط تنش،  شده است كه
غشاي  پمپ پروتونيرمز كننده رونوشت ژن 

(هالوفيت) و  Suaeda maritime در پلاسمايي
بيشتر از رقم  ،در برنج وم به شوريرقم مقا

 ,Sahu and Shaw( ه استحساس برنج بود

فعاليت  شخص شده است كهم همچنين .)2009
رقم حساس گندم  تنش شوري درتحت  اين پمپ

)L-Ch20 (در رقم مقاوم گندم كاهش و )Y-

J24( يابد ) افزايش ميYang et al., 2004(. 

-ها ميبررسي عناصر تنظيمي و كاركرد آن

ها مفيد باشد. بيني نقش احتمالي ژنتواند در پيش
 تونيپمپ پرو ژن رمز كننده ندهپيشبرآناليز 

نشان داد كه چندين  در برنج غشاي پلاسمايي
 ABRE از جملهها تنشبه  دهنده پاسخعنصر 
 زيك اسيد)، يبه هورمون آبسدهنده پاسخ (عنصر

Box-W1به عصاره قارچي)، دهنده  پاسخ (عنصر
ERE دهنده به اتيلن)، (عنصر پاسخGARE-

motif دهنده به جيبرلين)، (عنصر پاسخTC-rich 

repeats و دفاع دهنده به تنش(عنصر پاسخ 
دهنده به تنش (عنصر پاسخ HSE )،گياهي

به  دهندهپاسخعنصر ( TCA-elementگرمايي)، 
-TGACGو  CGTCA-motifسالسيليك اسيد)، 

motif به متيل دهندهپاسخ صرا(عن-

(عنصر پاسخ به   GT-1 motif،جاسمونات)
ه ب دهندهپاسخ عناصر) و عامل بيماريزاشوري و 

همچنين  .)5(شكل  دندر اين ناحيه وجود دار نور
عوامل هاي تعدادي از جايگاهدر اين ناحيه 

 ABI4 )AP2 domain رونويسي مربوط به

transcription factor،( MYB4، Dof1، 
ERELEE4 )Ethylene-responsive 

transcription factor 4( ،MYB1AT ،Dof 

zinc finger protein PBF ،WRKY71،GT-1 

like transcription factor  كه باشندموجود مي 
مختلف هاي در پاسخ به تنش هانقش آن

 ,.Park et al( مشخص شده استغيرزيستي 

2004; Mattana et al., 2005; Vannini et al., 
2006; Huerta-Ocampo et al., 2011; Mizoi 

et al., 2012; Narsai et al., 2013(.   با توجه به
غشاي پمپ پروتوني ژن رمزكننده  ندهپيشبره اينك
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دهنده به هورمون پلاسمايي داراي عناصر پاسخ
 به احتمال زياد اين ژن ،باشد زيك اسيد مييآبس

فعاليت دارد.  زيك اسيديدر مسير وابسته به آبس
دهنده همچنين با توجه به عناصر مختلف پاسخ

اين ژن يك  ندهپيشبرهاي مختلف، به تنش

هاي زيستي و القاپذير در تنش ندهپيشبر
هاي القاپذير ابزار ندهپيشبر. باشدغيرزيستي مي

هاي مختلف مفيدي در بهبود مقاومت به تنش
 شوند.محسوب مي

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

در  رمز كننده پمپ پروتوني غشاي پلاسماييژن عناصر پاسخ دهنده به تنش در پيشبرنده   -5شكل 

 .برنج
Figure 5- Responsive elements involved in stress responsiveness in promoter region of 
the gene encoding plasma membrane proton pump in rice.    

 

 

 
GT-1 motif 

GT-1 motif 
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فقدان دانش كافي در رابطه با تا به امروز 
هاي هاي مولكولي تحمل به شوري و ژنسازوكار

مؤثر در مقاومت، موجب ايجاد محدوديت در 
 د گياهان مقاوم به شوري شده استايجا

)Chinnusamy et al., 2005; Munns & 

Tester, 2008(. اطلاعات حاصل از  ،بنابراين
 وهاي مرتبط با تحمل به شوري ژنبيان بررسي 

تحمل به تنش اهميت زيادي  هايزوكارسادرك 
 . دارند

رمزكننده پمپ ژن  يالگوي بيانبررسي 
ن داد كه بيان نسبي نشا پروتوني غشاي پلاسمايي

هاي مقاوم سه هفته پس از تنش  آن در ژنوتيپ
اين  داشت.بيشتري نسبت به رقم حساس افزايش 

اعطاي در  نقش مهم اين ژند بيانگر نتوامينتايج 

و امكان استفاده كاربردي از آن  شوريبه تحمل 
براي انتقال به گياهان حساس  هدف به عنوان ژن

به عبارت  باشد. به منظور افزايش تحمل در آنها
رمزكننده با افزايش بيان ژن  رسد به نظر مي ديگر

افزايش  از طريقپمپ پروتوني غشاي پلاسمايي  
، از طريق هاي اين ژن در گياهان تعداد نسخه

امكان افزايش تحمل آنها نسبت  سي ژنتيك،مهند
  به تنش شوري وجود دارد.

 

 سپاسگزاري
هاي اين تحقيق توسط دانشگاه شيراز  هزينه

پرداخت شده است كه موجب تشكر و قدرداني 
است.
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Abstract 

Plasma membrane proton pump (H+-ATPase) has important roles in various 
physiological processes. Hence, the expression pattern of the gene which encodes a plasma 
membrane proton pump was surveyed in the shoots of resistant and sensitive wheat cultivars 
and its wild relative, Aegilops crassa under salinity stress. Salinity stress induced by adding 
150 mM NaCl to the basic solution and sampling was performed in three intervals: 0, 12 h 
and 3 weeks after applying salinity treatment. A quantitative PCR technique was used to study 
the relative expression of the gene of interest and a gene encoding actin was used as the 
reference gene to normalize the samples. The results showed that the expression level of the 
gene encoding plasma membrane proton pump significantly increased in response to salt 
stress after 3 weeks in comparison to 12 h after applying salinity treatment. It also revealed 
that the expression level of the gene was significantly higher in the resistant cultivar, Arg, 
than sensitive cultivar and Aegilops crassa. It revealed that the expression level of the gene 
was not significantly different in sensitive cultivar under salinity treatment in different times 
after salinity treatment. The bioinformatics analysis of promoter region of the gene encoding 
plasma membrane proton pump showed that various motifs within this region involved in 
response to abiotic stress and light. Overall, bioinformatics and laboratory studies revealed 
that gene encoding a plasma membrane proton pump plays a role in induction of salinity 
tolerance.           
Keywords: Gene expression, Salt stress, Proton pump, Wheat. 
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