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های اسمزی پنج کنندهو میزان تنظیم MYBاثر تنش خشکی بر بیان نسبی ژن بررسی 

 گندم دوروم ژنوتیپ

 
 براتعلی فاخری و ، لیلا فهمیدهطاهره نعیمی

 ، زابل، ایرانزابل دانشگاه کشاورزی، بیوتکنولوژی، دانشکده و نباتات اصلاح گروه
  l.fahmideh@uoz.ac.irلیلا فهمیده، مسئول مکاتبات: 

 

هایي که در گیرد و بر این اساس شناسایي ژنهای محیطي چون خشکي، شوری زیاد، درجه حرارت کم یا زیاد قرار ميرشد گیاهان به شدت تحت تأثیر تنش .چکیده

یک خانواده بزرگ از عوامل رونویسي هستند که از اهمیت  MYBهای پروتئینگر، بسیار ضروری است. خصوص ژنهای تنظیمانطباق یا تحمل تنش نقش دارند و به

( MYB)دامین  DNAهای دفاعي در گیاهان برخوردارند. مشخصه اصلي اعضای این خانواده، وجود یک دامین اتصال به یندهای نموی و پاسخاخاصي در تنظیم فر

های کامل تصادفي با سه تکرار در بررسي اثر سطوح یشي به صورت فاکتوریل در قالب طرح بلوکرو آزما. از ایناست که از لحاظ ساختاری حفاظت شده است

های انجام شد. تیمارهای آزمایش شامل ژنوتیپ  Real Time PCRبا استفاده از روش TaMYB73مختلف تنش خشکي بر میزان بیان نسبي ژن فاکتور رونویسي 

ها در گلدان و تنش درصد ظرفیت زراعي( بود. کشت ژنوتیپ 25و  20، 15، 10، 5) در خاک دنا( و سطوح خشکي گندم دوروم )شبرنگ، بهرنگ، کرخه، آریا و

 1/9نسخه  SASو نرم افزار  CTΔΔ- 2 =Ratio ها با استفاده از فرمولاعمال شد. تجزیه و تحلیل دادهروز  45پس از ای )چهار تا پنج برگي( خشکي در مرحله گیاهچه

های کنندهو میزان تنظیم TaMYB73، اثر ژنوتیپ، تنش خشکي و اثرات متقابل تنش در خشکي را برای بیان نسبي ژن دو طرفه تایج تجزیه واریانسانجام شد. ن

رصد د 1درصد ظرفیت زراعي( در سطح احتمال  25درصد ظرفیت زراعي( نسبت به سطح نرمال ) 5و  15، 20( در سطوح تنش )و کربوهیدرات اسمزی )پرولین

درصد ظرفیت زراعي(، میزان بیان نسبي ژن  25درصد ظرفیت زراعي نسبت به سطح نرمال ) 20تا  5دار نشان داد. با افزایش سطوح تنش خشکي به ترتیب از معني

TaMYB73 با توجه به نتایج این مطالعه، در  افزایش بیشتری نشان داد. و دنا نسبت کرخه ،های بهرنگژنوتیپهای اسمزی پرولین و کربوهیدرات در کنندهو تنظیم

  مقاومت بیشتری نسبت به تنش خشکي نشان دادند. و دنا کرخه ،های بهرنگژنوتیپکه رسد به نظر ميژنوتیپ مورد بررسي گندم دوروم،  5بین 

 

 ایمرحله گیاهچه ،فاکتور رونویسي، کربوهیدرات، ریل تایم پي سي آرروش پرولین، های کلیدی. واژه
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Abstract. Plant growth is greatly influenced by environmental stresses including water deficit, salinity and extreme 

temperatures. Therefore, the identification of genes, especially regulatory ones whose expression enables plants to adapt 

to or to tolerate these abiotic stresses, is very essential. MYB proteins, a superfamily of transcription factors, play 

regulatory roles in developmental processes and in defense responses in plants. Members are characterized by a 

structurally conserved DNA-binding domain, i.e., the MYB domain. Thus, a factorial experiment in a randomized 

complete block design with three replications was carried out to investigate the effect of different levels of drought 

stress on the relative expression of TaMYB73 transcription factor gene using Real Time PCR method at Biotechnology 

Research Institute of Zabol University. The experimental treatments included durum wheat genotypes (Shabrang, 

Behrang, Karkheh, Aria and Dena) and drought levels (5, 10, 15, 20 and 25% of field capacity). Seedlings of genotypes 
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were cultured in pots and drought stress was exerted after 45 days (four to five leaves). Data analysis was performed 

using Ratio =2 -ΔΔCT and SAS software version 9.1. The results of the 2-way ANOVA for the effect of genotype, 

drought stress and cross-effects of drought stress on the relative expression of TaMYB73 gene and the amount of 

osmotic regulators (Proline and Carbohydrate) at different stress levels (20, 15, and 5% of field capacity) were 

significant in comparison with the normal condition (25% of field capacity) at 1% probability level. With the increase 

of drought stress level from 5 to 20% of crop capacity, relative to the normal level (25% crop capacity), the relative 

expression of TaMYB73 gene and osmotic regulators of proline and carbohydrates increased in Beharang, Karkheh and 

Dena genotypes. Therefore, Karkheh and Dena genotypes showed greater resistance to drought stress among the 5 

genotypes studied. 

 
Keywords. carbohydrate, drought stress, proline, Real Time PCR method, seedling stage, transcription factor  

 

 مقدمه   
نسبت به  انهیسال دیکشت و تول ریگندم از نظر سطح ز يزراع اهیگ   

از  يعیبخش وسو  قرار دارد تیغلات در درجه اول اهم ریسا

مانند گندم در  ،یکشت محصولات عمده کشاورز ریز یهانیزم

 اهانیگ نیقرار گرفته است و ا رانیخشک ا مهیمناطق خشک و ن

قرار  يو خشک یشور ندمان يطینامطلوب مح طیدر معرض شرا

تعداد  خشک،مهیمناطق ن ریمتغ یيآب و هوا طیدارند. در شرا

 اریکشت نمود، بس یاریها را بدون آبکه بتوان آن يمحصولات

(. زمـان Tajbakhsh & Pourmirza, 2003) محدود است

 ،يوقـوع خـشک يوقـوع و مـدت زمـان دوام تـنش، فراوانـ

 يهمگـ يو نوسـانات بارنـدگ راتـییخاک، تغ يذات اتیخصوص

نـشانگـر  ـنیاثـر دارنـد و ا ـاهیگ يبـر مقاومـت بـه خـشک

بـه  ياز سـال يمقاوم به خشک هایپیالعمل متفاوت ژنوتعکس

 & Sarmadnia, 1993; Boon Jung) اسـت گـریسـال د

Fukai, 1996.) نوع سازگاری به تنش کمبود  کیاسمزی،  متنظی

 توانديها، متجمع مواد محلول درون سلول قیرآب است که از ط

وابسته به آن در  ندهاییاها و فرمنجر به حفظ تورژسانس سلول

 نی(. اVinocur & Altman, 2005آب شود ) نییپا هایلیپتانس

 ن،یمانند پرول يانواع مختلف مواد آل شتریب دیتول قیاز طر میتنظ

 یيهای هواو اندام اهشهیو قندهای محلول در ر نیبتائ ن،یپروتئ

 ;Mohammadkhani & Heidari, 2008) ردیگيصورت م

Johari-Pireivatlou, 2010 .) 

 نیتجمع پرول رند،یگيقرار م يآبکه در معرض کم ياهانیدرگ   

بر  کیمتابول يدفاع ستمیاز س يبلکه قسمت ست،یتنش ن جهیتنها نت

 یقندها شی(. افزاTurkan, 2011) است رزندهیغ یهاتنش هیعل

را حفظ  نیپروتئ دراتهیغشاها و حالت ه تیالیس توانديمحلول م

 & Ghorbanaliکند ) داریآن را پا یتارهارو ساخ نیکرده و از ا

Niakan, 2005يفیشر دیو س ي(. ممنوع (Mamnoei & 

Seyed Sharifi, 2010گیاهان در  نیانباشت پرول زانیم شی( افزا

حساس گزارش کردند.  گیاهانه را نسبت ب يآبمتحمل به کمجو 

 بیآس يطیمح یهااست که در تنش يمکان نیاول يسلول یغشا

آن شده  یيغشا و تراوا یداریدر پا يراتیی. تنش موجب تغندیبيم

(Hoque & Arima, 2002و آس )میمستق ریغشا علاوه بر تأث بی 

لازم جهت سنتز  یيایمیالکتروش بیآن، ش يانتخاب یریپذبر نفوذ

ATP در شرایط . سازديمتأثر م یتوکندریا در کلروپلاست و مر

ها، ریشه داخل به خاک از آب جریان تنش خشکي بـرای ایجاد

حفـظ  بـا هـدف که شودفعال مي تنظیم اسمزی مکانیسم

تورژسـانس سـلولي، تـداوم جـذب از محـیط ریشـه و پایـداری 

از اسید پدیده تنظیم اسمزی یکي  در .شود انجام ميغشـاها 

اسمزی  که در ایجـاد و حفـظ فشـار استپرولین  هـای فعـالآمینـه

  (.Zhu, 2002) سـزایي دارد درون گیاه نقش به

پاسخ و سازگاری گیاهان در برابر تغییر شرایط محیطي نیازمند    

تغییرات متعدد سیتولوژیکي، بیوشیمیایي، فیزیولوژیکي و مولکولي 

و تشخیص تغییرات درون سلولي، به محض درک در گیاه است. 

رساني مختلفي به منظور تبدیل تنش فیزیکي به یک های پیاممسیر

ها بیان پاسخ بیوشیمیایي مناسب شروع شده و هر یک از آن

شود، دهنده به تنش را سبب ميهای پاسخهای خاصي از ژنگروه

 Galle)شود که منجر به انطباق گیاه و در نتیجه تحمل تنش آن مي

et al., 2002) .های تنظیمي متعددی این تغییرات به وسیله ژن

 هاژن انیب تنظیم. (Nakashima et al., 2000شوند )کنترل مي

 اهانیمراحل رشد گ يدر تمام ،يطیمح طیشرا رییر ارتباط با تغد

فرآورده این  .(Cushman & Bohnert, 2000) دهديم یرو

شود: دی ميها به دو گروه طبقه بنها بر اساس نوع عملکرد آنژن

ها، هایي مرتبط با تنش غیر زیستي: چاپرونگروه اول پروتئین

زایي، های اواخر دوره جنینآبي، پروتئینهای کانالپروتئین

های زدایي و آنزیمهای سمها، آنزیمهای بیوسنتز اسمولیتآنزیم
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های غشایي و گروه دوم عوامل پروتئیني درگیر در دهنده لیپیدتغییر

درگیر در های ها، آنزیمکینازپروتئین اني و تنظیم بیان ژن:رسپیام

 شوندرا شامل مي( sTF)رونویسي متابولیسم فسفو لیپیدها و عوامل

(Yamaguchi-Shinozaki & Shinozaki, 2005).  

 هاوتیوکاری همه از ژنوم يبخش بزرگ يسیعوامل رونو یهاژن   

در واقع عوامل  .است داده لیرا تشک يعال اهانیو از جمله گ

هایي هستند که بیان ژن را از طریق اتصال به رونویسي، پروتئین

های واقع در ناحیه پروموتورهای ژن DNAهای خاص از توالي

. (Riechmann & Ratcliffe, 2000) کنندتنظیم مي هدف 

 کیهستند که  Myeloblastosis یهانینمونه آن، پروتئ کی

در  يخاص تیبوده و از اهم يسیرونو خانواده بزرگ از عوامل

 رزندهیدر برابر عوامل غ اهیگ یهاو پاسخ ینمو یهاندیافر میتنظ

 (. Rahaei et al., 2010) برخوردار هستند

 یهااز پروتئینمتنوعي  سکلا قعوا در MYB هایپروتئین   

های گیاهي  رونویسي ژن تنظیمکه در بوده  DNAبه  هشوند متصل

مین دا یک شتندا اده،خانو ینا مهم مشخصهز دخیل هستند. ا

 ست.ا هشد حفاظتکه  هستند MYB دامینیعني  DNA به لتصاا

ناقص است  ارتکر سه تا یک از مرکب معمولاً MYB مینیک دا

 نماسیورکنفو یککه  ستا سیدامینوآ 52 که هر تکرار حاوی

Helix-Turn-Helix ر بزرگشیا در کهآورد به وجود مي را 

DNA مینان مثال، داعنوبه  .گیردمي قرار MYB رونویسي عامل 

c-MYB سه از مرکباران که به خوبي شناسایي شده است پستاند 

  (.Paz-Ares et al. 1987) استR3  و R1، R2 ارتکر

 bZIP, DREB1A, DREB2A, HSFA2عوامل رونویسي   

ABF3, MYB15 پاسخ  درمربوط  یدیکل یهابیشترین تعداد ژن

های مؤثر دارا بودند که جو را در بین ژن اهیگ يکبه تنش خش

در مکانیسم تحمل به تنش  يسیعوامل رونو نیدهنده اهمیت انشان

های ترانسکریپتومي داده .(Javadi et al., 2016) استخشکي 

مسیرهای مستقلي را برای  در آرابیدوپسیس و بسیاری از گیاهان،

مسیر وابسته به در دهند. های محیطي پیشنهاد ميگویي به تنشپاسخ

ABA  های محیطي حساسیت به تنش یاتحمل  ،مسیر مستقل ازآنو

های تنظیمي و فاکتورهای با برهم کنش ژن در سطح رونویسي و

 & Fowler) گرددهای تنظیمي کنترل ميرونویسي در شبکه

Thomashow, 2002; Umezawa et al., 2006) .MYB15 

ه مطالعات نشان داد. است R2R3- MYB یکي از اعضاء خانواده

های های رویشي و هم در اندامکه این پروتئین هم در اندام است

آرابیدوپسیس گیاه های نگهبان برگ زایشي و بخصوص در سلول

 Ding) نشان داده استتحت تنش خشکي و شوری افزایش بیان 

et al., 2009) . 

ها در ن آنبه منظور بررسي نقش عوامل تنظیمي و الگوی بیا   

 MYBزمان تنش غیر زنده در گیاه گندم، تعدادی از قطعات ژني 

 Real Time PCRپس از آنالیز توالي، انتخاب و جهت آنالیز 

روزه گندم تحت دو  13 هاینمونهمورد استفاده قرار گرفتند. 

ها و قسمت شرایط تنش کوتاه مدت شوری قرار گرفتند و از ریشه

 RT-PCRآنالیز .گیری شدگانه نمونهها به طور جداهوایي آن

های انتخاب شده در پاسخ به تنش کمي نشان داد که بیان اغلب ژن

به منظور  در مطالعه دیگری (.et al., 2010 Rahaeiتغییر داشت )

  TaMYB19زنده، ژنهای متحمل به تنش غیربررسي بیان ژن

  انتخاب و به گیاه آرابیدوپسیس منتقل شد )فاکتور رونویسي

MYB  در دمین متصل بهDNA  دارای سه توالي همولوگA-

TaMYB19 ،B-TaMYB19 و D-TaMYB19 .)است 

بود اما در شرایط مشابه  در شرایط نرمال سه ژن نیا انیب یالگوها

 TaMYB19-Bای، بیان ژن غیرزنده، در مرحله گیاهچه تنش

نسبت به دو توالي همولوگ خود متفاوت بود گیاهان تراریخت 

(Zhang et al., 2014.) میزان تظاهر ژن عامل رونویسی 

TaMYB73  کلک افغانی، 2در برخی ارقام گندم نان )چمران ،

سیستان، ارگ و افق( بعد از اعمال سطوح مختلف تنش خشکی 

بررسی شد. نتایج نشان داد که بیان  Real-time PCRبا روش 

سطوح مختلف تنش خشکی و بین ارقام بین  TaMYB73 ژن

 .(Tabaraki et al., 2017) درد بررسی متفاوت بومو

از  يکی Curtis (1987،)و   Briggle تمطالعا جیبر اساس نتا   

انتخاب ارقام  ،از تنش يغلبه بر مشکلات ناش ياساس یهاراهکار

 ,Naghavi & Mardi) استسازگار  یهاپیمقاوم و اصلاح ژنوت

وهبندی کردن گربررسي و از آنجا که اغلب مطالعات (. 2010

شرایط تنش، در شرایط مزرعه و یا گلخانه و براساس  نسبت بهارقام 

در این  ،شودگیری صفات انجام ميهای حاصل از اندازهداده

 شبرنگ، بهرنگ، کرخه، دناهای گندم دوروم )ژنوتیپاین مطالعه 

و  TaMYB73ژن  ينسب انیب زانیبراساس مبرای اولین بار  (ایآر و

از نظر مقاومت در برابر  یاسمز هایکنندهمیتنظ اترییتغ زانیم

 يزراع تیدرصد ظرف 25و  20، 15، 10، 5) يسطوح تنش خشک
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امکان بررسي اولیه و  تا ،ندبررسي قرار گرفت مورد مزرعه(

ها و ها از نظر عکس العمل به تنشارقام یا ژنوتیپ بندیدسته

مولکولي  -از طریق مطالعات آزمایشگاهيخصوص تنش خشکي به

 .ی فراهم شوددر زمان کمتر

 

 هامواد و روش   
های کامل این آزمایش بصورت فاکتوریل در قالب طرح بلوک   

فناوری دانشگاه زابل انجام تکرار در پژوهشکده زیست 3تصادفي با 

های مورد بررسي شامل پنج ژنوتیپ گندم دوروم شد. فاکتور

اصلاح و تهیه نهال و بذر )کرخه، آریا و دنا تهیه شده از موسسه 

کرج و شبرنگ و بهرنگ تهیه شده از مرکز تحقیقات کشاورزی 

و  20، 15، 10، 5زابل( و فاکتور دوم شامل سطوح تنش خشکي )

  .درصد ظرفیت زراعي( بود 25

بذور پنج ژنوتیپ گندم دوروم، با  :اهچهیگ هیته و بذرها کشت

با آب مقطر دقیقه  5مدت  هیپوکلریت سدیم ضدعفوني و به

درجه  25و دمای  ساعت 72ها در مدت شستشو داده شدند. ژنوتیپ

نمونه جوانه زده شده  3زدند. از هر ژنوتیپ  جوانهگراد سانتي

( 1)شکل  متری از خاک درون گلدانسانتي 3انتخاب و در عمق 

 1٦شرایط نوری . گلدان ها در (Maali et al., 2007)شد  کشت

-درجه سانتي 25± 2اعت تاریکي و دمای اس 8ساعت روشنایي و 

آبیاری (. Esfandiari et al., 2011) نگهداری شدندگراد 

ها یک روز در میان با آب معمولي انجام شد و به منظور گلدان

جلوگیری از خروج آب زهکش، از گلدان بدون روزنه استفاده شد 

(Gharbi et al., 2013.)  

آب در خاک خشک نسـبت به استفاده از محاسبات، مقدار  با  

برای تعیین تیمارهـا مقـادیر آب در هـر  مشخص شد.ظرفیت مزرعه 

گرم خاک در داخل آون در درجه  1283 ابتدا مقدار ،گلدان

 ،سـاعت 48 درجه سانتیگراد قرار داده شد و پس از 103حرارت 

سپس خاک  .تعیین شدگرم  1020تـوزین و وزن خاک خشک 

ني ریختـه و به آرامي و تا حد اشباع آب به خشـک شـده در گلـدا

گلدان  ،آن اضـافه شـد و پـس از خـارج شدن کامل آب ثقلي

توزین و پـس از کسـر وزن گلـدان و خاک خشک مقدار آب 

با توجه به فرمول ظرفیت زراعي  ظرفیت زراعينگهداری شده در 

و تیمارهای مختلف بر ایـن اسـاس  درصد تعیین شد 25 مزرعه،

  (.زیر )فرمول حاسـبه شـدندم

 

    %25100 ×
1020

10201283
FC 


 

بنابراین  .گرم خاک در حالت معمولي بود 3000هر گلدان حاوی 

ب مورد نیاز برای رسیدن خاک این گلدان ها به حد ظرفیت آ

آب مورد نیاز برای  زراعي با استفاه از روش زیر برآورد شد.

رفیت زراعي = درصد ظرفیت زراعي رسیدن خاک گلدان به حد ظ

بنابراین سطح نرمال )شاهد(  وزن خاک خشک هر گلدان ×خاک 

در مرحله چهار برگي  درصد تعیین شد. 25ظرفیت زراعي خاک 

عملیات تنک انجام شد و در پایان از هر ژنوتیپ یک گیاه در هر 

 اعمال (.Amiri Deh Ahmadi et al., 2010)گلدان باقي ماند 

روز پس از کشت صورت گرفت و  45گیاهان  ي رویتنش خشک

روز پس از اعمال تنش نمونه برداری برگ و اندازه گیری  20

 (TaMYB73)پرولین، کربوهیدرات و بیان نسبي ژن ژن  صفات

)شبرنگ، بهرنگ، کرخه، آریا و  هاانجام شد. نمونه برگي ژنوتیپ

درجه  -80در فریزر   RNAمورد بررسي تا زمان استخراج  دنا( 

 نگهداری شد.گراد سانتي

 RNA یجداساز

   RNA  گیاه گندم دوروم با استفاده از کیتTotal RNA 

isolation  شرکت دنازیست آسیا، مطابق دستورالعمل کیت

استخراج شده با استفاده از ژل آگارز  RNAاستخراج شد. کیفیت 

ریبوزومي  RNAیک درصد تعیین شد. تشکیل دو باند 

28srRNA  18وsrRNA  روی ژل نشان دهنده کیفیت بالای

RNA  تخلیص شده بود. جهت از بین بردنDNA  ژنومي از

DNase استفاده شد. شرکت پیشگام 

 طراحی آغازگرها

همراه  بهTaMYB73 از آغازگرهای اختصاصي  مطالعهدر این     

استفاده شد. طراحي این آغازگرها بر اساس انتهای  18srRNA ژن

 Nationalهای موجود در پایگاه اینترنتي هبه کمک داد 3'

Center for Biotechnology Information ((NCBI  و

صورت گرفت. مشخصات آغازگرها   Primer 3همچنین نرم افزار

 آورده شده است. 1در جدول 

  ژن ینسب انیب یبررس و cDNAسنتز 

با استفاده از کیت  cDNA، ساخت RNAپس از استخراج    

Geneall، ها با روشانجام گرفت. بیان ژن رکت پیشگامشReal  
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 .های مورد بررسي گندم دورومهای فاقد زهکش با توجه به تعداد ژنوتیپتقسیم بندی گلدان -1شکل 

Fig. 1. The distribution of undrained pots with respect to the number of the investigated durum wheat genotypes. 
 

 .TaMYB73ژن  Real Time PCRتوالي آغازگرهای مورد استفاده در واکنش  -1ول جد

Table 1. The sequence of primers used in Real Time PCR reaction of TaMYB73 gene. 

 

Reverse primer Forward primer Gene 

5’-GGTATTGCGTGTAAGCGTCGTGCT-3’ 5-’GGTGTTTCTAAAGTCCCCAGTTAG-3’ TaMYB73 

5’-AGGGGTCGAAGCGGTAGAGG-3’ 5’-GACACTAATGCGCCCGGTAT-3’ 18srRNA 

 

     
 .Real Time PCRمیزان و مواد لازم جهت انجام  -2جدول 

Table 2. The required amounts of materials in Real-time PCR. 

 مواد مقدار

1 µl  cDNA 

4 µl   Eva  Green Master 
0.5 µl Primer Forward 

0.5 µl Primer Rivers 

14 µl PCR-grade water 

 

Time PCR و با دستگاهReal Time PCR set Corbett 

انجام شد. تمام  EvaGreenبا استفاده از کیت  (3000)

cDNA های ساخته شده از طریق دستگاهReal Time PCR 

 Hot taqمورد بررسي و مطالعه قرار گرفت. در این آزمایش از 

Evagreen mix (no Rox)  شرکت دنازیست آسیا( استفاده(

 40دقیقه، سپس15شد. شرایط این تکثیر شامل: واسرشت اولیه 

 درجه 95ثانیه در دمای  15چرخه به صورت واسرشت سازی 

ثانیه در دمای اتصال )مناسب برای جفت  45گراد، اتصال سانتي

 درجه ٦5 -٦0ثانیه در دمای  20سازی آغازگر مورد نظر( و طویل

درجه  72گراد و در نهایت طویل سازی نهایي در دمای سانتي

جهت  (.2)جدول دقیقه در نظر گرفته شد 3سانتیگراد به مدت 

( در مقایسه TaMYB73تجزیه و تحلیل نسبت بیان ژن هدف )ژن 

 CTΔΔ- 2ها از روش برای تمام تیمار srRNA18با ژن کنترل 

 -CTΔΔ ژن از فرمول برای هر PCRاستفاده شد. میزان بازده 
2 

Ratio=  بدست آمد. همچنین جهت بررسي و تأیید عدم وجود

استفاده ( No RT Control)آلودگي ژنومي از نمونه کنترل منفي 

، Real Time PCRشد. پس از بررسي میزان تکثیر از طریق 

 (Corbettresearch – RG3000) افزار دستگاهتجزیه توسط نرم
آوردن چرخه آستانه و میزان دقیق دستمحاسبه شد و پس از به

افزار اکسل نرمها و رسم نموار از مرتب کردن داده غلظت، جهت
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 -CTΔΔ ها از طریق فرمولسپس تجزیه داده .استفاده شد
2 =Ratio 

 محاسبه شد. 1/9نسخه  SASافزار و با استفاده از نرم

 کننده های اسمزیمیزان محافظت گیریاندازه

 همکاران ایریگوین ور اساس روش کربوهیدرات ب

(Irrigoyen et al., 1992)  شد.  گیریاندازهبه شرح زیر

 95اتانول  میلي لیتر 10گرم بافت سبز گیاه به همراه  2/0مقدار 

 1به مدت و  گرفتهای آزمایش در بسته قرار در لوله درصد

گراد درجه سانتي 80ماری در دمای ساعت در حمام بن

به ها از نمونه میلي لیتر 1 ،پس از سرد شدن .حرارت داده شد

اسید  میلي لیتر 5درصد و  5/0فنل  میلي لیتر 1 همراه

در نهایت با استفاده از  شد. ترکیب درصد 98سولفوریک 

در طول   (Unico USA UV-2100)دستگاه اسپکتروفتومتر

 منحني برای رسم شدند.مقدار جذب خوانده  نانومتر 483موج 

، 100، 80، 40، 20، 10 یهاغلظت هایي بامحلول استاندارد

تهیه شد و بعد از قرار دادن در دستگاه  امپي پي  300و  200

شده و منحني  EXCELاسپکتروفتومتر اعداد حاصله وارد 

با استفاده از معادله خط به دست آمده  رسم شد. کالیبراسیون

زان (، اعداد حاصل از میزیراز منحني کالیبراسیون )فرمول 

کرومول کربوهیدرات استخراج شده نمونه ها بر حسب می

0123.00092.0Yدست آمد. ه ب گرم وزن تر برگلوگز   X  

گیری میزان پرولین با استفاده از روش بیتز و همکاران اندازه   

(Bates et al., 1973 .به شرح زیر انجام شد )گرم از نمونه  1/0

درصد در هاون  3د سولفوسالسیلیک لیتر اسیمیلي 5برگ به همراه 

 2عبور داده شد. به  2کوبیده و از کاغذ صافي واتمن شماره 

 2لیتر اسید گلاسیال استیک و میلي 2لیتر از این محلول ، میلي

دقیقه در دمای  30هیدرین اضافه و به مدت لیتر معرف ناینمیلي

نمونه ها سي تولوئن به سي ٦درجه سانتیگراد قرار داده شد.  100

نانومتر در دستگاه  520اضافه و در نهایت میزان جذب  در 

هایي محلول استاندارد منحني اسپکتروفتومتر قرائت شد. برای رسم

پرولین خالص تهیه  امپي پي 30و 25، 20، 15، 10، 5 یهاغلظت با

شد و بعد از قرار دادن در دستگاه اسپکتروفتومتر اعداد حاصله وارد 

EXCEL ني کالیبراسیون رسم شد. سپس با استفاده از و منح

(، اعداد زیرمعادله خط بدست آمده از منحني کالیبراسیون )فرمول 

 برگلوگز میکرومول حاصله از میزان پرولین استخراجي بر اساس 

0288.0058.0Y دست آمد.ه ب گرم وزن تر  X 

 نتایج و بحث    
 RNAد دو باند شومشاهده مي 2طور که در شکل همان   

 RNAروی ژل نشان دهنده کیفیت بالای  28sو  18sریبوزومي 
 .استاستخراج شده 

 نتایج شیب دمایی

های هدف به منظور تعیین یک دمای بهینه برای تکثیر ژن    

TaMYB73  ژن مرجع(18srRNA) ها، شیب توسط پرایمر

 5/٦2برای ژن مرجع و دمای  5/59دمای بهینه  دمایي انجام شد و

 به دست آمد.  MYBبرای ژن

  TaMYB73نتایج منحنی ذوب ژن  
 18srRNAو ژن  TaMYB73شدت نور فلورسانس برای ژن    

( دیده 4گراد )شکل درجه سانتي 84( و 3)شکل  87به ترتیب 

شود. وجود پیک در یک دما برای تمامي تیمارها نشان از مي

 Realرایند اتمام ف از اختصاصي بودن محصول واکنش است. پس

Time PCR  (4و  3)شکل  ذوب هایمشاهده منحني به توجه با 

 یک و اندکرده عمل اختصاصي بصورت گفت آغازگرها توانمي

  نمودند. را تکثیر cDNAاز  منفرد نمونه

 انسیوار هیتجز جینتا

نتایج تجزیه واریانس نشان داد که اثر تنش خشکي، ژنوتیپ و اثر    

و  TaMYB73ژنوتیپ بر بیان نسبي ژن متقابل تنش خشکي و 

میزان تجمع پرولین و کربوهیدرات در شرایط کنترل و تیمار تنش 

 (. 3دار شد )جدول خشکي در سطح یک درصد معني

بر  در ژنوتیپ یخشک تنشاثر متقابل  یانگینم یسهمقا نتایج

  TaMYB73ژن  ینسب یانب

ر متقابل تنش با توجه به نتایج حاصل از مقایسه میانگین اث    

آورده شده است، بیشترین میزان  5خشکي در ژنوتیپ که در شکل 

درصد برای ژنوتیپ  5در سطح  TaMYB73بیان نسبي ژن 

( در 842/1( و ژنوتیپ دنا با میانگین )84٦/1بهرنگ با میانگین )

ترین میزان بیان کم درصد ظرفیت زراعي مشاهده شد. 10و  5سطح 

 25ژن مذکور نیز در تمامي ژنوتیپ های مورد مطالعه در سطح 

 درصد ظرفیت زراعي مزرعه )شاهد( مشاهده شد.

مطالعات اخیر در مورد گیاهان تراریخت نشان داده است که    

Bzip-NAC-MYB-WRKY-( مانند: sTFی )های خانوادهژن

AP2/ERF ه سبب ایجاد مکانیسم زندهای غیر هنگام ایجاد تنش

 ;Wang et al., 2003) شوندتحمل در گیاهان تراریخت مي

Vinocur & Altman, 2005). ژن R2R3-MYB نقش اساسي  
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 .شبرنگ، بهرنگ، کرخه، آریا و دنا های ژنوتیپبه ترتیب در  s 28و  s 18استخراج شده دارای دو باند  RNA -2 شکل

Fig. 2. The extracted RNA with 18 and 28s bands from Shabrang, Behrang, Karkheh, Aria and Dena genotypes, 

respectively. 
 

 .گراددرجه سانتي 87دمای  دهنده. موقعیت پیک موجود نشانTaMYB73منحني ذوب ژن  -3شکل 

Fig. 3. TaMYB73 melting-curve. The available peak indicates 87℃ (Tm gene product MYB). 

 

 
 .گراددرجه سانتي 84دهندۀ دمای . موقعیت پیک موجود نشان18srRNAمنحني ذوب ژن  -4شکل 

Fig. 4. 18srRNA melting-curve. The available peak indicates 84℃ (Tm gene product 18s). 
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های گیاهي خاص، از جمله سوخت و ساز اولیه و در کنترل پروسه

های زنده و غیر زنده دارد ای سلولي و پاسخ به تنشهثانویه، فرایند

(Dubos et al., 2010.) های کدکننده ژن در گیاهان رونوشت

های به هنگام بروز تنش MYBخانواده  عوامل رونویسي از جمله

های اعضای این خانواده دارای نقش یابد.غیر زنده افزایش مي

رابیدوپسیس در در آ  AtMYB60متعددی هستند. به عنوان مثال

شود و یا ها ميمقابله با تنش خشکي، منجر به بسته شدن روزنه

OsMYB4 ها همچون در برنج سبب افزایش ساخت اسمولیت

شود. برخي از عوامل رونویسي گلوکز، فروکتوز و پرولین مي

دهند. برخي سریعأ پس از بروز تنش محیطي افزایش بیان نشان مي

دهند و خانواده دت واکنش نشان ميدر مواجه با تنش طولاني م

ها در گندم برای سازگاری به تنش شوری  نقش MYBبزرگ 

گر این بود که ها در برنج بیانپژوهش بر روی موتانت دارند.

 .است MYBs3مقاومت به تنش سرما به شدت بسته به بیان ژن 
 ,NAC, MYB) های عوامل رونویسي)همچنین نتایج بیان ژن

WRKY, BHLH, BZIP  در دو ژنوتیپ گندم مقاوم و حساس

ها در رقم مقاوم میزان بیان ژن به تنش شوری نشان داد که تغییر

-نتایج مطالعه .(et al., 2010 Rahaei) حساس استرقم بیشتر از 

( را به گیاه MYB)از عوامل رونویسي   TaMYB19که ژن ای

ن در آرابیدوپسیس منتقل کرده بودند، نشان داد که الگوهای بیا

های غیرزنده )از قبیل: شرایط نرمال مشابه، اما در شرایط تنش

بیان متفاوتي را  TaMYB19-Bشوری، خشکي، گرما و ....( ژن 

 نسبت به دو توالي همولوگ از خود نشان داد در تحمل به تنش

(Zhang et al., 2014) . در این مطالعه نیز تغییرات بیان ژن در

 قم گندم دوروم مورد مطالعه نشانشرایط تنش خشکي در پنج ر

که با در سطوح تنش بود  TaMYB73القای بیان ژن  دهنده

 نتایج حاصله با نتایج مطابقت دارد.قبلي های انجام شده پژوهش

و در شرایط تنش خشکي ژنوتیپ گندم نان را  5که ای مطالعه

مورد بررسي قرار داده  TaMYB73ژن تغییر میزان بیان براساس 

، مطابقت دارد. در نتایج آنها (Tabaraki et al., 20117) بودند

درصد بیشترین مقدار را  5در سطح خشکي میزان بیان ژن مذکور 

ایش تنش، بیان ژن هم افزایش داشت و رقم داشت و در نتیجه با افز

 جینتاارگ به عنوان بهترین رقم تحت شرایط آزمایش معرفي شد. 

نشان داد، بیان ( Rahaei et al., 2010) يکم RT-PCR زیآنال

ها و قسمت در ریشه MYBهای انتخاب شده مانند ژن اغلب ژن

روزه گندم، هنگام پاسخ به دو شرایط تنش  13های هوایي نمونه

با نتایج حاصله از تحقیق  که یابدمدت شوری، افزایش ميکوتاه 

مورد مطالعه در سطوح مختلف  TaMYB73حاضر که بیان ژن 

با افزایش تنش، بیان ژن هم افزایش فاوت بود و تنش خشکي مت

 ;Dai et al., 2007) نتایج مطالعات درگندمداشت، مطابقت دارد. 

Cai et al., 2015)  نشان داد، پروتئینR2R3-MYB  نقش

 TaMYB2اساسي در تنظیم چرخه سلولي داشته و همچنین ژن 
 TaMYB2A- TaMYB2B- TaMYB2Dکه دارای سه توالي 

 مؤثری در تحمل به تنش خشکي دارد که نتایج این ، نقشاست

در شرایط تنش را TaMYB73  نقش و اهمیت ژن هممطالعه 

  .برای گندم دوروم تأیید نمودخشکي 

 یبرا رقم و یخشکمتقابل تنش  اثر نیانگیم سهیمقا جینتا

 یاسمز یکننده ها میصفات تنظ

و  5٦/1نتایج نشان داد که ژنوتیپ کرخه و شبرنگ به ترتیب با 

 ترین میزانمیکرومول گلوکز بر گرم وزن تر بیشترین و کم 09/1

اثر متقابل تنش  گیری شده را دارا بودند.کربوهیدرات اندازه

درصد  10خشکي در رقم نشان داد، ژنوتیپ بهرنگ در سطح 

( و ژنوتیپ 99/1ظرفیت زراعي بالاترین میزان کربوهیدرات )

ترین میزان ي کمدرصد ظرفیت زراع 15کرخه در سطح 

میکرومول گلوکز بر گرم وزن تر( را داشته  ٦٦/0کربوهیدرات )

های مقاوم گندم توانایي ژنوتیپ کهرسد به نظر مي (.٦است )شکل 

های محلول را داشته و ژنوتیپ حساس مقدار افزایش میزان قند

 Tavakoli) کمتری از قند محلول را انباشت کرده است

Hassankalu et al., 2014).  براساس نتایج مقایسه میانگین

درصد ظرفیت زراعي با  5(، ژنوتیپ دنا و کرخه در سطح 7)شکل 

واحد میکرومول گلوکز بر گرم وزن تر بیشترین میزان  82/0مقدار 

درصد ظرفیت  25پرولین و ژنوتیپ شبرنگ و کرخه در سطح 

ص کمترین میزان پرولین را به خود اختصا 31/0زراعي با میانگین 

تنش شرایط مکانیزمي برای حفظ روابط آبي در  تنظیم اسمزی داد.

های هایي با وزن ملکولي کم مانند پرولین، اسیدو اسمولیت بوده

کرد های آمینه برای حفظ عملآلي،گلیسین بتائین و دیگر اسید

 پـرولین یکـي از مهمترین سلولي در خشکسالي حیاتي هستند.

ر گیاهان قرار گرفته در معـرض تنش های تجمع یافته داسمولیت

چهار دلیل برای  .(Majidi Harvan, 1993) خشکي است

 افزایش تجمع پرولین در زمان تنش پیشنهاد شده است که عبارتند از:
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 .گندم دروم تحت تنش خشکي و ژنوتیپ و میزان تجمع پرولین و کربوهیدراتTaMYB73 نتایج تجزیه واریانس بیان ژن -3جدول

Table 3. The results of variance analysis of TaMYB73 gene, and proline and carbohydrate contents of Durum wheat 

under drought stress and genotypes. 

nsدرصد 1و  5/0دار درسطح دار، اختلاف معنيعني، * و **: به ترتیب عدم اختلاف م. 
ns,* and ** indicate not significantly and significantly different at 0.5% and 1% , respectively. 

 

 
 .TaMYB73بر میزان بیان نسبي ژن  و ژنوتیپ نتایج مقایسه میانگین اثر تنش خشکي - 5شکل 

Fig. 5. Comparing the average of drought stress effects and genotypes on the relative expression of TaMYB73 gene. 

 

 
  .در گندم دروم بر میزان کربوهیدرات و ژنوتیپ نتایج مقایسه میانگین اثر تنش خشکي -6شکل 

Fig. 6. Comparing the average of drought stress effects and Durum wheat genotypes on the level of carbohydrates. 

 درجه آزادی منابع تغییرات
Df 

∆∆cT کربوهیدرات 
carbohydrat  

 پرولین
Proline 

 Block 2 ns005/0 **0019/0 **0048/0   بلوک

 Drought  4 **0454/4 **38/0 **44/0   تنش خشکي

 0 **45/0 **0052/0/Genotype 4 **158٦  ژنوتیپ

 0 **0038/0/0751/0 **2٦** Interaction 1٦  اثر متقابل

 Error 48 0187/0 000042/0 00077/0  خطا

 CV  39/13 47/0 59/5   ضریب تغییرات
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 .بر میزان پرولین و ژنوتیپ نتایج مقایسه میانگین اثر تنش خشکي -7 شکل

Fig. 7. Comparing the average of drought stress effects and Durum wheat genotypes on the level of proline. 

 

تقال آن از الف( تحریک سنتز آن از اسید گلوتامیک. ب( کاهش ان

طریق آوند آبکش. ج( جلوگیری از اکسیداسیون آن در طول 

 Lamas et) هاتنش. د( تخریب و اختلال در فرایند سنتز پروتئین

al., 2000) .به دست آمده نتایج طي (Zarei et al., 2015) در 

 پایداری و پرولین، محتوی ،خشکي تنش بهنان  گندم ارقام بررسي

 های ژنوتیپ انتخاب، برای صفات رینمهمت جزو سلولي، غشای

  .شد معرفي خشکي، به متحمل

آبي مثل پرولین آزاد بسیاری از گیاهان در پاسخ به تنش کم   

 ,Michalak)یابد خشکي و شوری به مقدار زیاد تجمع مي

نتایج تحقیقات نشان داد گیاه برای مقابله سریع با تنش باید  .(2006

اید تا فرصتي برای انباشت های خود را مسدود نمروزنه

های محلول برای تنظیم های سازگاری نظیر پرولین و قندمتابولیت

ها غلظت شیرابه سلولي با سنتز اسمولیتاسمزی فراهم شود. 

افزایش و در نتیجه یک مکش منفي به سمت سلول یا اندام ایجاد و 

از مسلماً بعد  شود.این امر سبب انتقال آب به اندام یا سلول مي

موفقیت گیاه در تنظیم اسمزی که به حفظ پتانسیل آماس 

کند ها و کربن گیری اقدام ميانجامد، بتدریج به گشودن روزنهمي

(Tavakoli Hassankalu et al., 2014.)  

 

 گیری نتیجه   
نتایج این آزمایش نشان داد با افزایش سطوح تنش خشکي به     

د ظرفیت زراعي نسبت به سطح درص 5، 10، 15، 20ترتیب با میزان 

ژنوتیپ گندم دوروم، میزان  5 درصد ظرفیت زراعي، بر 25نرمال 

افزایش یافت. همگام با  TaMYB73 مورد مطالعه بیان نسبي ژن

ای در مرحله گیاهچه TaMYB73افزایش بیان نسبي ژن 

های گندم دوروم مورد بررسي، میزان تجمع پرولین در ژنوتیپ

 10و  5فزایش میزان تنش خشکي در سطوح ژنوتیپ کرخه با ا

و درصد  1٦4 حدود در درصد ظرفیت زراعي، افزایش چشمگیری

حدود  يزراع یتدرصد ظرف 10در سطح  بهرنگ یپژنوت همچنین

 درصد ظرفیت زراعي( 25) با سطح نرمال یسهدر مقادرصد  ٦٦/8

نشان داد. با توجه به نتایج حاصل از بررسي بیان ژن و میزان 

های مورد بررسي، های اسمزی، در بین ژنوتیپکنندهرات تنظیمتغیی

و دنا نسبت به تنش خشکي مقاومت کرخه  بهرنگ،های ژنوتیپ

شود در مطالعات بعدی سایر بیشتری نشان دادند. لذا پیشنهاد مي

آزمایشات ملکولي تکمیلي نیز برای تأیید نتایج فوق انجام شود تا 

ها را از نظر یشگاهي ارقام یا ژنوتیپبتوان از طریق مطالعات آزما

 بندی نمود.خصوص تنش خشکي در زمان کمتری دستهها و بهتنش

 

 سپاسگزاری   
نویسندگان بدین وسیله از مرکز تحقیقات کشاورزی شهرستان زابل 

به دلیل در اختیار قرار دادن بذر ارقام بهرنگ و شبرنگ و همچنین 

برای در اختیار قرار دادن  زابل فناوری دانشگاهپژوهشکده زیستاز 

 امکانات آزمایشگاهي قدرداني مي کنند.
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