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 چکیده

. در تحقیق است یو باغ یزراع اهانیدر گ دیمحدود کننده تول یطیمح یاصل یاز فاکتورها یکی یشور

در زمان های مختلف بعد از اعمال تیمار شوری در دو رقم از گیاه  AP2و  DREB هایرونوشت ژن زانیمحاضر، 

 لیفرتدر رقم  DREBی بررسی گردید. سطح رونوشت ژن در زمان واقع PCRتوسط روش ( لیسقورب و فرتفندق )

ساعت بعد از اعمال تیمار به میزان قابل توجهی افزایش یافت که در مقایسه با گیاهان شاهد معنی دار بود.  12در 

ساعت بعد از عمال تیمار نسبت به شاهد افزایش داشت.بیان ژن  22در  سقوربدر حالیکه بیان این ژن در رقم 

AP2  لیفرتن داد ولی میزان رونوشت این ژن در رقم بعد از اعمال تیمار شوری کاهش بیان نشا سقوربدر رقم 

 ساعت به بیشترین میزان خود رسید.  22بعد از تیمار شوری بصورت پیوسته افزایش یافته و در 

 ی.در زمان واقع PCRفندق، سطح رونوشت، بیان ژن،  کلمات کلیدی:

 مقدمه

 یزراع اهانیاکثر گ رایاست ز یو باغ یزراع اهانیدر گ دیمحدود کننده تول یطیمح یاصل یاز فاکتورها یکی یشور

و  میسد یها ونی شیبه افزا یشور یمنف ریاز وجود نمک در خاک حساس هستند. در اغلب موارد تاث یناش یبه شور

و شود. اگرچه هر د یگذارند نسبت داده م یم اهیگ لفمخت یها سمیها بر بقا و توقف مکان ونی نیکه ا یریکلر و تاث

 یعات مولکولمطال. خطرناک تر است اریکلر بس کنیشوند، ول یم اهیدر گ یکیولوژیزیو کلر موجب اختلالات ف میعنصر سد

 کالیتنش ها راد نیبرابر ا رنشان داده است که آن ها د یدر برابر تنش شور اهانیعکس العمل گ یبر رو ییمایوشیو ب

 اهانیگ یرو یتنش شور ریدهند. در هر صورت تاث یاز خود نشان م دروژنیه دیو پراکس دیسوپر اکس د،یدروکسیه یها

 (.Tanou et al, 2009دارد ) یطیو عوامل مح یاهیگ پیبه غلظت، زمان مواجه شدن با تنش، ژنوت یبستگ

 خانواده زیر چهار دارای که است گیاهی اختصاصی رونویسی های عامل از گروه بزرگترین AP2/ERF ژنی خانواده

 از ،DREB خانواده  زیر اعضای از تعدادزیادی خانواده این بین از. باشد می  DREB و AP2، RAV، ERF های نام به

 انبی تنظیم با رونویسی های عامل از گروه این که است شده مشخص و اند شده شناسایی و جداسازی مختلف گیاهان

 غیرزنده های تنش به گیاهان تحمل با مرتبط های ژن انداز راه در موجود سیس عملگر عناصر به اتصال طریق از ها ژن

 شونده متصل تکراری دومین دو دارای AP2 خانواده . زیر( Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 2007) دارند نقش

 دومین. شود می مشاهده نوع این از دومین یک فقط ERF خانواده زیر در حالی در باشد می AP2/ERF نوع از DNA به

AP2 یگلده زمان در نمو مرحله در که گردید شناسایی آرابیدوپسیس در شده حفاظت موتیف یک عنوان به ابتدا در 

 تحت (Oryza sativaL) برنج گیاه روی( 2113) همکاران و chen تحقیق نتایج (. براساسWu et al, 2015) بود موثر

 تیمار برابر ده به تنش بعد ساعت 22 در DREB2 ژن بیان میزان بیشترین ،(کلرید سدیم مولار میلی 151) شوری تنش

 .بود شاهد برابر 2 و 6 ترتیب به تنش بعد ساعت شش و ساعت یک در و رسید،( صفر زمان) شاهد
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کند و طعم  یم فایا یدر بازار کشاورز یها است و نقش مهم نیتامیها و و نیها، پروتئ یاز چرب یفندق غن وهیم

 دیمهم تول یاز کشورها یکی رانیا .(Manfredi et al, 2018آب نبات و شکلات است ) ،ینیریش ،یینانوا ،یلبن یدهنده ها

 نیا دیتول یمناسب برا ییآب و هوا طیبه خاطر شرا رانیا یشمال یشود. قسمت ها یکننده فندق در جهان محسوب م

. تولید این گیاه در ایران تنها در قسمت هایی که شرایط رشدی (1335 ،یبرخوردار است )ثابت ییبالا لیاز پتانس اهیگ

وسعه ت ی شوری و خشکسالی،به حداقل رساندن اثرات مضر تنش ها یبرا ن،یبنابرامناسب می باشد، محدود شده است. 

 طیراشین اتحت  یمحصولات اقتصاد دیقادر به تولی که ارقام اصلاح و انتخاب قیمحصولات مقاوم در برابر استرس از طر

خانواده عوامل  یژن ها یبرخ انیب یبر الگو یاثر تنش شور یحاضر با هدف بررس قیتحق. است می باشند ضرروری

 یرقم متحمل به شور ابو سقورب ( مورد مطالعه قرار گرفت و انتخ لیدو رقم فندق )فرت ی موثر در تنش شوریسیرونو

 انجام شد.

 مواد و روش ها

 1336تابستان در سبز دانشگاه تهران  یو فضا یگروه علوم باغبان یدر گلخانه و محوطه گلخانه ها قیتحق نیا

دو رقم از  ،از خانواده فاکتورهای رونویسی AP2و  DREB، رای بررسی بیان دو ژن ب انجام شد. یمولکول شاتیآزما یبرا

 یلیم 61با سطح  یانتخاب شدند و تنش شور یوژولیزیف جی(، با توجه به نتالی)سقورب و فرت یمورد بررس یفندق ها

 قبل از اعمال تنش یسیفاکتور رونو یدو تا از ژن ها انیب یبررس یبرا ی. نمونه برداردیاعمال گرد میسد دیمولار کلر

 صورت گرفت. یساعت بعد از اعمال تنش شور 22ساعت و  12)شاهد(، 

 تیفیو ک تیکم نییتع یبرا( استفاده شد. Liao et al, 2004)کلراید از روش لیتیمکل از  RNAبرای استخراج 

RNA نانومتر با استفاده از دستگاه نانودراپ مدل  231و  261 یدر طول موج ها یروش اسپکتوفتومتر از استخراج شده

(Thermo Scientific, Nanodrop, 2000C, USA روش الکتروفروز  زیو نRNA  درصد در بافر  کیبا ژل اگاروزTAE1X 

 . با استفاده از کیت تاکارا و طبق دستورالعمل شرکت سازنده ساخته شد cDNAواکنش ساخت  استفاده شد.

، (qRT-PCR یدر زمان واقع PCRتوسط روش  AP2و  DREB هایرونوشت ژن زانیدر م رییتغ بررسی منظور به

 IDT تیموجود در سا Primer Questمورد نظر با استفاده از از برنامه  هایژن یبرا «1جدول» یمناسب یآغازگرها

(Integrated DNA Technologies) آغازگرها  یشد در طراح ی. سعدیارسال گرد شگامیو جهت سنتز به شرکت پ یطراح

حلقه مورد  درصد(، مکمل بودن آغازگرها با هم و احتمال تشکیل 61تا  GC  21درصد ،bp 131الی  111)طول آغازگر 

 کرومولاریم 11به غلظت  لیبود که توسط آب استر کرومولاریم 111آغازگرها پس از سنتز،  هی. غلظت پاردیتوجه قرار گ

 به عنوان ژن مرجع استفاده شد. زین 13Sژن  از. دیرس

 رقم های فندق در real-time -PCR یبرا استفاده مورد یها مریپرا یتوال« 1 » جدول

طول قطعه 

 (bp) شده تکثیر

دمای 

 (C°)  اتصال

  IDT در سایت

 ژن آغازگر ('3-'5) توالی

113 53 GGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAAC F 18S 

53    CTCAATCTGTCAATCCTCACTATGTCTG R 

162 61 AGCGTGAAGGGTAGTTGTGAAG F DREB 

61 CTTTCCATGTCATCCTGATCG R 

121 53 AGCCCAATGAGAAGACAAGG F AP2 

53 TCGGCGAAGTTGAGACAAG R 
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و طبق پروتکل   5x HOT FIRepol, SYBR Green qPCRMix Plus  تیبا استفاده از ک Real Time PCRواکنش 

 ΔΔCT ( انجام گرفت. و درنهایت، میزان بیان ژن های مورد نظر با استفاده از روش 2112و همکاران ) Soleymaniدمایی 

(Pfaffl, 2001.بررسی شد ) 

 نتایج

وضوح دو باند مربوط به ژل الکتروفورز یک درصد استفاده شد.  استخراج شده از RNAبرای اطمینان از کیفیت 

rRNA S23  وrRNA S13 دهنده کیفیت خوب روی ژل الکتروفورز یک درصد نشانRNA آ1شکل»شده بود استخراج .»

 تهرش این آغازگرها به مناسب اتصال دمای شده و تعیینهم چنین برای اطمینان از کارکرد اختصاصی آغازگرهای طراحی

 شده تعیین شدترین دما برای حداکثر کارایی آغازگرهای طراحیشد و مناسب استفاده دمایی شیب با PCR الگو، از

 «.ب 1شکل »

 ب(      آ(       

با پرایمرهای  PCRبر روی ژل آگارز یک درصد، ب( نتایج حاصل از واکنش  RNAهای نمونهآ( «  1» شکل 

 شده برای پیدا کردن دمای مناسب اتصال.طراحی

 میلی مولار کلرید سدیم 06در رقم سقورب و فرتیل در شوری  DREB نتایج میزان بیان ژن

 12/1ساعت بعد تنش شوری میزان بیان به  12شود در رقم سقورب در  مشاهده می« آ 2شکل» همانطور که در

رسید.  5/2ساعت بعد تنش افزایش بیان تقریبا به  22مقدار بیان این ژن در تیمار شاهد )قبل اعمال تنش( رسید. و در 

 در یلفرت رقم بود. درکه نشان از تاثیر شوری بر افزایش بیان این ژن دارد. در مجموع میزان افزایش بیان ژن چشمگیر ن

 تنش بعد ساعت 22 در و. رسید شاهد تیمار در ژن این بیان مقدار برابر 2 به بیان میزان شوری تنش بعد ساعت 12

دهد  می نشان را فرتیل رقم سریع واکنش تنش بعد ساعت 12 در بیان افزایش. یافت کاهش صفر به تقریبا بیان مقدار

 ( روی گیاه برنج مطابقت داشت.2113و همکاران ) chenکه با نتایج پژوهش  «.ب2 شکل»

ب(    آ(  

 در بافت برگ نسبت به نمونه شاهد. آ( رقم سقورب، ب( رقم فرتیل  DREB میزان بیان نسبی ژن«  3» شکل
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 سدیم کلرید مولار میلی 06 شوری در سقورب رقم در AP2 ژن بیان میزان نتایج

 در و. رسید شاهد تیمار در ژن این بیان مقدار 2/1 به بیان میزان شوری تنش بعد ساعت 12 در سقورب رقم در

 در فرتیل رقم در .«آ 3شکل »رسید  شاهد تیمار در ژن این بیان مقدار مساوی تقریبا بیان مقدار تنش بعد ساعت 22

 تنش بعد ساعت 22 در و. رسید شاهد تیمار در ژن این بیان مقدار برابر 2 به بیان میزان شوری تنش بعد ساعت 12

 «.ب 3شکل »رسید  شاهد تیمار در ژن این بیان مقدار برابر 6 به تقریبا بیان مقدار

 ب(       آ(

  فرتیلب( رقم سقورب،  آ( رقم شاهد. نمونه به برگ نسبت بافت در AP2 ژن نسبی بیان میزان « 3»  شکل

بیشتری به تنش شوری دارد. در رقم مذکور میزان در مجموع، این مطالعه نشان داد که رقم سقورب حساسیت 

بیان دو ژن مورد مطالعه نسبت به رقم فرتیل کمتر بود. رقم فرتیل در مقایسه با رقم سقورب، در موقعیت بهتری قرار 

 دارد و آسیب کمتری دیده است که از آن می توان در برنامه های به نژادی بهره جست.
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Abstract 

Salinity is one of the main environmental factors limiting production of crops and gardens. In this 

study, the transcript level of DREB and AP2 genes at different times after salinity treatment was 

investigated in two cultivars of hazelnut (Seghorb and Fertile) by real time PCR assay. The expression of 

DREB gene in Fertile cultivar significantly increased in 12 hours after treatment, which was significant 

compared to control plants While the expression of this gene in Seghorb cultivar significantly increased at 

72 hours after the treatment. The AP2 gene expression in Seghorb cultivar had a reduction after treatments, 

but the transcription level of this gene in Fertile cultivar increased continuously after salinity treatment and 

in 72 hours it reached its peak. 

 

Keywords: hazelnut, transcriptional surface, gene expression, real time PCR.  
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