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 چکیده

ی هاژن، مطالعه و شناسایی رکازوسادرك ی موثر اصلاحی برای گندم است. اما هاروشاصلاح ژنتیکی برای تحمل به شوری یکی از 

ت شده ثاب یطیمح یهاتنشدر پاسخ به  یسیعوامل رونو یهااز خانواده تعدادینقش  ی است.کیاصلاح ژنتپیش نیاز  یرشوبه تحمل 

ه . با توجه به نقش موثرخانوادکندمی را تسهیل یموجود مانند شور یهاتنشبر غلبه  امکان شناسایی و مطالعه آنها ین، بنابرااست

در ارقام  TaWRKY53و   TaWRKY10، میزان بیان دو ژن مهم این خانواده از جملههاتنشدر تقابل با  WRKY یسیرونو مهم فاکتور

ارقام گندم حساس  در TaWRKY10ی بررسی شد. نتایج نشان داد که ژن برگ 4تا  9مرحله مقاوم و حساس به شوری در گندم در 

ی، دارای ساعت 41دوره  کدر شرایط تنش شوری در طی یبم )تجن( و مقاوم )بم( به شوری دارای بیان متفاوتی است، ولی در رقم 

در ارقام مقاوم  TaWRKY53است. هر چند بیان  تجن بیان بیشتری هم در برگ و هم در ریشه نسبت به شاهد و نیز نسبت به رقم 

و حساس متفاوت بود، اما این ژن در رقم حساس با گذشت زمان، بیان بیشتری نسبت به شاهد و رقم مقاوم در برگ و ریشه نشان 

تایج در این ارقام شد. به طور کلی ن هاژنسالیسیلیک نیز در شرایط تنش شوری باعث تغییر در بیان این  داد. همچنین کاربرد اسید

ند در ایجاد مقاومت به تنش شوری در گندم نقش ایفا کنند و توانمی WRKY یسیرونو هایفاکتوردهد که می به دست آمده نشان

 گیرند.بنابراین در اصلاح ژنتیکی مورد استفاده قرار 
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 مقدمه

مورد  یزراع یاهانگ ینترمهماز یکی غلات، گندم  یندر ب

انسان است. گندم متعلق به خانواده  برای غذای استفاده

 به شمار یاهانگ ینتریمیاز قد یکی و (انی)گندمینه گرام

 همان گندم نان  یا یگندم معمول .(Shewry, 2009) رودیم
(Triticum aestivum) ع انوا ینکشت را در ب یزانم یشترینب

 آن یبر رو یمطالعه و بررس یتو اهم استگندم داری هاگونه

از  یشب یستیز یدهایو تهد یتجمع یشبا توجه به افزا

با انواع  رشددر دوره  گندم .(Shewry, 2009) گذشته است 

رشد و به  ،نمو که دشومیزنده مواجه  یرو غ زنده یهاتنش

نش شوری یک عامل ت. کنندمیرا محدود  ویژه عملکرد

بسیاری از محدود کننده در کاهش عملکرد  اساسی و

 .دباشمیو ایران در دنیا از جمله گندم  محصولات زراعی

 یهاتنش ریشه گیاهان، محیط در نمک بالای هایغلظت

 جلوگیری آب انتقال و جذب از که آوردیرا به وجود م اسمزی

ش یموجب افزاخاك و آب  یشور افزایش همچنین. کندمی

د وشمی هادرون سلول یونی سمیت نتیجه در و یاهگ درنمک 

(Xiaomu et al., 1995شور .)گیاه  یاصل یندهایبرتمام فرا ی

 یو انرژ پیدیل یسممتابول ین،مانند رشد، فتوسنتز، سنتز پروتئ

ا ت یزناز جوانه یاهگ یتمام مراحل زندگ یجهموثر بوده، درنت

هد دیقرار م یرثأتوده و عملکرد دانه را تحت ت ستیز یدتول

(Parida et al., 2004.) یاهانگ در مقابل، در شرایط تنش 

و از بدین  رشد خود را انجام دهند یمجبورند مراحل اساس

 همقابل در گیاهان منظور از راهکارهای متنوعی استفاده کنند.

 بودبه و تولید افزایش به منجر که دارند راهبردهایی شوری با

 ای انتخابی تجمع شامل راهبردها این. دشومی آنها در مقاومت

 به ایونه انتقال و ریشه توسط یونها جذب کنترل،هایون خروج

 گیاه، بخشهای همه در یا و سلولها در یونها بندیبرگ،کده

 غشای از مواد نشت افزایش نیافته، سازمان آبکش ایجاد

 یهانزیمآ القای سازگار، ترکیبات سنتز پلاسمایی،

 با هانمک حذف گیاهی، یهارمونهو القای اتیو،اکسیدنتیآ

 و نمکی غدد طریق از هانمک تراوی برون و ترشح نمکی، غدد

 (.Prasad, 1996) ندباشمی شدگی آبدار با نمک سازی رقیق

گیاهان در سطح مولکولی های بسیاری از این عکس العمل

بط مرت یهاژن یانب یالگو ییربا تغ د،  گیاهانشومی کنترل

 ونی دوباره نیز هموستازی و تنش آسیب کاهش برای تنشبا 

 دارای که ،(Apel and Hirt, 2004) دهندمی پاسخ آب و

 وریش تنش به ایجاد مقاومت گیاه نسبت برای ایویژه اهمیت

 یزانم کننده تعیین مختلفی یونی هایدهنده انتقال. دباشمی

 سپ و رونویسی سطح در که هستند یونی هموستازی نهایی

 توجه با(. Apel and Hirt, 2004) ندشومی تنظیم رونویسی از

 ضرورت جهان در نمک تأثیر تحت اراضی بالای وسعت به

 احساس خوبی به های ژنتیکیمکانیسم کامل شناخت

 ینترمهم از یکی شوری به مقاوم ارقام از استفاده. دشومی

 هایزمین در عملکرد افزایش و برداریبهره در مؤثر یهاروش

. با توجه به (FAO, 2008) آیدمی حساب به شور نسبتاً و شور

 یی،شناسا یراناز ا یعیدر مناطق وسی روجود تنش شو

 عامل یهاژنو انتقال  یانب ییراتتغ یبررس ی،جداساز

 انامک زراعی از جمله گندم، گیاهان به شوری تنش به مقاومت

 را دتولی افزایش نتیجه در و گیاهان کشت زیر سطح افزایش

 آورد.می فراهم

 یضرور هاژن یانب یمتنظ یبرا یسیرونوفاکتورهای 

موجودات زنده وجود دارند. تعداد  یدر تمام ینهستند، بنابرا

به اندازه ژنوم آن  یبستگ هدر هر موجود زند یسیعوامل رونو

عداد ت نتیجه دراندازه ژنوم بزرگتر باشد  چههر یندارد. بنابرا

(. Nimwegen, 2003هم وجود دارد ) یشتریب یسیعامل رونو

به  یسیمل رونوابعد از اتصال ع یسیبسته به نوع عامل رونو

 یادز یاکم  آنها یان، بی تحت کنترلهاژنمرتبط در  ینواح

. ندژن دار یانب یمتنظ یبرا یوتامتف یهایسممکانو  دشومی

 یهاتنشدر پاسخ به  یسیعوامل رونو یهااز خانواده یاریبس

 یاهانگ یرا برا یامکان ندتوانمی یننقش دارند، بنابرا یطیمح

 غلبه کنند یشور از جملهموجود  یهاتنشفراهم کنند تا بر 

(Rahaie et al., 2011عوامل رونو .)یسی WRKY از  یکی

 یاهاندر گ یسیکننده رونو یمتنظ یهاخانوادهسوپر ینبزرگتر

رکت ش یستیز یهاینداز فرا یاریبس یمدر تنظکه  ندباشمی

ن شده آ چهار اسید آمینه حفاظت نام این خانواده از. کنندمی

و  tryptophan (W) ،arginine (R) ،lysine (K) شامل

tyrosine (Y)  یخانواده ژن .گرفته شده است WRKY یکی 

و تمام  یعال یاهانهستند که در گ یاز ده خانواده بزرگ ژن

 ین(. اEulgem et al., 2000) اندشدهکشف  یاهیاجداد سبز گ

اند و احتمالا کرده یداتکامل گسترش پ یدر ط یخانواده ژن

 یادز یهایچیدگیخود را با پ ،همراه با توسعه و تکامل
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اند زنده وفق داده یرعوامل زنده و غ یدفاع یهایسممکان

(Eulgem and Somssich, 2007.) نشان  یدجد یهایافته

اغلب به  WRKYمربوط به خانواده  یهاتئیندهد که پرویم

مهم  یندهایدر فرا ییهاها و مهارکنندهعنوان فعال کننده

 یدهایکل WRKY یسی. عوامل رونوکنندمیشرکت  یاهیگ

مثبت و هم  یمیتنظ یهالیتهستند که هم فعا یمیتنظ

 ,Eulgem and Somssichدارند ) یمنف یمیتنظ یهالیتفعا

در  یکه نقش مهم هارمونین فیتوهوترمهمیکی از  (.2007

ی زیستی و غیرزیستی در هاتنشنشان دادن مقاومت به 

ا ید یاس کیلیسید. سالباشمیگیاهان دارد، سالیسیلیک اسید 

 م کننده رشدیک تنظید، یک اسیبنزوئ یدروکسیاورتو ه

عی است یبات فنلی طبید که از گروه ترکباشمیدرونی گیاهی 

اه نقش یکی و بیوشیمیایی گیولوژیزیندهای فیآم فریو در تنظ

( همچنین یکی از اثرات Bezrukova et al., 2001دارد )

ی فعال هاگونهی محیطی از جمله شوری، افزایش هاتنش

 ,.Hoekstra et alاکسیژن و القای تنش اکسیداتیو است )

(. این نوع اکسیژن، سمی و بسیار فعال بوده و در غیاب 2001

مکانیسم محافظتی، متابولیسم معمولی سلول را از طریق هر 

 دهد. یکی از موارد آسیبمی آسیب اکسیداتیو تحت تاثیر قرار

آن پراکسیداسیون لیپیدهای غشاست که نتیجه آن تخریب 

و  هاهدان، از بین رفتن رنگهانزیم، غیر فعال شدن آهاتئینپرو

(. El-Tayeb, 2005است ) DNAهای شتهتخریب ر

طی ی محیهاتنشسالیسیلیک اسید در هنگام مواجهه گیاه با 

اتیو در گیاه شده و اکسیدنتیباعث فعال شدن سیستم آ

د باعث تقویت غشای سلولی و خنثی کردن خطر توانمی

افزایش مقدار اکسیژن فعال در مدت زمانی که گیاه در معرض 

با توجه به  (.El-Tayeb, 2005) تنش قرار گرفته است، شود 

ها در شرایط اهمیت فاکتورهای رو نویسی، بررسی بیان آن

ط  توس ویاتاکسیدنتیآ ستمیفعال شدن ستنش شوری و 

د باارزش باشد، تا اطلاعات حاصل از توانمی دیاس کیلیسیسال

آن در راستای اصلاح و انتخاب گیاهان مقاوم به تنش شوری 

امل عونشان داده اند که مطالعات  مورد استفاده قرار گیرد. زیرا

و   bZIP ،bHLH ،WRKY ،MYB ،DREB یسی مانندرونو

وابسته  ینازهایک ینپروتئ مانند یامدر انتقال پ یلعناصر دخ

 بیان یزانم یمتنظ در کنترل کینازها( MAPیم )به کلس

 ینترمهماز  و نقش دارند یعملکرد یهاتئیناز پرو یاریبس

 ,.Rushton et al) ندباشمی هاژنکنترل  یهاکننده یمتنظ

2010; Nakashima et al., 2009; Pearson et al., 2001 .)

 ها به عنوان یک خانواده مهمWRKYمانند  هاژن ینمطالعه ا

ح وبه سط یجهت دسترس یمولکول یاز ابزارها یکیامروزه 

 یطی از جمله شوریمح یهاتنش یطبه شرا یاهانپاسخ گ

 غلات و آرابیدوپسیسدر  هاژنگونه  ینا بررسی. دباشمی

 ,.Nakashima  et al)ت نشان داده اس یرا به خوب آنهانقش 

در تحمل  گندم ییدرك تواناجهت  این تحقیقدر .(2009

 ،WRKY یسیعامل رونوی در ارتباط با چند تنش شور

شوری و همچنین تاثیر  تنش شرایطدر  آنها یانمطالعه ب

پس از  یدر فواصل زمانسالیسیلیک اسید بر تغییر بیان آنها 

 از گندم یمتحمل به شور حساس و رقمدو در  تیماراعمال 

 .مورد بررسی قرار گرفت

 

 هاروشمواد و 

  داریبرنمونه، اعمال تنش شوری و ییاهمواد گ

 به حساس) تجن و( شوری به مقاوم) بم ارقام بذور

 رد و تهیه کرج بذر و نهال اصلاح و تحقیقات مرکز از( شوری

 ایهگلدان در کردستان دانشگاه کشاورزی دانشکده گلخانه

 خاك ها شاملگلدان خاك. گردید بزرگ کشت پلاستیکی

 گلدان هر در. بود مساوی نسبت به خاکبرگ و ماسه مزرعه،

 درصد 0 سدیم هیپوکلریت با شده ضدعفونی سالم بذر 85

 سالم نگهداری گیاه 0 ها،گیاهچه ظهور از بعد و شد کشت

ساعت  1 یی وساعت روشنا 80رشدی  یطدر شرا گیاهان. شد

. یافتند پرورش گرادسانتیدرجه  20±2 یدمادر و  یکیتار

 برای زراعی ظرفیت به توجه با تنش اعمال زمان تا آبیاری

-انجام یهایش. آزماشد انجام یکسان به صورت هاگلدان همه

طراحی شدند. در  تکرار 9با  یقالب طرح کاملا تصادفدر  شده

بم و تجن  ارقام ،هاژنیک آزمایش جداگانه جهت مطالعه بیان 

 غلظت در دو سطح صفر )شاهد( و یبرگ 4تا  9مرحله در 

شاهد  رتیما یاریشدند. آب یاریآب یمسد یدکلر مولاریلیم 875

، آزمایش دیگر نیز در یک شد. انجام بدون کلرید سدیمآب با 

 875 غلظت با یبرگ 4تا  9مرحله در  آزمایش مورد ارقام

 با غلظت شدند اما هم زمان آبیاری سدیم کلرید مولاریلیم

 و دندش یمحلولپاشنیز   اسید سالیسیلیک مولاریلیم 8/5

. دوب بدون کلرید کلسیمآب  تنهاشاهد )سطح صفر(  یمارت
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در هر دو  شاهد و شده تیمار گیاهان و ریشه برگ از نهایتا

ساعت بعد  41 و 24، 82، 5 یهازمان طرح به صورت مجزا در

 زمان استخراج یری انجام گرفت. تاگنمونه یمارت اعمال از

RNA  شدند نگهداری گرادسانتی درجه 15 منفی دمای در. 

 RNA استخراج 

، از محلول برگ و ریشهکل از  RNAاستخراج  یبرا

RNAXTM_PLUS همراهطبق پروتکل  یناژنس شرکت 

 استخراج شده از RNA از DNA حذف جهتد. استفاده ش

دستورالعمل شرکت  طبق   Frementasشرکت DNase I یمآنز

با استفاده از   cDNA سنتز. همچنین شد استفادهسازنده 

 طبق دستورالعمل مربوطه نجام شد.  Vivantis شرکت یتک

 یکمیمهن RT-PCR و هاآغازگر یطراح

 TaActin ژن یبرا معکوس و میمستق یاختصاص یهاآغازگر

 درAB181991.1 یبا شماره دسترس رفرنسعنوان ژن به 

 یشماره دسترس با) NCBI ،)TaWRKY10داده  گاهیپا

HQ700327.1 ) وTaWRKY53 (یشماره دسترس با 

EF368357.1افزار تحت وب( با استفاده از نرمPrimer3  

(Untergasser et al., 2012 )تحت  افزارنرم از. ندشد یطراح

 یزهایآنال بررسی جهت زین Oligo calc (Kibbe, 2007 )وب 

 استفاده شد. مریداو اتصال  یدمای مانند کینامیترمود

ارائه شده  8 شده در جدول یطراح یمشخصات آغازگرها

 .مورد بررسی قرار گرفت یکمیمهنبه روش  هاژن  یانباست. 

مربوط به هر کدام  یحرارت یهاکار رفته و چرخهبه یهانسبت

 انیب یگیرزهاندا یبرا .است شده آورده 2در جدول  هاژناز 

جهت  یمقدمات یهاشیآزماابتدا  یکم مهیبه صورت ن هاژن

با  مرهایاتصال پرا نهیبه یو دماها تعداد مناسب چرخه

 طیشرا نی. بهترانجام شدو دما ها چرخه انیاستفاده از گراد

به  دنیشد که بر اساس نرس نییچرخه تع 95تعداد  ریتکث

محصولات حاصل  بود. PCRمحصولات  ریثابت در تکث تیوضع

 .ندشدبررسی درصد  2/8ژل آگارز  روی  RT-PCRاز واکنش

 0/5با غلظت ) بروماید ومیدیات یدر ظرف حاو هاژلسپس 

 80به مدت  (مقطر آب در شده قیرق تریلیلیم در وگرمکرمی

 اآنهاز  در آب مقطر، ژلبعد از شستن  .ندقرار داده شد قهیدق

 انجام شد. یبردارعکسژل داکیومنت  توسط دستگاه
 

 ی مورد مطالعه هاژنتوالی و دمای اتصال مربوط به آغازگرهای  -8جدول 

Table 1- Primer sequence and annealing temperature of the studied genes 

 آغازگر
Primers 

 توالی آغازگر
Primer sequence 

 دما
Temperature 

F- TaActin GCTTCCTCATGCTATCCTTC ºC0/00 

R- TaActin CCAGGAACTTCCATACCAAC ºC3/00 

F- TaWRKY10 GGCTTCGCTAGGACTTACC ºC0/00 

R- TaWRKY10 CGTAGGTGGTGAGGACGTA ºC07 

F- TaWRKY53 CCTTTCAGCAGGATGAGGTC ºC1/03 

R- TaWRKY53 ACCTTCTGCCCGTACTTCCT ºC8/05 

F-  ،)مستقیم( پرایمر فورواردR-  ،)پرایمر رورس )معکوسmelting temperature = (Tm) 

F=Forward, R=Reverse, (Tm)=melting temperature  
 

 بررسی مورد یهاژنبرای  RT-PCRواکنش  یحرارتهای چرخه -2جدول 

Table 2- RT-PCR thermal cycling for the studied genes 

 تعداد چرخه             
Cycle number 

 مرحله
Phase 

 زمان
Time 

 دما
Temperature (ºC) 

 34 قهیدق 0 هیواسرشت اول 8

 34 هیثان 40 واسرشت 

 * بسته به نوع ژن هیثان 40 اتصال 95

 72 هیثان 00 بسط 

 72 قهیدق 0 ییبسط نها 8

 گرادسانتیرجه د TaWRKY53 08 و برای گرادسانتیدرجه  TaWRKY10  01 ،گرادسانتیدرجه  TaActin 05ژن* دمای اتصال برای 

* Annealing temperature for TaActin is 60 ° C, TaWRKY10 58 ° C and for TaWRKY53 61 ° C 
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 یآمار یلو تحل ژن و تجزیه بیان آنالیز

ی که به صورت عکس تهیه کمیمهن RT-PCRز ا حاصل یجنتا

 GelQuantNETر افزانرم از استفاده با شدند

biochemlabsolutions.com   ند. شد یلتبد یکم یهاداده به

به عنوان ژن رفرنس انتخاب شد. تجزیه  (TaActinژن اکتین )

 SPSSافزار نرم از استفاده با اجرا شدهواریانس بر اساس طرح 

 توسطی حاصل هاداده یانگینم یسهمقاانجام شد و در پایان 

. صورت گرفت درصد 0 احتمال سطح در دانکن آزمون

 Microsoft Excel 2013 افزارنرم توسط مناسب ینمودارها

 .یدم گردرس هاژنبیان  یلتحل و یهتجز جهت

 

 

 

 

 نتایج و بحث

 RT-PCRهای و واکنش cDNAسنتز ، RNA ج استخرا

مناسب از بافت برگ  تیفیو ک تیبا کم RNAاستخراج 

 .دانجام ش ناژنیس تیارقام بم و تجن با استفاده از ک شهیو ر

بر  وگرمکرمی 0/5استخراج شده  RNAغلظت  نیانگیم

 یتمام یبرا  215به  205و نسبت طول موج  تریولکرمی

واکنش  ،cDNAپس از سنتز  بود. 3/8تا  7/8 نیبها نمونه

RT-PCR ( 2و  8کمی برای  هرسه ژن انجام شد )شکل نیمه

و  TaWRKY53ی  هاژنو نوارهای به دست آمده برای 
TaWRKY10 ( به کمک ژن اکتینTaActin .نرمال سازی شد )

ی ریشه و برگ گیاهان در دو هابافتبیان ژن در های داده

 دیلرکبه تنهایی و  میسد دیکلرآزمایش جداگانه تحت تیمار 

و سالیسیلیک اسید هم زمان به دست آمد که نتایج به  میسد

 شرح زیر است. 

 

 
مولار سدیم میلی 875در بافت برگ و ریشه ارقام بم و تجن گندم پس از تیمار با  TaWRKY10  جهت بررسی الگوی بیان ژن RT-PCRهای واکنش -8شکل 

ساعت  41و  24، 82 ،5( به ترتیب 4تا 8( بافت ریشه رقم تجن، )TR( بافت برگ رقم تجن، )TLریشه رقم بم، )( بافت BR( بافت برگ رقم بم، )BLکلرید. )

 ژن رفرنس. Actin و  DNAبازی  8055اندازه نمای  M( کنترل منفی، N.Cپس از اعمال تیمار، )
Figure 1- RT-PCR reactions to study the expression patterns of TaWRKY10 in leaf and root tissues of Bam and Tajan cultivars after treatment 

with 170 mM NaCl. (BL) leaf tissue of Bam cultivar, (BR) root tissue of Bam cultivar, (TL) leaf tissue of Tajan, (TR) root tissue of Tajan, (1 to 

4) 0, 12, 24 and 48 hours after treatment respectively, (NC) Negative Control, M 1500 bp DNA Marker and Actin, Reference Gene. 
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مولار سدیم میلی 875در بافت برگ و ریشه ارقام بم و تجن گندم پس از تیمار با  TaWRKY53 جهت بررسی الگوی بیان ژن RT-PCRهای واکنش -2شکل 

ساعت  41و  24، 82 ،5( به ترتیب 4تا 8( بافت ریشه رقم تجن، )TR( بافت برگ رقم تجن، )TLبافت ریشه رقم بم، )( BR( بافت برگ رقم بم، )BLکلرید. )

 .ژن رفرنس Actinو   DNA( اندازه نمای M( کنترل منفی، )N.Cپس از اعمال تیمار، )

Figure 2- RT-PCR reactions to study the expression patterns of TaWRKY53 in leaf and root tissues of Bam and Tajan cultivars after treatment 

with 170 mM NaCl. (BL) leaf tissue of Bam cultivar, (BR) root tissue of Bam cultivar, (TL) leaf tissue of Tajan, (TR) root tissue of Tajan, (1 to 
4) 0, 12, 24 and 48 hours after treatment respectively, (NC) Negative Control, M 1500 bp DNA Marker and Actin, Reference Gene. 

 

 تحت تیمار کلرید سدیم  TaWRKY10ژن  انیب

تحت تأثیر تیمار با سدیم کلرید  TaWRKY10الگوی بیان  ژن 

( و نتایج حاصل از تجزیه و تحلیل 8مولار )شکل میلی 875

آماری برای ژن  مذکور نشان داد که در رقم مقاوم )بم(، در 

ساعت نسبت  82هر دو بافت برگ و ریشه میزان بیان بعد از 

ی )سطح احتمال دارمعنیبه تیمار شاهد )سطح صفر( به طور 

50/5>P و  24( افزایش نشان داد ولی با گذشت زمان بعد از

ساعت پس از اعمال تیمار میزان بیان به سطح تیمار شاهد  41

 82برگشت. برای این ژن بیشترین میزان آن در برگ بعد از 

 82برابر نسبت به شاهد( و در ریشه نیز بعد از  7/9ساعت )

برابر نسبت به شاهد( پس از اعمال تیمار شوری  4/2ساعت )

تجن( بیان ژن الف(. در رقم حساس ) 9مشاهده گردید )شکل 

مذکور در هر دو بافت برگ و ریشه روندی کاهشی را نشان 

ساعت  24داد، به طوری که کمترین مقدار آن در برگ بعد از 

ساعت پس از اعمال تیمار دیده شد   82و در ریشه نیز بعد از 

 ب(.  9)شکل 
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مولار سدیم کلرید. )الف( رقم میلی 875ساعت پس از اعمال تیمار  41و  24، 82، 5در بافت برگ و ریشه در  TaWRKY10نمودار میزان بیان ژن   -9شکل 

 درصد با هم ندارند. 0ی در سطح احتمال دارمعنید. حروف یکسان اختلاف باشمیتکرار  9بم، )ب( رقم تجن.  مقادیر میانگین 

Figure 3- Level of expression of TaWRKY10 in leaf and root tissues at 0, 12, 24 and 48 hours after 170 mM NaCl treatment. (a) Bam, (b) Tajan. 

The values are the mean of 3 replicates. Means with the same letters are not significantly different at 5 percent level. 

 

 تحت تیمار کلرید سدیم  TaWRKY53ژن  انیب

تحت تأثیر تیمار با سدیم  TaWRKY53نمودار الگوی بیان  ژن 

نشان داده شده است. نتایج  4مولار در شکل میلی 875کلرید 

 نیز TaWRKY53حاصل از تجزیه و تحلیل آماری برای ژن  
مولار در رقم مقاوم میلی 875نشان داد که تیمار سدیم کلرید 

الف(.  4ی بر بیان این ژن ندارد )شکل دارمعنی)بم(، تأثیر 

ی نسبت به شاهد دارمعنیولی در رقم حساس )تجن( افزایش 

 4ساعت روی داد )شکل  82در هر دو بافت پس از گذشت 

 82ب(، به طوری که بیشترین میزان بیان در برگ بعد از 

ساعت  24برابر نسبت به شاهد( و در ریشه بعد از  0/9ساعت )

رابر نسبت به شاهد( پس از اعمال تیمار  مشاهده شد ب 9/8)

 ب(.  4)شکل 

 

 
مولار سدیم کلرید. )الف( رقم میلی 875ساعت پس از اعمال تیمار  41و  24، 82، 5در بافت برگ و ریشه در  TaWRKY53نمودار میزان بیان ژن   -4شکل 

 .ندارند هم با درصد 0 احتمال سطح در یدارمعنی اختلاف یکسان د. حروفباشمیتکرار  9بم، )ب( رقم تجن.  مقادیر میانگین 
Figure 4- Level of expression of TaWRKY53 in leaf and root tissues at 0, 12, 24 and 48 hours after 170 mM NaCl treatment. (a) Bam, (b) Tajan. 

The values are the mean of 3 replicates. Means with the same letters are not significantly different at 5 percent level. 
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تحت تیمار همزمان سالیسیلیک  TaWRKY10ژن  انیب

 اسید و کلرید سدیم 

ی بدست آمده هادادهنتایج حاصل از تجزیه و تحلیل آماری 

همزمان در اثر تیمار  TaWRKY10نشان داد که بیان ژن 

سالیسیلیک اسید و سدیم کلرید در رقم مقاوم )بم( پس از 

الف(، به  0دهد )شکل اعمال تنش روند افزایشی را نشان می

ساعت پس از اعمال  24طوری که بیشترین میزان بیان بعد از 

برابر نسبت به شاهد بود. ولی  2تیمار مشاهده شد که حدود 

در بیان ژن مذکور  یدارمعنیدر رقم حساس )تجن( تغییرات 

ب(. در رقم تجن میزان بیان ژن  0مشاهده نگردید )شکل 

TaWRKY10  تحت تیمار همزمان سالیسیلیک اسید و سدیم

کلرید نیز بیشتر از حالت تیمار با سدیم کلرید به تنهایی بود  

ب( ولی در رقم بم میزان بیان تحت تیمار همزمان  0)شکل 

بیشتر از  41و  24عات ساعت یعنی در سا 82پس از گذشت 

 الف(. 0حالت تیمار تنها با سدیم کلرید بود )شکل 

 

 
مولار سالیسیلیک اسید میلی 8/5ساعت پس از اعمال تیمار همزمان  41و  24، 82، 5در بافت برگ در  TaWRKY10نمودار روند میزان بیان ژن  -0شکل 

 درصد 0 احتمال سطح در یدارمعنی اختلاف یکسان د. حروفباشمیتکرار  9مولار سدیم کلرید. )الف( رقم بم، )ب( رقم تجن.  مقادیر میانگین میلی 875و 

 ندارند. هم با

Figure 5- Trend of TaWRKY10 expression in leaf tissue at 0, 12, 24 and 48 hours after simultaneous treatments with 0.1 mM salicylic acid and 

170 mM sodium chloride. (a) Bam, (b) Tajan. The values are the mean of 3 replicates. Means with the same letters are not significantly different 

at 5 percent level. 

 

 تحت تیمار همزمان سالیسیلیک اسید و کلرید سدیم  TaWRKY53ژن انیب

در اثر تیمار همزمان  TaWRKY53نتایج بررسی بیان ژن 

سالیسیلیک اسید و سدیم کلرید نشان داد که در رقم مقاوم 

ساعت  41و  24روند کاهشی و پس از ساعت  82)بم( پس از 

ولی در رقم حساس  الف(. 0سطح شاهد رسید )شکل دوباره به 

ب(.  0سطح بیان ژن تقریبا ثابت بود )شکل  هازماندر همه 

تحت تیمار همزمان  TaWRKY53در رقم تجن سطح بیان ژن 

سالیسیلیک اسید و سدیم کلرید درمقایسه با حالت تیمار با 

ولی در رقم بم  (،ب 0شکل تنهایی کمتر بود ) سدیم کلرید به

در سطح بیان دو نوع تیمار مشاهده ای اختلاف قابل ملاحظه

 الف(. 0نگردید )شکل 
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مولار سالیسیلیک اسید و میلی 5.8ساعت پس از اعمال تیمار همزمان  41و  24، 82، 5در بافت برگ در  TaWRKY53نمودار روند میزان بیان ژن  -0شکل 

 با درصد 0 احتمال سطح در یدارمعنی اختلاف یکسان د. حروفباشمیتکرار  9مولار سدیم کلرید. )الف( رقم بم، )ب( رقم تجن.  مقادیر میانگین میلی 875

 ندارند. هم

Figure 6- Trend of TaWRKY53 expression in leaf tissue at 0, 12, 24 and 48 hours after simultaneous treatments with 0.1 mM salicylic acid and 

170 mM sodium chloride. (a) Bam, (b) Tajan. The values are the mean of 3 replicates. Means with the same letters are not significantly different 

at 5 percent level. 
 

بینی محدودیت یا نوسانات غیر قابل پیشها تنش

هستند که بر روی الگوی عادی متابولیکی گیاه تحمیل 

 ,.Gaspar et alگردند )ند و باعث صدمه یا بیماری میشومی

ی موثر و تعیین الگوی بیان آنها در هاژن(. شناسایی 2002

د تا راهکارهای مؤثری در شومی موجب هاتنشپاسخ به انواع 

اصلاح گیاهان جهت بهبود تحمل به تنش ایجاد گردد 

(Cushman and Bohnert, 2000 در .)ی اخیر با در هاسال

ی مطالعه بیان ژن، توجه بسیاری از هاروشاختیار داشتن 

در گیاهان متحمل و  هاژنمحققین به مقایسه الگوی بیان 

ی زنده و یا غیر زنده جلب شده است. از هاتنشحساس به 

، عوامل هاتنشر در پاسخ به یدرگ یمیی تنظهاژنجمله 

در  هاتنشسی هستند که نقش مهمی را در پاسخ به یرونو

اده ین آنها خانوترمهمکه یکی از  کنندمیگیاهان مختلف ایفا 

جزو  WRKYد. فاکتورهای رونویسی باشمی WRKYژنی 

ند که نقش شومیخانواده بزرگی در گیاهان عالی محسوب 

 ی زنده و غیرزندههاتنشمهمی در رشد، متابولیسم و پاسخ به 

(. در مطالعات انجام شده Zhou et al., 2008) کنندمیایفا 

( گزارش شده است که ژن 2008ن )همکارا Zhouتوسط 

GmWRKY54  مقاومت به شوری را در گیاه آرابیدوپسیس

( با بررسی 2013و همکاران )  Wang. همچنین کندمیالقاء 

گندم در گیاه  TaWRKY10الگوی بیان فاکتور رونویسی 

تراریخت توتون نشان دادند که این ژن با تعدیل اسمزی و 

ی وابسته به تنش، یک فاکتور مؤثر در هاژنتأثیر بر رونویسی 

د. در این پژوهش نیز شومیفرایند مقاومت به شوری محسوب 

نشان داد  TaWRKY53و  TaWRKY10ی هاژنالگوی بیان 

در شرایط تنش شوری در رقم مقاوم تر  TaWRKY10که ژن 

گندم )بم(، در هر دو بافت برگ و ریشه نسبت به تیمار شاهد 

ی افزایش بیان پیدا کرد دارمعنیطور  ساعت به 82بعد از 

ساعت پس از اعمال تنش به  24ولی با گذشت زمان بعد از 

سطح شاهد رسید. همچنین در رقم حساس تر )تجن( کاهش 

ی در میزان بیان ژن مذکور در هر دو بافت مشاهده دارمعنی

( مطابقت 2013و همکاران )   Wang. این نتایج با مشاهداتشد

در رقم حساس  TaWRKY53دارد. همچنین میزان بیان ژن 

ی افزایش یافت ولی در دارمعنیتر به شوری )تجن( به صورت 

ی در الگوی بیان این ژن دارمعنیرقم مقاوم )بم( تأثیر 

 TaWRKY53ژن  رسدمی مشاهده نگردید. بنابراین به نظر

 رد،  که شایدتأثیر معکوس را در مقاومت به شوری در گندم دا

ی القاء شونده در شرایط تنش از هاژنبه دلیل رابطه متقابل 

 TaWRKY53با ژن  هاژنو یا سایر  TaWRKY18جمله ژن 
در رقم مقاوم باشد. همچنین گزارش شده است که ژن 

WRKY53 ( در فرایند پیری نقش داردAy et al., 2009; 

Miao and Zentgraf, 2010 تنش، ( و بیان آن در شرایط

د یابمیی حساس به تنش افزایش هاتیپمخصوصاً در ژنو

(Ishihama and Yoshioka, 2012 در مطالعه روی گیاه .)

0

1

2

3

4

0h 12h 24h 48h

ن
ژ
ی 

سب
 ن
ن
یا
ب

زمان

(ب)

NaCL SA*NaCL

a a a a
0

0.5

1

1.5

0h 12h 24h 48h

ن
ژ
ی 

سب
 ن
ن
یا
ب

زمان

(الف)

NaCL SA*NaCL

b

ab aba



 661                                                                                                         سی و سه مرده معروفی، بهرام نژاد و احدی، 

آرابیدوپسیس نیز نتایج نشان داده شده است که بیش بیان 

ی محیطی از هاتنشتأثیر منفی در مقاومت به  WRKY53ژن 

(. بنا براین (Sun and Yu, 2015جمله شوری و خشکی دارد 

ام ی دیگر در ارقهاژنالگوی متفاوت بیان ژن مذکور نسبت به 

د ناشی از نقش متفاوت توانمی مقاوم و حساس گندم احتمالاً

در گندم نقش  TaWRKY10که  رسدمی این ژن باشد. به نظر

 .کندمی مهم تری در مقاومت به شوری ایفا

ی گیاهی است که هارمونسالیسیلیک اسید یکی از هو

ی محیطی از جمله شوری، هاتنشهنگام مواجهه گیاه با 

اتیو در گیاه را فعال نموده و در تقویت اکسیدنتیسیستم آ

غشای سلولی و خنثی کردن خطر افزایش مقدار اکسیژن فعال 

موثر است. در پژوهش حاضر به منظور بررسی تأثیر 

سالیسیلیک اسید در کاهش اثرات منفی تنش شوری، الگوی 

در شرایط تیمار  TaWRKY53و   TaWRKY10ی هاژنبیان 

 یک اسید به صورت همزمان نیز موردبا کلرید سدیم و سالیسیل

بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد که در هر دو رقم، میزان 

تحت تیمار همزمان کلرید سدیم و  TaWRKY10 بیان ژن

سالیسیلیک اسید نسبت به حالت تیمار تنها با سدیم کلرید 

روندی  WRKY53افزایش بیان نشان داد، ولی میزان بیان ژن 

مطالعات بر روی گیاه مدل آرابیدوپسیس کاهشی داشت. در 

تأثیر منفی در مقاومت  WRKY53نشان داده شد که بیان ژن 

 Sunی محیطی از جمله شوری و خشکی دارد )هاتنشبه 

and Yu, 2015 همچنین دیگر محققین نشان دادند که این ،)

 ,.Ay et al) و تسریع پیری نقش دارد هادانهژن در تجزیه رنگ

2009; Miao and Zentgraf, 2010  رسدمی(. بنابراین به نظر 

در ارقام حساس تحت تنش  WRKY53که افزایش بیان  ژن 

شوری و کاهش بیان تحت تأثیر توأم تیمار سدیم کلرید و 

سالیسیلیک اسید  ناشی از تأثیر منفی آن در مقاومت به 

 Miao andی محیطی از جمله شوری در گندم باشد )هاتنش

Zentgraf, 2007 ث باع دتوانمی دیاس کیلیسیسال(. کاربرد

شده و احتمالا کاهش خطرات آن  WRKY53کاهش بیان ژن 

را جبران کند. به طور کلی با توجه به نتایج بدست آمده، به 

که کاربرد سالیسیلیک اسید بتواند در گندم باعث  رسدمینظر 

 افزایش سازگاری به تنش شوری شود. 

ن ی نویهاروشدر راستای به کارگیری اصلاح ژنتیکی و 

جام شده غلات انی هاگونهبیوتکنولوژی تحقیقاتی نیز در دیگر 

و همکاران  Duبه مطالعات  توانمیاست. از جمله آنها 

(. اشاره کرد که در آزمایشات خود نشان دادند که بیش 2013)

 Arabidopsisدر برنج و آرابیدوپسیس ) TaSIPبیان ژن 

thaliana) د منجر به القاء مقاومت به شوری و خشکی توانمی

( با جداسازی و 2557) همکاران و Chenشود. همچنین 

از برنج، گزارش کردند که این ژن   OsNHX1بررسی بیان ژن 

باعث افزایش قابل توجهی در بهبود تحمل به تنش شوری در 

( در مطالعات 2011و همکاران نیز ) He .دشومی برنج آپلند

از گندم و  TaMYB73خود با جداسازی فاکتور رونویسی 

انتقال آن به گیاه آرابیدوپسیس نشان دادند که بیش بیان این 

ژن مقاومت به شوری را در گیاه آرابیدوپسیس بهبود 

 هانژد. چندین مطالعه دیگر نیز به بررسی الگوی بیان بخشمی

ت در گیاهان در شرایط یی که دارای نقش مهم در ایجاد مقاوم

 لپرداخته اند و این نقش آنها را با انتقا ،تنش شوری هستند

 Huang et al., 2003; GAO)به گیاهان دیگر ثابت کرده اند 

et al., 2010; Huang et al., 2012; Wang et al., 2013; 

Guan et al., 2003 .) 
 

 ی کلیگیرجهنتی

از  هاژنکه برخی  دهندمی به طور کلی این مطالعات نشان

جمله فاکتورهای رونویسی نقش مهمی در بهبود و اصلاح 

نتیجه  توانمی در مقاومت به شوری دارند. در خاتمه گیاهان

گرفت که نتایج این تحقیق در راستای تایید نقش فاکتورهای 

ی مورد توجه است و در ایجاد و در مقاومت به شوررونویسی 

 .د به کار گرفته شودتوانمی معرفی ارقام گندم مقاوم
 

از دانشگاه کردستان جهت تامین هرینه  تشکر و قدردانی: 

 د.شومی انجام این تحقیق قدردانی
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Abstract 
Genetically improvement for salinity resistance is one of the most effective breeding methods for 

wheat. But understanding the mechanism, assessing and identifying salinity tolerance genes is a 

prerequisite for genetic modification. The role of a number of families of transcription factors has 

been proven in response to environmental stresses, hence, their identification and investigation 

facilitates the possibility of overcoming stresses. Considering the significant role of the important 

family of WRKY transcription factors in response to stresses, the expression of two important 

genes of this family including TaWRKY10 and TaWRKY53 in different tolerant and susceptible 

cultivars of wheat was investigated. The results showed that TaWRKY10 exhibited different 

expressions in susceptible wheat (Tajan) and resistant (Bam) cultivars. In resistant cultivar (Bam) 

under saline conditions over a period of 48 hours, TaWRKY10 showed more expression level in 

both leaf and root tissues than the control and also the sensitive (Tajan) cultivar. However, the 

expression of TaWRKY53 was different in resistant and susceptible cultivars. TaWRKY53 in 

susceptible cultivar (Tajan), over the period of 48 hours, showed more expression level than the 

control and resistant cultivar (Bam) in leaves and root tissues. Also, by using salicylic acid under 

salinity stress, the expressions of TaWRKY10 and TaWRKY53 in Tajan and Bam cultivars were 

different. In general, our results show that WRKY transcription factors can play a role in 

generating resistance to salinity stress in wheat and therefore can be used in genetic improvement. 
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