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سويا با استفاده از  در ارقام حساس و متحمل به خشكي BZIP و OSBP ،CATهاي الگوي بيان ژن

PCR در زمان واقعي 
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  چكيده

هاي مشخصي در مقابل اثرات  علامت دهنده موجب القاي ژن در شرايط تنش خشكي، سيستم 

هاي غيرزنده رساني تنشاز فاكتورهاي رونويسي در سيگنال BZIPژن . شود هاي محيطي مي آور تنش زيان

فعال شده و باعث بسته  ABAاين ژن با . هاي مختلف در گياهان نقش داردو در تنظيم پاسخ به تنشبوده 

در هاي فيزيولوژيكي دهي برخي واكنشنقش كليدي در سيگنالداراي  OSBP ژن . شود ها ميشدن روزنه

كسيد هيدروژن به آب است كه تبديل پرا احياكنندههاي از سري آنزيم) CAT(كاتالاز . باشدميپاسخ به تنش 

در اين . كندو مولكول اكسيژن را كاتاليز و از سلول در برابر اثرات سمي پراكسيد هيدروژن حمايت مي

تيمار تنش . اي كشت شدنددر شرايط گلخانه) حساس( L17و ) متحمل( Williamsتحقيق دو رقم سويا 

كل از برگ و ريشه در دو سطح  RNAاستخراج . روز اعمال شد 7خشكي از مرحله دو برگي به مدت 

از ژن . انجام شد Real Time PCRجهت استفاده در  cDNAساخت شاهد و تنش صورت گرفت و سپس 

نشان  Ctهاي ها با استفاده از منحنيتجزيه داده. ها استفاده شدبراي نرمال كردن داده 18SrRNAدار خانه

حدود دو برابر  Williamsافزايش در رقم متحمل در تنش خشكي بود و اين  BZIPدهنده افزايش بيان ژن 

تحت تنش خشكي بين دو رقم  OSBPاختلاف بيان ژن . و در ريشه بيشتر از برگ بود L17رقم حساس 

Williams  وL17 بيان ژن كاتالاز در تنش خشكي در رقم . دار نگرديدمعنيWilliams   حدود دو برابر رقم

L17  ها منجر به افزايش تحمل با توجه به اينكه افزايش بيان اين ژن. گ بودو همچنين در ريشه بيشتر از بر

هاي پرعملكرد سويا در راستاي افزايش تحمل به خشكي در ژنوتيپ هاشود، انتقال اين ژنخشكي مي

  .مناسب و موثر ارزيابي گرديد

  سويا، OSBP ،CAT، BZIP ،تنش، qRT-PCR: كلمات كليدي
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  مقدمه

هاي اساسي ديتتنش خشكي از محدو

وري و عملكرد محصول و تنش عمده محيط بهره

 ,Ashraf(زيست در كشاورزي جهان است 

2009; Cattivelli et al., 2007; Ashraf et al., 

هاي گوناگون تواند بر جنبهكمبود آب مي ).2011

فرآيندهاي فيزيولوژيكي، بيوشيميايي و 

اين  مورفولوژيكي گياه سويا تاثير منفي بگذارد و

بندي، تثبيت نيتروژن، رشد و به نوبه خود بر گره

عملكرد سويا اثر گذار بوده و منجر به كاهش 

 ,.Ashraf et al(شود رشد و عملكرد محصول مي

بهبود ژنتيكي براي تحمل  ،بنابراين). 2011

خشكي يكي از راهكارهاي اقتصادي براي 

افزايش ثبات در توليد محصولات از جمله سويا 

در شرايط ). Nevo and Chen, 2010(است 

پسابيدگي گياهان پس از بروز تنش در سطح 

علامت دهنده موجب القاي  مولكولي، سيستم 

آور  هاي مشخصي در مقابل اثرات زيان ژن

شود كه محصولات برخي از  هاي محيطي مي تنش

ها در محافظت از گياه شركت كرده و  اين ژن

 Bartels( شوند موجب حفظ ساختار سلولي مي

and Sunkars, 2005; Suprunova et al., 

بدين لحاظ گياهان از طريق فرآيندهاي . )2004

فيزيولوژيكي، بيوشيميايي و سلولي و مولكولي به 

ها پاسخ داده و خود را با شرايط محيطي اين تنش

 ,Thomashow)سازندمنطبق و يا متحمل مي

1999; Bray et al., 2000; Shinozaki et al., 

به محض بروز تغييرات درون سلولي،   (2003

مختلفي به منظور تبديل  1مسيرهاي پيام رساني

تنش فيزيكي به يك پاسخ بيوشيميايي مناسب 

-اي از ژنها بيان دستهشروع شده و هر يك از آن

شوند هاي پاسخ دهنده به تنش را سبب مي
(Xiong & Zhu, 2001; Leonardis et al., 

ها نه تنها در حفاظت اي اين ژنهفرآورده (2007

-نمايند، بلكه در تنظيم ژنسلول از تنش عمل مي

هاي درگير در پيام رساني پاسخ به تنش نيز وارد 

 (Maruyama et al., 2004).شوند عمل مي

توان براساس نوع ها را ميهاي اين ژنفرآورده

 گروه. بندي نمودقهبها به دو گروه طعملكرد آن

-ها، پروتئينهايي نظير چاپرونوتئيناول شامل پر

-هاي اواخر دوره جينينهاي كانال آبي، پروتئين

2زايي
(LEA)ها، هاي بيوسنتز اسموليت، آنزيم

ي هاي تغيير دهندهزدايي و آنزيمهاي سمآنزيم

ليپيدهاي غشايي است كه در تحمل به تنش نقش 

گروه دوم شامل عوامل پروتئيني درگير در . دارند

م بيان ژن و پيام رساني در پاسخ به تنش تنظي

توان كينازها، باشند كه از اين دسته ميغيرزنده مي

هاي درگير در متابوليسم فسفوليپيدها و آنزيم

 Yamaguchi)را نام برد  (TF) 3عوامل رونويسي

and Shinozaki, 2005; Maruyama et al., 

 trans)هايي عوامل رونويسي، پروتئين  (2004

acting)  هستند كه بيان ژن را از طريق اتصال به

واقع در  DNA (cis acting)هاي خاصي از توالي

آنها را تقويت يا باز  ،هاي هدفپروموتر ژن ناحيه

                                                             

1 - Signal Transduction 

2 - Late embryogenesis abundant 

3 - Transcription Factor  
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هاي عوامل رونويسي، بخش قابل ژن. دارندمي

ها و از جمله هاي همه يوكاريوتتوجهي از ژنوم

 Riechmann et)دهند گياهان آلي را تشكيل مي

al., 2000)  ،مشخص شده است كه در گياهان

ها تواند بيان بسياري از ژنيك عامل رونويسي مي

-cisرا از طريق اتصال اختصاصي به عنصر 

acting هاي هدف، كنترل در ناحيه پروموتر ژن

. (Nakashima and Shinozaki, 2005)كند 

هاي زيادي از اين عوامل، تحت تأثير تنش خانواده

ها، ترين آنگيرند كه از جمله مهمقرار مي

، BZIP (Uno et al., 2000)هاي پروتئين

WRKY (Martin and Paz-Ares, 1997) ،

DREB (Sakuma et al., 2006) ،NAC (Xue et 

al., 2006) ،MYC  وMYB (Yamaguchi and 

Shinozaki, 2005) توان نام بردرا مي .  

از فاكتورهاي رونويسي در  BZIPژن 

هاي غيرزنده بوده و در تنظيم رساني تنشلسيگنا

. هاي مختلف در گياهان نقش داردپاسخ به تنش

فعال شده و باعث بسته شدن  ABAاين ژن با 

شود، لذا افزايش بيان اين ژن منجر به ها ميروزنه

در . شودتحمل به تنش خشكي ميافزايش 

جدا شده  BZIPاي انتقال عامل رونويسي مطالعه

به توتون و تنباكو باعث  Poncirus trifoliataاز 

تحت تنش خشكي  PtrABF ژن بيانافزايش 

نسبت به نوع وحشي گرديد، بطوري كه اين ژن 

و  (ROS) 1هاي فعال اكسيژنگونه از طريق مهار

هاي آنتي هاي پاسخ به تنش و آنزيمبيان ژن

                                                             

1- Reactive oxygen species 

تحمل كم آبي در توتون اكسيدانت در سطوح بالا، 

). Huang et al., 2010(داد يش افزارا و تنباكو 

مشخص ن درساگذاري اي با تكنيك لكهدر مطالعه

در ژنوم سويا  BZIPاز كه تنها يك نسخه  شد

تجزيه و . )Gao et al., 2011( استموجود 

متعلق  GmBZIP1تحليل فيلوژنتيكي نشان داد كه 

 است BZIPخانواده از  AREBهاي به زيرخانواده

  مرتبط است OsTRAB1و  AtABF2 اببيشتر و 

)Gao et al., 2011( .ژن بيان GmBZIP1  به

خشكي، نمك بالا و  تنش، ABAشدت توسط 

 GmBZIP1 مشخص شده و هدماي پايين القا شد

-تحت شرايط تنشسويا  و برگ ، ساقهدر ريشه

 ,.Gao et al(د مي شوبيان  مذكور هاي مختلف

و  هادر پروكاريوتآنزيم كاتالاز كه هم ). 2011

در حفاظت  وجود دارد،ها يوكاريوتهم در 

نقش داشته و ها از اثرات سمي پراكسيد سلول

پراكسيد هيدروژن به آب و  كاتاليز تبديل باعث

تنش اعمال با در آزمايشي . شودمي اكسيژن

خشكي بر گياه سويا در مرحله گلدهي، نتيجه 

، گرفتند كه ميزان بيان ژن كاتالاز افزايش يافت

با ميزان بيان ژن  برگ ميزان كلروفيل نهمچني

 نشان داد يدارمعنيمنفي و كاتالاز همبستگي 

)Mazandarani et al., 2012 .( ژن OSBP  نقش

هاي دهي در برخي واكنشكليدي در سيگنال

طبق . فيزيولوژيك براي پاسخ به تنش دارد

ممكن است در برخي  GmOSBPژن  ،هابررسي

ي براي پاسخ به تنش هاي فيزيولوژيكاز واكنش

در آزمايشي . در سويا درگير و نقش داشته باشد
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ساعت از شروع تنش شوري با كلريد  6پس از 

ميلي مولار به گياهچه سويا، مشاهده  300سديم 

در ريشه و ساقه به طور  OSBPكردند كه بيان ژن 

اي افزايش يافت، در حالي كه بعد از قابل ملاحظه

. قه بيشتر از ريشه بودساعت سطح بيان در سا 24

در برگ بسيار افزايش  OSBPهمچنين بيان ژن 

  ). Li et al., 2007(نشان داد 

هدف از اين تحقيق، بررسي الگوي بيان سه 

در شرايط تنش  BZIP و OSBP ،CATژن 

در  PCRخشكي در گياهچه سويا با استفاده از 

  . بودزمان واقعي 

  

  هامواد و روش

و ) حمل به خشكيمت( Williamsبذور رقم 

از موسسه اصلاح ) حساس به خشكي( L17لاين 

بذور تحت . و تهيه نهال و بذر كرج تهيه گرديد

 16گراد و درجه سانتي 30 ±2شرايط دمايي 

 8گراد و درجه سانتي 20 ±2ساعت روشنايي و 

 ساعت تاريكي در دو سطح نرمال و تنش

، در گلخانه تحقيقاتي دانشگاه بين المللي خشكي

مدت زمان اعمال . كشت گرديد) ره(مام خميني ا

روز  7تنش خشكي از مرحله دو برگي به مدت 

ها در روز اي شدن برگبود و با مشاهده لوله

، OSBPهاي هفتم، جهت بررسي الگوي بيان ژن

CAT و BZIP برداري از اندام برگ و ريشه نمونه

ها پس از جمع آوري نمونه. صورت گرفت

را در نيتروژن مايع قرار داده و ها بلافاصله آن

كل در مرحله بعد، در دماي  RNAبراي استخراج 

  . نگهداري شدند -80

برگ،  سنجش محتوي آب نسبيجهت 

نمونه برگ در هر تكرار برداشت و بلافاصله وزن 

به منظور تعيين وزن . گيري شدها اندازه تر برگ

ساعت در شدت  12ها به مدت تورژسانسي، برگ

براي آنكه كاهش وزني در اثر فعاليت (نور كم 

در داخل آب مقطر قرار داده ) تنفسي رخ ندهد

ها در اين گيري وزن برگشدند و پس از اندازه

 70ساعت در آون  48ها به مدت شرايط، برگ

ها  و وزن خشك آن ندگراد قرار گرفتدرجه سانتي

از رابطه زير بدست  RWCمقدار . گيري شداندازه

وزن  Wtوزن تازه برگ،  Wfن رابطه در اي .آمد

باشد  وزن خشك برگ مي Wdتورژسانس برگ و 

)Ritchie and Nguyen, 1990.(  
%RWC = [(Wf – Wd) / (Wt – Wd)] ×100   

                                                       

 RNX-Plusبا استفاده از كيت استخراج 

Solution )شركت سيناكلون( ،RNA ستخراج و ا

 با استفاده از نانودراپ RNAجهت تعيين غلظت 

)NanoDrop 1000 spectrophotometer ( 

 280و  260 ،230 طول موج جذب هر نمونه در

ژنومي و  DNAبراي حذف . نانومتر خوانده شد

 ,Quanti Tect(از كيت  cDNAسنتز رشته اول 

Reverse Transcription Kit, Cat. No. 

براي . كياژن استفاده گرديدكمپاني ) 205311

ژنومي ابتدا يك ميكروگرم از  DNAحذف 

كل به درون يك ميكروتيوب  RNAمحلول 

ml2/0 DEPC اين . و اتوكلاو شده اضافه شد
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 gDNA  Wipeout(مرحله با استفاده از تركيب 

µl2 ،Template RNA µg1  و رسانيدن حجم

انجام ) RNAas-free waterبا ( µl14نهائي به 

ماري دقيقه در بن 2ها به مدت سپس تيوب .شد

در . درجه سانتيگراد قرار گرفتند 42در دماي 

ادامه مخلوط واكنش لازم براي مرحله رونويسي 

 Quantiscript(معكوس به صورت تركيب 

Reverse Transcriptase µl1 ،Quantiscript 

RT Buffer 5x µl4 ،RT Primer mix µl1 ( تهيه

 DNAاز  مرحله حذف الگو  RNAسپس . شد

به هر تيوب كه ) ميكروليتر 14با حجم (ژنومي 

شامل مخلوط واكنش رونويسي معكوس بود، 

. ميكروليتر رسيد 20اضافه شد تا به حجم نهايي 

درجه  42دقيقه در بن ماري  15ها به مدت تيوب

 95دقيقه در بن ماري  3سانتيگراد و بعد به مدت 

 براي انجام . ددرجه سانتيگراد قرار داده شدن

PCR از  در زمان واقعيcDNA  تهيه شده به

 . برابر رقيق شده، تهيه شد 10عنوان استوك 

 , [با استفاده از كيت  Real time PCRواكنش 

Bulk. Cod. RR820L)Tli RNaseH Plus (

SYBR [Premix Ex TagII  كمپاني تك آرا و با

مدل  -RT-PCR BIO-RADاستفاده از دستگاه  

CFD-3120  انجام گرديدآمريكا ساخت كشور .

-براي نرمال كردن داده 18SrRNAدار از ژن خانه

  . ها استفاده شد

آغازگرها با استفاده از نرم افزار  توالي

SoftBerry  وPrimer designing tool  به

آغازگرها جهت . دندطراحي ش 1صورت جدول 

، سفارش داده )سيناژن(سنتز به شركت سيناكلون 

ه منظور اطمينان از كارايي و عملكرد ب. شد

 .انجام شد PCRواكنش  ،اختصاصي آغازگرها

در دو اندام  در زمان واقعي PCRنهايتاً واكنش 

تكرار تكنيكي و با استفاده از  2ريشه و برگ در 

در  PCR واكنش .تكنيك سايبرگرين انجام گرديد

 .Bulk. Cod , با استفاده از كيتزمان واقعي 

RR820L])Tli RNaseH Plus( Ex TagII 

SYBR [Premix براي . به شرح زير انجام گرفت

 10، سايبرگرين به مقدار PCR هر واكنش

ميكروليتر، آغازگرهاي رفت و برگشت با غلظت 

ميكروليتر،  5/0پيكومول از هر يك به مقدار  10

cDNA ميكروليتر و در   2رقيق شده به مقدار

ير شده به حجم نهايت با آب استريل و دوبار تقط

به منظور اجتناب از . ميكروليتر رسانده شد 20

بروز هر گونه اختلاف در تهيه واكنش بين 

تيمارهاي مختلف، همواره محلول مادري با حجم 

-و در چاهك ها تهيه شدمتناسب با تعداد واكنش

تقسيم در زمان واقعي  PCRهاي پليت مخصوص 

ارهاي از تيم cDNAگرديد و بعد از اضافه كردن 

چسب شفاف  ها، روي پليت بامختلف به آن

پس از آن پليت با . مخصوص پوشانده شد

 Lab Netمدل  وژيسانتريفميكرواستفاده از 

 PCRشده و در دستگاه  رسوب داده، ساخت كره

   . قرار گرفتدر زمان واقعي 
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  .qRT-PCRمشخصات آغازگرهاي استفاده شده جهت  -1جدول
              Table 1- List of primers used for qRT-PCR. 

  اندازه قطعه
Fragment 

Size (bp)  

  تعداد نوكلئوتيد
Number of 

nucleotide  

  )5َ        3َ(  توالي آغازگر 
Primer Sequence  

  نام آغازگر
Primer Name  

120 

  
20 CAGTGGCGAGGCGCGGGGCC GM-BZIP F  
20  GAACCTCTCGAACTCGTTGT  GM-BZIP R  

130 

  
20  GTCAACCATCGCCGCAAGCC OSBP F  
20  CCATGCCACTCGATCCTCCC OSBP R  

188 
21  GCCAACCACAGCCATGCCACT CAT F  
21 AGGACCAAGCGACCAACAGGC CAT R  

148 
19  TTTCGTCTACGTCGCATTT  18SrRNA F 

19 CGTGGAGCAAGTCGTGTAA 18SrRNA R 

  

 واسرشت سازي اوليه دربا  PCRواكنش 

o دماي
C 94 40 با آغاز ودقيقه  3مدت  و به 

oسازي در دماي واسرشتاي دو مرحلهچرخه 
C 

طويل شدن ، اتصال آغازگر و ثانيه 10به مدت  94

o در دماي  رشته
C 60  ادامه  ثانيه 50به مدت

در نهايت به منظور رسم منحني ذوب . يافت

-چرخه 90 گراد طيدرجه سانتي 50دما از ميزان 

. رسيدگراد درجه سانتي 95اي به ثانيه 10ي 

تصحيح كارايي  ميزان بيان ژن با روش سپس

∆∆Ct
1)Pfaffi, 2001 ( هاي  داده. شدمحاسبه

دار  خانهژن  يها داده حاصل با استفاده از

18SrRNA  به عنوان كنترل داخلي نرمال شده و

هاي مختلف  سپس ميزان تغييرات بيان ژن در تنش

دست آوردن پس از ب .شدسنجيده  نسبت به شاهد

هاي  مربوط به هر ژنوتيپ بيان) CT(حد آستانه 

پس از . مربوط به هر نمونه محاسبه گرديد

ها، تجزيه واريانس و اطمينان از  نرمال بودن داده

                                                             

1-Efficiency adjusted  ∆∆Ct 

ها به روش دانكن با استفاده از نرم مقايسه ميانگين

ميزان همبستگي بين . انجام گرفت  SPSSافزار

 SPSS نرم افزار ها نيز به كمكميزان بيان ژن

 در نهايت رسم نمودارها با نرم افزار . محاسبه شد

EXCEL انجام گرفت.  

  

  نتايج و بحث 

  اثر تنش خشكي بر روابط آبي گياه

محتواي نسبي آب نتايج تجزيه واريانس 

 بين RWC ميزان نشان داد، كه، )RWC( 2برگ

روز تنش  7بعد از  L17و  Williamsرقم دو 

در . دارندداري  تلاف معنياخ% 5خشكي در سطح 

ي نسبي آب امحتو Williamsشرايط تنش رقم 

بالاتري نسبت سطح خود را در ) درصد 70(برگ 

و از اين نگه داشت ) درصد L17 )68به ژنوتيپ 

 L17تر بودن اين رقم نسبت به لاين لحاظ محتمل

در واقع  RWC. منطقي بودتنش خشكي در برابر 

                                                             

2-Relative water contant 
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هاي  دادن آسيببه عنوان شاخصي براي نشان 

 Farooq(ناشي از تنش خشكي معرفي شده است 

et al., 2009( داري بين  ارتباط مستقيم و معني و

با ميزان عملكرد گندم تحت تنش  RWCشاخص 

 اي گزارش شده است خشكي در شرايط گلخانه

)Khakwani et al., 2011( لذا از اين صفت ،

هاي  توان به عنوان يكي از بهترين شاخص مي

ها در  رازمندي آب در گياه جهت گزينش ژنوتيپت

. )Vaezi et al., 2010( شرايط تنش بهره برد

نتايج بدست آمده از اين تحقيق با نتايج 

هاي اخير در مورد كاهش محتواي نسبي  گزارش

 ,Dedio)آب برگ در شرايط تنش مطابقت دارد 

1975; Altinkut et al., 2001; Vaezi et al., 

همچنين نتايج مطالعات والنتوويچ و  ( 2010

بر روي دو  )Valentovic et al., 2006( همكاران

رقم حساس و متحمل ذرت نشان داد كه رقم 

ل قدرت حفظ آب بيشتري در مقايسه با متحم

  .باشد رقم حساس به خشكي دارا مي

و ريشه از برگ  RNAاستخراج 

انجام گرفت و  L17و  Williams هاي ژنوتيپ

با دستگاه  RNAهاي  سنجي نمونه بعد از غلظت

 درصد 5/1ها با ژل آگارز  نانودراپ، كيفيت نمونه

وجود  ).1شكل(مورد بررسي قرار گرفت 

 هاي نمونهژنومي در  DNAلي آلودگي احتما

RNA  در انجام واكنش  شدهاستخراجPCR  در

، زيرا آنزيم كند اختلال ايجاد ميزمان واقعي 

DNA- تواند  مراز ميپليDNA  ژنومي را نيز

علاوه بر محصول رونويسي معكوس الگو قرار 

 DNAحذف آلودگي لذا  .داده و تكثير نمايد

 DNaseIها با آنزيم  نهبه وسيله تيمار نموژنومي 

انجام شده و  cDNAسپس سنتز  .انجام گرفت

هاي مورد نظر مورد  براي مقايسه الگوي بيان ژن

  .استفاده قرار گرفت

 

5    4    3    2    1     

  
خط كش وزن  :1. استخراج شده RNAبراي كيفيت % 5/1تصوير الكتروفورز ژل آگارز  -1شكل

  .ريشه RNA :5 و برگ RNA :4 ؛DNA  ،Kb1مولكولي 
Figure 1- Image of %1.5 agarose gel electrophoresis for the quality of extracted RNA. 

  

هاي مربوط به ميزان  تجزيه واريانس داده

داري را  اختلاف معني) 2جدول( BZIPبيان ژن 

در منابع تغيير ژنوتيپ،  P≥01/0در سطح احتمال 

تنش و × تنش، اندام × يپ اندام، تنش، ژنوت

28S 

18S  1000  
1500  

500  
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اما اثر متقابل . تنش نشان داد× اندام × ژنوتيپ 

. داري را نشان نداد اندام اختلاف معني× ژنوتيپ 

× تنش و اندام × دار بودن اثر متقابل ژنوتيپ معني

تنش دلالت بر عدم پاسخ يكسان دو ژنوتيپ 

Williams  وL17  و نيز دو اندام برگ و ريشه

مقايسه . تنش خشكي دارد نسبت به شرايط

در دو رقم  BZIPميانگين بيان نسبي ژن 

Williams  وL17 )2 شكل-a ( در نشان داد كه

ميزان بيان مجموع دو شرايط تنش و عدم تنش 

 099/3 برابر با با مقدار Williamsاين ژن در رقم 

و اختلاف  باشدمي) L17 )946/1 لاينبيشتر از 

 داررقم معني بين دو P≥01/0در سطح احتمال 

  .بود

  

در شرايط تنش خشكي مربوط به دو  BZIP, CAT, OSBPهاي تجزيه واريانس ميزان بيان ژن -2جدول

  .سويا) حساس( L17و ) متحمل( Williamsاندام ريشه و برگ در دو رقم 
Table 2- Variance analysis of the expression OSBP, CAT and BZIP genes in drought 

condition for root and leaf in two soybean cultivars Williams (tolerant) and L17 

(susceptible). 

  منابع تغيير

Source of Variation 

  ميانگين مربعات  

Mean Square  
  درجه آزادي

Degree of 

freedom 

BZIP  CAT  OSBP 

  

Genotype(  1  5.322**  0.778**  0.023(ژنوتيپ 
 ns  

 
  

  Organs(  1 2.081**  15.224**  ns 0.005(اندام 
 **Stress(  1 33.942**  55.149**  32.234(تنش   

 **ns 0.103  3.813**  33.843 1اندام  ×ژنوتيپ   

  ns 0.027  **6.122  **5.719 1تنش  ×ژنوتيپ   
  ns 0.004  **15.573  **2.053 1تنش  ×اندام   
  **33.588  **3.718  1.095 ** 1تنش  ×اندام ×ژنوتيپ   
  

 Error(  8(خطا 
0.052  0.047 0.083  

C.V%   9.06  7.50  11.66    
ns شدبا دار در سطح احتمال يك درصد مي دار و معني به ترتيب نشان دهنده غيرمعني:  **و. 

   

ژن در دو اندام برگ اين ميانگين بيان نسبي 

و مشخص شد  مقايسه شد) b-2 شكل(و ريشه 

ه بيان اين ژن در اندام ريشه بيشتر از برگ بود كه

و برگ ) aگروه (اختلاف بيان ژن بين ريشه  و

 .دار شدمعني P≥01/0در سطح احتمال ) bگروه (

-2 شكل(همان طوري كه از نتايج مشخص است 

c( دو رقم ميزان بيان هر ها و در مجموع اندام

در سطح تنش خشكي چهار  BZIPنسبي ژن 
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و در است افزايش داشته  بدون تنشبرابر سطح 

با  .بوددار اختلاف معني يك درصد سطح احتمال

) d-2 شكل(توجه به نتايج مقايسه ميانگين دانكن 

تنش، ميزان بيان نسبي ژن  ×براي اثر متقابل رقم 

BZIP  در شرايط تنش خشكي در رقمWilliams 

بطوري كه بيان ژن رقم . بود L17دو برابر لاين 

Williams  در گروهa و لاين L17  در گروهb 

قرار گرفت، در حالي كه در شرايط بدون تنش 

ميزان بيان ژن بين دو رقم تقريباً برابر بوده و در 

در مقايسه . قرار گرفتند) cگروه (يك گروه آماري 

در  )e-1 شكل(اندام × اثر متقابل تنش نگين ميا

در هر  BZIPشرايط تنش خشكي ميزان بيان ژن 

دو اندام ريشه و برگ نسبت به شرايط نرمال 

افزايش نشان داد و اندام ريشه و برگ تحت تنش 

نسبت به شرايط نرمال به ترتيب با بيشترين مقدار 

در . قرار گرفتند bو  a گروهبيان به ترتيب در 

حالي كه در شرايط نرمال ميزان بيان ژن در هر دو 

بر اساس مقايسه ميانگين اثر  .اندام تقريباً برابر بود

، اندام )f-1 شكل(تنش  ×اندام  ×متقابل ژنوتيپ 

در شرايط تنش داراي  Williamsريشه رقم 

بوده و  BZIPميزان بيان ژن ) aگروه (بالاترين 

در  Williamsن اندام برگ رقم پس از آن بيان ژ

با . قرار گرفت) b(شرايط تنش در گروه دوم 

در تنش خشكي  BZIPتوجه به افزايش بيان ژن 

نسبت به رقم حساس   Williamsدر رقم متحمل 

L17 )و نيز افزايش بيان در اندام ريشه ) دو برابر

نسبت به برگ، نتايج اين تحقيق با نتايج هوانگ و 

در مطالعه بر روي توتون و ) 2010(همكاران 

 كه در تنش BZIPتنباكوي تراريخت با ژن 

خشكي افزايش بيان داشت و نيز با نتايج گائو و 

به شدت توسط  GmBZIPكه ) 2011(همكاران 

ABA ،خشكي، نمك بالا و دماي پايين هاي تنش

و برگ تحت  ، ساقهدر ريشهنيز و ه القا شد

داشت، ن بياافزايش  مذكورهاي شرايط تنش

نتايج تجزيه واريانس ژن كاتالاز در  .مطابقت دارد

ارائه شده است و همانطور كه مشاهده ) 2(جدول 

شود هم اثرات اصلي و هم اثرات متقابل مي

دوگانه و سه گانه اين ژن در سطح احتمال 

01/0≤P بر اساس مقايسه ميانگين. دار شدمعني-

ان ها، در مجموع دو شرايط تنش و عدم تنش بي

 L17نسبت به لاين  Williamsژن كاتالاز در رقم 

بيشتر بوده و در دو گروه آماري مختلف قرار 

مقايسه ميانگين بيان ژن ). a-3 شكل(گرفتند 

در ) b-3 شكل(كاتالاز در دو اندام برگ و ريشه 

دار شد به طوري سطح احتمال يك درصد معني

كه در اندام ريشه نسبت به برگ افزايش بيان دو 

  .برابر بود

ها و ارقام در همچنين در مجموع اندام

سطح تنش خشكي نسبت به سطح نرمال، ژن 

برابر افزايش بيان نشان داد  5/4كاتالاز حدوداً 

اندام  ×داري اثر متقابل رقم با معني). c-3 شكل(

 a ،bو مقايسه ميانگين بيان ژن كاتالاز، سه كلاس 

ن در بيان اين ژ). d- 3 شكل(بدست آمد  cو 

مجموع دو شرايط تنش و عدم تنش در ريشه رقم 

Williams  نسبت به لاينL17  افزايش بيشتري

قرار گرفت و اين افزايش بيان  aيافته و در كلاس 
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حدود بيش از دو برابر نسبت به اندام برگ رقم 

Williams در حالي كه افزايش بيان اين ژن . بود

ده و تر بونسبت به برگ كم L17در ريشه لاين 

در مقايسه ميانگين اثر . قرار گرفت bدر كلاس 

بدست  cو  a ،bتنش سه كلاس  ×متقابل ژنوتيپ 

در اين مقايسه ميزان بيان نسبي ). e-3 شكل(آمد 

 Williamsژن كاتالاز در تنش خشكي در رقم 

) bگروه ( L17برابر بيشتر از رقم  5/1، )aگروه (

ون تنش در حالي كه در شرايط بد. مشاهده گرديد

هر دو رقم بيان حدوداً يكساني نشان داده و در 

مقايسه ميانگين اثر . قرار گرفتند cگروه آماري 

در مجموع دو ) f-3 شكل(اندام  ×متقابل تنش 

رقم نشان داد كه اندام ريشه نسبت به برگ 

در ريشه  705/6برابري با مقدار  5/2افزايش بيان 

ر كلاس نسبت به برگ در شرايط تنش داشته و د

a  در  781/2قرار گرفت و اندام برگ با مقدار

در صورتي كه بيان اين ژن . قرار گرفت bكلاس 

در شرايط بدون تنش در ريشه و برگ يكسان 

مقايسه ميانگين . قرار گرفتند cبوده و در كلاس 

تنش در سطح احتمال  ×اندام  ×اثر متقابل رقم 

و چهار كلاس ) g-3 شكل(يك درصد انجام شد 

 Williamsافزايش بيان در ريشه رقم . بدست آمد

بوده و  L17در شرايط تنش دو برابر ريشه رقم 

در   L17و ميزان بيان در ريشه  aدر كلاس 

همچنين افزايش بيان تحت . قرار گرفت bكلاس 

بيشتر از  Williamsتنش خشكي در برگ رقم 

بود، وليكن هر دو بدون اختلاف   L17لاين 

نتايج . قرار گرفتند cدر گروه  دارآماري معني

حاصل از اين آزمايش با نتايج مازندراني و 

كه تنش خشكي باعث  2012همكاران در سال 

افزايش فعاليت كاتالاز در سويا شده بود، مطابقت 

در آزمايش تنش  OSBPتجزيه واريانس ژن  .دارد

ارائه شده است و همانطور ) 2(خشكي در جدول 

اثر اصلي تنش و اثرات  كه مشاهده مي شود فقط

تنش  ×اندام  ×اندام و ژنوتيپ  ×متقابل ژنوتيپ 

بر اين . دار شدمعني P≥01/0در سطح احتمال 

نتايج حاصل . ها انجام رفتاساس مقايسه ميانگين

-در مجموع ارقام و اندام OSBPاز ميزان بيان ژن 

ها نشان داد كه در شرايط تنش خشكي افزايش 

 شكل(رابر شرايط بدون تنش بيان حدوداً چهار ب

4-a (در مقايسه ميانگين بيان ژن . بودOSBP 

، اندام )b-4 شكل(اندام  ×براي اثر متقابل رقم 

چهار برابر اندام ريشه رقم  L17ريشه لاين 

Williams  و برعكس اندام برگ رقمWilliams 

  .چهار برابر بيان داشتند L17نسبت به لاين 

قابل سه گانه در مقايسه ميانگين اثر مت

تنش خشكي دو كلاس بدست  ×اندام  ×ژنوتيپ 

مربوط  a، به طوري كه كلاس )c-4 شكل(آمد 

و ريشه  Williamsبه مقدار بيان يكسان برگ رقم 

در اين . در شرايط تنش خشكي بود L17رقم 

در برگ رقم  OSBPشرايط ميزان بيان ژن 

Williams  تقريباً با مقدار بيان اين ژن در ريشه

در توافق با نتايج اين . برابري داشت L17قم ر

نيز در آزمايش ) 2007(آزمايش، لي و همكاران 

-تنش شوري بر روي گياهچه سويا گزارش كرده
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در ريشه و برگ به طور  OSBPاند كه بيان ژن 

  .اي افزايش يافتقابل ملاحظه

  

  

   

  

  سپاسگزاري

هزينه اجراي اين تحقيق از محل اعتبارات 

دانشگاه بين المللي امام  هشيهاي پژوطرح

پرداخت شده  11446 طرح شماره اب )ره(خميني 

  .گردداست كه بدينوسيله تشكرو قدرداني مي

  
دو اندام ريشه و برگ، ) b(،  L17و  Williamsدو رقم ) a(در  BZIPمقايسه ميزان بيان ژن  -2شكل

)c ( ،دو سطح تنش و عدم تنش خشكي)d ( نش، ت× اثر متقابل ژنوتيپ)e ( تنش و × اثر متقابل اندام

)f ( تنش× اندام × اثر متقابل ژنوتيپ.  
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Figure 2- The comparison of BZIP gene expression in (a) two cultivars Williams and 

L17, (b) two organs root and leaf, (c) stress and non-drought stress, (d) genotype × 

stress, (e) stress × organs, (f) genotype × organs × stress. 

  

دو اندام ريشه و ) b(،  L17و  Williamsدو رقم ) a(در ) CAT(مقايسه ميزان بيان ژن كاتالاز  -3شكل

× اثر متقابل ژنوتيپ ) e(اندام، × اثر متقابل ژنوتيپ ) d(دو سطح تنش و عدم تنش خشكي، ) c(برگ، 

  .تنش× اندام × اثر متقابل ژنوتيپ ) g(تنش و  ×اثر متقابل اندام ) f(تنش، 
Figure 3- The comparison of CAT gene expression in (a) two cultivars Williams and L17, 

(b) two organs root and leaf, (c) stress and non-drought stress, (d) genotype × organs, (e) 

genotype × stress, (f)  organs × stress, (g) genotype × organs × stress. 
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) c(اندام، × اثر متقابل ژنوتيپ ) b(،  L17و  Williamsدو رقم ) a(در  OSBPميزان بيان ژن  -4شكل

  .تنش× اندام × ژنوتيپ 
Figure 4- The OSBP gene expression in (a) two cultivars Williams and L17, (b) genotype 
× organs, (c) genotype × organs × stress. 
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Abstract 
Under drought stress, a signaling system induces expression of specific genes to 

alleviate the harmful effects of drought stress. BZIP gene is a transcription factor in the 

signaling of abiotic stress and plays a role in the regulation responses to different stresses in 

plants and activated by ABA and closing the stomata. OSBP gene plays a key role in the 

signaling in several physiological reactions in response to stress. Catalase enzyme is series of 

anti-oxidant, which catalyzes the conversion of hydrogen peroxide to water and oxygen 

molecules. Two soybean cultivars, Williams (tolerant to drought) and L17 (susceptible to 

drought) were cultured in the greenhouse conditions. Drought stress treatment was performed 

at two-leaf stage for 7 days. Total RNA was extracted from leaves and roots of both control 

and stressed plants. Then cDNA was synthesized and used for Real time PCR. To normalize 

data the housekeeping gene 18SrRNA was used. Data analysis based on Ct curves showed 

that the expression of BZIP gene increased under drought stress in both leaf and root. The 

BZIP gene expression in Williams was two-fold greater than L17 cultivar. Also its expression 

was higher in root than leaf. OSBP gene expression differences were not significant between 

Williams and L17. The expression of CAT gene in Williams was two-fold greater than L17, 

and its expression was higher in root than leaf. According to increasing of drought tolerance 

through the expression of these genes, it can be concluded that transferring of these genes 

may enhance drought tolerance in high yield soybean genotypes.  

Keywords: qRT-PCR, Stress, OSBP, CAT, BZIP, soybean. 
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