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Background and Objectives: Salinity stress is a very serious threat to 

most agricultural products in the world. In the world, rice ranks second 

after wheat and is a relatively sensitive plant to salt stress. Protein 
kinases are an important group of kinase enzymes that phosphorylate 

target proteins by adding phosphate groups. These enzymes play an 

important role in cell communication by inducing the message of 

growth and reproduction. Gene expression is a process during which a 
useful gene product is synthesized by the information obtained from a 

gene. The purpose of this research was to investigate the expression 

level of SAPK1 gene from the protein kinase gene group in rice plants 
under sodium chloride salt stress by examining three different times 

after the stress was applied. 

 

Materials and methods: In this study, the expression pattern of 
SAPK1 gene in two Cultivars tolerant (Shastak Mohammadi) and 

sensitive (IR29) of rice plant under salt stress was investigated by 

factorial experiment in the form of a completely randomized design 
with three replications. Cultivars were planted in the research 

greenhouse of the Faculty of Agriculture of Lorestan University and at 

the seedling stage (5 to 6 leaves), salinity stress was applied to the plant 
at three levels of 3, 6, and 9 dS/m and the control treatment (without 

salt stress). Then, at three different times (6, 12, and 24 hours after 

applying stress), plant leaves were sampled to investigate gene 

expression. The leaf samples were stored in a freezer at -80 ºC. Then, 
RNA extraction and cDNA synthesis were done by special kits for each 

stage, and finally, gene expression analysis was done by qPCR 

technique and by Livak formula. 

 

Results: The results of the analysis of SAPK1 gene expression pattern 

showed that in both tolerant and sensitive cultivars, the highest level 
of gene expression was observed at the salinity level of 9 dS/m, 24 

hours after applying the stress. At different times after applying the 

stress in the control treatment and the salinity level of 3 dS/m, the gene 

expression level in both tolerant and sensitive cultivars did not show 
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any difference and was very insignificant. However, at the salinity 
level of 6 dS/m, 6 hours after applying the stress, the gene expression 

level in the tolerant cultivar increased 3 fold compared to the sensitive 

cultivar and control treatment. At this level, examining gene 
expression 12 and 24 hours after applying the stress, the amount of 

gene expression in the tolerant cultivar was about 7 fold higher than 

the sensitive cultivar and the control treatment. At the salinity level of 

9 dS/m, 6 hours after applying the stress, the gene expression level in 
the tolerant cultivar was doubled compared to the sensitive cultivar and 

4 fold higher than the control treatment. While 12 hours after applying 

the stress, the gene expression level in the tolerant cultivar increased 
by 5.5 fold compared to the sensitive cultivar and by 10 fold compared 

to the control treatment. Also, 24 hours after applying the stress, gene 

expression in the tolerant cultivar was 3.5 fold higher than the sensitive 
cultivar and 11 fold higher than the control treatment. 

 

Conclusion: These results showed that the expression of SAPK1 gene 

increases in rice plants with increasing salinity levels. Also, 
investigating the effect of time after applying stress on SAPK1 gene 

expression, it was found that in the early hours after applying stress, 

the amount of gene expression was low, but with increasing time up to 
24 hours, gene expression in tolerant cultivar increased. These results 

can be used in molecular studies of rice cultivars to select the most 

tolerant rice cultivars to salinity stress for cultivation in areas prone to 

salinity. 
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 ( SNF1-Typeاز گروه ژنی پروتئین کیناز ) SAPK1 بررسی الگوی بیان ژن

 در گیاه برنج تحت تنش شوری
  

 4، فرهاد نظریان فیروزآبادی3علی باقری، ناد2، نادعلی بابائیان جلودار*1سمیه کامروا
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 چکیده اطلاعات مقاله

 نوع مقاله: 

 پژوهشی -مقاله کامل علمی
 

 

 
 ۱1/3۳/۱۴3۲:  افتيدر خيتار

 3۴/30/۱۴3۲: رشيپذ خيتار
 
 

 

  های کلیدی:واژه

 برنج

 نازیک نیپروتئ

 یشور تنش

 حساس

 ژن

تنش شوری تهديد بسیار جدی برای اکثر محصولات کشاورزی در سطح جهان  سابقه و هدف:

است. برنج در جهان در رتبه دوم بعد از گندم قرار دارد و گیاهی نسبتا حساس به تنش شوری 

ا های هدف را بهای کینازی هستتتند که پروتئیناستتت. پروتئین کینازها يک گروه مها از زنميا

 ها با القای پیام رشد و تکثیر در ارتباطاتکنند. اين زنمياريله میهای فسفات فسفافمودن گروه

های دخیل در تحمل به شوری علاوه بر کشف ژن انیبکنند. با بررسی سلولی نقش مهمی ايفا می

هدف اين تحقیق توان به اصتلاح گیاه جهت بهبود تحمل به شوری اقدام نمود. ها میمکانیستا

ز گروه ژنی پروتئین کیناز در گیاه برنج تحت تنش شتتوری ا SAPK1بررستتی ستتطح بیان ژن 

 سديا کلرايد در سه زمان مختلف بعد از اعمال تنش بود. 

 

در دو رقا متحمل )شصتک محمدی(  SAPK1در اين تحقیق الگوی بیان ژن  ها:مواد و روش

املا کصورت ززمايش فاکتوريل در قالب طرح ( گیاه برنج تحت تنش شوری بهIR29و حساس )

تصادفی با سه تکرار بررسی شد. ارقام در گلخانه تحقیقاتی دانشکده کشاورزی دانشگاه لرستان 

 0و  1، ۳برگی( به گیاه تنش شوری در سه سطح  1الی  5ای )کاشته شدند و در مرحله گیاهچه

زيمنس بر متر و تیمار شتاهد )بدون تنش شوری( اعمال شد. سسس در سه زمان مختلف دستی

ستتتاعت بعد از اعمال تنش ( نمونه برداری از بری گیاه جهت بررستتتی بیان ژن  ۲۴و  ۱۲، 1)

گراد نگهداری شتتدند. ستتسس درجه ستتانتی 03های بری در فريمر منفی صتتورت گرفت. نمونه

های مخصوص هر مرحله صورت گرفت و در توست  کیت cDNAو ستنتم  RNAاستتخرا  

   فرمول لیواک انجام شد. و توس qPCRنهايت بررسی بیان ژن با تکنیک 

 

در و حساس رقا متحمل هر دو در که نشان داد  SAPK1نتايج بررسی الگوی بیان ژن  ها:یافته

ساعت بعد از اعمال تنش بیشترين میمان بیان ژن مشاهده  ۲۴زيمنس بر متر دسی 0سطح شوری 

زيمنس بر دسی ۳ی تیمار شاهد و سطح شور درهای مختلف بعد از اعمال تنش . در زمانگرديد

متر میمان بیان ژن در هر دو رقا متحمل و حساس هیچ تفاوتی با همديگر نداشت و بسیار ناچیم 
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ساعت بعد از اعمال تنش میمان بیان ژن در رقا  1زيمنس بر متر دسی 1بود. اما در سطح شوری 

ررسی بیان ژن برابر افمايش داشت. در اين سطح ب ۳متحمل نسبت به رقا حساس و تیمار شاهد 

ساعت بعد از اعمال تنش میمان بیان ژن در رقا متحمل نسبت به رقا حساس و تیمار  ۲۴و  ۱۲

ساعت بعد از اعمال  1بر متر  زيمنسدسی 0 در سطح شوریبرابر بیشتتر شد.  7شتاهد حدود 

 ۴تنش میمان بیان ژن در رقا متحمل نستبت به رقا حستاس دو برابر و نستبت به تیمار شاهد 

ساعت بعد از اعمال تنش میمان بیان ژن در رقا متحمل نسبت به  ۱۲ابر بیشتر شد. در حالیکه بر

 ۲۴برابر بیشتر شد. همچنین  ۱3برابر و نستبت به تیمار شتاهد حدود  5/5رقا حستاس حدود 

برابر بیشتر و  5/۳ستاعت بعد از اعمال تنش نیم بیان ژن در رقا متحمل نسبت به رقا حساس 

 برابر بود. ۱۱ار شاهد نسبت به تیم

 

زيمنس برمتر بیان ژن دستتی 0اين نتايج نشتتان داد با افمايش ستتطوح شتتوری تا   گیری:نتیجه

SAPK1 يابد. همچنین با بررستتی ا ر زمان بعد از اعمال تنش بر میمان در گیاه برنج افمايش می

مشتخ  شد که در ساعات اولیه بعد از اعمال تنش، میمان بیان ژن کا اما با  SAPK1بیان ژن 

توان در ستتتاعتت بیتان ژن در رقا متحمل افمايش يافت. از اين نتايج می ۲۴افمايش زمتان تتا 

ترين ارقام برنج به تنش شتتتوری برای های مولکولی ارقام برنج جهت انتخاب متحملبررستتتی

 فاده نمود.کشت در مناطق مستعد شوری است
 

از گروه  SAPK1ژن  انیب یالگو یبررس (.۱۴3۳) .فرهاد ،یروززبادیف انينظر ؛ینادعل ،یباقر ؛ینادعل جلودار، انیبابائ ؛هیسم کامروا،: استناد

 . ۱10-۱01(، ۱) ۱7، . مجله تولید گیاهان زراعییبرنج تحت تنش شور اهیگ در( SNF1-Type) نازیک نیپروتئ یژن
 

                                                                     DOI: 10.22069/ejcp.2024.21425.2582 

                 نويسندگان. ©                        گرگان یعیو منابع طب یدانشگاه علوم کشاورزناشر:                  



 9۰1۱، 9، شماره 97توليد گياهان زراعي، دوره 

97۱ 

 مقدمه

از خانواده گیاهی  Oryza sativaبرنج با نام علمی  

گرمادوست گشتن، روزکوتاه، ( خودPoaceae) گرامینه

و حساس به تنش شوری است و تولید زن تحت تا یر 

 يابد.کاهش می های محیطی از جمله تنش شوریتنش

غذای برنج دومین غلته جهان بعد از گندم استتتت که 

مردم جهان به ويژه کشورهای در  اصلی حدود نیمی از

برنج گیتاه زراعی مناطق  .بتاشتتتدمیحتال توستتتعته 

در زن کشتتت و  گرمستتیری، معتدل و مرطوب استتت

جهتان به علت کمبود زب در منتاطق مختلف ايران و 

 (.۱معرض خطر قرار گرفته است )

تنش شتتتوری تهتديتد بستتتیتار جدی برای اکثر  

از کل  .محصتولات کشتاورزی در ستطح جهان استتت

درصتتتد و از کل  1های کشتتتاورزی دنیا حدود زمین

درصد با مشکل  ۲3های قابل کشت جهان حدود زمین

ايران مقام پنجا را از نظر  (.۲) مواجه هستتتندشتتوری 

دارا بودن اراضتی شتور در سطح جهان دارد و حدود 

های همار هکتار از اراضتتتی برنج استتتتان ۳33تا  ۲33

مازندران، گلستتتان و گیلان با مشتتکل شتتوری مواجه 

ای تنش ستتازگاری گیاهان به ستتطح بال (.۳) هستتتند

جلوگیری از توانتد بته دو روش متفاوت شتتتوری می

ستتتلولی نمتک و يتا تجمع زن در درون  تجمع درون

نتیجه اين دو فرايند حفظ  به دست زيد واکوئل ستلول

 غلظت نمک ستیتوپلاستمی در سطح نسبتاپ پايین است

قتابلیتت انتختاب يونی، گیاه را در کنترل جذب  (.۴)

ند ستتتديا و کلر و تجمع زنها در های ستتتمی مانيون

( اما به طور کلی 5سازد )میستیتوپلاستا ستلول قادر 

زوندی  اهانیشتتتوری در گ پاستتتخ بهتوان گفتت می

 SOS ریزن مس یاست، و ط یسيپس از رونو ندیيفرا

(Salt Overlay Sensitive )نازهاییک نیپروتئ شتتامل 

فعال  اهنیپروتئ نگيباند ایو کلستت نیترئون –نيستتر

منجر به فعال  تيدر نها ریمستت نيا تیفعال .شتتوندیم

 (. 1)شد  ترانسسورترها خواهد یشدن برخ

هتای کینتاز از زنميا یپروتئین کینتازهتا گروه مهم 

زن  به پروتئین هدفهستند که با افمودن گروه فسفات 

ها به طور وستتتیع در اين زنميا .کنندفستتتفريله میرا 

و بذر گیاهان وجود دارند  ، میوه، گل، بری، ساقهريشه

 پیام رشد و تکثیر نقشو در ارتباطات سلولی و القای 

هتا نقش مهمی در (. اين زنميا7کننتد )ايفتتا می مهمی

ها از متابولیسا کربن، نیتروژن، نقل و انتقال زب و يون

یا ای و تنظغشتا، تنظیا اسکلت سلولی، حرکت روزنه

گروه ژنی پروتئین رشتتتد و نمو گیتاه دارند. همچنین 

و  دهای زنههای دفاعی نستتبت به تنشدر پاستتخ کیناز

ز اکیناز های پروتئین (. بیان ژن0زنده نقش دارند )غیر

های محیطی از قبیل سرما، خشکی، طريق اعمال تنش

 .(0) يتتابتتدشتتتوری وکمبود مواد غتذايی افمايش می

 فاهیام کیناز پروتئین هایژن مورد در تحقیق بنابراين

 مقاومت افمايش و گیاهان نمو و رشد پیرامون را مهمی

 دهدمی نشتتان یطیمح هایتنش با مقابله در گیاهان

 در تنظیا کننتتدهبتته عنوان  کینتتازهتتا پروتئین (.۱3)

 به گیاهان تحمل در ونقش دارند  ستتلولی فرزيندهای

تغییر در بیان (. ۱۱) مو ر هستتتتند محیطی هتایتنش

ی و های بیوشیمايتنش منجر به پاسختا یر ها تحت ژن

 .(۱۲) شوددر گیاه میمختلفی فیميولوژيکی 

بیتان ژن فرزينتدی استتتت که طی زن به وستتتیله  

دستتت زمده از يک ژن، محصتتول کاربردی اطلاعات به

شتتود. اين محصتتولات اغلب پروتئینی ژن ستتنتم می

يا  rRNAپروتئینی از جمله های غیرهستتتتنتد امتا ژن

tRNA کنند. دانشتتمندان معمولب به هنگام را نیم کد می

به بررسی تغییرات از  qPCRمطالعه يک ژن به وسیله 

طريق کتتاهش يتتا افمايش در بیتتان ژن ختتاص بتتا 

پردازند گیری فراوانی بیتان يتک ژن ختاص میانتدازه

تحت در گیتاهتان هتا برای بررستتتی بیتان ژن ( ۱۳)

هتای مختلفی وجود دارد امتتا روش محیطی هتایتنش

در موجودات  هابررسی بیان ژنبه  qPCR ابداع روش

چون در اين روش جمع  ؛کمتتک فراوانی کردزنتتده 



 و همکاران کامروا هيسم/  ...نيپروتئ ياز گروه ژن SAPK1ژن  انيب یالگو يبررس 

97۰ 

 PCR های چرخهستتتیکلزوری اطلتاعات همممان با 

در  زن و تکثیرژن مراحل تشتتخی   شتتود وانجام می

دنجی لئو و  (. ۱۴)شتتتود يتک مرحله خلاصتتته می

هتتای گروه ژنی ( بیتتان برخی ژن۲3۱0همکتتاران )

پروتئین کیناز را در برنج بررسی کردند نتايج زنها نشان 

از طريق ا ر بر  SAPK2و  SAPK1داد بیتتان دو ژن 

متابولیت های فعال و استممی ستتبب افمايش رشتتد و 

توسعه گیاه و کاهش حساسیت به تنش شوری خواهند 

 گروههای شتناسايی و ارزيابی عملکرد ژن .(۱5) شتد

ا مکانیستتتبته درک ژنی پروتئین کینتاز در گیتاه برنج 

ژن  مولکولی مقتاومتت بته تنش کمتک خواهتد کرد.

SAPK1  در پايگاه دادهNCBI  دارای شتتماره دسترسی

LOC4333017  برنج  ۳بر روی کروموزوم شتتتماره و

هتتدف اين   بتتاشتتتد.اگمون می 0قرار دارد و دارای  

از گروه ژنی  SAPK1بیان ژن سطح پژوهش بررستی 

پروتئین کیناز در گیاه برنج تحت تنش شتتوری ستتديا 

های مختلف بعد از اعمال تنش زمانبا بررسی کلرايد 

  .بودشوری 

 

 هامواد و روش

عنوان رقا )به شصتک محمدیبرنج شامل رقا دو  

در سال عنوان رقا حستاس( )به IR29و رقا  متحمل(

 دانشتتتکده کشتتتاورزی گلختانته تحقیقاتیدر  ۱۴33

با ززمايش فاکتوريل در قالب طرح دانشتتگاه لرستتتان 

  .(۱7 و۱1) ندکاشتته شدکامل تصتادفی با سته تکرار 

زورده شده  ۱ شماره خصتوصیات اين ارقام در جدول

 ۴ در شوری تنش شامل ززمايش اين فاکتورهای است.

( برمتر زيمنسدسی 0 و 1 ،۳ تنش، بدون شاهد) سطح

 اعمال از بعد ساعت ۲۴ و ۱۲ ،1)  سطح ۳ در زمان و

 1الی  5) ایر مرحله گیاهچهد. بود(  شتتتوری تنش

با استفاده  به گیاه تنش شتوری( روزه ۳3حدود  برگی

در  NaClنمک زبیاری با محلول شتور تهیه شتده با از 

 تیمار شاهدبر متر و  زيمنسدسی 0و 1، ۳سته سطح 

با های شتتور . محلولاعمال شتتد )بدون تنش شتتوری(

 .سنج تهیه شدند ECدستگاه  استفاده از

  IR29شصتک محمدی و  برنجخصوصیات ارقام  -۱جدول 
  Table 1- Characteristics of Shastak Mohammadi and IR29 rice cultivars  

 مقدار صفت رقا

 رقا شصتک محمدی

 سانتی متر ۱۱3 میانگین ارتفاع بوته

 سانتی متر ۳7 متوس  طول خوشه

 کیلوگرم7133 میانگین عملکرد در هکتار

 عدد ۱0 متوس  تعداد پنجه در بوته )در زمان رسیدن(

 وزن همار دانه

 تحمل به تنش شوری

 گرم ۲0

 دسی زيمنس بر متر( 0بالا )تا حدود 

 IR29رقا 

 سانتی متر 0۲ میانگین ارتفاع بوته

 سانتی متر ۳5 متوس  طول خوشه

 کیلوگرم 1533 میانگین عملکرد در هکتار

 عدد ۱5 متوس  تعداد پنجه در بوته )در زمان رسیدن(

 وزن همار دانه

 تحمل به تنش شوری

 گرم ۲7

 زيمنس بر متر(دسی ۳زستانه تحمل  بسیار پايین )حداکثر

 

و  ۱۲، 1در ستته زمان مختلف بعد از اعمال تنش ) 

ستتاعت بعد از اعمال تنش( نمونه برداری از بری  ۲۴

ها جهت بررستتتی الگوی بیان ژن صتتتورت گیتاهچه

از گروه ژنی پروتئین کیناز، که کد  SAPK1 گرفت. ژن
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پروتئین کیناز سرين ترئونین است جهت بررسی کننده 

الگوی بیان زن تحت تنش شتتتوری انتخاب شتتتد. ژن 

 کنترل داخلی مورد استتتتفتتاده در اين تحقیق نیم ژن

s rRNA ۱0 مورد نظر با استتتفاده  بود. زغازگرهای ژن

Primer 3 (https://primer3.ut.ee/ )از ابمار زنلتتاين 

رهای طراحی طراحی شدند. سسس اختصاصیت زغازگ

پايگاه داده  Primer-blastشتتتده بتا استتتتفاده از ابمار 

NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov بررستتتی )

شد. سنتم زغازگرهای طراحی شده برای هر ژن توس  

 (.۲شرکت تکاپوزيست تهران صورت گرفت )جدول 

 
 s rRNA ۱0 و ژن کنترل داخلی SAPK1سی بیان ژن بررطراحی شده برای  زغازگر -۲ جدول

Table 2- Designed primer to check the expression of SAPK1 gene and internal control gene 18srRNA  

 )باز( اندازه قطعه
Piece size (bp) 

  دمای ذوب

 گراد()درجه سانتی
Temperature 

c)o( Melt 

 (5´-۳´)توالی

sequence (´3-´5) 
 زغازگر

Primer 

 نام ژن
Gene name 

194 58 

57.9 

GACCCTGACCCAAGGAA 
ATGGGCAGGTTCTTCAGGAA 

Forward 

Reverse 
SAPK1 

86 
60 

59.9 

CTACGTCCCTGCCCTTTGTACA 

ACACTTCACCGGACCATTCAA 

Forward 
Reverse 18S rRNA 

 

 شتتتاهد گیاهان انتهايی هاییبر :RNAاستترارا  

از  بعد ،شتتوری تنش تحت و ( ی)بدون تنش شتتور

 زمان تا و پودر شتتد مايع ازت توستت  بردارینمونه

گراد ستتتانتی درجة -03 فريمر در RNA استتتتخرا 

با استفاده از کیت  RNAاستخرا   سسس .نگهداری شد

 Column RNA Isolation)ستتتونی  RNAاستتتخرا  

Kit)  شرکت دستورالعملشرکت دنا زيست بر اساس 

استتتخرا   RNAهای . تیمار نمونهانجام شتتد ستتازنده

 DNAمنظور حذف زلودگی به DNaseIشتتده با زنميا 

بعد از  .استتتتخراجی انجام شتتتد یهاRNAژنومی از 

کل جهت تايید کیفیت استتتتخرا   RNAاستتتتخرا  

جهت ها، الکتروفورز ژل زگارز صتتورت گرفت. نمونه

استتتتخرا  شتتتده نیم غلظت  RNAبررستتتی کمیت 

 در دستگاه نانودراپ )مدل اپیندورف RNAهای نمونه

( بررسی شد. همچنین نسبت طول ساخت کشور زلمان

 ۲۳3به  ۲13و همچنین طول مو   ۲03بته  ۲13مو  

 گیری غلظتتوست  دستگاه محاسبه شد. بعد از اندازه

RNA نانوگرم بر میکرولیتر  ۱3ها غلظت از تمام نمونه

های ها غلظت شده برای سنتم شد و از اين نمونه تهیه

cDNA  .استفاده شد 

 cDNAکیت سنتم  توس  cDNAسنتم   :cDNAسنرز 

 دستوالعملای شترکت ستیناکلون بر استاس دو رشتته

 . جهت بررستتی کیفیت انجام شتتد ستتازنده شتترکت

cDNAهای سنتم شده از نمونهی هاcDNA   ،سنتم شده

PCR 18ژن کنترل داخلی  با استفاده از زغازگر sRNA 

مورد استفاده ( برنامه دمايی  ۳جدول صورت گرفت )

نتیجه بود و  ۴بر استتتاس جدول  PCRدستتتتگاه در 

 .با الکتروفورز ژل زگارز بررستتی شتتد PCRمحصتتول 

سنتم شده غلظت زنها  یها cDNA تیفیکتايید از  بعد

ستتاخت  ندورفی) مدل اپدستتتگاه نانودراپ  توستت 

جهت انجام شتتتد ستتتسس  مشتتتخ ( کشتتور زلمان

 برای .ها غلظت شتتدندها تمام نمونه  qPCRواکنش

يکی از تیمارها  از qPCRهای واکنش تهیه استتتتاندارد

بتتا استتتتفتتاده از  PCRواکتنش  SAPK1 بترای ژن

ژن انجام  مربوط به زغازگرهایو  PCRمستتتترمیکس 

بر اساس  PCRبرنامه دمايی دستگاه  .(۳جدول شتد )

 توستتت  PCRمحصتتتول اينکه بعد از  .بود ۴جدول 
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ايید ت مربوط به ژننوار بررسی و ل زگارز الکتروفورز ژ

برای  استتتانداردجهت تهیه  PCR اين محصتتولشتتد 

 ۱/3و  ۱، ۱3، ۱33) هتتایدر رقتتت  qPCRواکنش

 .شد نانوگرم بر میکرولیتر( استفاده

 
 PCRمیمان بهینه اجماء واکنش  -۳جدول 

Table 3- The optimal amount of PCR reaction components 
  (میکرولیتر) میمان

amount (µl) 

 اجماء
Components 

12 
2x Taq Master Mix PCR 

 ای پلی مراز()مسترمیکس واکنش زنجیره

1 
Forward Primer 

 شرویپزغازگر 

1 
Revers Primer 

 معکوسزغازگر 

1 
cDNA Template 

 cDNAنمونه 

10 
Nuclease free water 

 زب مقطر

25 
 مجموع
Total 

 
 PCR. برنامه دمايی مورد استفاده در دستگاه ۴جدول 

Table 4- Temperature program used in the PCR device 
 تعداد سیکل

Number of cycles 

 زمان
Time 

 دما )درجه سانتی گراد(
Temperature (°C) 

 

1 5 min 94 Initial denaturing )واسرشته شدن اولیه( 

35 30 sec 94 Denaturing )واسرشتگی( 

35 30 sec 58 Annealing )اتصال( 

35 30 sec 72 Extension )تکثیر( 

1 10 min 72 Final extension )تکثیر نهايی( 

 

نیم  qPCRجهت انجام واکنش  :qPCRانجام واکنش 

 Real Q Plus 2x Masterسايبرگرين ) از مسترمیکس

Mix Green  ) ژن  زغازگرمربوط به ژن و  زغتازگرو

( برنامه دمايی 5جدولکنترل داخلی استتتتفاده شتتتد )

. تنظیا شتتد( 1 جدول)نیم بر استتاس  qPCRدستتتگاه 

 لیواکبا استتتفاده از روش  qPCRنتايج واکنش  تجميه

 (.۱0) انجام شد ctΔΔ-2توس  فرمول 

ΔCT )تنش(=CT یاصل ژن ) ) – CT (ی)ژن کنترل داخل  

ΔCT )بدون تنش(=CT یاصل ژن ) ) – CT (ی)ژن کنترل داخل                   

ΔΔCT =ΔCT تنش) ) – ΔCT )بدون تنش( 
 

Ct   شتماره ستیکلی که تشتعشعات فلوئرسانس خ :

  SAPK1کنند  ژن اصلی: ژن زستانه را قطع می

تنش: تنش شوری         18S rRNAژن کنترل داخلی: ژن 

 بدون تنش: شراي  کنترل شده با زب مقطر 
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 qPCRمیمان بهینه اجماء واکنش  -5جدول 
Table 5- The optimal amount of qPCR reaction components 

 )میکرولیتر( میمان
amount (µl) 

 اجماء
Components 

12.5 
Real Q Plus 2x Master Mix Green 

 مسترمیکس سايبرگرين

1 
Forward Primer 

 پیشروزغازگر 

1 
Revers Primer 

 معکوسزغازگر 

5 
CDNA Template 

 CDNAنمونه 

5.5 
Nuclease free water 

 زب مقطر

25 
 مجموع
Total 

 
 qPCRززمايش  مورد استفاده در دمايیبرنامه  - 1جدول 

Table 6 - Temperature program used in the qPCR experiment 
 تعداد سیکل

Number of cycles 
 زمان

Time 
 دما )درجه سانتی گراد(
Temperature (°C) 

 

1 15 min 95 Initial denaturing )واسرشته شدن اولیه( 

40 30 sec 95 Denaturing )واسرشتگی( 

40 30 sec 58 Annealing )اتصال( 

40 30 sec 72 Extension )تکثیر( 

 )منحنی ذوب( Melting curve 95-55 درجه 5/3 انیه  5هر  1

 

های حاصل از ززمايش توس  تجميه واريانس داده 

 0ورژن  SASو  ۲۳ورژن  SPSSنرم افمارهای زماری  

 انجام شد. LSDها با استفاده از ززمون و مقايسه میانگین

 

 نرایج

ژل  یشده بر رو استخرا  RNAالکتروفورز  نتايج 

نشان  را s۲0و  s۱0 یهانوار وجوددرصتد  يکزگارز 

 شتتده استتتخرا  RNAمناستتب  تیفیک انگریداد که ب

ژن  یشده برا یزغازگر طراح طول (.۱)شکل  باشدیم

 بررستتتی کهبود  SrRNA  bp 01 18 یکنترل داخل

 18SrRNAزغازگر ژن  باستتنتم شتتده  cDNA یفیتک

 PCRمحصول  ينا یژل زگارز برا الکتروفورز توست 

 یفیتتتک يجنتتا ينا را نشتتتان داد  bp 01 نوار وجود

در  .(۲)شکل  ستنتم شده را نشان داد  cDNAمناستب

 اتیبهمه ترک يعنینمونه کنترل است  NTC (۲شکل )

PCR  را بجم نمونتهcDNA  دارد و چون نمونهNTC 

رت صو یزغازگر به درست یطراح يعنیاست  نوارفاقد 

ند قرار دار یاصل نوار یکه بالا نوارهايیگرفته است و 

.است يشیززما يلاز وسا یناش یزلودگ
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 RNAنمونه  7تا  ۲های و چاهک Lader ۱چاهک شماره ) يک درصداستخرا  شده بر روی ژل زگارز  RNAنتايج الکتروفورز  -۱شکل 

تیمار  5و  ۴بر متر، چاهک  زيمنسدسی ۳تیمار شوری  ۳تیمار شاهد، چاهک  ۲به ترتیب چاهک استخرا  شده تیمارهای مختلف شوری 

 باشند(میبر متر  زيمنسدسی 0تیمار شوری  7و  1بر متر و چاهک  زيمنسدسی 1شوری 
Figure 1- Results of RNA electrophoresis extracted on 1% agarose gel (Number column 1 Lader and 

columns 2 to 7 extracted RNA samples of different salinity treatments, respectively, column 2 is the 

control treatment, column 3 is the salinity treatment of 3 ds/m, columns 4 and 5 are the salinity treatment 
of 6 ds/m, and columns 6 and 7 Salt treatment is ds/m) 

 

 
تیمار شاهد، نمونه  ۳تا۱)چاهک  18srRNAژن کنترل داخلی  زغازگرسنتم شده با استفاده از cDNA از  PCR نتايج الکتروفورز محصول  -۲شکل 

 بر متر ( زيمنسدسی 0تیمار  ۱۳تا  ۱۱دسميمنس بر متر، چاهک  1تیمار  ۱3تا 7بر متر، چاهک  زيمنسدسی ۳نمونه تیمار  1تا ۴چاهک 
Figure 2- Electrophoresis results of PCR product from cDNA synthesized using internal control gene 

primer 18srRNA (columns 1 to 3 samples of the control treatment, columns 4 to 6 samples of the 

treatment 3 ds/m, columns 7 to 10 samples of the treatment 6 ds/m, wells 11 to 13 samples of the 

treatment 9 ds/m) 

 

نشان دهنده  SAPK1 نژبرای  مناستبنوار وجود  

از  ( ۳)شکل  طراحی شتده بود زغازگرستنتم درستت 

های برای درستت کردن استاندارد PCRاين محصتول 

qPCR  استتتفاده شتتد. رقت مختلف  ۴درNTC  نمونه

را بجم نمونه  PCRکنترل استتتت يعنی همته ترکیبات 

cDNA  دارد و چون نمونهNTC  است يعنی نوار فاقد

طراحی زغازگر به درستتتتی صتتتورت گرفته استتتت 

 (.۳)شکل

 

Lader 100 bp 
NTC 

86 bp 100 

200 

300 

1

1 

2

2 

3

3 

4

4 
5

5 

6

6 

7

7 

8

8 

9

9 

10

10 
11

11 
12

12 

13

13 
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 مربوط  cDNA)چاهک شماره يک نمونه  SAPK1 ژن زغازگربا استفاده از   PCRنتايج الکتروفورز محصول  -۳شکل 

 (باشندهای گروه ژنی پروتئین کیناز میمربوط به ساير ژن cDNAنمونه های  5تا  ۲های چاهکو   SAPK1به زن 
Figure 3- Results of PCR product electrophoresis using the SAPK1 gene primer (number column one is 

the cDNA sample related to the SAPK1 gene and columns 2 to 5 are the cDNA samples related to other 

genes of the protein kinase gene group) 

 

 مورد بررسی منحنی تکثیر ژن :qPCRنرایج واکنش 

یوه شتکثیر به که مطالعه و ژن کنترل داخلی نشتان داد 

ا ببا عملکرد مناستب صورت گرفته است.  درستت و

 روند تکثیر افمايش يافت کههای تکثیر افمايش چرخه

ل )شک وجود تکثیر غیر اختصتاصتی بودنشتان دهنده 

 . بررستتی منحنی ذوب برای ژن کنترل داخلی و ژن(۴

 خ  مورد مطتالعته وجود يتک نقطته او  را بتالاتر از

 تکثیر اختصاصی زنهانشان دهنده زستتانه نشان داد که 

. دمای (5)شتتکل  ای پلیمراز استتتدر واکنش زنجیره

گراد بود. همچنین درجه ستتتانتی 0۱نمديتک به ب ذو

طراحی  بیتانگروجود يتک پیتک ذوب در اين منحنی 

 باشتتتد.میبرای ژن و عدم زلودگی  درستتتت زغتازگر

بررستی منحنی استاندارد در تمام تیمارها و در هر دو 

رقا متحمل و حستاس نشان داد تیمارها بر روی خ  

یر ها و تکثکه غلظت مناسب نمونه واقع شدهرگرسیون 

کند.را تايید می اختصاصی زنها

 

      
 الف( رقم متحمل                                                           ب( رقم حساس 

 حساسب( در رقا قا متحمل ردر الف(  SAPK1منحنی تکثیر ژن  -۴شکل 
Figure 4- The amplification curve of SAPK1 gene in two tolerant (a) and sensitive (b) cultivars 

 

 تکثیر تکثیر

 چرخه چرخه

Lader 100 bp )راهنما( 

100 
200 

300 

SAPK1 

NTC 

1 2 3 4 5 
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 ب(رقم حساس                           الف( رقم متحمل                                                                        

 حساس ب( در رقا در  رقا متحملالف(  SAPK1منحنی ذوب ژن  -5شکل 
Figure 5- Melting curve of SAPK1 gene in two tolerant (a) and sensitive (b) cultivars 

 

با استتتتفاده از روش  qPCRنتايج واکنش   تجميه 

بیان الگوی بررسی  جهت  ΔΔct-2توس  فرمول   لیواک

شتتصتتتک در رقا متحمل که نشتتان داد  SAPK1 ژن

و  ۱۲بر متر  زيمنسدسی 0در ستطح شوری محمدی 

بیشترين میمان بیان ژن ستاعت بعد از اعمال تنش  ۲۴

نیم  IR29و در رقا حساس  (1شکل) ده گرديدمشتاه

ساعت بعد  ۲۴بر متر  زيمنسدسی 0در سطح شوری 

 مشتتاهد شتتدژن بیان میمان از اعمال تنش بیشتتترين 

شوری در تنش با بررستی سطوح مختلف  (7شتکل )

تیمار  سته زمان مختلف نمونه برداری مشخ  شد در

)بدون تنش شتتوری( میمان بیان ژن در هر دو  شتتاهد

هیچ  IR29 و حستاس شتصتتتک محمدی رقا متحمل

همچنین  (.7و  1)شکل  تفاوتی با همديگر نشتان نداد

ا دو رق نیم بینبر متر  زيمنسدسی ۳سطح شوری در 

 داری مشتتاهده نشتتدمتحمل و حستتاس تفاوت معنی

بر  زيمنسدسی 1اما در سطح شوری  (. 7و  1)شکل 

ساعت بعد از اعمال تنش میمان بیان ژن در رقا  1متر 

)بدون  تیمار شتتاهدمتحمل نستتبت به رقا حستتاس و 

 ۲۴و  ۱۲ بررسی بیان ژن .برابر افمايش داشت ۳تنش( 

در رقا را مال تنش میمان بیان ژن عستتتاعتت بعد از ا

 7حدود  تیمار شاهدمتحمل نستبت به رقا حساس و 

 0در سطح شوری (. 7و  1)شکل  نشان دادبرابر بیشتر 

ساعت بعد از اعمال تنش میمان  1بر متر  زيمنسدسی

 رقا حساس دو برابر به بیان ژن در رقا متحمل نسبت

و  ۱۲برابر بیشتر شد  ۴ تیمار شاهدبیشتتر و نسبت به 

ساعت بعد از اعمال تنش نیم میمان بیان ژن در رقا  ۲۴

و نسبت برابر  5متحمل نستبت به رقا حساس حدود 

و  1)شکل ابر بیشتتر شد بر ۱3حدود  تیمار شتاهدبه 

دهد که با افمايش سطح شوری اين نتايج نشان می(. 7

يابد در گیتاه برنج افمايش می SAPK1میمان بیتان ژن 

زمان بعد از اعمال تنش بر میمان همچنین بررستتی ا ر 

نشتتتان داد در ستتتاعات اولیه بعد از  SAPK1بیان ژن 

ن با افمايش زما اعمال تنش میمان بیان ژن ناچیم بود اما

افمايش يافت. بررستتی منحنی  ستتاعت بیان ژن ۲۴تا 

در هر دو رقا متحمل و حستتتاس  SAPK1ذوب ژن 

ها ایدرصد دو رشته 53ه در زن نشان داد دمای ذوب ک

گراد درجه ستتانتی 0۱شتتوند حدود ای میتک رشتتته

در اين منحنی نقطه او  استتتت و همچنین وجود يک 

برای ژن و عدم  زغازگررستتت هنده طراحی دنشتتان د

(.5)شکل باشدمیزلودگی 

 اوج نقطه اوج نقطه

 دما دما

 آستانه خط
 آستانه خط
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 شصتک محمدی در رقا متحمل SAPK1میمان بیان ژن  -1شکل 

Figure 6- SAPK1 gene expression level in the tolerant cultivar Shastak Mohammadi 

 
 IR29 در رقا حساس SAPK1میمان بیان ژن  -7شکل 

Figure 7- SAPK1 gene expression level in the sensitive cultivar IR29 
 

نتايج حاصل از تجميه واريانس  :نتایج تجزیه واریانس

در هر دو  SAPK1هتای مربوط بته میمان بیان ژن داده

برنج  IR29رقا متحمل شتصتتک محمدی و حساس 

ا ر زمان، شتتوری و که تحت تنش شتتوری نشتتان داد 

زمان در شتتوری از لحاآ زماری در ستتطح  برهمکنش

(. اين نشان 7جدولدار شدند )درصتد معنی 5احتمال 

تحت تا یر  SAPK1دهنتده اين استتتت میمان بیان ژن 

مختلف بعد از های ستطوح مختلف شوری و در زمان

ین کند. مقايسه میانگدار پیدا میاعمال تنش تغییر معنی

زمان در شتتوری نشتتان داد در رقا متحمل  برهمکنش

 0بیشتتتترين میتتانگین مربوط بتته ستتتطح شتتتوری 

ساعت بعد از اعمال تنش  ۲۴و  ۱۲بر متر  زيمنسدسی

ساعت  ۱۲ تیمار شاهدو کمترين میانگین نیم مربوط به 

ش بود. در رقا حستتاس نیم بیشتتترين بعد از اعمال تن
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بر متر  زيمنسدسی 0میانگین مربوط به ستطح شوری 

ساعت بعد از اعمال تنش و کمترين نیم مربوط به  ۲۴

در هر ستته زمان بعد از اعمال تنش بود  تیمار شتتاهد

 (.0)جدول 

      
 در دو رقا متحمل و حساس برنج تحت تنش شوری  SAPK1تجميه واريانس میمان بیان ژن  -7جدول 

Table 7- Variance analysis of SAPK1 gene expression in two tolerant and sensitive rice cultivars under 

salt stress 
 میانگین مربعات رقا حساس

The mean square of the 
sensitive cultivar 

 میانگین مربعات رقا متحمل

The mean square of the 

tolerance cultivar 

 درجه ززادی
Df 

 منابع تغییر
Sources of variation 

*1.19 *24.857 
2 

 زمان
time 

*7.58 *156.80 3 
 شوری
Salt 

*0.398 *9.769 6 
 زمان * شوری
Time * salt 

0.002 0.001 24 
 خطا

error 

 (CVضريب تغییرات ) - 3.72 4.12
Coefficient of variation 

 درصد 5داری در سطح احتمال معنی* 
Significance at the 5% probability level 

 
 زمان و شوری در دو رقا متحمل و حساس برنج تحت تنش شوری برهمکنشمقايسه میانگین  -0جدول 

Table 8- Mean comparison of salt*time interaction in two tolerant and sensitive rice cultinars under 

salinity stress 
 IR29رقا حساس 

IR29 sensitive cultivar 
 رقا متحمل شصتک محمدی

Shastak Mohammadi's tolerant cultivar 
 تیمار

Treatment 

0.981h 1.07g 1b1a 

0.343fg 0.363f 2b1a 

0.882 de 2.94 d 3b1a 
2.11b 5.13 c 4b1a 

0.972 hi 0.939gh 1b2a 
0.339 f 0.482e 2b2a 
1.117c 5.81c 3b2a 
2.37b 11.39a 4b2a 

0.969hi 0.972gh 1b3a 
0.473 ef 0.489e 2b3a 

2.05b 7.06b 3b3a 
3.31a 11.63a 4b3a 

1 a  3تاa  :( ۲۴و  ۱۲، 1زمان  ، )1ساعت بعد از اعمال تنش شوریb  4تاb  : ،بر متر( زيمنسدسی 0و  1، ۳تیمارهای مختلف شوری ) کنترل 

 .ندارند دارمعنی تفاوت ٪5در سطح احتمال  (LSD) دارهای دارای حروف مشابه بر اساس ززمون حداقل اختلاف معنیدر هر ستون میانگین
a1 to a3 :time (6, 12 and 24 hours after application of salinity stress), b1 to b4 :different salinity treatments (control, 3, 

6 and 9 dS/m) 
 Means in each column, followed by the same letter are not significantly different at the 5% probability level-using 
LSD, Test. 
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 بحث

 سلول ستیتوزولبا تجمع ستديا در  تنش شتوری 

بیان  .شتتتودايجاد ستتتمیت ستتتديا در گیاه می باعث

های تنظیا ژنبتا کتارکردهتای متفاوت مثل هتايی ژن

عث با های مستئول انتقال سیگنال ترارسانژن و کننده

 (.۱0)شتتوند ايجاد تحمل به تنش شتتوری در گیاه می

  SOS ریمستتتطی تنش شتتتوری در گیتاهتان زوندی 

(salt overlay Sensetive) نازهاییک نیپروتئ شتتتامل 

 .شوندیم فعال هانیپروتئ ایکلسباند و  نیترئون-نيسر

 یفعال شتتدن برخ ستتبب تيدر نها ریمستت نيا تیفعال

پروتئین (. ۲3) شتتتد  خواهددر گیاه ترانستتتسورترها 

ی اههای کیناز پروتئینزنميا عنوان گروهی ازبهکینازها 

. اين کنندرا با افمودن گروه فسفات فسفريله می هدف

هتای ديگر که غالبا فعال کننده هتا بتا پروتئینپروتئین

د. شونزبشتار فستفريلاستیون هستتند وارد واکنش می

 رونويسی های اصلی پاسخ دهنده به تنش يا عواملژن

ها در نهايت ستتبب ستتازگاری ی اين ژنکنترل کننده

و  مانی گیاهها به زندهشوند. اين ژنگیاه تحت تنش می

 کنندمطلوب کمک میپشتتت ستتر گذاشتتتن شتتراي  نا

ر دالقای پیام رشتتتد و تکثیر  با پروتئین کینازها (.۲۱)

ا تنظی عنوانبه و دارندنقش مهمی ارتباطات ستتتلولی 

 کاربرد دارند ستتلولی فرزيندهای در کلیدی هایکننده

های مختلف بیان ژن (۲3۱0)همکاران ويجايتا و  (.۲۲)

 روش استتتفاده از با  را پاستتخ دهنده به تنش شتتوری

qPCR  تنش هتای متحمل و حستتتاس به ژنوتیت در

 بررسی کردند نتايج زنها نشان دادبرنج گیاه در شوری 

در تنظیا هموئستتتتتتازی  SOS 1و HKT2هتتای ژن

و تحمل به تنش شوری نقش  سديا و پتاسیاهای يون

 کالیستتتتنتايج نتايج تحقیق حاضتتتر با . (۲۳) دارند

 SAPK4بیان ژن الگوی  که (۲3۱۴)ديهايو و همکاران 

ر پاسخ درا سترين ترئونین  از گروه ژنی پروتئین کیناز

بررستتتی از جمله تنش شتتتوری  محیطیهای به تنش

 SAPK4بیان ژن اين محققان  .مطابقت داشتتتکردند 

بررسی کردند نتايج انها نشان  qPCRرا توس  تکنیک 

رشد  ،تنظیا همئوستازی يونی منجر بهداد بیان اين ژن 

دنجی . (۲۴) شودمیو توسعه گیاه تحت تنش شوری 

بیان دو ژن نیم نشتتان دادند که ( ۲3۱0)لئو و همکاران 

SAPK1  وSAPK2  در برنج تحتتت تنش شتتتوری

يتابتد که با نتايج تحقیق حاضتتتر مطابقت افمايش می

از طريق ا ر بر  SAPK2و  SAPK1دو ژن بیان داشت. 

متابولیت های فعال و استممی ستتبب افمايش رشتتد و 

د نشوری خواهتنش و کاهش حساسیت به توسعه گیاه 

و و لیوهمچنین نتايج اين تحقیق با نتايج  (.۲5) شتتتد

در را  SAPK10نقش کلیدی ژن  که( ۲3۱0همکاران )

القا  SAPKsهای گلتدهی برنج از طريق زنالیم پروتئین

بررستتی های مختلف از جمله شتتوری شتتده با تنش

یش که بیان ب نتايج زنها نشان داد .کردند مطابقت داشت

در گیاه برنج تحت تنش ستتتبب  SAPK10از حد ژن 

خواهد شد که اين در واقع  گلدهی گیاه زودتر از موئد

يتک نوع مکتانیستتتا دفاعی در گیاه در مقابله با تنش 

( ۲3۱0نتايج اوبیدول اسلام و همکاران ) .(۲1) باشدمی

( برنج را در osTRE1نیم کتته عملکرد ژن تراهلوز )

 با نتايج اين واکنش به  تنش شتتوری بررستتی کردند

اين محققان با شتتناسايی و با  .تحقیق مطابقت داشتت

(  osTRE1تجميته و تحلیتل الگوی بیان ژن تراهلوز )

برنج در واکنش به  تنش شتوری با استتتفاده از تکنیک 

qPCR های جوان به اين نتیجه رستتیدند که در گیاهچه

ابد. يشتتتوری افمايش می بیان اين ژن تحت تا یر تنش

ن را به ( بیان اين ژABAهمچنین تیمارزبسميک اسید )

 (.۲7کند )طور موقت تنظیا می

 

 گيرینريجه

دهد که با افمايش سطح شوری اين نتايج نشان می 

يابد در گیتاه برنج افمايش می SAPK1میمان بیتان ژن 

همچنین بررستتی ا ر زمان بعد از اعمال تنش بر میمان 

نشتتتان داد در ستتتاعات اولیه بعد از  SAPK1بیان ژن 
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اعمال تنش میمان بیان ژن ناچیم بود اما با افمايش زمان 

ستتاعت بیان ژن افمايش يافت. بررستتی منحنی  ۲۴تا 

در هر دو رقا متحمل و حستتتاس  SAPK1ذوب ژن 

درجه ستتتانتی گراد  0۱نشتتتان داد دمای ذوب حدود 

استتت و همچنین وجود يک پیک ذوب در اين منحنی 

و عدم  برای ژن زغازگرنشان دهنده طراحی درست 

 باشد.زلودگی می

 سپاسگزاری

از استاتید بمرگوار دانشکده کشاورزی دانشگاه لرستان 

بیوتکنولوژی که در انجام ززمايشگاه  محترم و مستئول

و ارتقتا کیفی اين تحقیق متا را يتاری نمودنتد نهايت 

ا. يتشکر و قدردانی دار
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