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 چکیده

 بهبود به نهایت در و کمک کند خشکی تنش به تحمل ژنتیکی اساس بهتر درک به تواند می جو، گیاه در تنش تحمل های سازوکار مطالعه

 بیان بررسی و شناسایی منظور به منجر شود. مولکولی ژنتیک نوین های روش طریق از به تنش خشکی ملتح مرتبط با ژنتیکی خصوصیات

رقم  و اسپانتانئوم )جو وحشی( های ژنوتیپ در ریشه و برگ هایEST تحلیل و تجزیه، گیاه جو خشکی تنش به تحمل در درگیر هایژن

گردید، سپس پیش دریافت های جهانیپایگاه ها ازکتابخانه اولیه اطلاعات. صورت گرفت( خشکی تنش برابر در متحمل)زراعی نیمروز 

 به. صورت گرفت افزارهای بیوانفورماتیک متعددی به کمک نرم، ها کتابخانه بین در متفاوت بیان با های مرتبطژن ها و شناساییداده پردازش

با  تصادفی کاملاً طرح قالب در فاکتوریل صورت به ، یک آزمایشReal time-PCR با استفاده از روش کاندید هایژن بیان بررسی منظور

صورت  گلدان در دوم عامل عنوان به (FC درصد 50در آبیاری و )شاهد آبیاری تیمار و اول عامل عنوان به هاژنوتیپ سه تکرار روی

 بیان میزان اساس بر. شد لحاظ خشکی تنش اعمال از پس ساعت 72 و 24، صفر سطح سه در نیز برداری نمونه زمان عامل گرفت. همچنین

 HvnsLTP (Non-Specific Lipid ( وPlasma Membrane Intrinsic Protein 1;4) HvPIP1;4 هاینام به ژن دو تنش، شرایط ژن در

Transport; nsLTPبیان بررسی نتایج حاصل از اساس بر. شدند شناسایی جو در خشکی تنش به پاسخ در درگیر مهم هایژن ( به عنوان 

 هایژن که به طوری بود، برخوردار کاندید هایژن برای بالاتری بیان از متحمل رقم عنوان به نیمروز ژنوتیپ که گردید مشخص هااین ژن

PIP1;4 و nsLTP علاوه، به. از خود نشان دادند شاهد شرایط به نسبت ساعت 72 از بعد برابری 54/53 و 98/95 افزایش یک ترتیب به

داری بطور معنی در ژنوتیپ متحمل نیمروزجو HvnsLTP ن مقایسه با ژ در PIP1;4ایج این مطالعه نشان داد که تغییرات میزان بیان ژن نت

(P<0.05بیشتر از ژنوتیپ اسپانتانئوم بود ). از را پایین مولکولی جرم دارای و باردار غیر محلول مواد و آب از آنجایی که این ژن حرکت 

 این ژن احتمالاً در روند تحمل به تنش خشکی نقش داشته باشد. ،کند می تسهیل تونوپلاست و پلاسمایی های شامه

 

 پلاسمایی شبکه ژنی، غشاء، آکواپورین، تجزیه و تحلیل بیوانفورماتیکی: کلیدی کلمات

 

 مقدمه

 بین از موجب زیستی، از جمله تنش خشکی غیر هایتنش

 میزان. شوندمی ورزیکشا تولیدات از زیادی بخش رفتن

 تنش است تا شده آن، موجب نامطلوب پراکنش و بارندگی

 تولید محدودکننده عوامل ترینمهم از یکی عنوان به خشکی

 توجه مورد خشک نیمه و خشک اراضی در زراعی محصولات

های استفاده از روش امروزه .(Wang et al., 2013)گیرد  قرار

برخوردار از سطوح بالای  گیاهان برای تولید ژنتیک مهندسی
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 معطوف خود به را زیادی توجه غیرزنده، های تنش به تحمل

 خشکی تنش تحمل های سازوکار روی بر مطالعه. است داشته

 به تحمل ژنتیکی اساس بهتر درک در تواند گیاهان می در

 خصوصیات بهبود در ما به نهایت در و شود واقع مفید خشکی

 نوین های روش طریق از خشکی تحمل در درگیر ژنتیکی

 (.1395کند )زارع و همکاران،  کمک مولکولی ژنتیک

 تحمل های سازوکار آشکارسازی برای ها تلاش از بسیاری 

 ژنتیکی و مولکولی مطالعات طریق از گیاهان در خشکی به

 ها،ون به کمک این روشگیرد، به طوری که تاکن می صورت

شناسایی  خشکی تنش به گویی پاسخ مسئول هایژن از تعدادی

 تعیین عملکرد .(Hazen et al., 2005)اند شده گزارش و

 هایی پروتئین با ها آن توالی مبتنی بر شباهت ها،ژن از بسیاری

  بینی پیش ها گونه سایر ها قبلاً درعملکرد آن است که

 گیاهان تحمل در مهمی نقش ها،ژن این از بعضی. اندگردیده

، انتقال های سیگنال دریافت طریق از خشکی تنش مقابل در

 طریق از یا سلولی سطح در ژن نبیا کننده تنظیم های شبکه

 Umezawa et al., 2006)کنند  می ایفا پسابیدگی به مقاومت

Zhang et al., 2004; )توسط شونده القا هایژن از . بسیاری 

 در جهت ایجاد ژن انتقال طریق از توانند می محیطی های تنش

 ,.Abebe et al)گیرند قرار استفاده مورد در گیاهان مقاومت

 خشکی تنش شرایط تحت ها آن بیان که هاییژن. (2004

 که هاییژن الف( شوند: می تقسیم گروه دو به یابد می افزایش

 رمز را تنش برابر در سلول حفاظت نقش با هایی پروتئین

 انتقال برای ضروری هایی پروتئین که هاییژن ب( و کنند می

 Mittler)نمایند کد می را تنش با مرتبط هایژن تنظیم و ها پیام

et al., 2004) .از وسیعی طیف ایجاد باعث خشکی تنش 

، روزنه شدن بسته چون بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی های فرآیند

 در تنفسی فعالیت افزایش و فتوسنتز کاهش، سلول رشد کاهش

 هایژن از برخی که دهندمی نشان دیگر مطالعات. گردد می گیاه

 افزایش باعثLEA (Late Embryogenesis Abundant ) گروه

 مربوطه های پروتئین و شوند می خشکی تنش به تمقاوم

 دیدن آسیب مانع و کرده عمل محافظ شبه های مولکول همانند

مربوط به  Hva ژن. (Umezawa et al., 2006)شوند  می سلول

است که در اواخر  LEA خانوادههای پروتئین از گیاه جو یکی

کند و با افزایش مرحله نمو بذر در لایه آلورن تجمع پیدا می

 میزان اسید آبسیزیک و پسابیدگی بذر، میزان بیان آن بالا 

، برنج به گیاه انتقال این ژن (.Hong et al., 1992رود )می

 گیاه این در شوری و آب کمبود به تمقاوم افزایش موجب

 علائم بروز در خیرأت، رشد افزایش سرعت گردید و سبب

 از پس گیاه مجدد بازیابی در پیشرفت و تنش صدمات از ناشی

 . (Xu et al., 1996)گردید  تنش رفع

های درگیر در تحمل های متعددی برای شناسایی ژنروش

توان به ها، میهای مختلف وجود دارد. از جمله این روشتنش

ها شامل روش نورترن ژن مطالعه موردیهایی مانند روش

برداری کمی در زمان  و نسخه (Brown et al., 2004) بلاتینگ

 ,.Schena et al) روش ریزآرایه، (Heid et al., 1996) واقعی

 و یا مطالعه RNA-seq (Wang et al., 2009b) روش، (1995

هایی همچون تخمین  ها توسط روش وسیع سطوح رونوشت

 EST (Expressed هایکتابخانهژن از طریق ساخت  بیان

Sequence Tag )(Cushman and Bohnert, 2000) اشاره کرد .

 از های داده، یکی موجود در پایگاه هایEST تجزیه و تحلیل

درگیر در  فعال هایژن کشف برای ها روش مؤثرترین

 ,Cushman and Bohnert)باشد  مسیرهای بیوسنتزی می

 متابولیسم در مؤثر هایژن شناسایی . این راهکار به(2000

 عوامل حمله به پاسخ همچنین و بیوشیمیایی مسیرهای، ثانویه

کند  می توجهی شایان کمک محیطی هایتنش و زابیماری

  تر تجزیه و تحلیل پیچیده کاربردهای از (.1393)زینتی، 

ESTبین دهش حفاظت ژنی های خانواده توان به شناساییها، می 

، متعدد یک ژن های پیرایش کشف، بررسی مورد های گونه

 و ها ویرایش انطباق و بندی صف طریق از ژن ساختار تعیین

 . (1390)حیدری و همکاران،  اشاره کرد ژن بیان بررسی

انجام  ESTتحلیل  و تجزیه های روش بکارگیری با امروزه

 به مقاوم گیاهان اصلاح هدف با گسترده تحقیقاتی هایبرنامه

 سرعت با برنج و گندم مانند زراعی مهم گیاهان در تنش خشکی

با  .(Bausher et al., 2003)باشد  می پذیر امکان بیشتری و دقت

 گیاهان از تعدادی در ژنوم یابی توالی هایپروژه تکمیل
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ESTاست شده فراهم گیاهان سایر مطالعه برای های فراوانی .

 همولوگ مشخص ژن توالی یک با ESTتوالی یک  چنانچه

 گرفته نظر در ESTآن  برای مشابهی عملکرد بالقوه باشد،

 به اومتمق با هاESTبر  مبتنی هایتحلیلو  تجزیه. شود می

آگاهی نسبت  افزایش موجب، غیر زیستی و زیستی هایتنش

. شودمی مقاومت کننده های کنترلژن بیوشیمیایی مسیرهای به

 امکان، اطلاعاتی هایدر بانک هاESTاطلاعات  گسترش با

 های تنش به مقاومت های کاندیدایژن جداسازی و شناسایی

 گیاه. (Hide et al., 1999)شود  می میسر زیستی غیر و زیستی

 بیشترین غلات، سایر با مقایسه در( Hordeum vulgare L)جو

 غلات به نسبت دهد ومی نشان تنش خشکی به را مقاومت

 آب کمبود برابر در تری کارآمد سازوکارهای دارای دیگر

 دمای و تنش خشکی با گیاه این عملکردکه  هرچند، باشد می

ی و همکاران، شود )مراد می محدود دانه شدن پر مرحله در بالا

 جو در هاژن بیان الگوی و کارکردی ژنومیکس (. بررسی1391

 هایژن شناسایی به منجر تواند می خشکی تنش به پاسخ در

از  .گردد استراتژیک گیاه این در تنش به مقاومت القای در ثرؤم

های درگیر در هدف از این تحقیق شناسایی برخی ژناین رو 

ها در دو رقم  سی بیان آنتحمل تنش خشکی در جو و برر

برگ  یهاEST لیو تحل هیبا استفاده از تجزمتحمل و حساس 

 باشد.می شهیو ر

 

 ها روش و مواد

 به مربوط EST '5 کتابخانه یک :ESTاطلاعات  آوری جمع

 NCBI  داده پایگاه از Lib.13887 شناسه با جو گیاه برگ

 لازم. بود EST توالی 2016 شامل کتابخانه این. گردید دریافت

 حداقل با هایی کتابخانه بین ها کتابخانه جستجوی است ذکر به

 EST ی کتابخانه دو همچنین. گرفت صورت EST توالی 1000

 دریافت نیز از پایگاه یاد شده جو گیاه ریشه به مربوط 5'

 در توالی 1469 شامل Lib.9798 شناسه با اول  کتابخانه. گردید

 شامل Lib.9796 شناسه با دوم کتابخانه و بدون تنش شرایط

 .بود خشکی تنش شرایط در توالی 3863

 سرویس از پردازش پیش  مرحله انجام برای :پردازش پیش

 EGassembler (Masoudi-Nejad et al., 2006) بیوانفورماتیک

، ها کانتیگ شامل سرویس این شد. خروجی استفاده

  بود. EST های توالی بندی صف فایل و ها سینگلتون

 بیان بررسی منظور به هاESTگذاری هم و بندیدسته

 هایEST نوع و تعداد که آنجایی از :برگ کتابخانه در هاژن

 آنها نیز بیان بررسی امکان، است ردگیری قابل نتیگکا هر

 و بندی دسته هم برگ با کتابخانه هایEST. است فراهم

 با هاییکانتیگ، هاکانتیگ تشکیل از پس. شدند گذاری هم

 نظر مد بالا بیان با هاییژن عنوان به، EST توالی 10 حداقل

 .گرفتند قرار

-ژن بیان بررسی منظور به هاESTگذاریهم و بندیدسته

 هم کتابخانه ریشه بافت برای چون: ریشه هایکتابخانه در ها

 دو بین مقایسه امکان، داشت وجود هم کتابخانه تنش و شاهد

 دو EST های توالی خاطر، همین به. بود فراهم وضعیت

 هم، EGassembler سرویس مجدد کارگیری به با کتابخانه

 دسته، همانندی 80% لحداق گرفتن نظر در با و هم با زمان

برای  از آزمون آدیک و کلاوری. شدند گذاری هم و بندی

 Audic and)افتراقی استفاده گردید  بیان هایی باشناسایی ژن

Claverie, 1997)آزمون تریندقیق آدیک و کلاوری . آزمون 

 و است جفتی هایمقایسه در ژن بیان تغییرات اییشناس برای

 مورد هایژن یکسانی بیان و شرطی احتمال محاسبه مبتنی بر

 ,Audic and Claverie) است کتابخانه هر دو در بررسی

 طی هاژن بیان بررسی جهت آزمون این از رو، این از ،(1997

 ابزار شد. برای این منظور از استفاده جو در خشکی تنش

IDEG6 (Romualdi et al., 2003)  اینجا در. گردید استفاده ،

 گرفته درنظر مختلف هایژن از ای نماینده عنوان به ها کانتیگ

 عنوان به) کانتیگ هر در کتابخانه هر هایEST تعداد و شدند

 تعداد و( کتابخانه همان در ژن آن رونوشت تعداد از معیاری

 برای لازم های ورودی عنوان به کتابخانه هر هایEST کل

 داریمعنی سطح. شدند استفاده IDEG6 ابزار در آزمون انجام

(α )شناسایی از پس شد. گرفته نظر در% 5 با برابر نیز 

 شناسایی منظور به، کتابخانه دو بین افتراقی بیان با های کانتیگ

 مقابل در نظر مورد های کانتیگ، کانتیگ هر با متناظر هایژن
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 انه آ های یژگیاز و یو برخ، اکتین بمنتخ های ژن یاختصاص یمرهایپرا یتوال 1جدول 

 )جفت باز( cDNAقطعه مورد انتظار روی طول آغازگر نام ژن

HvLTP 
′3-GCAGGTGCCTCAAGAGTGTCG-′LqF 5

 

′3-CAGTCGACACTGGCGCTGATC-′LqR 5 109 

HvPIP1;4 
′3-ACAACAAGAAGCAGGCGTGG-′PqF 5 

′3-CTTGAAGGGGATTGCCCTGATC-′PqR 5 113 

Actin ′3-AGATGATAACAGCAGTGGAGC  -′ActF 5 131 

 ′3-TCCATCCTAGCCTCACTCAG  -′ActR 5  

 

 CLCGenomics افزار نرم از استفاده با جو های پروتئین

workbench 3.6 همه، منظور این برای. شدند ایکس بلاست 

 دریافت EXPASY ی داده پایگاه از جو پروتئینی هایتوالی

 . شد استفاده بلاست در مرجع عنوان به آن از و ندگردید

به منظور تعیین شبکه ژنی بین تعیین و بررسی شبکه ژنی: 

هایی با بیان هایی با بیان بالا در بافت برگ و همچنین ژنژن

های مربوطه تغییر یافته در بافت ریشه گیاه جو، تمام کانتیگ

های پروتئینی گیاه آرابیدوپسیس همزمان با هم در مقابل توالی

(http://www.arabidopsis.orgبا استفاده از نرم ) افزارCLC 

genomics workbench  ،بلاست ایکس شدند. در مرحله بعد

، شبکه ژنی بین  PathwayStudio7افزار با استفاده از نرم

کدهای پروتئنی به دست آمده در مرحله بلاست ایکس تعیین 

 Cytoscapeجزیه و تحلیل این شبکه با نرم افزار گردید. ت

 Betweennessانجام شد. در اینجا پارامترهای  3.4.0

centrality ،Closeness centrality  وedge betweenness 

(Boccaletti et al., 2006 Girvan and Newman, 2002; ) 

 های مهم شبکه بکار گرفته شدند.برای شناسایی ژن

 در فاکتوریل صورت به آزمایش :تنش اعمال و گیاه کشت

 نیمروز زراعی ارقام روی گلدان در تصادفی کاملاً طرح قالب

 وحشی جو اکوتیپ و( خشکی تنش برابر در متحمل)

( ایران ملی ژن بانک 02TN494 دسترسی شماره با) اسپانتانئوم

 50در آبیاری و شاهد) آبیاری تیمار و اول عامل عنوان به

 منظورر تکرا 3با  دوم عامل عنوان به ظرفیت زراعی( درصد

، صفر سطح سه در نیز برداری نمونه زمان عامل همچنین گردید.

 . گردید لحاظ خشکی تنش اعمال از پس ساعت 72 و 24

 هایژن بیان بررسی منظور به :هاژن بیان الگوی یمطالعه

 از گیری بهره با اختصاصی آغازگرهای جفت طراحی ،کاندید

 با لک RNA. (1)جدول گرفت  صورت OLIGO5 برنامه

 برگ اندام از( Invitrogen شرکت) ترایزول محلول از استفاده

کامل  حذف از اطمینان برای سپس. شد استخراج ریشه و

DNA های نمونه، ژنومیRNA آنزیم با DNase1 (RQ1 

RNase-free DNase, Promega )همسان از شدند. پس تیمار 

 با cDNAسنتز  واکنش، های مختلفRNAسازی غلظت 

iScript cDNA synthesis kit (BIO-RAD ) کیت از هاستفاد

 از استفاده با های شناسایی شدهژن بیان الگوی. گرفت انجام

(iCycler iQ real-time PCR, Bio-Rad)Real time-PCR  

 Efficiency adjusted روش ژن با بیان میزان .شد بررسی

ΔΔCt (Yuan et al., 2008) گردید محاسبه. 

 

 نتایج و بحث

برگ جو در شرایط تنش  ESTهایتجزیه و تحلیل داده

اه از بافت برگ گی EST توالی 2016پیش پردازش با خشکی: 

های نامناسب حذف توالیدر شرایط تنش خشکی،  جو

توالی با کیفیت مناسب باقی ماندند. با  1939گردیدند و تعداد 

شامل  unigenes توالی 1578 ، تعدادESTاین تعداد  گذاریهم

 1394جفت باز( و  579کانتیگ )با میانگین طول  193تعداد 

ز کل درصد ا 11/28در مجموع،  .به دست آمدسینگلتون 

. همچنین، ندها شدی این کتابخانه وارد کانتیگEST هایتوالی

 188)برای  2ها از های تشکیل دهنده کانتیگESTتعداد 

 .یک کانتیگ( متغیر بود )برای 25کانتیگ( تا 

با بیان بالا در شرایط  هایunigeneبررسی کارکردی  

جستجوی بلاست ایکس در مقابل تنش خشکی در برگ جو: 

 هایکتابخانه هایکانتیگبرای تمام  جوهای پروتئینی توالی

EST یهاگیکانتدرصد از  52/43نتایج نشان داد که  .انجام شد 
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 های کارکردی مهم پروتئینی فعال طی تنش خشکی در برگ جودرصد گروه -2جدول 

 فعال کارکردی های گروه
درصد 

 ها کانتیگ
 فعال کارکردی های گروه

 درصد

 ها کانتیگ
 فعال کارکردی های گروه

درصد 

 ها کانتیگ

chlorophyll binding 92/7  acyl-CoA dehydrogenase 0/1  Nucleic acid binding 0/1  

ATP binding 93/6  adenine 

phosphoribosyltransferase 
0/1  Oxidoreductase 0/1  

calcium ion binding 94/5  ATP:ADP antiporter 0/1  Peptidase 0/1  

transporter 95/4  calcium:proton antiporter 0/1  Phosphatidylcholine 

biosynthetic process 
0/1  

catalytic 96/3  carbonate dehydratase 0/1  Phosphoethanolamine N-

methyltransferase 
0/1  

lipid binding 96/3  chitinase 0/1  Protein kinase C inhibitor 0/1  

cysteine-type peptidase 97/2  chromatin binding 0/1  Protein serine/threonine 

phosphatase 
0/1  

metal ion binding 97/2  copper ion binding 0/1  Protein-cysteine S-

palmitoyltransferase 
0/1  

structural constituent of 

ribosome 
97/2  defense response to fungus 0/1  Pyridoxal phosphate binding 0/1  

GTPase 98/1  DNA binding 0/1  Ribosome binding 0/1  

hydrolase 98/1  electron carrier 0/1  Sequence-specific DNA 

binding 
0/1  

L-aspartate:2-oxoglutarate 

aminotransferase 
98/1  fructose 1,6-bisphosphate 1-

phosphatase 
0/1  Serine-type carboxypeptidase 0/1  

O-methyltransferase 98/1  fructose-bisphosphate 

aldolase 
0/1  Transferase 0/1  

proton-transporting 

ATPase 
98/1  GTP binding 0/1  Transferase , transferring acyl 

groups 
0/1  

raffinose alpha-

galactosidase 
98/1  hydrogen ion 

transmembrane transporter 
0/1  Translation elongation factor 0/1  

transferase , transferring 

acyl groups 
98/1  inositol oxygenase 0/1  Translation initiation factor 0/1  

transferase , transferring 

glycosyl groups 
98/1  kinase 0/1  Transmembrane receptor 

protein kinase 
0/1  

1,3-beta-D-glucan 

synthase 
99/0  licheninase 0/1  Triose-phosphate isomerase 0/1  

4 iron, 4 sulfur cluster 

binding 
99/0  L-malate dehydrogenase 0/1  UDP-glucose 4-epimerase 0/1  

  
NAD binding 0/1  Zinc ion binding 0/1  

 

های داری با ژنتنش خشکی شباهت معنی مربوط به کتابخانه

 01/43دارند. همچنین  ( جوPutative)شناخته شده یا مفروض 

خوانی های با کارکرد ناشناخته همها با ژن کانتیگدرصد از 

 خروجیهیچ ، درصد 47/13ها یعنی مانده توالی. باقیندداشت

 .نداشتند جوهای مشخصی در بین پروتئین

حاوی  کانتیگ، توالی 101همچنین مشخص شد که  

باشد و در می (Gene ontology) شناسی ژناطلاعات ماهیت

(. همان 2گیرند )جدول گروه کارکردی مختلف قرار می 59

آورده شده است، در شرایط تنش خشکی  2طور که در جدول 

های مرتبط با فتوسنتز بخش بزرگی از فعالیت ژنوم به ژن

(، ATPایستایی انرژی )اتصال به کلروفیل(، هم)اتصال به 

 اتصال به یون کلسیم و ترانسپورترها اخصاص داشت. 

ها و با لحاظ های تشکیل دهنده کانتیگESTبر مبنای تعداد 

ی به صورت قراردادی، در جریان اعمال توال 5 لکردن حداق

ژن با بیان بالا در بافت برگ جو شناسایی  21تنش خشکی، 

 ESTتوالی  25با  9(. کانتیگ شماره 3)جدول گردیدند 

بینی بیشترین بیان را نشان داد. این کانتیگ با پروتئین پیش

ای مطابقت داشت که در پاسخ به تنش آلودگی قارچی در شده
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 ( طی تنش خشکیESTالی وت 5و نتایج بلاست مربوط به ژنهای با بیان بالا )حداقل  ESTتعداد توالی  -3جدول

Query EST No. Lowest E-value Entry Protein names Gene ontology 

Contig 9 25 1.12E-64 F2EBL3 Predicted protein 

Hordeum vulgare var. 

distichum (Domesticated 

barley) 

Contig 173 22 1.74E-48 F2E1T8 
Non-specific lipid-transfer 

protein 
lipid transport 

Contig 98 16 2.18E-97 M0Y7A8 Uncharacterized protein 
phosphatidylcholine 

biosynthetic process 

Contig 2 14 2.35E-54 Q42848 
Non-specific lipid-transfer 

protein 
lipid transport 

Contig 118 11 3.05E-61 Q40047 Transmembrane protein - 

Contig 40 10 1.28E-86 F2CT91 
Ribulose bisphosphate 

carboxylase small chain 
carbon fixation 

Contig 27 9 2.22E-97 M0YHQ0 Uncharacterized protein - 

Contig 26 7 2.09E-20 F2EC03 Hexosyltransferase - 

Contig 1 7 4.41E-19 I3QM88 Metallothionein - 

Contig 167 7 4.77E-19 M0XTV9 Uncharacterized protein fatty acid beta-oxidation 

Contig 101 6 1.21E-35 F2E5Q1 Profilin - 

Contig 186 6 2.79E-25 M0VPD4 Uncharacterized protein - 

Contig 128 6 2.04E-79 F2CT51 
Ribulose bisphosphate 

carboxylase small chain 
carbon fixation 

Contig 143 6 2.33E-26 Q7DM44 Lichenase carbohydrate metabolic process 

Contig 176 5 1.96E-13 F2DXU8 Predicted protein - 

Contig 17 5 1.01E-34 F2EJL5 
Predicted protein 

(Uncharacterized protein) 
- 

Contig 123 5 5.42E-06 Q40051 
Glycine rich protein 

(Fragment) 
- 

Contig 82 5 2.25E-74 F2DF63 
Predicted protein 

(Uncharacterized protein) 
polyamine metabolic process 

Contig 50 5 1.01E-34 F2CSG7 
Non-specific lipid-transfer 

protein 
lipid transport 

Contig 56 5 7.50E-38 M0V695 
Non-specific lipid-transfer 

protein 
lipid transport 

Contig 37 5 2.13E-31 M0WR69 Uncharacterized protein - 

 

نیز  173(. کانتیگ Accession; GO:0050832جو نقش دارد )

 EST توالی 22بود با  nsLTPکه دارای توالی کد کننده پروتئین 

و  50، 2های شماره در رده بعدی قرار گرفت. همچنین کانتیگ

کننده نوع دیگری نیز کد ESTتوالی  5و  5، 14، به ترتیب با 56

های با بیان بالا قرار ها بودند که در بین ژنن دست پروتئیناز ای

گرفتند. این موضوع، بازگو کننده اهمیت بیشتر این خانواده 

 پروتئینی در پاسخ به تنش خشکی در برگ گیاه جو بود. 

های واکاوی آماری و جستجوی عملکردی کتابخانه

EST:  هایزمان توالیهمپردازش پیشپس از EST ی 

 5271 تعداد ،ریشه جو های بدون تنش و تنش خشکیخانهکتاب

ها این توالی گذاریبندی و همدستهبدست آمد. توالی با کیفیت 

کانتیگ قرار  692درصد( در  69/74توالی ) 2528 نشان داد که

درصد( به صورت سینگلتون باقی  40/25توالی ) 2743و  ندگرفت

ها از دو توالی گهای تشکیل دهنده کانتیEST. تعداد ندماند

یک کانتیگ( متغیر بود.  توالی )برای 39کانتیگ( تا  354)برای 

 جفت باز بود. 698ها نیز برابر با میانگین طول کانتیگ

کانتیگ  137مشخص کرد که  آدیک و کلاوریآزمون 

بین شرایط بدون تنش ( P<0.05داری )معنیدارای بیان افتراقی 

با افزایش  کانتیگ 22 ها،یگاز این کانت .بودندو تنش خشکی 

با کاهش بیان همراه بود. جستجوی بلاست  کانتیگ 115بیان و 
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 ها در پاسخ به تیمارهای آزمایشمیانگین مربعات بیان ژن-4جدول 

HvPIP1;4 HvnsLTP درجه آزادی  

87/3541  49/4125  رقم 1 

43/2871  56/1294  تنش خشکی 1 

98/549  01/1135  رقم*تنش خشکی 1 

76/897  06/409  زمان 2 

89/432  86/242  رقم*زمان 2 

87/298  92/270  تنش خشکی*زمان 2 

12/482  35/342  رقم*تنش خشکی*زمان 2 

76/8  38/10  خطا 24 

43/19  23/23  ضریب تغییرات  

 

در بین نشان داد که  جوهای پروتئینی ایکس در برابر توالی

مشخصی در  خروجی کانتیگ، 120 هایی با بیان افتراقی،کانتیگ

-5) نداشتند جوهای بین پروتئین
value≤10-E).  ،بر این اساس

از خانواده آکوآپورین به نام  ژن یک بیشترین افزایش بیان به

PIP1:4  یک ژن میزان کاهش بیان به بیشترینو ( 320)کانتیگ 

  اختصاص داشت. (162با کارکرد ناشناخته )کانتیگ 

بافت برگ در مقابل  هایبا جستجوی بلاست کانتیگ

 135های گیاه آرابیدوپسیس، مشخص شد که برای پروتئین

E-valu=1 ×10کانتیگ، خروجی مشخصی با 
وجود دارد.  5-

کانتیگ از بافت ریشه نیز حداقل با یکی از  572همچنین 

( P<0.05دار)های آرابیدوپسیس دارای شباهت معنیپروتئین

گره  193ژن، دارای  707بود. شبکه ژنی به دست آمده از این 

 .لبه بود 232و 

تجزیه و تحلیل این شبکه ژنی نشان داد که بر اساس 

 Betweenness centrality ،Closeness centralityپارامترهای 

های شناسایی شده ای از ژنبخش عمده edge betweennessو 

های غیرزیستی ، پاسخ به تنشABAدر مسیر پاسخ به هورمون 

های ی و همچنین مسیر پیام رسانی هورموناز جمله خشک

های مطالعه شده نیز . در بین ژن(1شکل گیاهی دخالت دارند )

به طور  BGL2و  APX1 ،PIP1;4 ،LTP4 ،PLA2های ژن

متوسط بیشترین پارامترهای مرکزیت شبکه را به خود 

 اختصاص دادند. 

ی ESTهای با توجه به نتایج حاصل از مطالعه کتابخانه 

های و ریشه جو در شرایط تنش خشکی، دو ژن به نام برگ

PIP1;4  از مطالعه ریشه( و  320)کانتیگnsLTP  173)کانتیگ 

 از مطالعه برگ( برای ارزیابی بیشتر انتخاب شدند.

 های داده تجزیه نتایج :HvnsLTP ژن نسبی بیان بررسی

 ژن این بیان که داد نشان ژن این نسبی بیان بررسی از حاصل

 دارای خشکی تنش و بدون تنش شرایط بین و رقم دو بین

 عنوان به نیمروز رقم و باشد می (P<0.05) داری معنی اختلاف

 در(، a2 شکل) بود برخوردار بالاتری بیان از متحمل رقم

 داریمعنی اختلاف خشکی تنش اعمال با وحشی ژنوتیپ

(P>0.05 )زمان گذشت با نیمروز رقم در اما نگردید، مشاهده 

 از پس ساعت 72 تا ژن این بیان خشکی تنش ثیرأت افزایش و

داد از آنجا که این ژن در پایداری غشا نقش  نشان افزایش تنش

فعالیت ژن تا مدت زمانی که گیاه در برابر رسد دارد بنظر می

 این بیان روند همچنین. کند ادامه داشته باشدتنش مقاومت می

 یکسان زمان گذشت با شتن عدم شرایط در نیمروز رقم در ژن

 . (a2نداد )شکل  نشان را (P>0.05) داری معنی اختلاف و بود

نتایج مطالعه روی بیان  :HvPIP1;4 ژن نسبی بیان بررسی

 تنش و ژنوتیپ ثیرأت تحت ژن این بیان که این ژن نشان داد

 بیان نیمروز رقم ،کلی بطور .(P<0.05)گیرد می قرار خشکی

 دو هر طرفی از داد نشان اسپانتانئوم یپژنوت به نسبت بالاتری

 این اما بودند، برخوردار بیان افزایش از تنش شرایط در ژنوتیپ
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، Betweenness centralityها میزان های پاسخ به تنش خشکی در جو: قطر دایرهتجزیه و تحلیل شبکه ژنی به دست آمده از ژن -1شکل 

دهد. را نشان می Edge betweennessو قطور خطوط میزان  Closeness centralityم میزان ها از رنگ سرد به رنگ گرشدت رنگ دایره

 .نیز با مستطیل مشخص شده است nsLTPو PIP1;4جایگاه دو ژن 

 

 زمان گذشت با و بود بالاتر نیمروز متحمل رقم در بیان افزایش

 بیان افزایش این، تنش ثیرأت و آزمایش تیمارهای اعمال از

 (.b2 شکل) فتیا شدت

شامل مواد انتقال دهنده  ی به تنشپاسخ سلول هدستگا

 ،یرونوشت بردار یها ها، فعال کننده نیاکواپور ریمحلول نظ

همچون  سازگار یها کننده محلول رمز یها میآنز

فعال و  ژنیکننده اکس بی، مواد تخرهای محلول کربوهیدرات

 ی(. برا1393 زینتی،) باشد یمحافظت کننده م یها نئیپروت زین

دو  ،یدگیو پساب یاز کم آب یدفاع در مقابل صدمات ناش

 یها لکولوسنتز م الف(برشمرد:  توان یعمده را م یاستراتژ

اجتناب از  یمرحله جذب مجدد آب برا یکننده در ط محافظت

جذب مجدد آب  یجبران در ط سازوکار ب(صدمات؛ و  نیا

، زینتی)م آبی از طرف تنش ک صدمات وارده یساز یخنث یبرا

های حاصل از این پژوهش نشان داد که داده (.1393

های  های مختلف در حین مواجهه با تنش خشکی پاسخ ژنوتیپ

دهند در همین رابطه فاروق و همکاران به  متفاوتی نشان می

 Farooq et)اند پاسخ متفاوت ارقام به سطوح تنش اشاره نموده

al., 2009)هایی که دارای عملکرد بهتری در حین  . ژنوتیپ

باشند، با سازوکارهای کارآمدتری مثل تنظیم  مواجهه با تنش می

ای بالا و محتوی نسبی آب بالای اسمزی خوب، هدایت روزنه

برگ، سبب خنک نگه داشتن گیاه شده و در نتیجه از کارایی 

ل عملکرد اند که منجر به حصو فتوسنتزی بالاتری برخوردار بوده

بالای گیاه شده است. آنچه که باعث مجموعه این رخدادها در 

شود، سازوکارهای مولکولی هستند چرخه زندگی یک گیاه می

 .(Harb et al., 2010)افتند که با شروع تنش به راه می

 22، با nsLTPدارای ژن کد کننده پروتئین  173کانتیگ 

 توالی قرار داشت. بیشترینبا  هایی گیکانتدر بین  ESTتوالی 
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 به پاسخ در مطالعه مورد قامار در b) HvPIP1;4و  HvnsLTP (aژن )نسبت به شرایط شاهد در زمان صفر(  نسبی بیان مقایسه -2 شکل

 تنش خشکی اعمال از پس ساعت 72 و 24، صفر در خشکی تنش تیمار

 

های کوچک و اساسی هستند که  پروتئین nsLTPهای  پروتئین

به میزان زیادی در گیاهان عالی وجود دارند و نقش مهمی در 

 سیتولوژی گیاهی از قبیل پایداری غشا، سازماندهی فرآیندهای

. (Liu et al., 2015) کنندبازی می پیام القای و سلولی دیواره

های حاصل از بررسی بیان نسبی این  نتایج تجزیه و تحلیل داده

ژن، نشان داد که بیان این ژن بین دو رقم و بین شرایط بدون 

 بود. (P<0.05) داری تنش و تنش خشکی دارای اختلاف معنی

تنش خشکی ثیر أتدر رقم نیمروز با گذشت زمان و افزایش 

نتایج نشان داد. ساعت پس از تنش افزایش  72بیان این ژن تا 

به دست آمده با سایر نتایج در گیاهان دیگر مطابقت دارد، 

بطوری که محققین بسیاری به نقش این ژن در القای مقاومت 

تنش شوری  (Giordani et al., 2011)به تنش یخ زدگی 

(Pitzschke et al., 2014)  تنش خشکی(Edstam and 

Edqvist, 2014)  تنش دمای پایین(Kielbowicz-Matuk et 

al., 2008)  تنش قلیایی(Wang et al., 2009a)  تنش پروکسید

 Wang et)تنش فلزات سنگین  (Tapia et al., 2013)هیدروژن 

al., 2009a)  نور(Sohal et al., 1999)  و بریدگی(Cameron 

et al., 2006) ند. طبق مطالعات صورت گرفته اهاشاره نمود

این ژن در گیاهان تراریخت منجر به افزایش و افزایش بیان 

شود. همچنین  میهای غیرزیستی  القای مقاومت به تنش

در گیاه مدل ltp3  مشخص شده است که جلوگیری از بیان ژن

آرابیدوپسیس موجب القای حساسیت به تنش خشکی در این 

و  Sunمطالعات  (.Arondel et al., 2000)گردد  گیاه می

در پاسخ به  nsLTPنشان دادند که القای ژن  (2015همکاران )

تیمارهای تنش شوری، پلی اتیلن گلایکول، ابسیزیک اسید، 

درجه  4درجه سانتیگراد( و دمای پایین ) 37دمای بالا )
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دهد رخ می Thellungiella salsugineaسانتیگراد( در گیاه 

(Sun et al., 2015افزایش رونوشت .) هایLTP4  در پاسخ به

خشکی و شوری در ارقام مقاوم گندم نسبت به ارقام تنش 

 (.Safi et al., 2015حساس نیز شده است )

بیشترین افزایش در رابطه با بافت ریشه مشخص شد که 

 HvPIP1:4از خانواده آکوآپورین به نام  ژن یک بیان به

با  یک ژن میزان کاهش بیان به بیشترینو ( 320)کانتیگ 

. بررسی بیان اختصاص داشت (162گ کارکرد ناشناخته )کانتی

رقم نیمروز از های مورد مطالعه نشان داد که  این ژن در ژنوتیپ

 بیان بالاتری نسبت به ژنوتیپ اسپانتانئوم برخوردار بود.

در تعادل اسمزی گیاهان تحت شرایط تنش  ها نیآکوآپور

کانال آبی سازنده های  پروتئین ،خشکی نقش دارند

همه موجودات زنده وجود دارند و هدایت  ها( در )آکواپوررین

ها  گردند. این پروتئین ها تنظیم می ها با آن ها و بافت سلول آبی

های  ها به نام پروتئین بزرگی از پروتئین  متعلق به خانواده

هستند که حرکت آب و مواد محلول غیر ( Integral) سراسری

پلاسمایی و های  شامهباردار و دارای جرم مولکولی پایین را از 

. (Bohnert and Jensen, 1996)کنند  مینوپلاست تسهیل وت

 نشان را یتوجه قابل یزوفرمیا تنوع یاهیگ یها نیکواپورآ

 را نیآکواپور یهانژ قیدق تعداد ژنوم، یتوال نییتع .دهند یم

 ;Johanson et al., 2001) سیدوپسیآراب اهیگ در عدد 35 مرز تا

Siefritz et al., 2001 )ذرت اهیگ در عدد 33 و (Zelazny et 

al., 2007; Chaumont et al., 2001 )دهدنشان می .Johanson 

 NtPIP1;1های ( نشان دادند که آکواپورین2001و همکاران )

، ریشه جمله از توتون مختلف گیاه هایبخش در NtPIP2;1و 

شوند. همچنین مطالعه می بیان مادگی و بساک، گل، برگ

 به مقاومت یالقا با PIP1;2 نیآکواپوردیگری نشان داد که 

و  کندیم یریجلوگ لیکلروف هیتجز از توتون در یخشک تنش

 لیکلروف و a لیوفرکل زانیم در (P<0.05) یداریمعنکاهش 

)مهدیه و  نمودند گزارش pip1;2 یهاهش یافتهج در کل

  انتقال عنوان به PIP هایآکواپورین(. 1392همکاران، 

اند، طی مطالعه  شده شناخته غشا عرض در H2O2 هایدهنده

 های آنزیم فعالیت دیگری توسط این محققین در بررسی میزان

CAT, SOD و G-POD تنش تحت و مطلوب شرایط در 

به  pip1:2 جهش یافته و شاهد گیاهان از دسته دو در خشکی

% 5 حد در آنزیم سه هر فعالیت این نتیجه رسیدند که میزان

 شرایط به نسبت تنش تحت گیاهان در داری معنی افزایش

 گیاهان در CAT آنزیم فعالیت دار معنی کاهش. داشت مطلوب

 نشان شاید شرایط مطلوب در شاهد به نسبت جهش یافته

 پراکسید هیدروژن توزیع در PIP1:2 مستقیم غیر نقش دهنده

 دیده دار معنی کاهش این SOD, G-POD آنزیم دو در باشد،

 pip1:2 های جهش یافته که رسدمی نظر به اما نشده است

 کرده احساس زودتر شاهد گیاهان به نسبت را خشکی تنش

از طرفی مشخص شده است  .(1392باشند )مهدیه و همکاران، 

در آرابیدوپسیس منجر به مقاومت به تنش  PIP1;4که القای 

شود و تنش سرما در  سرما در ریشه های آرابیدوپسیس می

نمونه های وحشی با کاهش هدایت الکترولیتی سلولی همراه 

از کاهش هدایت الکترولیتی سلولی  PIP1;4بودند اما القای ژن 

 (. Lee et al., 2012تحت تیمار تنش سرما جلوگیری کرد )

 

 

 ابعمن

 تنش خشکی تحت فستوکا و پنبه، برنج، گندم در ESTمنابع  تحلیل و ( تجزیه1390و حیدری، ش. ) ب. زنجانی، ملکی حیدری، پ.،

 140-129: 2نوین  عملکردی. مجله ژنتیک ژنومیکس و ژن بیان بررسی منظور به

 مرحله در خشکی تنش شرایط گندم در نرعقیمی در دخیل کاندید هایژن برخی بیان ( بررسی1395و فتوت، ر. ) ز. شبر،، س. زارع،

 69-77: 13زراعی  گیاهان میوز. مجله زیست فناوری

 در ثرؤم های ژن یافتن جهت آن وحشی خویشاوندان و گندم در ها ژن بیان الگوی و کارکردی ژنومیکیس ( بررسی1393زینتی، ز. )

 ، ایران.دکتری، دانشگاه شیراز، شیراز نامه شوری. پایان به مقاومت
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Abstract 

 

It is of great significance to understand the tolerance mechanisms by which plants deal with drought stress and 

application of these mechanisms for improvement of genotypes in response to drought stress. In order to identify and 

investigate the expression of genes involved in tolerance to drought stress, leaf and root EST were analyzed in 

Spontaneum (wild barley) and Nimruz (tolernt to drought stress) barley genotypes. The library's initial information was 

received from the databases and the bioinformatics services were used for the pre-processing and identifying genes. In 

order to investigate the expression of candidate genes with Real time-PCR, a factorial experiment was conducted in a 

completely randomized design in a pot with 3 replications. First factor included cultivars (Nimruz and Spontaneum) and 

second factor was irrigation (control and 50%FC). Also sampling times were considered at 3 levels of 0, 24 and 72 

hours after drought stress. Two genes HvPIP1; 4 (Plasma Membrane Intrinsic Protein 1;4) and HvnsLTP(Non-specific 

lipid transport) were identified based on expression in stress conditions as important genes involved in response to 

drought stress in the barely. Based on the analysis of gene expression, it was found that Nimruz genotype as resistant 

cultivar had a higher expression for candidate genes. The expression of HvPIP1; 4 and HvnsLTP genes were 95.98 and 

54.53fold after 72 hours, respectively. In addition, the results of this study showed that changes in HvPIP1; 4 gene 

expression were significantly (P <0.05) higher than the HvnsLTP in the Nimruz genotype in the compared to the 

spontanum genotype. So, this gene played key role in drought resistance in Barley. 

Keywords: Aquaporin, Bioinformatics Analysis, Gene Network, Plasma membrane 
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