
 

 در ژنوتيپ هاي متحمل و حساس هندوانه آجيلي CcNAC2 و CLsHSP18.1Aروند بيان ژن هاي 

)Citrullus lanatus به تنش خشكي با استفاده از روش نيمه كمي (RT-PCR 
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 چكيده

تنش خشكي مهمترين عامل كاهش توليد محصولات گياهي در اكثر نقاط دنيا مي باشد كه سبب كاهش رشد گياه از طريق 

تغيير فرايندهاي فيزيولوژيكي، بيوشيميايي و مولكولي گياه مي شود. در پاسخ به تنش خشكي مجموعه اي از ژن ها با الگوهاي 

 CcNAC2و  CLsHSP18.1Aمختلف القا يا خاموش مي شوند. از ژن هاي كليدي پاسخ دهنده به اين تنش در گياهان 

مي باشند كه در اين آزمايش روند بيان آن ها در زمان هاي مختلف پس از قطع آبياري در دو ژنوتيپ متحمل و حساس هندوانه 

، چهار روز تنش C6 اندازه گيري شد. در ژنوتيپ RT-PCRروش نيمه كمي  با سه تكرار به C12 و C6بذري شامل 

 برابر 4/1) و در ژنوتيپ حساس ãp 05/0نسبت به شاهد شد ( sHSP برابري و معني دار ژن 5/2خشكي باعث افزايش 

 25/1 بيانگر بيشترين افزايش(C6 در ژنوتيپ NACنسبت به شاهد بيان اين ژن افزايش نشان داد. سنجش نيمه كمي ژن 

برابري نسبت به شاهد) بود كه دو روز پس از تنش مشاهده شد. نمونه گيري سوم در چهار روز پس از تنش بيانگر كاهش 

 نسبت به شاهد تفاوت معني دار مشاهده C12معني دار بيان اين ژن در هر دو ژنوتيپ بود به طوري كه در ژنوتيپ حساس 

 داشته است كه در C12 بيان بسيار بيشتري نسبت به ژنوتيپ حساس C6نشد. از سوي ديگر در مورد هر دو ژن، ژنوتيپ 

تمام تيمارهاي خشكي اين تفاوت معني دار بود. به اين ترتيب، روند كلي بيانگر افزايش معني داري بيان هر دو ژن در پاسخ 

 به تنش خشكي بود. 

 .  CcNAC2و CLsHSP18.1A بيان ژن، خشكي، هندوانه آجيلي، :كلمات كليدي

 

 مقدمه



 
  مي شوند كه سهم هر كدام به ترتيبسالانه منجر به افت شديد عملكرد محصولات كشاورزي و زيستي هاي غيرزيستيتنش

زيستي گزارش  هاي غيرتر از ساير تنش اهميتبا تنش خشكي ،مياناين  برآورد شده است. در  درصد30  درصد و70حدود 

). تنش خشكي تاثير معني داري بر صفات مورفولوژيكي گياه از جمله طول ساقه و ريشه، وزن 2006 (حسين،  است شده

خشك ساقه و ريشه داشته كه حاصل از تغييرات در تجمع محصولات بيوشيمايي و بيان ژن است (منصاح و همكاران، 

2009.( 

گياهان اغلب در سطح مولكولي و سلولي به كمبود آب پاسخ مي دهند و مجموعه اي از ژن ها با الگوهاي مختلف القا يا 

). اگرچه استفاده از روش هايي چون ميكرواري 2007؛ شينوزاكي و همكاران، 2005خاموش مي شوند (بارتلز و همكاران، 

(ريزارايه) و شناسايي و فهرست نمودن پروتئين ها، اطلاعات انبوهي در مورد بيان ژن هاي متاثر از تنش را به دنبال داشته است 

) اما آناليز انفرادي اين ژن ها براي اثبات صحت اين اطلاعات لازم مي باشد. گذشته از آن اغلب 1389(مومني و همكاران، 

اطلاعات مربوط به بيان ژن ها در گياهان در پاسخ به خشكي، از مطالعه بر روي گياهان مدل چون آرابيدوپسيس بدست آمده 

). لذا مي توان با ارزيابي نيمه كمي بيان 2010است كه نمي تواند الزاما در مورد ساير گياهان صادق باشد (جاين و چاتوپادهاي، 

ژن هاي منتخب و مرتبط با خشكي در ژنوتيپ هاي متحمل و حساس در هندوانه، مقدمات شناسايي ژن هاي تاثيرگذار و كليدي 

 در ايجاد گياهان تراريخت متحمل به خشكي را فراهم نمود..

) شده است كه نيازمند بررسي هاي بيشتر موردي و Citrullus lanatusدر اين راستا توجه كمتري به گياه هندوانه آجيلي (

دقيق تر بيان ژن هاي كليدي آن در پاسخ به تنش خشكي مي باشد. يكي از ژن هاي كليدي و موثر در تحمل به تنش خشكي در 

مي باشد كه از ژن هاي كليدي كد كننده پروتئين هاي كوچك شوك حرارتي مي باشد. آكاشي و  CLsHSP18.1Aاين گياه 

 پروتئين را شناسايي 23) با بررسي پروتئوم هندوانه وحشي در شرايط تنش خشكي افزايش معني دار بيان 2011همكاران (

، real-time PCR% آن ها پروتئين هاي شوك حرارتي بودند. آناليز كمي چند ژن كليدي با استفاده از تكنيك 65كردند كه 

  در پاسخ به سه روز تنش خشكي در اين بررسي بود.sHSPتائيد كننده افزايش بيان ژن 

در پاسخ به چندين تنش مختلف توسط وانگ و  Citrullus colocynthis در CcNAC2بيان دو مورد از عوامل رونويسي 

 ارزيابي شد. اين عوامل رونويسي نقش مهمي در رشد و نمو گياهان و همچنين پاسخ به تنش هاي 2014همكاران در سال 

زيستي و غير زيستي دارند. تنش هاي مختلفي مانند خشكي، شوري، زخم، آبسزيك اسيد و ديگر هورمون ها باعث افزايش 

 اعمال كردند كه بيشترين افزايش در تظاهر ژن PEGمعني دار هر دو ژن شدند. وانگ و همكاران تنش خشكي را با استفاده از 

NAC هدف از اين مطالعه، بررسي نيمه كمي روند بيان ژن هاي 2014 ساعت مشاهده شد (وانگ و همكاران، 24 پس از .(

  در پاسخ به تنش خشكي مي باشد.C12 و C6 در دو نمونه متحمل و حساس هندوانه به ترتيب شامل NACو  sHSPكليدي 



 

 مواد و روش ها

 بر اساس ارزيابي هاي فيزيولوژيك و C12 و C6در اين بررسي دو ژنوتيپ متحمل و حساس هندوانه به خشكي شامل 

 نسبت به NAC و sHSPي ها ژنيانروند ببيوشيميايي اوليه در آزمايش هاي پيشين (داده ها در حال انتشار)، انتخاب گرديد. 

 مقدار TotalLab با سه تكرار بررسي شد و توسط نرم افزار RT-PCRبا استفاده از روش نيمه كمي Actin 154 ژن خانه دار 

 كمي بيان هر ژن در زمان هاي صفر (شاهد) دو و چهار روز پس از تنش خشكي محاسبه گرديد.

 درجه سلسيوس، در شرايط مرطوب و استريل در ژرميناتور 25 ساعت در دماي 72ابتدا بذرها شستشو و سپس به مدت 

 كيلوگرم مخلوطي از خاك-ماسه-2جوانه دار شدند. بذرهايي كه به صورت يكسان جوانه زده بودند در گلدان هاي محتوي 

 ساعت يكبار آبياري شد و در گلخانه رشد يافتند. سه 48 كاشته شد و به صورت كاملاً يكسان هر 1:1:1خاكبرگ به نسبت 

 روز پس 4 و 2هفته پس از كاشت، تيمار تنش خشكي به صورت قطع آبياري انجام شد و در زمان هاي شروع تنش (شاهد)، 

- درجه سلسيوس نگهداري شد. اين آزمايش در قالب طرح كامل 70از شروع تنش نمونه گيري ها انجام شده و در دماي 

 تصادفي با سه تكرار انجام گرديد.

 Total RNA Extraction Kit با استفاده از روش هاي مختلفي بررسي و در نهايت كيت ستوني RNAاستخراج 

 ميلي گرم از بافت اندام هوايي تازه، 50(تكاپوزيست، تهران) بالاترين كيفيت و كميت استخراج را در پي داشت. در ابتدا 

 ميلي ليتري انتقال يافت 5/1 به خوبي ساييده شد. پس از آن بافت پودر شده سريعاً به لوله هاي RNaseتوسط هاون عاري از 

 500 دقيقه سانترفيوژ، 10 ثانيه و 30-15به آن افزوده شد. پس از ورتكس شديد به مدت  Lysis  ميكروليتر بافر300و 

 300 دقيقه مجدداً سانترفيوژ گرديد. پس از افزودن 10 به مدت g1000ميكروليتر كلروفرم به محلول اضافه و در دور 

 منتقل و سانترفيوژ شد. پس از شستشو با بافرهاي اوليه و ثانويه و spinميكروليتر ايزوپروپانول به محلول رويي، به ستون 

 هاي استخراج RNA ماكروليتر از 10 خالص، RNA استخراج شده بدست آمد. به منظور حصول RNA%، 70سپس اتانول 

- درجه سانتي گراد نگهداري شد. كيفيت 70 شركت فرمنتاز تيمار شده و سپس در دماي DNaseشده با استفاده از آنزيم 

RNA تاييد شده و غلظت آن توسط نانودراپ (مدل دستگاه 1 استخراج شده با استفاده از ژل آگارز %Thermo Scientific (

 اندازه گيري شد.

 (سيناكلون، تهران) steps RT-PCR Kit-2 در هر نمونه، با استفاده از كيت RNA ميكروليتر 5) براي cDNAرشته مكمل (

 انجام 1، سنتز شد. شرايط واكنش زنجيره اي پلي مراز بر اساس جدول M-Mulvطبق دستورالعمل شركت سازنده و آنزيم 

  فهرست شده است.2شد و توالي آغازگرها در جدول 



 
  در مراحل مختلف تكثير.PCRشرايط دمايي، زمان و تعداد چرخه هاي واكنش  :1جدول 

 تعداد چرخه دما و زمان مورد استفاده مراحل

 1  دقيقه3 درجه سانتيگراد به مدت 94 واسرشت سازي اوليه

 واسرشت سازي

 )NAC و Actin(براي اتصال آغازگرها 

 )sHSP(براي اتصال آغازگرها 

 بسط

  ثانيه25 درجه سانتيگراد به مدت 94

  ثانيه30 درجه سانتيگراد 48

  ثانيه30 درجه سانتيگراد به مدت 52

  دقيقه1 درجه سانتيگراد به مدت 72
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 1  دقيقه5 درجه سانتيگراد به مدت 72 بسط نهايي

 

 .CcNAC2 و CcActin 154 ،CLsHSP18.1A توالي آغازگرهاي مورد استفاده به منظور تكثير ژن هاي :2جدول 

 توالي آغازگر جهت نام آغازگر

 
CLsHSP18.1A-F 

 
CLsHSP18.1A-R 

 
CcNAC2-F 

 
CcNAC2-R 

 
CcActin 154-F 

 
CcActin 154-R 

 
Forward 

 
Reverse 

 
Forward 

 
Revese 

 
Forward 

 
Revese 

 

 
5  ́GCAACACTCTGCCTTCTTCC 3  ́

 
5  ́GCATCGACTGGAAAGAGACC 3  ́

 
5  ́GTGCCGGATTTACAACAAGAA 3  ́

 
5  ́AATCTTCGGCTTCTCGCTTC 3  ́

 
5  ́CACCATCACCAGAATCCAGCACGA 3  ́

 
5  ́GGCTCCACTCAACCCAAAGGCTAAC 3  ́

 

 ينان با اندازه مورد نظر اطم ها ژني اختصاصير شدند تا از تكثتفكيك درصد 1 ژل آگارز ي بر روPCR محصولات انتهادر 

 بافر در هر چاهك ينگ لوديكروليترم1 و يوور وين گريكروليتر م2 از هر نمونه، يكروليتر م4 منظور ين ايحاصل گردد. برا

.  الكتروفورز شد ولت 86 ولتاژ يقه در دق50 شد و به مدت قرار داده

 نتايج و بحث



 
در اين مطالعه سطوح بيان ژن كانديد مورد نظر در ژنوتيپ هاي متحمل و حساس گياه هندوانه پس از گذشت زمان هاي معين 

 در زمان هاي مختلف پس از تنش تغييرات زيادي نشان نداد، بنابراين اين ژن مي تواند Actinاز تنش بررسي شد. بيان ژن 

- الف و ب). نتايج حاصل حاكي از طراحي صحيح آغازگرها و 1 باشد (شكل RT-PCRكنترل داخلي مناسبي براي آزمايش 

تكثير اختصاصي ژن مورد نظر بود و هيچ باند اضافه اي ديده نشد. در نمونه هاي كنترل مثبت و كنترل منفي نيز هيچ گونه باند 

 اضافه اي مشاهده نشد.

). 2تجزيه تحليل بيان ژن هاي مذكور نشان داد كه هر كدام از ژنوتيپ ها پاسخ متفاوتي به تنش خشكي نشان مي دهند (شكل 

) بر اثر تنش خشكي افزايش معني داري نسبت به C6ژن كد كننده پروتئين هاي شوك حرارتي در ژنوتيپ متحمل هنداونه (

15  14  13  12  11   10    9   8   7     6     5    4    3     2   1  

 (الف)

 (ب)

  و (ب)sHSP بيان ژن هاي (الف) :1شكل 

NAC تحت تنش خشكي در دو ژنوتيپ 

 ) هندوانه.C12) و حساس (C6متحمل (

: ژن خانه دار اكتين در 6 تا 1چاهك هاي شماره 

C6) 1 و در 3 تا (C12) 4 6 تا.( 

: كنترل مثبت (استفاده از 9 تا 7چاهك هاي 

DNA به عنوان الگو در PCR براي ژن هاي (

) و سايز ماركر 9) و ژن مورد نظر (7اكتين (

 ).8مولكولي (

: بيان نيمه كمي ژن مورد 15 تا 10چاهك هاي 

 روز بعد از 4 و 2نظر در زمان هاي شاهد، 

 (چاهك هاي C6تنش خشكي در ژنوتيپ هاي   

 C6ژنوتيپ هاي  ) و در12 و 11، 10

 ).15 و 14، 13(چاهك هاي 



 
)، به طوري كه با ادامه روند تنش خشكي اين افزايش ادامه داشت. از سوي ديگر بيان اين ژن در ãp 05/0شاهد نشان داد (

) افزايش معني داري پس از دو روز خشكي داشته و در چهار روز تنش تقريبا C12ژنوتيپ حساس به خشكي در هندوانه (

 برابري نسبت به 5/2بدون تغيير باقي ماند است. در مقايسه با ژنوتيپ متحمل كه در تيمار چهار روز تنش خشكي افزايش 

-الف). منطبق با يافته هاي اين بررسي، در 2 برابر نسبت به شاهد افزايش بيان داشت (شكل 4/1شاهد داشت، ژنوتيپ حساس

 در پاسخ به سه روز تنش خشكي در هندوانه وحشي افزايش معني داري sHSP) نيز بيان ژن 2011مطالعه آكاشي و همكاران (

 نشان داد.

 

 

) هندوانه بذري در پاسخ به صفر، C12) و حساس (C6 در ژنوتيپ هاي متحمل (CcNAC2 (ب)  وCLsHSP18.1A بيان ژن هاي (الف) :2شكل 

 دو و چهار روز تنش خشكي.

 نشان مي دهد كه بيان اين ژن دو روز پس از تنش خشكي به بيشترين NAC و آناليز نيمه كمي بيان ژن RT-PCRنتايج آزمون 

ميزان خود مي رسد كه اين خود مي تواند ناشي از آغاز حد بحراني تنش آبي در گياه باشد. در هر سه نمونه گيري، بيان اين 

 برابر افزايش 25/1 با C6). ژنوتيپ ãp 05/0 به صورت معني داري بيشتر از ژنوتيپ حساس بود (C6ژن در ژنوتيپ متحمل 

معني دار نسبت به شاهد بيشترين افزايش بيان را در دو روز پس از تنش داشت. نمونه گيري سوم در چهار روز پس از تنش 

 نسبت به شاهد تفاوت C12بيانگر كاهش معني دار بيان اين ژن در هر دو ژنوتيپ مي باشد به طوري كه در ژنوتيپ حساس 

 در هندوانه در ابتدا كم بوده NAC-ب). منطبق با گزارش هاي موجود، تغييرات در تظاهر ژن 2معني دار مشاهده نشد (شكل 

 ).2014 ساعت پس از تنش خشكي به بيشترين ميزان خود رسيده است (وانگ و همكاران، 24و با گذشت زمان در 



 
 به صورت معني داري sHSP مشخص مي شود كه ميزان تغييرات بيان ژن NAC و sHSPي هاژنبا مقايسه تغييرات بيان در 

بيشتر از ديگري بوده و با ادامه تنش خشكي، روند افزايشي بيان را ادامه داده است. از سوي ديگر در مورد هر دو ژن، ژنوتيپ 

C6 بيان بسيار بيشتري نسبت به ژنوتيپ حساس C12 داشته است كه در تمام تيمارهاي خشكي اين تفاوت معني دار بود 

 ).2(شكل 
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Abstract 

Drought stress is the most important factor in reducing the production of vegetable crops in many parts 
of the world, influencing plant growth through changes of physiological, biochemical and molecular 
processes. In response to drought stress, a set of genes with different patterns are induced or silence. 
CLsHSP18.1A and NAC are critical genes in responding to stress in plants that their expression were 
measured with three replications in the current study. The results indicated a significant increase of 
expression in both genes in response to drought stress. In C6, four days of drought stress caused 2.5 
fold increase of sHSP18.1A compared to control (pã 0.05), but in the susceptible C12, the expression 
decreased 1.4 fold compared to control. Semi-quantitative measurement of CcNAC2 gene in C6 
represents the highest increase (1.25-fold relative to controls) after two days of stress. Third sampling 
in four days after stress showed significant decrease in the expression of this gene in both genotypes; 
however, there was not a significant expression difference in susceptible C12 compared to control. On 
the other hand, both genes had more express with significant difference in C6 compared to C12. 
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