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از  بسياري براي خوراك دام و مواد خام براي توليد اساسي
  ).Salvador, 1997باشد (محصولات صنعتي مي

و فتوسنتز هستند  ريتبخ يبرا يديكل يهاها ارگانگبر
كنند. حركت آب يم فايا اهانيدر رشد گ ياتينقش ح كيو 

 ازجملهافتد ياتفاق م يمختلف يهاراهها توسط درون برگ
 يسلول وارهيد يآپوپلاست ريمس قيتواند از طريآب م نكهيا

 نيب يرهايو مس يپلاستميس ريمس قياز طر اي ابدي انيجر
 يهاسميارگان عنوان به اهانيحركت كند. گ يسلول

 يبرا بنكر دياكس يدبا مسئله حداكثر جذب  كيفتوتروف
 به اتمسفر مواجه هستند. رفته ازدستفتوسنتز و حداقل آب 

 ي جهيدرنت يهوائ هاي بخشممتد در  رياز تبخ تيحما يبرا
از خاك و  وستهيپ طور بهجذب آب  حل راهفتوسنتز تنها 

  .ها استانتقال آن به برگ
 ياصل يسرتاسر يهانيپروتئ )AQPsها ( آكواپورين

مواد محلول كوچك را  گريو د CO2 هستند كه حركت آب،
 اهان،يكنند. در گيم ليتسه يستيز يغشا قياز طر

 يبرا ؛دهند يمبزرگ ژني  خانواده كي ليتشكها  آكواپورين
 ,.Johanson et al(آرابيدوپسيس عضو در  35 ،مثال

) و Sakurai et al., 2005عضو در برنج ( 33)، 2001
 )Chaumont et al., 2001عضو در ذرت ( 33حداقل 

 ،نهيدآمياس يتوال سهي. بر اساس مقاناسايي شده استش
شده  ميتقس يبه چهار خانواده فرع ياهيگهاي  آكواپورين
)، PIPs( ييپلاسما يغشا يذات هاي پروتئيناست: 
 هاي پروتئين)، TIPs( تونوپلاستي يغشا يذات هاي پروتئين

 يعموم يذات هاي پروتئين) و NIPsمانند ( NOD26 ذاتي
بر اساس  تواند يم ، خودPIP رخانوادهي). زSIPsكوچك (
 شود مي ميتقس PIP2و  PIP1 هاي زوفورميابه  يتشابه توال

)Chaumont et al., 2001; Fetter et al., 2004( .انيب 
 هاي پروتئين ها، PIP( پلاسمايي يغشا يها آكواپورين

 ياهيگهاي گونه يهوائ هاي بخش) در پلاسمايي يغشا ذاتي
). Maurel et al., 2002است (گزارش شده  يمختلف

SoPIP1,2  آوند  يدر عناصر غربال يبالائ طور بهدر اسفناج
 يهاسلول در طور همينشود و يم انيآبكش و برگچه ب

). در آفتابگردان Fraysse et al., 2005دارد (نگهبان حضور 
و  HgCl2 ماريآب در برگ توسط ت يكيدروليه تيهدا
ها AQPاغلب  تيتوقف فعال يبرا شده شناخته باتيترك

ها در  آكواپورين يريدرگ ي دهنده نشان كه ابدييكاهش م
  ).Nardini et al., 2005است (پروسه  نيا

ژن  2طي مطالعات مولكولي در اين پژوهش، بيان 
ZmPIP شاملZmPIP1,2 و ZmPIP1,5  در برگ ذرت با

قرار گرفتند. آناليز  موردبررسياستفاده از روش بيان ژن، 
RT-PCR تغيير بيان ژن (افزايش يا  عموماًها در اين ژن

، خشكي در CaCl2هاي شوري، ميزان كاهش) را تحت تنش
مدت اعمال مدت يا بلندهاي اين گياه را طي دوره كوتاهبرگ

  .تنش، نشان داد
  

  ها روشمواد و 
در پژوهشكده  1391اين پژوهش در بهار و تابستان سال 

  دانشگاه اروميه انجام پذيرفت. فناوري زيست
بذر گياه ذرت                شرايط رشد و تيمار

(Zea mays L. cv.704)  از موسسه تحقيقات كشاورزي
بذرها در خاكي با نسبت معين از پرليت و ماسه،  تهيه شد.

%، 70و رطوبت  گراد سانتيدرجه  22در فيتتوترون در دماي 
با شرايط كشت يكسان  8:16نسبت طول روز به طول شب 

روز از  21براي همه گياهان، كاشته شد. پس از گذشت 
 4( مدت كوتاه طور بهكشت، تيمار گياهان آغاز گرديد. تيمار 

 NaClشوري  روزه) براي سه تنش، 8( بلندمدتروزه) و 

(200mM) ،CaCl2(40mM)  يخشكو 
PEG6000(10%) .اعمال شد  

 

  RT-PCRو شرايط  cDNA، ساخت RNAاستخراج 
 RNA ها استخراج و كيفيت روش تريزول از نمونه كل به
RNA  از طريق اسپكتروفتومتري و الكتروفورز ژل آگارز

و  شده استخراج RNAبا استفاده از  cDNAتعيين شد. 
طبق دستورالعمل شركت  cDNA (Fermentas)كيت 

 ستميس كيدر  يا رشته تك cDNAسازنده ساخته شد. 
 ميكروليتر 1شامل ) Fermentas( يتريل كرويم 12واكنش 

oligo dT  كروگرميمميكروليتر (يك  11و( RNA در  كل
 .شد دقيقه قرار داده 5به مدت  گراد سانتيدرجه  65
ميكروليتر ترانس كريپتاز  dNTP ،1  ميكروليتر 2، ازآن پس

 ميكروليتر مهاركننده M-MLV )Fermentas( ،1 معكوس
RNase  گراد سانتيدرجه  42بافر واكنش در  تريكروليم 4و 

 5به مدت  گراد سانتيدرجه  70 در ساعت و 1به مدت 
 يتريكروليم 25 هاي تيوپ درها  PCR .ه شدافزوددقيقه 

 PCR مستر ميكس از تريكروليم 5/12 يحاو
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)Fermentas،( 75/0 2 ،آغازگرهااز  كيمولار از هر  كرويم 
  انجام شد. H2O  تريكروليم 75/9و  cDNAاز  تريكروليم

عبارت بود از دناتوراسيون ابتدائي در  PCRشرايط 
oC95  بعد دردقيقه،  3به مدت oC 95  ثانيه،  25به مدت

 28- 30ثانيه در  20به مدت  annealing oC 60 -52دماي 
 25به مدت  extension oC72)، دماي 2جدول سيكل (

ژن  دقيقه. 7به مدت  oC72نهايي  extension ثانيه و دماي
GAPDH استفاده شد يرفرنس داخلژن  عنوان به.  

  
  

  .RT-PCRبراي  شده استفادهجفت آغازگرهاي  هاي توالي. 1جدول 
Table 1. Primers used in semi-quantitative RT-PCR experiment 

  ها ژن
Genes  

 توالي
 Primer sequence 

ZmPIP1,2-FWD 5´-GGAGAATTTAAGTTATTATCCATTTG-3´ 
ZmPIP1,2-REV  5´-GAAACTGAAATCAAGAAAACCC -3´ 

ZmPIP1,5-FWD 5’-GAGCCGTGACTGATTATACG -3’ 
ZmPIP1,5-REV  5’- GGGAGTCTTCTTCTTAACTTTCA-3’ 

GAPDH-FWD  5´-TTGCCATCAATGACCCCTTCA-3´ 
GAPDH-REV 5´-CGCCCCACTTGATTTTGGA-3´ 

  
  

  .PCR هاي چرخهو تعداد  باندهادماي اتصال آغازگرها، اندازه . 2جدول 
Table 2. Annealing temperatures, bands size and cycles of PCR. 

اتصالدماي  هاچرخهتعداد                   اندازه باند                            ژن                                     

Annealing temperature         Gene                       Band size           Cycles number 
      52°C                                           ZmPIP1-2                       140 bp                           28 
      52°C                                           ZmPIP1-5                       404 bp                           30 
      60°C                                           GAPDH                          174 bp                           30 

  
  

 ها كه برايهاي اختصاصي ژنآغازگرهاي جفت توالي
PCR شده استقيد  1اند، در جدول شده استفاده .

حاوي اتيديوم  درصد 5/1روي ژل آگارز  PCRمحصولات 
و با استفاده از  ليتر جداسازيميكروگرم بر ميلي 5/0برومايد 

 Gel Logic 212 Pro Carestream, USAسيستم 
بار با شرايط مشابه تكرار  3ها ند. آزمايشبرداري شدعكس

 Image افزار نرمباندها با استفاده از  (intensity)شد. شدت 

J اده از گيري و نمودارها با استفاندازهexcel 2007  رسم
ها انجام شد. داده SPSS افزار نرمشد. آناليز آماري با 

  .دهندرا نشان مي ± Standard Deviation نيانگيم
  

  نتايج و بحث
هاي تنش تيمارتحت  ZmPIP1,2 ژن انبيبررسي 

نتايج ما نشان داد        در گياه ذرت شده اعمال

 ) تحت تنشروزه 4( مدت كوتاه طور بهكه در گياهاني كه 
قرار گرفتند، بيان ژن  NaCl(200mM)شوري با 
ZmPIP1,2 داري نشان داد، در برگ افزايش معني

روز تحت اين شرايط بيان  8بعد از سپري شدن  كه درحالي
روز  8و  4 طور هميناين ژن در گياه تغير مشخصي نكرد. 

افزايش بيان ژن در  CaCl2(40mM) پس از اعمال تنش
  ، الف).2و  1شكل برگ مشاهده شد (

  
هاي تنش تيمارتحت  ZmPIP1,5 ژن انبيبررسي 

 هاي بررسيدر             در گياه ذرت شده اعمال
روز  8و  4و  CaCl2 (40 mM)  تنش روز 4طي  ،شده انجام

، افزايش بيان ژن مشخصي در PEG (10%) يخشكتنش 
نتايج پس  كه درحاليبرگ گياهان تحت تيمار مشاهده شد. 

كاهش بيان ژن در برگ را  NaCl(200mM)روز تنش 8از 
در گياه، در پاسخ به  مولكولينشان داد كه بيانگر تغيير روند 
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