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  پژوهشگر مركز تخقيقات كشاورزي استان چهارمحال و بختياري - 4
 

  mkhodambashi@yahoo.com :يكينويسنده مسئول مكاتبات، پست الكترون *
  ) 8/9/90 :تاريخ پذيرش - 12/4/90:تاريخ دريافت(

  
در مرحله زايشي حساس به ويژه  خشكي به تنشگياهي است كه ) L. Phaseolus vulgaris( لوبيا
ها در طي تنش افزايش  رونويسي آن ميزانهاي پاسخ به تنش خشكي كه  يكسري ژن ااخير. باشد مي

در لوبيا كه هاي درگير در پاسخ به تنش خشكي  از جمله ژن. اند شناسايي شده يابد مييا كاهش 
مطالعه . اشاره كرد) LEA )Late Embryogenesis Abundantتوان به ژن  اند مي شناسايي شده

در دو يط تنش كمبود آب تحت شراژنوتيپ لوبيا  11در  LEA  حاضر با هدف بررسي بيان ژن
تنش در مرحله رويشي با ظهور سومين . مرحله رشد رويشي و زايشي در دانشگاه شهركرد انجام شد

در . هاي گل در حال گذر از ميوز اعمال شد اي و در مرحله زايشي در جوانه سه برگچهبرگ 
هاي گل  انهتحت تنش و كنترل و در مرحله زايشي از جوگياهان هاي  مرحله رويشي از برگ

در پاسخ به  LEAژن بيان نتايج نشان داد كه  .تحت تنش و كنترل نمونه برداري گرديدگياهان 
افزايش بيان اين همچنين  .يابدميدر هر دو مرحله رشد رويشي و زايشي افزايش  كمبود آبتنش 

 Goynok98رقم هاي  هاي گل متفاوت بود بطوري كه بر اثر تنش در برگ ها و جوانه برگدر ژن 
 مشاهده شد G-14088حساس  نسبت به كنترل خود و لاينبرابر  95و  75 به ترتيب افزايشي معادل

برابر  250 و 366مقدار افزايش بيان ژن به ترتيب معادل    KS-21191هاي گل لاين جوانهولي در 
و   Kara رقامادر   LEAالگوي بيان ژن . بود G-14088حساس  نسبت به كنترل خود و لاين

Daneshkadeh هاي  و همچنين لاينKS-21191 و KS-21189 با توجه به الگوها و . مشابه بود
هاي بررسي شده داراي مقاومت  نسبت به ساير ژنوتيپ KS-21191ميزان بيان اين ژن احتمالا لاين 
  .است بيشتري در برابر تنش كمبود آب

 
  مقدمه

شود؛  زي مورد تغذيه انسان و دام تلقي ميحبوبات پس از غلات از مهمترين محصولات كشاور
در بين حبوبات، لوبيا . ها در سرتاسر دنيا گسترش يافته است اي كه كشت و كار آن به گونه

)Phaseolus vulgaris L.(  به جهت دارا بودن بيشترين سطح زير كشت و توليد از اهميت
).  Koochki and Banayan Aval 1993; Magnoon Hoseini 2008(اي برخوردار است  ويژه

 Van(مي باشد كروموزم  n2=22داراي  كهتيره بقولات از يكساله است لوبياي معمولي گياهي 

Schoonhoven and  Voysest 1991 .( خشكي يك خطر جدي براي توليد محصولات زراعي
  .)Blum 1988( ستا از جمله لوبيا

  
  

 هاي كليدي واژه
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سبب كاهش  ،در مرحله رشد زايشي خصوصا ،تنش خشكي
خشكي  تنش. )Graham and Ranali 1997(شود  عملكرد دانه مي

هاي فيزيولوژيكي و بيوشيميايي گوناگون را در گياه فعال  پاسخ
هاي پاسخ به تنش خشكي شناسايي  اخيراً يكسري ژن. كند مي
كي افزايش يا ها در طي تنش خش اند كه سطح رونويسي آن شده

ها در پاسخ به تنش خشكي  اين ژن تمحصولاو  يابد ميكاهش 
. )Shinozaki and Yamaguchi Shinozaki 1999(باشندميدرگير 

در لوبيا كه هاي درگير در پاسخ به تنش خشكي  از جمله ژن
 و pvP5CS، pvLEA، pvbZIPتوان به  اند مي شناسايي شده

pvOCT1 ژن . اشاره كردLEA، روتئينكه پLEA 

)LateEmbryogenesis Abundant ( كند متعلق به گروه  را كد مي
ها براي  عملكرد دقيق اين پروتئين. باشد ميژني از اين خانواده  سه
و  LEAبه تدريج پروتئين  اما سال به صورت مبهم باقي ماند 20

ها در دانه بسياري از  هاي آن يا ژن LEAهاي مشابه  پروتئين
هاي  اندامي و به موازات آن تجمع اين پروتئين در گياهان شناساي

گزارش شد  زيهاي اسم رويشي در هنگام وقوع تنش مانند تنش
)Zhao et al. 2011 ( . پروتئينLEA  در حفاظت و كمك به

 - ها شامل كلروفيل و كمپلكس پروتئين پايداري ماكرومولكول
ها  تئيننقش دارد و همچنين اين پرو ) Liu et al. 2009(پيگمان 

هاي آبي كه در خود دارند از خشك شدن غشاء و  به دليل مولكول
  ).Maitra and Cuhman 1994(كنند  ها جلوگيري مي ساير پروتئين

هاي  و تجمع پروتئين اين ژن در بافت LEAدر واقع رونويسي ژن 
سبز تعداد زيادي از گياهان تحت تنش مشاهده شده است 

Colmenero-Flores et al. 1997; Kavar et al. 2008) (  اين
گياهاني پروتئين براي اولين بار در دانه كتان و پس از آن در 

گندم، جو، برنج، ذرت، آفتابگردان، سيب زميني و لوبيا همچون 
هدف از اين  ).Hong-Bo et al. 2005(شناسايي شده است 

و جوانه گل   در برگ LEAپژوهش، بررسي تغييرات بيان ژن 
حل رشد رويشي و امراثر تنش كمبود آب در در لوبيا هاي  ژنوتيپ

 .زايشي بود

  
   هامواد و روش

ژنوتيپ لوبيا  11مواد آزمايشي مورد استفاده در اين تحقيق تعداد 
 در 1388 سال درآزمايش ). 1جدول (لاين بود  5رقم و  6شامل 

هاي تحقيقاتي دانشگاه شهركرد و مركز تحقيقات  محل گلخانه
. ورزي استان چهارمحال و بختياري به اجرا در آمدكشا

، )شاهد(بدون تنش ) 1: هاي مورد بررسي در سه شرايط ژنوتيپ
تنش كمبود آب در ) 3تنش كمبود آب در مرحله رويشي و ) 2

هاي پنج ليتري كشت و مورد ارزيابي قرار  مرحله زايشي در گلدان
ت خاك زراعي، ها را تركيبي از دو قسم محتويات گلدان. گرفتند

در . يك قسمت ماسه و يك قسمت كود دامي پوسيده تشكيل داد
هر گلدان پنج بذر از يك ژنوتيپ كشت گرديد ولي نهايتا سه گياه 

براي هر ژنوتيپ در هريك از شرايط . در هر گلدان نگهداري شد
كنترل و تنش در مراحل رويشي و زايشي پنج گلدان در نظر 

سه برگ ظهور سومين  ازرويشي  تنش در مرحله.  گرفته شد
هاي گل در حال گذر از  جوانه دراي و در مرحله زايشي  برگچه
عدم آبياري گلدان ها تا رسيدن معيار اعمال تنش . شد اعمالميوز 

 G-14088از لاين  .بوددرصد  66 ± 2 برگ بهآب محتواي نسبي 
هاي قبلي به عنوان ژنوتيپ حساس به تنش  كه با توجه به بررسي

 Bayat et( شدكمبود آب شناخته شده است براي مقايسه استفاده 

al. 2010.( 
  مونههان درحال تنش و شاهد ن گياهاي گل  جوانه وها  از برگ

بلافاصله به ازت مايع و سپس به فريزر ها  نمونهبرداري شد و 
كل با  RNAاستخراج . گرديدمنتقل درجه سانتي گراد  - 80

 .Chang et al(چانگ و همكاران  روشبه  استفاده از ليتيم كلرايد

به روش  RNAهاي  تعيين كميت نمونه. انجام شد) 1993
اسپكتروفتومتري با استفاده از دستگاه بيوفتومتر ساخت شركت 

از طريق  RNAهاي  كيفيت نمونه. اپندورف آلمان انجام شد
يك  MOPS و بافر  درصد5/1ها روي ژل اگارز  الكتروفورز نمونه

نمونه هاي داراي چهار باند مجزا به عنوان . تعيين گرديدبرابر 
با كيفيت مطلوب در نظر گرفته شد و نمونه هاي بدون  نمونه هاي

به منظور حذف . باند و يا داراي اسمير مجددا استخراج شدند
تيمار  DNaseIاستخراج شده با ي RNA ،ژنومي يDNAآلودگي 
ده براي سنتز رشته تيمار ش RNAنانوگرم از  500سپس  و گرديد

cDNA سنتز . بكار برده شدcDNA  كيت استفاده از باRevertaid 

first strand cDNA synthesis kit  فرمنتاز ساخت شركت)# K 

پيش از انجام . انجام شد آنو با توجه به دستورالعمل ) 1620
با آب استريل  1:2با نسبت  cDNAنيمه كمي،  RT-PCRواكنش 
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رقيق شده براي  cDNAميكروليتر از  5/1شد و  رقيقدو بار تقطير 
 25در حجم  RT-PCRهر واكنش . گرديداستفاده  PCRواكنش 

ميكرومولار  3/0، شامل cDNAميكروليتر انجام شد كه علاوه بر 
 dNTPميكرومولار  300 ،)2جدول(رفت و برگشت  آغازگراز هر 

از تهيه شده  Dream Taq DNA polymeraseواحد آنزيم  25/1و 
  .شركت فرمنتاز بود

-Mastercyclerترموسايكلر اپندورف مدل  براي انجام واكنش از

gradiant شرايط . ده شداستفاPCR  براي تكثير قطعهcDNA  مورد
دقيقه  3گراد براي مدت  درجه سانتي 94نظر يك سيكل در دماي 

 ،ثانيه 30به مدت   C˚ 94 شامل هر يكسيكل  30و به دنبال آن 
C˚57  وثانيه  40ه مدت ب C˚72  به . اجرا شددقيقه  يكبه مدت

وي چهار ربر ،  LEA منظور تعيين تعداد سيكل مطلوب براي ژن
با توجه به انجام شد و سيكل  32تا  26با  RT-PCRنمونه، 

پس از پايان . سيكل مناسب تشخيص داده شد 30باندهاي حاصل 
ل آگارز بروي ژ PCRهاي حاصل از تكثير  تكثير، فرآورده

از ژل . الكتروفورز گرديدبرابر  TBE 5/0بافر در  درصد5/1
تصاوير حاصل به نرم افزار . عكسبرداري شد UV حاصل زير نور

Image J )Rasband  2011( افزار كمي  منتقل و باندها با اين نرم
 )Tores et al. 2006(اين عمليات براي ژن كنترل داخلي . گرديدند

نسبت به ژن اكتين  LEAاعداد حاصل از ژن . اكتين نيز انجام شد
و  شده نسبي G-14088و سپس نسبت به ژن كنترل رقم حساس 

آزمايش در دو تكرار بيولوژيكي  .شد رسمهاي مربوطه  هيستوگرام
انجام گرديد و به منظور آزمون معني دار بودن ميزان بروز ژن 

دوتايي در نرم  tآب، از آزمون تحت شرايط كنترل و تنش كمبود 
  .افزار اكسل استفاده شد

  
 
 

  هاي لوبياي مورد بررسي مشخصات ارقام و لاين -1جدول 
  واكنش به كم آبي *فرم بوته  نوع  منشاء  ژنوتيپ رديف

1  G-14088 CIAT تيپ  چيتيIII  حساس  
2  G-01437  CIAT  تيپ  چيتيIII  نا معلوم  
3  KS-21189  CIAT  تيپ  چيتيIII  نيمه حساس  
4  KS-21191  CIAT  تيپ  چيتيIII  نيمه حساس تا متحمل  
5  KS-21486  CIAT  تيپ  چيتيI  متحمل  
6  Tylore  CIAT  تيپ  چيتيII  متحمل  
7  Khomein  Iran  تيپ  چيتيIII  حساس  
8  Daneshkadeh  CIAT  تيپ  سفيدIII  نيمه حساس تا متحمل  
9  Kara  CIAT  تيپ  سفيدIV  نا معلوم  
10  Goynok 98  CIAT  تيپ  سفيدI  نامعلوم  
11  Jules  CIAT  تيپ  سفيدIII  نيمه حساس تا متحمل  

 IVرشد نامحدود و رونده، تيپ  IIIرشد نامحدود و نيمه رونده، تيپ   IIرشد محدود و ايستاده، تيپ  Iتيپ  *
 )Majnoon Hoseini 2008(رشد نامحدود و بالا رونده 
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  هاي مورد استفادهازگرآغمشخصات  -2جدول 

  رفرنس  اندازه    توالي  آغازگرنوع 
  LEA-F (  CAACAGAGGACAGTCCCTATG     bp300  Gisele et al. (2006)(رفت 

 LEA-R) (  CCAACATGTCATGATGGAAAAGبرگشت 

 
 

   نتايج و بحث
هاي درگير در پاسخ به تنش خشكي  از پروتئين LEAپروتئين

بيان اين ژن در گياهان . شود ميبيان  LEAباشد كه توسط ژن  مي
ترنسژن مختلف از جمله گندم و برنج سبب افزايش كارايي 
مصرف آب و بيوماس گرديده و تحمل به تنش خشكي را افزايش 

ژنوتيپ لوبيا تحت  11در  LEAدر اين مطالعه بيان ژن . داده است
-RTالكتروفورز ژل آگارز فرآورده  .تنش كمبود آب بررسي شد

PCR  بيان ژن داد كه نشان LEAي مورد ها در تمام ارقام و لاين
 در هر دو شرايط كنترل و تنش قابل آشكارسازي بود مطالعه

  ).1شكل (
ميزان  ها ژنوتيپ بيشترشود در  مشاهده مي 2همانطور كه در شكل 

در مرحله رشد رويشي  كمبود آبتحت تنش  LEAنسبي بيان ژن 
 هاي مختلف ژنوتيپدر ن ژن بيااين افزايش  ، هرچندافزايش يافت

در شرايط تنش در مرحله رشد  Goynok98لاين . نبود يكسان
 95حدود ( LEAداراي بيشترين ميزان افزايش بيان ژن  رويشي
بود،  در شرايط بدون تنش G-14088حساس  لايننسبت به ) برابر

 آنپس از . برابر افزايش بيان نشان داد 75اما نسبت به كنترل خود 
بيشترين ميزان  G-14088 و KS-21191 ،KS-21486ي ها لاين

  .را نشان دادند LEAنسبي بيان ژن 
افزايش بيان اين ژن تحت تنش خشكي در مرحله رشد رويشي 

 و )Colmenero-Flores et al. 1997(در مطالعه  ي لوبياها در برگ
)Kavar et al. 2008 (مطالعه .  نيز گزارش شده است)Kavar et 

al. ( 2008  برابري ژن  180افزايش بيان نسبي نشان ازLEA  نسبت
در ساير گياهان زراعي نيز . به كنترل در بافت برگي خود دارد

 تحت تنش خشكي مشاهده شده است LEAافزايش بيان ژن 
)Park et al. 2005( . بيان ژن نتايج حاصل ازLEA  هاي  جوانه در  
 
 

 
 

ارقام و  مههرچند ه. شده است نشان داده 3گل در شكل 
 يدار افزايش بيان معني شاهدهاي مورد مطالعه نسبت به  لاين

 250 افزايش بيان بسيار معني دار KS-21191اما لاين  ،نشان دادند
از  G-14088نسبت به كنترل لاين حساس ) >001/0P( برابري

اين در حالي است كه همين رقم در شرايط تنش . خود نشان داد
همچنين . برابر افزايش بيان  نشان داد 366نسبت به كنترل خود 

 112و  50به ميزان به ترتيب  Jules رقم سفيداين ژن در بيان 
 G-14088لاين حساس شرايط كنترل خود و  برابر نسبت به
 درصديك اين افزايش بيان در سطح احتمال  كه افزايش نشان داد

و  KS-21189هاي  لايندر  LEAژن بيان . بوددار  معني
Goynok98  يافت افزايشنيز بطور معني داري در شرايط تنش .

مقاوم به نسبتا هاي  ميزان نسبي بيان در ژنوتيپبا توجه به اينكه 
بيان اين ژن و  ،باشد تنش خشكي لوبيا بيشتر از ارقام حساس مي

هاي  برخي از ژنوتيپمقاومت  دراحتمالاً ل از آن پروتئين حاص
رود  انتظار مي ابراينبن. نقش دارند به تنش خشكيلوبيا 
افزايش بيان براي اين ژن  كمبود آبكه تحت تنش  هايي ژنوتيپ

مورد  هاي ژنوتيپنسبت به ساير  اند، دادهقابل توجهي نشان 
در مرحله زايشي نشان  تنش كمبود آبمطالعه مقاومت بيشتري به 

 .اين امر در مطالعات ساير محققان نيز مشاهده شده است .دهند
را از جو دريافت نموده  HVA1با نام  LEAخت كه ژن برنج تراري

اين ژن . از اولين گياهان تراريخت مقاوم به خشكي بوديكي 
افزايش بيان قابل توجهي را در برنج تراريخت ايجاد نمود و نشان 
داد كه فرآورده اين ژن سبب افزايش سرعت رشد، تاخير در 

طبيعي بعد از  و بازگشت سريعتر بوته به حالت تنشظهور علائم 
نيز ژن  Babu et al. 2004( .Park et al. (2005)(شود  مي تنشرفع 
LEA را از Brasica napus  بهBrasica compestris  و  كردهمنتقل 
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ميزان تحمل به شوري و خشكي را بر روي آن آزمون نمودند و 
مشخص گرديد گياهان غيرتراريخت در مقابل خشكي پژمرده 

بطور راريخت مقاومت خوبي نشان دادند و شدند اما گياهان ت
  .برگ كمتري داشتند گيپژمرد نسبي

هاي مورد مطالعه  در ژنوتيپ LEA از مقايسه ميزان نسبي بيان ژن
شايد بتوان گفت كه ميزان مقاومت به خشكي در مرحله رشد 

-KSو  Goynok98 ،KS-21191هاي  رويشي به ترتيب در ژنوتيپ

-KSهاي  شي به ترتيب در ژنوتيپو در مرحله رشد زاي 21486

21191 ،Jules ،KS-21189 وGoynok98 البته براي . .باشد بيشتر
ها در شرايط كنترل و تنش  تاييد اين مطلب بهتر است ژنوتيپ

هرچند كه تحمل . كمبود آب در مزرعه مورد مقايسه قرار گيرند
  ).  1جدول (ها قبلا مشخص شده است  نسبي برخي از آن
 4شكل مطالعه در هاي مورد  در ژنوتيپ LEAالگوي بيان ژن 

دهد  نشان مي الگوهاي بيان اين ژندقت در . داده شده استشان ن
داراي الگوي مشابهي بوده و ژن  Daneshkadehو  Kara مارقاكه 

LEA  در هر يك از تنش هاي گل آنها در اثر  برگ و جوانهدر
با . زه بيان شده استمراحل رشد رويشي و زايشي به يك اندا

اين ژن در اثر تنش افزايش بيان در اين دو رقم  توجه به اينكه
، شايد )برابر 5تا  5/2حدود ( باشد قابل توجه نمينسبت به كنترل 

هاي توليد كننده  بتوان گفت كه ممكن است اين دو رقم فاقد آلل
-Goynok98 ،G-14088 ،KS هاي ژنوتيپ. باشند LEAپروتئين 

21486 ،Tylore و Khomein   نيز الگوهاي بيان مشابهي براي ژن
LEA  هرچند ميزان بيان اين ژن در ). 4شكل (نشان دادند
رويشي  ژنوتيپ در اثر اعمال تنش در مرحله 5هاي هر  برگ

افزايش نشان داده است اما ميزان اين افزايش براي همه آنها 
شرايط  يكسان نيست بطوري كه ميزان افزايش بيان اين ژن در

هاي  تنش در مرحله رويشي نسبت به كنترل در ژنوتيپ
Goynok98 ،G-14088  وKS-21486  و در ) برابر 95تا  45(زياد

بنابراين . است) برابر 11تا  9(كم   Khomeinو  Tyloreارقام  
چنين نتيجه گيري كرد كه احتمالا سه ژنوتيپ اول داراي  توان مي

كمبود آب در مرحله رشد  مقاومت نسبتا خوب در مقابل تنش
برابري ژن  112با توجه به الگو و افزايش بيان  .رويشي هستند

LEA  در رقمJules  رسد رقم  نظر مي به) 4شكل (نسبت به شاهد
 Julesرقم . متحملي در مقابل تنش خشكي باشد مذكور رقم نسبتا

قبلا نيز در زمره ارقام نسبتا متحمل به تنش خشكي قرار گرفته 
 ). 1جدول (است 
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 ژنوتيپ لوبيا تحت تنش خشكي 11هاي  در برگ LEAمربوط به بيان ژن  RT-PCRروفورز ژل آگارز فرآورده الكت -1شكل
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 هاي لوبيا تحت تنش خشكي در مرحله رويشي در ژنوتيپ LEAنمودار ميزان بيان ژن  -2شكل

 
 

 
 هاي لوبيا تحت تنش خشكي در مرحله زايشي در ژنوتيپ LEAن نسبي بيان ژن نمودار ميزا -3شكل

 
 

توان اظهار  بطور كلي بر اساس نتايج حاصل از اين مطالعه مي
داشت كه تنش كمبود آب در هر يك از مراحل رشد رويشي و 

شود، اما اين  در لوبيا مي LEAزايشي باعث افزايش بيان ژن 
. گل نسبت به بافت برگ بيشتر است هاي افزايش بيان در جوانه

هاي مختلف متفاوت بوده و  الگوهاي بيان اين ژن نيز در ژنوتيپ
در شرايط تنش خشكي نسبت به شاهد افزايش  KS-21191لاين 
لذا با توجه به اينكه افزايش . برابري نشان داده است 250بيان 

هاي مقاومت به خشكي  يكي از نشانه LEA قابل توجه بيان ژن
ست، شايد بتوان گفت كه لاين مذكور نسبت به ساير ا

هاي مطالعه شده در اين آزمايش از پتانسيل مقاومت به  ژنوتيپ
 براي تاييد اين مطلب پيشنهاد . باشد خشكي بيشتري برخوردار مي

هاي مورد بررسي در مزرعه و در هر دو شرايط  شود ژنوتيپ مي
انه و ساير بدون تنش و تنش كمبود آب از نظر عملكرد د

خصوصيات مرتبط با آن مورد ارزيابي قرار گيرند و نتايج حاصل 
. اي و مولكولي با همديگر مقايسه شوند از هر دو آزمايش مزرعه

در شود در يك آزمايش مشابه نمونه برداري  همچنين پيشنهاد مي
تا بتوان روند انجام شود هاي مختلف پس از وقوع تنش  زمان

را  پس از وقوع تنش هاي مختلف در زمان LEA ژن تغييرات بيان
توان همبستگي  مي LEA مچنين با استخراج پروتئين.  بررسي كرد

 .آن را با ميزان بيان ژن بررسي نمود
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 ايط تنش در مراحل رويشي و زايشيرتحت ش هاي مورد مطالعه در ژنوتيپ LEAالگوي بيان ژن  -4شكل 
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