
 

 

   

 ژنتيک نوين

 1011بهار  ،1، شماره شانزدهم دوره

 33 - 01 صفحه

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 بیان ژن

 پرولین دهیدروژناز 

 تنش شوری

 کلزا 

P5CS 
 

 چکیده

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

های  و میزان پرولین در لاین PDHو  P5CSهای  بررسی بیان ژن

 تحت تنش شوری( Brassica napus)هاپلوئید کلزا  دابل

 

P5CS and PDH expression levels and proline content in rapeseed 

doubled haploid lines (Brassica napus) under salinity stress 
 

 3، محمد مرادی2، زهرا خواجه1*احسان شهبازی

 گروه اصلاح نباتات و بیوتکنولوژی دانشکده کشاورزی دانشگاه شهرکرد ،استادیار -1

بیوتکنولوژی دانشکده کشاورزی، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی  ،آموخته کارشناسی ارشد دانش -2

 خوزستان

 نتیک گیاهی، واحد شوشتر، دانشگاه آزاد اسلامی، شوشتر، ایرانژگروه مهندسی تولید و استادیار،  -3
 

Shahbazi E
*1

, Khajeh Z
2
, Moradi M

3 
 

1- Assistant Professor, Department of Plant Breeding and Biotechnology, Faculty of 

Agriculture, Shahrekord University 

2- MSc Graduated Student of Biotechnology, Faculty of Agricultural, Agriculture 

Sciences and Natural Resources University of Khuzestan 
3- Assistant Professor, Department of Production Engineering and Plant Genetics, 

Shoushtar Branch, Islamic Azad University, shoushtar, Iran 
 

 

 eh_shahbazi@sku.ac.ir :نویسنده مسئول مکاتبات، پست الکترونیکی *

 (11/19/99: تاریخ پذیرش - 11/11/99: افتتاریخ دری) 

های غيرزيستی است که باعث کاهش عملکرد اکثر گياهان در سراسر ترين تنش شوری يکی از مهم

های مختلفی از جمله تغيير در بيان  های محيطی از مکانيسم گياهان در پاسخ به تنش. شودجهان می

منظور  در اين مطالعه به. کنند پرولين استفاده میهای سازگار مانند  هايشان و افزايش اسموليت ژن

و ميزان پرولين در گياه کلزا، آزمايشی  PDHو  P5CSهای  بررسی تاثير تنش شوری بر بيان ژن

. صورت فاکتوريل با سه تکرار در آزمايشگاه دانشگاه کشاورزی و منابع طبيعی خوزستان انجام شد هب

و فاکتور دوم دو زمان ( متحمل، نيمه متحمل و حساس)يد هاپلوئفاکتور اول شامل سه لاين دابل

 151برگی رسيدند تحت تاثير شوری  0ها به مرحله  بعد از اينکه گياهچه. برداری بود نمونه

برداری صورت  ساعت بعد از اعمال تنش نمونه 40و  6های قرار گرفتند و در زمان NaClمولار  ميلی

ساعت بعد از تنش  6بيان بيشتر اين ژن در لاين حساس در حاکی از  P5CSنتايج بيان ژن . گرفت

ساعت بعد از تنش ميزان بيان اين ژن در لاين حساس کاهش يافت ولی بيان  40بود ولی در زمان 

نشان داد  PDHمقايسه ميانگين نسبی بيان ژن . شدت افزايش پيدا کرد اين ژن در لاين متحمل به

که در لاين  ساعت بعد از تنش افزايش بيان داشت در حالی 40و  6که لاين حساس در هر دو زمان 

ميزان پرولين در لاين متحمل بيشتر از دو لاين ديگر بود ولی . دشنيمه متحمل کاهش بيان مشاهده 

طور  هب. دشداری مشاهده ن های نيمه متحمل و حساس از لحاظ ميزان پرولين تفاوت معنی بين لاين

ميزان تحمل گياه و زمان  به  P5CRو PDHهای اين است که بيان ژنکلی نتايج اين تحقيق بيانگر 

و مهار بيشتر  P5CSکه در لاين متحمل افزايش نسبتاً بيشتر در بيان ژن  یيجا از آن. تنش بستگی دارد

د باعث تجمع بالاتر پرولين در رقم متحمل نسبت به شنسبت به لاين حساس مشاهده  PDHفعاليت 

عنوان يک اسموليت شاخص در شناسائی ميزان تحمل  يد بتوان از پرولين بهحساس شد بنابراين شا

 .به تنش شوری در کلزا استفاده نمود
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از خانواده چلیپائیان یکی از  Brassica napuseکلزا با نام علمی 

دانه .  شودمحصولات تجاری دانه روغنی مهم جهان محسوب می

درصد پروتئین  30-50درصد روغن و  30-01کلزا حاوی حدود 

باشد روغن باشد بنابراین از لحاظ اقتصادی مورد توجه میمی

خاطر داشتن اسیدهای  کلزا همانند آفتابگردان، سویا و ذرت به

ای فراوانی  چرب اشباع نشده و بدون کلسترول از ارزش تغذیه

 ;Sharieati and Ghazi-Shahanizadeh 2000)برخوردار است 

2012 Saadia et al. .) شناخت ساختار ژنتیکی صفات مرتبط با

ها موجب تسهیل  عملکرد در کلزا و قابلیت ترکیب مربوط به آن

با اصلاح . دشو نژادی می های بهها و موفقیت پروژه گزینش

ژنتیکی کلزا از لحاظ صفات زراعی مهم مانند عملکرد، میزان 

تنش محیطی، این  رشد رویشی، شاخص برداشت و مقاومت به

ی سطح  تواند واجد کلیه عوامل لازم برای تداوم توسعهگیاه می

زیر کشت و عملکرد در واحد سطح در بسیاری از کشورها و 

-Brandle 1989; Sharieati and Ghazi) مناطق جهان باشد

Shahanizadeh 2000.) 

های محیطی است که کشت و  ترین تنش شوری خاک یکی از مهم

 .Ren et al) دهد شدت تحت تاثیر قرار می هیاهان را بعملکرد گ

علاوه بر شوری اولیه که ناشی از فرآیندهای طبیعی ( 2020

های اخیر به شدت در معرض  باشد اراضی کشاورزی در دهه می

دهی زیاد و طولانی مدت، آبیاری با آب دشوری ثانویه ناشی از کو

 ;Fan et al. 2017)های نادرست آبیاری قرار گرفتند  شور و روش

da Silva et al. 2017)درصد از  21که در جهان تقریباً  طوری ه، ب

درصد اراضی آبیاری شده تحت  01اراضی کشاورزی و نزدیک به 

 (Fan et al. 2013; Siddiqui et al. 2017) تاثیر شوری بالا هستند

کاهش باران، تبخیر تعرق بالا و عدم زهکشی مناسب از عوامل 

 Siddiqui) شوند ستند که باعث افزایش شوری خاک میدیگری ه

et al. 2017.)  شوری باعث کمبود آب، سمیت یونی و کمبود مواد

د و این مواد باعث کاهش رشد و عملکرد شو مغذی برای گیاه می

تواند منجر به مرگ گیاه شود شود و در موارد شدید میگیاهان می

(Ren et al. 2020; Kumar et al. 2003) . 

 و شدت اه،یگ ینمو ی مرحله اه،یگ نوع به یشور به اهانیگ پاسخ

(. Miura and Furumoto 2013) دارد یبستگ تنش مدت

 راتییتغ مستلزم های محیطی تنش با اهانیگ یسازگار

 تجمع جمله از ییایمیوشیب و یکیولوژیزیف ،یکیمورفولوژ

 نقش یاسمز تنش زمان درتوانند  می که است ها تیاسمول

های عمومی و رایجی که گیاهان  یکی از پاسخ .کنند فایا یسازگار

دهند تجمع اسید آمینه  در ارتباط با تنش اسمزی از خود نشان می

عنوان یک اسمولیت مهم و شناخته شده  پرولین به. پرولین است

های گیاهی تجمع پیدا  باشد که طی تنش در بسیاری از انداممی

ولی نقش پرولین در تحمل به ( Lehmann et al. 2010)کند می

های محیطی هنوز مشخص نشده است اگر چه مشخص شده تنش

های خشکی و  است که تجمع پرولین در سلول با تحمل به تنش

در شرایط تنش شوری (. Yoshiba et al. 1997)شوری رابطه دارد 

گیرد که  تجمع پرولین بیش از سایر اسیدهای آمینه صورت می

واند در تنظیم اسمزی و حفظ فعالیت آنزیمی گیاه تاحتمالاً می

بعضی از محققین . (Ashraf and Foolad 2007)نقش داشته باشد 

افزایش پرولین در شرایط تنش را یکی از معیارهای ایجاد تحمل 

که در شرایط تنش شوری برای  طوری هب. در گیاه عنوان نمودند

م اسمزی میزان ایجاد مقاومت در گیاه و شرکت در فرآیند تنظی

ها و  یابد و نقش حفاظتی را برای پروتئینتولید پرولین افزایش می

در واقع پرولین باعث پایداری . ها در شرایط وقوع تنش دارد آنزیم

هم خوردن شکل طبیعی ترکیبات  فرم طبیعی پروتئین شده و از به

در (. Madan at al. 1995; Dar et al. 2016)کند آنزیم ممانعت می

هایی نظیر پرولین را جهت  طالعه دیگر نیز تجمع اسمولیتم

افزایش تحمل به شوری در گیاهان خانواده براسیکا معرفی 

 ولی در مطالعه(. Ashraf and McNeilly 2004)اند  کرده

(2004)Rameeh et al.   تجمع پرولین عامل تحمل نبود بلکه

واکنش گیاه نسبت به شوری بود همچنین در مطالعه 

(2007)Poustini et al.   بر اثر تنش شوری میزان پرولین در گندم

افزایش یافت اما این افزایش در رقم حساس بیشتر از رقم مقاوم 

تواند نقش  د که نتیجه گرفتند پرولین نمیشبه شوری مشاهده 

 . محافظتی در مقابل تنش شوری داشته باشد

شناسی ی الگوی بیان ژن یکی از مراحل مهم زیست مطالعه

تجزیه و تحلیل بیان ژن، سبب شناخت بهتر . مولکولی مدرن است

ها  فرآیندهای بیولوژیکی پیچیده، مسیر متابولیکی و سیگنال

 0111الگوی بیان در تحقیقی (. Nakashima et al. 2009)شود  می

  مقدمه
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ژن را در پاسخ به تنش خشکی، شوری شدید و سرما در گیاه 

ها موفق  در این بررسی آند ادنآرابیدوپسیس مورد بررسی قرار د

ژن القا شونده  03ژن القا شونده با تنش خشکی،  200به شناسایی

ژن القا شونده با تنش شوری شدند که بیان  195 با تنش سرما و

 .Seki et al) شده بود برابر 0ها تحت شرایط تنش بیشتر از  آن

 تحتOsABF1  و OsVP1های  ژن بیانای در مطالعه .( 2002

 ود ش القا برنجهای جوان گیاهچه و اه  دانهر د اسید آبسزیک تیمار

 Shobbar et)متناسب بود  برنج در تنش باها  ژن این بیان افزایش

al. 2008) .رسانی  پیام در اسیدآبسزیک  مهم نقش بر نتایج این

رشد  توقف آن نتایج از یکی که سرما و خشکی شوری، های تنش

 این رسانی  پیام مسیرهای های همپوشانی به و کند می تأکید است،

در تحقیقی . نماید می اشاره یکدیگر به محیطی شایع های تنش

 1و  DREB1/CBFژن  1شامل  آرابیدوپسیس ژنوممشخص شد 

در تنش  DREB2Bو  DREB2Aهای  که ژن ،است DREB2ژن 

(. Nakashima et al. 2009) شوند شوری و دهیدراته شدن القا می

اولین مسیر از . گیاهان دو مسیر جهت سنتز پرولین وجود دارددر 

-طریق گلوتامات است که گلوتامیک اسید توسط آنزیم پرولین 

آلدهاید به گلوتامات سمی( P5CS)کربوکسیلات سنتتاز -0

(GSA )صورت خودبخودی به پرولین  هتبدیل شده و این ماده ب-

 P5Cه دوم شود در مرحل تبدیل می(  P5C)کربوکسیلات -0

به پرولین تبدیل ( P5CR)کربوکسیل ردوکتاز -0-توسط پرولین

مسیر دوم سنتز . (Verbruggen and Hermans 2008)شود می

آمینوترانسفراز -δ-توسط آنزیم ارنتین( Orn)پرولین از ارنتین 

(OAT )اگر چه مسیر اصلی سنتز پرولین در . انجام می شود

اسید ولی در گیاهان شرایط تنش اسمزی مسیر گلوتامات 

-δ -آرابیدوپسیس تحت تنش شوری فعالیت ارنتین

;Roosens et al. 1998 )آمینوترانسفراز نیز افزایش یافت 

 Verbruggen and Hermans 2008.) (2012)Saadia et al.  با 

کلزا از ( Dunkled)مقاوم و ( Cyclone) رقم حساسدو مطالعه 

در بافت ریشه و ساقه  ،م پرولینهای ویژه در متابولیس نظر بیان ژن

و از طریق  رشد های متفاوت در دوره NaClتوسط تیمار با 

 افزایشی در بیان ژن رقمهر دو دریافتند که  RT-PCRتکنیک 

P5CS1 رقمکه در  نحوی به ،بعد از القای تنش شوری نشان دادند 

حساس بیان  رقممقاوم بیان بالایی را در بافت ریشه ولی در 

- کاهش بیان پرولین و را در بافت ساقه مشاهده نمودندبالایی 

های کلزا مشاهده  رقمدهیدروژناز در هر دو بافت ریشه و ساقه 

در بافت ساقه نسبت به ریشه  PDHصورتی که کاهش بیان  به ،شد

 .آشکارتر بود

با توجه به اینکه عملکرد و زنده ماندن گیاهان همیشه تحت تاثیر 

ارد بنابراین تحقیقات در ارتباط با پاسخ های محیطی قرار د تنش

گیاهان از نظر ژنتیکی و فیزیولوژیکی و ایجاد گیاهان متحمل به 

باشد و از طرفی جهت اصلاح گیاهان نیازمند  تنش ضروری می

ها با  های سلولی و مولکولی و ارتباط آن فهم عمیقی از مکانیسم

ه کلزا در با توجه به نقش گیا. باشد صفات مرتبط با تحمل می

درصد  91تامین روغن جهان و از طرفی با توجه به اینکه بیش از 

شود در  صورت واردات تامین می روغن خام مورد نیاز کشور به

این مطالعه به بررسی اثر تنش شوری بر میزان پرولین و بیان 

و پرولین ( P5CS)کربوکسیلات سنتتاز -0-پرولینهای  ژن

  RT-PCR ی تکنیک وسیله هزا بدر گیاه کل( PDH)دهیدروژناز 

 .پرداخته شد

 

هاپلوئید کلزا در پتری دیش تحت شرایط لاین دابل 111بذرهای 

و با اعمال دو سطح ( ساعت تاریکی 1/ساعت نور11)اتاقک رشد 

به مدت دو هفته از ( NaClمولار  میلی 101و  01)تنش شوری 

کاملاً تصادفی با سه نظر تحمل به تنش شوری در قالب طرح 

تکرار مورد ارزیابی قرار گرفتند و نهایتاً سه لاین بر اساس صفات 

، لاین نیمه متحمل (DH-T)عنوان لاین متحمل مورد بررسی به

(DH-ST ) و لاین حساس(DH-S ) ها نشان  داده)دند شانتخاب

های انتخابی تحت شرایط گلخانه در لاین(. داده نشده است

های پنج  ی و منابع طبیعی خوزستان در گلداندانشگاه کشاورز

( 1:1:2)لیتری حاوی مخلوط خاک، ماسه و کود دامی پوسیده 

ها به مرحله چهاربرگی و در کشت شدند پس از رسیدن گیاهچه

های  که گلدان طوری هد بشزمان نیاز آبی، تیمارهای شوری اعمال 

 101 های تیمار با آب حاوی شوریمقطر و گلدان شاهد با آب

سپس در زمان شش و بیست و . آبیاری شد NaClمولار  میلی

گیری از برگ گیاهان  چهار ساعت پس از اعمال تنش نمونه

  ها مواد و روش
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ها در داخل فویل آلومینیمی قرار گرفته و نمونه. صورت گرفت

 .انتقال داده شد -11پس از انجماد در نیتروژن مایع به فریزر

ص استخراج از کیت مخصو RNAجهت استخراج کل محتوی 

RNA ساخت شرکتGenALL  مراحل . کره جنوبی استفاده شد

. استخراج طبق روش ارائه شده توسط شرکت سازنده انجام شد

ها با  ژنومی نمونه DNAمنظور حذف آلودگی احتمالی ناشی از  به

 . تیمار شدند( فرمنتاز) DNaseІآنزیم 

استخراج شده از دو روش  RNAجهت تعیین کیفیت وکمیت 

 Thermoونانودراپ مدل یک درصدکتروفورز ژل آگارز ال

NanoDrop 2000c Spectrophotometer  دشاستفاده. 

 RevertAid First Strand Cdnaبا استفاده از کیتcDNA سنتز 

Synthesis Kit #K 1622  ساخت شرکت فرمنتاز و طبق

، cDNAبرای اطمینان از ساخت . دستورالعمل انجام شد

های ساخته شده و آغازگرهای cDNAبا استفاده از  PCRواکنش

ها با  برای بررسی میزان بیان ژن. ژن مرجع اکتین، انجام شد

طراحی آغازگر مناسب برای  Real time PCRاستفاده از روش 

. استفاده شد Primer Questهای مورد نظر از برنامه  ژن

ل ، و ژن کنترP5CS ،PDHآغازگرهای مورد استفاده برای ژن 

 . آورده شده است 1درجدول ( ACT)داخلی اکتین 

 HiFi)میکرولیتر سایبرگرین  5شامل  RT-PCRاجزای واکنش 

SYBER Mix Plus) ،2  میکرولیترcDNA یک میکرولیتر از هر ،

پیکومول در میکرولیتر و  11یک از آغازگرها اختصاصی با غلظت 

نامه حرارتی همچنین بر. مقطر فاقد نوکلئاز بود  میکرولیتر آب12

گراد و  درجه سانتی 90دقیقه در دمای  11برای تکثیر ژن شامل 

درجه  90ثانیه در دمای  10چرخه که هر چرخه شامل  51

گراد  درجه سانتی 11ثانیه در دمای  21، (رشتسوا)گراد  سانتی

( سنتز)گراد  درجه سانتی 02ثانیه در دمای  31و ( اتصال پرایمرها)

 Ct (Thershildصورت  ها به کنش تکثیر دادهپس از انجام وا. بود

cycle ) 2د و از معادله شاستخراج
- ΔΔCt  و محاسبه منظور به 

 Livak and) دش استفاده نظر مورد یهاژن ینسب انیب سهیمقا

Schmittgen 2001). منظور استخراج و سنجش پرولین آزاد  به

 1از  بعد های گیاهان تحت تنش شوریها، برگنمونهموجود در 

 (1973) آوری و استخراج پرولین طبق روش ساعت جمع 25و 

Bates et al. های برگی ابتدا  دین منظور نمونهب. انجام گرفت

درصد  3توسط ازت مایع پودر و سپس توسط محلول 

دقیقه هموژنیزه  0به مدت ( مرک، آلمان)  سولفوسالیسیلیک اسید

سپس محلول حاصل به منظور جداسازی مواد رویی با دور . دش

rpm 3111  لیتر از عصاره  میلی 1. دقیقه سانتریفیوژ شد 10و زمان

( سیگما آلدریچ، آمریکا)لیتر استیک اسید گلاسیال  میلی 2رویی با 

درصد به مدت  0/2( مرک، آلمان)لیتر اسید نین هیدرین  میلی 2و 

گراد قرار داده شد و سپس  جه سانتیدر 111یک ساعت در دمای 

 5در نهایت به محلول واکنش  .دشبلافاصله به حمام یخ منتقل 

 021اضافه شد و جذب آن در ( مرک، آلمان)لیتر تولوئن میلی

در نهایت میزان پرولین بر حسب میکروگرم . نانومتر خوانده شد

 .دشپرولین به ازای گرم وزن تر محاسبه 

 

 تیفیاستخراج و سنجش ک دییجهت تأ ،RNAاز استخراج پس 

RNA  یزیآم و رنگ یک درصداستخراج شده از ژل آگارز DNA 

safe stain یحضور باندها. استفاده شد S11  وS21  مربوط به

RNA نشان از صحت استخراج  یبوزومیر RNAشکل )بود  کل

ومتر نان 211در طول موج  ها نمونه یبرا جذب مقدار حداکثر(. 1

. داد یاستخراج شده را نشان م RNAمناسب  تیفیبود که ک

 101تا  391 نیاستخراج شده، ب یها غلظت نمونه ی محدوده

 . بود تریکرولینانوگرم بر م

 
 RT-PCRهای  توالی آغازگرهای مورد استفاده در واکنش -1جدول 

 شماره دسترسی ژن Reverse Primer Forward Primer (bp)اندازه محصول 

501 GAACGACCGTGCTTCTGGTA CCAGGAGATCAAATGCTATCTTACA P5CS AF314811.1 

301 ATCGAAGCAAATCGCTCACT GATAGGTCCCATGGTGGATG PDH EU375567.1 

110 AATGCTTGGAGTCCTGCTTG TGCAGACCGTATGAGCAAAG ACT FJ529167.1 
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 یکاستخراج شده روی ژل آگارز   RNAبررسی کمیت و کیفیت -1شکل 

 .درصد

مولار میلی 101ج جدول تجزیه واریانس در سطح شوری ینتا

NaCl ( ساعت 25و  1) بردارینشان داد که اثر لاین و زمان نمونه

در سطح  PDHو  P5CRهای برای میزان پرولین و بیان ژن

همچنین اثرمتقابل (. 2جدول )دار بود احتمال یک درصد معنی

د که شدار  زمان نیز در سطح احتمال یک درصد معنی ×لاین 

های در زمان PDHو   P5CRهای بیانگر این است که بیان ژن

(. 2جدول )های مورد بررسی متفاوت بوده است مختلف در لاین

های مختلف نشان داد که لاین نتایج مقایسه میانگین بین لاین

 1/330)طور متوسط دارای بیشترین میزان پرولین بود  هحمل بمت

داری  که با دو لاین دیگر تفاوت معنی( میکروگرم بر گرم وزن تر

 13/119داشت و کمترین مقدار پرولین در لاین حساس با 

د و با لاین نیمه متحمل شمیکروگرم بر گرم وزن تر مشاهده 

پاسخ  3به شکل  با توجه(. 2شکل )داری نداشت  تفاوت معنی

ساعت  25و  1های مختلف به تنش شوری در دو زمان  لاین

 1که در لاین متحمل و نیمه متحمل از زمان  طوری همتفاوت بود ب

که  ساعت میزان تجمع پرولین افزایش یافت در حالی 25به زمان 

ساعت میزان پرولین  25به  1در لاین حساس با گذشت زمان از 

 . دادداری نشان کاهش معنی
 

و  P5CRهای نتایج تجزیه واریانس برای میزان پرولین و بیان ژن -2جدول 

PDH  مولار میلی 101در سطح شوریNaCl. 

 درجه آزادی منابع تغییر
 میانگین مربعات

 PDHژن  P5CRژن  پرولین

 01/29** 9/103** 99090** 2 لاین

 13/15** 12/15** 10931** 1 زمان

 09/10** 05/211** 52001** 2 زمان ×لاین 

 11/1 15/1 211 12 خطا
 . داری در سطح احتمال یک درصد معنی**

 
 

 
( DH-ST)، نیمه متحمل (DH-T)میزان پرولین در سه لاین، متحمل  -2شکل 

. NaClمولار  میلی 101کلزا تحت شرایط تنش ( DH-S)و حساس 

 0در سطح احتمال  LSDهای دارای حرف مشترک با استفاده از آزمون  میانگین

 .درای ندارند درصد با هم اختلاف معنی

 

 
( DH-ST)، نیمه متحمل (DH-T)میزان پرولین در سه لاین، متحمل  -3شکل 

 101ساعت پس از تنش  25 و 1های  کلزا در زمان( DH-S)و حساس 

 LSDهای دارای حرف مشترک با استفاده از آزمون  میانگین. NaClمولار  میلی

 .درای ندارنددرصد با هم اختلاف معنی 0در سطح احتمال 

 

های مختلف برای  های مختلف در زمان مقایسه میانگین بین لاین

در ( DH-T)نشان داد که بیان ژن در لاین متحمل  P5CSبیان ژن 

ساعت بعد از تنش  1ساعت پس از تنش نسبت به  25زمان 

که میزان بیان  طوری هداری افزایش یافت بصورت بسیار معنی هب

 33/10ساعت بعد از تنش  25این ژن در لاین متحمل در زمان 

ساعت بعد از تنش لاین  1در زمان  .(5شکل )برابر شد 

دو لاین دیگر دارای بیشترین بیان ژن بود که با ( DH-S)حساس

ساعت بعد از تنش بیان این ژن  25داری داشت ولی  اختلاف معنی

لاین نیمه . داری کاهش یافت صورت معنی در لاین حساس به

و  1های  برابر در زمان 2/1و  31/2ترتیب  به( DH-ST)حساس 

نشان داد  P5CSساعت بعد از تنش افزایش بیان برای ژن  25
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های مختلف کلزا در  در لاین PDHبیان ژن  0شکل  (.5شکل )

. دهد ساعت پس از تنش شوری را نشان می 25و  1زمان 

ها به تنش شوری  طورکه در شکل مشخص است پاسخ لاین همان

ساعت بعد از تنش بیان این ژن در لاین  1در زمان . متفاوت بود

متحمل به شدت کاهش یافت همچنین لاین نیمه متحمل نیز 

ی در لاین حساس بیان این ژن افزایش کاهش بیان نشان داد ول

 .  یافت

 

 

 
، نیمه (DH-T)در سه لاین، متحمل  P5CSمیزان نسبی بیان ژن  -5شکل 

ساعت پس  25و  1های کلزا در زمان( DH-S)و حساس ( DH-ST)متحمل 

ده از های دارای حرف مشترک با استفا میانگین. NaClمولار  میلی 101از تنش 

 .درای ندارنددرصد با هم اختلاف معنی 0در سطح احتمال  LSDآزمون 

 

 

 
، نیمه (DH-T)در سه لاین، متحمل  PDHمیزان نسبی بیان ژن  -0شکل 

ساعت پس  25و  1های  کلزا در زمان( DH-S)و حساس ( DH-ST)متحمل 

های دارای حرف مشترک با استفاده از  میانگین. NaClمولار میلی 101از تنش 

 .درای ندارند درصد با هم اختلاف معنی 0در سطح احتمال  LSDآزمون 

 

 PDHساعت بعد از تنش در لاین متحمل بیان ژن  25در زمان 

ن در لاین حساس این افزایش بیان ادامه پیدا نیافزایش یافت همچ

 25در  ساعت بعد از تنش 1کرد ولی لاین نیمه حساس همانند 

 (. 0شکل )ساعت بعد از تنش نیز کاهش بیان نشان داد 

در بسیاری از آزمایشات در طی تنش شوری و خشکی تغییر در 

میزان اسید آمینه پرولین گزارش شده است، با این حال هنوز 

رابطه نزدیک و کاملاً مشخصی بین میزان پرولین و تحمل به 

در این آزمایش در لاین  .دشها در همه گیاهان مشاهده نتنش

میزان بیشتری پرولین تجمع ( NaCl)متحمل در اثر تنش شوری 

میزان بیشتر پرولین در  .Moradi et al( 2016)در مطالعه . پیدا کرد

( RGS003)نسبت به رقم حساس ( رقم متحمل) 511رقم هایولا 

کلزا مشاهده نمودند و با توجه به همبستگی مثبت بین میزان 

گیری  صفاتی نظیر فتوسنتز و وزن خشک بوته نتیجه پرولین و

عنوان یک اسمولیت مطرح در  توان از پرولین بهبکردند که شاید 

علاوه بر این محققین . تحمل به تنش شوری کلزا استفاده نمود

دیگری نیز گزارش نمودند در اثر تنش شوری میزان پرولین 

 (.Kumar et al. 2009)یابد  افزایش می

 P5CSهای مختلف نسبت به بیان ژن  زمایش پاسخ لایندر این آ

 1که لاین حساس در زمان  طوری هدرطی تنش متفاوت بود ب

 کننده انیب ساعت بعد از تنش بیشترین بیان را داشت در نتیجه

باشد ولی  یم یشور تنش با مواجه درحساس  رقم عتریسر واکنش

شدت  ساعت بعد از تنش بیان این ژن در لاین حساس به 25

در لاین متحمل در هر دو  P5CSبیان ژن (. 3شکل )کاهش یافت 

افزایش یافت که شدت بیان ( ساعت بعد از تنش 25و  1)زمان 

ها  داری با سایر لاین ساعت اختلاف بسیار معنی 25در زمان 

افزایش شش برابری در فراوانی نسبی ی دیگر  در مطالعه. داشت

mRNA سویا در معرض تنش  های گیاهچههای  ردوکتاز در ریشه

علاوه  (.Delauney 1990)کوتاه مدت شوری مشاهده شده است 

تحت شرایط  B. junceaهای  در لاین  P5CRبر این فعالیت ژن 

 .Madan et al) های متحمل افزایش یافت تنش محیطی در لاین

فعالیت ژن  .Kumar et al( 2003)همچنین در تحقیق  (.1995

P5CR  در هر دو رقم متحمل و حساس توت سفید افزایش یافت

ولی این افزایش در رقم متحمل بیشتر بود و تجمع بالاتری از 

 .دشپرولین در لاین متحمل مشاهد 

 (2013)Sripinyowanich et al.  انیب شیافزا که دادند نشان 

 آن مقاومت موجب یهند برنج رقم در P5CR و P5CS های ژن

 در نیپرول انباشت تحمل نیا سمیمکان. شودیم یشور تنش به

  بحث
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 پژوهش در. است آن یاسمز یکنندگ محافظت نقش و ها سلول

 در P5CR و P5CS ژن دو انیب ونیدراسیده طیشرا تحت یگرید

 از پس P5CR ژن mRNA یبررس با. شد یبررس سیدوپسیرابآ

 ژن انیب سطح و نشد مشاهده ای ملاحضه قابل شیافزا تنش اعمال

P5CR ژن با سهیمقا در P5CS شنهادیپ جینتا نیا. بود نییپا یلیخ 

 تجمع در P5CR به نسبت تری یاساس نقش P5CS ژن که دهد یم

 دنمای یم فایا سیدوپسیآراب در ونیدراسیده طیشرا تحت نیپرول

 و یشور ناشی از تنش یاسمز فشار لیتعد در نیپرول مثبت نقش

 و ونجهی مانند مختلف اهانیگ در نیمحقق توسط یخشک

 ;Dar et Lehmann et al. 2010) است شده گزارش سیدوپسیآراب

al. 2016 .)(2012)Yooyongwech et al.  نیب یمثبت یهمبستگ 

 که یحال در ،کردند مشاهده P5CS ژن میتنظ و نیپرول یمحتو

 .نشد افتی نیپرول یمحتو و P5CR نیب یا یهمبستگ نیچن

کند،  در گیاهان را کنترل می عامل مهم دیگری که سطح پرولین

تواند توسط دو  اکسیداسیون پرولین می. مسیر کاتابولیکی است

 آنزیم  پرولین اکسیداز و پرولین دهیدروژناز کاتالیز شود

(Dar et al. 2016 Lehmann et al., 2010;).  مهار قابل توجه

های پرولین اکسیداز و پرولین دهیدروژناز تحت شرایط  فعالیت

 ;Sudhakar et al. 1993) شوری گزارش شده استتنش 

Mattioni et al.  1997 .) ،بیان ژن در این مطالعهPDH  در لاین

حساس در هر دو زمان افزایش یافت و لذا با توجه به افزایش 

ساعت بعد از تنش احتمالاً پرولین  1در زمان  P5CRبیان ژن 

لین در د و باعث کاهش پروشتجزیه  PDHسنتز شده توسط ژن 

 میتنظ تحت میآنز نیا .ها شد لاین حساس نسبت به سایر لاین

 موجب سوبسترا غلظت شیافزا و داشته قرار نیپرول یبالا غلظت

 زانیم یشور تنش در شود،یم یسلول سطح در آن انیب شیافزا

 موجب شیافزا نیا رسد یم نظر به و افتهی شیافزا شدت به نیپرول

 است شده سلول در دروژنازیده نیپرول رمزکننده ژن انیب شیافزا

(Kishitani et al. 2003 .) بعضی از تحقیقات دیگر عدم همبستگی

بین تجمع پرولین و بیان ژن پرولین دهیدروژناز را گزارش نمودند 

(Treichel 1986; Lutts et al. 1999).  بیان ژنPDH  در لاین

احتمالاً ساعت بعد از تنش کاهش یافت که  1متحمل در زمان 

باشد  می NaClخاطر سیستم دفاعی لاین متحمل در مقابل تنش  هب

در لاین نیمه متحمل در هر دو زمان  PDHهمچنین بیان ژن 

فعالیت پرولین  در مطالعه دیگر طور مشابه به. کاهش یافت

تحت تنش شوری متحمل و حساس دهیدروژناز در هر دو رقم 

لیت دهیدروژناز در رقم ی کاهش در فعا درجه ولی یابد کاهش می

. (Kumar et al. 2003)بود بالاتر  نسبتاً متحمل نسبت به حساس

باشد که با کاهش میزان  نتایج حاصل تایید کننده این مطلب می

بیان پرولین دهیدروژناز مقاومت به تنش شوری از طریق تجمع 

یابد ولی با افزایش میزان پرولین  پرولین در گیاه افزایش می

ناز مقاومت به تنش شوری از طریق حذف پرولین در دهیدروژ

 تنش اعمال یابتدا در ها پژوهش اغلب در. یابد گیاه کاهش می

 از یریجلوگ یبرا اهیگ تنش ادامه با یول افتهی کاهش ژن نیا انیب

 اقدام دروژنازیده نیپرول ژن انیب به نیپرول انباشت یسم اثرات

 کاهش تنش اعمال یابتدا در ژن نیا انیب حال نیا با کند، یم

 جینتا دیمؤ امر نیا که شود فراهم نیپرول تجمع امکان تا ابدی یم

 Zhang et(2010. )باشد در ارتباط با لاین متحمل می پژوهش نیا

al.  را نیپرول سمیمتابول با مرتبط یها ژن انیب خود پژوهش در زین 

 را PDH ژن کاهش بیان زین پژوهشگران نیا کردند یبررسجو  در

 اعمال زمان شیافزا با یول کردند مشاهده تنش اعمال یابتدا در

 .یافت شیافزا ژن نیا انیب آزاد، نیپرول غلظت و تنش

 انیب که کرد یریگ جهینت توان یم قیتحق نیا جینتا به توجه با

 اهیگ تحمل زانیم به نکهیا بر علاوه  P5CRو PDH های ژن

طور کلی در لاین  هب. داردتنش نیز بستگی زمان  به دارد یبستگ

سرعت افزایش ) P5CS بیان ژنبیشتر در  افزایش نسبتاًمتحمل 

مقدار )و مهار بیشتر فعالیت پرولین دهیدروژناز ( پرولین سنتز

د ولی در لاین شمشاهده ( تر اکسیداسیون پرولینپایین نسبتاً

تجمع حساس بیان ژن پرولین دهیدروژناز افزایش یافت که بیانگر 

بنابراین  است حساسنسبت به  متحملبالاتر پرولین آزاد در رقم 

عنوان یک اسمولیت مطرح در تحمل به  شاید بتوان از پرولین به

 .تنش شوری کلزا استفاده نمود
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