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صورت  هآزمايش ب. شودمي محسوب زراعي محصولات توليد در اصلي موانع از خشكي تنش

فاکتوريل در قالب طرح کاملا تصادفي در چهار تكرار، فاکتور اول ارقام گندم شامل روشن و کوير 

مقاومت متوسط نسبت به )و شعله و طبسي ( حساس به خشكي)، قدس و مهدوی (متحمل به خشكي)

و  -5سه سطح صفر،  در 0000و فاکتور دوم تنش اسمزی اعمال شده با پلي اتلين گليكول( خشكي

روز تحت تنش اسمزی اجرا  15 بذور ارقام جوانه زده را در محيط کشت هوگلند به مدتبار،  -10

در ارتباط با تجمع پرولين و  P5CRو  P5CSهای در مطالعه حاضر بررسي اهميت بيان ژن .دش

MDA  اثر ارقام  .باشدها تحت شرايط تنش اسمزی در شش رقم گندم مينقش فيزيولوژيكي آنو

مقدار پرولين برگ و ريشه ارقام . دار شدمعني درصد پنجبر ميزان تجمع پرولين در سطح احتمال 

تر مشاهده بار مقاوم -10متحمل به خشكي نسبت به ارقام مقاوم به خشكي در شرايط تنش اسمزی 

متحمل )رقم روشن ارقام که بيشترين ميانگين را ×برای مقايسه ميانگين اثر متقابل تنش اسمزی. شد

عنوان ارقام  هکه بروشن و کوير ارقام در . بار نشان داد -10در سطح تنش اسمزی ( به خشكي

سبب اسمزی افزايش سطح تنش . نشان ندادند دار پرولين راشوند تجمع معنيتر شناخته مي مقاوم

ديگر ارقام ز بيش اشعله و طبسي در رقم ترتيب  به MDAتخريب غشاهای سـلولي و افزايش غلظت 

 P5CRو  P5CSها با اعمال افزايش سطح تنش اسمزی در ارقام، ميزان بيان نسبي رونوشت ژن. شد

بيشترين بيان ( حساس)بار در رقم قدس  -10در سطح تنش اسمزی های اين ژن. افزايش نشان داد

متحمل به )بار در رقم روشن  -5که در سطح تنش اسمزی  رونوشت نسبي را نشان دادند، در حالي

 .بيشترين بيان نسبي مشاهده شد( خشكي
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ترین گیاهان زراعی  یکی از مهم( .Triticum aestivum L)گندم 

باشد  اولین محصول زراعی از نظر دانه در ایران می. است

(Hasheminasab 2012 .) این گیاه توانایی سازگاری بسیار زیاد با

در میان عوامل (. Emam 2011) های گوناگون دارد اقلیم

ویژه  ترین عاملی است که به کمبود آب مهم کننده عملکرد، محدود

در مناطق خشک و نیمه خشک جهان از جمله ایران، باعث 

د شو محدودیت کاشت و کاهش عملکرد گیاهان زراعی می

(Kramer 1983 .)طور  ترین تنش محیطی است که بهخشکی شایع

های دنیا شده  درصد زمین 32تقریبی موجب محدودیت تولید در 

ین توزیع و پراکنش گیاهان در سرتاسر دنیا تا حدود بنابرا. است

زا،  از بین عوامل محیطی تنش. باشد زیادی متاثر از میزان آب می

 Biglouie et)باشد  خشکی دومین عامل اصلی کاهش عملکرد می

al. 2010 .)صورت  پرولین یک اسید آمینه پروتئینی است که به

ی محیطی تجمع پیدا ها طبیعی در مقادیر بالا در پاسخ به تنش

در پاسخ به تنش خشکی تجمع پرولین در سیتوزل، . کند می

. شودصورت طبیعی سبب تنظیم اسمزی در سیتوپلاسم می به

(Ashraf and Foolad 2007 .)اسمولیت یک عنوان به پرولین 

محافظت  هایمولکول ها ودر ساختمان زیرسلولی پروتئین سازگار

نقش مثبت پرولین در  .شد گرفته رنظ در اسمزی تنش تحت کننده

های شوری و خشکی توسط  تعدیل فشار اسمزی نسبت به تنش

، (Ginzberg et al. 1998)محققین در گیاهان مختلف مانند ذرت 

 Rayapati and)و آرابیدوپسیس ( Kiyosue et al. 1996)یونجه 

Stewart 1991 )ها مؤید این است که  بررسی .است  گزارش شده

-2مهار تجزیه، و -3تحریک سنتز، -1مهم شامل  سه عامل

ها در تجمع پرولین در جلوگیری از ورود پرولین به درون پروتئین

البته (. Arndt et al. 2001)شرایط تنش خشکی مطرح هستند 

ها و تجمع پرولین در دوره تنش ممکن است نتیجه تجزیه پروتئین

گیاه هم باشد دلیل کاهش رشد  ها به نیز کاهش استفاده از آن

(Movahhedi Dehnavi et al. 2011 .) ،در شرایط غیر تنش

شود، ولی در گیاهان پرولین از مسیر اورنتین در گیاه تولید می

 -Lتحت شرایط تنش خشکی و شوری، پرولین از مسیر 

کربوکسیلات  -2پیرولین  -1-اسید توسط آنزیم دلتاگلوتامیک

 NADPHاحیا شدن و  ATPو با مصرف یک ( P5CS)سنتتاز 

شود که بدون واسطه و سمی آلدئید می -2–تبدیل به گلوتامیک 

 -2پیرولین  -1–صورت خود به خود تبدیل به دلتا  به

در ادامه فرآیند، ماده اخیر به کمک آنزیم . شودکربوکسیلات می

P5CR  و احیا شدنNADPH  بهL- شود پرولین تبدیل می

(Yamchi et al. 2005 .)ها لین نتیجه هیدرولیز پروتئینتجمع پرو

بوده و مسیر پیشنهادی تولید آن از گلوتامیک اسید گزارش 

هم  علت به است که در شرایط تنش، اکسیداسیون پرولین به شده

ریختن غشای میتوکندری و اختلال در سنتز پروتئین کاهش 

البته پرولین در تنظیم اسمزی، جذب آمونیاک حاصل از . یابد می

وتئین و هم چنین در تولید انرژی در موارد خاص نقش تجزیه پر

 Leinhose and Bergman 1995; Fakhem Rezaei and)دارد 

Zare Nahandi 2012  .)در اثر پراکسیداسیون  مالون دی آلدئید

 های فعال اکسیژن تولیداسیدهای چرب غیراشباع توسط گونه

اخص میزان عنوان ش ها به شود تغییر در پراکسیداسیون چربی می

احتمال دارد . آید آسیب اکسایشی در موجودات زنده به شمار می

های  ای تولید رادیکال غشای یاخته دلیل اصلی آسیب شدید به

O) دسوپراکسی
و رادیکال ( H2O2) پراکسید هیدروژن ،(2

باشد که در نهایت منجر به پراکسیداسیون  (OH) هیدروکسیل

افزایش نفوذپذیری . شود میای  های غیراشباع غشای یاخته چربی

تواند منجر به افزایش نشت  غشا و کاهش پایداری غشا می

(. Brosani et al. 2001)ای شود  ها به فضای بین یاخته الکترولیت

پیشرفت تکنولوژی در ابزارهای مولکولی و ژنتیکی تغییر با 

مندی از  های مولکولی و بهره ای در استفاده از روش گسترده

ترین ابزارهای  یکی از مهم. است  ین ایجاد شدههای نوروش

پلاسمی الگوی  مولکولی مورد استفاده در غربالگری منابع ژرم

دخیل در تحمل و مقاومت به ( های)میزان بیان ژن. بیان ژن است

در رابطه با سازوکارهای  یشود و اطلاعات ها نیز سنجیده می تنش

 .Fita et al)کند  های مورد هدف برای پژوهشگران فراهم می ژن

های جزئی و دقیق در راه کارهای تحمل به تنش، تفاوت. (2015

ها منجر به ایجاد تنوع بسیار بزرگ از کاملاً در تنظیم بیان ژن

های جزئی  بنابراین همین تفاوت .دشو متحمل تا کاملاً حساس می

های درون یک گونه ها ممکن است در واریتهو دقیق در بیان ژن

های متحمل و حساس به تنش خشکی به  ء ایجاد واریتهنیز منشا

از طرف دیگر، در اغلب مطالعات (. Huang et al. 2008)شود 
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های غیرزیستی گزارش شده است که بیان ژن در پاسخ به تنش

های دخیل در تحمل به تنش در هر دو ژنوتیپ متحمل و ژن

ها  آنشوند، اما تفاوت، در زمان و میزان بیان حساس بیان می

باشد باشد هر چند که تعداد این مطالعات محدود می می

(Rodrigues et al. 2009 .)رود که در بیوسنتز پرولین  تصور می

کندترین آنزیم )کننده سرعت بیوسنتز  عامل محدود P5CSژن 

آن بوده و نقش کلیدی در سنتز پرولین در گیاهان داشته ( مسیر

ه در گزارشاتی نیز بین بیان ژن البت(. Yoshiba et al. 1997)باشد 

P5CS است   ای مشاهده نشدهو میزان پرولین رابطه(Stines et al. 

کننده مسیر  عامل محدود P5CRاز طرف دیگر، ژن (. 1999

بیوسنتز پرولین نیست اما برخی نویسندگان معتقدند که بیان 

P5CR شود  نیز طی تنش القا می(Verbruggen et al. 1993; 

Savouré et al. 1997.) دانیم که ژن  البته میP5CR  در مسیر

عبارت دیگر در هر  باشد بهاورنی تین نیز آخرین آنزیم مسیر می

مالون دی دو مسیر نقش دارد، لذا با توجه به اهمیت پرولین و 

ها در پاسخ به تنش، هدف از این  نقش فیزیولوژیکی آنآلدئید و 

در ارتباط با  P5CR و P5CSمطالعه بررسی اهمیت بیان ژن های 

تجمع پرولین تحت شرایط تنش اسمزی در شش رقم گندم 

که آیا پرولین  هدف دیگر این پژوهش این استهمچنین . باشد می

عنوان یک محافظت  هدر ارقام متحمل و حساس به خشکی بیشتر ب

کند و آیا از این نظر  کننده اسمزی عمل می کننده اسمزی یا تنظیم

 مل و حساس خشکی تفاوتی وجود دارد؟بین ارقام متح

 

در آزمایشگاه اصلاح نباتات  1272-1271های این تحقیق در سال

این . و بیوتکنولوژی دانشکده کشاورزی دانشگاه بیرجند انجام شد

صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملا تصادفی در چهار  هآزمایش ب

ندم شامل روشن و کویر تکرار اجرا شد، فاکتور اول ارقام گ

و ( حساس به خشکی)، قدس و مهدوی (متحمل به خشکی)

و فاکتور دوم ( مقاومت متوسط نسبت به خشکی)شعله و طبسی 

در سه سطح  0333تنش اسمزی اعمال شده با پلی اتلین گلیکول 

بار بود ( تنش زیاد) -13و  (تنش متوسط) -2، (شاهد)صفر

(Michel 1983 .) ارقام در محیط کشت هوگلند بذور جوانه زده

(Hoagland and Arnon 1950 ) روز تحت تنش  12به مدت

سپس بافت برگی ایجاد شده در محیط . اسمزی قرار گرفت

 .هوگلند را بلافاصله در نتیروژن مایع برای استخراج قرار داده شد

 Magne and)سنجش میزان پرولین طبق روش زیر انجام شد 

Larher 1992 .)3، 3های تاندارد پرولین، با غلظتمنحنی اس ،

برابر  Yترسیم شد در این رابطه  ppm 23و  13، 23، 33، 2،13

و (. 1رابطه )باشد برابر غلظت پرولین می Xجذب خوانده شده و 

 .اعلام شد Mµ/g W.F غلظت پرولین بر حسب 

R = 0.9995      1رابطه 
2             Y=0.0033 X – 0.017 

 Heath and Packer)از روش  دی آلدئید مالون یریگ اندازه برای

ی غلظت مالون دی آلدئید از  برای محاسبه. استفاده شد( 1969

Mmضریب خاموشی معادل 
-1

cm
د و نتایج شاستفاده  12 1-

 .شد تر ارائه گیری برحسب وزن حاصل از اندازه

 RNA از روش کلCTAB دشاستخراج  تغییر شکل یافته .

ها  استخراج شده، جذب نمونه RNAاز کیفیت  منظور اطمینان به

نانومتر با استفاده از دستگاه  303و  363های در طول موج

. خوانده شد )آمریکا، Thermo Fisherکمپانی، ، 3333) 1نانودراپ

میکرولیتر از هر  2نیز مقدار  RNAهمچنین جهت تعیین کیفیت 

به کیفیت درصد، الکتروفورز شد تا نسبت 1نمونه روی ژل آگارز 

از  ،cDNAجهت ساخت دو تکرار . بالای آن اطمینان حاصل شود

RNA  کل گندم از آنزیمReverse Transcriptase M-MLV 

 .استفاده شد dTشرکت یکتا تجهیز آزما، آغازگر الیگو 

و  P5CS، (دارژن خانه) ACTهای های اختصاصی ژنآغازگر

P5CR گندم طراحی ها در بر اساس مناطق حفاظت شده این ژن

ردیفی ژن گندم و  برای تعیین مناطق حفاظت شده از هم. شدند

بدین منظور، ابتدا ژن . های چند گونه گیاهی دیگر استفاده شد ژن

NCBIمورد نظر از گندم از بانک ژن تارنمای 
تهیه شد سپس  3

BLASTبراساس نتایج
های دیگر انتخاب های مشابه با گونهژن 2

هم ردیف  MEGALIGNافزار  ها با نرملیدر گام بعد توا. شدند

های اختصاصی از آغازگر 9 افزار الیگو در نهایت با نرم. دندش

(. 1جدول)های مورد نظر طراحی شدند مناطق حفاظت شده ژن

ها،  منظور اطمینان از کارایی و عملکرد اختصاصی آغازگر به

 .انجام شد RCRواکنش 

                                                           
1
 ThermoScientific 

2 National Center for Biotechnology Information 
3 Basic Local Alignment Search Tool 

  ها مواد و روش
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ی و برای هم رقت نمودن عنوان کنترل داخل به ACTدار  ژن خانه

cDNA  ها در نظر گرفته شد(Zolala et al. 2008; Guenin et al. 

 cDNAمیکرولیتر مخلوط واکنش از مقدار متفاوت  32از (. 2009

، MgCl2میکرولیتر  10x ،2/3میکرولیتر بافر 2/3برای هر نمونه، 

، یک میکرولیتر آغازگرهای اختصاصی Taq میکرولیتر آنزیم 2/3

مقطر  میکرومول استفاده شد که با آب 13و و پسرو با غلظت پیشر

چرخه واکنش جهت تکثیر . استریل به حجم مورد نظر رسانده شد

درجه  71دقیقه در  1: سازی اولیه عبارت است از مرحله واسرشته

درجه  71دقیقه در  1: سازی گراد، مرحله واسرشته سانتی

ه در دمای اختصاصی هر دقیق 1: گراد، مرحله اتصال آغازگر سانتی

گراد،  درجه سانتی 93دقیقه در دمای  1: آغازگر، مرحله تکثیر

 22و  گراد درجه سانتی 93دقیقه در دمای 13: مرحله تکثیر نهایی

 2در  PCRهای  تمام واکنش. 1الی  3مرتبه چرخش بین مراحل 

 .تکرار انجام گرفت

ن پرولین، گیری میزاهای حاصل از اندازه تجزیه واریانس داده

نسخه  SPSSافزار  ها توسط نرممالون دی آلدئید و مقایسه میانگین

ای از  های تشکیل شده برای هر نمونه نشانه نوار. انجام شد 11.5

میزان رونوشت ژن مورد نظر است که امتیازبندی به نوارهای با 

برای اینکار . انجام گرفت 1.10نسخه Totalab  افزار استفاده از نرم

ین شدت نوار ایجاد شده از هر ژن را به میزان شدت نوار میانگ

سازی  ها نرمال د، در هر نمونه دادهشتقسیم ( اکتین)دار ژن خانه

تجزیه 9.2 نسخه  SASافراز  های آماری توسط نرم شده و بررسی

 ها انجام گرفت و مقایسه میانگین
 

ی از تانش  در شرایط آزمایشگاهی، جهت مشااهده صادمات ناشا   

شااود اسااتفاده ماای glycol Polyethylen( PEG) خشااکی از ماااده

(Sivritepe et al. 2008). PEG  هاایی باا وزن مولکاولی     مولکاول

زیاد است که پتانسیل آب را به روشای مشاابه باا خشاکی خااک      

نتاایج تجزیاه    (.Van Den Berg and zeng 2006)دهد کاهش می

ساطوح مختلاف تانش     واریانس اثرات اصلی شش رقام گنادم و  

برای صفات بررسی شده بجاز بیاان   ( بار -13، -2صفر، )اسمزی 

P5CR داری در سطح احتمال یک درصاد نشاان داد   تفاوت معنی

 (.3جدول )

 
 های مورد بررسی توالی آغازگرهای طراحی شده برای ژن -1جدول

دمای اتصال 

 آغازگر

های مورد انتظار برای  نوار

 bpهر ژن برحسب 
 هانام ژن هاآغازگر توالی آغازگر طول آغازگر زگرنام آغا

55 756bp 
F3ACT-LS 19bp 5ʹ-GGAGAAGATCTGGCATCA-3ʹ Forward 

ACT 
R579ACT-TA 18bp 5ʹ-GGATACCAGGAACTTCCAT-3ʹ Reverse 

58 756bp 
F1346P5CS-TA 18bp 5ʹ-AGTCCCGACCTGATGCCT-3ʹ Forward 

P5CS 
R2102P5CS-TA 19bp 5ʹ-CTTATGCCAACCTCAGCAC-3ʹ Reverse 

60 257bp 
F588P5CR-TA 19bp 5ʹ-CTGGCTTGAGTGGTAGTGG-3ʹ Forward 

P5CR 
R845P5CR-TA 19bp 5ʹ-TGTGGCAGCAACAACGGCA-3ʹ Reverse 

 
 گندم رقم شش در صفات واریانس تجزیه نتایج -3جدول

    میانگین مربعات                   

 ادیدرجه آز منابع تغییر
 (برگ)پرولین 

Mµ/g W.F 

 (ریشه)پرولین 
Mµ/g W.F 

 مالون دی آلدئید
Mµ/g W.F 

P5CS P5CR 

67/19266 3 تنش اسمزی * 36/103709 ** 2939/3 ** 1/2323 * 1/3121  ns 

32/1132 2 رقم ** 31/123016 ** 3213/3 ** 6/1733 * 3/1233  ns 

39/709 13 رقم×تنش اسمزی  ns 92/03972 ** 33772/3 ** 1/2232 ** 3277** 

32/637 21 خطا  167/1791  3316/3  0/033  0/601  

22/37  (cv)ضریب تغییرات   332/37  361/31  29/13  21/11  

 .باشدداری می درصد و عدم معنی 1و  2ترتیب بیانگر معنی داری در سطح احتمال  به nsو ** ، *
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تنش اسمزی نیز در همه صفات مورد مطالعه  ×اثر متقابل رقم

داری در سطح احتمال یک درصد جز پرولین برگ تفاوت معنی هب

دهنده آن است که  دار بودن اثرات متقابل نشان نشان داد، معنی

سطوح مختلف تنش اسمزی تاثیر متفاوتی بر صفات مختلف در 

شش رقم مختلف داشته است و تاثیر تنش اسمزی در شش رقم 

مقایسه  (.3جدول )مختلف یکسان و به یک شدت نبوده است 

میانگین سطوح مختلف تنش اسمزی نشان داد که با کاهش 

که  به طوری. پتانسیل آب، پرولین برگ و ریشه افزایش یافت

ترتیب با  بار به -13بیشترین مقدار پرولین برگ و ریشه در سطح 

(. 2جدول )مشاهده شد   11/211Mµ/g W.Fو  93/132میانگین 

توانایی گیاه را برای رشد و  ظور کلی تجمع پرولین تحت تنش، به

مقایسه میانگین ارقام گندم نشان داد که بیشترین . کندبقا فراهم می

مقاومت متوسط نسبت به )میزان پرولین برگ در رقم طبسی 

و بیشترین میزان پرولین  30/73Mµ/g W.Fبا میانگین ( خشکی

با میانگین ( مقاومت متوسط نسبت به خشکی)ریشه در رقم شعله 

12/211 Mµ/g W.F  بنابراین مقدار ( 1جدول )مشاهده شد

پرولین در برگ و ریشه ارقام متحمل به خشکی نسبت به ارقام 

تر نشان بار مقاوم -13مقاوم به خشکی در شرایط تنش اسمزی 

 . داده شدند

(2007 )Beemarao et al. یان کردند که کاهش در فعالیت پرولین ب

اماگلوتامیل کیناز ممکن است دلیل گ اکسیداز با افازایش فعالیات

توان با ولی نمی. تجمع بیشتر پرولین تحات شرایط تنش باشد

تکیه بر این دلیل بیان نماود که هر گیاهی تحت شرایط تنش 

چه بسا ژنوتیپی که . تر استخشکی، پارولین بیشاتری دارد مقاوم

تحت شرایط تانش خشاکی پرولین بیشتری دارد اما به خشکی 

ارقام ×مقایسه میانگین اثر متقابل تنش اسمزی. تر استحساس

متحمل به )نشان داد که بیشترین میانگین پرولین را رقم روشن 

بار به خود اختصاص داد  -13در سطح تنش اسمزی ( خشکی

افزایش غلظت پرولین تحت تنش نشان دهنده نقش (. 3شکل )

ندم مقاوم به رقم گ احتمالی این اسید آمینه در تنظیم اسمزی باشد

تحت  الرغم عدم تنظیم اسمزی متابولیسم خود را خشکی علی

تنظیم . دهنده تحمل واقعی به تنش است که نشان هتنش حفظ کرد

 .Martin et al) باشداسمزی نوعی مکانیسم اجتناب از تنش می

وجود افزایش مقدار  باشعله و طبسی  رقمبررسی  دراین(. 1993

نتیجه تنظیم اسمزی نمود  درو برگ  ترتیب در ریشه بهپرولین 

ارقام نوان یک ع هب از لحاظ عملکرد تحت تنش نشان داد ومناسبی 

شد، این رقم از طریق تجمع  شناختهمقاومت متوسط به خشکی 

محلول نیز تا حدی تنظیم اسمزی را انجام داده  های کربوهیدرات

شناخته  ترعنوان ارقام مقاوم هکه بروشن و کویر است، اما ارقام 

نشان ندادند، لذا نمود بهتر  دار پرولین راشوند تجمع معنی می

های دلیل سایر مکانیسم هاست ب ها در شرایط خشکی ممکن آن

است بتوان گفت که تنظیم  بنابراین ممکن. مقاومت به تنش باشد

رغم توانایی در کمک به جذب آب نقش چندانی در  اسمزی علی

انتخاب تواند معیاری مناسب برای مقاومت به تنش ندارد و نمی

توان گفت این  حتی می. در جهت مقاومت به خشکی باشد

برای اثبات این نکته نیاز به . مکانیسم مختص ارقام حساس است

. باشدمطالعه طیف وسیعی از ارقام گندم تحت تنش خشکی می

 غیر و پرولین سنتز واسطه تنش به تحت گیاهان در پرولین تجمع

 شرایط در پرولین محتوای افزایش است آن تخریب شدن فعال

 هایآنزیم ها،پروتئین غشای سلولی، محافظت باعث تنش

 هایرادیکال حذف و اکسیژن فعال هایگونه مهار و سیتوپلاسمی

در شرایط تنش خشکی بر  (.Liang et al. 2013)د شومی آزاد

ین میزان فعالیت پرول( ورونیکا و پیشتاز)روی دو رقم گندم 

افزایش پیدا کرد، تجمع این اسید آمینه در برگ ممکن است از 

طریق کاهش پتانسیل اسمزی و پتانسیل آب سلول، امکان ادامه 

 Tale Ahmad and Hadad)جذب آب را برای سلول فراهم کند 

تحت تنش مقدار پرولین در بررسی انجام شده در گندم،  .(2010

اندام هوایی افزایش کل بخش هوایی گیاه در ریشه و خشکی، 

و ( Norouzi 2008)تنش اسمزی در گیاهان گندم، کلزا یافت 

نیز موجب افزایش میزان اسیدآمینه پرولین شد مطالعات بسیاری 

(Slama et al. 2005; Ghorbanli et al. 2013 .)بنابراین گیاهانی 

 کربن منابع از زیادی مقدار گیرندمی قرار خشکی تنش تحت در که

 قبیل از اسمزی هایتنظیم کننده سنتز صرف را خود ژننیترو و

 حفظ را خود هایسلول تورژسانس فشار بتوانند تا کنندمی پرولین

 .(Aranjuelo et al. 2011)نمایند 
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 تنش اسمزیمطرح مقایسه میانگین  -2جدول 

(بار)تنش اسمزی   
(برگ)پرولین   

Mµ/g W.F 

(ریشه)پرولین   
Mµ/g W.F 

لدئیدمالون دی آ  
Mµ/g W.F 

(شاهد)صفر   36/12 b 10/19 c 362/3  c 

2-  02/23 b 69/79 b 173/3 b 

13-  93/132 a 11/211 a 212/3  a 

 
 مقایسه میانگین ارقام -1جدول 

 رقم ردیف

پرولین 

(برگ)  
Mµ/g 

W.F 

پرولین 

(ریشه)  
Mµ/g 

W.F 

مالون دی 

 آلدئید
Mµ/g 

W.F 
31/62 قدس 1 cd 27/90 d 109/3 b 

23/93 کویر 3 ab 20/06 d 117/3 c 

79/97 شعله 2 ab 12/211 a 111/3 c 

19/93 روشن 1 ab 16/33 b 123/3  c 

33/61 مهدوی 2 b 97/01 d 362/3  a 

30/73 طبسی 6 a 39/132 c 310/3  a 

 .باشند هایی که دارای حرف مشترک هستند دارای تفاوت آماری در سطح پنج درصد نمی در هر ستون میانگین *

 

 
 (Mµ/g W.F) پرولین صفت در ارقام و اسمزی تنش سطوح ابلمتق اثرات -3 شکل

 

 

 
 (Mµ/g W.F)اثرات متقابل سطوح تنش اسمزی و ارقام در صفت مالون دی آلدئید  -2شکل 
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ها نشان داد که با افزایش تنش اسمزی میزان مالون مقایسه میانگین

 بار نسبت به شاهد افزایش داشته -13و  -2دی آلدئید در سطح 

 -13است بیشترین میزان مالون دی آلدئید از سطح تنش اسمزی 

ترین آن مربوط به تیمار  و کم 3Mµ/g W.F/ 212بار به میزان 

دهنده افزایش  مشاهده شد که نشان Mµ/g W.F 362/3شاهد 

های غشا در سظوح بالای تنش بوده است پراکسیداسیون لیپید

ن صفت بیشترین میزان بین ارقام مورد مطالعه برای ای(. 2جدول )

 Mµ/g W.F 310/3و  362/3ترتیب با میانگین  مالون در آلدئید به

مربوط به گندم مهدوی و طبسی و کمترین مقدار آن مربوط به 

111/3 Mµ/g W.F  یکی (. 1جدول)مربوط به شعله مشاهده شد

از محصولات نهایی پراکسیداسیون لیپیدهای غشایی در اثر آسیب 

پایین بودن میزان . اکسیژن، مالون دی آلدئید استهای فعال گونه

دهنده پایین بودن آسیب وارده در اثر تنش  مالون دی آلدئید، نشان

تر بودن گیاه به  به غشای سلولی است که خود به معنای مقاوم

مقایسه میانگین (. Hasanuzzaman et al. 2014)تنش وارده است 

د که بیشترین میانگین را ارقام نشان دا ×اثر متقابل تنش اسمزی 

بار به خود اختصاص داد  -13رقم شعله در سطح تنش اسمزی 

در شرایط تنش خشکی و بالا  MDAافزایش محتوی (. 2شکل )

دهنده تولید  بودن مقادیر آن در ارقام حساس و نیمه حساس نشان

. باشد های فعال اکسیژن در این ارقام میمقادیر زیادی از گونه

در ارقام مقاوم به خشکی کویر،  MDAیزان تولید پائین بودن م

دهنده مقاومت بهتر این ارقام در برابر تواند نشانروشن می

 MDAعبارتی تولید  و به( 1جدول )های فعال اکسیژن است  گونه

علت جذب نوری کمتر، مصرف انرژی  تواند بهدر این ارقام می

های فعال  جذب شده در فرایند فتوسنتز و غیرفعال شدن گونه

از آنجایی که . اکسیژن به وسیله سیستم آنتی اکسیدانتی گیاه باشد

کننده میزان خسارت اکسیداتیو  های غشاء بیان پراکسیداسیون چربی

و در نهایت منجر به ( Zhang and Kirkham 1996)باشد می

، لذا اغلب از (Smirnoff. 1993)د شوکاهش یکپارچگی غشاء می

یک شاخص جهت بیان میزان افزایش  عنوان این ویژگی به

 Demiral and Turkan)شود خسارت اکسیداتیو استفاده می

2005.) 

در مسیر ساخت پرولین نسبت به ژن دوم  P5CSاول  ژن بیان

P5CR  میزان بیان ژن  .تنش اسمزی بیشتر افزایش یافتدرP5CS 

در ارقام گندم مورد پژوهش در سطوح تنش  ACTبه  P5CRو 

در مقایسه با شاهد روند افزایشی نشان داد، به  -13و  -2اسمزی 

ای که مقدار افزایش بیان ژن در این دو سطح در بعضی ارقام گونه

طور کلی بیشترین میزان بیان  هب(. 1شکل )تا دو برابر بوده است 

بار در رقم قدس  -13نسبی رونوشت در سطح تنش اسمزی 

بار در رقم  -2و در سطح تنش اسمزی ( حساس به خشکی)

در شرایط غیر (. 2شکل )مشاهده شد ( مقاوم به خشکی)روشن 

در پژوهشی که . در بین ارقام گندم متفاوت نبود P5CSتنش، ژن 

بیان ( اترک)بر روی ارقام دیگر گندم انجام گرفت رقم حساس 

چمران و )بیشتری نسبت به ارقام متحمل تنش شوری  P5CSژن 

 2/1در چهارمین برگ اترک  P5CS بیان ژن. نشان دادند( هیرمند

برابر بیشتر از دیگر ارقام بود و مشابه بیان برگ پرچم تحت تنش 

در همه ارقام تحت تنش شوری افزایش   P5CRبیان. شوری بود

ها  داشت اما از نظر شدت آن P5CSداشت و الگویی مشابه با 

 P5CSبرابر و در  P5CR 2/2متفاوت بودند مثلا بیشترین بیان 

 شدت بیان (.Tavakol et al. 2016)برابر بیشتر از شاهد بود  2/0

 بالای بیان سطوح به توان می راها در ارقام گندم مورد تحقیق ژن

 آن در تخریب کمتر میزان هدف، ژن mRNA میزان به نسبت آن

شرایط  و بافت نوع از آن بیان تاثیرپذیری ، mRNAبا مقایسه

های  نمونه بین در mRNA هب rRNA نسبت تعادل عدم آزمایشی،

ساخت  برای تصادفی آغازگرهای از استفاده به نیاز و مختلف

cDNA داد  نسبت(Brunner et al. 2004).  در پژوهشی دریافتند

، ژن کد mRNAبرداری  که تنش خشکی سبب افزایش نسخه

و در نهایت  P5CRو  P5CSهای مسیر بیوسنتز پرولین کننده آنزیم

گیاه به  (.Verslues et al. 1998)شود  لین میافزایش میزان پرو

طور طبیعی تحت شرایط تنش شوری و یا خشکی تولید پرولین 

 در .(Verma and Hong 2000)کند بیش از حد متعارف می

برنج حساس به خشکی  رقم در P5CSژن  بیانسطح  تحقیقی که

منجر به افزایش داشته که این افزایش ، نسبت به رقم نیمه حساس

در (. Hsu et al. 2003)است  شدهبرگ  در بافت پرولینالا رفتن ب

 Ca/Hرقم در P5CR و P5CSهای میزان بیان ژن پنبه، ژنوتیپ
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حساس به ) Ca/H 148نسبت به رقم( خشکیمقاوم به ) 680

 علاوه بر این،(. Parida et al. 2008)بیشتر بوده است ( خشکی

متحمل به  A1رقم  گدر گلرن P5CR و P5CS های میزان بیان ژن

حساس به خشکی بوده است  NIRAرقم از خشکی بیشتر 

(Thippeswamy et al. 2010 .)وسیله تراریختی گیاه  به

نشان دادند که  P5CSژن  cDNAآرابیدوپسیس با آنتی سنس 

نقش این آنزیم در بیوسنتز پرولین کلیدی است، زیرا در این روش 

ر پرولین در این گیاهان در مقدا P5CSبا ممانعت از تولید آنزیم 

هم چنین با (. Nanjo.et al. 1990)داری کاهش یافت  سطح معنی

نشان داد که میزان  P5CSوسیله ژن  تراریخت کردن گیاه توتون به

 ;Nanjo et al. 1999)یابد  پرولین در گیاه تراریخته افزایش می

Verma and Hong 2000). های  نسبی ژن سطح بیانP5CS 
، و های P5CRmRNAو ( OsP5CS2 و OsP5CS1؛ مزوایزو3)

 کالوسکشت سوسپانسیون  در تجمع پرولینهمچنین 

KDML105 ( تایلندیبرنج)، در پاسخ به  به میزان قابل توجهی

 Somboonwatthanaku)تنش شوری و خشکی افزایش پیدا کرد 

et al. 2010).  نتایج حاصل با نتایج مظالعات پیشین که گزارش

 .خوانی داردشده است هم

 
 

 
 100bp DNA ladder، لدر بر روی ژل آگاروز ACTو  P5CR و P5CSهای  با آغازگر PCRلکتروفورز محصولات ا -1شکل

 

 
 .رقم گندم 6تحت تنش اسمزی در  ACTبه  P5CR و P5CSبیان رونوشت  -2شکل
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 خشکی تنش تحت بررسی مورد صفات بین همبستگی ضرایب -2جدول

 صفات

دی مالون 

 آلدئید
Mµ/g 

W.F 

پرولین 

(برگ)  
Mµ/g 

W.F 

پرولین 

(ریشه)  
Mµ/g 

W.F 

بیان نسبی 

ژن 
P5CR  

بیان 

نسبی 

ژن 
P5CS  

 مالون دی آلدئید
Mµ/g W.F 

1    
 

(برگ)پرولین   
Mµ/g W.F 

310/3  1   
 

(ریشه)پرولین   
Mµ/g W.F 

033/3 ** 313/3-  1  
 

-P5CR  300/3بیان نسبی ژن   300/3-  300/3-  1  

-P5CS 300/3بیان نسبی ژن   303/3-  333/3  070/3 ** 1 

 .درصد 1درصد و  2داری در سطح  ترتیب معنی به **و                *
 

دار مربوط به میزان بیان ترین ضریب همبستگی مثبت و معنیبیش

میزان و P5CR (**791/3 )با بیان نسبی ژن  P5CSنسبی ژن 

ترین ضریب کم و (200/3 **)مالون دی آلدئید به پرولین ریشه 

همبستگی منفی پرولین ریشه با پرولین برگ را مشاهده شد 

 (.2جدول )

(2006 )Mohsenzade et al. غلظت بیان کردند که افزایش 

 تغییرات به نسبت پاسخ یک پرولین و محلول هایکربوهیدرات

 باشد می سلولی الکترولیت غشای نشت و آب نسبی محتوای میزان

 وجود همچنین .دشو می خشکی تنش به تحمل افزایش باعث که

 افزایش و مالون دی آلدئید غلظت کاهش بین مستقیم همبستگی

 Esfandiari et)است   شده گزارش گندم در شوری تنش به تحمل

al. 2008.) که گیاه تنش خشکی را تحمل می کند، تجمع  در حالی

را نیز کاهش  MDAهای غشایی کاسته و  تواند از آسیب پرولین می

در مقالات همبستگی مثبت و منفی  (.Ozden et al. 2009)دهد 

است  بین پرولین و میزان مالون دی آلدهید گزارش شده

(Chutipaijit et al. 2011 .)تواند به دلایل زیر که این نوسانات می

آسیدآمینه پرولین فقط برای ممانعت از پراکسیداسیون : باشد

های فیزیولوژیکی متنوعی رولین نقشپ. لیپیدهای غشا نیست

شود که در گیاهان تحت تنش داشته لذا با اهداف زیادی سنتز می

ها عبارتند ازپیشگیری از پراکسیداسیون اسمزی این عملکرد

 Ashraf and)کننده اسمزی  عنوان یک تنظیم هلیپیدهای غشا ب

Foolad 2007)کننده اسمزی  ، محافظت(Okuma et al. 2002) ،

، ممانعت از (Shao et al. 2008)های آزاد  ر انداختن رادیکالگی

، تنظیم (Okuma et al. 2004)ها واسرشتگی ماکرومولکول

ریزی شده سلولی  اسیدیته سیتوزول و بازدارندگی مرگ برنامه

(Sivakumar et al. 2000)  و همچنین منبعی برای کربن و نیتروژن

های معدنی  م وجود یوندلیل دو. باشد حین تنش غیر زیستی می

های آلی دیگر نیز که  همچون سدیم و پتاسیم و اسمولایت

بندی  دلیل سوم کد. توانند در تنظیم اسمزی نقش داشته باشند می

آمدی  سنتز پرولین و انتقال آن است که می تواند در ناکار

چهارمین دلیل مطالعات . حفاظت از غشا نقش داشته باشد

دهد که  یط فنولوژیکی مختلف نشان میهای مختلف در شرا گونه

های غشایی   منظور ممانعت از پراکسیداسیون لیپید تجمع پرولین به

 .Lemos et al)به گونه و شرایط فنولوژیکی گونه وابسته است 

لذا در ارقام مختلف گندم پرولین در شرایط تنشی یکسان (. 2011

ویر و روشن در ارقام متحمل ک. یابددر مقادیر مختلفی تجمع می

گرچه میزان مالون دی آلدئید تقریبا مشابه است اما میزان پرولین 

و  2شکل )برابر پرولین ریشه رقم روشن است  1ریشه در کویر 

کننده و آنتی  توان نتیجه گرفت که دیگر عوامل محافظتلذا می(. 1

اند تا آسیب کمتری  های آزاد مقابله نمودهها نیز با رادیکالاکسیدان

 .ها وارد شودغشا سلول به

 گیری کلی نتیجه

مقدار پرولین ارقام  توان بیان نمود گیری کلی می عنوان نتیجه به

متحمل به خشکی نسبت به ارقام مقاوم به خشکی در شرایط تنش 

تجمع بیشتر پرولین تحات  خاطر هتر، ب بار مقاوم -13اسمزی 

تنش  مقایسه میانگین اثر متقابل. باشداسمزی شرایط تنش 

ارقام نشان داد که بیشترین میانگین را رقم روشن ×اسمزی

بار به خود  -13در سطح تنش اسمزی ( مقحمل به خشکی)
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دهنده نقش  افزایش غلظت پرولین تحت تنش نشان. اختصاص داد

 تحملرقم گندم م احتمالی این اسید آمینه در تنظیم اسمزی باشد

تحت  لیسم خود راالرغم عدم تنظیم اسمزی متابوبه خشکی علی

 در. دهنده تحمل واقعی به تنش است که نشان هتنش حفظ کرد

وجود افزایش مقدار پرولین  باشعله و طبسی  رقم اینجا نیز

از مناسبی نتیجه تنظیم اسمزی نمود  درترتیب در ریشه و برگ  به

رقم مقاومت  نوان یکعب لحاظ عملکرد تحت تنش نشان داد و

د، این رقم از طریق تجمع ش شناختهمتوسط به خشکی 

محلول نیز تا حدی تنظیم اسمزی را انجام داده  هایکربوهیدرات

تر شناخته  عنوان ارقام مقاوم هکه بروشن و کویر است، اما ارقام 

نشان ندادند، لذا نمود بهتر  دار پرولین را شوند تجمع معنیمی

های  دلیل سایر مکانیسم هاست ب ها در شرایط خشکی ممکن آن

نتایج آزمایش حاضر نشان داد که افزایش  .مقاومت به تنش باشد

سبب تخریب غشاهای سالولی و افزایش اسمزی سطح تنش 

برگ شاد کاه شادت تخریاب غشاا  آلدئیدغلظت مالون دی 

 .دیگر بودارقام بیش از شعله و طبسی در رقم ترتیب  بهسلولی 

ای  اکتین، نشانه های تشکیل شده برای هر نمونه نسبت به نوار نوار

با اعمال تنش . های مورد نظر استاز میزان نسبی رونوشت ژن

ها، میزان بیان در ارقام 0333خشکی توسط پلی اتیلن گلایکول 

هر چند این . های مورد بررسی افزایش یافتنسبی رونوشت ژن

، P5CSهای ژن. ها مختلف یکسان نبودافزایش بیان ژن، در رقم
P5CR  ( حساس)بار در رقم قدس  -13اسمزی در سطح تنش

افزایش بیان هر دو ژن . بیشترین بیان رونوشت نسبی را نشان داد

P5CS  وP5CR  در مسیر بیوسنتز پرولین منجر به افزایش تحمل

 .شودتحت تنش اسمزی می
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