
 

 

 

 ژنتيک نوين

 9318 زمستان ،4، شماره چهاردهم دوره

 343 - 336صفحه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 پرولین

 تنش خشکی

 گیاهزرین

 Dracocephalum kotschyi 
 P5CS 

 چکیده

 

 

 

 

 

 

یشی و مراحل رودر  P5CSپرولین و بیان ژن  کلروفیل، بررسی میزان

 تحت تنش خشکی( Dracocephalum kotschyi) گیاه زرین گلدهی

 

Study of chlorophyll content, proline accumulation and P5CS 

gene expression at vegetative and flowering stages in 

Dracocephalum kotschyi under drought stress 
 

 3صدیقه فابریکی اورنگ ،4فلاحی حسین ،3دیجعفر احم ،2*بهروز شیران ،1صغری کیانی

 

امام  المللی نژادی گیاهی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه بین گروه ژنتیک و به، دکترای اصلاح نباتات شجویدان -1

 تهران، ایرانو عضو هیأت علمی دانشگاه پیام نور، دانشکده کشاورزی،  ، قزوین، ایران(ره)خمینی

 ت و بیوتکنولوژی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه شهرکرد، شهرکرد، ایران، گروه اصلاح نباتاستادا -2

امام  المللی نژادی گیاهی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه بین گروه ژنتیک و به استاد، دانشیار، ترتیب به -3

 ، قزوین، ایران(ره)خمینی

 اه، ایرانگروه بیولوژی، دانشکده علوم، دانشگاه رازی کرمانشاه، کرمانشاستادیار،  -4

 

Kiyani S
1
, Shiran B

*2
, Ahmadi J

3
, Falahi H

4
, Fabriki Orang S

3 

 

1. PhD Student, Department of Genetics and Plant Breeding, Faculty of Agriculture, 

Imam Khomeini International University, Qazvin, Iran 
2. Professor, Department of Plant Breeding and Biotechnology, Faculty of 

Agriculture, Shahrekord University, Shahrekord, Iran 
3. Professor, Associate Professor, Department of Genetics and Plant Breeding, 

Faculty of Agriculture, Imam Khomeini International University, Qazvin, Iran 
4. Assistant Professor, Department of Biology, School of Sciences, Razi University, 

Bagh-e-Abrisham Kermanshah, Iran 
 

 beshiran45@gmail.com :نویسنده مسئول مکاتبات، پست الکترونیکی *

 (13/7/89 :تاریخ پذیرش - 12/3/89: تاریخ دریافت) 

های  يکی از پاسخ. است متعلق به خانواده لامياسه و ايران ی بومیداروي انگياهگياه يکی از زرين

پرولين در رشد گياه در شرايط طبيعی و  .باشد اسمزی افزايش پرولين می های تنشمهم گياهان به 

از جمله . باشد می ثرمؤهای زيستی و غيرزيستی  همچنين افزايش مقاومت گياه در شرايط تنش

باشد که نقش  می (P5CS) سنتازکربوکسيل-3پرولين-های اصلی در مسير بيوسنتز پرولين  زيمآن

در اين آزمايش . کند مهمی در تجمع پرولين در شرايط تنش خشکی و افزايش مقاومت گياه ايفا می

و کل، ميزان پرولين و   a،bرطوبت نسبی برگ، ميزان کلروفيل ثير سطوح مختلف تنش خشکی بر أت

در دو مرحله رويشی و  (Dracocephalum kotschyi) گياهدر گياه دارويی زرين  P5CSان ژنبي

تصادفی به صورت يک آزمايش  در قالب طرح کاملاً تحقيقاين . گلدهی مورد بررسی قرار گرفت

% 35)متوسط  ،(ظرفيت زراعی% 53)شامل تنش خشکی شديد  تنش خشکی فاکتوريل با دو فاکتور

و فاکتور ديگر ( ظرفيت زراعی% 955)و گياهان شاهد ( ظرفيت زراعی% 53)و کم ( ظرفيت زراعی

نشان نتايج تجزيه واريانس . با سه تکرار انجام شد گلدهیرويشی و شامل دوره های رشدی  دوره

و پرولين  محتوایو  P5CSداری در ميزان بيان ژن معنی داد که تنش خشکی باعث افزايش

. و کل شد  a،bر محتوای رطوبت نسبی برگ، ميزان کلروفيل داری د همچنين کاهش معنی

تنش خشکی تأثير تحت  گلدهیو حداکثر مقدار پرولين در دوره  P5CSبيشترين ميزان بيان ژن 

 .مشاهده شد( ظرفيت زراعی% 35)متوسط 

 

 های کلیدی واژه
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یک گیاه  Dracocephalum kotschyiاه با نام علمی گی زرین

ایران و  بومیدارویی علفی چند ساله متعلق به خانواده لامیاسه، 

در طب . باشد دارای خواص بیولوژیکی و دارویی فراوانی می

سنتی از این گیاه در کاهش تب، درد مفاصل و روماتیسم و به 

شود، این گیاه در  التیام دهنده زخم استفاده می عنوان ضد التهاب و

 .Fattahi et al) ای دارد تقویت سیستم ایمنی نیز نقش عمده

با وجود اهمیت دارویی بسیار زیاد این گیاه تاکنون (. 2016

ثیر تنش خشکی بر روی این گیاه صورت أای در ارتباط با ت مطالعه

 .نگرفته است

باشد که  می غیرزیستیهای  ترین تنش تنش خشکی یکی از مهم

های فیزیولوژیکی گیاهان را  های محیطی ویژگی همانند سایر تنش

توانایی گیاهان برای زنده ماندن در . دهد میثیر قرار أتحت ت

شرایط تنش خشکی بستگی به گونه گیاهی، مرحله رشد گیاه، 

همه مراحل رشد و نمو گیاه . طول دوره تنش و شدت تنش دارد

شوند،  طور یکسان دچار خسارت نمی خشکی به نسبت به تنش

بعضی از مراحل نسبت به تنش خشکی خیلی حساس و بعضی 

اهمیت تنش خشکی در مرحله رشد . حساسیت کمتری دارند

دلیل تولید محصول نسبت به مرحله رشد رویشی بسیار هزایشی ب

تنش خشکی دلیل اصلی کاهش رشد گیاه در . باشد بیشتر می

های مختلف  باشد که باعث پاسخ یمه خشک میمناطق خشک و ن

محتوای رطوبت  .شود گیاه در سطوح فیزیولوژیکی و مولکولی می

های فیزیولوژیکی برای  ترین شاخص نسبی برگ یکی از مهم

باشد که مقدار آب در دسترس گیاه را  گیری آب گیاه می اندازه

 .دیاب دهد و مقدار آن تحت تأثیر تنش خشکی کاهش می نشان می

در شرایط کمبود آب، کاهش محتوای رطوبت نسبی برگ در 

ای  نتیجه افزایش تبخیر و کاهش جذب آب توسط سیستم ریشه

 .(Fathi and Tari 2016)افتد  گیاه اتفاق می

تأثیر تنش خشکی بر روی کلروفیل بستگی به ژنوتیپ گیاه و 

کاهش مقدار کلروفیل در اثر تنش خشکی . شرایط محیطی دارد

های آزاد اکسیژن و در نتیجه  دلیل تولید رادیکال واند بهتمی

. های کلروفیل باشد پراکسیداسیون لیپیدی غشاء و تجزیه رنگدانه

های تواند باعث افزایش فعالیت آنزیمهمچنین تنش خشکی می

 .Bouchemal et al)کلروفیلاز و در نتیجه تجزیه کلروفیل شود 

2016; Sepehri and Golparvar 2011; Sahehi et al. 2016.) 

های گیاهان به تنش خشکی افزایش میزان ترکیبات  از جمله پاسخ

 آماسهای گیاهی برای حفظ  تنظیم اسمزی مانند پرولین در سلول

در شرایط تنش خشکی افزایش سنتز و تجمع . باشد سلول می

باشد در ضمن این که  عنوان یک پاسخ متابولیکی گیاه می پرولین به

دهنده مقاومت و سازگاری  پرولین در شرایط تنش نشانافزایش 

 (.Fathi and Tari 2016) باشد گیاه نسبت به شرایط نامساعد می

 و شوری به نسبت اسمزی فشار تعدیل در پرولین نقش مثبت

 Rayapati)ذرت  مانند مختلف گیاهان در محققین توسط خشکی

et al. 1991 ) یونجه(Ginzberg et al. 1998) ابیدوپسیس آر و

(Kiyosue et al. 1996 )معمول پرولین طور به. است شده گزارش 

 .یابد می تجمع محیطی های تنش به پاسخ در

 

 
 بیوسنتز پرولین از طریق مسیرهای گلوتامیک اسید و آرنتین -1شکل 

 

در گیاهان عالی پرولین از دو مسیر گلوتامیک اسید و ارنتین سنتز 

های  ویژه در شرایط تنش هسیر باین دو م. (1شکل ) شود می

در مسیر . شوند اسمزی مسیرهای اصلی سنتز پرولین محسوب می

سمی  گلوتامیک اسید، پرولین از طریق دو ماده واسط گلوتامیک 

در مرحله . شود سنتز می  (P5C)کربوکسیل -5آلدئید و پرولین 

 و بعد از آن آنزیم( P5CS)کربوکسیل سنتاز  -5اول آنزیم پرولین 

در سنتز پرولین نقش ( P5CR) کربوکسیل رداکتاز -5پرولین 

 از گیاهان گوناگون استخراج و به نام P5Cکننده  ژن کد. دارند
P5CS  است  دهشثبت(Najo et al. 1999 .) آنزیم-5پرولین-

باشد و  سنتاز، آنزیم تعیین کننده سرعت سنتز پرولین میکربوکسیل

  مقدمه
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تجمع . ه تنش خشکی داردنقش مهمی در تحمل گیاهان نسبت ب

پرولین با افزایش مقاومت گیاهان نسبت به تنش خشکی 

همچنین افزایش . همبستگی مستقیم و بالایی را نشان داده است

های دخیل در سنتز پرولین نیز باعث افزایش مقاومت  بیان ژن

در (. Chen et al. 2009)است  دهشگیاهان نسبت به تنش خشکی 

در سلول افزایش یافته و  P5CSت آنزیم شرایط تنش خشکی فعالی

برد که از خسارت ناشی  مقدار پرولین را در سلول به حدی بالا می

در  (.Yamchi et al. 2005) کند از کم آبی به گیاه جلوگیری می

را  P5CSنقش مهم و کلیدی ژن Li et al. (2018 )این خصوص 

ان این ژن افزایش بی. های غیرزیستی بیان کردند در پاسخ به تنش

در گیاهان تراریخته نیشکر باعث افزایش مقاومت گیاه نسبت به 

گزارش شده که متابولیسم (. Li et al. 2018) تنش خشکی گردید

. های ثانویه در گیاهان دارد مهمی در تولید متابولیت نقشپرولین 

تجمع پرولین تحت شرایط تنش خشکی در تنباکوی تراریخته 

در  (.Silva et al. 2018) یبات فنلی شدباعث افزایش تولید ترک

های انجام شده بر روی گیاه یونجه القاء تنش خشکی  بررسی

د اما با شگلیکول باعث افزایش میزان پرولین  اتیلن توسط پلی

کاسته شد هرچند که  افزایش طول مدت تنش از میزان پرولین

 .Zhu et al)داد  نسبت به گیاهان کنترل هنوز افزایش نشان می

2016 .) 

که تاکنون در ارتباط با  گیاه و اینبا توجه به اهمیت دارویی زرین

ای صورت نگرفته این  تأثیر تنش خشکی بر روی این گیاه مطالعه

محتوای رطوبت نسبی برگ، میزان هدف بررسی  تحقیق با

پرولین و بیان ژن کلیدی درگیر در میزان  و کل، a ،bکلروفیل 

دو مرحله رویشی ها در  و ارتباط آن( P5CS)مسیر بیوسنتز پرولین 

گیاه در گیاه دارویی زرین تنش خشکی تأثیرتحت  و گلدهی

 .باشد می

 

شهرکرد با شرایط کنترل شده در گلخانه دانشگاه  در این آزمایش

 21 ◦32) و مختصات جغرافیایی از سطح دریا متر 2601ارتفاع 

09'' N, 50◦ 49' 39'' E)  در قالب طرح پایه  1385دی ماه سالدر

صورت آزمایش فاکتوریل با دو فاکتور سطوح  کاملاً تصادفی به

. مختلف تنش خشکی و دو مرحله رشدی با سه تکرار انجام شد

درجه  19±25/1±1شبانه / شرایط گلخانه دارای دمای روزانه

 بذرهای گیاه. بود% 76گراد و رطوبت هوای  سانتی

Dracocephalum kotschyi  شرکت پاکان بذر اصفهان از

صورت یک توده بومی بوده و از  این بذرها به. ندخریداری شد

بذرهای این . آوری شده بودند منطقه حنای سمیرم اصفهان جمع

: کوکوپیت: ماس  پیت حاویپلاستیکی  نشاء  سینیگیاه درون 

و رشد  د از ده هفتهبعنشاءها . کشت شدند 1:1:1ماسه به نسبت 

به  شن: کود دامی: خاک رسهای پلاستیکی حاوی  به گلدان کافی

و رشد  ها بعد از استقرار کامل گیاهچه. انتقال یافتند 1:1:2نسبت 

 تیمارهای تنش خشکی شامل تنش خشکی شدیدکافی گیاهان، 

ظرفیت % 56)تنش خشکی متوسط ، (ظرفیت زراعی% 25)

اهد و تیمار ش (ظرفیت زراعی% 75)تنش خشکی کم ، (زراعی

( رویشی و گلدهی)در دو مرحله رشدی  (ظرفیت زراعی% 166)

جهت اعمال تنش خشکی  .اعمال شدندبه مدت زمان یک هفته 

ها تعیین و سپس بر مبنای ظرفیت  ابتدا ظرفیت زراعی خاک گلدان

از  گیری نمونه. زراعی خاک، تیمارهای تنش خشکی اعمال شدند

میزان  وبت نسبی گیاه،رطهای جوان به منظور اندازه گیری  برگ

، یک P5CSبررسی بیان ژن  و  RNAاستخراج، کلروفیل، پرولین

و رویشی  مرحله گلدهیاعمال تنش خشکی در دو هفته بعد از 

های  های برگی تهیه شده تا زمان بررسی نمونه .صورت گرفت

گراد  درجه سانتی -96فیزیولوژیکی و مولکولی درون فریزر

اطمینان از اعمال تنش در گیاهان مورد منظور  به. نگهداری شدند

پس از اعمال سطوح ( RWC)مطالعه محتوای رطوبت نسبی گیاه 

مختلف تنش خشکی در هر دو مرحله گلدهی و رویشی اندازه 

 .گیری شد

محتوای  (RWC)گیری محتوای رطوبت نسبی گیاه  منظور اندازه به

تغییر با اندکی Turner (1986 )ها بر اساس روش  نسبی آب برگ

های تازه گیاهان بلافاصله بعد از  در این روش برگ. انجام شد

 0ها به مدت  ، سپس برگ(FW)نمونه برداری توزین شدند 

( TW)ور شده و سپس توزین شدند  مقطر غوطه ساعت درون آب

های کاغذی و  ساعت درون پاکت 24ها به مدت  پس از آن برگ

شده و دوباره وزن گراد خشک  درجه سانتی 76در آون با دمای 

( RWC) محتوای آب نسبی برگ(. DW)گیری شد  ها اندازه برگ

 :دشبراساس فرمول زیر محاسبه 

  ها مواد و روش
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RWC (%) = (FW - DW)/ (TW - DW) × 100 
با Arnon (1949 )استخراج کلروفیل موجود در برگ به روش 

گرم بافت برگ  میلی 256ابتدا مقدار . اندکی تغییر انجام شد

گراد بوسیله ازت مایع  درجه سانتی -96ر فریزر نگهداری شده د

خوبی  به آن اضافه و به% 96لیتر استن  میلی 16. سائیده شد

دور در دقیقه سانتریفیوژ  3566دقیقه با  16هموژنیزه و به مدت 

های  جذب نور توسط دستگاه اسپکتروفتومتر در طول موج. شد

استن )از شاهد با استفاده ( bکلروفیل ) 045و ( aکلروفیل ) 003

 a ،bتوسط دستگاه اسپکتروفتومتر خوانده و مقدار کلروفیل %( 96

گرم بر گرم وزن  های زیر برحسب میلی و کل با استفاده از فرمول

 .تر برگ محاسبه شد

 a کلروفیل   =   

 b کلروفیل  =

 کلروفیل کل  =

 

نانومتر،  003میزان جذب در طول موج : A663که در این رابطه 

A645 : نانومتر،  045میزان جذب در طول موجV : حجم نهایی

وزن بافت بر حسب گرم : Wلیتر و  عصاره بر حسب میلی

 .باشد می

با اندکی  Bates et al (1973)گیری پرولین از روش   جهت اندازه

گرم بافت برگ  میلی 566در این روش . تغییر استفاده شد

% 85گراد بوسیله اتانول  درجه سانتی -96هداری شده در فریزر نگ

گراد  درجه سانتی 4دقیقه در دمای 16هموژنیزه و سپس به مدت 

لیتر از  میلی 2سپس به . دور در دقیقه سانتریفیوژ شد 3566و 

لیتر نین هیدرین اسیدی اضافه و به مدت  میلی 2حاصل   روشناور

( گرم درون حمام آب)گراد  یدرجه سانت 86یک ساعت در دمای 

درون حمام )به مخلوط حاصل بعد از خنک شدن . قرار گرفت

ثانیه به  26تا 15لیتر تولوئن اضافه و به مدت  میلی 4( آب یخ

منظور جدا شدن فاز رنگی حاوی  سپس به. خوبی مخلوط شد

دقیقه در دمای اتاق  26تا  15تولوئن و فاز شفاف، مخلوط حاصل 

مقدار جذب نور فاز رنگی حاوی . داری شدهنگ در محیط تاریک

نانومتر  526تولوئن که در بالا تشکیل شده بود در طول موج 

منظور کمی کردن  به. توسط دستگاه اسپکتروفتومتر قرائت شد

                                                           
1supernatant 

تغییرات پرولین، منحنی استاندارد جذب بر اساس دامنه تغییرات 

 32، 24، 14، 9، 6)هایی با مقادیر پرولین مشخص رنگ، در نمونه

میزان جذب توسط دستگاه . دشرسم ( امپیپی 46و 

تولوئن . دشنانومتر قرائت  526اسپکتروفتومتر در طول موج 

عنوان شاهد دستگاه مورد استفاده قرار گرفت و استانداردها  به

 . نسبت به آن سنجیده شدند

 Ambionشرکت  کل با استفاده از محلول تریزول RNAاستخراج 

(TRIzolReagent )های وحذف آلودگیDNA  با استفاده از

(EN0521 ) DNAse ساخت شرکت فرمنتاز (Fermentase ) از

های سازنده با اندکی شرکت طبق دستورالعمل های برگ نمونه

های استخراج شده  RNAکمیت و کیفیت  .صورت گرفتتغییرات 

 Thermo) 2666ترموفیشر مدل با استفاده از دستگاه نانودراپ 

Fisher 2000 (NanoDrop  تعیین % 5/1و الکتروفورز ژل آگارز

نزدیک  296به  OD 206که دارای نسبت  RNAهای  نمونه. شد

درصد فاقد اسمیر بوده و % 5/1بوده و بر روی ژل آگارز  2به 

 18Sو دیگری 28S rRNAدارای دو باند قوی یکی مربوط به 

rRNA ز جهت سنت ،بودند دارای کیفیت مطلوب بودهcDNA 

طراحی آغازگرهای مورد  (.A -2 شکل) مورد استفاده قرار گرفتند

این گیاه  (RNA-seq)های آنالیز ترنسکریپتوم  نیاز بر اساس داده

های کنترل و یابی نمونه توالی. در شرایط کنترل و تنش انجام شد

صورت  به  Illumina Hi Seq 2000تنش با استفاده از تکنیک

توسط شرکت ماکروژن کره  2X100ایی های جفت انته خوانش

 Fast QCافزار سپس نرم .انجام شد

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc

های  حذف توالی. ها استفاده شدمنظور بررسی کیفیت داده به (

افزار  کیفیت توسط نرمهای بی ور وهمچنین دادهآداپت
Trimmomatics v0.32 

http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic))  انجام

های با کیفیت بالا برای آنالیزهای بعدی مورد استفاده داده. شد

یابی گیاه تا کنون توالیکه ژنوم زرینبا توجه به این. قرار گرفت

 de novoها از سازی خوانشظور یکپارچهمن نشده بود، به

assembly های با کیفیت بالا توسط  به این منظور داده. استفاده شد

 Trinity de novo RNA-Seq assemblerافزار نرم

(https://github.com/trinityrnaseq/trinityrnaseq/wiki) 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
98

.1
4.

4.
7.

7 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
26

-0
6-

14
 ]

 

                             4 / 12

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc
https://github.com/trinityrnaseq/trinityrnaseq/wiki
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1398.14.4.7.7
https://mg.genetics.ir/article-1-123-fa.html


 بهروز شیران و همکاران  ....P5CSپرولين و بيان ژن  کلروفيل، بررسی ميزان

 

 9318 زمستان/ 4شماره / چهاردهمدوره / ژنتیک نوین 341

 

ها و با استفاده از  برای هر یک از نمونه. سازی شدندیکپارچه

های خوانده  پروفایل بیان ژن روی توالی  RSEMافزاری نرم  بسته

با استفاده از این بسته . یابی شد، صورت گرفت ای که نقشه شده

های منفرد در دو بافت کنترل و ها و ژن افزاری تعداد کانتیگ نرم

 ینافزار آنلا از نرم هاآغازگر یمنظور طراح به. تنش مشخص شد

Primer3  (http://primer3.ut.ee )جفت  های ویژگی. استفاده شد

 یمر،هترودا یه،ثانو یساختارها تشکیل لحاظ از آغازگرها

 Oligoanalyzer ینافزار آنلا با استفاده از نرم یرهو غ یمرهمودا

(https://eu.idtdna.com) توسط  ینهمچنNCBI primer blast 

جهت اطمینان از صحت آغازگرهای . شدند تأیید و بررسی

های  کانتیگ  طراحی شده، این آغازگرها مجدداً بر روی توالی

لیست آغازگرهای  1جدول . بلاست شدند RNA-seqحاصل از 

در  cDNAسنتز . دهد در این مطالعه را نشان می مورد استفاده

با استفاده از کل  RNAنانوگرم  2666از  میکرولیتر26حجم نهایی 

مطابق دستورالعمل ( YTA)یکتا تجهیز آزما  cDNAکیت سنتز 

 2به  1شرکت سازنده صورت گرفت و در نهایت به نسبت 

 .مقطر دو بار تقطیر رقیق شد بوسیله آب

 
 ن و توالی آغازگرهای مورد استفادهنام ژ -1جدول 

 

 

 

 

 

 

 
 ژن point PCR-Endمحصولات و ( A)استخراج شده  RNAهای الگوی الکتروفورزی نمونه -2شکل 

P5CS (B) تحت تأثیرتنش خشکی های بافت برگ زرین گیاه در دو مرحله گلدهی و رویشیدر نمونه 

 

و همچنین بررسی  cDNA جهت اطمینان از سنتز صحیح

-endواکنش  P5CSیید حضور ژن أآغازگرهای طراحی شده و ت

point PCR برای هرنمونه انجام شد ( 2شکل- B.) منظور  به

در دو  تنش و کنترلشرایط  تحت P5CSالگوی بیان ژن  بررسی

در حجم  Real Time-PCR گلدهی واکنشمرحله رویشی و 

 Real Q Plus Master (Ampliqon)میکرولیتر شامل  16 نهایی

Mix Green 1x ، میکرولیتر  دوcDNA  میکرومولار از یک و

 Bio Radتوسط دستگاه هریک از آغازگرهای رفت و برگشت 

Mini Opticon, USA) )دو تکرار تکنیکی و سه تکرار  با

که هر تکرار بیولوژیکی شامل مخلوط بافت برگ  بیولوژیکی

(5 نام ژن '-3' )توالی آغازگر    (C)دمای اتصال  (bp)طول قطعه  

P5CS 

 

L: GCTGATCTCCTTGTTCTGTTGA 
R: AGTTATTAGTCCCTCGTGCCT 

  1 33/59  

25/59  

EF1- L: TCCTTTGGGTCGTTTTGCTG 

R: GGTAACCTTGGCACCTGTTG 

 11 87/59  

64/58  
ACTIN-7 L: CGAGACGACCTACAACTCCA 

R: AGCCGTAATCTCCTTGCTCA 

 11 94/59  

96/59  
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برنامه دمائی واکنش . نجام شدابود،  گیاهان چند گلدان مختلف

برای  Cº84دقیقه در دمای  3صورت  ای پلیمراز به زنجیره

 C º84ثانیه در دمای 26چرخه شامل  46سازی اولیه،  واسرشت

 26، (اتصال آغازگرها) Cº59 ثانیه در دمای 26، (واسرشته سازی)

و در نهایت افزایش دما برای ترسیم ( بسط) Cº72 ثانیه در دمای

میزان . گراد انجام گرفت درجه سانتی 85تا  05ذوب از  منحنی

 Schmittgen and(2008)با استفاده از روش  P5CS  ژن نسبی بیان

Livak ندو ژ. محاسبه شد  - EF1 وActin-7  به عنوان کنترل

با توجه به پایداری  یتقرار گرفته و در نها یمورد بررس یداخل

 ژنعنوان  به نش این ژندرشرایط کنترل و ت  - EF1 ژنبیشتر 

استفاده  مورد P5CSژن  بیان های داده کردن  نرمال برای مرجع

های آماری شامل تجزیه واریانس محتوای  تجزیه. گرفت قرار

میزان پرولین و  و کل، a ،bرطوبت نسبی برگ، میزان کلروفیل 

ها به روش توکی، با  ها و همچنین مقایسه میانگین بیان نسبی ژن

 Excelو رسم نمودارها با استفاده از SAS 9.2افزار  ز نرماستفاده ا

ver. 2010  انجام شد. 

 

نشان داد کلیه صفات مورد ( 2جدول )نتایج تجزیه واریانس 

تحت تاثیر تنش خشکی قرار ( >61/6p)داری  بررسی به طور معنی

محتوای رطوبت نسبی برگ، میزان پرولین و بیان نسبی . گرفتند

. را نشان دادند( >61/6p)داری  اثرات متقابل معنی P5CSن ژ

که اثرات متقابل  و کل a ،b اثرات اصلی صفاتی مانند کلروفیل

 .است نشان داده شده 4و 3 اولدار نشده بود در جد ها معنی آن

 
 

 

گیاه  تحت تأثیر تنش خشکی در زرین P5CSپرولین و بیان نسبی ژن ، کلروفیل کل، b، کلروفیل aتجزیه واریانس محتوای رطوبت نسبی برگ، میزان کلروفیل  -2جدول

 در دو دوره رویشی و گلدهی

 
 تحت تأثیر تنش خشکیگیاه  های فتوسنتزی در زرین مقایسه میانگین رنگدانه -3جدول 

 aکلروفیل  bکلروفیل  کلروفیل کل
 تنش خشکی

 %(ظرفیت زراعی)

59/6 ± 63/6 a 18/6 ± 62/6 a 39/6 ± 61/6 a 166% 

40/6 ± 62/6 b 13/6 ± 61/6 b 32/6 ± 61/6 b 75% 

45/6 ± 63/6  b 13/6 ± 61/6 b 32/6 ± 62/6 b 56% 

45/6 ± 61/6 b 12/6 ± 61/6 b 32/6 ±6b 25% 

ns دار عدم وجود اختلاف معنی 

 

 

 

  نتایج و بحث

درجه  میانگین مربعات

 آزادی

 منابع تغییرات

P5CS کلروفیل  کلروفیل کل پرولینb  کلروفیلa  محتوای رطوبت نسبی

 گیاه

86/1334  ns 666639/6  669/6 ns 6661/6  ns 660/6  07/407  1  رشدیدوره  

95/479   666193/6  625/6  6606/6  660/6  44/1650  3 تنش خشکی 

98/552   666150/6  664/6 ns 6616/6  ns 661/6 ns 01/260  3 دوره رشدیتنش خشکی 

10/58  666684/6  663/6  661/6  661/6  60/11  خطای آزمایشی 10 

دار در سطح یک درصد،  اختلاف معنیns دار ف معنیعدم وجود اختلا 
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 در دو مرحله گلدهی و رویشیگیاه های فتوسنتزی در زرین مقایسه میانگین رنگدانه -4جدول 

 

 

 

 

ns دار عدم وجود اختلاف معنی 

 

بر اساس نتایج حاصل از این مطالعه تنش خشکی در هر دو 

محتوای نسبی  (>p 61/6)دار  مرحله رشدی باعث کاهش معنی

کمترین میزان رطوبت (. 2جدول ) آب برگ در زرین گیاه شد

ش خشکی شدید نسبی در هر دو دوره رشدی تحت تأثیرتیمار تن

گیاهان در مرحله گلدهی در . مشاهده شد( ظرفیت زراعی% 25)

در مرحله رشد . شرایط تنش خشکی رطوبت نسبی کمتری داشتند

رویشی بیشترین پاسخ به تنش خشکی از نظر محتوای نسبی آب 

که در  گیاه در شرایط تنش خشکی شدید مشاهده شد، در حالی

داری را  هم کاهش معنیمرحله گلدهی حتی یک تنش خشکی کم 

توان  بنابراین می(. 3شکل )بر محتوای نسبی آب برگ ایجاد کرد 

نتیجه گرفت که زرین گیاه در دوره رویشی نسبت به تنش 

خشکی حساسیت کمتری داشته و توانایی حفظ رطوبت بیشتری 

دارد، اما در دوره گلدهی گیاه حساسیت بیشتری نسبت به تنش 

حتوای نسبی آب برگ در گیاهان باعث کاهش م. خشکی نشان داد

ها، کاهش فتوسنتز و در مقادیر شدید منجر به  بسته شدن روزنه

توقف انتقال الکترون، ممانعت از جذب نور و تخریب غشاء 

 (. Kamali et al. 2015)شود  می

مقایسه میزان رطوبت نسبی برگ در زرین گیاه در دو مرحله رویشی  -3شکل 

 کیو گلدهی تحت تنش خش

 

طور  بر اساس نتایج حاصل از این تحقیق تنش خشکی به

و کل شد   a،bباعث کاهش میزان کلروفیل  (>p 61/6)داری  معنی

  aهای گیاهی مورد بررسی، کلروفیل در میان رنگدانه(. 2جدول )

داری در مرحله گلدهی نسبت به مرحله رویشی  افزایش معنی

مختلف رشدی تفاوت در مراحل  و کل bنشان داد اما کلروفیل 

 75تنش خشکی کم در حد (. 3جدول )داری نشان ندادند  معنی

، aداری در میزان کلروفیل درصد ظرفیت زراعی باعث کاهش معنی

b بیشترین کاهش در میزان کلروفیل. و کل شدa  ،b  و کل در اثر

تنش خشکی شدید مشاهده شد که البته در مقایسه با شرایط تنش 

 (.4جدول )دار نبود  میزان این کاهش معنیخشکی کم و متوسط 

گیاه در اثر تنش خشکی و کل در زرین a ،bکاهش میزان کلروفیل 

های فتوسنتزی این گیاه دهنده حساسیت رنگدانه تواند نشانمی

همچنین کاهش غلظت کلروفیل در . باشد نسبت به تنش خشکی

آزاد در های دلیل افزایش رادیکال تواند به گیاهان تحت تنش می

های آزاد اکسیژن باعث پراکسیداسیون لیپیدی رادیکال. سلول باشد

 Bouchemal) شوندغشاء و در نتیجه تجزیه کلروفیل در گیاه می

et al. 2016 .)های کلروفیلاز، رسد افزایش فعالیت آنزیمنظر می به

پراکسیداز و ترکیبات فنلی و در نتیجه تجزیه کلروفیل دلیل اصلی 

در نتیجه گیاهان در . وفیل در اثر تنش خشکی باشدکاهش کلر

های گیاهی از تجمع انواع  شرایط تنش خشکی با تجزیه رنگدانه

کاهش در میزان . کنند اکسیژن فعال در گیاه جلوگیری می

های فتوسنتزی در اثر تنش خشکی باعث کاهش در جذب  رنگدانه

کلروفیل در میزان (. Salehi et al. 2016)شود  نور توسط گیاه می

گیاهان یکی از فاکتورهای مهم حفظ ظرفیت فتوسنتزی گیاهان 

باشد و با توجه به شدت، مدت و مرحله رشدی گیاه، تأثیر می

و کل در  a ،bهای  تنش خشکی بر میزان هر یک از کلروفیل

مطالعات (. Fathi and Tari 2016) گیاهان متفاوت خواهد بود

د تنش خشکی در گیاهان باعث زیادی وجود دارد که نشان می ده

 مرحله رشد aکلروفیل  bکلروفیل  کلروفیل کل

47/6 ± 63/6  14/6 ± 61/6  32/6 ± 61/6 b رویشی 

5/6 ± 62/6  14/6 ± 61/6  35/6 ± 61/6 a گلدهی 

ns ns   
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 .Kadkhodaie et al )شود های فتوسنتزی میکاهش رنگدانه

2014; Bouchemal et al. 2016; Ahmadi et al. 2018; 

Mafakheri et al. 2010 .) 

باشد و افزایش رنگدانه اصلی فتوسنتز در گیاهان می aکلروفیل 

لیل توان در مرحله گلدهی احتمالاً بد aدار کلروفیل  معنی

 .Cabello et al. باشد فتوسنتزی بیشتر گیاه در مرحله گلدهی می

روزه  26های  بیشترین میزان کلروفیل کل را در گیاهچه( 2006)

بیشتر  aمشاهده کرده و همچنین گزارش کردند که میزان کلروفیل 

( 2013)بر اساس گزارشات . گیرد تحت تأثیر سن برگ قرار می

Chaparzadeh et al. ها، سطح برگ و در نتیجه  با رشد برگ

منظور افزایش کلروپلاست افزایش یافته  های بیوشیمیایی به فعالیت

 .شود ها می و در نتیجه باعث افزایش میزان کلروفیل در برگ

میزان کلروفیل بیشتری را در ( 2016)لاک و همکاران  یوزی

 Morteza et(2013) .های رسیده و بالغ تنباکو گزارش کردند برگ

al. های فتوسنتزی را در مراحل مختلف  تغییرات میزان رنگدانه

ها در این بررسی مقدار  آن. رشدی در گیاه ذرت بررسی کردند

و کل را در مرحله گلدهی نسبت به دوره  a ،bبیشتر کلروفیل 

ها نتیجه گرفتند که در مرحله  آن. رشد رویشی مشاهده کردند

یشتر است، جذب نور بیشتری ها ب که سطح برگ گلدهی در حالی

های فتوسنتزی را در گیاه  افتد و در نتیجه تولید رنگدانه اتفاق می

 . تسهیل می کند

 ینتجمع پرول یبه تنش خشک یاهانگ یپاسخ ها ینتر از مهم یکی

 است هایی پروتئین اصلی های آمینه اسید از یکی پرولین. باشد یم

. دارند نقش سلول غشاء و سلولی دیواره اسمزی تنظیم در که

 حفظ در خشکی تنش شرایط در سلول غشاء در پرولین تجمع

 از حفاظت آزاد، های رادیکال حذف اسمزی، پتانسیل

 Boroujerdnia)ها نقش دارد  ل سلوpH تنظیم  و ها ماکرومولکول

et al. 2016 .)یها در تنش ینکه تجمع پرول رسد ینظر م به 

 کند، یسلول را متوقف نم ییمیایش های یتنه تنها فعال یاسمز

 .کند ینقش م یفایا یمحافظ اسمز یکعنوان  بلکه به

های مختلف رشدی بر  دورهبر اساس نتایج حاصل از این مطالعه 

و تنش خشکی نشان ندادند، اما داری  اختلاف معنیمیزان پرولین 

بر میزان پرولین های رشدی و تنش خشکی  اثر متقابل دوره

با افزایش شدت تنش  (.2جدول )شان داد داری ن اختلاف معنی

تجمع پرولین در ابتدا افزایش اما در هر دو دوره رشدی خشکی 

هرچند این افزایش در دوره رویشی . نشان دادسپس کاهش 

در دوره ( ظرفیت زراعی% 75)تنش خشکی ملایم . دار نبود معنی

رویشی باعث افزایش جزئی میزان پرولین شد اما در دوره گلدهی 

برابری میزان پرولین نسبت به گیاهان شاهد مشاهده  4/2افزایش

در دوره رشد ( ظرفیت زراعی% 56)تنش خشکی متوسط . شد

در دوره  رویشی تاثیر چندانی بر روی میزان پرولین نشان نداد اما

برابری میزان پرولین نسبت به گیاهان  4/3گلدهی باعث افزایش 

در هر دو ( ظرفیت زراعی% 25)تنش خشکی شدید. شاهد شد

بیشترین . (4شکل)شد میزان پرولین دوره رشدی باعث کاهش 

% 56)میزان پرولین در دوره گلدهی تحت شرایط تنش متوسط 

مطالعه حاضر در  نتایج حاصل از .مشاهده شد( ظرفیت زراعی

بر روی گیاه یونجه بود که تنش  .Zhu et al (2016) توافق با نتایج

خشکی باعث افزایش میزان پرولین شد اما افزایش مدت زمان 

تنش باعث شد که از میزان پرولین کاسته شود هر چند که افزایش 

 . داری نسبت به گیاهان شاهد داشتمعنی

 

 
ر زرین گیاه در دو مرحله رویشی و گلدهی مقایسه میزان پرولین د -4شکل

 تحت تنش خشکی

 

مطالعات انجام شده در مراحل فنولوژیکی مختلف در ارقام پسته 

های باز شده پس از طی دوره  میزان پرولین بیشتری را در گل

های  در بررسی(. Mansouri et al. 2011)سرمای بهاره نشان داد 

نخود افزایش میزان پرولین های مختلف  انجام شده بر روی واریته

تحت شرایط تنش خشکی در مرحله گلدهی نسبت به مرحله 

مطالعات  .(Mafakheri et al. 2010)رویشی گزارش شده است 

صورت گرفته بر روی ارقام مختلف گندم در شرایط تنش خشکی 

افزایش غلظت پرولین را در ارقام حساس نسبت به ارقام مقاوم 
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 Ahmadi and)ان داده است تحت شرایط تنش خشکی نش

Siosemarde 2004 .) افزایش غلظت پرولین در دوره گلدهی

ها و  توان به تجزیه بیشتر پروتئین تحت تنش خشکی را می

گیاه نسبت به تنش خشکی در مرحله  حساسیت بیشتر زرین

در مراحل اولیه تنش کم آبی در بعضی از . گلدهی تفسیر کرد

یابند اما با ادامه شرایط تنش  زایش میگیاهان چندین اسید آمینه اف

شود و بیشترین ذخیره پرولین  تجمع اسید آمینه پرولین بیشتر می

های متعددی  گزارش(. Heuer 1994)باشد  در برگ گیاهان می

به  گاریپرولین و ساز تجمعمبنی بر وجود همبستگی مثبت بین 

 .kiyosue et al) شرایط تنش اسمزی در گیاهان وجود دارد

روی گیاه سویا نیز سنتز پرولین  ات انجام شده برتحقیق (.1996

نشان داده در اثر افزایش تنش را های این گیاه  ها و گرهک در برگ

افزایش غلظت  .(and Lovatt 1999 Lazcano-Ferrat) است

شده پرولین در اثر کمبود آب در سه رقم گندم دوروم گزارش 

که تجمع پرولین آزاد  رسد یمنظر  به (.Bajji et al. 2001)است 

البته اسیدهای .یک پاسخ متداول به تنش در گیاهان عالی باشد

های خشکی و شوری انباشته  آمینه دیگری نیز تحت تنش

ها با تجمع پرولین که ظرف مدت  شوند، اما درجه تغییرات آن می

قابل  رسد می لاکوتاهی پس از اعمال تنش به سطوح خیلی با

افزایش میزان پرولین در اثر تنش  .(Gzik 1999)مقایسه نیست 

 Metwally) خشکی در گیاهان مختلفی از جمله گل همیشه بهار

et al. 2013) نخود ،(Mafakheri et al. 2010)،  گیاهان سرده

 .Bistgani et al)، آویشن دنایی (Cheng et al. 2018) بشقابی

ارویی و گیاه د( Ghorbanli et al. 2011) ، سیاهدانه(2017

در توافق با . است زارش شدهگ( Gharibi et al. 2016) بومادران

این نتایج افزایش میزان پرولین در گیاه دارویی زرین گیاه نیز در 

 . اثر تنش خشکی مشاهده شد

گیاه با استفاده از روش  وسیله تجزیه و تحلیل ترنسکریپتوم زرین هب

RNA-Seq ،97388 یی شد که از این گیاه شناسا ژن منفرد در زرین

ژن کاهش 1698ژن افزایش بیان و  1901تعداد ژن شناسایی شده 

های  از میان ژن. بیان در شرایط تنش نسبت به شاهد نشان دادند

در شرایط تنش نسبت به شاهد به میزان  P5CSتغییر بیان یافته ژن 

دو ایزوفرم مربوط به این . حدود سه برابر تفاوت بیان نشان داد

در سایت   MN053947و MN053946های  اره دسترسیژن با شم

NCBI ثبت شدند . 

در این  Real Time PCRبا استفاده از  P5CSبررسی بیان ژن 

رشدی، تنش خشکی و اثرات متقابل   دوره مطالعه نشان داد که

 P5CSدوره رشدی و تنش خشکی بر روی میزان بیان ژن 

ن نسبی ژن الگوی بیا (.2جدول )داشت اختلاف معنی داری 

P5CS درگیاهD.kotschyi   کنترل و تنش در شرایط ( 5)در شکل

در دوره  .نشان داده شده است رویشی و گلدهیدر دو مرحله 

دادند  یشرویشی تنش خشکی کم و متوسط بیان این ژن را افزا

اما تنش خشکی شدید باعث کاهش بیان این ژن شد هرچند 

در دوره . دار نبود نیتغییرات بیان ژن در این دوره رشدی مع

بیان این ژن دار  معنی غیرگلدهی تنش خشکی کم باعث افزایش 

 شد اما با افزایش شدت تنش خشکی میزان بیان این ژن افزایش

تنش خشکی شدید تأثیر  داری نشان داد به طوری که تحت معنی

برابر نسبت به گیاهان شاهد  1/9میزان بیان این ژن به مقدار 

تایج حاصل از بررسی بیان این ژن با استفاده ن .افزایش داشت

Real time  در این مطالعه با نتایج آنالیز ترنسکریپتوم(RNA-seq )

مطالعات . این گیاه در شرایط کنترل و تنش مطابقت نشان داد

 mRNAنشان داده است که تنش خشکی باعث القاء رونویسی 

فزایش و ا( P5CS)از تکربوکسیلات سن- 5 -پرولین– آنزیم 

افزایش بیان (. Deng et al. 2013) است شده P5CSمیزان بیان ژن 

 Lotus japonicusهای اسمزی در گیاه  در اثر القاء تنش P5CSژن 

افزایش (. Signorelli and Monza 2017) است نیز مشاهده شده

و تجمع پرولین تحت تنش کم آبی در اواخر دوره  P5CSبیان ژن 

 Yoshiba et)است  لوبیا نیز گزارش شدهتنش در آرابیدوبسیس و 

al. 1997 .) گزارشاتی مبنی برافزایش بیان ژنP5CS  در

آرابیدوبسیس و نقش مهم و کلیدی این ژن در تجمع پرولین 

 (. Verbruggem et al. 1993)تحت تنش شوری وجود دارد 
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 مرحله دو در اهیگ نیزر در P5CS ژن ینسب انیب و نیانگیم سهیمقا -5شکل

 و گلدهی تحت تنش خشکی یشیرو

 

ها نشان داده است هنگامی که تنش اسمزی در گیاه رفع  بررسی

دنبال آن  هشروع به کاهش و ب P5CSود سطح رونوشت ژن ش می

(. Peng et al. 1996) یابد میزان پرولین نیز در گیاه کاهش می

و بدنبال آن تجمع پرولین در ارقام حساس  P5CSافزایش بیان ژن 

در (. et al. 2017 Hosseini)است  تحمل گندم گزارش شدهو م

ژن  بیان از سرعت کندتر پرولین سطح در افزایشمطالعه حاضر 

P5CS پرولین سنتز که باشد این واقعیت از ناشی شاید بوده که 

 سلول متابولیکی فعالیت است با ممکن روند این و بوده بر زمان

و سپس کاهش  یشبه افزا رو تنش طول در که باشد همراه

 et al. Hosseini (2017) که در توافق با نتایج حاصل از. باشد می

 .باشد می

بر اساس نتایج حاصل از این تحقیق تنش خشکی کم و متوسط 

دار میزان رطوبت نسبی گیاه  در مرحله گلدهی باعث کاهش معنی

نسبت به گیاهان شاهد شد، اما این شدت از تنش کاهش 

. ان رطوبت نسبی گیاه در مرحله رویشی نداشتداری بر میز معنی

همچنین مقدار پرولین در مرحله گلدهی تحت تأثیر تنش خشکی 

داری نسبت به گیاهان شاهد نشان داد کم و متوسط افزایش معنی

که این مقدار از تنش در مرحله رشد رویشی افزایش  در حالی

در . ادگیاه نشان ندداری بر روی میزان پرولین در زرین معنی

مرحله گلدهی محتوای رطوبت نسبی گیاه همبستگی منفی 

در این آزمایش . نشان داد( -955/6)داری با مقدار پرولین  معنی

داری  طور معنی نشان داده شد که کلیه سطوح تنش خشکی به

میزان کلروفیل را نسبت به گیاهان شاهد کاهش دادند و گیاه در 

 .را نشان داد  aل مرحله گلدهی بیشترین مقدار کلروفی

توان اظهار  گیری کلی حاصل از این پژوهش می عنوان نتیجه به

پرولین و  aمحتوای رطوبت نسبی گیاه، میزان کلروفیل داشت که 

تحت ( P5CS)ژن کلیدی درگیر در بیوسنتز پرولین  نسبی و بیان

و شدت گیاه  شرایط تنش خشکی بستگی به دوره رشدی زرین

محتوای نسبی آب گیاه در مرحله ری که طو دارد بهتنش خشکی 

گلدهی در کلیه سطوح تنش خشکی کاهش قابل توجهی نشان داد 

اما در مرحله رویشی فقط تنش خشکی شدید باعث کاهش 

در  aهمچنین میزان کلروفیل . دار محتوای نسبی آب گیاه شد معنی

طور کلی تنش  مرحله گلدهی بیشتر از دوره رویشی بوده و به

. های فتوسنتزی را در این گیاه کاهش داد ان رنگدانهخشکی میز

شرایط تنش خشکی  در P5CSمحتوای پرولین و بیان ژن همچنین 

افزایش قابل توجهی نشان  گلدهینسبت به شرایط کنترل در دوره 

، اما در دوره رویشی تنش خشکی بر روی میزان پرولین و اشتد

صل از این مطالعه نتایج حا. نداشت چندانی ثیرأت P5CS بیان ژن

حساسیت بیشتری  گلدهیدر دوره گیاه  دهد که زرین نشان می

نسبت به تنش خشکی نشان داده و گیاهان بیشتر تحت تأثیر تنش 

و  P5CSبیان ژن یافته،  قرار گرفته، رطوبت نسبی گیاه کاهش

در این مرحله از رشد گیاه افزایش بیشتری نشان پرولین  میزان

 . داده است
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