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تحمل به  .باشد دود کننده عملكرد در مناطق خشک و نيمه خشک مياز عوامل مهم محتنش خشكي 

که ايجاد جهش  يياز آنجا. شود چندژني است و در مراحل مختلف رشد و نمو ظاهر مي صفتيخشكي 

منظور تنوع بخشيدن به محتويات ژنتيكي با هدف  باشد، استفاده از آن به خطر مي روشي سريع و بي

 بررسي،در اين . گياهان زراعي مورد توجه خاص قرار گرفته استکمي و کيفي در  صفات یارتقا

آبسزيک  های دخيل در مسير مستقل از برخي ژن ،های دخيل در مسير سنتز پرولين ژن الگوی بيان

تيمار شده  (محتمل به خشكي ) 65T-58-8و لاين موتانت آن ( حساس به خشكي )در رقم طبسي  اسيد

. ی، در شرايط خشكي در مرحله گياه بالغ مورد بررسي قرار گرفتگر 052ميزان  اشعه گاما به با

 گيری اندازهو نيز  (P5CDHو  P5CS ،P5CR)های دخيل در توليد پرولين  مطالعه بيان ژنمنظور  به

 01های  در گلدان ژنوتيپدو  های، بذرو آبياری مجدد در شرايط تنش خشكيميزان پرولين 

، سه، چهار، در فواصل زمانيو  روج اولين بساک آبياری قطع شددر هنگام خ. شدندمتری کشت  سانتي

ساعت پس از شروع  90گيری  نمونه. شدگيری انجام  برگ پرچم نمونه خروج ازپس روز  پنج و شش

از تيمار  ،زمان هم .ساعت، سه، چهار و پنج روز صورت گرفت90 در فواصل زمانينيز آبياری مجدد 

کاملا تصادفي با دو تكرار  طرح بر پايه فاکتوريل صورت بهآزمايش . مدعمل آ گيری به شاهد نيز نمونه

در رقم طبسي بيش  P5CSنتايج نشان داد که با افزايش تنش خشكي، بيان ژن  .بيولوژيكي انجام گرفت

بيان ژن . تر بود در لاين موتانت بيش P5CRکه بيان ژن  از لاين موتانت افزايش يافت، در حالي

P5CDH پس از آبياری مجدد بيان . ترتيب کاهش و افزايش يافت وتانت و رقم طبسي بهدر لاين م

در  P5CDHبه شاهد کاهش نشان داد ولي بيان ژن  نسبتدر هر دو ژنوتيپ  P5CRو  P5CSهای  ژن

تر پرولين در  چنين نتايج حاکي از افزايش بيش هم. لاين موتانت کاهش و در رقم طبسي افزايش يافت

بت به رقم طبسي تحت تنش خشكي و کاهش آن در هر دو ژنوتيپ در اثر آبياری لاين موتانت نس

های  تنش خشكي پاسخ تحت نسبت به رقم طبسيT 65-58-8لاين موتانت  در کل، .باشد مجدد مي

های دخيل در توليد پرولين در پيش گرفته تا از صدمات ناشي از آن  سازشي مناسبي را برای بيان ژن

 . باشد شدهاشعه گاما دستخوش تغيير  توسطتا حدی مسير اسموليت رود  مال ميمحفوظ بماند و احت
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حالت طبیعی، کمبود آب  در میان عوامل محدودکننده عملکرد در

ويژه در مناطق خشک و نیمه خشک  هترين عاملی است که ب مهم

تولید  باعث محدوديت کاشت و کاهش، جهان از جمله ايران

اصلاح ارقام . شود می از جمله گندم گیاهان زراعی عملکرد

راه حل برای مبارزه با مشکل خشکی ترين  به خشکی مهم تحملم

های القا  تاکنون تعداد زيادی از ژن (.Rebetzke et al. 2006) است

های مختلف گیاهی شناخته  شده بر اثر تنش خشکی در گونه

زمینه اساس  های زيادی توسط پژوهشگران در اند و بررسی شده

يکی از . است مولکولی تحمل گیاهان به تنش خشکی انجام شده

از حد انواع   تولید بیش ،ها به تنش در گیاهان ترين پاسخ مولمع

 ،های گیاهی در اکثر گونه. های آلی سازگار است مختلف محلول

 هنگام قرار گرفتنعنوان اسمولیت آلی  طور طبیعی به پرولین به

 Rhodes) يابد های غیرزنده مختلف تجمع می تنش معرضگیاه در 

and Hanson 1993).  فرد در  ترکیب منحصر بهپرولین يک

ها است، در واقع تجمع افزايشی پرولین در  ساختمان پروتئین

 -9-پرولین -1-های دلتا فعالیت آنزيم یدلیل القا سلول به

در   کربوکسیلات ردوکتاز -9و پرولین   کربوکسیلات سنتتاز

های اکسید  چرخه تولید اين ماده و نیز ممانعت از فعالیت آنزيم

 -9و پرولین   مانند پرولین دهیدروژناز کننده پرولین

ساخت پرولین احتمالا  .در سلول است  کربوکسیلات دهیدروژناز

 9استخراج ماده پرولین اسید . شود در کلروپلاست شروع می

ساخت . از کلروپلاست بر اين موضوع دلالت دارد  کربوکسیلاز

یا و سپس عمل احشود میزيستی پرولین با گلوتامیک اسید شروع 

و  NADPHالکترون لازم برای اين کار از . گیرد صورت می

NADH کربوکسیلاز 9صورت دی پرولین اسید  تامین شده و به  

آيد و سپس در مرحله نهايی اين ماده به پرولین تبديل  در می

 DP5Cدار و آنزيم  نشان P5Cشود که اين تبديل توسط  می

پرولین از دو مسیر  ، سنتزواقعدر . است ريداکتاز نشان داده شده

                                                           
1
 Delta-1- pyrroline 5-carboxylase synthetase (P5CS)  

2
 Delta-1- pyrroline 5-carboxylase reductase (P5CR)

 
  

3
 Pyrroline Dehydrogeenase (Pro DH) 

4
 Delta-1- pyrroline 5-carboxylase Dehydrogeenase 

(P5CDH)  
5
 Pyrroline-5-Carboxylic Acid (P5C) 

6
 DP5C   

شود  انجام می( شوریتنش ) تیننیراوو ( خشکیتنش )گلوتامات 

 P5CRو  P5CSهای  دلیل القای فعالیت آنزيم که افزايش پرولین به

های اکسید کننده پرولین مانند  و ممانعت از فعالیت آنزيم

PRODH  وP5CDH 1شکل ) باشد می( )Tavakoli et al. 

ها  اعث تحريک تجمع پرولین در برگب  آبسزيک اسید. (2016

نقش . شود شود، اما باعث تحريک تجمع ساير آمینواسیدها نمی می

مثبت پرولین در تعديل فشار اسمزی نسبت به شوری و خشکی 

 .Rayapati et al) توسط محققین در گیاهان مختلف مانند ذرت

 و آرابیدوپسیس (Ginzberg et al. 1998) يونجه، (1991

(Kiyosue et al. 1996) در  معمولطور  است و به گزارش شده

. يابد های محیطی تجمع می مقیاس بزرگی در پاسخ به تنش

های آزاد و پتانسیل  راديکال  کاوشگرعنوان  علاوه نقش آن به به

. است کاهش سلولی تحت شرايط تنش شناخته شده -اکسايش

سید و پراک O2گیری راديکال سوپراکسید  شرايط تنش باعث شکل

 Türkan) ندشو هیدروکسیل می( OH)و راديکال  H2O2هیدروژن 

et al. 2005.) های فعال اکسیژن  فعالیت اين گونه(ROS ) باعث

شدن  ها، غیرفعال تغییر ساختار غشا و پروتئین مانند بروز صدماتی

کلروفیل،  مانندهايی  رفتن رنگدانه  شدن يا از بین رنگ ها، بی آنزيم

های  و اختلال در رشته DNA مانندهای آبی  حمله به مولکول

 (.Mittler 2002)شود  پروتئینی از جمله پرولین می

 

 

و موجودات  یاهاندر گ ینپرول يبو تخر یوسنتزب یراز مس یا شبکه -1شکل 

 پست

                                                           
7 Abscisic acid (ABA) 
8 Probe 

  مقدمه
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های دخیل در  ارزيابی الگوی بیان ژنهدف از اجرای اين پژوهش 

لاين  در P5CDHو  P5CS ،P5CRمسیر سنتز پرولین شامل 

نسبت به والد  (متحمل به خشکی نیمه) 99T-98-8موتانت 

در شرايط تنش خشکی و در ( حساس به خشکی)وحشی طبسی 

پرولین و مطالعه توان   مرحله گیاه بالغ، میزان تجمع اسمولیت

های مورد مطالعه پس از آبیاری مجدد  پذيری ژنوتیپ برگشت

 . باشد می

 

 دوکاملا تصادفی با پايه طرح فاکتوريل با رت صو آزمايش به

در گلخانه تحقیقاتی دانشگاه علوم کشاورزی و بیولوژيکی  تکرار

حساس به ) طبسی ژنوتیپبذور دو . منابع طبیعی گرگان انجام شد

در  99T-98-8 (نیمه متحمل به خشکی) و لاين موتانت (خشکی

 .دشدنمتری کشت  سانتی 22های  گلدان

 تا زمان اين قطعی. آبیاری قطع شد ،وج اولین بساکدر هنگام خر

 (.Siddique et al. 2000) ادامه داشتعلائم اولیۀ پژمردگی  بروز

پس از قطع . پس از اين مرحله مجدداً آبیاری صورت گرفت

، سه، چهار، پنج و در فواصل زمانی ،آبیاری تا شروع آبیاری مجدد

 12گیری  نمونه. گیری انجام شد از برگ پرچم نمونه شش روز

ساعت، 12ساعت پس از شروع آبیاری مجدد در فواصل زمانی 

از تیمار شاهد  زمان هم. گرفتنیز صورت سه، چهار و پنج روز 

ها در ازت مايع منجمد شده و تا  نمونه. گیری انجام شد نیز نمونه

نگهداری گراد  درجه سانتی -88 دمایدر  RNA زمان استخراج

 .شدند

RNA بافر نه برگ گیاه بالغ با استفاده از کل از نموp-BIOZOL 

(Bioflux ،ژاپن) جهت . طبق دستورالعمل سازنده استخراج شد

 DNase Iآنزيم ، از RNAهای  مانده در نمونه باقی DNAحذف 

(Fermantas) برداری معکوس توسط  واکنش نسخه .استفاده شد

. م شدطبق دستورالعمل سازنده انجاMmulv (Fermentas )آنزيم 

استخراج شده با استفاده از الکتروفورز ژل  RNAکیفیت و کمیت 

کمی،  RT- PCR. سنجی مورد بررسی قرار گرفت آگارز و طیف

های دخیل در مسیر بیوسنتز پرولین  های ژن جهت تکثیر رونوشت

با استفاده از روش ( 1جدول )با بکارگیری آغازگرهای اختصاصی 

. کلر شرکت بايورد انجام شدکمیت سنجی توسط دستگاه آی ساي

های مخصوص  میکرولیتر در تیوب 28محلول واکنش با حجم 

، (1:28با رقت ) cDNAاين محلول شامل سه میکرولیتر . تهیه شد

 2Xمیکرولیتر  5/5، (میکرومولار 18)نیم میکرولیتر از هر آغازگر 

Real-Time PCR Master Mix  سايبر گرين، نیم میکرولیتر

DMSO ،9 آنزيم  د در میکرولیترواحTaq DNA Polymerase  و

مقطر دوبار تقطیر عاری از  حجم محلول واکنش با استفاده از آب

RNase  میکرولیتر تنظیم و برای انجام واکنش مورد استفاده  28به

 1به مدت  C 59˚های حرارتی واکنش شامل چرخه. قرار گرفت

مای اتصال ثانیه، د 18به مدت  C59˚ شامل چرخه 19دقیقه و 

ثانیه  28به مدت  C22˚ثانیه و  28به مدت ( 1جدول )آغازگرها 

هايی که در معرض  مرجع و نمونهعنوان ژن  به TEF 1.تنظیم شد

جهت محاسبه سطح بیان  های شاهد عنوان نمونه تنش نبودند به

 .های دخیل در بیوسنتز پرولین استفاده شد نسبی ژن

آغازگر از فاکتورهای اساسی غلظت آغازگر و دمای مرحله اتصال 

شرايط بهینهه  . شود کمی محسوب می PCRدر بهینه کردن واکنش 

طوری فراهم شد که بازدهی واکنش در بهترين حالت ممکن باشد 

و هیچ محصول غیراختصاصی در طول واکنش تولید نشود که اين 

مشاهده يک پیک ذوب منفرد برای )امر با استفاده از منحنی ذوب 

های مهورد نظهر    سطح نسبی بیان ژن (.2شکل)تايید شد  (هر تیمار

 RESTافهزار   های کنترل مرجع، با اسهتفاده از نهرم   در مقايسه با ژن

(Pfaffl 2002)   تجزيهه و تحلیهل شهدند و    رابطهه زيهر   بر اسهاس

 .شدرسم  Excel در محیطنمودارهای مربوط 

 

 

 
 PCRشده  یرتکث یها درجه حرارت ذوب فرآورده یمنحن تجزيه -2شکل

 TEFمربوط به ژن 

                                                           
1 Translation Elongation Factor 

  ها مواد و روش
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 .Bates et al(1973) گیری میزان پرولین با استفاده از روش اندازه

مول پرولین  بر حسب میکروپرولین هر نمونه  غلظت. دانجام ش

، شدبا استفاده از منحنی استاندارد محاسبه بر گرم وزن تازه گیاه 

، صفرهايی با غلظت  سپس برای رسم منحنی استاندارد محلول

گرم بر لیتر پرولین  میلی 28و  22، 28، 19، 12، هشت، چهار

ها  مراحل فوق بر روی هر کدام از نمونه هو کلی شدهخالص تهیه 

 .گرفتانجام 
و  SASآماری  های افزار های مربوط به پرولین توسط نرم داده

SPSS ها  مقايسه میانگین جهت. مورد تجزيه و تحلیل قرار گرفت

 .استفاده شدای دانکن  آزمون چند دامنهاز 

 

نتايج حاصل از تجزيه واريانس نشان داد اثر ژنوتیپ، تنش 

های دخیل در تولید پرولین  خشکی و اثر متقابل اين دو بر بیان ژن

با افزايش شدت (. 2جدول )دار است  در مرحله خشکی معنی

-8در رقم طبسی و لاين موتانت  P5CSتنش خشکی، بیان ژن 

98-99T دادنشان داری نسبت به تیمار شاهد  افزايش معنی .

روز پس از تنش  ششبیشترين میزان بیان ژن مربوط به تیمارهای 

 99T-98-8و لاين موتانت ( 2/1918)خشکی در رقم طبسی 

لاين بیش از  رقم طبسیدر افزايش بیان اين . بوده است( 111/89)

بیان ژن مربوط به در رتبه دوم، افزايش . بود 99T-98-8موتانت 

؛ 1جدول )تیمار پنج روز پس از تنش خشکی قرار داشت 

 P5CSژن رونوشت  1(فرابیان) افزايش بیان بیش از حد (.1شکل

زمینی تراريخته با  برای بالا رفتن سطح پرولین در گیاه سیب

 (.Kishor 1995) است افزايش روزهای تنش اسمزی گزارش شده

(1995)Savouré et al.  کردند که بیان ژن  گزارشP5CS  به

 افزايش يافته ومحض قرار گرفتن در تنش سرما و تنش اسمزی 

در  .شود فعال می نیز ABAحتی بیان اين ژن با تیمار خارجی 

توسط  P5CSبیان ژن  ،.Yoshiba et al (1997) ای توسط مطالعه

در والد وحشی آرابیدوپسیس  ABAتنش اسمزی و تیمار خارجی 

تحريک ( ABAمتحمل به )آن و در موتانت ( ABAحساس به )

                                                           
1
 Overexpression 

مسیر  دوتواند از  می P5CSژن  اين مشاهدات نشان داد. شد

 .بیان شود ABAو مستقل از  ABAوابسته به 

در مسیر ساخت پرولین با ( P5CS)که بیان ژن اول  همانطور

رود ژن دوم  افزايش مدت زمان تنش بیشتر شد، انتظار می

(P5CR )اين افزايش . افزايش داشته باشد وتیپژندر هر دو  نیز

ژنوتیپ نسبت به تیمار شاهد و ساير تیمارها دار در هر دو  معنی

با اين تفاوت که در رقم طبسی با افزايش روزهای  بوده،مشهود 

افزايش کمتری نسبت به لاين موتانت  P5CRتنش بیان ژن 

خود را بیان  P5CSدر واقع لاين موتانت به نسبتی که . داشت

که اين امر در  تولید کند P5CRبه میزان تقريبا برابر توانسته  ،کرده

در لاين موتانت بیشترين میزان بیان . شود رقم طبسی مشاهده نمی

پس از تنش خشکی ششم و پنجم مربوط به روزهای  ترتیب به ژن

در واقع گیاه قادر بوده با شرايط تنش (. 2 شکل؛ 1جدول ) بود

دخیل در ساخت پرولین، خود را از  P5CRبوسیله افزايش ژن 

ای  به نتیجه  .Szoke et al(1992) .اثرات مخرب تنش حفظ کند

تحت تنش  P5CSنسبت به  P5CRمشابه برای سطح بیان کمتر 

روی  اين محققین از مطالعه خود. دست يافتند اسمزی در سويا

 رونوشتتحت تنش اسمزی سطح  نتیجه گرفتند بذرهای سويا

P5CR  فعالیت يابد، همچنین  میافزايشP5CR  نسبت بهP5CS 

پذيرد که از نظر فیزيولوژيکی قابل توجه است و  کمتر تاثیر می

. ممکن است به سازگاری گیاهان تحت شرايط تنش کمک کند

تحت تنش کم آبی در اواخر  P5CRو  P5CSهای  افزايش بیان ژن

 است گزارش شده نیز دوره تنش در آرابیدوپسیس و لوبیا

(Yoshiba et al. 1997( .)1993)Verbruggen et al.   گزارش

تحت تنش  P5CR رونوشتسطوح  ،کردند که در آرابیدوپسیس

برابر بیشتر در ريشه نسبت  دوها و  برابر بیشتر در برگ پنجشوری 

در مقايسه  P5CRبا اين حال سطح بیان ژن . به گیاهان شاهد بود

دهد که  ين نتايج نشان میا. در آرابیدوپسیس کم بود P5CSبا ژن 

در تجمع  P5CRتر از ژن  مهمنقشی ممکن است  P5CSژن 

تحت تنش  P5CRبیان ژن  .کند پرولین تحت تنش اسمزی ايفا 

گل همیشه بهار  و شوری و خشکی در جو، باکتری کلورلا

 .Szoke et al) که منجر به تجمع پرولین شد افزايش پیدا کرد

1992.) 

  نتایج و بحث
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ژنی است که  (P5CDH) ت دهیدروژنازکربوکسیلا -9 -پرولین

بر اين اساس . رود در شرايط تنش بیان آن کاهش يابد انتظار می

در رقم  P5CDHدوره تنش میزان بیان ژن  تر شدن با طولانی

نسبت به شاهد و  ترين میزان بیان ژن بیش .يافتطبسی افزايش 

 (285/22)روز پس از تنش خشکی  ششمربوط به  ساير تیمارها

اين افزايش منجر به تخريب پرولین ساخته شده در رقم  ه وبود

در لاين موتانت  که درحالی( 9 شکل؛ 1جدول )شود  طبسی می

 ،رود با افزايش روزهای سپری شده از تنش که انتظار می همانطور

دهد که گیاه به  نشان می يافت و اينبیان ژن به تدريج کاهش 

ای خود انباشته  های ذخیره اندازه مورد نیاز پرولین را در بافت

 P5CDH، از ساخته شدن ژن P5CSکرده و بیان بالای ژن 

 رونوشتتوان گفت که سطوح بیان  در واقع می. کند ممانعت می

P5CS  باP5CDH در آرابیدوپسیس سطح پايین . اثر متقابل دارند

P5CDH ساعت پس از شروع تنش خشکی تشخیص داده  يک

 Yoshiba et) یان نیز کاهش يافتشد و با افزايش تنش، سطح ب

al. 1997.)  کاهش بیان برخی از نتايج اين بررسی نشان داد که

کند،  ها به سازگاری گیاه در طول شرايط تنش کمک می ژن

کند  در شرايط تنش کاهش پیدا می P5CDHعنوان مثال بیان ژن  هب

 .شود که در نهايت منجر به تجمع پرولین می

واريانس نشان داد اثر ژنوتیپ، آبیاری نتايج حاصل از تجزيه 

های دخیل در تولید پرولین  مجدد و اثر متقابل اين دو بر بیان ژن

در رقم طبسی و (. 2جدول )دار است  در مرحله خشکی معنی

 P5CRو  P5CSهای  ژن بیانسطح  99T-98-8لاين موتانت 

؛ 9جدول )نشان داد کاهش  شاهدداری نسبت به  طور معنی هب

تر از رقم طبسی  بیان ژن در لاين موتانت سريع کاهشاما  ،(9شکل

 (.9جدول )بود 

 
 مشخصات توالی آغازگرهای مورد استفاده در آزمايش -1جدول

 TM (9′→ 1′) توالی شماره دسترسی نام آغازگر
(°C) 

 طول محصول
(bp) 

TEF M90077 For: TGACATGAGGCAAACTGTGG 98 182 
Rev: CATATCACACGGCGCTAACA 

P5CS AY888045 For: GGGCTACCCAAAAGCAGAT 95 218 
Rev: GAGTCCAAAACGAGCACCAT 

P5CR AY880317 For: TCTTGCTCTTGGTCTTGCAG 95 282 
Rev: AGCTCTCGGCATCTTGTTGT 

P5CDH DQ154920 For: CCAGAAGCCATCAAACTCGT 98 59 
Rev: CATGTAGCCGCAGGAAGTG 

 
 یتحت تنش خشک ینپرول یدتول یرمس یها ژن یانب یها داده يانسروا يهتجز -2جدول

 میانگین مربعات درجه آزادی منبع تغییر

P5CS P5CR P5CDH 

 982/192** 921/999** 112/512118** 2 تنش خشکی

 555/95** 812/918** 11/912188** 1 ژنوتیپ

 988/181** 285/222** 815/281822** 2 ژنوتیپتنش خشکی

 885/8 819/8 282/8 18 خطا

 81/8داری در سطح احتمال  معنی**: 

 
 دانکن ای با آزمون چند دامنه یتحت تنش خشک ینپرول یدتول یرمس یها ژن یانب یبرا یپو ژنوت یاثر متقابل تنش خشک یانگینم يسهمقا -1جدول 

 تیمارها
P5CS P5CR P5CDH 

 رقم طبسیمیانگین  میانگین لاين موتانت میانگین رقم طبسی
میانگین لاين 

 موتانت

میانگین رقم 

 طبسی

میانگین لاين 

 موتانت

 h 1 h 1 h 1 h 1 h 1 h 1 شاهد

 99/21e 91/2 g 95/1g 25/11 e 51/1g 12/8 i روز تنش خشکی 1

 f 2 g 51/2 f 92/2 f 28/18 c 82/2 f 28/12 روز تنش خشکی 2

 b 98/21 d 92/11 c 15/28 b 91/2 d 92/19 b 92/225 روز تنش خشکی 9

 a 11/89 c 51/12 d 98/92 a 28/22 a 19/9 e 28/1918 روز تنش خشکی 9

 .باشد می پنج درصددار در سطح  حروف مشابه بیانگر عدم وجود اختلاف معنی
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پس از جذب آب توسط گیاه و رفع شرايط تنش، ساخت پرولین 

کاهش ه در گیا P5CR رونوشتمتوقف شده در نتیجه بیان سطح 

های صورت گرفته توسط ساير محققین در  در بررسی. يابد می

سطوح پرولین در آرابیدوپسیس تحت تنش کم آبی و آبیاری مورد 

کم آبی افزايش  ی دورهسطح پرولین در طمشخص شد که مجدد 

 P5CRو   P5CSرونوشت آبیاری مجدد نسبت سطح یو در ط

ايج بدست آمده نت (.Yoshiba et al. 1997) ه استکاهش يافت

در  P5CDHساعت پس از آبیاری بیان ژن  12نشان داد در تیمار 

اين در حالیست که لاين . هر دو ژنوتیپ افزايش داشته است

موتانت پس از سپری کردن شش روز تنش خشکی با جذب آب، 

آثار تنش را در خود کاهش داده و ديگر نیازی به رونوشت 

P5CDH یان ژن خود را کاهش داده در سلول نبوده، در نتیجه ب

در حالی که در رقم طبسی با افزايش روزهای (. 2شکل)است 

دار  نسبت به لاين موتانت افزايش معنی P5CDHآبیاری، بیان ژن 

علت  رود رقم طبسی به احتمال می(. 9جدول )دهد  نشان می

 .حساس بودن نسبت به تنش خشکی ديرتر اين پاسخ را درک کند

-1-های دلتا فعالیت آنزيم یدلیل القا سلول به افزايش پرولین در

-9و پرولین ( P5CS)کربوکسیلات سنتتاز  -9پرولین 

در چرخه تولید اين ماده و نیز ( P5CR)کربوکسیلات ردوکتاز 

های اکسید کننده پرولین مانند پرولین  ممانعت از فعالیت آنزيم

 کربوکسیلات دهیدروژناز -9و پرولین ( ProDH) دهیدروژناز

(P5CDH )در سلول است . 
 

 
تحت تنش  یمارهایبرگ بالغ ت یاهدر نمونه گ P5CSژن  ینسب یانب -1شکل

(. مخفف شاهد ctrl ی،مخفف روز تنش خشک: DD) یپدر دو ژنوت یخشک

 .باشد یم دار یعدم وجود اختلاف معن یانگرحروف مشابه ب

 

 
تحت تنش  هاییماربرگ بالغ ت یاهدر نمونه گ P5CRژن  ینسب یانب -2شکل

(. مخفف شاهد ctrl ی،مخفف روز تنش خشک: DD) یپدر دو ژنوت یخشک

 .باشد یم دار یعدم وجود اختلاف معن یانگرحروف مشابه ب
 

 

 
تحت تنش  یمارهایبرگ بالغ ت یاهدر نمونه گ P5CDHژن  ینسب یانب -9شکل

(. مخفف شاهد ctrl ی،مخفف روز تنش خشک: DD) یپدر دو ژنوت یخشک

 .باشد یم دار یعدم وجود اختلاف معن یانگرمشابه بحروف 

 

افزايش  P5CSشود، رونوشت  که گیاه با تنش مواجه می زمانی

شود، اين واکنش در زمان  جلوگیری می P5CDHيافته و از بیان 

 P5CDHکاهش فعالیت . گیرد صورت عکس انجام می رفع تنش به

که تحت تنش  حساس به تنش خشکی و شوری در گیاهان

 اند و افزايش آن در آبیاری مجدد، توسط ی بودهکخش

(1997)Yoshiba et al.  عنوان يک نتیجه از  به .است مشاهده شده

 P5CDHتوان چنین برداشت کرد که بیان ژن  بیوسنتز پرولین می

 .يابد افزايش نمی در گیاهان متحمل به علت سرکوب تنش

(1996 )Peng et al. ده کردندمشاهای  طی مطالعات گسترده 

 P5CSشود، سطح رونوشت  که تنش اسمزی رفع می هنگامی
پرولین ) PDHرونوشت  که در حالی کند شروع به کاهش می

شود و در عرض چند  ای بیان می طور قابل ملاحظه به( دهیدروژناز
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باعث کاهش  اين اتفاق. رسد ساعت به سطح بالايی از بیان ژن می

اشی از اين واقعیت باشد که شود که شايد ن سطح پرولین آزاد می

بوده و اين روند ممکن است با فعالیت  بر زمان PDHسنتز 

در گیاه آرابیدوپسیس تحت تنش . متابولیکی سلول همراه باشد

ساعت، آبیاری مجدد انجام گرفت و سطح  18آبی به مدت 

ساعت کاهش يافت و به تدريج  پنجدر حدود  PDH رونويسی

 .به سطح گیاهان شاهد رسید

در مرحله آبیاری مجدد پس از اعمال تنش خشکی طور کلی  به 

با اين  ،نزولی است ژنوتیپ مطابق انتظارهر دو  تغییرات در روند

چون در  ،تفاوت که لاين موتانت کاهش بیشتری داشته است

مرحله آبیاری ديگر گیاه نیازی به ساخت پرولین ندارد در نتیجه 

روع کننده ساخت پرولین که ش P5CSرود بیان ژن  انتظار می

 ژنوتیپدار در هر دو  اين کاهش بیان معنی .است، کمتر باشد

در رقم طبسی حتی پس از  P5CSافزايش بیان . شود مشاهده می

چنان تحت  ساعت جذب آب حاکی از آن است که گیاه هم 28

مرگ گیاه را به ( طبسی)تنش است در نتیجه در رقم حساس 

موتانت اين کاهش تدريجی صورت گرفته اما در لاين  .دنبال دارد

دهنده اين است که گیاه قدرت بازگشت و نزديک  است که نشان

 Stewart et(.8شکل) شدن به حالت قبل از تنش را داشته است

(1997) al.  (1999)وSarker et al.   گزارش کردند که مقدار

تواند در نتیجه ترکیب  پرولین در گیاهان آبیاری شده می پايین

کسیژن با آن و تبديل به گلوتامیک اسید و ديگر ترکیبات در ا

 .باشد حاصل شده شرايط بدون تنش
 

 
تحت  یمارهایبرگ بالغ ت یاهدر نمونه گ P5CS یها ژننسبی  یانب -9 شکل

روز پس : DR یاری،ساعت پس از آب HR 12 :12)یپ مجدد در دو ژنوت یاریآب

عدم وجود اختلاف  یانگره بحروف مشاب(. مخفف شاهد ctrlو یاریاز آب

 .باشد یم دار یمعن
 

 

 مجدد یاریتحت آب پرولینهای مسیر تولید  بیان ژن های تجزيه واريانس داده -2جدول

 منبع تغییر
درجه 

 آزادی

 میانگین مربعات

P5CS P5CR P5CDH 

 911/8** 222/8** 285/8** 9 آبیاری مجدد

 29/8** 882/8* 119/8** 1 ژنوتیپ

 889/8** 192/8** 228/8** 9 ژنوتیپمجدد آبیاری

 8889/8 881/8 88881/8 12 خطا

 -- -- -- 21 کل

 81/8و  89/8داری در سطح احتمال  ترتیب معنی به** و * 

 

 ای دانکن منههای مسیر تولید پرولین تحت آبیاری مجدد با آزمون چند دا مقايسه میانگین اثر متقابل تنش خشکی و ژنوتیپ برای بیان ژن -9جدول 

 تیمارها

P5CS P5CR P5CDH 

میانگین رقم 

 طبسی

میانگین لاين 

 موتانت
 میانگین رقم طبسی

میانگین لاين 

 موتانت

میانگین رقم 

 طبسی

میانگین لاين 

 موتانت

 b 1 b 1 b 1 b 1 a 1 a 1 شاهد

k 898/8 882/8 ساعت پس از آبیاری 12 g 898/8 f 152/8 e 2/8 b 2/8 b 

29/1 ز آبیاریپس اروز  2 a 111/8 f 29/8 c 821/8 fg 2/8 b 11/8 c 

 e 815/8 h 189/8 f 822/8 f 2/8 b 82/8 d 18/8 پس از آبیاریروز  1

 d 922/8 c 958/8 d 195/1 a 19/8 c 82/8 d 158/8 پس از آبیاریروز  2

i 889/8 821/8 پس از آبیاریروز  9  j 89/8 f 889/8 g 19/8 c 82/8 d 

 .باشد می پنج درصددار در سطح  حروف مشابه بیانگر عدم وجود اختلاف معنی
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 یاریروز پس از آب: DR یاری،ساعت پس از آب HR 12 :12)یپ مجدد در دو ژنوت یاریتحت آب یمارهایبرگ بالغ ت یاهدر نمونه گ P5CR یها ژننسبی  یانب -2 شکل

 .باشد یم دار یاختلاف معن عدم وجود یانگرحروف مشابه ب(. مخفف شاهد ctrlو

 

 
 یاریروز پس از آب: DR یاری،ساعت پس از آب HR 12 :12)یپ مجدد در دو ژنوت یاریآبتحت  یمارهایبرگ بالغ ت یاهدر نمونه گ P5CDH یها                                                                                                         ژن یان نسبیب -8 شکل

 .باشد یم دار یعدم وجود اختلاف معن یانگرحروف مشابه ب(. مخفف شاهد ctrlو

 

تیمار، اثرات . است ارايه شده 9 جدول نتايج سنجش پرولین در

دار  معنی تحت تیمار خشکی نروی غلظت پرولی رقم و اثر متقابل

( درصد 52)و ضريب تبیین ( 29/11)ضريب تغییرات . بودند

ی هر دو ژنوتیپ نسبت به ها بندی تیمار نتايج گروه .رآورد شدب

آزمون چند  روشها با  مقايسه میانگینبا نتیجه حاصل از  هم

که بیانگر  ،گروه مجزا قرار داد سهدانکن تیمارها را در  ای دامنه

دار میزان پرولین طی روزهای تنش خشکی در لاين  افزايش معنی

 2که در جدول  همانطور. باشد موتانت نسبت به رقم طبسی می

شود، تیمارهای دو، سه، چهار، پنج و شش روز پس از  ملاحظه می

روز پس  9تنش هر دو ژنوتیپ دو به دو باهم مقايسه شد و تیمار 

را در هر دو ژنوتیپ ( 991/29)از تنش خشکی بالاترين میانگین 

رقم دار شدن اثر متقابل تیمار دلیل معنی به. به خود اختصاص داد

. نیز انجام شدی هر دو ژنوتیپ دهی اثر متقابل برای تیمارها برش

، در تیمارهای دو، چهار و پنج روز (9)و جدول ( 5)طبق شکل 

داری در سطح  پس از تنش خشکی هر دو ژنوتیپ تفاوت معنی

دهند، اين در حالیست که  يک درصد آماری نسبت به هم نشان می

ش نسبت به هم تفاوت تیمارهای سه و شش روز پس از تن

 .داری ندارند معنی

ژنوتیپ نسبت هر دو  ،گیری پرولین در مرحله خشکی در اندازه

با افزايش روزهای تنش سعی بر انباشته کردن  به تیمار شاهد

اند و  پرولین در بافت برگی خود و مقابله با تنش حاصله را داشته

روز  ششمربوط به تیمار  ژنوتیپاين افزايش غلظت در هر دو 

رود افزايش غلظت  که انتظار می طور همان. باشد پس از تنش می

لاين . باشد از والد آن می تر و سريع پرولین در لاين موتانت بیشتر

روز پس از تنش به میزان چشمگیری  چهارموتانت در تیمار 

پرولین را در بافت برگ انباشته کرده ( طبسی)نسبت به والد خود 

از تنش میزان آن کاهش يافته، اين امر  و در پنج روز پساست 

احتمالا به اين دلیل است که تجمع بیش از حد پرولین در تیمار 

چهار روز پس از تنش خشکی برای گیاه سمیتی ايجاد نکند، 

به همین  .شود بنابراين از انباشته کردن اين اسمولیت جلوگیری می
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 ت به والدمیزان پرولین نسب پنج روز پس از تنش دلیل در تیمار

 ششدر نهايت لاين موتانت در . شود ديده میکمتر  همان تیمار

پرولین خود را و  کمبود پرولین را احساس کرده روز پس از تنش

  Kao(1981) .(5 شکل)نسبت به روز قبل افزايش داده است 

های بالغ تحت تنش خشکی تجزيه  گزارش کرد که در برگ

در نتیجه افزايش اسیدهای  ها و ها باعث کاهش غلظت آن پروتئین

معمولا میزان پرولین آزاد در  .شود آمینه آزاد از جمله پرولین می

شوند بسیار کم و در حدود  گیاهانی که در حد مطلوب آبیاری می

باشد، اما مقدار اين ماده  گرم در گرم ماده خشک می میلی 9/8-2/8

اده گرم در هر گرم م میلی 98-28ها تا  پس از کاهش آب بافت

 .يابد خشک افزايش می

 
تحت تنش  ینپرول یریگ حاصل از اندازه یها داده يانسوار يهتجز -9 جدول

 یخشک

 میانگین مربعات درجه آزادی منبع تغییر

 تیمار

 رقم

 رقمتیمار

 خطا

2 

1 

2 

18 

**28/118 
*29/28 
**29/122 

58/1 

 -- 15 کل                    

 آماری 81/8و  89/8سطح  داری در ترتیب معنی به** و * 
 

 

گیری پرولین برای  دهی اثر متقابل مرحله خشکی اندازه برش -2 جدول

 ی هر دو ژنوتیپتیمارها

 میانگین لاين موتانت میانگین رقم طبسی درجه آزادی تیمارها

 d 81/2 e 81/5 1 شاهد

 e 28/2 e 19/9 1 روز تنش خشکی 1

 e 28/29 ab 99/2 1 روز تنش خشکی 2

 b 15/12 c 19/22 1 روز تنش خشکی 9

 a 95/22 a 91/29 1 روز تنش خشکی 9

 .باشد می پنج درصددار در سطح  معنی اختلافحروف مشابه بیانگر عدم وجود 

 

 یاریتحت آب ینپرول یریگ حاصل از اندازه یها داده يانسوار يهتجز -8 جدول

 مجدد

 میانگین مربعات درجه آزادی منبع تغییر

 تیمار

 رقم

 رقمتیمار

 خطا

9 

1 

9 

18 

**22/951 
ns92/182 
ns82/181 

92/99            

 -- 21 کل

ns  81/8داری در سطح احتمال  دار و معنی ترتیب غیرمعنی به** و  

در برخی از گیاهان در مراحل اولیه تنش کم آبی چندين اسید 

 يابد که با ادامه کم آبی فقط اسید آمینه پرولین آمینه افزايش می

های  اگرچه پرولین در همه اندام .شود بیشتر تجمع و ذخیره می

ترين انباشت را  يابد ولی سريع گیاه در طی تنش خشکی تجمع می

های متعددی مبنی بر  گزارش. (Heuer 1994) ها دارد در برگ

وجود همبستگی مثبت بین انباشت پرولین و سازش به شرايط 

 Shinozaki and) تنش اسمزی در گیاهان وجود دارد

Yamaguchi-Shinozaki 1997).Lazcano-Ferrat and Lovatt  

ها و  با تحقیق روی گیاه سويا نیز سنتز پرولین در برگ( 1999)

 .نمودند های اين گیاه در اثر افزايش تنش را مشاهده گرهک

(2001 )Bajji et al.  افزايش غلظت پرولین را در اثر کمبود آب

رسد که تجمع  نظر می به. ارش کردنددر سه رقم گندم دوروم گز

البته . پرولین آزاد يک پاسخ متداول به تنش در گیاهان عالی باشد

های خشکی و شوری  اسیدهای آمینه ديگری نیز تحت تنش

شوند، اما درجه تغییرات آنها با تجمع پرولین که ظرف  انباشته می

رسد  مدت کوتاهی پس از اعمال تنش به سطوح خیلی بالا می

تجزيه و تحلیل وسترن بلات (. Gzik 1996) ابل مقايسه نیستق

افزايش پیدا  P5CSنشان داد، بعد از شروع تیمار خشکی سطوح 

رابطه مستقیم  P5CS رونوشتکرد و اين نسبت با تجمع سطوح 

 (.Yoshiba et al. 1997)دارد 

تحت  ینپرول یریگ حاصل از اندازه یها تجزيه واريانس داده

دارای اختلاف  ی آبیاری مجددتیمارها داد نشان مجدد یاریآب

رقم و اثر متقابل  ه اثرک باشند در حالی داری با هم می معنی

و ضريب ( 19/29)ضريب تغییرات . دار نبود رقم معنیتیمار

ی هر دو ها بندی تیمار نتايج گروه  .برآورد شد( درصد 51)تبیین 

ها با روش  میانگینمقايسه با نتیجه حاصله از  هم ژنوتیپ نسبت به

. گروه مجزا قرار داد سهدانکن تیمارها را در  ای آزمون چند دامنه

در يک گروه  119/15ساعت پس از آبیاری با میانگین  12تیمار 

  .(8جدول ) گروه قرار گرفتند دومجزا و بقیه تیمارها در 

ساعت پس از آبیاری  12در اين مرحله بالاترين غلظت پرولین در 

و با کم شدن شدت تنش و جذب آب توسط  شود یمشاهده م

ترين تجمع پرولین  بیش. گیاه غلظت پرولین رو به کاهش است

تجمع  دلیل آنکه  بودساعت پس از آبیاری  12مربوط به تیمار 

  .باشد می روز تنش ششبیش از حد پرولین بعد از 
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 ابن اثر ژنوتیپ بر غلظت پرولینتايج حاصل از مقايسه میانگین  -5جدول 

 دانکن ایآزمون چند دامنه روش
 میانگین تیمار

 شاهد

 ساعت پس از آبیاری 12

 روز پس از آبیاری 2

 روز پس از آبیاری 1

89/25  ab 

119/15  a 

822/21  b 

529/11  c 

 c  295/5 روز پس از آبیاری 2

 c  829/9 روز پس از آبیاری 9

 .باشد می پنج درصدسطح  دار در حروف مشابه بیانگر عدم وجود اختلاف معنی

 

 
میزان پرولین در برگ گیاه بالغ تحت تاثیر آبیاری مجدد در رقم  -18 شکل

حروف مشابه بیانگر عدم وجود اختلاف . 99T-98-8 طبسی و لاين موتانت

 .باشد می پنج درصددار در سطح  معنی
 

که در  طوریکاهش يافته،  پرولینتدريج در روزهای بعد غلظت  به

؛ 5جدول )رسید ترين میزان خود  پس از آبیاری به پايین روز پنج

تجمع پرولین در شرايط تنش اسمزی و کاهش پرولین  (.18 شکل

است، اما  آزاد بعد از شرايط تنش به خوبی در گیاهان شناخته شده

نتايج حاصل  .است طور کامل شناخته نشده همکانیسم تنظیمی آن ب

حذف پرولین آزاد پس از رفع ، نشان داد  .Peng et al(1996) از

در . شود می P5CDHتنش خشکی و شوری باعث بیان ژن 

و  P5CSتنظیم مکانیسم . يابد کاهش می P5CSکه فعالیت  حالی

P5CDH رسد يک مکانیسم کلیدی در کنترل سطح  نظر می به

 .پرولین در طول تنش و بعد از آن باشد

بر صفات صفت تحمل به خشکی صفتی پیچیده بوده که علاوه 

های متعددی در آن نقش دارند  ها و پروتئین مورفولوژيک گیاه، ژن

های عملکردی، ترکیبات   ها در چهار گروه پروتئین که اغلب آن

طور  به. باشند فعال اسمزی، عوامل رونويسی و عوامل سیگنالی می

توان گفت که تنش ايجاد شده در محیط، پیامی را ايجاد  کلی می

های  هايی که عمدتا در سلول یام توسط گیرندهکند که اين پ می

های اندام هوايی فرستاده  ريشه قرار دارند دريافت شده و به سلول

ها فاکتورهای رونويسی را فعال کرده که منجر به  اين پیام. شود می

های عملکردی و ترکیبات  های رمز کننده پروتئین رونويسی از ژن

ين ترکیبات گیاه شرايط کم آبی شوند و نهايتا با تولید ا اسمزی می

های دخیل در مسیر  نتايج بدست آمده از بیان ژن. کند را تحمل می

دهد، در  گیری آن مطابق دارد و نشان می ساخت پرولین با اندازه

 ژنوتیپ رقم طبسی و لاين موتانت تحت تنش خشکی هر دو

های دخیل در ساخت پرولین و در نتیجه   بیان ژن افزايشسعی بر 

اند اما در لاين موتانت اين تجمع  جمع آن در برگ گیاه بالغ داشتهت

در واقع لاين موتانت نسبت به والد . تر صورت گرفته است بیش

توانسته است تحت تنش در مرحله خشکی و آبیاری پاسخ بهتری 

افزايش در سطح پرولین معمولا کندتر از  .را از خود نشان دهد

ده که شايد ناشی از اين بو P5CRو  P5CSسرعت بیان ژن 

بر بوده و اين روند ممکن است  واقعیت باشد که سنتز پرولین زمان

با فعالیت متابولیکی سلول همراه باشد که در طول تنش رو به 

 .يابد افزايش و با برطرف شدن تنش به تدريج میزان آن کاهش می
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