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  مقاله پژوهشي

برخي ارقام گندم نان  نويسيرمزكننده عامل رو NACبيان ژن تنش خشكي بر ميزان  تأثير
  سيستانمنطقه 

  3، زيبا فولادوند*2ليلا فهميده، 1پورمحمدعلي دلارام

  . دانشجوي كارشناسي ارشد بيوتكنولوژي، دانشكده كشاورزي دانشگاه زابل1
  گروه اصلاح نباتات و بيوتكنولوژي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه زابل دانشيار .2
 كشاورزي دانشگاه زابل فناوريزيستمربي پژوهشكده كشاورزي و پژوهشكده . 3

  20/06/97؛ تاريخ پذيرش: 31/02/97: افتيدر خيتار

  چكيده
 كه است يگياهان ازجمله گندم. در سراسر جهان است كشاورزي گندم و ديگر محصولات كشت محدودكنندهخشكي يك عامل محيطي مهم 

آب و هوايي  شرايط با جهان از يوسيع مناطق در آن مصرف مختلف هايهجنب و يمحيط تمتفاو شرايط به نآ هايپژنوتي يسازگار دليل به
 پنج پرولين و ميزان پلي فنل اكسيداز آنزيمتغييرات  و همچنين TaNAC67 نژ بيان الگويتحقيق بررسي  اين از هدف. دشومختلف كشت مي

 گندم رقم پنجابتدا بذور  .بودخشكي  تنش سطوح مختلف تحت كراس بولاني) و هامون، هيرمند، كوير، بولاني(زراعي منطقه سيستان  گندم رقم
 تنش خشكياعمال پس از كشت،  روز 45 .در شرايط گلخانه كشت داده شدتكرار  3كامل تصادفي با هاي بلوكفاكتوريل در قالب طرح  صورتبه

. شدگيري اكسيداز نيز اندازه فنل پلي آنزيمپرولين و  اسيدآمينهانجام و ميزان  )درصد 25 و 20 ،15 ،10 ،5( رطوبتي سطوح مختلف با اعمال
و  RNAاستخراج شد و پس از  بردارينمونههاي گياه برگ از TaNAC67 يهاي رونويساي مرتبط با فاكتورهژن بررسي الگوي بيان منظوربه

 CT ΔΔ- 2ها با استفاده از فرمولداده وتحليلتجزيهو  time PCR-Realاستفاده از روش  با موردنظرهاي ژن بيانالگوي بررسي ، cDNAسنتز 
Ratio=  افزارنرمو SAS سطوح رطويتيو اثرات متقابل  سطوح رطوبتي اثرتجزيه واريانس، از  آمدهدستبهنتايج  بر اساس .انجام شد 1/9 نسخه 

تا  20 سطح با افزايش سطوح تنش خشكي از .دار شدمعنيپلي فنل اكسيداز  آنزيم و پرولين اسيدآمينهو ميزان  NACبيان نسبي ژن  بر رقمدر 
ارقام در  پلي فنل اكسيدازپرولين و  همچنين ميزان و NACميزان بيان نسبي ژن  ،درصد) 25( طح نرمالدرصد ظرفيت زراعي نسبت به س 5

 رقمكرد كه  عنوانگونه توان اين، مينانگندم  موردبررسي رقم 5، در بين پژوهش با توجه به نتايج اين .بيشتر بودكراس بولاني سپس هيرمند و 
  .نسبت به تنش خشكي نشان داد بهتري العملعكسهيرمند 

  اي پليمراز كميواكنش زنجيرهپرولين، ارقام مقاوم و حساس،  پلي فنل اكسيداز، آنزيم :هاي كليديواژه

  مقدمه
اي است كه در سطح وسيع مورد كشت گندم تنها غله

رود كه ين گياه زراعي دنيا به شمار ميترو مهم قرارگرفته
ترين سطح زير كشت را در جهان به خود اختصاص داده بيش
 محدودكننده عوامل از ييك. )Metwali et al., 2011( است

 يبسيار در را يزراع گياهان عملكرد و توليد كه يمحيط مهم
 قرار تأثيرت تح ايران مانند كخشم ني و كخش مناطق از

 .)Allagulova et al., 2003(است  يخشكتنش دهد مي

ناسازگار و  يمحيطعامل يك  عنوانبهتنش خشكي 
 Ghasemi(است  ترين تنش در مقياس جهانيپيچيده

Pirbalouti et al., 2013; Ceccarelli, 2010 ( كه بر
هاي رشدي و متابوليكي گياهان اعم از بسياري از فعاليت

ها، كاهش سطح برگ، ارتفاع، وزن خشك، بسته شدن روزنه
، تجمع هاپروتئين ها وكاهش فتوسنتز، تخريب آنزيم

و تغيير در سنتز  اسيدهاي آمينه و كاهش كلروفيل، تعرق
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 ,.Ashraf, 2010; Guo et al., 2010; Dai et al( پروتئين

 مولكولي، مختلف سطوح در دفاعيهاي و بيان پاسخ) 2012

  ).FAO, 2015(شود مي فيزيولوژيكي و سلولي
 سازوكارهايگياهـان در مواجهـه بـا تنش خشكي از 

جويند. تنظيم اسمزي و افـزايش تركيبـات مختلفي سود مي
رود. بـه شـمار مـي سازوكارها ترينمهماكسيداني از آنتي

تنظيم اسمزي بـا هـدف حفـظ تورژسـانس سـلولي، تـداوم 
 گيرد.جـذب از محـيط ريشـه و پايـداري غشـاها انجـام مي

فعـال در پديده تنظيم اسمزي  هاياسيدآمينهاز  يكي
كه در پاسخ به پتانسيل پايين آب (مثل خشكي  استپرولين 

 همبستگي مثبت بين وابد يو شوري) به مقدار زياد تجمع مي
هاي خشكي، اسمزي (تنش هايتجمع آن و سازش به تنش

 ,.Ranney et alشوري و ....) در گياهان گزارش شده است (

هاي مختلف را ها و آنزيمپرولين حلاليت پروتئين). 1991
ها جلوگيري دهد و از تغيير ماهيت آنقرار مي تأثيرتحت 

 همكاران و باجي). Powell and Pfdifer, 1956كنند (مي
)Bajji et al., 2001( هايپروتئين غلظت كه كردند گزارش 

 فعاليت افزايش علت خشكي به تنش اثر در هابرگ محلول
 نيز و پروتئين سنتز پروتئين، كاهش كنندهيهتجز هايآنزيم
  .يابدپرولين، كاهش مي ازجمله آزاد اسيدآمينه تجمع

(ميتوكندري، هاي محل با اختلال در خشكي تنش
كلروپلاست، ميكروزوم، آپوپلاست، سيتوسل، پراكسي زوم) 

را  )ROS( هاي واكنشگر اكسيژنگونهتوليد  ،انتقال الكترون
 ,.Dat et al( گرددميها آن تجمـعتحريك كرده و سبب 

2000: Xoconstle-Cazares et al., 2010( .هاي گونه
هـا پراكسيداسيون ليپيدها، تخريب پروتئيناكسيژن از طريق 

ايجاد تنش ثانويه اكسيداتيو كرده كه منجر به خسارات  سبب
 .)Ma et al., 2006( شودجدي بـه ساختارهاي سلولي مي

ROSباعث آسيب به غشاي سلولي، برانگيخته شدن ها 
 يختگيگسازهمپراكسيداسيون و  و اكسيداسيون هايواكنش
هايي همچون: ليپيدها، هاي زيستي و ماكرومولكولمولكول
 Zahang and( شوندمي DNAو  ساختاري هايپروتئين

Kirkham., 1995; Ajith and Janardhanan, 2007; 
Ashraf, 2009; Gill andTuteja, 2010.( 

 اكسيژن هايگونه مخرب اثر دادن كاهش براي گياهان

 هامكانيسم اين ازجملهدارند.  متفاوتي هايمكانيسم فعال

سيستم  يناكرد.  اشاره اكسيدانيآنتي دفاع سيستم به توانمي
 هايآنزيم است. غيرآنزيمي و آنزيمي سيستم شامل

لي فنل پ ديسموتاز و سوپراكسيد كاتالاز، مانند اكسيدانآنتي

سلول  در اكسيژن آزاد هايراديكال سازيپاك در اكسيداز
افزايش ). Agarwal and Pandey, 2004( ددارن نقش

اكسيداني ممكن است راهي براي هاي آنتيفعاليت آنزيم
 ,Abogadallahهاي محيطي باشد (تحمل گياه به تنش

دن اي شي قهوهپلي فنل اكسيداز سبب پديده آنزيم). 2010
شود، دركل اثر آن نوعي و گندم مي هاسبزيها و در ميوه

 ,.Zhu et al( استها پاسخ دفاعي در برابر آفات و بيماري

2003.(  
 هاواكنش از وسيعي دامنه بروز باعث محيطي يهاتنش

 در تغيير تا سلول متابوليسم و بيان ژن تغيير از ،ياهاندر گ
 ;Du et al., 2011( شوديم گياهان عملكرد و رشد سرعت

Reddy et al., 2004.( و سازگاري گياهان در برابر  پاسخ
نيازمند تغييرات تنش خشكي)  دهاي محيطي (ماننتنش

سيتولوژيكي، بيوشيميايي، فيزيولوژيكي و مولكولي در متعدد 
هاي تنظيمي متعددي ژن وسيلهبهگياه است. اين تغييرات 

  ).Nakashima et al., 2009شوند (كنترل مي
هاي بسياري در گياهان القاء تنش خشكي ژن تحت

ر ها دشود. تصور بر اين است كه توليدات حاصل از اين ژنمي
دهي و پاسخ به تنش تحمل به تنش، تنظيم بيان ژن، علامت

 يژن محصولات اين ازي برخ). Ito et al., 2006نقش دارد (
 تدرياف طريق از تنش اثرات برابر در گياهان از محافظت در

 نيز و يرونويس كنندهتنظيم شبكه، انتقال يهاسيگنال ،تنش

 ,.Allagulova et al(د دارن نقش يپسابيدگ برابر در تحمل

2006(.  
 تنش در گياهان به دو وسيلهبههاي القاپذير ژن بررسي

هايي هستند دسته اول شامل پروتئين شود:دسته تقسيم مي
 ماننددارند  زيستي فعاليت هاي غيركه در تحمل به تنش

دسته . زداهاي سمآنزيمو  هاي ضد انجمادپروتئين چاپرون،
فعاليت  هاژن كه در تنظيم بيان هاييدوم شامل پروتئين

 اين بررسي حداقل در. هافسفاتازو  عوامل رونويسي مانند دارند
تنش به پاسخ در هاژن بيان براي متفاوت مسير تنظيمي پنج

 بيني شده استو سرما پيش شوري هاي خشكي،

)Sahrawat et al., 2003( .هوابسته ب تنظيمير مسي سه 
ABA زمسير تنظيمي مستقل ا و دو ABA رمسي. هستند -

 ،NAC، MYC يهاشامل ژن آبسيزيكد هاي وابسته به اسي
MYB ،AREB/ABF  آبسيزيك هاي مستقل از اسيدمسيرو 

است كه داراي  AP2/ERF يرونويس عوامل شامل خانواده
 APETALA2و  AP2(DREB،RAV، ERFزير خانواده (

  .)Uno et al., 2000( است
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و  است ABAمسيرهاي وابسته به  ء، جزNAC هايژن
در  سرعتبه ABA گيردميزماني كه گياه تحت تنش قرار 

ر آنجا و دنگهبان روزنه منتقل  هايسلولريشه گياه سنتز و به 
شدن پمپ پتاسيم و در نتيجه  غيرفعالو سبب  يابدتجمع مي

-د در نتيجه روزنهشوروزنه مي هايسلولمانع ورود پتاسيم به 

از ) Ackerson, 1980; Hartung, 1983( شودها بسته مي
و اسيدهاي آلي و  H+با خروج پتاسيم يون  زمانهمطرفي 

نگهبان روزنه تجمع  هايسلول(مانند پرولين) در  هااسموليت
و باعث افزايش غلظت شيرابه سلولي شده در نتيجه  يابندمي

. شودمي آب جذب د يك مكش منفي و تداومباعث ايجا
هاي هگيرند گيردميهمچنين زماني كه گياه تحت تنش قرار 

 ABAو اين  شده ABAاسيدآبسيزيك فعال و سبب سنتز 
هاي هوايي گياه نقش علاوه بر انتقال به بخش شدهساخته

 گياه هاي ديگرسبب انتقال پيام به بخش شته ودا رسانييامپ
ها نقش پيامبر ثانويه ROSاين  شودمي هاROSو افزايش 

زيه اما سبب تجيابد هاي گياه انتقال ميداشته و به تمام بخش
شود كه در اين صورت سيستم هاي زيستي ميماكرومولكول

 ,Cornish and Zeevart( شوديمفعال  اكسيدانييآنتدفاع 

1985b; Roberts and Tucker, 1998(.  
از عوامل رونويسي در گياهان خاص  NAC هايپروتئين

ي گياه و همچنين توسعه باشند كه عملكردشان در رابطه بامي
 گذاريناماست. اساس  غيرزندههاي زنده و در پاسخ به تنش

NAC  يشدهمشخصبا توجه به توالي NAM  در گل اطلسي
. است CUC2در آرابيدوپسيس و پروتئين  ATAF1/2و 

يك  عنوانبه NAC پروتئين كنندهكد cDNAبراي اولين بار 
) در آرابيدوپسيس RD26آبي (گو به تنش كمژن پاسخ

 .)Yamaguchi-Shinozaki et al. 1992گزارش شد (
 SNAC-B رگروهيز) NAM-B 1در گندم ( NACپروتئين 

) و همچنين پروتئين ORE1/ATNAC2/ANAC092و (
NAC ) در آرابيدوپسيس در گروهNAM/CUC3 گزارش ،(

ها در كنترل پيري در اين گياهان داده شد كه اين ژن
  ).Uauy et al. 2006هستند ( تأثيرگذار
-پژنوتي يسازگار دليل به كه است يگياهان ازجمله گندم

 مختلف هايهجنب و يمحيط تمتفاو شرايط به نآ هاي

آب و هوايي  شرايط با جهان از يوسيع مناطق در آن مصرف
 آبيكم). Cook and Veseth, 1991( شودمختلف كشت مي

 هايي مثل دماي پاييندر اثر كمبود آب، كه در اثر تنش تنهانه
شود، بنابراين در اين فرآيندها و يا شوري نيز حاصل مي

، تركيبات مولكولي زيادي دخالت دارند. همه وانفعالاتفعل

ها واجد يك اثر منفي بر روي توليد و عملكرد گياه اين تنش
باشند كه اين خود، حوزه تحقيقات وسيعي را براي بهبود مي

طلبد. گياهان براي سازگار شدن با شرايط عملكرد گياهي مي
 Mardeh( اندهاي گوناگوني را توسعه داده، مكانيسمآبيكم

et al., 2006( .عرض تنش خشكي قرار گياه در م كهيهنگام
ند با كهاي خود تلاش ميبا تغيير در الگوي بيان ژن گيردمي

 ,.Ozturk et al( شرايط محيطي جديد سازگاري پيدا كند

2002(.  
زراعي منطقه  مطالعه بررسي ارقام گندم نان اين از هدف
 ازنظر هامون، هيرمند، كوير، بولاني، كراس بولاني)(سيستان 

 25و  20، 15، 10، 5خشكي ( مقاومت در برابر سطوح تنش
بيان تغييرات  درصد ظرفيت زراعي مزرعه) بر اساس ميزان

 مآنزيپرولين و  اسيدآمينه و ميزان تغييرات NACنسبي ژن 
  .بود اكسيداز للي فنپ

  
  هاوشمواد و ر

  مواد گياهي و سطوح خشكي
شامل پنج رقم گندم  مطالعهدر اين  مورداستفادهمواد گياهي 

هامون، هيرمند، كوير، بولاني و كراس نان منطقه سيستان (
در  .تحقيقات كشاورزي زابل تهيه شد ركزاز مبود كه  )بولاني

برگي عمل  4عدد بذر كاشته شد و در مرحله  20گلدان  هر
 3 تعداد درنهايتها صورت گرفت و گلدان بر رويتنك كردن 
 ,.Tarahomi et al(باقي ماند  هر گلدانبوته درون 

ها در آزمايشگاه پژوهشكده كشاورزي دانشگاه گلدان. )2010
گراد و دوره درجه سانتي 25± 2 ييدماتحت شرايط  زابل

ساعت تاريكي نگهداري  8ساعت روشنايي و  16نوري 
)Esfandiari et al., 2011(  و يك روز در ميان با آب

جلوگيري از خروج آب  منظوربهشدند. آبياري ميمعمولي، 
 ,.Gharbi et alزهكش، از گلدان بدون روزنه استفاده شد (

روز پس از كشت  45، گياه روي موردنظرتيمار  عمالا .)2013
برداري از نمونه درنهايت .شد انجام هزني گيامرحله پنجه در

سطوح . صورت گرفتتنش  گياهان دو هفته پس از اعمال
 10، 15، 20)، (شاهد درصد 25 :سطح پنجمختلف آبياري در 

  در نظر گرفته شد. ظرفيت زراعي درصد 5و 
  

  مورداستفاده يطراحي آغازگرها
به  TaNAC67 از آغازگرهاي اختصاصي وهشين پژدر ا

 بر اين اساس طراحي .استفاده شد 18sدار همراه ژن خانه
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هاي موجود در به كمك داده 3'آغازگرها بر اساس انتهاي 
 National Center for Biotechnologyپايگاه اينترنتي 

Information )NCBI(  افزارنرمو همچنين Primer 3 
آورده شده  1مشخصات آغازگرها در جدول  .صورت گرفت

  .است
  

  از برگ گياه RNA استخراج

RNA با استفاده از دستورالعمل  موردنظرهاي تام از بافت
شركت دنازيست آسيا از برگ  Total RNA isolationكيت 

 RNAكميت  و گياه گندم، استخراج گرديد. كيفيت
 دستگاه و 1% آگارز ژل از استفاده با ترتيب به شدهاستخراج
  .گرديد تعيين نانودراپ

  
  

  Table 1. Name and sequences of primer designedشده                       يطراح. اسامي و توالي آغازگرهاي 1جدول 
  دماي اتصال
Annealing 

temperature 
(ºC) 

  طول نوكلئوتيد
Length 

nucleotides 
(bp) 

  توالي آغازگر
Sequences primer 

  نام آغازگر
Name primer  

  

63.2 229  5’-ATCGGCAGCGGAGCGATT-3’  TaNAC67. FWD1 پيشرو 

    5’AGGGGTCGAAAGCGGTAGAGG-3’ TaNAC67. REV1 پسرو 

59.5  151  5’-GTGACGGGTGACGGAGAATT-3’  18S. FWD2 پيشرو 

    5’-GACACTAATGCGCCCGGTAT-3’  18S. REV2 پسرو 

 
 

  cDNAسنتز  و DNase1 آنزيم با RNA تيمار
 استفاده پيشگام شركت DNase1 آنزيم از RNAتيمار  براي

 يك ) در2جدول ( در موجود مواد منظور بدين. گرديد
. شد ريخته RNase از عاري ليتريميكرو 2/0 ميكروتيوب
 داده قرار ºC 37دماي  در دقيقه 30 مدت به هاميكروتيوب

ليتر از ميكرو DNase، 1منظور غيرفعال نمودن به. شدند

EDTA 50 در دقيقه 10 مدت به و اضافه آن به مولارميلي 
 DNase1 با شده تيمار RNA شد. از داده قرار ºC 65 دماي
 ميكروتيوب حاوي از مواد. شد استفاده cDNA ساخت براي
 جهت 2/0شركت پيشگام، به ميكروتيوب  Geneall كيت

).3گرديد (جدول  منتقل cDNAسنتز 

 
 DNase1 آنزيم با RNA تيمار جهت لازم مواد و . ميزان2جدول 

Table 2. The amount and materials needed for RNA treatment with DNase1 enzyme 
 حجم مواد
Volume 

 اجزاي واكنش
Reagents  

µl 1DNase 

µl 1RTase reaction buffer (10X) 

µl 7.5 Total RNA  
µl 0.5 Nuclease free water  

  
  .شدهيطراحبا استفاده از آغازگرهاي برگشتي  cDNA. مخلوط اجزاي واكنش جهت سنتز 3جدول 

Table 2. Reagents and volume for cDNA synthesis using by reverse primer designed 
  حجم مواد
Volume 

  اجزاء واكنش
Reagents

3 µl Total RNA (100 ng) 
0.5 µl Specific Primer (10 µM) 
0.5 µl dNTP (10 mM) 
1 µl RTase reaction buffer (10X)
1 µl DTT (0/1 mM) 

0/5 µl HYPER Script TM Reverse Trans criptase 200u/ µl
0/5 µl Zym ALLTM RNase inhibitor
3 µl Nuclease free water 
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 Realبا روش  در اين پژوهش موردمطالعه هابيان ژن

time PCR  و با استفاده از كيتEvaGreen  شركت)
 Real time PCRدستگاه و آغازگرهاي مربوطه در  پيشگام)

set Corbett (3000)  براي هر  واكنش تركيب. بررسي شد
 4ميكروليتر و شامل  20در حجم نهايي  موردنظرنمونه 

ميكروليتر آغازگر مستقيم،  EvaGreen ،1مخلوط ميكروليتر 
تقطير  دو بارميكروليتر آب  14ميكروليتر آغازگر برگشتي،  1
پارامترهاي . در نظر گرفته شد cDNAميكروليتر نمونه  1و 

  دمايي جهت تكثير مطابق زير است:
درجه  95دقيقه در  5-4مرحله واسرشته سازي اوليه: ) 1(

درجه  95ثانيه در  30واسرشته سازي: مرحله ) 2؛ (گرادسانتي
 9/61ثانيه در دماي  45مرحله اتصال آغازگر: ) 3؛ (گرادسانتي

 72ثانيه در دماي  30مرحله تكثير: ) 4؛ (گراددرجه سانتي
 99تا  50گراد و منحني ذوب با افزايش دما از درجه سانتي

 .درجه هر پنج ثانيه يك درجه بود

. تكرار انجام گرفت 2 طيدر  PCRهاي واكنشتمامي 
 SAS افزارنرمبا  Real time PCRهاي دستگاه تجزيه داده

1. ver 9 نرخ بيان هر ژن با استفاده از فرمول. انجام شد ct∆∆-

2 )Livake and Schmittgen, 2001محاسبه شد (.  
]1[∆∆Ct= نمونه آزمايشي)  ∆ Ct- ∆  نمونه كنترل Ct) 
]2[∆ Ct= ژن هدف)  ∆ Ct- دار ژن خانه ∆ Ct) 

براي هر نمونه سه تكرار براي ژن اختصاصي و سه تكرار براي 
  .در نظر گرفته شد 118S دارخانهژن 

  
  اكسيدانيآنتيهاي سنجش فعاليت آنزيم

  استخراج عصارة آنزيمي
 برداشت برگ سبز بافت از گرم 1/0 ها،آنزيم يريگاندازه جهت

 و ساييده كاملاً سرد هاون در Ice – coldبافر  سيسي 4 با و
 صافي كاغذ از همگن مخلوط. شدند درآورده همگنصورت به

 دور با استفاده از دستگاه 16000در  دقيقه 15 مدت به و عبور
 الاييب فاز سپس. شدند وژيفيسانتر دار يخچال سانتريفيوژ

 فعاليت سنجش براي پروتئيني)( يميآنز عصارهعنوان به
 ,.De Azevedo Neto et al( گرديد استفاده آنزيمي

2006(.  
  

  ازپلي فنل اكسيد آنزيمگيري تغييرات فعاليت اندازه

                                                                                                                                                            
1. Housekeeping gene 

كلپ و -جانوويتز با روشپلي فنل اكسيداز  آنزيمگيري اندازه
ابتدا  .) انجام شدJanovitz-Klapp et al., 1990همكاران (

ميكروليتر  100به همراه  پتاسيم فسفات بافرليتر ميلي 5/2
مولار ميلي 20ميكروليتر پيروگالل  200و  آنزيمي عصاره

براي صفر كردن دستگاه از محلول بافر فسفات مخلوط شدند و 
ثانيه  30استفاده شد. سپس جذب هر نمونه دوباره با فاصله 

  د.شنانومتر قرائت  420 موجطولدر 
  

  پرولينميزان گيري تغييرات اندازه
اران و همكبيتز با استفاده از روش  گيري ميزان پروليناندازه

)Bates et al., 1973 ميزان نور جذبي در  درنهايت) انجام و
. شد خواندهنانومتر  520 موجطولدر  اسپكتروفوتومتردستگاه 

 ،50 ،0 يهاغلظت هايي بامحلول استاندارد منحني براي رسم
پرولين خالص تهيه شد  ليتر در گرميليم 350و  250 ،100

 اعداد حاصله اسپكتروفوتومترو بعد از قرار دادن در دستگاه 
  .شدرسم  Scatterشده و منحني  EXCELوارد 

  
  افزارهاو نرم هاداده

 آنزيممربوط به هاي آوردن داده به دستگيري و پس از اندازه
يه مولكولي، تجز يهاداده و پلي فنل اكسيداز و ميزان پرولين

 صورتبهدانكن)  مقايسه ميانگين (با روشو  واريانس
 5سطح) و سطوح آبياري( 5با دو فاكتور رقم ( فاكتوريل

با  تكرار 3با  كامل تصادفيهاي بلوكدر قالب طرح  سطح)
ترسيم انجام شد، براي  SAS 9. 1 يافزارهااستفاده از نرم

  .شداستفاده  EXCEL افزارنرماز  نمودارها
  

  نتايج و بحث
  ينو ميزان پرول پلي فنل اكسيداز آنزيمبررسي نتايج 

) تجزيه واريانس مشاهده شد كه اثر 4( نتايج جدول بر اساس
 و اثر رقمدرصد و اثر  1، در سطح سطوح رطوبتيبلوك، 

درصد بر ميزان  5در سطح سطوح رطوبتي متقابل رقم در 
ين نتايج مقايسه ميانگ .دار شدپلي فنل اكسيداز معني آنزيم

نشان داد كه رقم هيرمند  سطوح رطوبتيمتقابل رقم در  اثر
 اكسيدازفنلپلي آنزيمميزان  نظر ازدرصد  5در سطح 

)µgr/prot( ) 1 شكلنسبت به ساير ارقام برتري داشت(.  
 در اكسيدانآنتي هايآنزيم فعاليت ميزان در تغييرات

 شده است مختلف گزارش طيمحي هايشرايط تنش
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(Hernandez et al., 2000) نتايج حاكي از آن است كه .
تنش خشكي با بر هم زدن شرايط مطلوب، سبب بروز اختلاف 

گردند گه يكي از عوامل هاي گياهي ميمتابوليسمي در سلول
-) ميROSاصلي اين اختلافات توليد انواع اكسيژن فعال يا (

شكيل باشند. احياي ناقص اكسيژن اتمسفري، سبب ت
هاي سوپر اكسيد، پراكسيد هيدروژن و هيدروكسيل راديكال

در اين تحقيق بيشترين  ).Nickavar et al., 2006شود (مي
بتي سطوح رطو ترينپايينميزان آنزيم پلي فنل اكسيداز در 

پلي فنل اكسيداز،  درصد) مشاهده شد. آنزيم 5(
اسخ پاكسيدوردوكتازهايي هستند كه نقش بسيار مهمي را در 

-هاي غير زيستي مانند خشكي و شوري دارند و همبه تنش

ول شده در سلزدايي اشكال مختلف اكسيژن فعالچنين در سم
آوري اهميت دارند كه در هنگام بروز تنش موجب جمع

شوند و با هاي آزاد اكسيژن توليدشده، ميراديكال
 هاي دفاعي گياه شركتهاي متفاوت در مكانيسماكسيداسيون

  ).Mittler, 2002كنند (يم

  و پلي فنل اكسيداز . تجزيه واريانس آنزيم پرولين4جدول 
Table 4. Analysis of variance of proline and polyphenol oxidase enzymes 

 آنزيم پلي فنل اكسيداز
Polyphenol oxidase enzymes 

 پرولين
Proline

 درجه آزادي
Df منابع تغييرات  S.O.V 

 Block بلوك2 **0.0079 **0.019

 Moisture Levels (D) سطوح رطوبتي 4**0.24 **0.0069

0.0015* 0.00038ns 4 رقم Genotype (G) 

 G × D و رقم سطوح رطوبتيبرهمكنش 16 **0.0015 *0.0014

 Error خطا0.0001848 0.00066

 (%) CV (%) ضريب تغييرات -3.23 12.29

 R-sguare  ضريب تبيين- 0.99 0.74
nsدرصد 1و  5/0دار در سطح دار، اختلاف معني، * و **: به ترتيب عدم اختلاف معني 

ns,* and ** are not significantly and significantly different in 5% and 1% respectively different 

 
 

  
 رطوبتي مختلف سطوح پلي فنل اكسيداز پنج رقم گندم نان در آنزيمميزان . 1شكل 

Fig. 1. Polyphenol oxidase enzyme in five wheat cultivars in levels of different moisture 
 

  
بلوك،  تأثيركه داد  ) نشان4جدول (نتايج تجزيه واريانس 

طح در س سطوح رطوبتيرقم در  اثر متقابلو  سطوح رطوبتي
جه با تو .دار بودپرولين معني اسيدآمينه درصد بر محتواي1

با  و رقم هيرمند 0065/0 ، رقم بولاني با ميزان2 شكلبه 

e
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بيشترين درصد  5در سطح  )µmol/gw( 0063/0ميزان 
پرولين آزاد بسياري از . ندرا به خود اختصاص داد آنزيمميزان 

مثل خشكي و شوري به  آبيكمگياهان در پاسخ به تنش 

افزايش  .)Ranney et al., 1991يابد (ميمقدار زياد تجمع 
هاي مختلف گزارش شده برابر پرولين در ارقام و تيمار 300-3
  .)Delauney and Verma 1993( است

  

  
  رطوبتي مختلف سطوح درپرولين پنج رقم گندم نان  اسيدآمينهميزان  .2شكل 

Fig. 2. Proline enzyme levels in five wheat cultivars in levels of different moisture 
 

  
غيـر تنش، پرولين از مسير اورنتين در گياه در شـرايط 

تحـت شرايط خشكي و  در گياهانلـي وشـود توليد مـي
 - 1 -گلوتاميك اسيد توسط آنزيم دلتا - L شوري، پرولين از

 با مصرف يك ) وP5CS( كربوكسـيلات سـنتتاز -5پرولين 

ATP و احيا شدن NADPH  5 -تـبديل به گلوتاميك -
 دخوخودبه صورتبهكه بدون واسـطه و  شودسمي آلدئيد مي
. در شودميكربوكسـيلات  -5پرولين - 1 -تبديل به دلتا 

 و احيا شدن P5CR ادامـه فرايند، ماده اخير به كمك آنزيم
NADPH به L-در شرايط تنش خشكي،  .پرولين تبديل شود

ها در طول دوره تنش و تغيير كارايي به دليل بسته شدن روزنه
ن بنابراي؛ يابدماده خشك توليدي گياه كاهش ميمصرف آب، 

دامنه وسيعي از فرايندهاي مقاومت  هاي مختلف گياهيگونه
هاي دهند كه منجر به ايجاد سازگاريبه خشكي را نشان مي

براي  .گرددمي، فيزيولوژيكي و بيوشيميايي شناسيريخت
مثال پرولين يكي از اسيدهاي آمينه فعال در پديده تنظيم 
اسمزي است كه در ايجاد و حفظ فشار اسمزي درون گياه 

هاي گياه در پرولين در همه اندام اگرچهنقش به سزايي دارد 
ا هترين انباشت را در برگيابد ولي سريعتنش تجمع مي

 زماني نسبت خيرتأها با خواهد داشت، تجمع پرولين در ريشه
  ).Ghani et al., 2011( گيردميها صورت به تجمع در برگ

 يك چپرون شيميايي عنوانبهپرولين  درواقع
)chaperone chemicalعث پايـداري فـرم طبيعـي ) با

ها شده و از به هم خوردن شكل طبيعـي تـركيبات پروتئين
تولـيد زيـاد پـرولين با  چنينهمو  كندميآنزيمي ممانعت 

از  ناشيداخل سلول از تأثير اخـتلالات  يافزايش فشار اسمز
هاي مختلف در فـرايند طبيعـي سـلولي ممانعت به عمل تنش
آورد. ايـن افزايش سطح پرولين، حتي پس از حذف مـي

علاوه بر آن داراي نقش . ماندميشرايط تـنش تـا مدتـي باقي 
 و اسمزي، حفاظت از غشاء، حافظ منبع نيتروژن كنندهتنظيم

كربن براي رشد پس از تنش، منبع انرژي براي تنظيم 
نقش بيشتر  و  OHاكسيژن فعال  ، روبندهرداكسپتانسيل 

 .)Solomon and Beer, 1994( اسمزي دارد كنندهتنظيم
در لوبيا و سويا گزارش شد كه با كاهش پتانسيل آب، افزايش 

 Farshadfarميزان پرولين مشاهده گرديد ( داري درمعني

et al., 2000.كه با نتايج تحقيق حاضر مطابقت دارد (  
  

  RNAنتايج صحت استخراج 
ها، استخراج نمونه تائيدكل جهت  RNAبعد از استخراج 

ها، هاي متعددي وجود دارد كه يكي از اين روشروش
را  s28و  s18هاي الكتروفورز ژل آگارز است. پس وجود باند

  ).3توان دليلي بر صحت استخراج دانست. شكل (مي

e

a c b b d

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

كراس بولاني بولاني كوير هيرمند هامون

سطوح رطوبتي
Moisture level

 wheat cultivarsارقام گندم      

25

20

15

10

5

ين
رول

پ
 )

ن ت
 وز

رم
برگ

مول
كرو

مي
)ر

P
ro

li
n

e
(µ

m
ol

/g
w

)



 1398 پائيز، 12، جلد ي محيطي در علوم زراعيهاتنش  656

 

براي تعيين دماي مناسب ژن  PCRنتيجه حاصل از 
NAC67  

نتيجه حاصل از گراديانت دمايي براي بررسي دماي اتصال 
ترين دماي اتصال پرايمر نشان داد كه بهينه NACپرايمر ژن 
  ).4بود شكل (گراد درجه سانتي 2/63موردنظر 

  18sبراي تعيين دماي مناسب ژن  PCRنتيجه حاصل از 
 18sگراديانت دمايي براي بررسي دماي اتصال پرايمر ژن 

به  59ترين دماي اتصال پرايمر موردنظر انجام شد كه مناسب
  ).5دست آمد شكل (

  

  
  از برگ گياه گندم شدهاستخراج RNA .3شكل 

Fig. 3. RNA extracted from wheat leaf

  
  NAC براي تعيين دماي ژن PCR نتيجه حاصل از .4شكل 

Fig 4. The result of PCR to determine the temperature of the NAC gene

    

  
 18s براي تعيين دماي ژن PCR . نتيجه حاصل از5شكل 

Fig 5. The result of PCR to determine the temperature of the 18s gene 
 

63.2  
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200  
100 

200  

100 
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 18s وNAC67 ژن منحني ذوبنتايج 

 ترسيم Real time PCRمزاياي  و خصوصيات ازجمله

 PCRفرايند اتمام  از پس عمل اين كه است ذوب منحني
 پيك از تركوچك پيك اضافي وجود شود. عدممي انجام

 آغازگرها و است دايمر پرايمر وجود عدم نشانگر كه محصولات

 براي مناسبي بازدهي داراي واكنش .ندارند هم با تقابلي

 .است ژن بيان كميت تعيين

  
  18s و NAC67 نتايج نمودار تكثير ژن

اي كه شدت فلورسنت بيشتر از خط پايه به اولين چرخه
)Threshold باشد چرخه آستانه يا (CT  گويند. عددCT  با

توان داري دارد و از روي آن ميمقدار الگوي اوليه رابطه معني
 از سيكلي( چرخه ايناوليه را تخمين زد.  mRNAمقدار 

PCR ان عنوكند) بهكه قطعه تكثير از حد آستانه عبور مي
CT  شود.ميشناخته  

  
  نتايج تغييرات بيان ژن

) 5ها نشان داد (جدول نتايج حاصل از تجزيه واريانس داده
كه تأثير بلوك، تنش خشكي و اثر متقابل رقم در تنش خشكي 

درصد نشان دادند. ولي اثر رقم  1داري در سطح تفاوت معني
  دار نشد.معني

) كه رقم هيرمند 3نتايج مقايسه ميانگين نشان داد كه (شكل 
 96/2درصد بيشترين ميزان بيان ژن با مقدار  5در سطح 

قم داري با ركه تفاوت معني نسبت به ساير ارقام اختصاص داد
كه كمترين ميزان را  16/0ر درصد با مقدا 10كوير در سطح 

  نشان داد، داشت.
  

   
 گياه گندم NAC . منحني ذوب ژن6شكل 

Fig. 6. NAC gene Melting Curve of Wheat Plant 
  گياه گندم 18s. منحني ذوب ژن 7شكل 

Fig. 7. 18s gene Melting Curve of Wheat Plant

 

  
  گياه گندم NAC. منحني تكثير ژن 8شكل 

Fig 8. NAC gene Amplification curve of wheat plant

  گياه گندم 18s. منحني تكثير ژن 9شكل 
Fig. 9. 18s gene Amplification curve of wheat plant
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  TaNAC67ژن . نتايج تجزيه واريانس بيان 6جدول 
Table 6. Analysis of the variance of TaNAC67 gene expression 

∆∆cT  درجه آزادي  
Df منابع تغييرات S.O.V 

 Block بلوك 2 **0.013

3.128** 3 
سطوح 
  رطوبتي

Moisture Levels 
(D) 

10.95ns 4 رقم  Genotype (G) 
 G × D  متقابلاثر  12 **2.99
 Error  خطا 38 0.503
 (%) CV (%)ضريب تغييرات - 7.26

ns ،* در سطح احتمال پنج و يك درصد  يدارو تفاوت معني يدارمعنيعدم : به ترتيب **و
 .است

ns, * and ** respectively Dmmnydary significant difference in levels one and 
five percent. 

 
 

  
  رطوبتي مختلف در سطوحرقم گندم نان  پنج NACميزان بيان ژن  .3شكل 

Fig. 3. NAC gene expression of five wheat cultivars in levels of different moisture 

 
  

وير تص درگير و ترسيم يشبكه ژن يساززبا با يپژوهش
و  يگياه جو به تنش خشك يدهاز نحوه پاسخ تريروشن
. بدين منظور انجام شد مربوطه يكليد هايژن يشناساي

 .آوري شددگر يدر بافت برگ از مقالات علم يكليد يهانژ
 كنشبرهمو شبكه  يگرديد و شبكه ژن يژن شناساي 172

د. جداگانه ترسيم ش طوربهها اين ژن يپروتئين برا-پروتئين
 مؤثر يهارا بين ژن بيشترين تعداد يعوامل رونويس درمجموع

در مكانيسم تحمل به  تشانياهمدهنده دارا بودند كه نشان
  ).Javadi et al., 2016( است يخشك

ه توسع ،تعداد پنجه كنندهتنظيم NAC هايبسياري از ژن
 پيري محصول هستند و ريشه بزرگ شدن ،يسلول يوارهد

)Dubos et al., 2010(. هاينژ NAC رونويسي فاكتور 
توسعه گياهان از  در مهمي نقش هستند كه گياهي خاص

 ژن گندم نان در كندمي بازي غيرزنده و تنش زندهطريق 
SNAC1 افزايش حساسيت وضوحبه ABA طوربه و يبيشتر 

كه  اندهرا نشان داد تنش خشكيبه  تحمل بهبود توجهيقابل
نامزد بالقوه براي افزايش  يك SNAC1 ژن كنندبيان مي

 مهم هورمون ABA .بوده است گندم نانتحمل به خشكي در 
سته شدن روزنه است اين نقش مهم در بافت ب و باز تنظيم در

 نظيمت و هاروزنه بسته شدن ترويج آبي،كمش رويشي تحت تن
 آبي است حساسيتكم كنندهكنترلهاي ژن بيان بسياري از

ها را شدن روزنه ممكن است بسته گندم نان در ABAبالاتر 
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بنابراين  تحريك و به حفظ آب و افزايش بقاي كمك كند
م گندبراي مهندسي ژنتيك و توليد ارقام  SNAC ژنبررسي 

 است داراي اهميت تنش خشكيمقاومت به  با بهبود نان
)Saad et al., 2013(.  

 غيرزندهدر تحمل به تنش  NAC ژننقش  ايمطالعهدر 
ر بيان اين ژن د وتحليلتجزيه. قرار گرفت موردبررسيبرنج 

شوري بالا و دماي  ،تنش خشكيبرنج نشان داد كه اين ژن در 
- شود و باعث افزايش تحمل گياه برنج در تنشپايين القا مي

 NAC بيان ژن. )Zheng et al., 2009( شودمي غيرزندههاي 
 .در نخود مورد ارزيابي قرار گرفت تنش خشكيدر تحمل به 

از برگ نهال گياه نخود  cDNAبر اين اساس دو كتابخانه 
نتايج نشان . از آن جدا شد CarNAC3 آوري شده و يك ژنفر

 دومينو يك  اسيدآمينه 285موجود   CarNAC3داد كه ژن
NAC  دارد كه در يك هسته متمركز بوده و از فعاليت ترانس

و باعث افزايش تحمل گياه  برخوردار است C–فعال در پايانه 
. )Peng et al., 2009( شودمي غيرزندههاي نخود در تنش

 كاهشبا  درمجموعنتايج مطالعه حاضر نيز نشان داد كه 
رقم گندم  5در  NACميزان بيان نسبي ژن  رطوبتيسطوح 

يافت و بيشترين ميزان بيان آن در  افزايش بررسي موردنان 
درصد) مشاهده شد كه با نتايج  5(رطوبتي سطح  ترينپايين

  تحقيقات گذشته مطابقت دارد.
  

  گيرينتيجه
اين مطالعه كه بر روي پنج رقم گندم  حاصله از نتايج بر اساس
انجام شد، مشاهده  سطوح رطوبتيقه سيستان تحت نان منط

درصد  5، 10، 15، 20كه با افزايش سطوح تنش خشكي شد 
درصد، ميزان بيان  25ظرفيت زراعي نسبت به سطح شاهد 

بيان ژن در سطح  كهطوريبه. افزايش يافت NACنسبي ژن 
مقدار بيشترين  96/2با مقدار  رقم هيرمنددرصد  5 رطوبتي

 نزيمآ و پرولينمقدار  سطوح رطوبتيافزايش  باهمچنين . بود
 داد. نشانافزايش  مطالعه موردنيز در ارقام پلي فنل اكسيداز 

از اين پژوهش، بيشترين مقدار  آمدهدستبهتوجه به نتايج  با
نتايج  بر اساسلذا  .ها در رقم هيرمند مشاهده شداين آنزيم

و ميزان تغييرات پرولين و  NACحاصله از بررسي بيان ژن 
رمند ، رقم هيموردبررسيپلي فنل اكسيداز در بين ارقام  آنزيم

 العملعكس سطوح رطوبتي مختلفو كراس بولاني نسبت به 
پوشاني نتايج در نتيجه با توجه به همنشان دادند  بهتري

رقم هيرمند بهترين  ،موردمطالعهصفات مولكولي و 
لذا پيشنهاد  .شرايط برخوردار بودرا تحت اين  العملعكس

 هايآزمايشساير نتايج حاصله  تائيد منظوربهشود مي
تا بتوان از طريق  انجام شودرقم هيرمند روي تكميلي ّ

ها و تنش نظر ازها را مطالعات آزمايشگاهي ارقام يا ژنوتيپ
  .بندي نمودتنش خشكي در زمان كمتري دسته خصوصبه
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