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دهچكي

ط وسيگياهان همواره در معرض ايطيمحيها تنشازيعيف چهها تنشني هستند كه

غيستيز ميستيرزيو چه و تولي به شدت بر مآنهاديزان رشد يهاسميمكان. گذارندي اثر

فيمولكول گيكيولوژيزيو بهي در تحمل اآنهيي نقش دارند كه شناسايطيمحيها تنشاهان

يها پاسخ در اين پژوهش. مذكور باشديها تنش مقابله با آثار مخربي برايد گام مهمتوان مي

و دو رقم1 دارابواتيبيها دو رقم گندم نان حساس به تنش سرما به ناميكيولوژيزيف

ويو شاه الونديهامقاوم به سرما به نام ،لياه، كلروفيگي مقدار آب نسبمطالعه گرديدند

اسيوئكارتن و آميد دهنده به تنش از ژن پاسخبخشي همچنين.شديگير ازهاندنينه آزاد پروليد

كه.شدي جداسازسرما از هر چهار رقم گندم لياه، كلروفيگي مقدار آب نسبنتايج نشان داد

و اين كاهش برايدار معني در تنش سرما به طوردي كارتنوئو  ارقام حساسي كاهش يافت

اسيدار معنيتنش سرما به طور لاوهبع.بيشتر بود آميمقدار دادنهيد را افزايش .پرولين آزاد

و تحليل بيوانفورماتيك  بدست آمده از چهار رقمي نوكلئوتيد500يها توالي ترجمه تجزيه

 زنجيره3 حاوي اسيد آمينه57بايا ناحيه حفاظت شدهيگندم نشان داد كه آنها دارا

و اسيد آمينه14 اسيد آمينه والين شمارهيو دارا هليكس-لفاآو يك زنجيرهشيت-بتا

.شد ژن ثبتيدر بانك جهان به دست آمدهيها توالي. باشنديم19گلوتاميك اسيد شماره

،يبردارعامل نسخه ژن،ي جداسازسرما،تنش،يكيولوژيزيفيهاپاسخ:هاي كليديواژه

. گندم

 مقدمه
يها از تنشيدر معرض طيف وسيعگياهان همواره

بري اثرات نامطلوبها تنش هستند كه اين غيرزيستي
و كميت محصولات كشاورز  دارنديبقاء، رشد، كيفيت

2001) Knight & Knight,.(

كهها تنشسرما يكي از اين همه ساله خسارات ست
و چرخه توليد كشور تحميل  قابل توجهي را به اقتصاد

از.كندمي   سرما به عنوان يك تنش اسمزي جذب آب
و و باعث افت پتانسيل آب ريشه گياه را محدود كرده

 كه كم شودميانتقال آب از سيمپلاست به آپوپلاست 
ي گياه به گارساز. آبي شديدي را به دنبال خواهد داشت

و فيزيولوژيكي سرما حاصل تغييرات بيوشيميايي
يير در بيان تعدادي از متنوعي است كه اساساً از تغ

 شودميي مسئول در تحمل به تنش سرما ناشيها ژن
Thomas, 1990)(.گياهان خود را در سرما در پاسخ به

و بيوشيمي تطابق  سطوح مرفولوژي، آناتومي، فيزيولوژي
كهم مكانيس.(Zhang et al., 2002) دهند مي هايي

 به كارها تنشگياهان براي بالا بردن تحمل خود در برابر 
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و برند شامل سازگاري مي و تغييرات سلولي هاي فيزيكي
هاي تنش مولكولي است كه بلافاصله بعد از دريافت پيام

).,Knight & Knight (2001 گيردميصورت 

 به درصدگي غشاء سلولي، بستجاري بودنميزان
و غير اشباع  دما يكي.دارددماو اسيدهاي چرب اشباع

و از عوامل مهمي است كه بر سياليت، پايداري
به همين دليل از غشاء. پذيري غشاء اثرگذار است انعطاف

 برند به عنوان حسگر اوليه زيستي تنش سرما نام مي
(Taiz & Zeiger, 2002) . ،به طور كلي، دماي پايين

و مختلفعاليت طبيعي مراحل فيزيولوژيكي را   كرده
لالتاخوهاي برگشت ناپذير در گياهان باعث آسيب

و متابوليكي . شودميسراسري در مراحل سلولي
به گونه هاي مختلف گياهي مقاومت بسيار متنوعي
.(Ingram & Bartels, 1996)ي سرمايي دارندها تنش

گيتجمع پرول بهين در  متنوعيها تنشاهان در پاسخ
قبيطيمح و دماي، شوريل خشكي از  بالاي، سرما
درين دو نقش اساسيولپر. مشخص شده استيبخوب

ايها تنشتحمل به مي مذكور ازيفا  كند كه عبارتند
ازيل اسمزي در كاهش پتانسآنهانقش و حفاظت

م. خاصيماكرومولكول ها ي رسد نقش اصليبه نظر
آبيمين در واقع حفاظت آنزيپرول وي در مقابل كم

در.)(Thomas, 1990 آن باشديعيحفظ حالت طب
سياهانيگ زمي مثل و گندم، مشخص شدهينيب ، جو

م گيزان پرولياست كه خياهان مقاوم به تنشين آزاد در
مي افزايزدگ .(Dörffling et al., 1990)ابدييش

و محتويم گي كلروفيزان فتوسنتز اهان در اثريل در
جديتنش سرما آس و كاهشيبيميب يدار معنيند

م تغينشان پريي دهد، كه علت آن ونيوتئرات اجزاء ي
 ليپيدي غشاء تيلاكوئيد در اثر تنش سرماست

(Mostowska, 1997) . د ناشي از توانميتنش كم آبي كه
و سرما باشد، محتواي يي مثلها رنگدانهخشكي، شوري

و آنتوسيانين را كاهش مي دهد كلروفيل، كارتنوئيد
(Lichtenthaler, 1987) . ي محيطيها تنشدر ابتداي

 در آنهانوئيد در برگ به علت نقش ميزان سنتز كارت
با حفاظت در مقابل راديكال هاي آزاد افزايش يافته اما

و در تطابق گياه با تنش  زان آن كاهشيمگذشت زمان
ميپ .(Groppa  & Benavides, 2008)كنديدا

ازيDREB1پروتئين  برداري نسخه عواملكي
گ بسيمخصوص عالم گياهي است كه در اهانياري از

كلن بهيقش ازيها تنشدي را در تحمل غير زيستي
 با داشتن توالي اين پروتئين.فاء مي كندياجمله سرما

ب70تا60 شاملايحفاظت شده  نامه اسيد آمينه
از  AP2ناحيه  در بالا دست DNAبه توالي خاصي
بو متصلي پاسخ دهنده به تنش سرماها ژن اني باعث
ژنيچند . et al., 2006) (Agarwal شودمي ديگرن
 را 2DRE توالي خاصي به نامDREB رونويسي عوامل

شناسايي تنشي القاء شونده توسطهاژنروي پروموتر
ك  گياه بر روي1998در سال DREBشناسايي.ندنمي

دو آرابيدوپسيس انجام گرفت  مختلف cDNAو
DREB1A وDREB2Aكلون شدند (Liu et al., 1998) .

آن DREB1Aتئينيوژن كد كننده پر و دو همولوگ
و ژن كد كننده پر و DREB2Aتئينيوتحت تنش سرما

و شوري القاءها تنشهمولوگ آن تحت ي خشكي
، ريختههمچنين با مطالعه آرابيدوپسيس ترا. شوند مي

برخي.شدند ارزيابيهاژنعملكرد محصولات اين
 حفاظتيو توالDREخصوصيات توالي پژوهشگران 

 در آرابيدوپسيس را بررسي كردند  AP2ه ناحيشده
(Sakuma et al., 2002).

 ميزان مانندپاسخ هاي فيزيولوژيكيدر اين پژوهش
 مقادير،(RWC3) محتوي آب نسبي گياه،وزن خشك
چهار مقدار پرولين آزادوو كارتنوئيدa،b،a+bكلروفيل

و مقاوم گندم نان به تنش سرما مورد  رقم حساس
يو همچنين ژن عامل نسخه بردارگيردميرارقمطالعه

در هر چهار پاسخ دهنده به تنش سرمايهاژنمربوط به
.شودميو خصوصيات آن تعيينيجداساز رقم گندم

و روشمو ها اد
دو رقم گندم نان حساس به تنش در اين پژوهش

و دو رقم مقاوم به سرما1 دارابواتيبيسرما به نام ها
بذر ارقام. مطالعه گرديدنديو شاه الونديهابه نام

شديمذكور از بانك ژن گياه اين. واقع در كرج تهيه

 
1. Dehydration responsive element binding  
2. Dehydration responsive element  
3. Relative water content 
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 درصد به مدت5بذرها ابتدا با محلول هيپوكلريت سديم
 مجزا براييآنهاو سپس در گلدي ضد عفون دقيقه10

درها نمونهطراحي و تيمار كاشته تكرار3ي شاهد
16 با شرايط طول روز در اتاقك كشتها نمونه. شدند

 درجه22 ساعت، دماي روز8ساعت، طول شب
60، رطوبتگراد سانتي درجه15، دماي شب گراد سانتي
 القاء تنش سرما،يبرا. قرار داده شدند درصد
ب5 روزه، هر روز16يها هچهگيا و يكه ساعت مدت

. قرار گرفتندگراد سانتي درجه4يهفته در دما
نييآنهاگلد بر شاهد ز به منظور مقايسه تأثير سرما

و بدون تنش قرار دادهيگياهچه گندم در شرايط عاد
.شدند

ي محتوي آب نسبي گياه ابتدا وزن گير اندازهبراي
در دومتازه برگ و براي نمونه4 گياه گندم  رقم مذكور

و تنش ديده شدگير اندازه سه تكراردرشاهد سپس.ي
و در تاريك 24ي مطلق به مدت اين قطعات در آب

براي تعيين وزن گراد سانتي درجه4ساعت در دماي
درها نمونهسپس با قرار دادن. اشباع قرار داده شدند

 گراد سانتي درجه70 ساعت در دماي24آوِن به مدت
گاه از طريقآن.ي گرديدگير اندازه آنهاوزن خشك

 محاسبه گرديد فرمول زير درصد آب نسبي گياه
(Mohsenzadeh et al., 2003):

)وزن تازه- وزن خشك(
) وزن اشباع- وزن خشك(×100

آب=  درصد
 نسبي گياه

 با روش كارتنوئيدو كلروفيليگير اندازه
Lichtenthaler (1987)  و. صورت گرفت استخراج

 Bates روشباي اسيد آمينه پرولين آزاد گير اندازه
 شده با تجزيهيگيرهانداز صفات.انجام شد)1973(

با شدند سپس مقايسه ميانگينيواريانس ارزياب آزمون ها
شدچند دامنه هاي دانكن   مربوطهي آناليزهايبرا. انجام

ازوSPSS 13افزار از نرم  به منظور ترسيم نمودارها
. استفاده گرديد2003اكسل

تعيجداساز يسيات عامل رونوين خصوصييو
DREB استخراجاملش در ارقام گندم DNAي، طراح
 الكتروفورز، عبورژل،آريسيپ،ي اختصاصيآغازگرها

پياز ستون به منظور خالص ساز  آر،يسيمحصول
و تحليتجز DNA تواليعيينت بيه ويوانفورماتيل هاي ك

قبي با نرم افزارهاAP2 ناحيهدييتأ ،  BLASTليي از
ProDom،PROSITE ،SMART ،CDD ،CDART ،

BLOCKS وPfam ژنها تواليو ثبت  در بانك جهاني
NCBIافزار سازي با نرم همسانه. صورت گرفتMultalin 

 تغيير يافته CTAB روش باDNA استخراج.انجام شد
et al., 2003) (Sumerروزه16يها هچه از برگ گياو 

و5 اليگوافزار با بهره گيري از نرم. صورت گرفتگندم
مشها تواليهم آرايي ابه ثبت شده در بانك جهانيي

 گرديد يك جفت آغازگر مناسب به قرار زير طراحي4ژن
. ساخته شدMWG توسط شركت آلمانيو

5´-TATGGATTGCCTTGATGAACA-3´ به عنوان 
 توالي پيشرو

5′-GACTCCGATTCATCCTTCCC-3′عنوان به
.توالي وارونه

و دمايي واكنش  به صورتآريسيپبرنامه زماني
و دقيقه5 به مدتگراد سانتي درجه94 اوليهيدما

درجه72و94،53 به صورت سيكل35سپس
72ي نهائيو دمادقيقه1 هر كدام به مدتگراد سانتي
با.تنظيم شده بود دقيقه10 به مدتگراد سانتيدرجه

آر شركتيسيپسازي محصول خالص استفاده از كيت
Roche شدندآمادهي براي تعيين توالها نمونه.

و بحث  نتايج
 ميزان وزن خشك

مقايسه ميزان وزن خشك در چهار رقم گندم در دو
و تنش سرما نشان داد كه در ارقام حساس  حالت شاهد

ميو مقاوم  با القاء. يابد به سرما، وزن خشك كاهش
، ميزان شودميديده1شكلتنش سرما، مطابق آنچه در 

ت به شاهد كاهش نسبها نمونهوزن خشك در همه
كه1داراب اين كاهش در مورد وليكندهد، نشان مي

و در رقم شاهي باشد رقمي حساس به سرما مي بيشترين
در. كه خيلي مقاوم به سرماست كمترين مقدار است

به1هاي نان الوند، بيات، دارابمورد گندم و شاهي
13و14،17،24ترتيب نمونه تنش نسبت به شاهد

ميدرصد كاهش و اين مقدار وزن خشك را نشان دهد
 دار معنيكاملاً اختلاف مشاهده شده از نظر آماري 

)01/0p≤(بود .
نتايج بدست آمده در اين پژوهش با نتايج ساير
محققين در مورد اثر تنش سرما بر كاهش وزن خشك 
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et مطابقت دارد al., 2003) (Lawlor, 1995; Wang .
د به دليل اثر تنش توانميهم،اين كاهش وزن خشك

و هم به دليل كاهش متابوليسم ريشه كم آبي بر رشد
 لذا وزن،تحت اثر سرما باشد كه بر جذب اثر منفي دارد

، جهت تعيين اثر تنش كم آبي بر روي رشد گياه، خشك
.(Bray, 1997; Boyer, 1982) معيار مناسبي است
مي1همانگونه كه در شكل دا مشاهده و1راب گردد ارقام

بيات كه جزء ارقام حساس به سرما هستند به طور
ي وزن خشك بخش هوائي كمتري نسبت به دو دار معني

و الوند دارند اما رقم داراب  اين كاهش1رقم مقاوم شاهي
.را بيشتر نشان مي دهد

 آب نسبي گياهميزان
دهد كه القاء تنش سرما، نتايج موجود نشان مي

يدار معني به طورها نمونهمي را در تماRWCميزان 
)01/0p≤(اين كاهش. كاهش داده استRWCبراي 

و داراب  اندكي بيشتر1ارقام حساس به سرما يعني بيات
. بوده استدار معني كه اين ميزان از نظر آماري است
 نمودار حاصل از ميانگين سه تكرار را نشان2 شكل

. دهد مي
تنش سرما مقاومت كه هرچه گياه به دادنشان نتايج

و حفظ آب  بيشتري داشته باشد، در واقع قدرت جذب
و لذا افت ميزان  بيشتري در شرايط تنش سرما داشته

RWCين با نتايج سايرهايافتهاين. در آن كمتر است
.(Gill et al., 2002) مشابه بود

 مقدار كارتنوئيدوa،bثر تنش سرما بر مقدار كلروفيلا
،a،b نشان دهنده مقادير كلروفيل6تا3يهاشكل

a+bمي. مي باشندو كارتنوئيد درنده نتايج نشان د كه
وa،b،a+bتنش سرما نسبت به شاهد، مقدار كلروفيل

داشته)≥05/0p(يدار معني مقدار كارتنوئيد كاهش
راها تنش.است  بطور قابل توجهي محتواي كلروفيل

در اين كاهش.دنده نسبت به گياهان شاهد كاهش مي ،
 به افزايش نشت غشاء سلولي در حينهار پژوهشيسا

ساتنش نسبت داده و بر اساس نظر ريشده است
و پروكسيلاز افزايش فعاليت آنزيم كلروفيلاز پژوهشگران

 ;Lichtenthaler, 1987) نيز در اين امر نقش دارد

Ashraf et al., 1994; Parry et al., 2002).

 مقايسه وزن خشك چهار رقم گندم-1 شكل
و تنش سرما  در شرايط شاهد

std×t2)±هر عدد ميانگين سه تكرار 0.است (0.025
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و تنش سرماa ميانگين مقدار كلروفيل-3كلش  چهار رقم گندم در شرايط شاهد
std×t2)±هر عدد ميانگين سه تكرار .است (0.025

و تنش سرماb ميانگين مقدار كلروفيل-4شكل  چهار رقم گندم در شرايط شاهد
std×t2)±هر عدد ميانگين سه تكرار .ستا (0.025

و مقاوم 6تا3هايشكلدر مقايسه ارقام حساس
 رقم مقاوم بياتaدهد كه تنها مقدار كلروفيلمينشان

و الوند در شرايط تنش به نسبت به ارقام حساس شاهي
 عكسbي بالاتر مانده است اما كلروفيل دار معني طور

داري در ميزان بنابراين اختلاف معني.دهد آنرا نشان مي
و ارقام حساس وجود بين رقم a+bفيل كلرو مقاوم بيات
و داراب هر دو رقمكارتنوئيدمقدار. ندارد 1مقاوم بيات

ميدار معني به طور كهي بيشتر از دو رقم حساس باشند
ها از جمله ها در پاسخ به تنشكارتنوئيد با توجه به نقش

مي راديكال1كنندگيجمع .باشد هاي آزاد قابل توجيه
كلروفيل دهد كه مقدار اين نشان ميb كلروفيل نمودار

و الوند در رقم مقاوم بيات كمتر از ارقام  حساس شاهي
و كم نيزتنشوشاهد هاي اختلاف بين نمونه است

ها تنشدرbاين به دليل نقش كمتر كلروفيل. باشد مي
و ارتباط بيشتر آن به مقدار محصول باشد

(Hassanzadeh et al., 2009).

1. Scavenging 

3.2

3.3
3.4

3.5

3.6
3.7

3.8

3.9
4

4.1

الوند  بيات  داراب1 شاهي 

ر)
نت

وز
رم

گ
بر

رم
وگ

كر
(مي

b
يل

وف
لر

ك

شاهد

تنش

7.2

7.4

7.6

7.8

8

8.2

8.4

الوند  بيات  داراب1 شاهي 

ر)
نت

وز
بر

رم
وگ

كر
(مي

aل
وفي

لر
ك

شاهد

تنش

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


 3،1389، شماره41دوره ايران علوم گياهان زراعيمجله 618

 ثر تنش سرما بر ميزان پرولين برگا
 مقدار پرولين)≥01/0p(دار معنيتنش سرما به طور

در ارقامو افزايش داده است بيش از دو برابرآزاد را
وليكن).7شكل(مقاوم اين افزايش اندكي بيشتر است

باي گندمها نمونهبين  و مقاوم  دار معني اختلاف حساس
و ممكن است اعمال ي شديدترتنش سرما مشاهده نشد

م آيزان پروليدر . دار ايجاد كند زاد، اختلاف معنين
 زاد در ارقامآنيپرولبرخي از پژوهشگران به افزايش

درو برخي به افزايش (Ronde et al., 2000)مقاوم آن
نيزو برخي (Porgali & Yurekli, 2005)ارقام حساس 

.(Singh  & Rai, 1981)اندبه عدم تفاوت آن اشاره نموده
هاي دفاعي گياه در هنگام افزايش پرولين از مكانيسم

وها تنشمواجهه با  ي اسمزي از قبيل خشكي، شوري
و گياهاني كه مقاومت بيشتري به يها تنشسرماست

 اسمزي دارند، ميزان توليد پرولين بيشتري خواهند
.داشت

م-5شكل و تنش سرماb+aقدار كلروفيل ميانگين  چهار رقم گندم در شرايط شاهد
std×t2)±عدد ميانگين سه تكرار هر .است (0.025

و تنش سرما-6 شكل  ميانگين مقدار كارتنوئيد چهار رقم گندم در شرايط شاهد
std×t2)±هر عدد ميانگين سه تكرار .است (0.025
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و تنش سرما-7شكل  ميانگين مقدار پرولين آزاد برگ چهار رقم گندم در شرايط شاهد

كم دليل احتمالي افزايش سطح پرولين در طي تنش
د مربوط به تغييراتي باشد كه در فعاليت توانميآبي
و تجزيه پرولين اتفاق آنزيم هاي درگير در بيوسنتز
و وقايع افتد كه اين تغييرات از طريق سطوح ژنتيكي مي

 ,Rajendra & Kandpal)دهد انتقال پيام روي مي

 اسمزي مانند پرولين هم باعث هاي كننده تنظيم.(1981

درشوندميتورگر فشار حفظو سلول آب نگهداري و هم
،پروتئيني هاي ها، مولكول ماكرومولكول از حفاظت

 آزاد هايراديكال كردن خنثيدرو سلولي ساختارهاي

.(Kavi Kishor  & Sangam, 2005) دارند نقش
و تحليل بيوانفورماتيك  تجزيه

آن AP2و ناحيهDREBژني بدست آمدهها توالي
و تحليل بيوانفورماتيكبا  توالي8شكل.شد تائيدتجزيه

راگندم نان الوند AP2 ناحيهازترجمه شدهآمينواسيد
 اسيد57 با اين منطقه. دهدبه عنوان نمونه نشان مي

- آلفاو يك زنجيرهشيت- بتا زنجيره3 حاوي مينهآ
و14 اسيد آمينه والين شمارهيو دارا استهليكس

ازيم19اسيد آمينه گلوتاميك اسيد شماره باشد كه
از. است AP2 ناحيه مشخصات بررسي ساختار بخشي

و مقاوم گندم چهار رقDREBژن   نشان دادم حساس
در درصد همساني داش98كه آنها حدود و يها تواليته

 با يكديگر 464و 442، 439، 314، 62،104شماره
 يك عامل DREBژن با توجه به آنكه. اختلاف دارند

ميرونويس و بيان چندين ژن را تنظيم ،كندي است
 بيان ممكن است حساس به سرمايهاانتقال آن به گونه

 زيرا. چندين ژن موثر در تحمل به سرما را افزايش داد
 افزايشودشبا يك ژن نميتحت تنظيم به سرمالتحم

 مشكل است نيزژن چند به سرما از طريق انتقالتحمل
(Fowler & Thomashow, 2002) .

ها تواليثبت
، FC556845ي دسترسيها شمارهباها توالي

FC556846 ،FC556847 وFC556850يب براي به ترت
ب دايارقام گندم نان الوند،  در بانكيو شاه1رابات،

.دي ثبت گردNCBIژنيجهان

L G S FR L WN R G NPEA E I RVG K WWG V R Q R TA Y R

FA K A R V NT A V E A A R A Y D D A A R A M Y GP

و يك شيت- بتا زنجيره3اين منطقه حاوي. گندم نان الوند به عنوان نمونه AP2 ناحيهازترجمه شده توالي آمينواسيد-8شكل
و اسيد آمينه گلوتاميك14 اسيد آمينه والين شماره. با فونت كوچك نشان داده شده است است كه به ترتيبهليكس- آلفازنجيره

.ايتاليك نمايان است با فونت19اسيد شماره
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