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 چکيده
اثیر   ایین پیهوهش،  در های تحت تنش خشکی نقش اساسیی دارد،  از آنجا که پرولین به عنوان یک اسمولیت مهم در تعدیل فشار اسمزی سلول

تراریخت در و غیر  تگیاهان تراریخگرفت. بدین منظور  مورد بررسی قرار و غیرتراریخت تنباکو P5CSتنش خشکی بر گیاهان تراریخت حاوی ژن 

مقاوم و  . به منظور تعیین گیاهانروز کشت شد 22گلایکول به مدت اتیلندرصد پلی 00و  20 ،10 ،5 ،0های پایه حاوی غلظت MSمحیط کشت 

کیل و   ،a، bهیای فتوسینتزی لکلروفییل    یزهی از قبیل وزن تر و خشک، میزان رنگهایهای تحمل به خشکی، شاخصحساس به خشکی و مکانیسم

الگوی پروتئینی در گیاهان تراریخت و غیرتراریخت بررسی شد. نتایج نشیان   آخردر  .گیری شدای محلول و پروتئین محلول اندازههکارتنوئید(، قند

 تحیت  و بیوده  ختیرتراریغ اهانیگ از کمتر ختیترار اهانیگ در یفتوسنتز یهازهیرنگ زین و خشک و تر وزن یکیولوژیزیف هایمولفه کاهشداد که 

 افیزایش  درصید  20 و 10 هیای غلظیت  در غیرتراریخیت  و تراریخیت  گیاهیان  در نییز  محلیول  قنیدهای  میزان. است نگرفته قرار یخشک تنش ریتأث

 00گیاهیان غیرتراریخیت در غلظیت     های پروتئینی نیز نشان داد کیه در حاصل از داده تجزیه و تحلیل. داد نشان شاهد نمونه به نسبت داریمعنی

بررسیی   بیرای  SDS-PAGEکه در گیاهان تراریخت پروتئین بدون تغییر و ثابیت بیود. نتیایج    وتئین محلول وجود داشته، در حالیدرصد کاهش پر

گیاهان شاهد با گیاهان  هایدهنده تغییرات الگوی پروتئینیاهان تراریخت و غیرتراریخت نشانتحت تنش خشکی در برگ گ یهات پروتئینتغییرا

بین گیاهیان تراریخیت و غیرتراریخیت    کیلو دالتون  55و  05به عنوان مثال در محدوده  ها مچنین تفاوت آشکاری در برخی باندتحت تنش بود. ه

 مشاهده شد. 

 .SDS-PAGE ؛پروتئین ؛محلول دراتیکربوه ؛P5CS ؛تنباکو ؛خشکی تنشکليدي:  واژگان

 

 مقدمه

محیطیی از   هیای یعیت در معیرت تینش   ر طبگیاهان د

امروزه تینش خشیکی از    گیرند.جمله تنش خشکی قرار می

 .اسیت لات در کشیاورزی در سراسیر دنییا    ترین مشکجدی

هیای پتانسییل آ ،   تنش خشکی منجر به اختلال گرادیان

، اخییتلال در یکپییارغگی غشییا و فشییار تورژسییان کییاهش 

هیا در  ولیتاسیم  انباشیت  .]10[ شودیها مپروتئین تجزیه

امکان تعدیل فشار اسیمزی را در سیلول فیراهم     ،سیتوزول

ها، تنش ها در حضور یونو نیز باعث پایداری آنزیم آوردمی

 .]50[  دشیو ده میی کننی تجزییه آبی و ترکیبیات شییمیایی   

اسیت.   ترین اسمولیت و یک غپرون شییمیایی پرولین مهم

کیه  های شوك حرارتی کوغکی هسیتند  ها پروتئینغپرون

باعث پاییداری   کنند وبه عنوان محافظان مولکولی عمل می

 خیوردن شیکل  از بیه هیم   هیا شیده و  فرم طبیعی پیروتئین 

غنیدین   .]52[ دنی کنطبیعی ترکیبات آنزیمی ممانعت می

و  اکسییدانی بیه پیرولین نسیبت داده    مطالعه خاصیت آنتی

کننیدگی و عمیل کیردن آن بیه عنیوان ییک       نقش جارو 

 .]03[ کنید سیهن یکتایی را پیشنهاد میی کننده اکخاموش

 1نشگر اکسییهن های واکگونهتواند سطوح تیمار پرولین می

را در مخمر و قارچ کاهش دهد و بنابراین از میرگ سیلولی   

سییطوح رادیکییال آزاد در جلبییک و   .]15[ ممانعییت کنیید

-1افیزوده ژن  شیده بیا بییان   تنباکوی تراریخیت مهندسیی  

تجمع بالا و افزایش  برای 2ازکربوکسیلات سنتت-5پیرولین 

یکیی از   .]53[ کاهش یافت ،سرعت مسیر بیوسنتز پرولین

ارزییابی تیأثیر تینش خشیکی در      برایهای مطلو  ویهگی

                                                 
1- Reactive Oxygen Species (ROS) 

2- 1-pirroline 5-Carboxylate Synthetase (P5CS) 



 5931، پاییز و زمستان 2، شماره 6پژوهشی خشک بوم جلد  -دو فصلنامه علمی 01

. ]00[ اسیت وزن تیر و خشیک گییاه    تعیین  ،گیاهان عالی

روند عمومی که گیاهیان در شیرایط تینش خشیکی بیا آن      

 .]20[ اسیت خشیک  کاهش تولید وزن تیر و   ،روبرو هستند

 از برخیییی افیییزایش بیییا همچنیییین خشیییکی تییینش

 ،آبسییزیک  اسیید  و اتییلن  ماننید  رشید  هیای کنندهتنظیم

 کلروفیییل تجزیییه باعییث و تحریییک را کلییروفیلاز فعالیییت

قنییدهای محلییول کییه در تنظیییم  انباشییت. ]50[شییودمییی

مقاومت به خشکی در گیاهان نقیش ایفیا    به منظوراسمزی 

دهیدراسیون مشیاهده   اغلب تحت تنش خشکی و ،کندمی

ها در تعدیل اسیموتیکی، قنیدهای   شود. جدا از نقش آنمی

هیا  های دیگری مثل حفظ ثبیات پیروتئین  محلول در جنبه

  .]00[ کنندنیز عمل می

هیا مشیاهده   تحت تنش همچنین تغییراتی در پروتئین

های درجیه حیرارت بیالا، شیوری و خشیکی      شود. تنشمی

فعییال شییدن بسیییاری از تواننیید سییبب تجزیییه و غیییرمییی

ها گردند. پاسخ به تنش در سطح مولکیولی بیویهه   پروتئین

 سیاخت هیا کیه افیزایش در    تغییرات ناگهیانی در بییان ژن  

دهید، در تمیام موجیودات    های پروتئینی را نتیجه میگروه

های پروتئین ساختدر واقع  .]0و  22[ شودزنده یافت می

  آبیی اسیت  ط کیم ها به شیرای آبدوست بخش مهمی از پاسخ

 های شوك حرارتیها پروتئینیک گروه از این پروتئین ]5[

زا بیه بلوکیه شیدن    همچنیین عوامیل تینش    .]20[ هستند 

های متابولیکی مثل رونویسی و همانندسیازی  فوری فرآیند

DNA ترجمه و صادرات ،mRNA هیا  لتا زمان احیای سلو

ری به دلیل اهمیت تنش خشکی و شیو  .]2[شوندمنجر می

ای که در شرایط غنین در گیاهان و تولید گیاهان تراریخته

مسیئله انتقیال    ،هایی به رشد مناسب خود ادامه دهندتنش

 .]02[ گرفتیه اسیت  به گیاهان مورد توجیه قیرار   P5CSژن 

نقش مثبت پیرولین در تعیدیل فشیار اسیمزی نسیبت بیه       

شییرایط شییوری و خشییکی توسییط محققییین در گیاهییان   

 Nicotiana tabacum) ]01 ،22بیاکول مختلفی همچون تن

  آرابیدوپسیییییییی ،]52[ (Zea mayzل ذرت ،]15و 

( Oryza sativaبرنج ل ،]02و  Arabidopsis taliana)]01ل

گییزارش شیده اسییت.   ]Petunia hybrid) ]01و اطلسیی ل 

 10-12منجر به تولیید  تنباکو،  در P5CSژن انتقال و بیان 

سبت به گیاهان شاهد ندر گیاهان تراریخته برابری پرولین 

 .]22و  01[ شد و این گیاهان تنش آبیی را تحمیل کردنید   

های مهم در افزایش که پرولین نیز یکی از اسمولیتاجنآاز

هیای  ورزی ژنتیکیی آنیزیم  دست ،استتحمل گیاه به تنش 

-5-پیییرولین-1مسیییر بیوسیینتز آن بییه ویییهه آنییزیم     

افیزایش   موجیب  توانید کربوکسیلات سنتتاز در گیاهان می

پهوهش نیز با توجه به نقش و  این در. شودتحمل به تنش 

رود کیه  تاثیر مهم پرولین در تعدیل اسموتیکی انتظیار میی  

 به یدارای تحمل بالاتر P5CSگیاهان تراریخت حاوی ژن 

 باشند.نسبت به گیاهان نوع وحشی  خشکی

 

 هامواد و روش

اریتییه و گیاهییان تراریخییت تنبییاکو اییین پییهوهش، در 

Wisconsin  حاوی ژنP5CS،  ژن کدکننده آنزیم پیرولین

گیاهان میادری از کشیت   . هستند ،کربوکسیلات سنتتاز-5

تیرین  مهم ، P5CS آنزیم .نظر تهیه گردید بذر واریته مورد

به همیراه   P5CS. ژن استآنزیم در مسیر بیوسنتز پرولین 

توسط پلاسیمید بیاکتری    s05تحت پروموتور  NPTII1ژن 

 بیه  جیدا ییک پیهوهش    در A. tumefaciensیوم آگروباکتر

سبب مقاومت بیه   NPTII. ]50[ تنباکو منتقل گردید گیاه

بیر روی   تراریختیه کانامایسین شده به طوری کیه گیاهیان   

گیاهیان   شوند.یط کشت حاوی کانامایسین گزینش میمح

ی رشید یافتیه در شیرایط    تنبیاکو  غیرتراریخت و تراریخت

 تیاریکی و دمیای  ساعت  2 و روشنائی ساعت10دوره نوری 

C º 25، کشییت محیییط در شییدن دارریشییه از  پیی MS
2  

 و 20 ،10 ،5 ،(شیاهد  نمونهل صفر هایغلظت با یعما ]12[

 22 میدت  بیه ( اسیموتیکوم ل 0گلایکولاتیلنپلی درصد 00

µmolm-و نیور   Cº 25 و در اتاق کشت با دمای  تیمار روز

1-s220  دوره اتمام از پ . شد قرار داده %25-22و رطوبت 

تمیام   .شد بررسی های رشد و نمویبرخی از شاخص تنش

در تکیرار  0در  بر اسیاس طیرح کامیل تفیادفی     هامایشآز

و آنییالیز آزمایشییگاه تحقیقییاتی دانشییگاه اصییفهان انجییام   

انجام  Sigma satat2ها با استفاده از نرم افزار واریان  داده

صیورت   Tukeyشد. مقایسیه مییانگین بیر اسیاس آزمیون      

 ≥P 05/0دار بودن تیمارها در سیطح  گرفت و سطوح معنی

 سبه گردید.محا

 

                                                 
1- Neomycin phosphotransferase 

2-Murashige and Skoog 

3- Poly Ethylene Glycol(PEG) 



 05سمیه زارعی و علی اکبر احسانپور    ........    (Nicotiana tabacum L. cv. Wisconsin) تراریخت اکويبتن انگیاه بر خشکی تنش اثر

 MS تهيه محيط کشت پايه

غلظیت   ، با توجه به]MS ]52 کشتجهت تهیه محیط

کیه حیاوی عناصیر    هیای پاییه   محلیول عناصر از  هر یک از

 آهیین و دیگییر مییواد آلییی ماننیید  ،عناصییر میکییرو ،مییاکرو

در  مورد نییاز  به مقدار هستند، ها و ... بجز سوکروزویتامین

گرم سیاکاروز بیه    00آ  مقطر ریخته و سپ   مقدار کمی

ا پ  از حل شدن ساکاروز، حجم محلول بی  .آن افزوده شد

محلیول   pHلیتیر رسیانده شید،    میلیی  1000به  آ  مقطر

-2/5یک نرمال در حیدود   NaOHو  HClدست آمده با به

وع لنییی گیییرم آگیییار 12مقیییدار  سیییپ تنظییییم و  3/5

محلیول   .بیه آن افیزوده شید    میکروبیولوژی شرکت میرك( 

 آخیر، آگیار ذو  گیردد. در   درون مایکروفر قرار داده شد تا 

لیتر از محیط کشت مذا  بیه دسیت آمیده درون    میلی 50

ختیه شید و در   های مخفوص کشت بافت گیاهی ریشیشه

دقیقیه   15میدت  اتمسیفر بیه   2/1 و فشیار  Cº 121  دمای

 کلاو گردید.  اتو

جهیییت سیییاخت محییییط کشیییت میییایع حیییاوی     

نظیر لمطیابب بیا غلظیت      مقیادیر میورد   ،گلایکولاتیلنپلی

موردنظر( توزین شده و در حجم خاصیی   گلایکولاتیلنپلی

حیل   ،آن pHمیلی لیتر( پ  از تنظیم  50ل MSاز محیط 

ها حیرارت داده شید و   ، محلولشدنگردید. جهت بهتر حل

 200ل نظیر  ردبیه حجیم میو    MSحجم نهیایی بیا محییط    

 لیتر( رسانده شد.میلی

 

 تر و وزن خشكگيري وزناندازه

 در غیرتراریخییت و تراریخییت گیاهییان هفتییه 5 از پیی 

 30و 20 ،10 ،5 ،0ل گلایکیول اتیلنپلی مختلف هایغلظت

پی  از   .هیای کشیت میایع خیار  شید     محییط  از ،(درصد

تیر گیاهیان   ها توسیط کاغیذ صیافی، وزن   ریشه آن آبگیری

 C º 30در آون بیا دمیای    انگیری شد. سیپ  گیاهی  اندازه

و پی  از خشیک شیدن     ساعت قیرار داده شید   25مدت به

عنیوان وزن  مجموع وزن خشک بخیش هیوایی و ریشیه بیه    

 .]50[ خشک کل در هر تکرار یادداشت گردید
 

 استخراج و سنجش کلروفيل

تکیرار   سیه از بافت برگ گیاه و بیه تعیداد   گرم 1/0نخست 

 %20اسیتون  لیتر میلی 5 سپ  با استفاده ازوزن گردید و 

 bو aگردیییید. میییزان کلروفییییل   یکنواخییت  یتییاریک  در

بیه   ]Arnon ]5 روشبا  وکارتنوئیدها (a+bلوکلروفیل کل 

 UV-160 Shimadzuمیدل   اسیپکتروفتومتر دستگاه کمک 

 nm 530و  nm 000،  nm055هییای در طییول مییو  

 .دشگیری اندازه

 

 هاي محلولاتگيري کربوهيدراندازه

های تیازه  گرم از نمونه 05/0 کربوهیدرات گیریبرای اندازه

 %20لیتیر اتیانول   میلی 5/2هی توزین گردید. سپ  در گیا

کربوهییدرات  دقیقه سائیده شد.  5مدت  در هاون غینی به

نتیرون  آبا استفاده از معرف  دست آمدهعفاره بهموجود در 

–Pharmacia LKBدسییتگاه اسییپکتروفتومتری مییدل  بییا

Novaspec   روش سبر اسانانومتر  025در طول موFales 

 اندازه گیری شد. ]12[ 

 

 محلول هايپروتئين گيرياندازه و استخراج

 روش از محلییول هییاینپییروتئی گیییریانییدازه بییرای

 گیاه تازه بافت گرم 5/0 نخست .شد استفاده ]10[ بردفورد

:  0 بیه  1 بتنسی  بیا ل شید  سائیده هاون در استخرا  بافر با

 بیه  هیا عفیاره  سپ (. استخرا  بافر حجم 0 با بافت گرم1

 15000 سیرعت  در دقیقیه  20 میدت  بیه  و منتقل اپندورف

 سیپ  . گردیید  سیانتریفیوژ  C º 5  و دمیای دور در دقیقه 

 منتقیل  جدیید  هیای اپنیدورف  بیه  و جدا رویی هایمحلول

 یشآزمیا  لوله یک به ،پروتئین گیریاندازه منظور به. گردید

 5 آن بیه  و شده منتقل نظر مورد عفاره از میکرولیتر 100

 2 مدت به فوق ترکیب. شد اضافه برادفورد معرف لیترمیلی

 اسیتفاده  با دقیقه 20 گذشت از پ  و شده ورتک  دقیقه

 525 میو   طیول  در نیور  جیذ   اسپکتروفتومتر دستگاه از

 آ  میکرولیتر 100 حاوی بلانک نمونه .شد خوانده نانومتر

 .بود برادفورد معرف لیتر میلی 5 و مقطر

 

 SDS– PAGE ژل تهيه

 دناتوره شرایط با عمودی ژل صورت به الکتروفورز ژل

 ژل سیسیتم  ایین  در کیه  گرفیت  انجام 1پیوسته غیر کننده

 ژل یییا پییایین ژلل قسییمتی دو صییورت بییه شییده اسییتفاده

 ژل ییا  بیالایی  ژل و بیشیتر  آمیداکریل غلظت با جداکننده

                                                 
1- Discontinuous Denaturing Condition 
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 آمیزیرنگ. است( کمتر آمید اکریل غلظت با کنندهممتراک

 بررسیی  ،مراحیل  ایین  از پی  . شد انجام هنقر نیترات با ژل

 پروتئینیی  باندهای نسبی شدت و پروتئینی الگوی تغییرات

 با اسیتفاده از  کمی صورت به آمده دستبه ایهژل روی بر

 .شد انجام ImageJ افزار نرم

 

 نتايج

 وزن تر و وزن خشك

 و تراریخییت گیاهییان در تییر وزن دادکییه نشییان یجنتییا

 طیور  بیه گلایکیول  اتییلن پلی غلظت افزایش با غیرتراریخت

 کیاهش  ایین  تیمارهیا  تمیام  در. یابدمی کاهش داریمعنی

 گیاهان در که طوری به بود دارمعنی شاهد نمونه به نسبت

 ترتییب  به درصد 00 و 20 ،10 ،5 هایغلظت در تراریخت

 ترتییب  به غیرتراریخت گیاهان در و 1/25 ،2/35 ،51 ،00

 نمونیه  بیه  نسبت کاهش درصد 5/20 و 0/20 ،0/00 ،3/00

 غیرتراریخیت  و تراریخیت  گیاهیان  بین. شد مشاهده شاهد

 شید  مشیاهده  داریمعنی اختلاف درصد 10 غلظت در نیز

 کیه  داد نشیان  خشیک  وزن گیریاندازه نتایج(.   1شکلل

 بیه  خشیکی  تنش تأثیر حتت تر وزن مانند نیز خشک وزن

 در وییهه  بیه  کیاهش  ایین . یابید می کاهش داریمعنی طور

 بیه  نسیبت  گلایکیول  اتیلنپلی درصد 00 و 20 هایغلظت

 و تراریخیت  گیاهیان  بیین . بیود  بیشتر( شاهدل صفر غلظت

 دارمعنییی اخییتلاف درصیید 20 غلظییت در غیرتراریخییت

 الف(. 1شکلل شد مشاهده

 

 فتوسنتزي هايرنگيزه

 نیوع  سیه  هر مقدارگلایکول اتیلنپلی غلظت فزایشا با

 گیاهییان در کاروتنوئییید و کییل کلروفیییل ،a ،b کلرفیییل

 a مقیدارکلروفیل  در .یافیت  کاهش غیرتراریخت و تراریخت

 00 و 20هایغلظت در غیرتراریخت و تراریخت گیاهان در

 داریمعنیی  اخیتلاف  ،هیا غلظیت  سایر با مقایسه در ،درصد

 هیا غلظیت  ایین  در کلروفییل  مقدار ترینکم و شد مشاهده

 داد نشیان  را a کلروفیل تغییرات الگوی نیز b کلروفیل. بود

 وم ک نیز( 2 شکلل کاروتنوئید و کل کلروفیل در تغییرات. 

 کلروفیل کل و کارتنوئید .بود b و a کلروفیل با مشابه بیش

 هیای غلظیت  در وییهه به گلایکولاتیلنپلی غلظت افزایش با

 مجمییوع در. داد نشییان دارمعنییی درصییدکاهش 00و 20

 از بیشیتر  غیرتراریخت درگیاهان هارنگیزه مقدار در کاهش

 درصید  10 و 5 هایغلظت در ویهه به بود تراریخت گیاهان

 .بود دارمعنی  تراریخت گیاهان به نسبت

 

 کربوهيدرات محلول

 در محلییول کربوهیییدرات مقییدار گیییریانییدازه نتییایج

 درکیه   داد نشیان  تنبیاکو  غیرتراریخیت  و یختترار گیاهان

گلایکیول ،  اتییلن پلیی  درصد 20 غلظت تا تراریخت گیاهان

 00 غلظیت  در امیا  یابید میی  افزایش محلول قندهای مقدار

 ر. دشید  مشیاهده  محلیول  قنیدهای  مقیدار  کیاهش  درصد

 تیا  محلیول  قنیدهای  محتوای افزایش غیرتراریخت گیاهان

 در کییاهش بعیید و یکییولگلااتیییلنپلییی درصیید 10 غلظییت

 گیاهییان در. شیید مشییاهده درصیید 00 و 20 هییایغلظییت

 و 10 هیای  غلظیت  در محلیول  قندهای مقدار غیرتراریخت

 اختلاف شاهد نمونه به نسبت گلایکولاتیلنپلی درصد 20

 اخیتلاف  ایین  هیا غلظیت  سیایر  در و دادنید  نشان دارمعنی

 محلیول  قندهای مقدار افزایش ،کلی طور به. نبود دارمعنی

 بیود  غیرتراریخیت  گیاهیان  از بیشیتر  تراریخیت  گیاهان در

 ترتییب  به درصد 00 و 20، 10 هایغلظت در که طوریبه

 بیود  غیرترایخیت  گیاهیان  از بیشتر برابر 5/1 و 50/1، 0/1

 (.0شکلل

 

 محلول هايپروتئين

 محلول هایپروتئین مقدار گیریاندازه از حاصل تایجن

 مختلیف  هایغلظت در رتراریختغی و تراریخت گیاهان در

 بیا  تراریخیت  گیاهیان  در کیه  داد نشیان  گلایکولناتیل یپل

 در داریمعنیی  تغیییر  گلایکیول اتییلن پلیی  غلظیت  افزایش

 گیاهیان  در. (5 لشکل نشد مشاهده محلول پروتئین مقدار

 مقیدار  لگلایکواتیلنپلی غلظت افزایش با نیز غیرتراریخت

 هیای غلظیت  در ولی بود ثابت درصد 10 غلظت تا پروتئین

 در پروتئین مقدار کاهش.داد نشان کاهش درصد 00 و 20

 بییود تراریخییت گیاهییان از بیشییتر غیرتراریخییت گیاهییان

 گیاهیان  بیا  درصید  00 و 20 هیای غلظیت  در کیه  طوریبه

  (.5 شکلل شد مشاهده داریمعنی اختلاف تراریخت

 

 



 09میه زارعی و علی اکبر احسانپور  س  ........    (Nicotiana tabacum L. cv. Wisconsin) تراریخت اکويبتن انگیاه بر خشکی تنش اثر

 
 دارمعنی اختلاف دهندهنشان نامشابه حروف و SD ± تکرار 0 میانگین هاداده(.  ل تر زنو و( الفل خشک وزن بر خشکی تنش اثر -1شکل 

(P≤0.05) باشدمی آزمون توکی براساس. 

 
 SD ± تکرار 0 میانگین هاداده( دل کاروتنوئید و(  ل کل کلروفیل ،( ل b ،(الفل a  کلروفیل مقدار بر خشکی تنش اثر -2شکل
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 دهندهنشان نامشابه حروف و SD ± تکرار 0 میانگین هاداده .تنباکو گیاهان برگ در محلول کربوهیدرات میزان بر کیخش تنش اثر -0شکل 

 .باشدمی آزمون توکی براساس (P≤0.05) دارمعنی اختلاف

 

 

 دارمعنی اختلاف دهندهنشان نامشابه حروف و SD ± تکرار 0 میانگین هاداده .تنباکو گیاهان برگ در پروتئین میزان بر خشکی تنش اثر -5شکل

(P≤0.05) باشدمی آزمون توکی براساس. 

 

 غيرتراريخت و تراريخت گياهان برگ-ساقه پروتئين الکتروفورز

 پروتئینی الگوی تراریخت گیاهان در ،5 شکل بر اساس

درصد نسبت به گیاه بدون تیمار لشیاهد(   10و  5در تیمار 

لو دالتیون افیزایش   یک 55ود در محدوده باند پروتئینی حد

که گیاهان غیر تراریخیت الگیوی   در حالی ،تراکم نشان داد

محیدوده  در .  علاوه بیراین  دهندمینسبتا یکسانی را نشان 

کیلو دالتون نییز گیاهیان تراریخیت نسیبت بیه شیاهد        22

دهنید. در سیایر تیمارهیای    افرایش تراکم باند را نشان میی 

ز نظییر بانیید پروتئینییی ای اخشییکی تغییییر قابییل ملاحظییه

 مشاهده نشد.
 



 01عی و علی اکبر احسانپور  سمیه زار  ........    (Nicotiana tabacum L. cv. Wisconsin) تراریخت اکويبتن انگیاه بر خشکی تنش اثر

 
 گلایکولاتیلنپلی مختلف هایغلظت در تنباکو(  لغیرتراریخت و( الفلتراریخت گیاهان برگ هایپروتئین الکتروفورزی الگوی -5 شکل

 
 گلایکولاتیلنپلی مختلف هایغلظت در تنباکو(  ل غیرتراریخت و( الفل تراریخت گیاهان در پروتئین نسبی بیان شدت -0 شکل

 

 يريگنتيجهث و بح

 گیاهیان  خشیک  و تیر  وزن تحقیب این نتایج بر اساس

ی بییالا هییایغلظییت در تنبییاکو غیرتراریخییت و تراریخییت

 بییا مقایسییه در را داریمعنییی کییاهش گلایکییولاتیییلنلیییپ

 بر شده انجام هایپهوهش در. دادند نشان شاهد هاینمونه

 در خشییک و تییر وزن کییاهش رونیید گیاهییان انییواع روی

. ]05و  52[ اسییت شیده  گییزارش تیر منفییی هیای پتانسییل 

 در تقریبیا   آبیی کیم  تنش دلیل به بیوم  کاهش همچنین

 ]52[ است شده مشاهده آفتابگردان گیاه هایژنوتیپ تمام

 وزن خشیکی  تینش  پیشیرفت  با که تحقیب این نتایج با که

 هیای علیت . یکیی از  دارد انطبیاق  ،یابید می کاهش گیاه کل

کاهش وزن تر و خشک در گیاهیان تحیت تینش خشیکی     

. در واقیع تینش خشیکی از طرییب     اسیت کاهش فتوسینتز  

نظمییی در سییاختار ایجییاد بییی ،اخییتلال در سییاختار غشییا 

ها باعث کیاهش نیر    ها و اختلال در عملکرد روزنهاندامک

هیای  گونیه  . تولید]1[ شودفتوسنتز و کاهش رشد گیاه می

 ییا  و هاآنزیم شدن غیرفعال تواندمی زنی گر اکسیهنواکنش

 شیدید  کیاهش  و کلروپلاستی و سلولی هایپروتئین تجزیه

 طیور  بیه  شود. فتوسنتز کاهش نهایت در و کلروفیل میزان

 محیدود  واسطه به گیاه رشد خشکی تنش شرایط در ،کلی

 از بیوشییمیایی  و فیزیولوژیکی هایفرآیند از تعدادی شدن

 متابولیسیم  ،هیا ییون  جذ  و انتقال ،تنف  ،فتوسنتز جمله

 به توجه با .]2[ یابدمی کاهش هاهورمون و هاکربوهیدرات

 هیای علت از را فتوسنتز شدنمحدود توانمی ،مذکور نتایج

 و تیر  وزن کیاهش  ،دیگیر  عبیارت  بیه  و رشید  کاهش اصلی

 . دانست تنش شرایط در گیاه خشک

 الف ب
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 گیاهیان  در کاروتنوئیید  و کلروفییل  مقیدار  پهوهش این در

 بیییالای هیییایغلظیییت در غیرتراریخیییت و تراریخیییت

 گیاهیان  در کیاهش  این که یافت کاهش گلایکولاتیلنلیپ

 کاروتنوئید و کلروفیل کاهش علت. بود بیشتر غیرتراریخت

 تینش  کیه  کرد بیان گونه این توانمی را خشکی تنش طی

 اکسیهن فعال هایگونه تولید به منجر طرف یک از خشکی

 نتیجیه  در و تجزییه  باعیث  خود نوبه به نیز این که شودمی

 در هیا کلروفییل  تینش  در دورة. شیود می هارنگدانه کاهش

 ناپدیید  تیلاکوئیید  سیاختارهای  وشیده   تجزیه کلروپلاست

 از برخیی  افزایش با همچنین خشکی تنش. ]50[ شوندمی

 ،آبسییزیک اسیید  و اتییلن  نظییر  رشید  هیای کننیده  تنظیم

 و کلروفییل  تجزیه باعث و ]1[ تحریک را کلروفیلاز فعالیت

 شیدن  بیاز  با بعد مراحل در که شودمی کلروفیل شدن آزاد

 واکوئیل  بیه  فعال صورت به محفولات این پورفیرینی حلقه

 باعیث  خشیکی  تنش ،دیگر طرف از .]50[ شوندمی منتقل

 هیای گونیه  کننیده جیارو   آنزیمیی  هایسیستم در اختلال

 هیا غربی پراکسیداسیون ایشافز نتیجه در و فعال اکسیهن

 گیردد میی  هیا رنگدانه تخریب و سلولی غشای به خسارت و

 در کیل  کلروفییل  کاهش که گفت توانمی همچنین .]53[

 دلالیت  نیور  دریافیت  برای ظرفیت کاهش به خشکی تنش

 توسیط  عمیده  طیور  به اکسیهن فعال هایگونه تولید .دارد

. افتید میی  اتفیاق  فتوسینتزی  دستگاه در انرژی مازاد جذ 

 هیای پیگمیان  تخرییب  و تجزیه وسیله به تواندمی ،بنابراین

 .]23[ شیود  اجتنا  هانآ بیشتر تولید از نور کنندهدریافت

 گیییاه در خشییکی تیینش طییی کلروفیییل غلظییت کییاهش

Phragmites australis ]50[ وAeluropus  logopoide 

]50[،Paulownia imperialis ]5[، لوبییییییا ]0 [ 

. اسیت  شیده  گیزارش  نیز ]Carthamus tinctorius  ]50و

 در خشکی تنش تحت فتوسنتزی هایرنگیزه مقدار کاهش

بیه طیور    کیه  است شده گزارش نیز دیگر هاپهوهش برخی

 دسیتگاه  و کلروپلاسیت  سیاختمان  تخرییب  دلیل به عمده

 تخریییب  ،هییا کلروفیییل فتواکسیداسیییون  و فتوسیینتزی

 بیوسینتز  از ریجلیوگی  ییا  و کلروفیل ساخت هایمادهپیش

 ییا  کیاهش  هرغنید . ]21و  12[ اسیت  جدید هایکلروفیل

 دیگیر  در خشیکی  تینش  طیی  کلروفیل مقدار نکردن تغییر

 تینش  شیدت  و میدت  به که است شده گزارش نیز هاگونه

 در کاروتنوئید و کلروفیل میزان کاهش .]05[ دارد بستگی

 بیود  کمتیر  غیرتراریخت گیاهان به نسبت تراریخت گیاهان

 تراریخیت  گیاهان شاید که باشد این بیانگر تواندمی این که

 خیاص  هیای راهکیار  کارگیری به و پرولین میزان افزایش با

 واقییع در. کننیید غلبییه کلروفیییل تجزیییه بییر انییدتوانسییته

 تخرییب  از جلیوگیری  در مهمیی  نقیش  سازگار هایمحلول

 بیه  اسمزی تنش و شدن دهیدراته زمان در تیلاکوئید غشا

 تثبییت  ییک  عنیوان  بیه  پرولین که آنجایی از و نددار عهده

 کیه  کرد پیشنهاد توانمی ،کندمی عمل نیز پروتئین کننده

 در درگییر  هیای آنیزیم  حفاظیت  سبب پرولین است ممکن

 پیرولین  اینبرعلاوه. شود تنش زمان در هاپیگمان بیوسنتز

 توانید می و دارد نقش نیز اکسیهن فعال هایگونه حذف در

 هیای خسیارت  و کیرده  عمیل  اکسییدان آنتی یک عنوان به

 سیسیتم  بیه  1 های واکنشگر اکسییهن گونه افزایش از ناشی

 فعالییت  همچنین. دهد کاهش را کلروپلاستی و فتوسنتزی

و آسییکوربات  2کاتییالاز اکسیییدانیآنتییی هییایآنییزیم بیشیتر 

 مییزان  کاهش نتیجه در و تراریخت گیاهان در 0پراکسیداز

 از تواندمی هارنگیزه بر هاآن مخر  راتاث و فعال هایگونه

 ذکیر  قابیل . باشید  گیاهیان  این در شده استفاده هایراهکار

 بیه  تحمل با کاروتنوئید و کلروفیل بالای محتوای که است

  .]50و  05[ است بوده همراه تنش
 موجیب  خشیکی  تینش  که شد مشاهده مطالعه این در

. دیید گر تینش  تحیت  گیاهیان  در محلیول  قندهای افزایش

 افیزایش  که هستند مهمی هایاسمولیت از محلول قندهای

 هرغنید . است شده گزارش خشکی تنش به پاسخ در هاآن

 بیر  شیوری  و خشکی تنش اثر مورد در نقیضی و ضد نتایج

از پهوهشیگران   برخیی . دارد وجیود  گیاهان در قند انباشت

 یابید میی  افزایش تنش تحت قند محتوای که اندکرده ثابت

 یابید می کاهش قند محتوای که معتقدند دیگر رخیب ،]2[

 ثابیت  قنید  محتیوای  که اندکرده گزارش نیز برخی و ]25[

 قنیدهای  محتیوای  افیزایش  آزمایش این در .]51[ ماندمی

 نتیایج  بیا  کیه  شید  مشیاهده  خشیکی  تینش  تحیت  محلول

 Lupinus albusهمچیون   گیاهیان  دیگیر  در آمده دستبه

 .]55[ دارد مطابقیت شوری  تحت تنش و آفتابگردان ]50[

 ذکیر  محلیول  قنیدهای  افیزایش  برای توانمی که دلایلی از

 از محلیول  قنیدهای  سیاخت  ییا  و گییاه  رشید  توقیف  ،کرد

                                                 
1- Reactive Oxygen Species (ROS) 

2- Catalase (CAT) 

3- Ascorbate Peroxidase (APX) 



 00سمیه زارعی و علی اکبر احسانپور    ........    (Nicotiana tabacum L. cv. Wisconsin) تراریخت اکويبتن انگیاه بر خشکی تنش اثر

 نیامحلول  قنیدهای  تخریب نیز و فتوسنتزی غیر مسیرهای

 تعیداد  بیه  اسیمزی  پتانسییل  ،گیاهان در که جاآن از. است

 اسیمزی  تنظییم  ،دارد بستگی نیز محلول ماده هایمولکول

 نشاسیته  همچون نامحلول ساکاریدهایپلی تبدیل مسیر از

 گلیوکز  و سیاکاروز  ماننید  محلیول  قندهای به فروکتان یا و

 منیابع  تیرین مهیم  از افزون بر ایین،  .]20[ گیردصورت می

 طیور  بیه  کیه  هسیتند  فتوسینتزی  ترکیبیات  ،محلیول  مواد

 ماننیید ترکیبییاتی هیییدرولیز از غیرمسییتقیم یییا مسییتقیم

 تحیت  دو هر گیاه رشد و فتوسنتز. شودمی حاصل فروکتان

 متأثر بیشتر گیاه رشد اما گیرندمی قرار خشکی تنش تأثیر

 فتوسینتزی  محفیولات  مییزان  رشید  توقیف  بیا  و شیود می

 و مقیاوم  هایژنوتیپ روی بر بررسی .]10[ یابدمی افزایش

 بیا  مقایسه در مقاوم ژنوتیپ در که نشان داد گندم حساس

 محلیول  کربوهییدرات  مقیدار  خشیکی  بیه  حساس یپژنوت

 مطابقیت  ایین پیهوهش   نتایج با که یابدمی تجمع بیشتری

 محتیییوای کیییه بودنییید معتقییید همچنیییین آنهیییا. دارد

 شیاخص  ییک  عنوان به توانمی را محلول هایکربوهیدرات

 آورد حسا  به خشکی به مقاوم هایژنوتیپ انتخا  جهت

 در محلیول  هیای ییدرات کربوه مقدار این پهوهش در. ]01[

 بیشیتر  غیرتراریخت گیاهان با مقایسه در تراریخت گیاهان

 در کیه  کیرد  عنوان بتوان گونهاین را آن دلیل شاید که بود

 بیالاتر  خاطر به 2OC تثبیت میزان تنباکو تراریخت گیاهان

 غیرتراریخت گیاهان از بیشتر هاآن کلروفیل محتوای بودن

 بیشیتر  نییز  هیا آن در قنیدها  تانباش دلیل همین به و بوده

 از هیا کربوهییدرت  کیه  اسیت  شیده  پیشنهاد .است گردیده

 حفاظیت  در نشاسیته  و هیا فروکتیان  ،فروکتوز ،گلوکز قبیل

 عیلاوه  هیا کربوهیدرات .دارند عهده به مهمی نقش اسمزی

 تفیفیه  و کیربن  ذخییره  در اسیمزی  حفاظیت  و تطیابب  بر

 .]55[ نددار عهده به مهمی نقش آزاد هایرادیکال

 وسیعی طور به خشکی تنش تحت هاپروتئین تغییرات

 ایین  در. اسیت  شیده  مطالعیه  زییادی  گییاهی  هایگونه در

 ،مختلیف  هیای غلظیت  تحیت  تراریخت گیاهان در پهوهش

 هیا پروتئین مقدار در داریمعنی اختلاف گلایکولاتیلنلیپ

 20 هایغلظت در غیرتراریخت گیاهان در اما نشد مشاهده

 تراریخیت  گیاهیان  و شیاهد  نمونیه  بیه  نسبت درصد 00 و

. شیید مشییاهده هییاپییروتئین مقییدار در داریمعنییی کییاهش

 هیم  هیا پیروتئین  مقیدار  در تغیییرات  کلیی  الگیوی  هرغند

 ابتیدا  غیرتراریخیت  گیاهیان  در هیم  و تراریخیت  درگیاهان

. (5 لشیکل  بیود  بالا هایدرغلظت کاهش سپ  و افزایشی

 شیده  مشاهده نیز خشکی تنش تحت جو ارقام مشابه نتایج

 آن کیاهش  سیپ   و هیا پیروتئین  افزایش نخست که است

 محتیوای  کیاهش  دلییل  شیاید  .]02[ اسیت  شیده  گزارش

 خیاطر  بیه  گلایکیول اتیلنلیپ بالای هایغلظت در پروتئین

 کیاهش  بیا . باشید  هیا پروتئین تخریب یا و فتوسنتز کاهش

 سیاخت  بیرای  نیاز مورد مواد ،خشکی تنش اثر در فتوسنتز

 پیروتئین  سیاخت  بنیابراین  و شیود نمیی  فیراهم  هاپروتئین

 دلاییل  از. ]10[ شیود میی  متوقیف  حتیی  یا و یافته کاهش

 فعالییت  و تشیکیل  افیزایش  ،کیرد  ذکر توانمی که دیگری

 گلایکیول اتییلن لیی پ بیالای  هیای غلظیت  در فعال هایگونه

 و هاپروتئین سنتز بازدارندگی باعث آزاد هایرادیکال. است

 ایین  هرغنید  .]13[ شوندمی هاآن دناتوراسیون به منجر یا

 باشید  میرتبط  هیا زوم پلیی  تعداد کاهش به است ممکن اثر

 محلیول  هیای پیروتئین  در کیاهش  سیپ   و افزایش .]10[

 سویا و جو روی بر پهوهش هاییافته با خشکی تنش تحت

 برخیی  در را افیزایش  ییک  خشکی تنش .]3[ است سازگار

. دهید میی  نتیجه دیگر برخی در را کاهش کی و هاپروتئین

 گیاهیان  در پیروتئین  مقیدار  در تغیییرات  پیهوهش،  این در

 بود کم و ناغیز غیرتراریخت گیاهان با مقایسه در تراریخت

 گیاهیان  ایین  در پیرولین  بیالاتر  محتوای آن دلیل شاید که

 هیای نقیش  از یکیی . باشید  غیرتراریخیت  گیاهان به نسبت

 از هیا آن حفیظ  و هیا پیروتئین  تثبیت در آن توانایی پرولین

 در .]02[ اسیت  شیده  ذکیر  آزاد هایرادیکال مخر  اثرات

 باعیث  و کنید میی  عمیل  غپرون یک عنوان به پرولین واقع

 از. ]55و  02[ شیود میی  هیا پروتئین طبیعی شکل پایداری

 در پییروتئین کییاهش بییرای تییوانمییی کییه دیگییری دلایییل

 القیای  ،کیرد  بییان  ولگلایکی اتییلن لیی پ بیالای  هایغلظت

. اسیت  خشیکی  تینش  در طول پروتئازها کدکننده هایژن

 هاژن از زیادی تعداد بیان خشکی تنش که است شده ثابت

 کیه  هسیتند  هیایی ژن هیا آن از برخیی  کیه  کنید می القا را

 سیلولی  درون پروتئازهیای . ]12[ کننید می کد را پروتئازها

 آسییب  و غیرضیروری  هیای پروتئین تجزیه در مهمی نقش

  .]22[ دارند را تنش شرایط تحت دیده

 و هییاژن بیییان اسییت ممکیین گیاهییان ،تیینش در دورة

 مشیخص  خوبی به. دهند تغییر را خود هایپروتئین مقادیر
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 بیه  پاسیخ  در متعیددی  میوقتی  هیای پاسیخ  که است شده

 بیییان الگییوی . همچنیییندارد وجییود محیطییی هییایتیینش

 قبییل  از تینش  وعنی  غنیدین  بیه  پاسخ در هاژن از بسیاری

 ،مثیال  عنیوان  به .]25[ است مشابه شوری و سرما ،خشکی

 هیای رونوشیت  و دهییدرین  هایپروتئین که شده مشخص

 و پییایین دمییای ،خشیکی ل دهیدراسیییون شییرایط در هیا آن

 بیه  را هیا سلول کنندگیتثبیت نقش و یافته تجمع( شوری

 نییز  حرارتیی  شیوك  هیای پیروتئین  همچنیین . دارند عهده

 .]00[ یابید میی  افیزایش  باشید  تنش تحت سلول که زمانی

 داد نشیان  پیهوهش  ایین  در هاپروتئین الگوی بررسی نتایج

 نمونیه  به نسبت باند 0 بیان شدت تراریخت گیاهان در که

 در. انید شده القا تنش اثر در نیز باند 2 و یافته تغییر کنترل

 نمونیه  به نسبت باند 0 بیان شدت نیز غیرتراریخت گیاهان

 هیا پیروتئین  در بییان  افیزایش .  اسیت  یافتیه  تغییر کنترل

 ،ترجمیه  ییا  و رونویسیی  سیرعت  افیزایش  اثیر  در توانید می

 بیه  پاسیخگو  هیای پروتئین تخریب میزان و سرعت کاهش

 بیه  پاسیخ  در هیا آن عمیر  طیول  افزایش و رخداده تغییرات

 از ناشیی  توانید میی  نیز پروتئین بیان کاهش. باشد هاتنش

 ناشیی  اکسیداتیو تنش یا و خشکی تنش رندگیبازدا اثرات

 برخیی  تغییرات. باشد ترجمه فرآیند یا و رونویسی بر آن از

 و تراریخییت گیاهییان هییایبییرگ در پروتئینییی بانییدهای از

 ژن افیزوده  بییان  بیه  وابسیته  است ممکن نیز غیرتراریخت

P5CS تینش  تنهیا  نیه  یعنیی . باشید  تراریخیت  گیاهان در 

 شده هاپروتئین بیان میزان در راتتغیی القای باعث خشکی

 نییز  خشکی تنش تحت P5CS ژن بیان افزایش بلکه است

 هیای ژن بییان  بر خاص هایمکانیسم طریب از است ممکن

 .باشید  گذاشیته  اثر هاآن ساخت و هاپروتئین برخی سازنده

 گیاهییان در پروتئینییی بانییدهای برخییی شییدت نتیجییه در

 یافتیه  تغیییر  تراریخیت غیر گیاهیان  با مقایسه در تراریخت

 بییان  اخیتلاف  و پروتئینیی  الگیوی  تفیاوت  ،بنابراین .است

. دییده شید   غیرتراریخت و تراریخت گیاهان بین هاپروتئین

 دو هیر  در را هیا پیروتئین  الگیوی  خشکی تنش ،حال هر به

 تغییرات خشکی تنش ،کلی طور به.  است داده تغییر گروه

 در تغییییراتل نپییروتئی Turnover بییا مییرتبط متییابولیکی

 برخیی  تجزییه  ییا  و هیا پروتئین برخی سطح حفظ ،ساخت

 کیه  ایمطالعیه  در .]11[ کندمی القا را( دیگر هایپروتئین

 اسیت  گرفته صورت شوری تنش تحت  تنباکو گیاه روی بر

 در غیرتراریخییت و تراریخییت گیاهییان در بانیید 11 الگییوی

 .]52[ است یافته تغییر شاهد نمونه به نسبت تنش شرایط

 گیاهیان  در هیا پیروتئین  برخیی  بییان  نییز  این پهوهش در

 و یافتیه  افیزایش  غیرتراریخیت  گیاهیان  به نسبت تراریخت

. انید داشته یکسانی الگوی گروه دو در نیز هاپروتئین برخی

 اثرگییذاری پیچیییدگی گییربیییان توانییدمییی نتیجییه اییین

 بییر P5CS ژن افییزوده بیییان نیییز و ،گلایکییولاتیییلنلیییپ

 . باشد هاآن بیان تغییر و هانپروتئی

 P5CS ژن انتقیال  کیه  درسمی نظر به ،نتایج به توجه با

 در خشیکی  تنش به تحمل افزایش باعث تنباکو گیاهان به

 بییان  دلییل  به تراریخت گیاهان در. است شده گیاهان این

 نقیییش و پیییرولین مقیییدار افیییزایش و P5CS ژن افیییزوده

 فعیال  هیای گونیه  مخر  اثر ،آمینواسید این اکسیدانیآنتی

 فتوسینتز  نتیجیه  در و فتوسینتزی  هیای رنگیزه بر اکسیهن

 تراریخیت  گیاهیان  هیای پروتئین در تغییر نبود. است کمتر

 نقیش  و پیرولین  بیالای  محتیوای  خیاطر  بیه  توانید میی  نیز

 افیزایش  را هاآنزیم و هاپروتئین از حفاظت که آن حفاظتی

  .باشد ،دهدمی

 

 دانيقدر

قالییه از معاونییت محتییرم پهوهشییی و    نویسییندگان م

هیای  و قطیب تینش   اصیفهان  تحفیلات تکمیلیی دانشیگاه  

نماینید. به واسطه حمایت از این پهوهش تشکر میی گیاهی 
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Abstract 
In this study، to evaluate the effects of drought stress on transgenic tobacco (Nicotinia tabacum 

L. cv. Wisconsin) containing P5CS gene and non transgenic plants under in vitro culture, these 

plants were grown on MS media containing 0، 5، 10، 20 and 30% PEG for 28 days. To select the 

drought tolerant and sensitive plants and also the mechanisms of drought tolerance in transgenic 

tobacco plants parameters such as wet and dry weight and photosynthetic pigments content 

(chlorophyll a، b، total chlorophyll and carotenoid), soluble sugars and total soluble protein content 

were measured 28 days after PEG treatment. Results indicated that reduction of wet and dry weights 

and photosynthetic pigments content in transgenic plants were lower than the non transgenic plants.  

Soluble carbohydrates in both plants in 10 and 20% concentrations, significantly increased. Total 

soluble protein content were decreased in non transgenic plants in 30% PEG, and remained 

unchanged in transgenic plants. SDS-PAGE results in leaves showed different protein patterns 

between transgenic and non transgenic plants and also between treated and non treated plants for 

example, protein bands about 35 and 45 KD, Proline as a key osmoregulating solute in plants play 

an overriding role in osmotic pressure adjustment of the cell under water stress condition. Thus 

transgenic plants containing P5CS gene might be resistant against drought stress. 
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