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 چكيده

. دهنداز خود نشان مي زنيجوانهپس از  تحمل زيادي نسبت به تنش شديد خشكي تا روز چهارم هبهارهاي گندم گياهچه
روزه گندم در شرايط تنش  ٤هاي گياهچهبذور متصل به به تنش در دهنده پاسخ يهاپروتئين مطالعهمنظور تحقيق حاضر به

 ياريآب وروزه  يستده و ب دورهدو آزمايش با اعمال تنش خشكي با قطع كامل آبياري در  .باشدميخشكي و آبياري مجدد 
بذور متصل به با سه تكرار زيستي انجام گرفت. تصادفي  ر اتاقك رشد در قالب يك طرح كاملاًد مدت سه و هفت روزبهمجدد 

خوبي شدت تنش و تاثير بررسي صفات فيزيولوژيك بهگياهچه براي سنجش فيزيولوژيك و پروتيوم مورد بررسي قرار گرفتند. 
تئوم با پرو ي. بررسبذر را نشان داد و با آبياري مجدد نيز در تمامي آزمايشات بذر به شرايط شاهد بسيار نزديك شد تنش بر

پس از  يتمشاهده شدند. در نها ترات نقرهين يزيآمبا رنگ پروتئيني لكه ٦٥٧وانجام تمامي تيمارها در بذر  بعديالكتروفورز دو
تنش خشكي موجب  .ندشد ييشناسا ،پروتئين ياطلاعات يهاپس از جستجو در بانكانتخاب و لكه  ١٣٠دارييمعن يزآنال

اي بذر و توليد شدن تركيبات ذخيره(افزايش پرولين)، شكسته هاي دفاعيهاي موثر در توليد پروتئينافزايش بيان ژن
هاي موثر در تنفس و تجزيه هاي موثر در تغييرات ساختماني ديواره سلول شد. از طرف ديگر كاهش بيان پروتئينپروتئين

هاي موثر در در شرايط آبياري مجدد افزايش بيان پروتئين .ژي در سلول در شرايط تنش شدپروتئين موجب كاهش مصرف انر
هاي ساختماني جديد (كاهش وزن بذر) و توليد پروتئين ها موجب مصرف مواد غذايي موجود در بذرمتابوليسم كربوهيدرات

  (حضور برگ و ريشه جديد) شد.
   فيزيولوژي ،خشكي ،پروتئوم ،گندم بذركليدي:  هايواژه
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  مقدمه
 امعمولً، كننديرشد م يعيطب طيكه در شرا ياهانيگ

 ابً يتقر .كننديرا در طول روز احساس م يميكمبود آب ملا
كه  يحساس) هنگام اهاني(گ ياهيگ يهاگونه يتمام

 از ابديكاهش  نهيحالت به درصد ٢٠ها به آن يآب يمحتوا
 يمحتوا درصد ١٠با  تواننديكه م ياهانيگ. رونديم نيب

 يمتحمل به خشك اهانيعنوان گبه ،زنده بمانند يآب
 ,.Tweddle et al( شونديمدت شناخته م يطولان

 يقندها يوجود دارد كه نقش اصل يامروزه مدارك .)2003
 ييعنوان سوبسترابلكه به سميبولاتنها در مت نه رامحلول 

عنوان به ،يانرژ ديو تول يوسنتزيب يندهايفرا يبرا
كه در واكنش هورمون  كيرولهيد يندهايمحصولات فرا

 ;Gibson, 2005( دهدمي نشان ،با قندها دخالت دارند

Leprince et al., 2004(. هاي بالغ گندم تحمل دانه
تحمل به ميزان اين دهند. زيادي به خشكي نشان مي
 )Resurrection plants( تحمل گياهان رستاخيزي

در طي  ).Walters et al., 2002( دارد ياريبس شباهت
چه از زني كه در بسياري از گياهان با خروج ريشهجوانه

شود، تحمل به خشكي به سرعت از دست بذر همراه مي
 گندم روزه ٦ يهااهچهيگ دهدكهيها نشان مافتهيرود. مي
 اهانيگ يبرا آب كمبود زانيم همان تحمل به قادر يبهار

ها در تفاوت آن ليدلبه احتمالاً  مسئله نيا. ستندين روزه ٤
محلول است. تحمل به  يقندها سميپاسخ به متابول

 يآبمربوط به كم ميمستقطور به هااهچهيگ نيدر ا يخشك
از عوامل  يكي دفاعي هايپروتئين ميزانو كاهش  ستين

 ,.Soares et al( استدر بذر  خشكيكاهش تحمل به 

 يعنوان صفت كمكه به يتحمل به خشك .)2015
باشد يم يمستلزم مشاركت كمپلكس ژن ،شوديمحسوب م

)Montalvo-Hernandez et al., 2008(.  مطالعات قبلي
 ياو اح يدر تحمل به خشك يبذر نقش مهم ه كهدادنشان 

سه و  ياهانتحمل در گ ينمجدد دارد و ا ياريپس از آب
 همچنين، كنديم يتروند تبع يكاز  يقاچهار روزه دق

 يرو تاثشده بذر  يگزينجا تواندنميمحيط غذايي 
باشد داشته  يتحمل به تنش خشك يجاددر ا دارييمعن

)Koobaz et al., 2014(. يالكتروفورز ژل دو بعد )D2-

DIGE( ل يه و تحليتجز يبرا توسط محققين مختلف
و  يديكل يهانيدادن پروتئك و نشانيپروتئوم

مورد استفاده قرار گرفته ها در دانه گندم نيفسفوپروتئ
تر مطالعات پروتئوم روي بيش .)Lv et al., 2016(است 

دانه و آرد گندم (اهميت كيفيت و كميت پروتئين در 
پخت نان) معطوف شده است. مطالعات پروتئوم ديگري 

، )Lv et al., 2016( زدنبذور در حال جوانهروي 
گياهچه ، مراحل نموي )Ma et al., 2018( آميلوپلاست

 و پوسته بالغ بذر )Zhang et al., 2015(گندم 
)Branlard, et al., 2007( مطالعه  .صورت گرفته است

روي تغييرات فيزيولوژيك و پروتئوم بر جنين و محققان 
زني بذر در طي جوانه آندوسپرم گندم پرمحصول چيني

در مرحله آبگيري، اندازه بذر و محتواي آب ه كه نشان داد
سرعت افزايش يافته و اين تغييرات همراه با برخي به

تغييرات متابوليك از جمله افزايش ميزان قندهاي محلول 
، كاهش در محتواي نشاسته و افزايش آميلازو فعاليت آلفا

هاي لكهترين هاي گياهي است. بيشنهورموسريع 
، اسيدهاي آمينه، در جنين در متابوليسم انرژي پروتئيني

- درحالي ،استرس يا دفاع و متابوليسم پروتئين نقش دارند

تر به متابوليسم كربوهيدرات و كه در آندوسپرم بيش
 ,.Liu et al( شوندمياي مرتبط ذخيرههاي پروتئين

تنش مطالعه روي دو رقم متحمل و حساس به . )2018
رقم متحمل در شرايط  كه خشكي در گندم نشان داد

هاي اكسيداتيو و دفاعي تنش خشكي ميزان بيان پروتئين
هاي شوك حرارتي و يوبي از جمله پراكسيداز، پروتئين

 Faghani et(است داده افزايش  را )Ubiquitin(كوئيتين 

al., 2015( . همچنين افزايش بيان سوكروز سنتاز در دو
متحمل و حساس به تنش خشكي در گندم طي رقم 

 ,.Jiang et al( مراحل پرشدن دانه گزارش شده است

ها هدف از مطالعه مذكور، بررسي نقش پروتئين. )2012
 و بررسي ، آبياري مجدددر تنش خشكي بذر گندم

  است. هاي موثر در تحمل به تنش و احياپروتئين
  

  هامواد و روش
ي با سه تكرار تصادف كاملااين آزمايش در قالب طرح 

 لوكس ٢٠٠٠در اتاقك رشد با نور  روي رقم مرودشت
)Lux( ١٦ و روشنايي سلسيوسدرجه  ٢٥ - ٢٣، دماي 

در آزمايشگاه فيزيولوژي ساعت  ٨ ساعت به تاريكي
ي پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي كرج در پاييز ملكول
 SPSSها با استفاده از نرم افزار داده .انجام شد ١٣٩٥سال 

 با استفاده از آزمون حداقل هايانگينم يسهشد و مقا يزآنال
 درصد انجام گرفت. ٥در سطح  )LSD( دارياختلاف معن

 عنوان رقم حساس به تنش خشكي گندممرودشت به قمر
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در از موسسه اصلاح و تحقيقات بذر تهيه شد. كشت بذور 
ليتر در ميلي ٢٠(بار مصرف ظروف پلاستيكي شفاف يك

متري و سانتي ٢٠طول كي شفاف بهييك ظرف پلاست
 ٧٠ضدعفوني با الكل پس از و متري) سانتي ١٠عرض
(يك دقيقه) و شستشو با آب مقطر (سه بار) روي  درصد

با آبياري معمولي براي توليد گياهچه در كاغذ صافي 
روزه تقريبا  رهاي چهاانجام شد. سپس گياهچهاتاقك رشد 

هاي دند. بر اساس بررسيها انتخاب شيكسان از ميان آن
تنش ) Koobaz et al., 2014( براي تحمل بهقبلي 

خشكي با قطع كامل آبياري (قرارگيري روي كاغذ صافي 
انجام روز)  ٢٠و  ١٠مختلف ( مدت زمان ٢ر دخشك) 

است كه موجب توقف كامل  يشدت تنش به حد شد.
نجام ا گياهچه ٥٠سپس آبياري مجدد حاوي  .شدرشد 

 جديد ظاهر شد. يشهر ياريپس از سه روز آب شد.
روز برگ و ريشه جديد  ٧شده پس از هاي احياگياهچه

بودن گياه پس از تحمل به توليد كردند كه نشان از زنده
روزه كه  ٦هاي ها با گياهچهبه همين جهت آنتنش بود. 

عنوان شاهد مورد از نظر مرحله رشدي يكسان هستند، به
شدت زياد  مقايسه قرار گرفتند. بقيه تيمارها با توجه به

و احيا  تحت تنشتنش خشكي (توقف رشد در گياهان 
(در  روزه نرمال مقايسه شدند ٤هاي با گياهچه) روزهسه

واقع  در .اين مطالعه دو شاهد مورد استفاده قرار گرفت)
)، تنش ٢ روزه (تيمار ١٠)، تنش ١ روزه (تيمار ٤شاهد 

)، ٤ روزه احيا سه روزه(تيمار ١٠)، تنش ٣ روزه (تيمار ٢٠
روزه احيا  ٢٠)، تنش ٥(تيمار  روزه ٧روزه احيا  ١٠تنش 

)، ٧(تيمار  روزه ٧روزه احيا  ٢٠)، تنش ٦ (تيمار سه روزه
) تيمارهاي مورد استفاده در اين ٨(تيمار  روزه ٦شاهد 

در هر مرحله پس از جداسازي گيري نمونهتحقيق بودند. 
طور همزمان براي ها به. نمونهشدانجام  بذر از گياهچه

ها ژي برداشت شد. نمونهمطالعات پروتيوميكس و فيزيولو
دليل تفاوت زماني از نظر مرحله فيزيولوژيك مورد به

 بررسي قرار گرفتند.

  ربذ خشكوزن تر و  سنجش

مارها يك از تيهر  يمار برايان زمان اعمال تيپس از پا
استخراج  ك ويولوژيزيصفات ف يه برانجداگا يبردارنمونه
شده و بلافاصله اهچه جدا يبذرها از گ ن انجام شد.يپروتئ

. شد يريگتال اندازهيجيق ديدق يها با ترازووزن تر آن
 قرار درجه سلسيوس ٥٠يها در آون با دماسپس نمونه

ط يها با شراگرفتند تا كاملا خشك شده و وزن خشك آن
چون بذرها آبگيري پيدا كرده و  .شد يريگاندازه يقبل

  .بودها با هم متفاوت وزن تر و خشك آن ،اندكردهرشد 
  ن كليسنجش پروتئ

دفورد اروش برمحلول كل به ينپروتئ يشآزما يندر ا
)Bradford, 1976( يريگگيري گرديد. جهت اندازهاندازه 
با استفاده از  ،ياهيگ يهانمونه ينغلظت پروتئ يزانم

 )BSA( يسرم گاو ينآلبوم ينمختلف پروتئ يهاغلظت
ميكروليتر از  ٢٠. سپسيدمنحني استاندارد رسم گرد

ليتر معرف ميلي ١با برگ و بذر  يعصاره آنزيم يهانمونه
)مخلوط شد و بعد از پنج دقيقه v/v( درصد ٢٠دفورد ابر

نانومتر قرائت  ٥٩٥ها در طول موج ميزان جذب نمونه
ها با استفاده از محلول نمونه نئيگرديد. غلظت پروت

 (شكل حاسبه شدم )µg/ml(منحني استاندارد بر حسب 
١(.  

  
  
  
  

  
  

  
  

  گندم بذر در پروتئين سنجش كاليبراسيون منحني -١ شكل
Figure 1. Calibration curve of protein measurement in seed wheat 
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 پرولين محتواي سنجش

روش وندرسكولو و به نيپرول محتواي يريگاندازه
 يبراانجام شد.  (Vendruscolo et al., 2007)همكاران 

، ٢٠، ١٠، ٥، ٢، ٥/٠ يهااستاندارد از غلظت يمنحن هيته
  .)٢ (شكل استفاده شد نيپرول ppm ٤٠و  ٣٠

  
  گندم بذر در پرولين سنجش كاليبراسيون منحني -٢ شكل

Figure 2. Calibration curve of proline measurement in seed wheat 

  استخراج پروتئين
مورد  تيمارهاي ،منظور استخراج پروتئين از بذربه
 ،فنلاستفاده از مختلف  تركيباتپس از استفاده از  بررسي

استخراج پروتئين . بدين ترتيب تشخيص داده شدمناسب 
 .)Hurkman and Hanaka, 1986( از بذر انجام شد
روش برادفورد در طول موج به پروتئينسنجش غلظت 

 Cary(نانومتر با استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر  ٥٩٥

varian-300( انجام شد )Bradford, 1976(.  
  الكتروفورز دوبعدي

مورد نيازابتدا از  pHمنظور تعيين بهينه به اول بعد در
 مشاهده از پس و شد استفاده =pH ٣- ١٠ با يهاژل

 شاتيآزما هيكل در =٤pH-٧ محدوده در هانيپروتئ تمركز
 يدهخطي استفاده شد. براي آب =٤pH-٧ با هاييژل از

 اضافهدهي آب محلولبافر به  IPGو  DTTها،نمودن ژل
به  راو محلول  اضافه نيميكروگرم پروتئ ٢٥٠شد. سپس 

ژل روي  خته،ير يدهآبداخل شيار موجود در سيني 
 يدهآبپس از تكميل مرحله  .شد هآرامي قرار دادشيار به

 II فورمولتي دستگاهصفحه  يرو هاژل اتاق، يدما در
 اول بعد انجام براي Amersham Bioscienceشركت 

)IEF( ٥/٢٢ مدتشده بهبهينه برنامه و شده داده قرار 
 اتمام از پس .)Blum et al., 1987( انجام شد ساعت
با  SDS-PAGEدوم بر روي ژل  بعد ،اول بعد مراحل
به روي  IPG هايژل سپس .اجرا شد درصد ٥/١٢غلظت 

 به دوم بعد الكــتروفورز .شدند منتقل دو بعد هايژل

 ROTEAN Plus Dodecaتاييدوازده دستـــگاه وسـيله

Cell  ولت و  ٢٠٠ليتر بافر تانك با ولتاژ ثابت  ٢٥حاوي
 نقره تراتين با ظهورو ساعت انجام  ٨مدت آمپراژ متغير به

شده با استفاده از دنسيتومتر آميزيرنگ هايژل .شد انجام
GS-700 (Bio-Rad) 600 و با وضوح dpi شده و اسكن

مشخص  Melanie 6افزار تصاوير مربوطه با استفاده از نرم
شدند. پس از اكتساب تصاوير به فرمت ديجيتالي توسط 

افزار و انجام فرآيند به محيط نرم هادنسيتومتر و ورود آن
ها مشخص آن يحجم درصد، هاي پروتئينيلكهشناسايي 

   .دش
ها با استفاده از الكتروفورز وزن مولكولي پروتئين

- نشانگرهاي پروتئيني استاندارد مشخص و در نرمهمزمان 

. )Fathi et al., 2009( تخمين زده شد Melanie 6افزار
گيري نقطه ايزوالكتريك نيز براي هر لكه پروتئيني با اندازه

با محدوده  IPGمتري سانتي ١٨مهاجرت لكه روي نوار 
pH افزار مشخص شد. هر لكه پروتئيني در نرم ٧- ٤خطي

دار، با در دست داشتن وزن مولكولي و معنيبا تغيير بيان 
نقطه ايزوالكتريك و با جستجو در مقالات مرتبط در 

Uniprot هيكل .مورد شناسايي احتمالي قرار گرفت 
نمونه مستقل انجام  سهبا سه تكرار از حداقل  شاتيآزما

 SPSS افزاربا استفاده از نرم هانيانگيم سهيگرفت. مقا
بودن  داريمعن نييجهت تع LSD آزمون ١٦نسخه 
 انجام شد. ≥٠٥/٠Pاحتمال  درسطح هاتفاوت

y = 0.246x - 0.244
R²  =0.9687
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  نتايج و بحث
تاثير تنش و آبياري نشان داد كه  يانسوار يهتجز يجنتا
و  محلولپروتئين محتواي وزن تر و خشك بذر، بر  مجدد

بود  داريدرصد معن يك احتمال در سطحپرولين محتواي 
 .)١ جدول(

 و تنش زمان در بذرها كيولوژيزيف صفات يبررس

  مجدد ياريآب
بذر و مقايسه آن با وزن خشك نتايج آناليز وزن تر 

مقدار ي هر دو شاهد مورد بررسي انشان داد كه بذره
زيادي آب در خود دارند و تنش موجب كاهش شديد وزن 

داري با وزن خشك نرمال در معنيتر بذر شده ولي تفاوت 
 ٢٠. اگرچه تنش )٣ B وA٣ (شكل  نداشتروزه  ١٠تنش 

ر بذر شد. با آبياري مجدد و تروزه موجب كاهش وزن بيش
ادامه رشد گياه، كاهش وزن در بذر ادامه يافته و با افزايش 

كه داشت تري زمان آبياري مجدد، اين كاهش شدت بيش
بودن گياه و مصرف مواد غذايي داخل بذر دهنده زندهنشان

روزه  ٦كه اين كاهش از بذر گياهچه نرمال طوريبه ،بود
يممسئله  نيا) يبرگ سه مرحله(هر دو در  تر شدنيز بيش

به اشدهياح اهيگ در ديجد يهاشهير جاديا ليدلبه ،تواند
روند رشد بذور  بر يبررس جينتا .باشد آب جذب منظور

 جيتدربه ،بذر يريآبگ گندم نشان داده است كه با آغاز
رشد  گريشده و از طرف دهيتجز يانشاسته باتيترك

  .)Liu et al., 2018( آغاز شده است اهيدر گ ليپوكوتيه

 ، پروتئين كل و پرولين بذر )DW( و خشك بذر )FW( تجزيه واريانس صفات وزن تر -١ جدول

Table 1. Analysis of variance of seed fresh and dry weight, total protein and proline content  
درجه   Mean square مربعاتميانگين 

 آزادي

df  

  اتمنابع تغيير
S.O.V  

 پرولينمحتواي 

Proline 
content  

 پروتئين كلمحتواي 

Total protein 
content  

 وزن خشك بذر

Seed DW  
 وزن تر بذر

Seed FW  

  Drought stressتنش خشكي  7 **0.077 **0.013 **891.076 **0.005
 Errorاشتباه  23 0.015  0.005  0.36 0.0006

  (%)CVضريب تغييرات   3.7 4 11.2 2.7
ns , **  داردار در سطح احتمال يك درصد و عدم وجود اختلاف معنيترتيب معنيبه  

**,ns : Significant at 1% probability level and non-significant, respectively 

  بذر كل نيپرولمحتواي پروتئين و  يبررس

 كه داد نشان كل نيپروتئ نيانگيم سهيمقا زيآنال جينتا

 ،يخشك تنش طيشرا در آب زانيم كاهش به توجه با

 با مجدد ياريآب در و افتهي شيافزا كل نيپروتئ محتواي

 هاآن زانيم بذر، در موجود يارهيذخ يهانيپروتئ مصرف

 كاهش نيا) روز ٧( مجددي اريآب ادامه با و افتهي كاهش

بلترانو و  اين نتايج با گزارش .)d٣  (شكل شد ترشيب
همكاران مبني بر افزايش پروتئين در دانه گندم تحت 

تواند تنش خشكي مطابقت دارد. دليل اين افزايش مي
تحت تاثير عوامل محيطي باشد كه در پركردن دانه نقش 

برخي محققان . اگرچه )Beltrano et al., 1999( دارند
اظهار حسب سطح برگ  بر نيپروتئ محتوايبا محاسبه 

برگ گندم تحت تنش  نيپروتئ محتوايداشتند كه 
شده است و وجود برخي آنزيمكم نسبت به نرمال  خشكي

 هاي هيدروليزكننده پروتئين دليل اين كاهش است
)Simova-Stoilova, 2006( در .Sporobolus 

stapfianus موثر در تنش  يهانيپروتئ زانيم شيافزا زين
. )Oliver et al., 2011a(گزارش شده است  يخشك
تجمع  .شوديم محسوب تنش ضد بيترك كي نيپرول
 يهاتنش ،يشور ،يخشك يهاتحت تنش نيپرول

 اهانياز گ ياريدر بس رهيو غ نيفلزات سنگ و،يداتياكس
 ;Ashraf and Foolad, 2007( استگزارش شده 

Rampino et al., 2006( .شيحاضر افزا قيتحق در 
آن در  زانيو كاهش م يبذر تحت تنش خشك نيپرول

. )c٣  شكلبود ( مشهود يخوبروزه به ٧مجدد  ياريآب
 به هنوز نيپرول مقدار روزه، ٧ مجدد ياريآب وجود با اگرچه

 يخوببه موضوع نيا. داشتن كاهش شاهد اهانيگ اندازه
 سلول، ياسمز ميتنظ در نيپرول شيافزا ريتاث دهندهنشان

 تهيدياس كاهش ،يسلول يساختارها يداريپا از تيحما

 علاوه .است يوميآمون تيسم برابر در ممانعت و سلول

 در يخشك تنش طيشرا در نيپرول اديز زانيم گزارشات

  آب كمبود اثرات كاهش در نيپرول مهم نقش انگريب گندم
 Mousavi et al., 2016; Ehya et( است اهانيگ نيا در

al., 2013; Abro et al., 2019;(. 
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  گندم اهچهيگبذر  نيكل و پرول نيمجدد بر وزن تر، خشك، پروتئ ياريو آب يخشك تنشريتاث -٣ شكل
Figure 3. The effect of drought stress and recovery on fresh weight, dry weight, total protein and proline 

content 
 NAوND  ،گياهچه چهار روزه و شش روزه با آبياري كامل T1وT2  بيست روزه،  مدت ده وگياهچه چهار روزه تحت تنش خشكي بهT1W1 و 

T2W1 مدت سه روز پس از پايان تنش، شده بههاي آبياريگياهچهT1W2  وT2W2 مدت هفت روز پس از پايان تنششده بههاي آبياريگياهچه  
NA and ND: well-watered four&six day old seedlings; T1 and T2: Four-day-old seedlings deprived of water for 10 and 20 

days; T1W1 andT2W1 seedlings watered for 3 day at the end of the imposed period of water stress; T1W2 andT2W2 
seedlings watered for 7 day at the end of the imposed period of water stress

  پروتئيني پاسخ دهنده به خشكي در بذرهاي لكه
پروتئيني قابل  لكه ٦٥٧بر اساس داده پروتئوميكس، 

بررسي تيمار با سه تكرار) جدا شدند.  ٨ژل ( ٢٤تكرار از 
بر اساس مقايسه ميانگين با آناليز  پروتئينهاي لكهحجم 

ANOVA  طي لكه پروتئيني  ٣٥١ اين ميانشد. انجام
تنش خشكي و آبياري مجدد حداقل در يك تكرار در 

دادند (در دار نشان هاي شاهد تغيير معنيمقايسه با نمونه
بيان  باپروتئين هاي لكهتعداد  ).يك درصد احتمال سطح

 ١٠تر از تنش روزه بيش ٢٠متفاوت در تمامي تيمارهاي 
روزه با آبياري  ١٠روزه و تنش  ١٠تيمار تنش  .روزه است

هاي با بيان متفاوت در ترين پروتئينبيش ،روزه ٧مجدد 
اما ، ندداشترا بين تمامي تيمارهاي تنش و آبياري مجدد 

 ٢٠روزه و تنش  ٣روزه آبياري مجدد  ١٠تنش  تيمارهاي
ترين تفاوت بيان را بين كم ،روزه ٧روزه با آبياري مجدد 

. پس از دادندروزه نشان  ٧و  ٣تيمارهاي آبياري مجدد 

نسبت به تنش  هاي پروتئينيلكهآبياري مجدد ميزان بيان 
خوبي قابل بهروزه  ٧و اين مسئله در آبياري  كاهش يافت

با توجه به تفاوت زياد بين دو  ).٤(شكل  ملاحظه است
هاي پروتئيني، از روش آماري شاهد و تعداد زياد لكه

براي جداسازي استفاده شد. در اين  )K means( ديگري
- تفاوت معني درصد ١لكه پروتئيني در سطح  ١٤٥روش 

از )كه ٢ (جدول دار نشان داده و مورد شناسايي قرار گرفت
لكه قابل شناسايي بودند. تنها لكه  ١٣٠ها بين آن

هاي آبياري مجدد قابل ديدن است، پروتئيني كه روي ژل
 (دهيدرين) بود ٤٣٢فقط شماره

  هاي داراي افزايش بيان در شرايط تنشپروتئين
هاي پروتئيني مورد بررسي مقايسه ميانگين لكه

ژن كاهش بيان  ٥٨روزه  ١٠تنش بررسي نشان داد در 
نشان دادند. با افزايش شدت  ژن افزايش بيان ٩٧يافته و 

 ٨٧هاي افزايش بيان يافته به روزه) تعداد ژن ٢٠( تنش
- هاي كاهش بيانكه تعداد ژندرحالي ،ژن كاهش يافت

هايي كه در شرايط ترين پروتئينيافته ثابت ماند. بيش
  .تنش افزايش بيان نشان دادند
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 تحت تنش و آبياري مجدد نسبت به شاهد داراي تفاوت معني دارهاي بذر تعداد پروتئين - ٤شكل 

هاي تحت تنش نسبت دار پروتئيندار تحت تنش و بخش سفيد رنگ كاهش بيان معنيهاي با افزايش بيان معنيبخش سياهرنگ نشانگر تعداد پروتئين.
  دهد.به شاهد را نشان مي

Figure 4. The number of significantly different proteins under water-stressed and rewater compare to 
control 

Black bars showed proteins more abundant in stressed plants and white bars showed proteins less abundant in stressed plants 
compare to control. 

 NAو ND  ،گياهچه چهار روزه و شش روزه با آبياري كامل T1و T2 بيست روزه،  مدت ده وگياهچه چهار روزه تحت تنش خشكي بهT1W1 و 
T2W1 مدت سه روز پس از پايان تنش، گياهچه هاي آبياري شده بهT1W2  وT2W2  گياهچه هاي آبياري شده به مدت هفت روز  پس از پايان

  تنش
NA&ND: well-watered four&six day old seedlings; T1&T2: Four-day-old seedlings deprived of water for 10&20 days; 

T1W1&T2W1 seedlings watered for 3 day at the end of the imposed period of water stress; T1W2&T2W2 seedlings watered 
for 7 day at the end of the imposed period of water stress.

ها، هاي مربوط به متابوليسم كربوهيدراتپروتئين
. يكي بودندهاي جديد پروتئينهاي دفاعي و سنتز پروتئين

 دهيدراتاز ها ايميدازول فسفاتپروتئيناز اين 
)Imidazoleglycerol-phosphate dehydratase (

بيوسنتزي توليد اسيدهاي آمينه در  مسير است كه در
شدن پروتئين موثر در ساختهكلروپلاست نقش داشته و 

L-histidine .ي كه با مشخصات پروتئينلكه پنج  است
لازم . دادندمطابقت دارند افزايش بيان نشان  پروتئيناين 
هاي لكهشماره داخل پرانتز مربوط به شماره است  كربه ذ

 )٣٠٩- ٣١٤- ٣١٢- ٢٥٤-٢٥٣( در جدول است پروتئيني
 از فرايندهاي برخي در هاتيوردوكسين. )٢(جدول

 نشاسته و پروتئيندرآوردن  حركت به شامل بيوشيميايي
 برابر در سلول محافظت و زنيجوانه هنگام غلات بذر در

 درون آب كاهش زمان در به خصوص تنش اكسيداتيو،
 Serrato( باشندمي دخيل بذر، زنيجوانه و دانه در (سلول

and Cejudo, 2003( . تيوردوكسينh احياي موجب 
جمله  از سولفيددي پيوند داراي هايپروتئينانواع 

 و )Glutenin( گلوتنين مانندايذخيره هايپروتئين
 با مرتبط هايپروتئين و در گندم  (Gliadin)گلايدين

 ,Buchanan and Balmer( شوداكسيداتيو مي هايتنش

2005, Hajheidari et al., 2007(. اين مطالعه نيز  در

 پروتئينمرتبط با دو  ٦٤٣و  ٦٥هاي نقاط پروتئينبيان 
 ATPپروتئينافزايش يافته است.  گلوتنين و گلايدين

synthase beta and alfa subunit   نيز از جمله
تر هاي كليدي براي انتقال الكترون است. بيان بيشآنزيم

تنش هاي گياهچه در پروتئينواحد بتا قبلا نيز در  زير
دهنده تواند نشانگزارش شده است كه مي خشكي

مكانيسم تحمل در گياه بوده و موجب افزايش ميزان 
 ,.Koobaz et al( ي در زمان آبياري مجدد شودژانر

2020, Calvo –Polanco et al., 2019(.  فروكتان
 ١Fructan 1-exohydrolase( اگزوهيدرولاز

W3FEH3_WHEAT(  موجب هيدروليز اتصالات
تر در ساقه شود. اين پروتئين بيشاينوليني در فروكتان مي

ها بيان خصوص در ناحيه ميانگره بيان شده و در ريشههب
 ,.Van Riet et al ( بسيار پاييني نشان داده است

اين آنزيم بسيار حساس بوده و فعاليت آن در . )2008
و در اين پژوهش نيز تحت  شودحضور سوكروز متوقف مي

 .)١٠١ لكه پروتئيني(است تنش افزايش بيان يافته 
نيز  Ubiquitinconjugating enzyme E2 7پروتئين 

پروتئين  )ubiquitination(شدن كوييتينهدر مسير يوبي
كه بخشي از تغييرات پروتئيني است نقش دارد. در واقع، 

 هاي ديگر كوييتون به پروتئينموجب اتصال كوالانسي يوبي
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هاي پاسخ به برخي پروتئينهاي پروتئيني تحت شرايط شاهد)ضريب تاثير مربوط(درصد حجمي لكه هاي پروتئيني تحت شرايط تنش نسبت به درصد حجمي لكه - ٢ جدول
  ردهنده به تنش خشكي در بذ

Table2- The corresponding induction factor (percent volume of spot in stress condition/percent volume of spot in well-watered condition) of 
drought responsive protein of seedlings  

لكه 
  پروتئين
Spot 

روزه/شاهد١٠تنش
  روزه٤

T1/NA 
 

روزه/شاهد٢٠تنش
  روزه٤

T2/NA 

 روزه١٠تنش

رو٤روزه/شاهد٣احيا
  زه

T1W1/ND 

 روزه١٠تنش

روزه/شاهد٧احيا
  روزه٤

T1W2/ND 

 روزه٢٠تنش

٤روزه/شاهد٧احيا
  روزه

T2W1/NA 

 روزه٢٠تنش

روزه/شاهد٧احيا
  روزه٦

T2W2/ND 

نقطه 
ايزوالكتريك/وزن 

  مولكولي
pI/MW 

 كد شناسايي
ID 

 نام پروتئين
Protein name 

65 2.200781 1.9483 0.86354 0.784339 0.761976 1.028891 5.77/83 GLT5_WHEAT Glutenin, high molecular weight ,DX5 

101 1.578607 2.352586 0.559366 0.519198 0.610684 0.659113 4.85/67 1FEH3_WHEAT Fructan 1-exohydrolase w3 

230 2.339307 1.655774 1.18253 0.52051 0.69462 0.647075 6.04/16 HS16A_WHEAT 16.9 kDa class I heat shock protein 1. 

234 1.635382 1.252927 0.835262 0.682874 0.863857 0.921176 6.44/16 HS16B_WHEAT 16.9 kDa class I heat shock protein 2 

244 2.091401 2.144997 1.004276 0.545519 0.769132 0.541759 6.28/18 HS16B_WHEAT 16.9 kDa class I heat shock protein 2 

245 2.25935 1.94619 1.477347 1.050122 1.267614 1.076797 6.30/17 HS16B_WHEAT 16.9 kDa class I heat shock protein 2 

253 2.74236 3.200102 1.407778 3.305469 1.563021 1.032036 6.2/24 HIS7A_WHEAT Imidazoleglycerol-phosphate dehydratase 1 

254 1.513886 1.01379 0.001738 0.001738 0.001738 1.022496 6.2/23 HIS7C_WHEAT Imidazoleglycerol-phosphate dehydratase 1 

312 2.079556 2.378437 0.825652 0.75575 0.559256 0.46107 6.5/24 HIS7C_WHEAT Imidazoleglycerol-phosphate dehydratase 3 

314 1.52143 2.064903 0.766394 0.375145 0.453244 0.630901 6.4/24 HIS7C_WHEAT Imidazoleglycerol-phosphate dehydratase 3 

320 2.995867 3.204729 0.758842 0.452282 0.827813 0.616497 6.34/15 GRP1_HORVU Glycine-rich cell wall structural protein 

504 0.400431 0.658542 0.799728 1.191449 0.760269 0.702639 4.5/31 COX2_WHEAT Cytochrome c oxidase subunit 2 

505 0.244702 0.602054 0.951355 0.743353 0.905027 0.75144 4.5/32 COX2_WHEAT Cytochrome c oxidase subunit 2 

524 0.29164 0.35712 0.679095 1.61936 0.802908 1.083885 5.12/87 None  

643 5.100725 6.020359 0.597687 0.453707 0.753991 0.503395 6.53/33 GDA2_WHEAT Alpha/beta-gliadin A-II 

a .اعداد مرتبط با ژل الكتروفورز دو بعدي  
  در مقايسه با شاهد است. درصد ٥دهنده به خشكي در سطح حداقل يكي از تيمارهاي پاسخدار در بيان دهنده تغيير معنيها نشانرنگ

  .دهنده در مقايسه با شاهد استهاي پاسخدهنده كاهش بيان ژندهنده در مقايسه با شاهد و رنگ طوسي كمرنگ نشانهاي پاسخدهنده افزايش بيان ژنرنگ طوسي پررنگ نشان
a The numbering corresponds to the 2D gel in Figure 3. 

Shading represents change statistically significant in at least one variety in response to drought stress compared to well-watered. 
Significantly down-regulated proteins in response to drought stress compared to well watered 

Significantly up-regulated proteins in response to drought stress compared to well watered 
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ها براي تغييرات پروتئيني رساني به آنبراي پيام
)Degradation( شود.مي  

پروتئين ساختماني ديواره سلولي غني از گليسين كه 
و در در ايجاد خاصيت كشساني سلول نقش مهمي دارد 

غشا خارجي سلول وجود دارد. شرايط تنش موجب افزايش 
در  .)٣٢٠شود (لكه پروتئيني ميزان بيان اين پروتئين مي

در تنش ها كه  Heat Shock Proteins(HSP(نهايت 
 ,.Campalans et al( شوندشوري و خشكي القا مي

- بي عملكردهاي سلولي را در طي تنش غيراو بازي )2001

 ٤حداقل . )Lee et al., 1995( كنندميزيستي تسهيل 
) از اين پروتئين در ٢٤٥ و٢٣٠,٢٣٤,٢٤٤نقطه پروتئيني (

). اين افزايش ١(جدول  اندشرايط تنش افزايش بيان يافته
در پروتئوم برگ گياهچه هاي گندم در شرايط تنش 

  .)Koobaz et al., 2020(نيز گزارش شده است  خشكي
  بيان در شرايط تنشهاي داراي كاهش پروتئين
هايي كه تحت تنش كاهش بيان نشان تر پروتئينبيش

هايي بودند كه ايزومرهاي ديگر آندادند از جمله پروتئين
دليل خاصيت اين مسئله به اند،ها افزايش بيان نشان داده

 ٥٦( ناشناخته بودند هگزامري گندم است. البته برخي نيز

) و ٥٠٥ و ٥٠٤( اكسيداز c ). سيتوكروم٥٨ و
Phytepsine هاي موثر در فرايند تنفس از جمله پروتئين

ها تحت تنش ها هستند كه بيان آنو تجزيه پروتئين
  كاهش يافته است.

 Asparticپروتئيني نتايج تحقيق روي خانواده

Dehydrogenase كه پروتئين Phytepsine  يكي از
نشان داد كه تنش گرما موجب  ،اعضاي اين خانواده است

هاي ولي تنش ،هاي اين خانواده شدهكاهش بيان ژن
تر موجب افزايش بيان اين ژن خواهند شد. زيستي بيش

نقش دارد و تنش  يكاين پروتئين در ساختار فتوسيستم 
دليل توقف سريع رشد موجب كاهش بيان اين خشكي به

  .)Sun et al., 2020( ژن شده است

  ها در آبياري مجددوتئينتغيير پر
روزه موجب  ١٠مدت در تنش آبياري مجدد كوتاه

، ژن را افزايش داد ٦٥ ژن شده و بيان ٥٠كاهش بيان 
ادامه اين آبياري و حضور برگ و ريشه جديد كه درحالي

به را يافته هاي كاهش بيان(نشانه رشد مجدد) تعداد ژن

. دادندژن تغيير  ٨١ها را به ژن و تعداد افزايش يافته ١٣٣
 سنتز هاي دخيل در متابوليسم كربوهيدرات وپروتئين

يافته در آبياري افزايش ئينيهاي پروتپروتئين از جمله لكه
 SPZ2B_WHEAT (P93692)ها سرپين باشند.مجدد مي

. اين انددادهروزه افزايش بيان نشان  ١٠در آبياري مجدد 
كننده فعاليت پروتئازي داراي خاصيت ممانعتها پروتئين

هستند كه اين كار با تخريب جايگاه فعال پروتئازها انجام 
طرفه است و امكان بازگشت اين واكنش يك ،شودمي 

- ها داراي خاصيت ممانعتسرپينوجود ندارد. البته تمامي 

كنندگي نيستند و برخي براي ذخيره مواد و يا انتقال 
مورد  )Chaperone( تاخوردگي هورمون و يا خاصيت

گيرند و اغلب در بخش خارج سلولي قرار مياستفاده قرار 
- شرايط تنش طولانيدر  .)Belitz et al., 2004( دارند

 درمدت ميزان افزايش بيان ثابت مانده ولي كاهش بيان 
نمايان شده  هاي پروتئينيلكهتر روزه در بيش ١٠تنش 

هاي تر ميزان بيان ژنمنظور حفظ بقاي بيشاست. گياه به
حاصل از تحقيقات نتايج خود را كاهش داده است. 

گندم در تاثير تنش خشكي بر محققان ديگر نيز حاكي از 
از هاي زيادي ارقام حساس و متحمل كاهش بيان ژن

شدن جمله زيرواحد بزرگ روبيسكو، زيرواحدهاي طويل
ها و هاي مربوط به توليد كربوهيدراتپروتئينو پروتئين 

. )Faghani et al., 2015(متابوليسم انرژي است 
نقش  هتهايي مانند آلفاآميلاز كه در شكستن نشاسپروتئين

اند تا تركيبات داده نشاندر اين شرايط افزايش بيان  ،دارند
 .شده و مورد استفاده گياه قرار گيردموجود در بذر شكسته

جهت كمك به  آبگيريدر زمان  آميلازآلفا بيان افزايش
گندم  يوديگرردر مطالعه محققان  اينشاسته تركيبات

 سه روز پس از .)(Liu et al., 2018 نشان داده شده است
ژن  ٧٥ژن كاهش بيان و  ٨٧ روزه، ٢٠آبياري مجدد تنش 

افزايش بيان يافته است ولي پس از يك هفته آبياري، 
كه ژن رسيده درحالي ٩٧يافته به هاي كاهشژنتعداد 

هاي افزايش بيان يافته ثابت است. كاهش بيان تعداد ژن
روزه  ١٠مدت در تنش تر در آبياري مجدد طولانيبيش
آل تر شدن اين گياه به شرايط ايدهنزديكدهنده نشان
شود تا پروتئين سنتز نشاسته در بذر موجب مي است.

مانده و در صورت نياز به تركيبات ذخيره اي در بذر باقي

تر گياهان با تنش برگشت بهتر و سريع مصرف گياه برسد.
شده ده روزه پس از آبياري مجدد در مطالعه قبلي انجام

اهچه بذرهاي گندم نيز اين نتايج را تاييد گيپروتئوم روي 
  .)Koobaz et al., 2020( كندمي
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 گيري كلينتيجه

هاي چهار طور كلي نتايج تحقيق نشان داد گياهچهبه
خوبي تحمل توانند تنش خشكي شديد را بهروزه گندم مي

ه رشد خود ادامه دهند. نموده و پس از آبياري مجدد ب
و مصرف مواد موجود در بذر  هاي جديدريشه ،توليد برگ

دهنده رشد مجدد گياه است. ميزان بيان نشان
هاي متفاوت تحمل به تنش هاي زيادي در زمانپروتئين

كنند. كاهش پيدا مي وافزايش خشكي و آبياري مجدد 
هاي دفاعي در هاي موثر در توليد پروتئينافزايش بيان ژن

هاي موثر در متابوليسم تنش خشكي و پروتئين

ها در شرايط آبياري مجدد از طرفي و كاهش كربوهيدرات
هاي موثر در تنفس و تجزيه پروتئين از سوي بيان پروتئين

شده است. اين مطالعه بينش جديدي درباره  گزارشديگر 
 و نقشگندم  هايگياهچه يتحمل به خشك يسازوكارها

فراهم را  يتر مولكوليقدق ياتجزئ بذر جهت بررسي موثر
  .كنديم

  
 تشكر و قدرداني

 يــران،ا كشــاورزي يوتكنولوژياز پژوهشگاه ب ينوسيلهبد
شــود.پــژوهش قــدرداني مــي يــناعتبار مالي ا تامين جهت
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Abstract 

Seedling wheat spirit are tolerant to strict dehydration up to the 4th day following imbibitions. The 
aim of present study is investigation of responsive proteins to drought stress and recovery in seeds 
attached to four day seedlings. The test was done by drought stress using interruption of irrigation in 
two time points (10 and 20 days) and recovery for 3 and 7 days in a growth chamber. All the 
experiments were conducted based on Completely Randomized Design (CRD) with three replications. 
Seedlings attached to seedlings were examined for physiological and protein assays. Physiological 
traits showed strict drought stress level on seed and recovery could return seedlings to normal 
condition. 2DE done on seed of all treatments and replicates and 657 protein spots were reproducibly 
detected by Ag No3 staining from seeds. Finally, after significance test, 130 spots were detected by 
searching protein data banks. Drought stress has increased the expression of genes involved in the 
production of defense proteins (proline increase), the breakdown of seed storage compounds, and the 
production of proteins that are effective in structural changes in the cell wall. On the other hand, 
reduced expression of proteins effective in respiration and protein breakdown has reduced energy 
consumption in cells under stress. Under re-irrigation conditions, increased expression of proteins 
effective in carbohydrate metabolism has led to the consumption of nutrients in seeds (reduction of 
seed weight) and the production of new structural proteins (presence of new leaves and roots). 
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