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 چكيده

در  يعــامل دو ليــصــورت فاكتوربــه يشــيآزما زني،در مرحله جوانهمنظور تعيين ژنوتيپ متحمل و حساس به خشكي لوبيا به
ژنوتيــپ)، عامــل دوم تــنش خشــكي  ٢١ژنوتيپ ( شامل اول عاملاجرا شد.  ١٣٩٤در سال  رسه تكرا با يقالب طرح كاملا تصادف

نتــايج تجزيــه واريــانس بــراي صــفات مــورد ) بودند. مگاپاسكال -١٤٨/٠صفر و سطح  ٢در  ٦٠٠٠گليكول اتيلنبا استفاده از پلي(
چه، چه، وزن خشــك ســاقهچه، وزن تــر ســاقهچه، وزن خشــك ريشــهچه، وزن تر ريشهچه، طول ساقهبررسي (شامل طول ريشه

چه و اخــتلاف وزن اقهچه، اختلاف وزن خشك و تر ســچه به ساقهچه، نسبت طول ريشهچه، سرعت رشد ريشهسرعت رشد ساقه
دار و همچنين اثر متقابل ژنوتيپ و خشكي، بر كليــه صــفات مــورد بررســي معنــي چه) نشان داد كه اثر ژنوتيپخشك و تر ريشه

شده تحت شــرايط نرمــال و تــنش خشــكي از هاي مطالعه، ژنوتيپWardروش اي بهبودند. بر اساس نتايج حاصل از تجزيه خوشه
هــاي عنوان ژنوتيــپترتيــب بــهسياه و پاك به هاي غلافاي در چهار گروه مختلف قرار گرفتند كه ژنوتيپنظر خصوصيات گياهچه

دهنده بــه تــنش واكنش APX و GR ،PRX متحمل و حساس در شرايط تنش خشكي انتخاب شدند. بررسي الگوي بيان سه ژن
مــورد مطالعــه قــرار گرفــت. پــس از  Real time PCRاســتفاده از تكنيــك  بــا دو ژنوتيپ پــاك و غــلاف ســياه لوبيــادر خشكي 
نشــان داد كــه خشــكي  ســاعت ٢٤٠و  ١٩٢، ١٤٤، ٧٢ ،در تيمارهاي صــفر، تظاهر بيان سه ژن cDNAسنتز و   RNAاستخراج

 دهنده به خشكي در اين پژوهش بيان بالاتري در رقم متحمل نسبت به رقم حساس داشت و ميزان بيــان ســه ژنهاي واكنشژن
PRX ،GR و APX  تر از ژنوتيپ حساس بود.ترتيب دو، چهار و شش برابر بيشبهدر ساعت انتهاي تنش، در ژنوتيپ متحمل 

  
  

 Real time PCR ،٦٠٠٠ يكولگليلناتيپل يپي،فنوت يابي: ارزيديكل يهاواژه
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  مقدمه
ــذايي بشــر  ــع غ ــين منب ــلات دوم ــس از غ ــات پ حبوب

ظــر ن لوبيــاي زراعــي از هــانبين آ كه درشوند محسوب مي
. ميزان و ســطح زيركشــت مقــام نخســت را در جهــان دارد

لوبيا گياهي است كه سرشار از پروتئين بوده و نقش مهمــي 
 ,Ashraf and Iram( دارددر تأمين نيــاز پروتئينــي بشــر 

2005; Jafari et al., 2015( سطح زيــر كشــت لوبيــا در .
هــزار  ٦٠حــدود  ٢٠١٩اساس آخرين آمار در سال  ايران بر

باشــد هــزار تــن مي ١٢٢هكتار و ميزان توليــد آن بــيش از 
)FAOSTAT, 2019(رشــد  . گياهان زراعي در طول دوره

هــاي مختلــف زيســتي و غيــر و نمو خود تحت تــأثير تنش
آبــي بــيش از گيرند. در اين بــين، تــنش كمزيستي قرار مي

شــوري، ســرما و گرمــا) رشــد و ( يطــيمحهــاي ساير تنش
 ,.Xiong et al( كنــدعملكرد گياهان زراعي را محدود مي

تنش خشكي، كاهش صفاتي ماننــد يكـي از اثرات . )2006
خشك اندام هوايي، ســطح بــرگ و ميــزان  طول ساقه، وزن

 .)Ahmed et al., 2002( هاي فتوســـنتزي اســـترنگدانه
خشـك انـدام هـوايي در شرايط تنش خشــكي  وزن كاهش

 ,Ashraf and Iram( در لوبيــا گـــزارش شـــده اســـت

هــاي زيــر زمينكه تقريباً دو سوم از با توجه به اين .)2005
خيــز قــرار خشــك و ديــمكشت ايران در حوزه مناطق نيمه

دارند، توليد ارقــام متحمــل بــه خشــكي در كشــور جايگــاه 
هاي اصــلاحي كشــور ترين برنامهخاصي دارد و يكي از مهم

با توجه به كشت وســيع لوبيــا در ايــران، همچنين باشد. مي
ــه ــيات آن ب ــي خصوص ــمبررس ــناخت مكانيس هاي ويژه ش

اي برخــوردار اســت قاومــت بــه خشــكي از اهميــت ويــژهم
)Zadeh Bagheri et al., 2014(. 

ــه ــك روش ب ــه ي ــكي در مرحل ــه خش ــل ب گزيني تحم
هــا در شــرايط تــنش زني، بررســي واكــنش ژنوتيــپجوانــه

ــي ــول پل ــيط داراي محل ــنوعي، در مح ــول اتيلنمص گلايك
)PEG(باشد ، مي)Nezami et al., 2010(.  دســتيابي بــه

هايي كه قادر بــه تحمــل چنــين شــرايطي از تــنش ژنوتيپ
توجهي از كــاهش ميــزان قابــلتوانــد بــهرطوبتي باشند، مي

اي كه روي كلزا انجام شد نتــايج در مطالعهمحصول بكاهد. 
تنش خشكي سبب كاهش وزن خشك ريشــه  كه نشان داد
دار نســبت طــول افزايش معنــيو همچنين  حساسژنوتيپ 

- يدمــالون محتــواي، وزن تــر ريشــه و ريشه به طول ساقه
 ,.Pasandideh et al(شــود مي لممتحآلدئيد در ژنوتيپ 

 ١٠بنــدي گــروهمنظــور اي بــه. همچنين در مطالعه)2018

 گــزارش شــده اســت كــهبه خشــكي  در پاسخژنوتيپ كلزا 
هــا، ســطوح تــنش و اثــر داري در بين ژنوتيــپتفاوت معني

شــده در ســطح مطالعــهتنش براي صفات × متقابل ژنوتيپ 
اي تجزيه خوشــههمچنين  ،درصد وجود داشت يكاحتمال 

و  UPGMAبــه روش  هــاايــن ژنوتيــپ زنيهاي جوانهداده
و  فاصله اقليدوسي، تيمارها را در چهار گروه مجــزا قــرار داد

ترتيب بــه SLM046و  Hyola308ژنوتيــپ نشان داد كه 
 Mohsenzadeh( باشــندمــيژنوتيپ حســاس و متحمــل 

Golfazani et al., 2016(.  نتيجــه تجزيــه خوشــه اي در
هــاي كلــزا، بــر ژنوتيــپ PEGبررسي اثر تنش خشــكي بــا 

 اي،حاصــل از تجزيــه خوشــه دوم گــروهدر نشــان داد كــه 

ژنوتيپ در  PEG تيمارهاي حاصل از سطوح مختلف تنش
- عكــس در يك گروه قرار گرفتند. اين نتايج تشــابهمتحمل 

- را نشان داده و مشخص مــيخشكي اين ژنوتيپ به  العمل

در ســطوح مختلــف متحمــل العمــل ژنوتيــپ عكسكند كه 
ــنش  ــت PEGت ــان اس ــپ يكس ــژوهش ژنوتي ــن پ . در اي

SLM046 عنوان ژنوتيپ متحمل در كلــزا معرفــي شــد. به
 از نظــر اكثــر بودند چهارم قرار گرفته گروهتيمارهاي كه در 

- نشــانكــه  بودنــد،ترين ميــزان داراي كم زنيصفات جوانه

هــا در اثــر زني ايــن ژنوتيپكاهش خصوصيات جوانه دهنده
 Mohsenzadeh( بــود PEG خشكي ايجادشــده بــا تنش

Golfazani et al., 2016(. هــاي در مطالعــه بــين ژنوتيپ
 خشــكي تــنش بهل نظر تحم از ايملاحظه قابل تنوع، كلزا

 ديــده شــد زنيجوانهمرحله  هايشاخص و صفات اساس بر
در  تحمل به تــنش بهبود براي تواندمياين تنوع،  وجودكه 
 .)Kamkar et al., 2008( گيــرد قــرار اســتفاده مورد كلزا

ســه تحــت  كلــزا وژنوتيــپ  ششاثر تنش خشكي بر نتايج 
بــا افــزايش ســطح خشــكي در نشان داد كــه تيمار خشكي 
زنــي، جوانهزني، سرعت درصد جوانهزني (جوانهكليه صفات 

زني و نــرخ يــا زني، ضريب سرعت جوانهميانگين زمان جوانه
، ولــي ايــن نشــان دادنــدرونــد كاهشــي  )زنــيميزان جوانــه

از ايــن  كــهو صفات مختلف متفاوت بود ژنوتيپ كاهش در 
تــوان در هاي مختلف ميژنوتيپبه تنش بين پاسخ در تنوع 

 Andalibi( شناسايي و توليد ارقام متحمل اســتفاده كــرد

et al., 2005(. 

و در تمــام  فلاوآنزيم بودهيك )GR(١گلوتاتيون ردوكتاز
شــود. ايــن آنــزيم ســبب احيــا موجــودات زنــده يافــت مي

                                                           
1.Glutathione Reductase 
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همراه با اكسيداســيون  ٣احيا به گلوتاتيون٢گلوتاتيون اكسيد
NADPH هــاي مهــم سيســتم يكــي از واكنش كهشود مي

هاي فعال اكســيژن در گياهــان محســوب سازي گونهخنثي
 )GSH(گلوتــاتيون احيــا . )Tsai et al., 2005( شــودمي

 Noctor( براي بسياري از عملكردهاي سلولي الزامي است

et al., 2012(.  غلظــتGSSG عنــوان درون ســلولي بــه
 ،)Strid, 1993( يابــدپيامدي از استرس شديد افزايش مي

بررسي رونوشــت اي كه روي گياه پنبه انجام شد، مطالعهدر 
در طــي بهبــود  GRماننــد  تاكسيدانآنتي هاينبرخي از ژ

نقــش  كه اين مي تواندافزايش يافته است  ٤كمبود آبدوره 
ـــل  ـــزات ســـلول در مقاب ـــي در حفاظـــت از تجهي مهم

 Ratnayaka et(بازي كند  ROSفتواكسيداسيون توسط 

al. ,2003(.  نشان داده شده است كه تواناييGR ها بــراي
در تحمل گياهــان بــه  GSH/GSSGكنترل تعادل احيايي 

كننده است. تنش شديد باعث افــزايش يينتعتنش خشكي 
دليــل احيــاي بــهشود كه افزايش اين آنزيم مي GRفعاليت 

ـــاتيون  ـــدد گلوت ـــده مياكسمج ـــديدش  Naderi( باش

Zarnaghi et al., 2014(.  
ـــــــي از  )APX(٥آســـــــكوربات پراكســـــــيداز يك

ــيدانآنتي ــت، تاكس ــه در كلروپلاس ــت ك ــي اس هاي آنزيم
سيتوســـول، واكوئـــل و همچنـــين فضـــاهاي آپوپلاســـتي 

شود. آنزيم آســكوربات پراكســيداز هاي برگ يافت ميسلول
آســكوربات، نقــش مــؤثري -هاي مهلر و گلوتاتيوندر چرخه
 ,Mittler(كنــد آوري پراكسيد هيــدروژن ايفــا ميدر جمع

تيو را بــه داتــنش اكســيبنابراين، خسارت ناشــي از  ،)2002
رســاند. تغييــر در بيــان آنــزيم ميخــود تــرين مقــدار مكــ

ديــده  شوريتنش تحت لوبيا گياه آسكوربات پراكسيداز در 
 نيــزي در مطالعه ديگر .)Jebara et al., 2005( ه استشد

فعاليت آنــزيم آســكوربات پراكســيداز گزارش شده است كه 
 افزايش نشــان داد تنش خشكي با در گياه سويا براي مقابله

)Kausar et al., 2012(.  
 بــا مســتقيم واكــنش توانايي )PRX(٦ردوكسينپراكسي

 نيــاز، مــورد هيدروژن تامين با و داشته را پراكسيدهيدروژن
- پراكســي ترتيــب ايــن بــه .كنــدمــي آب تبــديل بــه را آن

 مولكــول دو بــين و درآمــده خــود اكسيده فرم به ردوكسين

                                                           
2. GSSG 
3. GSH 
4. Recovery 
5. Ascorbate peroxidase  
6. Peroxiredoxin 

 ايــن فعاليــت ادامــه رايبــ كنــد.مــي تيولي برقــرار پيوند آن
 بــه دوبــاره ردوكســينپراكسي اكسيد فرم است لازم چرخه
 تيوردوكســين وســطت عمــلن ايــ تبــديل شــود. احيــا فــرم

)TRX(  و گلوتاردوكســــين)GRX( گيــــردمي صــــورت .
كلروپلاســت،  مهمي مانند هاياندامك در دوكسينرپراكسي

 ;Mittler, 2002( شــودمي فعال سيتوسول و ميتوكندري

Mittler et al., 2004(. تعامــل  كــه دهدشواهد نشان مي
در گياهان وجــود  GRXو  TRXهاي پيچيده ميان سيستم

ــــــرد  .(Michelet et al., 2006)دارد  عملك
ردوكسين در پاسخ به تــنش در مطالعــات مختلــف پراكسي

 Dietz et al., 2006; Liebthal et(گزارش شــده اســت 

al., 2018; Vaseghi et al., 2018(.  
با توجه به سطح زيركشت لوبيا در كشور و قرار گــرفتن 

 ايــنخشك بيش از نيمي از كشور در شرايط خشك و نيمه
 هــايژنوتيــپو انتخــاب  شناسايي بررسي منظوربهپژوهش 

ــل و حســاس ــا  متحم ــهلوبي ــنش ب ــه  ت خشــكي در مرحل
 در دخيــلهــاي ژن تظــاهر چگــونگي بررســي زني وجوانــه
 بــراي ايمقدمــه تواندمي كهرفت گ خشكي انجام به تحمل
بــه عملكــرد  دســتيابي خشــكي و بــه متحمــل ارقــام توليد
  .باشد لوبيازراعي پايدارتر در گياه  و تربيش

  
  هامواد و روش

بــا  ايــدرلوب يخشــكمتحمل به  يهاپيژنوت يابيارز
  كيصفات مورفولوژ

ــژوهش  ــن پ ــگاهاي ــوژي در آزمايش ــكده  بيوتكنول دانش
طــرح  قالــبدر ، ١٣٩٤در ســال كشاورزي دانشگاه گــيلان 

 د.در ســه تكــرار اجــرا شــيش فاكتوريل كاملاً تصادفي با آرا
عامــل دوم و ) ١لوبيــا (جــدول ژنوتيپ  ٢١اول شامل عامل 

دو ســطح ( گلايكــول در دو ســطحاتيلنتنش خشكي با پلي
هــاي مــورد نوتيپژمگاپاسكال) بودند. بذور  -١٤٨/٠صفر و 
از موسسه تحقيقات اصلاح و تهيه نهال و بذر كــرج مطالعه 

 و كلكسيون دانشكده كشاورزي دانشگاه گيلان تهيه شــدند.
هاي مورد مطالعــه در جــدول يــك آورده نام و منشا ژنوتيپ

بــراي ضــدعفوني كــردن بــذور و جلــوگيري از  شــده اســت.
طور بــه تيــپعدد از هر ژنو ١٠هاي احتمالي، تعداد آلودگي

دقيقــه در  ١٠مدت به از آنپس كامل با آب مقطر شسته و 
  .داده شدسديم قرار هيپوكلريت درصد ٥/٢محلول 
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  مطالعه در اين تحقيقمورد  لوبياهاي ژنوتيپ اسامي -١جدول 

Table 1. Name of bean genotypes studied in this experiment  
Origin  منشا  Genotype  نام ژنوتيپ No.  

Iran  ايران  Ghala siyah  1  غلاف سياه  

Colombia  كلمبيا  COS 16  COS 16  2  

Colombia  كلمبيا  Sayyad  3  صياد  

Iran  4  21682  21682  ايران  

Iran  ايران  Zoodras  5  زودرس  

Iran  ايران  Dehghan  6  دهقان  

Iran  ايران Pak 7  پاك 

Iran  ايران Shokufa  8  شكوفا 

Iran  ايران Goli 9  گلي 

Iran  ايران G-014  G-014  10 

Iran  يرانا Talash 11  تلاش 

Iran  12  191 191 ايران  

Iran  13  124 124 ايران  

Iran  14  21676  21676  ايران  

Iran  ايران  Ghalaf 
ghermez  

  15  غلاف قرمز

Iran  ايران Akhtar 16  اختر  

Iran  17  21189  21189  ايران  

Iran  ايران Dorsa 18  درسا 

Iran  ايران Naz 19  ناز 

Iran  20  169 169 ايران 

Colombia  كلمبيا D-81083 D-81083  21 

و هر  تبهرمشده سه ضدعفونيدر پايان اين مدت، بذور 
و به كشي دقيقه با آب مقطر آب ٥مدت به مرتبه
 براي ايجاد خشكي منتقل و متريسانتي ١٢ديش پتري
و براي  ٦٠٠٠گلايكول اتيلنپليمگاپاسكال از  - ١٤٨/٠

ها براي ديشپتري .تيمار شاهد از آب مقطر استفاده شد
در اتاقك ، درجه سلسيوس ٢١زني بذور در دماي جوانه

كشت قرار گرفتند. براي كاهش آلودگي در فواصل زماني 
- كاغذ واتمن جديد در داخل پترييك بار روز  دو هر

گلايكول اتيلنپلي محلول گرفته و دوباره با ها قرارديش
  تيمار شدند.و آب مقطر  ٦٠٠٠
 ديشزني در هر پتريمنظور تعيين درصد جوانهبه

- به چه)متر رشد ريشهميلي ٢زده (با تعداد بذور جوانه

زني زماني جوانهشمارش شد و زمان پايان  صورت روزانه
طول . ساعت هيچ بذري جوانه نزد ٢٤كه پس از  بود

در روز ششم  چه (توسط كوليس ديجيتال)چه و ساقهريشه

بذر در هر تكرار آغاز و سپس به فاصله زماني  ٣با انتخاب 
در پايان چهاردهمين ، مرتبه انجام شد ٤روز و براي  ٢هر 

چه، وزن تر ساقهچه و گيري طول ريشهروز و اتمام اندازه
گيري صورت جداگانه توسط ترازو ديجيتال اندازهها بهآن

ها آن ازهركدام  شده و سپس براي محاسبه وزن خشك،
ساعت در  ٤٨مدت بهدر داخل فويل پيچيده و  جداگانه

 درجه سلسيوس قرارگرفتند ٨٠آون با درجه حرارت 
)Mohsenzadeh Golfazani et al., 2016(،  براي

آمده، دستهاي بهبر اساس داده ضريب آلومتريه محاسب
 Scott et( چه محاسبه شدچه به ساقهنسبت طول ريشه

al., 1984(.  
تعداد  شمارش روزانه از طريق )G( زنيدرصدجوانه
خروج ، زني بذرها(معيار جوانه زده شدهبذرهاي جوانه

از  به تعداد كل بذرها) مترميلي ٢چه به اندازه ريشه
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= Nو  زدهجوانه= تعداد بذور n، كه ) محاسبه شد١رابطه(
  .)Covell et al., 1986(باشد تعداد كل بذور مي

  G=n/N×100)                                           ١(رابطه 
محاســبه ) ٢( چه از رابطــهچه و ريشهسرعت رشد ساقه

چــه چه و يا ســاقهمتوسط رشد ريشه Aiشد. در اين رابطه 
  .باشدتعداد روزهاي پس از كاشت مي Diو 

  GR=∑𝐴𝑖/∑𝐷𝑖)                                         ١(رابطه 
اختلاف چه، يشهچه و راز تفاضل وزن خشك و تر ساقه

هــا يپژنوت يتمام يبرا چهچه و ريشهتر ساقه وزن خشك و
  .آمد دستبه

افــزار از نــرم كيــمورفولوژهاي داده تجزيه واريانسبراي 
SAS ، هــا بــا اســتفاده از آزمــون و مقايسه ميــانگين٩نسخه

ــوكي در ســطح احتمــال  ــراي  اســتفاده شــد. درصــد ١ت ب
ــايي ــل شناس ــاس و متحم ــپ حس ــورد ژنوتي ــه و  م مطالع

شــده گيــرينظر كليه صفات اندازه بندي ارقام مشابه ازگروه
 Mohsenzadeh( ســـتفاده شـــداي ااز تجزيـــه خوشـــه

Golfazani et al., 2020; Mohsenzadeh Golfazani 
et al., 2016(. ابتــدا فاصــله  ايهبراي انجام تجزيــه خوشــ

ــع فاصــل ــا اســتفاده از روش مرب ــراد ب ــين اف ه اقليدوســي ب
، يمحاســبه شــد و ســپس بــراي هركــدام از ســطوح تنشــ

- روش هاي مختلف رسم شــد.دندروگرام با استفاده از روش

اي شــامل ادغــام بــر مبنــاي هــاي مختلــف تجزيــه خوشــه
، ادغــام بــر اســاس )UPGMA(ها متوسط فاصله بين گروه

و  )CL(، دورتــرين همســايه )SL(هــا ترين همسايهنزديك
 SPSSافزار با استفاده از نرم (Ward)حداقل واريانس وارد 

هــا، نهايــت از مقايســه كليــه روش انجام شــد. در ١٨نسخه 
 SPSSافــزار با استفاده از نرم Wardروش حداقل واريانس 

  انتخاب شد. ١٨نسخه 
- بندي حاصل از تجزيه خوشــهبراي آزمون صحت گروه

ها از تجزيــه اي و برآورد ميزان انتساب اشتباه ارقام به گروه
هــاي هترتيــب كــه گــرو ايــن . بهشدتابع تشخيص استفاده 

موجــود در هــر  هــايپي و ژنوتياحاصــل از تجزيــه خوشــه
نــدي اوليــه در نظــر گرفتــه شــد و بــا بهعنوان گروگروه بــه

روش خطــي فيشــر، اســتفاده از تجزيــه تــابع تشــخيص بــه
نهايــت  بندي اوليه مورد آزمون قــرار گرفــت. درصحت گروه

اي بــر بندي اوليه حاصل از تجزيه خوشــهميزان صحت گروه
بــرآورد كدام از ســطوح تــنش،  اساس توابع تشخيص در هر

 ١٨نســخه  SPSSافــزار شد. تجزيه تــابع تشــخيص بــا نــرم
  انجام شد.

  Real Time نديبا استفاده از فرا هاژن انيب يبررس
بر اســاس نتــايج حاصــل از ارزيــابي فنــوتيپي و صــفات 

ــورد ــه، دو  م ــاك مطالع ــم پ ــاس)رق ــياه و (حس ــلاف س  غ
زني مطــابق روش مراحــل جوانــه .ند) انتخــاب شــدمتحمل(

هــا رشد بــذرها، گياهچــه زني وپس از جوانهقبل انجام شد. 
تحــت شــرايط  ه ومنتقــل شــدهاي محتوي خاك گلدانبه 

درجـــه ٢٦/ درجـــه سلســـيوس  ١٩اي و دمـــاي گلخانـــه
رشد داده شدند. تــنش خشــكي روي  (شب/ روز)سلسيوس 

توســط رشد رويشي هستند،  روزه كه در مرحله ١٧گياهان 
مدت ده روز اعمال شــد، ولــي گياهــان روش قطع آبياري به

برداري از گياهــان، طور روزانه آبياري شــدند. نمونــهشاهد به
 ٧٢گياه كــاملاً بــاز شــد و پــس از  زماني كه سه برگ اوليه

روز)  ٨ســاعت ( ١٩٢روز)،  ٦ســاعت ( ١٤٤روز)،  ٣ساعت (
شــد  روز) بعــد از قطــع آبيــاري انجــام ١٠ســاعت ( ٢٤٠و 
)Silvente et al., 2012(،هــاگيري، برگپــس از نمونــه 

نيتــروژن  بلافاصله توســطجدا و درون فويل پيچيده شده و 
درجــه سلســيوس  -٨٠دمــاي  ســپس درمايع فريز شده و 

در ايــن راســتا در  .داري شــدندبراي انجــام آزمايشــات نگــه
هاي گلوتــاتيون آنزيم هاي كد كنندهآزمايش حاضر بيان ژن

ردوكتاز، آسكوربات پراكسيداز و پروكسي ردوكســين مــورد 
 .ندبررسي قرار گرفت

 RNAاســتخراج  يــتبــا اســتفاده از ك RNAاستخراج 
ـــا زســـتون و مراحـــل آن مطـــابق يســـت دار شـــركت دن

بــا اســتفاده  RNAبررسي كيفيت انجام شد و  دستورالعمل
 Pasandide(انجام شــد درصد يكاز الكتروفورز ژل آگارز 

Arjmand et al., 2017( . جهت ســنتزcDNA يــتك از 
Thermo Scientific RevertAid First Strand 

cDNA Synthesis Kit  ـــده و ـــتفاده ش ـــابق اس مط
تيمــار  RNAيت عمــل شــد.ك يادشــدهدستورالعمل كيــت 

 22331(بــا اســتفاده از اســپكتروفتومتر  DNaseشده بــا 

Eppendorph AG( و مقــدار موردنيــاز  تعيين شدRNA 
- كــه نمونــهجاييآن . ازمحاسبه شد، DNaseتيمار شده با 

هــاي متفــاوتي شــده غلظــتژنــومي اســتخراج RNAهاي 
هــا تــا غلظــت يكســاني رقيــق شــدند. داشتند، تمامي نمونه

سازي با توجه به نتايج اسپكتروفوتومتر و طبــق رابطــه رقيق
  صورت پذيرفت. )٣(

   2v2= n1v1n)                                          ٣(رابطه 
هــا بــراي همــه نمونــه cDNAمنظور صحت ســاخت به

ـا و  PCRدر هــاآن كيفيــت  آغازگرهـــاي از اســتفاده بـ
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بــا مشــاهده بانــد . شــد كنتــرل Actin ژن براي اختصاصي
بررســي قــرار  نظر در مكان مناسب بــر روي ژل مــورد مورد

، نــدكــه مــورد انتظــار بود bp١٦٠گرفت و باندهايي با طول 
  مشاهده شدند.

 Real timeواكــنش يآغــازگر بــرا يمنظور طراحــبــه

PCR موجــود  هــاييتــوالcDNA) Complete(ــرا  ي، ب

ــار ــات Actinو  GR ،APX ،PRXژن  چه ــك اطلاع  ياز بان
NCBI اســتفاده  مــورد يآغازگرها يشد. طراح يآورجمع
انجــام گرفــت. مشخصــات  Primer 3 Plus يتســا توســط

آغــازگر)  ير و تــواليمــاتصال، طول پرا يآغازگر (شامل: دما
  نشان داده شده است. ٢استفاده در جدول  مورد

  لوبياها در آغازگرهاي مورد استفاده براي بررسي بيان نسبي ژن توالي -٢جدول 
Table 2. Primer pairs used for relative expression analyses of genes in response to in bean 

NCBI accession 
number Size (bp) 

Annealing 
)C◦temperature (  Primer sequence  †Gene  

AJ288896 173 56  CTGCTTCAAAATCCGGTGCT Peroxi-F 
TCTTCCCTCTCCTTCCCCAA Peroxi-R 

DQ459504 165 52  TCCAGTTACCGTTCGTGTCA GR-F 
TGGACCTGATGCACCTGAAA GR-R 

KY195569 153 51/8  GGTGCTTGATGGTTCCGAAG APX-F 
CAGAAGGCCATTGAGAAGGC APX-R 

XM_006597212 160 56  GGCACCTCTCAACCCAAAAG Actin-F 
GCTGACACCATCTCCAGAGT Actin-R 

†: APX, Ascorbate peroxidase; GR, Glutathione Reductase; Peroxi,Peroxiredoxin 

هــاي بيــان ژنشده ميزان ساخته  cDNAپس از تأييد
GR، APX و PRX  در فراينــــدReal Time  در رقــــم

) مــورد مقايســه قــرار غلاف سياه) و متحمل (پاكحساس (
 تحقيــق ايــن در كــه است كه سه ژنــي ذكر به . لازمگرفت

هــا ROS مســير پاكســازي در گرفتنــد، قــرار مورد بررســي
عنوان ژن بــه Actinدر اين آزمايش از ژن كنند. مي فعاليت

 Aliakbari( اســتفاده شــد هــاسازي دادهجهت نرمالنا بم

and Razi, 2013; Marmagne et al., 2010; 
Mohsenzadeh Golfazani et al., 2018; 
Pasandideh Arjmand et al., 2017a; Vahedi et 
al., 2019b; Wang et al., 2011; Yang et al., 

بــا توجــه بــه طــول ژن و تــوالي قطعــه تكثيرشــده  .)2007
PCR نظــر در فراينــد هــاي مــوردسيكل تكثيــر ژنReal 

Time PCR  در ايــن آزمــايش از مســتر كــه طراحــي شــد
Real Time (Syber green Master mix) .استفاده شد 

درجه  ٩٥سازي در واسرشتهدقيقه  ٧چرخه حرارتي شامل 
- واسرشــتهثانيــه  ٢٠صورت سيكل به ٣٩سلسيوس، سپس 

ثانيــه مرحلــه اتصــال  ٢٠درجــه سلســيوس،  ٩٥ســازي در 
)، ٢(بسته به آغازگر بر اساس جــدول  TMآغازگر در دماي 

درجــه سلســيوس،  ٧٢ثانيه مرحلــه بســط در دمــاي  ٣٠و 
درجـــه سلســـيوس بـــود  ٤ســـپس نگهـــداري در دمـــاي 

)Mohsenzadeh Golfazani et al., 2018( .جهــت 
هــاي ژن منظور مقايسه بيان نســبيبهها و داده سازينرمال
 ٦تــا  ٤از روابــط  Real time-PCR فراينــد نظــر در مورد

نتــايج  .)Livak and Schmittgen, 2001(اســتفاده شــد 

ــي ذوب  ــراي ژنمنحن ــا ب ــت ه ــر دو جف ــه ه نشــان داد ك
ــورد اســتفاده  ــهآغازگرهــاي م صــورت اختصاصــي عمــل ب

  .دنكنمي
GeneReferenceGeneTarget)      ٤(رابطه  CTCTΔCT   

UntreatedTreated   )      ٥رابطه ( ΔCTΔCTΔΔCT   
ΔΔCT2RGEC)                                   ٥(رابطه    

ميزان تغيير نســبي بيــان ژن اســت.  RGECكه در آن 
ــتفاده از  ــا اس ــا ب ــرمنموداره ــزار ن ــد Excelاف ــم ش . ندرس

برابــر بيــان نســبي  دوداري بيولوژيك همچنين سطح معني
 ,.Mohsenzadeh Golfazani et al(در نظر گرفته شد 

2019; Pasandideh Arjmand et al., 2017b; 
Vahedi et al., 2019a(.  

  
  نتايج و بحث

  كيمورفولوژ يهاداده انسيوار هيتجز
، (نتايج نشان داده نشــد)بر اساس نتايج تجزيه واريانس 

بــود.  دارمعنــي مــورد بررســي هايمؤلفه تمام بر خشكي اثر
هاي مــورد تمام مؤلفــهدر  خشكي نيزاثر متقابل ژنوتيپ در 

هاي مــورد مؤلفــه همــههمچنــين دار شــد. معنــيبررســي 
  بررسي تحت تأثير ژنوتيپ قرار گرفتند.

 يمطالعه بــر مبنــا مورد يهاپيژنوت ياخوشه هيتجز
 شدهيريگاندازه صفات

گروه ايجــاد شــد  ٤واحد،  ٧با برش دندروگرام از فاصله 
رقم، گــروه دوم و ســوم هــر  ١٩). گروه اول شامل ١(شكل 
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رقــم بودنــد.  ١٥رقــم و گــروه چهــارم شــامل  ٤يك شامل 
اند، نشــان داده شــده ١) در شــكل ٢ارقامي كه بــا انــديس (

انــد و ارقامي هستند كــه تحــت تــنش خشــكي قــرار گرفته

اند، ارقــام شــاهد ) نشــان داده شــده١انديس (ارقامي كه با 
ارقــام گــروه اول از نظــر تمــامي صــفات، ارزشــي  باشند.مي

  ها داشتند.تر از ميانگين كل گروهپايين

  
 بعد از اسم ژنوتيپ ١(عدد Wardفاصله اقليدوسي و روش  مربع با استفاده از معيار لوبياهاي تيمار ايتجزيه خوشه -١شكل 

  مگاپاسكال) -١٤٨/٠تيمار خشكي  ٢شاهدو عدد تيمار 
Figure 1. Cluster analysis of bean genotypes based on Square Euclidean distance with ward method
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ارقام موجود در گروه دوم تنهــا از نظــر صــفات نســبت 
- ) و سرعت رشــد ريشــه-٣٧/٠چه (چه به ساقهطول ريشه

هــا تــر از ميــانگين كــل گــروه)، ارزشــي پــايين-٠٢/١چه (
در ســطحي بــالاتر از داشتند اما در رابطه با ســاير صــفات، 

ميانگين كل قرار گرفتند. ارقــام موجــود در گــروه ســوم از 
چــه )، وزن تــر ريشــه٤٣/٤٧چــه (لحاظ صفات طول ريشه

ــه٢٦/٠( ــك ريش ــه ()، وزن خش ــول ٢٦/٠چ ــبت ط )، نس
چــه ) و ســرعت رشــد ريشــه٠٢/١چــه (چه بــه ســاقهريشه

) در سطحي بالاتر از ميانگين كل قرار گرفتنــد، امــا از ٤/٩(
چــه )، وزن تــر ســاقه-٧٣/١٠چــه (نظر صفات طول ســاقه

ــاقه-٦٨/٠( ــك س ــه ()، وزن خش ــد -٤/٠چ ــرعت رش )، س
چــه )، اخــتلاف وزن تــر و خشــك ســاقه-٣٣/٦( چهســاقه

)، -٠٥/٠چــه () و اختلاف وزن تــر و خشــك ريشــه-٢٩/٠(
تــر از ميــانگين كــل قــرار گرفتنــد. ارقــام در سطحي پايين

چــه بــه نســبت طــول ريشــهگروه چهــارم تنهــا در صــفت 
تر از ميانگين كل قــرار )، در سطحي پايين-٠٨/٠(چه ساقه

گرفتند، اما در رابطــه بــا ســاير صــفات مقــاديري بــالاتر از 
ميانگين كل داشتند. با توجــه بــه نتــايج حاصــل از تجزيــه 

اي، در گروه يك ارقامي قــرار دارنــد كــه در تمــامي خوشه
ين كل قــرار دارنــد و بــا تر از ميانگصفات در سطحي پايين

شــود توجه به نتايج حاصل از مقايسه ميانگين، مشاهده مي
كه در بين ارقام اين گروه، رقم پاك از نظر صــفات مهمــي 

چــه چه به ســاقهچه، نسبت طول ريشههمچون طول ريشه
تــرين مقــدار نســبت بــه ، در پــايينچهو سرعت رشد ريشه

دارد. بنــابراين بــا ميانگين اين صفات در شرايط تنش، قرار 
توجه به نتايج فوق و همچنين مشاهدات عيني، رقم پــاك 

ترين رقم به تــنش خشــكي انتخــاب شــد. عنوان حساسبه
هــاي جــانبي گياهاني كه طول ريشه اصلي و تعــداد ريشــه

نســبت بــه  تريكمتري داشته باشند، مقاومت و تحمل كم
 در اثــر تــنش. )Sani et al., 2014(تنش خشكي دارنــد 
چــه، كــاهش يافتــه، ولــي چه و ســاقهخشكي، طول ريشــه

زيــرا در  يابــد،چه افزايش ميچه به ساقهنسبت طول ريشه
تــر دليــل حساســيت كــمتــنش خشــكي بــه مراحــل اوليــه

چه به تنش خشكي، سرعت رشد آن جهــت افــزايش ريشه
باشــد. بنــابراين كــاهش ايــن نســبت تر ميجذب آب بيش

بــودن گيــاه در برابــر تــنش توانــد معيــاري بــر حســاسمي
  .)Rahimi and Kafi, 2009( خشكي باشد

اي، در گــروه با توجه به نتايج حاصل از تجزيــه خوشــه
اند كه در اكثــر صــفات مهــم خــود سوم ارقامي قرار گرفته

چــه، چــه بــه ســاقهچه، نسبت طول ريشهمانند طول ريشه
چــه و وزن خشــك ، وزن تــر ريشــهچهسرعت رشــد ريشــه

مقاديري بالاتر از ميانگين كــل را كســب كردنــد. چه، ريشه
علاوه بر اين، با توجه به نتايج حاصل از مقايســه ميــانگين، 
رقم غلاف سياه كــه در گــروه ســوم جــاي گرفتــه، از نظــر 

چــه، نســبت طــول صــفات مهمــي همچــون طــول ريشــه
چه، رتبــه اول چه و وزن خشك و تر ريشهچه به ساقهريشه

كسب كرد. بنابراين به دلايــل فــوق و را در بين ساير ارقام 
عنــوان همچنــين مشــاهدات عينــي، رقــم غــلاف ســياه بــه

ــل ــد. متحم ــكي انتخــاب ش ــه خش ــم ب ــرين رق ــحت ت ص
اي، به وسيله تجزيه تابع بندي حاصل از تجزيه خوشهگروه

تشخيص مورد آزمون قرار گرفت. به اين ترتيب كــه چهــار 
نــدي بگروه عنــواناي بــهگروه ايجادشده در تجزيه خوشــه

اوليه در نظر گرفتــه شــده و بــا محاســبه توابــع تشــخيص 
هــا جابجــا هــا بــين گــروهروش خطي، ژنوتيــپكانونيك به

  بندي ديگري حاصل شد.شدند و در نهايت گروه
نتيجه مــورد آزمــون قــرار گيــرد، از توابــع  كهنبراي اي

كانوني اول، دوم و سوم اســتفاده شــد و بــا رســم ديــاگرام، 
بندي شدند. نتايج نشان داد كــه قام مجددا گروهپراكنش ار

بندي ارقام به چهار گــروه متفــاوت بــر اســاس تجزيــه گروه
اي، روش حــداقل واريــانس وارد دقيــق بــوده اســت، خوشه

طوري كه ارقام موجود در چهار گروه از نظر تجزيه تــابع به
هاي زيــادي بــا يكــديگر نشــان دادنــد. تشخيص نيز تفاوت

تابع تشخيص كانوني نشان داد كه صــحت همچنين تجزيه 
درصد بــوده و  ٤٢/٩٣اي ندي حاصل از تجزيه خوشهبگروه

بندي نشده و بايد بــه هطور صحيحي گروتعدادي از ارقام به
  هاي ديگري منتقل شوند.گروه

  يخشك تنش به گرواكنش يهاژن انيب يبررس
 Realروش در APX و GR، PRXبيان  ميزان بررسي

time از  هــاژنوتيــپ اين كه داد نشان لوبيا، ژنوتيپ دو بين
  .دارند تفاوت يكديگر با ژن سه اين بيان مقدار نظر

  GRميزان بيان نسبي ژن 
سيتوپلاســمي در  GRنتايج حاصل از بررسي بيان ژن 

دو ژنوتيپ غلاف سياه و پاك مورد مطالعــه تحــت شــرايط 
بدون تنش و تنش خشكي نشان داد كه بيــان ايــن ژن در 

غلاف سياه)، با افــزايش زمــان (ژنوتيپ متحمل به خشكي 
ســاعت  ١٩٢كــه طوريتنش خشكي، افزايش پيدا كرد، به

روز) پس از تنش به بالاترين ميزان خود رســيد. ميــزان  ٨(
روز)  ٣(ســاعت  ٧٢در ژنوتيپ پاك، در زمان  GRبيان ژن 
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امــا در  پس از اعمال تنش، تقريباً شبيه غــلاف ســياه بــود،
ترين مقدار خــود به بيشروز) پس از تنش  ٦(ساعت  ١٤٤

آن در روزهاي هشتم و دهــم ميــزان بيــان  از رسيد و پس
  ).٢شكل (كاهش پيدا كرد 
هــاي نــوري توليدي از واكنش NADPHعدم مصرف 

- ها در تنش خشكي، مــيشدن روزنهعلت بستهبهفتوسنتز 

ــردد  ــيداتيو گ ــنش اكس ــه ت ــر ب ــد منج  Naderi(توان

Zarnaghi and Valizadeh, 2014( . گلوتــاتيون آنــزيم
، گلوتــاتيون اكســيد را بــه NADPHردوكتــاز بــا مصــرف 

از  NADPHگلوتــاتيون احيــا تبــديل كــرده و بــا مصــرف 

هــا بــر ســلول ROSاثرات تنش اكسيداتيو ناشي از حضور 
توانــد كاهد، لذا افزايش بيان ژن مربوط به اين آنزيم ميمي

 سبب تعديل اثرات تنش خشكي بر گياهان گردد.

ـــنش خشـــكي در  GRبيـــان ژن  افـــزايش حـــين ت
-Torres(هـــاي حســـاس لوبيـــا چشـــم بلبلـــي ژنوتيپ

Franklin et al., 2008( ـــاه ـــدي ، گي ارزن مرواري
)Achary et al., 2015(،  گياه تراريخت گندم)Naderi 

Zarnaghi and Valizadeh, 2014(  و گيــاه تراريخــت
  قبلا گزارش شده است.،)Aono et al., 1993(توتون 

  
 متحمل بهو (پاك) حساس  لوبيادو رقم  در تحت تنش خشكي Real-time PCRروش  با GRژن  بيان الگوي -٢شكل 

  خشكي (غلاف سياه)
Figure 2. Expression pattern of GRgene using real-time PCR under drought stress in two susceptible 

(Pak) and tolerant (Ghalaf siyah) bean genotypes

بيان ژن گلوتاتيون ردوكتاز سيتوپلاسمي در ژنوتيپ 
ساعت پس از اعمال تنش كم و  ١٤٤و  ٧٢در متحمل 

، ميزان پس از تنش ساعت ١٩٢تقريباً مشابه بوده اما در 
طور كه در شكل نرسيد و هماخود بيان به حداكثر مقدار 

شود، ميزان بيان اين ژن در اين زمان، مشاهده مي ٢
رسد كه گياه در روزهاي نظر ميشد. بهبادار ميمعني

، ميزان بيان ژن گلوتاتيون ردوكتاز را وقوع تنشپاياني 
موجود در  NADPHدهد تا از اين طريق افزايش مي

سلول را مصرف كرده و با توليد گلوتاتيون احياء ميزان 
يدشده را كاهش دهد. تولهاي فعال اكسيژن گونه

طور شيميايي با سوپر اكسيد تواند بهگلوتاتيون ردوكتاز مي
رفتن بينو راديكال هيدروكسيل واكنش دهد و باعث از 

بودن بيان ژن گلوتاتيون هاي آزاد شود. علت كمراديكال
 ردوكتاز در ساعات ابتدايي تنش در ژنوتيپ غلاف سياه، در

ه با كاهش بيان اين ژن واقع به اين دليل است كه گيا
داشته و آن را در  NADPHسعي در جلوگيري از مصرف 

كند تا بدين روش خشكي را ساعات پاياني مصرف مي
باعث  NADPHكردن يدبا اكس يمآنز ينا يرازتحمل كند، 

 يهايماز آنز يكي يمآنز ينشود و ايم يونگلوتات ياءاح
كردن يدسباشد كه با اكيآسكوربات م -يونگلوتات چرخه

NADPH به آب  يدروژنه يدپراكس يهمنجر به تجز
 ييدر ساعات ابتدا ياهرسد گ ينظر مبه ينشود. بنابرايم

 Carvalho( ژن مذكور نداشته است يانبه ب ياجياحت

and Amâncio, 2002(.  بيان ژن گلوتاتيون ردوكتاز در
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ساعت پس از اعمال تنش،  ١٤٤و  ٧٢رقم حساس، 
دار اين افزايش معني ٢نتايج شكل  افزايش و بر اساس

باشد. نقش آنزيم گلوتاتيون ردوكتاز در گياهان مي
تراريخته نيز، براي افزايش مقاومت به تنش ثابت شده 
است و كاهش فعاليت اين آنزيم حساسيت گياه را به تنش 

 .)Allen, 1995(اكسيداتيو به دنبال داشته است 

  PRXميزان بيان نسبي ژن 

سيتوپلاسمي در  PRXاز بررسي بيان ژن  نتايج حاصل
دو ژنوتيپ غلاف سياه و پاك تحت شــرايط بــدون تــنش و 

تنش خشكي نشان داد كه بيان اين ژن در ژنوتيپ متحمل 
ــه خشــكي  ــياه)، در ســاعات (ب ــلاف س  ١٩٢و  ١٤٤، ٧٢غ

 ٢٤٠ساعت پس از اعمال تنش، تقريباً مشــابه بــود، امــا در 
م) حــداكثر ميــزان بيــان روز ده(ساعت پس از اعمال تنش 

در  PRX). ميــزان بيــان ژن ٣خود را داشته اســت (شــكل 
ساعت پس از اعمــال  ١٤٤و  ٧٢هاي ژنوتيپ پاك، در زمان

ساعت پــس از  ٢٤٠و  ١٩٢تنش تقريباً مشابه و در ساعات 
ســاعت پــس از  ٢٤٠كه در طوريتنش كاهش نشان داد، به

  رين ميزان خود بود.تاعمال تنش، در كم

  
 به متحمل و(پاك) حساس  ايلوبدر دو رقم  يتحت تنش خشك Real-time PCRروش  با PRXژن  انيب الگوي -٣شكل 

  )اهيس(غلاف  يخشك
Figure 3. Expression pattern of PRXgene using real-time PCR under drought stress in two susceptible 

(Pak) and tolerant (Ghalaf siyah) bean genotypes

ردوكسين آنزيمي است كه توانايي واكنش با پروكسي
كند هيدروژن را داشته و آن را به آب تبديل ميپراكسيد 

ردوكسين به فرم اكسيد اين واكنش، پروكسي كه در نتيجه
خود تبديل گشته و بين دو مولكول آن پيوند دي 

شود طور كه مشاهده ميشود. همانسولفيدي برقرار مي
و  ١٤٤ردوكسين در ژنوتيپ غلاف سياه بيان ژن پروكسي

ل تنش، روند يكنواختي را طي ساعت پس از اعما ١٩٢
ميزان آن دو  ،ساعت پس از اعمال تنش ٢٤٠اما  ،كندمي

رسد كه در ژنوتيپ غلاف سياه از شود. به نظر ميبرابر مي
ردوكسين سعي در مقابله طريق افزايش بيان ژن پروكسي

شده  )2O2H(فعال اكسيژن  با افزايش ميزان اين گونه
ساعت  ٧٢بيان اين ژن است. در ژنوتيپ حساس، ميزان 

پس از اعمال تنش در حداكثر ميزان خود قرار دارد و طبق 
باشد كه دليلي بر دار مي، اين افزايش بيان معني٣شكل 
  باشد.گياه با پراكسيد هيدروژن توليدي مي مقابله

  APXميزان بيان نسبي ژن 

در دو ژنوتيــپ  APXنتايج حاصل از بررســي بيــان ژن 
متحمل و حساس به خشكي در پــژوهش حاضــر نشــان داد 

ساعت پــس از  ١٤٤و  ٧٢غلاف سياه)، (كه در رقم متحمل 
اعمال تنش، بيان مشابه و تقريباً در يك سطح بــوده اســت 

ســاعت پــس از اعمــال تــنش، ميــزان بيــان رو بــه  ١٩٢اما 
ســاعت پــس از اعمــال  ٢٤٠كــه وريطبهافزايش گذاشــته، 

). در ژنوتيــپ ٤ترين ميزان خود رسيد (شكل شه بيتنش ب
ساعت پس از اعمال تنش، بيان  ١٤٤و  ٧٢حساس (پاك)، 
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و  ١٩٢اين ژن مشابه و در ســطح بــالايي قــرار داشــته، امــا 
در  APXساعت پس از اعمال تــنش ميــزان بيــان ژن  ٢٤٠

كــه در روز دهــم بــه طوريبــهرقم حســاس كــاهش يافتــه، 
  سيد.رين مقدار خود رتكم

  
 و متحمل به (پاك) حساس ايلوبدر دو رقم  يتحت تنش خشك Real-time PCRروش  با APXژن  انيب الگوي - ٤شكل 

  )اهيس(غلاف  يخشك
Figure 4. Expression pattern of APXgene using real-time PCR under drought stress in two susceptible 

(Pak) and tolerant (Ghalaf siyah) bean genotypes

آســكوربات گلوتــاتيون تقريبــاً در تمــام اجــزاي  چرخــه
هاي گياهي يافت شده، علاوه بــر ايــن ميــل تركيبــي سلول

ــدروژن،  ــراي پراكســيد هي ــالاي آســكوربات پراكســيداز ب ب
ــطح  ــرل س ــم آن در كنت ــيار مه ــش بس ــانگر نق  ROSنش

ــكل مي ــد (ش ــيدان). آنتي٥باش ــد تاكس و  APXهايي مانن
ها و ديگــر بــالا در كلروپلاســت هايگلوتاتيون كه در غلظت

ــاعي شــوند، در مكانيزماجــزاي ســلولي يافــت مي هــاي دف
هــاي اكســيداتيو بســيار مهــم هســتند. گياهــان طــي تنش

انــد كــه فعاليــت گلوتــاتيون ردوكتــاز و ها نشان دادهبررسي

ـــكي در  ـــنش خش ـــول ت ـــيداز در ط ـــكوربات پراكس آس
 يابـــدهاي گنـــدم، يونجـــه و بـــرنج افـــزايش ميگياهچـــه

)Sharma and Dubey, 2005(ــدازه گيري فعاليــت . ان
هاي آســكوربات پراكســيداز و گلوتــاتيون ردوكتــاز در آنزيم
هاي لوبيا كــه تحــت تــنش هاي زماني مختلف در برگدوره

نشــان داد كــه  ،قــرار داشــتند PEGملايم اسمزي ناشي از 
شــود داري در فعاليت هــر دو آنــزيم ديــده ميافزايش معني

)Jiang and Zhang, 2002(.  

  
  آسكوربات - چرخه گلوتاتتيون – ٥شكل 

Figure 5.Glutathione-Ascorbate cycle (Gaafar and Seyam, 2018)

شــود در رقــم مشــاهده مي ٤طور كــه در شــكل همــان
 ١٤٤و  ٧٢متحمل، ميزان بيان ژن آسكوربات پــر اكســيداز 

 و ١٩٢ساعت پس از تنش، تا حد زيادي مشــابه اســت امــا 

، ميزان بيان تا حد زيادي افــزايش پس از تنش ساعت ٢٤٠
باشــد دار مياين افــزايش معنــي ٤يافته است و طبق شكل 

گياه با تــنش خشــكي از طريــق تبــديل  كه دلالت بر مقابله



 )٢٠٩- ٢٢٤/(١٤٠٠/ومس شماره/ سال هشتم/ ايران بذر تحقيقات و علوم                                 و همكاران            زاده گلفزانيمحسن

٢٢٠ 

ر متحمــل د پراكسيد هيدروژن به آب دارد. در واقع ژنوتيپ
پــاييني داشــته،  APXساعات ابتدايي تنش ميزان بيان ژن 

گيــرد و كــه اثــرات تــنش شــدت مي ياما در روزهاي انتهاي
يابــد، ميــزان بيــان در گيــاه افــزايش مي ROSميزان توليد 

هــاي اكسيداز كــه در مكانيزمون آسكوربات پرهايي همچژن
هــاي اصــلي هســتند، دفــاعي گيــاه در برابــر تــنش از آنزيم

يابد. در ژنوتيپ حساس اين روند بالعكس اســت يش ميافزا
- دفــاعهــاي و گياه در روزهاي ابتدايي با افــزايش بيــان ژن

كننده از گياه در برابر تنش، تمام تــوان دفــاعي خــود را بــه 
بررســي نقــش تــنش خشــكي در دو رقــم در گيــرد. كار مي
كــه رقــم گزارش شــد متحمل و حساس به خشكي) (گندم 

ر پراكســيد هيــدروژن و مهــار آن تــبيش تجزيــهمتحمل بــا 
هاي كاتالاز و آسكوربات پراكســيداز و عملكــرد توسط آنزيم

 -گلوتــاتيون آنزيم آسكوربات پراكســيداز در چرخــه كارآمد
آلدئيــد ديي مــالوناو محتــو تــرمآسكوربات، آسيب غشاء ك

در مقايســه بــا رقــم حســاس دارنــد و  )MDA(تري پــايين
 Naderi Zarnaghi and(ي ســازگارند درنتيجه به خشــك

Valizadeh, 2014(.  تحت شرايط تنش خشــكي افــزايش
APX در گندم نيــز گــزارش شــده اســت)Zhang et al., 

هاي محلول در اكسيدانتآنتي خزانهافزايش حجم  .)1999
آب آسكوربات پراكسيداز و گلوتــاتيون ردوكتــاز در شــرايط 

پتانســيل احيــا ســلول از كــه شــود تنش خشكي ســبب مي
بــالايي برخــوردار شــده و تحمــل گيــاه بــه شــرايط دشــوار 

  افزايش يابد.
  

  گيري كلينتيجه
اثــر تــنش بــر  تجزيه واريانس نشان داد اين پژوهشدر 

 ١، در ســطح احتمــال در لوبيــا تمام صــفات مــورد بررســي
اي، در با توجه به نتايج تجزيه خوشــه. استدار درصد معني

قرار دارند كه در اكثر صــفات مهــم  يهايژنوتيپ ،گروه سوم
مقاديري بــالاتر از ميــانگين كــل را دارا بودنــد و بــا بررســي 
نتايج حاصل از مقايسه ميــانگين و مشــاهدات عينــي، رقــم 

هــاي بــراي غلاف سياه رتبه اول را نسبت بــه ســاير ژنوتيپ
توان اين ژنوتيــپ را تحمل به تنش خشكي كسب كرد و مي

هــاي ژنوتيــپ متحمــل لوبيــا معرفــي كــرد. ژنوتيپعنوان به
هســتند كــه در تمــامي صــفات در  يهــايگروه يك ژنوتيپ

تر از ميانگين كل قرار دارنــد و ژنوتيــپ پــاك سطحي پايين
عنوان ژنوتيــپ حســاس لوبيــا كه در اين گروه قرار داشت به
بنــدي حاصــل از صــحت گــروهدر اين پژوهش معرفي شــد. 

 ٤٢/٩٣يله تجزيه تابع تشــخيص بــا اي، به وستجزيه خوشه
، PRXهــاي با توجه به نقش و اهميــت ژندرصد تائيد شد. 

GR  وAPX  در تنظيم ميــزانROS  حاصــل از متابوليســم
هــاي مــذكور در مــديريت طبيعي گياه و تنش، همكاري ژن

در  ROSجمــع ت .ســزايي داردتنش اكسيداتيو اهميــت بــه
هاي ســميمكانو  ســميمتابول دييكل طي تنش خشكي نقاط

دهنــد و متعاقــب آن يقــرار م حملــه را مــورد سلول يدفاع
ژنوتيــپ  ابد،ييم تريشيب شدت سلول در ويداتياكس تنش

، بر خلاف ژنوتيپ پاك در ســاعت پايــاني تــنش غلاف سياه
ـــان ژن مي ـــزايش بي ـــا اف ـــد ب ـــبت ، APXو  GRتوان نس

NADPH  ـه ـه  GSHرا كــاهش و نســبت  NADP+بـ بـ
GSSG  .را افزايش داده و از تنش خشكي جلــوگيري كنــد

 كــاهشه بــ بــا توجــه غلاف ســياهبرخلاف  پاكدر ژنوتيپ 
مقــدار  در روزهاي انتهايي تــنش APXو  GR هايبيان ژن

NADPH  توانــد تــنش كــه ايــن امــر ميابــد يمــيافزايش
نيــز  ردوكســينكســيوپر دنبال داشته باشد.اكسيداتيو را به

 پراكســيدهيدروژنحذف  تواناييهاي است كه يكي از آنزيم
طــور كــه ديــده شــد رونــد افــزايش بيــان ژن دارد، همان را

PRX  ساعت پــس از تــنش  ٢٤٠در ژنوتيپ غلاف سياه در
در مقابلــه بــا تــنش  2O2Hدهنــده كــاهش توانــد نشــانمي

خشكي باشد و تحمل ژنوتيپ غلاف سياه به شــرايط تــنش 
در ژنوتيــپ  PRXخشكي را بالا ببرد، اما افــزايش بيــان ژن 

دهنــده عــدم سپس كــاهش نشــان ساعت و ٧٢در  حساس
طور كلــي هبباشد. توانايي ژنوتيپ پاك در مقابله با تنش مي

 ســهن هــر در ساعت ابتدايي تنش ميزان بيادر اين بررسي 
 حســاسپايين بود ولــي در ژنوتيــپ  ژنوتيپ متحملژن در 

بنــابراين در ، مشاهده شدو سپس كاهش بيان افزايش بيان 
آســيب توانــد اين امــر مي غلاف سياهبرخلاف  پاكژنوتيپ 
ت يــفعال نيب در عدم تعادلو  دنبال داشته باشدرا به به گياه

ـــميآنز ـــاراياكســـيهـــاي آنت  ييدانت، ســـبب كـــاهش ك
  .شوديم ROSكننده آوريجمع هايسميمكان

  
  يقدردان و تشكر
ــئول از ــگاه مس ــوژي آزمايش ــكده  بيوتكنول ــوم دانش عل

  گردد.تشكر مي كشاورزي دانشگاه گيلان
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Abstract 

In order to study the effects of drought stress induced by polyethylene glycol 6000 on germination 
components of 21 bean genotypes, a randomized complete design with factorial arrangement of one 
drought level (-0.148 MPa) and control level (0), in 3 replication and with the purpose of determining 
the resistance and susceptible genotype, was conducted. Results of anova indicate that all genotypes in 
all studied components (root, shoot, fresh weight of root and shoot, dry weight of root and shoot, 
growth rate root and shoot, root to shoot length ratio, difference of fresh and dry weight root, difference 
of fresh and dry weight shoot)were affected significantly by drought stress. Genotype effect and also 
the interaction between genotype and drought, was significant for all studied components. According 
to results of cluster analysis with the ward method, all genotypes in normal and drought conditions, 
were placed into four different groups, the Ghalaf Siyah and Pak genotypes were chosen as resistance 
and susceptible genotypes in drought stress conditions.In this study the expression patterns of three 
drought induced-genes was investigated in two Ghalaf Siyah (resistant genotype) and Pak (sensitive 
genotype) using Real time PCR technique. After RNA extraction and cDNA synthesis, expression of 
three genes, including,GR, PRX and APX were studied in the seedling stage of Ghalaf Siyah and Pak 
genotype under drought stress for control, 72, 144, 192 and 240 hours of the treatments.The results 
indicated that in Ghalaf Siyah genotype the drought  induced-genes generally had higher expression 
than Pak cultivar.Expression of three genes PRX, GR and APX at the 240 h in the tolerant genotype, it 
was two, four and six more than the sensitive genotype. 
 
Keywords: Phenotypic evaluation; polyethylene glycol 6000; Real time PCR 
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