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 تنش شوري در شرايطدر گندم دوروم NADP-Malicآنزيم فعاليت بررسي

و پروانه امامي هومن راضيدكتر

 رشته اصلاح نباتات، دانشكده كشاورزي، دانشگاه شيراز

 مقدمه

از 2008طبق آمار انتشار يافته توسط فائو در سال ميليـون هكتـار از اراضـي جهـان تحـت تـاثير 800بيش

. در توليدات كشاورزي شـده اسـت چنين سطح وسيعي از شوري در جهان باعث كاهش قابل توجه. اندشوري

و كاهش پتانسيل آب سلول مي گردد كـه در نتيجـه از افزايش شوري در محيط ريشه باعث كاهش جذب آب

و كاهش غلظت از ديگر واكنش. رشد گياه جلوگيري مي كند هاي گياه در مقابل شوري، افزايش غلظت سديم

. پتاسيم در بافت گياه است

يا Triticum durumگندم دوروم با نام علمي به عنوان يكي Triticum turgidum var. durumو

از. سازي استي اوليه صنايع ماكارونياز مهم ترين غلات جهان ماده لحـاظ شـوري نسـبت بـه گنـدم دوروم

و كشت آن را در مناطقي با خاكنان حساسگندم و سديمي محـدود كـرده تر است كه توليد .اسـت هاي شور

بدين منظور محققـان علـوم. هايي براي بهبود تحمل شوري در گندم دوروم صورت گرفته استتاكنون تلاش

و دوروم را پلاسمزراعي، طيف وسيعي از ژرم بنـابراين شناسـايي. انـد مورد غربالگري قـرار داده هاي گندم نان

ميمعيارهاي مناسب گزينش براي بهبود تحمل شوري در گندم تتراپلوئيد ضروري به . رسدنظر

و بيوشـيميايي تحمـل شـوري بـراي اصـلاح گياهـان براي مقابله با شوري شناخت مكانيسم هاي مولكولي

طبق مطالعات صـورت. يوني در رابطه با تحمل شوري ضروري استبررسي تغييرات. زراعي حائز اهميت است

و گندم دوروم همراه با كـاهش نـرخ انتقـال  و افـزايش+Naگرفته تحمل شوري در گندم نان بـه شاخسـاره

هايي را در بهنـژادي تحمـل شـوري در ايـن گياهـان است كه اهميت بررسي چنين شاخص+K+/Naنسبت 

هـاي يش شوري، بسياري از گياهان متحمل مقادير بيشتري پتاسـيم در سـلول همچنين با افزا. دهدنشان مي

.كنندخود انباشته مي

هـاي آلـي را همچـون پـرولين بـراي كنتـرل گياهان در مقابله با شوري علاوه بر تنظيمات يـوني، محلـول

سل آمينه اسيد. گيرندپتانسيل اسمزي به كار مي و كاهش دهنـدهي پرولين موثر در تنظيم سطح احياي ي ولي

pH و جمع .هاي آزاد در سلول استآوري كننده راديكالسلولي بوده
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هاي موثر بر فتوسنتز تنها از جنبه توليد موثر نبوده بلكه گاهي به عنوان فاكتورهـاي دفـاعي در تاثير آنزيم

ف يكي از آنزيم) NADP-Malic )NADP-MEآنزيم. كنندمقابله با تنش عمل مي عـال فتوسـنتزي هـاي

و ديگر تـنش است كه  و شواهدي دال بر نقش حمايتي اين آنزيم در تحمل تنش شوري هـاي محيطـي زنـده

و همسانهبررسي.غيرزنده وجود دارد دهنـده در گنـدم هگزاپلوئيـد نيـز نشـان NADP-MEسازي ژن بيان

ميتاثير را به عنوان معيـار NADP-Malicم بنابراين مي توان آنزي.باشدپذيري اين ژن از تغييرات محيطي

.جديدي از تحمل شوري در برخي از گياهان مورد ارزيابي قرار داد

 هدف

.اين پژوهش به منظور دستيابي به اهداف ذيل انجام شد

 بررسي واكنش ژنوتيپ هاي مختلف گندم دوروم به سطوح مختلف شوري-1

 در پاسخ به تنش شوري NADP-Malicآنزيم ارزيابي تغييرات فعاليت-2

 بررسي برخي معيارهاي يوني مرتبط با تحمل شوري-3

و بررسي ويژگي-4  در گندم دوروم NADP-Malicهاي مولكولي ژن رمزكننده آنزيم جداسازي

و روش ها  مواد

واجراي آزمايش گلخانه  نحوه اعمال تنش شوري اي

و اصلاح بهنباتات دانشگاه آزمايش درگلخانه بخش زراعت -NADP منظور ارزيابي واكنش آنزيمشيراز

Malic و اسيدآمينه گندم دوروم در پاسخ به تنشي پرولين چندين ژنوتيپو تغييرات سديم، پتاسيم

و3هفده ژنوتيپ مورد آزمايش شامل پنج رقم تجاري ياواروس، سيمره، تارو. شوري اجرا شد ، كرخه، آريا

د  ADYTW1/14, ADYTW1/10, ADYTW1/7(وروم يازده لاين گندم

,ADYTW1/5,ADYTW1/4 ,ADYTW1/15, ADYTW1/19, ADYTW1/18, 
ADYTW1/17 ,ADYTW1/16 وD-81-18  (نانو يك رقم گندم)در ادامه جداسازي. بودند) چمران

.شد در رقم تجاري ياواروس انجام NADP-MEي اي از ژن رمز كنندهو بررسي خصوصيات مولكولي قطعه
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و در اين آزمايش به صورت فاكتوريل در قالب طرح پايه ي كاملاً تصادفي با سه تكرار شامل هفده ژنوتيپ

شد NaClگرم ميلي 3400و 1700سه سطح شوري صفر، هدايت الكتريكي. به ازاي هر كيلوگرم خاك اجرا

متربردسي زيمنس25/13و2/2،53/7عصاره اشباع خاك پس از اعمال تنش براي سطوح شوري به ترتيب 

شد. دست آمدبه براي اعمال. پس از تنك كردن در مرحله دو برگي، تنها پنج بوته در هر گلدان نگه داشته

. تنش شوري در مقادير ذكرشده اعمال شدند) در مرحله ساقه روي(روز پس از كاشت50تنش شوري، 

و و همچنين در هر گلدان اندازه گيري ميزان سديم پتاسيم، درصد تغييرات يوني، مجموع تجمع يوني

و فعاليت. در گياه انجام شد+K+/Naشاخص انتخابگري  همچنين ميزان اسيد آمينه پرولين، پروتئين كل

هر. در گياه سنجش شدند NADP-Malicآنزيم  و برخي از صفات مرفولوژيك گياه نيز در اجزاي عملكرد

بر حسب(، طول سنبله)متربرحسب سانتي(گيري شده شامل ارتفاع بوتهصفات اندازه.گيري شدندگلدان اندازه

در) برحسب گرم(، تعداد سنبلچه در سنبله، تعداد دانه در سنبله، وزن هزار دانه)مترسانتي و عملكرد دانه

ين هاي كمي عملكرد شامل تحمل تنش، ميانگين عملكرد، ميانگشاخص. بودند) بر حسب گرم(تك بوته

و شاخص حساسيت به تنش محاسبه شدند .هندسي عملكرد، شاخص تحمل تنش

و محاسبه تجزيه هاي آماري شامل تجزيه واريانس، مقايسه ميانگين ها با آزمون چند دامنه ي دانكن

به. ضرايب همبستگي انجام شد به (/ADYTW1)هاي در حال اصلاح جاي نام كامل لايندر نتايج آزمايش،

شدADاز اختصار .استفاده

و توالي يابي ژن رمزكننده  در گندم دوروم NADP-MEجداسازي، همسانه سازي

شد NADP-MEاي از ژن براي جداسازي قطعه ابتدا. در گندم دوروم، از رقم تجاري ياواروس استفاده

ي دسترسيرهبه شما) .Triticum aestivum L(در گندم نان NADP-MEبا استفاده از توالي ژن 

[GeneID: 100137005 (EU082065)] ي فرم سيتوپلاسمي آنزيم كه رمزكنندهNADP-Malic 

طي  cDNAو سنتز RNAاستخراج. طراحي شدند bp717است، آغازگرهاي مناسب با فاصله و انجام

و توالي يابي گرديدواكنش زنجيره و سپس همسانه سازي از. اي پليمراز ژن مورد نظر تكثير با استفاده

توالي هاي NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi)سرويس بلاست در بانك اطلاعاتي 

اطمينان حاصل NADP-MEمشابه موجود در بانك ژن شناسايي شدند تا از روند صحيح جداسازي ژن 

.شود
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 نتايج

و سطوح شوري از لحاظ عملكرد نتايج تجزيه واريانس نشان داد كه اختلاف معني داري بين ژنوتيپ ها

و تعداد دانه در سنبله وجود دارد و اجزاي عملكرد همچون وزن صد دانه با افزايش شوري. دانه در تك بوته

، كاهش معنيبردسي زيمنس25/13خاك به  شدداري براي متر و اجزاي عملكرد مشاهده -كم. عملكرد دانه

در AD19ترين عملكرد تك بوته متعلق به و بيشترين مقدار عملكرد شد3و تارو AD18بود رقم. مشاهده

داد كه ناشي از داري در عملكرد نشانآريا با عملكرد بالا در شرايط بدون تنش، با بروز تنش كاهش معني

در مقابل رقم كرخه با وجود عملكرد پايين نسبت به آريا با افزايش.ي استحساسيت ژنوتيپ مذكور به شور

به. شوري ثبات عملكرد قابل قبولي نشان داد عنوان والد در برنامه هاي به نژادي بهبود تحمل شوري بنابراين

.كانديد مناسبي است

، متوسط)STI(به تنش تحمل هاي مورد بررسي از لحاظ شاخص نتايج آماري نشان داد كه ژنوتيپ

و. داري داشتند اختلافات معني) GMP(وري هندسيو بهره)MP(عملكرد با استفاده از نتايج حاصل

 هايمربوط به ژنوتيپ) حساس ترين(وري هندسي مقايسات ميانگين مشخص شد كه كمترين شاخص بهره

AD14  آنو چمران بر.و ياواروس بود AD18پ متعلق به دو ژنوتي) متحمل ترين(و بيشترين مقدار

و ژنوتيپ AD18ژنوتيپ) STI(و شاخص تحمل تنش)MP(ورياساس ميانگين بهره  متحمل ترين

AD14 حساس ترين به شوري بود.

و برهمكنش دو فاكتور مورد با بررسي نتايج تجزيه واريانس بين سطوح مختلف شوري، ژنوتيپ ها

با افزايش شوري پرولين بيشتري دربرگ گياه.شداي پرولين مشاهدهداري براي محتوبررسي، اختلاف معني

و ژنوتيپبه. انباشته شد . ترين محتواي پرولين را داشتندكم AD4طور ميانگين، رقم ياواروس بيشترين

و ژنوتيپ AD14ژنوتيپ  ،كمترين مقدار پرولين را در هدايت الكتريكي AD10بيشترين مقدار

dS/m25/13ها از لحاظ درصد تغييرات پرولين بين دو سطح بدون داري ميان ژنوتيپاختلاف معني. داشتند

و شوري با هدايت الكتريكي  مي. مشاهده نشدdS/m25/13 تنش رسد افزايش پرولين به عنوان يك به نظر

و چه در ارقام متحمل روي مي به  AD5و AD10ژنوتيپهاي. دهدواكنش عمومي چه در ارقام حساس

و بيشترين درصد تغييرات پرولين را نشان دادندت .رتيب كمترين

آناختلاف معني و برهمكنش و نسبت داري بين ژنوتيپ ها، سطوح شوري ها از نظر مقادير سديم، پتاسيم

داري سديم بيشتري در نتايج نشان داد كه با افزايش شوري به صورت معني.شدمشاهده+K+/Na انتخابگري
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و درمقابل پتاسيم كاهش معنيشاخساره داري نشان داد كه بيانگر مقابله سديم با پتاسيم در تجمع يافت

در. ورود به گياه در شرايط تنش است شد AD5كمترين مقدار تجمع سديم در شرايط بدون تنش مشاهده

با. ها داشت، سديم بيشتري در بافت خود نسبت به ديگر ژنوتيپ3درحالي كه تارو هدايت الكتريكي در شوري

 dS/m25/13ترين مقدار تجمع سديم در ژنوتيپكمAD7 در بود درحالي كه بيشترين تجمع سديم

در رقمdS/m 25/13 كمترين مقدار پتاسيم در شوري با هدايت الكتريكي. رخ داد AD16ژنوتيپ 

و بيشترين آن در  شد AD5ياواروس نسبت انتخابگري هاي مورد بررسي كاهشدر تمام ژنوتيپ. ديده

K+/Na+و نسبت در شرايط تنش شوري مشاهده شد در عين حال رابطه معني داري بين تحمل شوري

و رقم آريا به ترتيب بيشترين AD7، ژنوتيپdS/m 25/13 در شرايط شوري. پيدا نشد+K+/Naانتخابگري 

لدر تجزيه واريانس، بين ژنوتيپ. داشتند+K+/Naترين نسبتو كم حاظ درصد تغييرات سديم، پتاسيم ها از

و تنش اختلافات معني+K+/Naو نسبت انتخابگري  شدبين شرايط نرمال بيشترين درصد. داري مشاهده

و درصد افزايش در ژنوتيپ 197تا 188تغييرات سديم در حدود  مشاهده AD14هاي حساس آريا، چمران

.شد

و مقدار فعاليت آنزيمهاطبق نتايج تجزيه واريانس، بين ژنوتيپ ي مورد بررسي از لحاظ درصد تغييرات

NADP-Malic ي تنوع ژنتيكي موجود در فعاليت اين داري مشاهده شد كه نشان دهندهاختلافات معني

و شوري نيز در فعاليت. آنزيم است -داري داشت كه نشاناختلاف معني NADP-MEبرهمكنش ژنوتيپ

مقايسه ميانگين. هاي مورد آزمايش استشوري در ايجاد اختلاف بين ژنوتيپيي تاثير تشديدكنندهدهنده

بنابراين نمي توان برمبناي. نشان نداد NADP-Malicداري در فعاليت آنزيم سطوح تنش اختلاف معني

در شرايط NADP-MEبا مقايسه تغييرات. فعاليت اين آنزيم ژنوتيپهاي متحمل به شوري را انتخاب نمود

ت ها، در مقايسه ميانگين ژنوتيپ. نش مشخص شد كه فعاليت اين آنزيم بسته به ژنوتيپ متفاوت استبدون

مشاهده) افزايش نسبت به سطح بدون تنش(و مثبت) كاهش نسبت به شرايط بدون تنش(تغييرات منفي 

مشاهده AD10و بيشترين درصد كاهش در ژنوتيپ) گندم نان(بيشترين درصد افزايش در رقم چمران. شد

، همبستگي مثبت معني داري ميان عملكرد NADP-Malicدر بررسي درصد تغييرات فعاليت آنزيم. شد

و فعاليت آنزيم مذكور در تنش شدdS/m25/13 در شرايط بدون تنش كه. مشاهده شايد بتوان گفت

.هاي گندم دوروم باشندمقادير آنزيم مذكور در شرايط تنش مي توانند معرف پتانسيل عملكرد دانه ژنوتيپ 

و با انجام واكنش در NADP-MEقطعه اي از ژن رمزكننده PCRبا استفاده از آغازگرهاي اختصاصي

به طول نشان داد كه قطعه جداسازي شده، يك قطعه PCRالكتروفورز محصول. گندم دوروم تكثير شد
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ژن bp717و توالي يابي سازيپس از انجام مراحل همسانه. جفت باز بود 700تقريبي -NADPاز توالي

ME به توالي جداسازي شده از رقم ياواروس با توالي. دست آمددر گندم دوروم از رقم ياواروس به شرح زير

صد در صد مشابه EU082065.1نان به شماره در گندم NADP-dependent malic enzymeژن 

تك. بود و هگزاپلوئيد را نشان دادنتيجه حاصل حفظ شدگي كامل ژن مذكور طي .امل گندم تتراپلوئيد

>Triticum durum L. var. Yavarus NADP- Malic enzyme_ partial sequence 
GGTATGGGTATTCCGGTTGGCAAACTGTCTCTGTACACCGCCCTCGGAGGAGTTCGCCCATCAGCTTGCCTGCCAA
TTACGATCGATGTTGGCACCAACAACGAGACATTGCTCAACGACGAGTACTACATCGGGCTCCGTCAACGGCGTGC
TACCGGCGAGGAATACCATGAGCTTCTTCAAGAGTTCATGAATGCAGTCAAGCAAAACTACGGCGAGAAAGTCCTG
GTCCAGTTTGAGGACTTTGCCAACCACAATGCATTCGATTTGCTCGCAAAGTACAGCAAGAGCCATCTCGTCTTCA
ACGATGATATTCAGGGCACAGCATCAGTGGTCCTCGCAGGCCTCTTGGCGGCCCTGAGGATGATCGGTGGAGGCCT
TGTGGATCAGACTTACCTCTTCCTTGGTGCTGGAGAGGCTGGAACTGGCATTGCAGAACTCATTGCTCTTGAGATG
TCGAAACACACTGAACTCCCGGTGGACGACTGCCGCAAGAAGATCTGGCTGGTGGACTCCAAGGGTCTGCTTGTCG
AGTCCAGGAAAGAGTCTCTGCAGCACTTCAAGAAGCCGTTCGCTCATGAGCATGAAGAACTGAAGACCCTGCTGGA
GGCCGTCCAGTCCATCAAGCCGACCGTGCTGATTGGAACCTCCGGCGTCGGGAAGACCTTCACCCAGGAAGTGATC

GAGGCCATGGCCTCCTTCAACGAGAAACCCGTC


