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  چكيده 

ــد ســديم            ــر تيمارهــاي متفــاوت كلري ــژوهش، اث   300و  200، 100، 50، 0(در ايــن پ

دو ) پنجه زني ، تورم غلاف ، گلدهي و گرده افشـاني (در مراحل مختلف رشد و نمو ) ميلي مولار

بـر غلظـت پـرولين و فعاليـت     ) مقاوم به شـوري : حساس به شوري و بولاني : قدس (رقم گندم 

  .سينتيكي آنزيم پرولين دهيدروژناز در شرايط گلخانه اي مورد بررسي قرار گرفت

ر مجموع، در پاسخ به تيمارهاي شوري مشاهده شد كه افزايش غلظت پرولين و كـاهش  د        

  بنــابراين، يكــي از . فعاليــت آنــزيم پــرولين دهيــدروژناز در بــرگ قــدس بيشــتر از بــولاني بــود

  سازوكار هاي بيوشيميايي موثر در پاسخ متفاوت  رقم هاي قدس و بـولاني بـه تـنش شـوري را    

  .از نظر متابوليسم پرولين نسبت دادمي توان به تفاوت آنها 
 

  تنش شوري، متابوليسم پرولين، گندم: واژه هاي كليدي

  

  مقدمه  

پاسخ گياهان به شوري يكي از موضوعاتي است كه  در فيزيولوژي گياهي بسـيار مـورد              

زش سـا ). Munns 1992(مطالعه قرار گرفته  و بعد از فتوسنتز دومين موضوع مورد توجه اسـت  

                                                           
  . بخشي از رساله دكتري نگارنده اول به راهنمايي دكتر حسن ابراهيم زاده ارايه شده به دانشگاه تهران  1



، بـاكتري هـا، پروتـوزوآ، بـي مهرگـان      )نهانزادان آونـدي و ريسـه داران  (گياهان گلدار و بي گل 

  سخت پوستان به تنش هاي شوري و خشكي با انباشتن متابوليت هايي نظير تركيبات دريايي و

سـاكارز، سـاير   (و  هيدروكسـيل دار  ) پرولين، ساير اسيد هاي آمينه، پلي آمين ها(نيتروژن دار 

از آنجـا كـه ايـن    ). Mccu & Hanson 1990(انجام مي گيرد  )يگوساكاريدها و پلي ساكاريدهااول

معروفنـد  “  متابوليت هـاي سـازگار  ”متابوليت ها تعارضي با واكنش هاي بيوشيميايي ندارند، به 

)Bohnert et al. 1995.(  

 ـ             ه محـض آبكشـي    افزايش غلظت پرولين فراوانترين و عمومي ترين پاسخي اسـت كـه ب

پـرولين بـه جـز تنظـيم اسـمزي،      . ناشي از كمبود آب يا افزايش فشار اسمزي مشاهده مي شود

 pHجـاروب كـردن راديكـال هـاي هيدروكسـيل، تنظـيم       : نقش هاي ديگري نيز دارد، از قبيل 

و محافظت در برابر سـرما و  )  (Aspinall & Paleg  1981سلولي ، پايدار كردن ساختار پروتئين 

  . نظيم پتانسيل ردوكست

مسيرهاي بيوسنتز و كاتابوليسم پرولين مورد بررسي زيادي قرار گرفته است، اما  دربـاره           

  پـرولين بـين سيتوپلاسـم زمينـه و واكوئـل گياهـان عـالي         (compartmentation)كده بنـدي 

ته مي شـود تـا   پرولين عمدتاً در سيتوپلاسم زمينه انباش. يافته هاي محدودي در دسترس است

پتانسيل اسمزي واكوئل را كه درآنجا مـوادي نظيـر يـون سـديم انباشـته مـي شـوند، متـوازن                          

  ). Aubert et al. 1999(نمايد

هدف پژوهش حاضر، بررسي نقش متابوليسم پرولين در القاي مقاومت به تـنش شـوري            

. است) قم هاي به ترتيب حساس و مقاوم به شوريقدس و بولاني به عنوان ر( در دو رقم گندم 

مقاله حاضر، نخستين گزارش درباره اثر شوري بر فعاليت سينتيكي آنـزيم پـرولين دهيـدروژناز     

  . در ايران محسوب مي شود

  

  روش بررسي  

مقـاوم بـه   : حساس به شوري و بولاني : قدس (براي انجام پژوهش حاضر، دو رقم گندم           

حسـاس و  .  (ز انبار غلات موسسه تحقيقات تهيه و اصلاح نهـال و بـذر انتخـاب شـدند    ا) شوري

  مقاوم بـودن آنهـا مـورد تاييـد بخـش غـلات موسسـه تحقيقـات اصـلاح و تهيـه نهـال و بـذر            

  .حتي الامكان بذور هم اندازه و عاري از آسيب يا بيماري مورد استفاده قـرار گرفتنـد  ). مي باشد

 200به نسـبت   vitavaxلودگي قارچي، بذور قبل از كشت با قارچ كش به منظور جلوگيري از آ

  ).Dell Aquila  & Spada 1993 (كيلوگرم بذر مخلوط شدند  100گرم به ازاي هر 

هـر  . سانتي متر انجـام گرفـت   20كشت بذور در گلدان هاي پلاستيكي به قطر تقريبي           

با بافت متوسط، ماسه  وكود به ترتيـب بـا     گلدان محتوي حدود سه كيلوگرم مخلوطي از خاك



متـري  از سـطح خـاك كشـت شـدند سـپس        سـانتي  2-3بذور در عمق . بود  1:  1:  2نسبت 

  .آبياري سطحي انجام شد تا شرايط جوانه زني فراهم گردد

درجه سـانتي   20/25: دما (گلدان هاي محتوي گياه در گلخانه اي با شرايط كنترل شده        

 40-45: سـاعت، رطوبـت نسـبي     8/16: لوكس، دوره روشنايي  3500: دت روشنايي گراد، ش

. روز بعد به چهار گياه تنك شـدند  16در هر گلدان ده بذر كاشته شد و . نگهداري شدند) درصد

 ppm 92نيتـروژن ،   ppm 200درطي پنجه زني و تورم غلاف، گياهان با محلول غذايي محتوي 

به ترتيـب بـه صـورت نيتـرات آمونيـوم، سـوپر فسـفات و نيتـرات         (پتاسيم  ppm 200فسفر و 

. علاوه براين، آبياري هفته اي دوبار انجام گرفـت . (Rascio  et al. 1992)آبياري شدند ) پتاسيم

و  200، 100، 50: در نظر گرفتـه شـد   ) بدون كلريد سديم(علاوه بر شاهد   چهار تيمار شوري،

گلـدان هـا شـرايط زهكشـي مناسـبي       ).Huang et al. 1993(ميلي مـولار كلريـد سـديم     300

گياهان در مراحل پنجه زني، تورم غلاف، گلدهي و گرده افشاني تحت تـاثير تيمارهـاي   . داشتند

ايـن مراحـل بـه     (Zadoks et al. 1974) و همكارانزادوكس شوري قرار گرفتند كه  مطابق كد 

در هر يك از مراحل چهارگانـه  . بودند (DAS)روز پس از بذر افشاني  69و  58، 45، 22ترتيب 

به كار رفتند و اندازه گيري غلظت پـرولين و  ) نه به طور تدريجي(فوق، تيمارهاي شوري يكباره 

.  فعاليت آنزيم پرولين دهيدروژناز  در تمامي مراحل، دو  هفته پس از افزودن نمك انجام گرفـت 

) روز پس از بذرافشاني 45(، برگ هفتم )روز پس از بذرافشاني 22(نمونه برداري از برگ ششم 

  . انجام گرفت) روز پس از بذرافشاني 69و  58(و برگ پرچم 

ايـن   پـس از تهيـه  . دارد“ اسيد ـ نين هيـدرين   ” سنجش پرولين نياز به تهيه معرف 

  .سنجيده شد) Bates et al. 1975(و همكاران  بيتسمعرف، غلظت پرولين با استفاده از روش  

مـورد  ) pH=5/7مـولار بـا    HCl )05/0 -استخراج پـروتئين بـرگ، بـافر تـريس     جهت       

پس از اسـتخراج در سـردخانه   . مناسب تشخيص داده شد 1:  3نسبت بافر . استفاده قرار گرفت

  بــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــا 

، rpm 19000: درجه سانتي گراد، سانتريفوژ نمونه ها تحت شرايط زير انجام گرفت  0-4دماي

محلـول روشـناور بـراي    ). Gomori 1995(درجـه سـانتي گـراد     2-4دقيقه ، دمـا ي   45زمان 

  .سنجش فعاليت آنزيم پرولين دهيدروژناز مورد استفاده قرار گرفت

  : ميلي ليتر معرف زير مورد استفاده قرار گرفت 3براي سنجش فعاليت آنزيم مورد نظر،         

ميلي ليتر  mM 20  : (5/0(ين پرول -Lميلي ليتر        2) :  pH   ،M 1/0=3/10(بافر استات 

NAD  )mM 10  : (4 /0  ميلي ليتر 1/0:  ميلي ليتر                      عصاره آنزيمي  

منحنـي تغييـرات جـذب در    .   NADمحلول شاهد شامل همه تركيبات فوق بود بـه جـز          

اليـت آنزيمـي   سـرانجام فع . نانومتر با اسـتفاده از اسـپكتروفتومتر خوانـده شـد     340طول موج 



ــد   ــه ازاي ميلـــي گـــرم پـــروتئين محاســـبه گرديـ   برحســـب واحـــد جـــذب در دقيقـــه بـ

)Rena & Splittstoesser 1975 .(  

  

  

. آزمايش به صورت فاكتوريل در قالب طرح كاملا تصـادفي در سـه تكـرار انجـام شـد     

و مراحل  Bبه عنوان فاكتور ) رقم 2(، ارقام گندمAبه عنوان فاكتور ) تيمار 5(تيمارهاي شوري 

داده هاي آزمايش بـا اسـتفاده از روش   . بودند Cبه عنوان فاكتور ) مرحله 4(مختلف رشد و نمو 

تجزيه واريانس مورد  تحليل قرار گرفتند و سپس مقايسه ميانگين ها با استفاده از روش دانكـن  

  . انجام شدند

  

  نتيجه

  :يم مشاهده شد كه در پاسخ به تيمارهاي شوري و با افزايش غلظت كلريد سد       

، به طـوري كـه در   ) > P %5(غلظت پرولين برگ ششم افزايش يافت :  مرحله پنجه زني) الف 

برابـر   8/8و  6/13ميلي مولار در برگ قدس و بولاني، مقدار پرولين بـه ترتيـب تـا     300تيمار 

شـان  فعاليت پرولين دهيدروژناز برگ ششم كاهش قابـل تـوجهي ن  ). 2و 1شكل(شاهد زياد شد 

ميلي مولار  اين فعاليت در برگ قدس و بولاني به ترتيب  300در حضور تيمار ). > P% 5(داد  

  ). 4و 3شكل(شاهد كاهش يافت %  14و % 6تا 

پاسخ برگ هفتم مشابه برگ ششم بود، زيـرا غلظـت پـرولين در تيمـار     :  مرحله تورم غلاف) ب

البتـه  . برابر شاهد افزايش يافت 9/7و  5/10ميلي مولار دربرگ قدس و بولاني به ترتيب تا 300

 پاسخ بـرگ هفـتم، كـاهش    ).2و 1شكل(ميلي مولار درقدس اثر معني داري نداشت  50تيمار 
ميلي مولار، فعاليت  300در پاسخ به تيمار ). > P%5(فعاليت سينتيكي پرولين دهيدروژناز بود 

  ). 4و 3شكل(هد افت كرد شا% 20و% 11آنزيم اخير در برگ قدس و بولاني به ترتيب تا 

روز پس از بذرافشاني، غلظت پـرولين بـرگ پـرچم افـزايش نشـان داد       58 : مرحله گلدهي) ج

)5%P < .( ميلي مولاربـود كـه غلظـت پـرولين بـرگ       300بيشترين اثر فزاينده مربوط به تيمار

ن دهيـدروژناز  پاسخ پـرولي ). 2و 1شكل(برابر افزايش داد  4و  8/6قدس و بولاني را به ترتيب تا 

  300فعاليــت ايـن آنــزيم در حضـور تيمــار   ).  > P%5(بـرگ پـرچم مشــابه مـوارد قبــل بـود     

  ). 4و 3شكل(شاهد كاهش يافت %  39و % 25ميلي مولار در برگ قدس و بولاني به ترتيب تا 

ميلي مولار، غلظت پرولين برگ پرچم قـدس و   300در پاسخ به تيمار :  مرحله گرده افشاني) د

امـا فعاليـت پـرولين    ). 2و 1شـكل (برابر شاهد افـزايش نشـان داد    2و  4/ 1ي به ترتيب تا بولان

  ). 4و 3شكل(شاهد كاهش يافت % 65و % 50دهيدروژناز برگ قدس و بولاني به ترتيب تا 



  

  

  

  

  بحث  

  سازوكارهاي متعددي براي حفظ تورژسانس در گياهان تحت تـنش شـوري وارد عمـل         

ــوند  ــي ش ــي از آ. م ــت   يك ــرولين اس ــتگي پ ــا انباش ــزارش  . نه ــه گ ــكين ب ــارانارس   و همك

Erskine et al. 1996) (  پرولين انباشته شده در پاسخ به شوري، نقش مهمي در تنظيم اسمزي

ــي  ــا م ــلولي ايف ــر       درون س ــايي را در براب ــاي غش ــروتئين ه ــلولي و پ ــاي س ــزيم ه ــد وآن كن

مارهـاي شـوري، پـرولين بيشـتري     در پاسخ بـه تي  .حفظ مي نمايد) denaturation(واسرشتگي

نيـز   (Storey et al. 1997) و همكاران  استوريبنابر پژوهش . دربرگ قدس وبولاني انباشته شد

دوازده سـاعت پـس از تيمـار بـا كلريـد سـديم،        .پرولين درحضور تنش شوري افزايش مي يابد

و دميتريو ). Savoure et al. 1999(برابر مي رسد  9/2غلظت پرولين نسبت به گياهان شاهد به 

 Kuznetsov & Shevyakova (شـوياكووا   وكوزنتسـو  و   (Dmitriev et al. 1996)همكـاران  

معتقدند كه كلريد سديم، مسير بيوسنتزي پـرولين و توانـايي آنتـي اكسـيداني سـلول        1997)

  .گياهي  را تحريك مي كند

مارهاي شوري دربرگ قدس به طـور  در بررسي حاضر،  انباشتگي پرولين در پاسخ به تي          

نيـز معتقدنـد    (Cano et al. 1996 ) و همكاران كانو. قابل ملاحظه اي بيشتر از برگ بولاني بود

پرولين اسيد آمينه اي است كه در پاسخ به شوري در رقم هاي حساس، افزايش بيشتري نشـان  

و  اسـتوري گـزارش   بـه  . مي دهد  و انباشتگي آن باعث القاي مقاومـت بـه شـوري مـي گـردد     

نيز سنتز پرولين درگياهان حساس به شـوري بيشـتر از گياهـان    ) Story et al. 1997(همكاران 

) Kingsbury et al. 1984(و همكـاران   كينگسبوريبه اعتقاد . مقاوم به شوري صورت مي گيرد

 .تفاوت اخير بين كالوس هاي رقم هاي حسـاس و مقـاوم بـه شـوري نيـز مشـاهده مـي شـود         

ابراين، تفاوت بين گونه ها و رقم ها از نظر مقاومت به شوري ممكن است ناشـي از تفـاوت در   بن

با توجه به نتايج حاضـر از لحـاظ   ). Kohl 1997(سنتز محلول هاي سازگاري نظير پرولين باشد 

متابوليسم پرولين مي توان به مقاوم تر بودن و سازش پذيرتر بودن بولاني بـه تـنش شـوري در    

  . با قدس تاكيد نمودمقايسه 

. پرولين اكسيداز و پرولين دهيدرو ژناز: اكسيداسيون پرولين با دو آنزيم كاتاليز مي گردد         

اولي در غشاي دروني ميتوكندري مستقر است و به عنوان پذيرنـده الكتـرون بـه اكسـيژن نيـاز      

  .دارد، اما دومي در سيتوسل مستقر است



غلظت پرولين، بازدارنـدگي فعاليـت آنـزيم پـرولين      در پژوهش حاضر، ضمن افزايش 

دهيدروژناز در پاسخ به تيمارهاي شوري مشاهده شد و اين بازدارندگي دربرگ قـدس بيشـتر از   

  تفاوت اخير سبب انباشتگي بيشـتر پـرولين در بـرگ قـدس در مقايسـه بـا بـولاني       . بولاني بود

  

ي بيانگر بازدارندگي اكسايش پرولين در در تاييد نتايج حاضر، گزارش هاي متعدد. گرديده است

به عنوان مثال در اسفناج، فعاليت پرولين دهيدرو ژناز در پاسخ . گياهان تحت تنش شوري است

  بازداشـته %  75به شوري كاهش چشمگيري نشان مي دهـد  و در بـرگ و ريشـه تـوت سـفيد      

افـزايش غلظـت    (Gernard et al. 1991)و همكـاران  گرنـارد  ). Kumari et al. 1996(مي شود 

تحريـك سـنتز آن از   : پرولين را در پاسخ به تنش شـوري بـه سـه عامـل زيـر نسـبت داده انـد       

  .گلوتامات، كاهش اكسايش آن و كاهش اتصال پرولين به پروتئين

سرانجام، هم افزايش غلظت پـرولين و هـم كـاهش فعاليـت سـينتيكي آنـزيم پـرولين                  

) روز پـس از گـرده افشـاني    22(ارهاي شوري، در مرحله پنجه زني دهيدروژناز در پاسخ به تيم

نگارندگان مقاله اين تفـاوت را انباشـتگي بيشـتر    ). 1- 4شكل هاي(آشكارتر از مراحل ديگر بود 

  يون سديم درطي پنجه زني در رقم هاي مـورد مطالعـه در پاسـخ بـه تـنش نمكـي مـي داننـد        

سته بيوسنتز پرولين را بيش از سـاير مراحـل تحريـك    كه توان)  2000و همكاران ابراهيم زاده ( 

  . نمايد

مطالعه تغييرات غلظت پرولين و آنزيم پرولين دهيـدروژناز بـراي  مقايسـه رقـم هـاي               

  .مختلف از لحاظ مقاومت يا حساسيت به شوري، ابزار بيوشيميايي مناسبي به نظر مي رسد 

  

هاي هرز، موسسه تحقيقـات آفـات و     ش تحقيقات علفدكتر فريبا ميقاني، بخ: نشاني نگارندگان

بيماري هاي گياهي و دكتر حسن ابراهيم زاده، گروه زيسـت شناسـي، دانشـكده علـوم،     

 . دانشگاه تهران، تهران
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         The effect of various NaCl treatments (0, 50, 100, 200 and 300 mM) at 

different growth and development stages (tillering, boot swelling, flowering and 

polination) of two wheat cultivars (Ghods : salt-sensitive; Boolani : salt-resistant) on 

proline concentration and the kinetic activity of proline dehydrogenase was studied 

under greenhouse conditions. Generally, in response to salinity treatments, the 

increase of proline level and the decrease of proline dehydrogenase activity in 

Ghods leaves were greater than in Boolani leaves. It is therefore concluded that, 

proline metabolism is probably one of the biochemical mechanisms influencing the 

response of these cultivars to salt stress.  
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