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 مقاله پژوهشي

  يبه تنش خشك AtEXPA1 ختيتوتون ترار اهانيگ ييايميوشيو ب يكيولوژيزيف هايپاسخ

  3سبكدست ژهيمن، *2يعباس رضايعل ،1يعباس نامن
  ارشد رشته اصلاح نباتات دانشگاه تهران يكارشناس لالتحصيسابق و فارغ يدانشجو .1
 گروه زراعت و اصلاح نباتات، پرديس كشاورزي و منابع طبيعي دانشگاه تهران دانشيار. 2

  منابع طبيعي دانشگاه تهرانگروه زراعت و اصلاح نباتات، پرديس كشاورزي و  ارياستاد. 3

  10/07/98؛ تاريخ پذيرش: 19/04/98: افتيدر خيتار

  چكيده
ند هست يسلول وارهيبسط دهنده د هايپروتئين هاني. اكسپنسشودميمحسوب  غيرزنده هايتنش نترياز مخرب يكي يتنش خشك
 ختيتوتون ترار اهاني) گT2مطالعه نسل دوم ( نيگسترش دهند. در ا ،است pHكه وابسته به  يرا تحت روش يسلول وارهيكه قادرند د
و  يكيولوژيزيصفات ف يشاهد از نظر برخ عنوانبهسامسون  يو رقم تجار 7و  4، 2 ختهيترار نيدر سه لا AtEXPA1شده با ژن 

 ليكلروف زاني) و مRWCLآب برگ ( ينسب يباعث كاهش صفات محتوا يشدند. تنش خشك يبررس يتحت تنش خشك ييايميوشيب
 زاني) و مMDALبرگ ( ييغشا يدهايپيل ونيداسي)، پراكسELILبرگ ( يكيالكتر تيصفات شاخص هدا شيافزا نيبرگ و همچن

)، GPOX( دازيپراكس اكولي)، گاCATكاتالاز ( هايميآنز تيفعال زانيم ،يسطوح تنش شيبرگ شد. با اعمال تنش و افزا نيپرول
 نيلا ،ييايميوشيمطالعه بر اساس صفات ب ني. در اافتي شي) در برگ افزاPPO( دازيفنل اكس ي) و پلAPOX( دازيآسكوربات پراكس

 رقم خشكي تنش به نسبت و كنند مقابله تنش با اندبا رقم شاهد توانسته سهيدر مقا 4 نيلا ،يكيولوژيزيو بر اساس صفات ف 7و  2
  .متحمل محسوب شوند

  AtEXPA1 خت،يترار اهانيگ ،يتنش خشك ،يسلول وارهيبسط د ن،ياكسپنس كليدي: هايواژه

  مقدمه
 كشاورزي وريبهره در عمده هايمحدوديت از يكي خشكي

 يخشك تنش با مقابله براي. شودمي محسوب جهان سراسر در
 خطر كاهش هاياستراتژي و سازوكارها از تعدادي است لازم

 Vurukonda et al., 2016; Chen( بگيرد قرار مورداستفاده

et al., 2016 .(ودمحد دسترسي اينكه علت به خشكي تنش 
 بر كه بيوشيميايي فرآيندهاي و فيزيولوژيكي صفات بر آب به

 ذارد،گمي منفي اثر دارند، بسزايي تأثير گياه عملكرد و رشد
 Kaushal and( شودمي گياهان در محصول توليد مانع

Wani., 2016; Hussain et al., 2018.(  
 يراتتغي خشكي تنش شديد اثرات با مقابله براي گياهان

 كنندمي دنبال فيزيولوژيكي فرايند و رشد الگوهاي در خاصي
)Fahad et al., 2017; Du et al., 2018 .(سلولي، سطح در 

 و اييبيوشيمي فيزيولوژيكي، به مربوط هايپاسخ انواع گياهان
 Das et( دهندمي نشان تنش بر غلبه براي را خود مولكولي

al., 2016; Hussain et al., 2018; Fahad et al., 2017 .(
 آماس دادن دست از و آب پتانسيل كاهش سبب آب كمبود
 و غشا يكپارچگي در اختلال و هاروزنه شدن بسته سلولي،
 خپاس در هاروزنه شدن بسته. شودمي پروتئين شدن ضعيف

 محتواي كل و فتوسنتز ميزان كاهش موجب آب كمبود به
 ربسيا حد در گياه آب وضعيت زيرا شودمي گياه كلروفيل
 را اسمزي تنش كه شودمي باعث اين و دارد قرار پاييني
 يهادانهرنگ و هاكلروفيل تخريب به منجر و كند تحريك

 سيدفوتوك طريق از برگ يديئتيلاكو غشاهاي و فتوسنتزي
 شودمي نيز هاسلول رشد مانع همچنين و شودمي شدن
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)Kaushal and Wani, 2016; Fahad et al., 2017; 

Singh et al., 2018; Basu et al., 2016 .(خشكي تنش 
 فعال هايگونه و آزاد هايراديكال ايجاد باعث همچنين
 Hussain et al., 2018; Fahad( شودمي) ROS( اكسيژن

et al., 2017; Vurukonda et al., 2016 .(مقابله منظوربه 
 تكيه انياكسيدآنتي دفاع به معمولاً گياهان اكسيداتيو، تنش با

-يم آنزيمي دفاع سيستم در هاآنزيم ترينمهم از كه كنندمي
 آسكوربات و) POD( پراكسيداز ،)CAT( كاتالاز به توان

 ;Fahad et al., 2017( كرد اشاره) APOX( پراكسيداز

Kaushal and Wani, 2016.(  
 يوارهد كننده سست هايپروتئين عنوانبه هااكسپنسين

 متناظر و هستند pHبه  وابسته كه شوندمي شناخته سلولي
 دهدمي نشان شواهد. كنندمي رشد سلولي ديواره گسترش با

 يرغ پيوندهاي در اختلال باعث شدهشناخته هاياكسپنسين
 به كه انگلوك ماتريكس و سلولز فيبرهاي ميكرو بين كوالاني
 ,Wei et al., 2011a( شوندمي است، چسبيده فيبرها ميكرو

b; Zhang et al., 2011; Wang et al., 2013; 
Cosgrove, 2015; Chen et al., 2017.(  

 پمپ شدن فعال ها،روزنه شدن باز در ضروري گام اولين
ATPase )ATPase–+H (عمل. است پلاسمايي غشاي در 

 داخل در و شودمي سلول از خارج در H+ تجمع به منجر پمپ
 مچنينه و يابدمي افزايش منفي الكتريكي پتانسيل سلول
 غشاي در موجود پتاسيم هايكانال طريق از پتاسيم جذب

 غشاي در H+ پمپ اصلي عملكرد. گيردمي صورت پلاسمايي
 تيجهن كه است الكتروشيميايي گراديان يك ايجاد پلاسمايي

 است روزنه محافظ هايسلول سلولي ديواره شدن اسيدي آن
 ايبر احتمالي مكانيسم. شودمي روزنه شدن باز به منجر كه
 حالت در هاروزنه كه زماني كه است شرح اين به اثر اين

. نددار قرار غيرفعال حالت در هااكسپنسين هستند، استراحت
 لوليس ديواره شدن اسيديته باعث روزنه شدن باز هايسيگنال

 وليسل ديواره در هااكسپنسين شدن فعال به منجر درنهايت و
 لولزس ميكروفيبرهاي روي بر هااكسپنسين سپس،. شودمي

 ميكروفيبرهاي سطح و سلولزهمي بين هيدروژن و حركت
 ديواره پليمرهاي تضعيف موجب و كنندمي جدا را سلولز
 سپس. شوندمي سلولي turgor فشار افزايش تحت سلولي
 ,.Wei et al( شودمي باز روزنه و متورم محافظ سلول

2011b.(  
 رشد در مهمي نقش هااكسپنسين كه شده است گزارش

 ساير و موئينه ريشه ظهور ميوه، رسيدن گياهي، هايسلول

 سلولي ديواره شدن سست موجب آن در كه رشدي فرايندهاي
 افزايش كه دهديم نشان تحقيقات. كنندمي ايفا ،شودمي

 ي،خشك تنش تحت گياه تعرق و فتوسنتز ميزان در شديد
 غييرت براي روزنه حساسيت با رابطه در هااكسپنسين تنظيم

 اب مقايسه در. كندمي پيشنهاد را خشكي به گياهان مقاومت
 سلولي ديواره ساختار تخريب سلولي، ديواره هاييمآنز اثر

 ,.Gao and Lu( رسدمي حداقل به هااكسپنسين از ناشي

2010; Wei et al., 2011b; Seader et al., 2016; Chen 
et al., 2017.(  

 در اكسپنسين ژن 38 از يكي عنوانبه AtEXPA1 ژن
 هايسلول در خاص طوربه كه است آرابيدوپسيس گياه

 بيان واسطهبه روزنه شدن باز دارد فعاليت روزنه محافظ
 كنترل تحت تراريخته گياهان در AtEXPA1 ژن ازحديشب

 ژن كه است شده گزارش. شودمي تسريع S35 پروموتر
AtEXPA1 محافظ هايسلول گسترش در توجهيقابل نقش 

 ;Gao and Lu., 2010( دارد روزنه حركت تنظيم با روزنه

Wei et al., 2011b .(است داده نشان تحقيقات همچنين 
 Gao. (دارد تأثير گياه رشد تنظيم در AtEXPA1 ژن كه

and Lu, 2010 .(ژن ازحدبيش بيان PpEXP1 گياهان در 
 .شده است گزارش گرمائي استرس تحت تراريخته توتون
 تر،پايين الكتروليتي نشت داراي تراريخته توتون گياهان
 مقدار و غشاء ليپيدهاي پراكسيداسيون تريينپا سطوح
 هايتوتون ديگر، سوي از. بود هيدروژن پراكسيد كمتري

 الصخ فتوسنتز نرخ بالاتر، كلروفيل محتواي داراي تراريخته
-آنتي ايهآنزيم بالاتر فعاليت بالاتر، آب نسبي محتواي بالاتر،

 گياهان با مقايسه در بالاتر زنيجوانه ميزان و اكسيداني
 برخي قبلي، مطالعه در). Xu et al., 2014( بودند وحشي
 گياهان) T1( اول نسل مولكولي و فيزيولوژيكي هايپاسخ
 اسمزي تنش تحت AtEXPA1 ژن با شده تراريخت توتون
 ترتيبينابه). Shirazi et al., 2013( گرديد بررسي

 لوليس ديواره هايپروتئين از گروه يك عنوانبه هااكسپنسين
 رد خشكي به تحمل ايجاد در مهمي نقش كه اندشده شناخته
 و سلول رشد كنترل در اساسي نقشي همچنين و گياهان
 در اهگي رشد موفق يمو تنظ كنديم ايفا گياه رشد درنتيجه
 مهندسي زمينه در مباحث ترينمهم تقريباً تنشي شرايط
 ,.Wei et al( شودمي محسوب تنش به متحمل گياهان

2011b; Marowa et al., 2016; Zhang et al., 2016 .(
 بر AtEXPA1 ژن تأثير كه است آن بر سعي تحقيق اين در
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 نسل تتراريخ توتون بيوشيميايي و فيزيولوژيكي پارامترهاي
  .گيرد قرار موردمطالعه خشكي تنش تحت دوم

  
  هامواد و روش

 توتون تراريخت گياهان) T2( دوم نسل بذور مطالعه اين در
)Nicotiana tabacum L. (توسط كه سامسون تجاري رقم 

 سازه انتقال با) Shirazi et al., 2013( همكاران وشيرازي 
pBI121:AtEXPA1 قرار مورداستفاده بودند،شده تراريخت 

 سه و شاهد عنوانبه تراريخت غير توتون گياه بذرهاي. گرفت
 مورد تراريخت عنوانبه AtEXPA1 ژن حاوي 7 و 4 ،2 لاين

 انتخابي MS محيط در كشت از بعد. گرفتند قرار آزمايش
 سه به نزديك گذشت از پس و كانامايسين بيوتيكآنتي حاوي
 كشت محيط در تراريخت گياهان شدن مشخص با و هفته

 بارمصرفيك يهاگلدان به برگي چهار هايگياهچه انتخابي،
 هايگلدان به گياهان هفته چهار گذشت با و ماس پيت حاوي
 در نيز هاگلدان. شدندداده انتقال مزرعه خاك حاوي تربزرگ
 2 دماي با تهران دانشگاه نباتات اصلاح و زارعت گروه گلخانه

 گيرياندازه از بعد. شدند نگهداري ساعت 16 روشنايي و ±25
 فشاري صفحه دستگاه توسط) FC( ايمزرعه ظرفيت درصد
 ههفت دو گذشت از پس و استراليا كشور GBC شركت ساخت

 شتن برگي، نه و هشت مرحله و گلخانه در گياهان استقرار از
 خاك FC درصد 100 و 75 ،50 ،25 سطح چهار در خشكي

 املاًك طرح قالب در فاكتوريل آزمايش صورتبه تكرار چهار با
 هايخسارت شدن مشاهده تا تنش اعمال. شد انجام تصادفي
 كه داشت ادامه انجاميد، طول به روز 14 مدت به كه فنوتيپي

 شتن از بعد پانزدهم روز در برگي هاينمونه تنش اعمال از بعد
 گياهان زا بيوشيميايي و فيزيولوژيكي صفات گيرياندازه براي

  .گرفته شد
  

 هدايت شاخص و) RWCL( برگ آب نسبي محتواي
 محتواي گيرياندازه و) ELIL( برگ الكتريكي

  )MDAL( برگ غشايي ليپيدهاي پراكسيداسيون
 و اسچونفيلد روش از آب نسبي محتواي ميزان بررسي جهت

 جهت همچنين و) Schonfeld et al., 1998( همكاران
 روش از) ELI( الكتريكي هدايت شاخص ميزان گيرياندازه

 ميزان بر آن علاوه. شد ) استفادهStuart, 1939استوارت (
 Qiu( شد گيرياندازه نيز غشايي ليپيدهاي پراكسيدسيون

et al., 2014.(  

 و برگ كلروفيل هايرنگيزه محتواي ميزان گيرياندازه
  برگ فلورسانس كلروفيل هايشاخص

نتالر ليچت روش مبناي بر كلروفيل محتواي ميزان گيرياندازه
. شد انجام )Lichtenthaler et al., 2001( همكاران و

 فلورسانس ،)Fm( حداكثر فلورسانس هايشاخص همچنين
 II فتوسيستم فتوشيميايي كارايي بيشترين ،)Fv( متغير

)Fv/Fm (فتوسيستم عملكردي شاخص و II )PI (با برگ 
 شركت ساخت فلورسانسكلروفيل دستگاه از استفاده

Hansatech شد گيرياندازه.  
  

 هايآنزيم فعاليت و برگ پرولين محتواي ميزان سنجش
  اكسيدانآنتي

 نهمكارا وبيتس  روش از استفاده با پرولين غلظت سنجش
)Bates et al., 1973( براي تهيه با فر استخراج از  .شد انجام

) استفاده Pagariya et al., 2012روش پاگاريا و همكاران(
 )CAT, EC 1. 11. 1. 6( كاتالاز آنزيم فعاليت همچنين .شد
 آنزيم فعاليت ،)Pereira, 2002( همكاران و پريرا روش به

 روش به )GPOX, EC 7. 1. 11. 1( پراكسيداز گاياكول
 فعاليت ،)Balestrasse et al., 2001( همكاران و بالستراس

 به )APOX, EC 11. 1. 11. 1( پراكسيداز آسكوربات آنزيم
 فعاليت و) Ranieri et al., 2003( همكاران و رانيري روش
 Karكار و ميشرا ( روش به) PPO( اكسيداز فنل پلي آنزيم

and Mishra, 1976 (از استفاده با درجه 25 دماي در 
  .شد گيرياندازه ژاپن ساخت اسپكتروفتومتر دستگاه

  
  هاداده تجزيه

 هايداده ذكرشده صفات محاسبه و گيرياندازه از پس
 آزمايش اساس بر واريانس تجزيه. شدند تجزيه آمدهدستبه

 به هانيانگيم مقايسه و تصادفي كاملاً طرح قالب در فاكتوريل
 R 3.6.0 افزارنرم كمك به %5 احتمال سطح در SNK روش
 Excel 2016 افزارنرم از نمودارها ترسيم براي. گرفت انجام

  .شد استفاده
  

  نتايج و بحث
  فيزيولوژيكي صفات بررسي
 متقابل و ساده اثرات تمام ،داد نشانها داده واريانس تجزيه
 %1 احتمال سطح در موردمطالعه فيزيولوژيكي صفات روي
  .)1 جدول( است دارمعني
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 هدايت شاخص ،)RWCL( برگ آب نسبي محتواي
 محتواي ميزان ،)ELIL( برگ الكتريكي

  )MDAL( برگ غشايي هايليپيد پراكسيداسيون
 خشكي تنش شدت افزايش با توتون گياهان RWCL ميزان
 و FC%25 سطوح در اساس اين بر كه است يافته كاهش

50%FC ،خاك Line 4 داراي شاهد رقم و بيشترين داراي 
 در همچنين ).A.1 شكل( است RWCL ميزان كمترين

 Line 2 به متعلق RWCL ميزان بيشترين FC%75 سطح
 جزء به هاينلا بين شاهد تنش سطح در آن بر علاوه. است

Line 7 كمتر مقدار از كه RWCL اختلاف است، برخوردار 
  .نداشت وجود آماري

  
 .شاهد رقم همراه به تراريخته لاين سه در خشكي تنش تحت تراريخته توتون گياهان فيزيولوژيكي صفات واريانس تجزيه. 1 جدول

Table 1. Analysis of variance for physiological traits of transgenic tobacco plants under drought stress in four level and 
three transgenic lines with control cultivars. 

 يلكلروف
a+يلكلروف b

Cha+Chb  
a يلكلروف

Cha  

 پراكسيداسيون محتواي
 برگ غشايي ليپيدهاي

MDAL  

 هدايت شاخص
 برگ الكتريكي

ELIL 

نسبي محتواي
 برگ آب

RWCL  

 درجه
 آزادي

df  منابع تغييرات  SO.V 
 Drought (D)  خشكي  3  7778**  6989**  17.9**  720**  1788**

 Line (L)  لاين  3  533**  228**  1.5**  9.8**  28.1**

 D ×L  لاين×خشكي   9  203**  70**  0.6**  6.3**  45.5**

 Error  خطاي آزمايشي  48  1.6  2.8  0.05  0.6  1.14

 (%) CV  ضريب تغييرات  -  2.1  2.7  6.1  4.6  3.4

  
  Table 1. Continued                                                                . ادامه                                                                                1جدول 

 
 پرولين

Proline  

حداكثر 
عملكرد 
 يكوانتوم

Fm/Fv  

 عملكرد شاخص
 II فتوسيستم

PI  

 فلورسانس

 متغير
Fv  

فلورسانس 
 حداكثر

Fm  

درجه 
 آزادي

df  منابع تغييرات  SO.V 
 Drought (D)  خشكي  3  848278**  836686**  20.45**  0.038**  28.3**

 Line (L)  لاين  3  280229**  317252**  2.98**  0.026**  3.6**

 D ×L  لاين×خشكي   9  17351**  18043**  0.37**  0.011**  1.2**

 Error خطاي آزمايشي  48  25.34  3093  0.055  0.00083  0.03

 (%) CV ضريب تغييرات  -  4.5  6.3  14.5  3.7  5.4
 برگ، يغشاي ليپيدهاي پراكسيداسيون محتواي ميزان برگ، الكتريكي هدايت شاخص برگ، نسبي آب محتواي: راست به چپ از ترتيب به صفات نام

 كارايي بيشترين ،II فتوسيستم عملكرد شاخص متغير، فلورسانس شاخص حداكثر، فلورسانس شاخص ،b و a كلروفيل مجموع ،a كلروفيل محتواي
 .برگ پرولين محتواي ميزان و II فتوسيستم فتوشيميايي

 .درصد يك در دارييمعن سطح :**
Left-to-right traits: Relative Water Content of Leaf, Electrical Leakage Index of Leaf, Malondialdehyde of Leaf of Leaf, 
chlorophyll content a, chlorophyll a and b, Maximum fluorescence index, Variable fluorescence index, Overall performance 
index of PSII photochemistry, Maximum photochemical efficiency of PSII and proline content of Leaf. 
**: Significance P= 0.01 
 

 گفت يدبا خشكي تنش تحت ELIL ميزان با رابطه در
 يافته افزايش ELI ميزان خشكي تنش سطح افزايش با كه

 لمتقاب اثرات ميانگين مقايسات طبق بر وجودينباا. است
 سطوح Line 4 در يختهرترا توتون گياهان و تنش سطوح

25%FC 50 و%FC يتيمار تركيبات ساير با مقايسه در خاك 
 شاهد رقم و Line 7 در و شد مشاهده ELIL ميزان كمترين
  ).B.1 شكل( گرديد مشاهده ELIL ميزان بيشترين

 نشان MDAL ميزان از حاصل هايداده وتحليليهتجز
 افزايش MDAL ميزان تنش، شدت افزايش با كه دهدمي

 تنش سطح در Line 7 و Line 4 آن، اساس بر كه يافته است
25%FC نسبت Line 2 ميزان شاهد رقم و MDAL كمتري 

 تنش سطح در MDAL ميزان بيشترين همچنين. دارند
25%FC شكل( شد مشاهده شاهد رقم در و C. 1(.  
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 رب تراريخته توتون گياهان و خشكي تنش متقابل اثر .1 شكل
(A) برگ آب نسبي محتواي ميزان )RWCL(، (B) ميزان 

 محتواي ميزان (C) و )ELIL( برگ الكتريكي هدايت شاخص
 .)MDAL( برگ غشايي ليپيدهاي پراكسيداسيون

Fig. 1. Interaction between drought stress and 
transgenic tobacco plants on (A) leaf relative water 
content (RWCL), (B) leaf electric leakage index 
(ELIL) and (C) leaf lipid peroxidation content 
(MDAL)  

  
  

 نشت كه شودمي سلولي آب شدن كم باعث خشكي تنش
). Kaushal and Wani., 2016( كندمي تحريك را اسمزي
 يمحتوا كاهش ازجمله منفي تأثير گياهان بر خشكي تنش
 تنش، تحت سلول). Ali et al., 2017( دارد برگ، آب
 قرار صورت در و دهدمي دست از را خود غشاي يداريپا

 تراوش بيرون به را محلول مواد آبي محيط يك در گرفتن
 شاخص ميزان بودن كمتر). Bajji et al., 2002( كندمي

 در سلولي غشاء بيشتر انسجام معني به الكتريكي هدايت
 هدايت كمتر ميزان با ارقام و است تنش تحت شرايط

 قتحقي در. شوندمي محسوب متحمل ارقام عنوانبه الكتريكي
 طريق از غيرمستقيم صورتبه غشايي خسارت ميزان
 گرددمي محاسبه هالاين در يوني نشت گيرياندازه

)Sudhakar et al., 2001 .(به پاسخ در ROS،محتواي ها 
 شاخص يك كه شده است گزارش آلدئيد دي مالون از بالايي
 محسوب خشكي تنش از ناشي اكسيداتيو آسيب از خالص

 آب نسبي ظرفيت محتواي). Fahad et al., 2017( شودمي
 شوري تنش تحت TaEXPA2 ژن با تراريخته توتون گياهان

-يم آن يلدلا از كه بوديافته بهبود شاهد گياه با مقايسه در
 Chen( كرد اشاره پرولين مانند هايياسموليت تجمع به توان

et al., 2017 .(ژن با تراريخته توتون گياهان PpEXP1 تحت 
 ترپايين سطوح تر،پايين الكتروليتي نشت داراي گرمايي تنش

 الاتر،ب آب نسبي محتواي و غشايي ليپيدهاي پراكسيداسيون

 نتايج). Xu et al., 2014( بودند وحشي گياهان با مقايسه در
 ژن با شده تراريخته توتون كه داد نشان تحقيقات

TaEXPB23 ميزان MDA تراريخته گياهان در را تريپايين 
 .Han et al( دارند تنش تحت) WT( وحشي نوع به نسبت

 ژن با شده تراريخته گياهان اينكه به توجه با). 2015
AtEXPA1 هنتيج توانمي گرفتند، قرار اسمزي تنش تحت 

 موجب حدودي تا ژن اين كد كننده هايپروتئين كه گرفت
 يوارهد بيشتر رشد كه شوندمي ديواره يريپذانعطاف افزايش
 واندتمي تنش تحت گياه اساس اين بر و دارد پي در را سلولي

. بردب بالا را خود آب نسبي محتواي و كرده جذب بيشتري آب
 دنش يدهكش و بيشتر يريپذانعطاف خاطر به ديگر طرف از

 زا متفاوتي سطوح ژنوتيپ به بسته ديواره، حد از بيشتر
 ).B1 .شكل( شد مشاهده ديواره تخريب

  
-كلروفيل هايشاخص و برگ كلروفيل محتواي ميزان

  PI و Fm، Fv، Fv/Fm فلورسانس
 رگب كلروفيل محتواي از حاصل هايداده وتحليليهتجز نتايج
 با a كلروفيل محتواي ميزان كه داد نشان خشكي تنش تحت
 يابديم كاهش تنش، سطح افزايش و خشكي تنش اعمال

 محتواي ميزان بيشترين هاداده اين طبق بر). A2.شكل(
 و Line 4 و شاهد رقم در FC%100 سطح در a كلروفيل
 و Line 2 شاهد، رقم در FC%25 سطح در ميزان كمترين
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Line 7 25 سطح در. شد مشاهده%FC ميزان بيشترين 
 ميزان آن بر علاوه. است Line 4 به متعلق a كلروفيل محتواي
 سطح افزايش و خشكي تنش اعمال با b و a كلروفيل مجموع
 در Line 7 و Line 4 ارتباطيندرا كه يافت كاهش تنش،
 مجموع محتواي ميزان بيشترين داراي FC%25 سطح

  ).B. 2 شكل( است b و a كلروفيل
 Fm، Fv كليدي و مهم شاخص سه هايبررسي همچنين

 كاهش خشكي تنش تحت هاشاخص اين كه داد نشان PI و
 هايشاخص ترينمهم از يكي كه PI شاخص. يابنديم

 سطوح در Line 4 كه داد نشان است فلورسانس كلروفيل
 را خود II فتوسيستم عملكرد توانسته است شديد تنشي
 و يطوركلبه). E.2 شكل( دهد افزايش هالاين ديگر به نسبت

 وانتمي هاشاخص اين يانگينم مقايسه نمودارهاي به توجه با
 ينا ميزان توانسته است خشكي تنش تحت Line 4 كه گفت

). E و C، D. 2 شكل( نگه دارد بالاتري سطح در را هاشاخص
 توجهيقابل تغييرات كه داد نشان Fv/Fm نسبت همچنين

 شاهد رقم در ولي است يامدهن به وجود تراريخته هايلاين در
  ).F.2 شكل( است مشهود كاملاً و بوده كاهشي تغييرات اين

 
 

    

    

    
 شاخص ،)B( برگ b و a كلروفيل مجموع ،)A( برگ a كلروفيل محتواي ميزان بر تراريخته توتون گياهان و خشكي تنش متقابل اثر .2 شكل

Fm (C)، شاخص Fv (D)، شاخص PI  (E) شاخص و Fv/Fm (F)  
Fig. 2. Interaction between drought stress and transgenic tobacco plants on: of leaf chlorophyll a content (A), total 
chlorophyll a and b (B), Fm index (C) Fv index (D) PI index (E) and Fv/Fm index (F) 

 
 ست،ا شدن فوتوكسيد نشانه كه كلروفيل محتواي ميزان

 ,.Vurukonda et al( يابدمي كاهش خشكي تنش تحت

2016; Basu et al., 2016 .(هاروزنه شدن بسته همچنين 
 گياه فتوسنتز ميزان كاهش موجب آب كمبود به پاسخ در
 خشكي تنش تحت). Kaushal and Wani, 2016( شودمي

 الصخ فتوسنتز ميزان مانند فيزيولوژيكي هايويژگي از برخي
 ياهگ آب وضعيت زيرا يابدمي كاهش كلروفيل، محتواي كل و

 تنش). Singh et al., 2018( دارد قرار پايين بسيار حد در
 دييئتيلاكو غشاهاي و فتوسنتزي يهادانهرنگ به خشكي
 تنش شرايط در كلروفيل محتويات همچنين. زندمي آسيب
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). Fahad et al., 2017( يابدمي كاهش خشكي
 داد نشان RhEXPA4 ژن با شده بيان تشديد آرابيدوپسيس

 تنش از بعد برگ كلروفيل محتواي و جانبي هاييشهر كه
 ازحدبيش بيان). Lü et al., 2013( يافته است افزايش شوري

 استرس تحت تراريخته توتون گياهان در PpEXP1 ژن
 الصخ فتوسنتز نرخ و بالاتر كلروفيل محتواي ميزان گرمائي
 .,Xu et al( ندددا نشان شاهد گياهان به نسب بالاتري

شده  استفاده مطالعه اين در كه تراريخته هايلاين). 2014
 است شده وارد توتون به كه AtEXPA1 ژن بر علاوه است
 وانتمي پس است اكسپنسين ژن داراي نيز توتون گياه خود
 راريختهت گياهان در اكسپنسين ميزان كه گرفت را نتيجه اين

 تحت تراريخته هايلاين در ترتيب بدين و بوده شاهد از بيشتر
 بر و اندهقرارگرفت تنش تأثير تحت كمتر سلولي تقسيم تنش،
 لسلو هاياندامك ديگر سلولي تقسيم و رشد با اساس اين

 اساس بر همچنين شوند؛مي تكثير نيز كلروپلاست ازجمله
 دو ره خشكي تنش دهدمي نشان كه گرفته صورت تحقيقات

 وايمحت و زندمي خسارت را فتوسنتزي دستگاه فتوسيستم
 توانمي). Chen et al., 2016( دهدمي كاهش را كلروفيل

 به يبآس باعث خشكي تنش گرچه كه كرد استنباط گونهينا
 ختهتراري هايلاين در ولي شودمي گياه فتوسنتزي سيستم

 و متقسي بر خشكي تنش محدود تأثير علت به مطالعه اين
 برگ در كلروپلاست كل ميزان آن دنباله به و هاسلول رشد
 هك است داشته شاهد گياه به نسبت كمتري خسارت گياه
 ياهانگ در برگ كلروفيل محتواي ميزان داشتننگه بالا باعث

 لكردعم حفظ توانايي. شودمي شاهد گياه به نسبت تراريخته
 تحمل و شوري و خشكي تنش تحت گياه فتوسنتزي سيستم

 يلكلروف بين پيچيده روابط شناخت. دارد زيادي اهميت آن به
 فرايندهاي از را ما درك فتوسنتزي سيستم و فلورسانس
 هااخصش اين ترينمهم از كه بردمي بالا فتوسنتز بيوفيزيكي

 PI ،)فتوشيميايي راندمان حداكثر( Fv/Fm نسبت به توانيم
 Kalaji( كرد اشاره) II يستمفتوس كل عملكردي شاخص(

et al., 2014; Czyczyło-Mysza et al., 2013.( 
-كنيكت ترينيقو از يكي فلورسانس كلروفيل وتحليليهتجز

 رطوبه كه است گياهان در اكوفيزيولوژي و فيزيولوژي هاي
 كلروفيل گيرياندازه با. كنندمي استفاده آن از گسترده

 و فتوسنتز كارايي تغييرات مورد در اطلاعاتي فلورسانس،
). Athar et al., 2015( آورد به دست توانمي گرما اتلاف
 تنش اثر بررسي با) Lotfi et al., 2015( همكاران و لطفي

 خشكي تنش اعمال با كه دادند نشان كلزا روي بر خشكي

 كاهش اين كه كندمي پيدا كاهش Fv/Fm شاخص ميزان
 نشت تأثير تحت دو فتوسيستم پايين كارايي دهندهنشان

گرفته  صورت چغندرقند روي كه ايمطالعه در. است خشكي
 Fv/Fm نسبت كاهش باعث خشكي تنش كه داد نشان است
 نآ دهندهنشان كه است شده خشكي تنش اوليه دوره طي در

 و بيندمي كمي آسيب خشكي تنش تحت گياه كه است
 ,.Li et al( برندنمي رنج خشكي تنش اعمال از طورجديبه

2013.(  
  

  بيوشيميايي صفات بررسي
 آزمايش ادامه ها،نمونه بالاي حجم به توجه با بخش اين در
. گرفت انجام ايمزرعه ظرفيت 100 و 50 خشكي سطح دو در
 هاييشآزما از حاصل هايداده واريانس تجزيه نتايج طبق بر

 جزء هب ساده اثرات تمام كه داده شد نشان بيوشيميايي صفات
نشده  دارمعني كه CAT آنزيم فعاليت صفت در لاين ساده اثر
. شده است دارمعني آماري ازنظر %1 احتمال سطح در بود

 صفت جزء به هالاين و خشكي سطح متقابل اثرات همچنين
 بود، داريمعن %5 احتمال سطح در كه APOX آنزيم فعاليت

 جدول( شدند دارمعني آماري ازلحاظ %1 احتمال سطح در
2.(  
  

-يآنت هاييمآنز فعاليت و برگ پرولين محتواي ميزان
  اكسيداني

 كه داد نشان برگ پرولين ميزان سنجش از حاصل هايداده
 لشك( يابدمي افزايش پرولين ميزان خشكي تنش اعمال با

A.3 .(توانمي پرولين ميزان به مربوط نمودار به توجه با 
-برگ در را بيشتري پرولين ميزان شاهد رقم كه گرفت نتيجه

 ميزان بيشترين آن اساس بر كه كرده است توليد خود ها
 مشاهده شاهد رقم در خاك FC%25 سطح در برگ پرولين

 ته،تراريخ هايلاين در برگ پرولين ميزان با رابطه در. شودمي
 اهدش رقم به نسبت تراريخته هايلاين كه دهدمي نشان نتايج

 تفادهاس خشكي تنش با مقابله براي پرولين از اندنتوانسته
  .كنند زيادي
 هايآنزيم يهاداده وتحليليهتجز با رابطه در
 تنشي سطح در كه دهدمي نشان نتايج ي،اكسيدانآنتي
50%FC ميزان خشكي، سطح افزايش با شاهد، سطح و 

 ناي بر. يابدمي افزايش اكسيدانيآنتي هايآنزيم فعاليت
 تمام در شاهد سطح در CAT آنزيم فعاليت ميزان اساس،
 ميزان بيشترين Line 7 تنش، سطح در ولي يكسان هالاين
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 همچنين). A.3 شكل( دهدمي نشان را آنزيم اين فعاليت
 Line و Line 2 كه داد نشان GPOX آنزيم فعاليت ميزان

 و دشاه سطح در فعاليت بيشترين عددي ميانگين ازنظر 4
Line 7 و Line 2 دارا را تنش سطح در فعاليت بيشترين 

 APOX آنزيم فعاليت ميزان بيشترين ).B.3 شكل( باشندمي
 شد مشاهده تراريخته لاين سه هر در FC%50 سطح در
 تمام در PPO آنزيم فعاليت شاهد، سطح در). C.3 شكل(

 تنشي سطح در ولي ندارد وجود داريمعني اختلاف گياهان
Line 4 كلش( دهد افزايش را فعاليت اين ميزان است توانسته 

D.3.(  
 آزاد الراديك تخريب اسمزي، تنظيم به منجر پرولين سنتز

 .شودمي گياهي هايسلول در سلولي ساختارهاي تثبيت و

 تنش باعث پرولين سطح افزايش كه شده است گزارش
). Kaushal and Wani., 2016( شودمي گياهان در خشكي
 هك شودمي سلول اسموليته افزايش به منجر پرولين تجمع
 هك كندمي تحريك آب پخش كاهش يا آب نفوذ به را سلول
 حتت درنتيجه كند،مي فراهم را سلولي وسعت براي لازم فشار
 دنش دناتوره از جلوگيري براي غشا يكپارچگي اسمزي تنش

 تحقيق، اين در). Chen Li, 2007( شودمي حفظ هاپروتئين
 رولينپ تجمع از نتوانستند يخوببه تراريخته توتون گياهان

 هاستفاد خشكي تنش از ناشي هايآسيب از جلوگيري براي
  .بوده است موفق منظر اين از شاهد رقم فقط مقابل در و كنند

  
  .لاين تراريخته به همراه رقم شاهد . تجزيه واريانس صفات بيوشيميايي گياهان توتون تراريخته تحت تنش خشكي در سه2جدول 

Table 2. Analysis of variance for biochemical traits of transgenic tobacco plants under drought stress in four 
level and three transgenic lines with control cultivars. 

PPO  APOX  GPOX  CAT  df            منابع تغيير SO.V  

 Drought (D)  خشكي  1  **2361.9  **0.31  **0.03  **0.00013

0.00002**  0.009**  0.01**  ns90.61  3  لاين  Line (L) 

 D ×L  لاين×خشكي   3  **159.10  **0.011  *0.002  **0.000018

 Error  خطاي آزمايشي  24  32.30  0.00052  0.0006  0.000001

 (%) CV  ضريب تغييرات  -  9.097  8.907  12.287  8.321

فنل ليپنام صفات از چپ به راست: فعاليت آنزيم كاتالاز، فعاليت آنزيم گاياكول پراكسيداز، فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز و فعاليت آنزيم 
  .اكسيداز

ns ،:* درصد 5و  1 سطح داري دريمعن وداري % معنييب عدمبه ترت: ** و.  
Left-to-right traits: Left-to-right attributes: catalase activity, guaiacol peroxidase activity, ascorbate peroxidase activity 
and polyphenoloxidase activity. 
Ns, * and**: represent Non-significance and at a probability level of 5% and 1%, respectively 
 

 

 هب منجر شوري، و سرما خشكي، مانند ،غيرزنده هايتنش
 كه شوندمي) ROS( فعال اكسيژن هايگونه تجمع و توليد
 دانياكسيآنتي هايآنزيم. هستند سمي و يرپذواكنش بسيار
 دارند تنش به پاسخ در مهمي نقش) CAT( كاتالاز مانند

)Han et al. 2015 .(توليد كه است اين توجهقابل نكته 
ROSزمانمدت و شدتبه بستگي تنش، شرايط تحت ها 
 گياه رشدي مرحله همچنين و ژنوتيپ گياهي، گونه تنش،
 تاس توجيه قابل محققين نتايج در تفاوت بنابراين؛ دارد

)Chaitanya et al., 2002 .(بردن بين از براي گياهان 
ROSتمسيس از اكسيداتيوي تنش از ناشي آسيب كاهش و ها 
ه شد تشكيل آنزيمي غير و آنزيمي جزء دو از كه خود دفاعي
- آنتي هايآنزيم بالا هايفعاليت. كنندمي استفاده ،است

 .اردد ارتباط گياه در اكسيداتيو تنش به تحمل با اكسيدان

)Kaushal and Wani., 2016 .(آنزيم بالاتر فعاليت سطوح-

 و داشتند نقش ROS تجمع كاهش در اكسيدانيآنتي هاي
- تيآن هايآنزيم با مرتبط هايژن برخي تعديل به است ممكن

 محققان نتايج). Chen et al., 2017( باشد مربوط اكسيدان
 تحت توتون در TaEXPB23 ژن ازحدبيش بيان كه داد نشان
 تحت ار اكسيدانيآنتي هايآنزيم فعاليت اثر اكسيداتيو تنش
 توتون گياهان). Han et al. 2015( دهدمي قرار تأثير

 هايآنزيم بالاتر فعاليت داراي PpEXP1 ژن با شده تراريخته
 Xu et( داشتند وحشي گياهان با مقايسه در اكسيدانيآنتي

al., 2014 .(يهاژن بيان ميزان GPOX زيادي گياهان در 
 اين رونوشت ميزان دهدمي نشان نتايج كه استشدهمطالعه

 Hebette( يابدمي افزايش غيرزنده و زنده هايتنش در هاژن

et al., 2007 .(باعث پراكسيداز هايآنزيم بالاي فعاليت 
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 و هشد اكسيداتيو تنش شرايط در سلولي هايآسيب كاهش
 نشت برابر در مؤثر حفاظتي مكانيسم يك عنوانبه توانندمي
 آنزيم). Rostami and Rahemi, 2013( شود گرفته نظر در

PPO دده كاهش خشكي تنش تحت را هافنل تجمع تواندمي 
-مي خشكي به متحمل بالا PPO فعاليت با گياهان احتمالاً و

  ).Agarwal and Pandey., 2004( باشند
 
 

 

  

 

. اثر متقابل تنش خشكي و گياهان توتون تراريخته 3شكل 
) CAT( )، فعاليت آنزيم كاتالازAميزان محتواي پرولين برگ (

)B() ميزان فعاليت آنزيم گاياكول پراكسيداز ،GPOX ()C ،(
) و APOX) (Dميزان فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز (

  .)PPO) (Eميزان فعاليت آنزيم پلي فنل اكسيداز (
Fig. 3. Interaction between drought stress and 
transgenic tobacco plants on: catalase prolin of leaf 
(A), catalase activity (CAT) (B) guaiacol peroxidase 
activity (GPOX) (C), ascorbate peroxidase activity 
(APOX) (D) and polyphenol oxidase activity (PPO) 
(E). 

 
 

  گيري نهايينتيجه
 و RWCL، ELIL صفات به مربوط هايداده از حاصل نتايج

MDAL در بهتري وضعيت تراريخته گياهان كه داد نشان 
 در 2 لاين و 4 لاين كهيطوربه داشتند؛ شاهد رقم با مقايسه

 جزء به 7 لاين و بودند برخوردار خوبي برتري از صفت سه هر
 .است كرده رفتار شاهد رقم مشابه يباًتقر MDAL صفت در

 و a كلروفيل محتواي ميزان خشكي تنش تحت اين بر علاوه
 تراريخته هايلاين در كه يافت كاهش bو  a كلروفيل مجموع

-ينلا بين. دادند نشان بالاتري ميزان شاهد رقم با مقايسه در

 و بود برخوردار بهتري وضعيت از Line 4 تراريخته، هاي

نگه  ييبالا سطح در را خود برگ كلروفيل پايداري بود توانسته
 كلروفيل هايشاخص نتايج از حاصل هايداده همچنين. دارد

 عيتوض از تنش تحت تراريخته لاين كه داد نشان فلورسانس
 هايلاين بين در و برخوردارند شاهد رقم به نسبت بهتري

 تنش به متحمل هايرقم با مشابه رفتاري Line 4 يختهرترا
  .است داده نشان خشكي

 سطوح و تراريخته گياهان متقابل اثرات هايداده اساس بر
 دهش تراريخت توتون گياهان كه داد نشان ما مطالعات تنش،

 از يخوببه اندتوانسته خشكي تنش تحت AtEXPA1 ژن با
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-يكالراد با مقابله براي خود اكسيدانيآنتي آنزيمي سيستم

 روي بر AtEXPA1 ژن انتقال و اندكرده استفاده آزاد هاي
  .داشته است مثبت اثر آنزيم اين فعاليت
 اين در شده گيرياندازه صفات وتحليليهتجز طبق بر
 رد كليدي نقش هااكسپنسين كه گرفتيم نتيجه مطالعه
 ديواره كردن سست طريق از خشكي تنش به گياه تحمل
 زهموسلول بين هيدروژني ارتباطات حذف آن علت كه سلولي

 .است دارا است، سلولي ديواره سلولزهاي فيبرهاي ميكرو و
 كه دشومي سلولي ديواره شدن يرپذانعطاف باعث فرايند اين

 افزايش طريق از خشكي تنش هايخسارت كاهش آن نتيجه
 به خسارت كاهش سلول، درون آب حفظ سلولي، آماس

- تيآن هايآنزيم فعاليت افزايش گياه، فتوسنتزي دستگاه

  .است خشكي تنش به شديد تحمل و اكسيداني

  سپاسگزاري
 و پدر ازجمله افراد تمامي از دانممي واجب خود بر آخر در

 آقاي عزيزم دوستان از همچنين و عزيزم خانواده و مادرم
 و ودودپرست الهام مهندس خانم رحيمي، محسن مهندس

 مجتبي مهندس همچنين و حصاركي هانيه مهندس خانم
 مرادي، جمشيد مهندس بهشتي، حميد مهندس زماني،

 ديگر و جمالي علي مهندس كاظمي، امين سيد مهندس
 كرتش كمال كردند ياري تحقيق اين انجام در مرا كه دوستان

  .دارم را قدرداني و
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