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 )Nicotiana tabacum(بتائين بر تحمل به شوري تنباكو تراريخت اثر كاربرد گلايسين
 P5CS ژن حاوي

 علي اكبر احسانپورمرضيه وحيد دستجردي و 

 شناسي اصفهان، دانشگاه اصفهان، دانشكده علوم، گروه زيستايران، 

  23/7/97 :تاريخ پذيرش  15/1/97 :تاريخ دريافت

 چكيده

گياهان تنباكوي تراريخت و ايجاد مقاومت به تنش شوري،  بر ميزان پرولينبتائين   يسينكاربرد خارجي گلا اثر در اين مطالعه
به اين منظور . ، به صورت تصادفي با سه تكرار در شرايط كشت در شيشه مورد ارزيابي قرار گرفتندP5CSحاوي بيان افزوده ژن 

انتقال داده  NaClمولار نمك ميلي 200و 100هاي صفر، وي غلظتحا MSتراريخت به محيط كشت گياهان تراريخت و غير
ميلي گرم در ليتر  40و 20هاي صفر، بتائين با غلظتگياهچه هاي تنباكو در مرحله چهار و شش برگي توسط گلايسين. شدند

معرض شوري وزن تر و خشك، بتائين در گياهان در هفته نتايج نشان داد با افزايش ميزان گلايسين 4پس از . محلول پاشي شدند
- ميلي گرم در ليتر گلايسين 40و  20بتائين دروني و همچنين قند محلول در هر دو غلظت ميزان پتاسيم، سطح برگ، گلايسين

هاي فتوسنتزي، پرولين و همچنين به علاوه ميزان رنگيزه. بتائين افزايش معني دار را نسبت به نمونه شاهد از خود نشان دادند
در مجموع نتايج اين مطالعه نشان داد كه كاربرد خارجي گلايسين . سديم نسبت به تيمار عدم كاربرد به تدريج كاهش يافتميزان 

رسد همچنين به نظر مي .رشد در شرايط تنش موثر بود بتائين در گياه تنباكو در كاهش اثرات تنش شوري و بهبود شاخص هاي 
در گياهان تراريخت باعث القا تحمل بيشتري به  P5CSپرولين ناشي از بيان افزوده ژن  و تجمع بتائين يسينگلاكه عملكرد توأم 

و پرولين در ثبات غشا و كاهش  بتائين يسينگلابا توجه به نتايج اين مطالعه، عملكرد توأم   .تنش شوري در اين گياهان گرديد
  .توان پيشنهاد نموداثرات منفي تنش شوري در گياه تراريخت و غير تراريخت تنباكو را مي

  گياه تنباكو، تنش شوري ،P5CS بتائين، پرولين، ژن گلايسين: هاي كليديواژه

  ehsanpou@sci.ui.ac.ir: ، پست الكترونيكي03137934150: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
تنش شوري يكي از مهم ترين عوامل محدود كننده رشد 

گياه براي مقابله  هاي معموليكي از واكنش. باشدگياه مي
. باشدمي )Osmotic adjustment( با تنش، تنظيم اسمزي

تنظيم اسمزي در گياهان از طريق تجمع انواع مختلفي از 
در  )Compatible solutes( هاي آلي سازگارمحلول

يك دسته از مواد آلي سازگار . گيردسيتوپلاسم صورت مي
بتائين در گلايسين. باشدبتائين ميدر گياهان گلايسين

هاي فتوسنتزي، شرايط تنش مي تواند از فعاليت آنزيم
). 10(ها و غشاهاي سلولي محافظت نمايد ساختار پروتئين

هاي فعال در پديده تنظيم پرولين نيز يكي از آمينواسيد
باشد كه در ايجاد و حفظ فشار اسمزي درون اسمزي مي

در  علاوه بر اين پرولين .)35(گياه نقش مهمي دارد 
هاي سلولي در گياهان در معرض تنش، محافظت از ساختار

هاي فعال اكسيژن و همچنين به عنوان مخزن پاكسازي گونه
انرژي جهت تنظيم پتانسيل ردوكس سلولي عمل مينمايد 

)15 .(  

در بسياري از گياهان زراعي مانند اسفناج،  بتائينگلايسين
يابد ايش ميها افزجو، گندم و سورگوم در واكنش به تنش
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با اين وجود همه گياهان قادر به توليد اين اسموليت  .)6(
از اين رو . باشندبه مقدار كافي جهت مقابله با تنش نمي

كاربرد خارجي گلايسين بتائين به عنوان راه حلي براي 
افزايش غلظت اين تركيب در گياهان ممكن است بتواند 

علاوه بر اين . ايدگياه را در مقابله با شرايط تنشي ياري نم
به دليل اهميت تنش شوري در گياهان و توليد گياهان 

اي كه در اين شرايط به رشد مناسب خود ادامه  تراريخته
گرفته  دهند، مسئله انتقال ژن به گياهان مورد توجه قرار

هاي مهم  كه پرولين نيز يكي از اسموليت آنجا از). 33(است 
ورزي  اشد، دستب در افزايش تحمل گياه به تنش مي

- 1هاي مسير بيوسنتز آن به ويژه آنزيم  ژنتيكي آنزيم
در گياهان  (P5CS)كربوكسيلات سنتتاز - 5- پيرولين

بطوريكه . تواند افزايش تحمل به تنش را باعث شود مي
نقش مثبت پرولين در تعديل فشار اسمزي نسبت به شرايط 

 Nicotiana(شوري در گياهان مختلفي همچون تنباكو 

tabacum (گزارش شده است  )در بسياري از  ).23،11
موارد اثرات مثبت كاربرد خارجي گلايسين بتائين روي 

در . رشد و عملكرد گياهان تحت تنش گزارش شده است
اظهار داشتند كه با ) 1996(و همكاران  Makelaگزارشي 

هاي مصرف خارجي، گلايسين بتائين سريعاً به داخل برگ
هاي ها و برگها، مريستمبه ريشهگياهي نفوذ كرده و 
هاي گياهي در حال نمو و اندام شودتوسعه يافته منتقل مي
علاوه بر اين مشاهده شده است . كندرا از تنش حفظ مي

كه گلايسين بتائين در بافت گياهي براي چند هفته به 
حالت غير متابوليزه باقي مانده و به محض وارد شدن تنش 

  منتقل شده و به عنوان يك تعديل كنندههاي گياهي به اندام
علاوه بر اين در ). 21(كند ها فعاليت مياسمزي در سلول

نشان داده  2012در سال  Huگزارش منتشر شده توسط 
شده كه در بعضي از گياهان افزايش ميزان گلايسين بتائين 

شود در حاليكه در بعضي موجب افزايش غلظت پرولين مي
ث كاهش ميزان پرولين گرديده است ديگر از گياهان باع

به طوريكه كاربرد خارجي گلايسين بتائين در گياه ). 18(
گوجه فرنگي سطوح بالايي از تجمع پرولين تحت تنش 

در مقابل كاربرد خارجي . )12(دهد شوري را نشان مي
باعث  Brassicaگلايسين بتائين در ديسك هاي برگي 

 .شودپرولين مي ممانعت از تجمع

Nicotiana tabacum   جز گياهان غير از خانواده بادنجانيان
و به دليل استفاده ) 32(باشد  بتائين مي تجمع دهنده گليسين

ي شناسي و كشاورز هاي زيست وسيع در تحقيق و پژوهش
  . شود عنوان يك گياه الگو و مدل استفاده مي به

بتائين و همانطور كه گفته شد اگرچه اثرات مثبت گلايسين
پرولين خارجي بر افزايش تحمل در برابر تنش شوري 
پيش از اين گزارش شده است، با اين وجود تلاقي اين دو 
. اسموليت نيز با هم براي مقابله با تنش ناشناخته است

اين اطلاعات در زمينه اثر اين اسموليت آلي در  علاوه بر
هدف از . محدود است  P5CSگياهان تراريخت حاوي ژن 

بتائين بر تحمل به تنش آزمايش حاضر بررسي اثر گلايسين
شوري و ميزان پرولين گياهان تراريخت در شرايط كشت 

تواند به درك هاي پژوهش حاضر ميداده. در شيشه است
بتائين بر ميزان پرولين و يا د گلايسينبهتر نحوه عملكر

اين دو اسموليت مهم آلي در ايجاد تحمل به  عملكرد توأم
  .شوري گياهان كمك نمايد

 مواد و روشها

 (Nicotiana tabacum) گياه تنباكودر اين پژوهش از بذر 
، P5CSژن  بيان افزوده تراريخت حاوي Wisconsinرقم 

در سال  ژي گياهي اصفهانتهيه شده در آزمايشگاه فيزيولو
هاي تراريخت و غير در ادامه بذر. استفاده شد 1394

دقيقه در  5به مدت ) به عنوان كنترل منفي(تراريخت 
دقيقه در محلول هيپوكلريت  15، سپس به مدت %70اتانول 
ضد عفوني و در پايان با آب مقطر استريل سه % 10سديم 

هاي استريل بذردر مرحله بعد . مرتبه شستشو داده شدند
روز  20پس از . كشت داده شدند MSروي محيط كشت 

در  NaClحاوي نمك  MSها به محيط كشت گياهچه
ميلي مولار منتقل گرديد و در  200و  100، 0ي ها غلظت
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گلايسين بتائين در  محلولبرگي با  6و  4دو مرحله 
گرم در ليتر محلول پاشي  يليم 40و  20،0هاي غلظت
  ساعت 16ها در اتاق كشت با فتوپريود كشت كليه. شدند

و نور  C˚25 - 23ساعت تاريكي، دماي  8روشنايي و 
ميكرو مول فوتون بر متر مربع بر ثانيه رشد داده  45حدود 
هاي مورد نظر اندازه هفته پارامتر 4پس از گذشت  .شدند

هاي مورد نظر هفته پارامتر 4پس از گذشت . گيري شد
   .اندازه گيري شد

وزن تر و خشك  گياهان پس از اندازه گيري وزن جمع 
تمام گياهان در يك شيشه بعنوان يك تكرار محاسبه و 

جهت بررسي تغييرات مقدار محتواي . گزارش گرديد
كلروفيل، استخراج كلروفيل برگ با استفاده از استون و 

به  )Lichtenthaler )1987اندازه گيري آن با كمك روش 
انجام و در نهايت  AE-UV1600مدل  متركمك اسپكتروفتو
  ). 20(هاي زير محاسبه گرديد  با استفاده از فرمول

Chla = (12.25 A663.2) – (2.79 A646.8) 

Chlb = (21.21 A646.8) – (5.1 A663.2) 
Chla+b = chla + chlb 
Car = (1000A470 - 1.8 chla - 85.02 chlb) / 198 

از سولفوساليسيليك  گيري سديم و پتاسيم، جهت اندازه
هاي آسياب به عنوان محلول استخراج از نمونه% 3اسيد 

سپس عصاره با استفاده از دستگاه شعله . شده استفاده شد
قرائت  Halstead,Essex-corning410سنج مدل 

) 1973(و همكاران  Batesمقدار پرولين به روش .گرديد
ئين به ي مقدارگلايسين بتاريگ اندازهجهت  ).7(تعيين شد 

 به اين منظور. عمل شد) Grattan )1983و  Grieve روش
نرمال  2با اسيد سولفوريك ميلي گرم بافت گياهي  25

ميلي ليتر معرف  2/0و بعد از اضافه كردن . رقيق گرديد
KI-I2   سرد به نمونه ها در دورrpm 10000  15به مدت 

 سپس كريستال هاي ته نشين شده در. دقيقه سانتريفيوژ شد
دي كلرواتان حل شده و جذب  2و1ميلي ليتر حلال  3

توسط دستگاه نانومتر  365محلول در طول موج 

). 16(خوانده شد  AE-UV1600اسپكتروفتومتر مدل 
يدسولفوريك اس -فنل كربوهيدرات محلول نيز با روش 
كليه آزمايشات  .)14( غليظ مورد اندازه گيري قرار گرفت

ها با دادهتجزيه واريانس ه و تكرار انجام شد 3با حداقل 
 Two-Way  ANOVAآزمون ، SPSSاستفاده از نرم افزار 

 Dancanها بر اساس آزمون تحليل و مقايسه ميانگين داده
و نمودارها مورد مقايسه قرار گرفتند درصد  5 در سطح

  .رسم شد Excelافزار  ي نرم وسيله به

  نتايج
تنش شوري : اهتر و خشك گيبر وزن گلايسين بتائين اثر

در ). 1جدول(موجب كاهش وزن تر و خشك گياه شد 
بتائين مقابل افزايش وزن تر وخشك بر اثر تيمار گلايسين

نتايج همچنين . در گياه تحت تنش شوري مشاهده گرديد
نشانگر عدم تفاوت معني داري از نظر رشد تحت تنش 

بتائين در دو نوع گياه تراريخت و شوري و تيمار گلايسين
  .غير تراريخت بود

جدول با توجه به : بر سطح برگ گياه گلايسين بتائين اثر
 و تراريخت گياههر دو درسطح برگ  نتايج نشان داد كه 1

 كاهش داريمعنيطور  به تنش افزايش با غيرتراريخت
 هايغلظت در تراريختغير گياهان در طوريكه به .يافت
و در  75و  47ميلي مولار نمك به ترتيب  200و  100

درصد كاهش  2/76و  39گياهان تراريخت به ترتيب 
در مقابل تيمار . نسبت به نمونه شاهد مشاهده شد

بتائين مقدار سطح برگ گياهان تحت تنش شوري گلايسين
نتايج همچنين نشان دهنده افزايش بيشتر . درا افزايش دا

بتائين  سطح برگ گياه تراريخت در اثر تيمار گلايسين
ميلي مولار  100اه غير تراريخت در شوري نسبت به گي

  .بود

جدول نتايج  :رنگيزه هاي فتوسنتزي بر گلايسين بتائين اثر
فتوسنتزي تفاوت  دهد كه ميزان رنگيزه هاينشان مي 1

ميلي مولار در  200و  100 معني داري در دو سطح شوري
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دو نوع گياه تراريخت و غير تراريخت نسبت به گياهان 
 در اثر تيمار دادند، در مقابل ميزان آنهاشاهد نشان ن

به طوريكه ميزان كلروفيل كل . كاهش يافت بتائينگلايسين
كاهش  بتائينگلايسين ميلي گرم 40و  20در دو سطح 

بين دو نوع گياه تحت تنش شوري و تيمار يافت همچنين 

همچنين  .بتائين تفاوت معني داري مشاهده نشدگلايسين
 200هاي گياهان غير تراريخت در شوري ميزان كاروتنوئيد 

ميلي  100ميلي مولار كاهش معني داري نسبت به شوري 
  .)2جدول ( مولار داشته است

  
و  (NT)گياهان غير تراريخت ) mg.g¯ˡfw(كلروفيل كل  و )mm2(، سطح برگ )gr(بروزن تر و خشك بتائين اثر تيمار گلايسين -1جدول 
بر اساس آزمون دانكن  دار معنيحروف مشابه بيانگر عدم تفاوت انحراف معيار و  ±ها ميانگين سه تكرارداده. . شوريتنباكو تحت تنش  (T)تراريخت 

  .باشد مي درصد 5در سطح 
40GB T 20GB T 0GB T 40GB NT 20GB NT 0 GB NT  پارامتر 
56/0 ± 01/0 a 54/0 ± 01/0 a 41/0 ± 03/0 b 41/0 ± 03/0 b 40/0 ± 05/0 b 26/0 ± 01/0 cdefg 0 salt وزن تر 

31/0 ± 03/0 cd 30/0 ± 01/0 cdef 23/0 ± 01/0 gh 23/0 ± 01/0 gh 30/0 ± 04/0 cde 21/0 ± 01/0 ghi 100 salt 

/025 ± 01/0 efgh 23/0 ± 01/0 gh 15/0 ± 02/0 ij 15/0 ± 02/0 ij 19/0 ± 02/0 hi 12/0 ± 01/0 j 200 salt 

02/0 ± 01/0 a 02/0 ± 01/0 ab 02/0 ± .01/0 cde 02/0 ± .01/0 cde 02/0 ± 01/0 bcd 01/0 ± 01/0 ef 0 salt ك
 وزن خش

02/0 ± 01/0 bcd 02/0 ± 01/0 bcd 01/0 ± 01/0 ef 01/0 ± 01/0 ef 02/0 ± 01/0 cde 01/0 ± 01/0 gh 100 salt 

01/0 ± 01/1 cdef 01/0 ± 01/1 fg 01/0 ± 01/1 hi 01/0 ± 01/1 hi 01/0 ± 01/1 fg 01/0 ± 01/1 i 200 salt 

16/17 ± 24/1 a 33/14 ± 02/1 b 5/10 ± 47/1 de 5/10 ± 47/1 de 16/13 ± 62/0 bc 33/10 ± 47/0 de 0 salt سطح برگ 

16/14 ± 84/0 b 16/12 ± 62/0 cd 5/6 ± 08/1 f 5/6 ± 08/1 f 10± 40/0 e 5/5 ± 81/0 fg 100 salt 

5/6 ± 40/0 h 8/4 ± 47/0 fg 5/2 ± 40/0 h 5/2 ± 40/0 h 66/2 ± 84/0 gh 66/3 ± 23/0 h 200 salt 

1/87±0/24e 2/25±0/07d 2/78±0/11ab 2/35±0/05cd 2/63±0/01bc 2/97±0/19a 0 salt 

كلروفي
ل كل

 

2/60±0/01bc 2/34±0/17cd 3/04±0/02a 2/60±0/16bc 2/91±0/12ab 3/02±0/12a 100 salt 

2/59±0/02bc 2/61±0/08bc 2/74±0/03ab 2/32±0/07cd 2/22±0/13d 2/81±0/07ab 200 salt 
  

  
ها داده. . تنباكو تحت تنش شوري (T)اريخت و تر (NT)گياهان غير تراريخت ) mg.g¯ˡfw(كاروتنوئيد بربتائين اثر تيمار گلايسين -2جدول 

  .باشد مي درصد 5بر اساس آزمون دانكن در سطح  دار معنيحروف مشابه بيانگر عدم تفاوت و  انحراف معيار ±ميانگين سه تكرار
40GB T 20GB T 0GB T 40GB NT 20GB NT 0 GB NT  پارامتر 

3/68±0/46k 4/41±0/53j 5/24±0/29fghi 5/83±0/26efg 6/46±0/05cde 7/28±0/51ab 0 salt كاروتنوئيد 

5/04±0/03hij 4/53±0/32ij 5/90±0/07def 6/53±0/56cde 6/97±0/28abc 7/42±0/46a 100 salt 

4/88±0/25hij 5/07±0/19hij 5/45±0/06fgh 5/55±0/07fgh 5/13±0/22gij 6/60±0/19bcd 200 salt 

  

باتوجه به : پتاسيم گلايسين بتائين بر ميزان سديم و اثر
در تنش شوري، ميزان سديم به پتاسيم گياه افزايش  1شكل 

 بتائينبه همراه گلايسينميلي مولار  100يافت و در شوري 
در گياهان غير تراريخت كاهش معني دار ميزان سديم و 

ميزان سديم   در مقابل كاهش. افزايش پتاسيم مشاهده شد
 20(بتائين گلايسين و افزايش پتاسيم توسط هر دو غلظت

ميلي مولار در هر  200در شوري  )ميلي گرم بر ليتر 40و 
بين . دو نوع گياه غير تراريخت و تراريخت مشاهده گرديد

ميلي مولار  100دو نوع گياه در نمونه هاي شاهد و شوري 
  .اختلاف معني داري در نسبت سديم به پتاسيم مشاهده شد
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و نسبت  (B)، پتاسيم (A) بر سديمبتائين اثر تيمار گلايسين -1شكل 

 (T)و تراريخت  (NT)گياهان غير تراريخت  (C)سديم بر پتاسيم 
و  انحراف معيار ±ها ميانگين سه تكرارداده. . تنباكو تحت تنش شوري

بر اساس آزمون دانكن در  دار معنيحروف مشابه بيانگر عدم تفاوت 
  .باشد مي درصد 5سطح 

تنش شوري در هر : ن بر ميزان پرولينگلايسين بتائي اثر
ميلي مولار سبب افزايش پرولين  200و  100دو سطح 

ميلي مولار در هر  200در شوري ). 2شكل (برگ گرديد 
دو دو نوع گياه تراريخت و غيرتراريخت ، گلايسين بتائين 

به طوريكه ميزان . باعث كاهش ميزان پرولين برگ شد
راريخت درغلظت هاي پرولين بخش هوايي در گياهان ت

 23/1ميلي گرم بر ليتر گلايسين بتائين به ترتيب  40و  20
  .برابر بيشتر از گياهان غير تراريخت بود 22/1و 

ميزان پرولين در ريشه گياهان نيز با افزايش شوري به طور 
در مقابل تيمار گلايسين بتائين . معني داري افزايش يافت

. بدون تيمار كاهش دادميزان پرولين را نسبت به گياهان 
نتايج نشان داد پرولين در گياهان غير تراريخت نسبت به 

در مجموع ميزان . تراريخت كاهش معني دار داشته است
 40و  20پرولين ريشه در گياهان تراريخت درغلظت هاي 

 32/1و  38/1ميلي گرم بر ليتر گلايسين بتائين به ترتيب 
ميلي  100در شوري برابر بيشتر از انواع غير تراريخت 

  .مولار بوده است

  
، ريشه (A) بر ميزان پرولين برگبتائين اثر تيمار گلايسين -2شكل 

(B)  گياهان غير تراريخت(NT)  و تراريخت(T)  تنباكو تحت تنش
حروف مشابه و  انحراف معيار ±ها ميانگين سه تكرارداده. شوري

 درصد 5كن در سطح بر اساس آزمون دان دار معنيبيانگر عدم تفاوت 
  .باشد مي

: گلايسين بتائين بر ميزان گلايسين بتائين دروني اثر
گياه نشان داد كه ) 3شكل (گلايسين بتائين بررسي مقدار 

گلايسين ميزان گلايسين بتائين تيمار هاي تنش شوري و 
علاوه بر اين نتايج . دروني گياه را افزايش داده است بتائين

ر تراريخت در مجموع از ميزان نشان داد كه گياهان غي
دروني بالاتري نسبت به گياهان تراريخت گلايسين بتائين 
  .برخوردار بودند

  
دروني  بتائينگلايسينبر ميزان  بتائيناثر تيمار گلايسين -3شكل 

. تنباكو تحت تنش شوري (T)و تراريخت  (NT)گياهان غير تراريخت 
حروف مشابه بيانگر عدم و  رانحراف معيا ±ها ميانگين سه تكرارداده

  .باشد مي درصد 5بر اساس آزمون دانكن در سطح  دار معنيتفاوت 
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، با 4با توجه به شكل  :گلايسين بتائين بر قند محلول اثر
نمك، ميزان قند هاي محلول در گياهان  افزايش غلظت

در شرايط گلايسين بتائين كاربرد .بدون تغيير باقي ماند
همچنين افزايش . را افزايش داد تنش ميزان قند محلول

مقدار قند هاي محلول در گياهان تراريخت تيمار شده با 
بيشتر از گياهان غير تراريخت بود بتائين گلايسين

ميلي گرم در ليتر  40 و 20  غلظت هر دو در طوريكه به
 داري معني اختلاف تراريخت گياهان با بتائينگلايسين
  .شد مشاهده

 
گياهان غير  قند محلولبر ميزان  بتائينر گلايسيناثر تيما -4شكل 

ها داده. تنباكو تحت تنش شوري (T)و تراريخت  (NT)تراريخت 
دار  يمعنيرمشترك بيانگر غو حروف  انحراف معيار ±ميانگين سه تكرار

  .P<0.05) (باشد يمها بر اساس آزمون دانكن بودن داده

  بحث
گلايسين بتائين  بررسي اثرنتايج پژوهش حاضر در زمينه 

مشاركت اين دو ماده خارجي بر ميزان پرولين و همچنين 
گياه بتائين در نشان داد كه تيمار گلايسيندر مقابله با تنش 

 ژن افزوده  بيان   حاوي  Nicotiana tabacum  تراريخت

P5CS  ،تنش شوري را تحت تأثير  پاسخ اين گياه در مقابل
ه تنش شوري وزن تر و نتايج نشان داد ك. دهدقرار مي

شوري از طريق افزايش . دهدخشك گياه را كاهش مي
تر شدن پتانسيل غلظت نمك هاي محلول سبب منفي

اسمزي محيط و در نهايت كاهش جذب آب شده و منجر 
- ها در منطقه رشد ميبه كاهش تقسيم و طويل شدن سلول

نيز كاهش  )2013( Doganمشابه با نتايج حاضر، ). 3(گردد
  ).12(تحت تنش را نشان داد  سويا ن تر و خشك گياهوز

بتائين با تجمع در دهد كه گلايسينها نشان ميبررسي

ها به توسعه هاي گياه و با حفظ فشار آماس سلولسلول
علاوه بر . كندسلولي و رشد گياه در شرايط تنش كمك مي

بهتر گياهان تراريخت در طول تنش شوري را اين رشد 
علت فعاليت پرولين بعنوان يك آنتي اكسيدان  توان بهمي

در حفظ ساختار غشا و در نتيجه كاهش توليد راديكال 
يكي از راه كارها ). 9(هاي آزاد تحت تنش شوري دانست 

. باشد ديگر گياه در زمان وقوع تنش، كاهش سطح برگ مي
در جهت افزايش آب مورد نياز سلول و در بتائين گلايسين

نرژي زمينه رشد ، تقسيم سلولي و افزايش نهايت توليد ا
با اين ). 9(كند سطح برگ در طي تنش شوري را فراهم مي

بتائين از طريق آن گلايسينوجود، سازوكار دقيقي كه 
كند هنوز به خوبي درك نشده تحمل به تنش را القا مي

عدم تفاوت معني داردر ميزان سطح برگ در بين دو  .است
توان مربوط به غلظت ترايخت را ميگياه تراريخت و غير 

بر اين اساس . هاي نمك بكار رفته در اين مطالعه دانست
شايد بتوان چنين استنباط نمود كه اين سطوح شوري 
تأثيري در ايجاد تفاوت بين دو نوع گياه مذكور نداشته 

نتايج نشان دهنده عدم تغيير ميزان كلروفيل گياه در . است
در راستاي مطالعات پيشين در  اين نتيجه. طي شوري است

اين زمينه بوده و احتمالاً به شدت و مدت تنش بستگي 
گلايسين در مقابل در مطالعه حاضر، تيمار گياه با  ).4(دارد 
منجر به كاهش معني دار ميزان رنگيزه هاي  بتائين

احتمالاً كاهش ميزان رنگيزه هاي . فتوسنتزي در گياهان شد
خارجي رابطه عكس با  بتائينگلايسين فتوسنتزي توسط 

 بنابراين علت اين. افزايش سطح برگ گياهان داشته است

كاهش شايد افزايش حجم و تعداد سلول در اثر تيمار 
و در نتيجه عدم تناسب سنتز كلروفيل برگ  بتائين گلايسين

  ممكن است به عبارت ديگر.  و حجم و تعداد سلول باشد
اي برگ به دنبال تيمار رقيق شدن ميزان رنگدانه  بتوان

از طرف ديگر كاهش ). 8(را پيشنهاد نمود  بتائينگلايسين
سطح برگ در اثر تنش شوري پديده شناخته شده است كه 

بنابراين در . در بسياري از گياهان گليكوفيت اتفاق مي افتد
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تنش شوري شايد بتوان اينطور اسنتباط نمود كه كاهش 
   ).1(مي گردد  سطح برگ منجر به تغليظ كلروفيل

 تواند با خسارت به غشا و رها سازي يونتنش شوري مي

ها از سلول به فضاي بين سلولي بر هموستازي يون پتاسيم 
در اين راستا به منظور آزمودن اثر . گذاردو بقا گياهان اثر 
 Nicotianaبتائين بر القا تحمل گونه تيمار گلايسين

tabacum   ميزان يونهاي سديم و پتاسيم پس از تيمار با
نتايج نشان . بتائين تحت تنش شوري بررسي شدگلايسين

ميزان سديم را افزايش و پتاسيم را داد كه تنش شوري 
) Dogan )2013كاهش داد،كه با نتايج گزارش شده توسط 

در  بتائينگلايسيندر پژوهش حاضر ). 13(هماهنگي دارد 
هش سديم و افزايش پتاسيم نسبت به تنش شوري باعث كا

در  بتائينگلايسين اثرات مثبت بكارگيري. گياه شاهد گرديد
تنش شوري به اثرات حفاظتي آن بر پراكسيداسيون ليپيد 
-غشا و سميت زدايي راديكال هاي آزاد اكسيژن مربوط مي

باشد كه موجب حفظ هموستازي پتاسيم سيتوزول و 
كم تر بودن ). 30(شود  ميكاهش جريان آپويلاستي سديم 

در گياهان تراريخت نسبت به گياهان  +Na+/Kميزان نسبت 
توان به عملكرد مستقيم پرولين در غير ترايخت را مي

توليدي در تنش و كاهش تخريب غشا  ROSپاكسازي 
نتايج مشابه در گياهان تراريخت  .)31(ناشي از آن دانست 

ده شده است مشاه P5CSبرنج، گندم و كتان حاوي ژن 
)35(.  

با افزايش غلظت سديم كلريد بر مقدار پرولين اضافه 
گرديد، پرولين تركيبي است كه در پاسخ به تنش شوري 

البته اين مسئله براي تنظيم و تعديل .تمايل به افزايش دارد
). 2(فشار اسمزي در گياهان تحت تنش بسيار مهم است

العات قبلي نشان نتايج اين آزمايش در هماهنگي با نتايج مط
دهنده افزايش ميزان پرولين در برگ و ريشه گياهان تحت 

در اين مطالعه كاربرد ). 13(تنش شوري است 
بتائين موجب جلوگيري از افزايش بيشتر پرولين  گلايسين

مشابه با نتايج بدست آمده در آزمايشي . در گياهان گرديد

 ائينبتگلايسين بر روي گياهان كلزا نشان داده شد كه
-خارجي در شرايط شوري باعث كاهش ميزان پرولين مي

-گلايسينرود كه جذب در اين رابطه گمان مي). 6(گردد 

و تجمع آن در گياه براي مقابله با تنش شوري كافي  بتائين
. كند بنابراين نياز به افزايش بيشتر پرولين را كم مي. است

در  نبتائيگلايسينچنين عملكردي در مطالعات قبلي به 
همچنين ممكن ). 12( گياه تنباكو نسبت داده شده است

است كه افزايش ميزان پرولين در طول تنش شوري بيشتر 
به عنوان يك شاخص عكس العملي به شوري، نه تحمل به 
تنش شوري عمل كند بنابراين كاهش ميزان پرولين در اثر 

تواند نشان دهنده كاهش اثرات مي بتائينگلايسينكاربرد 
نتايج  .)5(باشد  بتائينگلايسين تيمارش شوري توسط تن

در  )2017(در سال  Ehsanpourو  Rajaeianمطالعات 
 PDHو  P5CSبر فعاليت دو ژن  بتائينگلايسينبررسي اثر 

در گياه تنباكو تحت تنش شوري تأييد كننده اين فرض 
در آن مطالعه گزارش شده است تيمار اتانول امين  .باشدمي

موجب افزايش ) بتائينگلايسينز بيو سنتز پيش سا(
و افزايش  P5CSو كاهش فعاليت آنزيم  بتائينگلايسين
با استناد  ).26(گردد مي) پرولين دهيدروژناز( PDHفعاليت 

به اين يافته، احتمالاً كاهش ميزان پرولين توسط تيمار 
در هماهنگي با فعاليت آنزيم هاي مذكور  بتائينگلايسين

مسلم است كه اين فرضيه به آزمايشات دقيق تري . باشدمي
بتائين روي اين دو نياز دارد تا نحوه عملكرد دقيق گلايسين

همچنين نتايج نشان دهنده تجمع بيشتر . آنزيم روشن شود
هاي در معرض شوري نسبت به بخش پرولين در ريشه
افزايش ميزان پرولين ريشه نسبت به  .باشدهاي هوايي مي

). 22(گزارش شده است  Prosopis albaگياه برگ ها در 
در  +Naتواند مربوط به غلظت هاي اين امر احتمالاً مي

بنابراين در اثر قرار گرفتن ريشه در محيط . محيط باشد
حاوي غلظت هاي بالاي نمك نسبت به بخش هاي هوايي 

البته . شوداز ميزان بالاتري از پرولين در ريشه مشاهده مي
اساسي بدون پاسخ قطعي باقي مانده است  هنوز اين سؤال

كه آيا شوري بيشتر در محيط ريشه منجر به سنتز پرولين 
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بيشتر در آن شده و يا موجب انتقال بيشتر پرولين از برگ 
رود كه غلظت علاوه بر اين گمان مي. به ريشه شده است

هاي بالاي پرولين در ريشه به عنوان ذخيره كربن و 
و باعث افزايش رشد ريشه در ) 17(نيتروژن عمل كرده 

گياهان تنباكوي . شودپاسخ به پتانسيل آبي پايين مي
در آزمايش ما از ميزان پرولين  P5CSتراريخت حاوي ژن 

بالاتري نسبت به گياهان غير تراريخت برخوردارند و 
نتايج . دهندمقاومت بهتري را در تنش شوري نشان مي

اطلسي  ،)19(ب زميني مشابه ديگر در گياهان تراريخت سي
نشان دهنده نقش مهم بيوسنتز پرولين ) 29(تنباكو  و) 33(

- در گياهان تراريخت در برابر تنش هاي غير زيستي مي

دهد كه علاوه بر پرولين مقدار نتايج ما نشان مي .باشد
يابد و تأييدي بر بتائين در طي تنش افزايش ميگلايسين

اكسيداتيو توسط  توليد شده از تنش ROSسميت زدايي 
بتائين و حفاظت بسياري از آنزيم هاي گلايسين

سيتوپلاسمي و ديگر ماكرومولكول ها در سلول هاي در 
دروني  بتائينگلايسينافزايش غلظت . معرض تنش است

در بسياري از گياهان در  بتائينگلايسيندر اثر تيمار 
بر اساس  .)28(معرض تنش شوري نيز مشاهده شده است 

 Nicotiana، )1989(و همكاران  Weretilnykج نتاي

tabacum  مي بتائينگلايسينجز گياهان غير تجمع دهنده-

لازم بذكر است كه در مطالعه حاضر شناسايي ). 32(باشند 
گلايسين بتايين در گياه تنباكوي مورد مطالعه خلاف اين 

به هر حال اظهار نظر قطعي در اين . ادعا را اثبات نمود
بنابراين . ز به بررسي هاي دقيق تري داردخصوص نيا

باعث افزايش تحمل به تنش  بتائينگلايسينكاربرد برگي 
 بتائينگلايسينافزايش غلظت . شودشوري در اين گياه مي
تواند به چند دليل مي بتائينگلايسيندروني در اثر تيمار

تواند نقش محرك در به عنوان مثال تنش شوري مي. باشد
دروني داشته باشد، دليل ديگر  بتائينيسينگلابيوسنتز 

است  بتائينگلايسينجذب و سرعت انتقال اسپري برگي 
و اينكه عدم متابوليزه شدن اين اسموليت و پايداري ) 21(

 بتائينگلايسينتواند در افزايش ميزان آن بعد از كاربرد مي

دروني  بتائينگلايسينميزان ). 23(دروني گياه مؤثر باشد 
 20نسبت به  بتائينگلايسينميلي گرم بر ليتر  40تيمار در 

-گلايسينكاهش غلظت . ميلي گرم بر ليتر آن كمتر بود

دروني در اين غلظت شايد به اين دليل است كه  بتائين
در اين غلظت بيشتر در مسير هاي توليد  بتائينگلايسين

). 25(پروتئين و يا متابوليسم نيتروژن شركت نموده است 
در بين گياهان  بتائينگلايسينساس نتايج بدست آمده، بر ا

بجز  بتائينگلايسينتراريخت و غير تراريخت بدون تيمار 
اين . ميلي مولار تفاوت معني داري نشان نداد 200شوري 

نتايج در هماهنگي با نتايج حاصل از ميزان پرولين در اين 
ر دروني د بتائينگلايسينهمچنين غلظت . باشدزمينه مي

با توجه به اينكه . گياهان تراريخت افزايش كمتري نشان داد
پرولين يكي از مهم ترين مواد اسموليت سازگار در تنش 

 P5CSباشد و گياهان تراريخت حاوي ژن هاي محيطي مي
رسد باشند بنابراين به نظر ميداراي توليد افزوده پرولين مي

موليت ثانويه در اين گياهان به عنوان يك اس بتائينگلايسين
به طوريكه ميزان ) 4( نمايدبعد از پرولين عمل مي

دروني در اين گياهان نسبت به گياهان غير  بتائينگلايسين
با وجود اينكه افزايش ميزان . باشدتراريخت كمتر مي

كربوهيدرات ها به عنوان استراتژي دفاعي در مقابل تنش 
ما  شوري در گزارشات زيادي عنوان شده است، نتايج

 حاكي از عدم تغيير قند در تنش شوري بدون تيمار
در گياه گندم  Morganبود كه مشابه با نتايج  بتائينگلايسين

علاوه بر اين با توجه به اينكه در گياهان تحت ). 24(است 
تنش شوري نسبت به نمونه هاي كنترل كاهش سطح برگ 

افتاده، شايد بتوان بخشي از عدم تغيير ميزان  اتفاق
ربوهيدارت ها در برگ را به تغليظ كربوهيدرات ها و ك

احتمالا بخش ديگري را به كاهش فرايند تثبيت كربن و 
به هر حال اظهار نظر قطعي در . فرايند فتوسنتز نسبت داد

اين خصوص زماني ميسر است كه ميزان فتوسنتز گياه را 
در مقابل وقتي گياهان . در اين شرايط اندازه گيري نمود

تيمار شدند نتايج ما  بتائينگلايسيننش شوري با تحت ت
در افزايش ميزان كربوهيدرات  بتائينگلايسيننشانگر تأثير 
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با  بتائينگلايسينرود هاي محلول بود كه احتمال مي
حفاظت از دستگاه فتوسنتزي و رنگدانه هاي فتوسنتزي در 

و در نتيجه  CO2شرايط شوري منجر به افزايش تثبيت 
در . يزان كربوهيدرات هاي محلول گرديده باشدافزايش م

هاي محلول در گياهان مطالعه حاضر مقدار كربوهيدرات
در . تراريخت در مقايسه با گياهان غير تراريخت بيشتر بود

اين گياهان به دليل وجود توليد افزوده پرولين و عملكرد 
و بالاتر بودن  CO2در تثبيت  بتائينگلايسينمشابه با 
كلروفيلي آنها نسبت به گياهان غير تراريخت محتواي 

  .ها در آنها بيشتر گرديده استاحتمالاً تجمع كربوهيدارت

  

  نتيجه گيري

هاي اين پژوهش، اگرچه كاربرد در مجموع با توجه به داده
گلايسين بتائين موجب كاهش ميزان پرولين شده است، اما 

از  گياهان تراريخت در مقايسه با انواع غير تراريخت
كاهش پرولين كمتري برخوردار بوده و اينكه كه عملكرد 

و پرولين مرتبط با تجمع پرولين ناشي  بتائين گلايسينتوأم 
در گياهان  P5CSژن ) over expression(از بيان افزوده 

تراريخت باعث القا تحمل بيشتري به تنش شوري در اين 
و  هاي بيشتربا اين وجود، بررسي. گياهان گرديده است
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The effect of exogenous glycinebetaine on proline and salt 
tolerance of transgenic tobacco (Nicotiana tabacum) plant under 

in vitro culture 
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Abstract 

In the present study, Were evaluated the effects of  exogenous  glycine betaine  on  the  
proline  and increasing salt tolerance in  transgenic  tobacco  (Nicotiana tabacum) 
containing P5CS gen under in vitro salt stress condition with a completely randomized 
design  with  three  replications. Tobacco plants transferred to MS medium containing 
100 and 200 mM NaCl, then foliar application of two glycine betaine concentrations, 
including 20 and 40 mg L-1  were applied on the surface of the plants with four to six 
leaves. After 4 weeks post treatment results showed that, exogenous glycine betaine 
under salt stress increased fresh and dry weight, content of K+, leaf area, endogenous 
glycine betaine and soluble sugar. In contrast, the amount of photosynthetic pigments, 
proline, content, Na+ content, and Na+/K+ ratio were decreased. The results of this study 
showed that, exogenous application of glycine betaine in tobacco plants was effective in 
reducing the negative effects of salt stress and improved growth parameters. It also 
looks like, communion cooperation of these osmolytes to cope with stress conditions 
has possibly been occurred. According to the results of this study, that cooperative roles 
of glycine betaine and proline in membrane stability and reducing the negative effects 
of salinity in both transgenic and non-transgenic plants it can be suggested. 

Key words: Glycine betaine, Proline, P5CS gene, Tobacco plants, Salt tolerance 


