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  چكيده

خشكي در تحمل به تنش به منظور آزمون ) لوبيا چيتي و لوبيا سفيد(يازده ژنوتيپ از دو گروه متفاوت لوبيا 

خشكي در مرحله رشد رويشي با ظهور سومين سه  تنش .ايشي انتخاب شدندطي مراحل رشد رويشي و ز

سپس . بودند اعمال شد زهاي گل در حال گذر از ميو اي و در مرحله زايشي هنگامي كه جوانه برگچه

ها با  در همه ژنوتيپ. آزمون گرديد) P5CS(كربوكسيل سنتتاز -5- پرولين  -1-∆محتوي پرولين و بيان ژن 

هاي مقاوم در مقايسه با  كي پرولين تجمع يافت ولي افزايش سطح پرولين در ژنوتيپوقوع تنش خش

برابر محتوي پرولين در  10هاي گل لوبيا  همچنين محتوي پرولين در جوانه.  هاي حساس بيشتر بود ژنوتيپ

ها  ر برگد) P5CS(بيان ژن كليدي در متابوليسم پرولين . دست آمدها در هر دو شرايط كنترل و تنش ب برگ

 تنش. نيمه كمي مورد بررسي قرار گرفت RT-PCRهاي گل تحت تنش خشكي با استفاده از  و جوانه

هاي مقاوم به خشكي  اين افزايش بيان در ژنوتيپ. گرديد  P5CSدار از ژن  محيطي سبب افزايش بيان معني

. شود مياين ژن ه نهايي باعث افزايش فرآورده و احتمالا تر از ژنوتيپ حساس به خشكي بود قابل توجه
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  مقدمه

) .Phaseolus vulgaris L(لوبياي معمولي 

عضوي از خانواده لگومينوز، محصول دنياي 

ن در همه مناطق اقليمي رشد جديد است وليك

شمالي تا  عرض درجه 52 از توليد لوبيا. كند مي

 & Van schoonhoven(جنوبي  عرض درجه 32

Voysest, 1991 ( نزديكيارتفاع كم در و از 

هاي آمريكا و اروپا تا ارتفاع  سطح دريا در قاره

 متري در آمريكاي جنوبي امكان پذير است 3000

)Graham & Ranalli, 1997 .( لوبيا همچنين يك

ماده غذايي مهم در بسياري از مناطق ايران بوده و 

هكتار و در بيش از  111000سطح زير كشت آن 

كيلوگرم در  1940با متوسط عملكرد استان  12

يكي از مشكلات . شود هكتار كشت مي

فيزيولوژيكي محدود كننده توليد لوبيا در 

ت مطالعا. كشورهاي توسعه يافته خشكي است

درصد از مناطق  7دهد كه فقط  اخير نشان مي

رشد لوبيا در شرايط مطلوب از نظر رطوبت قرار 

 60 و تقريباً) Broughton et al., 2003(دارد 

درصد از مناطق توليد با شرايط خشكي جدي 

 ,Van schoonhoven & Voysest(مواجه است 

همچنين مشاهدات حاكي از آن است كه ). 1991

مي مراحل رشد به ويژه در مرحله لوبيا در تما

در  .رشد زايشي به تنش خشكي حساس است

مرحله گلدهي، تنش خشكي سبب عدم تلقيح و 

ها شده و عملكرد و تعداد دانه در  سقط جنين گل

 ,Graham & Ranalli( دهد غلاف را كاهش مي

1997; Martınez et al., 2007 .(هاي  در دهه

سخ به تنش شناخت ما از فرآيندهاي پا اخير

خشكي در سطح مولكولي تا سطح كلي گياه در 

 ;Chaves et al., 2003( حال افزايش است

Shinozaki & Shinozaki, 2007 .( شناسايي

هاي درگير در تحمل به تنش خشكي در لوبيا  ژن

هاي پاسخ به تنش خشكي  براي بررسي مكانيزم

 LEAكه پروتئين  PvLEA-18ژن  .ضروري است

)Late Embryogenesis Abundant(  را كد

از اين خانواده ژني است  3كند متعلق به گروه  مي

هاي رويشي در پاسخ به  بيان اين ژن در بافت و

 Colmenero-Flores et( يابد بي افزايش ميآكم 

al., 1997 .( پس از آن، ژن پاسخ به كم آبي

PvNCED  كه هورمونABA كرد  را كد مي

همچنين ). (Qin et al., 1999 شناسايي شد

Kavar et al (2008)  افزايش بيان و كاهش بيان

گزارش  را از چندين ژن تحت تنش خشكي

بعلاوه در سطح مولكولي، بسياري از . دادند

هايي  كه پروتئين را شناسايي كردند ژني هاي گروه

نقش مهمي را در  ها پروتئين كنند كه اين كد مي را

ز آنجمله كه اكنند  پاسخ به تنش خشكي ايفا مي

و تنظيم   هاي انتقال سيگنال پروتئينبه  توان مي

در سازگاري به  دخيل ييها بيان ژن و پروتئين

 اشاره كردو پرولين  LEAو  HSPاز قبيل تنش 

)Shinozaki et al., 2003( . پرولين يك پروتئين

حمايتي بسيار مهم است كه نقش مهمي را در 

ري و هاي محيطي از قبيل شو سازگاري به تنش

پرولين سبب افزايش . كند خشكي بازي مي

ها، حمايت از ساختار  پتانسيل اسمزي سلول
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ها  و ساير پروتئينغشاء سلولي بالاخص سلول و 

هاي اكسيداتيو و كم آبي  در مواجه به تنش

 Delauney & Verma, 1993; Bohnert( شود مي

& Jensen, 1996; Verslues et al., 2006 .( در

مسير گلوتاميك اسيد  ، پرولين از دوگياهان عالي

اين دو مسير به عنوان . شود و ارنتين سنتز مي

هاي  مسيرهاي اصلي به ويژه در شرايط تنش

در مسير گلوتاميك اسيد، پرولين . باشد اسمزي مي

از مسير گلوتاميك از طريق دو ماده واسط 

-5سمي آلدئيد و پرولين  γ گلوتاميك

دو آنزيم . شود سنتز مي) P5C( كربوكسيلات

در گام اول ) P5CS( كربوكسيل سنتتاز- 5پرولين 

در گام ) P5CR( كربوكسيل ردوكتاز- 5و پرولين 

ژن كد . دوم در مسير سنتز پرولين نقش دارد

از گياهان گوناگون استخراج شده و  P5Cكننده 

 ,.Nanjo et al(ثبت گرديده است  P5CSبا نام 

شناسايي شده همچنين اين آنزيم در لوبيا ). 1999

كد  P5CSاي با نام  است كه توسط يك ژن هسته

علاوه بر اين ). Chen et al., 2009( شود مي

خشكي و شوري  تنشتجمع پرولين با تحمل به 

 بالايي دارد مثبت در گياهان همبستگي

)Delauney et al., 1993 .( تعدادي از مطالعات

هاي دخيل در  كند كه فوق بيان از ژن اثبات مي

آيند بيوسنتز پرولين سبب افزايش تحمل به فر

تنباكوي  اني مانندخشكي و شوري در گياه

 KaviKishor et al.; 1995; Shen(شد  تراريخته

et al., 1997 .( در آرابيدوپسيس القاء ژنP5CS 

سبب تجمع پرولين گرديد و پيشنهاد شد كه 

P5CS  يك آنزيم كليدي در بيوسنتز پرولين تحت

 ,Ramanjulu & Bartels( تنش اسمزي است

در مطالعه حاضر، ميزان تجمع پرولين و ). 2002

در لوبياي معمولي  PvP5CSسطح بيان ژن 

.)Phaseolus vulgaris L ( تحت تنش خشكي

هاي گل بررسي و رابطه بيان  ها و جوانه در برگ

  .اين ژن و تجمع پرولين آزمون شد

  

  ها مواد و روش

مولي، شرايط ژرموپلاسم انتخابي لوبياي مع

  رشد گياه و تيمارهاي تنش خشكي

ژنوتيپ از لوبيا  11در اين مطالعه 

)Phaseolus vulgaris L. ( جهت بررسي تحمل

به تنش خشكي در دو مرحله رشد رويشي و 

نام، عادت رشدي و . زايشي انتخاب گرديدند

آورده شده  1ها در جدول  منشاء اين ژنوتيپ

حقيقات كشاورزي ها از مركز ت اين ژنوتيپ. است

. و منابع طبيعي شهركرد و خمين تهيه گرديدند

، سه cm5/10 ×5/13 (هايي  بذور لوبيا در گلدان

 4:2:1به نسبت مخلوطي كه با ) بوته در هر گلدان

. كمپوست پر شده بود كاشته شد: شن:از خاك 

ها در شرايط گلخانه با نور طبيعي رشد  همه گلدان

تنش خشكي، آبياري  يافتند و تا قبل از اعمال

تيمار خشكي در . گرديد ها هر روز انجام  گلدان

ساعت روشنايي  16با (شرايط كنترل شده گلخانه 

ساعت تاريكي و  8گراد،  درجه سانتي 24و دماي 

روز  5الي  4به مدت ) گراد درجه سانتي 15دماي 

گياهان در مرحله رشد رويشي با . اعمال شد

در مرحله رشد اي و  ظهور سومين سه برگچه

هاي گل در مرحله ميكروسپور  زايشي در جوانه



 )1393، زمستان 4، شماره 6دوره (مجله بيوتكنولوژي كشاورزي 

١٣٢ 

 

معيار . جوان در معرض تنش خشكي قرار گرفتند

بود كه ) RWC(اعمال تنش، محتوي آب نسبي 

روز پس از  4(در هر دو شرايط كنترل و تنش 

براي اين منظور . ها تعيين شد از برگ) اعمال تنش

اصله هاي جمع آوري شده از هر تيمار بلاف برگ

سپس ) FW(وزن و اعداد حاصل ياداشت گرديد 

ساعت در  4هاي جمع آوري شده به مدت  نمونه

آب استريل گذارده شدند تا تمامي بافت برگ به 

ها از آب خارج و  حالت اشباع برسند سپس برگ

 8ها به مدت  و برگ) TW( مجدد وزن شدند

شد خشك  C80°ساعت در آون خلاء در دماي 

و نهايتاً با توجه به ) DW(گرديدو مجددا توزين 

 ,Weatherley) :محاسبه گرديد RWCمعادله زير 

1950)  
RWC = [(FW - DW)(TW - DW) × 100] 

هاي  پلاسم ها از ژرم ميزان آب نسبي برگ

 68تا  64روز بعد از تيمار تنش بين  4مختلف در 

درصد متغيير است نمونه برداري از هر دو جوانه 

درصد  66±2زان آب نسبي ها در مي گل و برگ

  .انجام شد

  

  .در اين تحقيق هاي لوبياي مورد بررسي ارقام و لاين نام، منبع تيپ رشدي -1جدول 
Table1- Name, source and growth habit of common bean genotypes used in the present 

study. 

 رديف

Row  
  ژنوتيپ

genotype 

 ءمنشا

Source  
  عنو

type  
 *هفرم بوت

Growth habi
t  

  واكنش به كم آبي
Response to drought 

1  G-14088 CIAT تيپ   چيتيIII  حساس Sensitive 

2  G-01437  CIAT  تيپ   چيتيIII  نا معلوم Unknow 

3  KS-21189  CIAT  تيپ   چيتيIII  نيمه حساس  
Semie-sensitive 

4  KS-21191  CIAT  تيپ   چيتيIII  مقاوم نيمه حساس تا 

Semie-sensitive   
5  KS-21486  CIAT  تيپ   چيتيI  متحمل Suffer 

6  Tylore  CIAT  تيپ   چيتيII  متحمل Suffer  

7  Khomein  Iran  تيپ   چيتيIII  حساس Sensitive  

8  Daneshkadeh  CIAT  تيپ   سفيدIII  نيمه حساس تا متحمل 

Semie-sensitive  
9  Kara  CIAT  تيپ   سفيدIV  نامعلوم Unknow  

10  Goynok 98  CIAT  تيپ   سفيدI  نامعلوم Unknow  

11  Jules  CIAT  تيپ   سفيدIII  نيمه حساس تا متحمل 

Semie-sensitiv  
* I= ،تيپ رشد محدود و ايستادهII= ،تيپ رشد نامحدود و نيمه روندهIII=،تيپ رشد نامحدود و رونده 

IV= رشد نامحدود و بالا رونده)Bayat et al 2010(  

I= determinate, erect; II= indeterminate, semi-spreading; III= indeterminate , 
                                spreading; IV= indeterminate, erect (Bayat et al 2010) 
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هاي  برگچه(ها  براي مطالعه بيان ژن، برگ

-ميلي 2با اندازه حدود (هاي گل  و جوانه) جوان

يشي وزايشي به ترتيب در مرحله رشد رو) متر

به منظور كاهش ميزان خطاي . جمع آوري شدند

هاي مختلف  نمونه برداري ناشي از تاثير زمان

. ها در بعداز ظهر انجام شد جمع آوري نمونه

هاي برداشت شده بلافاصله به نيتروژن مايع  نمونه

. ذخيره گرديد C80° منتقل شد و سپس در دماي

تنش  به عنوان ژنوتيپ حساس به -14088Gرقم 

 Bayat et( خشكي براي مقايسات انتخاب گرديد

al., 2010( . دو تكرار بيولوژيك براي مطالعات

ها از  نمونه(مولكولي از هر ژنوتيپ و تيمار 

هاي گل تحت شرايط تنش و  ها و جوانه برگ

  .در نظر گرفته شد) كنترل

  

  نيمه كمي RT-PCRو  RNAاستخراج 

RNA با هاي گل  ها و جوانه كل از برگ

 Chang et alاستفاده از ليتيم كلرايد بر طبق روش

استخراج شده با  RNA. استخراج شد(1993) 

تيمار شد و  EN052#)فرمنتاز، ( DNaseIآنزيم 

) مولار 2(توسط ليتيم كلرايد عمل خالص سازي 

به روش  RNAهاي  تعيين كميت نمونه. انجام شد

تر اسپكتروفتومتري با استفاده از دستگاه بيوفتوم

كيفيت  .ساخت شركت اپندورف آلمان انجام شد

ها  نمونه از طريق الكتروفورز RNAهاي  نمونه

تعيين  1X MOPSبافر % 5/1روي ژل اگارز 

هاي داراي چهار باند مجزا به عنوان  نمونه. گرديد

هاي با كيفيت مطلوب در نظر گرفته شد و  نمونه

هاي بدون باند يا داراي اسمير مجدداً  نمونه

 RNAميلي گرم از  5/0و سپس . تخراج گرديداس

 cDNAها براي سنتز رشته  ها و جوانه برگاز كل 

 با استفاده از كيت cDNAسنتز . بكار برده شد
Revertaid first strand cDNA synthesis kit 

و برطبق )  K 1622 #(ساخت شركت فرمنتاز 

با  PCRواكنش . انجام شد شركت دستورالعمل آن

  فرمنتاز،( Dream Taqز آنزيم استفاده ا

(#EP0701  پرايمرهاي اختصاصي ژن باP5CS 

پرايمرهايي استفاده شده براي ژن . انجام گرديد

P5CS 5: باشد پرايمر رفت به صورت زير مي'-

TCATGGCTCTCTACGATACGC-3'  و

 -'5 :پرايمر برگشت

ACCAGAAGAATCCTCATACGG-3' 
)Chen et al., 2009 .(بيا ژن اكتين در لوACT-1 

)CV53739 (به عنوان كنترل داخلي استفاده شد 

)Kavar et al., 2008( . فرآوردهRT-PCR  بروي

الكتروفورز گرديد و توسط نرم % 5/1ژل آگاروز 

 ;Image J software( كمي گرديد ImageJافزار 

Rasband, 2011 .(هاي بيان ژن براي هر  داده

و ميانگين نمونه نسبت به بيان ژن اكتين نسبي شد 

ژن با استفاده از دو تكرار بيولوژيك  بيان هر

دو طرفه به منظور   t-testآزمون. محاسبه گرديد

دار بين تيمارها استفاده  هاي معني بررسي اختلاف

   .گرديد

  

  اندازگيري پرولين

در مرحله (هاي گل  ها و جوانه نمونه برگ

در ) رشد رويشي و زايشي در دوره تنش و كنترل
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درجه  -80 دماي ر جمع آوري و درسه تكرا

ستخراج و تعيين ا. سانتي گراد ذخيره گرديد

   Bates et al  (1973) شپرولين بر طبق رو

% 3هاي گل با  هاي برگ و جوانه نمونه. انجام شد

ميلي ليتر از  2. سولفوساليك اسيد استخراج شد

 2ميلي ليتر ناين هيدرين و 2 ، باماده استخراجي

شيال استيك اسيد اضافه گرديد و ميلي ليتر گلا

 پس .براي يك ساعت در آب جوش قرار گرفت

ميلي ليتر تولوئن به  2 از خروج از آب جوش،

و در يخ و در مكان تاريك گذارده محلول اضافه 

محتوي پرولين توسط اسپكتوفتومتر  .شد

)Jenway 6320 ( نانومتر  520در طول موج

بر گرم  اندازگيري گرديد و بر حسب ميكروگرم

ها  داده. ماده خشك پرولين استاندارد محاسبه شد

 آناليز و Mini Tabبا استفاده از نرم افزار 

مقايسات ميانگين با استفاده از نرم افزار 

MSTATC انجام شد .  

  

  نتايج و بحث

روي تجمع پرولين در  تاثير تنش خشكي بر )1

  هاي لوبيا ژنوتيپ

در مرحله رشد ( ها تجمع پرولين در برگ

 در مرحله رشد( هاي گل و جوانه) رويشي

ژنوتيپ لوبيا در شرايط تنش و  11در ) زايشي

هاي حاصل افزايش  داده. كنترل اندازگيري شد

دار در ميزان پرولين در شرايط تنش در  معني

 هاي برگي نمونهدر . مقايسه با كنترل نشان دادند

از ژنوتيپ دانشكده سطح پرولين در گياهان تحت 

برابري در مقايسه با  6افزايش  تنش خشكي

تجمع پرولين در . شرايط كنترل نشان دادند

 در ژنوتيپ) برابر Ks- )5 21189 ژنوتيپ تيلور و

21486 Ks- )8/3 21191 ژنوتيپ ،)برابر Ks-  و

در طي تنش نسبت به شرايط ) برابر 3(جولز 

اين افزايش در ميزان ). P>0.05(كنترل بود 

هاي مورد مطالعه از نظر  پرولين در همه ژنوتيپ

همچنين ميزان ). الف 1شكل( دار بود آماري معني

هاي گل در هر دو شرايط تنش و  پرولين در جوانه

بالاترين ميزان پرولين . كنترل استخراج شد

µgr g(اندازگيري شده 
-1

FW 236( در رقم 

21191 Ks- همچنين بيشترين ميزان افزايش . بود

هاي تحت تنش  وتيپهاي گل ژن پرولين در جوانه

 7/5به ترتيب با (و دانشكده  Ks- 21191ندر لاي

ها اين  در ديگر ژنوتيپ. مشاهده گرديد) برابر 5و 

افزايش در ميزان پرولين تحت تنش مشاهده شد 

 ها معني دار بود و اين افزايش براي همه ژنوتيپ

هاي رويشي  تجمع پرولين در اندام). ب 1شكل (

در بسياري از  و زايشي تحت تنش خشكي

 Chen et al., 2001, Hur(گياهان از جمله برنج 

et al., 2004( سيب زميني ،)Hmida-Sayari et 

al., 2005( آفتابگردان ،)Unyayar et al., 2004( ،

 Vigna و) Tatar et al., 2008(گندم 

aconitifolia )KaviKishor, 1995 ( مشاهده

هاي  پرولين يكي از مولكول. شده است

است كه تجمع آن ) اسموليت(موپروتكتين اس

ها و گياهان در  ها، جلبك ها، قارچ حتي در باكتري

پاسخ به تنش خشكي و شوري گزارش شده 

مطالعات ). Delauney & Verma, 1993(است 

دهند كه تجمع پرولين در شرايط تنش،  نشان مي
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ها و  نقش حمايتي و حفاظتي اساسي از سلول

تحمل و مقاومت به ها داشته و سبب  بافت

 Mahajan and( گردد هاي محيطي مي تنش

Tuteja, 2005; Seki et al., 2007 .( در اين

 Tylore دانشكده،(هاي مقاوم  پژوهش نيز واريته

21191Ks- ( تجمع پرولين بيشتري را نسبت به

به تنش ) و خمين -G 14088( هاي حساس واريته

مرحله رشدي تحت شرايط  خشكي در هر دو

همچنين محتوي پرولين در . نشان دادند تنش

ها در  برابر محتوي پرولين برگ 10هاي گل  جوانه

شكل (هر دو شرايط كنترل و تنش بدست آمد 

اين فزوني ميزان  نيز ها در ساير پژوهش). 2

هاي زايشي نسبت به بخش  پرولين در بخش

به عنوان مثال در . رويشي مشاهده شده است

ها،  وپسيس از قبيل گلچههاي زايشي آرابيد بافت

درصد  26دانه گرده و دانه محتوي پرولين 

هاي رويشي فقط  گزارش شده در حاليكه در بافت

). Mitioly et al., 2009( درصد بوده است 3تا 1

هاي گوجه فرنگي  همچنين محتوي پرولين در گل

 ها بيان شده است برابر بيشتر از ساير ارگان 60

)Schwacke et al., 1999(.  ميلادي  80در دهه

گروهي از محققان دريافتند كه توليد ميزان بالاي 

هاي زايشي در گياهان مختلف  پرولين در اندام

رويشي در شرايط بدون تنش  هاي دامنسبت به ان

ها  به دليل نقش اين آمينو اسيد در توسعه اين اندام

  ).Mattioli et al., 2009(است 

  

   
هاي  در شرايط تنش و كنترل ژنوتيپ) ب(هاي گل و جوانه) الف(ها  محتوي پرولين در برگ - 1شكل 

  .لوبيا
Figure 1- Proline content in leaves (A) and flower buds (B) after drought exposed and 

control common bean genotypes. 

  

 الف
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 .هاي گل تحت شرايط تنش و كنترل ها و جوانه مقايسه اي از محتوي پرولين در برگ - 2 شكل

Figure 2- Comparison of proline content in leaves and flower buds under 

drought stress and control condition. 
  

 بيان ژن كد كننده پرولين )2

ير در متابوليسم هاي كليدي درگ يكي از ژن

كه در لوبيا شناسايي شده  P5CSژن  ،پرولين

 ,.Chen et al., 2009;  Chen et al(است 

2010.( P5CS  براي تحقيق در مورد مكانيزم از

تجمع پرولين در لوبيا در سطح رونويسي انتخاب 

تحت شرايط تنش  P5CSتجمع رونويسي . شدند

 نيمه كمي با استفاده از RT-PCRخشكي توسط 

قطعه . پرايمرهاي اختصاص اين ژن مطالعه گرديد

شكل ( بود bp205تكثير شده توسط اين پرايمر 

توسط تنش  P5CSسطح رونويسي ژن . )3

. هاي گل افزايش يافت ها و جوانه خشكي در برگ

برابر،  KS- )6/2 21486 ها، ژنوتيپ در برگ

03/0P= (و تيلور)05/0برابر،  2P= ( نسبت به

از نظر آماري اختلاف  -14088Gژنوتيپ حساس 

، هيچ ها در ساير ژنوتيپ. دهد دار نشان مي معني

در  P5CSداري در بيان ژن  تفاوت آماري معني

 -4شكل (شرايط كنترل و تنش مشاهده نشد 

در مرحله ميكروسپور (هاي گل  در جوانه). الف

هاي مورد  در همه ژنوتيپ P5CS، بيان ژن )جوان

در  P5CSيان ژن ب. مطالعه مشاهده گرديد

برابر نسبت به  Ks )12-21191هاي  ژنوتيپ

، دانشكده ) =P 0004/0كنترل ژنوتيپ حساس، 

برابر،  2/1(و تيلور ) =P 001/0 برابر، 6/1(

016/0P= (تحت تنش خشكي افزايش يافت .

بيان اين ژن تفاوت آماري چشمگيري را در 

 -01437Gو  98هاي خمين، گوينك  ژنوتيپ

هاي   اهش بيان اين ژن در ژنوتيپك. نشان نداد

21486 Ks- )1/3  ،03/0برابرP=  ( ،14088-G 

 1/1(  Karaو)  =01/0Pبرابر، 1/2(

  .)ب-4شكل ( مشاهده شد)    =012/0Pبرابر،
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هاي گل و تاثير تنش خشكي بر بيان ژن  ها و جوانه در برگ PvP5CSآشكارسازي بيان ژن  -3شكل

PvP5CS  توسط RT-PCR  نيمه كمي)C : كنترل وS : ،سيكل  29تنشPCR.(  
Figure 3- Detection of PvP5CS expressions in leaves and buds of common bean 

genotypes and the effect of drought on PvP5CS expression by semi quantitative RT-PCR 

(C: Control and S: Stress, 29 PCR cycles. 
  

  

   
ميزان بيان نيمه ). ب(هاي گل  و جوانه) الف(ها  در برگ PvP5CSبيان ژن كدكننده پرولين  -4شكل

  .باشدها ميانگين دو تكرار بيولوژيكي ميداده. نسبي شده است G-14088كمي نسبت به لاين حساس 
Figure 4- Expression of the common bean proline metabolism genes PvP5CS in leaves 

(A) and flower bud (B). The semi-quantitative RT-PCR expression data are relative to 

the drought-sensitive lines G-14088. The data represent averages of two biological 

repeats. 
  

هاي لوبيا  گدر بر P5CSافزايش بيان ژن 

)Chen et al., 2009 (هاي رويشي  و در بخش

 Vignaبسياري از گياهان عالي از جمله 

aconitifolia )Ramanjulu & Bartels, 2002( ،

، برنج زراعي )Seki et al., 2002(آرابيدوپسيس 

)Hur et.al., 2004 ( و سيب زميني)Hmida-

Sayari et al., 2005 (گزارش شده است.  

ر گياهان عالي براي اولين بار از د P5CSژن 

V. aconitifolia ژن . ايزوله شدP5CS آنزيم ،∆-

كربوكسيل سنتتاز را كه يك نقش  -5پرولين-1
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دارد  V. aconitifoliaكليدي در سنتز پرولين در 

بيش بيان ژن ). Hu et al., 1992(كند را كد مي

P5CS  ازV. aconitifolia  در تنباكو منجر به

از پرولين و بهبود رشد و تحمل به  افزايش سطح

افزايش ). KaviKishor et.al., 1995(شدخشكي 

هاي زايشي گياهاني مانند  بيان اين ژن در اندام

دو ژن . برنج و آرابيدوپسيس مشاهده گرديد

P5CS1  وP5CS2،  5پرولين  - ا -∆آنزيم- 

كند كه اولي  كربوكسيل سنتتاز را در برنج كد مي

ل از قبيل لوديكول و پوشينه هاي گ در همه بخش

فقط در  P5CS2شود اما  در شرايط تنش بيان مي

). Hur et al., 2004(گردد  ها بيان مي پرچم

مقاوم  هاي ژنوتيپدر  P5CSافزايش بيان از ژن 

هاي حساس  به خشكي لوبيا نسبت به ژنوتيپ

مشاهده گرديد و اين افزايش شايد در نهايت 

ه نهايي از اين ژن منجر به افزايش سطح فرآورد

به عنوان يك اسموليت، پرولين . شود) پرولين(

يك نقش مهمي را تعادل اسمزي، نگهداري و 

هاي  حفاظت از ساختار سلول، حذف راديكال

 & Szabados( آزاد و توليد انرژي دارد

Savoure, 2010 .(توان  باتوجه به نتايج حاصل مي

و  P5CSگفت ژنوتيپ با افزايش بيان بيشتر ژن 

توليد و تجمع پرولين قابل توجه در تنش 

خشكي، مقاومت به خشكي بيشتري را نسبت به 

   .دهدها نشان مي ساير ژنوتيپ

بندي  به عنوان نتيجه گيري كلي و جمع

توان اظهار  مي اين پژوهشحاصل از نهايي نتايج 

هاي كليدي  داشت كه محتوي پرولين و بيان ژن

رايط تنش نسبت درگير در بيوسنتز پرولين در ش

به شرايط كنترل تغييرات قابل توجهي را نشان 

و  P5CSتنش خشكي سبب القاء بيان ژن . دادند

. ها گرديد افزايش سطح پرولين در همه ژنوتيپ

 P5CSها، بيان ژن  در بسياري از ژنوتيپ

ها و  همبستگي بالايي با سطح پرولين در برگ

بيان  هاي گل مشاهده گرديد كه اين افزايش جوانه

و بالا بودن سطح پرولين سبب مقاومت احتمالي 

  .گردد ها مي در اين ژنوتيپ
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Abstract 

Eleven common genotypes belonging to two different groups (cranberry bean and lima 

bean) were submitted to drought stress during vegetative and reproductive stage under 

controlled glasshouse condition. Drought stress was induced at vegetative stage with the 

appearance of the third trifoliate and at reproductive stage when flower buds were passing 

through meiosis. Then proline level and ∆-1-proline -5-carboxylate synthetase (P5CS) gene 

expression were analyzed. In all genotypes free proline accumulated under drought stress, 

however proline levels increased earlier in drought-tolerant genotypes compared to more 

susceptible ones and so the content of free proline in bean flower buds was 10-fold higher 

than leaves under both conditions of drought and control. The expression of key gene in 

proline metabolism (P5CS), was studied in the leaves and flower buds of experimental plants 

by semi-quantitative RT-PCR under drought stress. This abiotic stress caused significant up-

regulation of the expression of P5CS. An increase of expression of P5CS was observed in 

drought-resistant genotypes of bean, compared with sensitive ones. This may be resulted from 

an increase of the level of final product of the gene. Expression of P5CS gene correlates with 

the proline levels found in leaf and flower buds tissue. 

Keywords: Common bean, Drought stress, Gene expression, Proline. 

                                                             
∗
 Corresponding Author: Shiran B.                        Tel: 03814424428                   Email: beshiran45@gmail.com 



 )1393، زمستان 4، شماره 6دوره (مجله بيوتكنولوژي كشاورزي 

١۴٢ 

 

 


