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Abstractچکیده
از یمینباًیتقريغذااست که ییمحصولات غذانیاز مهمتریکیبرنج 

از عوامل محدودکننده رشد و توسعه یکیفسفر . کندیمنیمردم جهان را تأم
. خواهد داشتو کمبود آن تأثیر بسیار شدیدي بر عملکرد برنج باشدیبرنج م

مقاومت برنج به کمبود يایمیوشیبيهازمیمکانیمطالعه شناساینیهدف از ا
کمبود فسفر در دو باهاي مرتبط تیتابولم. باشدمیفسفر در ریشه و برگ 

که حامل (NIL6-4)و لاین ایزوژنیک Nipponbareلاین والدینی 
مقایسه ،باشدیم12روي کروموزوم (PUP1)ژنی اصلی جذب فسفر مکان
تر هر دو لاین وزنموجب کاهش در تعداد پنجه و فسفر تنش . نددیگرد

. بودلاین ایزوژنیکشتر از گردید اما این کاهش در لاین والدینی بی
هاي مرتبط با تولید گیري میزان انواع قندهاي محلول و فعالیت آنزیماندازه

در یراتییتغ،کمبود فسفرکه در شرایط نشان داد در این تحقیق انرژي 
گیاه تا ، گیردصورت میبرنج در لاین ایزوژنیکزیکولیگلایاصليرهایمس
را ATPکمبود فر فائق آید و تا حد امکان بر مشکل کمبود فسلهیوسنیبد

. دیجبران نما

برنج ، مکانیزم مقاومت، متابولومتنش کمبود فسفر،:هاي کلیديواژه

Rice is one of most important crops feeding about
half of the world population. Phosphorous is one of
limiting factors of rice growth and its deficiency
substantially decreases rice yield. In this study, we
aimed to identify biochemical mechanisms of rice
adaptation to phosphorous deficiency in leaf and root.
We compared the metabolites in parental lines,
Nipponbare, and its near isogenic line (NIL6-4)
containing a major QTL for phosphorous uptake
(PUP1) on chromosome 12. Phosphorous deficiency
resulted in significant decrease in number of tillers and
fresh weight in both parental line and its near isogenic
line, however, this reduction was more pronounced in
the parental line. Analysis of the level of several
soluble sugars and activity of enzymes involved in
energy production revealed that phosphorous
deficiency could lead to some changes in glycolysis
pathway in rice near isogenic line so that the plant
could cope with the ATP shortage. It is most likely that
enhancement of this biochemical pathways may
increase rice adaptation to phosphorous deficiency and
consequently increase plant production with less
phosphorus fertilizer required.
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مقدمه
برنج یکی از مهمترین محصولات غذایی است که غذاي 

فسفر یکی از . کندتقریباً نیمی از مردم جهان را تأمین می
دومین عنصر غذایی محدودکننده در عناصر ضروري گیاه و

چگونگی درك یا .باشدتولیدات زراعی بعد از نیتروژن می
تواند انتخاب، ها میکردن کمبود فسفر در گیاه و پاسخ آنحس

ژن براي توسعه محصولات گیاهان انتقالهاي روشاصلاح و
. زراعی را آسان نماید و مصرف کودهاي فسفره را کاهش دهد

این عنصر نقش مهمی در تولید انرژي، سنتز 
س، سنتز و پایداري ، فتوسنتز، گلیکولیز، تنفئیک نوکلاسیدهاي

هاي ، فعالیتهاکردن آنزیمغیرفعالسازي و غشاء و فعال
ها و تثبیت اکسایشی، انتقال پیام، متابولیسم کربوهیدرات

چگالی یا شیب غلظت از محلول فسفر خاك به . نیتروژن دارد
با میانگین غلظت (یابد برابر افزایش می2000سلول گیاهی تا
این غلظت بسیار ). لول خاكدر محM1فسفات معدنی 

بنابراین هر چند . باشدمربوط به جذب گیاه میkmتر از پایین
ها فراوان است، ولی این شده در بسیاري از خاكتثبیتفسفر 

این مسأله سبب . باشدفسفر براي گیاه غیرقابل دسترس می
هاي درصد زمین30-40شود عملکرد گیاهان زراعی در می

علاوه بر این، فسفر . بود فسفر محدود شوندوسیله کمبهدنیا 
خصوص آلومینیوم و آهن بهها شدن با کاتیونترکیبعلت به

هاي خاك. گرددسرعت غیرمحلول میبهتحت شرایط اسیدي 
اسیدي مناطق گرمسیري یا استوایی و نواحی زیراستوایی 

هاي قلیایی فسفر در خاك. تمایل زیادي به کمبود فسفر دارند
در . سازدمیسرعت با یون کلسیم ترکیب نامحلولی بهنیز 

5/4- 5بین pHحقیقت فسفر تنها در محدوده کمی از 
ترین کنندهدر نتیجه  فسفر محدود. باشدمیصورت محلول به

Raghothama)باشد عنصر براي رشد و توسعه گیاه می et

al., 2005; Vance et al., 2003; Hammond et
al.,.2004; Ismail et al., هاي گیاهان مکانیزم.(2007

اند زیادي براي سازگاري به کمبود فسفر در خود توسعه داده
که شامل افزایش  جذب فسفر و بالبردن کارائی همان میزان 

Hammond)باشدموجود در گیاه میفسفر et al.,

هر چند نقش این مکانیزم در افزایش جذب فسفر در . (2004
ي مولکولی تحمل برنج به کمبود فسفر هنوز هامکانیزمبرنج و 

.روشن نشده است
مکانیابی براي تحمل به کمبود فسفر، دو مطالعه نقشه

Wissuwa.ژنی صفات کمی در برنج گزارش شده است et

al.(1998) از یک جمعیت اینبرد حاصل از تلاقی برگشتی
و یک رقم ) ژاپنی، حساس(Nipponbareبا والد تکراري 

ها آن. استفاده نمودند) هندي، مقاوم(Kasalathبه نام بومی 
براي جذب فسفر، 12اصلی روي کروموزوم QTLیک 

خشک و تعداد پنجه تعیین وزنراندمان استفاده از فسفر، 
Wissuwa)کردند et al., 1998).Ni et al.,(1998)

با ) متحمل(IR20از تلاقی RILبا استفاده از یک جمعیت 
IR55178-3B-9-3)یک )حساس ،QTL مشابه در همان

Ni)مکان پیدا کردند et al., 1998).
Wissuwa et al.,(2001)هاي ایزوژنیکی تولید لاین

را در یک زمینه ژنتیکی Kasalathلل بخشنده از آکرد که 
Nipponbare3- 4کنند و سبب افزایش جذب تا حمل می

مسأله به خاطر رشد این . گرددبرابر نسبت به والد تکراري می
که در رقم حالیدر. باشدبیشتر ریشه در شرایط کمبود فسفر می

Nipponbare رشد ریشه در شرایط کمبود فسفر قابل
Wissuwa)یابد شدت کاهش میبهدسترس  et al.,

2001a) . ژنی در نهایتمکاناینPUP1نامیده شد
(Wissuwa et al., روشنبر این اساس براي . (2002

ن مکانیزم سازگاري برنج به کمبود فسفر و تغییرات در کرد
هاي مرتبط با کمبود فسفر ما لاین والدینی سنتز متابولیت

Nipponbare را با لاین ایزوژنیک(NIL6-4)کننده حمل
را 12روي کروموزوم (PUP1)ژنی اصلی جذب فسفر مکان

هدف از این مطالعه شناسایی . با یکدیگر مقایسه کردیم
هاي دخیل در مقاومت برنج به کمبود فسفر در ریشه و ژن

هوایی و مقایسه پاسخ متابولوم این دو بافت تحت شرایط اندام
.کمبود فسفر بود

هامواد و روش
مواد گیاهی

تحت NIL6-4و Nipponbareدر این آزمایش کشت 
روش ارائه شده مطابق بادر خاكشرایط کمبود فسفر و نرمال 

Wissuwaتوسط  et al.,(1998) که طوريبهانجام گرفت
NIAESموجود در محوطه دانشگاه يهااز قسمتی از خاك

اي به آن اضافه نگردیده سال هیچ کود فسفره30که مدت 
ترتیببدیناستفاده گردید ،باشداست و داراي کمبود فسفر می

ها در گیري آنکلیه کارهاي مربوط به کشت گیاهان و نمونه
در این دانشگاه المللی در علوم کشاورزي بینقیقات مرکز تح

گیري در این تحقیق نمونه. ژاپن صورت گرفت1شهر تسوکوبا
هاي گیريبه محض اینکه با اندازههوایی انداماز بافت ریشه و 

انجام ،صفات مرفولوژیکی اعمال تنش در گیاهان مشاهده شد
.گرفت

1. Tsukuba
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نامحلولگیري قندهاي محلول و استخراج و اندازه
Sonnewaldمطابق با روش  et al.,(1992) و با

میکرولیتر 750. شدندستخراجکمی تغییرات قندهاي محلول ا
لیتري حاوي میلی5/1درصد به ظروف پلاستیکی 80اتانول 

گرم بافت فریز میلی10هوایی و اندامتر گرم نمونهمیلی50
مایع پودرشده وسیله هاون و ازتبهدرایر شده ریشه که قبلاً 

80دقیقه در 60مدت بهها سپس نمونه. بودند، اضافه شد
گراد جهت استخراج کامل قندهاي محلول سانتیدرجه

دقیقه در دماي 15مدت بهکردن خنکنگهداري شدند و جهت 
مدت پنج دقیقه بهشده خنکهاي نمونه. اتاق نگهداري شدند

دور در دقیقه 14000و در گراد سانتیدر دماي چهار درجه 
محلول روئی ظروف پلاستیکی به ظروف .سانتریفیوژ شدند

جدید منتقل شده و این ظروف جهت تبخیر کامل الکل به 
دستگاه سانتریفیوژ مخصوص که به یک پمپ خلاء متصل 

درجه 50و دماي آن روي (Savant SPD1018)شده بود
منتقل ساعت 5/1مدت یک تا بهگراد تنظیم شده است، سانتی
250مانده در ظروف پلاستیکی در باقیسپس قندهاي . شدند

-20میکرولیتر آب دوبار تقطیرشده حل شده و در دماي 
گیري قندهاي محلول گراد تا زمان اندازهسانتی

گیري غلظت هریک از قندهاي براي اندازه.شدندنگهداري 
ده از دستگاه فتومتریک با استفاساکاروز از وفروکتوزگلوکز، 

Hajirezaeiآنزیمی روش et al.,(2000) استفاده
ها محاسبه مقدار آن1و با استفاده از فرمول شده 
.گردید

1(
(OD)ي نوریچگالرییتغزانیم× ) µl(شدهاستخراجمحلولحجم× )µl(فتومترظروفدرونمحلولحجم

غلظت قندهاي محلول= 
(µmol/gfw)

µl( ×19/6(فتومترتوسط)µl) (µl(قرارگرفتهيریگاندازهموردنمونهحجم× )g(نمونهتروزن×1000

گیري نشاستهاندازهاستخراج و 
هایی تهیه شده هوایی و ریشه نمونهمحتواي نشاسته اندام

Sonnewaldبا کمی تغییرات با استفاده از روش  et al.,

اندامر تگرم بافتمیلی50. گیري شداندازه(1992)
خشک ریشه در یک ظرف بافتگرم میلی10هوایی و 
80میکرولیتر اتانول 750لیتري ریخته و میلی5/1پلاستیکی 

دقیقه در 60مدت بهظروف پلاستیکی . درصد به آن اضافه شد
گراد قرار داده شدند تا اینکه قندهاي محلول درجه سانتی80
ها به مدت سه دقیقه در آنبعد . ها کاملاً استخراج شودآن

ها دور در دقیقه سانتریفیوژ شدند و محلول روئی آن14000
اضافهعمل . که حاوي قندهاي محلول بود دور ریخته شد

درصد، سانتریفیوژ و دور ریختن محلول روئی 80کردن الکل 
سپس ظروف پلاستیکی حاوي رسوبات . دوبار دیگر تکرار شد

رسوبات ته آن. کاملاً خشک شدنددقیقه 30مدت بهزیر هود 
نرمال حل شده و 2/0میکرولیتر هیدروکسیدپتاسیم 200ها در

. گراد نگهداري شدنددرجه سانتی4مدت یک شب در دماي به
200گراد خارج شده و ها از چهار درجه سانتیبعد نمونه

میکرولیتر دیگر به هر کدام از ظروف پلاستیکی هیدروکسید 
گراد درجه سانتی95شده و در دماي اضافهال نرم2/0م یپتاس

میکرولیتر 70آن بعد از. دقیقه نگهداري شدند60مدت به
نرمال به هرکدام از ظروف پلاستیکی جهت 1اسیداستیک 

14000دقیقه در 1ها ها اضافه شد و نمونهنمونهسازي خنثی
میکرولیتر از محلول 100سپس . دور در دقیقه نگهداري شدند

نشاسته استفاده گیري اندازهها براي ئی جهت هضم نمونهرو
-سدیم که به ازاء هر میلیاستاتمیکرولیتر از بافر 100شد و 

به آن ) سیگما(گرم آنزیم آمیلوگلوکوزیداز میلی2لیتر آن 
مدت یک شب در بهها اضافه شده بود، اضافه گردید و نمونه

بعد از . گهداري شدندگراد ندرجه سانتی37انکوباتور در دماي 
گیري نشاسته مورد ها از انکوباتور جهت اندازهسازي نمونهخارج

گیري همانند روش بقیه مراحل اندازه. استفاده قرار گرفتند
از روش گیري قند محلولشده براي اندازهاستفاده

Hajirezaei et al.,(2000)و با . بودهاستفاده گردید
.محاسبه گردیدآمده دستبهر نشاسته مقدا2استفاده از فرمول 

2(

محلولحجم× )µl(فتومترظروفدرونمحلولحجم× ) µl(شدههضممحلولیکلحجم
)OD(ينوریچگالرییتغزانیم× ) µl(شدهاستخراج

نشاستهغلظت= 
(µmol glucose/g fw)

حجم× )µl(فتومترتوسطگرفتهقراريریگاندازهموردنمونهحجم× )g(نمونهتروزن× 1000
µl ( ×19/6(گرفتهقرارهضمموردنمونه 

استخراج آنزیمی
گرم بافت میلی10هوایی و تر اندامگرم بافتمیلی50

وسیله  نیتروژن مایع در یک هاون بهشده تهیهخشک ریشه 

mM50حاوي (چینی کاملاً پودر شد سپس بافر استخراج
% 15مرکاپتواتانول، mM5نیزیم،کلریدمmM5تریس،

mM1اسید،آمید تترا استیکاتیلن ديmM1گلایسرین،
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بازدارنده فسفاتازها mM1/0اسید وگلایکول تترااستیکاتیلن
)Pefablock phosphatase inhibitor(8/6=pH که

4قبلاً بر روي یخ خنک شده بود به آن اضافه شده و در دماي 
در ادامه .وسیله شیکر تکان داده شدبهقیقه د15مدت بهدرجه 

دقیقه 15مدت بهg18000گراد و درجه سانتی4در دماي 
روشناور برداشته شده و به ظروف سپس. سانتریفیوژ شد

-از این روشناور براي اندازه.پلاستیکی جدید منتقل گردیدند
، واکوئولی )قلیائی(گیري فعالیت آنزیمی اینورتاز سیتوسولی 

، گلایسرآلدئیدفسفات دهیدروژناز سیتوسولی، )یدياس(
ADPGlc پیروفسفوریلاز، پیروات کیناز و مالیت دهیدروژناز

گیري فعالیت اینورتاز براي اندازه. توان استفاده نمودمی
مانده ته ظروف نیز از رسوبات باقی) اسیدي(آپوپلاستی 

بافر وسیله بهپلاستیکی بعد از چندین بار شستن این رسوبات 
دور در 3000استخراج و در هر بار سانتریفیوژکردن تحت 

گراد و دور درجه سانتی4مدت سه دقیقه در دماي بهدقیقه 
Hajirezaei)ریختن روشناور، استفاده شد  et al., 1994) .

ایزوفرم (گیري فعالیت اینورتاز سیتوسولی اندازه
)قلیایی

Hajirezaeiاینورتاز سیتوسولی طبق روش  et al.,

به این ترتیب که، براي هر . با کمی تغییرات بود(1994)
در . لیتري در نظر گرفته شدمیلی2نمونه دو ظرف پلاستیکی 

حدود pHمیکرولیتر از بافر هپس با 20ترتیب ها بههر دو آن
میکرولیتر 40مولار ساکاروز و 5/0میکرولیتر محلول 20، 8

میکرولیتر از محلول 20س سپ. آب دوبار تقطیرشده ریخته شد
هوایی و ریشه به هر کدام اندامهاي آمده از نمونهدستروئی به

عنوان بهسرعت یک ظرف پلاستیکی بهها اضافه شده و از آن
دقیقه منتقل شد 5مدت گراد بهسانتیدرجه 95شاهد به دماي 

فعالیت آنزیم بود و ظرف عدمدهنده زمان صفر یا نشانکه 
درجه 37دیگر براي انجام فعالیت آنزیم به دماي پلاستیکی

در پایان زمان . دقیقه منتقل شد60مدت بهگراد و سانتی
دادن به واکنش، این ظرف پلاستیکی پایانمنظور بهذکرشده و 

95دقیقه به دماي 5مدت بههمانند ظرف پلاستیکی اولی 
وکز در پایان میزان افزایش گل. گراد منتقل شددرجه سانتی

موجود در ظرف پلاستیکی دوم نسبت به ظرف پلاستیکی اول 
غلظت گیري اندازهبراي . مبناي فعالیت آنزیم قرار گرفت

گیري قندهاي محلول به گلوکز از روش ذکر شده در بند اندازه
روش فتومتري استفاده شد و میزان فعالیت آنزیم بر اساس 

هوایی و مانداتر در وزنگرم میکرومول گلوکز در میلی
. دقیقه محاسبه شد1خشک در ریشه در وزن

ایزوفرم (گیري فعالیت اینورتاز واکوئلی اندازه
)اسیدي

Hajirezaeiاینورتاز واکوئولی از روش  et al.,

طبق این روش براي . با کمی تغییرات استفاده شد(1994)
2هر نمونه همانند ایزوفرم سیتوسولی دو ظرف پلاستیکی 

20ترتیب بهها ي در نظر گرفته شد در هر دو آنلیترمیلی
میکرولیتر 20، 8/4حدود pHسدیم با استاتمیکرولیتر از بافر 

میکرولیتر آب دوبار 30مولار ساکاروز و 5/0محلول 
میکرولیتر از روشناور 20سپس . شدتقطیرشده ریخته 

ها به هر کدام از آنریشههاي برگ یا آمده از نمونهدستبه
مولار با 1میکرولیتر بافر تریس 10سرعت بهضافه شده و ا

pH گراد سانتیدرجه 95اضافه کرده و به دماي 8حدود
دهنده زمان صفر یا نشاندقیقه منتقل شد که 5مدت به

فعالیت آنزیم بود و ظرف پلاستیکی دیگر براي انجام عدم
دقیقه 60مدت بهگراد و درجه سانتی37فعالیت آنزیم به دماي 

دادن به پایانمنظور بهدر پایان زمان ذکرشده و . منتقل شد
میکرولیتر بافر 10واکنش آنزیمی ظرف پلاستیکی دوم ابتدا 

اضافه کرده و در ادامه همانند 8حدود pHمولار با 1تریس 
95دقیقه به دماي 5مدت بهسرعت بهظرف پلاستیکی اولی 

ان میزان افزایش گلوکز در پای. گراد منتقل شددرجه سانتی
موجود در ظرف دوم نسبت به ظرف اول مبناي فعالیت آنزیم 

گیري غلظت گلوکز از روش ذکرشده براي اندازه. قرار گرفت
گیري قندهاي محلول به روش فتومتري استفاده در بند اندازه

-شد و میزان فعالیت آنزیم براساس میکرومول گلوکز در میلی

دقیقه محاسبه 1خشک ریشه در وزنیی و هوااندامتر وزنگرم 
.شد

ایزوفرم (گیري فعالیت اینورتاز آپوپلاستی اندازه
)اسیدي

Hajirezaeiمطابق روش  et al.,(1994) با کمی
شده در قسمت شستهبراي این منظور از رسوبات . تغییرات بود

میکرولیتر از بافر 20به رسوب مذکور . استخراج استفاده شد
5/0میکرولیتر محلول 20، 8/4حدود pHیم با سداستات

. شدشده اضافهتقطیرمیکرولیتر آب دوبار 50مولار ساکاروز و 
دقیقه منتقل 60مدت بهگراد و درجه سانتی37سپس به دماي 

دادن به واکنش پایاندر پایان زمان ذکرشده و به منظور . شد
اضافه 8ود حدpHمولار با 1میکرولیتر بافر تریس 10ابتدا 

درجه 95دقیقه به دماي 5مدت بهسرعت بهکرده و در ادامه 
در پایان میزان افزایش گلوکز موجود . گراد منتقل شدسانتی

گیري غلظت براي اندازه. مبناي فعالیت آنزیم قرار گرفت
گلوکز از روش ذکرشده استفاده شد و میزان فعالیت آنزیم 
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دقیقه 1تر در وزنرم گبراساس میکرومول گلوکز در میلی
.محاسبه شد

فعالیت گلایسرآلدئیدفسفات گیرياندازه
1سیتوپلاسمیدهیدروژناز 

Biemettگلایسرآلدئیدفسفات دهیدروژناز طبق روش 

et al.,(1999)به این ترتیب که، . با کمی تغییرات بود
mM100Tris/HClشامل (میکرولیتر از بافر275مقدار 

، 2ناتریوم فلورایدmM1کلریدمنیزیم، pH ،mM5=7با 
mM5DTT ،mM5/0NADHفسفوگلایسریت-3و
mM10(هاي ظرف مخصوص فتومتر چاهکدر(Plate)

شده اضافه گردید به استخراجمیکرولیتر نمونه 5ریخته شد و 
کیناز سپس فسفوگلایسریتایزومراز و فسفاتانضمام تریوز

دهیم میاه گذاشته و اجازه ظرف مخصوص فتومتر را در دستگ
نانومتر خوانده شود تا مقدار 340دقیقه در طول موج 10

NADHگاه براي شروع هاي موجود محاسبه گردد آن
دقیقه قرائت را ادامه 40اضافه گردید و تا ATPواکنش 

.   خواهیم داد
3گیري فعالیت پیروات کینازاندازه

Hajirezaeiپیروات کیناز طبق روش  et al.,(1980)

میکرولیتر از 295به این ترتیب که، مقدار . با کمی تغییرات بود
کلرید9/7pH= ،mM10با mM50TESشامل (بافر

mM1/0NADH ،mM2پتاسیم، کلریدmM40منیزیم، 
DTT ،mM5/0PEP( هاي نمونهمیکرولیتر از 5و

ي ظرف هاموردنظر و درنهایت آنزیم لاکتادهیروژناز در چاهک
دهیم میدقیقه اجازه 5مدت بهمخصوص فتومتر ریخته شد و 

میبراي شروع کار اضافه ADPتا قرائت انجام گیرد سپس 
. دقیقه قرائت ادامه پیدا خواهد کرد40گردد و 

پیروفسفوریلازUDPGlcگیري فعالیتاندازه
Zrennerپیروفسفوریلاز طبق روش  et al.,(1993)

میکرولیتر از 295به این ترتیب که، مقدار . بودبا کمی تغییرات
pH ،mM10=8با mM100Tris/Hclشامل (بافر

mM1NADP ،mM2Na-ppi ،mM1منیزیم، کلرید
NaF( آنزیم نهایت هاي موردنظر و درنمونهمیکرولیتر از 5و
هاي در چاهکفسفات دهیدروژناز و فسفوگلوکوموتاز-6گلوکز 

میدقیقه اجازه 5مدت بهتر ریخته شد و ظرف مخصوص فتوم
براي شروع کار UDPGlcدهیم تا قرائت انجام گیرد سپس 

. دقیقه قرائت ادامه پیدا خواهد کرد40گردد و میاضافه 

1. GAPDH
2. Natrium fluoride
3. Pyruvate Kinase

گیري فعالیت فسفوفروکتوکیناز وابسته بهاندازه
ATP4

Wangطبق روش ATPفسفوفروکتوکیناز وابسته به 

et al.,(1997)به این ترتیب که، . می تغییرات بودبا ک
-mM75Hepesشامل (میکرولیتر از بافر290مقدار 

KOH 9/7با=pH ،mM15منیزیم، کلریدmM5 فروکتوز
هاينمونهمیکرولیتر از 5و )mM1/0NADHفسفات، -6

فسفات دهیدروژناز، - 3نظر به انضمام آلدولاز، گلایسرول مورد
هاي ظرف مخصوص فتومتر چاهکایزومراز درفسفاتتریوز

دهیم تا قرائت میدقیقه اجازه 5- 10مدت بهریخته شد و 
40گردد و میبراي شروع کار اضافه ATPانجام گیرد سپس 

. دقیقه قرائت ادامه پیدا خواهد کرد
5مالیت دهیدروژنازگیري فعالیتاندازه

Hajirezaeiمالیت دهیدروژناز طبق روش  et al.,

295به این ترتیب که، مقدار . کمی تغییرات بودبا(1994)
pH ،mM=2/7با mM50TESشامل (میکرولیتر از بافر

Tritonاز mM2/0NADH ،%05/0منیزیم، کلرید5

X-100 ( هاي نظر در چاهکموردهاي میکرولیتر از نمونه5و
دقیقه اجازه 5مدت بهظرف مخصوص فتومتر ریخته شد و 

رائت انجام گیرد سپس اوگزالواستات براي دهیم تا قمی
دقیقه قرائت ادامه پیدا خواهد 40گردد و شروع کار اضافه می

. کرد
تجزیه آماري 

هاي رافزاکلیه محاسبات آماري با استفاده از نرم
MSTATC و براي رسم نمودارها و جداول آماري نیز از

.استفاده شدExcelافزارهاي نرم

بحثنتایج و
هاي فیزیولوژيگیريازهاند

اندازهشده دو صفت مورفولوژي کشتهاي بر روي نمونه
هوایی اندامتر وزننتایج حاصل از تعداد پنجه و .گیري شد

ثیر أتهر دو تحت Nil-6.4و Nipponbareنشان داد که 
تر وزناند و در شرایط تنش تعداد پنجه و تنش قرار گرفته

که این نتایج در ). 1شکل (یابد شدت کاهش میبههوایی اندام
Torabiکارهاي قبل که توسط  et al.,(2009) انجام شد

.نیز مشاهده گردید
هواییاندامقندهاي محلول و نامحلول در 

تنش فسفر گیاه حساس و مقاوم هر دو در شرایط تنش در

4. ATP dependent phosphofructokinase
5. Malate dehydrogenase
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.)2شکل (ند داافزایش دهواییاندامخود را درساکاروزمقدار 
داري ها در هر دو شرایط تغییر معنیوز و گلوکز آنمقدار فروکت

ها افزایش یافته ولی مقدار نشاسته در آن) 2شکل(نداشت 
).2شکل(است

هوایی و تعداد پنجهاندامتنش فسفر بر رشد ثیر أت-1شکل

هواییانداموکز، فروکتوز، ساکارز و نشاسته در کمبود فسفر بر گلثیر أت-2شکل

قندهاي محلول و نامحلول در ریشه
سطوح گلوکز و فروکتوز تحت شرایط کمبود فسفر در 

که در هنگامییافت،کاهش Nipponbareریشه در 
Nil-6.43شکل (اند داري افزایش داشتهمعنیطوربه .(

مساوي با قریباًمقدار فروکتوز تNipponbareهمچنین در 
برابر 2مقدار فروکتوز Nil-6.4سطح گلوکز است ولیکن در 

دهنده این است که نشانامراین.)3شکل (گلوکز است
Nil-6.4 مسیر متابولیک دیگري براي گلیکولیز سیتوزولی

تا به این وسیله گیاه قادر به نجات خود تحت شرایط دارد
Hammond)کمبود فسفر باشد et al., 2004;

Hammond and White. 2008; Plaxton and.
Carswell. سنتاز ساکاروزدر این مسیر جایگزین، . (1999

به فروکتوز و ساکاروزبه جاي فعالیت اینورتازها براي تبدیل 
و فروکتوز را UDP-Glucoseبه ساکاروزگلوکز تبدیل 

روزساکابنابراین در طول کمبود فسفر تبدیل. نمایدمیکاتالیز 
تواند در یک مسیر وابسته به میATPبه جاي استفاده از 
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که خود یکی از راهکارهاي ،انجام گیرد(PPi)پیروفسفات 
Hammond)باشددیگر براي سازگاري گیاه مقاوم می et

al., 2008).
ریشه در شرایط کمبود فسفر در ساکاروزمقدار 

Nipponbare5شکل(داري پیدا کرده است کاهش معنی (
داري افزایش یافته است طور معنیبهNil-6.4ولی در 

طور قابل بهدر شرایط تنش ساکاروزبنابراین سطح ). 3شکل(
. باشدمیNipponbareبیشتر از Nil-6.4اي در ملاحظه

بر رشد و توسعه ساکاروززیاد ثیر أتشواهدي وجود دارد که 
که افزایش آن باعث طوريهبدهد ریشه را نشان می

Jain)گردد شدن طول ریشه میطویل et al., 2007) .
در شرایط کمبود Nil-6.4همچنین گزارش شده است که 

دهد ولی در فسفر طول ریشه خود را افزایش می
Nipponbare این مسئله مشاهده نگردیده است

(Wissuwa and Ae. 2001a; Torabi et al.,
تواند یک میNil-6.4در ریشه ساکاروزسطح بالاتر . (2009

که این . دلیل بر نسبت رشد بالاتر ریشه در شرایط تنش باشد
افزایش . مشاهده نگردیدNipponbareگزارشمسئله در

تواند ترشح اسیدهاي میعلاوه بر افزایش طول ریشه ساکاروز
Kentaro)ارگانیک را القاء نماید  et al., چنین مه. (2003

رسانی پیامشروع آبشار تواند پتانسیلمیساکاروزافزایش 
هاي دخیل در را بالا برد که این مسئله سبب بیان ژنساکاروز

آوردن فسفر خاك دستهبسازي بیوشیمی ریشه براي هبهین
شود تا بیان و فعالیت ناقلین فسفات معدنی افزایش یابد و 
ترشح اسید فسفاتازها و ارگانیک اسیدها براي آزادسازي فسفر 

و به این وسیله خود را با شرایط کمبود خاك افزایش یابد
.Hammond)نماید فسفر سازگار 2008).
افزایش پیدا ساکاروزدو رقم مقدار رهوایی ههايدر اندام

بیشتر از (Nipponbare)این افزایش در رقم حساس .کرد
این نتیجه تأییدي بر این .)2شکل (مشاهده شدرقم مقاوم 

کمتري را به ریشه منتقل وزساکار،است که رقم حساس
دهد که تحت شرایط نشان میاین آزمایشنتایج .نمایدمی

ریشه محتواي هوایی واندامکمبود فسفر هر دو ژنوتیپ در 
هاي گیاهان در بافتمهماین .اندنشاسته خود را افزایش داده

شده استگزارشمختلف تحت شرایط کمبود فسفر 
(Wang et al., 1997; Ciereszko et al., 1996;.
Kondracka and Rychter.1997; Ciereszko and.

Barbachwska. تواند به این علت میامراین . (2000
از کلروپلاست را باشد که کمبود فسفر خروج تریوزفسفات 

و در نتیجه تبدیل دهدو آن را کاهش میقرار دادهثیر أتتحت 
.(Hammond. 2008)گرددبه نشاسته می

ازهااینورت
فعالیت سه گروه اینورتازي شامل اینورتازهاي واکوئلی، 

در . بررسی گردیدIn vitroسیتوزولی و آپوپلاستی در شرایط 
کدام از این اینورتازها تغییر محسوسی را هیچ،هواییاندام

نتایج قندهاي گلوکز و امرکه این .)4شکل (مشاهده نشد 
لوکز و فروکتوز نیز تحت می نمایید زیرا گیید أتفروکتوز را نیز 

.شرایط تنش تغییر محسوسی را نشان ندادند
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کمبود فسفر بر گلوکز، فروکتوز، ساکارز و نشاسته در ریشهثیر أت-3شکل

هواییاندامتغییرات اینورتاز در -4شکل 

تازها در ریشه نشان داد که اینورتاز اینوربررسی نتایج 
واکوئلی تحت شرایط استرس در هر دو ژنوتیپ افزایش یافته 

یافتافزایش Nipponbareاینورتاز سیتوپلاسمی در . است
این ). 5شکل (نداشتداري کاهش معنیNIL-6.4ولی در 

کننده این مسئله باشد که رقم مقاوم ییدأتتواند کاهش می
در اختیار فسفر ا براي رفع مشکل کمبودمسیر جایگزینی ر

بنابراین .شدیید أتدر نتایج مربوط به قندها نیز نکتهاین .دارد
براي تجزیه گیاهان مورد مطالعه این احتمال وجود دارد که 

از مسیر سوکروزسنتاز استفاده نماید تا به این وسیله ساکاروز
رطرف نماید بتواند مشکل کمبود فسفر خود را تا حدود زیادي ب

UDP-glucose pyrophosphorylaseمسیر در اینزیرا

استفادهPPiاز ATPجاي مصرف هوجود دارد که ب
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.نماییدمی

تغییرات اینورتاز در ریشه-5شکل 

UDP-Glucose Pyrophosphorylase.
شرایط در یی در هر دو ژنوتیپ،هواانداماین آنزیم در 

در اما.نداشتتنش تغییر محسوسی نسبت به شرایط نرمال 
شدت هدر شرایط کمبود فسفر بNipponbareریشه در 

یافتشدت افزایش هاین آنزیم بNIL-6.4ریشهدروکاهش 
Ciereszko). 6شکل ( and Kleczkowski(2006) و

اینکهنمودندمشاهدهآرابیدوبسیس نیز این افزایش را در 

مسیر NIL-6.4نمایید که رقم مقاوم اثبات میمسئله کاملاً

Hammond.گیردسوکروزسنتاز را در پیش می et al.,

ان در شرایط کمبود فسفر یککه گیاهاعلام داشتند(2004)
سري مسیرهاي جایگزینی را در گلایکولیز و تنفس اتخاذ 

یکی از این. تا راندمان مصرف فسفر بالا رودکنندمی
-6فروکتوزبهساکاروزراهکارها جایگزینی مسیر تبدیل 

آنزیمبا فعالیتدر مقایسه،فسفات با فعالیت بیشتر این آنزیم
.باشداینورتاز می

هواییاندامریشه در ) هوایی، باندام) االف. پیروفسفوریلازUDPGlcتغییرات -6شکل 

ATPفسفوفروکتوکیناز وابسته به 

وسیله فسفوفروکتوکیناز هفسفات ب- 6تبدیل فروکتوز 
یا مسیر جایگزین آن یعنی فسفوفروکتوکیناز ATPوابسته به 

گیرد که نتایج آزمایشات گذشته صورت میPPiوابسته به 
دهد افزایش فعالیت آنزیم دوم را در تنش فسفر نشان می

(Hammond et al., گیري نتایج حاصل از اندازه.(2004
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نشان داد که در ATPفعالیت فسفوفروکتوکیناز وابسته به 
فعالیت این آنزیم در هر دو شرایط (NIL-6.4)رقم مقاوم 

ولی در رقم حساس . تغییري نکرده استنرمال و تنش 
(Nipponbare) در شرایط تنش فسفر این آنزیمفعالیت

دهنده این نشاننتیجهو این ) 7شکل (افزایش پیدا کرده است 
است که رقم حساس براي تولید انرژي و متابولیت بیشتر سعی

در افزایش تنفس دارد و این کار را با افزایش فعالیت این آنزیم 
این فعالیت در هر (NIL-6.4)در رقم مقاوم .دهدم میانجا

با توجه به اینکه .)7شکل (دو شرایط یکسان بوده است 

گلوکز و فروکتوز در شرایط تنش در ،ساکاروزمقادیر قندهاي 
NIL-6.4توان نتیجه گرفت می.شدت افزایش یافته استبه

از مسیر جاي استفادهبهبراي مصرف این قندها ،که رقم مقاوم
PFK وابسته بهATP، از آنزیمPFK وابسته بهPPi بهره

Hammondبر اساس نظریه .بردمی et al.,(2004) در
فعالیت آنزیم فسفوفروکتوکیناز وابسته به باید رقم مقاوم 

پیروفسفات افزایش یافته باشد تا راندمان مصرف فسفر بالا 
یید أته را نیز این مسئلPlaxton(2010)علاوه هبرود
.نمایدمی

هواییاندام) ب،ریشه) الف. تغییرات فسفوفروکتوکیناز–7شکل 

گلایسرآلدئیدفسفات دهیدروژناز سیتوپلاسمی 
(GAPDH).

دهد که انجام می3PGAرا به G3Pاین آنزیم تبدیل 
صورت ATPطور غیرمستقیم با مصرف بهتبدیلاین
در بررسی مقدار فعالیت این آنزیم در ریشه مشاهده .یردگمی

در هر (NIL-6.4)گردید که فعالیت این آنزیم در رقم مقاوم 
ولی در رقم حساس بوددو شرایط نرمال و تنش یکسان 

.)8شکل(کرد شدت افزایش پیدا بهفعالیت آن در شرایط تنش 
رسد که رقم حساس براي طور به نظر میدر حقیقت این

که حالیدردهدمیاین آنزیم را افزایش،افزایش سرعت تنفس
. رسد رقم مقاوم راهکار دیگري اعمال نموده استنظر میبه

وابسته G3PDHفعالیت آنزیم نی بر افزایشتمباین راهکار
جایگزینمسیرکهباشدمیNADPبه 

در بررسی فعالیت این آنزیم در .شودمحسوب میاین آنزیم 
هوایی مشاهده گردید که فعالیت آن در رقم مقاوم در هر اماند

دو شرایط یکسان بوده ولی در رقم حساس در شرایط کمبود 
).8شکل (مشاهده شدفسفر افزایش 
پیروات کیناز

را به PEP،1فسفاتاین آنزیم با مصرف آدنوزین دي
در تخمین فعالیت این آنزیم در ریشه .نمایدپیروات تبدیل می

هده گردید که فعالیت این آنزیم در شرایط کمبود فسفر در مشا
هر دو ژنوتیپ افزایش یافته است که این مسئله با فرضیه 

Hammond et al.,(2004) در ). 9شکل (مطابقت ندارد
کیناز همانند ریشه در هر دو رقم در هوایی نیز پیرواتاندام

).9شکل (نشان دادشرایط کمبود فسفر افزایش 

1. ADP
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هواییاندام) ریشه، ب)الف. تغییرات گلایسرآلدئیدفسفات دهیدروژناز سیتوپلاسمی-8شکل 

هواییاندام) ریشه، ب)الف. تغییرات پیروات کیناز-9شکل 

دهیدروژنازمالات
ر بررسی د.گرددت میلااین آنزیم سبب هیدرولیز ما

که فعالیت آن در ،در ریشه مشاهده گردیداین آنزیمفعالیت 
در رقم مقاوم لیویافترقم حساس در شرایط تنش افزایش 

رقم رسدنظر میبه.)10شکل (ملاحظه نشدداري تغییر معنی
1تولیدشده را با فراوانی بیشتر به اگزالواستاتلاتحساس ما

این تبدیل کمتر صورت نماید ولی در رقم مقاومتبدیل می

1. Oxaloacetate

تجمعلاتممکن است رقم مقاوم این ماهمچنین. گیردمی
،استفاده نماید) خاك(یافته را براي ترشح به محیط بیرون 

چون یکی از راهکارهاي گیاهان متحمل به کمبود فسفر 
باشد تا به این ترشح مالیت و سیترات از ریشه به خاك می

در اختیار گیاه قرار دهدوسیله فسفر خاك را آزاد نماید و
(Wissuwa et al., 2001b). در تخمین فعالیت این آنزیم

همین روند مشاهده گردید هوایی نیز دقیقاًاندامدر 
).10شکل(
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هواییاندام) ریشه، ب) الف. تغییرات مالیت دهیدروژناز-10شکل 

گیري کلینتیجه
محصول جانبی از بیوسنتز یک (PPi)نی پیروفسفات معد

وسیله فسفاتاز معدنی ههیدرولیز پیروفسفات ب. باشدواکنش می
ها در همه موجودات و تعداد زیادي از میکروب. گرددکاتالیز می

. شودوسیله فسفاتاز  معدنی کاتالیز میهبPPiمقدار زیادي از 
PPiز معدنی تولیدشده در طول بیوسنتز در صورتی که فسفاتا
نماید ولی اگر باشد تجمع پیدا می،نباشدو یا اصلاًبودهکم 

که براي PPiهاي وابسته به بعلاوه اگر آنزیم.شودمصرف می
استفاده نمایند PPiاز ATPجاي بهکارهاي مفید سلول 
عنوان یک منبع انرژي هبPPiشوند که موجود باشد سبب می

.Plaxton)مصرف گردد گیاهان ATPر مقدا.(2010
هاي محیطی مانند کمبود اي به تنشطور قابل ملاحظهبه

سلولی به طور ATPباشد و ذخیره میفسفر حساس 
Plaxton and)یابدداري در شرایط تنش کاهش میمعنی

Podesta. که در شرایط تنش نیز آنجاییولی از . (2006
PPiهاي ضروري مانند در طول بیوسنتز ماکرومولکول
شود پس ساکاریدها تولید میها، نوکلئوتیدها و پلیتئینپرو
در هنگام تنش نیز در PPiکه سطح ،توان نتیجه گرفتمی

.Plaxton)ماندثابت میگیاهان تقریباً نظر به.(2010
هایی مانند کمبود فسفر بستگی رسد تحمل گیاهان به تنشمی

تایج این ن. هاي مورفولوژیکی و متابولیکی داردبه سازگاري

براي برنج Nil-6.4آزمایش نشان داد که رقم مقاوم 
نمودن جایگزینسازگاري خود به تنش فسفر سعی در 

ATPهاي وابسته به جاي آنزیمبهPPiهاي وابسته به آنزیم

درگردد که در مسیر گلایکولیز دارد به این علت مشاهده می
UDP-glucoseگیاه مقاوم بیان سوکروز سنتاز، 

pyrophosphorylase یافتهداري افزایش طور معنیبهرا
Plaxton and)گردیده استگزارش نیز که این مسئله قبلاً

Podestá. 2006; Li et al., از استفاده. (2008
ماندن زندهبه براي کمک PPiمسیرهاي سیتوزولی وابسته به 

گیاهان در شرایط تنش اثبات گردیده است تا 
ل کمبود فسفر تا حدود زیادي کاهش به این وسیله مشک

.یابد

سپاسگزاري
زاد آاز پژوهشکده بیوتکنولوژي کشاورزي ایران و دانشگاه 

اسلامی واحد علوم و تحقیقات که در اجراي این تحقیق 
.گرددو قدردانی میاند، تشکرهمکاري داشته
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