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 Lens) های تحمل به خشکی در عدسو بیان برخی از ژن فیزیولوژیکی، تغییرات بیوشیمیایی

culinaris) 
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 :چکیده
خشک مطرح است. ترین عوامل محدودکننده تولید محصولات کشاورزی در مناطق خشک و نیمهتنش خشکی به عنوان یکی از مهم

و کشت دیم آن در ایران، این پژوهش با هدف بررسی پاسخ دو ژنوتیپ حساس و  (Lens culinaris) با توجه به اهمیت گیاه عدس
درصد ظرفیت زراعی( انجام  ۳۰و  ۶۰، ۹۰متحمل عدس به تنش خشکی در سطوح مختلف )شاهد، تنش متوسط، و تنش شدید معادل 

های کلیدی در مسیر تحمل ان نسبی ژن، فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی، و همچنین بیشناسیریختشد. در این مطالعه، تغییرات صفات 
مورد  qRT-PCR با استفاده از روش MIMP و Beta Amylase, DREB1C, ABA/WDS, HCF136 به خشکی شامل

دار در صفاتی مانند ارتفاع بوته، وزن تر و ارزیابی قرار گرفت. نتایج نشان داد که افزایش شدت تنش خشکی منجر به کاهش معنی
ریشه، محتوای نسبی آب برگ، شاخص سطح برگ، کلروفیل و پروتئین کل برگ شد. در مقابل، صفات تراکم  خشک اندام هوایی و

آلدهید و هیدروژن پراکسید افزایش یافتند. ها، و غلظت مالون دیکرک برگ، میزان نشت الکترولیتی، تجمع پرولین و کربوهیدرات
داری افزایش به طور معنی HCF136 و ABA/WDS هایشدید تنش، بیان ژنها در ژنوتیپ متحمل نشان داد که با تتحلیل بیان ژن

ها در سازوکار تحمل ها بر نقش این صفات و ژنکاهش یافت. این یافته MIMP و  Beta Amylase, DREB1C هایو بیان ژن
 .خشکی مورد استفاده قرار گیرندهای اصلاحی برای توسعه ارقام متحمل به توانند در برنامهبه خشکی در عدس تأکید دارند و می

 RNAآر، تعیین توالی سیتایم پیآلدهید، ریلدیاکسیدانی، پرولین، مالونهای آنتیآنزیم  :های کلیدیواژه

Abstract 

 

Drought stress is a major limiting factor for crop production in arid and semi-arid regions. Given 

the importance of lentil (Lens culinaris) and its rainfed cultivation in Iran, this study aimed to 

investigate the response of two sensitive and tolerant lentil genotypes to drought stress at different 

levels (control, moderate stress, and severe stress corresponding to 90%, 60%, and 30% of field 

capacity). Morphological, physiological, and biochemical traits, as well as the relative expression 

of key genes involved in drought tolerance pathways, including Beta Amylase, DREB1C, 

ABAWDS, HCF136, and MIMP, were evaluated using qRT-PCR. Results showed that increasing 

drought stress intensity led to significant reductions in traits such as plant height, shoot and root 

fresh and dry weight, relative leaf water content, leaf area index, chlorophyll, and total leaf protein. 

Conversely, traits like leaf hair density, electrolyte leakage, accumulation of proline and 

carbohydrates, and the concentrations of malondialdehyde and hydrogen peroxide increased. Gene 

expression analysis in the tolerant genotype revealed a significant increase in the expression of 

ABAWDS and HCF136 genes and a decrease in the expression of Beta Amylase, DREB1C, and 
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MIMP genes under increasing stress. These findings highlight the role of these traits and genes in 

the mechanism of drought tolerance in lentil and can be utilized in breeding programs to develop 

drought-tolerant varieties. 

Keywords: Antioxidant Enzymes, Malondialdehyde, Proline, Real time PCR, RNA sequencing 

 مقدمه. 1
ترین محصولات اهلی شده بشریت شناخته (، یک حبوبات دیپلوئیدی، به عنوان یکی از قدیمیLens culinarisعدس )

. از نظر کشاورزی، این گیاه از اهمیت قابل توجهی برخوردار (Montejano-Ramírez & Valencia-Cantero, 2024)شود می
 . (Erskine, 2009) شودحجم تولید، ششمین محصول عمده حبوبات در سراسر جهان محسوب می است و بر اساس

 .S) کندوری کشاورزی را در سراسر جهان محدود میهای غیرزیستی است که بهرهتنش خشکی یکی از فراگیرترین تنش

Feng et al., 2021)ی از مناطق به دلیل تغییرات اقلیمی افزایش یابد شود که فراوانی، شدت و مدت آن در بسیاربینی می. پیش
(Ye et al., 2018)شود، خشکی یک خشک و دیم که اغلب در آنها کشت میهای نیمه. برای کشت عدس، به ویژه در محیط

اجه است، های قابل توجهی از کمبود آب و افزایش خشکی مومحدودیت اصلی تولید آن است. در ایران، جایی که کشاورزی با چالش
 . (Ghochanian Haghverdi et al., 2025)درک و کاهش اثرات خشکسالی یک اولویت ملی است 

پاسخ گیاه ضروری است.  سازوکارهایتر باشند، درک کامل آب مناسبهای کمهای عدس که برای محیطبرای توسعه گونه
ریشه، مساحت سطح، حجم و قطر مشاهده شده است، و صفاتی های سیستم ریشه، از جمله طول تنوع ژنتیکی قابل توجهی در ویژگی

. تنش (Noor et al., 2024)شوند با عملکرد بهتر در شرایط تنش خشکی مرتبط هستند که جذب آب را از عمق بیشتر موجب می
. (Zeroual et al., 2022)شود ای، میزان تعرق و جذب کربن فتوسنتزی میخشکی به طور مداوم منجر به کاهش هدایت روزنه

تری تر و سطوح پاییناکسیدانی قویهای مقاوم به تنش خشکی دارای ظرفیت آنتیدهند که ژنوتیپای اغلب نشان میمطالعات مقایسه
آبشارهای سیگنالینگ خشکی . (Öktem et al., 2008)های حساس هستند از نشانگرهای آسیب اکسیداتیو نسبت به ژنوتیپ

دهنده به خشکسالی های متعدد پاسخهای رونویسی، ژنشود. تجزیه و تحلیلکند که منجر به تغییر در بیان ژن میجاد میای را ایپیچیده
های اکسیدانی، پروتئینهای دخیل در سنتز اسمولیت و دفاع آنتی(، آنزیمbZIPاند که فاکتورهای رونویسی )مانند را شناسایی کرده
 ,.Noor et al) کنندهای شوک حرارتی( را رمزگذاری میها، پروتئینهای محافظ )مانند دهیدرینئینها( و پروتکانال )آکواپورین

های عدس مقاوم و حساس در شرایط خشکی، الگوهای بیان ژن متفاوت بین ژنوتیپ RNAیابی ای توالی. مطالعات مقایسه(2024
 Biju)اند نی، مسیرهای انتقال سیگنال و متابولیسم ثانویه را برجسته کردهاکسیداهای آنتیمربوط به فتوسنتز، محافظت اسمزی، سیستم

et al., 2023)های متحمل، به ویژه پیوند های مختلف توسط ژنوتیپتری برای درک چگونگی ترکیب مؤثر مکانیسم. بررسی عمیق
 وطه، مورد نیاز است.های مربآوری فیزیولوژیکی با مسیرهای بیوشیمیایی خاص و الگوهای بیان ژنتاب

در ایران به دلیل تنش خشکی انتهای فصل رشد که بر کشت عدس به صورت دیم تاثیر دارد، مطالعه تغییرات صفات بیوشیمیای 
تواند به منظور غربالگری، های شناسایی شده موثر در تحمل به تنش خشکی در این گیاه دارای اهمیت بوده که سرانجام میو بیان ژن
های متحمل به خشکی در عدس مورد استفاده قرار گیرد. هدف این تحقیق، بررسی تغییرات بیوشیمیایی بیان انتخاب ژنوتیپاصلاح و 

 باشد.حساس و متحمل عدس، می های شناسایی شده موثر در تحمل به تنش خشکی در دو ژنوتیپو نیز نقش برخی ژن
 شناسی پژوهش. روش2

 شناسیریخت. مواد گیاهی و صفات 1-2
)حساس به خشکی(، با توجه به  FLIP2002-55L)متحمل به خشکی( و  FLIP2002-57Lدر این مطالعه دو لاین 

مرکز  ،مکاتبه شخصی با دکتر چگینیای برای کشت در گلخانه انتخاب شدند )ها در شرایط مزرعهمطالعات گذشته و عملکرد آن
های امید بخش لاین در حال خالص سازی و انجام تحقیقات تکمیلی بوده و از جمله لاین(. این دو تحقیقاتی کوهین دانشگاه تهران

ها به سازی آنهای بیشتر جهت آمادههایی که مقاومت آنها به سرما به خوبی شناسایی شده بود و جهت بررسیلاین باشند.میعدس 
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 به همین جهت در این بررسی از این دو ژنوتیپ استفاده شد. بودند.عنوان رقم در مرکز تحقیقاتی کوهین دانشگاه تهران مورد بررسی 
 12و قطر  1۰به ارتفاع  ها از بانک ژن دانشکدگان کشاورزی و منابع طبیعی دانشگاه تهران تهیه شد. در هر گلدان پلاستیکیبذر آن
. خاک مزرعه، ماسه و خاک برگ بود 2:1:1خاک مورد استفاده در هر گلدان دارای ترکیب  عدد بذر کشت شد. ۶متر، تعداد سانتی

های کامل تصادفی در سه تکرار بوده که در گلخانه پردیس کشاورزی و منابع طبیعی آزمایش در قالب فاکتوریل بر پایه طرح بلوک
)کود ریز  مغذیریز  گلدان برای هر واحد آزمایشی تعیین شد. در دوره رشد رویشی گیاهان، محلول 12دانشگاه تهران، اجرا گردید. 

 ۳در )هاروانا(  2۰-2۰-2۰)کود  NPK گرم در لیتر آب( در دو نوبت به صورت محلول پاشی و همچنین کود 2) مغذی میکروموند(
ای تنش خشکی آغاز شده و به برگچه 4۰شد. با رشد گیاهان به مرحله ها داده گرم در لیتر آب همراه با آبیاری( در دو نوبت به گلدان

وزنی تعیین  شظرفیت زراعی خاک براساس رو درصد ظرفیت زراعی خاک گلدان، اعمال گردید. ۳۰و  ۶۰، ۹۰اری براساس صورت آبی
ها، اعمال تنش خشکی پس از اعمال تنش با مشاهده تشدید علائم تنش از جمله پیچیدگی، زرد شدن، خشکیدگی و ریزش برگچه شد.

کرک،  فقدانبرداری از بافت هوایی و ریشه گیاهان انجام گرفت. ارتفاع بوته، وجود یا  پایان یافته و بعد از آن نمونه هفته 2پس از 
. (Lentil discriptors, IBPGR, 1985)گیری شد برداری و در طول اعمال تنش، اندازهشدت سبزینگی بوته قبل از نمونه

 گراد(درجه سانتی 7۰ساعت در دمای  48گرم،   ۰۰1/۰ وزن تر و خشک اندام هوایی  وزن تر و خشک ریشه )با ترازوی با دقتهمچنین 
 .گیری شداندازه

 1ی نسبی آب برگامحتو. 2-2

ها نمونهسپس گیری شد. گرم( اندازه ۰۰1/۰توسط ترازوی ) گیری،بلافاصله پس از نمونه یافتههای توسعهوزن تر آخرین برگ
ها در آب شناور شوند. به همه آنها میزان یکسانی آب مقطر اضافه گردید تا برگلیتری قرار گرفته و میلی 15 فالکونهای لولهدر داخل 

 24ها آن نمونه گیری شد. بعد ازاندازهها آنوزن اشباع  سپس ،گراد قرار گرفتهدرجه سانتی 4ساعت در یخچال  24های به مدت نمونه
گیری شد. در نهایت، محتوی نسبی آب ها اندازهپس وزن خشک آنگراد در آون قرار داده شد سدرجه سانتی 7۰ساعت در آون با دمای 

 (Kumar & Elston, 1992). برگ محاسبه شد

  2میزان نشت الکترولیتی. 2-3
ها برای مدت قرار گرفته،سپس به آن آب مقطر اضافه شد و آن فالکون یک لوله ها جدا و درآخرین برگ توسعه یافته از بوته

(. EC1گیری شد )ها اندازهنمونه ECآلمان(،  WTWمتر )ساخت  ECساعت در شیکر انکوباتور قرار داده شدند. بعد از آن با  24
 ECساعت قرار داده شده و به حمام آب یخ منتقل شدند و دوباره  1گراد برای مدت درجه سانتی ۹5ماری با دمای ها در بنسپس نمونه

  .(Valentovic et al., 2006)در نهایت میزان نشت الکترولیتی برای هر نمونه محاسبه شد (. EC2گیری شد )ها اندازهآن

  3شاخص سطح برگ. 2-4
گیری شد. سپس در آون با اندازهآلمان(  CID)ساخت  Leaf Area Meterها با های سبز گیاه جدا و مساحت سطح آنبرگ

در نهایت شاخص سطح گیری گردید. ها اندازهساعت قرار داده شدند و وزن خشک نمونه 48گراد برای مدت سانتیدرجه  75دمای 
 .( et alR. Feng ,.2013)شد محاسبه  )gr/2cm(متر مربع برگرم برگ، برحسب سانتی

 پرولینمحتوای سنجش . 2-5
درصد  ۳لیتر اسید سولفوسالیسیلیک میلی 1۰ه آن ب، و پودر شده مایعبا استفاده از ازت  گرم( بافت اندام هوایی 5/۰نیم گرم )

لیتر میلی دو .( شدآلمان Hettich) دور سانتریفیوژ 15۰۰۰دقیقه و با سرعت  1۰ها به مدت نمونه .و در حمام یخ قرار داده شداضافه 

                                                 
1 Relative water content (RWC) 
2 Electrolyte Leakage Index (ELI) 
3 Leaf area index (LAI) 
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لیتر اسید استیک گلاسیال اضافه شد. میلی 2و  4هیدرینلیتر نینمیلی 2 .حاصل برداشته و به لوله فالون جدید منتقل شداز عصاره 

لیتر تولوئن و ورتکس، میلی 4ساعت در حمام آب گرم قرار گرفته و سپس در حمام یخ سرد شدند. پس از افزودن  1ها به مدت نمونه
لیتر از روی منحنی استاندارد محاسبه و سپس نانومتر خوانده شد. غلظت پرولین بر حسب میکروگرم بر میلی 52۰آن در طول موج  جذب

  .(Bates et al., 1973)به میکروگرم بر گرم وزن خشک بافت تبدیل گردید 

  5آلدهیددیمالون. 2-6
گراد درجه سانتی 4دقیقه در دمای  1۰مخلوط و به مدت مولار  1/۰لیتر بافر فسفات پتاسیم میلی 5مقداری برگ پودر شده با 

لیتر محلول تیوباربیتوریک اسید حاوی میلی 1لیتر از عصاره رویی، میلی 1دور در دقیقه سانتریفیوژ شد. به  14۰۰۰و سرعت 
ه و سپس در حمام آب یخ گراد قرار گرفتدرجه سانتی ۹5ماری دقیقه در بن ۳۰کلرواستیک اسید اضافه گردید. مخلوط به مدت تری

های دور در دقیقه سانتریفیوژ شد. میزان جذب مایع رویی در طول موج 1۰۰۰۰دقیقه در سرعت  1۰سرد شد. نمونه مجدداً به مدت 
بر اساس نانومول بر گرم وزن تر با استفاده از رابطه مربوطه محاسبه گردید  MDA نانومتر خوانده شد. در نهایت، مقدار ۶۰۰و  5۳2

(Hodges et al., 1999).  

 6پراکسید هیدروژن. 2-7

دقیقه با سرعت  15درصد مخلوط و به مدت  TCA 1 لیتر محلولمیلی 5/2گرم( نمونه برگ پودر شده با  ۰/5نیم گرم )
و  (pH=7) مولارمیلی 1۰میکرولیتر بافر فسفات پتاسیم  25۰میکرولیتر از عصاره رویی با  25۰دور در دقیقه سانتریفیوژ شد.  12۰۰۰

نانومتر خوانده شد.  ۳۹۰مولار ترکیب گردید. پس از انجام واکنش، میزان جذب در طول موج  1میکرولیتر محلول پتاسیم یدید  5۰۰
 مولار محاسبهمیلی 1۰تا  2های پراکسید هیدروژن با غلظت در نمونه با استفاده از منحنی استاندارد تهیه شده از محلول H₂O₂ غلظت
  .(Velikova et al., 2000)گردید 

 کربوهیدرات. 2-8
درصد داغ  8۰لیتر اتانول میلی 7/5گرم( بافت خشک شده کوبیده شده با  ۰/5گیری کربوهیدرات، ابتدا نیم گرم )برای اندازه
گیری قندهای محلول نگهداری شد؛ سپس مخلوط ورتکس و به گراد برای عصارهدرجه سانتی 7۰ساعت در  24مخلوط و به مدت 

مانده پس دور سانتریفیوژ گردید و عصاره رویی حاوی قندهای محلول جدا شد، در حالی که بافت باقی ۳۰۰۰دقیقه در سرعت  1۰مدت 
ی، جهت استخراج نشاسته آماده گردید. سپس، حجمی ماراز خشک شدن، با افزودن مقدار مشخصی آب مقطر و جوشاندن در بن

 5لیتر محلول فنل میلی ۰/5لیتر از نمونه آماده شده، مشخص از عصاره برای واکنش رنگی استفاده شد؛ به این صورت که به یک میلی
 485ن جذب در طول موج دقیقه برای تثبیت رنگ، میزا 45درصد اضافه گردید و پس از  ۹8لیتر اسید سولفوریک میلی 2/5درصد و 

لیتر با استفاده از منحنی استاندارد محاسبه و به میکروگرم نانومتر قرائت شد. در نهایت، غلظت کربوهیدرات بر حسب میکروگرم بر میلی
 . (Sturgeon, 1990)بر گرم وزن خشک نمونه تبدیل گردید 

 و کارتنوئید a،bکلروفیل . 2-9
دقیقه و با  1۰به مدت  ها سانتریفیوژسپس نمونهدرصد، به آن اضافه شد.  7۰لیتر استن میلی 1۰گرم بافت پودر و سپس نیم 

نانومتر   ۶۶۳در طول موج  . عصاره بخش بالایی جدا و به پلیت منتقل و جذب نمونهشد آلمان( Hettich) دور سانتریفیوژ ۶۰۰۰سرعت 

و کارتنوئید محاسبه  a ،b نانومتر برای کارتنوئید خوانده شد. میزان کلروفیل 47۰و نیز  bرای کلروفیل نانومتر ب a ،۶45برای کلروفیل 

  .(Lichtenthaler & Wellburn, 1983)شد 

                                                 
4 Ninhydrin 
5 Malondialdehyde (MDA) 

6 Hydrogen peroxide (H2 O2 ) 
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 پروتئین کل. 2-10
 (Bradford, 1976) میکرولیتر بافر بردفورد آماده شده 2۰۰ها به میکرولیتر از عصاره نمونه 1۰برای سنجش پروتئین کل، 

  ریدر قرائت گردید.نانومتر توسط دستگاه پلیت 5۹5دقیقه انکوباسیون، جذب نوری در طول موج  2۰پس از  .در هر خانه پلیت اضافه شد

 اکسیدانهای آنتیآنزیم. 2-11

پیرولیدون دو درصد اضافه و وینیلیک مولار حاوی پلی Tris-Hclلیتر از بافر استخراج یک میلی 1گرم بافت برگ،  2/۰به 
( شد. بعد از آنسانتریفیوژ، عصاره بالایی 15۰۰۰دقیقه با دور  ۳۰مدت گراد، بهدرجه سانتی 4ها سانتریفیوژ )در سپس هموژنیزه شد، نمونه

کوربات پراکسیداز و پراکسیداز و همچنین غلظت های کاتالاز، آسبرداشته و به تیوب جدید ریخته شد که به منظور سنجش فعالیت آنزیم
های کاتالاز، آسکوربات پراکسیداز و گایاکول پراکسیداز به ترتیب از جهت سنجش فعالیت آنزیمپروتئین مورد استفاده قرار گرفت. 

 استفاده شد. Chance Maehly (1995)و  Aebi (1974) ،Nakano & Asada (1987)های روش

 های دخیل در تحمل به تنش خشکیبرخی ژنبیان . 2-12
 به مراجعه با و بقولات، انتخاب خانواده گیاهان برخی در خشکی به تحمل در دخیل ژن تعدادی علمی، منابع در بررسی با

ها با کمک مشخص شد.  بعد از این تعدادی از این ژن هاآن 7دسترسی ، شماره( www.ncbi.nlm.nih.govNCBI( داده پایگاه

های های انتخابی عدس، در آغاز توالیژن 10ناحیه رمز کننده 9در گیاه عدس مشخص شدند. برای شناسایی توالی توافقی 8ردیفیهم

 SRA NCBIعدس در پایگاه  RNAیابی های توالیحاصل از پروژه (های انتخابی  ژن 12و خوانش 11قطعات بیانی

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra)  های ارتولوگ مشابه در سایر گیاهان با کمک توالی کمکباBLAST Offline 

(v.2.7.0) افزار شناسایی و مجموع این قطعات، با استفاده از نرمCodon Code aligner (Ver. 5.0.1) گردید.  دیگر سرهمبا یک
 ORF Finderبا بررسی توالی حاصل در  های مذکوردر ادامه چارچوب قرائت ژن

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.htmlشناسایی و به ) منظور تأیید این چارچوب وORF ها، از موردنظر آن
ها در تنش خشکی در دو ژنوتیپ  متحمل و حساس در سطوح شاهد و تنش شدید، با استفاده استفاده شد. بیان ژن BLASTpافزار نرم

های مورد نظر از های مناسب برای تکثیر ژنمورد بررسی قرار گرفت. به منظور طراحی آغازگر qRT-PCRز تکنیک ا
، (kcal/mol -۶)بیش از  Self-dimer، استفاده گردید. بعد از آن آغازگرها از نظر تشکیلPerlPrimerو   Oligo7افزارهاینرم

Hetero primer ( ۶بیش از- kcal/mol ) وHairpin ( ۶بیش از- kcal/mol) دمای ذوب و درصد ،GC، افزار آنلاین در نرم
OligoAnalyzer3.1 .دهد. بعد از این کارایی آغازگرهای (، آغازگرهای طراحی شده را نشان می1جدول ) مورد بررسی قرار گرفتند

 هر جفت آغازگر بررسی شد. چند نمونه بررسی شد و دمای مناسب برای اتصال qRT-PCRمختص هر ژن با آزمایش 

 Real Timeو واکنش  cDNA، سنتز RNAاستخراج . 2-13
RNA ساخت نمونه( ها به وسیله کیت شرکت دنازیست استخراج  شد. با استفاده از نانودراپThermo scientific )آمریکا 

توس، استخراج شده انجام گرفت. بعد از آن به وسیله کیت شرکت پارس RNAو الکتروفورز )آگارز یک درصد( بررسی کمی و کیفی 
 ت)آگارز دو درصد( بررسی کمی دناژن ایران(انجام گرفت. با استفاده  از نانودراپ و الکتروفورز ) cDNAاعمال و سنتز  DNaseتیمار 

cDNA  18سنتز شده انجام گرفت و همچنین برای کنترل داخلی از آغازگر ژنsrRNA  های ریل تایم ) ساخت استفاده شد. واکنش

                                                 
7 Accession number 
8 Alignment 
9 Consensus 

10 Coding DNA Sequence 
11 Expressed Sequence Tag 

12 Reads 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Qiagene  )ثانیه  2۰ثانیه در دمای اتصال آغازگر و  2۰گراد، درجه سانتی ۹4ثانیه در دمای  2۰چرخه که در هر چرخه،  4۰در آلمان
های ت تنش نسبت به نمونههای تحگراد انجام گرفت. در نهایت به منظور  محاسبه میزان بیان هر ژن در نمونهدرجه سانتی 72در دمای 
 .(Livak & Schmittgen, 2001)استفاده شد  Livakرابطه  شاهد، از

به  Excel 2013، انجام گرفت. از نرم افزار  SPSS 26 ،SAS 9.4افزارهای ها حاصل به وسیله نرمتجزیه و تحلیل داده
استفاده  Minitab17در  Kolmogorov-Smirnovز آزمون شد و همچنین ا استفاده دانکن منظور رسم نمودارهای مقایسه میانگین

 . ها توزیع نرمال دارندخطای دادهشد تا اطمینان حاصل شود که 
 اسامی و توالی آغازگرهای طراحی شده -1 جدول

 ردیف
 نام آغازگر

 
 '3به  '5توالی 

طول قطعه حدود 

 تکثیر شده

 
1 BA -F 5'CATTGTGGAATTGGGATGGT 3' 180-190 bp 
2 BA -R 5'CGATGGTGTTATGGTTGATGTC 3' 180-190 bp 
3 DREB1C -F 5'TTCCTATTCCTGCAACCTCG 3 180-190 bp 
4 DREB1C -R 5'TCATATCCAACACTGCCTCC 3' 180-190 bp 
5 ABAWDS -F 5'TGGTGGTTATGCTTTGTATGAG 3' 180-190 bp 
6 ABAWDS R 5'GTGTTTCTTCTTTCCATGAGCT 3' 180-190 bp 
7 HCF136-F 5'GAGGTGGTCTTTATCTCAGCA 3' 180-190 bp 
8 HCF136-R 5'GTCACGAATCCATGACTTGC 3' 180-190 bp 
9 MIMP -F 5'CCTGTGCTCTTAATCTTTGTGG 3' 180-190 bp 

10 MIMP -R 5'GGTTTGAAGCAGCTATACGC 3' 180-190 bp 
11 18srRNA-F ' ACGTCCCTGCCCTTTGTACAC 3'5 101 bp 

12 18srRNA-F ' CACTTCACCGGACCATTCAAT 3'5 101 bp 

 و بحث های پژوهش. یافته3

نتایج نشان داد که تنش خشکی بر صفات مختلفی مانند ارتفاع گیاه، طول ریشه، وزن تر ریشه، نشت یونی، شاخص سطح  
و های آسکوربات پراکسیداز و گایاکول پراکسیداز فعالیت آنزیم. (2)جدول  برگ، محتوای کلروفیل، محتوای قندهای محلول شده است

 . اندی مختلف به تنش خشکی پاسخ دادههادر ژنوتیپ ABA/WDSو  HCF136 ،BA ،DREB1 ،MIMPهای بیان ژن نیز
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 MS 

S.O.V df SH TC Number 

of leaves 

Number 

of leaflets 

RFW RDW SFW SDW RL Greenness ELI LAI 

Block 2 0.30ns 0.04ns 0.38ns 176.16ns 0.001ns 0.00ns 0.04ns 0.01ns 0.006ns 0.25ns 0.84ns 31.24ns 

Drought stress 2 195.28** 497.8** 10.72** 987.50** 0.97** 263.83** 35.12** 0.62** 8.65** 1719.25** 213.72** 1812.95** 

Genotypes 1 0.03ns 247.97** 3.55* 1184.22* 0.23** 0.001ns 2.59** 0.74** 5.21** 99.40** 1111.40** 11909.90** 

Genotype * Stress 2 6.92** 17.15** 1.72ns 196.72ns 0.07** 0.00ns 0.09ns 0.14** 5.75** 18.65** 114.00** 577.43* 

Error 10 0.36 0.06 0.45 121.90 0.001 0.00 0.53 0.01 0.08 0.11 6.22 104.63 

              

 MS 

 df RWC Total 

chl 

H2O2 Proline SS Protein MDA Carot

enoid 

CAT APX GPX  

Block 2 2.09ns 0.01ns 0.004ns 0.06ns 0.0ns 3.96ns 0.03ns 0.05ns 0.0000221ns 0.0000151ns 0.0000015ns  

Drought stress 2 189.35** 13.32** 267.43** 5.66** 42.89** 31845.92** 4.37** 1.47** 0.0000855** 0.001** 0.92**  

Genotypes 1 191.10** 0.23ns 1227.60** 1.78** 0.38** 165.98** 0.34** 0.16* 0.0** 0.003** 0.07**  

Genotype * Stress 2 27.01ns 1.95** 3.31ns 0.10ns 0.23** 623.24** 0.07ns 0.01ns 0.0000125ns 0.0000645** 0.01**  

Error 10 6.88 0.06 4.35 0.04 0.01 3.52 0.02 0.01 3.52 0.00000816 0.00000041
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درصد  ۶۰( تحت سه رژیم آبیاری )شاهد، FLIP2002-55Lو  FLIP2002-57Lتجزیه واریانس صفات مختلف بررسی شده در دو ژنوتیپ عدس )نتایج  .2 جدول

: SH :Shoot Height ،TC :Trichome Concentration ،RFW :Root Fresh Weight ،RDWعبارات مخفف به ترتیب؛  درصد ظرفیت زراعی(. ۳۰ظرفیت زراعی، 

Root Dry Weight ،SFW :Shoot Fresh Weight ،SDW :Shoot Dry Weight ،RL :Root lenght ،ELI :Electrolyte Leakage Index ،LAI :Leaf Area 

Index ،RWC :Relative Water Content ،SS :Soluble Sugar ،MDA :Malondialdehyde ،CAT :Catalase ،APX :Ascorbate Peroxidase ،GPX :

Guaiacol Peroxidase. 

nsدار در سطح احتمال خطای یک درصد.دار در سطح احتمال خطای پنج درصد و معنیمعنی دار،، *، **: به ترتیب غیر معنی 
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 و تعداد برگ و برگچه . ارتفاع بوته1-3
شده  داردرصد معنی یکاثر متقابل ژنوتیپ در تنش برای صفت ارتفاع بوته در سطح احتمال  براساس نتایج تجزیه واریانس،

ارتفاع بوته در هر دو ژنوتیپ تحت تأثیر تنش خشکی کاهش یافته نشان داده شده است،  1شکل . همانطور که در (2)جدول  است
متر کاهش سانتی 2۳/1۹متر به سانتی 52/۳2متر و در ژنوتیپ حساس از سانتی 7۹/21متر به سانتی 27/۳1. در ژنوتیپ متحمل از است

این مهار رشد، یک ز ژنوتیپ متحمل بود. با این حال، میزان این کاهش در ژنوتیپ حساس به طور قابل توجهی شدیدتر ا یافته است.
کاهش  .( et alZeroual ,.2022) شودپاسخ تطبیقی اولیه به کمبود آب است که مستقیماً از کاهش فشار تورژسانس سلولی ناشی می

توانایی ژنوتیپ متحمل در حفظ  .( et alNoor ,.2024) سازدتورژسانس، فرآیندهای کلیدی تقسیم و طویل شدن سلولی را متوقف می
های حمایتی زیربنایی، به ویژه تنظیم اسمزی کارآمد برای حفظ تورژسانس لازم دهنده موفقیت آن در مکانیسمارتفاع نسبتاً بالاتر، نشان

 ها است.دهنده شکست در این سیستمارتفاع در ژنوتیپ حساس، نشان کاهشبرای رشد حداقلی است، در حالی که 
)در سطح دار نبود. با این حال، اثرات اصلی تنش برای صفات تعداد برگ و تعداد برگچه معنی ژنوتیپ در تنشاثر متقابل 

دهند ( نشان می2شکل ها ). داده(2)جدول  دار بودندبرای هر دو صفت معنیدرصد(  پنج)در سطح احتمال و ژنوتیپ درصد(  یکاحتمال 
تعداد برگ و برگچه در ژنوتیپ  اند.شدت تنش، کاهش مشابهی را در تعداد برگ و برگچه تجربه کردهکه هر دو ژنوتیپ با افزایش 

کاهش تعداد برگ و در نتیجه  کاهش یافت. 74و  11به  1۰۹و  14و در ژنوتیپ حساس از  ۹7و  12به  112و  14متحمل به ترتیب از 
 Khatun) شودکاهش سطح کلی تعرق گیاه و حفظ آب محسوب می کاهش سطح کلی برگ یک استراتژی اجتناب از خشکی به منظور

et al., 2021)سازدکند اما پتانسیل فتوسنتزی خود را قربانی میگیاه آب را حفظ می، به عبارتی . این یک موازنه فیزیولوژیک است (X. 

Feng et al., 2022) . 

 . تراکم کرک2-3
تحت تنش خشکی،  .(2)جدول  دار گردیدمعنیدرصد  یکبا سطح احتمال اثرمتقابل ژنوتیپ در تنش برای صفت تراکم کرک 

. این یافته (۳شکل ) یافت کاهشیافت، در حالی که در ژنوتیپ حساس  افزایشداری تراکم کرک در ژنوتیپ متحمل به طور معنی
شده برای بقا در دهنده یک استراتژی سازگاری کاملاً متفاوت است. افزایش تراکم کرک یک مکانیسم سازگاری فیزیکی شناختهنشان
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 درصد( با یکدیگر ندارند. 1داری )آزمون دانکن در سطح حروف مشترک اختلاف معنی
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تر کردن لایه مرزی ضخیم و افزایش بازتابش تابش خورشیدیبا ها . کرک(Shahzad et al., 2021) های خشک استمحیط
سازی این دفاع فیزیکی در ژنوتیپ متحمل . فعال(Chen et al., 2022) کندها کمک میبه حفظ آب سلول هیدرودینامیکی در سطح برگ

دهنده ناتوانی در اجرای این پاسخ تواند نشاندهنده یک پاسخ تطبیقی فعال است. در مقابل، کاهش کرک در ژنوتیپ حساس مینشان
 .(Abdel-Ghany et al., 2020) شدید باشد تنشرشدی و آغاز فرآیندهای پیری و تخریب ساختاری در پاسخ به 

 اندام هوایی و ریشه. وزن تر و خشک 3-3
برای وزن تر ریشه ژنوتیپ در تنش گردید. اثر متقابل ریشه اندام هوایی و وزن تر و خشک تنش خشکی منجر به کاهش در 

اما اثرمتقابل  (الف و ب – 4شکل ) دار بودمعنیدرصد(  یک)در سطح احتمال و وزن خشک اندام هوایی درصد(  یک)در سطح احتمال 
از طرفی اثر اصلی تنش در صفت وزن  .(2جدول دار نشده است )ژنوتیپ در تنش برای وزن خشک ریشه و وزن تر اندام هوایی معنی

)شکل  درصد معنی دار شد یک( و اثر اصلی تنش و ژنوتیپ در صفت وزن تر اندام هوایی در سطح احتمال ج - 4شکل خشک ریشه )
گرم کاهش یافت. در  ۰2/2و  ۶2/۶گرم به  ۶/2و  47/11وزن تر و خشک اندام هوایی در ژنوتیپ متحمل به ترتیب از  د و ز(. – 4
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 درصد( با یکدیگر ندارند. 1داری )آزمون دانکن در سطح حروف مشترک اختلاف معنی
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وزن تر و خشک ریشه  گرم کاهش یافت. 72/1و  ۰۶/۶گرم به  4۳/2و  8/1۰ژنوتیپ حساس نیز وزن تر و خشک ساقه به ترتیب از 
وزن تر و خشک گیری شد. گرم اندازه 57/۰و  ۳8/2گرم و در ژنوتیپ حساس  ۶/۰و  41/2نیز در شرایط شاهد در ژنوتیپ محتمل 

 4/۰و  ۳۹/1در ژنوتیپ حساس نیز تحت تنش شدید گرم کاهش یافت.  41/۰و  8۶/1ریشه در ژنوتیپ متحمل تحت تنش شدید به 
پاسخ مورد انتظار به تنش خشکی به دلیل کاهش ظرفیت فتوسنتزی )ناشی از بسته شدن  زیست تودهکاهش  گیری شد.گرم اندازه

، توانسته است نرخ فتوسنتز LAI. ژنوتیپ متحمل به دلیل حفظ بهتر کلروفیل و (Nadeem et al., 2019) ( استLAIها و کاهش روزنه
دهد که هر دو ژنوتیپ به طور مشابهی تخصیص بیوماس بیشتری را تثبیت کند. این یافته نشان می زیست تودهبالاتری را حفظ کرده و 

 نساخته است بیشتریهای اند و بر خلاف تصور رایج، ژنوتیپ متحمل لزوماً ریشهبه ریشه یا از دست دادن بیوماس ریشه را تجربه کرده
(Ye Heng et al., 2018) . 

 . شدت سبزینگی و محتوای کلروفیل کل4-3
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میانگین وزن تر  وزن خشک ریشه عدس در سطح شاهد، تنش متوسط و تنش شدید )ج(، مقایسه مقایسه میانگیناندام هوایی در دو ژنوتیپ حساس و متحمل عدس )ب(، 
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 درصد( با یکدیگر ندارند. 1نکن در سطح داری )آزمون داهای دارای حروف مشترک اختلاف معنیستون اندام هوایی عدس در دو ژنوتیپ حساس و متحمل )ز(.
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 دار شددرصد معنی یکژنوتیپ در تنش در سطح احتمال هر دو صفت شدت سبزینگی و محتوای کلروفیل کل اثر متقابل در 
)محتوای کلروفیل  شود، هر دو شاخص در شرایط تنش کاهش یافتندمشاهده می الف و ب – 5های شکل همانطور که در. (2جدول )

اگرچه هر دو ژنوتیپ . مول برگ گرم( ۳4/۹به  4/11میکرومول بر گرم و در ژنوتیپ حساس از  8/7به  7/11در ژنوتیپ متحمل از 
تری در محتوای کلروفیل نسبت به ژنوتیپ کاهش کلروفیل را تجربه کردند، اما ژنوتیپ متحمل دچار کاهش بسیار شدیدتر و قابل توجه

 ،دهد که کاهش کلروفیل در ژنوتیپ متحمل، نه یک آسیب. این پدیده نشان میب( - 5)شکل  ویژه در تنش شدید شد حساس، به
. در شرایط خشکی شدید، (Kalefetoǧlu Macar & Ekmekçi, 2008) برای محافظت نوری است یک استراتژی سازگاری فعالبلکه 

شود. اگر دستگاه فتوسنتزی با همان ظرفیت به جذب در دسترس برای فتوسنتز می 2COها منجر به کاهش شدید بسته شدن روزنه
 ,.Qiao et al) شودهای فعال اکسیژن و آسیب اکسیداتیو شدید میانرژی نوری ادامه دهد، این انرژی اضافی منجر به تولید عظیم گونه

کند تا از جذب انرژی اضافی دستگاه برداشت نور خود را تخریب می. بنابراین، ژنوتیپ متحمل با درک این خطر، به طور فعال (2024
. در مقابل، ژنوتیپ حساس، که فاقد (Kalefetoǧlu Macar & Ekmekçi, 2008) جلوگیری کرده و از آسیب نوری ممانعت به عمل آورد
 تنشدهد و در نتیجه دچار نیست ادامه میکند، به جذب نوری که قابل استفاده این مکانیسم تنظیمی است، کلروفیل خود را حفظ می

 .شوداکسیداتیو شدید و آسیب غشایی می

 . شاخص سطح برگ5-3
شاخص سطح برگ . (2جدول ) دار شدمعنیدرصد پنج احتمال در سطح ژنوتیپ در تنش در شاخص سطح برگ اثر متقابل 

این شاخص در ژنوتیپ متحمل از (. ۶شکل شدیدتر بود )بسیار متحمل در هر دو ژنوتیپ کاهش یافت، اما این کاهش در ژنوتیپ 
متر مربع بر گرم سانتی ۳۳/1۶8به  2/222متر مربع بر گرم کاهش یافت یافت. در ژنوتیپ حساس نیز از سانتی 57/1۳8به  24/154

عال در ژنوتیپ متحمل است. دهنده یک استراتژی دفاعی فکلروفیل است، نشانمحتوای راستا با نتایج  این یافته، که همکاهش یافت. 
LAI کندظرفیت کلی کانوپی برای جذب نور و تعرق را تعیین می (2025., et alKhan ).  ژنوتیپ متحمل به طور فعال سطح برگ خود

تر از آن، از جذب بیش از حد انرژی نوری جلوگیری کند. و مهم (Khatun et al., 2021) دهد تا سطح تعرق را پایین آوردهرا کاهش می
ها محدود شده، ممانعت در زمانی که فتوسنتز به دلیل بسته بودن روزنه ROSاین یک مکانیسم محافظت نوری حیاتی است که از تولید 

خورده و سطح برگ بیشتری را حفظ . در مقابل، ژنوتیپ حساس در اجرای این کاهش فعال شکست (Qiao et al., 2024) کندمی
 . شوداکسیداتیو شدید و در نهایت آسیب فتوسنتزی می تنشکند، که منجر به جذب انرژی اضافی، می
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 ر ندارند.درصد( با یکدیگ 1 داری )آزمون دانکن در سطحهای دارای حروف مشترک اختلاف معنیستونکلروفیل کل در دو ژنوتیپ حساس و متحمل عدس )ب(. 
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 یونی. نشت 6-3

نشت یونی در هر دو ژنوتیپ افزایش یافت، اما  (.2)جدول دار شد درصد معنی 1اثر متقابل ژنوتیپ در تنش در سطح احتمال  
های شاهد به درصد در نمونه 71/4۹، به طوریکه در ژنوتیپ متحمل از (7شکل بیشتر بود ) به مراتب این افزایش در ژنوتیپ حساس

 1۶/75درصد در شرایط بدون تنش به  48/55شدید افزایش یافت. در ژنوتیپ حساس نیز از  های تحت تنشدرصد در نمونه 1۳/5۳
نشت الکترولیتی به عنوان شاخص استاندارد برای سنجش یکپارچگی و پایداری غشای سلولی  درصد در تنش شدید افزایش یافت.

شود که باعث پراکسیداسیون لیپیدهای میهای فعال اکسیژن گونه. تنش خشکی منجر به تولید (Ifeduba et al., 2024) شوداستفاده می
شود . این آسیب ساختاری، نفوذپذیری غشا را به طور غیرقابل کنترل افزایش داده و باعث می(El Haddad et al., 2023) گرددغشا می

که ژنوتیپ دهد نشان میدار در اینجا معنی وتیپ در تنشاثر متقابل ژن .(Sehgal et al., 2017) ها از سیتوپلاسم به بیرون نشت کنندیون
 شود. تری را متحمل میحساس آسیب غشایی بسیار شدیدتر و گسترده

 محتوای نسبی آب برگ. 7-3

در سطح ، اما اثرات اصلی تنش و ژنوتیپ هر دو نبوددار معنیژنوتیپ در تنش برای صفت محتوای نسبی آب برگ، اثر متقابل 
 78/57درصد به  ۳۳/۶۳و  ۶5محتوای نسبی آب برگ در به ترتیب در ژنوتیپ متحمل و حساس از  دار بودند.معنییک درصد احتمال 

محتوای نسبی آب یک شاخص کلیدی برای ارزیابی وضعیت آبی گیاه و توانایی آن در حفظ تورژسانس  درصد کاهش یافت. 2۳/48و 
در هر دو ژنوتیپ تحت تنش کاهش یافت )اثر اصلی  RWCشود، مشاهده می 8شکل . همانطور که در (Noor et al., 2024) بافت است

b b bb

a a

0

20

40

60

80

شاهد تنش متوسط تنش شدید

ی 
یون

ت 
نش

ن 
یزا

م
(

صد
در

)

متحمل حساس

های دارای ستونمقایسه میانگین اثر سطوح مختلف تنش بر میزان نشت یونی در دو ژنوتیپ حساس و متحمل عدس.  .7شکل 

 درصد( با یکدیگر ندارند. 1داری )آزمون دانکن در سطح حروف مشترک اختلاف معنی
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 درصد( با یکدیگر ندارند. 5)آزمون دانکن در سطح داری حروف مشترک اختلاف معنی
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بالاتری را نسبت به ژنوتیپ حساس حفظ  RWCتنش(، اما ژنوتیپ متحمل به طور مداوم و در تمام سطوح )شاهد، متوسط و شدید( 
 اصلی ژنوتیپ(. کرد )اثر 

 کاروتنوئید. محتوای 3-8

و ژنوتیپ  درصد یکدر سطح احتمال  ، اما اثرات اصلی تنشدار نبوداثر متقابل ژنوتیپ در تنش در محتوای کلروفیل معنی
 افزایش. برخلاف کلروفیل، محتوای کاروتنوئیدها در هر دو ژنوتیپ تحت تنش (2جدول ) دار بودندمعنیدرصد  پنجدر سطح احتمال 

میکرومول بر گرم  25/2، و در ژنوتیپ حساس از 41/۳میکرومول بر گرم به  42/2در ژنوتیپ متحمل از  .(الف و ب – ۹شکل ) یافت
 ,Kalefetoǧlu Macar & Ekmekçi) کنندهای کمکی هستند که نقش حیاتی در محافظت نوری ایفا میکاروتنوئیدها رنگدانه .12/۳به 

شود، انرژی نوری اضافی جذب شده برای فتوسنتز محدود می 2COها در شرایط خشکی، . هنگامی که به دلیل بسته شدن روزنه2008(
های آزاد اکسیژن را کنند و همچنین رادیکالتوسط کلروفیل باید دفع شود. کاروتنوئیدها این انرژی اضافی را به صورت گرما تلف می

 . (Kalefetoǧlu Macar & Ekmekçi, 2008) کننداز تخریب کلروفیل و غشاها جلوگیری می سازند، و بدین ترتیبخنثی می

 . محتوای پرولین3-9
به درصد  یکدر سطح احتمال  و ژنوتیپ بود، اما اثرات اصلی تنشدار ژنوتیپ در تنش معنیتجمع پرولین فاقد اثر متقابل 

. پرولین در هر دو ژنوتیپ به شدت افزایش یافت، اما میزان تجمع در ژنوتیپ متحمل به طور قابل توجهی (2 جدول) دار بودندمعنی
 ۶5/1۰محتوای پرولین در ژنوتیپ متحمل و حساس تحت شرایط بدون تنش به ترتیب  .(ب - 1۰شکل ) بالاتر از ژنوتیپ حساس بود

 81/11و  ۶1/12ت تنش شدید در ژنوتیپ متحمل و حساس به ترتیب به گیری شد. این میزان تحمیکروگرم بر گرم اندازه 8۹/۹و 
ترین ترین و مهمپرولین یک اسمولیت سازگار چندکاره و کلیدی است که تجمع آن یکی از رایج میکروگرم بر گرم افزایش یافت.

پرولین، تنظیم اسمزی است؛ با انباشته . نقش اصلی (Chun et al., 2018) های اسمزی )خشکی و شوری( استهای گیاه به تنشپاسخ
 کنددهد و به حفظ فشار تورژسانس و جذب آب از خاک خشک کمک میشدن در سیتوپلاسم، پتانسیل اسمزی سلول را کاهش می
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(Ghosh et al., 2021)اختارهای اکسیدان غیرآنزیمی عمل کرده و از س. علاوه بر این، پرولین به عنوان یک محافظ مولکولی و یک آنتی
در ژنوتیپ پرولین بیشتر . تجمع (Zeroual et al., 2022) کندمحافظت می ROSآبی و پروتئینی و غشاها در برابر آسیب ناشی از کم

 بهتر غشا در ژنوتیپ متحمل است حفظ بهتر تورژسانس و پایداریمتحمل نشان دهنده 

 . محتوای قندهای محلول10-3
 . قندهای(2)جدول  بوددرصد(  1دار )در سطح احتمال اثر متقابل ژنوتیپ در تنش برای محتوای قندهای محلول در معنی

 محلول در هر دو ژنوتیپ افزایش یافتند، اما این افزایش در ژنوتیپ متحمل به طور چشمگیری و به مراتب بیشتر از ژنوتیپ حساس بود
میکروگرم  11/۳۹به  15/۳4میکروگرم بر گرم و در ژنوتیپ حساس از  8۶/۳۹به  2/۳4به طوریکه در ژنوتیپ متحمل از . (11شکل )

قندهای محلول، در کنار پرولین، نقش اساسی در تنظیم اسمزی دارند و با کاهش پتانسیل آب سلولی، به حفظ بر گرم افزایش یافت. 

های سیگنالینگ حیاتی در مسیرهای پاسخ به ها همچنین به عنوان مولکول. آن(El Haddad et al., 2023) کنندتورژسانس کمک می
سازد، بلکه به طور ژنوتیپ متحمل نه تنها پرولین بیشتری می . (Ghosh et al., 2021)کنندعمل می ROS کپاکتنش و به عنوان 

کند. این پاسخ هماهنگ یک پتانسیل اسمزی بسیار نیز فعال میتهاجمی مسیرهای بیوسنتز یا تجزیه نشاسته به قندهای محلول را 
دهد در شرایط کمبود آب، آب را حفظ کرده و فرآیندهای متابولیکی کند که به ژنوتیپ متحمل اجازه میکننده ایجاد میمنفی و محافظت

 حیاتی را ادامه دهد.

 محتوای پروتئین کل. 11-3
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 درصد( با یکدیگر ندارند. 1داری )آزمون دانکن در سطح دارای حروف مشترک اختلاف معنی
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 درصد( با یکدیگر ندارند. 1داری )آزمون دانکن در سطح های دارای حروف مشترک اختلاف معنیستونمتحمل )ب(. 
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پروتئین کل در  .(2شد )جدول دار اثرمتقابل ژنوتیپ در تنش با سطح احتمال یک درصد در صفت محتوای پروتئین کل معنی
، اما این کاهش در ژنوتیپ لیتر(میکروگرم بر میلی ۳/41۰به  8/5۳۰)در ژنوتیپ متحمل از  هر دو ژنوتیپ تحت تنش کاهش یافت

(. کاهش پروتئین کل تحت تنش خشکی یک 12شکل ) لیتر(میکروگرم بر میلی ۳۶/۳۹8به  ۰1/55۹)از  حساس بسیار شدیدتر بود
دهد: مهار ترجمه و سنتز پروتئین که فرآیندی بسیار پر انرژی است و در شرایط کمبود یج است که به دو دلیل اصلی رخ میپدیده را

هایی های اکسیداتیو یا نیاز به بازیافت اسیدهای آمینه برای تولید اسمولیتشود، و افزایش تخریب پروتئین به دلیل آسیبمنابع متوقف می
است. در مقابل، های خود حال از دست دادن پروتئیندهد که ژنوتیپ حساس در نشان مینتایج . (Nadeem et al., 2019) مانند پرولین

 های عملکردی خود است.از پروتئین محافظتدهد، اما به طور قابل توجهی بهتر قادر به ژنوتیپ متحمل، اگرچه کاهش نشان می

 . نشانگرهای تنش اکسیداتیو12-3 

دار معنیژنوتیپ در تنش آلدهید، اثر متقابل دیبرای هر دو نشانگر کلیدی تنش اکسیداتیو، یعنی هیدروژن پراکسید و مالون
هیدروژن . (2 جدول) دار بودند( معنیدر سطح احتمال یک درصد( و ژنوتیپ )در سطح احتمال یک درصد، اما اثرات اصلی تنش )نبود

 شودهای بالا به شدت سمی بوده و باعث آسیب سلولی میاست، اما در غلظت ROSیک مولکول سیگنالینگ کلیدی از خانواده  پراکسید
(Ibrahim & Jaafar, 2012). محصول نهایی و پایدار پراکسیداسیون لیپیدهای غشایی است و به عنوان شاخص مستقیم آلدهید دیمالون

دهند که هر دو ماده تحت تنش در هر دو ژنوتیپ ها نشان می. داده(Khatun et al., 2021) کندمی آسیب اکسیداتیو به غشاها عمل
لیتر میکروگرم بر میلی ۳8/85و  ۳۳/۶7به  58/7۰و  5/55در ژنوتیپ متحمل و حساس به ترتیب از  2O2Hمحتوای یابند )افزایش می

(، یابدلیتر افزایش مینانومول بر میلی 8۶/۶و  ۳4/۶به  ۹۹/4و  8۹/4تیب از در ژنوتیپ متحمل و حساس به تر MDAافزایش و محتوای 
دار ژنوتیپ یافته کلیدی است. این . با این حال، اثر اصلی معنی(1۳شکل ) اندکند هر دو گیاه دچار تنش اکسیداتیو شدهکه تأیید می

بسیار بیشتری قرار دارد،  اکسیداتیو تنشکنند، ژنوتیپ حساس تحت دهد که اگرچه هر دو گیاه تنش اکسیداتیو را تجربه مینشان می
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 درصد( با یکدیگر ندارند. 1داری )آزمون دانکن در سطح دارای حروف مشترک اختلاف معنی
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بیشتری  MDAبه لیپیدهای غشا حمله کرده و  اضافی 2O2Hرا ندارد. این هیدروژن پراکسید سازی زیرا سیستم دفاعی آن توانایی خنثی
 شود.کند، که منجر به نشت یونی بیشتر میتولید می

 اکسیدانیهای آنتیآنزیم. فعالیت 13-3
در سطح احتمال ، اما اثرات اصلی تنش و ژنوتیپ )دار نبوداثر متقابل ژنوتیپ در تنش در فعالیت آنزیم کاتالاز معنی

 Cruz)کند با غلظت بالا را حذف می 2O2Hها زوم، که عمدتاً در پراکسیکاتالاز(. فعالیت 2 جدولدار بودند )( معنییک درصد

de Carvalho, 2008)(الف و ب -14شکل ) ، در هر دو ژنوتیپ افزایش یافت، اما در ژنوتیپ متحمل به طور مداوم بالاتر بود .
 /۰1۹و  mgprot1-min2O2µmolH ۰25/۰-1فعالیت کاتالاز در دو ژنوتیپ متحمل و حساس در شرایط بدون تنش به ترتیب 

دهنده یک پاسخ این نشانبود.  ۰24/۰و  mgprot1-min2O2µmolH ۰۳5/۰-1گیری شد. میزان فعالیت آن در تنش شدید  اندازه
 .(Sofo et al., 2015) تر استای است که در ژنوتیپ متحمل قویدفاعی عمومی و پایه

در سطح احتمال یک دار )معنیژنوتیپ در تنش اثر متقابل کاتالاز، برخلاف آسکوربات پراکسیداز و گایاکول پراکسیداز 
)فعالیت  یافت افزایش(. فعالیت این دو آنزیم در ژنوتیپ متحمل به شدت و به طور چشمگیری 2جدول ( نشان دادند )درصد
APX  وGPX  1به  ۹۳/۰و  ۰۶2/۰در ژنوتیپ متحمل از-mg prot1-mol Ascorbate minµ  ۰۹4/۰  و-Guaiacol min olmµ

1-mg prot1  52/1) در فعالیت ، در حالی که در ژنوتیپ حساس افزایش بسیار ناچیزیAPX  فعالیت داشت یا افزایشGPX  آن
و  mg prot1-mol Ascorbate minµ  ۰۶/۰-1به  8۹/۰و  ۰41/۰در ژنوتیپ حساس از  GPXو  APX)فعالیت  به مراتب کمتر بود

1-mg prot1-ol Guaiacol minmµ  2۶/1) ( ج و د – 41شکل) . های با میل آنزیمآسکوربات پراکسیداز و گایاکول پراکسیداز
و پاکسازی  های مختلف از جمله کلروپلاست و سیتوزول، وظیفه تنظیم دقیقهستند که در اندامک 2O2H ترکیبی بالا برای
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ی هیدروژن پراکسید عدس در دو مقایسه میانگین محتوای هیدروژن پراکسید عدس در سطح شاهد، تنش متوسط و تنش شدید )الف(، مقایسه میانگین محتوا .13شکل 

آلدهید درشاهد، تنش متوسط و تنش شدید )ج(، مقایسه میانگین محتوای مالونح آلدهید عدس در سطدیژنوتیپ حساس و متحمل )ب(، مقایسه میانگین محتوای مالون
 درصد( با یکدیگر ندارند. 1داری )آزمون دانکن در سطح های دارای حروف مشترک اختلاف معنیستون عدس در دو ژنوتیپ حساس و متحمل )د(.
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2O2H را بر عهده دارند (2016., et alAnjum ).  دهد که تفاوت اساسی بین میدار در اینجا نشان معنیاثر متقابل ژنوتیپ در تنش
 Nadeem) سازی اختصاصی این مسیرهای پاکسازی پیشرفته و با کارایی بالا استدو ژنوتیپ، توانایی ژنوتیپ متحمل در فعال

et al., 2019)خورد. این پاسخ آنزیمی برتر در ژنوتیپ متحمل، سازی شکست می، در حالی که ژنوتیپ حساس در این فعال
تری دارد و در نتیجه آسیب غشایی و تخریب کلروفیل پایین MDAو  2O2H، سطوح ROSد که چرا با وجود تولید دهتوضیح می

 کند.کمتری را تجربه می

 های موثر در تنش خشکی . بررسی بیان ژن14-3

1-14-3 .High Cholorophyll Fluorescence 136  
و در برابر  ۹2/1این افزایش در ژنوتیپ متحمل . افزایش یافتدر هر دو ژنوتیپ تحت تنش شدید  HCF136ژن  نسبی بیان

 حیاتی است II (PSII) برای مونتاژ، پایداری و تعمیر مرکز واکنش فتوسیستم HCF136. ژن (15شکل )برابر بود  5۳/1ژنوتیپ حساس 
(Meurer et al., 1998).  فوتوسیستمII بیند و به ترین بخش زنجیره فتوسنتزی است که تحت تنش خشکی آسیب میاولین و حساس

دهنده یک مکانیسم در هر دو ژنوتیپ نشان HCF136 . افزایش بیان(Zadražnik et al., 2019) شودتبدیل می ROSمنبع اصلی تولید 
. بیان بالاتر (Plöchinger et al., 2016) را جایگزین کند PSIIدیده فعال تعمیر و نگهداری است؛ گیاه در تلاش است تا واحدهای آسیب

که چرا ژنوتیپ دهد موضوع نشان می. این (Zadražnik et al., 2019) تر استدهنده ظرفیت تعمیراتی قویدر ژنوتیپ متحمل نشان
 کند.متحمل کلروفیل خود را بهتر حفظ کرده و آسیب اکسیداتیو کمتری را تجربه می

 13بتاآمیلاز. 3-41-2

                                                 
13 Beta amylase (BA) 
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نزیم کاتالاز عدس در دو ژنوتیپ حساس آمقایسه میانگین فعالیت  فعالیت آنزیم کاتالاز عدس در سطح شاهد، تنش متوسط و تنش شدید )الف(، مقایسه میانگین .14شکل 

، مقایسه میانگین اثر سطوح مختلف (جآسکوربات پراکسیداز در دو ژنوتیپ حساس و متحمل عدس ) آنزیم مقایسه میانگین اثر سطوح مختلف تنش فعالیت، و متحمل )ب(
درصد( با  1داری )آزمون دانکن در سطح های دارای حروف مشترک اختلاف معنیستون .(ددر دو ژنوتیپ حساس و متحمل عدس )فعالیت آنزیم گایاکول پراکسیداز تنش بر 

 یکدیگر ندارند.
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. این کاهش در ژنوتیپ حساس (15شکل ) داری کاهش یافتدر هر دو ژنوتیپ به طور معنی (BA) بتاآمیلازن ژنسبی بیان 
نشاسته را  BAبود. این یافته در نگاه اول با افزایش شدید قندهای محلول متناقض است، زیرا  ۳1/۰ متحملژنوتیپ برابر و در  14/۰

های ( به طور خاص در سلولBAM1)مانند  BAهای . با این حال، برخی ایزوفرم(Yang et al., 2023) کندبه قند )مالتوز( تجزیه می
شود، که یک مکانیسم ها میروزنه بسته شدنها و ها منجر به تجمع نشاسته در این سلولشوند و کاهش بیان آننگهبان روزنه بیان می

ه تواند یک پاسخ تنظیمی فعال برای کمک بشده بیان این ژن در ژنوتیپ متحمل میکلیدی حفظ آب است. بنابراین، کاهش کنترل
دهنده یک فروپاشی . در مقابل، کاهش بسیار شدیدتر در ژنوتیپ حساس به احتمال زیاد نشان(Prasch et al., 2015) ها باشدبستن روزنه

 کلی در متابولیسم پایه است.

 مونوفسفاتاز. میواینوزیتول3-14-3
ژنوتیپ برابر و در  ۳۰/۰ متحملاین کاهش در ژنوتیپ  (.15شکل ) نیز در هر دو ژنوتیپ کاهش یافت MIMP ژن نسبی بیان

ها و هم برای آنزیمی در مسیر متابولیسم اینوزیتول است. این مسیر هم برای تولید اسمولیتمونوفسفاتاز . میواینوزیتولبود 4۹/۰ حساس
های سیگنالینگ و سایر فسفاتازها، این مولکول مونوفسفاتازمیواینوزیتول .(Nourbakhsh et al., 2015) سیگنالینگ تنش حیاتی است

در ژنوتیپ متحمل  MIMP. بنابراین، سرکوب شدیدتر (Jia et al., 2019) دهندمی خاتمهرا  تنشکرده و سیگنال  تجزیه( را InsP3)مانند 
تری فعال بمانند برای مدت طولانی Ca+2و  3InsPهای شود سیگنالیک مکانیسم بازخورد منفی پیشرفته است. این سرکوب باعث می

را زودتر خاموش  تنش، سیگنال MIMPتر تحریک کنند. ژنوتیپ حساس، با سرکوب کمتر دستی را قویهای دفاعی پایینو پاسخ
 .)2015Saha & Reddy, -Joshi( کند و قادر به اجرای یک پاسخ دفاعی کامل نیستمی

4-14-3 .DREB1C 
. این یافته ممکن (15شکل )برابر(  17/۰ برابر؛ حساس 52/۰ دو ژنوتیپ کاهش یافت )متحمل این ژن در هرنسبی بیان 

. با این (Joshi et al., 2016) شوندکننده تحمل به خشکی شناخته میها به عنوان فعالDREBاست در ابتدا متناقض به نظر برسد، زیرا 
 ,Singh & Laxmi) تواند منجر به کوتولگی و کاهش محصول شودمی DREB1تشدید بیان بسیار بزرگ است.  DREBحال، خانواده 

تواند یک اقدام تنظیمی هوشمندانه برای در هر دو ژنوتیپ )به ویژه در ژنوتیپ متحمل( می DREB1. بنابراین، کاهش بیان (2015
 .(Kidokoro et al., 2009) بندی مسیرهای مرتبط با خشکی و جلوگیری از اتلاف منابع باشداولویت

5-14-3 .Abscisic acid/Water deficit stress (ABA/WDS) 
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 افزایشدر ژنوتیپ متحمل به شدت  ABA/WDS نسبی کننده نشان داد. بیاناین ژن یک پاسخ کاملاً واگرا و تعیین
های . این ژن، که بخشی از خانواده پروتئین(15شکل )برابر( یافت  ۰۹/۰) کاهشبرابر( و در ژنوتیپ حساس به شدت  5۹/2)

ASR  وابسته به است، هسته مرکزی مسیر سیگنالینگABA دهدرا تشکیل می (Liu et al., 2023)ها دارای نقش . این پروتئین
ها در ها و آنزیممحافظت فیزیکی از پروتئینمولکولی برای چاپرون دوگانه هستند: هم به عنوان فاکتور رونویسی و هم به عنوان 

برتری آن را در دو بخش  سازی شدید این ژن در ژنوتیپ متحمل،. فعال(Yacoubi et al., 2021) آبیبرابر تخریب ناشی از کم
های کلیدی و از پروتئینچاپرونی ها، و محافظت ها و سایر دفاعبرای بستن روزنه ABAسازی سیگنالینگ فعال دهد؛نشان می

ها و در ها و آنزیمدلیل اصلی ناتوانی آن در محافظت از پروتئین کاهش شدید آن در ژنوتیپ حساس،اکسیدان. های آنتیآنزیم
 نتیجه، فروپاشی غشا و مرگ سلولی است.

 گیرینتیجه. 4

های پاسخ به تنش خشکی بین دو ژنوتیپ متحمل و حساس های مکانیسمی عمیقی را در استراتژینتایج این تحقیق، تفاوت
ای های اولیهسازد. ژنوتیپ حساس یک پاسخ غیرفعال و فروپاشی متابولیکی را نشان داد. اگرچه این ژنوتیپ تلاشعدس آشکار می

برگ و افزایش کاروتنوئید( نشان داد، اما در نقاط کلیدی تنظیم مولکولی شکست خورد.  برای سازگاری عمومی )مانند کاهش تعداد
( را فعال کند، بلکه بیان ABA/WDS)یعنی ژن  ABAمهمتر از همه، این ژنوتیپ نه تنها نتوانست مسیر سیگنالینگ حیاتی وابسته به 

 APXاکسیدانی با میل ترکیبی بالا )های آنتیسازی سیستمفعالاین شکست مولکولی منجر به ناتوانی در . این ژن دچار فروپاشی شد
تجمع یافته و منجر به آسیب اکسیداتیو گسترده، پراکسیداسیون شدید لیپیدی، از دست دادن کامل  2O2Hدر نتیجه،  .( گردیدGPXو 

 ها شد. یکپارچگی غشا و تخریب پروتئین

شناسی ریختدر مقابل، ژنوتیپ متحمل یک استراتژی دفاعی فعال، چندلایه و هماهنگ را اجرا کرد. این استراتژی در سطح 
آشکار شد. این برتری فیزیولوژیکی توسط یک دفاع ( و حفظ بهتر تورژسانس )حفظ ارتفاع( سازی دفاع فیزیکی )افزایش کرکبا فعال

برای تنظیم اسمزی و ( ها )پرولین و قندهای محلولاسمولیتبیشتر تجمع همزمان و ود که شامل شبیوشیمیایی قدرتمند پشتیبانی می
. ROSسازی برای خنثی GPXو  APXهای سازی شدید آنزیماکسیدانی بسیار برتر از طریق فعال، و یک پاسخ آنتیچاپرونیمحافظت 

یک استراتژی محافظت نوری فعال از طریق تخریب کلروفیل و  نکته قابل توجه، این ژنوتیپ به جای حفظ دستگاه فتوسنتزی، از
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 HCF136: High Cholorophyll 136) ه شاهد. الف( ژنوتیپ متحمل، ب( ژنوتیپ حساس.ها در تنش شدید نسب ببیان نسبی ژن نمودارهای – 15شکل 

Fluorescence ،BA :Beta amylase،DREB1 :Dehydration-responsive element binding protein 1 ،ABA/WDS :Abscisic acid/water 

deficit stress، MIMP :myo-inositol monophosphatase)  
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استفاده کرد. در نهایت، این دفاع هماهنگ توسط یک شبکه تنظیمی هوشمند  ROSکاهش شاخص سطح برگ برای جلوگیری از تولید 
افزایش بیان  ،ABA و سیگنالینگچاپرونی برای ایجاد محافظت  ABA/WDSشدید بیان  افزایشود که شامل؛ شمولکولی هدایت می

HCF136  برای تعمیر فعالانه فتوسیستمII مانند سرکوب ، دیدهآسیب( و تنظیم دقیق مسیرهای سیگنالینگMIMP )تر برای طولانی
. در مجموع، تحمل در ژنوتیپ مورد بررسی نه از طریق یک مکانیسم واحد، بلکه از طریق یک پاسخ تنظیمی برتر، تنش کردن سیگنال

 تنشاکسیدانی، و توانایی حفظ یکپارچگی ساختاری و مولکولی در مواجهه با سازی هماهنگ مسیرهای محافظت اسمزی و آنتیفعال
 شود.اکسیداتیو حاصل می
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 چکیده گسترده
Drought stress represents one of the most formidable abiotic challenges to global agricultural 

productivity, particularly in arid and semi-arid regions where water scarcity is a pervasive issue. 

The escalating frequency, intensity, and duration of drought events, exacerbated by climate change, 

pose a significant threat to food security and sustainable agricultural practices worldwide. Lentil 

(Lens culinaris), a diploid legume, stands as a cornerstone of global food systems, ranking as the 

sixth most important pulse crop by production volume. Its nutritional density, providing substantial 

plant protein, complex carbohydrates, dietary fiber, and essential micronutrients, underscores its 

critical role in human diets. In Iran, where rainfed lentil cultivation is prevalent and water scarcity 

is a national concern, understanding and mitigating the adverse effects of drought on this vital crop 

is paramount. This study was designed to elucidate the multifaceted responses of lentil to varying 

degrees of drought stress, focusing on two distinct genotypes: one previously identified as drought-

sensitive (FLIP2002-55) and another as drought-tolerant (FLIP2002-57). 

The experimental design employed a factorial arrangement based on a randomized complete block 

design with three replications, conducted under controlled greenhouse conditions. Drought stress 

was incrementally applied at three distinct levels: control (90% field capacity), moderate stress 

(60% field capacity), and severe stress (30% field capacity). Subsequently, comprehensive 

measurements were taken on a wide array of morphological, physiological, and biochemical traits, 

alongside an investigation into the relative expression of key drought-responsive genes using 

quantitative real-time PCR (qRT-PCR). 

Morphological assessments revealed significant reductions in plant height, shoot and root fresh 

and dry weights, and leaf area index across both genotypes as drought intensity increased. 

Physiological analyses demonstrated a significant decline in relative leaf water content (RWC) 

with escalating drought stress in both genotypes, although the tolerant genotype generally 

maintained higher RWC values, indicative of better osmotic adjustment and cell wall elasticity. 

Electrolyte leakage, a direct measure of membrane damage, significantly increased in both 

genotypes under drought, with a more pronounced increase observed in the sensitive genotype. 

This highlights the superior membrane stability of the tolerant genotype under stress. Biochemical 
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investigations revealed a consistent pattern of stress-induced changes. Increasing drought intensity 

led to a significant decrease in chlorophyll and total leaf protein content, consistent with oxidative 

damage to photosynthetic machinery and protein degradation. Conversely, the concentrations of 

carotenoids, proline, total carbohydrates, malondialdehyde (MDA), and hydrogen peroxide 

(H2O2) significantly increased.  

Furthermore, the activities of key antioxidant enzymes, including catalase (CAT), ascorbate 

peroxidase (APX), and guaiacol peroxidase (GPX), were evaluated. While the overall trend 

showed increased antioxidant enzyme activity under moderate stress, particularly in the tolerant 

genotype, severe stress sometimes led to a decline, possibly due to enzyme denaturation or 

overwhelming oxidative load. The tolerant genotype consistently demonstrated a more robust and 

sustained antioxidant defense system compared to the sensitive genotype, which is critical for 

detoxifying ROS and mitigating oxidative damage. 

At the molecular level, qRT-PCR was employed to assess the relative expression of five key genes 

implicated in drought tolerance pathways: Beta Amylase (BA), Dehydration-Responsive Element-

Binding protein (DREBIC), ABA-WDS induced protein (ABAWDS), High Chlorophyll 

Fluorescence 136 (HCF136), and myo-inositol monophosphatase (MIMP). In the tolerant 

genotype, severe drought stress significantly upregulated the expression of ABAWDS and HCF136 

genes by approximately 2.5-fold and 2-fold, respectively, compared to control conditions. 

ABAWDS is associated with abscisic acid (ABA) signaling, a crucial hormone in drought response, 

mediating stomatal closure and root growth adjustments. The increased expression of HCF136, a 

gene involved in photosystem II stability, suggests an adaptive mechanism to maintain 

photosynthetic efficiency under stress. Conversely, the expression of Beta Amylase, DREBIC, and 

MIMP genes significantly decreased in the tolerant genotype under severe drought. While Beta 

Amylase is involved in starch degradation for sugar accumulation, its downregulation might 

indicate a shift in carbohydrate metabolism or a genotype-specific response. Similarly, the reduced 

expression of DREBIC, a transcription factor typically associated with stress gene activation, and 

MIMP, involved in myo-inositol metabolism, in the tolerant genotype under severe stress warrants 

further investigation to fully understand their nuanced roles in this specific context. In the sensitive 

genotype, HCF136 showed a modest increase (approximately 1.5-fold), while the other genes 

(ABAWDS, DREBIC, BA, and MIMP) exhibited a general downregulation or minimal change, 

indicating a less effective molecular response to drought compared to the tolerant genotype. 

These findings collectively underscore the intricate interplay of morphological, physiological, 

biochemical, and molecular mechanisms contributing to drought tolerance in lentil. The tolerant 

genotype's superior performance across multiple parameters – including better maintenance of 

water status, reduced membrane damage, enhanced antioxidant defense, and specific gene 

expression patterns – highlights its adaptive capacity. The differential gene expression profiles, 

particularly the upregulation of ABAWDS and HCF136 in the tolerant genotype, provide valuable 

molecular markers for drought resilience. This comprehensive analysis not only deepens our 

understanding of drought tolerance mechanisms in Lens culinaris but also offers critical insights 

for future lentil breeding programs. By leveraging these identified traits and genetic markers, it is 

possible to develop and select new drought-tolerant lentil varieties, thereby enhancing crop 

productivity and ensuring food security in regions increasingly threatened by water scarcity. 

Further research should focus on validating these findings in field conditions and exploring the 

functional genomics of these candidate genes to accelerate the development of climate-resilient 

lentil cultivars. 
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