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  و لھ الشكر فلھ ا��مد... �� توفيقھ و إحسانھعو  � ع�� منھ و فضلھ  ا��مد
  )لا �شكر الله من لا �شكر الناس(صلى الله عليه وسلم  الرسول و مصداقا لقول 

  ).جزاك الله خ��ا فقد أبلغ �� الثناء ،من صنع إليھ معروف فقال لفاعلھ (و كما قال أيضا 
  

 خ�� ا��ميل و الله أسأل أن يجاز�كم ع�����يع شكري و عرفا�ي ب�ل من أسدى إ�� معروفا و لو من باب الفل
  آم�ن... ا��زاء

  
  و أخص بالذكر

جده ع�� �ذا العمل، ع�� توا �شرافقبولھ  ع�� – 1أستاذ بجامعة قس�يطنة – غروشةحس�ن الدكتور 
  .... و دعمھثقتھ ع�� ، المستمر 

  
جامعة ع�� التوا�� أستاذ و أستاذ محاضر ب، Giuseppe Carusoو الدكتور  Aldo Laganaالدكتور 
م�� �ل  ام�فلاللذان أتاحا �� الفرصة لتعلم الكث�� عن تقنيات ال��وتيوميك،  –إيطاليا– 1روما دي لاس�ي��ا 

  .ام�و نبل أخلاق ام�جميل ص�يعالتقدير و �ح��ام ع�� 
  

ع�� �ل  –باكستان–م أباد اعية بجامعة إسلا عميد �لية العلوم الزر أستاذ و  ،محمد أشرفالدكتور 
  ....و �لمات ال���يع ال�� ما ف�� يتحف�� ��ا التوج��ات

  
  بالشكر ل�ل منأتقدم كما 

   لقبولھ ترأس ��نة المناقشة  –1أستاذ بجامعة قسنطينة – مبــارك باقـــــــــــةالدكتور 

  تقييم �ذا العمل ع�� قبول�ا المشاركة ��  –1أستاذة بجامعة قسنطينة – لي�� بدور الدكتورة 

     –جامعة ميلة أستاذ ب– عبد الو�اب ي��و الدكتور   –جامعة سطيف أستاذ ب– داود حرزهللالدكتور 

ع�� قبول�م مناقشة �ذه �طروحة و تكبد عناء   –جامعة سكيكدة أستاذ م ب – الطا�ر حزمون و الدكتور 
  .السفر من أجل ذلك

  
  شكر خاص

  � �ي���� تقديم يد العون و ع� العبا��� عياش إ�� صديقي 
  

  شكرا.... ...... ھسمار �ل من لم يرد ذكإ�� 
  

  عزالدين
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  أمي الغالية رحم�ا الله
  حفظھ اللهأ�ي العز�ز 
  قرة عي��زوج�� 

  سلس�يل   أبنا�ي �عزاء
  محمد و�� الدين و وسيم

  إخلاصكمحبكم و ع��  شكرا
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  البحث العلمي �و أن تطلع ع�� �ل ما �عرفھ غ��ك((... 

  ))...و أن تفكر فيما لم يفكر فيھ أحد غ��ك                                                         
  زنت جور��

  )حمض �سكور�يك(مك�شف الفيتام�ن ج 

  .1937سنة حائز ع�� جائزة نو�ل �� الفسيولوجيا و الطب 

  

  

  

  

  

 

 

 

 

 



 الأطروحةذات صلة بمقالات أو مداخلات 

  

2. Fercha, A. (2011). Some Physiological and Biochemical Effects of NaCl Salinity on 
Durum Wheat (Triticum durum Desf.). Advances in Biological Research,5(6), 315-
322. 

3. Fercha, A., Capriotti, A. L., Caruso, G., Cavaliere, C., Gherroucha, H., Samperi, R., ... 
& Lagana, A. (2013). Gel-free proteomics reveal potential biomarkers of priming-
induced salt tolerance in durum wheat. Journal of proteomics, 91, 486-499. 
doi:10.1016/j.jprot.2013.08.010.  
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S187439191300451X (IF= 3.93) 
 

4. Fercha, A., Capriotti, A. L., Caruso, G., Cavaliere, C., Samperi, R., 
Stampachiacchiere, S., & Laganà, A. (2014). Comparative analysis of metabolic 
proteome variation in ascorbate-primed and unprimed wheat seeds                               
during   germination under salt stress.   Journal of proteomics. 108, 238–257 
doi:10.1016/j.jprot.2014.04.040. 
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1874391914002656 (IF= 3.93) 

 
5. Fercha, A., & Gherroucha, H. (2014). The role of osmoprotectants and antioxidant 

enzymes in the differential response of durum wheat genotypes to salinity.  Journal of 
Applied Botany and Food Quality, 87. 74-79. doi: 10.5073/JABFQ.2014.011 
http://pub.jki.bund.de/index.php/JABFQ/article/view/2481 (IF= 0.8) 
 

6. Fercha A et al., (2014). Shotgun proteomic analysis of ascorbate-primed and unprimed 
wheat seeds during germination under salinity conditions (Abstract). J Biotechnol 
Biomater, 3 (5) 272-311; http://dx.doi.org/10.4172/2155-952X.S1.029 

  

1. Fercha, A., Gherroucha, H., & Baka, M. (2011). Improvement of salt tolerance in 
durum  wheat  by  ascorbic  acid  application.  Journal  of  Stress 
Physiology & Biochemistry, 7(1), 27-37. 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S187439191300451X
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1874391914002656
http://pub.jki.bund.de/index.php/JABFQ/article/view/2481
http://dx.doi.org/10.4172/2155-952X.S1.029


راتلمختصاقائمة   

ABA Abscissic Acid 
AGP Ascorbate + gibberellin primed seeds 
AOX Antioxidants 
AP Ascorbate primed seeds 
APX Ascorbate peroxidase 
AsA Ascorbic acid 
BSA Bovine serum albumin 
CAR Carotenoids 
CAT Catalase 
Chl a Chlorophyll a 
Chl b Chlorophyll b 
CL Coleoptile length 
DW Dry weight 
FGP Final germination percentage 
FW Fresh weight 
GA3 Gibberellic acid 
GAs Gibberellins 
GP Gibberellin primed seeds 
GR Glutathione reductase 
H2O2 Hydrogen peroxide 
HP Hydro or water primed seeds 
LPO Lipid peroxidation 
LSD Last significant deference 
MDA Malondialdehyde 
MGT Mean germination time 
OA Osmotic adjustment 
POX Peroxidase 
PRO Proline 
RL Radicle length 
ROS Reactive oxygen species 
RWC Relative water content 
SOD Superoxide dismutase 
SPROT Soluble proteins 
STI Salt tolerance index 
TBA Thiobarbituric acid 
TW Turgid weight 
UP Unprimed seeds 
VI Vigor index 
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من   %  70رفع سقف �نتاج الغذا�ي لأك�� من  ،ا��ديثةالزراعة  �اتواج�سلعل من أعظم التحديات ال�� 
                                              2050ة ــــــــسني بحلول ـــــــــمليار �سمة ال�� ستضاف للتعداد الس�ان 2.3حاجيات  أجل تلبية

)FAO, 2009 ; Tester & Langridge, 2010( .  

. الم�شودقف ��ر ع��ة أمام تحقيق �ذا ال�دف ت� �من أبرز عوامل �ج�اد غ�� ا��يوي ال الملوحة�عد 
وفقا لذلك، من خلال مجموعة واسعة من �ستجابات  اوتطور� اضبط نمو�تو   ب�ئ��ا اتالنبات �س�شعر 

 اس�شعار ف�م كيفية قيام النباتات ب. الت�اثر من �ستمرار و ا�تمك� ا��ز��ية ال�� ، البيو كيميائية ويولوجيةسالف
ة عن مستدام �� ظل الظروف الناجم �ا�� وزرا�� إنتاج المج�دة أمر ضروري لضمان  �اظروفالتكيف مع  ب�ئ��ا و
  ).Osakabe et al., 2014(   ا��فاف وت��ة ادــــــــــــــيدز اات ا��رارة ـــــــــــارتفاع درجوصا ــــــخص –�� ـــــــلمناخ العال�غ�� ا

أبرز المحاصيل المزروعة ع�� نطاق واسع،  من ).Triticum durum Desf(ع�� الرغم من �ون القمح الصلب 
 من إجما�� �نتاج العال�� من القمح%  75أين يتم توف�� حوا�� وخاصة �� حوض البحر �بيض المتوسط 

)Habash et al., 2009(و نمو ضعف إنبات البذور  �س�بر�ما ذلك  ،محدودا �حيانقى إنتاجھ �� كث�� من ، يب
تطو�ر  ضرورة ذكره مما سبقو يت�� ). Sayar  et al., 2010(ا��فاف و ملوحة ال��بة  عن تأث��  مانالشتلات الناج

ة القمح ر�ا�� الصيغة �� حال بالغ ��ميةأمر و �ذا . تحس�ن تحملھ للملوحة �غرضال��اكيب الوراثية للقمح 
 ,.Munns et al(، مما يجعلھ أقل تحملا للإج�اد المل�� Dا��ينوم  يخلوى من، الذي )القمح الصلب(الصبغية 

لظروف المج�دة أمر ضروري للتحس�ن الورا�ي ل القمح، فإن ف�م �ساس ا��ز��� لاستجابة نبات و عليھ). 2012
ح اتيالمف لعل من أ�م و . )Sayar  et al., 2010; Munns et al., 2012( مح �� محصول القالمل�� تحمل �ج�اد ��ة لم

 الت�و��يةم��ا  سواء ،الشتلات و نم/ر البذو إنبات  ال�� تتحكم �� قوةلتحقيق ذلك �و توضيح �ليات ا��ز��ية 
)Constitutives(  المحدثةأو   (Inductives) ادــــــــــــروف �ج�ـــــــــــــــة تحت ظذور و خاصــــــــــــــــــــــتحف�� الببفعل )Gallardo et 

al., 2001, Yacoubi et al., 2011(.  

�� السنوات القليلة الماضية جملة من �س��اتيجيات لتحس�ن أداء النباتات تحت ظروف �ج�اد  اعتمدت
ختيار ر �شارة إ�� أن �ذا � تجد ،مع ذلك. المل��، و لعل من أبرز�ا تطو�ر أصناف جديدة متحملة للملوحة

�و ما أدى  و. النوع الواحد أصنافو الت�اليف و �ش��ط أصلا وجود اختلاف ورا�ي ب�ن يحتاج للكث�� من الوقت 
مساعدة النباتات ع�� تحمل الملوحة، و ذلك من خلال كفيلة ببالعديد من الباحث�ن إ�� اق��اح سبل أخرى 

لناجمة عن �عرض النبات للإج�اد، و من أبرز �ذه التطبيقات استعمال المواد ا التأث��ات أو تقليل محاولة عكس
  ).��إ.. �ال�رمونات النباتية، مضادات �كسدة، الواقيات �سموز�ة،(الكيميائية المنظمة للنمو 

و   استقطبت ال�رمونات النباتية و مضادات �كسدة �� السنوات القليلة الماضية ا�تمام الكث�� من العلماء
الفاعلة �� سلاسل نقل �شارة المتدخلة �� تحف��  العناصر الدارس�ن لإج�ادات الوسط، باعتبار�ا من أ�م 

 ,.Munns, 2002; Kzang et al(استجابة النباتات الزراعية لإج�ادات الوسط المختلفة ع�� غرار إج�اد الملوحة 
2014; Pedranzani et al., 2003; Alla et al., 2014; Miller et al., 2010) (أنظر لاحقا.(  

دارة باعتبار�ا إس��اتيجية واعدة لإ ) seed-priming(الماضية، برزت تقنية تحف�� البذور  القليلة�� السنوات 
إذ �عزز . ؤثر ع�� سلامة البذور تو ذلك لأ��ا تح�� النباتات ضد مختلف �ج�ادات غ�� ا��يو�ة دون أن  �ج�اد 

 أ
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للإج�اد مما �ساعده ع��  اع الطبي�� لدى النبات قبل �عرضھو غ�� الم�لفة من آليات الدف�ذه التقنية �منة 
 priming التحف�� ذاكرة –�ش�ل استجابة مك�سبة  خلالو ذلك من  ة �ج�اد بأقل �ضرار الممكنة،تجاوز محن

memory –  ،من �سباب ال��  �ذاو لعل �شبھ �� كث�� من سما��ا �ستجابة المناعية المك�سبة لدى ا��يوانات
  ).Jones & Dangl , 2006(نظام منا�� نبا�ي الطبعة وجود عن  يتحدثون المعاصر�ن العلماء  الكث�� من جعلت

و كذا �� تنظيم أيض ) �ال�رمونات(�� تنظيم نمو النباتات  المتدخلةاستعملت العديد من المواد الكيميائية 
 Tuna et al., 2008 ; Hamayun et(ز�ز تحمل النباتات �قتصادية للملوحة لتحف�� و �ع) �الفيتامينات(�كسدة 

al., 2010 ; Arfan et al., 2007.(  عرض �ثار �يجابية  �انو ع�� ك��ة �ذه الدراسات و أ�مية النتائج الم��لة
ع�� الرغم من أن تفس��  ،ل�ذه المعاملات دون التطرق إ�� �ليات المتحكمة �� ذلك السمة البارزة ل�ذه الدراسات

    لف�م و كشف �ليات الدقيقة المتدخلة �� تحمل النباتات للملوحة  تأث��ات �عت�� من ��مية بم�ان�ذه ال
)Kim & Park, 2008.(  

 تحمل النباتات للملوحة حمض ا����يليك من أ�م ال�رمونات النباتية ال�� استعملت �غرض تحس�ن  د�ع
حيث تب�ن أن ).  Hisamatsu et  al., 2000 ; Siddiqui et al., 2008; Banyal and Rai,1983 ; 2001فرشة،  (

الفوقية كسدة �، كما تب�ن أ��ا ت�بط الشتلات/البادراتو نمو  تز�د من معدل إنبات البذور  GA3المعاملة بـ 
                                    التفاعلية�ية با��ذور ا��رة أو المواد �كسوجي المستحثة) Lipid Peroxidation, LPO( للبيدات

(Reactive Oxygen Species, ROS)  ال�� ت��اكم خلال �ج�اد)Choudhuri, 1988 .( ذه الدراسات و أخرى دلت�
 سواء بالنقع أو الرش �ساعد المحاصيل الزراعية ع�� تحمل الملوحة  GA3شك أن استعمال يدع مجال لل�ش�ل لا 

  ).Kaya et al., 2009 ; Gherroucha et al., 2011 ; 1200فرشة، (نتاج�ا إ و رفع 

ع�� الرغم من أن نمو النبات يخضع لمراقبة �رمونية، دلت العديد من المعطيات ال�� تراكمت خلال 
. و تطور�ا  �� تنظيم نمو النباتات )Ascorbic Acid, AsA(حمض �س�ور�يك  مسا�مةالعشر�ن سنة الماضية ع�� 
ال�� ) Lycorine(باستعمال مادة الل�ور�ن  AsAخفض محتوا�ا من النباتات قزمة عند  فع�� س�يل المثال، تصبح

�� تنظيم �نقسام و �ستطالة ا��لو�ة،  AsAو �غض النظر عن قدرة ). AsA )Arrigoni et al., 1975ت�بط تخليق 
مادة مساعدة  AsAالتوازن ال�رمو�ي، إذ �عت��  ع�� تأث�� القدرة ع�� تنظيم نمو النباتات من خلال ال AsAث�ت أن لـ 

                     )Ethylene(ل�نيال�رمونات مثل �ثمن تدخل �� أيض و تخليق العديد الم  Fe(II)AsA oxidaseلعمل إنز�م
-gibberellin 3-β و aminocyclopropane-l-carboxylic acid (ACC) oxidase-1 و ا����لينات خصوصا بواسطة 

dioxygenase   ع�� ال��ت�ب )De Gara, 2004 .( رابيدو�س�س الطافر � أن أوراق نبات  ،أت�� من ج�ة أخرى
)mutant vtc1(   حمض ��س�سيك''ت�ون غنية بمثبط النمو '')ABA ( مقارنة بالنباتات ال��ية)WT) (Kaya et al., 

2009; Brossa et al., 2011(.  ،تنظيم إنبات � �حمض �س�ور�يك  تدخلاحتمال  إ��بحاث �  أشارت �عضحديثا
 Ye et( ا���� لينات� تنظيم عمل ال�رمونات النباتية خصوصا م��ا وسيط �البذور تحت ظروف �ج�اد باعتباره 

Zheng et al., 2009 ; al., 2011; Ye & Zhang, 2012(.  

ع��  AsAو  GA3 تأث��ار ب، قمنا باخت)الملاحق(ة انطلاقا مما سبق و �عد إجراء سلسلة من التجارب �ولي
             با����ليناتالتحف�� �ل من قدرة من د تأك�عد ال. همقاومة القمح الصلب للملوحة �� المراحل �و�� من نمو 

)GA-priming(  بحمض �س�ور�يكو التحف�� )AsA-priming( ع�� تحمل نبات القمح للملوحة ) نتائج �ذه
أفضل  أعطت ��ال – AsAع�� مادة  قمنا �� مرحلة لاحقة بال��ك��  ،)و الثالث  ل�ن الثا�يالفص ت مدرجة ��االدراس

 ب
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 و ذلك   تحف�� البذور البذور بواسطة تقنية  تحر�ضلتفس�� آليات  –�� �و�� من نوع�ا–�� محاولة  –تأث��
                               � التحليل ال��وتيومي ا��ا�� من ا��ال�ية آلا و ��أحدث تقنيات البيولوجية ا��ز  بالاستعانة بواحدة من

''or shotgun proteomic analysis Gel-free proteomic analysis''.  تحليل إجراء �� المرحلة �و�� حيث تم
حمض أو ب) Hydro-priming(لبذور قمح سبق معامل��ا بالماء ) جملة بروت�نات �يض(ل��وتيوم �ي��� ل

 )Un-primingأو طبيعية، (�ا �و مقارنتھ ب��وتيوم بذور قمح لم تتم معا��) Ascorbate-priming(�س�ور�يك 
لتأكيد است�تاجاتنا من  و لاحقة،مرحلة ��  .)01المقال رقم الرا�ع و  الفصلمدرجة �� نتائج �ذه الدراسة (

        طبيعية التغ��ات ا��اصلة �� بروتيوميات بذور قمح الدراسة �و��، قمنا بإنجاز تجر�ة تم ع�� إثر�ا مقارنة 
الفصل مدرجة �� نتائج �ذه الدراسة (خا�� من �ملاح إنبا��ا �� وسط مل�� أو  �عدو ذلك  AsA أو محفزة بـ 

  :�� النقاط التالية �طروحةمما سبق يمكن ت��يص أ�داف �ذه  ).02المقال رقم ا��امس و 

 ) القمح الصلب(إ�شاء الشتلات  المل�� ع�� إنبات وتقييم آثار �ج�اد  
القمح �� ظروف �ج�اد المل�� الشديد عن طر�ق تحف��  شتلات/تقييم إم�انية تحس�ن �نبات و نمو بادرات 
 . و مضادات �كسدةلبذور بواسطة ال�رمونات النباتية ا
 أث�� الملوحة ع�� إنبات و نمو بادرات القمح تقييم أ�مية إج�اد �كسدة و نظام الدفاع المضاد للأكسدة �� ت 
 .بواسطة تحف�� البذور  ستحثلآليات ا��ز��ية للتحمل المل�� المل �عميق ف�منا 
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 النباتنمو و تأث���ا ع�� الملوحة  .1

�� الب�ئات  نباتية�نتاجية ال منقلل �ش�ل كب�� تال�� �ج�اد غ�� ا��يوي عوامل أبرز من  �ج�اد المل�� د�ع

تتعامل  .ا��راري  �ج�ادو  �يضو المع الضغوط �خرى مثل ا��فاف، �ج�اد  المل�� ��امن �ج�ادغالبا ما ي .الطبيعية

من خلال مجموعة متنوعة من �ليات ع�� عن الملوحة العالية  ن�و �سموزي الناجم �يو�ي �ج�ادينمع  النباتات

 النباتات الم��يةبنجاح  تتطور �� ح�ن . جز��ية و بيوكيميائية، فسيولوجيةعمليات تنطوي ع�� و  ،مختلف المستو�ات

''Halophytes''  ،نباتات المحاصيل دي تب�� الب�ئات الما��ة''Glycophytes'' المل� حملمستو�ات متفاوتة من الت� 

)Bartels & Dinakar, 2013; Gupta & Huang, 2014 (. 

  ملوحة ال��بة .1- 1

   ذي�� أحد المصنفات ال �اإذ ورد ذكر  ،قديمةعرف�ا ��سان منذ العصور ال طبيعية ظا�رة �را��� ملوحة

 & Russel et al., 1965 in Singh(سنة قبل الميلاد  2400 عود لأك�� من� نھ�عتقد أ ذيالو  �� بلاد الرافدين ع�� عليھ

Chatrath, 2001.( المناطق ذات المناخ الرطب و المعتدل إ�� المناطق  ع�� تمتد د �را��� الما��ة �� �ل القارات، توج

لبحر المناطق المتاخمة ل( المتدنيةلمناطق من ا �رتفاعاتمختلف  ا يمكن أن تتواجد �ذه �را��� ع��كم. القطبية

 أمر��ا-و جبال الرو�ي) Tibetan Plateau( �ضاب الت�تك ،-م�� 5000أك�� من  -�رتفاع  المناطق الشا�قة إ��) الميت

)Rocky Mountains(القاحلةو أ حكرا ع�� المناطق ا��افة ت، و عليھ فالأرا��� الما��ة ل�س )Singh & Chatrath, 

 . )1الش�ل ( )2001

فالأملاح . تحتوي ال��بة و المياه، ع�� اختلاف مصادر�ا و ح�� العذبة م��ا، ع�� كميات متفاوتة من �ملاح

ت�شأ . ضرور�ة لنمو النباتات) مثل، أملاح الن��ات و البوتاس(م�ون مش��ك و أسا��� لل��بة، و العديد من �ذه �ملاح 

            مثل، ا���س، (أسمدة ال��بة المختلفة  و  المخصبات غ�� العضو�ة ضافةإ أملاح ال��بة من التجو�ة المعدنية،

                        مياه الري كذا من ، و )e.g. gypsum, composts and manuresالسماد العضوي و روث ا��يوانات 

)Kotuby-Amacher et al., 2000 .( سر�ع عملية تمليح ال��ب، إذ  �عت�� الري الزرا�� �ش�ل خاص أحد أ�م مصادر�

                 حاليا، تقدر �سبة ). 2 الش�ل) (Munns et al., 2004(ل��بة إ�� اتنقل مياه الري كميات كب��ة من �ملاح 

        من �را��� المسقية %  20من �را��� الزراعية غ�� المرو�ة و %  2بحوا��  ال��بة لوحةم�را��� المتضررة من 

 ).3الش�ل ( Lauchli et al., 2008))  (مليون �كتار 45(
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  )http://www.clubgreen.nl/vraag/Biosaline-agroforestry-and-forestry.html( ع�� العالم �را��� المتضررة بالملوحةتوز�ع . 1الش�ل 

  )Benmahioul et al., 2008(ن �كتار مليو  3.2ا��زائر من ب�ن الدول ال�� �عا�ي من مش�لة الملوحة بحوا�� كما نلاحظ 
soil  sodic soil :صودية؛ تر�ة    : Sline soilما��ةتر�ة  الفصل الأول
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ري الزرا��، خصوصا العملية تراكم �ملاح �عد . 2الش�ل 

 )Ramade, 2008( �� المناطق القاحلة و مرتفعة ا��رارة

إ�� ال�سبة ال�لية  حةو المالالمتضررة من �سبة �را��� . 3الش�ل 

  )Carillo et al., 2011( للأرا��� المسقية
 

  تأث�� الملوحة ع�� نمو النباتات  .2- 1

ملوحة ال��بة �� العامل الرئ���� الذي يحد من غلة المحاصيل الزراعية، مما ��دد قدرة الزراعة ع�� مسايرة 

عند ترك��ات الم�� المنخفضة، لا يتأثر مردود ). Flowers, 2004; Munns & Tester, 2008(الز�ادة الس�انية المتنامية 

أن  إ��، �� ح�ن تبدأ الغلة بالتناقص )Maggio et al., 2001(المحاصيل الزراعية إلا بصورة طفيفة و قد لا يتأثر البتة 

ك معظم ، بما �� ذل''Glycophytes'' ''السكر�ة''النباتات  �ون ، ومرد ذلك �� الصفر مع تزايد ترك��ات الم��تصل إ

نباتات المحاصيل، لا تنمو �� ترك��ات الم�� العالية، إذ تتعرض لتث�يط شديد و قد تموت عند ترك��ات ت��اوح ب�ن 

أن �ذه النباتات قد تطورت �� ظل ظروف تتم�� �عتقد و  ). NaCl(ل من �لور�د الصوديوم /مول  م�� 200 - 100

  .)Munns & Termaat, 1986(الملوحة  تحمليات بانخفاض ملوحة ال��بة فلم تكن بحاجة إ�� تطو�ر آل

قدرة من مللأملاح �� ال��بة  العاليةال��ك��ات  تخفض: تؤثر الملوحة المرتفعة ع�� النباتات بطر�قت�ن رئ�س�ت�ن

المياه، كما أن ال��ك��ات العالية للأملاح داخل النبات نفسھ يمكن أن ت�ون سامة، مما يؤدى  امتصاصا��ذور ع�� 

 ,.Hasegawa et al(البيوكيميائية مثل امتصاص المغذيات و تمثيل�ا  و يولوجيةسالفث�يط العديد من العمليات إ�� ت

2000; Munns, 2002 .(و ع�� �ذا . نمو النبات، تطوره و بقائھ ع�� قيد ا��ياة ع�� خفضالتأث��ان  �ذان �عمل

 ,Munns(و�يو�ي ع�� نمو النباتات  )التناض��( �سموزيآثار �ج�اد  لتوصيف�ساس اق��ح نموذج من مرحلت�ن 

  ).4الش�ل ( )1995

                    � إ�� مستو�ات سامة �� أوراق النباتات ا��ساسة تختلف السرعة ال�� يصل ��ا الم� ،و حسب �ذا النموذج

 المرحلةخلال . و ي�ون ا��دول الزم�� بالأيام أو �سابيع أو �ش�ر، تبعا للأنواع ومستوى الملوحة. و المتحملة للملوحة

å��� ،ح�ن، خلال . ارج ا��ذور �س�ب التأث�� �سموزي للمحلول المل�� خ تيةل انخفاض نمو �ل �نواع النبا ��

التمثيل  حصيلة، تموت �وراق المسنة �� النباتات ا��ساسة بفعل تراكم �ملاح السامة فتقل بذلك ç المرحلة

الضو�ي لدى �ذه النباتات ال���ء الذي يمارس تأث��ا إضافيا ع�� النمو ف��داد بذلك انخفاض نمو النباتات ا��ساسة 

  ).4الش�ل ( ع�� عكس النباتات المتحملة



  ?____ _________________________________________________________________________استرجاع المراجع  : الفصل الأول

4 

  

  
 )Munns, 1995( نموذج المرحلت�ن لتأث�� الملوحة ع�� نمو النباتات السكر�ة. 4الش�ل 

  

v  المرحلةå  سموزيمرحلة �ج�اد  أو�: 

يجعل من الصعب ع�� ) Threshold level( �حول ا��ذور إ�� مستوى عت� �ملاحبدأ مباشرة �عد تراكم ت

فور�ة ل�ذا  �استجابة. �ش�ل م��وظ القسم ا��ضري معدل نمو  يبدأ تراجع و من ال��بة، الماء استخراجا��ذور 

ع�� الرغم من . ر إغلاق الثغو ب تقوم النباتات، القسم ا��ضري نحو  اتيون� تدفق من الذي يخفف أيضا  ، والتأث��

من ج�ة  ث�يت الكر�ون ا��اجة إ�� ت�وراق و ال�واء المحيط من ج�ة، و ب�ن خلايا  �ي�س�ب فرق ا���د الما ذلك، و

عموما،  ).Hasegawa et al., 2000( طو�لاللتحمل الملوحة ع�� المدى غ�� مجدية  �ذه �س��اتيجية تصبح، أخرى 

ارتفاع ، ر�ما �س�ب الملوحة العاليةالناجم عن  الما�ي لل��زأك�� حساسية من نمو ا��ذور   القسم ا��ضري ي�ون نمو 

بما �� ذلك �وراق ب�نما يحفز نمو ا��ذور،  القسم ا��ضري ذي ي�بط نمو ال، )ABA(إنتاج حمض ��س�سيك 

 �ملاحي�يح ا��فاظ ع�� رطو�ة ال��بة ومنع تراكم  مماال���ء الذي من شأنھ خفض اس��لاك المياه من قبل النبات، 

�س�ب الملوحة  ��ضري القسم ايتم التعب�� عن انخفاض نمو ). Hasegawa, 2013 ; Munns & Tester, 2008(�� ال��بة 

�ساسة ا�تث�يط نمو �وراق ). Läuchli & Epstein, 1990( نحيلال�ضري ا�نمو الو عادة بالمساحة الورقة المخفضة 

                    ا��ذور  منع�� جدر �وعية ا��ش�ية  +Ca2نقل أيونات ن�يجة لتث�يط كأيضا  حدثي �للإج�اد المل�

)Läuchli & Grattan, 2007 .(ات�� أن بزوغ . ا��لايااستطالة  انقسام ومن ورقة ع�� �ل ال��ا�ي لل��م �عتمد ا�

تمدد  �� ح�ن يبدى، )sugar beet( الإج�اد المل�� �� بنجر السكربتأثر ي لانقسام ا��لايا، يخضع لا الذي  ،وراق� 

�ج�اد المل�� وة ع�� ذلك تث�يط علا  و. +Ca2معدل  ، اعتمادا ع��)Papp et al., 1983( ةحو ة للمليحساس�وراق 

  ).5الش�ل () Larcher, 1980(نمو ا��لايا ا��ذر�ة  يخفض، +Ca2 و+K متصاص المغذيات المعدنية ال�امة، مثللا 

المنطقة القمية ل��ذور النامية �� ظل الملوحة �ش�ل فجوات واسعة وعدم وجود انتظام نموذ�� ��  تبدي

 وقفل طفيف لل�يو�� �س�ب نقص �ستمرار�ة و�لتحام ب�ن ا��لايا مع ميل إ�� انحلا. )5الش�ل ( ����ة القمية

 القمم ا��ذر�ة للنباتات الشا�دة بأ���ة مزدحمة مع مسافات صغ��ة ب�ن ا��لايا تتم�� خلاف ذلك، . النمو و التمايز

)Carillo et al., 2011(.   
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  ).Carillo et al., 2011( NaCl) ج،د( أو وجود) أ،ب(ب النامية �� غياب صور مج�ر�ھ لقمم جذور القمح الصل .5الش�ل 

v  المرحلةç  مرحلة �ج�اد �يو�ي أو:  

). Munns, 2002(ل�س �� ا��ذور  و النتح دفقتبفعل  �وراق أنصال��  +Naسيما تتم�� ب��اكم �يونات ولا 

   إما�ة �عد قادرة ع��لم  منھ و قادرة ع�� �ستطالة د ، ال�� لم �عالمسنةخاصة �� �وراق  اسام  +Na تراكم يصبح

وراق � معدل إنتاج �وراق يفوق عدل موت مإذا �ان . فتيةلاوراق � تفعل  إل��ا كمال اصو الالم��  أو تخفيف

ا ع�� نعكس سلب، مما يالفتيةوراق � تطلبات م تلبية�ديدة، فإن قدرة التمثيل الضو�ي للنبات لن ت�ون قادرة ع�� ا�

التمثيل  ج�از م�وناتع��  +Naتراكم يؤثر الضو�ي، التمثيل أ���ة �� ). Munns & Tester, 2008(نمو�ا معدل 

معدل التمثيل ��  للانخفاضيمكن ). Davenport et al., 2005(ال�اروت�نات  ، ال�لوروفيل و�نز�ماتالضو�ي مثل 

              يتم  ما عادة). ROS( أنواع �ك���ن التفاعليةتاج إن منز�د يأن للملوحة الضو�ي �� النباتات ا��ساسة 

المل�� أن يضعف �ذه �ليات  لإج�ادللكن يمكن  لأكسدة، ول مضادة�سرعة عن طر�ق آليات   ROSجز�ئات ةإزال

)Foyer & Noctor, 2005 .(بواسطة  �شاراتحديثا أن نقل  تب�نROS  مع  جزء لا يتجزأ من استجابة التأقلم �و

ذلك من  ، وةا��يو�غ�� الوسط  ج�اداتلإ دور مزدوج �� استجابة النباتات  ROSجز�ئات  تلعب ،�� الواقع. لملوحةا

فسفرة  ال�رمونات و ، ال�السيومتت�امل مع إشارة  جز�ئات نقلككذلك  ، وكمنتجات ثانو�ة لأيض �ج�اد �اعملخلال 

  ).Miller et al., 2009(للإج�اد  �ستجابة�� �شكيل مسارات ال��وت�نات 

 آليات مقاومة النباتات للملوحة  .3- 1

 ،�� الواقع. �ذه الظا�رة النباتات غ�� مف�ومة تماما �س�ب �عقيد عند ةحو المل لمقاومةليات الوراثية لا تزال �

ختلاف ا��ي�� بالتا�� لا يمكن أن يظ�ر �  و ،المختلفةالنباتية �نواع  عندتحمل الملوحة تتحكم �� عدة جينات �ناك 

�� قياس لك�� ملائمة ل�ستجابة � ر�ما . �نماط ا��ي�ية المختلفة استجابةغ�� مباشر، من خلال قياس إلا �ش�ل 

 النباتات تحمل يمكن تقييم�� الواقع، ). Flowers & Yeo, 1995(الملوحة المعتدلة  عند، وخصوصا المردودالنمو و 

 أ ب

 د ج
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ع�� مدى ف��ة طو�لة المراقبة الما��ة �� مقابل الظروف  الظروفة ا��يو�ة �� إنتاج الكتللملوحة من خلال قياس ل

 ). Munns, 2002(ع�� قيد ا��ياة  النباتات بقاءخلال أو من ) المردود�ذا يرتبط عادة مع  و(من الزمن 

نواع لأ عا لتب ��لملا تحملالقد يز�د أو ينقص . نموهر اطو بتغ�� أللملوحة قد تتغ�� مع�ن نبا�ي نوع حساسية 

ز�د حساسية ت، �� ح�ن مرحلة �نبات حساسية أك�� للملوحة عند �عض �نواعتبدي . أو العوامل البي�ية/ والنباتية 

من  ،مع ذلك و. لملوحةلتأقلم مع اعديدة لآليات  النباتاتطورت ). Munns, 2002( مرحلة الت�اثرخلال أنواع أخرى 

      حماية   ç )اس��جاع التوازن الداخ��(و �يو�ي  �سموزيج�اد تحمل �  å :أساسية آلياتالممكن أن نم�� ثلاثة 

  ).Zhu, 2001 & 2002 ( مراقبة النمو خلال و �عد �ج�اد é، )نزع السمية(و إصلاح ا��ز�ئات المحطمة 

 Homeostasis التوازن الداخ�� .1- 3- 1

تم توصيف �ذه التفاعلات من . � للعضو�ة�ج�اد ردود فعل تم تصميم�ا ل��فاظ ع�� التوازن الداخ� يحفز 

�لمت�ن  ب�ن دمجو ال�� �� عبارة عن ''  Homeostasis''ب�لمة  ��1915 عام  �Bradfordeمر��ي  يولو��سالفقبل 

   ).Roeder, 2006( ال�شابھ ع�� المساواة أو و � 'homios' حالة أو موقف، و ع��� و 'stasis' ،يونان�ت�ن

نوع�ن ع�� النبات �ج�اد المل�� يفرض نظرا ل�ون . التوازن الداخ�� للنباتات يختلل�� �ج�اد الم تحت ظروف

اس��اتيجيات  النبات تطور  لإعادة التوازن  .المعدنية التغذية المائية و خلل �� يحدث ، )�يو�ي �سموزي و(من القيود 

 ا��املة�ينات ا� يبدو أن. )7 الش�ل(يو�ي �سموزي و �  يو اس��جاع حالة التواز� �ختلال ات��يح �ذبة لكفي

أك�� قدر من التأث�� ع�� تحمل المحاصيل الزراعية مقارنة با��ينات الضالعة �� تمتلك  �سموزيصفات التحمل ل

أولو�ة لتحس�ن تحمل  �سموزيو عليھ �عت�� تحديد جينات التحمل   ).Munns et al., 2012(إقصاء �يونات 

 ).Roy et al., 2014(عة للملوحة خصوصا �� ال��ب المنخفضة أو المعتدلة الملوحة المحاصيل الزرا

 

  )Zhu, 2001(  �ليات الثلاثة لمقاومة النباتات للملوحة. 6 الش�ل
SOS : salt overly sensitive ; MAPK: mitogenactivated-protein kinase; CBF/ DREB (cold-binding factor/dehydration 

responsive element binding) transcription factor ABA-independent; ABA: abscisic acid. 
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  Osmotic homeostasieالتوازن �سموزي  .1- 1- 3- 1

n  التعديل �سموزيOsmotic adjustment (OA)  

سموز�ة  �  قيام النباتات بمراكمة الواقيات �سموزياس��اتيجيات التكيف مع �ج�اد ب�ن من 

‘’osmoprotectants’’ )سموز�ة  عادة ما ت�ون المواد. العضيات �� الس�تو�لازم و )مركبات أمي�ية و سكر�ات�

''osmolytes'' ، يةلاي��ا العذو�انتتم�� ب قطبية و  ،م��ونة، غ�� ماءمحبة للطبيعة جز�ئات صغ��ة ذات عبارة عن  ��

سطح ال��وت�نات و�غشية ��ماي��ا من ا��فاف � �لتصاقمقدر��ا ع�� إ��  يو��، مما )Sairam & Tyagi, 2004( الماء

)Yancey et al., 1982( )لـ لذا فالدور �سا���  .)7 الش�لOA  و ز�ادة قدرة ا��لايا ع�� �حتفاظ بالماء دون التأث���

 ).8الش�ل (ة الذي تحدثھ الملوح �كسدة��د من ج�د �� ا أيضاأن �عض �ذه المواد فعالة مؤخرا تب�ن . �يضع�� 

والسكر�ات ) الفركتوز  ا��لو�وز و(السكر�ات ال�سيطة المل�� ت��اكم استجابة للإج�اد �سموليتات ال�� �شمل 

، مشتقات )و الرافينوز  الوز �ال���(، والسكر�ات المعقدة )ا��لسر�ن وإينوس�تول المي�يل( الكحولية أو عديدات الكحول 

  .ا��... ، )ن�يات�ن ألان�ن، ال��ول�ن بياتجلا�سن بتاي�ن، البن، ال��ول�(�حماض �مي�ية الر�اعية 

  

 
  .توافقةرسم بيا�ي يو�� عمل المواد المذابة الم. 7الش�ل 

توافقة المواد المذابة المتخليق ، "المتحملة"�� ا��لايا  -)ب. (تزعزع استقرار�ا ��� الوسط الما�ي، وجود الماء يقلل من تفاعل ال��وت�نات مع ا��ز�ئات المضرة ال� -)أ(

و لكن أو موجودة (توافقة المنقص المواد المذابة ، "ا��ساسة"�� ا��لايا  -)ج(  ).مثل ال��وت�نات(ا��ز�ئات البيولوجية وحماية  ا��ز�ئات المضرة بإقصاء�سمح 

  .) ,.2002Mundree et al( �ااستقرار  تزعزع� ما يؤدي إ�البيولوجية،  ع�� سطح ا��ز�ئات ا��ز�ئات المضرة توضعيؤدي إ�� ) ��ك��ات منخفضةب

ü ال��ول�ن  

عند �عرض�ا للإج�اد المل��          ةالفلق ثنائيةت��ايد مستو�ات ال��ول�ن �سرعة �� العديد من النباتات أحادية أو 

)Fercha et al., 2011; Silva-Ortega et al. 2007 .(تجة عن تحف�� �ذه الز�ادة �� ال��ك�� ال�يو�� من ال��ول�ن نا

ألد�يد إ�� برول�ن - ا��اصة بالإنز�م الذي يحول الغلوتامات نصف ARNm، نظرا لارتفاع كميات ا��يوي التخليق 

يبدو أن المسار �ول . �ناك مساران لتخليق ال��ول�ن �� النباتات، إما من الغلوتامات أو من �ورن�ث�ن). 9 الش�ل(

كما يبدو أن تحف�� تخليق ال��ول�ن �و مواز لتفعيل ). Silva-Ortega et al., 2007(ي�ون �و الغالب �� ظروف �ج�اد 

 إ�� ال��ول�ن، إ�� تخليق عديد �مينات بالإضافةألد�يد و�ؤدي -مسار أي��� عام بدءا من الغلوتامات نصف
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)polyamins( ع�� ،Orn أو Arg )Bartels et Sunkar, 2005 .(ن متوافق للتعديل �عمل ال��ول�ن كمركب قابل للذو�ا

 Silva-Ortega et(إ�� ترك��ات عالية دون ممارسة أي تأث�� سام كما �و ا��ال �� �يونات  صلي�سموزي، يمكن أن 

al., 2008 .( بالإضافة إ�� دوره �سموزي، �شارك ال��ول�ن �� إزالة سميةROS  )Ben Rejeb et al., 2014 ( واستقرار

و��ون مصدر للكر�ون ) Mansour, 1998(ي �لازمس�تو ، وحماية سلامة الغشاء ال)Ashraf & Foolad, 2007(ال��وت�ن 

 ).9الش�ل ) (Sairam & Tyagi, 2004(والني��وج�ن �عد زوال �ج�اد 

 

 
 

 ) (Rontein et al., 2002ب�ية �عض �سموليتات . 8ش�ل 
  

 

 

 
  ��ول�ن �� النباتاتمسار الغلوتامات و المسارات البديلة لتخليق ال. 9 الش�ل

-glutamate-yنصف ألد�يد-γ-، من خلال مرحلت�ن وسطيت�ن  ا��لوتامات)Kishor et al., 1995(�ش�ل عام، تصنع النباتات ال��ول�ن ع�� مسار حمض ا��لوتاميك 
semialdhyde (GSA)  كر�وكسيلات -5- ب��ول�ن-1و دالتا)P5C (Δ1-pyrroline-5-carboxylate .ارك�ن �� �ذا المسار، أ�م إنز�م�ن مشP5C synthetase (P5CS)  ال��
  ).Zhang et al., 1999(ال�� تحفز التفاعل �خ��  P5C réductase (P5CR)تحفز التفاعل �ول و 
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ع��  يؤثر  و  )Hare & Cress, 1997( ا��لية أيضمع  ةمتوافق NADP/+NADPHع�� ال�سبة يحافظ ال��ول�ن 

تحر�ض  سيماولا الإج�اد المل��، بالمرتبطة  ة�شار  إ�� آليات نقل بالإضافةل��لية   )Redox( �رجاع/�كسدة ج�د

كما ). ACTCAT )Chinnusamy et al., 2005 ل��ول�نلستجابة �  عناصر  تحتوي �� سلسلة تحف�� ا��ينات ال��  �شف�� 

� مستوى السلسلة التنفسية ع� ATPوتركيب  اتنقل �لك��ونبمباشرة  ا��نيدراتال��ول�ن ��  استقلابيق��ن 

)Sairam & Tyagi, 2004 .(ترك��ه ي�ون  و  التحملتراكم ال��ول�ن �� أنواع مختلفة من النباتات مع قدر��ا ع��  يرتبط

مع ذلك، �� �عض ا��الات،  و). Ashraf & Foolad, 2007( النباتات ا��ساسة ة منھ ��تحملالم�� النباتات أع�� عموما 

 . ��يحةلعلاقة �ذه ا يبدو أنلا 

 �رابيدو�س�س كنباتات من خلال دراسة سلوك النبات المحورة جي�يا، ةحو المل تحملأ�مية ال��ول�ن ��  تتجل

)Arabidopsis( تخلق إنز�م ال��ول�ن د�يدروجيناز  الطافرة بحيث تفقد مقدر��ا ع��proline deshydrogenas 

)Nanjo et al., 2003 .(التبغنباتات  و )Hong et al. 2000 ( و�رز )Zhu et al. 1998 (و �رابيدو�س�س )Roosens et al., 

كما أن �ضافة . سموزي� ج�اد ع�� تحمل �  أك�� جعل�ا تبدى قدرة يمما  ،ال�� �شفر بإفراط تخليق ال��ول�ن) 2002

  .)Ashraf & Foolad, 2007( للملوحةالنبات  تحملتحس�ن بسمح �� �عض ا��الات �ل��ول�ن ل ة�ارجيا�

ü الذائبة السكر�ات  

 يـــــ��الم �ج�اد يحفزه و مشتقا��ا عديدات الكحول الذائبة  تراكم السكر�ات أنأظ�رت العديد من الدراسات 

ا تب�ن كم  ).Ashraf & Harris, 2004; Bartels & Sunkar, 2005; ElSayed et al., 2014( ةــــــاتيـــــواع النبـــــــ�ن د منــــالعدي�� 

  ).Ashraf & Harris, 2004; Bartels & Sunkar, 2005( الملوحةتحمل  و �اتارتباط قوي ب�ن تراكم السكر وجود 

من  قدر ممكنأك�� �عزل �سمح  مما، يالس�تو�لازم ا���د �سموزييز�د من عديدات الكحول ز�ادة ترك�� 

    لأغشية وال��وت�نات، دور الواقيات �سموز�ة ل تلعب عديدات الكحول علاوة ع�� ذلك،  و. اتفجو الالصوديوم �� 

 �اكما يمك�). ROS )Puniran-Hartley et al., 2014 من خلال القضاء ع�� ا��ذور ا��رة للأك���نذلك أيضا يتم و 

   . )Vernon et al., 1993( خلال ف��ة �ج�ادعندما تقل مواد التمثيل الضو�ي لكر�ون ل�يا�ل اأن ت�ون بمثابة مصدر 

 �ج�اد المل�تجاه � سلوك النباتات من غ�� �لا  إ�� وسط النمو�ذه المركبات و ع�� الرغم من ذلك يبدوا أن إضافة 

)Hanana et al., 2011 (.  

ومع ذلك فقد تجلت أ�مية المواد السكر�ة و مشتقا��ا الكحولية �� مقاومة الملوحة من خلال دراسة تأث�� �غ�� 

ا��ينات  ''overexpression'' �فراط �� التعب�� سمح، فع�� س�يل المثال. النباتات للملوحةأيض�ا ع�� استجابة 

تحمل منمط ظا�ري ا��صول ع��  �� نباتات��  Mannitolتخليق ا��يوي للمان�تول الضالعة �� التحكم �� ال

 للمان�تول  ة�ضافة ا��ارجيكما أن  ).Thomas et al., 1995( لأرابيدو�س�سا�� العديد من النباتات �لملوحة ل

)Seckin et al., 2009( الوز �ل�� أو ا�Trehalose )Ding et al., 2004( و�كذا، فإن . تز�د من مقاومة القمح للملوحة

 من خلال ال�ندسة الوراثية �م�د الطر�ق لتحس�ن تحمل النبات للإج�اد المل� الواقيات �سموز�ة قدالعمل ع�� 

)Munns, 2005.(  
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 ازن �يو�ي التو  .2- 1- 3- 1
 

 �متصاص �نتقا�ي للأيونات  

ضروري ) يوم�البوتاس(�عض �ذه العناصر . ذائبة �� محلول ال��بةمعدنية عناصر  عدةتمتص جذور النباتات 

�ثار  أحد أ�م). Luan et al., 2009 ; Zhu et al., 1998( سام و غ�� مفيد لنمو النبات و تطوره) �الصوديوم(و �عض�ا 

، و�التا�� �يو�ي للس�تو�لازم التوازن  �� اختلالمما يحدث ا��ذور،  من +Kللملوحة إحداث �سرب أيونات السلبية 

ع��  ة���نأمكن الزراعية، و  يولوجيةسفع�� عدة مؤشرات بناءا . النمو والبقاء ع�� قيد ا��ياةاختلال القدرة ع�� 

 ,Munns & Tester( القمح وتحمل الملوحة �� الشع�� و �لور�د الصوديوم �س�بھ الذي +K �سربوجود علاقة قو�ة ب�ن 

2008( . 

ع�� قنوات نقل ا��لايا  إ�� داخلالصوديوم ينفذ  .السكر�ة نباتاتال خلايا�سمم تراكم الصوديوم �� ي�س�ب 

ع��  ، +Na �� مقابل +Kمن عالية  المحافظة ع�� �سبة نظرا ل�ون ). 10أنظر الش�ل  ،و غ���ا HKTمثل (البوتاسيوم 

 عزل�اد أيونات الصوديوم من ا��لايا أو اس�بعو ليتم ذلك وجب الملوحة، ا �� تحملأمر حاسم  �عت��  مستوى ال�يو��

  .�� الفجوات

  

 Vacuolar compartimentationالفجوي  )ا���ز(التوز�ع  

  وة لتجنب سمي��ا   جالزائدة من ال�يو�� و ��ز�ا �� الف +Naأو العزل الفجوي �� إزالة أيونات  وز�عيتمثل الت

)Flowers et al., 1977 .( تتم �ذه �لية بفضل وجود ناقل فجوي«Na+/H+-antiporter » طاقتھ من م��ات  �ستمد

و�كذا، من خلال العزل الفجوي، ). V-H+-PPases  )Adams & Shin, 2014و V-H+-ATPasesال��وتونات الفجو�ة 

   .وديوم �� الس�تو�لازم، و�التا�� التقليل من آثاره المدمرةيمكن ل��لية ا��فاظ ع�� ترك�� منخفض للص

 امتصاصمن ج�ة أخرى، يصاحب الز�ادة �� ترك�� الصوديوم �� الفجوة تولد ضغط أسموزي قوي �عزز من 

 ت�ون " Includer"�� النباتات المراكمة ). Cell turgor  )Apse & Blumwald, 2007الماء و�التا�� تحس�ن إن�باج ا��لية

ع�� . تدفقات الصوديوم �� معظم�ا تصاعدية مما �سمح للم�� بال��اكم �� القسم ال�وا�ي ع�� مستوى الفجوات

، معظم الصوديوم الممتص و المنقول إ�� �وراق يتم "Excluder"النقيض من ذلك، بال�سبة للأنواع  الطارحة 

�عت�� عملية عزل �لور�د الصوديوم ��  ).Berthomieu et al., 2003( تصديره من جديد نحو ا��ذور ع�� ال��اء

، ب�نما �ستخدم )Rozema & Schat, 2013( المحبة للملوحةالفجوات �لية الرئ�سية لإزالة سمية �ملاح �� النباتات 

ور من �جزاء ال�وائية باتجاه ا��ذ) �� الغشاء البلازمي(النباتات السكر�ة آلية إقصاء أو طرح الصوديوم من ا��لايا 

)Munns, 2002; Davenpor et al., 2005; Apse & Blumwald, 2007.( 
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   .ذلك تنظيم �� المشاركة �شارة نقل مسارات كذا و الصوديوم و  البوتاسيوم نقل لمسارات موجز رسم .10 ش�لال

  . )أنظر �� النص( )ال��اء و ا��شب(ملاحظتھ فإن �ذه النواقل تن�شر ع�� طول خط انتقال الماء من ا��ذر إ�� الورقة ع�� أ���ة النقل  ، و كما يمكنش�ل ي��ص أ�م القنوات و نواقل البوتاسيوم و الصوديوم �� النباتات )أ(

 )ROSع�� ال�السيوم، �ثيل�ن و مواد �ك���ن التفاعلية   نقص البوتاسيوم يحفز �شاط العديد من بروت�نات نقل البوتاسيوم خصوصا( لعوز البوتاسيوم �ستجابة��  المتدخلش�ل توضي�� لنظام �شارة  )ب(

  .النباتات للملوحة و �و نظام يراقب دخول و توز�ع �ل من أيونات الصوديوم و البوتاسيوم �� ا��لايا مما يجعل فقد �ذا النظام ي�س�ب �� ارتفاع شدة حساسية خلال �ج�اد المل�� لنقل �شارةSOS  ش�ل م�سط لنظام )ج(

  P, phosphorylationتفاعل الفسفرة أو إضافة ا��ذر الفسفوري  إ�� ال��وت�ن 

M, myristoylation إضافة جذر الم���ستول الناتج عن ا��مض الدسم م���س�يك إ�� ال��وت�ن    

  http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/jipb.12159/pdf : أو الرابط التا�� ع المجلةع�� موق يمكن �طلاع ع�� تفصيل �ذه المعلومات من خلال المقال المتوفر مجانا ،Shin Adams & )2014(حسب  

11 
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سطحية حو�صلات و ال�لور من خلال غدد  د الصوديوم وأن �س�بع يمكن لبعض النباتات الم��ية

)Golldack, 2004 .( ن حوا�� تخز  وتراكم  �ون �و���و  ،والنباتات الم��ية النباتات السكر�ة ق ب�نو الفر  أحد أبرز  

 ب�نما �عمل، )Flowers et al., 1977( �� �وراق % 80قل عن قسم�ا ا��ضري م��ا ما لا يمن الصوديوم ��  % 90

 �وعيةع�� يونات � السيطرة ع�� تدفق  ي من خلالقسم�ا ال�وا�ة �يونات إ�� يحرك ديتقيع��  النباتات السكر�ة

 ج�د أسموزي ��فجوة لتوليد الالصوديوم �� آلية عزل الم��ية  النباتاتم �ستخد ،)Hasegawa, 2013( يةا��ش�

دور يلعب  تافجو التراكم الصوديوم ��  يبدو أنو�كذا، . ال��بة الما��ة منامتصاص الماء �ساعد�ا ع�� ا��لايا، 

 Bartels et Sunkar( امتصاص الماءمساعدة ا��لية ع�� و يتمثل �� حماية الس�تو�لازم ضد سمية الصوديوم مزدوج 

2005 .( 

 �antiporterشاط إ�� انخفاض لم�� إ�� غياب أو النباتات السكر�ة لحساسية �عزى �� �عض ا��الات، 

 ,.Barragán et al( NHX2و  NHX1 اتجين أكدت العديد من الدراسات ع�� أساس التعب�� عنفقد  .)NHX(  فجوي ال

تبدي النباتات الطافرة �� ح�ن . تحمل الملوحةلصوديوم �� العزل الفجوي لأ�مية ع�� ) Zhu, 2002( NHX7و  )2012

)nhx1, nhx2 ()Barragán et al., 2012 (تبدى النباتات ذات التعب�� ا��ي�� المفرط لملوحةية مرتفعة تجاه احساس ،

    ).Rodríguez-Rosales et al., 2008(كما �� الطماطم  �ة للملوحةمقاومة معت�

 Toxic ions exclusionاس�بعاد �يونات السامة  

 تتمثل ��. �� ظل ظروف �ج�اد المل��ع�� قيد ا��ياة لنباتات من أجل البقاء ا�عتمد�ا أخرى  إس��اتيجية

أيونات �ملاح و تلفض�ا �� دخول  تحد النباتات من، جل ذلكمن أ .إ�� خارج ا��لية ال�يو��من  +Naأيونات اس�بعاد 

 ). Hasegawa, 2013; Munns, 2005(ا��در ا��لو�ة 

قل وانوجود  ة،نفاذية السلبيالا��د من عن طر�ق ، ئية ل��لايا ا��ذر�ة�نتقائية الغشاع�� س�بعاد يبدأ � 

 اختلال ���ذه التغي��ات �� ت�س�ب ). Apse & Blumwald, 2007( و نقل خارج خلوي للأيونات الممتصةانتقائية 

 أو الكر�ون، أو الطاقة  وفرةلالعامل المحدد قد ي�ون كما . ازدياد �� اس��لاك الطاقةالتمثيل الغذا�ي الذي يؤدي إ�� 

 �المفرطة للم� ا��ساسية( SOSبروت�نات من  بالتعاون ب�ن مجموعةو�تم اس�بعاد الصوديوم  .اتيون� سرعة نقل 

Salt Overly Sensitive) (Zhu, 2003 .(SOS1 عن عبارة، �و  Na+/H+-antiporter الغشاء  ع�� مستوى  ھعضمو خذ يت

     �SOS2عمل بروت�نات ). Zhu, 2003( الوسط ا��ار��يلعب دورا رئ�سيا �� آلية اس�بعاد الصوديوم إ��  و  البلازمي،

 ,Liu et al., 2000; Zhu( الفجوي  �antiporter NHX1شاط ولكن أيضا  SOS1 تنظيم عمل النواقل ع��  SOS3 و

2002; Qiu et al., 2003 .( ،المعقد ، يتفاعل القسم ال�وا�ي للنبات��د من تراكم الصوديوم �� ولعلاوة ع�� ذلك

 ولو �و مسؤ   يغشاء البلازممستوى ال ع�� الذي يقع �و �خر ) HKT1 )Rus et al., 2001الناقل  مع SOSال��وتي�� 

 Byrt et al., 2014 ; Berthomieu et al., 2003; Hauser(�ذور ع�� ال��اء ا�وراق إ�� � عن إعادة تدو�ر الصوديوم من 

& Horie, 2009( ) 11الش�ل( .  
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 من ا��لايا +Naأيونات  اس�بعاد توز�ع و امتصاص، و تدخلھ �� تنظيم �SOSشارة  لنقنظام   .11 لالش�
    https://ag.purdue.edu/hla/zhulab/Pages/default.aspx نص، ش�ل مقت�س من الموقع التفاصيل �� ال

  

  

  

 ,Storey & Walker( ب�ن �قصاء و التحمل المل�� كما ث�ت �� العديد من �نواع وا��ة �ناك علاقة إيجابية

1998; Lee et al., 2003; Munns & James, 2003; Zhu et al., 2004; Munns et al. 2006 .( فع�� س�يل المثال، تبدى

، تحمل أفضل للإج�اد المل�� مقارنة SOS1 نباتات �رابيدو�س�س المعدلة وراثيا بحيث تصبح ذات �شف�� مرتفع لـ 

 ).Shi et al., 2002(  بالنوع ال��ي 

 Ionic adjustmentيو�ي � تعديل ال  

            ارتفاع ترك��ات الفجوة من الصوديوم �ستلزم رفع ا���د �سموزي لبا�� التجو�فات للمحافظة ع��

��   الواقيات �سموز�ةتلعبھ ع�� الرغم من الدور الفعال الذي  .)Amtmann & Leigh, 2010( �ن�با�� ��م�ا

 & Shabala(القيام بالتعديل �يو�ي  مكن ل��لايا أن  �عدل من ضغط�ا �سموزي ع�� يالتعديل �سموزي ل��لايا، 

Cuin, 2008.(  ذا الصدد�و يمكن للبوتاسيوم أن يلعب دورا حاسم� )Munns & Tester, 2008 .( ،بالإضافة إ�� ذلك

ل��فاظ ع�� التفاعلات ). Sairam & Tyagi, 2004( ياا��لا  ان�باجالبوتاسيوم دورا أيضا �� السيطرة ع��  يلعب

البوتاسيوم ما  محتوا�ا منأن تضبط ا��لايا النباتية ع�� جب و ، معت��ة +Naإ��  +K  �سبة ع��  ��فاظل و �يضية 

 ). Maathuis, 2006( ل/مول  م�� 200و  100ب�ن 

 ةفجو غشاء ال و  يغشاء البلازمع�� مستوى النقل مختلفة تقع  أنظمة تضافر ج�ود عدةع��  +�K+/Naعتمد   

 ;Na+ )Maathuis, 2006; Shabala et Cuin 2008و    +�Kنتقائية للأيونات  يلةأو قل ة� �تنطوي ع�� مسارات كثو 

Amtmann et Leigh 2010 .(اقل �� امتصاص أيونات و و�شارك فئت�ن من النK+  وNa+ : 

https://ag.purdue.edu/hla/zhulab/Pages/default.aspx
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 +KUP-HAK ،« K+ uptake transporter – high affinity K عائلة( لبوتاسيوملا��اذبية العالية  النواقل ذات ·

uptake transporter ».( 

 LCT1 "low و  "HKT1 "high affinity K+ transporter(النواقل ذات ا��اذبية الضعيفة اتجاه ال�اتيونات   ·

affinity cation transporter  .(" 

و�التا�� يحتمل (الت�افؤ  ةات أحاديقنوات المسؤولة عن نقل ال�اتيونالذلك، �ناك ثلاثة أنواع من  مع موازاة

قنوات تضبط التدفق نحو  « Na+ :(KIRCs  )« K+ inward rectifying channelsو     +Kأن ت�ون قادرة ع�� نقل 

قنوات تضبط التدفق نحو ا��ارج  « K+ outward rectifying channels »(  KORCs، )الداخل للبوتاسيوم

ية يون�  بانتقائي��اال�� تتم��  )قنوات مستقلة عن ا���د « voltage independent channels »(   VICs،  )للبوتاسيوم

البوتاسيوم إ�� �جزاء ال�وائية  ينقل، من ج�ة أخرى ). Maathuis, 2006) (�غلاقأو  الفتح حالة(الوظيفي  سلوك�او 

 & Adams & Shin, 2014; Gierth( ليةالمقالات التا نن��لمز�د من التفاصيل  NORKو SKOR قنوات للنبات بواسطة 

Mäser, 2007 ; Shabala & Cuin, 2008.( 

�� نبات �رابيدو�س�س ع��  ةحو الملتحمل من حسن تر و ا��ذ��  HKT1ث�ت أن �فراط �� التعب�� عن 

ات و�التا�� يحد من صعوده إ�� �جزاء ال�وائية للنب) الصاعد(أيونات الصوديوم من تيار النتح اس��جاع 

)Farquharson, 2009 .(لـ وفقا Zhu  )2002( ،لنباتات �رابيدو�س�س البوتاسيوم يقلل من فرط ا��ساسية  إضافة

من  +�K+/Naسبة ال رفع يمكن  كما. من البوتاسيوم محتوى الس�تو�لازم المرتفع، ور�ما يرجع ذلك إ�� sos الطافرة

ناقلات وكذلك ) KORKs )Murata et al., 1998قنوات ط قادرة ع�� ا��د من �شاال +Ca2  خلال إضافة أيونات

               glycine betaïn ثلم( أن �عض الواقيات �سموز�ةو�بدو أيضا، ). VICs )Roberts et Tester, 1997الصوديوم 

 . �ROSج�اد المل�� و ذلك من خلال تأث���ا ع�� تحت   +K+/Naقادرة ع�� تحس�ن �سبة ) و ال��ول�ن

  يةالسم نزع�روت�نات و ادات �كسدة مض .2- 3- 1

                            )O2-(السو�ر أكسيد جذور ) H2O2( ال�يدروج�نمثل ب��وكسيد ) ROS(التفاعلية �ك���ن  ت�تج أش�ال

سيما لا  إنتاج�ا تحت تأث�� إج�ادات الوسط، وت��ةلكن تزداد ال�وائية  �ستقلاب، أثناء عمليات )OH(ال�يدروكسيل  و

التعب�� ��ث ) signal(ات أن ت�ون بمثابة إشار ال��ك��ات الضعيفة يمكن ل�ذه المواد  دعن). Smirnoff, 1998(الملوحة 

ج�ن  150تم تحديد أك�� من �� نبات �رابيدو�س�س ). Parent et al., 2008( و�ةستجابة والدفاع ا��ل� جينات عن 

ما  س�ب� المواد�فراط �� إنتاج �ذه ). Mittler et al., 2004( يةالسم إزالةنظام �� شبكة معقدة من  �ل�ا شارك�

 س�يل المثال، يمكن �ع�). Mahajan et al., 2008( فت�سمم �سب��ا ا��لية، ة�كسد إج�ادب اصط�� ع�� �سميتھ

�عيق استقلاب  بالتا�� �يا�ل ال�لوروفيل وال��وت�ن و�حماض النوو�ة والد�ون، ول�يدروكسيل،أن تتلف ��ذور ا

لإبقاء �ذه  ). Dat et al., 2000; Deinlein et al., 2014(�� ��اية المطاف نمو النبات  و الفسيولوجيةوظائف�ا ا��لية، 

�ستعمل  لتحقيق ذلك. دون انقطاع ھ المضادة للأكسدةآليات دفاع تفعيل النبات، يجب ع�� المواد تحت المراقبة

، مثل المركبات الفينولية، الفلافونو�د، ا��ز��ية المنخفضة ذات الكتل –ة نز�مي� غ��  –النباتات مضادات �كسدة 

 �نز�مات مثل د�سموتازتوظف مجموعة متنوعة من  كما أ��ا،)Ashraf, 2009(، وحمض �س�ور�يك �نثوسيان�ن
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ا��لوتاثيون و ) GST(��از ترا�سف-S، ا��لوتاثيون )APX(ب��وكسيداز �س�ور�ات ، )CAT(، ال�اتلاز )SOD(الفائق 

 SODلـ يمكن ). ;GPX)( )Noctor et Foyer, 1998; Sairam et Tyagi 2004; Türkan et Demiral 2009ب��وكسيديز 

ترك�� �ذا �خ�� يمكن أن ينظم من كما أن . �و أقل سميةالذي  H2O2 تحو�ل�ا إ��عن طر�ق حفز  O2-القضاء ع�� 

�فراط �� فع�� س�يل المثال ). GPX  )Parent et al., 2008و   APX، CATات، مثل �نز�ممجموعة متنوعة من قبل 

 ). Tanaka et al., 1999; Wang et al. 2004( لملوحةأك�� مقاومة لو �ر�يدو�س�س �رز يجعل نباتات  SOD �شف�� 

أنظر (ات الوسط رفع كفاءة أنظمة الدفاع المضاد للأكسدة يحسن من مقاومة النباتات لمختلف إج�اد

إ�� ز �� نباتات التبغ االب��وكسيدأحد إنز�مات �فراط �� التعب�� عن فع�� س�يل المثال، يؤدي ). ةول الموالياا��د

 GPXو �GSTفراط �� التعب�� عن و�المثل، ). Amaya et al., 1999(سموزي �  �ج�ادع�� �نبات تحت  �ن قدر��احست

  ).Roxas et al., 1997, 2000( �ج�اد المل���نبات والنمو تحت  يحسن منوراثيا  نباتات التبغ المعدلة��  

  

 )و استطالة ا��لايا انقسام( مراقبة النمو  .3- 3- 1

النمو مظ�ر من مظا�ر  انخفاض�عد . ت�س�ب الملوحة ع�� غرار با�� إج�ادات الوسط �� تراجع نمو النباتات

 تبديلا ). Zhu, 2001(السلبية للإج�اد  �ثار جزء من طاقتھ لمجا��ة  التكيف مع �ج�اد، إذ �سمح للنبات بتوجيھ

         ، يولوجيةسالفأ�شط��ا استعادة ع�� قدرة النباتات �عد . �ج�اد المل�� اتجاه نفس ا��ساسية��شطة ا��لو�ة 

 .لملوحةل �اتحمل �� حاسم أمر  �ا���يع وعل��ا ا��فاظ  و

حالة " بصورة مفاجئة لإج�ادتتعرض لوقف ا��لايا النباتية مؤقتا عن النمو عندما مثل ا��لايا ا��يوانية، تت

للتث�يط الممارس من حدث �و ن�يجة الم" القبض ع�� انقسام ا��لايا"العديد من الدراسات أن �ذا  أشارت". الصدمة

تدعم  الدراسات ال��يد من العد�شرت �� �ونة �خ��ة، . ا��مض النووي تضاعفع�� انقسام ا��لايا أو  ABAقبل 

) ICK1(عن بروت�ن التعب�� ا��ي�� �س�ث��  ABAتب�ن أن  ع�� س�يل المثال،�� �ذا الصدد، ف. التوجھ�ش�ل وا�� �ذا 

ن خلال تنظيم ا��لوي م �نقسامال�� تنظم  "CDK "Cyclin-Dependent Kinasesمثبط ل��وت�نات  ذي يلعب دور ال

�� الدورة  Sإ�� المرحلة  G1من المرحلة  �نتقالتحكمة �� عمليات التخليق ا��يوي و منھ ��ينات المالتعب�� ا��ي�� ل

 ).Tang et al., 2013; Wang et al., 1998(ا��لو�ة 



  

  .�لوي ا�تحت ع�� المستوى عمل�ا  �كسدة الطبيعية و مواقعأ�م مضادات . 1جدول 

Antioxidant                                                    
Localization of 
antioxidant                  

Respective ROS                                                                   References 

I. Enzymatic 
Superoxide dismutase (SOD) (EC 1.15.1.1) Chl, Mit,  Per,  Cyt, Apo Superoxide (O2−) Bowler et al. (1992), Mittler (2002) 
Catalase (CAT) (EC 1.11.1.6) Per,  Gly Hydrogen peroxide (H2O2) Willekens et al. (1997), Mittler (2002) 
Ascorbate peroxidase (APX) (EC 1.11.1.11) Chl, Mit,  Per,  Gly, Cyt, Apo H2O2 Asada (1999), Bunkelmann and Trelease (1995) 
Peroxidases (POX) (EC 1.11.1.7) Vac, Cyt, CW H2O2 Asada and Takahashi (1987), Mittler (2002) 
Glutathione reductase (GR) (EC 1.6.4.2) Chl, Cyt, Mit Reduction of glutathione Edwards et al. (1990), Creissen et al. (1994) 
Glutathione  peroxidase  (GPX) (EC 1.11.1.12) Cyt H2O2, lipid peroxyl radicals (ROO), organic 

hydroperoxide (ROOH) 
Dixon et al. (1998), Mittler (2002), Hoque et al. (2008) 

Glutathione S-transferase GST (EC 2.5.1.18) Cyt, Mit,  ER Organic hydroperoxide (ROOH)  Roxas et al. (1997), Galle  et al. (2005) 
Dehydroascorbate reductase (DHAR) (EC 1.8.5.1) Chl, Mit,  Per Regeneration of ascorbate from 

dehydroascorbate (DHA) 
Asada (1994), Minkov et al. (1999) 

Monodehydroascorbate reductase (MDHAR)  (EC 1.6.5.4) Chl, Mit,  Per,  Cyt Reduction of monodehydroascorbate (MDA)  
to give  rise  ascorbate 

Asada (1994), Jimenez et al. (1997), Minkov et al. (1999), Baek and 
Skinner (2003) 

II. Non-enzymatic 
Glutathione  (GSH) Chl, Mit,  Per,  Cyt, Apo H2O2, hydroxyl radical (OH), singlet oxygen 

(1O2), dehydroascorbate reductase (DHAR) 
Asada (1999), Noctor and Foyer (1998), Jimenez et al. (1998), Mittler 
(2002) 

Ascorbic acid  (AsA) Chl, Mit,  Per,  Cyt, Apo H2O2, O2−, OH, 1O2 Asada (1999), Noctor and Foyer (1998), 
α-Tocopherol Membranes 1O2, OH, lipid peroxyl radicals (ROO), Organic 

peroxide (ROOH) 
Smirnoff (2000), Mittler (2002), Asada and Takahashi (1987), Mittler 
(2002), Munne-Bosch (2005), Holländer-Czytko et al. (2005) 

Carotenoids Chloroplast 1O2, Asada and Takahashi (1987), Mittler (2002) 
Flavonoids Vac 1O2, O2, OH, peroxyl radicals (ROO), and 

peroxynitrite  (ONOO−). 
Buhler and Cristobal, 2000, Vierstra et al. (1982) 

Abbreviations: Chl, chloroplast; Mit, mitochondrion; Per; peroxisome; Gly, glyoxisome; Cyt, cytosol; Apo, apoplast; CW, cell wall. (adopted from Mittler, 2002). 
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  .زراعيةمضادات �كسدة كمؤشرات عن مقاومة الملوحة �� مختلف المحاصيل ال. 2جدول 
Antioxidant Plant/Crop species Association of antioxidant with salinity tolerance References 
SOD, APX, GR Wheat (Triticum aestivum L.) Positive Sairam et al. (2005) 

CAT, POX, APX, GR Wheat (Triticum aestivum L.) 
Uniform increase of these antioxidants in salt tolerant 
and salt sensitive cultivars 

Mandhania et al. (2006) 

AsA, CAT Wheat (Triticum aestivum L.) Positive Athar et al. (2008) 
APX, CAT Wheat (Triticum durum Desf.) Positive Fercha & Gherroucha (2014) 
SOD, APX, GPX, GR Maize (Zea mays L.) Positive Neto et al. (2006) 

SOD Potato (Solanum tuberosum) 
Positive only at low salt level, but no  at high salt levels 
difference 

Rahnama and Ebrahimzadeh (2005) 

SOD, POX Rice (Oryza sativa L.) Variable response of cultivars differing in salt tolerance Dionisiosese and Tobita (1998) 
SOD, CAT, POX, GR Rice (Oryza sativa L.) Positive Khan and Panda (2008) 
CAT, POX, GR, α-tocopherol Cotton (Gossypium sp.) Positive Gosset et al. (1994, 1996) 
POX Brassica spp. No relationship Siegal et al. (1982) 
SOD, CAT, POX Canola (Brassica napus L.) Positive Ashraf and Ali (2008) 
GR Cotton  (Gossypium herbaceum L.)  Positive Garratt et al. (2002)  
SOD, POX Sunflower (Helianthus annuus L.) Positive Davenport et al. (2003) 
CAT, GR Tomato (Lycopersicon pennellii L.) Negative Shalata et al. (2001) 
SOD, APOX, DHAR Tomato (Lycopersicon pennellii L.) Positive Shalata et al. (2001) 

CAT, APOX, GR Strawberry (Fragaria ananassa L.) 
Positive, but the expression of these enzymes different 
in salt tolerant cultivars was 

Turhan et al. (2008) 

Abbreviations: SOD, superoxide dismutase: CAT, catalase; POX, peroxidase; APOX, ascorbate peroxidase; GR, glutathione reductase (adopted from, Ashraf, 2009). 
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 .عدلة وراثيا لرفع قدرة أنظم��ا المضادة للأكسدة و منھ قدر��ا ع�� تحمل الملوحةالمحاصيل �عض الم. 3 جدول 

Crop 
Antioxidant gene 

transformed 

Antioxidants over-expressed in  

transgenic line 
Remarks References 

     

Arabidopsis thaliana Mn-SOD Mn-SOD, Cu/Zn-SOD, Fe-SOD, CAT, POX Two-fold increase in expression of Mn-SOD Wang et al. (2004) 

Arabidopsis thaliana DHAR1 Dehydroascorbate reductase (DHAR), ascorbate Substantial improvement in salt tolerance Ushimaru et al. (2006) 

Rice (Oryza sativa L.) Mn-SOD SOD, APOX 1.7  fold  increase in SOD and1.5  fold  in APOX Tanaka et al. (1999) 

Tobacco (Nicotiana tabacum L.) Gly I and Gly II High  reduced glutathione  (GSH) and reduced to 

oxidized glutathione (GSH:GSSG)  in transgenic line 

Reduced accumulation of methylglyoxal (MG) Yadav et al. (2005) 

Tobacco (Nicotiana tabacum L.) Chl-APX5 APOX 3.8-fold enhanced activity of APX; enhanced tolerance to salt 

and water stress 

Badawi et al. (2004) 

Tobacco (Nicotiana tabacum L.) TPX2 Cell wall associated POX transgenic seeds were able to retain more water available for  

germination 

Amaya et al. (1999) 

Tobacco (Nicotiana tabacum L.) katE CAT transgene increased the resistance of the chloroplast's 

translational machinery to salt stress 

Al-Taweel et al. (2007) 

Tobacco (Nicotiana tabacum L.) GST and GPX Glutathione S-transferase and glutathione 

peroxidase 

Transgenics had higher levels of glutathione and ascorbate 

than wild-type plants 

Roxas et al. (2000) 

Abbreviations: SOD, superoxide dismutase: CAT, catalase; POX, peroxidase; APX, ascorbate peroxidase; GR, glutathione reductase (adopted from Ashraf, 2009). 
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  القمح الصلب و استجابتھ للملوحة  .2

 القمح الصلب .1- 2

           Triticum turgidum (L.) subsp. turgidum (L.) convar. Durum (Desf.)أو القا���  الصلبالقمح 

)Ficco et al., 2014( و نبات أحادي الفلقة من عائلة النجيليات� ePoaceaقبيلة  ، وTriticeae  و��ت�� إ�� ج�س

عبارة عن ، )T. aestivum L(القمح الصلب، ثا�ي أ�م أنواع ا��نطة �عد القمح الل�ن أو قمح ا���� . Triticumا��نطة 

             يت�ون من أز�ار مثالية  ) س�بلة( ار ق��ر مسطحة و از� غمديةلطول مع أوراق عشب حو�� متوسط ا

)Bozzini, 1998 .( ،لقمح الصلب ذات قوام شبھ قزم�ناك أصناف من اكما �و ا��ال مع القمح الل�ن )semi-

dwarf .( تمتلك �عض . جوفاء، وتنقسم إ�� سلاميات، ت�ون الساق أسطوانية، قائمة. ا��ذري الدائم +يت�ون النظام

  ). Clarke et al., 2002(أصناف القمح الصلب سوق صلبة 

يام دافئة وليا�� باردة خلال يتكيف القمح الصلب بصورة جيدة �� المناطق ذات المناخ ا��اف �س�يا، مع أ

يحدث إنبات البذور عند درجات ا��رارة المنخفضة و ال�� . مناخ البحر �بيض المتوسطبالضبط موسم النمو، و�و 

 ).C )Bozzini, 1998°15درجة مئو�ة، ولكن درجة ا��رارة المث�� ��  2قد تصل إ�� 

مليون  13.5من القمح القا��� سنو�ا ما يقرب من المساحة المزروعة ع�� المستوى العال��، يبلغ متوسط 

�عت�� �تحاد �ورو�ي ). Royo et al., 2009(مليون طن سنو�ا  30إنتاج يصل إ�� حوا�� �كتار، مع متوسط 

كندا �� ثا�ي أك�� . ثمانية ملاي�ن طن سنو�اأك�� منتج للقمح القا���، بمتوسط ) وخصوصا ايطاليا واسبانيا واليونان(

) Royo et al., 2009) (مليون طن 3.5(والولايات المتحدة ) ملاي�ن طن 4(مليون طن سنو�ا تل��ا تركيا  4.6تج بـ من

 ). 4ا��دول (

   العالما��زائر و �عد دول ��  )�كتار/ن(" القمح الصلبمردود . 4ا��دول 
 Area (000 ha) Yield (t/ha) Production (000 t) 
Country    2011 2012 2013 2011 2012 2013 2011 2012 2013 

Algeria 1.673 1.945 1.900 1.5276 1.7639 1.6842 2.554 3.432 3.200 

Australia  13.400 13.500 12.500 2.0455 2.2151 1.8284 27.410 29.905 22.855 

Canada 8.543 9.497 10.441 2.9567 2.8645 3.5942 25.261 27.205 37.529 

Egypt 1.284 1.336 1.418 6.5427 6.5822 6.6681 8.407 8.795 9.460 

France 5.825 5.303 5.323 6.1427 7.5991 7.2541 35.994 40.300 38.613 

Italy 1.732 1.879 1.888 3.8334 4.1324 3.7114 6.641 7.767 7.009 

Mexico 0.662 0.578 0.634 5.4777 5.6567 5.2934 3.627 3.274 3.357 

Morocco 3.088 3.142 3.204 1.9487 1.2342 2.1640 6.017 3.878 6.933 

Tunisia 0.772 0.754 0.500 2.0791 2.0202 1.9520 1.605 1.523 0.976 

USA 18.496 19.797 18.274 2.9418 3.1153 3.1720 54.413 61.677 57.966 

  FAO  tp://wheatatlas.org/visualizationsht حسب
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، و تتم�� �ذه )غ�� المرو�ة(�� منطقة حوض المتوسط يزرع القمح الصلب تحت ظروف الزراعة البعلية 

         ا��فاف . المنطقة بقلة �مطار و تذبذ��ا كما تتم�� بوجود �سبة كب��ة من إج�ادات الوسط غ�� ا��يو�ة و ا��يو�ة

نبات و �شوء الشتلات، ا��فاف و ا��رارة المرتفعة خلال ف��ة امتلاء ا��بوب، نقص المواد و الملوحة خلال � 

حوض البحر �بيض المتوسط . الغذائية، ومشا�ل ال��بة و�مراض و�فات �ل�ا معوقات رئ�سية للإنتاج ا���� للقمح

الكسكس، الفر�ك، بالإضافة إ�� العديد من  السباغي��، المعكرونة،��و أيضا أك�� مس��لك لمنتجات القمح القا��� 

 ,.Kezih et al( ا��... ة، ال��اج، ت، �المطلوع، الرخس�س، ا��رشة، ال��يدة، الرشالمعروفة �� ا��زائر المنتجات التقليدية

2014.( 

الطراز و �و  ،سنة 10000 ال�� استأ�س�ا ��سان منذ �عت�� القمح الصلب من أقدم المحاصيل الزراعية

). Shewry, 2009 ; Charmet, 2011(إ�� يومنا �ذا  �ا�� الصيغة الصبغية الوحيد الذي لا زالت زراعتھ من�شرةلر ا

، ال�� لا يزال Aegilops speltoides L. و Triticum monococcum للقمح من ال��اوج ب�ن �ش�ال ال��ية النوعظ�ر �ذا 

 ,Croston et Williams, 1981 in Feldman et Levy(رق �وسط اليوم �� بلدان الشح�� من الممكن العثور عل��ا 

أظ�ر التحليل حيث   ،)Ploidy changes(الصبغية  �غ��ات الصيغة سلسلة من ع�� اثرأنواع القمح  ت�ش�ل). 2009

و من خلال  allopolyploidy التغاير �� التعداد الصب�� ا��ي�� أن التغي��ات ا��و�ر�ة قد حدثت خلال �شكيل

 AABBوا��لوي لعبت �ذه التغ��ات دورا رئ�سيا �� تطو�ر الصيغة الوراثية للقمح القا���  الورا�يالتضاعف 

 .12كما �و مب�ن �� الش�ل ) 2N = 4X = 28 (4 ) Feldman et Levy, 2009 ; Charmet, 2011(ا��ينوم 

 
  

  

 
 ) Shewry, 2009(لمزروع وال��ي العلاقات التطور�ة ب�ن جينومات أنواع مختلفة من القمح ا. 12الش�ل 
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  .ا��بوب إست�ناس. 13الش�ل 

المعروفة باسم ) فلسط�ن، �ردن، تركيا، سور�ا، إيران، العراق(الداكن ع�� ا��ر�طة تب�ن منطقة الشرق �د�ى  بالأخضر المنطقة المظللة 

. )T. DIoccum( emmerقمح ، )einkorn  )T. monococcum حيث تم ان�شال أقدم البقايا �ثر�ة من الشع��،  قمح'' ال�لال ا��ص�ب''

التنوع الطبي�� للأقارب ال��ية �� المنطقة و المؤشرات ا��ز��ية ومعلومات �سلسل ا��مض النووي تدعم �ون منطقة ال�لال ا��ص�ب 

  .(Feuillet et al., 2008) سنة �10.000 ، وم�د الزراعة منذ حوا�''Triticeae''ا��بوب  لاست�ناسالموقع �ص�� �� وأطراف�ا الشمالية 
 

قضايا البحث ال�� أثارت الكث�� من ا��دل �� القرن الما���، من  واحدةللقمح  ا��غرا���عد تحديد �صل 

            �ثر�ةع�� الكث�� من المعطيات  بالاعتماد). Valdeyron, 1961(وقد طرحت ��ذا الصدد العديد من الفرضيات 

الشرق �وسط، : ، ألا و��تب�ن أن �ناك ثلاثة مراكز محتملة ل�شوء القمح  ’’phyllogenetics’‘التطور�ة /و ال�شوئية

   .)13الش�ل ( )MacKay, 2005( الشرق �د�ى وشمال أفر�قيا

من المناطق ا��افة و الساخنة من الشرق  شاسعة�� الوقت الرا�ن �غطى زراعة القمح الصلب رقعة 

   . )14و الش�ل  4ا��دول ( المتوسطالبحر �بيض  و  �قيا و أورو�ا�وسط، وشمال أفر 

 ).14الش�ل (مم  300 �� ا��زائر، تتم زراعة القمح أساسا �� الشمال و المناطق ال�� يتجاوز ف��ا ال�ساقط

ادات الوسط العديد من إج� تم�� بان�شار يأنھ من �ذا المجال ملائم �س�يا لتطور �ذا النوع من الزراعة ع�� الرغم 

  .)Smadhi & Zella, 2012( المم��ة لمناخ البحر �بيض المتوسط المرتفعةدرجات ا��رارة  مثل ا��فاف و

عت�� المصدر �إذ ). Ruel, 2006(الغذاء الرئ���� للإ�سان  القمح بمختلف أنواعھ لازالو  منذ فجر التار�خ �ان

 �حتياجاتمن %  95 �غطي أوتوفر حاصيل ال�� المو �و من أ�م  ،)Gillies et al., 2012( %) 20( لل��وت�ن الرئ�س

  . لتغذية ا��يوانات و �ستعمالات الصناعية المتعددة مصدر ممتاز  بالإضافة إ�� �ون القمح ،الغذائية لل�شر 

 663ا�� حو ) بأنواعھ المختلفة(، إذ يبلغ �نتاج العال�� للقمح )و �رز  �عد الذرة(أ�م محصول  ثالثالقمح �و 

مليون  200 تز�د عنع�� مساحة تتم زراعتھ . )/http://faostat.fao.org/;http://www.igc.int(مليون طن سنو�ا 

http://faostat.fao.org
http://www.igc.int/
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%  70 حوا�� تقع و، المساحة�ذه من %  8يحتل القمح الصلب حوا�� ). International Grains Council, 2002(�كتار 

  . )Habash et al., 2009(م��ا تحت ظروف البحر �بيض المتوسط 

  

  
أورو�ا و الشرق �وسط شمال إفر�قيا،  ،حوض البحر �بيض المتوسطع��  ة القمحزراع ن�شار إ. 14الش�ل 

)Charmet, 2011(  
  

اي��ا العلو�ة القليل من و يبدو �� �� قحدب، يز���ا أخدود عمي، قليلة أو كث��ة التبيضاو�ة الش�ل بذرة القمح

تختلف حبوب القمح �� أ��ام�ا و أش�ال�ا و . ا��ن�ن �ستقر ب�نما ت�ون ا���ة السفلية أك�� تفلطحا أين الشعر، 

 3.5و  2.5ب�ن  ما �امم، سمك 4و  2ملم، عرض�ا ما ب�ن  8و  3ي��اوح طول البذرة ما ب�ن  .باختلاف �صنافألوا��ا 

 ).Feillet, 2000(ملغ  50و  20ب�ن في��اوح ما  از��و أما مم، 

) germ( ا��ن�ن، %  17–13 من )bran(ثلاثة أقسام، حيث تمثل النخالة  من) 15 الش�ل(تت�ون حبات القمح 

ال��وت�نات ، %) 75–60(الم�ونات الرئ�سية للسو�داء �� ال�شا %.  84–81من  )endosperm(السو�داء  ، و% 3–2

  %).  2–1.5(، والد�ون %) 10~(اء ، الم%) 20–6(

       ال�� �ش�ل بروت�نات التخز�ن ا��اصة بالسو�داء  اتالغلوت�نترجع خصائص القمح غ�� العادية إ�� وجود 

غ�� القابلة للذو�ان �� الكحول '' gliadins''، ال��وت�نات القابلة للذو�ان �� الكحول أو اثن�ن  و ال�� تتألف من قسم�ن

يحتوي �ل جزء من حبة القمح ع�� مواد ذات فاعلية ) glutenins''  )Osborn, 1907; Barak et al., 2015''أو

بيولوجية، و ل�ا تأث��ات بالغة ��مية ع�� ��ة ��سان خصوصا ما �علق بأمراض القولون و ال�ول�ست��ول 

  ).Balyan et al., 2013)  (16الش�ل (
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  مختلف أقسام بذرة القمح. 15الش�ل 

)http://www.fooducate.com/blog/wp-content/media/wheat-kernel.jpg( 

  

http://www.fooducate.com/blog/wp-content/media/wheat-kernel.jpg
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  )Balyan et al., 2013() ورا�ينمط  150صمم �ذا الش�ل بالاعتماد ع�� دراسات أجر�ت ع�� أك�� من (الموضع، الدور و الفوائد ال��ية لمختلف مكونات بذور القمح .  61الش�ل 
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  وحةاستجابة القمح للمل .2- 2

            ، )Maas & Poss, 1989(ا��ساسة إ�� متوسطة المقاومة للملوحة الزراعية �عد القمح من النباتات 

�عرضھ ، بالإضافة إ�� درجة و مدة )5ا��دول (و أصنافھ و مراحل نموه  )أنماطھ( و يختلف ذلك باختلاف ضرو�ھ

الصلب أك�� تحسسا للملوحة من القمح الل�ن، و ذلك  و �عت�� القمح  ).Chauhan et al., 2008(لإج�اد المل�� ل

 ). 6ا��دول (الذي يبدوا أنھ يحتوى ع�� الكث�� من ا��ينات المتدخلة �� مقاومة الملوحة   Dلغياب ا��ينوم 

 بخاصة و) Iqbal et al., 1999(المختلفة بدرجات متفاوتة  وفق مراحل نموه�ستجيب القمح لملوحة الوسط 

 ,.Williams et al(�خ��ة  وحة من المراحللللمأك��  حساسةللنمو  ات، حيث ت�ون المراحل �و���� مرحلة �نب

ضياع جزء كب�� من �نتاج ��  يؤدي ارتفاع مستوى �ملاح �� وسط النمو �� المراحل �و��، إ�� كما). 1998

  ).Iqbal et al., 1999(المراحل �خ��ة 

 ,Mahdid et al., 2011(ا���ـد الما�ي للأوراق، �نتفاخ ا��لوي  ع�� خفضأيضا، �عمل �ج�ـاد المل�� 

Borrelli et al., 2011(  طردياً مع درجة ملوحة الوسـط  ي�ناسب�ش�ل   معدل إنبات البذور و)Almanssouri et al., 

2001 ; Fercha & Gherroucha, 2014 ; Waall & Jeschlike,1999(ع�� نمو الفارع من  ، كذلك تؤثر الملوحة سلبا

عدد العقد كما أن . )Munns & Rawson, 1999(ا��لو�ة للمرس�يمات القمية  �ستطالةو  �نقسامخلال خفض 

             )  Alam & Azmi,1990(الملوحة  و طول النبات و عدد ا��لف الناتجة عند الن�� تنخفض مع تزايد معدل

  ).Iqbal et al.,1999(القش و ا��بوب  و بال��ايد المفرط للملوحة ينخفض مردود

مع اختلافات ) Termaat et al.,1986(المتحملة  �ستجيب القمح للملوحة كغ��ه من المحاصيل الزراعية

طفيفة، حيث يقوم بالتعديل �سموزي من خلال مراكمة �ملاح و �عض المواد العضو�ة خاصة ال��ول�ن 

   .)Fercha & Gherroucha, 2014 ; Fercha et al., 2011 ; Fercha, 2011(والسكر�ات 

  

  

  
  عدد المقالات ال�� �شرت �� ا��مس سنوات الماضية و ال�� ا�تمت باستجابة نبات القمح للملوحة . 17ش�ل 

 .01/11/2014أجري البحث يوم )  Google scholar( أنجز بالإعتماد ع�� قاعدة 
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  النمو �� القمح أعضاءو  �ر لملوحة ع�� مختلف مظاالسل�� لتأث�� ال. 5 جدول 
Growth stage Organ/Tissue/process References 

Germination/ 

seedling growth  

Embryo, radicle, coleoptile, seed 

reserves, etc. 

El Malki et al. (2007); Fercha & Gherroucha (2014); Gholamin & 

Khayatnezhad (2013); Sharifi et al. (2014); Sourour et al. (2014); Zhou 

et al. (2010); Qiao et al. (2013); Akbarimoghaddam et al. (2011); Sun et 

al. (2004); Fábián et al. (2011); Kahrizi & Sedghi (2013); Kashem et al. 

(2000); Soltani et al. (2006) 

Adult growth Shoot (meristem, nodes, 

internodes, ramification, 

elongation, etc.) 

Ahmad et al. (2014); Aldesuquy et al. (2013); El Malki et al.(2007); 

Fercha & Gherroucha (2014); Kahrizi et al. (2013); Mojid et al.(2014) ; 

Rao et al. (2013); Sharifi et al. (2014); Sourour et al. (2014); Qiao et al. 

(2013); Akbarimoghaddam et al. (2011)  

 Leaf (number, surface, elongation, 

etc.) 

Aldesuquy et al. (2014); Arif & Tomos (1993); Caruso et al. (2008); 

Harvey & Thorpe (1986); Hu & Schmidhalter (2007); Hu et al.(2005); 

Iqbal (2003a); Iqbal (2003b); Iqbal (2005); James et al. (2002); Mguis et 

al. (2013); Semenova et al. (2014) 

 Root (meristem, ramification, 

elongation, etc.) 

Cuin et al. (2011); Kara & Kara (2010); Pahlavan-Rad et al. (2010); Shafi 

et al. (2010); Tahira et al. (2006) 

Reproduction Grain yield, spike, flour quality, 

etc.) 

El Malki et al. (2007); Kahrizi et al. (2013); Grieve et al. (1992); Sipos et 

al. (2014); Toyosaki & Sakane (2013); Houshmand et al. (2014); Katerji 

et al. (2005) 

 
  .)التفاصيل �� النص(ح ضاء النمو �� القمأعو  تأث�� الملوحة ع�� مختلف مظا�ر م��ص عن �بحاث ال�� ا�تمت بدراسة 

  .01/11/2014أجري البحث يوم )  Google scholar( أنجز بالإعتماد ع�� قاعدة 
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 المتدخلة �� مقاومة القمح للملوحة  �عض ا��ينات .6جدول 
Gene Mean function Response/effect Reference 
2 GPX  Chloroplastic anti-oxidative 

system 

improve salt and H2O2 tolerances in Arabidopsis Zhai et al. (2013) 

LEA Stress proteins/defense induced by salinity Bhagi et al. (2013) 

PI4K Signal transduction confers tolerance to drought and salt in Arabidopsis Liu et al. (2013) 

TaACO1 Aminocyclopropane-1-

carboxylate oxidase, involved in 

ethylene synthesis using ascorbate  

negatively regulates salinity stress in Arabidopsis thaliana Chen et al. (2014) 

TaCIPK29 Signal transduction confers salt stress tolerance in transgenic tobacco Deng et al. (2013) 

TaERF3 Ethylene response factor  promotes tolerance to salt and drought stresses in wheat Rong et al. (2014) 

TaHPS α‐amylase inhibitor improves the salt and drought tolerance of transgenic 

Arabidopsis 

Xiao et al. (2013) 

TaMYB19 R2R3 type of MYB transcription 

factor 

enhanced abiotic stresses in Arabidopsis Zhang et al. (2014) 

TaNHX3 Vacuolar Na+/H+-antiporter enhances salt stress tolerance in tobacco Lu et al. (2014) 

TaRUB1 Ubiquitination improves the salt and drought tolerance of transgenic 

Arabidopsis 

Zhang et al. (2013) 

TaSIP Transcription factor enhance drought and salt tolerance in transgenic 

Arabidopsis and rice 

Du et al. (2013) 

TaSK5 Signal transduction confers salt and drought tolerance in transgenic Arabidopsis Christov et al. (2014) 

TaSOS1 Ion transporter increased in salt tolerant cultivars Ramezani et al. (2013) 

TaSOS4 Ion transporter increased in salt tolerant cultivars Ramezani et al. (2013) 

TaSRHP Transcription factor contributes to enhanced resistance to salt stress in 

Arabidopsis thaliana 

Hou et al. (2013) 

TaSRK2C1 Signal transduction increases tolerance to dehydration, salt, and low 

temperature in transgenic tobacco 

Du et al. (2013) 

TaSTG Salt tolerance gene induced by salinity Wang et al. (2013) 

Ta-UnP Unknown function enhances salt tolerance in transgenic Arabidopsis and rice Liang et al. (2014) 

TdERF1  Ethylene response factor  potentially involved in salt-stress responses.  Makhloufi et al. (2014) 

TdSOS1 Na+/H+- antiporter  confers high salt tolerance to transgenic Arabidopsis Feki et al. (2014) 

V-ATPase  Vacuolar H+-pump  induces salt tolerance in Arabidopsis thaliana He et al. (2014) 

VP Vacuolar H+-pyrophosphatase improves the salt and drought tolerance of transgenic 

tobacco 

Li et al. (2014) 

  .Google scholarبالاعتماد ع�� قاعدة بيانات ) 2013/2014(م��ص لأحدث الدراسات 
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 و الملوحة  إنبات البذور  .3

�� علم النبات، �� وسيلة ت�اثر النباتات البذر�ة وان�شار�ا، بالإضافة ل�و��ا مخزنًا ) حبة أو نواة(البذرة 

�عرف البذرة ع�� أ��ا نبات جني�� . مبيض الز�رة�� عبارة عن بو�ضة مخصبة ت�ونت من  و للطاقة و الغذاء، 

)Embryon (تت�ون البذرة من جن�ن يحاط �غلاف �س�� قصرة . قتمؤ  صغ�� �� حالة س�ون أو سبات) أنظر

، و من كمية من المدخرات الغذائية ال�� ت�ون مخ��نة �� �عض أجزاء ا��ن�ن، أو منفصلة عنھ �� )18الش�ل 

، توصف البذرة �� ا��الة �و�� بأ��ا لا ) �Endospermندوسب��م(ذرة �سيج خاص �س�� سو�داء الب

يتم اخ��ان المواد الغذائية �� البذرة اللاإندوسب��مية غالباً �� . إندوسب��مية، و�� الثانية بأ��ا إندوسب��مية

  )./http://ar.wikipedia.org/wikiبذرة(الفلقت�ن 
  

  
  ��اب�ية بذرة القمح و إنبا: 18الش�ل 

)http://www.seedbiology.de/structure.asp.(   

  

           من السعرات ا��رار�ة %  �40عت�� البذور من أ�م مصادر الغذاء للإ�سان و الماشية، إذ �غطي حوا��  

كما �ش�ل ا��بوب ا��زء �ك�� من ). Balyan et al., 2013( ل��وت�نات ال�� يحتاج�ا ��سان يومياامن  % 20 و

من %  �70ش�ل �ل من القمح، الذرة، �رز و الشع�� حوا�� ). من غذاء ��سان%  90(المادة ا��افة المس��لكة 

�ي ال�شري ان�شار ا��بوب �� النظام الغذا. المواد الغذائية و�علاف ال�� �س��لك�ا ال�شر وا��يوانات ع�� ال��ت�ب

، و�� منطقة �شمل ما �عرف )13الش�ل ( ظ�رت الزراعة إ�� الوجود �� ال�لال ا��ص�ب. حديث الم�شأ �س�يا

عاما و�� ف��ة زمنية قص��ة �س�يا �� سياق  10 000حاليا ب��كيا والعراق وفلسط�ن و�ردن، قبل ما لا يقل عن 

  .)Jones et al., 2013(الوجود ��سا�ي 

http://ar.wikipedia.org/wiki/
http://www.seedbiology.de/structure.asp
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  لبذور نبات اإ .1- 3

ال�� يقض��ا ا��ن�ن داخل البذرة ا��افة، و ح�� تن�ت البذرة و تتحول بالتدر�ج إ�� بادرة  الس�ون �عد ف��ة 

ثم إ�� نبات �امل فإ��ا تحتاج إ�� توفر عدد من الشروط الداخلية و ا��ارجية، ومن الشروط الداخلية نذكر ع�� 

العفن، ومن سمات ن�� البذرة  سلام��ا من ال�سوس وحيو�ة ا��ن�ن، ن�� البذرة و : س�يل المثال لا ا��صر

الذي يتخلق �� �عض  (Abscissic Acid) المثبطة لھ من مثل حمض ��س�سيك تخلص�ا من المواد ال�ابحة للنمو و

يضمن سباتھ ح�� تتوفر لھ الظروف المناسبة  البذور ل�ساعد ا��ن�ن ع�� البقاء �� حالة الس�ون داخل البذرة، و

ا��رارة، أو  و كث�� من البذور �عتمد إنبا��ا ع�� إزالة تلك المواد المثبطة للنمو، و�تم ذلك بواسطة الضوء و. لإنباتھ

بواسطة ا��ن�ن ذاتھ �� داخل البذرة، كما ث�ت حديثا أن  - مثل ا����يلينات –بإفراز مواد مضادة للمواد المثبطة 

 Hartmann et(سما �� �ذه العملية ايلعبان دورا ح) H2O2(و الماء فوق �كسوجي�� ) AsA(حمض �س�ور�يك 

al., 2011.(  

فتحات دقيقة �� أجسام�ا مثل ومن الشروط الداخلية أيضا، إمتصاص البذور للماء و�ك���ن عن طر�ق 

السرة و النق��، خاصة و أن �عض أنواع البذور مغطاة بطبقة خارجية صلبة قد تحول دون وصول القدر ال�ا�� 

اء و�ك���ن إ�� ا��ن�ن إلا �عد أن تمر تلك الطبقة ا��ارجية للبذرة �سلسلة من ال�شاطات الطبيعية أو من الم

و مثل �ذه البذور قد يصعب است�با��ا إلا �عد خدش غطا��ا . الكيميائية أو الميكرو�ية ال�� �ع�ن ع�� تمز�ق�ا

م لمدة °5ا للضوء أو لدرجات ا��رارة المنخفضة حوا�� �عر�ض�ا��ار��، أو غسل�ا و نقع�ا �� الماء لف��ة محددة، أو 

 ).Hartmann et al., 2011( أسابيع 6و  4ت��اوح ب�ن 

لأنھ أ�م شروط ) منخفض الملوحة(أما عن الشروط ا��ارجية فأول�ا توفر الماء بالمواصفات المناسبة 

لمنعھ �ك���ن من الوصول إ�� ا��ن�ن �� �نبات، و�القدر ال�ا�� لأن غمر البذور بالماء قد يؤدي إ�� إفساد�ا 

، وكذلك توفر القدر ال�ا�� من �ك���ن، درجات ا��رارة و�ضاءة المناس�ت�ن، )اختناق ا��ن�ن(داخل البذرة 

 ,.Hartmann et al( وذلك لأن �عض البذور ت�شط عملية إنبا��ا �� الضوء ب�نما البعض �خر يفضل الظلام

 .مع بذور القمحكما �و ا��ال ، )2011

 :التغ��ات ال�� تطرأ ع�� البذرة �� أثناء إنبا��ا .2- 3

�� الوزن الطازج ) ثلاث مراحل(يبدأ إنبات البذور ب�شرب �ذه �خ��ة للماء، و يتم�� بز�ادة ثلاثية �طوار 

  :لنحو التا��؛ و توصف المراحل الثلاث ع�� ا)19الش�ل (للبذور ت�تج عن �ختلاف �� امتصاص الماء من طور لأخر 

o تتم�� المرحلة �و�� بامتصاص أو�� سر�ع للماء. 

o  يات �يضلعمتم�� بضعف امتصاص الماء و ت�شيط ت) اس��خاء(يل��ا مرحلة �دوء 

o تتم�� �ذه المرحلة بز�ادة امتصاص الماء الذي يصاحبھ الز�ادة �� الوزن ن�يجة نمو ا��ذير. 
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  .و نمو البادرات �عاقب أحداث إنبات البذور . 19الش�ل 

يختلف الوقت اللازم ل�ل حدث من عدة ساعات إ�� عدة أسابيع، اعتمادا ع�� العوامل الوراثية ال�امنة والظروف السائدة أثناء 

  .)Bewley, 1997; Nonogaki et al., 2007( حسب. �نبات، وخاصة درجة ا��رارة وتوفر المياه

  

لمز�د من المعلومات أنظر  المراجعات (��لايا البذرة و ا��ن�ن  ا���د الما�يو �عتمد �ذه العمليات ع�� 

  ). Bewley & Black, 1993 ; Bewley, 1997; Rajjou et al., 2012 :التالية

 

  :Water Uptake by Imbibitionامتصاص الماء بال�شرب  -المرحلة �و��  

ي�تج عن ذلك ج�د ما�ي جد . ��ان�عند %) 10معدل الرطو�ة أقل من (ت�ون بذور معظم النباتات جافة 

ال�شرب �و آلية ف��يائية بحتة مرتبطة بالقوى ). MPa(ميغا�س�ال  350 -و ح�� 100 - منخفض قد يصل إ�� 

يحدث �� البذور ا��افة ع�� أغشي��ا النفوذة للماء سواء أ�انت �ذه �خ��ة حية أم ) matric forces(الب�يو�ة 

دقيقة  30إ��  10 من�� البداية، ). 19الش�ل (م ال�شرب �� خطوت�ن أث�ت�ن يت. ميتة، �� حالة س�ون أم �شاط

بطيء لأ���ة البذرة و تتم�� ب�و��ا عملية خطية  تبللت�� �ذه ا��طوة عملية . �و�� ي�ون امتصاص الماء سر�عا

   كب��ة ا���مبال�سبة للبذور ) ساعات 10ح��  5(وتدوم حوا�� ساعة بال�سبة للبذور الصغ��ة و عدة ساعات 

)Hartmann et al., 2011( القمح ةحال�� ، كما. 
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  :Lag  Phase of  Germinationمرحلة  كمون �نبات  - المرحلة الثانية 

ع�� الرغم من �ون مرحلة الكمون ف��ة تتم�� ب��اجع حاد �� أخذ البذور للماء إلا أ��ا تتم�� ب�شاط 

و . ف�� مرحلة تتم�� ب�شاط أي��� مرتفع إذ �ستعد ف��ا البذرة للإنبات ).Hartmann et al., 2011(عا��  فسيولو��

  :من ��شطة ا��لو�ة ا��اسمة �� إنبات البذور �� الظروف الطبيعية الملائمة

 )Mitochondria Maturation(ن�� ا��نيدرات  

ت�ش�ل بروت�نات  .بمجرد �ش�ل ا��سيمات الر�بوزومية �شرع البذرة �� تخليق ال��وت�ن: تخليق ال��وت�ن 

كما أن �عض ال��وت�نات ا��ديدة . جديدة �� غضون الساعات القليلة ال�� ت�� بداية ال�شرب للبذور 

 .ال�� تتخلق أثناء مرحلة الكمون �عت�� ضرور�ة لإنبات البذور 

ية ت�شط �� �ذه المرحلة إنز�مات �دم جز�ئات المدخرات الغذائ. المدخرات الغذائية للبذرة) �عبئة(أيض  

أيض . إ�� م�ونا��ا ال�سيطة ال�� �ستعمل �وقود لإنتاج الطاقة و لبنات لبناء ال��وت�ن �الأحماض �مي�ية

و ال�� �سمح بتغ�� ا���د الما�ي ) مثل السكروز(المدخرات �ساعد أيضا ع�� إنتاج المواد ال�شطة أسموز�ا 

 .ل��ن�ن استعدادا ل��وغ ا��ذير

��ا المتعلقة بإرخاء ا��در ا��لو�ة القاسية داخل أ���ة ا��ن�ن تخليق إنز�مات خاصة، خصوصا م 

)embryo ( أو �� ����ة المحيطة با��ن�ن)embryo-surrounding tissues.( 

  :  Radicle Protrusionبزوغ ا��ذير  - المرحلة الثالثة 

�عت�� بزوغ ا��ذير أول قر�نة ظا�ر�ة ع�� إنبات البذور، و يرجع الفضل �� ذلك إ�� استطالة ا��لايا بدل 

، ع�� الرغم من أن بزوغ ا��ذير �سبقھ  �شاط إنقسام )Barrôco et al., 2005; Haber et al., 1960(انقسام�ا 

ا��ذير لمراقبة مزدوجة من قوى متعاكسة  يخضع بزوغ). Hartmann et al., 2011(خلوي م��وظ �� قمة ا��ذير 

  ).20 الش�ل(�� �تجاه، ألا و�� قدرة النمو �� ا��ن�ن و المقاومة الف��يائية ال�� تبد��ا ����ة المحيطة بھ 
  

 

  
 

  

  )Hartmann et al., 2011(العوامل الداخلية المتحكمة �� بزوغ ا��ذير. 20الش�ل 
  

  

الذي ي�بط التغ��ات �� مقدرة  ABAا����لينات تحفز، عكس 
  .ا��ذير ع�� النمو

الذي ي�بط �شاط إنز�مات �ضم  ABAا����لينات تحفز، عكس 
  .ا��در ا��لو�ة لأغلفة البذرة

å لجذیرقوة النمو في خلایا ا  

ç المقاومة المیكانیكیة لأغلفة البذرة 
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  :رمو�يإنبات البذور و التوازن ال� .3- 3

تحت الظروف البي�ية غ�� الملائمة للإنبات تبقى البذور �� حالة س�ون للمحافظة ع�� قدر��ا ع�� �نبات، 

من ب�ن العوامل الكث��ة ال�� ). Miransari & Smith, 2014(ب�نما تن�ت عندما تصبح الظروف أك�� ملائمة للإنبات 

ع�� الرغم من �ون جل ). Graeber et al., 2012(بارزا �� ذلك تراقب نمو البذور، تلعب ال�رمونات النباتية دورا 

 نوع�نال�رمونات النباتية تلعب دورا �� تنظيم إنبات البذور و نمو البادرات س�تم ال��ك�� �� �ذه المراجعة ع�� 

  .)أنظر لاحقا( حمض ��س�سيك، ا����لينات: ماألا و �فقط،  نأساس�

البذرة �� تخز�ن الالمدخرات ال�� تراكمت داخل أ���ة ) ��ن(خلال �نبات، تحدث عملية �عبئة 

�ضم �ذه المدخرات يزود ا��ن�ن و من ثم البادرة بالطاقة و اللبنات . خلال ن���ا) السو�داء عند القمح(

�سا�م �� �ذه العملية العديد من ). photo-autotrophic(للنمو إ�� أن تصبح البادرة ذاتية التغذية  الضرور�ة

بات �خ��ة أن إن �ونة��  �ات�. )21الش�ل ( ا��...الليباز  و كذا ،الغلو�وسيداز، ال��وتياز: مثل �مات ال�ضمإنز 

�عمل �ول ع�� تنظيم �نبات و يقع تحت سيطرة حمض ��س�سيك،  .ن�ن مختلف�برنامجالبذور ي��افق ب�نفيذ 

يخضع لسيطرة ا����لينات ر�ما و  ABAو �و مستقل عن   ب�نما �عمل ال��نامج الثا�ي ع�� تنظيم �عبئة المدخرات

)Holdsworth et al., 2008 .(  

  

  
  .)Nonogaki, 2008( �نباتعملية �عبة مدخرات البذرة أثناء . 21الش�ل 
  أ�م ا��وادث ال�� ت�� �شرب البذرة للماء و �عبئة مدخرا��ا الغذائية -)أ(

  .�� ذلك سا�مةالممراحل تحليل ال�شاء و �نز�مات  -)ب(
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 :حمض �سكور�يك و إنبات البذور  .4- 3

، ر�ما لم تحظ مادة كيميائية )1م، أنظر المر�ع 1928(من القرن الما��� �� أواخر العشر�نات  اك�شافھمنذ 

خصائصھ المضادة للأكسدة،  باست�ناء). al. et Davies, 1991( ��تمامس�ور�يك من � أخرى بما حظي بھ حمض 

Tullio, De & Arrigoni ( ل عن وظائف حمض �س�ور�يك مطروح إ�� يومنا �ذالا زال السؤا

2010 ,al. et Herschbach ;2002( . عد�AsA  مضاد �كسدة المحب للماء �ك�� شيوعا و ان�شارا �� المملكة

مل مرافق للعديد ف�و معا ،يلعب أدوارا بالغة ��مية).  Chinoy, 1984; Gallie, 2013 ; Zhang, 2013(النباتية 

 ,Chinoy, 1984; Gallie, 2013 ; Zhang(من �نز�مات، يتدخل �� عملي�� التمثيل الضو�ي  و التنفس ا��لوي 

بما ) al. et riPasto ;1996 John, & Prescott, 2003(، كما يتدخل �� تخليق العديد من ال�رمونات النباتية )2013 ;

العديد من  اس��جاع، كما �ساعد ع�� )Arrigoni, & Tullio De 2003(�� ذلك ا����لينات و حمض ��س�سيك 

مضادات �كسدة ا��لو�ة الم�مة كعديد البب�يد جلوتاثيون و �لفا تو�وف��ول الذي يح�� �غشية ا��لو�ة 

)2011 Smirnoff,.(  

 ,Reid(العشر�ن س�ور�يك �� تنظيم نمو النباتات و إنتاجي��ا منذ بدايات القرن ت أ�مية حمض � تجل

 ,Garg & Kapoor(و قدر العديد من الباحث�ن أن �ذا ا��مض يلعب دورا �اما كمنظم لنمو النبات ). 1937

، يحفز تخليق )Garg & Kapoor, 1972(، إذ أنھ �شارك �� �ش�ل العقد ا��ذر�ة وتث�يت الني��وج�ن )1972

ARNm )Bharti & Garg, 1970( ينظم �ز�ار ،)Pbice, 1966(ونة �خ��ة . ، و ���ع ظ�ور ال��اعم ا��ان�ية� ��

 ;Davey et al., 2000(الشيخوخة  و �ز�ار يلعب دورا �اما �� تنظيم عملية التمثيل الضو�ي،  AsAتب�ن أيضا، أن 

Barth et al., 2006( م�افحة �ثار السلبية للإج�اد المل�� ع�� مختلف النباتات �الطماطم ،)Shalata & 

Neumann, 2001( القمح الل�ن،)Al-Hakimi & Hamada, 2001; Athara et al., 2008( القمح الصلب ،)Fercha 

et al., 2011 ( و الشع��)Agami, 2014( دوار الشمس ،)Khan et al., 2013 ( و الفول)Azooz et al., 2013... (ا��.  

، ت�ون )الش�ل المؤكسد -ج يتام�ن ف(س�ور�ات أ�� ح�ن تحتوى ع�� كمية قليلة �س�يا من الد��يدرو 

و الذي �شرع  �� تخليقھ بمجرد  شروع�ا ��  AsAتقر�با من  خالية، �نبات، قبل )Orthodox(  ''المحافظة''بذور ال

مع غياب إنز�مات اخ��الھ مثل �س�ور�ات  AsA، يتوافق غياب �نبات�� بداية ).  De Gara et al., 1997( �نبات

، ال�� ت�ون ع�� ثلاثة  أش�ال، و يبدأ تخليق�ا �ش�ل م��امن مع )Ascorbate peroxidase or APX( ب��وكسيداز

  ).AsA )De Tullio & Arrigoni, 2003تخليق 

جميع أ�شط��ا �يضية بما �� ذلك أيض �وك���ن   بذور القمحمجرد شروع�ا �� �نبات، �س��جع ب

ال��اكم السر�ع ل�ذه المواد السامة ي�س�ب �� حدوث ما .  ROS  ئاتجز�الذي ي�تج عنھ تخليق ا��ذور ا��رة و 

العديد من �ضرار ع�� مستوى  �ROSس�ب ا��ذور ا��رة و ). 21الش�ل " (بإج�اد �كسدة"يصط�� عليھ 

�غشية، ال��وت�نات، �حماض النوو�ة، و قد تؤذى الشتلة إ�� حد الموت إذا لم تنقذ�ا أنظم��ا الدفاعية 

 ).Ishikawa et al., 2012(ضادة للأكسدة الم
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  ''ب�ن الما��� و ا��اضر''... حمض �سكور�يك    1المربــع 
باعتباره العامل الفعال ��  م1734عرف حمض �س�ور�يك منذ عام 

    ) Scurvy(عص�� الفواكھ و ا��ضار الذي يح�� من �صابة بمرض �سكر�وط 
��يا�ي و ذلك بفضل أعمال الطب�ب و الف

، لكن )م�James Lind )1716 -1794سكتلندي 
بقية �و�تھ لغزا ��ز أمامھ العلماء لأك�� من 

  ).Chick, 1953(قرن�ن من الزمان 

  
  قصة �ك�شاف؟

 Albert von Szentأل��ت فون ز��ت جيور�� �ان عالم الكيمياء ا��يو�ة المجري 
Györgyi المقال الذي �م ب�شره حيث قام �� ال���ة �و�� من . صاحب ف�ا�ة

ليميط اللثام عن اك�شافھ ا��ديد، و المتعلق �سكر سدا��� الكر�ون مج�ول 
 سكر''للمقال �غي�� �ذا �سم الغر�ب، سماه ) الممتحن�ن(و عندما أق��ح أحد المراجع�ن . ''ignose'' ''المج�ول  السكر''الوظيفة، أطلق عليھ إسم 

حمض ''�� �سميتھ ل�ذه المادة، فقرر �سمي��ا " أك�� علميا"يھ المقال من جديد و يطلب منھ أن ي�ون ليعاد إل. ''godnose'' ''الله أعلم
 « .Since the exact constitution of the reducing substance is unknown, I propose to refer to it as a hexuronic acid» ''ال�يكسورونيك

)Szent-Gyorgyi, 1928 .(سنوات لي�ب�ن أن المادة ال�� �شفي مرض �سكر�وط  4 لم تمر إ��)Scurvy ( و ال�� اتفق ع�� �سمي��ا فيما �عد
 Ascorbic acid, AsA ou(ما �� �� ا��قيقة إلا حمض ال�يكسورونيك، لتتم �سمي��ا �� ��اية المطاف بحمض ّ�س�ور�يك '' Vit. C''بالفيتام�ن ج 

ASC (نورمن �اورث جيور��  و - بالتعاون ب�ن زنت)Svirbely and Szent Györgyi, 1932 ( م1937و يحصل �ل م��ما ع�� جائزة نو�ل سنة.  
  

عند توفر �ل الظروف الملائمة للإنبات، يؤدي �سارع التنفس إ�� تراكم المواد المؤكسدة و ي�س�ب ��  ح��

ادة مضادة للأكسدة خصوصا �� باعتباره م �AsAضرار بالشتلة، و من �نا ت��ز أ�مية التخليق السر�ع لـ 

�� البذور ) تنفس الصيانة(تز�د الشدة التنفسية ). De Tullio & Arrigoni, 2003(من �نبات  �و��الساعات 

     ، )ال��ودة ا�� ا��فاف، �الملوحة،(المن�شة أو الشتلات عند �عرض�ا إ�� أي نوع من إج�ادات الوسط اللاحيوي 

 التأث��اتبالإضافة إ��  ROSو تضعف أنظم��ا الدفاعية ضد  �ROSا وت��ة تخليق و ن�يجة لذلك ت�سارع لد�

  .الوسط إج�اداتالنوعية المتعلقة ب�ل نوع من 

�� التنظيم ال�رمو�ي  ROSحمض �س�ور�يك ع�� غرار جز�ئات  مسا�مةإ��  حديثةأشارت دراسات 

��  يتدخل AsAإ�� أن  .Ye et al)2012(حيث أشار ). 21ل الش�) (Lee et al., 2010; Ye et al., 2012(لإنبات البذور 

 ascorbateإ�� أن إنز�م   .Chen et al)2014(أشار  كما. ع�� إنبات البذور   GAsو  ABAتنظيم التأث�� المتعاكس لـ 

peroxidase 6 (APX6)  يح�� بذور �ر�يدو�س�س من إج�اد �كسدة و يتوسط التفاعل ب�ن جز�ئاتROS ،ABA 

  .�وكس�ن �� تنظيم �نباتو 

إنتاجية �� تحد من بالتا ، و )Hameed et al., 2008(تحد من نمو الشتلات أو ، )Al-Karaki, 2001(إنبات البذور 

�عد . حاسمة لإ�شاء الشتلات، نمو�ا و قو��ا مرحلةإنبات البذور �� ).  ; 2001Paulsen, 1987فرشة، ( القمح

لإج�ادات البي�ية، وذلك �س�ب �عرض البذور، ال�� ت�ون بالقرب من من أك�� المراحل تحسسا  �نبات مرحلة

3- 5. آثار �ج�اد المل�� ع�� �نبات وإ�شاء الشتلات: 

يمكن للملوحة أن تؤثر سلبا ع�� جل مظا�ر النمو �� القمح (ا��داول 5 و 7)، إذ يمك��ا أن تؤخر أو تمنع 
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يمكن للإج�اد المل�� أن �س�ب إج�ادا أيونيا من ). Hamdy, 1999(، إ�� ب�ئة ديناميكية أو كث��ة التغ�� السطح

و منھ فإن معدلات �نبات تنخفض مع ز�ادة ترك�� �لور�د . خلال تراكم �يونات السامة �� أ���ة ا��ن�ن

  ). Almansouri et al., 2001 ; Fercha et al., 2014(الصوديوم 
  

  
                      �� تنظيم سكون  GAو  H2O2 ،NO ،ABAت المحتملة ب�ن نموذج مق��ح لتفس�� التداخلا . 22الش�ل 

. و إنبات البذور �� الظروف العادية أو المج�دة م��يا قبل أو �عد المعاملة بواسطة حمض �سكور�يك
  ).Liu et al., 2010مقت�س عن (

كما �عمل أيضا ع��  NOع��  ت�شيط تخليق  ABAمن �دم  H2O2يز�د . NOو  ��H2O2 الظروف غ�� المج�دة، يؤدي ترطيب البذور إ�� ارتفاع محتوا�ا من 

، لذا فإن التوازن بي��ما يراقب س�ون و إنبات البذور �� الظروف المج�دة م��يا، تزداد GAع�� تث�يط تخليق  �ABAعمل ال��ك�� المرتفع لـ . GAت�شيط تخليق 

إ�� ارتفاع محتوى  بالإضافة. مما ي�س�ب �� موت ا��لايا AsAتراجع ال�شاط المضاد للأكسدة المعتمد ع��  تخليق�ا و كذا ازديادن�يجة  NOو  H2O2معدلات 

أو �عكس التأث��ات الناتجة  �خ�� عند المعاملة بحمض �س�ور�يك، يقلل �ذا . البذور للماء مما يمنع إنبات البذور  امتصاصن�يجة ضعف  ABAالبذور من 

 . �مور إ�� نصا��ا مما �ساعد البذور ع�� �نباتعن الملوحة مما �عيد 
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، يمنع )Osmotic stress( أسموزي ج�د و النمو إما عن طر�ق خلق يمكن للملوحة أن تؤثر ع�� �نبات

          ال�� ت��اكم �� أ���ة  )+Naخصوصا ( لأيوناتلا��ن�ن من امتصاص المياه أو عن طر�ق �ثار السامة 

                ، �عد الكشف عن البذور ال�� تحمل الملوحة لدراسةجيد  كنموذج باعتبار�ا). Atak et al., 2006(ا��ن�ن 

                           تبدي مقاومة مرتفعة من �مور ال�� س�ساعد ع�� تطو�ر أصناف جديدة ذات مقاومة عالية 

  ). Eskandari & Kazemi, 2011(للملوحة 

ض المحاصيل الشتو�ة مثل القمح للإج�اد المل�� أك�� من غ���ا، نظرا ل�ون ال��بة قد عند البذر، تتعر 

الصيف ف��اجر فصل  ن�يجة ارتفاع معدل التبخر  خلال تحتوي ع�� �سب عالية من �ملاح  �� �ذه الف��ة و ذلك

ول ع�� إنتاج ل��ص). 1، الش�ل Maghsoudi-Moudi & Maghsoudi, 2008(بذلك �ملاح إ�� سطح �رض 

من خلال طبقة الم�� و سرعة مر��� �� الظروف الم��ية، يجب أن تن�ت البذور و يجب ع�� الشتلات أن تمر بقوة 

�� ظل �ذه الظروف، فإن النمو القوي للشتلات �و ). Huang et al., 2003(�� ال��بة و البقاء ع�� قيد ا��ياة 

  .  الصفة ��م لضمان ��شاء ا��يد للمحاصيل

 .��Almansouri et al محاولة لف�م أي آلي�� �ج�اد المل�� �ك�� تأث��ا ع�� إنبات بذور القمح، خلص 

             و لا يمكن أن �عزى تث�يط إنبات . إ�� أن الملوحة المعتدلة �عمل فقط ع�� تأخ�� إنبات بذور القمح) 2001(

كما أن �ثار الضارة لم�� . تث�يط �عبئة المدخرات الغذائية إ��)  salt-iduced dormancyالس�ون المحدث(البذور 

للأيونات السامة، خصوصا أيونات الصوديوم  التدر����لور�د الصوديوم قد ت�ون ذات صلة بال��اكم 

)Almansouri et al., 2001 .( لاحقا أن الملوحة ت�س�ب �� تراكم المواد المؤكسدة مما قد ي�س�ب ��  ات��لكن

        أن الملوحة ت�بط إنبات البذور من  أيضا ات��. )22الش�ل ( )Zheng et al., 2009(يا و مو��ا �سمم ا��لا 

,.Hameed et al 2014  ;(خلال خفض نظام الدفاع المضاد للأكسدة خصوصا المعتمد ع�� حمض �س�ور�يك 

Hu et al., 2012 ; Garg et al., 2012.( 

  ولت تأث�� الملوحة ع�� إنبات و نمو بادرات القمحم��ص للدراسات ال�� تنا. 7ا��دول 

Stage Species References 
Seed germination Bread wheat (T. aestivum L.) Xu et al. (2011) ; Francois et al. (1986) ; Zheng et al. (2009) ; Sarin & 

Narayanan (1968) ; Xu et al. (2006) ; Lei et al. (2005); Kaya et al. (2009) 

  Durum wheat (T. durum Desf.) Fethi et al. (2013) ; Sayar et al. (2010) ; El Malki et al. (2007) ; Sourour et 

al. (2014); Mammadov (1999); Berrebbah & Réda, M. (2013) ; Fercha & 

Gherroucha (2014) 

Seedling growth Bread wheat (T. aestivum L.) Sarin & Narayanan (1968) ; Lei et al. (2005) ; Kaya et al. (2009) 

  Durum wheat (T. durum Desf.) Francois et al. (1986); Sayar et al. (2010) ; El Malki et al. (2007); Sourour 

et al. (2014) ; Berrebbah & Réda, M. (2013); Fercha & Gherroucha (2014) 
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 :البذور و تحف���اقوة  .4

ع�� الرغم من أن �ذه القدرة ع�� . خلال �نبات، ت�ون البذور قادرة ع�� التكيف مع ب�ئات جد مختلفة

بإ�شاء جيد للبادرات و لو �� ب�ئة معادية، نادرا ما تتمكن البذور من التعب�� عن قدر��ا  �سمحالتكيف 

، )درجة الن��(أن �عزى �ذا ال��ز إ�� �ختلافات الوراثية  يمكن و). Irfan, 2005(�ش�ل متجا�س ) قو��ا(ال�امنة

               لكن �ذا القصور �� �داء المتجا�س ). ا��... درجة الس�ون،( الفسيولوجية، أو )��م البذور (الف��يائية 

تتم�� بملوحة ال��بة  و نمو البادرات �� صفة غ�� مرغوب ف��ا �� الزراعة ا��ديثة، وخاصة �� الب�ئات ال��  لإنباتل

)Irfan, 2005 .(نمو البادرات  و لذلك فمن الضروري تحس�ن أداء �نبات و)تحت ظروف �ج�اد لتحقيق ) قوة

و �عتقد أن التكنولوجيات ا��يو�ة، مثل  . عوائد مقبولة و تلبية �حتياجات الغذائية لعدد م��ايد من الس�ان

  .)McDonald, 2000(بتحقيق �ذا ال�دف  ، �سمح''seed priming''تحف�� البذور 

 :قوة البذور  .1- 4

        تلك ا��صائص ال�� تحدد القدرة ع�� ال��وغ السر�ع و المتجا�س : "يمكن �عر�ف قوة البذور ع�� أ��ا

عندما ) حيو�ة(ت�ون مجموعة البذور قو�ة ). AOSA, 1983" (و إنتاج شتلات طبيعية تحت مختلف ظروف الوسط

�عت�� ). FAO, 2011(اش بصورة جيدة ح�� �� الظروف غ�� المثالية للنوع النبا�ي الذي ت�ت�� إليھ تتمكن من �نت

�� ح�ن، . �سبة �نبات مؤشرا جيدا ع�� قدرة البذور ع�� �نبات و إعطاء نبات سليم تحت الظروف العادية

قاء ع�� قيد ا��ياة �� ظل الظروف ال��وغ والب/بقدر��ا ع�� ال��وض) vigor indexتقاس بـ (تقاس قوة البذور 

الفقدان ( البذور  لعملية طو�لة من تد�ور ) و ل�ست �و��(فقدان القدرة ع�� �نبات �� ا��طوة �خ��ة . القاسية

�خرى تحدث قبل فقدان القدرة ع��  الفسيولوجية�نخفاض �� قوة البذور و التغ��ات ). التدر��� ل��يو�ة

 ). FAO, 2011(ي البذور إنباتا مقبولا لكن قو��ا ت�ون ضعيفة لذلك قد تبد. �نبات

و لذلك، فإن انتقاء البذور ع�� أساس . لا يمكن للبذور أن تمارس وظائف�ا البيولوجية إلا إذا �انت حية

لصنف ما ح�� و إن �ان مقاوم سي�ون من دون طائل إذا ) ا��...اللون، الش�ل، مثل ا���م، (التجا�س الف��يا�ي 

) graine(الفرق ب�ن بذرة . ان �نبات وقوة البذور منخفضان أو إذا لم تن�� �ذه البذور �� �نبات عند زراع��ا�

قد تن�ت و قد لا تن�ت، أما الثانية  �من وج�ة نظر زراعية، �و أن �و�) semence( ةبذر  من وج�ة نظر بيولوجية و

                البذور �و من المواصفات الفنية ال�امة للغاية  ل�ذا الس�ب فإن ارتفاع معدل إنبات. فيجب أن تن�ت

)FAO, 2011 ; McDonald, 2000.( 

 :تحف�� البذور  .2- 4

، توض�ب seed invigorationتقو�ة البذور (ع�� مدار السنوات القليلة الماضية، برزت تقنية تحف�� البذور 

إدارة إج�ادات الوسط لأ��ا تح�� النباتات من � ��اتيجية واعدة �باعتبار�ا إس) seed conditioningالبذور 
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و علاوة ع�� ذلك، توفر . )2المر�ع ( � ع�� الب�ئة و ��سانمختلف �ج�ادات ا��يو�ة و غ�� ا��يو�ة دون التأث�

 ). Goellner & Conrath, 2008(تقنية تحف�� البذور خيار ذ�ي وفعال وواق�� ��ماية النباتات بصورة فعالة  

د �كسدة م��ابطة ا ت�ون إج�ادات الوسط �ا��فاف والملوحة ودرجات ا��رارة القصوى و إج�اغالبا م

ل عِ فَّ حيان تُ المتنوعة �� كث�� من �  ج�ادات� ون�يجة لذلك، فإن �ذه . و ت�س�ب �� أضرارا مش��كة فيما بي��ا،

  ). Bajguz & Hayat, 2009( 23 و استجابات خلو�ة متماثلة  كما ي��صھ الش�لمسارات لنقل �شارات 

يمكن لتحف�� البذور ت�شيط مسارات نقل �شارة �� المراحل المبكرة من النمو كما �عمل ع�� تحر�ض 

      ومع ذلك، تبقى �ليات ا��ز��ية الدقيقة وراء �ذا التأث�� غ�� معروف �ش�ل تام، . أنظمة الدفاع لدى النبات

اكم بروت�نات إشارات تبقى خاملة إ�� أن تتعرض ا��لايا لتحف�� جديد كتعرض�ا و �عتقد بأن �ذا التأث�� مرتبط ب�� 

للإج�اد ال���ء الذي يؤدي إ�� تحف��  شديد ل�ذه ال��وت�نات فيحدث ت��يم �شارة، مما يؤدي إ�� مز�د من 

  ).Conrath et al., 2007(فعالية، سرعة و كثافة �ستجابات الدفاعية 
  

  

  

  )Bajguz & Hayat, 2009( ام لشب�ات نقل �شارة �� النبات المج�دنموذج ع. 23الش�ل 
ABA, abscisic acid; BRs, brassinosteroids; ET, ethylene; JA, jasmonic acid; SA, salicylic acid.  
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  لمــــــــــــحــــــــــــــــة تار�خيـــــــــــــــــــــــة.... تحف�� البذور    2المربــع 
حف�� البذور تقنية قديمة �عود بدايا��ا إ�� القرن الرا�ع قبل الميلاد، عندما لاحظ الفيلسوف اليونا�ي ت

، 1600و �� عام . أن بذور ا��يار المنقوعة �� الماء تن�ت �سرعة أك�� من نظ��ا��ا غ�� المنقوعة Theophrastusus1 ثيوفراست

أ�مية نقع بذور القمح أو الشع�� لمدة يوم�ن �� الماء ثم التجفيف �� الظل   Olivier de Serres الفر����وصف عالم الزراعة 

خطر التعرض للأ�ل "، كما أشار إ�� أن البذور المنقوعة تظ�ر �سرعة أك��، فتتجنب بذلك ''ا��يار الذ�ي''قبل بذر�ا و سما�ا بـ

إ�� احتمالية حدوث تحر�ض أسموزي  2دارو�ن �شارلز ، لمَّح 1855و �� سنة ). Taylor et al., 1998" (من قبل �وام �رض

دارون ، ع�� اثر تجر�ة أجرا�ا لإظ�ار إم�انية انتقال البذور ع�� مياه البحر �وسيلة لتفس�� التوز�ع ا��غرا�� للأنواع النباتية، حيث لاحظ )Allan, 1977(للبذور 

ة و الباردة لف��ة طو�لة فحسب بل أبدى �عض�ا، كبذور ا��رج�� و ا��س، سرعة عالية �� أن البذور المنقوعة �� مياه البحر لم تتحمل البقاء �� المياه الما��

�� نفس الوقت، لوحظ أن تجفيف البذور �عد نقع�ا �سرع من . تحسن �� إنبات بذور الطماطم المنقوعة �� محلول مغذي   Ells ، لاحظ1963و �� عام . �نبات

باستعمال مادة البو��  .Heydecker et alقام  1973و �� سنة ). Hanson, 1973('' بالتجفيف ال�شر�ي''أصط�� ع�� �سميتھ و�ذا ما ). May et al., 1962(إنبا��ا 

  ).Heydecker et al., 1975(�� مجال صناعة البذور '' seed priming''بتقنية  ��تماملتحف�� البذور، و منذ ذلك ا���ن بدأ  PEGإثيل�ن غلي�ول 

       

تلميذ أرسطو، تناول الكث�� من مظا�ر نمو النباتات بالدراسة و التحليل �� ) م.ق 372–287(ثيوفراست، فيلسوف يونا�ي  ·

 .، ف�و بذلك �عت�� مؤسس علم النبات و علم البذور )De Causis Plantarum و  Historia de Plantis(كتابيھ 

 :�رة تحف�� البذور عن غ�� قصد �� عدد من مقالاتھ، م��الظا) م1882-1809(تطرق �شارلز دارو�ن  ·

· Darwin CR. 1855. Vitality of seeds. Gardeners’ Chronicle and Agricultural Gazette 46, 758. 

· Darwin CR. 1855. Effect of salt-water on the germination of seeds. Gardeners’ Chronicle and Agricultural Gazette 

47, 773. 

· Darwin CR. 1855. Does sea-water kill seeds? Gardeners’ Chronicle and Agricultural Gazette 15 and 21, 242 and 

356–357. 

  

  :لتفس�� تأث�� التحف�� ع�� قوة البذور و سرعة إنبا��ا اق��حت العديد من الفرضيات

v   ،تفعيل و إعادة تخليق �عض �نز�مات و ر�ما أيضا  ���ع تحف�� البذور ع�� �عبئة المدخرات الغذائية

 ).RNA )Nascimento & West, 1998و   DNAتخليق �حماض النوو�ة 

v  تحف�� البذور �ساعد ع�� إصلاح �عض �ضرار الناجمة عن إ���اء البذور و�ذا يؤدي إ�� �عز�ز قوة البذور

 ). Arif et al., 2008(المحفزة 

v  ر من ف��ة �س��خاء تقلل عملية تحف�� البذو)lag phase ( خلال إنبات البذور ال���ء الذي ���ل عمليات

 ). Bray et al., 1989(و منھ �نبات   DNAاست�ساخ  

مما سبق تت�� أ�مية تصميم طرق تحف�� البذور �ش�ل ي�ناسب مع �ل نوع نبا�ي و ذلك لمساعد��ا ع�� 

  .)8ا��دول (مجا��ة مختلف تحديات الوسط البي�� 
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يتم ). 25و  24ل اش�� (�سمح تحف�� البذور بحدوث العمليات �و�� من �نبات دون السماح ل��ذير بالظ�ور  

عملية التحف��، تجفف البذور  اكتمالعند . ا���د الما�ي للوسط أو منع ظ�ور ا��ذير من خلال التحكم �� الوقت 

�ل . تقنيات مختلفة للسيطرة ع�� �شرب البذور للماء �ستخدم و. إ�� حالتھ �و�� ةالرطو�من ح�� يصل محتواه 

ميجا  2.0 –و  1.0 –ج�د الما�ي عادة ما ي�ون ما ب�ن ) أ( بمع���ذه المعاملات توفر الظروف المناسبة للتحف��، 

ا��صول ع�� بذور يمكن تخز���ا ) ج(درجة مئو�ة، و  25و  15درجة حرارة ب�ن ) ب(، )بار 20 –إ��  10 –(باس�ال 

 ).Bruggink, 2005) (�نعو بأس 2يوما، ولكن عادة أقل من  20 تصل إ��(أمان لف��ات طو�لة ب

 ):8ا��دول (�ناك عدة تقنيات �ستعمل حاليا لتحف�� البذور نذكر م��ا ع�� س�يل المثال لا ا��صر 

 ).PEG(نقع البذور �� محاليل أسموز�ة : Osmoprimingالتحف�� �سموزي  .  1

  .ترطيب البذور بالماء �� حوض: Hydroprimingا�ي التحف�� الم. 3

 يتم باستعمال ال�رمونات النباتية الطبيعية أو �صطناعية: Hormone-primingالتحف�� ال�رمو�ي . 4

  .باستخدام �ملاح مثل م�� �لور�د الصوديوم ب��ك��ات مدروسة: Haloprimingالتحف�� المل�� . 5
  

  :جمة عن تحف�� البذور التغ��ات البيوكيميائية النا .3- 4

وجد أنھ فع�� س�يل المثال . عملية تحف�� البذور العديد من التغ��ات البيوكيميائية و ا��ز��ية تصاحب

لآليات البيوكيميائية للصيانة لت�شيط  كما يحدث). DNA )Bray et al., 1995طفيف �� تخليق  ارتفاع يحدث

         ) Bewley & Black, 1994(ق �حماض النوو�ة و ال��وت�نات ع العمليات �يضية من خلال تخلي�سر �ا��لو�ة، 

 Chiu et al., 2006; Chen & Arora, 2011; Bailly  (أيضا من خلال تحس�ن نظام الدفاع  المضاد للأكسدة ر�ما و 

et al., 2000 ; Amooaghaie, 2013.(  

��  ال��وت�نات، �شرع البذور �� تخليق باعتبار�ا شرط أسا��� للإنبات و  ،بال�سبة لتخليق ال��وت�نات

عند �ذه المرحلة، �عمل التحف�� �سموزي ع�� ). Cheung et al., 1979(�شر��ا للماء  �عدغضون بضع دقائق 

 ،مقارنة بالبذور المنقوعة �� الماء لنفس الوقتبھ وقف عملية تخليق ال��وت�ن �� ا��ن�ن و ����ة المحيطة 

يدعم ذلك . ةمقارنة بالشا�د البذور المحفزة نباتلإ التخليق ال��وتي�� �� المراحل اللاحقة  وت��ة �عد ذلكل��تفع 

من إنبات بذور الفلفل المحفزة ت�ون تقر�با نفس  إ�� أن كمية ال��وت�نات المخلقة �عد يوم�نأشارت أبحاث سابقة 

��  ترك�� بروت�نات الد�يدر�ن ارتفاعحظ لو  كما). Bray, 1995(أيام  4الكمية ال�� تخلق�ا البذور غ�� المحفزة �عد 

عند  أيضا�ذه الز�ادة لوحظت . ),.Chen et al 2011( �عد التحف�� �سموزي) Spinacia oleracea L(السبانخ 

و التجفيف، مما يو�� بأن التحف�� يمكن أن يلعب دورا إيجابيا �� أال��ودة الوسط ��عر�ض البذور للإج�اد 

 . �ادتحمل النباتات للإج
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مختلف طرق تحف�� البذور المعتمدة لتطو�ر تحمل مختلف النباتات للملوحة .8  ا��دول   
Plant species Priming method References 
Ajowan (Carum copticum) Priming with chitosan Mahdavi & Rahimi, (2013). 
Alfaalfa (Medicago sativa L.) Osmopriming (mannitol), hydropriming, Hormone-priming (brassinolide) Amooaghaie, (2011); Zhang et al. (2007) 
Barely (Hordeum vulgar L.) Halo-priming; On-farm priming Anwar et al. (2013); Rashid et al., (2006). 
Basil (Ocimum basilicum L) Hydro-priming,  halo-priming Farahani & Maroufi, (2011); Ghanbari et al., (2013). 
Broad bean (Vicia faba L.).  Vitamine-priming (ascorbic acid and nicotinamide) Azooz et al. (2013). 
Bromus (Bromus tectorum L) Osmopriming (PEG) Tavili et al. (2011). 
Canola (Brassica napus L.) Halo-priming  and priming with KNO3  Abdollahi & Jafari, (2012). 
Chickpea (Cicer arietinum L.) priming with zinc sulfate Seyedi et al. (2012). 
Coriander (Coriandrum sativum L.) Halo-priming Aymen & Cherif, (2013). 
Cotton (Gossypium hirsutum L.) Hydro-priming and priming with KNO3 Nazir, (2014); Ahmadvand et al. (2012). 
Cumin (Nigella sativa L.) Hormone-priming (SA) and priming with KNO3  Ahmadpour & Balouchi, (2013). 
Faba bean (Vicia faba minor) Hormone-priming (salicylic acid) Azooz, (2009). 
Fennel (Foeniculum vulgare) Hormone-priming (SA) Farahbakhsh, (2012). 
Lentil (Lens culinaris L.) Hydro-priming and priming with KNO3 Eskandari & Alizadeh-Amraie, (2014). 
Lettuce (Lactuca sativa L.) Hydro-priming+ priming with KNO3  and  Hormone-priming (GA3) Mahmoudi, et al. (2012) 
Maize (Zea mays L.) Halo-priming; priming with KNO3; Hormone-priming (24-epibrassinolide or SA); Seed priming, chemical priming (CuSO4  

ZnSO4), on-farm seed priming 
Yohannes & Abraha, (2013); Saed-Moocheshi et al. (2014); Zhang, (2012); Du et al. (2012); 
Ashraf & Rauf, (2001); Murungu et al. (2003); Finch-Savage et al. (2004); Foti et al. (2008); 
Janmohammadi et al. (2008) 

Melon (Cucumis melo L) Halo-priming Sivritepe et al. (2003, 2005). 
Millet (Panicum miliaceum L) Hydro-priming and KNO3 Eskandari & Alizadeh-Amraie, (2014). 
Mung bean (Vigna radiata L.) Hormone-priming (SA) and priming with KNO3; Halo-priming Entesariet al. (2012); Rashid et al. (2004); Saha et al. (2010). 
Mustard (Brassica juncea L.) Hydropriming, Halo-priming, Hormone-priming (ABA) Srivastava et al. (2010). 
Pepper (Capsicum annuum L) Hydro-priming and Haloprimine; Hormone-priming (ABA) Smith & Cobb, (1991); Yadav et al. (2011). 
Pumpkin (Cucurbita pepovar. styriaca) Vitamine-priming (AsA) Fazlali et al. (2013). 
Safflower (Carthamus tinctorius) Halo-priming Elouaer & Hannachi, (2012). 
Salicornia utahensis Hormone--priming Gul & Khan, (2003). 
Smooth vetch (Vicia dasycarpa L.) Hormone-priming (SA)  Namdari & Baghbani, (2013). 
Sorghum bicolor (L.) Osmopriming (PEG), Halo-priming (NaCl) and Hormone-priming (SA) Haghighat et al. (2012). 
Sugarcane (Saccharum arundinaceum) Halo-priming (NaCl) Patade et al. (2009). 
Sunflower (Helianthus annuus,L) Hormone-priming (IAA, GA3,cytokinin(6-BA)); Arginine-Priming; Sodium Nitroprusside ; Hydro-, osmopriming (KNO3) Yan et al. (2012); Nejadalimorad et al. (2014); Kaya et al. (2006). 
Tomato (Lycopersicon esculentum L.) Halo-priming (NaCl), KNO3 Heydecker et al. (1973) ; Ozbingol et al. (1998), Nawaz et al. (2011). 
Wheat (Triticum aestivum L.) Halo-priming, Hormone-priming (GA3, KIN, BAP) and Hydro-priming. Mohammadi & Mozafari, (2012); Murtaza & Ghafoor, (2012); Iqbal & Ashraf, (2006). 
Wheat (Triticum durum Desf.) Vitamine-priming Fercha et al. (2013; 2014). 
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  نبات و تحف�� البذور � رسم توضي�� لمراحل . 24الش�ل 
)http://www.seedbiology.de/structure.asp.(  

 

 

 

  .)Hartmann et al., 2011( مراحل �نبات و علاق��ا بامتصاص الماء لوصف التغ��ات ا��اصلة أثناء تحف�� البذور . 25 الش�ل
يتم تجفيف البذور المحفزة إ�� أن يق��ب وز��ا من الوزن �بتدا�ي و ذلك قبل أن ). �نتظار( �س��خاءدة تحف�� البذور يطيل م

  . تتمكن البذور من إخراج ا��ذير
 

http://www.seedbiology.de/structure.asp
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  :حمض �سكور�يك و تحف�� البذور   .4- 4

 لة لك��اال�� تفرض�ا الب�ئة، ت��أ النباتات إ�� �ستعانة �عدة أنظمة دفاع  فعا القاسيةلمجا��ة الظروف 

�عا�ي النبات من ) إج�ادات أولية(فعندما يتعرض النبات لإج�ادات الوسط المختلفة .  غ�� مف�ومة ��د �ن تبقى

، ن�يجة اختلال �� التوازن القائم ب�ن مس�بات ROS جز�ئات ينجم عن تراكم) إج�اد ثانوي (إج�اد �� �كسدة 

للتغلب ع�� �ذا �ج�اد تقوم النباتات بتعز�ز . )Zhu, 2001، 27و  26  لاش�� (�كسدة و مضادات �كسدة 

ت العديد من قَ بالفعل، وثَّ . يمكن تحقيقھ أيضا من خلال تحف�� البذور  و �و ماأنظمة الدفاع المضاد للأكسدة، 

الدراسات فعالية المعاملة المسبقة للبذور أو النباتات بواسطة مضادات �كسدة كحمض �س�ور�يك ع�� 

  ).9ا��دول ( ة �ثار السلبية الناجمة عن مختلف إج�ادات الوسط معاكس

 ةع�� تحمل النباتات لإج�ادات الوسط غ�� ا��يو� Cتجدر �شارة إ�� أن تأث�� الفيتام�ن  ،أخرى  ج�ةمن 

فع�� ا��، ... �عتمد ع�� عدة عوامل م��ا ترك�� ا��مض، النوع النبا�ي، مرحلة النمو، نوع �ج�اد، شدتھ و مدتھ

إنبات و نمو  طترك��ات مرتفعة من حمض �س�ور�يك ت�ب استعمالأظ�رت دراسات سابقة أن  ،س�يل المثال

  ).Ishibashi & Iwaya-Inoue, 2006 ; Ye et al., 2012(البادرات شأ��ا �� ذلك شأن ال�رمونات النباتية 
  

  

 

   توازن �كسدة ا��لو�ة. 26الش�ل 
عادة ). ROS(التفاعلية  �ك���نأنواع  و) AOX( للأكسدةإج�اد �كسدة الناجم عن عدم التوازن ب�ن مستو�ات المواد المضادة 

يحدث إج�اد �كسدة عندما يتم قلب �ذا . التوازن �� إنتاج مواد �كسدة ومضادات �كسدةت�ون ا��لايا قادرة ع�� تحقيق 
   ).Scandalios, 2005( ، أو است��اف الدفاعات المضادة للأكسدةROSالتوازن من خلال المستو�ات الزائدة من 

  



 ?____ ____________________________________________________________________استرجاع المراجع  : الفصل الأول

44 

  �سكور�يك تحس�ن مقاومة النباتات الزراعية لإج�ادات الوسط ع�� معامل��ا بحمض. 9جدول 

  
  

  

  

  ) ,Scandalios 2005(�ثار السلبية لإج�اد �كسدة ع�� الوظائف ا��لو�ة . 27ش�ل ال
 

  

  :البذور  حمض ا����يليك و تحف��  .5- 4

من المركبات العضو�ة ال�� يتم إنتاج�ا بكميات صغ��ة النباتية �عد ال�رمونات النباتية أو منظمات النمو 

جدا �� النباتات وتلعب دورا �اما �� تحديد نمو و تطور و إنتاجية المحاصيل، مما جعل�ا تصبح أدوات أساسية �� 

ن ال�رمونات النباتية ال�� تنظم النمو و التطور، بما �� ذلك م) GAs(ا����لينات . الممارسات الزراعية ا��ديثة

Stress Species  Reference  
Salinity Faba bean (Vicia faba L.) Mohsen et al. (2014), Azooz et al. (2013) 

Rice (Oryza sativa L) Wang,(2014) ; Hua et al. (2003) 
Tomato (L. escumantum L) Shalata & Neumann, (2001) 
Canola (Brassica napus L.) Dolatabadian et al,(2008) 
Chick pea (Cicer arietinum L.) Mohamed, (2008) 
Wheat (Triticum durum Desf.) Fercha et al. (2011) ; Fercha et al. (2014) 
Wheat (Triticum aestivum L.) Athar et al. (2008) ; Athar et al. (2009) ; Farouk, (2011) 
Sugarcane Munir & Aftab,  (2013). 

Drought Matricaria aurea L Behjou et al. (2014) 
Chickpea (Cicer arietinum L.) Farjam, (2014) 
Rapeseed (Brassica napus L.) Razaji et al. (2014) 
Wheat (Triticum aestivum L.) Hamada, (2000) ; Farooq et al. (2013);  Malik & Ashraf, (2012) 

Heat Mungbean (P. aureus Roxb.) Kumar et al. (2011) 
Festuca arundinacea Zhao et al. (2008) 
Wheat (Triticum aestivum) Kumar et al. (2013) 
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 ,Magome et al(، واستطالة السيقان و بزوغ �وراق و كذا ظ�ور �ز�ار )Peng & Harberd, 2002(إنبات البذور 

خارجية لمحفزات داخلية مرتبطة بالتطور و أخرى  استجابةم النباتات التخليق ا��يوي ل����لينات ظِ نَ تُ ). 2004

 ). Hedden & Phillips, 2000; Kaya et al., 2009 ; Kohli et al., 2013(متعلقة بالب�ئة 

منظم النمو �ك�� �شاطا، حيث يقوم بتعزز إنبات ) GA3(، �عد حمض ا����يليك GAsجميع من ب�ن 

ي و ال�يبو�وتيل، كما يز�د ا��لايا �� مناطق النمو �ال�سيج ال�امبيوم انقسامالبذور، تطاول السلاميات و نمو و 

 .)Miransari & Smith, 2014( من ��م �وراق و يحفز إزالة س�ون البذور 

 ,Miransari & Smith(تخليق ا����لينات ضروري لإنبات البذور، و قد ث�ت ذلك �� العديد من الدراسات

إلا  �نبات�لينات ���ز عن فقد القدرة ع�� تخليق ا���تحيث لوحظ أن بذور الطماطم الطافرة بحيث . )2014

تحفز ا����لينات إنبات البذور من خلال ). Hilborst & Karssen, 1992(ليك يأن يضاف ل�ا خارجيا حمض ا���� 

) السو�داء و �غلفة(ت�شيط العديد من �نز�مات م��ا ال�� �ساعد ع�� �ضم ����ة المحيطة با��ن�ن 

إذابة المدخرات الغذائية و �س�يل توصيل�ا لمناطق النمو �� ا��ن�ن،  خصوصا بالقرب من ا��ذير، كما �عمل ع��

  ).Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006؛ 21الش�ل (ثم تحفز استطالة ا��لايا و نمو ا��ن�ن 

. بالظروف البي�ية ال�� تؤثر أيضا ع�� نزع س�ون البذور ا����لينات  و استقبالعمل�� تخليق من تتأثر �ل 

، و معدلات الن��ات )stratification التطبق بما �� ذلك عملية( ا��رارة�ذه العوامل نذكر �ضاءة،  من أبرز 

)Siddiqui et al., 2008 .(ل���� ليناتا��ار��  �ستعمال ) تباع ع�� ش�ل أحماض خصوصا ال��GA3 ،GA4+7 (

  ).Miransari & Smith, 2014(�ساعد ع�� إزالة �عض أنواع س�ون البذور 

أظ�رت العديد من الدراسات السابقة مقدرة ا����لينات ع�� تحس�ن إنبات و نمو النباتات تحت 

أن معاملة بذور القمح  ،Turkyilmaz )2012(فع�� س�يل المثال، أورد ). 10 ا��دول أنظر (المختلفة  �ج�ادات

�� سياق متصل، أظ�ر . ��ابار السلبية للملوحة ع�� إنساعد ع�� خفض �ثا� )ppm 20-10(بحمض ا����يليك 

)2012 (Bahrani & Pourreza   أن البذور المحفزة بحمض ا����يليك تبدي �سب إنبات مرتفعة مقارنة بالبذور غ��

  .�عر�ض�ا لإج�اد مل�� دالمحفزة عن

، تحسن إضافة ليو��يلو من أطوال ال� دمن أطوال ا��ذور و تز� تخفضع�� الرغم من �ون ا����يلينات 

GA  كما يخفض استعمال . �� البادرات المعرضة للإج�اد المل�� ليو��يلو ر و ال�ينمو ا��ذ منGA  من تأث�� الملوحة

تم ا��صول ع�� نتائج مماثلة ). Bahrani & Pourreza, 2012( ليو��يلو � �وزان ا��افة ل�ل من ا��ذير و ال�ع�

  .)Gherroucha et al., 2011 ؛2001 ،فرشة(�� دراساتنا السابقة 
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  .تحس�ن مقاومة النباتات لإج�ادات الوسط ع�� معامل��ا بحمض ا����يليك. 10 جدول 

  

   تحس�ن مقاومة القمح للملوحة باستعمال مختلف الطرق البيوتكنولوجية. 11جدول 
Dev. Stage Method Designation References 
Germination Antioxidants Ascorbic Acid (AsA) Fercha et al. (2013); Fercha et al. (2014) 

Hormones Indole-3-Acetic Acid (IAA) ; Kinetin; Salicylic Acid 
(SA) ; Spermine 

Abdoli et al. (2013); Aldesuquy et al. (2014); Yousof & El-Saidy 
(2014); Aldesuquy et al. (2014). 

Growth Antioxidants Ascorbic Acid (AsA) Chang et al. (2013); Fercha et al. (2013) ; Fercha et al.(2014). 

 Prooxidants  Nitric Oxide (NO), H2O2 Kausar & Shahbaz (2013); Gondim et al. (2013) 
Hormones 24-Epibrassinolide; Brassinolide 

Gibberellic acid (GA3); Indole-3-Acetic Acid (IAA); 
Jasmonic acid (JA); Salicylic acid (SA) 

Talaat & Shawky (2013); El-Feky & Abo-Hamad  (2014); Iqbal & 
Ashraf (2013); Shaddad et al. (2013); El-Samad (2013); El-Samad 
(2013); Iqbal & Ashraf (2013); Abdoli et al. (2013); Qiu et al. (2014) ; 
Li et al. (2013);  Howladar & Dennett (2014); Mutlu & Atici (2013) 

Osmoprotectants  Proline, glycinebetaine, trehalose Talat et al. (2013); Chen & Heuer (2013); Mostofa et al.(2014) 
Chemical elements Silicon ; calcium ; N; K; zinc Ali et al. (2014); Morgan et al. (2013); Khan et al. (2013); Xu et al. 

(2014) 
Liquid Extract  Seaweed; leaves extract Latique et al. (2014); El Baky et al. (2014) 
Inoculation  Halotolerant bacteria; Plant growth‐promoting 

rhizobacteria; arbuscular mycorrhizal fungi 
Ramadoss et al., (2013); Upadhyay & Singh (2014); Talaat & Shawky 
(2014) 

Transgenesis  Expressing AtNHX1 gene 
Overexpression of GmDREB1 
Rice stress-responsive NAC 

Sharaf et al. (2014); Jiang et al. (2014); Saad et al. (2013) 

Reproductive Hormones 24-Epibrassinolide; Gibberellic acid (GA3); 
Salicylic Acid (SA) 

Iqbal & Ashraf (2013); Howladar & Dennett(2014); Yousof & El-
Saidy (2014); Talaat & Shawky (2013)  

Chemical elements N and K Khan et al. (2013) 
Inoculation Plant growth‐promoting rhizobacteria Upadhyay & Singh (2014) 
Transgenesis Expressing the Arabidopsis AtNHX1 gene Sharaf et al. (2014) 

 )2013منذ جانفي (ع�� أحدث النتائج  بالاعتمادتم إنجاز �ذا ا��دول 

 

 
 

Stress Species  Reference  
Salinity Brassica juncea L. Siddiqui et al. (2008) 

Beta vulgaris L. Jamil & Rha (2007) 
Brassica napus L. Jamil et al. (2009) 
Lycopersicum esculontum L. Xue & Wu (2011) 
Lens culinaris L. Khavarinegad et al. (2014) 
Phaseolus vulgaris L. Saeidi-Sar et al. (2013) 
Stevia rebaudiana Liopa-Tsakalidi et al. (2012) 
Salicornia europaea L. Ping et al. (2011) 
Satureja hortensis L. Nikee et al. (2014) 
Triticum aestivum L. Shaddad et al. (2013; Ashraf et al. (2002) 
Triticum durum Desf.  Fercha (2002; Gherroucha et al. (2006, 2011) 

Drought Vicia sativa L. Abdel & Al-Rawi (2011) 
Boehmeria nivea L. Liu et al. (2013) 
Cicer arietinum L. Kaur et al. (2000) 

Chilling Prunus ssp. Wang et al. (2012) 

Heat  shock Hordum vulgar L. Grindstaff et al. (1996) 

Cadmium stress Vigna unguiculata L Al-Rumaih et al. (2003) 
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 )�ج�اد المل�� كمثال(ج�ادات الوسط دور ال��وتيوميات �� دراسة استجابة النباتات لإ  .5

و لكن تبقى �� معظم�ا غ��  للتعامل مع �ج�اد المل�� طورت النباتات أنظمة فعالة للدفاع و التكيف

ال�� �سب��ا �ج�اد المل�� إحداث �عب�� تفاض�� ل��وتيوم  التأث��اتمن ). et al., 2011 Nouri(�ش�ل جيد  ةمف�وم

ش�د . للملوحة و ذلك من أجل ا��ماية من و التأقلم مع الظروف المج�دة- ات �ستجابةالنبات و تخليق بروت�ن

العقد الما��� إجراء عدد كب�� من التحليلات ال��وتيومية لدراسة استجابات النبات للإج�اد المل�� باستخدام 

حليل ال��وتيومي، وخاصة مع مع التقدم �� تقنيات الت). DE-2(تقنية ال��رة الك�ر�ائية ع�� ا��ال ثنائية البعد 

، أجر�ت العديد من الدراسات لتحليل التغ��ات الطارئة ع�� بروتيوم العديد من النباتات "shotgun''ظ�ور تقنية 

بروت�ن  560و ن�يجة لذلك، تم تحديد أك�� من ). 12ا��دول (الزراعية تحت ظروف �ج�اد غ�� ا��يو�ة 

و مما لا شك فيھ، سيمكننا تحديد وظائف �ذه ال��وت�نات ودور�ا �� ). 2et al., 201 Zhang(للملوحة -استجابة

 ;Sobhanian et al., 2011(شب�ات نقل �شارة من توف�� سبل جديدة لتحس�ن مقاومة النباتات للإج�اد المل�� 

Hakeem et al., 2012 Zhang et al., 2012;2013;  ; Kosovà et al., 2011Singh & Jwa, 2013;  .(� ذه اللمحة� �

  . القص��ة، سنقوم باستعراض أ�م النتائج

النباتات �� الثمان�نات من ) 3المر�ع (إج�ادات الوسط �� بروتيوميات  تأث�� أجر�ت أو�� الدراسات حول 

�ل من جانبھ   Kloseو  O’Farrellمن قبل  م1975القرن الما��� ع�� إثر تطو�ر تقنية ال��رة الك�ر�ائية سنة 

)Vincent & Zivy, 2007( . وع�� الرغم من أن معظم ال��وت�نات حي��ا لم تكن معروفة إلا أن �ذه الدراسات

، التغ��ات )Hurkman & Tanaka, 1987(سمحت بمعرفة مدى تأث�� �ج�اد اللاحيوي ع�� تخليق بروت�نات جديدة 

جود اختلاف ورا�ي �� استجابة إثبات و  كذاو ) Hurkman et al., 1988(الطارئة ع�� مستوى �غشية المختلفة 

 Edman(باستعمال طر�قة ال�سلسل ا��ز��� لإدمان  ).Zivy, 1987(النباتات للإج�اد ع�� المستوى ال��وتيومي 

microsequencing ( تمكن الباحث�ن من وضع قائمة من ال��وت�نات ال�� يتأثر تخليق�ا بفعل �ج�اد اللاحيوي

)Costa et al. 1998; Riccardi et al. 1998  .( تقنية مطيافية الكتلة  و مع ظ�ور)Mass spectrometry (ت�سارع 

 ول أمن ، Chang et al. (2000)  �عت�� دراسة. للإج�اد ع�� غرار �ج�اد المل�� �ستجابةمع�ا دراسة بروت�نات 

يث قاموا بدراسة التقنية لدراسة استجابة النباتات لإج�ادات الوسط، حف��ا �ذه  تاستعملالدراسات ال�� 

كما مك��م ). anoxia(نقص �وك���ن ناجم عن رة عند �عرض�ا لإج�اد التغ��ات الطارئة ع�� بروت�نات الذُ 

من استكشاف  )MALDI-TOF )Matrix assisted laser desorption ionisation time-of-flightاستعمال تقنية 

تطور تقنيات الفصل و التق��� زاد ا�تمام العلماء باستعمال  مع. �ليات ال�� تفسر تأقلم النباتات مع �ج�اد

 ).12 أنظر ا��دول (التحليل ال��وتيومي لتق��� تحمل النباتات لإج�ادات الوسط 

مختلف طرق التحليل ال��وتيومي  ع�� استجابة النباتات للملوحة  بدراسةا�تمت العديد من �بحاث 
. ات �� تحديد العديد من ال��وت�نات المتدخلة �� مقاومة الملوحة، و قد ساعدت �ذه الدراس)12 أنظر ا��دول (

بتحديد ثلاث بروت�نات يز�د ترك���ا �� جذور أصناف �رز  ،Salekdeh et al. (2002)فع�� س�يل المثال، قام 
دفاع المضاد ، تب�ن لاحقا أ��ا �شارك �� ال)ل/م�� مول  100ثم  50(المقاومة عند �عر�ض�ا للإج�اد المل�� الم��ايد 

  .محمية بصورة أفضل ضد إج�اد �كسدةت�و��يا للأكسدة، فاست�تجوا من ذلك أن �صناف المقاومة ت�ون 
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  )1( !"ا��ينوم"عالم ما �عد ".. ال��وتيوم"   3المربــع 
لس الورا�ي للإ�سان، و�و المشروع الذي عُرف بمشروع عن رسم �ط  مع بزوغ فجر �لفية الثالثة خطا علم التقنية ا��يو�ة خطوات كب��ة للأمام �عد �علان

�مال كب��ة �� أن إنجاز �ذا المشروع الكب�� �ع�� بداية ا��لاص من أخطر �مراض، بما �� ذلك  تو �ان .)Human Genome Project HGP()2(ا��ينوم ال�شري 
إنجاز مشروع ا��ينوم ال�شري صاحبتھ مفاجآت كث��ة، من . السرطان

ألفا فقط، ول�س مائة ألف كما  ��25 ��سان  المورثات�ا أن عدد أبرز 
كيف أمكن ت�و��نا : اعتقد العلماء لمدة طو�لة، ول�ذا برز سؤال م�م �و

علما بأن . )2(فقط مورثةألف  25-20 من خلالبمثل �ذا ���از والتعقيد 
و ألف  25 يملك )3(" �رابيدو�س�س"نبات ، �األفا م� 13ذبابة الفاك�ة تملك 

للإجابة ع�� �ذا  ال��وتيومبالبدء �� مشروع فسارع العلماء  !ألفا �50رز 
: فيما ي��" Brian Schmidt"السؤال الصعب، الذي ��صھ العالم �مر��ي 

فما �و .. إن ما نر�د اك�شافھ �و أن �� أعماق �ل فرد مائة تر�ليون خلية"
�ان لا بد من ترت�ب وجرد وتحليل ال��وت�نات وا��ز�ئات المرتبطة ��ا ذات �دوار ا��و�ر�ة بال�سبة لل�ائنات ا��ية، لذلك ". نوع �ل بروت�ن ت�تجھ �ذه ا��لايا؟

ل��ة عن حفز ا��لايا ا��ية لإنتاج أنواع �عي��ا من ال��وت�نات، بل ي�ب�� معرفة حالة ا��لايا أثناء ا ةالمسئول المورثة�عد أن تأكد العلماء أنھ لا يكفي معرفة 
  .و المرض

  ما هو البروتيوم؟
وجاءت �ذه ال�سمية ل�ش�� إ�� ا��صيلة ال�لية لل��وت�نات . )Marc Wilkins ")4"�س��ا��  طالب الدكتوراهع�� يد  م1995ظ�ر عام " مصط�� " ال��وتيوم

، لكن وما��ين نفسع�� ؛ ف�ل خلايا ال�ائن ال�� تحتوي � �ل نوع من أنواع ا��لايا ا��يةالمتواجدة �
�ع�� جميع ا��ينات  "Genomeا��ينوم "وإذا �ان  ....خاصةتحتوي بروتيومات ) معظم�اأو (�ل�ا 

�و مجموع ال��وت�نات ال�� تفرز�ا خلايا ا��سم " Proteomeال��وتيوم "ال�امنة �� خلايا ا��سم، فإن 
طوي ع�� ملاي�ن العمليات من التعقيد بحيث ين وإذا �ان ا��ي�يوم. ة من حيا��اخلال المراحل المختلف

للتعرف ع��  و !يحملھ ا��ي�يوم عن مايحتوي ع�� معلومات تز�د ألف مرة " ال��وتيوم"الكيميائية، فإن 
، كما يزعم البعض أن '' �protosول ''الذي �ع�� " بروت�ن"مصط�� �عود إ�� علينا أن " ال��وتيوم"مع�� 

، الذي �ان قادرًا ع�� اتخاذ آلاف �ش�ال )Protee )5  من اسم أحد آل�ة اليونان �لمة بروت�ن مشتقة
و كما تمثلھ �ذه �سطورة اليونانية فبالرغم . وأك�� �ش�ال غرابة ح�� �ستطيع ال�روب من مطارديھ

من �حماض �مي�ية تبدي ال��وت�نات تنوعا م�ولا �� �ش�ال و  ال�� نوعا  ن�عشر  من �و��ا تت�ون من
  .إ�� خواص�ا الف��يائية و الكيميائية ال�� تم الكشف ع��ا �� القرن العشر�ن �عود �� �ساس

   )Omic'' )7-الأوميك  ''
) دراسة جملة ال��وت�نات(، ال��وتيوميك )دراسة جملة ا��ينات(تضاف �لمة أوميك إ�� �سمية �ل دراسة شاملة للمظا�ر الوظيفية للعضو�ة،�ا��ينوميك 

  ا�� ) ... دراسة ل�ل السكر�ات(و الغلي�وميك ) دراسة مجموع اللبيدات(، اللبيدوميك )لة العناصر المست���ةدراسة جم(ال��ا�سكر�توميك 
  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

  /http://www.onislam.net/arabic/newsanalysis طارق قابيل، مقال م�شور ع�� الموقع -)1(
)2( - International Human Genome Sequencing Consortium. (2004). Finishing the euchromatic sequence of the human genome. Nature, 431(7011), 931-945. 
)3( - Arabidopsis Genome Initiative. (2000). Analysis of the genome sequence of the flowering plant Arabidopsis thaliana. Nature, 408(6814), 796. 
)4( - Wilkins,M.R., Sanchez,J.C., Gooley, A. A., Appel, R.D., Humphery-Smith, I., Hochstrasser,D.F.,et al .(1995). Progress with proteome projects: why all proteins 

expressed by agenome should be identified and how to do it. Biotechnol. Genet. Eng. Rev. 13, 19–50. 
)5( - Vickery HB. The origin of the word Protein. Yale J Biol Med 1950;22:387–93 

(6)- Calvete, J. J., Bini, L., Hochstrasser, D., Sanchez, J. C., & Turck, N. (2014). The magic of words. Journal of proteomics, 107, 1-4. 
)7( - Finkelstein, R., Reeves, W., Ariizumi, T., & Steber, C. (2008). Molecular Aspects of Seed Dormancy. Plant Biology, 59(1), 387. 

  

http://www.onislam.net/arabic/newsanalysis/
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عتمد و ا��ا�� من ا��ال كأدوات بيوتكنولوجية يمكن الم-لمحة عن أحدث طرق التحليل ال��وتيومي .12 جدول 

 برامج تحس�ن المحاصيل الزراعية لإنجاحأن توفر المعلومات اللازمة 
 

Major 
crops 

Technique used Trait studied Plant part Reference 

Wheat 2-DE Desiccation Embryo Irar et al. (2010) 
 iTRAQ & 2D-DIGE Drought Leaves Ford et al. (2011) 
 2D-DIGE Salinity Leaves Gao et al. (2011) 
 2-DE Senescence and oxidative stress Stem Bazargani et al. (2011) 
 2-DE Flooding stress Root Kong et al. (2010) 
 2-DE Metabolism post  anthesis Endosperm amyloplast Dupont  (2008) 
 2-DE Fusarium  head  blight Kernels Foroud et al. (2008) 
 Shotgun proteomics Salinity Leaves Capriotti et al. (2014) 
 Shotgun proteomics Salinity Kernels Fercha et al. (2014) 

Maize 2-DE Desiccation Embryo Huang et al. (2012) 
 Shotgun proteomics Photosynthesis Chloroplast  thylakoid 

membrane 
Liu et al. (2011) 

 Shotgun proteomics Desiccation Embryo Amara et al. (2012) 
 2-DE Drought Xylem sap in root and stem Alvarez et al. (2008) 
 LC-MS Greening  of etiolated leaves Leaves Shen  et al. (2009) 

Soybean 2-DE Tolerance to Phytophthora Hypocotyls Zhang et al. (2011) 
 2-DE & blue native PAGE Flooding stress Roots  and hypocotyl Komatsu et al. (2011) 
 2-DE Oxidative stress Leaves Galant et al. (2012) 
 2-DE Heat stress Leaves Wang et al. (2012) 
 2-DE Flooding stress Roots,  Hypocotyl, and leaves Khatoon et al. (2012) 
 2-DE Osmotic stress Roots Toorchi et al. (2009) 
 2-DE Salinity  Seeds  Ma et al. (2014) 
 iTRAQ Enhancing  water and nutrient 

uptake after inoculation  with 
Bradyrhizobium 

Roots Nguyen  et al. (2012) 

Rice 2-DE Response to selenium Leaves Gong et al. (2012) 
 2-DE Embryogenesis Embryo Zi et al. (2012) 
 Shotgun proteomics Grains development Grains Lee & Koh (2011) 
 2-DE Heat stress Spikelet Jagadish et al. (2010) 
 2-DE Drought  stress Rice peduncles Muthurajan et al. (2011) 
 iTRAQ Cold stress Leaves Neilson et al. (2011) 
 2-DE Salinity  Stem and Leaves  Ghaffari et al. (2014) 
 2-DE Salinity  Leaves and root Liu et al. (2014) 

 .مع �عض �ضافات )Eldakak et al )2013.حسب  
  

الورقة (بتق��� التغ��ات ا��اصلة ع�� بروتيوم أوراق  ��Parker et al. (2006) دراسة مماثلة، قام 

). أيام 7يوم أو (تفاوتة و لكن لف��ات م )ل/مول م��  50(لإج�اد مل�� منخفض  شتلات �رز عند �عر�ض�ا) الرا�عة

�ان من ب�ن . بروت�ن 31أيما من �ج�اد �غ�� ترك��  7بروت�نات فقط، و لكن �عد  �9عد يوم من �ج�اد �غ�� ترك�� 

  .المتدخل �� الدفاع المضاد للأكسدة SODال��وت�نات ال�� زاد ترك���ا ع�� المدى القص�� و الطو�ل، إنز�م 
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ومي من الكشف عن العديد من ال��وت�نات ال�� أصط�� ع�� �سمي��ا مكنت دراسة التحليل ال��وتي

، بروت�نات الصدمة )LEA )Late-Embryogenesis Abundantب��وت�نات �ستجابة للإج�اد، ك��وت�نات 

  .و غ���ا) HSP  )Heat Shock Proteinsا��رار�ة

��اكم بإفراط �� ظروف �ج�اد الما�ي، ، بروت�نات ا��ماية من آثار �ج�اد �سموزي، ت�LEAعد بروت�نات 

أشارت ). Goyal et al., 2005(حيث تقوم بحماية ال��وت�نات و تحافظ ع�� توازن �غشية و الضغط �سموزي 

 Seed، بروت�نات الن��  DHNو مثيلا��ا �الد�يدر�ن  LEAالعديد من التقار�ر ال��وتيومية إ�� تراكم بروت�نات 

Maturation Proteins (SMP),   أعضاء القمح عن �عرض�ا للإج�اد �سموزي ��)Ford et al., 2011 ; Zhang et 

al., 2014 .( دراسات حديثة ع�� القمح الصلب، وجدت ��Capriotti et al. (2014)  أن الملوحة)م��  200أو  100

ي ي�ت�� لمجموعة الد�يدر�ن الذ WCDR410، ت�س�ب �� تراكم بروت�ن )Ford et al., 2011(، مثل ا��فاف )ل/مولا

  . و يلعب بذلك دورا �اما �� حماية أوراق القمح من �ج�اد �سموزي المحدث بفعل �ج�اد المل��

  )2014/2015(م��ص لأ�م الدراسات ال��وتيومية ال�� أنجزت خلال السنة ا��ار�ة  .13ا��دول  
Organ Class/Species Reference 

Flowers  Dico/Arabidopsis thaliana Kong et al. (2014) 

Leaves Dico/Arabidopsis thaliana Mano et al. (2014) 
 Dico/ Kandelia candel Wang et al. (2014) 
 Dico/Sesuvium portulacastrum Yi et al. (2014) 
 Dico/Sunflower  (Helianthus annuus) Messaitfa et al. (2014) 
 Mono/Brachypodium distachyon Lv et al. (2014) 
 Mono/Rice (Oryza sativa) Liu et al. (2014) ; Zhang, (2014) 
 Mono/Sugarcane (Saccharum officinarum) Murad et al. (2014) 
 Mono/Wheat (Triticum durum) Capriotti et al. (2014) 
 Dico/Arabidopsis thaliana Kong et al. (2014) 
 Dico/ Cowpea  (Vigna unguiculata) De Abreu et al. (2014) 

Roots Dico/Arabidopsis thaliana Guo et al. (2014) 
 Dico/ Amaranth  (Amaranthus cruentus) Huerta-Ocampo et al. (2014) 
 Dico/Soybeans (Glaycine max) Ma et al. (2014) 
 Mono/Barley (Hordum vulgar) Mostek et al. (2014) 
 Mono/Rice (Oryza sativa) Liu et al. (2014);  Zhang, (2014) 

Seeds Dico/Soybeans (Glycine max) Yin et al. (2014) 
 Mono/Wheat (Triticum durum) Fercha et al. (2014) 

Shoots Dico/Citrus (Citrus reticulata) Tanou et al. (2014) 
 Dico/Halogeton glomeratus Wang et al. (2014) 
 Mono/Rice (Oryza sativa) Ghaffari et al. (2014) 



  أو تحف�� البذور / لدراسة عمليات إنبات البذور و  وماستخدام ال��وتي. 14ا��دول 
 

Process/organ  Taxon or Specie Conditions Reference 
Cotyledons  Soybean flooding stress Kamal et al. (2015) 

Dormancy  Arabidopsis thaliana - Chibani et al. (2006) 
 Wheat - Gao  et al. (2013)   
 Maize  fungal infection Campo et al. (2004) 

Germination  Alfalfa  priming, vigor Yacoubi et al. (2011) 
 Arabidopsis thaliana α-amanitin (inhibition of transcription)/ hydro- or 

osmopriming/ GAs treatment ; SA  and salt stress 
Rajjou et al. (2004)/Gallardo et al. (2001) ; Gallardo et al. (2002) ; Rajjou et al. (2006) ; 
Galland et al. (2014) 

 Barley  germination and radicle elongation Bønsager et al. (2007) 
 Cress Hormone Müller et al. (2010) 
 Pea H2O2 pretreatment ; osmotic stress Barba-Espín et al.  (2011) ; Brosowska-Arendt et al. (2014) 
 Maize  heterosis/development Fu et al. (2011) ;  Guo et al. (2013) 
 Magnolia sieboldii seed germination Zhang et al. (2014) 
 Rice high temperature and ABA treatment/development Liu et al. (2014) ; Kim et al. (2009) ; Han et al. (2014) 
 Soybean  development/ NaCl-stressed Han et al. (2013) ;  Yin et al. (2014) 
 Wheat priming, salinity Fercha et al. (2013) ; Fercha et al. (2014) 

Leaves  Wheat salinity Capriotti et al. (2014), Caruso et al., 2008 

Seedling vigor, pathogen resistance Maize  maturation drying Wang  et al. (2013)  

Seeds  Barley  grain filling and seed maturation Finnie et al. (2002) 

Seed vigor Sugarbeet - Catusse et al. (2008) 

Several tissues Arabidopsis thaliana - Fu et al. (2005) 

Somatic embryo Brassica - Hossain et al. (2014) 
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تحف�� البذور بحمض ا����يليك و حمض �سكور�يك  ملوحة و للالتأث�� المتداخل 
  .ع�� إنبات و نمو بادرات القمح الصلب

  

Interactive effects of salinity and seed-priming with GA3 and AsA on durum wheat 
seed germination and seedling growth.  

  

 
 الم��ص

 تحف�� و ) الصوديوم �لور�د ،ل/مول  م�� 250( الملوحة من المتداخل ل�ل تأث��ال دراسة ��دف التجر�ة �ذه ر�تأج

م��  GA3 ،0.5( ا����يليك وحمض) ل/م�� مول  AsA ،0.5( �س�ور�يك حمض باستخدام) seed priming( البذور 

 �عبئة دراسة أيضا تمت. )Triticum durum, var. Waha(الصلب  القمح بادرات وو نم بذور  إنبات ع��) ل/مول 

النتائج إ�� أن جميع  �ش�� . الشتلاتأو  القمح جن�ن �� الذائبة والسكر�ات ال��وت�نات تراكم و البذور  مدخرات

 + AsA( المحفزة خصوصا بالمز�ج بذور القمح أبدت�� المقابل، . الملوحة بفعلالمدروسة قد تأثرت سلبا  المعاي�� 

GA3 (تحسنا البذور المحفزة  أبدتوعلاوة ع�� ذلك، . البادرات و قوة نمو نبات� خصائص  �ا ��نا وا�تحس �� 

إجمالا، . المحفزة و المج�دةبذور غ�� بالمقارنة الذائبة ال��وت�نات والسكر�ات  وتراكم المدخرات الغذائية ة�عبئ

 .الصلبالقمح لوحة لدى تحمل الملتحس�ن ة تقنية فعالبذور ال تحف��أن �ذه النتائج إ�� �ش�� 

  

Abstract 

In this study, we have examined the interactive effects of salinity (250 mmol/L, NaCl) and pre-sowing 

seed treatment (or seed priming) using Ascorbic acid (AsA, 05.mmol/L) and Gibberellic acid (GA3, 

0.5mmol/L) on durum wheat (Triticum durum var. Waha) seeds germination and seedlings growth. 

Seed reserves mobilization, soluble proteins and sugars accumulation in wheat embryo/seedling were 

also analyzed. Results indicate that all the studied parameters were adversely affected by salinity. 

However, the primed wheat seeds particularly, with the mixture (AsA+GA3) exhibited improved 

germination characteristics and seedling vigor. Also, the results show that post-priming germinating 

seeds under salt stress exhibited an improved seed reserves mobilization and accumulation of soluble 

proteins and sugars compared to untreated stressed seeds. Altogether, these results indicate that seed-

priming was effective in improving wheat salt tolerance. 
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  ةـــــــــــــــــــــالمقدم .1
  

 ؛2006، اعدوهباقة و مس( ادراتـالب ور ــــــــــــــــــــق ظ�ــــــــــــــــ�عي� الظروف البي�ية ال�� �عتمد إنتاج ا��بوب ع�

 Ajouri et al., 2004 ; Hazmoune, 2006 .( وشبھ  ا��افةالمناطق  لإنتاج ا��بوب ��رئ���� ال ئقالعالوحة الم�عد

ع�� جميع العمليات سلبا تؤثر الملوحة ). Sayar et al., 2010(البحر �بيض المتوسط  حوضمن  ا��افة

المياه، وفرة نقص  ن�يجة) stand establishment(فشل �� إ�شاء البادرات  تأث���ا عنو ي�تج  .يولوجية للنباتسالف

الشتلات الناشئة  ب�ن ةغ�� طبيعي بصورةمما يؤدي إ�� انخفاض معدلات �نبات أو ارتفاع معدل الوفيات 

)Läuchli & Epstein, 1990 .( إ��  نمو ومع ذلك، فإن حساسية النباتات اتجاه �ج�اد المل�� تختلف من مرحلة

 ). Bernstein & Hayward, 1958(خرى أ

ف�� �عت�� ، البادرات بزوغ/لوحة �س�يا عند مراحل �نباتالنباتات تتحمل الم غالبية �ون ع�� الرغم من 

يمكن �� الواقع، ). Läuchli & Epstein, 1990(حت ظروف �ج�اد النباتات ت غلةتحديد للمراحل ا��رجة من ا

كما �و  )Maas & Grattan, 1999( الشتلاتإ�شاء  �عيق أيضا كماأو ظ�ور البادرات، /ؤخر �نبات وت أنلملوحة ل

�ذه ل خلا للملوحةالزراعية  المحاصيل تحمل. )Chauhan et al., 2008(ِ بالمياه الما��ة القمح عند سقيا��ال 

ف�ذا التص�يف لإنبات، �و ا��ال بال�سبة لما ك إ�� آخر، و  نبا�يمن نوع  يختلف كث��ا ،، ا��ساسة �س�ياالمرحلة

 من، فو لذلك). Läuchli & Epstein, 1990( المردود ا����أساس التص�يف المب�� ع�� تطابق بالضرورة مع يلا 

 �حتياجات و تلبية مقبولة عوائد لتحقيق �ج�اد ظروف تحت) قوة( البادرات نمو و �نبات أداء تحس�ن الضروري 

 بتحقيق �سمح ،''seed priming''البذور  تحف��  مثل ا��يو�ة، و �عتقد أن التكنولوجيات. للس�ان الم��ايدة الغذائية

 .)McDonald, 2000( ال�دف �ذا

 ات الوسطإج�اد فيف آثارلتخ حديثا تستخدماال��  التقنيات ا��يو�ةمن  ةواحد �� تحف�� البذور 

مثل الكيميائية العديد من المواد  ل�ذا الغرضاستخدم ). Ashraf & Foolad, 2005(ع�� �نتاج الزرا��  اللاحيوي 

 )الفيتامينات�(مضادات �كسدة استخدام  الماضية القليلة السنوات�� شرع . و الواقيات �سموز�ةال�رمونات 

 ية غ�� الملائمةبي�ال تحت الظروف إنتاجي��املوحة ع�� نمو المحاصيل وتحس�ن للتخفيف من �ثار السلبية لل

)Ashraf et al., 2008 ; Fercha et al., 2011 ; Khan et al., 2013 .( 

القمح  عند) قوة(النمو  تقييم إم�انية تحس�ن قدرة �نبات و إ�� التجر�ة�ذه  ��دف هكرُ مما سبق ذِ 

مضاد للأكسدة  بواسطةالبذور ذلك باستخدام تقنية تحف��  ج�اد المل��، و �  ظروفتحت النامي الصلب 

  .أو مز�ج من �ل��ما )حمض ا����يليك( نبا�ي�رمون  وأ) �س�ور�يكحمض (
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 ق العملائالمواد و طر  .2
 : المعاملة ةق�المواد النباتية و طر  .1- 2

             المع�د التق�� ��ا من ا��صول علال�� تم ) 02، أنظر الم��ق صنف واحة(تم �عقيم بذور القمح 

              �يبو�لور�ت  من) ح/ح(%  5محلول يحتوي ع��  �� ائقدق 10لمدة ) سطيف( ITGCالك��ى  للمحاصيل 

 ماء جافيلمرات بالماء المقطر لإزالة  03الشطف ب�ذه ا��طوة  توأعقب. ) NaOCLماء جافيل( الصوديوم

)Davenport et al., 1997( .التالية المحاليل أحد بمعا��ة البذور المعقمة �عد ذلك  تمت) 1ا��دول أنظر .( 

حمض  ل�ل منمحاليل مائية تحتوي ع�� ) لضمان ال��و�ة( أوعية مفتوحةبذور القمح ��  توضع

 12 و ت��ك لمدة  ،)1:1( �ل��مامز�ج من أو ) ل/مول  م�� 0.5(، حمض ا����يليك )ل/مول  م�� 0.5(  �س�ور�يك

 .)م° 25حوا�� (و معتدل ا��رارة    ى �� م�ان مظلم، م�و  ساعة

  :زراعة البذور �� �طباق .2- 2

، ع�� طبقت�ن من ورق ال��شيح تم تبليلھ مسبقا بالماء زراعة البذور المعاملة و غ�� المعاملة لمدة أسبوع تتم

  . بذرة �� �ل علبة 30بمعدل ) سم 9(و وضعت داخل �طباق البي��ية ) ل/م�� مول  250(أو المحلول المل�� 

  ي��ص المعاملات المنجزة خلال �ذه التجر�ةجدول  .1جدول 
  

  ال�شف��  المعاملة  ال�دف  المرحلة

  دراسة �نبات  �و��
  إج�اد بدون + ةمعامل بدون 

  إج�اد+ ةمعامل بدون 
(0.5 mM) AsA +إج�اد  
(0.5 mM) GA3  +إج�اد  

(0.5 mM) AsA + GA3  +إج�اد  

UPC 
UPS 
APS 
GPS 

AGPS  
  دراسة نمو ا��ن�ن �عد �نبات  الثانية

C, control; S, stress; UP, un-primed; APS, AsA-primed & stressed; GPS: GA3-primed & stressed; AGPS: 
AsA+GA3-primed & stressed; AsA: ascorbic acid; GA3: gibberellic acid. 
 

 

  .ةر البذ�� ابعن فصل ا��ن�ن . 1 الش�ل



  ________________________________________________________________________ 1نتائج التجربة  : الفصل الثاني

56         

  :قياساتال .3- 2

  اختبار �نبات .1- 3- 2

 ال�سبة ال��ائية للإنبات حسابتم . )��اية التجر�ة(غاية اليوم السا�ع تم عد البذور النابتة �ل يوم إ��  ·

)Final Germination Percentage(  أو FGP المعادلة التالية باستعمال:  

  

  .عدد البذور المزروعة Nعدد البذور النا�شة و    nحيث يمثل 

  :من المعادلة التاليةMGT أو  )Mean Germination Time(اب متوسط زمن �نبات كما تم حس ·

 

عدد البذور النا�شة عند ��اية  Nو ) 7إ��  1يمتد من  ti  )iالبذور النا�شة عند الزمن  عدد niحيث 

  .التجر�ة

  معاي�� النمو .2- 3- 2

بواسطة ) 1 الش�ل(للأجنة  )Dry Weight, DW( و ا��افة )Fresh Weight, FW( تم تقدير �وزان الغضة

تم قياس  . م° 80ع�� ضبطت درجة حرارتھ ساعة �� فرن تجفيف  48م��ان تحلي�� قبل و �عد تمر�ر �جنة لمدة 

  ). <Digital caliper < 0-150 mm(رق��  ممساكأطوال ا��ذير و ال�وليو��يل باستعمال 

حسب   VIأو  )Vigor Index(ر أو النمو استعملت المعطيات المتحصل عل��ا ��ساب معامل قوة البذو 

 & Seedling Length(  )Abdul-Baki) (سم(يمثل طول النب�تة  SL، حيث )VI= FGP x SL/100( المعادلة 

Anderson,1970(.  كما تم حساب معامل مقاومة الملوحة)Salt Tolerance Index(  أوSTI  حسب المعادلة                      :

)STI = FWstress x 100/FWcontrol( 

  المعاي�� الفسيولوجية و البيوكيميائية .3- 3- 2

 Relative water content (RWC) المحتوى ال�س�� للماء ·

، أخذت مباشرة أوزا��ا الغضة )1 الش�ل(لمختلف العينات عن با�� البذرة  البادرة/ا��ن�ن عزل تم �عدما 

)FW( .تم �عد ذلك . ساعة 24لمدة �� م�ان مظلم  تركتو مملوءة بالماء المقطر  اختبار وضعت �� أناب�ب  ثم

تم تقدير �وزان ). Turgid Weight, TW(أوزا��ا من جديد  ير قدتاستخراج العينات، تجفيف�ا بورق ال��شيح و 

تم حساب المحتوى ال�س�� . ساعة 48م لمدة ° 80 ضبطت حرارتھ ع���عد وضع العينات �� فرن ) DW(ا��افة 

  :)González & González-Vilar; 2001(  لتاليةللماء من المعادلة ا
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  �Seed reserves mobilization (SRM)عبئة المدخرات  ·

�عبئة أو تمثيل مدخرات البذرة خلال �نبات �� خطوة م�مة نظرا ل�و��ا �سمح للبادرة بالنمو ا��يد 

ج�اد المل�� تم تقدير�ا من خلال �  تجاه )ا��طوة(حساسية �ذه العملية . خلال المراحل �و�� للتطور النبا�ي

  .)Hajlaoui et al., 2007(�عد سبعة أيام من �نبات ) 1 الش�ل(كمية المادة ا��افة المتبقية �� البذرة 

  ��Water soluble carbohydrates (WSC) الماء  ةبالذائتقدير السكر�ات  ·

مغ من  50حيث وضعت ). Dubois et al., 1956(بة باستعمال طر�قة الفينول ائتم تقدير السكر�ات الذ

السكر�ات  لاستخلاص%)  80( �يثانول مل من كحول  3ل�ا  تأضيف، نقية اختبارأناب�ب ال�سيج الطازج �� 

�عد ذلك، تم تجفيف الكحول المتبقي �� . ساعة 48تركت �ناب�ب �� م�ان مظلم �عد إح�ام غلق�ا لمدة . الذائبة

�� أناب�ب نظيفة، وضع . من الماء المقطر ل�ل أنبوب ل��صول ع�� محلول التحليل ملل �20ناب�ب، و تمت إضافة 

 �5عد الرج ا��يد للأناب�ب، أضيف ل�ل م��ا %).  5(مل من محلول الفينول  1مل من �ل عينة و أضيف لھ  1

يقة �� حمام دق 30لمدة  �س��يح �عدما تركت العينات . بواسطة ��احة )Sulfuric acid(ملل من حمض الك��يت 

حولت القيم المتحصل عل��ا إ�� . نانو م�� 485، تمت قراءة الكثافة الضوئية عند طول موجة )م° 30(ما�ي 

باستخدام الغلو�وز النقي  معياري الذي تم حسابھ بواسطة من�� ) r =0.98، 4.15(بقسم��ا ع�� المعامل  اتترك�� 

  ). مل/غرام ��م 0.1 – 0(

�عد الطرد . مل من الماء المقطر 5مغ من ال�سيج الطازج �� حوض من ا��ليد �عد إضافة  50 طحنتم 

بواسطة  تم تقدير ال��وت�نات الذائبة فيھأخذ الطا�� من �ل عينة و  ،)د/د 2000دقائق عند سرعة   10(المركزي 

تم حساب ). Hayat & Ahmad, 2003(نانو م��  612ند طول الموجة أخذت القراءات ع. Bradford )1976( تقنية

المتحصل عل��ا من ) r = 0.58، 0.0005] /0.48 –القراءة = [بروت�ن (ترك�� ال��وت�ن �� �ل عينة باستعمال المعادلة 

  ).مل/غرام م�� BSA )0 – 0.25لتقدير ال��وت�ن باستعمال مصل البقر  المعياري المنح�� 

  حصا�يالتحليل �  .4- 2

�ان ، حيث Statgraphics Centurion 16النتائج إحصائيا بتحليل التباين باستخدام برنامج  معا��ةتمت 

لتحليل ال�سبة المئو�ة للإنبات، تم تحو�ل البيانات . تكرار) 4أو  n )3التصميم التجر��� تصميم عشوا�ي �امل مع 

  ).% LSD 5(باستخدام اختبار التجا�س  لاتالمعامتم إجراء مقارنات ب�ن ). Arsin√ (X / 100((  إ��

  

Soluble proteins (SPROT) تقدير ال��وت�نات الذائبة ·
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 جــالنتائ .3

  

  :�نباتخصائص  .1- 3

ع�� جل ) 2 الش�ل(قد أثرت بصورة سلبية و معنو�ة ) ل/مول  م�� 250(�ش�� النتائج إ�� أن الملوحة 

و كذا ال�سبة المؤو�ة ) ��لنا تباطؤا �� �نبات(خصائص �نبات ال�� فحصت، حيث خفضت من حركية �نبات 

حس�ت جل المعاملات من خصائص إنبات  ،ع�� النقيض من ذلك. )% 40~( �نبات، كما أخرت %) 60~(لإنبات ل

�� �ذا الصدد تم ���يل أفضل اس��جاع للـ  لكن ب�سب متفاوتة،  القمح الصلب تحت ظروف �ج�اد المل��

FGP ا����يليك و حمض �س�ور�يك مضح'ز�ج المالبذور المحفزة بواسطة  عينات��  ،% 51.35، و المقدر بـ' ) 

(AGPS ، خصوصا بواسطة كما قلل تحف�� البذور ،GA3  م�� �لور�د إضافة عن   الذي نجممن التأث�� المثبط

 .وسط �نبات إ��الصوديوم 

  

 �ابزوغ البادرات و نمو  .2- 3

خفض حيث . حفزةبذور القمح المحفزة و غ�� الم منع�� بزوغ البادرات الناتجة  NaCl أثر �لور�د الصوديوم

). 3الش�ل ( )UPC(مقارنة بالشا�د  )مرة 12( كب��ة بدرجة) VI(قوة المن معامل ) P<0.001(�ج�اد المل�� معنو�ا 

�انت �سبة �نخفاض �� و ). 3الش�ل (كما أثرت الملوحة �ش�ل سل�� ع�� مؤشر ال�سامح لبذور القمح النا�شة 

�� المقابل، تحف�� البذور بمختلف المحاليل زاد من مؤشر ). UPC(ا�د خمس مرات مقارنة بالش حوا�� �ذه ا��الة

، تل��ا �� % 45أفضل المعاملات حيث �ان معدل التحسن  GA3و �انت المعاملة بـ  .�سامح بذور القمح للملوحة

  .)AsA )APSذلك المعاملة بـ 
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�سبة �نبات  -)ب(حركية �نبات،  -)أ(من تحف�� البذور والملوحة ع�� التأث�� المتداخل ل�ل : 2 الش�ل
                    تم تقدير ال�سبة ال��ائية للإنبات  .لبذور القمح القا���) أيام(متوسط زمن �نبات  - )ج(، (%)ال��ائية 

ا��طأ  ±تمثل �ل قيمة المتوسط ا��سا�ي لثلاثة تكرارات . أيام من �نبات 7و متوسط زمن �نبات �عد 
 .المعياري 

 (أ)

 (ب) (ج)
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الوزن من ) P < 0.001(أ، أن �ج�اد المل�� خفض بصورة معنو�ة جدا -3يت�� من النتائج المب�نة �� الش�ل 

أظ�رت المعا��ة ). UPC(قارنة بالعينات الشا�دة عند الم%  �90نخفاض  �سبةالطازج للأجنة، حيث بلغت 

المسبقة للبذور تأث��ا إيجابيا ع�� �ذا المعيار و ذلك من خلال ا��د من التأث�� السل�� للملوحة ع�� نمو بادرات 

  . أفضل المعاملات )GA3 )GPSبواسطة  و ش�لت المعاملةالقمح، 

 �� المقابل،. مقارنة بالشا�د القمح لأجنةزن ا��اف الو من ل قل �ج�اد المل�� يت�� أن ،ب- 3الش�ل من 

و خففت بذلك من  الوزن ا��اف للأجنةع��  اإيجابي اتأث��  ،GA3 خصوصا بواسطة ،لبذور المسبقة لالمعا��ة  أبدت

  .تأث�� الملوحة ع�� �ذا المعيار

      ب�سبة ) Coleoptile = Col(أن �ج�اد المل�� عمل ع�� ا��د من نمو ال�وليو��يل  ج-3يب�ن الش�ل 

، تم �عو�ضھ �ش�ل جز�ي من Col نمو ع�� الصوديوم�� المقابل، تأث�� �لور�د ). UPC( بالشا�دمقارنة %  94.65

  . )GPS( خلال تحف�� البذور، خصوصا بواسطة حمض ا����يليك

                              ��ذير�ش�ل سل�� و لكن بدرجة أقل ع�� نمو اقد أثرت  الملوحةي�ب�ن أن  د- 3من الش�ل  ،بالمثل

)Radicle = Rad( الشا�دة  اتمقارنة بالعين%  74.04، حيث قدر معدل ال��اجع �� النمو �� �ذه ا��الة ب�سبة

)UPC .( المقابل، تحف�� البذور بمختلف المحاليل  زاد من أطوال ��Rad،  و أعطى التحف�� بـGA3 )GPS ( أفضل تأث��

، و عند مقارنة �� نفس السياق .)AsA )APSالتحف�� بواسطة �� ذلك  ليھ، ي% 42.66حسن إ�� حيث رفع معدل الت

   . للملوحة من ا��ذير احسست، ات�� أن ال�وليو��يل أك�� ه-3الش�ل ع�� ن كما �و مب� Radو  Colنمو �ل من 

 من معامل قوة نمو) P < 0.001،% 81.39(بصورة جد معت��ة ا��د  إ���ج�اد المل�� من ج�ة أخرى، أدى 

 �ش�ل VIوعلاوة ع�� ذلك، ا�عكس تأث�� �لور�د الصوديوم ع�� ). UPC( بالشا�دمقارنة ) و -3الش�ل ( البادرات

  .تأث��أفضل ) GA3(و أعطت المعاملة بواسطة   معا��ة البذور، اثرجز�ي 

  و �يض العام التحليل �حصا�ي لمعاي�� النمو . 2 جدول 
  

Variation WSC  SPROT  RWC  SRM  VI  STI  FW  DW  R/C  RL  CL  

  ***F  7.21**  14.5***  4.4*  8.8**  37.5***  252***  137.9***  30.5***  ns  20.7***  83.8 معامل ف�شر

  .أصغر فرق مع

LSD 5%  
0.49  0.04  14.3  0.02  3,541  7,537  0.012  0.0023  ns  2.53  5.47  

 

*P< 0.05; **P< 0.01; ***P< 0.001; ns not significant 
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، )مغ(الوزن ا��اف  - )ب(، )مغ(الوزن الغض   -)أ(التأث�� المتداخل ل�ل من تحف�� البذور والملوحة ع�� : 3 الش�ل
 و مؤشر  )VI( معامل قوة البذور  - )و(ك، /ال�سبة ج -)ه(، )سم(طول ا��دير  - )د(، )سم(طول الكوليو��يل  -)ج(

تمثل �ل قيمة المتوسط . أيام من �نبات 7تم تقدير �ل �ذه المعاي�� �عد  .الصلبعند القمح ) STI(ال�سامح المل�� 
  .ا��طأ المعياري  ±ا��سا�ي لثلاثة تكرارات 

 (ب) (أ)

 (د) (ج)

 (و) (ه)
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 : البيوكيميائية الفسيولوجية والمعاي��  .3- 3

 ): RWC(لماء لال�س�� المحتوى  

). أ-4الش�ل (الماء من القمح  بادرات/أجنةع�� محتوى  اسلبي اتأث��  ��ج�اد المل�بدي أ، الشا�دبمقارنة 

 بواسطةالبذور  تحف���� المقابل، . ال�س�� للماء ا�امن محتو  %18.5إ�� فقد ما يقرب  بادرات/�جنة�عرضت 

AGPS  لور�د الصوديوم�� لم�ذا التأث�� السل�� خففت من� .  

 : )SRM( المدخرات الغذائية �عبئة 

- 4الش�ل ( الغذائية مدخرا��ا قدرة ضعيفة ع�� �عبئة اي��م حبوب القمح المج�دة تبدأ، الشا�دبمقارنة 

مع  ومع ذلك، . �ادخرا�ممن قدر��ا ع�� �عبئة  % 50رب اللإج�اد ما يق �اعرض�عد � �جنةفقدت حيث ). ب

  . يارالمع ا�ذ ع��وا�� � �ثتأأي  ي، تحر�ض البذور لم يبد AGPS بواسطة المز�جاست�ناء المعاملة 

 : )WSC( بة �� الماءئاالذالسكر�ات  

�� أجنة القمح ) WSC(بة ئتراكم السكر�ات الذا�نبات إ�� وسط  إ���لور�د الصوديوم  أدت إضافة

�عد �ج�اد ليصبح ، غض الوزن الغ /مغ 0.5 السكر  �جنة من محتوى لم يتجاوز �ج�اد �� غياب ). د-4الش�ل (

بحمض  أدت المعاملة�� المقابل، . % 40 حوا�� ، و�ذا �ع�� ز�ادة قدر�اغضالوزن الغ /غم 0.8أك�� من 

 . WSCإ�� تراجع معدل  �س�ور�يك

 ): SPROT(بة ائال��وت�نات الذ 

تقر�با ثلاث مرات مقارنة (بة ائعند �ج�اد المل��، أبدت حبوب القمح ز�ادة �� محتوا�ا من ال��وت�نات الذ

�� محتوى %)  8.76(و ا����يليك إ�� تراجع طفيف  �س�ور�يك�� ح�ن، أدت إضافة حم��� ). ةبالعينات الشا�د

ع�� العكس من ذلك أدت المعاملة المزدوجة إ�� رفع محتوى البذور المعرضة ). ج-4الش�ل (البذور من ال��وت�ن 

 .للإج�اد من ال��وت�ن
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�عبئة  -)ب(، (%)المحتوى ال�س�� للماء   -)أ(أث�� المتداخل ل�ل من تحف�� البذور والملوحة ع�� الت: 4الش�ل 
عند  ) غ وزن غض/مغ(بة ئالسكر�ات الذا - )د(، )غ وزن غض/مغ(بة ئال��وت�نات الذا -)ج(، )غم(المدخرات 

مة المتوسط ا��سا�ي لثلاثة تمثل �ل قي. أيام من �نبات 7تم تقدير �ل �ذه المعاي�� �عد  .الصلبالقمح 
 .ا��طأ المعياري  ±تكرارات 

 ب

 (ج)

 أ

 (د)
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 ةــــــــــــــــــــناقشـــــــــالم .4
ع�� حركية ) ل/مليمول  NaCl )250 قمنا �� �ذه التجر�ة بدراسة تأث�� ترك�� عا�� لمح �لور�د الصوديوم

    و كذا نمو و أيض السكر�ات ) MGT(بات ، متوسط زمن �ن)FGP(�نبات، قدرة �نبات أو ال�سبة ال��ائية للإنبات 

بواسطة ترك��ات ) ج-2ب، - 2أ، -2: �ش�ال(حفزة محفزة و غ�� م) صنف واحة(قمح صلب و ال��وت�نات �� أجنة بذور 

  ). �01قالم�أنظر (و كذا تجارب أولية ) دراسات سابقة(تم اختيار�ا بناءا ع�� معلومات نظر�ة 

. المدروسة  أن الملوحة تؤثر سلبا ع�� جميع صفات �نبات و النمو ع��) 3و  2(�ال دلت النتائج المب�نة �� �ش

 ;Almansouri et al. , 2001; Fercha & Gherroucha, 2014(تتفق نتائجنا مع نتائج العديد من الدراسات السابقة 

Zhang et al., 2010  .(خ��ة  ضغط أسموزي،  يمنع يمكن للملوحة أن تؤثر ع�� إنبات البذور إما عن طر�ق فرض� 

و تمثيل�ا ) ب-4الش�ل (عملية �عبة المدخرات الغذائية  قلم �يو�ي، مما �عر يمن امتصاص الماء، أو بواسطة ال�سم

بواسطة ا��لايا ومنھ عدم مقدر��ا ع�� �نقسام أو التوسع، فيتأخر �نبات و قد يؤدي ذلك إ�� موت البذور 

)Zhang et al., 2010 .(  

و يحدث ذلك كن�يجة . �نبات ع�� حدوث �عد نتوء ا��ذير من خلال معطف البذرة الدليل المر�ي �ول 

، و اللتان تبديان حساسية مفرطة تجاه ا��فاف، مما )Haber & Luippold, 1969(لعمل�� ت��م ا��لايا و انقسام�ا 

�� الواقع، . الماء عن البذرة�ا ��ز شرة من خلال ا��ني�ية بصورة غ�� مبا ا��ذور يو�� إ�� أن الملوحة تقلل من نمو 

إ��  RWC، لاسيما و أن انخفاض RWCنتائجنا تدعم �ذا �ست�تاج، حيث ارتبط انخفاض أداء �نبات مع انخفاض 

الذي يمنع بدوره �نبات و منھ نتوء  )ABA( حمض ��س�سيك يؤدي إ�� تراكم �رمون ) أ-4الش�ل %  ( 80أقل من 

  ).González & González-Vilar, 2001(ا��ذير 

أن تحف�� البذور ب�ل من حمض ا����يليك و حمض �س�ور�يك قد ) 3و  2(�ش�� النتائج المب�نة �� �ش�ال 

�ذه النتائج تدعم�ا . نبات، كما حسنا من خصائص نمو البادراتلإ سرعا من إنبات البذور و رفعا من ال�سبة ال��ائية ل

 ;Afzal et al., 2006; Bahrani & Pourreza, 2012; Saeidi-Sar et al., 2012(دراسات السابقة نتائج العديد من ال

Turkyimaz, 2012 .(  فع�� س�يل المثال أظ�ر Turkyilmaz (2012)   أن المعاملة المسبقة للبذور بواسطة ا����لينات

                        أظ�ركما . و نمو القمح الل�نالسلبية للملوحة ع�� �نبات  �ثار من  تففخ) مليون /جزء 20 – 10(

Bahrani  & Pourreza (2012)    و Sastry & Shekhawat (2001)   أن بذور القمح المحفزة بواسطة ا����لينات تبدي

أن  Afzal et al. (2006) بالمثل أظ�ر   .�سب إنبات مرتفعة مقارنة بالبذور غ�� المحفزة عند �عرض�ا للإج�اد المل��

و يقلل أيضا  لا يز�د من ال�سبة ال��ائية للإنبات فحسب بل) مليون /جزء 50(تحف�� بذور القمح بحمض �س�ور�يك 

  .من متوسط زمن �نبات تحت ظروف �ج�اد المل��

يلعب ).  Gallardo et al., 2001(الس�ون إ�� حالة عالية ال�شاط  حالةيتضمن �نبات انتقال ا��ن�ن من 

ي�ب�� خفض حيث أنھ دورا بارزا �� تنظيم �ل من س�ون و إنبات البذور،   GAsو  ABAازن القائم ب�ن �رمونات  التو 

تحتوي البذور عند ن���ا ع�� كمية كب��ة من . )Liu et al., 2010( للسماح ل����لينات ب���يع �نبات ABAمستوى 
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ABA  ة المحيطة با��ن�ن���� ��)Williams et al., 1973 ( ب�نما ت��كز ا����لينات �� ا��ن�ن)Ross, 1971 .(                  

          لكن عندما تجف البذور �عد حصاد�ا، و�صبح ا��ن�ن غ�� �شط، تقل مستو�ات ا����لينات �ش�ل م��وظ 

)Ross & Bradbeer, 1968( ، نبات �يز�د ترك���ا عندما �شرع  ليعود و� �) أنظر القسم النظري.(  

أن عملية مراقبة إنبات و س�ون البذور ال�� تخضع لسيطرة مزدوجة ل�ل من   .Liu et al )2010( حديثا، أظ�ر

الماء �كسوجي��، ر�ما ل�ون �ذه �خ��ة تنظم �دم حمض  جز�ئاتحمض ��س�سيك و ا����لينات، �ستلزم تدخل 

أن حمض إ��  Ye & Zhang )2012( شار، أ�� نفس السياق، �� دراسة أحدث. ��س�سيك و تخليق ا����لينات

  .�و �خر �� مراقبة �ذه العملية�سا�م �س�ور�يك 

                         تمتلك �ستعداد الورا�ي لل�سامح المل�� �� فقط  ال���عض التقار�ر إ�� أن النباتات  تأشار 

             GA3و  )AsA )Athara et al., 2008 مثل منظمات النمو �ستجيب �ش�ل أفضل للتحف�� ا��ار�� بواسطة    ال��

)Iqbal & Ashraf, 2013( مما يو�� إ�� أن ،AsA   وGA3  عملان ع�� التخفيف من �ثار الضارة للإج�اد المل�� من�

لقمح ع�� نمو نباتات ا GA3و  AsAمع ذلك، قد يرجع التأث�� �يجا�ي لـ . خلال ت�شيط آليات الدفاع المختلفة للنبات

، مثل يبدو أن حمض �س�ور�يك). Smirnoff, 2000(استطال��ا  ا��لايا و  انقسامالمج�دة، لقدر��ما ع�� ���يع 

). S )Smirnoff, 1996الطور إ��  G1من خلال تحف�� �نتقال من الطور  وي ��لا �نقسام�شاط  نيز�د ما����لينات، 

مض �س�ور�يك أنھ �عمل ع�� �عز�ز استطالة ا��لايا و ت�اثر�ا أشارت العديد من �بحاث ال�� أجر�ت ع�� حكما 

)Arrigoni et al.,1977; Blokhina et al., 2002( ونتائجنا تؤ�د �ذه �ست�تاجات، خصوصا التأث�� التحسي�� الذي ،

بقى ، و مع ذلك ت)4الش�ل (بة  ائع�� �عبئة المدخرات، تراكم ال��وت�نات و السكر�ات الذأبدتھ عملية تحف�� البذور 

  .ر �ذا التأث�� المضاد للملوحة غ�� وا��ةالبيولوجية ال�� تفس �ليات

  ا��لاصة .5

             و تحف�� البذور ) ل/مول م��  250(المتداخل للملوحة  تأث��ال تقييم �و�ان ال�دف من �ذا البحث 

''seed-priming'' أو مز�ج من  )ل/م�� مول  0.5( س�ور�يكو حمض � أ )ل/م�� مول  0.5( ���يليك�بواسطة حمض ا

 : ي�� مافي الرئ�سية النتائجو تمثلت   .كلا ا��مض�ن ع�� إنبات و نمو بادرات القمح

 . الصلب القمح البادرات �� و ظ�ور  نبات�ل خصائص �  ع�� سلبا �المل� �ج�اد أثر 

 . عند القمح بادراتال نمو و نبات�  ائصخص ع�� للملوحة السل�� �ثر من ا��د �� فعالة تقنية  بذور التحف��  

 �ج�اد، ظروف تحت القمح نمو و إنبات ع��) AsA+GA3(المعت�� الذي أعطتھ المعاملة بالمز�ج  �يجا�ي التأث�� 

  .ا��ز�ئات �ذه ب�ن إيجا�ي) cross-talk( تفاعل وجود إ�� �ش��

�ساعد ��  �ونھإ�� بالإضافة  ر�ما ذلك، و �عود الس�ب �� بحمض �س�ور�يك �ان فعالاالبذور تحف��  

�� ظل �ج�اد  ، ال�� يز�د إنتاج�اH2O2 مثل )ROS( التفاعلية �ك���ن نواعالتقليل من �ثار السلبية لأ 

 أق��حكما  ABAو  GAsالتخليق ا��يوي لـ  من خلال مراقبة البذور  إنبات تنظيمعامل م�م �� المل��، �ونھ 

  .)Ye & Zhang, 2012( حديثا
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ـض �سكور�يـك تحفـ�� البذور بحمض ا����يليـك و حمالتأث�� المتداخل للملوحة و 
 ض العام لشتلات القمح الصلبع�� �عـض خصائص النـمـو و �ي

  

 The interactive effects of salinity and seed priming with GA3 and AsA on 
durum wheat seedlings growth and metabolism   

 

 الم��ص

) ل/م�� مول  AsA ،0.5(بواسطة حمض �س�ور�يك  �اأجر�ت �ذه التجر�ة ��دف دراسة تأث�� معاملة البذور قبل الزراعة أو تحف��  

تم �عر�ض ). Triticum durum var. Waha(ع�� تحمل �ج�اد المل�� �� القمح الطلب ) ل/م�� مول  GA3 ،0.5(وحمض ا����يليك 

 150ب��ك�� ) �لور�د الصوديوم(مل من محلول مل��  50للإج�اد المل�� وذلك �سق��ا بـ ) كغ2(مزروعة �� أصص ) يوم 20(تية نباتات ف

�عد أسبوع�ن من �ج�اد، تم حصاد التجر�ة و أخذت . خلال �سبوع الثا�ي ل/م�� مول  ��200ك�� ل لمدة أسبوع، ثم ب/م�� مول 

 ،ءالملال�س�� نمو �وراق، المحتوى �ل من أث�� �ج�اد المل�� �� وجود وغياب التحف�� البذري ع�� تمت دراسة ت. القياسات المختلفة

مؤشر ( MDAبة، الماء فوق �كسوجي�� و مادة ئاالسكر�ات الذ ، ال��ول�ن وروت�نال�اأشباه ، )أ و ب(محتوي �وراق من ال�لوروفيل 

 بمختلفثار السلبية للإج�اد المل�� ع�� مختلف المعاي�� المدروسة تمت معاكس��ا دلت النتائج ع�� أن �. )عن أكسدة اللبيدات

��  GA3و AsAب�ن  تآزريف��ض من مناقشة النتائج وجود تأث�� ا و). Ascorbate-priming( اتالأس�ور�ب- سيما التحف��المعاملات، لا 

���ع  ر�ما )ج مثل فيتام�ن(مضادات �كسدة ب ر و تحف�� البذ�� ا��تام يمكن القول أن . �ج�اد المل�� تقليل أضرار  العمل ع��

ا��فاظ الوقاية من إج�اد �كسدة المحدث بفعل الملوحة و ���يع  التوازن �سموزي،  خلال ، من الصلبالقمح المل�� ��  التحمل

 .التوازن ال�رمو�يأو اس��جاع 

  

Abstract 

This study was carried out to examine whether seed priming or pre-sowing seed treatment with Ascorbic acid (AsA, 0.5 

mmol/L) and Gibberellic acid (GA3, 0.5 mmol/L) can improve salt-stress tolerance in durum wheat (Triticum durum, var. 

Waha). Twenty-day-old plants growing in pots (2Kg) were subjected to salt stress by adding 50 ml of a saline solution 

(NaCl) at 150 mmol/L of concentration for one week, then at the concentration of 200 mmol/L during the second week. 

After two weeks of stress, plants were harvested and the different parameters were measured. Effects of salt stress in the 

presence and absence of the treatments on the growth of leaves, the amount of relative water content, chlorophylls, 

carotenoids, free proline, water soluble carbohydrates, hydrogen peroxide as well as MDA were assessed. It has been 

established that the effects of salt stress on the different parameters analyzed were alleviated by the pre-sowing 

treatments, particularly by AsA-priming. It has been presumed from the discussion of results the existence of synergistic 

effect between AsA and GA3 on the alleviation of salt stress. In conclusion we can say that seed priming with 

antioxidants (such vitamin C) can improve salt tolerance in durum wheat, through osmotic adjustment, protective effect 

against salt-induced oxidative stress and, as a result, by maintaining or recovering hormonal balance. 
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  ةــــــــــــــدمـــــقالم .1

            تحد من نمو و إنتاجية المحاصيل الزراعية  إذ، خطورةأك�� المشا�ل البي�ية أحد �عت�� الملوحة 

)Munns & Tester, 2008 .(الزراعة وفقا لمنظمة �غذية و )FAO(  مليون �كتار من �را��� الزراعية  800أك�� من

المساحة المتأثرة  تقدر �� ا��زائر، ع�� س�يل المثال، ). FAO, 2008(جراء الملوحة �� العالم متأثرة �شدة من 

تمنع الملوحة نمو النبات عن طر�ق أر�ع طرق رئ�سية، ألا ). Benmahioul et al., 2008(مليون �كتار  3.2بالأملاح بـ 

  ). Ashraf, 2009(ن ال�رمو�ي التواز  اختلالو    �كسدةو �� الضغط �سموزي، السمية النوعية للأيونات، 

              القمح �و المحصول الغذا�ي �سا��� لل�شر�ة نظرا ��صائصھ الكيفية الفر�دة من نوع�ا 

)O'Brien & DePauw, 2004( و مع ذلك، فإن إنتاجية القمح لا تواكب النمو الس�ان العال�� ،) <مليار �سمة ��  9

لتلبية )  2050سنة  %70>  و ��2020 عام  %40> (كب��ة �� إنتاج القمح ف�ناك حاجة إ�� ز�ادة ). 2050عام 

 ). Bhalla, 2006( �سا���الطلب الم��ايد ع�� �ذا الغذاء 

                      ع�� الرغم من �ون القمح الصلب أحد أ�م المحاصيل ال�� تزرع ع�� نطاق واسع �� حوض 

 ;Habash et al, 2009(من �نتاج العال�� من القمح %  75تاجھ حوا�� �بيض المتوسط، حيث �غطي إن   البحر 

Yousfi et al, 2010( ، غالبا ما ت�ون إنتاجيتھ محدودة ن�يجة لضعف �نبات و ��شاء)stand establishment( ،

ماط الوراثية لذلك، يبدو من ��سب استخدام �ن). Sayar et al., 2010(و تلعب الملوحة دورا حاسما �� ذلك 

�ذا أمر م�م خاصة بال�سبة للقمح الصلب، �ونھ أك�� تحسسا للملوحة مقارنة  و. ال�� تم تحس�ن تحمل�ا للأملاح

 ). Yousfi et al, 2010; Munns et al, 2012(بقر�بھ قمح ا���� 

. )Reactive oxygen species, ROS( التفاعلية �ك���ن أنواع بصورة طبيعية مختلف النباتية ا��لايا ت�تج

              ا��يو�ة و غ�� و عند �عرض النبات لإج�ادات الوسط ا��يو�ة الشيخوخة خلال �نتاج يتفاقم �� ح�ن

)Zentgraf, 2007 .(تخليق يتم كيف و أين عن النظر �غض ROS، من المواد  محتوى ا��لايا ينجر عن ز�ادة

                                 نقل �شارةلنوعية  مسارات و �عطيل ا��لية وناتتحطيم م�ألا و�ما،  ،م�م�ن التأكسدية تأث��ين

)Foyer et al., 2009 .( 

إج�ادات  آثار تخفيف ،بمختلف العوامل ا��يو�ة و غ�� ا��يو�ة ،)Seed priming( ي�يح تحف�� البذور 

              مثل المواد من العديد استخدمت ،الغاية و ل�ذه). Ashraf & Foolad, 2005( النبا�ي �نتاج ع�� الوسط

 ; AsA  ) Ashraf et al., 2008ن ج المواد المضادة للأكسدة �الفيتام� كذاالواقيات �سموز�ة و  ال�رمونات النباتية،

Fercha et al., 2011; Khan et al., 2011; Khan et al., 2013  .( 

 عن الناجمة �ضرار شتلات القمح الصلب ع�� تحمل قدرة تحس�ن إم�انية تقييم التجر�ة إ�� ��دف �ذه

         �كسدة مضادات من �ل باستخدام البذور  تحف�� تقنية خلال من ع�� نمو�ا و كذا ايض�ا العام، المل�� �ج�اد

 .النمو و �رمونات
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  ق العملائالمواد و طر  .2

  الزراعة ةق�المواد البيولوجية و طر  .1- 2

            ساعة و رطو�ة �س�ية تصل  16فة زراعة شبھ مراقبة مع  دورة ضوئية من أجر�ت �ذه التجر�ة �� غر 

- طي�يةال��بة (متجا�سة ب��بة  مملوءة) �لغ 2(بلاس�يكية  أصصدرجة مئو�ة ��  3 ± 25درجة حرارة  و%  65إ�� 

دقائق يل��ا  10دة لم%)  5(�عد التط��� بواسطة �يبو�لور�ت الصوديوم ). ة لا �عا�ي من مش�لة الملوحةطمي

) 1أنظر التجر�ة (لمعاملة و غ�� المعاملة امرات ثم التجفيف، وزرعت حبات القمح  03الشطف بالماء المقطر 

�عد ظ�ور الورقة الثالثة قسمت التجر�ة إ�� قسم�ن . و تم سق��ا بالماء المقطر أصيصبذرات �� �ل  9بمعدل 

 :كما ي��) ثلاثة تكرارات ل�ل قسم(

 . طيلة التجر�ة ملل �ل يوم 50بمعدل ) ماء عذب(بماء ا��نفية  صص�  يقسم ت: 1-ق

أيام ومن ثم يتم  07ل لمدة / م�� مول  150ب��ك�� ) �لور�د الصوديوم(بمحلول مل��  صص�  يسقم ت: 2-ق

  .ل لسبعة أيام أخرى /م�� مول  200 إ��رفع ال��ك�� 

  :القياسات .2- 2

  .المعاي��القياسات و تجر�ة و تم تقدير مختلف �عد أسبوع�ن من �ج�اد المل��، حصدت ال

 )الورقة الثالثة(نمو �وراق   .أ 

الورقة الثالثة لقياس التأث�� المتداخل ل�ل من الملوحة و تحف�� البذور بمختلف المحاليل ع��  استعملت

  :حيث تم تقدير �ل من. نمو �وراق

 )Leaf Fresh Weight or LFW and Leaf Dry Weight or LDW(�وزان الغضة و ا��افة  

 ).Quarrie & Jones, 1979( LA = Length x Width x 0.75بحيث،  )Leaf Area or LA(المساحة الورقية  

 )Relative Water Content or RWC( ءلمالالمحتوى ال�س��   .ب 

 .Kingsbury et al. (1984)كما عرض�ا    Barrs 1968)(  ت من قبلمن  العلاقة ال�� أق��ح RWCتم تحديد 

�� أناب�ب اختبار تحتوي ت �عد ذلك وضع). LFW(أوزا��ا الطازجة  تحيث تم قطع �وراق من القاعدة و أخذ

�وراق و تم  استخرجت ساعة 24 �عد .ع�� ماء مقطر، و احتفظ ��ا �� درجة حرارة الغرفة �� م�ان مظلم

). Leaf turgide weight or LTW( ��ن�با� من جديد الوزنتجفيف سطح�ا بورق ال��شيح و من ثم أخذت أوزا��ا 

تم تحديد . م° 85 درجة حرارة ساعة �� الفرن ع�� 48،  �عدما أمض�ت العينات )LDW(تم تحديد �وزان ا��افة 

RWC باستخدام المعادلة التالية:   
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  :)CAR( ال�اروت�نأشباه و  )Chl-a & b( أصباغ ال�لوروفيل تقدير   .ج 

  .Agarwal et alحسب طر�قة  ال�اروت�نأشباه ل�لوروفيل أ، ب، و من ا من تم تحديد محتوى �وراق

ملغ من �وراق الغضة ��  50حيث تم طحن . مع �عديل طفيف) Higazy et al., 1995حسب ما ذكره (  (1986)

ضوئية �عد ال��شيح، تم قياس الكثافة ال. ع�� ال��ت�ب 1إ��  3مل من خليط �يثانول و �س�تون ب�سبة  20

تم تحديد . نانو م�� 665و  649، 480: ع�� �طوال الموجية التالية) JENWAY 6300(باستعمال ج�از المطياف 

  .) Touchard, 2006 ; Wintermas & Demots, 1965(صيغ خاصة باستعمال  ال�اروت�نأشباه  و  ترك�� ال�لوروفيل

 

  

  

  :(WSC)ة �� الماء بئاالسكر�ات الذ تقدير  .د 

كما سبق ) Dubois et al., 1956(�� الماء �� �وراق حسب طر�قة الفينول  الذائبةير السكر�ات تم تقد

  . للتجر�ة �و�� قائالمواد و الطر توصيف�ا �� معرض 

  :(PRO)تقدير ال��ول�ن   .ه 

، كما وصف�ا         Troll & Lindslay (1955)قة �لطر  وفقا) PRO(تم تقدير محتوى �وراق من ال��ول�ن 

)Drier & Goring (1974، تم �عد ذلك تحديد . نانو م�� 528طول الموجة   دحيث تمت قراءة الكثافة الضوئية عن

المستخرج من المنح�� المعياري ) r = 0.98حيث  0.31(ترك�� ال��ول�ن بقسمة قيم الكثافة الضوئية ع�� المعامل 

  ).مل/مغ 0.1 – 0(باستعمال ال��ول�ن النقي 

  :)H2O2(ك��ي�� تقدير الماء �  .و 

 من غرام 0.1 طحن حيث تم.  Velikova et al. (2000) طر�قة حسب  H2O2 محتوى �وراق من تحديد تم

تم �عر�ض %.  0.1 ترك�� عند) TCA( ال�لور  ثلا�ي ا��ليك حمض من مل 5 مع من ا��ليد حمام �� الطازجة �وراق

 0.5 إ�� الطا�� من مل 0.5أضيف �عد ذلك .  الدقيقة �� رةدو  12000عند سرعة  دقيقة 15مركزي دام  الناتج لطرد

 1 ب��ك�� ) KI(من أيود البوتاسيوم  مل 1 و) 7 حموضتھ درجة ل،/مليمول  10 البوتاسيوم، فوسفات( المنظم من مل

 JENWAY( الضو�ي الطيف مقياس باستخدام نانو م�� 390 عند طول موجة �متصاص قراءات خذتأ . ل/مول 

 المستخرج من من�� المعايرة )r = 0.92حيث  0.04(بقسمة النتائج ع�� المعامل  H2O2 محتوى  تحديد تم). 6300

  .H2O2 من معلومة ترك��ات باستخدام
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  : LPO( Lipids peroxidation( أكسدة اللبيداتتقدير   .ز 

 �� و –  Malondialdehyde (MDA( �وراق من خلال تقدير محتوى  أ���ة �� الد�ون  أكسدة قياس تم

 ,Thiobarbituric acid (TBA )Heath & Packer( الثيو�ار�ت��يك حمض تعمالباس – اللبيدات مادة ت�تج عن أكسدة

مركزي   إخضاع الناتج لطرد تم. )% 0.1( TCA مل من حمض 5 مع غرام 0.25 مزج عينات من �وراق�عد ). 1968

 0.5 ع�� تحتوي ) % TCA )20 من مل 4 �� و أضيف لھالطا من مل 1 أخذتم . دقائق 5 لمدة د/د 10000 عند سرعة

 %TBA .عند المركزي  الطرد �عد. �ثل� حمام �� �سرعة ثم تم ت��يده دقيقة، 30 م لمدة° 95 عند ا��ليط ����ن تم 

ثم طرحت م��ا قيمة  نانو م�� 532 الطيف عند طول موجة امتصاص دقائق، أخذت قراءات 10 لمدة  د/د 10000

 )e( المو�� طفاءن� معامل  باستخدام MDA ترك�� حساب تم. نانو م�� 600 النو�� عند طول الموجة �متصاص غ�� 

  ).mm-1 cm-1 )Heath & Packer, 1968 155   المقدر بـ

 : النتائج وعرض �حصا�ي التحليل .3- 2

 التباين حليللت النتائج أخضعت. ال�امل العشوا�ي التوز�ع �و التجر�ة �� �ذه المعتمد التجر��� التصميم

)ANOVA ( باستخدام اختبار التجا�س  المعاملات المختلفةمقارنات ب�ن كما أجر�ت %  5عتبة  ع��)LSD 5 %.( تم 

 ).  V.8   STATISTICA )Hill &  Lewicki, 2007باستخدام برنامج  التحليل �ذا إجراء

  :النتائــــــــــــــــــــــــــــــــــج .3

  :معاي�� نمو �وراق .1- 3

 ):FW( الرطبالوزن  
 

أوراق  تحيث فقد). أ- 2الش�ل (وراق للأ  الرطبمن الوزن  (P <0.05) معنو�ا المل��خفض �ج�اد 

خففت المعاملة و علاوة ع�� ذلك،  .بالعينات الشا�دة مقارنةمن وز��ا الغض %  20حوا�� الشتلات المج�دة 

خصوصا المعاملة بحمض �س�ور�يك أين تجاوز  .راقلأو لالوزن الطازج  ع�� الملوحةالمسبقة للبذور من تأث�� 

   .)2الش�ل (    ملات بما �� ذلك العينات الشا�دةاأوزان �ل المع للأوراقالوزن الغض 

  

 ):DW( الوزن ا��اف  

مما �و عند  % 40حيث خفض �ذا �خ��  بحوا�� ق، اور للأ ع�� الوزن ا��اف  معنو�ا�ج�اد المل��  أثر 

 ا ع�� الوزن ا��اف للأوراق و لكن بدرجات متفاوتةيتحسي� اتأث�� معا��ة البذور  أظ�رت .) ب-2 الش�ل( الشا�د

 ).ب- 2 الش�ل( APSالمعاملة ب ةمتبوع أفضل تأث��  AGPS ةملعاالم و ��لت. المعاملةتبعا لنوع 
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  ):LA( مساحة الورقة 

د المل��، كشف تحليل التباين أن � �ج�ا�تأث تحتة يالورق ساحة�� الم انخفاضج، -2الش�ل ظ�ر يب�نما 

قد �ل ع�� حدى   GA3 و AsA  بواسطة المحفزةالبذور  أنومع ذلك، يبدو  ).1 ا��دول (�ذا التأث�� ل�س معنو�ا 

  .)ج-2الش�ل ، 1الش�ل ، ( و لكن دون وجود اختلاف إحصا�ي معنوي  المتغ��حس�ت �ذا 

  

 المعاملاتعينة من أوراق شتلات القمح الصلب لمختلف . 1 ش�ل
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، )غم(الوزن ا��اف  -)ب(، )مغ(الوزن الغض  - )أ(التأث�� المتداخل لتحف�� البذور والملوحة ع�� : 2 الش�ل
تم تقدير �ل �ذه المعاي�� �عد  .الصلب القمح لأوراق(%) المحتوى ال�س�� للماء  -)د(، )2سم(المساحة  -)ج(

  .ا��طأ المعياري  ±تمثل �ل قيمة المتوسط ا��سا�ي لثلاثة تكرارات . يوم من �ج�اد المل�� 15

 (أ)

 (ب)

 (د) (ج)

 (أ)
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 : المعاي�� الفسيولوجية والبيوكيميائية

 : (RWC)المحتوى ال�س�� للماء   .أ 

ومع ذلك، حس�ت ). 3الش�ل (ع�� معدل الرطو�ة ال�س�ية للأوراق ) P <0.01(المل�� ب�سبة كب��ة  �ج�ادأثر 

المعاملة بحمض �س�ور�يك أعطت    من خلال المقارنة. RWCمن ) P <0.05(بصورة معنو�ة  للبذور عاملة المسبقة الم

 . RWCلـ  اس��جاعأفضل 

 : صبغات التمثيل الضو�ي  .ب 

ü أ  ال�لوروفيل(Chl-a) : 

. عكس من ذلكع�� ال  .Chl-aأ، �س�ب �ج�اد المل�� �� ز�ادة معنو�ة �� محتوى �وراق من - 3وفقا للش�ل 

 .بواسطة حمض �س�ور�يك إ�� منع �ذا ال��اكم الناتج عن �ج�اد المل�� خصوصاأدى تحف�� البذور 

ü ب  ال�لوروفيل(Chl-b) : 

علاوة ع�� ). ب- 3الش�ل ( Chl-b،أدى �ج�اد المل�� إ�� رفع محتوى أوراق القمح من  Chl-a معكما �و ا��ال 

   و لكن بدرجات متفاوتة،  Chl-bذلك، أدت المعاملة المسبقة للبذور إ�� خفض تأث�� الملوحة ع�� محتوى �وراق من 

 . و ��ل حمض �س�ور�يك أفضل تأث��

ü  أشباه ال�اروت�ن)CAR(  : 

إذ تراجع ). CAR( روت�نأشباه ال�اج، أن �ج�اد المل�� قد خفض محتوى أوراق القمح من - 3يبدو من الش�ل 

ع�� العكس من ذلك حس�ت جل المعاملات و خصوصا المعاملة . مرة مقارنة بالشا�د 1.24بمعدل  �خ��ةترك�� �ذه 

 .CARبحمض �س�ور�يك ال�� لم تقلل من تأث�� الملوحة فحسب بل زادت من محتوى �وراق من 

 : (PRO)محتوى ال��ول�ن   .ج 

. أ-4لل��ول�ن �� أوراق القمح الصلب، كما �و مب�ن �� الش�ل) P <0.05(كم معنوي س�ب �ج�اد المل�� �� ترا�

من ج�ة أخرى، يبدو أن . مرة مقارنة بالعينات الشا�دة 1.56و قدر�ا معنو�ة ال��ول�ن ز�ادة  محتوى حيث ��ل 

  .GPSخاصة عند المعاملة  و  PROمعا��ة البذور قد قللت من محتوى �وراق من 
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 -)ب(، )غ وزن غض/مغ(أ  ال�لوروفيل  -)أ(التأث�� المتداخل ل�ل من تحف�� البذور والملوحة ع�� : 3 الش�ل
عند  �اروت�ن،/ب+أ �لـال�سبة  - )د(، )غ وزن غض/مغ( ت�نال�ارو أشباه  -)ج(، )غ وزن غض/مع(ب  ال�لوروفيل

تمثل �ل قيمة المتوسط ا��سا�ي لثلاثة . يوم من �ج�اد المل�� 15المعاي�� �عد تم تقدير �ل �ذه  .القمج الصلب
  ا��طأ المعياري  ±تكرارات 

  

 

 (ب) (أ)

 (د) (ج)
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 : (WSC)محتوى السكر�ات القابلة للذو�ان   .د 

- 4الش�ل (�لور�د الصوديوم الم��اكم �� وسط النمو إ�� تراكم السكر�ات الذائبة �� أوراق القمح الصلب  أدى

ذلك، أظ�رت  و مع.  مرات مقارنة بالشا�د 3وراق من السكر�ات القابلة للذو�ان بمعدل توى � ث زاد محيح). ب

عكسيا للملوحة ع�� محتوى السكر�ات الذائبة �� �وراق، و ��لت المعاملة بحمض ا����يليك ا معا��ة البذور تأث�� 

  . أفضل تأث��

 ): H2O2(ب��وكسيد ال�يدروج�ن   .ه 

ج، حيث أصبح ترك�� - 4 �� أوراق القمح الصلب، كما �و مب�ن �� الش�ل H2O2تراكم المل�� ��  �ج�اد�س�ب 

H2O2 حوا�� مرت�ن اك�� من ترك��ه �� أوراق العينات الشا�دة . 

، و ��لت H2O2للبذور إ�� خفض محتوى أوراق شتلات القمح المج�دة من  المسبقة�� المقابل، أدت المعاملة 

  . �يك أفضل تأث��المعاملة بواسطة حمض �س�ور 

 : (LPO or MDA)أكسدة الد�ون   .و 

و ال��  MDA، �س�ب �ج�اد المل�� �� تراكم مادة H2O2و كما �و ا��ال مع  ،د- 4كما �و مب�ن �� الش�ل 

  �MDAعكس حدوث أكسدة للد�ون �� أوراق القمح الصلب، حيث تضاعف محتوى أوراق القمح المج�دة من مادة 

 .غ�� المج�دةمقارنة بأوراق الشتلات 

و قد ��لت المعاملة بحمض  MADمن ذلك، خففت جل المعاملات من تأث�� الملوحة ع�� معدل  النقيضع�� 

  ).د-4الش�ل (�س�ور�يك أفضل تأث�� 

 

  التحليل �حصا�ي للمعاي�� المدروسة. 1 جدول 

Variation CHL a  CHL b  CAR  PRO  WSC  H2O2  MDA  RWC  LA  LFW  LDW  

  معامل ف�شر

F  
12.3**  9.7**  11.8**  20.3***  9.63**  19.3***  22.0***  3.34*  ns  7.01**  37.0***  

   .أصغر فرق مع

LSD 5%  
0.06  0.09  0.35  0.12  0.15  0.03  0.45  20.5  ns  20  1.45  

 

*P< 0.05; **P< 0.01; ***P< 0.001; ns not significant 
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ال��ول�ن   -)أ( محتوى أوراق القمح الصلب من التأث�� المتداخل ل�ل من تحف�� البذور والملوحة ع��: 4 الش�ل
غ وزن /مغ(الماء �كسوجي��  -)ج(، )غ وزن غض/مغ(السكر�ات الذائبة �� الماء  -)ب(، )غ وزن غض/مغ(

تمثل �ل . من �ج�اد المل�� يوم 15تم تقدير �ل �ذه المعاي�� �عد   .)غ وزن غض/مغ(، أكسدة اللبيدات )غض
  ا��طأ المعياري  ±قيمة المتوسط ا��سا�ي لثلاثة تكرارات 

 (ب) (أ)

 (د) (ج)
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  ة ـــــــــــــــــــــــــــالمناقش .4

ع�� خصائص النمو و �يض ) ل/م�� مول  200(التجر�ة بتقدير تأث�� م�� �لور�د الصوديوم  �ذهقمنا �� 

) متبوع بالتجفيف ساعة 12النقع لمدة (من بذور محفزة  جةالنات) واحة(العام لأوراق شتلات القمح الصلب 

، مز�ج متعادل من )AsA-primed or AP(، حمض �س�ور�يك )GA3-primed or GP(بواسطة حمض ا����يليك 

  ).un-primed or UP(حفزة أو غ�� م، )AsA+GA3-primed or AGP( ا��مض�نكلا 

).                           2و  1ل اش�� (ورة سلبية ع�� جل خصائص نمو �وراق �ج�اد المل�� قد أثر بصدلت النتائج ع�� أن 

و إنتاجي��ا   اتمن المعلوم أن التعرض ل��ك��ات عالية من �لور�د الصوديوم ينجم عنھ انخفاض �� نمو النبات

)Munns, 2002; Munns & Tester, 2008 .( أبرز آثار أنھ من يبدو  وراق و انخفاض معدل استطال��ا� تث�يط نمو

�ولوجية والبيوكيميائية لتث�يط ز ومع ذلك، تبقى �ليات الف. )Neves-Piestun & Bernstein., 2001(�ج�اد المل�� 

 ). Munns, 2002; Lazof & Bernstein, 1998( وا��ة �ش�ل �ا��نمو �وراق الناجم عن �لور�د الصوديوم غ�� 

النتح، تلعب �وراق دورا �اما �� نمو و تطور النباتات الراقية،  ي وكأعضاء أساسية للتمثيل الضو�

و عليھ، يبدو أن لمعدل استطالة �وراق و ��م�ا ال��ا�ي دورا ). Munns, 2002(وخاصة تحت ظروف �ج�اد 

ع يرج .)Colmer et al., 2005; Lacerda et al., 2003(أساسيا �� تحمل النبات لإج�ادات الوسط غ�� ا��يو�ة 

مما يؤدي  )H+-pumping(إ�� تث�يط �شاط �� ال��وتونات  إما�ج�اد المل��، انخفاض نمو �وراق تحت طائلة 

أو إ�� التغ��ات ا��اصلة �� العلاقات  ،)Apoplast) (Pitann et al., 2009(حموضة ا��در ا��لو�ة  انخفاض إ��

نخفاض �� ال�شاط �نز��� و استطالة جدر ا��لايا و منھ المائية للنبات ن�يجة لإغلاق الثغور مما يؤدي إ�� ا

          علاوة ع�� ذلك، من المعروف أن الملوحة ). Dorgham, 1991; Bernstein et al., 1993(استطالة �وراق 

�ب ، ي�س)-Clو  +Naن�يجة ال��اكم المفرط للأيونات السامة بما �� ذلك (العالية ت�س�ب �� إحداث إج�اد أيو�ي 

و �ساقط �وراق البالغة، و�التا�� تقليل المساحة المتاحة للامتصاص الضو�ي المبكرة شيخوخة ال��  بدوره

)Munns, 2002 .( ة إما إ�� تراجع انقسام ا��لايا أو استطال��ا، لأن ييمكن أن يرجع انخفاض المساحة الورقكما

  ).Kriedemann, 1986(كلا م��ما حساس لإج�ادات الوسط 

، يت�� أن المعاملة المسبقة للبذور قد 2النقيض من ذلك، و من خلال النتائج المدرجة �� الش�ل  ع��

و أعطت المعاملة . خصائص نمو �وراق و محتوا�ا الما�ي تحت طائلة �ج�اد المل��من حس�ت �ش�ل وا�� 

يث تب�ن أن معاملة القمح ، ح.Khan et al )2011( و نتائج ناتتفق نتائج. بحمض �س�ور�يك أفضل النتائج

، )SA(حمض السال�سيليك بـ أفضل النتائج فيما يخص معاكسة الملوحة مقارنة بمعاملتھ �عطي AsAبواسطة 

Kinetin   وGA3.  

لكن يبقى دور�ا ). Munns, 2002(ا����لينات �� تنظيم استطالة ا��لايا �� النباتات المج�دة م��يا �شارك 

المظا�ر ) GAs(تنظم ا����لينات  .)Iqbal et al., 2014 ; Kohli et al., 2013( ن� م ��د اغ�� وا�� �ش�ل ت
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ر�ما من  ذلك و ،)Hisamatsu et  al., 2000(المل��  آثار �ج�اد كما أ��ا تقلل من. لنمو النباتات و تطور�ا �ساسية

 ل منتقل )N(�زوت  مع GA3 ةإضاف أن  .Siddiqui et al)2008( أورد .�خرى خلال تنظيم مستوى ال�رمونات 

 يحدث من خلال GAs لـ �يجا�ي و �عتقد أن �ذا التأث��. )Brassica juncea( الكرنب عند المل���ج�اد  ضرار أ

ا��فاظ ع�� مستو�ات ال��وت�ن وا��مض من خلال درجة أقل، و لكن ب، أيضا و لشتلات تحس�ن ا��الة المائية ل

ع�� محتوى ما�ي مرتفع  ا��فاظ صا فيما يخنو�ذا يتفق مع نتائج ).RNA )Banyal & Rai,1983النووي الر��� 

  .)2 الش�ل(�س�يا 

م�م �� تنظيم عمليات النمو و التطور، أخر عامل  ،)cellular redox state(�رجاع ا��لو�ة /حالة �كسدة

�رجاع ا��لو�ة و �عتمد /كسدةالنباتات من حالة � �عدلاستجابة لأي مؤثر خار��، . فضلا عن تحمل �ج�اد

 و �عتقد أنھ إذا تم ا��فاظ ع��). Miller et al., 2009(ع�� طبيعة المحفز، شدتھ و مدتھ  التعديل المحدثمدى 

 ).Mittler, 2002(�ج�اد  أضرار �رجاع، يمكن التقليل من /معدل منخفض ��الة �كسدة

تحديد قدرة النباتات ع�� ال�سامح المل��                                              �� �مة جدا حديثا أن أنظمة الدفاع المضادة للأكسدة مات�� 

 )Sairam et al., 2005 Costa et al., 2005; Mittler,  2002; .( ع��الفعال �عتمد نظام الدفاع المضاد للأكسدة و 

كحمض �س�ور�يك، حمض (ز�مية غ�� إنأخرى ، و )SOD ،PRX ،CATمثل ( إنز�ميةمضادات أكسدة 

            الفيتام�ن ج ). Chen & Murata, 2002) (ال�اروت�نأشباه اثيون، التو�وف��ول و السال�سيليك، ا��لوت

يء صغ�� مضادة للأكسدة، ينظم العديد من الوظائف �يضية �و جزَ ) Vit-C ،AsAحمض �س�ور�يك، (

، حماية ج�از التمثيل الضو�ي )Smirnoff, 2000(من إج�اد �كسدة �ساسية �� حياة النبات مثل حمايتھ 

)Chen & Murata, 2002( تأخ�� الشيخوخة المبكرة للأوراق و حماية ال�لوروفيل ،)Smirnoff, 2000( ،...ا�� . 

 ,Reid(و إنتاجي��ا منذ بدايات القرن العشر�ن  اتتجلت أ�مية حمض �س�ور�يك �� تنظيم نمو النبات

 ,Garg & Kapoor(و قدر العديد من الباحث�ن أن �ذا ا��مض يلعب دورا �اما كمنظم لنمو النبات ). 1937

م�افحة �ثار السلبية للإج�اد المل�� ع�� �ولوجية و خصوصا ز العديد من العمليات الف، إذ أنھ �شارك �� )1972

 Al-Hakimi & Hamada, 2001; Athara(،القمح الل�ن )Shalata & Neumann, 2001(مختلف النباتات �الطماطم 

et al., 2008( القمح الصلب ،)Fercha et al., 2011 ( الشع��)Agami, 2014( دوار الشمس ،)Khan et al., 2013 ( و

 .ا��) ...Azooz et al., 2013(الفول 

و نظرا . بات بأكملھلل�رمونات النباتية آثار دراماتيكية ع�� نمط انقسام ا��لايا وتوسع�ا و منھ ع�� نمو الن

حدوث خلل �� التوازن ال�رمو�ي  اف��اضيمكن للنبات  العام النمول�ون �ج�اد المل�� يؤدي إ�� انخفاض �� 

 .)Shakirova et al., 2003 ; Iqbal &  Ashraf, 2010( تأكيده �� العديد من �بحاثفعلا ، و �ذا ما تم للنبات

ع�� التوازن ال�رمو�ي إ�� �ونھ بمثابة العامل المش��ك لتخليق  ترجع أ�مية حمض �س�ور�يك �� ا��فاظ

، و عليھ )ABA(وحمض ��س�سيك ) GA3(العديد من ال�رمونات النباتية، بما �� ذلك �ي�يل�ن، حمض ا����يليك 

كن ات الداخلية ��مض �س�ور�يك لا تؤثر فقط ع�� معدلات تخليق ال�رمونات ول�يمكننا أن نتوقع أن المستو 
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 AsAو منھ يمكننا القول بأن قدرة ). Barth et al., 2006(أيضا ع�� مسارات نقل �شارات المتعلقة ��ذه ا��ز�ئات 

 . التوازن ال�رمو�ي الذي يختل عند �عرض النبات للإج�اد المل�� اس��جاعع�� تنظيم النمو ترجع لقدرتھ ع�� 

ر�ما يحسن نمو  AsAللذو�ان يمكن أن �ش�� إ�� أن والسكر�ات القابلة  ل�نع�� محتوى ال��و AsAتأث�� 

انقسام (، من خلال تكثيف قدر��ا ع�� التكيف وأ�شطة النمو للأكسدةالنباتات بالإضافة إ�� عملھ كمضاد 

حمل النبات يلعب دورا �اما �� تحس�ن ت ��AsA ا��قيقة، أظ�رت العديد من الدراسات أن ). ا��لايا والتوسع

وعلاوة ع�� ذلك، فإن التأث�� المضاد ). Athar et al., 2008; Shalata & Neumann, 2001(�ة للإج�ادات اللاحيو 

 CARو  MDA، معدل H2O2و الذي تأكد من خلال تحديد مستوى  AsAللأكسدة الناجم عن المعاملة بواسطة 

لملوحة، كما ث�ت �� لالقمح ، يؤكد ع�� أ�مية أنظمة الدفاع المضاد للأكسدة �� تحمل نبات )4و  3 �ش�ال(

  ).Agarwal &  Pandey, 2004 ; Sairam et al., 2005 ; Fercha & Gherroucha, 2014( مواز�ةدراسات 

�ولوجية و ا��ز��ية ال�� يمكن من خلال�ا تفس�� التأث�� �يجا�ي لتحف�� البذور ز �ليات الف تبقىو مع ذلك، 

، و �ذا ما سنحاول تقصيھ بال�سبة م��مة) س�ور�يكيك و  حمض � حمض ا����يل(بواسطة منظمات النمو 

  .��مض �س�ور�يك �� القسم الثا�ي من �ذه الدراسة

  ا��لاصة .5

وحمض  (AsA) بواسطة حمض �س�ور�يك زرعتقييم أثر معاملة البذور قبل ال �دف�أجر�ت �ذه التجر�ة 
  .�� ظل ظروف �ج�اد المل�� الصلب الناميةع�� خصائص نمو أوراق شتلات القمح   (GA3) ا����يليك
  :است�تاج ما ي��بالنتائج  و سمحت
و �يض  نموال خصائصسلبا ع�� جميع ) ل من �لور�د الصوديوم/م�� مول  200( ��ج�اد المل�أثر  

 .للأوراق العام
ح، ل��د من تأث�� الملوحة ع�� خصائص نمو القم ةفعال تقنيةالبذور ) تقسية( يبدو أن تحف���ش�ل عام،  

  ).Ascorbate-priming ات�س�ور الأ ب- التحف��( AsA خصوصا المعاملة بـ
يمكن تفس��ه، أولا،  تحف�� البذور عن طر�ق  المل�� المضاد للإج�ادتأث�� يبدو أن ال�ذه الدراسة،  من 

 ءالمامن خلال المحافظة ع�� إمدادات ) Osmotic homeostasis(ستعادة التوازن �سموزي ب���يعھ لا 
تم  كما ة بما فيھ الكفاية، و�و ما يفسر أيضا انخفاض معدلات ال��ول�ن والسكر�ات القابلة للذو�انعالي

�و ما يفسر انخفاض  �عز�ز الدفاع المضاد للأكسدة و من خلال، و ثانيا، ���يلھ �� العينات المعاملة
 ).MDAانخفاض مستوى (و منھ أكسدة اللبيدات  H2O2 مستو�ات

�ث ع�� ا�ع��   GA3و AsAب�ن  )cross-talkتحاوري ( اف��اض وجود تأث�� متناغمب سمح� أخ��ا، نتائجنا  
 .القمح شتلاتنمو  خلال إنبات بذور و �المل� التحمل
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المحدث �� القمح الصلب  وحةتحمل الملؤشرات ا��يو�ة المحتملة لتفس�� كشف الم

  .ا��ا�� من ا��ال-التحليل ال��وتيوميب) Seed priming(عن طر�ق تحف�� البذور 
  

Gel-free proteomics reveal potential biomarkers of priming-induced salt 
tolerance in durum wheat  

  

  الم��ص

كخطوة . أثب�ت تقنية تحف�� البذور بنجاح �و��ا وسيلة فعالة لتحس�ن إنتاجية المحاصيل تحت ظروف �ج�اد

أو�� نحو ف�م أفضل للآليات ال�� يقوم عل��ا تحمل �ج�اد المل�� المحدث عن طر�ق تحف�� البذور �� القمح 

المعتمد ع�� ا��ال، أجر�ت مقارنة -التحليل ال��وتيوميالصلب، والتغلب ع�� أوجھ القصور �� الن�� القائم ع�� 

ا��ا�� من ا��ال ب�ن عينات بذور قمح صلب متفاوتة القوة ع�� إثر تحف���ا -بالاعتماد ع�� التحليل ال��وتيومي

�ة لـ للبذور رافقتھ �غي��ات معنو ) Hydro-priming(�ش�� النتائج إ�� أن التحف�� الما�ي . بالماء أو حمض �س�ور�يك

ل ال��وتي��، تخليق ال��وت�ن، �يض العام و عمليات الدفاع ضد إج�ادات يبروت�ن، معظم�ا �شارك �� التحل72

بروت�ن، �شارك جل�ا  83، رافقھ �غي��ات معنو�ة لـ )Ascorbate-priming( اتالأس�ور�ب-�� المقابل التحف��. الوسط

   ، )ل��ز�ئات المتضررة(للأكسدة، عمليات �صلاح أو ال��ميم  �ش�ل رئ���� �� استقلاب ال��وت�ن، الدفاع المضاد

تقدم �ذه الدراسة معلومات جديدة لف�م . و من المث�� للا�تمام، �غ�� بروت�نات �شارك �� عمليات أيض المي�يون�ن

 . ح�� تتمكن البذور من تحمل �ج�اد" ذاكرة التحف��" ت�ش�لكيف 
  

 

 سة��مية البيولوجية ل�ذه الدرا

ا��الية من -يصف �ذا البحث الدراسة �و�� من نوع�ا ال�� استخدمت ف��ا تقنية ال��وتيوميات

ب�ن الفصل  �دماجيــــــــــــــةسمحت لنا المقار�ة . ا��ال لتحليل بروت�نات �يض المستخلصة من بذور القمح الصلب

- نا�ية الصغر، و التحليل ال��وتيوميالتجز��� لل��وت�نات، تقنية ال�يدروجيل  أو تقنية التخص�ب با��سيمات المت

-7ت��اوح ب�ن ( ةبروت�ن من بروت�نات �يض و ب�نوع كب�� �� �وزان ا��ز��ي 380ا��ا�� من ا��ال بتحديد أك�� من 

وفقا لذلك، نق��ح أن �ذه المقار�ة يمكن أن ت�ون مفيدة �� ا��صول ع�� منظور أوسع وف�م ). كيلو دالتون  258

�� �ذا البحث، قمنا بتوظيف �ذه الطر�قة للتحقيق �� المؤشرات ا��يو�ة المحتملة . لبذور أفضل ل��وتيوم ا

��ذه الطر�قة، حددنا عدة بروت�نات لم �سبق أن . لل�سامح المل�� المحدث �� القمح الصلب بواسطة تحف�� البذور 

يمكن ل�ذه ). Ascorbate-priming(َ  لك المتعلقة بالتحف�� بالأس�ور�اتتم تحديد�ا �� دراسات مماثلة، وخاصة ت

  .النتائج أن توفر سبل جديدة لتحس�ن إنتاجية المحاصيل، خاصة �� ظل الظروف البي�ية غ�� الملائمة
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  المقــدمــــة .1

من ال��وت�ن %  �20عت�� القمح من أك�� المحاصيل الزراعة ان�شارا �� العالم، نظرا ل�ونھ يوفر يوميا حوا�� 

بالإضافة إ�� ذلك، �عت�� ). http://www.wheatinitiative.org(مليار �سمة  4.5لأك�� من  و السعرات ا��رار�ة

القمح ثا�ي أ�م محصول غذا�ي �� العالم، نظرا ��صائصھ الفر�دة، و �ون كميات كب��ة من ا��بوب يمكن أن 

القمح الصلب �و نوع من . )O'Brien & DePauw, 2004( ة فعالةنقل�ا بطر�قيتم إنتاج�ا، حصاد�ا، تخز���ا و 

و ع�� . القمح ر�ا�� الصيغة الصبغية، �عطي عائدات أع�� من القمح الل�ن �� المناطق ذات ال�ساقط المنخفض

وسط الرغم من أن القمح الصلب �و من أك�� المحاصيل المزروعة ع�� نطاق واسع �� حوض البحر �بيض المت

، يبقى إنتاجھ ضعيفا، ر�ما، �س�ب )Habash et al., 2009( من المنتوج العال�� للقمح الصلب %75أين يتم �غطية 

  .)Sayar et al., 2010( ملوحة ال��بة ضعف إنبات البذور وإ�شاء الشتلات، ال���ء الذي يرجع أساسا إ�� ا��فاف و

بذور قبل بذر�ا، �ستخدم حاليا ع�� نطاق واسع تحف�� أو تقسية البذور �� تقنية معا��ة خاصة لل

و �ذا م�م جدا �� ظل . )Heydecker et al., 1973( لتحس�ن أداء البذور فيما يتعلق �سرعة و انتظام �نبات

نمو البادرات �� من أك�� مراحل التطور النبا�ي  إنبات البذور و ظروف �ج�اد المل��، لأن �ناك إجماع ع�� أن

يبدو أن تحف�� البذور خاصة بالمركبات . )Läuchli A, Grattan, 2007( �اد المل�� و  منھ تراجع �نتاجتأثرا بالإج

وسيلة فعالة للتغلب ع�� مشا�ل إنبات البذور و تحس�ن نمو  (AsA) المضادة للأكسدة مثل حمض �س�ور�يك

 Hasanuzzaman etس�يل المثال مراجعة انظر ع�� (البادرات �� �ذا المجال، خصوصا تحت طائلة �ج�اد المل�� 

al. 2013تتمثل ��مية الزراعية لتحف�� النباتات �� �و��ا تكنولوجيا �سيطة، ). ، و نتائج القسم �ول من الدراسة

ز قدرة النبات ع�� التعامل مع �ج�اد، ال���ء الذي حفز الباحث�ن �سر�عة، غ�� مؤذية، منخفضة الت�لفة لتعز 

�ل �� العقد الما���، . )Tanou et al., 2012( يات ا��لو�ة وا��ز��ية ال�امنة وراء �ذه الظا�رةللكشف عن 

 Transcriptomeحاولت العديد من الدراسات �ساسية، وذلك باستخدام العديد من المقار�ات ا��ز��ية كـ

،Metabolome  ،Proteomeبذور البيوكيميائية لعملية تحف�� ال/، تحديد �ليات ا��ز��ية )Tanou et al., 2012( .

       من �ليات الرئ�سية ال�� أق��ح ع�� أ��ا �شارك �� تحف�� البذور نذكر ع�� س�يل المثال �حداث المتعلقة 

                 ، )Bradford et al., 2000(، ت�شيط السو�داء )Cell cycle  )De Castro et al., 2000 ا��لو�ةبالدورة 

              دورة المي�يل  و �عبئة الد�ون و ال�شا، تخليق ال��وت�ن )Job et al., 2000( وت�نات المخزنةال��  �عبئة

)Catusse et al., 2011 ; Yacoubi et al., 2011  () انظر مراجعةRajjou et al. 2012 .( 

�ش�ل (ة �سمح ل�ا بتخز�ن �ليات المذ�ورة أعلاه �ش�� إ�� أن البذور المحفزة تمتلك مبدئيا آليات جز��ي

عندما تتعرض  �حداث السابقة خلال عملية التحف��، وال�� يمكن اس��جاع�ا و استعمال�ا �� وقت لاحق) ذاكرة

أن تحف�� البذور يز�د من حيو�ة  حَ ق�ٍ� �� �ونة �خ��ة، اُ . )Chen & Arora, 2013( البذور للإج�اد أثناء �نبات

أولا، يؤدي تحف�� البذور إ�� �سر�ع . ن خلال، ع�� �قل، إس��اتجيت�ن مختلفت�نالبذور و تحمل �ج�اد م

العمليات المتعلقة بالإنبات مما �س�ل انتقال ا��ن�ن من حالة الس�ون إ�� حالة ال�شاط و منھ تحس�ن قوة 

http://www.wheatinitiative.org
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فاءة استجابا��ا التكيفية ثانيا، �سمح تحف�� البذور من �عز�ز قدرة �ذه �خ��ة ع�� رفع ك. �نبات و نمو البادرات

   . )Rajjou et al., 2012; Chen & Arora, 2013( مما �ساعد�ا ع�� تحمل �ج�ادات البي�ية خلال إ�شاء الشتلات

و عليھ فإن التحليل ال��وتيومي المقارن �� البذور المعا��ة بواسطة مواد كيميائية قبل �عرض�ا لظروف �ج�اد 

 . )Tanou et al., 2012( �ميةغ�� ا��يوي ي�ون بالغ � 

، حيث )أنظر القسم النظري (يمثل التحليل ال��وتيومي الك�� امتدادا �اما للتقنيات ال��وتيومية المعروفة 

و يتطلب ذلك . )Wong & Gagney, 2010( �يح المقارنة ب�ن التغ��ات �� مستو�ات ال��وت�ن �� مختلف العيناتت

لدقة لتحديد ال��وت�نات �� خليط معقد م��ا وقياس كمية �ل بروت�ن ع�� إجراء تحاليل بالغة ا��ساسية و ا

الطر�قة �ك�� شيوعا لدراسة بروتيوميات ����ة النباتية �� تقنية ال��رة الك�ر�ائية ع�� ا��ال . حدى

نة أ��ام ، حيث يتم تحديد الفروق �� الكميات المتوفرة من ال��وت�ن عن طر�ق مقار )2DE-gels(مزدوجة المعالم 

 Mass(الملون، تل��ا عملية تحديد ال��وت�نات بواسطة مطياف الكتلة - بقع ا��ال المحتو�ة ع�� ال��وت�ن

Spectrometry, MS . ( ومع ذلك، فإن �ذه الطر�قة محدودة ا��ساسية، تتم�� بمجال دينامي�ي منخفض، كما

 Panchaud( كتلة ا��ز��ية العالية أو المنخفضة جداأ��ا غ�� فعالة عند تحليل ال��وت�نات قليلة الوفرة أو ذات ال

et al., 2008( . 

      طرق بديلة استعملت لتحديد ) Gel-free shotgun proteomics(ال��وتيوميات ا��الية من ا��ال �عت�� 

من أنھ  ع�� الرغم. )Domon & Aebersold, 2007; Nesvizhskii et al., 2007( و تقدير ال��وت�نات ع�� نطاق واسع

أصبح ممكنا تحديد ال��وت�نات و �سرعة من مقتطفات خلائط خلو�ة خامة باستخدام ال��وتيوميات ا��الية من 

�� وجود ) low abundance proteins(، يمكن أن ي�ون من الصعب تحديد ال��وت�نات قليلة الوفرة MSا��ال و 

و�التا��، للقيام بتحليل بروتيومي .  (relatively abundnat proteins)فائض كب�� من ال��وت�نات الوافرة �س�يا

�ستخلاص التدر��� ). subfractions(فعال يصبح من ��مية بم�ان إثراء العينة و تحليل�ا �� مقتطفات أو أجزاء 

�� طر�قة مناسبة خاصة لتجزيء عينات بروت�نات سو�داء القمح، لأنھ ) Sequential extraction(أو التتا��� 

�لبوم�ن، (يد من خصائص الذو�ان ا��اصة ب�ل فئة من فئات بروت�نات السو�داء المختلفة �ستف

  ...). الغلو�ول�ن،

         فضلا عن ذلك، تم �� السنوات القليلة الماضية استحداث طر�قة جديدة مناسبة لل��وتيوميات 

             للتخص�ب ) Hydrogel nanoparticles(�يدروجيل -و ال�� �ستخدم جسيمات النانو MSالمعتمدة ع�� 

                                             سيما جز�ئات�يدروجيل، ولا - النانو. )Tamburro et al., 2011(�نتقا�ي لل��وت�نات �� ا��لائط المعقدة 

[Poly(N-isopropylacrylamide/Cibacron Blue) core vinylsulfonic acid (Poly(NIPAm/CB) core VSA] تم ،

، �و��ا يمكن أن �ساعد ع�� فصل و تحديد )Capriotti et al., 2012( ع�� أساس دراسة سابقة �ــااختيار

 . )Fredolini et al., 2008( ال��وت�نات قليلة الوفرة

  ل��وت�نات �يض ) LC-MS/MSبواسطة تقنية (�� �ذا المقال �عرض نتائج التحليل ال��وتيومي 

                                          من بذور القمح الصلب باستخدام تجزئة ال��وت�ن المعتمدة ع�� الذو�انية التفاضلية المستخلصة

)Hurkman &Tanaka, 2004(،  و بالمزاوجة ب�ن تقنية تخص�ب ال��وت�ن و تقنية التحليل الك�� ا��ا�� من ا��ال
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الدراسة ا��الية إ�� ��دف الإضافة إ�� ذلك، ب). LTQ-XL Orbitrap(بواسطة مطيافية الكتلة عالية �داء 

ع�� حد علمنا، �ذه �� المرة �و�� . تحقيق �� التغ��ات المحتمل حدو��ا �� بروت�نات �يض عند تحف�� البذور ال

استجابة  ال�� �ستعمل ف��ا تقنية مماثلة للتحقيق �� التغي�� ا��اصل �� بروت�نات �يض لبذور القمح الصلب

يمكن ل�ذه الدراسة أن تقدم تفس�� لبعض من �ليات البيوكيميائية المشاركة �� تحف�� بذور . لعملية التحف��

ال��وت�نات المحتمل /القمح، وال�� يمكن أن ت�ون مفيدة جدا لتحس�ن إنتاج المحاصيل من خلال تحديد ا��ينات

  .المل�� حت طائلة �ج�ادالبادرات، خاصة ت تورط�ا �� �عز�ز إنبات البذور و

  

 :نتائج �ذه الدراسة ش�لت موضوع المقال التا��
Fercha et al. (2013). Gel-free proteomics reveal potential biomarkers of priming- 
induced salt tolerance in durum wheat. Journal of proteomics, 91, 486-499. 
doi:10.1016/j.jprot.2013.08.010 
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Seed priming has been successfully demonstrated to be an efficient method to improve crop 
productivity under stressful conditions. As a first step toward better understanding of  the 
mechanisms underlying the priming-induced salt stress tolerance in  durum wheat, and to 
overcome the limitations of the gel-based approach, a comparative gel-free proteomic analysis 
was conducted with durum wheat seed samples of varying vigor as generated by hydro- and 
ascorbate-priming treatments.  Results indicate that hydro-priming was accompanied by 
significant changes of 72 proteins, most of which are involved in proteolysis, protein synthesis, 
metabolism and disease/defense response. Ascorbate-priming was, however, accompanied by 
significant changes of  83  proteins,  which  are  mainly  involved in   protein metabolism, 
antioxidant protection, repair processes and, interestingly, in methionine-related metabolism. 
The present  study provides new information for  understanding  how ‘priming-memory’ 
invokes seed stress tolerance. 

 
Biological significance 
The current work describes the first study in which gel-free shotgun proteomics were used to 
investigate the metabolic seed protein fraction in durum wheat. A combined approach of 
protein fractionation, hydrogel nanoparticle enrichment  technique, and gel-free shotgun 
proteomic analysis allowed us to  identify over 380  proteins exhibiting greater molecular 
weight diversity (ranging from 7 to 258 kDa). Accordingly, we propose that this approach could 
be useful to acquire a wider perspective and a better understanding of the seed proteome. In 
the present work, we   employed this method to  investigate the  potential biomarkers of 
priming-induced salt tolerance in durum wheat. In this way, we identified several previously 
unrecognized  proteins  which  were  never  been  reported  before,  particularly  for   the 
ascorbate-priming treatment. These findings could provide new avenues for improving crop 
productivity, particularly under unfavorable environmental conditions. 
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Fig. 1 – Seed germination and seedling growth of durum wheat. (A) Interactive effect of salt stress (250  mM  NaCl) and priming 
treatments (Materials and methods) on the seed germination time-course of durum wheat. (B) Interactive effect of salt stress 
and priming treatments on seedling growth of durum wheat. UP, un-priming; HP, hydro-priming; AP, ascorbate-priming. 
 

 
 
 

1.          Introduction 
 
 

Wheat is  the most widely grown crop in  the world, which 
provides about 20% of the daily protein and of the food calories 
for  more than 4.5 billion people (http://www.wheatinitiative. 
org/).  It is  the second most important food crop in  the world 
owing to its unique characteristics and the  fact that  large 
quantities of  grain can be  produced, harvested, stored, and 
transported in an efficient way [1]. Durum is a tetraploid species 
of wheat, which produces higher yield than normal wheat in 
areas with reduced precipitation. However, even though durum 
wheat is the most widely cultivated crops in the Mediterranean 
basin where ~ 75% of the world's durum grain is produced [2], its 
production remained low  probably because of  the poor seed 
germination and stand establishment, mainly due to drought 
and soil salinity [3]. 

Seed priming is a seed pre-sowing imbibition treatment that 
is widely used to improve seed performance with respect to rate 
and uniformity of germination [4]. This is very important under 
salt stress conditions, because there is general agreement that 

seed germination and early seedling growth are critical stages 
during which salt stress is  especially damaging to  yield [5]. 
Seed priming particularly with antioxidant compounds such as 
ascorbic acid (AsA) seems to be an efficient method to overcome 
seed germination problems and to improve seedling growth in 
the field, especially under salinity (see review in Hasanuzzaman 
et al. [6]). The agricultural relevance of priming in plants, as it is 
a simple, short-term, harmless, and low-cost technology that 
enhances the ability of plant to cope with stress, has motivated 
scientists to unravel the  underlying cellular and molecular 
mechanisms [7]. In the past decade, several major studies, using 
transcriptome, metabolome and proteome approaches, have 
attempted to  identify the molecular/biochemical mechanisms 
of seed priming [7–13]. The major processes potentially involved 
in seed priming can be described as cell cycle associated-events 
[9], endosperm weakening [10], mobilization of storage proteins 
[11] lipid and starch mobilization, protein synthesis and the 
methyl cycle [12,13] (see  review in Rajjou et al. [8]). 

The aforementioned processes suggest that primed seeds 
presumably possess molecular mechanisms that allow them to 
memorize previous priming events, which can be recruited later 

 
Table 1 – Metabolic proteins identified according to two protocols, one comprising a standard in-solution trypsin digestion, 
and the other one in which an enrichment step by NIPAm/CB core VSA shell particles (HG) was added. 

Un-primed       Un-primed with HG    Combined   Overlap   Not  overlap   Un-primed only       Un-primed with 
HG only 

Proteins   292                                 197                                           323                     166               157                        126                                   31 
 

Hydro-primed         Hydro-primed with HG    Combined      Overlap     Not  overlap       Hydro-primed only    Hydro-primed with HG 
only 

Proteins   286                                 230                                           327                     189               138                        97                                     41 
 

Ascorbate-primed    Ascorbate-primed            Combined      Overlap     Not  overlap      Ascorbate-primed     Ascorbate-primed with 
with HG                                                                                                                 only                           HG only 

Proteins   252                                 225                                           302                     175               127                        77                                     50 
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when seeds are exposed to stresses during germination [14]. 
More recently, it has been proposed that priming increases seed 
vigor and  stress  tolerance  through  at  least  two  different 
strategies. First, priming initiates the germination-related 
processes that  facilitate the  transition  from the  quiescent 
state into the germinating state and lead to improved germina- 
tion potential. Secondly, priming allows the growth-arrested 
seeds to  reinforce their capacity to  mount adaptive defense 
responses useful to withstand environmental stress conditions 
during seedling establishment [8,14]. It is therefore interesting 
to apply comparative proteomic analysis in seeds treated with 
chemical priming agents before the imposition of abiotic stress 
conditions [7]. 

Quantitative proteomics represent an important extension 
to identification proteomics, enabling the comparison of changes 
in protein levels across different samples or treatments [15]. This 
requires sensitive and accurate assays for identifying proteins in 
complex mixtures and quantifying their abundances. The most 
commonly used approach for  comparative proteomic analy- 
sis of  plant tissues is the application of  2DE-gels, whereby 
differences in protein abundances were determined by com- 
paring stained protein spot volumes followed by  identifica- 
tion of  proteins by  mass spectrometry (MS). However, this 
method is limited in sensitivity, has a low  dynamic range, 
and it is inefficient when analyzing proteins with very high or 
low  molecular mass [16]. 

Gel-free shotgun proteomics are alternative approaches for 
the identification and quantification of proteins in  large-scale 
studies [17,18].   Although it  has  become feasible to rapidly 
identify proteins from crude cell  extracts using MS-based 
shotgun  proteomics, it can  be   difficult to  elucidate  low- 
abundance proteins of  interest in the presence of  a large 

excess of relatively abundant proteins. Therefore, for  effective 
proteome analysis it becomes critical to enrich the sample to be 
analyzed in  subfractions of interest. Sequential extraction is a 
method particularly suited for  the subfractionation of  wheat 
endosperm proteins, because it takes advantage of the specific 
solubility properties  of  the  different classes of  endosperm 
proteins. 

Moreover, a novel method  suitable  for   high throughput 
MS-based proteomics that make use of hydrogel nanoparticles 
for selective protein enrichment in complex mixtures has been 
introduced recently [19]. Hydrogel nanoparticles,  in  particular 
Poly(N-isopropylacrylamide/Cibacron  Blue) core  vinylsulfonic 
acid (Poly(NIPAm/CB) core VSA) shell particles, were chosen on 
the basis of our previous work [20], because they can perform a 
further step of enrichment for less abundant proteins capable to 
interact with the Cibacron Blue [21]. 

Here we  describe an LC–MS/MS  platform for  analysis  of 
metabolic proteins from seeds of durum wheat using solubility- 
based protein fractionation [22] and protein enrichment 
combined with label-free quantitative  tandem  MS  with a 
high-performance hybrid mass spectrometer, LTQ-Orbitrap 
XL. In addition, the  present  work aimed  to investigate  the 
possible changes in  metabolic protein profiles during seed 
priming treatment. To the best of our knowledge, this is the 
first time that gel-free, label-free shotgun proteomic approach 
has been used to investigate the change in   the metabolic 
proteins of  durum wheat seeds in  response to priming. This 
study could explain some of the biochemical processes 
involved in wheat seed priming, which could be very useful 
for improving crop production by  characterizing the  genes/ 
proteins potentially involved in enhancing seed germination 
and seedling vigor, particularly under stress conditions. 

 
 
 

 
Fig. 2 – Venn diagrams and functional classification of wheat proteome in both primed seeds compared to control un-primed 
seeds. (A) Venn diagrams display the overlap between the proteome of primed and un-primed durum wheat seeds (see Materials 
and methods). (B) Functional classification of proteins shown in (A). The number of identified proteins is indicated. (C) Functional 
classes according to Bevan et al. [30]. Up, up-regulated; Dn, down-regulated. 
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2.          Materials and methods 
 
 

2.1.        Seed treatment, germination assay and seedling growth 
 

Seed priming treatments  were performed essentially as de- 
scribed by Jafar et al. [23]. The ratio of seed weight to the volume 
of  solution employed for  priming was 1:5  [24]. For  each seed 
priming treatment 50 g of wheat seeds was soaked in  250 mL 
aerated distilled water or  ascorbate solution (0.5 mmol L− 1) for 
12 h. During soaking period, continuous aeration was provided 
using a small aquarium pump. After soaking, seeds were washed 
three times with distilled water and then re-dried, up to almost 
their original weight, keeping them under shade with forced air 
at 27 ± 3 °C; after drying they were sealed in  paper bags and 
stored until use. Untreated dry  seeds were taken as a control. 

Seeds of  durum wheat (Triticum  durum Desf. var.   Waha), 
cultivar moderately resistant to salinity and widely cultivated in 
Algeria, both treated and untreated, were surface sterilized with 
sodium hypochlorite (5% w/v)  for 3 min, washed several times 
with sterile water and dried in an oven. Thirty dried seeds were 
placed in  each Petri-dish containing two layers of  Whatman 
no.   1  filter paper  initially moistened  with 10 mL  of  saline 
solution (NaCl 250 mmol L− 1) or distilled water (control). Seeds 
were germinated in  darkness in  a temperature-controlled 
chamber held at 22 ± 0.5 °C. The number of germinated seeds 
was counted every day until day 7. Growth measurements were 
taken prior to harvest (7-day-old seedlings). 

 
2.2.        Extraction and quantification of metabolic seed proteins 

 
Metabolic seed proteins were extracted using the method 
developed by Hurkman and Tanaka [22] with some modifica- 
tions. Briefly, wheat  seeds were ground to  a fine powder in 
a household coffee grinder, and  then  75 mg   of  flour was 
suspended in 300 μL of cold KCl buffer (Tris–HCl 50 mmol L− 1, 
KCl 100 mmol L− 1, EDTA 5 mmol L− 1, pH 7.8). The suspension 
was incubated on   ice   for   5 min with intermittent  mixing 
and then  centrifuged at  14,500  g  for   15 min at  4 °C.  The 
KCl-soluble fraction  was  collected and  5  volumes of  cold 
100 mmol L− 1 ammonium acetate solution in  methanol were 
added at room temperature and incubated overnight at 20 °C. 
The methanol-insoluble fraction was pelleted by  centrifuga- 
tion at 14,500  g for 15 min at 4 °C. The pellet was rinsed three 
times with cold acetone (500 μL) to  remove the ammonium 
acetate,  and  solubilized with  200 μL  of   urea/ammonium 
bicarbonate (8 mol L− 1/50 mmol L− 1). Metabolic proteins  were 
quantified by  Bradford assay using BSA standard [25].  Three 
experimental replicates were performed for  each seed type. 
For  each extraction, the protein mixture was divided into two 
aliquots and processed according to two protocols, one com- 
prising a standard in-solution trypsin digestion, and the other 
one in which an enrichment step by NIPAm/CB core VSA shell 
particles was added, and then  in-solution trypsin digestion 
was performed. 

 
2.3.        In solution trypsin digestion and  off-line desalting 

 
For  each sample, protein aliquots, 100 μg  (1 μg μL− 1),  were 
reduced, alkylated, and digested with trypsin as described 

by  Capriotti et al.,  with some modifications [26].  Reduction 
of   disulphide  bonds  was  performed  with  2.5 μL  of   DTT 
(200 mmol L− 1), under slight agitation, in  incubation at 37 °C 
for 1 h. Carbamidomethylation of thiol groups was performed 
by  addition of  IAA (10 μL, 200 mmol L− 1) and incubation for 
1 h in the dark at room temperature. To consume any leftover 
alkylating agent and to avoid trypsin alkylation, 10 μL of DTT 
(200 mmol L− 1) was added and samples were incubated at 
37 °C for  1 h,  under slight agitation. The samples were then 
diluted with ammonium bicarbonate (50 mmol L− 1) to  obtain 
a 1 mol L− 1 final urea concentration. Sequencing grade-modified 
tryspin was added (1:20, enzyme:protein ratio) and the samples 
were incubated overnight at 37 °C.  Enzymatic  digestion was 
quenched  with formic acid. Digested samples  were desalted 
using SPE C18 cartridges conditioned with acetonitrile (ACN) and 
rinsed with 0.1% TFA. Peptides were eluted from the SPE column 
with 500 μL ACN/ddH2O (50/50,  v/v)  containing 0.05% TFA and 
were dried in a Speed-Vac SC 250 Express (Thermo S 164 avant, 
Holbrook, NY, USA). Each  sample was re-constituted with 0.1% 
HCOOH aqueous solution and stored at − 80 °C until LC–MS/MS 
analysis. 
 
2.4.        Enrichment of proteins by hydrogel nanoparticles 
 
200 μL aliquot of NIPAm/CB core VSA shell particles (equivalent 
to 2 mg dry weight) was washed by centrifugation with deionized 
water. Briefly the hydrogel nanoparticles were centrifuged at 
15,000  g  for  7 min, the supernatant  was removed and the 
pellet  was  resuspended  in  200 μL  of   deionized  water. 
Following centrifugation the hydrogel nanoparticle pellet 
was resuspended in 400 μL protein solution (750 μg) in urea/ 
ammonium bicarbonate (8 mol L− 1/50 mmol L− 1). The mix- 
ture was incubated under slight agitation for 15 min at room 
temperature. The protein–hydrogel nanoparticle complexes 
were  then  separated  by   centrifugation at  15,000  g   and 
washed once with 200 μL of a solution NaSCN 250 mmol L− 1, 
and twice with 200 μL of ddH2O to remove NaSCN. Proteins 
bound to the hydrogel nanoparticles were eluted twice with 
200 μL of ACN:ddH2O:NH4OH (70:27:3,  v/v/v) and the eluates 
combined  in   the same vial,   dried in a  vacuum concen- 
trator  and  solubilized with  urea/ammonium  bicarbonate 
(8 mol L− 1/50 mmol L− 1) for  the subsequent digestion with 
trypsin as described in  the previous paragraph and subse- 
quent LC–MS/MS analysis. 
 
2.5.        NanoHPLC–MS analysis 
 
Tryptic peptides  were analyzed by  a Dionex Ultimate 3000 
nano-HPLC system (Sunnyvale CA, USA) connected to a hybrid 
LTQ-Orbitrap XL mass spectrometer (Thermo Scientific, 
Bremen, Germany) equipped with a nanoelectrospray ion source. 
Peptide mixtures were separated  on in-house manufactured 
20 cm   fritless  silica  microcolumn,  75 μm  i.d.,   packed  with 
ReproSil-Pur C18-AQ 3 μm resin. The flow  rate was 250 nL min−1 

and the LC gradient was optimized to detect the largest set of 
peptides, using H2O/HCOOH (99.9/0.1, v/v) as phase A and 
CH3CN/HCOOH (99.9/0.1, v/v)  as phase B. After an isocratic 
step at 5% B for 5 min, B was linearly increased to 30% within 
75 min; afterwards, B was increased to 80% within 5 min, and 
to   95%  within the  following 10 min to rinse the column. 
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Table 2 – Wheat metabolic proteins whose abundance varied in hydro-primed seeds. 
 

No                                          Protein name                                     Accession no                    Organism            MW                 Function category                 Function description           R. 
 

212 Glutamate decarboxylase 1 DCE1_ARATH Arabidopsis thaliana 57 01 metabolism 01.01  amino acid D 
147 Succinate-semialdehyde dehydrogenase. SSDH_ORYSJ Oryza  sativa 56 01 metabolism 01.01  amino acid U 
302a 3-isopropylmalate dehydrogenase LEU3_BRANA Brassica  napus 43 01 metabolism 01.01  amino acid U 
309 Arginase ARGI1_ARATH Arabidopsis thaliana 37 01 metabolism 01.01  amino acid U 
311 Methylthioribose-1-phosphate isomerase MTNA_HORVU Hordeum vulgare 39 01 metabolism 01.01  amino acid U 
332 Adenylate kinase A KAD1_ORYSJ Oryza  sativa 26 01 metabolism 01.03  nucleotides D 
115 Malate dehydrogenase MDHC1_ARATH Arabidopsis thaliana 36 01 metabolism 01.05  sugars/polysaccharides D 
289 Probable sucrose-phosphate synthase 4 SPS4_ORYSJ Oryza  sativa 119 01 metabolism 01.05  sugars/polysaccharides U 
324a Alpha-galactosidase AGAL_ORYSJ Oryza  sativa 46 01 metabolism 01.05  sugars/polysaccharides U 
220a Fructose-1,6-bisphosphatase, F16P2_SACHY Saccharum hybrid 37 01 metabolism 01.05  sugars/polysaccharides U 
274a Acetyl-CoA carboxylase  2 ACC2_ORYSJ Oryza  sativa 258 01 metabolism 01.06  lipid and sterol U 
231a Phospholipase D alpha 1 PLDA1_CYNCA Cynara cardunculus 92 01 metabolism 01.06  lipid and sterol U 
268a Pyridoxal biosynthesis  protein PDX1.1 PDX11_ARATH Arabidopsis thaliana 33 01 metabolism 01.07  cofactors U 
389 Triosephosphate isomerase TPIC_SECCE Secale cereale 32 02 energy 02.07  pentose phosphate D 
261a Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase G6PD_SOLTU Solanum tuberosum 58 02 energy 02.07  pentose phosphate U 
195 b Aconitate hydratase ACOC_CUCMA Cucurbita maxima 98 02 energy 02.10  TCA pathway D 
308 Isocitrate dehydrogenase [NAD] catalytic subunit 5 IDH5_ARATH Arabidopsis thaliana 41 02 energy 02.10  TCA pathway D 
123 Phosphoenolpyruvate carboxylase 1 CAPP1_ARATH Arabidopsis thaliana 110 02 energy 02.30  photosynthesis U 
287a Phosphoenolpyruvate carboxylase 2 CAPP2_ARATH Arabidopsis thaliana 110 02 energy 02.30  photosynthesis U 
239 Glycine-rich RNA-binding protein blt801 GRP_HORVU Hordeum vulgare 16 04 transcription 04.22  mRNA  processing D 
156 60S ribosomal protein L17-2 RL172_HORVU Hordeum vulgare 20 05 protein synthesis 05.01  ribosomal proteins U 
199 40S ribosomal protein S8-2 RS82_ARATH Arabidopsis thaliana 24 05 protein synthesis 05.01  ribosomal proteins U 
202 40S ribosomal protein SA RSSA_VITVI Vitis vinifera 34 05 protein synthesis 05.01  ribosomal proteins U 
203 40S ribosomal protein S16 RS16_ORYSI Oryza  sativa 17 05 protein synthesis 05.01  ribosomal proteins U 
341a 60S ribosomal protein L13-3 RL133_ARATH Arabidopsis thaliana 23 05 protein synthesis 05.01  ribosomal proteins U 
313a 60S ribosomal protein L23 RL23_ARATH (+ 1) Arabidopsis thaliana 15 05 protein synthesis 05.01  ribosomal proteins U 
242a 60S ribosomal protein L24 RL24_HORVU (+ 1) Hordeum vulgare 18 05 protein synthesis 05.01  ribosomal proteins U 
208a 60S ribosomal protein L7a RL7A_ORYSJ Oryza  sativa 29 05 protein synthesis 05.01  ribosomal proteins U 
291a 60S ribosomal protein L18a RL18A_ORYSJ Oryza  sativa 21 05 protein synthesis 05.01  ribosomal proteins D 
343a 60S ribosomal protein L30 RL30_EUPES (+ 7) Euphorbia esula 12 05 protein synthesis 05.01  ribosomal proteins D 
257 60S ribosomal protein L22-2 RL222_ARATH Arabidopsis thaliana 14 05 protein synthesis 05.01  ribosomal proteins D 
276 60S ribosomal protein L10-1 RL101_ORYSI Oryza  sativa 25 05 protein synthesis 05.01  ribosomal proteins D 
281 60S ribosomal protein L23a RL23A_DAUCA Daucus  carota 18 05 protein synthesis 05.01  ribosomal proteins D 
331 60S ribosomal protein L6 RL6_MESCR M. crystallinum 26 05 protein synthesis 05.01  ribosomal proteins D 
280 Eukaryotic translation  initiation factor 5A-1 IF5A1_ARATH  (+ 16) Arabidopsis thaliana 17 05 protein synthesis 05.04  translation factors D 
272 Eukaryotic translation  initiation factor 3 subunit K EIF3K_ORYSJ Oryza  sativa 26 05 protein synthesis 05.04  translation factors U 
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225 b Elongation factor 1-alpha EF1A2_HORVU Hordeum vulgare 49 05 protein synthesis 05.04  translation factors D 
262a Elongation factor 1-delta 2 EF1D2_ORYSJ Oryza  sativa 25 05 protein synthesis 05.04  translation factors U 
237a DNA damage-binding protein 1a DDB1A_ARATH (+ 1) Arabidopsis thaliana 121 06 protein destination/storage 06.01  folding and stability U 
283a 17.4  kDa  class I heat shock protein HSP17_ARATH Arabidopsis thaliana 17 06 protein destination/storage 06.01  folding and stability U 
196 Heat shock protein 90-4 HS904_ARATH Arabidopsis thaliana 80 06 protein destination/storage 06.01  folding and stability D 
358 Heat shock protein STI STIP_SOYBN Glycine max 64 06 protein destination/storage 06.01  folding and stability D 
315a 24.1  kDa  heat shock protein, mitochondrial HS24M_ORYSJ Oryza  sativa 24 06 protein destination/storage 06.01  folding and stability D 
288a Chaperone protein ClpB3, mitochondrial CLPB3_ORYSJ Oryza  sativa 109 06 protein destination/storage 06.01  folding and stability D 
223a Proteasome subunit alpha type-4-1 PSA4A_ORYSI (+ 1) Oryza  sativa 27 06 protein destination/storage 06.13  proteolysis D 
246 Proteasome subunit alpha type-1 PSA1_ORYSJ Oryza  sativa 30 06 protein destination/storage 06.13  proteolysis D 
320 Ubiquitin-fold modifier-conjugating enzyme 1 UFC1_ORYSI Oryza  sativa 20 06 protein destination/storage 06.13  proteolysis D 
165a Proteasome subunit beta type-2 PSB2_ORYSJ Oryza  sativa 23 06 protein destination/storage 06.13  proteolysis U 
190 Prob.  26S proteasome non-ATPase regulatory sub 3 PSMD3_DAUCA  (+ 1) Daucus  carota 56 06 protein destination/storage 06.13  proteolysis U 
204a 26S protease regulatory subunit 10B homolog  A PS10A_ARATH Arabidopsis thaliana 45 06 protein destination/storage 06.13  proteolysis U 
305a 26S protease regulatory subunit 6B homolog PRS6B_ARATH (+ 1) Arabidopsis thaliana 46 06 protein destination/storage 06.13  proteolysis U 
318 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2 1A RPN1A_ARATH Arabidopsis thaliana 98 06 protein destination/storage 06.13  proteolysis U 
314 V-type proton ATPase subunit  C VATC_HORVU Hordeum vulgare 40 07 transporters 07.22  transport ATPases U 
265 GTP-binding protein  SAR1 SAR1_TOBAC Nicotiana tabacum 23 07 transporters 07.99  others U 
264a Prob.  voltage-gated potassium channel sub-beta KCAB_ORYSJ Oryza  sativa 36 07 transporters 07.01  ions U 
235 Coatomer subunit gamma-2 COPG2_ORYSJ Oryza  sativa 99 08 intracellular traffic 08.07  vesicular U 
344 Coatomer subunit beta-1 COB21_ORYSJ Japanese rice 103 08 intracellular traffic 08.07  vesicular U 
159 Histone H2A.1 H2A1_WHEAT (+ 2) Triticum  aestivum 16 09 cell  structure 09.13  chromosomes D 
205a Prob.  UDP-arabinopyranose mutase  2 RGP2_ORYSJ Oryza  sativa 39 09 cell  structure 09.01  cell  wall U 
241a Actin-11 ACT11_ARATH Arabidopsis thaliana 42 09 cell  structure 09.04  cytoskeleton U 
161 14–3–3-like protein  GF14-6 14331_MAIZE Zea mays 30 10 signal transduction  D 
271 14–3–3-like protein  GF14-D 14334_ORYSJ Oryza  sativa 29 10 signal transduction  U 
167 Ser/thr-prot phosphatase 2A 65 regulatory sub A beta 2AAB_ARATH Arabidopsis thaliana 66 10 signal transduction 10.0407  phosphatases U 
334 Subtilisin-chymotrypsin inhibitor WSCI ICIW_WHEAT Triticum  aestivum 9 11 disease/defense 11.02  defense-related D 
335 1-Cys  peroxiredoxin REHY_MEDTR Medicago truncatula 24 11 disease/defense 11.04  stress responses D 
191a Alcohol dehydrogenase class-3 ADHX_MAIZE Zea mays 41 11 disease/defense 11.03  cell  death U 
116a DEAD-box ATP-dependent RNA helicase 15 RH15_ARATH Arabidopsis thaliana 48 11 disease/defense 11.05  stress response U 
260a NADP-dependent alkenal double bond reductase P1 P1_ARATH (+ 1) Arabidopsis thaliana 38 11 disease/defense 11.05  stress response U 
198 Serpin-Z1B SPZ1B_WHEAT Triticum  aestivum 43 12 unclear classification  U 
92 Alpha-amylase inhibitor 0.53 IAA5_WHEAT Triticum  aestivum 13 12 unclear classification  D 
245 Alpha-amylase inhibitor 0.28 IAA2_WHEAT Triticum  aestivum 17 12 unclear classification  D 
267 HMG1/2-like protein HMGL_WHEAT Triticum  aestivum 17 12 unclear classification  D 
No, protein number; MW, molecular weight (kDa); R., ratio control/hydro-priming; aProteins specifically affected by hydro-priming; bProteins differentially affected by both treatments (up-regulated by 
AsA and down-regulated by water); U, up-regulated proteins; D, down-regulated proteins. 
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Table 3 – Wheat metabolic proteins whose abundance varies specifically in ascorbate-primed seeds. 
No                                                 Protein name                                           Accession no                  Organism           MW                Function category              Function description       R. 
163        S-adenosylmethionine synthase (AdoMet)                                         METK_WHEAT                 Triticum  aestivum              43         01 metabolism                              01.01  amino acid                      D 
326        Adenylosuccinate synthetase (Fragment)                                           PURA_WHEAT                  Triticum  aestivum              51         01 metabolism                              01.03  nucleotides                      U 
247        2.3-bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase       PMGI_MAIZE                    Zea mays                                61         02 energy                                       02.01  glycolysis                           D 
354        Glucose-6-phosphate isomerase                                                          G6PI_ARALP                     Arabidopsis thaliana          62         02 energy                                       02.02  gluconeogenesis             U 
259        Citrate synthase                                                                                  CISY_FRAAN                    Fragaria ananassa             52         02 energy                                       02.10  TCA pathway                  U 
207        Prob.  succinyl-CoA ligase [ADP-forming] sub alpha.                              SUCA_ORYSJ                    Oryza  sativa                      34         02 energy                                       02.10  TCA pathway                  D 
294        Pyruvate phosphate dikinase. Chloroplastic                                       PPDK_FLABI (+ 1)             Flaveria  bidentis                  104         02 energy                                       02.30  photosynthesis               D 
240        Cell division control protein 48 homolog D                                                   CD48D_ARATH                Arabidopsis thaliana          90         03 cell  growth/division                  03.22  cell  cycle                           D 
347        40S ribosomal protein S3a                                                                                   RS3A_TORRU                   Tortula  ruralis                    29         05 protein synthesis                      05.01  ribosomal proteins          U 
151        40S ribosomal protein S15a-1                                                                R15A1_ARATH                 Arabidopsis thaliana          15         05 protein synthesis                      05.01  ribosomal proteins          D 
150        60S ribosomal protein L3                                                                                     RL3_ORYSJ                       Oryza  sativa                      44         05 protein synthesis                      05.01  ribosomal proteins          D 
197        60S ribosomal protein L38                                                                                   RL38_ARATH (+ 2)           Arabidopsis thaliana            8         05 protein synthesis                      05.01  ribosomal proteins          D 
297        Eukaryotic peptide chain release factor subunit 1-1                                  ERF1X_ARATH                 Arabidopsis thaliana          49         05 protein synthesis                      05.04  translation  factors         D 
248        Protein-L-isoaspartate O-methyltransferase                                        PIMT_WHEAT                   Triticum  aestivum              25         06 protein destination/storage      06.01  folding and stability       D 
253        Chaperone protein ClpB2. Chloroplastic                                               CLPB2_ORYSJ                  Oryza  sativa                    109         06 protein destination/storage      06.01  folding and stability       D 
252        Protein disulfide isomerase-like 2–3                                                                PDI23_ORYSJ                    Oryza  sativa                      47         06 protein destination/storage      06.01  folding and stability       D 
263        T-complex protein 1 subunit alpha                                                    TCPA_ARATH                   Arabidopsis thaliana          59         06 protein destination/storage      06.01  folding and stability       D 
273        Stromal 70 kDa  heat shock-related protein                                        HSP7S_SPIOL                    Spinacia  oleracea                   65         06 protein destination/storage      06.01  folding and stability       D 
285        70 kDa  peptidyl-prolyl isomerase                                                        FKB70_WHEAT                 Triticum  aestivum              62         06 protein destination/storage      06.01  folding and stability       D 
304        Prob.  protein disulfide-isomerase A6                                                              PDIA6_MEDSA                 Medicago sativa                 40         06 protein destination/storage      06.01  folding and stability       U 
348        RuBisCO  large subunit-binding protein subunit alpha.                       RUBA_PEA                        Pisum  sativum                   62         06 protein destination/storage      06.10  complex assembly          D 
227        Proteasome subunit alpha type-5                                                       PSA5_ORYSJ                     Oryza  sativa                      26         06 protein destination/storage      06.13  proteolysis                       D 
153        Ubiquitin-activating enzyme E1 1                                                                    UBE11_WHEAT                Triticum  aestivum            117         06 protein destination/storage      06.13  proteolysis                       D 
176        Ubiquitin-NEDD8-like protein RUB1                                                                RUB1_ARATH (+ 4)          Arabidopsis thaliana          17         06 protein destination/storage      06.13  proteolysis                       D 
244        Alpha/beta-gliadin  clone PW1215                                                          GDA6_WHEAT                  Triticum  aestivum              34         06 protein destination/storage      06.20  storage proteins              D 
200        ADP.ATP carrier protein 1. mitochondrial                                           ADT1_WHEAT (+ 1)        Triticum  aestivum              36         07 transporters                             07.16  purine/pyrimidines        D 
376        Actin-7                                                                                                       ACT7_ARATH                   Arabidopsis thaliana          42         09 cell  structure                            09.04  cytoskeleton                    U 
137        Histone H2B.10                                                                                                        H2B10_ORYSI (+ 22)        Oryza  sativa                      17         09 cell  structure                            09.13  chromosomes                 U 
319        Histone H3.2                                                                                                             H32_ARATH  (+ 5)             Arabidopsis thaliana          15         09 cell  structure                            09.13  chromosomes                 U 
333        Signal recognition particle 19 protein                                                 SRP19_ORYSJ                   Oryza  sativa                      15         10 signal transduction                   10.04  mediators                        D 
370        Ser/thr-protein phosphatase PP2A-4 catalytic subunit                        PP2A4_ORYSJ                   Oryza  sativa                      36         10 signal transduction                   10.0407  phosphatases              U 
169        Cysteine proteinase inhibitor 12                                                                       CYT12_ORYSJ                   Oryza  sativa                      27         11 disease/defense                        11.02  defense-related              D 
340        Selenium-binding protein 1                                                                                SEBP1_ARATH                 Arabidopsis thaliana          54         11 disease/defense                        11.04  stress responses             U 
282        Dehydrin Rab15                                                                                                       DHR15_WHEAT                Triticum  aestivum              16         11 disease/defense                        11.04  stress responses             D 
269        Em protein H5                                                                                                         EM4_WHEAT                    Triticum  aestivum              10         11 disease/defense                        11.04  stress responses             D 
350        Prob.  NADPH:quinone oxidoreductase 1                                                        NQR1_ORYSJ                    Zea mays                                21         11 disease/defense                        11.06  detoxification                  D 
209        Alpha-amylase/trypsin inhibitor CM16                                                           IAC16_WHEAT                 Triticum  aestivum              16         12 unclear classification                                                                    D 
210        Carbonic anhydrase. Chloroplastic                                                       CAHC_HORVU                 Hordeum vulgare                35         12 unclear classification                                                                    D 
s          Serpin-ZX                                                                                             SPZX_HORVU                   Hordeum vulgare                43         12 unclear classification                                                                    D 
78          Lactoylglutathione lyase/glyoxalase                                                     LGUL_ORYSJ                    Oryza  sativa                      33         20 secondary metabolism                                                                 U 
No, protein number; accession no, accession number according to the Swiss-Prot database; MW, molecular weight (kDa); R., ratio control/ascorbate-priming; U, up-regulated proteins; D, down-regulated 
proteins. 
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Finally, B was lowered to 5%  over 1 min and the column 
re-equilibrated  for   24 min  (120 min  total  run  time). MS 
spectra were collected over an m/z range of 400–1800 Da at 
60,000  resolutions, operating in the data dependent mode to 
automatically  switch between Orbitrap-MS and LTQ-MS/MS 
acquisition. MS/MS spectra were collected for  the five  most 
abundant  ions in  each MS  scan (“TOP5  strategy”)  using a 
dynamic exclusion limit of 2 MS/MS spectra of a given mass 
for 30 s with exclusion duration of 100 s. CID was performed 
with normalized collision energy set  at  35 V.  In order  to 
assess the additional variation introduced into the measure- 
ments  by   the  technical  procedure  and  to  increase  the 
number of identified proteins, we  performed three technical 
replicates (LC–MS/MS runs) for each of the three experimen- 
tal replicates. 

 
2.6.        Database searching and  protein identification 

 
Raw  MS/MS  data  files from Xcalibur software (version 2.0.7 
SP1, Thermo Fisher) were submitted to  Proteome Discoverer 
software version 1.3  (Thermo Scientific) for  peptide/protein 
identification. The searches were performed against Swiss-Prot 
database (version 57.15). Thermo Finnigan LCQ/DECA RAW file 
data import filter was used. The search was limited to proteins 
from species of the Viridiplantae (green plant) taxonomy entries 
and performed using the built-in decoy search option of Mascot. 
Enzymatic digestion with trypsin was selected, with maximum 
2 missed cleavages, peptide charges + 2 and + 3, and a precursor 
mass tolerance of 10 ppm and 0.8 Da fragment mass tolerance; 
acetylation (N-term), oxidation (M) and deamidation (N, Q) were 
used as dynamic modifications; carbamidomethylation (C) was 
used as static modification. 

 
2.7.        Scaffold analysis 

 
Scaffold software (version 3.1.2,  Proteome Software Inc.)  [27] 
was used to  validate MS/MS  based peptide and protein 
identifications and for  label-free relative quantitation based 
on spectral counting. Spectral counting calculates the number 
of  MS/MS  scans that are attributed to  the same peptide ion. 
The frequency  of  these MS/MS   scans correlates with the 
abundance of  a given peptide from a protein in  the sample. 
The number of spectra matched to peptides from a protein is 
used as a surrogate measure of protein abundance. Normal- 
ization will  standardize the spectral counts by  multiplying 
some fractional amount  across samples so   that  the total 
number of spectra is the same within each category and then 
across all  categories, as from Scaffold's manual. The addi- 
tional X! Tandem search engine (The GPM, Cyclone version 
2010.12.01.1) was also chosen, keeping the same parameters 
previously used for   Mascot. According to   the Peptide and 
Protein Prophet algorithms [28,29] implemented into Scaffold, 
the peptide probability was set to minimum 95%, whereas the 
protein probability was set at 99%, with at least two identified 
peptides, resulting in a false discovery rate (FDR) for peptides 
and proteins ≤ 0.2%  (where only 1  decoy hit was observed). 
Proteins that  contained similar peptides and could not be 
differentiated based on  MS/MS  analysis alone were grouped 
to   satisfy the  principles of  parsimony.  Fisher's exact test 
was  used  to  identify  statistically  significant  differences 

between unprimed seeds and primed seeds (hydro-primed 
or ascorbate-primed). Proteins, which had at least a two-fold 
difference for  the mean ratio, as well as a Fisher's p-value 
≤ 0.05,  a relative standard deviation (RSD) of  experimental 
replicates ≤ 40%,  and appear in   more than  one biological 
replicate, were considered present  in the two samples in 
significant different quantities. 
 
2.8.        Functional classification 
 
Gene Ontology (GO) data  about the  biological processes of 
identified  proteins  were  obtained  by   means of   Scaffold's 
built-in option and according to Bevan et al. [30]. 
 
 
3.          Results 
 
3.1.        Design  of the experiment and  proteomic approach 
 
As a first step toward characterizing proteins that potentially 
associated with priming-induced salt stress tolerance in durum 
wheat, a comparative gel-free proteomic analysis was carried 
out using primed and unprimed seeds. In this work, we are also 
interested in examining whether the effects of seed priming can 
be  considered as an advance in  germination corresponding to 
the realization of  germination-related  processes (i.e.,  water 
uptake, cell divisions), or involve other particular mechanisms. 
Toward this goal, we  used durum wheat seeds of varying vigor 
as generated by hydro- and ascorbate-priming treatments. 

As expected, seed germination and seedling emergence of 
durum wheat are significantly (p ≤ 0.05)  improved by  seed 
priming (Fig. 1A). The primed seeds also showed an advance 
in  germination time  as  compared to   untreated  controls. 
Ascorbate-priming seems to be  more effective than hydro- 
priming in induction of  salinity tolerance in durum wheat. 
The results also showed that seed priming, especially with 
AsA,  enhanced all   the  growth parameters  of  the durum 
wheat seedlings, particularly the coleoptile growth, which 
appears to be the most affected by salinity stress (Fig. 1B). 

Given the importance of  the sample preparation step for 
the analysis of  MS-based proteomics,  in  this study, it  has 
been decided to  combine two methods. First, a fractionation 
method based on  the specific solubility properties of different 
classes of wheat seed proteins, since fractionation is essential 
to  uncovering low-abundance proteins in  complex protein 
mixtures [31]. Second, an enrichment method for less abundant 
proteins  using  hydrogel nanoparticles,  which  may  further 
increase the number of identified proteins as revealed in  our 
previous study [20]. This approach has proved to be  effective, 
and a large number of  proteins  have been identified. The 
combination of the two protocols, standard in-solution trypsin 
digestion and hydrogel nanoparticle enrichment (see  Materials 
and methods), allows us to identify a total of 380 proteins using 
the average of  1830  distinct peptide sequences per sample 
(Supplement Table S1). Furthermore, the choice of  an 
enrichment step, followed by  an in-solution digestion, repre- 
sents  a  fast  and  simple  protocol allowing us  to  increase 
significantly the number of  identified proteins, as shown in 
Table 1, providing additional information to that obtained by 
the standard. 
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To  ensure the accuracy, reproducibility, and reliability of 
protein identification, three experimental replicates and three 
technical replicates were performed [32]. In order to check the 
correspondence among technical replicates, the unweighted 
spectral counts of each replicate from the same experimental 
sample were plotted against each other and evaluated using 
Scaffold's built-in option. The same assessments were applied 
to the experimental and control groups. 

 
3.2.        Proteomics of durum wheat seed metabolic proteins 

 
Of a total of 380 identified proteins, 182 were significantly up- or 
down-regulated in response to priming (Supplementary 
material Table S1). However, applying the other conditions 
(i.e.,  at least a two-fold difference for  the mean ratio; protein 
identified in more than one biological replicate) the number of 
identified proteins was reduced to 155.  Of these, 72  proteins 
were differentially accumulated in hydro-primed seeds, among 
which 43 were up-regulated and 29 were down-regulated (Fig. 2 
and Table 2). However, 83 proteins were found to be  differen- 
tially accumulated in ascorbate-primed seeds, 30 of these were 
up-regulated and 53 were down-regulated (Fig. 2 and Table 3). 

 
3.3.        Functional protein classification 

 
Tables 2 and 3 (summarized in Fig. 3) list  112 proteins among 
the 155 identified (43 are redundant proteins). These proteins 
were  grouped  into  13  functional  categories  according to 
Bevan et al. [30]. In certain cases, subcategories were devised 
for  clarity. The graphical view highlights  five  biochemical 
processes – central metabolism (amino acids, lipids and 
carbohydrates),  energy, protein synthesis,  protein folding/ 
assembly and  storage, and  stress-related  proteins –  that 
comprised ~ 80% of the total of proteins identified (Fig. 3). 6% 
of the proteins have been unclassified. 

 
 

 
 
Fig. 3 – Functional distribution of the 121  proteins identified 
in hydro-primed and ascorbate-primed wheat seeds. Up, 
up-regulated proteins; Down, down-regulated proteins. 
Functional classes according to Bevan et al. [30]. 

3.4.        Comparative analysis of identified proteins 
 
Fig.  4  shows a comparative view of  the 112  proteins whose 
abundance varied in response to seed priming. Among them, 43 
were equally affected by  both seed pretreatments  (Table  2; 
Supplementary material Table S2). Of these, 41 proteins showed 
similar changes in  their abundance, whereas two were differ- 
entially affected. Hydro-priming specifically affects the abun- 
dance of 29 proteins most of them belonging to the metabolism 
(particularly lipid metabolism) and protein synthesis categories 
(Figs.  2 and 4; Table 2 and Supplementary material Table S3). 
However, besides the 43  shared proteins, ascorbate-priming 
specifically affects the abundance  of  40  proteins; most of 
them belonging to energy, protein destination and storage, 
and disease/defense protein categories (Figs. 2 and 4; Table 3 
and Supplementary material Table S4). 
 
 
4.          Discussion 
 
Salinity is  probably the major abiotic stress that threatens 
crop productivity worldwide [5,6]. Poor  seed germination and 
seedling emergence are among major consequences of salinity 
[33].  Seed priming, however, has been successfully used to 
improve germination and emergence in  seeds of many crops 
[10–13,23,24,34]. This  is  of  particular importance for  wheat, 
since it seems to be more sensitive to salinity during the early 
seedling stage [23,33].  Consistent  with this, priming durum 
wheat seeds resulted in an improved germination and seedling 
growth (Fig. 1). Since the improvement of seed vigor is both of 
academic and economical interest, a great deal of research has 
been done in  the last few  years trying to  test, develop and 
eventually promote seed priming for  improving the germina- 
tion rate and uniformity of growth of many vegetables and field 
crops [10,13,22,23]. Nevertheless, the molecular mechanisms of 
priming as it  relates to stress tolerance in  germinating seeds 
remain largely unclarified. In the last decade, many compara- 
tive studies have been performed using gel-based proteomic 
approach to  identify potential biomarkers of seed vigor under 
primed and non-primed conditions [11–13,35].   Although the 
results  achieved to   date  are impressive, this goal   remains 
elusive [7,14] mainly because of the high dynamic range in the 
abundance of particular proteins (i.e., storage proteins) [13] and 
the limited resolving power of gel-based approach, which only 
allows separation of proteins within certain isoelectric point (Ip) 
and molecular weight restrictions [36].  Gel-free proteomic 
approach is able to overcome most of  these difficulties [32] 
and  consequently, provide strong impetus  to gain better 
understanding of the underlying mechanisms of seed vigor 
and  priming-induced stress  tolerance  [7,10,11].   Here  we 
report, for   the  first time, a comparative gel-free shotgun 
proteomic  analysis  of   metabolic proteins  extracted  from 
durum wheat seeds of varying vigor as generated by hydro- 
and ascorbate-priming treatments. 
 
4.1.        Proteomics of wheat hydro-primed seed 
metabolic proteins 
 
This  study  disclosed  72   proteins  that  were differentially 
accumulated in  wheat seeds during hydro-priming (Table  2; 
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Fig. 4 – Venn diagrams and functional classification of wheat proteome in hydro-primed seeds compared to ascorbate-primed 
seeds. (A) Venn diagram displaying the overlap in the proteome of primed durum wheat seeds (hydro-priming vs. 
ascorbate-priming). (B) Functional categories of proteins shown in (A). Up, up-regulated proteins; Dn, down-regulated proteins. 
The number of identified proteins is indicated. (C) Functional classes according to Bevan et al.  [30]. *2 proteins among them 
were differentially regulated by both priming treatments. 
 
 
 

Supplementary  material  Table S2).  Among these, proteins 
belonging to  the functional category of “proteins destination 
and storage” were highly represented (Figs. 2 and 3; Table 2). 

In  wheat, albumins and globulins constitute about 11%  of 
total  flour protein  and  have  mainly  metabolic activity or 
structural functions [22].  Even   though wheat seed storage 

 
 

 
 
Fig. 5 – Scheme showing the possible changes in methionine metabolism induced by ascorbate-priming. Enzymes: (1) SAM 
synthase; (2) SAM-dependent methyltransferase; (3) S-AdoHcy hydrolase; (4) S-AdoMet:Hcy methyltransferase; (5) SMM: Hcy 
methyltransferase; (6) selenium binding protein 1; (7) Met  synthase; (8) FTHF-ligase; (9) methylthioribose-1-phosphate 
isomerase. See text for details. SAM: S-adenosylmethionine; SMM:  S-methyl-methionine; S-AdoHcy: 
S-adenosylhomocysteine; S-AdoMet: S-adenosylmethionine; Hcy:  homocysteine; FTHF: formate-tetrahydrofolate. 
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proteins were not considered in this study, the hydro-priming 
treatment resulted in the up-accumulation of proteins involved 
in  proteolysis (protein nos. 165,  190,  204,  305,  318)  as well as 
transport, and intracellular trafficking (protein nos. 235,  264, 
265,   314,   344).   Interestingly, among these  proteins,  V-type 
proton ATPase (protein no.  314, identified for  the first time) is 
described as involved in  the regulation of  the proteolysis of 
stored proteins by acidification of the protein storage vacuole 
[37].   This  finding  indicates  that   hydro-priming  promotes 
the mobilization of  storage proteins, as previously suggested 
[11–13].   This initial  mobilization  of  the  storage proteins  is 
probably required to facilitate their further proteolytic degrada- 
tion during seed germination and seedling emergence [10–13]. 
Furthermore, in  this functional category several heat shock 
proteins (HSPs) and  a  DNA  damage-binding protein were 
identified as changing in  abundance during hydro-priming 
(Fig. 3; Table 2; Supplementary material Table S2). The HSPs 
are involved in diverse cellular processes, including regula- 
tion of  protein  degradation during seed  germination  [38] 
and probably during seed priming [12,13,39].  However, DNA 
damage-binding proteins are a component of the E3 ubiquitin– 
protein ligase complex, and seem to be  essential for  normal 
seed germination and post-germination growth, as recently 
reported in Arabidopsis [40]. In this study, the up-regulation of a 
small heat shock protein (17.4 kDa class  I HSP)  and a DNA 
damage-binding protein (DDB 1a,  previously unidentified pro- 
tein), along with a GTP-binding protein SAR1 (protein no.  265), 
suggests that  mobilization of  seed storage proteins  during 
hydro-priming is likely to be under control. 

In  the “protein synthesis” category, several proteins were 
found to  be  up-regulated during hydro-priming (Table 2; 
Supplementary  material  Table S2).  Previously, it  has been 
reported that protein synthesis increases substantially during 
priming, and this including both the quantity and the type of 
the proteins being synthesized [41]. Also,  it has been revealed 
that within a few  minutes after rehydration, the number of 
single ribosomes declines, as they become recruited into 
polysomal protein-synthesizing complexes [42,43]. Even though 
initial protein synthesis is  dependent on extant ribosomes, 
newly synthesized ribosomes are produced and used within a 
few  hours after completion of  the initial polysome assembly 
during germination  [43,44].   Consistent  with  this,  while six 
individual ribosomal proteins (protein nos. 276,  257,  281,  291, 
331, 343) were down-regulated after hydro-priming, eight other 
ribosomal proteins (protein nos. 203, 199, 202, 156, 341, 313, 241 
and 208) were found to be up-regulated by this process (Table 2 
and Supplementary material Table S2).  Furthermore, in  this 
functional category, several elongation factors (EF) and eukary- 
otic   translation  initiation  factors (eIF)  have been  found to 
changes in  abundance in  response to hydro-priming (Table  2 
and Supplementary material Table S2), consistent with results 
obtained in Arabidopsis [39], sugar beet [12] and alfalfa [13] seed 
during priming. In  this study, the abundance of  eIF3K,  eIF4A 
and many EF (protein nos. 44, 128,  225,  262) was found to be 
up-regulated in  hydro-primed seeds (Table 2). However, it  is 
interesting to note that eIF5A-1 was down-regulated during this 
treatment.  This initiation factor, previously unidentified, is  a 
highly conserved  factor  and  thought  to  be   necessary  for 
selective mRNA  stabilization and translation. In line with this, 
the stability of stored mRNAs was shown to  be  an important 

determinant of  seed  vigor [45].  Therefore, it will   be   very 
interesting to investigate the potential involvement of  this 
initiation factor in seed vigor and invigoration. 

In the “metabolism” category, abundance of fifteen proteins 
was found to  be  affected by hydro-priming treatment. Among 
them, six  proteins are involved in  carbohydrate metabolism 
(Fig.  3; Table 2; Supplementary  material  Table S2).  In  seeds, 
galactose-containing oligosaccharides (raffinose family, RFOs) 
and polysaccharides (galactomannans)  are among the most 
prominent soluble sugars, and serve as an essential source 
of rapidly metabolizable carbon for  early germination [46] and 
seed  priming  [13,47].   Thus,  it   is   not  surprising  that  the 
abundance of α-galactosidase and sucrose-phosphate synthase 
4 (SPS4), which plays a pivotal role in the conversion of starch or 
fatty acids into sucrose [48], was strongly up-regulated during 
hydro-priming. Also, in this functional category, the abundance 
of five  proteins involved in amino acid metabolism was found 
to be changed by hydro-priming (Fig. 3; Table 2; Supplementary 
material Table S2). Methionine (Met) is  a fundamental amino 
acid  as  the  building  block  for   the  biological universal 
methylating agent, S-adenosylmethionine (AdoMet), and as 
the precursor of  polyamines, the plant-ripening hormone 
ethylene, and the vitamin biotin [8]. Previous reports sug- 
gested that the methyl cycle is activated during seed priming 
[12,13].  In agreement,  in this study the abundance of  three 
enzymes involved in sulfur amino acid metabolism (protein 
nos. 147, 212, 311) as well as a pyridoxal biosynthesis protein 
(PDX1.1), which is involved in  biotin metabolism, was found 
to be up-regulated in response to hydro-priming. In addition, 
two enzymes involved in lipid metabolism (protein nos. 274, 
231)  were specifically up-regulated by  hydro-priming treat- 
ment (Fig.  3;  Table  2;  Supplementary  material  Table S2). 
Similar results  were reported  in previous studies  [12,13]. 
These  findings  presumably  reflect  an  initiation  of   seed 
storage mobilization in response to hydro-priming. 

In the “disease/defense” category, many proteins were 
found to change in abundance during hydro-priming (Table 2; 
Supplementary material Table S2). Previous reports revealed 
that priming up-regulates the abundance of several proteins 
associated to  detoxification and stress response [12,13,39]. 
In the present study, three stress-related proteins (protein 
nos. 161,  191,  260)  were found to be  up-regulated during 
hydro-priming. Interestingly, the abundance of  1-Cys 
peroxiredoxin (1-CysPrx) was down-regulated. This enzyme 
is  a peroxidase specifically and highly produced in seeds, 
localized in  nuclei of scutellum and aleurone cells [49] and 
seems  to  be   involved in  the  inhibition of   germination 
particularly under salt, osmotic and oxidative stress condi- 
tions  [50].  Together, these  findings  confirm  and  extend 
previous observations that seeds experience osmotic stress 
in  the limiting water conditions (i.e.,  restricting the period 
of  germination on   water, using osmotic solution) used in 
priming treatments [13,39]. 
 
4.2.        Proteomics of wheat ascorbate-primed seed 
metabolic proteins 
 
Ascorbic  acid  is   one  of   the  most  important  metabolites 
involved in  cell  division, osmotic adjustment [51], and plays 
vital role during the onset of germination [52]. To  date, only 
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few  reports are available regarding the biochemical effects of 
ascorbate-priming  or   pretreatment  on   the  germination  of 
wheat seeds, most of them are in  disagreements [53–55].  To 
further characterize the mechanisms involved in  improving 
seed vigor by  ascorbate-priming treatment as shown in  this 
study (Fig. 1) and many others [23,55,56], we carried out for the 
first time a comparative analysis between the proteome of 
hydro-primed seeds with that of ascorbate-primed seeds. 

As shown in Fig. 3 and Table 2, ascorbate-priming treatment 
displayed both similarities and differences compared with the 
hydro-priming  treatment.   Besides the  43   proteins  whose 
abundance varied in  common with hydro-priming treatment 
and for  whose significance was discussed above, 40 proteins 
showed significant change (> 2-fold; p ≤ 0.05)  in  their abun- 
dance during ascorbate-priming (Table 3; Supplementary ma- 
terial   Table  S4).   Among  these   proteins,   there   were  29 
down-regulated proteins (Fig. 4). 

Dehydration and rehydration during seed development and 
germination are associated with high levels of oxidative stress, 
resulting in DNA  and protein damage [8].  These detrimental 
conversions can lead to the recognition, tagging, and destruction 
of the altered proteins [57]. In the present study, the abundance of 
many proteins involved in  the protection, repair of  damaged 
proteins, such as protein-L-isoaspartate O-methyltransferase 
(PIMT), protein disulfide isomerase-like 2–3 (PDIL2–3) and HSP7S, 
which are able to  protect the cell  from oxidative damage [13], 
was found to  be  decreased during ascorbate-priming (Fig.  3, 
Table 3, Supplementary material Table S4). On the contrary, the 
lactoylglutathione lyase (LGL) or glyoxalase I, which is involved 
in the glutathione-based detoxification of  methylglyoxal (MG) 
especially during oxidative stress [58], was found to be increased 
in  abundance in response to ascorbate-priming. In similar way, 
nucleoside diphosphate  kinase 1  (NDK  1)  was found to be 
up-regulated during ascorbate-priming (Table 3; Supplementary 
material  Table S4).  Interestingly,  it  has  been reported that 
oxidative stress  conditions strongly induced the  NDK  gene 
expression, the over-expression of which reduced the accumu- 
lation of ROS [59]. Altogether, these findings corroborate recent 
data  [12,13,39],    suggesting that  seed priming initiates an 
oxidative  stress,  which  is   presumably attenuated  by   the 
ascorbate treatment. 

The methionine biosynthesis pathway is essential for  cell 
viability in  that it  provides building blocks for  proteins and 
generates the precursor to  S-adenosylmethionine (AdoMet), 
which is the main methyl group-donating compound in  cells 
[8]. Previously, it has been reported that Met metabolism plays 
an important role during seed filling, seed germination and 
priming [13,39,60].   Consistent with this, in  this study, the 
abundance of  many  proteins/enzymes  involved in   methyl 
cycle (protein nos. 117, 163, 169, 193, 248, 326, 340) was found 
to be affected by ascorbate-priming treatment (Tables 2 and 3; 
Supplementary  material  Table S2  and S4).  However, it is 
interesting to note that  adenosylhomocysteinase (AdoHcy 
hydrolase)  was up-regulated whereas S-adenosylmethionine 
synthetase was down-regulated during ascorbate-priming 
(Table 3, Supplementary material Table S4). AdoHcy hydrolase 
catalyzes the production of AdoHcy (Fig. 5). AdoHcy is the product 
of  all  AdoMet-dependent  biological transmethylation reactions 
and is a potent competitive inhibitor of S-adenosylmethionine- 
dependent  methyl  transferase  reactions  that  are  crucial to 

growth and development including seed germination [61]. This 
enzyme, presumed to play a key  role in the control of DNA and 
other substrates methylation, may influence the expression of 
certain genes, such as genes related to seed germination and 
dormancy [62].  Thus, it  will  be  interesting to investigate the 
possible role of AdoHcy hydrolase in seed priming, as previously 
performed in seed germination [63]. 

In   similar way, ascorbate-priming appears  to  strongly 
enhance  the  abundance  of   selenium   binding-protein   1 
(> 5-fold), which binds cadmium and mediates lower sensi- 
tivity to stress requiring glutathione (GSH) for tolerance [64]. 
In  animals, selenium deficiency is shown to  decrease specifi- 
cally the activity of  betaine homocysteine methyltransferase 
that catalyzes the conversion of homocysteine to methionine, 
suggesting the  involvement  of   selenium  binding-protein  in 
methionine  biosynthesis  [65].   In  plants,  numerous  studies 
reported the  importance of   selenium  in  seed  germination, 
seedling growth, and many metabolic processes notably under 
stress conditions [66–68], suggesting the possible involvement of 
selenium binding-protein 1 in methyl-methionine cycle (Fig. 5). 

Furthermore,  the  level of   methylthioribose-1-phosphate 
isomerase, which catalyzes the biosynthesis of methionine via 
salvage pathway or  Yang cycle [69],  appears to up-regulate 
during ascorbate-priming (Fig. 5). Finally, there was a decrease 
in  abundance of  the enzyme formate-tetrahydrofolate ligase 
(FTHF-ligase) that catalyzes the interconversion of  THF  with 
10-FTHF,  which functions as one-carbon donor and plays a 
critical role in thymidine and purine biosynthesis (Supplemen- 
tary material Table S4).  This is  consistent with a decreased 
abundance  of   FTHF-ligase during  seed  priming  [12],   and 
suggests that THF was used for the recycling of Met. 

Altogether, these  findings underpin  the  importance  of 
the ROS-scavenging and the antioxidant defense system in 
improving germination and seedling growth of durum wheat 
under salt stress, and suggest a possible role of methionine in 
seed invigoration by seed priming with ascorbate. 
 
 
5.          Conclusions 
 
Our study presents a proteomic pipeline for  extensive charac- 
terization of metabolic proteins from durum wheat seeds using 
solubility-based protein fractionation and protein enrichment 
combined  with  gel-free, label-free quantitative  tandem  MS 
(LTQ-Orbitrap).  The application  of  an  enrichment method, 
such as hydrogel nanoparticle fractionation, has  enhanced 
the identification of  a large part of  the metabolic proteins. 
Accordingly, we  propose that this approach could be  used to 
acquire a wider perspective and a better understanding of the 
seed proteome. 

Furthermore, the above approach was successfully applied 
to investigate the possible biomarkers of priming-induced salt 
tolerance in  durum wheat. The results give   evidence that 
priming enhanced wheat seed vigor under salt stress condi- 
tions not only by  advancing germination-related  processes, 
but also by affecting the abundance of many proteins, most of 
which are involved in protein metabolism and stress response. 
More   interestingly, besides the initiation of  oxidative stress 
defense, ascorbate-priming appears to  specifically affect the 
methionine-related metabolism. 
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Appendix A. Supplementary data 

 
Supplementary data to  this article can be  found online at 
http://dx.doi.org/10.1016/j.jprot.2013.08.010. 
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تحليل مقارن للتغ�� �� ال��وتيوم �ي��� لبذور القمح الصلب المحفزة بواسطة 
  .حمض �سكور�يك  و غ�� المحفزة خلال إنبا��ا تحت ظروف �ج�اد المل��

  

Comparative analysis of metabolic proteome variation in ascorbate-
primed and unprimed wheat seeds during germination under salt stress  

 

  الم��ص

 التأث�� �ذا وراء ال�امنة �ليات لف�م. الصلب القمح لدى المل�� التحمل يحسن �س�ور�يك حمض بواسطة البذور  تحف��

 ل��وت�نات �يض المستخلصة من بذور القمح المحفزة ا��ال من ا��ا��- ال��وتيومي بالتحليل دراسة مقارنة إجراء تم

 ن�يجة �و البذور  إنبات نظرا ل�ون . و المراقبة الم��ية الظروف تحت إنبا��ا خلالبحمض �س�ور�يك و غ�� المحفزة 

ع��  �ل �سيج �� �ي��� �� ال��وتيوم سة �ختلافاتم در  بھ، المحيطة و����ة ا��ن�ن ب�ن ''�خذ و الرد'' أو للتفاعل

معنوي  نقصان أو أظ�رت ز�ادة تحديد�ا تم ال�� من ال��وت�نات 471ب�ن  ن منبروت� 69و 697ب�ن  بروت�ن من 167. حدى

ترافق . التوا�� ع�� بھ، المحيطة و����ة ا��ن�ن الشا�دة �� بالعينات مقارنة الملوحة أو/و للتحف�� استجابة وفر��ا ��

منخرطة ��  معظم�ا ت�نات ا��ن�ن،و ر بروت�ن من ب 129 ك�� �� المحفزة و المج�دة م��يا بتغ�� غ�� بذور القمح إنبات

 بالأس�ور�اتالتحف��  .و تخز�نھ ال��وت�ن توجيھ الدفاع ضد �ج�ادات ا��يو�ة و غ�� ا��يو�ة، �يض و إنتاج الطاقة،

)Ascorbate-priming (بروت�نا  35 وفرة كما �غ�� بصورة معنو�ة من ال��وت�نات �ذه معظم ع�� الملوحة آثار و يصد يمنع

 hierarchical(ال�رمي  العنقودي تحليلال كشف. ال��وت�نات و تخز���ا توجيھ �يض، عملية �� �شارك معظم�ا فة،مختل

cluster analysis( المحيطة و مجموعتان فقط �� ����ة ا��ن�ن،  �� ال��وتي�� التعب�� من رئ�سية مجموعات ثلاثة 

  . طر�ق النباتات عن �� المحدث المل�� ال�سامح ملف� واعدة جديدة آفاقا الدراسة �ذه تفتح. با��ن�ن

 

  البيولوجية ل�ذه الدراسة ��مية
 خلال الصلب القمح ��  المل�� حملللت) Ascorbate-priming( بالأس�ور�ات-��ا التحف�� لتعميق ف�منا للآليات ال�� �عزز 

محفزة و أخرى محفزة بواسطة  غ�� قمح بذور  ب�ن للمقارنة خال من ا��ال-بروتيومي تحليل مرة لأول  أجر�نا �نبات،

و نظرا للدور الم�م الذي يلعبھ تبادل . حمض �س�ور�يك، و ذلك خلال إنبا��ا �� وسط مل�� أو خا�� من �ملاح

�� �ل من  �يض بروتيوم �� التباين بتحليل قمنا البذور، إنبات �شارات ب�ن ا��ن�ن و ����ة المحيطة بھ �� مراقبة

من ). دالتون  كيلو 258-5ب�ن  تتراوح( بروت�نا ذات أوزان جز��ية مختلفة 1168 تحديد تم. �ن�ن و ����ة المحيطة بھا�

�� ) ANOVA, P<0.05(و ����ة المحيطة بھ ع�� ال��ت�ب قد أظ�رت �غ��ا معنو�ا   بروت�ن �� ا��ن�ن 69و  167 بي��ا،

 عكست المعاملة المسبقة للبذور بحمض �س�ور�يك تأث��ات. ت الشا�دةوفر��ا �� العينات المج�دة مقارنة بالعينا

          و الدفاع ضد إج�ادات الوسط، و الطاقة �� �يض العام المساعدةتلك  وخاصة ال��وت�نات، �ذه معظم ع�� الملوحة

المحاصيل بواسطة  نباتات �� المل�� لالتحم آليات �عز�ز لف�م جديدة آفاقا النتائج �ذه تفتح قد. وتخز�نھ ال��وت�ن و توجيھ

  .تقنية التحف��
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  المقـــــدمـــة .1

. الملوحة من أبرز إج�ادات الوسط اللاحيو�ة ال�� تؤثر سلبا ع�� نمو النباتات وإنتاجية المحاصيل�عت�� 

. حصول ال��ا�يإنبات البذور ونمو البادرات من أك�� مراحل التطور ال�� �عتقد أ��ا تؤثر ع�� إ�شاء النبات و الم

للأسف، �� العديد من محاصيل ا��بوب كما �و ا��ال �� القمح، �ش�ل إنبات البذور و نمو البادرات المراحل 

عموما، يتحدد إنتاج القمح بوفرة . )Ashraf & Foolad, 2005 ; Tan et al., 2013( �ك�� تحسسا للإج�اد المل��

المحاصيل ع�� العالم، إذ يخفضان  محددان لإنتاجأ�م عاملان  موارد المياه و ملوحة ال��بة، مما يجعل�ما

لذا، ف�م �ليات ا��ز��ية . )Bray et al., 2000( % 50المردود لمعظم نباتات المحاصيل إ�� أقل من متوسط 

لتحمل النباتات للإج�ادات غ�� ا��يو�ة أمر ضروري من أجل التحس�ن الورا�ي لصفة التحمل للإج�اد لدى 

و المفتاح لتحقيق ذلك �و توضيح �ليات ا��ز��ية . )Zhou et al., 2012 ; Deng et al., 2013( ل القمحمحصو 

 . إنبات البذور و قو��ا �� �ذا النوع، خاصة �� ظل ظروف �ج�اد وراءال�امنة 

 ; Almansouri et al., 2001( تأث�� الملوحة و �ج�اد �سموزي ع�� إنبات بذور القمح موثق �ش�ل جيد

Dell’Aquila & Spada, 1992 ; Lei et al., 2005( . ح�� �ن، سعت العديد من الدراسات باستعمال مقار�ات

لتحديد �ل من ا��ينات و ال��وت�نات المحتمل ضلوع�ا �� تحمل إج�ادات )  يومال���سكر��توم و ال��وت(مختلفة 

 ; Bousager et al., 2007 ; Gallardo et al., 2001( جيةالوسط �� عدد من نباتات المحاصيل و النباتات النموذ

Gao et al., 2013 ; Mak et al., 2009 ; Naydenov et al., 2010 ; Wilson et al., 2005( . و قد استخدمت أجنة

يك���� محتوى البذور من ال��وت�ن . )Irar et al., 2010( ا��بوب �� عدة دراسات كأنموذج لدراسة تحمل �ج�اد

، و أيضا �� تحديد أداء )Gooding et al., 2003( قيمة عالية �� تحديد نوعية �ستخدام ال��ا�ي ��بوب القمح

ع�� عكس بروت�نات . ع�� �نتاجية ال��ائية للمحاصيلبذلك يؤثر  ال��وغ و/البادرات خلال �نبات/ا��ن�ن

و بالتا��، ف�� من . ثيل الغذا�ي والعمليات ا��لو�ةل�ن �� التما��لو�ي تتحكم بروت�نات �لبوم�ن وإذ التخز�ن، 

 . )Witzel et al., 2010( دون شك بالغة ��مية عند دراسة �نبات تحت ظروف �ج�اد المل��

قبل البذر  يحسن من أداء البذور و�خفف من �ثار السلبية للضغوط '' seed priming''تحف�� البذور 

�� محاولة للكشف عن �ليات . ) Ashraf & Foolad, 2005( الشتلات �شاء إ البي�ية ع�� إنبات البذور و 

التحليل ال��وتيومي الك�� غ�� ) التجر�ة �و��(ا��ز��ية لتحف�� البذور �� القمح، استخدمنا �� دراس�نا السابقة 

             زراع��االمعتمد ع�� ا��ال لتق��� التغي��ات الطارئة ع�� بروتيوم �يض �� بذور قمح محفزة قبل 

)Fercha et al., 2013( . بروت�ن،  83وقد تب�ن أن التحف�� بواسطة حمض �س�ور�يك رافقھ �غي��ات معنو�ة لـ

عمليات �يض المرتبطة  صلاح و� عمليات  شارك �� استقلاب ال��وت�ن، الدفاع المضاد للأكسدة، و�معظم�ا 

 ). Met(بالمي�يون�ن 

و إنز�م ) AsA(، شبھ خالية من �س�ور�ات )مثل بذور القمح(ون البذور المحافظة �� طور الس�ون ت�

 �� غضون ساعات قليلة من �عد �شرب البذور للماءلكن �شرع �� الظ�ور ، )APX(�س�ور�ات ب��وكسيداز 
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)Bousager et al., 2007 ; De Tullio & Arrigoni, 2003( . و النمو المبكر �ذا التغ�� أمر حاسم لإنبات البذور

تقمع إنبات البذور  AsAو مع ذلك، تجدر �شارة إ�� أن ا��رعات العالية من . )De gara et al., 2000( للشتلات

 ,.Ye & Zhang, 2012 ; Ye et al( و�ذور �رز  )Ishibashi & Iwaya-Inoue, 2006( كما �و ا��ال مع بذور القمح

، ث�ت أن التعب�� عن )GAs(اره بادرة للتخليق ا��يوي ل����لينات ع�� الرغم من دوره الم�م باعتب. )2012

�� بذور �رز  AsAالمستو�ات المنخفضة من  ن�يجة) �بطتُ (قمع ا��ينات ا��اصة بالتخليق ا��يوي ل����يلينات تُ 

 . )ABA( )Ye & Zhang, 2012 ; Ye et al., 2012(المعاملة بحمض ��س�سيك 

             نبات باعتبار�ا الموازنة ب�ن إم�انات نمو ا��ن�ن �� الظروف المحفزة ع�� ذلك وصفت قدرة البذور ع�� � 

أجر�ت التحاليل ال��وتيومية ل�ل من . ) Wilson et al., 2005( و القيود ال�� تفرض�ا ����ة المحيطة با��ن�ن

 ; Bousager et al., 2007( ادية الفلقةالسو�داء، �لورون و ا��ن�ن ع�� نطاق واسع �� العديد من النباتات أح

Irar et al., 2010 ; Vensel et al. 2005( . و ع�� الرغم من ذلك، المعلومات المتاحة جد محدودة خصوصا فيما

جينات �ستجابة للإج�اد المل�� خلال إنبات بذور القمح أو �نبات �عد التحف��، لذا دراسة / يتعلق ب��وت�نات

صلة �� وفرة ال��وت�ن و مواط��ا خلال �ستجابة للملوحة قد �ساعدنا �� تحديد ا��ينات المرتبطة التغ��ات ا��ا

 ; Tan et al., 2013( المادة الغذائية �ساسية ه��ذه �ستجابة و ت�يح ف�م شبكة آليات التكيف مع �ج�اد �� �ذ

Yin et al., 2012( . ساسية لقوة البذور و تحف���ا، أجر�نا تحليلا من �ذا المنطلق، و لتوسيع ف�منا للآليات�

و ذلك خلال �نبات �� وجود أو غياب  AsAمقارنا ب�ن بروتيوم �يض لبذور غ�� محفزة و أخرى محفزة بواسطة 

 .�ج�اد المل��

  :نتائج �ذه الدراسة ش�لت موضوع المقال التا��

Fercha et al., (2014). Comparative analysis of metabolic proteome variation in 
ascorbate-primed and unprimed wheat seeds during germination under salt 
stress. Journal of Proteomics, 108, 238-57. doi:10.1016/j.jprot.2014.04.040 
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Seed  priming  with   ascorbic  acid  improves  salt   tolerance   in    durum   wheat.   For 
understanding the potential mechanisms underlying this priming effect a gel-free shotgun 
proteomic analysis was performed comparing unprimed to  ascorbate-primed wheat seed 
during germination under saline and non-saline conditions. Since seed germination is the 
result of  interplay or  cross-talk between embryo and embryo-surrounding tissues, we 
studied the variation of metabolic proteome in both tissues separately. 167 of 697 identified 
and 69  of  471  identified proteins  increase  or   decrease in   abundance significantly in 
response to  priming and/or salinity compared to  untreated, unstressed control in  embryo 
and embryo-surrounding tissues, respectively. In  untreated wheat embryo salt stress was 
accompanied by  change in  129  proteins, most of  which are belonging to  metabolism, 
energy, disease/defense, protein destination and storage categories. Ascorbate pretreat- 
ment prevents and counteracts the effects of  salinity upon most of  these proteins and 
changes specifically the abundance of  35 others proteins, most of  which are involved in 
metabolism, protein destination and storage categories. Hierarchical clustering analysis 
revealed three  and two major clusters of  protein expression in   embryo and  embryo- 
surrounding tissues, respectively. This study opens promising new avenues to understand 
priming-induced salt tolerance in plants. 
 
 
Biological significance 
To  clearly understand how ascorbate-priming enhance the salt tolerance of  durum wheat 
during germination,  we   performed for  the first time a comparative shotgun proteomic 
analysis between unprimed and ascorbate-primed wheat seeds during germination under 
saline and  non-saline  conditions. Furthermore, since seed germination is  the  result  of 
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interplay or  cross-talk between embryo and embryo-surrounding tissues we  analyzed the 
variation of metabolic proteome in both tissues separately. 1168  proteins exhibiting greater 
molecular weight diversity (ranging from 5 to 258 kDa) were identified. Among them, 167 and 
69 proteins were increased or decreased in abundance significantly by priming and/or salinity 
as compared to  control, in  embryo and embryo-surrounding tissues respectively. Ascorbate 
pretreatment alleviates the effects of salinity upon most of these proteins, particularly those 
involved in metabolism, energy, disease/defense, protein destination and storage functions. 
Hierarchical clustering analysis revealed three and two major clusters of protein accumula- 
tion in embryo and embryo-surrounding tissues, respectively. These results may provide new 
avenues for understanding and advancing priming-induced salt tolerance in crop plants. 

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved. 
 
 
 

1. Introduction 
 

Salinity is  a major abiotic stress that  adversely influences 
plant growth and crop productivity. Seed germination and 
early seedling growth are the stages that most likely affect 
plant establishment and subsequent crop yield. Unfortunate- 
ly, in many cereal crops such as wheat, seed germination and 
early seedling growth are the stages most sensitive to  salt 
stress [1,2].  Wheat production is  obviously limited  by  the 
availability of water resources and soil  salinity, which are the 
primary cause of  crop loss worldwide, reducing the average 
yields for  most crop plants by  more than 50% [3]. Therefore, 
understanding the molecular basis of abiotic stress responses 
is  necessary for  genetic improvement of  stress tolerance in 
wheat crop [4,5]. A key  to  achieving this is the elucidation of 
the molecular mechanisms underlying seed germination and 
vigor in this species, especially under stress conditions. 

It is well-documented that the wheat germination process is 
highly disturbed by salt and osmotic stress [6–8]. To date, several 
transcriptomic and proteomic studies have sought to identify 
both candidate gene and gene products in  a range of crop and 
model plants under normal and stress conditions [9–14]. Cereal 
embryos have been largely used as a model system to study 
stress tolerance [15]. Seed protein content is  of high value for 
defining the end-use quality of  wheat grain [16],  and it also 
determine the  plant's  performance during germination and 
affect  the  final  crop  productivity.  Unlike storage  proteins, 
albumins and  globulins are proteins that  control metabolic 
and cellular processes; therefore, they are of high interest when 
investigating germination under salinity stress [17]. 

Seed priming is a pre-sowing treatment that improves seed 
performance and alleviates the negative effects of  environ- 
mental stresses on  seed germination and seedling establish- 
ment [1]. To  gain insights into the gap  of  knowledge on  the 
molecular features of  seed invigoration in  wheat, we  have 
previously used gel-free proteomic approach to  investigate 
the  metabolic proteome  changes  in   quiescent  dry   seeds 
triggered  by   seed-priming  treatments   [18].   It   has  been 
reported that ascorbate-priming was accompanied by  signif- 
icant changes of  83 proteins, most of  which are involved in 
protein metabolism, antioxidant protection, repair processes 
and in methionine-related metabolism. 

In orthodox seeds (such as wheat seeds), neither ascorbate 
(AsA)  nor ascorbate peroxidase (APX)  activity exist at the 
quiescent stage, however, they appear within a few   hours 
after the imbibition [9,19].  The rapid recovery of  both  AsA 

biosynthesis and APX activity is crucial for  seed germination 
and early development of  seedlings [20].  It  is  worth noting 
that the high dose of AsA  suppress germination as reported 
for  wheat [21]  and rice   seeds [22,23].  Despite its role as a 
substrate  in   gibberellins  (GAs)   biosynthesis,  it   has  been 
reported that  expression of   GAs   biosynthesis  genes  was 
suppressed  by   the  low    levels  of   AsA   in    abscisic  acid 
(ABA)-treated rice  seeds [22,23]. 

The ability of a seed to  germinate has been described as a 
balance between the growth potential of  the embryo under 
promoting conditions and the restrictions imposed by  the 
embryo-surrounding tissues  [14].   To   date,  the  proteome 
analyses  of   endosperm,  aleurone  and  embryo has  been 
extensively studied in  many monocot plants [9,15,24].  Never- 
theless, limited information is available about salt-responsive 
proteins/genes in  wheat seed during germination or  post- 
priming germination, and the study of protein abundance and 
localization changes in  response to  salinity may therefore 
help identify the  associated genes and provide a detailed 
network of the stress adaptation mechanisms in  this impor- 
tant staple food crop [2,25]. Thus, to extend our understanding 
of   the  underlying  mechanisms  of   seed  vigor and  seed 
invigoration, we  carried out a comparative analysis between 
the metabolic proteome of unprimed and AsA-primed seeds 
during germination under control and salt stress conditions. 
 
 
2. Materials and methods 
 
2.1.  Seed treatment and  germination 
 
Seed priming with AsA  solution (0.5 mmol L−1) was  performed 
essentially as previously described [18].  Thirty dried seeds of 
durum wheat (Triticum d u r u m  Desf.   var.   Waha), high yielding 
genotype moderately resistant to salinity at growth stage and 
widely cultivated in  Algeria, both treated and untreated, were 
placed in each Petri-dish containing two layers of Whatman No. 
1 filter paper initially moistened with 10 mL of  saline solution 
(NaCl   250 mmol L−1)  or   distilled  water  (control). Seeds were 
germinated in  darkness in  a temperature-controlled chamber 
held at 24 ± 0.5 °C until germination sensu stricto (about 42 hours). 
 
2.2.  Extraction and  quantification of metabolic seed proteins 
 
After 42 hours from the incubation, the embryo (embryonic axis 
and scutellum) was separated  from the embryo-surrounding 
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tissues (embryo-ST, endosperm, aleurone layers and pericarp) 
and both of them were analyzed independently. Metabolic seed 
proteins  were  extracted  using  the  method  developed  by 
Hurkman et al. [26] with some modifications. Briefly, the embryo 
and the embryo-ST from the wheat seeds were separately frozen 
in liquid N2 and ground to a fine powder using a ceramic mortar 
and pestle. Seventy-five mg of the resulting powder was used to 
extract proteins as previously performed [18]. Metabolic proteins 
were quantified by Bradford assay using BSA standard [27]. Three 
experimental replicates were performed for each seed type. 

 
2.3.  In solution trypsin digestion and  off-line desalting 

 
For  each sample, protein aliquots, were reduced, alkylated, 
and digested with trypsin. Reduction of disulphide bonds was 
performed with DTT (200 mmol L− 1) in incubation at 37 °C for 
1 h,  under  slight agitation. Carbamidomethylation of  thiol 
groups was performed by addition of IAA (200 mmol L− 1) and 
incubation for 1 h in the dark at RT. To consume any leftover 
alkylating  agent  and   to    avoid   trypsin   alkylation,   DTT 
(200 mmol L− 1) was added and samples were incubated at 
37 °C for  1 h,  under slight agitation. The samples were then 
diluted with ammonium bicarbonate (50 mmol L− 1) to  obtain 
a  1 mol L− 1    final  urea  concentration.  Sequencing  grade- 
modified tryspin was added (1:20,  w/w, enzyme  to  protein 
ratio)  and the samples were incubated overnight at  37 °C. 
Enzymatic digestion was quenched with TFA. Digested sam- 
ples were desalted using SPE C18 cartridges conditioned with 
ACN and rinsed with 0.1% TFA. Peptides were eluted from the 
SPE  column with 500 μL  ACN/ddH2O (50/50,   v/v)  containing 
0.05%  TFA  and were dried in  a  Speed-Vac SC  250  Express 
(Thermo S 164  avant, Holbrook, NY,  USA). Each sample  was 
re-constituted with 250 μL of  0.1%  HCOOH  aqueous solution 
and stored at -80 °C until LC-MS/MS analysis. 

 
2.4.  NanoHPLC-MS  analysis 

 
LC-MS/MS analysis was performed on Orbitrap Elite hybrid ion 
trap-Orbitrap mass spectrometer (Thermo Scientific, Bremen, 
Germany) equipped  with  a  nanoelectrospray  ion   source. 
Peptide  mixtures  were  separated  by   RP  chromatography 
using the Dionex Ultimate 3000  (Dionex Corporation Sunny- 
vale, CA, USA). The LC system was connected to  an in-house 
manufactured 25 cm   fused-silica nano-column,  75 μm  i.d., 
packed with Acclaim-C18 2.2 μm silica microparticles, with 
outlet  frit    prepared  using  Kasil.    Peptide  mixtures  were 
enriched on  a 300 μm i.d.  × 5 mm Acclaim PepMap 100  C18 
(5 μm particle size, 100 Å  pore size) μ-precolumn  (Dionex), 
employing  a premixed  mobile phase  ddH2O/ACN 98/2  (v/v) 
(from  loading  pump)  containing  0.1%   (v/v)   HCOOH   at  a 
flow-rate of 10 μL min− 1. LC gradient was optimized to detect 
the largest set of peptides, using ddH2O/HCOOH (99.9/0.1, v/v) 
as phase A and ACN/HCOOH (99.9/0.1, v/v) as phase B. After an 
isocratic step at 5% B for  5 min, B was linearly increased to 
15% within 2 min and then to 35% within 120 min; afterwards, 
phase B was maintained at 35% within 10 min, and increased 
to   80%  within  the  following 10 min.  Then, phase  B  was 
maintained at 80% for  10 min to  rinse the column. Finally, B 
was lowered to 5% over 1 min and the column re-equilibrated 
for 19 min (177 min total run time). MS spectra were collected 

over an m/z range of 380–2000 Da using a resolution setting of 
60000 (FWHM, m/z 400), operating in the data dependent mode 
to automatically switch between Orbitrap-MS and LTQ-MS/MS 
acquisition. MS/MS spectra were collected for the twenty most 
abundant  ions in  each MS  scan. Rejection of  + 1,  and un- 
assigned charge states was enabled. All MS/MS spectra were 
collected using a normalized collision energy of  30%, and an 
isolation window of 2 m/z.  Ion trap and Orbitrap maximum ion 
injection times  were set  to   100   and  200 ms,  respectively. 
Automatic gain control (AGC) was used to prevent overfilling 
of the ion traps and was set to  1 × 106 for  full  FTMS scan, and 
1 × 104 ions in  MSn  mode for  the linear ion trap. To minimize 
redundant  spectral acquisitions, dynamic exclusion was en- 
abled with a repeat count of 1 and a repeat duration of 30 s with 
exclusion duration of 70 s. In order to  increase the number of 
identified proteins, we   performed three technical replicates 
(LC-MS/MS runs) for each of the three experimental replicates. 
 
2.5.  Database searching and  protein identification 
 
Raw   MS/MS  data  files from  Xcalibur software  (version 2.2 
SP1.48, Thermo Fisher Scientific) were submitted to Proteome 
Discoverer software version 1.3  (Thermo Scientific) with the 
Mascot search engine for  peptide/protein identification. The 
searches  were performed  against  Swiss-Prot database  (Re- 
lease  2012_05,    Number  of    sequences:   538585).    Thermo 
Finnigan LCQ/DECA  RAW  file  data import filter was used. 
The search was limited to  proteins from species of the 
Viridiplantae (green plants) taxonomy entries and performed 
using the built-in decoy search option of  Mascot. Enzymatic 
digestion with trypsin was selected, with maximum 2 missed 
cleavages, peptide  charges  + 2  and + 3,  a  precursor mass 
tolerance of  10 ppm and 0.8 Da  fragment mass  tolerance; 
acetylation  (N-term), oxidation (M) and deamidation (N,  Q) 
were used as dynamic modifications; carbamidomethylation 
(C) was used as static modification. 
 
2.6.  Scaffold analysis 
 
Scaffold software  (version Scaffold 3.1.2,  Proteome Software 
Inc.,  Portland, OR.) [28]  was used to  validate MS/MS  based 
peptide and protein identifications, and for label-free relative 
quantitation  based on   normalized  spectral  counting.  The 
additional  X!  Tandem  search  engine  (The GPM,  Cyclone 
version   2010.12.01.1) was  also  used,  keeping the  same 
parameters  previously used  for   Mascot.  According  to   the 
Peptide and Protein Prophet algorithms [29,30]  implemented 
into Scaffold, the  peptide and protein identifications were 
accepted if they could be established at greater than 95% and 
99% probability, respectively, and contained at least 2 unique 
identified peptides, resulting in a false discovery rate (FDR) for 
peptides and  proteins of  all   samples ≤ 0.6%  (including ≤ 5 
decoys). Proteins that contained similar peptides and could 
not be  differentiated based on   MS/MS  analysis alone were 
grouped to  satisfy the principles of  parsimony. ANOVA  test 
was used to  identify statistically significant differences 
between different treatments  and  control. Proteins, which 
had at least a two-fold difference for the mean ratio, as well as 
a  P-value ≤ 0.05,   a  relative  standard  deviation  (RSD)   of 
experimental replicates ≤ 40%, and appear in  more than one 
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experimental replicate, were considered present in  the two 
samples in significant different quantities. 

 
2.7.  Functional classification 

 
Gene Ontology (GO) data  about the  biological processes of 
identified proteins were obtained by means of Scaffold's built 
in option and according to Bevan et al. [31]. 

 
 

3. Results 
 

3.1.  Wheat embryo metabolic proteome 
 

Of  a total of  697  identified proteins, 167  were increased or 
decreased in  abundance significantly in  response to  priming 

and/or salinity compared to   untreated,  unstressed  control 
(see  Fig. 1A). Among these proteins, 129 proteins (82 specifi- 
cally affected) were found to  be differentially accumulated in 
unprimed salt stressed wheat embryo (UP-NaCl  vs.  UP-H2O), 
45  among them were increased, and 84  were decreased in 
abundance  (Fig.  1C  and  Table 1,  Supplementary material 
Table S1). On  the other hand, 51 proteins were differentially 
altered in  AsA-primed non-stressed  wheat embryo (AP-H2O 
vs.  UP-H2O), among  which  12  were increased and 39  were 
decreased in  abundance (Fig. 1C and Table 1, Supplementary 
material  Table S1).  However, 77  proteins were found to  be 
differentially changed  in   AsA-primed salt  stressed wheat 
embryo (AP-NaCl  vs. UP-H2O), 34 of these were increased and 
43   were  decreased  in   abundance  (Fig.   1C   and  Table  1, 
Supplementary material Table S1).  Functional classification 
grouped the 167 identified proteins in 13 functional categories 

 
 

 

 
 
Fig. 1 – Metabolic proteome signature in Embryo of germinating primed and unprimed wheat seeds under salt stress as 
compared to control (UP-H2O). A. Venn diagram based on the differentially accumulated proteins in primed and unprimed 
stressed seeds compared with controls; B. Functional classification of proteins according to Bevan et al.  [31]; C. Functional 
distribution of proteins. 
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Table  1 – Embryo proteome  of  unprimed and ascorbate-primed wheat seeds during germination under saline and 
non-saline conditions. 

 

No Identified Proteins Entry name MW 
(kDa) 

P-Value Functional 
Category 

Functional 
Description 

R1 R2 R3 

1 Formate dehydrogenase, mitochondrial FDH_SOLTU 42 < 0.0001 20 Secondary 20 Secondary I N N 
     metabolism metabolism    

2 Cationic peroxidase SPC4 PER1_SORBI 38 < 0.0001 11 Disease/defense 11.06  Detoxification N N I 
3 Actin-2 ACT2_ORYSI 42 < 0.0001 09 Cell structure 09.04  Cytoskeleton D D D 
5 Pyruvate decarboxylase isozyme 2 PDC2_ORYSI 65 < 0.0001 12 Unclear 12 Unclear I N I 

     classification classification    
6 Avenin-like b1 AVLB1_WHEAT 33 < 0.0001 06 Protein 06.20  Storage proteins N D D 

     destination/storage     
7 Serine carboxypeptidase 2 CBP2_WHEAT 50 < 0.0001 06 Protein 06.13  Proteolysis I D D 

     destination/storage     
8 Peroxidase PER1_WHEAT 32 < 0.0001 11 Disease/defense 11.06  Detoxification D N D 
9 Oxalate oxidase 2 OXO2_HORVU 23 < 0.0001 11 Disease/defense 11.05 Stress responses D N N 
10 Basic  endochitinase A CHIA_SECCE 34 < 0.0001 11 Disease/defense 11.02 Defense-related I N N 
11 Chaperone protein ClpB1 CLPB1_ORYSJ 101 < 0.0001 06 Protein 06.01 Folding and I N I 

     destination/storage stability    
12 DEAD-box ATP-dependent  RNA RH21_ORYSJ 85 < 0.0001 11 Disease/defense 11.05 Stress responses I D N 

 helicase 21         
15 Fructose-1,6-bisphosphatase, cytosolic F16P2_ORYCO 38 < 0.0001 02 Energy 02.02 Gluconeogenesis I N I 
17 Probable xyloglucan XTH_WHEAT 33 < 0.0001 09 Cell structure 09.01  Cell wall D I I 

 endotransglucosylase/hydrolase         
20 S-adenosylmethionine synthase 3 METK3_HORVU 43 < 0.0001 01 Metabolism 01.01  Amino acid D N N 
21 Cysteine proteinase EP-B 1 CYSP1_HORVU 40 < 0.0001 06 Protein 06.13  Proteolysis N D D 

     destination/storage     
22 Serine/threonine-protein PPP5_ARATH 60 < 0.0001 10 Signal 10.0407  Phosphatases D D D 

 phosphatase 5    transduction     
26 RuBisCO large subunit-binding protein RUBA_WHEAT 58 < 0.0001 06 Protein 06.10  Complex D N N 

 subunit alpha, chloroplastic (Fragment)    destination/storage assembly    
27 Calreticulin CALR_ORYSJ 48 < 0.0001 06 Protein 06.01  Folding and D N N 

     destination/storage stability    
28 Acetolactate synthase 1, chloroplastic ILVB1_ORYSJ 69 < 0.0001 01 Metabolism 01.01  Amino acid D N N 
29 Protein SGT1 homolog SGT1_ORYSJ 41 < 0.0001 11 Disease/defense 11.05  Stress D N D 

      responses    
31 Alpha-amylase  inhibitor 0.28 IAA2_WHEAT 17 < 0.0001 12 Unclear 12 Unclear N D N 

     classification classification    
32 Wheatwin-2 WHW2_WHEAT 16 < 0.0001 11 Disease/defense 11.02 Defense-related N D D 
34 S-adenosylmethionine synthase 1 METK1_TRIMO 43 < 0.0001 01 Metabolism 01.01 Amino acid D N N 
36 Guanine nucleotide-binding protein GBLPA_ORYSJ 36 < 0.0001 11 Disease/defense 11.02 Defense-related D N N 

 subunit beta-like protein A         
37 Alcohol dehydrogenase 1 ADH1_PENAM 41 < 0.0001 11 Disease/defense 11.03  Cell death I N I 
39 Dehydrin  COR410 CO410_WHEAT 28 < 0.0001 11 Disease/defense 11.05 Stress responses D N D 
40 Aldehyde dehydrogenase family 2 AL2B4_ARATH 59 < 0.0001 11 Disease/defense 11.05 Stress responses D D D 

 member B4, mitochondrial         
41 L-ascorbate peroxidase 1, cytosolic APX1_ORYSI 27 < 0.0001 11 Disease/defense 11.06  Detoxification D N N 
43 Probable phospholipid hydroperoxide GPX4_CITSI 19 < 0.0001 11 Disease/defense 11.06  Detoxification N I N 

 glutathione peroxidase         
45 Glutamate decarboxylase 2 DCE2_ARATH 56 < 0.0001 01 Metabolism 01.01  Amino acid I N N 
46 T-complex protein 1 subunit alpha TCPA_ARATH 59 < 0.0001 06 Protein 06.01  Folding and N D N 

     destination/storage stability    
47 Wheatwin-1 WHW1_WHEAT 16 < 0.0001 11 Disease/defense 11.02 Defense-related N D N 
48 Fructan 6-exohydrolase 6FEH_WHEAT 66 < 0.0001 01 Metabolism 01.05  Sugars/ I N N 

      Polysaccharides    
49 Small ubiquitin-related modifier 1 SUMO1_ARATH 11 < 0.0001 06 Protein 06.07  Modification D N N 

     destination/storage     
51 Dynamin-related protein 1B DRP1B_ARATH 68 < 0.0001 01 Metabolism 01.03  Nucleotides N I I 
53 Avenin-like a2 AVLA2_WHEAT 20 0.0001 06 Protein 06.20 Storage proteins N D N 

     destination/storage     
54 Mitogen-activated protein kinase 3 MPK3_ORYSJ 42 0.00011 10 Signal transduction 10.0404  Kinases I N I 
56 Oxalate oxidase GF-3.8 GER3_WHEAT 24 0.00012 11 Disease/defense 11.05  Stress responses D D N 
60 Linoleate 9S-lipoxygenase 1 LOX1_HORVU 96 0.00013 01 Metabolism 01.06  Lipid  and sterol I N N 
61 Serine–tRNA ligase SYS_ARATH 52 0.00013 05 Protein synthesis 05.10 tRNA synthases N D N 
62 Phenylalanine ammonia-lyase PAL1_ORYSJ 75 0.00013 20 Secondary 20.1 Phenylpropanoids/ D N N 

     metabolism phenolics    
63 Serpin-Z1A SPZ1A_WHEAT 43 0.00013   I N N 
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Table 1 (continued) 
No  Identified Proteins                Entry name     MW    P-Value        Functional                  Functional           R1   R2   R3 

(kDa)  Category                  Description 
06 Protein 
destination/storage 

67     Tryptophan synthase beta chain 1            TRPB1_MAIZE       43          0.00015       01 Metabolism             01.01  Amino acid              D     N     N 
(Fragment) 

68     Probable lactoylglutathione lyase,           LGUC_ARATH       39          0.0002         20 Secondary               20 Secondary                    I       N     I 
chloroplast                                                                                                       metabolism                 metabolism 

69     Alcohol dehydrogenase 1                             ADH1_HORVU       41          0.00021       11 Disease/defense      11.03  Cell death               I       N     N 
70     Glutamine synthetase leaf  isozyme,       GLNA2_HORVU    47          0.00022       01 Metabolism             01.01  Amino acid              D     N     D 

chloroplastic 
74     Alpha-1,4-glucan-protein synthase         UPTG_MAIZE         41          0.00029       09 Cell structure         09.01  Cell wall                   D     N     D 

[UDP-forming] 
78     Pyruvate, phosphate dikinase 1,                PPDK1_MAIZE       103        0.00035       02 Energy                      02.30  Photosynthesis       D     N     D 

chloroplastic 
79     Transketolase, chloroplastic                   TKTC_SOLTU        80          0.00035       02 Energy                      02.07 Pentose                          I       N     N 

phosphate 
80     Defensin-like protein 2                                  DEF2_WHEAT        5            0.00035       11 Disease/defense      11.05  Stress responses     I       D     I 
82      Glucose-6-phosphate isomerase,               G6PI_MAIZE           62          0.00038       02 Energy                      02.01  Glycolysis                 I       N     N 

cytosolic 
83     Histone H2B.4                                                   H2B4_MAIZE          15          0.00040       09 Cell structure         09.13  Chromosomes         D     N     D 
84     V-type proton ATPase subunit C               VATC_HORVU       40          0.00040       07 Transporters           07.22  Transport                I       I       I 

ATPases 
86     Trypsin/alpha-amylase inhibitor            IACX1_WHEAT      14          0.00041       12 Unclear                    12 Unclear                         N     D     N 

CMX1/CMX3                                                                                                                            classification               classification 
88     Monothiol glutaredoxin-S10                    GRS10_ORYSJ        18          0.00041       11 Disease/defense      11.06  Detoxification          D     D     N 
89     Catalase isozyme 2                                         CATA2_HORVU     57          0.00042       11 Disease/defense      11.06  Detoxification          D     N     N 
91     Proliferating cell  nuclear antigen            PCNA_ORYSJ         29          0.00045       03 Cell growth/            03.16  DNA synth/            D     N     N 

division                       replication 
92     L-ascorbate peroxidase 2, cytosolic         APX2_ORYSJ          27          0.00046       11 Disease/defense      11.06  Detoxification          D     N     D 
94     DnaJ  protein homolog                             DNJH_CUCSA        46          0.00055       06 Protein                    06.01  Folding and              N     D     N 

destination/storage      stability 
99     U1 small nuclear ribonucleoprotein C         RU1C_ARATH        22          0.00066       12 Unclear                    12 Unclear                         D     D     D 

classification               classification 
101   Late  embryogenesis abundant protein   LE193_HORVU       15          0.00067       03 Cell growth/            03.30  Seed maturation      N     D     D 

B19.3  division 
102   Succinate dehydrogenase [ubiquinone]      DHSA1_ARATH     70          0.00067       02 Energy                      02.20  E-transport              D     N     I 

flavoprotein subunit 1, mitochondrial 
104   Chaperone protein ClpB2,                             CLPB2_ORYSJ        109        0.00075       06 Protein                     06.01  Folding and              N     D     N 

chloroplastic                                                                                                   destination/storage       stability 
105   Flavone O-methyltransferase 1                  FOMT1_WHEAT     39          0.00076       11 Disease/defense      11.06  Detoxification          D     N     N 
109   Fructan 1-exohydrolase w1                          1FEH1_WHEAT      67          0.00089       01 Metabolism             01.05  Sugars/                    D     N     D 

Polysaccharides 
111   Alpha-1,4-glucan-protein synthase         UPTG2_SOLTU       42          0.00097       09 Cell structure         09.01  Cell wall                   D     N     N 

[UDP-forming] 2 
113   Phenylalanine ammonia-lyase                PAL2_ORYSI          77          0.00098       20 Secondary               20.1 Phenylpropanoids/     D     I       I 

metabolism                 phenolics 
114   Sucrose synthase 2                                         SUS2_ORYSJ          92          0.001           11 Disease/defense      11.05  Stress                      D     D     D 

responses 
115   ATP-dependent  (S)-NAD(P)H-hydrate    NNRD_SORBI         41          0.001           12 Unclear                    12 Unclear                         I       N     N 

dehydratase                                                                                                      classification               classification 
118   Linoleate 9S-lipoxygenase 2                        LOX2_ORYSJ         97          0.0012         01 Metabolism             01.06  Lipid  and sterol      D     N     N 
121   Acyl-[acyl-carrier-protein] desaturase 2,     STAD2_ORYSI       45          0.0012         01 Metabolism             01.06  Lipid  and sterol      N     I       N 

chloroplastic 
122   Sulfite reductase [ferredoxin],                 SIR_MAIZE             70          0.0014         12 Unclear                    12 Unclear                         D     D     D 

chloroplastic                                                                                                      classification               classificatio n 
127   60S ribosomal protein L13a                          RL13A_PICMA       24          0.0017         05 Protein synthesis      05.01 Ribosomal                     D     N     D 

proteins 
128   5-methyltetrahydropteroyltriglutamate–   METE_CATRO       85          0.0017         01 Metabolism             01.01  Amino acid              D     N     N 

homocysteine methyltransferase 
129   Eukaryotic translation initiation factor    IF5A1_SOLTU        17          0.0018         05 Protein synthesis      05.04 Translation               D     N     N 

5A-1/2                                                                                                                                                                  factors 
132   Serpin-Z2A                                                 SPZ2A_WHEAT      43          0.0019         06 Protein                                                               I       D     N 

destination/storage 
133   Coatomer subunit beta′-1                       COB21_ORYSJ       103        0.002           08 Intracellular traffic   08.07  Vesicular                  N     N     D 

(continued  on next page)



106 

244                                                           J  O  U  R N  A  L   O F  P  R O T  E O  M  I C S   1  0  8   (  2  0 1  4  )   2  3  8 – 2  5 7 

 
 

Table 1 (continued) 
 

No Identified Proteins Entry name MW 
(kDa) 

P-Value Functional 
Category 

Functional 
Description 

R1 R2 R3 

134 Histone H3.2 H32_MEDSA 15 0.002 09 Cell structure 09.13  Chromosomes D N N 
135 Regulator of nonsense transcripts 1 RENT1_ARATH 137 0.002 04 Transcription 04.22 mRNA processing I I I 

 homolog         
137 Methionine S-methyltransferase MMT1_HORVU 120 0.0022 01 Metabolism 01.01  Amino acid I I I 
138 Serpin-Z1C SPZ1C_WHEAT 43 0.0022 06 Protein  I D D 

     destination/storage     
140 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 7 UBC7_WHEAT 19 0.0022 06 Protein 06.07  Modification N I N 

     destination/storage     
141 Putative diaminopimelate epimerase, DAPF_ORYSI 38 0.0022 01 Metabolism 01.01  Amino acid D N N 

 chloroplastic         
142 Uridine 5′-monophosphate synthase UMPS_TOBAC 50 0.0022 01 Metabolism 01.03  Nucleotides I D N 

 (Fragment)         
144 Histone H2A.1 H2A1_WHEAT 16 0.0026 09 Cell structure 09.13  Chromosomes D N N 
145 Chaperone protein ClpB3, CLPB3_ORYSJ 109 0.0026 06 Protein 06.01  Folding and D D N 

 mitochondrial    destination/storage stability    
148 DNA replication licensing factor MCM32_MAIZE 85 0.0028 03 Cell growth/ 03.16  DNA synth/ D N N 

 MCM3 homolog 2    division replication    
152 Bowman-Birk type proteinase IBB2_WHEAT 6 0.0032 12 Unclear 12 Unclear I D I 

 inhibitor II-4 (Fragment)    classification classification    
153 Chaperonin CPN60-1, mitochondrial CH61_CUCMA 61 0.0033 06 Protein 06.01  Folding and D N N 

     destination/storage stability    
154 Fumarate hydratase 1, mitochondrial FUM1_ARATH 53 0.0033 02 Energy 02.10  TCA pathway D I D 
157 Probable eukaryotic translation IF5Y_ARATH 49 0.0034 05 Protein synthesis 05.04  Translation D D D 

 initiation factor 5-1     factors    
158 Non-specific lipid-transfer protein NLTP1_WHEAT 12 0.0034 07 Transporters 07.13  Lipids N D D 

 (Fragment)         
160 Serine carboxypeptidase 3 CBP3_HORVU 56 0.0034 06 Protein 06.13  Proteolysis D D D 

     destination/storage     
164 40S ribosomal protein S3a RS3A_ORYSJ 30 0.0038 05 Protein synthesis 05.01  Ribosomal D N N 

      proteins    
167 Glutamate-1-semialdehyde GSA_HORVU 49 0.0041 01 Metabolism 01.01  Amino acid D N N 

 2,1-aminomutase, chloroplastic         
168 Gamma-gliadin (Fragment) GDB3_WHEAT 27 0.0041 06 Protein 06.20 Storage proteins N D N 

     destination/storage     
169 12-oxophytodienoate  reductase 1 OPR1_ORYSJ 42 0.0041 11 Disease/defense 11.05  Stress D N N 

      responses    
171 Aldehyde dehydrogenase family 7 AL7A1_BRANA 53 0.0043 11 Disease/defense 11.06  Detoxification I N D 

 member A1         
172 2,3-bisphosphoglycerate-independent PMGI_MAIZE 61 0.0044 02 Energy 02.01  Glycolysis D N N 

 phosphoglycerate mutase         
175 S-adenosylmethionine synthase 4 METK4_HORVU 43 0.0051 01 Metabolism 01.01  Amino acid D N N 
181 Protochlorophyllide reductase A, PORA_WHEAT 41 0.0054 20 Secondary 20 Secondary N I N 

 chloroplastic    metabolism metabolism    
184 Acyl-[acyl-carrier-protein] desaturase, STAD_HELAN 45 0.0056 01 Metabolism 01.06 Lipid and sterol D I I 

 chloroplastic         
187 GTP-binding protein  SAR1 SAR1_TOBAC 23 0.006 08 Intracellular 08.07  Vesicular I I I 

     traffic     
188 Nucleoside diphosphate kinase IV, NDK4_ARATH 26 0.0061 01 Metabolism 01.03  Nucleotides D I I 

 chloroplastic/mitochondrial         
189 Probable acetyl-CoA acetyltransferase, THIC2_ARATH 43 0.0061 12 Unclear 12 Unclear I D N 

 cytosolic 2    classification classification    
191 Probable UDP-glucose 6-dehydrogenase 2 UGDH2_ARATH 53 0.0064 01 Metabolism 01.03  Nucleotides D I N 
192 NADH dehydrogenase [ubiquinone] NDUS1_ARATH 82 0.0064 02 Energy 02.20  E-transport D N N 

 iron-sulfur protein 1, mitochondrial         
196 Aconitate hydratase 2, mitochondrial ACO2M_ARATH 108 0.0072 02 Energy 02.10  TCA pathway I D D 
197 17.4 kDa  class I heat shock protein HSP17_ARATH 17 0.0075 06 Protein 06.01  Folding and I N N 

     destination/storage stability    
198 Probable methionine–tRNA ligase SYM_ORYSJ 89 0.0076 05 Protein synthesis 05.10 tRNA synthases D N D 
199 4-alpha-glucanotransferase DPE2 DPE2_ORYSJ 108 0.0082 01 Metabolism 01.05  Sugars/ N I N 

      Polysaccharides    
202 Arginase ARGI1_ARATH 37 0.0091 01 Metabolism 01.01  Amino acid D D D 
203 Endoplasmin homolog ENPL_ARATH 94 0.0098 06 Protein 06.01  Folding and D N N 

     destination/storage stability    
204 Glutathione S-transferase 1 GSTF1_WHEAT 26 0.010 11 Disease/defense 11.06  Detoxification I N I 
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Table 1 (continued) 
No  Identified Proteins                Entry name     MW    P-Value        Functional                  Functional           R1   R2   R3 

(kDa)  Category                  Description 
205   Aspartate carbamoyltransferase 2,            PYRB2_PEA            44          0.011           01 Metabolism             01.03  Nucleotides             N     D     N 

chloroplastic 
206   40S ribosomal protein S30                            RS30_ARATH         7            0.011           05 Protein synthesis    05.01  Ribosomal                N     D     N 

proteins 
209   Actin-8                                                       ACT8_ARATH        42          0.012           09 Cell structure         09.04  Cytoskeleton           D     N     N 
214   ATP-citrate synthase alpha chain           ACLA3_ORYSJ       47          0.013           01 Metabolism             01.06  Lipid  and sterol      D     I       N 

protein 3 
215   NADH dehydrogenase [ubiquinone]       NDUV1_ARATH    53          0.013           02 Energy                      02.20  E-transport              D     N     I 

flavoprotein 1, mitochondrial 
219   Agglutinin isolectin 3 (Fragment)            AGI3_WHEAT        19          0.013           12 Unclear                    12 Unclear                         N     D     I 

classification               classification 
221   Histone-binding protein MSI1 homolog     MSI1_ORYSJ           48          0.014           09 Cell structure         09.13  Chromosomes         D     N     N 
224   U-box domain-containing protein 72       PUB72_ORYSJ        58          0.014           06 Protein                    06.07  Modification            D     I       I 

destination/storage 
227   Phosphoethanolamine                            PEAM1_ARATH     56          0.014           01 Metabolism             01.06  Lipid  and sterol      D     N     N 

N-methyltransferase 1 
228   17.0 kDa  class II heat shock protein       HSP23_MAIZE        17          0.015           06 Protein                    06.01  Folding and              N     D     N 

destination/storage      stability 
230   Protein-L-isoaspartate                             PIMT_WHEAT        25          0.015           06 Protein                    06.01  Folding and              I       N     I 

O-methyltransferase                                                                                        destination/storage      stability 
232   Em protein CS41                                               EM2_WHEAT         10          0.016           11 Disease/defense      11.05  Stress responses     I       D     D 
233   Phospholipase D alpha 1                              PLDA1_MAIZE       92          0.016           01 Metabolism             01.06  Lipid  and sterol      I       I       I 
234   Acetyl-CoA acetyltransferase,                 THIC1_ARATH       41          0.017           20 Secondary                20.2 Terpenoids                N     D     D 

cytosolic 1                                                                                                                                metabolism 
235   Phosphomannomutase                          PMM_WHEAT        28          0.018           01 Metabolism             01.03  Nucleotides             D     N     D 
238   Heat shock protein 82                                    HSP82_MAIZE        82          0.018           06 Protein                    06.01  Folding and              D     D     N 

destination/storage      stability 
240   Histone H1                                                         H1_WHEAT             24          0.018           09 Cell structure         09.13  Chromosomes         D     N     N 
241   60S ribosomal protein L34-2                        RL342_ARATH       14          0.018           05 Protein synthesis    05.01  Ribosomal                I       I       D 

proteins 
243   Lactoylglutathione lyase                         LGUL_SOLLC         21          0.019           20 Secondary               20 Secondary                     N     I       I 

metabolism                 metabolism 
244   Ferredoxin-dependent glutamate           GLTB_ORYSJ         175        0.020           01 Metabolism             01.01  Amino acid              N     I       I 

synthase, chloroplastic 
245   Probable L-ascorbate peroxidase 6,           APX6_ORYSJ          34          0.020           11 Disease/defense      11.06  Detoxification          D     D     D 

chloroplastic 
246   Splicing factor U2af  large subunit B         U2A2B_WHEAT     61          0.021           04 Transcription          04.22  mRNA                           D     I       N 

processing 
248   Elongation factor Tu,  chloroplastic         EFTU_PEA              53          0.022           05 Protein synthesis    05.04 Translation               D     N     D 

factors 
250   GTP-binding protein yptV4                      YPTV4_VOLCA      24          0.023           08 Intracellular traffic   08.07  Vesicular                  N     D     N 
251   Probable phosphoglucomutase,               PGMC2_ARATH      63          0.023           01 Metabolism             01.05  Sugars/                    I       N     N 

cytoplasmic 2                                                                                                                                                                      Polysaccharides 
252   Glucose-6-phosphate isomerase 1,            G6PIP_ARATH       67          0.023           02 Energy                      02.02 Gluconeogenesis         N     I       N 

chloroplastic 
253   Heat shock 70 kDa protein,                         HSP7M_PHAVU     73          0.024           06 Protein                    06.01  Folding and              N     D     N 

mitochondrial                                                                                                   destination/storage     stability 
254   Lon protease homolog, mitochondrial       LONM_MAIZE       106        0.024           06 Protein                    06.13  Proteolysis               D     D     N 

destination/storage 
257   Malate dehydrogenase, cytoplasmic       MDHC_MAIZE       36          0.024           02 Energy                      02.10  TCA pathway          N     I       I 
258   GDP-mannose 3,5-epimerase 2                   GME2_ORYSJ         42          0.025           01 Metabolism             01.07  Cofactors                 D     N     D 
260   Anthranilate synthase component I-1,        TRPE_ARATH        66          0.026           01 Metabolism             01.01  Amino acid              D     N     N 

chloroplastic 
262   Phosphoenolpyruvate carboxykinase        PCKA_CUCSA        74          0.027           02 Energy                      02.02 Gluconeogenesis         I       I       I 

[ATP] 
263   Pyrophosphate–fructose 6-phosphate        PFPA_SOLTU         67          0.027           02 Energy                      02.01  Glycolysis                 D     D     D 

1-phosphotransferase subunit alpha 
265   Thioredoxin reductase NTRA                      NTRA_ORYSJ         38          0.028           11 Disease/defense      11.06  Detoxification          D     N     N 
271   Actin-related protein 4                                  ARP4_ORYSI          48          0.032           09 Cell structure         09.04  Cytoskeleton           I       N     I 
272   6-phosphofructokinase 4,                             K6PF4_ARATH       58          0.032           02 Energy                      02.01  Glycolysis                 I       N     D 

chloroplastic 
275   Adenine phosphoribosyltransferase 1         APT1_WHEAT        20          0.033           01 Metabolism             01.03  Nucleotides             D     N     D 
278   Dihydrolipoyl dehydrogenase 1,                 DLDH1_ARATH     54          0.036           11 Disease/defense      11.05 Stress responses       N     N     D 

mitochondrial 
(continued  on next page)
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Table 1 (continued) 
No  Identified Proteins                Entry name     MW    P-Value        Functional                  Functional           R1   R2   R3 

(kDa)  Category                  Description 
279   Pyruvate dehydrogenase E1                         ODPB_PEA              39          0.037           02 Energy                      02.01  Glycolysis                 D     I       I 

component subunit beta, 
mitochondrial 

280   Asparagine synthetase                            ASNS_ASPOF         66          0.038           01 Metabolism             01.01  Amino acid              N     I       N 
[glutamine-hydrolyzing] 

281   Coatomer subunit gamma-1                   COPG1_ORYSJ       99          0.038           08 Intracellular traffic   08.07  Vesicular                  I       N     I 
283   Methylenetetrahydrofolate reductase 1       MTHR1_MAIZE      66          0.039           01 Metabolism             01.01  Amino acid              D     I       N 
284   Probable 26S proteasome non-ATPase      PSMD3_TOBAC     56          0.040           06 Protein                     06.13  Proteolysis               I       I       I 

regulatory subunit 3                                                                                                               destination/storage 
285   COP9 signalosome complex subunit 4         CSN4_ARATH        45          0.040           10 Signal                       10.04  Mediators                I       N     N 

transduction 
286   Late embryogenesis abundant protein 1     LEA1_ORYSI          36          0.040           03 Cell growth/            03.30 Seed maturation        I       N     N 

division 
288   Villin-like protein ABP41 (Fragments)         ABP41_LILDA        16          0.042           12 Unclear                    12 Unclear                         D     N     D 

classification               classification 
292   1-Cys  peroxiredoxin                                 REHY_MEDTR       24          0.045           11 Disease/defense      11.06  Detoxification          I       N     N 
293   Probable protein phosphatase 2C 69         P2C69_ARATH       38          0.047           10 Signal                       10.047  Phosphatases        N     D     N 

transduction 
295   Protein disulfide-isomerase like  2-1          PDI21_ARATH        39          0.048           06 Protein                     06.01  Folding                     N     D     N 

destination/storage      and stability 
296   3-isopropylmalate dehydrogenase,            LEU3_SOLTU         40          0.048           01 Metabolism             01.01  Amino acid              D     D     N 

chloroplastic 
297   Phospho-2-dehydro-3-deoxyheptonate     AROG_ORYSJ        59          0.049           01 Metabolism             01.01  Amino acid              D     N     N 

aldolase 2, chloroplastic 
298   Dynamin-related protein 1E                        DRP1E_ARATH      70          0.049           01 Metabolism             01.03  Nucleotides             N     I       I 
Embryo proteins found to  be  differentially expressed in  unprimed and ascorbate-primed wheat seeds during germination under saline and 
non-saline conditions, as described in  Materials and methods section and identified by  MS, with relative expression ratios. Ratio salinity/ 
control (R1), ratio ascorbate-priming/control (R2), ratio salinity × ascorbate-priming/control (R3) are reported, where the proteins that were 
decreased in abundance are indicated with D, not changed proteins with N, and the proteins that were increased in  abundance  with I. 

 

 
 

(Fig. 1B). The most over-represented ones are those of 
metabolism  (14–23%),   energy  (5–15%),   protein  destination 
and storage (9–22%) and disease/defense (19–23%). Compara- 
tive functional distribution however revealed 5 classes that 
represented the most variation observed between the three 
treatments versus the control (Fig. 1B). 

 
3.2.  Wheat embryo-ST metabolic proteome 

 
As expected (since endosperm is a dead tissue), of a total of 471 
identified proteins only 69 proteins were significantly accumu- 
lated (Fig.  2A,Table 2,  Supplementary  material  Table S2).  Of 
these proteins, 53  (17  specifically affected) were found to be 
differentially  altered   in   unprimed   salt   stressed   wheat 
embryo-ST  (UP-NaCl vs. UP-H2O), 26  of  these were increased 
and 27  were decreased in  abundance (Fig.  2C  and  Table 2, 
Supplementary  material  Table S2).  On   the  other hand,  49 
proteins (13 specifically affected) were differentially accumulat- 
ed  in  AsA-primed non stressed wheat embryo-ST (AP-H2O vs. 
UP-H2O), among   which   26   were  increased  and  23   were 
decreased in abundance (Fig. 2C and Table 2, Supplementary 
material  Table S2).  However, 48  proteins  were found to   be 
differentially  changed  in   AsA-primed salt  stressed  wheat 
embryo-ST  (AP-NaCl vs.  UP-H2O), 23  of  these were increased 
and 25  were decreased in  abundance (Fig.  2C  and  Table 2, 
Supplementary  material  Table S2).  Functional  classification 
grouped the 69 identified proteins into 11 functional categories 
(Fig.  2B).  The most over-represented categories are those of 

metabolism (15–21%),  energy (9–12%),  protein synthesis (15–
21%), protein destination and storage (16–24%) and disease/ 
defense (13–15%). Comparative functional distribution however 
revealed 2 classes that represented the most variation observed 
between the three treatments versus the control (Fig. 2B). 
 
3.3.  Hierarchical clustering of AsA- and  salt  stress-responsive 
proteins 
 
In   order  to   identify  proteins  with  similar  accumulation 
patterns,   a  two-way  hierarchical  clustering  methodology 
known as Ward's method [32] was applied using PermutMatrix 
software  (http://www.atgc-montpellier.fr/permutmatrix/;   [33, 
34]).  In   embryo, at  least,  three  major  clusters  of   protein 
accumulation were found, with the first containing proteins 
that were less abundant in embryo of salt stressed wheat seeds 
with or  without AsA  pretreatment (60  proteins), the second 
consisting of proteins that were more abundant in  embryo of 
UP-NaCl wheat seeds but less abundant in  embryo of AP-H2O 
and  AP-NaCl wheat  seeds  (50  proteins),  and finely the third 
cluster include proteins that were less abundant in  embryo of 
UP-NaCl seeds but more abundant in AsA pretreated seeds (57 
proteins), compared to control group (Fig. 4). On the other hand, 
the protein accumulation patterns  of  UP-H2O,  AP-H2O  and 
AP-NaCl  treatments  were clustered  together  reflecting the 
close  similarity  between  these  treatments;   however,  the 
protein accumulation pattern of  UP-NaCl treatment was put 
in  a separate cluster. This result was confirmed by  principal 
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Fig. 2 – Metabolic proteome signature in embryo-ST of germinating primed and unprimed wheat seeds under salt stress as 
compared to control (UP-H2O). A. Venn diagram based on the differentially accumulated proteins in primed and unprimed 
stressed seeds compared with controls; B. Functional classification of proteins according to Bevan et al.  [31]; C. Functional 
distribution of proteins. 
 
 

component analysis Supplementary Fig. S1), where the main 
factor contributing to PC1 was UP-NaCl treatment. 

In  embryo-ST, however, hierarchical clustering of protein 
accumulation profiles resulted in two major clusters, with the 
first consisting of proteins less abundant compared to control 
and the second of  proteins whose abundance increased in 
embryo-ST  of  the  both AsA-primed and unprimed wheat 
seeds during germination under salt stress conditions as 
compared to untreated, unstressed control (Fig. 5). 

 
 

4. Discussion 
 

High salinity is a major abiotic stress in agriculture worldwide. 
Seed germination is  a pivotal developmental process in  the 

plant  life   cycle and  the  most  critical under  salt  stress 
conditions [1]. Salinity may affect seed germination osmoti- 
cally,  by   decreasing the  uptake  of   water  by   seeds, and 
ionically, by  facilitating the accumulation of  ions that are 
toxic to   embryonic  activity [35].  Presumably the  effect of 
osmotic stress  on imbibition, due to salinity, is  the main 
cause for  delaying germination.  Similarly, salinity also 
increased the ABA level and decreased the level of gibberel- 
lins in germinating seeds [36]. Recently, it has been demon- 
strated that AsA  plays a role in germination  particularly 
under  stress  conditions  by    mediating  the  antagonism 
between ABA and gibberellins [22,23].  Consistent  with this, 
our results revealed that AsA may play an important role in 
increasing the salt tolerance or mitigating the adverse effect 
of salinity (Fig. 3) 
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Table 2 – Embryo-surrounding tissues proteome of unprimed and ascorbate-primed wheat seeds during germination under 
saline and non-saline conditions. 

 

No Identified Proteins Entry Name MW 
(kDa) 

P-Value Functional 
Category 

Functional 
Description 

R1 R2 R3 

1 Fructan 1-exohydrolase w1 1FEH1_WHEAT 67 < 0.0001 01 Metabolism 01.05  Sugars/ N I N 
      Polysaccharides    

2 V-type proton ATPase catalytic VATA_MAIZE 62 < 0.0001 07 Transporters 07.22  Transport I N N 
 subunit A Fragment     ATPases    

3 Alpha-amylase type B isozyme AMY2_HORVU 47 < 0.0001 01 Metabolism 01.05  Sugars/ D N N 
      Polysaccharides    

4 Calmodulin CALM_WHEAT 17 < 0.0001 12 Unclear  D D D 
     classification     

5 HMG1/2-like protein HMGL_WHEAT 17 < 0.0001 12 Unclear  N N D 
     classification     

6 Defensin Tk-AMP-D4 DEF4_TRIKH 5 < 0.0001 11 Disease/ 11.02  Defense-related N D N 
     Defense     

7 Alpha-amylase type B isozyme AMY6_HORVU 48 < 0.0001 01 Metabolism 01.05  Sugars/ N I N 
      Polysaccharides    

8 Beta-amylase AMYB_WHEAT 57 < 0.0001 01 Metabolism 01.05  Sugars/ N N I 
      Polysaccharides    

9 Alpha-glucan phosphorylase,  H PHSH_WHEAT 94 < 0.0001 01 Metabolism 01.05  Sugars/ I I I 
 isozyme     Polysaccharides    

12 Glucose-1-phosphate GLGS_HORVU 56 < 0.0001 06 Protein 06.20  Storage proteins I N N 
 adenylyltransferase small subunit    destination/storage     

17 60S ribosomal protein L38 RL38_ARATH 8 0.00015 05 Protein synthesis 05.01 Ribosomal proteins I D I 
20 Wheatwin-2 WHW2_WHEAT 16 0.00023 11 Disease/Defense 11.02  Defense-related D N N 
22 Clathrin heavy chain 1 CLH1_ORYSJ 193 0.00033 08 Intracellular traffic 08.07  Vesicular I I I 
24 Rubber elongation factor protein REF_HEVBR 15 0.00037 13 Unclassified  N D D 
27 Peroxisomal fatty acid beta- MFP_ORYSJ 78 0.00041 01 Metabolism 01.06  Lipid  and sterol I I I 

 oxidation multifunctional protein         
29 Phosphoenolpyruvate PCKA_CUCSA 74 0.00045 02 Energy 02.02  Gluconeogenesis I I I 

 carboxykinase [ATP]         
30 Elongation factor 1-alpha EF1A2_HORVU 49 0.00048 05 Protein synthesis 05.04 Translation factors I I I 
34 26S protease regulatory PRS6B_HELAN 47 0.00067 06 Protein 06.13  Proteolysis N I I 

 subunit 6B homolog    destination/storage     
36 60S ribosomal protein L23a RL23A_DAUCA 18 0.00082 05 Protein synthesis 05.01 Ribosomal proteins D D D 
38 60S acidic ribosomal protein P0 RLA0_ORYSJ 34 0.00095 05 Protein synthesis 05.01 Ribosomal proteins I I I 
42 Fructokinase-2 SCRK2_ORYSI 36 0.0010 01 Metabolism 01.05  Sugars/ D D D 

      Polysaccharides    
43 Tubulin beta-2 chain TBB2_ELEIN 50 0.0011 09 Cell structure 09.04  Cytoskeleton I I N 
44 60S ribosomal protein L12-1 RL121_ARATH 18 0.0012 05 Protein synthesis 05.01 Ribosomal proteins D D D 
45 DEAD-box ATP-dependent RNA RH52C_ORYSJ 66 0.0012 12 Unclear  I N D 

 helicase 52C    classification     
47 Serine carboxypeptidase 3 CBP3_WHEAT 55 0.0013 06 Protein 06.13  Proteolysis D N N 

     destination/storage     
54 Sulfite oxidase SUOX_ARATH 43 0.0022 11 Disease/Defense 11.06  Detoxification D D D 
55 Tubulin alpha-2 chain TBA2_HORVU 50 0.0023 09 Cell structure 09.04  Cytoskeleton I I N 
56 40S ribosomal protein S13 RS13_MAIZE 17 0.0024 05 Protein synthesis 05.01 Ribosomal N D N 

      proteins    
58 Uridine 5′-monophosphate UMPS_TOBAC 50 0.0034 01 Metabolism 01.03  Nucleotides I I I 

 synthase Fragment         
60 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase CYPH_MAIZE 18 0.0036 06 Protein 06.01  Folding and D N D 

     destination/storage stability    
63 Ubiquitin-activating enzyme E1 1 UBE11_WHEAT 117 0.0037 06 Protein 06.13  Proteolysis I I I 

     destination/storage     
64 3-isopropylmalate dehydrogenase LEU32_ARATH 43 0.0037 01 Metabolism 01.01  Amino acid N D N 

 2, chloroplastic         
65 Cysteine proteinase EP-B 1 CYSP1_HORVU 40 0.0037 06 Protein 06.13  Proteolysis D N N 

     destination/storage     
68 Sucrose synthase 1 SUS1_ORYSJ 93 0.0039 11 Disease/Defense 11.05  Stress response I I I 
69 Alpha-galactosidase AGAL_ORYSJ 46 0.0040 01 Metabolism 01.05  Sugars/ I I I 

      Polysaccharides    
75 Alpha/beta-gliadin clone GDA6_WHEAT 34 0.0049 06 Protein 06.20  Storage proteins N D N 

 PW1215    destination/storage     
77 Formate dehydrogenase 1, FDH1_ORYSJ 41 0.0059 12 Unclear  D N N 

 mitochondrial    classification     
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Table 2 (continued) 
No  Identified Proteins              Entry Name     MW     P-Value         Functional                   Functional            R1   R2   R3 

(kDa)  Category                  Description 
78      Guanine nucleotide-binding                GBLPA_ORYSJ         36         0.0061          11 Disease/Defense       11.02  Defense-related       N      I        I 

protein subunit beta-like protein A 
80      Regulator of ribonuclease-like           RRAA1_ARATH       18         0.0062          12 Unclear                                                                 D      N      D 

protein 1                                                                                                                             classification 
81      23.6  kDa  heat shock protein,            HS23M_ORYSJ         24         0.0069          06 Protein                      06.01  Folding and              D      D      D 

mitochondrial                                                                                             destination/storage       stability 
82      Malate synthase, glyoxysomal          MASY_MAIZE          62         0.0069          02 Energy                       Glyoxylate pathway          N      I        I 
83      16.9  kDa  class I heat shock               HS16B_WHEAT        17         0.0074          06 Protein                      06.01  Folding and              I        N      I 

protein 2                                                                                                                             destination/storage       stability 
86      Gamma-gliadin B                                     GDBB_WHEAT         33         0.0082          06 Protein                      06.20  Storage proteins      D      D      N 

destination/storage 
88      70 kDa peptidyl-prolyl isomerase         FKB70_WHEAT        62         0.0093          06 Protein                      06.01  Folding and              D      N      D 

destination/storage       stability 
91      Triosephosphate isomerase,             TPIS_MAIZE             27         0.011            02 Energy                        02.01  Glycolysis                 D      D      D 

cytosolic 
92      Adenosine kinase 2                                 ADK2_ARATH          38         0.012            01 Metabolism               01.03  Nucleotides             N      D      N 
94      Lactoylglutathione lyase                   LGUL_SOLLC           21         0.014            20 Secondary                                                            N      D      D 

metabolism 
95      40S ribosomal protein S15a-4           R15A4_ARATH         15         0.015            05 Protein synthesis      05.01  Ribosomal                D      I        I 

proteins 
96      Superoxide dismutase [Mn] 3.1,          SODM1_MAIZE        26         0.015            11 Disease/Defense       11.06  Detoxification          D      N      N 

mitochondrial 
98      Phosphoenolpyruvate                       CAPPC_FLATR         111       0.016            02 Energy                        02.02  Gluconeogenesis     I        I        I 

carboxylase  2 
102    40S ribosomal protein Sa-1                    RSSA1_ARATH        32         0.017            05 Protein synthesis      05.01 Ribosomal proteins   I        I        I 
104    Chaperone protein ClpB2,                      CLPB2_ORYSJ          109       0.018            06 Protein                      06.01  Folding and              D      D      D 

chloroplastic                                                                                                destination/storage        stability 
105    Ferredoxin–NADP reductase,            FNRR2_ARATH        43         0.020            02 Energy                        02.20  E-transport              D      D      D 

root isozyme 2, chloroplastic 
108    Chaperone protein dnaJ 2                     DNAJ2_ARATH        46         0.022            06 Protein                      06.01  Folding and              D      D      D 

destination/storage       stability 
115    Importin subunit alpha-1a               IMA1A_ORYSJ         58         0.024            08 Intracellular traffic     08.01  Nuclear                    I        I        I 
116    Probable N-acetyl-gamma-glutamyl-   ARGC_ORYSJ           45         0.024            01 Metabolism               01.01  Amino acid              I        N      D 

phosphate reductase, chloroplastic 
118    Putative heat shock protein 1              HSP01_PSEMZ          2           0.025            06 Protein                      06.01  Folding and              D      I        D 

Fragment                                                                                                     destination/storage       stability 
119    Probable LL-diaminopimelate            DAPAT_ORYSJ         50         0.026            01 Metabolism               01.01  Amino acid              I        D      N 

aminotransferase, chloroplastic 
120    40S ribosomal protein S27-1                  RS271_ARATH         9           0.026            05 Protein synthesis      05.01 Ribosomal proteins   I        I        N 
122    Defensin Tk-AMP-D1.1                       DEF11_TRIKH          5           0.027            11 Disease/Defense       11.02  Defense-related       D      D      D 
130    Cationic peroxidase SPC4                      PER1_SORBI             38         0.032            11 Disease/Defense       11.06  Detoxification          N      N      D 
132    60S ribosomal protein L24                     RL24_HORVU           18         0.035            11 Disease/Defense       05.01  Ribosomal                N      D      D 

proteins 
133    N-carbamoylputrescine amidase      AGUB_ORYSJ           33         0.035            20 Secondary                  20.5 Amines                      D      N      D 

metabolism 
134    Calnexin homolog                              CALX_HELTU          61         0.036            06 Protein                      06.01 Folding and                I        N      I 

destination/storage       stability 
136    GTP-binding protein SAR1                    SAR1_TOBAC           23         0.038            08 Intracellular traffic     08.07  Vesicular                  I        I        I 
137    Probable calcium-binding protein        CML7_ORYSJ           17         0.039            12 Unclear                                                                 D      N      D 

CML7                                                                                                                                    classification 
138    L-ascorbate peroxidase 1,                      APX1_ORYSI            27         0.040            11 Disease/Defense       11.06  Detoxification          D      I        D 

cytosolic 
141    Isocitrate lyase                                  ACEA_GOSHI           65         0.045            02 Energy                       Glyoxylate pathway          I        I        I 
145    Peroxiredoxin-2C                                PRX2C_ORYSJ          17         0.048            11 Disease/Defense       11.06  Detoxification          D      D      N 
Embryo-surrounding tissues proteins found to be differentially expressed in unprimed and ascorbate-primed wheat seeds during germination 
under saline and non-saline conditions, as described in  Materials and methods section and identified by MS, with relative expression ratios. 
Ratio salinity/control (R1), ratio ascorbate-priming/control (R2), ratio salinity × ascorbate-priming/control (R3) are reported, where the proteins 
that were decreased in abundance are indicated with D, not changed proteins with N, and the proteins that were increased in abundance with I. 

 
 

Upon imbibition, embryonic cells switch from quiescence to 
highly active metabolism [10]. Consistent with this, comparative- 
ly to  our previous study where we  examined the effect of seed 

priming on the metabolic proteome of quiescent durum wheat 
seeds [18], in this study we  have identified more than two-fold 
metabolic proteins (Table 1, Supplementary material Table S1). 
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4.1.  Metabolic  proteome of embryo as  affected  by salinity and 
AsA-priming 

 
In   this  study,  when  compared between  stressed  and/or 
treated and control samples, the abundance of  167  proteins 
was significantly changed (Table  1, Supplementary material 
Table S1). Among these, proteins belonging to  the “metabo- 
lism and energy”, “protein destination/storage”, “cell   struc- 
ture” and “disease/defense related-proteins” categories are 
highly represented (about 75%, Fig. 1B). 

As shown by clustering analysis (Fig. 4), this discussion will 
focus mainly on  proteins the abundance of which was 
differently affected by  AsA-priming and salt stress (clusters 
II  and III),  in   attempt to   explain the  improved tolerance 
exhibited by  AsA-primed wheat seeds toward salinity. How- 
ever, given the fact that the genotype selected for the present 
study is  sensitive to  NaCl  at germination stage (Fig.  3), the 
proteins that were decreased in  abundance by  NaCl  applica- 
tion will  be more considered [37,38]. Therefore, the change in 
protein  abundance  will   be   discussed  in   the  context  of 
previously well-defined biochemical and metabolic aspects 
of salt tolerance.) 

 
4.1.1.  Metabolism 
Forty five  proteins belonging to  “metabolism” category were 
differentially accumulated in  response to  salt stress and/or 
AsA-priming (Table 1; Supplementary material Table S1); of 
these, 32 were decreased and 13 were increased in abundance 
(Fig.   1).   AsA-priming,  however,   significantly  affects  the 
abundance of  24  proteins in  presence or  absence of  NaCl 

salinity. Proteins involved in  amino acids metabolism are the 
most affected class with 18 proteins. Methionine metabolism 
plays a central role in seed germination (for review sees Rajjou 
et al.,  [39]). Methionine plays a multiple levels role in  cellular 
metabolism not only as substrate  for  protein synthesis,  or 
initiation  of   mRNA   translation,  but  also  as  a  regulatory 
molecule in  the form of S-adenosylmethionine (SAM). Proteo- 
mic analysis of Arabidopsis thaliana germinating and developing 
seedlings has  shown that  methionine  synthase  and  SAM 
synthetase accumulate differentially during seed germination 
[10], and the specific inhibitor of  methionine  biosynthesis, D, 
L-propargylglycine,  strongly inhibits  seed  germination  [40]. 
Previously it  has been reported that  overexpression of  the 
genes involved in  methionine biosynthesis or methionine 
supplementation enhances salt tolerance [41]. More  recently, 
investigating how the  methionine  biosynthetic pathway  is 
regulated under saline conditions at the transcriptional level in 
A.  thaliana plants  at  germination and  early growth stages, 
Ogawa and Mitsuya [42] have been found that the expression of 
homocysteine methyltransferase (HMT) and methionine meth- 
yltransferase (MMT) genes in S-methylmethionine (SMM) cycle 
had altered toward increasing Met production by the presence 
of  NaCl.  Consisting with these findings, our results revealed 
that at least six proteins involved in  methionine metabolism 
(proteins no.  20, 34, 128, 137, 175, 283) were affected by salinity. 
Interestingly, methionine S-methyltransferase (protein no. 137) 
was increased but the SAM synthesis-related proteins (proteins 
no.  20, 34, 175) were decreased in abundance. SAM serves as a 
precursor  for   many  metabolites  including  glycinebetaine, 
methylated    polyols,   polyamines   and    ethylene    which 

 
 
 

A                                                                B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

UP-H2O UP-NaCl 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

AP-H2O AP-NaCl 
 
 
 

Fig. 3 – Effect  of NaCl  on wheat seed germination. A. final germination percentage (%) and mean germination time (day). 
B. Wheat seeds at 42 hours post imbibition. Results are presented as the average of three replicates ± SE. 
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Fig. 4 – Hierarchical clustering of accumulation patterns of differentially regulated proteins in Wheat Embryo. Log2 based fold 
changes after exponential transformation of the quantitative values was used to create the heatmap. Differences in protein 
accumulation are shown in color as per the lower scale. 

 
 
 

accumulate in response to salt stress in a wide range of plants 
[43].  Taking into account the salt-sensitivity of  the present 
genotype, it is not surprising to find that salinity decreases the 
abundance of  SAM synthesis-related  proteins. Similar results 
were reported in  tomato [44]. Also,  it  has been reported that 
salinity decrease the production of ethylene in  cucumber [45] 
and many other species [43] during germination. 

Salinity affects also the glutamate/glutamine metabolism, by 
up-regulating glutamate decarboxylase (GDA, protein no. 45) and 
down-regulating glutamate-1-semialdehyde 2,1-aminomutase 
(GSA, protein no.  167) and glutamine synthase (GS, protein no. 
70).  However, in addition to the up-regulation of  asparagine 

synthetase (AS, protein no. 280) and ferredoxin-dependent 
glutamate synthase (Fd-GOGAT;  protein no.  244),  AsA  seemed 
to mitigate the effects of salinity. Previously, it has been reported 
that exogenous L-Glu  evoked ethylene  release from imbibed 
seeds and attenuated  the  reduction in   ethylene production 
induced by  salinity [45].  The enzyme  Fd-GOGAT   (EC 1.4.7.1) 
catalyzes an  essential  step  in  the  pathway  of   glutamate 
biosynthesis. The enzyme AS (EC 6.3.5.4) catalyzes the adenosine 
triphosphate (ATP)-dependent transfer of  the amino group of 
glutamine to a molecule of  aspartate  to generate glutamate 
and asparagine [46]. Thus, in addition to the alleviation of the 
negative   effects   of    NaCl    on   glutamate   synthesis-related 
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Fig. 5 – Hierarchical clustering of accumulation patterns of 
differentially regulated proteins Wheat embryo-surrounding 
tissues. Log2 based fold  changes after exponential 
transformation of the quantitative values was used to create 
the heatmap. Differences in protein accumulation are shown 
in color as per the upper scale. 

 
 
 

enzymes, the induction of the last two enzymes could provide 
the embryo with glutamate required for  the proline synthesis 
which is a common response to salt stress  [47].  This is in 
agreement  with  the  increase  of   proline  content  in   wheat 
seedlings issued from AsA-primed seeds (data not presented). 

On  the other hand, three proteins involved in  tryptophan 
biosynthesis  (proteins no.   67,  260,  297)  were found  to   be 
decreased  in   abundance  in   UP-NaCl but  not  in   AP-NaCl 
sample (Table 1; Supplementary material Table S1). Trypto- 
phan (Trp)  is  an essential amino acid in  plants that plays a 
major role in the regulation of plant development and defense 
responses. A tryptophan synthase β chain 1 (TSB1, protein no. 
67) is responsible for  the final step of Trp  synthesis pathway. 
Previously, it  has been reported that the over-expression of 

TSB1 in A. thaliana and tomato confers tolerance to cadmium, 
which is associated with low  lipid peroxidation [48]. Anthra- 
nilate synthase (protein no.  260)  is  the key  enzyme for  Trp 
synthesis, which is the main substrate to produce auxin via  a 
single intermediate, indole-3-pyruvic acid [49,50]. Recently, it 
has  been postulated that  auxin plays major role as  an 
integrator  of  the  activities of  multiple phytohormones to 
control plant growth in response to environmental stress [51], 
suggesting that the up-regulation of  anthranilate synthase 
could play a role in overcoming growth inhibition by salinity. 

Nine proteins  involved in   nucleotides metabolism and 
cofactors biosynthesis were found to be significantly affected 
by salinity and AsA-priming treatments (Table 1; Supplemen- 
tary material Table S1). It is  widely recognized that embryos 
from dry  seeds of durum wheat are completely devoid of AsA, 
while the de  novo biosynthesis of  AsA  starts in  the wheat 
embryos after 8–10 h of germination [52]. Salinity leads to the 
reduction in  AsA content [53], thus pre-treatment with 
appropriate  concentrations  of  AsA  leads to   improves salt 
tolerance in  wheat plants, as showed in  the present study 
(Fig.  3)  and in   other  previous works [54,55].   So,  it  is  not 
surprising that, in our results, at least three proteins involved 
in  AsA  biosynthesis  (proteins no.   142,  191,  235,  258)  were 
decreased in abundance by salinity, while AsA pre-treatment 
mitigates the  adverse effect of  NaCl   on   AsA  metabolism. 
Among these proteins, the GDP-d-mannose 3′,5′-epimerase 
(GME, EC 5.1.3.18, pro. 258), which converts GDP-d-mannose to 
GDP-l-galactose, was  generally considered  to   be   a central 
enzyme of  the major AsA  biosynthesis pathway in  higher 
plants [56]. Over-expression of GME genes leads to  AsA 
accumulation and improves oxidative stress, cold, and salt 
tolerance of tomato plants [57]. 

Seven proteins involved in  lipids metabolism were found 
to be changed in abundance (Table 1; Supplementary material 
Table S1).  Acyl-[acyl-carrier-protein] desaturase acts as the 
first enzyme in  the conversion of  stearic acid to  an unsatu- 
rated  fatty  acid. Unsaturated  fatty  acids are  involved in 
membrane fluidity and normal functioning of critical integral 
membrane proteins [58]. Previously, it has been reported that 
over-expressed Acyl-ACP  desaturase improved freezing toler- 
ance significantly [59]. Because unsaturated fatty acids are the 
favored target of  reactive oxygen species (ROS), the higher 
levels of unsaturated fatty acids might decrease the possibil- 
ity  of  ROS  damage to  membrane lipids [60].  In  agreement, 
while one Acyl-ACP  desaturase (protein no.  184) was found to 
be  decreased in  abundance by  salinity, two acyl-ACP 
desaturases (proteins no.  184, 121) were found to be increased 
in  abundance by AsA-priming, a situation which may lead to 
an increase in  unsaturated fatty acid content and enhances 
membrane resistance towards ROS. 

 
4.1.2. Energy 
Sixteen proteins belonging to “energy” category were found to 
be  changed in  abundance, with eight of  them decreased in 
abundance by  salinity. Interestingly, AsA supply do  not only 
partially or  completely alleviates the adverse influences of 
salinity upon these proteins, but also increases the abun- 
dance of many of them. An early event during germination is 
the resumption of energy metabolism. Mitochondrial respira- 
tion and energy production are processes which resume very 
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rapidly following imbibition of dormant seeds [61]. However, 
such processes may be  affected by  salinity. For  instance, in 
durum wheat, it has been reported that succinate-dependent 
oxidative phosphorylation was significantly damaged by 
salinity, which may be related to the stress-induced alteration 
in  inner mitochondrial membrane permeability, as indicated 
by changes in  ΔΨ profiles [62]. In  agreement, four mitochon- 
drial/chloroplastic  proteins  involved in   electron  transport 
(proteins no.  78, 102, 192 and 215) were found to be decreased 
in  abundance by  salinity (Table 1,  Supplementary material 
Table S1). In  the plant mitochondria, electron transfer along 
the respiration chain is coupled to  the formation of ATP, and 
the redundant electron leads to  the formation of  ROS if the 
ATP synthesis is  blocked [63]. Glycolysis provides intermedi- 
ates for energy supply upon seed germination. In our study, 4 
enzymes  involved in   glycolysis/Krebs cycle pathway  were 
decreased by  salinity but increased in   abundance by  AsA 
pretreatment (Table  1, Supplementary material Table S1). In 
line with this, it has been reported that enzymes involved in 
the Krebs cycle were decreased in  abundance in  cucumber 
subjected to  salt stress [64]. In  such circumstance plant cells 
inevitably undergo fermentation  to   fulfill the  demand  for 
energy   which   increases   under   salinity   stress   condi- 
tions  [43,65].   Previously,  it   has  been revealed that  stress 
conditions such as cold, desiccation, and salinity leads to 
increased alcohol dehydrogenase transcripts  [66].  In  agree- 
ment,  our  results  revealed  that,  at  least,  four  proteins 
involved in  fermentation, namely alcohol dehydrogenase 
(proteins no.  37,  69),  formate dehydrogenas (protein no.  1), 
pyruvate decarboxylase isozyme 2 (protein no.  5) and alde- 
hyde dehydrogenase  family 2  member B4  (protein no.   40), 
were increased in abundance by salinity (Table 1, Supplemen- 
tary material Table S1). Thus, the enhancement of glycolysis/ 
ATP  synthesis  could increase the  tolerance to   salinity in 
wheat.  In   agreement,  the  over-expression of   a  cytosolic 
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) gene 
leads to a high germination rate of rice  seeds under salt stress 
[57]. 

 
4.1.3.  Protein synthesis/cell growth and  cell structure 
Protein synthesis during seed germination is  generally de- 
creased under salt stress conditions [7]. In agreement, among 
the nine protein synthesis-related proteins identified in  our 
study, six of them (proteins no.  127, 129, 157, 164, 198 and 248) 
were found to   be   decreased in   abundance by  salinity.  In 
contrast,  the  effect of   NaCl   was  partially  or   completely 
alleviated by  AsA-priming (Table  1, Supplementary material 
Table  S1).   It   is   recognized that  during germination the 
translation  machinery  reforms rapidly following imbibition 
[67].  In   line with this, three  proteins were identified as 
translation initiation factors (proteins no.  129,  157  and 248). 
These results support the presumption that the rapid trans- 
lation of stored transcripts is  the main mechanism whereby 
the processes of  early germination get  underway [14,68].  In 
addition, by  analyzing the transcriptome of  wheat embryo, 
Wilson et  al.   [14]  found that  some  of   the  mRNAs that 
accumulated  in   the  embryo during germination,  encoded 
carbohydrate metabolizing enzymes. Some of them are 
obviously  involved  in   the  synthesis  of   new  cell    walls. 
Consistent with this, two enzymes (proteins no.  17 and 111) 

involved in cell wall biogenesis were found to be decreased by 
salinity but increased in abundance by AsA-pre-treatment. In 
similar way, two enzymes (proteins no.  91 and 148) involved 
in  cell  division were also decreased by salinity and increased 
in   abundance  by   AsA-priming. These  findings  obviously 
suggested that AsA attenuated salt stress-induced cell growth 
arrest (Fig. 3). 
 
4.1.4. Protein  destination and  storage 
Wheat  germination  was  accompanied  by   an  increase in 
mobilization of storage proteins [69]. Salinity, however, delay 
the mobilization of  storage proteins [70].  In  agreement, the 
quantitative analysis of  germinating embryos under salinity 
showed that they are more abundant in proteins belonging to 
“protein destination  and  storage” category than  embryos 
germinated in   the  absence of  salt stress (Fig.  1;  Table  1, 
Supplementary material Table S1). Likewise, salinity increases 
the abundance of three serpin Z proteins (proteins no.  63, 132 
and 138),  which are likely to  use their irreversible inhibitory 
mechanism in the inhibition of proteinase capable of breaking 
down seed storage proteins [71]. Also,  salinity decreases the 
abundance of  a Bowman-Birk type proteinase  inhibitor II-4 
(protein  no.   152)   and  two  ubiquitination-related proteins 
(proteins no.  49 and 224), each of which belonging to a unique 
protein degradation system utilized by  eukaryotes to   effi- 
ciently degrade detrimental cellular proteins and control the 
entire pool of regulatory components [72]. By contrast, most of 
the effects of  NaCl  were mitigated by  AsA-priming (Table  1, 
Supplementary material Table S1). On  the other hand, under 
control conditions, AsA pretreatment induces the decrease in 
abundance of seventeen proteins, most of which involved in 
the protection, repair of damaged proteins, such as chaperons 
and heat shock proteins (proteins no.  104,  145,  238,  253  and 
228),  protein disulfide-isomerase (protein no.  295),  serpin  Z 
proteins (proteins no.  132  and 138)  and proteases inhibitors 
(protein no. 152). Similar results were obtained in our previous 
study [18]. 
 
4.1.5. Stress  response 
ROS production by germinating seeds has often been regarded 
as  a  cause  of   stress  that  might  affect  the  success  of 
germination [73]. However, ROS such as H2O2 and NO can be 
beneficial or  harmful for  the germination, depending on  the 
accumulation level within the embryonic cells [20]. The 
maintenance  of   the  cellular ROS  homeostasis requires a 
fine-tuned balance between ROS production and scavenging 
[74].  Therefore, antioxidant compounds and enzymes have 
been widely regarded as being of particular importance for the 
completion of  the germination [73].  Wheat seed cells have 
varying protection mechanisms against oxidative stress that 
occurs  during  germination  [19,20],   but  they  seem  to   be 
disturbed by  salinity [53].  Consistent with this, our results 
revealed that  salinity decreases the abundance of  several 
H2O2-scavenging enzymes,  with  three  L-ascorbate peroxi- 
dases (proteins no.  41, 92 and 245) among them. By contrast, 
AsA-priming partially or  completely alleviates the effects of 
salinity upon these  enzymes. On  the other hand, salinity 
up-regulates two enzymes involved in detoxification, namely 
1-Cys  peroxiredoxin (1-Cys  Prx, protein no.  292) and glutathi- 
one S-transferase (protein no.   204).  Seed germination and 
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seedling salt tolerance were improved after over-expression 
of GST in  arabidopsis [75] and tobacco [76]. Previously, it has 
been suggested that the higher amount of oxidized glutathi- 
one (GSSG) in  dry  embryos compared to  germinating seeds 
could contribute to  prevent the germination process, since in 
dormant  wheat  embryos GSSG  seemed  to   blocks protein 
synthesis [77]. 1-Cys  Prx is localized in  the nuclei of aleurone 
and scutellum cells [78]. This enzyme is  a peroxidase 
specifically and highly produced in  seeds and seems to  be 
involved in  the inhibition of  germination particularly under 
salt, osmotic and oxidative stress conditions [79]. Interesting- 
ly, AsA-priming seems to  decrease the abundance of the last 
two enzymes under stress conditions. 

 
4.2.  Metabolic  proteome of embryo-ST as  affected  by salinity 
and  AsA-priming 

 
As  expected, only 69 proteins were identified as changed in 
abundance in  embryo-ST, thus  reflecting a minor effect of 
salinity and AsA  pre-treatments on  these tissues. In  agree- 
ment, Almansouri et al. [6] revealed that isolated embryos are 
more affected by  salinity than whole seeds. Based upon the 
cluster analysis and the functional distribution of  identified 
proteins only two protein categories represented the most 
important variation in  proteins accumulation between the 
treatments. However, it is worth noting that the detection of a 
small number of storage proteins reflected the efficiency of the 
fractionation procedure adopted in  this study, and indicating 
that the samples were not contaminated with one another. 

In  wheat, the  non-gluten protein classes, albumins and 
globulins, represent a smaller percentage of  total endosperm 
protein and have mainly metabolic activity or  structural 
functions [26]. Even though wheat seed storage proteins were 
not considered in  the present study, salinity down-regulates 
nine  proteins  involved in   proteolysis  and  folding stability 
(proteins no.  81, 88, 104, 108, 60, 118, 86, 65 and 47). By contrast, 
AsA-priming mitigates partially or completely the effect of NaCl 
on  six  of them (Table 2, Supplementary material Table S2). As 
mentioned  above, seed  germination  was  accompanied  by 
mobilization of storage proteins, which is decreased in salinity 
condition [70]. Also,  seed imbibition was accompanied by  the 
loss of desiccation tolerance which may explain the decrease in 
abundance of proteins induced by all the treatments examined. 

Previously, it  has been postulated that oxidative status is 
more pronounced in the embryos than in the endosperm [77]. 
In line with this, in embryo-ST, only eleven proteins belonging 
to the “disease/defense” category were found to be changed in 
abundance. Of them, seven proteins were decreased in 
abundance  by   salinity,  most  of   which  are  involved in 
detoxification, such as superoxide dismutase [Mn]  3.1  (SOD, 
protein no.   96),  L-ascorbate peroxidase 1  (APX, protein no. 
138),  sulfite oxidase (protein no.   54)  and peroxiredoxin-2C 
(protein no.  145).  In  wheat, seed imbibition and germination 
are believed to  be associated with enhanced cellular capacity 
to  detoxify H2O2 [20]. For  this detoxification the operation of 
AsA peroxidase together with the AsA-regenerating enzymes 
appears to  be  of particular importance [80]. These increases, 
particularly for   AsA  peroxidase, were much  higher in   the 
embryo than  in  the endosperm [80].  Consistent with this, 
compared  to   the  embryo, in   embryo-ST  all   the  enzymes 

involved in  ROS-scavenging were decreased in  abundance by 
salinity. The negative effect of  salinity on  SOD activity was 
reported in  several salt-sensitive species or  varieties such as 
in   rice   [81],   pea  [82],   and  cowpea [83].   Thus, given the 
salt-sensitivity of  the wheat genotype used in  the present 
study, it  is  not surprising to  find that salinity decreases the 
abundance of  many  ROS-scavenging enzymes  such  as SOD 
and APX. However, it is noteworthy that in  absence of stress, 
AsA   decreases   considerably  (9.5-fold) the   abundance   of 
peroxiredoxin-2C (protein no.  145).  Similar results were 
obtained in Arabidopsis [84]. 
 
 
 
5. Conclusions 
 
In  this study, the impact of  ascorbate priming upon wheat 
seed metabolic proteome during germination under saline 
and non-saline conditions was evaluated using shotgun 
proteomic approach. The results revealed that the decrease 
in  germination induced by  salinity was accompanied by  a 
significant variation in  metabolic protein abundance, which 
presumably explain the  salt-induced  dormancy of   wheat 
seeds. However, given the protective effects of  ascorbate on 
salinity damage, it  is  suggested that ascorbate pretreatment 
lead to  partial reorganization of embryo-gene expression 
allowing germinating embryos/seedlings to  survive early salt 
stress. Methionine, auxin (maybe other phytohormones) 
metabolism, ROS  managing and signaling seem to  play an 
important role in the modulation of this process. 

Supplementary data to  this article can be  found online at 
http://dx.doi.org/10.1016/j.jprot.2014.04.040. 
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  و التوصياتالعامة  ا��لاصة

v العامة ا��لاصة  

ع��  الصلبالقمح مقدرة ا لدور منظمات نمو النبات �� تحس�ن ن�ذه الدراسة ��دف �عميق ف�مأجر�ت 

كفاءة تحس�ن جديدة تفيد �� حيو�ة تصميم و تطو�ر تقنيات  بالغ ��مية �غرض و �و أمر، تحمل الملوحة

 .أك�� دقة و استقرارالمحاصيل بمعلومات  برامج تر�يةد كما تزو ، الملوحة �� تحمل ةالزراعي المحاصيل

لعديد من العوامل، بما �� ذلك شدة ومدة باتأثر ت استجابة النباتات للملوحة مؤشرات معظم �ون ل انظر 

منظمات  مختلفب�ن  لبالإضافة إ�� التداخ، هنمو مرحلة  و عمر النبات، الورا�ي النوع النبا�ي أو النمط�ج�اد، 

سرعة السيطرة ع��  ��التفاعل ب�ن منظمات نمو النبات دور الدراسة ا��الية ال��ك�� ع�� �� ، تقرر نمو النبات

       ا�عسفيلم يكن �ذا القرار . تحت ظروف �ج�اد المل��النامي  الصلبالقمح  عندالشتلات قوة إنبات البذور و 

 ع�� عوائد عالية �� القمح �� ا��صول  المتجا�س البادرات بزوغ لبذور و السر�ع لنبات � أ�مية  إ�� اس�ندلكن  و

)Hazmoune, 2006; Paulsen, 1987 .( النمو السر�ع �� المراحل المبكرة �ساعد الشتلات بالإضافة إ�� �ون ��

�ا �ُ و يمكِّ ) ل �ول من الفص 2الش�ل ( ال��بة تجنب القشرة الصلبة ال�� ت�تج عن تراكم �ملاح ع�� مستوى سطح

  .إنتاجية معت��ة ع��ا��صول منھ  لشتلات و أفضل ل إ�شاءٍ من رطو�ة ال��بة، مما يؤدي إ��  ا��يدةستفادة من � 

          �ل ال�رمونات النباتية، �عت�� ا����لينات أ�م�ا ع�� �طلاق �� ما يتعلق ب�نظيم إنبات البذور ب�ن من 

 ;Iqbal & Ashraf, 2013( و خصوصا تحت ظروف �ج�اد المل��) Miransari & Smith, 2014( و نمو البادرات

Fahad et al., 2015( ، من ج�ة أخرى و نظرا . ليك لإجراء �ذه الدراسةيحمض ا����   اختيار و بناءا عليھ فقد تم

و مضادات ) ROS(التفاعلية  ةجي�يو �كسللمواد �خ��ة  �ونةبدأت تكتمل ملامحھ �� ي ذللدور البارز ال

ظروف �ج�اد  تتحالنامية �� تنظيم استجابة النباتات  ، و حمض �س�ور�يك ع�� وجھ التحديد،�كسدة

حمض  اختيار، فقد تم و تنظيم تخليق ا����لينات الملوحة، بالإضافة إ�� تنظيم �نبات تحت ظروف المل��

  .الدراسة �ذه لإجراء أيضا �س�ور�يك

 الور��،�الرش (مواد النمو و ال�رمونات أو معاملة النباتات ب استعمالطرق  لتعددظرا نو ، أخرى  ج�ةمن 

 ن�� واحد فقطل�ذه الدراسة  ، فقد اخ��نا)ا��... ، �ضافة إ�� الوسط ا��ذري �ضافة إ�� مياه الري  نقع البذور،

 ��  فقط التقنية ا��يو�ة ل�س  هالذي حققتھ �ذنجاح نظرا لل '' seed primingر تحف�� البذو ''و المتمثل ��  ،

للنباتات و المتجا�س ���يع النمو الم��امن فيما يخص البادرات، و لكن أيضا  تحس�ن إنبات البذور و �سر�ع نمو 

 ,.Ashraf & Foolad, 2005 ; Clark et al(، خصوصا �� المناطق ا��افة و شبھ ا��افة المج�دة�� الظروف البي�ية 

�سمح بتخز�ن البذور المعا��ة لف��ات معت��ة دون أن تفقد � النقيض من با�� الطرق، كما أ��ا، ع�). 2001

، غ�� �منة ا��يو�ةمن التقنيات  �و��ا ،فضل من الناحية العملية، أضف إ�� ذلك� مفعول�ا و بالتا�� ف�� 
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يولوجية المستعملة سية و الفع�� المدى القص��، للتقنيات الوراث ،يقة للب�ئة، كما أ��ا بديل جيدالم�لفة و الصد

 ,.Gadallah, 2009; Khan et al., 2010 ; Hasanuzzaman et al)ع�� تحمل الملوحة  نباتات الزراعيةال مقدرةلرفع 

2013).   

بتقييم آثار �ج�اد المل�� ع�� إنبات و إ�شاء  åلتحقيق أ�داف دراس�نا، خصوصا ما �علق م��ا و 

ظروف �ج�اد  تحتشتلات القمح /ييم إم�انية تحس�ن �نبات و نمو بادراتتق ç ،)القمح الصلب(الشتلات 

إج�اد تقييم أ�مية  éونات النباتية و مضادات �كسدة، المل�� الشديد عن طر�ق تحف�� البذور بواسطة ال�رم

�عميق ف�منا خ��ا أو  èلقمح، �� تأث�� الملوحة ع�� إنبات و نمو بادرات او نظام الدفاع المضاد للأكسدة �كسدة 

  .أجر�ت التجارب التالية .ث بواسطة تحف�� البذور دللآليات ا��ز��ية للتحمل المل�� المستح

  التجر�ة �و�� 

و تحف�� ) NaCl ل/م�� مول  250(لملوحة ل�ل من االمتداخل   التأث�� تقييم التجر�ة �ذه �ان ال�دف من 

أو  )ل/م�� مول  0.5( و حمض �س�ور�يكأ) ل/م�� مول  0.5(بواسطة حمض ا����يليك ) seed priming(البذور 

حمض �س�ور�يك  استعمالنتائجنا أن ت أظ�ر  .الصلب ع�� إنبات و نمو بادرات القمح ،مز�ج من كلا ا��مض�ن

�نبات و نمو  معاي�� أو كمز�ج قد أبديا تأث��ا مضادا للإج�اد المل�� ع�� جل  ىو حمض ا����يليك �ل ع�� حد

و �ذا ما يؤكد نتائج دراساتنا �ولية و يدعم نتائج العديد من �ذه التجر�ة، ال�� تمت معاين��ا �� البادرات 

 . الدراسات المماثلة ع�� مختلف �نواع النباتية

تأث�� تآزري  وجود ن�تب نبات و النمو �و��نتائج تأث�� تحف�� البذور ع�� � من خلال التحليل المقارن ل

)synergistic effect ( ظروف  تحتمظا�ر �نبات و النمو معظم ب�ن حمض ا����يليك و حمض �س�ور�يك ع��

البذري و ع�� الرغم من العلاقة �يجابية ال�� رصدت ب�ن التحف�� و  . و �ذا يدعم نتائج دراسات سابقة. الدراسة

عامل م�م �� ھ �ونعود بالإضافة إ�� ��مض �س�ور�يك �بال�سبة �يجا�ي دخرات، �عتقد أن �ذا التأث�� �عبئة الم

كما ث�ت حديثا ) �ول الفصل  21الش�ل ( ABAو  GAsتنظيم إنبات البذور من خلال مراقبة التخليق ا��يوي لـ 

)Ye & Zhang, 2012( نواع �ك���ن التفاعلية ،�ونھ �ساعد �� التقليل من �ثار السلبية لأ)ROS ( مثلH2O2 ،

 . �ج�اد المل��  ظروفتحت ال�� يز�د إنتاج�ا 

  التجر�ة الثانية 

ع�� تحس�ن مقاومة  GA3و   AsAالبذري بواسطة التحف��  قدرةفحص �غرض ت التجر�ة الثانية �أجر 

لمدى المتوسط، حيث قمنا �� �ذه التجر�ة بتقدير �غ��ات النمو و �عض معاي�� القمح الصلب للملوحة ع�� ا

تمت دراسة تأث�� �ج�اد المل�� �� وجود وغياب التحف�� البذري ع�� . )عمر�ا ش�ر(العام لشتلات القمح  �يض

 ، ال��ول�ن وال�اروت�نأشباه ، )أ و ب(، محتوي �وراق من ال�لوروفيل ءلمالال�س�� �ل من نمو �وراق، المحتوى 

ج ع�� أن �ثار دلت النتائ). مؤشر عن أكسدة اللبيداتك( MDAو مادة  وجي���كسسكر�ات الذائبة، الماء ال
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بحمض -سيما التحف��لا  تلف المعاملات،السلبية للإج�اد المل�� ع�� مختلف المعاي�� المدروسة تمت معاكس��ا بمخ

�� العمل ع��  GA3 و AsAوجود تأث�� تآزري ب�ن احتمال مناقشة النتائج  بي�ت). Ascorbate-priming( �س�ور�يك

تحف�� البذور  ت�يح لنا �ذه النتائج اف��اض �ون . �وراق و �يض العامع�� نمو  تقليل أضرار �ج�اد المل��

 ��ز�ئاتمضاد  �ونھللملوحة ل�س فقط من خلال  القمح الصلبتحمل يرفع من  ) AsA(بمضادات �كسدة 

ROS ،  يو�ي� و ر�ما - التوازن �سموزي تنظيما��فاظ ع�� التغذية المائية ر�ما عن طر�ق من خلال و لكن أيضا 

 الذي ث�ت أنھ يختل تحت ظروف الملوحة التوازن ال�رمو�ي أو اس��جاعا��فاظ   ،حماية �غشية، - أيضا

(Shakirova et al., 2003).  

  التجر�ة الثالثة 

  نمو وسيلة فعالة لتحس�ن �� تقنية تحف�� البذور  بصورة لا تدع مجالا للشك أنيت��  ،ذكرهمما سبق 

لتحس�ن قوة  �قتصاديةنظرا للأ�مية ��اديمية و و . المل�� تحت ظروف �ج�اد صلبالقمح الإنتاجية و منھ 

       تطو�ر  الكث�� من البحوث �� السنوات القليلة الماضية �� محاولة لاختبار و ءاع�� أجر  البذور، فقد ��ع ذلك

                ت �� العديد من ا��ضروات و إ�شاء البادرا �عز�ز عمليات تحف�� البذور �� س�يل تحس�ن إنبات البذور  و

 ,.Bradford et al., 2000; Yacoubi et al., 2011; Hurkman & Tanaka, 2004; Jafar et al( و المحاصيل ا��قلية

 تحملرفع قدرة النباتات ع�� ع�� ث ��ا عملية تحف�� البذور ال�� تح�ليات ا��ز��ية عدم وضوح ، و لكن. ) 2012

 تقنياتدراسات مقارنة باستخدام عدة ع�� إجراء العقد الما���، �� ��ع العديد من الباحث�ن، ، وحةالمل

الظا�رة ل�ذه لتحديد المؤشرات ا��يو�ة المحتملة ) (Gel-electrophresis ا��ال ع�� ةالمعتمدالتحليل ال��وتيومي 

 Job et al., 2000; Catusse et al., 2011; Yacoubi et al., 2011; Wang et( "ذاكرة التحف��"أو ما أصط�� عليھ بـ 

al., 2012( . ن مث��ة للإ��اب، لا يزال �ذا ال�دف �عيد المنال ��دالنتائج ال�� تحققت  �ون ع�� الرغم من و� 

)Tanou et al., 2012; Chen & Arora, 2013(  تقنية متعلقة بكفاءة آليات فصل ال��وت�نات  بلأسباوذلك             

 )gel-free proteomics( لا��امن ال��وتيومي ا��ا�� ن�� المنا بمقدرة  و اعتقادا. )Skylas et al., 2005( دير�او تق

 إعطاءو�التا��،  )Stevenson et al., 2009( التقنيات السابقة ��االصعو�ات ال�� واج�ع�� التغلب ع�� معظم 

ف�م تحف�� و منھ البواسطة ستحثة المت�و��ية أو الللآليات ال�امنة وراء قوة البذور نا ف�م لتعميقدفعة قو�ة 

مما يزودنا بھ مرة  1000بمعلومات أك��  يزودنناع�� المستوى ال��وتيومي الذي �ج�اد المل��  كيف تقاوم النباتات

  .)Tanou et al., 2012; Bradford et al., 2000; Catusse et al., 2011( ا��ينوم

التغلب  القمح الصلب، و تتحكم �� تحمل الملوحة المحدث ��كخطوة أو�� نحو ف�م أفضل للآليات ال�� 

المعتمد ع�� ا��ال، أجر�ت مقارنة بالاعتماد ع�� -ع�� أوجھ القصور �� الن�� القائم ع�� التحليل ال��وتيومي

تفاوتة القوة ع�� إثر تحف���ا بالماء أو حمض ا��ا�� من ا��ال ب�ن عينات بذور قمح صلب م-التحليل ال��وتيومي

النتائج إ�� أن التحف�� الما�ي  أشارت. )الماء استعمل لتأكيد التأث�� النو�� ��مض �س�ور�يك( �س�ور�يك

)Hydro-priming ( بروت�ن، معظم�ا �شارك �� التحلل ال��وتي��، تخليق 72للبذور رافقتھ �غي��ات معنو�ة لـ 
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-Ascorbate( اتالأس�ور�ب-�� المقابل التحف��. يض العام و عمليات الدفاع ضد إج�ادات الوسطال��وت�ن، � 

priming( بروت�ن، �شارك جل�ا �ش�ل رئ���� �� استقلاب ال��وت�ن، الدفاع المضاد  83، رافقھ �غي��ات معنو�ة لـ

بروت�نات �� محتوى �غ�� حدوث لا�تمام، ، و من المث�� ل)ل��ز�ئات المتضررة(للأكسدة، عمليات �صلاح أو ال��ميم 

، من )الفصل الرا�ع ع�� المي�يون�ن ��AsAح لتفس�� تأث�� قأنظر المخطط الم(شارك �� عمليات أيض المي�يون�ن �

ذاكرة "لبذور أو �ش�ل ابرمجة �عيد تحف�� البذور بحمض �س�ور�يك  ن و �خلال تحليل نتائجنا، يمكن تأكيد 

يبقى فقط تأكيد علاقة �ذه . التحف�� الما�ي يمكن ا��زم بأن �ذا التأث�� نو�� و ل�س عر��� ، بالمقارنة مع"تحف��

 .�� التجر�ة �خ��ة تقصيھمقاومة �ج�اد المل�� و �ذا ما تم بالتغ��ات 

  التجر�ة الرا�عة 

ق واسع �� ع�� نطاأجر�ت التحاليل ال��وتيومية ل�ل من السو�داء، �لورون و ا��ن�ن  ع�� الرغم من أن

 تبقى ،)Bønsager et al., 2007; Irar et al., 2010; Vensel et al., 2005( العديد من النباتات أحادية الفلقة

جينات �ستجابة للإج�اد المل�� خلال إنبات / المعلومات المتاحة جد محدودة خصوصا فيما يتعلق ب��وت�نات

اسة التغ��ات ا��اصلة �� وفرة ال��وت�ن و مواط��ا خلال در فإن بذور القمح أو �نبات �عد التحف��، لذا 

ف�م شبكة آليات لنا �� تحديد ا��ينات المرتبطة ��ذه �ستجابة و ت�يح دون شك �ساعدنا س�ستجابة للملوحة 

          ، من �ذا المنطلق. )Tan et al., 2013; Yin et al., 2012( المادة الغذائية �ساسية ه�ذالتكيف مع �ج�اد �� 

لآليات �ساسية لقوة البذور و تحف���ا، أجر�نا تحليلا مقارنا ب�ن بروتيوم �يض لبذور غ�� لو لتوسيع ف�منا 

  .و ذلك خلال �نبات �� وجود أو غياب �ج�اد المل�� AsAمحفزة و أخرى محفزة بواسطة 

ا��ال ل��وت�نات �يض المستخلصة من خا�� من -القسم من الدراسة قمنا بإجراء تحليل بروتيومي ا�� �ذ

تحت  بذور قمح محفزة بحمض �س�ور�يك و مقارن��ا بتلك المستخلصة من بذور قمح غ�� محفزة خلال إنبا��ا

ب�ن ا��ن�ن و����ة '' Cross talk''و نظرا ل�ون إنبات البذور يتحدد بالتفاعل  .الظروف الم��ية و المراقبة

بروت�ن  69 و 697بروت�ن من ب�ن  167. ختلاف �� ال��وتيوم �ي��� �� �ل �سيج لوحدهالمحيطة بھ، تم دراسة � 

أو /من ال��وت�نات ال�� تم تحديد�ا أظ�رت ز�ادة أو نقصان معنوي �� وفر��ا استجابة للتحف�� و 471من ب�ن 

رافق إنبات بذور القمح غ�� ت. ����ة المحيطة بھ، ع�� التوا�� الملوحة مقارنة بالعينات الشا�دة �� ا��ن�ن و

بروت�ن من بروت�نات ا��ن�ن، معظم�ا منخرطة �� �يض و إنتاج  129المحفزة و المج�دة م��يا بتغ�� ك�� �� 

التحف�� يبدوا أن . ا��يو�ة و غ�� ا��يو�ة، توجيھ ال��وت�ن و تخز�نھالوسط  إج�اداتالطاقة، الدفاع ضد 

بصورة  آثار الملوحة ع�� معظم �ذه ال��وت�نات كما �غ��  عاكسنع و �يم) Ascorbate-priming( اتبالأس�ور�

، الدفاع �يض، توجيھ ال��وت�نات و تخز���ا ات، معظم�ا �شارك �� عمليامختلف بروت�نا 35معنو�ة من وفرة 

 Hierarchical cluster(تحليل العنقودي ال�رمي الكشف . )خصوصا �كس�ن(المضاد للأكسدةـ تخليق ال�رمونات 

analysis( ا��ن�ن أك�� تأثرا بمختلف المعاملات ع�� عكس السو�داء، مما يؤكد حدوث إعادة برمجة ل��ن�ن  أن

  . ضد �ج�اد المل��) getting ready for battle(  أك�� استعداد ��وض المعركةبذلك خلال تحف�� البذور ليصبح 
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 shotgunال�� �ستعمل ف��ا تقنية من نوع�ا �و��  الدراسة �� ا��تام يمكننا القول بأن دراس�نا �عت�� 

proteomics )Hu et al., 2015; Komatsu et al., 2014 (يض لبذور  حقيق �� التغي�� ا��اصل �� بروتيومللت�

لبعض �ليات البيوكيميائية  ايمكن ل�ذه الدراسة أن تقدم تفس�� . التحف��القمح الصلب استجابة لعملية 

ال�� يمكن أن ت�ون مفيدة جدا لتحس�ن إنتاج المحاصيل من خلال تحديد  حف�� بذور القمح، والمشاركة �� ت

   .المل�� البادرات، خاصة تحت طائلة �ج�اد �� �عز�ز إنبات البذور و تدخل�اا��ينات المحتمل 

v التوصيات  

صة تحت ظروف تحف�� البذور يحسن من سرعة وانتظام ظ�ور البادرات و نمو�ا خا�ون  ع�� الرغم من - 1

باختلاف �نواع النباتية، طبيعة  تختلف تھفعالي إلا أن، )Ashraf & Foolad, 2005(�ج�اد المل�� 

كما أننا لاحظنا خلال إجراء التجارب أن النتائج قد ). Iqbal and Ashraf, 2007(ا�� ...ودرجة �ج�اد 

بالإضافة إ�� عامل الوقت، حيث تختلف . أثناء معا��ة البذور  المسيطرة�رارة ا�تختلف باختلاف درجة 

�� التأث�� ع�� نتائج عملية تحف��  �شاركو نظرا لتعدد العوامل ال��  ،مدة تحف�� البذور  باختلافالنتائج 

�ات تعددمتحليل �الالبذور فإننا نو��� بإجراء تجارب �ستعمل خلال�ا نماذج ر�اضية و إحصائية   المتغّ�ِ

MVA )Multivariate analysis( ، كما �و ا��ال بال�سبة لطر�قةRSM )Response Surface 

Methodology(،  عملية التحف�� ليتم تحديد ال��ك�� معظم العوامل المتورطة  �عتبار تأخذ �ع�ن ال�� ��

 ,.Myers et al( تجاه إج�اد مع�نالتحف�� بذور نوع نبا�ي مع�ن  المدة المث��، درجة ا��رارة المث�� و �مثل

2009(. 

غ�� الظروف  تجاهاللنبات ستجابات �ولية � تمثل  ةشار �ج�اد و نقل � س�شعار لا �ليات ا��لو�ة  - 2

دراسة لع�د جديد " OMICS"تقنيات ب ظ�ور تقنيات التحليل عا�� الدقة أو ما �عرف�عد . الملائمة

مع ذلك، فإن توضيح  و. �يةتكيف مع التغ��ات البيلل المتبعة من قبل النباتاتس��اتيجيات ا��ز��ية � 

 ستجابة� ل��وت�نات  دقيقوتوصيف  فصل �ستلزم تطو�ر تقنيات�ج�اد �� النباتات مع آليات التكيف 

 post-translational(�ست�ساخ  التغ��ات ال�� تطرأ عل��ا �عدإ�� ، �و��ا بالإضافة للإج�اد

modifications( ،معلومات  ومتوفر دراسات ال��وتيحيث ، ج�ادللإ  النبات ستجابةاتحديد جدا ��  ةم�م

�ثار الضارة ول �� التخفيف من � مسارات ا��لو�ة ال�� �شارك �� المقام لعن الضبط الدقيق ل شاملة

التقنيات ا��ديثة �ذه  باستغلال نا نو���لذا فإن .)Hu et al., 2015; Komatsu et al., 2014( ج�ادلإ ل

المعلومات الضرور�ة منھ تزو�د برامج تر�ية النبات ب و لإج�اد النباتات ل بةلاستجا�ية �لف�م �ليات ا��ز 

 .لتحس�ن مقاومة النباتات لمختلف إج�ادات الوسط

دراس�نا خصوصا التجارب الثالثة و الرا�عة، يبدوا أن تحف�� البذور بحمض �س�ور�يك  جنتائبناءا ع��  - 3

بصورة تصبح ف��ا أك�� كفاءة �� مقاومة �ج�اد  �عيد برمجة البذور ) و منھ بمختلف منظمات النمو(

       فقط، )ROS(جي�ية التفاعلية و كسالمل��، و ذلك ل�س فقط من خلال تأث��ه ع�� مستو�ات المواد �
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و لكن من خلال التأث�� ع�� عدد من المسارات �يضية و نقل �شارة و لكن �ش�ل خاص ع�� المي�يون�ن، 

لأ�ميتھ �� تخليق عدد كب�� من مواد النمو مثل �رمون �ثيل�ن و البو�� أم�ن،  بالإضافة ھخصوصا و أن

لإنبات البذور و أي إخلال بھ يؤدي إ��  بالغ ��ميةدراسات مماثلة أن تخليق المي�يون�ن أمر أثب�ت 

يك، من ج�ة أخرى تب�ن أن معاملة البذور بحمض �س�ور�. )Gallardo et al., 2002a( تث�يط �نبات

 نو��� ناكس�ن، و �ذا ما يجعلو من ال�رمونات النباتية خصوصا � أثرت �ش�ل وا�� ع�� تخليق عدد 

، خصوصا ما �علق م��ا بأيض المي�يون�ن و ال�رمونات النباتية دراسات أخرى �� نفس السياق بإجراء

  .)ا��...�وكس�ن و حمض ا��اسمونيك(
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2الم��ق   
 معلومات عامة عن الصنف واحة

Descriptor CIMMYT datasets GRIS dataset 
Country (Y of release) Algeria (1986)  DZA (1979) 

Variety name WAHA WAHA 

Synonym  CM-17904-B-3M-1Y-1Y-0SK-0AP-0DZA; CM-17904-
B-3M-1Y-1Y-OSK; CHAM-1; 

Wheat type Durum Wheat TR.DR 

Growth habit Spring S 

Semidwarf (Rht gene) Yes  

Grain color Unknown  

Grain hardiness Unknown  

Pedigree PLC"S"/RUFF"S"//GTA"S"/RTTE"S"  

Selection history CM17904 CM-17904-B-3M-1Y-1Y-0SK-0AP-0DZA; CM-17904-
B-3M-1Y-1Y-OSK; CHAM-1; 

Breeding program   

Accession number  PI-519541 

CID (Cross ID) 123343  

SID (Selection ID) 16  

Origin CIMMYT segregating line or population  

CIMMYT breeding line FRIGATE  

Genes   

Suitable 
megaenvironments 

ME4A  

Notes   

Data obtained from the website: Wheat Atlas (http://wheatatlas.org/varieties/detail/20632). 17. Nov. 2014.  

We can browse information about more than 10,000 wheat varieties provided by Wheat Atlas and GRIS (Genetic 
Resources Information System for Wheat and Triticale) databases. 

http://wheatatlas.org/varieties/detail/20632
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Summary 
This study aims to investigate the importance of accumulation of 
osmoprotectants and activities of some key antioxidant enzymes in 
genotypic variation (GV) observed among durum wheat genotypes 
in response to increasing NaCl salinity (0-200 mmol/L) at seedling 
stage. Germination and seedling growth traits of all the genotypes 
were significantly decreased by salinity. Mohamed Ben Bachir, the 
more salt-tolerant genotype, exhibited the lowest reduction in final 
germination percentage (FGP, <18%) and seedling growth (<60%, 
based on dry biomass), the lowest increase in proline (PRO) and water 
soluble carbohydrates contents but the highest increase in catalase 
(CAT) and ascorbate peroxidase (APX) activities. Correlation and 
principal components analysis revealed that the most important 
variables distinguishing salt tolerant vs. salt non-tolerant genotypes 
were root to shoot ratio (R/S, 36.1%), CAT (30.6%), APX (12.5%) 
and FGP (5.74%). Although PRO and WSC could play a key role in 
salt tolerance by mediating osmotic adjustment, these compounds do 
not seem to be significantly involved in genotypic variation (GV) for 
salinity tolerance in durum wheat. 

 
 

Introduction 
Salinity which affects more than 800 Mha of world’s land area 
(FAO, 2008), is nowadays, one of the most damaging environmental 
factors that limit growth and productivity of crop plants (MUNNS and 
TESTER, 2008). In Algeria, for instance, more than 3.2 Mha of arable 
land already suffer from salinisation (BENMAHIOUL  et al., 2009). 
Overall, salinity adversely affects plant growth and development not 
only through imposition of osmotic stress, ion toxicity, but also by 
secondary effects such as oxidative stress and hormonal imbalance 
(ASHRAF et al., 2012). 
Even though durum wheat (Triticum durum Desf.) is regarded as one 
of the most widely cultivated crops, especially in the Mediterranean 
basin where about 75% of total durum wheat production is provided 
(HABASH et al., 2009), its production is often limited by poor seed 
germination and stand establishment, mainly due to drought or soil 
salinity (SAYAR  et al., 2010). Hence, it is imperative to develop 
wheat genotypes with improved salt tolerance. This is of obvious 
importance in the case of tetraploid wheat, which lacks the D genome, 
making it less tolerant to salt stress (MUNNS et al., 2012). 
Proper seed germination and seedling emergence are required traits 
to achieve a high grain yield in wheat (PAULSEN, 1987). Therefore, 
it has been established that under arid conditions, the most valu- 
able  cultivars  are  those,  which  are  emerging  rapidly  because 
rainfall after sowing may result in a soil crust that prevents seedling 
emergence (TAHIR, 2010). In addition, the early emerging and the 
fast growing crops are able to take full advantage of the soil moisture 
leading to better seedling establishment and grain yield. Although 
the major variation in the coleoptile length is genetic, environmental 
conditions  can  significantly affect  this  trait  (HAKIZIMANA  et  al., 
2000). Accordingly, identifying the physiological and biochemical 
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attributes associated with a more vigorous and rapidly growing 
seedling, particularly under stress conditions will be very meaningful 
(RASHID et al., 1999). 
Seed germination and seedling emergence are well-regulated pro- 
cesses characterized by high metabolic activity mediated by reactive 
oxygen  species  (ROS)  in  the  cell  (BAILLY,  2004).  Antioxidants 
act to scavenge ROS, and therefore play an important role in the 
regulation of growth processes that occur during germination such 
as radicle protrusion or coleoptile emergence (BAILLY, 2004). While 
superoxide dismutase (SOD) is the most important antioxidant 
enzyme synthesized in response to oxidative stress, its effectiveness 
was dependant on the H2O2-scavenging enzymes activity notably that 
of ascorbate peroxidase (APX) and catalase (CAT). The combined 
action of these two enzymes seems to play an important role in plant 
growth and production since seed filling was associated with a high 
potential of the H2O2-detoxification, often due to APX and CAT 
activities (COSTA et al., 2010). 
In recent years, numerous studies have been conducted to investi- 
gate whether there are differences between several durum wheat 
genotypes in their response to salinity (MUNNS et al., 2012; RASHID 
et al., 1999; SAYAR et al., 2010). However, to the best of our 
knowledge no work has been done to investigate the difference 
in responses to salinity  of wheat genotypes used in the present 
study, particularly with respect to their H2O2-scavanging capacity 
and osmoprotectants accumulation. Therefore, this study aimed to 
investigate the genotypic variation (GV) for salinity tolerance among 
three durum wheat landraces selected based on their good adaptation 
to drought-stressed Mediterranean environments. 
 
 

Materials and methods 
Experimental details and treatments 
Germination assay and growth measurements: The present in- 
vestigation was performed in a randomized complete design (RCD) 
with two factors and three replications. Certified seeds of durum 
wheat (Triticum durum Desf.) vars. Mohamed Ben Bachir (MBB), 
GTA-dur and Waha were surface sterilized with sodium hypochlorite 
(5% w/v) for 3 min, washed several times against sterile water and 
dried in oven. Thirty dried seeds were then placed in each Petri dish 
containing two layers of Whatman. No. 1 filter paper moistened with 
10 mL of one of the prepared solutions (100 or 200 mmol/L NaCl) 
or distilled water (control). Seeds were germinated in darkness in a 
temperature-controlled chamber held at 22 ± 0.5 °C. The number 
of germinated seeds was counted every day until day 7, when there 
were no more germinated seeds. Final germination percentage (FGP) 
was calculated at the end of the germination period (7 days). Mean 
germination time (MGT) was calculated according to ELLIS  and 
ROBERTS (1981): 

MGT = ∑Dn/∑n 
Where n is the number of seeds germinated on day D, the number 
of days counted from the beginning of germination. Final length 
of shoot (coleoptile) and root of seedlings seven days post-sowing 
were measured and used for vigor index (VI) estimation according 
to ABDUL-BAKI and ANDERSON (1973): 
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VI = FGP × SL 
where SL is seedling length (cm). The salt tolerance index (ST) was 
calculated according to CANO et al. (1998): 
ST = (FW in NaCl-saline solution) × 100/(FW in NaCl-free solution) 
where FW is fresh weight. 

and SCANDALIOS (1984) with little modification. The assay mixture 
contained 2.6 mL of 50 mM potassium/phosphate buffer (pH 7.0), 
0.4 mL of 15 mM H2O2  and 0.04 mL of enzyme extract. The de- 
composition of H2O2  was followed by the decline in absorbance at 
240 nm. The enzyme activity was expressed in units mg-1  protein 
(U = 1 mM of H2O2  reduction min-1  mg-1  protein). The extinction 

 

Physiological and biochemical changes coefficient of H2O2  (40 mM-1 cm-1 at 240 nm) was used to calculate 

Physiological and biochemical measurements were in general based 
on shoot (coleoptile) samples of three 7-day-old seedlings of uniform 
size from each cultivar. 

 
 

Relative water content: Shoot relative water content (RWC) was 
determined according to BARR and WEATHERLEY (1962): 

RWC = (FW - DW) × 100 / (TW - DW) 
where FW is fresh weight, DW is dry weight and TW is turgid 
weight. 

 
 

Proline and water-soluble carbohydrate content: 
Quantitative determination of free proline (PRO) content was 
performed according to BATES  et al. (1973). The optical density 
of the solution is read on a spectrophotometer at a wavelength of 
528nm. The proline concentration was determined using a cali- 
bration curve of known L-proline concentration. Water-soluble 
carbohydrates (WSC) content was determined according to DUBOIS 
et al. (1956). Absorbance was measured at 485nm. The WSC 
concentration was determined using a calibration curve of known 
D-glucose concentration. 

 
 

Hydrogen peroxide and lipid peroxidation assays: H2O2  content 
was determined according to VELIKOVA et al. (2000). Approximate- 
ly  100  mg  of  fresh  shoot  samples  were  homogenized  in  0.1% 
5 mL of trichloro-acetic acid (TCA), and centrifuged for 15 min at 
12,000 rpm. A 0.5 mL of the supernatant is then mixed with 0.5 mL 
of buffer (Potassium phosphate 10 mM pH 7) and 1mL of 1 M KI. 
The absorbance reading was taken at 390 nm. Lipid peroxidation 
(LPO), however, was estimated as malondialdehyde (MDA) ac- 
cording to HEATH  and PACKER  (1968). Approximately 500 mg of 
fresh shoot samples were homogenized in 10 mL of 0.1% TCA and 
the homogenate was centrifuged for 15 min at 15,000 rpm. To a 
1.0 mL aliquot of the supernatant, 4.0 mL of 0.5% thiobarbituric 
acid (TBA) in 20% TCA were added. The mixture was heated at 
95 °C for 30 min, and then cooled in an ice bath. After centrifugation 
for 10 min at 10,000 rpm at 4 °C, the absorbance of the supernatant 
was recorded at 532 nm on a spectrophotometer. The MDA content 
was  calculated  according  to  its  molar  extinction  coefficient  of 
155 mM-1 cm-1. 

 
 

H2O2-scavenging  enzymes  extraction:  About  200  mg  of  fresh 
shoot tissues were collected from stressed and control seedlings and 
quickly frozen in liquid nitrogen and ground to a fine powder using 
a prechilled mortar and pestle. The exact weight of each powdered 
sample was determined before it was thoroughly homogenized in 
1.2 mL of 0.2 M potassium phosphate buffer (pH 7.8 with 0.1 mM 
EDTA). The samples were centrifuged for 20 min at 15,000 rpm at 
4  °C.  The  supernatant  was  removed,  the  pellet  resuspended  in 
0.8 mL of the same buffer, and the suspension centrifuged for another 
15 min at 15,000 rpm at 4 °C. The combined supernatants were 
stored on ice and used to determine antioxidant enzyme activities 
(ELAVARTHI and MARTIN, 2010). 

 
 

H2O2-scavenging  enzymes activity assay: The activity of CAT 
(EC 1.11.1.6) was measured according to the method of CHANDLEE 

the enzyme activity that was expressed in terms of mM of H2O2  per 
minute per gram fresh weight. 
APX (EC 1.11.1.11) activity was assayed using a modified method 
of  NAKANO   and  ASADA   (1981).  APX  activity  was  determined 
by measuring decreased absorbance at 290 nm due to ascorbate 
oxidation. The assay mixture (1 mL) contained 50 mM potassium 
phosphate buffer (pH 7.0), 0.5 mM ascorbate, 0.5 mM H2O2, and 
10 μl of crude extract. H2O2  was added last to initiate the reaction, 
and the decrease in absorbance was recorded for 3 min (U = 1 mM 
of Ascorbic acid reduction min-1 mg-1 protein). The extinction 
coefficient of 2.8 mM-1  cm-1  for reduced ascorbate was used in 
calculating the enzyme activity that gram fresh weight. The enzyme 
protein was estimated by the method of BRADFORD (1976). 
 
 
Statistical analysis 
For statistical analysis, the data of germination percentage were 
transformed by arcsine transformation. Data were subjected to ana- 
lysis of variance (ANOVA) procedures, while the least significant 
difference (LSD) test at α  = 0.05 level of significance was used 
to compare the differences among treatment means. Correlation 
analysis and principal component analysis (PCA) were carried out 
to examine the relationships between and among the factors and 
variables using the statistical software package STATISTICA 8.0 
(HILL and LEWICKI, 2007). 
 
 

Results 
Germination assay: As shown in Fig. 1A, final germination 
percentage (FGP) was adversely affected by NaCl salinity. The 
decrease in FGP caused by moderate salinity (100 mM) was less than 
9% in all the genotypes, whereas high salinity (200 mM) induced 
substantial reduction in FGP especially in the genotype Waha, which 
has lost nearly 70% of its germination capacity. Statistical analysis 
revealed a significant effects for both factors (salinity ‘S’ and 
genotype ‘G’) and their interaction (P<0.001) (Tab. 1), suggesting 
the existence of a genetic variation. Unlike the FGP, the mean 
germination time (MGT) was only marginally affected by moderate 
salinity, whereas high salinity resulted in a more pronounced increase 
of MGT, especially in the genotype Waha. 
 
 
Growth Analysis 
Shoot and Root lengths: NaCl salinity decreased more or less 
significantly shoot and root lengths in all genotypes in a concen- 
tration-dependent manner (Fig. 1B). With the exception of the de- 
crease in root to shoot ratio (R/S) recorded by the genotype Waha 
at 200 mM NaCl (> 40%), salinity seems to increase significantly 
the R/S (Fig. 1C). It was noteworthy that the genotype MBB had the 
highest R/S. 
 
 
Total dry weight and Vigor index: Among the tested wheat 
genotypes, the total dry weight (DW) was affected more or less to the 
same extent by salinity (Fig. 1C). This effect was more pronounced 
when the concentration of NaCl becomes higher. Whilst root growth 
(particularly  in  genotype  MBB)  was  much  less  affected,  which 
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Fig. 1:   Effect of salinity (mM) on (A) final germination percentage (FGP) and mean germination time (MGT); (B) shoot (SL) and root lengths (RL); (C) 
root:shoot ratio (R/S) and total dry weight (DW); (D) salt tolerance index (ST) and vigor index (VI) of durum wheat genotypes. Values are means of 
three replicates ± SE. 

 
 

Tab. 1:  F and LSD values of the effects of salinity (S), genotype (G) and the interaction between them (S×G) on the dependent variables. 
 
 

Variation F LSD 
Salt Genotype Interaction Salt Genotype 

FGP 73.53*** 12.03*** 6.45*** 0.16 0.19 
MGT 55.07*** 6.95** 8.40*** 0.35 0.137 
SL 107.8*** 0.60 ns 1.35 ns 4.2 ns 
RL 67.60*** 2.01 ns 3.69* 10.32 ns 
R/S 4.95* 5.50* 8.25*** 1.11 0.87 
DW 83.53*** 4.57 * 0.88 ns 2.34 1.33 
VI 136*** 3.43 ns 3.29* 16.01 ns 
ST 775.9*** 18.0*** 8.24*** 30.75 7.83 
RWC 22.63*** 3.33 ns 2.49 ns 7.49 ns 
PRO 1200*** 8.27** 47.69*** 67.6 8.76 
WSC 210.3*** 10.58 ns 3.41* 62.66 ns 
MDA 16.33*** 7.62** 0.43 ns 0.34 0.23 
H2O2 25.92*** 26.11*** 1.58 ns 11.96 5.83 
CAT 6.90** 5.93** 10.65*** 0.99 0.93 
APX 13.3*** 6.55** 5.87** 8.57 6.18 

 

*P< 0.05; **P< 0.01; ***P< 0.001; ns = not significant. 
 
 

explains the high R/S, high salinity (200 mM) had reduced plant 
biomass by 50% to 70% compared to control groups. Increasing 
salinity induced a significant linear decline in seedling vigor index 
(VI) and salt tolerance index (ST) of all tested cultivars (Fig. 1D). 

Physiological and biochemical parameters: 
Relative Water Content: As shown in Fig. 2A, RWC of wheat 
seedlings, especially in genotype GTA (~84%) showed only slight 
and non-significant decrease with increasing NaCl concentration. 
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Proline and Water Soluble Carbohydrates contents: According 
to  Fig.  2A,  salinity  induced  a  significant (P<0.001)  increase  of 
proline content of all genotypes. However, genotype GTA treated 
with 200 mM NaCl showed the highest amount of proline content 
(up  to  3-folds  compared  to  control)  (Tab.  1).  In  all  genotypes, 
NaCl induced a significant (P<0.001) accumulation of WSC in a 
concentration-dependent  manner  (Fig.  2A).  While  WSC  content 
does not appear to differ significantly from one genotype to another, 
the  existence  of  a  significant  interaction  genotype × salt  stress 
(Tab. 1) gives rise to conclude that these genotypes respond dif- 
ferently with increasing salt level. 

 
 

Hydrogen peroxide content and Lipid peroxidation: From the 
Fig. 3A it is apparent that the amount of H2O2 increased in response 
to increasing salinity.  Fig. 3A shows also that under both salinity 
levels, lipid peroxidation occurs in seedling tissues of all wheat 
cultivars. 

 
 

Ascorbate Peroxidase and Catalase activity: Unexpectedly salt 
stress affected the activity of APX independently of NaCl con- 
centration and differently from one genotype to another (Fig. 3B). 
Nevertheless, at 200 mM salt stress increased the activity of APX 
in the three genotypes with respect to their respective controls. On 
the other hand, salinity had not only affected differently the activity 
of CAT, but regardless of its concentration (Fig. 3B). However, 
at 200 mM, unlike genotype Waha CAT activity increased in the 
genotypes GTA and MBB. 

 
 

Multifactorial analysis: Results of multifactorial comparison 
generalized over the entire set of data (432 entries) using the 
principal components analysis (PCA), were given in Fig. 4A and 

4B. It is noteworthy that every single genotype was presented by 
9 points (3 levels of salinity × 3 repetitions). PCA results revealed 
that  the  factor  1  (first  principal  component  or  PC1)  explained 
63.69% of the total data variation and had positive correlation with 
the growth/germination performance under both stress and non- 
stress environments (Fig. 4A and Fig. 1A-D). Thus this component 
was able to separate the genotypes according to their growth/ 
germination potential under the three different stress treatments. 
The PC 2 explained 11.04% of the total data variation. The first 
two PCs accounted for 74.73% of total variation. Considering the 
projection of the variables, it appears that the mean values of proline 
and water-soluble carbohydrates decreased from the negative side 
of PC1 to its positive side (Fig. 4B). This reflects the highly signifi- 
cant negative relationships among proline, WSC and all the growth 
parameters (r over to - 0.8, P<0.001). PCA results also indicated 
that the indices could discriminate the tolerant genotypes are the 
R/S ratio (36.1% of contributions), CAT (30.6%), FGP (5.74%), 
which showed positive correlations with  salt  tolerance,  and  APX 
(12.5%), which showed a negative correlation with tolerance to 
salinity (Fig. 4B). 

 
 

 

         
   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 2:   Effect of salinity (mM) on (A) proline content (PRO), water soluble 
carbohydrates (WSC) and relative water content (RWC) of durum 
wheat genotypes; (B) Relationships of RWC with PRO and WSC 
contents. Values are means of three replicates ± SE. 

Fig. 3:   Effect  of  salinity  (mM)  on  (A)  malondialdehyde  (MDA)  and 
hydrogen peroxide (H2O2) contents; (B) catalase (CAT) and 
ascorbate peroxidase (APX) activities of durum wheat genotypes; 
(C) Relationships between the APX activity and H2O2  and MDA 
contents. Values are means of three replicates ± SE 
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Fig. 4:   Multifactorial comparison of the treatments and variables using PCA. Data are presented for each of three replicates for each treatment. The percent 
variance explained by each PC is provided. 
Treatments: T0, T3, T6: control; T1, T4, T7: 100 mM NaCl; T2, T5, T8: 200 mM NaCl. 
Variables codes: FGP: final germination percentage; MGT: mean germination time; DW: dry weight; RL: root length; SL: shoot length; R/S: root to 
shoot ratio; ST: salt tolerance index; VI: vigor index; PRO: proline; RWC: relative water content; WSC: water-soluble carbohydrates; APX: ascorbate 
peroxidase; CAT: catalase; HPX: hydrogen peroxide; MDA: malondialdehyde. 

 
 

Discussion 
It is evident from the results that NaCl salinity significantly de- 
creases the percentage of germination (FGP) and delay the ger- 
mination (MGT) in all the genotypes (Fig. 1A and Tab. 1). In this 
respect, Waha appears to be the most affected genotype. These results 
are in line with previous findings (ZHANG  et al., 2010). Salinity 
can affect germination of seeds either by imposing osmotic stress, 
which prevent water uptake, or by ion toxicity, which inhibits the 
metabolism of dividing and expanding cells, delaying germination 
and even leading to seed death (ZHANG et al., 2010). The first visible 
evidence of germination is the protrusion of the radicle through the 
seed coat. This is the result of cell enlargement and, to a lesser extent, 
cell division (HABER and LUIPPOLD, 1960), both of which are very 
sensitive to dehydration, suggesting that salinity indirectly reduces 
growth of seminal roots by water privatization. Indeed, our results 
support this finding, since the decrease in germination performances 
was correlated to the decrease in RWC, particularly in Waha, and 
because a RWC of about 80% may trigger the accumulation of ABA 
that inhibit germination and radicle protrusion. 
As  on  germination,  salt  stress  decreases  almost  all  of  growth 
parameters (Fig. 1D) in all the wheat cultivars, which is may be 
attributed to either or both the osmotic and toxic effects of salinity 
as previously reported (RASHID et al., 1999; SAYAR et al., 2010). In 
contrast to MBB, Waha appears to be the most affected by salinity. 
Increasing salinity causes the reduction of cell turgor and the rate of 
shoot and root elongation (MUNNS and TESTER, 2008). To maintain 
cell  turgor  by  osmotic  adjustment  (OA),  plants  synthesize  and 
accumulate several kinds of compatible osmolytes, such as PRO and 
WSC. Indeed, substantial increase in PRO content in all the geno- 
types was recorded under salt stress (P<0.001; Fig. 2A). However 
MBB, which exhibited the highest ST index, showed the lowest 
amount of PRO. On the other hand, the strong negative correlation 
found between PRO and RWC (r = -0.64***; Fig. 2B), from one side, 
and since the genotype GTA which exhibited the highest RWC at 
200 mM NaCl, showed the greatest PRO accumulation from the other 
side, suggests that PRO is involved in OA. Besides OA, PRO plays 
an important role in stabilization of enzymes/proteins and protection 
of membrane integrity (ASHRAF and HARRIS, 2004; ASHRAF et al., 

2012).  In  line  with  these  findings, correlation  analysis  revealed 
a strong positive relationship between H2O2  and PRO (r = 0.49*; 
Fig. 3C) which corroborate recent suggestion that PRO could act as 
an antioxidant counteracting H2O2 (ASHRAF et al., 2012). 
Increase of WSC content has been considered as an adaptive re- 
sponse of plants to salt stress conditions (PARVAIZ and SATYAWATI, 
2008). WSC not only acts as an energy source, but it is also important 
to increase the biomass and provide the carbon backbones essential 
for the synthesis of numerous compounds that are involved in osmotic 
or anti-oxidative protection (COUEE et al., 2006). In agreement with 
this, NaCl induced a significant (P<0.001) accumulation of WSC 
in all genotypes in a concentration-dependent manner (Fig. 2A). 
Moreover, WSC content showed a strong negative correlation with 
RWC (r = -0.7***; Fig. 2B) and a positive correlation with H2O2 

(r = 0.53**). 
Consistent with our results, salinity induces the accumulation of 
H2O2  in a concentration-dependant manner (ASHRAF  et al., 2012; 
LEE et al., 2001). Despite its role as a signaling molecule, H2O2 itself 
is toxic at high concentrations (COSTA et al., 2010). In agreement 
with our results (Fig. 3A), salt-induced oxidative stress causes the 
lipid peroxidation (LPO) resulting at cellular level in membranes 
degradation, suggesting that salt-induced LPO occurs early in the 
seedling tissues of all wheat cultivars. Correlation analysis also 
revealed  the  significant  positive  relationships  among  MDA  vs. 
PRO (r = 0.58**) and MDA vs. WSC (r = 0.43*), suggesting the 
involvement of PRO and WSC in anti-oxidative protection. 
To withstand salt-induced oxidative stress, plants evolved enzymatic 
and non-enzymatic antioxidant defense systems. Among the ROS- 
scavenging enzymes, CAT and APX are primarily involved in the 
elimination of H2O2,  and the most important antioxidant enzymes 
produced in different plant organelles (COSTA  et al., 2010). Our 
results support these aforementioned findings, showing that over- 
all salt stress increases substantially the activity of APX in the 
three genotypes (Fig. 3B). Growing evidences suggests that ROS- 
scavenging enzymes are involved in the salt stress tolerance 
(ASHRAF et al., 2012). While salt stress may result in a rapid increase 
in the activity of antioxidant enzymes, high concentration or long- 
term of salt stress inhibit the antioxidant enzyme activities (ASHRAF 
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et al., 2012), which is partially in line with our results (Fig. 3B). 
Interestingly,  LEE  et  al.  (2001)  showed  that  the  overproduction 
of H2O2   promotes the induction of specific APX isoforms under 
catalase deactivation. Consistent with these findings, APX activity, 
but not CAT, was found positively correlated with the levels of both 
of H2O2 (r = 0.46*) and MDA (r = 0.70*) (Fig. 3C). 
Based on PCA results it appears that the indices could discriminate 
the tolerant genotypes are the R/S (36.1% of contribution), CAT 
(30.6%), FGP (5.74%), which showed positive correlations with 
ST, and APX (12.5%), which showed a negative correlation with 
ST (Fig. 4B). This is in agreement with the fact that the most salt- 
tolerant cultivars are those with high germination rate, an important 
vigor index, able to maintain a vigorous root growth (high R/S) and 
showed relatively high antioxidant activity (ASHRAF  et al., 2012; 
RASHID et al., 1999; SAYAR et al., 2010). In this case, MBB met the 
requirement. 

 
Conclusion 

Altogether,  these  results  revealed  that  salt  stress  affects  almost 
all studied aspects of germination and seedling growth in durum 
wheat in a concentration- and genotype-dependent manner. PCA 
results indicated that the most important variables that contribu- 
ted to genotypic variation (GV) in salt tolerance among the tested 
genotypes were R/S ratio (36.1%), CAT (30.6%), APX (12.5%) 
and FGP (5.74%). While PRO and WSC have been shown to play 
a key role in salt tolerance by inducing osmotic adjustment (OA), 
these compounds do not appear to be involved in the GV for salinity 
tolerance among the tested genotypes. According to the response of 
wheat genotypes to high salinity (200 mM NaCl), it is suggested that 
MBB is the most tolerant genotype while Waha is the less tolerant 
one. 
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Fig. S1. Multifactorial comparison of the treatments using PCA. Data are presented for each of nine 
replicate for each treatment using the significantly varied proteins from Embryo (A) and Embryo-
surrounding tissues (B). The percent variance explained by each PC is provided. 
 

في الجنین و  )مجموع البروتینات التي تغیرت بصورة معنویة(المقارن المتعدد الأوجھ لمعطیات التجربة الخامسة التحلیل 
  .الأنسجة المحیطة بھ

A 

B 

AP-H2O 
AP-NaCl 

UP-H2O 

UP-NaCl 

UP-H2O AP-H2O 

AP-NaCl 

UP-NaCl 

  الملاحق___________________________________________________________
 



  5الم��ق 
 ة بموضوع الرسالةلصلاذات المقالات و المداخلات �عض لمحة عن 

 

 
Journal of Stress Physiology & Biochemistry, Vol. 7 No. 1 2011, pp. 27-37  
ISSN 1997-0838 
Improvement of salt tolerance in durum wheat by ascorbic acid application 
Fercha Azzedine 1,2,*. Hocine Gherroucha2 and Mebarek Baka2 
1 Department of biology, University of Abbas Laghrour Khenchela, Algeria 
2 Laboratory of plant physiology, University of Mentouri Constantine, Algeria. 
* Phone: +213-772977498  E-mail- Ferchazzed@yahoo.fr  
Received January 7, 2011 

***** 

 
Advances in Biological Research 5 (6): 315-322, 2011 
ISSN 1992-0067 
Some Physiological and Biochemical Effects of NaCl Salinity on Durum Wheat (Triticum durum Desf.) 
A Fercha1,*  
1 Azzedine Fercha, Department of Biology, Abbès Laghrour University Center, Khenchela-Algeria. 

mailto:Ferchazzed@yahoo.fr


*E-mail: Ferchazzed@yahoo.fr. 
 

 
Journal of Proteomics, 2013, 91, 486–499. 
Gel-free proteomics reveal potential biomarkers of priming-induced salt tolerance in durum wheat 
Azzedine Fercha b, c, Anna Laura Capriottia, , , Giuseppe Carusoa, Chiara Cavalierea, Hocine Gherrouchac, Roberto Samperia, 
Serena Stampachiacchierea, Aldo Laganaa 
a Department of Chemistry, Sapienza Università di Roma, Piazzale Aldo Moro 5, 00185 Rome, Italy 
b Department of Biology, University of Abbès Laghrour Khenchela, 40000 Khenchela, Algeria 
c Department of Biology, University of Mentouri Constantine, 25000 Constantine, Algeria 
Received 23 March 2013, Accepted 12 August 2013, Available online 21 August 2013 
 

 
Journal of Applied Botany and Food Quality 87, 74 - 79 (2014), DOI:10.5073/JABFQ.2014.087.011 
1Department of Biology, Abbes Laghrour University, Khenchela, Algeria 
2Department of Biology, Mentouri University, Constantine, Algeria 
The role of osmoprotectants and antioxidant enzymes in the differential response of durum wheat genotypes to 
salinity 
A. Fercha1*, H. Gherroucha2 
(Received August 25, 2013) 

 

mailto:Ferchazzed@yahoo.fr


 
Journal of Proteomics, 2014, 108, 238–257. 
Comparative analysis of metabolic proteome variation in ascorbate-primed and unprimed wheat seeds during 
germination under salt stress 
Azzedine Fercha b, c, Anna Laura Capriottia, , , Giuseppe Carusoa, Chiara Cavalierea, Roberto Samperia, Serena 
Stampachiacchierea, Aldo Laganàa. 
a Department of Chemistry, Sapienza Università di Roma, Piazzale Aldo Moro 5, 00185 Rome, Italy 
b Department of Biology, University of Abbès Laghrour Khenchela, 40000 Khenchela, Algeria 
c Department of Biology, University of Mentouri Constantine, 25000 Constantine, Algeria 
Received 3 March 2014, Accepted 26 April 2014, Available online 21 May 2014 

**** 

 
Azzedine Fercha* et al., 2014.  
Shotgun proteomic analysis of ascorbate-primed and unprimed wheat seeds during germination under salinity 
conditions (Abstract). J Biotechnol Biomater 2014, 3 (5) 272-311 ; http://dx.doi.org/10.4172/2155-952X.S1.029  ;  
*E-mail: Ferchazzed@yahoo.fr. 
 

http://dx.doi.org/10.4172/2155-952X.S1.029
mailto:Ferchazzed@yahoo.fr


  

  تحملدور ال�رمونات النباتية ومضادات �كسدة �� 

  للملوحة القمح الصلب

 : صـــ��الم

�عد ملوحة ال��بة من المشا�ل الرئ�سية والم��ايدة ال�� تواج��ا الزراعة �� جميع أنحاء العالم، ولاسيما �� مناطق 

الزراعية إذ أنھ مصدر الغذاء من أ�م المحاصيل ) Triticum durum Desf(�عد القمح الصلب . زراعة القمح

أجر�ت �ذه الدراسة . �سا��� لكث�� من البلدان، ع�� غرار ا��زائر، أين �ش�ل الملوحة ��ديدا أساسيا لإنتاجھ

لغرض�ن اثن�ن، تمثل �ول �� دراسة إم�انية �عز�ز مقدرة القمح الصلب ع�� تحمل الملوحة عن طر�ق تحف�� 

). AsAحمض �س�ور�يك، (أو مضادات �كسدة /و) GA3حمض ا����يليك، (تية البذور بواسطة ال�رمونات النبا

دلت النتائج ع�� أن التأث�� السل�� للملوحة ع�� جل معاي�� �نبات و النمو ا��ضري وكذا مظا�ر �يض العام 

ما الغرض الثا�ي، أ. AsAأو  GA3ل��ن�ن و الشتلات يمكن التقليل منھ من خلال المعاملة المسبقة للبذور بواسطة 

فتعلق باستخدام تقنية ال��وتيوميك لدراسة المؤشرات ا��يو�ة المحتملة للآليات ا��ز��ية ال�� تتحكم �� تحمل 

كشفت النتائج عن تورط  .الذي أبدى أفضل تأث�� �س�ور�يكالملوحة المحدث ع�� تحف�� البذور بواسطة حمض 

ما  أ�م�اوة البذور و تحمل�ا للملوحة المحدث ع�� تحف�� البذور، �� تحديد ق بروت�نات �يضمن  160أك�� من 

، تخليق و إعادة تدو�ر ال��وت�ن و تخليق )ROS(التفاعلية  �كسوجي�ية المواد�علق �عمليات الوقاية من تأث�� 

حة عند لاستجابة القمح الصلب للملو  �ذه النتائج �� مجمل�ا ف�ما أفضلت�يح . الأكس�ن�ال�رمونات النباتية 

� معلومات مفتاحيھ لتحس�ن كفاءة القمح الصلب ع�� تحمل الملوحة �بالإضافة إ�� توف ،المراحل �و�� من نموه

  .من خلال استغلال �ذه المعلومات �� برامج تر�ية القمح

ي ليك، حمض �س�ور�يك، التحليل ال��وتومي�ج�اد المل��، تحف�� البذور، حمض ا���� : ال�لمات المفتاحية

  ..Triticum durum Desfا��ا�� من ا��ال، 



 

THE ROLE OF PHYTOHORMONES AND ANTIOXIDANTS  

IN SALT TOLERANCE OF DURUM WHEAT  

 

Abstract: 

Soil salinity is one of the major and increasing problems of the agriculture worldwide, 

particularly in wheat growing areas. Durum wheat (Triticum durum Desf.) is an important 

cereal crop and source of staple food for many countries, where its production is mainly 

threatened by salinity. The present study was conducted for two purposes. The first one 

was to promote the salt tolerance of durum wheat by priming seeds with hormones (GA3) 

and/or antioxidants (ascorbic acid). The results indicated that the effect of salinity upon 

almost all the germination, growth and metabolism parameters of wheat embryo or 

seedling can be alleviated by seed priming using GA3 and/or AsA.  The second was to 

investigate the potential biomarkers of mechanisms underlying salt tolerance induced by 

ascorbate-priming by using proteomic technology. Our results revealed the involvement of 

more than 160 metabolic proteins on the determination of seed vigor or priming-induced 

salt tolerance, predominantly those involved in oxidative stress defense, protein synthesis 

and turnover and phytohormones biosynthesis namely auxin.  Altogether, these results 

extend our understanding about salt stress tolerance in plants, and provide valuable 

information for breeding programmes to improve salt tolerance in durum wheat. 

 

Keywords: Salt stress, Seed priming, Gibberellic acid, Ascorbic acid, Gel-free proteomic, 

Triticum durum Desf. 



ROLE DES PHYTOHORMONES ET DES ANTIOXYDANTS  

DANS LA TOLERANCE DU BLE DUR A LA SALINITE 
 

Résumé : 

La salinité du sol est l'un des plus grands et croissants problèmes qui menacent l'agriculture 

à travers le monde, particulièrement dans les régions productrices de blé. Le blé dur 

(Triticum durum Desf.) est une céréale importante et source d'aliment de base pour de 

nombreux pays, où la salinité des sols met en péril sa production. La présente étude a été 

réalisée pour deux raisons: la première était de promouvoir la tolérance au sel de blé dur 

par l'induction des semences avec les hormones (GA3) et/ou les antioxydants (acide 

ascorbique). Les résultats indiquent que l’effet adverse de la salinité sur l’ensemble des 

paramètres de germination, de croissance et le métabolisme peut être atténué par le 

traitement pré-germinatif des semences avec l’AG3 et/ou AsA. La seconde étant l’utilisant 

de la technologie protéomique pour étudier les bio-marqueurs potentiels des mécanismes 

impliqués dans la tolérance à la salinité induite par le ‘seed-priming’ (cas de l'acide 

ascorbique). Nos résultats ont révélé l’implication de plus de 160 protéines métaboliques 

dans la détermination de la vigueur et la tolérance au sel induite par seed-priming, plus 

particulièrement celles impliquées dans la protection contre les espèces d’oxygène 

réactivées (ROS), la synthèse et le turnover des protéines, la synthèse des phytohormones 

telles que l’auxine. Ensemble, ces résultats permettent une meilleure compréhension de la 

tolérance au sel induite, et fournissent également des informations clés pour les 

programmes d’amélioration génétique en vue d’améliorer la tolérance au sel chez le blé 

dur. 

Mots-clés: Stress salin, l’induction des semences, acide gibbérellique, acide ascorbique, 

Triticum durum Desf. 
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(Triticum durum Desf.) 

  العلــــــوم �� دكتـــوراه: نوع الش�ــــــادة

 :الم��ص
�عد ملوحة ال��بة من المشا�ل الرئ�سية والم��ايدة ال�� تواج��ا الزراعة �� جميع أنحاء العالم، ولاسيما �� مناطق 

الزراعية إذ أنھ مصدر الغذاء من أ�م المحاصيل ) Triticum durum Desf(�عد القمح الصلب . قمحزراعة ال

أجر�ت �ذه الدراسة . �سا��� لكث�� من البلدان، ع�� غرار ا��زائر، أين �ش�ل الملوحة ��ديدا أساسيا لإنتاجھ

لغرض�ن اثن�ن، تمثل �ول �� دراسة إم�انية �عز�ز مقدرة القمح الصلب ع�� تحمل الملوحة عن طر�ق تحف�� 

). AsAحمض �س�ور�يك، (أو مضادات �كسدة /و) GA3حمض ا����يليك، (تية البذور بواسطة ال�رمونات النبا

دلت النتائج ع�� أن التأث�� السل�� للملوحة ع�� جل معاي�� �نبات و النمو ا��ضري وكذا مظا�ر �يض العام 

ما الغرض الثا�ي، أ. AsAأو  GA3ل��ن�ن و الشتلات يمكن التقليل منھ من خلال المعاملة المسبقة للبذور بواسطة 

فتعلق باستخدام تقنية ال��وتيوميك لدراسة المؤشرات ا��يو�ة المحتملة للآليات ا��ز��ية ال�� تتحكم �� تحمل 

كشفت النتائج عن تورط  .الذي أبدى أفضل تأث�� �س�ور�يكالملوحة المحدث ع�� تحف�� البذور بواسطة حمض 

ما  أ�م�اوة البذور و تحمل�ا للملوحة المحدث ع�� تحف�� البذور، بروت�نات �يض �� تحديد قمن  160أك�� من 

، تخليق و إعادة تدو�ر ال��وت�ن و تخليق )ROS(التفاعلية  �كسوجي�ية المواد�علق �عمليات الوقاية من تأث�� 

حة عند لاستجابة القمح الصلب للملو  �ذه النتائج �� مجمل�ا ف�ما أفضلت�يح . الأكس�ن�ال�رمونات النباتية 

� معلومات مفتاحيھ لتحس�ن كفاءة القمح الصلب ع�� تحمل الملوحة �بالإضافة إ�� توف ،المراحل �و�� من نموه

  .من خلال استغلال �ذه المعلومات �� برامج تر�ية القمح

مي ليك، حمض �س�ور�يك، التحليل ال��وتو ي، تحف�� البذور، حمض ا���� �ج�اد المل��: ال�لمات المفتاحية

  .Triticum durum Desf، ا��ا�� من ا��ال

  تثم�ن و تطو�ر الموارد الوراثية النباتية : مخ�� البحث

غروشــة حسيـــن                          . د:      مدير البحث
   :   أعضاء ال��نة

ارك         ـــــــــــــــــــــــــــــــــة مبــــــــــــباقــ. د                                   
ـى                     ــــــــــــــــلـــــــــدور ليـــــــــــــــــــــــــبـــــــ. د     

ــرزاللــــــھ داود       ـــــــــــــــــــــــح. د      
يح�� عبد الو�اب        . د       

  حزمون الطـــــــــــــــــا�ر. د     

  العا�� التعليمتاذ أس
  

  ا��ـــالع التعليمأستاذ 
  العا�� التعليم ةأستاذ

  ا��ـــالع التعليمأستاذ 
  ا��ـــالع التعليمأستاذ 

             محــــــــــــــــــــــــــــــاضر    ستاذأ

  ة  ــــــــــــقسنطين –وة منتوري�خـــــــــــــــة ـــــــــــــــعــــــــــــــــامــــــــــــــــــــــــــــج
  
    ة  ــــــــــــقسنطين –�خـــــــــــوة منتورية ـــــــــــــــعــــــــــــــــامــــــــــــــــــــــــــــج
  ةــــــــــــقسنطين –�خـــــــــــوة منتورية ـــــــــــــــعــــــــــــــــامــــــــــــــــــــــــــــج

  فـسطيـــ  – 1ف ـــــــسطيفرحات عباس جامعـــــة 
  ـةــــــــــــــــــــــــــــــميـل – وفــــــــــــبوالص ا��فيظ ع ا��ام�� م

  سكيكــــــــــدة –دة ـــــــسكيكـــــــــــــــــ 55أوت  20جامعـــــة 
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