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  چكيده
 

 .535 - 549 :29-1نهال و بذر  نژادي  مجله به .(Brassica napus) هاي القايي در واكنش به تنش خشكي در كلزا الگوي بيان ژن .1392 .پور، س نواب

  
در  فـالكون    رقمبذر  . به منظور مطالعه تاثير سطوح تنش خشكي بر گياه كلزا آزمايشي در شرايط گلخانه انجام شد               

هـاي كامـل      آزمايش در قالب طرح بلـوك      .سازي به گلخانه تحقيقاتي منتقل شد       و پس از بهاره    هشتابستر سبك ك  
 بار بر حسب مقـدار آب مـورد         -5/0 و -1،  -2،  -4،  -6 شاملكي   سطوح تيمار خش   .تصادفي با پنج تكرار انجام شد     

 و ميـزان    TBARM محاسـبه شـاخص بيوشـيميايي        بـراي بـرداري    نمونـه . شد محاسبهنياز در تكرارهاي هر تيمار      
انجام مطالعات مولكـولي    براي  نمونه برداري تصادفي و تكراردار      . كلروفيل به صورت ماهانه و تكراردار انجام شد       

صفات مورفولوژيك مورد بررسي تعـداد بـرگ،   . انجام شدها نيز در زمان حداكثر رشد رويشي    بيان ژن  و بررسي 
نتايج نشان داد با افزايش ميزان تنش خشكي اغلـب صـفات            . سطح برگ، روز تا گلدهي و وضعيت ظاهري بودند        

در مقابـل شـاخص      ،ميـزان كلروفيـل نيـز وضـعيت مـشابهي را داشـت            . مورفولوژيك افت قابل توجهي داشـتند     
TBARM)   تيمار تـنش خـشكي     . با افزايش ميزان تنش افزايش چشمگيري نشان داد       ) شاخص اكسيداسيون سلولي

كاهش معني دار ميزان صـفات،      . هاي فتوسنتزي نشد   داري در ميزان صفات و بيان ژن         بار موجب افت معني    -5/0
هـاي   فعاليـت اغلـب ژن    .  بار تـشديد شـد     -2ها در تنش      و تغييرات جهت دار بيان ژن      TBARMافزايش شاخص   

انطباق قابل تـوجهي بـين      .  بار بيشتر شد و با تشديد تنش خشكي افزايش يافت          -1القاي تحمل به خشكي در تيمار       
هـا در پاسـخ بـه سـطوح تـنش خـشكي              واكنش صفات زراعي، شاخص هاي بيوشيميايي و روند تغييرات بيان ژن          

  .ملاحظه شد
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  مقدمه

هاي روغني پس از غلات، دومين ذخـاير         دانه
اين محصولات  . دهند غذايي جهان را تشكيل مي    

 چـرب،  هايلاوه بر دارا بودن ذخائر غني اسـيد      ع
در ايـن ميـان كلـزا بـه         . هستندحاوي پروتئين نيز    
ترين گياهان روغني در سطح      عنوان يكي از مهم   

 منتشره از سوي سـازمان      آمار. لستجهان مطرح   
دهـد كلـزا     خواربار و كشاورزي جهاني نشان مي     

پس از سويا و نخل روغني، سـومين منبـع توليـد            
روغـن كلـزا    . رود باتي جهان به شمار مي    روغن ن 

هــاي  در مقــام مقايــسه بــا روغــن حاصــله از دانــه
روغني ممتاز، نظير آفتابگردان، ذرت و سـويا بـه          
دليل حضور اسيدهاي چرب اشباع نشده و فقدان     

ــه  ــسترول كيفيــــت تغذيــ ــالايي  كلــ دارد اي بــ
(Shariati and Ghazi-shahinzadeh, 2000) . 

 كمبـود آب كـه بـه آن         تنش آبي در گياه يـا     
شود به وضعيتي گفته     تنش خشكي هم اطلاق مي    

هــا از حالــت آمــاس  شــود كــه در آن ســلول مــي
ــه عبــارت ســاده. خــارج شــده باشــند تــر تــنش  ب

دهد كه سرعت تعرق بيش  خشكي زماني رخ مي   
تـنش خـشكي زيـاد      . از سرعت جذب آب باشد    

باعــث كــاهش فتوســنتز، اخــتلال در فراينــدهاي 
 و سرانجام خـشك شـدن و مـرگ          فيزيولوژيكي

 ؛ Amiri Oghan et al., 2002(شـود   مـي گيـاه  

Shao et al., 2005 .( گياهــان زراعــي از نظــر
ظرفيت جـذب آب، تعـرق و واكـنش نـسبت بـه       

ــشكي عكــس  ــنش خ ــد  ت ــاوتي دارن ــل متف . العم
فرايندهاي فيزيولوژيكي در گياهـان عمـدتاً تـابع         
 وضــع آب در گيــاه هــستند و تنهــا بــه طــور غيــر

مستقيم تحـت تـاثير تـنش آب در خـاك و هـوا              
. (Bayoumil et al., 2008) گيرنــد قــرار مــي

بنابراين مقدار معيني تنش آب در خـاك، الزامـاً          
. همان مقدار تنش در گيـاه ايجـاد نخواهـد كـرد           

اين تفـاوت در ميـزان تـنش تـابع عـواملي چـون              
مقاومــت در برابــر جريــان آب در خــاك كــه بــا 

مقاومــت در برابــر . كنــد يمحتــواي آب تغييــر مــ
هـا بـه هـوا كـه بـا شـرايط             حركت آب از روزنـه    

تر از همـه مقاومـت در        كند و مهم   جوي تغيير مي  
هـاي   ها و سـاير بافـت      برابر حركت آب در ريشه    

گيــاهي كــه بــه عوامــل فيزيولــوژيكي و ســاختار 
. ژنتيكي بستگي داشته و به هيچ وجه ثابت نيست        

ضع آب در گياه، بـه      بيني و  بنابراين، معمولاً پيش  
تنهايي از روي شرايط خاك يا هوا امكـان پـذير           

 و ممكن است يك گياه با وجود رطوبـت          نيست
زياد در خاك پژمرده شود و يا با وجود خـشكي      

 .(Bery, 2007) نسبي خاك شاداب بماند

بر اين اساس اتكا به پتانسيل ژنتيكـي ارقـام و           
هـا   تلاش در جهت بهبـود و اصـلاح ژنتيكـي آن          

 بـه خـشكي ايجـاد       تحمـل نقش اساسي در القاي     
جـا كـه اصـول بنيـادي هـر برنامـه             از آن . كند  مي
 از طريــق مطالعــه پارامترهــاي ژنتيكــي نــژادي بــه

، لذا آگاهي از نحوه و اثر ژنهـا در          شود  ميتعيين  
هـاي بـه نـژادي ضـروري         حصول موفقيت برنامه  

 در اين ارتباط تحقيقات يانگ و همكاران        .است
(Yang et al., 2011)ــاي   در شناســايي ژن ه
 در GRASهـاي گـروه    درگير در سـنتز پـروتئين     

هـا در القـاي      كلزا مبين نقش برجسته اين پروتئين     
ــدمان    ــزايش ران ــا اف ــه خــشكي ب ــسبي ب تحمــل ن
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بيـان  . هـاي محلـول بـود      فتوسنتز و تجمع پروتئين   
هاي مزبور در افزايش نسبي ميزان كلروفيل و         ژن

مطالعـات  . ابل توجهي داشـت   ثبات آن نيز تاثير ق    
 (Chen et al., 2010)گسترده چن و همكـاران  

در كلزا تحـت شـرايط تـنش سـنگين خـشكي و             
شوري نشان دهنده همبـستگي قابـل توجـه تـاثير           

در ايــن . هــا در ســطح مولكــولي بــود ايــن تــنش
هاي در گير شامل     هاي مختلفي از ژن    راستا گروه 

ــاكتور   ژن ــي، ف ــنتز آنزيم ــاي س ــاي كنتر ه ــي ه ل
(Regulatory Factor)  عوامـــل رونويـــسي ،

(Transcription Factor)ــون ــا و  ، هورمــ هــ
از . هــاي هموســتاتيك شناســايي شــدند  پــروتئين

هـاي   هاي مهم ناشـي از تـاثير تـنش         جمله رخداد 
محيطــي و از آن جملــه تــنش خــشكي، افــزايش 

ايــن . هــاي فعــال اكــسيژن اســت ميــزان راديكــال
هـاي بـالا پتانـسيل      ها به ويژه در غلظـت        راديكال

هــاي حيــاتي ســلول نظيــر  اكيــسداسيون مولكــول
ها را دارا    هاي نوكلئيك و چربي    ها، اسيد  پروتئين
هـا از طرفـي بـا آسـيب بـه            ايـن راديكـال   . هستند

غشاي سلولي و ايجاد اختلال در تبادلات جذب        
شـوند    موجب تغييـر پتانـسيل اسـمزي سـلول مـي          

(Golden et al., 2002) . هاي  غلظتبا اين حال
هاي اكسيژن در القاي سازگاري       متعادل راديكال 

هـاي    نسبي گياه براي ايجاد تحمل در برابر تـنش        
ــائز اهميـــت اســـت    از. زنـــده و غيـــر زنـــده حـ

ــن   ــده درايـ ــناحته شـ ــازوكارهاي شـ ــه سـ    جملـ
ارتبـــاط فعاليـــت مقاومـــت سيـــستميك القـــايي 

(Systemic Acquired Resistance: SAR) و 
ــال  ــرد راديكـ ــاي عملكـ ــوان  هـ ــه عنـ ــور بـ  مزبـ

  هـــــــــاي انتقـــــــــال پيـــــــــام مولكـــــــــول
(Signaling Molecules)هـا    در فرآيند بيان ژن

 ؛ Gautam and Stein, 2011(اســــت  

Larkindale et al., 2005.(  
تحقيقات انجام شده اين مطالعه بـه       با توجه به      

 ارزيــابي الگــوي بيــان منظــور بررســي اهميــت و
 شكيهاي دفاعي مهم در واكنش به تـنش خ ـ         ژن

و ارتباط بيان اين ژن ها و برخـي صـفات وابـسته      
  .در كلزا انجام شد

  
  ها مواد و روش

   فـــــــــــــالكونرقـــــــــــــمبـــــــــــــذر 
(Brassica napus cv. Faclon) در شــرايط 

پرليـت و كوكوپيـت     ،  ماسه،  كوارتز(بستر سبك   
كـشت و در    )  در صد  20 و   20،  30،  30به نسبت   

سـازي بـه مـدت       مرحله چهاربرگي جهـت بهـاره     
گـراد قـرار     درجـه سـانتي  4 در دمـاي    هفتـه  شش

 شرايط گلخانه تحقيقـاتي     بهپس از آن    . داده شد 
 درجـه   22 سـاعت و دمـاي       16با ميزان روشنايي    

گـراد در     درجـه سـانتي    16گـراد در روز و       سانتي
  در ابتـدا درهـر گلـدان بـزرگ         . شب منتقـل شـد    

 كيلوگرمي سه بوته و پس از استقرار كامل به          20
  .يك بوته تنك شد

ــادير    ــر مق ــشتمل ب ــار خــشكي م ــطوح تيم   س
ــار بــر  -5/0 ، -1، -2، -4، -6  مقــدار اســاس ب

 آب مـورد نيـاز در تكرارهـاي هـر            حجـم  معادل
آبياري كامل در حـد ظرفيـت       . شدتيمار آبياري   

دوره . شــدزراعــي بــه عنــوان شــاهد نيــز اعمــال  
آبياري پس از انتقال به گلخانه تحقيقاتي به طور         



 1392، سال 3، شماره 29-1 جلد ”نهال و بذر نژادي  مجله به”

 538

  .شد انجام ثابت و به صورت هفتگي
 هـاي   طـرح آمـاري بلـوك      آزمايش در قالب  
.  شــد انجــام  تكــرار  پــنج كامــل تــصادفي بــا   

  محاسـبه شـاخص بيوشـيميايي      برايبرداري   نمونه
(Thiobarbituric Acid Reactive Material) 

TBARM     در مـورد هـر تيمـار        و ميزان كلروفيل
پنج روز پس از اعمال آبياري در تيمار مربوطه و          

. از گلدهي در پنج تكرار انجام شـد       در مرحله آغ  
 انجـام   بـراي بـرداري تـصادفي و تكـراردار         نمونه

مطالعات مولكولي و بررسـي بيـان ژن نيـز بـه در             
صـفات  . شـد  انجـام زمان حداكثر رشـد رويـشي       

فنوتيپي شـامل تعـداد بـرگ، سـطح بـرگ، روز            
در . شـد گلدهي و وضعيت ظـاهري ثبـت        % 50تا

 1حسب رتبـه    دهي بر    مورد وضعيت ظاهري رتبه   
 به بدترين وضعيت در تيمـار       5براي شاهد و رتبه     

 نيـز   4 تـا    2هاي   رتبهو   بار اختصاص داده شد      -6
بــه ترتيــب وضــعيت نــسبي حــد واســط را نــشان  

  .دهند مي
گيـري ميـزان كلروفيـل از روش         براي انـدازه  
 اسـتفاده  (Porra et al., 1989) پورا و همكاران

صـورت يـخ    ه  ب ـ(گرم نمونه برگ    5/0مقدار. شد
 ميلـي ليتـر     10بـا   و  كاملاً خرد و يكنواخت     ) زده

پس از سـانتريفوژ    .  درصد مخلوط شد   80استون  
 ، 6/646هــاي در طــول مــوج) A(ميــزان جــذب 

ــپكتروفوتومتر 6/663 ــط اســـ ــانومتر توســـ     نـــ
(Uvikon watford) ميزان كلروفيل . شد ثبتa 

ــل  ــاس   bو كلروفيـ ــر اسـ ــل بـ ــل كـ  و كلروفيـ
  :شده هاي زير محاسب فرمول

chla (mgml-1) = 12.25A663.6-2.55A646.6 

chlb (mgml-1) = 20.31A646.6-4.91A663.6  

chl (mgml-1) = 16.76A646.6-6.34A663.6 كل  

ــدازهبــراي  كــه معيــاري  TBARMگيــري  ان
گيري ميزان تنش اكسيداسيوني است      براي اندازه 

تيوريك كه محصول نهايي     مقدار اسيد تيوبار بي   
هـاي   دار واكنش اكسيداسيون مولكول   و نسبتاً پاي  

ــدازه  ــاتي اســت ان ــزرگ حي ــي ب ــري م ــود گي   . ش
 در ايــن خــصوص از روش هگــگ و همكــاران 

(Hagege et al., 1990)    بـا تغييراتـي اسـتفاده 
 گـرم نمونـه بـرگ را همـوژنيزه          5/0مقـدار   . شد

 ليتـر اسـيد تـري كلرواسـتيك        نموده و يك ميلي   
(15% w/v)اضـر را  محلـول ح .  به آن اضافه شد
  ليتـــر اســـتون بـــه شـــدت  ميلـــي10بـــا افـــزودن 

ــوط  ــرده مخل ــا دور ) ورتكــس (ك  در 4750و ب
  .  شـــد دقيقـــه ســـانتريفوژ15دقيقـــه بـــه مـــدت 

رسوب كوچكي كـه پـس از سـانتريفوژ حاصـل           
  ليتــر اســتون شستـــشو داده،     ميلـــي5شــد را بــا   

 دقيقه  10ورتكس و مجدداً با همان دور به مدت         
ــانتريفوژ  ــردهسـ ــريكـ ــار   و آخـ ــه چهـ   ن مرحلـ

ــد  ــرار ش ــه تك ــدار . مرتب ــپس مق ــي3 س ــر  ميل   ليت
H3PO4 1% ــي ــك ميلـــ ــيد    و يـــ ــر اســـ ليتـــ

 افــزوده ومحلــول (w/v %0.6) تيوباربيورتيــك
قـرار داده    Cº100در دماي    دقيقه   30براي مدت   

هـا در    شد سپس واكنش با سرد كردن سريع لوله       
مقــدار جــذب محلــول . شــدداخــل يــخ متوقــف 
 به وسيله دستگاه    590 و   532حاصل با طول موج     
 (Uvikon 930 Watford) اســـپكتروفوتومتر

  .شدگيري  اندازه
 نـشاندار  DNAبـا كاوشـگر   RNA  گيري دورگ
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  )نورترنگذازي  لكه(فسفر راديو اكتيو 

ــه  ــك لكـــ ــورترن از   تكنيـــ ــذاري نـــ   گـــ
  گيـــــري  هـــــاي مرســـــوم در انـــــدازه   روش

  ايــــن  . اســــت بــــرداري ژن   ميــــزان نــــسخه 
پـذيري و      از تكـرار   روش اگر كمي نيـست ولـي      

  دقـــــت قابـــــل قبـــــولي برخـــــوردار اســـــت
(Butt et al., 1998) .  در ابتدا انتقـالRNA  بـه  

  .ژل آگــــارز و الكتروفــــورز آن انجــــام شــــد 
بـه  RNA پـس از حـذف قـسمتهاي اضـافي ژل،     

بـا   Hybond N+ (Amersham)غشاي نـايلوني  
ــزودن  ــدت   % NaOH 5افــــ ــولار در مــــ   مــــ

ــداقل  ــل 10حـ ــاعت منتقـ ــدسـ ــه من. شـ ــور بـ   ظـ
 DNA  ابتـدا كاوشـگرهاي  گيـري  دورگانجام 

ــدول ( ــ) 1جــ ــفاروز   ه بــ ــتون ســ ــيله ســ   وســ
  مرحلـــه مقـــدماتي پـــيش . ســـازي شـــد خـــالص

 RNAهيبريد با قرار دادن غشاي نا يلوني حامـل          
ــافر ــايدر بـ ــانتي 65  در دمـ ــه سـ ــراد   درجـ گـ

(7%SDS,25O mM Sodium phosphate pH7.2)  به
ــيكر   ــب در شــ ــك شــ ــدت يــ ــايمــ    در دمــ

ــ65 ــانتي درج ــد   ه س ــام ش ــراد انج ــگر . گ   كاوش
ــشاء    ــه غـ ــافري بـ ــيط بـ ــته را در محـ   تـــك رشـ

ــه مــدت يــك  افــزوده و مجــدداRNAًحامــل     ب
گـراد    درجـه سـانتي    65  در دمـاي   شب در شـيكر   

ــت  ــرار گرفـــ ــول   . قـــ ــا محلـــ ــشاء را بـــ غـــ
0.2×SSC/1%SDS شستـــــــــشو و پـــــــــس   

ــيلم     ــت ف ــا س ــردن در ك ــشك ك   x-ray از خ
ــزر  ــانتي -70در فريــ ــه ســ  ــ  درجــ ــراد بــ   ه گــ

 ساعت نگهداري كرده و سـپس ظـاهر         24مدت  
  .شد

  نتايج و بحث
  صفات مورفولوژيك

وضعيت ظاهري گياه و ميزان تغييـرات آن بـا         
ــه ا ــام رتب ــورت    نج ــدهي ص ــل گل ــي در اواي ده

در مــورد كليــه صــفات بــه طــور كلــي . پـذيرفت 
ــك  ــي مورفولوژي ــاوت معن ــاهد   تف ــين ش داري ب

. نـشد  بـار ملاحظـه      -5/0و تيمار   ) آبياري كامل (
صـادق  نيـز   ،  اين مسئله در مورد ميـزان كلروفيـل       

دار صــفات   و معنــي تغييــرات محــسوس   . بــود
 تيمـار شـاهد و      مورفولوژيك مورد ارزيـابي بـين     

ــود -4 و -2تيمارهــاي  ــار كــاملاً مــشهود ب در .  ب
 بار وضعيت متفاوتي ملاحظه شـد،       -6مورد تيمار 

 و سـاير صـفات      اي كـه فنوتيـپ ظـاهري       به گونه 
ــك ــشان دا مورفولوژي ــت چــشمگيري ن ــ اف . ددن

ــال زردي     ــين ح ــده و در ع ــان زودرس ش گياه
ها نيز كاهش نشان   ها شديدتر و تعداد برگ     برگ
در مـورد اغلـب صـفات، تيمارهـا بـه سـه             . ندداد

داري بين   عموماً تفاوت معني  . گروه تقسيم شدند  
ملاحظـه نـشد، همچنـين در مـورد          -5/0شاهد و   

 و -5/0ار برخي صفات اختلاف آماري بـين تيم ـ  
  ).2جدول ( وجود نداشت -1

 

  ميزان كلروفيل

تغييــرات ميــزان كلروفيــل تحــت تــاثير تــنش 
). 1شـكل   (روند كاهـشي خطـي داشـت    خشكي  

تــشابه قابــل تــوجهي در رونــد تغييــرات صــفات  
ــاثير    ــل تحــت ت ــزان كلروفي ــك و مي مورفولوژي
ــوارد    ــده شــد و در اغلــب م ــنش دي تيمارهــاي ت

ــي داري    ــت و معن ــستگي مثب ــه همب ــدملاحظ  ش
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  ها هاي مورد مطالعه به همراه نقش آن  ليست ژن– 1جدول 
Table 1. Gene information and their putative roles 

 
  منابع

References  
 پروتئين يا نقش مفروض

Protein or putative role 
 نام همسانه

Clone name 
 علامت اختصاري

code 
Navabpour et al., 2003  پروتئينآنزيم تجزيه 

Enzyme in protein degradation 
 سيتئين پروتئاز

Cyctein protease 
C7 

Noh and Amasino, 1999 آنزيم تجزيه پروتئين اختصاصي مرحله پيري برگ 
Specific protease enzyme in leaf 
senescence 

 سيتئين پروتئاز
Cyctein protease 

C12 

Navabpour et al., 2003 سيدانپروتئين پاداك 
Anti-oxidant proteine 

 ينينمتالوتا
Metallothionein 

Mt1 

Buchanan Wollaston, 

1997 
 پروتئين القاي تحمل عليه عوامل بيماريزا

Protein resistance gene 
PRIa 
Protein Resistance I 

C94 

Escoubas et al., 1995 پروتئين كمپلكس مانع از تنش تشعشع نوري 
Complex protein against photo stress 

  ژن فتوسنتزي
Light harvesting complex 

Lhcb 

Mackerness et al., 1999 پروتئين آنزيمي ربيسكو 
Rubisco small sub unit gene 

  ژن فتوسنتزي
Rubisco photosynthetic gene 

RBCS 

Buchanan Wollaston, 

1997 
 O2H2پروتئين آنزيمي كاتالاز با نقش كنترل ميزان 

Catalase enzyme that control H2O2 
level 

  ژن كاتالاز
Catalase gene 

CAT1 

Navabpour et al., 2007 عامل رونويسي 
Transcription factor 

basic Helix-Loop-Helix (bHLH) 
C6 

Mackerness et al., 1999  سيموتاز با نقش كنترل ديپروتئين آنزيمي سوپراكسيد
 ميزان يون سوپر اكسيد

SOD protein that control super oxide 
ion level 

  ژن سوپراكسيد
Super oxide gene I  

SOD1 

  
وجود ). جدول همبستگي نشان داده نشده است     (

چنــين همبــستگي بــالايي در ســاير مطالعــات نيــز 
بر اين اسا س ميزان كلروفيل      . گزارش شده است  

به عنوان يك شاخص بيوشيميايي با ثبات و قابل         
ماد براي ارزيابي تحمل نسبي به تنش خشكي        اعت

نتايج ساير تحقيقات نيز مؤيـد ايـن        . استمد نظر   
ــت  ــسئله اســ   ؛Shao et al., 2005 (مــ

Farshadfar and Javadinia, 2011؛  
Dhanda et al., 2004.(  

  
  TBARMسنجش 

ــنش  ــولي اغلـــب تـ ــدگاه مولكـ ــاي  از ديـ   هـ
محيطي از جنبـه افـزايش فرآينـدهاي اكـسيداتيو          

ــشتر ــستندك م ــشكي   . ه ــنش خ ــر ت ــن نظ   ازا ي
  اساســـاً بـــا اعمـــال تـــنش . نيـــست نيـــز اســـتثنا 

ــال   ــزان راديك ــشكي مي ــسيژن   خ ــال اك ــاي فع  ه
(Reactive Oxygen Species: ROS)  افزايش

ــنش  ــه واك ــه و چنانچ ــر   يافت ــي و غي ــاي آنزيم ه
هـا را تعـديل      آنزيمي، سطح مناسب اين راديكال    

 ان در پــي. دهــد  تــنش اكــسيداتيو رخ مــينكنــد
خساراتي نظيـر آسـيب غـشاي سـلولي، افـزايش           

ــي   ــسيداسيون چرب ــد اك ــيش از ح ــل   ب ــا حاص ه
هـاي حيـاتي      با تشديد اين امـر مولكـول       .شود  مي

 نيز در معرض خطر قرار      DNAها و    نظير پروتئين 
گرفته و نهايتاً پيري سلولي و پس از آن نكروز و           

بــا توجــه بــه مــوارد . دهــد مــرگ ســلول رخ مــي
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  كلزا در تيمارهاي تنش خشكي مورفولوژيكسه ميانگين صفات  مقاي-2جدول 
Table 2. Mean comparison of phenotypic traits of rapeseed in drought stress treatments 
 

 تيمار خشكي

Drought treatment 
(Water potential-bar) 

 تعداد برگ

Leaf 
number 

 سطح برگ

Leaf area 
(cm2) 

 گلدهي% 50روز تا 

Day to 50% flowering 

 وضعيت ظاهري

Visual scoring 

 )آبياري كامل(شاهد

Control (Full irrigation) 
29.3a 712.5a 211.7a 1.0a 

-0.5 27.6ab 681.3a 208.1a 1.3ab 
-1 15.3bc 547.1b 185.7b 1.8b 
-2 23.9c 462.8c 176.5bc 2.8c 
-4 18.2d 301.2d 167.1c 3.8d 
-6 10.1e 160.1e 148.9d 5.0e 

  ).آزمون چند دامنه دانكن( هستند ٪5دار در سطح احتمال  ها با حروف مشابه در هر ستون فاقد اختلاف معني ميانگين
Means in each column with similar letters are not significant different at 5% level of probability (Duncan ُ s multiple range test). 

 بـار و مقـادير      -6 براي بـدترين فنوتيـپ در تيمـار          5 براي فنوتيپ شاهد و عدد       1عدد   (تعيين شد دهي يك تا پنج      ظاهري گياه بر مبناي رتبه    وضعيت  
  ).در نظر گرفته شدحدواسط به طور نسبي 

Visual scoring: score 1 shows no significant difference compared with control, score 5 is the worst apperence at -6 bar, score 2-4 are 
intermediate points between tow extreams. 
 

مــذكور ارزيــابي ســاده وســريع ميــزان تــنش      
در ايــن راســتا . اســتاكــسيداتيو حــايز اهميــت  

ــدازه ــزان   انـ ــري ميـ ــوان  TBARMگيـ ــه عنـ    بـ
ــلولي و     ــسيداسيون سـ ــزان اكـ ــصي از ميـ شاخـ

 بل قبولي دارد  ها كارآيي قا   پراكسيداسيون چربي 
(Hagege et al., 1999) . با افزايش شدت تنش

 البتــه يافــت، افــزايش TBARMخــشكي ميــزان 
   نـسبت بـه    -6كاهش مقـدار نـسبي آن در تـنش          

بـه  . )2شـكل   (بود   بار تنها استثنا در اين روند        -4
 بار با سرعت بـالايي      -6رسد شدت تنش     نظر مي 

 هـا  منجر به بروز تنش اكسيداتيو و مـرگ سـلول         
گيـري، افـت     روز تـا انـدازه  پنج و در فاصله     شده

ــزان  ــبب TBARMمي ــده آن را س ــتش در .  اس
 TBARMداري بـين ميـزان       مقابل تفـاوت معنـي    

 بــار ديــده -5/0و تيمــار ) آبيــاري كامــل(شــاهد 
 TBARMبه طور كلي روند افزايش ميزان       . نشد

و كاهش ميزان كلروفيل با بالا رفتن شدت تنش         
هـا   نتايج برخي آزمـايش  .انطباق زيادي نشان داد

دهد كه با افزايش تنش، غلظـت منيـزيم           نشان مي 
بـا توجـه بـه ايـن كـه          . يابـد   در برگ كاهش مـي    

منيـــزيم يـــك عنـــصر ضـــروري در ســـاختمان  
توانـد كـاهش      كلروفيل است، ايـن موضـوع مـي       

ــه نم ــل را توجيـ ــدكلروفيـ ــواع . ايـ ــي انـ از طرفـ
هاي فعال اكسيژن سبب بي رنگ شـدن          راديكال

شـــود  يـــا اضـــمحلال رنگدانـــه كلروفيـــل مـــي 
(Mauchamp and Methy, 2004) . چنـين   هـم

تنش خشكي بـا افـزايش غلظـت انـواع اكـسيژن            
هـاي كلـروفيلاز و       فعال، توليـد و فعاليـت آنـزيم       

پراكسيداز را در جهت تجزيـه كلروفيـل تـشديد          
  .(Huber et al., 1998)كند  مي

  هاي القايي بيان ژن

  هـــاي مهـــم الگـــوي افتراقـــي بيـــان برخـــي ژن
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 روز پس از انجام آخرين آبياري در پنج  كلزا تغييرات ميانگين ميزان كلروفيل در بافت برگ-1شكل 
  مرحله آغاز گلدهي

Fig. 1. Changes of mean chlorophyll content in leaves of rapeseed at flowering stage 
five days after the last irrigation 

  .هستند٪ 5دار در سطح احتمال  ها با حرف مشابه فاقد اختلاف معني ستون
Bars with similar letters are not significantly different at 5% level of probability. 
 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 در مرحله انجام آخرين آبياري روز پس از كلزا پنج بافت برگ  درTBARM تغييرات ميزان -2شكل 
  آغاز گلدهي

Fig. 2. Changes of TBARM in leaf tissue of rapeseed at flowering stage five days after 
the last irrigation 

  . هستند٪5دار در سطح احتمال  ها با حرف مشابه فاقد اختلاف معني ستون
Bars with similar letters are not significantly different at 5% level of probability. 
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ــتفاده از تكنيـــك   ــا اسـ ــايي بـ ــاعي و القـ   دفـ
تحـت تـاثير تـنش خـشكي         ترنرنـو گـذاري     لكه

هـاي فتوسـنتزي نظيـر       ميزان بيـان ژن   . شدبررسي  
(RUBISCO: Rubisco small sub unit) RBCSو  

(Light harvesting complex binding proteins) 

Lhcb بــا افــزايش شــدت تــنش خــشكي كــاهش 
 و بـه    -1شدت كـاهش بـراي تيمـار        . نشان دادند 

ــژه  ــا كــاهش  -5/0وي ــود ام ــاد نب ــدان زي ــار چن  ب
ــان ايــن ژن  ــزان بي   هــا در تيمــار محــسوسي در مي

 -4در مورد تيمارهاي تـنش      .  بار ملاحظه شد   -2
 بـار مقـدار كـاهش بـه طـور           -6و به طور اخص     

روند كاهشي  ). 3شكل   (شده  ظلاحچشمگيري م 
هاي فتوسنتزي طـي تـنش خـشكي قابـل           بيان ژن 

نتايج مشابهي توسط ساير محققـين بـا        . انتظار بود 
كــاربرد ســاير تيمارهــاي تــنش زا گــزارش شــده 

ــت  ؛ Navabpour et al., 2003 (اســـ

Mackerness et al., 1999.(  
 كه سطح MTI (Metallothionein)همسانه 

ــالايي طــي ــان ب  پروســه پيــري و تحــت تيمــار  بي
اكسيداتيو نيترات نقره داشت الگوي بيان جالـب        
توجهي طي اعمال سطوح تنش خشكي نشان داد  

گونــه  ايــن ژن در تيمــار شــاهد هــيچ). 3شــكل (
فعاليتي نـشان نـداد و بـا كـاهش پتانـسيل آب تـا               

 بار روند افزاشـي خطـي نـشان داد و از            -2سطح  
ــاي     ــاثير تيماره ــت ت ــس تح ــار -6  و-4آن پ  ب

چنـين الگـوي بيـاني در       . كاهش نسبي نـشان داد    
هـاي متـابوليكي     ها و فعاليـت    ن مورد بسياري از ژ   

رسـد عوامـل     بـه نظـر مـي     . شود ها ديده مي   آنزيم
ها با بيـشترين ظرفيـت ممكـن تـا           كنترلي بيان ژن  

نـسبت بـه يــك   ) آســتانه(يـك نقطـه حـداكثري    
واكـنش مثبـت نـشان      ) نظير تنش (عامل محرك   

دليـل عـدم وجـود پتانـسيل        ه  و از آن پس ب ـ    داده  
كافي براي واكنش رونـد كاهـشي فعاليـت قابـل           

 كننـده پـروتئين   رمز  MTIژن. انتظار خواهد بود
ــاينين اســت و نقــش مهــم آن ســم  ــي  متالوت   زداي
ــلول   ــنگين در سـ ــزات سـ ــوء فلـ ــر سـ ــتاثـ   اسـ

(Murphy and Taiz, 1995) .  از طرفي شـواهد
ر خـلال پروسـه     انكارناپذيري در نقش اين ژن د     
رســد ايــن ژن در  پيــري وجــود دارد بــه نظــر مــي

  كمــك بــه بقــاي ســلول بــه منظــور انتقــال كليــه  
هـاي   اي بـه دانـه و انـدام        مواد پروتئينـي و ذخيـره     

  كنـــد  مـــياي فعاليـــت مهـــم و مـــوثري  ذخيـــره
  ).Butt et al., 1998 ؛2003پور و همكاران،  نبي(

 كننـده پـروتئين   رمـز ) C94) PR1 aهمـسانه  
هـا، الگـوي بيـان      بيمارگرلقاء مقاومت نسبت بـه      ا

ايـن ژن   ). 3شكل  ( نشان داد    MTIمشابهي با ژن    
تيمــار (نيــز در فراينــد پيــري و تــنش اكــسيداتيو  

افزايش فعاليت قابل تـوجهي نـشان       ) نيترات نقره   
رســد ايــن ژن نــسبت بــه اغلــب  بــه نظــر مــي. داد

ــنش ــده    ت ــر زن ــده و غي ــاي محيطــي اعــم از زن ه
نتـايج مطالعـات مختلـف      . دهـد   مي واكنش نشان 

مبين افزايش بيان ايـن ژن تحـت تـاثير پرتـو فـرا              
، تيمارهــاي (Jansen et al., 1998) بــنفش

، (Navabpour et al., 2003) زا شـيميايي تـنش  
ــرك ــري زودرس   محـــ ــا ي پيـــ ــاي القـــ   هـــ

(Gan and Amasino, 1997) و برخـــي 
ــون   ــامل هورمـ ــر شـ ــاي ديگـ   ،  ABAتيمارهـ

  اتــــــيلن اســــــت تــــــاريكي، خــــــشكي و  
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 RNAبا استخراج   .  نورترن گذاري   لكه هاي مورد مطالعه با استفاده از تكنيك        الگوي بيان همسانه   -3شكل  
پــنج روز پــس از اعمــال تيمارهــاي آزمايــشي و انتقــال آن بــه غــشاء حــساس نــايلوني پــروب راديواكتيــو  

 پيـري آغـاز زرد شـدگي        2مرحله  : S2. شدي نتايج مرتب    هاي فوق انجام و با ظهور فيلم راديوگراف        همسانه
بـرداري   هـا اسـپري و پـس از دو روز نمونـه             بر روي بـرگ    mM2با غلظت   ) نيترات نقره ( AgNo3. ها برگ
  . شدانجام 

Fig. 3. Gene expression pattrrn based on northern blot analysis technique. RNA was 
extracted from leaf tissue at flowering stage, five days after irrigation. Then RNA was 
bloted to Nylon membrane and probed with selective 32P labelles gene fragments, result 
has ordered after x-ray film was produced. 
S2: Senecent leaves stage 2 
Agno 3: Silver nitrate was sprayed (2mM) on leaves and samples were taken 2 days 
after spray. 

  
 )Santamaria et al., 2001؛  

Ging et al., 2009( .جاكـه اعمـال كليـه      آناز
 بيمارگرهـا جمله حملـه    هاي مذكور و از آن     تنش

هاي فعال اكسيژن همراه است      با افزايش راديكال  

رسـد كـه ايـن ژن نـسبت طيـف            چنين به نظر مي   
ها در جهت افزايش بيان       وسيعي از راديكال   تاًنسب

  .دهد واكنش نشان مي
كه بـه ترتيـب    SOD1  و CAT1هاي همسانه

 

 Drought stress (bar)     تنش خشكي

Cont.     -0.5        -0.1        -0.2      -0.4    -0.6 
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هــــــاي كاتــــــالاز و   كننــــــده آنــــــزيم رمز
 سوپراكسيدديسموتاز هـستند الگـوي بيـان نـسبتاً        

مشابهي داشتند هرچند ميزان واكنش ژن كاتالاز       
آنـزيم  . نسبت به تشديد تيمار خشكي بيـشتر بـود        

راكسيد ديسموتاز نقش منحصر به فـردي در        سوپ
O2(پاكسازي يون سوپراكسيد    

و تبديل آن بـه     ) -
در ادامـــــــه . آب و پراكـــــــسيدهيدروژن دارد

پراكــــسيدهيدروژن توســــط آنــــزيم كاتــــالاز 
ــي ــسازي مـ ــود پاكـ ــادل  غلظـــت. شـ ــاي متعـ هـ

ــال ــاي    راديك ــوان فاكتوره ــه عن ــذكور ب ــاي م ه
هـا    ژن رو اين  از اين . سيگنالي حائز اهميت هستند   

كــه واجــد نقــش كنترلــي و تنظــيم تعــادل نــسبي 
ــال ــامان  راديكـ ــستند در سـ ــاي آزاد هـ دهـــي  هـ

 هاي متابوليكي سلول نقـش مهمـي دارنـد         فعاليت
(Mackerness et al., 1999).  

هـاي    كـد كننـده پـروتئين    C12 و C7همسانه 
هـا    كـه نقـش آن     هستندآنزيمي سيستئين پروتئاز    

هاي بزرگ و    تئينپپتيدي پرو  شكستن زنجيره پلي  
اهميت ايـن   . ها به اسيدهاي آمينه است     تجزيه آن 

مسئله در خلال فرآيند تـنش بـا توجـه بـه تنظـيم              
اسمزي فـشار سـلولي و انجـام تبـادلات انتخـابي            

جا كه   نآاز طرفي از    . العاده زياد است   غشاء فوق 
تداوم شرايط تنش و يا تـشديد مقـدار آن منجـر            

شــود،  ول مــيبــه نكــروز و در نهايــت مــرگ ســل
  ) هــاي بــزرگ مولكــول(اي  انتقــال مــواد ذخيــره

  هـــا بـــه تنهـــا از طريـــق تجزيـــه و تفكيـــك آن
  باشـــد پـــذير مـــي تـــر امكـــان اجـــزاي كوچـــك

(Munne-Bosh and Alegre, 2004) .  الگـوي
افتراقــي بيــان ايــن دو همــسانه شــباهت چنــداني  

 در ســطوح پــائين C7در مــورد همــسانه . نداشـت 
 بار افزايش محـدود     -1ه   ب -5/0تيمار خشكي از    

بيان و از آن پس در كليه تيمارها ميزان چشمگير          
در ). 3 شـكل (بيان ژن به طـور ثابـت ديـده شـد            

هـاي اختـصاصي      كـه از ژن    C12كه همسانه    حالي
بيان شده در خلال فرايند پيري است و نسبت بـه           

ــره كوچــك   ــرات نق ــسيداتيو نيت ــار اك ــرين  تيم ت
جالـب تـوجهي   بـه طـور   . دهد واكنشي نشان نمي 

 بـار  -4در سطوح بالاي تيمـار خـشكي بـه ويـژه          
  . محسوسي نشان داشتبيان نسبتاً

ــا    از ژنC6همـــسانه    هـــاي همـــسانه شـــده بـ
  بـــودcDNA- AFLPاســـتفاده از تكنيـــك  

(Navabpour et al., 2007) .   ايـن همـسانه بـر 
يـابي بـا ژن      اساس اطلاعات پايگاه ژنتيكي توالي    

اين ژن به عنـوان     . دادكيناز مشابهت كاملي نشان     
 و از ايـن     كنـد   مـي يك فـاكتور رونويـسي عمـل        

هـاي   اي از ژن   توانـد بيـان مجموعـه      جهت كه مي  
 حـائز اهميـت     كندساختاري و عملياتي را كنترل      

اين ژن الگوي بيان جالـب تـوجهي   . استزيادي  
ــه طــوري  ــائين تــنش   داشــت ب كــه در ســطوح پ

ــادي ) - 5/0 و -1(خـــشكي  ــان زيـ ــزايش بيـ افـ
ت و پــس از آن افــزايش فعاليــت بــه طــور نداشــ

 بار به حداكثر مقدار رسيد      -4خطي افزوده و در     
از .  بار كـاهش شـديدي نـشان داد        -6و در تيمار    

طرفي اين ژن در خلال پروسه پيري بيـان بـالايي           
كه تيمار اكسيداتيو نيترات نقره      در حالي . داشت

براسـاس نتـايج    . واكنش چندان قوي نـشان نـداد      
العه و بررسي رفتار اين همسانه به ويژه    حاصله مط 
 آن موضوع بسيار جالبي تلقـي       راه انداز در سطح   
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  . شود مي
در ايــن تحقيــق تــاثير ســطوح مختلــف تــنش 
خشكي بر برخي خصوصيات مهـم زراعـي، بيـو          

هـاي القـايي در كلـزا بررسـي           شيميايي و بيان ژن   
 بار تاثير منفـي  -5/0نتايج نشان داد كه تنش  . شد

ر صفاتي چون تعداد وسطح برگ، زمان       زيادي ب 
ميزان شاخص  . گلدهي و ميزان كلروفيل نداشت    

ــور در     ــار مزب ــز در تيم ــلولي ني ــسيداسيون س اك
بـه  . داري نشان نـداد     مقايسه با شاهد تفاوت معني    

هـاي فتوسـنتزي مـورد        همين ترتيب افت بيان ژن    
بـر  .  بار محـسوس نبـود     -5/0مطالعه نيز در تيمار     

رسد كـه صـرفه        چنين به نظر مي    اساس اين نتايج  
جــويي در ميــزان آب آبيــاري بــدون بــروز افــت 

. پـذير باشـد     دار صفات مورد بررسي امكـان       معني
دار ميـزان صـفات مطلـوب         عموماً كـاهش معنـي    

ــزايش شــاخص اكــسيداسيون   ــورد بررســي، اف م
هـاي مـورد      سلولي و تغييرات جهت دار بيـان ژن       

عاليــت ف.  بــار تــشديد شــود-2ارزيــابي در تــنش 
 بـار   -1هاي القـايي مقاومـت در تيمـار           اغلب ژن 

. بيشتر شد و با تشديد تنش خشكي افزايش يافت        
ــل ملاحظــه فعاليــت ژن اختــصاصي   ــايج قاب از نت

ــود كــه در تيمــار تــنش ) C12همــسانه (پيــري    ب
 بار افزايش چشمگيري نشان داد، ايـن مـسئله          -4

كــه مبــين مــسير مــشترك ژنتيكــي فعاليــت ايــن  
د موضوع جالبي براي تحقيقات بعـدي       همسانه بو 

  .رسد نظر مي به
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