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گندم در مرحله پيري و پاسخ به  در برگاكسيدان  هاي آنتي منظور بررسي ميزان بيان برخي ژن اين مطالعه به
. صورت گرفت ).Septoria tritici( در دو ژنوتيپ حساس و مقاوم به بيماري سپتورياي برگيواكنش  فوق حساسيت 

تكرار انجام  3هاي كامل تصادفي در  الب طرح بلوكدر ق 10#ها شامل رقم حساس تجن و لاين مقاوم  ژنوتيپمطالعه 
، )S1(هاي پاييني  آغاز زرد شدن برگ  مرحله 4برداري در  ها در مرحله پيري، نمونه به منظور ارزيابي بيان ژن .شد

 60، مشاهده حدود )S3(ها  درصد زردي برگ 40، مشاهده حدود )S2(ها  درصد زردي برگ 20مشاهده حدود 
) HR( فوق حساسيتها در واكنش  براي مطالعه الگوي بيان ژن. صورت گرفتو برگ سبز ) S4(ها  درصد زردي برگ

. هاي آلوده صورت گرفت كوبي عامل سپتورياي برگي در مرحله ظهور سنبله از برگ پس از مايهبرداري  نمونه
نتايج نشان . صورت گرفت Real-timePCR هاي كاتالاز، متالوتاينين و گلوتامين سنتتاز با استفاده از ارزيابي بيان ژن

بالاترين ميزان را براي هر دو رقم  HRو واكنش  S4پيري   در مرحله) TBARM( داد كه سطح اكسيداسيون سلولي
كاهش قابل توجهي را از لحاظ آماري نشان داد كه  HR  ميزان كلروفيل با افزايش روند پيري و طي واكنش. داشت

  هاي كاتالاز و متالوتاينين تا مرحله ميزان بيان نسبي ژن. دشمشاهده  HRو واكنش  S4ري پي  كمترين ميزان در مرحله
S4 در واكنش. افزايش يافتHR  كه بيان ژن كاتالاز در  ميزان بيان نسبي اين دو ژن متفاوت بود طوريHR )86/3 (

 S4سطح بيان آن در مرحله  قم مقاوم هم كه بيان ژن متالوتاينين در ر بود در حالي) S2 )69/3برابر با مرحله  اتقريب
كاهش  S4داري نشان داد و سپس در مرحله  افزايش معني S3  بيان ژن گلوتامين سنتتاز نيز تا مرحله. پيري بود) 07/9(

 .قرار گرفت S2نيز از ميزان بيان اين ژن كاسته شد به طوري كه تقريبا هم رديف  HRدر واكنش . يافت

 هاي كليدي واژه
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   مقدمه
به . باشد امروزه گندم غذاي اصلي مردم بسياري از كشورها مي

هاي زير كشت جهان به  درصد زمين 16-15طور متوسط ساليانه 
درصد كالري  20شود، و بيش از  اين محصول اختصاص داده مي
). Shao et al. 2005(كند  مين ميامورد نياز جمعيت جهان را ت

هاي طبيعي  احل مختلف رشد در تمام محيطهاي گندم در مر بوته
شرايط آب و هوايي، . هاي گوناگون قرار دارند در معرض تنش

هاي هرز  زاي گياهي و علف عناصر غذايي، آفات، عوامل بيماري
در بين . كنند از جمله عواملي هستند كه توليد گندم را تهديد مي

در حال  .دها از اهميت بيشتري برخوردارن زا قارچ عوامل بيماري
در  Mycosphaerella graminicola 1حاضر سپتوريوز برگي گندم

گياهان در پاسخ به عوامل . باشد بسياري از مناطق دنيا شايع مي
هاي  زا داراي مكانيسم دفاعي سريع كه شامل مرگ سلول بيماري

به اين نوع سيستم دفاعي، . باشند اطراف مكان آلودگي است، مي
 - از نظر ژنتيكي. شود گفته مي) HR( 2پاسخ فوق حساسيت

فيزيولوژيكي واكنش فوق حساسيت كه يكي از مصاديق مرگ 
رود، حائز اهميت زيادي  به شمار مي 3ريزي شده سلول برنامه
در نهايت به مرگ  PCDد كه اگرچه فرآيند كربايستي توجه . است

دهد كاملا  شود ولي از آنچه در نكروز سلول رخ مي سلول ختم مي
در واقع نكروز يك پديده غيرفعال و به طور . ت استمتفاو

فرآيندي فعال، تحت  PCDكه  شود در حالي معمول مضر تلقي مي
گمان هدفمند و در بسياري از موارد مفيد است  كنترل ژنتيكي و بي

)Gan and Amasino 1997 .( بر اساس نظر برخي متخصصين
از . ده استمعرفي ش PCDبيولوژي مولكولي پيري نيز از اقسام 

تفاوت دردامنه  HRجمله اختلافات واضح بين پيري و واكنش 
تر است، از  بسيار كوتاه HRزماني بروز آنهاست كه در واكنش 

طرفي دامنه اهداف بيولوژيك و فيزيولوژيك در پيري به مراتب 
همچنين بيان برخي ). Rao and Davis 2001(باشد  تر مي گسترده

كد كننده پروتئين ( SAG12ز جمله هاي وابسته به پيري ا ژن
با (و ژن متالوتاينين ) سيستئين پروتئاز در كلزا و آرابيدوپسيس

مبين ) Delorme et al. 2000) (هاي فلزي زدايي يون نقش سم

                                                            
1 Septoria tritici blotch (STB) 
2 Hypersensitive reaction (HR) 
3 Programmed cell death (PCD) 

با . باشد ريزي سلول مي ها در فرآيند مرگ برنامه نقش برجسته آن
 HR شهاي قابل توجهي بين فرآيند پيري و واكن اين همه شباهت

بر اساس تحقيقات پيشين . در سطح سلولي گزارش شده است
هاي مختلف  نتايج متفاوتي براي تغييرات كلروفيل تحت تنش

گروهي از محققان نتيجه گرفتند كه تنش . بدست آمده است
دهد لذا كاهش كلروفيل در  را كاهش مي aشوري ميزان كلروفيل 

كننده به حساب  تواند به عنوان يك عامل محدود شرايط تنش مي
گروهي ديگر ميزان كلروفيل برگ . )Ameerkhanetal 2006(آيد 

دند كرگيري كردند و گزارش  سويا را در سطوح مختلف اندازه
دهد، اين افزايش  افزايش تنش ميزان كلروفيل برگ را افزايش مي

در . )Wangetal  2001(ها مرتبط است  كلروفيل با تيره شدن برگ
. دست آمده است يج متفاوتي تحت تنش بهمورد كلروفيل نتا

افزايش تنش، غلظت منيزيم در برگ كاهش  باگزارش شده 
كه منيزيم يك عنصر ضروري براي ساختن   باتوجه به اين. يابد مي

. تواند كاهش كلروفيل را توجيه كند كلروفيل است اين موضوع مي
هايي  هرنگ شدن يا از بين رفتن رنگدان انواع اكسيژن فعال سبب بي

 Mauchamp(شوند  اي مي مانند كلروفيل و ساير تركيبات رنگيزه

and Methy 2004 .(پراكسيداز كه   در شرايط تنش، افزايش آنزيم
كاهش  در كاهش كلروفيل نقش دارد گزارش شده است، همچنين

 Zia tabar(مشاهده شده است  H2O2كلروفيل با افزايش غلظت 

ahmadi and Babaeian 2002 .(پيري و زرد شدن   ا آغاز مرحلهب
اساسا . دهد كاهش محسوسي نشان مي  ، ميزان كلروفيل برگ

هاي  ترين شاخص كاهش كلروفيل در روند پيري يكي از مهم
 Hukmani and(باشد  هاي گياهي مي تشخيص پيري در سلول

Tripathy 1994 .( ،از منظر ژنتيك سلولي پيري فرآيندي اكسيداتيو
در عين حال . هاي فعال اكسيژن است اديكالناشي از تجمع ر

نيز هاي زنده و غيرزنده  هاي مختلف محيطي شامل تنش تنش
تغيير روند سطح . شوند مي 4هاي آزاد اكسيژن سبب توليد راديكال

هاي اكسيداتيو از جمله وقايع مهم و  اكسيداسيون و ميزان راديكال
د شوهاي محيطي و فرآيند پيري محسوب مي مشترك تنش

)Wang et al. 2001 .(ها موجب  افزايش غلظت اين راديكال
ها و اسيدهاي نوكلئيك  آسيب رساندن به ليپيدهاي غشا، پروتئين

از آنجا ). Buchanan 1994; Noctor and Foyer 1998( شود مي
                                                            
4 Reaction oxygen species (ROS) 
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كه مراحل رشد و نمو گياه و در پي آن مرحله فيزيولوژيك پيري 
ها ايجاد  تعادل اين راديكالتوجهي در تغيير  نيز تغييرات قابل

گيري ميزان خسارت حاصله در مراحل مختلف نمو  د، اندازهكن مي
از . ويژه در كنار ساير صفات مورد ارزيابي اهميت زيادي دارده ب

هاي مزبور و پيچيدگي  طرفي با توجه به سرعت تبديل راديكال
گيري ميزان  فعل و انفعالات بيوشيميايي در اين زمينه اندازه

در عين حال . باشد تغييرات اكسيداتيو بسيار مشكل و پرهزينه مي
محصول نهايي و (آلدئيد  كه در آن مالون دي TBARM1سنجش 

، )ها و اكسيداسيون سلولي با ثبات نسبي پراكسيداسيون چربي
شود، به عنوان شاخصي از ميزان اكسيداتيو در  گيري مي اندازه

همچنين در سطح . باشد ميسطح سلولي و مولكولي قابل ارزيابي 
ها از مهمترين وقايع سلولي  مولكولي تغيير الگوي بيان برخي ژن

هاي كد كننده  ژن. شود در حين فرآيند پيري محسوب مي
اكسيدان از جمله سوپر اكسيد ديسموتاز، هاي آنتي آنزيم

 هاي اسفناج و تنباكو آسكوربيت پراكسيداز و كاتالاز در برگ
 Hodges and Forney 2000; Oh(كند  مي كاهش پيدا تحت تنش

et al. 2005(كه  ، در صورتي)2000(Ye et al.  كردند كه  گزارش
هاي آرابيدوپسيس بعد از گلدهي فعاليت آنزيم  در برگ

رسد  به نظر مي .يابد ميآسكوربيت پراكسيداز تا پنج برابر افزايش 
بافت اين اختلاف ناشي از نوع گونه گياهي، مرحله رشد و نمو 

محققان  ).Casano et al. 1994(باشد  گياهي و شرايط محيطي مي
 Septoriaدر بررسي نقش پراكسيد هيدروژن در مقاومت گندم به 

tritici  در دو رقم حساس و مقاوم بيان كردند كه جلوگيري از
در رقم حساس وابسته  H2O2رشد بيمارگر به زمان و محل تجمع 

فعاليت پراكسيداز كل و رونوشت  باشد و پس از آلودگي گياه مي
 Shettyetal(يابد  ژن مربوط به آن در رقم حساس افزايش مي

هاي  در واقع الگوي فعاليت پراكسيداز و تجمع رونوشت. )2003
بر اساس آنچه . باشد دهنده نقش آن در ايجاد مقاومت مي آن نشان

اي ه د اين مطالعه به منظور ارزيابي الگوي بيان برخي ژنشاشاره 
هاي آنتي اكسيدان طي مراحل پيري برگ و واكنش  كد كننده آنزيم

همچنين ميزان . فوق حساسيت در دو رقم گندم انجام گرفت
ها با  كلروفيل و شاخص اكسيداسيون سلولي و ارتباط متقابل آن

 .هاي مزبور بررسي شده است تغيير الگوي بيان ژن

                                                            
1 Thiobarbituric acid reactive materia 

   هامواد و روش
  برداري مواد گياهي و نمونه 

اين تحقيق در گلخانه تحقيقاتي دانشگاه علوم كشـاورزي و منـابع   
هـاي كامـل    در قالـب طـرح بلـوك    1390طبيعي گرگان در سـال  

ارقام گندم مـورد اسـتفاده در ايـن     .تكرار انجام شد 3تصادفي در 
و لايـن  ) حساس به بيمـاري سـپتورياي برگـي   (مطالعه رقم تجن 

كاشـت در داخـل   . بـود  )مقاوم به بيماري سپتورياي برگـي ( #10
در هر . هايي با گنجايش هفت كيلوگرم خاك صورت گرفت گلدان

د و بعـد از  شبذر بعد از ضد عفوني شدن كشت  30گلدان حدود 
بوته  15رسيدن گياهان به مرحله جوانه زني و رشد اوليه به تعداد 

هـا در   به منظور ارزيابي تغييـرات بيـان ژن  . دشدر هر گلدان تنك 
هـاي   آغاز زرد شدن برگ(مرحله  4برداري در  ي، نمونهمرحله پير

ــاييني  ــرگ 20، مشــاهده حــدود )S1(پ ــا  درصــد زردي ب ، )S2(ه
 60، مشاهده حـدود  )S3(ها  درصد زردي برگ 40مشاهده حدود 

بـراي  . صـورت گرفـت  و بـرگ سـبز   )) S4(ها  درصد زردي برگ
ز بـرداري پـس ا   نمونـه  HRها در واكنش  بررسي تغييرات بيان ژن

. هاي آلوده صورت گرفـت  زني در مرحله ظهور سنبله از برگ مايه
زني مصنوعي در مرحلـه ظهـور سـنبله توسـط سوسپانسـيون       مايه

اسپور قارچ بيماري سپتوريوز كـه در آزمايشـگاه تهيـه شـده بـود      
  . صورت گرفت

 TBARMگيري كلروفيل و  اندازه

اسـتفاده   .Porra et al) 1989(گيري كلروفيـل از روش  براي اندازه
را كاملا خـرد  ) به صورت منجمد(گرم نمونه برگ 5/0مقدار . شد

پـس از  . كنـيم درصـد مخلـوط مـي    80ليتـر اسـتون   ميلي 10و با 
و  6/663و  6/646در طول موجهاي   )A(سانتريفوژ ميزان جذب 

 aميـزان كلروفيـل   . نانومتر توسط اسـپكتروفتومتر ثبـت شـد    750
)Chl a(  ــل ــر اســاس   )b )Chl bو كلروفي ــل ب ــل كلروفي و ك

  .هاي زير محاسبه شد فرمول
Chl a (mgml-1) =12.25A663.6 –2.55A646.6   
Chl b (mgml-1) = 20.31A646.6 – 4.91A663.6     

Chl (mgml-1) = 16.76A646.6 – 6.34A663.6  كل  
براي سنجش ميزان اكسيداتيو در سطح سلول، ميزان مالون دي 

) در فرآيند اكسيداسيون سلولي با ثبات بالاماده نهايي كه (آلدئيد 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
94

.1
0.

1.
6.

2 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
25

-0
6-

07
 ]

 

                             3 / 10

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1394.10.1.6.2
http://mg.genetics.ir/article-1-1341-fa.html


  پور و همكارانسعيد نواب       ...فوق حساسيت و فرآيند كنشتجزيه و تحليل مولكولي وا
 

 62  1394بهار/1شماره/همددوره/ ژنتيك نوين

 

 Hagege) 1990(بدين منظور از روش تغيير يافته . گيري شد اندازه
  .استفاده شد
   و ارزيابي بيان ژن RNAاستخراج 
در مراحل مختلف پيري و در زمان بروز  )گرم 5/0(  نمونه برگ

ناشي از سپتوريوز برگي برداشت و بلافاصله در ازت  HRواكنش 
درجه  - 80در دماي  RNAمايع منجمد و تا زمان استخراج 

از  Biozolتوسط كيت  RNAاستخراج . دشگراد نگهداري  سانتي
استخراج  RNAكيفيت . هاي برگ يخ زده، صورت گرفت نمونه

براي . دشدرصد تعيين  5/1شده، توسط الكتروفورز ژل آگارز 
هاي  ، مقدار جذب نوري در طول موجRNAبررسي كمي ميزان 

نانومتر توسط دستگاه اسپكتروفتومتر ثبت و  320و  280، 260
  . درصد خلوص آن محاسبه شد

كاتالاز، متالوتاينين و  هاي جهت ارزيابي الگوي تظاهر ژن
با توان ارزيابي  Bio Radشركت  iQ5گلوتامين سنتتاز از دستگاه 

دانشگاه علوم (بيان ژن در زمان واقعي و كيت سايبر بيوپارس 
اين دستگاه در هر . استفاده شد) ورزي و منابع طبيعي گرگانكشا

چرخه از فعاليت قادر است كه مقدار محصول واكنش پليمراز را 
هاي  در اين دستگاه از آغازگرهاي اختصاصي براي ژن. نشان دهد

به منظور . كاتالاز، متالوتاينين و گلوتامين سنتتاز استفاده شد
كه داراي بيان يكساني  GAPDHدار  هها از ژن خان سازي داده نرمال

). 1جدول(باشد استفاده شد  برداري مي در تمام مراحل نمونه
و با استفاده از  RESTافزار  ارزيابي ميزان بيان ژن توسط نرم

Randomization test افزار  انجام شد و نمودارها توسط نرمExcel 
ايبر رنگ مورد استفاده جهت رديابي تكثير نمونه، س. رسم شد

كيت سايبر بيوپارس دانشگاه علوم كشاورزي و منابع ( 1گرين
بود كه با اتصال به محصولات سبب بررسي ميزان ) طبيعي گرگان
 .شود تابش اشعه مي

  
    نتايج و بحث

هر دو رقم با پيشرفت مرحله  در TBARMدر اين مطالعه ميزان 
تا با اين حال، روند اين افزايش ). 1شكل(نموي افزايش داشت 

  طريق  رسد ارقام از نظر مي به  . به طور نسبي كند بود  S2  مرحله

                                                            
1 SYBER green 

  اكسيداني باعث كاهش پراكسيداسيون كردن سيستم آنتي فعال
هاي غشا و در طي آن كنترل نسبي سطح اكسيداسيون  چربي

اين موضوع توسط ساير . شوند مي TBARMسلولي و نهايتا ميزان 
  در مرحله). Luna et al. 2004(محققين نيز گزارش شده است 

S4  شاخص اكسيداتيو كه پيري بيشتري رخ داده است ميزان
يند پيري وتغيير در آكه مبين ميزان پيشرفت فر) TBARM(سلولي 

در . اي نشان داد ، نيز افزايش قابل ملاحظهباشد بافت سلولي مي
ي نهايي  همانند مرحله TBARMواكنش فوق حساسيت نيز ميزان 

رسد گياه براي ايجاد  افزايش نشان داد كه به نظر مي ،)S4(پيري 
هاي آزاد ايجاد شده در  تعادل و كاهش صدمات ناشي از راديكال

اثر تنش وارده بر اثر اسپورپاشي و واكنش فوق حساسيت، ميزان 
كه در زمان  كردندگزارش محققان . اين ماده را افزايش داده است

هاي اسفناج كاهش  رگهاي اكسنده در ب پيري فعاليت آنزيم
رقم  .)Hodges and Forney 2000; Hsu and Kao 2003( يابد مي

بيشتري نسبت به لاين  TBARMحساس تجن همواره ميزان 
كه اين اختلاف از لحاظ آماري در ) 1شكل(داشت  10#مقاوم 
و  S4  اختلاف اين دو رقم در مرحله. دار بود درصد معني 5سطح 

HR هاي  كه سلول رسد زماني به نظر مي. ه بودبيشتر از مراحل اولي
افزايش توانايي سيستم دفاعي با  ROSهاي بالاي  گياهي در غلظت

در  10#كنند تا با بروز تنش اكسيداتيو مقابله كنند، لاين تلاش مي
اين زمينه نسبت به رقم تجن برتري نشان داده و با پايين نگه 

 TBARMايش هاي آزاد اكسيژن از افز راديكالداشتن سطح 
  .جلوگيري كرده است

دست آمده در اين آزمايش، ميزان كلروفيل براي هر  طبق نتايج به
با . داراي بيشترين مقدار بود) G.L(برگ سبز   دو رقم در مرحله

پيشرفت مراحل نمو، ميزان كلروفيل ارقام كاهش نشان داد كه با 
). 2 شكل(زرد شدن گياه در اواخر مراحل رشدي گياه مرتبط بود 

هاي  ترين شاخص كاهش كلروفيل در اثر پيري يكي از مهم
 Hukmani and Tripathy(باشد  تشخيص پيري در گياهان مي

مونوكارپيك، رشد و نمو دانه،  گياهان  در   طور كلي  به  .)1994
كند به نحوي كه  پيري گياه و به ويژه پيري برگ را كنترل مي

اندازد  ا به تاخير ميحذف دانه درحال رشد، پيرشدن گياه ر
)Srivall  and  Khanna-Chopra  2004(  تشكيل محض  به  زيرا 
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  مشخصات آغازگرهاي مورد استفاده در آزمايش -1جدول 

  نام ژن  )′3 -′5(  توالي آغازگر )Cº(دماي ذوب   شماره دسترسي
E16461  60 

61 
F: CCATCTGGCTCTCCTACTGG كاتالاز 

  R: AGAACTTGGACGGCCCTGA   

  60  ثبت نشده
60  

F: AATTCTGGAAGGAAGGGTTG گلوتامين سنتتاز 

  R: TTTGTATCCCTCGCGTATAGCTT   

L11879.1  60  
60  

F: ACACCAAGGGCAGAGCATAG متالوتاينين 

  R: GCATAGGCGGAGAGCGAGCA    

EF592180  
60 F: TCACCACCGACTACATGACC گليسر آلدئيدفسفات دهيدروژناز 

  R: ACAGCAACCTCCTTCTCACC  
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مراحل نمونه برداري

10#لاين  تجن

 
 20مشاهده حدود) S2 ؛هاي پاييني آغاز زرد شدن برگ )S1 ؛برگ سبز) G.Lدر مراحل مختلف نموي در برگ گندم  )TBARM(ميزان سطح اكسيداسيون سلولي  -1شكل

  ق حساسيتواكنش فو) HR ؛ها درصد زردي برگ 60مشاهده حدود ) S4 ؛ها درصد زردي برگ40 مشاهده حدود) S3 ؛ها درصد زردي برگ
 

دانه انتقال مواد غذايي به ويژه نيتروژن از برگ به دانه شروع 
نتايج . يابد گرديده و در نتيجه پروتئين محلول كل برگ، كاهش مي

نشان داد كه كلروفيل در مراحل  .Matile et al) 1996(تحقيقات 
ابتدايي رشد گياهان كم بوده و هرچه به سن بلوغ فيزيولوژيكي 

يابد كه احتمالا اين امر  شود، ميزان آن افزايش مي ر ميت بذر نزديك
به دليل نيازهاي شديد گياه از لحاظ تأمين ذخاير بذري بوده 

، ميزان  پيري و زردشدن برگ  در نهايت با آغاز مرحله. است
 .Salehi et al تحقيقات. ها كاهش محسوسي نشان داد كلروفيل

در اثر تنش در مراحل  دهد كاهش ميزان كلروفيل نشان مي )2003(
اين امر به دليل كاهش بيوسنتز . يابد پاياني رشد سرعت مي

كلروفيل و افزايش فرآيندهاي اكسيداسيوني مرحله پيري قابل 
در اين مطالعه ارقام از نظر  .)Salehi et al. 2003( انتظار است

به . ميزان كلروفيل در مراحل پاياني رشد، اختلاف كمتري داشتند
طور تغذيه ازت  هاي جوان و همين رسد پير شدن برگ نظر مي

باعث شده است تا در مراحل پاياني، اختلاف بين ارقام به حداقل 
برداري واكنش فوق حساسيت نيز همانند مراحل  در نمونه. برسد

انواع . پاياني نموي، ميزان كلروفيل در هر دو رقم كاهش نشان داد
هايي مانند  ين رفتن رنگدانهرنگ شدن يا از ب اكسيژن فعال سبب بي

شوند كاهش محتواي  اي مي كلروفيل و ساير تركيبات رنگيزه
تر شدن سنتز و يا  كلروفيل تحت تنش ممكن است به دليل آهسته

هاي كلروفيلي توسط آنزيم  شكستن و تخريب سريع رنگيزه
  ).Mauchamp and Methy 2004(كلروفيلاز باشد 

 ز، متالوتيونئين و گلوتامين سنتتازارزيابي الگوي تظاهر ژن كاتالا
  را به ROS  زدايي به همراه پراكسيداز مرحله مهمي از سم كاتالاز 
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برگ ) G.Lدر مراحل مختلف نموي در برگ گندم  ميزان كلروفيل - 2شكل 
درصد زردي 20مشاهده حدود ) S2 ؛هاي پاييني آغاز زرد شدن برگ) S1 ؛سبز
 60مشاهده حدود ) S4 ،ها د زردي برگدرص40مشاهده حدود ) S3 ؛ها برگ

  واكنش فوق حساسيت) HR ؛ها درصد زردي برگ
  

باشد و سبب  مي) Heme(كاتالاز داراي گروه هم . عهده دارند
حذف . شود تجزيه اكسيژن اتمي به پراكسيد هيدروژن در گياه مي

 H2O2مقادير اضافي و دخالت در تنظيم ظرفيت مقادير مناسب از 

آنزيم . باشد دو آنزيم كاتالاز و پراكسيداز مي سلولي به عهده
در اين مطالعه . كند كاتالاز در اين راستا نقش مهمتري را ايفا مي

بيان ژن كاتالاز در مراحل مختلف پيري براي هر دو رقم روند 
به بيشترين ميزان خود رسيد  S4  افزايشي نشان داد و در مرحله

در ارقام مورد مطالعه در بالاتر بودن فعاليت كاتالاز ). 3شكل(
هاي آزاد اكسيژن در  موجب كاهش صدمات راديكال S4ي  مرحله

رقم تجن در تمامي مراحل بيان ژن كمتري نسبت . دشاين ارقام 
دهنده ظرفيت كمتر اين رقم در  داشت كه نشان 10#به لاين 

نتايج گزارش شده درباره نحوه فعاليت . بود ROSكاهش صدمات 
هايي  در بررسي. باشد طي مرحله پيري متفاوت ميآنزيم كاتالاز 
در مرحله رشد رويشي انجام شد، فعاليت  توتونكه روي گياه 

 .Oh et al(آنزيم كاتالاز با افزايش سن برگ كاهش پيدا كرد 

محققان در بررسي نحوه بيان ژن كاتالاز در زمان پيري ). 2005
ز و فعاليت آن در گياه كلزا گزارش كردند كه ميزان بيان ژن كاتالا

بنابراين با . )Haddad et al. 2004(كند  زمان پيري افزايش پيدا مي
رسد كه نحوه فعاليت  د، به نظر ميشتوجه به نتايجي كه ذكر 

مرحله پيري بستگي به گونه گياهي، نوع اندام  آنزيم كاتالاز در

در گندم بيان شده است كه ميزان . گياهي و شرايط آزمايش دارد
ت آنزيم كاتالاز در طول مراحل رشد افزايش يافته و افزايش فعالي

آن در ارقام متحمل به طور چشمگيري بيشتر از ارقام حساس 
 .)Huseynova 2012(است 
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) G.L در مراحل مختلف نموي در برگ گندم ميزان بيان ژن كاتالاز -3شكل 
درصد  20ود مشاهده حد) S2 ؛هاي پاييني آغاز زرد شدن برگ) S1 ؛برگ سبز

مشاهده حدود ) S4 ؛ها درصد زردي برگ 40مشاهده حدود ) S3 ؛ها زردي برگ
  واكنش فوق حساسيت) HR ؛ها درصد زردي برگ 60
  

، كمتر از )HR(ميزان بيان ژن كاتالاز طي واكنش فوق حساسيت 
رسد زماني كه گياه در شرايط  به نظر مي. پيري بود S4ي  مرحله

هاي گياهي با افزايش توانايي  گيرد، سلول تنش اكسيداتيو قرار مي
كنند تا با اين وضعيت  اكسيدانتي تلاش مي سيستم دفاعي آنتي

اما زماني كه پاسخ سلول به تنش اكسيداتيو كافي . مقابله كنند
. شود نباشد، سلول و در نتيجه گياه به سمت مرگ هدايت مي

)Swidzinski et al. (2004  مشابهي را نيز در مطالعات خود نتايج
نيز منجر به  زا آلودگي گياه با عوامل بيماري. دندكرگزارش 

شاخصه ( ها د و در اغلب موارد زردي برگشو تحريك پيري مي
هاي آلوده به  بروز پيري در سلول. شود ملاحظه مي) فنوتيپي پيري

عنوان مانعي فيزيولوژيك در جهت ممانعت از پراكندگي عامل 
رسد گياه با القاي سريع واكنش  به نظر مي. دشوزا تلقي مي بيماري

زا  فوق حساسيت در محل آلودگي از رشد و پراكنش عامل بيماري
چون اين واكنش  ).Morel and Dangl. 1997(د كنجلوگيري مي

افتد، گياه فرصت كافي براي  نسبت به فرآيند پيري سريع اتفاق مي

  حل نمونه برداريمرا
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در . افزايش بيشتر بيان ژن پيدا نكرده و مرگ سلولي رخ داده است
نسبت به رقم تجن  10#لاين  اين مطالعه ميزان بيان ژن كاتالاز در

اين كاهش در ميزان بيان ژن كاتالاز در رقم حساس، . بيشتر بود
تواند به دليل ممانعت در سنتز آنزيم يا تغيير در تجمع زير  مي

واحدهاي اين آنزيم به واسطه تجمع مولكول هاي سمي پراكسيد 
از آنجا كه كاتالاز ). Van and Clijsters 1990(هيدروژن باشد 

شود و واكنش  آنزيمي است كه در مراحل ابتدايي نمو بيان مي
د، اين مسئله شوياه ميفوق حساسيت باعث پيري زودرس در گ

  .دور از انتظار نيست
هاي بزرگ  پيري انتقال مولكول فرآينداز مهمترين رخدادها طي 

اي و دانه  هاي ذخيره تر به اندام هاي مسن پس از تجزيه از برگ
در كمك به متالوتاينين شواهد انكار ناپذيري دال بر نقش . باشد مي

تقال مواد پروتئيني و هاي برگ به منظور ان دوام و بقاي سلول
 Butt et al. 1998; Navabpour et(اي به دانه وجود دارد  ذخيره

al. 2003(.  پروموتور ژن متالوتاينين در مرحله پيري گياه فعال
 Gan and(د شوشود و بيان قابل توجهي از اين ژن حاصل ميمي

Amasino 1997 .(زا نيز بسياري از به طور مشابهي عوامل بيماري
نتايج اين . دهندهاي وابسته به پيري را تحت تاثير قرار ميژن

افزايش يافت  S4  مطالعه نشان داد كه بيان ژن متالوتاينين تا مرحله
با توجه به اينكه ژن  .و در اين مرحله به بيشترين مقدار خود رسيد

، )Buchanan 1994(هاي وابسته به مرحله پيري است  مزبور از ژن
در طي واكنش ). 4شكل (انتظار نبود  دور از اين موضوع چندان

. بود S4  فوق حساسيت نيز ميزان بيان نسبي اين ژن در حد مرحله
د، شو چون با بروز اين واكنش، پيري زودرس در گياه ايجاد مي

گياه با افزايش بيان نسبي ژن متالوتاينين، سعي در كاهش صدمات 
براساس نتايج تحقيق . هاي آزاد اكسيژن را دارد ناشي از راديكال

رسد بيان اين ژن در القاي مقاومت نسبي  حاضر چنين به نظر مي
روند بيان نسبي . به شرايط اكسيداتيو داراي نقش قابل قبولي است

يد اين مسئله ودر مقايسه با رقم تجن م 10#اين ژن در لاين 
ميزان بيان اين ژن در رقم تجن در تمامي مراحل پيري و . است

  در مراحل . بود كمتر  10#حساسيت نسبت به لاين  واكنش فوق
  انتهايي اين تفاوت در ميزان بيان ژن در دو 

در واكنش فوق حساسيت همانند مرحله . رقم بيشتر نمايان شد
، تفاوت در ميزان بيان اين ژن در دو ژنوتيپ )S4(آخر پيري 

نتايج مشابهي در افزايش نسبي بيان اين ). 4شكل (آشكارتر بود 
 .Butt et al(زا گزارش شده است  هاي تنش ثير تيماراتژن تحت

1998; Navabpour et al. 2011.(  
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در مراحل مختلف نموي در برگ گندم  ميزان بيان ژن متالوتاينين -4شكل
G.L (؛برگ سبز S1 (؛هاي پاييني آغاز زرد شدن برگ S2 ( 20مشاهده حدود 

) S4 ؛ها درصد زردي برگ 40مشاهده حدود ) S3 ؛ها درصد زردي برگ
  واكنش فوق حساسيت) HR ؛ها درصد زردي برگ 60مشاهده حدود 

 
اي بود كه با  الگوي بيان ژن گلوتامين سنتتاز در برگ به گونه

برداري به طور قابل  افزايش سن نموي، عموماً افزايش نسخه
رسد كه اين ژن در روند  چنين به نظر مي. توجهي حاصل شد

 .Ochs et al   1999در تحقيقي كه. رگ نقش داردفرآيند پيري ب
ويژه ه هاي مختلف اين ژن، ب انجام دادند، مشخص شد كه ايزوفرم
  شود، بعد از شروع مرحله ايزوفرمي كه در سيتوپلاسم بيان مي

هاي برگي گياه كلزا، افزايش محسوسي نشان  پيري در بافت
فرآيند پيري دهند كه حاكي از نقش ژن گلوتامين سنتتاز در  مي

هاي بارز پيري برگ روند انتقال  از مشخصه. برگ گياه كلزا است
اي بويژه  هاي جوان و ذخيره هاي مسن به اندام مواد آلي از برگ

شدن  بدين منظور شكسته). Navabpour et al. 2003(دانه است 
ها اهميت زيادي دارد  هاي حياتي بزرگ نظير پروتئين مولكول

)Hortensteiner and Feller 2002 .( در اين راستا ژن گلوتامين
ها و  ي پروتئين سنتتاز واجد اهميت زيادي است و در تجزيه

 .Navabpour et al(تعديل ميزان اسيدهاي آمينه نقش دارد 

پيري تا   ميزان بيان ژن گلوتامين سينتتاز با پيشرفت مرحله). 2003
S3  چنين ). 5 شكل(و پس از آن روند كاهشي نشان داد افزايش

  مراحل نمونه برداري
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ها  ها و فعاليت متابوليكي آنزيم الگوي بياني در مورد بسياري از ژن
ها با  رسد عوامل كنترلي بيان ژن به نظر مي. شود نيز ديده مي

نسبت به ) آستانه(حداكثري   بيشترين ظرفيت ممكن تا يك نقطه
واكنش مثبت نشان داده و پس از آن به ) ROS(يك عامل محرك 
پتانسيل كافي براي واكنش روند كاهشي فعاليت دليل عدم وجود 

 Navabpour etاين موضوع در مطالعات . قابل انتظار خواهد بود

al. 2003 در مرحله . نيز گزارش شده استS3  بيشترين مقدار
فعاليت ژن گلوتامين سنتتاز براي هر دو ژنوتيپ حاصل شد و در 

هش يافت مرحله انتهايي فصل رشد، بيان گلوتامين سنتتاز كا
باشد كه به  نيتروژن براي گياه يك ماده غذايي مهم مي). 5شكل (

مطالعات نشان داده كه . آيد شكل محلول از خاك بدست مي
ها و پيري گياه  كمبود نيتروژن در گياه باعث زرد شدن برگ

گلوتامين سنتتاز اولين آنزيمي است كه با تجمع آمونياك . دشو مي
تامين سنتتاز، گلوتامات را با بكارگيري گلو. شود در گياه فعال مي

هاي گياه  آمونياك براي سلول. كند آمونياك به گلوتامين تبديل مي
خاصيت توكسيني دارد و گياه با بيان ژن گلوتامين سنتتاز، براي 

در ). Matsui et al. 2004(كند  تغيير دادن آمونياك تلاش مي
وسط گياه، مراحل اوليه رشد به علت جذب نيتروژن بيشتر ت

يافته و در مراحل پاياني فصل به فعاليت گلوتامين سنتتاز افزايش
علت پيري گياه و كاهش جذب نيتروژن توسط گياه از فعاليت 

در هر دو ژنوتيپ روند بيان ژن . گلوتامين سنتتاز كاسته شده است
اختلاف بين دو ژنوتيپ  S3  در مرحله. گلوتامين سنتتاز مشابه بود

افزايش غلظت . ان بيان اين ژن كاملاً محسوس بودبه لحاظ ميز
موجب آسيب رساندن به ليپيدهاي غشا،  ي آزادها راديكال
 ;Buchanan 1994( شود ها و اسيدهاي نوكلئيك مي پروتئين

Noctor and Foyer 1998 .(هاي حياتي  شدن مولكول شكسته
 Hortensteiner and(ها اهميت زيادي دارد  بزرگ نظير پروتئين

Feller 2002 .(از آنجا كه ژن گلوتامين سنتتاز در تجزيه  
ها و تعديل ميزان اسيدهاي آمينه نقش بسزايي دارد  پروتئين

)Navabpour et al. 2003 (گلوتامين   رقم مقاوم با بيان بيشتر ژن
سنتتاز، سعي در كاهش اثرات تنش داشته و آسيب وارده از 

در واكنش فوق . ن برساندهاي آزاد را به كمترين ميزا راديكال
حساسيت نيز كه پيري زودرس اتفاق افتاده است، به علت پيري 
گياه و كاهش جذب نيتروژن توسط گياه از فعاليت گلوتامين 

واكنش فوق (برداري  در اين نمونه. سنتتاز كاسته شده است
نموي، كمتر  S2اختلاف بين دو ژنوتيپ همانند مرحله ) حساسيت
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در مراحل مختلف نموي در برگ  زان بيان ژن گلوتامين سنتتازمي -5شكل 
مشاهده حدود ) S2 ؛هاي پاييني آغاز زرد شدن برگ) S1 ؛برگ سبز) G.Lگندم 

) S4 ؛ها درصد زردي برگ 40مشاهده حدود ) S3 ؛ها درصد زردي برگ 20
  واكنش فوق حساسيت) HR ؛ها درصد زردي برگ 60مشاهده حدود 

 
آمده در اين مطالعه، رقم تجن در تمامي  دست طبق نتايج به

دهنده  داشت كه نشان 10#مراحل بيان ژنكمتري نسبت به لاين 
هاي آزاد  ظرفيت كمتر اين رقم در كاهش صدمات راديكال

دهد كه گياه با افزايش بيان  نتايج اين مطالعه نشان مي. اكسيژن بود
 هاي مورد مطالعه در اين تحقيق سعي در كاهش صدمات ژن

هاي آزاد داشته است و رقم مقاوم با افزايش بيشتر در بيان  راديكال
 .تر عمل كرده است هاي مذكور موفق ژن
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