
 

 

 

 ژنتيک نوين

 9315 تابستان، 2، شماره يازدهمدوره 

 915 - 915صفحه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 های آنتی اکسیدانآنزیم

 بیان ژن

 تنش شوری

 خربزه

 گالاکتینول سنتاز
 

 چکیده

 

 

 

 

 

 

 

-، فعالیت آنزیم(GAS)بررسی اثر شوری بر بیان ژن گالاکتینول سنتاز 

های بومی های آنتی اکسیدان، میزان کربوهیدرات و پرولین در توده

 (Cucumis melo)خربزه سیستان 
  

The effect of salinity in galactinol synthase (GAS) gene expression, 

antioxidant enzymes activity, carbohydrst and prolin in sistan 

melon landrace (Cucumis melo L.)  

 
1*، صالحه نادری1فروزان حیدری

 3عباسعلی بهاری ، 2حمیده خواجه ،

 

 دانشکده کشاورزی، دانشگاه زابل کتری،، دانشجوی دمربیترتیب به  -1

 ، دانشگاه زابل، ایرانکشاورزی پژوهشکده زیست فناوری کارشناس  -2

 دانشگاه زنجان، ایران ،استادیار  -3

 

Heidari F
1
, Naderi S

*1 
, Khajeh H

2
, Bahari AA

3 

 

1- Instructor, PhD Student , Faculty of Agriculture, University of Zabol, Iran 
2- MSc, Agricultural Biotechnology Center, University of Zabol, Iran 

3- Assistant Professor, University of Zanjan, Iran 

 

 Salehe.Naderi@Gmail.com  :نویسنده مسئول مکاتبات، پست الکترونیکی *

 (22/11/99 :تاریخ پذیرش - 1/9/93 :تاریخ دریافت)
 

حال افزايش جهان است که سطح وسيعی از اراضی کشور ما را نيز در بر شوری يکی از مشکلات در 

-عهدهچندين نقش فيزيولوژيکی در گياهان ( RFOs)اليگوساکاريدهای خانواده رافينوز . گيردمی

. باشدها تجمع اين قند در زمان تشکيل دانه در پاسخ به تنش شوری میکه از جمله آن دار هستند

، اولين گام در تشکيل رافينوز (GAS)نوان حد واسط بوسيله گالاکتينول سنتاز عسنتز گالاکتينول به

های جهت تحمل شوری، گياهان علاوه بر تنظيم اسمزی از مکانيسم افزايش فعاليت آنزيم .باشدمی

، GASمنظور مشخص کردن سطح بيان ژن در اين پژوهش، به. نندکاکسيدان نيز استفاده میآنتی

، گاياکول پراکسيداز (APX) ، آسکوربات پراکسيداز(CAT)آنتی اکسيدان کاتالاز های نقش آنزيم

(GPX)،  توده خربزه بومی سيستان تحت تنش شوری، آزمايشی به  3کربوهيدرات و پرولين در

در پژوهشکده زيست فناوری  تکرار سهصورت فاکتوريل و در قالب طرح بلوک کامل تصادفی با 

 صفرسطوح تنش شوری مورد استفاده توسط کلريد سديم در چهار سطح  .دانشگاه زابل انجام شد

با cDNA از برگ هر نمونه استخراج شد و  RNA. مولار تهيه شدميلی 955و  955، 55، (شاهد)

ميلی مولار بيان  955نتايج نشان داد با افزايش سطح شوری از صفر تا . رونويسی معکوس ساخته شد

بيان ژن ( ميلی مولار 955)ترين سطح شوری که در بيشطوریهفت بداری ياافزايش معنی GASژن 

GAS  و در توده خربزه آتش  داشتبرابر نسبت به شاهد افزايش  2/95در توده خربزه تاشکندی

. برابر نسبت به نمونه شاهد افزايش نشان داد GAS 3/۳ميلی مولار بيان ژن  955شيرازی در سطح 

برابر نسبت به نمونه  ۳1/91در توده سفيدک  GASر بيان ژن مولاميلی 955همچنين در شوری 

تری های ديگر افزايش بيشکه ژن مورد نظر در اين توده نسبت به توده نشان دادشاهد افزايش 

ترتيب با افزايش غلظت شوری، در هر سه توده خربزه تاشکندی، آتش شيرازی و سفيدک به. داشت

( APX) ، آسکوربات پراکسيدازدرصد 9/1۳و  1/15 ،2/۳3( CAT)اکسيدان کاتالاز های آنتیآنزيم

درصد،  3۳/۳5و  25/11 ،18/۳2( GPX)درصد، گاياکول پراکسيداز  19/12و  81/3۳، 11/۳1

-درصد نسبت به شاهد افزايش معنی 8/11و  ۳1/ 1، ۳/1۳و پرولين  1/12و  8/18، 2/85کربوهيدرات 

توده خربزه تحت چنين شرايطی سبب  سهدر GAS ژن  رسد بياننظر میداری يافت بنابراين به

 .های محيطی مؤثر استشود که برای حفاظت گياه در برابر تنشسنتز قندهای خانواده رافينوز می

های اسمزی به نوعی شدن دو سيستم افزايش فعاليت آنزيمی و تنظيم کنندههمچنين از طريق فعال

 .کندهم میشرايط لازم برای ادامه بقای گياه را فرا

 

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

های رشد و عملکرد گیاهان در بسیاری از مناطق دنیا توسط تنش

های و در بین تنش شودمحیطی زنده و غیر زنده متعدد محدود می

ای به غیر زنده، تنش شوری در سطح جهان خسارات گسترده

شوری زیاد خاک . (Kawara et al. 2008)است گیاهان وارد نموده

حدود کننده عملکرد محصولات در سرتاسر از جمله عوامل م

رود که این مسئله به خصوص در مناطق خشک جهان به شمار می

ترین مشکلات بخش عنوان یکی از اساسیو نیمه خشک به

(. Rezvani Moghadam and Koocheki 2001)کشاورزی است 

ایران با دارا بودن اقلیم گرم و خشک از این امر  ،در این میان

های قابل کشت به نحوی که بیش از نیمی از زمین. یستمستثنا ن

های شور و سدیمی از خاک( میلیون هکتار 2۲در حدود )آن 

(. Rezvani Moghadam and Koocheki 2001)است تشکیل شده

لذا به منظور استفاده بهینه از این اراضی و منابع آب شور، افزایش 

بالاتر یک رویکرد تحمل به شوری گیاهان همراه با توان تولید 

 Cucumis)خربزه (. Bahrami et al. 2009)مهم اصلاحی است 

melon L. ) یکی از محصولات مهمی است که اغلب در خاک

عنوان یک گیاه با تحمل و به شودخشک و نیمه خشک کشت می

(. Yasar et al. 2006)است متوسط نسبت به شوری شناخته شده

های گسترده و نسبتاً عمیق، خربزه گیاهی است خزنده با ریشه

های کرکفرعی و ثانویه هستند و معمولاً  ،ها در انواع اصلیساقه

ها متناوب با دمبرگ بلند و به اشکال برگ. سخت و زبر دارند

ها به صورت نر و ماده گل. باشندای میمختلف و به صورت پنجه

 Peyvast)شوند و کامل بوده و به وسیله زنبور گرده افشانی می

با وجودی که خربزه یک گیاه نیمه مقاوم به شوری است، (. 2006

های متعددی مانند جلوگیری از رشد، اما شوری باعث خسارت

 شودکمی و کیفی محصول می اختلال متابولیکی، کاهش عملکرد

(Zakan et al. 2005 .) تنش شوری یکی از مشکلات بسیار مهم

آید زیرا شمار میبرای گیاهان بخصوص در مناطق خشک به 

نمک رشد گیاهان و تولید محصولات کشاورزی را تحت تأثیر 

بنابراین، مکانیسم پاسخ گیاهان به (. Flowers 2004)دهد قرار می

تنش شوری یا تحمل آن از لحاظ ژنتیکی و بیولوژیکی بسیار 

تنش شوری (. Kawara et al. 2008)است مورد مطالعه قرار گرفته

الای نمک منجر به ایجاد استرس به واسطه غلظت ب

های یونی سلول و در هایپراسموتیک و عدم تعادل در غلظت

 .Bahrami et al)شود نهایت ایجاد سمیت عمومی در گیاه می

هایی مانند شوری و خشکی باعث افزایش انواع تنش(. 2009

شود که شامل رادیکال در زمان رشد گیاه می( ROS)اکسیژن فعال 

O2)سوپراکسید 
، پراکسید هیدروژن (OH)، رادیکال هیدروکس (-

(H2O2 )های بزرگی ممکن است با مولکول اکسیژن فعال. شودمی

مانند پروتئین، لیپید و دئوکسی ریبونوکلئیک اسید واکنش دهد و 

 Appel et) شودها باعث آسیب به غشا و فعالیت غیر عادی سلول

al. 2004 .)طی گیاهان برای زنده ماندن در چنین شرای

دهند و سازوکارهای دفاعی منحصر به فردی را گسترش می

فرآیندهایی برای سازگاری جهت افزایش تحمل شان به شرایط 

 .Xu et al. 2008; Mirzaee et al)کنند نامساعد را ایجاد می

های آنتی اکسیدان در انواع ترکیبات دامنه وسیعی از آنزیم(. 2013

 Jimenez et)است تلف شناسایی شدهسلولی مربوط به گیاهان مخ

al. 2002; Gill and Tuteja 2010; Yoon 2015 .) فعالیت هم

، آسکوربات (CAT)، کاتالاز (SOD)زمان سوپراکسید دیسموتاز 

، (MDHAR)، مونودهیدروآسکوربات ردوکتاز (APX)پراکسیداز 

، و گلوتاتیون ردوکتاز (DHAR)دهیدروآسکوربات ردوکتاز 

(GR )تواند سلول را ان قسمتی از سامانه آنتی اکسیدانی میعنوبه

 Yoon 2015; Gill)فعال اکسیژن حفاظت کند های در مقابل گونه

and Tuteja 2010 .)اکسیژن فعالهای گیاهی برای مقابله با سلول 

تولید شده تحت شرایط تنش با دو استراتژی اصلی یعنی کاهش 

اه و همچنین سازگاری در کل ساختار آناتومی گی اکسیژن فعال

(. Mittler 2004) کنندمقابله می اکسیژن فعالفیزیولوژیکی با 

و گندم ( Molazem and Azimi 2013)مطالعات بسیاری در ذرت 

(Esfandiari et al. 2007 )های دهد که فعال شدن آنزیمنشان می

های غیر زنده مانند پاسخ به آنتی اکسیدان برای تحمل به تنش

مطالعات (. Mirzaee et al. 2013)وابسته است  تنش شوری

بیوشیمیایی نشان داده که در گیاهان تحت تنش خشکی و شوری 

-تجمع می( های سازگار کنندهمحلول)تعدادی از ترکیبات آلی 

ها وارد یابند، این ترکیبات تداخلی در فرآیندهای شیمیایی آن

های کربوهیدراتتوان به انواعی از از این ترکیبات می. کنندنمی

و ترکیبات ( مانیتول، ساکارز، رافینوز و الیگو ساکارید)محلول 

ترکیبات . اشاره کرد( اسید آمینه، پرولین و گلیسین بتائین)نیتروژنه 
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سازگار کننده نقش مهمی در تنظیم اسمزی در گیاهان تحت تنش 

تغییرات (. Good and Zaplachiniski 1994; Munns 1993)دارند 

ها همکاری میایی و فیزیولوژیکی زیادی در مقاومت به تنشبیوشی

دارند، یک تغییر قابل توجه این است که قندهای قابل حل شامل 

که برای حفاظت ( RFOs)هالوز و خانواده رافینوز ساکارز، تری

باشند، های سازگار موثر میهای محیطی محلولگیاه در برابر تنش

 ;Taji et al. 2002; Pennycooke et al. 2003)یابند تجمع می

Strand et al. 2003; Peters et al. 2007; Peters and Keller 

2009; Knaupp et al. 2011 .) گالاکتینول از دو پیش مادهUDP- 

اینوزیتول سنتز شده که توسط گالاکتینول سنتاز  -گالاکتوز و میو

است و یک آنزیم کلیدی در مسیر بیوسنتز کاتالیز شده

 McCaskill and)گوساکاریدهای خانواده رافینوز است الی

Turgeon 2007 .)عنوان حد واسط بوسیله سنتز گالاکتینول به

باشد می ، اولین گام در تشکیل رافینوز(GAS)گالاکتینول سنتاز 

(Bachmann et al. 1994  .)ها رافینوزها را در بسیاری از گونه

عنوان وزها ممکن است بهرافین. سازندپاسخ به تنش دمای کم می

کار روند همنبع ذخیره کربن در گیاهان مقاوم به دمای کم، ب

(Bachmann et al. 1994 .) در برخی مطالعات نشان دادههمچنین 

های محیطی از در پاسخ به تعدادی از تنش GASژن  که استشده

 .Taji et al) شودقبیل شوری، خشکی، گرما و سرما فعال می

2002; Santos et al.2011) .اخیر در زمینه نقشه های پیشرفت

های ژنتیکی گیاهان و تکنیک های مولکولی و بیولوژی فرصت

های متحمل به تنش و نحوه ای را برای درک ژنتیک ژنتازه

ها در گیاهان تحت شرایط تنش در اختیار ما قرار آن مشارکت

یا افزایش های جدید و تولید گیاهان تراریخته حامل ژن. دهد می

هایی که درجه تحمل شوری را تحت تأثیر قرار  سطح بیان ژن

گیرد جهت افزایش تحمل تنش مورد استفاده قرار می دهند، می

(Wei 2014 .)های مولکولی جهت به همین منظور درک پایه

شوند مفید هایی که باعث بهبود تحمل شوری میتوسعه استراتژی

، GASبیان ژن ن تحقیق ارزیابی هدف از انجام ای. رسدبه نظر می

-در توده های آنتی اکسیدان، کربوهیدرات و پرولینفعالیت آنزیم

باشد و بیان ژن های بومی خربزه سیستان تحت تنش شوری می

GAS ای پلیمراز در زمان واقعی انجام به روش واکنش زنجیره

 . گرفت

  هامواد و روش

 مواد گیاهی و تیمارهای تنش

ی خربزه سیستانی از مرکز تحقیقات کشاورزی سه توده محل

های قبل از انجام آزمایش، بذور توده. شهرستان زابل تهیه شد

خربزه درون محلول هیپوکلریت سدیم یک درصد به مدت پنج 

دقیقه ضدعفونی شد و پس از سه بار شستشو با آب مقطر در 

 3ساعت قرار گرفت سپس 29درجه سلسیوس به مدت  22دمای 

ز هر توده به صورت جداگانه در گلدان که حاوی ماسه کاملاً بذر ا

شسته با آب مقطر بود کشت شد و تا ظهور دومین برگ هر روز 

با آب مقطر به نحوی که خروج اولین قطرات از ته گلدان مشاهده 

صورت فاکتوریل با طرح پایه  آزمایش به. شود، آبیاری شدند

هشکده زیست فناوری وژبلوک کامل تصادفی در سه تکرار در پ

عامل اول شامل چهار . به اجرا در آمد( بیوسنتر)دانشگاه زابل 

مولار و عامل میلی 125و  155، 25، (شاهد)سطح شوری صفر 

دوم سه توده خربزه بومی سیستان شامل تاشکندی، آتش شیرازی 

هنگامی که دومین برگ ظاهر شد، به گیاهان . و سفیدک بودند

افزوده ( Hogland and Arnon 1950)لند شاهد فقط محلول هوگ

شد این کار به مدت سه روز و به تدریج برای سازگار شدن 

برگ برداشت و تا زمان  هاینمونه پسس .گیاهان انجام گرفت

 .نگهداری شدگراد درجه سانتی -05در دمای  RNA استخراج

 GASمطالعه بیان ژن 

، از کیت ههای خربزتودهاز برگ  Total RNAاستخراج برای 

همراه با کلروفرم، ایزوپروپانول،  RNaX Plusسیناژن محلول 

طبق ( دی اتیل پیرو کربنات) DEPCدرصد و آب  ۲2اتانول 

کل،  RNAپس از استخراج . سیناژن استفاده شد پروتکل شرکت

مرحله بعد . کیفیت آن به وسیله الکتروفورز ژل آگارز بررسی شد

-2با استفاده از کیت  معکوس DNAسنتز  RNAاز استخراج 

Steps RT-PCR kit  ساخت شرکت Vivantisدر ساخت . بود

cDNA  نانوگرم در میکرولیتر  1555ازRNA ها در همه نمونه

و  GASهای طراحی آغازگرهای اختصاصی برای ژن. استفاده شد

18SrDNA افزاراستفاده از نرم باOligo Therapeutics   و سایت

Oligonucleotid Properties Calculator  (.1جدول )انجام شد 
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 18SrDNAو  (GAS)گالاکتینول سنتاز  آغازگر طراحی شده برای ژن -1جدول 

 

 

 

 

 

 

گیری بیان ژن توسط برای اندازه 18SrDNAو  GASهای تکثیر ژن

واکنش پی سی آر کمی بر اساس روش استاندارد به صورت نسبی 

 Real Time-PCR Set Corbett (3000) از دستگاه. صورت گرفت

شرکت   Hot Tag EvaGreen qPCR master mix(ROX) و کیت

اجزای . استفاده شد GASسیناژن برای ارزیابی کمی بیان ژن 

با غلظت  Master mixمیکرولیتر  9واکنش پی سی آر کمی شامل 

x2یک میکرولیتر ، cDNA با غلظت ، یک میکرولیتر از هر آغازگر

. بودمیکرولیتر آب فاقد نوکلئاز  13و  پیکومول در میکرولیتر 15

همچنین برنامه حرارتی برای تکثیر هر دو ژن با استفاده از روش 

سازی ابتدایی فعالپی سی آر کمی یکسان و شامل یک مرحله 

دقیقه، مرحله دوم  12به مدت  گرادسانتیدرجه  92آنزیم در 

درجه  92چرخه هر چرخه شامل واسرشت شدن در  95شامل 

صال آغازگرها به رشته الگو ثانیه، مرحله ات 35به مدت  گرادسانتی

درجه  ۲2ثانیه، بسط ترکیبی در  92به مدت  گرادسانتیدرجه  05

 25ثانیه و منحنی ذوب با افزایش دما از  35به مدت  گرادسانتی

پس از انجام . ثانیه یک درجه بود پنجدرجه هر  99درجه تا 

های خام به صورت واکنش تکثیر به روش پی سی آر کمی داده

Ct (Threshold cycle )برای هر نمونه . از دستگاه استخراج شد

2 شد و از روش تکرار در نظر گرفته سه
-ΔΔCt

ها برای تجزیه داده 

  .استفاده شد

 های آنتی اکسیدانگیری آنزیماندازه

گرم از بافت سبز برگ برداشت و  2/5ها، گیری آنزیمجهت اندازه

 =۲pHیلی مولار با م 155پتاسیم فسفات  لیتر بافرمیلی 9با 

صورت در هاون سرد کاملاً ساییده، به mM  1/5EDTAومحلول

 g×10555دقیقه با  12مخلوط به مدت . همگن در آورده شدند

عنوان عصاره پروتئینی برای  سپس فاز بالایی به. سانتریفیوژ شدند

گیری در نهایت برای اندازه. سنجش فعالیت آنزیمی استفاده شد

 Beers and Sizer( 1952)از روش ( CAT)اتالاز فعالیت آنزیم ک

با  mM  25مخلوط واکنش شامل بافر فسفات . استفاده شد

. عصاره آنزیمی بود µl 155و mM  12، آب اکسیژنه ۲اسیدیته 

به وسیله دستگاه اسپکتروفتومتر  295افزایش جذب در طول موج 

زای هر گیری شد و فعالیت آنزیمی به ااندازه( Bju1110020مدل )

واحد فعالیت به . گرم پروتئین در عصاره آنزیمی بیان شدمیلی

گرم پروتئین در دقیقه در وزن تر صورت تغییرات جذب به میلی

از روش ( APX)آنزیم آسکوربات پراکسیداز  گیریاندازه .بیان شد

(1981 )Nakano and Asada محیط واکنش آنزیم . صورت گرفت

 µM 1/5 EDTA، ۲و اسیدیته  mM 25شامل بافر فسفات پتاسیم 

. بود mM 2/5درصد و آسکوربات  یکو پراکسید هیدروژن 

 ml 3عصاره آنزیمی در حجم نهایی  µl 155واکنش با افزودن 

نانومتر ثبت  295افزایش جذب در طول موج . مخلوط آغاز گردید

صورت تغییرات جذب نسبت به میلی گرم پروتئین در شد و به

از ( GPX)آنزیم گایاکول پراکسیداز بیان شد و  دقیقه در وزن تر

غلظت نهایی مواد در  .سنجیده شد  .Urbanek et al (1991)روش 

و  mM 155فسفات پتاسیم  بود که شامل بافر سه mlحجم 

، mM 12و پراکسید هیدروژن   µM  1/5EDTA،۲اسیدیته 

بود، فعالیت آنزیمی در  عصاره آنزیمی µl25 و  mM 2گایاکول 

مدل )وسیله دستگاه اسپکتروفتومتر نانومتر به 9۲5ل موج طو

Bju1110020 )صورت تغییرات  واحد فعالیت به. گیری شداندازه

 .گرم پروتئین در دقیقه در وزن تر بیان شدجذب به میلی

 های محلول گیری مقدار کربوهیدراتاندازه

-هازاند Schlegel( 1956)های محلول به روش میزان کربوهیدرات

 ml گرم از بافت سبز برگ به همراه 2/5در این روش . گیری شد

 به مدت  دربسته قرار داده،  لوله آزمایش  درصد در 92 اتانول  15

 

GC (%) Tm  (ºC) Primer sequence (5'-3') Gene name 

64.0 54.5 GTAGCGCTGCACATAAGTCC F GAS 

65.0 50.4 CTTGGACGACAGAAGGCCAT R GAS 

61.3 60.5 GGACAGGATTGAGTCATCAG  F 18SrDNA 

60.2 54.3 CTCGATGCAAGCACATTAAC  R 18SrDNA 
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تاشکندی، )در سه توده خربزه بومی سیستان   GASمیزان بیان ژن -1شکل 

حروف یکسان بیانگر . تحت تیمار با تنش شوری( آتش شیرازی و سفیدک

 .باشددرصد می پنجداری در سطح دم معنیع

 

 

 

 

 

 

 

 

 
در سه توده خربزه بومی سیستان ( CAT)میزان فعالیت آنزیم کاتالاز  -2شکل 

حروف . تحت تیمار با تنش شوری( تاشکندی، آتش شیرازی و سفیدک)

 .باشددرصد می پنجداری در سطح یکسان بیانگر عدم معنی

 

گراد درجه سانتی 05دمای  ماری و دریک ساعت در حمام بن

ها لیتر از این نمونهشدن یک میلیپس از سرد . حرارت داده شدند

لیتر میلی 2و  درصد 2/5فنل  لیتریک میلیبرداشته شد و به آن 

در نهایت میزان نور جذبی . درصد اضافه شد 90اسید سولفوریک 

نانومتر با دستگاه اسپکتروفتومتر قرائت شد ومیزان  903در 

گرم گلوکز در گرم های استخراجی بر اساس میکروربوهیدراتک

 .محاسبه شد وزن تر

 گیری پرولیناندازه

استفاده  et al.  Bates(1973)گیری پرولین از روش برای اندازه

لیتر اسید میلی 15گرم از اندام هوایی و ریشه توسط  2/5ابتدا . شد

و در نهایت با درصد در هاون چینی کاملا ساییده  سهسولفوریک 

معرف  ml2از محلول حاصل،  ml2به . کاغذ صافی صاف شد

هیدرین اضافه و پس از قرارگیری در حمام آب جوش به ناین

های محتوی محلول حاصل در یخ قرار مدت یک ساعت، لوله

از  .تولوئن اضافه شد ml9بعد از این مرحله، . گرفت تا سرد شدند

 225ن پرولین در طول موج گیری میزافاز رویی برای اندازه

با استفاده از منحنی استاندارد، مقدار پرولین . نانومتر استفاده شد

 .برحسب میکرومول بر گرم وزن تر محاسبه شد

 تجزیه وتحلیل آماری

صورت فاکتوریل در قالب طرح تکرار به سهها با همه آزمایش

اده از ها با استفمقایسه میانگین. بلوک کامل تصادفی انجام گرفت

ای در سطح احتمال و آزمون چند دامنهSAS نرم افزار  2/9نسخه 

 .درصد انجام شد پنج
 

  نتایج

تحت های بومی خربزه توده در GASنتایج بررسی میزان بیان ژن 

( نمونه شاهد)از صفر  شوری با افزایش تاثیر شوری نشان داد که 

وده خربزه در هر سه ت GASبیان ژن میلی مولار، میزان  125تا 

افزایشی پیروی از یک روند ( تاشکندی، آتش شیرازی و سفیدک)

در هر سه  GASمولار بیان ژن میلی 25در سطح شوری . کندمی

، 2/1ترتیب به( تاشکندی، آتش شیرازی و سفیدک)توده خربزه 

برابر نسبت به نمونه کنترل افزایش نشان داد که این  0/1و  0/1

در سطح شوری . دار شددرصد معنی پنجافزایش بیان در سطح 

در هر سه توده مشاهده شد  GASمولار افزایش بیان ژن میلی 155

 9/0برابر و در توده سفیدک  2/9که در توده تاشکندی به طوری

داری مشاهده شد و در توده برابر نسبت به شاهد افزایش معنی

ن برابر نسبت به شاهد افزایش بیا 2/1آتش شیرازی همان نسبت 

 GASمیلی مولار افزایش بیان ژن  125در سطح شوری . نشان داد

برابر نسبت به  ۲9/19در توده سفیدک به بالاترین حد رسید و 

همین ترتیب در هدرصد افزایش نشان داد ب پنجشاهد در سطح 

ترتیب های تاشکندی و آتش شیرازی بیان ژن مورد نظر بهتوده

 (.1شکل )زایش مشاهده شد برابر نسبت به شاهد اف 3/۲و  2/15

داری بر میزان نتایج تجزیه واریانس نشان داد که شوری تاثیر معنی

مقایسه میانگین (. 2جدول )دارد  (CAT)فعالیت آنزیم کاتالاز 

( CAT)ها نشان داد فعالیت آنزیم کاتالاز نتایج تجزیه آماری داده
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و تاشکندی، آتش شیرازی )های بومی خربزه سیستان در توده

میزان فعالیت  ترینکه بیشسیر افزایشی دارد به طوری( سفیدک

در مشاهده شد و مولار میلی 125در سطح شوری  آنزیم کاتالاز

 2/03، 9/02ترتیب تاشکندی، آتش شیرازی و سفیدک به هایتوده

 (.2شکل )داری یافت درصد نسبت به شاهد افزایش معنی 1/0۲و 

-نشان داد که شوری تاثیر معنیواریانس مشاهدات  تجزیه نتایج

داشت ( APX)فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز داری بر میزان 

میزان فعالیت آنزیم آسکوربات مقایسه میانگین (. 2جدول )

تحت تأثیر شوری نشان داد که فعالیت این ( APX)پراکسیداز 

میلی  125تا ( نمونه شاهد)صفر  با افزایش غلظت شوری ازآنزیم 

که درسطح به طوری. کندافزایشی پیروی میاز یک روند  مولار

های تاشکندی، آتش میلی مولار شوری در توده 125شوری 

 01/92و  90/30، 09/00نسبت به شاهد شیرازی و سفیدک 

آنزیم آسکوربات داری در میزان درصد باعث افزایش معنی

 (.3شکل ) شد( APX)پراکسیداز 

س مشاهدات  مربوط به میزان فعالیت نتایج حاصل از آنالیز واریان

نشان داد، شوری باعث افزایش ( GPX)آنزیم گایاکول پراکسیداز 

نتایج حاصل (. 2جدول )است داری شدهاین صفت به طور معنی

از مقایسه میانگین بررسی میزان فعالیت آنزیم گایاکول پراکسیداز 

(GPX ) آنزیم  میزان فعالیت ترینبیشتحت تأثیر شوری نشان داد

مولار میلی 125در سطح شوری  (GPX)گایاکول پراکسیداز 

همین ترتیب شوری در هر سه توده بومی خربزه مشاهده شد و به

 هایدر توده( GPX)فعالیت آنزیم گایاکول پراکسیداز  میزان

 3۲/۲5و  09/۲2، 22/09تاشکندی، آتش شیرازی و سفیدک 

داری بیشتر بود یهای شاهد به طور معننسبت به نمونهدرصد 

 های خربزهدر توده تأثیر شوری بر میزان کربوهیدرات (.9شکل )

نتایج حاصل از آنالیز واریانس مشاهدات نشان داد که شوری تأثیر 

های بومی خربزه سیستان داری بر میزان کربوهیدرات تودهمعنی

مقایسه میانگین نتایج بررسی میزان (. 2جدول)داشت 

ثیر شوری نشان داد میزان کربوهیدرات در کربوهیدرات تحت تأ

افزایش  شوری( مولارمیلی 125و  155، 25)های مختلف غلظت

مولار میزان میلی 125که در سطح تنش شوری نشان داد به طوری

کربوهیدرات در هر سه توده خربزه تاشکندی، آتش شیرازی و 

درصد نسبت به نمونه  0/92و  9/09، 2/95ترتیب سفیدک به

  (.2شکل )داری مشاهده شد هد افزایش معنیشا

در سه توده خربزه ( APX)میزان فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز  -3شکل 

. تحت تیمار با تنش شوری( تاشکندی، آتش شیرازی و سفیدک)بومی سیستان 

 .باشددرصد می پنجحروف یکسان بیانگر عدم معنی داری در سطح 

در سه توده خربزه ( GPX)گایاگول پراکسیداز  میزان فعالیت آنزیم -9شکل 

. تحت تیمار با تنش شوری( تاشکندی، آتش شیرازی و سفیدک)بومی سیستان 

 .باشددرصد می پنجداری در سطح حروف یکسان بیانگر عدم معنی

 

داری بر میزان نتایج تجزیه واریانس نشان داد که شوری تاثیر معنی

مقایسه میانگین نتایج (. 2دول ج)های خربزه دارد پرولین توده

حاصل از تأثیر تنش شوری بر میزان پرولین اندام هوایی نشان داد 

میلی مولار  125تا ( نمونه شاهد)صفر  با افزایش غلظت شوری از

به طوری که در . کندافزایشی پیروی میمیزان پرولین از یک روند 

خربزه های میزان پرولین در توده میلی مولار 125شوری سطح 

 09/ 0، 0/00تاشکندی، آتش شیرازی و سفیدک نسبت به شاهد 

 (.0شکل )داری یافت درصد افزایش معنی 9/09و 
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 تجزیه واریانس صفات فیزیولوژیک متأثر از سطوح مختلف تیمار شوری در سه توده بومی خربزه سیستان -2جدول 

 

 

تاشکندی، آتش )میزان کربوهیدرات در سه توده خربزه بومی سیستان  -2شکل 

حروف یکسان بیانگر عدم . تحت تیمار با تنش شوری( شیرازی و سفیدک

 .باشددرصد می پنجداری در سطح معنی

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

تاشکندی، آتش )میزان پرولین در سه توده خربزه بومی سیستان  -0شکل 

حروف یکسان بیانگر عدم . تحت تیمار با تنش شوری( شیرازی و سفیدک

 .باشددرصد می پنجداری در سطح معنی

 

شوری در گیاهان اخیراً پیشرفت بزرگی درباره انتقال سیگنال تنش 

انواع مختلفی از  (.Kaur and Ligterink 2005. )روی داده است

-های گوناگون و در نقشها در پاسخ به تنشها و رونوشت آنژن

ها به حل مشکلات این نقشهای مختلف دخالت دارند که درک 

 Wei)کند مقاومت به تنش شوری و خشکی کمک بسیاری می

سلولی  سیاری در جهت فهم مکانیسمهای بتا کنون تلاش(. 2014

و مولکولی گیاهان متحمل به تنش شوری با هدف بهبود تحمل 

(. Knaupp et al. 2011)این گیاهان به این تنش رخ داده است 

شواهد فراوانی نشان داده که در مواجهه با شوری تغییرات فراوانی 

 به منظور بقا در شرایط .(Wei 2014)دهد در بیان ژنی رخ می

تنش، گیاهان به تغییرات رشدی، فیزیولوژیکی و بیوشیمی پاسخ 

این سازگاری، شامل القای بیان ژن و . شوندداده و سازگار می

گیاهان تحت تنش شوری، . باشدها میسنتز تعدادی از پروتئین

، فتوسنتتازها، میزان mRNAها، تجمع تغییراتی در فعالیت آنزیم

های کد ژن. دهنداز خود نشان می ها و آمینواسیدهاکربوهیدرات

وسیله شوری القا هها با توالی مشابه پروتئازها، که بکننده پروتئین

جدا  thaliana  Pisum sativum L. Arabidobsis شوند، ازمی

سنتز اولیگو ساکاریدهای (. Ingram and Bartels 1996)اند شده

ی در گیاهان در فرایندهای فیزیولوژیکی و رشدخانواده رافینوز 

آنزیم گالاکتینول سنتاز، تشکیل گالاکتینول را از . استمستلزم شده

UDP- کند ، کاتالیز میاینوزیتول  -گالاکتوز و میو(Galye et al. 

، Cucarbitacea ،Scorpholariacea اعضای خانواده(. 2003

Labiatae ًهای گیاهی، مقادیر زیادی از دیگر خانواده و احتمالا

 درجه آزادی منابع تغییر

 میانگین مربعات 

  پرولین کربوهیدرات گایاکول پراکسیداز آسکوربات پراکسیداز کاتالاز

  559239/5 55233/5 91/915 2/2۲10 0/132۲ 2 بلوک

  559229/5** 529۲2/5** 9/3۲299** 9/91120** 0/9۲299** 3 شوری

  559235/5** 51525/5** 1/33092** 9/290۲0** 9/20922** 2 توده

  5525132/5** 51220/5** ۲9/252۲** ۲/20593** 2/۲99۲۲** 3 توده ×شوری 

  59۲19/5 5512۲3/5 2/21۲ ۲/3330 1/20999 22 خطا

  0/9 9/2 0/2 9/9 9/3  ضریب تغییرات

  بحث
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های خود جایگزین اکاریدهای خانواده رافینوز را در بافتاولیگوس

 .Zimmerman and Ziegler 1975; Turgeon et al) کنندمی

را در پاسخ به تنش  رافینوزهاهای گیاهی بعضی گونه(. 2001

گالاکتینول سنتاز تشکیل گالاکتوز . سازنددرجه حرارت پایین می

-ده رافینوز را کاتالیز میاز گالاکتینول و الیگوساکاریدهای خانوا

رابطه گالاکتینول سنتاز نسبت به خشکی و شوری به خوبی . کند

تحقیق حاضر نخستین  (.Galye et al. 2003) استاستناد شده

های بومی خربزه در تودهGAS گزارش تأثیر شوری بر بیان ژن 

مطالعات . است( تاشکندی، آتش شیرازی و سفیدک)سیستان 

آرابیدوپسیس  GASهای بیان ژن اند کهمتعددی نشان داده

(AtGolS1  وAtGolS2 ) در پاسخ به تنش شوری و خشکی

در پاسخ به درجه  AtGolS3که افزایش یافته بودند در حالی

به  GASدو ژن (. Taji et al. 2002)حرارت پایین تجمع یافته بود 

 Galye)در خربزه کلون شده بود  GmGAS2و  GmGAS1های نام

et al. 2003 .) در خربزه رافینوز و استاکیوز جایگزین قند در بافت

(. Galye et al. 2003)یابند آن شده و نیز در بذور بالغ تجمع می

های غیر بیان ژن گالاکتینول سنتاز و فعالیت آن در پاسخ به تنش

 Chunliu et)است های گیاهی اشاره شدهزیستی در بعضی از گونه

al. 2013 .)های لوبیا قرمز کتینول سنتاز در دانهفعالیت گالا

(Phaseolus vulgaris ) ب و هوای آبر اثر قرارگیری در شرایط

در این تحقیق تحت تأثیر (. Liu et al. 1998)سرد افزایش یافت 

توده بومی خربزه سیستان  سهدر  GAS شوری میزان بیان ژن

یان ست که با بیانگر این GASنتایح بررسی بیان ژن . بررسی شد

های مختلف شوری سیر افزایشی تحت تیمار غلظت GASژن 

در غلظت شوری  GASترین مقدار بیان ژن که بیشدارد به طوری

مولار میلی 25مولار مشاهده شد و در غلظت شوری میلی 125

چنان نسبت به شاهد ترین میزان بیان ژن مشاهده شد ولی همکم

داری در فزایش معنیا GASهای مختلف شوری بیان ژن در غلظت

به این ترتیب که . هر سه توده بومی خربزه سیستان مشاهده شد

در توده خربزه بومی تاشکندی در سه سطح شوری  GASبیان ژن 

داری نسبت به شاهد افزایش معنی( مولارمیلی 125و  155، 25)

توده آتش شیرازی هم در سطوح مختلف شوری  در .نشان داد

بیان ژن مورد نظر افزایش نشان داد ( مولارمیلی 125و  155، 25)

در توده . افزایش کمتر بودهای دیگر این ولی نسبت به توده

تحت حالات مختلف شوری و  GASسفیدک بین سطح تظاهر ژن 

ژن علاوه بیان ای وجود داشت بهتفاوت قابل ملاحظه ،کنترل

GAS های مورد آزمایش افزایش در این توده نسبت به دیگر توده

بنابراین تحمل به تنش شوری در . تری مشاهده شددار بیشمعنی

آتش  های مورد بررسی در سفیدک بیشتر و در تودهمیان توده

داری را شیرازی کمتر ولی همچنان نسبت به شاهد تفاوت معنی

ر بیان این ژن که پس از انجام نکته در خور تأمل د. نشان دادند

واکنش پی سی آر کمی مشخص شد این بود که قبل از اعمال 

تنش شوری در سه توده خربزه بومی سیستان تفاوت قابل 

شد و میزان بیان در این ای در بیان این ژن مشاهده نمیملاحظه

تفاوت در بیان ها نزدیک به هم بود اما پس از اعمال تنش ژنوتیپ

در اثر  GASافت که این مسئله بیانگر این است که ژن افزایش ی

-ها القا شد و تحت تنش الگوی بیان در تودهتنش شوری در توده

نامساعد محیطی، تعداد زیادی  تحت شرایط .ها تفاوت نشان داد

یابند و باعث های گیاهی تجمع میرادیکال آزاد اکسیژن در سلول

به کاهش رشد و حتی در  ایجاد تنش اکسیداتیو و در نهایت منجر

-گیاهان در مقابل این شرایط به. شودموارد شدیدتر مرگ گیاه می

توانند رادیکال آزاد اکسیژن را تخریب وسیله سامانه آنزیمی می

های آنتی اکسیدان از قبیل سامانه آنزیمی شامل آنزیم. کنند

، گلوتاتیون ردوکتاز (CAT)، کاتالاز (APX)آسکوربات پراکسیداز 

(GR ) و سوپر اکسید دیسموتاز(SOD )پراکسید . باشدمی

صورت طبیعی اغلب از زنجیره انتقال الکترون و هیدروژن به

شود های آنزیمی در کلروپلاست گیاهان ایجاد میبعضی از واکنش

(Liu et al. 2013 .)نشان  2ها در جدول نتایج تجزیه آماری داده

، سطوح مختلف شوری و هاداری بین تودهدهد، تفاوت معنیمی

کاتالاز های آنتی اکسیدان اثر متقابل این دو بر فعالیت آنزیم

(CAT) آسکوربات پراکسیداز ،(APX) گایاکول پراکسیداز ،

(GPX )125با بالا رفتن میزان شوری از شاهد به . وجود دارند 

 .ها افزوده شدمیلی مولار بر میزان فعالیت تمامی این آنزیم

(2002 )Neill et al.  گزارش دادند تغییرات در میزان فعالیت

های های آنتی اکسیدان علاوه بر تغییرات یونی و تنظیم کنندهآنزیم

عنوان یکی از موارد تأثیر گذار تنش شوری بر تواند بهاسمزی می

بسته به میزان حساسیت گونه گیاهی، . گیاهان در نظر گرفته شود

-فعالیت این نوع آنزیم مرحله رشد، شدت و مدت تنش غلظت و
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 Mckersie and Leshemبر اساس نظر. ها تغییر خواهند کرد

در پراکسیزوم، سیتزول و ( CAT)آنزیم کاتالاز  (1993)

-می O2و  H2Oبه  H2O2و سبب تبدیل  دمیتوکندری وجود دار

عنوان دهنده الکترون از آسکوربات به APXچنین آنزیم هم. شود

کند و نقش ون آسکوربات استفاده میدر ابتدای سیکل گلوتاتی

نتایج حاصل از . در سلول دارد H2O2مهمی در سمیت زدایی 

توده بومی خربزه سیستان  سههای این آزمایش نشان داد در داده

اکسیدان با هم فعال شده، سبب کاهش نوع آنزیم آنتی سههر 

 2در جدول . شوندتنش اکسیداتیو بر گیاهان میاثرات سوء

داری بر میزان تجمع دو تنظیم شود شوری تأثیر معنیمی مشاهده

کننده اسمزی کربوهیدرات و پرولین در بافت سبز بخش هوایی 

میلی  125با بالا رفتن میزان شوری شاهد به . های خربزه داردتوده

ها، بر اساس پژوهش. ها افزوده شدمولار بر غلظت هر دو آن

وجب افزایش قندهای های محیطی به ویژه تنش شوری، متنش

 Sotripopoulos)شود محلول نظیر ساکارز، گلوکز و فروکتوز می

2007; Dasgan 2015)های سازگار به ، زیرا قندها از اسمولیت

حفظ تورگر سلولی و  آیند و سبب تنظیم اسمزی،شمار می

بنابراین تجمع (. Ashraf 2004)شوند ها میپروتئین پایداری

فزایش مقاومت گیاهان در برابر تنش قندهای محلول، سبب ا

افزایش محتوای قندهای محلول در شرایط تنش . شوندشوری می

 ;Ashraf 2004)است ها نیز گزارش شدهشوری در سایر بررسی

Sotripopoulos 2007; Dasgan 2015 )تحقیق حاضر  جکه با نتای

سلول با سنتز و تجمع ترکیبات تنظیم کننده اسمزی  .مطابقت دارد

تجمع پرولین قدر مطلق پتانسیل . دهدبه تنش شوری پاسخ می

های دهد، سلول را در برابر آسیباسمزی سلول را افزایش می

 pHها و غشای سلولی و تنظیم اسموتیک از طریق تثبیت پروتئین

کند و به این ترتیب زمینه تحمل تنش و تورژسانس محافظت می

تجمع ( Saleh and Maftoun 2008)کند شوری را فراهم می

خاطر کاهش های بالا ممکن است بهپرولین در شوری

اکسیداسیون پرولین یا تحریک سنتز آن از گلوتامات یا افزایش 

با توجه به (. Weisany et al. 2012)فعالیت آنزیم پروتئاز باشد 

کربوکسیلات 2-افزایش فعالیت اورنیتین آمینوترانسفراز و پیرولین

چنین به دلیل ی دخیل در بیوسنتز پرولین و همهاردوکتاز، آنزیم

مهار پرولین اکسیداز و پرولین دهیدروژناز و پرولین کربوکسیلاز 

(. Weisany et al. 2012)یابد میزان پرولین در شوری افزایش می

ها نشان دادند که با افزایش سطوح تنش شوری، مقدار بررسی

 .Molazem et al. 2010; Weisany et al)پرولین افزایش یافت 

همراه با بالا رفتن . که با نتایج حاصل مطابقت نشان داد(  2012

مولار، غلظت این دو ترکیب میلی 125سطح شوری از شاهد به 

زمان افزایش یافت که نشان دهنده استفاده از هر دو نوع این هم

-نظر میبه .ترکیبات آلی برای تنظیم اسمزی در گیاه خربزه است

ایجاد شده  H2O2یاه تحت تنش شوری برای تخریب رسد این گ

های گیاهی سامانه آنزیمی خود را فعال نموده و در در سلول

رود که بیان همچنین گمان می. یابدافزایش می GASنتیجه بیان ژن 

توده خربزه بومی سیستان تحت چنین شرایطی  3در  GASژن 

افینوز سبب سنتز قندهای قابل حل همچون قندهای خانواده ر

های محیطی مؤثر است و که برای حفاظت گیاه در برابر تنش شود

بنابراین . تواند به گیاه برای تحمل به تنش شوری کمک کندمی

تواند باعث تحمل و زنده ماندن گیاه می GASافزایش فعالیت ژن 

تری برای بدیهی است تحقیقات بیش. شودتحت تنش شوری 

تحت تنش  GASایش بیان ژن چگونگی مکانیسم افز دادن نشان

خانواده دهد که شوری مورد نیاز است، مطالعات اخیر نشان می

رافینوز در مقاومت نسبت به سرما هم در  اًمخصوص رافینوز

و هم در گیاهان علفی ( Strimbeck et al. 2007) گیاهان چوبی

 ;Taji et al. 2002; Klotke et al. 2004)چون آرابیدوپسیس هم

Rohde et al 2004; Knaupp et al. 2011  ) و یونجه تأثیر مهمی

ها نشان بررسی(. Cunningham et al. 2003)از خود نشان دادند 

در یونجه نقش مهمی در تحمل گیاهان  GASداد افزایش بیان ژن 

افزایش (. Zhuo et al. 2013)کند های غیرزیستی ایفا میبه تنش

در قهوه  (CaGol3 و CaGol1 ،CaGol2) GolSsبیان سه ژن 

(Coffea arabica)  همراه با افزایش رافینوز و استاکیوز باعث

 Santos et)های کمبود آب، شوری زیاد و گرما شد تحمل به تنش

al. 2011 .)های انجام شده تنش شوری باعث افزایش طی بررسی

های خربزه بومی در توده( APX)بیان ژن آسکوربات پراکسیداز 

در این مطالعه نیز با (. Montazerinezhad 2014)سیستان شد 

با افزایش سطح شوری  GASهای ذکر شده بیان ژن گزارش

نقش بسزایی در  GASبنابراین ما معتقدیم که . افزایش یافت
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گیاهان تحت تنش برعهده دارد و فعالیت خود را با رونویسی و 

 . کندتنظیم می  GASبیان ژن
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alinity is a major problems in a wide area of Iran. Oligosaccharides of Raffinose family (RFOs) 

perform several physiological functions in plants such as accumulation of the suger in response to 

salt stress during seed forming. The synthesis of galactinol, mediated by galactinol synthase (GAS), 

is the first committed step in RFO formation. In order to resist to salinity, plants not only use osmotic 

regulation but also use a mechanism for increasing activity of antioxidant enzymes. In the present study, 

In order to determine GAS gene expression level, the role of catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX) 

and gayacol peroxidase (GPX), carbohydrat and proline levels in 3 selected Sistanian melon landraces 

(Cucumis melo L.) which are under salinity, a factorial arrangement in randomized complete block design 

with three replications experiment was done in Center of Agricultural Biotechnology of Zabol University. 

Four concentrations including 0, 50, 100 and 150 mM NaCl were used in this study. RNA was extracted 

from leaf samples and cDNA was designed using reverse transcription. The result showed that GAS gene 

expression increased by increasing salinity level from 0 to 150 mM. In comparison with control, in the 

highest level of salinity (150 Mm) GAS gene expression level increased 10.2-fold in Tashekandi landrace, 

7.3-fold in Atashshirazi landrace and 19.79-fold in Sefidak landrace. The gene has the highest level of 

expression in Sefidak landrace comparing to other landraces. When salinity stress increased in three melon 

landraces of Tashekandi, Atashshirazi and Sefidak, antioxidant enzymes such as catalase (CAT) 85.9, 63.2 

and 87.1 percent, ascorbate peroxidase (APX) 68.89, 36.48 and 92.81 percent, gayacol peroxidase (GPX) 

89.25, 72.84 and 70.37 percent, carbohydrat 40.2, 84.4 and 92.8 percent and proline 86.6, 69.8 and 89.4 

percent increased in comparison to control.It seems that expression of GAS gene synthesizes the sugars of 

raffinose family in three selected melon landraces in such condition which is effective for plant protection 

against the environmental stresses. This can help the plant for enduring under the salinity stress. It also 

provides the condition for plant endurance through the activity of two systems the enzyme activity 

increase and osmotic regulations. 
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