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 تحتترين واكنش  تجمع پرولين رايج. شودمحسوب ميتوليدات گياهي  درننده تنش غيرزيستي عامل محدود ك
تنش خشكي از طريق كاهش آب گياه . كند مي فعاليت كننده اسمزيتنش خشكي و شوري بوده و به عنوان محافظت

ه، كلروفيل ها، اسيدهاي آمين با تخريب پروتئين ها  ROS. شود مي) ROS(هاي فعال اكسيژن  سبب توليد انواع گونه
اكسيداني مانند  ها، گياهان داراي سيستم دفاعي آنتي براي كم كردن اين آسيب. نندرسابه سلول آسيب مي DNAو 

هاي رشد گياهي است كه  هاي مقابله با تنش خشكي استفاده از تنظيم كننده يكي از روش. هستند) CAT(كاتالاز 
ها اثر  بر روي بيان ژن، توليد اسيدهاي نوكلئيك و پروتئينشوند، همچنين  سبب افزايش رشد و تقسيم سلولي مي

كاتالاز   هاي سيتوكنين و براسينواستروئيد بر ميزان فعاليت و بيان ژن آنزيم در اين پژوهش تاثير هورمون. گذارند مي
ت اين تحقيق به صور. بررسي شد OKAPIو  GKHهاي  و پرولين تحت شرايط تنش خشكي در دو رقم كلزا به نام

 وGKH2005 در هر دو رقم كلزاي پاييزه . آزمايش فاكتوريل در قالب طرح پايه كاملا تصادفي با سه تكرار انجام شد
OKAPI  بيشترين فعاليت كاتالاز در شرايط تنش خشكي در سطح هورموني براسينواستروئيد بوده و اختلاف

در cat16  تنش خشكي بيشترين بيان ژن تحترقم در هر دو . نشان داد) پاشي عدم هورمون(داري را با شاهد  معني
نتايج مقايسه ميانگين . براسينواستروئيد بود+ ميكرومولار  100سطوح هورموني براسينواستروئيد و تركيب سيتوكنين 

نيز نشان داد كه بيشترين بيان متعلق به سطح هورموني براسينواستروئيد بوده و نسبت به سطح  cat54ميزان بيان ژن 
پاشي  در سطوح هورمون p5csمحتواي پرولين و بيان ژن . اشتپاشي داراي بيان بيش از سه برابر د هورمونعدم 
   .روندي كاهشي را نشان داد OKAPIبه صورت افزاينده بود و در رقم  GKHرقم 
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   مقدمه
ترين گونه زراعي جنس براسيكا مهم ).Brassica napus L(كلزا 

كه محصول مناسبي براي تناوب با گندم است و با توجه به اين
تواند مورد كشت قرار گيرد، در ايران از  بوده و بعد از گندم مي

هاي اخير كشت آن  اهميت خاصي برخوردار بوده و طي سال
 Abedi and Pakniat 2010 Khajepour(  است توسعه يافته

خصوصيات كلزا سبب شده كه به عنوان يك گياه روغني . );2007
ترين گياهان كه جزء مهمبه طوري . با ارزش مورد توجه باشد

 ;Ahmadi 2000(شود  روغني مناطق معتدل دنيا محسوب مي

Khajepour 2007( .تواند نقطه عطفي  توسعه كشت اين گياه مي
كلزا در . اهش وابستگي كشور به واردات روغن باشدجهت ك

ها  دهي و رشد خورجينزني و همچنين در زمان گل مرحله جوانه
به خشكي حساس بوده و كمبود آب طي اين مرحله سبب كاهش 
شديد تعداد گل و دانه، وزن هزار دانه و در نهايت ميزان روغن 

 Amiri Oghan et al. 2004( .)Hamed et al. (2013(شود  دانه مي

در بررسي تحمل به خشكي مراحل انتهايي رشد ارقام كلزا بيان 
 Okapi عملكرد بيشتري را نسبت به رقم GKH2005داشتند رقم 

همچنين . باشد كند و داراي تحمل به خشكي بالاتري مي توليد مي
Rashidifar et al. (2012) گزارش كردند رقمOkapi   در گروه

   .قرار داردارقام حساس به خشكي 
خشكي يكي از عوامل محيطي مهم در كاهش توليد تنش 

). Sivamani et al. 2000(محصولات زراعي در سراسر دنيا است 

هاي زير كشت دنيا و ايران با توجه به اينكه بخش وسيعي از زمين
در شرايط آب و هوايي نيمه خشك قرار دارند لزوم توجه به 

ناشي از اين تنش، امري هاي نوين جهت كاهش خسارات  روش
اي  مجموعه ايجادتنش خشكي باعث . آيد ضروري به حساب مي

كه به صورت تغييرات در سطح  شود، ميهاي پيچيده  از واكنش
اين البته . شود ظاهر مي بيوشيميايي، فيزيولوژيكي و مولكولي

تيپ گياه و به نوها به شدت تنش و دوام آن، ژمجموعه واكنش
 عوامل محيطي ايجاد كننده تنش بستگي داردمرحله رشد و نيز 

)Lisar et al. 2002; Shinozaki and Shinozaki 2007( . از
هايي كه  توان به تجمع متابوليت هاي بيوشميايي نيز مي پاسخ

كنند،  قابليت انحلال داشته ولي متابوليسم طبيعي گياه را مختل نمي
هستند شامل قندها   ها معروف اين مواد كه به اسموليت. اشاره كرد

هاي داراي بار الكتريكي مثل گلايسين بتائين و  و متابوليت
اين  ).yamchi et al. 2004(اي چون پرولين است  اسيدهاي آمينه

كند كه حالت آبدار خود را حفظ كرده  تركيبات به سلول كمك مي
س مقاومت در مقابل خشكي و از دست رفتن آب سلول را پو س

تجمع پرولين در  ).Mahajan and Tuteja 2005(كنند  فراهم مي
- 5پرولين - 1- هاي دلتا سلول به دليل افزايش فعاليت آنزيم

كربوكسيلات ردوكتاز -5و پرولين ) P5CS(كربوكسيلات سنتتاز 
)P5CR (در واقع در شرايط تنش خشكي فعاليت آنزيم . باشد مي

P5CS ي افزايش يافته و مقدار پرولين را در داخل سلول به حد
كند  آبي به گياه جلوگيري مي برد كه از خسارت زياد كم بالا مي

)yamchi et al. 2004.(  تنش خشكي همچنين از طريق كاهش
مانند ) ROS( ١هاي فعال اكسيژن آب گياه سبب توليد انواع گونه

O2(سوپراكسيد 
، بنيان هيدروكسيل )H2O2(، پراكسيد هيدروژن )-

)OH- (هاي فعال اكسيژن با  اين گونه. شود و اكسيژن منفرد مي
ها، اسيدهاي آمينه،  انجام پراكسيداسيون ليپيدي، تخريب پروتئين

). Neill et al. 2002(زنند  به سلول آسيب مي DNAكلروفيل و 
ها، گياهان داراي سيستم دفاعي  براي كم كردن اين آسيب

هاي غير آنزيمي و همچنين  اكسيداني هستند كه شامل تركيب آنتي
، كاتالاز )SOD(هاي آنزيمي مانند سوپر اكسيد ديسموتاز  يبترك

)CAT( پراكسيداز ،)POX( آسكوربات پراكسيداز ،)APX( ،
 Neill(است ) PPO(و پلي فنل اكسيداز ) GR(گلوتاتيون ردوكتاز 

et al. 2002 .(ها تجزيه پراكسيد هيدروژن  وظيفه عمده اين آنزيم
  ).Parida and Das 2005(است 

آبي استفاده از  هاي تنش كم هاي مقابله با دوره روش يكي از
 ).Ahmadi Mosavi et al. 2005( هاي رشد گياهي است هورمون
هاي شيميايي در پاسخ به عوامل  هاي گياهي حاوي پيام هورمون

محيطي هستند و شايد بتوان گفت در زمان تنش خشكي، تجمع 
هاي اسمزي تحت  هايي از قبيل پرولين و تنظيم كننده متابوليت

 ;Smirnoof and Cumbes 1989(هاي گياهي باشد  هورمون تاثير

Mckersie and Leshem 1994.( داراي اثرات ها  سيتوكنين
.  ترين آن تقسيم سلولي استكه مهم بوده افزايشي رشدي

، گل  هاي انتهايي ريشه طور عمده در مريستمه ها ب سيتوكنين
 .Miller et al( دنشو ساخته مي هاي در حال رشد ميوه ها و آذين

                                                            
1 Reactive oxygen species 
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كل و سنتز پروتئين  RNAو  DNA  تكثير سيتوكنين ميزان ).1955
هاي گياهي بر روي بيان  به طور كلي هورمون. دهد را افزايش مي

گذارند كه اين موضوع در  اثر مي) rRNA(ريبوزومي  RNAژن 
 ها مشاهده شده است  آزمايشات متعدد و بيشتر در رابطه با اكسين

)Ananiev et al. 1987.( هاي  براسينواستروئيدها در اكثر قسمت
هاي زايشي قرار  شوند و بيشترين ميزان آنها در اندام گياه يافت مي

هاي گياهي سبب افزايش رشد و تقسيم  اين دسته از هورمون. دارد
شوند، همچنين بر روي بيان ژن، توليد اسيدهاي  سلولي مي

 .Ahmadi Mosavi et al(گذارند  مي ها اثر نوكلئيك و پروتئين

2005.(  
هاي  تنشعي از ييدها تحمل گياهان را در محدوه وسئبراسينواسترو

اند و اين  افزايش داده محيطي خشكي، شوري، سرما و گرما
ول ئهاي مس افزايش رونوشت ژنو افزايش عموما وابسته به توليد 

گياهان تيمار در درون تنش بردن تحمل به  براي بالا تنشپاسخ به 
 ;Clouse et al. 1992( يد بوده استئشده بوسيله براسينواسترو

Eskandari et al. 2010 .( يدئبراسينواستروكاربرد خارجي 
هاي مقابله كننده با تنش اكسيداتيو مثل  تواند فعاليت آنزيم مي

در اين . راكسيداز و كاتالاز را افزايش دهدپآسكوربيك اسيد، 
استفاده از براسينواستروئيد در گياه ذرت در  رابطه در آزمايشي

كاتالاز  ،سوپراكسيد ديسموتاز هاي نست آنزيم زني توا مرحله جوانه
در . )Li et al. 1998(را فعال كند  آسكوربيك پراكسيداز و 

تحت تنش استفاده از براسينواستروئيد آزمايشي ديگر در سورگوم 
و به ميزان كمي فعاليت اسمزي توانست فعاليت كاتالاز را افزايش 

 Vardhini and Rao(راكسيداز و آسكوربيك اسيد را كاهش دهد پ

روي تجمع مواد محلول اثر يدها ئبراسينواستروهمچنين  ).2003
مثبت دارند و باعث افزايش سازگاري اسمزي و ميزان پرولين در 

به طور كلي  .)Ahmadi Mosavi et al. 2005(ند شو طي تنش مي
روئيدها با اثر بر روي تجمع مواد محلول، تنظيم اسمزي براسينواست

و افزايش كارتنوئيدها، باعث حفظ تورم و حجم سيتوزولي 
ها و غشا سلولي را  ضمن اينكه ساختمان ماكرومولكول. شوند مي

و در نهايت سبب بهبود شرايط گياه در زمان  كردهنيز محافظت 
منجر به محافظت گياه براسينواستروئيدها  از اين رو. شوند تنش مي

 Ahmadi Mosavi et(شوند  در شرايط تنش و افزايش مقاومت مي

al. 2005(. ثير تنش كمبود آب بر روي ادر آزمايشي با بررسي ت

صفات فيزيولوژيكي كلزا دريافتند كه در زمان وقوع تنش كمبود 
آب و كـاهـش پتانسيل آب بــرگ در ارقـام متحمـل كلـزا 

يابـد  ـرولين در سـلول افـزايـش ميميـزان ذخيـره پ
Moradshahi et al. 2004).(  افزايش فعاليت آنزيمدر آزمايشي-

ن ـهاي كد كننده اي داري بيان ژنـاكسيدان در كنار پايهاي آنتي
هاي گياه نخود ها را تحت شرايط تنش سرما بر روي ژنوتيپآنزيم

روي آنزيم  اي كهدر مطالعه ).(Nazari et al. 2011د شگزارش 
هاي مختلف كاتالاز در گياه آرابيدوپسيس تاليانا تحت تنش

نقش مهمي در حذف  cat1صورت گرفت مشخص شد كه ژن 
توسط تنش سرما و  cat2پراكسيد هيدروژن داشته و فعاليت 

توسط آبسيزيك  cat3همچنين فعاليت . خشكي تغيير نشان داد
  ).(Yan Yan and Wang 2008اسيد و تنش اكسيداتيو تغيير يافت 

هاي سيتوكنين و  در اين پژوهش به منظور بررسي تاثير هورمون
اكسيداني و پرولين، ميزان  براسينواستروئيد بر روي سيستم آنتي

اكسيدان به نام كاتالاز و  هاي آنتي فعاليت و بيان ژن يكي از آنزيم
تحت شرايط تنش خشكي در گياه كلزا مورد  p5csبيان ژن 

  .گرفت آزمايش قرار
  

   هامواد و روش
 ).Brassica napus L(در اين بررسي از دو رقم كلزاي پاييزه  

GKH2005  وOKAPI سسه تحقيقات اصلاح و وم تهيه شده از
اين تحقيق در سال ). 1جدول(تهيه نهال و بذر كرج استفاده شد 

در گلخانه و آزمايشگاه پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي  1391
به صورت آزمايش فاكتوريل در قالب طرح پايه ) ABRII(ايران 

، سطوح آبياري )سطح 5(كاملا تصادفي شامل سطوح هورموني 
تكرار انجام  سهرقم با  دوو ) سطح آبياري و قطع آبياري 2(

پاشي با آب  محلول(تيمارهاي هورموني شامل سطح شاهد . گرفت
با غلظت  پاشي با براسينواستروئيد محلول( Br  ،)مقطر و توبولين

 50پاشي با سيتوكنين با غلظت  محلول( Cyt50، )ميكرومولار 10- 7
 100پاشي با سيتوكنين با غلظت  محلول( Cyt100، )ميكرومولار
پاشي با مخلوط سيتوكنين  محلول( Cyt100×Brو ) ميكرومولار

هر . بود) ميكرومولار 10- 7براسينواستروئيد + ميكرومولار  100
ا سه تكرار در شرايط تنش و سه تكرار يك از سطوح هورموني ب

هاي  بذور ابتدا در گلدان. دشدر شرايط نرمال آبياري اعمال 
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در شرايط ده و شكشت  ماس و شن پيت كوچك پاكتي حاوي
ها به مرحله چهار پس از رسيدن گياهچه. ندگلخانه قرار گرفت

جهت ) گراد دماي چهار درجه سانتي(به فيتوترون  هاگلدانبرگي، 
به   چهگياهروز سرمادهي دو  50پس از . سازي انتقال يافتند هارهب

برگ . اصلي انتقال يافته و به گلخانه منتقل شدندهاي گلدان
پاشي قرار  تحت تيمار هورمون پس از رفتن هر بوته به گلگياهان 

تيمارهاي  در. مرطوب شدطوري كه سطح آنها كاملا گرفتند، به 
پاشي  قطع آبياري از زمان هورمونتنش خشكي، پس از هفت روز 

هفت روز بعد ) آبياري نرمال(و در تيمارهاي بدون تنش خشكي 
  .ي صورت گرفتبردارنمونهپاشي  از زمان هورمون

  
  ها ارقام زراعي كلزاي مورد مطالعه و مشخصات آن - 1جدول

 ژنوتيپ مبدأ تيپ رشد
 GKH2005 مجارستان پاييزه
 Okapi فرانسه پاييزه

 
  گيري فعاليت كاتالاز هانداز

گيري اندازه Chaoui et al. (1997)فعاليت آنزيم كاتالاز به روش 
 100ميكروليتر از بافر فسفات پتاسيم  250بدين منظور ابتدا . شد
 250ميكروليتر آب مقطر استريل و  500مولار به همراه ميلي

محلول در بافر (مولار  ميلي 70ميكروليتر از پراكسيد هيدروژن 
ليتري ريخته  درون يك كيووت كوارتز يك ميلي) فسفات پتاسيم

دستگاه اسپكتوفتومتري در طول موج  ،شد و جهت هضم تدريجي
ميكروليتر از عصاره آنزيم  20سپس . دشنانومتر صفر  240

استخراج شده از برگ هر نمونه به صورت جداگانه به كيووت 
ثانيه فعاليت  180حاوي محلول بالا اضافه شده و در مدت زمان 

  .    كاتالاز بر حسب جذب بر دقيقه ترسيم شد
  پرولين سنجش مقدار

 10تر گياهي ضمن ساييدن داخل هاون چيني   گرم ماده 5/0به 
سپس  با . درصد اضافه شد سهليتر اسيد سولفوساليسيليك ميلي

دقيقه در دماي چهار  10دور در دقيقه به مدت  15000سرعت 
ليتر از روشناور مقدار دو ميلي. دشنتريفيوژ گراد سا درجه سانتي

ليتر جديد ريخته شد ميلي 15درون تيوب   سانتريفيوژ  از  ناشي
  ليتر اسيد استيك ميلي  دو و  ناين هايدرين  اسيد   ليترميلي و دو 

در حمام آب  د وشگلاسيال به آن افزوده و سپس خوب مخلوط 
مدت يك ساعت قرار داده گراد به  درجه سانتي 100گرم در دماي 

ها درون حمام آب يخ قرار گرفت  سپس جهت توقف واكنش. شد
ليتر تولوئن به محلول اضافه شد و  و بعد از سرد شدن چهار ميلي

 520در نهايت در طول موج . دشثانيه ورتكس  20به مدت 
نانومتر با دستگاه اسپكتروفوتومتر قرائت صورت گرفت و با 

نحني، مقدار پرولين هر نمونه به دست آمد استفاده از معادله م
)Bates et al. 1973.(  

  طراحي آغازگرها
با توجه به اينكه براي ژن كاتالاز در كلزا دو توالي گزارش شده 

دند شهمرديف  Clustal Wافزار بود، اين دو توالي با استفاده نرم
و طراحي آغازگر با توجه به تفاوت در نوكلئوتيدهاي دو توالي 

بدين ترتيب دو جفت آغازگر براي آنزيم كاتالاز . ت گرفتصور
اي صورت گرفت كه با  طراحي آغازگرها به گونه. دشطراحي 

مورد نظر به طور اختصاصي  ژناستفاده از هر جفت آغازگر تنها 
 OLIGOافزار هاي اختصاصي با استفاده از نرمآغازگر .تكثير شود

ver. 5  ١دار وهش از ژن خانهپژاين در ). 2جدول(ند شدطراحي 
به  .دشاستفاده ) Chandna et al. 2012( به عنوان كنترل داخلي

منظور اطمينان از كارايي و عملكرد اختصاصي آغازگرها انجام 
PCR  دو درصد آگارز صورت پذيرفت و محصول آن بر روي ژل

 .شد بررسي

  هاي كاتالاز مطالعه الگوي بيان ژنو  RNAاستخراج 
 .دشكل از محلول ترايزول استفاده  RNAجهت استخراج 

هاي مذكور انجام گرفت و بعد از  از برگ ژنوتيپ RNAاستخراج 
راپ، كيفيت با دستگاه نانود RNAهاي  سنجي نمونه  غلظت
در . مورد بررسي قرار گرفت يك درصد ها با ژل آگارز نمونه

و  شدتيمار  DNase1استخراج شده با آنزيم  RNAمرحله بعدي 
هاي استخراج RNAاز  DNAينان از حذف آلودگي جهت اطم

صورت گرفت و محصول آن بر روي ژل  PCRشده واكنش 
 ,BIO-RADبا استفاده از كيت  cDNAواكنش سنتز  .شد بررسي

iScript cDNA synthesis kit  در نهايت بررسي  .گرفت صورت 
  Real time PCR )Relative Real timeروش  با   ژن  بيان  نسبي

  
                                                            
1 House keeping 
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  ها جفت آغازگرهاي مورد استفاده در بررسي الگوي بيان ژن و توالي فهرست -2 دولج

 Length  آغازگر برگشتي)  ′5-′3(  آغازگر رو به جلو) ′5-′3(  نام آغازگر
(bp) TM Accession 

cat54 ATGAGATCCGCAGCATCTGG GAGATTGGTCTCCCTAGATG 111 60°C U68219.2 
cat16 AAGAGCGTTTCGTGAAGCGTT GCCTCACGTTAAGACGGGAA 141 62°C EU487186.1 
p5CS GGTCCAGTTGGAGTAGAAGG  GCACTGCCTTTGTCCTTTCT 133 62°C AF314812.1  

GAPDH AGAGCCGCTTCCTTCAACATCATT TGGGCACACGGAAGGACATACC 112 62°C EF123055.1

  
PCR (با استفاده از كيتBIO–RAD (BIO-RAD, iQ Syber 

Green) Supermix ميزان بيان ژن با روش . شد انجامEfficiency 

adjusted ∆∆Ct (pfaffi 2001)  ها با  همه داده سپس. شدمحاسبه
به عنوان كنترل داخلي نرمال و ميزان  GAPDH دار خانهژن 

سنجيده  هاي مختلف نسبت به شاهد تغييرات بيان ژن در تنش
  .شد
  

    نتايج و بحث
هاي استخراج RNAشود  مشاهده مي 1گونه كه در شكل همان

شده از كيفيت خوبي برخوردار بوده و داراي هر سه زير واحد 
5S ،18S  28وS حذف آلودگي . بودندDNA  به وسيله ژنومي

، PCRانجام واكنش  .انجام گرفت DNase1ها با آنزيم  تيمار نمونه
 بود وضروري  DNAجهت حصول اطمينان از حذف آلودگي 

 PCRدر واكنش  DNase1آنزيم تيمار شده با  RNAبدين منظور 
مشاهده  2گونه كه در شكل همانو  گرفتبه عنوان الگو قرار 

انجام  PCRهيچ تكثيري در واكنش  DNAحذف كامل  شود با مي
  .نشد

براي فعاليت آنزيم كاتالاز و ) 3جدول (ها  تجزيه واريانس داده
يك داري را در سـطـح احتمال  محتواي پرولين اختـلاف معنـي

× پاشي، اثرات متقابل رقم  در منابع تغيير تنش، هورمون ددرص
. هورمون نشان داد× تنش × هورمون و رقم × هورمون، تنش 

اثر پنج درصد  همچنين براي فعاليت كاتالاز در سطح احتمال
داري را نشان داد اما براي  تنش اختلاف معني × متقابل رقم 

ها نيز براي فعاليت  رقم بين. دار نبود محتواي پرولين اين اثر معني
دار معني. داري ديده نشد كاتالاز و محتواي پرولين اختلاف معني

× تنش × هورمون و رقم × هورمون، تنش × بودن اثر متقابل رقم 
و  OKAPIو  GKHهورمون دلالت بر عدم پاسخ يكسان دو رقم 

نيز دو سطح تنش و عدم تنش نسبت به سطوح مختلف تيمارهاي 
هاي كاتالاز  براي ميزان بيان ژن. ي انجام گرفته داردپاشهورمون

cat16  وcat54  و ژن دخيل در سنتز پرولين)p5cs ( علاوه بر
پاشي، تمامي اثرات متقابل  فاكتورهاي اصلي رقم، تنش و هورمون

و عدم  شددار  معني يك درصد گانه در سطح احتمال دوگانه و سه
ها را در سطوح روند پاسخ يكنواخت هر كدام از فاكتور

  .فاكتورهاي ديگر نشان داد
 مشاهده شد كه در رقم) 3شكل(ها بر اساس مقايسه ميانگين

GKH  و ) 19/6(بيشترين فعاليت كاتالاز در شرايط نرمال آبياري
در سطح هورموني براسينواستروئيد بوده و اختلاف ) 44/7(تنش 
عدم (داري را با ساير سطوح هورموني و سطح شاهد  معني

در شرايط  68/3در شرايط بدون تنش و  14/3) (پاشي هورمون
نيز سطح هورموني  OKAPI در رقم. نشان داد) تنش

با سطح شاهد ) 60/6(براسينواستروئيد در شرايط تنش خشكي 
در هر دو رقم . داري نشان داد اختلاف معني) 59/2(پاشي  هورمون

با شاهد  ميكرومولار در شرايط تنش 50سطح هورموني سيتوكنين 
داري  پاشي اختلاف معني آبياري نرمال خود و نيز با شاهد هورمون

 OKAPIدر شرايط آبياري نرمال نوع پاسخ در رقم . نشان داد

 متفاوت بود و بيشترين فعاليت كاتالاز در رقم GKHنسبت به رقم 
OKAPI ميكرومولار  100پاشي سيتوكنين  در سطح هورمون

داري را با سطح عدم  عنيديده شد و اختلاف م) 04/5(
با توجه به اينكه در شرايط تنش . نشان داد) 02/3(پاشي  هورمون

در هر دو رقم بيشترين فعاليت كاتالاز مربوط به سطح هورموني 
توان گفت كه كاربرد اين هورمون  بود مي) Br(براسينواستروئيد 

  .دشوتواند منجر به افزايش فعاليت كاتالاز در شرايط تنش  مي
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  استخراج شده RNAجهت بررسي كيفيت  يك درصدتصوير الكتروفورز ژل آگاروز  -1شكل

  
باندهاي مشاهده  ladder 100 bp با توجه به باندهاي( استخراج شده هاي  RNAاز  DNAجهت اطمينان از حذف آلودگي   PCRاكنشمحصول و -2شكل

  ).دباش و كنترل منفي آغازگر دايمر مي RNAهاي  شده در رديف
  

 فعاليت آنزيم كاتالاز و محتواي پرولين در شرايط تنش خشكي و سطوح هورمون و  cat54،cat16 ،p5csهاي تجزيه واريانس ميزان بيان ژن - 3جدول
  OKAPIو   GKHپاشي در دو رقم   

  منابع تغيير
 

  ميانگين مربعات  
  Gene p5cs  محتواي پرولين Gene cat16 Gene cat54  فعاليت كاتالاز درجه آزادي

 ns44/1 **795/3 **528/11 ns 166/0 **94/27 1 رقم
 642/554** 584/511** 861/43** 098/40** 986/16** 1 تنش
 ns 007/0 **811/40 604/7** 543/4** 536/3* 1 تنش×رقم

 615/60** 256/45** 428/5** 389/12** 649/11** 4 پاشيهورمون

 665/84** 825/51** 189/15** 527/0** 462/4** 4 پاشيهورمون×رقم
 346/39** 941/41** 366/6** 513/6** 556/5** 4 پاشي هورمون×تنش

  486/70**  027/48**  227/1**  022/4**  075/4**  4  پاشي هورمون ×تنش ×رقم 
  598/0  608/0  226/0 134/0 527/0 40 خطا

    19/19  36/21  33/15 51/18 78/17   (%)ضريب تغييرات 
ns ،*  دار بودن در سطح احتمال پنج و يك درصد  داري و معني غير معني هدهند به ترتيب نشان: **و  
  

انجام  cat16هاي ژن  با استفاده از آغازگر Real time-PCRواكنش 
را نشان  cat16 ژنحدود آستانه و منحني ذوب  4شكل   . گرفت

  .دهد  مي
نشان داد كه در ) 5شكل ( cat16نتايج حاصل از سنجش بيان ژن 

هر دو رقم در تيمار تنش خشكي بيشترين بيان اين ژن در سطوح 
در رقم  30/7و  GKHدر رقم  77/3(هورموني براسينواستروئيد 

OKAPI ( 100و همچنين سطح هورموني تركيب سيتوكنين 
در  60/3و  GKHدر رقم  12/3(ميكرومولار و براسينواستروئيد 

داري را با سطح  ح اختلاف معنيبوده و اين سطو) OKAPIرقم 
در رقم  84/1و  GKHدر رقم  47/1(پاشي  شاهد هورمون

OKAPI (توان گفت كه اين سطوح  در واقع مي. نشان دادند
همچنين بيان . اند هورموني اثر مثبتي در افزايش بيان اين ژن داشته

اين ژن در سطح هورموني براسينواستروئيد در شرايط تنش نسبت 
از اين ) برابر دوحدود (بسيار بيشتر  OKAPIش در رقم به عدم تن

يد اين ميزان بيان ژن كاتالاز، يالبته در تا. بود GKHافزايش در رقم 
  همانطور كه مشاهده شد سطح هورموني براسينواستروئيد توانست 
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  )الف(                            )                                                                 ب(            

 100، سيتوكنين )cyt50(ميكرومولار  50، سيتوكنين )control(آب مقطر . (OKAPIرقم ) ب(و  GKHرقم ) الف(مقايسه فعاليت كاتالاز در  -3شكل
- حروف مشابه لاتين روي ستون)). cyt100*Br(ميكرومولار و براسينواستروئيد  100، تركيب سيتوكنين )Br(، براسينواستروئيد )cyt100(ميكرومولار 

  .باشدميداري  اختلاف معني عدمدهنده  ها، نشان
  

  
  cat16مربوط به ژن  منحني ذوبمودار ن -4شكل 

  
در حالت . شودمنجر به افزايش فعاليت كاتالاز در هر دو رقم 

آبياري نرمال نيز بيشترين بيان اين ژن متعلق به سطح هورموني 
  ).5شكل(بود  GKHدر رقم ) 30/2(د براسينواستروئي

براي  cat54هاي ژن  با استفاده از آغازگر Real time-PCRواكنش 
منحني ذوب آن در   هاي مورد بررسي انجام گرفت و نمودار نمونه
  .ارائه شده است 6شكل 

در رقم ) 7شكل ( cat54 نتايج مقايسه ميانگين ميزان بيان ژن
GKH شكي بيشترين بيان نسبي اين نشان داد كه در تيمار تنش خ

پاشي بوده و تمام تيمارهاي سطوح  ژن در بين سطوح هورمون
عدم (داري را با سطح شاهد  پاشي اختلاف معني هورمون
به طوري كه بيشترين بيان متعلق به . نشان دادند) پاشي هورمون

سطح هورموني براسينواستروئيد بوده و نسبت به سطح عدم 

همچنين در . يان بيش از سه برابر نشان دادپاشي داراي ب هورمون
 100و  50اين رقم در شرايط آبياري نرمال سطوح سيتوكنين 

+ ميكرومولار  100ميكرومولار و تركيب سيتوكنين 
داري با سطح شاهد عدم  براسينواستروئيد داراي اختلاف معني

مقايسه ميانگين براي اثر متقابل ). 7شكل (پاشي بودند  هورمون
نشان داد كه در حالت تنش سطح هورموني هورمون ×  يآبيار

از بيان بالاتري برخوردار بوده است و  )13/6(براسينواستروئيد 
پاشي و حتي  داري با ساير سطوح هورمون داراي اختلاف معني

هورمون براسينواستروئيد در  از اين رو. پاشي بود عدم هورمون
ه ديگر سطوح حالت تنش بيان نسبي ژن بالاتري را نسبت ب

و تاثير اين هورمون را در افزايش بيان اين ژن هورموني داشته 
  .توان ملاحظه كرد مي
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  )الف(        )                                                                                     ب(          

 ، سيتوكنين)cyt50(ميكرومولار  50، سيتوكنين )control(آب مقطر . (OKAPIرقم ) ب(و  GKHرقم ) الف(در  cat16مقايسه بيان ژن كاتالاز  -5شكل
حروف مشابه لاتين روي )). cyt100*Br(ميكرومولار و براسينواستروئيد  100، تركيب سيتوكنين )Br(، براسينواستروئيد )cyt100(ميكرومولار  100
  .داري با هم ندارند اختلاف معني دهنده اين است كه سطوح هاي هر نمودار، نشانستون

  

  
  cat54مربوط به ژن  منحني ذوبنمودار  -6شكل

  
تغييرات محتواي پرولين در اثر سه جانبه سطوح مختلف 

نشان داده  8هورموني و آبياري و دو رقم مورد مطالعه در شكل 
بيشترين محتواي پرولين  GKHبر اين اساس در رقم . شده است

پاشي  يب متعلق به سطوح هورموندر حالت تنش به ترت
 100ميكرومولار و سيتوكنين  100براسينواستروئيد، سيتوكنين 

ي تاثير اين  دهنده براسينواستروئيد بود كه نشان+ ميكرومولار 
 GKHپاشي بر افزايش محتواي پرولين در رقم  سطوح هورمون

پاشي بر محتواي  هورمون ت كهفتوان گ علاوه بر اين مي. است
تاثير بازدارنده در زمان تنش داشت، چرا  OKAPIين در رقم پرول

از ميزان ) پاشي عدم هورمون(كه سطوح هورموني نسبت به شاهد 
همچنين در اين بررسي در حالت . پرولين كمتري برخوردار بودند

پاشي از لحاظ محتواي پرولين در  بدون تنش بين سطوح هورمون
اين نتايج نشان دهنده اين . داري ديده نشد هر دو رقم تفاوت معني
بر ) ميكرومولار 50به جز سيتوكنين (پاشي  است كه تاثير هورمون
كاهنده  OKAPI افزاينده و در رقم  GKHمحتواي پرولين در رقم

  .بوده است
براي  p5csهاي ژن  با استفاده از آغازگر Real time-PCRواكنش 
ي ذوب آن در منحن  هاي مورد بررسي انجام گرفت و نمودار نمونه
  .ارائه شده است 9شكل 

در اثر سه جانبه سطوح  p5csبررسي تغييرات بيان نسبي ژن 
 10مختلف هورموني و آبياري و دو رقم مورد مطالعه در شكل 

  تنش سبب افزايش حالت  در   پاشي هورمون . است شده  آورده 
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  )الف(                                                   )                                          ب(          

، سيتوكنين )cyt50(ميكرومولار  50، سيتوكنين )control(آب مقطر . (OKAPIرقم ) ب(و  GKHرقم ) الف( در cat54مقايسه بيان ژن كاتالاز  -7شكل
حروف مشابه لاتين روي )). cyt100*Br(رومولار و براسينواستروئيد ميك 100، تركيب سيتوكنين )Br(، براسينواستروئيد )cyt100(ميكرومولار  100
  .داري با هم ندارند دهنده اين است كه سطوح اختلاف معني هاي هر نمودار، نشانستون

  
  )الف(   )                                                                                     ب(          

 100، سيتوكنين )cyt50(ميكرومولار  50، سيتوكنين )control(آب مقطر {. OKAPIرقم ) ب(و  GKHرقم ) الف(ايسه محتواي پرولين در مق -8شكل
حروف مشابه لاتين روي نمودار، . })cyt100*Br(ميكرومولار و براسينواستروئيد  100، تركيب سيتوكنين )Br(، براسينواستروئيد )cyt100(ميكرومولار 

  .داري با هم ندارند نشان دهنده اين است كه سطوح اختلاف معني
  

به طوري كه سطوح . شد GKHدر رقم  p5csميزان بيان ژن 
+ ميكرومولار  100پاشي براسينواستروئيد، سيتوكنين  هورمون

به  GKHميكرومولار در رقم  100براسينواستروئيد و سيتوكنين 
. را در حالت تنش دارا بودند p5csتيب بيشترين بيان نسبي ژن تر

محتواي پرولين نيز همين سطوح  تجزيهبا توجه به اينكه در 
سبب افزايش پرولين شده بودند، اين  GKHهورموني در رقم 

بوده  p5csافزايش ميزان پرولين از طريق افزايش رونويسي ژن 
پاشي بر افزايش  ونتاثير اين سطوح هورم  دهنده است و نشان

در  p5csبيان ژن پاشي بر  هورمون. است GKHپرولين در رقم 
تاثير بازدارنده در زمان تنش داشت، چرا كه سطوح  OKAPIرقم 

از ميزان بيان ژن ) پاشي عدم هورمون(هورموني نسبت به شاهد 
p5cs  بين نيز   تنش  بدون  حالت  در  .بودند  برخوردار  كمتري  
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  p5cs مربوط به ژن منحني ذوبنمودار  -9شكل 

  
در هر دو رقم تفاوت  p5csپاشي از لحاظ بيان ژن  هورمونسطوح 
ضمن توجه به مجموع نتايج محتواي پرولين . داري ديده نشد معني

به جز (پاشي  توان گفت كه تاثير هورمون مي p5csو بيان ژن 
افزاينده   GKHبر روي پرولين در رقم) ميكرومولار 50سيتوكينين 
  .كاهنده بوده است OKAPIو در رقم 

بين ميزان فعاليت ) 4جدول(جدول همبستگي ساده پيرسون 
كاتالاز و بيان دو ژن متعلق به آن در دو رقم كلزا در شرايط تنش 
خشكي و آبياري نرمال به طور مجزا نشان داد كه بين ميزان 

و آبياري در شرايط تنش خشكي  cat16  فعاليت كاتالاز و بيان ژن
داري وجود  همبستگي معنييك درصد  نرمال در سطح احتمال

وليكن فعاليت كاتالاز فقط در شرايط آبياري نرمال با ژن . داشت
cat54 همچنين بين محتواي . داري نشان داد همبستگي معني

در هر دو شرايط تنش و نرمال آبياري  p5csپرولين و بيان ژن 
وجود يك درصد  طح احتمالداري در س همبستگي مثبت و معني

  .داشت
تنش خشكي علاوه بر اين كه رشد و نمو را در گياهان كاهش 

دهد، باعث تغيير در مسير برخي از فرآيندهاي متابوليسمي نيز مي
تواند گياه را در مقابل تنش مقاوم سازد اين تغييرات مي. شودمي

)Bartels and Sourer 2004(.  قسمت اعظمي از اختلالات
هاي فيزيولوژيكي در اثر  كولي كه در گياهان سبب ايجاد آسيبمول

هاي فعال  توان در اثر توليد گونه شوند را مي تنش خشكي مي
راديكال هيدروكسيل ). Hamrahi et al. 2008(اكسيژن  دانست 

ترين فرم اكسيژن فعال بوده و با هدف قرار دادن تمامي خطرناك
 . شود سبب مي را   شديدي  سميمتابولي اختلالات   ها، بيومولكول

افزايش انواع اكسيژن فعال با تخريب نقاط كليدي در متابوليسم 
). Mittler 2002(شوند  منجر به خسارات فراواني در سلول مي

هاي مقابله با اثرات منفي انواع اكسيژن فعال، استفاده از  يكي از راه
نزيمي است هاي دفاعي متشكل از تركيبات آنزيمي و غيرآ مكانيسم

)Herbinger et al. 2002 .(هاي اكسيداتيو  عموما با القاي تنش
 .Fazeli et al(يابد  اكسيداني گياه نيز افزايش ميفعاليت آنتي

هاي آسكوربات پراكسيداز، پراكسيداز و كاتالاز  آنزيم). 2007
وظيفه مشابهي را در سيستم دفاعي گياه بر عهده دارند به طوري 

تجزيه پراكسيد هيدروژن وظيفه هر سه اين  زدايي و كه سم
ها  اين آنزيم). Ariano et al. 2005(ها است  ها در سلول آنزيم

نقش مهمي در افزايش مقاومت به تنش اكسيداتيو در شرايط 
). Norani Azad and Chobineh 2008(طبيعي به عهده دارند 

 هاي ضد محققين گزارش كردند كه تنش خشكي بر فعاليت آنزيم
اكسيداتيو مانند كاتالاز در گياهاني از جمله گندم، جو، كنجد، 

 شود سويا و كلزا موثر بوده و سبب افزايش فعاليت آنها مي
)Kendall et al. 2000; Zhang et al. 2006; Fazeli et al. 2007; 

Hamrahi et al. 2008 .( برخي محققان معتقدند افزايش ميزان
هاي محيطي را افزايش  ن به تنشها تحمل گياها اكسيدان آنتي
نتايج اين پژوهش نشان داد ). Esfandiari et al. 2009(دهند  مي

 GKHكه در زمان استفاده از هورمون براسينواستروئيد در رقم 
ميزان فعاليت آنزيم كاتالاز  شدزماني كه تيمار تنش خشكي اعمال 

نيز  در رقم ديگر. افزايش داشت cat16و  cat54هاي  و بيان ژن
)OKAPI (پاشي براسينواستروئيد، در حالت تنش با هورمون

  ضمن اينكه اين . افزايش يافت cat16  بيان ژن  و  كاتالاز  فعاليت
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  )الف(   )                                                                                     ب(          

، )cyt50(ميكرومولار  50، سيتوكنين )control(آب مقطر {. OKAPIرقم ) ب(و  GKHرقم ) الف(در ) p5cs(رولين مقايسه بيان ژن پ -10شكل 
حروف مشابه لاتين . })cyt100*Br(ميكرومولار و براسينواستروئيد 100، تركيب سيتوكنين )Br(، براسينواستروئيد )cyt100(ميكرومولار 100سيتوكنين 

  .داري با هم ندارند ين است كه سطوح اختلاف معنيروي نمودار، نشان دهنده ا
  

در حالت تنش ) حالت آبياري نرمال و ب) الف در  p5cs محتواي پرولين و ژن، cat54 و cat16همبستگي ساده پيرسوني بين فعاليت كاتالاز، دو ژن  - 4جدول 
  خشكي

ns ،*  وح احتمال پنج و يك درصددار بودن در سط داري و معني غير معني هدهند  به ترتيب نشان **و  
  

سبب افزايش   GKH  نرمال نيز در رقم هورمون در حالت آبياري 
دهنده اين  ناين امر نشا. شد cat16فعاليت آنزيم كاتالاز و بيان ژن 

است كه اين هورمون در افزايش فعاليت و بيان ژن آنزيم كاتالاز 
نيز گزارش كردند كه  Ahmadi Mosavi et al. (2005). موثر است

ها  در حضور براسينواستروئيد  ايجاد تنش اكسيداتيو در سلول
به . شد كاهش يافته و در نتيجه مقاومت سلول به اين تنش بيشتر 

ن گفت گياهان كلزا تيمار شده با براسينواستروئيد توا عبارتي مي
گيرند در مقايسه با  زماني كه در معرض تنش خشكي قرار مي

هاي  تري راديكال همان گروه از گياهان بدون تيمار بطور مناسب
 Zhangدر توافق با نتايج اين تحقيق. برند آزاد اكسيژن را از بين مي

et al. (2008)  and  Ozdemir et al. (2004)  گزارش كردند كه
تيمار با براسينواستروئيد در سويا و برنج تحت تنش خشكي 

در پژوهش . اكسيدان را افزايش داد هاي آنتي فعاليت آنزيم
حاضر نيز كلزاهاي تحت تنش خشكي تيمار شده با هورمون 

كاتالاز بيشتري  ژن  بيان  و  كاتالاز   فعاليت براسينواستروئيد، 
 .بودند دارا   )پاشي عدم هورمون(  شاهد گياهان   در مقايسه با

  ب الف
 p5csژن   محتواي پرولين  cat54ژن   cat16 ژن  ليت كاتالازفعا p5csژن محتواي پرولين cat54ژن cat16 ژن  فعاليت كاتالاز 

          1       1 فعاليت كاتالاز
        cat16 **488/0  1     **521/0  1ژن
      cat54 *404/0  ns225/0 1   ns166/0  **600/0  1ژن

    ns092/0  *415/0 ns21/0 1  ns001/0 - ns241/0  **730/0  1 محتواي پرولين
  p5cs ns15/0  **507/0 ns32/0 **679/0 1 ns058/0 ns066/0  **480/0  **839/0  1ژن
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Norani Azad and Chobineh (2008)  گزارش كردند با افزايش
. يابد تنش آبي در آفتابگردان، ميزان فعاليت كاتالاز افزايش مي

دار  افزايش معني Haddad and Salek Jalali (2009)همچنين 
الاز را در گياهان اكسيدان از جمله كات هاي آنتي فعاليت آنزيم

در اين تحقيق ساير . جو تحت تنش كمبود آب مشاهده كردند
به طوري كه . سطوح هورموني نيز بر روي كاتالاز موثر بودند

در حالت  GKHدر ژنوتيپ ميكرومولار  100و  50سيتوكنين 
آبياري نرمال و همچنين در زمان تنش سبب افزايش بيان ژن 

cat54 پاشي گرديدند ار عدم هورموننسبت به گياهان با تيم .
ميكرومولار در شرايط تنش  50نيز سيتوكنين  OKAPIدر رقم 

تركيب سيتوكنين و . شدخشكي سبب افزايش فعاليت كاتالاز 
براسينواستروئيد نيز بر روي كاتالاز موثر بوده و سبب افزايش 
بيان هر دو ژن كاتالاز مورد بررسي در حالت تنش خشكي در 

ها  نيز بر بيان يكي از ژن OKAPIدر رقم  شد و GKHرقم 
)cat16 (افزايش فعاليت اين آنزيم در سطوح . موثر بود

دهنده اين است كه سطوح مورد مطالعه از  پاشي نشان هورمون
اكسيداني به منظور مقاومت در برابر تنش  مكانيسم دفاعي آنتي

  . ناشي از كمبود آب سود برده است

فشار اسمزي توسط محققين، در نقش مفيد پرولين در كاهش 
، گلرنگ )Vendruscolo et al. 2007(گياهان مختلفي مثل گندم 

)Cechin et al. 2006 ( و كلزاMoradshahi et al. 2004) ( گزارش
محيطي و نقش  يها در بررسي تحمل گياهان به تنش .شده است

طي شرايط تنش كمبود آب  يجذب آمينواسيدها در تنظيم اسمز
، گياه با جذب و فتند كه در زمان وقوع تنش كمبود آبنتيجه گر

، باعث حفظ سلولرولين در ـل پـمث يا هـآمين دهايـاسي  ذخيره
 .Patakas et al ودـش مي لولـسد ـه رشـاس و ادامـار آمـفش

رسد  با توجه به نتايج بدست آمده اين بررسي به نظر مي). (2002
 50جز سيتوكنين تمام سطوح هورموني به (كاربرد هورمون 

باعث افزايش سازگاري اسمزي در  GKHدر رقم ) ميكرومولار
ه، به دليل اينكه سطوح هورموني سبب افزايش شدطي تنش 

با وجود اينكه در رقم ديگر كه نسبتا حساس . پرولين شده بودند
بود و نتوانسته بود افزايش پرولين را منجر شود، احتمالا هورمون 

يگري توانسته در برابر تنش خشكي از طريق سازوكارهاي د

م ـررسي ديگر، هر دو رقـمقاومت ايجاد كند چرا كه طبق ب
در ). Saffari et al. 2013(ند عملكرد مطلوبي ارائه دهد ـتوانست

با نيز  Ahmadi Mosavi et al. (2005) توافق با نتايج اين تحقيق
شكي و اعمال تيمار تنش خبراسينواستروئيد پاشي  انجام هورمون

را نسبت به حالت دار ميزان پرولين  معنيبر روي كلزا افزايش 
همچنين گزارش شده است كه . پاشي مشاهده كردندعدم هورمون

تيمار كردن با براسينواستروئيد منجر به افزايش بيان ژن پرولين 
توان گفت  مي بندي كلي در جمع). Ozdemir et al. 2004( شود مي

در ) سطح هورموني براسينواستروئيدخصوصا (پاشي  كه هورمون
تواند  افزايش فعاليت كاتالاز و محتواي پرولين موثر بوده و مي

تحمل كلزا را در برابر تنش خشكي افزايش داده و از قرار گرفتن 
  .در شرايط بحراني نجات دهد
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