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 هاي فعال اكسيژنبا توليد و تجمع گونه همواره غيرزيستي و زيستي هايتنش ها بهو واكنش آن گياهان نمو و رشد
)ROS (آور بـوده و بـا ايجـاد تـنش     تواند براي سلول زيـان هاي بالا ميها در غلظتتجمع اين ملكول. همراه است

با مهار  غيرزيستي، مواد شيميايي مانند آمينوتريازول و زيستي هايتنشعلاوه بر . شونداكسيداتيو موجب مرگ سلولي 
 ـ به گرواكنش هاي ژن ازجملهSAL1/ RONژن . شودفعاليت آنزيم كاتالاز سبب القا تنش اكسيداتيو مي  هـاي  نشت

هـاي موجـود در ايـن ژن    اغلـب جهـش  . كنـد كد مـي  فسفاتاز را -1-فسفاتيپل اينوزيتول آنزيم كه است محيطي
هـاي محيطـي   سبب تغيير واكنش گياهان جهش يافته به تنشدر گياه آرابيدوپسيس  ron1-1اي جهش نقطه همچون

، ملكولي و بيوشـيميايي گياهـان   فنوتيپي خصوصيات ،RON1منظور مطالعه عملكرد ژن ه در اين تحقيق ب. شده است
) Ler-0(در واكنش به تنش اكسيداتيو القا شده توسط آمينوتريـازول بررسـي و بـا گياهـان مـادري       ron1-1موتانت 
. باشـد شـه و كـل در گياهـان موتانـت مـي     يوزن تر شاخساره، ر داردهنده كاهش معنينتايج حاصل نشان. شدمقايسه 

. دهنده كاهش ميزان آن در گياهان موتانت در مقايسه با گياهان مادري بـود روفيل نشانهمچنين بررسي محتوي كل
در ميزان فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز در گياهان موتانت در مقايسه با گياهان ي دارعلاوه بر آن، افزايش معني

. افـت ياهـان موتانـت افـزايش    يزول در گايز در واكنش به آمينوتريم كاتالاز نيت آنزيميزان فعال. مادري مشاهده شد
 ـنوترير متفـاوت آم يداتيو القا شده توسط مقـاد يهاي مرتبط با تنش اكسان ژنيب يزان نسبيم يبررس از  يحـاك  ،ازولي
 تيفعالاحتمالا ن يبنابرا. بوداهان موتانت ينسبت به گ ياهان مادريدر گ sAPXو  DEFLهاي ان ژنيش ميزان بيافزا
 به تنش آنها حساسيتدر گياهان موتانت تغيير يافته و اين امر سبب افزايش  ron1-1ون يموتاس ثرا در RON1نيپروتئ

 .است شده اكسيداتيو
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   مقدمه
 ،بــه عنــوان گيــاه مــدل (Arabidopsis thaliana)آرابيدوپســيس 

همواره در تحقيقات بيولوژي مولكولي به منظور بررسي عملكـرد  
طـول  . مورد استفاده قرار گرفتـه اسـت  در گياهان هاي مختلف ژن

دوره زندگي كوتاه، توليـد بـذر فـراوان، خودگشـن بـودن، ژنـوم       
و امكــان   ترانسفرماســيونبــالاي بليــت ، قا)ژن 25498(كوچــك 

عنـوان يـك   بـه  ايـن گيـاه   هاي متعدد باعث انتخاب ايجاد جهش
 .Francois et al(اسـت   شده in vitroمطالعات  درآل سيستم ايده

زنده نظير تنش شوري و خشـكي، موجـب    هاي غيرتنش ).2008
ــه  ــد گون ــزايش تولي ــيژن اف ــال اكس ــاي فع ــل ) 1ROS( ه از قبي

ــيده ــيد (H2O2)يدروژن پروكســ O2)، سوپراكســ
ــال (- ، راديكــ

كـه   )Raikhel 1992( شودمي و اكسيژن منفرد (-OH)هيدروكسيل 
 ـ هاي بالا براي سلول زيـان در غلظت عنـوان تـنش   ه آور بـوده و ب

برهم  تنش اكسيداتيو به عنوان عامل لذا. باشندمياكسيداتيو مطرح 
-آنتـي  دن دفـاع كه موجب فعال ش ROSزننده تعادل ميزان توليد 

 Pallavi(شـود   ، تعريف ميدشوميهاي زنده اكسيداني در سلول

et al. 2012.( ROS در  تنشو غير  تنشها تحت شرايط در سلول
ها، شبكه اندوپلاسمي صاف زوم  كلروپلاست، ميتوكندري، پراكسي

وسيله نشت ه ب ROSهمچنين . شودهاي سلولي توليد ميو ديواره
هاي انتقـال الكتـرون بـه    در فعاليت O2ها از كترونناپذيرالاجتناب

عنــوان ه هــا و غشــاي پلاســمايي يــا بــكلروپلاســت، ميتوكنــدري
هـاي  محصول جانبي از مسيرهاي متابوليكي واقع شده در اندامك

 ).Pallavi et al. 2012(شـوند  درون سـلولي مختلـف توليـد مـي    
بيـل  هـايي از ق باعـث آسـيب بـه بيوملكـول     ROSافزايش سطوح 
تواند سـبب  ها مياين واكنش. شودمي DNAها و ليپيدها، پروتيئن

 طريـق  از تغيير در خاصيت سياليت غشـا و انتقـال يـون شـده و     
كاهش فعاليت آنزيمي، ممانعـت از سـنتز پـروتئين، خسـارت بـه      

DNA، را به همراه داشته باشد در نهايت مرگ سلولي )Pallavi et 

al. 2012 .(ي زيستي و غيرزيستي، عناصر سنگين هاعلاوه بر تنش
و متيـل  AT  2ماننـد  ( و مـواد شـيميايي  ) قلـع  و كادميوم، سـرب (

شـده   نيز موجب به هم خوردن تعادل متابوليكي سلول) ٣وايلوژن

                                                            
1 Reactive oxygen species 
2 3-amino 1-2,4 teriazole 
3 Methyl Viologen 

بـا مهـار    آمينوتريـازول   .شوددر گياهان مي ROSو موجب تجمع 
هاي برگ شـده  در سلولH2O2 تجمع  سبب 4فعاليت آنزيم كاتالاز

 .Gadjev et al(شود را باعث مي) PCD5(سلولي و سرانجام مرگ 

 ـ ATتوان از بنابراين مي ).2008 عنـوان عامـل گزينشـي بـراي     ه ب
هاي متفاوت در زمينه واكنش به تنش اكسـيداتيو  شناسايي موتانت

گياهـان داراي سيسـتم دفـاع     ).Gadjev et al. 2006( استفاده كرد
اجزاي آنزيمي و غير آنزيمي است و  اكسيداني بوده كه دارايآنتي

هـاي  هـاي گيـاهي، سيسـتم   در سلول. ندشومي ROS حذفسبب 
هاي مختلفي از قبيـل  در اندامك ROSتوليد كننده و حذف كننده 

ايـن  . كننـد ها فعاليـت مـي  زومكلروپلاست، ميتوكندري و پراكسي
 Pallavi(شود سيستم از همكاري اجزا مختلف سلولي تشكيل مي

et al. 2012.( اكسيداني از قبيل هايي آنتيآنزيمCAT6، پراكسيداز ،
ــيداز  ــكوربات پراكس ــموتاز 7آس ــيد ديس ــاتيون 8، سوپراكس و گلوت

 شــوندمــي ROSباعــث حــذف و غيــر فعــال شــدن  9ريــداكتاز

)McDonald 1999; Bailiy  2004.(  آنزيمSOD  با توليـد H2O2 ،
O2آنيون 

-س توسط آنـزيم توليد شده سپ H2O2. كندرا حذف مي -

نيـز در سـيكل    APXآنزيم . شودي مييزداسم PODو   CATهاي
گلوتاتيون، با مصـرف آسـكوربات بـه عنـوان دهنـده      -آسكوربات

ــدار  ــرون، مق ــي H2O2الكت ــدرا م  ).Ahmad et al. 2009( كاه
هـاي  ميتوكندري كه دو محل عمده فعاليت چرخـه  كلروپلاست و

همواره در معـرض  نيز هستند هاي گياهي انتقال الكترون در سلول
 باشندها ميها در اين اندامكيا افزايش تجمع آن ROSتوليد انواع 

)Ashraf et al. 2008.(  با توجه به اهميت قابل توجه كلروپلاست
هـاي دفـاعي متعـددي در زمينـه     هاي گيـاهي، مكانيسـم  در سلول

ود ها وج ـها در اين اندامكآن تجمع ROSممانعت از توليد انواع 
 چرخـه گزانتوفيـل   ،)Weng et al. 2008( ١٠چرخـه مهلـر  . دارد

)Adams 2003(، آسكوربات -چرخه گلوتاتيون )Edreva 2005( ،
 .Esfandiari et al( هـاي گرانـايي بـه اسـترومايي    تغيير تيلاكوئيد

از جملــه  )Edreva  2005( و مســير آلترنــاتيو اكســيداز  )2008

                                                            
4 Catalase (CAT) 
5 Programed cell death 
6 Peroxidase (POD) 
7 Ascorbate peroxidase (APX) 
8 Superoxide desmotase (SOD) 
9 Glutathion reductase (GR) 
10 Mehler Reaction 
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ور از كهـاي مـذ  چرخـه  .هـاي دفـاعي هسـتند   مهمترين مكانيسـم 
، APX ،SODنظير ( اكسيدانهاي آنتيهمكاري يك سري از آنزيم

CAT  وGR (هـا  اكسـيدان  و آنتي)    ،مثـل آسـكوربات، گلوتـاتيون
 تشــكيل شــده اســت) توكــوفرول، كاروتنوئيــدها و فلانوئيــدها

)Ahmad et al. 2009.(  ژنRON1  هـايي محسـوب   از جملـه ژن
مهمي در تنظـيم واكـنش گياهـان در    شود كه پروتئين آن نقش مي

هاي محيطي از قبيل تنش شوري، خشكي، سرما و تنش برابر تنش
توالي آمينو اسيدي اين ژن بسيار مشـابه ژن  . كندمي ايفااكسيداتيو 

MET22/HAL2  در مخمـر )Gläser et al. 1993 ( و ژنCysQ  در
E. coli است )Neuwald et al. 1992(.  كـد كننـده يـك    ژن  ايـن

فات نوكلئوتيـداز و  بـيس فس ـ  5،)2(3كـاركرد شـامل   دو نزيم با آ
 )Xiong et al. 2001(باشـد  فسفاتاز مي -1فسفات  اينوزيتول پلي

گـر  هاي واكـنش در تنظيم ميزان بيان ژن ١IP3از طريق هيدروليز و 
ثر اسـت  وهاي محيطـي م ـ نتيجه واكنش گياه به تنش دربه تنش و 

)Xiong et al. 2002.( هاي موجود در اين ژن باعـث  شاغلب جه
گر به تـنش و در نتيجـه تغييـر    هاي واكنشتغيير در ميزان بيان ژن
از . هـاي محيطـي شـده اسـت    يافته به تـنش واكنش گياهان جهش

سـبب  كـه  باشـد  مـي  ٢ronl-1اي جهش نقطه ها،جمله اين جهش
اگـزون شـماره    ابتـداي در  Aبا نوكلئوتيد  Gجايگزيني نوكلئوتيد 

ايـن  ). 1شـكل () Robles et al. 2010(ژن شـده اسـت    ايـن پـنج  
اكسـين در الگـوي آونـدي،     هموسـتازي جهش سبب اخـتلال در  

 هـاي مـويي، شـاخه   هاي جانبي، طويل شـدن ريشـه  تشكيل ريشه
ن ها و غالبيت انتهايي گياهان موتانت نسبت به گياهـا گرايي جوانه

 RON1در ژن  ).Robles et al. 2010(شـده اسـت     ٣Ler-0مادري
 ـ    شناسايي هاي متعدديجهش ثير فنـوتيپي و  اشده كـه منجـر بـه ت

ها از جمله اين جهش .فيزيولوژيكي در گياهان موتانت شده است
سـتانه تحريـك و   باعـث كـاهش آ  كـه    fry1-1جهـش  توان به مي

به تنش ) KIN1و  HPS70 ،ADH(گر هاي واكنشافزايش بيان ژن
جهـش   ،)Xiong et al.  2001( شـود  مـي  ABAاسـمزي و تيمـار   

hos2 گـر بـه سـرما    هاي واكنشسبب افزايش بيش از حد بيان ژن
باعــث   fry1-6جهــش ،)Kim and Armim  2009(د شــومــي

 .Xiong et al( شـود مـي   گياهـان  گلـدهي  در كوتولگي و تـاخير 

                                                            
1 Inositol 1,4,5-trisphosphate 
2 Rotunda1-1 
3 Landsberg erecta 

هــاي مخمــر  كــاهش مقاومــت ســويهباعــث hal2جهــش  ،)2002
كمبود گوگرد و افزايش حساسيت آنهـا بـه ليتـيم و     يافته بهجهش
باعـث    alx8جهـش  ،)Quintero et al. 1996( دشـو مـي  سـديم 

 .Wilson et al(خشـكي   افزايش مقاومت گياهان جهش يافته بـه 

گـر  هاي واكنشفزايش بيان ژنباعث اكه   fry1-7و جهش  )2008
 .)1شكل( اشاره كرد شود مي) Judith et al. 2011( به كاهش فسفر

 
 RON1 )Hirschهاي بوجود آمـده در ژن  مكان و موقعيت جهش  -1 شكل

et al. 2011.(  موقعيت موتاسيونron1-1 ) جايگزينيG  بـا   نوكلئوتيـدA (
 .شود مي همشاهد شكلدر  5اگزون و  4بين اينترون در مرز 

 آمينوتريـازول  مختلفهاي ثير غلظتاتمطالعه تحقيق  هدف از اين
و القا كننـده تـنش اكسـيداتيو در     CATعنوان مهار كننده آنزيم ه ب

ي و يبــر خصوصــيات فيزيولــوژيكي، بيوشــيميا in vitroشــرايط 
بـا  مقايسـه آن  و ronl-1  مولكولي گياهان موتانـت آرابيدوپسـيس  

  .باشدمي Ler-0واكنش گياهان مادري 
  

   هامواد و روش
آزمايشگاه بيوتكنولوژي دانشكده كشاورزي  اين تحقيق در 

 در اين تحقيق. انجام گرفت 1392دانشگاه گيلان در سال 
ي و مولكولي گياهان موتانت يهاي فيزيولوژيكي، بيوشيميا واكنش

ron1-1  و مادري آرابيدوپسيس)Ler-0(  در شرايط تنش
 .ده توسط آمينوتريازول مورد بررسي قرار گرفتاكسيداتيو القا ش
  و بيوشيميايي هاي فيزيولوژيكيبررسي ويژگي

بـا   ( Ler-0) گياهـان مـادري   و ron1-1ابتدا بذور گياهان موتانت 
 3دقيقـه ضـدعفوني شـده و     10درصد به مـدت   25/0آب ژاول 

پــس از آن بــه منظــور جوانــه زنــي . مرحلـه آبشــويي انجــام شــد 
گـراد  درجـه سـانتي   4روز در دمـاي   دور به مدت يكنواخت، بذو
 MSسپس كشت بـذور در سـطح محـيط كشـت     . قرار داده شدند

روز پـس از   12(برگـي   4هـا در مرحلـه   انجام گرفت و گياهچـه 
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ــت ــيط  در) كش ــت   MSمح ــاوي غلظ ــازه ح ــف  ت ــاي مختل ه
ــازول  ــفر، (آمينوتري ــولار 40و  20، 10، 5ص ــت )ميكروم  ١واكش

مورفولوژيكي از قبيـل   هاي ويژگيروز،   4پس از گذشت . شدند
عـدد گيـاه    10وزن تر ريشه، وزن تر شاخساره و وزن تر كـل در  

در گياهـان موتانـت   به وسيله ترازو دقيـق  ) روزه 14(بدون ريشه 
ron1-1  و گياهان مادري)Ler-0(  ـآزمايش. شداندازه گيري  ه ها ب

تريازول سطح و آمينودو صورت فاكتوريل با دو عامل ژنوتيپ در 
ها كاملا تصادفي در سه تكرار اجرا و دادهطرح سطح بر پايه  5در 

  .شدند تجزيه 1/9 نسخه SAS افزارهايبا استفاده از نرم
  گيري محتواي كلروفيلاندازه

 Arnon) 1994(روش جهت استخراج كلروفيل و كاروتنوئيدها از 
 هـا در طـول مـوج   جذب نمونـه  يزانم .تغيير استفاده شد با اندكي

بـــراي محتـــواي كلروفيـــل توســـط دســـتگاه  نـــانومتر  2/665
قرائت ) PG Instruments ItdT80+UV/VISمدل (اسپكتروفتومتر 

  .شد
 DABآزمايش

بـا غلظـت    DAB (Sigma) پودر ، ابتدا2DABآزمايش راي انجام ب
 .حـل شـد   mM (pH=5) 50 استات تريسدر بافريك گرم بر ليتر 

ها حـذف  بايد كلروفيل برگ DABآميزي جهت نمايان شدن رنگ
جهت انجام اين كار از محلول باز دارنده كلروفيـل اسـتفاده   . شود

بـه   درصـد  95اتـانول  ول، رگليس ـ شد كه در آن از اسيد لاكتيـك، 
روزه  14، گياهان DABپس از تهيه بافر  .استفاده شد 3:1:1نسبت 

هـاي مختلـف آمينوتريـازول، در    فاقد ريشه و تيمار شده با غلظت
در شـيكر  ) Over night(سـاعت   16محلول ذكر شـده بـه مـدت    

در شرايط تاريكي ) دقيقه /دور 150گراد و درجه سانتي 25دماي (
هـا  سپس، محلول بازدارنـده كلروفيـل بـه نمونـه    . ندشدقرار داده 

بـه مـدت   ها حذف كامل كلروفيل گياهچه منظوره ب اضافه شده و
دقيقه در آب جوش قرار داده شـدند كـه در ايـن مرحلـه      5 - 10

اي رنگ نمايان هاي قهوهصورت لكهه ها بتنش اكسيداتيو در برگ
   ).Thordal-Christensen et al. 1997(شود مي
  
  

                                                            
1 Subculture 
2 3,3´- Diaminobenzidine 

 اكسيدانهاي آنتيآنزيمفعاليت سنجش ميزان 

بـر   RON1در ژن  ron1-1 اينقطـه گيري تاثير جهش جهت اندازه
و  APX هـاي اكسيداني آنزيمـي گيـاه، فعاليـت آنـزيم    سيستم آنتي

CAT اين بررسي سنجش ارتبـاط بـين ميـزان    در . گيري شداندازه
ROS ـ. باشـد  مـي مـورد نظـر   اكسيدان هاي آنتي و فعاليت آنزيم  ه ب

اسـتخراج عصـاره   هـا، ابتـدا   آنـزيم فعاليـت  منظور سنجش ميزان 
 Beauchamp and Fridovich (1971) آنزيمي با اسـتفاده از روش 

از روش  APXسپس جهـت سـنجش ميـزان آنـزيم     . انجام گرفت
)1981( nakano and Asada      بـا انـدكي تغييـر و آنـزيمCAT  از

ــا و  Chance and Maehly )1955(روش  ــتگاه ب ــتفاده از دس اس
ــپكت ــدل (وفتومتري راس ) PG Instruments ItdT80+UV/VISم

  . شد نجاما
  هابررسي ميزان نسبي بيان ژن

در  sAPX, APX1, DEFL هــايجهــت مطالعــه ميــزان بيــان ژن
از ابتـدا  آمينوتريـازول،  ميكرومولار  20و  10، 5صفر،  هايغلظت
از  RNAخراج گيري شـد و سـپس اسـت   نمونه هاهاي گياهچه برگ
) RNX-plus TM )Cinaclonكيـت   مطابق با دستورالعمل ها نمونه
استخراج شـده از   RNAجهت بررسي كميت و كيفيت . شد انجام

سـنتز  . درصد استفاده شـد  يكدستگاه اسپكتروفتومتر و ژل آگارز 
cDNA  طبق دستورالعمل كيت RevertAid H-minus  MMuLV 

Transcriptase )Fermentas (ــتان ــام گرفــ ــاي . جــ آغازگرهــ
بـا اسـتفاده از    Real time PCRجهت انجام ) 1جدول(اختصاصي 

دســتگاه مــورد . ندطراحــي شــد PerlPrimer v.1.1.10افــزار نــرم
  BIORAD CFX96 (USA)استفاده جهـت انجـام واكـنش تكثيـر     

 ـدر اين واكنش PCRبرنامه . بود دقيقـه،   C °94 - 3صـورت ه ها ب
C°94- 15  ،ثانيهC°58 – 20  ثانيه وC°72- 30 )40 ثانيه ) سيكل

هـاي حاصـل از    سازي دادهبراي نرمال ACTIN2 از ژن. دشاعمال 
ــان ژن ــال UBQ5از ژن و  DEFL  بي ــاســازي دادهجهــت نرم ي ه
 سه تكرار كدام در هر   APX1  و  sAPX  هاي بيان ژن  از  حاصل

-ز نرمها اها و رسم گرافداده تجزيههمچنين حهت . شداستفاده 

  Schmittgen and Livak) 2001(بر پايه معادله [ genex 2004فزار ا
  .شداستفاده  BIORAD (USA)متعلق به شركت  ]CT 2∆∆-يا همان 
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 هاتوالي و دماي اتصال آغازگرهاي مورد استفاده در بررسي بيا ژن -1جدول 

)۵'       ٣'(توالي آغازگر )ºC( تصالدماي ا      نام آغازگر  
2/59   TGCTAATGCTGGTCTTGTGAA sAPX- Forward

1/60   CCACTACGTTCTGGCCTAGAT sAPX- Revers

2/58   GTCCATTCGGAACAATGAGGT APX1- Forward

7/59   GTGGGCACCAGATAAAGCGAC APX1- Revers

7/53   CTTAGTCATTTCCGATGTGCC DEFL-Forward

3/55   GCATCTTCCACCTTTAGCTC DEFL-Revers

2/52   CCACTATGTTCTCAGGTATCG Actin2- Forward

3/54   CTTGGAGATCCACATCTGCT Actin2-Revers

55  GTGGTGCTAAGAAGAGGAAG UBQ5-Forward

55  GATCAAGCTTCAACTCCTTCT UBQ5-Revers

 
    نتايج و بحث
 هاي تنش اكسيداتيو باعثعنوان يكي از القا كننده هآمينوتريازول ب

لذا واكـنش گياهـان موتانـت بـه     . شودكاهش شديد رشد گياه مي
گيري وزن تـر شاخسـاره،   هاي مختلف آمينوتريازول اندازهتظغل

 بررسيهاي مادري با گياهچهو مقايسه وزن تر ريشه، وزن تر كل 
بررسـي  حاصـل از   يهـا نتايج حاصل از تجزيه واريانس داده .شد

اثر متقابل ژنوتيـپ و   دارمعنياختلاف حاكي از وزن تر شاخساره 
). 2جدول(باشد  مي )P ≤ 01/0( غلظت هاي مختلف آمينوتريازول

شود بيشـترين ميـزان    مشاهده مي) الف -2(همانطور كه در شكل 
هــاي مــادري در غلظــت شــاهد شاخســاره بــه گياهچــه وزن تــر

 40غلظت  شاخساره در ميزان وزن تراختصاص داشته، و كمترين 
مشـاهده   ron1-1در هر دو گياهچه شاهد و موتانـت   ميكرومولار

از وجـود   حـاكي از مقايسـه ميـانگين   نتايج حاصـل  همچنين . شد
 20و  10، 5صـفر،   هـاي در غلظـت  )P ≤ 01/0( داراختلاف معني
در مقايسـه   ron1-1گياهان موتانـت  بين آمينوتريازول  ميكرومولار

 40دار در غلظت  بوده، اما اختلاف معني) Ler-0(گياهان مادري  با
). الـف  -2شكل (مشاهده نشد ها  بين آنآمينوتريازول  ميكرومولار

آمينوتريـازول   ميكرومولار صفر در غلظت ron1-1گياهان موتانت 
بـا گياهـان مـادري     )P ≤ 01/0(دار داري اخـتلاف معنـي  ) شاهد(
)Ler-0 (اين تفاوت وجود موتاسيون  هستند كه دليل اصليron1-

 ـ ،باشـد مي )RON1 )Robles et al. 2010در ژن  1 كـه  طـوري  ه ب
شـاهد از  ميزان وزن تر شاخساره در گياهـان موتانـت در غلظـت    

 10آمينوتريازول با وزن تر شاخساره در گياهان مادري در غلظـت  

وقــوع احتمــالا لــذا . باشــدآمينوتريــازول برابــر مــي لارميكرومــو
روند دار در موجب كاهش معني RON1در ژن  ron1-1موتاسيون 
 هاي موتانت شـده گياهچه و كاهش وزن شاخساره در رشد و نمو

ريازول ميزان افزايش غلظت آمينوت با). Robles et al. 2010(است 
 ـ    طـور مـداوم   ه وزن تر شاخساره در گياهـان موتانـت و مـادري ب

يابد، اما اين كاهش در گياهـان مـادري بيشـتر مشـهود     كاهش مي
هاي است كه حاكي از واكنش قابل توجه گياهان مادري به غلظت

هـاي  كـه واكـنش گياهچـه   در حـالي . مختلف آمينوتريازول اسـت 
ينوتريازول اندك و محدود بوده، هاي مختلف آمموتانت به غلظت

ــا جــايي ــاوت وزن شاخســاره در ت ــه تف ــولار  40و  20 ك ميكروم
همچنـين  . دار نيسـت معنـي در گياهچه هاي موتانت  وتريازولآمين

ميكرومـولار   40هـا در غلظـت   دار بين ژنوتيپعدم اختلاف معني
باشد كه در اين غلظت دليل سميت بالاي آمينوتريازول ه تواند بمي
 شــده اســتو موتانــت ب مــرگ ســلولي در گياهــان مــادري ســب

)Mehtrov et al. 2012; Gadjev et al. 2008 .(  روند كاهش رشـد
آرابيدوپسـيس   fry1-6هاي ترانسژنيك موتانـت  و نمو در گياهچه

هستند نيـز گـزارش شـده     RON1در ژن  T-DNAكه حاوي يك 
صفت  براي دست آمده ه نتايج ب ).Kim and Arnim  2009( است

بـراي ژنوتيـپ،    يداراختلاف معنـي وجود حاكي از وزن تر ريشه 
). 2جـدول  ( باشـد  متقابل آنها مـي  اثرغلظت هاي آمينوتريازول و 

شود بيشترين ميزان وزن  مشاهده مي) ب-2( همانطور كه در شكل
 مادري در غلظت شاهد اختصاص داشـته  هايتر ريشه به گياهچه

  در   ميكرومولار  40  غلظت  شه درري  وزن تر  ميزان  كمترين  و
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هاي مختلف يافته و مادري آرابيدوپسيس در غلظتهاي حاصل از بررسي صفات فيزيولوژيكي و بيوشيميايي گياهان جهشجدول تجزيه واريانس داده -2جدول 

  آمينوتريازول
 درجه آزادي )MS( ميانگين مربعات

(df) 

 منابع تغييرات
(SOV) آنزيم CAT آنزيم APX شاخسارهوزن تر ريشهوزن تر كلوزن تر كلروفيل كل محتواي 

032/0 ** 014/0 * 76/24 ** 012/0 ** 0012/0 ** 0062/0  ژنوتيپ 1 **
24/0 ** 031/0 ** 91/37 ** 009/0 ** 0007/0 ** 0044/0  آمينوتريازول 4 **

0016/0  ns 0061/0 * 16/0  ns 0009/0 ** 00006/0 * 0004/0 تريازولآمينو × ژنوتيپ 4 **  

0024/0  0019/0  43/0  00008/0  00002/0  000033/0  اشتباه آزمايشي 20 

 كل 29 

ns   ،* باشد ميدرصد و يك  پنج وحدر سط يداريمعنو داري معنياختلاف به ترتيب نشان دهنده عدم   ** و.  
  

  
سه يمقا).  گرم(تر كل وزن )و ج) گرم(شه يوزن تر ر) ب ؛)گرم(شاخساره  وزن تر) الف .ron1-1موتانتمادري و اهان يگ يات رشديخصوصمقايسه ميانگين  -2شكل 

هاي سياه و خاكستري به ترتيب ستون .ندارند يدار يمعن يهستند اختلاف آمار حرف مشترك كي داراي حداقل كه ييهانيانگيمو  ن توسط آزمون دانكن انجام شديانگيم
Ler-0  وron1-1 مي باشد.  

  
نتـايج  . مشـاهده شـد   ron1-1ي و موتانـت  هر دو گياهچـه مـادر  

اختلاف   نشان دهنده ، )P ≤ 05/0(  ميانگين  مقايسه  از   حاصل
 ميكرومـــولار 10و   5صـــفر، هـــاي داري بـــين غلظـــتمعنـــي

، ولي استوزن تر ريشه  به لحاظ در هر دو ژنوتيپ آمينوتريازول 
بيش  سميتدليل افزايش ه بي آمينوتريازول احتمالا بالا در غلظت

مشـاهده   آنهـا بين  يداراختلاف معني براي هر دو ژنوتيپ، از حد
بـين  ) P ≤ 05/0( دار همچنين اخـتلاف معنـي  ). ب -2شكل(نشد 

ديـده  ) Ler-0(در گياهان مادري ميكرومولار  20و  10 هاي غلظت
شد، اما در گياهان موتانت اختلافي مشاهده نشد كه احتمـالا ايـن   

بـه  ) Ler-0( كنش بيشـتر گياهـان مـادري   تواند بيانگر وانتيجه مي
آلودگي ايجاد شـده توسـط آمينوتريـازول در مقايسـه بـا گياهـان       

ميـزان تفـاوت وزن تـر ريشـه در گياهـان      . باشد ron1-1موتانت 
در غلظـت شـاهد از آمينوتريـازول    هاي مادري موتانت با گياهچه

 در اين غلظـت  ron1-1گياهان موتانت . بود گرم ميلي 10بيش از 
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بـا   )P ≤ 05/0( داريي اختلاف معنيادار) شاهد(آمينوتريازول از 
دليل اصلي ايـن تفـاوت وجـود    . باشند مي) Ler-0(گياهان مادري 

). Robles et al. 2010(باشـد  مي RON1در ژن  ron1-1موتاسيون 

هـاي ترانسـژنيك موتانـت    روند كاهش توسعه ريشـه در گياهچـه  
fry1-6   ــك ــاوي ي ــه ح ــيس ك  RON1در ژن  T-DNAآرابيدوپس

بـا توجـه بـه     ).Chen et al. 2012(ده اسـت  شهستند نيز گزارش 
دست آمده از بررسـي  ه ب يهانتايج حاصل از تجزيه واريانس داده

هـا،  ژنوتيـپ بـين   داريمعنيكل گياه نشان دهنده اختلاف  وزن تر
باشـد   مـي  )P ≤ 01/0(يازول و اثر متقابل آنهـا  هاي آمينوترغلظت

شــود  مشــاهده مــي) ج -2(همــانطور كــه در شــكل  ).2جــدول (
هاي مادري در غلظت شـاهد   بيشترين ميزان وزن تركل به گياهچه

 40اختصــاص داشــته و كمتــرين ميــزان وزن تــر كــل درغلظــت 
مشـاهده   ron1-1در هر دو گياهچه شاهد و موتانـت   ميكرومولار

 معنـي دهنده اختلاف ، نشانها از مقايسه ميانگين تايج حاصلن .شد
 20و  10، 5صـــفر،  (هـــاي  غلظـــت  بـــين  )P ≤ 01/0( داري

و مـادري    ron1-1آمينوتريازول بين گياهان موتانت ) ميكرومولار
)Ler-0 (ــا مــي ــن باشــد، ام ــياي  40دار در غلظــت اخــتلاف معن

البتـه ميـزان   . )ج -2شكل( آمينوتريازول مشاهده نشد ميكرومولار
 كاهش وزن تر كل در گياهان موتانت از غلظت شاهد بـه غلظـت  

اخــتلاف  شــده ولــيداري كــاهش معنــيدچــار  ميكرومــولار 10
 ميكرومـولار  40و  20، 10سـطوح  وزن تر كل بين داري در  معني

 ـآمينوتريازول در ژنوتيپ موتانت مشاهده نشد كه اين مي ه تواند ب
تانت به تـنش آمينوتريـازول ايجـاد    دليل كاهش واكنش گياهان مو

بالا سـبب ايجـاد مـرگ سـلولي زود      يهاشده باشد كه در غلظت
، 10هـاي  بين غلظت) Ler-0( اما در گياهان مادري. شودهنگام مي

مشـاهده شـد    )P ≤ 01/0( دار اختلاف معني ميكرومولار 40و  20
بـه   )Ler-0( گر واكنش قابل توجه گياهان مـادري تواند بيان كه مي

 ـ. باشدتوسط آمينوتريازول تنش اكسيداتيو القا شده  طـور كلـي   ه ب
آمينوتريـازول   صفر ميكرومولاردر غلظت  ron1-1گياهان موتانت 

با گياهـان مـادري    )P ≤ 01/0(داري اختلاف معني داراي )شاهد(
ايجاد شـده در   ron1-1دليل موتاسيون ه د كه اين تفاوت بباشنمي
) شاخساره، ريشه و كـل ( هش وزن تركه سبب كا بوده RON1ژن 

 همـان . در گياهان موتانت در مقايسه با گياهان مادري شده اسـت 
شود ميـزان وزن  مشاهده مي) الف، ب و ج -2(شكل گونه كه در 

ازول ي ـتر در گياهان موتانت در صـورت عـدم اسـتفاده از آمينوتر   
ــادر ) غلظــت شــاهد( ــر گياهــان م ــر وزن ت  10در غلظــت  يبراب

طــور ه ن كــاهش بــيــباشــد كــه اازول مــييــنوتريآم رميكرومــولا
مربـوط   ron1-1 يهـا اهچـه يون در گيبه وجود موتاس ـ ياختصاص

ازول ي ـمختلـف آمينوتر  يهـا تنش القا شده توسط غلظت. باشديم
اهـان  يسـه بـا گ  يدر مقا ron1-1اهـان موتانـت   يشتر گيحساسيت ب

رشـد  عـلاوه بـر كـاهش     بنـابراين  .دنبال داشته استه را ب يمادر
و وزن  موجب كاهش وزن تر ريشـه  ron1-1شاخساره، موتاسيون 

رونـدي  شد كه اين كاهش با افزايش غلظت آمينوتريـازول   تر كل
 ميكرومـولار  7اسـتفاده از آمينوتريـازول بـه ميـزان      .افزايشي دارد

اي موتانت حساس بـه  ك هفتهيهاي باعث كاهش وزن تر گياهچه
هـاي مقـاوم بـه تـنش     گياهچـه  در مقايسه با loh2تنش اكسيدتيو 

 Mehtrov et)آرابيدوپسيس شده اسـت   atr7 درموتانت اكسيدتيو

al. 2012). اي ك هفتـه ي ـهاي گياهچهدر كاهش وزن تر  همچنين
 ,atr4 هـاي موتانـت  در مقايسه با گياهچـه حساس  loh2موتانت 

atr5      ــاوم بــه تــنش اكســيداتيو در غلظــت  9، 7، 5(هــاي مق
)  Qureshi et al. 2011( وتريازول گزارش كردندآمين )ميكرومولار

  .باشد كه در واقع تاييد كننده نتايج ارايه شده در اين تحقيق مي
 ron1-1موتانت  يهاهاي گياهچهميزان سبزينگي برگكه  از آنجا 

روز پس از  4(آمينوتريازول  و گياهان مادري با افزايش غلظت
لذا ميزان  ،)3شكل( با كاهش قابل توجهي همراه بود) واكشت

ه نتايج ب. محتواي كلروفيل در اين گياهان مورد بررسي قرار گرفت
 وجود نشان دهندهاز تجزيه واريانس اين صفت، دست آمده 

هاي مختلف ها و غلظتدار بين ژنوتيپاختلاف معني
دار اثر و عدم وجود اختلاف معني )P ≤ 01/0( آمينوتريازول 
با توجه به ). 2جدول(باشد  ريازول ميو آمينوت متقابل ژنوتيپ

ميزان محتواي  با افزايش غلظت آمينوتريازول )الف - 4(شكل 
همچنين در مقايسه دو . )P ≤ 01/0(يابد كلروفيل كل كاهش مي

 ron1-1محتواي كلروفيل كل در گياهان موتانت  ژنوتيپ، كاهش
تر بيشگياهان مادري  در مقايسه با )P ≤ 01/0(داريطور معنيه ب

مرگ سلولي بيشتر در آنها كه احتمالا به دليل ) ب - 4شكل (بوده 
دهنده حساسيت گياهان نشان تواندموضوع مياين . بوده است

  . باشدميموتانت به تنش اكسيداتيو القا شده توسط آمينوتريازول 
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 ron1-1و موتانت  )Ler-0( مادري) برگي 4مرحله (تيمار گياهان  -3 شكل

 5مقياس . روز 4براي مدت  هاي مختلف آمينوتريازولدر غلظتآرابيدوپسيس 
  .باشد متر مي ميلي

  
ميكرومولار باعث كاهش ميزان  7استفاده از آمينوتريازول به ميزان 

در مقايسه با  atr7اي هاي يك هفتهگياهچهدر كلروفيل كل 
 .Mehtrov et al(در آرابيدوپسيس شده است  loh2 هايچهاهيگ

هاي موتانت  ميزان محتواي كلروفيل نيز در گياهچه كاهش ).2008
old3-1 اي در ژن سنتز كننده  كه حاوي يك موتاسيون نقطه

سيستئين در آرابيدپسيس هستند در واكنش به آلودگي اكسيداتيو 
هاي مختلف كادميوم مشاهده شد  ايجاد شده توسط غلظت

)Shirzadian-Khorramabad et al. 2010.(   
حاصل از بررسي ميزان  يهاانس دادهيه واريتجز ج حاصل ازينتا

ها، براي ژنوتيپدار نشان دهنده اختلاف معني APXآنزيم 
 باشد مي هاي مختلف آمينوتريازول و اثر متقابل آنهاغلظت

 داده ها انگينيسه ميج حاصل از مقايباتوجه به نتا ).2جدول(
)05/0 ≥ P(هاي تها در غلظپين ژنوتيداري بي، اختلاف معن

شكل (مختلف آمينوتريازول براي فعاليت اين آنزيم مشاهده شد 
آمينوتريازول   غلظت  كه افزايشاست  جالب توجه اين). الف - 5
موجب افزايش فعاليت آنزيم  هاي موتانت و مادريژنوتيپ در

APX هايداري در غلظتشد كه اين افزايش داراي تفاوت معني 
در مقايسه با  ron1-1ان موتانت بين گياهآمينوتريازول مختلف 

در  ron1-1البته وقوع موتاسيون . باشدمي )Ler-0(گياهان مادري 
در  APXموجب افزايش قابل توجه فعاليت آنزيم  RON1ژن 

 10هاي موتانت در واكنش به افزايش غلظت از گياهچه
در حالي كه در غلظت . شده است به بالاآمينوتريازول ميكرومولار 
هاي موتانت و مادري در گياهچه APXان فعاليت آنزيم شاهد ميز

 يترين اجزاكي از مهمي ميآنز اين نكهيباتوجه به ا .مشابه است

 عوامل و يكي از) Edreva 2005(آسكوربات  - ونيچرخه گلوتات
 .Wang et al(باشد  ميكلروپلاست در  ROSزدايي سم ياصل

 يهاي آنت ميترين آنزيكي از قوعنوان يه بن يهمچن و) 1999
م در ين آنزيت ايفعال افزايش ،اهييهاي گاكسيداني در سلول

عنوان ه تواند ب يم) Ler-0( ياهان مادرياهان موتانت نسبت به گيگ
هاي موتانت در گياهچه ROSدهنده يكي از عوامل مهم كاهش

ron1-1 هاي آن زوفرميااز جمله ). 6ل شك( محسوب شود
مهمترين از د كه كراشاره اهان ير گد APX2 و  APX1توان به  مي

طي يط نامساعد محيثير آن در شراابوده كه ت H2O2ب يعوامل تخر
 همچنين ).Wang et al. 1999(باشد يبيشتر م CATم ياز آنز
هاي مختلف در غلظت )APX(م ين آنزيت ايش فعاليافزا
ه يتجزافزايش سبب  ron1-1اهان موتانت يدر گ نوتريازوليآم

ROS  خصوصاH2O2 ها افزايش در بسياري از گزارش. شده است
 H2O2خصوصا  ROS موجب كاهش ميزانAPX  فعاليت آنزيم

م يت آنزيزان فعاليش مينوتريازول باعث افزاياستفاده از آم. دش
APX شد  وتونبرابر در ت دو يال 5/1زان يبه م)Gechev et al. 

2002.( 

باشد كه با تجمع مي CATآمينوتريازول مهاركننده فعاليت آنزيم 
H2O2   كند سبب مهار فعاليت آن شده و تنش اكسيداتيو را القا مي

 ).Gadjev et al. 2008( شودو در نهايتا مرگ سلولي را باعث مي
حاصل از بررسي ميزان  يهانتايج حاصل از تجزيه واريانس داده

داري بين ژنوتيپ و دهنده اختلاف معنينشان CATآنزيم فعاليت 
بوده اما براي اثر متقابل  )P ≤ 01/0( آمينوتريازولغلظت  سطوح

نتايج ). 2جدول( شود نميداري مشاهده  ها اختلاف معني آن
 اختلاف معنيدهنده نشان )P ≤ 01/0( مقايسه ميانگينحاصل از 

 صفر(با گياهان شاهد  آمينوتريازولمختلف هاي  بين غلظتداري 
غلظت نحوي كه با افزايش  به بوده )ميكرومولار آمينوتريازول

، )ب - 5شكل (است آمينوتريازول فعاليت اين آنزيم كاهش يافته
مادري و دو ژنوتيپ بين  )P ≤ 01/0( داري همچنين اختلاف معني

، )ج -5شكل (مشاهده شد  CATموتانت براي فعاليت آنزيم 
با   موتانتميزان فعاليت اين آنزيم در گياهان بدين صورت كه 

لذا با . باشدمي مادريگياهان ر معني داري بيشتر از اختلاف بسيا
توجه به كاهش شديد فعاليت آن در گياهان مادري در اثر 

  گياهان  در   H2O2   خصوصا  ROS  تجمع  ميزان  آمينوتريازول،
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ن توسط يانگيمقايسه م .ron1-1و گياهان موتانت ) Ler-0(ري هاي ماددر ژنوتيپ) هاي مختلف آمينوتريازول و بغلظتدر  )الف .كلميزان كلروفيل مقايسه  -4شكل
  .داري ندارندهستند اختلاف آماري معني حرف مشترك كي داراي حداقل كه هايينگينميا. انجام شد آزمون دانكن

  
  
  
  
  
  
  

بـين   )CAT(آنـزيم كاتـالاز   فعاليـت  ميـزان ) ب ؛)APX(راكسـيداز  آنزيم آسكوربات پفعاليت ميزان ) الف .هاي پراكسيداز و كاتالاز آنزيمفعاليت ميزان مقايسه  -5 شكل
شـد و  آزمـون دانكـن انجـام     توسـط مقايسه ميـانگين   .ron1-1و موتانت  Ler-0بين ژنوتيپ  )CAT( آنزيم كاتالاز فعاليت ميزان) ج ؛هاي مختلف آمينوتريازول غلظت
  . داري با هم ندارندمعني هستند اختلاف آماري حرف مشترك كي داراي حداقل كه هاييميانگين

  

  
آرابيدوپسيس تحت تنش اكسيداتيو القا شده با آمينوتريازول با استفاده از ماده ) ron1-1(و موتانت  )Ler-0(هاي فعال اكسيژن در گياهان مادريميزان تجمع گونه -6شكل
    .باشد ميمتر  ميلي 5مقياس . ستفاده شدنددر اين آزمايش ا) برگه 4(روزه  14هاي هوايي قسمت هوايي گياهجه DABآميزي رنگ

است كه افزايش يافته ron1-1نسبت به موتانت ) Ler-0(مادري 
با . )6 شكل(مطابقت دارد  DABآميزي با نتايج حاصل از رنگ

اين نتايج به همراه نتايج بدست آمده ) و ج ب - 5( شكلتوجه به 
 در گياهان) الف - 5 شكل( APXدر خصوص ميزان آنزيم 

در   H2O2تواند به عنوان عوامل مهم افزايش تخريب موتانت مي
گياهان موتانت در مقايسه با گياهان مادري در شرايط تنش اعمال 

از سوي ديگر احتمالا ميزان اوليه تجمع . شده محسوب شود

H2O2  هاي موتانت به مراتب از گياهان مادري كمتر گياهچه در
 هاي موتانت دريم در گياهچهاست كه با افزايش ميزان اين آنز

 DABهاي مختلف آمينوتريازول، همانطور كه در آزمون غلظت
 هايدر گياهچه H2O2ميزان تجمع  شود،مشاهده مي )6شكل(

از   آمينوتريازول  هايغلظت  ديگر شاهد و  غلظت  در   موتانت
، ron1-1بنابراين وقوع موتاسيون . هاي مادري كمتر استگياهچه
 ثيري بر ميزانات شود، هاي شاهد مشاهده ميكه در غلظت همانطور
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باعث  ron1-1ون يولي وقوع موتاس. ندارد CATفعاليت آنزيم 
هاي در گياهجه H2O2هاي كاهش چشمگير تجمع مولكول

 10استفاده از آمينوتريازول به ميزان  ).6شكل(شده است  موتانت
باعث  نتوتوصورت اسپري روي برگ گياهان ه ب مولار ميلي

 Gechev(است شده CATبرابري ميزان فعاليت آنزيم  سهكاهش 

et al. 2002.(  دوهمچنين استفاده از آمينوتريازول به ميزان 
برابري ميزان فعاليت  دودر آرابيدوپسيس سبب كاهش  مولار ميلي

كي ي CATم يآنز ).May and Leaver 1993(اين آنزيم شده است 
باشد و  ياهان مياكسيدانتي گيآنت ستميهاي مهم در س مياز آنز

داسيون تنفس ياكس يها طزوميدر پراكس H2O2ه يسبب تجز
-يژن ميدهاي چرب، به آب و اكسيداسيون اسياكس -βو  ينور

اما با توجه به ، )Del Rio et al. 2006; Corpas et al. 2009(شود 
ت يباشد فعاليم CATم ينوتريازول مهاركننده فعاليت آنزينكه آميا
ري يطور چشمگه نوتريازول بيهاي مختلف آمم در غلظتين آنزيا

   .است و سبب القا تنش اكسيداتيو شده استافتهيكاهش 
-بخش ،DABبا استفاده از محلول  ROSدر بررسي ميزان تجمع 

روز در محيط كشت  4اي كه روزه 14هاي هاي هوايي گياهچه
شده بودند در هاي مختلف آمينوتريازول نگهداري حاوي غلظت

 H2O2با  در اثر واكنش اين ماده. آميزي شدندرنگ DABمحلول 
ميزان . شودهاي تيمارشده توليد مياي در برگ نمونهرنگ قهوه

و احتمالا H2O2 ها متناسب با ميزان حضور اي شدن برگقهوه
صورتي كه هر اندازه ميزان ها است، بهدر برگ ROSحضور ساير 

با توجه به  .شوداي بيشتر ميشدت رنگ قهوهشتر باشد يآنها ب
با   H2O2ها خصوصا ROS نتايج اين آزمايش، ميزان حضور

) Ler-0( افزايش غلظت آمينوتريازول در گياهان موتانت و مادري
ها در گياهان مادري اما ميزان افزايش حضور آن. باشدافزايش مي

رغم علي ).6شكل(باشد  به مراتب بيشتر از گياهان موتانت مي
ها در سطوح مختلف آمينوتريازول در ROS كاهش ميزان تجمع

طور كه در همان ،گياهان موتانت در مقايسه با گياهان مادري
فيزيولوژيكي ملاحظه شد ميزان  و هاي مورفولوژيكيآزمايش

هاي موتانت به تنش اكسيداتيو القا شده بيشتر حساسيت گياهچه
ولي و كاهش سبزينگي در ميزان مرگ سل همچنين. استبوده

مشاهده در گياهان موتانت بيشتر  هاي مختلف آمينوتريازولغلظت
هاي مخنلف در غلظت APX ميزان فعاليت آنزيم ).3شكل(شد 

 در برخي CATان فعاليت آنزيم آمينوتريازول و همچنين ميز
 )Ler-0( ها در گياهان موتانت بيشتر از گياهان مادريغلظت

خصوصا  ROSها سبب تخريب فعاليت اين آنزيمافزايش . باشد مي
H2O2 شوندمي )Wang et al. 1999.(  لذا با توجه به نقش بسيار

كي از يعنوان ه و همچنين ب H2O2در تجزيه  APXمهم آنزيم 
 ،)Edreva 2005(آسكوربات  -ونيچرخه گلوتات يترين اجزامهم

هش تجمع تواند باعث كاافزايش فعاليت آن در گياهان موتانت مي
ROS  كاهش مشابهي در ميزان تجمع ). الف -5شكل (شودROS 

هاي اختصاصي كه يكي از موتانت alx8هاي موتانت گياهچه در
شود در واكنش به خشكي نيز محسوب مي SAL1/RON1ژن 

ه كه آمينوتريازول ب جااز آن). Estavillo et al. 2012(د شمشاهده 
شود، اثر محسوب مي CATم عنوان ممانعت كننده فعاليت آنزي

هاي مادري هاي مختلف در گياهچهممانعت كنندگي آن در غلظت
در  CATتوان گفت فعاليت آنزيم لذا مي ،بيشتر بوده است

است و ميزان تجمع شدت كاهش يافتهه هاي مادري بگياهچه
H2O2 كه با توجه به اين .شوددر گياهان مادري بيشتر مشاهده مي

حاكي از كاهش  هاگياهچهدر  ROSسنجش ميزان نتايج آزمايش 
بود، جهت بررسي  ron1-1هاي موتانت ههچدر گيا هاآنميزان 

 هاي ماركر تنشمولكولي اين موضوع ميزان نسبي بيان ژن
  .گيري شداندازه Real time PCR روشبه  اكسيداتيو

هاي ماركر تنش اكسيداتيو است كه بيان يكي از ژن DEFL ١ژن 
يابد در گياه افزايش مي ROSواكنش به افزايش  آن در

)Shirzadian-Khorramabad et al. 2010.( ژن  يالگوي بيان
DEFL هاي مادري با افزايش غلظت آمينوتريازول در گياهچه

هاي مادري ن در گياهچهن بيان آاو ميز )7شكل ( يابدافزايش مي
موتانت   گياهان از   بيشتر  آمينوتريازول  يهاغلظت  كليه در 
آمينوتريازول بيان ميكرومولار  10به نحوي كه در غلظت . است
حدود   ron1-1  نسبت به گياهان موتانت  مادري گياهان  در   آن
بيان   افزايش  اين  .)7شكل(  استداشته  افزايش  برابر  5/2
كه   بوده  H2O2  خصوصا  ROS  حضور  افزايش دهنده شانن

. مطابقت دارد) 6شكل( DABدست آمده در آزمايش ه با نتايج ب
هاي ماركر تنش اكسيداتيو بوده كه، اين ژن يكي از ژناز آن جايي

   يابددر گياهان افزايش مي ROS  در واكنش به تجمع آن   بيان و 
                                                            
1 Defensin-like 
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  . هاي مختلف آمينوتريازولدر غلظت آرابيدوپسيس  ron1-1و گياهان موتانت ) Ler-0(در گياهان مادري  DEFLن نسبي ژن مقايسه ميزان بيا -7 شكل

  

  
  . هاي مختلف آمينوتريازولدر غلظت  ron1-1و گياهان موتانت ) Ler-0(در گياهان مادري  sAPXمقايسه ميزان بيان نسبي ژن  -8 شكل

  
)Shirzadian-Khorramabad et al. 2010(،  5/2افزايش بيان 

در مقايسه با گياهان موتانت ) Ler-0(برابري آن در گياهان مادري 
ron1-1 ميزان تجمع  حاكي از اقزايشROS  در گياهان مادري

وجود محيطي هاي مختلف جهت ايجاد مقاومت به تنش. باشدمي
ست كه ضروري است، اين در حاليدر گياه  ROSميزان معيني از 

 ron1-1طور كه در گياهان موتانت كاهش آن از حد معيني، همان
هاي محيطي شود، موجب حساسيت گياهان به تنش مشاهده مي

هاي مهم از جمله تنظيم كننده APXهاي آنزيم ايزوفرم .شودمي
باشند كه در ها ميدر سلول احيا -ويدر حالت اكسيدات

 اندها و سيتوسول يافت شدهزومكلروپلاست، ميتوكندري، پراكسي

Foyer et al. 2001; Mittler et al. 2004; Foyer et al. 2005)( 
APXs سيتوسولي  هاي)APX1, APX2( در پاسخ به انواع تنش 

كه سيتوسول با وجود اين. دهندهاي محيطي به شدت پاسخ مي
 ;Yoshimura et al. 2000(باشد نمي ROSاصلي توليد  منبع

Ishikawa et al. 2008(،  اماAPX هاي سيتوسولي)APX1, APX2 (
. يابددر گياهان تحت تنش اكسيداتيو افزايش مي ROSبا افزايش 

باشد كه در پاسخ مي APX1 كد كننده آنزيم سيتوسولي APX1ژن 
كاهش قابل توجه ميزان . يابدهاي محيطي افزايش ميبه انواع تنش

افزايش حساسيت به  موجبدر آرابيدوپسيس  APX1ژن  بيان
هاي محيطي از قبيل سرما، نور زياد، خشكي، گرما و انواع تنش

 Pnueliشد ) مانند متيل وايلوژن( ROSتيمار با عوامل القا كننده 

et al. 2003; Koussevitzky et al. 2008)( . ميزان بيان ژنAPX1 
تنش  و القا) ميكرومولار 5(زايش غلظت آمينوتريازول با اف

اين  ولي. يافتبرابر بيان اوليه افزايش 25اكسيداتيو تقريبا حدود 
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تقريبا  ron1-1و موتانت ) Ler-0(افزايش بيان در گياهان مادري 
نشان داده ها داده( ها مشاهده نشداختلافي بين ژنوتيپ برابر بود و

در  sAPX ١، الگوي كلي بيان ژن8شكل  با توجه به ).استنشده
داري طور معنيه گياهان مادري با افزايش غلظت آمينوتريازول ب

 10 و 5كه بيان آن در غلظت طوريه ب. ابدي افزايش مي
آمينوتريازول در گياهان مادري به بيشترين ميزان ميكرومولار 

برابر  15رسيده و ميزان بيان نسبي آن در اين گياهان حدود 
كد كننده آنزيم  sAPXكه ژن از آنجا. باشدياهان موتانت ميگ

باشد و در فرآيندهاي آسكوربات پراكسيداز استرومايي مي
احيا و پاسخ به تنش اكسيداتيو در استروماي - اكسايش

هاي آوندي بيان كلروپلاست، در طي توسعه گياهچه و در بافت
ترين آنزيم معنوان يكي از مهه ب sAPXشود و همچنين آنزيم مي
H2O2اكسيداني تخريب كننده آنتي

هاي گياهي مورد در سلول 
بنابراين، افزايش بيان  ).Wang et al. 1999(است توجه قرار گرفته

بوده كه   H2O2خصوصا  ROSدهنده افزايش حضور اين ژن نشان
 sAPX .مطابقت دارد) 6شكل( DABبا نتايج حاصل از آزمايش 

گيرد در گياه در معرض تنش قرار مي كهنقش مهمي را زماني
O2(يون سوپر اكسيد توليد شده  كند وفتوسنتز بازي مي

در ) -
وسيله ه وسيله واكنش مهلر طي دو مرحله كاهش به ب Iفتوسيستم 

 Mano and Asada(كند به آب تبديل مي SODو  APXهاي آنزيم

 نشان) Ler-0(گياهان مادري افزايش بيان اين ژن در لذا  ).1999
در تنش  ron1-1ها در مقايسه با گياهان موتانت مقاومت آندهنده 

  .باشداكسيداتيو القا شده توسط آمينوتريازول مي
هـاي  در بخـش دست آمـده  ه بنابراين، با توجه به مجموعه نتايج ب

تـوان وقـوع   مـي فنوتيپي، فيزيولـوژيكي، بيوشـيميايي و ملكـولي    
كه منجر به عـدم  SAL1/ RON1 در ژن  ron1-1اي موتاسيون نقطه

) RON1 )Robles et al. 2010بيان ژن فوق و عـدم توليـد آنـزيم    
مهـم در كـاهش ميـزان تجمـع      يكي از عواملعنوان ه را بشود مي

ROS بـا القـا تـنش اكسـيداتيو ايجـاد شـده توسـط        لذا  . دانست
بصورت حساسيت گياهان توان  ميواكنش را  اتاثر ،آمينوتريازول

با توجه بـه   .دكرنسبت به گياهان مادري ملاحظه  ron1-1موتانت 
شود جهت بررسي و  نتايج بدست آمده در اين تحقيق، پيشنهاد مي
در مقايسه با  ron1-1مطالعه اثر تنش اكسيداتيو در گياهان موتانت 

                                                            
1 Stormal ascorbate peroxidase 

هاي زنـده   ز قبيل تنشهاي القا تنش ا گياهان مادري از ساير روش
و غيرزنده و همچنين عناصر سنگين ديگر مانند كـادميوم اسـتفاده   

توان جهت بررسي دقيـق ميـزان حساسـيت     علاوه بر آن مي. شود
هاي شاخص در تنش اكسـيداتيو از   گياهان موتانت، بيان نسبي ژن

هاي ثانويه مانند  و همچنين ميزان متابوليتELIP2 ٢و   APX2قبيل
  .گيري كرد را اندازه HPLCن و آسكوربات با روش گلوتاتيو
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