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 کننده سيستئينسنتزای در ژن دارای يک جهش نقطه )old3 )eath3Deaf Lnset of O گياه آرابيدوپسيس

(AT4G14880) از جمله عملکردهای ژن. است OLD3 چههرشد گيا. اکسيداتيو است تنشزاديی گياه در برابر سم-

از . دشوروز می 92موجب القا مرگ سلولی در اين گياهان در مدت گراد  درجه سانتی 22 در دمای old3موتانت  های

، لذا در اين تحقيق گرددبه وضعيت نرمال باز میگراد  درجه سانتی 28 در دمای old3 که رشد گياهان موتانتاآنج

مورد گراد  درجه سانتی 28و  22دو دمای  در های مختلف کادميومدر غلظت old3های موتانت  مقاومت گياهچه

در . مقايسه شدباشد،  می old3که فاقد موتاسيون  Landsberg erecta  (Ler-0)بررسی قرار گرفت و با گياهان وحشی

ميزان  همچنين. گيری شداندازه روزه 99های چههتر گياميزان رشد طولی و وزن ،ميزان جوانه زنی بذوربررسی اين 

داتيو يدر تنش اکس نشانگرهای ژننسبی های موتانت و ميزان بيان چهههای پراکسيداز و کاتالاز در گيانزيمفعاليت آ

اسپيلت فاکتوريل  آزمايشدست آمده بر اساس ه ب نتايج. شدبررسی   QPCRبا استفاده از روش GST1و  DEFLشامل 

افزايش قابل  موجبگراد  درجه سانتی 28 به 22 از دما رييتغ. آماری قرار گرفتند تجزيهبر پايه طرح کاملا تصادفی مورد 

 ريگ چشم old3  یهاچهاهيگافزايش برای  نياکه  دشزنی ، وزن تر و سرعت جوانهها چههی گياطولرشد ای در ملاحظه

اد به آلودگی ايج یدارای مقاومت بيشترگراد  درجه سانتی 28و  22با اين حال گياهان مادری در هر دو دمای . بود

 28در دمای  GST1و  DEFLهای های کاتالاز، پراکسيداز و بيان نسبی ژنبررسی آنزيم. بودندشده توسط کادميوم 

در  GST1و  DEFLهای های کاتالاز و پراکسيداز و بيان نسبی ژننشان داد که ميزان فعاليت آنزيم گراد درجه سانتی

Cدمای 
 28 به 22دست آمده تغيير دما از ه بر اساس نتايج ب. ی استهای مادربيشتر از برگ old3های  در برگ °28

در واکنش به آلودگی ايجاد شده  old3های چههنمو و مقاومت گيا، ود وضعيت رشدموجب بهبگراد  درجه سانتی

در دو دمای بررسی شده از حساسيت بيشتری به آلودگی ايجاد شده  old3های  گياهچهالبته . توسط کادميوم شده است

در زمينه کنترل آلودگی  OLD3لذا عملکرد ژن . ندبود برخوردار مادریکادميوم در مقايسه با گياهان کلريد ط توس

 .باشد کادميوم مستقل از دما می

 های کلیدی واژه
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  مقدمه

 ،کوچک یگیاه( Arabidopsis thaliana) تالیانا آرابیدوپسیس

های فراوان موتانت دارای و  از خانواده خردل روز بلند ،یکساله

عنوان یک بکوچک بوده و  آنژنوم . با تنوع ژنتیکی گسترده است

ه بدر مطالعات زیست شناسی گیاهی داشته و را نقش مهمی ، مدل

شناسی مطالعات فیزیولوژی گیاهی، زیست درطور گسترده 

 .Meinke et al) دگیرمولکولی و ژنتیک مورد استفاده قرار می

1998). 

شود که مانع از پدید آمدن یک عنوان عاملی شناخته میه تنش ب

به دو  عوامل القا کننده تنش .شودمیسیستم بیولوژیکی کارآمد 

غیر های تنشات و ها و حشرقارچ مانندهای زیستی تنش گروه

، خشکی و عناصر شوری ی نامطلوب،هادما قبیل از زیستی

 Kranner) شوندبندی میتقسیم از قبیل کادمیوم و سرب سنگین

et al. 2010).  مانندآلودگی ایجاد شده توسط ترکیبات سمی 

-فلزات سنگین از جمله مشکلات زیست محیطی محسوب می

هایی ناگزیر به تنشه با چنین  مقابلو گیاه برای ادامه حیات . شود

 .Boner et al)د باشمیخود سیستم ایمنی  افزایش فعالیت

تنش به هر شکلی، زنده یا غیرزنده عموما منجر به . (2005

 شودمی (ROS)  های فعال اکسیژنگونه تولید میزانافزایش 

(Raikhel 1992). ترین اعضای  متداولROS  متشکل از

، رادیکال (¯O2)، سوپراکسید(H2O2) پروکسیدهیدروژن

گیاهان نیز دارای . باشداکسیژن منفرد می و (¯OH)هیدروکسیل

های مختلفی از قبیل اکسیدانتی در اندامکسیستم دفاع آنتی

ها بوده که دارای اجزای  زوم کلروپلاست، میتوکندری و پراکسی

 دشونمی ROS  غیر آنزیمی است و سبب زدودنآنزیمی و 

(Sharma et al. 2012 .) همچنین در روند دفاعی گیاهان، در

سیستئین دارای  ،فلزات سنگین مقابله با تنش ایجاد شده توسط

ین در گیاه، برای تولید سیستئ .باشدای مینقش تعیین کننده

لفید های مختلف شیمیایی در گیاه به سوسولفات که طی فرایند

 O-acetyl serineسیتوزولی با  OAS-TL تبدیل شده، توسط آنزیم

آنزیم (. Boner et al. 2005) کندتولید سیستئین می ترکیب شده و

                                                           
1
 Brassicacea 

2
 Reactive oxygen species 

3
 Scavenging 

OAS-TL  که در مرحله آخر تولید سیستئین نقش دارد، در سه

، که در این ارگانل سیتوزول، واکوئل و میتوکندری سنتز می شود

. دارای نقش حیاتی است OAS-TL ایزوآنزیم سیتوزولی میان

آوری این جمع صورته گیاهان در مقابل فلزات سنگین ب تحمل

 و تجمع بیشتر ها وعناصر از درون بافت گیاه توسط فیتوکلاتین

ها  ویژه در ناحیه کرکه های گیاه بغیر فعال کردن آن در واکوئل

 زمانی که گیاه توسط فلزات سنگین مورد تهدید. گیردصورت می

ها  سولفور به طرز چشم گیری در کرک یزانگیرد، م قرار می

یابد که این افزایش منجر به تولید بیشتر سیستئین برای  افزایش می

آوری فلزات و در نهایت جمع هاتولید گلوتاتیون و فیتو کلاتین

در  (.Dominguez-Solis et al. 2001) شودسنگین در واکوئل می

های گیاه، میزان بیان ژن لقا شده دراکسیداتیو اتنش مواجه با 

-از جمله این ژن کند،پیدا میهای دفاعی افزایش مرتبط با واکنش

 ، Senescence ، (PRs)Pathogen resistance genesتوان بهها می

(DEFL)Defensin-lik، (SAGs) Associated gene،Glutathione 

(GST1) S-transferase Іو (OLD3)Onset of leaf death3  اشاره

وجود کادمیوم در محیط رشد گیاهان باعث تغییر بیان برخی . کرد

 .Shirzadian-Khorramabad et al) شودمی فوق یهاژناز 

ناشی از کادمیوم به نوعی  تنشچون واکنش گیاهان به  .(2010

های تنشموجب فعالیت سیستم دفاعی گیاه در مواجه با 

های به عنوان یکی از ژن DEFLلذا بیان ژن  اکسیداتیو است،

اکسیداتیو در گیاهان در معرض کادمیوم  تنشمرتبط با  نشانگر

 .(Shirzadian-Khorramabad et al. 2010) یابدافزایش می

است که در ژن  ای یافته جهش گیاهی old3 گیاه آرابیدوپسیس

. باشددارای موتاسیون می (OAS-TL) تولید کننده سیستئین

 رمزای در ژن نتیجه یک جهش نقطه در old3فنوتیپ کشنده 

 فنوتیپ حاصل در شود وسیتوزولی تولید می  OAS-TLکننده 

های تنشهای مارکر های دفاعی و بیان ژنارتباط با پاسخ

 .Shirzadian-Khorramabad et al) یدآاکسیداتیو بوجود می

تبدیل  سببای ، یک جهش نقطهold3موتانت  در گیاه .(2010

Glyید آمینو اس
Gluبه  162

-Shirzadian)است شده 162

Khorramabad et al. 2010).  تغییر در میزان بار و این جهش با

در ساختار و با ایجاد اختلال اندازه آمینواسید همراه بوده و 

آنزیم  چون. شودمانع اتصال کوفاکتور به آنزیم می ،فعالیت آنزیم
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OAS-TL اد مقاومت نسبت نقش اساسی در تولید سیستئین و ایج

تواند واکنش لازم را هدایت به کادمیوم دارد، آنزیم موتانت نمی

نسبت به کادمیوم حساسیت  old3کند و در نتیجه گیاهان موتانت 

. شودکند که در نهایت منجر به مرگ گیاه می بیشتری پیدا می

 11بعد از  گراد سانتی درجه 21در درجه حرارت  old3گیاهان 

-Shirzadian) روند سلولی شده و از بین میروز دچار مرگ 

Khorramabad et al. 2010) 

عنوان القاء کننده تنش ه در این تحقیق از کلرید کادمیوم ب

سپس به بررسی . استفاده شد in vitroاکسیداتیو در شرایط 

ی و مولکولی گیاهان موتانت یهای مورفولوژیکی، بیوشیمیاواکنش

old3  به تنش اکسیداتیو القا شده توسط آرابیدوپسیس در واکنش

  کلرید کادمیوم پرداخته و نتایج حاصله با واکنش گیاهان مادری

(Ler-0 )درجه سانتی 21به  22ثیر تغییر دما از تالذا . مقایسه شد-

به کادمیوم   old3موتانتگراد بر میزان کاهش حساسیت گیاهان 

نحوه تواند به درک نتایج فوق می. مورد بررسی قرار گرفت

 . کمک کند OLD3عملکرد ژن 
 

  هامواد و روش

این تحقیق در آزمایشگاه بیوتکنولوژی دانشگاه گیلان در سال  

های فیزیولوژیکی، در این به بررسی واکنش .انجام گرفت 1331

-old3 (Shirzadianی و مولکولی گیاهان موتانت یبیوشیمیا

Khorramabad et al. 2010 ) و مادری(Ler-0) بیدوپسیس در آرا

شرایط تنش اکسیداتیو القاء شده توسط کلرید کادمیوم پرداخته 

و مادری ( old3)جهت بررسی جوانه زنی بذور جهش یافته . شد

(Ler-0 )هایو غلظت( گراددرجه سانتی 21و  22)ی در دماها 

ابتدا بذور  ،(مول میکرو 155و  05صفر، )کلرید کادمیوم مختلف 

 20/5با آب ژاول   (Ler-0) گیاهان مادری و old3گیاهان موتانت 

مرحله آبشویی  سهدقیقه ضدعفونی شده و  15درصد به مدت 

پس از آن به منظور جوانه زنی یکنواخت، بذور به . انجام شد

سپس . گراد قرار داده شدنددرجه سانتی 1مدت دو روز در دمای 

 عدد بذر استریل در 35تعداد  MSمحیط  در هر پتری دیش حاوی

گراد با درجه سانتی 21و  21تکرار کشت شد و در دماهای  سه

ساعت تاریکی قرار داده  1ساعت روشنایی و  11شرایط نوری 

                                                           
1
 Lands berg erecta 

کد  بر مبنایکشت شده Ler-0 و  old3زنی بذور جوانه .شد

-شمارش بذور جوانهبدین منظور . شدارزیابی  1/5و  0/5رشدی 

و  انجام شد کولاروسیله بینوه ب به مدت چهار روز متوالی زده

 Boyes etبر اساس روش ارائه شده توسط  تعداد بذور جوانه زده

al. (2001) ه ب آزمایش .دیش شمارش و ثبت شد در هر پتری

سه با  صورت اسپیلت فاکتوریل با سه عامل دما، ژنوتیپ، غلظت

-اجرا و نتایج با استفاده از نرمصادفی تکرار در قالب طرح کاملا ت

و  تجزیه و تحلیل شدند Excel  2010و 1/3نسخه   SASافزارهای 

انجام ( P ≤50/5) توکیها با استفاده از آزمون  مقایسه میانگین داده

-گیاهچهبه منظور تهیه نمونه جهت بررسی صفات فنوتیپی  .شد

روز بر  15ها به مدت ، بذرLer-0و مادری  old3های موتانت

سپس به محیط . بدون تنش قرار گرفتند MSروی محیط کشت 

MS 155و  05ر، فهای صجدید حاوی کلرید کادمیوم در غلظت 

ها جهت بررسی گیاهچهمیکرومول انتقال و پس از چهار روز 

 .ندشدصفات ارزیابی 

، Ler-0و مادری  old3 های موتانتگیاهچهجهت بررسی طول 

روز بر روی محیط کشت بدون تنش قرار  15ها به مدت گیاهچه

های گرفتند و سپس به محیط حاوی کلرید کادمیوم در غلظت

مول برای مدت چهار روز دیگر انتقال  میکرو 155و  05صفر، 

هت اندازه گیری طول گیری جنمونه 11یافتند و در پایان روز 

و  Ler-0های گیاهچهگیری طول اندازه .ها صورت گرفت گیاهچه

old3  داده. انجام شد گیاهچه 3برای از نوک ساقه تا انتهای ریشه-

تجزیه و تحلیل ( SAS, V9.CFG)افزار دست آمده با نرمه های ب

 .شد

ها بر اساس گیاهچهجهت بررسی وزن تر شاخساره و ریشه 

تکرار انتخاب  سهشرایط آزمایشی ذکر شده در بالا، از هر ژنوتیپ 

گیاه  15اخساره و وزن تر کل در وزن تر ریشه، وزن تر ششده و 

در گیاهان  5551/5به وسیله ترازو با دقت ( روزه 11)بدون ریشه 

 انجام شد (Ler-0)و گیاهان مادری   old3موتانت

آسکوربات شامل  ی آنتی اکسیدانهامنظور سنجش میزان آنزیمه ب

استخراج عصاره ، ابتدا (CAT)کاتالاز  و (POD)پراکسیداز 

 Beauchamp and Fridovich( 1971) روش نایبر مب  آنزیمی

 .انجام گرفت
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 هاآغازگرهای استفاده شده در این آزمایشمشخصات   -1جدول

 (گراد درجه سانتی) دمای اتصال (bp) آغازگرطول  (0'-3')آغازگر توالی  آغازگرنام 

GST1- Forward CAGCCACTAGAAGAGTTCTCAT 21 2/01 

GST1-Reverse GTGGGCACCAGATAAAGCGAC 21 1/03 

DEFL-Forward CTTAGTCATTTCCGATGTGCC 21 1/03 

DEFL-Rewerse GCATCTTCCACCTTTAGCTC 25 3/00 

ACTIN2-Forward CCACTATGTTCTCAGGTATCG 21 2/02 

ACTIN2-Rewerse CTTGGAGATCCACATCTGCT 25 3/01 

 
 0/5در کد رشدی  تحت تیمار دما و کادمیوم (Ler-0) و مادری (old3) های جهش یافتهژنوتیپجدول تجزیه واریانس میزان درصد جوانه زنی در  -2جدول 

 (df)درجه آزادی (SOV) منابع تغییر
 میانگین  مربعات

 وزن تر کل هاگیاهچهطول  0/5کد رشدی 

 5530/5** 15/05* 21/11*      1 دما

 ns11/2 ns35/1 ns553555/5 1 (دما)تکرار

 sn13/15 ns11/11 **551/5 1 ژنوتیپ

 ns10/11 ** 11/3111 **5511/5 2 کادمیوم

 ns25/5 **13/12 ns55551/5 2 کادمیوم ×ژنوتیپ 

 ns51/5 ns11/3 ns  51555/5 1 دما ×ژنوتیپ 

 ns11/2 *12/31 **5550/5 2 دما ×کادمیوم 

 ns25/2 **51/11 555553/5 2 دما ×کادمیوم  ×ژنوتیپ 

 55551/5 11/3 11/1 25 خطای آزمایش

     30 کل

ns ،* دار در سطوح پنج و یک درصد دار و اختلاف معنی عدم اختلاف معنیترتیب نشان دهنده به **  و. 

 

سپس جهت سنجش میزان آنزیم آسکوربات پراکسیداز از روش 

(1981) Nakano and Asada  آنزیم گیری منظور اندازهه بو

دستگاه و   Chance and Maehly(1955) کاتالاز از روش

( PG Instruments ItdT80+UV/VISمدل)وفتومتری راسپکت

 .استفاده شد

و  05، 5 هایهای مورد نظر در غلظتجهت مطالعه میزان بیان ژن

گیری شد و  نمونه هاگیاهچهکادمیوم، ابتدا از برگ  مول میکرو 155

RNX-plusبا استفاده از کیت  RNAسپس استخراج 
TM (سیناژن )

با استفاده از آنزیم  cDNAای های تک رشتهنسخه. نجام شدا
200U RevertAid H-minus MMuLV Transcriptase 

(Fermentase)  و آغازگر الیگوdT آغازگرهای . ساخته شد

با  Real Time PCRجهت انجام ( 1جدول)اختصاصی مطابق 

طراحی و جهت ساخت  PerlPrimer v.1.1.10افزار استفاده از نرم

هر . سفارش داده شد( کره جنوبی) Bioneerوسط شرکت ت

 20/1میکرولیتر حاوی  0/12با حجم  Real Timeواکنش تکثیر 

 Master MIX (SYBG Green Fermentase) ،cDNAمیکرولیتر 

های میکرولیتر، یک میکرولیتر از آغازگرهای اختصاصی ژن 0/5

GST1  ،ACTIN2 ،DEFL  و باWater nuclease free  حجم به

 ACTIN2دار از ژن خانه. میکرولیتر رسانیده شد 0/12نهایی 

سازی جهت تجزیه و نرمال. ها استفاده شدسازی دادهجهت نرمال

پایه معادله  genex 2004 [افزارها از نرمها و رسم گرافداده

(2001) Schmittgen and Livak ا همان ی-ΔΔCT 2[  متعلق به

دستگاه مورد استفاده . استفاده شد BIO-RAD (USA)شرکت 

مورد  BIORAD CFX96 (USA)جهت انجام واکنش تکثیر 

 Cصورت ه ها بدر این واکنش PCRبرنامه . استفاده قرار گرفت
C) ×15دقیقه، 0 - °31

Cثانیه ،  10 -°31
 Cثانیه و  25 – °01

 .داعمال ش( ثانیه 35 -°12
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 مقایسه میانگین. زنی آرابیدوپسیس در روز اول جوانه 0/5وکادمیوم در کد رشدی تحت تیمار دما  (Ler-0) و مادری (old3) یافتهزنی بذور جهشجوانهسرعت  -1شکل

(50/5≥ p) میانگین مقایسهو ( الف)گراد درجه سانتی 22ها در دمای ژنوتیپ (50/5≥ p) (.ب)گراد  درجه سانتی 21ها در دمای ژنوتیپ 

 

  نتایج و بحث

 AT4G1488ژنای در دارای یک جهش نقطه old3گیاهان موتانت 

. آرابیدپسیس قرار دارد چهارکروموزوم شماره  بوده که روی 

در  OLD3ژن در   EMSای فوق توسط موتاژننقطهجهش 

و با استفاده از  جاد شدهآرابیدوپسیس ای (Ler-0) پ مادریژنوتی

 ;Jing et al. 2002 شناسایی شد Map Based cloningروش 

(Shirzadian-Khorramabad et al. 2010). موتانت گیاهان old3 

درجه دچار مرگ  21روز در درجه حرارت  11 مدت بعد از

ها به گیاهچهکه با انتقال در حالی ،روندسلولی شده و از بین می

این وضعیت از بین رفته و گیاه به رشد نرمال درجه  21دمای 

و سیستم ایمنی در  OLD3در واقع بین فعالیت . دشوخود باز می

تواند با  گیاهان تعامل متقابل وجود دارد که برآیند این تعامل می

 Tahir)د کنتوجه به دمای محیط رشد به میزان قابل توجهی تغییر 

et al. 2013 .)در گیاهان و جانوران  رسانی ایمنیسیستم پیام

تنظیم  MAKs (Mitogen-activated protein kinases) توسط

اشاره کرد که  MEKK1توان به  ها می جمله این ژن از. شودمی

و روند فرآیند مرگ سلولی را در  H2O2فعالیت آن برمیزان تجمیع 

لذا (. Ichimura et al. 2006)دهد  شرایط دمایی مختلف تغییر می

که در اثر موتاسیون  Ler-0یپ مرگ سلولی در گیاهان وقوع فنوت

از طرف . رخ داده خصوصیتی وابسته به دما است old3ای نقطه

در  OLD3دیگر، از آنجاکه یکی از عملکردهای اختصاصی ژن 

آرابیدوپسیس افزایش مقاومت به تنش اکسیداتیو القا شده توسط 

بر  ،(Dominguez-Solis et al. 2001)فلز سنگین کادمیوم است 

-درجه سانتی 21در دمای  old3زنی بذور موتانت  این مبنا جوانه

گراد دارای حساسیت قابل توجهی به آلودگی ایجاد شده توسط 

 Shirzadian-Khorramabad)های مختلف کادمیوم بودند غلظت

et al. 2010 .)زنی بذور جهش یافته میزان جوانه لذا(old3 ) و

 های مختلفدماهای مختلف و غلظتار تحت تیم( Ler-0)مادری 

بر اساس روش ارائه شده توسط  0/5کادمیوم در کد رشدی 

(2001)  Boyes et al.میزان بررسی  .مورد بررسی قرار گرفت

ه ب یجنتا. (Ler-0)و مادری ( old3)یافته زنی بذور جهشجوانه

آزمایش میزان  یبررس های داده یانسوار یهجزاز ت دست آمده

 (p ≤50/5)دار متغیر دما  زنی حاکی از تفاوت معنیدرصد جوانه

زنی در  بوده و بیانگر آنست که سرعت جوانه 0/5در کد رشدی 

و  old3گراد در هر دو ژنوتیپ  درجه سانتی 21و  22دو دمای 

Ler-0 (. الف و ب-1و شکل 2جدول)است متفاوت بوده

شود، بیشترین میزان  الف ملاحظه می-1مانطور که در شکل ه

 گراد در ژنوتیپ مادریدرجه سانتی 22زنی در دمای  درصد جوانه

Ler-0  درصد  31/2در غلظت صفر میکرومولار کادمیوم با میزان

درجه  21درصد در دمای  33/1مشاهده شد که این میزان به 

درجه  21به  22دما از  لذا تغییر. استگراد افزایش یافته سانتی

زنی  درصدی در میزان درصد جوانه 50/2گراد سبب افزایش  سانتی

در وضعیت مشابه  old3بذور موتانت . استشده Ler-0بذور 

درجه و  22درصد در دمای  13/1دمایی مورد بررسی به میزان 

گراد نشان  درجه سانتی 21زنی را در دمای  درصد جوانه 1/1

درجه  21زنی در دمای  درصد جوانه 01/3زایش لذا سبب اف. دادند

نتایج حاصل از مقایسه (. ب -1شکل)است گراد شده سانتی
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دار جوانه زنی بذور  کاهش معنی بیانگر( P ≤50/5)میانگین 

میکرومول در لیتر کادمیوم  155و  05در غلظت  old3موتانت 

ا در گراد بوده، ام درجه سانتی 21نسبت به گیاهان مادری در دمای 

غلظت صفر میکرومول در لیتر کادمیوم با گیاهان مادری شاهد 

گراد  درجه سانتی 22همچنین در دمای . اختلافی مشاهده نشد

در غلظت صفر  old3زنی در گیاهان موتانت  میزان جوانه

( P ≤50/5)داری  میکرومول نسبت به گیاهان مادری کاهش معنی

ادمیوم در محیط لذا در صورت عدم وجود ک. را نشان دادند

-درجه سانتی 21، با افزایش دما به (گیاهان شاهد)زنی بذور  جوانه

که طوریه شده ب old3زنی بذور  گراد منجر به افزایش میزان جوانه

داری ندارد  تفاوت معنی Ler-0زنی گیاهان مادری  با میزان جوانه

، با توجه به نتایج حاصله. مطابقت دارد قبلی مولفینکه با نتایج 

در  Ler-0و  old3 زنی در دو ژنوتیپ روند کاهش جوانه

میکرومول در لیتر کادمیوم به نحو مشابهی  155و  05های  غلظت

در هر دو old3  زنی در بذورکاهش میزان جوانه. کندادامه پیدا می

( Ler-0)های مادری گیاهچهدمای مورد بررسی در مقایسه با 

درجه  22زنی در دمای وانهدار بوده و در نهایت میزان جمعنی

میکرومولار برای هر دو ژنوتیپ به صفر  155گراد و غلظت سانتی

زنی درجه حاکی از جوانه 21اما نتایج حاصل در دمای . رسدمی

 old3زنی بذور موتانت بوده، و میزان جوانه  Ler-0و  old3بذور 

-کمتر می Ler-0زنی بذور  درصد از جوانه 0/1به میزان متوسط 

تواند موجب فعالیت گراد میدرجه سانتی 21بنابراین دمای . باشد

زنی بذور در هر دو  های موثر بر جوانهبیشتر آنزیم و پروتئین

گراد قادر درجه سانتی 21ولی دمای . دشوژنوتیپ مورد بررسی 

های موتانت در واکنش گیاهچهدر  old3به حذف تاثیر موتاسیون 

الا در شرایطی که کادمیوم در محیط احتم. به تنش کادمیوم نیست

درجه تا  21در دمای  old3وجود ندارد میزان تأثیر موتاسیون 

د، اما در شونزدیک  OLD3تواند به فرم مادری حدود زیادی می

در واکنش بذور به  old3حضور کادمیوم، میزان تأثیر موتاسیون 

ل تنش کادمیوم به صورت افزایش حساسیت در بذور و به نحو قاب

کاهش  همچنین. شودتوجهی متفاوت با ژنوتیپ مادری نمایان می

را در  abi3-1و  aba-1های  زنی در موتانت دار میزان جوانه معنی

 20و  15های  در غلظت( Ler-0)مقایسه با گیاهان مادری 

 Sharma and)است میکرومول در لیترکادمیوم گزارش شده

Kumar 2002 .)ختی که توانایی تولید مضافا اینکه گیاهان تراری

برابر را داشتند، مقاومت قابل توجهی  3سیستئین بیشتری تا میزان 

را نسبت به آلودگی ایجاد شده توسط کادمیوم از خود نشان دادند 

(Dominguez-Solis et al. 2001 .)های بدست با توجه به یافته

ش بر واکن old3ثیر موتاسیون اتوان نتیجه گیری کرد که ت آمده می

کند و بذور موتانت به تنش کادمیوم مستقل از دما عمل می

بر آلودگی کادمیوم را  old3ثیر موتاسیون اافزایش دما نتوانسته ت

در زمینه واکنش به تنش  OLD3بنابراین فعالیت ژن . حذف نماید

 .باشد کادمیوم مستقل از دما می

بین اری دمعنیدهنده اختلاف ها نشاننتایج حاصله از تجزیه داده

و  22از لحاظ وزن تر کل در دو دمای  Ler-0و  old3دو ژنوتیپ 

ها و  های مختلف کادمیوم، ژنوتیپگراد، غلظتدرجه سانتی 21

 جدول)باشند  می( P ≤51/5)همچنین اثر متقابل کادمیوم در دما 

درجه  21میزان وزن تر کل در ژنوتیپ مادری و در دمای (. 2

به میزان ( شاهد)میکرومولار کادمیوم گراد در غلظت صفر  سانتی

 ، وگراد افزایش یافتهدرجه سانتی 22گرم نسبت به دمای میلی 32

گراد درجه سانتی 21در دمای  old3همچنین در ژنوتیپ موتانت 

گرم میلی 15به میزان ( شاهد)در غلظت صفر میکرومولار کادمیوم 

-2شکل )ست اگراد افزایش یافتهدرجه سانتی 22نسبت به دمای 

میکرومولار  05علاوه بر آن، میزان وزن تر در غلظت (. و بالف 

با تغییر دما از ( Ler-0)و ژنوتیپ مادری  old3کادمیوم در موتانت 

گرم  میلی 15و  10گراد به ترتیب به میزان درجه سانتی 21به  22

نشان (P ≤50/5)نتایج حاصل از مقایسه میانگین . یابدافزایش می

های مختلف کادمیوم نسبت کاهش میزان وزن تر در غلظتدهنده 

. باشددر هر دو ژنوتیپ می( شاهد)به غلظت صفر کادمیوم 

 (P ≤50/5)دار  همچنین این نتایج حاکی از وجود اختلاف معنی

و گیاهان مادری در غلظت صفر  old3دو ژنوتیپ موتانت 

اما در گراد بوده،  درجه سانتی 22میکرومول کادمیوم در دمای 

شود ها مشاهده نمی گراد اختلافی بین آن درجه سانتی 21دمای 

رسد  با توجه به نتایج بدست آمده به نظر می(. الف و ب-2شکل )

تر در گراد، وزندرجه سانتی 21به  22که با افزایش دما از 

 ملاحظه طور کهبهبود یافته، اما همان old3 های موتانتگیاهچه

( Ler-0)تر در ژنوتیپ مادری  ر میزان وزنشود روند بهبود دمی

 .استنیز صورت گرفته
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دو ژنوتیپ  (P ≤50/5)مقایسه میانگین  .کلرید کادمیوم در روز چهاردهمتحت تیمار دما و (erL-0) و مادری (old3) یافتهجهش گیاهچه 15 وزن تر میانگین -2شکل

 (ب) گراددرجه سانتی 22دو ژنوتیپ مختلف دمای (P ≤50/5)مقایسه میانگین  و( الف) گرادرجه سانتید 22مختلف در دو دمای
 

 
درجه  22 ها در دو دمای ژنوتیپ مقایسه. کلرید کادمیوم در روز چهاردهمتحت تیمار دما و (erL-0) و مادری (old3) یافتهجهشهای گیاهچه طول میانگین -3شکل 

 .(ب)گراد درجه سانتی 21و ( الف)گراد سانتی

 

توان گفت که احتمالا در شرایطی که  با توجه به این نتایج می

در  old3کادمیوم در محیط وجود ندارد میزان تأثیر موتاسیون 

تواند به فرم مادری  تا حدود زیادی میسانتی گراد درجه  21دمای 

OLD3 ثیر موتاسیون اادمیوم، میزان تد، اما در حضور کنزدیک کن

old3  ها به تنش کادمیوم به صورت افزایش گیاهچهدر واکنش

-گیاهچهصورت کاهش میزان وزن تر کل در ه حساسیت بوده و ب

در حقیقت  .شودهای موتانت نسبت به گیاهان مادری نمایان می

های منطقه های مریستمی و رشد سلولکادمیوم از تقسیم سلول

از طرف دیگر (. Fusconi et al. 2007)کند ری میرشد جلوگی

. علت اختلال در متابولیسم کلی سلول استه کاهش وزن ب

علت ه ها ب دهد که میزان پراکسیداسیون چربیتحقیقات نشان می

افزایش میزان پراکسید هیدروژن در سلول در حضور یون کادمیوم 

آبی و  یابد که این عمل باعث برهم خوردن تعادلافزایش می

ای سلول شده که یکی از مهمترین دلایل کاهش وزن تر در تغذیه

مطالعات انجام (. Toppi and Gabbrielli 1999)باشد گیاهان می

در برگ به احتمال زیاد مکان   Trichoدهد که بافتشده نشان می

تجمع کادمیوم در گیاهان بوده و لذا اهمیت این بافت در سم 

شود ه توسط کادمیوم به وضوح روشن میزدایی آلودگی ایجاد شد

(Dominguez-Solis et al. 2001; Ager et al. 2002 ) لذا کاهش

 در آرابیدوپسیس abi1-3 و aba-1وزن تر کل در گیاهان موتانت 

 255و  155های در غلظت (Ler) با گیاهان مادریمقایسه  2

و ( Sharma and Kumar 2002)میکرومول در لیتر کادمیوم 

 هایدرصد میزان وزن تر کاهو در غلظت 20و  1نین کاهش همچ
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بعد از  و کادمیومگراد سانتی درجه 21( ب) و کادمیومگراد سانتی درجه 22( الف)ی تحت تیمار دما (erL-0) و مادری (old3) یافتهجهشهای گیاهچهطول  -1شکل 

 .است mm0مقیاس . روز 11

 

گزارش  نیز( Haghighi et al. 2009)م کادمیو گرم در لیترمیلی 1و 

به محیط ( جای سیستئینه ب)افزایش خارجی سیستین  .استشده

های آرابیدپسیس موجب افزایش قابلیت و توانایی گیاهچهرشد 

 155در حضور تیمار ( افزایش وزن تر گیاهان)ها گیاهچهرشد 

 که گیاهان رشد یافته در شرایطد، در حالیشمیلی مول کادمیوم 

 .Dominguez-Solis et al)از بین رفتند ( فاقد کادمیوم)شاهد 

توان بنابراین با توجه به نتایج حاصل از این آزمایش می(. 2004

بر واکنش بذور موتانت به  old3ثیر موتاسیون انتیجه گرفت که ت

کند و افزایش دما نتوانسته تنش کادمیوم مستقل از دما عمل می

لذا فعالیت . دکنبر آلودگی کادمیوم را حذف  old3ثیر موتاسیون ات

-در زمینه واکنش به تنش کادمیوم مستقل از دما می OLD3ژن 

 .باشد

-های جهشگیاهچهل از تجزیه واریانس صفت طول نتایج حاص

( P ≤51/5)دار حاکی از تفاوت معنی Ler-0و مادری  old3یافته 

-ختلاف معنیهای مختلف کادمیوم بوده، اما اعامل دما و غلظت

میزان رشد طولی (. 2جدول )د ها مشاهده نشداری بین ژنوتیپ

با افزایش دما از ( Ler-0)و مادری  old3یافته های جهشگیاهچه

در (. و ب الف -3شکل)گراد افزایش یافت درجه سانتی 21به  22

های موتانت گیاهچهکادمیوم طول کلرید غلظت صفر میکرومول 

old3  گراد به میزان سانتی درجه 22در دمای mm 33/35  بوده و

های ژنوتیپ مادری گیاهچهاز طول بیشتری در مقایسه با طول 

Ler-0  به میزان(mm 33/21 )های  گیاهچهطول . برخوردار بود

 21و  22میکرومول در دو دمای  05در غلظت ( Ler-0)مادری 

ی هاگیاهچهداری با طول  ای اختلاف معنیگراد داردرجه سانتی

ها  در این غلظتold3 های گیاهچهکه طول  تانت نبوده، در حالیمو

گراد دارای تفاوت قابل درجه سانتی 21و  22و در دو دمای 

زایش گراد اف درجه سانتی 21باشد و با افزایش دما به  توجهی می

 21در دمای ( Ler-0)های مادری گیاهچهیافته و از طولی مشابه 

-صرف(. و ب الف -3شکل)شود  ر میگراد برخوردادرجه سانتی

، کاهش فوق در هر یک Ler-0و  old3نظر از زمینه ژنتیکی مشابه 

ناشی از تأثیر موتاسیون گراد  سانتیدرجه  21و  22از دو دمای 

با توجه به . باشدهای موتانت میگیاهچهدر  old3ای ژن نقطه

دما از  رسد که در مجموع با افزایشدست آمده به نظر میه نتایج ب

ها در ژنوتیپ موتانت گیاهچهگراد، طول درجه سانتی 21به  22

old3  و مادریLer-0 به استثنا غلظت صفر . افزایش یافته است

درجه که میزان طول  22دمای  میکرومول کادمیوم که در

های گیاهچهباشد، طول تر از موتانت میهای مادری کوتاه گیاهچه

ها بیشتر از ژنوتیپ موتانت یه غلظتمادری در هر دو دما و در کل

old3 از آنجا که استفاده از کادمیوم  (.و ب الف -1شکل)باشد می

-ها میوجه رشد ریشهتهای بیشتر موجب کاهش قابل در غلظت

لذا احتمالا فعالیت ژن  (.Dominguez-Solis et al. 2004)شود 

OLD3 ملکرد کند و افزایش دما نتوانسته عمستقل از دما عمل می

بنابراین به نظر . را به فرم وحشی برگرداند old3ژن جهش یافته 

رسد ژنوتیپ موتانت احتمالا بدلیل موتاسشیون ایجاد شده در می

طول Ler-0 تر شده و در مقایسه با ژنوتیپ مادریآن حساس

 .کمتری دارد گیاهچه

حاصل از بررسی میزان  یهادادهنتایج حاصل از تجزیه واریانس 

داری دهنده اختلاف معنینشان( POD)پراکسیداز  آنزیم
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(51/5≥P ) بین ژنوتیپ موتانت old3 و گیاهان مادری و همچنین

-باشد، اما اختلاف معنیهای مختلف کلرید کادمیوم میبین غلظت

داری بین اثر متقابل ژنوتیپ و کلرید کادمیوم مشاهده نشد 

ی کلی فعالیت الگودست آمده، ه با توجه به نتایج ب .(3جدول)

با افزایش غلظت  old3در گیاهان موتانت ( POD)پراکسیداز 

نیز  Ler-0های گیاهچهیابد و این روند برای کادمیوم افزایش می

در این . گیردبا روندی مشابه ولی با میزان کمتری صورت می

های مختلف زمینه تفاوت معنی داری بین دو ژنوتیپ و غلظت

در ( POD)پراکسیداز  ترین فعالیت آنزیمبیش .کادمیوم وجود دارد

میکرومولار کادمیوم به  155و در غلظت  old3ژنوتیپ موتانت 

 Ler-0است که در ژنوتیپ مادری  Unit/g FW.min  12/1 میزان

میکرومول کادمیوم فعالیت این آنزیم به میزان  155در غلظت 

Unit/g FW.min 15/2  است که به اندازه Unit/g FW.min 22/2 

 05به همین ترتیب در غلظت . (الف -0شکل)کمتر است 

فعالیت آنزیم فوق به  old3میکرومولار کادمیوم ژنوتیپ موتانت 

 Ler-0نسبت به ژنوتیپ مادری  Unit/g FW.min 53/2مقدار 

های شود در غلظتطور که مشاهده میهمان. افزایش داشته است

زیم در ژنوتیپ میکرومول کادمیوم میزان فعالیت آن 155و  05

است، اما در غلظت  Ler-0بیشتر از ژنوتیپ مادری  old3موتانت 

گراد فعالیت آنزیم پراکسیداز در دو درجه سانتی 21صفر در دمای 

 نتایج حاصل از مقایسه میانگین. باشد ژنوتیپ تقریبا یکسان می

(51/5≥ P ) پراکسیداز نشان دهنده افزایش میزان فعالیت(POD) 

میزان غلظت کادمیوم در هر دو ژنوتیپ بوده، اما میزان با افزایش 

نسبت به گیاهان مادری دارای  old3فعالیت آن در گیاهان موتانت 

شدت ه آنزیم پراکسیداز ب .باشدمی( P ≤51/5)داری اختلاف معنی

. باشدو برای بررسی آنزیمی بسیار مناسب می بوده پایدار

 تنشو عمل کاهش  دهیافته شدر سیتوزول  عمدتاپراکسیداز 

بنابراین، . دهدانجام میH2O2  اییدزیق سمراکسیداتیو را از ط

 old3افزایش میزان فعالیت این آنزیم خصوصا در ژنوتیپ موتانت 

دهنده افزایش میزان تجمع گروهای فعال اکسیژن خصوصا نشان

H2O2  نسبت به گیاهان مادریLer-0 باشدمی. 
حاصل از بررسی  یهادادهواریانس  از تجزیهدست آمده ه نتایج ب

داری بین اختلاف معنی دهندهنشان( CAT) کاتالازمیزان آنزیم 

-و عدم اختلاف معنی( P ≤51/5)های مختلف کادمیوم غلظت

ها و همچنین اثر متقابل ژنوتیپ و کادمیوم در داری بین ژنوتیپ

 old3در ژنوتیپ موتانت (. 3جدول)باشد فعالیت آنزیم کاتالاز می

میکرومولار کادمیوم  155بیشترین فعالیت آنزیم کاتالاز در غلظت 

که میزان آن در باشد، در حالیمی Unit/g FW.min 3/5به میزان 

با افزایش . باشدمی Unit/g FW.min Ler-0 20/5ژنوتیپ مادری 

میکرومولار میزان فعالیت آنزیم در موتانت  05غلظت کادمیوم به 

old3  وLer-0 رتیب به میزان ته ب Unit/g FW.min 11/5 و 

Unit/g FW.min 11/5 رسد، که همچنان اختلافی بین می

-همان(. ب -0شکل)شود ها در فعالیت آنزیم دیده نمیژنوتیپ

شود با افزایش غلظت کادمیوم طور که در این نمودار ملاحظه می

میزان فعالیت آنزیم در هر دو ژنوتیپ به میزان نسبتا برابری 

های های بالاتر کادمیوم، القای گروهدر غلظت. یابد فزایش میا

فعال اکسیژن در گیاهان افزایش یافته و نیاز به سیستم کنترلی 

شود، لذا میزان فعالیت آنزیم کاتالاز به تری در گیاه مطرح میقوی

از آنجا که . یابدمنظور مقابله با اثرات تنش اکسیداتیو افزایش می

گراد میزان حساسیت ژنوتیپ موتانت ه سانتیدرج 22در دمای 

old3 های مختلف کادمیوم از ژنوتیپ مادری به غلظتLer-0 

های آنتی اکسیدانی نیز رود فعالیت آنزیمبیشتر است، لذا انتظار می

شود در فعالیت طور که ملاحظه میاما همان. ها بیشتر باشددر آن

ین دو ژنوتیپ مادری گراد بدرجه سانتی 21در دمای  CATآنزیم 

Ler-0  و موتانتold3 شود و فعالیت آنتیاختلافی مشاهده نمی-

آنزیم کاتالاز از  .تقریبا برابر استاکسیدانی در دو ژنوتیپ 

 از آنجا که. شودمی H2O2هایی است که باعث حذف اکسیدان آنتی

اکسیدانتی یستم آنتیهای مهم در سمیکی از آنزیم کاتالاز یآنز

 یها طزومیدر پراکس H2O2ه یباشد و سبب تجزیم اهانیگ

دهای چرب، به یداسیون اسیاکس -β و یداسیون تنفس نوریاکس

، بنابراین افزایش (Del Rio et al. 2006) شودیژن میآب و اکس

 فعال اکسیژن هایتجزیه گروه سبب آنزیم این فعالیت میزان

 های فعالگروه شده و گیاهان را از خطرات سمی H2O2  خصوصا

 .کنداکسیژن محافظت می

ای که بیان ژن های تراریختهگیاهچهتغییر میزان سنتز سیستئین در 

OLD3  در آنها به نحو چشمگیری افزایش یافته موجب تغییر

 .Youssefian et al)د شواکنش این گیاهان به تنش اکسیداتیو 

2001.) 
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 تحت تیمار کادمیوم (Ler-0) و مادری (old3) یافتهجهشهای در ژنوتیپ PODو   CATهاییمجدول تجزیه واریانس بررسی فعالیت آنز -3جدول 

 (df) درجه آزادی (SOV)منابع تغییر 
  میانگین  مربعات

 CAT آنزیم  PODآنزیم 

 ns551/5 02/13** 1 ژنوتیپ

 51/5** 11/0** 2 کادمیوم

 ns11 /5 ns5552/5 2 کادمیوم ×ژنوتیپ 

 552/5 01/5 12 شخطای آزمای

   11 کل

ns  ،* باشد دار در سطوح پنج و یک درصد می دار و اختلاف معنی عدم اختلاف معنیترتیب نشان دهنده به **  و. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

آنزیم ( الف. گراد رجه سانتید 21در دمای  تحت تیمار کادمیوم (Ler-0) و مادری (old3) یافتهجهشهای اکسیدان در ژنوتیپهای آنتیمیزان فعالیت آنزیم -0شکل

 (.CAT)آنزیم کاتالاز ( و ب( POD)پراکسیداز 
 

گر به تنش های واکنش از جمله ژن DEFL (AT2G43510)ژن 

، زمانی که گیاه در  (Gadjev et al. 2006) باشداکسیداتیو می

گیرد، بیان این ژن در راستای معرض تنش اکسیداتیو قرار می

-صا تنش اکسیداتیو در گیاه افزایش میپاسخ دفاعی به تنش خصو

لذا میانگین میزان (. Shirzadian-Khorramabad et al. 2010)یابد 

درجه  21در دمای  Ler-0و  old3بیان این ژن در گیاهان موتانت 

، در ژنوتیپ مادری 1با توجه به شکل . مورد مقایسه قرار گرفت

Ler-0  بیان ژنDEFL  باشد کم میدر غلظت صفر کادمیوم بسیار

میکرومول میانگین  155که با افزایش غلظت کلرید کادمیوم به 

این در حالی . یابدبرابر افزایش می 11میزان بیان این ژن تا حدود 

میانگین میزان بیان این ژن در  old3است که در ژنوتیپ موتانت 

برابر بیشتر از میانگین بیان آن  15غلظت صفر کادمیوم در حدود 

این امر به روشنی بیانگر تأثیر موتاسیون . مادری است در ژنوتیپ

old3  بر میانگین میزان بیان ژنDEFL  همچنین در . باشد می

میکرومولار، میانگین میزان بیان ژن  155در غلظت  old3موتانت 

DEFL  برابر نسبت به ژنوتیپ مادری افزایش یافت  1/2تا حدود

در  DEFLان ژن شود بیمی ملاحظه طور کههمان(. 1شکل)

گیرد افزایش  که گیاه تحت تاثیر تنش اکسیداتیو قرار میصورتی

افزایش یافته، لذا  old3از آنجا که بیان این ژن در موتانت . یابدمی

های موتانت گیاهچهموجب حساس شدن  old3احتمالا موتاسیون 

در واکنش به تنش کادمیوم به دلیل افزایش تنش اکسیداتیو در این 

با  old3های موتانت گیاهچهلذا حساس شدن . استن شدهگیاها

  DEFLافزایش قابل توجهی در میزان بیان ژن نشانگر اکسیداتیو

این ژن  نسبی میانگین بیان قبلیهمچنین در مطالعه . همراه است

نسبت به  گراددرجه سانتی 0/21در دمای  old3های گیاهچهدر 

یش یافت که این امر حاکی برابر افزا 115گیاهان مادری تا حدود 

در ژن سنتز کننده سیستئین بر افزایش  old3ثیر موتاسیون ااز ت

حاصل از  نتایج .گیر تنش اکسیداتیو در این گیاهان است چشم

های صفر غلظت درGST1  (AT1G02930) نسبی ژن بیان بررسی

 بیانگر به روشنی میکرومول کلرید کادمیوم در دو ژنوتیپ 155و 

 .باشدمی GST1 ژن بیان نسبی میزان بر old3اسیون ژن موت تأثیر
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 .های مختلف کادمیومگراد در غلظت درجه سانتی 21 دمایدر ( Ler-0) و مادری( old3)یافته های جهشگیاهچهدر  DEFLژن  نسبی بیان -1شکل 

 

 
 .های مختلف کادمیومگراد در غلظت درجه سانتی 21 دمایدر ( Ler-0) و مادری (old3)یافته های جهشگیاهچهدر  GST1ژن  نسبی بیان  -1شکل

 

میانگین  میکرومولار کادمیوم155صفر و  در غلظت که نحویبه 

حدود  به ترتیب old3موتانت  ژنوتیپ در GST1 ژن بیان میزان

 Ler-0میانگین میزان بیان آن در ژنوتیپ مادری  برابر  2/3و  15

-ژن جمله از GST1ژن  که نکته این به توجه با (.1شکل )است 

 Shirzadian-Khorramabad)است  اکسیداتیو نشانگر تنش های

et al. 2010). ژنموتاسیون  رسد در اثر به نظر می لذاold3 میزان 

 old3 موتانت گیاهان حضور کادمیوم در شرایط اکسیداتیو در تنش

  .ستافزایش یافته ا Ler-0نسبت به ژنوتیپ مادری 

های نشانگر در تنش از جمله ژن DEFLمانند ژن  نیزGST1 ژن

به نحوی که اگر گیاه در شرایط تنش اکسیداتیو  .اکسیداتیو است

آن افزایش یافته و از این ژن به  درGST1 قرار گیرد بیان ژن 

 Love)شود عنوان ژن نشانگر در زمینه تنش اکسیداتیو استفاده می

et al. 2005.)  ژن همچنینGST1 رمز کننده آنزیم گلوتاتیون اس- 

زمانی که گیاه در معرض تنش اکسیداتیو قرار . ترانسفراز است

با . شودباعث فعال شدن این ژن می ROSگیرد، افزایش مقدار می

-توان میزان حساسیت ژنوتیپمی GST1بررسی میزان فعالیت ژن 

با توجه (. Grant et al. 2000)د کربه تنش اکسیداتیو را بررسی  ها

های موتانت گیاهچهبرابری بیان این ژن در  2/3به افزایش حدود 

old3  نسبت به گیاهان مادری(Ler-0 ) 155در غلظت 

های فعال توان گفت که میزان گروهمیکرومولار کلرید کادمیوم، می

حساسیت گیاهان  ب ایجادافزایش یافته و سب (ROS)اکسیژن 

تنش اکسیداتیو القا شده توسط کلرید کادمیوم  به old3موتانت 
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