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باشد که عملکرد کلزا را تحت تاثير قرار های غيرزيستی میترين تنش تنش شوری يکی از مهم

و  BnaCDPK6های  کلزا و تغييرات بيان ژن منظور مطالعه پاسخ های فيزيولوژيکی به. دهد می

BnaCDPK10  دو رقم متحمل  ی،تنش شوردر شرايط(Slm046 و زرفام ) یاکاپ)و دو رقم حساس 

مولار  ميلی 122و  922تنش شوری از طريق آبياری با  و در اتاقک رشد کشت شدند( يگلو سار

 اکسيدان آنتی آلدهيد، آنزيم دی ی نسبی آب برگ، مالونامحتو .اعمال شد( NaCl)نمک 

های رمزگذار پروتئين کيناز وابسته به  ز و بيان ژناکسيدان کاتالا سوپراکسيد ديسموتاز، آنزيم آنتی

مولار نمک سديم  ميلی 122)در شرايط شوری شديد . گيری شدندکلزا اندازه 92و  6کلسيم 

محتوای آنزيم . آلدهيد افزايش يافت دی محتوای نسبی آب کاهش و مقدار مالون( کلرايد

با بالارفتن شدت  BnaCDPK10و  BnaCDPK6های  سوپراکسيد ديسموتاز، آنزيم کاتالاز و بيان ژن

اين . اين افزايش در ارقام متحمل بيشتر از ارقام حساس بود تنش شوری افزايش يافت که مقدار

های اکسيژن فعال ناشی از تنش شوری نقش مهمی در آسيب  دهد که افزايش گونه نتايج نشان می

های حفاطتی خود را در برابر توليد  مکانيسمبه غشای سلول در کلزا دارد و گياه برای مقابله با آن 

های آنتی اکسيدان و  توان به افزايش فعاليت آنزيم دهد که می های اکسيژن فعال افزايش می گونه

   .های پروتئين کيناز وابسته به کلسيم اشاره کرد افزايش بيان ژن

 

 های کلیدی واژه
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های محیطی کاهش  اثر تنشعملکرد بالقوه گیاهان زراعی بر 

وسیله فرآیندهای بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی  یابد و گیاهان به می

ها  دهند و با آن مینشان های زیستی و غیرزیستی واکنش  به تنش

های  ها به محرک شوند و پاسخ گیاهان و سازگاری آن سازگار می

محیطی زیستی و غیرزیستی به الگوهای انتقال پیام وابسته است 

های متنوع بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی کنترل که توسط مکانیسم

های  از میان تنش .(Ludwig et al. 2004; Arzani 2008) شود می

تر بوده و  محیطی، تنش خشکی و شوری در سطح جهان گسترده

اند، اگرچه در طبیعت  همین جهت بیشتر مورد مطالعه قرار گرفته به

ها از یکدیگر  هند و تفکیک آند اصولاً چند تنش با هم رخ می

( .Brassica napus L) کلزا(. Zamani et al. 2010)مشکل است 

 ترین محصولات زراعی روغنی در سراسر جهان استاز مهم یکی

که اثرات نامطلوب زیست محیطی تا حد زیادی بر تولید و کیفیت 

مقدار شوری آب و خاک معادل که  در صورتی گذارند آن اثر می

زیمنس بر متر، واحد آستانه کاهش رشد رویشی و دسی 11و  17

گیاهان  (.Francois 1994; FAO 2017) باشد میعملکرد بذر کلزا 

های بیوشیمیایی و  از طریق فعال کردن آبشارهای انتقال پیام، پاسخ

 های محیطی تنشفیزیولوژیکی ضروری برای مقابله و سازگاری با 

دنبال آن فعال شدن  با درک پیام و بهمسیر کلی انتقال پیام . دهند می

، (ROS)های اکسیژن فعال  گونهپیغامبرهای ثانویه از جمله 

این پیغامبرهای . شود شروع می و کلسیم اینوزیتول فسفاتازها

 Huang et) کنندتنظیم مینیز ثانویه سطح کلسیم درون سلولی را 

al. 2012.) ال در های اکسیژن فع تنش شوری منجر به تولید گونه

بیشترین خسارت ناشی از (. Mittler 2002)شود  گیاهان می

ر ارتباط با خسارت اکسیداتیو در سطوح های مختلف د   تنش

العاده فعال  های اکسیژن فعال، فوق گونهمختلف سلولی است و 

های  سلولی را از طریق آسیب توانند متابولیسم نرمال هستند و می

ضروری مثل لیپیدها، نوکلئیک  های ماکرومولکول  اکسیداتیو به

ثیر قرار اهای فتوسنتزی تحت ت ها و رنگدانه پروتئین اسیدها و

(. Bolkhia et al. 2003; Gambarova and Gins 2008) دهند

گیاهان برای مقابله با تنش اکسیداتیو ایجاد شده دارای سیستم 

از بین های آزاد را  تواند رادیکال دفاعی با کارائی بالا هستند که می

ترین  آنزیم سوپراکسید دیسموتاز یکی از مهم. برده و یا خنثی کنند

باشد و نقش  سدهای دفاعی گیاه در برابر تنش اکسیداتیو می

فعال کردن  های اکسیژن فعال دارد و با غیر اساسی در مقابله با گونه

های آن مانع تشکیل  سوپر اکسید، علاوه بر کاهش خسارت

-Haber)ویز  -سیل از طریق واکنش هابررادیکال مخرب هیدروک

Weiss )توان گفت این آنزیم یک نقش محوری در  شود و می می

آنزیم کاتالاز (. Hekimi et al. 2018)مقابله با تنش اکسیداتیو دارد 

زدایی پراکسید  اکسیدان مهم در سمیت تیآن  عنوان آنزیم هم به

اکسیداسیون -تاوسیله فرآیندهایی همچون ب هیدروژن تولیدشده به

اسیدهای چرب، اکسیداسیون در حین تنفس نوری و انتقال 

کند ها ایفای نقش میالکترون در زنجیره تنفسی میتوکندری

(Noctor et al. 2010 .)های زنده و غیر زنده باعث  بیشتر تنش

های  شود و پاسخ افزایش در غلظت کلسیم سیتوپلاسمی می

اند از طریق تنوع در دامنه، تو های مختلف می اختصاصی به محرک

 این اهانیدر گ. مدت، موقعیت و فراوانی یون کلسیم ایجاد شود

از  یا توسط مجموعه توپلاسمیدر س میکلس ونمقطعی ی راتییتغ

های متصل به  ، پروتئین1ها نیکالمودل رینظ میکلس یرهاحسگ

و پروتئین    B نئورین های مشابه کلسی ، پروتئین0کالمودلین

سپس این دریافت شده و ( CDPK)  کینازهای وابسته به کلسیم

های دیگر که غالباً آغاز کننده آبشار  های حسی با پروتئین پروتئین

های اصلی پاسخ  شوند و ژن فسفریلاسیون هستند، وارد واکنش می

ها را مورد  های رونویسی کنترل کننده این ژن به تنش یا عامل

ها در نهایت منجر به  محصول این ژن و ندده هدف قرار می

مانی گیاه و پشت سر گذاشتن  سازگاری گیاه شده و به زنده

 Sanders et al. 2002; Hepler)کند شرایط نامطلوب کمک می

2005; Huang et al. 2012.) 

CDPKها  ها، میوه ها، گل ها، برگ ها، ساقه طور وسیع در ریشه ها به

دارند و نقش مهمی در انتقال پیام کلسیم و بذرهای گیاهان وجود 

 متابولیسم در هاCDPK که می دهد نشان و شواهد کنند ایفا می

 اسکلت تنظیم غشا، از ها یون و آب انتقال و نقل نیتروژن، و کربن

 دارند، ضمناً نقش نمو و رشد تنظیم و ای روزنه حرکت سلولی،

 به نسبت دفاعی های پاسخ در مهمی نقش خانواده ژنی این

                                                           
1
 Calmodulins 

2
 Calmodulin-binding proteins 

3
 Calcineurin B-like proteins 

4
 Calcium-dependent protein kinases 
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 Ohsugi et al. 2011; Coca and)دارند  غیرزنده و زنده های تنش

Bundó 2017).. های  بیان ژنCDPK های فیزیکی و  از طریق تنش

شیمیایی از قبیل دمای پایین، خشکی، زخم شدگی، شوری، فقدان 

  بنابراین تحقیق درباره. یابند ها افزایش می مواد غذایی و هورمون

اهیم مهمی را پیرامون رشد گیاه، نمو و افزایش مف CDPKهای  ژن

 .Tai et al)دهد  های محیطی نشان می مقاومت گیاه در تنش

2009.) 

(2010)Yao et al.  ژن پروتئین کیناز  جهت روشن شدن نقش

، گیاهان (AtCDPK6)آرابیدوپسیس  0وابسته به کلسیم 

ویروس موزائیک  روآرابیدوپسیس تراریخت تحت کنترل پروموت

مقایسه بین گیاه موتانت از این ژن با . تولید کردند 35S گل کلم

گیاهی که تشدید بیان این ژن در آن انجام شده بود نشان داد که 

در تحمل به شوری و خشکی نقش دارد که این  AtCDPK6ژن 

گیاهان شاهد، موتانت و تراریخت در معرض  دادنآزمایش با قرار

مولار  میلی 017و   0777پلی اتیلن گلیکول درصد  11مقادیر 

در شرایط نرمال تفاوتی بین هیچ که نمک بررسی شد و نشان داده 

و تحت تنش شوری و رد یک از گیاهان ذکر شده وجود ندا

داری بین گیاهان تراریخت با گیاهان موتانت  خشکی تفاوت معنی

. یافت ها افزایش و شاهد وجود داشت و میزان بیان این ژن در آن

(2015 )Li et al. های پروتئین کیناز وابسته به کلسیم  یکی از ژن

 cDNA 00 1با طول کامل ( CDPKs)القایی توسط نمک 

 (.Arachis hypogeae L) از بادام زمینی( KF437909)باز  جفت

. کردندجدا  cDNA (RACE)1تکثیر سریع انتهای  توسط روش

تجزیه و تحلیل توالی اسید آمینه این ژن نشان داد که دارای 

 AhCDPKبیشترین تشابه و همولوگ با سویا است و این ژن 

آندوپلاسمی   موجب بیان یک پروتئین هیدروفیلی در شبکه

شدت توسط یون کلسیم و نمک القا  به  AhCDPKاین ژن. شود می

گیرد،  استرس نمک قرار میکه گیاه در معرض  شود و هنگامی می

های  گونهموجب بهبود شرایط فیزیولوژیکی مانند کاهش تجمع 

اکسیدان و بهبود  های آنتی ، بهبود عملکرد آنزیماکسیژن فعال

تواند نقش  شود و می انباشت ماده تنظیمی اسمزی در گیاه می

مهمی برای بادام زمینی برای مقاومت در برابر تنش شوری بازی 

ژن است که  01چند ژنی شامل   در کلزا یک خانواده CDPK .کند

                                                           
1 Rapid amplification of cDNA ends 

 .Zhang et al)شود  های اختصاصی در گیاه می منجر به پاسخ

در  شوریهدف از این تحقیق، مطالعه میزان تحمل تنش (. 2014

 کشت کلزا که، این نظر به. بود بعضی ارقام مقاوم و حساس کلزا

شور  در مناطقهای اخیر  عنوان یک محصول با ارزش در سال به

است لذا در این  اغلب کشورها و حتی ایران بسیار گسترش یافته

بنابراین  ،است  استفاده شده سطوح مختلف تنش شوریآزمایش 

های گیاهی و تنوع  دلیل پیچیدگی فرایند سازگاری در سلول به

کند، بررسی  تنش تغییر می مدت و شدتها که بسته به  پاسخ

میایی و مولکولی سلول تحت تنش های بیوشی دینامیکی پاسخ

 . رسد نظر می ضروری به شوری

 

های فیزیولوژیکی کلزا به تنش شوری، دو منظور مطالعه پاسخ به

و دو ژنوتیپ حساس به تنش ( Slm046زرفام و )ژنوتیپ متحمل 

 Zahedi and Tohidi)انتخاب شدند ( گل و اکاپیساری)شوری 

Moghadam 2011; Moieni et al. 2013.)  ارقام مورد مطالعه

فاکتوریل در قالب طرح پایه کاملاً تصادفی با آزمایش صورت  به

مولار  میلی 077و  177سه تکرار و در سه سطح شاهد، شوری 

در اتاقک رشد مورد ارزیابی قرار ( NaCl)نمک سدیم کلراید 

مدت  درصد به 1دا توسط هیپوکلریت سدیم بذور در ابت. گرفتند

که ( کیلویی 0)هایی  پنج دقیقه ضدعفونی و سپس در داخل گلدان

به نسبت )حاوی مخلوطی از پرلیت، کوکوپیت و ورمیکولیت 

در  C 19°در روز و  C 00°بودند، تحت شرایط دمایی (  : :1

درصد  01تا  7 ساعت تاریکی،  9ساعت روشنایی و  10شب، 

تا مرحله چهار . نددشلوکس کشت  9777و شدت نور رطوبت 

ها، محلول غذایی هوگلند دریافت نموده و از ی گلدان برگی همه

ماه با استفاده از نمک  مدت یک مرحله چهار برگی تیمار شوری به

(NaCl ) های میانی گیاهان  گیری از برگ نمونهاعمال و سپس

 گیری در فریزر نمونههای گیاه بلافاصله پس از  نمونه. انجام شد

°C 97- تا زمان آزمایش نگهداری شد (Ashraf and Ali 2008 .)

با استفاده از وزن تر، وزن اشباع ( RWC)محتوای نسبی آب برگ 

گیری شد و وزن خشک برگ بر اساس فرمول زیر اندازه

(Weatherley 1950.) 

  ها مواد و روش
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RWC (%) = [(FW – DW) / (SW – DW)] ×100 

وزن تورژسانس برگ و  SWن تازه برگ، وز FWدر این رابطه 

DW برگ هر از منظور این برای. باشد وزن خشک برگ می 

 شد، سپس با بزرگ گرفته تعدادی برش گلدان هر به مربوط

سپس . شد گیری اندازه برگ تازه وزن 7771/7 دقت با ترازویی

بر  C 01°دمای  در مقطر آب ساعت در 00 مدت به برگی قطعات

تورژسانس  گیری وزن برای اندازه .شدند داده قرار روی شیکر

و با دستمال کاغذی  شدند خارج آب از برگی ، قطعات برگ

هایی که از قبل تهیه و توزین شده  درون پاکت دند وشخشک 

های  پاکت گاه آن. گردید تعیین ها برگ بودند قرار داده و وزن

 داده قرار C 00°دمای  با آون در ساعت 9  مدت به آلومینیومی

 ها آن خشک وزن شده ذکر زمان مدت گذشت از بعد و شدند

در  (MDA) آلدهید  تعیین غلظت مالون دی برای .توزین شد

 97لیتر اتانول  میلی یکگرم برگ تازه را در  میلی 17برگ، ابتدا 

در ( g 10777)درصد روی یخ هموژن کرده و سپس سانتریفیوژ 

. د و فاز رویی برداشته شدشدقیقه انجام  07مدت  به  C°دمای 

کـه حاوی  (TCA) 1اسیددرصد تیوکلرواستیک  07محلول سپس 

 و دشبه فاز رویی اضافه بود  0باربیتوریک اسیدتیودرصد  01/7

 C 81° دقیقه در دمای 7 مدت  ین مخلوط در حمام بن ماری بها

سپس سپس این مخلوط را در حمام یخ سرد کرده و . قرار گرفت

د شدقیقه انجام  17مدت  به   C°در دمای ( g 17777)سانتریفیوژ 

یـد در طول هآلد  غلظت مـالون دیو فاز رویی برداشته شد و 

 برای نظر مورد که ماده گیری شد نانومتر اندازه 077و  0 1موج 

 است و( TBA-MDA) قرمز ، کمپلکس0 1 موج طول در جذب

 از و عیینت نانومتر 077 در غیراختصاصی های رنگیزه بقیه جذب

 از آلدهید دی مالون غلظت محاسبه برای. دش کسر این مقدار

mM)خاموشی  ضریب
-1

 cm
رابطه زیر  از استفاده و با( 111 1-

 (. Hodges et al. 1999)شد  محاسبه
MDA (μmol g

-1
 Fw) = [A532-A600/155] ×1000 

های برگی با  ها، ابتدا نمونه عصاره آنزیمی از نمونهبرای استخراج 

-ازت مایع پودر شدند و سپس بافر استخراج که حاوی تریس

مرکاپتواتانول -0درصد و  1مولار، ساکارز  1/7هیدروکلریک اسید 

بافر / نمونه برگی پودرشده) 1: درصد بود به نسبت 1/7

                                                           
1
 Tiocloro Acetic acid  

2
 Thiobarbituric acid 

ژ با سرعت اضافه شد و پس از هموژن شدن، سانتریفیو( استخراج

g 17777 در دمای°C    د و فاز رویی شدقیقه انجام  07مدت  به

ها، میزان  پس از استخراج عصاره خام از نمونه. برداشته شد

های استخراج شده بر اساس روش برادفورد  پروتئین عصاره

(Bradford 1976 )گیری فعالیت  اندازه .گیری شدند اندازه

 et al. Dhindsa (1981) طبق روش (SOD) سوپراکسید دیسموتاز

صورت فوتومتریک بررسی  فعالیت این آنزیم به. انجام شد

( =9/0pH)بافر اصلی واکنش شامل بافر فسفات . شود می

 01، نیتروبلوتترازولیوم مولارمیلی 10، متیونین مولار میلی177

 X-100 701/7ترایتون   و میکرومولار EDTA 177، میکرومولار

 میکرولیتر 087 از بافر اصلی به هر چاهک به میزان. درصد بود

 1به میزان  میکرومولار 0سپس از بافر ریبوفلاوین . اضافه شد

موج   طول دربه مخلوط واکنش اضافه شد و دستگاه  میکرومولار

از  میکرولیتر 17برای سنجش هر نمونه . کالیبره شد نانومتر 107

سوپراکسید یک واحد آنزیم  .عصاره پروتئینی استفاده شد

ممانعت احیای نوری فعالیت آنزیم بر اساس برابر با  دیسموتاز

فعالیت  .استگرم پروتئین  نیتروبلوتترازولیوم در دقیقه در میلی

گراد با استفاده از درجه سانتی 01در دمای ( CAT)آنزیم کاتالاز 

ای بر. گیری شداندازه Aebi (1984) اسپکتروفتومتر و به روش

سنجش میزان فعالیت آنزیم از دستگاه اسپکتروفتومتر ساخت 

ها و محلول. نانومتر استفاده شد 7 0موج  کشور ژاپن در طول

 17( =0pH)لیتر بافر فسفات  میکرو 777 مواد استفاده شده شامل 

میکرولیتر عصاره  17درصد و  H2O2  7لیتر  میکرو 1مولار،  میلی

ای ثانیه 07دقیقه در فواصل  1مدت  بهآنزیم بوده و فعالیت آنزیم 

فعالیت آنزیم بر اساس یک واحد آنزیم کاتالاز برابر با . ثبت شد

گرم  میکرومول پراکسید هیدروژن تجزیه شده در دقیقه در میلی

منظور ارزیابی تغییرات بیان ژن تحت تنش  به .استپروتئین 

 ای پلیمراز ریل تایم کمی شوری از تکنیک واکنش زنجیره

(Quantitative Real-Time PCR )ابتدا استخراج . استفاده شد

RNA با استفاده از کیت (Qiagen, USA)RNeasy plant mini 

kit کیفیت . از بافت برگ انجام شدRNA  های حاصل با بارگذاری

با  RNAدرصد بررسی شد و مقدار کمی  یکدر ژل آگارز 

( ND-1000, Thermo Scientific)استفاده از دستگاه نانودراپ 

 QuantiTectبا استفاده از کیت cDNAبرای سنتز . تعیین شد
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(Qiagen, USA)Reverse Transcription Synthesis kit  از یک ،

. دشتیمار شده بود، استفاده  DNaseکه با  RNAمیکروگرم 

و  0پروتئین کیناز وابسته به کلسیم های  طراحی آغازگر برای ژن

با استفاده اکتین دار چنین ژن خانه و هم (BnaCDPK6,10)کلزا  17

 1در جدول . گرفت( http://primer3.ut.ee)  افزار پرایمر نرماز 

 .است  دار ارائه شده های اختصاصی و ژن خانه توالی آغازگر ژن

 Appliedبا استفاده از کیت Real-time PCRواکنش 

Biosystemes SYBR Green PCR Master Mix (Thermo 

Fisher Scientific, UK)  میکرولیتر انجام شد 11و در حجم .

  C 8° های حرارتی شامل یک مرحله واسرشته سازی در چرخه

مدت  به  C 8°چرخه با واسرشته سازی در  1 دقیقه،  1مدت  به

ثانیه و بسط  1 مدت  به C 07°ثانیه، اتصال آغازگرها در دمای  11

در نهایت میزان بیان ژن با . ثانیه بود 1 مدت  به C 00°در دمای 

سه تکرار تکنیکی و بیولوژیکی بر اساس روش تصحیح کارایی 

CtΔΔ (Paffle 2001 )محاسبه شد. 

 

 محتوای نسبی آبنشان داد که ( 0جدول )تجزیه واریانس نتایج 

رقم و اثر متقابل شوری و رقم قرار ثیر شوری، ابرگ تحت ت

محتوای نسبی آب برگ تحت تاثیر تنش شوری کاهش . گرفت

مولار نمک با روند کندی  میلی 177یافت که این کاهش تا غلظت 

مولار نمک،  میلی 077صورت پذیرفت و با افزایش غلظت تا 

 . روند آن افزایش چشمگیری داشت

آب در بالاترین غلظت کمترین و بیشترین میزان محتوای نسبی 

با  Slm046درصد و رقم  1 / 7نمک در رقم ساریگل با میانگین 

 (. 1شکل )درصد مشاهده شدند  10/18میانگین 

 
 .آغازگرهای استفاده شده در این مطالعه -1جدول  

تجزیه شد و مقایسه میانگین بر اساس روش دانکن در سطح پنج درصد  SAS 9.4افزار  با استفاده از نرم( رقم و تنش)صورت فاکتوریل دو عاملی  ههای آزمایش ب داده

 . صورت گرفت

 
دار در سطح  ها اختلاف معنی و حروف متفاوت در بالای ستون ی خطای استاندارد، بارها نشان دهنده(LRWC)اثر تنش شوری بر روی محتوای نسبی آب برگ  -1 شکل

 .دهند را نشان می پنج درصد

a a a a 
b b 

c cd d cd 
e e 

0 

50 

100 

Zarfam Slm046 Okapi Sarigol 

L
R

W
C

 (
%

) 

  

 ارقام

 شاهد

100mM 

200mM 

  نتایج و بحث

 (باز جفت) طول تکثیر توالی آغازگر مکان ژن شماره دسترسی نام ژن

BnaCDPK6 XM_013788076.2 LOC106348352 For 5ʹ TCAAGGACAAAGTCTACGAGGGTAA 3ʹ 

Rev 5ʹ TCTTTTACAGGAACGGGATTGTTG 3ʹ 

1 0 

BnaCDPK10 XM_013860191.2 LOC106419410 For 5ʹAGTCAGATCGAGATTGAAGCAGTT 3ʹ 

Rev 5ʹ TTGAGTTCCGGGCAAGTTATTCTA 3ʹ 

101 

Bnaactin7 XM_013858992 LOC106418315 For 5ʹ TGGGTTTGCTGGTGACGAT 3ʹ 

Rev 5ʹ TGCCTAGGACGACCAACAATACT 3ʹ 

0  
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، بیان ژن (CAT)، آنزیم کاتالاز (SOD)، آنزیم سوپراکسید دیسموتاز (MDA)آلدهید  ، مالون دی(LRWC)تجزیه واریانس محتوای نسبی آب برگ  -0جدول 

BnaCDPK6 بیان ژن  وBnaCDPK10 در کلزا تحت تنش شوری . 

 

 

 

 

 

 

 

 
 (**)و یک درصد( *)، معنی دار در سطح پنج درصد (ns)دار  غیر معنی

 

 
را  پنج درصددار در سطح  ها اختلاف معنی و حروف متفاوت در بالای ستون ی خطای استاندارد دهنده آلدهید برگ، بارها نشان اثر تنش شوری بر روی مالون دی -0شکل 

 .دهند نشان می

 

عنوان فاکتوری برای تعیین سطح آب  برگ به نسبی آبمحتوای 

های متابولیکی در  گیاه شناخته شده است که منعکس کننده فعالیت

کاهش در محتوای  شوری موجب القای تنش آبی و. هاست بافت

نیاز برای  کاهش آب مورد شود که پیامد آن می نسبی آب برگ

فرایندهای مورفولوژیکی و فیزیولوژیکی از قبیل طویل شدن 

، اختلال ها و فرایندهای وابسته به فتوسنتز سلولی، باز شدن روزنه

های های سمی و گونه در جذب مواد غذایی، تجمع متابولیت

 ;Cicek and Cakirlar 2002)اکسیژن فعال در گیاه است 

Farkhonded et al. 2012 .)های پیشین نشان داده که  هشپژو

، شاخص مهم برآورد تحمل به محتوای نسبی آب برگتغییرات 

کاهش (. Jiang et al. 2014) شود در گیاهان محسوب می شوری

علت کاهش دسترسی به  تواند به برگ می در محتوای نسبی آب

ای  های ریشه باشد یا اینکه سیستم شوری تنش آب در شرایط

رفته  جذب، قادر به جبران آب از دستسطح  دلیل کاهش به

شوری بیانگر آن است که گیاه تنش اشند، که خود نب توسط تعرق

های متعدد در سطوح مولکولی و  را درک کرده و پاسخ

تجزیه واریانس نشان داد نتایج . فیزیولوژیکی را آغاز کرده است

ثیر شوری، اآلدهید برگ ارقـام کلزا تحت ت که غلظت مالون دی

مقایسه (. 0جدول ) و اثر متقابل شـوری و رقـم قـرار گرفـترقم 

میانگین تأثیر شوری و رقـم بـر غلظـت مـالون دی آلدهید برگ 

ارقام کلزا نشان داد که در سـطح شـاهد تفـاوت ( 0 شکل)

آلدهید برگ  میان ارقام کلزا از نظر غلظت مالون دی داری  معنی

بیشـترین غلظـت مـالون در تمام سطوح شوری . وجود نداشت

که بیانگر ( 0شکل)دیده شد  ارقام حساسآلدهید برگ در  دی

g g g g f ef d de 
c b 

a a 

0 

1 

2 

3 

Zarfam Slm046 Okapi Sarigol 

M
D

A
 (

µ
m

o
l/

m
g
 F

W
) 

 ارقام

 شاهد

100mM 

200mM 

درجه  منابع تغییرات

 آزادی

 میانگین مربعات

LRWC MDA 

 

SOD 

 

CAT BnaCDPK6 

 

BnaCDPK10 

 

07/7**  91/07**   ارقام  **08/0  ** 8/1  ** 0/7  **01/7  

880 / 1** 0 شوریتنش   ** 0/0  **01/17  **00/1  **80/0  **10/1  

78/01* 0 ژنوتیپ ×اثر شوری  **10/7  ** 0/7  ** 7/7  **11/7  ns 70/7  

75/42 42 خطا  224/2  25/2  217/2  212/2  7 /7  

CV (%)  1 /10  00/17  1 /17  91/11  7 /11   0/10  
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 . ثیر شوری استاتحت ت ارقامتخریب شدید غشا سلولی در این 

ثیر ات تخریب غشاهای سلولی تحتاست که،  مطالعات نشان داده

آلدهید برگ که ناشی از تخریـب و  تنش شوری و تولید مالون دی

عنوان یک معیار  تواند به غشا سلولی است می های تجزیه چربی

 مناسب برای بررسی واکنش گیاه به تنش شـوری بررسی شـود

(Gunes et al. 2007 .)های با بنابراین ژنوتیپMDA   کمتر، تحمل

تحت   MDAافزایش و دهند بیشتری به شرایط تنش نشان می

 های در اثر کاهش فعالیت مکانیسم ارقام حساسدر  شوریتنش 

دفاعی گیاه در اثر شدت تنش و در نتیجه افزایش میزان خسارت 

های  لکولوممطالعات گذشته نشان داده که . باشد به سلول می

ها هستند و جنبه  فعال در ساز و کارهای سلولی، پروتئین

های آنزیمی وابسته است  ها بیشتر به فعالیت پروتئین عملکردی آن

بنابراین در این ،  (Pandy et al. 2007)ها  تا به حضور پروتئین

و کاتـالاز  سوپراکسید دیسموتاز های مطالعه میزان فعالیت آنزیم

تجزیه واریانس نشان داد که فعالیت آنزیم  .سنجیده شد

ثیر او کاتالاز در برگ ارقام کلزا تحت ت سوپراکسید دیسموتاز

دار شوری، رقم و اثر متقابل شوری و رقم قرار گرفت  معنی

مولار نمک، میزان  میلی 077با افزایش سطح شوری تا  .(0جدول )

ی ارقام نسبت به  فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسموتاز در همه

شاهد افزایش یافت که این افزایش در ارقام متحمل بیشتر از ارقام 

و کمترین %( 11) حساس بود که بیشترین افزایش در رقم زرفام

مطالعات (. الف - شکل )د شمشاهده %( 01)آن در رقم ساریگل 

پیشین در هماهنگی با نتایج مطالعه حاکی از این است که فعالیت 

های  سوپراکسید دیسموتاز تحت شرایط تنش شوری در ژنوتیپ

تغییرات در (. Hoque et al. 2007)متحمل افزایش یافته است 

های آنتی اکسیدان بسته به شدت و مدت تنش،  فعالیت آنزیم

 Koca)ظت نمک و شرایط محیطی متفاوت است ژنوتیپ گیاه، غل

et al. 2007 .) مطالعات گذشته در مورد کلزا نشان داد که که میزان

فعالیت سوپراکسید دیسموتاز در گیاهچه کلزا تحت شرایط 

و افزایش شدت ( Dai et al. 2009)شوری افزایش یافته است 

 های کلزا موجب افزایش میزان فعالیت شوری بر روی ژنوتیپ

روند (. Ashraf and Ali 2008)د شو دیسموتاز می سوپراکسید

شوری نشان داد که تحت تیمار  کاتالاز کلی تغییر در فعالیت آنزیم

مولار نمک، میزان فعالیت  میلی 077با افزایش سطح شوری تا 

ی ارقام نسبت به شاهد افزایش یافت که این افزایش  آنزیم در همه

رقام حساس بود و در ارقام حساس این در ارقام متحمل بیشتر از ا

دار با شاهد نداشت  افزایش فعالیت آنزیم کاتالاز اختلاف معنی

افزایش کمتر فعالیت آنزیم کاتالاز در ارقام (. ب - شکل )

تولید شده در اثر  H2O2دهد که فرآیند انهدام  حساس نشان می

. تنش شوری در این ارقام از کارآمدی کمتری برخوردار است

طالعات پیشین نشان دادند که افزایش شدت شوری بر روی م

های کلزا موجب افزایش میزان فعالیت آنزیم کاتالاز  ژنوتیپ

با افزایش شدت تنش بنابراین (. Ashraf and Ali 2008)د شو می

 های سوپراکسید دیسموتاز و کاتالاز افزایش فعالیت آنزیمشوری، 

ثر ؤگیاهان تحت تنش متواند در وضعیت توازن جدید سلولی  می

 .باشد

 

 
 

 
و آنزیم ( الف( )SOD) های سوپراکسید دیسموتاز تغییر فعالیت آنزیم - شکل

و  ی خطای استاندارد دهنده بارها نشانتحت تنش شوری، ( ب( )CAT)کاتالاز 

را  پنج درصددار در سطح  ها اختلاف معنی حروف متفاوت در بالای ستون
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 میدر غلظت کلستغییر ها به تنش سلولی پاسخ نیتر عیسر

امبر غعنوان پی کلسیم نقش حیاتی به  است و یون یتوپلاسمیس

های محیطی ایفا  های گیاهی برای پاسخ به محرک ثانویه در سلول

کند و حسگر پروتئین کیناز وابسته به کلسیم تغییرات یون  می

پاسخ اختصاصی کلسیم در سیتوپلاسم را دریافت کرده و منجر به 

بیان ژن تجزیه واریانس نشان داد که نتایج  .شود در گیاه می

BnaCDPK6 دار شوری، رقم و اثر متقابل شوری  ثیر معنیاتحت ت

فقط تحت تاثیر  BnaCDPK10و بیان ژن  و رقم قرار گرفت

  (.0جدول ) دار شوری و رقم قرار گرفت معنی

 

 

 
 BnaCDPK10 بیان ژن تغییر  ،(الف) BnaCDPK6بیان ژن تغییر  - شکل 

تحت تنش شوری، بارها ( ج)و ارقام متفاوت  (ب) سطوح مختلف شوری برای

ها اختلاف  و حروف متفاوت در بالای ستون ی خطای استاندارددهنده نشان

 .دهند را نشان می پنج درصددار در سطح  معنی

 

ان ژن مولار نمک، میزان بی میلی 077با افزایش سطح شوری تا 

BnaCDPK6 ی ارقام نسبت به شاهد افزایش یافت که این  در همه

افزایش در ارقام متحمل بیشتر از ارقام حساس بود که بیشترین 

و کمترین آن در رقم ساریگل ( برابر 1/0 ) افزایش در رقم زرفام

بیان (. الف - شکل )د شنسبت به شاهد مشاهده ( برابر 19/1)

 077با افزایش سطح شوری از شاهد تا  BnaCDPK10ژن 

میزان تغییرات در (. ب - شکل )مولار نمک، افزایش یافت  میلی

در ارقام مختلف نزدیک به هم بود و تنها  BnaCDPK10بیان ژن 

با  (.ج - شکل )دار با سایر ارقام داشت  رقم زرفام اختلاف معنی

یک خانواده توجه به اینکه کلزا و آرابیدوپسیس هر دو متعلق به 

های رمزگذار پروتئین کیناز وابسته  باشند و ژن می( براسیسکاسه)

ژن است، بر  01ژنی شامل  چند به کلسیم در کلزا، یک خانواده

و  AtCDPK6اساس مطالعات قبلی در آرابیدوپسیس که دو ژن 

AtCDPK10 های خشکی و شوری  نقش مهمی در پاسخ به تنش

در این مطالعه دو  ،(Wu et al. 2010; Yao et al. 2010)داشت 

با توجه به . دشدر کلزا انتخاب  BnaCDPK10و  BnaCDPK6ژن 

 BnaCDPK6میزان بیان دو ژن دست آمده در این مطالعه  هنتایج ب

  077با افزایش سطح شوری از شاهد تا  BnaCDPK10و 

، BnaCDPK6اما بر خلاف ژن مولار نمک افزایش داشت  میلی

برای ارقام استفاده شده در این  BnaCDPK10تغییر بیان ژن 

با ارقام  Slm046داری بین رقم متحمل  پژوهش اختلاف معنی

های دیگر  ژنتواند ناشی از اثر متقابل بیان  حساس نداشت که می

با این ژن برای سازگاری ( BnaCDPK6مانند )این خانواده ژنی 

اتصال به عوامل رونویسی با . گیاه در پاسخ به تنش شوری باشد

( القاء یا سرکوب)های هدف سبب تنظیم فعالیت  پروموتور ژن

ها و  همین جهت نقش مهمی روی میزان بیان ژن شوند به ها می آن

های غیرزیستی  رسانی سلولی در پاسخ به تنش تنظیم مسیرهای پیام

با توجه به نقش مهم (. Lindemose et al. 2013)بر عهده دارند 

های  ها، آنالیز پروموتور ژن بیان ژنعوامل رونویسی روی 

BnaCDPK6  وBnaCDPK10 برای آنالیز . صورت گرفت

بازی بالا دست ناحیه شروع  جفت 0777پروموتور، توالی 

از پایگاه  BnaCDPK10و  BnaCDPK6های  رونویسی ژن

گرفته شد و فاکتورهای رونویسی از طریق بانک  NCBIاطلاعات 

جدول )دند شمشخص PLACE (Higo et al. 1999 )اطلاعاتی 

d d d d 

b b 
c c 

a a 

b b 

0 

0.5 

1 

1.5 

2 

2.5 

3 

Zarfam Slm046 Okapi Sarigol 

B
n

a
C

D
P

K
6

 
ن 
ی ژ

سب
ن ن

بیا
 

 ارقام

 شاهد

100mM 

200mM 

c 

b 
a 

0 

0.5 

1 

1.5 

2 

100mM 200mM B شاهد
n

a
C

D
P

K
1

0
 

ن 
ی ژ

سب
ن ن

بیا
 

 سطوح مختلف شوری

a 
b 

b b 

0 

0.5 

1 

1.5 

2 

Zarfam Slm046 Okapi Sarigol 

B
n
a
C

D
P

K
1

0
 

ن 
ی ژ

سب
ن ن

بیا
 

 

 ارقام

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
99

.1
5.

3.
2.

7 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
26

-0
1-

03
 ]

 

                             8 / 12

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1399.15.3.2.7
http://mg.genetics.ir/article-1-93-fa.html


 طالعی و همکاران علیرضا  ...های آنتی اکسيدان و اثر شوری بر فعاليت برخی آنزيم

 

 9311پاییز / 3شماره / پانزدهمدوره / ژنتیک نوین 499

 

در این مطالعه فاکتورهای رونویسی متعددی شناسایی شدند (.  

ترین خانواده  که جزء بزرگ MYBو bZIP ، WRKYتوان  که می

فاکتور رونویسی در تنطیمات مسیرهای متابولیک در گیاهان در 

را نام برد ( Simon et al. 2016)های غیرزنده هستند  پاسخ به تنش

نتایج آنالیز پروموتور و فاکتورهای رونویسی مهم در پاسخ به که 

، ABRE ،GBox .کنید مشاهده می(  )تنش شوری را در جدول 

WBox  و موتیفACGT اتصال فاکتور   های مورد علاقه مکان

هستند که موجب پاسخ اختصاصی تحمل به  bZIPرونویسی 

فاکتور  (.Llorca et al. 2014)شود  های زنده و غیرزنده می تنش

موجب تنظیم ABRE (ABA-responsive-element )رونویسی 

شود  ژن در پاسخ به تنش اسمزی و پیام رسانی اسید آبسیزیک می

(Chio et al. 2000 .) فاکتور رونویسیWRKY  وRAV  نیز نقش

 ;Rushton et al. 2012)کلیدی در پیام رسانی اسید آبسیزیک دارد 

Feng et al. 2014 .)ر رونویسی فاکتوMYB  در بسیاری از

های  گیاه و پاسخ به تنش  فرآیندهای گیاه نظیر متابولیسم، توسعه

وجود این (. Katiyar et al. 2012)زنده و غیرزنده نقش دارد 

و  BnaCDPK6های  عناصر تنظیمی در ناحیه پروموتور ژن

BnaCDPK10 ها توسط عوامل  حاکی از آن است که بیان این ژن

مختلفی تحریک شده و در نتیجه از آنجایی که این عوامل 

رونویسی در مسیرهای پاسخی مختلفی برای پاسخ به تنش شوری 

درگیر هستند، موجب تفاوت در بیان این دو ژن برای ارقام 

 .باشد استفاده شده در این مطالعه تحت تنش شوری 

 
 .های مورد مطالعه و مشخص کردن فاکتورهای رونویسی مهم برای پاسخ به تنش شوری آنالیز پروموتور ژن - جدول 
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های مطالعات پیشین نشان دادند که افزایش و تشدید بیان ژن

CDPK های محیطی موجب افزایش تحمل گیاهان به تنش

جهت روشن شدن نقش  .Yao et al( 2010)شوند مثلاً  می

AtCDPK6 گیاه آرابیدوپسیس تراریخت تحت کنترل پروموتر ،

تولید کرد و آنان ( 35S CaMV)ویروس موزائیک گل کلم 

دریافتند در شرایط نرمال تفاوتی بین گیاهان شاهد و تراریخت 

داری بین  معنیوجود ندارد و تحت تنش شوری و خشکی تفاوت 

گیاهان تراریخت و شاهد وجود دارد و افزایش بیان این ژن در 

تحمل به شوری و خشکی در گیاه تراریخت نقش دارد و در 

در  AtCDPK10بیان کردند که  .Wu et al (2010) ی دیگر مطالعه

ها مشاهده کردند گیاه موتانت  ، آننقش دارد یپاسخ به تنش خشک

Atcdpk10  حساسیت بیشتری به تنش خشکی در مقایسه با گیاه

موجب افزایش  AtCDPK10شاهد داشت و از طرفی تشدید بیان 

 میتنظشود و این ژن نقش مهمی در  مقاومت به تنش خشکی می

های از آنجا که تمام واکنش. دکنیم فایا ها روزنهباز و بسته شدن 

کاهش آب دهد، تنش شوری موجب  زیستی در محیط آبی رخ می

های مورد نیاز گیاه برای قابل دسترس و سبب اختلال در فعالیت

موجب ها پراکسیداسیون چربیچنین  شود، همرشد و توسعه می

های آزاد اکسیژن فعال افزایش مالون دی آلدهید و افزایش رادیکال

های آنتی آکسیدان شود که برای مقابله با آن میزان فعالیت آنزیم می

نتایج این . های پاسخ به تنش ضروری استان ژنو افزایش بی

و حذف  شوریآزمایش نشان داد که پاسخ سریع به تنش 

با تغییرات غلظت تواند  می کلزادر گیاه های اکسیژن فعال  گونه

های  یون کلسیم در سیتوپلاسم و افزایش فعالیت آنزیم

ا گیاه راز این طریق پس از شروع تنش آغاز شود که  اکسیدان آنتی

با توجه به وجود تغییر در . برای مقابله با اثرات تنش آماده کند

های گسترده در  لزوم بررسی ،های متعدد پاسخ سلولی مکانیسم

بیوشیمیایی در این گیاه به و  فیزیولوژیکی ،سطوح پروتئینی

بیش از پیش  شوریهای مهم درگیر در تنش  موازات مطالعه ژن

ررسی بیان ژن پروتئین کیناز بدر این آزمایش . شود احساس می

وابسته به کلسیم تحت تنش شوری انجام گرفت که افزایش بیان 

د که افزایش و شاین ژن موجب افزایش تحمل گیاه به تنش 

تواند  ها در گیاه کلزا و بررسی پاسخ آن می تشدید بیان این ژن

راهکاری مناسب برای کشت و رشد بهتر این گیاه ارزشمند در 
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