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A B S T R A C T  
Oil crops are the second largest food reserves in the world after cereals. One of the 
most important sources of edible oil in the world is rapeseed. Drought stress 
induces a wide range of molecular disturbances in the physiological processes of 
plants through the production of reactive oxygen species (ROS). The enzymes 
antioxidants detoxify stress-induced ROS and modulate signaling responses, 
playing a crucial role in the tolerance of plants to abiotic stresses. To this end, the 
expression of glutathione reductase (GR), thioredoxin (TRX), and glutaredoxin 
(GRX), was assessed in two genotypes of Rapeseed: the sensitive variety (Hyola 
308) and the tolerant variety (SLM046) under drought stress (withholding 
irrigation for 72 hours), a 20% (v/v) methanol spraying treatment, and control 
conditions (continuous irrigation). This was conducted using the Real-Time PCR 
technique. Sampling was performed at the 4-6 leaf stage at 0, 8, and 24 hours after 
the stress was applied. Morphological observations showed that the rapeseed 
tolerant and sensitive genotypes regained their freshness after spraying methanol 
under drought stress (interruption of irrigation). The results indicate that the 
highest increase in glutathione reductase gene expression in the Hyola 308 variety 
occurred eight hours after the application of stress without methanol treatment. In 
contrast, the SLM 046 variety exhibited initially low expression levels during the 
early hours of stress, which increased significantly with methanol treatment, 
registering almost a fourfold increase. The expression level of the thioredoxin 
gene in the Hyola 308 variety peaked 8 hours after the drought stress with 
methanol treatment, indicating that methanol application enhanced gene 
expression and plant resistance. In the SLM 046 variety, thioredoxin gene 
expression gradually increased after the application of stress, persisting up to 24 
hours post-stress. However, the gene expression initially decreased with methanol 
treatment but eventually reached its maximum after 24 hours. For glutaredoxin 
gene expression, the Hyola 308 variety showed lower levels 8 hours after the 
drought stress without methanol treatment compared to the baseline (0 hours). 
However, after 24 hours, this expression increased significantly and reached its 
maximum following methanol treatment at both 8 and 24 hours. Stress-induced 
ROS production acts as a warning signal that causes the plant to defend and adapt 
to the stress as the cell attempts to avoid oxidative stress and ROS accumulation. 
The SLM046 variety, gene expression showed a gradual increase from 0 hours of 
stress to 24 hours later. The application of methanol initially caused a reduction in 
glutaredoxin expression, followed by an increase. Methanol produces CO2, which 
can partially compensate for the lack of CO2 resulting from stress in plants and 
can be used as a carbon source. In general, methanol foliar application increased 
the gene expression levels in these two genotypes.  Therefore, the expression of 
the desired gene can be affected by investigating and manipulating these main 
groups, which can undergo further investigations in experimental tests. 
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  چكيده

هاي اكسيژن فعال موجب طيـف وسـيعي از اخـتلالات مولكـولي در فراينـدهاي       تنش خشكي از طريق توليد گونه
هاي  كنند و پاسخ هاي ناشي از تنش را سم زدايي ميROS آنتي اكسيدانهاي آنزيم .شود ميفيزيولوژيكي گياهان 

بدين منظـور بيـان   . گياهان دارند هاي غيرزيستي در كنند و نقشي مهم در تحمل به تنش سيگنالينگ را تعديل مي
كلروپلاسـتي در دو ژنوتيـپ گيـاه كلـزا      GRX، گلوتاردوكسين TRX، تيوردوكسين GRهاي گلوتاتيون ردوكتاز  ژن

ســاعت)،  72در شــرايط تــنش خشــكي (قطــع آبيــاري بــه مــدت  )SLM046(و متحمــل  )Hyola308( حســاس
 Real Timeدرصد حجمي و شرايط بدون تنش (آبياري منظم)، با اسـتفاده از تكنيـك    20پاشي با متانول  محلول

PCR ساعت پس از اعمال تنش انجام شـد. بررسـي    24و  8، 0برگي در 6تا  4برداري در مرحله  ارزيابي شد. نمونه
پـس از تـنش   صفر ، ساعت Hyola308نتايج نشان دادكه بيشترين افزايش بيان ژن گلوتاتيون ردوكتاز در ژنوتيپ 

در ساعات اوليه اعمال تنش ميزان بيان كم بـوده امـا بـا     SLM046بدون تيمار متانول بوده است ولي در ژنوتيپ 
سـاعت پـس از    8در  Hyola 308تيمار متانول ميزان بيان افزايش داشت. ميزان بيان ژن تيوردوكسـين در  اعمال 

پاشي سبب افـزايش بيـان و    رسد متانول اعمال تنش خشكي با تيمار متانول بيشترين مقدار بوده است و به نظر مي
تنش به تدريج افزايش داشته و اين  نيز ميزان بيان ژن پس از اعمال SLM046تحمل گياه شده است. در ژنوتيپ 

ادامه داشت. با اعمال تيمار متانول ميزان بيان ابتدا كاهش داشته ولي بـا   ساعت پس از اعمال تنش 24افزايش تا 
 8در  Hyola308ساعت به حداكثر ميزان خود رسيده است، ميزان بيان ژن گلوتاردوكسين در ژنوتيـپ   24گذشت 

 24تيمار متانول نسبت به ساعت صفر تنش كم بوده اسـت. امـا پـس از گذشـت      ساعت پس از اعمال تنش بدون
بـه حـداكثر ميـزان خـود رسـيده       24و  8ساعت اين ميزان بيان افزايش داشته و با اعمال تيمار متانول در ساعات 

رابـر  كند كه باعث دفاع و سازگاري گياه در ب تحت تنش به عنوان يك سيگنال هشدار عمل مي ROSتوليد  است.
جلـوگيري   ROSكند از طريق مسيرهاي مختلف از استرس اكسـيداتيو و تجمـع    شود كه سلول سعي مي تنش مي
ساعت به تدريج روند افزايشي داشته است، اعمال تيمـار   24ميزان بيان از ساعت صفر تنش تا  SLM046كند. در 

پاشـي بـا    است. به طـور كلـي محلـول    متانول نيز ابتدا سبب كاهش و سپس افزايش بيان ژن گلوتاردوكسين شده
  متانول سبب افزايش ميزان بيان ژنهاي در اين ژنوتيپ شد.
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   مقدمه
گيـاهي يكسـاله،    .Brassica napus L كلزا با نام علمـي 

تـرين  ) و مهـم n2=38جفت كرومـوزوم ( 19آلوتتراپلوئيد با 
گونه زراعي خانواده براسيكاسه است كـه تلاقـي دو گونـه    

و دو Brassica oleracea و  Brassica rapaديپلوئيـد  
 .ها به وجود آمده استهاي هيبريد آن برابر شدن كروموزوم

آيد كه اين گياه سومين گياه روغني در جهان به حساب مي
شـود. روغـن كلـزا در    براي مصارف خـوراكي كشـت مـي   

هاي خوراكي به دليل وجود اسيدهاي مقايسه با ساير روغن
كيفيـت بـالايي    چرب اشباع نشـده و فقـدان كلسـترول از   

. كنجاله كلزا نيـز كـه   )Tan et al., 2017( برخوردار است
محصول جانبي استخراج روغن است، بـه دليـل محتـواي    

شـود   درصد) براي خوراك دام استفاده مي 50پروتئين بالا (
 و در توليد جهاني بعد از كنجاله سويا در رتبه دوم قرار دارد

)Elferjani and Soolanayakanahally, 2018(  قـرار .
هاي گياهي  گرفتن در معرض يك تنش خاص توسط گونه

تنش منجر به ايجاد مقاومت با گذشت زمان در متحمل به 
. )Fahad et al., 2017( شـود  برابر يك تنش خـاص مـي  

تنش غير زيستي يك عامل محيطي اسـت كـه در نتيجـه    
شـود   تغييرات تنش فيزيكي يا شيميايي بر گياهان وارد مي

)Fich et al., 2016(زا، . بنابراين براي بقا در شرايط تنش
اسـت تـا    اي در گياهان تكامل يافتـه  هاي پيچيده مكانيسم
سـيرهاي  هاي محيطي را درك كرده و از طريـق م  محرك

هـاي گونـاگون    ها را مخابره و به تنش انتقال سيگنال، پيام
هـاي  پاسخ دهد كه در هر يـك از ايـن مسـيرها پـروتئين    

 ,Sami and Alemzadeh(باشـند  متعـددي درگيـر مـي   

 هاي غيرزيستي متعدد حساس اسـت  . كلزا به تنش)2016
)Elferjani and Soolanayakanahally, 2018( .

ــادميوم     ــميت ك ــديد و س ــاي ش ــوري، دماه ــكي، ش خش
هاي غيرزيستي هستند كه بر رشـد و نمـو    ترين تنش شايع

B. napus گذارند. شرايط خشكي باعـث توليـد و    تأثير مي
شـود كـه منجـر بـه      هاي  فعال اكسـيژن مـي   تجمع گونه

ن و اختلال غشـاء، اخـتلال عملكـرد آنـزيم و اكسيداسـيو     
 .)Tsugane et al., 1999( شـود  هـا مـي   پروتئين تخريب

نشان داده شده است كه خشكي در كلزا منجر به كـاهش  
فتوسنتز، كاهش زيسـت تـوده گيـاهي، كـاهش محتـواي      

كلروفيــل، آســيب غشــاهاي تيلاكوئيــد، كــاهش روغــن و 
 .)Ahmar et al., 2019(  پروتئين دانه شده است

كننـده   يكـي از عوامـل تنظـيم    )TRX( 1تيوردوكسين
 Daloso(اصلي براي چرخه تري كربوكسيليك اسيد است 

et al., 2015(      كه نقشي اساسـي در تحمـل گياهـان بـه
كند كه گياهان را در مقابله با تنش  تنش اكسيداتيو ايفا مي

كند، براي احيـا خـود از فردوكسـين     تر مي اكسيداتيو موفق
(FTR)  ياNADPH كند و با انتقال الكتـرون   استفاده مي

زدايـي هيدروكسـي    موجب احيـاي ردوكتازهـا جهـت سـم    
شوند  پراكسيدازها چربي و ترميم پروتئين اكسيد شونده مي

)Meyer et al., 2009(2. افـــزايش بيـــان NTR  در
هـاي خشـكي و    افـزايش تحمـل بـه تـنش     آرابيدوپسيس

 NTR بيـان  براين اساس افزايش فتواكسيداتيو را سبب شد
هاي فعـال اكسـيژن تحـت شـرايط      حفظ هموستازي گونه

. مطالعه ژنومي )Kim et al., 2017(كند  مي  تنش كمك
برنج نشان داد كه تحت شرايط تنش زيستي و غيرزيستي، 

وجـــود دارد  TRXداري در بيـــان ژن  تفـــاوت معنـــي 
)Mignolet-Spruyt et al., 2016( هـا  . گلوتاردوكسـين 
)Grxs (    ــتئين و ــي از سيس ــرارت، غن ــر ح ــدار در براب پاي

كيلـو دالتـون)    15-10هايي با جرم كـم (  مولكولي پروتئين
هستند كـه ردوكـس سـلولي و سـيگنالينگ تنظـيم شـده       

ها وابسـته بـه گلوتـاتيون    Grxكنند.  ردوكس را تنظيم مي
ئين را بــا هســتند، كــه ممكــن اســت فعاليــت پــروت     

glutathionylation  برگشت پذير در حضورNADPH  و
 .)Meyer et al., 2012(گلوتاتيون ردوكتاز تعديل كننـد  

ــاتيون ــاز گلوتـ ــه   )GR( رداكتـ ــزيم چرخـ ــرين آنـ ، آخـ
آسكوربات/گلوتاتيون نيز نقش مهمي در سازگاري با تـنش  

هاي گزانتوفيـل، مهلـر و    در چرخه كند. اكسيداتيو بازي مي
و در جمـع آوري پراكسـيد هيـدروژن و حفـظ      آسـكوربات 

GSH كند لذا افـزايش در ميـزان فعاليـت     ايفاي نقش مي
اين ژن در احيا مجدد گلوتاتيون اكسيد شده داراي اهميت 

. حفـظ مخـزن گلوتـاتيون    )Sairam et al., 2002(است 
ترين نقش اين  درون سلولي در حالت كاهش يافته برجسته

تواند با حذف اكسيژن منفرد، سوپراكسيد  آنزيم است كه مي

                                                                             
1. Thioredoxin 
2. NADPH-dependent thioredoxin reductase 
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هاي هيدروكسيل، يا به طور غيرمستقيم به  يا حتي راديكال
عنوان يك عامل احيـا كننـده كـه اسـيد اسـكوربيك را از      
شكل اكسيد شده به شـكل احيـا شـده آن، توسـط آنـزيم      

 Noctor and( دهيدروآسكوربات ردوكتـاز بازيافـت كنـد   

Foyer, 1998(     با توجه به دو آنـزيم اصـلي مسـير مهـار .
در  GR  آسكوربات/گلوتاتيون، نشان داده شـد كـه فعاليـت   

گياهچـه گنـدم، لوبيـا، خـزه      طول تنش خشكي در پنبـه، 
Tortula ruralis،   ــا چشــم بلبلــي ــرنج، يونجــه و لوبي ب

  .)Cruz de Carvalho, 2008(يابد زايش مياف
 اي است كه بـروز آن  مقاومت به خشكي صفت پيچيده

بستگي به برهمكنش ميان صفات مختلف مورفولوژيكي و 
يكي كنتـرل كننـده ايـن    هاي ژنت بيوشيميايي دارد. مكانيزم

صفات چندان شناخته شـده نيسـتند. دسـتيابي بـه دركـي      
درست از نحوه پاسخ گياهان در سطح ژن به تنش خشكي 
براي نگهداري محصول و بهبود توليد از ضروريات اسـت.  
تنش خشكي عامـل مختـل كننـده فرآينـدهاي زيسـتي و      

. اثـر خشـكي   )Ober, 2001(فيزيولوژيك در گيـاه اسـت   
و  را سـبب شـده    II فتوسيسـتم اخـتلال فتوشـيميائي در   

 ,.Lu et al(شود  بازدارندگي در انتقال الكترون را سبب مي

، بعلاوه مضاف بر محدوديت فرآيندهاي نوري ورود )2002
ثـر  ادي اكسيد كربن كاهش يافتـه و انتقـال الكتـرون در    

يابـد و قـدرت تثبيـت كـربن      كاهش مـي  CO2محدوديت 
افزايش در ميـزان   .)Bryk et al., 2000(شود  محدود مي

 Zbieć(كند  دي اكسيد كربن اثر تنش خشكي را خنثي مي

et al., 2003(پاشـي متـانول و تركيبـاتي از ايـن      . محلول
قبيل همراه با كاربرد آمينواسيدهاي گلايسين گلوتامـات و  
اسپارتات از جمله راهكارهايي است كه منجر به افزايش در 

 Nonomura(شـود   ميزان غلظت دي اكسيد كـربن مـي  

and Benson, 1992(  متانول افزايش در ميزان هـدايت .
اي، كاهش دماي بـرگ، كـاهش در ميـزان تعـرق و      روزنه

 Makhdum(شود  افزايش شاخص دوام برگ را سبب مي

et al., 2002(      به اين دليـل كـه متـانول در گيـاه جـذب .
بـه   CO2شود و به دليل اندازه كوچكتر متانول به جاي  مي

 Gout et( شود در بافت گياه متابوليزه مي CO2سرعت به 

al., 2000(  در كلـزا و اثـرات آن روي   . استفاده از متـانول
تغيير ميزان بيان ژن در مطالعات قبلي گزارش شده اسـت  

)Mohammad Mohsenzadeh Golfazani et al., 

2022; Ramezanzadeh Bishegahi et al., 2021; 
Taghvimi et al., 2024(.   با توجه به اثرات اثبات شـده

هاي آنتي اكسـيدان در   پاشي متانول و اهميت آنزيم محلول
جلوگيري از استرس اكسـيداتيو، مطالعـه فـوق بـه منظـور      

ژنهـاي مسـير پيروردوكسـين در گيـاه كلـزا       برخي بررسي
  .شدانجام 
  

 هامواد و روش

كشـاورزي   دانشـكده  بيوتكنولوژي آزمايشگاه در پژوهش اين
دانشگاه گيلان و پژوهشگاه بيوتكنولـوژي شـمال كشـور در     

شد. در پژوهش حاضر از دو ژنوتيـپ كلـزا    انجام 1402سال 
SLM046  وHyola308 هـاي  عنـوان ژنوتيـپ   به ترتيب به 

 ,.Mirzai et al(متحمل و حساس به خشكي استفاده شـد  

2013; Mohammad  Mohsenzadeh Golfazani et 
al., 2016; Pasandideh et al., 2018( پس از تهيه بذور .

اصلاح نهال و بـذر كـرج،    و از موسسه تحقيقات هاي ژنوتيپ
انجام شـد.  درصد  5/2ضد عفوني بذرها با هيپوكلريت سديم 

درجه انجام  23±2وانه زني در اتاقك كشت با دماي پروسه ج
زده در گلـدان كشـت    و بعد از گذشت شش روز، بـذور جوانـه  

) 23± 2شدند و به اتاقك كشت تحت شرايط كنتـرل شـده (  
) 16:8درجه سانتيگراد (نسبت طول دوره روشنايي به تاريكي 

منتقل و مراقبت شدند. حساس و متحمل بودن، تنش خشكي 
و متانول پاشي و زمان به عنوان عوامل آزمايش در نظر گرفته 

يـل بـه صـورت كـاملا     شدند، آزمايش در قالب طـرح فاكتور 
تصادفي و در سه تكرار و سه سطح شاهد (آبياري منظم با آب 
مقطر)، تنش خشكي (قطع آبياري) و محلول پاشي با متـانول  

بـرداري از برگهـاي    درصد حجمي صورت گرفـت. نمونـه   20
تا   4مرحله رويشي (در مرحله  كاملا توسعه يافته گياه كلزا در

ساعت بعد از تيمار متـانول   24 و 8، 0هاي  برگي)، در زمان 6
درصد حجمي) از گياهان شاهد و حساس كـه بـه طـور     20(

مرتب آبياري شده است و گياهاني تحت تيمار تنش خشـكي  
بودند و گياهاني كه ابتدا تحت تنش خشكي بودند و گياهاني 
 كه ابتدا تحت تنش خشكي قرار گرفتـه و سـپس بـا متـانول    

 Mohammad(% محلول پاشي شده بودند صورت گرفت 20

Mohsenzadeh Golfazani et al., 2022( ــپس . س
هاي برگي در فويل آلومينيومي با ضخامت متوسط قرار  نمونه

ن گيـاه،  هـاي متـابوليكي درو   داده شدند، براي قطـع فعاليـت  



  35            1404بهار ، 49، پياپي 3، شماره هاردهمچي، سال زراع اهانيگ يفناور ستيزنشريه علمي 

 

بـه   ها ابتدا در نيتروژن مايع منجمد شده و سپس سريعاَ نمونه
منتقل شدند تا جهت بررسي ميزان بيـان نسـبي    -  80فريزر 
 هاي مورد مطالعه مورد استفاده قرار گيرند. ژن

 RNAاز كيت ستوني استخراج   RNAبراي استخراج 

 شـركت سـازنده  شركت دنا زيست و طبـق دسـتورالعمل    
استخراج شده از  RNAاز  DNAد. براي حذف استفاده ش
DNAse       استفاده شـد. جهـت بررسـي كميـت و خلـوص

RNA   استخراج شده از دستگاه نانودراپ مـدلThermo 

Scientific, Nanodrop, 2000C USA  ســـاخت)
اسـتخراج   RNAامريكا) استفاده شد. براي تعيين كيفيـت  

جايي كـه  درصد استفاده شد. از آن 1شده از ژل الكتروفورز 
هــاي  هــاي اســتخراج شــده هركــدام داراي غلظــت نمونــه

غلظـت همـه    متفاوتي بودنـد، جهـت جلـوگيري از خطـا،    
مطابق cDNA نانوگرم  رسانيده شد. سنتز  50 ها به نمونه

 ™The Thermo Scientificبا دستورالعمل كيت سنتز 

RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit 
 RevertAid Reverse Transcriptaseو به كمك آنزيم

(RT)          انجـام شـد. ارزيـابي صـحت سـنتز بـا اسـتفاده از
.  هـا انجـام شـد    آغازگرهاي ژن اكتين براي تمـامي نمونـه  

ي تكثير  نشان دهنده bp 157ي  تشكيل باندها در محدوده
غازگرهاي ژن اكتين است. جهـت  آتوالي مورد نظر توسط 

-Realبـا   مطالعـه  مورد هاينسبي ژن بررسي ميزان بيان

time PCRهــاي ، تــوالي ژنTRX  ،GR  وGRX  و ژن
ــاه  ــين از پايگ ــرنس اكت ــه شــد و طراحــي  NCBIرف تهي

  Primer 3آغازگرهاي مناسب هر ژن با استفاده از برنامـه  
. توالي آغازگرها و  (http://Primr3.ut.ee/)صورت گرفت

 1قطعه تكثيري حاصل از واكنش هر ژن در جـدول   اندازه
  ايش داده شده است.نم

ــا و    ــرد اختصاصــي آغازگره ــان از عملك ــراي اطمين ب
سـنتز شـده،    cDNAهمچنين بهترين دمـاي اتصـال بـه    

  Bio-Radترموسايكلر با استفاده از دستگاه PCRواكنش 
انجام شـد. بـراي    صورت شيب دماييساخت امريكا) و به(

ــتگاه  qRT-PCRواكـــنش   Real-Time PCRاز دسـ
)BIORAD-IQ5( يتو ك )Real Q Plus 2x Master 

Mix Green without Rox(  ــركت ــاخت شـ  (سـ
Ampliqon(   تكـرار  سـه  ژن، استفاده شد كه بـراي هـر 

تكنيكــي در نظــر گرفتــه شــد.  تكــرار بيولـوژيكي و ســه 
 Real time  واكنش مخصوص هايهمچنين، ميكروتيوب

PCRواكـنش   .شـدند  تهيه شركت سيناكلون از نيزPCR 
Real-time-  ميكروليتر انجام گرديد. مخلوط  15در حجم

 Master Mix ،3/0ميكروليتـــر  5/7واكـــنش شـــامل 
 9/4كدام آغازگرهـاي رفـت و برگشـت و     ميكروليتر از هر

ميكروليتـر از   2سپس با اضافه كـردن   ddH2Oميكروليتر 
cDNA       مورد نظر با هـم مخلـوط شـدند. بـراي واكـنش

به  cDNAبدون همه مواد ذكر شده  )NTC( كنترل منفي
دقيقـه   سـه  مورد اسـتفاده شـامل   حرارتي كار رفت. چرخه

 صورت به چرخه 40 سپس ، C 95°در  اوليه سازي واسرشته

 اتصال ثانيه مرحله C95، 30°  در سازي واسرشته ثانيه 30
 )1 جدول بود، متفاوت آغازگر به بسته Tm( آغازگر در دماي

هـاي  آناليز داده .بود C72°  دماي در بسط مرحله ثانيه  30و 
دست آمده از روش كميت سنجي با استفاده از مدل رياضي  به

-∆∆CT2   هـاي   استفاده شد كه ابتدا چرخه آستانه بـراي نمونـه
سـازي شـد و سـپس    مختلف با استفاده از ژن مرجع، نرمـال 

هاي هدف بـا اسـتفاده روش   تفاوت نسبي در ميزان بيان ژن
و  )Livak and Schmittgen, 2001(ليـواك و همكـاران   

  محاسبه شد. Excell 2016افزار نرم
  

 مطالعه اين در استفاده مورد آغازگرهاي خصوصيات و توالي ليست. 1جدول 
Table 1. The sequence and characteristics of the primers used in this study 

  ژن
Gens 

  توالي آغازگر
Primer sequence 

  دماي اتصال
Annealing temperature (◦C) 

  تكثير اندازه
PCR production length

  شماره دسترسي
NCBI accession number

Actin(F) 
Actin(R) 

TCCCGAGTATTGTTGGTCGT  
TCCATGTCATCCCAGTTGCT 

 
54 

 
157 

 
AF111812 

TRX(F) 
TRX(R) 

CTTGCCGTTTCATTGCACCT 
CGAGCTTCTCTTCGCCTTTC 61 159 U59379 

GR(F) 
GR(R) 

GGTGGTGAACTTGAGGATGC 
CAACTTCACAGCAGCATTCG 

 
61 

 
153 

 
XM_013892271 

GRX(F) 
GRX(R) 

CTGCCCAGTCCACTCAGATA 
TTCCTGTATCCGTCCACCAC 60 160

 
XM_013805747 
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  نتايج و بحث
و  Hyola308نتايج بيان ژن گلوتاتيون ردوكتاز در دو ژنوتيپ 

SLM046  كه تحت تنش خشكي و تحت تيمار متانول قرار
نشان داده شد. ميزان بيان در ساعت اوليـه   1گرفته در شكل 

به شدت كم  SLM046اعمال تنش (صفر تنش) در ژنوتيپ 
سـاعت   8بوده است، اما با گذشت زمـان و پـس از گذشـت    

ميزان بيان نسبت به  اعمال تنش بدون محلول پاشي متانول،
ولي بـه تـدريج   برابر)  105(ش داشته است ساعت صفر افزاي

سـاعت پـس از    24روند نزولي در پيش گرفته و بـا گذشـت   
اعمال تنش بدون متانول پاشي ميزان بيان نسبت به سـاعت  

اما هم چنان نسبت به ساعت صفر  برابر) 56( كاهش يافته 8
متانول پاشـي نيـز باعـث افـزايش بيـان ژن      . باشد بيشتر مي

ز شـده، بطوريكـه پـس از گذشـت هشـت      گلوتاتيون ردوكتا
ميزان بيان نسبت به حالـت   برابر) 95(ساعت از تيمار متانول 

 24در تنش بدون متانول افزايش داشته و بـا گذشـت زمـان    
 برابر) 191(به بيشترين مقدار خود  ساعت پس از تيمار متانول
 تـوان گفـت در ژنوتيـپ متحمـل     رسيده است. بطور كلي مي

)SLM046( ات اوليه ميزان بيان كم بوده اما با اعمال در ساع
رسـد   تيمار متانول ميزان بيان افزايش داشته است. بنظر مـي 

متانول سبب بهبود عملكرد اين ژنوتيپ با افـزايش بيـان ژن   
در ژنوتيپ  GRگلوتاتيون ردوكتاز شده است. ميزان بيان ژن 

در ساعات اوليه اعمال تنش (سـاعت   )Hyola,308( حساس
 8در و با گذشت زمان  برابر) 240( ش) افزايش داشتهصفر تن

اين ميـزان بيـان بـه     ساعت پس از تيمار بدون متانول پاشي
 24و بـا گذشـت    برابـر)  366( بيشترين حد خود رسيده است

در پـيش   برابـر)  248( ساعت پس از اعمال تنش روند نزولي
گرفته است، و اين روند نزولي بـا اعمـال تـنش متـانول نيـز      

توان گفت بيشترين  همچنان ادامه داشته است. بطور كلي مي
ــه ژنوتيــپ    ــوط ب ــاز مرب ــاتيون ردوكت ــان ژن گلوت ــزان بي مي

Hyola308  پس از اعمال تنش بدون تيمار متانول است كه
 70( با گذشت زمان و همچنين اعمال تيمار متـانول كـاهش  

در   يافته است. تغيير ميزان بيان ژن گلوتاتيون ردوكتـاز  برابر)
ــود    Mohammad(پــژوهش قبلــي نيــز گــزارش شــده ب

Mohsenzadeh Golfazani et al., 2022(.  
يستم آنتـي  گلوتاتيون ردوكتاز يكي از آنزيم هاي بالقوه س
را از  GSHاكسيداني آنزيمي است كه وضعيت كاهش يافتـه  

كنـد و نقـش    گلوتـاتيون حفـظ مـي   - طريق مسير آسكوربات
) دارد و بـه عنـوان   SH- حياتي در حفظ گـروه سـولفيدريل (  

 GRترانسـفرازها  - Sكنـد.   بستري براي گلوتاتيون عمل مـي 
هـا بـراي ايجـاد تحمـل      مشخص شده است و در تراريختـه 

در  .ان در برابر استرس اكسـيداتيو اسـتفاده شـده اسـت    گياه
هاي خود را براي حفظ  توانند روزنه شرايط خشكي، گياهان مي

كه در اين حالت كـاهش در ميـزان تثبيـت     تعادل آب ببندند
CO2 دهد كه ناشي از كاهش و كاهش بيش از ميزان  رخ مي

 Hernandez(در زنجيره انتقال الكترون سيكل كالوين است 

et al., 2000(هـاي آزاد اكسـيژن    . لذا بعد از اين امر راديكال
شـود. همچنـين    در كلروپلاست تحت اين شرايط توليـد مـي  

بـه   RuBPرسـاني   مسير نوري تنفسي هنگامي كه اكسـيژن 
افـزايش   CO2رسد به دليل محدوديت در تثبيـت   حداكثر مي

  . )Noctor and Foyer, 1998(يابد  مي
  

  
 Hyola308و  SLM046هاي  تحت تنش خشكي و تيمار متانول در گياهچه time PCR Real با روش GR الگوي بيان ژن .1شكل 

Figure 1. Expression pattern GR gene using real-time qPCR under drought stress and methanol foliar application 
in seedling SLM046 and Hyola308 
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ــكل  ــق ش ــين در   2طب ــان ژن تيوردوكس ــزان بي مي
در ساعات اوليه تنش (صـفر   SLM046ژنوتيپ متحمل 

 8در ، با گذشـت زمـان   برابر) 5( تنش) پايين بوده است
به تدريج ميزان بيان افـزايش   ساعت بدون تيمار متانول

سـاعت   24در و اين افزايش تا سـاعت   برابر) 16( يافته
 17( دامـه داشـته اسـت   بدون تيمـار متـانول همچنـان ا   

ساعت پس از تيمار متانول ميـزان بيـان    8. سپس برابر)
و با گذشـت زمـان    برابر) 14( ابتدا اندكي كاهش داشته

ساعت پس از متانول پاشي به حداكثر ميزان خود  24در 
تـوان گفـت در    كلـي مـي   رسيده است. بطـور  برابر) 33(

ــان ژن     ــزان بي ــنش مي ــداي ت ــل در ابت ــپ متحم ژنوتي
تيوردوكسين كم بوده و به تدريج با تيمار متانول پاشـي  

توان  ميزان بيان به حداكثر ميزان خود رسيده است و مي
گفت متانول سبب افزايش مقاومت اين ژنوتيپ كلـزا در  

 Hyola308 برابر خشكي شده است. در ژنوتيپ حساس
ميزان بيان در ساعات اوليـه اعمـال تـنش (صـفرتنش)     

، با برابر) 32( حمل بيشتر بوده استنسبت به ژنوتيپ مت
ساعت پس از تنش بـدون متـانول ميـزان     8در گذشت 

و  برابر) 15( بيان نسبت به ساعتهاي اوليه كاهش داشته
ساعت پس از تنش با تيمار متانول بـه   8پس از گذشت 

و پـس از   برابـر)  56( بيشترين ميزان خود رسيده اسـت 
ل ميـزان بيـان   ساعت از تنش با تيمار متـانو  24گذشت 

و حتي از ساعت صفر تنش نيـز   برابر) 16(كاهش يافته 
بيشترين ميـزان  ت توان گف كلي مي شود. بطور كمتر مي
 8مربـوط بـه تيمـار     در ژنوتيپ حسـاس  TRXبيان ژن 

ــا متــانول مــي  باشــد و  ســاعت پــس از اعمــال تــنش ب

 در اين ساعت پاشي سبب افزايش بيان و مقاومت متانول
ــ ــان ژن تيوردوكســين در  شــده اســت. تغيي ــزان بي ر مي

 ,.Vahedi et al(پژوهش قبلي نيز گزارش شـده بـود   

. مطالعه ژنومي برنج نشان داد كه تحت شـرايط  )2019
داري در بيـان   تنش زيستي و غيرزيستي، تفـاوت معنـي  

  .)Nuruzzaman et al., 2012(وجود دارد  TRXژن 
تيوردوكسين يكي از عوامل تنظيم كننده اصلي بـراي  

 ,.Daloso et al(چرخه تري كربوكسـيليك اسـيد اسـت    

كه نقشـي اساسـي در تحمـل گياهـان بـه تـنش        )2015
كند كـه گياهـان را در مقابلـه بـا تـنش       اكسيداتيو ايفا مي

حيا خـود از فردوكسـين   كند، براي ا اكسيداتيو موفق تر مي
(FTR)  ياNADPH كند و با انتقال الكتـرون   استفاده مي

موجب احياي ردوكتازهـا جهـت سـم زدايـي هيدروكسـي      
شوند  پراكسيدازها چربي و ترميم پروتئين اكسيد شونده مي

)Meyer et al., 2012( افــزايش بيــان .NTR   در
هـاي خشـكي و    آرابيدوپسيس افـزايش تحمـل بـه تـنش    

را سبب شد در اين مطالعه اين نتيجه حاصـل   فتواكسيداتيو
هـاي   به حفظ هموستازي گونـه  NTR شد كه افزايش بيان

 Kim et(كند  فعال اكسيژن تحت شرايط تنش كمك  مي

al., 2017(.  
ميـزان بيــان ژن گلوتاردوكسـين در ژنوتيــپ متحمــل   

SLM046 ل تنش خشكي كم بـوده  در ساعات اوليه اعما
ساعت از اعمال تـنش   8اما پس از گذشت   برابر) 9( است

خشكي بدون تيمار متانول اين ميزان بيان افزايش داشـته  
 37( نيز به رونـد افزايشـي خـود    24و تا ساعت  برابر) 31(

   ). 3ادامه داده است (شكل  برابر)
  

 
  Hyola308 و SLM046هاي تحت تنش خشكي و تيمار متانول در گياهچه Real Time PCRبا روش  TRXالگوي بيان ژن  .2شكل 

Figure 2. Expression pattern TRX gene using real-time qPCR under drought stress and methanol foliar application 
in seedling SLM046 and Hyola308. 
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 Hyola308 و SLM046تحت تنش خشكي و تيمار متانول در گياهچه هاي  Real Time PCRبا روش  GRXگوي بيان ژن ال .3 شكل

Figure 3. Expression pattern GRX gene using real-time qPCR under drought stress and methanol foliar application 
in seedling SLM046 and Hyola308. 

  
و  برابـر)  16( پاشي با متانول ابتدا سـبب كـاهش   محلول

. برابـر)  44( سپس افزايش بيان ژن گلوتاردوكسين شده است
توان گفت اعمال تنش متانول سـبب افـزايش    بطور كلي مي

بيان ژن گلوتاردوكسين در ژنوتيپ متحمل كلزا شـده اسـت.   
در  Hyola308نوتيـپ حسـاس   در ژ GRXميزان بيـان ژن  

 ساعت صفر تنش نسبت به ژنوتيپ متحمل بيشتر بوده است
ساعت پـس از اعمـال تـنش     8اما پس از گذشت  برابر) 45(

بدون تيمار متانول ميزان بيان كاهش داشته و كمتر از ساعات 
برابر) و پس از تيمار متـانول در همـين    24( صفر تنش است
  . برابر رسيد 87ساعت به ميزان 

هـاي كليـدي تيـول     آنزيم )GRXs( ها گلوتاردوكسين
)thiol( هـاي احياكننـده    هـا بـه عنـوان آنـزيم     هستند. آن

كننـد.   عمـل مـي   ROSهاي جـاروب   متابوليكي و سيستم
ها را بـر   همچنين تغييرات احيا پس از رونويسي در پروتئين

كنند. گلوتاردوكسـين و تيوردوكسـين    پايه تيول تنظيم مي
 Meyer et(هاي اصلي ردوكتازهـاي تيـول هسـتند     گروه

al., 2012(ــا اســتفاده از  . گلوتاردوكســين ، NDPHهــا ب
يابد  احيا مي )GSH(و گلوتاتيون  )GR( گلوتاتيون ردوكتار

)Holmgren and Aslund, 1995(  گلوتاردوكسـين در .
ــرل     ــه كنت ــابوليكي از جمل ــاي مت ــياري از عملكرده بس

هاي علامت دهي  هاي رشد گياهان و نقش مولكول امهبرن
هاي زيسـتي و غيرزيسـتي نقـش     كليدي در پاسخ به تنش

 Rouhier et al., 2004; Nicolas Rouhier(دارنـد  

and Jacquot, 2005(     بررسـي پروفايـل بيـان ژنـي در .
هـاي زيسـتي و غيرزيسـتي     آرابيدوپسيس با اعمـال تـنش  

نقش مهمي را در مقاومت  GRXمختلف نشان داد كه ژن 

. در آزمـايش  )Belin et al., 2015(كنـد   به تنش ايفا مي
به آرابيدوپسـيس سـبب افـزايش     GRXديگري انتقال ژن 
. در پژوهش )Hu et al., 2015(رما شد مقاومت گياه به س
پس از اعمال تنش بدون تيمار متانول  24حاضر در ساعت 

افزايش داشـته   مجدداَ Hyola308در ژنوتيپ ميزان بيان 
و با اعمال تيمار متانول نيز به بيشـترين ميـزان    برابر) 51(

بيشـترين ميـزان بيـان ژن     .برابـر)  101( خود رسيده است
سـاعت پـس از    24گلوتاردوكسين در ژنوتيـپ حسـاس و   

كمترين مقدار بيان مربوط به  اعمال تنش با تيمار متانول و
ساعت صفر تنش در ژنوتيپ متحمـل بـوده اسـت. تغييـر     

در پژوهش قبلي نيز گزارش   ميزان بيان ژن گلوتاردوكسين
  .)Vahedi et al., 2019(شده بود 

  

  نهايينتيجه گيري 
يكي در اين پژوهش نشان داد كـه هـر   مشاهدات مورفولوژ

دو ژنوتيپ متحمل و حساس گياهان كلزا، طراوت خـود را  
پس از محلول پاشي متانول تحت تنش قطـع آبيـاري بـه    

هـاي   اي از پاسخ دست آوردند. تنش خشكي طيف گسترده
گياهي را از سـطوح فيزيولـوژيكي تـا مولكـولي تحريـك      

فعـال اكسـيژن در   هاي  كند و  سبب افزايش توليد گونه مي
ــد كلروپلاســت   بخــش ــلولي مانن ــف س ــاي مختل ــا و  ه ه

عنـوان   تحت تـنش بـه   ROSشود. توليد  ها مي ميتوكندري
كنـد كـه باعـث دفـاع و      يك سيگنال هشـدار عمـل مـي   

شـود كـه سـلول سـعي      سازگاري گياه در برابر تـنش مـي  
جلوگيري كند.  ROSكند از استرس اكسيداتيو و تجمع  مي

بـدون   تنش 8گلوتاتيون ردوكتاز در ساعت   ميزان بيان ژن
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سـاعت   8ژن تيوردوكسـين در  برابـر)،   366( پاشـي  متانول
 گلوتاردوكسين ژن و برابر) 56(پاشي متانول  پس از محلول

در  برابـر)  101پاشي متـانول (  ساعت پس از محلول 24در 
داراي بيشترين ميـزان بيـان بـود. در     Hyola308 ژنوتيپ

ن بيـان هـر سـه ژن گلوتـاتيون     ميـزا  SLM046ژنوتيپ 
ساعت پس از  24ردوكتاز، تيوردوكسين، گلوتاردوكسين در 

پاشي نسبت به ساعات ابتداي افزايش پيدا كرد و به  محلول
پاشي با متانول سبب افزايش ميزان بيـان   طور كلي محلول

دهنده بيان بـالاي   هاي در اين ژنوتيپ شد. نتايج نشان ژن
در  Hyola308 حساس وتيپدر ژن TRXو  GRXهاي  ژن

. اين بيـان  برابر) 32و  45(به ترتيب  ساعت صفر تنش بود
در ابتدا ممكن است به دليل پاسخ سريع به تنش باشد، اما 

ساعت تحـت تـنش بـدون تيمـار متـانول،       8پس از گذشت 
 GRXهاي  ژن( ميزان بيان به طور قابل توجهي كاهش يافت

نمايانگر عـدم توانـايي    ، كهبرابر) 15و  24به ترتيب  TRXو 
مـدت   اين ژنوتيپ در حفظ سطح بيان ژن در شرايط طـولاني 

را  GR بيـان ژن  SLM046 است. در مقابل، ژنوتيپ متحمل
پـس   ، امابرابر) 8( در شرايط مشابه به ميزان پاييني نشان داد

، بيان اين ژن به طور قابل 8پاشي متانول در ساعت  از محلول
 برابـر)  191( 24و در ساعت برابر)  95(توجهي افزايش يافت 

دهد كه ژنوتيپ متحمل قادر  به اوج خود رسيد. اين نشان مي
هـاي دفـاعي مـؤثر در     سازي پاسـخ  به تطبيق با تنش و فعال

با توجه بـه تـأثيرات مثبـت     .مقايسه با ژنوتيپ حساس است
توانـد بـه طـور     تيمار متانول، مشخص شد كه اين تركيب مي

جب افزايش بيان ژن گلوتاردوكسين در هر دو قابل توجهي مو
ژنوتيپ گردد. در ژنوتيپ متحمـل، پاسـخ بـه تـنش و تيمـار      

در  GRX متانول مشـهود بـود، بـه طـوري كـه بيـان ژن      
سـاعت، افـزايش    24ويـژه پـس از    هاي مختلف بـه  ساعت
تواند بهبـود مقاومـت بـه     . اين افزايش ميبرابر) 44( يافت

يت كنـد. در ژنوتيـپ حسـاس،    تنش را در اين ژنوتيپ تقو
نيز تحت تـأثير تيمـار متـانول قـرار      TRX اگرچه بيان ژن

تـر   گرفت، اما اين ژنوتيپ نتوانست به مدت زمان طـولاني 
هاي موجود در  دهنده ضعف اين بيان را حفظ كند كه نشان

هاي دفاعي ايـن ژنوتيـپ در مقايسـه بـا ژنوتيـپ       سيستم
اين تحقيـق حـاكي از   هاي  به طور كلي، يافته .متحمل بود

عنـوان يـك محـرك     تواند به آن است كه تيمار متانول مي
اكسيداني در گياهان عمل  هاي آنتي مؤثر در بهبود بيان ژن

تواننـد از   هاي متحمل كه مـي  كند، به خصوص در ژنوتيپ
هـاي محيطـي    اين افـزايش بيـان بـراي مقابلـه بـا تـنش      

نمـايي بـراي   توانـد راه  برداري كنند. اين مطالعـه مـي   بهره
هاي به نژادي در زمينه تلاش براي افزايش مقاومت  برنامه

هـاي محيطـي بـا اسـتفاده از تركيبـات       گياهان بـه تـنش  
در نهايت، اين نتـايج بـر اهميـت انتخـاب      .شيميايي باشد

كند تـا در   هاي متحمل در كشت گياهان تأكيد مي ژنوتيپ
شـرايط متغيـر و نــامطلوب محيطـي، عملكـرد و پايــداري     

بـه طـور كلـي بـه نظـر       .توليدات كشاورزي افزايش يابـد 
شود كه تا حدي مـي   مي CO2رسد متانول سبب توليد  مي

حاصل از تنش را در گياهان جبران كند  CO2تواند كمبود 
   و به عنوان منبع كربن استفاده شود.
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