
 فناوری گیاهان زراعیعلمی ـ پژوهشی زیستمجله 
 (1-13) 1397 زمستان، وچهارمبیستشماره  هشتم، سال

Crop Biotech. 
Winter (2018) 24:1-13.  DOI: 10.30473/cb.2018.41096.1738 

 

     E-mail: mohsenzadeh_mohammad@yahoo.com  گلفزانی زادهمحمد محسن نويسنده مسئول: *

 میتس شرایط در سلولی سطح در اکسیژن فعال هایرادیکال تولید افزایش

 هایمینز در برنج تولید محدودکننده عوامل ترینمهم از یکی آهن از ناشی

 هایژن نسبی بیان میزان تغییرات پژوهش، این در است. کشاورزی

 و (GPX1) پراکسیداز گلوتاتیون ،(SOD) دیسموتازسوپراکسید

 Pokkali ژنوتیپ دو در (MDHR) ردوکتاز مونودهیدروآسکوربات

 400 ،250 ،100 )شاهد(، 0 سطوح در برنج )حساس( IR64 و )متحمل(

 به یدروپونیکه شرایط در (Fe-EDTA) آهن لیتر در گرم میلی 500 و

 سبین بیان داد نشان نتایج شد. بررسی برگیچهار مرحله در هفته 2 مدت

 Pokkali ژنوتیپ در تنش سطوح همه در بررسی مورد هایژن همه

 در SOD ژن بیان میزان تنش سطح افزایش با بود. IR64 از تربیش

IR64 بیان میزان تنش افزایش با همچنین یافت. کاهش سپس و افزایش 

 Pokkali ژنوتیپ در و صعودی روندی IR64 ژنوتیپ در GPX1 ژن

 روند ابتدا در IR64 وتیپژن در MDHR ژن بیان داشت. نزولی روندی

 ژنوتیپ در ژن این بیان که حالی در داشت. صعودی سپس و نزولی

Pokkali ینسب بیانی بیش که رسدمی نظر به بود. کاهشی روند دارای 

 همچنین و IR64 به نسبت Pokkali ژنوتیپ در بررسی مورد هایژن

 از تواندمی آهن تنش مختلف سطوح در ژن بیان تغییرات روند در تفاوت

 زانمی بر چشمگیری اثر اکسیژن فعال هایرادیکال میزان کاهش طریق

 باشد. داشته آهن از ناشی سمیت به گیاه مقاوت

 

 .IR64، Oryza sativa، Pokkali هیدروپونیک، :کلیدی هایواژه
 
 

Increasing of reactive oxygen species (ROS) under iron 

toxicity is considered as one of the major constraints to 

rice production. In this study the alterations of SOD, 

GPX1 and MDHR expression level in two genotypes of 

rice, Pokkali (as tolerant) and IR64 (as sensitive) were 

monitored under different concentrations of iron levels 

[(0) (nonstress)], 100, 250, 400 and 500 mg/lit-1Fe-

EDTA). The treatments were done when the plants 

were at 4-leaf stage and lasted for two weeks. Results 

showed that the expression levels of genes in Pokkali 

were higher than IR64. The expression level of SOD in 

IR64, increased at iron concentration increased, while it 

decreased at higher Fe-level. The expression level of 

GPX1 was increased in IR64, but decreased in Pokkali. 

The expression level of MDHR in IR64 was decreased 

at early stage of Fe-treatment, but then increased. 

Inversely, in Pokkali MDHR expression reduced 

constantly under Fe stress. Overall, the relative over 

expression of genes in Pokkali and presence of 

different expression levels of them between different 

concentrations of Fe in tolerant and sensitive genotypes 

indicate that the gene could remarkably effect on the 

tolerant level of pokkali by reducing ROS production 

under Fe-toxicity.  
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  GPX1 و SOD، MDHR هایژن نسبی بیان میزان بر آهن سمیت اثر

 برنج متحمل و حساس هایژنوتیپ در
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 مقدمه
 محصول يک عنوان به (Oryza sativa) برنج

 100 در انسان میلیارد 3 از شبی غذای استراتژی
 (.Birla et al., 2015) کندمی تأمین را جهان کشور
 که است گیاهان در ضروری عناصر از يکی آهن
 فیزيولوژيکی فرآيندهای از بسیاری در مهمی نقش
 و ريبونوکلئوتیدها کلروپلاست، بیوسنتز و نمو مانند

 ايفا فتوسنتز و تنفس در الکترون انتقال هایواکنش
 آهن سمیت (.Hell and Stephan, 2003) کندمی

 در برنج تولید محدودکننده عوامل ترينمهم از يکی
 آهن اندازه از بیش جذب .است ایجلگه هایزمین
 سبب هابرگ به آن انتقال و گیاهان ريشه توسط
 به آسیب نتیجه در و آزاد راديکال زيادی مقادير تولید

 شودمی فیزيولوژيکی فرآيندهای و ساختاری ترکیبات
(Becker and Asch, 2005.) که دلايلی از يکی 

 را گیاه فتوسنتزی توانايی و رشد محیطی، هایتنش
 حذف و تولید بین تعادل در اختلال دهد،می کاهش

 تجمع به منجر که است اکسیژن آزاد هایراديکال
 اکسیداتیو، تنش القای و اکسیژن فعال هایگونه

 اجزای ساير و غشا لیپیدهای ها،پروتئین به خسارت
 افزايش (.Fu and Huang, 2001) شودمی سلولی
 سطح در تواندمی اکسیژن فعال هایراديکال تولید

 برای گیاهان گردد. خسارت ايجاد باعث سلولی
 هاآنزيم سنتز آزاد هایراديکال تخريبی اثرات کاهش

 يشافزا را ديگر آنزيمیغیر هایاکسیدانآنتی برخی و
 -گلوتاتیون چرخه .(Ozden et al., 2009) دهندمی

 نظیر سلولی هایاندامک اکثر در (1 )شکل آسکوربات
 شودمی اجرا سیتوپلاسم و کلروپلاست میتوکندری،

های گلوتاتیون ردوکتاز، آنزيم که از همکاری
دهیدرواسکوربات ردوکتاز و اسکوربات پراکسیداز و 

گلوتاتیون تشکیل  وهای اسکوربات آنتی اکسیدان
چرخه ياد  .(Jiménez et al., 1997) شده است

د های تجزيه پراکسیترين راهشده يکی از مهم
هیدروژن لازم جهت احیای  .باشدهیدروژن به آب می

مین أت H، NADPH+ پراکسید هیدروژن توسط
 ترتیب با اجرای اين چرخه نسبت اين گردد، بهمی

NADPH به +NADP های سلولی در اکثر اندامک
 ,Carvalho and Amâncio)شود تعديل می

2002). 

 MDHRشرايط تنش اکسیداتیو افزايش بیان  در
در احیای گلوتاتیون و آسکوربات نقش مهمی را ايفا 

. گلوتاتیون (Kwon et al., 2002)کند می
های محیطی خ به تنشدر پاس( GPX) پراکسیداز

 دخالت دارد.

 

 
 

 (Smirnoff, 2008)اکسیداتیو آسکوربات و نقش آن در کاهش تنش  -. چرخه گلوتاتیون1شکل 
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های دهد که تنشنتايج تحقیقات نشان می
ها، فلزات، سرما، خشکی و شوری اکسیداتیو، پاتوژن

ز سبب افزايش رونويسی از ژن گلوتاتیون پراکسیدا
 Diao et al., 2014; Fu, 2014; Gao et)شود می

al., 2014).  در آزمايشی افزايش میزان
پراکسیدهیدروژن و تنش سرما سبب افزايش میزان 

 ,.Passaia et al) گلوتاتیون پراکسیداز در برنج شد

. در آزمايش ديگری تنش سرما در کالوس (2013
ن میزان فعالیت آنزيم گلوتاتیوسیب سبب افزايش 

همچنین  (.Kuroda et al., 1992)پراکسیداز شد 
به گیاه گوجه فرنگی سبب افزايش  GPXانتقال ژن 

های غیرزيستی شد مقاومت گیاه ترانسژنیک به تنش
(Herbette et al., 2011).  راديکال سوپراکسید در

های زنجیره انتقال الکترون و در تمام بخش
وکندری، های مختلف شامل کلروپلاست، میتاندامک

پراکسیزوم، گلی اکسیزوم، آپوپلاست و سیتوزول به 
ديسموتاز سوپراکسید .(Elstner, 1991) آيدوجود می

های سوپراکسید در اين برای تخريب راديکال
 Takahashi)رسد ها ضروری به نظر میاندامک

and Asada, 1983). و فاهی تحقیقات نتايج 
 بین مهمی لیتکام ارتباط که داد نشان ساندکويیست

ها را در آسکوربات وجود دارد و سلول و گلوتاتیون
کنند برابر سمیت ناشی از اکسیژن فعال حفاظت می

(Fahey and Sundquist, 1991).  گلوتاتیون سبب
تبديل دهیدروآسکوربات به آسکوربات و همچنین 
سبب تبديل ريبونوکلئوتید به دئوکسی ريبونوکلئوتید 

وتاتیون برای سنتز و ترمیم شود. بنابراين گلمی
DNA های سنتز شده و همچنین فولدينگ پروتئین

بیان مضاعف  .(Meister, 1994) اهمیت دارد
SOD آسکوربات پراکسیدازو  یلوسوسیت (APX )

 ,.Lee et al) افزايدتحمل به تنش خشکی را می

2007; Faize et al., 2011).  با توجه به اينکه
SOD عنوان خط اول از سیستم حفاظتی آنزيمی به

 انواع مشارکت است و فعالیت آن در کل توسط
 تغییرات مطالعه شده،تصريح مختلف هایايزوفرم

 هایتنش تحت آن هایفعالیت از فردمنحصربه
 ,.Huseynova et al)ست بسیار مهم ا محیطی

. ارقام نیشکر مقاوم به خشکی ظرفیت آنتی (2014
نشان دادند که در  SODی را از طريق ياکسیدانی بالا

 Sales et)ژنوتیپ حساس به خشکی مشاهده نشد 

al., 2013) در بررسی که روی .Agastache 

foeniculum  انجام دادند مشاهده کردند میزان
به طور مداوم با افزايش سطوح  SODفعالیت آنزيم 

 .(Saeedfar et al., 2015)تنش افزايش يافته است 
 تنش افزايش با که کردند اظهار ایدر مطالعه
 آنزيم فعالیت میزان ساعت 24 از پس غیرزيستی
 Jin) يابدمی افزايش رز گیاه در ديسموتازسوپراکسید

et al., 2006) افزايش فعالیت اين آنزيم در تیمار .
آنزيم جهت مقابله با  تنش به خاطر نقش مهم اين

های آزاد اکسیژن ايجاد شده در اثر تنش راديکال
از اجزای مهم  عنوان يکیبه SOD باشد، بنابراينمی

 شودمکانیسم دفاعی گیاه در نظر گرفته می
(Sairam et al., 2001). به منظور پژوهش اين 

بررسی و درک بهتر تغییرات میزان بیان نسبی برخی 
های درگیر در تنش اکسیداتیو در ژنوتیپ از ژن

 تنش بدون و شتن شرايط حساس و متحمل برنج در
 شد. انجام آهن

 

 هاروش و مواد

)حساس(  IR64و)متحمل(  Pokkaliدو ژنوتیپ  بذر
( (Dufey et al., 2009; Wu et al., 2014 برنج

های به منظور بررسی میزان بیان نسبی ژن
، مونودهیدروآسکوربات (SOD)ديسموتاز سوپراکسید

 (GPX1)و گلوتاتیون پراکسیداز  (MDHR)ردوکتاز 
 تهیه کرج از مؤسسه تحقیقات اصلاح نهال و بذر

 درصد 5/2 سديم هیپوکلريت از استفاده با و گرديد
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 ديشپتری در نیز جوانه برای بذرها شد. ضدعفونی
 شدند داده قرار کشت اتاقک در استريل مرطوب

(Mehraban and Abdolzadeh, 2011.) پس از 
 به تکرار 3زده با  جوانه بذرهای روز، چهار گذشت
 کشت هیدروپونیک با محلول غذايی يوشیدا محیط
در  (.Yoshida et al., 1976)شدند  داده انتقال

تاقک رشد به ترتیب طول دوره رشد، دما و روشنايی ا
 به آزمايش لوکس بود. 5500درجه سلسیوس و  23

 کامل هایبلوک طرح قالب در فاکتوريل صورت
شد. فاکتورها شامل ژنوتیپ )حساس و  انجام تصادفی

 400، 250، 100)شاهد(،  0) آهن متحمل( و سطوح
 ( و اعمالFe-EDTAمیلی گرم در لیتر  500و 

ر نظر گرفته شد د در مرحله چهاربرگی تیمارها
(Mehraban et al., 2008.)  تعويض محلول

 5/5بین  روزانه آن به صورت يوشیدا و تنظیم اسیديته
و پتاسیم  (4SO2H)با اسید سولفوريک  ٦ تا

انجام شد. پس از دو هفته ( KOH)هیدروکسید 
 کاملاا  و سبز ،های سالمتیماردهی با آهن، از برگ

برداری نمونه زمانهمگیاه برنج به طور  يافتهتوسعه
دار از کیت ستون RNAشد. به منظور استخراج 

مطابق با دستورالعمل مربوطه  (S-1010) دنازيست
 RNAباقیمانده در  DNAاستفاده شد. جهت حذف 

 ولیترماکر 2شده، پس از اضافه کردن مقدار استخراج
 به شده، استخراج RNA به DNase آنزيم و بافر

 در گرادسانتی درجه 37 یدما در دقیقه 30 مدت
ماکرولیتر  2قرار داده شد. سپس مقدار  PCR دستگاه

EDTA 10مدت به آن اضافه گرديد و مجدداا به  

 PCRگراد در دستگاه درجه سانتی ٦5دقیقه در دمای 
 RNAقرار داده شد. سنجش کیفیت و کمیت 

استخراج شده توسط الکتروفورز افقی ژل آگارز در 
و  UVتحت نور  (BIORAD)دستگاه ژل داک 
 از آنزيمبا استفاده  cDNAسنتز  نانودراپ انجام شد.

Revert Aid Reverse Transcriptase و  
M-MLV مطابق با دستورالعمل کیت سنتز فرمنتاز 

(Fermrntas LIFE SCIENCE-K1621)  انجام
با استفاده از آغازگر ژن اکتین  cDNAشد. کنترل سنتز 
شد. به منظور بررسی وجود  نجامها ابرای همه نمونه

سنتزشده يک واکنش کنترل منفی  cDNAآلودگی در 
ای پلیمراز که شامل همه مواد موردنیاز واکنش زنجیره

های مذکور بود، انجام شد. توالی ژن cDNAبه غیر از 
آوری گرديد. آغازگرهای جمع NCBIاز بانک اطلاعاتی 

و  Tcoffee، Primer3 اختصاصی با استفاده از برنامه
Oligo  (. 1طراحی شد )جدولBLAST  آغازگرهای

 NCBIشده توسط بانک اطلاعاتی اختصاصی طراحی
به منظور اطمینان از صحت آغازگرهای اختصاصی 

طراحی پرايمر از روی يک بخش  .صورت گرفت
اگزونی و طول پرايمرهای پیشرو و پسرو برای همه 

( TMذوب ) اینوکلئوتید بود. دم 20تا  18ها بین ژن
بیش  GCپرايمر پیشرو و پسرو نزديک به هم و درصد 

 any th، 3'thدرصد در نظر گرفته شد. همچنین  50از  
برای همه پرايمرها صفر و طول  hairpin seq و 

 بود. bp200تر از کمPCR محصول 

 

 Real time PCR واکنش در هاژن ن نسبیبیا بررسی برای استفاده مورد آغازگرهای به مربوط اطلاعات .1جدول 

Gene Primer sequence 
Melting Tem 

(◦C) 

PCR production 

length 

NCBI accession 

number 

Actin-F AGCAACTGGGATGACATGGA 58 176 AF-111812 

Actin-R GCRACATACATRGCWGGSAC    

SOD-F CTGGGAATCAATGCAGCCAG 59 154 GI-1002276304 

SOD-R CAAGACAAGCCAAACCCAGC    

GPX1-F AAGCGGAAAAGACGTGAACC 59 180 AY100689 

GPX1-R TCCTGCCCTCCAAACTGATT    

MDHR-F GTATACGCCATTGCCGAC 59 174 XM-015794451 

MDHR-R GGAGTAGAAGTAGGGCAGG    
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 دستگاه از استفاده با Real time-PCR واکنش
Bio-Rad (CFX Manager™) نهايی حجم در و 

 مستر از آزمايش اين در شد. انجام کرولیترما 7/12
Real Time (Syber green Master mix) 

 cDNA شد. استفاده Bioron life science شرکت
 تکرار 3 در نمونه هر برای مناسب شدهسنتز

 اضافه جداگانه طور به تکنیکی تکرار 3 و بیولوژيکی
 حاوی منفی کنترل يک ژن هر بررسی برای گرديد.

 به Real time-PCR واکنش نیاز مورد وادم همه
 ژن تکثیر صحت کنترل منظور به cDNA از غیر

 چرخه گرفت. قرار استفاده مورد موردنظر، اختصاصی
 درجه 95 در اولیه سازی واسرشته شامل حرارتی
 سیکل 39 سپس ،دقیقه 3 مدت به گرادسانتی

 30 مدت به گرادسانتی درجه 95 در سازی واسرشته
 اتصال دمای اساس بر آغازگر اتصال آن از پس ،هثانی
 72ثانیه، سپس مرحله بسط در دمای  20 مدت به

ثانیه و در نهايت  20مدت گراد بهدرجه سانتی
گراد بود درجه سانتی 4 داری در دماینگه

(Pasandideh Arjmand et al., 2017 .) با توجه
ها که در اين مطالعه تعداد مطلق کپی ژنبه اين

های بیان نسبی ژن سازیموردنظر نبود، برای کمی
 Real فرايندها در موردنظر و نرمال سازی داده

time-PCR معادله لیواک ازLivak and 

Schmittgen (2001) (. 1شد )رابطه  استفاده
 منظور به ساده روش يک استفاده از معادله لیواک

 Real در موردنظر هایژن نسبی بیان میزان تحلیل

time PCR باشد  می(Dorak, 2007). 
(1)             CTΔΔ- 2  = ژن بیان نسبی تغییر میزان 

ΔΔCT= ΔCTtreated – ΔCT untreated 
ΔCT= Ct target gene – Ct reference gene 

 
 هاینمونه و کنندهکالیبره هاینمونه CT مقدار
 نمودارها و کسر يگريکد از 1 رابطه با مطابق موردنظر

 داریمعنا سطح شد. رسم (201٦) اکسل افزار منر در

 گرفته نظر در برابر دو نسبی بیان میزان بیولوژيکی،
 اساس بر Standard error از مقايسه برای شد.

  گرديد. استفاده نمونه هر برای تکرارها میانگین
 

 بحث  و  نتایج
 انمیز لیتر در گرم میلی 400 و 250 ،100 سطوح در

 تفاوت Pokkali ژنوتیپ در SOD ژن نسبی بیان
 500 سطح در تنش اعمال نداشت. داریمعنا

 ينا نسبی بیان معنادار کاهش سبب لیتر در گرممیلی
 انمیز شد. لیتر در گرم میلی 100 سطح به نسبت ژن

 پژنوتی در تنش سطوح تمامی در ژن اين نسبی بیان
Pokkali از تربیش IR64 .ژنوتیپ در بود Pokkali 

 ژن نسبی بیان میزان لیتر در گرم میلی 100 سطح در
SOD  ژنوتیپ از تربیش برابر 21 تقريباا IR64 ود.ب 

 ینسب بیان لیتر در گرم میلی 400 و 250 سطوح در
 5 و 7 تقريباا  ترتیب به Pokkali ژنوتیپ در ژن اين

 طحس افزايش با بود. IR64 ژنوتیپ از تربیش برابر
 ژن نسبی بیان یزانم لیتر در گرم میلی 500 به تنش

SOD ژنوتیپ در Pokkali زا تربیش برابر 10 حدوداا 
 به 100 از تنش سطح افزايش با بود. IR64 ژنوتیپ

 ، IR64 ژنوتیپ در لیتر در گرم میلی 400 و 250
 شافزاي برابر 4 و 2 ترتیب به  SOD ژن نسبی بیان

 رلیت در گرم میلی 500 به تنش سطح افزايش يافت.
 IR64 ژنوتیپ در SOD ژن نسبی یانب کاهش سبب

 (.2 )شکل شد
 سطوح تمامی درGPX1 ژن نسبی بیان میزان

 ژنوتیپ از تربیش Pokkali ژنوتیپ در آهن تیمار
IR64 .ژن نسبی بیان بود GPX1 ژنوتیپ در 

Pokkali يافت. کاهش آهن تیمار سطح افزايش با 
 سطح افزايش با ژن اين نسبی بیان میزان بالعکس

 تنش اعمال با يافت. افزايش IR64 ژنوتیپ در تنش
 تفاوت آهن لیتر در گرم میلی 400 و 250 سطوح در

 نداشت. وجود هاژنوتیپ در ژن اين بیان در معناداری
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 لیتر در گرممیلی 500 به 400 از تنش سطح افزايش
 ژن اين نسبی بیان میزان برابر 2 افزايش سبب آهن

 بیان تفاوت انمیز ترينبیش شد. IR64 ژنوتیپ در
 در IR64 و Pokkali ژنوتیپ در ژن اين نسبی
 در کهطوریبه بود. آهن لیتر در گرممیلی 100 سطح
 نسبی بیان میزان آهن لیتر در گرممیلی 100 سطح

 برابر 27 حدوداا  Pokkali ژنوتیپ در GPX1 ژن

 تنش سطح افزايش با بود. IR64 ژنوتیپ از تربیش
 نسبی بیان تفاوت میزان رلیت در گرم میلی 250 به

 3 حدوداا  به و يافت کاهش ژنوتیپ دو در ژن اين
  500 و 400 سطوح در رسید. تربیش نسبی بیان برابر
 در ژن اين نسبی بیان میزان آهن لیتر در گرممیلی

 برابر 2 و 10 حدوداا  ترتیببه Pokkali ژنوتیپ
  (.3 )شکل بود IR64 ژنوتیپ از تربیش

 

 
 RT-PCR با روش برنج IR64و  Pokkaliدر دو ژنوتیپ  SOD گوی بیان ژنال .2شکل 

 

 
 RT-PCR با روش برنج IR64و  Pokkaliدر دو ژنوتیپ  GPX1 الگوی بیان ژن. 3شکل 
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 در MDHR ژن نسبی بیان میزان ترينبیش
 لیتر در گرممیلی 100 سطح در Pokkali ژنوتیپ

 اين نسبی بیان میزان تنش سطح افزايش با بود. آهن
 يافت. برابرکاهش 3 حدوداا  Pokkali ژنوتیپ در ژن

 تنش سطوح تمام در MDHR ژن نسبی بیان میزان
 بود، IR64 ژنوتیپ از تربیش Pokkali ژنوتیپ در
 در MDHR ژن نسبی بیان میزان کهطوریبه

 لیتر در گرممیلی 100 سطح در Pokkali ژنوتیپ
 بود. IR64 ژنوتیپ از تربیش برابر 33 حدوداا آهن

 در گرممیلی 250 سطح در ژن اين نسبی بیان میزان
 تربیش برابر 37 حدوداا Pokkali ژنوتیپ در آهن لیتر

 اين نسبی بیان میزان همچنین بود. IR64 ژنوتیپ از
 در لیتر در گرممیلی 500 و 400 سطوح در ژن

 برابر 7 و 13 حدوداا  ترتیببه Pokkali ژنوتیپ
 اين نسبی بیان میزان بود. IR64 ژنوتیپ از تربیش
 گرم میلی 250 به 100 از تنش سطح افزايش با ژن
 يافت. برابرکاهش 3 تقريباا  ژنوتیپ دو هر در لیتر در

 250میزان بیان نسبی اين ژن با افزايش سطح تنش از 
تقريباا  Pokkaliگرم در لیتر در ژنوتیپ میلی 400به 

با افزايش سطح  IR64در ژنوتیپ که ثابت بود. در حالی
گرم در لیتر میزان بیان نسبی میلی 400به  250تنش از 

و  400اين ژن افزايش يافت. اعمال تنش در سطح 
داری در گرم در لیتر آهن تفاوت معنامیلی 500سپس 

ايجاد نکرد. میزان بیان  IR64بیان اين ژن در ژنوتیپ 
طوح در س Pokkaliدر ژنوتیپ  MDHRنسبی ژن 

در لیتر آهن تفاوت  گرممیلی 500و  400، 250
 (.4معناداری از نظر بیولوژيکی نداشت )شکل 

در سطوح مختلف  SODمیزان بیان نسبی ژن 
میلی گرم در لیتر آهن در ژنوتیپ   400و  250، 100

Pokkali  500تقريباا ثابت بود. اعمال تنش در سطح 
نسبی اين  میلی گرم در لیتر سبب کاهش معنادار بیان

میلی گرم در  لیتر شد.  100ژن نسبت به سطح 
های آزاد ديسموتاز سد اولیه در برابر راديکالسوپراکسید

(. میزان بیان نسبی اين Alscher et al., 2002)است 
میلی گرم در  100در سطح  Pokkaliژن در ژنوتیپ 

 IR64ترين تفاوت را نسبت به ژنوتیپ بیش نلیتر آه

تر بودن داشت. احتمالاا در سطح پايین تنش، بیش
نسبت  Pokkaliمیزان بیان نسبی اين ژن در ژنوتیپ 

تر مولکول سوپر سبب تبديل بیش IR64به ژنوتیپ 
اکسید به اکسیژن و پراکسیدهیدروژن شده و در نتیجه 

شود ای اکسیژن میهسبب دفاع اولیه در برابر راديکال
(Pazoki et al., 2010). 

 

 
 RT-PCR با روش برنج IR64و  Pokkaliدر دو ژنوتیپ  MDHR الگوی بیان ژن .4شکل 

 
 

 
 

 



 (1-14) 1397 زمستان، وچهارمبیستشماره  ،هشتم سال، فناوری گیاهان زراعیعلمی ـ پژوهشی زيست مجله 8

 

 
 

 IR64روند تغییرات بیان اين ژن در ژنوتیپ 
 100ش از که با افزايش سطح تنطوریوت است. بهمتفا
میلی گرم در لیتر آهن میزان بیان نسبی  400و  250به 

سطح تنش در  ترينبیشاين ژن افزايش يافت. اعمال 
در  SODاين پژوهش سبب کاهش معنادار بیان ژن 

شد. با وجود افزايش بیان اين ژن در  IR64ژنوتیپ 
، میزان بیان نسبی اين ژن در ژنوتیپ IR64ژنوتیپ 

Pokkali از ژنوتیپ  تربیشوح تنش در همه سط
IR64 میلی گرم در لیتر  500که در سطح طوریبود. به

تر بود. برابر بیش 10حدوداا  SODآهن بیان نسبی ژن 
های کلروپلاستی SODبیان مضاعف طور کلی به
 به گیاه هایپاسخ بهبود برایعنوان راهی موفق به

 شده ثابت و معرفی اکسیداتیو تنش مختلف منابع
 ,.Perl et al., 1993; Van Camp et al) است

و  Cu/Zn-SOD در آزمايشی انتقال ژن . (1996
 افزايش سبب ترانسژنیک توتون در آن افزايش بیان

شد  اکسیداتیو هایتنش به گیاه مقاومت میزان
(Gupta et al., 1993). نقش آنزيم سوپراکسید

 است مهم بسیار سوپراکسید بردن ديسموتاز در از بین
 مقابل در دفاعی هایاکسیدانآنتی ترينمهم از و

 غشای زيرا است. گرواکنش اکسیژن هایگونه
 نفوذناپذير اکسید سوپر راديکال به نسبت فسفولیپیدی

 دفاع ديسموتازسوپراکسید آنزيم به بنابراين .است
 گفته اکسیژن آزاد هایراديکال مقابل در اولیه
 و اکسیدانآنتی عنوان به آنزيم اين واقع در شود،می

 Alscher) کندمی ملع سلولی اجزای کننده حفاظت

et al., 2002). ن بیان آن در تر بودن میزابیش
 تنش به تحمل با مرتبط تواندمی Pokkali ژنوتیپ

 هايیتنش اعمال آزمايشی در باشد. ژنوتیپ اين
 باعث شوری و بالا دمای خشکی، شرايط همچون
 Sairam et) شد گندم هایژنوتیپ در SOD افزايش

al., 2001). به نسبت 500 به تنش سطح افزايش با 
 اين نسبی بیان میزان لیتر در گرممیلی 100 سطح

 بیان ثبات يافت. کاهش Pokkali ژنوتیپ در ژن
ممکن  400و  250، 100در سطوح  SOD ژن نسبی

است سبب افزايش مقاومت گیاه به تنش شود. زيرا 
تواند سبب تولید می SODافزايش بیش از حد فعالیت 

مازاد پراکسیدهیدروژن و آسیب به بافت شود. احتمالاا 
و  SODداشتن میزان بیان  گیاه متحمل با ثابت نگه

نسبت به  500کاهش بیان نسبی اين ژن در سطح 
مانع از خسارات ناشی از بیش بیانی تنش،  ترکمسطوح 
SOD شود. اين در حالی در سطوح بالای تنش می

است که افزايش سطح تنش در ابتدا سبب افزايش و 
در ژنوتیپ حساس  SODسپس سبب کاهش بیان ژن 

تواند يکی از دلايل حساسیت اين ژنوتیپ شد. اين می
به تنش آهن باشد. احتمالاا اعمال تنش در گیاه حساس 

تر و در نتیجه تولید بیش SODتر سبب فعالیت بیش
تر شود. ممکن است افزايش بیشپراکسیدهیدروژن می

تنش سبب کاهش بیان اين ژن شده است تا از اثرات 
ناشی از افزايش پراکسیدهیدروژن ممانعت بعمل آورد. 

طور بهتنش ها در طول SODافزايش سطوح درونی 
 ,.Bowler et al)گزارش شده است  ایگسترده

1992; Bowler, et al., 1994) .مال سطح پايین اع
سبب حداکثر بیان  Pokkaliتنش آهن در ژنوتیپ 

شد. با افزايش سطح تنش آهن در  GPX1نسبی ژن 
بیان نسبی اين ژن روند نزولی يافت. بیان اين ژنوتیپ 

سبب تبديل پراکسیدهیدروژن به آب  GPX1ژن 
تیجه افزايش بیان ن در (.Smirnoff, 2008) شودمی

فعالیت  اين ژن از پراکسیدهیدروژن ناشی از افزايش
SOD تر بودن میزان بیان نسبی اين ژن کاهد. بیشمی

گرم در لیتر آهن در ژنوتیپ میلی 100در سطح 
Pokkali تر پراکسیدهیدروژن سبب کاهش بیش

. اما با افزايش شودمینسبت به ساير سطوح تنش 
ان اين ژن در ژنوتیپ سطح تنش از میزان بی

Pokkali  احتمالاا ساير مسیرهای شودمیکاسته .
مانند پروکسی ردوکسین،  اکسیدانیآنتی هایآنزيم

آلترناتیو اکسیداز و کاتالاز به منظور کاهش راديکال آزاد 
 SODبیان نسبی ژن  شوند. همزمان با کاهشفعال می

گرم در لیتر در ژنوتیپ میلی 500به  400از سطح 
IR64 میزان بیان نسبی ژن ،GPX1  افزايش يافت. با
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در ژنوتیپ  GPX1بیان ژن وجود روند نزولی 
Pokkali در همه سطوح تنش میزان بیان نسبی ،

که جايیبود. از آن IR64تر از ژنوتیپ اين ژن بیش
تواند سبب کاهش می GPX1افزايش بیان ژن 

تر یشخسارت ناشی از پراکسیدهیدروژن شود، بنابراين ب
 Pokkaliبودن میزان بیان نسبی اين ژن در ژنوتیپ 

قابل انتظار است. اين تفاوت در میزان بیان ژن در 
تر از ساير ها در سطح پايین تنش بسیار بیشژنوتیپ

تر تنش آهن افزايش سطوح بود. احتمالاا در سطح پايین
بیان اين ژن نقش مؤثری در کاهش خسارات ناشی از 

کند. نتايج در ژنوتیپ متحمل ايفا می پراکسیدهیدروژن
تحقیقات کانگ و همکاران نشان داد که اعمال تنش 

شود می GPX1محیطی سبب افزايش بیان ژن 
(Kang et al., 2013 .)زان بیان در هر دو ژنوتیپ می

به  100 با افزايش سطح تنش از MDHRنسبی ژن 
ن تر بودن میزادر لیتر آهن با وجود بیش گرممیلی 250

روند مشابهی داشت. اما  Pokkaliبیان اين ژن در 
تر شدن سطح تنش تفاوت بیولوژيکی معناداری در بیش

ايجاد نکرد و میزان بیان  Pokkaliبیان اين ژن در 
گرم در میلی 500و  400، 250نسبی اين ژن در سطوح 

با افزايش  IR64لیتر آهن تقريباا مشابه بود. در ژنوتیپ 
در لیتر آهن میزان  گرممیلی 400به  250سطح تنش از 

برابر افزايش يافت. اعمال  4بیان نسبی اين ژن حدوداا 
تنش خشکی در گندم سبب افزايش میزان بیان ژن 

MDHR  شد در تمام طول مدت تنش(Kang et al., 

سبب مصرف  MDHRبیان ژن  . افزايش(2013
NADH  و تبديل مونودهیدروآسکوربات به آسکوربات

با افزايش بیان اين ژن و تأمین آسکوربات لازم  شود.می
آسکوربات اين چرخه ادامه  -برای چرخه گلوتاتیون

. آسکوربات پراکسیداز از اين آسکوربات استفاده يابدمی
نموده تا سبب کاهش پراکسیدهیدروژن ناشی از فعالیت 

SOD  شود(Smirnoff, 2008.) روند  با وجود
ش سطح تنش از با افزاي MDHRصعودی بیان ژن 

، در IR64میلی گرم در لیتر در ژنوتیپ  400به  250

همه سطوح تنش میزان بیان نسبی اين ژن در ژنوتیپ 
Pokkali تر از ژنوتیپ بیشIR64  بود. در سطح پايین

 Pokkaliتنش میزان بیان نسبی اين ژن در ژنوتیپ 
تر از ساير سطوح تنش بود. ممکن است در سطوح بیش
هن بیان اين ژن افزايش يافته تا در نهايت تر تنش آکم

سبب کاهش خسارات پراکسیدهیدروژن ناشی از فعالیت 
SOD  شود. اما با افزايش سطح تنش میزان بیان اين

ماند تا از مصرف بیش از حد ژن ثابت باقی می
NADH عمل آيد. در در شرايط تنش ممانعت به

افزايش سطح تنش از  IR64که در ژنوتیپ صورتی
 سبب افزايش میزان بیان گرم در لیترمیلی 400به  250

MDHR تر از افزايش برای جلوگیری بیش
شود و از طرف ديگر مصرف پراکسیدهیدروژن می

را در پی خواهد داشت. احتمالاا تفاوت  NADHتر بیش
روند بیان اين ژن در سطوح بالاتر تنش اثر مهمی بر 

 هن دارد.میزان مقاوت گیاه به سمیت ناشی از آ
شود روند مشاهده می 5طورکه در شکل همان

های مورد بررسی در اين تغییرات بیان نسبی ژن
 پژوهش نشان داد که با افزايش سطح تنش بیان ژن

SOD  درIR64 يابد. افزايش و سپس کاهش می
ژن تر پراکسیدهیدروبا تولید بیش SODافزايش بیان 

لید تو تنش آهن وهمراه خواهد بود. احتمالاا با اعمال 
در  SODراديکال سوپراکسید ناشی از تنش، بیان ژن 

يابد. ممکن است برای ژنوتیپ حساس افزايش می
تر ناشی از افزايش ممانعت از آسیب بیش

، شودتولید می SODپراکسیدهیدروژن که از فعالیت 
 اهشمیزان بیان نسبی اين ژن در سطوح بالاتر تنش ک

 SOD ژن ه همین دلیل بیان نسبیيافته باشد. احتمالاا ب
در تمامی سطوح تنش در ژنوتیپ متحمل در سطوح 

 ماند ویگرم در لیتر ثابت باقی ممیلی 400و  250، 100
بب گرم در لیتر سمیلی 500سپس اعمال تنش در سطح 

در  GPX1شود. بیان ژن کاهش بیان نسبی اين ژن می
 ژنوتیپ حساس روندی صعودی و در ژنوتیپ متحمل

 روندی نزولی دارد.
 
 

 

 
 



 (1-14) 1397 زمستان، وچهارمبیستشماره  ،هشتم سال، فناوری گیاهان زراعیعلمی ـ پژوهشی زيست مجله 10

 

 
  

 
های ن در ژنوتیپمیلی  گرم  در لیتر آه 500و   400، 250، 100در سطوح  GPX1و  SOD ،MDHRهای .  بیان نسبی ژن5شکل 

Pokkali(P)  وIR64(I) برنج 

 
 افزايش نتیجه در و SOD ژن بیان افزايش

 ژن بیان افزايش سبب است ممکن پراکسیدهیدروژن
GPX1 از پراکسیدهیدروژن مصرف با تا شدبا شده 

 ژنوتیپ در MDHR ژن بیان بکاهد. آن میزان
 در دارد. صعودی سپس و نزولی روند ابتدا در حساس

 روند دارای متحمل ژنوتیپ در ژن اين بیان که حالی
 در MDHR ژن بیان میزان احتمالاا است. کاهشی
 از بیش مصرف از تا يابدمی کاهش متحمل ژنوتیپ

 آيد. عملهب ممانعت تنش شرايط در NADH حد
 بررسی مورد هایژن نسبی بیان میزان بودن تربیش

 همچنین و حساس به نسبت متحمل ژنوتیپ در
 مختلف سطوح در ژن بیان تغییرات روند در تفاوت

 مقاوت میزان بر مهمی اثر است ممکن آهن تنش
 باشد. داشته آهن از ناشی سمیت به گیاه

 

 سپاسگزاری
طرح از پژوهش حاضر با حمايت مالی  هزينه
و کد  03/02/139٦مورخ  15پ/1075٦شماره 
مصوب معاونت پژوهشی و فناوری  1350شماره 

دانشگاه گیلان اجرا شده است. از معاونت پژوهش و 
فناوری دانشگاه گیلان که تأمین هزينه اين پژوهش 
را متقبل شدند و همچنین مسئولین دانشکده علوم 

شگاه گیلان که ما را در اجرای اين مهم کشاورزی دان
.ياری رساندند، کمال تشکر را داريم
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