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قرار   C°15-2)(در معرض تیمار سرما  وقتیبسیاري از گیاهان نواحی گرمسیري و نیمه گرمسیري  -چکیده

به  خوبو بنابراین یک مدل گیاهی  استگیاه مقاوم به سرما  آرابیدوپسیس تالیاناگیاه . بینندگیرند آسیب میمی
این که آیا بیان ژن سوپراکسید  تعیینبراي  .باشدمیهاي مقاومت به تیمار سرما تشخیص ویژگی منظور

هاي ظرفیت به دام اندازي سوپراکسید و احتمالا قدرت ادامه حیات جهش یافته )CSD2( 2روي/دیسموتاز مس
یا نه و نیز تعیین نقش سایر را افزایش خواهد داد  آرابیدوپسیس تالیاناسرماي گیاه  تنش متوسطحساس به 

هاي متمایز و پراکسیداز در ظهور فنوتیپاکسیداز، سوپراکسید دیسموتاز اکسیدان نظیر پلی فنل  هاي آنتی آنزیم
تحت ) chs2-2و  chs1-1 ،chs1-2 ،chs2-1( 1کلاس جهش یافته  4در این گیاه،  سرما تنش متوسطتحت 

قرار گرفتند و  گراد سانتیدرجه ) شاهد( 23و  )سرما تنش متوسط(13، )سرماشدید تنش ( 4تیمارهاي دمایی 
بیان نداشت، در  ها ش یافتهدر هیچ یک از جه )CSD2( نتایج نشان داد که ژن. هاي مربوطه انجام شدسنجش
 فعالیت افزایش. بیان داشته است سرما دیتنش شدو  تنش متوسط سرماکه در گیاه نوع وحشی تحت  صورتی

ها را در دفاع از گیاه تحت دماهاي  آنزیمحفاظتی این نیز نقش  سوپراکسید دیسموتاز و پراکسیدازهاي آنزیم
 تواند نقش آن را درسرما میفنل اکسیداز تحت تنش متوسط فعالیت آنزیم پلیفزایش ا. دهدپایین نشان می

- در جهش یافته CSD2عدم بیان ژن . دهدنشان  تنش متوسط سرماها تحت ظهور فنوتیپ کلروز در جهش یافته

ها نیز بیان این ژنبر اثر جهش مذکور  احتمالأباشد، در نتیجه می CHSهاي جهش در ژنها احتمالا به دلیل 
  .قرار گرفته است تأثیرتحت 

  
  .روي، پلی فنل اکسیداز، پراکسیداز/، سوپراکسید دیسموتاز مستنش متوسط سرما، آرابیدوپسیس تالیانا :واژگانکلید
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  مقدمه -1
که  استترین فاکتورهاي محیطی دماي پایین یکی از مهم

 جغرافیاییتکوین، زیست و توزیع  رشد، طور برجستهب
با وجود اینکه  ].1[ دهدقرار می تأثیرگیاهان را تحت 

توانند نسبت به هاي گیاهی نواحی معتدل میگونه بیشتر
سرما سازش یافته و با قرار گرفتن در معرض دماهاي 

-یخبندان زنده بمانند، گیاهان نواحی گرمسیري و نیمه
صفر گرمسیري زمانی که در معرض دماهاي غیر یخبندان 

گیرند به شدت آسیب  قرار می گراد سانتیدرجه  15 تا
اغلب توقف  تنش متوسط سرماي ها نشانه .]4-2[ بینند می

رشد، پژمردگی، کلروز، نکروز و در نهایت مرگ گیاه 
، تولید انواع طبیعیتحت شرایط رشد  .]6-4[ باشد می

باشد، اما تحت ها پایین میدر سلول) ROS(فعال اکسیژن 
افزایش سرما نظیر غیرزیستی زیستی و  یشرایط تنش

این افزایش بسیاري از عملکردهاي سلولی را از . یابد می
ها اکسیداسیون پروتئین طریق آسیب به اسیدهاي نوکلئیک،

  ]. 7[ دهدقرار می تأثیرو پراکسیداسیون لیپید تحت 
اي را در مقابل انواع  دفاعی تکامل یافتهي ها گیاهان سیستم

هاي سازوکارکنند که شامل هر دو فعال اکسیژن تولید می
سوپراکسید  ].8[ باشندآنزیمی میآنزیمی و غیر

اولین خط از دفاع سلولی را در ) SODs(دیسموتازها 
طور آنزیمی و بسیار ب ها این. دهندتشکیل می ROSبرابر 

O2(سریع سوپراکسید 
را به ) H2O(آب  و )-

تبدیل ) O2(و اکسیژن مولکولی ) H2O2(پراکسیدهیدروژن 
 براساسسوپراکسید دیسموتازها ]. 9[ کنندمی

-شان به سه گروه مشخص تقسیم می کوفکتورهاي فلزي
، سوپراکسید )FeSOD(سوپراکسید دیسموتاز آهن : شوند

و سوپراکسید دیسموتاز ) MnSOD(دیسموتاز منگنز 
هاي سوپراکسید سه تا از ژن). Cu/ZnSOD(روي -مس

 آرابیدوپسیس تالیاناروي در ژنوم -دیسموتاز مس
 CSD3 (.[10]و  CSD1 ،CSD2(شوند می رمزسازي

CSD1 ،CSD2  وCSD3 هاي به ترتیب درون اندامک

. ]10[ اندسیتوپلاسم، کلروپلاست و پراکسیزوم قرار گرفته
 دورداکتازیاکس هايها یک گروه از آنزیمپراکسیداز

)Oxidoreductase(  انتقال الکترون به هستند که
  ]. 11[ را کاتالیز می کنند دهایپراکس

رون دیواره سلولی قرار گرفته د درپراکسیداز یکی از انواع 
هاي مهم کنترل کننده رشد و و یکی از آنزیم ]12[ است

هاي متنوع فرایندآنزیم پراکسیداز در . باشدتکوین گیاه می
 ،]13[هاي سلولی نظیر لیگنینی شدن دیوارهسلولی 

و  ]15[ مقاومت به تنش شوري، ]14[ ها اکسیداسیون فنول
ها از زخم و آلودگی به وسیله محافظت بافت

 ].16،17[کند هاي پاتوژن شرکت میمیکروارگانیسم
تحقیقات نشان داده است که تنش دمایی تولید ترکیبات 

کند پروپانوئیدها را القا میفنولی نظیر فلاونوئیدها و فنیل 
به وسیله پراکسیداز و به ها در برگترکیبات فنولی  ].18[

-ها اکسید میطور اولیه توسط پلی فنل اکسیداز به کینون

که تحت تنش اکسیداتیو به عنوان عاملی ] 19[ گردند
  رودپاسخ گو در برابر تولید انواع فعال اکسیژن به کار می

اي شدن آنزیمی  در قهوهپلی فنل اکسیداز  هايآنزیم ].20[
تعادل بین تولید انواع فعال اکسیژن و ]. 21[ نقش دارند

آسیب به گیاه اکسیدان تعیین کننده هاي آنتیفعالیت آنزیم
  ].22[ باشدعلامت دهی اکسیداتیو می و یا

طبیعی ویژگی مقاومت به سرما  بطور آرابیدوپسیس تالیانا 
که چندین جهش یافته از این گیاه را دارد، در حالی

را ) chilling sensitive mutants(فنوتیپ حساس به سرما 
هاي ها بر اساس فنوتیپاین جهش یافته. دهندنشان می

تنش مشخصی که پس از سه روز قرار گرفتن در معرض 
: شوندگروه تقسیم می 4دهند به مینشان  متوسط سرما

ها زرد و پژمرده شده این جهش یافته (chs1-3) 1کلاس 
هاي ي بالغ جهش یافتهها میرند، برگو در نهایت می

نیز پس از تیمار زرد و پژمرده شده و  (chs4) 2کلاس 
-قرار نمی تأثیرتر تحت  هاي جوانمیرند اما برگسپس می

هاي ها لکهبر روي برگ (chs5–6) 3در کلاس . گیرند
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هاي برگ ظاهر شوند و بقیه قسمتزرد رنگی ظاهر می
هایی از برگ بخش (chs7–15) 4در  کلاس . طبیعی دارند

گیاهان موجود در . شوندنزدیک به مرکز رزتی زرد می
کنند اما در نهایت تولید گل و بذر می 4و  3، 2 يها کلاس

از بین  تنش متوسط سرماها پس از جهش یافته 1کلاس 
زنده  طبیعیروند و پس بازگشت به دماي رشد می

 4((دماهاي پایین  تأثیردر این تحقیق ]. 23[ مانند نمی
درجه  13و ) سرما دیتنش شد( گراد سانتیدرجه 

یافته روي گیاهان جهش)) تنش متوسط سرما( گراد سانتی
به همراه ) chs2-2و  chs1-1 ،chs1-2 ،chs2-1( 1کلاس 

سنجش به همین منظور . وحشی بررسی شدند تیپگیاه 
فعالیت  ،بیان ژن سوپراکسید دیسموتازفعالیت آنزیمی و 

و مقدار پروتئین پراکسیداز  و هاي پلی فنل اکسیدازآنزیم
مشخص شدن درگیري سیستم  به منظوربه ترتیب کل 

تنش متوسط ن در ایجاد مقاومت به دفاعی آنتی اکسیدا
تعیین نقش انباشتگی ترکیبات ملانینی در بروز  ،سرما

و نقش غشا لیپیدهاي سیون پراکسیداوقوع  ،فنوتیپ کلروز
تنش نسبت به  ها در بهبود مقاومت جهش یافته ها پروتئین

  . انجام شد متوسط سرما
  

  ها مواد و روش -2
  مواد گیاهی و شرایط رشد -2-1

گیاهان هاي نسل دوم بذرهاي حاصل از جمعیت
 ,chs1-1, chs1-2اکوتیپ کلمبیا شامل  آرابیدوپسیس تالیانا

chs2-1, chs2-2   و گیاه وحشی از مرکز بذر

 European Arabidopsis Stockدر اروپا  آرابیدوپسیس

Centre (NASC) ( شدندتهیه ) بذرها در خاك . )1جدول
Metro-Mix (Scotts-Sierra Horticultural Products 

Co., Marysville, OH) در کشت شدند و ها در گلدان
درجه  23در دماي ) GC-300TLH(هاي کشت اتاقک
 8/روشناییساعت  16تحت ریتم شبانه روزي  گراد سانتی

گیاهان . داري شدند نگه% 75ساعت تاریکی و رطوبت 
 8مول در ثانیه بر متر مربع را از طریق  350شدت نور 

لوکس پراکنش داشتند دریافت  7000لامپ که هر کدام 
وحشی و (اي یک سوم گیاهان چهار هفته. کردندمی
به  ، به مدت یک هفتهدنقبل از چیده ش) هش یافتهج

) تنش متوسط سرما( گراد سانتیدرجه  13با دماي  یاتاقک
درجه  4و یک سوم دیگر به اتاقک دیگر تحت دماي 

یک سوم  انتقال یافتند و) سرما دیتنش شد( گراد سانتی
درجه  23مانده درون همان اتاقک و تحت دماي  باقی

به غیر از عامل دما بقیه . )1شکل ( ماندند گراد سانتی
گیاهان  هاي هواییسپس بخش .شرایط یکسان بود

از هر سه گروه تیمار برداشت شده یافته و وحشی جهش
  .و در نیتروژن مایع ذخیره شدند

  
  پروتئین کلسنجش  -2-2

با  پس از توزین،) ساقه و برگ(اندام هوایی تازه گیاهان 
به ) pH 6.8(مولار  1/0لیتر بافر فسفات پتاسیم  دو میلی

.صورت هموژن در آمد

  

  مشخصات کلی بذر گیاهان وحشی و جهش یافته حساس به سرماي آرابیدوپسیس تالیانا  1جدول 
 نیاز رشد ماده جهش زا* الل لوکوس شماره نام NASCشناسه 

N6299 حساس به سرما ST117 chs 2 chs 2-2 هیچ چیز اتیل متان سولفونات 

N 6298 حساس به سرما ST 106 chs 2 chs 2-1 هیچ چیز اتیل متان سولفونات 

N 6252 حساس به سرما PM2 chs 1 chs 1-2 هیچ چیز اتیل متان سولفونات 

N 3097 حساس به سرما PM11 Chs1 chs 1-1 گراد درجه سانتی 23رشد در دماي بالاي  اتیل متان سولفونات 

ساعت تیمار شدند، سپس چندین بار براي حذف  15الی  10به مدت ) اتیل متان سولفونات( EMSدرصد  3/0یا  2/0بذرهاي آرابیدوپسیس تالیانا با *
  .ماده جهش زا شستشو شدند
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تحت تنش  اهانیگ) شاهد، ب اهانیگ) الف انایتال سیدوپسیآراب اهانیگ يبر مورفولوژ ییمختلف دما يمارهایتأثیر ت یکل ينما  1شکل 

  .سرما دیتحت تنش شد اهانیگ )متوسط سرما و ج
  

لیتري  ي دو میلیها ها به ویالسازي نمونهپس از همگن
گراد در سرعت   درجه سانتی 4انتقال داده شد و در دماي 

g15000  سپس فاز . دقیقه سانتریفوژ شد 12به مدت
هاي آنزیمی نیز مورد براي سنجش وبالایی جدا شد 

با استفاده سنجش غلظت پروتئین کل . گرفتاستفاده قرار 
به عنوان  BSAانجام شد و از ]. 24[برادفورد از روش 

  .استاندارد استفاده شد
  
فعالیت آنزیم پراکسیداز به روش  بررسی کیفی -2-3

Native PAGE   
به منظور ارزیابی تغییرات کیفی آنزیم پراکسیداز از 

بر روي ژل پلی ) Native PAGE(الکتروفورز عمودي 
ژل متمرکز کننده . استفاده شد واسرشتهآکریل آمید غیر 

)stacking gel(  و ژل جدا کننده  4با درصد)separating 

gel ( مقدارهاي مساوي از . تهیه شدند 5/12با درصد
 ها در چاهکبراي هر نمونه ) میکروگرم 10(پروتئین 

 120ساعت با ولتاژ  2الکتروفورز به مدت . تزریق شدند

ولت براي ژل پایینی انجام  140ولت براي ژل بالایی و 
بر روي ژل از از  دازیپراکس میآنز صیراي تشخب. شد

حل  مولاریلیم 10 دروژنیه دیبنزیدین و پراکس گهرمایه
بعد از . استفاده شد مولاریلیم 50 فسفاتشده در بافر 

باندها مخلوط،  نیور شدن ژل در اغوطه قهیدق 5گذشت 
برداري شد از ژل عکس قهیدق 15ظاهر و بعد از گذشت 

 Chromatein Prestainedمارکر مورد استفاده  ].25[

Protein Ladder  با باندهایی  پروتئین 11بود، که حاوي
  .باشدکیلودالتون می 175الی  10در محدوده 

  
  )PPO( سنجش فعالیت آنزیم پلی فنل اکسیداز -2-4

سنجش فعالیت آنزیم پلی فنل اکسیداز بر طبق روش 
گرم از بافت  2/0. تعیین گردید) 2002(قناتی و همکاران 

 مولار، 02/0تازه در نیتروژن مایع و در بافر فسفات 
8/6pH  سائیده و  گراد سانتیدرجه  4در دماي

دور در  12000گیري شد، سپس همگن حاصل در  عصاره
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دقیقه  15به مدت  گراد سانتیدرجه  4دقیقه در دماي 
گیري فعالیت پلی سانتریفیوژ و محلول روئی جهت اندازه
مخلوط واکنش . فنل اکسیداز مورد استفاده قرار گرفت

میکرولیتر  500آنزیمی، عصاره میکرولیتر از  100شامل 
میکرولیتر متیل  500میلی مولار و  5 هیدروژن پراسید

میکرولیتر بافر پتاسیم  1900مولار در  02/0کاتکول 
افزایش در جذب طول موج . است pH 1/6فسفات با 

نانومتر محاسبه و فعالیت آنزیمی به ازاي تغییرات  420
  ].26[ گرم پروتئین در دقیقه بیان شدجذب به میلی

  
سنجش فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسموتاز  -2-5
)SOD(  

گیري  فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسموتاز با اندازه
اش براي مهار کاهش فتوشیمیایی نیتروبلو  توانایی

 3(مخلوط واکنش . سنجش شد) NBT(تترازولیوم 
میلی مولار بافر فسفات پتاسیم،  50شامل ) لیتر میلی

pH=7.3 ،13 مولار  میلی 75مولار متیونین،  میلیNBT ،
 EDTA( ،4( مولار اتیلن دي آمین متیل آمونیوم میلی 1/0

لیتر از عصاره آنزیمی میلی 2/0مولار ریبوفلاوین و  میلی
 گراد سانتیدرجه  25هاي آزمایش در واکنش در لوله. بود

واکنش به مدت . وات انجام شد 40تحت لامپ فلورسنت 
و سپس با خاموش شدن لامپ متوقف دقیقه انجام شد  8

اي شاهد و کنترل به همان روش، اما بدون هنمونه .شد
تحت شرایط آزمایش . نور و آنزیم به ترتیب اجرا شد

سرعت واکنش اولیه، به عنوان تفاوت در افزایش جذب 
نانومتر در حضور و عدم حضور  560در طول موج 

واحد فعالیت . عصاره آنزیمی، متناسب با مقدار آنزیم بود
SOD  به عنوان مقدار آنزیمی که از کاهش نوريNBT  تا

ارزش فعالیت . شود توصیف می ،کندممانعت می% 50
SOD  میلی (بر حسب واحد آنزیم در مقدار پروتئین کل

 دیدرمیکرولیتر عصاره به دست آمده بیان گ 100در ) گرم
]27.[  
  
  RT-PCRآنالیز  -2-6

 QIAGENکیت گیاهی مینیژنوم کل با استفاده از 

RNeasy Cat.No.74904) (ابتدا . استخراج شد DNA 
 RT/PCRبا استفاده از کیت ) cDNA(رشته اي تک

)AccuPower RT/PCR PreMix (سطوح نسبی . سنتز شد
و با استفاده از  RT/PCRوسیله به Cu-Zn SOD2بیان 

rRNA 18S گیري شدبه عنوان استاندارد داخلی اندازه .
و تکثیر آن در چهل سیکل  cDNAسنتز دومین رشته 

PCR  براي این) 2جدول (استفاده از پرایمرهاي ویژه با 
درجه  95دناتوراسیون در : ژن و طبق برنامه زیر اجرا شد

ثانیه، اتصال پرایمرهاي ویژه در  30به مدت  گراد سانتی
و  DNAدقیقه و سنتز  1به مدت  گراد سانتیدرجه  53

 1در مدت زمان  گراد سانتیدرجه  72ر گسترش آن د
با استفاده از پرایمرهاي ویژه آن  18S rRNAتکثیر . دقیقه

  . و طبق برنامه فوق الذکر اجرا شد
  

  )چپ( Lو ) راست( Rگراد،  بر حسب درجه سانتی) دما( Tm، )اندازه محصول( P.S، مشخصات پرایمرها  2جدول 
 توالی نوکلئوتیدي طول پرایمر P.S( Tm( ژننام 

AT2G28190 
Cu-Zn SOD  

CSD2 
235 

1/54 20 CGTTAAAGCTCCGTCGAAAG    L 

4/53 20 AGGGTTGAAATGTGGTCCTG    R 

 
18S rRNA 

154 
8/53 20 AAACGGCTACCACATCCAAG    L 

6/53 20 CCTCCAATGGATCCTCGTTA     R 
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الکتروفورز % 5/1با استفاده از آگارز  RT/PCRمحصول 
. آمیزي ژل به کار رفتشد و اتیدیوم بروماید براي رنگ

 GelDOCو با استفاده از دستگاه  UVباندها زیر نور 
 18Sو  Cu-ZnSOD2اندازه محصول ژن . مشاهده شدند

  .جفت نوکلئوتید بود 154و  235به ترتیب 
  
  آماري محاسبات -2-7

هاي آماري بر اساس آنالیز واریانس دو عاملی بررسی
و در سطح  SPSSو  0/9ویرایش  SASافزار توسط نرم

  .صورت گرفت ›05/0pاحتمال 
  

  نتایج -3
هاي مورفولوژیکی سرما بر ویژگی تأثیرمقایسه  -3-1

  یافته گیاهان وحشی و جهش
تنش بررسی مورفولوژي گیاهان نشان داد که تحت 

ها دچار کلروز شدند، در همه جهش یافته متوسط سرما
ها جهش یافته تنش شدید سرما و کنترل،که تحت صورتی

شدت کلروز جهش . ندادندفنوتیپ متمایزي را نشان 
 و  chs2-1( chs2از ) chs1-2 و chs1 ) chs1-1ي ها یافته

chs2-2 ( مراتب بیشتر بود به) ب -1شکل(  
  
  نتایج مربوط به سنجش میزان پروتئین کل -3-2

برگ گیاهان نشان ساقه و سنجش محتواي پروتئین کل 
ها و گیاه همه جهش یافته سرما دیتنش شدداد که تحت 

گیاهان وحشی بیشترین محتواي پروتئین را نسبت به 
میزان پروتئین  .ندردا تحت تنش متوسط سرما و کنترل

ها و گیاه یافتهجهشنسبت به سایر  chs2-2یافته جهش
 تنش متوسط سرما تحت). 3 جدول(بیشتر بود وحشی 

کمترین میزان پروتئین مشاهده شد، که این کاهش به 
 بالاترینبه  chs1-2و   chs1-1یافته جهش 2ترتیب در 

گیاه وحشی  در پروتئین به ترتیبمقدار . میزان خود رسید
-نسبت به دو جهش chs2-1و  chs2-2 هايو جهش یافته

میزان پروتئین  شاهدتحت دماي . بیشتر بود قبلییافته 
به یک میزان بود و  ها و گیاه وحشی تقریباًجهش یافته

میزان پروتئین بیشتري نسبت به سایر  chs1-1یافته جهش
  .داشت ها یافتهجهش

  
کیفی آنزیم پراکسیداز با  مطالعهنتایج مربوط به  -3-3

  PAGE  - Nativeاستفاده از روش 
 هايبافتدر آنزیم پراکسیداز براي  Native PAGEآنالیز 

). 2شکل (برگ در معرض دماهاي پایین اجرا شد ساقه و 
فعالیت  تنش متوسط سرمانتایج نشان داد که تحت 

 یافته افزایش یافت ودر همه گیاهان جهش پراکسیدازي
این افزایش به صورت ظهور باندهایی با وزن مولکولی 

فعالیت . کیلودالتونی مشخص شد 29و  42و  51، 70
-نسبت به جهش chs1هاي  یافتهپراکسیدازي در جهش

  .بیشتر بود chs2هاي یافته

  
  آرابیدوپسیس تالیانادر گیاه  ئیدماتحت تیمارهاي مختلف ) mg g-1 FW(پروتئین کل  مقدار  3جدول 

 ژنوتیپ گیاه  شاهد  تنش متوسط سرما  سرما دیتنش شد
c306/0+41/34  fg 341/0+41/34  ef194/1+49/26  WT 
a010/1+25/42  fg 243/0+20/24  d391/0+74/27  chs2-2 
h334/0+73/20  gh 305/0+65/22  de451/0+74/26  chs2-1 
b394/0+27/39  i 587/0+47/14  de306/1+91/26  chs1-2 
b250/0+07/40  j125/0+74/7  c400/1+72/33  chs1-1 

തܺ ها داده ±   دار است عدم تفاوت معنی دهنده حروف یکسان نشان .دهند ا نشان میر  ܧܵ
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  تنش متوسط سرماتصویر مربوط به فعالیت پراکسیدازي گیاهان وحشی و جهش یافته آرابیدوپسیس تالیانا تحت   2شکل 

  
گیاه وحشی تحت این تیمار دمایی هیچ نوع باندي مربوط 

تحت  همچنین. به فعالیت آنزیم پراکسیداز نشان نداد
-کدام از جهش درهیچنیز  سرما دیتنش شدو  دماي شاهد

ها و گیاه وحشی باند مربوط به فعالیت پراکسیدازي یافته
الگوي کیفی آنزیم بنزیدین پراکسیداز اندام  .مشاهده نشد

ایزوزیم مشخص  4دهد که حداقل هوایی گیاه نشان می
مقدار فعالیت ). 2شکل (براي این آنزیم وجود دارد 

ایزوزیمی که داراي وزن مولکولی بالاتري نسبت به 
ایزوزیم دیگر است تحت تنش متوسط سرما افزایش 

  . دهدفعالیت مشخصی نشان می
  
نتایج مربوط به سنجش میزان فعالیت آنزیم پلی  -3-4

  فنل اکسیداز
فعالیت آنزیم پلی فنل اکسیداز  گیرياندازهنتایج حاصل از 

بیشترین  تنش متوسط سرمانشان داد که این آنزیم تحت 
 chs1-2و  chs1-1را در دو جهش یافته فعالیت میزان 

 فعالیت. داشت تنش شدید سرما و دماي کنترلنسبت به 
پایین و نزدیک به  أاین آنزیم در دو جهش یافته دیگر نسبت

تنش تحت  .وحشی بود تیپفعالیت این آنزیم در گیاه 
در میزان فعالیت آنزیم پلی فنل اکسیداز  سرما دیشد

نسبت و گیاه وحشی  chs2-2  ،chs2-1هاي جهش یافته
گیاهان . بودو دماي کنترل بیشتر  تنش متوسط سرمابه 

نسبت به دو تیمار پایینی فنل اکسیدازي فعالیت پلی شاهد
و این کاهش در دو  داشتند تنش متوسط و شدید سرما

نسبت به دو جهش یافته  chs1-2و  chs1-1جهش یافته 
با میزان فعالیت این آنزیم در  تقریبأ مشابهو  بیشتردیگر 

  .)4جدول ( گیاه وحشی بود
  
آنزیم سوپراکسید  اثر دماي پایین بر فعالیت -3-5

  SOD دیسموتاز
ها در ظرفیت آنتی اکسیدانی گیاهان براي تشخیص تفاوت

در معرض تیمار دماي پایین، فعالیت  chsجهش یافته 
نتایج نشان داد . گیري شد اندازه SODاکسیدان  آنزیم آنتی

در همه گیاهان جهش یافته در معرض  SODکه فعالیت 
تنش سرماي متوسط در مقایسه با تنش سرماي شدید و 

در گیاهان جهش  SODفعالیت  .کنترل افزایش یافته است
یافته تحت تیمار سرماي متوسط نسبت به گیاهان تیپ 
وحشی بیشتر بود، با این حال، این فعالیت در همه جهش 

حت تیمار سرماي شدید ت) chs 2-1به استثناي (ها یافته
درجه  23(در غیاب تنش سرما  .کاهش یافت اندکی
مشابه  SODفعالیت  chs، گیاهان جهش یافته )گراد سانتی

گیاهان تحت تیمار سرماي شدید ) chs 2-2به استثناي (
  ).5جدول ( داشتند
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  مختلف ئیتحت تیمارهاي دما)Δ420/min/mg protein(میزان فعالیت آنزیم پلی فنل اکسیداز   4جدول 
 ژنوتیپ گیاه  شاهد  تنش متوسط سرما  سرما دیتنش شد

d02/0+26/1  f014/0+02/1  h005/0+61/0  WT 
b008/0+31/1  g011/0+92/0  008/0+79/0 g chs2-2 
c011/0+29/1  e017/0+10/1  g008/0+81/0  chs2-1 

e017/0+1/1  a014/0+57/1  h005/0+62/0  chs1-2 
d028/0+25/1  a011/0+6/1  h012/0+60/0  chs1-1 

തܺ ها داده ±   .دار است عدم تفاوت معنی دهنده حروف یکسان نشان .دهند را نشان می ܧܵ
  

  آرابیدوپسیس تالیانادر گیاه  ئیتحت تیمارهاي مختلف دما) U/mg protein(میزان فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسموتاز   5جدول 
 ژنوتیپ گیاه  شاهد  تنش متوسط سرما  سرما دیتنش شد

e34/0+17/35  f 90/1+45/26  g34/0+87/18  WT 
e96/0+59/32  c 54/0+14/47  g60/0+17/17  chs2-2 
e48/1+71/35  c 48/2+14/48  e46/1+81/32  chs2-1 
e46/1+81/32  b 45/3+04/93  e27/1+77/31  chs1-2 
e91/0+97/32  a83/5+88/135  e65/0+80/32  chs1-1 

തܺ ها داده ±   .دار است عدم تفاوت معنی دهنده حروف یکسان نشان دهند ا نشان میر  ܧܵ
  
-Cuاثر تیمارهاي مختلف سرما بر میزان بیان ژن  -3-6

Zn SOD2)CSD2(  
گیاهان وحشی و جهش در  CSD2بیان ژن گیري  اندازه
تنش و  تنش متوسط سرمانشان داد که این ژن تحت یافته 

تحت  وبیان شده است فقط در گیاه وحشی  سرما دیشد
در هیچ یک از گیاهان وحشی و جهش یافته  دماي شاهد

تنش بیان این ژن در گیاه وحشی تحت . بیان نداشته است
هیچ  .بیشتر بود تنش متوسط سرمانسبت به  سرما دیشد

ها تحت تیمارهاي دمایی پایین و دماي یک از جهش یافته
 نشان ندادندشاهد بیان ژن سوپراکسید دیسموتاز را 

  .)3شکل (
  
  بحث -4

هاي هاي آسیب تنش متوسط سرما در میان گونهنشانه
ها،  شامل پژمردگی، زرد شدگی برگو گیاهی گسترده 

ها ، کاهش فعالیت هاي نکروزي روي برگ لکهظهور 
نتایج  ].4[باشد و نظایر آن می ریشهفتوسنتزي، آسیب به 

تیمارهاي دمایی اعمال  میاناین پژوهش نشان داد که از 
تنش متوسط سرما منجر به ظهور فنوتیپ متمایزي  ،شده
از بین گیاهان وحشی و جهش یافته بررسی  گردد ومی

هاي ذکر  از نشانه سرماهاي حساس به شده، جهش یافته
ظهور این  .دادند نشانرا  کلروزشده در بالا، فنوتیپ 

فنوتیپ در گیاهان تحت تیمار متوسط سرما نسبت به 
در دهد که همین گیاهان تحت تیمار شدید سرما نشان می

لوکوس  یعیعملکرد طباز متوسط  يسرما ماریدوره ت یط
  .شودیممانعت م) chs3و  chs1, chs2( افتهیجهش 

یک گستره  ها با پراکسیدازها یک گروه بزرگ از ایزوآنزیم
باشند و به این ترتیب وسیع از نقاط ایزوالکتریک می

 در یاهیگ يدازهایپراکس. عملکردهاي متنوعی دارند
 2HO2 ایکننده اح زیمعمول خود، کاتال تیچرخه فعال

  ]. 28،29[هستند 
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  )الف

  )ب
اندازه) ب. مختلف ییدما يمارهایتحت ت انایتال سیدوپسیآراب اهانیدر گ) Cu-Zn2 SOD( 2سموتازید دیسوپراکس میژن آنز انیب  3شکل 

  .Total lab Analayzer افزار با استفاده از نرم یبه روش کم سیدوپسیآراب یوحش اهیدر گ CSD2ژن  انیب يرگی
 

 عمرتوان در تمام طول یم یرا به آسان دازیپراکس تیفعال
 يریتا مرحله پ یزنجوانه هیمختلف از مراحل اول اهانیگ
دفاع و  يهاسمیمکان ،يااختهیشدن  لیکنترل طو قیطر از

در  دازهایپراکس. داد صیتشخ گریعملکرد د نیچند
 ن،یاکس سمیمتابول لیاز قب یسلول يهافراینداز  ياریبس

 ،یاهیسلول گ وارهیدر د یچوب، اتصالات عرض لیتشک
کند یآن شرکت م ریو نظا یطیمح يهاپاسخ به تنش

 يا طور قابل ملاحظهب میآنز نیا رامونیمطالعات پ ].30[
. در حال انجام است زینانجام شده و در حال حاضر 

را  دازهایپراکس قیدقنقش  نییدر تع تیعدم موفق لیدلا
 اهان،یگ درها زوفرمیا ادیتوان در وجود تعداد زیم

 نیا از کیهر  يمختلف برا يهاهینبودن گهرما یاختصاص
 Nativeمربوط به اطلاعات ]. 28[ها دانست زوفرمیا

PAGE،  همه در را فعالیت آنزیم پراکسیداز افزایش
تنش تحت وحشی  تیپنسبت به گیاه جهش یافته گیاهان 

و  یک از گیاهان شاهدهیچ در  .نشان داد متوسط سرما
فعالیت پراکسیدازي با  سرما دیتنش شدگیاهان تحت 

نوار  4مشاهده  .نشد مشاهده Native PAGEاستفاده از 
 یتخصص يها هیمشخص با استفاده از گهرما يالکتروفورز

 4آن است هر  دیؤم )دروژنیه دیو پراکس نیدیبنز( میآنز
  .هستند يدازیپراکس تیفعال يدارا تا

نظیر دماهاي یی هاگیاهان به منظور مقاومت در برابر تنش
این  .شان را سازش دهندد که متابولیسممجبورن پایین
هاي محلول هایی نظیر پروتئیننیاز به تجمع پروتئین فرایند

سنتز . یابددارد که سنتزشان در دماي پایین افزایش می
مهم درگیر در افزایش  سازوکارهاي ویژه یک پروتئین
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نتایج . باشددر طی سازش با سرما میبه یخبندان مقاومت 
جهش یافته و  وحشیحاصل از سنجش پروتئین گیاهان 

در نشان داد که محتواي پروتئین  دماهاي پایینتحت 
نسبت به  سرما دیتنش شدگیاهان تحت و  گیاهان شاهد

ها باشد و این جهش یافتهبیشتر می تنش متوسط سرما
هاي لازم قادر به سنتز پروتئینتحت تنش متوسط سرما 

بر مطالعات اخیر . باشندبا این تیمار دمایی نمی مقابلهبراي 
که مشخص کرده است  هاروي همین جهش یافته

به نقایصی در قرارگیري در معرض دماهاي پایین منجر 
تجمع پروتئین  از جملهحفظ عملکرد کلروپلاست 

علاوه بر این، پیشنهاد شده است که  ].31[ دشو می
شونده با سرما به عنوان هاي شوك گرمایی القا پروتئین

هایی براي کمک به بیوسنتز صحیح پروتئین در چپرونین
]. 32[کنند طی قرارگیري در معرض سرما عمل می

تنش بنابراین کاهش سنتز پروتئین در گیاهان تحت 
به دلیل  نسبت به گیاهان شاهد احتمالاً متوسط سرما

سنتز  ياش بر روویژه تأثیرو  chsهاي جهش در ژن
هاي لازم جهت مقاومت به تیمارهاي دمایی پایین وتئینپر

برخی نقش حفاظتی  وجودطور غیرمستقیم ، که بباشدمی
  .دنکنپیشنهاد میدر معرض دماي پایین را  هاپروتئین

هایی که در پلی فنل اکسیداز به عنوان یکی از آنزیم
ها در برابر تنش اکسیداتیو نقش دارند محافظت سلول
سیستم دفاع  ئی ازجز و به عنوان استشناخته شده 

آنزیم  فنل اکسیدازپلی]. 33[ دشووب میسمحآنزیمی 
اي شدن قهوه. دباشمی اي شدن قهوه فراینددرگیر در 

پاشد و آنزیم و که ساختار سلول از هم میزمانی أسریع
مطالعات  ].34[ دهدرخ می ،شوندسوبسترا مخلوط می

که فعالیت این آنزیم در پاسخ به انواع مختلفی  نشان دادند
 ].35[ یابدهاي زیستی و غیرزیستی افزایش میاز تنش

تحقیق هاي در سنجش ،هاي این محققانموافق با یافته
میزان فعالیت آنزیم پلی فنل اکسیداز تحت  حاضر نیز

افزایش فعالیت بنابراین . افزایش یافت تنش متوسط سرما

 chs2نسبت به  chs1هاي اکسیدازي جهش یافتهفنل پلی
در بیشتر اي شدن بافتی منجر به تخریب بافتی و قهوه

 -1شکل ( گرددمی chs2نسبت به  chs1هاي جهش یافته
  .)ب

در داخل یک سلول، سوپراکسید دیسموتازها یکی از 
O2هاي عمده براي حذف آنزیمی سیستم

در  H2O2و  -·
آنزیم سوپراکسید دیسموتاز به  فعالیت. باشندگیاهان می

طور قابل توجهی تحت تنش متوسط سرما در جهش 
این پاسخ مشابه نتایج مشاهده شده . ها افزایش یافتیافته

هاي کاهو براي آنزیم سوپراکسید دیسموتاز در برگ
)Cucumis sativus L( مطالعات اخیر . ]36[ باشدمی

شده توسط پیشنهاد کرده است که تنش اکسیداتیو القا 
تنش متوسط سرما ممکن است یک نقش محوري در 

بازي در طی تنش متوسط سرما هاي گیاهی آسیب سلول
  ].37[ کند

 ریختري در مورد تولید گیاهان ترابسیا هاي گزارش
بر ها را سوپراکسید دیسموتازمقاوم به تنش اکسیداتیو که 

به عنوان یکی  CSD2 .نند، وجود داردکتولید میعلیه آن 
یکی از اجزاي مسیر دفاع از انواع سوپراکسید دیسموتازها 

باشد و برخی از تحقیقات نقش این ژن را در آنزیمی می
. اندمقاومت گیاهان نسبت به تنش اکسیداتیو نشان داده

کلروپلاستی از  Cu/Zn-SODکه بیش بیان یک ژن  چنان
گیاهان در ) آرابیدوپسیس تالیانا CSD2همولوگ (نخود 

اومت گیاهان تنباکو منجر به افزایش مق ریختتنباکوي ترا
   ].38[ هاي دمایی پایین گردیددر برابر تنش

 آرابیدوپسیسدر گیاه  همچنین مشخص شده است که
  miR398بیان نظیر دماي پایین تحت تنش اکسیداتیو 

بیان منجر به افزایش  miR398 ، کاهش بیان یابدکاهش می
مطالعات بیان  ].39[د گردمی (CSD2)ژن هدف آن 

گو به تنش متوسط ژن پاسخ 630گسترده ژنوم بیش از 
 از بین رفتههاي سرما با بیان نامنظم در همه جهش یافته

هاي با تنش متوسط سرما شناسایی کرد، که شامل ژن
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مربوط به متابولیسم لیپید، عملکرد کلروپلاست، متابولیسم 
-هاي آزاد اکسیژن میرادیکالزدایی کربوهیدرات و سم

این مطالعات همچنین الگوهاي بیان گیاهان تیپ . باشد
یافته حساس به تیمار متوسط سرما جهش 12وحشی را با 

ژن  1600مقایسه کردند و نشان دادند که بیان تقریبأ 
بر . قرار گرفته است تأثیرتوسط تیمار متوسط سرما تحت 

که عملکرد طبیعی اساس این نتایج پیشنهاد شده است 
از آشفتگی ) chs3و  chs1, chs2(لوکوس جهش یافته 

گسترده تنظیم رونویسی در طی دوره تیمار سرماي 
نتایج کار کنونی نشان داد  ].40[ کندمتوسط ممانعت می

ها و تحت در هیچ یک از جهش یافته CSD2که ژن 
کارهاي از طرفی . هیچکدام از تیمارها بیان نشده است

ها ن بر روي همین جهش یافتهایر محققتوسط سا قبلی که
عملکرد محصول ژن  احتمالاًانجام شده است نشان داد که 

chs1 )chs1-1, chs1-2 ( براي حفظ عملکرد کلروپلاست
آرابیدوپسیس  chsي ها در دماهاي پایین در جهش یافته

 هارسد بیان این ژنبه نظر می]. 41[  مورد نیاز باشد تالیانا
قرار  تأثیر، تحت chs1هاي به علت وقوع جهش در ژن

و پس از هاي حین رونویسی فرایندو احتمالأ  گیردمی
ها از آنجا که این ژن .دخیل باشند فراینددر این رونویسی 

صحیح براي اینکه عملکرد  ،خواستگاه کلروپلاستی دارند
خود را داشته باشند نیاز به استقرار درون اندامک 

که در صورت عدم بیان نمی توانند کلروپلاست دارند، 
 فعالیت آنتی اکسیدانی خود را انجام دهند و بنابراین

کلروپلاست در معرض تخریب اکسیداتیو قرار  اندامک
گرفته و به دلیل عدم عملکرد صحیح سیستم آنتی 

. بیندهاي دمایی پایین آسیب میاکسیدانی در معرض تیمار
ها و نتایج کار ظهور فنوتیپ زرد شدگی در جهش یافته

   .باشدخود دلیلی بر این ادعا می] 41[ن دیگر امحقق
  
  گیري نتیجه -5

با توجه به نتایج به دست آمده و کارهاي قبلی که روي 

توان نتیجه ها صورت گرفته است میاین جهش یافته
هاي نقش دفاعی در برابر تنش CSD2گرفت که ژن 

اکسیداتیو از گیاه دارد ولی در تحقیق حاضر به علت وقوع 
ژن نیز به طور منفی  نبیان ای chs1هاي جهش در ژن

  . قرار گرفته است تأثیرتحت 
 در اي شدن بافتتخریب بافتی و قهوهبه همین دلیل 

نسبت به  chs1-2)و  chs1 ) chs1-1هاي جهش یافته
باشد و بیشتر می chs2  (chs2-1, chs2-2)ي ها یافتهجهش 

جهش یافته  2این حساسیت بیشترهمین مطلب منجر به 
   .گردیده است تنش متوسط سرمابه  نسبت
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