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  در برگ پرچم يريند پيآفر و ي فتوسنتزيها ان ژني و بيه مولکولطالعم
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 )۸/۱۱/۱۳۹۰ :رشيخ پذي ؛ تار۱۹/۹/۱۳۹۰: افتيخ دريتار(

  

 

  دهيكچ

هاي مهـم فتوسـنتزي و     و بيان برخي ژناز نظر برخي صفات فيزيولوژيک) واريته هوردآ(به منظور بررسي اهميت برگ پرچم در جو زراعي    

بـه منظـور افـزايش      .  در محل ايستگاه تحقيقاتي دانشگاه وارويک انگلستان انجام شـد          ۲۰۰۳مزرعه در سال    آزمايشي در شرايط    پيري برگ،   

في از بـرگ پـرچم و   برداري تـصاد   نمونه. دقت و امکان مقايسه آماري ميانگين صفات مورد مطالعه، آزمايش با چهار تکرار صورت پذيرفت              

 خـالص   ۲CO ، مقـدار  b و   a صفات مورد ارزيابي شامل ميـزان کلروفيـل          .ها در سه زمان تعيين شده طي دوره رشد انجام گرفت           ساير برگ 

ميزان تغييرات  . هاي فتوسنتزي و پيري برگ بودند      و بيان ژن  ) TBARM(، شاخص سطح اکسيداسيون سلولي      Fv/Fmتثبيت شده برگ، نسبت     

 خـالص   ۲CO ميزان تثبيـت  . ها شدت بيشتري داشت     در مورد ساير برگ    مسأله اين   .برداري روند کاهشي نشان داد      طي مراحل نمونه   کلروفيل

 ـ. هـا داشـت    برداري نسبت بـه سـاير بـرگ         ثبات بيشتري نيز طي مراحل نمونه      ،در برگ پرچم ضمن برتري مقداري      ان شـاخص سـطح     زمي

 تشابه نسبي زيـادي     Cab و   RCBS  ،LhcIIهاي فتوسنتزي    بيان ژن .  سرعت افزايش يافت   هي برگ ب  اکسيداسيوني سلولي در خلال مراحل پير     

 ،هاي وابسته به پيـري     در مورد ژن  .  به طور قابل توجهي کاهش داشتند      ،ها  به ويژه در مورد ساير برگ      ،داشتند و عموماً با پيشرفت پيري برگ      

 بيـان   SAG12 و   SODIهـاي     ولـي ژن   ، شباهت زيادي داشتند   CATI و   MTIهاي پيري    ژنبيان    الگوي .اي حاصل گرديد  هظتنوع قابل ملاح  

اين مهم با توجه به تـداوم فتوسـنتز، ميـزان           . بندي نتايج مبين نقش ارزنده برگ پرچم در افزايش توليد دانه بود            جمع .متفاوتي را نشان دادند   

در اين راسـتا،  . پذير بود ها، توجيه  ر برگ پرچم، در مقايسه با ساير برگ       کلروفيل و سرعت نسبي کمتر بروز تنش اکسيداتيو طي روند پيري د           

  .هاي واجد نقش هموستاتيک در خلال پيري بيان ممتازي در برگ پرچم نشان دادند هاي فتوسنتزي و ژن فعاليت ژن

  

  

   بيان ژن، برگ پرچم، پيري برگ، فتوسنتز، کلروفيل،جو زراعي : يديلك  يها واژه

  

 
 
 
 
  

  

 و منابع طبيعي گرگان کشاورزي علوم دانشگاه ،و بيوتکنولوژي استاديار اصلاح نباتات .۱

  s.navabpour@yahoo.com: يكيترونكاتبات، پست الكمسئول م : *
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  ۱۳۹۱/ چهارم شماره  / دومسال  / راعي و باغيوري محصولات زآتوليد و فر مجله

۱۴  

  مقدمه

به لحاظ ) .Hordeum vulgare L(در عرصه جهاني، جو زراعي 

ير کشت، چهارمين محصول و در بـين غـلات      اهميت و سطح ز   

سطح زير کشت جهاني جـو طـي   . در ايران حائز رتبه دوم است  

افـزايش مواجـه بـوده      % ۸۰دو دهه اخير با رکورد خيـره کننـده          

اين امر، علاوه بر سـازگاري وسـيع اکولـوژي، بـه دليـل              . است

هاي  مصارف متعدد اين محصول در تغذيه انسان و دام و کاربرد          

 افزايش راندمان توليد دانـه بـه طـور          ).۱۰ و   ۱(باشد   مي صنعتي

 ، بـه ويـژه اجـزاي عملکـرد        ،ثر در گرو بهبود صفات وابـسته      ؤم

 برگ پرچم در توليد مـاده خـشک و رونـد            ،در عين حال  . است

). ۲۲(ند  ک  را ايفا مي   يا  انتقال مواد فتوسنتزي به دانه نقش ارزنده      

زه، شـکل و زاويـه      مختصات مورفولوژيک برگ پرچم نظير اندا     

قرارگيري و خـصوصيات فيزيولوژيـک مـرتبط ماننـد محتـواي            

کلروفيل و راندمان فتوسـنتز از جملـه عوامـل مهـم در افـزايش        

مطالعات ژنتيکـي انجـام     ). ۱۳(د  نگرد عملکرد دانه محسوب مي   

شده در خصوص برخي خصوصيات برگ پرچم از قبيل طـول،           

 کمـي بـودن ايـن       عرض و زاويه قرارگيـري در گيـاه حـاکي از          

بـا  ). ۳۹(صفات و کنترل آنها توسط تعداد زيادي ژن بوده است           

 اطلاعات محدودي در سطح سلولي از روند تغييـرات          ،اين حال 

يند پيري برگ پرچم    آهاي مهم فتوسنتزي و درگير در فر       بيان ژن 

  ).۳(در گياه جو وجود دارد 

ز و  ينـدهاي فتوسـنت   اهاي درگيـر در فر     ارزيابي روند بيان ژن   

پيري برگ امکان توجيه بسياري از فعل و انفعالات فيزيولوژيک          

گـردد در سـطح      را که منجر به تغييرات صفات مهم زراعي مي        

 در ايـن    ).۱۵(آورد   سلولي و بـه لحـاظ مولکـولي فـراهم مـي           

مبــين ) ۱۹(راســتا، نتــايج تحقيقــات کروپينــسکا و همکــاران 

 در مراحل Lhc (Light harvesting complex)کاهش بيان ژن 

پروتئين کـد شـده توسـط       . پاياني پيري برگ پرچم در جو بود      

هـاي فعـال     ژن مزبور واجد نقـش کنترلـي در ميـزان راديکـال           

 توليد شده ناشي (Reactive Oxygen Species (ROS)) اکسيژن

زمان با کـاهش بيـان ايـن ژن،         هم. از شدت تشعشع نوري است    

ــل  ــسبت کلروفي ــه aن ــيb ب ــزايش معن ــشان داد دار اف ). ۱۹( ن

ضمن ارزيابي ميزان پيشرفت پيري و      ) ۳۸(شارنبرگ و همکاران    

 Fv/Fmگيري نـسبت     با اندازه  IIافت راندمان سيستم فتوسنتزي     

 و ايجـاد کتابخانـه   RNA در برگ پرچم جو اقدام بـه اسـتخراج      

cDNA             طي مراحل رشد و پيري طبيعي در برگ پرچم و تيمـار 

هـا در مـسير       به معرفي برخي کلـون     نتايج منجر . تاريکي نمودند 

تـرين ايـن     از جملـه مهـم    . مشترک پيري و تيمار تاريکي گرديد     

توان به سيستئين پروتئاز، گليکول ترانـسفراز و فـاکتور           ها مي  ژن

رانـدمان  ). ۳۸( اشـاره کـرد   (Transcription factor) رونويـسي 

و کارهـاي تنظيمـي وابـسته همگـي          فتوسنتز، تداوم آن و سـاز     

نتايج برخـي مطالعـات     . شوند ها کنترل مي    الگوي بيان ژن   توسط

دار بيـان  هاي زنده و غيرزنده حاکي از افت معني در شرايط تنش  

 RCBS (Rubisco small sub-unit) هاي فتوسنتزي نظير ژن ژن

  ).۲۴ و ۶(درگير در توليد آنزيم ربيسکو است 

 (Leaf senescence)  فيزيولوژيک، پيري بـرگ -از منظر ژنتيک

يک مرحله مهم نمو است که به لحـاظ ژنتيکـي و فيزيولوژيـک              

هاي زيـادي در ايـن مرحلـه فعـال           ژن. بسيار حائز اهميت است   

از . گردنـد  ها نيز غيرفعال مـي     شوند و در عين حال برخي ژن       مي

هاي بارز پيري، روند تغييرات منظم و کنترل شده فعـل            مشخصه

ايـن رخـدادها توقـف      از جملـه    . و انفعالات فيزيولوژيک است   

فتوسنتز، تجزيه کلروپلاست، کاهش چشمگير کلروفيل و تجزيه        

هاي بزرگ حيـاتي بـه منظـور انتقـال           ها و ساير مولکول    پروتئين

از ديگر وقـايع مهـم در خـلال پيـري،           ). ۲۸(مواد به دانه است     

هاي فعال اکـسيژن اسـت کـه بـه تبـع آن             افزايش سطح راديکال  

ر کاتـالاز، سـوپر اکـسيد ديـسموتاز و          هاي پاد اکسيدان نظي ـ    ژن

 ).۲۷(دهند   برداري نشان مي   اسکوربيک پراکسيداز افزايش نسخه   

هاي زياد سمي و مخـرب       هاي مزبور در غلظت    اگر چه راديکال  

بــوده و موجــب خــسارت بــه غــشاء ســلولي و پراکــسيداسيون 

هاي کمتر به عنوان     گردند، ولي در غلظت    هاي حياتي مي   مولکول

 يهـا ايفـا    در بيـان ژن (Signaling factor) ي سيگناليها فاکتور

 يهـا   نقش راديکال سوپر اکسيد در بيان ژن      ). ۸ (نمايند نقش مي 

چنين پراکسيد   هم). ۱۵( گزارش شده است     PR5 و   PR1 عيدفا

 کينـاز  MAPهيدروژن با افزايش فعاليت مسير متابوليـک آنـزيم      
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  …يند پيري در برگ آهاي فتوسنتزي و فر ه مولکولي و بيان ژنطالع م

۱۵  

 کنـد  تعيـين مـي    هـا را    بندي باز و بسته شدن روزنـه       الگوي زمان 

با توجه به مطالب ياد شده، اين مطالعه به منظور دسـتيابي   ). ۲۹(

ارزيابي روند بيان برخي ) ۱: ريزي شده است به اهداف زير طرح 

 در برگ پرچم و سـاير       ي و وابسته به پير    ي مهم فتوسنتز  يها ژن

بررســي تغييــرات خــصوصيات فيزيولوژيــک و ) ۲هــا و  بــرگ

ها و ارتباط     برگ پرچم و ساير برگ      بيوشيميايي در  يها شاخص

  .ها آنها با بيان ژن

  

  ها مواد و روش

  مواد گياهي و صفات مورد بررسي

 Hordeum vulgare L. cv( واريتـه هـوردآ   ،بذر گياه جـو زراعـي  

Hordea (   درصـد ضـد     ۲/۰ دقيقه به وسـيله وايـتکس        ۱۰به مدت 

ن در   تحقيقاتي دانشگاه وارويـک انگلـستا      عفوني شده و در مزرعه    

هـر واحـد    .  به صـورت دسـتي کـشت گرديـد          ميلادي ۲۰۰۳سال  

 متـر بـود کـه در        ۳ رديف کشت به طول حـدود        ۶ آزمايشي شامل 

هاي کناري به عنوان حاشيه لحـاظ        رديف. چهار تکرار اجرا گرديد   

 رديف وسط با رعايت حاشيه طـولي        ۴برداري از     و نمونه  ندگرديد

رمحـصول جـو زراعـي       واريته هـوردآ از ازقـام پ       .صورت پذيرفت 

بـرداري از     نمونـه  .شش پر با ارتفاع و زمان رسيدگي متوسط است        

)  زادوکـس  GS39کد  (برگ پرچم در زمان ظهور کامل برگ پرچم         

)  زادوکـس  GS71کـد   (هـا     روز بعد در خلال پر شـدن دانـه         ۲۰و  

 در  ،هاي يـاد شـده      علاوه بر زمان   ،ها در مورد ساير برگ   . انجام شد 

برداري تـصادفي   نيز نمونه)  زادوکسGS35کد (زمان حداکثر رشد    

قطع برداري برگ پرچم از تعداد ده برگ پرچم          نمونه. انجام گرفت 

مقـدار  و پـس از آن       به طور تصادفي در هر تکرار انجام شـد           شده

در مـورد   . توزين گرديـد  گيري يا سنجش    مورد نياز براي هر اندازه    

هـا   کليه برگ و  نتخاب   در هر تکرار ده بوته تصادفي ا       ،ها ساير برگ 

 ـگيـري   به جز برگ پرچم برداشت و بـراي هـر انـدازه            ا سـنجش   ي

  .مقدار مورد نياز استحصال گرديد

  

   گيري کلروفيلاندازه

 پـورا و همكـاران    گيري ميزان كلروفيل از روش      به منظور اندازه  

منجمـد  به صورت   (گرم نمونه برگ    ۵/۰مقدار. استفاده گرديد ) ۳۵(

پـس از  .  مخلوط شد%۸۰ليتر استون    ميلي ۱۰ با   كاملاً خرد و  ) شده

 نـانومتر   ۶۶۳ و ۶۴۶هـاي  ميزان جـذب در طـول مـوج        ،سانتريفوژ

ــوري  ثبــت ) Uvikon930 Watford (توســط دســتگاه جــذب ن

 و كلروفيل كـل براسـاس       b و كلروفيل    aميزان كلروفيل   . گرديد

  :روابط زير محاسبه گرديد

]۱[                        / /chla / A / A= −663 6 646 612 25 2 55  

]۲[                         / /chlb / A / A= −646 6 663 620 31 4 91  

]۳[                       / /Tchl / A / A= −646 6 663 616 76 6 34  

 و  b، کلروفيل   a به ترتيب ميزان کلروفيل      Tchl و   chla  ،chlbکه  

  .ليتر استگرم بر ميليکلروفيل کل برحسب ميلي

  

 TBARM (Thiobarbituric acid reactive material) گيري اندازه

گيـري ميـزان تـنش     كـه معيـاري بـراي انـدازه     ،در اين سـنجش   

وريـک كـه محـصول      ت مقـدار اسـيد تيوباربي     ،اكسيداسيوني است 

 بـزرگ   يهـا   نهايي و نسبتاً پايدار واكنش اكـسيداسيون مولکـول        

 از روش   ،در ايـن خـصوص    . شـود   ي م ـ تعيـين  ،است) ها  يچرب(

 ۵/۰مقـدار   . تي اسـتفاده گرديـد    با تغييرا ) ۱۲(هگگ و همكاران    

يد ليتـر اس ـ  گرم نمونـه بـرگ را همـوژنيزه نمـوده و يـك ميلـي              

محلول حاضـر بـا   . به آن اضافه شد   ) w/v15%(كلرواستيك   تري

و با دور   ) ورتكس(ليتر استون به شدت مخلوط       ميلي ۱۰افزودن  

رسـوب  . گرديـد   دقيقه سـانتريفيوژ   ۱۵ در دقيقه به مدت      ۴۷۵۰

ليتـر   ميلـي  ۵وژ حاصـل شـد را بـا         ي سـانتريف  كوچكي كه پس از   

 ۱۰استون شستشو داده، ورتكس و مجدداً با همان دور به مدت            

. دقيقه سانتريفيوژ نموده و آخرين مرحله چهار مرتبه تكرار شـد          

و يـك   ) %۱(اسـيد هيپوفـسفريک      ليتـر  ميلي ۳ مقدار   ،پس از آن  

ول براي  محل افزوده و ) w/v0.6%(وريك  تليتر اسيد تيوباربي  ميلي

سـپس واكـنش   .  قرار داده شـد    C۱۰۰° دقيقه در دماي     ۳۰مدت  

مقـدار  . ها در داخل يخ متوقـف گرديـد         با سرد كردن سريع لوله    

نـانومتر   ۵۹۰ و   ۵۳۲ هـاي جذب محلول حاصل بـا طـول مـوج        

ــه ــوري    ب ــذب ن ــتگاه ج ــيله دس ) Uvikon930 Watford(وس

  .گيري گرديد اندازه
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  ۱۳۹۱/ چهارم شماره  / دومسال  / راعي و باغيوري محصولات زآتوليد و فر مجله

۱۶  

    خالص تثبيت شدهCO2ميزان 

اکـسيدکربن تثبيـت شـده از دسـتگاه قابـل          گيري دي  اندازه براي

. استفاده شـد ) Ciras-1, System, UK(حمل آناليزر مادون قرمز 

ميـزان غلظـت مبنـا در       . ها روي برگ گياه انجام شد      گيرياندازه

 خـالص بـه همـراه       ۲CO پاشيدن ميکروليتر بر ليتر با      ۳۶۰سطح  

 ۲۰۰ مقـدار  بـه ا چنين شـدت جريـان هـو      هم. هوا تنظيم گرديد  

.  درصـد تنظـيم شـد      ۷۰-۶۰ليتر در دقيقه با رطوبت نسبي       ميلي

با نـصب   .  بود لسيوسدرجه س  ۲۵±۱دماي داخلي اتاقک حدود     

 بـا رسـم منحنـي       ،لامپ هالوژن خارج از پنجره اتاقک دسـتگاه       

 ميکرومـول بـر     ۲۰۰۰ تـا    صـفر استاندارد اشباع نوري در دامنـه       

لص استاندارد و برحسب    اخ ۲CO  مقدار تثبيت  ،مترمربع بر ثانيه  

  .تنظيم گرديدبر مترمربع بر ثانيه  ۲CO ميکرو مول واحد

  

  س کلروفيلناپارامترهاي فلورس

 با استفاده از دسـتگاه قابـل حمـل          Fv/Fmپارامترهاي نسبت   

 افــزارو برنامــه نــرم) PAM-2000,Walz,Germany(فلــومتر 

DA-2000 walz به محاس ـ )۱۸( براساس روش کروس و وايس

  .گرديد

  

  RNAاستخراج 

مـايع همـوژنيزه    نيتـروژن    گرم نمونه منجمـد بـرگ در         ۳مقدار  

ــد ــدار .گردي ــي۱۰ مق ــل و   ميل ــر  فن ــي۱۵ليت ــافر   ميل ــر ب ليت

(100_mM_Tris-HCl_pH_9, 200 Mm NaCl, 5 mM 
Dithiotheitol, 1% (w/v), 20mM_EDTA) سـپس  . افزوده شد

دقيقـه انجـام    ۱۰ت   در دقيقه بـه مـد      ۳۰۰۰سانتريفيوژ با دور    

آوري و با افـزودن مقـدار         لوله به آرامي جمع    يمايع بالا . شد

 بار به همين ترتيـب      ۳ تا   ۲مساوي کلروفرم عمل سانتريفيوژ     

مولار افزوده  ۸  ليتيوم کلرايد حجم۳۳/۰ مقدار. تکرار گرديد

. گرفت  به مدت يک شب قرار     لسيوس درجه س  ۴در دماي    و

 ۱۰۰۰۰ها با سـرعت   ريفيوژ لولهبا انجام سانتRNA استخراج 

 لـسيوس  درجه س  ۴ دقيقه در دماي     ۱۰دور در دقيقه به مدت      

 اسـتخراجي بـا اتـانول       RNAپس از شستـشوي     . ادامه يافت 

 لـسيوس  درجـه س - ۷۰در فريـزر    2µg/µl در غلظـت  ۷۰%

  .نگهداري شد

  

دار فـسفر راديـو      نشان DNA با کاوشگر    RNAهيبريداسيون  

  )ن بلاتنورتر آناليز(اكتيو 

.  به ژل آگارز و الکتروفـورز آن انجـام شـد     RNAدر ابتدا انتقال    

 به غـشاي نـايلوني      RNA اضافي ژل،    يها  پس از حذف قسمت   

Hybond N+ (Amersham)  بـاافزودن NaOH ۰۵/۰  مـولار در 

ــدت حــداقل  ــد ۱۰م ــل گردي ــور انجــام  . ســاعت منتق ــه منظ ب

 )۱جـدول   (هاي مورد مطالعـه     کلون  ابتدا کاوشگر  ،هيبريداسيون

کاوشگر تك رشته را    . سازي شد  به وسيله ستون سفاروز خالص    

 افزوده و بـه مـدت يـك         RNAدر محيط بافري به غشاء حامل       

غـشا را بـا   .  قـرار گرفـت  لـسيوس  درجـه س ۶۵شب در شـيكر    

 شستشو و پس از خشك كـردن در         SSC/1%SDS×0.2محلول  

 ۲۴ به مـدت     لسيوس درجه س  -۷۰در فريزر    x-rayكاست فيلم   

  .ساعت نگهداري كرده و سپس ظاهر گرديد

  

  نتايج و بحث

  عملکرد دانه

 گرم ۸۰۰(ميزان عملکرد دانه در شرايط حذف کامل برگ پرچم 

 گـرم در    ۹۹۰(در مقايسه با وضعيت طبيعـي رشـد         ) در مترمربع 

داري بين  وت بسيار معني  ا تف ،برحسب انتظار . دکمتر بو ) مترمربع

اين موضوع . کور حاصل گرديد  مقدار عملکرد دانه در شرايط مذ     

 توسـط  سازي است دهنده نقش مؤثر برگ پرچم در ماده  که نشان 

  .)۱۷ و ۱۵(گزارش شده است نيز  پژوهشگرانساير 

  

  ميزان کلروفيل

 ۱شکل  ها در     ساير برگ  ومتوسط مقادير کلروفيل در برگ پرچم       

ميـزان تغييـرات کلروفيـل طـي مراحـل           .نشان داده شده اسـت    

 در مـورد سـاير      مسألهاين  . ي روند کاهشي نشان داد    بردار نمونه

ها   در تمام نمونه   aمقدار کلروفيل   . ها شدت بيشتري داشت    برگ

   ممکن است به    مسألهاين  .  بود bبيشتر از مقدار متناظر کلروفيل      
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  …يند پيري در برگ آهاي فتوسنتزي و فر ه مولکولي و بيان ژنطالع م

۱۷  

  ت مربوطها کلون شده مورد استفاده و اطلاعيها ليست ژن. ۱دول ج

  عمنب  نقش و فعاليت  نام اختصاري کلون

RBCS  ژن فتوسنتزي کدکننده آنزيم روبيسکو  Mackerness et al., 1999 

LhcII   ژن فتوسنتزي کدکننده کمپلکس پروتئين فعال در فتوسيستمII  Escoubas et al., 1995  

Cab  ژن فتوسنتزي کنترل انرژي نوري  Escoubas et al., 1995  

MTI  نيژن متالوتاينين واجد نقش هموستاتيک آنتي اکسيدا  Navabpour et al., 2003  

CATI  ۲ کننده ميزان ژن کاتالاز کنترلO۲H   Buchanan Wollaston et al., 1997  

SODI  کننده ميزان يون سوپر اکسيد ژن سوپر اکسيد ديسموتاز کنترل  Mackerness et al., 1999 

SAG12  ژن اختصاصي پيري کدکننده سيستئين پروتئاز  Noh and Amasino, 1999  

  

  
کـد  (هـا    حداکثر رشد رويشي سـاير بـرگ  .۱ :برداري شامل هاي نمونه  ها طي زمان    در برگ پرچم و ساير برگ      b و   a ميزان کلروفيل    .۱شکل

GS35 کد  ( ظهور کامل برگ پرچم      .۲ ،) زادوکسGS39 کد  ( پرشدن دانه    .۳و  )  زادوکسGS71 ميزان کلروفيل برگ پرچم    .  است ) زادوکس

مقدار خطاي معيار براي هر     .  نمونه تصادفي برگ انجام شد     ۴ها در هر مرحله از       محاسبه ميانگين . گيري شد  اندازه ۳و   ۲هاي مراحل    در نمونه 

  .نشان داده شده استدر شکل ميانگين 

  

 a بـه    b و يـا تبـديل کلروفيـل         b کلروفيـل    تر  يعدليل تجزيه سر  

 و  aو کار فيزيولوژيک چرخه تبديل کلروفيل        اگرچه ساز . باشد

b ًو يمياييمکــانيزم شــدو ولــي ) ۳۵( نيــست مــشخص کــاملا 

 و  aمقادير کلروفيل   ). ۱۶ (نداآنزيمي در اين ارتباط معرفي شده     

b، م برتـري   چ در بـرگ پـر     ،خصوص در مراحل پاياني رشد    ه   ب

توانـد    مـي مسألهاين . ها نشان داد   داري نسبت به ساير برگ    معني

 ليـد پـرچم در تو   از نقش ارزنده برگ      بيجيه فيزيولوژيک خو  تو

ــه را فــريمــاده فتوســنتز ). ۱۷(هم آورد ا در زمــان پرشــدن دان

 با توجه بـه نقـش       ،b و   a نزديک بودن مقادير کلروفيل      چنين هم

  ).۲(درخور توجه است ، II و Iآنها در سيستم فتوسنتزي 
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  ۱۳۹۱/ چهارم شماره  / دومسال  / راعي و باغيوري محصولات زآتوليد و فر مجله

۱۸  

  ۲COميزان تثبيت 

بـرگ پـرچم و      Fv/Fmلص و شاخص    ا خ ۲COميزان تثبيت   

ميـزان تثبيـت    . نشان داده شده است    ۲شکل  ها در    ساير برگ 

۲CO            خالص در برگ پرچم بيشتر از مقدار مربوطه در سـاير

ــرگ ــل      ب ــي مراح ــدار آن ط ــاهش مق ــد ک ــود و رون ــا ب ه

. برداري شدت بيشتري نسبت به برگ پـرچم نـشان داد    نمونه

 در برگ پرچم ضـمن برتـري        Fv/Fmچنين ميزان نسبت     هم

 مراحـل پايـاني     ها، ثبـات بيـشتري طـي       نسبت به ساير برگ   

رسـد    چنين به نظر مـي   ،بر اين اساس  . برداري نشان داد   نمونه

يند پيري تـداوم    آکه فعاليت فتوسنتزي در برگ پرچم طي فر       

 که در ارقام با پتانسيل بـالاي        مسأله اين   .بيشتري داشته است  

تواند به دليل ميزان بـالاي      مي) ۱۹(توليد گزارش شده است     

ــروتئين  ــدLhcپ ــود ا.  باش ــفحات  وج ــروتئين در ص ــن پ ي

تيلاکوئيد کلروپلاست مـانع از بـروز اکـسيداسيون تشعـشع           

 و بــه تبــع آن ROSنــوري و کنتــرل توليــد ســطوح بــالاي 

بيـان بيـشتر ژن     ). ۱۹(گردد  جلوگيري از تنش اکسيداتيو مي    

Lhc  برداري در بـرگ پـرچم در مقايـسه          هاي نمونه   طي زمان

شـاخص سـطح    تـر   هـا و سـطوح نـسبي پـايين         با ساير برگ  

مؤيـــد صـــحت ايـــن ) TBRAM(اکـــسيداسيون ســـلولي 

نتايج مشابهي توسط سـاير محققـين در        . باشدگيري مي  نتيجه

 نتـايج  ،در عين حـال ). ۳۷(اين خصوص گزارش شده است  

 بـه   مـسأله ايـن   . متفاوت بود ) ۳۶(مطالعه سبات و همکاران     

ها در بـرگ جـدا       گيريدليل روش بررسي آنها و انجام اندازه      

ج يرسـد نتـا    بـه نظـر مـي     .  از گياه حاصـل شـده اسـت        شده

قـت عمـل بيـشتري      دروي گيـاه     يگير از اندازه  آمده دست به

  .داشته باشد

  

  )TBARM(شاخص اکسيداسيون سلولي 

ينـدهاي  آ با تشديد فر   يا   پيري برگ مرحله   ،از منظر مولکولي  

هـاي فعـال     اکسيداتيو اسـت کـه طـي آن فراوانـي راديکـال           

ها زياد اسـت و      تعداد اين راديکال  ). ۲۸(د  رو اکسيژن بالا مي  

 از  .عموماً طـول عمـر کوتـاهي در حـد اعـشار ثانيـه دارنـد               

از . شوند  در واکنش تبادلي مرتباً به يکديگر تبديل مي        ،طرفي

هـاي پـر هزينـه       گيري مستقيم آنها توسط کيت     اندازه ،اين رو 

اگر چه ميسر است ولي برخـي اوقـات بـه دليـل پيچيـدگي               

در ايـن   ). ۱۴( را ندارنـد     يهـا دقـت کـاف      اين روش  ،کاربرد

 ضـمن سـهولت نـسبي    TBRAMفاده از سنجش    ت اس ،ارتباط

 بل توجهي داشته و در مطالعات زيادي مـد        ا دقت ق  ،انجام آن 

در  TBRAMنتايج سـنجش    ). ۳۲ و   ۷(نظر قرار گرفته است     

ميزان شـاخص   .  نشان داده شده است    ۳شکل  اين مطالعه در    

TBRAMــه در بــرگ پــرچ ــرداري م طــي دو مرحلــه نمون  ب

کـه در مـورد سـاير         در حالي  ،تفاوت چشمگيري نشان نداد   

 ـ يـش  برگ افـزا   يپيرشرفت روند   يها با پ   برگ  در  يارد  ي معن

رسد کـه ثبـات بيـان       به نظر مي   . حاصل شد  TBRAMمقدار  

برداري در بـرگ     هاي پاد اکسيدان طي مراحل نمونه      نسبي ژن 

 دليل مـوجهي در     )۴شکل  (ا  ه پرچم در مقايسه با ساير برگ     

بـين  ) -۷۶/۰(دار  همبستگي منفـي و معنـي   .اين ارتباط باشد  

  .دست آمده  و ميزان کلروفيل بTBRAMمقادير 

داري نيـز بـين      همبستگي منفي و معنـي     ،به طور مشابهي  

TBRAM     ۲ و ميزان تثبيتCO) ۶۸/۰- (   بـالا  . ملاحظـه شـد

عـال   ف يهـا   مبين فراوانـي راديکـال     TBRAMبودن شاخص   

ــس ــدت فرياک ــآژن و ش ــسيدهاين ــتيداتيو اک ــولاً  . اس اص

ــادهــاي  غلظــت ــسيداسيون   راديکــالزي ــور در اک هــاي مزب

هـا، اسـيدهاي نوکلئيـک و        هاي حياتي نظير پروتئين    مولکول

که سـطوح متعـادل ايـن     حالي  در .)۱۱(ها نقش دارند     چربي

بـراي ايجـاد   هـا   ها در القاي سازگاري نـسبي سـلول        راديکال

هاي حياتي سلولي واجد اهميت زيـادي اسـت          فعاليتتداوم  

 چنـين  ، و با توجه به نتايج ايـن مطالعـه         ،بر اين اساس  ). ۲۰(

هاي سـلولي در بـرگ       رسد که تداوم روند فعاليت     به نظر مي  

 يا  ها بـه طـور قابـل ملاحظـه         پرچم در مقايسه با ساير برگ     

  .بيشتر بوده است

  

  ها بيان ژن

 در  يادي ـ با اندک تفاوت، شباهت ز     ي فتوسنتز يها روند بيان ژن  
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  …يند پيري در برگ آهاي فتوسنتزي و فر ه مولکولي و بيان ژنطالع م

۱۹  

  
 حـداکثر رشـد     .۱ :هـاي نمونـه بـرداري شـامل        ها طي زمان    در برگ پرچم و ساير برگ      Fv/Fm و نسبت    ۲CO  ميزان خالص تثبيت   .۲شکل  

. ت اس ـ ) زادوکس GS71کد  ( پرشدن دانه    .۳و  )  زادوکس GS39کد  ( ظهور کامل برگ پرچم      .۲ ،) زادوکس GS35کد  (ها   رويشي ساير برگ  

.  نمونه تـصادفي بـرگ انجـام شـد         ۴ها در هر مرحله از       محاسبه ميانگين .  انجام شد  ۳ و   ۲گيري مقادير در مورد برگ پرچم در مراحل         اندازه

  .نشان داده شده استدر شکل مقدار خطاي معيار براي هر ميانگين 

  

  
 حـداکثر رشـد   .۱ :ل شـام يبردار  نمونهيها  زمانطي ها در برگ پرچم و ساير برگ   ) TBRAM( ميزان شاخص اکسيداسيون سلولي      .۳شکل  

.  اسـت  ) زادوکس GS71کد  ( پرشدن دانه    .۳و  )  زادوکس GS39کد  ( ظهور کامل برگ پرچم      .۲ ،) زادوکس GS35کد  (ها   رويشي ساير برگ  

مقـدار  . ادفي برگ انجام شد    نمونه تص  ۴ها در هر مرحله از       محاسبه ميانگين .  انجام شد  ۳ و   ۲ در مورد برگ پرچم در مراحل        TBRAMميزان  

  .نشان داده شده استدر شکل خطاي معيار براي هر ميانگين 
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  ۱۳۹۱/ چهارم شماره  / دومسال  / راعي و باغيوري محصولات زآتوليد و فر مجله

۲۰  

  
 حـداکثر   .۱: بـرداري شـامل    مراحل نمونه . ها در جو زراعي   هاي فتوسنتزي و پيري در برگ پرچم و ساير برگ         مقايسه روند بيان ژن   . ۴شکل  

 ) زادوکـس GS71کـد  ( پر شدن دانه .۳و)  زادوکسGS39 کد(گ پرچم  ظهور کامل بر.۲ ،) زادوکسGS35کد (ها رشد رويشي ساير برگ

بـا انتقـال غـشا بـه کاسـت          . هاي فوق هيبريـد گرديـد      حساس با کلون   ي برگ انجام و با انتقال به غشا       RNAدر هر مرحله استخراج     . است

پاشي آب بر بـرگ پـرچم و        امل محلول به ترتيب ش  : ۲و  ۱شاهد   .شد نتايج به صورت فوق مرتب       ،راديوگرافي و ظهور فيلم راديوگرافي    

 سـاعت پـس از      ۴۸بـرداري    مـولار اعمـال و نمونـه        ميلـي  ۱پاشي نيترات نقره با غلظـت        تنش اکسيداتيو با محلول    .۱. ها ساير برگ 

ز پـس از   رو۵بـرداري   نمونه. بود) Ahco 2) peronospora parasitica  پاتوژن مورد استفاده ايزوله سازگار.۲. پاشي انجام شد محلول

  . استفاده شدrRNA 18s حصول اطمينان از ميزان بارگيري برابر در هر چاهک از به منظور. انجام شد) اسپورپاشي برگ(آلودگي 

  

در مـورد هـر سـه ژن        ). ۴شکل  ( مختلف نشان دادند     يها نمونه

 کـاهش محـسوسي در ميـزان        Cab و   RCBC  ،LhcII يفتوسنتز

پاشـي   ناشي از محلـول    تيوبرداري تحت تأثير تنش اکسيدا     نسخه

هـاي مزبـور بـا       اين روند کاهشي بيان ژن    .  ديده شد  نيترات نقره 

هـا   برداري در سـاير بـرگ      پيشرفت پيري برگ طي مراحل نمونه     

تواند دلالت بـر      مي مسألهاين  .  ديده شد  يا  طور قابل ملاحظه   به

هـا طـي تـنش اکـسيداتيو و مرحلـه            مسير مشترک بيان اين ژن    

ها در برگ پـرچم       ميزان کاهش اين ژن    .)۲۵(شد  پيري داشته با  

به طور قابل توجهي کمتر بود کـه بـا نتـايج حاصـله در مـورد                 

  رد مطابقـت دا   Fv/Fm و نـسبت     ۲CO مقادير کلروفيل، تثبيـت   

هـاي   بـرداري ژن   چنين افت ميزان نـسخه     هم). ۲ و   ۱ هايشکل(

ينـرو  از ا . زا نيز چندان زياد نبـود     مزبور تحت تأثير عامل بيماري    

رسـد   ت مسير ژنتيکي بيان آنها  محتمل بـه نظـر مـي            وامکان تفا 

اين پروتئين با .  کدکننده پروتئين متالوتاينين است MT1 ژن).۶(
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  …يند پيري در برگ آهاي فتوسنتزي و فر ه مولکولي و بيان ژنطالع م

۲۱  

وزن مولکولي کم و غني از اسيد آمينه سيستئين نقش مهمـي در             

 يهـا   در برخـي سـلول    ). ۲۸(هاي فلـزي سـمي دارد       کنترل يون 

هـاي فلـزي    ن ژن توسـط يـون     ها کنترل بيان اي     جانوري و قارچ  

ايــن ژن گــروه فــاميلي گــسترده داشــته و . پــذيرد يصــورت مــ

از اينـرو   . هاي زيـادي در بـين موجـودات مختلـف دارد           ايزوژن

نتايج ). ۷(  مختلف تنوع زيادي دارد    يها  الگوي بيان آن در اندام    

کننـده ايـن ژن در القـاي         از نقش تعيين  حکايت  برخي مطالعات   

 فعال اکـسيژن دارد     هاي  يکالر اکسيداني راد  مقاومت نسبت به اث   

در اين مطالعه نيز بيان قابل توجهي براي اين ژن در تيمار            ). ۲۸(

القاي تنش اکسيداتيو نيترات نقره و طي مراحل پيـري در سـاير             

ينـد  آچنين نقـش ايـن ژن در فر        هم). ۴ شکل(ها ديده شد      برگ

 ، پيري يندآفر رخدادها طي    ينتر از مهم . پيري حائز اهميت است   

تـر بـه       مسن يها   بزرگ پس از تجزيه از برگ      يها  انتقال مولکول 

 شـواهدي   ، از طرفـي   .)۵(باشـد     ي و دانـه م ـ    اي  يره ذخ يها  اندام

ــذي ــشرانکارناپ ــر نق ــاي   MT1 دال ب ــه دوام و بق  در کمــک ب

 اي  يـره مواد پروتئيني و ذخ   کامل   برگ به منظور انتقال      يها  سلول

 دليل موجهي   تواند  ي اين موضوع م   .)۲۸ و   ۶( به دانه وجود دارد   

 يهـا   برداري اين ژن در نمونـه      در تحليل بيان بالاي ميزان نسخه     

  .برگ پرچم باشد

واجــد نقــش آنتــي و  ، کدکننــده آنــزيم کاتــالاز CAT1ژن

سـازي راديکـال پراکـسيد      ايـن ژن بـا پـاک      . باشـد   ياکسيداني م 

. دارد ۲O ۲H  مهمـي در تنظـيم غلظـت      نقش) ۲O ۲H(هيدروژن  

بـه بـروز تـنش       هيـدروژن منجـر     پراکـسيد  زيـاد اگرچه غلظت   

، ولي براسـاس نتـايج      گردد  ي سلولي م  يها  اکسيداتيو و خسارت  

به عنـوان يـک      ۲O ۲H  متعادل يها  ثير غلظت أ ت ،برخي مطالعات 

هـاي سـلول     هـا و تنظـيم فعاليـت        فاکتور انتقال پيام در بيـان ژن      

ــده اســت   ــزارش ش ــه). ۳۳ و ۲۸، ۲۴(گ ــسيد پ،از آن جمل  راک

هـاي گيـاهي نقـش       هيدروژن در تشکيل ديواره ليگنينـي سـلول       

هـاي مـسير     چنين اين راديکال در بيـان ژن       هم). ۲۱( مهمي دارد 

 اتيلن، اسيد جازمونيـک و اسـيد سالـسيليک          يها  توليد هورمون 

هيـدروژن بـا افـزايش        پراکـسيد  ).۲۳(کنـد    نقش مهمي ايفا مي   

بندي باز و  ز الگوي زمان کينا MAPفعاليت مسير متابوليک آنزيم

 بررسـي   ،رو از ايـن  . )۲۹( نمايد  يها را تنظيم م    بسته شدن روزنه  

  و در پي آن تنظيم سـطح متعـادل ميـزان    CAT1ميزان فعاليت

۲O ۲H   بـرداري    ميزان نـسخه ،در اين مطالعه .  اهميت زيادي دارد

اين ژن در شرايط تنش اکسيداتيو نيتـرات نقـره و طـي مراحـل               

). ۴شـکل   (ها افزايش چشمگيري نـشان داد         ر برگ پيري در ساي  

بـر ايـن    . زا نيز ملاحظه شد   ثير عامل بيماري  أاين افزايش تحت ت   

 به ويـژه در مقـاطع نهـايي         ، وجود مسير ژنتيکي مشترک    ،اساس

  .رسد ي محتمل به نظر م،بيان ژن

 هـاي  ينکننده گروه پروتئ کد) SODI(ديسموتاز  ژن سوپراکسيد

سازي يون  صول آنزيمي اين ژن توانايي پاک     مح. متالوآنزيم است 

يــون سوپراکــسيد قابليــت تبــديل بــه . سوپراکــسيد را داراســت

در شرايط پيـري    ). ۴(هيدروژن را با شدت بالايي دارد        پراکسيد

 افزايش غلظت يون سوپراکسيد به عنـوان اولـين حلقـه            ،سلولي

 بنـابراين نقـش ژن  ). ۷ (دهـد  ي آزاد رخ م ـهاي يکالزنجيره راد

SODI  در کاهش فراواني يون سوپراکسيد و تعديل غلظت آن به

 از ، فعـال  هـاي   يکـال ثر در تنظيم غلظت متعادل ساير راد      ؤطور م 

 مهـم خواهـد     ،جمله پراکسيد هيدروژن و راديکال هيدروکـسيل      

 با توجه به شـدت مـضاعف فعاليـت يـون            مسأله اين   ).۲۹(بود  

و چنـدان  اهميتي د  DNAخسارت مستقيم آن به هيدروکسيل و

ثير سطوح متعادل يون سوپراکسيد در فعـال نمـودن          أت). ۴(دارد  

از طرفي اين   .  ثابت شده است   PR5  و PR1هاي دفاعي نظير     ژن

يون به عنوان يک مولکول انتقال پيام ثانويه با کنترل ميزان توليد            

ينـد  آ درگيـر در فر يهـا  هيدروژن روند بيان برخـي ژن  پراکسيد

 ،در ايـن مطالعـه    ). ۲۴ (نمايـد   يديل م ـ پيري و فتوسنتزي را تع ـ    

  ضـمناً  . نبـود  زيادطي مراحل پيري چندان      SODIميزان بيان ژن    

برداري در برگ پرچم و      اختلاف زيادي بين روند تغييرات نسخه     

 ـ        . ها ديده نشد    ساير برگ  ثير عامـل   أميزان بيـان ايـن ژن تحـت ت

 .زا نيز افزايش محسوسي نـسبت بـه شـاهد نـشان نـداد             بيماري

داري بـه تـنش     کـه ژن مزبـور واکـنش مثبـت و معنـي            حالي در

 بـه   ،براساس اين نتايج  . اکسيداتيو ناشي از نيترات نقره نشان داد      

 مسيرهاي ژنتيکي متفاوتي در بيـان ايـن ژن وجـود            رسد  ينظر م 

 کدکننده پروتئين آنزيمي سيستئين پروتئـاز       SAG12 کلون   .دارد
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  ۱۳۹۱/ چهارم شماره  / دومسال  / راعي و باغيوري محصولات زآتوليد و فر مجله

۲۲  

 هـاي   ينيدي پـروتئ   که نقش آن شکستن زنجيره پلي پپت       باشد  يم

 انتقـال مـواد     اصولاً.  آمينه است  يدهايبزرگ و تجزيه آنها به اس     

تنها از طريـق تجزيـه و تفکيـک         )  بزرگ يها  مولکول (اي  يرهذخ

اهميـت ايـن    ). ۲۵ (باشد  يپذير م  تر امکان   آنها به اجزاي کوچک   

ينـد پيـري بـا توجـه بـه ضـرورت انتقـال              آ در خـلال فر    مسأله

از نکـروز و مـرگ سـلولي بـسيار زيـاد       بزرگ قبل يها  مولکول

 تنهـا در مرحلـه      SAG12در ايـن تحقيـق بيـان ژن         ). ۲۷(است  

اين موضوع در سـاير  . ها چشمگير بود نهايي پيري در ساير برگ   

مطالعات نيز گزارش شده است و بر اين اساس اين کلون جـزو             

از . )۲۸ و   ۲۷،  ۵( اختصاصي پيري معرفـي شـده اسـت          يها  ژن

 ميزان بيان اين ژن در مرحله پر شـدن دانـه            ،وجهنتايج درخور ت  

 در مرحلـه نهـايي      SAG12 از آنجـا کـه ژن        .در برگ پرچم بود   

 برگ پرچم تداوم بيشتري در      رسد  ي به نظر م   ،شود يپيري بيان م  

، MTIي  هـا   بيان بالاي نـسبي کلـون     . سازي را داراست   ادامه ماده 

cab ،LhcII و RBCSباشد ييد اين موضوع مؤ م.  

  

  گيريجهنتي

از نظر برخي   ) واريته هوردآ (اهميت برگ پرچم در جو زراعي       

هـاي مهـم فتوسـنتزي و پيـري       صفات فيزيولوژيک و بيـان ژن     

ميـزان تغييـرات کلروفيـل      نتايج نشان داد که     . برگ بررسي شد  

  ميـزان تثبيـت    .شـت طي مراحل نمونه برداري روند کاهشي دا      

۲CO      يشتري نيز طـي     ثبات ب  بيشتر بود و   خالص در برگ پرچم

ان زمي ـ. هـا داشـت    برداري نسبت بـه سـاير بـرگ        مراحل نمونه 

شاخص سطح اکسيداسيوني سـلولي در خـلال مراحـل پيـري            

، RCBSهـاي فتوسـنتزي      بيـان ژن  . زيـاد شـد    سرعت   هبرگ ب 

LhcII   و Cab نسبي زيادي داشتند و با پيشرفت پيـري     شباهت 

هـاي   ژن بيـان  الگـوي . يافتندبرگ به طور قابل توجهي کاهش       

 و SODIهـــاي   ژن و شـــباهت زيـــادCATI و MTIپيـــري 

SAG12  طورکلي، نتايج مبين نقش مهم برگ        به .ندشت تفاوت دا

 بـا توجـه بـه       مـسأله ايـن   . پرچم در افزايش توليد دانه جو بود      

تداوم فتوسنتز، ميزان کلروفيل و سرعت نسبي کمتر بروز تنش          

ايـسه بـا سـاير      اکسيداتيو طي روند پيري در برگ پرچم، در مق        

هـاي فتوسـنتزي و    ضـمناً، فعاليـت ژن  . پذير بود ها، توجيه  برگ

هاي واجد نقش هموستاتيک در خلال پيري بيـان ممتـازي            ژن

  .در برگ پرچم نشان دادند
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