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  پارامترهاي فيزيولوژيك و بيوشيميايي در گياهان از بررسي برخي 
   تحت تنش شوريAtrecQl4Aيافته  جهش
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  1چكيده

گياه .  وظايف مهمي بر عهده دارندDNA در ترميم، رونويسي و نوتركيبي RecQاعضاي خانواده 
 RecQl4Aاديم كه از كار افتادن ژن نشان دما قبلاً . استRecQ همولوگ 7مدل ارابيدوپسيس داراي 

از  برخي ،در اين گزارش. دهد را تغيير ميهاي ژنوتوكسيك  تنشاز اربيدوپسيس پاسخ گياه به برخي 
گيري  تحت تيمار شوري اندازه  recQl4Aيافته پارامترهاي فيزيولوژيك و بيوشيميايي در گياه جهش

گياهان وحشي . ه استرس شوري را تعيين نمود در كنترل پاسخ گياه بRecQl4Aشد تا بتوان نقش ژن 
 NaCl اسكوگ حاوي - موراشي- آگاريها روي پليتدر قالب يك طرح كاملاً تصادفي يافته  و جهش

مار شدند صدمات وارده به يت NaCl مولار  ميلي150 و 100كه گياهان با  هنگامي. ندرشد داده شد
 .وجود نداشتپارامترهاي فيزيولوژيك و بيوشيميايي گيري   اندازهامكانبود كه زياد گياهان به قدري 

 . مقدار پروتئين كل محلول در پاسخ به شوري كاهش يافت،مولار كلريد سديم  ميلي75در غلظت 
يافته، وزن خشك و محتواي كلروفيل كمتري در مقايسه با   گياهان جهش، در پاسخ به شوري،علاوه هب

به . هاي وحشي بيشتر بود يافته از گياهچه هاي جهش ياهچهگياهان وحشي داشتند؛ ليكن قند كل در گ
مولار كلريد سديم تيمار شدند ميزان فعاليت آنزيم كاتالاز   ميلي75كه گياهان با  همين ترتيب هنگامي

كه افزايش غلظت  جالب توجه اين. يافته از فعاليت آن در گياهان وحشي بيشتر بود در گياهان جهش
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NaCl يافته  اكسيداز فقط در گياهان جهش فنل فعاليت آنزيم پليتا مولار باعث شد  ي ميل75 از صفر به
در تنظيم پاسخ گياه   RecQl4Aكند ژن اين نتايج پيشنهاد مي. داري كاهش يابد طور معني هب

ترتيب دانش محققان را در درك  كند و بدين  نقش اساسي ايفا مي NaClآرابيدپسيس به تيمار
  .دهد هاي محيطي افزايش مي ننده مقاومت گياهان به تنشك هاي كنترل سازوكار

  

  اكسيداز فنل ، كاتالاز، پراكسيداز، پليRecQl4A آرابيدوپسيس، :هاي كليدي واژه
  

  مقدمه
كه باعث بروز   معمولاً كليه عواملي     اما   ه نمود يتوان تعريف درستي از تنش ارا      راحتي نمي  چند به  هر

هـاي   شـوري يكـي از تـنش   . شـوند  گردند تنش ناميده مي مو گياه ميهايي در فرايند رشد و ن     ناهنجاري
 ـ    زنده مهم است كه بر كيفيت و ميزان بهره        غير ). 1982بـوير،   (ثير نـامطلوبي دارد     أوري گياهان زراعي ت

 سـطح    درصد 75ك به   ياي كه نزد   اند به گونه   ن را اشغال كرده   ي شور مناطق وسيعي از كره زم      يها خاك
 ـدي مقاياد بوده و حاو يها ز  آندر  اند كه غلظت نمك       پوشانده يياهايدر را   ياره خاك ين س يا  ي ازر فراوان
ت گـرفتن حيـات از درياهـا        أبا توجه بـه نـش     . باشند يم م يزيم، كلر و من   يم، پتاس ي همچون سد  ييها وني

 تنش شوري اولين نوع تنش محيطي است كه موجودات زنـده در طـول تكامـل بـا آن مواجـه                      احتمالاً
  ).1996اينگر و ردي، (فزايشي است صورت ا ها در تحمل شوري به  و بيشتر اوقات اثر آناند شده

) الـف . تواند رشد و نمو گياهـان را محـدود كنـد            از طريق دو مسير مي     طور عمده   بهشوري محيط   
ايجاد سميت توسـط مقـادير اضـافي        ) كاهش پتانسيل اسمزي خاك و القاي تنش كم آبي در گياه و ب            

بار شوري بـر رشـد و نمـو گياهـان            هاي متعددي در كاهش اثرات زيان      ژن. كننده شوري جادهاي اي  يون
 ،دهند و برخـي ديگـر       افزايش مي  در مقابل خشكي  را  ها تحمل گياه     برخي از اين ژن   . كنند نقش ايفا مي  

رچند ه. كنند ل گياه محصور مي   ئها را در واكو     و يا آن   دهند  ميتجمع املاح اضافي را در گياهان كاهش        
 زيـادي  اطلاعاتاما هاي اثر شوري بر رشد و نمو گياهان مورد بررسي قرار گرفته است،  برخي از جنبه 

  . در دست نيستDNAمستقيم شوري بر متابوليسم يا غير از اثرات مستقيم و
 در گياهــان جــنس RecQl4Aدر مطالعــات قبلــي مراحــل جداســازي و بررســي مولكــولي ژن  

ژن ). 2005 ، و همكـاران   نجـار   باقريـه ؛  2004 نجـار،   باقريـه ( داده شـد     س بـه تفـصيل شـرح      ياربيدوپس
RecQl4A     متعلق به خانواده RecQ    از هليكازهاي DNA     اربيدوپـسيس   گياهان جـنس   است كه در 

 در شـرايط رشـد      RecQl4Aيافتـه    دهنـد گياهـان جهـش      ها نشان مي   بررسي.  همولوگ است  7داراي  
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زننـده   عوامل صـدمه  از  ها به برخي      ليكن حساسيت آن   دارندوت آشكاري با گياهان وحشي ن     طبيعي تفا 
 ، و دايكـول   نجـار   باقريه (باشد  بيشتر مي  از جمله متيل متان سولفونيت و اشعه ماوراي بنفش           DNAبه  

) HR( 1كارگيري يك روش مولكولي نشان داده شد فراواني نوتركيبي همولوگي          ه با ب  ،چنين هم). 1386
آنچـه هنـوز    ). 2005 ، و همكـاران   نجـار   باقريـه ( از گياهان وحـشي اسـت        يافته بيشتر  در گياهان جهش  

هاي محيطي از جملـه       در كنترل پاسخ گياه به ساير تنش       RecQl4Aمشخص نيست نقش احتمالي ژن      
  . حرارتي استيها شوري، خشكي و تنش
و پارامترهاي فيزيولوژيـك و بيوشـيميايي گياهـان وحـشي           از   با مقايسه برخي     ،در پژوهش حاضر  

تـا چگـونگي دخالـت ايـن ژن در كنتـرل      است تلاش شده  تحت تيمار شوري  recQl4Aيافته جهش
  .پاسخ گياه به استرس شوري مورد مطالعه قرار گيرد

  
  ها مواد و روش
دن ش ـ براي استريل.  بودArabidopsis thaliana گونهگياه مورد استفاده در اين آزمايش : روش كشت

بذرها بعد از استريل كـردن و خـشك         . استفاده شد  درصد   20 آب ژاول    -نول درصد اتا  80محلول  بذرها از   
 اسكوگ و سـاكاروز منتقـل       - موراشيگ -متري حاوي محيط كشت آگار      سانتي 10 يها شدن به درون پليت   

 21دماي   در به اطاقك رشد     پس،س و   ندگراد نگهداري شد    درجه سانتي  4 روز در دماي     4مدت   گرديده و به  
صـورت   آزمـايش بـه  . نـد يافتل انتق ـا سـاعت  16 درصد و دوره نـوري       65، رطوبت نسبي    دگرا  سانتي درجه

 و  WS آرابيدوسـيس شـامل      يهـا  فاكتور اول واريته  .  تصادفي اجرا گرديد   فاكتوريل و در قالب طرح كاملاً     
Col-0  ها در ژن    آن يها يافته  و جهش RecQl4A 4ترتيب شامل    بهA   و G350      و فاكتور دوم، شوري در 

گياهان بعد .  درصد بود100، با خلوص NaClصورت   مولار و به    ميلي 150 و   100،  75،  50ح شاهد،    سط 5
  .ندمنظور آناليزهاي كمي و كيفي به آزمايشگاه منتقل شد  روز به21از 

هاي محلول با اسـتفاده از روش        ها و پروتئين   عمل استخراج آنزيم  : گيري فاكتورهاي بيوشيميايي   اندازه
 گرم از بافت برگ تازه      05/0مقدار  . به شرح زير انجام شد    ) 2000(و ليو و هانگ     ) 1976(كار و ميشرا    

 همـوژن شـد و   8/6 مولار با اسيديته 1/0ليتر بافر فسفات      ميلي 2در هاون چيني سرد و در ظرف يخ با          
 فـاز  .گراد سـانتريفيوژ گرديـد    درجه سانتي4 دور در دقيقه در دماي 13000 دقيقه در 15مدت  هسپس ب 

گيري فعاليـت سـه آنـزيم كاتـالاز، پراكـسيداز و             دست آمده براي اندازه    هب) سوپرناتانت( عصاره   يبالاي

                                                 
1- Homologous Recombination 
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گيـري فعاليـت     انـدازه . هاي محلول مورد استفاده قرار گرفت       مقدار پروتئين  ،چنين اكسيداز و هم   فنل پلي
 pH 7 ،100مولار با   ميلي50ديم ليتر بافر فسفات س  ميلي85/2ليتر شامل   ميلي3كاتالاز در حجم نهايي 

واكنش بـا افـزودن     .  ميكروليتر عصاره آنزيمي انجام شد     50 مولار و    45/0ميكروليتر پراكسيد هيدروژن    
 ـ                    وسـيله دسـتگاه     هعصاره آنزيمي آغاز گرديد و تغييـرات جـذب محلـول واكـنش نـسبت بـه شـاهد ب

 ثانيـه   10 دقيقه در فواصل زمـاني       2مدت   به  نانومتر 240اسپكتروفتومتر در مد سينتيك و در طول موج         
ضريب ( تجزيه شده    اساس ميكرومول پراكسيد هيدروژن   ر نهايت فعاليت آنزيم كاتالاز بر     د. ثبت گرديد 
فعاليـت  . بيـان گرديـد   ) گـرم پـروتئين    ازاي يـك ميلـي     متر در دقيقه به    مولار بر سانتي    ميلي 40خاموشي  

معـرف مـورد نيـاز      . گيري شد   نانومتر اندازه  470طول موج   گاياكول پراكسيداز نيز در مد سينتيك و در         
 توسـط   2O2Hهاي ناشـي از تجزيـه        پراكسيداز، گاياكول بود كه در حضور الكترون       براي فعاليت آنزيم  

 79/2مخلـوط واكـنش شـامل        ليتـر   ميلي 3. كند آنزيم به تتراگاياكول تبديل شده و رنگ قرمز توليد مي         
 مـولار و    45/0 ميكروليتر پراكسيد هيـدروژن      pH 7  ،100مولار با     ميلي 25ليتر بافر فسفات سديم      ميلي

گيــري فعاليــت آنــزيم  بــراي انــدازه.  ميكروليتــر گايــاكول بــود100 ميكروليتــر عــصاره آنزيمــي و 10
فـسفات   ليتر مخلوط واكنش شامل بافر      ميلي 3 .عنوان معرف استفاده شد    اكسيداز، از پيروگالل به    فنل پلي
فعاليـت  .  ميكروليتر عـصاره آنزيمـي بـود       100مولار و   ميلي 10، پيروگالل   8/6ر با اسيديته    مولا  ميلي 25

 .گيري شد اساس شدت رنگ نارنجي پورپوروگالين توليد شده اندازه نانومتر بر420 موج آنزيم در طول
گـرم   لـي ازاي يـك مي    متر در دقيقه بـه     مولار بر سانتي   بر ميلي  47/2ضريب خاموشي براي پورپوروگالين     

  ).2002رزندو و همكاران، (باشد  پروتئين مي
از هـر   ليتـر    ميكرو 50. انجام شد ) 1976(دفورد  هاي محلول به روش ميكرو برا      گيري پروتئين  اندازه

ليتر محلول برادفورد به آن اضافه گرديد   ميلي 5و سپس   شد  ه  اند ميكروليتر رس  100عصاره به حجم كل     
  . نانومتر خوانده شد595 جذب محلول در طول موج ، دقيقه15و بعد از ورتكس كردن و گذشت 

بـراي ايـن منظـور      . استفاده شده است  ) 1996(اوموكولو و همكاران    ها از روش    براي استخراج قند  
رم در هاون چينـي   درصد گ80ليتر اتانول   ميلي5 گياه را با يهاي هواي تر بخش   گرم از بافت   1/0مقدار  

از بعـد   . گراد قرار داده شـد      درجه سانتي  70قيقه در بن ماري در دماي        د 10مدت   خرد كرده و سپس به    
 80ليتر اتانول     ميلي 5و قسمت پاييني همراه با      شد  هاي محلول جدا     عصاره الكلي حاوي قند    ،اين مدت 

 بـار  4عمل استخراج با اتانول . گيري به حمام آب جوش منتقل گرديد درصد دوباره براي تكرار عصاره   
گـراد    درجـه سـانتي    70دست آمده در دماي      همنظور تبخير الكل، عصاره ب     عد از استخراج به   ب. تكرار شد 
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 با كلروفورم مخلوط گرديـد و       5 به   1دست آمده به نسبت      هب عصاره   ،ف كلروفيل براي حذ . قرار گرفت 
 مـدت  بـه دست آمده    ه عصاره ب  يفاز بالاي .  دقيقه به حال سكون رها شد      5مدت   بعد از ورتكس كردن به    

 جـدا شـده بـراي    يقسمت شـفاف بـالاي  . دگردي سانتريفيوژ دور در دقيقه 10000  سرعت دقيقه در10
گيـري   گيـري مقـدار قنـد بـا انـدازه      انـدازه . گيري مقدار قندهاي محلول مورد استفاده قرار گرفت  اندازه

 100رون را به ليتر محلول انت  ميلي 3. انجام شد ) 1950(ردي و همكاران     وسيله انترون طبق روش مك     هب
 دقيقه در حمـام آب جـوش قـرار داديـم و بـا اسـتفاده از                  20مدت   ميكروليتر از عصاره اضافه كرده، به     

  .گيري كرديم  نانومتر قند محلول را اندازه620اسپكتروفتومتر در طول موج 
 05/0براي اين منظـور مقـدار   . انجام گرفت ) 1949(گيري كلروفيل با استفاده از روش آرنون         اندازه

 ـ  .  درصد خـرد شـد     80ليتر استون     ميلي 5 گياه با    يتر بخش هواي   گرم از بافت   دسـت آمـده     همخلـوط ب
  عصاره جدا و   ي قسمت بالاي  ،سانتريفيوژ گرديد و در نهايت    دور در دقيقه     13000  دقيقه در  10مدت   به

تروفتومتري و در دو    گيري كلروفيل با استفاده از روش اسـپك        اندازه. ه شد دانليتر رس   ميلي 8حجم آن به    
  . انجام گرفت663 و 645طول موج 

VAA
gFW
mgChla ××−×= )]/()/[().( 645663 692712  

VAA
gFW
mgChlb ××−×= )]/()/[().( 663645 486922  

VAA
gFW
mgChltot ××−×= )]/()/[().( 663645 028220  

هـا    بار تكرار شـد و ميـانگين و خطـاي اسـتاندارد داده             4ها حداقل    گيري تمام اندازه  :محاسبات آماري 
 مورد  درصد99 دو طرفه در سطح student t-testها توسط آزمون  محاسبه گرديد و اختلاف ميانگين

  . قرار گرفتارزيابي
جهت بررسـي نقـش      :RecQl4Aيافته     و جهش  WSمقايسه الگوي تغييرات صفات در دو واريته        

ناشي از تنش شوري، تفاوت پاسخ به اين تنش در گياهـان  DNA  در ترميم صدمات RecQl4Aژن 
بـذرهاي گياهـان    .  مـورد بررسـي قـرار گرفـت        recQl4Aهـاي آن در ژن        يافته   و جهش  WSوحشي  

طـور كـه در بخـش مـواد و      آنNaCl هاي حاوي مقادير مختلـف   يافته فوق در پليت وحشي و جهش
ها خارج شـده و پارامترهـاي          روز، از پليت   21ها آمده است، كشت داده شدند و پس از گذشت             روش

  .گيري شد ها اندازه فيزيولوژيك و بيوشيميايي زير در آن
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  نتايج
ي بر وزن خشك گياهان وحشي      دار  معنيثير  أ ت ،مولار  ميلي 75افزايش مقدار شوري محيط كشت تا       

 75كـه در غلظـت       طـوري  يافتـه گرديـد بـه       باعث كاهش وزن خشك در گياهان جهـش        ،ليكن نداشت
نسبت به گياهان وحـشي كـاهش        درصد   50يافته تا     وزن خشك گياهان جهش    ،مولار كلريد سديم   ميلي

  ). الف-1شكل (فت يا
  

 
  

 
  )مولار ميلي(كلريد سديم 

   ، مقدار كلروفيل)، بصد آب نسبيدر) الف(كلريد سديم بر وزن خشك هاي مختلف  ثير غلظتأت -1شكل 
  . خطاي استاندارد نشان داده شده است±ها  ميانگين داده. )4A (يافته و جهش) WS (اربيدوپسيس وحشي  گياهان)ج

  
مولار محتواي آب نسبي را در هر دو واريته وحـشي             ميلي 75 محيط كشت تا     افزايش مقدار شوري  

ي آب واريتـه    ا محتـو  ،رسد صرف نظر از تيمار اعمال شـده        نظر مي  علاوه به  به. يافته كاهش داد   و جهش 
  ).ب -1شكل (يافته از واريته وحشي كمتر باشد  جهش
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 يافتـه كـاملاً    ان وحـشي و جهـش     الگوي تغييرات مقدار كلروفيل كل تحت تيمار شـوري در گياه ـ          
ي كـاهش   اندكمولار كلريد سديم      ميلي 50ي كلروفيل در غلظت     ا محتو ،در گياهان وحشي  . متفاوت بود 

يافته ابتدا افـزايش     ليكن در گياه جهش   .  افزايش يافت  ، مقدار آن  مولار  ميلي 75ولي با افزايش شوري تا      
). ج -1شـكل   (مـولار مـشاهده گرديـد        ي ميل ـ 75مولار و سپس كاهش در غلظـت          ميلي 50در غلظت   

توان افزايش مقدار كلروفيل در گياه وحشي را ناشي از كاهش محتـواي آب گيـاه در تيمـار                     مي احتمالاً
امـا  . مذكور دانست زيرا وزن خشك گياهان وحشي تحت تيمار شوري تغيير محسوسي نداشـته اسـت              

وزن خشك گياهان جهش يافته تحت تيمار       يافته همگام با كاهش      كاهش مقدار كلروفيل در گياه جهش     
  . به شوري دلالت داردRecQl4Aيافته  شوري است و بر حساسيت بيشتر گياهان جهش

-º  فعال مثل  هاي  انواع اكسيژن 
2O  ،OHº   2 وO2H     هاي اكسيداتيو قوي     تحت شرايط تنش و فعاليت

را مـورد هجـوم قـرار دهنـد         هـاي زيـستي      توانند همه انواع ملكول    طور معمول مي   شوند و به   توليد مي 
تـنش اكـسيداتيو نظيـر        ميزان فعاليت چند آنزيم فعـال در       ،رو از اين ). 2004دراسكيويكز و همكاران،    (

بـا توجـه بـه آناليزهـاي        . اكسيداز در اين تحقيق مورد بررسي قرار گرفـت         فنل كاتالاز، پراكسيداز و پلي   
ليت آنـزيم كاتـالاز در گياهـان وحـشي و            فعا ،انجام شده همگام با افزايش غلظت شوري محيط كشت        

كـه در     اين  بود خصوصاً  تريافته بسيار مشهود    اين افزايش در گياهان جهش     امايافته افزايش يافت     جهش
 از گيـاه    افتـه ي  فعاليت آنزيم كاتـالاز در گيـاه جهـش         ،مولار كلريد سديم    ميلي 50تيمار كنترل و غلظت     

لار كلريد سديم از فعاليـت كاتـالاز در گيـاه وحـشي پيـشي        مو  ميلي 75بود ولي در تيمار     كمتر  وحشي  
  ).الف -2شكل (گرفت 

روند تغييرات فعاليت آنزيم پراكسيداز تحت تيمار شوري در گياهان آزمايش شده با روند تغييرات               
 50بيشترين فعاليت پراكـسيداز در هـر دو واريتـه آزمـايش شـده در تيمـار                  . آنزيم كاتالاز متفاوت بود   

 از م پراكسيداز در گياهـان وحـشي   فعاليت آنزي،در تيمار كنترل. ر كلريد سديم مشاهده گرديد    مولا ميلي
مولار كلريـد سـديم ميـزان فعاليـت آنـزيم             ميلي 50كه در تيمار     در حالي . بودبيشتر  يافته   گياهان جهش 

مـولار    ميلـي  75كـه در غلظـت       يافته مشابه هم بود و جالب ايـن        پراكسيداز در گياهان وحشي و جهش     
  ).ب -2شكل (يافته از گياهان وحشي بيشتر بود  نزيم در گياهان جهشاين آ فعاليت ،كلريد سديم
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 برعكس روند تغييرات فعاليت آنزيم كاتالاز بـود         اكسيداز كاملاً  فنل روند تغييرات فعاليت آنزيم پلي    
هاي  در تمام غلظت  . كلي كاهش يافت  طور هاز اين نظر كه با افزايش غلظت شوري فعاليت آنزيم فوق ب           

 بيـشتر بـود   ي از گياهان وحشيافته جهشدر گياهان  ميزان فعاليت آنزيم پلي فنل اكسيدازمورد آزمايش  
  ).ج -2شكل (

را كاهش داد لـيكن در تيمـار        يافته   جهشتيمار شوري ميزان پروتئين محلول كل گياهان وحشي و          
يافته نسبت به گياهـان وحـشي        ر گياهان جهش  مولار كلريد سديم ميزان پروتئين كل محلول د         ميلي 75

ثير تيمـار شـوري     أت خلاف ميزان پروتئين محلول، ميزان قند محلول تحت       بر). الف -3شكل  (بيشتر بود   
 ميزان قند محلـول     ، مورد آزمايش  يها كه در تمام غلظت    جالب توجه اين  ).  ب -3شكل  (افزايش يافت   

  .بوديافته از گياهان وحشي بيشتر  در گياهان جهش
  

  
 

 
  )مولار ميلي(كلريد سديم 

اكسيدانت در گياهان اربيدوپسيس وحشي  هاي آنتي هاي مختلف كلريد سديم بر فعاليت آنزيم ثير غلظتأت -2شكل 
)WS (يافته  و جهش)4A( .خطاي استاندارد نشان داده شده است±ها  ميانگين داده .  
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  )مولار ميلي(كلريد سديم 

در گياهان ) ب (،قند محلول) الف(هاي مختلف كلريد سديم بر ميزان پروتئين محلول كل  ثير غلظتأت -3شكل 
  . خطاي استاندارد نشان داده شده است±ها  ميانگين داده. )4A (يافته و جهش) WS (اربيدوپسيس وحشي

  
دسـت   هيد نتايج بأيجهت ت: g350يافته   و جهش  Col-0مقايسه الگوي تغييرات صفات در دو واريته        

مـورد بررسـي    ) Col-0( در واريته كلمبيـا      g350 به نام    RecQl4Aيافته ديگر    آمده، يك لاين جهش   
 واريته كلمبيـا  ،طوركلي هب. تكرار گرديدWS  در خصوص لاين انجام گرفتههاي  قرار گرفت و آزمايش

ار اسـت   در مقايسه با واريته واسيلوسكيا نسبت به شرايط نامساعد محيطي از مقاومت بيشتري برخورد             
 بـا افـزايش غلظـت       ،g350يافته   گياهان جهش در گياهان وحشي واريته كلمبيا و       ). 2004،  نجار  باقريه(

 وزن تـر گياهـان      ،مولار كلريد سديم    ميلي 75ليكن در غلظت    . افتيكلريد سديم ميزان وزن تر كاهش       
).  الف-4شكل (د  از خود نشان داكلمبيا داري نسبت به گياهان وحشي  كاهش معنيg350افته ي جهش

 كـاهش وزن خـشك گياهـان واريتـه          بـر داري   ثير معني أمولار ت   ميلي 75افزايش غلظت كلريد سديم تا      
اي كه    باعث كاهش وزن خشك گياه گرديد به گونه        g350يافته   وحشي نداشت ليكن در گياهان جهش     

داري از وزن  عنـي طـور م  همولاركلريد سديم ب  ميلي75 در غلظت g350يافته  جهشوزن خشك گياهان    
 مقدار كلروفيل كـل در گياهـان        ،براساس نتايج حاصله  ). ب -4شكل  (خشك گياهان وحشي كمتر بود      

بود ليكن همگام بـا افـزايش       بيشتر  يافته   كلروفيل كل در گياهان جهش    مقدار  وحشي در تيمار كنترل از      
يافتـه از    ياهـان جهـش   صورت معكوس درآمد و مقدار كلروفيل در گ        ه اين رابطه ب   ،شوري محيط كشت  

دهند كه در واريته كلمبيا نيز از كار  اين نتايج نشان مي). ج -4شكل (د شكلروفيل گياهان وحشي كمتر   
  .دهد  حساسيت گياه به شوري محيط را افزايش ميAt RecQl4Aافتادن ژن 

يافتـه   مبيـا و جهـش    اكسيداز در گياهان واريتـه كل      فنل هاي كاتالاز، پراكسيداز و پلي     بررسي فعاليت آنزيم  
g350        ميزان فعاليت آنـزيم كاتـالاز در هـر دو واريتـه بـه               ، نشان داد همگام با افزايش شوري محيط كشت 
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نزيم پراكسيداز در هر دو واريته در اثر        آاز طرف ديگر، ميزان فعاليت      ). الف -5شكل  (تناسب افزايش يافت    
مولار كلريد سديم فعاليت آنزيم پراكسيداز در   ميلي75غلظت اي كه در  افزايش شوري كاهش يافت به گونه    

). ب -5شـكل   (داري از فعاليت پراكسيداز در گياهـان وحـشي كمتـر بـود               طور معني  هيافته ب  گياهان جهش 
ثير شـوري   أاكسيداز در هر دو واريته در اثر شوري محيط كاهش يافت ولي ت             فنل  فعاليت آنزيم پلي   ،همچنين

  ).ج -5شكل (بود كمتر  گياهان واريته كلمبيا از واريته واسيلوسكيا در كاهش فعاليت اين آنزيم در
ثير تيمار شوري بر مقدار پروتئين محلول كل و قند محلول در گياهان وحشي و               أطوركلي روند ت   هب

ثير آن در مقدار پروتئين محلول كل و قند محلول در           أ در واريته كلمبيا مشابه روند ت      g350يافته   جهش
اين نتايج  ).  الف و ب   -6شكل  ( در واريته واسيلوسكيا بود      AtrecQl4Aيافته   و جهش گياهان وحشي   

 AtRecQl4Aهـا ژن     اي كـه در آن     يافتـه  هاي مشاهده شده بين گياهـان جهـش        كند تفاوت  پيشنهاد مي 
 را AtRecQl4Aثير ژن أ مشابه است و براي اولين بار ت  غيرفعال شده است در دو واريته مختلف نسبتاً       

  .رساند ترل پاسخ گياه به شوري محيط كشت به اثبات ميدر كن
  

  بحث
گيري تعدادي از صفات كمي و كيفي در دو واريتـه آرابيدوپـسيس    با اندازهدر اين پژوهش نگارندگان     

مـورد  در كنترل پاسخ گياه به استرس شـوري   را نقش اين ژن ، RecQl4Aژنها در   آنيها يافته و جهش
 هليكازهـا اسـت كـه نقـش آن در           DNAز اعضاي خانواده    ا يكي   AtRecQl4Aژن  . بررسي قرار دادند  

هر چند هنـوز    ) 2005 ، و همكاران  نجار  باقريه( به اثبات رسيده     هان در گيا  DNAترميم صدمات وارده به     
  . ارايه نگرديده استهانشاهد مستقيمي مبني بر فعاليت هليكازي آن در گيا

 واريته اربيدوپـسيس آزمـايش شـده        4 را در    توده  زينتايج ما نشان داد تيمار شوري اعمال شده توليد          
 واريتـه گيـاهي موجـب      4مولار كلريد سديم در هـر         ميلي 150 و   100 تيمارهاي    كه اي كاهش داد به گونه   

رسـت   هـان شـيرين   ييدكننده آن است كه گياه آرابيدوپسيس جزء گيا       أاين نتايج ت  . توقف كامل رشد گرديد   
). 1988چيزمن،  (كند   بندي مي  هاي پيرتر بخش    يا آن را در بافت     نمايد  مياست كه جذب سديم را محدود       

 در مقايسه با گياهان وحـشي پـس از تيمـار بـا              recQl4Aيافته    ما نشان داديم كه گياهان جهش      ،علاوه هب
تـوان در توضـيح      از دلايلي كه مي   . ندت هس  كمتري برخوردار  توده  زيمولار كلريد سديم از       ميلي 75شوري  
عني كـاهش آب گيـاه      ي متصور شد يكي كاهش ميزان فتوسنتز است كه به دو جنبه شوري              توده  زيكاهش  

كاهش پتانسيل آب گياه موجـب      ). 1996اينگر و ردي،    (باشد   ميوابسته  و بر هم خوردن تركيب يوني آن        
دليل انقباض فـضاي     گردد كه به    الكترون فتوسنتزي مي    غيرفعال شدن انتقال   ،تنش اسمزي و در نتيجه    بروز  
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از ). 2002الاخوردي و همكـاران،     (دهد    پلاسمايي رخ مي   يدرون سلولي در اثر خروج آب از خلال غشا        
بال و همكاران،   (دهد    را كاهش مي   +Kويژه   هها ب  جذب ساير يون  هاي سديم     يون جذب زياد    ،طرف ديگر 

 بـازده كوانتـايي آزادسـازي اكـسيژن در اثـر عملكـرد نامناسـب              چنين شـرايطي موجـب كـاهش      ). 1987
چنـين تـنش     عوامل ذكر شده و هـم     ). 1987بال و همكاران،     (.شود مي،   است +K كه نيازمند    IIفتوسيستم  

 ـ   ) ROS (اسمزي ناشي از كمبود آب موجب تشكيل انواع اكسيژن فعال          ر اكـسيد   ـهمچون راديكـال سوپ
)º-

2O ( پراكسيد هيدروژن) 2O2H(     راديكال هيدروكـسيد ،)º-OH (    1و اكـسيژن منفـرد) 2O ( گـردد  مـي .
 سـلول را از طريـق       عـادي طور جدي متابوليـسم      ند به  هست  و قادر  باشند  ميهاي فعال اكسيژن، سمي      گونه

 با توجه بـه     .)1986ايميلي و لين،    (ها و اسيدهاي نوكلئيك مختل كنند        آسيب اكسيداتيو به ليپيدها، پروتئين    
 ايـن  )2005 همكاران، و نجار هيباقر(DNA در ترميم صدمات وارده به  AtRecQl4Aتئين دخالت پرو

 آسـيب   ،تنش اكسيداتيو و در نتيجـه     بروز  مولار كلريد سديم موجب       ميلي 75احتمال وجود دارد كه تيمار      
  .يافته را كاهش داده است  در گياهان جهشتوده زييق توليد رو از آن ط  گياهان شدهDNAبه 

  

   

 
  )مولار ميلي(كلريد سديم 

در گياهان ): ج ،مقدار كلروفيل): وزن خشك، ب: )الف (ترهاي مختلف كلريد سديم بر وزن  ثير غلظتأت -4شكل 
  . خطاي استاندارد نشان داده شده است±ها  ميانگين داده. )4A-12 (يافته و جهش )Col-0 (اربيدوپسيس وحشي

                                                 
1- Singlet Oxygen 
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  )مولار ميلي(كلريد سديم 

 اكسيدانت در گياهان اربيدوپسيس وحشي هاي آنتي هاي مختلف كلريد سديم بر فعاليت آنزيم ثير غلظتأت -5شكل 
)Col-0(يافته   و جهش)4A-12( .خطاي استاندارد نشان داده شده است±ها  ميانگين داده .  

 
ر د. يابـد  عموماً مقدار كلروفيل و مجموع كاروتنوئيدهاي برگ در تنش شديد شـوري كـاهش مـي               

 ، و در صورت طولاني شدن تنش شـوري يابد مي تحت تنش شوري كاهش كلروفيل ادامه      هاي پير  برگ
 پريـدا و    ،از طـرف ديگـر    ). 2000؛ آگاستين و همكـاران،      1999هرناندز و همكاران،    (ريزند   ها مي  برگ

 يم نردبـان  يش ضـخامت پارانـش    ياند كه در گياهان تحت تنش شـوري افـزا          گزارش كرده ) 2005(داس  
م ي افزايش محتواي كلروفيـل در ايـن نـوع پارانـش           ،ها و در نتيجه    شتر بودن تعداد كلروپلاست   يل ب يدل به
 حاضـر، ميـزان     پـژوهش در  .  اثر مثبت گـذارد    ي شور  تنش اهان تحت ي گ يت فتوسنتز يتواند بر ظرف   مي

اي متفاوتي  ه مولار كلريد سديم افزايش داشت و پاسخ        ميلي 75كلروفيل كل در گياهان وحشي تا تيمار        
 50هرچنـد تيمـار     . يافته در تغييرات مقدار كلروفيل كـل مـشاهده گرديـد           بين گياهان وحشي و جهش    

گرديـد، امـا تـأثير       4Aدار مقـدار كلروفيـل در گياهـان          مولار كلريد سديم موجب افـزايش معنـي        ميلي
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 كـه بـراي گيـاه       مولار كلريـد سـديم      ميلي 75 تيمار   ،از طرف ديگر  .  نداشت WSداري در گياهان     معني
 WSدار مقدار كلروفيـل در گياهـان         شود موجب افزايش معني    آرابيدوپسيس تنش شوري محسوب مي    

اين مطلب حاكي از آن     .  تا سطح تيمار شاهد گرديد     4Aداري در گياهان      اما موجب كاهش معني    گرديد
يـت فتوسـنتزي و در      اند در اين شرايط با افزايش مقدار كلروفيـل، ظرف          است كه هر دو گياه سعي كرده      

ثر در ايجاد ايـن پاسـخ در        ؤتفاوت غلظت نمك م   . نتيجه توانايي مواجه با تنش را در خود تقويت كنند         
باشـد    ناشي از حساسيت متفاوت اين گياهان نسبت بـه تـنش شـوري مـي                احتمالاً 4A و   WSگياهان  

اند در غلظـت     موفق نشده  نسبت به شوري، اين گياهان       4Aدليل حساسيت بيشتر گياهان      كه به  طوري هب
  . يا از تخريب آن جلوگيري نمايندبيشتر نمك مقدار كلروفيل خود را افزايش دهند

 در حال تعادل است اما در پاسـخ         ROSب  يد و تخر  ي كه تحت تنش قرار ندارند تول      ييها در سلول 
آلچـر  (ابد  ي يش م ي افزا ROSد  يخورد و تول   يب به هم م   يد و تخر  يان تول ي توازن م  يطي مح يها به تنش 

 يهـا  مي از آنـز   ييهـا  داز مثـال  ياكسيداز، كاتـالاز و پراكـس      فنل پلي ).1997؛ بوچانان،   2002و همكاران،   
هـا قـرار داشـته و        يتوكنـدر يها و م   زوم ياكس يها، گل  زوم يكاتالاز كه در پراكس   . باشند و مي يداتياكس يآنت

 و تـنفس را     يد شده در تنفس نـور     يروژن تول ديد ه يها وجود ندارد، اساساً پراكس     ظاهراً در كلروپلاست  
د شوري  اد نشان   پژوهش اين   يها داده). 2006ميشرا و گوپتا،    (كند   يه م يژن تجز يبه آب و مولكول اكس    

مولار كلريد سديم كـه بـراي       ميلي 75تيمار  . گردد  ميمحيط كشت موجب افزايش فعاليت آنزيم كاتالاز        
د باعـث افـزايش فعاليـت آنـزيم كاتـالاز در گياهـان              شـو  گياه آرابيدوپسيس تنش شوري محسوب مي     

 روند تغييـرات فعاليـت   ظاهراً.  نسبت به گياهان وحشي در هر دو واريته گرديد     recQl4Aيافته   جهش
هـا   گونـه از كـه فعاليـت آن در برخـي         طـوري  بستگي دارد به  گياه   گونه   نزيم كاتالاز در جريان تنش به     آ

  ).1992كينگ و همكاران، (يابد   كاهش ميها گونهاز افزايش و در برخي ديگر 
دار فعاليـت    مولار كلريد سديم موجب كاهش معنـي        ميلي 75چنين نشان دادند تيمار      نگارندگان هم 

 ياهي ـگ يهـا  بافـت  در دازهايپراكـس . اكسيداز در گياهان اربيدوپسيس گرديد     فنل آنزيم پراكسيداز و پلي   
 ديپراكـس   كننـده  مـصرف  عنـوان  بـه  آپوپلاسـت  در. ستا متفاوت ها آن عملكرد و دارند وجود مختلف

ا و  ي ـ ج ،پـژوهش ييد نتايج ارايه شده در اين       أ در ت  .كنند يم عمل فنل دكنندهياكس يها ميآنز و دروژنيه
فرنگي با كلريد سـديم موجـب كـاهش قابـل           اند كه تيمار گياهان نخود     گزارش كرده ) 2002(همكاران  

  .يم پراكسيداز گرديد ايزوآنز4ملاحظه بيان ژن مربوط به 
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  )مولار ميلي(كلريد سديم 

در گياهان ) ب (،قند محلول) الف(هاي مختلف كلريد سديم بر ميزان پروتئين محلول كل  ثير غلظتأت -6شكل 
  . خطاي استاندارد نشان داده شده است±ها  ميانگين داده. )4A-12(يافته  و جهش) Col-0(اربيدوپسيس وحشي 

  
. تواند مقدار پروتئين و قند گياه را كـاهش دهـد       فتوسنتز مي ميزان  وري با كاهش    كلي تنش ش  طور هب

تركيبـاتي بـا جـرم    خـود  ها و سيتوپلاسـم    حفظ تعادل يوني در واكوئلياهان برايگ، اما از طرف ديگر  
 از قبيـل گلـوكز و فروكتـوز كـه           ييهـا و قنـدها     يول مولكولي كم از قبيل پرولين، گلايسين، بتائين، پلي       

كه اين مـواد     دليل اين  به ).2002پريدا و همكاران،    (كنند   شوند را انباشته مي     اسموليت ناميده مي   موعاًمج
شوند  هاي سازگار ناميده مي     محلول  اصطلاحاً ،كنند هاي معمول بيوشيميايي ايجاد نمي     تداخلي با واكنش  

ته شدن متناسب با تغييـر اسـمزي   توان به انباش   ها مي  از اعمال اين اسموليت   ). 2003زيفانگ و لوئيشر،    (
كننـده جريـان ورودي      خارج سلولي در محدوده خاص، حمايت از ساختارها و تعادل اسمزي تقويـت            

دست آمـده در ايـن       نتايج به ). 2000هاسگاوا و همكاران،    (اشاره نمود   ) يا كاهش جريان خروجي   (آب  
 يها مقدار پروتئين محلول در لاين    دار   دهنده آن است كه تيمار شوري باعث كاهش معني          نشان پژوهش

 تيمـار   recQl4Aيافتـه    مختلف مورد آزمايش نسبت به گياهان شاهد گرديد اما فقط در گياهان جهش            
شايد بتوان ايـن پديـده را       . مولار كلريد سديم اين كاهش به اندازه گياهان وحشي نبود           ميلي 75شده با   

 recQl4Aهاي جديد در عـدم حـضور ژن          تز پروتئين ها و يا سن    پروتئيناز   افزايش هيدروليز برخي     اب
  .دانستمرتبط 

دليـل    به  نسبت به گياهان وحشي احتمالاً     recQl4Aيافته   افزايش قندهاي محلول در گياهان جهش     
عنـوان اسـموليت     توليد قندهاي محلول بـه آنها بهحساسيت بيشتر اين گياهان به تنش و پاسخ شديدتر          

 غياب احتمال دارد در     .اهش مقاومت گياه به شوري حاصل شده است       بوده است كه در جهت جبران ك      
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 توانايي ،ها را كاهش داده تا در نتيجه ، پتانسيل آب سلولافزايش مقدار قندهاي محلولrecQl4A ژن 
توان دو   دست آمده مي    به جدر مجموع با توجه به نتاي     . گياه را در جذب آب از محيط شور بهبود بخشد         

كـه    اول ايـن   :هـاي محيطـي متـصور شـد        م پاسخ گياه به تنش    ي در تنظ  RecQl4A نقش براي پروتئين  
 ـ  مـي  DNAدمات وارده بـه     ـبا تنظيم فرايندهاي مرتبط بـا تـرميم ص ـ         RecQl4Aپروتئين   واند در  ـت

 پروتئين با داشـتن دامـين        اين كه هاي محيطي نقش ايفا كند و دوم اين        ترل پاسخ گياه به برخي تنش     ـكن
EF-hand  بر دخالت در فرايندهاي مرتبط بـا تـرميم           علاوه گانه دارد و   نقشي دوDNA)     شـبيه سـاير
هاي محيطي از جمله شـوري و سـرما نيـز            طور مستقل در پاسخ گياه به تنش       هب) RecQ يها همولوگ

 در گياهان است كه با تفصيل مورد        RecQكه اين ژن اولين عضو از خانواده         با توجه به اين   . نقش دارد 
ده در ايجاد مقاومت به     ـودات زن ـر موج ـهاي آن در ساي    ولوگـگيرد و بررسي نقش هم     ر مي مطالعه قرا 

 AtRecQl4A با پروتئين خالص شده in vitro انجام آزمايشات  لذاشوري حايز اهميت نبوده است
  . بيشتر روشن سازددر كنترل متابوليسم گياهرا تواند نقش اين ژن  مي
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Abstract1 

RecQ family members play crucial roles in DNA repair, replication and 
recombination. The model plant Arabidopsis thaliana contains seven RecQ 
homologues. We already showed that inactivation of AtRecQl4A alters plant 
responses to genotoxic stress. In this report, some physiological and biochemical 
parameters in recQl4A mutant plants were investigated under salinity treatment. 
Wild type and recQl4A mutant plants were grown on Murashige and Skoog agar 
plates containing various concentrations of NaCl arranged in a completely 
randomized design. When plants were treated with 100-150 mM NaCl, damage to 
the plants was so high that we were not able to measure physiological or 
biochemical parameters accurately. In 75 mM NaCl, total soluble protein in all 
examined plant lines declined. In response to salinity treatment, mutant seedlings 
exhibited less dry weight and chlorophyll content, as compared to the wild type 
plants. However, total soluble sugar in the mutant seedlings was higher than that in 
wild type plants. Similarly, the catalase activity in the mutant plants was 
significantly higher than that of wild type, when plants were treated with 75 mM 
NaCl. Interestingly, increasing of NaCl concentration form 0 to 75 mM caused a 
significant reduction in the polyphenol oxidase activity in the mutant plants but not 
in the wild type plants. These results propose that the RecQl4A gene plays crucial 
roles in response of Arabidopsis plants to NaCl treatment and provide new insights 
in understanding mechanisms underlying plant salinity tolerance. 
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