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   )L. Triticum aestivum(ارزيابي مولكولي و بيوشيميايي دو رقم گندم نان 

 تحت تأثير تنش اكسيداتيو
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  23/1/96تاريخ پذيرش:                                                                           19/4/95تاريخ دريافت: 

  چكيده

يرات باعث تغيتنش ناشي از عناصر فلزي يكي از مشكلات جدي بازدارنده توليد محصول در سراسر جهان است. تنش فلزي 

ژن يهاي فعال اكساثرات مضر تنش فلزي با توليد مقدار زيادي گونه ،شود. اساساًميدر گياهان فنوتيپي، آنزيمي و بيان ژن 

(ROS) ژن يهاي فعال اكسگونهشود. اگرچه مقادير بالاي ايجاد مي(ROS) عنوان هاي پايين و متعادل بهاما در غلظت ،مضر است

امل تصادفي با سه صورت فاكتوريل در قالب طرح بلوك كبه يآزمايش ند. در اين بررسي،نكميعمل يك عامل سيگنالي و انتقال 

 2و  1، 0عامل تنش اكسيداتيو در سه سطح (عنوان به )3AgNOد. فاكتورهاي آزمايشي شامل نيترات نقره (شتكرار اجرا 

گندم روي دو رقم بودند كه مولار) ميلي 20و  10، 0در سه سطح ( تعنوان آنتي اكسيدان) بهDABCOمولار) و دبكو (ميلي

و  (TBARM) ، شاخص سطح اكسيداسيوني سلولb، كلرفيل aمورد ارزيابي شامل كلرفيل  صفاتد. شدناعمال  )فلات و تجن(

را كاهش  bو  aنتايج نشان داد كه تيمار نيترات نقره در سطوح بالا و بدون دبكو كلروفيل  .هاي متالوتيونين و گلوكناز بودبيان ژن

هاي متالوتيونين و ، تحت شرايط تنش ابتدا بيان ژناين آزمايش شد. بر اساس نتايج  TBARMداد و از طرفي موجب افزايش

هاي ن ژنترين سطح بياها كاهش يافت. بالاترين و پايينپس با افزايش سطح نيترات نقره بيان آنگلوكناز افزايش يافت و س

. شناسايي مولار نيترات نقره رخ دادميلي 2مولار و ميلي 1 ترتيب در تيمارهايبهتجن و فلات در هر دو رقم متالوتيونين و گلوكناز 

علاوه بر تحليل سازوكار تاثير سميت فلزات سنگين، امكان استفاده از اين  ،هاي مزبور در واكنش به تنش اكسيداتيونقش ژن

 آورد. هاي اصلاحي اعم از كلاسيك و مولكولي فراهم ميدر برنامهرا ها ژن

  

  متالوتيونين تنش فلزي، كلروفيل، گلوكناز،: هاي كليديواژه
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  مقدمه

 و رشد دهنده كاهش اصلي عوامل از محيطي هايتنش

 امنيت همواره آمده و شمار به زراعي گياهان عملكرد و نمو

ترين عنوان مهمبهكنند. گندم مي يدتهد در جهان را غذايي

گياه زراعي با بيشترين سطح زير كشت و گستردگي مناطق 

كار، همواره با توجه به كشت وسيع در اكثر مناطق  كشت

 .گيردهاي محيطي قرار ميدر معرض اغلب تنش جهان

كه اغلب تحت تأثير  )ROS( هاي آزاد اكسيژنراديكال

از  يابد،سلول افزايش ميها در هاي محيطي سطح آنتنش

ها نتئيو سنتز پرو هابيان ژنكنتزل ، علامتطريق انتقال 

دارند. ثبات وضعيت متابوليكي سلول  نقش مهمي در

به تنش نشان  مختلفيهاي هاي گندم پاسخژنوتيپ

هاي فيزيولوژيكي گوناگوني در دهند. بنابراين مكانيزممي

كه اين موضوع  دارندنقش تنظيم سطوح مقاومت به تنش 

حاكي از تنوع ژنتيكي قابل ملاحظه در گياه گندم است 

)Shao et al., 2007 .(توليد افزايش با محيطي هايتنش 

مانند  هاي حياتي سلوللمولكو به فعال اكسيژن انواع

 كرده وارد آسيب هاپروتئين و هاي نوكلئيكها، اسيدچربي

 Apleنمايند (ميمختل  را سلول نهايت متابوليسم در و

and Hirt, 2004 غلظت زياد فلزات سنگين در اكثر .(

كنند. از جمله علايم قابل مشاهده هان ايجاد سميت ميگيا

سميت در گياهان در معرض فلزات سنگين كلروزه و نكروزه 

باشد كه معمولا به توقف رشد ريشه و اندام ها ميگبرشدن 

فلزات  .)Pendey and Sharma, 2002انجامد (هوايي مي

توانند با رقابت با ساير عناصر مورد نياز گياه در سنگين مي

يند نماايجاد ها و تغذيه معدني گياه اختلال جذب آن

)Orcutt and Nielsen, 2000(.  از طرف ديگر فلزات

هاي هاي حساس مولكولجذب شده با اتصال به بخش

 را مختلها متابوليسم طبيعي سلول زيستي و با مهار آن

). فلزات سنگين Pendey and Sharma 2002نمايند (مي

 و تشكيل پيوند دادههاي نوكلئيك از جمله نقره با اسيد

بدين ترتيب سبب تجمع و تراكم كروماتين و تثبيت مارپيچ 

از فرايند رونويسي  جلوگيريو به دنبال آن  DNAمضاعف 

ه مقدار ). در نتيجBeyer et al., 1991گردند (و ترجمه مي

د توانبيش از حد نياز يك عنصر ضروري يا غير ضروري مي

اثر مخربي روي رشد و نمو گياه داشته باشد. بنابراين، 

تر از آستانه هان بايد عناصر ضروري را تا حد پايينگيا

سميت جذب و از جذب عناصر غير ضروري اجتناب ورزند 

)Orcutt and Nielsen, 2000وجود ). با توجه به شواهد م

طور مستقيم يا غير مستقيم قادر به توليد فلزات سنگين به

 Dipieroباشند () ميROSاشكال مختلف اكسيژن فعال (

et al., 2005 اگر سلول گياهي نتواند با افزايش فعاليت .(

مقابله  ROSخود، با افزايش ميزان  تياكسيدانسيستم آنتي

 ،ROSنمايد عدم تعادل بين توليد و متابوليسم 

اي هاي زنجيرهاكسيداسيون كنترل نشده و واكنش

تنش اكسيداتيو خواهد شد بروز ها منجر به راديكال

)Mahalingam and Fedoroff, 2003.(  

ي طور وسيعنين و محصول پروتئين آن بهژن متالوتيو

 است  در موجودات يوكاريوتي و پروكاريوتي توزيع شده

)Robinsson et al., 1993ها، ران و قارچ). در جانو

متالوتيونين نقش مهمي در سم زدايي فلزات سنگين بازي 

كنند. در گياهان، بين سطح رونوشت متالوتيونين و مي

هاي متفاوت آرابيدوپسيس تحمل به فلزات در گونه

). Murphy and Taiz, 1995همبستگي مشاهده گرديد (

ها و ها در گونهاز طرفي تاثير فلزات در بيان متالوتيونين

هاي مختلف، متفاوت است مثلا در سويا بافت

)Kawashima et al., 1991 سطوح رونوشت متالوتيونين (

كنند، در حالي كه در وسيله عملكرد مس كاهش پيدا ميبه

 ,.Lane et al)، جوانه گندم (Foley et al., 1997لوبيا (

  .پذيرد) بيان متالوتيونين از فلزات تاثير نمي1987

ها، حشرات ها، قارچها، باكتريهان، مخمردر گياگلوكناز 

). گلوكان Pan et al., 1989است ( ها يافت شدهو ماهي

هاي گلوكناز، در واكنش β-1-3 هيدرولاز القايي موسوم به

ها دخالت دارد كه با تجزيه ديواره سلولي دفاعي عليه قارچ

را هاي كربوهيدرات فعال در برابر محرك ها، مولكولقارچ

يه هاي سمي علنمايند كه موجب سنتز فيتوآلكسينآزاد مي

طور مستقيم از رشد شوند و بهقارچ در گياه ميزبان مي

). اين Kim and Hwng, 1997كنند (پاتوژن جلوگيري مي

طور طبيعي وجود هاي گياهي سالم نيز بهآنزيم در سلول

 واكنش زمان با توليد اتيلن دردارد و در برخي از گياهان هم

هاي شود. تنظيم ژنها اتفاق توليد ميبه حمله قارچ

ها در زمان رشد و نمو طبيعي و در كننده اين آنزيمرمز

، حمله برداشتنها، از جمله زخم واكنش به انواع تنش

  افتد.پاتوژن و يا تيمار با كيتوزان يا اتيلن اتفاق مي

 با شيآزما نيا شده، ذكر مطالب به توجه با يكل طوربه

  : شد انجام ريز اهداف

 جاديا در نيونيمتالوت و گلوكناز يهاژن انيب يبررس -1

 زانيم يهمبستگ يبررس -2 ،ويداتياكس تنش به مقاومت

 انيب زانيم راتييتغ با يسلول ونيداسياكس و ليكلروف

 ريتاث يكل يشما يابيارز -3 ،نيونيمتالوت و گلوكناز يهاژن
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 -4 ،مطالعه مورد يهاژن انيب و آزاد يهاكاليراد متقابل

هاي هاي مورد مطالعه جهت استفاده در برنامهمعرفي ژن

  اصلاحي جهت القاي مقاومت در برابر سميت فلزات سنگين.

 

  هاروش و مواد

 L. Triticumبذر ارقام فلات و تجن گندم نان (

aestivum(  هايي درصد ضدعفوني و در گلدان 10با اتانول

با گنجايش هفت كيلوگرم خاك در گلخانه تحقيقاتي 

ه علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگان كشت شدند. گادانش

آزمايش به صورت فاكتوريل در قالب طرح بلوك كامل 

د. فاكتورهاي آزمايشي شامل شبا سه تكرار اجرا  تصادفي

عنوان عامل ايجاد تنش هب )3AgNOنيترات نقره (

مولار) و دبكو ميلي 2و  1، 0اكسيداتيو در سه سطح (

)DABCO10، 0در سه سطح ( تاكسيدان) به عنوان آنتي 

مولار) بود. تنش اكسيداتيو در مرحله ظهور ميلي 20و 

 2و  1، 0هاي پاشي نيترات نقره در غلظتسنبله با محلول

منظور بررسي نحوه مولار اعمال شد. همچنين بهميلي

افزايش ميزان مقاومت به تنش اكسيداتيو تعداد ديگري از 

طور ها يك ساعت قبل از كاربرد نيترات نقره بهگلدان

عنوان مولار دبكو بهميلي 20و  10، 0هاي جداگانه با غلظت

پاشي يون اكسيژن منفرد محلولكننده اختصاصي عامل پاك

دبكو  عدم تاثير سوءمنظور اطمينان از به ضمناًد. ش

پاشي محلول دبكو با تكرارهاي مستقلي نيز به محلول

 اختصاص يافت. مولارميلي 20و  10، 0هاي غلظت

  

  گيري كلروفيلاندازه

گيري كلروفيل از روش پورا و همكاران براي اندازه

)Porra et al., 1989 گرم نمونه  5/0د. مقدار ش) استفاده

ليتر ميلي 10كاملاً خرد و با ) سلسيوسدرجه  -80برگ (

 5000 (g)مخلوط شد. پس از سانتريفوژ با دور  % 80استون 

دقيقه، ميزان جذب مايع رويي در طول  15به مدت 

سط دستگاه نانومتر تو 6/663و  6/646هاي موج

 a (Chla)ميزان كلروفيل سپس د. شاسپكتروفتومتر ثبت 

 )2) و (1( بطروابر اساس ترتيب به b (Chlb)و كلروفيل 

   محاسبه شدند:

)1         (646.62.55A –663.6 ) =12.25A1-g.Chla (mg 

)2       (663.64.91A –646.6 ) = 20.31A1-g.Chlb (mg 

  

  

 گيري شاخص سطح اكسيداسيوني سلولاندازه

)TBARM(   

 ميزان گيرياندازه براي معياري كه سنجش، ايندر 

محصول  كه آلدئيدديمالون مقدار است، تنش اكسيداسيوني

 ايهمولكول اكسيداسيون واكنش پايدار تاًنسب و نهايي

در اين خصوص، از . شودمي تعيين است، ها)(چربي بزرگ

) با Hagege et al., 1990روش هگگ و همكاران (

گرم برگ را هموژنيزه  5/0تغييراتي استفاده گرديد. مقدار 

) به w/v 15%تري كلرواستيك (ليتر اسيد نمود و يك ميلي

ليتر استون ميلي 10آن اضافه شد. محلول حاضر با افزودن 

ه به مدت در دقيق 4750به شدت مخلوط (ورتكس) و با دور 

ليتر ميلي 5د. رسوب حاصل با شدقيقه سانتريفوژ  15

 10استون شستشو ، ورتكس و مجدداً با همان دور به مدت 

. شد تكرار مرتبه چهار مرحله آخرين و شددقيقه سانتريفوژ 

يك ( هيپوفسفريك اسيدليتر ميلي 3پس از آن مقدار 

درصد وزن  6/0ليتر اسيد تيوباربيورتيك () و يك ميليدرصد

دقيقه در دماي  30) افزوده و محلول براي مدت به حجم

درجه سلسيوس قرار داده شد. سپس واكنش با سرد  100

وقف گرديد. مقدار جذب ها در داخل يخ متع لولهيكردن سر

به وسيله  590و  532 هاي طول موجدر محلول حاصل 

) Uvikon 930 Watford UKدستگاه اسپكتروفوتومتر (

  د.شگيري ندازها

  

 RNAاستخراج 

ليتر از بافر بايوزول ، يك ميكروRNAجهت استخراج 

)BIOZOL( 1/0داخل تيوب ريخته شد و  شركت فرمنتاز 

ت د. سپس نمونه با دسشبرگ كوبيده شده به آن اضافه  گرم

دقيقه در دماي اتاق قرار داده  15تا  10تكان داده شد و 

د شكلروفرم به اين مايع اضافه ليتر ميكرو 200شد. سپس 

دقيقه  15ها به مدت دقيقه روي يخ قرار گرفت. نمونه 15و 

در دقيقه  12000و با دور  سلسيوسدرجه  4در دماي 

نتريفوژ شدند. فاز بالايي تيوب كه حاوي مايع شفاف بود، سا

به تيوب ديگري منتقل و به همان ميزان ايزوپروپانول به آن 

 -20بار تكان دادن در داخل فريزر  4-5و بعد از  شداضافه 

دقيقه قرار داده شد. بعد از بيرون آوردن  20به مدت زمان 

درجه  4ر دماي دقيقه د 10نمونه از فريزر مجداداً به مدت 

در دقيقه سانتريفوژ گرديد. پس  12000سلسيوس با دور 

از سانتريفوژ، قسمت شفاف بالاي تيوب حذف شد و پلت 

ليتر اتانول به آن اضافه شد. ميلي 1ايجاد شده جدا گرديد و 

درجه سلسيوس با دور  4دقيقه در دماي  5ها به مدت تيوب
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ز بالايي حذف و در دقيقه سانتريفوژ و دوباره فا 12000

ميكروليتر  50در نهايت  ودر دماي اتاق خشك  RNAت يپل

د. كميت و كيفيت ش ت ايجاد شده اضافهيآب مقطر، به پل

RNA ترتيب با استفاده از اسپكتروفتومتر استخراج شده به

  د. شدرصد تعيين  5/1روي ژل اگارز و الكتروفورز 
  

اي پليمراز كمي واكنش زنجيرهو   cDNAساخت 

(Real-Time PCR)  
بعد از تيمار  RNAميكروليتر از هر نمونه  5ميزان 

DNaseI  ميكروليتر  1داخل تيوب ريخته شد و به هر تيوب

ميكروليتر آب  5اضافه گرديد. سپس  oligodTآغازگر 

DEPC  70برسد و در دماي  11افزوده شد تا به حجم 

ميكروليتر  4دقيقه قرار داده شد.  5درجه سلسيوس به مدت 

با  dNTPميكـروليتـر مخلـوط  cDNA ،2ساخت  x5بافر 

 Ribolockميكروليتر آنزيم  5/0ميكـرومولار و  10غلظـت 

Rnase inhibitor  اضافه و با آبDEPC  19به حجم 

درجه سلسيوس براي  37سپس در دماي ميكروليتر رسيد. 

 بردارميكروليتر آنزيم رونوشت 1دقيقه قرار داده شدند و  5

اضافه  شركت فرمنتاز )Revert Aid M.Mulvمعكوس (

درجه سلسيوس به مدت  42و مخلوط واكنش در دماي  شد

دقيقه  10يك ساعت قرار گرفت و جهت توقف واكنش، براي 

ر داده شد و در نهايت به درجه سلسيوس قرا 70در دماي 

ن آب مقطر اتوكلاو شده اضافه ميكروليتر به آ 380ميزان 

اي پليمراز واكنش زنجيره، در cDNAد. از اين رشته ش

با د. اين روش شاستفاده  )Real-Time PCR( كمي

(ساخت  SYBR Green Iاستفاده از تكنولوژي رنگ 

در  وان) دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگان، اير

براي انجام شد.  (شركت بيورد، آمريكا) iQ5 دستگاه

كه بيان  GAPDHدار ها از ژن خانهسازي دادهنرمال

، استفاده شد. مشخصات دارديكساني در تمام تيمارها 

 Primerافزار كه با استفاده از نرم آغازگرهاي مورد بررسي

دست هاي بهداده آمده است. 1در جدول  طراحي شد 3

  مورد ارزيابي قرار گرفت. Restافزار آمده با استفاده از نرم
  

  

  آزمايش اين مشخصات آغازگرهاي مورد استفاده در -1جدول 
Table 1. Characteristics of primers used in this experiment 

 آغازگر
Primer 

GC (%) 
  توالي آغازگر

Primer sequence 
 محصول  اندازه

PCR product 
 )C°دماي ذوب (

TM (°C) 
Metallothion For 60 5′-ACTGCAAGTGCAACCCCTGC-3' 

155 bp 
60 

Metallothion Rev 65 5′-GCATAGGCGGAGAGCGAGCA-3' 58 

13glu- For 60.09 ′3-GAGCTTCGGGCTCTTCAAC  -′5 
161 bp 

56 

13glu- Rev 60.99 ′3-CGTACGTGCCCGTTACACTT  -′5 55 

GAPDH For - 5′-TCACCACCGACTACATGACC-3' 
121 bp 

60 

GAPDH Rev - 5′-ACAGCAACCTCCTTCTCACC-3' 60 

  

 هاآناليز داده

مورد  SASافزار آماري دست آمده توسط نرمههاي بداده

 Excelافزار تجزيه و تحليل قرار گرفت و نمودارها توسط نرم

  د.شرسم 

 
 نتايج و بحث

  bو  aكلروفيل 

ترات نقره يدر پاسخ به تيمار ن bو  a كلروفيلميزان

). نتايج نشان داد كه در a -2 و 1 هايافت (شكليكاهش 

در مقايسه با  bكاهش كلروفيل  ،سطوح مختلف تيماري

 II. در مورد بخش نوري، فتوسيستم بودبيشتر  aكلروفيل 

باشد و چون ميزان آسيب پذيرتر مي Iنسبت به فتوسيستم 

در  bكاهش كلروفيل  بنابراينبيشتري دارد،  bكلروفيل 

اعمال  ).Rout and Das, 2003شرايط تنش بيشتر است (

ب ره موجپاشي نيترات نقتيمار دبكو قبل از محلولپيش

)، b -2 و 1هاي (شكل دش bو  a افزايش ميزان كلروفيل

نقره مولار نيتراتميلي 1ويژه در غلظت ميزان اين افزايش به

ولار مميلي 2و اختلاف آن با غلظت طور نسبي بيشتر به

اين موضوع در شرايطي بود كه در . دار بودنيترات نقره معني

مار دبكو تيمولار، پيشتيمار نيترات نقره با غلظت يك ميلي

را بيشتر افزايش داد و در تيمار  bو  aميزان كلروفيل  10

 20تيمار دبكو پيش ،مولارميلي 2نيترات نقره با غلظت 

د كه مقدار افزايش ش bو  aموجب افزايش ميزان كلروفيل 

   بود. داردر رقم فلات معني aآن براي كلروفيل 
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ترتيب نيترات به N2و  b( .N0 ،N1( DABCOو ) 3AgNO )aناشي از اعمال جداگانه تيمارهاي  aتغييرات ميزان كلروفيل  -1شكل 

  .مولارميلي 20و  10، 0در سطح ترتيب دبكو به D20و  D0 ،D10مولار و ميلي 2و  1، 0 در سطح نقره
Figure 1. Changes in chlorophyll-a under separate treatment of AgNO3 (a) and DABCO (b). N0, N1 and N2 

are AgNO3 in 0, 1, 2 mmol and D0, D10 and D20 are DABCO in 0, 10, 20 mmol, respectively.  
 
  

) Moustakas et al., 1997موستاكاس و همكاران (

دريافتند كه كاهش چشمگير ميزان كلروفيل در گياهان 

هاي تحت تنش فلزات سنگين نمايانگر وسعت آسيب

 هاي بالاي فلزات سنگين به دليلباشد. غلظتاكسيداتيو مي

ها تخريب و به هم ريختگي ساختار كارتنوئيدها، مقدار آن

دهد. كاهش كارتنوئيدها تحت تأثير را در گياه كاهش مي

لزات سنگين از علل ديگر افت كلروفيل ناشي از تنش ف

اكسيداتيو ايجاد شده توسط عناصر سنگين محسوب 

گردد، زيرا، كارتنوئيدها نقش حفاظت كلروفيل را بر مي

). روت و داس Ghorbanli et al., 2005عهده دارند (

)Rout and Das, 2003 بيان نمودند كه جايگزيني فلزات (

نقره به جاي منيزيم اجازه باند شدن راتسنگين از جمله نيت

دهد و در نتيجه ساختار كلروفيل را به ليگاندهاي مهم نمي

شود. پروتئين ايجاد نمي -فضايي مناسب كمپلكس كلروفيل

تغييرات كلروفيل برگ ممكن است به علت كاهش بيوسنتز 

وسيله موجودات زنده) يا افزايش (تهيه مواد شيميايي به

 ,.Amjad et alل در شرايط تنش باشد (تخريب كلروفي

2008.(  

دبكو با كاهش سميت نقره موجب افزايش ميزان 

كلروفيل و حفظ سبزينگي و رشد گياه خواهد شد. در واقع 

هاي فعال به عنوان پاك كننده گونهاكسيداناين آنتي

كند بنابراين، افزايش ميزان كلروفيل در اكسيژن عمل مي

ه هاي فعال اكسيژن بط به كاهش گونهاثر كاربرد دبكو مربو

هاي گياه تحت تنش فلزات خصوص اكسيژن منفرد در اندام

  ).Saeidi-Sar et al., 2006باشد (سنگين مي

  

  

  

ترتيب نيترات به N2و  b .(N0 ،N1( DABCOو  )3AgNO )aناشي از اعمال جداگانه تيمارهاي  bتغييرات ميزان كلروفيل  -2شكل 

  .مولارميلي 20و  10، 0 در سطح ترتيب دبكوبه D20و  D0 ،D10مولار و ميلي 2و  1، 0 در سطح نقره
Figure 2. Changes in chlorophyll b under separate treatments of AgNO3 (a) and DABCO (b). N0, N1 and N2 

are AgNO3 in 0, 1, 2 mmol and D0, D10 and D20 are DABCO in 0, 10, 20 mmol, respectively. 
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  (TBARM)شاخص سطح اكسيداسيوني سلول 

عنوان شاخص ميزان به TBARMطور كلي ميزان به

نهايي اكسيداسيون سلول با افزايش سطوح تيمار نيترات 

نقره افزايش و در مقابل ميزان كلروفيل نسبت به افزايش 

با  ).bو  a -3(شكل  كاهش يافت نيترات نقره سطوح تيمار

اعمال پيش تيمار دبكو مقدار اكسيداسيون سلولي تحت 

تأثير اعمال تيمار نيترات نقره نسبت به شرايط عدم استفاده 

از پيش تيمار دبكو كاهش يافت. بيشترين مقدار كاهش 

مقدار اكسيداسيون سلولي در رقم تجن در شرايط كاربرد 

 20ا پيش تيمار دبكو ميلي مولار ب 2نيترات نقره با غلظت 

مار و ساير بود كه اختلاف آن با رقم فلات در همين تي

دار وجود همبستگي منفي و معني د.تيمارها معني دار ش

ترتيب (به TBARMميزان  با  b و  aبين ميزان كلروفيل 

63/0- =r  74/0و- =rاين  مويدها ) در سطوح مختلف تيمار

ون سلولي باعث ). اكسيداسي2باشد (جدول مسئله مي

شود. از آنجايي كه يتخريب رنگدانه ها از جمله كلروفيل م

هاي زيستي و غير زيستي، بر افزايش ها از جمله تنشتنش

ميزان اكسيداسيون سلولي تأثير گذار است در نتيجه باعث 

 Navabpourشود (يتخريب كلروفيل و كاهش فتوسنتز م

et al., 2003 بيشترين افزايش .(TBARM  در حداكثر

مولار بدون ميلي 2مقدار تيمار اسپري نيترات نقره 

). تاثير تيمار نيترات 4(شكل  مشاهده شدتيمار دبكو پيش

هاي فعال اكسيژن به ويژه از نقره بر افزايش مقدار راديكال

هاي فلزي و افزايش تنش اكسيداسيوني طريق واكنش يون

  ).Clijsters et al., 1999گزارش شده است (
  

  

  

  

، N0 در رقم فلات. )b( DABCOو  )3AgNO )aهاي (ميكرومول بر گرم وزن تر) و كلروفيل براي تيمار TBARMميزان  -3شكل 

N1  وN2 مولار و ميلي 2و  1، 0 در سطح ترتيب نيترات نقرهبهD0 ،D10  وD20 مولارميلي 20و  10، 0 در سطح ترتيب دبكوبه .  
Figure 3. TBARM (µmol/g FW) and chlorophyll for AgNO3 (a) and DABCO (b) treatments in Falat cultivar. 

N0, N1 and N2 are AgNO3 in 0, 1, 2 mmol and D0, D10 and D20 are DABCO in 0, 10, 20 mmol, respectively. 
  

  

  

 ارزيابي الگوي تظاهر ژن متالوتيونين

اي ژن هبر اساس نتايج بيشترين ميزان توليد رونوشت

مولار ميلي 1متالوتيونين در ارقام مورد مطالعه در سطح 

آن با ساير تيمارها معني دار كه اختلاف نيترات نقره بود 

 هاي). مقايسه تيمارهاي نيترات نقره در غلظت5(شكل د ش

تر، ژن غلظت پائيندر مولار نشان داد، ميلي 2و  1

يزان و همچنين م متالوتيونين بيان نسبي بيشتري داشت

بيان اين ژن در رقم تجن بسيار بيشتر از رقم فلات بود كه 

حساسيت بالاتر رقم فلات نسبت به  تواند بيانگرمي

). اين موضوع با توجه به 5(شكل  هاي محيطي باشدتنش

در بروز تنش اكسيداتيو  3AgNOشدت عمل غلظت بالاتر 

   بروز مرگ سلولي دور از ذهن نيست. آن و در پي

هاي هاي بيان شونده طي تنشمتالوتيونين از ژن

واحي تنظيمي گوناگون از جمله تنش فلزات است. ن

متالوتيونين داراي عناصر مسئول واكنش به فلزات هستند 

كه باعث افزايش تجمع متالوتيونين به علت تماس گياه با 

 ,Cobbet and Goldsbroughشود (فلزات سنگين مي

). براساس نتايج برخي آزمايشات ژن متالوتيونين از 2002

 يژن،هاي فعال اكسهايي است كه تحت تأثير راديكالژن

 ,.Mackerness et alدهد (افزايش نسبي بيان نشان مي
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2001 and Navabpour et al., 2003 و نقش مهمي در (

توليد  ROSدفاع در مقابل تنش اكسيداتيو دارد.  اگر مقدار 

زي ريهاي مرگ برنامهشده بيش از حد آستانه باشد مكانيز

). Navabpour et al., 2007شده سلول آغاز خواهد شد (

هاي تواند با انواع مختلف اكسيژناكسيدان دبكو ميآنتي

 هاي ناشي از افزايشفعال تركيب شده و از بسياري از آسيب

ROS ) بكاهدSparrow et al., 2002.(  

  

  
 در سطح ترتيب نيترات نقرهبه N2و  3AgNO. N0 ،N1و  DABCOهاي (ميكرومول بر گرم وزن تر) براي تيمار TBARMميزان  -4شكل 

 . مولارميلي 20و  10، 0 در سطح ترتيب دبكوبه D20و  D0 ،D10مولار و ميلي 2و  1، 0
Figure 4. TBARM (µmol/gr FW) for AgNO3 and DABCO treatments. N0, N1 and N2 are AgNO3 in 0, 1, 2 

mmol and D0, D10 and D20 are DABCO in 0, 10, 20 mmol, respectively.  
  

  
ترتيب به N2و  N0 ،N1 .در ارقام تجن و فلات DABCOو  3AgNOتغييرات ميزان بيان ژن متالوتيونين ناشي از اعمال تيمار  -5شكل 

 . ميلي مولار 20و  10، 0 در سطح ترتيب دبكوبه D20و  D0 ،D10مولار و ميلي 2و  1، 0 در سطح نيترات نقره
Figure 5. Metallothionein gene expression changes under AgNO3 and DABCO treatments in Tajan and Falat 
cultivars. N0, N1 and N2 are AgNO3 in 0, 1, 2 mmol and D0, D10 and D20 are DABCO in 0, 10, 20 mmol, 

respectively.    
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 ارزيابي الگوي تظاهر ژن گلوكناز

بيشترين ميزان افزايش بيان ژن گلوكناز در تيمار 

 32مشاهده شد كه رقم تجن با مولار ميلي 1نيترات نقره 

رونوشت بالاترين ميزان بيان اين ژن را دارا بود و اختلاف 

كه . درحاليددار شآن با رقم فلات در همين تيمار معني

مولار نيترات نقره سبب كاهش شديد ميلي 2اسپري غلظت 

 1و اختلاف آن با تيمار نيترات نقره د شبيان ژن گلوكناز 

د وبدار معني )كاربرد نيترات نقره بدونمولار و شاهد (ميلي

در تيمار نيترات نقره  20كاربرد پيش تيمار دبكو ). 6(شكل 

 ،بيان اين ژن را افزايش داد مولار تا حدودي ميزانميلي 2

د. ودار نبكاربرد دبكو معني بدونولي اختلاف آن با شرايط 

باشد و توليدكننده سيگنال مي هاي دفاعيژنگلوكناز يك 

-Cruzشود (ها بيان ميكه در اثر تنش و توليد راديكال

Ortega et al., 1997.(  

كننده اختصاصي اكسيژن عامل شيميايي دبكو پاك

رسد ) به نظر ميMackerness et al., 2001است ( منفرد

كو همراه دبتر نيترات نقره بهينيپا هايتركيب غلظتكه 

هاي اي از وضعيت متعادل سطح راديكالشرايط بهينه

هاي دفاعي اكسيژن را در جهت حداكثر تحريك و القاي ژن

 Navabpour et al., 2003 andآورد (ميفراهم 

Navabpour et al., 2007 وجود همبستگي قوي و .(

) 2(جدول  r= 90/0هاي متالوتيونين و گلوكناز مستقيم ژن

هاي مورد نظر دهنده اين است كه افزايش بيان ژننشان

طي تنش نيترات نقره رخ و در يك مسير ژنتيكي همسو 

  داده است. 

  

  گيري كلي نتيجه

نشان داد كه تيمار نيترات نقره در اين تحقيق نتايج 

را كاهش داد  bو  aكلروفيل  مقادير سطوح بالا و بدون دبكو

 شد. بر اساس نتايج  TBARMو از طرفي موجب افزايش

هاي ، تحت شرايط تنش ابتدا بيان ژناين آزمايش

متالوتيونين و گلوكناز افزايش يافت و سپس با افزايش سطح 

ترين ها كاهش يافت. بالاترين و پاييننيترات نقره بيان آن

جن تهاي متالوتيونين و گلوكناز در هر دو رقم طح بيان ژنس

مولار ميلي 2مولار و ميلي 1 ترتيب در تيمارهايبهو فلات 

ش له در روند واكنبا توجه به نتايج حاص. نيترات نقره رخ داد

هاي مزبور ژن كه رسدنظر ميسي بههاي مورد بررژن

ي اصلاحي هاكانديداي مناسبي جهت استفاده در برنامه

دم ها در ارقام گنبيان فزاينده اين ژنكه باشند. بديهي است 

امكان افزايش مقاومت نسبي ارقام به مسموميت تنش فلزات 

چنين استفاده از رقم تجن در آورد. همسنگين را فراهم مي

هاي دورگيري براي استفاده از ظرفيت رقم مزبور در پروژه

نظر هپذير بسنگين توجيهالقاي مقاومت به سميت فلزات 

  رسد. مي

  

 

  
ترتيب به N2و  N0 ،N1 .در ارقام تجن و فلات DABCOو  3AgNOتغييرات ميزان بيان ژن گلوكناز ناشي از اعمال تيمار  -6شكل 

 . ميلي مولار 20و  10، 0 در سطح ترتيب دبكوبه D20و  D0 ،D10مولار و ميلي 2و  1، 0 در سطح نيترات نقره
Figure 6. Glucokinase gene expression changes under AgNO3 and DABCO treatments in Tajan and Falat 

cultivars. N0, N1 and N2 are AgNO3 in 0, 1, 2 mmol and D0, D10 and D20 are DABCO in 0, 10 and 20 mmol, 
respectively.   

  

  

  

E
xp

re
ss

io
n

 o
f G

lu
co

ki
n

as
e 

Tajan Falat 

  
  

  
  

 0
  

   
  

10
  

  
   

2
0 

  
  

  3
0

   
   

4
0 

364 



 1396سوم/ پاييز / شماره دوره هفتمتحقيقات غلات/                             اكسيداتيو تنش تحت نان گندم بيوشيميايي و مولكولي ارزيابي

 صفات مورد ارزيابي هاي متالوتيونين و گلوكناز و ژن بين همبستگيضرايب  -2 جدول
Table 2. Correlation coefficients between Metallothionein and Glucokinase genes and the studied traits  

 تصف
Trait 

 متالوتيونين
Metallothionein 

 گلوكناز
Glucanase 

 aكلروفيل 
Chl. a 

 bكلروفيل 
Chl. b 

      Metallothionein  متالوتيونين
    Glucanase  **0.9              گلوكناز

   a                 Chl. a *0.60 *0.62كلروفيل 

  b                 Chl. b ns0.41 ns0.34 *0.98كلروفيل 
TBARM ns0.51- ns0.33- *0.63- **0.74- 

ns، *  1و  % 5دار در سطوح احتمال دار و معنيترتيب غيرمعنيبه: **و %.. 
ns, * and ** : Not-significant and significant at 5% and 1% probability levels, respectively. 
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Abstract 
Metal stress is one of the serious problems that restrict crop production around the world. Metal 

stress causes phenotypic, enzymatic and gene expression changes in plants. Mainly, the harmful effect 
of metal stress is created by producing a large amount of Reactive Oxygen Species (ROS). Although, 
high concentrations of ROS is deterioration but they can act as a signaling factor in fairly low 
concentrations. In this study, a factorial experiment was performed in the form of randomized complete 
block design (RCBD) with three replications. Experimental factors dinclude silver nitrate (AgNO3) in 
three levels (0, 1, 2 mM) as factor for oxidative stress and DABCO as antioxidant in three levels (0, 10, 
20 Mm) was applied on ″Falat″ and ″Tajan″ cultivars of wheat. The evaluated traitsinclude chlorophyll 
a and b, index of cellular oxidative levels (TBARM) and gene expressions amount of metallothionein 
and glucanase. Our results illustrate that high levels (2 mM) of silver nitrate treatment alone, decreased 
the chlorophyll a, b content, as well as the TBARM increases. Also, based on the results, under stress 
conditions the expression of metallothionein and glucanase genes firstly increased and then with 
increasing of silver nitrate level reduced their expression in both cultivars The highest and lowest 
expression of Metallothionein and Glucanase genes was happen in 1 mM and 2 mM silver nitrate 
treatments respectively. By knowing the role of the studied genes in response to oxidative burst, 
mechanisem of heavy metal effect was anlyzed. In addition, using of these genes in molecular or classic 
breeding program well approved. 
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