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 مقاله پژوهشي

 لزاكتغييرات فيزيولوژيكي، بيوشيميايي و بيان ژن پروتئين كيناز وابسته به كلسيم در 
)Brassica napus L. (تحت تنش شوري 
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  . دانشجو دكتري، گروه زراعت و اصلاح نباتات، پرديس كشاورزي و منابع طبيعي دانشگاه تهران1

 دانشگاه تهران. دانشيار، گروه زراعت و اصلاح نباتات، پرديس كشاورزي و منابع طبيعي 2

 . استاد، گروه زراعت و اصلاح نباتات، پرديس كشاورزي و منابع طبيعي دانشگاه تهران3

  06/04/98؛ تاريخ پذيرش: 28/02/98: افتيدر خيتار

  چكيده
 هايخپاسبرخي از مطالعه  منظوربه. دهدميقرار  تأثيركه عملكرد كلزا را تحت  استغيرزيستي  هايتنش ترينمهمتنش شوري يكي از 

و زرفام) و دو رقم حساس  Slm046دو رقم متحمل ( ي،تنش شوردر شرايط  14CDPKBnaكلزا و تغييرات بيان ژن  فيزيولوژيكي
) اعمال NaClمولار نمك (ميلي 200و  100 آب حاوي تنش شوري از طريق آبياري با و ) در اتاقك رشد كشت شدنديگلو سار ي(اكاپ
كلزا  14و بيان ژن پروتئين كيناز وابسته به كلسيم  ، آنزيم كاتالازنشت يوني، آنزيم گاياكول پراكسيدازي نسبي آب برگ، امحتو شد.

ميلي مولار نمك كلريد سديم) محتواي نسبي آب كاهش و نشت يوني افزايش يافت.  200( ترگيري شدند. در شرايط شوري بالااندازه
اين افزايش در ارقام  نيز تحت تنش افزايش يافت كه مقدار 14CDPKBnaو بيان ژن  ز، آنزيم كاتالاآنزيم گاياكول پراكسيداز فعاليت

منفي بين صفات محتواي نسبي آب برگ و نشت يوني مشاهده شد. همبستگي بالا  يمتحمل بيشتر از ارقام حساس بود. همبستگي بالا
هاي فعال افزايش گونهبا  دهدميوجود داشت كه نشان  14CDPKBnaبيان ژن و  ، آنزيم كاتالازگاياكول پراكسيدازمثبت بين صفات 

  گيرد.خود را بكار مي اكسيدانآنتياكسيژن، گياه براي مقابله با آن سيستم 

  ، بيان ژناكسيدانآنتيهاي كليدي: كلزا، تنش شوري، صفات فيزيولوژيكي، آنزيم واژه

  قدمهم
 توليد محدودكننده عوامل ترينمهم از شور و خاكآب 

شوند مي محسوب خشكيمهن و خشك مناطق در محصول
Homaee et al., 2002)(. از خاك شدن تدريجي شور 

 كشور در خصوصبه جهان از مناطق بسياري در مهم مسائل
 روندهپيشاي شود. شور شدن خاك پديدهما محسوب مي

 درصد از اراضي فارياب دنيا 11شود كه در حدود محسوب مي
زا را قرار داده اين عامل تنش درجات مختلفي از تأثيرتحت  را

). FAO, 2012; Shrivastava and Kumar, 2015( است
 ،ورشآب با آبـياري توسـط ايجادشده ثانـويه شوري همچنين
) هكتار ميليون 1474( جهـان آبي اراضي از درصد 20 حـدود

در ). Chinnusamy et al., 2005( آلوده نموده است را
 استاز شوري  متأثردرصد از كل مساحت كشور  20حدود 

كه از سطح كل اراضي فارياب ايران، سطح اراضي زراعي مبتلا 
ميليون  8/6به درجات مختلف شوري خاك، آب و يا هردو، 

  ).Moameni et al., 2011هكتار برآورد شده است (
متعلق به تيره براسيكاسه،  ).Brassica napus Lكلزا (

هاي دانه ترينمهمدرصد روغن يكي از  40 -44با دارا بودن 
روغني محسوب شده و پس از سويا و نخل روغني سومين 

جهان است كه به خاطر روغن خوراكي  سالهيكگياه روغني 
 اسمزي پتانسيل شوري). FAO, 2017( شودمي آن كشت
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موجب تغييرات دهد و مى كاهش را خاك محلول
 و غلظت گرددمورفولوژيكي و فيزيولوژيكي در گياهان مي

 شديد آبي، سميت تنش آمدن به وجود باعث نمك بالاى
كاهش عملكرد محصولات  يتدرنهااكسايشي و  يوني، تنش
). كلزا بسيار حساس و Wang et al., 2014شود (زراعي مي

 در انتهاي دوره ناشي از شوري بالا به تنش آبي پذيريبآس
رشد است و اين عمل باعث كاهش درصد روغن، تعداد دانه 

 Bybordi andگردد (در غلاف و وزن هزار دانه مي

Tabatabaei, 2009( افزايش سطح شوري موجب افزايش .
در كلزا و موجب كاهش عملكرد  اكسيدانآنتيهاي آنزيم
). پايداري غشاي سلول و Zare and Abili, 2014گردد (مي

ه در مقاومت ب ايكنندهيينتعنقش  اكسيدانآنتيهاي آنزيم
  ).Ashraf and Ali, 2008تنش شوري در كلزا دارند (

غيرزنده مانند شوري موجب افزايش فعاليت  هايتنش
ها، با پروتئين شوند كهمي )ROSهاي فعال اكسيژن (گونه
واكنش داده و موجب  اسيديبونوكلئيكرها و دئوكسي چربي

ا هآسيب اكسايشي و ايجاد تداخل در عملكرد طبيعي سلول
فرآيندهاي  وسيلهبه). گياهان Miller, 2010شوند (مي

زيستي زيستي و غير هايتنشبيوشيميايي و فيزيولوژيكي به 
شوند كه سازگار مي هاآندهند و با واكنش مي

آنزيمي و غير آنزيمي كارآمدترين مكانيسم  هاياكسيدانآنتي
 ,.Chrysargyris et alهستند (در برابر تنش اكسايشي 

هاي دفاعي گياهان پراكسيدازها گروه بزرگي از آنزيم ).2018
 زيستي و غير زيستي توليد هايتنشهستند كه در پاسخ به 

 )GPOX( 1يدازپراكسگاياكول  بينينازاشوند كه مي
هايي هستند كه در سيتوسول، ديواره سلولي و گليكوپروتئين

واكوئل قرار دارند و از اكسيداسيون تركيبات فنلي مانند 
) 2O2Hزدايي و تجزيه پراكسيد هيدروژن (گاياكول براي سم

نوان عكنند. تركيبات فنلي مانند گاياكول بهاستفاده مي
). Asada, 1992كنند (عمل مي 2O2Hدهنده الكترون به 

 اكسيداني در چوبي شدنزيم علاوه بر فعاليت آنتياين آن

 ,.Morales et alديواره سلولي و تنظيم رشد نيز نقش دارد (

 عنوان آنزيمهم به) CAT( 2آنزيم كاتالاز. )2012
زدايي پراكسيد هيدروژن اكسيدان مهم در سميتآنتي

 اكسيداسيون-وسيله فرآيندهايي همچون بتاتوليدشده به

                                                                                                                              
1. Guaiacol peroxidase (GPOX) 
2. Catalase 
3. Calmodulins 

، اكسيداسيون در حين تنفس نوري و انتقال اسيدهاي چرب
ند كها ايفاي نقش ميالكترون در زنجيره تنفسي ميتوكندري

)Noctor et al., 2010.(  
ظت در غلتغيير  ،هابه تنش اي سلوليهپاسخ نيترعيسر

يامبر پ عنوانبههاي كلسيم يون واست  يتوپلاسميس ميكلس
هاي محيطي محرك هاي گياهي براي پاسخ بهثانويه در سلول

 ونمقطعي ي راتييتغ اهان،يدر گكنند. نقش حياتي ايفا مي
 ميلسك يرهاحسگاز  ياتوسط مجموعه توپلاسميدر س ميكلس
، 4هاي متصل به كالمودلين، پروتئين3هانيكالمودل رينظ

و پروتئين كينازهاي  B5 يننئورهاي مشابه كلسيپروتئين
شده و منجر به ايجاد ) دريافت CDPK( 6وابسته به كلسيم

 ;Sanders et al., 2002د (نشوهاي اختصاصي ميپاسخ

Hepler, 2005كه دهدمي نشان ). شواهد CDPKدر ها 
 غشا، از هايون و آب وانتقالنقل نيتروژن، و كربن متابوليسم

 نمو و رشد تنظيم و ايروزنه حركت سلولي، اسكلت تنظيم
 هايپاسخ در مهمي نقش CDPK هايژن ضمناً. دارند نقش

. دارند هاقارچ و ها، زخمغيرزنده هايتنش به نسبت دفاعي
 و فيزيكي هايتنش طريق از CDPK رمزكننده هايژنبيان 

 انفقد شوري، زخم، ،يخشك پايين، دماي قبيل از شيميايي
 ).Tai et al., 2009( يابندمي افزايش هاهورمون و غذايي مواد

اسيد نشان دادند كه  )Zhang et al., 2007(ژانگ و همكاران 
در  11CPKو 4CPKدو همولوگ بيان آبسيزيك 

 11cpkو  4cpk يها، موتانتنمايدمي القارا  سيدوپسيآراب
 مرحله دراسيد آبسيزيك حساس به  يهاپيفنوت جاديباعث ا
منجر به  شده وها حركت روزنه اهچه،يبذور، رشد گ زنيجوانه

بذور و كاهش مقاومت  يزندر جوانه يبه شوربروز حساسيت 
همكاران اوسوجي و  .شودمي يها به تنش شوراهچهيگ
)Ohsugi et al., 2011(  نشان دادندCDPK  كيدر برنج از 

است  شده ليژن تشك 29بزرگ متشكل از  چندژنيخانواده 
به  در پاسخ اميانتقال پ ميدر تنظ نقش مثبتي 21CPKOsو 

در كلزا يك  CDPK دارد. يو تنش شوراسيد آبسيزيك 
هاي ژن است كه منجر به پاسخ 25شامل  چندژني خانواده

  ).Zhang et al., 2014( شودمياختصاصي در گياه 
درصد از كل مساحت كشور  20با توجه به اينكه در حدود 

لات محصو ترينمهماز  يكي كلزا يدتول و استاز شوري  متأثر

4. Calmodulin-binding proteins 
5. Calcineurin B-like proteins 
6. Calcium-dependent protein kinases 
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هاي پاسخ به تنش است، شناسايي مكانيسمكشور  يروغن
شوري يكي از نيازهاي ضروري بهنژادي كلزا محسوب 

هاي شود. لذا پژوهش حاضر با هدف بررسي پاسخمي
فيزيولوژيكي، بيوشيميايي و بيان ژن پروتئين كيناز وابسته به 

  صورت پذيرفت. در كلزا )14CDPKBna(14كلسيم 
 

  هامواد و روش
  مواد گياهي و نحوه اجرا

) و دو Slm046مطالعه دو ژنوتيپ متحمل (زرفام و  در اين
گل و اكاپي) انتخاب ژنوتيپ حساس به تنش شوري (ساري

 ;Zahedi and Tohidi Moghadam, 2011شدند (

Moieni et al., 2013.(  و اعمال تنش در  موردمطالعهارقام
مولار نمك كلريد ميلي 200و  100سه سطح شاهد، شوري 

 كاملاًفاكتوريل در قالب طرح پايه  صورتبه )NaClسديم (
تصادفي با سه تكرار در گلخانه مورد ارزيابي قرار گرفتند. بذور 

به مدت پنج دقيقه  %1در ابتدا توسط هيپوكلريد سديم 
متر) سانتي 35هايي (قطر ضدعفوني و سپس در داخل گلدان

كه حاوي مخلوطي از پرليت، كوكوپيت و ورميكوليت (به 
 C°در روز و  C 22°) بودند، تحت شرايط دمايي 1:3:3نسبت 

-ي گلدانكشت گرديد. تا مرحله چهار برگي همهدر شب  18

ها، محلول غذايي هوگلند دريافت نموده و از مرحله چهار 
با استفاده از نمك اعمال  ماه يك برگي تيمار شوري به مدت

هاي مياني گياهان انجام شد. گيري از برگنمونهو سپس 
 -C 80° گيري در فريزرهاي گياه بلافاصله پس از نمونهنمونه

  ).Ashraf and Ali, 2008( تا زمان آزمايش نگهداري شد
  

  )LRWC( 7گيري محتواي نسبي آب برگاندازه
محتواي نسبي آب برگ با استفاده از وزن تر، وزن اشباع و 

گيري شد وزن خشك برگ بر اساس فرمول زير اندازه
)Weatherley, 1950.(  

LRWC (%) = [(FW – DW) / (SW – DW)]×100 
                                                                       [1] 

وزن تورژسانس برگ  SWوزن تازه برگ،  FWدر اين رابطه 
 برگ هر از منظور اين . براياستوزن خشك برگ  DWو 

 اشد، سپس ب بزرگ گرفته برشتعدادي  گلدان هر به مربوط
سپس . شد گيرياندازه برگ تازه وزن 0001/0 دقت با ترازويي
 C° دماي در مقطر آب ساعت در 22 مدت به هابرگ قطعات

                                                                                                                              
7. Leaf relative water content 

 ،ذكرشده مدت از پس. شدند داده قرار بر روي شيكر 25
خشك  يكاغذدستمالو با  شدهخارج آب از برگي قطعات

كه از قبل تهيه و توزين شده  هاييپاكتدرون  گرديدند و
. يدگرد تعيين هاآن تورژسانس برگ بودند قرار گرفتند وزن

 با آون در ساعت 48 مدت به آلومينيومي هايپاكت آنگاه
 زمانمدت گذشت از بعد و شدند داده قرار C 72°دماي 

 .توزين شد هاآن خشك وزن ذكرشده

  
  )EL( 8ميزان نشت يوني گيرياندازه
 Dionisio-sese( گيري نشت يوني بر اساس پروتكلاندازه

and Tobita, 1998(  تغييريافته صورت پذيرفت. براي اين
 حاوي يشآزمالولهپس از برش افقي، به  گرم برگ8/0 منظور

آب مقطر انتقال يافت. جهت جذب بهتر آب  ليترميلي 20
ساعت در داخل آب و در  24ها به مدت توسط برگ نمونه

هاي آزمايش به مدت لولهباقي ماندند. سپس  C 25° دماي
ن ميزا ازآنپسو  دقيقه در دستگاه شيكر قرار گرفتند 45

 ECبا استفاده از دستگاه  )1EC(ها هدايت الكتروليتي نمونه
در حمام آب جوش  يشآزمالولهمحتوي  سپس شد.قرائت  متر

)°C95 ار قر دقيقه در دستگاه شيكر 45و دقيقه  10) به مدت
 .تعيين شد )2EC(و ميزان هدايت الكتروليتي داده شد 

محاسبه  زير فرمول بر اساسمقدار شاخص خسارت  يتدرنها
  .گرديد

EL (%) =  × 100 

  
گيري آنزيم گاياكول اندازه، استخراج عصاره آنزيمي

 و آنزيم كاتالاز يدازپراكس

گي بر هاينمونه، ابتدا هانمونهبراي استخراج عصاره آنزيمي از 
ازت مايع پودر شدند و سپس استفاده از هاون و در حضور با 

مولار،  1/0هيدروكلريك اسيد -بافر استخراج (حاوي تريس
 Abedi and(درصد) 1/0مركاپتواتانول -2درصد و  5ساكارز 

Pakniyat, 2010 ( نمونه برگي  3:1به نسبت)بافرپودر شده / 
 g( استخراج) اضافه شد و پس از هموژن شدن سانتريفيوژ

دقيقه انجام گرديد و  20دت به م C 4°) در دماي10000
و پس از استخراج عصاره خام از  برداشته شد محلول رويي

بر اساس  شدهاستخراج هايعصاره، ميزان پروتئين هانمونه
) و ميزان فعاليت آنزيم Bradford, 1976روش برادفورد (

 ) بر اساس روش پوله و همكارانGPOX( پراكسيدازگاياكول 

8. Electrolyte leakage 
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)Polle et al., 1994 (1025شدند. در اين روش  گيريندازها 
ميكروليتر از آب مقطر  466ميكروليتر مخلوط واكنش شامل 

 100ميكروليتر بافر فسفات پتاسيم  250استريل به همراه 
-ميلي 10ميكروليتر گاياكول  250، 7ميلي مولار با اسيديته 

مولار و ميلي 70ميكروليتر از پراكسيد هيدروژن  34مولار، 
ميكروليتر عصاره آنزيمي بود. افزايش جذب به دليل  25

نانومتر به مدت پنج  470 موجطولاكسيداسيون گاياكول در 
گيري شد. فعاليت آنزيم گاياكول پراكسيداز با دقيقه اندازه

 )cm 1−mM  6/26−1استفاده از ضريب خاموشي (معادل
 كروموليم1معادل  GPOXمحاسبه گرديد و يك واحد آنزيم 

)μM ين پروتئ گرمميليدر دقيقه بر  يدشدهاكس) گاياكول
) CAT). فعاليت آنزيم كاتالاز (protein 1−unit mgاست (

گراد با استفاده از اسپكتروفتومتر و درجه سانتي 25در دماي 
گيري شد. براي سنجش اندازه) Aebi, 1984ابي ( به روش

 اسپكتروفتومتر ساخت كشورميزان فعاليت آنزيم از دستگاه 
ها و مواد نانومتر استفاده شد. محلول 240موج ژاپن در طول

) =7pHليتر بافر فسفات (ميكرو 3000شامل  شدهاستفاده
ميكروليتر  50درصد و  2O2H 30ليتر ميكرو 5مولار، ميلي 50

دقيقه در فواصل  5عصاره آنزيم بوده و فعاليت آنزيم به مدت 
عاليت فبت شد. يك واحد آنزيم كاتالاز برابر با اي ثثانيه 20

ر د شدهيهتجزآنزيم بر اساس ميكرومول پراكسيد هيدروژن 
 .استگرم پروتئين دقيقه در ميلي

  
  بررسي بيان ژن

ارزيابي تغييرات بيان ژن تحت تنش شوري از  منظوربه
-Quantitative Real( آر در زمان واقعيسيپيتكنيك 

Time PCR(  استفاده شد. ابتدا استخراجRNA  با استفاده

 ,RNeasy plant mini kit Qiagen, Valenciaاز كيت (

CA, USA از بافت برگ انجام شد. كيفيت (RNA هاي
درصد بررسي شد و مقدار  1حاصل با بارگذاري در ژل آگارز 

 ,ND-1000با استفاده از دستگاه نانودراپ ( RNAكمي 

Thermo Scientificين شد. براي سنتز ) تعيcDNA  با
 QuantiTect Reverse Transcriptionاستفاده از كيت (

Synthesis kit, Qiagen از يك ميكروگرم ،(RNA  كه با
DNase  .طراحي آغازگر براي تيمار شده بود، استفاده گرديد

 )14CDPKBnaكلزا ( 14پروتئين كيناز وابسته به كلسيم  ژن
انجام ) http://primer3.ut.ee( 3رايمرپ افزارنرمبا استفاده از 

پروتئين كيناز  اختصاصي توالي آغازگر ژن 1در جدول . شد
 Zhouاكتين كلزا ( دارو ژن خانه كلزا 14وابسته به كلسيم 

et al., 2017(  و واكنش  شده استارائهReal-time PCR 
) و در Applied Biosystem, USAبا استفاده از كيت (

با استفاده از معرف  ميكروليتر 15 نهايي حجم
SYBRGREEN  .حرارتي شامل يك  هايچرخهانجام شد

چرخه  35دقيقه،  5به مدت  C 94°مرحله واسرشته سازي در
ثانيه، اتصال  15به مدت  C 94°با واسرشته سازي در 

سط در دماي ثانيه و ب 45به مدت  C 60°آغازگرها در دماي 
°C 72  ميزان بيان ژن بر  درنهايتثانيه بود.  45به مدت

) محاسبه CtΔΔ )Pfaffl, 2001اساس روش تصحيح كارايي 
 شد.

(رقم و تنش) با  دوعامليفاكتوريل  صورتبهآزمايش 
تجزيه شد و مقايسه ميانگين بر  SAS 9.4 افزارنرماستفاده از 

اساس روش دانكن در سطح پنج درصد صورت پذيرفت. 
همبستگي پيرسون صفات نيز با استفاده از همين  ضرايب

  محاسبه شد. افزارنرم
  

 
  Table 1. Primers used in this study                                                                       در اين مطالعه شدهاستفاده. آغازگرهاي 1جدول 

Gene name 
  نام ژن

Accession number  
  دسترسيشماره 

Gene Locus 
  مكان ژن

Primer sequence 
  توالي آغازگر

14CDPKBna XM_013896624 LOC106454505
CGGATTGCGTAAACTAGGAATTGTTG 3´For 5´ 

Rev 5´ CTGCCCATCTTTCTGATGTGTACC 3´

7actinBna XM_013858992 LOC106418315
For 5´ TGGGTTTGCTGGTGACGAT 3´
Rev 5´ TGCCTAGGACGACCAACAATACT 3´

  
  

  نتايج و بحث
اثرات ) نشان داد كه 2جدول نتايج تجزيه واريانس صفات (

 دارمعنيگيري شده ي صفات اندازهساده رقم و تنش در همه

بود و اثرات متقابل بين رقم و تنش تنها در محتواي نسبي 
 وآب برگ در سطح پنج درصد و آنزيم گاياكول پراكسيداز 

 بودند. دارمعنيدر سطح يك درصد كاتالاز 
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) و بيان ژن CAT)، كاتالاز (GPOX)، گاياكول پراكسيداز (EL)، نشت يوني (LRWCتجزيه واريانس محتواي نسبي آب برگ ( .2جدول 
  ) در كلزا تحت تنش شوري 14BnaCDPK( 14پروتئين كيناز وابسته به كلسيم 

Table 2. Analysis variance of Leaf relative water content (LRWC), Electrolyte leakage (EL), Guaiacol peroxidase 
(GPOX), Catalase (CAT) and BnaCDPK14 relative expression ratio in canola cultivars under drought stress  

       Mean of square                         ميانگين مربعات

S.O.V.  منابع تغييرات

درجه 
آزادي

df 

محتواي نسبي 
  آب برگ
LRWC 

  نشت يوني
EL 

گاياكول 
 پراكسيداز
GPOX 

  كاتالاز
CAT 

 ازينك ينژن پروتئ يانب
  14 يموابسته به كلس

BnaCPK14 
Cultivar  0.09* 1.39** 1.46** 124** 204.85** 3 ژنوتيپ

Salinity stress  8158.09** 3992.54** 2  شوريتنش **10.60 **1.77 **1.26 

Cultivar × salinity 75.09* 6 ژنوتيپ ×اثر شوري ns 22.55  **0.37 **0.40 ns 0.027  
Error   0.026 0.015 0.1 25.65 20.57 24 خطا
C.V. (%) )(% ضريب تغييرات  6.54 12.77 12.44 8.15 11.92 

  )**( ) و يك درصد*داري پنج درصد ()، سطح معنيnsدار (غير معني
Non-significance (ns), Significance P= 0.05 (*) and 0.01 (**) 

  
  محتواي نسبي آب برگ

تنش شوري قرار گرفت و  تأثيرمحتواي نسبي آب برگ تحت 
ميزان اين صفت در طي تنش كاهش يافت. اين كاهش تا 

مولار نمك با روند كندي صورت پذيرفت و ميلي100غلظت 
مولار نمك، روند آن افزايش ميلي 200با افزايش غلظت تا 

چشمگيري داشت. كمترين و بيشترين ميزان محتواي نسبي 
الاترين غلظت نمك در رقم ساريگل با ميانگين آب در ب

درصد  16/59با ميانگين  Slm046درصد و رقم  04/41
 ). شوري موجب القاي تنش آبي و1مشاهده شدند (شكل 

ب سب شود كه پيامد آنمي كاهش در محتواي نسبي آب برگ
براي فرايندهاي مورفولوژيكي و  موردنيازكاهش آب 

ها و شدن سلولي، باز شدن روزنهفيزيولوژيكي از قبيل طويل 
، اختلال در جذب مواد غذايي، فرايندهاي وابسته به فتوسنتز

هاي فعال اكسيژن در گياه هاي سمي و گونهتجمع متابوليت
 Cicek and Cakirlar, 2002; Farkhonded et( شودمي

al., 2012 .(هاي پيشين نشان داده كه تغييرات پژوهش
 شوري، شاخص مهم برآورد تحمل به محتواي نسبي آب برگ
 ,.Ashraf, 2004; Yang et al( شوددر گياهان محسوب مي

2009; Jiang et al., 2014 .(كاهش در محتواي نسبي آب 

 نشت تواند به علت كاهش دسترسي به آب در شرايطبرگ مي
 كاهش به دليلاي هاي ريشهباشد يا اينكه سيستم شوري

 توسط تعرق رفتهازدستآب سطح جذب، قادر به جبران 
رك را دشوري بيانگر آن است كه گياه تنش كه خود  اشندنب

هاي متعدد در سطوح مولكولي و فيزيولوژيكي را كرده و پاسخ
  .آغاز كرده است

  

  نشت يوني
 تنش شوري قرار تأثيرنشت يوني و تخريب غشا نيز تحت 

گرفت و با افزايش غلظت نمك در طي تنش بر ميزان نشت 
 37/65مولار با ميانگين ميلي 200يوني افزوده شد. تيمار 

درصد  15/42) و رقم اكاپي با ميانگين الف .2درصد (شكل 
) بيشترين ميزان خسارت را داشتند. اختلاف ب .2(شكل 
تنش شوري  درصد بين سطوح مختلف 5در سطح  دارمعني

با ميزان نشت يوني مشاهده شد و ميزان تغيير اين صفت در 
ام ي با ارقدارمعنيبود كه ارقام متحمل تفاوت  ياگونهبهارقام 

كه  . الف و ب). مطالعات نشان داده2شكل حساس داشتند (
-پايداري غشاي سلولي تحت تنش شوري، يكي از مكانيسم

گياهان تحت تنش  هاي اصلي مقاومت است و صدمات سلولي
 هاي فعال اكسيژن،گونه افزايشبا افزايش سطح شوري موجب 

 كاهش شاخص پايداري درنهايتها و پراكسيداسيون چربي
 Kukreja( شودميه در گيا و افزايش نشت يوني غشا سلول

et al., 2005; Ashraf and Ali, 2008; Hniličková et 
al., 2019 .(يب آسدهنده نشاند افزايش نشت الكتروليتي موا

كه احتمالاً نتيجه تنش  استغشاها و كاهش پايداري 
 ;Hasegawa et al., 2000( از شوري است ناشياكسيداتيو 

Besma and Denden, 2012 .(هاي پيشين نشان پژوهش
، ساختار غشاي سلولي موقتاً تغيير كرده شوري افزايش داده، با

كه بر قابليت نفوذپذيري غشاء (شاخص نشت الكتروليتي) 
كمتر، تحمل بيشتري به  EL با ارقام شايدگذارد. مي تأثير

در  شوريتحت تنش  EL دهند. افزايششرايط تنش نشان 
هاي دفاعي گياه در اثر كاهش فعاليت مكانيسمارقام حساس 
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افزايش ميزان خسارت به سلول  درنتيجهش و در اثر شدت تن
هاي گياهان حساس به تنش . اين وضعيت از ويژگياست

 Kaya et( شودبوده كه معمولاً سبب مرگ گياه مي شوري

al., 2001; Sairam et al., 2002; Rezaei et al., 2006.(  
  

  
سه  اساس برخطاي استاندارد  يدهندهنشان ي عموديمحتواي نسبي آب برگ، بارها. اثر تنش شوري بر روي 1شكل 
  .%5در سطح  دارمعنياختلاف  يدهندهنشانها و حروف متفاوت در بالاي ستون تكرار

Fig. 1. Effect of salinity stress on Leaf relative water content (LRWC), Vertical bars indicate Means ± 
SE based on three replicates and different letters above columns indicated significant (P < 0.05) 
differences. 

 
 

  

 يدهندهنشان ي عموديي كلزا به ترتيب (الف) و (ب)، بارهاهابرگاثر سطوح متفاوت تنش شوري و ارقام بر روي نشت يوني . 2 شكل 
  .%5در سطح  دارمعنياختلاف  يدهندهنشانها و حروف متفاوت در بالاي ستون خطاي استاندارد بر اساس سه تكرار

Fig. 2. Effect of different levels of salinity stress and cultivars on Electrolyte leakage (EL) in Canola leaves (A) and (B), 
respectively. Vertical bars indicate Means ± SE based on three replicates and different letters above columns indicated 
significant (P < 0.05) differences. 

  
  و كاتالاز آنزيم گاياكول پراكسيداز

 أثيرتگاياكول پراكسيداز نيز تحت  اكسيدانآنتيآنزيم  فعاليت
تنش شوري قرار گرفت و با افزايش سطح شوري از شاهد تا 

 كهطوريبهمولار نمك روند افزايشي داشت. ميلي 200
ري در سطح شو اكسيدانآنتياين آنزيم  فعاليتبيشترين 

). با توجه به الف .3آمد (شكل  به دستمولار نمك ميلي 200

نتايج مقايسه ميانگين، افزايش فعاليت اين آنزيم در شرايط 
مولار در ارقام ميلي 200مولار تا ميلي 100تنش شوري از 

ي نداشت ولي در ارقام مقاوم دارمعنيحساس اختلاف 
اين روند افزايشي  ).. الف3ي داشتند (شكل دارمعنياختلاف 

افزايش سطح شوري مشابه با با  اكسيدانآنتيدر ميزان آنزيم 
روند كلي . )Ashraf and Ali, 2008مطالعات پيشين بود (
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شوري با افزايش تحت تيمار  كاتالاز تغيير در فعاليت آنزيم
مولار نمك، ميزان فعاليت آنزيم در ميلي 200سطح شوري تا 

ي ارقام نسبت به شاهد افزايش يافت كه اين افزايش در همه
ارقام متحمل بيشتر از ارقام حساس بود و در ارقام حساس 

 دار با شاهداين افزايش فعاليت آنزيم كاتالاز اختلاف معني
كمتر فعاليت آنزيم كاتالاز در . ب). افزايش 3نداشت (شكل 

 يدشدهتول 2O2Hكه فرآيند انهدام  دهدميارقام حساس نشان 
در اثر تنش شوري در اين ارقام از كارآمدي كمتري برخوردار 
است. مطالعات پيشين نشان دادند كه افزايش شدت شوري 

هاي كلزا موجب افزايش ميزان فعاليت آنزيم بر روي ژنوتيپ
با بنابراين ) Ashraf and Ali, 2008( گرددكاتالاز مي

ول هاي گاياكافزايش فعاليت آنزيمافزايش شدت تنش شوري، 

تواند در وضعيت توازن جديد سلولي مي پراكسيداز و كاتالاز
اي هبا افزايش ميزان راديكال باشد. مؤثرگياهان تحت تنش 

، زيستي و غير زيستي هايتنش براثرفعال اكسيژن در گياه 
 هاييسممكانبراي كاهش اثرات مخرب تنش اكسايشي گياه 

 نوانعبه اكسيدانآنتيهاي كند كه آنزيممتنوعي را فعال مي
آيند و طي به شمار مي كنندهمقابلهترين واحدهاي سريع

هاي فعال اكسيژن و واكنش آنزيمي با زدودن انواع گونه
 نمايديمجلوگيري از تخريب ديواره سلولي به بقاء گياه كمك 

)You and Chan, 2015(هاي . افزايش در فعاليت آنزيم
هاي تحمل به خشكي در مكانيسم ترينمهماز  اكسيدانآنتي

   ).Omidi, 2010آيد (كلزا نيز بشمار مي

  
  

  

 

 يدهندهنشانبارهاي عمودي ي كلزا، هابرگ) (ب) بر CAT) (الف) و كاتالاز (GPOX( پراكسيداز. اثر تنش شوري روي گاياكول 3 شكل
 .%5در سطح  دارمعنياختلاف  يدهندهنشانها و حروف متفاوت در بالاي ستون خطاي استاندارد بر اساس سه تكرار

Fig. 3. Effect of salinity stress on GPOX (A) and CAT (B) in canola leaves; Vertical bars indicate Means ± SE based on 
three replicates and different letters above columns indicated significant (P < 0.05) differences. 
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 14CDPKBna بيان ژن

در سطوح  14CDPKBnaنتايج حاصل از بررسي بيان ژن 
مولار نمك نشان داد كه ميلي 200مختلف تنش از شاهد تا 

با افزايش غلظت نمك، ميزان بيان ژن روند افزايشي نشان داد 
 .4درصد مشاهده شد (شكل  5در سطح  دارمعنيو اختلاف 

 100و  200در اين مطالعه تحت تنش شوري در غلظت  ).الف
برابر نسبت به شاهد  3/1و  65/1افزايش بيان ژن  مولارميلي

در اين  شدهاستفاده). در ارقام الف .4مشاهده شد (شكل 
مطالعه تغييرات بيان ژن نزديك به يكديگر بوده و اختلاف 

گل و رقم حساس ساري Slm046فقط بين رقم مقاوم  دارمعني
 پاسخ نيترعيسر). ب .4درصد وجود داشت (شكل  5در سطح 

است  يتوپلاسميس ميدر غلظت كلستغيير ها به تنش سلولي
هاي پيامبر ثانويه در سلول عنوانبهكلسيم نقش حياتي  و يون

نتايج  .كندهاي محيطي ايفا ميگياهي براي پاسخ به محرك
با افزايش  14CDPKBnaاين مطالعه بيانگر افزايش بيان ژن 

مولار شد ميلي 200سطوح تنش شوري از شاهد تا غلظت 
هاي پروتئين كيناز وابسته به ). در كلزا ژنالف .4(شكل 

ژن است. نتايج  25كلسيم، يك خانواده ژني متشكل از 
) در بررسي Zhang et al., 2014ژانگ و همكاران (مطالعات 
در كلزا  ه به كلسيمهاي كلسيم پروتئين كيناز وابستبيان ژن

نشان ساعت  24و  6 زمانمدتغيرزنده در  هايتنشتحت 
مختلف الگوي بيان ژن در اين خانواده  هايتنشداد كه تحت 

براي ارقام،  14CDPKBnaژني متفاوت است. تغيير بيان ژن 
در اين مطالعه  مورداستفادهنحوه و طول مدت تنش شوري 

هاي ديگر اين ژن . الف و ب) كه شايد4(شكل  دهدمينشان 
خانواده ژني با توجه به الگوي بيان خود بر روي بيان ژن 

14CDPKBna گذاشته باشند. مطالعات نشان دادند كه  تأثير
موجب افزايش تحمل  CDPKهاي افزايش و تشديد بيان ژن

يان مثلاً ب شونديمزيستي و غيرزيستي  هايتنشگياهان به 
موجب افزايش ظرفيت تحمل برنج به  21CDPKsOبالا 

باعث  21CDPKOs) و Asano, 2011شوري شده است (
افزايش تحمل به شوري در برنج از طريق كاهش سطح 

كه  يشنهادشدهپشود كه هاي اكسيژن فعال ميراديكال
12CDPKOs عنوانبهرساني كاركرد چندگانه در مسير پيام 

).Asano, 2012مثبت براي تحمل شوري دارد ( كنندهيمتنظ
 
 

    
 يدهندهنشانبه ترتيب (الف) و (ب)، بارهاي عمودي  كلزا 14CDPKاثر سطوح متفاوت تنش شوري و ارقام بر روي بيان نسبي ژن . 4 شكل

 .%5در سطح  دارمعنياختلاف  يدهندهنشانها و حروف متفاوت در بالاي ستون خطاي استاندارد بر اساس سه تكرار
Fig. 4. Effect of drought stress on BnaCDPK14 relative expression ratio; Vertical bars indicate Means ± SE based on 
three replicates and different letters above columns indicated significant (P < 0.05) differences. 
 
 

 همبستگي بين صفات

كه بين  ) نشان داد3نتايج همبستگي بين صفات (جدول 
هاي فيزيولوژيكي محتواي نسبي آب برگ و نشت شاخص

همبستگي منفي بالا وجود دارد. محتواي نسبي آب و  يوني
هاي مناسبي براي منعكس كردن نشت يوني به ترتيب شاخص

آب موجود و پايداري غشاي سلولي در گياه هستند، تنش 

شوري موجب القاي تنش آبي و كاهش محتواي نسبي آب 
هاي فعال اكسيژن موجب تنش و با افزايش گونه شودمي

ص كاهش شاخ درنهايتها و چربياكسايشي و پراكسيداسيون 
 Ashrafگردد (و افزايش نشت يوني مي غشا سلول پايداري

and Ali, 2008; Kukreja et al., 2005 همبستگي .(
يان ژن بو  ، كاتالازگاياكول پراكسيدازمثبت بالا بين صفات 
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14CDPKBna  با افزايش  دهدميوجود داشت كه نشان
هاي فعال اكسيژن، گياه براي مقابله با آن سيستم گونه
 سخپا نيترعيسرگيرد و چون خود را بكار مي اكسيدانآنتي
است  يتوپلاسميس ميدر غلظت كلستغيير  ،هابه تنش سلول
نقش  هاي گياهيپيامبر ثانويه در سلول عنوانبهكلسيم  و يون

كند با افزايش سطوح تنش شوري موجب حياتي ايفا مي
 اكسيدانآنتيو آنزيم  14CDPKBnaافزايش بيان ژن 

براي پاسخ به تنش شوري و كاتالاز گاياكول پراكسيداز 
  .گرددمي

  
  )**( درصد) و يك *ي پنج درصد (دارمعنيشده در چهار ژنوتيپ كلزا تحت تنش شوري. سطح  گيرياندازه. همبستگي بين صفات 3 جدول

Table 3. Correlation coefficients (r) for trait means of four canola cultivars for several traits measured in salinity 
stress. Significance P= 0.05 (*) and 0.01 (**) 

 
 

 
  گيري كلينتيجه

، دهدميهاي زيستي در محيط آبي رخ تمام واكنش ازآنجاكه
و سبب اختلال  دسترسقابلتنش شوري موجب كاهش آب 

شود، گياه براي رشد و توسعه مي موردنيازهاي در فعاليت
موجب افزايش نشت يوني ها پراكسيداسيون چربيهمچنين 
كه براي  شودميهاي آزاد اكسيژن فعال راديكالو افزايش 

ايش و افز اكسيدانآنتيهاي مقابله با آن ميزان فعاليت آنزيم
 مدهآدستبهنتايج  هاي پاسخ به تنش ضروري است.بيان ژن

اتالاز گاياكول پراكسيداز، كهمبستگي مثبت بالا بين صفات از 
اين ارقام در سطوح مختلف  براي 14CDPKBnaبيان ژن و 

، افزايش 14CDPKBnaافزايش بيان ژن  شوري نشان داد
 م كاتالازو آنزي گاياكول پراكسيداز اكسيدانآنتينزيم فعاليت آ

تواند سبب افزايش تحمل اين گياه به تنش در گياه كلزا مي
د هاي متعدبا توجه به وجود تغيير در مكانيسمشوري شود و 
 ،هاي گسترده در سطوح پروتئينيلزوم بررسي ،پاسخ سلولي
العه مط موازاتبهبيوشيميايي در اين گياه و  فيزيولوژيكي

 ديگر اين خانواده ژني پروتئين كيناز وابسته به كلسيم يهاژن
در اين . شوداحساس مي ازپيشيشب شوريدرگير در تنش 

 بررسي بيان ژن پروتئين كيناز وابسته به كلسيم تحتآزمايش 
تنش شوري انجام گرفت كه افزايش بيان اين ژن موجب 
افزايش تحمل گياه به تنش گرديد كه افزايش و تشديد بيان 

هاي مهندسي با استفاده از تكنيكها در گياه كلزا اين ژن
تواند راهكاري مناسب براي و بررسي پاسخ آن ميژنتيك 

  كشت و رشد بهتر اين گياه ارزشمند در كشور گردد.
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