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 تشکر و قدردانی:

 ستایش پرودگار را، که جهان را بر اساس علم و عدل و حکمت آفرید.

زندگی همواره یاوری دلسوز و و پشتیبانی محکم و مطمئن برایم  هایبفراز و نشی نخست از خانواده عزیزم  که  در 

ترین مراتب تشکر خود را محضر اساتید راهنمای گرانقدرم، آقایان خالصانه . نمایماند، صمیمانه قدردانی می بوده

کنم. بنا بر تقدیم می،های طلایی پوشاندند هایم جامه عمل با امیدکه بر انگیزه  حسین عسگریو دکتر  ناصر فرخیدکتر 

که با حمایت و پشتیبانی بی   سید مهدی علویدکتر جناب آقای مشاور،  ستاددانم از حسن توجه اوظیفه خود لازم می

همچنین از استاد مشاور جناب تشکر نمایم.یاری نمودند،  های ارزنده، مرا در طول مدت این پروژهدریغ و راهنمایی

و   آقایان دکتر قرنجیکاز داوران محترم،   های ارزنده ایشان سپاسگزارم.ییآقای مهدی برادران و راهنما

اند، صمیمانه نامه کمک کردهشان در هر چه بهتر نمودن این پایانهای سازندهکه با پیشنهاد حیدری دکتر 

یت این جلسه که به عنوان نماینده تحصیلات تکمیلیدکتر غلامی  سپاسگزارم.همچنین جناب آقای  را بر عهده  هدا



 ه 

 

کاری مسئولین محترم نمایم. از مساعدت گرفتند قدردانی می جناب آقای دکتر مسعود بهار در دانشگاه اصفهان و هم

گاه ملی  گاه ملی تحقیقاتی لوبیای خمین کمال تشکر را دارم. در پایان از کارشناسان و دوستان عزیزم در پژوهش ایست

کلاسیها ریفناوری خانممهندسی ژنتیک و زیست های مهربانم در دانشکده کشاورزی احی، رمضانی و زارع و هم

موفقیت، سلامت و طول عمر ها نیست کمال تشکر را دارم. و سایر عزیزانی که مجال نام بردن از همه آنشاهرود 

وند متعال این عزیزا  خواستارم.ن را از خدا



 و 

 

 تعهدنامه 

رشد رشته بیوتکنولوژی کشاورزی دانشکده کشاورزی دانشگاه صنعتی فر دانشجوی دوره کارشناسی ااینجانب مریم رشیدی

تحت راهنمائی آقایان دکتر ناصر  یادر لوب یمعمول یاییباکتر یسوختگ یداتیوتنش اکس یبررسنامه شاهرود نویسنده پایان

 شوم.متعهد می و دکتر حسین عسگری فرخی

 ت و از صحت و اصالت برخوردار است.نامه توسط اینجانب انجام شده استحقیقات در این پایان

 های محققان دیگر به مرجع مورد استفاده استناد شده است.در استفاده از نتایج پژوهش

نامه تاکنون توسط خود یا فرد دیگری برای دریافت هیچ نوع مدرک یا امتیازی در هیچ جا ارائه مطالب مندرج در پایان

 نشده است.

نامه اند در مقالات مستخرج از پایاننامه تأثیرگذار بودهر بدست آوردن نتایج اصلی پایانحقوق معنوی تمام افرادی که د

 گردد.رعایت می

ها( استفاده شده است ضوابط و اصول های آننامه، در مواردی که از موجود زنده )یا بافتدر کلیه مراحل انجام این پایان

 اخلاقی رعایت شده است.

نامه، در مواردی که به حوزه اطلاعات شخصی افراد دسترسی یافته یا استفاده شده است ن پایاندر کلیه مراحل انجام ای

 اصل رازداری، ضوابط و اصول اخلاق انسانی رعایت شده است.

 13/6/31تاریخ:

 امضای دانشجو:

 

 

 

 

 

 مالکیت نتایج و حق نشر

 افزارها ای، نرمهای رایانهکلیه حقوق معنوی این اثر و محصولات آن )مقالات مستخرج، کتاب، برنامه

 باشد. و تجهیزات ساخته شده است( متعلق به دانشگاه صنعتی شاهرود می

 باشد.بدون ذکر مرجع مجاز نمینامه استفاده از اطلاعات و نتایج موجود در پایان 



 ز 

 

 :چکیده 

باشند. می( تنفس و نتزفتوس) هوازی هایمتابولیسم ناپذیر اجتناب ثانویه محصول های فعال اکسیژن،گونه

های هوازی است. اما اخیرا ثابت شده است محصول سمی جانبی متابولیسم ROSپیشتر تصور می شد که 

زیولوژی های فیکنند که احتمالا در کنترل فعالیتها را به طور فعال تولید میکه گیاهان این مولکول

 بیماری پیام رسانی سیستمیک نقش دارند.دفاع در برابر پاتوژن و مانند پاسخ به تنش غیر زنده و 

 از Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (XAP) عامل با لوبیا معمولی باکتریایی سوختـــگی

باشد.  می مـرطوب و گـرم نواحی در ویژه به محـــصول این کشت مناطق اکثر در لوبیا مهم های بیـماری

% 04 از بیش به گاهی بیماری این از ناشی خسارت شکخ مناطق استثنای به کشورها اکثر در امروزه

 Xanthomonas axonopodisهای آلوده به برگ mRNAسطح بیان  رسد. در این مطالعه به بررسیمی

pv. phaseoli شامل های شرکت کننده در تنش اکسایشیبه منظور تعیین تغییر سطح بیان ژن 

NADPHپراکسیدازآسکورباتکاتالاز و مونودهیدرو پراکسیداز،اکسیداز، سوپراکسید دیسموتاز، آسکوربات 

-زنی افزایش بیان معنیساعت پس از مایه 31اکسیداز  NADPHپرداخته شد. نتایج نشان داد که آنزیم 

ساعت روند کاهشی آن  21و  04رسید و در  خود ساعت پس از مایه زنی به حداکثر بیان 10 دار داشته و

ساعت کاهش  21دار بوده و در معنی 10 پراکسیداز در ساعتآنزیم آسکوربات. افزایش بیان مشاهده شد

 21تا ساعت  31از ساعت  ردوکتازو مونودهیدروآسکوربات دیسموتازآن مشاهده شد. آنزیم سوپراکسید

دار داشته و در ساعت افزایش بیان معنی 31آنزیم کاتالاز در ساعت است. دار داشتهافزایش بیان معنی

 داری کاهش یافته است. بیان آن به طور معنی 21و 04و 10

 .اکسیدانتهای آنتی: تنش اکسایشی، بیماری بلایت لوبیا، باکتری زانتوموناس، آنزیمهای کلیدی واژه
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-متابولیسم از یرناپذ اجتناب ثانویه محصول 3(ROSهای فعال اکسیژن )گونه رایج، هایدیدگاه براساس

 glycolate یرمس ROSمنابع  یگرد. (1446)آسادا و تاکاهاشی،  باشدمیتنفس( )فتوسنتز و  هوازی های

oxidase ی، تنفس نور یها ط زومیدر پراکسNADPH oxidase  وAmine oxidase  یدازهایپراکسو 

 ی،خشک یهاتنشاز جمله  هااز تنش یاریبس. (1444، )دت و همکاران باشندی میسلول یوارهمتصل به د

 یهوا مانند ازن و د هاییندهاشعه ماوراء بنفش، آلا ین،درجه حرارت بالا، فلزات سنگ ی،سرمازدگ ی،شور

شکسته سبب  ینور هایتنش و هاحمله پاتوژن یی،فقر عناصر غذا یکی،مکان یهاگوگرد، تنش یداکس

کازال و همکاران، دهند )یم یشرا افزا ROS یدتول شوند ویدر سلول م یمیتنظ های خودیزمشدن مکان

به  سلول یبرا یدعلامت تهد به عنوان تنش در ROS یدتول یشافزا(. 1444؛ دت و همکاران،  3333

 یدفاع هاییسممکان سازی فعال یبرا ییامپ به عنوان ROSکه  شودیتصور م یگراز طرف د رود.شمار می

  .(1443و همکاران،  یکیندس)شود سلولی در برابر تنش محسوب میشاخص  به عنوان و یدنمامیعمل 

ایجاد ارقامی با سطح مقاومت بالا  درهای القا شده گیاه عکس العمل مکانیسم مقاومت و درکاز آنجا که 

های دفاعی، در راستای شناسایی این عکس العملاینرو . ازبه منظور کنترل موثر بیماری ضروری است

مناسب در  و بیمارگر موثرترین استراتژی برای کسب دیدگاههای القا شده طی تعامل گیاه ژن آنالیز بیان

ها به عنوان  ROSتر گفته شد، طور که پیش. هماندهدخصوص حوادثی است که در این فرایند رخ می

فعال های برخی ژن RNAدر این مطالعه میزان بیان کنند لذا یک پیام فعال سازی سیتم دفاعی عمل می

ها زمینه را برای این داده .شوددر رقم حساس، بین تیمار و کنترل مقایسه میدر مسیر تنش اکسیداتیو 

کند و اساس مطالعات مولکولی بعدی را در زایی باکتری را فراهم میدرک بهتر مکانیسم مولکولی بیماری

 کنش میزبان باکتری خواهد بود.زمینه برهم

 

 

 

                                                 
1 . Reactive oxygen species 



 مقدمه و کلیات -فصل اول

1 

 

 سوختگی باکتریایی معمولی لوبیا 1-1

 Xanthomonas axonopodis  pv. phaseoli (Xap) لبا عامگی باکتریایی معمولی لوبیا ـــسوختاری بیم

های مهم لوبیا در اکثر مناطق کشت این  ماریـاز بی fuscans (Xapf) X. a. pv.phaseoli varو  

بیماری (. 1433، شی و همکاران، 1446)شاد،  باشدرطوب میـرم و مـگ ویژه در نواحیه صول بـــمح

از نیویورک گزارش شد و  (3431) بیچتوسط اولین بار  Xap سوختگی باکتریایی معمولی لوبیا در اثر

 . (1445زا است )جاکوز،%خسارت04بیش از  کشورها به استثنای مناطق خشک تاامروزه در اکثر 

لوبیای شهرستان مزارع  در Xapfو  Xap با عاملوقوع بیماری سوختگی باکتریایی معمولی لوبیا درایران 

و  (3143، )لک و همکاران گزارش گردید 3143( مشاهده و در سال 3122اراک توسط لک و همکاران )

های مرکزیف اراک و و در حال حاضر در استان یا در کشور تبدیل شد.به بیماری مهم لوب 3146در سال 

و فاکتور اصلی ( 1444)موتلو و همکاران، باشد میسیستمیک  این بیماری لرستان پراکنده شده است.

م آبیاری گسترش آن در مسافت طولانی انتقال و کاشت بذر آلوده و در داخل مزرعه به استفاده از سیست

با  Xapباکتری  به دلیل اینکه. (1431و اخوان و همکاران،  1433)زمانی و همکاران، شودمیبارانی مربوط 

 کنترل این بیماری مشکل است و. در بذر زنده باقی بماند طولانیمی تواند سالیان  شود وبذر منتقل می

 یه نشده است.ای کنترل بیماری توصرتاکنون روش شیمیایی مؤثری ب

، تناوب زراعی، شخم عمیق پس از برداشت محصول و ارقام مقاوم برای کنترل سالم ذرــاستفاده از ب

 بلایت به مقاوم ارقام و باکتری از عاری بذور از استفاده بر آن کنترل بیماری توصیه شده است، اساس

تأکید بسیار شده عنوان روش مبارزه دراز مدت ه ام مقاوم بـــکه البته استفاده از ارق باشدمی معمولی

برای شناسایی پاتوژن در بذر وجود  1ایواکنش زنجیرهو کسرولوژی های. اگرچه استفاده از روشاست

 باشدختصاصی باکتری روشی رایج برای شناسایی باکتری میدارد. اما جداسازی از محیط کشت نیمه ا

 (.1434)پوپوی،

 

                                                 
2. Polymerase Chain Reaction (PCR)  
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 عامل بیماری 1-1-1

 کند قطبی حرکت می که توسط تاژک، ای  میلهشکل  به، هوازی اجباری باکتری گرم منفی Xapباکتری 

باشد. دمای مناسب برای  میکرومتر می 5/3-1×  5/4-25/4کاتالاز مثبت و اندازه آن  .(1446)الیوسر، 

اکتری ب .(3-3جدول   ;1446د )شاد، باش می C °13-15و حداکثر دمای رشد C °14-14رشد باکتری

ها بخاطر حضور  کند، رنگ زرد کلنی های زرد رنگ می زانتوموناس در محیط کشت تولید کلنی

های فتوبیولوژیکی  تمالا باکتری را در مقابل آسیبهای زانتومونادین متصل به غشا است که اح رنگدانه

 (.3360) استار و استفان،  دارد مصون می

 

 1446شاد و همکاران،  طبقه بندی زانتوموناس، :3-3جدول

Bacteria kingdom 
Proteobacteria Phylum 
Gammaproteobacteria Class 
Xanthomonadales Order 
Xanthomonadaceae Family 
Xanthomonas Genus 

 

 مکانیسم ایجاد بیماری 1-1-2

های  باکتری 0و قدرت تهاجمی 1زایی اند که در بیماری های متعددی یافت شده ژن زانتوموناسدر جنس 

های دخیل  و ژن (avrهای آویرولانس ) توان به ژن . از این میان می(1445)آستوا، این جنس نقش دارند 

ها  ولانس کد کننده گروهی از پروتئینهای آویر اشاره نمود. ژن 5زایی و واکنش فوق حساسیت در بیماری

بوده و  اکنش فوق حساسیت در میزبان مقاومهستند که مسئول کنترل توانایی باکتری در تحریک و

)بوتنر و  زایی یا قدرت تهاجمی باکتری در میزبان حساس نیز نقش داشته باشند مکن است در بیماریم

 به عنوان که دباشن می 16های سیستم ترشحی نوع هم کد کننده پروتئین hrpهای  ژن .(1434بونس، 

                                                 
3. pathogenicity 

4. virulence 
5. hrp: hypersensitive response and pathogenicity 
6. T3SS: Type III Secretion System 
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اخل سلول گیاه میزبان شناخته به د "پروتئین افکتور"های موسوم به  مسئول انتقال و تحویل پروتئین

های سلول  های ترشحی با پروتئینین پروتئینکنش ابرهم (.1444، دارسنوال، 3334)هوک، اند  شده

سلول، کنترل  ریزی شدهاخلی سلول میزبان مثل مرگ برنامهمنجر به انجام بسیاری از اعمال د میزبان

های محیطی به طور کلی، تنش .شود بر هم زدن سیستم ایمنی میزبان میها و  تنظیم بیان برخی ژن

-آنزیم شود و گیاهان با افزایش فعالیتدر گیاهان می (ROS) های فعال اکسیژنگونهسبب افزایش سطح 

دهند. از آنجا که گسترش سیستم دفاعی آنتی اکسیدانی در ها پاسخ میاکسیدانت به این تنشهای آنتی

تولید شده  ROSها در برابر تنش اکسایشی از طریق مهار جزیی و یا رفتروبی گیاهان سبب حفاظت آن

های رفتروبی از اهداف این نزیمها درک میزان تغییر فعالیت آشود، لذا با توجه به نقش مهم این آنزیممی

 باشد. مطالعه می

 تنش اکسایشی 1-2

یندهای فیزیولوژیکی است که از تأثیر یک یا ترکیبی از عوامل زیستی و نتیجه روند غیر عادی فرآ تنش

  تواند به طور بالقوه است که میشود. در حقیقت مقدار یا شدت نامناسب عوامل فوق  محیطی حاصل می

مستقیم در گیاه یا های مستقیم و غیر  زنده مشکل ساز باشد و باعث تنش و بروز آسیببرای موجود 

 .(1442پوپو و زیاگیلاسکایا، ) اجزای آن شود

عدم توازن بین تولید و به حالتی ناشی از  (3345اولین بار توسط هلموت سیز ) "ایشیتنش اکس"واژه  

مطالعات بر روی کاتالاز و پراکسیداز در اوایل  (.3345ز و سیز، دن)کاگفته شد های اکسیژن حذف گونه

به درک این  توسط مک کورد و فردویچ 3363آغاز شد و کشف سوپر اکسید دیسموتاز در  14قرن 

های فعال اکسیژن به صص یافته ای برا ی تبدیل گونهها دارای سیستم تخشد که سلول منجر حقیقت

 .(3363مک کورد و فردویچ، ) باشندگونه های کمتر فعال می

شوند و منجر به هموستازی و تعادل سلول در حد طبیعی تولید میROS) های آزاد اکسیژن )رادیکال

ها از حالت معمول خارج و به گردند ولی در شرایط تنش محیطی زنده و غیر زنده، تولید این مولکولمی

 .(3-1شکل ;1443)لوشاک،  کنندصورت عوامل آسیب رسان سلولی عمل می
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 های فعال اکسیژن است کهتجمع گونهشود یکی از تغییرات بیوشیمیایی که در گیاه تحت تنش ایجاد می

های گیاهی از باشد. کلروپلاست و میتوکندری سلولمحصول اجتناب ناپذیر متابولیسم طبیعی سلول می

 رادیکال یدروژن وه سوپراکسید، پراکسیدهای فعال اکسیژن هستند که به تولید ای گونههکنندهتولید

-و در غیاب مکانیسمبا قدرت واکنش بالا هستند های اکسیژن سمی و این گونهپردازند. هیدروکسیل می

  (.3331)اسمیرنف،  توانند متابولیسم طبیعی سلول را به میزان زیادی مختل کنندحفاظتی میی ها

 

 های فعال آنگونهاکسیژن و  1-3

 که داد نشان (3301)  4شیله و اشاره کرد اکسیژن اشکال فعال وجود ( به3313) 2مولیکن بار اولین برای

 بالای غلظت که کرد اشاره نکته این به (3361) 3میکائیلیس. باشدسمی می خالص حالت در اکسیژن

 بیوشیمیایی هایمکانیسم روی بر سیستمیک یمطالعه و است سمی بیولوژیک هایسیستم برای اکسیژن

 در محوری و کنندگیتنظیم نقش اکسیژن .پذیرفت صورت (3360) 34بین وسیله به اکسیژن سمیت

-عکس های مرتبط مستلزم دریافتدرک مکانیسم ولی و بیوشیمیایی دارد، متابولیکی فرآیندهای اکثر

عنصر این  شدن فعال نظر نقطه از اکسیژن زیادی یا از کمبود ناشی و بیوشیمیایی های فیزیولوژیکالعمل

 .(3-3شکل ;3343و کادنز،  3341یاو،برادفورد و س) است

های های فعال اکسیژن بر خلاف اکسیژن اتمسفری از میل ترکیبی بالایی در ترکیب با مولکولگونه

های زیستی برخوردارند. در برخی نقاط کلیدی متابولیسم تنها یک نوع و در برخی نقاط بسیاری از گونه

های فعال و برخی از یسم شوند. در ادامه به معرفی اکسیژنتوانند سبب اختلال در متابولفعال اکسیژن می

 (.1-3های فعال اشاره خواهد شد )شکل ین گونهاثرات مخرب ا

باشد. در این حالت همان اکسیژن اتمسفری و حالت پایه اکسیژن می ،(3O2)11اکسیژن سه گانه

 اکسیژن نسبتاً واکنش ناپذیر است.

                                                 
 7. Mulliken 

 8 .C.W.Sheele 

 9. Michelis 

10. Bean 

11.Triplet Oxygen 
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ی اکسیژن الکترونی اضافی باشد. در این گونهه اکسیژن میحالت برانگیخت، (1O) 12اکسیژن منفرد

ی اکسیژن عمدتا شود. تشکیل این گونهگردد، بلکه یک الکترون به اوربیتالی با انرژی بالاتر برده مینمی

 هایمولکول با اکثر و مخرب است. بسیار منفرد دهد. اکسیژنرخ می 1 در کلروپلاست و در فتوسیستم

 باشد.   میکروثانیه می 1دهد. نیمه عمر آن تقریبا حدود  می واکنش زیستی

 1-0 تقریبا نیمه عمر با و پذیرواکنش نسبتاَ اکسیژن فعال یگونه ،(-.O2)اکسید سوپر رادیکال

عبورکند. این رادیکال به طور پیوسته در طول  بیولوژیک غشاهای از تواندنمی و باشدمی میکروثانیه

شود. گفته ( تولید می3ت )گیرنده الکترون متصل به غشاء تیلاکوئید فتوسیستم فتوسنتز در کلروپلاس

-های دیگر میشود و منجر به تولید رادیکالاست که تولید می اکسید، اولین رادیکالیشود که سوپرمی

ز اکسیدا NADPHو توسط آنزیم  زوماکسیهای تولید این رادیکال در میتوکندری، گلیشود. دیگر مکان

 باشد.در دیواره سلولی می

در  دار شدن رادیکال سوپر اکسیدبا پروتون ی قوی کهاکسیدکننده ،(.HO2)رادیکال پرهیدروکسیل

 باشد.آید که یک میمحیط آبی این رادیکال به دست می

آید. این رادیکال تا اکسید بدست میبا کاهش تک ظرفیتی رادیکال سوپر ،(H2O2)پراکسید هیدروژن

میلی ثانیه دارد. پراکسید هیدروژن با  3ی واکنش پذیر است و نیمه عمر نسبتا طولانی در حدود حدود

از  است قادر شود. این رادیکال همچنینها باعث غیرفعال شدن آنها میاکسید کردن گروه تیول آنزیم

زوم و اکسییابد. محل تولید آن کلروپلاست، میتوکندری، گلی انتشار دیگر هایقسمت به تولید محل

باشد. از طرفی آنزیم سوپر اکسید دیسموتاز با دیسموته کردن رادیکال سوپر اکسید، زوم میپراکسی

به عنوان مولکول هدایت کننده در  H2O2بر اساس مطالعات انجام شده کند. پراکسید هیدروژن تولید می

-ها و مولکولپاتوژن ها بهلین پاسخبر اثر تنش اکسایشی، یکی از او H2O2گیاهان فعالیت می کند. تولید 

را  30PALو 31GST های دفاعی مانندبیان ژن H2O2 .(3332)لامب و دیکسون، باشدهای محرک می

                                                 
12. Singlet Oxygen  
13. glutathione S-transferase 

14. phenylalanine ammonia lyase  
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های های سلولی به محرککه در فعال شدن و انتقال پاسخ 35MAPKSهمچنین  H2O2 .کندالقا می

. به علاوه (1445و ساموئل و همکاران،  1444ت و همکاران،کند )گرنخارجی نقش دارد را فعال می

( PCDریزی شده سلول )کلیدی در مرگ برنامه یفاکتور  H2O2بسیاری از مطالعات نشان داده است که 

 باشد. ها میها و هورموندر پاسخ به پاتوژن، محرک

 است اکسیژن ناقص احیای فعال شکل ترینمیس هیدروکسیل رادیکال ،(.OH) رادیکال هیدروکسیل

نیمه عمر این رادیکال  باشد.می برخوردار سلول حیاتی هایماکرومولکول با ترکیبی شدیدی میل از که

 چند عنصری حضور در سوپراکسید رادیکال اکسیژن، ناقص احیای ثانیه است. ازنانو 3بسیار کم و در حد 

 این بعد، مرحله در ولی گردد.می خود بر اولیه و پایدار فرم به رون،الکت یک تبادل با آهن نظیر ظرفیتی

آید که می وجود به هیدروکسیل رادیکال آن تجزیه با و منتقل هیدروژن پراکسید به  +Fe2الکترون توسط 

 ظرفیتی چند فلزات حضور در هیدروکسیل شود. بنابراین رادیکالنیز گفته می 36به آن واکنش فنتون

  شد. خواهد تشکیل کند،می الکترون عمل دهنده و گیرنده عنوان به که نظیر آهن

O2 
-
 + Fe

3+
                     Fe

2+
 + O

2 

H2O2 + Fe
2+

                   Fe
3+ 

+ OH
-
 + HO

 ) واکنش فنتون(     .

با هم  32زوای -توانند به سرعت طبق واکنش هابرمی هیدروژن پراکسید و از طرفی رادیکال سوپراکسید

واکنش داده و رادیکال هیدروکسیل را تولید کنند. این واکنش در حضور عناصر واسطه به خصوص در 

 . (1434دهد )جیل و همکاران،حضور آهن رخ می

O2- +  H2O2                  O2 + OH- + HO. وایز(          -)واکنش هابر        

 در هاالکترون این است.  نیاز مورد الکترون 0، آب به آن تبدیل و کامل اکسیژن احیای به طور کلی جهت

 کند.می احیا کامل صورت به راآن و منتقل اکسیژن روی بر بارهیک الکترون اصلی انتقال مسیر

O2 + 4H + 4e-               H2O 

                                                 
15. mitogen-activated protein kinases   
16. Fenton Reaction 

17. Haber-Weiss  
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 الکترون انتقال برای دیگری فرعی مسیر گردد، مسدود الکترون انتقال اصلی مسیر دلایلی به ابن گاه هر اما 

 در گردند.می منتقل اکسیژن روی بر تک تک هاالکترون اصلی، مسیر خلاف بر این مسیر در شود.می فعال

 سوپر رادیکال ترتیب به الکترون 1و  1، 3و با گرفتن  طور ناقص احیاهب اتمسفری اکسیژن عمل، این نتیجه

شکل  ; 3142شود )اسفندیاری و همکاران،تشکیل می هیدروکسیل رادیکال و هیدروژن پراکسید اکسید،

3-1.) 

 های فعال اکسیژن بر اجزاء سلولیاثرات تخریبی گونه 1-3-1

-می DNA به شماریبی هایآسیب سبب ،کنندمی اکسیژن هایرادیکال تولید که عواملی و فعال اکسیژن

-و اکسیداسیون دئوکسی DNA، تغییر بازها، شکست رشته جهش توالی، از قسمتی حذف شاملو  گردد

 (.1443باشد )توتجا و همکاران،می هاریبونوکلئیک

 یزنجیره کردن تکه تکه شکل، تغییر سبب آمینواسید ویژه هایمکان در های فعال اکسیژنرادیکال

 پپتیدی زنجیره در تفاوت شوند.پروتئولیز می به حساسیت فزایشا و الکتریکی بارهای تغییر ،پپتیدی

 تفاوت همچنین .گرددمی اکسیداتیو حملات این به آنها حساسیت میزان در تفاوت سبب آمینه اسیدهای

 است.  تأثیرگذار آنها فعالیت پتانسیل در فعال اکسیژن هایگونه مختلف هایفرم در

سمایی که منجر به افزایش سیالیت و نفوذپذیری و در نهایت شکست پلا پراکسیداسیون لیپیدهای غشای 

 باشدمیهای فعال اکسیژن به لیپیدها ترین آسیب رادیکالشود، عمدهو تخریب غشاء و مرگ سلول می

 (.1445)مونتیلت و همکاران،

 های فعال اکسیژن در سلولتشکیل گونه 1-3-2

.(1-3)جدول می باشند بسیاریهی دارای منابع تولید های گیاسلول در گرواکنش گونه های اکسیژن
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 یو تعادل شوندیم یمختلف پاکساز یدفاع هایمیستوسط مکان یژنفعال اکس هایگونه یعیطب یطدر شرا:  تنش اکسایشی: 1-1شکل 

مانند  یرزیستیو غ یستیز هایاز تنش یمختلف یتعادل توسط فاکتورها این است ممکن. دارد وجود هاگونه ینا یو پاکساز یدتول ینب

 هاییکالسطح راد ینناگها افزایش به منجر که بخورد هم بر هاکشو علف ومسم یی،کمبود مواد غذا ین،فلزات سنگ ی،خشک ی،شور

 (.1434)جیل و توتجا،  شودیسلول م یهابه ساختار یرچشمگیب و آس درون سلول یژنفعال اکس

 

 

و با دریافت یک الکترون به  باشدهمان اکسیژن اتمسفری و حالت پایدار اکسیژن می سه گانه یژناکس  :انواع اکسیژن: 2-1 شکل

 یکالراد ینا یآب یطدر مح یدسوپر اکس رادیکال شدن دارکه با پروتونیدروکسیل پره یکالراد. ودشاکسید تبدیل میرادیکال سوپر

تبدیل به  +Fe2اکسید، پراکسید هیدروزن حاصل می شود و با ذریافت یک الکترون از با کاهش تک ظرفیتی یون پر شود.حاصل می

 (.1434شود )جیل و توتجا، رادیکال هیدروکسیل می

 تعادل

 تنش اکسایشی

 یون پراکسید

 اکسیدرادیکال سوپر

 رادیکال هیدروکسیل

 رادیکال پرهیدروکسیل پراکسید هیدروژن واکنش فنتون

 اکسیژن سه گانه
 اکسیژن منفرد

 اکسیژنهای فعال گونه
   رفتروبیهای مکانیسم
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)فتوسنتز و  متابولیسم هوازیاز  ناشیمحصول ثانویه اجتناب ناپذیر  ROSدیدگاه های رایج، بر اساس 

 نوری تنفس طی ها زومپراکسی درگلیکولات اکسیداز . (3342)مانو و تاکاهاشی، می باشدتنفس( 

NADPH oxidase  ،نیز از دیگر منابع تولیدهای متصل به دیواره سلولی و پراکسیداز آمین اکسیداز 

ROS باشند.در سلول می 

در  طی این واکنش در گیاه است. ROSلیه درکلروپلاست به عنوان منبع او واکنش مهلر کلروپلاست،

که  شودمی تولید  اکسیژن به فرودکسین احیای یا I فتوسیستم Fe-S مراکز از الکترون جریان اثر

 (.1433شود )فویر، بلافاصله توسط سوپراکسید دیسموتاز کاتالیز می

زیستی و غیر های تنش حیناکسید کربن محدودیت تثبیت دی ن در این اندامک در اثرعلاوه بر آ

 نیز محیطی، CO2 بالای هایغلظت تحت حتی و تنش شرایط در گردد.تشدید می ROSتولید  ،زیستی

 حتت ها، روزنه شدن بسته از نظر صرف فتوسنتز دستگاه که است این موید که یابدمی کاهش فتوسنتز

 متعاقب و شوند می بسته گیاه در ها روزنه آب کمبود تنش شرایط در .(1446)آسادا، است گرفته قرار تاثیر

 مختل فتوسنتز تاریکی هایواکنش وضعیت این دنبال به و یابدمی کاهش مزوفیل بافت در CO2 غلظت آن

 شرایطی چنین در ند.شوینم مصرف ، NADPH)و (ATPروشنائی هایواکنش از حاصل محصولات و شده

 یابد،می کاهش الکترون دریافت جهت +NADP مصرف ، NADPH مولکول شدن اکسید عدم دلیل به

 و کندمی عمل الکترون جانشین پذیرنده عنوان به الکترون انتقال زنجیره مسیر در اکسیژن مولکول بنابراین

)بوچرت و  گرددمی هیدروکسیل رادیکال و هیدروژن پراکسید سوپراکسید، رادیکال گیریشکل به منجر

شود که در مسیر تنفس نوری فعال می CO2طی محدودیت  C3همچنین در گیاهان . (1434همکاران، 

 (.1444شود )پنگ و همکاران، م گلیکولات اکسیداز تولید میبه وسیله آنزی H2O2 بخشی از این مسیر

های کنندهتولید шدهیدروژناز وکمپلکس NADHو  کینونیوبی در این اندامک رادیکال میتوکندری،

 کمتر کلروپلاست با مقایسه در میتوکندری دری تولید ROS چه اگرباشد. اکسید میل سوپراصلی رادیکا

 سلولی فرایندهای از بعضی مهم هایکننده تنظیم از خودها ولی این رادیکال باشدمی



 مقدمه و کلیات -فصل اول

31 

 

 

 

 

 تک هاالکترون ی،اصل یربر خلاف مس یرمس ین. در اشودیانتقال الکترون فعال م یبرا یگرید یفرع یرانتقال الکترون مسدود گردد، مس یاصل یرمس یلیهر گاه بنا به دلا : نحوه احیای اکسیژن اتمسفری :3-1شکل 

-یم یلتشک یدروکسیله یکالو راد یدروژنه یدپراکس ید،سوپر اکس یکالراد یبالکترون به ترت 1و  1، 3و با گرفتن  احیا ناقص طورهب یاتمسفر یژنعمل، اکس ینا یجه. در نتگردندیمنتقل م یژناکس روی بر تک

 (.3142)اسفندیاری و همکاران،  شود
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 (.3334باشد )بلول و همکاران،شده سلول می ریزیبرنامه مرگ و سازگاری شامل

در  ROSکننده  یداز منابع تول یسلول یوارهد Peroxidaseو  ییغشا NAHPH Oxidase آپوپلاست،

رها شده از  هاییاکنندهدر حضوراح ی،سلول یوارهد pHوابسته به  یدازهای. پراکسباشندیآپوپلاست م

 وانها به عن NADPH Oxidase. آیندمی شماربه یآپوپلاست H2O2پاسخ دهنده، منبع  یهاسلول

 یناز ب یردر مس یپستانداران به عنوان کمپلکس یلبار در نئوتروف یناول (RBO) یتنش تنفس یدازاکس

ها  Rbohکه خانواده  دهدینشان م یر(. مطالعات اخ1445بردن پاتوژن شرح داده شد )تورس و همکاران، 

 یمحرک ها ینو همچن یتاز جمله پاسخ فوق حساس یدفاع هایهنگام پاسخ یآپوپلاست ROS یددر تول

 و تورس) دارند نقش هاو توسعه و مرگ سلول یرشد سلول یمنده و در تنظز یرغ یطیو مح یرشد

 ( .5-3شکل ;1434همکاران،

این اندامک مکان اصلی تولید پراکسید هیدروژن داخل سلولی است. پراکسید هیدروژن  زوم،پراکسی

اکسید کردن شود. زانتین اکسیداز با زومی تولید میتوسط فلاوین اکسیدازها در مسیر تنفسی پراکسی

کند. از طرفی در اوریک رادیکال سوپر اکسید و پراکسید هیدروژن تولید میزانتین یا هیپوزانتین به اسید

 H2O2 تولید اکسیژن به گلیکولات از الکترون دو انتقال تنفس نوری آنزیم گلیکولات اکسیداز، با

اکسیداسیون بتاباشد. ن اندامک میهیدروژن در ایکند و منبع اصلی تولید پراکسیدوگلیکواگسالات می

شود )جیل و توتجا هیدروژن میزوم نیز منجر به تولید پراکسیداسیدهای چرب در پراکسی

  (.6-3شکل;1434;
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 یسلول هایفعال در اندامک یژنانواع اکس :2-1جدول 

 منبع شدهنوع اکسیژن فعال  محل تولید مکانیسم تولید

 3333آسادا،   کلروپلاست کلروفیل برانگیخته

 3333آسادا،   کلروپلاست زنجیره انتقال الکترون

NADPH 1444گرنت و لوک،   غشاء پلاسمایی اکسیداز 

 1444دت،  میتو کندری آلترناتیو اکسیداز

 1444دت،   میتو کندری زنجیره انتقال الکترون

 1444دت،  H2O2 آپوپلاست الات اکسیدازاگز

 3332آلن و فلور،  آپوپلاست ازآمین اکسید

 1443کورپس و همکاران، H2O2 زومپراکسی کولات اکسیدازگلی

 1443کورپس و همکاران، H2O2 زومپراکسی یدهای چرببتا اکسیداسیون اس

 1443کورپس و همکاران،  زومپراکسی زانتین اکسیداز
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 شود¬یانتقال الکترون مختل م یستمو س ینوران یانرژ یافتکه در یطیتحت شرا در فتوسیستم دو .تولید اکسیژن فعال در کلروپلاست: 4-1شکل

شدن  یختهشده صرف برانگ یافتدر یسموم انرژ یا ها¬یندهو حضور آلا یی،کمبود عناصر غذا ی،خشک شرایط در ها¬مانند بسته شدن روزنه

 احیای یا I فتوسیستم Fe-S مراکز از الکترون در فتوسیستم یک طی واکنش مهلر در اثر جریان .شود¬می منفرد فرم به گانه¬از فرم سه یژناکس

دیسموتاز به پراکسید هیدروژن و پس از آن به وسیله آنزیم که بلافاصله به وسیله آنزیم سوپراکسیدرادیکال سوپراکسید تولید شده  فرودکسین

(، Cyt(، سیتوکروم )FD(، فردوکسین )PSII) ΙΙ (، فتوسیستمPSI) Ι اختصارات: فتوسیستم شود.پراکسیداز به آب تبدیل میآسکوربات

 (.1446)آسادا، (، PQHینول )،پلاستوکوئ(PC(، پلاستوسیانین )PQپلاستوکوئینون )
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که  یدیسوپر اکس یکالراد ییموجود در غشاء پلاسما یدازاکس NADPH:  اکسیداز در غشای پلاسمایی NADPHآنزیم  5-1شکل 

 .فرستدیم یآپوپلاست یرا به فضا کندیم یدتول

 

 

رب های چیداز در تنفس نوری و بتا اکسیداسیون اسیدساک یکولاتگل یمآنز: زومهای فعال اکسیژن در پراکسیتولید گونه :6-1شکل 

 .شودهای فعال اکسیژن در این اندامک میسبب تولید گونه
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 مکانیسم رفتروبی 4 -1

که شکل گرفته است اکسیدانی با کارایی بالا آنتی یسیستم دفاع در گیاهان،برای مقابله با تنش اکسایشی 

کند. این سیستم دفاعی  رفتروبییا  خنثی و ها راز میان بردارد و آناضافی را ا های آزادتواند رادیکالمی

(، CAT) (، کاتالازSOD) های آن شامل دیسموتازامل سازوکارهای آنزیمی و یا غیر آنزیمی است. آنزیمش

( می GR) ( و گلوتاتیون ردوکتازDHAR) ردوکتاز(، دهیدروآسکورباتAPOX) پراکسیدازآسکوربیک

( E)ویتامین  کوفرولو(، آلفاتGS) ( و گلوتاتیونASA) آسکوربیکغیر آنزیمی شامل اسیدسیستم  باشد. و

  .(1441های دیگر است )بلوخین،ها و برخی ملکولو کارتنوئید

 گیاهی هایدر سلول مختلف مکانیسم دو های رفتروبی حداقلتوسط مکانیسم ROSبرای تنظیم غلظت 

 قادر دوم اینکه و نماید حفظ پیام انتقال مقاصد برای را ROS ایینپ سطوح بتواند اینکه اول ضروری است.

-می تولید سلول در ROS از مختلفی انواع مجموع در. باشد تنش طی در آن سمی اثرات کردن برطرف به

 شده حفظ روفتروبی هایمکانیسم وسیله به تعادل این . است مهم بسیار آنها پایدار سطح بین و تعادل شود

 دارد بیوشیمیایی و نموی محیطی، متفاوت های محرک و گیاه شرایط فیزیولوژیکی هب بستگی و

باشد، لذا به از آنجا که هدف این پژوهش بررسی بیان در سیستم آنزیمی  .(1442)امیرصادقی و همکاران،

 (.1-3پردازیم )جدول ر آنزیمی در این بخش نمیتوضیح سیستم غی

و ایجاد سد اولیه دفاعی در برابر اثرات مهمی در تحمل  نقش SOD :(SODسوپراکسیددیسموتاز)

پراکسید هیدروژن  دارد. این آنزیم رادیکال سوپراکسید را به اکسیژن و ROSسمی افزایش سطوح 

-کاهش می راهیدروکسیل خطرناک خطر ایجاد رادیکال  و (1444احمد و همکاران، کند )دیسموته می

 دهد.

 O2ˉ + O2ˉ + 2H+ → 2H2O2 + O2 

O2°- + Cu (ΙΙ) ZnSOD →O2 + Cu—ZnSOD 

O2°- +Cu—ZnSOD +2H+ →H2O2 +Cu (ΙΙΙ) ZnSOD 
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در سیتوسل و  که Cu/Zn-SOD بندی شده است.سه نوع تقسیمبه  ن کوفاکتور آ بر اساس این آنزیم 

زوم و پراکسی های یوکاریوتیدر میتوکندری سلول Mn-SOD، گیاهان عالی زومو پراکسی کلروپلاست

به خصوص  ها،¬یوتاغلب پروکار در Fe-SODو  34، کلروپلاست جلبک کلامیدوموناس رینهاردیگیاهان

و در صورت حضور در است گیاهان کمتر دیده شده و در شود¬یم یافتبه وفور  یانوباکترهادر س

 ).1444میوگا، و  1441آشر و همکاران، ست قرار دارد )کلروپلا

باشد که می تواند پراکسید هیدروژن را به طور مستقیم به آب و یم دار هم ی: آنزیم (CATکاتالاز)

)گرگ و  در شرایط تنش است زداییسمناپذیر واکنش کند. این آنزیم جز جداییمی تجزیهاکسیژن 

تواند به چنانکه یک مولکول از آن می) باشدبالایی می 33و دارای عدد برگشت پذیری (1443مانچندا، 

. این آنزیم در از بین بردن (کند تجزیهروژن را در یک دقیقه میلیون مولکول پراکسید هید 6طور تقریبی 

های چرب، تنفس نوری و های بتااکسیداسیون اسیدزوم طی واکنشدر پراکسی یپراکسید هیدروژن تولید

 .(1434باشد )جیل و توتجا، میت میولیسم پورین دارای اهباکات

2H2O2              O2 + 2H2O            

و حفاظت سلول در گیاهان  ROSدر مکانیسم رفتروبی  مهمی آنزیم (:APXپراکسیداز) آسکوربات

و  14آب-آبن در چرخه در ازبین بردن پراکسید هیدروژ APXباشد.ها میعالی و دیگر ارگانیسم

کند. خانواده و از آسکوربات به عنوان دهنده الکترون استفاده می گلوتاتیون ردوکتاز مشارکت دارد

-اکسی(، غشای گلیtAPX) باشد که شامل فرم تیلاکوئیدیپراکسیداز دارای چند ایزوفرم می آسکوربات

 (cAPX) ( و فرم سیتوزولیsAPX) ( و همچنین فرم قابل حل در استرمای کلروپلاستgmAPX) زوم

 یربا مقاد ) CAT مولار( و یکروم یربا مقاد ) APX یبیترک یلم .(1441یوشیمورا و همکاران،  ) است

 هاییمدو در دو کلاس متفاوت از آنز ینکه ا ستا ین، نشان دهنده ایدروژنه یدمولار( با پراکس یلیم

مسئول برطرف کردن  CATو  رسانیپیام یبرا ROS یزانم یلمسئول تعد APXقرار دارند.  رفتروبی

 .(1441میتلر، ) باشد یتنش م یدر ط ROS یادیز

                                                 
18. Chlamydomonas reinhardtii  
19 Turn over rate 

20. Water-Water Cycle 
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       H2O2 + AA              2H2O + DHA 

این آنزیم یک اکسیدوردوکتاز فلاووپروتئین است که در یوکاریوت و  (:GRگلوتاتیون ردوکتاز )

با نگه  ROSشود. فعالیت داشته و نقش مهمی در سیستم دفاعی در برابر ها مشاهده میپروکاریوت

رد، اما میزان کند. این آنزیم غالبا در کلروپلاست قرار دا( در حالت احیا ایفا میGSHداشتن گلوتاتیون )

 شود. کمی از آن در میتوکندری یافت می

برای بازسازی گلوتاتیون احیاء شده نیازمند آنزیم گلوتاتیون ردوکتاز و گلوتاتیون -چرخه آسکوربات

NAD(P)H باشد. این آنزیم پیوند دی سولفید گلوتاتیون اکسید شده را طی یک واکنش وابسته به می

NAD(P)H یجه باعث تولید گلوتاتیون احیاء شده احیاء کرده و در نت(GSH) ج(. 2-3)شکل شودمی 

GSSG + NADPH             2GSH + NADP
+ 

 شود. میزان کمی از آن در میتوکندری یافت میو این آنزیم غالبا در کلروپلاست قرار دارد، 

ر کلروپلاست و یک فلاوین آدنین دینوکلئوتید است که د (:MDHARردوکتاز)دهیدروآسکورباتمونو

، آسکوربات (DHAR)در واقع این آنزیم به همراه آنزیم دهیدرو آسکوربات ردوکتازسیتوسل وجود دارد. 

با فعالیت آسکوربات پراکسیداز  کنند.مورد نیاز برای عمل آنزیم آسکوربات پراکسیداز را فراهم می

مونو  ،آنزیماین از طریق  NAD(P)Hاحیاء  شود که باآسکوربات تبدیل به مونودهیدروآسکوربت می

 (.ب 2-3)شکل شوددهیدرو آسکوربات به آسکوربات تبدیل می

2MDHA + NADH               2AA + NAD
+ 

.
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 یاهیها در سلول گآنزیم های رفتروبی و محل تشکیل آن :3-1جدول 

 واکنش محل حضور در سلول آنزیم

 2H2O2 → O2 +  2H2O زوم، میتوکندریاکسیزوم، گلیپراکسی کاتالاز             

 O2ˉ + O2ˉ + 2H+ → 2H2O2 + O2 زوم و میتوکندریسیتوزول، کلروپلاست، پراکسی سوپر اکسید دیسموتاز       

 +GSSG + NADPH → 2GSH + NADP روپلاست و میتوکندریسیتوزول، کل گلوتاتیون ردوکتاز              

 H2O2 + AA → 2H2O + DHA زوم، کلروپلاست و میتوکندریسیتوزول، پراکسی آسکوربات پراکسیداز          

 +2MDHA + NADH → 2AA + NAD کلروپلاست، میتوکندری و سیتوزول منو دهیدرو آسکوربات ردوکتاز  

 DHA + 2GSH → AA + GSSG کلروپلاست، میتوکندری و سیتوزول            دهیدرو آسکوربات ردوکتاز
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-چرخه گلوتاتیون. ج(گلوتاتیون -چرخه آسکوربات ب( آب. -چرخه آب الف(های فعال اکسیژن. مسیر رفتروبی گونه :7-1شکل 

-آسکوربات سپس کند.تبدیل می H2O2را به  اعی دیسموتاز به عنوان اولین سد دفاکسیدسوپر کاتالاز.د(  (.GPXپراکسیداز )

به  پراکسیدازاتیونتپراکسیداز و گلوخلاف کاتالاز، آسکورباتبر کنند.زدایی میرا سم H2O2 پراکسیداز و کاتالازپراکسیداز، گلوتاتیون

مستقیم از مسیر فتوسنتز  ن مورد نیاز خود را به طوراین چرخه الکتروج(  -آسکوربات و گلوتاتیون نیاز دارند ) الفتولید چرخه باز

(، DHARردوکتاز )(، دهیدروآسکورباتDHAکنند. اختصارات: دهیدروآسکوربات )( دریافت میج-ب) NAD(P)Hو یا از  )الف(

-دروآسکوربات(، مونودهیMDA)(، مونودهیدروآسکوربات GSSGشده )(، گلوتاتیون اکسیدGRگلوتاتیون ردوکتاز )(، FDفردوکسین )

 (.1441میتلر، ) (tAPXپراکسیداز متصل به تیلاکوئید )(، آسکورباتPSIفتوسیستم یک )(، MDAR)ردوکتاز 
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 گیری تنش اکسیداتیوهای اندازهروش 1-5

. (3335)سیکا و همکاران، شودتنش اکسیداتیو به عنوان پاسخی برای آسیب سلولی در نظر گرفته می

و سنجش  ROSهای حساس و قوی برای تشخیص ها نیازمند روشگیری تنش اکسیداتیو در سلولاندازه

در موجودات زنده  ROSگیری باشد. اندازههای دفاعی سلولی میگیری پاسخندازهکمی و دقیق آن و ا

های اکسیژن فعال بسیار باشد چرا که بسیاری از گونههای تحلیلی و قابل توجهی میدارای چالش

های بیولوژیکی ها در محیطپذیر بوده و دارای عمر کوتاهی هستند بنابراین تعیین و تشخیص آنواکنش

( و غیر مستقیم )از 13اسپین –ر مشکل است. به دو روش مستقیم )اسپکتروسکوپی تشدید الکترون بسیا

های اکسیژن فعال مانند سازی گونههای درگیر در خنثیگیری میزان بیان ژن و پروتئینطریق اندازه

ترکیبات مورد هایی که به وسیله این کاتالاز، پراکسیداز، سوپر اکسید دیسموتاز و بررسی ماکرومولکول

های اکسیژن توان میزان گونهها( میگیرند مانند لیپیدها، اسیدهای نوکلئیک و پروتئینحمله قرار می

نامه به دلیل استفاده از که در این پایان (.1446گیری نمود )شولو و همکاران، عال را در سلول اندازهف

های اکسیژن فعال، صرفاً به معرفی گونه سازیهای درگیر در خنثیگیری میزان بیان ژنروش اندازه

 پردازیم.های مذکور میروش

نیمه  PCRگذاری نورترن، اری، لکههای مختلفی مانند میکرون از روشتواها میبرای بررسی بیان ژن

ها (، روش تجزیه و تحلیل پیاپی بیان ژنESTها براساس تعداد )گیری بیان ژنکمی و کمی، اندازه

(SAGEو رو )ش آرایه( های مرتبTiling arrayاستفاده نمود. در این پایان ) نامه از روشSemiqRT-

PCR ها استفاده شد.برای بررسی بیان ژن 

 

 

 

 

                                                 
21 Resonance Spectroscopy Electron-Spin 
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 که شودمی تصور همچنین اما باشد، سلول برای یتهدید علامت تواندمی طی تنش در ROS تولید افزایش

ROS نماید. بنابراین عمل دفاعی هایمکانیسم فعال سازی برای یپیام نوانع به تواندمی ROS به تواندمی 

 انتقال مسیر در را ثانویه رسان پیام یک نقش و شود گرفته نظر در تنش مطالعه سلولی برای شاخص عنوان

 لیسلو درون سطح در تنش تشخیص پایدار برای در سطح ROS از توانمی چه اگر نماید بازی پیام

 ROS حد از بیش تجمع زیرا گیرد، قرار ROS نفوذ هایکنترل بازدارنده تحت باید سطح این نمود، استفاده

 .(1441گردد )میتلر، سلول مرگ باعث تواندمی 

 و پاسخ به تنش های فعال اکسیژنگونه 2-1

سطح پایدار پراکسید ) باشدمی کم هاسلول در  ROS تولید مقدار رشد طبیعی شرایط در حالیکه در

های در شرایط تنش در اثر شکسته شدن مکانیسممیلی مولار است( اما  5/4کلروپلاست  دروژن درهی

رسد. میلی مولار در کلروپلاست می 35تا  5در سلول افزایش و به سطح پایدار  ROSخود تنظیمی مقدار 

 ماوراء هاشع سنگین، فلزات بالا، حرارت سرمازدگی، درجه شوری، خشکی، هایتنش شامل ها تنش این

 حمله غذایی، کمبود عناصر مکانیکی، هایتنش گوگرد، اکسید دی و ازن مانند هوا هایآلاینده بنفش،

 تنفس مانند رهایییسم نتیجه در هاتنش این از ناشی  ROS باشند. تولیدمی نوری هایتنش و هاپاتوژن

 ROS فعال تولید آغاز نقطه هاتنش این باشند.می میتوکندریایی تنفس و فتوسنتزی دستگاه در نوری

 (.1443)نایت، هستند NADPH oxidase توسط

به نام  یگوجه فرنگ یتهوار یکلروپلاست اکسیدانییآنت یستمپاسخ س( 1441)و همکاران  یتووام

Lycopersicon esculentum (Lem) یمقاوم به شور یو گونه وحش L.pennellii (Lpa) مقاومت به  یبرا

 Lpaغشاء کلروپلاست  یپیدل یدازو پراکس H2O2سطوح  یش. افزادادند لعه قراررا مورد مطا یشور

-یمآنز یتمرتبط با فعال ی،به شور یاهدو گ ینا متفاوت پاسخ ین. ایافتکاهش  Lemدر  یمشاهده شد ول

 در کلروپلاست بود. یدانیاکسیآنت های

 ROSسطوح  یریتژن در مد 356حداقل  یدوپسیسگزارش کردند که در آراب( 1440)و همکاران  یتلرم

را در  MnSOD)) یسموتازد یدمنگنز سوپراکس یمنقش آنز( 1443) وانگ و همکاران .یر هستنددرگ
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) تحت کنترل  Pisum sativum از نخود MnSODقرار دادند. ژن  بررسی مورد یتحمل برنج به خشک

 یلهبه وس Oryza sativaبه کلروپلاست برنج   SWPA2 توسط پروموتور وادار کننده یشیتنش اکسا

 یاهانمنتقل شد. در گ یرمستقیمبرنج به صورت غ یتوسعه مقاومت به خشک یبرا یومآگروباکتر

 یتابع بیان ( PEG )3333 یکولگل یلنات یشده توسط پل یجادا یتحت تنش خشک (T1) برنج یکترانسژن

 یشیبه تنش اکسا یشتریمقاومت ب ینسبت به گونه وحش T1 یاهنخود آشکار شد و گ MnSODاز ژن 

مهار  یستماز س یاتیجزء ح یک SODاظهار داشتند که  یننشان داد. آنها همچن PEG توسط القاء شده

ROS یانو ب است یاهیدر کلروپلاست گ MnSOD ینل. در برنج را بهبود بخشد یتحمل به خشک یتواندم 

ژن  ییشناسا ینو همچن یدازپراکسژن آسکوربات یتفعال یزانم یرا بر رو یمطالعات (1442)و همکاران 

APX یگستردها ییراتمختلف بادمجان تغ یهاتنش انجام دادند که بافت یطبادمجان در شرا یشهر در 

بادمجان  یشهدر ر APX یزاننشان دادند و م Real-Time PCR با استفاده از APX یانب یزاندر م

 -Race یکرا با استفاده از تکن APXژن  توالی پژوهش ینا یتوانستند در ط ینمحقق ین. ایافت یشافزا

PCR کنند. ییشناسا 

ورود  نه تنها شود، کههای گیاهی میدر بافت  ROSیع ه همچون تنش غیر زنده سبب تجمع سرتنش زند

شود های دفاعی گیاه میکند بلکه سبب مرگ سلولی و انتقال پیام در پروسهاه را محدود مییپاتوژن به گ

-یسبب افزایش فعالیت آنت نژپاتو (،1431بارنا و همکاران )طبق گزارش  (.1433)میتلر و همکاران،

شود ن در مقایسه با ارقام مقاوم میژدر بافت گیاهان حساس به پاتو H2O2 اکسیدانی و همچنین کاهش

 که در بخش بعدی به تفصیل به شرح آن خواهیم پرداخت.

 های زندههای فعال اکسیژن و تنشگونه 2-1-1

اولین از در فضای آپوپلاستی ( یا  تنش اکسایشی ROS) های فعال اکسیژنتولید سریع و موقت گونه

در پاسخ به  ROSتولید  (.1440)اپل وهرت،  دهدهای سلولی است که در برابر ورود پاتوژن رخ میپاسخ

ز اول آن غیر فا (.3330)لوین و همکاران، شود ت که در دو مرحله اجام میآپوپلاستی اس پاتوژن

گیاه و و در اولین دقایق تقابل  (1441ولول، بزا است )ر پاسخ به پاتوزن بیماریاختصاصی و موقتی و د
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ها پس از حمله پاتوژن و به منظور پاسخ دفاعی و فوق حساسیت رخ ساعت دوم فازدهد و پاتوژن رخ می

ایجاد سوپراکسید  تحت عنوان (3341داک ) کزارش تنش اکسایشی در برابر پاتوژن توسط  اولین. دهدمی

 اعلام شده است. 11اجه با فیتوفتورازمینی در مورا در بافت زگیلی سیب

کنند که سد دفاعی اول، الگوی مولکولی مرتبط های دفاعی مختلفی در برابر پاتوژن ایجاد میگیاهان سد

را  PAMPهای میزبان طی فعال شدن سیستم دفاعی های سلولرسپتور است. 11(PAMPبا پاتوژن )

را مسدود و در این  PTIزایی های بیماریکتوراف گویند. پاتوژن  PTI10کنند که به آن شناسایی می

شود. تولید ایجاد می 15ETIها را شناسایی و سد دفاعی دوم این افکتور گیاه های دفاعیجریان پروتئین

ROS 1446جونز و دنگل، و سیستم دفاعی شناسایی شده است. در هر د) 

. شودیکنترل م یمختلف هاییسمتوسط مکان یدر پاسخ به آلودگ ROS یدکه تول دهدیمطالعات نشان م

به  توانمیدلالت دارند که از آن جمله  یمآنز ینپاتوژن چند یکموفق  ییدر شناسا یگربه عبارت د

NAHPH Oxidase که در اغلب موارد  اشاره کرد یسلول یوارهد پراکسیدازو  ییغشاNAHDPH 

Oxidase (.1444)سومیموتو،  کندیم یفارا ا یشترینقش ب  

ROS باشد. چنانکه حذف یا های دفاعی گیاه در پی ورود پاتوژن به گیاه میمسئول هماهنگی پاسخ

و  atrbohFدابل موتانت  طور مثالشود. بهمی ROSمنجر به نقص در تولید  Rbohهای تنظیم منفی ژن

atrbohD یس منجر به کاهش واکنش فوق حساسیت در پاسخ به باکتری گردید )تورس و ابیدوپسدر آر

در توتون نه تنها سبب مهار واکنش فوق حساسیت بلکه  Nbrbohژن  و خاموش سازی (1441همکاران، 

)یوشیوکا و همکاران، فیتوفتورا نیز گردید  زایاوومیست غیر بیماری منجر به تشدید حساسیت در برابر

1441). 

در زمینه مطالعات تنش اکسایشی در مواجهه با پاتوژن، مندل و همکاران به سنجش فعالیت آنزیمی در 

 ریشه گوجه فرنگی در مواجهه با فوزاریوم پرداخته اند. همچنین فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسموتاز در

                                                 
22.  Phytopthera infestans 

23.  Pathogen-associated molecular pattern 

24.  PAMP triggerd immunity 

25.  Effector triggerd immunity 
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 .انجام شده است 16ه برگی معمولیفرنگی تیمار شده با لکبرگ توت

مانند  های گیاهیتولیدی درون سلول ROSدهد اما گرچه تنش اکسایشی اولیه در آپوپلاست رخ میا

 تواند در مکانیسم دفاعی نقش داشته باشد. طبق مطالعاتی که در توتوننیز می کلروپلاست و پراکسی زوم

BY2  ،انجام شده است نشان میدهد که محرکROS  های درون سلول را سریعتر از در اندامکرا

ای و سیتوپلاسمی و سپس شبکه اندوپلاسمی ها ابتدا در ناحیه هستهآپوپلاست القا میکند. سیگنال

 ROSدهد که شود که نشان مییابد و پس از آن در محیط اطراف سلول شناسایی میگسترش می

. همچنان (1434)تورس،  کندولی فعالیت میدرون سل ROSآپوپلاستی با منشا آنزیمی در جهت تقویت 

شود( سبب ستی می)سبب نقص در سنتز اسید چرب تری یونیک کلروپلا Fad7fad8که در موتانت 

در پاسخ به سودوموناس آویرولانت شده است. به عبارت دیگر این کاهش نشان  ROSکاهش تجمع 

-می اکسیداز NADPHآپوپلاستی به وسیله  ROSهای کلروپلاستی و تولید دهنده ارتباط بین سیگنال

پراکسیداز سیتوزولی که در تنظیم غلظت . به علاوه تنظیم سطوح آسکوربات(1440یانو و همکاران،) باشد

ROS   کلروپلاست ناشی از تنش نوری شرکت دارد، به وسیلهAtrbohD  غشای پلاسمایی، نشان از

. تنظیم منفی سیستم آنتی اکسیدان یا رفتروبی نیز باشدآپوپلاستی میکلروپلاستی و  ROSارتباط بین 

. کاهش فعالیت آنتی (1440میتلر و همکاران، ) نقش داشته باشد ROSواند در افزایش تجمع تمی

) دت و همکاران، شود ت و دفاع در برابر پاتوژن میها منجر به تقویت واکنش فوق حساسیاکسیدان

های ها از ویژگیور موازی تجمع متابولیتو به ط ROSاز طرف دیگر مهار یا تاخیر در سنتز (.1441

-های اولیه بیماری در میزبان حساس به عامل قارچی بلاست برنج میمتابولیکی در فاز برجسته تغییرات

 (.1443)پارکر و همکاران،  باشد

تواند تاثیر مستقیمی بر پاتوژن داشته و خصوصا با تولید شی میتنش اکسای طبق مطالعات انجام شده،

واند در ایجاد ت. همچنین می(1441)لیزکای و همکاران، هیدروکسیل سبب نابودی پاتوژن شودرادیکال 

های پروتئین دیواره سلولی و یا در تشکیل پلی مربل پاتوژن با گلیکوسد دفاعی خصوصا در مکان تقا

سازی عملکرد هدایتی در جهت فعال ROS. به علاوه (1441)هوکلهون،  سوبرین و لیگنین شرکت کند

                                                 
26. Mycosphaerella fragariae  
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های ترجمه و تقابل با دیگر اجزای ورتم دفاعی دیگری از طریق احیای فاکتسهای دفاعی و ایجاد سیژن

تواند می ROS. همچنین (1441مو و همکاران، انند کاست فسفوریلاسیون را دارد )هدایت کننده م

 شوند را تولید کندهای هدایتی دارند ویا سبب آسیب غشایی میلمشتقات لیپیدی که نقش مولکو

های ها و متابولیتتوان به تولید فیتوالکسینمی ROSهای (. از دیگر نقش1445ونتیلت و همکاران، )م

ریزی شده (، و فعالیت در مرگ برنامه1441ثانویه به منظور ممانعت از رشد پاتوژن )توما و همکاران، 

 (.1444هت کاهش پراکندگی پاتوژن اشاره نمود )مور و همکاران، در ج HRسلولی و 

های چرخه ROSباشد.های گیاهی میهای دیگر و هورمونلتقابل با سیگنا ROSهای از دیگر ویژگی

های بسیاری از عملکرد. دهدن تشکیل میفسفوریلاسیو آبشارهمراه کلسیم و  ای را بهتنظیمی پیچیده

نیتریک مرتبط و اکسید سالیسیلیک اسید هایی از قبیل در سیستم دفاعی گیاه با هورمون ROSتنظیمی 

 (4-3، شکل1446تورس و همکاران، باشد )می
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اکسیداز و پراکسیداز و در نهایت  NADPH در پاسخ به پاتوژن: ورود پاتوژن به گیاه سبب فعالیت دو آنزیم ROS تولید  :1-2شکل 

های دفاعی و تقویت دیواره سلولی و سازی ژنلهایی در جهت فعاسبب ایجاد پیام ROSشود. همچنین آپوپلاستی می ROSایجاد 

شود. اختصارات : اسید های مانند اسید سالسیلیک و اکسید نیتریک میریزی شده سلولی و نیز فعال کردن دیگر مولکولمرگ برنا

 (.1446.)تورس، NO، اکسید نیتریک،  SAسالسیلیک، 
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 هاو دستگاهوسایل  4-1

، دستگاه ترمال )بلژیک Hot block (TECHNEدستگاه ، تنظیم نور، رطوبت و دمااتاقک رشد گیاهی با 

 ایران، Micro spin (FUGE/ VORTEX)ورتکس کیاژن  ،Kendro  سانتریفیوژ، PeQ Lab)) سایکلر

اتوکلاو ، (ایران پارس،)یخچال ، (آلمان ،(GFL -24فریزر ، (ایران )سرو تجهیز سکوهود لامینار ، ورتکس

منبع تغذیه ، (فرانسه ،Vilber)دستگاه ژل داک ، (، آلمانMono blocترازو شرکت ، (ایران تولید، ایران)

تانک ، )هامبورگف آلمان( Eppendorfدستگاه اسپکتروفوتومر  ایران(، ،پایا پژوهش پارس)الکتریکی 

 ، ایران(.پدیده نوژن پارسلکتروفورز )ا

 مواد  4-2

 ،Merck، اتانول، ایزوپروپانول، کلروفرم، خریداری شده از شرکت EDTAاسید بوریک،  ،Tris-baseارز، آگ

ز شرکت خریداری شده ا RNX plusو محلول  )dNTP  mM)34( ،mM) MgCl254آلمان، مخلوط 

 Taq DNA، آنزیمو بافر ӀDNase، آنزیم Scientific  Thermoشرکت PCRایران، بافر  سیناژن،

polymerase  آنزیم ،Reverse Transcriptase ( (RevertAidTM M-MuLVمهارکننده آنزیم و بافر ،

RNase (Ribolock) مارکر وزن مولکولی مخصوص ،RNA  وDNA (bp344 و آب تیمار شده با )DEPC 

آغازگرهای بالادست و  آلمان(،)، loading dye Fermentas)  (×66×و محلول رنگی بارگذاری کننده 

موسسه ) لوبیا چشم بلبلی، رقم پرستو بذر، اتیدیوم برومایدتکاپوزیست، ایران(، ، M) ρ344ن دستپایی

باکتری عامل بلایت لوبیا  موس و کوکوپیت.پرلیت و پیت ایران(. تهران،دانشکده کشاورزی اصلاح بذر 

 )دانشکده کشاورزی اصفهان، ایران(.

 تیمارها و طرح آزمایشی 4-2

 3های کامل تصادفی در اتاقک رشد گیاهی انجام شد. گیاهان در گلدان طرح در قالبای آزمایش گلخانه

 15استریل کاشته شدند. دما ) (به نسبت مساوی موس و کوکوپیتپرلیت و پیتخاک )کیلویی و در 

رشد گیاهی اعمال گردید. هر گلدان های درصد( در محیط داخل اتاقک 64گراد و رطوبت درجه سانتی
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تکرار مورد مطالعه قرار  1گیاه بود که هر برگ در هر گیاه به عنوان یک مشاهده و برای هر تیمار  3شامل 

 گرفت. 

نسبت به میزان کمی بیان   Totallabافزاربه کمک نرم RT-PCRهای حاصل از کمی کردن باندهای داده

افزار به کمک نرماکتین  ا های نرمال شده بدر همان شرایط نرمال شدند، تجزیه واریانس دادهاکتین ژن 

MSTAT تصادفی انجام شد. کامل بلوک قالبشده در های خردانجام شد و بر اساس طرح کرت  

 تهیه مایه تلقیح و مایه زنی گیاه میزبان 4-4

 14دمای  ،ساعت 36های خالص به مدت  کلنی، باکتری عامل بلایت معمولی لوبیا  جهت تهیه استوک

 لیتر( 3گرم پپتون ، حجم نهایی  5گرم مخمر،  1)  YPدر محیط  rpm 344ر و دو گراددرجه سانتی

رسوب  بهزمانی که میزان رسوب به اندازه کافی بود محیط کشت سانتریفیوژ و سپس  کشت گردید و

به منظور  این استوک گردید.اضافه  اتوکلاو( V/V) %04و گلیسرول  YPحجم یک به یک محیط حاصل 

 .گرفتقرار  -گراددرجه سانتی 24ر دهای بعدی  تهیه کشت

 1گرم آگار،  35گرم کلوکز،  YPGA (2سویه مورد نظر در محیط کشت جامد  ح،جهت تهیه مایه تلقی

 ساعت رشد 04به مدت  گراددرجه سانتی 14در دمای  لیتر( 3گرم پپتون، حجم نهایی  5گرم مخمر، 

رشد داده شده و  YPمحیط کشت مایع  یترلمیلی 5یک کلنی از کشت جامد این سویه در  داده شد.

و  دقیقه 14به مدت  rpm 2444 رسید سانتریفوژ OD600 = 0.3( cfu/mlزمانی که کشت سلولی به )

 .آب مقطر استریل سوسپانسیون شد لیترمیلی 5 مجددا در ،توده سلولی حاصل

ایجاد خراش در پشت برگ به با ومیکرولیتر از مایه تلقیح به وسیله سرنگ  54میزان  برای تلقیح به لوبیا

زنی ساعت بعد از مایه 21و 04، 10، 31، 6نه برداری به ترتیب بعد از نمو فضای پارانشیمی تزریق شد.

 صورت گرفته و در ازت مایع نگهداری شده و برای مراحل بعد مورد استفاده قرار گرفت.
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 از برگ لوبیا  Total RNAاستخراج   4-5

 244منتقل گردید. سپس  املاً سائیده شد و به ویالگرم از برگ لوبیا با نیتروژن مایع ک 1/4تا  1/4ابتدا 

به بافت برگی اضافه و خوب با ورتکس مخلوط شد تا محلول شفاف و همگن  RNXمیکرولیتر از محلول 

له در این فاصنگهداری شد و )دمای آزمایشگاه(  گراددرجه سانتی 15در دمای  هدقیق 5شود. به مدت 

ها به مخلوط اضافه و تکان داده شد. ویال (میکرولیتر 144) کلروفرم چند بار تکان داده شد.محتوی ویال 

. پس از ندگراد سانتریفوژ شددرجه سانتی 0دقیقه و در دمای  35به مدت  rpm31444 با سرعت

ل یافته، ایزوپروپانول هم حجم مایع انتقا ی منتقل شد.سانتریفوژ، فاز رویی برداشته شد و به ویال جدید

گراد سانتریفوژ شد. پس درجه سانتی 0دقیقه و در دمای  35به مدت  rpm 31444ها در اضافه شد. ویال

به  g ×2544ها در% شستشو داده شد. ویال24میلی لیتر اتانول  3از خارج کردن محلول رویی، رسوب در 

محلول رویی خارج و رسوب مدتی در دمای شد. گراد سانتریفوژ درجه سانتی 0دقیقه و در دمای  4مدت 

مونه ها به حل شد. ن DEPCمیکرولیتر آب  14رسوب در شد تا الکل تبخیر شود.  قرار داده آزمایشگاه

 .ندگراد منتقل شددرجه سانتی -24فریزر 

 تومتریبه روش اسپکتروفاستخراجی  RNAتعیین غلظت  4-6

اسپکتروفوتومتر در طول  UVرقیق شد و با دستگاه  144 به 3به نسبت  RNAمیکرولیتر از محلول یک 

نانومتر به کمک رابطه  164در طول موج  RNAنانومتر خوانده شد. میزان غلظت  164و  144های  موج

 زیر قابل محاسبه است.

C (μg/ml) = A260 × Ɛ  × d/1000 

 Ӏنانومتر بوده،  164وج بیانگر جذب نوری در طول م RNA ،A260عبارتست از غلظت  Cدر این معادله 

مقدار ناخالصی ناشی از حضور  است. 04برابر  RNAضریب خاموشی مولی است که این ضریب برای 

DNA  یا پروتئین درRNA قابل ارزیابی است. در نمونه  144به  164با محاسبه  نسبت  استخراجی
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از این میزان استاندارد باشد. نسبت محاسبه شده کمتر می 1 ± 35/4، میزان این نسبت  RNAخالص 

 نشان دهنده آلودگی با پروتئین است.

 الکتروفورز ژل آگارز  4-7

بسته به درصد آگارز در ژل و حجم نهایی ژل، مقدار لازم از پودر آگارز توزین و با کمک حرارت در 

 34بوریک و گرم اسید 25/31گرم تریس باز،  TBE  (12 (5/4×مایکروفر در حجم مناسبی از بافر )

حل شد. پس از شفاف شدن محلول و وقتی دمای محلول به  (EDTA ،4pH= ،M5/4لیتر محلولمیلی

سینی ژل الکتروفورز  درجه رسید محلول از داخل منبع حرارت برداشته شد. به دو طرف یک 64-55

به  محلول آگارز شانه در منتهی الیه بالای سینی، خشک و تمیز چسب نواری زده شد و پس از قراردهی

دقیقه که ژل سفت شد، چسب و شانه به آرامی برداشته  14-05آرامی در پلیت ریخته شد. پس از حدود 

( 5/4×ای از بافر )شدند. سپس سینی حاوی ژل در داخل تانک الکتروفورز گذاشته شد و تانک به اندازه

TBE  و  شد یتر نمونه برداشتهمیکرول 0میلی متر روی سطح ژل را بپوشانند. به اندازه  1پر شد که حدود

میکرولیتر بافر سنگین کننده افزوده شد و مخلوط به آرامی به درون چاهک منتقل شد. ابتدا  1به آن 

ولت تنظیم  344تا  34ولت تنظیم شد تا نمونه از چاهک خارج شود، سپس ولتاژ در حدود  44ولتاژ روی 

وم طول ژل( مهاجرت کرد، جریان الکتریسیته شد. وقتی رنگ بروموفنل بلو به اندازه کافی )حدود دو س

دقیقه رنگ آمیزی و برای حذف رنگ اضافی در آب مقطر به  35قطع شد. ژل در اتیدیوم بروماید به مدت 

با استفاده از دستگاه ژل داک بررسی  (UV)مدت چند ثانیه قرار داده شد و سپس زیر نور ماوراء بنفش 

 شد.

 DNaseبا آنزیم  RNAتیمار  4-8

تیمار شود. در این مرحله، ابتدا  DNaseاستخراج شده باید توسط آنزیم  cDNA ،RNAقبل از ساخت 

برداشته، را ها میکروگرم از هر کدام از آن 3و میزان  شدندهای استخراج شده را هم غلظت  RNAتمامی 

 34به حجم  DEPCبا آب تیمار شده با  میکرولیتر از 3و  DNaseӀمیکرولیتر از آنزیم  3به همراه 

کوبه شد. یک میکرولیتر از انگراد درجه سانتی 12دقیقه در دمای  14میکرولیتر رساندیم و به مدت 
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EDTA mM)15(  گراد قرار گرفتدرجه سانتی 65دقیقه در دمای  34به محلول افزوده شد و به مدت.  

 

27رآرتی پی سی آ 4-9 
 

در ابتدا به کمک هگزامر  RNAاین روش،  ای صورت گرفت. دربه روش دو مرحله RT-PCRواکنش 

 گردد.افزوده می PCRبه مخلوط واکنش  RT. سپس، این بخش از واکنش شدتبدیل  cDNAتصادفی به 

 (cDNAواکنش رونویسی معکوس )سنتز  4-11

میکرولیتر است و در  5/31که حجم آن  Master1نیاز است.  Masterدو  cDNAبه  RNAبرای تبدیل 

 Master 14هاست. حجم کل دو میکرولیتر، حاوی آنزیم 5/2با حجم   Master2دارد و  قرار mRNAآن 

 (1-3باشد )جدول میکرولیتر می

 65در دمای  دقیقه 5 (Master 1) پرایمر هگزامر تصادفیمیکرولیتر  5/4و استخراجی  RNAابتدا محلول 

برد و را از بین می RNAاختار ثانویه این عمل س .کردیم سرد یخ روی سپس و داده قرار گراددرجه سانتی

میکرولیتر  3و  dNTP (mM 10) میکرولیتر 1 و کند. در مرحله دوم بافرآماده می cDNAبرای ساخت 

 5/4میزان  RNAاضافه شد. برای جلوگیری از تجزیه  Reverse transcriptase (200u/μl)  آنزیم

دقیقه در  34و مخلوط ابتدا به مدت شد  لوط اضافهنیز به مخ  RNase (40u/μl)رولیتر از مهارکنندهیکم

 01 ساعت در دمای 3سازی به مدت   cDNAواکنش  و سپس برای پیشبرد گراددرجه سانتی 15دمای 

 24غیر فعال کردن آنزیم  نمونه در دمای و  واکنش اتمام برای نهایت در. شد داده قرار گراددرجه سانتی

 واطمینان از سلامت آن cDNA ساخت تشخیص برای. گردید انکوبه هدقیق 34 مدت به گراددرجه سانتی

 .گذاشته شد PCRسنتز شده  cDNA )داشتن طول کامل آن( برای نمونه

 طراحی آغازگرها 11 -4

                                                 
27   . Reverse Transcriptase- PCR 
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ژن مربوطه را داشته باشیم. اما جستجو در پایگاه  cDNAتوالی کامل باید برای طراحی آغازگرها ابتدا 

های مورد نشان داد که توالی بعضی از ژن PubMedدر قسمت  NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov)داده 

های این گیاه در آرابیدوپسیس با جستجو در باشد. پس بررسی ایزوزیمنظر ما برای گیاه لوبیا موجود نمی

 (1-1)جدول  انجام گرفت BLASTاین سایت و از طریق 

 گرهاسازی آغازآماده  4-12

زه بودند که با افزودن مقادیر مشخص شده آب مقطر استریل توسط شرکت آغازگرها به صورت لیوفیلی

 PCRپیکومولار رسانده شده و به عنوان محلول اصلی در نظر گرفته شد. در واکنش  344سازنده به مقدار 

 پیکومولار از آغازگرها استفاده شد. 3از غلظت 

 (PCRای پلیمراز )واکنش زنجیره 4-13

 RTبر روی محصول  PCRویسی معکوس، به منظور تکثیر قطعه مورد نظرواکنش پس از انجام واکنش رون

گرادیانت  با PCRمناسب، از  تمامی آغازگرها  Annealingابتدا برای دست یافتن به دمای  انجام گرفت.

، میکرولیتری 5/4در یک ویال استریل گراد گذاشته شد. بدین صورت که درجه سانتی 54-63دمایی از 

 ddH2O ،4/4میکرولیتر  PCR Buffer (10×) ،4/30میکرولیتر  1به ترتیب اضافه گردید.  مواد زیر

 Forward Primer (10 ρM) ،1/4میکرولیتر dNTP (10 mM) ،1/4میکرولیتر  MgCl2 ،0/4میکرولیتر 

اساس برنامه، اضافه شد و بر Template (cDNA)میکرولیتر Reverse Primer (10 ρM) ،3میکرولیتر، 

دقیقه، مرحله دوم )باز شدن دو  34گراد و مدت درجه سانتی 35حله اول)باز شدن دو رشته( در دمای مر

ثانیه، مرحله سوم )سرد شدن و اتصال پرایمر( دردمای  04گراد و مدت درجه سانتی 35رشته( در دمای 

گراد و مدت انتیدرجه س 21ثانیه، مرحله چهارم ) مرحله سنتز( دمای  04گراد و مدت درجه سانتی 54

دقیقه واکنش  5گراد و مدت درجه سانتی 21ثانیه و مرحله پنجم )مرحله تکثیر نهایی( دمای  04

سیکل بررسی  14در دست آوردن دمای بهینه، ژن مورد نظر پس از به 5ای تکثیر برای بررسی زنجیره

 درصد بررسی گردید. 3وسط ژل آگارز ت PCRمحصول  شد.
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 های کاندیداهای طراحی شده برای ژنپرایمر توالی:1-3جدول

ʹ5توالی پرایمر  طول محصول            3ʹ Tm (°C) ننام ژ 

352 CCCTGCCATAGTGGTTCCTGGT 

TGGTGATTGTTGTGGTGAGCAC 

54 CAT 

112 AAGCCTTTGAAGAAGCCCAAG 

CACAGTAGGTTAGCAGCCAACAAG 

56 SOD 

164 GTTGGAGAAGCAGTTGAAATTGG 

CGACTGATAGTCACTGATAATCTGG 

55 MDAHR 

144 GGACCGAGGAAGAGTATTCTC 

CGCCCTTCTTTAGGAGATAC 

51 APX 

112 CAGGACCCACTGGTTACTAAGG 

GTTTCCTCTTGTTCTTAACTCCA 

51 Rboh 

334 AAGGCATGTCAACCAGCAAGT 

GTTTCCTCTTGTTCTTAACTCCA 
64 ACT 
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زا پیشتر گزارش شده در بافت برگی در مواجهه با پاتوژن بیماری های فعال اکسیژنافزایش موقت گونه

های فعال را در ریشه گوجه فرنگی در برابر پاتوژن بیماریزای فوزاریوم است. ما نیز دز اینجا افزایش گونه

اشاره شد،  در فصل اولهمان طور که   ایم.گزارش کرده های آنتی اکسیدانش فعالیت آنزیمبه وسیله افزای

های دفاعی القایی در پاسخ به های فعال اکسیژن در طول تنش اکسایشی از اولین پاسخفزایش تولید گونها

سازی گیاه لوبیا با باکتری بلایت ای آلودهباشد. در این مطالعه در مرحله سه برگچهآلودگی با پاتوژن می

سازی زمان پس از آلوده 5ز برگ در برداری امعمولی و در گیاهان شاهد با آب انجام شد. پس از آن نمونه

 انجام شد. 

 مایه زنی 5-1

روز پس از مایه زنی هایپرپلازی در محل آلودگی مشاهده شد و در روز هفتم پس از آلوده سازی لکه  1

یازدهم پس از آلوده سازی گسترش  های سوخته به همراه هاله زرد رنگ تشکیل شد.این لکه ها در روز

هایی که از تزریق آب به عنوان شاهد استفاده شد فقط ط به هم متصل شدند. در برگیافت و در بعضی نقا

  زخم ناشی از خراش تزریق مشاهده شد و گسترش لکه در روزهای بعدی رخ نداد.

 RT- PCRنتایج الگوی باندی  5-2

 داشته است. ژن همیشه بیان اکتین: طبق الگوی باندی حاصل از واکنش، بیان این ژن رفتار نسبتا ثابتی

ساعت پس از مایه  10دار داشته و زنی افزایش بیان معنیساعت پس از مایه 31اکسیداز  NADPHآنزیم 

ساعت روند کاهشی آن مشاهده شد. افزایش بیان آنزیم  21و  04زنی به حداکثر بیان خود رسید و در 

مشاهده شد. آنزیم  ساعت کاهش آن 21دار بوده و در معنی 10پراکسیداز در ساعت آسکوربات

دار افزایش بیان معنی 21تا ساعت  31ردوکتاز از ساعت دیسموتاز و مونودهیدروآسکورباتسوپراکسید

بیان آن به  21و 04و 10دار داشته و در ساعت افزایش بیان معنی 31است. آنزیم کاتالاز در ساعت داشته

 داری کاهش یافته است. طور معنی
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سازی  محل بسته به اندازه برگ انجام شده است. ب( روز سوم پس از آلوده 0یا  1ها در ایه زنی از پشت برگالف( م :1-4شکل 

تزریق  ( برگ کنترل باد، پریدگینکروز)سوختگی( و کلروز )رنگ و مشاهده روز هفتم پس از آلوده سازیرخ داده است. ج( هایپرپلازی 

 شود.مشاهده می قخم ناشی از خراش ناشی از تزریآب و فقط ز
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bp  ژن 

334 
 

 اکتین

122 
 

NADPH اکسیداز 

352 
 

 کاتالاز

112 

 

 دیسموتازاکسیدسوپر

164 
 

 ردوکتازدهیدروآسکورباتمونو

144 

 

 پراکسیدازآسکوربات

 

 6، تیمار برگی aقطعه  درصد، طول 3بر روی ژل آگارز  پرایمر 6سیکل( با  14) PCRالگوی باندی حاصل از محصولات  :2-4شکل

ساعت  04، تیمار برگی dزنی،ساعت پس از مایه10،تیمار برگی cزنی، ساعت پس از مایه 31، تیمار برگیbساعت پس از مایه زنی، 

 ساعت پس از مایه زنی. 21زنی، تیمار برگی پس از مایه

 a   b    c   d   e 
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 شاهد و آلوده در گیاهان NADPH Oxidaseتجزیه واریانس میزان بیان نسبی ژن : 1-4جدول 

 F میانگین مربعات  درجه آزادی منابع تغییرات

 n.s4/1  44426/4  1 تکرار

 12/506** 3040/4  3 غلظت

  44443/4  1 خطای اول

 43/323** 4046/4  0 زمان

 42/22** 4143/4     0 زمان× غلظت 

 n.s61/4  44436/4  4 زمان× تکرار 

  44412/4  4 خطای دوم

    1661 راتضریب تغیی

 

 در سطح یک درصد بین برگ آلوده با عامل بیماری و گیاه شاهد NADPH Oxidase ژن میزان بیان 

 (.1-1دار شد )جدول درصد معنی 3همچنین اثر متقابل زمان در عامل بیماری در سطح  دار شد.معنی

 برداری بیان این ژنهای نمونهاثر متقابل تلقیح و عدم تلقیح )غلظت( در زمانبر اساس مقایسه میانگین  

و  04و پس از آن در ساعات  ساعت پس از آلودگی به حداکثر بیان خود رسید 10در گیاهان آلوده در 

 معنی دار نسبت به شاهد 21،04،10،31در ساعات  کاهش بیان مشاهده شد. تغییرات بیان این ژن 21

 ، الف(.1-1)شکلاست. بوده

های در برگ آلوده به باکتری می تواند از استراتژی H2O2زایش میزان دهد که افاین نتیجه نشان می

-دفاعی در برابر پاتوژن مهاجم باشد. چنانکه که در فصل اول گفته شد، این آنزیم منبع تولید مهم گونه

آلودگی در  های فعال اکسیژن را در پاسخ بهباشد مسئول تولیدگونههای فعال اکسیژن سلول می

 (.1443باشد) دسیکان و همکاران، یآرابیدوپسیس م
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 در گیاهان شاهد و آلوده کاتالاز تجزیه واریانس میزان بیان نسبی ژن :2-4جدول

 F میانگین مربعات  درجه آزادی منابع تغییرات

    44403/4  1 تکرار

n.s31/1 

 02/544** 4444/4  3 غلظت

    444150/4  1 خطای اول

 12/45** 4310/4  0 زمان

 12/62** 4436/4  0 زمان× لظت غ

 n.s30/4  44430/4  4 زمان× تکرار 

  44435/4  4 خطای دوم

    2630 ضریب تغییرات

 

دار شد. در سطح یک درصد معنی میزان بیان ژن کاتالاز بین برگ آلوده با عامل بیماری و گیاه شاهد

 (.1-1)جدول دار شد درصد معنی 3همچنین اثر متقابل زمان در عامل بیماری در سطح 

بیان  حداکثر، برداریهای نمونهبر اساس مقایسه میانگین اثر متقابل تلقیح و عدم تلقیح )غلظت( در زمان

بیان ژن مورد نظر،  مشاهده شد و پس از آن روند کاهش بیان آن آغاز شد. اگرچه 31در ساعت  این ژن

 ، ب(.1-1نشان داده است )شکلهد نسبت به شاتغییرات معنی داری را  21،04،10،31ساعات 

فرنگی این آنزیم در ریشه گوجهطبق گزارش مندل و همکاران در ریشه گوجه فرنگی آلوده به فوزاریوم، 

سپس روند کاهشی آن گزارش به حداکثر بیان خود رسید و  10آلوده با فوزاریوم فعالیت کاتالاز در ساعت 

 شده است
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 در گیاهان شاهد و آلوده سوپر اکسید دیسموتازبیان نسبی ژن تجزیه واریانس میزان  :3-4جدول 

 F میانگین مربعات  درجه آزادی منابع تغییرات

 n.s40/4  44432/4  1 تکرار

 33/0251** 3460/4  3 غلظت

  44445/4  1 خطای اول

 15/201** 3504/4  0 زمان

 12/403** 3261/4  0 زمان× غلظت 

 n.s41/3  44413/4  4 زمان× تکرار 

  4441/4  4 خطای دوم

    5604 ضریب تغییرات

 

در سطح یک درصد  بین برگ آلوده با عامل بیماری و گیاه شاهد دیسموتازسوپراکسیدمیزان بیان ژن 

 (.0-1دار شد )جدول درصد معنی 3دار شد. همچنین اثر متقابل زمان در عامل بیماری در سطح معنی

، روند افزایش برداریهای نمونهاثر متقابل تلقیح و عدم تلقیح )غلظت( در زمانبر اساس مقایسه میانگین 

ه ساعت پس از آلودگی به حداکثر بیان خود رسید 21و آغاز  31بیان این ژن در گیاهان آلوده از ساعت 

نشان داده است  نسبت به شاهد داری رامعنی تغییرات 21،04،10،31ساعات  همچنین بیان این ژن است.

منجر به افزایش فعالیت  Mycosphaerella fragariaeهای توت فرنگی با سازی برگآلوده ، ج(.1-1)شکل

SOD  س از آن به سازی فعالیت این آنزیم به حداکثر رسیده است و پروز پس از آلوده 1شده است و

-ریشه گوجهدر  (1444) گزارش مندل و همکارانطبق  (1446آرامی کاهش یافته است) احسانی مقدم، 

ساعت پس از  04سازی آغاز و تا ساعت پس از آلوده 31افزایش بیان این آنزیم فرنگی آلوده به فوزاریوم 

 مشاهده نشده است. 04تفاوت نسبت به ساعت  21آن ادامه داشته و در ساعت 
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 دهدر گیاهان شاهد و آلوپراکسیداز آسکوربات تجزیه واریانس میزان بیان نسبی ژن :4-4جدول 

 F میانگین مربعات  درجه آزادی منابع تغییرات

 n.s13/4 44416/4  1 تکرار

 43/1116** 3166/0  3 غلظت

  44432/4  1 خطای اول

 31/541** 2104/4  0 زمان

 23/521** 2330/4  0 زمان× غلظت 

 n.s35/4 44434/4  4 زمان× تکرار 

  4431/4  4 خطای دوم

    1613 ضریب تغییرات

 

دار شد. در سطح یک درصد معنی میزان بیان ژن کاتالاز بین برگ آلوده با عامل بیماری و گیاه شاهد

 (.5-1دار شد )جدول درصد معنی 3همچنین اثر متقابل زمان در عامل بیماری در سطح 

این ژن برداری بیان های نمونهبر اساس مقایسه میانگین اثر متقابل تلقیح و عدم تلقیح )غلظت( در زمان

ساعت پس از آلودگی به حداکثر  21آغاز و تا  10روند افزایش بیان این ژن از ساعت 21در گیاهان آلوده،

داری را نسبت به تغییرات معنی 21،04،10،31بیان خود رسیده است. همچنین بیان این ژن ساعات 

فرنگی آلوده با فوزاریوم هاکسیداز در ریشه گوجآنزیم آسکوربات پر ، د(.1-1)شکل نشان داده است شاهد

آن افزایش یافته سازی بیان ساعت پس از آلوده 04با آنزیم سوپراکسید دیسموتاز هماهنگ بوده و تا 

 است.
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 در گیاهان شاهد و آلوده ردوکتازآسکورباتدهیدرو مونوتجزیه واریانس میزان بیان نسبی ژن  :5-3جدول

 F بعاتمیانگین مر  درجه آزادی منابع تغییرات

 n.s3263 4434/4  1 تکرار

 1/511** 4456/1  3 غلظت 

  44400/4  1 خطای اول

 15/1450** 1230/4  0 زمان

 05/1443** 1633/4  0 زمان× غلظت 

 n.s35/3 44414/4  4 زمان× تکرار 

  4443/4  4 خطای دوم

    3630 ضریب تغییرات

 

در سطح یک  از بین برگ آلوده با عامل بیماری و گیاه شاهدردوکتآسکورباتدهیدرومیزان بیان ژن مونو

دار شد )جدول درصد معنی 3دار شد. همچنین اثر متقابل زمان در عامل بیماری در سطح درصد معنی

برداری بیان های نمونهبر اساس مقایسه میانگین اثر متقابل تلقیح و عدم تلقیح )غلظت( در زمان (.1-6

ساعت پس از آلودگی به  21آغاز و تا  31وده،روند افزایش بیان این ژن از ساعت این ژن در گیاهان آل

داری را نسبت تغییرات معنی 21،04،10،31حداکثر بیان خود رسیده است. همچنین بیان این ژن ساعات 

 (.، هـ1-1)شکل به شاهد نشان داده است
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 زمان یاسدر مق یشیاکساتنش ژن  5در  یبرگ  یمارمتقابل  ت اثرات یانگینم یسه: مقا1-0شکل

 ج( ب( الف(

 هـ( د(



 نتیجه و بحث -فصل چهارم
 

03 

 

 

 پیشنهادات:

 های تنش اکسیداتیو: ای خانواده ژنهبررسی بیان دیگر ژن. 3

 های اینآنزیمای پلیمراز برای دیگر سازی واکنش زنجیرهاز آنجا که در این مطالعه به دلیل عدم بهینه

توان بنابراین نمی ،ها پرداخته نشده استبررسی بیان دیگر ایزوآنزیمهای آنزیمی مورد مطالعه، به خانواده

های فعال اکسیژن ارائه تولید کننده گونه های رفتروبی با آنزیمنظر قاطعی درباره ارتباط تغییر بیان آنزیم

 گیرد. های دیگر نیز مورد مطالعه قرارات تکمیلی بیان ایزوزیمعشود در مطالکرد. بنابراین پیشنهاد می

های از آنجا که این تکنیک میزان بیان ژن .Real Time PCRبا  های تنش اکسیداتیوبررسی بیان ژن. 1

 شود.دهد، بنابراین انجام آن در مطالعات تکمیلی توصیه میمورد نظر را به صورت کمی ارائه می
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 Abstract: 

Aerobic metabolisms, including photosynthesis and respiration, used to be considered as 

the sole sources of reactive oxygen species (ROS) generation.It is known for quite some 

time that plants actively produce these molecules, which may control many different 

physiological processes such as abiotic and biotic stress response, and systemic signaling. 

Common bacterial blight of bean caused by Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap); 

is a sever and devastating disease in both temperate and tropical production zones. It 

causes yield losses by about 40%. Cellular responses of bean to Xap based on transcript 

analysis of enzymes involved in both ROS production and scavenging were analyzed. 

Inoculated leaves with Xap were used to study the transcript changes of the genes via RT-

PCR. NADPH Oxidase and APX inclined significantly at 12 h post inoculation (hpi) 

followed by a sharp increase at 24 hpi. SOD and MDHAR was continuously rocketed. In 

contrast, CAT expression showed an enhancement at 12 hpi and a decrease at later stage . 

Keywords: Oxidative stress, Bean bacterial blight, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, 

Antioxidative enzyme. 
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