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و بررسي ويژگي هاي ژن عاملو(Brassica napus)ارزيابي تحمل خشكي در پانزده رقم كلزا جداسازي
 در يك رقم متحمل به خشكي كلزا MYC2رونويسي 

 معصومه علي اكبريو هومن راضي

و و دانش آموخته كارشناسي ارشد رشته اصلاح نباتات دانشكده كشاورزي دانشگاه شيراز  به ترتيب استاديار

 مقدمه

در(Brassica napus)كلزا و توليد آن از مهم ترين گياهان روغني است كه سطح زير كشت
 دنيا ازمناطق بسياريدربا اين وجود.جهان در طي دو دهه اخير به ميزان قابل توجهي افزايش يافته است

هاي مقابله يكي از رهيافت.است خشكي تنش جملهازو محيطي هاي كلزا تنشزراعت مشكلاتاز يكي
ژنوتيپ هاي متحمل شناسايي. با تنش خشكي، بهبود ژنتيكي گياهان با هدف افزايش تحمل خشكي است

ژنو حساس به خشكي  كل هاي تنظيم كنندهو بررسي اي اهميت فوق العاده در تحمل خشكي موثريديي
. در بهبود ژنتيكي گياهان دارد

 مكانهاييبه رونويسي، عوامل نامبهييپروتئينها اتصال طريقاز ژنها،از بسياري بيان ميزان درگياهان،
 سطحدر ژنوم گسترده بررسي.شودمي تنظيم دارد، قرار ژنهاآن پروموتوري نواحيدركه خاص توالي با

و شوري تنش جملهاز محيطي تنشهايتوسطكه رونويسي عوامل كننده رمزژن صدها رونويسي،
 عوامل،ناياز بسياريكه شده مشخص اكنون. است كرده شناساييرا شوندمي سركوبيا القا خشكي،
 پاسخ رونويسي عوامل برخي بيان افزايشو باشندمي مؤثر مدل گياهاندر خشكي تحمل مهندسي براي
 آنها ترين مهماز. شودمي خشكي تحمل افزايشو دست پايين ژنهاي بيانبه منجر خشكيبه دهنده
 مسيردر كليدي رونويسي عامليك MYC2. كرد اشاره MYC خانواده رونويسي عواملبه توان مي

و رطوبتي تنش شرايطدرآن بيانكه است آرابيدوپسيس گياهدر آبسيزيك اسيد هورمونبه وابسته
به.شودميها تنش اينبه افزايش تحمل وباعث يابدمي افزايش شوري اين پژوهش با هدف دستيابي

.اهداف زير انجام شد

و اجزاي عملكردبررسي صفات مورفولوژيك• پانزده رقم كلزا در شرايط آبياري، عملكرد دانه
و تنش خشكي  مطلوب

و حساس به خشكي كلزا از ميان ارقام مورد مطالعه• و معرفي ارقام متحمل  شناسايي
و توالي يابييزِجداسا• .)BnMYC2( در كلزا MYC2ژن، همسانه سازي
.در پاسخ به تنش خشكي BnMYC2ژنبررسي تغييرات بيان•
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و روش ها مواد

و متحمل به خشكي ارقامشناسايي  حساس

كيلومتري شمال16آزمايش در مزرعه تحقيقاتي دانشكده كشاورزي دانشگاه شيراز واقع در فاصله
و �29 50'(شرقي شيراز  دو آزمايش.شدانجام) متر 1810شرقي، ارتفاع از سطح دريا 46�52'شمالي

ه.شد هاي كامل تصادفي با چهار تكرار اجرا جداگانه در قالب طرح بلوك رقم پانزدها از در اين آزمايش
Champlain ،Opera،Karun ،SLM046،Modena ،RGS003 ،RNX3621 ،NK(كلزا 

Octans ،NK Aviator ،NK Karibik ،Okapi ،Licord،شد) طلايهو گل، زرفام ساري .استفاده
و پس از تخليه تقريبا. تفاوت دو آزمايش به لحاظ شرايط آبياري بود 40در يك آزمايش آبياري مطلوب

شد،درصد رطوبت قابل استفاده خاك و ارقام تحت.آبياري انجام در آزمايش ديگر، آبياري محدود بود
كه. تنش رطوبتي قرار گرفتند درصد رطوبت قابل70تقريبا در اين شرايط آبياري زماني انجام مي گرفت

مشترك، بر دو آزمايش شرايط متفاوت آبياري، پس از سه بار آبياري. استفاده خاك تخليه شده باشد
و0-30به روش وزني قبل از آبياري با نمونه گيري از عمق هاي رطوبت خاك. اعمال گرديد سانتي متر

شد60-30 ها. متري بود5رديف6هر واحد آزمايشي داراي. سانتي متر خاك مزرعه تعيين فاصله رديف
و فاصله گياهان روي يك رديف30از يكديگر  بهس15سانتي متر و هر كرت انتي متر در نظر گرفته شد

 1387مهر20تاريخ كاشت براي هر دو آزمايش. وسيله يك رديف كشت نشده از كرت بعدي جدا گرديد
.بود

 طول،، تعداد دانه در خورجين بوتهدر خورجين تعداد بوته،در فرعي صفات طول ساقه، تعدادشاخه
و خورجين، ت وزن هزار دانه درتعداد روز شد اندازه آزمايشي هركرتا گلدهي پس از محاسبه.ندگيري
و آبياري محدود دانهعملكرد  شاخص شامل به خشكي تحمل هاي كمي شاخص،در شرايط آبياري مطلوب
ووري شاخص ميانگين هندسي بهره،شاخص حساسيت به تنش،وري بهرهمتوسط شاخص،تحمل

 به منظور تعيين مناسب.و همچنين ضرايب همبستگي بين آنها محاسبه شدند شاخص تحمل به تنش
و انتخاب ژنوتيپ و نمودار باي پلات استفاده هاي اصلي از روش تجزيه به مولفهمتحمل هاي ترين شاخص

. شد

ه اي كامل تصادفي براي همه صفات اندازه گيري در هر آزمايش تجزيه واريانس بر اساس طرح بلوك
شد مقايسه ميانگين صفات با استفاده از آزمون چند دامنه. شده انجام پذيرفت جهت.اي دانكن انجام

و اطمينان از يكنواختي تعيين اثر آبياري بر  صفات اندازه گيري شده پس از انجام آزمون بارتلت
مها واريانس شدي خطاي دو آزمايش، تجزيه و تنش خشكي انجام . ركب بين دو آزمايش آبياري مطلوب
ه .بستگي بين صفات مورد بررسي در هر آزمايش جداگانه محاسبه گرديدمضرايب
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ژن جداسازي آن در پاسخ به بررسي تغييرات بيانو)BnMYC2(در كلزا MYC2يك قطعه از

 تنش خشكي 

و كلزا با استفاده از آغازگرهاي طراحي شده با توجه شباهت زياد نواحي اگزوني ژن هاي آرابيدوپسيس
آن(AtMYC2) در آرابيدوپسيس MYC2ژن از .شددر كلزا جداسازي BnMYC2ارتولوگ

تو 939آغازگرهاي طراحي شده در فاصله با.قرار داشتند AtMYC2ژن اليجفت بازي از يكديگر در
اي پلي، واكنش زنجيرهcDNAساخت، RNAاستخراج فاده از نمونه برگ رقم متحمل به خشكي،است

و توالي يابي آن انجام شد .مراز، همسانه سازي قطعه تكثير شده

از روش واكنش زنجيره اي پلي مراز نيمه كمي،BnMYC2به منظور بررسي بيان ژن
سه تنش خشكي در مرحله. استفاده شد  (Karun)متحملو)زرفام(حساس هاي دو رقم برگي بوتهي
ساعت48و1،2،3،6،9،12،24دقيقه،40و20هاي نمونه گيري از بافت برگ در زمان.اعمال شد

شد) چهار روز بعد از قطع آبياري(شروع تنش بعد از  هاي هر دو رقم انجام از نمونه RNAاستخراج. انجام
ازمبا  cDNAساخت. شد ها RNAيزان مساوي شد براي همه نمونه واكنش زنجيره اي پلي.انجام

و سپس cDNAمراز با استفاده از  و يك جفت پرايمر اختصاصي انجام هاي ساخته شده
.قطعات تكثير شده حاصل با الكتروفورز بر روي ژل آگارز با يكديگر مقايسه شدند

 نتايج

و متحمل به خشكي ارقامشناسايي  حساس

و تنش نتايج حاصل از تجزيه واريانس هر يك از آزمايش ها نشان داد كه در هر دو شرايط مطلوب
رطوبتي تفاوت معني داري ميان ارقام مورد بررسي براي همه صفات اندازه گيري شده در سطح احتمال 

 تنش رطوبتي موجب كاهش.مطالعه است وجود دارد كه بيانگر وجود تنوع ژنتيكي براي صفات مورد1%
صفات ارتفاع گياه، تعداد خورجين در بوته، تعداد دانه در خورجين، طول خورجين، وزن هزار معني دار

و شاخص برداشت  .شددانه، تعداد روز تا گلدهي، عملكرد دانه

تغ. بود) كاهش%26حدود( دانه بيشترين تغيير مربوط به صفت عملكرد يير نيز در صفت كمترين
از مقايسه ميانگين عملكرد دانه ارقام مختلف. رخ داد) درصد كاهش45/0حدود(تعداد روز تا رسيدن 

در شرايط آبياري مطلوب بيشترين عملكرد دانه با اختلاف معني دار نسبت به ساير ارقام مشخص شد كه
در شرايط تنش خشكي نيز مانند شرايط. كيلوگرم در هكتار بود 50/2821با Karunمتعلق به رقم 

همچنين رقم. كيلوگرم در هكتار بود 50/2602با Karunمطلوب بيشترين عملكرد دانه متعلق به رقم 
Karun را به خود) درصد07/8: كيلوگرم در هكتار 219(كمترين ميزان افت عملكرد در شرايط تنش

را) درصد13/47: كيلوگرم در هكتار 892(رقم زرفام بيشترين افت عملكرد در شرايط تنش. اختصاص داد
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و تنش كمبود آب، رقم. نشان داد با اختلاف معني داري Karunدر هر دو آزمايش آبياري مطلوب
.نسبت به ساير ارقام داراي بيشترين ميزان شاخص برداشت بود

و تعداد خورجين در بوته، در شرايط آبياري مطلوب همبستگي و معني داري بين عملكرد دانه مثبت
و شاخص برداشت مشاهده شد و.وزن هزار دانه در شرايط تنش رطوبتي عملكرد دانه همبستگي مثبت

و تعداد دانه در خورجين نشان داد يها شاخص.معني داري با شاخص برداشت، تعداد خورجين در بوته
به عنوان) STI(و شاخص تحمل به تنش)MP(وري، ميانگين بهره)GMP( ميانگين هندسي بهره وري

و تنش ها جهت گزينش ژنوتيپ ترين شاخص مناسب هاي داراي عملكرد مطلوب در شرايط آبياري نرمال
.شناخته شدند

ميانگين بهره،)STI(تحمل به تنش هاي شاخص مقادير از نظر شاخص هاي تحمل خشكي بيشترين
) SSI(و كمترين ميزان شاخص حساسيت به تنش) GMP(ميانگين هندسي بهره وريو)MP(وري

به) TOL(تحمل هاي شاخص مقادير همچنين بيشترين. بود Karun متعلق به رقم و حساسيت
به)SSI(تنش  Karunرقم مورد بررسي، در بين ارقام بنابراين. بودو طلايهم زرفامارقامتعلق

)50/2821=Yp50/2602و=Ysو رقم زرفام به خشكي ترين رقمبه عنوان متحمل) كيلوگرم در هكتار
)20/2338=Yp50/1446و=Ysمعرفي به خشكي به عنوان حساس ترين رقم) كيلوگرم در هكتار
. شوند مي

(BnMYC2) از كلزا MYC2جداسازي ژن

آن RNAپس از استخراج شد cDNAاز برگ گياه از روي از. ساخته آغازگرهاي با استفاده
وجود ژن مورد PCRانجام واكنشباو در آرابيدوپسيس MYC2توالي ژن اختصاصي طراحي شده از 

از PCRالكتروفورز محصول.نظر در گياه كلزا مورد ارزيابي قرار گرفت نشان داد كه قطعه جداسازي شده
BnMYC2 مي 1000يك قطعه به طول حدود ژن جفت باز باشد كه با توجه به فاصله آغازگرها در
AtMYC2 )939 قابل انتظار بود) جفت باز.

اين.جفت باز بود 960طول اين قطعه. آورده شده است1نوكلئوتيدي مورد نظر در شكل ترادف
به ثبت GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)در HF674727توالي با شماره دسترسي 

 NCBIدر سايت BLASTnي جداسازي شده، جستجوي قطعه ازتعيين ترادفپس. رسيد
(www.ncbi.nlm.nih.gov) 99- 100(ييمورد نظر درصد همانندي بسيار بالا نشان داد كه ترادف

به cdsهاي با توالي) درصد  Arabidopesisدر MYC2و Brassica oleraceaدر MYCمربوط
thaliana و همانند سازي است . دارد كه نشان دهنده صحت جداسازي
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ژنيبررسي تغي  نيمه كمي PCRدر پاسخ به تنش خشكي با آزمون BnMYC2رات بيان

شد Karunدر رقم متحمل BnMYC2بررسي تغييرات بيان ژن .و رقم حساس زرفام كلزا انجام
جفت باز انجام 236اي به طول با استفاده از پرايمرهاي طراحي شده براي تكثير قطعه PCRفرآيند
نيمه كمي از ژن اكتين به عنوان كنترل داخلي استفاده  PCRبه منظور استاندارد سازي واكنش. گرفت
.شد

و زرفام Karun هاي كلزاي، الكتروفورز ژل آگارز در شرايط يكسان براي نمونهPCRبعد از واكنش
ساعت،12ساعت،9ساعت،6ساعت،3ساعت،2ساعت،1دقيقه،40دقيقه،20كه براي مدت زمان

و36ساعت، 24 و همچنين يك نمونه48ساعت  ساعت تحت شرايط تيمار تنش خشكي قرار داشتند
ژن.بدون تنش رطوبتي از هر رقم، انجام شد در رقم BnMYC2نتايج نشان داد كه بالاترين سطح بيان

و در رقم حساس زرفامKarun 36متحمل  رخ12ساعت بعد از اعمال تنش  ساعت بعد از اعمال تنش
تنـساع36در Karunزان بيان ژن در رقمـمي.)2شكل( داده است شش نزديكـت بعد از اعمال شـبه

HF674727: Brassica napus partial mRNA for transcription factor MYC2 (myc2 gene), 
cultivar Karun 

TTGGTTTCGATGACGCAGAGCTTCGCTTGCGGTTCTGGATTGGCGGGTAAAGCGTTATCGACAGGTAACGTAG
TTTGGGTTTATGGGTCGGATCAGTTATCCGGATCGGGTTGTGAGCGGGCGAAGCAAGGAGGAGTGTTTGGGAT
GCAAACCATCGCGTGTATCCCTTCGGCGAACGGAGTTGTTGAACTCGGGTCAACGGAGCAGATCCCACCAAGT
TCGGATCTTATGAGCAAGGTGCGAGTACTTTTCAATTTCGACGTTGGTGCTGGAGATTTACCGGGTCTTAACT
GGAACCTTGACCCGACTCAAGGCGAAAACGATCCGTCTATATGGATTAATGACCCGATTGGAGCACCCGAGCC
GGGTAACGGAGCTCCGAGCTCTTTCTCCAAGCTTTTTGCCAAGTCGATCCAGTTTGAAAATGGTGGTAGTTCA
AGCACCATCATCGGAAACCCGAATCCGGATTCGGCTCCAAGCCCGGTTCATTCCCAGACCCAGAATCCAAAAT
TCAGCAACAATTTCTCCCCCGAATTAAATTTCTCCACGTCGAGCACCACCTTGGTGAAACCCAGACCCCGAGA
GATATTGAGCTTCGGCAATGAGGATAAACGGAGCTCCATGAACCCGGATCCGAGTTCCAATTCGGGTCAGACT
CAGTTAGAGAATAACACAAAGAAGTTCATAGATGACAAGGTTCTATCTTTCGGAACCGGCGGAGGAGAATCCG
ATCACTCCGACCTAGAAGCCTTCATCGTGAAAGAAATCCCGGAGAAACGTCCCAAGAAACGCGGAAGAAAACC
GGCCAACGGTAGAGAAGAGCCGCTTAACCACGTCGAAGCGGAGAGACAGAGACGGGAGAAACTAAACCAGCGA
TTCTACGCGTTACGTGCGGTTGTACCAAACGTCTCCAAAATGGACAAAGCTTCTTTGCTCGGAGACGCAATCG

CTTACATCAAC  

ژني جداسازي شده نوكلئوتيدي مربوط به قطعه 960 ترادف-1 شكل   Karunاز رقم BnMYC2ي

اين در حالي است كه ميزان بيان در رقم زرفام در شرايط. ميزان بيان در حالت عدم وجود تنش بود برابر
شايد بتوان افزايش بيشتر بيان اين. تنش نسبت به شرايط مطلوب تنها حدود سه ونيم برابر افزايش يافت

.قلمداد كرد خشكيلت آن در ايجاد تحمل تنش ژن در شرايط تنش در رقم متحمل را نشانه اي از دخا
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ژن-2شكل از محور افقي زمان.و زرفام Karun در دو رقم BnMYC2نمودار سطح بيان هاي مختلف
مي48صفر تا  كه محور عمودي مقادير استاندارد شده. دهد ساعت پس از تنش را نشان ي ميزان بيان ژن

.اند به دست آمده Total Labنيمه كمي با برنامه PCRاز كمي سازي تصوير ژل واكنش

، كلزاMYC2تنش خشكي،:يديلكتاملك
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