
 (1401)  472تا    463  صفحه های  3شماره    23مجله علوم و فنون باغبانی ایران جلد  

 مقاله پژوهشی 

 

های  و الگوی بیان ژن تاکسیدانهای آنتیاثر تنش دمای بالا بر فعالیت برخی آنزیم

 1زیتون دو رقم مربوطه در
The Impact of High Temperature Stress on the Activity of Some 

Antioxidant Enzymes and the Expression Pattern of Relevant Genes in Two 

Olive Cultivars 

 
 2، ابراهیم دستکار و احمد اجنی*سپیده قنبرنژاد، علی سلیمانی 

 

 چکیده
ت و  عالیبر ف  دمای بالا  اثر تنشهای غیرزیستی،  تنش  نامطلوباکسیدانت در کنترل تاثیرات  های آنتیبا توجه به نقش آنزیم

ژن الگوی   این  برخی    هایبیان  یکساله  نهالدر    ،ها آنزیماز  زرد  هایرقمهای  و  دیره  شد.    زیتون  از  نهالپاسخ  مطالعه  پس  ها 

 از  و بعد   همزمانمرحله قبل،  برای  ترتیب  ، به سلسیوسدرجه    36و    45  ،32  ییدما  تیماردر سه  ی  به اتاقک رشد مصنوع انتقال  

آزمایش  ه  بتنش،   در  صورت  طرح  فاکتوریل  تنششد  یابیارز  ، تصادفی  طورکاملبهقالب  تحت  رشد   ، دمایی  .    رویشی  درصد 

بافت برگ  رقم  تجمعی در   پرولین در  بود. در  رقم  زرد و تجمع  بالا  آنزیمدر    ،این شرایطدیره  های  هر دو رقم میزان فعالیت 

زرد میزان فعالیت آنزیم رقم  تنها در    ،تنشاز  له بعد  ( افزایش یافت. در مرحSODسموتاز )( و سوپراکسیددیPODپراکسیداز )

در تنش  شرایط  تحت    ،SODو    PODهای  آنزیمکدکننده  های  ( افزایش یافت. تغییر الگوی بیان ژن APXآسکوربات پراکسیداز )

زرد بود. الگوی رقم  ر از  دو برابر بیشت  در حدود  ،دیرهرقم    در  تغییرهااین  ها بود، اما شدت  هر دو رقم مشابه فعالیت این آنزیم

از تنش    APXبیان ژن   در رقم زرد  ها  نوسانات بیان ژن و فعالیت آنزیم  ، هر دو رقم کاهشی بود. در کلدر  تحت تنش و بعد 

  .داشت دمایی دنبال رفع تنش ه تری بفیزیولوژیکی سریع  بیبازیااین رقم و  هبودکمتر 

 ، زیتون. دمایی بیان ژن، تنش  ،تاکسیدانهای آنتیآنزیم لیدی: ک  هایواژه

 مقدمه 
اقتصادی خوبی داشته باشد  دمای به گیاهی که تحت تنش    ،طور کلیبه تولید  توانایی رشد و  به تنش    ،بالا  گیاه متحمل 

می  دمایی تحملشودگفته  میزان  متفاوت    .  گیاه  یک  ارقام  بین  آ  راهکارهایو  بوده  در  و  مختلف    های ترکیبتجمع  نزیمی 

بهترین دمای سالیانه   که گرمسیری است نیمه  یدرخت (.Olea europaea L) زیتون (.37باشد )مییند دخیل ن فرادر ای ،اسمزی

مناسب نمو  و  رشد  بالای    و   بوده  سلسیوسدرجه    28تا    25  ،آن  برای  فر  ،سلسیوسدرجه    38دماهای  بر  اثر  یندهای  آبا 

مای کره زمین در  داست که  بینی شده  پیش  ،IPCC3موسسه  زارش  طبق گ  .(52دهد )گیاه را کاهش می  رشد این  فیزیولوژیکی،

پایان قرن کنونی حدود  افزایش    سلسیوس درجه    3/0سال    10هر   چنین  .  (20)  داشت  خواهدافزایش    سلسیوسدرجه    3و تا 

در    تاثیراتباعث    ،افزایشی گوناگونی  رشدی  و  و  گونهفیزیولوژیک  این  ارها  در  شد.  خواهد  گیاهی  مختلف  بررسی   ،بینقام 

های فیزیولوژیک زیتون، با توجه به اهمیت اقتصادی آن برای باغداران، صنایع غذایی و سلامت تغذیه افراد  شاخص  تغییرهای

 . برخوردار استاهمیت فراوانی از جامعه، 

 
 23/11/1400 تاریخ پذیرش:                   15/9/99 تاریخ دریافت: -1

 ، زنجان، ایران. نجانگروه علوم باغبانی، دانشگاه ز دکتری  پیشینارشد، دانشیار و دانشجویان  ی کارشناس دانشجوی  ترتیببه -2

 (.asoleimani@znu.ac.irنده مسئول، پست الکترونیک: )* نویس

3- Intergovernmental Panel on Climate Change 
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وجود   ییدماها تحت شرایط تنش  و الگوی بیان ژن  میاییشیزیست   تغییرهایخصوص    درکمی    هایبررسیدر گیاه زیتون،  

درجه   2  و افزایش  سلسیوس  درجه  25  هیاول  یدمابا  ارقام مختلف زیتون  های سه ساله  روی نهال  دماییتیمارهای    نتایجدارد.  

ه به تنش  میزان تحمل بافت ساقنشان داد که  ،  ساعت  4به مدت    سلسیوسدرجه    60تا دمای نهایی    در هر ساعت  سلسیوس

، سلسیوسدرجه    48و    50به بافت ساقه و برگ به ترتیب در دماهای    دما که آسیب  ری وطهب ،  از بافت برگ بیشتر بود  دمایی

میزان   ،بالا  دمایتحت تنش    که  نشان داد  1های دو ساله زیتون رقم لچینو روی نهال  ،دیگر  آزمایش.  (23)  شدثبت    تعیین و  

 .(19)نشان داد با گیاهان شاهد کاهش ایسه در مقای و میزان فلورسانس کلروفیل امل هدایت روزنه شفتوسنتزی متغیرهای 
به تنش    اهانیگ   ه، ینوثا  ه،یاول  هایتی متابولاز قبیل    ی دفاع   هایترکیب  دیتول   یبرارا    یبالا، مواد فتوسنتزدمای  در پاسخ 

گیاهی هاهورمون و    ها ت یاسمول  ها،دان اکسییآنت ماخت  ی  جهت  یصاص  که  وضع  م یترمدهند،  بهبود  آنها    یکیولوژیزیف  تیو 

است کربوه  نیبتائنیسیگلاپرولین،  .  ضروری  متابول  ،محلول  یهادراتیو  اهم  یاهیگ  هایت یاز  که    تیحائز  گیری اندازهبوده 

 (. 8، 17) شوندتی محسوب میهای غیرزیسانواع تنش پاسخ به  در اهانیگهای مهم ارزیابی از شاخص ، آنها تغییرهایسطح 

انواع    ،یی دماگیاهان متحمل به تنش   شامل آسکوربات پراکسیداز، پراکسیداز و    اکسیدانآنتی  آنزیمی   های ترکیببا سنتز 

و   دیسموتاز  صدمه    ،نزیمیغیرآ  هایترکیبسوپراکسید  از  را  اکسیژنگونهگیاهان  فعال  می2(ROS)  های  .  ( 2)  کنندحفاظت 

-و   2O2Hاز قبیل    ROS  هایترکیب  3رفتگریدر    اکسیدانهای آنتیها و فعالیت آنزیمافزایش بیان ژن
2O    موثر بوده و به افزایش

تنش بروز  در طی  گیاه  تحمل  مظرفیت  تنش  خهای  جمله  از  می  دماییتلف  تولید  کمک  از حد  کند.  شرایط   ROSبیش  در 

ت مرگ  نهای  و در  DNA، جهش  اییاختهطبیعی  در متابولیسم    اختلالد  ها، لیپیدها، ایجا منجر به اکسیداسیون پروتئین زا  تنش

 4هندوانه  فنول اکسیداز در گیاهاکسیدانی پلیبالا بر میزان فعالیت آنزیم آنتی  دمایمطالعه اثرات تنش    (.35)شود  می  اییاخته

داری داشته افزایش معنی  سلسیوس درجه    25دمای  در دماهای بالا و در مقایسه با  نشان داده است که فعالیت این آنزیم    )(

پاسخ به تنش    PODو    SOD  هایهای مربوط به آنزیمان فعالیت و سطح بیان ژنزیم  (.28است ) در گیاه علف    بالا   دمایدر 

   .(39)  داری نشان داده استافزایش معنی .Dactylis glomerata L باغی
  زیتون   نژادیبهنامه  سازگاری و برارزیابی  قیقات زیتون طارم استان زنجان به منظور  ارقام متعددی از زیتون در ایستگاه تح

های  طبق بررسی به ویژه  وجود دارد.  این ارقام  در بین    دماییبه تنش    در واکنشهایی  تفاوترسد  نظر میهب  است.    کشت شده

شده  مشاهده  ه طارم در بین ارقام زرد و دیره  گرم منطق  هایدر شرایط ماه  دماییدر پاسخ به تنش  بیشتری    هایتفاوت  ،اولیه

.  شوددر این منطقه کشت می  صورت گستردهباشد و بهطقه طارم میاز ارقام برتر منمنظوره و    رقمی دورقم زرد،  ن  تو زی  است.

 ایهای مزرعهبررسیتحت    وشناسایی شده  دشت دیره شهرستان سرپل ذهاب استان کرمانشاه  در منطقه    تازگی   بهرقم دیره،  

های فیزیولوژیکی تفاوت در برخی از پاسخبررسی  منظور  به آزمایش حاضر  (.  38است )  کشت شدهمنطقه  در    ،رقممعرفی  جهت  

 . طراحی و اجرا شد ،در شرایط دمایی کنترل شده دمایی های این دو رقم به تنش و ملکولی نهال

 هامواد و روش
در  بذر کرج  هال و  تهیه ناصلاح و  تحقیقات    موسسهو با همکاری    هدایت دانشگاه زنجان  با  1397طی سال  این پژوهش  

 حاصل از قلمه   سالهکی یها نهال  یرو  ،ی تصادف  طورکاملبهطرح  در قالب  و  فاکتوریل    صورتبه  آزمایش.  شد  اجرابخش باغبانی  

  ( B)  زمان  دوم  و فاکتور  رهیو د  زردهای  رقم  در دو سطح  (A)   رقم  اول  شد. فاکتور  انجام    رهیو د  زرد  تونیارقام ز  دار شدهریشه 
قبدر سه   تنش  همزمان  ل،  سطح  از  بعد  نهال  دمایی و  اجرا شد.  تکرار  ریشهبا سه  پلاستیکی  گلدان  بهدار شده  های   سههای 

  عناصر  با  دهیها آبیاری شده و کود. سپس نهالندشد  منتقل  1:1:1  حجمی  ، کوکوپیت و پرلیت با نسبتلیتری با ترکیب خاک

جلوگیری از تنش  انجام شد. جهت  یکبار  سه بار و با فاصله هر ماه    (Grow more, USA)  20-20-20مصرف  پرمصرف و کم

اتاقک رشد  ها با ورقه آلومینیومی پوشانده شدند. گلدانگلدانسطح    تبخیر آب،خشکی احتمالی و کاهش     نور   شدت با  ها به 

روی  به ترتیب  ی اتاقک رشد در ابتدا  ادم.  شب منتقل شدند   و  روزفتوپریود  ساعت    12/12میکرومول بر مترمربع بر ثانیه،    400

روز و   سلسیوسدرجه    24و    32ترتیب    تدریج در طی سه ماه بهه بتنظیم و در ادامه    روز و شب  سلسیوسدرجه    18و    26  عدد

 
1- Leccino    2-  Reactive oxygen species (ROS)   3-  Scavenging      4-  Citrulus lanatus Thomb. cv. Dulc marvilla 
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شدشب   داده  هفته(  سلسیوسدرجه    5/0)  افزایش  هر  تنش،  .  در  دوره  به در  ماه  یک  طی  در  درجه   37و    45ترتیب    دما 

و    سلسیوس داده شد.  شبروز  مرحله   افزایش  با  ی  پایان  انتهای  ها  برگپژمردگی    های نشانهبروز  تنش    ها نوک شاخسارهدر 

  سلسیوس درجه    32و    22  ترتیب  به  چهار روز با شیب نسبتاً تندی طی    در دما    ، پس از آن در مرحله بازیابی رشدمشخص شد.  

های  از گره  های برگ نمونه   ،و بیان ژن  شیمیاییزیستژیکی،  مورفولو  هایویژگی. جهت بررسی  (16)  کاهش داده شد روز و شب  

شاخساره   نوک  از  ششم  و  دمایی  پنجم  مرحله  هر  انتهای  و  در  مجاورتتهیه  آزمایشگاه    و   منجمد  ، مایع   نیتروژن  در  به 

دمای  فریزر  در  رد نظر  گیری متغیرهای موها تا زمان اندازهند. نمونهنولوژی و ژنتیک مولکولی دانشگاه زنجان منتقل شدبیوتک

 ند. داری شدهنگ سلسیوسدرجه  -80
 یزان رشد سپس م  و  گذاریعلامتها  گره انتهایی شاخساره،  ها ها و تعداد برگشاخسارهتجمعی  گیری رشد طولی  برای اندازه 

خط  سانتی  کشبوسیله  تیمار  برگتعداد  و  متر  بر حسب  مختلف  مراحل  در  جدید  سبرا  . شدند  شمارشهای  غلظت ی  نجش 

رنگی  و تولوئن استفاده و میزان جذب  دهیدرین  ، اسید استیک گلایسال و معرف ناینلیسیلیکاسولفوساسید  از  پرولین برگ  

با  نمونه  )  دستگاهها  موج  UNICO UV/VIS 2800, USAاسپکتروفتومتر  در طول  پرولین    ارزیابینانومتر    520(  مقدار  بر  )و 

 .  (6)محاسبه شد  تر برگ( گرم بر گرم وزنمیلیحسب 

 TCA برگ در  گرم از بافت تازة  5/0در این روش  .  (1)  تعیین شد پتاسیم  با یدید  این ملکولاساس واکنش    بر  2O2H  مقدار

میکرولیتر   500سانتریفیوژ شد. سپس به  دور در دقیقه    هزار  12  دقیقه در  15عصارة حاصل به مدت  و  سرد سائیده    درصد 1/0

.  شد  مولار اضافهیک  لیتر یدور پتاسیم  میلی  2و  (  =7Phمولار )میلی  100یتر بافر فسفات پتاسیم  میکرول  500  محلول رویی،  از

و    گیرینانومتر اندازه  390ها در  دمای اتاق قرار داده شده، سپس جذب نمونه  ساعت در تاریکی در  کیمدت    مخلوط واکنش به 

 محاسبه شد.  ترگرم بر وزنمیکرومول بر  بر حسب 2O2Hمقدار  ،از طریق ترسیم منحنی استاندارد

 میکرولیتر  750. این مخلوط شامل  دش استفاده آنزیم اینبرای واکنش   ویژه مخلوطاز  ،   PODآنزیم  برای سنجش فعالیت

 100 یمپتاسفسفات بافر میکرولیتر   750(،  =7pH)مولار  میلی  100پتاسیم  فسفات  محلول در  مولارمیلی  70پراکسیدهیدروژن  

 تقطیر رآب دوبا در محلول مولارمیلی 10 ایاکولگ میکرولیتر  750 شده و تقطیر دوبار آب میکرولیتر 750(، =7pH) مولارمیلی

 توسط هامیزان جذب نمونه  و منتقل ایشیشه  کیووت به آنزیمی عصاره از میکرولیتر 20 اضافه واکنش به بود. مخلوط شده

بر    PODو مقدار فعالیت آنزیم    بررسیثانیه   180 واکنش زمان طی مدت و نانومتر 470 موج ولط  در اسپکتروفتومتر دستگاه

 (. 10تعیین شد ) تروزن بر دقیقه بر گرم واحدحسب 

عصاره آنزیمی به شرح    پودر و  مایعنیتروژن  هاون و در حضور   در  برگ  بافت  ، SOD  آنزیم فعالیتگیری میزان  اندازه برای

 مول میلی  5/0حاوی  (،  pH=7)سرد   مولار  1/0فسفات   لیتر بافرمیلی 10 در پودر گرم  5/0  مقدار.  (27)  شد  خلاصه زیر تهیه

EDTA  مولار  1/0بافر فسفات   لیتر میلی 10 در پودر گرم  5/0  میزان   . سپسشد   مخلوط ( 7سرد =pH)    مول  میلی  5/0حاوی

 سانتریفیوژ ویژههای میکروتیوب  بهحاصل  محلول و  صاف نرم رچهپا با   ،دست آمده ه ب مخلوط .شد زده هم  به آسکوربیک اسید 

بعد از این  .  شدندسانتریفیوژ  در دقیقه  هزار    20  و با دور   سلسیوسدرجه    چهار دقیقه در دمای    15به مدت  منتقل و    داریخچال

آنزیم  رویی  قسمت  مراحل،   فعالیت  میزان  برای سنجش  نمو  زانیمو    برداشته شده  SODمحلول    دستگاه   توسط  ها¬نهجذب 

بر وزن وا بر حسب    نانومتر  560در طول موج    اسپکتروفتومتر بر گرم  ارزیابی    (.24)شد    نییتع  ترحد  برای  فعالیـت  همچنین 

به آن اضافه و در هاون   extraction cold -Ice بافر  لیترمیلی  4گرم از بافت تازه برگ وزن شـد و سـپس    APX  ،2/0آنـزیم  

شد. سپس فاز بالایی محلول    ـانتریفوژس  هزار دور در دقیقه  16دقیقـه در دور    15و به مدت    هساییده شد  طورکاملبه  سـرد

عصـاره عنـوان  بـه  اسـتفاده شـد  سـانتریفوژ شـده  آنزیمـی  فعالیت  برای سنجش  فعالیـت  (.  5)  پروتئینی  میـزان  نهایت  در 

 . (24) ن بیان شد گرم پروتئیبر حسب واحد بر دقیقه بر میلی APXآنـزیم 

گرم بافت  میلی  100  ، مقدارqRT-PCRو    cDNAسنجی، تهیه  اسازی، کمیمنظور جدبهو    های مولکولیانجام بررسی  برای

-RNaseپنج میکروگرم از    مقداراستفاده شد.    RNeasy Mini Kit  (Qiagen)کل با استفاده از    RNAبرگی تازه برای جداسازی  

free DNase   (Promega Biotech Iberica, SL. Madrid, Spainبرای )  های احتمالیحذف آلودگی  DNA   یت  . کمشد   استفاده

الکتربه  RNA  و کیفیت سنجی اسپکتروفتومتر و  بوسیله  انجام شدوفورز  ترتیب  افقی  از  نسخه.  ژل  استفاده  با  برداری معکوس 

های مربوط به آغازگر ژن د.  ( انجام شdt( )Takara, Inc., Japanبردار معکوس و با استفاده از آغازگرهای الیگو )آنزیم رونوشت 
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نرم   APXو    PODو    SODهای  آنزیم توالی  Allel ID 7افزار  بوسیله  استفاده  با  ژن   شده  حفاظت  هایو  این  از  در  موجود  ها 

NCBI    اصل از  کتین برای کنترل و استانداردسازی نتایج حااز آغازگر ژن خانگی  (.  1طراحی شدند )جدولqRT-PCR    استفاده

 شد. 

( انجام شد. محلول Applied Bio systems, CA, USA)   Step One Real-Time PCRتوسط سیستم    ریل تایم  PCRیز  آنال

و یک میکرومول جفت آغازگر ویژه بود که با آب دوبار    SYBR Green، پنج میکرولیتر  cDNAواکنش حاوی یک میکرولیتر از  

ثانیه همراه    30مدت  به   سلسیوسدرجه    95ایی برای تکثیر به شرح  میکرولیتر رسانده شد. محدوده دم  تقطیر به حجم نهایی ده

مدت  به  سلسیوسدرجه  72ثانیه و   30مدت به سلسیوسدرجه  60مدت پنج ثانیه و به  سلسیوسدرجه  95دور در دمای  40با 

الکتر  30 شد.  تنظیم  آوفورز  ثانیه  ژل  در  یافته  تکثیر  قطعاتقطعات  اندازه  و  انجام    همه   یبرا  ذوب  یمنحنشد.    تعیین  گارز 

 قرار  قطعات  از  ک ی  هر  یبرا  شده   ی نبیشیپ  )TM)1  ذوب  یدما   محدوده   در  ی منحن  کیپ   نقطه  و   کیپ   تک   صورت  به  ها نمونه 

  بیان همه.  دش   استفاده  https://www.dna.utah.edu/umelt /umelt.html  تارنمای برخط  از  قطعه  هر  TM  محاسبه  یبرا.  داشت

 (. 39)سازی شدند کتین استاندارداها در مقابل بیان ژن خانگی ژن 
در  تصادفی و سه تکرار )سه اصله نهال در هر تکرار( و    طورکامل بهصورت آزمایش فاکتوریل بر پایه طرح  هپژوهش حاضر ب

. فاکتور اول شامل رقم در دو سطح و  شد انجام  های زرد و دیره(  ساله زیتون رقمهای یکواحد آزمایشی )نهال  54 با  مجموعً

در  فاکتور دوم شامل   آنالیز واریانس دادههزمان  سه سطح قبل،  زمان  بودند.  از تنش  نرمو مرحله بعد    SASافزار  ها به کمک 

از آزمون حداقل تفاوت معنی  هاویژگیمقایسه میانگین  انجام و    (1/9ه  نسخ) ( انجام  LSD)2ر  شهای فیدار میانگینبا استفاده 

 شدند. 
 

برای    ی آغازگرها  یتوال  -1جدول   استفاده  آنزیم  هایژن  RT-qPCRمورد   ،دازیپراکس  ،سموتازید  دیسوپراکسهای  کدکننده 

 .نیاکتپروتئین و  دازیآسکوربات پراکس
Table 1. Primers sequence of the coding genes for SOD, POD and APX enzymes and actin protein which were 

used for RT-qPCR. 

 اندازه قطعه  
Band size (bp) 

 آغازگر برگشت 
Reverse primer (5`-3`) 

 آغازگر رفت 
Forward primer (5`-3`) 

شماره دسترسی  
Gene Bank 

Accession No. 

 نام ژن 
Gene name 

148 CACCTTCTGCATTC

ATTTTC 
GGTCATGTCAATCAC

TCAA 
AF427107.1 ازاکسید دیسموت سوپر  

(SOD ) 

147 TTACCACTCTACA

ATCCT 
CTCTTCTCACAATTC

CAA 
JX266209.1 پراکسیداز  (POD ) 

149 GATTCTGTCTTGTC

TGGTCTC 
ATTGCTGTTAGGTTG

TTGGA 

NC_036247 آسکوربات پراکسیداز 

(APX ) 

188 GAACCACCACTGA

GGACGAT 
GAATTGCCAGATGG

ACAGGT 
AF545569.1 آکتین (Actin ) 

 

 نتایج
 رویشیهای رشد  خصشا

با اختلاف  رقم زرد نسبت به رقم دیره  زیتون  تجمعی    رویشی  درصد رشد  ، هابا توجه به نتایج حاصل از مقایسه میانگین داده

همچنین، بیشترین مشاهده نشد.    ، داری از نظر رشد در مرحله تنش و دوره برگشت از تنشتفاوت معنیداری زیادتر بود.  معنی

نسبت به دوره تنش تفاوت محسوسی بین دو    ، علق به رقم زرد بود و در دوره بعد از تنشیافته متهای رشد  رگتعداد تجمعی ب

 (.  1رقم مشاهده نشد )شکل 

 
1- Melt Temperature                        2- Least significance differnces 
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Fig. 1. The effect of high temperature stress on commulative shoot growth and commulative leaf number of olive 

cultivars ‘Zard’ and ‘Direh’ (P ≤ 0.01). 

 . (P ≤ 0.01)  رهیارقام زرد و د  تونیدر ز، تعداد تجمعی برگ  ساقه  یبالا بر رشد تجمع  دمایتنش    ریتاث  -1شکل  
 

 شاخص پرولین و پراکسیدهیدروژن 

ر حدود دو  ، میزان پرولین بافت برگ ارقام زیتون نیز افزایش یافت. این افزایش در رقم دیره ددمایی به موازات افزایش تنش 

کاهش یافت، با اینحال از مقدار آن در سطح پرولین  تنش مقدار  از  در ادامه و در طول دوره بعد  همجنین  د.  بر رقم زرد بوبرا

ما  در هر دو رقم افزایش یافت، ا  دمای بالا تنش  تحت تاثیر    2O2H  گونه فعال اکسیژنمحتوای    (. 2شاهد باز هم بالاتر بود )شکل  

افزایش در رقم دیره بطور م بود. در دوره بعد  عنیمقدار  بیشتر  زرد  از رقم  ، مقدار فعالیت در هر دو رقم  دمایی   تنشاز  داری 

 (. 2بود )شکل  بیشترتنش از کاهش یافت. با اینحال در این دوره هم مقدار آن در مقایسه با دوره قبل 

Fig. 2. The effect of high temperature stress and cultivar on proline and hydrogen peroxide (H2O2) accumulation 

in the leaves of olive cultivars ‘Zard’ and ‘Direh’ (p ≤ 0.01). 

 . )p 0.01 ≥(  رهیزرد و د  هایرقم  تونیز  برگبافت    (2O2Hو پراکسیدهیدروژن )   تجمع پرولینبر  و رقم    دمای بالاتنش    ریتاث  -2شکل  
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 اکسیدانتهای آنتیفعالیت آنزیم

مقدار افزایش  زرد و دیره نسبت به شاهد شد. زیتون هر دو رقم  برگ بافت در  SODباعث افزایش فعالیت آنزیم  ی دمایتنش 

دو رقم، با    تنش، کاهش فعالیت آنزیم در هراز  . در ادامه و با کاهش دما در دوره بعد  بیشتر بودرقم دیره نسبت به رقم زرد  در  

دیره، مشاهد شد   رقم  بیشتر در  آنزیم    (. 3)شکل  مقدار کاهش  فعالیت  در    PODمیزان  و  بالا  تنش دمای  زرد تحت  رقم  در 

تنش، در هر دو    از  حدود سه برابر و در رقم دیره حدود چهار برابر افزایش یافت. با کاهش دما در مرحله بعد  ،مقایسه با شاهد 

داشته و با افزایش دما   APXعالیت آنزیم تاثیر منفی بر ف  دمایی(. تنش 3داشت )شکل   کاهشیسیریم این آنزرقم میزان فعالیت 

داری نسبت به رقم  یافت. میزان کاهش در رقم زرد با اختلاف معنی  میزان فعالیت این آنزیم در هر دو رقم زرد و دیره کاهش

ه به روند  زایش سطح این آنزیم در رقم زرد، میزان فعالیت آن در رقم دیررغم افتنش، علیاز  دیره بیشتر بود. در مرحله بعد  

 (. 3شکل سطح شاهد این رقم، ادامه داد ) %50کاهشی خود، تا 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3. The effect of high temperature stress on superoxide dismutase (SOD), peroxidase (POD) and ascorbate 

peroxidase (APX) enzymes activity in olive leaf, cultivars ‘Zard’ and ‘Direh’ (p  ≤ 0.01). 

در بافت   (APXو آسکوربات پراکسیداز ) (PODپراکسیداز )، (SOD) بر میزان فعالیت سوپراکسیددیسموتاز دمای بالا تاثیر تنش -3شکل 

 . (p ≤ 0.01)  برگ زیتون ارقام زرد و دیره
 

 های بیان ژنالگو

طور در هر دو رقم مورد مطالعه به  POD)های( مربوط به آنزیم    ی ژننتایج نشان داد که تحت تاثیر دمای بالا، بیان نسب

رقم  معنی افزایش در  این  افزایش داشت.  تنش(  از  قبل  )مرحله  به شاهد  نسبت  رقم    دیرهداری  برابر  دو  از  در    زردبیش  بود. 

داری نشان نداد  ر رقم زرد تغییر معنیلگوی بیان در رقم دیره در مقایسه با دوره تنش کاهشی بوده، اما دتنش، ااز  مرحله بعد  

ژن    (.4)شکل   بیان  آنزیم    SODمیزان  مشابه  روندی  به  PODنیز  تنش  زمان  در  مطالعه  مورد  رقم  دو  هر  در  و  طور  داشته 

حله دار در رقم دیره نسبت به زرد بیش از دو برابر بود. همچنین در مرداری بیشتر از شاهد )مرحله قبل تنش( بود. این مقمعنی
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کاهش یافت، با این حال میزان بیان نسبی در رقم دیره بیشتر از در مقایسه با دوره تنش تنش، سطح بیان در هر دو رقم از بعد 

  تغییرهای روند  ،کهطوری نزیم قبلی بود، بهمتفاوت از دو آ APXالگوی بیان ژن در مورد آنزیم  تغییرهای  (. 4رقم زرد بود )شکل 

این ژن بیان ژن  ،داری نسبت به شاهد )مرحله قبل تنش(معنیر  طوبه  بیان  مقایسه سطح  بود.  این  کاهشی  به  مربوط  )های( 

 (.  4شکل ، کاهش بیان در رقم زرد بیش از رقم دیره بود )دمایینشان داد که در پاسخ به تنش  زیتون آنزیم در دو رقم 
 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Fig.4. The relative expression of genes related to peroxidase (POD), superoxide dismutase (SOD) and ascorbate 

peroxidase (APX) enzymes under high temperature stress (left) and after-stress stage (right) in the leaves 

of olive cultivars ‘Zard’ and ‘Direh’ (p ≤ 0.01).  

( تحت  APX( و آسکوربات پراکسیداز )SOD(، سوپراکسیددیسموتاز )PODهای پراکسیداز )یمهای مربوط به آنزبیان نسبی ژن  -4شکل  

 .(p ≤ 0.01)  زیتون ارقام زرد و دیره.های  رقم ( در بافت برگ  راست( و مرحله بعد از تنش )چپتنش دمای بالا )
 

 بحث 
اندازهشاخص در هر دو رقم در پاسخ به تنش    د برگ،، رشد تجمعی شاخساره و تعداگیری شده در این مطالعههای رشد 

ری برگ و در نهایت کاهش  باعث سوختگی، پی  ،یند فتوسنتزآبالا با اثر منفی روی فر  دمایتنش  دمای بالا کاهش نشان داد.  

  1ساعت در دو گونه مرکبات شامل کاریزو سیترنج  24مدت  به   سلسیوسدرجه    40  دمای تنش    . (36)شود  و ساقه می  رشد ریشه

تنش دمای بالا باعث  که  )روز و شب( نشان داد    سلسیوسدرجه    18و    25و مقایسه آن با تیمار دمای شاهد    2کلئوپاتراگی  رنناو  

های برخی ارقام زیتون کاهش در میزان رشد شاخساره  .(37)   کاهش رشد شاخساره هر دو گونه در مقایسه با گیاهان شاهد شد 

  رد. بروز دماهای بالا در شرایط طبیعی معمولاًمطابقت دا  پژوهشکه با نتایج این    (16است )  گزارش شده بالا    ی دماتحت تنش  

خیلی حساس    رشد برگ به تنش آبباشد.  تنش آبی بوده و درصد رطوبت خاک و هوا در چنین شرایطی پایین میبا  همراه  

  ، اهانیر گ. د( 19)  گذار باشد تاثیر  گیاه   و همچنین بر فتوسنتز  کرده تواند از رشد آن جلوگیری  باشد و تنش ملایم آب میمی

شود که بر اندازه و وزن برگ یم  رشد  نهایت باعث کاهش  درو    اییاخته  میباعث کاهش تقس  یطور قابل توجههب  تنش دمای بالا

حد بهینه از از    دماو با افزایش  شده  بهینه هر گیاه باعث افزایش در تعداد گره و برگ    تا محدوده  دماافزایش  ارد.  گذیم   ریتاث

نتایج نشان    ،تنش خشکی، برای مثال  نیز  های غیرزیستی در زیتونسایر تنشتاثیر    در مطالعه.  (18)شود  میکاسته  تعداد آنها  

  آماس ها از طریق کاهش  و تعداد برگ  طولی شاخساره  مانند میزان رشد  های رشدیخصشاباعث کاهش    که تنش   ه استداد

، با اینحال  منطبق بودهای این پروژه  این نتایج با یافته(.  4)  شودمیدر ارقام مختلف    اییاختهو رشد    اییاخته، تقسیم  اییاخته

 منابع علمی موجود نیست. زیتون در در ارقام  هاویژگیبر این  دمایی تنش  از تاثیر  زیادی های گزارش 

باعث    و   بالا و غیره تولید شده   دمای اسمزی تحت شرایط انواع تنش مانند خشکی، سرما، شوری،  عامل  عنوان یک  بهپرولین  

کربن و نیتروژن    هایترکیب  ظو حف  ROS  هایترکیبها، جاروبی  ها و آنزیمپروتئینار  غشاء، ساخت  و یکپارچگی  حفظ سیالیت

پرولین بافت برگ ارقام زیتون، با شدت بیشتر در رقم    میزان  ، حاضر  پژوهش در  (.  9)  شود میتنش در گیاهان  از  برای دوره بعد  

یافت.   افزایش  نتایج حاضر،  دیره،  انطباق با  نیز  در مرکبات و گندم    دماییدمای بالا و در پاسخ به تنش  در  پرولین  تجمع  در 

 
1- Carrizo citrange (Poncirus trifoliata L. Raf. × Citrus sinensis L. Osb.)    

 2-  Cleopatra mandarin (Citrus reshni Hort. Ex Tan) 
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در    ستی و غیرزیستیهای زیتنشپاسخ به انواع  در    ،2O2Hاز جمله    های فعال اکسیژنگونهتولید  (.  17،  39ست )گزارش شده ا

ب  گیاهان فره  و  اختلال در  متابولیآخاطر  الکترون  و  اییاختهکی  یندهای  انتقال  زنجیره  انرژی در  انتقال  بازده  افزایش   کاهش 

در هر دو رقم افزایش یافته و با    ،دمایی تنش  تحت تاثیر    2O2H  گونه فعال اکسیژننیز محتوای    ژوهشپ در این  .  (33)  یابدمی

 نیز  شیمیاییزیست . تفاوت در پاسخ رقم از نظر این متغیر  یافت مقدار آن کاهش    دوباره  ،ا به زیر آستانه تنشدمتنش  کاهش  

قرار گرفت تایید  بمورد  در    وری طه  ،  افزایش  مقدار  زرد  زیتون  که  از رقم  بیشتر  دیره  لکول ومبه طور کلی  .  مشاهده شدرقم 

از  پخش شودمنتقل و    اییاخته  یاند در سراسر غشا تویمبوده و    ریپذ واکنش  اریبسپراکسیدهیدروژن   این گونه . تجمع بیش 

گزارش مشابهی  .  ( 33،  7)  شود میک  یوکلئنها و اسیدهای  پروتئین ،ی ی غشایآسیب اکسیداتیو به لیپیدهاموجب    فعال اکسیژن

پس از شش ساعت  در این گیاه    2O2H تولیدکه  طوریه در این مورد در گیاه صنوبر و در پاسخ به تنش دمای بالا وجود دارد. ب

 (. 32) ت برابر افزایش یاف سه و چهاربه ترتیب  ، ساعت 24و  12و پس از  کم و در ادامه تغییر  دمای بالا تنشقرار گرفتن در 

ی  هاهای پراکسید هیدروژن، حضور و فعالیت آنزیملکول وهای آزاد اکسیژن و مرادیکال  رفتگرییکی از راهکارهای موثر در  

آنزیمی گیاهان    دفاع  ساختارهاینخستین  از    آنزیم سوپراکسیددیسموتازدر این بین،  های گیاهی است.  اکسیدانت در بافتآنتی

•-گونه فعال اکسیژن سوپراکسید )تبدیل  که باعث  در برابر تنش اکسیداتیو است  
2O)   2بهO2H   پژوهشاین  در  (.  15د )شویم  

های متفاوت بین دو رقم زیتون مورد مطالعه، با بالا رفتن  ، البته با شدتPOD  آنزیم  مچنینو ه   SODنیز میزان فعالیت آنزیم  

  SOD  ،PODشامل    تاکسیدانهای آنتیفعالیت آنزیم،  این نتایجانطباق با  ایش و با پایین آمدن دما کاهش نشان داد. در  افز  دما 

از میزان  افزایش و با افزایش مدت تنش    سه با گیاهان شاهدو در مقای  کوتاه مدت  دماییتحت تنش    1در گیاه صنوبر  APXو  

های  یاخته و بهبود عملکرد    اییاختهباعث حفظ یکپارچگی غشای    PODالیت آنزیم  افزایش فع.  (32ها کاسته شد )فعالیت آن

های گیاهی به  مل گونه (. تفاوت در پاسخ ارقام حساس و متح32شود )می  های آزاد اکسیژنگیاهی از طریق جاروبی رادیکال

مطالعات دیگر  (، در  21های گلابی )( و نهال12چمن )  ، برای مثال گیاهاکسیدانتهای آنتیاز نظر فعالیت آنزیم  تنش دمای بالا

بالا وجود    دمایهای زیتون در پاسخ به تنش خشکی توام با  در نهال  PODفعالیت آنزیم   گزارش شده است. گزارشاتی از افزایش

الکترون  APXآنزیم  (.  41،  31رند )دا به عنوان دهنده  از آسکوربات  استفاده  اکسیژن، گونه  یاخته در داخل    با  را    2O2H  فعال 

در شرایط    ،(Borkh Malus domestica.سیب )گونه درخت  در    APX(. میزان فعالیت  9)دهد  میکاهش  را    ح آنسط  تخریب و

حاضر    پژوهشهای  این نتایج با یافته(.  22ز میزان فعالیت این آنزیم کاسته شد )کوتاه مدت افزایش یافته و سپس ا  دماییتنش  

. تفاوت در گونه گیاهی، سطح و طول دوره تیمار دمایی مختلف و  تنش مطابقت داشتاز  متضاد و در دوره بعد    در دوره تنش 

 همچنین  سیب باشد. درخت با گزارش موجود در  تواند از دلایل تضاد نتایج مطالعه حاضرهای مختلف آنزیمی میوجود ایزوفروم

در ارتباط    دماییدر بافت برگ گیاه زیتون تحت تنش    اسکوربیک اسید  پایین    سطح  باتواند  کاهش فعالیت و بیان این ژن می

این دلیل  باشد.   اسید  کهبه  عنوان پیش  اسکوربیک  آنزیم  به  فعالیت  قبیل  بوده و در مسیرهای متابولیکی دیگر    APXنیاز  از 

. همین موضوع (29)  استن آنزیم دارای نقش کلیدی  ایهم    2افظت نوری گزانتوفیلحگلوتاتیون و چرخه م-چرخه آسکوربات

 در بافت برگ زیتون تحت تنش دمای بالا کمرنگ کند.   های آزاد اکسیژنرا در جاروبی رادیکال APXتواند نقش محوری می

پراکسایزوفرم آنزیم  از  مختلفی  اندامکهای  در  درونیداز  مختلف  ج  اییاخته های  از  سمله  گیاهان   توزول، یکلروپلاست، 

های مربوطه در ارتباط با شرایط زیستی وجود دارد که سطوح مختلف آنها متاثر از بیان ژنو آپوپلاست    اییاخته  وارهیواکوئل، د

ز  اروز  35طی که فعالیت این آنزیم  ه نشان داد 3فرانتویو  زیتون رقمدرختان در  PODبیان ژن مطالعه سطوح . (9) باشد گیاه می

افزایش و در طی  از مرحله تمام گل  146  مرحله گلدهی  بالا در  با    زمانهم، روز  در مورد   . (11)  داشتکاهش  ،  تابستاندمای 

 Cucurbita maxima and)   کدوان  نیز الگوی مشابهی گزارش شده است. برای مثال در گیاه  دمایی پاسخ گیاهان دیگر به تنش  

Cucurbita moschata )  میزان بیان ژن آنزیمکه  اند  نشان داده  هابررسی  POD  بالا در هر دو اندام ساقه    دمای   در پاسخ به تنش

است داده  نشان  افزایش  ریشه  آنز  (.3)  و  دو  هر  مورد  سوپراکس   یدازپراکس  یمدر  سطوح    یزانم  تغییرهایروند    یددیسموتاز،و 

بو  یهاژن  ینسب  یانب  هایتغییربا    یمی،آنز همسو  ایزوآنزیمسوپراکسیددیسموتاز  آنزیم  د.  مربوطه  ف  مختلهای  دارای 

Cu/ZnSOD  ست،  لاپو و کلر  توزولیدر سMnSOD  و    زومیو پراکس  یتوکندریدر مFeSOD  که    باشد میپلاست  وعمدتا در کلر

 
1- Populus euphratica                                    2-  Photoprotective Xanthophyll Cycle                                   3-  Frantoio 
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تنش شرایط  تنش  در  جمله  از  محیطی  مختلف  واکن  دمایهای  در  و  تولید  بالا  به  آنو    ROS  های ترکیبش  جاروبی  در و    ها 

تولید می تاثیر تنش    .(30)  شوندگیاهان  از  ا  دماییگزارشی  بیان ژن لبر  اما در گیاه    SOD  ی(ها)گوی  ندارد،  زیتون وجود  در 

در ه  این گیااکوتیپ مختلف    10در    CuSODو    ZnSOD  ،MnSODهای  بیان ژن   مدل آرابیدوپسیس نتایج نشان داده است که

در مطالعه    .ردکنونی همسویی دا  پژوهش( که با نتایج  13)  ه است افزایش نشان داد  سسلسیودرجه    38  دمایواکنش به تنش  

از تنش در مقایسه با دمای شاهد روند    APXآنزیم  مورد  بیان ژن در  الگوی    تغییرهایحاضر،   در مرحله تنش و مرحله بعد 

در   کاهش  این  و  داشته  بیش  کاهشی  زرد  دیره  رقم  رقم  در  بود.  از  بیانتفاوت  بهژن   میزان  مربوطه  در   APXآنزیم    )های( 

مطابقت    پژوهش که با نتایج این    ( 3)نیز گزارش شده است  بالا  دمای  در پاسخ به تنش درجه  متحمل و حساس کدو    هایگونه

 . داشت

 گیرینتیجه 
رد مطالعه ادامه  )افزایش تدریجی دما( در ارقام مو ماییدهای جدید در مراحل اولیه تنش  و تولید برگ شاخساره رشد طولی

در نظر گرفته شده  محدود  تنش )بازه زمانی  از  در مرحله بعد  و  رشد متوقف شده    )دمای بالا(   در انتهای دوره تنش اما  داشت.  

رین رشد تجمعی و رقم زرد بیشتشاهده نشد.  م  یرشدهم تفاوت  تنش(  از  بین دمای بالای تنش و دمای نسبتاً کم مرحله بعد  

با  در رقم دیره    شیمیاییزیستو سایر متغیرهای  پرولین    تغییرهایرا نسبت به رقم دیره نشان داد. میزان  افزایش تعداد برگ  

معنی زرد  داری  اختلاف  رقم  آنزیم  تغییرهای  بود.بیشتر  از  ژن  بیان  آنتیالگوی  فعالیت  های  با  منطبق  مطالعه  مورد  اکسیدان 

در    APX)های( آنزیم    ن خصوص کاهش فعالیت و همچنین کاهش سطح بیان ژندر ایامل  مربوطه بود و نکته قابل تهای  آنزیم

  دمایی تنش    ریاز رقم زرد تحت تاث  شتریب  رهیرقم د گیری کرد که  توان نتیجهچنین می  ، در کلمواجهه با تنش دمای بالا بود.  

و   گرفته  تنش    را  بیشتری  شیمیاییزیست  تغییرهایقرار  با  مقابله  و  مواجهه  مب  دمایدر  نشان  خود  از  اگرچه .  دهدیالا 

توانست  هایویژگی زیادی  تا حدود  بررسی  ده  ندمورد  نشان  بالا  دمای  تنش  به  تحمل  میزان  نظر  از  را  رقم  دو  اما  نتفاوت  د، 

ارقام غربالگری  برای  بیشتر  متغیرهای  تعداد    ویژهبه،  بررسی  بررسیبیشترارقام  اگر  مورد  گیرند  ی  بسیمی،  قرار  ار  تواند 

کار برده شده  ه  ب  دماییکمکی، از نظر تیمارهای    به عنوان الگوییتواند  می  پژوهشدست آمده از این  ه  نتایج بکننده باشد.  کمک

آنزیم با  مرتبط  متغیرهای  ارزیابی  و  رشد مصنوعی  اتاقک  آنتیدر  در   و  ونزیت  نژادیبههای  برنامهپیشبرد  در    اکسیدانت،های 

 های هدفمند جهت توسعه ارقام متحمل به تنش دمای بالا مورد استفاده قرار گیرد.  های حاصل از تلاقیالراستای غربالگری نه

 سپاسگزاری
علی دکتر  زحمات  از  از  بدینوسیله  زینانلو  پژوهشکده  اصغر  از  بهاری  عباسعلی  دکتر  و  باغبانی  علوم  تحقیقات  موسسه 

 نماید.  های ایشان در انجام این پژوهش تشکر و قدردانی میر حمایتخاطهزیستی دانشگاه زنجان بهای نوین فناوری
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The Impact of High Temperature Stress on the Activity of Some 

Antioxidant Enzymes and the Expression Pattern of Relevant Genes in Two 

Olive Cultivars 

 
S. Ghanbarnejad, A. Soleimani*, E. Dastkar and A. Ajenni11  

 

 

Referring to the alleviating role of antioxidant enzymes in various abiotic stresses, the 

impact of high temperature (heat) stress on the activity of some antioxidant enzymes as well 

as their gene expression patterns were evaluated in one-year-old olive cultivars “Zard” and 

“Direh”. For this, potted olive seedlings were transferred to the artificial growth chamber and 

exposed to three different temperature regimes including 32°C (before-stress), 45°C (during-

stress) and 36°C (after-stress) through a completely randomized factorial design. Based on the 

results, cumulative shoot growth (%) in “Zard”, and proline accumulation in “Direh” were 

dominant in response to the heat stress. The activity of peroxidase (POD) and superoxide 

dismutase (SOD) enzymes increased by high temperature stress in both cultivars. In after-

stress stage, the activity of ascorbate oxidase (APX) enzyme was soared just in “Zard” in 

comparison with during-stress stage. The patterns of expression of POD and SOD coding 

genes were in coordinate with their relevant enzymes activities, though the expression level in 

cultivar “Direh” was about two times more than in that of “Zard”. With compared to the 

before-stress stage, the expression of APX gene(s) was down regulated at both during-stress 

and after-stress stages. Generally, olive cultivars “Zard” showed fewer fluctuations in terms 

of the studied activities of the antioxidant enzymes and their relevant genes expression 

patterns. Also, cultivar “Zard” had relatively quick recovery ability from heat stress based on 

the analyzed traits. 

Keywords: Antioxidant enzymes, Gene expression, Heat stress, Olive (Olea europaea L.) 
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