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  هاي ضد اکسنده در مراحل رشد  بررسي اثر تنش کم آبي بر نحوه فعاليت آنزيم

  ).Hordeum vulgare L(زايشي گياه جو 
  

  

 
 

  ۲ و فواد مرادي۱، رحيم حداد*۱زهره اميني

  )۱/۴/۸۷: رشيخ پذيتار ؛  ۲۷/۱۱/۸۶: افتيخ دريتار(
 
  دهيچك

هاي ضد    ي ضد اکسنده، اثر تيمارهاي آبي، ديم و خشکي بر فعاليت آنزيم           ها  يمآنزدر اين پژوهش جهت بررسي اثر تنش کم آبي بر فعاليت            
، در مراحل مختلف رشد     )POX(و پراکسيداز   ) CAT(، کاتالاز   )APX(، آسکوربيت پراکسيداز    )SOD(اكسنده شامل سوپراكسيد ديسموتاز     

هش ميزان کلروفيل، پروتئين محلول کل و پروتئين زير  سه شاخص پيري شامل کاچنين هم. زايشي گياه جو در شرايط مزرعه بررسي گرديد     
 در اثر تنش کم آبـي ميـزان نـسبي آب    چنين همنتايج نشان داد که با افزايش سن گياه و .  گرديدگيري اندازهواحد بزرگ آنزيم رابيسکو نيز   

با افزايش سن گياه فعاليـت      . هش پيدا کرد  ، کلروفيل، پروتئين محلول کل و پروتئين زير واحد بزرگ آنزيم رابيسکو کا            )RWC(برگ پرچم   
فعاليـت آنـزيم    . کـاهش يافتنـد   ) شاهد(آنزيم سوپراکسيد ديسموتاز در هر سه تيمار و فعاليت آنزيم آسکوربيت پراکسيداز در گياهان آبي                

تدريج کاهش پيدا ه م و خشکي بداري نشان نداد، در صورتي که در تيمارهاي دي با پيشرفت پيري تغيير معني) شاهد(کاتالاز در گياهان آبي 
تنش کم آبي در تيمارهاي ديم و خـشکي باعـث افـزايش      . فعاليت آنزيم پراکسيداز با افزايش سن گياه در هر سه تيمار افزايش يافت            . کرد

 عنـوان  بـه  تواند مي پراكسيداز آنزيم بررسي، مورد هاي آنزيم بين از در اين بررسي مشخص گرديد كه. هاي ضد اکسنده گرديد فعاليت آنزيم

  .نمايد فعاليت اکسنده ناشي از مراحل پيري و تنش خشکي تنش مقابل گياه جو در مقاومت افزايش جهت آنزيم ترين مهم
  

  ي ضد اکسنده، تنش خشکي، جو، ديم، مراحل رشدها آنزيم : يدي كل يها واژه
  

  

  مقدمه
هـاي فيزيولـوژيكي      در موجودات زنده با افزايش سـن، فعاليـت        

بدين ترتيـب پايـداري و ثبـات موجـود          . يابد  د کاهش مي  موجو
زنده از ميان رفته و حساسيت آن بـه شـرايط نامـساعد و مـرگ                

هاي فيزيولوژيكي    چگونگي روند كاهش فعاليت   . يابد  افزايش مي 

 افـراد يـك   چنين  همهاي مختلف موجودات زنده و          در بين گونه  
 نـشانه قابـل   در گياهـان، اولـين  ). ۱۵(گونه با هـم تفـاوت دارد      

مشاهده پيـري، زرد شـدن بـرگ و در نهايـت خـشك شـدن و                 
دليـل تغييـر طـول دوره       ه  مرحله پيري ب  ). ۵(باشد    ريزش آن مي  

  رشـــد گيـــاه، يكـــي از عوامـــل تعيـــين كننـــده عملكـــرد در 
  

  ، قزوينخميني كارشناسي ارشد و استاد بيولوژي مولكولي گياهي، دانشگاه بين المللي امام  سابقبه ترتيب دانشجوي. ۱
  سسه تحقيقات بيوتكنولوژي كشاورزي، كرجؤ م،استاديار فيزيولوژي گياهي. ۲
  Zohamini@gmail.com: يكيمسئول مكاتبات، پست الكترون : *
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  ۱۳۸۷ انتزمس / )الف (ششمچهل و شماره  / همدوازدسال / علوم و فنون كشاورزي و منابع طبيعي  

۶۶  

عنـوان يکـي   ه  پيش تنش اكسنده ب   ها  سالاز   ).۹(باشد  گياهان مي 
طبق اين نظريه،   .  در آغاز پيري شناخته شده است      مؤثراز عوامل   

ي بيولوژيكي در زمان پيري،   ها  سيستمكاهش توانايي   اصلي  دليل  
هـاي فعـال      راديكـال  به وسيله ها   افزايش تخريب ماكرو مولكول   

در اثـر شـرايط نامـساعد محيطـي نيـز           ). ۱۵ (باشـد   مـي اكسيژن  
 )Reactive oxygen species (ROS)انواع اکسيژن فعـال تشکيل 
ي محيطـي   هـا   تـنش  تـرين   مهـم خشكي يكي از    . يابد  ميافزايش  

 است كه باعث كاهش رشـد گياهـان و در نتيجـه عملكـرد آنهـا      
گياهان جهت مقابلـه بـا تـنش اكـسنده ناشـي از             ). ۲۱(شود   مي

هـاي ضـد اکـسنده     هـاي فعـال اكـسيژن داراي مكـانيزم       راديكال
نزيمـي  آهـاي غير  ضـد اکـسنده  . باشـند  آنزيمي و غير آنزيمي مي    

هـاي آنزيمـي    سندهشامل گلوتاتيون و اسيد آسكوربيك و ضد اک     
  ، کاتـالاز  )SOD, EC 1.15.1.1 ( شـامل سوپراکـسيد دسـموتاز    

)CAT,EC 1.11.1.6(  ــسيداز ــکوربيت پراک  APX, EC(، آس

و ) GR, EC 1.6.4.2(، گلوتـــاتيون ردوکتــــاز  )1.11.1.11
در حال حاضر ). ۱۲ (باشد مي) POX, EC 1.11.1.7(پراکسيداز 

 اکـسنده در زمـان   ي دفـاع ضـد  ها سيستممطالعات وسيعي روي  
به اما نتايج . پيري و شرايط نامساعد محيطي صورت گرفته است       

در حالي كه فعاليت تعدادي از ضد  . باشد  مي آمده متفاوت    دست
يابد، فعاليت همان ضد     ها کاهش مي   ها در بعضي از گونه     اکسنده
ي ديگر افزايش يافته و يا بدون تغيير بـاقي          ها  گونهها در    اکسنده

گـزارش  ) ۱۸(و اوه و همكـاران      ) ۱۱(هوجز و فـورني     . ماند مي
ي اكـسنده شـامل سـوپر       هـا   آنـزيم كردند در زمان پيري فعاليت      

هـاي   اكسيد ديسموتاز، آسكوربيت پراكسيداز و كاتالاز در بـرگ        
ــدا    ــاهش پي ــاكو ك ــفناج و تنب ــياس ــد م ــه  كن ــورتي ك   ، در ص

ــاران   ــي و همك ــرگ   ) ۲۵(ي ــه در ب ــد ك ــزارش كردن ــاي  گ ه
ــسيس ــد از آرابيدوپ ــل بع ــزيم آســكوربيت  دهــي گ ــت آن  فعالي

) ۲۱(شارما و دوبـي     . كند  ميپراكسيداز تا پنج برابر افزايش پيدا       
ي سـوپر اكـسيد ديـسموتاز و        هـا   آنـزيم گزارش كردند فعاليـت     

آسكوربيت پراكسيداز با افزايش شـدت تـنش خـشكي افـزايش        
نـشان دادنـد    ) ۲۶(، در صورتي كه يانگ و همكاران        كند  ميپيدا  
 بــا افــزايش شــدت خــشكي فعاليــت آنــزيم ســوپر اكــسيد كــه

رسد اين اخـتلاف ناشـي از        نظر مي ه  ب. يابد  ميديسموتاز كاهش   
نوع گونه گياهي، مرحله رشـد و نمـو بافـت گيـاهي و شـرايط                

رو بـا توجـه بـه اهميـت نقـش       از ايـن ). ۶( باشـد  مـي محيطي 
هاي گيـاهي در مقابـل    هاي ضد اکسنده در محافظت سلول     آنزيم

نش اکسنده ناشي از شرايط نامـساعد محيطـي و دوران پيـري،             ت
ها در مراحل رشد زايشی گياه        نحوه فعاليت گروهي از اين آنزيم     

  .جو در شرايط آبي، ديم و خشكي در مزرعه بررسي گرديد
   

  ها مواد و روش
هـاي   بـه نـام  ) .Hordeum vulgare L(بذر چهار ژنوتيـپ جـو   

Q13  ،Q15  ،Q20   و Q22    عملکرد آنها در شرايط ديـم       بر مبناي
از )  کيلـوگرم در هکتـار     ۱۸۷۰ و   ۱۵۸۲،  ۹۲۱،  ۱۳۹۰به ترتيب   (

خزانه ژنتيكي موجود در گروه بيوتكنولوژي کشاورزي دانشكده        
قـزوين  ) ره(فني و مهندسي دانشگاه بـين المللـي امـام خمينـي             

 بوته در متـر مربـع در تـاريخ          ۲۵بذرها با تراکم    . انتخاب گرديد 
آزمـايش بـه صـورت    .  در مزرعه كاشته شدند ۱۳۸۴ه   آبان ما  ۱۲

 در قالب طرح كاملاً تصادفي با سه تكرار انجام          ۳ × ۴فاکتوريل  
عوامل پراکندگي مـورد مطالعـه در ايـن تحقيـق عبـارت از        . شد
چهار مرحلـه   : و ب ) Tآبي، ديم و خشكي،   (سه نوع تيمار    : الف

نويـه و   شروع باروري، پر شدن دانه، شـيري شـدن ثا         (رشد گياه   
از زمـان كاشـت تـا اول ارديبهـشت          . بودنـد ) GSخميري نـرم،    

 گياهان در شرايط طبيعي مزرعه قرار داشـتند و فقـط آب             ۱۳۸۵
 روز بعـد    ۲۰۰(از اين تاريخ به بعد      . باران را دريافت مي كردند    

روي گياهاني كه بايد تحت تنش خـشكي قـرار مـي            ) از كاشت 
تا از رسـيدن آب بـاران       گرفتند، پوشش پلاستيكي قرار داده شد       

براي تيمـار ديـم آبيـاري انجـام نـشد و            . به آنها جلوگيري شود   
گياهـاني  . ميزان آب دريافتي گياه به نزولات آسماني محدود شد       

، در طـول دوره     )گياهان شـاهد  (كه تحت تيمار آبي قرار گرفتند       
هـا در زمـان      برداري نمونه. اي يک بار آبياري شدند     آزمايش هفته 

ــاس روش  ۲۴۱ و ۲۳۶، ۲۲۹، ۲۱۵ ــد از كاشــت و براس  روز بع
 ايـن   -۱(دهدهي يا زادوكس به ترتيب در مراحل شروع باروري        

اعداد نشان دهنده مراحل رشد و نمـو غـلات بـر اسـاس روش               
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  ...هاي ضد اكسنده  بررسي اثر تنش كم آبي بر نحوه فعاليت آنزيم

۶۷  

، پـر  )۶۱-۶۰( ).باشـد  مـي ) زادوكس(دهدهي يا دو صفر تا صد    
و خميري نرم   ) ۷۶-۷۵(، شيري شدن ثانويه     )۷۲-۷۱(شدن دانه   

ــي   ۲۴و ) ۸۵( ــان آب ــاري گياه ــس از آبي ــاعت پ ــاهد( س از ) ش
هـا   نمونه. هاي ساقه اصلي هر بوته صورت گرفت        مجموعه برگ 

هــاي آلــومينيمي، توســط  بلافاصــله بعــد از قــرار دادن در ورقــه
 -Cº۸۰نيتروژن مايع منجمد گرديده و تا زمان آزمايش در دماي           

ي مراحل در اين آزمايش جهت اطمينان از درست  .  شدند داري  نگه
رشد گياه و مرتبط كردن نتايج اين تحقيق با نتايج گزارش شـده             
به وسيله ساير محققين در اين زمينه، تغييـرات در ميـزان نـسبي              
آب برگ پرچم، كلروفيل و پروتئين محلول كـل در طـول دوره             

به منظور محاسبه ميـزان نـسبي آب        .  گرديد گيري  اندازهآزمايش  
 از روش )Leaf relative water content (RWC)(بـرگ پـرچم  

جهـت اســتخراج   .اسـتفاده شـد  ) ۱۶(بـوش و پنـولاس    -مـون 
 يـك گـرم بافـت    )Total soluble protein(پروتئين محلول كـل 

 ۳و ) PVP(گرم پلي وينيل پيروليدون   ميلي ۱۰۰برگ در حضور    
مولار    ميلي ۵۰شامل بافر فسفات پتاسيم     (ليتر بافر استخراج      ميلي

)۷=pH (  لـه شـدند  ) مـولار  سـولفات يـک ميلـي     ا بي و سديم مت .
هاي سـانتريفيوژ انتقـال       گيري نمونه حاصل به لوله     جهت عصاره 

 دقيقه در ۲۵ به مدت +Cº۴ و دماي rpm ۱۵۰۰۰داده شده و در     
) Allegra – 64R  مدل  Beckman(دستگاه سانتريفيوژ روميزي 

  همه مراحـل تهيـه عـصاره آنزيمـي در دمـاي     . سانتريفيوژ شدند 
Cº ۴+   ميـزان پـروتئين محلـول كـل بـه روش           .  صورت گرفـت

جهـت تهيـه منحنـي اسـتاندارد از      . شدگيري اندازه) ۴(بردفورد 
 Bovin serum(هاي مختلف پروتئين آلبومين سرم گاوي غلظت

albumin (BSA)(ميــزان كلروفيــل بــه روش .  اســتفاده گرديــد
ــون  ــول   ) ۲(آرنــــــ ــتفاده از فرمــــــ ــا اســــــ و بــــــ

663645 028220 A/A/C t ×+×= )  Ct   ــر ــل ب ــزان كلروفي مي
 ميـزان جـذب   A663 و A645حسب ميكروگرم در ميلـي ليتـر،     

. محاسـبه گرديـد  )  نانومتر ۶۶۳ و   ۶۴۵هاي   محلول در طول موج   
اســپكتروفتومتر (هــا بــه روش اســپكتروفتومتري  فعاليــت آنــزيم

Labomed ــدل ــشگاه ) UV-3200 مـ ــاي آزمايـ ) ۲۵±۲(در دمـ
. ۱۵. ۱. ۱(م سوپر اكسيد ديـسموتاز    فعاليت آنزي .  شد گيري  اندازه

۱ SOD, EC  ( توانايي آن در جلـوگيري از  گيري اندازهاز طريق 
بـه روش   ) NBT(احياي نـوري نيتـرو بلـو تترازوليـوم كلرايـد            

ليتـر مخلـوط     ميلـي  ۳.  شـد  گيري  اندازه) ۷(دهيندسا و همكاران    
، متيـونين   pH) ۸/۷(مولار  ميلي۵۰واكنش شامل فسفات پتاسيم 

 ميكرومولار، اتيلن   ۷۵مولار، نيترو بلو تترازوليوم كلرايد        ميلي ۱۳
 ۳۶۰مـولار، ريبـوفلاوين       ميلـي  ۱/۰دي آمين تترا استيك اسـيد       

پـس از آن كـه      .  مـاكروليتر عـصاره خـام بـود        ۳۰ماكرومولار و   
 ۱۰هـاي اسـپكتروفتومتر بـه مـدت            سل ،هم زده شد  ه  مخلوط ب 

 متـر  سـانتي  ۳۵فاصله  به w۱۵دقيقه در زير يك لامپ فلورسنت  
با خاموش كردن لامپ واكنش متوقـف و جـذب          . قرار داده شد  

يك واحـد فعاليـت     .  نانومتر خوانده شد   ۵۶۰مخلوط واكنش در    
آنزيم سوپر اكـسيد ديـسموتاز، مقـدار آنزيمـي در نظـر گرفتـه               

مـانع از احيـاي نـوري نيتـرو بلـو           % ۵۰توانـد تـا     شود كه مي    مي
 ـ    فع. تترازوليوم كلرايد گردد   صـورت تعـداد    ه  اليت ويژه آنـزيم ب

فعاليـت  . گرم پروتئين گـزارش گرديـد       واحدهاي آنزيم در ميلي   
بـه روش  ) APX, EC ۱۱,۱,۱۱,۱(آنزيم آسكوربات پراكـسيداز  

ليتـر مخلـوط     يـك ميلـي   .  گرديد گيري  اندازه) ۱۷(ناكانو و اسدا    
،  pH)۸/۷(واكــنش شــامل بــافر فــسفات پتاســيم يــك مــولار  

مـولار و     ميلـي ۱۰مولار، پراكسيد هيـدروژن       ي ميل ۱۰آسكوربات  
فعاليــت آنــزيم آســكوربات .  ميكروليتــر عــصاره خــام بــود۱۰

پراكسيداز بر اساس ميزان اكسيد شدن آسكوربات در طول موج          
 mM-1cm-1 ۸/۲ نانومتر و با استفاده از ضـريب خاموشـي   ۲۹۰

   فعاليـت آنـزيم كاتـالاز       گيـري   انـدازه  بـه منظـور   . تعيين گرديـد  
)۶. ۱ .۱۱ .۱ CAT, EC ( از روش بيرز و سيزر)استفاده شد) ۳ .

ليتر مخلوط واكنش شـامل بـافر فـسفات پتاسـيم يـك               يك ميلي 
 ميكروليتـر  ۱۰، پراكسيد هيدروژن يك مولار و  pH) ۸/۷(مولار 

فعاليت آنزيم كاتالاز بـر اسـاس ميـزان تجزيـه           . عصاره خام بود  
سـتفاده از ضـريب   نانومتر و بـا ا ۲۴۰ در طول موج  H2O2 شدن

 فعاليـت  گيـري  انـدازه .  تعيين گرديدmM-1cm-1۴/۳۹ خاموشي
به روش همدا و كلين ) ۱POX, EC. ۱۱. ۱. ۷(آنزيم پراكسيداز 

ليتر مخلوط واكـنش شـامل بـافر          يك ميلي . صورت گرفت ) ۱۰(
و پراكسيد % ۱، گاياكول  pH) ۶/۶(مولار   ميلي۵۰فسفات پتاسيم
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۶۸  

فعاليت آنـزيم   . تر عصاره خام بود    ميكرولي ۱۰و% ۰ /۳هيدروژن
پراكسيداز براساس ميزان اكسيد شدن گاياكول در طـول مـوج           

 mM-1cm-1 نـانومتر و بـا اسـتفاده از ضـريب خاموشــي     ۴۷۰
ي آســكوربيت هــا آنــزيمفعاليــت ويــژه .  تعيــين گرديــد۶/۲۶

پراكـسيداز، كاتــالاز و پراكــسيداز بـصورت تعــداد مــاكرومول   
H2O2    گرم پروتئين گزارش شـد       در ميلي   تجزيه شده در دقيقه .

جهت بررسي تغييرات مقدار پروتئين زيرواحـد بـزرگ آنـزيم           
 SDS-PAGE روشدر طول دوره آزمـايش از       ) rbcl(رابيسكو  
 ۵ي پروتئينـي    هـا    آمـاده سـازي نمونـه      به منظـور   .شداستفاده  

شـامل   ( SDS×۳ميكروليتر بـافر   ۱ميكروليتر از عصاره خام با   
، سـديم دو    )=۸/۶pH(ميلی مولار    ۵/۱۸۷د  تريس هيدروكلراي 
و برموفنــل بلــو % ۳۰، گليــسرول SDS (۶%(دســيل ســولفات 

 ۴۰تيوتريتـول     دي( DTT× ۳۰ ميكروليتر بـافر     ۵/۰و  %) ۰۳/۰
مدت پنج دقيقـه در آب جـوش     ه  مخلوط كرده و ب   ) مولار  ميلي

مدت ه ها ب بعد از آن، نمونه. قرار داده شدند  ) C º ۹۵با دماي   (
ــه در  دقي۱۰ ــدند rpm ۱۳۰۰۰قـ ــانتريفوژ شـ ــپس .  سـ  ۵سـ

 پلـي اكريـل    – SDS  در چاهـك ژل    مايع سطحي ميكروليتر از   
با استفاده از نرم افزار     .  گرديد تزريق) ۱۴(آميد به روش ليملي     

LabWorks 4.0ــاي   ژل ــده و وزن SDS-PAGEه ــه ش  تجزي
 KDنواري كه وزن مولكولي آن      . مولكولي نوارها مشخص گرديد   

 بود، به عنوان نوار پروتئين زير واحـد بـزرگ آنـزيم             ۵۵ ± ۱۲۴/۲
تعيـين نـوار پروتئينـي بـا وزن         . در نظر گرفته شد   ) rbcl(رابيسكو  
زيرواحـد بـزرگ آنـزيم       به عنوان نوار پـروتئين       KD ۵۵مولکولي  
بررسـي  ). ۲۴(به وسيله ديگران نيز گزارش شـده اسـت          رابيسكو  

 انجـام  Chicago, Il, USA (SPSS 11.5(افزار  ها به كمك نرم داده
بـا  % ۱ها به وسيله آزمون توكي در سطح احتمـال      گرفته و ميانگين  

در ايـن پـژوهش از چهـار ژنوتيـپ جـو            . يکديگر مقايسه شـدند   
 رفتـار چهـار ژنوتيـپ در        ايـن كـه   استفاده گرديد، اما با توجه بـه        

واکنش به تـنش کـم آبـی و در دوران پيـری مـشابه بـود، جهـت          
 گياه جو به تنش کم آبـی در مراحـل مختلـف             بررسی نحوه رفتار  

  .ها استفاده گرديد رشد زايشی از عدد ميانگين ژنوتيپ
  

  نتايج و بحث
ميزان نسبي آب برگ پـرچم بـا افـزايش شـدت تـنش خـشکي            

داري  کاهش پيدا کرد به نحوي که بين سه تيمـار تفـاوت معنـي             
 ميـزان کلروفيـل نيـز در        ). الـف  -۱شکل  (مشاهده گرديد   %) ۱(
داري   کـاهش معنـي   ) شـاهد ( خشکي نسبت به تيمار آبـي         مارتي
بين تيمار ديم با تيمارهاي آبي و خشكي تفاوت         . نشان داد %) ۱(

از نظر ميـزان پـروتئين محلـول کـل بـين            .  نشد ديدهداري   معني
 بـا   ولي. داري مشاهده نگرديد    تيمارهاي آبي و ديم تفاوت معني     

حلول کل در تيمـار     افزايش شدت تنش کم آبي ميزان پروتئين م       
ميزان پـروتئين زيـر     . داري کاهش پيدا کرد     خشکي به طور معني   

واحد بزرگ آنزيم رابيسكو در تيمـار ديـم از تيمارهـاي آبـي و               
 اما بـا توجـه بـه تجزيـه و تحليـل          ).۲شکل  (خشکي بيشتر بود    

آماري ميزان پروتئين محلول کل به نظر مـي رسـد تفـاوت بـين       
فعاليـت  . باشـد  دار نمـی   ظر آماري معني  تيمارهاي آبي و ديم از ن     

ويژه آنزيم سوپراکسيد ديسموتاز در تيمـار خـشکي نـسبت بـه             
امـا  ).  ب - ۱شـکل   (داري نـشان داد       تيمار آبـي افـزايش معنـي      

داري بين تيمار ديم بـا تيمارهـاي آبـي و خـشکي      اختلاف معني 
هـاي آسـکوربيت پراکـسيداز و         فعاليـت ويـژه آنـزيم     . ديده نشد 
داري نـشان داد و تيمارهـا در          ين سه تيمار تفاوت معني    کاتالاز ب 

بيشترين فعاليت ويژه اين    . هاي آماري متفاوتي قرار گرفتند      گروه
تنش کـم آبـي باعـث       . ها در تيمار خشکي مشاهده گرديد       آنزيم

افزايش فعاليت آنـزيم پراکـسيداز گرديـد، بـه نحـوي کـه بـين                
دار مـشاهده   نـي تيمارهاي ديم و خشکي با تيمار آبي تفـاوت مع       

  .گرديد
ميزان نسبي آب برگ پرچم، کلروفيل با افزايش سن گياه در           

 ).۳شکل (کاهش نشان داد % ۱داري   هر سه تيمار در سطح معني     
هـاي    شـاخص  تـرين   مهـم كاهش كلروفيل در اثر پيري يکـي از         

ميزان پـروتئين محلـول     ). ۱۳(باشد  تشخيص پيري در گياهان مي    
 ديم و خشكي در طول دوره آزمـايش         كل نيز در تيمارهاي آبي،    

به طـور کلـي در      . تدريج كاهش پيدا كرد   ه  با افزايش سن برگ ب    
گياهان مونوكارپيك، رشد و نمو دانه، پيري گياه و به ويژه پيري            

  به نحوي كه حذف دانـه در حـال رشـد،           . كند  برگ را كنترل مي   
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  ...هاي ضد اكسنده  بررسي اثر تنش كم آبي بر نحوه فعاليت آنزيم

۶۹  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

                                                                        بلفا                                           
، ميزان کلروفيل و )برحسب درصد) (RWC(ميزان نسبی آب برگ پرچم ): اثر تيمارهاي آبي، ديم و خشكي بر الف. ۱شکل

) SOD(سوپراکسيد ديسموتاز هاي  فعاليت ويژه آنزيم): گرم در يک گرم بافت برگ، ب برحسب ميلي(پروتئين محلول کل 
و پراکسيداز ) CAT(، کاتالاز )APX(، آسکوربيت پراکسيداز )گرم پروتئين  در يک ميليSODبرحسب تعداد واحدهاي فعاليت (

)POX) ( برحسب ميکرومولH2O2گرم پروتئين  تجزيه شده در دقيقه در ميلي(.  
  

  
از .  نشان داده شده استپيكانکه با ) rbcl(ديم و خشكي بر پروتئين زير واحد بزرگ آنزيم رابيسکو  اثر تيمارهاي آبي، .۲شکل

  .  ميکروليتر عصاره خام تزريق شد۵استفاده گرديده و در هر چاهک % ۵/۱۲و ژل جدا کننده % ۵/۴ژل متراکم کننده 
  
  

  
  

طي مراحل مختلف ) ج(و خشكي ) ب(، ديم )الف(ارهاي آبي  تغييرات پروتئين زير واحد بزرگ آنزيم رابيسكو در تيم.۳شكل
، )۲مرحله (، پر شدن دانه )۱مرحله (اعداد يك تا چهار به ترتيب نشان دهنده مراحل مختلف رشد شامل شروع باروري . رشد

و ژل جدا کننده % ۵/۴ده ها از ژل متراکم کنن براي تجزيه پروتئين. باشند مي) ۴مرحله (و خميري نرم ) ۳مرحله (شيري شدن ثانويه 
  .  ميکروليتر عصاره خام تزريق شد۵استفاده گرديده و در هر چاهک % ۵/۱۲

  
زيرا به محض تشكيل    ). ۲۲(اندازد    شدن گياه را به تاخير مي     پير  

دانه انتقال مواد غذايي به ويژه نيتروژن از بـرگ بـه دانـه شـروع      
يابـد    يگرديده و در نتيجه پروتئين محلول كل بـرگ، كـاهش م ـ           

در اين آزمايش در اثر تنش خشكي ميزان پروتئين محلول        ). ۲۰(
) شـاهد (كل در گياهان تحت تنش خشكي نسبت به گياهان آبي   

در اين مرحله گياهـان در      . و ديم در مرحله اول كاهش پيدا كرد       
 ايـن كـه   با توجـه بـه      . آغاز مرحله تشكيل و پر شدن دانه بودند       

گياه جو در طول دوره رشد و نمو خود در مرحله تشكيل دانه و       
تـوان    ، مـي  )۱(باشـد     پر شدن آن نسبت به كم آبي حـساس مـي          

نتيجه گرفت كه كاهش شديد پروتئين محلـول كـل در گياهـان             
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  ۱۳۸۷ انتزمس / )الف (ششمچهل و شماره  / همدوازدسال / علوم و فنون كشاورزي و منابع طبيعي  

۷۰  

تحت تنش خشكي در مرحله اول ناشي از حساسيت گيـاه جـو             
 طـي   rbclميـزان پـروتئين     . باشد  به كمبود آب در اين مرحله مي      

 ـ      تـدريج  ه مراحل مختلف رشد تيمارهاي آبي، ديـم و خـشكي ب
 ميـزان ايـن پـروتئين در هـر     چنـين  هـم ). ۳شکل (كاهش يافت   

. مرحله در تيمار خـشکي کمتـر از تيمارهـاي آبـي و ديـم بـود                
مــشخص شــده اســت كــه تخريــب پــروتئين هــاي اســتروماي 

بـه  ويژه آنزيم رابيسكو در شرايط تـنش اكـسنده   ه  كلروپلاست ب 
هاي فعال اكسيژن بصورت غير آنزيمـي صـورت           راديكال وسيله
كـه در زمـان پيـري و در اثـر تـنش             يي  از آنجـا  ). ۱۷(گيـرد    مي

، بنابراين هم   يابد  مي در كلروپلاست افزايش     ROSخشكي ميزان   
در اثر پيري و هم در زمان تنش خشكي تخريـب پـروتئين زيـر             

فعاليـت ويـژه   . نـد واحد بزرگ آنزيم رابيسكو افزايش پيدا مي ک      
آنزيم سوپراکسيد ديسموتاز در تيمارهاي آبي، ديم و خشکي در          

 ـ        تـدريج کـاهش پيـدا      ه  طول دوره آزمايش با افزايش سن گياه ب
 در اثـر  ).۴شکل (الگوي کاهش در هر سه تيمار مشابه بود      . کرد

اعمال تيمار خشکي فعاليت آنزيم افزايش پيدا کرد، به نحوي که      
رهاي آبي و خشکي طي مراحل مختلف رشـد       اختلاف ميان تيما  

اما بين تيمارهاي آبـي و ديـم و تيمارهـاي ديـم و          . دار شد   معني
. داري مشاهده نـشد     خشکي در طول دوره آزمايش تفاوت معني      

 الگوي کـاهش فعاليـت ويـژه ايـن آنـزيم در             اين كه با توجه به    
) شـاهد (گياهان ديم و تحت تنش خشکي مـشابه گياهـان آبـي             

رسد که کاهش فعاليت ويژه اين آنزيم در گياهان           نظر مي بود، به   
دليل افـزايش شـدت تـنش نبـوده و     ه تيمارهاي ديم و خشکي ب  

فعاليـت ويـژه آنـزيم      . باشـد   بلکه ناشي از افزايش سن گياه مـي       
آسکوربيت پراکسيداز در تيمار آبـي در طـول دوره آزمـايش بـا            

 تيمارهاي ديم   اما در . تدريج کاهش پيدا کرد   ه  افزايش سن گياه ب   
داري در فعاليـت ايـن        و خشکي با افزايش سن گياه تغيير معنـي        

اختلاف بين تيمارها در مراحـل مختلـف        . آنزيم مشاهده نگرديد  
فقـط در مرحلـه سـوم رشـد تفـاوت بـين             . دار بـود    رشد معنـي  

 ايـن كـه  بـا توجـه بـه    . دار نـشد   تيمارهاي ديم و خشکي معنـي     
ل دوره آزمايش در گياهـان      فعاليت آسکوربيت پراکسيداز در طو    

داري بيـشتر از گياهـان        ديم و تحت تنش خشکي به طور معنـي        

گيري کرد که افزايش فعاليت اين        توان نتيجه   بود، مي ) شاهد(آبي  
) در تيمارهاي ديـم و خـشکي      (آنزيم بر اثر اعمال تنش کم آبي        

بـا  . مانع از کاهش فعاليت اين آنزيم در دوران پيري شده اسـت           
رسـد آنـزيم آسـکوربيت پراکـسيداز          ين امر به نظر مي    توجه به ا  

ي در مقابله با تنش اکسنده ناشـي از شـرايط           مؤثرتواند نقش     مي
فعاليت ويژه آنزيم کاتالاز در تيمار آبـي بـا          . کم آبي داشته باشد   

امـا در تيمارهـاي     . داري نشان نـداد     افزايش سن گياه تغيير معني    
تدريج کاهش ه ت آنزيم بديم و خشکي با افزايش سن گياه فعالي    

اعمال تيمارهاي ديم و خشکي باعث افزايش فعاليـت         . پيدا کرد 
به نحوي کـه افـزايش فعاليـت کاتـالاز در           . آنزيم کاتالاز گرديد  

طول دوره آزمايش در تيمارهاي ديم و خشکي نسبت به تيمـار             
اختلاف ميـان تيمارهـاي     . دار بود   معني% ۱آبي در سطح احتمال     

الگـوي  . دار شـد  ط در مرحله دوم رشـد معنـي     ديم و خشکي فق   
تغيير فعاليت آنزيم کاتـالاز در طـول دوره آزمـايش در گياهـان              

تيمارهاي ديـم   (و گياهان تحت تنش کم آبي       ) شاهد(تيمار آبي   
فعاليـت ويـژه    ) شـاهد (در گياهـان آبـي      . مشابه نبود ) و خشکي 

ايج نت ـ. داري پيـدا نکـرد   آنزيم در طول دوره آزمايش تغيير معني     
گزارش شده درباره نحوه فعاليت آنزيم كاتـالاز در دوران پيـري            

هايي كه روي گياه تنباكو در مرحلـه          در بررسي . باشد  متفاوت مي 
رشد رويشي انجام شد، فعاليت آنزيم كاتـالاز بـا افـزايش سـن              

در بررسـي  ) ۸(حـداد و همکـاران   ). ۱۸(برگ كاهش پيدا كـرد      
ري گياه کلزا گزارش کردند کـه       نحوه بيان ژن کاتالاز در زمان پي      

ميزان بيان ژن کاتالاز و فعاليت آن در زمان پيـري افـزايش پيـدا              
ي در  مـؤثر گيري کردند که کاتالاز آنزيم       رو نتيجه  از اين . کند مي

بنابراين با توجه به نتايجي     . باشد  ميمقابله با تنش اکسيدکنندگي     
ه فعاليـت  رسـد كـه نحـو       كه در بالا آورده شده است، به نظر مي        

آنزيم كاتالاز در دوران پيري بستگي به گونه گياهي، نـوع انـدام             
در ايـن آزمـايش کـه در شـرايط          . گياهي و شرايط آزمايش دارد    

مزرعه صورت گرفت فعاليت ويژه آنزيم كاتالاز كه نشان دهنده          
باشد، با افـزايش سـن بـرگ در           فراواني نسبي پروتئين آنزيم مي    

 در دو تيمار    ولي. داري پيدا نکرد     معني تغيير) شاهد(گياهان آبي   
ــالاز        ــت کات ــرگ فعالي ــن ب ــزايش س ــا اف ــشکي ب ــم و خ   دي
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  ...هاي ضد اكسنده  بررسي اثر تنش كم آبي بر نحوه فعاليت آنزيم

۷۱  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
   تغييرات ميزان نسبي آب برگ پرچم، کلروفيل، پروتئين محلول.۴شكل

  و خشكي) ●(، ديم)■(هاي ضد اکسنده در تيمارهاي آبي   كل و آنزيم
  ها با استفاده از آزمون توکي در ميانگين. لف رشدطي مراحل مخت) ▲(

   و اعداد يك تا چهار±SE هاي عمودي نشانه  ميله. مقايسه شدند% ۱سطح 
  مرحله(به ترتيب نشان دهنده مراحل مختلف رشد شامل شروع باروري 

  و خميري نرم) ۳مرحله (، شيري شدن ثانويه )۲مرحله (، پر شدن دانه )۱ 
  .هر نقطه ميانگين چهار ژنوتيپ است. باشند مي) ۴مرحله (
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  ۱۳۸۷ انتزمس / )الف (ششمچهل و شماره  / همدوازدسال / علوم و فنون كشاورزي و منابع طبيعي  

۷۲  

  ، کلروفيل، پروتئين محلول کل)RWC(گيري شده  شامل ميزان نسبي آب برگ پرچم   بين صفات اندازهبستگي هم. ۱جدول
  و پراکسيداز) CAT(، کاتالاز )APX(، آسکوربيت پراکسيداز )SOD(هاي سوپراکسيد ديسموتاز  و فعاليت آنزيم

)POX (ر طول دوره آزمايشدر تيمار آبي د  
  صفت  SOD APX CAT  POX  پروتئين  کلروفيل

**۶۶۰/۰  **۸۰۵/۰  **۶۰۳/۰  **۶۶۳/۰  ns ۰۶۵/۰-  **۷۰۲/۰-  RWC 
**۸۵۶/۰  **۵۵۶/۰  **۵۷۸/۰  ns ۰۸۷/-  **۵۷۹/۰-  کلروفيل  

**۵۵۹/۰  **۵۳۱/۰  ns ۰۷۴/۰-  **۷۴۲/۰-  پروتئين  
**۴۷۹/۰  ns۰۸۵/۰-  **۶۳۰/۰-  SOD 

ns ۱۸۱/۰  **۶۰۶/۰-  APX 
ns۰۵۸/۰  CAT 

  
  

  
  

  
 

  .دهند داري را نشان مي و عدم معني% ۱، % ۵داري در سطوح  به ترتيب معني:  ns و **، *
  

بـه نظـر   ) شـاهد (با توجه به نتايج گياهان آبـي        . کاهش پيدا کرد  
باشـد و     رسد که اين کاهش ناشي از افزايش سـن گيـاه نمـي              مي

در تيمارهـاي ديـم و      (تنش کم آبي     افزايش شدت    به دليل بلکه  
شايد بتوان نتيجه گرفت که حداقل در گياه جـو          . است) خشکي

تحت شرايط اين آزمايش افزايش ميزان کاتالاز جهت مقابلـه بـا            
فعاليت ويـژه آنـزيم پراکـسيداز در        . باشد   نمي مؤثرتنش کم آبي    

تيمارهاي آبي، ديم و خشکي در طول دوره آزمايش بـا افـزايش      
الگوي افزايش در هـر سـه       . تدريج افزايش پيدا کرد   ه  ه ب سن گيا 

بين تيمارها در مراحل اول و سوم رشد تفاوت         . تيمار مشابه بود  
در مرحله دوم رشد ميـزان فعاليـت آنـزيم    .  نشدديدهداري    معني

داري کمتـر از تيمارهـاي ديـم و           در تيمارهاي آبي به طور معني     
 مورد بررسي در ايـن      هاي ضد اکسنده    از بين آنزيم  . خشکي بود 

آزمايش، فعاليت آنزيم پراکسيداز هم در اثر پيري و هـم تحـت             
رسـد ايـن آنـزيم        بـه نظـر مـي     . تنش خشکي افزايش پيدا کـرد     

در . ي در مقابله با تنش اکسنده داشـته باشـد         مؤثرتواند نقش     مي
 شده شامل ميزان    گيري  اندازه بين صفات    بستگي  هماين پژوهش   

ــرچم، ک  ــرگ پ ــسبي آب ب ــل و  ن ــول ک ــروتئين محل ــل، پ لروفي
 ).۱جـدول   (ي ضد اکسنده با يکـديگر بررسـي گرديـد           ها  آنزيم
 بين ميزان نسبي آب برگ پـرچم، کلروفيـل، پـروتئين     بستگي  هم

ي سوپر اکـسيد ديـسموتاز و آسـکوربيت         ها  آنزيممحلول کل و    

بـه عبـارت ديگـر ميـزان ايـن          . پراکسيداز مثبت و معني دار بود     
 بستگي  هم.  روند کاهشي را نشان داد     ،ن گياه صفات با افزايش س   

به عبـارت ديگـر     . بين آنزيم کاتالاز با ساير صفات بي معني بود        
نحوه فعاليت اين آنزيم در طول دوره آزمايش متفاوت از نحـوه            

 بـين فعاليـت آنـزيم       بـستگي   هـم . باشـد   ميفعاليت ساير صفات    
، پراکسيداز و ساير صفات شامل ميـزان نـسبي آب بـرگ پـرچم          

هاي سـوپر اکـسيد    کلروفيل، پروتئين محلول کل و فعاليت آنزيم      
عبارت ديگر بـا    ه  ب. ديسموتاز و آسکوربيت پراکسيداز منفي بود     

کاهش ميزان اين صفات، فعاليـت آنـزيم پراکـسيداز در مراحـل             
 در مراحـل    اين كـه  رغم   علي. يابد  آخر رشد گياه جو افزايش مي     

هـاي فعـال     بـل راديکـال   پيري توانـايي محـافظتي سـلول در مقا        
شـود بـه      يابد و سلول دچار تنش اکسنده مـي         اکسيژن کاهش مي  

ــت   ــه فعالي ــوي ک ــلول و بـ ـ   نح ــي س ــاي طبيع ــال آن ه ه دنب
هــا از بــين   هــاي ســلول از جملــه پــروتئين    مــاکرومولکول

، فعاليت ويژه آنـزيم پراکـسيداز بـر خـلاف سـاير             )۲۳(روند مي
ي کـه فعاليـت     ي آنجـا  از. يابـد    ضد اکسنده افزايش مي    یها  آنزيم

باشد، اين امـر      ويژه آنزيم نشان دهنده فراواني نسبي پروتئين مي       
هاي کد کننده آنزيم پراکسيداز       تواند ناشي از افزايش بيان ژن       مي

هاي پروتئيني اين آنـزيم در مقابـل           پايداري مولکول  اين كه و يا   
ــلول باشــد   ــري س ــرايط پي ــسنده ناشــي از ش ــب اک ــا . تخري ام
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  ...هاي ضد اكسنده  بررسي اثر تنش كم آبي بر نحوه فعاليت آنزيم

۷۳  

قطعي درباره اين موضوع نياز به تحقيقات بيـشتر در          گيري    نتيجه
 در اين آزمايش در مراحل بلوغ و پيري         چنين  هم. اين زمينه دارد  
هـاي ضـد اکـسنده در         رغم افزايش فعاليـت آنـزيم      گياه جو علي  

گياهان تيمارهـاي ديـم و خـشکي، دوره زنـدگي ايـن گياهـان               
يمـار آبـي   بـه طـوري کـه گياهـان ت    . تر از گياهان آبي بـود      کوتاه

 روز بعد از كاشت قابـل نمونـه بـرداري بـوده و        ۲۴۱تا  ) شاهد(
در صــورتي كــه گياهــان . بــرداري شــدند چهــار مرحلــه نمونــه

ــا   روز بعــد از كاشــت قابــل ۲۳۶تيمارهــاي ديــم و خــشكي ت
رو به   از اين . برداري شدند  برداري بوده و سه مرحله نمونه      نمونه

هـاي اکـسنده قـرار       نشرسد زماني که گياه در معرض ت ـ        نظر مي 
هاي گياهي با افزايش توانايي سيستم دفاعي ضـد   گيرد، سلول   مي

امـا زمـاني   . کنند تا با تنش اکسنده مقابله کننـد   اکسنده تلاش مي  
که پاسخ سلول به تنش کافي نباشد، سلول و در نتيجـه گيـاه بـه     

اي قـبلاً نيـز گـزارش         چنين نتيجـه  . شود  سمت مرگ هدايت مي   

در آزمايــشي روي آرابيدوپــسيس مــشخص . )۲۳(شــده اســت 
 فراواني نسبي پـروتئين چهـار آيـزوزايم         اين كه رغم   گرديد علي 

 ميتوکنــدري، در زمــان تــنش Mn-SODکاتـالاز و دو آيــزوزايم  
 اين افزايش براي    ولييابد،    اکسنده ناشي از دماي بالا افزايش مي      

و باشـد   توانايي سلول، جهت مقابله با تنش اکـسنده کـافي نمـي           
 Programmed(سلول به سمت مرگ سلولي برنامه ريزي شـده  

Cell Death, PCD (گردد هدايت مي .  
با توجه به افزايش فعاليت آنزيم پراکسيداز در مراحل آخر 

 بتوان با استفاده از ،رشد گياه جو در مزرعه، ممکن است
اي توليد کرد که اين  هاي زيست فناوري، گياهان تراريخته روش

توانند ميزان بيشتري از اين آنزيم را در مراحل آخر گياهان ب
توان در مناطق خشک از  رشد بيان کنند در اين صورت مي

  .گياهان ياد شده و مقاوم براي کشت و زرع استفاده شود
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