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  چکیده
 بـذور  اکسـیدانت  آنتی هاي آنزیم و بیان ژن فعالیت ،زنی جوانه هاي ویژگی برپرایمینگ  اثر بررسی منظور به

 کـاملاً  طـرح  قالـب  در فاکتوریـل  صـورت  به اردبیلی محقق دانشگاه در 1399سال  در آزمایشی برنج، فرسوده
 پرایمینـگ  سـطح  4 و) زنـی  جوانه% 77 و 87 شاهد،( فرسودگی سطح 3 شامل تیمار 12و  تکرار 4 با تصادفی

گرم میلی 100( اسیدسالیسیلیک و )گرم در لیترمیلی 20( جیبرلین با پرایمینگ هیدروپرایمینگ، پرایمینگ، بدون(
اکسیدانت بـا   هاي آنتی هاي آنزیم بررسی بیان ژن cDNAو ساخت RNA پس از استخراج  .شد انجام) در لیتر)

 نشان نتایج .سنجیده شد زنی جوانه هاي ویژگیو برخی اکسیدانت  هاي آنتی فعالیت آنزیم،  qRT-PCRاستفاده از
فعالیـت آنـزیم    ترین بیش و فرسودگی بدون و جیبرلین با پرایمینگ تیمار از زنی جوانه سرعت ترین بیش که داد

و سوپراکسیددیسـموتاز  دقیقـه)   در گـرم /گـرم  میلی 47/66(، پراکسیداز گرم/گرم در دقیقه) میلی 87/21( کاتالاز
هـا   فعالیـت ایـن آنـزیم    تـرین  کم و % فرسودگی77تیمار جیبرلین و  پیش درگرم/گرم در دقیقه)  میلی 52/152(

 گرم/گرم در دقیقه) میلی 9/108و  02/45 ،32/14(به ترتیب  و بدون فرسودگی تیمار بدون پرایمینگ به مربوط
 و جیبرلین تیمار پیش در پراکسیداز آنزیم ژن بیان که بود آن از حاکی qRT-PCR هاي داده آنالیز همچنین .بود

درکل، استفاده از پیش تیمـار جیبـرلین موجـب تقویـت      .بود ها آنزیم سایر بیان از بیشتر سطح بدون فرسودگی،
  .تیمار میتوان جهت افزایش بنیه بذرهاي ضعیف استفاده کرد شد و از این برنجفیزیولوژیکی بذرهاي ضعیف 

  
  اکسیدانت، بیان ژن، پراکسیداز، سوپر اکسید دیسموتاز، کاتالاز آنتیهاي  آنزیم :هاي کلیديواژه

  

  1مقدمه
ترین گونه برنج، قاره  متداول Oryza sativaو اعتقاد بر این است که منشا  بودهترین غلات جهان  برنج یکی از مهم

چه یع در هنگام نگهداري بذر است. هرهاي شا ). فرسودگی بذر از پدیدهNourmohammadi et al., 2004آسیا است (
 ,.Siadat et alتر باشد، شدت فرسودگی بـذرها بیشـتر خواهـد بـود (     شرایط نگهداري از نظر رطوبت و دما نامناسب

زنـی و اسـتقرار    ون جوانههایی چ ). پرایمینگ بذر به اعمال هر نوع تیماري قبل از کاشت به منظور ارتقاي مؤلفه2011
هاي مختلف حاکی از آن است که استفاده از تیمارهـاي   گزارش). Azarnia and Eisvand, 2013شود ( اولیه اطلاق می

 Alivand et al, 2012.; Ansari( شـود  یافته، مـی   زنی بذرهاي زوال هاي جوانه مختلف بذر، سبب افزایش در شاخص

and Sharif Zadeh, 2012 .(یافته ) هاي سیادت و همکارانSeiadat et al., 2012 در گیاه ذرت و همچنین انصاري و (
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هاي آنتـی اکسـیدانت در    ) در گیاه چاودار نشان دادند که فعالیت آنزیمAnsari and Sharif Zadeh, 2013زاده ( شریف
   همکـاران  و واریـر  افتـه اسـت.  هـاي آزاد، کـاهش ی   تیمار القاء پیري تسریع شده در بذر بـه علـت افـزایش رادیکـال    

)et al., 2010 Varierدر پراکسـیداز  و هاي کاتالاز آنزیم فعالیت افزایش باعث پرایمینگ تیمارهاي که کردند ) گزارش 
کنترل تظاهر ژن در واقع کنترل مقدار فرآورده ژنی مورد نیاز در سلول است. این مقدار به تـوازن بـین    .است شده پنبه

دو عامل بستگی دارد: یکی میزان ساخته شدن (یعنی چند مولکول از فرآورده ژن در واحد زمان مـورد نیـاز اسـت) و    
د). نتیجـه ایـن تـوازن، یـک غلظـت پایـدار       شو دیگري میزان تجزیه آن (یعنی چند مولکول در واحد زمان شکسته می

کند. هر گاه میزان تولید یا تجزیه تغییر کند، غلظت حالـت پایـدار در    متفاوت براي هر فرآورده ژن در سلول ایجاد می
این صورت تغییر خواهد کرد. در عمل تغییرات بحرانی در غلظت پایدار یک آنزیم به خاطر تغییر در میزان تولید آن به 

اثـرات   .)Yazdi Samadi and Valizadeh, 2007(رسد که میزان تجزیه نسـبتاً ثابـت اسـت     آید و به نظر می یوجود م
زنـی تحـت شـرایط     عمر بذر و جوانه در طول APXو  cu/zn SODاکسیدانت  همزمان بیان بیش از حد دو آنزیم آنتی

تراریختـه نسـبت بـه بـذرهاي تراریختـه دو سـال        هـاي غیـر   زا بر روي توتون مورد بررسی قرار گرفته است. بذر تنش
و  SODهـاي   هـاي مربـوط بـه آنـزیم    اد همزمان ژندهد. بیان ماز انبارداري شده سطوح بالاتري از نشت یون نشان می

محیطـی و انبـارداري طـولانی مـدت     زاي زنی در شـرایط تـنش  هاي جوانهآسکوربات پراکسیداز موجب بهبود ویژگی
 هـاي  نقـش  در و گونـاگون  هاي تنش به پاسخ در ها آن رونوشت و ها از ژن مختلفی انواع). Pylee et al., 2010( گردد می

از  ).Wei, 2014( کنـد  مـی  بسـیاري  کمـک  تنش به مشکلات مقاومت حل به ها نقش این درك که دارند دخالت مختلف
اي پلیمراز در زمان واقعـی   واکنش زنجیرهتوان به  هاي مورد استفاده در تجزیه و تحلیل بیان ژن هدف می جمله تکنیک

یک روش قابل اعتماد، حساس و سریع براي اندازه گیري بیان ژن است. این روش بـه   -Real Time PCR. اشاره کرد
   .)Driscol, 2011( گیرد طور گسترده در تحقیقات مربوط به اسیدهاي نوکلئیک و مطالعات بالینی مورد استفاده قرار می

 نقـش  و فرسـودگی  بـه  واکـنش  در بیوشیمیایی بذر برنج و فیزیولوژیکی تغییرات بررسی تحقیق، این انجام از هدف

 بـذور  در اکسـیدانت  آنتـی  هاي هاي آنزیم ژن بیان بررسی همچنین و برنج ضعیف بذرهاي قدرت بهبود در بذر پرایمینگ

  باشد. می برنج
  

  ها مواد و روش
هـا تحـت تـاثیر پرایمینـگ در بـذرهاي      آن اکسیدانت و بیان ژن هاي آنتیآنزیم منظور بررسی تغییر میزان فعالیت به

% 77 و 87 شـاهد، ( فرسـودگی  سـطح  3 شـامل  تیمـار  12 و تکـرار  4 آزمایشی به صورت فاکتوریل بافرسوده برنج، 
انجام شد. ) یلیکاسیدسالیس و جیبرلین با هیدروپرایمینگ، پرایمینگ پرایمینگ، بدون( پرایمینگ سطح 4 و) زنی جوانه

روز و بـذرهاي سـطح دوم فرسـودگی     5%) به مـدت  87طی آزمون پیري تسریع شده، بذرهاي سطح اول فرسودگی (
قرار گرفتنـد. پـس از آن،    درصد 2±95و رطوبت نسبی  گراد درجه سانتی 45درون آون با دماي  روز 7مدت  به %)77(

گـرم در  میلی20شامل هیدروپرایمنگ، جیبرلین ( پرایمینگ و تیمارهاي مختلف گراد ي سانتی درجه 25 بذرها در دماي
ها اجرا شد. پس از اعمال پرایمینگ، آزمون  روي آن بر ساعت24گرم در لیتر) به مدت میلی100لیتر)، اسیدسالیسیلیک (

 واکسیدانت  هاي آنتی نزیمآ ، فعالیتزنی سپس سرعت جوانه .بذري درون هر پتري انجام شد 50تکرار  3زنی در  جوانه
بـه   .ارزیابی شـد  1و با استفاده از آغازگرهاي جدول  qRT-PCR روش اکسیدانت با استفاده از هاي آنتی بیان ژن آنزیم

هـا    گراد گیاهچه ي سانتی درجه 25اکسیدانت در برنج، در داخل ژرمیناتور در دماي   هاي آنتی منظور تعیین فعالیت آنزیم
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هاي اولیه از هر تیمار چند گیاهچه به تصادف انتخاب و پس از قـرار   داده شدند و پس از باز شدن برگدر پتري رشد 
درجـه منتقـل گردیدنـد. جهـت      -70±2در فویل آلومینیومی، تا زمان استخراج عصاره آنزیمی بـه یخچـال بـا دمـاي     

ن چینی (که از قبل در یخچال نگهـداري  گرم نمونه از هر تیمار توزین و در داخلی هاو 5/0استخراج عصاره آنزیمی، 
 5/0) حـاوي  =7pHلیتر از بافر فسفات سـرد (  میلی 5شده بود) با استفاده از نیتروژن مایع هموژن گردید و پس از آن 

با  rpm 15000متري منتقل شدند و در میلی 2هاي  ها به اپندورف به هاون اضافه شد. سپس، هموژن  EDTAمولار  میلی
دقیقه سانتریفوژ شدند. سوپرناتانت حاصل به سه قسمت تقسیم شد تا از اثـر   15گراد به مدت  ي سانتی درجه 4دماي 

 -20اکسیدانت در دماي  هاي آنتی گیري آنزیم ها پیشگیري شود و سپس، تا زمان اندازه مضر انجماد و ذوب متوالی نمونه
  ).Sairam et al., 2002گراد نگهداري شد ( ي سانتی درجه

هـاي   آنـزیم به منظـور بیـان ژن    شرکت سیناژن RNX-plusاستخراج  ها، از کیتکل از نمونه RNAبراي استخراج 
% ارزیابی شـد.  1استخراج شده در ژل آگارز  RNAکیفیت  .استفاده گردید کاتالاز، پراکسیداز و سوپراکسید دیسمیوتاز

 ,Thermoscientific(از دسـتگاه اسـپکتروفتومتر نـانودرآپ     RNAهـاي  جهت تعیین درجه خلوص و غلظـت نمونـه  

2000c (هاي ها بررسی شد. سپس نمونه استفاده و کمیت نمونهRNA  با آنزیمDNase Ι )RNase-free, Fermentase( 
مربـوط   RNA ،cDNAهاي سازي غلظت نمونهقرار گرفتند. پس از یکسان RT- RNAعنوان الگوي واکنش  تیمار و به

 Mahmodi( طبق دسـتورالعمل کیـت سـاخته شـد     )cDNA )Thermo scientificه هر نمونه با استفاده از کیت سنتز ب

Jaraghili et al, 2016(. هـاي مربوطـه در    شـماره دسترسـی ژن   هاي مربوطه جهت طراحی پرایمر با اسـتفاده از  توالی
جفـت بـازي   200تا 100دست آمد و با رعایت تمام اصول اساسی در طراحی پرایمر و با تعیین اندازه  بهNCBI سایت 

 Light مـدل    Real Time PCRبررسی بیـان ژن بـا اسـتفاده از دسـتگاه     پرایمرها طراحی شدند   PCRبراي محصول

cycler 96 Roche .2نرخ بیان ژن با استفاده از روش انجام شد- ΔΔCT    محاسبه شد)Livak and Schmittgen, 2001.(  
                   محاسبه شد:  زیراز طریق فرمول  زنی سرعت جوانه

                                    GR = Σn/ΣD                        )1( رابطه
  است. Dزده در روز  تعداد بذر جوانه nزنی و  روز شمارش از اولین روز جوانه Dکه در آن، 

  
  برنج در اکسیدانت آنتی هاي هاي آنزیم غازگرهاي استفاده شده براي بررسی بیان ژن: آ1جدول 

Gene name Accession no. Forward primer (5'-3') Reverse primer (5'-3') Product size 

CAT NC-008395 TAAGGCCAGACAATGTCAGTG CAGTGGCATTAATACGCCAGTA 206 

APX1 AC134232 AGTACATTGCCCGTGGTACTCT CGCATTTCATACCAACACATCT 207 

CuZnSOD1 L19435 TGGCAGAGCCGTCGTTGT CGATGATCCCGCAAGCAA 110 

UBQ5 AK062354 ACCACTTCGACCGCCACTACT ACGCCTAAGCCTGCTGGGTT 69 

  
گیـري گردیـد.    ) انـدازه Aebi, 1984فعالیت آنزیم کاتالاز براساس روش ابی ( :)CAD( کاتالازسنجش فعالیت آنزیم 

 100لیتـر بـافر فسـفات پتاسـیم      میلـی  5/1مـولار،   میلـی  5/7لیتر پراکسید هیدروژن  میلی 5/0کمپلکس واکنش، شامل 
لیتر رسانده  میلی 3اضافه کردن آب مقطر به ها با  میکرولیتر عصاره آنزیمی بود که حجم نمونه 50) و =7pH( مولار میلی

نـانومتر در مـدت    240ها در طول موج  شد. با افزودن پراکسید هیدروژن واکنش آغاز گردید و کاهش در جذب نمونه
) شامل تمام موارد استفاده شده به جز عصاره آنزیمی استخراج شده blankیک دقیقه ثبت گردید. محلول جذب زمینه (

  گرم پروتئین بیان گردید. ویژه آنزیم براساس میکرومول پراکسید هیدروژن تجزیه شده در دقیقه بر میلیبود. فعالیت 
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 Macadam et( آدام و همکاران طبق روش مک POXسنجش فعالیت آنزیم  :)POX( سنجش فعالیت آنزیم پراکسیداز

al., 1992 میکرولیتـر محلـول گایـاکول در     450میکرولیتر محلول پراکسید هیدروژن و  450) انجام شد. در این روش
ي آنزیمـی اضـافه شـد و تغییـرات      میکرولیتر عصاره 100دماي پایین (ظرف حاوي یخ) با هم مخلوط گردید و به آن 

در محلـول بلانـک بـه جـاي عصـاره      ال شد. نانومتر با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر دنب 470جذب در طول موج 
بیر و ضریب  -) استفاده شد. فعالیت آنزیمی با استفاده از قانون لامبرت=7pH(میکرولیتر از بافر فسفات  100آنزیمی، 

 Unit) محاسبه شد. فعالیت آنزیم در نهایت بر حسب  µM-1c-1m 3/13خاموشی محصول واکنش گایاکول پراکسیداز (

mg protein-1 min .بیان گردید  
  POD/min ̸̸̸̸ 13/3 = (Unit. mg-1) فعالیت آنزیم پراکسیداز

سـنجش آنـزیم ذکـر شـده بـه روش جیـانوپلیتیس و ریـز         ):SODاکسیداز دیسمیوتاز ( سوپر سنجش فعالیت آنزیم 
)Giannopolitis and Ries, 1977   واکـنش   ) انجام گردید. اساس سنجش فعالیت آنزیم سوپراکسـید دیسـمیوتاز مهـار

نیتروبلوتترازولیـوم توسـط آنـزیم مـذکور      -رادیکال سوپراکسید با نیتروبلوتترازولیوم و ممانعت از تشکیل سوپراکسید
دقیقه در تاریکی قرار گرفت و نمونه هاي شاهد و عصاره آنزیمی در محفظه نوري بـا   15نمونه بلانک به مدت  است.

دور در دقیقه برروي شیکر گذاشته شـد. سـپس، جـذب در طـول      100دقیقه و  15به مدت  W20دو لامپ فلورسنت 
دقیقه و جذب عصاره آنزیمی در  15نانومتر ثبت شد. تفاوت بین جذب هر عصاره در مدت زمان روشنایی  560موج 

 SODهمان مدت زمان روشنایی در واقع نشان دهنده باز داشتن واکنش  خود به خـودي و تشـکیل فورمـازان توسـط     
  است.

100-[OD control- OD] / OD control ×100/50 = (Unit. mg-1)  
  

  هاي آماري تجزیه
 SAS9.1 افـزار  نـرم  از اسـتفاده  بـا  واریانس تجزیه سپس، و شد بررسی بودن نرمال نظر از آمده دست به هاي داده

 بـه  مربـوط  نمـودار  رسـم . گردیـد  مقایسـه  درصـد  1 احتمال سطح در دانکن آزمون براساس ها میانگین. انجام گردید
  .گرفت صورت Excel  2013محیط در Real time PCR هاي داده

  

  و بحث نتایج
تـرین سـرعت    بـیش  ،)2(جـدول   فرسـودگی  و پرایمینگ متقابل اثرات میانگین مقایسه به توجه با :زنی سرعت جوانه

تـرین   دسـت آمـد و کـم   بذر در روز) از پیش تیمار با هورمون جیبرلین و بذور بدون فرسـودگی بـه    75/9زنی ( جوانه
  % مشاهده شد.77بذر در روز) بدون پرایمینگ با فرسودگی  72/2زنی ( سرعت جوانه

% 77تیمار جیبـرلین و   پیش در )mg/gw/min 87/21( فعالیت آنزیم کاتالاز ترین بیش ): CADفعالیت آنزیم کاتالاز (
   .)2(جدول  بود پرایمینگ و بدون فرسودگیتیمار بدون  به مربوط )mg/gw/min 32/14( آن ترین کم و فرسودگی

تیمار جیبرلین و  پیش در )mg/gw/min 47/66( فعالیت آنزیم پراکسیداز ترین بیش ):POXفعالیت آنزیم پراکسیداز (
  .)2(جدول  بود تیمار بدون پرایمینگ و بدون فرسودگی به مربوط )mg/gw/min 02/45( آن ترین کم و % فرسودگی77
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 mg/gw/min( فعالیـت آنـزیم سوپراکسـید دیسـموتاز     تـرین  بـیش  ): SODاکسیداز دیسمیوتاز ( سوپر فعالیت آنزیم 
تیمـار بـدون    بـه  مربـوط  )mg/gw/min 9/108( آن تـرین  کـم  و % فرسـودگی 77تیمار جیبـرلین و   پیش در )52/152

  .)2(جدول  .بود پرایمینگ و بدون فرسودگی
 بـا  پرایمینـگ  تیمـار  در اکسیدانت آنتی هاي آنزیم هاي ژن نسبی بیان میزان بیشترین اکسیدانت: آنتی هاي آنزیم  ژن بیان

 بـه طـوري  . یافت کاهش اکسیدانت آنتی هاي آنزیم ژن بیان فرسودگی افزایش با .بود بدون فرسودگی سطح و جیبرلین
  ).1 (شکل بود%  77 و فرسودگی پرایمینگ بدون تیمار در ها آن میزان کمترین که

تیمارهـاي بهبوددهنـده، تـاثیر     شـود. در بـین   متعدد مـی  بیوشیمیایی فرسودگی سبب تغییرات مورفوفیزیولوژیک و
فرسـودگی از طریـق کـاهش کیفیـت بـذر      . هیدروپرایمینگ، اسید سالیسیلیک و بدون پرایمینگ بود جیبرلین بیشتر از
   ).Hasstrup et al., 1993( شود زنی و عملکرد دانه می سرعت، زمان جوانه موجب کاهش در

  
  برنج در اکسیدانت هاي آنتی زنی و فعالیت آنزیم سرعت جوانهمقایسه میانگین اثر متقابل پرایمینگ و فرسودگی بر روي  :2جدول

  زنی  سرعت جوانه     اثر متقابل
 (بذر در روز)

 فعالیت آنزیم کاتالاز
گرم/گرم  میلی(

 )دقیقهدر

 فعالیت آنزیم پراکسیداز
  )گرم/گرم در دقیقه میلی(

فعالیت آنزیم سوپراکسید 
گرم/گرم  میلی( دیسموتاز

 )در دقیقه

p1a1 108.9 45.02 14.32 4.55 بدون فرسودگی شاهد 

p1a2 87فرسودگی  شاهد %  4.1 16.42 50.55 120.77 
p1a3 77فرسودگی  شاهد%  2.72 17.65 56.52 129.75 
p2a1 115.8 48.52 14.6 6.8 بدون فرسودگی هیدروپرایمینگ 

p2a2 87فرسودگی  هیدروپرایمینگ %  5.37 17.6 53.92 127.7 
p2a3 77فرسودگی  هیدروپرایمینگ%  4.45 18.75 61.2 135.05 

p3a1 120.95 51.15 16.45 9.75 بدون فرسودگی جیبرلین 
p3a2 87فرسودگی  جیبرلین %  7.85 19.85 59.95 135.35 

p3a3 77فرسودگی  جیبرلین%  6.37 21.87 66.47 152.52 
p4a1 116.3 49.35 15.42 6 بدون فرسودگی اسیدسالیسیلیک 

p4a2 87فرسودگی  اسیدسالیسیلیک %  5.37 18.07 56.25 128.52 
p4a3 77فرسودگی  اسیدسالیسیلیک%  4.67 20.47 63.45 140.02 

.  
 اکسـیدان  آنتـی  هـاي  آنـزیم  فعالیـت  به مربوطه هاي ژن بیان ترمیم موجب فرسودگی، عوارض کاهش باپرایمینگ 

 کـاهش  را اکسـیژن  آزاد هاي رادیکال تولید و شده سلولی غشاي خسارت کاهش موجب پرایمینگ، همچنین. شود می
در  اکسـیدانت  هـاي آنتـی   آنزیم در این پژوهش فعالیت .شود زنی جوانه افزایش موجب تواند می طریق این از و دهد می

) گزارش کردنـد کـه   Vitoria et al., 2001ویتوریا و همکاران ( % افزایش یافت.77پرایمینگ با جیبرلین و فرسودگی 
تواند ناشی از افزایش القاي رونویسی ژن و سـنتز   اکسیدانت ناشی از کاربرد جیبرلین می هاي آنتی افزایش فعالیت آنزیم

 هاي دلیل افزایش فعالیت آنزیمهاي موجود باشد.  ي پروتئین آنزیم ز ترجمهپروتئین آنزیم و یا به واسطه تغییرات پس ا
 بدر جنین در مدت پرایمینـگ و در غیـا   DNAاثر ساخت  تواند در اثر پرایمینگ، می در ها اکسیدانت تحت تنش آنتی

 سـنتز  بـذر  پرایمینـگ  دنبـال   بـه  در بافت جنین باشد.  DNAهاي تقسیم شونده و به دنبال افزایش سرعت سنتز سلول
RNA، DNA فسفاتاز نیز تحت تیمار پرایمینگ گـزارش شـده    افزایش فعالیت آنزیم  یابد، تقسیم سلولی افزایش می و
 اکسـیدانت در  هـاي آنتـی   توزیع درون سلولی فعالیت آنـزیم  تغییر در ).Abbasdokht and Edalat Pishe, 2008( است
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 کاراتري نسبت به افزایش فعالیت آنزیم باشـد  محافظتی استراتژي ممکن استهاي مختلف  رابطه با حساسیت ایزوزیم
Foyer et al., 1994).( جلـوگیري  بـذر  فرسـودگی  از آزاد، هـاي  رادیکال میزان کردن کم با توانند می ها اکسیدانت آنتی 

 توانـد  مـی  فرسـودگی،  رونـد  یـافتن  ادامـه  از پـس  ها اکسیدانت آنتی مقدار کاهش ولی کنند کندتر را آن روند و کرده
 آنتـی  هـاي  آنـزیم . باشـد  هـا  رادیکـال  این برابر در بذر اکسیدانت آنتی هاي سیستم دفاعی مکانیسم شکست دهنده نشان

 دسـت  از را دفـاع  قابلیـت  فرسـودگی،  روند افزایش با ولی یابند می افزایش فرسودگی اول روزهاي در بذر اکسیدانت
پرایمینـگ، فعالیـت    از محققان معتقدند کـه پـس   ).Kaewnaree et al, 2011( شود می کاسته ها آن مقدار از و دهند می

 Wahid et al., 2008; Lee etدر بذر است ( میمترهاي  و بیانگر بهبود مکانیسم یابد می اکسیدانت افزایش یتهاي آن آنزیم

al., 2010; Bailey et al., 2000.(  استفاده ازنتایج حاصل از ارزیابی بیان ژن با real-time PCR  ،کـه میـزان   د نشان دا
نسبت به شـاهد از یـک رونـد افزایشـی      اکسیدانت در بذرهاي تیمارشده با پرایمینگ هاي آنتی آنزیم هاي بیان نسبی ژن

مشـاهده  کمترین مقدار را داشت. بیان انـدك   ها که در تیمار بدون پرایمینگ، بیان ژن این آنزیم طوري به کند، پیروي می
 ها در متابولیسم ثانویه است. زیرا در بیانگر نقش این ژناکسیدانت در تیمار بدون پرایمینگ  هاي آنتی آنزیم ي ها شده ژن

 ایـن پـژوهش، تحـت تـاثیر    در  ).Nims et al., 2006( نیست هاي دفاعی شرایط طبیعی، نیازي به مقادیر بالاي بیان ژن
افزایش بیان این ژن بـه   .هاي دیگر بالا بود بیان نسبی ژن آنزیم پراکسیداز نسبت بهپرایمینگ با جیبرلین بیان نسبی ژن 

دارد و توان  با فرسودگی، بالا نگه می مطلب است که بذر سطح بیان ژن پراکسیداز را براي مقابله احتمال زیاد موید این
تاز وکاتـالاز در ایـن تیمـار نسـبت بـه      بیان ژن آنـزیم سوپراکسـید دیسـمو   ه ک درحالی را دارد. مهار عواملی فرسودگی

منجـر بـه افـزایش پراکسـید      قرار داشت. کاهش فعالیت کاتالاز و سوپراکسید دیسموتاز تري پراکسیداز در سطح پایین
گـردد. بـا افـزایش     مـی SOD و CAT هاي حساسی چون  این امر سبب مهار آنزیم شود که هیدروژن و سوپراکسید می
فعالیت خـود را  SOD و CAT و به دنبال آن تولید بیشتر پراکسید هیدروژن،  POX فعالیت میزان فرسودگی، به موازات
بیشترین مقدار خود رسـید و   درصد و تیمار پرایمینگ با جیبرلین به 77فرسودگی  ها نیز در افزایش دادند و فعالیت آن

فرسـودگی موجـب کـاهش بیـان ژن      در پی آن مهار پراکسیدهیدروژن موجود در محـیط رخ داد. امـا افـزایش بیشـتر    
اکسـیدانت   هاي آنتـی  تولیدکننده آنزیم دلیل تخریب ساختارهاي به تواند شد. این کاهش نیز می اکسیدانت هاي آنتی آنزیم

در  ).Shim et al., 2003آنزیم ها باشـد (  شدن یا تخریب سمی یا به عبارتی عاملی براي غیر فعال هاي توسط رادیکال
واقـع   دهـد. در  ها را افـزایش مـی   بوده و پرایمینگ فعالیت این ژن ها در شرایط فرسودگی بالا آنزیمکل، سطح بیان ژن 

انتقـال مـواد    زنی و شکست خواب و ها، افزایش قدرت جوانه تغییر بیوشیمیایی و فیزیولوژیک مانند سنتزماکرومولکول
آسـیب   و بهبـود سیسـتم غشـایی    ATPتولید  ، RNAوDNA سنتز ، ها ذخیرهاي، فعالسازي و بازسازي برخی از آنزیم

   ).McDonald, 1998; Sung and Chang, 1993( دهد کردن رخ میتیمار  دیده در طی پیش
  

  کلی گیري نتیجه
گیاهچـه   رشـد  و زنـی  جوانـه  بـه  توانسـت  اینکه اسیدسالیسیلیک وجود با پژوهش این از حاصل نتایج به توجه با

از  تـوان  مـی  فرسوده بـرنج  بذرهاي در بنابراین،. بود این هورمون از بیشتر جیبرلین کاربرد تاثیر اما کند، کمک فرسوده
شـرایط   در اکسـیدانت  آنتـی  هـاي  آنـزیم  ژن بیان افزایش استفاده کرد. بذر بنیه تقویت جهت جیبرلیک اسید تیمار پیش

  .شود می بذر قدرت باعث بهبود سلول در آزاد هاي رادیکال محتواي کاهش و فرسودگی
.  
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  قرسودگی و پرایمینگ تیمار اعمال از ناشی اکسیدانت آنتی هاي آنزیم ژن بیان میزان تغییرات :1 شکل
P1  :،شاهد P2  :،هیدروپرایمینگ P3  :سالیسیلیک، اسید P4  :،جیبرلین A1 :فرسودگی، بدون A2  :87%  فرسودگی ،A3 :77% فرسودگی.  

  

  سپاسگزاري
 گردد. می قدردانی و تشکر اردبیلی محقق طبیعی دانشگاه منابع و کشاورزي دانشکده مسئولین از بدینوسیله
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Abstract 

In order to study the effect of priming on germination characteristics and activity of 
antioxidant enzymes of rice aged seeds, a factorial experiment was conducted in a completely 
randomized design with 4 replications and 12 treatments including 3 levels of aging (control 
with germination of 97% 87 and 77% germination) and 4 priming levels (control without 
priming, hydropriming, priming with gibberellin and salicylic acid). After RNA extraction and 
cDNA synthesis, gene expression of antioxidant enzymes was studied using qRT-PCR, activity 
of antioxidant enzymes and some of germination characteristics were measured. The results 
showed that the highest germination rate was obtained from priming treatment with gibberellin 
without aging, and the highest activity of catalase, peroxidase and superoxide dismutase 
enzymes observed in gibberellin pre-treatment and 77% aging and the least activity of these 
enzymes was related to non-priming treatment without aging. Also, analysis of qRT-PCR data 
showed that expression of the enzyme peroxidase gene in gibberellin pre-treatment and without 
aging level was higher than expression of other enzymes. 
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