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  چکیده

ایی، آزمایشی بـه   هاي آنتی اکسیدانت و پرولین در سورگوم علوفه به منظور ارزیابی اثر تنش خشکی بر تجمع آنزیم  

صورت طرح کرت هاي خرد شده در پایه بلوک هاي کامل تصادفی در چهارتکرار در منطقه شهر قـدس بـه اجـرا         

نتایج نشان دادکه مقدار پرولین . ایی مورد بررسی قرار گرفتند  رقم ژنوتیپ سورگوم علوفه4درآمد، دراین آزمایش 

احتمال معنـی دار  % 5اثر ارقام بر میزان تجمع پرولین در سطح . در شرایط تنش نسبت به شرایط نرمال بیشتر است      

همچنین میزان آنزیم هاي سوپراکسید دیسموتازي، دي هیدروکسی گوانوزین،مالون دي آلدئید در شرایط تنش     . بود

  .نسبت به دور آبیاري نرمال افزایش معنی دار داشت
  

 آنتی اکسیدانت، سوپراکسید دیسموتاز، دي هیدروکسی هاي پرولین، تنش خشکی، سورگوم، آنزیم : کلیديواژه هاي

  .گوانوزین، مالون دي آلدئید

  

  مقدمه

خشکی یکی از مهمترین تنش هاي محیطی است           

که تولید گیاهان زراعی را تحت تاثیر قرار داده و تقریبا 

 Hern- Ndez)گیرد یت هاي گیاهان را در بر میتمام فعال

etal, 2001) . که در شرایط تنش خشکی قرار گیاهانی

گیرند با از دست دادن آب درون سلولی خود باعث  می

پرولین، : افزایش تجمع تنظیم کننده هاي اسمزي مانند

العمل به تنش خشکی  گلایسین، و بتائین به منظور عکس

. (Nonami, 1998, Patakas et al. 2002) گردند می

هاي  در برابر تنشپرولین پایدارترین اسید آمینه اي است که 

اکسیداتیو مقاومت کرده و کم ترین اثر بازدارندگی را بر 

 , Kumur)رشد سلولها در بین تمام اسید آمینه ها دارد 

  برحسب میزان تنش، گیاهان ممکن است با تولید . (1992

    

ــی   متابولیــت ــه، آنت ــر اســیدهاي آمین ــاي ســازگاري نظی ه

و بـه   ثـی نمـوده     اکسیدانتها و هورمونها اثرات تنش را خن      

پـرولین   ).1380و همکـاران  شکري (رشد خود ادامه دهند  

یکی از پایـدارترین اسـیدهاي آمینـه اسـت کـه در برابـر               

کنـد   ها، مقاومت می   هیدرولیز اسیدي اکسیداتیو به توکسین    

 در بین تمام و کمترین اثر بازدارندگی را در رشد سلول ها       

. (Kumur and sachan, 1990) اسیدهاي آمینـه دارد 

یکی از مهمترین اسید آمینه هایی که در گیاهان تحت تاثیر      

تنش خشکی تجمع می یابد، پـرولین اسـت و مـی تـوان              

گفت که احتمالا مهمترین نقش پرولین محافظت از آنـزیم          

. (Thomas, 1990)باشـد   ها در برابر دهیدراسـیون مـی  

  یک مکانیسم بالقوه در افزایش و ساخت پرولین موثر 

                                                
 .، دانشکده کشاورزي، گروه زراعتشهرقدس واحد اسلامی دانشگاه آزادتهران، -جاده قدیم کرج ،تهران :  آدرس نویسنده مسئول-1
 27/1/90:  و پذیرش18/10/89:  دریافت�
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اشد، اثر افزایش تولید پرولین بر روی مقاومت به تنش بمی

خشکی یا شوری هنوز قابل بحث است و علاوه بر افزایش 

تواند به تجمع آن  سنتز پرولین کاهش کاتابولیسم پرولین می

 ,Blum et al)در پتانسیل آب پایین مربوط باشد 

 رقم 5نتایج بررسی های اثر تنش خشکی روی . (1996

شان داد که عامل خشکی در گیاه آفتابگردان آفتابگردان ن

می تواند به عنوان یک عامل تنش زا تولید رادیکالهای  

اکسیدانت کننده و خصوصیات فیزیولوژیکی گیاه را تحت 

تاثیر قرار دهد، لذا دفاع آنزیم های آنتی اکسیدانت در برابر 

تواند شاخص یا بیومارکر مهمی از اثرات  این رادیکالها می

شکروی و همکاران ( بر بافتهای مختلف گیاه باشد خشکی

1380 .(Jonses و Turner ) 1995 ( اظهار نمودند که با

 ساعت میزان فعالیت آنزیم 24افزایش تنش خشکی پس از 

رفیعی و  .یابد سوپراکسید دسیوتاز در گیاه افزایش می

به این نتیجه رسیدند که می توان از ) 1384(همکاران 

 به عنوان یک معیار جهت (SOD)موتاز سوپراکسید دسی

 SODرقم مقاوم تر . گزینش ارقام مقاوم استفاده نمود

بالاتری دارد و می توان از آنزیم های آنتی اکسیدانت جهت 

تعیین گونه های مقاوم به خشکی در آفتابگردان  استفاده 

دسیموتاز یک عامل حیاتی برای فعالیت  اکسید سوپر .کرد

آید، این متالوآنزیم ها  زی به حساب میارگانیزم های هوا

رادیکالهای سمی را که دائماً به عنوان متابولسیم هوازی 

شکل می گیرد جمع آوری می نماید واز انواع صدمات 

 , Asada and Takashi)سلولی جلوگیری می نماید 

در آزمایشی که بر روی آنزیم های آنتی اکسیدانت . (1987

 روی (MDA)آلدئید و محصول تخریبی مالون دی 

سورگوم در شرایط تنش خشکی انجام گردید، سطوح 

 در شرایط تنش نسبت به شرایط آبیاری MDAآنزیم ها و 

 ,Jingxian and kirkham)نرمال افزایش نشان داد 

آنزیم های آنتی اکسیدانت مانند پراکسیداز . (2006

(POD) سوپراکسید دسیموتاز ،(SOD) و کاتالاز یکی از 

ابر ا کسیدانت ها درگیاه های دفاعی در بر ن سیستممهمتری

 , Larson, 1988; Burke and Mahan)می باشد

های که گیاهان در برابر  یکی از مهمترین مکانیسم. (1991

های خشکی به کار  تنش های محیطی به خصوص تنش

تجمع مواد محلول در داخل سلول است که تحت . برند می

توان به ترکیبات  شوند و می یعنوان اسمولیت ها شناخته م

 پرولین و بتائین اشاره - اسیدهای آمینه- قندها-ها پلی اول

 Bohnert et al, 1996; Ramanjul and).نمود

Bartels, 202) . انتخاب ارقام متحمل به خشکی در

گیاهان زراعی براساس صفات ثانویه در شرایط تنش 

 ، گندم (Ribout etal , 2004)خشکی در ذرت 

(Conson et al , 2004) و سورگوم ،(Sanchez et 

al, 2002)بررسیهای انجام شده در  . به اثبات رسیده است

 نشان داد که غلظت مالون دی Rose hybrideahگیاه 

آلدئید و دی هیدروکسی گوآنوزین، در طول تنش خشکی 

 ساعت افزایش یافته ولی بلافاصله پس از 24پس از 

ش تنش میزان این دو ماه دسترسی گیاه به آب و کاه

) Nonami) 1998. (Jin et al, 2006).کاهش می یابد

نشان دادند که تنش خشکی باعث افزایش فعالیت آنزیم 

شود از این رو از این آنزیم ها به  های آنتی اکسیدانت می

عنوان شاخصی جهت انتخاب ارقام متحمل به خشکی 

دادند که   نشان  )1384(ساعی و همکاران  .استفاده کرد

فعالیت بعضی آنزیم های آنتی اکسیدانت تحت تاثیر تنش 

خشکی نسبت به شاهد به طور معنی داری افزایش می 

این محققین تعیین سطح فعالیت آنزیم های آنتی . یابد

اکسیدانت را به عنوان یک پارامتر مهم جهت تعیین 

ایی تشخیص  های مقاوم به خشکی در سورگوم علوفه گونه

بر روی گندم بهاره )  1384(ررسی های اصغری ب .دادند

(Triticum aestirum) نشان داد که تحت تاثیر تنش 

خشکی در مراحل اولیه رشد و نمو آنزیم های پراکسیداز 

دهند که علت این  افزایش معنی داری از خود نشان می

تواند نتیجه حساس تر بودن تنش نوری در  افزایش می

  . تنش خشکی باشدمراحل اولیه رشد و نمو به
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  مواد و روش ها

 در مزرعه 1387این آزمایش در سال                         

طرح . دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهر قدس انجام گردید

هاي خرد شده در پایه بلوک هاي  آماري به کار رفته کرت

 -هاي آبیاري نرمال  تکرار بود که دوره4کامل تصادفی در 

 ژنوتیپ و 4هاي اصلی و  در داخل کرتمتوسط و تنش 

 و KSF1 -اسپیدفید-شوگر گریز(ایی  رقم سورگوم علوفه

MSF2( هاي فرعی قرار گرفتند ، ابیاري  در داخل کرت

، آبیاري متوسط در ) ظرفیت زراعی (FC% 80نرمال در 

40 %FC 20 وتنش آبی در %FCانجام گرفت .  

ان پرولین آزاد گیري میز براي اندازه: سنجش میزان پرولین

 سی سی 2+ سی سی از محلول شامل عصاره گیاهی 2ابتدا 

 سی سی اسیداستیک در یک لوله 2+اسید نین هیدرین 

آزمایش اضافه شده و درب لوله را بسته، سپس لوله هاي 

 درجه 100آزمایش، در حمام آب جوش در دماي 

بلافاصله بعد .  ساعت قرار داده شدند1گراد به مدت  سانتی

  4ها در داخل یخ قرار گرفته و به هر لوله   آن این لولهاز

 دقیقه 20 تا 15میلی لیتر تولوئن اضافه شد و براي مدت 

آنگاه لوله ها را به کناري گذاشته تا با دماي . هم زده شد

سپس قسمت رنگی . محیط آزمایشگاه به تعادل برسند

محلول در تولوئن جدا گردید وغلظت آن با دستگاه 

در .  نانومتر قرائت گردید520روفتومتر در طول موج اسپکت

هاي  این روش براي کمی کردن تغییرات پرولین در نمونه

مورد آزمایش یک منحنی استاندارد جذب براساس دامنه 

هایی با مقادیر مختلف پرولین مشخص  تغییر رنگ در نمونه

ابتدا محلول استاندارد پایه پرولین با حل کردن . گردید

 پی پی ام تهیه 100 خالص در آب مقطر به غلظت پرولین

، 7، 2هاي صفر،   محلول استاندارد با غلظت7شده و سپس 

10 ،12 ، 15 ،20 ppmاز محلول پایه مذکور تهیه گردید  .

تولوئن خالص نیز به عنوان بلینگ دستگاه مورد استفاده 

قرار گرفته و استانداردها نسبت به آن سنجیده شدند کلیه 

هاي گیاهی انجام شد، براي   که بر روي نمونهمراحلی

سپس منحنی استاندارد رسم و . استاندارد نیز عمل گردید

معادله خط محاسبه و غلظت پرولین براساس میلی گرم بر 

 , Irigoyen and Emerich)وزن تر گیاه تعیین گردید

1992).  

براي آنزیم ها جوان ترین برگهاي جوان : استخراج آنزیم

 روز پس از شروع تیمار تنش برداشت شدند 40) عدد20(

 گرم از برگهاي برداشت شده هموژنیزه شده و در 5/0.

 که حاوي  (pH=7/8) میلی لیتر با فسفات پتاسیم 100

mM1/0 EDTA بود قرار گرفتند، سپس محلول 

 درجه 40 دقیقه در دماي 20هموژنیزه شده به مدت 

  .سانتیگراد سانتریفوژ شدند

 با استفاده از قابلیت SODنجش آنزیم س SOD:سنجش 

 Misra et al)بازدارندگی فتوشیمیایی طبق روش 

 , Chowdlhury and chaudhuri) و (1972,

1985; , zhang et al ,) انجام گردید بدین ترتیب که 

ابتدا محلول بافر تریس حاوي فسفات دي سدیک، 

pH=7/2 میلی مول 3/1 به همراه EDTA میلی1/0  و -

کربنات مونوسدیک تهیه شده و سپس از اپی نفرین با مول 

 میلی مول به عنوان سوبسترا استفاده 25/0غلظت با غلظت 

گردید و سپس محلول تهیه شده را به آن افزوده و تغییرات 

جذب نوري حاصل از اکسیداسیون اپی نفرین، به عنوان 

  .فعالیت آنزیمی اندازه گیري شد

براي اندازه گیري دي  :سنجش دي هیدروکسی گوآنوزین

) 1996(و همکاران  Blumهیدروکسی گوآنوزین از روش 

 عبور داده 8استفاده شدکه عصاره را از ستون کربن شماره 

و پس ا ز تبادل رسیدن و عبور تمامی حلال موجود در 

  HCLعصاره، ستون با عبور از فاز متحرک جدید حاوي 

 خارج  از این ستونOH-dg-8 ماده PH=8/2تریس با 

  .شود می

  

  

   و بحثنتایج

مقدار پرولین برگ ها در شرایط تنش                    

نسبت به دو دور آبیاري نرمال و متوسط افزایش یافت و 

بیشترین مقدار پرولین در ارقام شوگرگریز و اسپیدفید 

ملاحظه شد و میزان پرولین به طور متوسط در ارقام 
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، 91/8، 95/9، 92/10ن وژنوتیپ هاي تحت تنش با میانگی

 میکرومول برگرم وزن تر برگ نسبت به سایر ارقام 78/8

هاي آبیاري نرمال و متوسط بالاتر بود و بیشترین  در دوره

تجمع پرولین در ارقام شوگرگریز و اسپید فید در شرایط 

تنش آبی ملاحظه گردید، در بسیاري از گیاهان زراعی 

 گوجه فرنگی تفاوت سورگوم، برنج، خردل هندي و: مانند

در میزان پرولین در شرایط تنش گزارش شده است 

(Heuer, 1993) تحت شرایط تنش خشکی ، گیاهان 

رشد خود را متوقف کرده و تجمع مواد محلول را در 

دهند که  سلولها به منظور دسترسی بیشتر به آب افزایش می

 ,Nanami)شود   این مسئله تنظیم اسمزي نامیده می

1998; Patakas et al, 2002).  

 
  SOD مقدار آنزیم :(SOD)آنزیم سوپراکسید دیسموتاز 

 واحد بین المللی بر میلی 2300در تنش خشکی با میانگین 

گرم پروتئین نسبت به سایر دوره هاي آبیاري افزایش نشان 

داد که این مقدار به تنهایی در گروه آماري برتر قرار 

هاي آبیاري  شود بین دوره همانطور که ملاحظه می. گیرد می

اختلاف معنی داري % 1 در سطح SODاز نظر مقدار انزیم 

نتایج بدست آمده با نتایج ) جدول   (به چشم می خورد 

، عمان و ) 2006(حاصل از آزمایشات جین وهمکاران 

بین اثرات متقابل تنش . مطابقت دارد) 1384(همکاران 

 بدان معنی که .اثرات اثر معنی داري ملاحظه نگردید  ×

تنش آبی قادر به ایجاد اختلاف بین ارقام از نظر میزان 

هاي آبیاري و ملایم و  گردد ولی در دوره  نمیSODآنزیم 

سطوح آبیاري کاملا معنی دار × نرمال اثر متقابل بین ارقام 

به عنوان یک نتیجه گیري کلی می توان گفت که سطح . بود

 در شرایط تنش خشکی فعالیت آنزیم سوپراکسید دسیموتاز

بیشتر از سایر سطوح است که نشان دهنده  اثرات مفید این 

آنزیم در کاهش صدمات تنش اکسیداتیو ناشی از تنش 

  .خشکی می باشد

  

 اثر عامل تنش خشکی بر :دي هیدروکسی گوآنوزین

مقدار دي هیدروکسی گوآنوزین در سطح یک درصد معنی 

مقدار دي همچنین بیشترین ). 1جدول (دار بود 

هیدروکسی گوآنوزین در شرایط تنش خشکی و در 

 MSF4 و نیز آبیاري متوسط و ژنوتیپ MSF4ژنوتیپ 

در شرایط آبیاري نرمال بیشترین مقدار در . ملاحظه گردید

رقم شوگرگریز و کمترین مقدار دي هیدروکسی گو 

 ملاحظه KSF1آنوزین در رقم اسپید فید و ژنوتیپ 

سطح فعالیت این محصول تخریبی به طور کلی . گردد می

تواند به عنوان یک عامل مهم  در شرایط تنش خشکی می

نتایج . در انتخاب ارقام مقاوم به خشکی به کار گرفته شود

بدست آمده با نتایج حاصل از آزمایشات پوراسماعیل و 

  .مطابقت دارد) 1385(همکاران 

  

ن  اثر عامل تنش خشکی بر مقدار مالو:مالون دي آلدئید

مقایسه ). 1جدول (معنی دار بود % 5دي آلدئید در سطح 

نشان دادکه % 5میانگین ها با آزمون دانکن در سطح 

 نانومل بر 8/5بیشترین مقدار مالون دي آلدئید با میانگین 

باشد و  میلی گرم پروتئین مربوط به سطح تنش خشکی می

 MDAتفاوت معنی داري بین دو سطح آبیاري دیگر براي 

اثر متقابل تنش کم آبی و ارقام بر میزان . ه نشدملاحظ

مقایسه میانگین ها با . مالون دي آلدئید معنی دار گردید

نشان داد که بیشترین میزان % 1آزمون دانکن در سطح 

 نانومول بر میلی گرم 1/7مالون دي آلدئید با میانگین 

 و MSF4پروتئین در مرحله تنش شدید و ژنوتیپ 

 نانومل بر 1/3ون دي آلدئید با میانگین کمترین میزان مال

 KSF1میلی گرم پروتئین در سطح آبیاري نرمال و ژنوتیپ 

لازم به ذکر است که سطح فعالیت . ملاحظه گردید

 در آزمایشات تنش MDAمحصولات تخریبی مانند 

خشکی بیشتر از آزمایش در شرایط نرمال است و مقدار 

کی از شاخص هاي تواند به عنوان ی محصولات تخریبی می

مهم درانتخاب ارقام مقاوم به خشکی در نظر گرفته شود ، 

نتایج این آزمایش با نتایج حاصل از آزمایشات شافعی و 

  .مطابقت دارد) 1384(همکاران 
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