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  اکسیدانهاي آنتیفعالیت آنزیم ،بر میزان ترکیبات فنلی برون زاتاثیر پوتریسین 
  تحت تنش خشکی)Hyoscyomus niger( گیاه بنگ دانهدانه رست  و نیترات ردوکتاز

  
  3لقا قربانلی، مه2*، مریم نیاکان1را زمانیزه

  ، گرگانشناسی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد گرگانارشد، گروه زیستکارشناس 1
  ، گرگانشناسی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد گرگاندانشیار، گروه زیست 2

  ، گرگانشناسی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد گرگاناستاد، گروه زیست 3
  

  31/6/92 تاریخ پذیرش:           17/2/92تاریخ دریافت: 
  

  چکیده
بار  -2گرم در لیتر معادل  150با غلظت  6000 اتیلن گلیکولدر این پژوهش جهت اعمال تیمار خشکی از پلی

آمین از (تنش شدید خشکی) و براي اعمال تیمار پلی بار -7گرم در لیتر معادل  250(تنش ملایم خشکی) و 
تکرار در  4تیمار همراه با  9صورت مستقل و ترکیبی به شکل به رمولامیلی 1/0و  05/0پوتریسین با غلظت 

اکسیدانی و نیترات هاي آنتیتصادفی استفاده شد و تغییرات میزان ترکیبات فنلی، فعالیت آنزیم قالب طرح کاملاً
رکیبات ردوکتاز  دانه رست  بنگ دانه مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج نشان داد در شرایط تنش شدید خشکی ت

پوتریسین در شرایط غیرتنش و   مولارمیلی 05/0فنلی دانه رست نسبت به شاهد  کاهش یافت و کاربرد غلظت 
داري در شرایط تنش خشکی افزایش معنیدار میزان ترکیبات فنلی گردید. همچنین تنش منجر به افزایش معنی

رست مشاهده شد. کاربرد ت پراکسیداز دانهاکسیداز و آسکوربافنلدر میزان فعالیت آنزیم کاتالاز و پلی
رست شد. میزان در شرایط تنش شدید خشکی منجر به افزایش فعالیت کاتالاز دانه پوتریسین در هر دو غلظت

هاي مختلف پوتریسین رست نیز در شرایط تنش شدید خشکی، با افزودن غلظتفعالیت پلی فنل اکسیداز دانه
ي هارست در تنشبا نتایج بدست آمده فعالیت آسکوربات پراکسیدازي دانه مطابق .داري یافتکاهش معنی

منجر به کاهش   مولارمیلی 1/0پوتریسین افزایش و در غلظت مولار میلی 05/0غلظت به همراه کاربرد  خشکی 
و فعالیت آنزیم شد. فعالیت نیترات ردوکتاز نیز در تنش خشکی ملایم و شدید نسبت به شاهد کاهش یافت 

مولار موجب افزایش فعالیت آنزیم نامبرده در تنش خشکی شدید شد. با میلی 05/0 کاربرد پوتریسین در غلظت
اکسیدانی و نیز نیترات توجه به نتایج این تحقیق کاربرد پوتریسین برون زا توانست با تغییر سیستم آنتی

 بله با تنش خشکی تعدیل کند.ي بیوشیمیایی دانه رست گندم را درجهت مقاهاردوکتازي روند پاسخ
  

  ، بنگ دانه، پوتریسین، ترکیبات فنلی، تنش خشکی هاي آنتی اکسیدانآنزیم: واژگان کلیدي
 

  1مقدمه
 بـه که است عمومی واژه یک خشکی به مقاومت

 آببه  گیاه مقاومت موجب که هامکانیسم از یکسري
 ,Crawfor( گـردداطلاق می شوندمی خشک هواي و

                                                   
  mnniakan@yahoo.com: نویسنده مسئول*

 تجمـع و تولیـد به منجر مدتطولانی کیخش ).1988
 آسـیب و گیاهی هايسلول در سمی آزاد هايرادیکال

 ایـن گیـاه، رشد تداوم و بقاء براي شد. خواهد آنها به
 سـلولی سـاختارهاي و شـوند حـذف باید هارادیکال
 همچــون تنشــی يهـاتمتابولی یــا هــاپروتئین توسـط
 لوزهاهاتري ،بتائین گلیسین فروکتان، ،پرولین مانیتول،
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 ).Ashraf et al., 1996( شوند محافظت اونیتول دي و
شتري از گیاهانی که مقدار بیتحقیقات نشان داده است 

از نـوع  نظیر کاتالاز پراکسیداز اکسیدانهاي آنتیآنزیم
هاي ی داشته باشند، در برابـر آسـیبیساختاري یا القا

 Ashrafدهنـد (اکسیداتیو مقاومت بیشتري نشـان می

and Bashir, 2006 .(  
دي در ـاي کلیــهکی از آنزیمـاز یــنیترات ردوکت

اشد. شواهد ـبرات میـرف نیتـهاي مربوط به مصفرایند
ظـیم نیتـرات د تنـدهه نشان میـود دارد کـزیادي وج

دگی است. ـی داراي پیچیـالـان عــگیاهر د ازــردوکت
این  سخکنند که پاهاي متعدد بیان میهمچنین پژوهش

 Werner etکند (شرایط محیطی تغییر می بسته بهآنزیم 

al., 1995هـاي ). حضور نیتـرات کـه سـبب بیـان ژن
گردد در هاي تخریبی آن میسازنده و یا کاهش فرایند

 زایی داردـســقش بـم نــزیـن آنـزایش ایـاء و افـالق
)Campbell, 1996نظیر محدودیت  ییها). منشاء تنش

. با افزایش کمبود آب، شودآغاز میش آبی غذایی با تن
بات آلی یمیزان آمونیفیکاسیون (آزاد شدن آمونیوم از ترک

) و نیتریفیکاسیون (اکسیداسیون آمونیوم بـه دارنیتروژن
نیترات) کاهش یافته و مقدار نیتروژن قابل دسترس به 

کم و بدنبال آن از فعالیـت آنـزیم سازي منظور همگن
 ,Thomas and Sodek( شودکاسته مینیترات ردوکتاز 

2005.(  
 در کـه هسـتند مهمـی هايکاتیون پلی هاآمینپلی
 نقـش گیاهـان نمـوي و فیزیولوژیـک مختلف مراحل
 زائی، جنین سلولی، تقسیم القاي در هاآمینپلی دارند.

 ایفـا نقـش پیري و دانه و میوه گل، نمو زائی، ریخت
 (تـري اسـپرمیدین شامل هاآمینپلی مهمترین کنند.می

 پوترسـین آنهـا سازپیش و آمین) (تترا اسپرمین آمین)
 شکل به هاآمینپلی گیاهان بافت در است. آمین) (دي
 آزادبـه شـکل  یا و دیگر آلی هايمولکول با 1یوغ هم

                                                   
- Conjugate   

 نقش اخیراً ).Martin-Tanguy, 2001( شوندمی یافت
 هـايتنش بـه گیاهـان تحمـل افـزایش در هاآمینپلی
 قرار توجه مورد خشکی و شوري جمله از رزیستی،غی

 در ).Groppa and Benavides, 2008( اسـت گرفتـه
 و آزاد يهاآمینپلی انباشتگی به تنش موارد، از بسیاري

 اهمیـت نقـش دهنـده نشان که گرددمی منجر یوغهم
 تـنش بـه گیاهان بیوشیمیایی هايپاسخدر  هاآمینپلی

تحقیقات نشـان داده  ).Martin-Tanguy, 2001( است
 القا را اکسیداتیو تنش ،زیستیغیر هايتنش تمام است

کرده که یکی از پیامدهاي آن در سلول پراکسیداسیون 
در این راستا  )Apel and Hirt, 2004( باشدمیلیپیدها 

 پلـی ویژگـیبواسـطه  هـاآمینپلیگزارش شده است 
کرده خود مانند ترکیبات آنتی اکسیدانی عمل  کاتیونی

 مهـار نتیجـه در و آزاد هـايرادیکـال رداشتسبب بو
 ،هـاآمینپلی میان .از می گردند لیپیدها پراکسیداسیون

 اهمیـت از دیگـر، هـايمولکول با شده یوغ هم انواع
 اتصــال برخوردارنــد. مقاومــت بــه تــنش در بیشــتري

 حفاظت موجب ،هامولکول درشت به آزاد هايآمینپلی
 که حالی در شود،می اکسیداتیو هايبآسی برابر در آنها

 pH و اسمزي تعادل در عمدتاً آزاد، هايآمینپلی نقش
 هـاآمینپلی ).Martin-Tanguy, 2001( اسـت سلولی
 سینامیک هیدروکسی جمله از فنلی، ترکیبات با معمولاً

 اتصال در فنولیک آمیدهاي این. شوندمی یوغهم اسید
 ساختارهایی در سلولی دیواره ماتریکس به کووالانسی

 ،هـاآمینپلی تنهـا نه اصولاً .اندشده دیده لیگنین مانند
 هايشاخص عنوان به تنهایی به نیز فنلی ترکیبات بلکه
 ,.Górecka et al( شـوندمی محسوب اکسیداتیو تنش

 تنشی شرایط در فنلی ترکیبات انواع انباشتگی ).2007
 از ايزنجیره ندازياراه در سیگنال یک عنوانبه تواندمی

 منجر تنش تحمل افزایش به نهایت در که هايواکنش
 ,Anderson and Jordheim( شرکت نماید شوند،می

2005(.   
 بنگ دانـه یـا بـذرالبنج گیـاهی دو سـاله از خـانواده

Solanaceae  با نام علمیHyoscyamus niger 1 باشـد.می
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 ین،یوســیامه یــلاز قب یــدهاییئآلکالو يمحتــو ایــن گیــاه
اعصـاب  یسـتمس بـرکـه  اسـت یناسـکوپولام ین،آتروپ
 بـراي تهیـه يازـداروسـ یعاـ. در صنـکنندیاثر م يمرکز
 یسـتمس ننـدهکیمش، تـرمـآسم، آرام بخـ ضد ياـداروه

ا ضـعف ـکه در رابطه ب اییـهیناراحت یناعصاب و تسک
ضـماد از . شودیم این گیاه استفادهاز  شودیم یجادا یريپ

درد  یگـرن،م ننددردها ما ینبردن و تسک نیآن جهت از ب
درد گـوش  نقـرس و یسم،اعصاب، درد دندان، درد رومات

  ).1371(صمصام شریعت،  گرددمیاستفاده نیز 

پژوهش حاضر با هدف بررسی اثـر کـاربرد پلـی 
در القاء تحمل تنش خشـکی  برون زاپوتریسین   آمین

ت از طریـق مطالعـه تغییـرا دانه رست گیاه بنگ دانـه
ترکیبات فنلی به عنوان یک ترکیب آنتـی اکسـیدانی و 

 ي آنتی اکسیدان و نیترات ردوکتـازهاز فعالیت آنزیمنی
  .انجام گرفت

  
  

  هامواد و روش
بنگ دانه از شرکت پاکان اصفهان  ر گیاهوابتدا بذ

با  جیبرلیکثیر اسید أتهیه و جهت رفع خفتگی تحت ت
درجه  22دماي  در ژرمیناتور با امپیپی 1000 غلظت
قرار گرفتند. جهت اعمال  به مدت یک روز گرادسانتی

. شداستفاده  6000گلیکول   اتیلنپلیتنش خشکی از 
با توجه به نتیجه پیش آزمایش جهت اعمال تنش 

 گلیکول اتیلنپلیخشکی ملایم و شدید خشکی از 
 -2گرم در لیتر (معادل  150 به ترتیب با غلظت  6000

بار) و نیز شاهد  -7گرم در لیتر (معادل  250 بار) و نیز
استفاده شد. هورمون پوتریسین  نیز در (آب مقطر) 

تهیه گشت.  مولارمیلی 1/0و  05/0،  0هاي غلظت
 4هاي بنگ دانه، هاي حاوي دانهسپس به پلیت

 4تیمار همراه با  9هاي فوق در قالب از محلول لیترمیلی
روزه براي  4ي اــهه رستــاز دان رار داده شد.ــتک

ي مورد یمارهات .ي بیوشییمیایی استفاده شدهاسنجش
  آورده شده است. 1در جدول  استفاده در این تحقیق

، 0گرم در لیتر) و پوتریسین شامل سه سطح ( 250و  150، 0گلیکول ( اتیلنپلیشامل سه سطح  تیمارهاي آزمایشی .1جدول 
  مولار)میلی 1/0و  05/0

  تنش 
  یمارت

)0گلیکول     ( اتیلنپلی  
گلیکول اتیلنپلی  

بار) - 2گرم در لیترمعادل  150 ) 
گلیکول اتیلنپلی  

بار) - 7گرم در لیترمعادل  250 ) 
  0پوتریسین  7  0پوتریسین  4  0پوتریسین   1
  مولار  میلی 05/0پوتریسین   8  مولار  میلی 05/0پوتریسین   5  مولار  میلی 05/0پوتریسین   2
  0مولار  / میلی1پوتریسین  9  مولار  میلی 1/0پوتریسین  6  مولار  میلی 1/0پوتریسین   3

  
  هاي آزمایشگاهیسنجش

: )Matta and Giai, 1969سنجش ترکیبات فنلـی (
ابتدا انـدام هـوایی و قسـمت مشخصـی از ریشـه، از 
گیاهان تحت تیمار جداشده و جهت سنجش ترکیبات 

گرفتند. مراحل زیر به ترتیـب  فنلی مورد ارزیابی قرار
  جهت سنجش ترکیبات فنلی انجام شد: 

 80لیتـر اتـانول میلـی 10نظـر در  هاي موردنمونه
مـدت بهسپس  دقیقه جوشانده شد. 15مدت بهدرصد 

شـدند. سـانتریفیوژ دور در دقیقـه  3000با   دقیقه 15
حجم درصد به  80توسط الکل و  جدا محلول فوقانی

لیتر از محلـول میلی 5/2 به انیده شدند.رس لیترمیلی 5
لیتر میلی 5) و 1:3لیتر فولن رقیق شده (میلی 5/2فوق 

سـانتریفیوژ  اضافه شـد. پـس از کربنات سدیم اشباع
در طول موج ، جذب دقیقه 15مدت به هانمودن نمونه

در مقابـل توسط دسـتگاه اسـپکتروفتومترنانومتر  640
افتن غلظت ترکیبـات براي ی قرائت شد.شاهد دستگاه 
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فنلی از منحنی استاندارد و بـا اسـتفاده از کـاتکول بـا 
هـاي مختلـف، مقـدار ایـن ترکیبـات برحسـب تراکم
 ها محاسبه گردید.گرم در گرم وزن تر نمونهمیلی

 ,Chance and Maehlyسنجش فعالیت کاتالازي (

نمونه آنزیم کاتالاز از فعالیت منظور سنجش به :)1955
 2/1گیري، براي تهیه محلول عصاره .شد يگیرعصاره

گرم بوراکس  8/3 ،گرم اسیدآسکوربیک 2 ،گرم تریس
)sodium tetra borate-Di(، 2 2گـرم EDTANa 50و 

و  شدمخلوط با یکدیگر  2000اتیلن گیلکول گرم پلی
 رسانیده شدلیتر میلی 100با آب مقطر به حجم نهایی 

)7pH  لیتـر محلـول میلـی 4گرم نمونه بـا  1). سپس
ساعت در یخچـال  24به مدت سائیده و  گیريعصاره

بــدین  قــرار داده شــد گراددرجــه ســانتی 4در دمــاي 
  ترتیب عصاره آنزیمی تهیه گردید.

مراحـل زیـر  جهت سنجش فعالیت آنزیم کاتـالاز
 05/0لیتر بافر فسفات میلی 2 ترتیب صورت گرفت:به

 2/0 وصـد در 3لیتـر آب اکسـیژنه میلـی 2/0مولار با 
 240و جـذب در  مخلـوط لیتر عصـاره آنزیمـیمیلی

 . فعالیـت آنـزیم بـر حسـبگیـري شـداندازهنانومتر 
).FW1-.g1-OD.min( شد. تعیین  

 ,Koroi(گیري فعالیـت آنـزیم پراکسـیدازي اندازه

به منظور سنجش فعالیت آنـزیم پراکسـیدازي  :)1989
  م شـد:مراحل زیر انجا ونیز از عصاره آنزیمی استفاده 

 4/0بـا )  5pH( مـولار 2/0لیتر تامپون اسـتات میلی2
بنزیدین  لیترمیلی 2/0و  درصد 3لیتر آب اکسیژنه میلی

مخلـوط شـد.  مـولار 01/0درجه  50محلول در الکل 
 لیتر عصاره آنزیمی بـه مخلـوط فـوقمیلی 1/0سپس 

نـانومتر در  530جذب نوري در طـول مـوج اضافه و 
لازم به ذکر است  گیري شد.دازهان مقابل شاهد دستگاه

به منظور حفظ فعالیت پراکسیداز کلیه مراحل سنجش 
فعالیـت ایـن  فعالیت آنزیم در ظرف یخ انجام گرفت.

  سنجش شد. FW1-g1-ODminآنزیم برحسب 

 Arrigoni( سنجش فعالیت آسکوربات پراکسـیداز

and Detullio, 2000( : جهت بررسـی فعالیـت ایـن
. در شده آنزیمی استخراجی استفاده از عصارنیز آنزیم 

مـولار بـا  05/0بـافر فسـفات  لیترمیلی 2این سنجش 
5/6pH ،2/0 2/0 و درصـد 3 لیتـر آب اکسـیژنهمیلی 

میکرومـولار در حمــام یــخ  50آســکوربات  لیتـرمیلی
لیتــر عصــاره میلــی 1/0مخلــوط گردیــد و بلافاصــله 

، سـپس تغییـرات جـذب در شـدآنزیمی به آن اضافه 
فعالیـت آنـزیم بـر  وخوانـده  نانومتر 265موج  طول

  تعیین شد. FW1-g1-minOD حسب
 )Sym, 1984گیري فعالیت نیترات ردوکتـاز (اندازه

ــیون ــول انکوباس ــه محل ــول: تهی ــدا محل  500 در ابت
محلولی که غلظـت نیتـرات پتاسـیم در آن  از لیترمیلی
حجمی و تـامپون  درصد 3، پروپانول مولارمیلی 150

لـول ح(م بـود آمـاده گشـت مـولارمیلی 100 فسفات
لیتر از محلول انکوباسـیون میلی 5سپس  .انکوباسیون)

در  ودر لوله آزمایش ریخته و نمونـه گیـاهی تـوزین 
مدت یـک سـاعت در لوله قرار داده شد. آنگاه لوله به

و بعـد  قرار گرفتگراد درجه سانتی 30آون در دماي 
ــه ســ از ایــن مــدت محلــول صــاف گردیــد.  2پس ب

 Iس یرگـ لیترمیلی 1ترتیب از محلول فوق به لیترمیلی
افزوده گردید و با استفاده از شاهد جذب  IIو گریس 

نانومتر خوانده شد. براي یـافتن  520آن در طول موج 
غلظت نیتریت حاصل از احیاي نیتـرات تحـت تـأثیر 

هاي متفاوتی از نیتریـت آنزیم نیترات ردوکتاز، غلظت
، اده شد. پس از ترسـیم منحنـی اسـتانداردسدیم استف

معادله خط تعیین و سپس مقدار نیتریت تولید شده به 
  ازاي هر گرم وزن تر ماده محاسبه شد. 

ــل داده ــه و تحلی ــانس دو تجزی ــق واری هــا از طری
عاملی و میانگین انجام گرفت. همچنین مقایسـه بـین 
تیمارها براساس آزمون دانکـن توسـط برنامـه آمـاري 

SPSS ــت ــورت گرف ــرار ص ــار تک ــراي چه ــم  .ب رس
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انجام شد. نمودارهـا  Excelافزار نمودارها با کمک نرم
  .باشدمی SEXنشانگر 

  
  نتایج

خشکی و پوتریسین بـر میـزان ترکیبـات اثربررسی 
هـا، بر اساس مقایسـه میـانگین داده :فنلی دانه رست

 اتیلنپلی ارمیزان ترکیبات فنلی مربوط به تیمبیشترین 
ــه همــراه  0کــولگلی ــولارمیلی 05/0پوتریســین ب و  م
 05/0پوتریسین و گرم در لیتر  150 گلیکول اتیلنپلی

بود که با شاهد و دیگـر تیمارهـا اخـتلاف  مولارمیلی

خشـکی بـا . ایجاد تنش شدید ي را نشان داددارمعنی
در تحقیـق  گرم در لیتر  250 گلیکول اتیلنپلیکاربرد 

میزان ترکیبـات فنلـی دانـه حاضر منجر به کاهش در 
 اتیلنپلـییعنـی بـدون کـاربرد  رست نسبت به شاهد

 گلیکـول اتیلنپلـی( در خشکی ملایـم شد.  گلیکول
پوتریسـین  مـولارمیلی 05/0کاربرد  )گرم در لیتر 150

پوتریسـین  مولارمیلی 1/0دار و منجر به افزایش معنی
 . درگردیـدداري نسبت به شاهد منجر به کاهش معنی

 )گـرم در لیتـر 250 گلیکول اتیلنپلی(خشکی شدید 
پوتریسین منجـر بـه افـزایش  مولارمیلی 05/0کاربرد 

  .)1(شکل داري نسبت به شاهد شد معنی
  

  
بر  مولار)میلی 1/0 و 05/0، 0و پوتریسین (  گرم در لیتر) 250و  150 ،0( گلیکول اتیلنپلیهاي مختلف اثر غلظت .1 شکل

 ؛mM05/0 + پوتریسین0اتیلن گلیکولپلی= ; PEG 0, Put 0.05= شاهد PEG 0, Put 0. دانهرست بنگلی دانهترکیبات فن
1.PEG 0, Put 0= پوتریسین0اتیلن گلیکولپلی + Mm 1/0PEG 150, Put 0;  =1 اتیلن گلیکولپلی-g.L 150؛0 + پوتریسین 

05.PEG 150, Put 0= 1 اتیلن گلیکولپلی-g.L 150سین+ پوتریmM 05/0 ; 1.PEG 150, Put 0=اتیلن گلیکولپلی  
 1-g.L 150پوتریسین + mM  1/0PEG 250, Put 0;  =1 اتیلن گلیکولپلی-g.L 2500 + پوتریسین ; PEG 250, Put 0/05= 

 .mM  1/0+ پوتریسینg.L 250-1 گلیکول اتیلنپلی= mM 1/01 ;.PEG 250, Put 0 + پوتریسینg.L 250-1 اتیلن گلیکولپلی

  است ≥P %5 حروف غیر مشابه نشان دهنده اختلاف معنی دار در سطح
  

خشکی و پوتریسین بـر میـزان فعالیـت  اثربررسی 
  اکسیدان دانه رست هاي آنتیآنزیم

گین نبر اساس مقایسه میـا: فعالیت کاتالاز دانه رست
ها، بیشترین میزان فعالیت کاتالازي دانه رسـت در داده

گـرم در لیتـر بـه همـراه  250گلیکول  اتیلنپلی تیمار

مشاهده شد که بـا شـاهد و  مولارمیلی 1/0پوتریسین 
و کمتـرین  ي داشـتدارسایر تیمارها اخـتلاف معنـی

مشاهده شد که بـا سـایر شاهد  میزان فعالیت آنزیم در
داري را نشـان داد. در خشـکی تیمارها اختلاف معنـی

کـاربرد  )گـرم در لیتـر 250اتیلن گلیکول پلی( شدید
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دار فعالیـت کاتـالازي پوتریسین منجر به افزایش معنی
 مـولارمیلی 1/0کـاربرد که طوريدانه رست گشت، به

گـرم در  250اتـیلن گلیکـول به همراه پلـیپوتریسین 

عدم کـاربرد آن  موجب افزایش بیشتري نسبت بهلیتر 
  .)2(شکل  در تنش شدید خشکی شد

  

  
بر  )مولارمیلی 1/0و  05/0، 0و پوتریسین (  گرم در لیتر) 250و  150 ،0( گلیکول اتیلنپلی هاي مختلفاثر غلظت .2 شکل

 ;mM05/0 + پوتریسین0گلیکول اتیلنپلی= ; PEG 0, Put 0.05 = شاهد PEG 0, Put 0. دانهرست بنگدانهفعالیت کاتالاز 

1.PEG 0, Put 0= پوتریسین0اتیلن گلیکولپلی +Mm 1/0Put 0;  PEG 150, =1 گلیکول اتیلنپلی-g.L 1500 + پوتریسین; 

05.PEG 150, Put 0= 1 اتیلن گلیکولپلی-g.L 150پوتریسین + mM 05/0 ; 1.PEG 150, Put 0 =1 گلیکول اتیلنپلی-g.L 

اتیلن پلی =PEG 250, Put 0.05 ; 0 + پوتریسینg.L 250-1 گلیکول اتیلنپلی=  ;mM  1/0PEG 250, Put 0+ پوتریسین150
  mM  1/0+ پوتریسینg.L 250-1 گلیکول اتیلنپلی= mM 1/01 ;.PEG 250, Put 0+ پوتریسینg.L 250-1 گلیکول

  .است ≥P %5 حروف غیر مشابه نشان دهنده اختلاف معنی دار در سطح
  

، 3 شـکلطبـق : فنل اکسیداز دانه رستفعالیت پلی
در تیمار  بیشترین میزان فعالیت آنزیم پلی فنل اکسیداز

گرم در لیتر)  150اتیلن گلیکول (پلی با خشکی ملایم
مشاهده شد که با  مولارمیلی 1/0و  05/0با پوتریسین 

گـرم در  250اتیلن گلیکـول (پلی تیمار خشکی شدید
نداشت داري اختلاف معنی 0 پوتریسین ه بااهمر لیتر)

تیمـار  .دار بودمعنی داراي اختلافبا سایر تیمارها  اما
گرم در لیتر) به  150گلیکول  اتیلنپلی( خشکی ملایم

و نیـز همراه کاربرد پوتریسین در دو غلظت کاربردي 

گرم در لیتر)  250گلیکول  اتیلنپلیتنش شدید خشکی(
فعالیـت پلـی فنـل بیشـترین بدون کاربرد پوتریسـین 

در خشـکی شـدید  .را به خود اختصاص داد اکسیداز
پوتریسین موجب  مولارلیمی 1/0 و 05/0کاربرد غلظت 

داري در میزان فعالیـت آنـزیم پلـی فنـل کاهش معنی
در مقایسه با تنش خشکی شدید بدون کاربرد اکسیداز 

 1/0که این کاهش در غلظـت کـاربردي هورمون شد 
  .)3(شکل  پوتریسین بیشتر بود مولارمیلی
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فعالیت پلی بر  )مولارمیلی 1/0 05/0، 0و پوتریسین (  گرم در لیتر) 250و  150، 0( گلیکول اتیلنپلیهاي مختلف اثر غلظت .3 شکل

 ,mM05/0; PEG 0 + پوتریسین0گلیکول اتیلنپلی= ; PEG 0, Put 0/05 = شاهد PEG 0, Put 0. دانهرست بنگدانه فنل اکسیداز

1.Put 0= پوتریسین0گلیکول اتیلنپلی +Mm 1/0PEG 150, Put 0;  =1 کولگلی اتیلنپلی-g.L 1500 + پوتریسین; PEG 150, Put 

  mM+ پوتریسینg.L 150-1 گلیکول اتیلنپلی mM 05/0 ; 1.= PEG 150, Put 0 + پوتریسینg.L 150-1 گلیکول اتیلنپلی =05.0
1/0= PEG 250, Put 0; 1 گلیکول اتیلنپلی-g.L 25005 ; 0 + پوتریسین.PEG 250, Put 0= 1 گلیکول اتیلنپلی-Lg. 250 +

   mM  1/0+ پوتریسینg.L 250-1 گلیکول اتیلنپلی mM 1/01 ;.= PEG 250, Put 0 پوتریسین
  .است ≥P 5% دار در سطحدهنده اختلاف معنیحروف غیر مشابه نشان

  
بر اسـاس : فعالیت آسکوربات پراکسیداز دانه رست

آسـکوربات بیشترین میزان فعالیت  ،هامیانگین همقایس
گـرم در  250 گلیکـول اتیلنپلـی در تیمـار پراکسیداز

مشاهده شـد  مولارمیلی 05/0به همراه پوتریسین  لیتر
دار بـود. که اختلاف آن با شاهد و دیگر تیمارها معنی

 کمترین میزان فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسـیداز در
 به همراه پوتریسین گرم در لیتر 250 گلیکول اتیلنپلی
 ده شد. ایجـاد خشـکی شـدیدمشاه مولارمیلی 01/0

منجر به افـزایش  )گرم در لیتر 250 گلیکول اتیلنپلی(
داري در میزان فعالیت آنزیم گشت، در حالی کـه معنی

 )گرم در لیتر 150 گلیکول اتیلنپلی( در خشکی ملایم
داري با شاهد نداشت. در خشکی ملایم  اختلاف معنی

 پوتریسین منجر به افـزایش و مولارمیلی 05/0کاربرد 
داري کاهش معنی آن موجب مولارمیلی 1/0 استفاده از

همـراه  بـه گرم در لیتـر 150 گلیکول اتیلنپلینسبت 
 گلیکـول اتیلنپلی( شد. در خشکی شدید 0پوتریسین

پوتریسـین  مولارمیلی 05/0 کاربرد ،)گرم در لیتر 250
موجب ن آ مولارمیلی 01/0و غلظت  منجر به افزایش

 250 گلیکـول اتیلنپلـی داري نسـبت بـهکاهش معنی
  .)4(شکل  شد 0و پوتریسین  گرم در لیتر
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فعالیت بر  )مولارمیلی 1/0 05/0، 0و پوتریسین (  گرم در لیتر) 250و  150، 0( گلیکول اتیلنپلیهاي مختلف اثر غلظت .4 شکل

 ;mM05/0 + پوتریسین0گلیکول اتیلنپلی= ; PEG 0, Put 0.05= شاهد PEG 0, Put 0. دانهرست بنگدانهآسکوربات پر اکسیداز 

1.PEG 0, Put 0= پوتریسین0گلیکول اتیلنپلی +Mm 1/0PEG 150, Put 0;  =1 گلیکول اتیلنپلی-g.L 1500 + پوتریسین; 

05.PEG 150, Put 0= 1 گلیکول اتیلنپلی-g.L 150پوتریسین + mM 05/0 ; 1.0 PEG 150, Put =1 گلیکول اتیلنپلی-g.L 

 اتیلنپلی =PEG 250, Put 0.05 ; 0 + پوتریسینg.L 250-1 گلیکول اتیلنپلی=  ;mM 1/0PEG 250, Put 0 + پوتریسین150
  . mM 1/0 + پوتریسینg.L 250-1 گلیکول اتیلنپلی= mM 1/01 ;.PEG 250, Put 0+ پوتریسینg.L 250-1 گلیکول

  .است ≥P %5 دار در سطحدهنده اختلاف معنیانحروف غیر مشابه نش
  

  
فعالیت بر  )مولارمیلی 1/0 05/0، 0و پوتریسین (  گرم در لیتر) 250و  150، 0( گلیکول اتیلنپلیهاي مختلف اثر غلظت .5 شکل

 ;mM05/0 + پوتریسین0گلیکول اتیلنپلی ; PEG 0, Put 0.05 == شاهد PEG 0, Put 0. دانهرست بنگدانه نیترات ردوکتاز

1.PEG 0, Put 0= پوتریسین0گلیکول اتیلنپلی +Mm 1/0= PEG 150, Put 0; 1 گلیکول اتیلنپلی-g.L 1500 + پوتریسین; 

05.PEG 150, Put 0= 1 گلیکول اتیلنپلی-g.L 150پوتریسین +mM 05/0 ; 1.= PEG 150, Put 0 1 گلیکول اتیلنپلی-g.L 

 اتیلنپلی =PEG 250, Put 0.05 ; 0 + پوتریسینg.L 250-1 گلیکول اتیلنپلی ;mM  1/0= PEG 250, Put 0+ پوتریسین150
  mM  1/0+ پوتریسینg.L 250-1 گلیکول اتیلنپلی mM 1/01 ;.= PEG 250, Put 0+ پوتریسینg.L 250-1 گلیکول

  است ≥P %5 دار در سطحدهنده اختلاف معنیحروف غیر مشابه نشان
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بر اساس مقایسه : نیترات ردوکتاز دانه رست فعالیت
ها، بیشترین میزان فعالیت نیترات ردوکتاز میانگین داده

 دارايدر شـاهد مشـاهده شـد کــه بـا سـایر تیمارهــا 
 ملایـم و شـدید دار بـود. ایجـاد تـنشمعنـیاختلاف 

گـرم  250و  150 اتیلن گلیکولپلی خشکی حاصل از
رات ردوکتاز نسـبت منجر به کاهش فعالیت نیت در لیتر

مولار میلی 1/0. در خشکی شدید کاربرد دبه شاهد  ش
اتیلن پلـیبـه داري را نسـبت پوتریسین افزایش معنـی

و عـدم کـاربرد پوتریسـین  گرم در لیتـر 250 گلیکول
  ).5نشان داد (شکل

  
  بحث

 در تحقیق حاضر تـنش ملایـم و شـدید خشـکی
نـه بنـگ دارست در دانه موجب کاهش ترکیبات فنلی

هاى انجـام شــده نشـان داده اســت کــه ررســىب شـد.
هرگونه تنش بر گیاه، مقدار ترکیبات فنلى را افـزایش 

دهد و وجود چنین ترکیباتى موجب کاهش استقرار مى
در این راسـتا عنـوان شـده شود. ها مىمیکروارگانیسم

گیاه در زمان تنش خشـکى بـه علـت تضـعیف  است
فزایش داده تا بتوانـد سیستم ایمنى، ترکیبات فنلى را ا

هــاى دفــاعى مناســبى را در برابــر حملـــه واکنش
 Salisbury andها در پــیش گیــرد (میکروارگانیســم

Ross, 1991( ي بدست آمده در هاکه این نتایج با یافته
در  رسدبه نظر میدر این رابطه  این تحقیق متضاد بود.

دانـه رسـت امکـان افـزایش ایـن ترکیبـات از طریــق 
اي متابولیسمی نبوده و یا شدت تـنش اعمـال فراینده

شده در این تحقیق در حدي نبوده اسـت تـا موجـب 
  .ي درگیر در بیوسنتز این ترکیبات شودهاواکنش

بـا افـزودن پوتریسـین  ي بدست آمدههامطابق با داده
ي هـادر مقایسه با تنش مولارمیلی 05/0 بویژه در غلظت

افـزایش  ،ینپوتریسـ کـاربرد خشکی اعمال شـده بـدون
به رغـم اینکـه . مشاهده شدمعنی داري در ترکیبات فنلی 

در  هـاآمینپلیدلایل مختلفـی در مـورد سـازوکار عمـل 

 ،القاي تحمل تنش در طی کاربرد آنها ارائـه شـده اسـت
ولی تاکنون نقش احتمالی این ترکیبـات از طریـق ایجـاد 
. تغییراتی در متابولیسم ترکیبات فنلی مطالعه نشـده اسـت

از طریق  برون زاي هاآمینپلیاین احتمال وجود دارد که 
هـا یوغ شدگی و یا انباشـتگی فنلتغییر در متابولیسم، هم

 Groppa and( هـا شـوندموجب تغییـر در تحمـل تنش

Benavides, 2008(  که این مطلب موید تحقیـق حاضـر
  است.

در تیمارهاي تنش ملایـم ، طبق نتایج بدست آمده
داري در میـزان فعالیـت افزایش معنیو شدید خشکی 

رست مشاهده شد. فنل اکسیداز دانهآنزیم کاتالاز و پلی
پراکسیدازي در رابطه با میزان فعالیت آنزیم آسکوربات

داري نسبت رست نیز در تنش شدید افزایش معنیدانه
  . دیده شدبه شاهد 

هاي اکسیژن فعال مانند رادیکالهايهنگام تنش، گونه
کســید (سوپرا

2O) 2). پراکســید هیــدروژنO2H و (
گردند که باعث خسـارت رادیکال هیدروکسیل ایجاد می

اکسیداتیو بـه ترکیبـات سـلولی ماننـد لیپیـدهاي غشـاء، 
 ,Mittlerشــوند (هــا و اســیدهاي نوکلئیــک میپروتئین

و همکــارن  Masood et al., 2006 .(Sairam؛ 2002
ــد کــه سیســتم) نشــان دا2002( ــده دن هاي جــاروب کنن

ــدروژن ــد هی ــیداز مانن ــیداز،  ،پراکس ــکوربات پراکس آس
گلوتاتیون ردوکتاز و کاتالاز در ایجـاد مقاومـت در برابـر 
 تنش اکسیداتیو ایجاد شده در اثر تنش خشکی نسبت بـه

بـه تنهـایی از اهمیـت بیشـتري  سوپر اکسـید دیسـموتاز
 ,.Bacon et al., 1997; Arora et alبرخـوردار اسـت (

2002 .(Csiszar  بیان داشـتند  2005و همکاران، در سال
از محلــول حاصــل گنــدم تحــت تــنش خشــکی درکــه 
اکسـیدان هـاي آنتـیمیزان فعالیت آنزیم گلیکول اتیلنپلی

یـاه در مقایسه با شاهد بیشتر شد و همچنـین مقاومـت گ
  .نسبت به تنش افزایش یافت

اضـر کـابرد مطابق با نتایج حاصـل از پـژوهش ح
موجـب افـزایش  مولارمیلی 1/0 پوتریسین در غلظت
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. فعالیت آنزیم کاتـالاز در تـنش شـدید خشـکی شـد
و  05/0همچنین استفاده از پوتریسـین در دو غلظـت 

در تنش شدید خشکی موجب کـاهش  مولارمیلی 1/0
فنل اکسیداز در مقایسه با اعمال تنش فعالیت آنزیم پلی

فعالیت آسکوربات  یسین شد.خشکی بدون کاربرد پوتر
 05/0لظت غپراکسیداز نیز با کاربرد پوتریسین بویژه در 

با اعمـال  به همراه تنش خشکی در مقایسه مولارمیلی
تـنش خشـکی بــدون اسـتفاده از پوتریسـین افــزایش 

  داري یافت.معنی
عنوان مواد تنظیم کنندة رشد گیـاهی به هاآمینپلی

اي رشد و نمـو، شـامل در محدوده وسیعی از فرآینده
ــان ــدهی، زایی، ریخــتتقســیم ســلولی، روی زایی، گل

ها، تکوین ریشه، تـأخیر پیـري، پایـداري رسیدن میوه
ــع ــاها، جم ــل آوري رادیکالغش ــال و تحم ــاي فع ه

 Kaur-Sawhney etهاي مختلف مشارکت دارند (تنش

al., 2003.( هـا در آمینرسـد اهمیـت پلیبه نظـر می
دلیـل نقـش آنهـا در توانـد بـهها میرویارویی با تنش

تنظیم اسـمزي، پایـداري غشـاء و جـاروب کننـدگی 
ها باشـد هاي اکسیژنی فعال از محـیط سـلولرادیکال

)Singh et al., 2002 .(یـاهدر گ Welshonionیمـار، ت 
 یجادساعت قبل از ا 24 مولارمیلی 2 یسینبا پوتر یاهگ

 یـاهدر گمنجر به کاهش اثرات استرس  یغرقاب یطشرا
 و جـاروب یدانیاکسـ یآنت هايیستمس یسینشد. پوتر

ــا کــاهش  هــايیکالکننــده راد آزاد را ترفیــع داده و ب
 یــدروژن،ه یدو پراکســ یدسوپراکســ هــايیکالراد

 یـنرا در ا یغرقاب یطاز شرا یناش اکسیداتیوصدمات 
 یدر ط ینهمچن ).Yiu et al., 2009داد ( یفتخف یاهگ

. Brassica juncea يهارسـتهدان يکه بـر رو یقتحق
مختلـف نمـک  یرمقاد حاويکشت هوگلند  یطدر مح

انجام گرفـت،  یسینو بدون پوتر یسیندر حضور پوتر
اثر القاءکننـده بـر فعالیـت  یسینشد که پوتر مشخص

تحـت  یبرگـ يهـادر بافت اکسـیدانییآنت هايیمآنز
ــترس ــور اس ــینپوتر .دارد يش ــردن  یس ــال ک ــا فع ب

ــوايو  اکســیدانییآنت هــايیمآنز ــزایش محت ــ اف  یآنت
آزاد را کـاهش  هايیکالاثرات مخرب راد ها،یداناکس
  ).Verma and Mishra, 2005(داد

طـور عمـده بـه بـه هـاآمینپلیاکسـیدانی اثر آنتی
برداشـت  موجبویژگی کاتیونی آنها مربوط است که 

ــار  و شــدههــاي آزاد رادیکال ــه مه ــادر ب در نتیجــه ق
. با این حال شواهد و می باشندیپیدها پراکسیداسیون ل

اکسـیدانی هاي ضد و نقیضی در مورد نقـش آنتـیداده
. در برخی موارد باشدمیموجود  برون زاهاي آمینپلی

 نش وو القـا کننـده تـ اکسیداناین ترکیبات به عنوان 
ــه ــاهی ب ــیگ ــوان آنت ــیدانعن ــاهش اکس ــده و ک دهن

ل تفاوت در نقش دلی .اندههاي آزاد معرفی شدرادیکال
آمـین و شـرایط این ترکیبات که بستگی به نـوع پلـی

ــا  ــاربرد آنه ــتک ــن نیس  Groppa and( دارد، روش

Benavides, 2008.(   
آمین تحقیقات نشان داده است کـه ترکیبـات پلـی

هـاي اکسـیدانی، رادیکالتوانند مانند ترکیبـات آنتیمی
هـا لآزاد را حذف کنند. لذا به علت کاهش این رادیکا

آمینـی کاسـته از فعالیت آنزیم در حضور ترکیـب پلی
). گزارش شده است Velikova et al., 2000شود (می

پوتریسین داراي نقش حمایتی مستقیم در بردباري بـه 
 ,.Capell et alهاي زیستی و غیرزیستی اسـت (تنش

2004.(   
در نتایج حاضر بیشـترین میـزان فعالیـت نیتـرات 

در شـاهد مشـاهده شـد و محـیط رسـت ردوکتاز دانه
گرم در لیتر کـه  250و  150گلیکول  اتیلنپلی حاوي

منجـر بـه  ندموجب تنش ملایم و شدید خشکی شـد
داري در میزان فعالیت این آنزیم شـد کـه کاهش معنی

ــود ــنش شــدید خشــکی بیشــتر ب ــن کــاهش در ت  .ای
فعالیـت نیتـرات ردوکتـاز  تحقیقات نشـان داده اسـت

ت در پاسخ به تنش آبـی تغییـر کنـد تواند به سرعمی
)Kenjebaera and Rokora, 1995عنـوان مثـال ). بـه

کاهش پتانسیل آبی در برگ ذرت از فعالیـت آنزیمـی 
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چنـین . )Tejo and Diaz, 1981( کاهـدنظـر می مورد
) در Bandurska )1991اي نیــز توســط نتیجــه مشــابه

. همچنین عنوان شده اسـت ي جو گزارش شدهابرگ
دي از این شرایط (آبیاري مجدد) منجر به افزایش بهبو

همچنـین  ).Tejo and Diaz, 1981( گرددسنتز آن می
هاى متفـاوت ایـن هاى متعددى دال بر پاسـخپژوهش

آنزیم همراه با تغییـر شـرایط محیطـى موجـود اسـت 
)Huber et al., 1998 براي نمونه فعالیت این آنـزیم .(

عیت آبى حساس بـوده در اندام هوایی به تغییرات وض
یابد فعالیت آنـزیم و زمانى که پتانسیل آبى کاهش مى

 Huber et؛ Christine et al., 1998شود (نیز مهار می

al., 1998 به نظر برخى از محققان این کاهش ناشى .(
تـر از  از میزان سنتز این آنزیم است که این عامل مهم

  کاهش فعالیت آنزیم است.
ده شد کـاربرد پوتریسـین در در تحقیق حاضر مشاه

افزایش فعالیت نیترات ردوکتـاز را  مولارمیلی 1/0غلظت 
در تنش خشکی بویژه تنش شـدید در مقایسـه بـا عـدم 

شـاید بتـوان  کاربرد آن در ایـن تـنش را بـدنبال داشـت.
گونه توضیح داد که افـزایش  افزایش فعالیت آنزیم را این

ل آمـین از رست با جداسـازي عامـتنش موجب شد دانه
پوتریسین از این ترکیب پلی آمینی در تشکیل نیترات بـه 
عنوان سوبستراي آنـزیم اسـتفاده نمـوده و بـه دنبـال آن 

حضور نیترات که سبب بیان  گردد.موجب افزایش آنزیم 
آنـزیم هاي تخریبـی هاي سازنده و یا کـاهش فراینـدژن

 ایـنمیـزان گردد در القـاء و افـزایش می نیترات ردوکتاز
   ).Campbell, 1996( آنزیم نقش بسزایی دارد

  
  گیري نهایینتیجه

ي خشـکی هـااعمال تنش دادنتایج این تحقیق نشان 
گلیکول موجب  اتیلنپلیملایم و شدید حاصل از کاربرد 

آنزیم نیترات ردوکتـاز  فعالیت کاهش ترکیبات فنلی و نیز
فنل یپل ،ي آنتی اکسیدان کاتالازهاافزایش فعالیت آنزیمو 

روزه  4دانـه رسـت  در اکسیداز و آسکوربات پراکسـیداز

 بـرون زا . از سوي دیگر کـاربرد پوتریسـینبنگ دانه شد
 ،فنل اکسیداز و افزایش کاتالازموجب کاهش فعالیت پلی

نیترات ردوکتاز و ترکیبـات فنلـی  ،آسکوربات پراکسیداز
در دانه رست گشت. با توجه به نتایج این تحقیق کـاربرد 

آمینی با رسد این ترکیب پلیبه نظر می برون زاوتریسین پ
ــرات  ــز نیت ــی اکســیدانی و نی تغییــر فعالیــت سیســتم آنت

ي بیوشیمیایی دانه رست گندم را هاردوکتازي روند پاسخ
 .درجهت مقابله با تنش خشکی تعدیل می کند

  
  سپاسگزاري

بدینوسیله از زحمات سـرکار خـانم دکتـر کیـائی 
ایشگاه تحقیقات و معاونت محتـرم مسئول محترم آزم

پژوهشی دانشگاه آزاد واحـد گرگـان قـدر دانـی مـی 
  گردد.
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