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هـاي پـاد    نژبه منظور ارزيابي تأثير تنش اكسيداتيو نيترات نقره و نقش پيش تيمار اسيد اسكوربيك بر الگوي بيـان  

در محل گلخانه تحقيقاتي دانشـگاه علـوم    1388ديسموتاز در گندم آزمايشي در سال داكسيدان كاتالاز و سوپراكسي
در قالب طرح بلـوك كامـل تصـادفي بـا     به صورت فاكتوريل آزمايش . طبيعي گرگان انجام شدكشاورزي و منابع 

دو ) ميلـي مـولار   5/1و  75/0صـفر،  (آزمايشي شامل سه ميزان نيتـرات نقـره    يمارهايت. چهار تكرار صورت پذيرفت
س و نسبتاً مقاوم به تـنش  و دو رقم گندم فلات و تجن به ترتيب حسا) ميلي مولار 20صفر و (مقدار اسيد اسكوربيك 

تيمار شاهد محلول . ها با محلول پاشي بر روي برگ در زمان ظهور سنبله صورت گرفت اعمال تيمار. اكسيداتيو بود
. هاي تركيبي اسيد اسكوربيك يك ساعت قبل از نيترات نقره محلول پاشـي گرديـد   پاشي آب بود و در مورد تيمار
 و) bو  (aميـزان كلروفيـل   . ساعت پس از محلول پاشي صورت پذيرفت 48و  10هاي  نمونه برداري برگ در زمان

ميـزان   .سـاعت پـس از نمونـه بـرداري انـدازه گيـري گرديـد        48در زمـان   شاخص سطح اكسيداسـيون سـلولي  
هاي سوپر اكسيد ديسموتاز و كاتالاز با استفاده  هاي سوپراكسيد و پراكسيد هيدروژن و ميزان نسبي بيان ژن راديكال

 سـاعت پـس از اعمـال تيمارهـا     48و  10ي ها زماندر  )Real time PCR(از تكنيك اندازه گيري در زمان واقعي 
به ويژه در رقم فلات كاهش محسوسي نسبت بـه شـاهد    bو  aبا اعمال تيمار نيترات نقره مقادير كلروفيل . انجام شد
موجـب  ) تيمـار تركيبـي  (لول پاشي نيترات نقره اعمال پيش تيمار اسيد اسكوربيك يك ساعت قبل از مح. نشان داد

اين موضوع با توجه بـه نقـش پـاد اكسـيداني اسـيد      . شدافزايش نسبي ميزان كلروفيل در مقايسه تيمار نيترات نقره 
هـاي نيتـرات نقـره افـزايش      در تيمار TBARMدر مقابل شاخص اكسيداسيون سلولي . اسكوربيك مورد انتظار بود

هـاي   اين مسئله تا حد زيادي در مورد مقـادير راديكـال  . دشهاي تركيبي به طور نسبي تعديل  معني دار و در تيمار
هـاي   سوپراكسيد ديسموتاز در تمام تيمار بيان ژن. شد ملاحظههاي مزبور  سوپراكسيد و پراكسيد هيدروژن در تيمار

  .دادژن كاتالاز نشان  در رقم تجن برتري قابل توجهي نسبت به يژهبه وآزمايشي و 
 

 هاي كليدي واژه
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   مقدمه
در عرصه جهاني اين . محصول زراعي دنيا است ينتر مهم 1گندم

هاي زراعي و با  درصد از سطح زمين 16گياه با داشتن حدود 
درصد از انرژي غذايي  20وجود مواد و عناصر با ارزش حدود 

مولكول اكسيژن در  .)FAO  2005(مردم دنيا را فراهم آورده است 
متابوليك سلولي نقش هاي  يتفعالياتي و هاي ح اغلب واكنش 

با اين حال احياي ناقص اين مولكول منجر . كند يايفا م يا ارزنده
ها به  اين واسطه. شود يم 2اكسيژن واكنش گر يها به توليد واسطه
حياتي  يها مولكولاكسيداسيون  سبب ،هاي بالا ويژه در غلظت

 شوند مي ها يچربنوكلئيك و  يدهاياس، ها ينپروتئسلول نظير 
)Golden et al.  2002( .اكسيژن  يها متعادل واسطه يها غلظت اما

زنده و  يها تنش به تحملايجاد  دردر القاي سازگاري نسبي گياه 
به عنوان  همچنين ها اين واسطه. غير زنده حائز اهميت هستند

القايي ايفاي  يها در فرآيند تنظيم بيان ژن 3تقال پيامنا يها مولكول
شديد فتوسنتزي  يها واكنش. )Larkindale  2005( كنند يم نقش

 ينتر در خلال فرآيند انتقال الكترون در كلروپلاست از جمله مهم
هر چند تعداد . شوند ياكسيژن محسوب م يها منابع توليد واسطه
ها بسيار زياد است و عموماً طول عمر كوتاهي  و تنوع اين واسطه

ها نقش  ميزان متعادل آنو ي توزيع در حد اعشار ثانيه دارند، ول
  .Pitzschke et al( داردمهم سلول  هاي يتمهمي در تنظيم فعال

از آن جمله پراكسيد هيدروژن و يون سوپراكسيد در . )2006
گياهي نقش موثري دارند  هاي ياختهتشكيل ديواره ليگنيني 

)Lewise and Yamato  1990( .مزبور در مسير توليد  هاي يكالراد
و اسيد سالسيليك نقش  جاسمونيك اتيلن، اسيد يها هورمون

اهميت يون سوپراكسيد در . )Mackerness  2002(مهمي دارند 
ابت شده ث PR5و  PR1دفاعي نظير  يها ژن هاي يتالقاي فعال

از طرفي يون سوپراكسيد به . )Mackerness et al.  2001(است 
ان توليد پراكسيد عنوان يك مولكول پيام ثانويه با كنترل ميز

. كند ميدفاعي و فتوسنتزي را تعديل  يها هيدروژن تنظيم بيان ژن
مسير  فعاليت  در اين ارتباط پراكسيد هيدروژن با افزايش

ها  متابوليكي آنزيم كيناز الگوي زمان بندي باز و بسته شدن روزنه

                                                            
1 Triticum aestivum 
2 Active oxygen species (AOS) 
3 Signaling Molecules 

 كند ميشرايط تنش تنظيم  به را به عنوان يك واكنش دفاعي نسبت
)Neill et al.  2001( .محيطي  يها نقطه مشترك اغلب تنش

فلزات سنگين و از . استگر  شافزايش ميزان عوامل اكسيژن واكن
 شود ميآن جمله نقره نيز موجب فزوني غلظت اين عوامل 

)Navabpour et al.  2003( . با توجه به اهميت ميزان تعادل
گياهي واجد  يها سلول اكسيژن واكنش گر هاي يكالراد
 ها يكالدفاعي فعال در مهار افزايش غلظت اين راد هاي يستمس

شناخته شده در اين ارتباط  يبه طور كلي سازو كارها. هستند
. باشند يدفاعي آنزيمي و غير آنزيمي م هاي يستمشامل س

از به ترتيب با نقش كنترلي ديسموت كاتالاز و سوپراكسيد هاي يمآنز
عوامل  ينتر اكسيد از مهمميزان پراكسيد هيدروژن و يون سوپر

با . )Guan et al.  2000; Mittler  2002( روند يآنزيمي به شمار م
توجه به همبستگي بالاي سطح پراكسيداسيون چربي ها با ميزان 
تنش اكسيداتيو ناشي از تأثير فزاينده عوامل اكسيژن واكنش گر، 
اندازه گيري ميزان سطح اكسيداسيون سلولي به عنوان شاخصي 

در اين راستا . ناسب از روند اكسيداتيو سلولي به شمار مي رودم
سنجش تيوباربيوتريك كه محصول نهايي و نسبتاً پايدار مالون دي 

 نمايد واجد كارايي بالايي است آلدئيد را در سطح سلول تعيين مي
)Lievens et al.  2001.(  

به با توجه به مطالب فوق الذكر اين مطالعه به منظور دستيابي 
  .اهداف زير صورت پذيرفت

ن و يون ژاكسيژني پراكسيد هيدرو يها ارزيابي سطوح واسطه - 1
 سوپراكسيد در شرايط تيماري اكسيدان و پاد اكسيدان

كاتالاز و سوپراكسيد  يها بررسي روند تغييرات بيان ژن - 2
 ديسموتاز در شرايط تيماري مزبور

كلروفيل در  بررسي سطح كلي اكسيداسيون سلولي و ميزان - 3
 آزمايشي يمارهايها در شرايط ت ارتباط با تغيير بيان ژن

  
   هامواد و روش

  طرح آماري و شرايط آزمايش  
در گلخانه تحقيقاتي دانشگاه علوم  1388اين پژوهش در سال 

آزمايش به صورت . كشاورزي و منابع طبيعي گرگان انجام شد
  تكرار انجام   4في با فاكتوريل در قالب طرح پايه بلوك كامل تصاد
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 آزمايشي شامل سه غلظت نيترات نقره صفر، يفاكتورها. شد
ميلي مولار به عنوان عامل تنش اكسيدتيو، دو غلظت  5/1و  75/0

ميلي مولار به عنوان عامل پاد  20اسيد اسكوربيك شامل صفر و 
 ااكسيدان و دو رقم گندم شامل رقم فلات و تجن به ترتيب نسبت

كشت در . به شرايط تنش اكسيداتيو بودند ملمتح وحساس 
در هر . انجام شد با گنجايش هفت كيلو گرم خاك يها گلدان

بذر كشت و پس از رشد اوليه و استقرار كامل به  30گلدان تعداد 
. شد لازم در خلال رشد انجام يها كليه مراقبت. شدده بوته تنك 

محلول پاشي نيترات نقره و اسيد اسكوربيك به صورت  يمارهايت
در مورد تيمار . بر روي برگ در زمان ظهور سنبله اعمال شد

تركيبي اسيد اسكوربيك و نيترات نقره، محلول پاشي اسيد 
اسكوربيك يك ساعت قبل از محلول پاشي نيترات نقره انجام 

. بوته انجام شد دهتكرارها از  كليهنمونه برداري تصادفي در. شد
ساعت پس  48در زمان  TBARMو اندازه گيري ميزان كلروفيل 

سوپراكسيد و پراكسيد  هاي يكالاز محلول پاشي و در مورد راد
ساعت پس از  48و  10 يها ها در زمان هيدروژن و فعاليت ژن

  .گرفتآزمايشي صورت  يمارهاياعمال ت
  استخراج كلروفيل

 Porra et al.  (1989( گيري ميزان كلروفيل از روشبراي اندازه

 را كاملا) منجمد به صورت(گرم نمونه برگ 5/0مقدار. دشاستفاده 
پس از . كنيم يدرصد مخلوط م 80ميلي ليتر استون  10خرد و با 

 6/663،  6/646در طول موج هاي )A( سانتريفوژ ميزان جذب
. دشثبت  )Uvikon – Kontron(نانومتر توسط اسپكتروفوتومتر 

زير روابط ر اساس ب )chlb( bو كلروفيل  )a )chlaميزان كلروفيل 
  :دشمحاسبه 

chla (mg ml-1) = 12.25A663.6-2.55A646.6 
chlb (mg ml-1) = 20.31A646.6-4.91A663.6 

  1TBARMسنجش تيوباربيتوريك
در اين سنجش كه معياري براي اندازه گيري ميزان تنش 

محصول نهايي و  ،اكسيداسيوني است، مقدار مالون دي آلدييد
اندازه گيري   ،بزرگ يها كسيداسيون مولكولپايدار واكنش ا انسبت
با تغييراتي  )Hagege et al.  1990( در اين خصوص از روش. شد

گرم برگ  هموژنيزه و يك ميلي ليتر  5/0مقدار . دشاستفاده 

                                                            
1 Measurment of Thiobarbituric Acid Reactive Material 

محلول حاضر . به آن اضافه شد )w/v15%( كلرواستيك يدترياس
با دور ميلي ليتر استون به شدت مخلوط شد و  10پس از افزودن 

رسوب كوچك . دش وژيدقيقه سانتريف 15در دقيقه  به مدت  4750
ليتر استون شستشو شد، پس از ميلي 5وژ با يحاصل از سانتريف
وژ شد، يدقيقه سانتريف 10با همان دور به مدت  اورتكس  مجدد

-ميلي 3سپس به آن مقدار . شد آخرين مرحله  چهار مرتبه تكرار

ليتر اسيد تيوباربيورتيك و يك ميلي )w/v1%(ليتر اسيد فسفريك 
)w/v0.6%(  100دقيقه در دماي  30افزوده و محلول  براي مدت 

ها  واكنش با سرد كردن سريع لوله.  گراد قرار گرفتدرجه سانتي
در داخل يخ متوقف شد و مقدار جذب محلول حاصل را با طول 

 – Uvikon( جذب نورينانومتر توسط دستگاه  590و  532موج 

Kontron(   دشاندازه گيري.  
  هاي سوپر اكسيد و پر اكسيد هيدروژناندازه گيري راديكال

O2(ميزان يون سوپراكسيد 
 Elstner and(با استفاده از روش  )-

Heupel  1976( يك گرم نمونه . با تغييراتي به شرح زير انجام شد
ميلي ليتر بافر  3به طور يكنواخت كوبيده و مقدار  منجمدبرگ 

مخلوط . به آن افزوده شد )mM65 )pH=7.8  فسفات پتاسيم
يك . دشسانتريفيوژ  g5000 دقيقه با دور  10حاصل به مدت 

ميلي ليتر بافر  9/0ميلي ليتر از محلول فوق برداشت و به همراه 
ميلي ليتر هيدرو كلرايد هيدوكسيل  mM65 ،1/0 فسفات پتاسيم 

دقيقه  20د به مدت گرادرجه سانتي 25در دماي  mM 10 آمين
پس از آن مقدار معادل حجم محلول اتيل اتر اضافه . قرار گرفت

ميزان . دشدقيقه سانتريفيوژ  5به مدت  g1500 شد و با دور 
نانو متر توسط دستگاه جذب نوري  530جذب در طول موج 

)Uvikon – Kontron( با استفاده از منحني نرمال . خوانده شد
 .دشسوپر اكسيد بر حسب واحد تنظيم استاندارد، مقدار يون 

 Brennan and(ميزان راديكال پراكسيد هيدروژن با كمك روش 

Frenkel  1977(  و با استفاده از كمپلكس پراكسيد تيتانيوم انجام
نانومتر قرائت و به وسيله  415ميزان جذب در طول موج . شد

تصحيح و  )H2O2(منحني استاندارد غلظت پراكسيد هيدروژن 
  .ايج بر حسب واحد تنظيم شدنت

  ها و ارزيابي بيان ژن cDNA، ساخت RNAاستخراج 
تيمارهاي مختلف براي در مورد   برگنمونه گرم حدود سه 

ها برداشت شد و در نيتروژن مايع  گيري ميزان بيان ژن اندازه
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. دشمنتقل  - 80به فريزر  RNAمنجمد و تا مرحله استخراج 
، منجمدهاي برگ  از نمونه Rnx-plusتوسط كيت  RNAاستخراج 

استخراج شده، توسط الكتروفورز  RNAكيفيت . صورت گرفت
 RNAتشكيل دو باند . دشدرصد تعيين  5/1روي ژل آگارز 

دهنده كيفيت بالاي  در روي ژل نشان 18Sو  28Sريبوزومي 
RNA براي بررسي كمي ميزان استخراج، از . تخليص شده بود

هاي  مقدار جذب نوري در طول موج. دشاسپكتروفتومتر استفاده 
نانومتر توسط دستگاه خوانده شد و درصد  320و  280، 260

نسبت بدست آمده براي طول موج . دشخلوص آن محاسبه 
ميكروگرم در ( 2تا  8/1در اين آزمايش در محدوده  280/260

براي . بود RNAدهنده خلوص قابل قبول  بود كه نشان) ميكروليتر
. فرمنتاز استفاده شد شركت پيشنهادي روش ، ازcDNAساخت 

 RNAاز  ليترميكرو 5 تركيببا  cDNAاول بدين منظور رشته 
آغازگر  ميكروگرم 5/0 باهمراه   DNase تيمار شده با آنزيم

 به DEPCاستفاده از آب  با محلول حجم .شد انجامتي  اليگودي

درجه  70 دماي در دقيقه 5 مدت به سپس شد رسانده ميكروليتر 11
 سرد ،يخ روي سرعت به آن از پس و شد داده قرار گراد سانتي

-اكسيدي ميكروليتر دو و بافر واكنش ميكروليتر چهار. گرديد

 u( RNase(واحد 20و  ميكرومول 10 غلظت با 1فسفاتنوكلئوتري

inhibitor آب  حجم محلول با، دش افزوده تيوب هر به DEPC به 

 درجه 37 دماي در دقيقه 5 مدت به و شد رسانده ميكروليتر 19

 Revert آنزيم ) u(واحد  200بعد از آن  .گرفت قرار گراد سانتي

Aid M-Mulv به نمودن مخلوط از پس و فوق اضافه محلول به 

 .داده شد قرار گرادسانتي درجه 42 دماي در ساعت يك مدت
 دقيقه 10 مدت به هاتيوب واكنش، نمودن فعال غير منظور به سپس

  براي تاييد سنتز .گرفتند گراد قرارسانتي درجه 70 دماي رد
cDNA  از روشRT-PCR دو درصدروي ژل  الكتروفورز و 
از دستگاه  ها جهت ارزيابي الگوي تظاهر ژن.شد استفاده آگارز
iQ5  شركتBio Rad  دانشگاه علوم (و كيت سايبر بيوپارس

دستگاه در هر  اين. .دشاستفاده ) كشاورزي و منابع طبيعي گرگان
در  چرخه از فعاليت قادر است مقدار محصول واكنش پليمراز را

دار  ها از ژن خانه سازي داده به منظور نرمال. نشان دهد زمان واقعي
GAPDH باشد استفاده  كه داراي بيان يكساني در تمام تيمارها مي

                                                            
1 Deoxynucleothriphosphate  

در بيان فعاليت ژن هاي مورد مطالعه از روش ارزيابي نسبي . شد
در اين روش ميزان افزايش يا كاهش بيان ژن در هر . دشده استفا

شود كه در  تيمار نسبت به تيمار كنترل به صورت نسبت بيان مي
گيري ميزان بيان ژن در تيمار كنترل وجود  اين حالت امكان اندازه

بيان نسبي  بنابراين. شود در نظر گرفته مي يكندارد و به عبارتي 
به اين صورت كه هر تيمار با . شدبه محاس CT2∆∆–ها با روش ژن

ي جهت تجزيه .دشگياهان كنترل مربوط به زمان خود مقايسه 
 .استفاده شد  2RESTها از نرم افزار داده

 
    نتايج و بحث
  ميزان كلروفيل

آزمايشي در  يمارهايروند تغييرات ميزان كلروفيل تحت تأثير ت
ترات نقره ميزان با اعمال تيمار ني. نشان داده شده است 1شكل 

اين مسئله . كلروفيل كاهش محسوسي نسبت به شاهد نشان داد
اكسيژن واكنش گر  يها به دليل افزايش سطح واسطه تواند يم

افزايش نسبي ميزان . )Navabpour et al.  2003(حادث شود 
بل قاسيد اسكوربيك  محلول پاشي(كلروفيل در تيمارهاي تركيبي 

رسد كلروفيل  به نظر مي .باشد ين مسئله ممويد اي) از نيترات نقره
b  واكنش افزايشي بيشتري نسبت به اعمال پيش تيمار اسيد

به  6و  5در هر دو تيمار  aاسكوربيك را در مقايسه با كلروفيل 
با توجه به . را نشان داده اند 4و  3ترتيب در مقايسه با تيمار هاي 

تنش كه در واكنش به شرايط  bنقش برجسته تر كلروفيل 
همبستگي بالايي را نيز تنظيم الگوي باز و بسته شدن روزنه ها را 

 ).Nagy et al.  1996(پذير مي نمايد اين موضوع توجيح دارد،
را  bو  aالبته نقش برخي ژن هاي مرتبط با فرآيند تبادلي كلروفيل 

. به يكديگر به ويژه در شرايط تنش را نبايستي از نظر دور داشت
واجد نقش مهمي در تبديل كلروفيل هاي  ٣ Lhc2ژن براي مثال 

b  وa  و ايجاد تعادل نسبي بين آن ها به منظور احراز پايداري
را به ويژه در شرايط  IIو  Iبيشتر در تداوم فعاليت فتوسيستم 

اسيد اسكوربيك به طور . )Tambussi et al.  2002( تنش داراست
دارد و در  هاي سلولي به وفور وجودطبيعي در اندامك

  كوفاكتور  عنوان  به   فتوسنتز  نظير  گياه   متابوليكي   هاي يتفعال

                                                            
2  Relative Expression Software Tool 
3 Light harvesting complex II (Lhc2) 
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اسـيد   )2)  شـاهد (آب  )1   : شـامل محلـول پاشـي    ، تيمارهـا آزمايشي يمارهايتساعت پس از اعمال  48در ارقام فلات و تجن  bو  aتغييرات ميزان كلروفيل  -1شكل

ميلي  75/0(نيترات نقره   +) ميلي مولار20(تيمار تركيبي اسيد اسكوربيك  )5ميلي مولار   5/1نيترات نقره  )4ميلي مولار   75/0ت نقره نيترا )3ميلي مولار  20اسكوربيك 
  .گانه نشان داده شده استبراي هر ميانگين به طور جدا) =4n(مقدار خطاي معيار ). ميلي مولار 5/1(نيترات نقره   +) ميلي مولار20(تيمار تركيبي اسكوربيك  )6)  مولار

  
اتيلن و جيبرلين  يها ساخت هورمون دآينرو ف ها يمفعاليت آنز

از طرفي به عنوان . )Smirnoff and Wheeler  2000(دخالت دارد 
يك ماده پاد اكسيدان عمومي ظرفيت بالايي در كنترل سطح 

بر . )Sturgeon et al.  1998(واكنش گر را داراست  هاي يكالراد
تركيبي دور  يمارهاياساس افزايش نسبي ميزان كلروفيل در تاين 

ل مااز دلايل ديگر افت ميزان كلروفيل ناشي از اع. از انتظار نيست
تيمار نيترات نقره، سميت فلزات سنگين است كه منجر به اختلال 

لئوئنيك آمينو  5در فرآيند بيوسنتز كلروفيل و كاهش فعاليت آنزيم 
 موضوع ديگر جانشيني نقره به. )Manio et al.  2003( شود يم

جاي منيزيم است كه اجازه پيوند كمپلكس پروتئيني كلروفيل را با 
و نتيجه امر تغيير شكل فضايي و افت ميزان  ندادهليگاند هاي مهم 

به طور كلي در  .)Rout and Das  2003( كلروفيل خواهد بود
تحمل  ياه بات كلروفيل به عنوان يكي از شاخصثشرايط تنش 
شاخص پايداري بالا مبين عدم تأثير يا تأثير كم . شود يمحسوب م

تنش بر گياه است كه در نهايت به استفاده بهينه گياه از كلروفيل و 
. )Munns and Termaat  1986( شود ينتز مسافزايش راندمان فتو

نسبي بيشتر در  تحملنتيجه اين مطالعه نشان داد كه رقم تجن با 
تحت تنش  يژهرقم حساس فلات عموما و به ومقايسه با 

اكسيداتيو نيترات نقره برتري محسوسي از نظر ميزان كلروفيل 

اين موضوع در تحقيقات مشابه با اعمال تنش شوري . نشان داد
  .)Munns and Termaat  1986(گزارش شده است 

  )TBARM(تغييرات سطح اكسيداسيون سلولي 
زنده و غير زنده  يها غلب تنشاز منظر مولكولي نقطه اشتراك ا

با توجه به . اكسيژن واكنش گر است يها افزايش ميزان واسطه
ها به يكديگر،  ها و روند سريع تبديل آن تعداد زياد اين واسطه

ارزيابي جامع سطح اكسيداسيون سلولي ناشي از تأثير اين 
در اين ارتباط استفاده از . واجد اهميت زيادي است ها يكالراد

ضمن سهولت نسبي، دقت قابل توجهي داشته  TBARM سنجش
 Page et al.  2001(مطالعات مد نظر قرار گرفته است برخي و در 

; Navabpour et al.  2007  .( در اين سنجش ميزان اسيد
تيوباربيتوريك كه محصول نهايي و نسبتا پايدار واكنش 

 است اندازه گيري) ها يچرب(بزرگ  يها اكسيداسيون مولكول
نتايج تغييرات ميزان شاخص  ).Hagege et al.  1990( شود يم

نشان داده شده  2آزمايشي در شكل  يمارهايمزبور تحت تأثير ت
محلول پاشي اسيد اسكوربيك منجر به كاهش مختصر  .است

اين مسئله در رقم . دشميزان شاخص اكسيداسيون نسبت به شاهد 
نيترات نقره منجر  شيمحلول پا. بود بيشتر  تجن   متحمل نسبتا 

  اين   .دش  اكسيژن  فعال  هاي يكالراد سطح   به افزايش معني دار
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 )2) شـاهد (آب  ) 1: شامل محلول پاشـي  ، تيمارهاآزمايشي يمارهايتساعت پس از اعمال  48 ون سلولي در ارقام فلات و تجنيتغيرات ميزان شاخص اكسيداس -2شكل

 75/0(نيترات نقـره   +) ميلي مولار20(تيمار تركيبي اسيد اسكوربيك  )5ميلي مولار  5/1نيترات نقره  )4ميلي مولار  75/0نيترات نقره  )3ميلي مولار   20اسيد اسكوربيك 
  .جداگانه نشان داده شده استبراي هر ميانگين به طور ) =4n(مقدار خطاي معيار ). مولارميلي 5/1(نيترات نقره  +) مولارميلي20(تيمار تركيبي اسكوربيك  )6) مولارميلي

  
 موضوع با توجه به نقش اكسيداتيو نيترات نقره قابل انتظار بود

)Navabpour et al.  2003( .بر خلاف انتظار ميزان شاخص 
غلظت بالاتر  محلول پاشياكسيداتيو در رقم فلات تحت تأثير 

 75/0(در مقايسه با غلظت كمتر ) ميلي مولار 5/1(نيترات نقره 
اين مسئله با توجه حساسيت نسبي رقم فلات . بود) ي مولارميل
 ابه دليل فراواني بيشتر مرگ سلولي ناشي از اثر شديد تواند يم

كاهش چشمگير در ميزان . ميلي مولار باشد 5/1مخرب غلظت 
تركيبي ملاحظه شد، راندمان  يمارهايسطح اكسيداتيو سلولي در ت

ين موضوع با توجه به ا. اين كاهش براي رقم تجن بيشتر بود
نسبي رقم تجن به شرايط تنش اكسيداتيو منطقي به نظر  تحمل

بين مقادير ) - = 67/0r(همبستگي منفي و معني داري . رسد يم
و ميزان كلروفيل تحت شرايط تيمارهاي  TBARMشاخص 

  .دشآزمايشي حاصل 
با توجه به اهميت نسبي دو راديكال يون سوپر اكسيد و پر اكسيد 

وژن از نظر فراواني، پايداري نسبي، ظرفيت تبادلي و نقش هيدر
  Mackerness  2000;  Larkindale(ها در فرآيندهاي سلولي  آن

2005; Pitzschke et al.  2006 (  به اندازه گيري سطح اين
اندازه نتايج  .آزمايشي اقدام شد يمارهايدر شرايط ت ها يكالراد

نشان داده شده  4و 3شكل  رمذكور د هاي يكالميزان رادگيري 
آزمايشي  يمارهايتاعمال ساعت پس از  10در زمان . است

سوپراكسيد و پراكسيد  هاي يكالاختلاف چنداني براي مقادير راد
و تيمار اسيد ) آب محلول پاشي(هيدروژن تحت تأثير تيمار شاهد 

در حاليكه با اعمال تيمار ). 3شكل (شد ناسكوربيك ملاحظه 
ساعت پس از  48در مقايسه با شاهد در زمان  اسيد اسكوربيك

 هاي يكالاعمال محلول پاشي اختلاف چشمگيري در كاهش راد
اين موضوع با توجه به نقش اسيد ). 4شكل (د شمزبور حاصل 

اكسيژن فعال دور از انتظار  يها اسكوربيك در تعديل ميزان واسطه
نين نتايج برخي مطالعات ديگر نيز مويد چ. رسد يبه نظر نم

  .Sturgeon et al.  1998 ;  Navabpour et al( است اي يجهنت

مزبور با اعمال تيمار نيترات نقره به  هاي يكالميزان راد ). 2003
ثير اطور چشمگيري افزايش يافت، با اين حال تفاوت زيادي بين ت

ساعت پس از  10مولار در زمان ميلي 5/1و  75/0 يها غلظت
 48در حاليكه در زمان ) 4و3اشكال (د نمونه برداري ملاحظه نش

وت بيشتري بين اساعت پس از محلول پاشي نيترات نقره تف
ميلي  5/1و  75/0 يها ثير غلظتاتحت ت هاي يكالسطوح راد

  اين   ميزان  تجمع  رسد يم  نظر  به. مولار نيترات نقره حاصل شد
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اسـيد   )2)  شـاهد (آب  ) 1 :يمارهـاي آزمايشـي شـامل محلـول پاشـي     تساعت پـس از اعمـال    10هيدروژن  هاي سوپراكسيد و پراكسيد يكالرادتغييرات ميزان  -3شكل 

 75/0(نيتـرات نقـره    +) ميلـي مـولار  20(تيمار تركيبي اسيد اسـكوربيك   )5ميلي مولار   5/1نيترات نقره  )4ميلي مولار   75/0نيترات نقره  )3ميلي مولار   20اسكوربيك 
  .براي هر ميانگين به طور جداگانه نشان داده شده است) =4n(مقدار خطاي معيار ). مولارميلي 5/1(نيترات نقره  +) مولارميلي20(ار تركيبي اسكوربيك تيم )6) مولارميلي

 
ر فاصله زماني بين نمونه برداري منجر به اين امر شده د ها يكالراد

 ارهاييماين مسئله در برخي تحقيقات انجام شده با ساير ت. است
 ; Clijsters et al.  1999(القاي تنش اكسيدتيو گزارش شده است 

Choi et al.  2007.(  اگر چه اطلاعات محدودي در خصوص
 يها مكانيزم دقيق تأثير يون نقره در ارتباط با افزايش واسطه

  Epple et(اكسيژن و در پي آن بروز تنش اكسيداتيو وجود دارد 

al.  1995( جايگزيني  دهد يهد تحقيقاتي نشان مبا اين حال شوا
مهم  يندهاينقره به جاي عناصر فلزي واجد نقش محوري در فرآ

تنفسي موجب بر هم  يها متابوليكي نظير فتوسنتز و چرخه
كه ما حصل آن افزايش  شد اكسيداسيون و احياءخوردن تعادل 

 Manning  et al.  2009; Qi-lin(اكسيژن است  هاي يكالتوليد راد

et  al.  2009.(  محلول پاشي اسيد اسكوربيك قبل از نيترات نقره
سوپراكسيد و  هاي يكالمعني داري را در ميزان راد نسبي كاهش

لگوي اين روند كاهشي طي ا. كردپراكسيد هيدروژن ايجاد 
 يمارهايس از اعمال تپساعت  48و  10نمونه برداري  يها زمان

ثير اسيد ان حال تدر عي. آزمايشي شباهت قابل توجهي داشت
  تجن  رقم  در   مزبور  هاي يكالراد ميزان   كاهش  اسكوربيك در

اسيد (اين مسئله ناشي از اثر متقابل تيمار تركيبي . بيشتر بود
در بروز . بر ارقام مورد مطالعه است) نيترات نقره +اسكوربيك 

اين اثر متقابل عكس العمل رقم تجن نسبت به تيمار تركيبي در 
داشته  يتر مورد اندازه گيري نقش مهم هاي يكالاهش رادجهت ك
 .است

  ها تغييرات بيان ژن
گياهي و تغييرات فرآيندهاي متابوليك در گرو  يها واكنش سلول

سوپر  يها تغييرات بيان نسبي ژن. هاست الگوي بيان ژن
 48و  10نمونه برداري  يها اكسيدديسموتاز و كاتالاز طي زمان

نشان  6و  5آزمايشي در اشكال  يمارهايتساعت پس از اعمال 
ونه برداري در اغلب موارد بيان مدر هر دو زمان ن .داده شده است

پراكسيد ديسموتاز برتري قابل توجهي نسبت به ژن كاتالاز وژن س
متالو  هاي ينديسموتاز رمز كننده گروه پروتئ ژن سوپراكسيد. داشت

يون  اكسازيمحصول آنزيمي اين ژن توانايي پ. آنزيم است
از آنجا كه توليد راديكال سوپراكسيد در . سوپراكسيد را داراست

. اكسيژن فعال قرار دارد يها اوليه زنجيره توليد واسطه يها حلقه
   استژن نسبت به كاتالاز توجيه پذير   اين فعاليت   ميزان  برتري
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اسـيد   )2)  شـاهد (آب  ) 1:يمارهـاي آزمايشـي شـامل محلـول پاشـي     تساعت پـس از اعمـال    48وژن هاي سوپر اكسيد و پراكسيد هيدر يكالرادتغييرات ميزان  -4شكل 

 75/0(نيتـرات نقـره     +) ميلـي مـولار  20(تيمار تركيبي اسيد اسكوربيك  )5ميلي مولار   5/1نيترات نقره  )4ميلي مولار   75/0نيترات نقره  )3ميلي مولار   20اسكوربيك 
 .براي هر ميانگين به طور جداگانه نشان داده شده است) =4n(مقدار خطاي معيار ). مولارميلي 5/1(نيترات نقره  +) مولارميلي20(كيبي اسكوربيك تيمار تر )6) مولارميلي

  
)Bowler et al.  1994( . محلول پاشي نيترات نقره در غلظت

به يك ميزان  اميلي مولار در هر دو زمان نمونه برداري تقريب 75/0
در  .ديسموتاز را به همراه داشت يش ميزان بيان ژن سوپراكسيدافزا

در هر دو مرحله سطح بيشتري از فعاليت اين  عين حال رقم تجن
اشكال (روند با سطح توليد يون سوپراكسيد  ناي. ژن را نشان داد

واكنش آغازگر ژن  رسد يبه نظر م. هم خواني داشت) 4و  3
ر غلظت ملايم تابع يك زبور نسبت به محرك نيترات نقره دم

اين موضوع عليرغم سميت يون ). 6و  5اشكال (روند خطي است 
نقره و ماهيت خسارت زاي راديكال سوپراكسيد به دليل سازگاري 
سيستم پاد اكسيدان آنزيمي به عنوان يك واكنش دفاعي گياه رخ 

اعمال  دهد ينشان م نتايج برخي مطالعات انجام شده نيز . دهد يم
تنش زا در سطوح پايين با فعال نمودن مكانيزم مقاومت  ييمارهات

  .Van et al(گردد  يموجب بروز مقاومت نسبي م ١سيستميك

ميلي مولار سبب افت نسبي  5/1اعمال تيمار نيترات نقره  .)1998
اين امر . دشمورد مطالعه در رقم حساس فلات  يها ميزان ژن

ت تنش اكسيداتيو و ارت سلولي ناشي از شدسبه دليل خ تواند يم
مهم سلولي  يندهاياحتمالاً به دليل بروز اختلالات شديد در فرآ

                                                            
1  Systemic Acquired Resistant (SAR) 

ان شاخص اكسيداسيون سلولي ميزتوجه به . دشوحادث 
TBARM محققين ديگر نيز نتايج مشابهي . مويد اين نتيجه است

 Mackerness et al.  2001; Navabpour et( دكرده انرا گزارش 

al.  2003.( ي اسيد اسكوربيك به تنهايي در مقايسه با محلول پاش
موجب كاهش جزئي در ميزان بيان ) آب محلول پاشي(شاهد 

در اين را چطور توجيه مي نماييد؟ . دشمورد مطالعه  يها ژن
حاليكه اعمال پيش تيمار اسيد اسكوربيك قبل از نيترات نقره بسته 
به ميزان غلظت نيترات نقره عكس العمل متفاوتي در سطح 

كه در تيمار  ه طوريبمورد مطالعه ايجاد نمود  يها فعاليت ژن
مولار كاهش ميلي 75/0  تركيبي اسيد اسكوربيك و نيترات نقره

چشمگيري در ميزان بيان هر دو ژن نسبت به تيمار نيترات نقره 
در حاليكه سطح فعاليت هر دو ژن . ميلي مولار ملاحظه شد 75/0
ر تيمار تركيبي اسيد اسكوربيك و ر هر دو زمان نمونه برداري دد

مولار افزايش قابل توجهي نسبت به محلول ميلي 5/1نيترات نقره 
 رسد يچنين به نظر م. مولار نشان دادميلي 5/1پاشي نيترات نقره 

 هاي يكالمولار نيترات نقره با توليد رادميلي 75/0كه غلظت 
  موجب   دلمتعا  سطحي در   هيدروژن  پراكسيد   و   سوپراكسيد
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 20اسـيد اسـكوربيك    )2)  شاهد(آب  )1: يمارهاي آزمايشي شامل محلول پاشيتساعت پس از اعمال  10ي سوپراكسيد ديسموتاز و كاتالاز ها ژنتغييرات بيان  -5شكل 

 )6)  ميلـي مـولار   75/0(نيترات نقـره    +) ميلي مولار20(سكوربيك تيمار تركيبي اسيد ا )5ميلي مولار   5/1نيترات نقره  )4ميلي مولار   75/0نيترات نقره  )3ميلي مولار  
  .براي هر ميانگين به طور جداگانه نشان داده شده است) =4n(مقدار خطاي معيار ). ميلي مولار 5/1(نيترات نقره   +) ميلي مولار20(تيمار تركيبي اسكوربيك 

  
سبب  آيا اين تحريك.ده استشمزبور   يها ژن آغاز گر   تحريك

افزايش بيان در همين سطح تيمار بايد بشود نكته قابل توجه اين 
اعمال اسيد اسكوربيك  اكسيدان ها هر دو بعد ازاست سطح آنتي

طبعا با د؟ شوده اين مسئله چطور توجيه ميشسبب كاهش آن ها 
مزبور  هاي يكالاعمال پيش تيمار اسيد اسكوربيك سطح راد

مربوطه را ايجاد  يها جهت بيان ژنكاهش يافته و القاي لازم در 
 5/1 نقره  و نيترات اسيد اسكوربيك   تيمار تركيبي. ننموده است

سوپراكسيد و پر  هاي يكالفزاينده رادمولار با توجه به توليد ميلي
مولار نيترات نقره با اعمال ميلي 5/1اكسيد هيدروژن در سطح 

افزايش سطح  پيش تيمار اسيد اسكوربيك به حد متعادل رسيده و
نتايج ساير تحقيقات نيز . رسد يها توجيه پذير به نظر م فعاليت ژن

  .Bolwell  1999; Mackerness et al( باشد يمويد اين مسئله م

به طور كلي ميزان فعاليت ژن سوپراكسيد ديسموتاز در  .)2001
اين . آزمايشي نسبت به ژن كاتالاز بيشتر بود يمارهايشرايط ت

جه به بيشتر بودن سطح نسبي يون سوپراكسيد نسبت موضوع با تو
ژن كاتالاز رمز . رسد يد هيدروژن دوراز انتظار به نظر نميبه پراكس

  يكالرادتعديل كننده آنزيم پاد اكسيدان كاتالاز است كه نقش آن 
اگر چه غلظت بالاي . پراكسيد هيدروژن و تنظيم غلظت آن است

- يداتيو و خسارت سلولي مپراكسيد هيدروژن منجر به تنش اكسي
متعادل  يها ولي بر اساس نتايج برخي مطالعات تأثير غلظت دشو

القايي نظير  يها آن به عنوان يك فاكتور انتقال پيام در بيان ژن
 Larkindale  2005  ; Navabpour et(كاتالاز گزارش شده است 

al.  2003.(  
  نتيجه گيري

اكسيژن  يها واسطهمحيطي تجمع  يها نقطه اشتراك اغلب تنش
بالا مخرب  يها ها در غلظت اگرچه اين واسطه. باشد يگر مواكنش

بوده و موجب آسيب سلولي و اختلال در فرآيندهاي مهم آن 
متعادل واجد نقش مهم و مفيد بوده  يها ، ولي در غلظتدندش يم

انتقال پيام و يا محرك سيستم القاي  يها و به عنوان مولكول
بر اين اساس انجام تحقيقات در . نمايند يمل ممقاومت سازگار ع

شرايط تيماري كنترل شده كه در سطح مولكولي و سلولي 
  زنده و غير زنده محيطي را القاء  يها مشابه با تنش  وضعيت تقريبا
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 20اسيد اسـكوربيك   )2)  شاهد(آب  ) 1: ل محلول پاشييمارهاي آزمايشي شامتساعت پس از اعمال  48ي سوپراكسيد ديسموتاز و كاتالاز ها ژنتغييرات بيان  -6شكل 
تيمـار   )6)  مولارميلي 75/0(نيترات نقره   +) مولارميلي20(تيمار تركيبي اسيد اسكوربيك  )5مولار  ميلي 5/1نيترات نقره  )4مولار  ميلي 75/0نيترات نقره  )3مولار  ميلي

  .براي هر ميانگين به طور جداگانه نشان داده شده است) =4n(مقدار خطاي معيار ). مولارميلي 5/1(ه نيترات نقر  +) مولارميلي20(تركيبي اسكوربيك 
  
  در اين تحقيق محلول پاشي . اهميت زيادي است حائز  ، نمايند يم

با فرض تيمار ) ميلي مولار 5/1و  75/0صفر، (سطوح نيترات نقره 
ان كلروفيل به القاي تنش اكسيداتيو موجب افت قابل توجه ميز

مولار و خصوصا در رقم فلات در ميلي 5/1در غلظت  يژهو
محلول پاشي اسيد . دش) آب محلول پاشي(مقايسه با شاهد 

به عنوان تيمار پاد اكسيداسيون تفاوت ) مولارميلي 20(اسكوربيك 
محلول . خاصي را در ميزان كلروفيل در مقايسه با شاهد نشان نداد

اسكوربيك يك ساعت قبل از نيترات نقره  پاشي پيش تيمار اسيد
اندازه گيري سطح . دشموجب افزايش نسبي سطح كلروفيل 

وضعيت  TBARMشاخص  اساس بر سلولي اكسيداسيون
متضادي نشان داد به طوريكه محلول پاشي سطوح نيترات نقره 
سبب افزايش قابل توجه اين شاخص و اعمال تيمار تركيبي 

داسيون سلولي در مقايسه با تيمار موجب كاهش نسبي سطح اكسي
براساس اين نتايج و با توجه به نقش شناخته . شدنيترات نقره 

پاك كننده عمومي (اسيد اسكوربيك به عنوان عامل پاد اكسيدان 
نقش القايي اكسيداتيو نيترات نقره ) 1اكسيژن فعال يها واسطه

                                                            
1 General quenching of ROS 

 كسيژنيال اسطوح دو راديكال فع تر يقارزيابي دق. شود  ياحراز م
مهم سوپراكسيد و پراكسيد هيدروژن عموما منجر به يافتن نتايج 

. دشدر واكنش به تيمارهاي آزمايشي  TBARMمشابه به وضعيت 
با توجه به اهميت اين دو راديكال به لحاظ پايداري نسبي، 

ها  ها در فرآيندهاي مهم سلولي مقادير آن ظرفيت تبادلي و نقش آن
اندازه گيري  هات پس از اعمال تيمارساع 48و  10در دو زمان 

 يها ثير پذيري مستقيم بيان ژناتوجه به ت با در اين راستا و. شد
مزبور، سطح  هاي يكالديسموتاز و كاتالاز از راد سوپراكسيد

ساعت پس از محلول  48و  10ها نيز در دو زمان  فعاليت اين ژن
 ميزان بيان ژن سوپراكسيد. پاشي تيمارها صورت پذيرفت

ديسموتاز در تمامي تيمارهاي آزمايشي در رقم تجن و با يك 
اين مسئله با . مورد استثنا در رقم فلات بيش از ژن كاتالاز بود

روند تغييرات سطوح مقادير يون سوپراكسيد و پراكسيد هيدروژن 
  .انطباق نسبي داشت
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