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چکیده

شناسـی آن در دو لایـن مقـاوم و    شدت بیان ژن پراکسیداز و برخی صـفات ریخـت  هدف از این پژوهش بررسی تاثیر سیلیکون بر:هدف
.حساس گیاه جو تحت تنش خشکی بود

هـدف  ژن .هاي تیمارهاي مختلف اسـتخراج شـد  کل از برگRNAهاي فتوسنتزي، میزان پروتئین محلول کل، رنگدانه:هامواد و روش
Chanceبا روش همچنین مقدار فعالیت آنزیم پراکسیداز . کمی بررسی شدصورت نیمهبهRT-PCRبا استفاده از cDNAپس از ساخت 

طـرح کـاملا  قالـب درفاکتوریلصورتبدین منظور، آزمایشی به. تحت تنش خشکی مورد ارزیابی قرار گرفتBatesو پرولین نیز با روش 
.شددر گلخانه اجراتکراربا سه) کیلوگرم خاك/ سدیممولار سیلیکاتمیلی2(خشکی –سیلیکونوخشکیتیمار شاهد،در سهتصادفی

.دادافـزایش خشـکی تـنش شـرایط هاي فتوسنتزي را تحـت و رنگدانهلاین، میزان پروتئین محلول کلدوهرسیلیکون درکاربرد:نتایج
خشـکی  -بیشترین میزان بیان ژن پراکسیداز در تیمـار سـیلیکون  . داري را بین تیمارها نشان داداختلاف معنیRT-PCRکمی ز نیمهآنالی

آمید نشان داد که شدت بانـدها در  ها بر روي ژل آکریلاکسنده و بررسی الگوي باندي این آنزیمهاي ضدافزایش فعالیت آنزیم.مشاهده شد
میزان پرولین در شرایط تنش در مقایسه با تیمار شاهد افزایش یافت و بـا کـاربرد سـیلیکون افـزایش بیشـتري      . تر بودتیمار سیلیکون بیش

.مشاهده شد

هايآنزیمدر فعالیتکند و با افزایشهاي فعال اکسیژن کمک میسیلیکون به تاثیر کاهش خسارت اکسیداتیو ناشی از گونه:گیرينتیجه
.شودمیمحیطیهايتنشدر برابرگیاهتحفاظموجبضداکسنده،

هاي ضداکسنده، بیان ژن، تنش خشکی، سیلیکونآنزیم:واژگان کلیدي
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1394نزمستا، 4شماره ، 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت452

مقدمه

هـا در  خشکی علت اصـلی کـاهش رشـد گیاهـان و عملکـرد آن     
خشـک محسـوب شـده و موجـب تحریـک      مناطق خشک و نیمه

هاي دفاعی در سطوح مختلـف مولکـولی، سـلولی و    سلسله پاسخ
تنش خشکی با علائم کاهش محتـواي  ). 1(شود زیولوژیکی میفی

هاي ها، کاهش حالت تورم سلولآب، کم شدن پتانسیل آب برگ
ها و کاهش در توسـعه و رشـد سـلول    نگهبان روزنه، بستن روزنه

و تحریکات رشـدي در  پیري، تنش). 4و 3، 2(شود مشخص می
آنیـون  : از قبیـل گیاه باعث افزایش مقادیر مختلف اکسیژن فعال 

سوپراکساید، پراکسیدهیدروژن، رادیکال هیدروکسیل و اکسـیژن  
هــاي فعــال موجــب صــدمه بــه ایــن مولکــول. شــودمنفــرد مــی

عنـوان بـه ده یـا اینکـه   ش ـها و نیز ساختار سـلولی  ماکرومولکول
هاي دفـاعی گیـاه   مولکول منفرد موجب فعال شدن سلسله پاسخ

نزیمی و غیرآنزیمی بـراي دفـاع   گیاهان از دو سیستم آ. ندشومی
(ROSReactive Oxygen)(هاي اکسـیژن فعـال   در مقابل گونه

(Species کننـد  استفاده مـی)سیسـتم آنزیمـی شـامل    ). 6و 5
، )POX(، پراکسیداز CAT)(هاي ضداکسنده مانند کاتالاز آنزیم

و APX)(، آسکوربیت پراکسـیداز  )SOD(سوپراکسید دیسموتاز 
ها تجزیه بوده که وظیفه عمده این آنزیم) GR(وکتازگلوتاتیون رد

بیوشـیمیایی بـه   هاياز پاسخ). 8،7(باشد پراکسید هیدروژن می
انحـلال کـه قابلیـت  هـایی متابولیـت تجمعبهتوانمینیزتنش

.کردکنند، اشارهنمیمختلراگیاهطبیعیمتابولیسمولیداشته

وقنـدها شـامل دهسـتن معـروف هـا اسـمولیت بـه کهمواداین
و بتـائین گلایسـین مثـل الکتریکـی بـار دارايهـاي متابولیـت 
تجمـع  ). 11و 10، 9(اسـت پـرولین چـون ايآمینـه اسـیدهاي 

گیـرد،  آبـی صـورت مـی   پرولین در شـرایط تـنش شـوري و بـی    
نشـانگر  عنـوان بـه کـه پـرولین در بسـیاري از گیاهـان     طـوري هب

ورد اسـتفاده قـرار   بیوشیمیایی براي تشخیص تحمل به تـنش م ـ 
هاي اسمزي است که کنندهپرولین یکی از تنظیم). 12(گیرد می

زا و موجب سازش سلول گیاهی براي زنده ماندن در شرایط تنش
هــاي غشــایی در برابــر تغییــرات هــا و پــروتئینحفاظــت آنــزیم

جهت حفظ لیپیـدهاي غشـا از خسـارت القـا     . شودساختاري می
د اکسیژن، افزایش پـرولین مشـاهده   هاي آزاشده توسط رادیکال

هـاي  هـا و پـروتئین  شود و با افزایش مقـدار و فعالیـت آنـزیم   می
دفاعی، در حفظ ساختمان کلروپلاست دستگاه فتوسنتز و کاهش 

ــنش نقــش دارد   ــنش اکســیداتیو حاصــل از ت ). 15و 14، 13(ت
 ـ     وسـیله  هتجمع پرولین در سـلول از طریـق دو کاتـالیز متـوالی ب

ــرولین ــیلات-5-پـ ــنتتاز کربوکسـ ــرولین(P5CS)سـ -5-و پـ
شرایطدرواقعدر. شودانجام می(P5CR)کربوکسیلات ردوکتاز

پرولینمقدارویافتهافزایشP5CSآنزیم فعالیتخشکیتنش
آبیکمزیادخسارتازکهبردمیحدي بالابهسلولداخلدررا
ژن دومـین  سیلیکون بعد از اکسی). 16(کند میجلوگیريگیاهبه

50اکسیدسیلیکون دربرگیرنـده  دي. عنصر فراوان در خاك است
گیاهـان در  ي ریشهدر نتیجه همهدرصد توده خاك است،70تا 

حـال  بـا ایـن  ). 17(خاك مقداري سیلیکون در بافت خود دارنـد  
. نقش سیلیکون در رشد و توسعه گیاهان نادیده گرفته شده است

هاي قابل مشاهده در دلیل نشانهصر بهکه فراوانی این عناز آنجایی
رسـد  نظر میطبیعت، کمبود و یا سمی بودن آن آشکار نیست، به

. هاي گیاهی تـا حـدودي آن را نادیـده گرفتـه انـد     فیزیولوژیست
. شـود فـرم سالیسـیک اسـید جـذب مـی     ها بهسیلیکون در ریشه

10تـا  1/0گیاهان مختلف در جذب سیلیکون مقادیر متفاوتی از 
نقش سیلیکون ). 18(دهند صد وزن خشک را از خود نشان میدر

در کاهش خسارت اکسیداتیو ناشی از تنش خشکی در غلات بـه  
اثـرات بهگرفتهصورتهايپژوهشدرااخیر. اثبات رسیده است

هاي محیطـی تنشبروززماندرخیزي سیلیکونحاصلومفید
رفـتن بـالا وضداکسـنده هـاي آنـزیم فعالیـت درافـزایش باکه

هايتنشبهتحملایجاددررانقش مهمیها،اسمولیتمحتواي
ایـن . کند، اشاره شـده اسـت  میایفاگیاهاندرزندهو غیرزنده

مـواد وهـا کـش علـف کاربردمیزاندرکاهشباماده همچنین
ازناشـی مضـر از اثـرات زیسـت محـیط آلـودگی ازمانعسمی،

).22و 21، 20، 19(شود کشاورزي میسموماستعمال

ترین غلاتی اسـت کـه در بسـیاري از کشـورهاي     جو یکی از مهم
در این کشورها جو بیشـتر در مزرعـه و در   . شودجهان کاشته می

د و اغلب تحت تاثیر کمبـود شـدید آب   شوشرایط دیم کشت می
بنابراین تنش خشکی یکی از . گیرددر طی فصول خشک قرار می

باشـد و شناسـایی   در این مناطق مـی مشکلات اساسی تولید جو 
هاي افزایش محصول و کاربرد موادي که در بالا بردن مقاومت راه

منظور بدین. باشدموثر هستند، ضروري میها گیاهان به این تنش
کـل،  محلـول در این تحقیق، تاثیر سیلیکون بر محتواي پروتئین

یـت  ، میـزان فعال POXهاي فتوسنتزي، میـزان بیـان ژن   رنگدانه
دو لاین جو بـا تحمـل متفـاوت بـه     آنزیم پراکسیداز و پرولین در

.خشکی در شرایط گلخانه بررسی شد
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1394453نزمستا،4، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت

هامواد و روش

ــن ب ــه   در ایــ ــو دوردیفــ ــاه جــ ــن گیــ ــی از دو لایــ ررســ
(Hordeum)vulgare L.  نـام  با تحمل متفاوت به خشـکی بـه

20315-CB)مقــاوم ( 20213وCB-)تهیــه شــده از ) اسحســ
بخش تحقیقات غلات موسسه تحقیقات اصلاح و تهیه نهال و بذر 

این تحقیق بر اساس طـرح کـاملا تصـادفی در    . دشکرج استفاده 
خشـکی در  -سه تکرار با سه تیمار شـاهد، خشـکی و سـیلیکون   

در ) ره(گلخانــه تحقیقــاتی دانشــگاه بــین المللــی امــام خمینــی 
پـس از  رهابذ. ارزیابی قرار گرفتمورد 1393تا 1392هاي سال

سدیم یک درصد، در دقیقه در هیپوکلریت10مدت ضد عفونی به
هاي پلاستیکی حـاوي خـاك زراعـی معمـولی در شـرایط      گلدان

درجـه  25±2(میانگین دمـا در طـی رشـد   . گلخانه کاشته شدند
تنش خشکی با کار . ساعت بود10و طول روز تقریبا ) گرادسانتی

بـرداري در  نمونـه . دش ـها کنتـرل  ك گچی در گلدانگذاشتن بلو
مرحله چهار برگی زمانی کـه پتانسـیل آب خـاك در تیمارهـاي     

. مگاپاسگال رسید، انجام شـد -1خشکی به -خشکی و سیلیکون
هاي سالم هر بوته برداشـت شـده و   هاي یک گرمی از برگنمونه

درجـه –80پس از انجماد فـوري در نیتـروژن مـایع در فریـزر     
. داري شدهاي بعدي نگهمنظور استفاده در سنجشبهگرادسانتی

هـاي  سنجش میـزان پـروتئین محلـول کـل و رنگدانـه     
گـرم  میلـی 100استخراج پـروتئین بـا اسـتفاده از    :فتوسنتزي

بـافر  (لیتـر بـافر اسـتخراج    میلی3پیرولیدن در حضور وینیلپلی
و ســـدیم =7pHمـــولار بـــا  میلـــی50پتاســـیم فســـفات

ــايم ــیتاب ــی1ســولفیت ب ــولارمیل ــس از ) م ــه و پ صــورت گرفت
+ 4و دمـاي  15000rpmدقیقـه در  25مـدت  سـانتریفیوژ بـه  

Allegra(گراد توسط دستگاه سانتریفیوژ رومیـزي  سانتی 64R-

Beckman Coulter( درصـد حجـم از گلیسـرول    25، عصاره با
تـا گـراد  درجـه سـانتی  -80ترکیب و در دماي ) v/v(درصد 50

میزان پروتئین محلول کـل بـا دسـتگاه    . دشزمان مصرف ذخیره 
Bradfordروشبـه ) UV-3200-Labomed(اسـپکتروفوتومتر  

گیـري میـزان غلظـت پـروتئین     جهت انـدازه ). 23(سنجش شد 
هـاي مختلـف پـروتئین    هاي گیاهی، بـا اسـتفاده از غلظـت   نمونه

س سـپ . دش، منحنی استاندارد رسم )BSA(آلبومین سرم گاوي 
لیتر معرف هاي عصاره آنزیمی با یک میلیمیکرولیتر از نمونه20

ها در طـول  درصد مخلوط شده و میزان جذب نمونه20بردفورد 
جهت سنجش ژلی پروتئین محلول . دشنانومتر قرائت 595موج 

بــراي . دشــروش لاملــی اســتفاده بــهSDS-PAGEکــل از ژل 

Arnonاز روش گیــري میــزان کلروفیــل نیــزاسـتخراج و انــدازه 

بافت خـرد شـده   ماکرولیتر200منظور بدین).24(استفاده شد
مخلوط کرده ) (v/vدرصد100ماکرولیتر استون 800برگ را با 

مدت یـک سـاعت در   هآرامی ورتکس شده و بو مخلوط حاصله به
هـا بـا دور   سپس نمونـه . گراد قرار گرفتدرجه سانتی-20فریزر 
rpm13000در ادامه محلول . قیقه سانتریفیوژ شدندد5مدت هب

گیري میـزان کلروفیـل از دسـتگاه    رویی را برداشته و براي اندازه
هـاي  دیر جذب در طول مـوج مقا. فتومتر استفاده گردیدرواسپکت
645A= 663و=Bدست آمده در هنانومتر قرائت شده و اعداد ب

.محاسبه گردید) µg/ml(هاي زیر بر حسب فرمول

)A×(2.96–)B×12.7(= کلروفیلa

B)×4.68(–)A×22.9 (= کلروفیلb

)B×+ (8.02)A×20.2 (=کلروفیل کل

RNX-plusتوســط کیــت RNAاســتخراج :RNAاســتخراج 

هاي برگ فریز شده، طبق دستورالعمل شرکت سیناکلون از نمونه
استخراج شـده توسـط الکتروفـورز    RNAکیفیت . صورت گرفت

ریبـوزومی  RNAتشکیل دو بانـد  . دشیید درصد تا5/1روي ژل 
28S 18وSــت ســلامت در روي ژل نشــان ــده کیفی RNAدهن

ــود ــیص شــده ب ــراي ب. تخل ــزان اســتخراج از  ب ررســی کمــی می
استخراج شده RNAدر مرحله بعد . فتومتر استفاده شداسپکترو
بر اسـاس روش پیشـنهادي شـرکت فرمنتـاز     DNase1با آنزیم 

. تیمار شد

RevertAidبا استفاده از کیـت  cDNAتهیه :cDNAساخت 

M-MuLVReverse Transcriptase  شــرکت ســیناکلون
همـراه  کل بهRNAمیکروگرم از محلول 5تا 1/0. صورت گرفت

ــر 1 ــونیزه درون 6و Oligo-dTمیکرولیتـ ــر آب دیـ میکرولیتـ
+ 65دقیقه در دماي 5مدت سپس به. میکروتیوپ مخلوط گردید

دقیقه روي یـخ قـرار داده   5مدت و بلافاصله بهگراددرجه سانتی
میکرولیتـر از  1واکـنش،  میکرولیتر از محلول بـافر 2مقدار . شد

میکرولیتـر از  1و dNTPمیکرولیتـر از مخلـوط  2آب دیـونیزه،  
60مـدت  هـا بـه  تیـوپ . دش ـبه مخلوط واکنش اضافه RTآنزیم 

سـپس  گـراد قـرار گرفتـه و    درجـه سـانتی  + 45دقیقه در دمـاي  
گراد قـرار داده  درجه سانتی+ 70منظور توقف واکنش در دماي به

گـراد  درجـه سـانتی  -20ها تا زمان مصـرف در دمـاي   نمونه. شد
. داري شدندنگه
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1394نزمستا،4، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت454

هاىزنجیرواکنشباسنجىکمیتطراحی آغازگرها براي
ژن وپراکسـیداز براي طراحی آغازگرها ابتدا تـوالی ژن :پلیمراز

گرفته شـد و سـپس بـا    NCBIاز بانک اطلاعاتیاکَتیندارخانه
آغازگرهاي مورد نظـر طراحـی شـد    Oligo5افزار استفاده از نرم

35در cDNAجهـت بررسـی سـنتز    PCRواکـنش  .)1جدول(
.شـد چرخه دمایی با اسـتفاده از آغازگرهـاي اختصاصـی انجـام    

درواسرشـتگی مرحلـه :شـامل چرخههرزمانیودماییشرایط
دراتصـال مرحلهثانیه،30مدتبهوگراد جه سانتیدر94دماي

درتکثیـر مرحلهثانیه،30مدتبهوگراد درجه سانتی53دماي
مرحلـه .بـود ثانیـه 20مـدت بـه وگـراد درجه سانتی72دماي

سـه مـدت بـه وگـراد  درجه سانتی94دمايدراولیهواسرشتگی
وگـراد تیدرجـه سـان  72در دمـاي نهاییتکثیرمرحلهودقیقه

درصد2/1ها روي ژل آگارز نمونه. گرفتانجامدقیقهیکمدتبه
(W/V)   هـا بـا   ژلبارگذاري شدند و پـس از الکتروفـورز، عکـس

.آنالیز شدندImage Jاستفاده از برنامه 

مشخصات آغازگرها:1جدول 
TM)نام آغازگر)´3-´5(توالی آغازگر طول قطعه)گراددرجه سانتی

58/32
57/25

132AGC TGT CAC CAA ACT TCC AC
AAC AGT CGT GGA AGA GGA TG

POX

58/01
51/08

143ACC CAA AAG CCA ACA GAG AG
ACC ATC ACC AGA GTC GAG AA

ACTIN

فعالیـت آنـزیم پراکسـیداز بـا     :سنجش فعالیـت پراکسـیداز  
ي گیـر اسپکتروفتومتر انـدازه وسیلهبهChanceاستفاده از روش

میکرولیتــر پراکســید 750مخلــوط واکــنش شــامل ). 25(شــد 
، محلول بافر فسـفات پتاسـیم   =7pHمولار با میلی70هیدروژن 

میکرولیتـر آب مقطـر اسـتریل    7pH= ،750مولار بـا  میلی100
مـولار محلـول در آب   میلـی 10میکرولیتر گوئیکـول  750شده، 

470مـوج  فعالیت آنـزیم پراکسـیداز در طـول   . مقطراستریل بود
بـراي  . گیـري شـد  ثانیـه، انـدازه  180نانومتر و در زمان واکـنش  

و همکـاران اسـتفاده   Hartسنجش ایـن آنـزیم روي ژل از روش   
درصد و ژل متـراکم 10در این روش ژل جداکننده ). 26(گردید 
.درصد مورد استفاده قرار گرفت4کننده 

ران با همکاوBatesروشازپرولیناستخراج:سنجش پرولین
انجـام شـد   اسـید هیدرینناینمعرفوبرگیتراستفاده از بافت

هـا از روي منحنـی اسـتاندارد و بـا     غلظت پـرولین نمونـه  ). 27(
نـانومتر  520استفاده از دسـتگاه اسـپکتوفتومتر در طـول مـوج     

.تعیین گردید

آنالیز آماري

تصادفی باطرح کاملاقالبدرفاکتوریلاین تحقیق به صورت
خشکی انجام –سیلیکونوخشکیتیمار شاهد،سهوتکرارسه
صورت گرفت SPSS16افزار ها با استفاده از نرمآنالیز داده. شد

ها با استفاده از آزمون دانکن در سطح احتمال و مقایسه میانگین
.انجام شدExcelافزار مربوطه و رسم نمودارها با استفاده از نرم

نتایج

ر لاین، تیمار و اثر متقابل لاین در تیمـار بـراي   در این تحقیق، اث
کمـی ژن  هاي فتوسنتزي، بیان نیمهپروتئین محلول کل، رنگدانه

POX     و میزان فعالیت پراکسیداز و پـرولین مـورد بررسـی قـرار
ها براي صفات مختلـف در  گرفت که خلاصه تجزیه واریانس داده

. ارائه شده است2جدول 

ت صفات مورد آزمایشمیانگین مربعا:2جدول

aکلروفیل bکلروفیل کلروفیل کلپرولین
پروتئین 
محلول کل

فعالیت 
پراکسیداز

Gene
POX

درجه 
منابع تغییراتآزادي

لاین1**291/136**1/814**8/547**0/168**0/690**1/568**262/358
تیمار2**342/610**2/055**61/345**0/963**2/979**7/342**5108/797

26/922*0/006ns0/025ns0/009ns0.000ns0/270**21/837**2تیمار×لاین
خطا4/4970/0160/0290/0120/3560/0261/18012
تغییراتضریب 2/155/863/1310/218/294/3312/77
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1394455انزمست، 4، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت

تحت تنش خشکی، میزان پروتئین کل نسبت به شاهد در هر دو 
کـاهش محتـواي پـروتئین    . داري کاهش یافتطور معنیلاین به

مقـاوم و  محلول کل در تیمار خشکی نسبت بـه شـاهد در لایـن   
در . بـود 21/6mg/g.FWو 2/6حساس بـه ترتیـب بـه میـزان     

حالی که کاربرد سیلیکون میزان پروتئین محلول کل را افـزایش  

تحت تاثیر این تیمار میـزان کـاهش پـروتئین محلـول کـل      . داد
تفکیـک بانـدهاي   . بود78/1mg/g.FWو 76/1اهد نسبت به ش

دهنده کاهش میزان پروتئین آنـزیم روبیسـکو در   پروتئینی نشان
باشد ولی با کاربرد سیلیکون شدت بانـدهاي  اثر تنش خشکی می

ــت     ــزایش یاف ــکی اف ــه خش ــبت ب ــی نس ــکل (پروتئین ).1ش

در تیمارهـاي شـاهد، خشـکی و    SDS-PAGEو بانـدهاي پـروتئین محلـول کـل بـر روي ژل      ) سـمت چـپ  (تغییرات محتـواي پـروتئین کـل    :1شکل 
.خشکی در دو لاین مقاوم و حساس+سیلیکون

طـور  هـاي فتوسـنتزي تحـت تیمـار خشـکی بـه      میزان رنگدانـه 
واي در تیمــار خشــکی کــاهش محتــ. داري کــاهش یافــتمعنــی

و کلروفیل کل در مقایسه با تیمار شـاهد  b، کلروفیل aکلروفیل 
و در 19/2mg/g.FWو 43/1، 74/0ترتیـب   در لاین مقاوم بـه 

.  بـود 17/2mg/g.FWو 29/1، 86/0لاین حسـاس بـه میـزان    
میـزان وهشـد تـنش ازناشـی خسـارات کاهشباعثسیلیکون

تیمـار بـا مقایسـه درسـیلیکون اثـر درفتنوسنتزيهايرنگدانه
کـه میـزان   طـوري بـه .یافتنـد افـزایش داريمعنیطوربهخشکی

و کلروفیل کل در مقایسه b، کلروفیل aکاهش محتواي کلروفیل 
71/0و 3/0، 41/0ترتیــب بــا تیمــار شــاهد در لایــن مقــاوم بــه

mg/g.FW 81/0و 41/0، 39/0و در لایــن حســاس بــه میــزان
mg/g.FW ج حاصـل از سـنجش بیـان ژن    نتـای ). 2شـکل  (بود

POXداري را بـین تیمارهـاي   کمی اختلاف معنیصورت نیمهبه
تیمار در سطح احتمـال یـک   ×مختلف، دو لاین و اثر متقابل لاین

در تیمــار POXمیــزان بیــان ژن ).3شــکل (درصــد نشــان داد 
خشکی در هـر دو لایـن نسـبت بـه تیمارهـاي دیگـر       -سیلیکون

میزان بیان ژن نسـبت بـه   CB-20315افزایش داشته و در لاین 
) 2جـدول  (ها تجزیه واریانس داده.بیشتر بودCB-20213لاین 

براي میزان فعالیت آنزیم پراکسیداز تحت تنش خشکی اخـتلاف  

داري را بــین تیمارهــاي مختلــف، دو لایــن و اثــر متقابــل معنــی
تحـت تـاثیر   . تیمار در سطح احتمال یک درصد نشـان داد ×لاین

ی میزان فعالیت آنزیم کاتالاز نسبت به شـاهد در هـر   تیمار خشک
در ایـن  ). 4شـکل (داري افـزایش پیـدا کـرد    طور معنیدو رقم به

داري در میزان فعالیت آنزیم تحقیق سیلیکون باعث افزایش معنی
طوریکـه افـزایش فعالیـت آنـزیم     کاتالاز در هر دو رقم گردید، به

دار کاتالاز تحت تیمار سیلیکون در مقایسه با تیمار خشکی معنی
آنزیم هايآیزوزایمفعالیتموردهمچنین در تغییراتی که در. بود

شد نشان داد که تحت مشاهدهآمیداکریلژلرويپراکسیداز بر
خشکی شدت باندها نسـبت بـه تیمـار    -تیمار خشکی و سیلیکون

سنجش اسپکتروفتومتريازحاصلاهد بیشتر است که با نتایجش
محتواي پرولین در تیمارهاي خشکی و سـیلیکون  . انطباق داشت

افـزایش محتـواي   . داري افـزایش یافـت  طـور معنـی  خشکی به+ 
خشکی نسبت به شاهد + پرولین تحت تیمار خشکی و سیلیکون 

و در 67/59U mol/g.FWو 2/46در لایـن مقـاوم بـه میـزان     
. بـود 52/51U mol/g.FWو 11/40لاین حسـاس بـه میـزان    

سیلیکون باعث افزایش میزان پرولین تحت تنش خشکی گردیـد  
). 5شکل(

KDaشاهد                  ون خشکیسیلیکسیلیکون خشکی شاهد 

١١۶
٢/۶۶

۴۵
٣۵
٢۵

۴/١٨

۴/١۴
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1394زمستان، 4، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت456

.خشکی در لاین مقاوم و حساس+سیلیکونهاي فتوسنتزي در تیمارهاي شاهد، خشکی وتغییرات محتواي رنگدانه:2شکل 

.خشکی در دو لاین مقاوم و حساس+تحت تیمارهاي شاهد، خشکی و سیلیکونPOXبیان ژن :3شکل 

شاهدخشکیسیلیکونشاهد خشکیسیلیکون

POX

ACTIN
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1394457نزمستا،4، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت

-Nativeو فعالیت آنـزیم پراکسـیداز بـا اسـتفاده از ژل    ) سمت چپ(تغییرات فعالیت آنزیم پراکسیداز :4شکل  PAGE    در تیمارهـاي شـاهد، خشـکی و
.خشکی+سیلیکون

.خشکی+تغییرات محتواي پرولین در تیمارهاي شاهد، خشکی و سیلیکون:5شکل 

بحث

توانـد  در برخی از منابع پیشنهاد شده اسـت کـه سـیلیکون مـی    
منظور در ایـن  بدین. تحمل به خشکی را در گیاهان افزایش دهد

شـکی در دو لایـن گیـاه جـو     تحقیق اثرات سیلیکون بر تـنش خ 
در نتایج تحقیق ما مشاهده شد کـه در هـر دو رقـم    . بررسی شد

شـود کـه ایـن    تیمار خشکی سبب کاهش میـزان پـروتئین مـی   
. طـور قابـل تـوجهی جبـران گردیـد     کاهش توسط سـیلیکون بـه  

AhmadTale  و همکاران در آزمایشی اثر سیلیکون را در گیـاه
حله رشدي مورد بررسی قرار گندم تحت تنش خشکی در سه مر

-منظور از سـه تیمـار شـاهد، خشـکی و سـیلیکون     به این. دادند
+نتایج نشان داد که در تیمار سیلیکون. خشکی استفاده کردند

خشکی، سـیلیکون مـانع از کـاهش پروتئینـی در شـرایط تـنش       
رسد که افزایش در میزان پروتئین محلـول در  نظر میبه. شودمی

 ـ    تیمار سـیلیکون   دلیـل سـنتز   هدر مقایسـه بـا تیمـار خشـکی، ب

هـاي مـرتبط بـا    هاي جدید و یا افزایش سـطح پـروتئین  پروتئین
تـوان بـه   باشد که مـی سازگاري و تطابق گیاه با تنش خشکی می

میـزان  هاي ضداکسنده اشاره کرد که در تیمار سیلیکون بـه آنزیم
ش علـت کـاه  کمبـود آب بـه  ). 7(زیادي افزایش پیدا کرده است 

هــاي هــاي فتوســنتزي، کــاهش در فعالیــت آنــزیمدادن رنگدانـه 
فتوسنتزي به ویژه آنزیم روبیسکو، کاهش فتوسنتز و رشد، نتیجه 

در تحقیقـات  . سـازد صورت کاهش عملکرد نمایان مـی خود را به
مختلف بین میزان فتوسنتز برگ و محتـواي کلروفیـل در واحـد    

ایـن تحقیـق   در. دسـت آمـده اسـت   سطح همبستگی مثبتی بـه 
هاي فتوسـنتزي گردیـد، امـا    خشکی سبب کاهش میزان رنگدانه

و b، کلروفیـل  aمیزان کلروفیـل  افزایشسببکاربرد سیلیکون
و Shenآزمـایش انجـام شـده توسـط     در. کلروفیل کـل گردیـد  

زنی ، اثر سیلیکون و اشعه ماوراء بنفش را در جوانه)28(همکاران
نتایج نشان داد . ی مطالعه کردندگیاه لوبیا در شرایط تنش خشک

شاهدخشکی سیلیکون  شاهد  خشکی سیلیکون 
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1394نزمستا،4، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت458

شود که هاي فتوسنتزي میکه تنش خشکی سبب کاهش رنگدانه
با افزودن تیمار سیلیکون خسارات ناشی از تـنش اکسـیداتیو بـه    

هـا نشـان دادنـد کـه     آن. یابـد هاي فتوسنتزي کاهش میرنگدانه
سیلیکون باعث افزایش محتـواي کلروفیـل و در نهایـت افـزایش     

poxنتایج نشان داد که سیلیکون میـزان بیـان ژن   . دشفتوسنتز 

و نیز میزان فعالیت آنزیم را نسـبت بـه تیمـار خشـکی و شـاهد      
. این نتایج  با نتایج محققـین دیگـر مشـابه بـود    . دهدافزایش می

Bai تحت شرایط تنش خشکی تاثیر سـیلیکون  )29(و همکاران
ه ذرت بررسـی  هاي ضداکسـنده را در گیـا  بر میزان فعالیت آنزیم

داري بـر میـزان   تحت شرایط تنش خشکی تغییـر معنـی  . کردند
هـاي شـاهد مشـاهده    فعالیت آنزیم کاتالاز در مقایسـه بـا نمونـه   

هـاي  ولی سیلیکون باعث افزایش در میزان فعالیت آنزیم. نگردید
. دش ـدر هـر دو رقـم   POXو CAT،SOD ،APXضداکسـنده  

ــ ــزیفعالیــتافــزایشکــهطــوريهب تیمــاردرهــامایــن آن
.بـود دارمعنـی خشـکی بـا تیمـار  مقایسهدرخشکی+سیلیکون
Sharmaافزایش در فعالیت آنزیم پراکسـیداز در  )1(و همکاران

هایی که در بررسی. اثر تنش خشکی در برنج را نیز گزارش کردند
د کـه  ش ـبر روي برنج در مرحله نشـاء صـورت گرفـت، مشـخص     

یاهـان تحـت تـنش خشـکی بـا      افزایش فعالیت پراکسـیداز در گ 
 ـ  واکنش هـاي آزاد و  وجودآورنـده رادیکـال  ههـاي اکسـیدکننده ب

ــی همبســتگی دارد و  ــوثري در POXپراکســیدهاي آل نقــش م
در آزمایش اثرات سیلیکون بر گیـاه لوبیـا   . داردH2O2پاکسازي 

هاي ، غلظت سیلیکون در برگ)30(و همکارانPolancoتوسط 
میزان اهد بهن در مقایسه با گیاهان شگیاهان تحت تیمار سیلیکو

جـذب کـربن خـالص، سـرعت هـدایت      . درصد افزایش یافت33
هاي ضداکسنده در گیاهـان  اي، مقدار تعرق و فعالیت آنزیمروزنه

نتـایج  . تحت تیمار سیلیکون نسبت به گیاهان شـاهد بـالاتر بـود   
نشان داد که سیلیکون مقاومـت گیاهـان را بـا افـزایش فعالیـت      

سـیلیکون باعـث افـزایش    . دهدمیهاي ضداکسنده افزایش مآنزی
. دشـو اي در میزان پرولین در شرایط تنش خشکی میقابل توجه

اخیرا به نقش حفـاظتی پـرولین در جلـوگیري از مـرگ سـلولی      
. هاي اکسیداتیو توجه زیادي شـده اسـت  ایجاد شده توسط تنش

زایش در این تحقیق در شرایط تنش خشـکی میـزان پـرولین اف ـ   
اي در میـزان  یافت، ولی با کاربرد سیلیکون افزایش قابل ملاحظه

و Ozturk. دش ـتجمع پرولین در شرایط تنش خشکی مشـاهده  
نیـز اثـرات تـنش شـوري بـر میـزان پـرولین در        )31(همکاران

نتـایج  . هاي نخود در شرایط مزرعه مورد آزمایش قرار دادندبرگ
افـزایش محتـواي   آزمایش نشان داد کـه تـنش شـوري موجـب     

توانایی . دشومیH2O2پرولین، ولی در مقابل باعث کاهش میزان 
واسطه تنظیمات اسمزي، ایجـاد ثبـات در سـاختارهاي    پرولین به

خوبی شناخته شده است و افـزایش  هاي آزاد بهسلولی و رادیکال
ــزیم   ــت از آن ــی در حفاظ ــش مهم ــرولین نق ــل در  پ ــاي دخی ه

ر برابر اثرات مخرب تـنش شـوري   ی دتاکسیدانهاي آنتیسیستم
علـــت افـــزایش فعالیـــت بـــهH2O2کـــاهش در میـــزان . دارد
باشد که نقش مهمی هاي آنزیمی و غیرآنزیمی میتاکسیدانآنتی

در .کننـد هاي محیطـی بـازي مـی   را در حفاظت گیاهان از تنش
اثر سیلیکون را در شـرایط تـنش   )Moussa)32آزمایشی دیگر 

میـزان پـرولین در   . رد مطالعـه قـرار داد  شوري در گیاه ذرت مـو 
افزایش یافت، ولی در NaClتیمار شوري و تیمار سیلیکون بدون 

شوري تجمع میـزان پـرولین در مقایسـه بـا     -اثر تیمار سیلیکون
.دار نشدنمونه شاهد معنی

نتیجه گیري

بیان و افزایشباسیلیکوندهد که نتایج تحقیق حاضر نشان می
کاهشتحت اثر تنش خشکی و ضداکسندههايآنزیمفعالیت

بهاکسندهخساراتازمانعسلول،درآزادهايرادیکالمحتواي
همچنین سیلیکون موجب افزایش . دوشجو میگیاههايسلول

هاي فتوسنتزي و میزان میزان پروتئین محلول کل، رنگدانه
در نتیجه . دشتجمع پرولین در هنگام تنش خشکی در این گیاه 

تواند در بهبود تحمل گیاه جو نسبت به تنش کون میسیلی
درپژوهشایناینکهبهتوجهبا. خشکی نقش داشته باشد

مزرعهشرایطدرکهشودمیپیشنهاد،شدانجامايگلخانهشرایط
قرارارزیابیموردنیز محیطیمختلفهايشنتشرایطدرو

گیاهانیااین گیاهرويبرعنصراینبگیرد و مقادیر مختلف
.گردداستفادهتنشبهمقاومگیاهانتولیدبرايدیگر
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Abstract

Aim: The purpose of the present research project was evaluation of the effect of silicon on the severity
of peroxidase genes expression and some morphological traits in both resistant and susceptible barley
lines under drought stress.

Material and Methods: Total soluble protein content, photosynthetic pigments, and total RNA were
extracted from the leaves affected by various treatments. Target gene was evaluated by Semi-
quantitative RT-PCR analysis using synthesized cDNA. Both the peroxidase enzyme activity by

Chance method and proline with Bates method were also evaluated under drought stress treatment.
Accordingly, the experiment was analyzed in a factorial test based on the completely randomized
design with three treatments of control, drought and silicon-drought (sodium silicate 2 mg / 1 Kg soil)
with three replications in a greenhouse.

Results: Silicon application caused to increase the amount of total soluble protein and photosynthetic
pigments in both lines under drought stress. Semi-quantitative RT-PCR analysis of treatments
observed significant differences. Maximum of peroxidase gene expression was observed in the silicon-
drought treatment. Antioxidant enzyme activities were at the highest level as shown by gene
expression pattern of polyacrylamide gel analysis for treated silicon samples. A further increase was
exhibited for proline accumulation caused by silicon application rather than such accumulation in
stress treatment compared to control.

Conclusion: Silicon reduces oxidative damage induced by reactive oxygen species and with the
increase in antioxidant enzyme activities caused to protect plants against environmental stresses.

Keywords: antioxidant enzymes, gene expression, drought stress, silicon
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