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 اكسيدان ن فعاليت آنزيمهاي آنتيميزا آسكوربيك بر اسيدپاشي محلولتنش كم آبي و اثر 
  ).Zea maize L(اي  ذرت دانه برگدر ي يو برخي تغييرات بيوشيميا

  2و مظفر شريفي *1مدرس ثانوي محمد علي ديس ،1آريا دولت آباديان

 گروه زراعت دانشكده كشاورزي، ،دانشگاه تربيت مدرستهران،  1

 علوم گياهيگروه  ،علوم پايهدانشكده  ،دانشگاه تربيت مدرستهران،  1

  29/11/87: تاريخ پذيرش     6/8/86 :تاريخ دريافت

  چكيده

نقاط جهان متأثر بيشتر يك تنش غير زنده عمومي است كه به طور جدي توليد محصولات كشاورزي را در آبي تنش كم
اكسيدان، آسكوربيك بر فعاليت آنزيمهاي آنتي اسيد پاشير تنش كمبود آب و محلولبه منظور بررسي اثبه اين ترتيب . سازد مي

سينگل (اي تجمع پرولين، پراكسيداسيون ليپيدي، محتوي پروتئين، كلروفيل، آسكوربات و دهيدروآسكوربات برگهاي ذرت دانه
تحقيقاتي دانشكدة  ةبا سه تكرار در مزرع كامل تصادفيبلوكهاي طرح آزمايشي به صورت دوبار خرد شده در قالب ) 704كراس 

پاشي در كرتهاي در اين آزمايش تنش كمبود آب در كرتهاي اصلي، زمان محلول. كشاورزي دانشگاه تربيت مدرس انجام گرفت
ان اكسيدفعاليت آنزيمهاي آنتي آب تنش كمبودكه نتايج نشان داد . فرعي قرار گرفتند -فرعي و غلظت محلول در كرتهاي فرعي

كه است در حالي  اين .زايشي مشهود تر بود در كرتهاي تنش در مرحله ،ش فعاليتاين افزاي به طوري كه را افزايش داده است
همچنين تنش كمبود آب محتوي پروتئين محلول و . شدآنزيمي  سبب كاهش در ميزان فعاليتآسكوربيك اسيد پاشي محلول

اسيد . پيدا كرد داريافزايش معني ،آلدهيد در پاسخ به تنشديين و مالونغلظت پرول .را كاهش دادبرگ غلظت كلروفيل 
آلدهيد، با دياكسيدان توانست از كاهش محتوي پروتئين و كلروفيل و افزايش پرولين و مالونآسكوربيك به عنوان يك آنتي

 و زاد افزايشرف آسكوربات بروندرون سلولي با مصمشاهده شد كه غلظت آسكوربات . تنش جلوگيري نمايدمخرب كاهش اثر 
توان گفت كه گياه مصرف اسيد مي .يافته است دهي كاهشدهيدروآسكوربات در شرايط تنش به خصوص تنش بعد از گل

ترجيح داده است و اين ماده به طور بر تنش ادر برآسكوربيك را به عنوان از بين برنده راديكالهاي آزاد بر افزايش فعاليت آنزيمها 
  .و بهبود شرايط رشد گياه گرديده استستقيم سبب كاهش فعاليت اين آنزيمها غير م

  ايآسكوربيك، آنزيمهاي آنتي اكسيدانت، ذرت دانهاسيدتنش كمبود آب،  :كليدي ياه هواژ

   modaresa@modares.ac.ir، پست الكترونيكي 44196522نويسنده مسئول، تلفن تماس *

  مقدمه
ه طور جدي توليد محصولات عاملي است كه ب يآبكم تنش

زراعي را در مناطق مختلف از جمله مناطق خشك و نيمه 
سبب ايجاد واكنشهاي  آبيتنش كم. كندخشك محدود مي

شود ي و فيزيولوژيكي متفاوتي در گياهان مييبيوشيميا
مشابه ديگر تنشهاي  ،آبييكي از اثرات تنش كم ).31(

 كه توسط  شدباايجاد آسيبهاي اكسيداتيو مي ،محيطي

راديكالهاي آزاد اكسيژن مانند راديكالهاي سوپراكسيد، 
- پراكسيد هيدروژن و راديكالهاي هيدروكسيل صورت مي

هاي اكسيژن فعال سبب هتوليد گون .)44 و 37(گيرد 
) 27(تخريب پروتئينها ) 16( ءپراكسيداسيون ليپيدهاي غشا

يهاي چرب نپراكسيداسيو). 25(ود شمي اسيدها نوكلئيكو 
هاي اكسيژن فعال به وجود آيد و تواند در اثر گونهغشاء مي
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در نتيجه باعث كاهش نفوذ پذيري انتخابي غشاء سلولي 
ها ها، ميتوكندريتدر سلولهاي گياهي كلروپلاس. )7(شود 

هاي فعال اكسيژن ها مكانهاي مهم توليد گونهزومو پراكسي
ن ژي فعال اكسيهاهتوليد گون .)35و  34، 20، 19(هستند 

انتقال مستقيم انرژي از كلروفيل  ةها به وسيلدر كلروپلاست
ن يا به وسيله كاهش تك ظرفيتي اكسيژن ژبه مولكول اكسي

). 4(گيرد مهلر صورت مي ةيك طي چرخ مسيستفتودر 
اي اكسيژن فعال هگياهان براي كاهش دادن اثر مخرب گونه

-مكانيسمها مي له ايناز جم .متفاوتي دارند مكانيسمهاي

اين سيستم . ي اشاره كرداكسيدانتوان به سيستم دفاع آنتي
مهمترين . شامل سيستم آنزيمي و غير آنزيمي است

 ،شامل گلوتاتيون، توكوفرول ،اكسيدانتركيبات آنتي
- باشند كه در پاكسازي گونهو آسكوربات مي افلاوونوئيده

نين همچ .ي فعال اكسيژن به طور مستقيم نقش دارندها
كاتالاز، سوپراكسيد  مانند نزيمهاي آنتي اكسيدانآ

و آسكوربات  اكسيدازلفنوپلي  ،پراكسيداز ،ديسموتاز
ل ون در سليژراديكالهاي آزاد اكسپاكسازي پراكسيداز در 

همبستگيهاي گوناگوني بين تنش كمبود ). 1( نقش دارند
هاي محلول در آب درون سلولي اكسيدانيآب و ميزان آنت

 ،يش مقاومتاافز هايراه يكي از). 41( است ش شدهگزار
و مواد  بالا بردن سطح سوبستراهاي آنزيمهاي آنتي اكسيدان

 .باشدآسكوربيك مياسيد درون سلولي مانند  آنتي اكسيدان
بل حل در آب اقبيك يك مولكول كوچك آسكوراسيد 
بوده و به  ييي بالااكسيدانآنتي كه داراي خاصيت است

براي سميت ، ايراي اوليه در مسيرهاي چرخهعنوان سوبست
ن ژو خنثي كردن راديكالهاي سوپراكسيد و اكسي زدايي

اكسيدان ثانويه همچنين به عنوان يك آنتي .منفرد نقش دارد
- اكسيدانهاي چربيدر باز چرخ آلفا توكوفرول و ديگر آنتي

اكسيدان آنتياين مولكول ). 30(كند دوست نقش ايفا مي
سلولهاي گياهي  ،اكسيدانير تركيبات سيستم آنتيهمراه ديگ
ر آسيبهاي اكسيداتيو ناشي از متابوليسمهاي برا در برا

. نمايدو تنفس و حتي آلودگيها حفظ مي فتوسنتزهوازي 
آسكوربيك داراي يك نقش محوري در فتوسنتز بوده اسيد 

اسيد . شودو در غلظتهاي بالا در كلروپلاست يافت مي
ي در ياسه طريق در واكنشهاي بيوشيميآسكوربيك به 

-به عنوان يك آنتي اينكه لاو .كندگياهان نقش ايفا مي

ژن اكسيدان به طور مستقيم در از بين بردن پراكسيد هيدرو
يك  مسيستفتون در توليد شده به وسيلة احياي نوري اكسيژ

مونودهيدروآسكوربات توليد شده  ،دوم. )30( كندميعمل 
ات پراكسيداز به طور مستقيم پذيرنده به وسيله آسكورب

اسيد  سوم اينكه ).21(است الكترون در فتوسيستم يك 
 باشدآسكوربيك كوفاكتوري براي چرخه ويولاگزانتين مي

كه اين چرخه گياهان را در برابر آسيبهاي فتواكسيداتيو ) 4(
اسيد ده است كه مشخص ش به علاوه. كندحفاظت مي

قشها را در رشد گياهان مانند اي از نك مجموعهآسكوربي
تقسيم و بزرگ شدن سلول، توسعه ديواره سلولي و ديگر 

 پيشنهاد شده است كه). 32(كند زي ميهاي نموي بافرآيند
ي و پمپهاي يپلاسما ءآسكوربيك بر روي غشااسيد 

تأثير گذار بوده و بر طبق  )ATP-ase )15پروتوني و 
نده ديواره كن سستاسيدي سبب تحريك عوامل  فرضية

نتيجه افزايش توسعه ديواره سلولي و بزرگ  سلولي و در
همچنين شواهدي مبني بر ). 33( گرددشدن سلول مي

در  Sتا  G1افزايش پيشرفت تقسيم سلولي از مرحله 
آسكوربيك اسيد  پياز توسط كاربرد خارجي يستم ريشةمر

آسكوربيك همراه با گلوتاتيون و اسيد ). 3( وجود دارد
د كه يدر خنثي سازي يون سوپراكس اكسيداني آنتيهاآنزيم

-توليد مي به وسيله واكنش مهلر و واكنشهاي تنفس نوري

اسيد  اعتقاد براين است كه). 30( دارقش دن دوش
پاكسازي يون سوپراكسيد در علاوه بر سكوربيك آ

مصرف ). 4( پاكسازي يون هيدروكسيل نيز نقش دارد
يش مقاومت به تنش اآسكوربيك سبب افزاسيد خارجي 

  ). 36( ودششوري و كاهش اثر مضر تنشهاي اكسيداتيو مي

ظرفيت  ،كسيژنهاي فعال اهدر پاسخ به افزايش توليد گون
افزايش  اكسيدانيهاي آنتو فعاليت آنزيم اكسيدانيدفاع آنتي

نزيم پاكسازي كننده سوپراكسيد آاولين ). 24( يابدمي
سوپراكسيد  به پراكسيد ل راديكاز است كه تبديل اديسموت
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 اهيدروژن كه يك مولكول با خاصيت غير راديكالي است ر
 مسيد هيدروژن توليد شده توسط آنزيپراك .بر عهده دارد

 و يا آسكوربات پراكسيداز تبديل به آب و )17(اتالازك
سمي  لاپراكسيد هيدروژن در غلظتهاي با. شوداكسيژن مي

 بياندر  ،برامغنوان يك پيين به عيبوده ولي در غلظتهاي پا
 اكسيدان نقش داردنتيآژنهاي مقاومت و توليد آنزيمهاي 

جاروب نزيم پراكسيداز نقش مهمي را در آهمچنين ). 5(
 اسيد كمك دارد كه اين عمل بادروژن پراكسيد هي كردن

به عنوان يك دهنده الكترون براي احياي  آسكوربيك 
درطي اين  .گيردصورت ميپراكسيد هيدروژن به آب 
مونودهيدروآسكوربات تبديل  واكنش اسيد آسكوربيك به 

 موجوداتيك آنزيم شناخته شده در نيز كاتالاز . شودمي
ن ژتجزية پراكسيد هيدرو آنمهمترين نقش  بوده كهزنده 

، اكسيدازل آنزيم پلي فنو. )14(  به آب و اكسيژن است
. كنداليز ميها كاتها را به دي فنولفنول هيدرولاسيون مونو

 هاها را به كوئينونفنولنزيم اكسيداسيون ديآهمچنين اين 
. ندكنقش دارند كاتاليز مي هااسيون رنگدانهزمريكه در پلي

اكسيدان در شرايط تغييرات در ميزان فعاليت آنزيمهاي آنتي
شهاي محيطي از جمله تنش كمبود آب گزارش شده نت

بررسي اثر تنش  ،شهدف از انجام اين پژوه). 26( است
ربيك بر آسكو اسيد كمبود آب و كاربرد خارجي و اضافي

ين، تئاكسيدان، محتوي پروهاي آنتيميزان فعاليت آنزيم
ذرت آلدهيد و ديگر تغييرات فيزيولوژيك ديپرولين، مالون

در طول دوره رشد ) 704(رس ذرت ارقام دير. باشديم
ه شده و از بي مواجآ خود ممكن است با شرايط تنش كم

عملكرد آنها كاسته شود چنانچه اسيد آسكوربيك بتواند در 
مراحلي كه گياه دچار تنش شده است سبب افزايش 

توان با مصرف اين مقاومت ويا بهبود رشد آن شود، مي
  .ماده از كاهش عملكرد جلوگيري كرد

  مواد و روشها
در دانشكدة  1385در ارديبهشت ماه سال  آزمايش

شگاه تربيت مدرس به منظور بررسي اثر كشاورزي دان

بر ميزان ) Cويتامين (آسكوربيك  اسيد محلول پاشي
اكسيدان، محتوي پروتئين، پرولين، فعاليت آنزيمهاي آنتي

همچنين و كل و a ،bآلدهيد و غلظت كلروفيلهاي ديمالون
اي ميزان آسكوربات و دهيدروآسكوربات برگ ذرت دانه

در شرايط تنش كم آبي انجام  704 هيبريد كراسسينگل
سطح بدون تنش،  3در اين آزمايش عامل تنش در . گرفت

دهي و تنش بعد از گل) برگي 8(دهي تنش قبل از گل
- به عنوان كرت اصلي و زمان محلول) خروج كامل گل نر(

به عنوان كرت فرعي و ) گل دهيقبل و بعد از(پاشي 
گرفته فرعي در نظر  -غلظت محلول در كرتهاي فرعي

نتايج به صورت كرتهاي دوبار خرد شده در قالب  .شدند
طرح بلوكهاي كامل تصادفي در سه تكرار مورد تجزيه و 

 3تيمار و  24در مجموع اين آزمايش . تحليل قرارگرفت
خط كاشت  5هر كرت از . كرت آزمايشي داشت 72تكرار 

سانتيمتر از يكديگر تشكيل  70متر و فواصل  4به طول 
. شدشامل ميمتر مربع را  12و سطحي معادل  بودشده 

عمليات آماده سازي زمين شامل، شخم، ديسك و ايجاد 
دادن كود اوره . طبق روال معمول انجام شدجوي و پشته 

كيلوگرم در هكتار در سه زمان هنگام كاشت،  400به ميزان 
از نظر . زمان ظهور گل تاجي انجام گرفت رشش برگي و د

مين شده بود أره نياز زمين از سال قبل تكود فسف كوددهي،
و از نظر كود پتاس زمين غني بوده و نياز به كود پتاسه 

سانتيمتر روي  20كشت به صورت دستي و با فواصل . نبود
. بوته در هكتار انجام شد 70000 ييرديفها و با تراكم نها

آبياري كرتها به ميزان لازم و مطابق معمول منطقه با فواصل 
جهت ثبت ميزان آب مصرفي و . گرفتانجام ميروز  3

كنترل ميزان آب در هر بار آبياري، مزرعه به سيستم آبياري 
مبارزه با . اتيلن و كنتور آب مجهز شدهاي پليشامل لوله

علفهاي هرز نيز به صورت وجين دستي در طول دوره 
تيمار تنش كم آبي در دو مرحله رويشي . رشد انجام گرفت

وسيله قطع آبياري و ثبت رطوبت خاك به و زايشي به 
براي اعمال تنش يكسان در مراحل  TDRوسيله دستگاه 

پاشي همچنين اعمال تيمار محلول. مختلف صورت گرفت
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در  شدر پايان دوره تنش توسط سم پا آسكوربيكاسيد
ساعت  24. انجام شد ppm  150و  100، 50، 0غلظتهاي 

هاي و نمونه گرفت نجامابرداري پاشي نمونهبعد از محلول
توسط نيتروژن مايع فريز شدند بلافاصله جمع آوري شده 

درجة  -80ي در فريزر با دماي يهاي بيوشيمياو براي آناليز
  . گراد نگهداري شدند سانتي

 :فنول اكسيدازو پلي سنجش فعاليت آنزيم پراكسيداز
در نيتروژن مايع سائيده در بافر نمونة منجمد گرم از  2/0
درجة سانتي  4در دماي  8/6pHمولار، 02/0تاسيم فسفات پ

 محلول يكنواخت حاصلعصاره گيري شد و سپس گراد 
به مدت درجة سانتي گراد  2- 4دور در دماي  12000در 
-ي جهت اندازهيدقيقه سانتريفيوژ شده و محلول رو 15

مطابق روش فنول اكسيداز و پليگيري فعاليت پراكسيداز 
  .)22( مورد استفاده قرار گرفت قناتي و همكاران

با افزودن مقادير مناسب از عصاره  فعاليت آنزيم پراكسيداز
مولار و  ميلي 28آنزيمي، بافر، گاياكول با غلظت نهائي 

مولار در طول  ميلي 5پراكسيد هيدروژن با غلظت نهائي 
فعاليت آنزيمي به ازاي . نانومتر خوانده شد 470موج 

براي . شدگرم پروتئين در دقيقه بيان تغييرات جذب به ميلي
 100فنول اكسيداز نيز مخلوط واكنش شامل آنزيم پلي

كروليتر آب اكسيژنه يما 500كروليتر از عصاره آنزيمي، يما
- ميلي 02/0كاتكول كروليتر متيليما 500مولار و ميلي 5

 pH 1/6كروليتر بافر پتاسيم فسفات با  يما 1900مولار در 
با استفاده نانومتر  410ر جذب در طول موج افزايش د. بود

خوانده شد و  Cintra GBCاز دستگاه اسپكتروفتومتر مدل 
گرم پروتئين فعاليت آنزيمي به ازاي تغييرات جذب به ميلي

  .شددر دقيقه بيان 

گرم  2/0 :سنجش فعاليت آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز
 8/7pH  با HEPES-KOHليتر بافر  ميلي 3نمونة منجمد در 

همگنهاي . گيري شدمولار عصاره ميلي EDTA 1/0حاوي 
دقيقه در  15دور در دقيقه به مدت  15000حاصل در دور 

ي يسانتريفيوژ شده و بخش رودرجة سانتي گراد  4دماي 

مورد استفاده  زبراي سنجش فعاليت سوپراكسيد ديسموتا
-HEPESبافر : مخلوط  واكنش شامل. )23( قرار گرفت

KOH 50 8/7مولار با  ليميpH  حاويEDTA 1/0 
 -ال  ، 2/10pHمولار با  ميلي 50مولار، كربنات سديم  ميلي

مولار،  ميكرو 75نيتروبلوتترازوليوممولار،  ميلي 12متيونين
 كروليتر عصارة آنزيمييما 200ميكرومولار و  1ريبوفلاوين 

دقيقه در معرض نور قرار داده  15ها به مدت نمونه. بود
 560پس از اين مدت جذب آنها در طول موج شدند و 

يك . تومتر قرائت شدبا استفاده از دستگاه اسپكتروفنانومتر 
واحد فعاليت سوپراكسيد ديسموتاز به عنوان مقدار آنزيمي 

احياي نوري   درصد 50شد كه منجر به مهاردر نظر گرفته 
  . ديگردنيتروبلوتترازوليوم 

سنجش فعاليت آنزيم اي بر :سنجش فعاليت آنزيم كاتالاز
ليتر بافر سديم  ميلي 3گرم نمونه منجمد در  2/0كاتالاز 
همگن . گيري شدعصاره 8/6pHمولار با  ميلي 25فسفات 

دقيقه در  15دور در دقيقه، به مدت  15000حاصل در دور 
سانتريفيوژ شده و سپس محلول درجة سانتي گراد  4دماي 
 .شدتالاز استفاده براي سنجش فعاليت آنزيم كا فوقاني
 240آب اكسيژنه با كاهش در جذب در طول موج  ةتجزي

م گربه ازاي هر ميليمورد سنجش قرار گرفته و نانومتر 
  ).14( پروتئين در عصارة آنزيمي بيان شد

ميزان پروتئين برگ و ريشه نيز بر  :پروتئينسنجش غلظت 
ميلي ليتر از  1بدين منظور . شدتعيين ) 13( طبق روش

كروليتر عصاره آنزيمي پس يما 100به همراه  معرفلول مح
از مخلوط شدن كامل، در دستگاه اسپكتروفتومتر قرار داده 

. نانومتر ثبت گرديد 595شد و جذب محلول در طول موج 
غلظت پروتئين بر حسب ميلي گرم بر گرم بافت تازه 

كه با استفاده از غلظتهاي مختلف  منحني استاندارد توسط
  .   محاسبه شدسرم گاوي تهيه شده بود  آلبومين

- پراكسيداسيون ليپيد :ليپيدهاي غشاء نتعيين پراكسيداسيو

آلدئيد به عنوان ديگيري مالونبا استفاده از اندازهها 
. ليپيدي غشاء انجام گرفت ني پراكسيداسيويفرآوردة نها
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 ليتر ميلي 3گرم در  5/0هاي منجمد شده به ميزان نمونه

سپس . گيري شدندعصارهدرصد  10 ستيك اسيدكلرواتري
 ليتر ميلي 1ليتر از سوسپانسيون صاف شده  به يك ميلي

ها به هر كدام از نمونه درصد 5/0 توريك اسيدتيوباربي
قرار درجة سانتي گراد  100اضافه شد و در حمام آب گرم 

ها از حمام خارج دقيقه، لوله 30بعد از گذشت . گرفت
-آلدئيد با اندازهديشدن ميزان مالون شده و پس از سرد

نانومتر و با  600و  532گيري جذب در طول موجهاي 
محاسبه  )μM cm-1 155=ε(استفاده از ضريب خاموشي 

  .)18( شد
. آسـكوربات آلدهيـد، كلروفيـل، پـرولين آسـكوربات و دهيدرو    ديتجزية واريانس فعاليت آنزيمهاي آنتي اكسيدانت محتوي پروتئين، مـالون  -1جدول 
  .  باشددرصد مي 5درصد و 1دار در سطح به ترتيب به مفهوم وجود اختلاف معني* و ** هاي علامت

فنول اكسيدازپلي پراكسيداز پروتئين آلدهيدديمالون سوپراكسيد ديسموتاز  كاتالاز
درجة 
  آزادي

 منابع تغيير

025/0  0009/0  37/2598  013/1 56/10345 74/352  تكرار 2
**259/2  **0532/0 **92/36462  **37/88 **89/395185 **84/29972  خشكي 2 

069/0  0004/0  6/838  89/2 39/2821 37/121   خشكي×تكرار 4 
184/0  *0056/0 *76/3710  **14 66/6148 9/896  زمان 1
092/0  **0048/0 22/6595  92/1 59/8395 **05/2481   زمان×خشكي 2
089/0  0002/0  34/1317  06/2 25/4706 2/565   )خشكي(زمان×تكرار 6

**033/2  **0087/0 **82/15988  **97/31 **35/204834 **97/26357  غلظت 3 
**722/0  **0039/0 18/2541  61/3 61/18620 **14/6647   غلظت×خشكي 6
*208/0  0006/0  37/513  97/0 79/3181 **06/2908   غلظت×زمان 3

081/0  **0029/0 31/3465  *38/4 72/12605 **68/1351   غلظت×زمان×خشكي 6
063/0  0007/0  01/1731  79/1 69/8693 78/383   خطا آزمايشي 36

  aكلروفيل  bكلروفيل  كلروفيل كل پرولين  آسكوربات  تدهيدروآسكوربا
درجة 
  آزادي

  منابع تغيير

00046/0  00046/0 00001/0  036/0 082/0 037/0  تكرار 2
**09769/0  **12265/0 **002523/0  **733/5 **156/0 **549/7  خشكي 2

00015/0  00071/0 000011/0  094/0 047/0 029/0   خشكي×تكرار 4
00009/0  00035/0 **000159/0  *446/0 033/0 235/0  زمان 1

**00451/0  **0069/0 **000083/0  060/0 005/0 029/0   زمان×خشكي 2
00027/0  00038/0 000004/0  106/0 020/0 082/0   )خشكي(زمان×تكرار 6

**04222/0  **06639/0 **000268/0  **558/1 **354/0 **438/0  غلظت 3
**00291/0  **00552/0 **0001/0  **367/0 **109/0 **289/0   غلظت×خشكي 6

00037/0  *00239/0 000013/0  269/0 026/0 166/0   غلظت×زمان 3
00031/0  00073/0 000027/0  110/0 031/0 032/0   لظتغ×زمان×خشكي 6
00078/0  00057/0 000012/0  104/0 015/0 082/0   خطا آزمايشي 36

  

گيري پرولين محتوي براي اندازه :پرولينسنجش مقدار 
گيري براي اندازه. استفاده شد )8(بافت برگ از روش 

گرم گياهچه توزين و در هاون  2/0پرولين، ابتدا مقدار 

به  درصد  3ليتر اسيد سولفوساليسيليك  ميلي 3چيني در 
حاصل در دستگاه محلول يكنواخت خوبي سائيده شد و 

دقيقه سانتريفيوژ  15به مدت  18000فيوژ با دور يسانتر

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


 1388 پائيز، 3، شماره 22جلد                                                                                                                مجله زيست شناسي ايران   

412 

 

هاي صاف شده را به ليتر از عصاره ميلي 2آنگاه . گشت
 2ها مقدار دار منتقل نموده و به تمام لولهپوشهاي در لوله

اسيد استيك ميلي ليتر  2ميلي ليتر معرف ناين هيدرين و 
ها به مدت يك پس از بستن در لوله. گلاسيال اضافه شد

پس . قرار داده شدنددرجة سانتي گراد  100ساعت در آب 
ميلي ليتر تولوئن  4ها به هر كدام مقدار از سرد كردن لوله

 15اضافه گشت و با استفاده از دستگاه ورتكس به مدت 
ي را كه به يفاز رو سرانجام. ها تكان داده شدثانيه لوله 20تا

و حاوي پرولين محلول در تولوئن  صورتي كمرنگرنگ 
اي استاندارد در دستگاه هبوده برداشته و همزمان با نمونه

 520تومتر قرار گرفت و اعداد در طول موج اسپكتروف
گرم بر غلظت پرولين بر حسب ميلي. نانومتر قرائت گرديد

استاندارد تعيين  برگ با استفاده از منحني ةگرم بافت تاز
گرم  5/0براي تهية محلولهاي استاندارد پرولين، مقدار  .شد

ميلي ليتر محلول اسيد  500پرولين خالص در 
گرم از اسيد  3/3(درصد  3سولفوساليسيليك 

حل ) ميلي ليتر آب مقطر 100سولفوساليسيليك خشك در 
-پرولين به دست مي ppm 100  بدين ترتيب محلول.  شد

براي تهية ساير غلظتهاي   ppm 100  حلولاز م. آمد
  . استاندارد استفاده گرديد

 2/0 ،براي سنجش غلظت كلروفيل :كلروفيلگيري اندازه
عصاره گيري شد  درصد 80گرم نمونه برگي در استون 

داده قرار كاغذ صافي  بر رويسپس عصاره حاصل ). 2(
ليتر و استخراج ميلي يينها 25شد و تا رسيدن به حجم 

. به آن استون اضافه گشتبافت برگ  ازكامل كلروفيل 
به ترتيب در طول موجهاي  bو  aجذب نوري كلروفيل 

نانومتر خوانده شد و با استفاده از فرمول  663و  645
و كلروفيل كل بر حسب   bو  aمربوطه غلظت كلروفيل 

  .ميلي گرم بر گرم برگ تازه به دست آمد

W
V

1000
×  = [12.7 (D663) - 2.69 (D645)] كلروفيل   a 

W
V

1000
×  = [22.9 (D645) - 4.68 (D663)] bكلروفيل   

W
V

1000
×  = [20.2 (D645) - 8.02 (D663)] كلروفيل كل   

براي  :آسكوربات و دهيدروآسكورباتگيري اندازه
ز ا ،برگ تسنجش محتوي آسكوربات و دهيدروآسكوربا

گرم بافت گياه  2/0. استفاده شد) 29( لاو و همكاران روش
-درصد عصاره 5ميلي ليتر اسيد سولفوساليسيليك  3در 

 فوقانيفيوژ و جدا كردن محلول يگيري شد و پس از سانتر
pH  پتاسيم كروليتر بافر يما 800آن به وسيلة اضافه كردن

 NaOHكروليتر يما 33و ) 4/6pH(مولار ميلي 150فسفات  
د زير به سپس موا. تنظيم گشت 5/6تا  5/5ي رو ،مولار 5

 :هاي حاصل و محلول بلانك اضافه شدترتيب به نمونه
كلرواستيك كروليتر ترييما 200كروليتر آب مقطر، يما 100

درصد،  H3PO4 44كروليتر يما200درصد،  10اسيد 
 70حل شده در اتانول ( درصد 4پيريديل كروليتر بييما200

پس از آن  .درصد FeCl3 3كروليتر يما 100و ) درصد
درجه قرار داده  30دقيقه در دماي  60ها به مدت نمونه

ها در طول دقيقه جذب نمونه 30شدند پس از گذشت 
جهت محاسبه غلظت آسكوربات خوانده نانومتر  525موج 
هاي فوق دهيدروآسكوربات به نمونهگيري راي اندازهب. شد
و به  شدمولار اضافه ميلي 10وتريتولتيدي كروليتريما 50

 50سپس . دقيقه در دماي اتاق قرار گرفت 15مدت 
درصد براي غير فعال  5/0مايد آيمالياتيل - كروليتر انيما

و جذب محلول حاصل در  شداضافه  تيوتريتولديكردن 
غلظت آسكوربات و . نانومتر ثبت گرديد 525طول موج 

گرم بر گرم بافت تازة دهيدروآسكوربات بر حسب ميلي
 .برگ با استفاده از منحني استاندارد تعيين شد

براي تجزيه آماري داده  SASاز نرم افزار  :بررسي آماري
و براي مقايسه ميانگينها از آزمون چند . ها استفاده گرديد

  . استفاده شد)>P 05/0(اي دانكن دامنه

  و بحث  نتايج
ت اصلي، زمان در اين آزمايش تنش خشكي به عنوان كر

 اسيد پاشي به عنوان كرت فرعي و غلظتمحلول
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. فرعي در نظر گرفته شد -به عنوان كرت فرعي آسكوربيك
نشان ) 1جدول (واريانس  نتايج حاصل از جدول تجزية

-صفات مورد ارزيابي اثر معني مبر تما كم آبيداد كه تنش 

پاشي وللكه زمان مح و اين در حالي استاست دار داشته 

محتوي  ،اكسيدازل فنونها بر روي فعاليت آنزيم پليت
. ثير گذار بودتأ كل ، پرولين و غلظت كلروفيلپروتئين

دار نشان همچنين فاكتور غلظت بر تمام صفات اثر معني
  . داد

  
- ديدانت، محتوي پروتئين، مالوناكسيپاشي و غلظت محلول بر فعاليت آنزيمهاي آنتيهاي تنش، زمان محلولاثرات اصلي هر يك از تيمار: 2جدول 

  اسيد آسكوربيكپاشي با و كل، پرولين، آسكوربات و دهيدروآسكوربات در شرايط تنش كم آبي و محلول a ،b، كلروفيل دآلدهي

-ديمالون

ميلي مول(دآلدهي
 )متربر سانت

ميلي گرو(پروتئين
)بر گرم بافت تازه

پراكسيداز 
تغييرات جذب (

به ميلي گرم 
)در دقيقه پروتئين

-فنولپلي

تغييرات جذب(اكسيداز
به ميلي گرم پروتئين در

 )دقيقه

سوپراكسيد 
تغييرات جذب (ديسموتاز

به ميلي گرم پروتئين در 
 )دقيقه

تغييرات جذب به (كاتالاز
ميلي گرم پروتئين در 

 )دقيقه

اثرات اصلي  سطح

264/1 b 725/0 a 17/153 c 47/9 c 9/662 c 55/144 c بدون تنش 
861/1 تنش a 686/0 b 41/187 b 10/7 b 2/818 b 7/161 b دهي گل قبل تنش

686/1 a 631/0 c 94/230 a 47/9 a 5/917 a 51/212 a دهي بعدگل تنش
55/1 a 672/0 b 69/197 a 86/7 a 34/790 a 45/176 a زمان  دهيگلقبل

65/1پاشيمحلول a 690/0 a 33/183 a 98/6 b 82/808 a 39/169 a دهيگلبعد  
05/2 a 65/0 c 78/232 a 27/9 a 39/922 a 41/224 a 0 

غلظت اسيد
آسكوربيك

65/1 b 67/0 b 30/187 b 04/7 b 42/837 b 2/179 b 50 
41/1 c 68/0 b 24/178 b 26/7 b 83/767 c 14/148 c 100 
29/1 c 7/0 a 73/163 b 11/6 c 67/670 d 92/139 c 150 

بر اساس آزمون دانكن داراي اختلاف  05/0اند، در سطح احتمال ه شدههائي كه با حرف يكسان نشان داددر هر صفت و گروه مقايسه شده، تيمار
  .دار نيستند  معني

  
-اكسيدانت، محتوي پروتئين، مالونپاشي و غلظت محلول بر فعاليت آنزيمهاي آنتيهاي تنش، زمان محلولاثرات اصلي هر يك از تيمار: 2جدول ادامه 

  اسيد آسكوربيكپاشي با ربات و دهيدروآسكوربات در شرايط تنش كم آبي و محلولو كل، پرولين، آسكو a ،b، كلروفيل دآلدهيدي

  سطح اثرات اصلي
ميلي ( aكلروفيل

گرم بر گرم بافت 
  )تازه

ميلي ( bكلروفيل
گرم بر گرم بافت 

  )تازه

ميلي(كلروفيل كل
گرم بر گرم بافت 

 )تازه

ميلي گرم بر(پرولين
 )گرم بافت تازه

ميلي گرم (آسكوربات
  )گرم بافت تازهبر 

ميلي (تدهيدروآسكوربا
  )گرم بر گرم بافت تازه

  تنش
892/1  بدون تنش a 647/0 a 539/2 a 015/0 c 476/0 a 420/0 a 

671/1 دهيگلقبل تنش b 609/0 a 28/2 b 021/0 b 340/0 c 303/0 c 

829/0 دهيگلبعد تنش c 764/0 a 593/1 c 035/0 a 369/0 b 318/0 b 

پاشيزمان محلول
4/1 يدهگلقبل a 65/0 a 05/2 a 025/0 a 393/0 a 346/0 a 

52/1  دهيگلبعد a 69/0 a 21/2 a 022/0 b 397/0 a 348/0 a 

غلظت اسيد 
 آسكوربيك

0 23/1 b 48/0 c 71/1 b 028/0 a 314/0 c 284/0 c 

50 57/1 a 8/0 a 38/2 a 025/0 b 384/0 b 335/0 b 

100 5/1 a 66/0 b 17/2 a 022/0 c 435/0 a 379/0 a 

150 53/1 a 74/0 ab 27/2 a 019/0 c 447/0 a 391/0 a 

بر اساس آزمون دانكن داراي اختلاف  05/0اند، در سطح احتمال هائي كه با حرف يكسان نشان داده شدهدر هر صفت و گروه مقايسه شده، تيمار
  .دار نيستند  معني
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 كم آبيكه تنش  دادنشان ) 2جدول (جدول اثرات اصلي 
ته به اشددار اثر معنيسي ي مورد برربر فعاليت تمام آنزيمها

ها را نزيمدهي بيشترين فعاليت آطوري كه تنش بعد از گل
 كمترين ميزان فعاليت در. استختصاص داده ابه خود 

به  كم آبيتنش . مشاهده شد كم آبيهاي بدون تنش كرت
داري در سبب كاهش معني در فاز زايشيص تنش خصو

شان داد كه نتايج ن. محتوي پروتئين محلول در برگها شد
-در كرتهاي بدون تنش مي آلدهيدديمالون غلظتكمترين 

د از عب يادهي ز گلابين گياهاني كه قبل  باشد علاوه بر اين
-ديمالوندهي تنش ديده بودند اختلافي از نظر غلظت گل

باعث كاهش غلظت  كم آبيتنش . مشاهده نشد آلدهيد
ظت و محتوي كلروفيل كل گشت اما بر غل aكلروفيل 
دهي تنش بعد از گلبه طوري كه  نگذاشت تأثير bكلروفيل 

در برگ محتوي پرولين . سبب كاهش بيشتر كلروفيل شد
توليد  .بدون تنش بود گياهانتنش ديده بيشتر از  گياهان

ش قبل از تندهي بيش از پرولين در طي تنش بعد از گل
سبب كاهش  كمبود آبتنش . ده شدهدهي مشاگل

به  شدنسبت به شاهد يدروآسكوربات آسكوربات و ده
. دهي در اين كاهش بيشتر بوداز گلل طوري كه اثر تنش قب

و با  در كرتهاي بدون تنش آسكورباتبيشترين غلظت 
و بيشترين آسكوربيك اسيد  100و  ppm 150مصرف 

هاي تنش ديده و بدون غلظت دهيدروآسكوربات در كرت
  . ديده شد زادبرون آسكوربيك مصرف اسيد

بيشترين ) 3جدول ( هاميانگين هبا توجه به جدول مقايس
دهي و هاي تنش بعد از گلفعاليت آنزيم كاتالاز در تيمار

 همچنين .مشاهده شد آسكوربيكاسيد ن مصرف بدو
مربوط به تيمارهاي ، ين ميزان فعاليت در اين آنزيمركمت

و  در فاز رويشيآسكوربيك اسيد ppm100بدون تنش و 
در فاز اسيد آسكوربيك  ppm150دهي و ز گلتنش قبل ا

گياهاني كه در فاز رويشي تنش ديده در  .باشدمي رويشي
سبب كاهش  در اين مرحله آسكوربيك اسيد مصرف ،بودند

اسيد  ppm50ولي مصرف . ز گشتلاافعاليت آنزيم كات
. نشان نداد گياهاناختلافي را با تيمار شاهد در  سكوربيكآ

در فاز تنش  همراه با فاز زايشي درن آهمچنين مصرف 
در . زيم را در پي داشتننيز كاهش فعاليت اين آ رويشي

 پاشي قبل از ظهور گل تاجيمحلولو زمان تنش زايشي 
تغيير در  .نيز كاهش فعاليت آنزيم كاتالاز مشاهده شد

ي است يهااكسيدان يكي از مكانيسمفعاليت آنزيمهاي آنتي
دهد تحمل به تنشها رخ مي براي افزايش نكه در گياها

فعاليت آنزيم كاتالاز مطابق نتايج به دست آمده در ). 26(
- چنين به نظر مي). 43(يابدشرايط تنش كم آبي افزايش مي

رسد كه در شرايط تنش كم آبي، افزايش غلظت پراكسيد 
، )11(هيدروژن توسط فعاليت آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز 

تالاز براي تجزية پراكسيد سبب افزايش فعاليت آنزيم كا
اما در شرايط بدون تنش به دليل عدم  گرددهيدروژن مي

توليد بيش از حد راديكالهاي آزاد اكسيژن، توليد پراكسيد 
سوپراكسيد كاهش يافته و در نتيجه  هيدروژن ناشي از يون

نيز به  آسكوربيكاسيد  .يابدفعاليت آنزيم كاتالاز كاهش مي
ز بين بردن يون سوپر اكسيد در سازي و ادليل خنثي

پاكسازي اين يون مخرب نقش داشته و در نتيجه سبب 
كاهش توليد پراكسيد هيدروژن و در پي آن كاهش فعاليت 

   ). 30(شود آنزيم كاتالاز مي

اري در فعاليت آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز دافزايش معني
مطابق نتايج ت به تنش نديده بدر گياهان تنش ديده نس

در شرايط بدون تنش  .)43( ده گشتمشاهكايرخام انگ وژ
 آسكوربيك اسيد كاربرد در مرحلة رويشي،پاشي و محلول

 50اما در بين غلظتهاي . سبب كاهش فعاليت اين آنزيم شد
بدون  كرتهايدر . داختلافي مشاهده نش ppm  150و 100
 بعد از خارج شدن گل نر، آسكوربيك اسيد مصرف و تنش

اسيد آسكوربيك  ppm  150داري بين مصرفنياختلاف مع
ها مشاهده شد به طوري كه ن تيمارين در او عدم مصرف آ

باعث كاهش فعاليت  ،اسيدآسكوربيك  ppm  150مصرف
 150و  100مصرف . اين آنزيم نسبت به تيمار شاهد گشت

ppm  در گياهاني كه مرحلة رويشي در يك سكوربآاسيد
سبب كاهش فعاليت  دتنش ديده بودن اين مرحله

ين ا.  د شدسوپراكسيد ديسموتاز نسبت به تيمار شاه
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سكوربيك آاسيد   ppm  150با مصرف ،كاهش در فعاليت
دهي نيز قبل از گلديده دهي در گياهان تنش بعد از گل
طور به  خارج شدن گل تاجي تنش بعد از. مشاهده شد

ش شمگيري فعاليت آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز را افزايچ
ثيري تأ در مرحلة رويشي اسيد آسكوربيكداد و مصرف 

پاشي با محلولاما . نزيم نشان ندادميزان فعاليت اين آ بر
در فاز هاي تنش دهي در كرتاز گل دبعppm  150محلول
فعاليت اين آنزيم را نسبت به عدم مصرف آن  زايشي،

افزايش  .ثر نبودؤن مآظتهاي كمتر لولي غ .اهش دادك

دهد كه زيم سوپراكسيد ديسموتاز زماني رخ ميفعاليت آن
اين گونة فعال . يون سوپر اكسيد درون سلولي افزايش يابد

اكسيژن در اثر تنشهاي محيطي مختلف از جمله كم آبي، 
نتايج نشان داد ). 37(يابد شوري و تشعشع بالا افزايش مي

- سبب كاهش فعاليت اين آنزيم مي اسيد آسكوربيككه 

- ش فعاليت آنزيم در گياهان تنش ديده را مياين كاه. شود

در خنثي سازي  اسيد آسكوربيكاكسيداني توان به اثر آنتي
  .)30(مستقيم يون سوپر اكسيد نسبت داد

  
اتآلدهيد، كلروفيل، پرولين آسكوربات و دهيدروآسكوربديمقايسات ميانگين فعاليت آنزيمهاي آنتي اكسيدانت محتوي پروتئين، مالون: 3جدول   

-ديمالون 
ميلي مول(دآلدهي

 )متربر سانت

ميلي (پروتئين 
گرو بر گرم 
 )بافت تازه

تغييرات(پراكسيداز 
جذب به ميلي گرم 
)پروتئين در دقيقه

اكسيداز فنولپلي
تغييرات جذب به(

ميلي گرم پروتئين 
 )در دقيقه

سوپراكسيد ديسموتاز 
تغييرات جذب به ميلي(

)گرم پروتئين در دقيقه

تغييرات (تالازكا
جذب به ميلي گرم
)پروتئين در دقيقه

ت محلول
غلظ

 

زمان محلول
 -

پاشي
ش كم  

تن
آبي

  

36/1 efgh 7293/0 ab 81/168 cde 411/6 efg 72/817 bcdef ij78/148  0 

محلول
پاشي قبل

از گلدهي ش
بدون تن

  

28/1 fgh 7327/0 ab 164de 238/6 efg 41/585 ij 36/172 fghi 50 
10/1 gh 7287/0 ab 43/154 e 965/5 efg 27/614 hij 68/89 k 100 

37/1 efgh 7264/0 ab 24/136 e 586/4 fg 99/518 j 92/134 ij 150 
22/1 gh 7372/0 a 76/154 e 617/6 def 34/812 bcdefg 64/151 ij 0 

محلول
از گپاشي بعد

دهي
 

03/1 h 7218/0 ab 76/152 e 951/5 efg 57/705 efghi 21/168 fghij 50 
16/1 gh 7138/0 ab 32/150 e 724/5 efg 10/652 fghij 56/151 ij 100 
57/1 efg 7161/0 ab 08/144 e 958/3 g 24/597 ij 29/139 ij 150 
56/2 a 6435/0 cd 74/250 ab 848/9 abc 968abc 36/233 dc 0 

محلول
پاشي قبل 

ش قبل  از گل از گلدهي
تن

دهي
  81/1 cde 6385/0 cde 54/198 bcde 341/8 cde 18/879 abcde 95/200 def 50 

51/1 efgh 7168/0 ab 6/136 e 471/6 defg 52/759 defghi 49/159 ghij 100 
13/1 gh 7239/0 ab 01/137 e 975/5 efg 17/637 ghij 46/95 k 150 
36/2 ab 6273/0 de 45/247 abc 532/9 abc 12/909 abcd 70/249 bc 0 

محلول
از گپاشي بعد

دهي
 

15/2 abcd 7102/0 ab 58/146 e 810/4 fg 71/1002 a 27/132 j 50 
77/1 def 7040/0 ab 78/196 bcde 925/5 efg 58/756 defghi 28/139 ij 100 
57/1 efg 7266/0 ab 65/185 bcde 945/5 efg 47/633 hij 13/83 k 150 
57/2 a 5890/0 ef 06/287 a 9/11 a 40/1000 a 93/268 ab 0 

محلول
پاشي قبل

ش بعد از گل از گلدهي
تن

دهي
  54/1 efg 5745/0 f 39/243 abcd 916/7 cde 57/992 ab 03/230 cde 50 

33/1 efgh 6296/0 cde 83/255 ab 255/11 ab 53/863 abcde 28/194 fg 100 
03/1 h 6373/0 cde 65/239 abcd 455/9 abc 28/847 abcde 20/189 fgh 150 

25/2 abc 5975/0 def 87/287 a 352/11 ab 75/1026 a 05/294 a 0 

محلول
از گپاشي بعد

دهي
 

07/2 bcd 6343/0 cde 55/218 abcde 99/8 bcd 07/859 abcde 43/171 fghi 50 
57/1 efg 6805/0 bc 46/175 bcde 224/8 cde 98/960 abc 58/154 hij 100 
09/1 gh 7129/0 ab 76/139 e 748/6 def 88/789 cdefgh 57/197 ef 150 
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 .دار دارنداختلاف معني 05/0آزمون دانكن در سطح احتمال اند بر اساسهائي كه با حروف متفاوت نشان داده شدهدر هر ستون ميانگين

.آلدهيد، كلروفيل، پرولين آسكوربات و دهيدروآسكورباتديمقايسات ميانگين فعاليت آنزيمهاي آنتي اكسيدانت محتوي پروتئين، مالون: 3ادامه جدول 

ميلي(تدهيدروآسكوربا
)گرم بر گرم بافت تازه

ميلي(آسكوربات
رم بافتگرم بر گ
  )تازه

ميلي (پرولين
گرم بر گرم 
 )بافت تازه

ميلي (كلروفيل كل
گرم بر گرم بافت 

 )تازه

ميلي ( bكلروفيل
گرم بر گرم بافت 

  )تازه

aكلروفيل
ميلي گرم بر (

گرم بافت 
  )تازه

ت محلول
غلظ

 

زمان محلول
 -

پاشي
ش كم  

تن
آبي

  

35/0 bcde 39/0 cd 013/0 h 23/2 cdef 50/0 ghij 73/1 abc 0 

محلو
ل

پاشي قبل از 
گلدهي

  

ش
بدون تن

  

38/0 b 43/0 bc 016/0 gh 67/2 abc 69/0 cdefgh 97/1 abc 50 
23/0 g 52/0 a 016/0 gh 48/2 abcd 63/0 defghi 85/1 abc 100 
23/0 g 53/0 a 015/0 gh 22/2 cdef 60/0 defghi 62/1 bcd 150 

35/0 bcde 39/0 cd 014/0 h 45/2 abcd 64/0 defghi 81/1 abc 0 

محلول
پاش

ي بعد از 
گ

دهي
 

38/0 bc 43/0 bc 015/0 gh 32/2 bcde 54/0 efghij 78/1 abc 50 
27/0 fg 55/0 a 015/0 h 03/3 a 80/0 cd 23/2 a 100 
25/0 g 53/0 a 015/0 gh 87/2 ab 75/0 cdef 11/2 ab 150 
47/0 a 31/0 e 029/0 cd 62/1 fghi 46/0 hij 16/1 def 0 

محلول
پاشي قبل از 

گلدهي
 

ش قبل  از گل
تن

د
هي

  31/0 def 36/0 d 025/0 def 95/1 defg 76/0 cdef 14/2 ab 50 
32/0 def 35/0 d 019/0 fgh 91/2 ab 52/0 ghij 43/1 cde 100 

34/0 bcde 39/0 cd 013/0ا  48/2 abcd 65/0 defghi 82/1 abc 150 
47/0 a 27/0 ef 028/0 d 57/1 ghi 43/0 ij 14/1 def 0 

محلول
گپاشي بعد از 

دهي
 

27/0 fg 30/0 e 017/0 gh 36/2 bcde 66/0 defghi 95/1 abc 50 
31/0 def 35/0 d 018/0 fgh 62/2 abc 61/0 defghi 75/1 abc 100 
32/0 def 35/0 d 016/0 gh 69/2 abc 74/0 cdefg 95/1 abc 150 
46/0 a 25/0 f 044/0 a 15/1 i 36/0 j 79/0 f 0 

محلول
پاشي قبل 

از گلدهي
 

ش بعد از گل
تن

دهي
  30/0 ef 35/0 d 040/0 ab 78/1 efgh 03/1 ab 75/0 f 50 

33/0 cde 36/0 d 035/0 bc 63/1 fghi 81/0 bcd 81/0 f 100 
33/0 bcde 43/0 bc 035/0 bc 52/1 ghi 76/0 cde 75/0 f 150 

47/0 a 25/0 f 042/0 a 23/1 hi 48/0 hij 75/0 f 0 

محلول
از گپاشي بعد 

دهي
 

34/0 bcde 41/0 bc 035/0 bc 97/1 defg 13/1 a 84/0 f 50 
36/0 bcd 44/0 b 027/0 de 55/1 ghi 60/0 defghi 94/0 ef 100 
38/0 bc 43/0 bc 022/0 efg 87/1 defg 91/0 bc 96/0 ef 150 

  .دار دارنداختلاف معني 05/0اند بر اساس آزمون دانكن در سطح احتمال هائي كه با حروف متفاوت نشان داده شدهدر هر ستون ميانگين
  

ثيري بر آسكوربيك تأ اسيددر شرايط بدون تنش كاربرد 
اما تنها . )3جدول (زيم پلي فنول اكسيداز نداشت نفعاليت آ
 ،بدون تنش و در مرحلة زايشيمحلول پاشي هاي در كرت
فعاليت اين سبت به عدم مصرف آن، ن ppm  150مصرف

اسيد  ppm  150درنزيم را كاهش داد همچنين كاربآ
كاهش  در اين مرحلهتنش و  مرحلة رويشيدر  آسكوربيك

د درپي به شاهسبت داري را در فعاليت اين آنزيم نمعني
 و 100 ،50با غلظتهاي  اسيد آسكوربيككاربرد . تداش

150 ppm  دهي اختلافي دهي و تنش قبل از گلبعد از گل
با هم نداشتند اما سبب كاهش فعاليت آنزيم پلي فنول 

در فاز ي كه يدر كرتها .اكسيداز نسبت به شاهد شدند
 در اين فاز اسيد آسكوربيكتنش ديده بودند و  يزايش
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اسيد  ppm  150ده شد كه مصرفهمشا ،دمصرف شده بو
پلي فنول اكسيداز را كاهش داده آنزيم فعاليت ، آسكوربيك

  . تسا

بيشترين فعاليت آنزيم پراكسيداز در تيمارهاي تنش ديده و 
همچنين . مشاهده شد اسيد آسكوربيكبدون مصرف 

در فاز و تنش  در فاز رويشي آسكوربيكاسيد كاربرد 
ثيري بر فعاليت اين آنزيم نداشت و اختلافي با تأ زايشي

با  ppm 100و  50مصرف بين . نشان نداد نعدم مصرف آ
دهي و بعد از گل اسيد آسكوربيكتيمار شاهد در مصرف 

في وجود دهي از لحاظ آماري اختلاتنش بعد از گل
ر اين آسكوربيك دسيد ا ppm  150اما كاربرد. نداشت

. نسبت به شاهد گشت ،تيمار سبب كاهش فعاليت
زيم را نشان نميزان فعاليت آ نهاي بدون تنش كمتريتيمار

ثيري بر أدر اين تيمارها ت اسيد آسكوربيكدادند و كاربرد 
مرحلة زايشي در ذرت حساس ترين . ميزان فعاليت نداشت

ت آنزيم در مرحله به تنش كم آبي است به طوري كه فعالي
تنش كم آبي در مرحله . اين مرحله به شدت افزايش يافت

زايشي به دليل نياز بيشتر گياه به آب و بيشتر بودن تبخير و 
گذارد و افزايش فعاليت مي هتعرق اثر بيشتري بر گيا

. آنزيمها در اين مرحله نسبت به مرحلة رويشي بيشتر است
حلة رويشي بيشتر در مر اسيد آسكوربيكين دليل تأثير ه اب

 اسيد آسكوربيك ppm  150پاشي بامحلول. از زايشي بود
بعد از تنش در مرحلة زايشي كاهش فعاليت آنزيمهاي پلي 

پراكسيداز نيز . فنول اكسيداز و پراكسيداز را در پي داشت
 ).43(در پاكسازي مولكول پراكسيد هيدروژن نقش دارد

اسيد كسيد توسط آيد كه كاهش يون سوپراچنين به نظر مي
توليد اين ماده را توسط سوپراكسيد ديسموتاز  آسكوربيك

كاهش داده و در نتيجه فعاليت آنزيم پراكسيداز براي تجزية 
توان به طور كلي مي .يابدپراكسيد هيدروژن كاهش مي

اكسيدان، نتيجه گرفت كه كاهش فعاليت آنزيمهاي آنتي
ر مستقيم اسيد ناشي از مصرف اسيد آسكوربيك، به اثر غي

گردد بدين ترتيب كه آسكوربيك بر روي آنزيمها برمي

اسيد آسكوربيك با كاهش اثر مخرب تنش از افزايش 
    .  فعاليت آنزيمها جلوگيري كرده است

دهي بعد از گلكه ي ئكمترين ميزان پروتئين در تيمارها
در اكثر  .مشاهده شد پاشي نشده بودندمحلولو تنش ديده 

اسيد  150ppmو  100هده شد كه مصرف ارد مشامو
تنش كم آبي  .يش پروتئين شده استازسبب اف آسكوربيك

با توليد راديكالهاي مخرب اكسيژن سبب تخريب ساختار 
كاهش پتانسيل آب در . شودهاي آمينه ميها و اسيدپروتئين

- برگهاي ذرت، موجب نقصان قابل توجهي در پلي

كه اين مسئله باز گو  ودشريبوزومها و مونوريبوزومها مي
همچنين ). 12(باشد كننده كاهش سنتز پروتئينها مي

ي با پروتئينها يراديكالهاي آزاد اكسيژن ميل تركيبي بالا
-تنش بعد از گل. شوندداشته و سبب اكسيد شدن آنها مي

دهي بيشترين تأثير را بر محتوي پروتئين محلول در برگ 
، سبب افزايش محتوي اسيد آسكوربيكاستفاده از . داشت

از اكسيد شدن و تخريب  اسيد آسكوربيك. پروتئين شد
  .آوردساختار پروتئينها جلوگيري به عمل مي

فعال اكسيژن عامل اصلي پراكسيداسيون ليپيدي  يهاگونه 
هاي در تيمار آلدهيدديبيشترين غلظت مالون ).42(هستند 

د اما ده شهمشا اسيد آسكوربيكتنش ديده و بدون مصرف 
دهي و تنش قبل از گل پاشي بعد از گلدر كرت محلول

در . لافي با شاهد نشان ندادختا ppm  50دهي مصرف
كمترين مقدار  آلدهيدديهاي بدون تنش محتوي مالونكرت
- ظت مالونلسبب كاهش غ اسيد آسكوربيكمصرف  .بود

ن غلظت آنها اختلافي وجود گشت اما در بي آلدهيددي
ي چرب و ليپيدها حساسيت زيادي به اسيدها. نداشت

كه  ييشوند از آنجااكسيژن دارند و به سرعت اكسيد مي
باشد واكنش فسفوليپيدي مي يسلولي يك غشا يغشا

اكسيژن با آن سبب تخريب غشاء سلولي و ترشح 
با  اسيد آسكوربيك. شودها به بيرون سلول ميالكتروليت

اسيون پاكسازي اكسيژن فعال سبب كاهش در اكسيد
آلدهيد ديسلولي و كاهش محتوي مالون يچربيهاي غشا
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به طوري كه نتايج به دست آمده با نتايج آزمايش  .گرددمي 
  ).36(شالاتاو نئومن بر روي گوجه فرنگي مطابقت دارد

را به خود  aدهي كمترين ميزان كلروفيل ش بعد از گلنت
 زايشي فازتنها در  اسيد آسكوربيك فمصر .اختصاص داد

نسبت به شاهد  aبب افزايش كلروفيل س رويشيو تنش 
در  ppm  50در تيمار bبيشترين غلظت كلروفيل  .گشت

از  ددهي در شرايط تنش بعبعد از گلزمان مصرف قبل و 
در مرحلة  اسيد آسكوربيكمصرف . ي به دست آمددهگل

 زايشيش ندر شرايط ت bسبب افزايش كلروفيل  رويشي
ظهور گل بعد از  سيد آسكوربيكاپاشي با محلول. شد

ايش محتوي دهي باعث افزو تنش قبل از گل تاجي
ش نبه طوري كه نتايج نشان مي دهند ت. كلروفيل كل شد

در گياهان . گرديده استسبب كاهش محتوي كلروفيل 
علائم بروز تنشهاي اكسيداتيو شامل كاهش پروتئينها، 

شند كه باكاهش محتوي كلروفيل و نفوذ پذيري غشاء مي
منجر به كاهش فتوسنتز و در نتيجه رشد گياه مي شوند 

سبب افزايش راديكالهاي آزاد اكسيژن  كم آبيتنش ). 40(
در كلروپلاست شده و تخريب مولكول كلروفيل و غشاء 
كلروپلاست را در پي دارد كه خود منجر به كاهش 

در گياهان تنش ديده كاهش . گرددفتوسنتز و رشد مي
مشاهده  a ر محتوي كلروفيل كل و كلروفيلداري دمعني
در چنين شرايطي مولكول كلروفيل به يك عامل . شد

در غير ) 39(فوتوديناميك براي كاهش اثر مخرب نياز دارد 
هاي فعال اين صورت، تخريب كلروفيل توسط گونه

همچنين تخريب مولكول كلروفيل . يابداكسيژن افزايش مي
تولي از حلقه پورفيرين در اثر به وسيلة جدا شدن زنجيره في

- راديكالهاي آزاد اكسيژن و يا آنزيم كلروفيلاز صورت مي

در گياهان حساس تجلي ژنهاي كد كننده آنزيم  و گيرد
به دليل  اسيد آسكوربيك). 9(يابد كلروفيلاز افزايش مي

اكسيداني خود از تخريب كلروفيل جلوگيري خواص آنتي
   .ب افزايش آن شدكرده و به طور غير مستقيم سب

و بدون  زايشيتنش  كرت ترين غلظت پرولين دربالا
در شرايط بدون . مشاهده شد اسيد آسكوربيكمصرف 

بر محتوي پرولين  يثيرتأ اسيد آسكوربيكمصرف  تنش
 تنش و فاز رويشيدر  ppm 150و  100نداشت مصرف 
سبب كاهش پرولين نسبت به شاهد شد  در اين مرحله،

بهي ايج مشاتدهي نيز نمصرف بعد از گلهمچنين درزمان 
 اسيد آسكوربيك 150ppmو  100مصرف .  به دست آمد

دهي در شرايط تنش بعد در زمان مصرف قبل و بعد از گل
ش غلظت پرولين نسبت به عدم از گل دهي باعث كاه

در شرايط تنش غلظت اسيد آمينه . ن گرديدمصرف آ
يابد، زايش ميهاي آمينه افپرولين نسبت به ساير اسيد
اي نيتروژن و يا ماده محلولي پرولين به عنوان مخزن ذخيره

-دهد عمل ميكه پتانسيل اسمزي سيتوپلاسم را كاهش مي

). 10(كند نمايد و گياه را در تحمل به تنش ياري مي
پرولين، پروتئينها و غشاهاي سلولي را از آسيب غلظتهاي 

با پاكسازي  بيكاسيد آسكور. بالاي يونها حفظ مي نمايد
راديكالهاي آزاد اكسيژن سبب كاهش خسارت به اسيدهاي 
چرب، پروتئينها شده و در نتيجه اثر مخرب تنش را كاهش 
-مي دهد و لذا سنتز و تجمع پرولين به عنوان يك عكس

  . يابدالعمل گياه به تنش كاهش مي

در شرايط تنشهاي اكسيداتيو آسكوربات به عنوان يك ماده 
هاي فعال اكسيژن عمل كرده و پاكسازي گونه مصرفي در

بيشترين محتوي آسكوربات در  .بايددر گياه كاهش مي
 ppm 150و  100تيمارهاي بدون تنش همراه با مصرف 

. دهي مشاهده شداز گلو بعد در قبل  اسيد آسكوربيك
اسيد دهي و بدون مصرف تيمارهاي تنش بعد از گل

. مقدار آسكوربات بودندكمترين  ندارندگا ءجز آسكوربيك
پاشي محتوي آسكوربات را افزايش داد به طور كلي محلول

 . ي تنش ديده اين افزايش كمتر بودهاولي در كرت
قبل و هاي تنش ن مقدار دهيدروآسكوربات در تيماربيشتري

به دست  اسيد آسكوربيكمصرف  دهي و بدونبعد از گل
ارهاي بدون آسكوربات در تيمدهيدرون ميزان يكمتر. آمد

در گياهان مقاوم به تنش ميزان  .ده شدهتنش مشا
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يابد ولي در گياهان آسكوربات درون سلول افزايش مي
بر طبق نتايج ). 38(حساس كاهش آن گزارش شده است 

به دست آمده، تنش بعد از ظهور گل نر، محتوي 
ذرت در اين مرحله حساسيت . آسكوربات را كاهش داد

آب دارد و كاهش محتوي آسكوربات  ي به تنش كمبوديبالا
يد اين مطلب ؤدر اثر مصرف آن براي مقابله با تنش م

همچنين در شرايط تنش و كمبود آسكوربات درون . است
سلولي در طي مراحل اكسيداسيون، آسكوربات با دادن يك 
الكترون احياء شده و تبديل به مونودهيدروآسكوربات و 

دهيدروآسكوربات  سپس با دادن يك الكترون ديگر به
شود در نتيجه محتواي دهيدروآسكوربات درون تبديل مي

رود، به اين ترتيب از اكسيد شدن پروتئينها، سلولي بالا مي
- اسيدهاي چرب و ديگر مولكولهاي زيستي جلوگيري مي

اما با مصرف آسكوربات به دليل خنثي سازي ). 5(كند 
. يابدمي راديكالهاي آزاد توليد دهيدروآسكوربات كاهش

اكسيدان مانند آسكوربات در اثر افزايش كاهش مواد آنتي
گزارش شده است كه ) 28(و ذرت ) 43(تنش در گندم 

علت آن اثر تنش كمبود آب بر پروتئينها و ژنهاي كد كننده 
   ).   6(باشد اكسيدانها ميآنتي

  گيرينتيجه
آبي سبب ايجاد توان نتيجه گرفت تنش كمبه طور كلي مي

- غييرات بيوشيميايي در گياه شد و سيستم دفاع آنتيت

همچنين اسيد . اكسيداني گياه نيز به اين تنش پاسخ داد
اكسيدان اثرات مضر حاصل آسكوربيك به عنوان يك آنتي

از تنش كمبود آب را كاهش داد و سبب بهبود رشد گياه در 
شرايط تنش شد به طوري كه گياه اسيد آسكوربيك را به 

اكسيدان نسبت به افزايش فعاليت آنزيمها آنتي عنوان يك
توان پيشنهاد نمود كه مصرف اين از اين رو مي. ترجيح داد

ماده در گياهان تنش ديده عاملي براي رفع و يا كاهش 
باشد و كاربرد آن تنش و به دنبال آن افزايش عملكرد مي

پاشي روي گياهان درحال تنش توصيه به صورت محلول
.شودمي
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Effect of Water Deficit Stress and Foliar Application of Ascorbic 
acid on Antioxidants Enzymes Activity and Some Biochemical's 

Changes  in Leaves of Grain Corn (Zea maize L.) 
Dolatabadian A.1, Modarres Sanavy S.A.M.1 and Sharifi M.2 
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Abstract 
Water deficit stress is a common abiotic stress that seriously affects crop production in 
more parts of the world. Thus,  in order to study the effects of water deficit stress and 
foliar application of ascorbic acid on the activity of some antioxidant enzymes, proline 
accumulation, lipid peroxidation, protein, chlorophyll, ascorbate and dehydroascorbate 
contents of grain corn (single cross 704), an experiment was conducted in Faculty of 
Agronomy of Tarbiat Modares University. Experiment was as a split-split plot in 
randomized complete block design arrangement with three replications. Water deficit 
stress was allocated to main plots (before flowering, after flowering and without stress). 
Ascorbic acid was used at two times (before and after flowering) in sub plot units and 
four concentrations (0, 50, 100, 150-ppm) in sub-sub plot units. Results showed that 
water deficit stress increased antioxidant enzymes activity, as this enhancement was 
remarkably in after flowering stress plots whereas, foliar application of ascorbic acid 
decreased it. In addition, water deficit stress decreased protein content and chlorophyll 
concentration in leaves. Proline and malondialdehyde content were increased in 
response to stress. Ascorbic acid prevented of degradation of protein and chlorophyll of 
leaves and decreased proline and malondialdehyde in leaves by reduction of water 
deficit stress. It was observed that cellular ascorbate concentration was increased by 
exogenous ascorbate application and dehydroascorbate concentration was decreased in 
water deficit stress treatments particularly in plots which were treated after flowering 
stress. In addition, plants were preferred ascorbate utilize as a scavenger than the 
enhancement enzyme activity in against stress. The latter could indirectly decrease 
enzyme activity and improved growth conditions for plants.    
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