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 1چکیده
توان به افـزایش تولیـد   گردد که میهاي گیاهی میبروز تنش خشکی سبب ایجاد اختلالات متابولیسمی در سلول هدف: سابقه و

عنوان یکی از عوامل اصلی اختلالات متابولیسمی سلول اشاره کرد. گیاهان براي مقابله با تنش اکسیداتیو هاي فعال اکسیژن بهگونه
بنـابراین در   هاي آزاد را از بین برده و یا خنثی کنند.تواند رادیکالارایی بالایی هستند که میایجاد شده، داراي سیستم دفاعی با ک

اکسیدان براي تحمل تنش توسط گیاهان مهـم اسـت. آگـاهی از تغییـرات     هاي آنتیهاي بالاي آنزیمشرایط تنش خشکی، فعالیت
ها و مرتبط با این آنزیمفیزیولوژیکی موثر مورفواسایی صفات تواند کمکی براي شنتحت تنش خشکی می اکسیداني آنتیهاآنزیم

  هاي اصلاحی و تولید ارقام متحمل باشد.در برنامه
  

اکسیدان سوپراکسـید دیسـموتاز   هاي آنتیآنزیم فعالیت بر خارجی پرولین و تیمار خشکی تنش اثر بررسی براي ها:مواد و روش
)SOD() کاتالاز ،CAT) و پراکسیداز (POX (در سه سطح توسط پلی اتیلن گلیکول   خشکی ، تیمار)  ،و  )بـار  -8و  -4صـفر

شد.  ها اضافهبه محیط گلدان ايدر مرحله گیاهچهصورت محلول غذایی به ،)مولارمیلی 10و 5صفر، (پرولین در سه سطح تیمار 
   .جام گرفتژنوتیپ آفتابگردان ان 10صورت فاکتوریل با طرح پایه کاملا تصادفی در آزمایش به

  
  221RGK و  BGK 329لایـن اینبـرد دو لایـن     10از بین  و وزن خشک شاخه بر اساس میزان تغییر در میزان پرولین ها:یافته

هاي افقی ها با الکتروفورز در ژلالگوي نواري آنزیمهاي اینبرد شناسایی شدند. ترین لاینترین و حساسعنوان متحملترتیب به به
ها نشان هاي آماري دادههاي مشاهده شده و تجزیهدرصد بررسی شد. ارزیابی کمی فعالیت دنسیتومتریک ایزوزیم 5/7آمید آکریل

از کـل هفـت ایـزوزیم     POX1و  SOD1 ،SOD2 ،CAT1 هاي مورد مطالعه از نظر فعالیـت چهـار ایـزوزیم   داد که بین ژنوتیپ
دار نشـان نـداد. اثـر    با افزایش میزان تنش و تیمار پرولین تغییر معنـی  SOD1دار وجود دارد. ایزوزیم تفاوت معنی ،مشاهده شده

× و اثر متقابل تنش  CAT1براي دار شد. تنش خشکی معنیدرصد  5در سطح   POX1و   SOD2براي  پرولین× ژنوتیپ متقابل 
دار  پرولین معنی ×در سطوح تنش  POX1که فعالیت ایزوزیم دار گذاشت. در حالیاثر معنی SOD2ژنوتیپ روي فعالیت ایزوزیم 

تحت تاثیر ژنوتیپ  SOD2دار شد. فعالیت ایزوزیم معنیدر سطح یک درصد  POX1ژنوتیپ × پرولین × بود، اثر سه جانبه تنش 
نشـان دادنـد.    ها افزایش و برخی دیگر کاهش فعالیـت طوري که در سطوح مختلف تنش و پرولین، برخی ژنوتیپگرفت بهقرار

ها بر اساس دو تجزیه داده در حضور تنش شد. CAT1 وPOX1 مولار پرولین باعث کاهش فعالیت ایزوزیم میلی 5ی تیمار خارج
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دار بین دو گروه فوق اختلاف معنـی   POX1نشان داد که تنها فعالیت  خشکی گروه حساس و متحمل آفتابگردان در برابر تنش 
   .وجود دارد

  
همراه القاي افزایش تجمع اکسیدان کارآمد بهیک سیستم آنتی را دارد و تعدیل اثرات تنش  ناییتواپرولین اسید آمینه : گیريیجهنت

هاي در تشخیص ژنوتیپ POXهاي توان از این ایزوزیمتواند نقش مهمی در تحمل به خشکی ایفا کند. میپرولین در گیاه می
  اي استفاده کرد.متحمل به خشکی در مرحله گیاهچه

  
  دیسموتاز، کاتالاز ، سوپراکسید کدنسیتومتری، پراکسیداز، ایزوزایمالکتروفورز، : لیديک هاي واژه

  
  مقدمه

تـرین  مهـم تـرین و   خشکی خاك از جمله مخرب
 بـا وجـود   .هاي غیر زیستی در کشـاورزي اسـت    تنش

در برابر خشـکی، کمبـود آب    آفتابگردان تحمل نسبی
اسـت  د عملکـر یکی از مهمترین عوامل محدود کننده 

مورد اسـتفاده  اي دانه آفتابگردان به طور گسترده .)24(
دلیـل گسـتردگی منـاطق    گیرد ولی تولید آن بهقرار می

عدم تـوازن بـین    در شرایط تنشخشک کافی نیست. 
ــدام    ــط ان ــرف آن توس ــرژي و مص ــذب ان ــد ج فرآین

و  1هـاي فعـال اکسـیژن   گونـه  تجمع فتوسنتزي باعث
گردد که در نهایت منجر به  ناتوانی گیاه در مهار آن می

بروز تنش در غشـاء سـلول و بـروز علائـم ناشـی از      
). الکترونــی کــه از 8شــود ( صــدمات اکســیداتیو مــی

در  O2توانـد بـا   شده می خارجزنجیره انتقال الکترون 
طول متابولیسم هوازي طبیعی واکـنش نشـان دهـد و    

گیاهان در  ROSتولید  ).15( شود ROSمنجر به تولید 
نوري و تـنفس   تنفسشرایط عادي از فتوسنتز،  ،تحت

معمـولی و  در شرایط گیاهان دهد. معمولی نیز رخ می
 ازاي توسط مجموعهها را ROSغظت  ،همچنین تنش

 )،CATآنزیمــی شــامل کاتــالاز ( هــاياکســیدانآنتــی
)، آسکوربیت پراکسـیداز  SODسوپراکسید دیسموتاز (

)APX) ــاز ــاتیون ردوکتـ ــیداز ) و پراGR)، گلوتـ کسـ
)POX(( شــامل گلوتــاتیون و اســید  آنزیمــیر غیــ و)

                                                             
1- Reactive oxygen species 

فعالیت و بیـان  تغییر . کنند می کنترل آسکوربیک و... )
در شرایط بدون تنش هاي مختلف آنتی اکسیدان آنزیم

  گزارش شده است.  C4و  C3 در گیاهان 
هاي آنتی فعالیت آنزیم) 2005استپین و کلوبوس (

ــیدان ــدم و   دررا  GRو  SOD  ،APX اکس ــام گن ارق
 .)29( انــدکــرده گــزارشتحــت تــنش شــوري ذرت 
شـوري باعـث افـزایش    هایی همانند خشـکی و   تنش

بیـرون   نتیجه نشت الکترون تنفسی به درمیزان تنفس 
ــاي آزاد و   ــد رادیکاله ــه و تولی ــامل  ROSاز چرخ ش

O2سوپراکســید ( 
) و H2O2)، پراکســید هیــدروژن (  -

لظت ایـن مـواد   شده و غ) -OH( رادیکال هیدروکسیل
کنـد  به بالاتر از حد آستانه رسیده و سمیت ایجاد مـی 

هـاي زنـده از جملــه   بـه اجـزاي مختلـف سـلول    کـه  
هـا و اسـیدهاي نوکلئیـک آسـیب     هـا، پـروتئین   چربی
فعال شـدن سیسـتم دفـاع    . )1کند (تیو وارد میاکسیدا

هاي اکسیداتیو (از جملـه  تنشتحت اکسیدان گیاه  آنتی
 ،14( ت مختلف اعلام شده اسـت خشکی) در گزارشا

البته میزان فعال شـدن، بسـته بـه حساسـیت      ).22،21
هـاي مختلـف،    ارقام مختلف و پتانسیل ژنتیکی گونـه 

عنـوان   هـاي آنتـی اکسـیدان بـه    آنـزیم . متفاوت اسـت 
افـزایش  ترین واحدهاي مقابلـه کننـده در برابـر     سریع
ROSـآی به شمار می ها  خصوصـیات فیزیولوژیـک   . دن
الگـوي   هـا، تغییـر در   از جمله بسته شدن روزنـه  گیاه

 نیــزهــا  هــاي رشــد و تجمــع متابولیــت تنظــیم کننــده
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باشند  هاي بارزي از سازگاري با شرایط تنش می نمونه
)26 .(  

یکی دیگر از تغییرات عمده بیوشیمیایی که در اثر 
کیفـی  دهـد، تغییرکمـی و    کمبود آب در گیاه رخ مـی 

اشـرف و  اي آمینه اسـت.  و اسیدههاي گیاهی  پروتئین
) گـزارش کردنـد کـه تیمـار گیاهـان بـا       2007فولاد (

ــایی اســمولیت ــائین  ه ــین بت ــرولین، گلایس ــر پ و  نظی
موجـب کـاهش قابـل ملاحظـه اثـر تـنش        هـالوز  هتر

)  به این 2013سوشین کوا و همکاران ( .)4( گردد می
ــزیم   ــواي آن ــه محت ــاه در SODنتیجــه رســیدند ک  گی

Thellungiella salsuginea   تحت تنش اکسـیداتیو در
این آنـزیم   ،حضور پرولین کاهش یافته و از نظر سطح

بین گیاهان شاهد و تحت تـنش  تفـاوت معنـی داري    
) 2010. انـور حسـین و فوجیتـا (   )28( مشاهده نشـد 

مولار پرولین میلی 15 گزارش کردند که تیمار خارجی
و اکسیداسیون  H2O2، از طریق کاهش روي گیاه ماش

 ان یـک مکانیسـم  محـافظتی در برابـر    ی، به عنـو چرب
 بال. )3( کنداکسیداتیو ناشی از شوري عمل می بآسی

 کـه  به این نتیجـه رسـیدند  ) 2012اوگلو و همکاران (
و پرولین نقش مهمی در حفاظـت بافـت    APX آنزیم 
تحـت  )  Musalaو  (Aydin  رقم آفتابگرداندو ریشه 

کول دارند و هر دو پلی اتیلن گلی شرایط تنش ناشی از
 -8و  -4رقم واکنش یکسانی در مقابل تنش خشـکی  

  .)7( دادند بار نشان
کـه   ) گزارش کردنـد 2010(معصومی و همکاران 

همه ارقام مورد بررسی سویا به تنش کم آبی واکـنش  
دان نشان داده و با فعال نمودن سیستم دفاع آنتی اکسی

تـنش  از ی هاي آزاد ناشخود درصدد مقابله با رادیکال
در ی . با ایـن کـه سیسـتم دفـاع    )17( خشکی برآمدند

شـدید   ولـی تـنش  ه بـود،  ارقام مورد بررسی فعال شد
خشکی به طور معنی دار تخریب لیپیـدها و فـرآورده   
ناشی از آنها (مالون دي آلدئید) را افزایش و در نهایت 

این آزمـایش   .ه بودعملکرد دانه و روغن را کاهش داد

آبی، ارقـام بـا مقـادیر     کم  شرایط تنش نشان داد که در
بالاتر آنتی اکسیدان داراي میـزان کمتـري از تخریـب    
. لیپیدها و در نهایت عملکرد بالاتر دانه و روغن بودند

روزه شـیرین   هشـت  گیاهـان  )2006و همکاران ( انپ
نمـک طعـام در    وپلی اتیلن گلیکول بیان را به وسیله 

 نـد و بـه ایـن   قرار داد و شوري معرض تنش خشکی
اکسیدانی القـا شـده در    رات آنتینتیجه رسیدند که تغیی

مدت تنش و نیز  افزایش وابسته به شدت و  ،اثر تنش
  . )20( و سن گیاه است ژنوتیپ

) نشان دادند که تنش 2010زاده و همکاران ( سیف
خشکی باعث کاهش عملکرد ریشه و افزایش فعالیت 

در راکســیداز و گلوتــاتیون پ CAT ،SODهــاي آنــزیم
ده و تفـاوت معنـی داري بـین    هاي چغندرقند شبرگ

هـاي آنتـی اکسـیدان    زیمها از لحاظ فعالیت آنژنوتیپ
اثر سطوح مختلـف   ،در این پژوهش .)23( وجود دارد

تنش خشکی و مقـادیر متفـاوتی از پـرولین در تغییـر     
 APX و SOD، CATاکسـیدان  هاي آنتیفعالیت آنزیم

هـاي حسـاس و متحمـل بـه     یـپ در دو گـروه از ژنوت 
مورد بررسـی  اي آفتابگردان خشکی در مرحله گیاهچه

هاي گزینش ارقـام در  تا احتمالا در برنامهقرار گرفت 
  برابر خشکی از نتایج حاصل استفاده شود.

  
  هامواد و روش

مواد گیاهی مورد استفاده در ایـن پـژوهش شـامل    
 ) اسـت کـه از  1 (جـدول  آفتابگردان خالصلاین  10

ایستگاه تحقیقات کشاورزي و منابع طبیعی خوي تهیه 
به منظور بررسی تاثیر تنش کـم آبـی ناشـی از     ند.شد
و تیمار خارجی پـرولین   )PEG6000( اتیلن گلیگولپلی

 بــذوراکسـیدان،  هـاي آنتــی بـر الگـوي نــواري آنـزیم   
آزمایشگاه سیتوژنتیک دانشگاه تبریز در ر د آفتابگردان

بر ار بر اساس آزمایش فاکتوریل بستر ماسه با سه تکر
در هـر گلـدان    شـدند. کشت طرح کاملا تصادفی  پایه

پنج عدد بذر کاشته شد که در چهـار روز اول کشـت،   
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ــد از      ــت و بع ــورت گرف ــر ص ــا آب مقط ــاري ب آبی
هــاي هــا در شــش روز بعــدي تیمــاراســتقرارگیاهچه

مربوطه اعمال شد. یکی از فاکتورهـا، تـنش خشـکی    
و  -4لن گلیکول با سه سـطح (صـفر،   ناشی از پلی اتی

) و 1973بار) بر اسـاس روش میشـل و کـافمن (    -8

فاکتور دیگر اعمـال خـارجی پـرولین در سـه سـطح      
میلـی مـولار) بـر اسـاس روش انـور       10و  5(صفر، 

) بود که بـه صـورت محلـول    2010حسین و فوجیتا (
ها بصورت آبیاري اضافه شدند غذایی به محیط گلدان

)18 ،3( .
   

  .واکنش آنها به خشکینوع و  مورد مطالعه آفتابگردان هاي خالصلایناسامی  -1جدول 
Table 1- List of sunflower pure lines and type of their reaction to drought stress. 
 کد ژنوتیپ

Genotype code 
 نام

name 
 واکنش نسبی در برابر خشکی

Relative reaction to drought 
1 BGK147 متحمل Tolerant 

2 RGK259 متحمل Tolerant 

3 RGK329 متحمل Tolerant 

4 BGK 46 متحمل Tolerant 

5 RGK26 متحمل Tolerant 

6 BGK 56 متحمل Tolerant 

7 BGK343 حساس Sensitive 

8 RGK345 حساس Sensitive 

9 BGK 23 حساس Sensitive 

10 RGK 221 حساس Sensitive 

 
روزه  10هـــاي پوکوتیـــل گیاهچـــهســـپس از هی

عمل آمد و هر نمونـه  اي بهصورت توده گیري به نمونه
. میزان شدرا به شکل متعادل شامل می حداقل سه بوته

گیري ) اندازه1973روش بتییس و همکاران (پرولین به
ها مطابق روش ولیزاده و ). براي استخراج آنزیم9شد (

ــافر ) بافــت هیپوکتیــل در 2011همکــاران ( حضــور ب
گـراد  + درجـه سـانتی  4و در دماي  استخراج همونیژه

عصـاره آنزیمـی بـا قطعـات      ).31سانتریفیوژ شـدند ( 
و مناسـب بـا ابعـاد     3بریده شده کاغذ واتمن شـماره  

درصـد   5/7چاهک، جذب و در ژل پلـی آکریلامیـد   
داشـتن  بارگذاري شد. بـراي خنـک کـردن ژل و نگـه    

از ظـرف واجـد یـخ     دماي پایین هنگـام الکتروفـورز،  
انـدازي  استفاده شد. حدود چهـار سـاعت پـس از راه   

میلـی آمپـر، آبـی     25-28دستگاه الکتروفورز با آمپراژ 
متري به انتهـاي ژل  سانتی 8-10بروموفنول با حرکت 

بعد از  رسید و ژل براي برش و رنگ آمیزي آماده شد.

ي هاآمیزي جهت مشاهده الگو رنگ ،الکتروفورز اتمام
بـه روش  POX رنگ آمیزي آنـزیم  که ها ي آنزیمنوار

و SOD هـاي  ) و آنـزیم 1995آندرسون و همکـاران ( 
CAT   ) انجــام 1990بـه روش ســولتیس و سـولتیس (
عکـس   ،هاي آنزیمی. پس از ظهور نوار)27،2( گرفت

ها، وزن خشک شاخه .ها صورت گرفتاز ژلبرداري 
راد گ ـدرجـه سـانتی   72با قرار دادن در آون بـا دمـاي   

  دست آمد.ساعت خشک کردن به 48مدت  به
  

 تجزیه آماري
 ×مسـاحت " سازيبراي کمی  MCIDافزار نرم از 

عنـوان ارزیـابی فعالیـت    هر نوار ایزوزیمی بـه  "شدت
هـاي  دادهدنسیومتریک آنزیمی روي ژل استفاده شـد.  

اکسیدان مورد مطالعه هاي آنتیکمی شده فعالیت آنزیم
ــا  ــون نرم ــدا تحــت آزم ــودن دادهابت ــا روش ل ب ــا ب ه

و یکنـواختی   اسمیرنوف قـرار گرفـت   -کولموگروف
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آزمایش فاکتوریل  ي درون تیماري و تجزیههاواریانس
در سه تکرار بـا اسـتفاده از    تصادفی طرح کاملاً برپایه

ها در سـطح  مقایسه میانگین انجام شد.SPSS افزار  نرم
  صورت گرفت.  LSDبا آزمون  ودرصد  5احتمال 

  
  ایج و بحثنت

ــزیم  ــت آن ــی فعالی ــیبررس ــاي آنت ــیدان در ه اکس
ــل  ــه   10هیپوکوتیـ ــابگردان، در مرحلـ ــپ آفتـ ژنوتیـ

در (سـه   PEGناشی از  خشکیاي تحت تنش  گیاهچه
بار) و تیمار خارجی پرولین (در  -8و  -4سطح صفر، 

هــاي مــولار) در ژل میلــی 10و  5ســه ســطح صــفر، 
وش الکتروفـورز  که با ر ،آکریلامید افقی نشان داد پلی

، )1(شـکل   تنها یـک ایـزوزیم   CATکار رفته براي  به
، و بـراي  )3(شـکل   سه تا چهار ایـزوزیم  POXبراي 
SOD  شود.دو ایزوزیم مشاهده می)، 7(شکل  

 
  .اي از ژل رنگ آمیزي شده  براي آنزیم مونومورف کاتالازنمونه -1 شکل

Figure 1- A sample of a stained gel for the catalase monomorphic enzyme.  
 

 .پرولینخارجی  تحت تنش خشکی و تیمارتجزیه واریانس فعالیت دنسیتومتریک آنزیمی در هیپوکوتیل گیاهچه آفتابگردان  -2جدول 
Table 2- ANOVA table of densitometric enzyme activity in sunflower seedling hypocotyl under drought stress and 

exogenous proline treatment.  
 منابع تغییر
S.O.V 

 درجه آزادي
df 

MS مربعات میانگین  

CAT POX1 SOD1 SOD2 
 **40 **30 **20 10* 9 ژنوتیپ

(Genotype) G      
 0.716 4.332 10 0.148 2 پرولین

) A (Proline      
 2.363 4.509 10 1.190** 2 تنش خشکی

(Drought) B      
G*A 18 0.494 10* 2.446 4.329* 
G*B 18 0.280 4.85 1.950 3.925* 
A*B 

 4 0.117 10* 1.019 4.647 

A*B*G 36 0.168 10** 1.483 2.528 
 2.365 2.362 3.075 0.250 180 خطاي آزمایشی

Experimental error      
CV ضریب تغییرات  (%)   21 11 2 4 

  ,significant at: * p<0.05, ** p<0.01                                                   تمال پنج و یک درصددر سطح اح دارمعنیبه ترتیب  **و  *
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هـا، از محـل بارگـذاري    میزان حرکت اندك نمونه
 حاصـل  نشان از وزن مولکولی بالاي آن داشت. نتایج

ــانس نشــان داد (جــدول  از تجزیــه ــین2واری ــه ب  ) ک
 فعالیــت نظــر ح خشــکی ازهــا و بــین سـطو ژنوتیـپ 
درصد وجود داشت  1دار اختلاف معنی CAT ایزوزیم

)p<1%ژنوتیـپ نیـز در سـطح    × تـنش   متقابـل  ). اثر
دار بود. اثر پرولین و اثر متقابل آن با معنی% 5احتمال 

دار نشد. ضریب تغییرات بـراي  هاي دیگر معنیفاکتور
 21وده و ها بالا بفعالیت این آنزیم مانند سایر ایزوزیم

دار شـدن  تواند غیرمعنیدرصد بدست آمد. این امر می
بررسـی اثـر    اثر پرولین یا تنش خشکی را توجیه کند.

) نشـان داد کـه در   2خشکی (شکل × ژنوتیپ  متقابل
معمولا با افـزایش شـدت    ،هاي گروه حساسژنوتیپ

دار آنزیمـی نیـز بـه شـکل معنـی      تنش میزان فعالیـت 
 تـنش  شرایط در که رسدمی نظرافزایش یافته است. به

تـوس   هیـدروژن  پراکسـید  افـزایش غلظـت   ،خشکی
افـزایش   دیسـموتاز سـبب   سوپراکسـید  آنـزیم  فعالیت
 هیـدروژن  پراکسـید  تجزیـۀ  کاتالاز براي آنزیم فعالیت

 تولیـد  عـدم  دلیل به تنش بدون شرایط در اما ،گرددمی

 از ناشی هیدروژن پراکسید تولید ،ها ROSحد بیش از

 آنـزیم  نتیجه فعالیت در و یافته کاهش سوپراکسید یون
هاي گـروه متحمـل   یابد. در ژنوتیپمی کاهش کاتالاز

 -4هرچند که میزان فعالیت آنزیمی در تـنش ملایـم (  
بـار کـاهش میـزان     -8بار) افزایش یافته ولی در تنش 

فعالیت آنزیمی مشاهده شد که این کاهش فعالیـت در  
هـاي گـروه   سایر ژنوتیپ نسبت به 9و  7هاي ژنوتیپ
) 30سان و همکـاران ( که  دار بوده استمعنیمتحمل 

و  CAT، POXهـاي  نیز نشان دادند که فعالیت آنـزیم 
SOD خروس از یـک الگـوي افـزایش   در برگ تاج - 

کاهش در مواجهه با تنش در مقایسه با حالـت عـادي   
که با شدت یـافتن و طـولانی   طوريبه ،کنندپیروي می

ــنش  ــدن ت ــزیم ش ــت آن ــاهش فعالی ــکی ک ــاي خش ه
بسته بـه   POXبراي آنزیم افتد. اکسیدان اتفاق می آنتی

ژنوتیپ، سه ایـزوزیم پایـدار تشـخیص داده شـد کـه      
و   POX1،POX2صـورت   ترتیب حرکـت نسـبی بـه    به

POX3   ایـزوزیم کـاتیونی   3نامگذاري شدند (شکل .(
POX4     (حرکت کننده به طرف قطـب منفـی) نیـز در

اکثرا حالت پایدار نداشت و مـورد اسـتفاده    هاژنوتیپ
 قرار نگرفت. 

 

 
  

 اي.در سطوح مختلف تنش در مرحله گیاهچه هاي آفتابگردان ژنوتیپ در CATفعالیت  -2 شکل
Figure 2- CAT activity of sunflower seedlings under drought stress conditions. 

 
POX2  وPOX3 ر نشان نیز چند شکلی نسبتا پایدا

داشتند  ها همواره حضوربرخی ژنوتیپ دادند یعنی در
گیـري  در برخی دیگر وجود نداشتند. بنابراین اندازه و

پـذیر  ها امکـان ژنوتیپ تغییر فعالیت آنزیمی براي همه
  نشد.
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 .و پرولین خارجی یخشک در سطوح مختلف تنش هاي آفتابگرداندر گیاهچه POXایزوزیم هاي مشاهده شده براي آنزیم  -3شکل 

 Figure 3- Observed isozymes for POX enzyme in sunflower seedlings under drought stress and exogenous proline 
levels.  

 
 ـ بـه POX1 تجزیه واریـانس فعالیـت     هاـعنـوان تن

 اثر ژنوتیپ ونشان داد که   فادهتپایدار مورد اس ایزوزیم
تنش خشکی × ولین و پرولین پر× اثر متقابل ژنوتیپ 

ژنوتیـپ   ×تنش خشکی × و نیز اثر سه جانبه، پرولین
پرولین × اثر متقابل تنش خشکی  دار بود. بررسیمعنی

 5داد کـه بـا افـزایش تـنش و تیمـار      ) نشان 4شکل (
 ،یابـد ن فعالیـت آنزیمـی کـاهش مـی    مولار پرولیمیلی

دار است بار این کاهش معنی -8که در تنش  طوري به
هـاي بـال اوگلـو و همکـاران     که این نتیجـه بـا یافتـه   

) در مــورد نقــش پــرولین در حفاظــت بافــت  2012(
بـار ناشـی از    -8و  -4ي آفتابگردان تحت تنش ریشه
PEG ) در مورد نقـش  2010و انور حسین و فوجیتا (

مـاش   در برابر تنش شوري در گیـاه  محافظتی پرولین
مـولار  میلـی  10. استفاده از تیمار )3، 7( مطابقت دارد

پرولین در حضور تنش باعث افزایش فعالیت آنزیمـی  
 ـ   عنـوان عامـل   هشده و در شرایط تنش شـدید خـود ب

 ×زا عمل کرده است. کیفیت اثر متقابـل پـرولین   تنش
سـه از   آمـده اسـت. در ژنوتیـپ    5ژنوتیپ در شـکل  

دار آنزیم در حضـور  معنیگروه حساس تغییر فعالیت 
تـرین فعالیـت آنزیمـی در    پرولین بدست آمد و بـیش 

مشـاهده گردیـد.    9و  6هاي متحمـل شـماره   ژنوتیپ

) نشـان داد  6تنش (شکل × بررسی اثر متقابل ژنوتیپ 
متفاوت بـود.   بسته به ژنوتیپ POX1که فعالیت آنزیم 

ترین از گروه متحمل باز هم بیش 9و  6هاي در ژنوتیپ
عالیت آنزیمی مشـاهده شـد ولـی فقـط در ژنوتیـپ      ف

بـار میـزان فعالیـت     -4با افـزایش تـنش تـا     9شماره 
میـزان   بـار  -8آنزیمی نیز افـزایش یافـت و در تـنش    

کـه  در حالی ،دار کاهش پیدا کردشکل معنیهفعالیت ب
دار فعالیـت  افـزایش معنـی   5و  2 ،1در ارقام حساس 

 یــک نیــز در ) 2001دیــده شــد. ژیانــگ و هوآنــگ (
 در پراکسـیداز  آنزیم که فعالیت گزارش کردند بررسی

 زایشـاف چمنی علف گراس در تنش اولیه مراحل طی
 آنـزیم  ایـن  فعالیت شد تنش طولانی وقتی ولی یافت

رسـد ایـن مقـدار از تـنش     یافت و به نظر مـی  کاهش
. در )13( هاي گیاهی شده اسـت ولباعث تخریب سل

بسـته بـه    ،زایش میـزان تـنش  توان گفت با افمینتیجه 
متفـاوت   POXو  CATهـاي  ژنوتیپ فعالیت ایزوزیم

 -4رد در اثر افزایش تنش تـا  در اغلب موابوده است، 
 و CATهـاي آنتـی اکسـیدان    میزان فعالیت آنـزیم بار 

POX  هايگزارش با نتایج این یافته است، کهافزایش 
ــگ ــت در) 2004( جانـ ــورد فعالیـ ــزیم مـ ــايآنـ  هـ

ــید آنتـــی ــاه  در خشـــکی تـــنش تحـــت اناکسـ گیـ
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 تـاثیر  مـورد  ) در2006سـوئی (  و بـاي  آرابیدوپسیس،
 در اکسـیدان آنتـی  هـاي آنـزیم  فعالیت بر تنش خشکی

 تـنش تاثیر  مورد در) 2004( همکاران و و سلینا ذرت

 دارد مطابقـت  گندم در CAT آنزیم فعالیت بر خشکی
)14 ،6 ،11( .  

  

  
 اي آفتابگردان.در مرحله گیاهچه تنش خشکیتحت خارجی  پرولینتیمار با  در سطوح مختلف POX1فعالیت  -4شکل 

Figure 4- POX1 activity of sunflower seedlings under drought stress and exogenous proline levels. 

 

  
 .خارجی هاي آفتابگردان در سطوح مختلف تیمار با پرولیندر ژنوتیپ POX1فعالیت آنزیم  -5شکل 

Figure 5- POX1 activity of sunflower seedlings under exogenous proline treatments. 
 

  
 اي.آفتابگردان در سطوح مختلف تنش در مرحله گیاهچه هاي در ژنوتیپ POX1فعالیت  -6شکل 

Figure 6- POX1 activity of sunflower seedlings under drought stress conditions. 
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دو نوار در دو ناحیه ظاهر  SODدر الکتروفورگرام 
 ـ و  SOD1بیشـتر بـا    ترتیـب حرکـت نسـبی   هشد که ب

SOD2  در تجزیه واریانس 7نامگذاري شدند (شکل .(
)، تنها اثـر ژنوتیـپ   2(جدول  SOD1فعالیت  ایزوزیم 

دار شد کـه مقایسـه   معنی یک درصدطح احتمال در س
) نشــان داد کــه 3آنزیمــی (جــدول  میــانگین فعالیــت

ها در شش گروه قرار گرفتند و ژنوتیپ شماره ژنوتیپ
از گــروه  10و ژنوتیــپ شــماره از گــروه حســاس  5

بیشترین میـانگین فعالیـت آنزیمـی را نشـان      ،متحمل
 ـ   دادند.  بین ژنوتیپ ابگردان از هـاي مـورد مطالعـه آفت

دار تفـاوت معنـی  نیـز  SOD2 لحاظ فعالیـت ایـزوزیم   
ها در هفـت گـروه   و ژنوتیپ )3وجود داشت (جدول 

از گـروه حسـاس و    5قرار گرفتند و ژنوتیپ شـماره  
از گروه متحمل بیشترین میـانگین فعالیـت    10شماره 

را داشتند. همچنـین اثـر متقابـل     SOD2دنسیتومتریک 
  SOD2پــرولین بــراي × تــنش و ژنوتیــپ × ژنوتیــپ 

تنش (شکل × دار شد. بررسی اثر متقابل ژنوتیپ معنی

) نشان داد که با افزایش میزان تنش خشکی، میـزان  8
هـاي مـورد مطالعـه یـا     در اکثر ژنوتیپ SOD2فعالیت 

بدون تغییر بوده یا افزایش پیدا کرده است و فقـط در  
دار فعالیت در شـرایط  کاهش معنی 10ژنوتیپ شماره 

تنش خشکی شدید دیـده شـد.  افـزایش یـا کـاهش      
هـاي   اکسـیدان در مـورد گونـه    هاي آنتـی مفعالیت آنزی

کـه  مختلف گیاهی نیز گزارش شده اسـت بـه طـوري   
-آنـزیم  فعالیت کردند گزارش )2005دوبی ( و شارما

 تـنش  شـدت  افـزایش  در گیاهچه برنج با SOD هاي
 و یانـگ  کـه  صورتی در کند، می افزایش پیدا خشکی

 شـدت  افـزایش  بـا  دادند کـه  نشان )2006همکاران (
ــکی در ــت Radix astragaliخش ــزیم فعالی   SODآن

 اختلاف این رسدمی نظر . به)32، 24( یابدمی کاهش

 بافـت  نمـو  و رشـد  مرحله گیاهی، گونه از نوع ناشی

 ).10شرایط محیطی باشد ( و گیاهی

  

  
 هاي آفتابگردان.چهدر گیاه SODاي از الکتروفورگرام نمونه -7شکل 

Figure 7- Example of an SOD electropherogram in sunflower seedlings 
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 اي.آفتابگردان در سطوح مختلف تنش در مرحله گیاهچه هايدر ژنوتیپ SOD2فعالیت  -.8شکل

Figure 8- SOD2 activity of sunflower seedlings under drought stress conditions. 
 

 

  
  

 هاي آفتابگردان در سطوح مختلف پرولین خارجی.ژنوتیپ در SOD2فعالیت دنسیتومتریک ایزوزیم  -9شکل 
Figure 9- Densitometric activity of SOD2 in sunflower genotypes under exogenous proline treatments. 

  
) 9پـرولین (شـکل   × بررسی اثر متقابـل ژنوتیـپ   

هـا بـا افـزایش میـزان     ژنوتیـپ نشان داد که در اغلب 
 SOD2پرولین در محیط کشت، میزان فعالیت ایزوزیم 

، یا بدون تغییر بـوده یـا بـه    5جز در ژنوتیپ شماره به
دار کاهش پیدا کرده است. گزارش شده صورت معنی

اکسیدان قوي است که اولـین مـاده   یک آنتی SODکه 
یکال تولید شده از احیاء یک ظرفیتی اکسیژن، یعنی راد

دفـاع   SODبرد، بنابراین بـه  سوپر اکسید را از بین می
ــل رادیکــال هــاي آزاد اکســیژن اطــلاق اولیــه در مقاب

). طی دوران تنش خشکی، وضـعیت آب  11شود ( می
درون ســلولی نقــش کلیــدي را در فعــال کــردن ایــن 

کنـد. بـا افـزایش میـزان     هاي دفاعی بازي میمکانیسم

 ـ   اه فعـال شـده و بـا    تنش، سیستم آنتـی اکسـییدان گی
عنوان افزایش فعالیت آنزیم سوپر اکسیداز دیسموتاز به

هاي اکسـیژن  اولین سد دفاعی در مقابل حمله رادیکال
نمایـد و  در مقابل خسارات ناشی از تنش مقاومت می

تا زمانیکه گیاه قادر به مهار حجم سوپراکسـید تولیـد   
ــه دارد (   ــد ادام ــن فراین ــد ای ــاه باش ــده در گی ). 11ش

دهـد کـه   هاي مختلف نیز نشان میاطلاعات و بررسی
هـاي  ها در پاسخ به تنشدر سلول SODفعالیت آنزیم 

کش هاي غیرزیستی مانند علفمختلف محیطی و تنش
پاراکوات)، شدت نور بالا، شوري و خشکی  افـزایش  

  ).  5، 21، 19، 12کند (پیدا می
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 تیمار با پرولین. و PEGهاي آفتابگردان تحت تنش خشکی ناشی از ژنوتیپ در SOD2و   SOD1فعالیت دنسیتومتریک  -3جدول 
Table 3- Densitometric activity of SOD1 and SOD2 in sunflower genotypes under drought stress induced by PEG and 

treatment with exogenous proline.  
هاي حساسژنوتیپ هاي متحملژنوتیپ   

Sensitive 
genotype SOD1 SOD2 

Tolerant 
genotype SOD1 SOD2 

1 0.625ab 0.381cd 6 0.627ab 0.385abc 

2 0.671de 0.351e 7 0.610de 0.359e 

3 0.615cd 0.383bc 8 0.602d 0.373d 

4 0.621bc 0.373d 9 0.621bc 0.383bc 

5 0.634a 0.393a 10 0.624b 0.391ab 
باشد.درصد می 5دار در سطح احتمال ت معنیدهنده تفاو حروف متفاوت نشان   

Different letters indicate a significant difference at the 5% probability level. 
  

 ايتجزیه واریانس فعالیت ایزوزیمی تحت تنش خشکی در دو گروه حساس و متحمل به خشکی آفتابگردان در مرحله گیاهچه - 4جدول
Table 4- Analysis of variance of isozyme activity under drought stress in two susceptible and tolerant sunflower 

groups in seedling stage 
  منابع تغییر
S.O.V 

 درجه آزادي
df 

 میانگین مربعات
MS 

  CAT1 POX1 SOD1 SOD2 
 0.00001 0.001 *0.003 0.00009 1 ژنوتیپ

Gnotype      
 0.00006 0.0004 0.001 0.00001 2 پرولین

Proline      
 0.0002 0.0004 0.001 0.0001 2 خشکی

Drought      
پرولین× ژنوتیپ   G×P 2 *0.0001 0.001 0.0002 0.0002 
خشکی× ژنوتیپ   G×D 2 0.0003** 0.001 0.0001 0.0004 

پرولین× خشکی× ژنوتیپ   8 0.00002 0.001 0.00008 0.0003 
ایشخطاي آزم  Error 252 0.00004 0.0004 0.0003 0.0003 

 CV%  3 13 3 5 ضریب تغییرات  
  :P < 0.05; **P < 0.01                significant at*                                  داري در سطح احتمال پنج و یک درصدبه ترتیب معنی **و  * 

     

 هـاي متحمـل و حسـاس بـه    مقایسه بـین ژنوتیـپ  
هـاي  نتایج تجزیه واریانس فعالیـت ایـزوزیم   خشکی:

هـاي حسـاس و   مورد مطالعه در دو گروه آفتـابگردان 
متحمل به خشکی نشان داد که اختلاف بین دو گـروه  

درصد  5در سطح احتمال  POX1آفتابگردان فقط براي 
و  خشـکی تـنش   ×باشـد و اثـر ژنوتیـپ    دار میمعنی

لیـت ایـزوزیم   سطوح پـرولین بـر روي فعا   ×ژنوتیپ 
CAT1 درصد  5درصد و  1ترتیب در سطح احتمال به
ملاحظـه   4 بـر اسـاس جـدول    دار بـوده اسـت.  معنی

شود که بین ارقام حساس و متحمل تنهـا در مـورد    می

آنــزیم پراکسـیداز اخــتلاف    POX1فعالیـت ایـزوزیم   
طوریکه فعالیت ایـن ایـزوزیم در    به ،دار دیده شدمعنی

داري بیشـتر از گـروه   عنـی گروه متحمـل بـه شـکل م   
هاي مـورد مطالعـه در   . فعالیت سایر آنزیمبودحساس 

 بین ارقام متحمل و حساس یکسان بوده است. 

  
 گیرينتیجه

ــین  ــن  10از ب ــرد دو لای ــن اینب  و  329BGKلای
221RGK  ــه ــه ب ــب ب ــل ترتی ــوان متحم ــرین و عن ت

هاي اینبرد شناسایی شدند. بررسی اثر حساسترین لاین
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هـاي  بـراي ایـزوزیم   خشـکی تـنش   ×ژنوتیپ  متقابل
CAT1  وSOD2  مولارمیلی 5نشان داد که اضافه کردن 

. اثـر سـه   مـی شـود  پرولین باعث تعدیل اثرات تـنش  
 POX1براي ایـزوزیم  تنش  ×پرولین  ×جانبه ژنوتیپ 

 ×اثر متقابل ژنوتیـپ  بررسی . )P≤0.01(دار شد معنی
نشـان داد   SOD2و   POX1هـاي  پرولین براي ایزوزیم

میلی مولار پرولین باعـث کـاهش فعالیـت     5 رکه تیما
در اغلــب  SOD2و فعالیـت ایـزوزیم    POX1ایـزوزیم  

ژنوتیـپ قـرار گرفتـه     تا حد زیادي تحت تـاثیر  موارد
خشـکی بـراي   × بررسـی اثـر متقابـل پـرولین     است. 

میلـی مـولار    5نشـان داد کـه تیمـار    POX1 ایـزوزیم  
تنش، باعث تعدیل اثرات هاي تحت پرولین به ژنوتیپ

این ایزوزیم شده است و اعمال  و کاهش فعالیت تنش
مولار پرولین باعـث ایجـاد تـنش و افـزایش     میلی 10

ــت ــت. میــانگین فعالیــت      فعالی آنزیمــی شــده اس
هـاي آنتـی اکسـیدان مـورد     دنسیتومتریک تمام آنـزیم 

متحمل و حسـاس نشـان داد    هايبررسی بین ژنوتیپ
 POX1ه تنهـا در مـورد ایـزوزیم    که بین این دو گـرو 

و فعالیـت   )P≤0.05( دار وجـود داشـت  اختلاف معنی
مراتب بیشتر از گـروه  این ایزوزیم در گروه متحمل به

از لحـاظ فعالیـت    کـه  دهـد حساس بود. این نشان می
هـاي  ژنوتیـپ بین دو گروه از هاي آنتی اکسیدان آنزیم

زیـادي وجـود   ، تفـاوت  متحمل و حساس به خشکی
محدود شده اسـت.  POX1رد و این تفاوت فقط به ندا

 
References 

1. Abogadallah, M.J. 2010. Antioxidative 
defense under salt stress. Plant Signal 
Behav. 5: 4. 369-374. 

2. Anderson, M.D., Prasad, T.K., and 
Stewart, C.R. 1995. Changes in isozyme 
profiles of catalase, peroxidase and 
glutathione reductase during acclimation 
to chilling in mesocotyls of maize 
seedling. J Plant Physiol. 109: 4. 1247-
1257. 

3. Anwar Hossain, M., and Fujita, M. 2010. 
Evidence for a role of exogenous Glycine 
betaine and proline in antioxidant defense 
and methylglyoxal detoxification systems 
in mung bean seedlings under salt stress. 
Plant Mol. Biol. 16:1.19-28. 

4. Ashraf, M., and Foolad, M.R. 2007. 
Roles of glycinebetaine and proline in 
improving plant to abiotic stress 
tolerance. Environ. Exp. Bot. 59: 2. 206-
216. 

5. Baloglu, M.C., Kavas, M., Aydin, G., 
Oktem, H.A., and Yucel, A.M. 2012. 
Antioxidative and   physiological 
responses of two sunflower cultivars 
under PEG mediated drought stress. Turk 
J Botany. 36: 6. 707-714. 

6. Bai, L.P., and Sui, F.G. 2006. Effect of 
soil drought stress on leaf water status, 
membrane permeability and enzymatic 

antioxidant system of maize. Pedosphere. 
16: 3. 326-332. 

7. Blokhina, O., Virolainen, E., and 
Fagerstedt, K.V. 2003. Antioxidants, 
oxidative damage and oxygen 
deprivation stress. A review. Ann Bot. 
91: 2. 179-194. 

8. Casano, L.M., Martin, M., and Sabater, 
B. 1994. Sensitivity of superoxide 
dismutase transcript levels and activities 
to oxidative stress is lower in mature-
senescent than in young barley leaves. 
Plant Physiol. 106: 3. 1033-1039. 

9. Celina, M.L., Gabriela, M.P., and Simon, 
D. 2004. Drought and CAT gene 
expression in wheat. J. Exp. Bot. 56: 2. 
417-423. 

10. Jiang, Y., and Huang, N. 2001. Drought 
and Heat stress injury to two cool-season 
turfggrasses in relation to antioxidant 
metabolism and lipid peroxidation. Crop 
Sci. 41: 2. 436-442. 

11.  Jung, S. 2004. Variation in antioxidant 
metabolism of young and mature leaves 
of (Arabidopsis thaliana). subjected to 
drought. Plant Sci. 166: 2. 459-466.      

12.  Maribel, L., Dionisio, S., and Satoshi, T. 
1998. Antioxidant responses of rice 
seedlings to            salinity stress. Plant 
Sci. 135: 1. 1-9. 

13.  Manivannan, P., AbdulJaleel, C., 
Sankar, B., Kishorekumar, A., 



ق و همکارانح بنده علی  

 33 

Somasundaram, R., Lakshmanan, G. 
M.A., and Panneerselvam, R. 2007. 
Growth, biochemical modifications and 
proline metabolism in (Helianthus 
annuus L.). as induced by drought stress. 
Colloids Surf B Biointerfaces. 59: 2. 141-
149. 

14. Masoumi, H., Masoumi, M., Darvish, F., 
Daneshian, J., Nourmohammadi, G.H., 
and Habibi, D. 2010. Change in several 
antioxidant anzymes activity and seed 
yield by water deficit stress in soybean 
(Glycine max L.) cultivars, Notulae 
Botanicae Horti Agrobotanici. Cluj-
Napoca. 38: 3. 50-59. (In Persian)  

15. Pan, Y., Jun Wu, L., and Liang Yu Z. 
2006. Effect of salt and drought stress on 
antioxidant enzymes activities and SOD 
isoenzymes of liquorice (Glycyrrhiza 
uralensis Fisch), J. Plant Growth Regul. 
49: 2. 157-165. 

16. Sairam, k., Chandrasekhar, V., and 
srivasta, G.C. 2001. Comparison of 
hexaploid and tetraploid wheat cultivars 
in their responses to water stress. 
Biologia Plantarum. 44: 1. 89-94.  

17. Sairam, K., Deshmuh, P.S., and Shukla, 
D.S. 1997. Tolerance of drought and 
temperature stress in relation to increased 
antioxidant enzyme activity in wheat. J. 
Agron. Crop Sci. 178: 3. 171-178.        

18. Sayfzadeh, S., Habibi, D., and Fathollah, 
D.F. 2010. Response of antioxidant 
enzyme activities and root yield in sugar 
beet to drought stress. Int. J. Agric. Biol. 
13: 3. 358-362. (In Persian) 

19. Sharma, P., and Dubey, R.S. 2005. 
Drought induces oxidative stress and 
enhances the activities of antioxidant 
enzymes in growing rice seedlings. J. 
Plant Growth Regul. 46: 3. 209-221. 

20. Sharp, R.E., and Boyer, J.S. 1986. 
Photosynthesis at low water potential in 

sunflower: lack of photoinhibitory 
effects. Plant Physiol. 82: 1. 90-95.       

21. Singh, A.M.L., and Saini, R.K. 2004. 
Seed germination and seedling growth of 
citrus (Cytrus species) root stocks under 
different salinity regimes. J. Agri. Sci. 
74: 5. 246-248. 

22. Soltis, D., and Soltis, P.S. 1990. 
Isozymes in Plant Biology. Dioscorides 
Press. Portland. USA. 97: 13. 7051-7057. 

23. Soshinkova, T.N., Radyukina, N.L., 
Korolkova, D.V., and Nosov, A.V. 2013. 
Proline and functioning of the antioxidant 
system in (thellungiella salsuginea) 
plants and cultured cells subjected to 
oxidative stress. Russ. J. Plant Physiol. 
60: 1. 41-54. 

24. Stepien, P., and Klobus, G. 2005. 
Antioxidant defense in the leaves of C3 
and C4 plants under salinity stress. 
Physiol. Plant. 125: 1. 31-40. 

25. Sun, C., Du, W., Cheng, X., Xu, X., 
Zhang, Y., Sun, D., and Shi, J. 2010. The 
effects of drought stress on the activity of 
acid phosphatase and its protective 
enzymes in pigweed leaves. Afr. J. 
Biotechnol. 9: 6. 825-833. 

26. Valizadeh, M., Mohayeji, M., 
Yasinzadeh, N., Nasrullazade, S., and 
Moghaddam, M. 2011. Genetic diversity 
of synthetic alfalfa generations and 
cultivars using tetrasomic inherited 
allozyme markers. J. Agri. Sci. 13: 425-
430. (In Persian) 

27. Yong, T.L., Zongsuo, S., and Feng, D. 
2006. Effect of water deficits on the 
activity of anti-oxidative enzymes and 
osmoregulation among three different 
genotypes of (Radix astragali) at 
seedling stage. Colloids Surf B 
Biointerfaces. 49: 1. 60-65. 

 
 
 
 
 



 34 


