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  1چكيده
از  شوند اما   گياهان جذب مي    وسيله ههاي نيترات و آمونيوم دو شكل اصلي نيتروژن هستند كه ب           يون

، اثر نوع تغذيه بـر رشـد و         در اين تحقيق  .  رشد و تركيب شيميايي گياه با هم متفاوت هستند         نظر اثر بر  
ها نشان داد كه مقـدار       نتايج بررسي . هاي برنج در سطح بيوشيميايي مورد بررسي قرار گرفت         برگپيري  
  لول و فعاليت ويـژه    تر و خشك گياه، مقدار كلروفيل كل، سرعت واكنش هيل، مقدار پروتئين مح             وزن

 بـا   تغذيـه شـده    داري از گياهـان    طور معني  هشدند ب  آنزيم پراكسيداز در گياهاني كه با نيترات تغذيه مي        
 آنزيم سوپراكسيدديسموتاز     و فعاليت ويژه   b به كلروفيل    a نسبت كلروفيل    ، بالعكس .كمتر بود آمونيوم  

 اخـتلاف    مـشاهده عـدم   با توجه بـه     . شدند غذيه مي در اين گياهان بيشتر از گياهاني بود كه با آمونيوم ت          
نيتروژن در برگ گياهان برنج، اين نتيجه    ميزان پراكسيداسيون ليپيد تحت تيمارهاي مختلف        دار در   معني

 شـود   برنجگياهبرگ  دراسترس اكسيداتيو  يالقاتواند سبب   نمينيتروژني  تغذيهنوع  كه آيد دست مي  به
لروفيـل و پـروتئين در      دار ك  وزن تـر و خـشك، مق ـ       هاي رشد ماننـد    خصسبب كاهش شا  تواند    مي اما

  .دات گرد با نيترتغذيه شده گياهان برنج
  

  هاي اكسيداتيو برگ، آنزيم  برنج، نيترات، آمونيوم، پيري:هاي كليدي واژه

                                                 
 seyyedmohsen_hoseini@yahoo.com:  مسئول مكاتبه*



 1388) 2( شماره ،)16( هاي توليد گياهي پژوهشمجله  
 

 174

  مقدمه
 ـ هاي تخريبي اسـت كـه در نهايـت          فعاليت پيري فرآيندي با  . يابد  خاتمه مي  تكوين برگ با پيري     هب

. بازچرخش مـواد اسـت     اصلي از پيري در گياهان برداشت و      هدف  ). 1988نودن،  (شود   ميمنجر   مرگ
وقتي گياه ديگر به    . دنشو  داراي مواد مغذي توليد مي     هاي  هاي سبز، اندام   در جريان رشد و تكوين برگ     

 نهـايي    مرحلـه . ندشـو  مي  مواد قابل برداشت، بازچرخ     شود و همه   برگ نياز ندارد فرآيند پيري القاء مي      
 فرآيند پيـري     وسيله ه مواد مغذي ب    همه افتد تا   اما اين فرآيند فعالانه به تعويق مي        مرگ برگ است   ،پيري

هـاي بـرگ     در جريـان پيـري، سـلول      ). 2003 والاستون و همكـاران،      -بوكانان(تكويني برداشت شوند    
 ناشـي از    بـرگ ير فنـوتيپي، زرد شـدن       ترين تغي  توجه قابل. شوند متحمل تغييرات شديد متابوليسمي مي    

 فتوسنتزي كلروفيـل و از       دست دادن رنگيزه   با از . هاست شكستن كلروفيل و ازكارافتادگي كلروپلاست    
هاي آنابوليكي مانند فتوسنتز و سنتز پروتئين كه به   فعاليت،ها هم پاشيدن تماميت ساختاري كلروپلاست

هـا و    ها، ليپيدها، پروتئين    و كاتابوليسم كلروفيل   )2001اران،  وئو و همك  (شوند   انرژي نياز دارند كند مي    
هاي در حال رشـد،      شوند به برگ   مواد مغذي كه در اين ميان آزاد مي       . شود مي اسيدهاي نوكلئيك غالب  

  .)2003 والاستون، -بوكانان( يابند اي انتقال مي هاي ذخيره هاي در حال تكوين يا بافت دانه
هـاي نيتـرات و    يون. ي معدني است كه گياهان به مقدار زياد به آن نياز دارند غذاي مادهيك  نيتروژن  

هر چند كه نيترات پـس از       . شوند   گياهان جذب مي    وسيله  اصلي نيتروژن هستند كه به    آمونيوم دو شكل    
ايـن عقيـده   شـود امـا مدتهاسـت     دار آلي به آمونيوم احيا مـي  نجذب و قبل از ورود به تركيبات نيتروژ   

عنوان منابع نيتروژن از نظر اثر بر رشد و تركيب شيميايي گياه بـا   باشد كه آمونيوم و نيترات به  ميمطرح  
سـازگاري نـسبي گياهـان بـراي اسـتفاده از            ).2002 گنزالس و همكاران،     -ريوس(هم متفاوت هستند    

از دارد بنـابراين     متابوليسم آمونيوم نسبت به نيترات به انرژي كمتري ني         .نيترات و آمونيوم متفاوت است    
توانند در محيطي كه آمونيـوم        هاي گياهي مي    گياهان بايد آمونيوم را ترجيح دهند اما تنها برخي از گونه          

هاي زراعي وقتي در محيط داراي آمونيـوم قـرار           بيشتر گونه . خوبي رشد كنند   تنها منبع نيتروژن است به    
هند و محـيط داراي نيتـرات بـراي رشـد آنهـا           د  گيرند علايم مسمويت شديد به آمونيوم را نشان مي          مي

  ).1999اكر و همكاران، زكران(تر است  مناسب
براسـاس  . هـاي متعـددي وجـود دارد         گياهان برنج با نيترات و يا با آمونيوم گزارش          مورد تغذيه در  

مقدار كلروفيل كل و قندهاي محلول كل در گياهان برنج تغذيه نمـوده از              ) 2005(گزارش جي و پنگ     
) 1965(ياماسـاكي و سـينو      . باشـد   داري از گياهان تغذيه شده با نيترات بيشتر مـي           طور معني   ونيوم به آم
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 نيترات برروي رشد و بازدهي گياه اثـر مفيـدي دارد و فعاليـت متـابوليكي و جـذب       تغذيهدريافتند كه   
دهي گياهـان در    دهـد كـه رشـد و بـاز          ها نـشان مـي      يافته. دهد  هاي برنج افزايش مي     كاتيون را در ريشه   

هايي كه يكي از اين دو منبع          محيط نسبت به هايي كه داراي مخلوطي از نيترات و آمونيوم هستند            محيط
با بررسي گياه بـرنج نـشان       ) 1999(كرانزاكر و همكاران    . باشد  نيتروژن به تنهايي وجود دارد، بيشتر مي      

تواند ناشـي از افـزايش        يترات و آمونيوم مي   زمان از ن     هم  ايش رشد و بازدهي گياه در تغذيه      دادند كه افز  
آمونيـوم و    1سـازي    تحريـك همگـون     جذب آمونيوم و افزايش انتقال نيتروژن به اندام هوايي در نتيجـه           

.  در حضور نيترات باشد كـه بـه لحـاظ زراعـي اهميـت دارد               GS/GOGAT2  افزايش فعاليت چرخه  
شـود     انجـام مـي    GS/GOGAT   چرخـه   يلهوس ـ  صورت اختصاصي به    ريباً به سازي آمونيوم تق    همگون

  ).2000لنشن و همكاران، (
دهـد كـه جـذب نيتـرات در           هايي كه در مورد جذب و احياي نيترات وجود دارد نشان مي             گزارش

آنـزيم  ). 1995كرافـورد،   (شـود     هاي تنفـسي تـأمين مـي        ريشه نيازمند انرژي است كه از طريق واكنش       
رات به نيتريت، واكنش احياي نيتريت به مونواكسيدنيتروژن و واكنش          بر احياي نيت    ردوكتاز علاوه   نيترات

اين آنزيم ). 2000هاما،  ياماساكي و ساكي(دهد  احياي اكسيژن و توليد آنيون سوپراكسيد را نيز انجام مي 
نوكلئوتيـد هِـم و يـك     دي آدنـين  دو گروه پروسـتتيك فلاويـن  داراي سه مركز اكسايش و كاهش شامل       

 )1968(براسـاس گـزارش اوجـي و ايـزاوا       ). 1988كرافـورد و همكـاران،      (باشد    يبدن مي كوفاكتور مول 
 برنج از فعاليت آن در سويا و   روزه21هاي گياهان    ها و برگ    قهردوكتاز در سا     آنزيم نيترات   فعاليت ويژه 

  .گندم بيشتر است
رات و يا بـا آمونيـوم نـشان         يه با نيت  ذاكسيداتيو در تغ    هاي آنتي   نتايج حاصل از بررسي فعاليت آنزيم     

 در Catharanthus roseusهاي سوپراكسيدديسموتاز و پراكسيداز در گياه  دهد كه فعاليت آنزيم مي
چنـين،   هـم . شـوند   داري بيشتر از گياهاني است كه با آمونيـوم تغذيـه مـي              طور معني   تغذيه با نيترات به   

نتايج بررسـي لـين و كيـو        ). 2006سرا و گوپتا،    مي(ها است     ها بيشتر از برگ     فعاليت اين آنزيم در ريشه    
 NADHدهـد كـه ميـزان پراكـسيدهيدروژن و فعاليـت آنـزيم                هاي برنج نـشان مـي       در ريشه ) 2001(

 اكـسيداز نـوعي پراكـسيداز كـه از          NADH. يابـد    تحت تيمار كلريـد آمونيـوم افـزايش مـي          3اكسيداز
NADH كيل پراكسيدهيدروژن مورد نياز براي ساخت  كند و در تش      الكترون استفاده مي    ان دهنده عنو   به

                                                 
1- Assimilation 
2- Glutamine Synthetase/Glutamate Synthase 
3- Nicotinamide Adenine Dinucleotide Oxidases (NADH Oxidases) 
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دريافتند كـه   ) 1976(مارواها و جوليانو    ). 2006 كريستوفرز و همكاران،     -فچ(لينگين نقش مهمي دارد     
هـاي هـوايي    فعاليت آنزيم كاتالاز برحسب نانومول اكسيژن توليد شده بر دقيقه بر گرم وزن تر در اندام     

 -نتايج بررسي اروزكـو   . نيترات است  بيشتر از گياهان تغذيه نموده از        گياه برنج تغذيه نموده از آمونيوم     
عنـوان پيـامبر      در اثر جراحت بـه    نشان داد كه انباشتگي پراكسيدهيدروژن      ) 2001(كاردناس و همكاران    

كننـدگان پروتئينـاز و    هـاي مـرتبط بـا دفـاع از جملـه ممانعـت              اي از ژن    كند و مجموعه    ثانويه عمل مي  
  .كند از را القا مياكسيد فنل پلي

 سازگاري گياهان برنج براي اسـتفاده از نيتـروژن معـدني             در زمينه هاي متفاوت     با توجه به گزارش   
صورت نيترات يا آمونيوم، در اين تحقيق اثر نوع نيتروژن بر رشد و پيري برگ در گيـاه بـرنج مـورد                        به

ن براي گياه برنج تعيين شود و از سوي بررسي قرار گرفت تا از يك سو، محيط بهينه از نظر نوع نيتروژ       
. ديگر، علت كاهش رشد و پيري برگ در گياه برنج در محيط نامناسب از نظر نوع نيتروژن تعيين گردد                  

  .اكسيداتيو و استرس اكسيداتيو در تغذيه با نيتروژن مطالعه شد هاي آنتي فعاليت آنزيم  در اين خصوص،
  

  ها مواد و روش
مدت  بهبذرها  . شفق از مركز تحقيقات كشاوزري گرگان تهيه شد       طارم   برنج رقم    بذر گياه : مواد گياهي 

 ـ    گرديدند  ضدعفوني  درصد 5/2 دقيقه در محلول هيپوكلريت سديم       15 خـوبي بـا آب مقطـر        ه سـپس ب
گـراد    سـانتي    درجه 30در دماي   و   ساعت در تاريكي     48مدت  به  زني    براي جوانه  وداده شدند   شستشو  

زده از نظـر     بـذرهاي جوانـه    .زده در محيط كشت شني انجام شد       ت بذرهاي جوانه  كش. ندنگهداري شد 
 8/2 تيمارهـا     مقدار كل نيتروژن در دسـترس در كليـه        . قرار گرفتند مختلف   تيمار   5منبع نيتروژن تحت    

كلسيم، در تيمارهـاي دوم و   صورت نمك نيترات  نيتروژن به،در تيمار اول . در نظر گرفته شد   مولار   ميلي
ترتيب با نسبت سه بـه يـك و          هكلسيم و كلريدآمونيوم و ب     صورت مخلوطي از نيترات    ارم نيتروژن به  چه

 ـ       صورت نمك نيترات   هيك به سه، در تيمار سوم نيتروژن ب        صـورت   هآمونيوم و در تيمار پنجم نيتروژن ب
 ـ ها در محلول غـذاي     غلظت ساير نمك  . نمك كلريدآمونيوم در اختيار گياهان قرار داده شد        صـورت   هي ب

 4SO2Mg ،4/1 مــولار  ميلــيO2H2.4PO2NaH ،3/1 مــولار  ميلــي4SO2K ،32/0 مــولار  ميلــي5/0
ــي ــولار ميل ــي2CaCl ،10 م ــولار   ميل ــولارFeNaEDTA ،5/9م  O2H4.2MnCl ،075/0  ميكروم

  ميكرومـــــولار3BO3H ،15/0  ميكرومـــــولارO2H4.24O7MO6)4NH( ،9/18 ميكرومـــــولار
OH.ZnSO 24 OH.CuSO  ميكرومولار 15/0،  7 24 786  ميكرومولار 12 و   5 OHC نظـر گرفتـه     در
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 30 روز در نـور طبيعـي در دمـاي متوسـط             14 مـدت    ها به   رست  دانه). 1976  يوشيدا و همكاران،  (شد  
ذايي هـر روز     محلـول غ ـ   pH ،در طي اين مدت   . گراد در گلخانه تحت تيمار قرار گرفتند        سانتي  درجه
 گياهان  ، روز 14پس از پايان    .  روز، تعويض گرديد   4 بار با فاصله     3 تنظيم شد و محلول غذايي       6روي  

  .هاي بيوشيميايي مورد استفاده قرار گرفتند  برگي برداشت شدند و براي بررسي4  در مرحله
 روش  اده از اج كلروپلاسـت بـا اسـتف      اسـتخر : هـا   كلروپلاسـت   در 1گيري سرعت واكنش هيل    اندازه
گيـري سـرعت واكـنش هيـل      انـدازه  و   )38) (1962(جداسازي استاندارد واتلـي و آرنـون          شده  اصلاح

 كلريد، ليتر بافر تريس    ميلي 1/2ترتيب شامل    هي شاهد ب   نمونه. انجام شد ) 1972(براساس روش تربست    
ترتيب شامل   هورد آزمايش ب   م  ليتر سوسپانسيون كلروپلاست و نمونه      ميلي 3/0ليتر آب مقطر و       ميلي 6/0
 3/0ليتر آب مقطر و       ميلي 3/0،  ايندوفنل كلروفنل  معرف دي  ليتر ميلي 3/0كلريد،   ليتر بافر تريس    ميلي 1/2

تغييرات جذب نسبت به شاهد در فواصـل زمـاني يـك دقيقـه              . بودليتر سوسپانسيون كلروپلاست     ميلي
يري شد و ميانگين تغييرات جذب طي ايـن مـدت           گ  نانومتر اندازه  600 دقيقه در طول موج      10مدت   به
  .عنوان سرعت واكنش هيل بيان گرديد به

 سـرد صـورت گرفـت و ميـزان           درصـد  80 استخراج كلروفيـل در اسـتن        :گيري ميزان كلروفيل   اندازه
  . شدگيري اندازه) 1949( و كل با استفاده از روش آرنون a ،bهاي  كلروفيل
) 2001(كووا و همكـاران     اسـاس روش پروچـاز    استخراج عـصاره بر   : گيري پراكسيداسيون ليپيد   اندازه

گرديـد و   گرم تـوزين  05/0 ،متري انتهاي سومين برگ گياه برنج  سانتي7براي اين منظور از   . انجام شد 
 در يـك هـاون چينـي و در حمـام يـخ       درصـد 1/0كلرواسـتيك اسـيد    ليتر از محلول تـري     ميلييك  با  

  ليتـر از محلـول حاصـل از شستـشوي هـاون داخـل لولـه                 ميلي يكاه  همر بههموژنات  . شدهموژنيزه  
 ـسـانتريفوژ   گـرم    15000 دقيقـه در     15مـدت    بهسانتريفوژ ريخته شد و      ليتـر از    يـك ميلـي   بـه   . دگردي

  درصـد  20كلرواسـتيك اسـيد       در تري   درصد 5/0باربيتوريك اسيد    ليتر محلول تري    ميلي 4سوپرناتانت  
گيـري مقـدار     سوپرناتانت بـراي انـدازه    . سانتريفوژ گرديد گرم   10000 در  دقيقه 15و مدت    اضافه شد 

جـذب محلـول در سـه طـول مـوج           . جذب توسط دستگاه اسپكتروفتومتر مورد اسـتفاده قـرار گرفـت          
 نسبت به شاهد ثبت گرديـد  2آلدئيد دي  نانومتر براي مالون   600و   440اختصاصي   و غير  532اختصاصي  

                                                 
1- Hill Reaction  
2- Malondialdehyde 
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گيري شد   آلدئيد در نمونه اندازه    دي مالون  مقدار mM-1.cm-1 156 1و سپس براساس ضريب خاموشي    
  ).1992دو و براملاگ، (

ش هيونـگ و كـائو      اسـتخراج عـصاره پروتئينـي بـرگ براسـاس رو           :برگپروتئيني  استخراج عصاره   
 گـرم تـوزين     05/0،  متري انتهاي سومين برگ گياه برنج       سانتي 7براي اين منظور از     . انجام شد ) 2003(

 در يـك هـاون چينـي و در حمـام يـخ              pH =8/6 مولار  ميلي 50فسفات   ليتر بافر   ميلي يك با   وگرديد  
ليتـر از محلـول حاصـل از شستـشوي هـاون داخـل لولـه                  ميلـي  يكهموژنات همراه با    . شدهموژنيزه  

. گـراد سـانتريفوژ شـد     درجه سـانتي 4در دماي گرم  17600 دقيقه در 20سانتريفوژ ريخته شد و مدت     
هـاي محلـول و بررسـي        گيري مقدار پروتئين   منظور اندازه  عنوان عصاره پروتئيني برگ به     انت به سوپرنات

  .وپراكسيدديسموتاز مورد استفاده قرار گرفتساكسيداز و  فنل هاي كاتالاز، پراكسيداز، پلي فعاليت آنزيم
) 1976(ادفـورد   اسـاس روش بر   هاي محلـول بر    گيري پروتئين  اندازه: هاي محلول  گيري پروتئين  اندازه

  .انجام شد
روش چـنس و مهلـي      اسـاس   سنجش فعاليـت آنـزيم پراكـسيداز بر        :سنجش فعاليت آنزيم پراكسيداز   

ليتر بافر    ميلي 79/2ليتر براي پراكسيداز شامل       ميلي 3محلول واكنش در حجم نهايي      . انجام شد ) 1955(
ــسفات ــي25ســديم  ف ــا  ميل ــولار ب ــاكول pH ،100 =7 م ــر گاي ــولار، 6/0 ميكروليت ــر 100 م  ميكروليت

در تغييـرات جـذب محلـول واكـنش         . دوب  ميكروليتر عصاره آنزيمي     10ر و    مولا 2/1پراكسيدهيدروژن  
گـرم   اسـاس ميكرومـول بـر دقيقـه بـر ميلـي           گيري شد و فعاليت آنزيم بر       اندازه نانومتر   470طول موج   

  .پروتئين بيان گرديد
اسـاس روش كـار و      اكـسيداز بر   فنـل  فعاليت آنزيم پلي  سنجش   :اكسيداز فنل سنجش فعاليت آنزيم پلي   

ليتـر بـراي     ميلـي  3محلـول واكـنش در حجـم نهـايي          . همـراه بـا تغييراتـي انجـام شـد         ) 1976(ميشرا  
 ميكروليتـر   pH  ،100 =8/6مـولار بـا       ميلـي  25سـديم    ليتر بافر فـسفات     ميلي 8/2اكسيداز شامل    فنل پلي

تغييرات جذب محلول واكـنش نـسبت       . باشد عصاره آنزيمي مي   ميكروليتر   100  مولار و  3/0پيروگالول  
اساس ميكرومـول بـر دقيقـه بـر         گيري شد و فعاليت آنزيم بر       اندازه نانومتر   420طول موج   در  به شاهد   

  .گرم پروتئين بيان گرديد ميلي

                                                 
1- Extinction Coefficient 
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) 1955(سنجش فعاليت آنزيم كاتالاز بر اسـاس روش چـنس و مهلـي              : سنجش فعاليت آنزيم كاتالاز   
 85/2ليتـر بـراي كاتـالاز شـامل           ميلـي  3محلول واكنش در حجـم نهـايي        . ه با تغييراتي انجام شد    همرا
 و   مـولار  45/0 ميكروليتر پراكـسيدهيدروژن     pH  ،100 =7مولار با     ميلي 50سديم   ليتر بافر فسفات   ميلي

 240مـوج    طـول در  تغييرات جذب محلول واكنش نسبت بـه شـاهد           .دو ميكروليتر عصاره آنزيمي ب    50
  .گرم پروتئين بيان گرديد اساس ميكرومول بر دقيقه بر ميليگيري شد و فعاليت آنزيم بر اندازهنانومتر 

اسـاس  ديـسموتاز بر  سنجش فعاليـت آنـزيم سوپراكسيد      :سنجش فعاليت آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز    
اي ليتـر بـر    محلول واكـنش در حجـم نهـايي يـك ميلـي           . انجام شد ) 1971(وچمپ و فريدويچ    روش ب 
مولار با    ميلي 50سديم    ميكروليتر بافر فسفات   835گيري فعاليت آنزيم سوپراكسيدديسموتاز شامل       اندازه

8= pH  ،33  ميكروليتـر نيتروبلوتترازوليـوم    33مـولار،     ميلـي  3استيك اسيد    تترا آمين دي  ميكروليتر اتيلن  
ر محلــول رقيــق شــده آنــزيم  ميكروليتــ33مــولار،   ميلــي3 ميكروليتــر زانتــين 33مــولار،   ميلــي75/0

تغييرات جـذب محلـول واكـنش نـسبت بـه شـاهد       . دوب  ميكروليتر عصاره آنزيمي   33اكسيداز و    زانتين
ليت آنزيم سوپراكـسيد    گيري شد و فعا    اندازه نانومتر   560وسيله دستگاه اسپكتروفتومتر در طول موج        هب

  .گرم پروتئين بيان گرديد اساس واحد بر ميليديسموتاز بر
جداسازي آنزيم   :1كننده آميد غيردناتوره  اكريل روي ژل پلي  سـازي و تشخيص آنـزيم كاتالاز بر     داج

همراه بـا   ) 2000(كننده براساس روش جوردي و همكاران        آميد غيردناتوره  اكريل روي ژل پلي  ز بر كاتالا
 انجـام    درصـد  7 روي ژل جداكننـده    الكتروفورز عصاره آنزيمي بر    ،نظورم براي اين . انجام شد  تغييراتي

) 1995(ان  آميـد براسـاس روش اندرسـون و همكـار          اكريـل  روي ژل پلي  تشخيص آنزيم كاتالاز بر    .شد
و بـه دنبـال آن   اكسيژنه  مولار آب  ميلي27/3 دقيقه در محلول 25 ژل مدت  ،منظور براي اين . انجام شد 
  . قرار داده شد درصد1ك  و كلريدفري درصد1سيانيد   پتاسيم فري آميزي، در محلول تازه براي رنگ

: 2كننـده  آميـد دنـاتوره    اكريـل  روي ژل پلـي   ديسموتاز بـر  جداسازي و تشخيص آنزيم سوپراكسيد    
اسـاس روش لملـي و      كننـده بر   آميد دناتوره  اكريل روي ژل پلي  ديسموتاز بر جداسازي آنزيم سوپراكسيد  

 ،منظـور  بـراي ايـن   . )1986فلينـگ و گرگرسـون،      (همـراه بـا تغييراتـي انجـام شـد            )1970(همكاران  
مقـدار چهـار حجـم از عـصاره          . انجام شـد    درصد 10روي ژل جداكننده     آنزيمي بر   الكتروفورز عصاره 

ــه   ــافر نمون ــم از ب ــك حج ــا ي ــافتي ب ــامل ب ــريس  ش ــافر ت ــا 06/0ب ــولار ب ــدpH ،2 =8/6 م   درص

                                                 
1- Native-PAGE  
2- SDS-PAGE  
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حجمي  ،سپس. مخلوط گرديد   بروموفنل بلو   درصد 1/0 گليسرول و     درصد 25سولفات،   دودسيل سديم
هاو (كننده بارگيري شد     هاي ژل متراكم   د در چاهك  بو ميكروگرم پروتئين    100از اين مخلوط كه داراي      

 ريو  اساس روش آميد بر  اكريل روي ژل پلي  ديسموتاز بر تشخيص آنزيم سوپراكسيد   ).2003و همكاران،   
ليتـر بـافر      ميلـي  100در دقيقـه    20مدت   به ابتدا   ترتيب ه ب ژل ،منظور بدين. انجام شد ) 1996(و همكاران   

، )2003هاو و همكاران،    ) (حجم/ حجم( ايزوپروپانل    درصد 25 داراي   pH =9/7 مولار  ميلي 10تريس  
به دنبال و مولار  ميلي 5/2ليتر محلول نيتروبلوتترازوليوم   ميلي25 دقيقه در تاريكي، در 25مدت  به سپس
 28 داراي ريبوفلاوين   pH =8/7 مولار  ميلي 50م  پتاسي  دقيقه در تاريكي در بافر فسفات      20دت  ـم آن، به 

 براي ظهور باندهاي آنـزيم،      ،در نهايت . مولار قرار داده شد     ميلي 28آمين   دي اتيلن ميكرومولار و تترامتيل  
آميزي ژل در دماي آزمايـشگاه انجـام         كليه مراحل رنگ  . گرفت دقيقه در معرض نور قرار       20 مدت   ژل

  ).1996ريو و همكاران، (شد 
 ژل ديگـر  دو  آميـد،    اكريـل   بر روي ژل پلـي      آنزيم سوپراكسيدديسموتاز  هاي براي تشخيص ايزوزيم  

 داراي  pH =9/7مـولار     ميلي 10ليتر بافر تريس      ميلي 200  دقيقه در  20ابتدا مدت   ژل  اين دو   . آماده شد 
ي، در بـافر     دقيقـه در تـاريك     30مـدت    بـه ها    يكي از ژل   ،سپس.  ايزوپروپانل قرار داده شدند     درصد 25

 دقيقـه   30مدت   بهژل ديگر   مولار و     ميلي 3سيانيدپتاسيم    داراي pH =8/7مولار    ميلي 50پتاسيم   فسفات
مـولار قـرار      ميلي 5پراكسيدهيدروژن   داراي   pH =8/7مولار   ميلي 50يم  پتاس در تاريكي در بافر فسفات    

 مطـابق روشـي     SODهاي   يمها براي تشخيص ايزوز     ژل ،سپس). 2003كوك و همكاران،    (داده شدند   
  .آميزي شدند رنگ) 1996ريو و همكاران، (كه در بالا شرح داده شد 

ها با   تجزيه و تحليل داده   . و با سه تكرار انجام شد     آزمايش در قالب طرح كاملاً تصادفي       : روش آماري 
  . صورت گرفتSASافزار  نرم وسيله ه ب درصد5استفاده از آزمون دانكن در سطح احتمال 

  
  تايج و بحثن

نشان داد كه بـا افـزايش ميـزان آمونيـوم و كـاهش ميـزان             ها نتايج بررسي  : گياه  و وزن خشك   وزن تر 
 يابـد  داري افـزايش مـي   طور معني هنيترات در محلول غذايي مقدار وزن تر و وزن خشك گياهان برنج ب        

نشان داد كه   اهان برنج   روي گي ) 1976(مارواها و جوليانو    نتايج بررسي   . )2 و   1هاي   و جدول  1 شكل(
صورت نيتـرات يـا آمونيـوم، مقـدار وزن تـر در       نيتروژن به هاي برنج با  رست دانه پس از دو هفته تيمار    

  .بيشتر بود در محيط نيترات رشد يافته از گياهاني كردند گياهاني كه در محيط آمونيوم رشد مي
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  .له چهاربرگي گياهان برنج تحت تيمارهاي مختلف نيتروژن در مرح-1شكل 
  

  .نيتروژنگيري شده در تيمارهاي مختلف   تجزيه واريانس ميانگين مربعات صفات اندازه-1 جدول

  كلروفيل كل  واكنش هيل  وزن خشك  وزن تر  درجه آزادي  منابع تغيير
 aنسبت كلروفيل 

  b كلروفيل به
  0751/0**  1885/1**  00031/0**  6429/0*  071/42*  4  نيتروژن
  0064/0  1075/0  00004/0  1740/0  196/7  10  خطا
            14  كل

nsدرصد1دار در سطح احتمال  معني** درصد، 5دار در سطح احتمال  معني*دار نيست،  تغييرات معني .  
  

  .نيتروژنگيري شده در تيمارهاي مختلف   تجزيه واريانس ميانگين مربعات صفات اندازه-1 جدولادامه 

منابع 
  تغيير

پروتئين 
  محلول

فعاليت 
  آنزيمويژه 

  پراكسيداز

فعاليت ويژه 
  آنزيم
  كاتالاز

فعاليت ويژه 
 سوپراكسيد آنزيم

  ديسموتاز

 آنزيمفعاليت ويژه 
  اكسيداز  فنل پلي

پراكسيداسيون 
  ليپيد

  ns0022/0  **3652/2366  ns02323/0  ns0787/21  0379/0*  9944/60*  نيتروژن
  1044/505  0145/0  0210/363  0019/0  0109/0  5799/16  خطا
              كل

nsدرصد1دار در سطح احتمال  معني** درصد، 5دار در سطح احتمال  معني*دار نيست،  تغييرات معني .  
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  .نيتروژنگيري شده در تيمارهاي مختلف  هاي صفات اندازه  مقايسه ميانگين-2جدول 

وزن تر گياه   تيمار
  )گرم(

 خشك وزن
  )گرم(گياه 

 سرعت واكنش هيل
تغييرات جذب بر (

  )دقيقه

  كلروفيل كل
گرم بر گرم  ميلي(

  )بافت تر

 aنسبت كلروفيل 
  bكلروفيل  به

  مولار آمونيوم و صفر ميلي
  مولار نيترات  ميلي8/2 

c767/20  c1273/3  c038667/0  b7431/1  a98988/2  

  مولار آمونيوم و  ميلي7/0
  مولار نيترات  ميلي1/2 

bc767/23  bc4567/3  c044000/0  b2826/2  b73412/2  

  مولار آمونيوم و  ميلي4/1
  مولار نيترات  ميلي4/1 

bc800/23  bc4603/3  bc047334/0  a0900/3  b61944/2  

  مولار آمونيوم و  ميلي1/2
  مولار نيترات  ميلي7/0 

a467/30  a9873/3  ab059444/0  a0564/3  b60052/2  

  مولار آمونيوم و  ميلي8/2
  مولار نيترات  صفر ميلي

ab367/27  ab2807/4  a062556/0  a1697/3  b66792/2  

  .داري ندارند  درصد تفاوت معني5  احتمالسطح هاي هر ستون كه در يك حرف مشترك باشند با آزمون دانكن در ميانگين
  

  .نيتروژنگيري شده در تيمارهاي مختلف  هاي صفات اندازه  مقايسه ميانگين-2جدول ادامه 

 تيمار

پروتئين 
محلول 

گرم بر  ميلي(
 )تر گرم بافت

فعاليت ويژه آنزيم 
پراكسيداز 

ميكرومول بر دقيقه (
 )گرم پروتئين بر ميلي

  فعاليت ويژه آنزيم
ميكرومول بر (كاتالاز 
گرم  بر ميلي دقيقه

 )پروتئين

  فعاليت ويژه آنزيم
سوپراكسيد 

واحد بر ( ديسموتاز
 )گرم پروتئين ميلي

فعاليت ويژه آنزيم 
اكسيداز  فنل پلي

 ميكرومول بر دقيقه(
 )گرم پروتئين يليبر م

پراكسيداسيون 
نانومول ( ليپيد
 بافت  گرم بر

 )تر 

مولار  صفر ميلي
 8/2آمونيوم و 

  نيتراتمولار ميلي
b279/47  b49534/0  a34822/0  a35/143  a52694/0  a58/43  

مولار   ميلي7/0
 1/2آمونيوم و 

  نيتراتمولار ميلي
ab400/54  ab68161/0  a31044/0  ab82/112  ab39194/0  a69/45  

مولار   ميلي4/1
 4/1آمونيوم و 

  نيتراتمولار ميلي
ab532/50  ab59025/0  a32289/0  bc80/102  ab43205/0  a02/49  

مولار   ميلي1/2
 7/0آمونيوم و 

  نيتراتمولار ميلي
a415/58  a78146/0  a28640/0  c60/69  b28350/0  a14/49  

مولار   ميلي8/2
آمونيوم و صفر 

  نيتراتمولار ميلي
a481/56  a71957/0  a28302/0  bc25/85  ab38372/0  a 63/49  

  .داري ندارند  درصد تفاوت معني5  احتمالسطح هاي هر ستون كه در يك حرف مشترك باشند با آزمون دانكن در ميانگين
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بين وزن تر با ميزان كلروفيل كل و سرعت واكنش هيـل و همچنـين،               دار    وجود همبستگي مثبت معني   
معنـي باشـد كـه افـزايش رشـد رويـشي در           تواند بـدين    كلروفيل كل در گياه مي    بين وزن خشك و مقدار      

 اين  ).3جدول  (گياهان برنج ناشي از افزايش فعاليت فتوسنتزي در گياهان برنج در تغذيه با آمونيوم است                
در مورد افزايش مقـدار كلروفيـل كـل و قنـدهاي محلـول كـل در                 ) 2005(هاي جي و پنگ       نتايج با يافته  

 از سـوي    .خـواني دارد     برنج تغذيه شده باآمونيوم در مقايسه با گياهان تغذيه نموده از نيتـرات هـم               گياهان
ويژه آنزيم پراكسيداز و همبـستگي      دار بين وزن تر و خشك با فعاليت           ديگر، وجود همبستگي مثبت معني    

شتر پراكـسيدهيدروژن در    دار با فعاليت ويژه آنزيم سوپراكسيدازديسموتاز به منزله انباشتگي بي ـ           منفي معني 
هاي فتوسـنتزي در گيـاه خواهـد بـود كـه              محيط نيتراتي و احتمالاً اثر انباشتگي آن برروي كاهش فعاليت         
  ).3جدول (كاهش رشد رويشي را در محيط نيتراتي در پي خواهد داشت 

در محلـول   م  آمونيـو مقدار  كاهش  و  نيترات  مقدار  افزايش  نشان داد كه با     نتايج  : هاي فتوسنتزي  فعاليت
كـه نـسبت      در حـالي   فـت ياكاهش  داري   طور معني  ه سرعت واكنش هيل و مقدار كلروفيل كل ب        ،غذايي

 كـه ايـن     يي از آنجـا   .)2 و   1هـاي    جـدول (د  ادداري را نـشان      افزايش معنـي   b به كلروفيل    aكلروفيل  
 هاي  بوتهرسد تغذيه     مينظر   بنابراين به  شوند  مي تغييرات مشابه تغييراتي است كه در جريان پيري ايجاد        

ر، بررسـي آزمـون     از سـوي ديگ ـ    .تواند در ايجاد پيري در اين گياه نقش داشته باشد          مي برنج با نيترات  
همبـستگي مثبـت    يـك    د كه بين ميـزان پـروتئين محلـول و سـرعت واكـنش هيـل               ادهمبستگي نشان   

همبـستگي منفـي    يـك    b بـه كلروفيـل      aبين ميزان پروتئين محلـول و نـسبت كلروفيـل            و   داري معني
 برنج با آمونيوم با افزايش ميزان       هاي  بوته احتمالاً تغذيه    ،از اين رو  . )3جدول  (وجود داشت   داري   معني

و به  هاي مسير بيوسنتز كلروفيل      ها و آنزيم   هاي مربوط به فتوسيستم     در گياه از جمله پروتئين     ها  پروتئين
  .اهد بودهاي فتوسنتزي همراه خو  افزايش فعاليتدنبال آن،
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بـا افـزايش مقـدار      نـشان داد كـه      نتايج   : بر مقدار پروتئين محلول در برگ گياه برنج        نيتروژناثر نوع   
 1هـاي    جدول(يابد   افزايش مي مقدار پروتئين محلول    آمونيوم و كاهش مقدار نيترات در محلول غذايي         

فعاليـت  . ر گيـاه بـرنج دانـست    آمونيـوم د سـازي  همگونتوان ناشي از افزايش       اين افزايش را مي    .)2و  
آمينـه گلوتـامين، بـه        آمونيـوم و توليـد اسـيد       سـازي   همگونمنظور    در گياه به   GS/GOGATچرخه  

 را انجـام    اي  آنزيم گلوتامات دهيـدروژناز واكـنش دو سـويه        .  اكسوگلوتارات نياز دارد   -2گلوتامات و   
 را توليـد  GS/GOGATي چرخـه  دهد كه از يك سو با مصرف آمونيوم، گلوتامات مورد نياز بـرا   مي
. دهـد   اكسوگلوتارات را انجـام مـي      -2زدايي گلوتامات و تشكيل       واكنش آمين  ،كند و از سوي ديگر     مي

 و قنـدها    گلوتامينكه آمونيوم،     طوري  و كربن در گياه بستگي دارد به      جهت اين واكنش به منبع نيتروژن       
و محـدوديت كـربن سـبب واكـنش      و نيترات، گلوتامـات   ) ماتتاتشكيل گلو (سبب واكنش آميناسيون    

از ايـن رو،   .)2000لنـشن و همكـاران،   (شـوند   مـي  ) اكسوگلوتارات-2تشكيل (زدايي    كاتابوليك آمين 
دهيدروژناز را به سوي توليد گلوتامات افـزايش        فعاليت آنزيم گلوتامات    برنج با آمونيوم   هاي  بوتهتغذيه  

 ،ترتيب بدين. گيرد مي مورد استفاده قرار     GSوليد گلوتامين توسط آنزيم     منظور ت  دهد و گلوتامات به    مي
هاي ديگر و     اسيدآمينه تواند به افزايش توليد      مي ،يابد و به دنبال آن     توليد اسيدآمينه گلوتامين افزايش مي    

هـاي   رسـت  در دانـه  ) 1976(نتايج بررسي مارواها و جوليانو      . شودمنجر  افزايش توليد پروتئين در گياه      
گلوتـامين  دهيدروژناز و      گلوتامات هاي  برنج تحت تيمار با نيترات يا آمونيوم نشان داد كه فعاليت آنزيم           

 نتيجه گرفتند كه فعاليت بيشترآنها  چنين، هم. م بيشتر از تغذيه با نيترات است     سينتتاز در تغذيه با آمونيو    
كرونزوكـر و   . ژن در تغذيه با آمونيوم است     يتروتر ن   سريع سازي  همگونبه معني   گلوتامين سينتتاز   آنزيم  

 افـزايش فعاليـت چرخـه       ،بـا نيتـرات و آمونيـوم      گيـاه بـرنج     زمـان     در تغذيه هم   نيز) 1999(همكاران  
GS/GOGAT سازي آمونيوم در حضور نيترات را گزارش كردند و تحريك همگون.  

سيداز و سوپراكسيد ديسموتاز در     اكسيداتيو كاتالاز، پراك   هاي آنتي   بر فعاليت آنزيم   نيتروژناثر نوع   
 آنـزيم سوپراكسيدديـسموتاز در      ه بـر فعاليـت ويـژ      نيتروژننتايج نشان داد كه اثر نوع        :برگ گياه برنج  

 ،آمونيوم در محلـول غـذايي     نيترات و كاهش ميزان     كه با افزايش     طوري هدار است ب   هاي برنج معني   برگ
 تغذيـه    در آنزيماين  طور يقين افزايش فعاليت      ه ب .)2و   1هاي   جدول (يابد  مي افزايش آنزيم    اين فعاليت

 دلايـل مختلفـي را      .باشـد  مـي  با نيترات ناشي از افزايش ميزان سوبستراي آن يعني آنيـون سوپراكـسيد            
 جذب نيترات در ريشه     . سوپراكسيد در تغذيه با نيترات مد نظر قرار داد         توان در مورد افزايش آنيون     مي
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افـزايش سـرعت   ). 1995كرافـورد،   (شود   مين مي أهاي تنفسي ت   ز طريق واكنش   انرژي است كه ا    نيازمند
زنجير انتقـال الكتـرون ميتوكنـدري     تواند موجب افزايش توليد آنيون سوپراكسيد در  تنفس در ريشه مي   

 بخش ، در گياه برنج. و به آمونيوم تبديل شود گردد  نيترات پس از جذب بايد احيا      ،از سوي ديگر  . شود
). 1976مارواها و جوليانو، (شود   مي آنجا به آمونيوم احيا   يابد و در     ها انتقال مي   نيترات به برگ  زيادي از   

هاي فتوسنتزي و يا تنفسي توليد       به حاملين الكترون و پروتون وابسته است كه از واكنش          نيترات   ياحيا
زنجيـر انتقـال    ها سـبب افـزايش توليـد آنيـون سوپراكـسيد در              شوند و افزايش سرعت اين واكنش      مي

ص افـزايش فعاليـت آنـزيم       در خـصو   ديگـر فرضيه  . الكترون كلروپلاستي و ميتوكندريايي خواهد شد     
. ردوكتـاز اسـت    آنيون سوپراكسيد توسط آنزيم نيتـرات      توليدديسموتاز در تغذيه با نيترات،      سوپراكسيد

توليـد آنيـون    ،)1988كرافـورد و همكـاران،    (در ايـن آنـزيم      كـز اكـسايش و كـاهش        ا مر دليل وجود  به
 .محتمـل اسـت    همانند زنجير انتقـال الكتـرون ميتوكنـدريايي          ،انتقال الكترون ضمن نقل و    سوپراكسيد  

 ردوكتـاز  نيتـرات مبني بر توليد آنيون سوپراكسيد توسط آنزيم        ) 2000(هاما    ياماساكي و ساكي   هاي  يافته
در  ردوكتـاز  ليت ويـژه آنـزيم نيتـرات      فعانشان دادند كه     )1968(اوجي و ايزاوا    . مؤيد اين فرضيه است   

مارواها وجوليـانو   . استبيشتر  آن در سويا و گندم      فعاليت  برنج از   روزه   21هاي گياهان    ها و برگ   ساقه
 هـا و افـزايش      ريشهنسبت به به    گياه برنج    هوايي   هاي   مدر اندا را  اين آنزيم   نيز افزايش فعاليت    ) 1976(

  .سبت به تغذيه با آمونيوم گزارش نمودند ننيترات بادر تغذيه را فعاليت آن 
هـاي بـرنج تحـت تيمارهـايي بـا           الگوي الكتروفورزي آنزيم سوپراكسيدديسموتاز در برگ     بررسي  

 سـه ايـزوزيم سوپراكسيدديـسموتاز       ها تيمار هدر هم نشان داد كه    هاي متفاوت آمونيوم و نيترات       نسبت
مولار   ميلي2استفاده از سيانيد پتاسيم . است التون كيلو د53 و 29، 24جود دارد كه وزن مولكولي آنها       و

- آنزيم كننده مولار كه ممانعت    ميلي 5دروژن  هي است و پراكسيد   Cu/Zn-SOD كننده آنزيم  كه ممانعت 
 Cu/Zn-SOD نشان داد كه همگي ايزوزيم هـا از نـوع          ،باشد  مي Fe-SOD و   Cu/Zn-SODهاي  
روي ژل و عـدم تـشكيل        بـر  Mn-SOD و   Fe-SODهـاي    با توجه به عدم مشاهده ايزوزيم     . هستند

 ه افـزايش فعاليـت آنـزيم سوپراكـسيد        توان نتيجه گرفت ك     مي ،Cu/Zn-SOD ايزوزيم جديدي براي  
 بايــد ناشــي از افــزايش فعاليــت نيتــروژنهــاي بــرنج تحــت تيمارهــاي مختلــف  ديــسموتاز در بــرگ

  ).2 شكل( نشده است يم جديدي القاو ايزوز اند هايي باشد كه از قبل در گياه وجود داشته ايزوزيم
دار  هـاي بـرنج معنـي      روي فعاليت ويژه آنزيم كاتالاز در بـرگ        بر نيتروژننشان داد كه اثر نوع       نتايج

روي  بـر  متفاوت آمونيوم و نيتـرات    هاي    با نسبت  نيتروژن تغذيه   ،بنابراين. )2 و   1هاي   جدول (باشد نمي
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نـشان  ) 1976(مارواها و جوليـانو  هاي  يافته .ندارداثري نج هاي بر توليد و يا تخريب اين آنزيم در برگ      
حسب نانومول اكسيژن توليد شده بر دقيقـه بـر گـرم وزن تـر در انـدام      بر آنزيم  اين فعاليتدهد كه     مي

 -يـوس نتـايج بررسـي ر  براسـاس   .يوم بيش از تغذيه با نيترات اسـت     هوايي گياه برنج در تغذيه با آمون      
ذرت و آفتـابگردان     دو گونـه     وم فعاليت آنزيم كاتالاز را در     تغذيه با آموني   ،)2002(گنزالس و همكاران    

آنها اظهـار نمودنـد كـه       . باشد دار مي  دهد اما اين افزايش فقط در مورد گياه آفتابگردان معني          افزايش مي 
 اكنـشي در تغذيـه بـا      افزايش فعاليت كاتالاز ممكن است ناشي از افزايش سرعت توليد انواع اكسيژن و            

مكانيسمي براي افزايش توليد انواع اكسيژن واكنشي در تغذيه با آمونيوم از            سازوكاري   اما   آمونيوم باشد 
رسد فعاليت آنزيم كاتالاز در تغذيه بـا نيتـرات و يـا آمونيـوم بـه گونـه                    نظر مي  به. ه نشد يسوي آنها ارا  

 مونيوم بيشتر و در برخي ديگـر      ها در محيط آ    كه فعاليت آن در برخي گونه      طوري هگياهي وابسته باشد ب   
  .شود اختلافي بين فعاليت آن در تغذيه با نيترات و يا آمونيوم مشاهده نميها  از گونه

كننـده تحـت     آميـد غيردنـاتوره    اكريـل  بررسي الگوي الكتروفورزي آنزيم كاتـالاز بـر روي ژل پلـي           
عبارت  به. يم قابل تشخيص است تيمارها تنها يك ايزوزه نشان داد كه در هم  نيتروژنتيمارهاي مختلف   

  ).3 شكل(شود   نمينيتروژن ايزوزيم جديدي القا تحت تيمارهاي مختلف ،ديگر
 بـود دار   هاي برنج معني    فعاليت ويژه آنزيم پراكسيداز در برگ       بر نيتروژن اثر نوع    ،نتايجاين  با توجه به    

 فـت يا آنـزيم افـزايش    ايـن    اليـت  فع ،كه با افزايش آمونيوم و كاهش نيتـرات در محلـول غـذايي             طوري هب
فعاليـت آنـزيم پراكـسيداز در     بـر ) 2002(لس و همكـاران   گنزا-ريوس نتايج بررسي  .)2 و 1هاي   جدول(

 در تغذيه   داري در فعاليت اين آنزيم     ها تفاوت معني   هاي ذرت و آفتابگردان نشان داد كه در برگ         رست دانه
هـاي گياهـاني كـه بـا نيتـرات تغذيـه             ت اين آنزيم در ريشه    شود اما فعالي    آمونيوم مشاهده نمي   با نيترات و  

در گيـاه   ) 2006(ميـسرا و گوپتـا       نتـايج بررسـي    .سـت  ا هـا  داري بيـشتر از بـرگ      طـور معنـي    هند ب وش مي
Catharanthus roseus     طـور   تغذيـه بـا نيتـرات بـه     در فعاليـت آن نشان داد كه فعاليـت ايـن آنـزيم

هـا    ها نيـز بيـشتر از بـرگ          و فعاليت آنزيم در ريشه     ا آمونيوم بيشتر بود   داري از فعاليت آن در تغذيه ب        معني
 آنها عنوان نمودند كه افـزايش فعاليـت پراكـسيداز در تغذيـه بـا نيتـرات ناشـي از افـزايش توليـد                          .است

 ظاهراً تناقضي بين نتايج ما بـا        .باشد پراكسيدهيدروژن توسط آنزيم سوپراكسيدديسموتاز در اين محيط مي       
علـت افـزايش فعاليـت       .وجـود دارد  ) 2006(و ميسرا و گوپتا     ) 2002( گنزالس و همكاران     -ريوس نتايج

آنزيم پراكسيداز در گياهان بـرنج در تغذيـه بـا آمونيـوم را بايـد در افـزايش ميـزان سوبـستراي آن يعنـي                      
 لريـدآمونيوم ك بـا هاي برنج     تيمار ريشه ) 2001(براساس نتايج لين و كيو      . پراكسيدهيدروژن جستجو نمود  



 1388) 2( شماره ،)16( هاي توليد گياهي پژوهشمجله  
 

 188

 اكـسيدازها   NADHالكترون اسـتفاده مـي كننـد و          عنوان دهنده   به NADH سبب افزايش فعاليت آنزيم   
لين و  ). 11(ليگنين دارند   ساخت  شوند نقش مهمي در تشكيل پراكسيدهيدروژن مورد نياز براي          ناميده مي 

ميـزان پراكـسيدهيدروژن     اكـسيداز و     NADHاثر كلريدآمونيوم را بـر روي فعاليـت آنـزيم           ) 2001(كيو  
 فعاليـت آنـزيم     ، بـرنج تحـت تيمـار آمونيـوم        هاي  بوتهپراكسيدهيدروژن در     منبع توليد  ،بنابراين. گردد  مي

NADH  گيري نموديم   كه ما فعاليت آنزيم گاياكول پراكسيداز را اندازه        يياز آنجا . اي است   اكسيداز ديواره
نابراين علت افزايش فعاليت آنزيم گاياكول پراكـسيداز        كننده پراكسيد هيدروژن است ب     و اين آنزيم مصرف   

 اكـسيداز و    NADHمقابلـه بـا افـزايش فعاليـت آنـزيم           راهي براي   توان   هاي گياهان برنج را مي     در برگ 
  .آمونيوم دانستشده با  تيمار هاي گياهان برنج افزايش توليد پراكسيد هيدروژن در ريشه

نتـايج نـشان داد كـه اثـر نـوع            :اكسيداز در برگ گياه برنج     فنل  بر فعاليت آنزيم پلي    نيتروژناثر نوع   
هـا    اما مقايـسه اخـتلاف ميـانگين       باشد دار نمي  اكسيداز معني  فنل روي فعاليت ويژه آنزيم پلي     بر نيتروژن
 ـ     ميلي 7/0مولار آمونيوم و      ميلي 1/2اين آنزيم در تيمار     ه  د كه فعاليت ويژ   انشان د  طـور   همولار نيتـرات ب
 .)2 و 1هـاي    جـدول  (مولار نيترات كمتر اسـت      ميلي 8/2مولار آمونيوم و     ي از تيمار صفر ميلي    دار معني

اكـسيداز   فنـل  چه تنها منبع نيتروژن در دسترس گياه نيترات باشد فعاليت ويژه آنزيم پلـي               چنان ،بنابراين
 ـ   ) 2001(همكـاران    كاردنـاس و     -اروزكـو   با توجـه بـه نتـايج       .يابد افزايش مي  انباشـتگي  ر  در مـورد اث

فعاليت بالاي آنـزيم    رسد    نظر مي  ، به اكسيداز فنل پليبرروي بيان ژن     جراحت   ناشي از هيدروژن  پراكسيد
 افزايش نـسبي  سببسوپراكسيدديسموتاز در محيط نيتراتي و توليد پراكسيدهيدروژن توسط اين آنزيم،  

يط آمونيوم فعاليت بالاي گايـاكول      اما در مح  . شده است اكسيداز در محيط نيتراتي      فنل فعاليت آنزيم پلي  
 از محـيط    اكسيداز در اين محـيط     فنل پلي كاهد و فعاليت آنزيم    پراكسيداز از ميزان پراكسيدهيدروژن مي    

  .خواهد بودكمتر نيتراتي 
روي ميـزان پراكـسيداسيون      را بر  نيتروژنگزارشي كه اثر نوع      : بر پراكسيداسيون ليپيد   نيتروژناثر نوع   

هـاي    بـا نـسبت    روي گياهان برنج تحت تيمـار     هاي ما بر   نتايج بررسي . يد در دست نيست   ليپيد بيان نما  
ي داري در ميزان پراكسيداسيون ليپيد بـين تيمارهـا         نشان داد كه تفاوت معني    نيترات و آمونيوم    متفاوت  

د  عدم تغييـر در ميـزان پراكـسيداسيون ليپي ـ         .)2 و 1هاي   جدول ( وجود ندارد  متفاوت نيترات و آمونيوم   
  عدم تحميل استرس اكسيداتيو بـه گيـاه تحـت ايـن تيمارهـا               به منزله  نيتروژنحت تيمارهاي مختلف    ت
  .شود  پيري در گياه نميينج با منابع متفاوت ازت سبب القا برهاي بوته تغذيه ،به عبارت ديگر. ستا
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  .)SDS-PAGE (كننده ناتورهآميد د اكريل روي ژل پليگوي الكتروفورزي آنزيم سوپراكسيدديسموتاز بر ال-2 شكل

  

 2پتاسـيم   مـار ژل بـا سيانيد     تي) ، ج SODهـاي مختلـف       تـشخيص ايـزوزيم    )، ب هاي وزن مولكـولي   نشانگر) الف
مولار    ميلي 8/2 ترتيب تيمارهاي  ه ب 5 و   4،  3،  2،  1 نوارهاي   ،مولار  ميلي 5هيدروژن  تيمار ژل با پراكسيد   ) ، د مولار ميلي

 4/1مـولار نيتـرات و     ميلـي 4/1مولار آمونيـوم،    ميلي7/0مولار نيترات و   ميلي1/2يوم، مولار آمون نيترات و صفر ميلي   
مـولار     ميلـي  8/2مـولار نيتـرات و        مولار آمونيوم، و صفر ميلي       ميلي 1/2مولار نيترات و       ميلي 7/0مولار آمونيوم،     ميلي

  .دنباش  ميآمونيوم
  

  
  .نيتروژنآميد در تيمارهاي مختلف  اكريل ژل پليروي وي الكتروفورزي آنزيم كاتالاز بر الگ-3 شكل
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  گيري نتيجه
عنوان منابع نيتروژن از نظر اثر برروي رشد و تركيب شيميايي گياه بـا                هاي آمونيوم و نيترات به      يون

دار وزن تر و خشك گياه، سـرعت          تغذيه گياهان برنج با نيترات سبب كاهش معني       . هم متفاوت هستند  
.  گرديـد  b به كلروفيل    aدار نسبت كلروفيل      روفيل كل و پروتئين و افزايش معني      واكنش هيل، مقدار كل   

هايي براي رشد و بازدهي گياه در نظر گرفته شدند نـشان دادنـد كـه                  عنوان شاخص   اين فاكتورها كه به   
كند و احتمـالاً پيـري زودرس آنهـا را بـه              تغذيه با نيترات از رشد و بازدهي گياهان برنج جلوگيري مي          

همچنين، از آنجايي كه در مورد فاكتورهايي چون وزن تر و خشك، واكنش هيل،              . بال خواهد داشت  دن
 8/2دار بـين تيمـار         بيـشترين تفـاوت معنـي      پراكسيداز و سوپراكسيدديـسموتاز   هاي    فعاليت ويژه آنزيم  

مـولار نيتـرات      لي مي 7/0مولار آمونيوم و       ميلي 1/2مولار نيترات و تيمار       مولار آمونيوم و صفر ميلي      ميلي
هـايي كـه در       بنابراين محيط . شود  مولار نيترات مشاهده مي      ميلي 8/2مولار آمونيوم و      با تيمار صفر ميلي   

دهد، براي رشد بهينه       درصد نيتروژن در دسترس براي گياه را تشكيل مي         50آنها ميزان آمونيوم بيش از      
  .تر است گياه برنج مناسب

اكـسيداتيو نـشان داد كـه بـين فعاليـت ويـژه آنـزيم                 هاي آنتي   آنزيمنتايج حاصل از بررسي فعاليت      
سوپراكسيدديسموتاز و فعاليت ويژه آنزيم پراكسيداز در گياهان برنج تحت تيمارهاي متفاوت نيترات و           

سوپراكسيدديسموتاز كه فعاليت ويژه آنزيم  طوري شود به   داري مشاهده مي     منفي معني  آمونيوم همبستگي 
كـه فعاليـت ويـژه آنـزيم      داري از تغذيه با آمونيوم بيشتر بـود در حـالي        طور معني   بهيترات  در تغذيه با ن   

اين بدان معنا اسـت كـه       . داري از تغذيه با نيترات بيشتر بود        طور معني   پراكسيداز در تغذيه با آمونيوم به     
  آنـزيم سوپراكـسيد  تغذيه با نيترات با افزايش توليد آنيون سوپراكسيد و به دنبـال آن، افـزايش فعاليـت    

در ايـن گياهـان بـا       افزايش توليـد پراكـسيدهيدروژن      . همراه است ديسموتاز و توليد پراكسيدهيدروژن     
هاي كاتالاز و پراكسيداز همراه نيست بنابراين انباشتگي پراكسيدهيدروژن احتمالاً            افزايش فعاليت آنزيم  

دنبال آن، با كـاهش فتوسـنتز و ميـزان          سبب كاهش كلروفيل و پروتئين در اين گياهان شده است و به             
هـاي بـرنج بـا آمونيـوم بـا            از سوي ديگر، تغذيه بوتـه     . اسكلت كربني، رشد رويشي كاهش يافته است      

 در تغذيه با آمونيوم، از اثـر        فعاليت بالاي آنزيم پراكسيداز   . افزايش فعاليت آنزيم پراكسيداز همراه است     
برروي كاهش ميزان كلروفيـل و پـروتئين         اكسيداز   NADHتوليد شده توسط آنزيم     پراكسيدهيدروژن  

هر چند بررسي اخـتلاف     . شود  ميو اين باعث افزايش فتوسنتز و رشد رويشي در اين گياهان            كاهد    مي
دار فعاليت آنزيم كاتالاز در تغذيـه         اكسيداز افزايش معني    فنل  و پلي هاي كاتالاز     ها در مورد آنزيم     ميانگين
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در تغذيه با نيتـرات را نـشان داد امـا نتـايج             اكسيداز    فنل  دار فعاليت آنزيم پلي     عنيبا آمونيوم و افزايش م    
ها تحت تيمارهاي متفاوت نيتـرات و آمونيـوم    داري را در فعاليت اين آنزيم     آناليز واريانس تفاوت معني   

د عـدم  رس ـ نظر مي هاي مهم پيري است به پراكسيداسيون ليپيد يكي از شاخص  از آنجايي كه    . نشان نداد 
معني است كه حتي تغذيه بـرنج        بدينتغيير پراكسيداسيون ليپيد در تيمارهاي متفاوت نيترات و آمونيوم          

شود بلكه تنها سبب تخفيف و يا تعويـق رشـد در ايـن                با نيترات نيز سبب القاي پيري در اين گياه نمي         
ياهـان بـرنج در تغذيـه بـا         دست آمده علت كاهش رشد و بـازدهي گ          با توجه به نتايج به    . گردد  گياه مي 

نيترات در مقايسه با تغذيه با آمونيوم ناشي از تفاوت در مسيرهاي متابوليكي آنهـا و تغييـر در فعاليـت                     
  .باشد اكسيداتيو مي هاي آنتي آنزيم
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Abstract1 

Nitrate and ammonium ions are the two major forms of nitrogen that taken up 
by plants, but they differ in their effects on growth and chemical composition of 
biochemical levels. In this research we examined the effect of nitrogen sources on 
growth and senescence of rice leaves in biochemical levels. Our results showed 
that amounts of fresh and dry weights, total chlorophyll, rate of Hill,s reaction, 
amount of soluble proteins and specific activity of peroxidase significantly were 
lower in nitrate-fed plants than ammonium-fed plants. Where as, chlorophyll a and 
chlorophyll b ratio and specific activity of superoxide dismutase were higher in 
nitrate-fed plant as compared to ammonium-fed plants. Any changes in lipid 
peroxidation under different treatments of nitrogen means that nitrogen-fed did not 
induce oxidative stress and senescence in rice plant, but it can only cause reduction 
in growth parameters such as fresh and dry weights, amount of chlorophyll and 
protein in nitrate-fed rice plant. 
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