اثر تنش خشکی پس از گرده افشانی بر ويژگي های فيزيولوژيک و ميزان آنتی اکسيدان های موجود در ارقام مختلف گندم (Triticum aestivum L.) تحت شرايط گلخانه ای
اعظم برزوئی- حميد رضا خزاعی - فرج ا..شهرياری 

چکيده:
    از آنجائيکه خشکی به عنوان يکی ازمهم ترين عوامل محدود کننده رشد و توليد گياهان زراعی شناخته شده است، آزمايشی به منظور بررسی اثر تنش خشکی برويژگي هاي فيزيولوژيك وميزان آنتي اكسيدان هاي موجود در ارقام مختلف گندم، به صورت فاکتوريل و در قالب طرح کاملا" تصادفی و با چهار تکرار در گلخانه تحقيقاتی دانشکده کشاورزی دانشگاه فردوسی مشهد اجراء شد . رقم داراي سه سطح ، تنش خشکی دارای دو سطح (تنش وعدم تنش خشکی) و زمان تنش خشكي داراي سه سطح (تنش در زمانهای 7، 17 و27 روز پس از گرده افشاني)بود. ارقام شامل، دو رقم چمران و الوند مقاوم به خشکی و رقم نويد حساس به خشكي بودند. نتايج آزمايش نشان داد اعمال تنش رطوبتی در زمان های مختلف گرده افشانی سبب کاهش مقدار نسبی آب گياه (RWC)، شاخص پايداري غشاء سلول (MSI) و هم چنين شاخص کلروفيل برگ ارقام مختلف گندم گرديد. ميزان فعاليت آنزيم هاي آنتي اكسيدانِ سوپر اكسيد دسموتاز( SOD) و كاتالاز ( CAT) در شرايط تنش آب نيز به طور معني داري افزايش يافتند. نتايج حاکی از آن بود که ارقام مقاوم چمران و الوند كه تحت شرايط تنش رطوبتی از شاخص پايداری غشاء بالاتر،RWC کمتر و عدد کلروفيل متر پائين تری برخورداربودند، هم چنين بيشترين فعاليت آنزيم سوپر اکسيد دسموتاز و کاتالاز را نيز در مقايسه با رقم حساس نويد از خود نشان دادند.به نظر می رسد عدم افزايش کافی در ميزان فعاليت آنزيم های آنتی اکسيدان در رقم نويد منجر به کاهش توانائی گياه جهت تحمل صدمات ناشی از تنش خشکی می گردد، لذا رقم حساس به خشکی نويد با استفاده از مکانيزمهای اجتناب از خشکی همانند حفظ مقادير بالاتر RWC ، کاهش سطح برگ و در نتيجه افزايش عدد کلروفيل متر به مقابله با تنش خشکی پرداخته است.
واژه های کليدی : سوپر اکسيد دسموتاز (SOD)، شاخص پايداري غشاء (MSI)، شاخص کلروفيل برگ ، کاتالاز (CAT)، مقدار نسبی آب (RWC).
مقدمه:

خشکی از جمله تنش های فيزيکی است که به عنوان مهم ترين عامل محدود کننده رشد و توليد گياهان زراعی در اکثر نقاط جهان و ايران شناخته شده است(5) . بلوم (14) اظهار داشته است که خشکی يک تنش چند بعدی است که گياهان را در سطوح مختلف سازمانی تحت تاثير قرار می دهد(14). در سطح گياه پاسخ به تنش خشکی پيچيده است ، زيرا بازتابی از تلفيق اثرات تنش و پاسخهای مربوطه در تمام سطوح پائين سازمانی ، در فضا و زمان است. سيديک و همکاران (32) گزارش کردند که خشکی به عنوان مهم ترين فاکتورکنترل کننده عملکرد محصولات ، تقريبا" روی کليه فرايندهای رشد گياه تاثير گذار است(32).اخيرا"نتايج تحقيقات نشان داده است که علاوه بر تغييرات فيزيولوژيکی که در اثر کمبود آب در گياه ايجاد می شود ، صدمات اکسيداتيو نيز از عوامل مهم محدود کننده رشد و توليدات گياهی هستند که در اثر عدم وجود شرايط مناسب ايجاد می شود. بيشترين صدمه در گياهان به وسيله در معرض تنش بودن يا صدمه اکسيداتيو در سطح سلول همراه است(8). آلن (8) گزارش کرده است که بيشترين خسارت در گياهان که از طريق تنشهای مختلف اعمال می شود ، در ارتباط با خسارت اکسيداتيو در سطوح مختلف سلولی است(8). ارگانيزم های فتوسنتز کننده هوازی در طول دوره زندگی در معرض ميزان متفاوتی از سمومی هستند که اين سميت در گياهان عالی از کمبود آب حادتر است (27). نتايج مطالعات نشان می دهد در شرايط تنش وحتی تحت غلظتهای بالای CO2 محيطی ، باز هم فتوسنتز کاهش می يابد که بيان کننده اين امر است که دستگاه فتوسنتز صرف نظر از بسته شدن روزنه ها، تحت تاثير قرار گرفته است. در شرايط تنش کمبود آب روزنه ها در گياه بسته می شوند و متعاقب آن غلظت CO2 در بافت مزوفيل کاهش می يابد و به دنبال اين وضعيت واکنشهای تاريکی فتوسنتز مختل شده و محصولات حاصل از واکنشهای روشنائی ، که شامل ATP ، NADPH است ، مصرف نمی شود. در چنين شرايطی به دليل عدم اکسيد شدن مولکول NADPH ، مصرف NADP+ جهت دريافت الکترون کاهش می يابد ، بنابراين مولکول اکسيژن در مسير زنجيره انتقال الکترون به عنوان پذيرنده جانشين الکترون عمل می کند و منجر به شکل گيری راديکال سوپر اکسيد (O2-)، پر اکسيد هيدروژن ( H2O2) و راديکال هيدروکسيل ( OH-) می گردد(26،33). فعاليت گونه های فعال اکسيژن
 (ROS) ممكن است سبب بروز صدماتی همچون اكسيد شدن ليپيدها ، (در نتيجه منجر به تغيير ساختار غشاء و در نتيجه از هم پاشيدگي يكپارچگي آن مي شود) ،تغيير ساختمان پروتئين ها و اكسيد شدن گروههاي سولفيدريل (‌-SH) ،غير فعال شدن آنزيم ها ، بي رنگ شدن ويا از بين رفتن رنگدانه هائی مانند کلروفيل و ساير ترکيبات رنگيزه ای و هم چنين حمله مداوم به مولكولهاي آلي مثلDNA و در نتيجه اختلال  در رشته هاي  DNAگردد (18 ،24 و25). 
    گياهان برای مقابله با تنش اکسيداتيو ايجاد شده ، دارای سيستم دفاعی با کارائی بالائی هستند که می تواند راديکالهای آزاد را از بين برده و يا خنثی کنند. اين سيستم دفاعی شامل سوپر اکسيد دسموتاز
 (SOD) ، کاتالاز
 (CAT)، آسكوربات پر اكسيداز
 (APX) و گلوتاتيون ردوکتاز
 (GR) است و سيستم غير آنزيمی شامل اسكوربات ، توكوفرول، كاروتنوئيدها و تركيبات متفرقه (از جمله فلاونوئيدها ، مانيتولها و پلي فنها) می باشد (13).تعدد و کثرت سيستم های دفاعی به اين خاطر است که انواع اکسيژن های واکنش زا (ROS) در سلول ها و بخش های زير سلولی مختلف توليد می شوند و هم چنين در خاصيت هائی چون توانائی انتشار،حلاليت و گرايش به وارد واکنش شدن با مولکول های بيولوژيک مختلف ، متفاوت هستند . بنابراين به مجموعه ای بهم پيوسته از مولکول های دفاعی برای عمل در هر دو مرحله آلی و غشائی در تمام بخش های سلول برای غير فعال کردن راديکال ها به همان سرعتی که آن ها شکل می گيرند ، نياز است .
   تحقيقات مختلف نشان داده است که يک ارتباط قوی بين تحمل به تنش های اکسيداتيو که به دليل تنش های محيطی ايجاد می شود و افزايش در غلظت آنزيم های آنتی اکسيدان در گياهان فتوسنتز کننده وجود دارد (26،27و28). محققين نشان داده اند که غلظت آنزيم های آنتی اکسيدان درشرايط تنش دو برابر شده و لذا باعث افزايش مقاومت به تنش های اکسيداتيو می شوند و از طرفی تنش خشکی نيز ميزان فعاليت آنزيم گلوتاتيون ردوکتاز و سوپر اکسيد دسموتاز را افزايش می دهد (17،20). اصغری و همکاران (31) نيز با قرار دادن گياهچه های دو رقم گندم در معرض تنش خشکی گزارش کردند که رقم مقاوم به تنش از فعاليت بالاتر آنزيم اسکوربات پر اکسيداز در مقايسه با رقم حساس برخوردار بود(31). اين محققين اظهار داشتند که تنش خشکی سبب کاهش بيشتر در مقدار آب نسبی
 (RWC) رقم حساس گرديد.
  هدف از اين تحقيق بررسی تأثير تنش خشکی بر ميزان فعاليت آنزيم های آنتی اکسيدان و مطالعه نقش اين سيستم ها در تعيين چگونگی مقاومت يا حساسيت به خشکی ارقام مختلف گندم بوده است.
مواد و روش ها :
  اين آزمايش در شرايط کنترل شده در گلخانه تحقيقاتي دانشكده كشاورزي دانشگاه فردوسي مشهد اجراء شد. سه رقم گندم هگزاپلوئيد (Triticum aestivum L. ) در اين آزمايش مورد استفاده قرار گرفتند .بر مبناي اطلاعات موجود و بر اساس يافته هاي ساير محققين(2،3) ارقام بر حسب ثبات عملكرد دانه در دو شرايط تنش و عدم تنش انتخاب شدند.دو رقم چمران و الوند مقاوم به خشکی و رقم نويد حساس به خشكي بودند . آزمايش به صورت فاكتوريل و در قالب طرح كاملا" تصادفي و با چهار تكرار به مرحله اجراء در آمد . رقم داراي سه سطح ، تنش خشکی دارای دو سطح (تنش وعدم تنش خشکی) و زمان تنش خشكي داراي سه سطح (تنش در زمانهای 7، 17 و27 روز پس از گرده افشاني) بود . در تيمار شاهد گياهان در كل دوره رشد در وضعيت رطوبتي مطلوبي قرار داشتند و آبياري گلدانها به وسيله وزن کردن طوري انجام شد كه خاك همواره در محدوده ظرفيت زراعي قرار داشت. تيمارهاي تنش در زمان گرده افشاني و پس از آن ، با رسيدن گياهان به اين مرحله فنولوژي با ممانعت از آبياري اعمال گرديد در اين هنگام گياهان براي يك دوره ثابت 7 روزه تحت تنش قرار مي گرفتند و آبياري گلدانها در طي اين زمان قطع شده و پس از آن به صورت عادي آبياري شدند. در اين شرايط علايم پژمردگي و لوله شدن برگها آشكار مي شد. در گلخانه دما تحت كنترل و داراي دامنه 3±13/3±24 درجه سانتيگراد روز و شب بود.تعداد 5 بذردر گلدانهائي با قطر دهانه 19 سانتی متر، ارتفاع 20سانتيمتر و گنجايش 4 کيلوگرم خاک در تاريخ 1/7/ 1383 کاشته شدند. 

 در پايان هر دوره تنش (هفتمين روز پس از اعمال تنش ) مقدار كلروفيل برگ پرچمی ، به صورت غير مستقيم با استفاده از دستگاه  SPAD‌مدل Minolta-502 ‌  اندازه گيري شد . مقدار نسبي آب (RWC) با انتخاب جوانترين برگ توسعه يافتة زير برگ پرچمي ، از هر يك از ارقام و در هر تكرار صورت گرفت. برگها پس از قطع شدن از انتهاي پهنك در يک پلاستيك قرار داده شدند و تا زمان رسيدن به آزمايشگاه (حدود نيم ساعت بعد)در فلاسك يخ قرار گرفتند . در آزمايشگاه وزن تازه تعيين و سپس برگها در آب مقطر به مدت 24 ساعت در دماي اتاق و در تاريكي قرار گرفته و متعاقب آن وزن آماس تعيين شد.در مرحله بعد برگها به مدت 72ساعت در آون 70 درجه سانتي گراد قرار گرفته و خشك شدند . RWC‌ برگ از فرمول زير به دست آمد (26،27).
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 براي تعيين شاخص پايداري غشاء سلولي ، از هر گلدان دو برگ جوان توسعه يافته انتخاب و سپس در يک پلاستيك قرار داده شده و به آزمايشگاه منتقل مي شد . سپس 1/0 گرم برگ را وزن كرده و داخل دو سري لوله هاي آزمايش حاوي 10 ميلي ليتر آب دو بارتقطير شده قرار مي گرفت ، سپس يكسري از نمونه ها در دستگاه بن ماري در دماي 40 درجه سانتيگراد به مدت 10 دقيقه قرار گرفته و پس از اين زمان هدايت الكتريكي  نمونه ها به كمك دستگاه  EC‌متر(‌ مدل- Jenway) اندازه گيري شد . سري دوم از لوله آزمايش را نيز به مدت نيم ساعت در دماي 100 درجه سانتيگراد قرار داده و پس از سرد شدن ، هدايت الكتريكي آنها اندازه گيري شد .
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شاخص پايداري غشاء از فرمول روبرو بدست آمد (27).
    
جهت استخراج آنزيم هاي سوپر اكسيد دسموتاز (SOD) و كاتالاز  (CAT) 5/0 گرم برگ ، همراه با 5 ميلي ليتر بافر سرد شده در يك هاون چينی از قبل سرد شده و مستقر در يك ظرف يخ سائيده شد. بافر مورد استفاده شامل فسفات پتاسيم 1/0 مول با 5/7‌ pH= كه داراي 5/0 ميلي مول  EDTA‌است ، مي باشد . مخلوط به وسيله پارچه كتان نازک (مل مل) عبور و عصاره حاصل در سانتريفوژ 15000 دور ( مدل Eppendorf ) به مدت 15 دقيقه قرار داده شد. ماده شفاف بالائي به عنوان عصاره آنزيم تلقی می گردد (26و 27).

فعاليت سوپر اكسيد دسموتاز مطابق با روش سايرام و همكاران مورد سنجش قرار گرفت (27). 3ميلی ليتر مخلوط واکنش شامل13 ميلي مول ميتيونين
 ،25 ميکرو مول  نيترو بلوتترازوليوم
 (NBT)،1/0 ميلی مول EDTA،50 ميلی مول فسفات بافر(8/7 pH=)، 50 ميلي مول سديم بي كربنات و 1/0 ميلی ليتر از عصاره آنزيم است. با اضافه نمودن 2 ميکرو مول ريبوفلاوين و قرار دادن لوله ها زير نور لامپ فلورسانس 15 وات در فاصله 30 سانتي متري و به مدت 15 دقيقه واکنش آنزيم SOD آغاز می گردد. پس از 15 دقيقه، لوله ها را با فويل آلومينيومي پوشانده و لامپها خاموش شد . لوله شاهد كه فاقد آنزيم است بيشترين رنگ را ايجاد مي كند . اعداد جذب نوري نمونه ها در طول موج 560 نانومتر ثبت گرديد . قابل ذكر است كه يك واحد از فعاليت آنزيمي به عنوان ميزاني از آنزيم است كه موجب مي گردد ، مقدار جذب نمونه ها در طول موج ذكر شده به 50% در مقايسه با نمونه شاهد كاهش يابد . فعاليت کاتالاز مطابق با روش ليو و هوآنگ سنجيده شد(21).3ميلی ليتر مخلوط واکنش شامل 50 ميلی مول فسفات بافر (7 pH=)،15 ميلی مول آب اکسيژنه (H2O2) و 1/0 ميلی ليتر عصاره آنزيم می باشد.واکنش آنزيم  CATبا اضافه کردن عصاره آنزيم آغاز می گردد. ثبت تغييرات جذب نوری نمونه ها هر 20 ثانيه و به مدت 5 دقيقه انجام گرديد. ليو و هوآنگ (21) گزارش کردند که هر 01/0 تغيير در جذب نمونه ها در يک دقيقه ، به عنوان يک واحد فعاليت آنزيم کاتالاز شناخته می شود(21).جهت تجزيه و تحليل داده های حاصل از آزمايش از نرم افزارهای آماری MSTATC و EXCEL استفاده شد. مقايسه ميانگين ها نيز به کمک آزمون چند دامنه ای دانکن در سطح احتمال 5 و 1درصد تعيين گرديد.

نتايج و بحث:
    نتايج تجزيه واريانس (ميانگين مربعات ) در جدول(1) نشان داده شده است. بجز شاخص پايداری غشاء سلول اثر متقابل معنی داری بين تيمارهای رقم و تنش خشکی مشاهده نمی گردد (05/0(P≤. لذا داده‌هاي مربوط به اثرات متقابل ارائه نشده است.
   جدول(1) تجزيه واريانس (ميانگين مربعات ) صفات مورد ارزيابي انواع مختلف گندم

     منبع تغيير      درجه آزادي     مقدار آب نسبی برگ       عدد کلروفيل متر       شاخص پايداری         سوپر اکسيد دسموتاز           کاتالاز

                                                          (%)                                                     غشاء سلول (%)                   (SOD)                      (CAT)


رقم                          2            ns 27/100               ** 61/559                ** 90/241                  ** 3/217                  ns 6/1              

تيمار (شاهد،تنش)        1           **87/8056                 ** 03/104             **  99/2348                 ns  24/9                  * 8/4

رقم * تيمار                2            ns 28/172                  ns 17/14             **   59/238                  ns 98/27                 ns 89/0   

زمان تنش                  2            ns 85/33                    **94/62                ** 87/212                 ** 15/325               **05/10

رقم *زمان                 4          ** 11/1825                    ns67/7                 * 37/342                  ** 24/211                ns 19/2

تيمار *زمان               2             ns 22/78                    ns 01/2                  ns 67/38                  ns 32/31                 ns 52/1

رقم *تيمار *زمان        4            * 105/194                  ns 78/13                 * 17/164                  ns 24/69                   ns 32/1


    همچنين نتايج اين آزمايش نشان داد که در هر سه رقم مورد بررسی ، اعمال تنش سبب کاهش مقدار نسبی آب گياه (RWC) در مقايسه با تيمار شاهد شد(شکل1).اين در حالی است که سطوح مختلف زمان اعمال تنش با داشتن RWC کمتر دارای تفاوت معنی داری نبودند(جدول2). 
  در اين بررسی تفاوت RWC بين ارقام مختلف گندم معنی دار نبود. دراين زمان بجز رقم نويد که RWC بيشتری داشت بين ارقام چمران و الوند تفاوت محسوسی مشاهده نشد(جدول2) . شونفلد و همکاران (30) اظهار کردند، با افزايش تنش خشکی در گندم RWC کاهش پيدا می کند و معمولا" ولی نه هميشه ارقام مقاوم به خشکی دارایRWC بالاتری در شرايط تنش خشکی هستند(30).خزاعی و کافی (2) نيز اعلام کردند که ارقام مختلف گندم در اثر اعمال تنش رطوبتی در دو شرايط گلخانه و مزرعه دارای تفاوت معنی داری در خصوص RWC هستند ولی ارقام مقاوم به خشکی برتری قابل توجهی را در اين ارتباط از خود نشان ندادند . اين نتايج با يافته های حاصل از اين آزمايش هماهنگی دارد(3) . 
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  شاخص کلروفيل برگ پرچم در شرايط تنش رطوبتی افزايش يافت (جدول1). همانطورکه درشکل (2) مشاهده می گردد، اعمال تنش خشکی باعث افزايش عدد کلروفيل متر در ارقام الوند و نويد شده است . شواهدی در دست است مبنی بر آنکه تنش آبی ميزان کلروفيل برگ را کاهش می دهد(11،23). در حاليکه در تحقيقات ديگر چنين کاهشی در کلروفيل در شرايط تنش مشاهده نشده است (1و10). احمدی و بيکر(1) نيز گزارش کردند که تنش آبی کوتاه مدت که باعث پژمردگی معمولی و توقف کامل فتوسنتز خالص
(Pn) در گندم می شود، اثری روی کلروفيل برگ نداشته ولی نسبت کلروفيلa/b را افزايش می دهد(1). عدم کاهش در ميزان کلروفيل در گياهان آفتابگردان و گندم و نيز افزايش در نسبت کلروفيل a/b در تحقيقات ديگری نيز گزارش شده است . آنتولين و همکاران(10) دريافتند، با افزايش تنش خشکی ميزان کلروفيل برگ کاهش می يابد ولی نسبت کلروفيل a/b افزايش می يابد(10) .قابل ذکر است که برخی محققان افزايش نسبت کلروفيل a/b را موجب تيره شدن برگها و افزايش عدد کلروفيل متر می دانند(4،16). 
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جدول(2) اثر تنش خشکی در زمان های مختلف گرده افشانی بر مقدار آب نسبی، عدد کلروفيل متر و 
شاخص پايداری غشای(MSI) سه رقم گندم

                                                               

                                                      مقدار آّب نسبی         عدد کلروفيل متر        شاخص پايداری غشاء

                                                                         (درصد)                                              (MSI)            

                                                                                   




 نتايج حاکی از آن بود که در بين ارقام مختلف گندم، عدد کلروفيل متر دارای تفاوت معنی داری بود . رقم نويد بيشترين و رقم چمران کمترين شاخص کلروفيل را به خود اختصاص داده اند(جدول1) . به نظر می رسد بالاتر بودن شاخص کلروفيل برگ ، به دليل افزايش شدت تاثير تنش بر روی رقم حساس به خشکی (نويد) می باشد .
صالحی و همکاران(4) گزارش کرده است  درگندم شاخصهائی نظير ميزان نيتروژن ومحتوای کلروفيل درواکنش به تنش خشکی افزايش می يابند واين واکنش به ويژه در برگهای پرچمی قابل توجه است(4). موحدی دهنوی و همکاران (7) نيز بيان کردند که تنش خشکی موجب افزايش ميزان کلروفيل در ارقام گلرنگ پائيزه شده است(7). ايشان با اشاره به وجود رابطه مثبتِ قوی بين ميزان نيتروژن ، کلروفيل و SPAD ، افزايش عدد کلروفيل متر را نشان از افزايش ميزان کلروفيل در واحد سطح برگ می دانند. همچنين چاپمن و بارتو (15) اظهار داشته اند که عدد کلروفيل متر تحت تاثير ضخامت برگ گياه تغيير می کند ، اين محققين خاطر نشان کردند که ضخامت برگ ممکن است با توجه به نوع محصول ، مرحله رشد ، رقم و شرايط محيطی تغيير کند. لذا شايد بتوان تفاوت بين ارقام گندم را از نظر عدد کلروفيل متردر شرايط شاهد (عدم تنش خشکی) به اختلافات موجود دربين ارقام از نظر ضخامت برگ مرتبط دانست(15) . افزايش عدد SPAD درشرايط تنش نيز احتمالا" به علت کاهش سطح برگ و تجمع کلروفيل در سطح کمتر برگها می باشد. ماچادو و پائولسِن(22) تغييرات فيزيولوژيکی سريع مانند لوله ای شدن برگها،کاهش سطح برگ و افزايش مقاومت روزنه ای را جزء مکانيسم های اجتناب از تنش خشکی معرفی کرده اند(22). لذا به نظر می رسد رقم  نويد به دليل حساسيت بيشتر به تنش خشکی و در نتيجه استفاده از مکانيزمهای اجتناب از تنش، با کاهش بيشتر سطح برگ از ميزان کلروفيل بيشتری در واحد سطح برگ برخوردار شده و در نتيجه شاخص کلروفيل برگ بالاتری را از خود نشان می دهد.    

    نتايج اين آزمايش نشان داد ، اعمال تنش رطوبتی سبب کاهش شاخص پايداری غشاء در تمام ارقام مورد بررسی گرديد.در شرايط تنش رطوبتی ارقام مقاوم چمران و الوند بيشترين و رقم حساس به خشکی نويد کمترين شاخص پايداری غشاء را به خود اختصاص دادند( شکل3). 



يکی از واکنشهائی که در حضور گونه های فعال اکسيژن سرعت بيشتری پيدا می کند،پراکسيداسيون ليپيدهای غشائی است که باعث توليد آلدئيدهای مانند مالوند آلدئيد
 (MDA) و محصولاتی مثل اتيلن می شود(21). جيانگ و هوانگ(19) افزايش غلظت MDA را نشان دهنده افزايش واکنش پراکسيداسيون ليپيدها و اکسيد شدن اسيدهای چرب غشائی می دانند(19). افزايش پراکسيداسيون چربی و به دنبال آن کاهش شاخص پايداری غشاء سلول در گياهان گندم(26)، لوبيا (33) وگراسهای چمنی(19) نيز گزارش شده است.
  نتايج اين بررسی نشان داد ، در بين ارقام مورد بررسی رقمهای الوند و چمران بيشترين و رقم حساس به خشکی نويد کمترين فعاليت آنزيم سوپر اکسيد دسموتاز را دارا بودند (شکل4).



فعاليت سوپراکسيد دسموتاز به عنوان يک آنتی اکسيدان آنزيمی به طور معنی داری تحت شرايط تنش رطوبتی در تمام زمانها افزايش يافت.همانطور که در جدول(3) نشان داده شده است ، اعمال تنش رطوبتی در هر سه زمان گرده افشانی ، سبب افزايش فعاليت آنزيم سوپر اکسيد دسموتاز در بين ارقام مورد بررسی گرديد .









    
           

قابل ذکر است درصد افزايش فعاليت اين آنزيم در هر رقم در مقايسه با تيمار شاهد متفاوت است . گزارش شده که سوپر اکسيد دسموتاز(SOD)يک آنتی اکسيدان قوی است که اولين ماده توليد شده از احياء يک ظرفيتی اکسيژن، يعنی راديکال سوپر اکسيد را از بين می برد، بنابراين بهSOD دفاع اوليه درمقابل راديکالهای آزاد اکسيژن اطلاق می شود(9). اطلاعات و بررسی های مختلف نيز نشان می دهد که فعاليت آنزيم SOD در سلولها، در پاسخ به تنشهای مختلف محيطی و تنشهای غير زيستی مانند پاراکوات (18) ، شدت نور بالا (24) ، شوری(29) و خشکی(12) افزايش پيدا می کند.
  در اين آزمايش ، تنش خشکی باعث افزايش ميزان فعاليت آنزيم کاتالاز در تمام ارقام شد (شکل5). در اين شرايط ارقام الوند و چمران بالاترين فعاليت آنزيم را به خود اختصاص دادند. در بين ارقام مورد بررسی رقم حساس به خشکی نويد در شرايط تنش رطوبت کمترين ميزان فعاليت آنزيم کاتالاز را نشان داد. درصد فعاليت آنزيم کاتالاز در رقم چمران (مقاوم به خشکی) و نويد (حساس به خشکی) در شرايط تنش نسبت به شاهد به ترتيب 71 و19 درصد بود .
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   در شرايط آبياری مطلوب در طی دوره رشد ، بين ارقام مورد بررسی از نظر فعاليت آنزيم کاتالاز تفاوت معنی داری وجود داشت . به طوري که رقم الوند بيشترين فعاليت آنزيم را داشت و بين ارقام چمران و نويد تفاوت معنی داری مشاهده نشد (شکل5). 

  به نظر می رسد افزايش فعاليت آنزيم کاتالاز در رقم مقاوم به خشکی چمران ، نمايانگر توانائی اين رقم جهت تحمل شرايط تنش خشکی است. همانطور که ذکر شد تحت شرايط آبياری مطلوب تفاوت معنی داری از نظر ميزان فعاليت آنزيم کاتالاز بين ارقام چمران و نويد مشاهده نشد، اما گندمهای چمران با اعمال تيمار تنش رطوبتی افزايش قابل توجهی را در فعاليت اين آنزيم از خود نشان دادند. نتايج اخير به دست آمده در مورد چندين رقم حساس و مقاوم به خشکی گندم نشان می دهد که احتمالا" خشکی می تواند يکی از عوامل موثر در افزايش فعاليت آنزيمهای آنتی اکسيدان باشد .
   نتايج حاکی از آن بود که ارقام الوند وچمران که تحت شرايط تنش رطوبتی از بالاترين شاخص پايداری غشاء برخوردار بودند، همچنين بيشترين فعاليت آنزيم سوپر اکسيد دسموتاز و کاتالاز را در مقايسه با رقم حساس نويد از خود نشان دادند( شکل3،4،5). انواع فعال اکسيژن (ROS) که منجر به اکسيد شدن ليپيدها ، تغيير ساختار غشاء و در نتيجه از هم پاشيدگی يکپارچگی آن می شود در اثر افزايش فعاليت آنزيمSOD و CAT دچار کاهش می شوند. بنابراين فعاليت آنزيمهای آنتی اکسيدان در شدت بخشيدن به تغيير اثرات تنش اکسيداتيو کمک می کنند . به نظر می رسدبالاتر بودن فعاليت SOD در ارقام مقاوم موجب کاهش صدمات راديکالهای آزاد اکسيژن ، کاهش پر اکسيداسيون چربی و در نتيجه افزايش شاخص پايداری غشاء (MSI) در اين ارقام می گردد. قابل ذکر است که ارقام مقاوم چمران و الوند تحت شرايط تنش رطوبتی از RWC و عدد کلروفيل متر پائين تری نسبت به رقم حساس نويد برخوردار بودند . در مقابل ميزان فعاليت آنزيم سوپر اکسيد دسموتاز تحت شرايط تنش رطوبتی در ارقام الوند و چمران در مقايسه با رقم نويد قابل توجه و چشمگير بود(جدول2). همانطور که قبلا" اشاره شد ، با افزايش تنش خشکی ميزان کلروفيل برگ کاهش می يابد ولی نسبت کلروفيل a/b افزايش پيدا می کند . همچنين افزايش نسبت کلروفيل a/b موجب تيره شدن برگها و افزايش عدد کلروفيل متر می گردد. بنابراين به نظر می رسد بالاتر بودن عدد کلروفيل متر در شرايط تنش خشکی به معنی افزايش شدت تاثير تنش بر روی گياه و کاهش بيشتر  سطح برگ می گردد. در واقع گياه با کمتر کردن سطح برگ در شرايط تنش سطح تعرق کننده را جهت جلوگيری از اتلاف آب کم کرده و در نتيجه با وجود کاهش ميزان کل کلروفيل در برگ ،ميزان کلروفيل در واحد سطح برگ افزايش می يابد (4). نتايج حاصل از تحقيقات نشان داده است (26،27)، ژنوتيپهای مقاوم به خشکی گندم که تحت شرايط تنش رطوبتی از ميزان کاروتنوئيدها و کلروفيل بالاتری برخوردار هستند،  همچنين فعاليت بيشتری از آنزيمهای آنتی اکسيدان را در مقايسه با ارقام حساس تحت شرايط تنش رطوبتی از خود نشان دادند.نتايج حاصل از اين آزمايش نيز با گزارش محققين فوق مطابقت دارد . سايرام و ساکسنا (26) گزارش کردند که افزايش فعاليت آنزيمهای آنتی اکسيدان تحت شرايط تنش رطوبتی در ژنوتيپهای مقاوم به خشکی گندم ، موجب حفظ مقادير بالاتر کاروتنوئيد و کلروفيل در اين ارقام می گردد(26). اگرچه در اين بررسی بين ميزان فعاليت آنزيم SOD ،CAT و حفظ RWC بالاتر در شرايط تنش رطوبتی رابطه مثبتی مشاهده نشد اما مدارک کافی در دست است که نشان می دهد در طی مراحل اوليه خشکی محدوديت عمده در فتوسنتز ناشی از بسته شدن روزنه است . از طرفی ديده شده است که حتی تحت غلظتهای CO2 محيطی خيلی بالا هم فتوسنتز کاهش می يابدکه بيان کننده اين است که دستگاه فتوسنتز صرف نظر از بسته شدن روزنه ها ، به تنهائی تحت تأثير قرار گرفته است.کافی و دامغانی(6)، اظهار داشته اند، چنانچه مقدار نسبی آب برگ در محدوده 70-35% باشد ، ظرفيت فتوسنتزی کاهش می يابد و علت اصلی می تواند ممانعت نوری باشد. از آن جايی که کربوکسيلاسيون،  چرخه کالوين و تنفس نوری در اين شرايط کاهش می يابند ، انتقال الکترون ظاهرا" عامل محدود کننده تری است. همانطور که در شکل(1)نشان داده شده است  محتوای نسبی آب (RWC) ارقام مختلف گندم تحت شرايط تنش خشکی در محدوده 70-35% قرار دارد ، بنابراين اين مطلب دال بر اين نظريه است که در اثر اعمال تنش خشکی محدوديتهای غير روزنه ای به عنوان عامل اصلی موجب کاهش فتوسنتز ارقام مورد بررسی گرديده است. لذا پيشنهاد می شود که افزايش فعاليت SOD و CAT در ارقام مقاوم چمران و الوند عمدتا" به دليل مقابله با تنش اکسيداتيو ايجاد شده ناشی از تنش خشکی است.خزاعی و کافی(2) اظهار کرده اند که ارقام حساس به خشکی عمدتا" از مکانيزم اجتناب از خشکی بهره مند هستند، به طوري که در شرايط تنش با بستن روزنه ها و حفظ آب ازRWC بالاتری برخوردارهستند واين درحالی است که ارقام نيمه مقاوم ومقاوم به خشکی عمدتا"متکی بر مکانيزم تحمل خشکی می باشند(3). بنابراين به نظرمی رسد رقم حساس به خشکی نويد باحفظ مقاديربالاترRWC به نحوی ازعوامل محدودکننده غير روزنه ای و صدمات ناشی از تشکيل راديکال های آزاد اکسيژن فرار می کند.

     به طور کلی نتايج حاصل از اين بررسی نشان داد که ميزان فعاليت آنزيمهای آنتی اکسيدان(کاتالاز و سوپر اکسيد دسموتاز) در ارقام مقاوم به خشکی گندم در مقايسه با ارقام حساس افزايش معنی داری نشان می دهد که اين افزايش معمولاً با کاهش کمتر شاخص پايداری غشاء(MSI) و ميزان کلروفيل همراه می باشد. لذا پيشنهاد می شود که افزايش فعاليت آنزيمهای آنتی اکسيدان می تواند عامل مهمی در بالا بردن ميزان مقاومت گياهان به تنش رطوبتی باشد. 
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The impact of post anthesis drought stress on physiologycal characteristics and antioxidant enzymes in different wheat cultivars. 
A. Borzooei, H. R. Khazaie and F. Shariari

Abstract
In order to study the effect of post anthesis drought stress on physiological characteristics and antioxidant enzymes in 3 Iranian wheat genotypes a green house experiment was arranged in a 4-replicat completely randomized factorial design.Two resistant wheat cultivars, Chamran, Alvand were compared to a susceptible one Navid at four levels of water stress (control, stress at %50 anthesis and 10, 20 days after anthesis). Water stress resulted in a decrease in relative water content, membrane stability and SPAD reading in all cultivars.The antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) activity also increased under water stress.Genotypes Alvand and Chamran, which had higher SOD and CAT activity, had the lower  relative water content  and SPAD reading and higher membrane stability than genotype Navid under water stress.The degree of oxidative stress tolerance seems to be closely associated with an increase in activities of antioxidant enzymes. It seems that drought susceptible genotype uses the avoidance mechanism  such as higher RWC and SPAD reading to stand drought stress.
Key words: RWC, SPAD reading, MSI, SOD, CAT
شکل(1) تأثير تنش خشکی بر مقدار نسبی آب گياه (RWC) در ارقام مختلف گندم





شکل(2) تأثير تنش خشکی بر مقدار کلروفيل برگ ارقام مختلف گندم
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شکل(3) تأثير تنش خشکی بر شاخص پايداری غشاء(MSI)  ارقام مختلف گندم
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شکل(5) تأثير تنش خشکی بر ميزان فعاليت آنزيم کاتالاز (CAT)





                            وزن خشك – وزن تازه 


             100   ×                                     = RWC %


                           وزن خشك – وزن آماس 





  هدايت الكتريكي آب 40 درجه


                                          -1=  MSI


 هدايت الكتريكي آب 100 درجه 
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جدول(3) ميزان فعاليت آنزيم سوپر اکسيد دسموتاز (unite min -1g-1 fr.wt) در ارقام مختلف گندم درشرايط


تنش خشکی و عدم تنش خشکی








شکل(4) ميزان فعاليت آنزيم SOD در ارقام مختلف گندم
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      شاهد                                                  a 79/74              b 994/49                    a 632/91       


      تنش                                        b             63/53          a     993/56                   b  121/80


      رقم 


      چمران                                                a 56/63               c 842/46                  b  535/85    


       الوند                                                 a 57/62          b      358/50            a        209/89  


       نويد                                                  a  5/66                a 390/56         b            887/82       


      زمان تنش


     7 روز پس از گرده افشانی                        a 57/63  b              883/49            b          575/82


    17روز پس از گرده افشانی                        a  36/63   b              70/50             a          696/86        


    27روزپس از گرده افشانی     a                       7/63                a006/53           a            360/88
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حروف مشترك در هر يك از تيمارها نشان دهنده عدم تفاوت آماري معني دار در سطح 01/0 است.





RWC(%)





  حروف مشترك در هر يك از تيمارها نشان دهنده عدم تفاوت آماري معني دار در سطح 01/0 است.








شاخص پايداری غشاء سلول 





ns :  عدم وجود اختلاف معني دار آماري


 *: اختلاف معني دار آماري در سطح 5%


:** اختلاف معني دار آماري در سطح 1%








1. به ترتيب دانشجوی کارشناسی ارشد زراعت ، استادياران گروه زراعت دانشکده کشاورزی دانشگاه فردوسی مشهد


1. Reactive Oxygen  Speices (ROS)


2. Superoxide dismutase  


3. Catalase


4. Ascorbate peroxidase (APX)


5. Glutathione Redctase (GR)














1. Relative Water Content (RWC) 


1. Methionin


2. Nitroblue tetrazolium 


1. Net  photosynthesis (Pn)


1. Malondialdehyde (MDA)
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