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  دهيچك

 single stranded) يتـك رشـته ا   يDNAح دهنـده  يتـرج هـاي نوكلئـازي    فعاليت آنزيم در منظور بررسي تغييرن پژوهش به يا: هدف

DNA preferring nuclease, SSPN)انجام شد يط تنش شورياه جو در شرايدر گ لين و كلروفيزان پروتئي، م .  

 در يمـار شـور  يتحـت ت در قالب طرح كاملا تصادفي با سه تكرار ) ريحان( رقم حساس جو كيو ) صحرا( تحملرقم م كي: ها مواد و روش
از مـولار   يل ـيك مي ـحضور محلول در  7و  pH6/5 در دو  يت نوكلئازيش فعاليآزما. قرار گرفتند NaClميلي مولار  120دو غلظت صفر و 

بــا اســتفاده از روش ي تــك رشــته اي DNAروي  EDTAمــاده كــلات كننــده و  +Cu2+ ،Zn2+ ،Mg2+،Ca2 يتــيدو ظرف يهــا ونيكــات
  .صورت گرفت native-PAGEو ژل  ياسپكتروفوتومتر

ن ميزان فعاليت نيـز مربـوط بـه    يكمتر و pH= 7مولار نمك و در ميلي 120در تيمار  +Ca2بيشترين فعاليت آنزيمي مربوط به يون : جينتا 
 SSPNنوكلئـازي  هـاي   فعاليت آنـزيم  ديا كاهش شدي، نيز باعث توقف  EDTA.بود  =6/5pH مولار نمك و در تيمار صفر ميلي +Cu2يون 
و  41هـاي   آنـزيم و  7و pH6/5 هـر دو   در kD43 و  47، 59 هاي ها آنزيم كه در ميان آن ندشكار شدآپنج آنزيم  ،در بررسي نتايج ژل. شد
kD 34  7تنها درPH=  غلظت يون . شدند آشكارNa+  غلظت . رقم افزايش نشان داد دو داري در هر طور معني بهدر اثر تيمار شوريK+  و

  . افتيكاهش  يدار يبه طور معنپ يدر هر دو ژنوت يدر اثر تنش شور نيپروتئو  ليزان كلروفيم ،+K+/Na نسبت

رات در رقم يين تغيا ل در هر دو رقم جو شد؛ اماين و كلروفيزان پروتئي، كاهش ميت نوكلئازيش فعايباعث افزا يتنش شور: يريجه گينت
 .تر بودند نييپا يدار يمتحمل نسبت به رقم حساس به طور معن

  +K،Na  +نوكلئاز، هاي آنزيم اه جو،يگ شوري، :كليدي واژگان
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  مقدمه
ونـد  يپ( ييايميونـد ش ـ يك پي ـ يق اثـر رو ي ـنوكلئازها تنها از طر

 ييايميوش ـيب يهـا  جاد نظـم در واكـنش  ي، باعث ا)استر يفسفود
نقـش   يان نمـو موجـودات پـر سـلول    ي ـنوكلئازها در جر .شوند يم

 كننـد  يم ـ يشده بـاز  يزيبرنامه ر يدر مرگ سلولز ين را يمهم
اهـان بـه دو   يدر گ يل در مـرگ سـلول  ي ـدخ ياندونوكلئازها. )1(

 يو انـدونوكلئازها  +Zn2وابسـته بـه    يانـدونوكلئازها  يدسته اصل
ــه  ــد +Ca2وابســته ب ــد  يدســته بن هــر دو دســته . )2(شــده ان

 سـاز و كـار   و درشـده   افتي ين اندونوكلئازهاياندونوكلئازها در ب
هـا همچـون    از تـنش  يبرخ ـ. نقش دارنداهان يدر گ يمرگ سلول

كد كننده نوكلئازها در  يها ان ژنيب شيباعث افزا يريو پ يشور
ش يافـزا ) 3(موراموتـو و همكـاران    ن منظوريبد. شود ياهان ميگ
جو تحـت تـنش    يها در برگرا كد كننده نوكلئازها  يها ان ژنيب

مختلـف،   يهـا  با استفاده از روش .دندقرار دا يمورد بررس يشور
cDNAژن كد كننده نوكلئـاز   يI )Bnuc1 ( جـو   يهـا  از بـرگ

ش ين، افـزا درنـور  يلكـه گـذار   .دي ـگردجـدا   يتحت تنش شور
جـو تحـت تـنش     يهـا  را در برگ Bnuc1رونوشت ژن  يجيتدر
ها پـس   RNaseت يكاهش فعال يدر بررس .)3( نشان داد يشور

رات يي ـآن بـا تغ  يگندم و همبستگ يها در برگ ياز شوك حرارت
منجـر بـه كـاهش     يشوك حرارت مشخص شد كهپس از ترجمه 
 در گنـدم  mRNA يداري ـش پايترجمـه و افـزا   يمنظم در كارائ

م يمسـتق  ريمنجر به كاهش غ mRNAم عمر يش نيافزا د ويگرد
  .)4( دش RNase ميت آنزيفعال يا كنترل درون سلوليان ژن و يب

DNAse II ب ي ـند تخرياست كه در فرا يياز جمله نوكلئازهاز ين
DNA ون ي. شود يفعال م يط تنش، از جمله تنش شوريدر شرا

م در پـنج گونـه از   ين آنزيت ايش فعاليباعث افزا يم و شوريكلس
 ).7و  6( اســتشــده ا يــو لوب ي، گوجــه فرنگــ)5(ره چغنــدر يــت

. ت نوكلئازهــا دارنــديــبــر فعال يمختلــف اثــر متفــاوت يهــا تــنش
شوند  يم يت نوكلئازيش فعاليباعث افزا يريو پ يشور يها تنش

 ياز مرگ سـلول  يعنوان بخش اهان بهيز در گين يريند پيفرآ. )7(
ك روزه و ي ـدر سوسـن  ). 8(ف شده اسـت  يشده تعر يزيبرنامه ر
ش خرد يت نوكلئازها، همراه با افزاي، القاء فعالياطلس يها گلبرگ
). 9(ها گزارش شـده اسـت    گلبرگ يريان پيدر جر DNAشدن 

هـا از   ان ژني ـب يدر الگـو  يرات قابـل تـوجه  ييله تغيبه وس يريپ
 BFN1نوكلئـاز  . افتد يمربوط به نوكلئازها اتفاق م يها جمله ژن

 يري ـس و مـرتبط بـا پ  يدوپسيموجود در ارب ياز جمله نوكلئازها
از جذب آب و عناصر  يريل جلوگيشوري خاك به دل). 10(است 

اهـان  يرشـد گ  يهـا  تيمحـدود ن ياز مهمتـر  يك ـياه يبه درون گ
، يعنـوان مشـكل بـزرگ كشـاورز     شـود و بـه   يمحسوب م يزراع

 ـ يبالاخص در كشاورز ). 11( در منـابع گـزارش شـده اسـت     يآب
 ـ ر در جوانـه يعموما باعـث تـاخ   يتنش شور ، كـاهش درصـد   يزن

 ـ ، كاهش سـرعت جوانـه  يزن جوانه هچـه   اي ـو كـاهش رشـد گ   يزن
 ـ ن غلات چه دريجو در ب). 11(شود  يم چـه  و  يمرحله جوانه زن

). 12(است  يبه شور يزراع اهين گيتر مقاوم يا اهچهيگدر حالت 
ساقه جو و تعداد برگ و سـنبلچه   ييستم انتهايبا اثر بر مر يشور

 ين شـور يهمچن ـ. )13( شود يكرد م در سنبله باعث كاهش عمل
ژه در ارقـام  ي ـو طول دوره پر شدن دانه، ارتفاع و تعـداد بـرگ بـه   

جه كـاهش  يكرد، نت دهد كه كاهش عمل يكاهش م را حساس جو
 بـود  خواهـد  اه و وزن دانـه در هـر سـنبله   يتعداد سنبله در هر گ

سـبب  ه اهان ممكن است بيرشد گ يرو يشور اثرات مضر). 14(
كـه در   يتنش اسـمز  و) SO4 و  NaClشتريب(باشد  يونيت يسم
دهـد   يرخ م ـ يكيو عدم تعـادل متـابول   ييجه كمبود مواد غذاينت
و  سـديم  كلسـيم،  كلـر، (هـاي نمـك    افزايش غلظـت يـون   .)15(

: دنبال دارد، از جملـه  هدر محلول خاك اثرات زيادي را ب) سولفات
از بـين رفـتن تعـادل     ،سـميت يـوني   ،)تنش خشكي(كمبود آب 

جـه عـدم   يم در نتيتجمـع سـد  ). 16(متراكم شدن خاك  و يوني
هـا   ونياز اثرات عدم تعادل ژه يو افتد به ياتفاق م ها ونيدر تعادل 

را نام بـرد  ها  تيب متابوليو تخر يعلائم كمبود مواد مغذتوان  يم
مـواد   يستم جذب و انتقـال انتخـاب  يهر گونه اختلال در س. )17(

شـود   يجـاد م ـ يخاك ا ييايميط شيكه در اثر نامناسب بودن شرا
ــ ــد از طر يم ــتوان ــادياق ي ــوب   ج ــا مطل ــبت ن  يرو K+/Na+نس
و بـه اصـطلاح    ردگـذا  ير منف ـياه تاثيگ يكيولوژيزيف يندهايآفر
ــموميا ــاد مس ــديج ــ ،)18( ت كن ــتفاده از  يگ يبرخ ــا اس ــان ب اه

شـه، جـذب توسـط    يرون ريها به ب ونيتراوش مانند  ييسازوكارها
 ـ  ي، سيآونـد چـوب   يميپارانش يسلول ها ن آونـد  يسـتم مبادلـه ب

در حـال رشـد نمـك     يهـا  ن بخشيب يونيب يع شيآبكش و توز
   .)19( دندار يمن نگه يتوپلاسم خود را در حد پائيموجود در س

نوكلئـاز،   يهـا   ميت آنزيش فعاليباعث افزا ياز آنجا كه تنش شور
م و يسـد  يهـا  وني ـل و انباشـت  ي ـن، كلروفيزان پـروتئ يكاهش م

 ي، بررس ـن پـژوهش ي ـاشود، هدف  ياهان مختلف ميم در گيپتاس
ن و يزان پـروتئ ي ـنوكلئـاز، م  يهاميت آنزيفعال بر ياثر تنش شور

 يدو رقم حساس و متحمل به شـور م در يم و پتاسيسد يهاوني
گذشته نشان داده شده كه پاسخ  يهادر پژوهش. اه جو بوديدر گ

ن ي ـبـا ا . متفـاوت اسـت   يارقام متحمل و حساس، به تنش شـور 
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 ـيپ مـورد  ن دو رقـم در صـفات مـذكور،    ي ـن ايش فرض، تفاوت ب
 .ن پژوهش قرار گرفتيا يبررس

  

  ها و روشمواد 
يك رقـم  و  )صحرا(تحمل م رقم يك، از اين پژوهشبراي اجراي 

ــاس ــان( حس ــد  )ريح ــتفاده گردي ــو اس ــذر .ج ــورت   هاب ــه ص ب
هيدروپونيك با محلول تغذيه هوگلند در اوايـل پـاييز در گلخانـه    

 30تعـداد   .نـد كشت گرديد) ره( دانشگاه بين المللي امام خميني
هـاي پليكـا،    هاي ساخته شده از لوله عدد بذر جوانه زده در گلدان

. داده شـدند قـرار  در ماسه متر سانتي 10به طول نيم متر و عمق 
مولار كلريد سـديم بـا سـه     ميلي 120هاي صفر و ها در غلظت بذر

روز پـس از اعمـال تـنش     45نمونـه بـرداري    .تكرار كشت شدند
  :مل مواد زير بودمخلوط واكنش شا.  شوري انجام شد

 . 7و pH 7/5مولار با  لييم 500ميكروليتر بافر سيترات  30

هـاي دو ظرفيتـي    مولار كاتيون ميكروليتر از محلول يك ميلي 30
Cu2+ ،Zn2+  ،Mg2+،Ca2+، 

گـاوي   ستيمـو  w/v (DNA(درصـد   1ميكروليتر از محلول  30
 .اي شده تك رشته

 ).w/v( درصد 1گاوي ميكروليتر از محلول آلبومين سرم  30

  .ميكروليتر از عصاره پروتئيني 30

گيـري فعاليـت آنـزيم نوكلئـاز تـرجيح دهنـده        به منظـور انـدازه  
 ,SSPN) Single strand preferringاي  هاي تك رشـته  توالي

(nuclease ينئوياز روش بلنك و مك ك )اين  .استفاده شد، )20
ت كه تمـام مـواد   به اين صور. تايي انجام شد واكنش به صورت دو

واكنش كننده با غلظت و حجم مساوي در دو ميكروتيوب ريخته 
محلول واكنش با استفاده از آب مقطـر   ييسپس حجم نها. شدند

فاصـله   در تيوب اول، بـلا . مايكروليتر رسانده شد 300استريل به 
به محلـول  ) v/v( درصد 4/3ليتر پركلريك اسيد ميلي 1با افزودن 

داري  دقيقـه نگـه   5زيمي متوقف شد و پس از واكنش، فعاليت آن
 و دماي rpm  14000دقبقه در سرعت 10روي يخ، نمونه بمدت 

در تيـوب دوم، واكـنش   . ، سانتريفيوژ گرديـد گراد درجه سانتي 4
 .دقيقه ادامـه يافـت   20به مدت  گراد درجه سانتي 37 آنزيمي در

 4و دمـاي  rpm  14000دقيقـه در سـرعت    10سپس به مـدت  
  .، سانتريفيوژ گرديدگراد سانتي درجه

ليتر از مايع رويي هر يك از دو تيوب، به داخل يك  ميلي 1مقدار 
سپس ميزان فعاليت آنـزيم،  . ليتري ريخته شد ميلي 1سل كوارتز 

بر اساس تفاوت ميزان جـذب تـك نوكلئوتيـدهاي آزاد شـده در     
 20و  محلول در اثر فعاليت نوكلئاز، در مدت زمـان تيمـار شـاهد   

 260دقيقه با استفاده از دستگاه اسـپكتروفتومتر، در طـول مـوج    
  .اندازه گيري شد به صرت زير نانومتر

Unit = ∆A260/mg of protein/20 

A260∆  20نانومتر بين زمان هـاي صـفر و    260تفاوت جذب در 
  .دقيقه است

 :PAGEهـاي نوكلئـاز روي ژل نيتيـو    آشكار سازي آنزيم
، )21(از تكنيك ژل نيتيـو   SSPNهاي  جهت آشكار سازي آنزيم

استفاده شد كه در آن خاصيت واسرشت كنندگي و احياكنندگي 
هـا   سازي ايـن آنـزيم   آشكار. از سيستم الكتروفورز، حذف شده بود

مولار از  ميلي 1در حضور درصد  PAGE 5/12در روي ژل نيتيو 
در  +Cu2+ ،Zn2+ ،Mg2+، Ca2هـاي دو ظرفيتـي    كـاتيون  هريك

طـور جداگانـه و قـرار دادن     به، 6/5و pH 7و در دو  بافر سيترات
ــرم از  20 ــاوي   DNAميكروگ ــوس گ ــده تيم ــته ش ــك رش ي ت

رنـگ آميـزي اختصاصـي     عنـوان سوبسـترا، در ژل و   ، به)سيگما(
الكتروفـورز در  . انجـام شـد   ،)w/v(درصـد   2توسط توليدين بلـو  
دقيقـه پـس از    15تـا   10انجام و ولت  100دماي اتاق و با ولتاژ 

  .الكتروفورز قطع شد ،خروج خط آبي برموفنل بلو از انتهاي ژل

محتواي سديم  گيري جهت اندازه :گيري سديم و پتاسيماندازه
گرم از برگ جدا شده با آب مقطـر شستشـو    1/0 و پتاسيم مقدار

 72سـاعت در دمـاي    48ها سپس به مدت  نمونه. )22( داده شد
 هاي خشك شده آسـياب و  نمونه. خشك شدندگراد  درجه سانتي

گـرم بـا تـرازوي دقيـق      30/0از هر نمونه آسياب شده به مقـدار  
 )v/v( اسـتيك  ليتر اسيد ميلي 10نمونه پودر شده با . توزين شد

هـاي درب دار  لولـه  به به صورت محلول درآورده شد و درصد 10
نگـه  ساعت در دمـاي اتـاق    24مدت  و بهليتري منتقل  ميلي 15

درجه  90ساعت در حمام آب گرم  2سپس به مدت  داري شدند،
بـا آب   آنعصاره حاصله صـاف وحجـم   . داده شدقرار  گراد سانتي

براي اندازه گيري ميزان سديم . ه شددانليتر رس ميلي 10مقطر به 
براي ايـن منظـور   . و پتاسيم از روش فليم فوتومتري استفاده شد

و  NaCl هاي استاندارد سديم و پتاسيم از نمك هاي تدا محلولاب
KCl گيري گرديد و بـر   تهيه و توسط دستگاه فليم فتومتر اندازه

  .دست آمد هاين اساس منحني استاندارد ب

 سنجش از روش بردفوردجهت انجام اين  :سنجش پروتئين كل
 نمونـه گـرم   1بـه ازاي هـر   براي تهيه عصـاره   .استفاده شد) 23(

  :ليتر بافر استخراج با تركيب زير استفاده شد ميلي 4برگي 
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5/0  M Tris- HCl (pH 5/7 ), 15/0  M NaCl, 1 mM N- 

ethylmaleimide 

 ـ   -20دقيقـه در فريـزر    20مـدت   هقبل از انجام استخراج، هاون ب
يـك  . هاون سرد روي يخ قرار داده شد گراد و سپس درجه سانتي

نگهـداري  گـراد   درجـه سـانتي    -80گرم بافت برگي كه در فريزر
سـتفاده از  اشده بود همراه ازت مايع داخل هاون ريخته شد و بـا  

كـه تقريبـا    زمـاني . دسته هاون، عمل پودر كردن بافت انجام شد
 ليتـر بـافر   ميلـي  4درصد بافت برگي به صورت پودر درآمـد،   50

و با ساييدن، بافت برگ به طـور كامـل    شد استخراج به آن اضافه
دسـت آمـده در لولـه مخصـوص      هعصاره ب. به صورت پودر درآمد

درجه  4دقيقه در دماي  20دستگاه سانتريفيوژ ريخته و به مدت 
 مدل(BecKman سانتريفيوژ  rpm14000گراد و سرعت  سانتي

(Allegra 64R  وتئين، منحنـي  جهت سنجش ميزان پر .گرديد
از غلظـت هـاي مختلـف    بـراي ايـن كـار    . استاندارد رسم گرديـد 

ــاوي    ــرم گـ ــروتئين سـ  1000، 750، 500، 250، 100، 50(پـ
اين محلول هاي استاندارد . استفاده شد) ميكروگرم در ميلي ليتر

ــاي  ــانتي   -20در دم ــه س ــراد  درج ــهگ ــدند نگ ــراي . داري ش ب
هـاي فـوق بـا     ليتر از نمونهمايكرو 20گيري ميزان پروتئين،  اندازه

مخلوط و به مـدت چنـد    درصد 20ليتر معرف بردفورد  يك ميلي
سـپس مخلـوط واكـنش در    . دقيقه در دماي اتاق قـرار داده شـد  

ليتري ريخته و ميـزان جـذب در طـول     ميلي 1كيووت شيشه اي 
هـا بـا    غلظت پروتئين محلول نمونه. نانومتر خوانده شد 595موج 

  . استاندارد محاسبه گرديد استفاده از منحني

گيـري كلروفيـل از    بـراي انـدازه   :اندازه گيري مقدار كلروفيل
مـايكروليتر از بافـت    200مقـدار   .استفاده شـد  )24(روش آرنون 

درصـد، مخلـوط و    80مايكروليتر استون  800خرد شده برگي با 
 -20 دمـاي ساعت در  1سپس به مدت . به آرامي ورتكس گرديد

 ـ  نمونـه . قرار داده شـد گراد  درجه سانتي دقيقـه بـا    5مـدت   ههـا ب
ــا ميكروســانتريفيوژ، ســانتريفيوژ شــدند  rpm13000ســرعت  . ب

گيـري ميـزان كلروفيـل     و براي انـدازه  سپس مايع رويي برداشته
سـپكتروفتومتر در  اقبل از شروع آزمايش دستگاه . استفاده گرديد

 100و سپس با استون  نانومتر تنظيم 663و  645هاي  طول موج
مايكروليتر از مايع رويي كلروفيـل   100مقدار . صفر گرديد درصد

مخلـوط و داخـل كيـووت     درصد 100مايكروليتر استون  900با 
سـپس ميـزان جـذب آن در    . ليتري ريخته شـد  ميلي 1اي  شيشه

بـا قـرار دادن   . خوانـده شـد  نـانومتر   663و  645طول موج هاي 
مول زير، مقادير كلروفيل برگي بر حسـب  اعداد قرائت شده در فر

  .محاسبه گرديدليتر  گرم بر ميلي ميلي

Ct (mg/ml)= (20/2 × A645) + (8/02 × A663) 
محاسبات آماري و رسم نمودارهـاي مربوطـه بـا اسـتفاده از نـرم      

هـا از   جهت مقايسه ميـانگين . انجام شدExcel و  SASافزارهاي 
 ودرصـد   5درسطح احتمـال   LSD اي دانكن وآزمون چند دامنه

  .استفاده شد درصد 1
  

  نتايج

گيري شده بـا دسـتگاه    ، اندازهSSPNهاي نوكلئازي  فعاليت آنزيم
با افزايش تـنش شـوري از غلظـت صـفر ميلـي      اسپكتروفوتومتر، 

 )>01/0P(داري  بـه طـور معنـي    مـولار  ميلي120 به NaClمولار 
در حضـور  بيشـترين ميـزان فعاليـت آنزيمـي      .افزايش نشـان داد 

و كمتـرين  NaCl  مولار ميلي 120غلظت  و  =7pH و  +Ca2يون
غلظت  و  =6/5pHدر  +Cu2 يوندر حضور ميزان فعاليت آنزيمي 

فعاليـت   كـاهش نيز باعـث   EDTA .بود  NaCl مولار صفر ميلي
  ). 1شكل ( شد SSPNآنزيم هاي 

نشان داد كـه در  نيز گيري كلروفيل  بررسي نتايج حاصل از اندازه
و  تحمـل در هـر دو رقـم م   كـل  اثر تنش شوري ميزان كلروفيـل 

امـا ميـزان   ، كاهش يافـت ) >05/0p( داري حساس به طور معني
باعـث  تنش شـوري  . )2شكل ( بود حساس بيشتركاهش در رقم 

در هر دو رقم حساس و متحمل نيز شد اما  bكلروفيل كاهش در 
  .دو رقم معني دار نبود يك از هيچدر اين كاهش 

فـزايش تـنش   اگيري ميزان سديم و پتاسيم نشان داد كه با  اندازه
غلظت يون سـديم در رقـم    )>05/0p( داري شوري به طور معني

شـكل  ( فزايش بيشتري نشان دادتحمل احساس نسبت به رقم م
دو رقـم   تـنش شـوري در هـر    شفـزاي اپتاسيم نيز بـا   ميزان. )3
بـه دليـل داشـتن     تحمـل م رقم .كاهش يافت ،و حساس تحملم

) +Na+/K( پتاسيم بالا و كمتر بـودن نسـبت سـديم بـه پتاسـيم     
اين نسبت در  .از رشد بهتري برخوردار بود ،نسبت به رقم حساس

رود زيـرا   كـار مـي   عنوان شاخص سـميت سـديم بـه    بافت گياه به
پژوهشگران معتقدند كه حضور سديم باعـث اخـتلال در فعاليـت    

تحمـل   سـازوكار  الااحتم ـ. شـود  به پتاسيم مـي  وابستههاي  نزيمآ
 +Na+/Kو حساس به دليل حفظ نسبت متحمل شوري در ارقام 

تحت تنش شوري ميزان پروتئين كـل   .هاي گياهي است در بافت
نسبت  متحملرقم . كاهش يافت متحملدر هر دو رقم حساس و 

ــروتئين داشــت   ــه رقــم حســاس كــاهش كمتــري در مقــدار پ       ب
  ). 4شكل (
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Tolerant Sensitive  

 .جو و حساس متحملژنوتيپ  دو در SSPNاثر متقابل تنش شوري و كاتيون ها بر فعاليت آنزيم هاي : 1شكل 

  
و  bكلروفيل  : a،bكلروفيل :aدر محور افقي، . NaClمولار  ميلي 120و تنش صفر و  و حساس جو تحملات ميزان كلروفيل در دو رقم مرتغيي :2شكل 

:T كلروفيل كل است.  
  

  
و ) صحرا(تحمل مدر دو رقم روز پس از اعمال تنش،  NaCl ،45مولار  ميلي 120به پتاسيم در غلظت صفر و  سديمنسبت تغييرات ميزان : 3شكل 
  .)ريحان( حساس
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  .روز پس از اعمال تنش NaCl ،45مولار  ميلي 120در غلظت صفر و تنش شوري  جو و حساس تحملتغييرات مقدار پروتئين در دو رقم م: 4شكل 

  

ــزيم در ــازي آن ــاي  آشكارس  ،native-PAGE ژل ، رويSSPNه
و  47 ،59 هـاي  هـا آنـزيم   كه در ميان آن ندشكار شدآپنج آنزيم 

kD 43 ــر دو در ــون 7 و pH6/5  ه ــاي  در حضــور ي و  +Ca2ه
Mg2+  ــدند ــكار ش ــزيم  ،آش ــا آن ــاي  ام ــا  kD 34و  41ه         در تنه

7pH=   بـا افـزايش   كـه   آشكار شدند كه اين امر نشان مي دهـد
pH هاي  آنزيم بيانSSPN و  5شـكل هـاي   ( يابد نيز افزايش مي

ثير همـه  اتحت ت ـ kD43  و 47، 59يم زنآنجا كه هر سه آاز  .)6
ايـن سـه آنـزيم،    رود كـه   شكار شـدند ايـن احتمـال مـي    آها  يون

دو آنـزيم   =pH 6/5و  +Zn 2در حضـور   .باشند رديگيكايم زوزيآ

ــاي   =7pHو در  kD 47و  59 ــزيم ه  kD 41و  43، 47، 59آن
، آنزيم NaClاما در ژنوتيپ حساس، در غلظت صفر . ظاهر شدند

41 kD يعني در ژنوتيپ حساس اين آنزيم در اثـر  . مشاهده نشد
بررسـي بانـدهاي    ).Bو  A7شـكل  (تنش شوري فعال شده است 

 6/5نيـز در   +Cu2يـون   در حضور native-PAGEحاصل از ژل 
=pH  47و  59دو آنزيم kD  7و درpH=    43يك آنـزيمkD   را

از فعاليـت آنزيمـي بـه    هـا   در مقايسه با ديگر يـون . نيز نشان داد
كه با نتايج حاصل از اسپكتروفتومتري مطابقـت   شدت كاسته شد

  .)8شكل (داشت 

  
در  بترتي به: ژنوتيپ متحمل 5و  4ژنوتيپ حساس،  3و  2هاي ملكولي، نمونهگر وزن  نشان 1نمونه . +Ca2هاي وابسته به  SSPNآشكارسازي : 5شكل 
  .قرار داده شده است  =7pHژل در بافر با ) B(قرار داده شده و  =pH 6/5ژل در بافر با ) NaCl )A.مولار  ميلي 120هاي صفر و  غلظت

  

  
در  بترتي ـ بـه : ژنوتيپ متحمل 5و  4ژنوتيپ حساس،  3و  2هاي ملكولي، نمونهگر وزن  نشان 1نمونه . Mg2هاي وابسته به  SSPNآشكارسازي : 6شكل 

  .قرار داده شده است  =7pHژل در بافر با ) B(قرار داده شده و  pH= 6/5ژل در بافر با ) NaCl )A.مولار  ميلي 120غلظت هاي صفر و 
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ترتيـب در   به: ژنوتيپ متحمل 5و  4ژنوتيپ حساس،  3و  2هاي ملكولي، نمونهنشان گر وزن  1نمونه . +Zn2هاي وابسته به  SSPNآشكارسازي : 7شكل 
  .قرار داده شده است  =7pHژل در بافر با ) B(قرار داده شده و  =pH 6/5ژل در بافر با ) NaCl )A.مولار  ميلي 120هاي صفر و  غلظت

  
  

  
ترتيـب در   به: ژنوتيپ متحمل 5و  4ژنوتيپ حساس،  3و  2هاي ملكولي، نمونهگر وزن  نشان 1نمونه . +Cu2هاي وابسته به  SSPNآشكارسازي : 8شكل 

  .قرار داده شده است  =7pHژل در بافر با ) B(قرار داده شده و  =pH 6/5ژل در بافر با ) NaCl )A.مولار  ميلي 120غلظت هاي صفر و 
  

هـاي بـا وزن    نـزيم نيـز آ همچنين در بررسي نتايج حاصـل از ژل  
فعاليـت ايـن    .شكار شدندآكيلو دالتوني  56و  36و  42مولكولي 

بـا وجـود تشـابه در     .كـاهش يافـت   EDTAهـا در حضـور    آنزيم
هــاي مشــاهده شــده در وزن  هــاي بيوشــيميائي، تفــاوتويژگــي

پروتئيني باشـد و   تواند نتيجه تغيير در توالي مولكولي احتمالا مي
هـا  يا اينكه نتيجه تفاوت در پردازش پس از ترجمه در بين گونـه 

  . باشند
  

  بحث
سـاير   بـا نتـايج بدسـت آمـده توسـط      افزايش فعاليت نوكلئـازي 

هاي نوكلئـازي در   در بررسي اثر تاريكي بر فعاليت آنزيممحققين 
اثر شوري بر فعاليـت نوكلئازهـا در گيـاه گنـدم     و ) 25( گياه جو

 در حضـور ميزان فعاليت آنزيمـي   همچنين .)26( مطابقت داشت
در نتايج مشـابه نيـز   . افزايش يافت  7pHدر  +Mg2و  +Zn2 يون
در اثـر پيـري    +Zn2توان به افزايش فعاليت نوكلئاز وابسته به  مي

، افزايش فعاليت نوكلئاز )27(در كشت سوسپانسيون سلولي برنج 
و افـزايش فعاليـت    )28(گنـدم  در اثـر پيـري در    +Zn2وابسته به

در اثـر تـنش شـوري در گنـدم      +Mg2و   +Zn2نوكلئاز وابسته به 
 .اشاره كرد) 26(

در گياهـان ديگـر وجـود دارد    هـاي نوكلئـاز مشـابه كـه      از آنزيم
نـام بـرد، كـه    را HNUC1 توان آنـزيم نوكلئـاز گـل اطلسـي      مي

اسـت و بـا خـرد شـدن      kD 43گليكوپروتئيني با وزن مولكـولي 
DNA ايـن آنـزيم هـم    . همبستگي داردDNA   و هـمRNA  را

همچنـين  ). 29(اسـت   5/7بهينه اين آنزيم  pH. تجزيه مي كند
كيلـو   43و  36در گياه جو آنزيم هاي نوكلئازي بـاوزن مولكـولي   

در بررسـي  ). 25(دالتوني تحت اثر تيمار تـاريكي آشـكار شـدند    
روز تحـت تـنش    45پيشين ما در روي گياه گندم كه بـه مـدت   

 هـايي  رشد داده شده بودند، آنـزيم  NaClمولار  ميلي 120شوري 
همچنـين ميـزان   . كيلو دالتوني مشـاهده شـدند   33و  42با وزن 

 بـالاتر بـود   7نسـبت بـه    pH 5/5در  SSPNهـاي  فعاليت آنزيم
گل كلم  مختلف هاي گياهي اندامبررسي چهارده نوكلئاز از . )26(

 آنـزيم ، پنج +Zn2نشان داد كه كه چهار نوكلئاز وابسته به كاتيون
نيز وابسته  آنزيمو سه  +Mg2 ه بهوابست آنزيم، دو +Ca2وابسته به

 بودنـد و فعاليتشـان در حضـور    +Ca2و  +Mg2به هـر دو كـاتيون  
EDTA 20 ،18اين نوكلئازها داراي وزن مولكولي. كاهش يافت ،

 .بودندفعال  8 و =pH 5/5 درو  kD 45 و 40، 38، 36 ،26 ،23
 ، نوكلئـاز =pH 5/5 و  +Zn2درحضور يـون   kD33 و  35نوكلئاز

 kD45 نوكلئـاز  ،  8pH و +Ca2در حضور كـاتيون   kD40  و 36
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 و  45، 40و نوكلئازهــاي   8pH و+Mg2 در حضــور كــاتيون 

kD36  در حضور كاتيون هـاي Mg2+  وCa2+ 8 در pH   در گـل
يـت نوكلئازهـا   لهمچنـين در بررسـي فعا  ). 30( شكار شدندآكلم 

 +Zn2+ ،Ca2+ ،Mg2هـاي  طي پيري در گياه گندم در حضور يون
هـا بـا    فعاليـت ايـن آنـزيم    ،)EDTA )31 عامل كـلات كننـده  و 

    .در حضور هر سه يون افزايش يافت 7به  5/5از  pHافزايش 

مليگان و  )32(ساير محققين  مشاهدات كاهش ميزان كلروفيل با
هـاي شـوري و كمبـود     بر اينكه تحت تنش، مبني )33(همكاران 

گياه افزايش يافتـه و  هاي اكسيژن فعال در  آب، ميزان توليد گونه
هـايي از   هـا و مولكـول   ها موجب تجزيه ماكرومولكول اين مولكول

همچنــين كــاهش در  .ردمطابقــت دا شــوند قبيــل كلروفيــل مــي
تواند به دليل كـاهش در محتـواي پتاسـيم     محتواي كلروفيل مي

دهد و  ها فتوسنتز را كاهش مي تجمع سديم در سلول ).34(باشد 
هاي جوان و ريشه  هاي بالغ به برگ قندها از برگدر نتيجه انتقال 

هاي بالغ  يابد، چون سديم به دليل تحرك كم در برگ كاهش مي
از طرف ديگر غلظت بـالاي سـديم در    ).35( شود و پير جمع مي

 شود ها مي گيري سلول آپوپلاست باعث ايجاد تنش اسمزي و آب
روشـي  ممانعت از جذب سديم در سطح سـلولي دو   دفع و). 34(

دهند در تـنش شـوري زنـده بمانـد      هستند كه به گياه اجازه مي
در بررسي اثر شـوري  ديگر محققين  نتايج با مشاهداتاين  ).36(

  ).37(بر گياه خيار مطابقت داشت 

كـاهش  بـه   )26(و گندم ) 7(در لوبيا  نيزنتايج ساير محققين  در
كاهش ميزان  .شده استاشاره  مقدار پروتئين در اثر تنش شوري

پروتئين در گياه گوجه فرنگي نيز طي تنش شوري گزارش شـده  
اعلام كردند كه بـا قـرار دادن   ) 38(و همكاران  Doganlar. است

، و 150، 125، 100، 50، 25گياه گوجه فرنگي در غلظـت هـاي   
ايـن كـاهش   . مقدار پروتئين كاهش يافت NaClمولار  ميلي 200

كـاهش ميـزان    ).38( نشـان داد در ارقام مختلف بـا هـم تفـاوت    
در گياهان گندم مقاوم به شوري بيشـتر از    aپروتئين و كلروفيل

  ).39(گياهان حساس مشهود بود 
  

  نتيجه گيري
هــاي فعــال شــده در طــي  از آنجــا كــه نوكلئازهــا يكــي از آنــزيم

هاي محيطي از جمله شوري هستند و نتـايج ايـن آزمـايش     تنش
گياه جو يك گيـاه متحمـل بـه شـوري     كه  و اينآن را نشان داد 

توان با شناسايي ژن هـاي كـد كننـده ايـن      ، ميشود شناخته مي
تـا از شكسـته شـدن      ها نمـود  ها اقدام به كاهش فعاليت آن آنزيم

DNA بـه ايـن   . هاي مثل شوري جلـوگيري گـردد   در طي تنش
 .افزودترتيب احتمالا بتوان بر تحمل گياه نسبت به تنش شوري 
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Abstract 

Aim: This research was conducted to investigate changes in single starnded DNA preferring nuclease 
(SSPN) activity, protein and chlorophyll contents in barley, under salt stress.  

Material and Methods: Tolerant (Sahra) and sensitive (Rayhan) barley cultivars were used in a 
complete random plot with a factorial design, using 3 replicates at 0 and 120 mM NaCl concentrations. 
Nuclease activity on ssDNA was measured at pH 5.6 and 7.0 in the presence of 1 mM of one of the 
following divalent cations: Cu2+, Zn2+, Mg2+, Ca2+ and EDTA, by spectrophotometry and native-PAGE 
assays. 

Results: The highest enzyme activity was observed in the presence of Ca2+ at 120 mM NaCl and pH 
7.0 and the lowest enzyme activity was observed in the presence of Cu2+ at 0 mM NaCl and pH 5.6. 
EDTA inhibited SSPN activity. In the gel assay, 5 enzymes were revealed, amongst which 59, 47 and 
43 kD enzyme at both pHs and 34 and 41 kD enzymes were revealed only at pH 7.0. Na+ content, 
K+/Na+ ratio and chlorophyll and protein contents decreased significantly upon salt stress in both 
cultivars.  

Conclusion: Salt stress caused an increase in the nuclease activity and a decrease in protein and 
chlorophyll contents in both cultivars. However, these changes were significantly lower in the tolerant 
cultivar, compared to the sensitive one.   
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