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Assessment of Nitrate Reductase Gene Expression Pattern and Qualitative 

and Physiological Characteristics Under Oxidative Stress Conditions in 

Spinach (Spinacea oleracea L.)  
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یه و سلامتی انسان ایفا نقش بسیار مهمی در تغذسلولزيو مواد تئینی واد پروها، مواد معدنی، مدارا بودن انواع ویتامین
از سوي دیگر، بستر مناسبی را براي تشدید هاي زیست محیطیاز یک طرف و آلودگیاقلیمیروند تغییرات .)25(کنند می
مربوط هايبررسیضرورت انجام و راز این؛هاي محیطی در جهت افزایش ریسک تنش اکسیداتیو فراهم آورده استثیر تنشتأ

وايیاختههاي زنده و غیر زنده در سطح تنشکه بسیاري از استنماید. شایان ذکرمیهاي اکسیداتیو دو چندانثیر تنشبه تأ
يایاختهیند اکسیداسیون آمربوط به افزایش فرهايبررسیرو انجام شوند. از اینمیمولکولی منجر به بروز تنش اکسیداتیو

)TBARM(1 مانند انواع اکسیژن فعال باشد.میمحیطی مورد تاکیدهاي وجه مشترك بسیاري از تنشبه عنوان-
2O،-OH ،

2O2H 2هاي متوالی تبدیل در طول واکنشهاي زنده طی متابولیسم طبیعی یاختهدرO بهO2Hولی سطوح آیندبه وجود می ،
د نکنضرر تبدیل میهاي بیها را به متابولیتکافی است و آنهاي فعالگونهزي اکسیدان براي پاکساهاي آنتیطبیعی آنزیم

هايترکیباز مقدار یاختهدر ROS(2(اکسیژنهاي فعالگونهمقدارکند که تنش اکسیداتیو زمانی بروز پیدا می).2(
باشد. این هاي گیاهی مین فعال در بافتبیش از حد انواع اکسیژانباشتاکسیدان تجاوز کند که نتیجه آن زدا و آنتیسمیت

، 14(گردد میها و اسیدهاي نوکلئیکنند پروتئینهاي زیستی ماخسارت به انواع مولکولو یاختهيغشابهآسیبامر منجر به 
30 ،36( .

ها بیشتر گرم بر مول بوده و وزن مخصوص آن59/200تا 54/63هستند که داراي وزن اتمی عنصرهاییسنگینفلزهاي
شوند. نقره در گیاه میاکسیداتیوهايآسیبهاي بالا منجر به بروز در غلظتعنصرهااین . استمتر مکعب گرم بر سانتی4از 

زایی براي گیاه یت سمیتهاي بالا خاصدر غلظتنقره .اي داردناشناختهشناسانهزیستیک فلز سمی و سنگین است که نقش 
ها ها و رنگدانهر آنزیمدضروري فلزهايتواند جایگزین ، این فلز میچنینهمشود. اکسیداتیو میدارد و منجر به ایجاد تنش

دهد یأثیر قرار متزیریم یندهاي فیزیولوژیکی متعدد از جمله فتوسنتز و رشد را به طور مستقیم و غیرمستقفرآشود. در نتیجه، 
)9(.

یکی از .اندست و غشاء میتوکندري) از دو لایه فسفولیپیدي تشکیل شدهو غشاهاي درونی (غشاء کلروپلاايیاختهغشاهاي 
شرایط تنش . در)20(است، پراکسیداسیون لیپیدهاي غشایی یابدسرعت میهایی که در حضور انواع اکسیژن فعال واکنش
غشاییلیپیدهايپراکسیداسیون موجبLOX(3سنگین با فعال نمودن آنزیم لیپوکسیژناز (عنصرهايسنگین، فلزهاي

زیه ر نتیجه تجدنزیم و آبا افزایش فعالیت این . شود. این آنزیم به عنوان آغازکننده پراکسیداسیون لیپید شناخته میشوندمی
شرایط تنش به زیرها ید که در بافتئدي آلد. مقدار مالون)19(شود ید تولید میدي آلدئاسیدهاي چرب اشباع نشده، مالون

حسوب اهان مه عنوان شاخص مناسبی براي پراکسیداسیون لیپیدهاي غشا و برآورد تنش اکسیداتیو در گیآید بوجود می
یون را نشان دهنده افزایش واکنش پراکسیداسMDA4افزایش غلظت )51(Hungو Jiangدر پژوهشی،.)32(شود می

داري اخص پایچربی و به دنبال آن کاهش شدانند. افزایش پراکسیداسیون لیپیدها و اکسیدشدن اسیدهاي چرب غشائی می
روند سطح هايغییرتنیز گزارش شده است. )15(هاي چمنی برگباریکو)32(، لوبیا )28(در گیاهان گندم یاختهغشاء 

وجه . با ت)35(گردد هاي محیطی محسوب میهاي اکسیداتیو از جمله وقایع مهم و مشترك تنشرادیکالمقداراکسیداسیون و 
تغییرات مقدارگیري دازهان،شیمیایی در این زمینهزیستو پیچیدگی فعل و انفعالات یاد شدههاي سرعت تبدیل رادیکالبه 

آلدئید (محصول نهایی و با الون ديمکه در آن TBARMباشد. در عین حال سنجش اکسیداتیو بسیار مشکل و پرهزینه می
اکسیداتیو درمقدارشود، به عنوان شاخصی از گیري می)، اندازهايیاختهن ها و اکسیداسیوثبات نسبی پراکسیداسیون چربی

باشد.و مولکولی قابل ارزیابی میايیاختهسطح 
سنگین فلزهايهاي سمی نشان داده است که قرارگیري گیاهان در معرض غلظت)Ferjani)6و Chaouiهايپژوهش

در اثر کاهش کلروفیل و به فتوسنتز بیشتر آسیب در نتیجه شود، که ل میکلروفیساختزیستفتوسنتز و مقدارموجب کاهش 
و pHها و تیلاکوئیدها باعث بر هم زدن شیب پراکسیداسیون غشاهاي کلروپلاستدهد. افزایش پراکسیداسیون لیپیدها رخ می

هاي تنش بخشمقدارافزایش . )35(شوند شود و فتوسنتز را مختل و منجر به کاهش تولید در گیاهان مینفوذپذیري غشا می

1-Thiobarbituric Acid Reactive Materia2-Reactive Oxygen Species3-Lipoxygenase
4-Malondialdehyde
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هاي دلیل اهمیتی که برگ در رشد گیاه بر عهده دارد، این اندام گیاهی از جنبهدهد. بهتأثیر قرار میزیرمختلف گیاه را 
رنگ شدن یا از بین انواع اکسیژن فعال سبب بی. )33(گیردقرار میبررسیلروفیل مورد کمقدارمختلف از جمله سطح، وزن و 

تنش اکسیداتیو ممکن زیرشوند کاهش محتواي کلروفیل اي میرنگدانههايترکیبدیگرهایی مانند کلروفیل و تن رنگدانهرف
طی . )18(هاي کلروفیلی توسط آنزیم کلروفیلاز باشد رنگدانهو یا شکستن و تخریب سریع ساختتر شدن آهستهدلیلبهاست 

از جلوگیريعلت کاهش غلظت کلروفیل تنها به،سنگینفلزهايایط تنش بیان نمود در شر)Prassad)27پژوهشی 
ترین سنگین از عمدهفلزهايباشد بلکه جانشینی منیزیم موجود در ساختار کلروفیل به وسیله کلروفیل نمیساختزیست

گردد. سنگین بر ساختار کلروفیل محسوب میعنصرهايتخریبی رهاياث
هاي گیاهی در شرایط تنش داراي اکسیژن و براي محافظت از یاختههاي فعالگونهمقداررل هاي گیاهی، براي کنتبافت
یکی از مهمترین و اسیداسکوربیک.)21(باشند میاسیداسکوربیکها با وزن مولکولی پایین مانند اکسیداناي از آنتیمجموعه

شود. آپوپلاست یافت میدرها وهاي گیاهی، اندامکیاختهگیاهی است که در بسیاري ازهاي قوياکسیدانترین آنتیفراوان
و مقاومت به ايیاختهمانند فتوسنتز، حفاظت نوري، رشد و تقسیم ايیاختهاکسیدان در بسیاري از فرایندهاي این آنتی

اسیدسکوربیکا). 9(در یاخته است 1رداکستعادل ایجاد کننده هايعاملهاي محیطی نقش اساسی دارد و یکی از تنش
هاي سمی اکسیژن مانند هاي ناشی از افزایش گونهتواند با انواع مختلف اکسیژن فعال ترکیب شده و از بسیاري از آسیبمی

. آسکوربات )29(کارتنوئیدها و توکوفرول بکاهد ، ها و تجزیه کلروفیلپراکسیداسیون لیپیدهاي غشایی، تخریب پروتئین
کمک به شکسته و را اکسیژن هاي فعالگونهو یا به صورت غیر مستقیم هاي کاتالیزوري)دون آنزیم(بمستقیمطور بهتواند می

آبدار دیگر هايترکیبسازي کند. آسکوربات در اثر واکنش با اکسیژن فعال نسبت به ها، پاكتوکوفرول به شکل احیا شده آن
به منظور ارزیابی برخی بررسیاین . )8، 3(و محافظت نمایداکسیداتیهاي مهم را از خسارت مولکولبزرگتواند بهتر می

مقدارشاملکیفی هايویژگیماده خشک، سرعت رشد و مقدارظاهري، سطح برگ، پدیدگانرشدي شامل هايویژگی
بیان ژن نیترات مقدارو ) LOXو TBARM(سنجش ايیاخته)، سطح تنش اکسیداتیو bو aکلروفیل (مقدار پروتئین، 

پاشی تیمارهاي اکسیداتیو و پاد اکسیدان انجام شد.ساعت پس از محلول48و 24، 12هاي زماندرکتاز ردو
هامواد و روش

روش کاشت
علوم کشاورزي و منابع طبیعی دانشکدهپژوهشیگلخانه در آزمایش در قالب طرح بلوك کامل تصادفی با چهار تکرار

نش اکسیداتیو، عنوان عامل ایجاد تمولار) بهمیلی2و 1، 0نقره در سه سطح (شامل نیترات تیمارهاگرگان انجام شد. 
بود. کاشت در گلخانه اجگیاه اسفن٢نیو پرشینمولار) در رقم میلی20و0عنوان آنتی اکسیدان در دو سطح (بهاسیداسکوربیک

ر بعد از بذدهشاسیگرفت. در هر هفت کیلوگرم خاك صورت حدود با گنجایش 30×30به ابعاد هاییشاسیو در داخل 
.شدکشت گندزدایی

اعمال تنش اکسیداتیو
مولار میلی2و 1، 0هاي نیترات نقره در غلظتپاشیمحلولبا رشد رویشیبیشینهآغازین تنش اکسیداتیو در مرحله 

اعت دو سهاشاسی-دیگري ازمقاومت به تنش اکسیداتیو تعداد مقدارافزایش روشمنظور بررسی بهچنینهمصورت گرفت. 
پاشیمحلولاکسیدانآنتیعنوان بهاسیداسکوربیکمولار میلی20و 0هاي طور جداگانه با غلظتقبل از کاربرد نیترات نقره به

گردید.
شناسیریختهايویژگیبرداري براي نمونه

وزن خشک هايویژگیگیري )، براي اندازهرگیب7، رشد رویشیبیشینهپس از رسیدن گیاهان به مرحله رشدي مورد نظر (
و 24، 12زمان برداري درنمونهتکرار .شدبرداشت بوتهدوبرداري در هر مرحله نمونهبرگ از هر واحد آزمایشی گیاه و سطح

وسسلسیدرجه 70هاي برداشت شده براي تعیین وزن خشک، در آون نمونه. گرفتساعت پس از اعمال تیمارها صورت 48

1-Redox Balance2-New Perssian
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DIASافزار و نرمDELTA-Tبرگ سنج برگ از دستگاه سطحبراي محاسبه شاخص سطح.ساعت قرار گرفتند48به مدت 

TBARMشامل کلروفیل، پروتئین، هاویژگیدیگرگیرياندازهبوته باقیمانده در هر واحد آزمایشی براي چهاراستفاده گردید.

ستفاده شد.اLOXو

.صورت گرفت9تا 1از ظاهري بر اساس جدول زیرپدیدگانامتیازدهی -1جدول 
Table 1. Scoring by apparent phenotype based on the following table from 1 to 9.

امتیاز
Score

ظاهريپدیدگان
Phenotype appearance

کنترل9
Control

890 percent similar to control90درصد شبیه کنترل
780 percent similar to control80درصد شبیه کنترل
670 percent similar to control70درصد شبیه کنترل
560 percent similar to control60درصد شبیه کنترل
450 percent similar to control50درصد شبیه کنترل
340 percent similar to control40درصد شبیه کنترل
230 percent similar to control30درصد شبیه کنترل
120 percent similar to control20درصد شبیه کنترل

گیري کلروفیلاندازه
) مـد منجگرم نمونه برگ (بـه صـورت   5/0استفاده گردید. مقدار )26(و همکاران Porraکلروفیل از روش گیرياندازهبراي 

و 6/646هـاي  در طـول مـوج  (A)جـذب  مقـدار . پس از سانتریفوژ شدمخلوط %80لیتر استون میلی10خرد و با طورکاملبه
BT(مدل نانومتر توسط اسپکتروفتومتر 750و 6/663 (chla)کلروفیل مقدارد. یگردثبت ) 600 a  و کلروفیـل(chlb) b  و کـل

ید.گرده هاي زیر محاسبکلروفیل بر اساس فرمول
646.6A2.55–663.6A12.25)=1-Chla(mgml

663.64.91A–646.6) = 20.31A1-Chlb (mgml
663.6A6.34–646.6A16.76) =1-Chl (mgmlکل

TBARMگیري دازهان

مالون دي آلدئید (ماده نهایی که در فرآیند مقدار، یاختهفرآیند سطح اکسیداتیو مقداردر این بخش براي سنجش 
و Hagege. بدین منظور از روش تغییر یافته گرفتگیري قرار داراي ثبات بالایی است) مورد اندازهايیاختهاکسیداسیون 

لیتر اسید یک میلیمقدارگرم برگ تازه کوبیده و همگن گردید و به 4/0مقدار ستفاده گردید.به شرح زیر ا)11(همکاران
دقیقه 15لیتر استون شستشو شده و پس از ورتکس به مدت میلی10درصد به آن افزوده شد. محلول با 10کلرواستیک تري

وژ با یتر استون شستشو شد و چهار مرتبه دیگر سانتریفلیمیلی5وژ شد. لکه ایجاد شده با یدر دقیقه سانتریفg4750با دور 
) افزوده شد 0%/6لیتر اسید تیوباربیوتیک () و یک میلی1%لیتر اسید فسفریک (همان سرعت تکرار شد. سپس مقدار سه میلی

و به مدت متوقف قرار گرفت. پس از آن واکنش با سرد کردن سریع سلسیوسدرجه 100دقیقه در انکوباتور 30و به مدت 
نانومتر با دستگاه 590و 532هاي جذب در طول موجمقداروژ شد. در نهایت یدر دقیقه سانتریفg5500دور دقیقه با 20

BT(مدل اسپکتروفتومتر  خوانده شد.) 600
گیري پروتئین اندازه

استخراجلیتر محلول بافر میلی5/1و درشدپودرطورکاملبهونه برگ منجمد گرم نم4/0مقدار 
)50mM Tris [tris(hydroxylmethyl) aminomethane]-HCl , pH 7.5, 2mM EDTA, pH 8, 0.4% [7.7]

mercaptoethanol (مخلوط و در دمايطورکاملبهc°4دقیقه با دور 20مدت بهg1200 سانتریفیوژ گردید. سپس با استفاده
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گیري ) اندازهCoomasie protein assay reagent from Pierce chemical, Rackford,Ilتئین کوماسی (واز محلول سنجش پر
.شدپروتئین انجام 

LOXسنجش

گرم نمونه برگ در 5/0با تغییراتی استفاده شد. مقدار ) 35(و همکاران Zhangاز روش LOXمقدارگیري منظور اندازهبه 
حذف گردیده و دقیقه سانتریفیوژ شد. محلول فوقانی10به مدت g12000د. پس از آن با دور یگردمخلوطآب سرد خالص 

PDبقیه با کمک ستون ژل  mM50)6pHد. به مقدار مساوي بافر فسفات پتاسیم یخالص گرد10 . محلول دیدگراضافه )=
BT(مدل همگن شده و با کمک اسپکتوفتومتر)nmol80شده با بافر نمک سدیم و اسیدلینولئیک (حاصل در طول ) 600

.شدقرائتnm234ج مو
و ارزیابی بیان ژنRNAاستخراج 

بیان ژن نیترات ردوکتاز برداشت شد و در مقدارگیري تیمارهاي مختلف براي اندازهگرم برگ5در مراحل مختلف نمو، 
ز اRnx-plusتوسط کیت RNAمنتقل گردید. استخراج - 80به فریزر RNAنیتروژن مایع منجمد و تا مرحله استخراج 

درصد تعیین گردید. 5/1استخراج شده، توسط الکتروفورز روي ژل آگارز RNAهاي برگ یخ زده، صورت گرفت. کیفیت نمونه
320و 280، 260هاي استخراج، از اسپکتروفتومتر استفاده گردید. مقدار جذب نوري در طول موجمقداربراي بررسی کمی 

تست و جهت DNaseبا استفاده از تیمار cDNAساخت ص آن محاسبه گردید. نانومتر توسط دستگاه خوانده شد و درصد خلو
cDNAیلهعمومی استفاده نموده و به وسي، از آغازگرهاPCR از روي ،cDNA شد و کیفیت آن روي ژل آگارز بررسی تکثیر
بر بیوپارس (دانشگاه علوم و کیت سایBio RadشرکتiQ5ارزیابی الگوي تظاهر ژن نیترات ردوکتاز از دستگاه برايگردید.

کشاورزي و منابع طبیعی گرگان) استفاده شد که قادر است ارزیابی را در زمان واقعی انجام دهد. این دستگاه در هر چرخه از 
که GAPDHدار ها از ژن خانهسازي دادهفعالیت قادر است که مقدار محصول واکنش پلیمراز را نشان دهد. به منظور نرمال

3'باشد استفاده شد. در این دستگاه از آغازگر اختصاصی طراحی شده بر اساس انتهاي ان یکسانی در تمام تیمارها میداراي بی
انجام شد و Randomization testو با استفاده از RESTافزار بیان ژن توسط نرممقدارژن نیترات ردوکتاز استفاده شد. ارزیابی 

( کیت سایبر بیوپارس 1م گردید. رنگ مورد استفاده جهت ردیابی تکثیر نمونه، سایبر گرینرسExcelافزار نمودارها توسط نرم
.دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان) بود

دار. توالی آغازگر ژن نیترات ردوکتاز و ژن خانه-2جدول 
Table 2. Primer details of nitrate reductase and GAPDH house-keeping genes.

هاآغازگر
primers

نوکلئوتید 
شروع
Start

nucleotides

تید ئونوکل
پایان

Nucleotide
end

توالی آغازگر
Sequencing primer

طول محصول 
واکنش

Reaction
Product
length

دماي ذوب 
Cº

Melting
temperature

Nir For 78 101 5′- CCTAYTGGCCGCCRCART -3'
116bp

62.4
Nir Rev 193 174 5′- CGTTGAACTTRCCGGT -3' 60.50

GAPDH For 113 132 5′-TCACCACCGACTACATGACC-3'
121bp

60
GAPDH Rev 233 214 5′-ACAGCAACCTCCTTCTCACC-3' 60

واکاوي آماري
پذیرفت. نمودارها صورت PSSSو با نرم افزار t٢مقایسه میانگین تیمارهاي آزمایشی با واکاوي آماري و با استفاده از آزمون 

Excelبا استفاده از نرم افزار  رسم شد.2013

1-SYBER Green2 -T student
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و بحثنتایج
یپدیدگانیرات یتغ

منفیمولار تأثیر میلی2ویژه در غلظت کننده تنش اکسیداتیو بهعنوان عامل ایجادبهپاشی تیمار نیترات نقره محلول
پاشی به بالاترین حد رسید ساعت پس از محلول48ن تأثیر ایمقدارظاهري گیاه اسفناج ایجاد نمود. پدیدگانبر چشمگیري

پاشی تفاوت چشمگیري نسبت ساعت پس از محلول12مولار در فاصله میلی1پاشی با غلظت که محلولدر حالی). 3(جدول 
ري پیش ظاهري محسوس بود. اسپپدیدگانپاشی افت ساعت پس از محلول48حال در زمان به شاهد ایجاد ننمود، با این

دار وضعیت منجر به بهبود معنی3AgNOپاشی ساعت قبل از محلولدومولار)، میلی20(اسیداسکوربیکاکسیدان تیمار آنتی
لار) تفاوت ظاهري مومیلی1+ نیترات نقره (اسیداسکوربیککه تیمار ترکیبی . به طوريشدهاي اسفناج ظاهري برگ

).3پاشی آب) نشان نداد (جدول با شاهد (محلولپاشیس از محلولساعت پ24و 12ي هادر زمانمشهودي 

تیمار ) و اعمال پیش3AgNOپاشی تیمار نیترات نقره (تغییرات ظاهري برگ اسفناج (رقم نیوپرشین) در اثر محلول- 3جدول 
ASA(اسیداسکوربیک 20mM(.

Table 3. Appearance changes of spinach leaves (New Persian cultivar) treatment by spraying silver nitrate
(AgNO3) and actions of ascorbic acid pretreatment (ASA 20mM).

پاشی (ساعت)زمان پس از محلول
Time after spraying (hour)

پاشی)تیمار (محلول
Treatment (spraying)

122448

999Control (water) شاهد (آب)
999Ascorbic Acid اسیداسکوربیک
875AgNO3 1mM

763AgNO3 2mM

986ASA + AgNO3 1mM

875ASA + AgNO3 2mM

Rated based on the 1 and 9 respectively. score 9 in control, Points 1, 20% of eligible control surface and
intermediate values any 10% difference in the take. 1 point of difference was not statistically significant by t test
at α = 0.05.

اختلاف را در %10شاهد و مقادیر حد واسط هریک از نظر ظاهري مشابه%20حدود 1درحد شاهد، امتیاز 9انجام گرفت. امتیاز 9تا 1امتیاز دهی از
دار است.معنیα=0.05در سطح tیاز از نظر آماري بر اساس آزمون امت1گیرند. مقدار اختلاف بر می

ماده خشک و سطح برگمقدارتغییرات 
که بیشترین نشان داده شده است. با توجه به این2سطح برگ در جدول مقدارروند تغییرات ماده خشک اندام هوایی و 

بر اکسیدان اهمیت قابل توجهی دارد.سیداتیو و تیمار آنتیبه تنش اکبرگ واکنش ،باشدمیآن مصرف گیاه اسفناج از برگ 
به تنهایی هیچ اثر سویی بر اسیداسکوربیکپاشی مقدار ماده خشک و سطح برگ در نتیجه محلولحاصليهانتیجهاساس 
نقره روند پاشی نیتراتمقادیر ماده خشک و سطح برگ در نتیجه محلولبا این وجود.خشک و سطح برگ نداشتماده مقدار

ماده خشک در مقدار) بود. در عین حال α=0.05دار (برخی موارد این کاهش نسبت به شاهد معنیدر کاهشی نشان دادند که 
داري نشان داد. در برداري نسبت به شاهد تفاوت معنیساعت پس از نمونه48فقط در زمان میلی مولار نیترات نقره1تیمار 
داري را پاشی تفاوت معنیساعت پس از محلول48و 24زمان این تفاوت درولار نیترات نقرهمیلی م2که در تیمار حالی

پاشی مشابهی حاصل گردید. محلولطورکاملبه). در مورد سطح برگ نیز وضعیت 4نسبت به شاهد ایجاد نمود (جدول 
ظه در جلوگیري از تأثیر سوء نیترات نقره بر ساعت قبل از نیترات نقره موجب بهبود قابل ملاحدواسیداسکوربیکتیمار پیش
ظاهري گیاه تشابه قابل توجهی نشان پدیدگانبا وضعیت هانتیجه). این 2(جدول شدوزن خشک و بویژه سطح برگ مقدار

داد.
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ج (رقم متر مربع) در واحد بوته در گیاه اسفناسانتیماده خشک اندام هوایی (گرم) و سطح برگ (مقدارتغییرات -4جدول 
.اسیداسکوربیکپاشی تیمارهاي نیترات نقره و محلولزیرنیوپرشین) 

Table 4. The changes of shoot dry mater (g) and leaf area (m2) in spinach per plant (Newpersian cultivar) under
spraying silver nitrate (AgNO3) and pretreatment of ascorbic acid (ASA 20mM).

وزن خشک اندام هوایی
Shoot dry weight (g)

سطح برگ 
per plant2eaf area (mL

پاشی)تیمار (محلول
Treatment (spraying)

12
12

(hour)

24
24(hour)

48
48 (hour)

12
12 (hour)

24
24 (hour)

48
48 (hour)

6.9006.9007.1000.0610.0620.062Control (water) اهد (آب)ش

6.900*007.1007.200.06*50.06*760.0
AscorbicAcid

اسیداسکوربیک
*006.6*006.5*006.2*70.05*10.06*10.05AgNO3 1mM
*006.5*006.3*006.0*30.05*00.05*470.0AgNO3 2mM

6.800*006.7*006.50.069*00.06*550.0ASA + AgNO3 1mM
*006.6*006.5*0016.*50.05*40.05*550.0ASA + AgNO3 2mM

The asterisk represents a significant reduction compared to the control ( 05/0=α ).
.)α=05/0باشد (دار نسبت به شاهد میدهنده کاهش معنیعلامت ستاره نشان

سرعت رشد محصولتغییر
مشخص زمین در زمانرساند و سرعت تولید را در واحد سطح ا میسرعت رشد محصول به بهترین شکل مفهوم رشد ر

تأثیر تنش اکسیداتیو زیرروند تغییرات سرعت رشد گیاه اسفناج . )16(دهد تنفس و فتوسنتز را نشان میبرهمکنشساخته و 
با توجه به شده است. نشان داده1در شکل اسیداسکوربیکتیمار تأثیر پیشچنینهمپاشی نیترات نقره و ناشی از محلول
هاي انجام شده ناشی از تأثیر تیمارهاي آزمایشی، روند این تغییرات برداريتغییرات سرعت رشد در فاصله نمونهاختلاف جزیی 

با هر یکاسیداسکوربیکتیمار ، تیمار ترکیبی (پیشمولار)میلی2و 1اثر تیمار نیترات نقره (میانگین به طور متوسط در قالب 
لازم به ذکر است که تنظیم شده است. 1) در شکل اسیداسکوربیکپاشی آب، سطوح نیترات نقره) و شاهد (متوسط محلول

هیچ اثر در اصلاسیداسکوربیکپاشی دیگر نیز ثابت نموده است محلولهايبررسیو برخی پژوهشاین يهانتیجهچنانچه 
.)12(سویی بر فرآیندهاي متابولیک گیاه ندارد 

و 24هاي این کاهش در زمانمقدارتأثیر تیمار اکسیداتیو نیترات نقره روند کاهشی داشت. زیرسرعت رشد محصول مقدار
داري با شاهد نشان داد. این نتیجه تقریباً با آنچه که در مورد وزن خشک و سطح پاشی اختلاف معنیساعت پس از محلول48

ساعت قبل از تیمارهاي نیترات نقره دواسیداسکوربیکتیمار پاشی پیش). محلول2برگ حاصل گردید مطابقت داشت (جدول 
در زمان ودرصد5پاشی در سطح ساعت پس از محلول48آن در زمان مقدارسرعت رشد نشان داد و مقدارتأثیر مثبتی بر 

).1ترات نقره نشان داد (شکل داري را با تیمارهاي نیدرصد اختلاف معنی10پاشی در سطح ساعت پس از محلول24
تغییرات مقدار پروتئین

نشان داده 2پاشی تیمارهاي اکسیداتیو نیترات نقره و تیمارهاي ترکیبی در شکل تغییرات مقدار پروتئین زیر تأثیر محلول
پروتئین مربوط به پاشی تیمارهاي آزمایشی بیشترین کاهش مقدار برداري پس از محلولهاي نمونهدر هر یک زمانشده است.

برداري شدت مولار بود. روند کاهش مقدار پروتئین ناشی از تأثیر نیترات نقره با گذشت زمان نمونهمیلی2تیمار نیترات نقره 
مولار حاصل میلی2پاشی نیترات نقره ساعت پس از محلول48اي که کمترین مقدار پروتئین در کل آزمایش در یافت به گونه
طور چشمگیري جلوگیري نمود. اسید از مقدار کاهش پروتئین ناشی از اثر نیترات نقره بهتیمار اسکوربیکپیشگردید. اعمال

هاي مطلوب دیگر نیز در این آزمایش رخ داد توسط برخی پژوهشگران دیگر نیز گزارش این موضوع که در مورد بیشتر ویژگی
هاي مقدار پروتئین و مقدار ماده خشک محاسبه ) بین ویژگیr=83/0**داري (). همبستگی مثبت و معنی34شده است (

باشد.عنوان یک نتیجه مطلوب و نقطه قوت در این مطالعه قابل ارزیابی میگردید. این مسئله به
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Fig. 1. The changes growth rate of spinach plant (the New persian) measured values affected by treatments,
including spraying water + ascorbic acid as a control, silver nitrate levels 1 and 2 mM spraying
treatments and combination treatments applied ascorbic acid pretreatment (mM 20) two hours before
spraying silver nitrate (values are average).

تأثیر تیمارهاي آزمایشی شامل زیربرداري هاي نمونهسرعت رشد گیاه اسفناج (رقم نیوپرشین) در زمانمقدارتغییرات -1شکل 
مولار و تیمار میلی2و 1هاي پاشی تیمارهاي نیترات نقره غلظتبه عنوان شاهد، محلولاسیداسکوربیکپاشی آب + محلول

پاشی نیترات نقره (مقادیر به صورت میانگین عت قبل از محلولسادو) mM20(اسیداسکوربیکتیمار اعمال پیشترکیبی: 
.است)

Fig. 2. Changes in the protein content of spinach leaves under the influence of the measured values after foliar
spraying treatments. As mean values and standard error values shown above each column.

پاشی. برداري پس از محلولهاي نمونهپاشی تیمارهاي آزمایشی طی زمانتأثیر محلولزیرپروتئین برگ اسفناج مقدارتغییرات -2شکل 
نشان داده شده است.بالاي هر ستون مقادیر به صورت میانگین بوده و مقدار خطاي معیار 
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کلروفیلمقدار
هاي تنشزیرکلروفیل مقدارآورده شده است. 5تأثیر تیمارهاي آزمایشی در جدول یرزbو aتغییرات مقادیر کلروفیل 

تأثیر تیمارهاي اکسیداتیو نیترات زیرکلروفیل به شدت مقداراین پژوهش نیز نشان داد يهانتیجهیابد. اکسیداتیو کاهش می
بود. bبیشتر از کلروفیل aش در مورد کلروفیل نسبی (نسبت به شاهد) و مطلق این کاهمقدار). 5نقره کاهش یافت (جدول 

تنش اکسیداتیو ممکن زیرکاهش محتواي کلروفیل حساسیت بیشتري به تنش نشان داده است. aرسد کلروفیل به نظر می
.)18(هاي کلروفیلی توسط آنزیم کلروفیلاز باشد رنگدانهو یا شکستن و تخریب سریع ساختتر شدن دلیل آهستهاست به

اسید دهیدروژناز و پروتوکلروفیل ردوکتاز باعث کاهش سنگین از طریق بازدارندگی دو آنزیم آمینولوولینیکلزهايف
سنگین کاهش فلزهايبیان نمود در شرایط تنش )Prasad)28در پژوهشی،شوند.کلروفیل و تجزیه آن میساختزیست

باشد بلکه، جانشینی منیزیم موجود در ساختار کلروفیل یل نمیکلروفساختزیستاز جلوگیريغلظت کلروفیل تنها به علت 
گردد.سنگین بر ساختار کلروفیل محسوب میعنصرهايترین اثرات تخریبی سنگین از عمدهفلزهايبه وسیله 

اي وسیله تیمارههپاشی بنسبت به شاهد در برگ اسفناج (رقم نیوپرشین) پس از محلولbو aر کلروفیل دامق- 5جدول 
.آزمایشی

Table 5. Chlorophyll a and b compared with control values in spinach leaves (New Persian cultivar) after
spraying by treatments.

bکلروفیل 
Chlorophyll b

aکلروفیل 
Chlorophyll aپاشی)تیمار (محلول

Treatment (spraying) (ساعت)48
48 (hour)

عت)(سا24
24 (hour)

(ساعت)12
12 (hour)

(ساعت)48
48 (hour)

(ساعت)24
24 (hour)

(ساعت)12
12 (hour)

100100100100100100Control (water) شاهد (آب)
99991009810099Ascorbic Acid اسیداسکوربیک

*70*86*91*65*83*87AgNO3 1mM
*66*70*85*60*73*80AgNO3 2mM
*799396*749295ASA + AgNO3 1mM
*73*8093*66*81*85ASA + AgNO3 2mM

Chlorophyll values (percent compared control) is on average. The asterisk represents a significant reduction
compared to the control (05/0 = α).

. )α=05/0باشد (دار نسبت به شاهد میدهنده کاهش معنیباشد. علامت ستاره نشانمیت به شاهد) به صورت میانگین مقادیر کلروفیل (درصد نسب

کاهش مکنترل سطح کلروفیل و عدگیاه از طریقالقاي مقاومت نسبی در موجب،اسیداسکوربیکتیمار پاشی پیشمحلول
ساعت پس از 24و 12هاي در زمانmM13ASA+AgNOدر تیمار ترکیبی bو aکلروفیل مقداراي که . به گونهگردید،آن

داري با شاهد نشان ندادند. پاشی اختلاف معنیمحلول

)LOX(لیپوکسیژنازو TBARMسنجش ايیاختهتغییرات سطح اکسیداسیون 
ساعت پس از  24ژناز در مقدار آنزیم لیپوکسیاسیداسکوربیکشود با کاربرد مشاهده می6طور که در جدول همان

پاشیمحلولساعت بعد از 48و 24در ايیاختهسطح اکسیداسیون چنینهمپاشی نسبت به شاهد کاهش یافت و وللمح
نسبت به مقدار آن در تیمار شاهد کاهش نشان داد ولی این اختلاف نسبت به شاهد معنی دار نبود. با کاربرد نیترات نقره هم 

با گذشت زمان ايیاختهمیلی مول مقدار آنزیم لیپوکسیژناز و سطح اکسیداسیون 3ول و هم در مقدار میلی م1در مقدار 
با اسیداسکوربیکداري نسبت به شاهد نشان داد. نکته قابل ملاحظه این بود که با کاربر توأم افزایش یافت و اختلاف معنی

گردید که حاکی از نقش مثبت ايیاختهناز و سطح اکسیداسیون ژنیترات نقره موجب کاهش معنی دار مقدار آنزیم لیپوکسی
باشد.در تعدیل و ایجاد تحمل در گیاه به تنش میاسیداسکوربیک
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در برگ گیاه اسفناج ) LOXژناز () و فعالیت آنزیم لیپوکسیTBARM(ايیاختهسطح اکسیداسیون مقدارتغییرات - 6جدول 
.ي آزمایشیتأثیر تیمارهازیر(رقم نیوپرشین) 

Table 6- Changes in the oxidation level cell (TBARM) and lipoxygenase activity (LOX) in spinach plant leaves
(New Persian cultivar) affected by treatments.

)FW1-gTBARM (µmolprotein)1-mg1-minLOX (nmolمحلول) پاشی)تیمار
Treatment (spraying) 48

48 (hour)
24

24 (hour)
12

12 (hour)
48

48 (hour)
24

24 (hour)
12

12 (hour)
3.33.93.52.52.71.9Control (water) شاهد (آب)
3.13.742.62.52.1Ascorbic Acid اسیداسکوربیک

*15*13.9*10.1*9.1*7.3*5.9AgNO3 1mM
*16.6*17*14.3*11.9*.510*8.1AgNO3 2mM

*9.77.06.1*8.15.74.1ASA + AgNO3 1mM
*11.3*10.5*8.1*9.3*8.95.9ASA + AgNO3 2mM

Data are mean. The asterisk represents a significant reduction compared to the control (05/0 = α).
. )α=05/0باشد (دار نسبت به شاهد میدهنده کاهش معنیشانعلامت ستاره نباشند. میها به صورت میانگینداده

ت بیان ژن نیترات ردوکتازتغییرا
اسیداسکوربیکنشان داد با اعمال تیمار هانتیجهنشان داده شده است. 3بیان ژن نیترات ردوکتاز در شکل يهانتیجه

اکسیدانی نقش آنتیدلیلبهعلت این افزایش رسد که ر میچنین به نظبیان این ژن نسبت به شاهد (آب) افزایش یافت. مقدار
میلی 2دبیان این ژن گردید و مقدار آن در شرایط کاربرمقداراما کاربرد تیمار نیترات نقره موجب کاهش . بوداسیداسکوربیک

اسیداسکوربیکنیترات نقره و میلی مولار کاهش بیشتري نشان داد. کاربرد تیمار ترکیبی 1مولار نیترات نقره نسبت به تیمار 
نسبت به شاهد گردید اما این کاهش به مراتب کمتر از تیمار جداگانه نیترات نیز سبب کاهش مقدار بیان ژن نیترات ردوکتاز 

باشد و در بعضی مواقع هاي گیاهی موجود مییاختهفراوان در مقداریک ماده متابولیکی است که به اسیداسکوربیکنقره بود. 
کند نقش مهمی در پاسخ به تنش در گیاه ایفا میاسیداسکوربیکرسد. درصد محتویات کربوهیدرات گیاه می10آن تا قدارم

با توجه به نقش . )24(اي که این توانایی را دارد تا چندین گونه اکسیژن فعال از جمله سوپراکسید را پاکسازي نماید به گونه
ن بیان داشت در زمان کاربرد توأم آن با نیترات نقره نقش تعدیل کننده اثرات نیترات نقره می توااسیداسکوربیکشده شناخته 

بیان ژن نیترات ردوکتاز نسبت به شاهد کاهش کمتري پیدا کند.مقداررا داشته و موجب شده 
مهمترین این شوند. میاکسیژنهاي فعالگونههاي زنده و غیرزنده سبب تولید هاي مختلف محیطی شامل تنشتنش
باشند. افزایش غلظت هاي فعال شامل اکسیژن اتمی، یون سوپراکسید، پراکسیدهیدروژن و رادیکال هیدروکسیل میرادیکال

مقابله براي. گیاهان )22، 5(شود ها و اسیدهاي نوکلئیک میها موجب آسیب رساندن به لیپیدهاي غشاء، پروتئیناین رادیکال
. با )13(باشند هاي ضداکسنده آنزیمی و غیر آنزیمی میسازوکارهاي فعال اکسیژن داراي ز رادیکالبا تنش اکسیداتیو ناشی ا

) که TBARMاي (ارزیابی مقدار شاخص اکسیداتیو یاخته،توجه به اهمیت شادابی و طراوت برگ اسفناج در زمان مصرف
وسیعی هايبررسیست. درحال حاضر احائز اهمیت بسیارباشد اي میتغییر در بافت یاختهمبین مقدار پیشرفت فرایند پیري و

Kaoو Hsuو )Forney)12و Hodgesهاي دفاع ضداکسنده زیر شرایط نامساعد محیطی صورت گرفته است. روي سیستم

سیر اسید در میابد. اسکوربیکهاي اسفناج کاهش میهاي اکسنده در برگگزارش کردند که در زمان پیري فعالیت آنزیم)13(
نقش داشته و به عنوان عامل )3(و سیتوسول ) 9(هاي اکسیژن فعال در کلروپلاست سازي گونهگلوتاتیون در پاك-اسکوربات

تواند یون سوپراکسید و هیدروکسیل را خنثی کندطور مستقیم میاسید بهکند. مشخص شده که اسکوربیکاصلی عمل می
)3( .

) LOXژناز (اي، سیستم آنزیمی لیپوکسیهاي غشاهاي یاختهرابطه با تغییر چربیهاي آنزیمی مهم در یکی از سیستم
ژناز واکنش ترکیب بین مولکول اکسیژن و اسیدهاي چرب غیر اشباع و تولید هیدروپروکسیدهاي باشد. آنزیم لیپوکسیمی

هاي گونهت این آنزیم موجب تولید . اکسیداسیون اسیدهاي چرب ناشی از فعالی)10(کند اسیدچرب اشباع نشده را کنترل می
اکسیژن مانند هاي فعالگونه. گزارش گردیده است که تنش موجب افزایش تولید )10(شوداکسیژن میفعال
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دست آمده موجب افزایش آنزیم و به دنبال آن پراکسیدهیدروژن به) 32(هاي گیاهی شده پراکسیدهیدروژن در یاخته
. )18(شودگیاهی میهاي ژناز در یاختهلیپوکسی

Fig. 3. The nitrate reductase gene expression compared to control at different times after sampling
.بیان ژن نیترات ردوکتاز نسبت به شاهد در زمان هاي مختلف بعد از نمونه برداريمقدار-3شکل 

گیرينتیجه
تأثیر تیمارهاي زیر) TBARM(ايیاختهیایی سنجش سطح اکسیداسیون شیمزیستشاخص مقدارپژوهشدر این 

که اعمال مولار نیترات نقره بیشتر بود. جالب اینمیلی2اکسیداسیونی نیترات نقره افزایش یافت. این مسئله در غلظت 
در TBARMمقدارش داري موجب کاهپاشی نیترات نقره به نحو مؤثر و معنیقبل از محلولاسیداسکوربیکتیمار پیش

پاشی ساعت پس از محلول24و 12در دو زمان mM13ASA+AgNOاي که تیمار ترکیبی تیمارهاي ترکیبی گردید. به گونه
زاي نیترات ژناز نیز از تیمارهاي تنشفعالیت آنزیم لیپوکسیمقداربا شاهد نشان نداد. TBARMمقدارداري در تفاوت معنی

تیمار نسبت به شاهد افزایش یافت و پیش3AgNOداري در تیمارهاي معنیطوربهLOXقدارمنقره تأثیر پذیرفت و 
کاملا مؤثر بود.LOXدر کاهش سطح اسیداسکوربیک
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Assessment of Nitrate Reductase Gene Expression Pattern and Qualitative 

and Physiological Characteristics Under Oxidative Stress Conditions in 

Spinach (Spinacea oleracea L.)  
 

S. Navabpour*, G. Kazemi and A. Mazandarani11 

 

 Spinach is one the most important vegetables with high qualities that is widely cultivated 
in northern region of Iran. Environmental stresses are excessively grown up and they are 
serious threat in quality of cultivated spinach. These stresses generally cause dreadful 
damages in plant cells via increasing reactive oxygen species (ROS). In this study oxidative 
stress has been applied by using AgNO3 (0, 1, 2 mM) spray, also pre-treatment of ascorbic 
acid (0, 20 mM) was used followed by AgNO3 treatment. The measured traits included 
phenotypic performance, leaf area, dry mass, growth index, leaf protein, chlorophyll and 
oxidative cellular levels (LOX and TBARM assay) during sampling period (12, 24, 48 h) 
after sprayed treatments. The New Persian cultivar was used in greenhouse condition with 6 
treatments in RBCD design with 4 replications. The results showed spraying ascorbic acid 
had no detrimental effect on studied traits. Whereas, sprayed of AgNO3 caused some decline 
in the amount of most traits as well as some increase in the content of TBARM and LOX. 
Nitrate reductase gene expression relatively increased by ascorbic acid compared with control 
(water spray). Whereas, applying AgNO3 significantly decline nitrate reductase gene 
expression. However, applying pre-treatment of ascorbic acid followed by AgNO3 after 2 h 
retrieved mostly all studied traits. 
Keywords: Cellular oxidation, Chlorophyll content, Growth parameters, Protein content, 
Spinach. 
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