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  :چکیده

 بر مقدار و نوع Niبه منظور بررسی تاثیر .  در گیاهان آلی می باشد    )Ni (فعال سازي آنزیم اوره آز تنها نقش ثابت شده نیکل         
ونیوم و در زمان شیب تولید پروتئین در برگ، پروتئین تولید شده در برگ گیاه ذرت، در دو محیط رشد حاوي اوره و نیترات آم

صفر و  (Niتیمارها شامل دو سطح . دیگرد در سه تکرار در قالب طرح کاملا تصادفی اجرا ) 2×2×3( صورت فاکتوریل آزمایشی
و  دو محـیط رشـد اوره   ،) در لیتـر  Ni میلی گرم 1/0، در محیط رشد حاوي اوره 05/0در محیط رشد حاوي نیترات آمونیوم   

 نتایج بررسـی  .بود  پس از انتقال گیاهان به محیط رشد تیمار اصلی5 و 4،  3 و سه زمان نمونه برداري روزهاي        نیترات آمونیم 
  بیانگر افزایش تولید پروتئین در کلیه تیمارها با افزایش زمان SDS-PAGEمقدار پروتئین در برگ و الکتروفورز پروتئین در        

همچنـین  .  بـود Ni بیشتر از تیمار عدم مصرف Niتئین تولید شده در برگ پنجم ذرت، در تیمار   میزان پرو . نمونه برداري بود  
 Niتفسیر باندهاي تشکیل شده روي ژل تشکیل پروتئینهاي با وزن مولکولی بیشتر در این تیمار نسبت به تیمار عدم مصرف         

  . نشان داد
  .ره ، نیترات آمونیوم، پروتئین برگ، نیکل، او(.Zea maize, L) ذرت:کلمات کلیدي

  
  :مقدمه

 هـزار  2052در ایران از . می گیرد  اوره از متداولترین فرمهاي کود ازته است که در جهان امروز کشاورزي مورد استفاده قرار   
    اوره.  درصد کـود ازتـه مـصرفی   84بیش از ( است  هزار تن بوده1727اوره   سهم کود   2004تن کود ازته مصرفی در سال 

قرار گیرد مگر توسط آنزیم اوره آز به آمونیاك و دي اکـسید          واند به طور مستقیم در متابولیسم گیاهان مورد استفاده        ت نمی
  یکی از راههاي بر طرف نمودن سمیت اوره در گیاهان استفاده از نیکـل بـراي افـزایش فعالیـت    .کربن هیدرولیز گردد 

محـدودیت   .تنها نقش ثابت شده نیکل در گیاهان آلـی مـی باشـد           فعال سازي آنزیم اوره آز       .می باشد  آز  اوره آنزیم
غلظـت  . گردیدمی  اوره آز در گیاهان با میزان کم نیکل به صورت علائم کمبود نیتروژن در گیاه ظاهر           آنزیم فعالیت

  . و پروتئین سازي محدود می شودکنداسید آمینه هاي محلول در گیاهان با میزان نیکل نا کافی کاهش پیدا می
  

  :مواد و روشها
این آزمایش به منظور بررسی تاثیر نیکل بر مقدار و نوع پروتئین تولید شده در دو محیط رشد اوره و نیترات آمونیـوم         

زمانهـاي نمونـه بـرداري از بـرگ مـورد نظـر از        . در برگ گیاه مذکور در طی مرحله پروتئین سازي طراح ریـزي شـد             
بـا  . یمار در سه روز متوالی منتهی به تولید حداکثر پـروتئین در بـرگ بـود   آزمایشات قبلی به دست آمد که براي هر ت     

 بعد از انتقال گیاهان به محیط تیمار اصلی جهت نمونه برداري انتخـاب گردیـد کـه          5 و   4،  3توجه به نتایج، روزهاي     
قالـب طـرح کامـل    در سـه تکـرار در   ) 2×2×3(بنابراین آزمایش فاکتوریـل  . براي گیاه ذرت برگ پنجم انتخاب گردید   

، در محیط رشد 05/0صفر و در محیط رشد حاوي نیترات آمونیوم (تیمارها شامل دو سطح نیکل . دیگرد تصادفی اجرا  
جوانه زنی  .بود  و سه زمان نمونه برداري اوره و نیترات آمونیم   ، دو محیط رشد   ،) در لیتر  Ni میلی گرم    1/0حاوي اوره   

د پنج روز بعد از ظهور جوانه هـا آنهـا   ی انجام گرد در کاغذ صافی در فیتوتروم  پتري دیش و  در   704بذرهاي ذرت رقم    
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 .نـد دیمنتقـل گرد  بـراي روز و شـب   به ترتیب C°20 و C°32به محیط کشت هدروپونیک در گلخانه با متوسط دماي    
هنگـامی کـه   . تگرف ـبرپایه نیترات آمونیم قبل از اعمال تیمارها مورد اسـتفاده قـرار          کشت هوگلند نیم قدرت    محیط

 در هر شدند و گلدان پلی اتیلن منتقل 4 برگی رسیدند هر کدام از گیاهان به سه تا چهارگیاهچه ها به مرحله رشدي    
  . مستقر گردید گیاهچه یکسان 15گلدان 

 همچنـین  شـدند  میلی گرم ازت در لیتر تیمار 84سپس گیاهان در دو محیط غذایی اوره و نیترات آمونیم به میزان     
از )  میلی گـرم در لیتـر  1/0، در محیط رشد اوره 05/0در محیط رشد نیترات آمونیوم ( صفر و مقدار نیکل       غلظت دو

 1 با استفاده از سـود   روزانه محلول غذاییpHهمچنین . گردید تیمار نیکل اعمال    دوبه عنوان    NiSO4.6H2Oمنبع
 انتقال گیاه به محیط اصـلی  5 و 4، 3 در روزهاي .شدتنظیم   pH2/0±0/6  نرمال در1نرمال و یا اسید کلرید ریک      

 نمونه ها بلافاصله پس از برداشت بـا نیتـروژن مـایع منجمـد      .از برگ مورد نظر گیاهان نمونه برداري صورت گرفت        
 5 و 4، 3  بـرگ پـنجم ذرت در روزهـاي    ازاز نمونه هاي برداشت شـده  . نگهداري گردیدند -C°20شدند و در فریزر     

بـه عنـوان اسـتاندارد،      BSAو با استفاده از) Bradford)1976  به روش میزان پروتئین ه محیط اصلیانتقال گیاه ب
 از نمونـه هـاي گرفتـه    SDS-PAGE   الکتروفورز پروتئین در روش کیفیت پروتئین بر اساس وزن با  .دیتعیین گرد 

  .شده انجام گردید
% 5 و مقایسه میانگین به روش دانکن در سـطح  Fاز آزمون ه و   پذیرفت  انجام SAS نرم افزار  تجزیه و تحلیل آماري با    

  .استفاده شد
  

  :نتایج و بحث
 پس از انتقال گیاهچه ها به محیط رشـد تیمـار اصـلی انجـام     5 و 4، 3نمونه برداري از برگ پنجم ذرت در روزهاي        

  .مختلف را نشان می دهد مقدار پروتئین در تیمار هاي 1شکل . گردید و مقدار پروتئین در آنها اندازه گیري شد
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میزان پروتئین برگ ذرت  

UNi0 UNi1 NNi0 NNi1 
 به ترتیب نشان دهنده محیط هاي رشد U و N. تاثیر سطوح مختلف نیکل و زمان نمونه برداري بر میزان پروتئین برگ ذرت. 1شکل 

  .حاوي نیترات آمونیوم و اوره می باشند
ر روز پـنجم بیـشترین   در کلیه تیمارها مقدار پروتئین تولید شده در برگ پنجم ذرت با گذشت زمان بیشتر شد و د                

در محیط حاوي اوره پروتئین تولید شده در برگ ذرت با حضور نیکل بیشتر از حالت عـدم مـصرف    . مقدار را داشتند  
در محـیط حـاوي نیتـرات آمونیـوم مقـدار          . آن بود و این همبستگی در کلیه روزهاي نمونه برداري مشاهده گردیـد            

. نیز در کلیه روزهاي نمونه برداري حاکم بودصرف آن بود که این رابطه پروتئین برگ در تیمار نیکل بیشتر از عدم م  
در مقایسه هر دو محیط رشد، میـزان پـروتئین تولیـد شـده در محـیط رشـد حـاوي اوره و تیمـار نیکـل بیـشتر از                      
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سایرتیمارها در روزهاي نمونه برداري بود و بعد از آن میزان پروتئین تولیـد شـده در بـرگ در محـیط رشـد حـاوي          
در مقایسه دو محیط رشد و عدم مصرف نیکل پروتئین تولید شده . ر نیکل بیشتر از بقیه بود   نیترات آمونیوم در حضو   

  .در برگ در محیط رشد حاوي نیترات آمونیوم بیشتر از محیط رشد حاوي اوره بود
 و تفسیر باندهاي تشکیل شـده روي ژل  SDS-PAGEبا انجام الکتروفورز پروتئین تولید شده در برگ ذرت بوسیله         

باندهاي قابل تشخیص روي ژل براي هر تیمار در     .  هریک از تیمارها در روزهاي مختلف نتایج زیر به دست آمد           براي
  منحنـی وزن RFپـس از تعیـین حجـم حـلال و     .  نشان داده شـده اسـت  2روزهاي مختلف نمونه برداري در شکل       

   .کیک شده روي ژل محاسبه گردید رسم گردید و بر اساس آن وزن مولکولی پروتئین هاي تفRFمولکولی مارکر و 
  : براي هر یک از تیمارها در روزهاي مختلف نمونه برداري نتایج زیر به دست آمد2با بررسی شکل 

  
 به ترتیب نشان دهنده U و N. تاثیر مصرف نیکل و زمان نمونه برداري بر نوع پروتئین هاي تشکیل شده در برگ پنجم ذرت. 2شکل 

  .رات آمونیوم و اوره می باشندمحیط هاي رشد حاوي نیت
نتایج حاصل از سه روز نمونه برداري در شیب تولید پروتئین در برگ پنجم ذرت نسبت به زمـان نـشان داد کـه در               

). 1شـکل  (تیمار نیکل نسبت به تیمار بدون مصرف نیکل در هر دو محیط رشد پروتئین بیشتري تولید شـده اسـت         
این مطلـب بیـانگر فعـال شـدن     . حیط رشد حاوي اوره از سایر تیمارها بیشتر بود     تولید پروتئین در تیمار نیکل در م      

آنزیم اوره آز در برگ ذرت می باشد که توانسته است با متابولیسم بهتر اوره در محیط رشد حاوي اوره و سم زدایـی        
مـشابه  . رگ ایجاد کنداوره درونی گیاه در محیط رشد حاوي نیترات آمونیوم شرایط بهتري براي پروتئین سازي در ب       

 Pandey و Sinha ، ) الـف 1999 ( Sattelmacher وGerendas ،)1990( و همکاران  Brownاین نتایج در تحقیقات 
با توجه به ) 2شکل (تفسیر باندهاي قابل تشخیص روي ژل . به دست آمده است ) 2006( و همکاران    Baiو  ) 2003(

ن نمونه برداري، تشکیل پروتئین هاي با وزن مولکولی بیشتر که با ایـن   افزایش پروتئین در کلیه تیمارها در طی زما       
در تیمار نیکل در هر دو محـیط رشـد بانـدهاي جدیـدي بـا وزن             . ژل قابل تشخیص نمی باشد قابل پیش بینی بود        

ن در  کیلـو دالتـو  92/43مولکولی بیشتر دیده شد که در محیط رشد حاوي نیترات آمونیوم پروتئین با وزن مولکولی   
 کیلو دالتـون در هـر سـه روز    58/42هر سه روز نمونه برداري و در محیط رشد حاوي اوره پروتئین با وزن مولکولی          
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نمونه برداري قابل تشخیص بود که به نظر می رسید واحدهاي سازنده و یا ژن هاي القا کننده آنزیم باشد ولی وجود 
وي اوره و در روز دوم نمونه برداري این نظر را رد و تنها تولید    این باند در تیمار عدم مصرف نیکل در محیط رشد حا          

تشخیص پروتئین با وزن مولکولی بیشتر در تیمار نیکل در هـر دو  . پروتئین با وزن مولکولی بیشتر را نشان می دهد        
. ز باشـد محیط رشد و عدم تشخیص آن در تیمار عدم مصرف نیکل می تواند مربوط به واحدهاي سازنده آنزیم اوره آ    

در تیمار نیکل و در محیط رشد حاوي اوره در روز سوم نمونه برداري دو باند قابل تشخیص بـود کـه وزن مولکـولی                 
 کیلو دالتون و در محیط رشد حاوي نیترات آمونیـوم در روز  21/67 و   84/119پروتئین هاي تشکیل دهنده آن برابر       

 کیلـو  37/62مولکولی پروتئین هاي تشکیل دهنـده آن برابـر   دوم نمونه برداري یک باند قابل تشخیص بود که وزن        
از آنجایی این باندها تنها در یک روز از نمونه برداري قابل تشخیص بود و با توجه به فعال شدن آنزیم در . دالتون بود

) نیکـل تولید پروتئین بیشتر نسبت به عدم مصرف (هر دو محیط رشد با مصرف نیکل در تمام روزهاي نمونه برداري  
این نظریه که این پروتئین ها واحدهاي سازنده آنزیم و یا ژن هاي بیان کننده آن باشد را کم رنگ کرد ولی به طور               

  .قطع تولید پروتئین با وزن مولکولی بیشتر در این تیمار را نشان می دهد
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