
 

 

 تحت تنش خشکی  Lolium perenne اكسیدانی در سه ژنوتیپهای دفاع آنتیبررسی پاسخ 

 3، محمد رضا سبزعلیان2*، لیلا شبانی1فرزانه تركش اصفهانی

  3/3/1396: افتیدر خیتار

 24/7/1396: رشیپذ خیتار

 خ چکیده 

ژنوتیپ از گیاه چچ  بود كه  3اكسیدان در های دفاعی آنتیهد  از پژوهش حاعر، بررسی اثر تنش خشکی بر پاسخ

، وزن تر، وزن خشك، محتوای كلروفیل RWCای انجام شد. تنش خشکی  با سه تکرار در شرایط مزرعه  در قالب طرخ كامل تصادفی

aكلروفیل ،b   2كه، یلظت  و كاروتنوئید را كاهش داد؛ درحالیO2H  ،و محتوای پرولین افزایش یافت. همچنین در مقایسه با شاهد

به علت تنش خشکی افزایش یافت. باتوجه به نتایج به دست آمده )شامل كاهش  SODو  CAT،APX  ،GPXهای فعالیت آنزی 

توان نتیجه گرفت  پرولین در ژنوتیپ اول(، میاندک محتوای نسیی آب، افزایش فعالیت آنزی  های آنتی اكسیدان و افزایش میزان  

 كه احتمالاً این ژنوتیپ در مقایسه با دو ژنوتیپ دیگر نسیت به تنش خشکی دارای مقاومت بیشتری است.

 آنتی اكسیدان، پراكسید هیدروژن، پرولین، چچم، خشکی  های كلیدی:واژه  

 مقدمه  

شوند هستند و هنگامی كه این تغییرات سریع و افراطی باشند، سیب تنش میگیاهان به طور دائ  در معرض تغییرات محیطی 

(Mahajan & Tuteja, 2005  .) در بین تنشهای ییرزیستی، تنش ك آبی )خشکی( شدیدترین، مخربترین و با اهمیتترین عامل

های درصد از زمین 45ش از . بی(Jaleel et al., 2007) محیطی محدودكننده تولید محصولات زراعی در مناطق نیمه خشك است

ها ساكن هستند. لذا در آینده، بیشترین درصد جمعیت دنیا در آن مکان  38كشاورزی به طور دائ  در معرض خشکی قرار دارند و  

های ها در جهت تولید بیشتر محصول در شرایط ك  آبی خواهد بود. تنش خشکی دارای سطوخ متفاوتی است و بر بخشتدش

( و ایجاد تنش اكسیداتیو ROSهای فعال اكسیژن )گذارد. یکی از اثرات تنش خشکی، افزایش تولید گونه اثر میمختلف گیاهان 

به ( ROS) های فعال اكسیژن. القای تنش اكسیداتیو در گیاهان منجر به افزایش انیاشته شدن گونه(Lisar et al., 2012) است

O2 خصوو
− و H2O2 شودمی زوم ، میتوكندری و پراكسیدر كلروپدست (Abedi & Pakniyat, 2010 .)های آزاد این رادیکال

اكسیداسیون  ،  DNAباشند كه شامل شکسته شدن  های بیولوژیکی میهای اكسیداتیو در سیست  اكسیژن مسئول ایجاد اكثر آسیب 
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لیان انجام این مقاله بخشی از پایان نامه كارشناسی ارشد دانشکده علوم دانشگاه شهركرد است كه با راهنمایی دكتر لید شیانی و دكتر محمدرعا سیزع

 شده است.
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ها، پتانسیل كل آب و تورژسانس، . در اثر این آسیب(Asada, 2006)  آمینواسید و پروتئین و همچنین پراكسیداسیون لیسید هستند

ها و به دنیال آن رشد و باروری یابد. همچنین توسعه سلولها افزایش میكاهش و یلظت مواد حل شونده در سیتوزول سلول

شود. پرولین به عنوان لین میهایی مانند پروآبسیزیك و افزایش اسمولیت یابد و در ادامه، سیب تجمع اسیدگیاهان كاهش می

كند. از طرفی، تنش تركیب اسمزی سازگار پیشنهاد شده است، به این علت كه پتانسیل اسمزی را در سیتوپدس  تعدیل می

شود؛ در نتیجه، باعث ها برای كاهش تعرق نیز میخشکی فقط بر میزان فشار تورژسانس اثر ندارد، بلکه منجر به بسته شدن روزنه

های اكسیداتیو وارده در اثر تولید و . به منظور كاهش آسیب(Lisar et al., 2012)گردد های رشد میفتوسنتز و شاخشكاهش 

 ROSهای دفار آنتی اكسیدانی آنزیمی و ییر آنزیمی در گیاهان تعییه شده است كه در كنترل سطگهای فعال، سیست تجمع گونه

اكسیدان آنزیمی  سیست  آنتی (.Anderson et al., 1995)زای محیطی نقش دارند ش، ه  در شرایط طییعی و ه  در شرایط تن

پراكسیداز ، گایاكول(APX)پراكسیداز و پراكسیدازهایی مانند آسکوربات (CAT)، كاتالاز (SOD) دیسموتازشامل سوپراكسید

(GPX )ردوكتاز و گلوتاتیون(GR)  هستند(Blokhina et al., 2003)  های مقاوم به خشکی تحقیقی گیاهچهدرPhaseolus 

acutifolius  فعالیت بالاتر آنزی  كاتالاز و میزانMDA های حساس )شاخش پراكسیداسیون لیسید( كمتری را نسیت به گیاهچه

نشان دادند كه فعالیت آنزی    (2009)  و همکاران  Zhu  و  Dubey (2005) و Sharma (.Türkan et al., 2005)دادند  به خشکی نشان

APX در برنج، تحت تنش خشکی مدی ، افزایش اما تحت تنش خشکی شدید، كاهش یافت.Abedi   وPakniyat نیز در سال 

 Farfan-Vignoloهای تحت تنش آبی افزایش یافت.  رست به طور قابل توجهی در دانه   SODدادند كه فعالیت آنزی نشان  (  2010)

باعث ممانعت شدید در بیوماس و  Lolium perenneگزارش دادند كه تنش خشکی در گیاه مدل چمنزار یعنی Asard (2012 )و 

میلی مولار   250( نشان دادند كه تنش شوری )2010و همکاران )  Huفتوسنتز گیاه شد و آسیب اكسیداتیوی قوی را ایجاد كرد.  

افزایش داد؛ به  L. perenne ای پراكسید هیدروژن را در گیاهچه هاینمك(، میزان پراكسیداسیون لیسید، نشت الکتریکی و محتو

های كاتالاز، سوپراكسیددیسموتاز، آسکوربات پراكسیداز و پراكسیداز های گیاهان تحت تنش، فعالیت بالاتری از آنزی عدوه، برگ

زیولوژیکی چمن دائمی را تحت تنش های فی، پاسخ(2011)و همکاران  Luoدر مقایسه با گیاهان شاهد داشتند. در تحقیقی 

معرض سطوخ متفاوتی از یلظت كادمیوم قرار گرفت.  رد روز در گلخانه 7كادمیوم مورد مطالعه قرار دادند. چمن دائمی به مدت 

نسیت به  (SOD)، كاتالاز و سوپراكسیداز دیسموتاز (POD)آلدئید، فعالیت آنزی  پراكسیداز در چمن تیمار شده، مقدار مالون دی

 شد. POD و FeSOD ،MnSODهای بیان رونوشت آنزی  منجر به القاء Cd شاهد افزایش یافت و تنش

ای است كه برای حیوانات شیری  ترین گیاهان علوفهترین و مه گیاه چچ  چند ساله از خانواده پوآسه، یکی از اقتصادی

. همیشه سیز بودن این گیاه باعث شده است كه بتوان از آن، (Wilkins & Humphreys, 2003)كار است    وو گوشتی مورد كشت  

 ای، به طور وسیعی برای احداث چراگاه استفاده كرد. همچنین، كشت این گیاه به منظور تهیه سوخت سیز عدوه بر مصار  علوفه
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كشورهایی همچون آمریکا، نیوزیلند، دانمارک و استرالیا از از كاربردهای دیگر آن است. با توجه به كاربردهای گسترده این گیاه، 

 كنند.این گیاه برای تولید علوفه و بذر استفاده می

اهمیت تاكنون تحقیقات زیادی در زمینه تاثیر تنش خشکی بر گیاهان مختلف صورت گرفته است؛ ولی، با توجه به 

تنش ك  آبی در كشور ایران و كاربردهای متنور گیاهان علفی، لزوم بررسی اثرات تنش خشکی بر این گیاهان آشکار است. به 

در پاسخ  L. perenne های مه  فیزیولوژیك در سه ژنوتیپهمین علت، در این پژوهش تغییرات ایجاد شده روی برخی شاخش

 د.گیربه تنش خشکی مورد بررسی قرار می

 ها مواد و روش

 گیاهی  مواد  تهیه

در مزرعه تحقیقاتی دانشکده كشاورزی واقع در دانشگاه صنعتی اصفهان )چاه  1393-1394های این پژوهش در سال

 8/122بارندگی سالیانه درجه شرقی اجرا گردید. در این منطقه، متوسط  51درجه شمالی و  32اناری( با موقعیت جغرافیای 

درجه متغیر است؛ بنابراین، اقلی  منطقه فراخشك  4/23تا  1/9متر مکعب و دامنه متوسط تغییرات دمای مطلق سالیانه از میلی

آوری شده بودند( در قالب طرخ كامل تصادفی و با ژنوتیپ چچ  چند ساله )كه از جنگل ابر مازندران جمع 3و سرد است. تعداد 

سازی در مزرعه چاه اناری و در دو محیط مجزا كشت گردیدند. جهت اجرای آزمایش، ابتدا آماده 1393در مهرماه سال تکرار 3

ای  زمین شامل شخ ، دیسك، تسطیگ و كوددهی انجام شد. در این آزمایش، در هر كرت هر توده از هر ژنوتیپ به صورت كسه

بار در هفته انجام شد و به مدت یك ماه  3متر در نظر گرفته شد. آبیاری سانتی 50ها)سه كسه( كشت گردید. فواصل بین كسه

گرم كود اوره در هر كرت به گیاهان اعافه گردید. پس از ظاهر شدن عدئ    200ای یك بار ،به منظور رشد رویشی مناسب،  هفته

روی گیاهان اعمال گردید. درصد ماه آبیاری محیط تیمار تنش خشکی قطع شد و تنش رشد رویشی مناسب، از اواسط مرداد

درصد در  16گیری شد. پس از رسیدن رطوبت خاک به ای یك بار اندازههفته TDRرطوبت خاک دو محیط به كمك دستگاه 

این نحوه آبیاری تا قیل از برداشت   (.Kumar et al., 2008) درصد در شرایط شاهد، آبیاری مجدد انجام گردید  23شرایط تنش و  

 آوری گردیدند.ماه اعمال شد. پس از یك ماه از اعمال تنش، گیاهان كنترل و تیمار جمع 2مدت نمونه، به 

 گیاه  خشک  وزن و  تر  وزن  گیری  اندازه

با كایذ صافی گرفته شد. وزن ها با آب مقطر شسته شده و رطوبت اعافی آن گیری وزن تر، ابتدا نمونهمنظور اندازهبه

های ها، بعد از قرار گرفتن در پاكتگیری شد. برای محاسیه وزن خشك هر یك از نمونهتر اندام هوایی گیاهان بر حسب گرم اندازه

 گراد خشك و سسس بر حسب گرم توزین گردیدند. درجه سانتی 70ساعت در آون  48كایذی، به مدت 
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 (RWCسنجش محتوای نسبی آب )

 3گیری این شاخش، هر گیاه به عنوان یك نمونه در نظر گرفته شد. از هر گیاه دو برگ تهیه و از هر برگ برای اندازه

ساعت  24ها در ظرو  حاوی آب مقطر به مدت سسس دیسك(. FW)متر تهیه شد و با ترازو وزن گردید سانتی 1دیسك با قطر 

ت از ظرو  خارج شده و با استفاده از كایذ صافی خشك و دوباره وزن گردیدند تا وزن ها پس از این مدور گردیدند. دیسكیوطه

ها درون فویل آلومینیوم پیچیده شدند و به ، دیسك(DW) به دست آید. برای محاسیه وزن خشك( TW)حالت تورژسانس كامل 

ن گردیدند. محتوای نسیی آب برگ، از رابطه گراد انکوباتور قرار داده شدند و سسس وزدرجه سانتی  70ساعت در دمای    24مدت  

   .(Weatherley, 1950)زیر محاسیه شد 

 

 وتنوئید و كار  یلكلروف  محتوای  سنجش

استخراج   %80لیتر استون میلی 10گرم از وزن تر برگ در میلی 100كلروفیل كل و كاروتنوئیدهای برگ با هموژنیزه كردن 

ها مطابق ، محتوای كلروفیل و كاروتنوئید در روشناور نمونهrpm 4000دقیقه در 10مدت ها به شدند. پس از سانتریفوژ نمونه

 ( محاسیه گردید.1987)Lichtenthaler ( و 1949) Arnon روش

 2O2Hسنجش میزان  

گرم بافت تازه  05/0گیری، برای عصاره( استفاده شد. 2001و همکاران ) Alexievaاز روش  H2O2گیری برای اندازه

 15درصد سائیده شد. عصاره تهیه شده به مدت  1/0)تری كلرو استیك اسید(  TCAمیلی لیتر  5/1گیاه در هاون سرد شده با 

 500ها با میکرولیتر از استانداردها و عصاره 500گراد سانتریفیوژ شد. درجه سانتی 4در دمای  g 12000دقیقه با سرعت 

نانومتر خوانش گردید. از  390مولار تركیب شد و در  KI 1لیتر محلول میلی 1( و pH=7مولار )میلی 10یکرولیتر بافر فسفات م

 محلول پراكسید هیدروژن )سیگما( به عنوان استاندارد استفاده گردید.

 اكسیدانیآنت هایآنزیم  فعالیت  سنجش  یبافت برا  گیریعصاره

های شاهد و تحت تیمار پس از توزین درون هاون چینی از پیش گرم از بافت تازه برگ گیاهچه  1/0گیری،  برای عصاره

به تدریج به آن افزوده گردید.  pH=  8/7گیری سالین فسفات با لیتر محلول بافر عصارهمیلی 5/1سرد شده قرار داده شدند و 

 4در دمای  rpm13000دقیقه و با دور  20های حاصل به مدت ها سائیده شدند. عصارهعمن افزودن این حج  از محلول، بافت

 اكسیدان استفاده گردید. ای آنتیهگیری فعالیت آنزی گراد سانتریفوژ شدند. از محلول رویی جهت اندازهدرجه سانتی
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 كاتالاز  آنزیم  یتفعال  سنجش

تعیین گردید. عصاره حاوی آنزی  به محلول  Aebi (1984)فعالیت آنزی  كاتالاز با استفاده از روش توصیف شده توسط 

پراكسید هیدروژن در بافر سدی  فسفات اعافه شد. فعالیت آنزی  با بررسی كاهش جذب در طول موج  mM10واكنش حاوی 

احد گیری گردید. یك ومتر برای پراكسیدهیدروژن اندازهمول بر سانتیمیلی 039/0نانومتر و با استفاده از عریب جذب  240

 كند.گراد را بیان میدرجه سانتی 25فعالیت آنزی  كاتالاز سرعت مصر  یك میکرومول در دقیقه پراكسیدهیدروژن در دمای 

 دیسموتاز  اكسید سوپر  آنزیم  یتفعال  سنجش

لیتر مخلو  واكنش شامل بافر صورت گرفت. یك میلیFridovich(1987  ) و    Beyerسنجش فعالیت این آنزی  به روش  

 75درصد(، نیتروبلوتترازولیوم ) X-100 (025/0مولار(، تریتون میلی 9/9(، متیونین )pH=8/7مولار )میلی 50پتاسی  اتفسف

درصد( در لوله آزمایش ریخته شد. مخلو    004/0میکرولیتر رییووفدوین )  10میکرولیتر عصاره آنزی  به همراه    20میکرومولار( و  

وات قرار داده شد. افزایش در جذب به واسطه تشکیل  20ظه دارای دو لامپ فلورسنت دقیقه در یك محف 7حاصل به مدت 

نانومتر خوانش شد. طیق شرایط توصیف شده، افزایش در جذب در نمونه بدون عصاره آنزیمی معادل   560فورمازان در طول موج  

 1درصد ممانعت معادل با  50حاسیه گردید. درصد در نظر گرفته شد و فعالیت آنزی  با تعیین درصد ممانعت در دقیقه م 100

 واحد فعالیت آنزی  در نظر گرفته شد. 

 پراكسیداز گایاكول  آنزیم  یتفعال  سنجش

لیتر بافر میلی 3، شامل Kao (1999)و  Linپراكسیداز، مطابق با روش گیری آنزی  گایاكولمخلو  واكنش برای اندازه

مولار بود میلی 19میکرولیتر پراكسید هیدروژن  51/4مولار و میلی 9میکرولیتر گایاكول  7pH= ،35/3مولار با میلی 50فسفات 

نانومتر در دستگاه اسسکتروفوتومتر در  470میکرولیتر نمونه در لوله آزمایش مخلو  شد. سینتیك جذب در طول موج  50كه با 

-متر در نظر گرفته شد. یك واحد فعالیت آنزی  گایاكولیمول بر سانتمیلی  6/26گیری شد. عریب خاموشی،  دقیقه اندازه  1طول  

 شود تعریف شد. میکرومولار تتراگایاكول در دقیقه می 1راكسیداز به عنوان مقدار آنزیمی كه باعث تشکیل پ 

  پراكسیداز  آسکوربات  آنزیم  یتفعال  سنجش

تعیین گردید. مخلو  واكنش حاوی  Asada  (1987)و Nakanoفعالیت آنزی  آسکوربات پراكسیداز با استفاده از روش 

لیتر عصاره آنزیمی بود. میلی 50و  H2O2مولار میلی 250اسید، مولار آسکوربیك میلی 5/0سدی ، فسفات مولار بافرمیلی 50

استفاده از نانومتر خوانش گردید. فعالیت آنزی  با  290اسید به صورت كاهش در جذب در طول موج اكسیداسیون آسکوربیك 

پراكسیداز، متر برای آسکوربیك اسید محاسیه گردید. یك واحد فعالیت آنزی  آسکورباتمول بر سانتیمیلی 8/2عریب جذب 

 كند.درجه سانتی گراد را بیان می 25سرعت مصر  یك میکرومول در دقیقه آسکوربیك اسید در دمای 
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 پرولین  میزان  سنجش

گرم از بافت تازه گیاه در هاون سرد شده  05/0انجام شد. در ابتدا Lindsley (1955 ) و Trollگیری میزان پرولین به روش اندازه

 5دت ساعت، به م 24گراد برای درجه سانتی 4درصد سائیده شد. پس از قرار گرفتن عصاره حاصل در  70لیتر اتانول میلی 1با 

لیتر مخلو  میلی 1درصد و  70لیتر اتانول میکرو 470لیتر از محلول رویی با میکرو 250سانتریفوژ شد.  g 14000دقیقه در 

لیتر آب مقطر كه دور از نور میلی 5هیدرین و گرم نین 25/0درصد،  100لیتر اتانول میلی 5اسید، لیتر استیك میلی 15واكنش )

گردید و از این محلول برای سنجش میزان پرولین استفاده شد. برای تهیه منحنی استاندارد پرولین،  داری شد بود( رقیقنگه

ها و استانداردها در ها رقیق شدند. سسس عصارهمولار از پرولین تهیه و همانند عصارهمیلی 0و  125/0و  25/0، 5/0های یلظت

ها و استانداردها به سانتریفوژ شدند. بعد از سانتریفوژ، عصاره g 10000سرعت دقیقه با 1گراد، به مدت ه سانتیدرج 4دمای 

نانومتر    520ول موج  ها در طگراد در حمام آب گرم قرار گرفتند. سسس جذب نوری آندرجه سانتی  95دقیقه در دمای    20مدت  

قرائت گردید.

 یآمار  آنالیزهای

های تنش خشکی و بدون تنش خشکی اجرا شد. م از محیطتکرار در هر كدا 3آزمایش در قالب طرخ كامل تصادفی با 

فاكتورهای آزمایش شامل دو سطگ خشکی به عنوان فاكتور اصلی و سه سطگ ژنوتیپ به عنوان فاكتور فرعی )در هر محیط( بود. 

داری حداقل تفاوت معنی  ها با استفاده از آزمونانجام گرفت و مقایسه میانگین  SASتجزیه و تحلیل آماری با استفاده از نرم افزار  

(LSD( )05/0 >pمشخش شد. نمودارها با نرم ).افزار اكسل رس  گردید 

 و بحث نتایج 

 05/0در سصصطگ  RWCهصصای وزن تصصر و وزن خشصصك انصصدام هصصوایی و شصصاخش تیمصصار خشصصکی بصصر میصصزان شصصاخش

معنصصی دار بصصود. تیمصصار خشصصکی سصصیب كصصاهش میصصزان وزن تصصر، وزن خشصصك و محتصصوای نسصصیی آب بصصه ترتیصصب بصصه میصصزان 

درصصصد در مقایسصصه بصصا شصصاهد شصصد. تصصاثیر ژنوتیصصپ نیصصز بصصر میصصزان وزن تصصر انصصدام هصصوایی،  35درصصصد و  57/17درصصصد،  82/27

هصصای مختلصصف لولیصصوم )بصصدون در بصصود. تصصاثیر ژنوتیصصپ دارمعنصصی 05/0در سصصطگ  RWCوزن خشصصك انصصدام هصصوایی و شصصاخش 

دار بصود. شصاخش وزن تصر انصدام هصوایی در هصای رشصد و محتصوای نسصیی آب معنصینظر گصرفتن تصنش خشصکی( بصر شصاخش

هصصای افصصزایش نشصصان داد. ژنوتیصصپ 3و  2درصصصد در مقایسصصه بصصا ژنوتیصصپ  9/14درصصصد و  58/60بصصه ترتیصصب  1ژنوتیصصپ 

درصصصد 5/12دار در وزن خشصصك انصصدام هصصوایی شصد و ایصصن تفصصاوت بصصه صصصورت جصصاد تفصاوتی معنصصیمتفصاوت گیصصاه نیصصز سصصیب ای

هصصا نیصصز در ژنوتیصصپ اول نسصصیت بصصه دو بصصود. محتصصوای نسصصیی آب بصصرگ 3نسصصیت بصصه ژنوتیصصپ  1افصصزایش وزن در ژنوتیصصپ 

انصصدام هصصوایی،  درصصصد افصصزایش داشصصت. بنصصابراین بیشصصترین میصصزان وزن تصصر 53/67درصصصد و  99بصصه ترتیصصب  3و  2ژنوتیصصپ 
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وزن خشصصك انصصدام هصصوایی، نسصصیت وزن تصصر بصصه وزن خشصصك و محتصصوای نسصصیی آب در ژنوتیصصپ اول مشصصاهده شصصد. نتصصایج 

تحصت تصنش خشصکی  (P<0.05) داریهصا بصه طصور معنصیدر تمصام ژنوتیصپ RWC نشان داد كصه زیسصت تصوده انصدام هصوایی و

در گیاهصان تحصصت تصنش خشصکی در ژنوتیصصپ  RWC ن(. اگصر چصصه كصاهش میصزا1در مقایسصه بصا شصاهد كصصاهش یافصت )شصکل 

در مقایسصصه بصصا دو ژنوتیصصپ دیگصصر مشصصهودتر بصصود. تصصنش خشصصکی یکصصی از عوامصصل محیطصصی اصصصلی اسصصت كصصه رشصصد گیصصاه را  2

طیصق نتصایج بدسصت آمصده در ایصن (. Filippou et al., 2011) شصودهصای رشصد مصیكنصد و باعصث كصاهش شصاخشمحصدود می

داری را در شصاخش وزن هصای تحصت تیمصار خشصکی كصاهش معنصیسصاله گیاهچصهی چچص  چنصدهصاپژوهش، در تمام ژنوتیصپ

هصای رشصد ممکصن اسصت بصه دلیصل القصای تصنش تر و محتوای نسیی آب در مقایسه بصا شصاهد نشصان دادنصد. كصاهش شصاخش

بصه خصصوو  (ROS) های فعصال اكسصیژنشصدن گونصهاكسیداتیو در گیاهان تحت تصنش باشصد كصه منجصر بصه افصزایش انیاشصته

O2
−  وH2O2 شصصودزوم می ، میتوكنصصدری و پراكسصصیدر كلروپدسصصت (Abedi & Pakniyat, 2010.) هصصای ایصصن رادیکال

، DNAهای بیولصصوژیکی هسصصتند كصصه شصصامل شکسصصته شصصدن های اكسصصیداتیو در سیسصصت آزاد اكسصصیژن مسصصئول اكثصصر آسصصیب

های اكسصصیداتیو . بصصه دنیصصال آسصصیب(Asada, 2006)اكسیداسصصیون آمینواسصصید و پصصروتئین و پراكسیداسصصیون لیسیصصد اسصصت 

عنصصوان مثصصال، فقصصدان همصصاهنگی بصصین فرآینصصدهای تولیصصد انصصرژی دهصصد؛ بصصه اختدلاتصصی در متابولیسصص  سصصلول نیصصز رخ می

)منیصصع( و مصصصر  انصصرژی )مخصصزن( در طصصی فتوسصصنتز و همچنصصین اختدلاتصصی در فرآینصصدهای مهصص  تصصنفس، كصصه منجصصر بصصه 

هصصای رشصصد ممکصصن اسصصت بصصه دلیصصل مهصصار رشصصد . همچنصصین كصصاهش شصصاخش(Reddy et al., 2004) شصصودكصصاهش رشصصد می

 (. Sayyari et al., 2013)ن تورژسانس و پیری بیشتر برگ تحت شرایط تنش خشکی باشد سلول به علت فشار پایی

 ,.Sayyari et al)های رشد تحت تنش را در گیاهان مختلف نظیر كاهو برخی مطالعات گذشته نیز كاهش شاخش

 ( Davarynejad, 2013)  ارقام انجیرو    Achillea tinctoria (Shanjani et al., 2014) جمعیت  6،  (Khodadadi, 2013)  ، نخود(2013

 1اند. اعمال تیمار خشکی در هر سه ژنوتیپ چچ  منجر به كاهش محتوای نسیی آب گردید. با این حال ژنوتیپ گزارش كرده

 2نسیت به دو ژنوتیپ دیگر میزان كمتری آب از دست داد و از محتوای نسیی آب بالاتری برخوردار بود؛ در مقابل، ژنوتیپ 

مقاومت بیشتری در از دست دادن آب یا حفظ آب تحت   1توان گفت ژنوتیپ  را نشان داد. بنابراین می  RWCن كاهش در  بیشتری

 است. تیمار خشکی از خود نشان داده
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ژنوتیپ از  : تاثیر تیمار خشکی و ژنوتیپ بر میزان وزن تر )الف(، وزن خشک )ب( و محتوای نسبی آب )ج( در سه 1شکل 

 است.  LSDآزمون  0/ 05میانگین در سطح    چچم چندساله. حروف غیر یکسان بیانگر اختلاف معنی دار

دار بود. تیمار خشکی معنی 05/0ها در سطگ وكاروتنوئید b، كلروفیل aهای كلروفیل تیمار خشکی بر میزان شاخش

درصد در مقایسه با شاهد شد؛ در حالی كه، خشکی   72/26درصد و    55/22به ترتیب به میزان    bو    aسیب كاهش میزان كلروفیل  

های مختلف لولیوم )بدون در نظر گرفتن تنش داری نداشته است. تاثیر ژنوتیپبه تنهایی بر میزان كاروتنوئیدها تاثیر معنی

 67/14درصد و    75/57به ترتیب    1در ژنوتیپ    aدار بود. شاخش كلروفیل  ها معنیو كاروتنوئید  bو    aن كلروفیل  خشکی( بر میزا

دار در میزان های متفاوت گیاه نیز سیب ایجاد تفاوتی معنیافزایش نشان داده است. ژنوتیپ 3و  2درصد در مقایسه با ژنوتیپ 

تفاوت معنی  3و  1بود )ژنوتیپ  2نسیت به ژنوتیپ  1درصد افزایش، در ژنوتیپ  10/34شد و این تفاوت به صورت  bكلروفیل 

و   aها نداشته است. بنابراین كمترین میزان كلروفیل  داری بر میزان كاروتنوئیدداری نداشتند(. ژنوتیپ گیاه به تنهایی تاثیر معنی

تحت تنش خشکی در مقایسه   (P<0.05)داری  بطور معنی  2در ژنوتیپ   a در ژنوتیپ دوم مشاهده شد. میزان كلروفیل  bكلروفیل  

كاهش نشان داد و هیچ تاثیر  3(؛ در حالی كه، این شاخش تحت تنش خشکی در ژنوتیپ 2با شاهد افزایش یافت )شکل 

را در ژنوتیپ دوم افزایش داد ولی  b تنش خشکی میزان كلروفیلنداشت. اگرچه  1در ژنوتیپ  a داری بر میزان كلروفیلمعنی

داری بر مقدار آن در دو ژنوتیپ دیگر نشان نداد. به طور مشابه، تحت تنش خشکی میزان كاروتنوئید در ژنوتیپ  هیچ تاثیر معنی

(. با توجه به این كه تغییرات 2شکل  در مقایسه با شاهد میزان آن كاهش نشان داد )  3و    1های  افزایش یافت؛ اگرچه، در ژنوتیپ  2

ها به تنش را با توان تحمل گونه های مه  تنش محیطی هستند، میها شاخشدر میزان كلروفیل و كاروتنوئید و نسیت رنگیزه 

. (Smirnoff, 1993)ها است ی رایج تنش اكسیداتیو، كاهش محتوای رنگیزه هاها توصیف كرد. یکی از نشانهارزیابی میزان رنگیزه 
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داری را در میزان  های تحت تیمار خشکی كاهش معنیهای چچ  گیاهچهطیق نتایج بدست آمده در این پژوهش، در تمام ژنوتیپ

از نظر  1در مقایسه با شاهد كاهش یافت؛ در حالی كه، در ژنوتیپ  3و 2در ژنوتیپ  bنشان دادند. میزان كلروفیل  aكلروفیل 

ته است. كاهش محتوای كلروفیل در چچ  چندساله تحت تیمار خشکی پاسخی به شرایط تنش داری نداشآماری تغییر معنی

 كنندههای تجزیههای پروتئینی و تخریب كلروفیل توسط افزایش فعالیت آنزی است كه ممکن است به علت ناپایداری كمسلکس

های فعال اكسیژن شده است كه با عث ایجاد گونه. همچنین تنش خشکی با(Sayyari et al., 2013) باشدكلروفیل و كلروفیدز 

 (. Herbinger et al., 2002)شوند ها و تخریب یشای كلروپدست، منجر به كاهش مقادیر كلروفیل میرسانی به فتوسیست آسیب

اسید آمینو  همادتواند سیب كاهش كلروفیل در تنش خشکی شود این است كه كلروفیل و پرولین هر دو از پیشدلیل دیگری كه می

تواند منجر به كاهش سنتز كلروفیل ها میتوان گفت كه، افزایش سنتز پرولین در طی تنششوند؛ بنابراین میگلوتامات ساخته می

 تاثیرگذارتر بوده است.  aباتوجه به نتایج، تنش خشکی بر روی كلروفیل  (.Rabiei, 2003) شود

 ,.Catharanthus roseus (Massacci et al ای انجام شده بر روی پنیه وهنتایج بدست آمده در این تحقیق، با پژوهش

و كاهو  (Rezaei et al., 2012) ، گوجه فرنگی(Davarynejad, 2013)، انجیر (Jnandabhiram & Prasad, 2012)برنج  (،2008

(Sayyari et al., 2013 )تحت تیمار خشکی مطابقت داشته است .Farfan-Vignolo  وAsard (2012)  گزارش دادند كه تنش

باعث ممانعت شدید در بیوماس و فتوسنتز گیاه و آسیب اكسیداتیوی قوی  L. perenneخشکی در گیاه مدل چمنزار یعنی 

 شود.می

نشان داد چچ  در مقایسه با شاهد كاهش معنی داری    3و    1های  طیق نتایج بدست آمده، میزان كاروتنوئید در ژنوتیپ

های برانگیخته است كه توسط كاروتنوئیدها انجام گرفته است و در نتیجه فتوشیمیایی كلروفیلكه احتمالا به دلیل فرونشانی ییر

در مقایسه   2در مقابل، میزان كاروتنوئید در ژنوتیپ    (.Di Toppi & Gabbrielli, 1999)گردد  ها منجر میبه بره  زدن ساختار آن 

 Elsheery & Cao, 2008; Liu)دهد است كه نیاز بیشتر حفاظت نوری را به وسیله كاروتنوئیدها نشان مییش داشتهبا شاهد افزا

et al., 2011 .) 
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)میلی گرم بر گرم  b )میلی گرم بر گرم وزن تر( )الف(، كلروفیل  a: تاثیر تیمار خشکی و ژنوتیپ بر میزان كلروفیل  2شکل 

وزن تر( )ب( و كاروتنوئید )میلی گرم بر گرم وزن تر( )ج( در سه ژنوتیپ از چچم چندساله. حروف غیر یکسان بیانگر  

 است.  LSDآزمون  0/ 05میانگین در سطح اختلاف معنی دار 

به میزان  2O2Hدار بود. تیمار خشکی سیب افزایش معنی 05/0در سطگ  2O2Hتأثیر تیمار خشکی و ژنوتیپ بر میزان 

شد؛ طوری كه، این  2O2Hدار در میزان های متفاوت گیاه سیب ایجاد تفاوت معنیدر مقایسه با شاهد شد. ژنوتیپ درصد 26/52

مچنین افزایش نشان داده است. ه 3و  2درصد در مقایسه با ژنوتیپ  42/19درصد و  20/48به ترتیب  1شاخش در ژنوتیپ 

( داشته 0.05P>دار )در هر سه ژنوتیپ در مقایسه با شاهد افزایش معنی 2O2H نتایج نشان داد كه تحت تیمار خشکی، میزان

در هر سه ژنوتیپ تحت تیمار خشکی در مقایسه با شاهد افزایش نشان داد كه ممکن   2O2H(. در این تحقیق میزان  3است )شکل  

ها شود.منجر به عدم تعادل بین تولید و مصر  الکترون II (PSII،)است، به دلیل كاهش فعالیت فتوسیست  

هصای در مركز و آنتنهصای تحصت تنش، منجر بصه اتد  انرژی نوری زیصادی هصای برگاین تغییرات در فیتوشصصصیمی كلروپدسصصصت

O2)های فعال اكسصیژن  گردد؛ بنابراین، گونهمی IIفتوسصیسصت   
−, 2O2HOH,   شصوند تولید می...( و(., 2002et alPeltzer .)   همچنین

 D2و  D1 هایدادن یا كاهش پروتئین ترند. از دسصتنسصیت به خشصکی حسصاس  IIهای فتوشصیمیایی وابسصته به فتوسصیسصت  واكنش

شصود. بنابراین در طی خشصکی، پتانسصیل قابل توجهی برای افزایش انیاشصته می IIرفتن فتوسصیسصت   باعث از بین  IIدر فتوسصیسصت  

شصوند، وجود دارد ها حاصصل میدر كلروپدسصت O2هیدروژن، كه از افزایش میزان احیای نوری   شصدن سصوپراكسصید و پراكسصید

(Robinson & Bunce, 2000  .) از سصوی دیگر، ممکن اسصت فعالیت بالای آنزی  سصوپراكسصید دیسصموتاز نیز باعث افزایش تولید

2O2H  2شصود. نتایج این تحقیق با مطالعات دیگری كه افزایشO2H اند، مطابقت داردرا در پاسصخ به تنش خشصکی گزارش كرده .
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 انجام گرفته اسصصت. همچنین (  Sorkheh et al., 2011)و بادام وحشصصی  (Luna et al., 2005)های گندم این مطالعات روی برگ

Hu ( میزان پراكسصیداسصیون لیسید، نشصت الکتریکی و  250( نشصان دادند كه تنش شصوری )2012و همکاران )میلی مولار نمك

 در مقایسه با شاهد افزایش داده است. L. perenne محتوای پراكسید هیدروژن را در گیاهچه های

 

 

 

 

( در سه ژنوتیپ از چچم چندساله. حروف غیر  2O2H: تاثیر تیمار خشکی و ژنوتیپ بر میزان پراكسید هیدروژن )3شکل 

 است.  LSDآزمون  0/ 05میانگین در سطح یکسان بیانگر اختلاف معنی دار 

دار بوده است. معنی 05/0متقابل تیمار خشکی × ژنوتیپ بر میزان پرولین در سطگ تاثیر تیمار خشکی، ژنوتیپ و اثر 

درصد در مقایسه با شاهد شد. ژنوتیپ های متفاوت گیاه سیب ایجاد  03/45تیمار خشکی سیب افزایش میزان پرولین به مقدار 

درصد در مقایسه با  86/121درصد و  28/173به ترتیب  1دار در میزان پرولین شده است. در این شاخش، ژنوتیپ تفاوت معنی

ها مشاهده شد. میزان پرولین در تمامی ژنوتیپ 1افزایش نشان داد. بنابراین بیشترین میزان پرولین در ژنوتیپ  3و  2ژنوتیپ 

بسیار  3و  1های ( در مقایسه با شاهد نشان داد كه الیته این افزایش در ژنوتیپP<0.05داری )تحت تیمار خشکی افزایش معنی

(. طیق نتایج به دست آمده در این تحقیق، میزان پرولین در هر سه ژنوتیپ 4بارزتر بود )شکل  2مشهود و در مقایسه با ژنوتیپ 

افزایش پروتئولیز  داری در مقایسه با شاهد نشان داد. افزایش پرولین ممکن است نتیجه چچ  تحت تیمار خشکی افزایش معنی

های آزاد و بافری كردن پتانسیل ردوكس سلول سازی رادیکال. پرولین به پاک(Alizadeh et al., 2011) اشددر شرایط تنش ب

پرولین به محض برطر  شدن تنش ممکن است  از طر  دیگر، تجزیه  (.Sayyari et al., 2013) كندتحت شرایط تنش كمك می

های ، برای بازیابی از شرایط تنش و ترمی  آسیبATPیایی و تولید عواملی را فراه  كند تا فسفریدسیون اكسیداتیو میتوكندر

دهد القا شده از تنش، را حمایت كند. بنابراین افزایش پرولین در گیاهان تحت تنش خشکی اثرات شدید تنش را كاهش می

(Hare & Cress, 1997). مختلف مثل گندم  برخی از مطالعات گذشته نیز افزایش پرولین تحت تنش خشکی را در گیاهان

Nayyar & Walia, 2003)،)  كاهو(Sayyari et al., 2013 ) و نخود(Mafakheri et al., 2010 ) گزارش كرده اند. افزایش میزان

پرولین در هر سه ژنوتیپ به جلوگیری از آسیب اكسیداتیو كمك كرده است. همچنین، با توجه به این كه محتوای پرولین برگ 

كه دارای مقادیر بالاتری از پرولین   1توان گفت ژنوتیپ  می  (،Kanani et al., 2013)مقاومت به خشکی است    عمدتا مقیاسی برای

 تر است.های دیگر به خشکی مقاوماست در مقایسه با ژنوتیپ
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بیانگر اختلاف  : تاثیر تیمار خشکی و ژنوتیپ بر میزان پرولین در سه ژنوتیپ از چچم چندساله. حروف غیر یکسان 4شکل 

 است.  LSDآزمون  0/ 05میانگین در سطح معنی دار

افزایش میزان دار بود. تیمار خشکی سیب  معنی  05/0های آنتی اكسیدان در سطگ  تیمار خشکی بر میزان فعالیت آنزی 

 درصد 81/91های كاتالاز، آسکوربات پراكسیداز، گایاكول پراكسیداز و سوپر اكسید دیسموتاز به ترتیب به میزان فعالیت آنزی 

ها در درصد در مقایسه با شاهد شد. تاثیر ژنوتیپ نیز بر میزان فعالیت تمامی شاخش 41/26درصد و  63/33درصد،  84/48،

های های مختلف لولیوم )بدون در نظر گرفتن تنش خشکی( بر میزان فعالیت آنزی وده است. تاثیر ژنوتیپدار بمعنی 05/0سطگ 

درصد در مقایسه با  88/51درصد و  96/176ترتیب دار بود. میزان فعالیت آنزی  كاتالاز در ژنوتیپ اول به آنتی اكسیدان معنی

به ترتیب  3و  2آسکوربات پراكسیداز نیز در ژنوتیپ اول نسیت به دو ژنوتیپ افزایش نشان داد. فعالیت آنزی   3و  1های ژنوتیپ

درصد و  129درصد افزایش داشته است. فعالیت آنزی  گایاكول پراكسیداز نیز در ژنوتیپ اول به ترتیب  48/27درصد و  153

دار در نیز سیب ایجاد تفاوتی معنی های متفاوت گیاهافزایش داشته است. ژنوتیپ 3و  1درصد در مقایسه با ژنوتیپ  16/34

 2نسیت به ژنوتیپ  1درصد افزایش فعالیت در ژنوتیپ  42/45فعالیت آنزی  سوپر اكسید دیسموتاز شد و این تفاوت به صورت 

( P<0.05)  داریهای تحت تیمار خشکی افزایش معنیها، گیاهچهتفاوتی با ه  نداشتند(. در تمام ژنوتیپ  3و    1بود )ژنوتیپ های  

-در میزان فعالیت آنزی  كاتالاز نشان دادند، كه این افزایش در ژنوتیپ اول بارزتر بود. همچنین میزان فعالیت آنزی  آسکوربات

داشت.( P<0.05)داری در مقایسه با شاهد افزایش معنی پراكسیداز در هر سه ژنوتیپپراكسیداز و آنزی  گایاكول

( P<0.05)داری دیسموتاز نیز در هر سه ژنوتیپ تحت تیمار خشکی در مقایسه با شاهد افزایش معنیفعالیت آنزی  سوپراكسید

 بوده است. 3و  2های مشهودتر از ژنوتیپ  1های آنتی اكسیدان، در ژنوتیپ نشان داد. به طور كلی، افزایش فعالیت همه آنزی 

 

 

 



  

  69              1398، بهار 1، شماره 32دوره                                                              پژوهشی دانشگاه الزهرا)س(/زیست شناسی كاربردی-مجله علمی
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

های كاتالاز )الف(، آسکوربات پراكسیداز )ب(، سوپراكسید  ژنوتیپ بر میزان فعالیت آنزیم: تاثیر تیمار خشکی و  5شکل 

میانگین  دیسموتاز )ج(و گایاكول پراكسیداز )د( در سه ژنوتیپ از چچم چندساله. حروف غیر یکسان بیانگر اختلاف معنی دار 

 است.  LSDآزمون  0/ 05در سطح 

 آنتی اكسیدانهای القای فعالیت آنزیم

های انجام شصده در های اكسصیداتیو اسصت. بررسصیاكسصیدان راهکاری برای سصازگاری كلی گیاهان برای یلیه بر تنشآنتی

داری را در میزان فعالیت آنزی  های چچ  چندسصصاله تحت تیمار خشصصکی، افزایش معنیاین تحقیق نشصصان داد كه تمام ژنوتیپ

هیدروژن  ترین آنزی  برای حذ  پراكسصصیدهای گیاهی حضصصور دارد و مه سصصلولزوم كاتالاز نشصصان دادند. این آنزی  در پراكسصصی

ها به اكسصصیژن مولکولی و آب، بدون تولید آن  هیدروژن از طریق تجزیه ها را از اثرات سصصمی پراكسصصیداسصصت. این آنزی  سصصلول

پراكسصصصیداز تحت تیمار خشصصصکی در  آسصصصکورباتمیزان فعالیت آنزی  (.  Arora et al., 2002)كند های آزاد حفاظت میرادیکال

 Zhou et)دهد نشصان می  H2O2زدایی داری یافته اسصت. فعالیت بالای این آنزی  نقش آن را در سص مقایسصه با شصاهد افزایش معنی

al., 2008  .)  مل آنزیمی را های چرخه اكسصیداسیون و احیا، عوااسصید را اكسصید و با تنظی  بیان ژنهمچنین این آنزی ، آسصکوربیك

  (.Ghorbanli et al., 2012)كند فعال می

داری پراكسیداز در هر سه ژنوتیپ تحت تیمار خشکی در مقایسه با شاهد افزایش معنی میزان فعالیت آنزی  گایاكول

ها/ آسکوربات در ، درون سیست  پراكسید/ فنول(ROS)های فعال اكسیژن  پراكسیداز در حذ  گونهاست. آنزی  گایاكولنشان داده

های فعال حفاظت   از یشای سلول در مقابل اكسیدان. همچنین این آنزی(Sgherri et al., 2004)  تنش خشکی دخالت داشته است



 

 و همکاران  فرزانه تركش اصفهانی                                           تحت تنش خشکی Lolium perenneاكسیدانی در سه ژنوتیپ های دفار آنتیبررسی پاسخ          70

 

 

در هر سه ژنوتیپ چچ  تحت    (SOD)  دیسموتازاكسیدكند. فعالیت آنزی  سوپركند و گیاهان را در كاهش اثرات تنش یاری میمی

سازی های پاککانیس ، در صورتی كه با افزایش مSODدار نشان داد. افزایش بیان  تیمار خشکی، در مقایسه با شاهد افزایش معنی

H2O2  های مثل فعالیت آنزیCAT و GPX خشکی برای مقابله با تنش اكسیداتیو  همراه شود، به عنوان یك مکانیس  مه  عد

. نتایج این تحقیق با مطالعات دیگری كه افزایش فعالیت (McKersie et al., 1999) روددر طی شرایط تنش آبی به شمار می

SOD  گردان اند، مطابقت دارد. این مطالعات بر روی آفتابرا در پاسخ به تنش خشکی گزارش كرده(Gunes et al., 2008) نخود ،

(Manivannan et al., 2007) و شیرین بیان (Pan et al., 2006) .انجام گرفته است Hu  نشان دادند كه تنش ( 2012)و همکاران

های كاتالاز، موجب فعالیت بالاتری از آنزی  L. perenneهای های گیاهچهمیلی مولار نمك( در برگ 250شوری )

 (2011)و همکاران    Luoشود. در تحقیقی  سوپراكسیددیسموتاز، آسکوربات پراكسیداز و پراكسیداز در مقایسه با گیاهان شاهد می

روز در گلخانه در معرض  7مورد مطالعه قرار دادند. چمن دائمی به مدت  Cdکی چمن دائمی را تحت تنش های فیزیولوژیپاسخ

كاتالاز و  (،POD)آلدئید، فعالیت آنزی  پراكسیداز قرار گرفت. در چمن تیمار شده مقدار مالون دی Cdسطوخ متفاوتی از یلظت 

، FeSODهای  بیان رونوشت آنزی   منجر به القاء  Cdفت؛ به عدوه، تنش نسیت به شاهد افزایش یا (SOD)  سوپراكسیداز دیسموتاز

MnSOD    وPOD   در مقایسه های آنتی اكسیدانی در هر سه ژنوتیپ چچ  چندساله  شد. بنابراین در این تحقیق افزایش همه آنزی

دار بوده است.با شاهد معنی

عنوان شاخش مه  مقاومت به تنش باشد. این افزایش فعالیت آنزیمی نشانگر وجود تواند به آنزی  كاتالاز با بالاترین فعالیت می

كند. به طوری كه اكسیدانی هماهنگ در گیاه است و مقاومت بالایی را در گیاه تحت تیمار خشکی حاصل مییك سیست  آنتی

 Upadhyaya)  ، چای(Reddy et al., 2004)اكسیدان تحمل به خشکی ارقام توت  های آنتیاست، افزایش فعالیت آنزی گزارش شده

et al., 2008 ) و زیتون(Ahmed et al., 2009 )چچ  چندساله بالاترین سطگ  1كند. در این پژوهش، ژنوتیپ را تقویت می

اهش های دیگر نشان داد. این فرآیند، با افزایش میزان پرولین و كهای آنتی اكسیدان را در مقایسه با ژنوتیپعملکردی آنزی 

توان بیان داشت كه سیست  آنتی های فتوسنتزی همراه بود؛ در نتیجه، میكمتر محتوای نسیی آب، وزن تر، وزن خشك و رنگیزه

 آكسیدانی قوی در این گیاه، مقاومت بالاتری را در برابر تیمار خشکی در مقایسه با دو ژنوتیپ دیگر به وجود آورده است.

 تشکر و قدردانی 

 قالب پایان نامه دانشجویی و با حمایت معاونت محترم پژوهشی دانشگاه شهركرد انجام پذیرفته است،این پژوهش در 

 گردد.كه بدین وسیله قدردانی می
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 Abstractد  

The aim of the present study was aimed to investigate the effect of drought stress on antioxidant defensive 

responses of three genotypes of Lolium perenne. This investigation was performed as factorial and a completely 

randomized complete design with three replications under field conditions. The results indicated that drought stress 

significantly decreased the relative water content (RWC), fresh and dry weight, chlorophyll a, chlorophyll b and 

carotenoid contents, while the concentration of H2O2 and proline increased. Also, compared to the control, the 

activities of catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX), guaiacol peroxidase (GPX) and superoxide dismutase 

(SOD) increased due to drought stress. Regarding results of the relative water content, the activity of antioxidant 

enzymes and proline content, it can be concluded that genotype 1 had more tolerance to drought compared to the 

two other genotypes. 

Keyword: Antioxidant, Drought, H2O2, Lolium, Proline. 
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