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 یمقاله پژوهش
 

های شوری  به سیلیکات کلسیم تحت تنش (.Nigella sativa Lهای فیزیولوژیک سیاهدانه ) پاسخ

 و خشکی با پتانسیل اسمزی برابر
 

 محمد حمیدیان و ، علیرضا یدوی و حمیدرضا بلوچی*وحیده رحمانی، محسن موحدی دهنوی

 یاسوجگروه زراعت و اصلاح نباتات، دانشکده کشاورزی، دانشگاه 

 (24/04/1399، تاریخ پذیرش نهایی: 14/06/1398تاریخ دریافت: )

 

 

 چکیده 

 های فیزیولوژیک سیاهدانه به سیلیکات کلسیم تحت تنش شوری و خشکی با پتانسیل اسمزی برابر، آزمایشی  منظور بررسی پاسخبه

اجرا  1397قاتی دانشکده کشاورزی، دانشگاه یاسوج در سال تصادفی در سه تکرار در گلخانه تحقی صورت فاکتوریل با طرح پایه کاملاًبه

بار و تیمار شاهد( بود که در محلول  -4/7و  -9/4، -4/2پتانسیل اسمزی برابر  شد. فاکتور اول شامل هفت سطح )تنش شوری و خشکی با

بود. شوری با استفاده از کلرید سدیم مولار  میلی 1هوگلند اعمال شد. فاکتور دوم شامل سیلیکات کلسیم در دو سطح صفر )شاهد( و 

(NaClو خشکی با پلی ) اعمال شد. نتایج نشان داد در هر دو سطح سیلیکات کلسیم، تنش شوری و خشکی سبب  6000اتیلن گلیکول

ب کاهش محتوای آلدهید و میزان پرولین و قندهای محلول برگ همچین سبهای کاتالاز و پراکسیداز، میزان مالون دی افزایش فعالیت آنزیم

که افزایش طوریههای شوری و خشکی شد، ب نسبی آب و میزان کلروفیل برگ گردید. کاربرد سیلیکات کلسیم موجب تخفیف اثر تنش

آلدهید برگ را در پی داشت. در های کاتالاز و پراکسیداز، میزان کلروفیل، میزان پرولین و قند محلول و کاهش میزان مالون دی فعالیت آنزیم

  شرایط خشکی نسبت به شوری با پتانسیل اسمزی برابر محتوای آب نسبی کمتر، ولی محتوای پرولین، قندهای محلول، میزان مالون

 .استدهد حسایت سیاهدانه از نظر صفات فیزیولوژیک به خشکی بیشتر از شوری  آلدهید و فعالیت آنزیم کاتالاز بیشتر بود که نشان میدی

 

 محلول، کلروفیل  اکسیدان، پرولین، قندهای آنتی کلمات کلیدی: آنزیم

 

 مقدمه

( گیاهی دارویی از تیره آلاله .Nigella sativa Lسیاهدانه )

(Ranunculaceae( است )D'Antuono et al., 2002) این گیاه .

صورت خودرو در برخی نقاط ایران مانند اراک و کرمانشاه به

صورت و اصفهان به روید و در بعضی نقاط مانند خراسان می

کار وزراعی برای مصرف در صنایع غذایی و دارویی کشت

دلیل قرار ایران به .(Ramadan and Morsel, 2002شود ) می

بودن میانگین خشک و داراگرفتن در منطقه خشک و نیمه

بارندگی کم )حدود یک سوم میانگین جهانی( پیوسته دچار 

خشکی  و شوری سالی و شوری خاک بوده است. تنشخشک

 بسیاری در گیاهان وری بهره و توسعه رشد، منفی در عامل دو

 نمک بالای غلظت کلی طورهب .(Zhu, 2002است ) کشورها از

 بالای محتوای دلیلغذایی به تعادلخاک علاوه بر ایجاد عدم در

 پتانسیل با افزایش گیاهان آب در کمبود باعث کلر، و سدیم

 های گونه ،در گیاهان تحت تنشاز طرفی  شود؛ می اسمزی

 یابد. می کاهش نهایتدر گیاه رشد و افزایش  فعال اکسیژن
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 از  فعال اکسیژن های گونهگیاهان برای مقابله با 

 کاتالاز و پروکسیداز یا  های آنزیمی مانند اکسیدانآنتی

 کنند ی غیرآنزیمی مانند کارتنوئیدها استفاده می ها اکسیدانآنتی

(Bharti et al., 2019). خشکی و شوری همچنین در تنش 

محلول در گیاه  قندهای و هایی مانند پرولین اسمولیت تجمع

در  .(Khan et al., 2015)یابد  برای تنظیم اسمزی، افزایش می

 که است بیوشیمیایی در گیاهان یک تغییر اسمزی تنظیم واقع

 تخریب ساختار فرایند از این. دهد می در شرایط تنش رخ

 را در آب و جذب جلوگیری یونی سمیت گیاهی و های ولسل

سیاهدانه یکی از  .(Qureshi et al., 2013)کند  می حفظ گیاهان

های  گیاهان دارویی مهم است که مانند سایر گیاهان با تنش

تحقیق کبیری و همکاران  شود. رو می محیطی متنوعی روبه

سطوح ( بر روی سیاهدانه نشان داد که با افزایش 1392)

. کند های محلول برگ افزایش پیدا می خشکی، میزان قند

داری بر کلروفیل سیاهدانه دارد  سطوح مختلف شوری اثر معنی

کند  و با افزایش سطوح شوری میزان کلروفیل کاهش پیدا می

پژوهشگران با بررسی گیاه (. 1388)قربانلی و همکاران، 

های  ان آنزیمگلرنگ نشان دادند که با افزایش تنش شوری میز

 (.1394کند )کریمی و همکاران،  اکسیدانی افزایش پیدا میآنتی

های پیشنهادی برای کاهش اثرات تنش استفاده از  یکی از راه

دهنده اثر تنش مانند سیلیکات کلسیم است. ترکیبات کاهش

 اثرات و است گیاهان برای ضروری شبه عناصر از سیلیسیم

دارد  غیرزنده و زنده های تنش هب پاسخ در برای گیاهان مفیدی

(Pilon-Smits et al., 2009). میزان افزایش با سیلیسیم 

 سطح و تعداد و روبیسکو آنزیم فعالیت فتوسنتزی، های رنگیزه

 از حفاظت و اکسیداتیو تنش کاهش با همچنین برگ

 باعث ها پروتئین و سلولی غشای نظیر هایی ماکرومولکول

 ها، کربوهیدرات میزان افزایش نتیجهدر گیاه فتوسنتز افزایش

 Savvas and)شود  می فتوسنتزی ذخایر و محلول های قند

Ntatsi, 2015)اینکه بر مبنی دارد وجود بسیاری های . گزارش 

 به نسبت را گیاه تحمل تواند می همچنین سیلیکون کاربرد

 ترکیبات محلول سطح در تغییر با خشکی و شوری های تنش

 کل آزاد آمینه اسیدهای و کل، حلولم قندهای مانند

(Hajiboland et al., 2016; Sonobe et al., 2010;و پرولین ) 

(Lee et al., 2010; Yin et al., 2013افزایش )  دهد. همچنین

 آسیب گیاه، اکسیدانی آنتی دفاعی های سامانه سیلیکون با تعدیل

 و شوری تنش تحت گیاهان در را ناشی از اکسیژن فعال

 است شده ( گزارشKim et al., 2017دهد ) می کاهش یخشک

 از اکسیژن فعال ناشی غشای آسیب از جلوگیری با سیلیکون که

 مالون تشکیل گیاهان در اکسیدانیآنتی دفاع تنظیم طریق از

 Zhu et al., 2004; Zhu and) دهد کاهش می آلدئید رادی

Gong, 2014.) تجمع تواند می سیلیکون به همین دلیل 

 بهبود به منجر که دهد؛ کاهش را های اکسیژن فعال گونه

 ساختار یکپارچگی غشایی، ثبات حفظ فتوسنتزی، دستگاه

 نور و انتقال تقویت کلروفیل، محتوای و افزایش ها کلروپلاست

 بالاتر در شرایط تنش شوری فتوسنتز عملکرد حفظ نهایت در

این سیلیکون بر(. علاوهWang et al., 2019گردد ) می خشکی و

 تنظیم و های مرتبط به سامانه فتوسنتزی ژن از برخی بیان با

کاهش  نتیجهدر فتوسنتز باعث افزایش فتوشیمیایی، فرایند

با  (.Zhang et al., 2018شود ) خشکی می تنش اثرات منفی

های  توجه به اینکه اطلاعات اندکی در خصوص اثرات تنش

ک سیاهدانه وجود های فیزیولوژی شوری و خشکی بر پاسخ

دارد، همچنین با توجه به اهمیت نقش سیلیکات کلسیم در 

رود که کاربرد آن  های محیطی انتظار می تخفیف اثرات تنش

های خشکی و شوری  بتواند تا حدودی از اثرات مخرب تنش

بنابراین هدف از اجرای این پژوهش بررسی تأثیر  بکاهد.

ولوژیک سیاهدانه های مورفوفیزی سیلیکات کلسیم بر پاسخ

 .استتحت تنش شوری و خشکی با پتانسیل اسمزی برابر 

 

 ها مواد و روش

تصادفی با  صورت فاکتوریل با طرح پایه کاملاًاین آزمایش به

 1397در سال  ر گلخانه تحقیقاتی دانشگاه یاسوجسه تکرار د

اجرا گردید. فاکتور اول شامل هفت سطح تنش شوری و 

بار همراه  -4/7و  -9/4، -4/2زی برابر )خشکی با پتانسیل اسم

با یک تیمار شاهد( بود که در محلول هوگلند اعمال شد. 

فاکتور دوم شامل سیلیکات کلسیم در دو سطح صفر )شاهد( و 
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 79 ...کاتیلی( به س.Nigella sativa L) اهدانهیس کیولوژیزیف یها پاسخ

 

 

( و NaClمولار بود. شوری با استفاده از کلرید سدیم ) یک میلی

( اعمال شد. PEG 6000) 6000اتیلن گلیکول خشکی با پلی

)کافی  1 نیاز با استفاده از رابطهگیری کلرید سدیم مورد  هانداز

 2اتیلن گلیکول با استفاده از رابطه ( و پلی1395و همکاران، 

(Michel and Kaufmann, 1973) انجام گرفت. 

Π = -MIRT 1رابطه                                                          

لاریته محلول وم Mی محلول، پتانسیل اسمز Πکه در این رابطه 

ثابت گازها   R ضریب یونیزاسیون نمک، Iنمک کلرید سدیم، 

 .استحسب درجه کلوین دما بر Tو 

   2رابطه 
Ψs = -(1.18×10

-2
)C - (1.18×10

-4
)C

2 
+ (2.67×10

-4
)CT + 

(8.39×10
-7

)C
2
T 

 Cدر این فرمول پتانسیل اسمزی محلول برحسب بار، که 

حسب دما بر Tبر کیلوگرم آب و  برحسب گرم PEGغلظت 

  . استدرجه سلسیوس 

هر واحد آزمایشی شامل دو گلدان بود. برای اجرای 

 18و قطر  25گلدان نایلونی به ارتفاع  84آزمایش تعداد 

عدد بذر  10متر با پرلیت پر شد. در هر گلدان تعداد  سانتی

درصد  50که متر کشت شد. زمانیسیاهدانه به عمق دو سانتی

ها با یک چهارم غلظت  شدن بذرها صورت گرفت، گلدانسبز

ها بیشتر  محلول هوگلند آبیاری شدند. پس از آنکه گیاهچه

رشد نمودند، آبیاری با نصف غلظت محلول غذایی محلول 

هوگلند انجام شد. دو هفته پس از استقرار، گیاهان تنک شدند 

تدریجی و در هر گلدان پنج بوته نگه داشته شد. با افزودن 

اتیلن گلایکول در محلول هوگلند اعمال کلرید سدیم و پلی

تنش شوری و خشکی آغاز گردید. اعمال تیمارهای خشکی و 

شوری تا پایان مرحله رویشی و همزمان با نیاز آبی گیاه ادامه 

 یافت. 

ها، از یکی  روز پس از شروع اعمال تنش 20 گیری: نمونه

گیری از برگ تازه برای  مونهاز دو واحد آزمایشی هر تیمار، ن

 گیری صفات فیزیولوژیک به شرح زیر صورت گرفت. اندازه

ها به قطعاتی به  برگگیری محتوای نسبی آب برگ:  اندازه

طور تصادفی از قطعات متر تقسیم شدند. به میلی 15تا  10طول 

(. FWگرمی انتخاب شد ) 3تا  5/2 مذکور سه نمونه تقریباً

مقطر بسته در آب  شده، در ظرف پتری درقطعات برگی توزین

درجه  25ساعت در دمای  6مدت ور گردیده و به غوطه

سلسیوس و شدت نور کم قرار داده داده شد. پس از این مدت 

ها بین دو لایه کاغذ  دادن آنآب سطحی قطعات برگی، با قرار

ها بلافاصله با دقت تعیین  صافی خشک شده و وزن آماس آن

 100تا  95سپس قطعات برگی در آون در دمای  .(TW) گردید

ساعت خشک شد و وزن خشک  4مدت درجه سلسیوس به

 محتوای نسبی آب نیز با دقت تعیین شد. میزان (،DW) ها آن

(RWC با استفاده از رابطه )محاسبه گردید ) 3Weatherley, 

1950.) 

RWC (%) = (FW-DW / TW-DW) ×100                 3رابطه  

گرم برگ تازه در یک  5/0 :کلروفیلمیزان گیری  دازهان

درصد  80لیتر استن میلی 10هاون چینی ریخته شد و به آن 

گرم پودر  5/0لیتر( و  میلی 5سرد در دو مرحله )در هر مرحله 

کلسیم اضافه گردید. عمل سائیدن انجام و مخلوط  کربنات

ته های مخصوص سانتریفیوژ ریخیکنواخت حاصل درون لوله

دور در دقیقه  3000دقیقه با  15مدت شد و در دمای پایین به

های  موجدر طول سانتریفیوژ گردید، سپس جذب محلول رویی

 Lambdaوسیله دستگاه اسپکتروفتومتر )نانومتر به 645و  663

EZ 210 )تا  4میزان کلروفیل با استفاده از روابط  .خوانده شد

 .(Arnon, 1949) محاسبه شد 6

 4ه رابط
Chl a (mg/gfw) = [12.7 × (D663) – 2.69 × (D645)] × V/ 

(1000 × W)  

5رابطه   

Chl b (mg/gfw) = [22.9 × (D645) – 4.68 × (D663)] × V/ 

(1000 × W)   

6رابطه   
Chl T (mg/gfw) = [20.2 × (D645) – 8.02 × (D663)] × V/ 

(1000 × W)  

نانومتر،  663موج ها در طول جذب نمونه D663در این رابطه 

D645 نانومتر،  645موج ها در طول جذب نمونهV حجم نمونه  

وزن تر نمونه برگی )گرم(  Wلیتر( و شده )میلیاستخراج

 .هستند

 جهتسیاهدانه:  های برگ از الکلی عصاره تهیه

 تا بود لازم ابتدا محلول قندهای و پرولین میزان گیری اندازه
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 از گرم 5/0 ابتدا منظور بدین. شود یهته ها برگ از الکلی عصاره

 5 سپس. گردید له کاملاً هاون در و برگ انتخاب بافت

 ورتکس ثانیه 30 مدتبه و اضافه آن به% 95 اتانول لیتر میلی

 اتانول لیتر میلی 5 بار هر و مرتبه دو سپس جدا رویی مایع. شد

. گردید شستشو کاملاً و اضافه مانده باقی جامد بخش به% 70

 15 نهایتدر. شد منتقل آزمایش لوله به رویی مایع بخش سپس

 سانتریفیوژ با دقیقه 15 مدتبه آمدهدستهب عصاره از لیتر میلی

 دقتبه بالایی مایع فاز و شده سانتریفیوژ دقیقه در دور 3500

 منتقل گراد سانتی درجه 4 یخچال گیری به تا زمان اندازه و جدا

 (.Paquine and Lechasseur, 1979گردید )

 هلیتر از عصار میلی 1به  برگ: پرولینمیزان گیری  اندازه

 لیتر اسید استیک گلاسیال میلی 5 وهیدرین  لیتر نین میلی 5الکلی 

 ماری( بهجوش )بنها داخل حمام آب %( اضافه و نمونه9/99)

برای  بنزناز  شدنخنکپس از دقیقه قرار داده شدند.  45مدت 

 515موج ها در طول جذب نمونه استفاده و استخراج پرولین

 .(Paquine and Lechasseur, 1979خوانده شد )نانومتر 

لیتر از  میلی 1/0 به برگ: گیری قندهای محلول کل اندازه

مدت  شده اضافه و بهلیتر آنترون تازه تهیه میلی 3الکلی  هعصار

شدن پس از خنک جوش قرار داده شد.دقیقه در حمام آب 10

موج ها در طول میزان جذب نمونه ،ها در محیط آزمایشگاه مونهن

 خوانده شد اسپکتروفتومتر دستگاهاستفاده از  نانومتر با 625

(Irigoyen et al., 1992). 

های منجمد  نمونه آلدهید:گیری میزان مالون دی اندازه

درصد  TCA1/0 لیتر  میلی 3گرم در  2/0شده به میزان 

لیتر  میلی 10وله آزمایش دربدار به حجم گیری و در ل عصاره

درجه  4دار در دمای  ریخته شد. سپس در سانتریفیوژ یخچال

دور در دقیقه، سانتریفیوژ  13000مدت نیم ساعت و با دور به

لیتر از  میلی 1ها از دستگاه به  کردن نمونهگردید. بعد از خارج

با  درصد، که TBA 5/0لیتر  شده یک میلیسوسپانسیون صاف

TCA 20 گرم درصد تهیه شده است، اضافه و در حمام آب

دقیقه قرار گرفت. بعد از  30مدت گراد به درجه سانتی 100

گرم خارج و بلافاصله در ها از حمام آب دقیقه، لوله 30گذشت 

ها با  آلدهید نمونهحمام یخ قرار گرفتند. میزان مالون دی

نانومتر با  600و  532های  موجگیری جذب در طول اندازه

Mmدستگاه اسپکتوفتومتر و با ضریب خاموشی )
-1

cm
-1 155 )

 . (Heath and Packer, 1965) گردیدمحاسبه 

 7رابطه 
MDA (Mm gr

-1
) = ((A532nm /155) - ((A600nm /155) / 0.2)  

جذب  A600نانومتر،  532جذب نمونه در  A532در این رابطه 

 .استزن تر نمونه برگ گرم و 2/0نانومتر و  600نمونه در 

 لیتر میلی 3 در برگ نمونه گرم 1/0 تهیه عصاره آنزیمی:

 ،pH=8/7 با مولار میلی 100 پتاسیم فسفات شامل استخراج بافر

EDTA 1/0 و مولار میلی PVP 1/0 بر( درصد 1 یا)  مولار 

 14000 دور در حاصل های همگن. گردد می همگون یخ روی

 دقیقه 30 مدتبه گراد انتیس درجه 4 دمای در دقیقه در

 فعالیت سنجش برای رویی شناور بخش از. شود می سانتریفیوژ

 (.1392 زاده،احسان و پورقاسمیان) گردد می استفاده آنزیم

 50لیتر بافر فسفات  میلی 3به گیری فعالیت کاتالاز:  اندازه

 100مولار،  میلی 30حاوی آب اکسیژنه  7مولار، با اسیدیته  میلی

 240موج ولیتر عصاره آنزیمی اضافه گردید و در طولمیکر

نانومتر و توسط اسپکتروفتومتر میزان کاهش جذب در مدت 

تجزیه آن شروع شد و  H2O2. با افزودن خوانده شدثانیه  60

نانومتر گردید. ضریب  240موج موجب کاهش جذب در طول

 تاسمتر  مول بر سانتی بر میلی 0394/0خاموشی برای کاتالاز 

(Aebi, 1984.) 

لیتر عصاره  میکرو 100به فعالیت پراکسیداز:  گیری اندازه

 مولار با اسیدیته میلی 60لیتر بافر فسفات پتاسیم  میلی 2 آنزیمی

 H2O2لیتر  میلی 5/0مولار و  میلی 28لیتر گایاکول  میلی 5/0، 1/6

نانومتر  470موج مولار اضافه و جذب محلول در طول 5

، واکنش در کووت آغاز و H2O2کردن اضافه . باخوانده شد

 گراد و  درجه سانتی 25جذب بلافاصله در دمای  خواندن

. واحد فعالیت ثانیه( انجام شد 20مدت یک دقیقه )با فواصل به

صورت تفاوت جذب بر دقیقه بر گرم وزن تر برگ محاسبه هب

 (.Ghanati et al., 2002)گردید 

و رسم  SAS ver. 9.1افزار  رمآماری با استفاده از ن تجزیه

 شد. جهت انجام  Excel 2013افزار نمودارها از طریق نرم

سطوح برهمکنش عوامل آزمایش مقایسه   ی میانگین مقایسه
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 شروبه  پتانسیل اسمزی در هر سطح سیلیکات کلسیم

L.S.Means صورت گرفت . 

 

 نتایج و بحث

برهمکنش سیلیکات کلسیم و محتوای نسبی آب برگ: 

پتانسیل اسمزی بر محتوای نسبی آب برگ سیاهدانه در سطح 

در هر دو سطح  (.1 بود )جدولدار  احتمال یک درصد معنی

سیلیکات کلسیم، تنش شوری و خشکی سبب کاهش محتوای 

نسبی آب در گیاه شد. افزودن سیلیکات کلسیم به محلول 

غذایی تا حدودی سبب افزایش محتوای نسبی آب نسبت به 

دم کاربرد سیلیکات کلسیم گردید. در هر دو سطح شرایط ع

های اسمزی برابر، محتوای نسبی  سیلیکات کلسیم، در پتانسیل

 (.1بود )شکل آب در تنش شوری از تنش خشکی بیشتر 

کشت موجب کاهش جذب کاهش پتانسیل اسمزی محیط

بین محتوای  گردد. نتیجه محتوای نسبی آب برگ میآب و در

رطوبت بستر کشت رابطه مستقیم وجود نسبی آب و میزان 

که کاهش میزان آب بستر کشت و ایجاد تنش طوریدارد، به

 Khan et) شود خشکی باعث کاهش محتوای نسبی آب گیاه می

al., 2007).  همچنین محتوای نسبی آب در شرایط شوری

نسبت به خشکی با پتانسیل اسمزی برابر بیشتر است، زیرا گیاه 

تواند میزان جذب آب را  حیط شور میبا جذب نمک در م

طور که در همان (.Glenn and Brown, 1998) افزایش دهد

مشخص است، سیلیسیم به مقدار خیلی جزئی در  1شکل 

دهنده بازی کرده های برگ نقش بهبودنگهداری آب سلول

است. گزارش شده است سیلیسیم با رسوب در دیواره خارجی 

ها را  ن کاهش آب از طریق روزنههای اپیدرم برگ، میزا سلول

 شود و باعث افزایش محتوای آب نسبی برگ می هپائین آورد

(Kaya et al., 2006). 

برهمکنش سیلیکات کلسیم و پتانسیل : aمحتوای کلروفیل 

و کل در سطح احتمال یک درصد  a ،bاسمزی بر کلروفیل 

(. در هر دو سطح سیلیکات کلسیم، 1دار بود )جدول  معنی

گردید.  aشوری و خشکی سبب کاهش میزان کلروفیل  تنش

افزودن سیلیکات کلسیم به محلول غذایی نیز، سبب افزایش 

نسبت به شرایط عدم کاربرد گردید. در هر دو  aمیزان کلروفیل 

های اسمزی برابر میزان این  سطح سیلیکات کلسیم، در پتانسیل

ود صفت در تنش خشکی نسبت به شرایط تنش شوری بیشتر ب

  (.2)شکل 

در شرایط عدم کاربرد سیلیکات  :bمحتوای کلروفیل 

کاهش  bکلسیم با افزایش سطوح تنش شوری میزان کلروفیل 

بار همچنین بین  -4/2پیدا کرد، اما بین سطوح شاهد و سطح 

داری وجود نداشت.  بار اختلاف معنی -4/7بار و  -9/4سطوح 

نش این میزان اما در شرایط تنش خشکی با افزایش سطوح ت

داری  افزایش پیدا کرد و بین سطوح خشکی اختلاف معنی

. در مقایسه پتانسیل اسمزی برابر، در شرایط وجود داشت

 چند برابر بیشتر از شرایط شوری بود. bخشکی میزان کلروفیل 

در شرایط کاربرد سیلیکات کلسیم، در شرایط تنش شوری و 

 قایسه پتانسیلکاهش یافت. در م bخشکی میزان کلروفیل 

اسمزی برابر، در شرایط تنش خشکی نسبت به شوری کلروفیل 

b طور کلی خشکی منجر به افزایش میزان بیشتر بود. به

 (.3)شکل نسبت به شوری شده است  b کلروفیل

در شرایط عدم کاربرد سیلیکات  :bو  aمجموع کلروفیل 

 bو  aکلسیم، با افزایش سطوح شوری میزان مجموع کلروفیل 

داری پیدا کرد. اما بین سطوح مختلف تنش  کاهش معنی

داری وجود نداشت، هر چند میزان  خشکی اختلاف معنی

 در شرایط خشکی بیشتر از شوری بود.  bو  aکلروفیل 

کردن سیلیکات کلسیم به محلول غذایی، میزان مجموع اضافه

را نسبت به شرایط عدم مصرف در تنش شوری  bو  aکلروفیل 

افزایش داد. اما کاهش مجموع کلروفیل در هر دو  تا حدی

های  شرایط خشکی و شوری مشاهده شد. در سطوح پتانسیل

اسمزی برابر اثر کاهنده تنش شوری بر میزان این صفت از 

 (.4)شکل تنش خشکی بیشتر بود 

کننده کلروفیل )کلروفیلاز(،  افزایش فعالیت آنزیم تجزیه

پروتئین، صرف نیتروژن در  - های رنگیزه عدم تعادل کمپلکس

 ,.Khan et al) کلروپلاستی غشای تخریب سنتز پرولین و

 ( و درNoreen and Ashraf, 2009در تنش شوری ) (2015

 باعث کاهش میزان (Tambussi et al., 2000تنش خشکی )
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 نتایج تجزیه واریانس )میانگین مربعات( تأثیر سطوح مختلف شوری، خشکی و سیلیکات کلسیم بر صفات فیزیولوژیک سیاهدانه -1جدول 

 منابع تغییرات
درجه 

 آزادی

محتوای 

آب نسبی 

 برگ

کلروفیل 
a 

کلروفیل 
b 

 کلروفیل

a  وb 

 محتوای

 پرولین

قندهای 

 کل محلول

مالون دی 

 آلدهید

 فعالیت

 کاتالاز

 فعالیت

 پراکسیداز

 1 **54/158 **43/20 **602/2 **451/8 **44/2 **57/927 **72/112 **80/111 **165 (SIسیلیکات کلسیم )

 6 **58/165 **35/16 **033/9 **966/23 **46/1 **80/260 **43/60 **10/92 **293 (OPپتانسیل اسمزی )

SI × OP 6 **024/2 **167/0 **048/5 **510/4 **024/0 **79/1 **57/3 **71/3 **67/7 

 0015/0 552/0 074/0 254/0 002/0 083/0 075/0 382/0 294/0 28 خطا

 11/3 82/7 055/2 790/0 821/3 079/3 23/9 040/3 038/1 ضریب تغییرات )درصد(

 .دهد را نشان می یک درصد احتمال داری در سطح ** معنی
 

 
های  مقایسه میانگین برهمکنش سیلیکات کلسیم و پتانسیل اسمزی برای محتوای نسبی آب. در هر سطح سیلیکات کلسیم، ستون -1شکل 

کاربرد : عدمSi0کاربرد سیلیکات کلسیم،  Si1:باشد.  می L.S.Meanesار با رویه د تفاوت معنیدهنده عدم دارای حداقل یک حرف مشابه نشان

 سیلیکات کلسیم

 

 
های  . در هر سطح سیلیکات کلسیم، ستونaمقایسه میانگین برهمکنش سیلیکات کلسیم و پتانسیل اسمزی برای میزان کلروفیل  -2شکل 

: عدم Si0کاربرد سیلیکات کلسیم،  Si1:باشد.  می L.S. Meanesدار با رویه  یتفاوت معندهنده عدم دارای حداقل یک حرف مشابه نشان

 کاربرد سیلیکات کلسیم

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
22

72
7.

13
99

.9
.3

9.
3.

2 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ji

sp
p.

iu
t.a

c.
ir

 o
n 

20
26

-0
2-

17
 ]

 

                             6 / 14

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.23222727.1399.9.39.3.2
https://jispp.iut.ac.ir/article-1-1303-fa.html


 83 ...کاتیلی( به س.Nigella sativa L) اهدانهیس کیولوژیزیف یها پاسخ

 

 

 
های  . در هر سطح سیلیکات کلسیم، ستونbمقایسه میانگین برهمکنش سیلیکات کلسیم و پتانسیل اسمزی برای میزان کلروفیل  -3شکل 

: عدم Si0کاربرد سیلیکات کلسیم،  Si1:باشد.  می L.S. Meanesدار با رویه  معنیتفاوت دهنده عدم دارای حداقل یک حرف مشابه نشان

 کاربرد سیلیکات کلسیم

 

 
. در هر سطح سیلیکات کلسیم، bو  aمقایسه میانگین برهمکنش سیلیکات کلسیم و پتانسیل اسمزی برای مجموع کلروفیل  -4شکل 

: Si0کاربرد سیلیکات کلسیم،  Si1:باشد.  می L.S. Meanesدار با رویه  تفاوت معنیمدهنده عد های دارای حداقل یک حرف مشابه نشان ستون

 کاربرد سیلیکات کلسیمعدم

 

شود که با نتایج  کلروفیل کل و کارایی فتوسنتزی در گیاهان می

در شرایط تنش شوری آزمایش حاضر همخوانی دارد. 

 سطح کاهش از جلوگیری باعث سیلیکون ممکن است

 ,.Al-Huqail et al)شود  فتوسنتز کارآیی تغییر و ها رنگدانه

توانسته است در شرایط  همچنین سیلیکون احتمالاً. (2017

فتوسنتز مانند ژن  های وابسته به ژن از برخی تنش با بیان

و  های انتقال الکترون )پلاستوکینون، پلاستوسیانین واسطه

و  الکترونی نقلوحمل سرعت فریدوکسین( باعث افزایش

رنگدانه تیلاکوئید و کمپلکس اصلی  غشای افزایش ثبات در

(. Zhang et al., 2018; Wang et al., 2019) کلروفیل شود

 دفاعی سامانه مجدد البته قابل ذکر است که سیلیکون با تنظیم

ستی نیز کلروپلا غشاهای تخریب از گیاه اکسیدانیآنتی

( که در این et al., 2007 Murillo-Amador) کند جلوگیری می

و  7اکسیدانی )شکل آنتیهای  تحقیق روند افزایش میزان آنزیم

( با کاربرد سیلیکون نیز مشاهده شد؛ همچنین افزایش مقدار 8

( با کاربرد سیلیکون در 5عنوان یک اسمولیت )شکل پرولین به

 ئز اهمیت است.فتوسنتزی حاجلوگیری از تخریب سامانه 

 صدمه شوری به صفت کلروفیل بیشتر از خشکی بود. با توجه
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های دارای حداقل  پرولین. در هر سطح سیلیکات کلسیم، ستون برمقایسه میانگین برهمکنش سیلیکات کلسیم و پتانسیل اسمزی  -5شکل 

رد سیلیکات کارب: عدمSi0کاربرد سیلیکات کلسیم،  Si1:باشد.  می L.S.Meanesدار با رویه  تفاوت معنیدهنده عدم یک حرف مشابه نشان

 کلسیم

 

توان  ( بالاتر در شرایط شوری، می1به محتوای نسبی آب )شکل 

های سدیم و کلر نسبت  این اثر را به سمیت یونی حاصل از یون

داد. در شرایط عدم مصرف سیلیکون سطوح تنش خشکی منجر 

شده است که با نتایج سایر محققین  bبه افزایش شدید کلروفیل 

(Mafakheri et al., 2010 تفاوت دارد و همین امر در مجموع )

 هم خود را نشان داده است. bو  aکلروفیل 

برهمکنش سیلیکات میزان پرولین و قندهای محلول برگ: 

 برگ محلول قند محتوای پرولین و کلسیم و پتانسیل اسمزی بر

(. در هر دو 1دار بود )جدول  عنیدر سطح احتمال یک درصد م

سطح سیلیکات کلسیم تنش شوری و خشکی سبب افزایش 

کردن سیلیکات کلسیم به محلول محتوای پرولین گردید. اضافه

غذایی نیز سبب افزایش محتوای پرولین در شرایط شوری و 

خشکی شد. در هر دو سطح سیلیکات کلسیم، در سطوح 

اسمزی برابر اثر افزاینده تنش خشکی بر میزان پرولین   نسیلپتا

(. در هر دو سطح سیلیکات 5از تنش شوری بیشتر بود )شکل 

میزان قندهای تنش شوری و خشکی سبب افزایش کلسیم 

در هر دو سطح سیلیکات کلسیم در محلول برگ گردید. 

سطوح با پتانسیل اسمزی برابر اثر افزاینده تنش خشکی بر 

زان قندهای محلول برگ بیشتر از تنش شوری بود. کاربرد می

سیلیکات کلسیم سبب افزایش میزان قندهای محلول برگ 

نسبت به عدم کاربرد سیلیکات کلسیم در تنش شوری و 

 (.6)شکل خشکی شد 

ها،  ساختن ساختار سه بعدی پروتئینپرولین با استوار

یم اسمزی و محافظت از سامانه فتوسنتزی و غشای سلولی، تنظ

 ,Ashraf and Fooladهای فعال اکسیژن ) جاروبگری گونه

های شوری و  ( باعث بهبود شرایط گیاه در مقابله با تنش2007

عنوان اسمولیت، شیب های محلول به گردد. قند خشکی می

جریان آب به سلول را افزایش داده و از طریق تنظیم محتوای 

 Ebrahimian and) کند ها را حفظ می آب، تورژسانس سلول

Bybordi, 2012 .) افزایش پرولین و قند محلول در سیاه دانه

 ,.Rezaei-Chiyaneh et alتحت تنش خشکی دیده شده است )

بودن محتوای نسبی آب برگ در شرایط خشکی کمتر. (2018

تواند دلیل افزایش بیشتر پرولین  ( می1 نسبت به شوری )شکل

خشکی نسبت به شوری با ند محلول کل برگ در شرایط قو 

پتانسیل اسمزی برابر باشد؛ که اهمیت این اسمولیت را در 

رسد  نظر مینماید. از طرفی به تنظیم اسمزی مشخص می

های فتوسنتزی، سطح برگ، تعداد  سیلیسیم با افزایش رنگیزه

برگ، فعالیت آنزیم روبیسکو و ظرفیت فتوسنتزی، کاهش تنش 

ها، غشای  هایی نظیر پروتئین کولاکسیداتیو و حفاظت ماکرومول

 به کلروپلاستی و غشای سلولی باعث افزایش فتوسنتز شده و

 تبع آن میزان قندهای محلول در گیاه را افزایش داده است

(Savvas and Ntatsi, 2015و این روند هم )افزایی در 
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های  مقایسه میانگین برهمکنش سیلیکات کلسیم و پتانسیل اسمزی برای میزان قند محلول. در هر سطح سیلیکات کلسیم، ستون -6شکل 

: عدم Si0با کاربرد سیلیکات کلسیم، Si1: باشد.  می L.S. Meanesا رویه دار ب دهنده عدم تفاوت معنی دارای حداقل یک حرف مشابه نشان

 کاربرد سیلیکات کلسیم.

 

سیلیسیم از طریق از طرفی . است  پژوهش ما نیز دیده شده

نتیجه محتوای آب نسبی برگ و جذب نیتروژن و درافزایش 

مین کربن مورد نیاز برای ساخت پرولین، باعث افزایش میزان أت

همچنین ممکن  .(Marschner, 1995شود ) پرولین گیاه می

 افزایش دلیلبه با کاربرد سیلیکون پرولین تجمع و افزایش است

 تجمع با تواند می باشد. سیلیکون تخریب کاهش یا آن سنتز

 را ریشه آب جذب آمینه، اسیدهای و محلول قندهای فعال

(. Sonobe et al., 2010بخشد ) بهبود خشکی تنش تحت

افزایش میزان پرولین با کاربرد سیلیکون در تنش خشکی در 

( و در تنش شوری در 1389گندم )طالع احمد و حداد، 

 ( گزارش شده است.1391گاوزبان )سعادتمند و انتشاری، 

 افزایش باعث شوری تنش تحت سیلیکون نین کاربردهمچ

شد  تنباکو گیاهان برگ و ریشه در محلول قند محتوای

(Hajiboland and cheraghvareh, 2014)  که با نتایج این

 پژوهش مطابقت داشت.

برهمکنش پتانسیل اسمزی اکسیدان: های آنتی فعالیت آنزیم

ی کاتالاز و پراکسیداز ها و سیلیکات کلسیم بر میزان فعالیت آنزیم

(. در هر 1)جدول  دار بود در سیاهدانه در سطح یک درصد معنی

دو سطح سیلیکات کلسیم، تنش شوری و خشکی سبب افزایش 

میزان آنزیم کاتالاز گردید. در شرایط کاربرد سیلیکات کلسیم در 

های اسمزی برابر، تنش خشکی میزان آنزیم کاتالاز را  پتانسیل

شوری افزایش داد؛ اما در شرایط عدم کاربرد  بیشتر از تنش

سیلیکات این تفاوت کمتر دیده شد. کاربرد سیلیکات کلسیم 

سبب افزایش میزان آنزیم کاتالاز نسبت به شرایط عدم کاربرد 

سیلیکات کلسیم شد. برای شرایط بدون کاربرد سیلیکات کلسیم 

 (.7)شکل نتایج در هر دو تنش مشابه بود 

سیلیکات کلسیم تنش شوری و خشکی  در هر دو سطح

کردن سیلیکات سبب افزایش میزان آنزیم پراکسیداز گردید. اضافه

کلسیم به محلول غذایی سبب افزایش میزان پراکسداز گردید. با 

های اسمزی برابر  کاربرد سیلیکات کلسیم در سطوح پتانسیل

بار اثر افزاینده تنش شوری بر میزان آنزیم  -4/7و  -4/2

 (.8)شکل کسیداز بیشتر از تنش خشکی بود پرا

برهمکنش سیلیکات کلسیم و  آلدهید:میزان مالون دی

آلدهید در سطح احتمال یک میزان مالون دی پتانسیل اسمزی بر

در هر دو سطح سیلیکات (. 1دار بود )جدول  درصد معنی

 کلسیم تنش شوری و خشکی سبب افزایش میزان مالون 

کردن سیلیکات کلسیم تنش شوری اضافهآلدهید گردید. با دی

 آلدهید نسبت به شرایط عدم کاربردو خشکی میزان مالون دی

سیلیکات کلسیم کاهش پیدا کرد. در هر دو سطح سیلیکات 

 آلدهید در تنشکلسیم با پتانسیل اسمزی مشابه میزان مالون دی

 (.9 بود )شکلخشکی از تنش شوری بیشتر 

های محیطی مانند شوری و از جمله دلایلی که تنش
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های  مقایسه میانگین برهمکنش سیلیکات کلسیم و پتانسیل اسمزی برای فعالیت آنزیم کاتالاز. در هر سطح سیلیکات کلسیم، ستون -7شکل 

: عدم Si0کاربرد سیلیکات کلسیم،  Si1:باشد.  می L.S. Meanesدار با رویه  ت معنیدهنده عدم تفاو دارای حداقل یک حرف مشابه نشان

 کاربرد سیلیکات کلسیم

 

 
مقایسه میانگین برهمکنش سیلیکات کلسیم و پتانسیل اسمزی برای میزان فعالیت آنزیم پراکسیداز. در هر سطح سیلیکات کلسیم،  -8شکل 

: Si0کاربرد سیلیکات کلسیم،  Si1:باشد.  می L.S. Meanesدار با رویه  دهنده عدم تفاوت معنی انهای دارای حداقل یک حرف مشابه نش ستون

 .کلسیم عدم کاربرد سیلیکات

 

دهند،  خشکی رشد و توانایی فتوسنتز گیاهان را کاهش می

های فعال اکسیژن و القای  اختلال در تعادل بین تجمع گونه

های فعال  تنش اکسیداتیو است. گیاهان برای مقابله با گونه

ز و پراکسیداز( های آنزیمی )مانند کاتالا اکسیداناکسیژن از آنتی

 کنند غیرآنزیمی استفاده می های اکسیدان و همچنین آنتی

(Bharti et al., 2019)سیاه دانه پراکسیداز در و . فعالیت کاتالاز 

)احمدپور  است شده گزارش شوری و خشکی تنش تحت

 .بود این پژوهش نتایج که مشابه (1392دهکردی و بلوچی، 

 نفوذپذیری طریق ازH2O2  پایدارترین گونه اکسیژن فعال،

 تنش به منجر لیپیدها پراکسیداسیون افزایش و متناوب غشا

کسیداز در ا. کاتالاز و پر(,Upchurch 2008) شود می اکسیداتیو

کردن به آب و مولکول اکسیژن و جاروب H2O2تبدیل 

بودن فعالیت کاتالاز نقش دارند. بیشتر آزاد اکسیژن های رادیکال

 صدمه کتوان ی بت به شوری را میدر شرایط خشکی نس

شدیدتر خشکی به گیاه مربوط دانست که در کاهش محتوای 

 طور که نتایجن اشاره شده است. آنآبه  نسبی آب بیشتر قبلاً

 دهد فعالیت پراکسیداز در برخی سطوح شوری نسبت نشان می

 به خشکی در هر دو شرایط کابرد و عدم کاربرد سیلیکات
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مقایسه میانگین برهمکنش سیلیکات کلسیم و پتانسیل اسمزی برای محتوای مالون دی آلدهید. در هر سطح سیلیکات کلسیم،  -9شکل 

: Si0کات کلسیم، کاربرد سیلی :Si1باشد.  می L.S. Meanesدار با رویه  دهنده عدم تفاوت معنی های دارای حداقل یک حرف مشابه نشان ستون

 عدم کاربرد سیلیکات کلسیم

 

دهد سیاهدانه در شرایط شوری و  ر بوده است؛ که نشان میبیشت

برد. مطالعات صورت  های متفاوتی بهره می خشکی از آنزیم

اکسیدانی در های آنتی اند که میزان فعالیت آنزیم گرفته نشان داده

حضور سیلکون در گیاه افزایش یافته و با کاهش محتوای 

H2O2 ای گیاهی در ه های آزاد از تخریب سلول و رادیکال

 Shen et) کند های فعال اکسیژن جلوگیری می برابر حمله گونه

al., 2010)های ها، آنزیم لیتواسم بین هماهنگ اثرات . این 

 باعث حدی تا غیرآنزیمی، های اکسیدانآنتی و اکسیدانیآنتی

این  درنتیجه شود. می غشایی لیپیدهای پراکسیداسیون کاهش

شدن پراکسیدهکه حاصل  MDA محتوای کاهش عمل باعث

گردد. در این پژوهش  است، می فسفولیپیدهای موجود در غشا

 MDAاکسیدانی باعث کاهش سیلیکون با افزایش فعالیت آنتی

شود.  )جلوگیری از پراکسیدایون فسفولیپید( در شرایط تنش می

اکسیدانی پروکسیداز و کاتالاز و های آنتی افزایش فعالیت آنزیم

ای از  تحت تنش در گونه توسط سیلیکون MDAکاهش میزان 

تحت تنش  (.Glycyrrhiza uralensis Fischبیان )شیرین

( و نهال آکاسیا Zhang et al., 2018شوری و خشکی )

(Acacia gerrardii Benth. تحت تنش شوری )(Al-Huqail 

et al., 2017زبان اروپایی( و گل گاو (Borago officinalis L.) 

 گزارش شده است. (Torabi et al., 2015) یتحت تنش شور

 

 گیری نتیجه

شدت صفات فیزیولوژیکی سیاهدانه تنش شوری و خشکی به

در هر دو سطح سیلیکات کلسیم تنش  را تحت تأثیر قرار دادند.

شوری و خشکی سبب کاهش محتوای نسبی آب، میزان 

زان های کاتالاز و پراکسیداز، می کلروفیل و افزایش فعالیت آنزیم

آلدهید برگ گردید. پرولین و قند محلول و میزان مالون دی

های شوری و  کاربرد سیلیکات کلسیم موجب تخفیف اثر تنش

های کاتالاز و  که افزایش فعالیت آنزیمطوریهخشکی شد، ب

پراکسیداز، میزان کلروفیل، میزان پرولین و قندهای محلول و 

اشت. در شرایط آلدهید را در پی دکاهش میزان مالون دی

خشکی نسبت به شوری با پتانسیل اسمزی برابر محتوای آب 

 نسبی کمتر، ولی محتوای پرولین، قندهای محلول، میزان مالون

دهد  آلدهید و فعالیت آنزیم کاتالاز بیشتر بود که نشان میدی

حسایت سیاهدانه از نظر صفات فیزیولوژیک به خشکی بیشتر 

 .استاز شوری 

 

 منابع

 سلول غشای لیپیدهای پراکسیداسیون و اکسیدانی آنتی های آنزیم بر بذر پرایمینگ ( اثر1392پور دهکردی، س. و بلوچی، ح. )احمد
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 .63-85 :5زراعی  گیاهان تولید مجله. خشکی و شوری تنش تحت( .Nigella sativa L) سیاهدانه گیاهچه

 برخی با آن ارتباط و خاک کادمیومی آلودگی به اکسیداتیوآنتی های پاسخ بررسی (1392) .پ زاده، احسان و. ن پورقاسیمان،

 .15-31: 2 گیاهی کارکرد و فرآیند. گلرنگ هایژنوتیپ در فیزیولوژیکی خصوصیات

های  علوم و فنون کشت .زبان ایرانیتیمار با سیلیکون بر تحمل شوری در گاو ( اثر طول زمان پیش1391عادتمند، م. و انتشاری، ش. )

 .45-56: 12ای  نهگلخا

( کاهش اثرات سو تنش شوری بر خصوصیات مورفوفیزیولوژیک گندم از طریق کاربرد اسید 1390ر. ) شعاع، م. و میری، ح.

 .71-88: 5مجله الکترونیک تولید گیاهان زراعی  .سالیسیلیک

های اسمزی در دو ژنوتیپ  کننده وای تنظیماکسنده و محت های ضد ( اثر سیلیکون بر فعالیت آنزیم1389طالع احمد، س. و حداد، ر. )

 .207-225: 2زراعی نها و بذر  به .گندم نان در شرایط تنش خشکی

های فیزیولوژیک در گیاه  ( بررسی اثر شوری و اسید آسکوربیک بر برخی پاسخ1388ل.، ادیب هاشمی، ن. و پیوندی، م. ) قربانلی، م.

 .370-388: 26پژوهشی گیاهان دارویی و معطر ایران  -میفصلنامه عل .(.Nigella sativa L) سیاهدانه

. ترجمه. جهاد فیزیولوژی و نمو گیاهی. جلد اول .(1395)ی، م. الاحمد یجام، ب. و کامکاری، ع. م.،  دامغان یمهدو ،ی، م.کاف

 دانشگاهی مشهد.

و ناشی از تنش خشکی در گیاه سیاهدانه در شرایط های اکسیداتی ( مطالعه برخی پارامتر1392بخشی، ح. ) کبیری، ر.، نصیبی، ف. و فرح
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Abstract 

 

To investigate physiological responses of black cumin to calcium silicate under salinity and drought stress condition 

with iso-osmotic potentials, a factorial experiment was carried out based on the completely randomized design with 

three replications in research greenhouse of Faculty of Agriculture, Yasouj University, Iran in 2018. The first factor 

included seven levels (salinity and drought stresses with iso-osmotic potentials of -2.4, -4.9 and -7.4 bar and control 

treatment) applied in Hoagland's solution. Salinity was applied with sodium chloride (NaCl) and drought with 

polyethylene glycol 6000 (PEG 6000). The results showed that at calcium silicate levels, salinity and drought stresses 

increased catalase and peroxidase activity, proline soluble sugars and malondialdehyde whereas they decreased leaf 

relative water content and leaf chlorophyll content. Silicate application mitigated the stress effects so that it increased 

catalase and peroxidase activity, chlorophyll, proline and soluble sugars and decreased malondialdehyde content. In iso-

osmotic potentials of drought compared with salinity, relative water content decreased but proline content, soluble 

sugars content, malondialdehyde content and catalase activity increased, indicating that black cumin sensitivity to 

drought was higher than salinity based on physiological traits. 

 

Keywords: Antioxidant enzymes, Calcium silicate, Drought, Medicinal plant, Salinity 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Corresponding author, Email: Movahhedi1354@yu.ac.ir 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
22

72
7.

13
99

.9
.3

9.
3.

2 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ji

sp
p.

iu
t.a

c.
ir

 o
n 

20
26

-0
2-

17
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            14 / 14

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.23222727.1399.9.39.3.2
https://jispp.iut.ac.ir/article-1-1303-fa.html
http://www.tcpdf.org

