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  چكيده

هاي افزايش راديكال ،هاي كشاورزيترين عوامل محدودكننده توليد برنج در زمينيكي از مهم ،شرايط سميت آهن تحت

، 100(شاهد)،  صفروح در سطاثر سميت ناشي از آهن  ،است. در اين پژوهشگياه و در نتيجه كاهش رشد و نمو  فعال اكسيژن

و  G6PDH، بيان نسبي ژن فتوسنتزي بر برخي صفات مرفولوژيك )Fe-EDTA(گرم در ليتر آهن ميلي 500و  400، 250

شرايط  تحتبرگي در مرحله چهاربرنج  (حساس) IR64و  (متحمل) Pokkaliفعاليت آنزيم پراكسيداز در دو ژنوتيپ 

با دو ترتيب آهن (به غلظتصورت فاكتوريل با دو فاكتور ژنوتيپ و آزمايش بهسي شد. هيدروپونيك با محلول غذايي يوشيدا برر

ژنوتيپ بر تمامي  وسميت آهن كه برهمكنش د تايج نشان دانطرح كاملاً تصادفي با سه تكرار انجام شد. در قالب  و پنج سطح)

دورترين پيوستگي كامل (با روش  ايشهداري داشت. تجزيه خوجز وزن خشك ريشه، تاثير معنيبه مطالعه شده صفات

كل صفات درصد از تنوع  66كه نشان داد  نيز هاعاملتجزيه به  .قرار دادمجزا را در دو گروه  ده تيمار مورد مطالعه ،)هاهمسايه

ت با اين تفاو ،در هر دو ژنوتيپ شد G6PDHاعمال تنش سبب كاهش بيان نسبي ژن . شدتوجيه  عامل مستقلوسيله دو به

كاهش بيان اين  IR64با اعمال سطوح كم تنش كاهش يافت، اما در ژنوتيپ ميزان بيان نسبي اين ژن  Pokkaliكه در ژنوتيپ 

در   IR64و Pokkaliميزان فعاليت آنزيم پراكسيداز در هر دو ژنوتيپ  ترينكمژن فقط در سطوح بالاي تنش اتفاق افتاد. 

گرم در ليتر آهن ميلي 250و  400ترتيب در سطوح ترين ميزان فعاليت آن بهگرم در ليتر آهن و بيشميلي 100غلظت 

در ژنوتيپ فعاليت آنزيم پراكسيداز در سطوح كم تنش و افزايش  G6PDHكاهش بيان ژن  رسدنظر مي. بهمشاهده شد

  .را كاهش دهدهيدروژن ناشي از سميت آهن ميزان پراكسيدتواند متحمل مي

  

   IR64 ،Pokkali ،Real-Time-PCR :هاي كليديواژه
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   مقدمه

ه در جهان است كه يك سوم منبع ترين غلبرنج مهم

 Kibria et( كندرا تامين مي هاي بدن انسانكربوهيدرات

al., 2017(. ترين عوامل سميت آهن يكي از مهم

هاي اسيدي است محدودكننده توليد برنج در خاك

)Finatto et al., 2015.( كه آهن عنصري ضروري با اين

فتوسنتز، شود و نقش مهمي در براي گياهان محسوب مي

 Finatto et(هاي اكسايشي دارد انتقال الكترون و واكنش

al., 2015(، تواند سبب ش بيش از حد آن ميافزاي اما

 ,.De Dorlodot et al(گياهان شود  درايجاد سميت 

هاي گياهان پس از قرارگيري در شرايط تنش .)2005

هايي را از طريق ريشه و بخش توانند سيگنالمحيطي مي

تواند در ها مياره هدايت كنند. پاسخ به اين پيامشاخس

زا شود. كاهش رشد نهايت سبب سازگاري با عامل تنش

شاخساره و ريشه و تغيير در نحوه توزيع مواد توسط آن، 

هاي فرستاده شده بين ريشه و شاخساره سبب تغيير پيام

   ).Lipiec et al., 2013( دشومي

هاي دفاعي هستند يمپراكسيدازها گروه بزرگي از آنز

هاي زيستي و غيرزيستي كه در گياهان در پاسخ به تنش

اين گروه از  .)Bowler et al., 1992( شوندتوليد مي

ها در سيتوزول، واكوئل، كلروپلاست و آپوپلاست آنزيم

آنزيم پراكسيداز  .)Kjalke et al., 1992(وجود دارند 

شود موجب شكسته شدن پراكسيد هيدروژن در سلول مي

 در نتيجهكند و ها جلوگيري ميROSاز توليد  بنابراينو 

دچار تر با بالا رفتن سطوح فعاليت اين آنزيم، گياه كم

با  آنزيم پراكسيداز ،عبارت ديگر. بهآسيب خواهد شد

خنثي را آن مخرب آثارتواند مي 2Oبه آب و  2O2Hتجزيه 

به  را اكسيداز. فعاليت پر)Bowler et al., 1992( كند

 از مختلف گياهان عمر طول تمام در توانمي آساني

كنترل  از طريق مرحله پيري تا زنياوليه جوانه مراحل

 چندين و دفاعي هايمكانيسم اي،ياخته شدنطويل

 از بسياري داد. اين آنزيم در تشخيص ديگر عملكرد

قبيل متابوليسم اكسين، تشكيل  از سلولي فرايندهاي

 به سلول گياهي، پاسخ ديواره در الات عرضياتص چوب،

كند مي شركت آن نظاير و محيطي هايتنش

)Yamasaki et al., 1997(.   

در آزمايشي الگوي الكتروفورزي آنزيم پراكسيداز در 

د كه تنش آهن با افزايش بررسي و مشاهده شبرگ برنج 

هيدروژن سبب كاهش پروتئين و افزايش پراكسيد

و در نتيجه رشد  شودميپراكسيداسيون ليپيدهاي غشايي 

دهد. افزايش فعاليت پراكسيدازها به گياه را كاهش مي

هيدروژن كمك هاي فعال و پراكسيدكسيژنزدايي اسم

سازد تحمل تنش آهن را ممكن ميرو از اينو  كندمي

)Mehraban and Abdolzadeh, 2012( . در مطالعه

بررسي ميزان فعاليت آنزيم پراكسيداز در پنج  ديگري،

ژنوتيپ حساس و متحمل برنج نشان داد كه افزايش ميزان 

ومت ژنوتيپ به آهن مرتبط فعاليت آنزيم پراكسيداز با مقا

   ).Bin et al., 1997(است 

 G6PDHase, ECفسفات دهيدروژناز  ( 6ز كلوگ 

در مسير و اولين آنزيم محدود كننده سرعت  )1.1.1.49

اكسيداتيو پنتوز فسفات است كه براي كنترل جريان كربن 

جهت رفع نيازهاي سلولي در  NADPHو توليد 

ت احيا سلولي ضروري هاي بيوسنتز و حفظ حالواكنش

در  G6PDHنقش مهم  .)Kletzien et al., 1994(است 

 Liu( در بسياري از مطالعات نشان داده شده استتنش 

et al., 2007; Wang et al., 2008; Li et al., 2011.( 

با احيا  كلروپلاستدر  NADPH در گياهان عالي، توليد
+NADP  يتوسط جريان الكترون كه همراه استدر نور 

هاي در بافتيا در تاريكي  شود وانجام مي فتوسنتز

له مسير اكسيداتيو پنتوز فسفات وسيبه غيرفتوسنتزي

در طول دوره روشنايي، كلروپلاست داراي  .گيردصورت مي

عنوان به NADPH حفظفعاليت فتوسنتزي فعال براي 

وره د). Pessarakli, 2019( يك متابوليت كليدي است

فتوسنتزي، توليد رتاريكي و همچنين در بافت غي

NAPDH  مسير  طور مستقيم بهبه پلاستيدهاداخل

در مرحله اول از  .مرتبط استاكسيداتيو پنتوز فسفات 

به ) Glc6P( فسفات-6-گلوكز ،دو واكنش متواليطريق 

شود كه با توليد تبديل مي )Rub5P(فسفات -5- ريبولوز

دوم مسير  مرحلههمراه است.  NADPHخالص 

-شامل تبادلات پنتوز و دريگميا در بر ر غيراكسيداتيو

فسفات براي بازسازي  -فسفات، و تريوز - فسفات، هگزوز

Glc6P است در چرخه و اتصال آن با گليكوليز 

)Anderson and Advani, 1970; Eicks et al., 

2002; Kruger and von Schaewen, 2003.( 

سبب  G6PDHفسفات توسط  6اكسيداسيون گلوكز 

فسفوگلوكونولاكتون و توليد  6فسفات به  6كز تبديل گلو

شود. لاكتون توسط يك لاكتوناز خاص مي NADPHيك 

شود كه سپس توسط فسفوگلوكونات هيدروليز مي 6به 

فسفوگلوكونات دهيدروژناز دچار  6دهيدروژناز خاص به نام 

فسفات  5 ريبوز و شودمي دكربوكسيلاسيون و اكسيداسيون
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 ,Nelson and Cox( كندرا توليد مي NADPHو 

يك  Glc6PDHaseتوسط  Glc6Pاكسيداسيون ). 2000

نسبت تحت تاثير نقطه كنترل استراتژيك است كه آنزيم 

NADPH به NADP ،pH 2+، غلظتMg  و سطوح

Glc6P گيرد. با توجه به نقش فيزيولوژيك قرار مي

Glc6PDHase  در مرحله  فقطدر كلروپلاست، اين آنزيم

به  NADPHكه منبع  شودتاريكي و زماني فعال مي

 شودميوسيله جريان الكترون فتوسنتزي متوقف 

)Pessarakli, 2019(. 

در  زداييهاي سممكانيسماهميت بررسي با توجه به 

انجام شد  اين پژوهشهاي حساس و متحمل برنج، پژنوتي

  برخي آهن بر سميت اثر بررسي كه هدف از آن، 

، بيان نسبي ژن فتوستزي هاي مرفولوژيكويژگي

G6PDH  تحتاكسيدان پراكسيداز آنتي فعاليت آنزيمو 

 د.بو تنش آهن بدونو  تنش شرايط
  

  هامواد و روش

  سميت آهن مواد گياهي، شرايط رشدي و

منظور بررسي و مقايسه ميزان فعاليت آنزيم به 

   برنج IR64 و Pokkaliبذر دو ژنوتيپ  ،پراكسيداز كل

 Dufeyهاي متحمل و حساس (عنوان ژنوتيپترتيب بهبه

et al., 2009; Wu et al., 2014 (سسه تحقيقات واز م

 5/2سديم  يپوكلريته از استفاده باو  هيهبرنج كشور ت

 بذرها .شد شستهپس با آب مقطر و س ضدعفوني درصد

 اتاقك در ديش مرطوب استريلپتري در زنيجوانه براي

 بذرهاي روز، چهار گذشت پس از. ندگرفت قرار كشت

كشت هيدروپونيك با محلول غذايي  محيط به زدهجوانه

). در Yoshida et al., 1976شدند ( داده انتقالدا يوشي

 23ترتيب رشد بهاتاقك طول دوره رشد، دما و روشنايي 

 صورتبه آزمايش لوكس بود. 5500درجه سلسيوس و 

انجام  با سه تكرار تصادفي طرح كاملاً قالب در فاكتوريل

 شد. فاكتورها شامل ژنوتيپ (حساس و متحمل) و سطوح

گرم در ليتر ميلي 500و  400، 250، 100(صفر ،  آهن

Fe-EDTA ( درا تيماره و اعمالو جمعاً ده تيمار بود 

). Mehraban et al., 2008شد ( انجام مرحله چهاربرگي

 صورتآن به تعويض محلول يوشيدا و تنظيم اسيديته

) و H2SO4با اسيد سولفوريك ( 6 تا 5/5بين  روزانه

انجام شد. پس از دو هفته  )KOHپتاسيم هيدروكسيد (

هاي سالم گياه برنج برداري از برگنمونه تيماردهي با آهن،

گيري برخي صفات مرفولوژيك جهت اندازهزمان طور همبه

و فعاليت آنزيم  G6PDHبيان نسبي ژن  و بررسي

  شد.  انجام  پراكسيداز

  صفات مورفولوژيكگيري اندازه

  طول اندام هوايي و ريشه

طول ساقه از يقه تا انتهاي ساقه و طول ريشه از يقه  

هاي تحت سميت آهن و شاهد براي نمونه تا انتهاي ريشه

گيري و مقادير آن كش اندازهتكرار با استفاده از خط سهدر 

   متر گزارش شد.بر اساس سانتي

  وزن تر و خشك اندام هوايي و ريشه

هاي وزن تر اندام هوايي و ريشه براي هر كدام از نمونه

تكرار توسط ترازوي  سهتحت سميت آهن و شاهد در 

گيري دازهان برايتوزين شد.  گرم 0001/0 دقت با ديجيتال

طور جداگانه در ها بهنمونه ،وزن خشك اندام هوايي و ريشه

 در آون در ساعت 48 مدتو به بنديبستهكاغذي  هايورقه

  قرار داده و سپس توزين شدند.  سلسيوسدرجه  70 دماي

 اختلاف وزن تر و خشك اندام هوايي و ريشه

گيري وزن تر و خشك ريشه و اندام پس از اندازه

 )WW( هاگرم، وزن آب موجود در نمونه حسببر  هوايي

ريشه و اندام ) FW(از وزن تر  )DW( با تفريق وزن خشك

 )1( رابطهاز طور جداگانه در سه تكرار با استفاده بههوايي 

  : محاسبه و يادداشت شد

)1          (                                WW = FW - DW  

  محاسبه ضريب آلومتريك

 )SLاندام هوايي (به طول  )RL( چهنسبت طول ريشه

هر دو ژنوتيپ در هاي تحت سميت آهن و شاهد نمونه

از  )AC( عنوان ضريب آلومتريكحساس و متحمل به

   ) محاسبه شد:2( رابطهطريق 

)2                                        (         
SL

RL
AC =  

  گيري سطح برگندازها

هاي تحت سميت آهن و شاهد با سطح برگ نمونه

 ,Leaf Area Meter( سنجاستفاده از دستگاه سطح برگ

Delta T Device UK ( گيري شد.تكرار اندازه سهدر  

  آنزيم پراكسيداز گيري فعاليتاندازه

گيري فعاليت آنزيم پراكسيداز، بافر منظور اندازهبه

 Mohsenzadeh et(تخراج عصاره آنزيمي تهيه شد اس

al., 2017.(  گرم نمك پتاسيم دي هيدروژن  68/0ابتدا

920  



 1398سوم/ پاييز / شماره دوره نهمتحقيقات غلات/ زاده گلفزاني و همكاران                                                                     محسن

 50در  Na-EDTAو  PVPPگرم  2همراه فسفات به

ليتر رسانده ميلي 100ليتر آب مقطر حل و به حجم ميلي

گرم نمك پتاسيم مونو هيدروژن فسفات  87/0شد. سپس 

ليتر ميلي 50در  Na-EDTAو  PVPPگرم  2همراه به

ميلي ليتر رسانده شد.  100آب مقطر حل شد و به حجم 

 61ليتر از محلول اول با ميلي 39 ،در هر بار آزمايش

ليتر از محلول دوم مخلوط و اسيديته آن با استفاده از ميلي

pH  متر و با كمك پتاسيم هيدروكسيد)KOH(  و اسيد

د. شتنظيم  2/7تا  8/6در محدوده  )4PO3H(فسفريك 

ي ازت مايع به اهاي فريزشده در هاون چيني محتوبرگ

گرم از پودر برگ آسياب  5/0شد. سپس  ساييدهخوبي 

ليتري منتقل شد و پس از ميلي 2هاي شده به ميكروتيوپ

با شيكر لوله  ،ليتر از بافر استخراجميلي يكافزودن 

 دقيقه 15مدت شد و سپس به خوبي مخلوط) بهورتكس(

 سلسيوسدرجه  چهاردماي  دور در دقيقه و14000 در

و به  شد . سپس فاز رويي محلول برداشتهشدسانتريفوژ 

مدت ميلي ليتري منتقل شد و مجدداً به 5/1ميكروتيوپ 

درجه  چهاردماي  ودور در دقيقه  14000 دردقيقه  10

سانتريفوژ شد. مجدداً فاز رويي محلول به  سلسيوس

قرار داده شد. از  - 70ل و در فريزرميكروتيوپ ديگري منتق

گيري ميزان فعاليت آنزيم اين عصاره آنزيمي براي اندازه

پراكسيداز استفاده شد. براي اين منظور ابتدا بافر آب 

هاي مختلف از عنوان سوبستراي آنزيم با غلظتاكسيژنه به

و  250، 225، 200، 175، 150هيدروژن شامل پراكسيد

هيه و با كمك بافر گيري تبار اندازه رمولار در هميلي 275

 20به حجم  2/7تا  8/6مولار با اسيديته ميلي 50فسفات 

مولار ميلي 45ليتر رسانده شد. همچنين بافر گايكول ميلي

عنوان سوبستراي دوم تهيه و توسط بافر فسفات به نيز به

ليتر رسانده شد. سنجش فعاليت آنزيم ميلي 20حجم 

 ,Biochrom( دستگاه اسپكتروفتومترپراكسيداز توسط 

نانومتر براي مدت دو  470در طول موج  )80-2115-20

ميكروليتر حاوي  900دقيقه انجام شد. بلانك با حجم 

 9گيري آنزيم پراكسيداز و ميكروليتر از بافر اندازه 891

مولار انجام شد. براي ميلي 50ميكروليتر از بافر فسفات 

از  ،هايت آنزيم پراكسيداز نمونهگيري ميزان فعالاندازه

ميكروليتر از عصاره  9ميكروليتر بافر آب اكسيژنه و  891

   نيز سرعت واكنش آنزيمي و در نهايت، آنزيمي استفاده

در طول  )OD/min(زمان  طيصورت تغييرات جذب به

 Mohsenzadeh(در دو دقيقه ثبت شد نانومتر  470موج 

et al., 2017( .  

 G6PDHبي ژن بررسي بيان نس

هاي برگ G6PDHمنظور مطالعه بيان نسبي ژن به

مدت يافته از گياهان برنج كه بهو كاملاً توسعه جوانسالم، 

و  400، 250، 100(آهن مختلف  تحت تيمارهايهفته  دو

 نيزقرار داشتند و ) Fe-EDTAگرم در ليتر ميلي 500

 ،ودب آهن سميت فاقد هاآن رشد محيط كه شاهد هاينمونه

هاي برگي از گياهان جدا شدند و پس انتخاب شدند. نمونه

 ،هاي آلومينيومي با ضخامت متوسطورقهاز قرار گرفتن در 

درجه  - 80 به فريزرها ور شدند. نمونهدر ازت مايع غوطه

داري نگهدر فريزر منتقل و تا زمان استخراج سلسيوس 

دار از كيت ستون RNAمنظور استخراج به شدند.

مطابق با دستورالعمل مربوطه  )S-1010( ازيستدن

نده، پس از اضافه باقيما DNAاستفاده شد. جهت حذف 

 RNAبه  DNaseكروليتر بافر و آنزيم مي 2كردن مقدار 

درجه  37دقيقه در دماي  30مدت استخراج شده، به

 2قرار داده شد. سپس مقدار  PCRدر دستگاه  سلسيوس

 10مدت د و مجدداً بهش به آن اضافه EDTAكروليتر مي

قرار  PCRدر دستگاه  سلسيوسدرجه  65دقيقه در دماي 

بر اساس دستورالعمل كيت سنتز  cDNAسنتز  داده شد.

انجام  )Fermrntas LIFE SCIENCE - K1621(فرمنتاز 

با استفاده از ژن اكتين براي نيز  cDNAشد. كنترل سنتز 

جود آلودگي در منظور بررسي وها انجام شد. بههمه نمونه

cDNA  سنتزشده از واكنش كنترل منفي كه شامل همه

 cDNAغير از اي پليمراز بهمواد موردنياز واكنش زنجيره

منظور كنترل كيفيت و كميت بود، استفاده شد. به

cDNA نشانگر درصد) با  2ترتيب از الكتروفورز افقي (به

و  )SL7021-PR901633(سيناژن  bp 1500 -50 اندازه

و اكتين از  G6PDHهاي نودراپ استفاده شد. توالي ژننا

آغازگرهاي اختصاصي  آوري وجمع NCBIبانك اطلاعاتي 

طراحي شد  Primer3 و Tcoffee با استفاده از برنامه

اطمينان از صحت طراحي  جهت ). در نهايت1(جدول 

   آغازگرها صورت گرفت. BLASTآغازگرهاي اختصاصي، 

  ها تجزيه داده

با دو عامل ژنوتيپ و صورت فاكتوريل به آزمايش

تكرار در سه در قالب طرح كاملاً تصادفي با سطوح تنش 

شامل تجزيه  هادادهشده انجام شد. تجزيه شرايط كنترل

 با استفاده ازها اي و تجزيه به عامل، تجزيه خوشهواريانس

انجام شد. همچنين  SPSS و SASآماري  هايافزارنرم

 ،نقاط ديگر جهت بررسي فعاليت آنزيم بينيبراي پيش
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) 23نسخه ( SPSSافزار با استفاده از نرم گرسيونر تجزيه

 Excell افزاررگرسيون با استفاده از نرم و نمودارانجام 

براي مقايسه . )Mohsenzadeh et al., 2017( رسم شد

 خطاي معيار ميانگين حداكثر فعاليت آنزيمي از

)Standard Error (بررسي بيان ژن  منظوربه .شد استفاده

 ها نيزدر تيمارهاي مختلف و مقايسه آن و فعاليت آنزيم

و  برابر فعاليت آنزيمي دو برابر با دار بيولوژيكسطح معني

   در نظر گرفته شد. بيان ژن

  

  نتايج و بحث

 ينشان داد كه در تمامها دادهنتايج تجزيه واريانس 

 برهمكنش ،يشهجز وزن خشك ربه مورد مطالعه صفات

و براي آهن در سطح احتمال پنج درصد  غلظت وژنوتيپ 

برهمكنش و  آهن وزن خشك ريشه، اثر ساده غلظت

دار بود احتمال يك درصد معنيدر سطح غلظت  وژنوتيپ 

  ). ه است(نتايج نشان داده نشد

  ايتجزيه خوشه

هاي بين ها و تفاوتجهت تعيين ميزان شباهت

از نظر كليه ها بندي آنو گروه هاي مورد مطالعهتيمار

شامل هاي مختلف روش اها بتيماراي تجزيه خوشه ،صفات

ترين و دورترين ها، نزديكمتوسط فاصله بين و درون گروه

انجام شد و  "وارد"واريانس ها و روش حداقل همسايه

قرار گرفت. از  بررسيها مورد آنبندي حاصل از گروه

 )هادورترين همسايه( لپيوستگي كامآنجايي كه روش 

ه يمورد مطالعه ارا تيمارهايبندي بهترين نتيجه را در گروه

). 1 د (شكلشروش گزارش  داد، بنابراين تنها نتايج اين

شامل گروه اول  هاي حاصل نشان داد كهبررسي گروه

و گروه دوم شامل تيمارهاي  Pokkaliتيمارهاي مختلف 

 پاسخه يكسان بودن دهندباشد كه نشانمي IR64مختلف 

   تيمارهاي مختلف آهن است. بهها اين ژنوتيپ

  
  

 در پاسخ به سميت آهن در برنج G6PDHهاي اكتين و توالي آغازگرهاي مورد استفاده براي بررسي بيان نسبي ژن -1جدول 
Table 1. Primer sequences used for relative expression of actin and G6PDH genes in response to iron toxicity 

stress in rice  
Size (bp) Annealing temperature (ºC) Sequence Gene 

176 58 
AGCAACTGGGATGACATGGA Actin-F 

GCRACATACATRGCWGGSAC Actin-R 

188 60 
GTCGATGTGGTGAGATCTGC G6PDH-F 

TTCTCAACCAGCTCCTTCCC G6PDH-R 

  

 

  
  ها)پيوستگي كامل (دورترين همسايهو روش  تطابق سادهضريب معيار  ر اساسب مورد مطالعه هاي برنجژنوتيپ ايتجزيه خوشه - 1شكل 

Figure 1. Cluster analysis of the studied rice genotypes using simple matching coefficient and complete linkage 
(farthest neighbors) method  
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  ي تجزيه عامل

عامل اصلي و  سهاساس نتايج تجزيه عاملي، تعداد  بر

كه در  مستقل با مقادير ويژه بيش از يك استخراج شدند

ها را از تنوع كل دادهدرصد  43/86توانستند  مجموع

ضرايب عاملي صفات مورد مطالعه . )2(جدول  ندنكتوجيه 

همراه وريمكس پس از چرخش ها در هر يك از اين عامل

 هايريشهمقادير  ) وCommunality( ركواريانس مشتبا 

واريانس  و درصد واريانس هر عاملدرصد  ،مشخصه

 2در جدول در توجيه واريانس كل  عامل هر سهتجمعي 

صفات  تربيشبالا بودن واريانس مشترك  .ه استشد ارايه

باشد، زيرا ها ميمناسب عاملتعداد دهنده انتخاب نشان

 صفتي از واريانس يك واريانس مشترك در حقيقت قسمت

د وشمي شناسايي شده توجيههاي عامل وسيلهكه به است

برآورد ها و انتخاب عاملو بالا بودن آن، دقت بالاي 

ايب ضر، مطالعهدر اين د. دهرا نشان مي صفتواريانس 

ر بدار و موثر رايب معنيضعنوان به 5/0 تر ازبيشعاملي 

   مدل در نظر گرفته شدند.

اختلاف و  ، طول ريشهطول اندام هوايي ،ولدر عامل ا

داراي ضرايب منفي و  ييوزن تر از وزن خشك اندام هوا

و نسبت طول ريشه به اندام هوايي داراي ضريب مثبت بالا 

طول عنوان به كه اين عاملبنابراين انتخاب  بودند.بالايي 

جهت بهبود  ،در نظر گرفته شد و ريشه) اندام هوايي( گياه

. خواهد داشتلازم را كارآيي  ارتفاعگياه از نظر  اصلاحيا 

و در آن  گذاري شدريشه نام ويژگيعنوان عامل دوم به

اختلاف وزن تر از  و وزن تر ريشه، وزن خشك ريشه صفات

برگ داراي ضرايب مثبت  سطح به همراه ريشهوزن خشك 

نشان  در عامل دومصفات اين رايب بالاي ض .ندو بالا بود

داراي همبستگي بالايي با هم اين صفات دهد كه مي

در بهبود تواند مي اين عاملبر اساس  و انتخاب هستند

عامل در . مفيد واقع شودوزن ريشه و حتي سطح برگ 

گذاري ناماندام هوايي وزن  ويژگيعنوان بهنيز كه سوم 

اختلاف وزن و اندام هوايي  خشك و تر وزن سه صفتشد، 

و دار داراي ضرايب معنيي تر و وزن خشك اندام هواي

هاي وزن اندام و بنابراين امكان بهبود ويژگي بودندمثبت 

   .هوايي بر اساس اين عامل وجود دارد

رايب همبستگي و ضها، علاوه بر تفسير تجزيه به عامل

منظور هاي مشترك، بهبندي صفات در قالب عاملگروه

انه بر گد. پراكنش دوشاستفاده نيز  تيمارهابندي گروه

از  شده است. ارايه 2در شكل هاي اول و دوم اساس عامل

برنج از اهميت  كمورفولوژي هايويژگيجايي كه  آن

مقادير  داراي هايي كهتيمار است، بنابراينبرخوردار زيادي 

 .باشندمي مطلوب ،و دوم هستنداول  هايبالاي عامل

- به سومناحيه و مطلوب  عنوان ناحيهبنابراين ناحيه اول به

نتايج اين آزمايش تحت  است.نامطلوب  ناحيه عنوان

 Pokkaliژنوتيپ  نيز نشان داد كه شرايط تنش آهن

 بوده است. IR64 ژنوتيپ برتر از و عملكرد بهتري داشته

  

  

  مطالعه شده در اين تحقيق براي كليه صفات  هاعاملنتايج تجزيه به  -2جدول 
Table 2. The results of principal component analysis for all studied traits in in this study  

 Factors 
Characteristics 

Communality 2 2 1 

0.872 0.226 -0.205 -0.882 Shoot length 

0.716 0.375 -0.074 -0.755 Root length 

0.953 -0.035 -0.005 0.976 Root/Shoot length ratio 

0.948 0.071 0.970 0.028 Root fresh weight 

0.926 0.103 0.899 0.328 Root dry weight 

0.923 -0.163 0.921 -0.216 Difference of root fresh and dry weight 

0.932 0.854 -0.172 -0.417 Shoot fresh weight 

0.928 0.919 0.131 0.256 Shoot dry weight 

0.909 0.619 -0.035 -0.725 Difference of shoot fresh and dry weight 

0.536 -0.101 0.543 0.481 Leaf area 

 2.204 2.988 3.450 Eigen value 

 22.037 29.875 34.520 Variance (%) 

 86.432 64.395 34.520 Cumulative variance (%) 
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، 250، 100اعداد صفر،  .مورد مطالعهتيمارهاي بندي جهت گروه دوم هاي اول ولفهوبر اساس م هاعاملتجزيه به پلات نمودار باي - 2شكل 

   دهند.هاي آهن را نشان ميها، غلظتدر جلوي ژنوتيپ 500و  400

Figure 2. Scatter plot of factor analysis based on first and second factors for grouping studied treatments. The 
numbers 0, 100, 250, 400 and 500 along with the genotypes indicate iron concentrations.  

 

  

 برنج به عوامل مختلفي از جمله تنش رشد كاهش

 آهن مسموميت .بستگي دارد غذايي مواد ناشي از سميت

 عملكرد كه است ايتغذيه اختلالات تريناصلي از يكي

غير ه . ب(Fageria et al., 2008)كند مي محدود را برنج

چه و وزن تر چه به ساقهصفات طول ريشه، طول ريشه از

. ژنوتيپ ندبودندار يشاهد معنتيمار ساير صفات در  ،ريشه

Pokkali  در صفات وزن تر و وزن خشك اندام هوايي در

داري خود اختلاف معني تمامي سطوح نسبت به شاهد

نشان داد. همچنين اين ژنوتيپ در صفات وزن تر ريشه، 

خشك ريشه و اختلاف وزن تر از وزن خشك اندام  وزن

گرم در ميلي 500جز تيمار هوايي در تمامي تيمارها به

داري داشت. ليتر آهن نسبت به شاهد اختلاف معني

اختلاف وزن تر از وزن خشك اندام هوايي در تمامي 

تر نسبت به ژنوتيپ ديگر كم Pokkaliسطوح در ژنوتيپ 

و غلظت  تيمار شاهدجز به ،گاما در صفت سطح بر ،بود

 500و  400 ،250 در سطوح ،گرم در ليتر آهنميلي 100

تري نسبت گرم در ليتر آهن داراي سطح برگ بيشميلي

در هر دو  نيز بود. وزن خشك ريشه IR64به ژنوتيپ 

گرم در ميلي 500 و 250سطوح تنش با اعمال ژنوتيپ 

يشه و در رشد ر ،ليتر آهن كاهش يافت. با اعمال تنش

يابد. گياه در برابر نتيجه آن وزن خشك ريشه كاهش مي

تر فتوسنتز خود را به تجمع دهد بيشتنش ترجيح مي

ماده خشك در ريشه اختصاص دهد تا اين ماده را در ساقه 

كار توانايي خود را و اندام هوايي ذخيره كند، زيرا با اين

فظ تري از آب موجود در خاك حبراي جذب مقدار بيش

محققان  ،رو). از اينAsseng et al., 1998 خواهد كرد (

كننده) به گزارش كردند كه نسبت بالاتر ريشه (اندام جذب

كننده) توان گياه را براي تحمل اندام هوايي (اندام مصرف

 ;Puangbut et al., 2009( بخشدشرايط تنش بهبود مي

Ganjeali et al., 2011در كل  ،ن). بنابرايIR64 عنوان هب

عنوان ژنوتيپ مقاوم در نظر به Pokkaliژنوتيپ حساس و 

  ).(Wu et al., 2014گرفته شد 
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  G6PDHبيان نسبي ژن 

در ژنوتيپ  G6PDHترين ميزان بيان نسبي ژن بيش

Pokkali  آهن مشاهده گرم در ليتر ميلي 100در غلظت

گرم ميلي 250به  100از  آهن . با افزايش غلظت تنششد

در ژنوتيپ  G6PDHميزان بيان نسبي ژن  ،در ليتر

Pokkali و  250، 100اعمال سطوح  ، اماكاهش يافت

تفاوت  IR64گرم در ليتر آهن در ژنوتيپ ميلي 400

با افزايش  و فقط داري در بيان اين ژن ايجاد نكردمعني

گرم در ليتر آهن سبب كاهش ميلي 500تنش به تر بيش

افزايش ميزان  ).3(شكل شد  در اين ژنوتيپ بيان اين ژن

 IR64به  نسبت Pokkaliهاي ديگر در ژنوتيپ بيان ژن

 شده استنيز گزارش  يديگر گرانقبلاً توسط پژوهش

)Mohsenzadeh Golfazani et al., 2018; Vahedi 

et al., 2019.(  

در  Glc6PDHaseبا توجه به نقش فيزيولوژيك 

ي كه منبع در تاريكي و زمان فقطكلروپلاست، اين آنزيم 

NADPH وسيله جريان الكترون فتوسنتزي متوقف به

شرايط  تحت .)Pessarakli, 2019( شودفعال مي شود،

و  ATPو عدم مصرف  دليل توقف واكنش كالوينهتنش، ب

NADPH ، يابد و گياه با در سلول افزايش ميميزان آن

 NADPHهاي مختلف سعي بر كاهش اجراي مكانيزم

هاي فعال اكسيژن و تنش اكسيداتيو دارد تا از توليد گونه

و اگر ميزان  جلوگيري كند NADPHناشي از افزايش 

گياه با تنش اكسيداتيو رو به رو  ،ژن زياد باشد اينبيان 

شود. احتمالاً در ژنوتيپ متحمل براي كاهش خسارات مي

در ميزان بيان نسبي اين ژن  ،ناشي از تنش اكسيداتيو

  يابد. برابر كاهش مي سه حدود

دار آهن سبب كاهش معنياعمال تنش طور كلي، به

 IR64 و Pokkali در هر دو ژنوتيپ G6PDH بيان ژن

در  Pokkaliدر ژنوتيپ  ژناين شد. ميزان بيان نسبي 

اما با افزايش ، گرم در ليتر آهن زياد بودميلي 100غلظت 

به هر ميزان بيان نسبي اين ژن كاهش يافت.  ،غلظت تنش

و  100در غلظت  G6PDHميزان بيان نسبي ژن حال، 

ترتيب به Pokkaliدر ژنوتيپ آهن گرم در ليتر ميلي 500

در  و IR64تر از ژنوتيپ برابر بيش 9و  11 ر حدودد

 سه در حدودگرم در ليتر آهن ميلي 400و  250سطوح 

اين در حالي بود كه بود.  IR64ژنوتيپ تر از بيشبرابر 

دار بيان اين ژن در هر دو ياعمال تنش سبب كاهش معن

با اعمال  Pokkaliبا اين تفاوت كه در ژنوتيپ  ،ژنوتيپ شد

تنش ميزان بيان نسبي اين ژن كاهش يافت تا  سطوح كم

، عمل آيداز خسارات ناشي از تنش اكسيداتيو ممانعت به

بيان ژن  ،تنش تربالاغلظت  IR64در ژنوتيپ  كهدر حالي

با كاهش بيان اين ژن  IR64كاهش يافت. احتمالاً ژنوتيپ 

هاي ناشي از در سطوح بالاي تنش آهن سعي در رفع تنش

و دارد. با اين تفاوت كه كاهش بيان اين ژن تنش اكسيداتي

تواند شود كه اين ميفقط در سطوح بالاي تنش ايجاد مي

يكي از دلايل حساسيت اين ژنوتيپ به سميت ناشي از 

  ). Ho et al., 2007تنش آهن باشد (

  فعاليت آنزيم پراكسيداز

ترين ميزان فعاليت آنزيم پراكسيداز در هر دو كم

گرم در ميلي 250در غلظت IR64 و  Pokkaliژنوتيپ 

اين ترين ميزان فعاليت بيش مشاهده شد، اماليتر آهن 

گرم در ميلي 100در غلظت  Pokkaliآنزيم در ژنوتيپ 

سپس و  شاهد در سطح IR64ليتر آهن و در ژنوتيپ 

و  4 هاي(شكل صورت گرفتگرم در ليتر آهن ميلي 500

هاي كسيداز در نمونهترين ميزان فعاليت آنزيم پرابيش .)5

 370و  360ترتيب در غلظت به IR64و  Pokkaliشاهد 

ميزان فعاليت آنزيم پراكسيداز در سطوح  مولار بود.ميلي

گرم در ليتر آهن در ژنوتيپ ميلي 400و  250تنش 

Pokkali ترتيب در غلظتتر از نمونه شاهد بود و بهكم -

به حالت  هيدروژنكسيدمولار پراميلي 400و  350هاي 

گرم در ليتر آهن ميلي 500و  100اما سطوح  ،اشباع رسيد

 390و  310هاي ترتيب در غلظتبه Pokkaliدر ژنوتيپ 

 ترين حد خود رسيدهيدروژن به بيشمولار پراكسيدميلي

   .)4(شكل 

ميلي  400 و 250 ،100كه تحت تيمار  IR64ژنوتيپ 

شاهد به نقطه هاي گرم در ليتر آهن بود، زودتر از نمونه

ترين ميزان فعاليت اشباع آنزيمي رسيد به طوري كه بيش

ميلي مولار  360و  400، 330ها به ترتيب در آنزيمي آن

 500هيدروژن بود. اين در حالي است كه تيمار پراكسيد

ميلي مولار  350در  IR64ميلي گرم در ليتر آهن ژنوتيپ 

راكسيداز هيدروژن به حداكثر فعاليت آنزيم پپراكسيد

   ).5 رسيد (شكل
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  Pokaliو  IR64هاي گياهچه در سميت آهنتحت تنش  Real time PCRروش  با G6PDHژن  بيان الگوي -3  شكل
Figure 3. Expression pattern of G6PDH gene using real-time PCR under iron toxicity stress in IR64 and Pokali 

seedlings  
 
 

  

اعداد صفر، . سطوح مختلف آهنو پراكسيدهيدروژن  مختلف هايغلظت در Pokkaliژنوتيپ در پراكسيداز  آنزيم واكنش سرعت - 4شكل 

 دهند. هاي آهن را نشان ميها، غلظتدر جلوي ژنوتيپ 500و  400، 250، 100
Figure 4. Reaction rate of the peroxidase (POD) enzyme in Pokkali genotype at different H2O2 and iron 

concentrations. The numbers 0, 100, 250, 400 and 500 along with the genotypes indicate iron concentrations.  
  

  

  

اعداد صفر، . سطوح مختلف آهنو پراكسيدهيدروژن  مختلف هايغلظت در IR64 ژنوتيپدر پراكسيداز  آنزيم واكنش سرعت - 5شكل 

 دهند. هاي آهن را نشان ميها، غلظتدر جلوي ژنوتيپ 500و  400، 250، 100
Figure 5. Reaction rate of the peroxidase (POD) enzyme in IR64 genotypes at different H2O2 and iron 

concentrations. The numbers 0, 100, 250, 400 and 500 along with the genotypes indicate iron concentrations.  
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ترين ميزان فعاليت آنزيمي در تيمارهاي مقايسه بيش

گرم در ليتر آهن با شاهد ميلي 500و  400، 250، 100

سرعت فعاليت كاربرد آهن نشان داد كه  IR64ژنوتيپ در 

. همچنين دادشاهد كاهش تيمار نسبت به  راآنزيمي 

ر آهن با گرم در ليتميلي 400و  250مقايسه سطوح تيمار 

نشان داد كه ميزان سرعت  Pokkaliشاهد در ژنوتيپ 

اما  ،فعاليت آنزيمي نسبت به شاهد كاهش يافته است

هايي كه تحت تيمار ميزان سرعت فعاليت آنزيمي نمونه

گرم در ليتر آهن قرار گرفتند، نسبت به ميلي 500و  100

 ).6 شاهد افزايش يافت (شكل

ح آهن در وسطكليه ز در ميزان فعاليت آنزيم پراكسيدا

طوري به ،بود IR64تر از ژنوتيپ بيش Pokkaliژنوتيپ 

 در IR64ترين ميزان فعاليت آنزيمي در ژنوتيپ كه بيش

و  370ترتيب گرم در ليتر آهن بهميلي 500شاهد و تيمار 

هيدروژن بود و پس از آن كاهش مولار پراكسيدميلي 350

 Pokkaliدر ژنوتيپ ي فعاليت آنزيمكه در صورتي ،يافت

، در غلظت گرم در ليتر آهنميلي 250و  100تحت تيمار 

  .ر پراكسيدهيدروژن به اشباع رسيدمولاميلي 350و  310

ژنوتيپ  ،گرم در ليتر آهنميلي 500و  400در تيمار 

Pokkali  نسبت به ژنوتيپIR64 تري از در غلظت بيش

نقطه اشباع پراكسيدهيدروژن داراي حداكثر فعاليت بود. 

در سطوح  IR64و  Pokkali هايآنزيمي در ژنوتيپ

و  100طوري كه در سطوح به ،متفاوت بود ،مختلف آهن

تر از كم Pokkaliگرم در ليتر آهن در ژنوتيپ ميلي 250

 Pokkaliژنوتيپ  ).5و  4 هايبود (شكل IR64ژنوتيپ 

گرم در ليتر ميلي 250و  100كه تحت تيمار با سطوح 

تري از رار داشت در مقايسه با شاهد، با غلظت كمآهن ق

). 4 هيدروژن به نقطه اشباع آنزيمي رسيد (شكلپراكسيد

تر از احتمالاً ميزان فعاليت آنزيمي در اين سطوح كم

هايي از اين ژنوتيپ هاي شاهد بوده است. اما نمونهنمونه

گرم در ليتر آهن قرار ميلي 500و  400كه تحت تيمار 

شاهد در غلظت بالاتري از تيمار نسبت به  ،گرفتند

. احتمالاً با ندپراكسيدهيدروژن به حالت اشباع رسيد

تر افزايش غلظت آهن ميزان فعاليت آنزيم پراكسيداز بيش

 را كاهش دهد ناشي از سميت آهن 2O2H توليدشد تا 

)Sadeghipour et al., 2008.(  

 100وضعيت متفاوت بود و سطوح  IR64در ژنوتيپ  

هاي شاهد گرم در ليتر آهن نسبت به نمونهميلي 500و 

 اين ژنوتيپ زودتر به حالت اشباع آنزيمي رسيدند (شكل

). بنابراين ميزان فعاليت آنزيمي با وجود تيمارهاي آهن 5

 ،. احتمالاً تحت تيمار آهنبودتر از شاهد در اين سطوح كم

ري كندت پاسخ Pokkaliنسبت به ژنوتيپ  IR64ژنوتيپ 

در برابر سميت آهن براي توليد آنزيم پراكسيداز دارد. 

هاي غيرزيستي مانند شوري، خشكي، نور بيش اعمال تنش

  سبب افزايش ميزان نيز از حد و فلزات سنگين 

 Caverzan( ندهاي آنزيمي و غيرآنزيمي شداكسيدانآنتي

et al., 2012(.   

در بين سطوح  IR64ژنوتيپ در فعاليت آنزيمي 

گرم در ميلي 500در غلظت  فقط ،لف تيمار با آهنمخت

فعاليت حداكثر ليتر آهن نسبت به شاهد افزايش يافت و 

اين  .دمشاهده ش 2O2Hمولار ميلي 350غلظت  درآنزيم 

شاهد در در تيمار كه حداكثر فعاليت آنزيمي  بوددر حالي 

). نتايج 5 (شكل مشاهده شدمولار ميلي 370غلظت 

نشان  )Fang and Kao, 2000( كائو تحقيقات فانگ و

سميت ناشي از آهن سبب افزايش فعاليت آنزيم كه داد 

 ،در آزمايش ديگري .شودپراكسيداز در برگ برنج مي

ساعت در برنج سبب  72مدت اعمال تنش شديد آهن به

 Majerus(اكسيداني شد هاي آنتيافزايش فعاليت آنزيم

et al., 2007.( تحمل ژنوتيپ يل احتمالاً يكي از دلا

Pokkali افزايش ميزان فعاليت  ،نسبت به سميت آهن

. در استتر سميت آهن آنزيم پراكسيداز در سطوح بيش

فعاليت آنزيم  ،آزمايشي با اعمال تنش آهن در برنج

برابر  حدوداً دو )IR97(پراكسيد در ژنوتيپ متحمل 

 Bode et( گزارش شد )IR64(تر از ژنوتيپ حساس بيش

al., 1995(. افزايش فعاليت آنزيم پراكسيداز  ،در واقع

شرايط  تحتهيدروژن  سبب كاهش اثر مخرب پراكسيد

  .)Mehraban et al., 2008(شود ميسميت آهن 

ميزان  ،گرم در ليترميلي 500با افزايش غلظت تنش تا 

 افزايش يافت و IR64فعاليت آنزيم پراكسيداز در ژنوتيپ 

با  ،اين ژنوتيپ به سميت آهن دليل حساسيتبه احتمالاً

اما  ،افزايش آن فعاليت آنزيم پراكسيداز كاهش يافت

آهن داراي فعاليت  تنشتر در سطوح كم Pokkaliژنوتيپ 

با كه رسد تر نسبت به شاهد بود. به نظر ميآنزيمي كم

افزايش غلظت آهن، فعاليت آنزيم پراكسيداز در اين 

از سميت آهن  ناشي 2O2Hژنوتيپ براي جاروب كردن 

  ).Saikia and Baruah, 2013( افزايش يافته است
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 IR64و  Pokkaliهاي ژنوتيپ گرم بر ليتر) در(ميلي هاي مختلف آهندر غلظت پراكسيداز آنزيم عاليتف - 5 شكل

Figure 5. Activity of peroxidase enzyme at different iron concentrations (mg/l) in Pokkali and IR64 genotypes 
  

 گيري كلينتيجه

نتايج اين پژوهش نشان داد كه اعمال تنش آهن در 

در هر دو  طوح مختلف سبب تغييرات مرفولوژيكس

، اما اين تغييرات در ژنوتيپ حساس و متحمل شدژنوتيپ 

. فعاليت آنزيم پراكسيداز و بيان نسبي ژن بودمتفاوت 

G6PDH  اي مورد هدر ژنوتيپشرايط تنش  تحتنيز

طور كه در اين پژوهش مشاهده  همان بررسي متفاوت بود.

با  Pokkali در ژنوتيپميزان فعاليت آنزيم پراكسيداز  ،شد

 2O2Hاز ميزان  احتمالاًتا  تر شدبيشافزايش غلظت آهن 

ميزان در مقابل، ناشي از سميت آهن بكاهد. ي توليد

 تلفمخ تيمارهاي تحت IR64 ژنوتيپ در فعاليت آنزيمي

 ،. احتمالاً تحت تيمار آهنبودشاهد  تيمار تر ازآهن كم

كندتري  پاسخ Pokkaliنسبت به ژنوتيپ  IR64ژنوتيپ 

 در برابر سميت آهن براي توليد آنزيم پراكسيداز دارد.

اعمال تنش  ، نتايج اين تحقيق نشان داد كههمچنين

در هر دو ژنوتيپ  G6PDHسبب كاهش بيان نسبي ژن 

با اعمال سطوح  Pokkaliتفاوت كه در ژنوتيپ با اين  ،شد

در ميزان بيان نسبي اين ژن كاهش يافت،  ،كم تنش

كاهش بيان اين ژن فقط در  IR64در ژنوتيپ  كهحالي

شد. كاهش بيان نسبي اين ژن  مشاهدهسطوح بالاي تنش 

دهنده مكانيزم تواند نشانمياحتمالاً تر تنش در سطوح كم

تا از توليد  باشد NADPH كاهشكمك  زدايي باسم

هاي فعال اكسيژن و تنش اكسيداتيو ناشي از افزايش گونه

NADPH ند. جلوگيري ك  
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Abstract 
Under the iron toxicity conditions, one of the most important limiting factors of rice production in 

agricultural lands is the increase of active oxygen radicals and thus decrease of plant growth and 
development. In this study, the effect of iron induced toxicity at 0 (control), 100, 250, 400 and 500 
mg/l (Fe-EDTA) levels were investigated on some morphological traits, relative expression of G6PDH 
photosynthetic gene and activity of peroxidase enzyme in two rice genotypes, Pokkali (tolerant) and 
IR64 (susceptible), at four-leaf growth stage under hydroponic conditions with Yoshida nutrient 
solution. The experiment was carried out as factorial with two factors, genotype and iron concentration 
(two and five levels, respectively), in a completely randomized deshgn with three replications. The 
results showed that the interaction of iron toxicity and genotype had significant effect on all studied 
traits except root dry weight. Cluster analysis using farthest neighbor divided the ten studied 
treatments into two separate groups. Principal component analysis showed also that 66% of the total 
variation was explained by two principal components. Applying iron toxicity stress reduced the 
relative expression of G6PDH gene in both genotypes, exept that the relative expression of this gene 
in the Pokkali genotype decreased with the application of low stress levels, but in the IR64 genotype, 
the decrease in expression of this gene observed only at high stress levels. The lowest activity of 
peroxidase enzyme was observed in both Pokkali and IR64 genotypes at 100 mg/l iron and the highest 
activity were observed at 400 and 250 mg/l, respectively. It seems that decreasing the expression of 
G6PDH gene at low stress levels and increasing the activity of peroxidase enzyme in the tolerant 
genotype can reduce the amount of hydrogen peroxide induced by iron toxicity. 
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