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چکیده
 آلومینیوم از جمله عناصر بسیار سمی است که خاک، آب و زنجیره غذایی را آلوده کرده و تهدیدی جدی برای سلامتی انسان و محصولات کشاورزی است. در پژوهش حاضر کلرید آلومینیوم در هفت غلظت (0، 25، 50، 75، 100 و 125 و 150 میکرومولار) در شرایط کنترل شده بر روی گیاه گوجه فرنگی به مدت 21 روز به کار گرفته شد. نتایج نشان داد تنش آلومینیوم به طور معنی داری محتوی پراکسیداسیون لیپیدهای غشا را افزایش داد که نشان دهنده القا تنش اکسیداتیو توسط آلومینیوم در گیاه گوجه فرنگی است. همچنین میزان پروتئین در هر دو بخش  ریشه و برگ روند کاهشی را به طور معني داري نشان داد. بررسی مکانیسم های دفاعی، از طریق اندازه گیری فعالیت آنزیم های آنتی اکسیدان نشان داد که تنش آلومینیوم فعالیت آنزیم های سوپراکسید دیسموتاز (SOD)، کاتالاز (CAT) ، گایاکول پراکسیدازها ( (POX، آسکوربات پراکسیداز  (APX)و پلی فنل اکسیداز (PPO) را افزایش داد. تجمع آلومینیوم در برگ​ها ابتدا افزایش و سپس در غلظت​های بالاتر از آلومینیوم کاهش یافت اما در سیستم ریشه​ای افزایش قابل توجهی در تجمع آلومینیوم در غلظت​های بالای Al (150 میکرومولار آلومینیوم) مشاهده شد. افزایش پراکسیداسیون لیپیدهای غشا در شرایط تنش آلومینیوم، نشان داد که سرکوب رادیکال های آزاد اکسیژن خارج از توان گیاه به خصوص در تیمارهای 75 تا 150 میکرومولار بوده است و القا مکانیسم های دفاع آنزیمی گیاه در مقابل صدمات اکسیداتیو موثر نبوده است. بنابراین استفاده از ترکیبات حفاظتی برون زا می تواند ظرفیت آنتی اکسیدانی این گیاه را در برابر شرایط تنش افزایش دهد.
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مقدمه

آلومینیوم سومین عنصر فراوان پوسته زمین  (Achary et al.,2008)بعد از اکسیژن و سیلیسیم است (Chen et al., 2010) که تقریبا 7 درصد از جرم پوسته زمین را در بر می​گیرد (Giannakoula et al., 2008). با کاهش pH خاک، فعالیت آلومینیوم در خاک و در نتیجه سمیت آن برای گیاه افزایش قابل​توجهی پیدا می​کند (Dong et al., 2002) همچنین اسیدی شدن خاک در سراسر جهان در نتیجه فعالیت انسان​ ها (افزایش آزادسازی آلاینده​های صنعتی و استفاده مداوم از کود​های آمونیاکی یا حاوی آمید) در حال افزایش است  .(Tabaldi et al., 2009) تنش​های زیستی و غیر زیستی منجر به شکل​گیری گونه​های اکسیژن واکنش​پذیر (ROS) می​شود. توليد گونه هاي اكسيژن فعال سبب پراكسيداسيون ليپيدهاي غشاء، تخريب پروتئين​ها و نوكلئيك اسيدها مي شود   (Jiang and .Zhang, 2001)  گياهان براي كاهش دادن اثر مخرب گونه هاي اكسيژن فعال مكانيسم هاي متفاوتي دارند. از جمله اين مكانيسم​ها مي​توان به سيستم دفاع آنتي اكسيداني اشاره كرد. اين سيستم شامل سيستم آنزيمي و غيرآنزيمي است. آنزيم​هاي آنتي اكسيدان مانند كاتالاز، سوپراكسيد​ديسموتاز و پراكسيداز در پاكسازي راديكال​هاي آزاد اكسيژن در سلول نقش دارند .(Agarwal and Pandey, 2004) در پاسخ به افزايش توليد گونه هاي فعال اكسيژن، ظرفيت دفاع آنتي اكسيداني و فعاليت آنزيم​هاي آنتي اكسيدان افزايش مي يابد .(Gressel and Galun, 1994) اولين آنزيم پاكسازي كننده سوپراكسيد ديسموتاز است كه تبديل راديكال سوپراكسيد به پراكسيد​هيدروژن كه يك مولكول با خاصيت غير​راديكالي است را بر عهده دارد. پراكسيد هيدروژن توليد شده توسط آنزيم كاتالاز و يا آسكوربات پراكسيداز  تبديل  به آب و اكسيژن مي شود(Comba et al., 2010) . آنزيم پراكسيداز نقش مهمي را در جاروب كردن پراكسيد هيدروژن دارد كه اين عمل با كمك اسيد آسكوربيك به عنوان يك دهنده الكترون براي احياي پراكسيد هيدروژن به آب صورت مي گيرد. درطي اين واكنش اسيد آسكوربيك به مونودهيدروآسكوربات تبديل مي شود. گایاکول پراکسیدازها (POX) گلیکوپروتئین​هایی هستند که فنل​ها را مانند یک دهنده هیدروژن مصرف کرده و در فرایند​های نمو، لیگنین سازی، بیوسنتز اتیلن، دفاع و التیام زخم​ها شرکت می​کنند(Verma and Dubey, 2003 ; .Michalak, 2006) تغييرات در ميزان فعاليت آنزيم های آنتي اكسيدان در شرايط تنشهای محيطي مختلف گزارش شده است .(Hernandez et al., 2000) همچنین تخريب پروتئين ها و انباشت برخى آمينواسيدهاى آزاد در جهت حفظ وتنظيم فشار اسمزى سلول و کاهش سنتز پروتئين در شرايط تنش مشاهده شده است (Hissao, 1973 ; Moran et al., 1994) . برخى از پژوهشگران رکود سنتز پروتئين را به کاهش تعداد پلى زوم هاى سلولى نسبت داده اند  .(Creelman et al., 1990)یکی از واكنشهايی كه در حضور انواع اكسيژن فعال سرعت بيشتري پيدا مي كند، پراكسيداسيون ليپيدهای غشايی است كه باعث توليد آلدئيدهايي مثل مالون دی آلدئيد(MDA)  و تركيباتي مثل اتيلن مي شوند .(Qiujie et al., 1996) اثر راديكال​های اكسيژن بر ليپيدها و پراكسيداسيون آنها ناشي از اثر بر پيوندهاي دوگانه اسيدهای چرب غير​اشباع می باشد كه واكنشهای زنجيره​اي پراكسيداسيون را تحريك كرده و منجر به تخريب اسيدهای چرب مي​شوند. راديكال​های هيدروكسيل و يا اكسيژن يكتايی مي توانند با گروه​های متيلن اسيدهای چرب غير اشباع واكنش داده و توليد راديكالهای ليپيد پراكسی و هيدروپراكسی كنند (Bandyopadhyay et al., 1999). 
گوجه فرنگی گیاهی با کاربرد فراوان در میان سبزیجات در دوره های متفاوت کشت و زراعت است همچنین بخش وسیعی از این محصول در گل خانه کشت می شود و استفاده از سوبسترا​های ویژه و تکنیک های کوددهی و آبیاری در آن درگیر است (Gil et al., 2004 ; Huang and Jin, 2008). بنابراین ریسک تجمع عناصر سنگینی مانند آلومینیوم در این گیاهان افزایش می یابد. در نتیجه نیاز به بررسی پاسخ فیزیولوژیکی محصولات غذایی مانند گوجه فرنگی به سمیت این فلزات ضروری به نظر می رسد. بررسی مکانیسم سازگاری به تنش آلومینیوم، می تواند بینش جدیدی درباره ی فرایند تنش آلومینیوم در این گیاه ایجاد کند و یا حتی  مقاومت محصولات را به تنش آلومینیوم بهبود بخشند. هدف از انجام اين پژوهش بررسي اثر تنش آلومینیوم برالقاء تنش اكسيداتيو و پراکسیداسیون لیپید، تخریب پروتئین و بررسی سیستم دفاع آنتی اکسیدانی گیاه گوجه فرنگی در غلظت های متفاوت آلومینیوم است.
مواد و روش​ها

کشت و تیمار گیاه : بذرهای گیاه گوجه​فرنگی (Mill.  (Lycopersicon esculentum از موسسه بذر و نهال کرج تهیه شد. تعداد 500 عدد بذر یکنواخت و همگن انتخاب شدند و برای جلوگیری از آلودگی قارچی توسط هیپوکلریت سدیم 1 درصد به مدت 10 دقیقه ضدعفونی شدند. پس از این مرحله تعداد 10 عدد بذر درون ظروف پتری سترون حاوی یک لایه کاغذ صافی قرار داده شدند. سپس ظروف پتری فوق با ورق آلومینیومی پوشانده شدند. بعد از 4 روز بذرها جوانه زدند. از بین آن​ها، بذرهای جوانه زده یکنواخت انتخاب شدند. گیاهک​های 6روزه به گلدان​های حاوی ماسه مرطوب شده با آب مقطر منتقل شدند. در کف گلدان​ها چندین منفذ کوچک وجود داشت تا آب ماسه در حد ظرفیت مزرعه باشد و سپس گلدان​ها به شرایط نوری مناسب انتقال داده شدند و به مدت 14 روز با محلول هوگلند آبیاری شدند. زمانی که گیاهان 20 روزه شدند تیماردهی آغاز شد. گیاهان تحت تیمار کلرید آلومینیوم (AlCl3) در غلظت های 0، 25 ، 50 ، 75 ، 100 ، 125 و 150 میکرومولار قرار گرفتند. در طول دوره تیماردهی، هفته ای سه بار گلدان ها با محلول غذایی مورد نظر (محلول هوگلند به همراه تیمارهای کلرید آلومینیوم) آبیاری شدند. برای جلوگیری از انباشته شدن اضافی یون ها در هنگام آبیاری، نیمی از محلول مورد استفاده از ته گلدان ها خارج می شد و در فواصل تیماردهی گلدان ها با آب مقطر آبیاری شدند که این کار از طریق زیرگلدانی صورت می گرفت.  درجه حرارت 25 درجه سانتی گراد در روز و 18 درجه سانتی گراد در شب در نظر گرفته شد. طول دوره روشنایی و تاریکی به ترتیب 16 و 8 ساعت تنظیم شد. pH در تمام محلول​های غذایی تهیه شده در حد 5/5 تنظیم گردید. برای به حداقل رساندن اثرات میکروکلیمایی در محیط رشد گیاه در گل​خانه گردش وضعی و جابه جایی تصادفی گلدان​ها به صورت روزانه در دوره رشد انجام پذیرفت. گیاهان 40 روزه جهت سنجش​های بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی برداشت شدند. 

سنجش پراکسیداسیون لیپید: اندازه​گیری میزان پراکسیداسیون لیپیدهای غشایی به وسیله تست تیوباربیتوریک اسید (TBAT) با سنجش میزان مالون​دی​آلدئید انجام شد. 2/0 گرم بافت تر برگ و ریشه در 5 میلی لیتر تری کلرواستیک​اسید (TCA) 1/0 درصد همگن شده سپس عصاره ی حاصل به فالکون انتقال یافته و به مدت 5 دقیقه در g 6000 سانتریفیوژ شد. به یک میلی لیتر از محلول رویی 4 میلی لیتر تری کلرواستیک اسید 20 درصد که حاوی 5/0 درصد تیوباربیتوریک​اسید بود اضافه شد. مخلوط فوق به مدت 30 دقیقه در حمام آب گرم (95 درجه سانتی گراد)، انکوبه گردیدند. سپس مخلوط حاصل بلافاصله در حمام یخ سرد شد و بعد از آن در سرعت g 6000 به مدت 10 دقیقه سانتریفیوژ گردید. میزان جذب مایع رویی در طول موج 532 نانومتر تعیین و جذب ناویژه در 600 نانومتر از آن کسر شد. غلظت مالون​دی آلدئید (MDA) با استفاده از ضریب تصحیح  (μ mol-1 cm-1) 155/0 محاسبه و براساس واحد میکرومول بر گرم وزن تر (μmol g-1 FW) بیان شد  .(Health and Packer, 1968)
سنجش پروتئین : اندام هوایی و ریشه تازه گیاهان پس از توزین ، توسط 2 میلی لیتر بافر فسفات 1/0 مولار (8/6(pH   به صورت هموژن درآمد. پس از همگن سازی، هر کدام از نمونه ها به ویال های 2 میلی لیتری منتقل شدند. سپس سانتریفوژ نمونه ها درg  15000 به مدت 12 دقیقه در دمای 4 درجه سانتی گراد انجام شد. از بخش رویی عصاره جهت سنجش غلظت پروتئین کل عصاره های گیاهی با استفاده از روش برادفورد (1976) استفاده شد (Bradford, 1976).
سنجش فعالیت آنزیم:
سنجش فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسموتاز : مخلوط واکنش برای سنجش فعالیت آنزیم شامل بافر فسفات 50 میلی مولار، متیونین 013/0 مولار، EDTA 1/0 میکرومولار و ریبوفلاوین 2 میکرومولار می باشد که در تاریکی کامل نگهداری شد. بلافاصله پس از اضافه کردن ریبوفلاوین، 3 میلی لیتر از آن را درون لوله آزمایش ریخته و به هر لوله 100 میکرولیتر نمونه عصاره پروتئینی اضافه شد. لوله​های آزمایش به مدت 16 دقیقه در فاصله 30 سانتی​متری از منبع نور قرار گرفتند و در این فاصله دستگاه اسپکتروفتومتر در طول موج 560 نانومتر و توسط محلول تاریکی به عنوان شاهد تنظیم شد. پس از 16 دقیقه جذب نمونه​ها در طول موج مذکور خوانده شد. از آنجائیکه یک واحد آنزیم مذکور عبارت است از میزانی از آنزیم که 50 درصد بازداشت ایجاد می کند، فعالیت آنزیم سوپراکسیددیسموتاز براساس واحد آنزیمی به ازای هر میلی گرم پروتئین برای تمام نمونه​ها محاسبه گردید (Giannopolitis et al., 1997).
سنجش فعالیت آنزیم کاتالاز : بررسی میزان فعالیت آنزیم کاتالاز (CAT) با بررسی کاهش مقدار پراکسید هیدروژن در طول موج 240 نانومتر انجام شد. مخلوط واکنش شامل بافر فسفات 50 میلی مولار (7 pH) و پراکسید هیدروژن 15 میلی مولار بود. واکنش با افزودن 100 میکرولیتر عصاره​ی آنزیمی در حجم نهایی 3 میلی لیتر آغاز گردید. تغییرات جذب در 240 نانومتر به مدت 3 دقیقه ثبت شد. سپس فعالیت آنزیم به صورت تغییرات جذب در دقیقه به ازای وزن تر بیان گردید  .(Dazy et al., 2008)
سنجش فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز: برای سنجش فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز، مخلوط واکنش شامل بافر فسفات 250 میلی مولار(7pH )، آب اکسیژنه 2/1 میلی مولار، اسید آسکوربیک 5/0 میلی مولار و EDTA 1/0 میلی مولار بود. با اضافه کردن آب اکسیژنه به مخلوط واکنش فعالیت آنزیمی شروع شد. کاهش جذب نور به علت پراکسیداسیون اسید آسکوربیک در طول موج 290 نانومتر به مدت 2 دقیقه با دستگاه اسپکتروفتومتر خوانده شد. برای محاسبه فعالیت آنزیم از تغییرات جذب در یک دقیقه استفاده شد .(Dazy et al., 2008) 
سنجش فعالیت آنزیم گایاکول پراکسیداز: فعالیت آنزیم گایاکول پراکسیداز (GPX)، به صورت زیر مورد ارزیابی قرار گرفت. محیط واکنش شامل بافر پتاسیم فسفات 25 میلی مولار (8/6pH ) و پراکسید هیدروژن 40 میلی مولار و گایاکول 20 میلی مولار بود. واکنش با افزودن 100 میکرولیتر عصاره ی آنزیمی در حجم نهایی 3 میلی لیتر آغاز گردید. افزایش جذب به وسیله​ی تشکیل تتراگایاکول در طول موج 470 نانومتر به مدت 3 دقیقه ثبت شد. سپس فعالیت آنزیم به صورت تغییرات جذب در دقیقه به ازای هر گرم وزن تر در دقیقه بیان گردید (Dazy et al., 2008).
سنجش فعالیت آنزیم پلی فنل اکسیداز: سنجش فعالیت آنزیم پلی فنل اکسیداز از روش ریموند (1993) استفاده شد. ابتدا تعدادی لوله آزمایش در حمامی با دمای 40 درجه سانتی گراد گذاشته شد. سپس  بافر فسفات 2/0 مولار با 6 pH  و پیروگالل 02/0 مولار به هر یک از لوله​ها افزوده شد. پس از رسیدن دمای لوله​ها دقیقا به 40 درجه به هر لوله 2/0 میلی لیتر عصاره افزوده شد و تغییرات جذب در 430 نانومتر خوانده شد(Raymond et al., 1993).
سنجش میزان تجمع عنصر آلومینیوم : برای سنجش میزان آلومینیوم ریشه و برگ 5/0 گرم از وزن تر ماده گیاهی (برگ و ریشه) به دقت وزن شد و در بوته چینی قرار داده شد و در دمای 500 درجه سانتی گراد به مدت 4 ساعت در کوره سوزانده شد. سپس خاکستر حاصل در 5 میلی لیتر از اسیدنیتریک غلیظ به مدت 30 دقیقه در دمای اتاق نگهداری شد. در نهایت حجم نمونه ها توسط آب مقطر دو بار تقطیر به 10 میلی لیتر رسانده شد. سرانجام میزان عنصر آلومینیوم نمونه ها توسط دستگاه ICP-OEC (مدل Vista-Tro استراليا) اندازه گیری شد (Buendia-Gonzalez et al., .2010)
آنالیزهای آماری:

بررسی آماری اطلاعات با استفاده از کتاب اصول آمار زیستی خاوری نژاد 1375 (خاوری نژاد، 1375) صورت گرفته است. بررسی های آماری براساس آنالیز واریانس تک عاملی توسط نرم افزار SPSS ویرایش 16  و نرم افزار SAS ویرایش 9 در سطح احتمال P< 0.001  انجام شد. مجموعا 7 تیمار با 4 تکرار در نظر گرفته شد.
نتایج

نتایج مربوط به سنجش میزان پراکسیداسیون لیپید برگ و ریشه: در شکل 1 میزان پراکسیداسیون لیپید در برگ و ریشه نشان داده شده است. میزان پراکسیداسیون لیپید برگ در غلظت​های 75 تا 150 میکرومولار آلومینیوم افزایش معنی داری نسبت به گیاه کنترل یافت. در غلظت های 50 تا 150 میکرومولار آلومینیوم میزان پراکسیداسیون لیپید ریشه افزایش معنی​داری نسبت به گیاه کنترل یافت.
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شکل1- اثر غلظت های متفاوت کلریدآلومینیوم بر میزان پراکسیداسیون لیپید در برگ و ریشه گیاه گوجه فرنگی. حروف یکسان نشان​دهنده​ی عدم تفاوت معنی​دار است.

نتایج مربوط به سنجش میزان پروتئین کل برگ و ریشه : در شکل2 میزان پروتئین کل برگ و ریشه نشان داده شده است. در غلظت های 0 تا 50 میکرومولار آلومینیوم میزان پروتئین در برگ افزایش پیدا کرد اما در تیمارهای 75 تا 150 میکرومولار کاهش یافت و نسبت به گروه شاهد تغییر معنی دار بود. نتایج نشان داد در تمام غلظت های کلرید آلومینیوم مقدار پروتئین کل ریشه در مقایسه با گروه شاهد بطور  معنی داری کاهش یافت.
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شکل2- اثر غلظت های متفاوت کلریدآلومینیوم بر میزان پروتئین در برگ و ریشه گیاه گوجه فرنگی. حروف یکسان نشان​دهنده​ی عدم تفاوت معنی​دار است.
نتایج مربوط به سنجش میزان فعالیت آنزیم سوپراکسیددیسموتاز برگ و ریشه: میزان فعالیت آنزیم سوپراکسید​دیسموتاز برگ و ریشه در شکل 3 مشاهده می شود. در غلظت​های 25 تا 100 میکرومولار آلومینیوم میزان فعالیت آنزیم فوق در برگ کاهش پیدا کرد اما در تیمارهای 125و 150 میکرومولار افزایش یافت و نسبت به گیاه کنترل تغییر معنی​داری یافت. نتایج نشان داد در تمام غلظت​های کلرید آلومینیوم به جزء تیمار 25 میکرومولار میزان فعالیت آنزیم ریشه در مقایسه با گیاه کنترل افزایش معنی​داری می​یابد.
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شکل3- اثر غلظت های متفاوت کلریدآلومینیوم بر فعالیت آنزیم سوپراکسیددیسموتاز برگ و ریشه در گیاه گوجه فرنگی. حروف یکسان نشان​دهنده​ی عدم تفاوت معنی​دار است.

نتایج مربوط به سنجش میزان فعالیت آنزیم کاتالاز برگ و ریشه: مقایسه نتایج حاصل از تجزیه واریانس داده​ها نشان داد که اثر تیمار کلرید​آلومینیوم  بر میزان فعالیت آنزیم کاتالاز برگ از تیمار 50 تا 150 میکرومولار آلومینیوم افزایش معنی​داری نسبت به گیاه کنترل یافت اما میزان فعالیت آنزیم کاتالاز ریشه در تمام غلظت​های کلرید​آلومینیوم افزایش معنی داری نسبت به گیاه کنترل یافت (شکل 4).
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شکل4- اثر غلظت های متفاوت کلریدآلومینیوم بر فعالیت آنزیم کاتالاز در برگ و ریشه گیاه گوجه فرنگی. حروف یکسان نشان​دهنده​ی عدم تفاوت معنی​دار است.
نتایج مربوط به سنجش میزان فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز برگ و ریشه:  اثر تیمار کلرید​آلومینیوم  بر میزان فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز برگ و ریشه در شکل 5 مشاهده می​شود. در غلظت های 25 تا 150 میکرومولار آلومینیوم میزان فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز افزایش معنی​داری نسبت به گیاه کنترل یافت.
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شکل5- اثر غلظت های متفاوت کلریدآلومینیوم بر فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز برگ و ریشه در گیاه گوجه فرنگی. حروف یکسان نشان​دهنده​ی عدم تفاوت معنی​دار است.

نتایج مربوط به سنجش میزان فعالیت آنزیم گایاکول پراکسیداز برگ و ریشه: میزان فعالیت آنزیم گایاکول پراکسیداز برگ و ریشه در شکل 6 مشاهده می​شود. اثر تیمار کلرید​آلومینیوم  بر میزان فعالیت آنزیم گایاکول پراکسیداز برگ از تیمار 100 تا 150 میکرومولار آلومینیوم افزایش معنی داری نسبت به گیاه کنترل یافت اما میزان فعالیت آنزیم گایاکول پراکسیداز ریشه در تمام غلظت​های کلرید آلومینیوم افزایش معنی داری نسبت به گیاه کنترل یافت.
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شکل6- اثر غلظت های متفاوت کلریدآلومینیوم بر میزان فعالیت آنزیم گایاکول پراکسیداز برگ و ریشه گیاه گوجه فرنگی. حروف یکسان نشان​دهنده​ی عدم تفاوت معنی​دار است.

نتایج مربوط به سنجش میزان فعالیت آنزیم پلی فنل اکسیداز برگ و ریشه: اثر تیمار کلرید آلومینیوم  بر میزان فعالیت آنزیم پلی فنل اکسیداز برگ و ریشه در شکل 7 نشان داده شده است. در غلظت های 25 تا 150 میکرومولار آلومینیوم میزان فعالیت آنزیم پلی فنل اکسیداز افزایش معنی داری نسبت به گیاه کنترل یافت. 
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شکل7-اثر غلظت های متفاوت کلریدآلومینیوم بر فعالیت آنزیم پلی فنل اکسیداز در برگ و ریشه گیاه گوجه فرنگی. حروف یکسان نشان​دهنده​ی عدم تفاوت معنی​دار است. 

نتایج مربوط به تجمع آلومینیوم در برگ و ریشه: نتایج مربوط به میزان تجمع آلومینیوم در برگ و ریشه گوجه فرنگی در شکل 8 آورده شده است. نتایج نشان می دهد که در تمام غلظت‌های کلرید آلومینیوم به جزء تیمار 150 میکرومولار، تجمع عنصر آلومینیوم در برگ به طور معنی داری در مقایسه با کنترل افزایش یافت اما بیشترین تجمع در تیمار 75 میکرومولار آلومینیوم می​باشد. با افزایش غلظت آلومینیوم میزان تجمع آلومینیوم در ریشه به طور معنی داری افزایش یافت. این افزایش از تیمار 50 میکرومولار شروع شده و تا تیمار 150 میکرومولار به طور معنی داری ادامه داشته است.   
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شکل8- اثر غلظت های متفاوت کلریدآلومینیوم بر میزان تجمع آلومینیوم در برگ و ریشه گیاه گوجه فرنگی. حروف یکسان نشان​دهنده​ی عدم تفاوت معنی​دار است.
بحث:
نتایج بدست آمده از این تحقیق نشان می دهد که تنش آلومینیوم سبب القا پاسخ های فیزیولوژیکی و فعالسازی آنزیم های آنتی اکسیدانی در برگ و ریشه گیاه گوجه فرنگی شده است. میزان پراکسیداسیون لیپید در گیاهان اغلب برای ارزیابی اثر تنش های محیطی تعیین می شود. پراکسیداسیون لیپید یک فرایند وابسته به رادیکال​های آزاد است. رادیکال​های آزاد اکسیژن و آنیون​های سوپراکسید به اسیدهای چرب غیراشباع حمله کرده، در نتیجه منجر به تغییر ساختار و عمل غشا (Tohidi et al., 2009 ; Meriga et al., 2010 ; Verma and Dubey, 2003)  و در نهایت شکل​گیری تولیدات سنتزی مانند آلدئیدها می شود .(Tohidi et al., 2009) معمولا افزایش پراکسیداسیون چربی​ها به عنوان شاخص افزایش تنش اکسیداتیو مطرح شده است. افزایش پراکسیداسیون لیپید در گیاهان تحت تیمار با آلومینیوم ناتوانی مکانیسم تحمل گیاه به تنش​های اکسیداتیو را نشان می​دهد و کاهش در مقدار آن نشان دهنده استحکام مکانیسم​های تحمل در گیاه می باشد (Tohidi et al., 2009). همانطور که در شکل 1 مشاهده می شود تنش آلومینیوم MDA را در ریشه و برگ افزایش داده است و این نشان می دهد تنش آلومینیوم تحت شرایط آزمایش منجر به خسارت به غشا گردیده و پراکسیداسیون لیپیدها را تشدید نموده است. طبق نتایج این تحقیق محتوی MDA در برگ​ها و ریشه​ها تحت تنش 150 میکرومولار آلومینیوم (در برگ 57/0 ± 35/5 و ریشه  22/0 ± 39/4) افزایش قابل توجهی نسبت به گیاه کنترل ( در برگ 106/0 ±49/1 و ریشه 052 /0 ± 03/1) نشان داد که نشان دهنده​ی ایجاد تنش به گیاه در این غلظت از آلومینیوم و کم بودن مقاومت گیاه نسبت به این تنش است. نتایج مشابهی در گیاهان دیگر نیز گزارش شده است(Peixoto et al., 1999 ; Verma and Dubey, 2003 ; Sinha and Saxena, 2006 ; Giannakoula et al., 2008). 
همچنين بر اساس پژوهش حاضر با شدت گرفتن ميزان تنش، مقدار کل پروتئين هاى محلول هم در برگ و هم در ريشه کاهش مى يابد که اين روند کاهش معنى دار پروتئين در گیاه گوجه فرنگی را مى توان هم به تخريب پروتئين و هم کاهش سنتز آن نسبت داد .(Hagar et al., 1996)  
کاهش محتوی پروتئین در گیاه تحت تنش آلومینیوم می​تواند به دلیل افزایش فعالیت پروتئازها باشد(Palma et al., 2002). پروتئین​ها به وسیله پروتئازها هیدرولیز می​شوند تا آمینواسیدها را برای ذخیره شدن، انتقال و برای تنظیم اسمزی افزایش دهند. تنظیم اسمزی، محافظت از ماکرومولکول​های سلولی، ذخیره نیتروژن، ثابت نگه داشتن pH سلول، سمیت​زدایی سلول​ها و مهار رادیکال آزاد جزء اعمال پیشنهادی برای تجمع آمینواسیدهای آزاد شده از پروتئین تحت تنش هستند .(Paridaa et al., 2004)همچنین آلومینیوم اکسیداسیون فسفولیپیدها و پروتئین​ها را در غشای سلولی افزایش می​دهد که نتیجه ای از اثر تخریبی ROS بوده و منجر به کاهش مقدار پروتئین می​شود  (Achary et al., 2008 ; John et al., 2009) . به علاوه بیان پروتئین در پاسخ به سمیت آلومینیوم منجر به اثر آن بر متابولیسم گیاه شده و در پاسخ سازگاری گیاه به تنش آلومینیوم نقش بازی می​کند. پروتئین ها به وسیله اتصال به آلومینیوم باعث کاهش دخالت آلومینیوم در متابولیسم گیاه و در نتیجه سازگاری بیشتر گیاه به تنش در غلظت های بالای آلومینیوم (150 میکرومولار) می شوند(Alamgir and Akhter, 2010) .
نتایج مربوط به آنزیم​های آنتی​اکسیدانی در برگ و ریشه نشان می​دهد که با افزایش غلظت آلومینیوم میزان فعالیت این آنزیم​ها افزایش معنی​داری یافت. فعالیت آنزیم​های کاتالاز، آسکوربات پراکسیداز، گایاکول پراکسیداز و سوپراکسید دیسموتازها در سیستم ریشه​ای نسبت به برگ​ها با شدت بیشتری افزایش یافت. احتمالا دلیل آن پایین​تر بودن تجمع آلومینیوم در بخش​های هوایی از گیاه است و همچنین به نظر می​رسد سیستم ریشه​ای بیشترین حساسیت را به اثرات سمی آلومینیوم در گیاه دارد و باعث تولید بیشتر H2O2 در سیستم ریشه​ای تحت تنش  Alشود. میزان فعالیت آنزیم پلی فنل اکسیداز (PPO) در هر دو بخش از گیاه به نسبت تقریبا برابری افزایش یافت.
 با افزایش غلظت آلومینیوم در برگ و ریشه گیاه میزان فعالیت SOD افزایش عمده​ای نسبت به گیاه کنترل یافت که ممکن است این افزایش، نشان​دهنده بروز تنش اکسیداتیو باشد که آنزیم​های آنتی​اکسیدانی را همراه با یک سیستم مهار H2O2 فعال کند. در برگ میزان فعالیت آنزیم در غلظت​های پایین از آلومینیوم (25 تا 100میکرومولار آلومینیوم) کاهش یافت که ممکن است به دلیل افزایش پیوند فلز با مرکز فعال آنزیم (همسو با افزایش تجمع فلز در برگ گیاه در غلظت​های پایین از فلز در شکل 8) باشد (Zhang et al., 2009). ولی در غلظت​های بالاتر (125 و 150 میکرومولار) همراه با افزایش استراتژی های گیاه در دفع آلومینیوم و کاهش تجمع آن در برگ (شکل 7) میزان فعالیت آنزیم نیز افزایش یافت. Al فعالیت SOD  را در گیاهان دیگر نیز افزایش داده است(Achary et al., 2008 ; Zhang et al., 2009). 
افزایش فعالیت آنزیم کاتالاز برگ از 50 تا 150 میکرومولار آلومینیوم مشاهده شد و افزایش تدریجی در فعالیت کاتالاز ریشه در تمام تیمارها با افزایش غلظت Al دیده شد که نشان​دهنده این است که افزایش فعالیت این آنزیم​ها در این غلظت​ها از Al  به خصوص در تیمارهای 50 تا 150 منجر به کاهش ROS در گیاه و کاهش سمیت آلومینیوم می​شود. در ذرت تحت سمیت آلومینیوم مقدار فعالیت کاتالاز بدون تغییر ماند. همچنین یک افزایش (تنباکو و گندم) و کاهش (سویا و برنج و سورگوم) از فعالیت کاتالاز مشاهده شد. این نتایج متناقض از فعالیت کاتالاز ممکن است به دلیل تفاوت در اندام​های گیاهی مطالعه شده، مدت و غلظت فلز استفاده شده و گونه گیاهی تحت بررسی باشد(Peixoto et al., 1999 ; Radic et al., 2010) . 

فعالیت بیشتر APX در حضور Al به ویژه در سیستم ریشه​ای نسبت به برگ (در تیمار 150 میکرومولار آلومینیوم میزان فعالیت آنزیم در برگ 13/0 ± 37/2 و در ریشه 36/0 ± 5/9)، تجمع بالاتری از H2O2 را در ریشه تحت تنش Al نشان می​دهد. ممکن است Al فعالیت APX را در این بافت​ها با افزایش تولید H2O2، ترکیبات فنلی و یا هیدروپراکسیدها که از سوبستراهای مهم برای این آنزیم هستند القا کند .(Peixoto et al., 1999) آلومینیوم فعالیت APX را در کدو، برنج، پیاز، سورگوم نیز افزایش داد .(Peixoto et al., 1999 ; Achary et al., 2008) یک افزایش در فعالیت POX در برگ مشاهده شد اما این افزایش با شدت کمتری نسبت به ریشه​ها رخ می دهد. فعالیت POX در ریشه​ها خیلی بیشتر از برگ​های آن افزایش یافت  (در تیمار 150 میکرومولار شدت فعالیت آنزیم در برگ 0393/0 ± 405/0 و در ریشه 0815/0 ± 804/2) که ممکن است به دلیل فعال شدن سیکل آسکوربات–گلوتاتیون به نسبت زیاد در ریشه​ها برای سمیت زدایی ROS اضافی باشد. همچنین افزایش فعالیت در هر دو آنزیم گایاکول پراکسیداز و آسکوربات پراکسیداز نشان​دهنده تمایل بالا برای H2O2 حتی در مقدارهای اندک است(Radic et al., 2010). همین نتیجه در پیاز تحت تنش Al دیده شد (Achary et al., 2008). 
میزان فعالیت آنزیم پلی​فنل​اکسیداز در غلظت های 25 (میزان فعالیت آنزیم در برگ 187/0 ± 01/1و ریشه 19/0 ± 08/1) تا 150 (میزان فعالیت آنزیم در برگ 29/0 ± 31/4 و ریشه 22/0 ± 05/4) میکرومولار آلومینیوم افزایش معنی داری نسبت به گیاه کنترل (میزان فعالیت آنزیم در برگ 136 /0 ± 6/0 و ریشه  13/0 ± 637/0) یافت. پیشنهاد شد این افزایش نتیجه سنتز برخی از گونه​های فعال اکسیژن باشد. احتمال دارد Al در جذب بور و روی دخالت داشته باشد که باعث انحراف از مسیر  پنتوزفسفات که تولیدکننده فنل است شود. که معمولا به وسیله افزایش در فعالیت آنزیم PPO ادامه پیدا می​کند. حضور Al باعث افزایش 31 درصدی در فعالیت آنزیم پلی​فنل اکسیداز در سیستم ریشه​ای گیاه سورگوم شد(Peixoto et al., 1999) .
این نتایج مکانیسم های متفاوت درگیر در دفاع گونه​ها و بافت​های گیاهی برای محافظت از تنش اکسیداتیو القا شده توسط Al را نشان می​دهد. یک افزایش در فعالیت آنزیم​های آنتی اکسیدانی در برگ و ریشه تحت تنش Al مشاهده شد که منجر به افزایش بیشتر فعالیت آنتی​اکسیدانی و تخریب کمتر تنش اکسیداتیو حاصل از تنش آلومینیوم می​شود ولی با این وجود در شرایط تنش اسمزی به خصوص در شدت های بالای آلومینیوم (75 تا 150 میکرومولار) پراکسیداسیون لیپید و آسیب به غشا رخ داده است (شکل1).
گیاهان استراتژی​های مختلفی را برای تحمل عناصر سنگین در محیط خود اتخاذ می​کنند. تراوش، که به وسیله آن جذب و انتقال عناصر سنگین از ریشه به اندام هوایی را محدود می​کند و تجمع، که به وسیله آن عناصر تجمع یافته و در اندام هوایی سمیت​زدایی می شوند. تراوش رایج​ترین استراتژی در گونه​های متحمل به عنصر است. اما تجمع در گونه​هایی که می​توانند در خاک​های فلزدار رشد کنند اتفاق می​افتد. گونه​های تجمع​دهنده بالا، معمولا نسبت تجمع عناصر در اندام هوایی به ریشه آن​ها  بیشتر از یک است. در حالی​که گیاهان غیر تجمع​دهنده بالا تجمع فلز آن​ها در ریشه​ها بیشتر از اندام هوایی است (Pardo, 2006) .با افزایش غلظت آلومینیوم از 25 تا 150 میکرومولار،  تجمع این عنصر در ریشه​ها افزایش یافت که نشان​دهنده این است که ریشه گیاه مانع مناسبی برای انتقال فلزبه بخش هوایی گیاه است. در برگ​های گیاه تحت غلظت پایین از عنصر آلومینیوم (25 تا 75 میکرومولار) میزان تجمع افزایش یافت اما در غلظت​های بالاتر (100 تا 150 میکرومولار) میزان تجمع رو به افول گذاشت و نکته جالب این است که در ریشه​ها میزان تجمع آلومینیوم بیشتر از برگ​ها است. نتایج نشان می​ دهد که ریشه مانند یک مانع آپوپلاستی و سیم پلاستی انتقال فلز عمل کرده و منجر به کاهش انتقال فلز از ریشه به بخش های هوایی گیاه می​شود. با افزایش غلظت آلومینیوم از 100 تا 150 میکرومولار آلومینیوم در برگ (بخش هوایی) علاوه بر ممانعت انتقال فلز توسط ریشه، گیاه استراتژی های دیگری را نیز برای کاهش اثرات مضر تنش، مانند پیوند فلز آلومینیوم به دیواره سلول، کده بندی در واکوئل ها و اتصال به فیتوکلاتین ها به کار می​گیرد و منجر به کاهش تجمع فلز و در نتیجه به حداقل رساندن اثرات تنش در بخش هوایی گیاه می شود (John et al., 2009). این نتایج با نتایج پژوهشگران دیگر نیز مطابقت دارد (Giannakoula et al., .2008 ; Haider er al., 2007 ; John et al., 2009 ; Kidd and .Proctor, .2000)
نتیجه گیری کلی:

آزمایشات و بررسی های انجام شده نشان دهنده درگیری تنش اکسیداتیو تحت سمیت 150 میکرومولار آلومینیوم و همچنین استراتژی​های سازگاری یا دفاعی در برابر آن می باشد. Al با افزایش تولید ROS ها باعث پراکسیداسیون لیپید، تخریب پروتئین ها و تجمع آلومینیوم به خصوص در ریشه​ها می شود. افزایش غلظت آلومینیوم منجر به افزایش فعالیت آنتی اکسیدان​های آنزیمی شده که نقشی کلیدی در کاهش تخریب اکسیداتیو دارد. اما به دلیل محدودیت در سنتز این برداشت کننده​ها علائم سمیت آلومینیوم درغلظت​های بالاتر در گیاه ظاهر می​شود. توانایی گیاه در تجمع و تحمل آلومینیوم در غلظت​های استفاده شده در اینجا می​تواند نتیجه​ای از سمیت زداییROS  به وسیله سیستم آنتی اکسیدانی گیاه باشد. بنابراین می​توان گفت گوجه فرنگی گیاهی است که تحت غلظت​های پایین از آلومینیوم مقاومت کرده ولی درغلظت​های بالاتر علائم تنش به خصوص در سیستم​ ریشه​ای گیاه بروز می​کند. در پایان پیشنهاد می​شود برای کشت گوجه فرنگی در گل​خانه​ها و مناطقی با خاک های اسیدی به خصوص در خاک های شمال ایران که به دلیل نزولات آسمانی، وجود ماسه سنگها و شنها pH خاک اسیدی است، نواحی که مقدار آلومینیوم خاک کمتر از حدود 75 میکرومولار باشد گیاه قادر به تحمل آلومینیوم می​باشد و تا حدودی مقدار آنتی اکسیدان​های گیاه نیز افزایش می​یابد اما در غلظت​های بالاتر از 75 میکرومولار آلومینیوم، گیاه دچار تنش شده و کشت گیاه در این مناطق پیشنهاد نمی شود و در صورت کشت لازم است با به کار بردن برخی ترکیبات برون زا مقاومت گیاه را افزایش داد. 
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Physiological responses and antioxidant enzymes activity in tomato (Lycopersicon esculentum Mill.) plants under aluminum stress
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Abstract
Aluminum (Al) is one of the most abundant toxic elements that contaminates soil, water, and food chain and represents a serious threat for human health and agricultural crops. In this research plants were treated with different concentrations of AlCl3 (0, 25, 50, 75, 100, 125 and 150 µM) under controlled environment. After 21 days, aluminum stress significantly increased membrane lipid peroxidation, these results indicate that aluminum induced oxidative stress in the tomato plants. Also protein content was decreased in both leaves and roots. Evaluation of defense mechanisms showed that, Al toxicity increases antioxidant enzymes activity, such as,  SOD, CAT , POX, APX and PPO. Al content in the leaves was found to be increased at primary concentration of aluminum but it was decreased at highest concentration of aluminum but in the root system showed increase at a higher metal concentration than that of in the control treatment. Peroxidation of membrane lipids in aluminum stress condition, (especially in the treatments of 75 to 150 mM), showed that tomato plants possess low potential to suppress oxygen free radicals. Moreover enzyme-inducing defense mechanisms against oxidative damage has not been effective. Therefore, the use of exogenous compounds can protect plants against stress and increase antioxidant capacity.
Key Words: Aluminum, Antioxidant Enzymes, Malondialdehyde, Protein, Tomato
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		100		4.9		25.125		0.31		0.394

		125		7.1		26.025		0.369		0.225

		150		8.8		28.815		0.365		0.263





Sheet1

		0		0		0.081		0.081		0.042		0.042

		25		25		0.13		0.13		1.021		1.021

		50		50		0.264		0.264		0.88		0.88

		75		75		0.275		0.275		1.51		1.51

		100		100		0.31		0.31		0.394		0.394

		125		125		0.369		0.369		0.225		0.225

		150		150		0.365		0.365		0.263		0.263



f

e

d

c

b

a

e

c

d

b

b

a

تغییرات فعالیت آنزیم کاتالاز  
 (ΔOD g-1 FW min-1)

(μM)کلرید آلومینیوم

leaf

root



Sheet2

		



f

f



Sheet3

		






