
  1400فروردین و اردیبهشت ماه ، 41، شماره 10فرآیند و کارکرد گیاهی، جلد 
 

 

 nkarimi@razi.ac.ir: نشاني پست الكترونيكي، نويسنده مسؤل*

 

 یمقاله پژوهش
 

 های های فیزیولوژیک و فعالیت آنزیمبررسی اثر آرسنیک و سدیم نیتروپروساید بر پاسخ

 Isatis cappadocicaاکسیدانی گیاه آنتی

 

 *زهرا سوری و ناصر کریمی
 شناسی، دانشکده علوم، دانشگاه رازی کرمانشاهگروه زیست

 (11/05/1398، تاریخ پذیرش نهایی: 07/11/1397تاریخ دریافت: )

 

 

 چکیده 

 دیاکسا کیترین. گرددیم اهانیگ در( لیکلروف یمحتو و رشد)کاهش ی تیسم علائم بروز سبب و،یداتیاکس تنش جادیا قیطر از کیآرسن تنش

(NO )میسد نقش قیتحق نیا در. دارد عهده بر ویداتیاکس تنش کاهش در را یمؤثر نقش ،یدانیاکسیآنت ستمیس یالقا واسطه به 

 جینتا. گرفت قرار یبررس مورد کیآرسن یبالا سطوح در I. cappadocica اهیگ یهاپاسخ بر ،NO کنندهآزاد عنوانبه( SNP) دیتروپروساین

 یمهار اثرات نیا کاهش باعث SNP کهحالیدر شود،یم رشد کاهش جهینت در و ویداتیاکس تنش جادیاباعث  کیآرسن تنش که داد نشان

 جینتا نی. ادیمشاهده گرد SNPو در حضور  کیآرسن کرومولاریم 1000 ماریدر ت دانیاکسیآنت یهامیآنز تیفعال زانیم نیشتریب. گرددیم

 ظرفیتکند و  فایا کیآرسن تنش برابر در یجبران نقش توانسته دانیاکسیآنت یهامیآنزکننده عنوان فعالبه SNP کاربرد که دهدینشان م

 دیسوپراکس یهامیآنز تیفعال زانیم کرومولاریم 1500 ماریدر ت گرید یاز سو .دهد افزایش تنش شرایط برابر در را گیاه یدانیاکسیآنت

، ندکاهش مواجه شد با( GR) ردوکتاز ونیگلوتات(، APX) دازیپراکس آسکوربات(، POD) دازیپراکس(، CAT) کاتالاز(، SOD) سموتازید

  و بوده گیاه توان از خارج اکسیداتیو تنش با مقابله یکرومولار،م 1500 یمارکه در ت مطلب باشد ینا یانگرب تواندمی کاهش اینکه 

ها، فعالیت آنزیم گلوتاتیون اس ترانسفراز برخلاف سایر آنزیمثر نبوده است. ؤم یداتیودر مقابل تنش اکس یاهگ یمیدفاع آنز هایمکانیسم

(GST) اجه نشد، بلکه افزایش نیز یافت. این مسأله بیانگر این مطلب است که احتمالاً های بالای آرسنیک، نه تنها با کاهش مودر غلظت

 از اهمیت بالایی در کاهش سمیت سطوح بالای آرسنیک برخوردار است. GSTفعالیت آنزیم 

 

 I. cappadocica اکساید، زدایی، نیتریکسمیت اکسیداتیو، تنش: کلیدی کلمات

 

 مقدمه

ه شتاب روز افزون روند صنعتی های اخیر، با توجه بدر سال

ها( و رویه از کودشدن جوامع، کشاورزی فشرده )استفاده بی

ها و اختلال های معدن کاوی، افزایش آلودگیگسترش فعالیت

ای در طور فزایندههای بشری، بهدر محیط زیست در اثر فعالیت

 Emamverdian et al., 2015; Sarwar etحال گسترش است )

al., 2017)فلزات توان به تجمع های این اختلال می. از پیامد

اشاره کرد، که اکوسیستم طبیعی و سلامت عمومی همه  سنگین

 Emamverdian etموجودات زنده را به مخاطره انداخته است )

al., 2015). عنوان همواره به فلزات سنگینرو آلودگی از این

دد و گرترین مشکلات زیست محیطی مطرح مییکی از جدی

 شده زمینه این در ایعمده تحقیقات تمرکز له باعثأاین مس
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 ;Tripathi et al., 2007; Karimi et al., 2010) است

Emamverdian et al., 2015; Souri et al., 2017.) چهاگر 

 جنوب کشورهای به متعلق بیشتر فلزات سنگین به آلودگی

 و خاک ودگیآل نیز ایران از مناطقی در ولی ،است آسیا شرقی

 است شده از جمله آرسنیک گزارش هاآلاینده این به آب

(Mosaferi et al., 2004; Karimi et al., 2010.) 

 توانایی که است محیطی مهم سموم از یکی (Asآرسنیک )

 غذایی زنجیره وسیله به و داشته را جانوران و گیاهان در تجمع

-Roy and Saha, 2002; Rodriguez) گرددمی منتقل انسان به

Ruiz et al., 2018.) سیستم در عمده طوربه این شبه فلز 

 کرده پیدا تجمع هوایی هایاندام در کمتری میزان به و ایریشه

 گیاهان در فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی تغییرات ایجاد باعث و

 داشتن دلیل به گیاهان از برخی(. Souri et al., 2017گردد )می

 آلوده مناطق در رشد به قادر کارآمد، بسیار دفاعی سیستم

 از بالایی مقادیر سمیت، علائم بروز بدون توانندمی و هستند

 دهند تجمع خود هوایی هایاندام در را سمی عناصر

(Meagher, 2000; Tripathi et al., 2007; Rascio and 

Navari-Izzo, 2011.) تکنیک گیاه گیاهان در از این دسته از 

حافظ  و ارزان بخشنتیجه تکنیکی کنند کهاده میاستف پالایی

 سنگین فلزات از محیطی هایآلودگی رفع جهت زیست محیط

 گیاهان مقاوم که از گروه این به(. Meagher, 2000) است

 گیاهان فیزیولوژیکی، نظر از و هستند معدود بسیار آنها تعداد

  انباشتگر بیش گیاهان شوند،می محسوب فردی به منحصر

 Meagher, 2000, Tripathi et al., 2007; Karimi) گویندیم

et al., 2009; Rascio and Navari-Izzo, 2011.) سال در 

 عنوانبه را I. cappadocica گیاه همکاران، و کریمی 2009

 در و کردند معرفی آرسنیک انباشتگر بیش نهاندانه گیاه اولین

این  که شده صمشخ است گرفته صورت ادامه در که مطالعاتی

 نسبت به تنش آرسنیک از مقاومت بالایی برخوردار است گیاه

(Karimi et al., 2009; Karimi et al., 2010; Karimi and 

Souri, 2013; Karimi and Souri, 2015; Karimi and Souri, 

2016; Souri et al., 2017; Souri et al., 2018).  

هان، افزایش میزان یکی از اثرات سمیتی آرسنیک در گیا

 Hartley-Whitaker et( است )ROSهای فعال اکسیژن )گونه

al., 2001 که منجر به بروز خسارات بسیاری از جمله ،)

ها، تخریب پراکسیداسیون لیپیدها، اکسیداسیون پروتئین

 ,.Singh et alگردد )ها میها و کاهش رنگیزهکلروپلاست

2006; Tripathi et al., 2012; Souri et al., 2018 افزایش .)

مقاومت به تنش فلزات سنگین، به افزایش سیستم دفاعی 

، استاکسیدانی ها و ترکیبات آنتیاکسیداتیو که شامل آنزیم

اکسیدان وابسته است و گیاهانی که دارای سطوح بالای آنتی

دائمی یا القایی هستند، در برابر خسارات ناشی از تنش 

 ,.Shahid et al., 2014; Souri et alتند )تر هساکسیداتیو مقاوم

(. در گیاهان مقاوم به آرسنیک، کاهش تنش اکسیداتیو به 2018

های مختلفی نظیر سوپراکسید علت افزایش فعالیت آنزیم

(، POD(، پراکسیداز )CATکاتالاز ) ،(SODدیسموتاز )

بوده  (GR( و گلوتاتیون ردوکتاز )APXآسکوربات پراکسیداز )

العات قبلی مشخص شده است که افزایش فعالیت و در مط

 های مهم گیاه اکسیدان یکی از استراتژیهای آنتیآنزیم

I. cappadocicaهای بالای آرسنیک ، جهت مقاومت به غلظت

 Karimi) استهای ناشی از تنش اکسیداتیو و کاهش آسیب

and Souri, 2016; Souri et al., 2018 .) 

عنوان یک مولکول سیگنالینگ در ( بهNOنیتریک اکساید )

کننده را بر عهده دارد های گیاهی، نقش تنظیمبسیاری از بافت

های فیزیولوژیک و بیوشیمیایی ای از پروسهو در طیف گسترده

کند ها، شرکت میهای گیاه به انواع تنشو همچنین پاسخ

(Siddiqui et al., 2011; Sandalio et al., 2012; Maurya and 

Rani, 2017اکسیداتیو، تنش شرایط (. در NO از تواندمی 

 کند عمل اکسیدانآنتی یک عنوان به ،ROS تولید کاهش طریق

(Maurya and Rani, 2017 )تعدیل باعث و ROS و  

 ,.Gill et al., 2013; Liu et al) گردد آن از ناشی هایتخریب

 عنوان هب( SNP) دیتروپروساین میسد بیترک بردنکاربه(. 2018

 تنش برابر در اهانیگ ییتوانا شیافزا باعث ،NO کنندهآزاد

 ,.Neill et al., 2003; Liu et al) گرددیم نیسنگ فلزات

 ،SNP از استفاده که اندداده نشان مختلف شاتیآزما(. 2018

 و شود ویداتیاکس تنش برابر در اهیگ محافظت باعث تواندیم

 در یاهیگ مختلف یهاگونه در رشد شیافزا موجب نیهمچن
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 ,.Jin et al., 2010; Leterrier et al) گرددیم تنش، معرض

2012; Hasanuzzaman and Fujita, 2013; Farnese et al., 

2013; Talukdar, 2013 .)تیفعال یالقا قیطر از امر نیا  

 ;Singh et al., 2009) ردیگیم صورت دانیاکسیآنت یهامیآنز

Hao and Zhang, 2011; Gill et al., 2013.) رغم علی

در پاسخ گیاهان به  NOمطالعات صورت گرفته، تاکنون نقش 

فلزات مختلف، کاملاً مشخص نشده است و نتایج متفاوتی در 

( Arasimowicz–Jelonek et al., 2011این زمینه وجود دارد )

در هنگام مواجه با NO و اطلاعات محدودی در مورد نقش 

مانند آرسنیک در گیاهان بیش انباشتگر، وجود تنش شبه فلزاتی 

 (. Xu et al., 2010; Souri and Karimi, 2017دارد )

کنون صورت گرفته است مشخص شده که تا یمطالعات در

در  یمنحصر به فرد ییتوانا ،I. cappadocica اهیاست که گ

بالا،  یهاغلظت در گرید یسو از اما. دارد کیآرسنمقاومت به 

 Karimi and)مشاهده شده  تیعلائم سم یو برخ مهار رشد

Souri, 2015; Karimi and Souri, 2016; Souri et al., 2017; 

Souri et al., 2018)، باعث  یحدود تا تواندیم امر نیا که

 از. گردد انباشتگر شیبگونه  نیدر استفاده از ا تیمحدود جادیا

 جهت در ،مشکل نیا رفع یبرا حل راه افتنی ضرورت رونیا

 نظر به یهیبد ،یسم فلزات برابر در اهیگ یمقاومت توان شیافزا

عنوان  به NO نقش اهمیت و فوق مطالب به توجه با .رسدیم

یک ترکیب مؤثر در برابر تنش فلزات سنگین، این پژوهش به 

 یهابر پاسخ NOنقش کاربرد خارجی  یمنظور بررس

 گیاه یدانیاکسیآنت یهامیآنز تیو فعال کیولوژیزیف

I. cappadocica، گرفت صورت آرسنیک، تنش تحت.  

 

 هامواد و روش

 I. cappadocicaبذرهای گیاه  ها:کشت گلدانی و اعمال تیمار

 دامنه کهاز منطقه معدنی آلوده به آرسنیک زرشوران، جایی

 کیلو بر گرممیلی 6525 تا 145 بین خاک در آرسنیک غلظت

 آوریجمع ،(Karimi et al., 2010) است شده گزارش گرم

% ضد عفونی 1ابتدا بذرهای گیاه با سدیم هیپو کلرایت  .گردید

 درشده بذرهای استریلمقطر شستشو شدند. و سپس با آب

 1به  2به نسبت  ماسهو  هایی که از قبل با پرلیتگلدانداخل 

ها به گلخانه دانشگاه رازی گرفت، سپس گلدانپر شده قرار 

شده با دمای متناوب شرایط محیطی نیمه کنترلکرمانشاه، با 

 45گراد ) شب و روز(، رطوبت نسبی درجه سانتی 18-25

ساعت تاریکی و  8ساعت نوری و  16درصد، تناوب نوری 

مول فوتون در متر مربع، انتقال میکرو 150شدت نوری حدود 

ها هر هفته با محلول زنی، گلدانداده شدند. پس از جوانه

(، تغذیه شدند Karimi et al., 2009یر یافته هوگلند )غذایی تغی

 KNO3 ،75/0مولار میلی 5/0که ترکیب آن عبارت بود از: 

  MgSO4 ،15مولار میلی Ca(NO3)2 ،2/0مولار میلی

مولار میکرو MnCl2 ،1میکرومولار  H3BO3 ،2مولار میکرو

ZnSO4 ،5/0 مولار میکروCuSO4 ،50 مولار میکروFeEDTA ،

 چهار مرحله به رسیدن از پس NaMoO4. مولارمیکرو 2/0

( تکرار سه تیمار هر) گلدانی سه هایگروه به هاگلدان برگی،

 توسط جداگانه صورت به مرحله هر در و شدند تقسیم

 1500 و 1000 ،500 ،صفر هایغلظت با سدیم آرسنات

 عنوان به SNP میکرومولار 200 غلظت همراه به میکرومولار

گرفتند. جهت انجام تیماردهی،  قرار تیمار مورد ،NO کنندهآزاد

های استوک غلیظ از دو ماده آرسنات سدیم و ابتدا محلول

سدیم نیترو پروساید تهیه شد و میزان مورد نیاز برای هر تیمار 

کردن به محلول غذایی هوگلند اضافه گردید. در هر بار اضافه

مقدار آب تبخیر شده و  هوگلند و انجام تیمار به منظور جبران

مقطر جبران گردید. ها با آبها، آب زیر گلدانیعدم تجمع یون

ها، محلول غذایی لازم به منظور جلوگیری از تغییر غلظت تیمار

 بار در هفته مورد تعویض قرار  دوها برای تغذیه تیمار

 گرفت.می

 به و شدند برداشت هاگلدان داخل بعد از دو هفته، گیاهان

 ها برای از آن بخش یک. شدند تقسیم مجزا بخش دو

گیری وزن خشک و محتوی آرسنیک مورد استفاده قرار اندازه

های گیری پارامترگرفتند و بخشی دیگر جهت اندازه

 منتقل شدند. -70فیزیولوژیکی به فریزر 

 هاینمونه در آرسنیک غلظت گیریاندازه جهت آرسنیک:

( Meharg and Jardine, 2003) اسیدی هضم روش از گیاهی

  1 با شدهخشک هاینمونه از گرم 1/0 مقدار. شد استفاده
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 نگهداری از پس. گردید مخلوط غلیظ نیتریک اسید لیترمیلی

 لیترمیلی 1 اتاق، دمای در ساعت 24 مدت به حاصل مخلوط

های در مرحله بعد لوله. شد اضافه لوله هر به اکسیژنه آب

گراد، به مدت نیم درجه سانتی 70دمای  ماری باآزمایش در بن

گراد، یک درجه سانتی 100ساعت قرار گرفتند. سپس به دمای 

شدن کل اسید نیتریک موجود در نمونه، منتقل ساعت تا بخار

شدن، محلول حاصل صاف گردید و با آب شدند. پس از سرد

لیتر از میلی 1لیتر رسید. سپس به میلی 50مقطر به حجم 

 لیتر اسیدمیلی 5ها شده هر یک از نمونهیقمحلول رق

 5درصد و  10لیتر یدید پتاسیم میلی 5درصد،  10 کلریدریک

نهایت درصد اضافه گردید. در 5لیتر اسید آسکوربیک میلی

سنج جذب ها به وسیله دستگاه طیفآرسنیک موجود در نمونه

( FIG 100( به همراه تولید هیدرید )Shimadzu, 6200اتمی )

 گیری شد.اندازه

و کلروفیل  a ،bمیزان کلروفیل  گیریاندازه برای کلروفیل:

( استفاده گردید. استخراج کلروفیل 1949) Arnonکل از روش 

گرم  2/0درصد صورت گرفت. مقدار  80از برگ توسط استن 

ها وزن شد. ساییدن برگ با از بافت تر برگ هر کدام از تیمار

سبز رنگ ادامه یافت. سپس استن و تا حصول یک محلول 

لیتر رسید. محلول حاضر به میلی 20حجم محلول با استن به 

درجه  4دور و در دمای  4000دقیقه با سرعت  10مدت 

گراد سانتریفیوژ گردید. پس از آن جذب محلول رویی به سانتی

 663و  645های موجوسیله دستگاه اسپکترفتومتر در طول

 a ،bهایت به منظور محاسبه کلروفیل ننانومتر ثبت گردید و در

 استفاده شد. 3و  2، 1و کلروفیل کل از روابط 

 :1 رابطه
Chlorophyll a (mg/g F.W) = (12.7 ×A663 - 2.6 ×A645)  

 :2رابطه 

Chlorophyll b (mg/g F.W) = (22.9 ×A645 - 4.68 ×A645)  

 :3رابطه 
Total chlorophyll (mg/g F.W) = Chlorophyll a + 

Chlorophyll b  

برای تعیین محتوی پراکسید هیدروژن،  پراکسید هیدروژن:

( با اندکی تغییر استفاده 1997و همکاران ) Sergievاز روش 

کلرو استیک لیتر تریمیلی 3گرم از بافت برگی با  2/0شد. 

درصد در هاون چینی ساییده شد و عصاره  1/0( TCAاسید )

دقیقه سانتریفیوژ گردید.  15دور، به مدت  12000حاصل در 

لیتر میلی 5/0لیتر از مایع رویی برداشته و به میلی 5/0سپس 

مولار  1لیتر یدید پتاسیم میلی 1مولار و  2/0بافر فسفات 

شده توسط دستگاه اضافه گردید. جذب مخلوط ذکر

نهایت شد. در خواندهنانومتر  390موج در طول اسپکتروفتومتر

س قانون بیر لامبرت و با استفاده از ضریب اسابر H2O2میزان 

mM خاموشی )
-1

 cm
مول بر ( محاسبه و به صورت میکرو128-

 گرم وزن تر بیان گردید.

گیری میزان مالون : برای اندازه(MDAآلدهید )مالون دی

استفاده شد. طبق  Packer (1968)و   Heathآلدهید از روشدی

 500ینی، حاوی گرم برگ تازه در هاون چ 1/0این روش 

درصد سائیده شد. عصاره حاصل به مدت  TCA 1/0لیتر میلی

 250، سانتریفیوژ گردید. در مرحله بعد 15000دقیقه با دور  10

  750لیتر از محلول رویی حاصل از سانتریفیوژ با میکرو

درصد  TCA 20آلدهید که حاوی لیتر محلول مالون دیمیکرو

بود، مخلوط گردید.  درصد 5/0 (TBAو تیو باربیتوریک اسید )

 درجه  95دقیقه در دمای  30مخلوط حاصل به مدت 

ماری قرار داده شد. سپس بلافاصله در یخ گراد در بنسانتی

سانتریفیوژ  15000دقیقه با دور  10سرد شده و دوباره به مدت 

گردید. میزان جذب این محلول با استفاده از دستگاه 

نانومتر، خوانده شد. جذب  532 موجاسپکتروفتومتر در طول

نانومتر تعیین و از مقدار  600اختصاصی در های غیربقیه رنگیزه

آلدهید از حاصل کسر گردید. برای محاسبه میزان مالون دی

mMضریب خاموشی )
-1

 cm 
 4( و با استفاده از رابطه 155 1-

 محاسبه شد. 

 :4رابطه 
  MDA (μmol g

-1
 FW) = [A532-A600/155] ×1000 

 استخراج جهت استخراج عصاره پروتئین کل و آنزیمی:

 برگی بافت گرم 1/0 اکسیدان،های آنتیپروتئین و آنزیم عصاره

 ( ,5/7pH) کلریدریک اسید -تریس بافر لیتر میلی 1 در تازه

مولار، آسکوربات میلی DTT 1مولار،  میلی EDTA 1/0محتوی 

ـ حجمی(  % )وزنی5( PVPمولار، پلی وینیل پیرولیدین ) میلی 1

حجمی( هموژن شد.  -)حجمی Tritone X-100 2%و 
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گراد  درجه سانتی 4و دمای  g12000شده در های هموژن نمونه

دقیقه سانتریفیوژ گردیدند. سپس فاز بالایی آن  20به مدت 

اکسیدان جدا و های آنتیجهت خواندن میزان پروتئین وآنزیم

ی انجام مراحل بعدی گراد برادرجه سانتی -20در دمای 

 نگهداری شد. 

گیری برای اندازهگیری محتوی پروتئین کل محلول: اندازه

جهت . ( استفاده شد1976) Bradfordغلظت پروتئین از روش 

 50در  G250گرم کوماسی بریانت بلو  05/0تهیه معرف، مقدار 

درصد در تاریکی به خوبی حل گردیده و  96لیتر اتانول میلی

درصد را قطره قطره به  85لیتر اسید فسفریک لیمی 25سپس 

زدن، حجم نهایی محلول مخلوط فوق اضافه کرده و پس از هم

گیری لیتر رسید. برای اندازهمیلی 500مقطر به حجم با آب

 به شدهاستخراج لیتر عصارهمیکرو 50غلظت پروتئین هر نمونه، 

سپس جذب  بلو تازه افزوده شد ولیتر معرف کوماسیمیلی 5/2

 نومتر توسط دستگاه اسپکتروفتومترنا 595موج نوری در طول

شد. غلظت پروتئین در هر نمونه با توجه به جذب  خوانده

نمونه و با استفاده از منحنی استاندارد ) براساس آلبومین سرم 

 دست آمد.ه((، برادفورد بBSAگاوی )

 میزان گیریاندازه : برایاکسید دیسموتازسوپر آنزیم

 باRies (1977 )و Giannopolitis  روش از آنزیم این فعالیت

 آنزیم توانایی براساس گیریاندازه. شد استفاده تغییرات اندکی

 نیترو فتوشیمیایی احیای کردنمتوقف در دیسموتاز اکسیدسوپر

 در اکسیدسوپر هایرادیکال توسط( NBT) تترازولیوم بلو

در طی این  یرد، کهگمی صورت نور در ریبوفلاوین حضور

 تولید  (NBTDFفرمازان )تترازولیوم دی بلو نیتروواکنش 

 استخراج عصاره از لیترمیکرو 75 روش این اساسبرشود. می

دیسموتاز  اکسیدسوپر گیریاندازه محلول لیترمیلی 5/2 با شده

میکرو  75، ( ,5/7pH)پتاسیم  فسفات بافر مولار 2/0 شامل که

 مولارمیلی 1/0 متیونین، -ال مولاریلیم NBT، 13 مولار

EDTA گردید مخلوط است، فلاوینریبو مولارمیکرو 2 و .

 زیر در دقیقه 10 مدت به مذکور مخلوط واکنش، انجام جهت

. شد داده قرار مترسانتی 35 فاصله به وات 40 فلورسنت لامپ

 توسط جذب میزان و متوقف واکنش لامپ کردنخاموش با

. شد خوانده نانومتر 560 موجطول در تروفتومتراسپک دستگاه

درصد  50را  NBTDFمقداری از آنزیم که بتواند تولید 

دیسموتاز در  بازداری کند، معادل یک واحد آنزیم سوپراکسید

 شود. فعالیت ویژه آنزیم براساس واحد در نظر گرفته می

 گرم پروتئین بیان گردید.میلی

 این کمی غلظت میزان گیریاندازه برای آنزیم کاتالاز:

 لیترمیلی 1 با را شدهاستخراج عصاره از میکرولیتر 50 آنزیم،

 50 پتاسیم فسفات بافر حاوی که کاتالاز گیریاندازه محلول

 Chance) بود مولارمیلی 15و آب اکسیژنه (  ,7pH) مولارمیلی

and Maehly, 1955)، در آن جذب سپس و کرده مخلوط 

 دستگاه وسیله به دقیقه، 1 مدت به نومترنا 240 موجطول

 در با آنزیم ویژه فعالیت میزان .گردید خوانده اسپکتروفتومتر

mM) خاموشی ضریب گرفتن نظر
-1

 cm
 حسببر( 4/39 1-

 .گردید محاسبه پروتئین گرممیلی بر واحد

 آنزیم این فعالیت میزان گیریاندازه برای آنزیم پراکسیداز:

 استفاده تغییرات اندکی باMaehly (1995 )و Chance  روش از

 توسط گوایکول شدناکسید میزان اساسبر گیریاندازه. گردید

 عصاره از لیترمیکرو 75 روش این در. شد انجام آنزیم این

 شامل که پراکسیداز محلول از لیترمیلی 5/2 با را شدهاستخراج

 افرب مولار ومیلی 5آب اکسیژنه  گوایکول، مولارمیلی 13

 به و کرده مخلوط بود، ( =7pH) مولارمیلی 50 پتاسیم فسفات

 470 موجطول در اسپکتروفتومتر دستگاه توسط دقیقه 1 مدت

 در با آنزیم ویژه فعالیت میزان. شد خوانده آن جذب نانومتر،

mM) خاموشی ضریب گرفتننظر
-1

 cm
 واحد حسببر( 6/26 1-

 .گردید محاسبه پروتئین گرممیلی بر

  آنزیم فعالیت گیریاندازه نزیم آسکوربات پراکسیداز:آ

 حضور در آسکوربات منودهیدرو به آسکوربات تبدیل اساسبر

H2O2 اساسبر که است، پراکسیداز آسکوربات آنزیم توسط 

. شد انجام تغییرات اندکی باAsada (1981 )و  Nakano روش

 1 با را شدهاستخراج عصاره از میکرولیتر 50روش این اساسبر

 شامل که پراکسیداز آسکوربیک گیریاندازه محلول لیترمیلی

 مولارمیلی 1/0 ،( ,7pH) مولارمیلی 50 پتاسیم فسفات بافر

EDTA ،5/0 مولارمیلی 15/0 و آسکوربیک اسید مولارمیلی 
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 در و اسپکتروفتومتر با سپس و کرده مخلوط آب اکسیژنه بود،

 فعالیت میزان. خوانده شد آن جذب نانومتر، 290 موجطول

mM) خاموشی ضریب گرفتننظر در با آنزیم ویژه
-1

 cm
-1 8/2 )

 .دش محاسبه پروتئین گرممیلی بر واحد حسببر

 فعالیت میزان سنجش برای آنزیم گلوتاتیون ردوکتاز:

 Halliwellو  Foyer روش از ردوکتاز، گلوتاتیون آنزیم

  1 به روش این در .گردید استفاده تغییر اندکی با( 1976)

 150 ،( ,7pH) مولارمیلی 25 پتاسیم فسفات بافر لیترمیلی

 150 و مولارمیلی 5 (GSSGلیتر گلوتاتیون اکسید )میکرو

 از پس و گردید اضافه مولارمیلی NADPH 2/1 میکرولیتر

 فعالیت میزان شده،استخراج عصاره میکرولیتر 150 کردناضافه

 به اسپکتروفتومتر دستگاه توسط انومترن 340 موجطول در آنزیم

 نظر در با آنزیم ویژه فعالیت میزان. شد خوانده دقیقه 1 مدت

mM) خاموشی ضریب گرفتن
-1

 cm
 بر واحد حسببر( 2/6 1-

 .گردید محاسبه پروتئین گرممیلی

 میزان سنجش برای آنزیم گلوتاتیون اس ترانسفراز:

 بافر میکرولیتر 900 شامل واکنشی کمپلکس آنزیم، این فعالیت

میکرولیتر گلوتاتیون  450، ( ,7pH)مولار  میلی 100 فسفات

-4 و 2 کلرو،-1 لیتر میکرو 100 مولار، میلی 1 (GSHاحیا )

 از میکرولیتر 100 و مولار میلی 1 (CDNBنیتروبنزن ) دی 

 تهیه ،(Rohman et al., 2009) شده استخراج آنزیمی محلول

 نانومتر 340 موجطول در ها نمونه جذب تغییرات سپس. گردید

 نظر در با آنزیم ویژه فعالیت میزان. شد ثبت دقیقه 1 مدت در

mM) خاموشی ضریب گرفتن
-1

 cm
 بر واحد حسببر( 6/9 1-

 .گردید محاسبه پروتئین گرممیلی

 طرح پایه بر فاکتوریل قالب در آزمایش آنالیز آماری:

 گردید. اجرا و حیتکرار طرا سه با تصادفی، کامل هایبلوک

های حاصل از این تحقیق با استفاده از تجزیه و تحلیل داده

صورت گرفت. همچنین برای مقایسه  SPSSافزار آماری نرم

ها توسط ها، از آزمون دانکن استفاده گردید. نمودارمیانگین

 ترسیم شدند.  Excelافزار نرم

 

 نتایج

 :های رشدتربر پارام آرسنیکهای مختلف و غلظت SNPاثر 

، 500، صفر) کیآرسن مختلف یهاغلظت انسیوار هیتجز جینتا

 در ییهوا بخش تر وزن زانیم بر( کرومولاریم 1500 و 1000

 در شهیر تر وزن زانیم کهیحالدر بوده، داریمعن 05/0 سطح

 رشد طیمح در SNP. حضور باشدینم داریمعن 05/0 سطح

 آن اثر و دیگرد رشد هب مربوط یهاشاخص بهبود باعث اه،یگ

  001/0 سطح در ییهوا بخش وزن و شهیر وزن زانیم بر

 رشد، یهابر پارامتر SNPو  As. اما اثر متقابل است داریمعن

 (.1)جدول  باشدینم داریمعن 05/0 سطح در

گردد، به موازات ملاحظه می 2طور که در جدول همان

های رشد در محیط، میزان پارامتر آرسنیکافزایش سطوح 

شامل وزن تر ریشه و وزن تر بخش هوایی روند کاهشی داشته 

میکرومولار محسوس  1500است. این روند کاهشی در تیمار 

بود، به نحوی که میزان وزن تر ریشه و بخش هوایی به ترتیب 

درصد نسبت به نمونه شاهد کاهش یافته است.  9/35و  7/23

دار معنی آرسنیکهای مختلف میزان وزن تر ریشه در غلظت

دار این شاخص در منجر به افزایش معنی SNPنبود، اما حضور 

مولار گردید. همچنین این میکرو 1000و  500های تیمار

)شاهد( نیز  آرسنیکهای فاقد دار در تیمارافزایش معنی

 هایغلظت اثر تحت هوایی بخش تر وزن مشاهده شد. میزان

که در حضور  بوده، کاهشی نسبتاً روند دارای ،آرسنیک مختلف

SNP، است، یافته بهبود نسبی طوربه کاهشی روند این  

 هایغلظت در هوایی بخش تر وزن میزان افزایش کهطوریبه

 میزان بیشترین. است میکرومولار بیشتر مشهود 1000 و 500

مربوط به  ،SNPو  آرسنیکهای در تیمار هوایی بخش تر وزن

 میزان، برابر کمترین 3/1 که ت،اس میکرومولار 500 تیمار

 (. 2)جدول  استمیکرومولار  1500 تیمار به مربوط

بر محتوی  آرسنیکهای مختلف و غلظت SNPاثر 

 داد نشان انسیوار زیآنال جینتا، 3 جدول به توجه با :کلروفیل

، a لیکلروف) یفتوسنتز یهازهیرنگ یمحتو راتییتغ که

 مختلف یهاغلظت رثیأت تحت( کل کلروفیل و b کلروفیل

اثر  گرید یسو از. باشدینم داریمعن 05/0 سطح در کیآرسن

SNP 001/0در سطح  یفتوسنتز یهازهیرنگ یمحتو بر  
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 I. Cappadocica اهیگ ییو بخش هوا شهیر رشد یهابر پارامتر Asمختلف  یهاو غلظت SNPاثر  انسیوار زیجدول آنال -1 جدول

تغییرات منبع آزادی درجه   
 مربعات یانگینم

ریشه وزن هوایی بخش وزن   

As 3 102/0  ns 508/0  
* 

SNP 1 77/2  *** 47/2  *** 

As  SNP 3 012/0  ns 004/0  ns 

116/0 16 خطا  133/0  

   23 کل
***

 ،
 .ستا 05/0 سطح در داریمعن اختلاف وجودعدم و 05/0، 001/0 سطح در داریمعن اختلاف دهندهنشان بیترت به ،nsو  *

 

 I. cappadocica های رشد )وزن تر ریشه و بخش هوایی( گیاهبر پارامتر SNP و اثر آرسنیک های مختلفتأثیر غلظت -2جدول 

وزن تر بخش هوایی 

 )گرم/گیاه(

وزن تر ریشه 

 )گرم/گیاه(

غلظت سدیم نیتروپروساید 

 )میکرومولار(

غلظت آرسنیک 

 )میکرومولار(

03/2  ± 24/0 abc 24/1  ± 22/0 b 0 0 

63/2  ± 23/0 a 86/1  ± 21/0 a 200 0 

83/1  ± 27/0 bcd 2/1  ± 20/0 b 0 500 

50/2  ± 20/0 ab 97/1  ± 095/0 a 200 500 

76/1  ± 14/0 cd 17/1  ± 14/0 b 0 1000 

36/2  ± 17/0 abc 90/1  ± 25/0 a 200 1000 

3/1  ± 20/0 a-d 00/1  ± 063/0 b 0 1500 

96/1  ± 17/0 d 6/1  ± 26/0 ab 200 1500 

 .هستند دانکن آزمون از استفاده های رشد باپارامتر میانگین بر هاتیمار اثر نبودن دارمعنی بیانگر ستون هر در مشابه روفح

 

  اهی( گو کل a، b لیکلروف) یفتوسنتز یهازهیرنگ یبر محتو Asمختلف  یهاو غلظت SNPاثر  انسیوار زیجدول آنال -3 جدول
I. cappadocica    

اتتغییر منبع آزادی درجه   
 مربعات میانگین

a یل کلروف   b یل کلروف  کل کلروفیل   

As 3 17 ns 01/0  ns 175/0  ns 

SNP 1 63/2  *** 095/0  *** 72/3  *** 

As  SNP 3 031/0  ns 11/0  ns 078/0  ns 

49/0 16 خطا  004/0  072/0  

    23 کل
***

 ،
 .است 05/0 سطح در داریمعن اختلاف وجودعدم و 05/0، 001/0 طحس در داریمعن اختلاف دهندهنشان بیترت به ،nsو  *

 

 ها،آن یبر محتو SNPو  Asاثر متقابل  کهیحالدر بوده داریمعن

 . ستیدار نیمعن 05/0در سطح 

در محیط، محتوی کلروفیل کل  آرسنیکبا افزایش غلظت 

چند که این روند  ( کاهش یافت، هرb+ کلروفیل  a)کلروفیل 
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 اثر نبودن دارمعنی مشابه بیانگر حروف. I. cappadocicaگیاه  کلروفیل کل بر محتوی SNPو  آرسنیک های مختلفتأثیر غلظت -1کل ش

 هستند. دانکن آزمون از استفاده با کلروفیل کلمحتوی  میانگین بر هاتیمار

 

رغم (. علی1دار نبود )شکل ها معنیکاهشی در اغلب تیمار

  1500ین میزان محتوی کلروفیل در تیمار ترکه کماین

، مشاهده گردید، اما این تیمار تفاوت آرسنیکمولار میکرو

های نداشت. در تیمار آرسنیکهای داری با سایر غلظتمعنی

، محتوی کلروفیل افزایش یافت و از این حیث SNPحاوی 

داشتند  SNPهای فاقد داری در مقایسه با تیمارتفاوت معنی

میکرومولار حاوی  1000(. به عنوان مثال در تیمار 1)شکل 

SNP درصد نسبت به تیمار فاقد  2/49، محتوی کلروفیل کل

SNPو  آرسنیک های، افزایش پیدا کردند. در تیمارSNP، 

میکرومولار  500 محتوی کلروفیل کل مربوط به تیمار بیشترین

 1500 تیمار به مربوط میزان، برابر کمترین 2/2 که بود

 . استیکرومولار م

بر میزان انباشت  آرسنیکهای مختلف و غلظت SNPاثر 

 زانیم انس،یوار زیآنال جدول جینتا به توجه با :آرسنیک

 ، I. cappadocicaاهیگ ییهوا بخش در شدهانباشت کیآرسن

 SNPحضور  نیهمچن و کیآرسن مختلف یهاغلظت اثر تحت

 زانیبر م SNPو  As. اثر متقابل است داریمعن 001/0 سطح در

 دار بود یمعن 01/0در سطح  ییبخش هوا در انباشت

 (.4)جدول 

های مختلف، میزان در تیمارآرسنیک با افزایش غلظت 

انباشت آرسنیک در بخش هوایی روندی افزایشی داشت و 

میکرومولار مشاهده  1500بالاترین میزان انباشت در تیمار 

داری ایش معنیگردید و غلظت آرسنیک انباشت شده افز

ها داشت. در این تیمار، غلظت آرسنیک در نسبت به سایر تیمار

پایه وزن خشک(  )بر گرم بر کروگرمیم 9/1303بخش هوایی 

، SNPبود. از سوی دیگر میزان این انباشت به واسطه حضور 

میکرمولار،  1500داری داشت و در تیمار روند افزایشی معنی

پایه وزن  )بر گرم بر وگرمکریم 8/1858غلظت آرسنیک به 

 (.2خشک( رسید )شکل 

های بر شاخص آرسنیکهای مختلف و غلظت SNPاثر 

(، 5)جدول  انسیوار زیآنال جینتا به توجه با :تنش اکسیداتیو

 دروژنیه دیپراکس شامل ویداتیاکس تنش شاخص دو یمحتو

(H2O2 )دیآلدهید مالون و (MDA ،)یهاغلظت ریتأث تحت 

اثر  نیدار است. همچنیمعن 001/0سطح  در کیآرسن مختلف

SNP بوده داریمعن 05/0دو شاخص در سطح  نیا یمحتو بر 

 سطح در ها،آن یبر محتو SNPو  Asاثر متقابل  کهیحالدر

 .  باشدینم داریمعن 05/0

در  شود، روند مشابهیمشاهده می 3طور که در شکل همان

گیاه  در MDAو  H2O2محتوی دو شاخص اکسیداتیو  تغییرات

I. cappadocica محتوی این دو شاخص تنش . وجود دارد

ها افزایش در همه تیمار آرسنیکاکسیداتیو با افزایش غلظت 

 1500یافت و بیشترین محتوی هر دو شاخص در تیمار 
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    I. cappadocica اهیگ ییدر بخش هوا کیانباشت آرسن زانیبر م Asمختلف  یهاو غلظت SNPاثر  انسیوار زیجدول آنال -4 جدول

تغییرات منبع آزادی درجه   
مربعات میانگین  

 آرسنیک

As 3 1/2248387  *** 

SNP 1 5/296497  *** 

As  SNP 3 2/85011  ** 

6/12031 16 خطا  

  23 کل
***
، 

**
 .است 05/0 و 01/0، 001/0 سطح در داریمعن اختلاف دهندهنشان بیترت به ،* و 

 

  متفاوت بیانگر حروف. I. cappadocicaبر انباشت آرسنیک در بخش هوایی گیاه  SNPو  آرسنیکهای مختلف ر غلظتتأثی -2شکل 

 .هستند دانکن آزمون از استفاده محتوی آرسنیک در بخش هوایی با میانگین بر هاتیمار اثر دار بودنمعنی

 

  اهیگ ییدر بخش هوا ویداتیتنش اکس یهاشاخص زانیر مب Asمختلف  یهاو غلظت SNPاثر  انسیوار زیجدول آنال -5 جدول
I. cappadocica   

تغییرات منبع آزادی درجه   
مربعات میانگین  

H2O2 MDA 

As 3 8/18  *** 1/1  *** 

SNP 1 4/4  * 53/0  * 

As  SNP 3 07/2  ns 18/0  ns 

89/0 16 خطا  067/0  

   23 کل
***

 ،
 .است 05/0 سطح در داریمعن اختلاف وجود عدم و 05/0، 001/0 سطح در داریمعن فاختلا دهندهنشان بیترت به ،nsو  *

 

و  8/4ها به ترتیب میکرومولار مشاهده گردید، که میزان آن

، محتوی SNPبرابر نمونه شاهد بود. به واسطه حضور  1/3

MDA  وH2O21500و  1000های ، به ترتیب در تیمار 

اهش یافت. کاهش محتوی داری کطور معنیمیکرمولار به
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( در بخش MDA( )bآلدهید )( و مالون دیH2O2( )aبر محتوی پراکسید هیدروژن ) SNPو  آرسنیکهای مختلف تأثیر غلظت -3شکل 

 دانکن مونآز از استفاده با MDAو  H2O2محتوی  میانگین بر هاتیمار اثر دار بودنمعنی متفاوت بیانگر حروف. I. cappadocicaهوایی گیاه 

 .هستند

 

 ،SOD، CAT، POD، APX) دانیاکسیآنت یهامیآنز تیفعال زانیبر م Asمختلف  یهاو غلظت SNPاثر  انسیوار زیجدول آنال -6 جدول

GR و GSTاهیگ یی( در بخش هوا I. cappadocica   

تغییرات منبع آزادی درجه   
 مربعات میانگین

GST GR APX POD CAT SOD 

As 3 4/84618 *** 8/1884109 *** 9/20570349 *** 8/492  *** 6/14286  *** 8/2749  *** 

SNP 1 8/11452 ** 5/1176401 ** 5/5581567 ** 1/237 * 4/13748  *** 4/1158 * 

As  SNP 3 9/1128  ns 5/144497  ns 3/571718  ns 4/12  ns 9/2026  ** 6/92  ns 

1/1060 16 خطا  7/107225  7/614620  9/20  9/254  3/134  

       23 کل
***
، 

**
 ،

 .است 05/0 سطح در داریمعن اختلاف وجود عدم و 05/0، 01/0، 001/0 سطح در داریمعن اختلاف دهندهنشان بیترت به ،nsو  *

 

H2O2  میکرومولار نسبت به تیمار فاقد  1500در تیمارSNP ،

در  MDA درصد بود. همچنین در همین تیمار محتوی 2/29

کاهش  SNPرصد نسبت به تیمار فاقد د SNP ،5/35حضور 

 پیدا کرد.

(b) (a) 
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بر فعالیت  آرسنیکهای مختلف و غلظت SNPاثر 

 زیآنال جینتا ،6توجه به جدول  با :اکسیدانهای آنتیآنزیم

  یهامیآنز تیفعال زانیم راتییتغ که داد نشان انسیوار

 GSTو  SOD، CAT، POD، APX، GRشامل  یدانیاکسیآنت

  001/0 سطح در کیآرسن مختلف یاهغلظت ریثأتحت ت

 میآنز تیفعال زانیم بر SNPاثر  گرید ی. از سواست داریمعن

CAT  هایمیآنزفعالیت بر  و 001/0در سطح SOD  وPOD 

 تیفعال زانیبر م SNPاثر  نیدار بود. همچنیمعن 01/0در سطح 

. اثر است داریمعن 05/0سطح  GSTو APX، GR یهامیآنز

 05/0در سطح  CAT میآنز تیفعال زانیبر م SNPو  Asمتقابل 

 هامیآنز ریسا تیفعال زانیم بر کهیحالدار بوده دریدرصد معن

 . باشدینم داریمعن 05/0 سطح در

در  آرسنیک، به موازات افزایش سطوح 4با توجه به شکل 

 ،SOD، CAT، POD، APXهای محیط میزان فعالیت آنزیم

GR وGST است. این روند افزایشی در  روند افزایشی داشته

میکرومولار محسوس بود، به نحوی که میزان  1000تیمار 

به ترتیب  GR وSOD، CAT، POD،  APXهای فعالیت آنزیم

برابر نسبت به نمونه شاهد افزایش  3/2و  4/5، 5/3، 4/3، 6/2

در تیمار  فعالیت این پنج آنزیم یافته است. از سوی دیگر میزان

که حالیدر روند کاهشی داشتند،آرسنیک ر میکرومولا 1500

 1500مربوط به تیمار   GSTبیشترین میزان فعالیت آنزیم

برابر نسبت به نمونه شاهد افزایش  8/6میکرومولار است، که 

ها، منجر به افزایش بیشتر در تیمار SNPداشته است. حضور 

فعالیت  های مذکور گردید. به عنوان مثال میزانفعالیت آنزیم

، روند افزایشی داشت و SNPبه واسطه حضور  SODآنزیم 

میکرمولار مشاهده شد، که  1000بیشترین اثر آن در تیمار 

 SNPدرصد نسبت به تیمار فاقد  7/31میزان فعالیت آن 

افزایش پیدا کرد. همچنین این روند درصد افزایش در حضور 

SNP های فاقد نسبت به تیمارSNP های برای آنزیمSOD، 

CAT، POD،  APXو GR  و  5/34، 9/25، 7/91به ترتیب

 (.4درصد بود )شکل  3/48

 

 بحث

نتایج حاصل از این مطالعه نشان دادند که سطوح بالای 

 آرسنیک باعث ایجاد تنش و در نتیجه کاهش رشد گیاه

I. cappadocicaاند که گردد. مطالعات مختلفی نشان داده، می

عث ایجاد طیف وسیعی از تنش فلزات سنگین در گیاهان با

گردد، که روند این تغییرات فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی می

تغییرات به عوامل مختلفی از جمله میزان حساسیت و یا تحمل 

گیاه به فلز، نوع فلز و مدت زمان در معرض قرار گرفتن گیاه، 

های مربوط به بستگی دارد. کاهش رشد و تغییر در پارامتر

ک پاسخ عمومی در برابر تنش فلزات رشد، به عنوان ی

های گیاهی گزارش شده شود، که در اغلب گونهمحسوب می

 ,.Tu and Ma, 2004; Jung et al., 2017; Souri et alاست )

2018; Rodriguez-Ruiz et al., 2018 در خصوص روند .)

های کاهشی مشاهده شده در سطوح بالای آرسنیک، گزارش

ظت بالای آرسنیک موجب کاهش متعددی بیان شده که غل

 های رشد ریشه و بخش هوایی در گیاهانی مانندپارامتر

Pisum sativum (Rodriguez-Ruiz et al., 2018 ،)Mustard 

Spinach (Shaibur and Kawai, 2010( برنج ،)Jung et al., 

 ,.Shaibur et al(، سورگوم )Stoeva et al., 2005( لوبیا )2017

 Pteris vittataیش انباشتگر آرسنیک ( و سرخس ب2008

(Drava et al., 2012می )دست هشود، که در توافق با نتایج ب

آمده از این تحقیق و همچنین مطالعات قبلی در ارتباط با گیاه 

I. cappadocica ( استKarimi and Souri, 2013; Karimi 

and Souri, 2015; Karimi and Souri, 2016; Souri et al., 

2018 .) 

 از سوی دیگر در تحقیقات صورت گرفته بر روی گیاه 

I. cappadocica  تحت شرایط تنش آرسنیک مشخص گردیده

های مختلف آرسنیک )کمتر از که رشد این گیاه در غلظت

میکرومولار(، کاهش نیافته و از توانایی بالایی جهت  1200

ضر بر مقابله با آرسنیک برخوردار است، که همسو با نتایج حا

 ;Karimi and Souri, 2013باشد )های رشد میروی پارامتر

Karimi and Souri, 2015; Karimi and Souri, 2016; Souri 

et al., 2018 .) 

دست آمده از این پژوهش، کاربرد خارجی هبر طبق نتایج ب
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سوپراکسید دیسموتاز  (a)( APXوربات پراکسیداز )های آسکبر فعالیت آنزیم SNPو اثر  آرسنیکهای مختلف تأثیر غلظت -4شکل 

(SOD )(b،) ( کاتالازCAT) (c) ، در بخش هوایی گیاهI. cappadocica .فعالیت  میانگین بر هاتیمار اثر دار بودنمعنی متفاوت بیانگر حروف

 .هستند دانکن آزمون از استفاده اکسیدان باهای آنتیآنزیم

 

، باعث کاهش اثرات سمی NOدهنده به عنوان SNPترکیب 

شد.  I. cappadocicaهای بالای آرسنیک بر رشد گیاه غلظت

های رشد و ، به خوبی در جریان بهبود پارامترNOاین اثر مثبت 

های همچنین کاهش علائم سمیتی در مراحل مختلف تیمار

های رشد ریشه و بخش مورد مطالعه، مشاهده گردید. پارامتر

بودند  کاهشی روند دارای های آرسنیک،رتیما اثر هوایی تحت

پیدا کرد. مشابه با  بهبود کاهشی روند این ،SNPکه در حضور 

در گیاهان  SNPهای رشد در حضور نتایج ما، بهبود پارامتر
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و  (e) (GRردوکتاز )گلوتاتیون  (،d)( PODهای پراکسیداز )بر فعالیت آنزیم SNPو اثر  آرسنیکهای مختلف تأثیر غلظت -4ادامه شکل 

 میانگین بر هاتیمار اثر دار بودنمعنی متفاوت بیانگر حروف. I. cappadocica( در بخش هوایی گیاه GST( )fترانسفراز )-گلوتاتیون اس

 .هستند دانکن آزمون از استفاده اکسیدان باهای آنتیفعالیت آنزیم

 

 ,.Singh et al., 2009; Zhang et alتحت تیمار آرسنیک )

2011; Namdjoyan and Kermanian, 2013; Singh et al., 

2013; Shukla et al., 2015; Praveen and Gupta, 2018 )

 گزارش شده است. 

 افزایش با (b+ کلروفیل  aکلروفیل کل )کلروفیل  محتوی

تغییر  .یافت کاهش نسبی طوربه محیط در آرسنیک سطوح

عملکرد فرایند فتوسنتز به عوامل متعددی از جمله تغییر در 

ها، ها، اختلال در ساختار تیلاکوئیدی کلروپلاستفعالیت روزنه
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شدن پروسه زنجیره انتقال الکترون و اختلال در عملکرد مختل

(. مطالعات انجام Kaur et al., 2018ها بستگی دارد )فتوسیستم

یا نشان داده است که کلروز ایجاد شده شده بر روی گندم و لوب

در این گیاهان، نتیجه القای تنش اکسیداتیو توسط آرسنیک 

ها و تغییر شکل بوده، که منجر به کاهش محتوی کلروفیل برگ

 (. Liu et al., 2018گردد )کلروپلاست می

، منجر به افزایش SNPدر این تحقیق، کاربرد خارجی 

مختلف آرسنیک گردید. نتایج های محتوی کلروفیل در غلظت

، محتوی کلروفیل کل SNPهای حاوی نشان دادند که در تیمار

داری در مقایسه با افزایش یافت و از این حیث تفاوت معنی

کنند وجود داشت. این نتایج پیشنهاد می SNPهای فاقد تیمار

نقش مؤثر را در حفاظت از سیستم فتوسنتزی  NOکه احتمالاً 

کند. تأمین غلظت ه با تنش آرسنیک، ایفا میگیاه در مواج

مناسب عناصر مغذی و به ویژه آهن جهت حفظ عملکرد 

فرایند فتوسنتز، از عوامل کلیدی در بهبود فتوسنتز در گیاهان 

صورت  NOشود، که این مهم توسط تحت تنش محسوب می

(. به علاوه مشخص شده است Zhang et al., 2011گیرد )می

های فتوسنتزی و یکی بین محتوی رنگیزهکه ارتباط نزد

های غشایی وجود دارد )کریمی و سوری، پراکسیداسیون لیپید

به عنوان شاخص  MDA(. از این رو کاهش محتوی 1394

  SNPهای تحت تیمار با ها در نمونهپراکسیداسیون لیپید

تواند توجیه مناسبی برای افزایش محتوی کلروفیل در گیاه می

در فرایند فتوسنتز  NOاتی مبنی بر نقش حفاظتی باشد. گزارش

های فتوسنتزی در گیاهانی مانند برنج و افزایش محتوی رنگیزه

(Singh et al., 2015 و )Hordeum vulgare (Shukla et al., 

( تحت تنش آرسنیک وجود دارند، که تأییدی بر نتایج 2015

 . هستندحاصل از این تحقیق 

سی میزان انباشت فلزات مورد نتایج بدست آمده از برر

در  مطالعه در بخش هوایی نشان دادند که با افزایش غلظت فلز

های مختلف، میزان انباشت آرسنیک روندی افزایشی تیمار

داشت. در گیاهان مقاوم توانایی انتقال آرسنیک به بخش 

زدایی آرسنیک، بسیار هوایی، به منظور کارآمدی فرایند سمیت

 Singh and Ma, 2006; Karimi and)حائز اهمیت است 

Souri, 2015; 2016; Souri et al., 2017; Souri et al., 

 رفت، گیاه بیش انباشتگر طورکه انتظار می(. همان2018

I. cappadocica در جذب آرسنیک بسیار کارآمد عمل کرد و ،

میکروگرم بر گرم آرسنیک )بر پایه وزن خشک(  1300بیش از 

دهنده یی خود انباشت کرد، که این امر نشانرا در بخش هوا

 مقاومت بالای این گیاه نسبت به آرسنیک و وجود 

زدایی آرسنیک های کارآمد در آن به منظور سمیتمکانیسم

جز نتایج بدست آمده در ارتباط با توانایی منحصر به است. ب

در انباشت آرسنیک به ویژه در بخش  I. cappadocicaفرد گیاه

 Karimi et al., 2009; Karimi et al., 2010; Karimiهوایی )

and Souri, 2013; Karimi and Souri, 2015; Karimi and 

Souri, 2016; Souri et al., 2018 مطالعات انجام شده بر ،)

 Japanese mustard spinach (Shaiburروی گیاهانی مانند 

and Kawai, 2010( و گندم )Liu et al., 2005زایش ( نیز اف

تجمع آرسنیک در بخش هوایی را گزارش کردند، که با نتایج 

 .هستندبدست آمده در این تحقیق همسو 

باعث افزایش بیشتر میزان انباشت آرسنیک  SNPحضور 

، نقش SNPآزاد شده از  NOرسد که گردید و به نظر می

 مؤثری در ارتباط با افزایش پتانسیل انباشتگری در گیاه 

I. cappadocicaاین افزایش جذب و تجمع  کند.، ایفا می

تواند به دلیل تحت تأثیر ، میSNPصورت گرفته به واسطه 

گرفتن عوامل مختلفی از مورفولوژی ریشه، مانند جذب 

بندی در ریشه و کارآیی فرایند انتقال از ریشه به آرسنیک، کده

دهد کلی نتایج بدست آمده نشان میطوربخش هوایی، باشد. به

خارجی باعث میزان جذب و انباشت آرسنیک در گیاه  SNPکه 

I. cappadocica شده است، که این نتایج در تناقض با ،

(، علف چشمه Shukla et al., 2015مطالعات قبلی در جو )

(Namdjoyan and Kermanian, 2013 و )Luffa (Singh et 

al., 2013 )البته در اغلب این گیاهان از طریق مکانیسم است .

 های خود های فلزی به درون بافتاجتناب، مانع ورود یون

تواند باعث تقویت این از طرق مختلف می NOشوند و می

 Singh et al., 2009; Namdjoyan andمکانیسم گردد )

Kermanian, 2013 از این رو احتمالاً اثر حفاظتی .)SNP  در

، های بالای آرسنیکدر برابر غلظت I. cappadocicaگیاه 

های که مکانیسمباشد. از آنجاییمربوط به مکانیسم اجتناب نمی
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زدایی در گیاهان بیش انباشتگر با سایر گیاهان مقاومت و سمیت

های کاربردی در ترین استراتژیمتفاوت است و یکی از مهم

هایی با وزن مولکولی پایین نظیر این گیاهان سنتز لیگاند

(، به نظر Karimi et al., 2009) استها گلوتاتیون و فیتوکلاتین

 کردن ، از طریق فعالSNPآزاد شده از  NOرسد که می

گردد. های سیگنالینگ باعث افزایش سنتز این ترکیبات میمسیر

اکسیدانی و به تبع آن در القای سیستم آنتی NOهمچنین نقش 

کاهش تنش اکسیداتیو ناشی از حضور فلزات سنگین، به 

کند، که این امر هان بیش انباشتگر کمک میافزایش مقاومت گیا

های های دخیل در جذب و انتقال یوننیز به نوبه خود فرایند

 (. Souri et al., 2018فلزی را تحت تأثیر قرار دهد )

 MDAو  H2O2محتوی دو شاخص تنش اکسیداتیو شامل 

ها، افزایش یافت و نکته با افزایش غلظت فلز در همه تیمار

در  MDAو  H2O2تشابه روند تغییرات محتوی قابل توجه، 

است، که در طی تنش آرسنیک به  I. cappadocicaگیاه 

در  H2O2تر بودن محتوی موازات یکدیگر افزایش یافتند. پایین

تواند مربوط به فعالیت میکرومولار آرسنیک، می 500های تیمار

در بخش هوایی  H2O2اکسیدان بوده و حذف های آنتیآنزیم

به نحو بهتری صورت گرفته است. تولید  I. cappadocicaاه گی

H2O2 های مختلف گیاهی به عنوان یک مولکول با در بافت

ها از جمله نقش دوگانه، در پاسخ به گستره وسیعی از تنش

از  ROSیابد افزایش میزان انواع تنش فلزات سنگین افزایش می

د محصول ، به عنوان عامل اصلی محدودیت تولیH2O2جمله 

ها، گیاهی و متابولیسم سلولی را از طریق پراکسیداسیدن لیپید

زنند های نوکلئیک، برهم میها و اسیدواسرشته کردن پروتئین

(Demidchik, 2015 مشخص شده است که تنش آرسنیک .)

ها و در نتیجه پراکسیداسیون لیپید ROSباعث تشکیل انواع 

(. القای Singh et al., 2007; Souri et al., 2018گردد )می

و  H2O2تنش اکسیداتیو در حضور آرسنیک و افزایش محتوی 

MDA ( در گیاهانی مانند برنجShri et al., 2009 گندم ،)

(Chun-Xi et al., 2007 و سرخس )P. vittata (Ma et al., 

( گزارش شده است، که همگی در توافق با نتایج حاصل 2006

 . هستنداز این تحقیق 

باعث کاهش محتوی هر دو شاخص تنش  SNP حضور

از  NOاکسیداتیو در سطوح مختلف آرسنیک گردید. مولکول 

های فنتون که طریق واکنش با فلزات واسطه و کاهش واکنش

شود، از تولید می H2O2های آزادی مانند در طی آن رادیکال

 ,Hsu and Kaoکند )گیاه در برابر تنش اکسیداتیو محافظت می

2004; Sahay and Gupta, 2017 همچنین .)NO  در متابولیسم

ROS اکسیدانی آن از طریق کند و اثر آنتیشرکت می 

های آزاد دارد، به خوبی به اثبات هایی که با رادیکالواکنش

اکسیدانی های آنتیدر افزایش پاسخ NOرسیده است. به علاوه 

را گیرد، نقش مهمی که در طی تنش فلزات سنگین صورت می

کند و از این طریق نیز منجر به کاهش تنش اکسیداتیو ایفا می

(. پیشنهاد شده است که Sahay and Gupta, 2017گردد )می

های غشایی، به در جلوگیری از پراکسیداسیون لیپید NOنقش 

دلیل واکنش این مولکول با رادیکال لیپید آلکوسیل و لیپید 

 Zhu etاسیون است )پراکسیل و متوقف کردن زنجیره پراکسید

al., 2006 نقش .)NO های اکسیداتیو و در کاهش شاخص

ها در گیاهان تحت تنش جلوگیری از پراکسیداسیون لیپید

 ,Talukdar(، لوبیا )Singh et al., 2015آرسنیک مانند برنج )

( ثابت شده است، که Shukla et al., 2015( و جو )2013

 باشد. حقیق میهمسو با نتایج بدست آمده از این ت

اکسیدانی نشان نتایج حاصل از بررسی فعالیت آنزیم آنتی

 دادند که با افزایش سطوح آرسنیک محیط، میزان فعالیت 

 در گیاه GSTو SOD، CAT، POD، APX، GRهای آنزیم

I. cappadocica که میزان فعالیتافزایش یافت، در حالی 

 1500 در تیمار (GSTجز آنزیم های مذکور )بآنزیم

 روند کاهشی پیدا کردند.  میکرومولار آرسنیک

O2اکسید )کنترل میزان رادیکال سوپر
در سطح پایه، به  (-

، یک سازوکار حفاظتی مهم در برابر تنش SODوسیله آنزیم 

O2باشد، زیرا اکسیداتیو می
ساز اکثر مشتقات به عنوان پیش -

OHو  H2O2انواع اکسیژن فعال یا سمی از قبیل 
کند، ل میعم -

به عنوان اولین خط دفاعی در برابر  SODرو از آنزیم از این

(. Karimi and Souri, 2016شود )تنش اکسیداتیو نام برده می

 1000در تیمار  SODرسد فعالیت بالای آنزیم به نظر می
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میکرومولار آرسنیک، به علت افزایش تنش اکسیداتیو والقای 

 گیاه شده در ت ایجادفعالیت آنزیم به منظور رفع سمی

I. cappadocica از سوی دیگر کاهش فعالیت آنزیم باشد. می

میکرومولار آرسنیک، احتمالاً به دلیل تخریب  1500در غلظت 

باشد. ساختار پروتئینی آنزیم در اثر شدت تنش اکسیداتیو می

های گونهتحت تنش آرسنیک در  SODافزایش فعالیت 

 ,.Liu et alزارش شده است )گ P. vittataسرخس از جمله 

2009; Ye et al., 2009دست آمده ار این (، که با نتایج ب

 . استپژوهش همسو 

به  H2O2تبدیل  PODو  CATهای عملکرد اصلی آنزیم

 سمیت باشد. این دو آنزیم از عوامل اصلیآب و اکسیژن می

 اکسیداتیو تنش طی در اکسیژن آزاد هایرادیکال زدایی

 فعالیت افزایش(. Mehla et al., 2017) ندشومی محسوب

 برابر در عمومی پاسخ یک عنوان به گیاهان، در POD آنزیم

 ;Sharma, 2012) آیدمی شمار به سنگین فلزات سمی مقادیر

Mehla et al., 2017)آنزیم . POD در شرکت با تواندمی 

 فلزات برابر محکم در فیزیولوژیکی سد یک ها،لیگنین بیوسنتز

 ,.Karimi and Souri, 2016; Mehla et al) کند ایجاد ینسنگ

در طی تنش  POD بودن میزان فعالیت آنزیمبالا(. 2017

 جلوگیری در آنزیم این مهم نقش به مربوط تواندمی آرسنیک،

 ترکیبات بیوسنتز افزایش وسیله به اکسیداتیو تنش گسترش از

های آنزیم. باشد I. cappadocicaگیاه  در لیگنین نظیر فنلی

APX  وGR آسکوربات  -های مهم چرخه گلوتاتیوناز آنزیم

هستند. در این تحقیق سطوح بالای آرسنیک در محلول غذایی، 

 GRو  APXهای باعث افزایش چشمگیر میزان فعالیت آنزیم

گردید، که این افزایش احتمالاً به دلیل اهمیت چرخه 

های آزاد در الزدایی رادیکآسکوربات در سمیت -گلوتاتیون

. افزایش است I. cappadocicaطول تنش اکسیداتیو در گیاه 

 تحت تنش آرسنیک در  GRو  APXهای فعالیت آنزیم

P. vittata (Srivastava et al., 2005( برنج ،)Shri et al., 

( گزارش شده، که با نتایج Singh et al., 2007( و لوبیا )2009

 است.  بدست آمده از این تحقیق موافق

زدایی ترکیبات سمی نقش مهمی در سمیت GSTآنزیم 

ها، تنظیم ها و فلزات سنگین(، هموستازی هورمونکش)علف

های مختلف گیاه مرگ سلولی، کاهش تنش اکسیداتیو و پاسخ

(. آنزیم Sharma, 2012; Kısa, 2017ها، دارد )به انواع تنش

GST  مشابه آنزیمGR  برای عملکرد خود بهGSH یاز دارد و ن

کند از آن به عنوان یک سوبسترا یا کوآنزیم استفاده می

(Jozefczak et al., 2012; Kısa, 2017 وظیفه اصلی آنزیم .)

GST های فلزی بادر هنگام تنش فلزات سنگین، اتصال یون 

GSH و شرکت در حذف ROS باشد )میJozefczak et al., 

2012; Sandalio et al., 2012.)  نتایج بدست آمده، بر طبق

در تمامی سطوح آرسنیک افزایش پیدا کرد  GSTفعالیت آنزیم 

های ها، فعالیت این آنزیم در غلظتو برخلاف سایر آنزیم

بالای فلزات، نه تنها با کاهش مواجه نشد، بلکه افزایش نیز 

رسد یافت. این مسأله بیانگر این مطلب است که به نظر می

، از اهمیت I. cappadocicaدر گیاه  GSTالقای فعالیت آنزیم 

بالایی برخوردار است و این آنزیم نقش مهمی در کاهش 

 GSTسمیت سطوح بالای آرسنیک دارد. القای فعالیت آنزیم 

( و کهور Mylona et al., 1998تحت تنش آرسنیک در ذرت )

(Mokgalaka-Matlala et al., 2009 مشاهده شده است، که )

 . استدست آمده از این تحقیق در توافق با نتایج ب

با سایر  GST، الگوی تغییرات آنزیم SNPدر حضور 

 1500در تیمار   SNPها متفاوت بود و بیشترین اثرآنزیم

میکرومولار آرسنیک مشاهده گردید. بررسی مطالعات قبلی 

خارجی، منجر  صورت به NO بردن کار دهند که بهنشان می

گیاهان  مقاومت زایشاف سنگین و فلزات سمیت به کاهش

 به امر گردد، که اینمی فلزات سنگین تنش برابر مختلف در

 ،SODهای اکسیدانی مانند آنزیمآنتی سیستم تقویت واسطه

CAT، POD، APX، GR،GST  ترکیبات تجمع همچنین و 

  و اکسیداتیو تنش کردنمحدود منظور اکسیدانی، به آنتی

 ;Singh et al., 2009) گیردمی صورت آن از ناشی هایآسیب

Gill et al., 2013; Farnese et al., 2013; Hasanuzzaman 

and Fujita, 2013; Cerana and Malerba, 2015, Praveen 

and Gupta, 2018).  مولکولNO کلسیم غلظت افزایش با 

 در مربوطه، هایناقال و کلسیمی هایکانال تنظیم و سیتوسلی
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 باعث طریق این از و داشته شنق سیگنالینگ آبشاری شبکه

 شرایط در اکسیدانهای آنتیهای مربوط به پاسخژن بیان تنظیم

در  NOنقش  (.Cerana and Malerba, 2015) گرددمی تنش

اکسیدان در گیاهان تحت تنش آنتی هایآنزیم افزایش فعالیت

(، گندم Singh et al., 2015آرسنیک مانند برنج )

(Hasanuzzaman and Fujita, 2013( و جو )Shukla et al., 

( ثابت شده است، که همسو با نتایج بدست آمده از این 2015

 باشد. تحقیق می

 

 گیری نتیجه

 تنش به مقاومت پژوهش، این از آمده بدست نتایج طبق بر

 سیستم افزایش به ،I. cappadocicaگیاه  این در آرسنیک

 باشد،می اکسیدانیهای آنتیآنزیم شامل که اکسیداتیو دفاعی

 GSTبه ویژه آنزیم  هاافزایش فعالیت آنزیم است و وابسته

و افزایش رشد  اکسیداتیو تنش هایشاخص کاهش به منجر

 ،NO دهنده عنوان به SNP ترکیب خارجی کاربرد گیاه گردید.

 رشد بر آرسنیک بالای هایغلظت سمی اثرات کاهش باعث
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Abstract 

 
Arsenic (As) stress, through the creation of oxidative stress, can cause phytotoxicity (e.g. The decrease of growth and 

chlorophyll content) in plants. Nitric oxide (NO), by promotion of the antioxidant system, plays an important role in 

reducing heavy metal-induced oxidative stress. In this study, the role of exogenously applied sodium nitroprusside 

(SNP; a NO donor) on physiological responses and antioxidant enzyme effects of Isatis cappadocica were investigated 

on high levels of As. The results showed that, in the highest level of As, the oxidative damages increased and plant 

growth was reduced, while SNP alleviated these inhibitory effects. The maximum activity of antioxidant enzymes was 

observed at 1000 μM As treatment, in the presence of SNP. These results showed that the application of SNP, which is 

an activator of antioxidant enzymes, may play a compensatory role against As stress. In addition, the application of 

SNP increased the antioxidant capacity of I. cappadocica against stress conditions. On the other hand, the activities of 

superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POD), ascorbate peroxidase (APX) and glutathione reductase 

(GR) were decreased at 1500 As treatment, which showed that Isatis possessed low potential to suppress oxidative 

stress. Unlike other antioxidant enzymes, glutathione S-transferase (GST) activity under1500 As treatment also 

increased. These results suggest that GST activity can play an important role in reducing the toxicity of high levels of 

As in I. cappadocica. 
 

Key Words: Isatis cappadocica, Nitric oxide, Oxidative Stress, Phytotoxicity 
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