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  در پاسخ هاي آنتی اکسیدانی گیاه نخود نیتریک اکسایدنقش پیش تیمار 

 )Cicer arietinum L.( هنگام کاهش دماي شبانه 
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  آذربایجان، تبریز، ایران
  )17/08/1393: ، تاریخ پذیرش  نهایی02/03/93: تاریخ دریافت( 

  
  

  :چکیده
عوامل دماهاي پایین یکی از  .هاي زیستی و غیرزیستی گیاهان داردنیتریک اکساید به عنوان مولکول گازي فعال نقش مهمی در پاسخ به انواع تنش

دماهاي پایین با تغییرات بیوشیمیایی، فیزیولوژیکی . شودمحدود کننده بقاء، تولیدمثل و توزیع جغرافیایی گیاهان در بیشتر مناطق دنیا محسوب می
عنوان دهنده به (میلی مولار سدیم نیتروپروساید  1/0در این پژوهش اثرات پیش تیمار . گردندو تغییرات مولکولی منجر به تنش اکسیداتیو می

آزمایش به صورت فاکتوریل در قالب . مطالعه شد) گراددرجه سانتی 5و  15و  25(بر گیاه نخود به هنگام کاهش دماي شبانه ) اکساید نیتریک
ی ها، ترکیبات فنلطرح کاملا تصادفی با چهار تکرار جهت سنجش ترکیباتی مانند محتواي هیدروژن پراکساید، شاخص پراکسیداسیون چربی

نتایج نشان داد که اثر نیتریک . هاي پراکسیداز و سوپراکسیددیسموتاز انجام شدمحلول و نا محلول، ظرفیت آنتی اکسیدانی کل و فعالیت آنزیم
ون دار بود ولی بر شاخص پراکسیداسیاکساید بر محتواي هیدروژن پراکساید، ترکیبات فنلی محلول و نا محلول و ظرفیت آنتی اکسیدانی کل معنی

کنش برهم. داري داشتتغییر دما بر کلیه صفات مذکور تأثیر معنی. دار نبودهاي پراکسیداز و سوپراکسیددیسموتاز معنیها، فعالیت آنزیمچربی
اکساید، دار بود، ولی بر محتواي هیدروژن پراکسیدانی کل و فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسموتاز معنیسدیم نیتروپروساید و دما بر ظرفیت آنتی

  . دار نبودها، ترکیبات فنلی محلول و نامحلول و فعالیت آنزیم پراکسیداز معنیشاخص پراکسیداسیون چربی
  

  هاي فعال اکسیژن، نخود، نیتریک اکسایددماي پایین، گونه :کلمات کلیدي
  

  :مقدمه
هاي زیستی منجر به تولید گونههاي زیستی و غیرانواع تنش

هاي انباشتگی گونه. شوندهاي گیاهی میفعال اکسیژن در بافت
ها، ها، چربیها باعث آسیب به پروتئینفعال اکسیژن در بافت

شده و در نهایت منجر به آسیب  DNAها و کربوهیدرات
 گیاهان سیستم ).Gill and Tuteja, 2010(گردند اکسیداتیو می

اکسیدانی آنزیمی و غیرآنزیمی براي جاروب شدن هاي آنتی
. اندهاي فعال اکسیژن را در طول تکامل به دست آوردهگونه

یک گونه فعال نیتروژنی است ) Nitric Oxide(نیتریک اکساید 
رادیکال آزاد، اندازه کوچک، (هاي خاصکه به علت ویژگی

در ) عمر کوتاه و قابلیت انتشار بالا از عرض غشاءهاي زیستی
د و نمو، فرآیندهاي مختلف فیزیولوژیکی گیاهان مانند رش

ریزي ها و مرگ برنامهزنی، بلوغ و پیري، حرکت روزنهجوانه
نیتریک اکساید ). Liu et al, 2011(کند شده سلولی دخالت می

ها ها و پروتئینهاي تیولهاي فعال اکسیژن، گروهبا گونه
تواند با توجه به غلظت و محل اثر بر میآن . دهدواکنش می
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 Lamattina et(سمی داشته باشد  روي سلول ها اثر حفاظتی یا

al., 2003( .هاي اهمیت این مولکول در تحمل به برخی تنش
 به ویژه تنش یخبندان) Siddiqui et al., 2010(محیطی 

)Neill et al., 2003( نیتریک اکساید با . شناخته شده است
تقویت سیستم دفاعی، توان گیاهان را براي سازش با شرایط 

از طرفی، در طبیعت دماي . دهدایش میناگوار محیطی افز
تواند محیط با تغییر فصول و شبانه روز دچار نوسان شده و می

اثرات نامطلوب روي فرآیندهاي رویشی و زایشی گیاه داشته 
دماهاي پایین با تغییر  ).Ruelland and Zachowski, 2010(باشد 

هاي در فرآیندهاي بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی هموستازي گونه
گیاهان  ).Siddiqui et al., 2010(سازند فعال اکسیژن را متاثر می

زراعی یکساله بعد از کاشت در بهار ممکن است کاهش دماي 
محتواي پروتئینی بالا، وجود فیبرها و . شبانه را تجربه کنند

کلسترول کم دانه نخود را منبع خوب غذایی براي انسان ساخته 
اي نخود گیاهی یکساله و بوته). Thakare et al., 2012(است 

هاي وسیع از جمله گیاهان زراعی است که بعد از شکل با شاخه
فصل زمستان در مناطق سردسیر کاشته شده و در مراحلی از 

با  ).Dasgupta et al., 2011(گیرد رشد تحت تأثیر سرما قرار می
توجه به اینکه خسارت ناشی از افت دما به ویژه در مراحل 

رشد و نمو، باعث کاهش در تولید و کیفیت محصول  حساس
گردد، بنابراین در این تحقیق سعی شده برخی تغییرات می

د نخو اهیگ شبانه در يدما کاهش از حاصلفیزیولوژیکی 
 سوء اثرات ود احتمالیبهب در نیتریک اکساید نقش بررسی و

در اثر تولید گونه هاي فعال اکسیژن مورد  کاهش دما از حاصل
   .اوش قرار گیردک
  

  :هامواد و روش
 ILC482از نوع رقم ) .Cicer arietinum L(بذور سالم نخود 

ضدعفونی و با آب مقطر % 1انتخاب و با هیپوکلریت سدیم 
زنی بذرها بر روي کاغذ صافی جوانه. شستشو داده شدند

سپس آنها به . مرطوب به مدت چهار روز صورت گرفت
روز در  10قال یافته و به مدت هاي حاوي پرلیت انتگلدان

ساعت تاریکی،  10ساعت نور و  14شرایط نوري تنظیم شده 

میکرومول برمتر مربع در ثانیه،  250جریان فوتون فتوسنتزي 
گراد در درجه سانتی 25±1درصد و دماي  35-45رطوبت 

شرایط کنترل شده نگهداري گردیده و به طور یک روز در میان 
هاي گلدان. غذایی هوگلند تغذیه شدند با آب مقطر و محلول

: روزه به دو گروه تقسیم گردیدند 10هاي رستحاوي دانه
 (SNP0) گروه اول با محلول هوگلند بدون سدیم نیتروپروساید

مولار سدیم میلی 1/0و گروه دوم با محلول هوگلند حاوي 
به صورت یک روز در میان تا روز (SNP1)نیتروپروساید 
هاي مذکور از روز شانزدهم به گلدان. ر شدندشانزدهم تیما

شب به صورت / مدت سه روز متوالی تحت تیمار دمایی روز
 48ها نمونه. سانتی گراد قرار گرفتند 25/5 – 25/15 – 25/25

ساعت بعد برداشت و براي آنالیزهاي بیوشیمیایی مورد استفاده 
  .قرار گرفتند

تر در برگی افتب ):H2O2(گیري پراکسید هیدروژن اندازه
همگن گردیده و  )pH=5/6مول و میلی 50(بافر فسفات پتاسیم 

% 1رویی با تیتانیوم کلراید  عصاره. سپس سانتریفوژ شد
میزان جذب مایع رویی در . مخلوط و دوباره سانتریفوژ گردید

با استفاده از  H2O2نانومتر تعیین و محتواي  410 طول موج
 μmolمحاسبه و بر حسب  µM-1 cm-128/0 ضریب تصحیح 

g-1   وزن تر گزارش شد)Jana and Chaudhuri, 1981.(  
اندازه گیري : هااندازه گیري شاخص پراکسیداسیون چربی

ها از روي غلظت مواد واکنش شاخص پراکسیداسیون چربی
 Thiobarbituric acid reacting دهنده با تیوباربیتوریک اسید

substances, TBARS)( تر در برگیبافت . فتصورت گر
به .  همگن و سانتریفوژ گردید% 1/0اسید  استیککلروتري

حاوي % 20اسید استیککلرومحلول رویی، تري
اضافه و در حمام آب جوش قرار % 5/0تیوباربیتوریک اسید 

واکنش در آب یخ متوقف گردیده و پس از . داده شد
 532و  600سانتریفوژ دوم میزان جذب نوري در طول موج 

نانومتر،  600پس از کسر جذب غیرویژه در. نانومتر تعیین شد
 mM-1 cm-1 155با ضریب تصحیح  TBARSمحتواي 
 وزن تر گزارش گردید μmol/gبر حسب و محاسبه 

)Heath and Pacher, 1968.(  
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گیري ترکیبات فنلی محلول و متصل به استرهاي اندازه
گن و پس از نگهداري هم% 50تر با متانول بافت برگی :دیواره

به . گراد، سانتریفوژ گردیددرجه سانتی 80درحمام آب با دماي 
اضافه و % 20مایع رویی حاصل، معرف فولین و کربنات سدیم 

میزان . دقیقه در دماي آزمایشگاه نگهداري شد 20به مدت 
نانومتر تعیین و مقدار  725جذب نوري آن در طول موج 

جهت سنجش . ر گزارش گردیدوزن ت mg/gها بر حسب فنول
حاصل با ترکیبات فنلی متصل به استرهاي دیواره، رسوب 

NaOH  5/0 ساعت نگهداري  24پس از . نرمال مخلوط گردید
بعد از انجام . نرمال اضافه شد HCl 2در دماي آزمایشگاه، 

سانتریفوژ، مقادیري از محلول رویی برداشته شده و به طور دقیق 
ها داده. کیبات فنلی محلول تکرار گردیدتمام مراحل سنجش تر

   ).Julkunen, 1985(تر گزارش شد وزن mg/gبر حسب 
تر با بافت برگی :اکسیدانی کلگیري ظرفیت آنتیاندازه

مایع رویی . متانول خالص همگن و سپس سانتریفوژ گردید
) DPPH(پیکریل هیدرازیل  -2دي فنیل 1،1حاصل با معرف 
قیقه قرارگیري در دماي آزمایشگاه، میزان د 30مخلوط و بعد از 

براي محاسبه ظرفیت . گیري شدنانومتر اندازه 517جذب در 
آنتی اکسیدانی از رابطه زیر استفاده و نتیجه بر حسب درصد 

  ). Hasan et al, 2009(گزارش گردید 
ظرفیت آنتی اکسیدانی  (%) = [(AC – AS) / AC] × 100 

AC  = جذب کنترل وAS  = نمونهجذب  
تر در بافت برگی :هاگیري فعالیت آنزیماستخراج و اندازه

) pH = 5/7و  mM 100(درجه با بافر فسفات سدیم  4دماي 
%) 1(پیرولیدون وینیل پلی و پلی) EDTA ) mM1/0حاوي 

از محلول رویی جهت سنجش . همگن و سانتریفوژ گردید
ز استفاده هاي پراکسیداز و سوپراکسید دیسموتافعالیت آنزیم

  .)Chaparzadeh et al, 2004( شد
، مقدار (POX) جهت سنجش فعالیت آنزیم پراکسیداز

حاوي ) pH = 5/7و  mM 50(مشخصی مایع رویی با بافر 
mM 40  گایاکول وmM 20 با . آب اکسیژنه مخلوط گردید

نانومتر و استفاده از ضریب تصحیح  470تعیین میزان جذب در 
mM-1 cm-1 39/6 یت آن به صورت واحد آنزیمی بر فعال

  ). Krizek et al., 1998(گرم پروتئین گزارش شد میلی
 براي اندازه گیري فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسموتاز

(SOD) مقداري مایع رویی با بافر فسفات سدیم ،)mM 100  و
5/7 = pH ( حاويEDTA mM 3 متیونین ،mM 200نیترو ،-

و آب  M 5/1 ، کربنات سدیمmM  25/2کلراید تترازولیوم بلو
 µMها ریبوفلاوین در تاریکی به نمونه. مقطر مخلوط گردید

دقیقه در معرض نور سفید قرار  10اضافه شده و به مدت  60
گیري و نانومتر اندازه 560در نهایت میزان جذب در . گرفتند

یک واحد فعالیت آنزیمی به صورتی تعریف شد که بتواند از 
. جلوگیري کند% 50نیتروبلوتترازولیمکلراید احیاي نوري 

)Dhindsa et al., 1981.(   
آزمایش با پیش تیمار نیتریک : تجزیه و تحلیل آماري

براي . تکرار صورت گرفت 4اکساید و دماي پایین با انجام 
 Excelو  16نسخه  SPSSافزار هاي آماري از نرمانجام تجزیه
استفاده از آزمون دانکن در ها با مقایسه میانگین. استفاده شد

  .درصد انجام گردید 5سطح احتمال 
  

  : نتایج و بحث
نتایج حاصل از جدول تجزیه واریانس : هیدروژن پراکسید

نشان داد که اثر نیتریک اکساید و کاهش دماي شبانه بر افزایش 
. دار بودمحتواي هیدروژن پراکسید بافت هاي برگی معنی

دما بر محتواي هیدروژن پراکسید کنش نیتریک اکساید و برهم
کاهش دما در حضور یا عدم ). 1جدول (تاثیري نداشت 

 H2O2حضور نیتریک اکساید موجب افزایش معنی دار میزان 
ها از طریق در کلروپلاستH2O2 ). 1شکل (ها گردید بافت

نوري و چرخه ها از طریق تنفسزومواکنش مهلر، در پراکسی
ها در مسیر انتقال الکترون و در درياگزیلات، در میتوکنگلی

اکسیدازها  NADPHغشاء پلاسمایی توسط پراکسیدازها و 
به طور مستقیم  Hung et al., 2005 .(H2O2(شود تولید می

گلوتاتیون  –به وسیله چرخه آسکورباتیا  توسط کاتالاز و
 تجزیه شده و به این ترتیب از آسیب سلولی جلوگیري می

افزایش محتواي  در تایید این نتایج). Hung et al., 2005(گردد 
H2O2 تحت تیمار سدیم نیتروپروساید و در  هاي نخوددر برگ
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  تجزیه واریانس صفات بیوشیمیایی اندازه گیري شده - 1جدول 

  منابع تغییر
درجه آزادي

    )MS( میانگین مربعات  

  TBARS پراکسیدهیدروژن
ترکیبات 

  فنلی محلول
ترکیبات فنلی 

  به دیوارهمتصل 
ظرفیت آنتی 
  اکسیدانی کل

آنزیم 
  پراکسیداز

 آنزیم سوپر
  اکسیددیسموتاز

  ns 10-10×938/2  ***6214  ***909/1805  ***948/18  ns031/0  ns5-10×19/2 270/2×10-4***  1  نیتریک اکساید
  001/0*  751/2***  702/21***  599/412**  4848***  811/1×10-4*** 753/2×10-4***  2  دما

  ns6-10×157/3  ns7-10×569/9  ns250  ns 987/162  ***027/20  ns094/0  **001/0  2  دما×  اکساید نیتریک
  56/1×10-4  039/0 869/0 137/69 6/78  110/1×10-5  666/2×10-5  18  خطا
                23  کل

  .باشندبودن مینیمعبیانگر بی nsو  P=001/0و P = 0/ 01و   P= 05/0داري در سطح به ترتیب بیانگر معنی*** و ** ، *
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دار در سطح و حروف مشابه بیانگر عدم اختلاف معنی SE ±تکرار  4ها میانگین داده. هابرگ H2O2اثر نیتریک اکساید و دما بر محتواي  - 1شکل

  ). انتیگراددرجه س 25و  15، 5به ترتیب دماي شبانه به میزان  T25و  T5 ،T15. (درصد است 5احتمال 
  

  خیار تحت تنش سرما مشاهده شده استهاي برگ
 )Lee and Lee, 2000; Sheokand et al., 2010 .( در مطالعه

هاي رود که کاهش دما با افزایش تولید گونهحاضر احتمال می
 H2O2فعال اکسیژن از جمله آنیون سوپراکسید منجر به تشکیل 

توان به فعالیت  را می در اثر کاهش دما H2O2افزایش . شودمی
احتمال دارد . نیز نسبت داد H2O2هاي تجزیه کننده کم آنزیم

سدیم نیتروپروساید در غلظت به کار رفته در این تجربه نیز به 
عنوان اکسیدان عمل نموده و با ایجاد تنش اکسیداتیو باعث 

  . گردیده است H2O2افزایش 
و نیز نیتریک اکساید : هاشاخص پراکسیداسیون چربی

بافت  TBARSکنش بین نیتریک اکساید و دما بر مقدار برهم
ها تاثیري پراکسیداسیون چربی هاي برگی به عنوان شاخص

کاهش دما موجب افزایش معنی دار ). 1جدول (نداشت 

بدین معنی که بیشترین مقدار در . ها شدپراکسیداسیون چربی
ار داشت درجه قر 25درجه و کمترین مقدار در دماي  5دماي 

نیتریک نقش کاهش دهندگی  گزارشی مبنی بر ).a2شکل (
 ,.Singh et al(ها وجود دارد در پراکسیداسیون چربی اکساید

-ترین هدف آسیب سرمایی میغشاهاي سلولی عمده. )2014

با کاهش دما و تغییر نسبت اسیدهاي چرب اشباع و . باشند
یاهی از هاي گهاي موجود در غشاء سلولغیراشباع، چربی

 در. شوندکریستالی به حالت جامد تبدیل می -حالت مایع
توانند عملکرد سیالیت کم غشاءها اجزاء پروتئینی آنها نمی

 تنش اکسیداتیو در دماهاي پایین به وسیله. مناسب داشته باشند
عمده (آلدئید ديمالون. شودهاي فعال اکسیژن انجام میگونه

ها است و کسیداسیون چربیمحصول نهایی پرا) TBARSترین 
شودها استفاده میبراي ارزیابی پراکسیداسیون چربی
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و  SE ±تکرار  4ها میانگین داده. (b)هاو محتواي ترکیبات فنلی محلول برگ (a) هابرگ TBARSاثر نیتریک اکساید و دما بر محتواي  - 2شکل

درجه  25و  15، 5به ترتیب دماي شبانه به میزان  T25و  T5 ،T15. (درصد است 5مال دار در سطح احتحروف مشابه بیانگر عدم اختلاف معنی
  ).سانتیگراد

  

      
ها داده. (b)ظرفیت آنتی اکسیدانی کل برگ ها  (a)و دما بر محتواي ترکیبات فنلی متصل به دیواره هاي سلولی برگ ها اثر نیتریک اکساید - 3شکل

به ترتیب دماي شبانه به  T25و  T5 ،T15( .درصد است 5دار در سطح احتمال شابه بیانگر عدم اختلاف معنیو حروف م SE ±تکرار  4میانگین 
  ).درجه سانتیگراد 25و  15، 5میزان 

  
 )Zeng et al., 2011.( شود انباشتگی تصور میTBARS  به

وسیله تجزیه اکسیداتیو اسیدهاي چرب غیراشباع، به ویژه 
یرد که عمدتا در گلیکولیپیدهاي لینولنیک اسید صورت گ

گیاهان با به کارگیري ). Yu et al., 2013(تیلاکوئید قرار دارد 
ها را از اکسیدانی، غشاهاي سلولی و اندامکهاي آنتیسیستم
هاي فعال اکسیژن هاي ایجاد شده به وسیله گونهآسیب

مطابق با نتایج حاضر  ).Lee and Lee, 2000(کنند محافظت می
در گیاه سویا  TBARSدار محتواي ن مطالعه افزایش معنیدر ای

). Toda et al., 2011(تحت تنش سرما گزارش شده است 
ها یک نشانگر وجود رود که پراکسیداسیون چربیگمان می

  .ها استواکنش هاي رادیکال آزاد نا مطلوب در بافت
نتایج حاصل از جدول تجزیه واریانس : ترکیبات فنلی

ن داد که نیتریک اکساید و کاهش دما موجب نشا) 1جدول(
دار محتواي ترکیبات فنلی محلول برگ ها شدند افزایش معنی

کنش بین نیتریک اکساید و دما بر محتواي برهم). b2شکل (
روند تغییرات در محتواي . ترکیبات فنلی تاثیري نداشت

هاي محلول ترکیبات فنلی متصل به استرهاي دیواره مشابه فنل
ترکیبات فنلی گروه بزرگ و ). a3و شکل  1جدول(بود 

باشند هاي ثانویه آروماتیک در گیاهان میمتنوعی از متابولیت
)Rispail et al., 2005 .(هاي غیر زیستی از جمله دماهاي تنش

 پایین با تغییرات مولکولی، بیوشیمیایی، فیزیولوژیکی و
در . دهندتحت تأثیر قرار می مورفولوژیکی رشد و نمو گیاهان را

 گندم هايیید این نتایج، افزایش سطح ترکیبات فنلی در برگأت
  ).Koc et al., 2010(تحت تنش سرما نیز گزارش شده است 
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تکرار  4ها میانگین داده .(b)هاو فعالیت آنزیم سوپراکسیددیسموتاز برگ (a) اثر نیتریک اکساید و دما بر فعالیت آنزیم پراکسیداز برگ ها - 4شکل

± SE درصد است 5دار در سطح احتمال و حروف مشابه بیانگر عدم اختلاف معنی. )T5 ،T15  وT25  25و  15، 5به ترتیب دماي شبانه به میزان 
  ).درجه سانتیگراد

  
ها به وسیله عوامل مختلف زیستی و سنتز و آزاد شدن فنل

ن آمونیالیاز که فنیل آلانین را فنیل آلانی. شودغیرزیستی القاء می
هاي مهم در کند از جمله آنزیمبه سینامیک اسید تبدیل می

رود با کاهش دما، باشد که گمان میها میمسیر بیوسنتز فنل
هاي فعال اکسیژن به عنوان پیامی در افزایش افزایش تولید گونه

اشکال استر ترکیبات . فعالیت آنریم مذکور عمل نموده باشد
توانند به عنوان سوبسترا براي پراکسیدازهاي واکوئلی در لی میفن

آسکوربات استفاده شوند که از این / فنولیک/ سیستم پراکسیداز
هاي فعال اکسیژن تولید ها را در برابر گونهتوانند سلولطریق می

پیش  ).Weidner et al, 2009(شده در طی تنش محافظت کنند 
ها، هاي گیاهی کربوهیدراتبافت ساز اصلی براي سنتز فنل در

بنابراین کاهش در . هاي محلول هستندبه ویژه کربوهیدرات
هاي ترکیبات فنلی ممکن است به علت کاهش در کربوهیدرات

تصور ). Shallan et al., 2012(محلول در شرایط تنش باشد 
شود که نیتریک اکساید به طور غیر مستقیم با تحت تأثیر می

ها، آنها را به سمت سنتز ابولیسم کربوهیدراتقرار دادن مت
ترکیبات فنلی جهت افزایش تحمل گیاه نسبت به کاهش دما 

  . هدایت کند
اثر دما و نیتریک اکساید و نیز : اکسیدانی کلظرفیت آنتی

دار بود کنش بین آنها بر ظرفیت آنتی اکسیدانی کل معنیبرهم
همراه  به یدبدین معنی که حضور نیتریک اکسا). 1جدول (

در . اکسیدانی کل گردیدکاهش دما باعث افزایش ظرفیت آنتی
درجه و در  5واقع بیشترین ظرفیت آنتی اکسیدانی در دماي 

حضور نیتریک اکساید و کمترین ظرفیت آنتی اکسیدانی در 
 )در حضور و یا عدم حضور نیتریک اکساید(درجه  25دماي 

باشد که آزاد می یک رادیکال b3.( DPPHشکل (مشاهده شد 
هایی مانند اکسیدانفعالیت جاروب کنندگی آن وابسته به آنتی

نیتریک اکساید . ها و فلاوونوئیدها استفنلگلوتاتیون، پلی
اکسیدان از جمله هاي آنتیتواند سنتز متابولیتخارجی می

 DPPHافزایش ظرفیت جاروب کننده . گلوتاتیون را القاء نماید
هاي گیاه خیار تحت دیم نیتروپروساید در برگبا استفاده از س

احتمال  ).Yu et al., 2013(تنش کادمیوم گزارش شده است 
رود نیتریک اکساید به طور غیر مستقیم با دخالت در القاء می
-هاي غیرآنزیمی ظرفیت آنتیاکسیدانهاي مسئول تولید آنتیژن

  . دهداکسیدانی کل را افزایش می
نیتریک اکساید و نیز تیمار با : سیدازفعالیت آنزیم پراک

کنش بین نیتریک اکساید و دما بر فعالیت آنزیم پراکسیداز برهم
). 1جدول (دار بود برگ ها تاثیري نداشت ولی اثر دما معنی

 5درجه و کمترین آن در  15بیشترین فعالیت آنزیم در دماي 
هم پراکسیداز پروتئین داراي ). a4شکل ( درجه مشاهده گردید

براي اکسیداسیون مواد آلی و غیرآلی استفاده  H2O2است که از 
این آنزیم عمدتا در دیواره سلولی قرار داشته و داراي . کندمی

باشد می H2O2هاي مختلفی از جمله جاروب کردن نقش
)Mafakheri et al., 2011 .( افزایش فعالیت پراکسیدازها در

ما گزارش شده است هاي گیاه ذرت در اثر کاهش درستدانه
)Prasad et al., 1995 .( با توجه به کاهش فعالیت آنزیم
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درجه و نیز افزایش غلظت پراکسید  5پراکسیداز در دماي 
هیدروژن در دماي مذکور در این مطالعه و با در نظر گرفتن 

-نقش اصلی آنزیم پراکسیداز در تجزیه پراکسید هیدروژن می

درجه، براي فعالیت آنزیم  5 توان چنین ارزیابی کرد که دماي
پراکسیداز دماي بهینه نبوده، بنابراین پراکسید هیدروژن توسط 

توان چنین استنباط کرد می. یابدآنزیم تجزیه نشده و افزایش می
درجه باعث  5که تولید بیشتر پراکسید هیدروژن در دماي 

هاي غشاء هاي پراکسیداسیون چربیو   H2O2افزایش محتواي 
از طرف دیگر . شودها میاکسیداسیون پروتئین سلولی و

محدود شدن توان آنزیمی پراکسیداز می تواند با افزایش توان 
آنتی اکسیدانی غیر آنزیمی مانند ترکیبات فنلی جبران گردد 

  ).3و  2هاي شکل(
نیتریک اکساید بر : فعالیت آنزیم سوپراکسیددیسموتاز
هاي برگی تاثیر معنی فعالیت آنزیم سوپراکسیددیسموتاز بافت 

کنش بین نیتریک اکساید و دما اثر دما و نیز برهم. داري نداشت
بیشترین فعالیت ). 1جدول (دار بود بر فعالیت این آنزیم معنی

درجه و در حضور نیتریک اکساید و کمترین  5آنزیم در دماي 
درجه و در حضور نیتریک اکساید  25فعالیت آنزیم در دماي 

 سوپراکسیددیسموتاز جزء متالوآنزیم ).b4کل ش(قرار داشت 
هایی است که سوپراکسید را به پراکسیدهیدروژن و اکسیژن 

هایی زیمنسوپراکسیددیسموتاز یکی از مهمترین آ. کند تبدیل می
است که در دفاع گیاهان بر علیه تنش اکسیداتیو مورد استفاده 

اهی وجود آنزیم فوق در همه انواع سلول هاي گی. قرار می گیرد
این تحقیق بر فعالیت کل آنزیم سوپراکسیددیسموتاز . دارد

متمرکز است در صورتیکه آنزیم داراي ایزوفرم هاي خاصی 
ممکن است تیمار سرمایی اثرات متفاوت بر روي ایزوفرم . است

ها داشته باشند، به ویژه اینکه فعالیت آنزیم می تواند به سن و 
  وابسته باشد نوع بافت، و همین طور سطح تنش

 )Chaparzadeh et al., 2004 .( نیتریک اکساید  تحت تیمار
هاي گیاه خیار افزایش فعالیت سوپراکسیددیسموتاز در برگ

). Lee and Lee, 2000( تحت تنش سرما مشاهده شده است
پیشنهاد شده که نیتریک اکساید به وسیله تحت تأثیر قرار دادن 

 پراکسیددیسموتاز را افزایش میسنتز پروتئین آنزیم، فعالیت سو

سیستم آنزیمی سوپراکسیددیسموتاز به ). Liu et al., 2011( دهد
هاي محیطی و نموي در گیاهان در سطح بیان ژن وسیله محرك

در تجربه ). (Jevremovic et al., 2010شود به شدت تنظیم می
درجه در اثر القاي  5حاضر بیشترین فعالیت آنزیم در دماي 

در تایید این نتایج افزایش مقدار . اکساید مشاهده شد نیتریک
mRNA سوپراکسیددیسموتاز تحت تیمار سرما در توتون 

نقش نیتریک ). Kang and Saltveit, 2002(مشاهده شده است 
اکساید در کاهش تنش اکسیداتیو ممکن است بخشی به توانایی 

. ط باشدنیتریک اکساید در القاء آنزیم سوپراکسیددیسموتاز مربو
پذیر است و قابلیت آنیون سوپراکسید بسیار سمی و واکنش

نیتریک اکساید . باشدهاي سمی را نیز دارا میتبدیل به سایر گونه
را از  با تسریع تبدیل آنیون سوپراکسید به پراکسید هیدروژن آن

دیگر اثرات مثبت القایی نیتریک  از طرف. کندسمیت خارج می
  آنتی اکسیدان دیگر نیز مانند هاياکساید روي آنزیم

  آسکوربات پراکسیداز در شرایط تنش دیگر در دست است 
)Shi et al., 2007.(  

  
  :نتیجه گیري

 پایین شبانه دماهاي که داد نشان پژوهش این از حاصل نتایج
بافت هاي برگی  متابولیسم بر تاثیر با محیطی تنش عنوان به

 ایجاد و شده اکسیژن فعال هاي گونه تولید موجب نخود گیاه
 با فرایند این طی. نمایندمی اکسیداتیو ثانویه تنش

 آسیب سلولی غشاهاي یکپارچگی ها چربی پراکسیداسیون
 آنتی توان اکسیداتیو تنش با مقابله جهت نخود گیاه. بیند¬می

 را آنزیمی غیر اکسیداتیو آنتی توان ویژه به خود اکسیداتیو
 اثر حاضر پژوهش در اکساید نیتریک تیمار. دهدمی افزایش
 غلظت بررسی لذا نداد، نشان توان این افزایش بر مثبتی چندان

  .است ضروري آن از متفاوت هاي
  

  :سپاسگزاري
نویسندگان از معاونت پژوهش و فناوري دانشگاه شهید مدنی  

  .هاي مالی کمال تشکر را دارندآذربایجان به سبب حمایت
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