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  :چكيده

آيد، ايجاد تنش اكسيداتيو است. در اين  مي به وجودهاي مهم بافتي كه به دنبال قرارگيري گياهان در معرض تنش  يكي از آسيب

اكسيدان  پارامترهاي بيوشيميايي و ميزان فعاليت سه آنزيم آنتي برخيبر  ايزوتيوسيانات پژوهش اثر سطوح مختلف متيل

شاهي بعد هاي گياه  بذر پراكسيداز در گياهچه شاهي در شرايط در شيشه بررسي شده است. پراكسيداز، كاتالاز و گاياكول آسكوربات

هاي   ها در شرايط استريل با غلظت  روزه، گياهچه 20كشت گرديدند. پس از يك دوره رشد  MSاز ضدعفوني در محيط كشت 

يل وفركلگرديدند. نتايج به دست آمده نشان داد كه ميزان  روز تيمار 3مدت هايزوتيوسيانات ب مولار متيل ميلي 1و  1/0، 01/0صفر، 

a كلروفيل ،bحاليكه تنش  داري داشته است. در هاي تحت تنش كاهش معني و ميزان پروتئين در گياهچه ل كل، كاروتنوئيد، كلروفي

اكسيدان را افزايش داده است. به نظر  هاي آنتي ايزوتيوسيانات مقادير قندهاي احياكننده، پرولين، آنتوسيانين و همچنين فعاليت آنزيم

تنش اكسيداتيو و فعال شدن پارامترهاي دفاعي در گياه شده است. بيشترين و كمترين ميزان ايزوتيوسيانات باعث ايجاد  رسد متيل مي

  انات مشاهده شد.ايزوتيوسي مولار متيل ميلي 01/0مولار و  ميلي 1ثير به ترتيب در غلظت أت

  

  ت.ايزوتيوسيانا متيلكشت درون شيشه، ي: تنش اكسيداتيو، كلمات كليد

  

  :مقدمه

ها توسط آنزيم در درون سلول هيدروليز گليكوزينولات

طيفي از ، )تيوگلوكوزيد گلوكوهيدرولاز( ميروزيناز

ها هستند را ها ايزوتيوسيانات ترين آن كه مهم محصولات

مطالعات بيوشيمي و ژنتيكي  آورد. اخيراًوجود ميهب

صورت گرفته روي گياه مدل آرابيدوپسيس، مسير بيوسنتز 

ماده آمينواسيدي تائيد كرده  ها را از پيشگليكوزينولات

در ها (در واكوئل) ها در تمام سلولاست. گليكوزينولات

 بويانشبهاي خانواده در تمام اندامو هاي مختلف غلظت

تيوگلوكز و  D-βهاي آلي حاوي آنيون باشند وميود موج

هاي سولفونه شده هستند كه گروه مهم و منحصر به اكسيم

ها ها، ساقههاي ثانويه را در بذرها، ريشهفردي از متابوليت

زماني كه  .دهندهاي گياهان تشكيل ميو برگ

در مجاورت يكديگر  ميروزيناز ها و آنزيمولاتينگلوكوز

آنزيم در  )پس از آسيب مكانيكي يا زخم( گيرندقرار مي

حضور آب به سرعت باعث هيدروليز تركيبات 

محصولات هيدورليز شامل يك  شود.ولاتي ميينگلوكوز

باشد. بخش آگليكون  ميبخش آگليكون، گلوكز و سولفات 
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 تيوسيانات، هاايزوتيوسياناتناپايدار است و براي تشكيل 

ها بسته به ريلاپي تيو نيتها، اكسازوليدين تيونها، ، نيتريلها

آرايي  بازها و شرايط واكنش ولاتينساختار گلوكوز

 N=C=Sي داراي گروه عامل هاايزوتيوسيانات .شوند مي

هاي آمينو و  ها با گروهاز آنجايي كه ايزوتيوسيانات هستند.

 كه دارد دهند، اين احتمال وجود سولفيدريل پپتيدها واكنش مي

 .(Yan and Chen, 2007)ثير بگذارند ها تأهاي پپتيدبر عملكرد

هاي طبيعي در گياهان از تغييرات بسياري از ايزوتيوسيانات

ها حاصل  شيميايي ايجاد شده توسط گليكوزينولات

 تيو ايزو  هاي طبيعي همچون آليلشوند. ايزوتيوسيانات مي

معطركننده و دهنده،  ها به عنوان عوامل طعمسيانات

اين  (Yan and Chen, 2007). روند كش به كار مي قارچ

شامل  هاي زيستي داراي طيف وسيعي از فعاليتتركيبات 

نماتد  باكتريال، ضدقارچ، ضد اكسيدان، آنتي هاي آنتي فعاليت

 . (Yan and Chen, 2007)حشره هستند  و ضد

 پذير هستند، ها تركيباتي بسيار واكنشايزوتيوسيانات

هاي اكسيداتيو در گياه شده و باعث ايجاد واكنش بنابراين

. در (Yan and Chen, 2007)كنند  اكسيژن فعال توليد مي

حقيقت اين تركيبات نقش دوگانه دارند، در غلظت بالا 

ولي  Hara et al., 2010).اثرات سمي روي سلول دارند (

ولي مستقيم باعث دفاع سلطور غيرهتر بهاي پاييندر غلظت

 و كاروتنوئيدها آنتي E، ويتامينCويتامين شوند. مي

هاي آزاد هاي مستقيم هستند به صورتي كه راديكالاكسيدان

 .كنند مي ها آسيب برسانند خنثيرا قبل از آنكه به سلول

ها و محصولات هيدروليزشان به عنوان ولاتينگلوكوز

به  ،شوند ميمستقيم در نظر گرفته هاي غيراكسيدانآنتي

كنند، خنثي نمي هاي آزاد را مستقيماًدليل اينكه آنها راديكال

هاي متابوليزه كننده بلكه از طريق تنظيم فعاليت آنزيم

 كه فعاليت آنتي IIو فاز  I (آنزيم هاي فاز زنوبيوتيك

 .كنند ميكنند) عمل اندازي ميخيري را راهأاكسيدان ت

 II م فازآنزيو ) P450(ستيوكروم  Iهاي فاز آنزيم

ميتل  S-سفراز، آلدهيدردوكتاز، نون اس تراتي(گلوتا

  هستند. فراز) نساستيل ترا N-فراز، نسترا

ها به طور معمول انتقال الكترون سلولي را در  تنش

هاي مختلف درون سلولي مختل و منجر به توليد  محفظه

-شوند. يكي از آسيب ) ميROSهاي اكسيژن فعال (گونه

گيري گياهان در معرض  به دنبال قرارهاي مهم بافتي كه 

شود، افزايش تجمع انواع مختلف  تنش ايجاد مي

باشد.  گر و ايجاد تنش اكسيداتيو مي هاي واكنش اكسيژن

هاي اكسيژن بسياري از فرايندهاي متابوليكي توليد گونه

ها مثل  آن هايي گياهي و اندامكهاسلولنمايد.  فعال مي

زوم براي محافظت از  راكسيري و پدميتوكن كلروپلاست،

دفاع  هايسيستماز سمي  خود در برابر اين اكسيژن

به  . (Corpas et al., 2001)كنند مياستفاده اكسيداني  آنتي

رسد توانايي گياهان عالي در جاروب كردن  نظر مي

هاي سمي اكسيژن، عامل بسيار مهمي براي تحمل  راديكال

جام شده در شرايط آزمايشات ان هاي محيطي باشد. به تنش

ها و تركيبات در شيشه نشان داده است كه بسياري از آنزيم

هاي اكسيداتيو محافظت ثانويه، گياهان را در برابر آسيب

اكسيداني و تعيين ميزان  آنتيهاي  بررسي آنزيم. كنند مي

كننده در تقويت  هاي تعيينها يكي از فاكتور فعاليت آن

نتيجه كاهش يا افزايش مقاومت اكسيداني و در  سيستم آنتي

  .(Corpas et al., 2001) هاي محيطي است گياه به تنش

با وجود چندين گزارش روي تركيبات ايزوتيوسيانات، 

طور كامل مكانيسم فيزيولوژيكي گياه در برابر انواع اين تركيبات به

به Hara et al., 2010; Khokon et al., 2011). (مشخص نيست 

ثير متيل ايزوتيوسيانات بر أاين تحقيق تاين منظور در 

اكسيدان  هاي آنتي هاي فيزيولوژيكي و فعاليت آنزيم پاسخ

پراكسيداز در  گاياكولپراكسيداز و  آسكوربات كاتالاز،

تيزك  ترهگرفت. مورد مطالعه قرار هاي شاهي  گياهچه

بويان و با نام علمي (شاهي) گياهي خوراكي از تيره شب

(Lepidium sativum L.) باشد. گياهي يكساله كه  مي

هاي بدون كرك و بدون دندانه آن به مصرف تغذيه  برگ

. با توجه به (Sheel and Agarwal, 2010)رسد  انسان مي

ها از چندين مكانيسم بهره  اينكه گياهان براي پاسخ به تنش

ثر ؤانجام اين پژوهش براي بررسي نقش م ،گيرند مي
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هاي ار رفته در القاي پاسخكهتركيبات ايزوتيوسيانات ب

 اكسيداني گياه و يافتن مناسبدفاعي از طريق سيستم آنتي

  باشد. ترين غلظت اين تركيبات مي

  

  ها: مواد و روش

 (.Lepidium sativum L)ي گياه شاهي بذرها موادگياهي:

با آب مقطر تهيه گرديد. بذرها اصفهان  از شركت پاكان بذر

دقيقه و محلول  1% به مدت 70ل وشستشو و سپس با اتان

دقيقه ضدعفوني  20درصد هيپوكلريت سديم به مدت  20

شاهي در ظروف كشت حاوي محيط  بذر 20شدند. تعداد 

هاي كشت حاوي  محيطكشت گرديد و سپس  MSكشت 

 16اتاق كشت با دوره نوري  روز در 20بذر به مدت 

و  C 2±25˚ساعت تاريكي، دماي  8ساعت روشنايي و 

  نگهداري شدند.% 95- 98ت رطوب

صفر، هاي  ايزوتيوسيانات در غلظت متيل امولسيون آبي

در شرايط تهيه گرديد و سپس مولار  ميلي 1و  1/0، 01/0

استريل (كابينت لامينار ايرفلو) با استفاده از سرنگ استريل 

 گياهان تيمار گرديد.درون ظروف كشت  روي گياهچه ها

روز در  3به مدت  جدداًم تيمار شده با ايزوتيوسيانات

 .(Hara et al., 2010) نگهداري شدند اتاق كشتشرايط 

ها در نيتروژن مايع منجمد شدند و  گياهچهروز  3پس از 

براي  و گراد نگهداري شدند درجه سانتي - 80در فريزر 

گيري پارامترهاي فيزيولوژيكي و بيوشيميايي استفاده  اندازه

   گرديدند.

بر اساس  د:كلروفيل و كاروتنوئيگيري ميزان  اندازه

گرم برگ تر وزن شد و در هاون چيني  05/0اين روش 

درصد سائيده شد. محتواي  80ليتر استن  ميلي 5حاوي 

اي قرار داشت صاف  هاون با كاغذ صافي كه در قيف شيشه

ليتر استن به آن اضافه شد. حجم  ميلي 10گرديد. سپس 

اين محلول حاوي ليتر رسانده شد.  ميلي 15محلول به 

ليتر از عصاره  ميلي 3و كاروتنوئيد است.  a ،bكلروفيل 

نمونه ها در كووت ريخته شد و شدت جذب آنها در طول 

نانومتر با استفاده از  470و  20/663، 8/646هاي  موج

. (Lichtenthaler, 1987)دستگاه اسپكتروفتومتر خوانده شد

هاي فتوسنتزي بر  رنگيزهنتايج حاصل از اندازه گيري مقدار 

  حسب ميلي گرم بر گرم وزن تر محاسبه و ارائه شد.

گرم  05/0: در اين روش ابتدا سنجش ميزان آنتوسيانين

سي متانول  سي 5/2برگ گياه را با ترازو وزن كرده سپس با 

سي اسيد كلريدريك)  سي1سي متانول و  سي 99اسيدي (

 5/2ره به سائيده شد. در استوانه مدرج حجم كل عصا

دار  هاي آزمايش سرپيچ سي رسانده شد. عصاره در لوله سي

 25ساعت در تاريكي و در دماي  24ريخته و به مدت 

دقيقه با سرعت  10درجه قرار گرفت و سپس به مدت 

دور در دقيقه سانتريفوژ و با استفاده از دستگاه  4000

 نانومتر خوانده شد 550اسپكتروفتومتر جذب در طول موج 

(Wagner, 1979) براي محاسبه غلظت، ضريب خاموشي .

متر بر مول در نظر گرفته شد و نتايج بر  سانتي 33000

  حسب ميكرومول بر گرم وزن تر محاسبه گرديد.

ها و  : مقدار پرولين در برگگيري مقدار پرولين اندازه

شد.  گيري اندازه )1973و همكاران ( Bateروش  به ريشه 

گرم از بافت تازه برگ و ريشه  02/0مطابق اين روش 

اسيد  ليتر ميلي 10 جداگانه با نمونه و هر گرديد توزين

شد. پس  سائيده چيني هاون درصد در 3سولفوسالسيليك 

 استيك اسيد و هيدرين نين معرف افزودن و از سانتريفيوژ

 مدت يك به مارى نمونه ها در بن محلول رويي، به خالص

 تولوئن به نمونه ها و افزودنبا  داده شدند. ساعت قرار

طول  در ها محلول جذب محلول رويي، شدت جداسازى

منحني  از استفاده با سپس شد. نانومتر خوانده 520 موج

 وزن گرم بر ميكرو مول حسب بر پرولين غلظت استاندارد،

  گرديد. گزارش و محاسبه تر

گرم از بافت  05/0سنجش ميزان قندهاي احياكننده: 

ليتر آب  ميلي 10ريشه توزين شد و هر نمونه با تر برگ و 

 احياكننده مقطر در هاون چيني سائيده شد. مقدار قندهاي

 )Somogyi-Nelson)1952  روش برگ و ريشه به در

 600 طول موج در ها محلول جذب شد. شدت گيري اندازه

 منحني استاندارد از استفاده با سپس شد، خوانده نانومتر
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 تر وزن گرم بر گرم ميلي حسب بر كننده احيا قندهاي غلظت

  گرديد. گزارش و محاسبه

 1/0مقدار گيري آنزيم: تهيه عصاره گياهي براي اندازه

گرم از بخش هوايي توزين و درون هاون قرار داده شد و 

  وينيلهاي فسفات حاوي پليليتر از بافر نمكميلي 5/1

تفاده در ) به آن اضافه شد. بافر مورد اسPVPپيروليدين (

بود. بافت مورد نظر در  4/7برابر  pHاين مرحله داراي 

هموژن  كه يك محلول كاملاًهاون ساييده شد به طوري

هاي هموژن گيري و نگهداري بافتحاصل گرديد. عصاره

گيري هاي عصارهدر دماي پايين و روي يخ انجام شد. بافت

ت گراد به مد درجه سانتي 4و دماي  دور 10000شده در 

  دقيقه سانتريفيوژ شدند.  10

 پراكسـيداز:  گيري فعاليت آنزيم آسكوربات اندازه

  Nakanoبر اسـاس روش APX فعاليت آنزيم  گيري اندازه

محلـول واكـنش آنـزيم    گيري شد.  اندازه )Asada )1981و 

APX  مولار  ميلي 2/0ميكروليتر بافر فسفات حاوي  625از

EDTA ،175    ،ميكروليتـر   50ميكروليتر آسـكوربيك اسـيد

ميكروليتر آلبومين گـاوي تشـكيل    50پراكسيد هيدروژن و 

، مقـدار  APXگيـري فعاليـت آنـزيم     شده بود. جهت اندازه

ــنش و  900 ــول واك ــر از محل ــر از  100 ميكروليت ميكروليت

عصاره آنزيمي مخلوط شد و منحني كاهش جذب در طول 

ثانيه رسم گرديد. يك واحد  60مدت نانومتر در  290موج 

 µmol min-11 بر اساس سرعت اكسـيد   APXاز فعاليت آنزيم 

بيان گرديد. اين عمل سه  C25° آسكوربيك اسيد در دماي 

بار تكرار گرديد و ميانگين سه بار مبناي محاسـبه فعاليـت   

APX  .ميزان فعاليت آسكوربات در هر نمونه قرار گرفت

ه از ضريب خاموشـي مـولي برابـر    پراكسيداز با استفاد

2.8 mM-1cm-1  .محاسبه شد  

گيري  اندازه :گيري فعاليت آنزيم كاتالاز اندازه

فعاليت آنزيم كاتالاز بر اساس روش معرفي شده 

طبق تعريف يك . انجام شد) Aebi )1984توسط 

واحد كاتالاز مقدار آنزيمي است كه موجب تجزيه 

 25در مدت يك دقيقه در دماي  H2O2يك ميكرومول 

گراد شود. بنابراين محلول واكنش حاوي  درجه سانتي

H2O2  50مولار و بافر فسفات  ميلي 5با غلظت 

ميكروليتر  150تهيه شد.  7برابر با  pHمولار با  ميلي

ميكروليتر از محلول واكنش  1350عصاره آنزيمي و 

در محيط،  H2O2با هم تركيب شدند. با شروع تجزيه 

واكنش آغاز شد و ميزان كاهش جذب در طول زمان 

نانومتر در دستگاه اسپكتروفتومتري  240در طول موج 

گيري شد. ميزان فعاليت كاتالاز با استفاده از  اندازه

 mM-1 cm-1 039/0ضريب خاموشي مولي برابر 

  محاسبه شد. 

: پراكسيداز گيري ميزان فعاليت آنزيم گاياكولاندازه

پراكسيداز گيري آنزيم گاياكوللوط واكنش براي اندازهمخ

 50) حاوي بافر فسفات Kao  )1999و  Linمطابق با روش

مولار و پراكسيد ميلي 9، گاياكول  =7pHمولار با ميلي

مولار مي باشد. ميزان جذب در طول ميلي 19هيدروژن 

گيري شد. ضريب دقيقه اندازه 1نانومتر در طول  470موج 

مول بر سانتيمتر در نظر گرفته شد.  ميلي 6/26خاموشي، 

پراكسيداز به عنوان مقدار يك واحد فعاليت آنزيم گاياكول

ميكرومولار تتراگاياكول در  1آنزيمي كه باعث تشكيل 

  شود تعريف شد.دقيقه مي

گيري  اندازه: ها گيري غلظت كل پروتئين اندازه

اندكي تغيير انجام  با) Bradford )1976 پروتئين كل طبق روش

با دستگاه  nm 595جذب عصاره ها در طول موج  .شد

خوانده شد.  Shimdazuمدل  UV-mini 1240اسپكتروفتومتر 

  گزارش گرديد. mg/g FWميزان پروتئين محلول كل بر حسب 

طرح آزمايشي به كار رفته  تجزيه و تحليل آماري:

انجام تصادفي و با سه تكرار به ازاي هر تيمار  طرح كاملاً

 SPSSافزار  ها با استفاده از نرم آناليز واريانس داده گرفت.

 Duncanانجام گرفت. مقايسه ميانگين براساس آزمون 

  دار بودن تيمارها در سطح انجام گرديد و سطوح معني

 P ≤ 0.05 .محاسبه گرديد  
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. مقادير ميانگين سه )d(و كاروتنوئيد  )c(، كلروفيل كل )b( bكلروفيل  )،a )aكلروفيل ايزوتيوسيانات بر ميزان  تأثير متيل - 1شكل

   (P≤005).باشد  دار بر اساس آزمون دانكن مي تكرار و حروف نامتشابه بيانگر اختلاف معني

  

  :نتايج

در  كلروفيل كل و كاروتنوئيدها: ،a ،bكلروفيل 

و كل و نيز  a ،bمورد مطالعه ميزان كلروفيل  هاي چهگياه

كاروتنوئيدها تحت تأثير تنش متيل ايزوتيوسيانات كاهش 

 01/0و  1/0و  1 هايغلظت. دادداري نشان  معني

باعث كاهش ميزان كلروفيل  متيل ايزوتيوسيانات مولار ميلي

a  در مقايسه با  درصد 51و  55، 72به ترتيب به ميزان

 1غلظت در  متيل ايزوتيوسيانات. )a 1(شكل  شاهد شد

 40به ميزان  bميزان كلروفيل  كاهشميلي مولار باعث 

به  01/0و  1/0و غلظت  شد در مقايسه با شاهد درصد

در  bميزان كلروفيل  درصدي 42و 45ترتيب باعث كاهش 

در  ميزان كلروفيل كل. )b 1(شكل گرديد  مقايسه با شاهد

ايزوتيوسيانات  مولار متيل ميلي 01/0و  1/0، 1 هايغلظت

 40و 51، 62 شاهد به ترتيب به ميزان هاينسبت به گياهچه

متيل تيمار . )c 1(شكل  كاهش نشان داددرصد 

باعث كاهش معني دار ميزان كاروتنوئيد شد.  ايزوتيوسيانات

 ايزوتيوسيانات ميلي مولار 01/0و  1/0، 1 هايغلظتدر 

 52 و 60، 82ميزان كاروتنوئيد به ترتيب به ميزان كاهش

  .)d 1(شكل گرديد  مشاهده در مقايسه با شاهددرصد 

ايزوتيوسيانات  متيل ثيرأدر بررسي ت ميزان آنتوسيانين:

 هايمشاهده شد كه ميزان آنتوسيانين برگ نسبت به گياهچه

 1ايزوتيوسيانات در غلظت شاهد افزايش يافته است. متيل

ترتيب به  مولار ميزان آنتوسيانين  برگ را به ميلي 1/0و

مقايسه با شاهد افزايش داده  برابر در 24/1و 54/1ميزان 
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 بيانگر نامتشابه حروف و تكرار سه ميانگين مقاديرهاي شاهي. ايزوتيوسيانات بر ميزان آنتوسيانين درگياهچه متيلتاثير  - 2شكل

 (P≤0.05).باشد  مي دانكن دار بر اساس آزمون معني اختلاف

  

  

 ميانگين گياهچه هاي شاهي. مقادير) b) و اندام هوايي (aايزوتيوسيانات بر ميزان قندهاي احياكننده در ريشه ( تأثير متيل - 3شكل 

  (P≤0.05).باشد  مي دانكن  دار بر اساس آزمون معني اختلاف بيانگر نامتشابه حروف و تكرار سه

  

مولار  ميلي 01/0ولي ميزان آنتوسيانين درغلظت  است

  ).2داري با شاهد نشان نداد (شكل  اختلاف معني

كننده در ميزان قندهاي احيا قندهاي احياكننده:ميزان 

متيل  مولار ميلي 01/0و  1/0 ،1ريشه در غلظت هاي 

در  برابر 46/1و  77/1، 78/1 به ترتيب به ميزان ايزوتيوسيانات

افزايش معني داري يافته است.  مقايسه با شاهد

مولار  ميلي 01/0و  1/0 ،1هاي غلظت در ايزوتيوسيانات متيل

به ترتيب به ميزان  قندهاي احياكننده افزايش معني دارباعث 

. شددر اندام هوايي  برابر در مقايسه با شاهد 2/3و  8/3، 4/4

مولار و كمترين  ميلي 1ها در غلظت بيشترين ميزان افزايش قند

 ). 3مولار مشاهده شد (شكل  ميلي 01/0ميزان در غلظت 

در  ايزوتيوسيانات يلمت پرولين ريشه و اندام هوايي:

در  دار پرولين ريشه معني افزايشمولار باعث  ميلي 1غلظت 

پرولين داري در ميزان  اختلاف معني. مقايسه با شاهد شد

هاي  ميلي مولار و گياهچه 01/0و  1/0 بين تيمار ريشه

در  ايزوتيوسيانات متيل همچنين .شاهد مشاهده نشد

 پرولين برگ ايشافزمولار باعث  ميلي 0/ 1و  1هاي  غلظت

برابر در مقايسه با شاهد شده  3/1، 6/1به ترتيب به ميزان 

بين تيمار  پرولين برگداري در ميزان  اختلاف معني. است

  ).4(شكل  هاي شاهد مشاهده نشد مولار و گياهچه ميلي 01/0

 فعاليت آنزيم هاي آنتي اكسيدان در اندام هوايي:

ميزان فعاليت هر سه آنزيم تحت تيمار با 
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 و تكرار سه ميانگين ) گياهچه هاي شاهي. مقاديرb) و اندام هوايي (aايزوتيوسيانات بر ميزان پرولين ريشه ( تاثير متيل - 4شكل 

  (P≤0.05).باشد  مي دانكن دار بر اساس آزمون معني اختلاف بيانگر نامتشابه حروف

  

در بررسي اثر افزايش يافت. ايزوتيوسيانات  متيل

داري در ميزان فعاليت  معني افزايش ،ايزوتيوسيانات متيل

 مولار ميلي 01/0و  1/0هاي  غلظتدر  لازآنزيم كاتا

. در غلظت شدمشاهده  ايزوتيوسيانات در مقايسه با شاهد

مولار بيشترين  ميلي 01/0غلظت  مولار كمترين و در ميلي 1

ميزان فعاليت آنزيم  ميزان فعاليت آنزيم كاتالاز مشاهده شد.

مولار  ميلي  1/0و  01/0هاي  ز در غلظتتالاكا

برابر نسبت به تيمار  2و  7ايزوتيوسيانات به ترتيب حدود 

، 01/0 هاي در غلظت ).a 5(شكل شاهد افزايش يافت 

ميزان فعاليت  ايزوتيوسيانات،مولار متيل  ميلي 1 و 1/0

 و 4/2، 6/5پراكسيداز به ترتيب به ميزان  آسكوربات

داري  شاهد افزايش معني هايبرابر نسبت به گياهچه8/1

 در ايزوتيوسيانات  متيلتيمار  ).b 5(شكل  يافته است

مولار، ميزان فعاليت آنزيم  ميلي1و  1/0، 01/0 هاي غلظت

و  4، 2/6به ترتيب به ميزان  پراكسيداز را در برگ گاياكول

 .داده استشاهد افزايش  هايبرابر در مقايسه با گياهچه 3

مولار بيشترين ميزان فعاليت آنزيم مشاهده  ميلي 01/0در غلظت 

  ).c 5 (شكل شد

پروتئين كل در ميزان پروتئين در اندام هوايي: 

هاي تحت تنش متيل ايزوتيوسيانات نسبت به گياهچه

 ايزوتيوسيانات متيليافت.  داري معنيگروه شاهد كاهش 

 باعث كاهش ، مولار ميلي 01/0و 1/0 ،1غلظت هاي  در

در  درصد 10و  20، 40 به ترتيب به ميزان پروتئين ميزان

  .)6(شكل  مقايسه با شاهد شده است

  

  بحث: 

دهد كه تنش  نتايج به دست آمده از اين تحقيق نشان مي

هاي فيزيولوژيكي و  ايزوتيوسيانات سبب القا پاسخ متيل

هاي شاهي اكسيدان در گياهچه هاي آنتي سازي آنزيم فعال

ميزان كلروفيل در گياهان اغلب براي ارزيابي  شده است.

ها ممكن شود. اين تنش محيطي تعيين مي هاياثر تنش

فرآيندهاي متابوليكي  ها،از طريق مهار فعاليت آنزيم است

در گياهان تحت كنند. كاهش ميزان كلروفيل  توقفرا م

هاي سنتزكننده  به علت مهار فعاليت آنزيم احتمالا تنش

باشد  ميكلروفيل  هاي افزايش تجزيه رنگدانه و ياكلروفيل 

(Sairam et al., 1998) .ايزوتيوسيانات در  متيل تيمار

مولار باعث كاهش ميزان  ميلي 01/0و  1/0و  1هاي  غلظت

 Hara. شد شاهي شاهد هايكلروفيل كل نسبت به گياهچه

 متيل تيمار نيز گزارش كردند) 2010( همكارانو 

 50كاهش ميزان كلروفيل (تقريبا  سببايزوتيوسيانات  

اي  هفته 5هاي  هچهدرصد) در اندام هوايي گيا

 تيمار حاضر تحقيقشده است. همچنين در آرابيدوپسيس 

 را نسبت بهبرگ ايزوتيوسيانات ميزان كاروتنوئيد   متيل

هاي آزاد  راديكال داده است. كاهششاهد هاي  گياهچه
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 هاي فتوسنتزي توليد شده در طي تنش سبب تجزيه رنگيزه

هاي آزاد  راديكال داده است. كاهششاهد هاي  گياهچه

هاي فتوسنتزي  توليد شده در طي تنش سبب تجزيه رنگيزه

گردند  ها مي و غيرفتوسنتزي و در نتيجه كاهش رنگيزه

(Sairam et al., 1998) . كاروتنوئيدها در چند سطح باعث

اضافي و  هايحفاظت دستگاه فتوسنتزي در برابر فوتون

با كلروفيل  شوند كه از جمله واكنش تنش اكسيداتيو مي

فعال  هايبرانگيخته براي ممانعت از تشكيل راديكال

. در واقع، كاروتنوئيدها به عنوان يك باشد مياكسيژن 

تجزيه سيستم حفاظتي در برابر تنش اكسيداتيو القا شده 

هاي  روند. فرونشاني فتوشيميايي كلروفيل از بين ميشده و 

ن ساختار برانگيخته توسط كاروتنوئيد منجر به برهم زد

 گردد ها مي و در نهايت كاهش ميزان آن كاروتنوئيدها

(Sanita and Gabbrielli , 1999). احتمال دارد بنابراين 

 ايزوتيوسيانات، متيل كاهش ميزان كاروتنوئيدها تحت تيمار

در  هابرگكلروفيل در محافظت  هانقش اين رنگيزه به دليل

   .ها باشدايزوتيوسياناتتوسط و ايجاد شده تيبرابر تنش اكسيدا

 تيو ايزو  متيلتيمار در اين تحقيق مشخص شد كه 

در  شاهي هايسيانات ميزان آنتوسيانين را در برگ گياهچه

فلاونوئيدها . ستشاهد افزايش داده ا هايهچمقايسه با گياه

فنوليك و از مهمترين تركيبات ثانويه گياهان  تركيبات پلي

باشند.  پروپانوئيد مي مشتقات فنيلباشند. اين تركيبات از  مي

فلاوونوئيدهاي محلول ها به عنوان يك گروه از  آنتوسيانين

در آب، در يك نقطه پاياني در مسير بيوسنتز فلاونوئيدها سنتز 

با ايجاد تنش اكسيداتيو در  .(Mars et al., 1995)شوند  مي

و  )Vinyard et al., 2005(اكسيدان  هاي آنتي گياه، بيان ژن

ويژه مسير بيوسنتز  پروپانوئيد به القاء مسير فنيل

. ),Green and Fluhr 1995( يابد فلاوونوئيدها افزايش مي

داري در ميزان آنتوسيانين بين  اختلاف معنيدر اين پژوهش 

 و شاهدايزوتيوسيانات  متيل مولار ميلي 01/0غلظت 

مولار ميزان  ميلي 1/0و 1هاي ولي در غلظت مشاهده نشد

درصد افزايش يافته  25و  58آنتوسيانين به ترتيب به ميزان 

هاي  نتايج مشابهي از افزايش فلاونوئيدها طي تنشاست. 

 .)Murali and Teramura, 1986( محيطي گزارش شده است

 ايزوتيوسيانات از رسد تيمار متيل در اين تحقيق به نظر مي

زدودن سبب  ها و فلاوونوئيدها آنتوسيانين طريق افزايش

 شرايط به گياه افزايش سازگاري هاي آزاد اكسيژن و راديكال

 )2002( و همكاران Connorدر پژوهشي  .باشد تنش شده

اكسيدانت و  آنتي هاي آنزيم كه فعاليت گزارش دادند

به طور قوي در ارتباط با  زغال اختهآنتوسيانين در ميوه 

 .يابند يكديگر هستند و در طول دوره سرما افزايش مي

تنش سرما ) اثر 1999(و همكاران  Soleckaهمچنين 

بررسي  كلمگياه  در) را بر ميزان آنتوسيانين -C5˚(دماي 

كردند. نتايج آنها افزايش محتواي آنتوسيانين را در مقايسه 

  .هاي شاهد نشان داد با گياهچه

ميزان كربوهيدرات و  پرولين در ريشه و انـدام هـوايي   

حـت تـنش ايزوتيوسـيانات افـزايش     گياهچه هاي شاهي ت

گياهـان بـراي   داري نسبت به گياهان شاهد نشان داد.  معني

ــل   ــيم اســمزي در واكوئ ــوني و تنظ ــادل ي ــظ تع ــا و  حف ه

سيتوپلاسم خود تركيبـاتي بـا جـرم ملكـولي كـم از قبيـل       

پــرولين، گلايســين، بتــائين و قنــدهايي از قبيــل گلــوكز و 

شـوند را انباشـته    مـي اسموليت ناميده  فروكتوز كه مجموعاً

رسد كه  همچنين به نظر مي ).Parida et al., 2002( كنند مي

هاي اكسـيژن   هاي محلول نقش مهمي در ارتباط با گونه قند

دهنده داشته باشند. قندها براي انجام فرايندهاي آنتي  واكنش

 ;Barra et al., 2003(اكسيداتيو مثـل مسـير پنتوزفسـفات    

Debnam et al., 2004( بيوسـنتز كاروتنوئيـدها نيـز لازم     و

و افـزايش   ذخيـره شـده   كـاهش محتـواي نشاسـته    هستند.

 استگزارش شده  شرايط تنشقندهاي احيا و غيراحياء در 

(Parida et al., 2003).   آناليزهاي رونويسي ژن تأييد كـرده

رساني قند با كنتـرل تـنش اكسـيداتيو مـرتبط      است كه پيام

هاي متفاوت كه به طور مستقيم يا غير مسـتقيم   تنش است.

شوند، مثـل   دهنده مي هاي اكسيژن واكنش باعث تجمع گونه

شوري، خشكي، حرارت پـايين و سـميت فلـزات سـنگين     

باعث انباشتگي قندهاي محلول شده كه به عنوان مكانيسـم  

  باشـــد سازشـــي پاســـخ بـــه شـــرايط تـــنش مـــي     
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)Roitsch and Ehneß, 2000.( ن تحقيق نيـز بـه نظـر    در اي

ــزايش كربوهيــدرات مــي ــا  رســد اف ــل مقابلــه ب هــا بــه دلي

هاي اكسيژن ايجاد شده تحت تنش ايزوتيوسـيانات   راديكال

هـاي متعـددي در تحمـل بـه تـنش      باشد. پرولين نيز نقش

اكسـيداني   گياهان به عهده دارد كه از جملـه فعاليـت آنتـي   

ــرولين  پــرولين مــي ــد  مــيباشــد. پ ــايي و اكســيژن يكتوان ت

سـازي كـرده و    هاي آزاد را پـاك  هاي ناشي از راديكال تخريب

ها در مقابـل دنـاتوره شـدن     يك نقش مهم در حفاظت پروتئين

  .(Alia and Mohanty, 1991)داشته باشد 

هاي گيري فعاليت آنزيم نتايج حاصل از اندازه

كه اكسيدانت تحت تنش ايزوتيوسيانات نشان داد  آنتي

ايزوتيوسيانات باعث افزايش فعاليت آنزيم كاتالاز و در  لتيم

شود. بالاترين ميزان فعاليت  نتيجه تحمل بيشتر به تنش مي

ايزوتيوسيانات  متيل مولار ميلي 01/0آنزيم كاتالاز در غلظت 

پذير اكسيژن  واكنش هايمشاهده شد. تعادل بين توليد گونه

 رخداد سيگنالاكسيدان چگونگي  هاي آنتي و فعاليت آنزيم

 .(Moller et al.,2007) كند اكسيداتيو را تعيين مي هاي

 سازوكار آنتي اكسيدان يك هايفعاليت آنزيم يالقا

اكسيداتيو  هايسازگاري عمومي گياهان در مقابل تنش

مهمترين آنزيم تالاز كا .(Foyer and Noctor, 2005) است

باشد كه از طريق  براي حذف پراكسيد هيدروژن مي

كنند. القاي  شكستن آن به آب و اكسيژن، آن را حذف مي

زدايي  فعاليت كاتالاز باعث غلبه بر تنش اكسيداتيو از طريق سم

در   (Mazhoudi et al., 2002).شود پراكسيد هيدروژن مي

لاز ممكن ، آنزيم كاتاايزوتيوسيانات هاي بالاي متيلغلظت

يداتيو است توسط پروتئازهاي القا شده توسط تنش اكس

گزارش شده نيز هاي مسن نخود  شكسته شود كه در برگ

 . كاهش در فعاليت آنزيم (Sandalio et al., 2001)است

تواند  ، همچنين ميدر سطوح بالاي تنش آنتي اكسيدان هاي

 هايراديكال هاي آنزيم توسط به علت شكستن مولكول

اين . طبق نتايج (Sandalio et al., 2001) آزاد اكسيژن باشد

فعاليت آنزيم همچنين ايزوتيوسيانات  متيل، تحقيق

شاهد در  هايپراكسيداز را نسبت به گياهچه آسكوربات

بيشترين ميزان  .افزايش داده است شاهي اندام هوايي

مولار  ميلي 01/0 فعاليت اين آنزيم در غلظت

ايزوتيوسيانات مشاهده شد. افزايش فعاليت آنزيم  متيل

زيستي دليلي بر  غير هاي توسط تنش پراكسيداز آسكوربات

  آنزيم آسكوربات باشد. مي تياكسيدان شروع دفاع آنتي

 كرده ون شركتتيگلوتا –در سيكل آسكوربات  ازپراكسيد

و از اين طريق باعث از بين بردن پراكسيد هيدروژن 

نشان دادند ) 2010(و همكاران  Wang در تحقيقيشود.  مي

ت ابتدا باعث افزايش و سپس ايزوتيوسيانا تيمار آليل كه

 پراكسيداز در ميوه آنزيم آسكوربات فعاليت كاهش ميزان

نيز  پراكسيداز آنزيم گاياكولفعاليت . شده است زغال اخته

ثير غلظت هاي مختلف ايزوتيوسيانات افزايش تحت تأ

اكسيداسيون  پراكسيداز آنزيم گاياكول نشان داده است.

كند. وابسته به پراكسيدهيدروژن را كاتاليز مي گهرمايه

كند و قادر  ين را تحريك ميناين آنزيم بيوسنتز ليگهمچنين 

باشد كه به  ها مي به ايجاد يك سد فيزيكي در برابر تنش

آزاد فعال كه به  هايرا بر عليه راديكال هابافت نموجب آ

 .(Fang and Kao, 2000) كند رسانند تقويت مي آسيب مي هاسلول

 هاي غلظتها در در تحقيق حاضر كاهش فعاليت اين آنزيم

از طريق مهار اين  ممكن استايزوتيوسيانات،  متيل بالاي

باشد به  ها و يا غيرفعال كردن و تنظيم پايين آن هاآنزيم

اثر متضاد روي فعاليت  طوري كه در شدت بالاي تنش

هاي و كاهش فعاليت آنزيم دفاعي داشته هايآنزيم

  گردد. اكسيدان مشاهده مي آنتي

از نتايج ديگر اين تحقيق كاهش ميزان 

هاي محلول در گياهان تحت تنش  پروتئين

ها در  از دلايل كاهش پروتئين باشد. ايزوتيوسيانات مي

هاي  اين سطوح تنش، ممكن است افزايش توليد راديكال

باشد چرا كه اين تركيبات موجب مهار سنتز  آزاد اكسيژن 

 گردند ها شده و يا منجر به واسرشتگي آنها مي روتئينپ

(Sgherri and Navari-Izzo, 1995)توان به  . همچنين مي

ها  كاهش فتوسنتز و كاهش مواد مورد نياز براي سنتز پروتئين

   (Havaux et al., 1987).تحت شرايط تنش اشاره كرد 
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  گيري كلي: نتيجه

داد تنش اكسيداتيو  نتايج به دست آمده در اين تحقيق نشان

هاي متوسط متيل ايزوتيوسيانات سبب ناشي از تيمار غلظت

هاي هاي فيزيولوژيكي و افزايش فعاليت آنزيمالقا پاسخ

هاي شاهي در شرايط در اكسيدان در گياهچه دفاعي آنتي

تواند در سازگاري و مقابله گياهان  شيشه شده است و مي

متيل  احتمالاً .اشددر برابر شرايط تنش اهميت داشته ب

هاي وابسته به هاي شاهي پاسخايزوتيوسيانات در گياهچه

  كند دفاع سيستم آنتي اكسيداني را وساطت مي

  

  :سپاسگزاري

هاي گياهي دانشگاه اصفهان نويسندگان مقاله از قطب تنش

  نمايند. تشكر مي
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Abstract: 

 
One of the major tissue damage following exposure to stress in plants is caused by the oxidative stress. In this 
study, effects of different levels of methyl isothiocyanate on biochemical parameters and antioxidant enzyme 
activity such as ascorbate peroxidase, catalase and guaiacol peroxidase in seedlings of Lepidiun sativum L. under 
in vitro were investigated. The seeds of Lepidium sativum (Garden Cress) were sterilized and cultured in MS 

medium. After 20 days, seedlings were treated with concentrations of 0.01, 0.1 and 1 mM methyl isothiocyanate 
(various levels of stress) under sterile condition. After 3 days, result showed that chlorophyll a, chlorophyll b, 
total chlorophyll, carotenoids and protein were significantly decreased, while reduced sugar, proline and antioxi-
dant enzymes were increased in seedlings which were under oxidative stress. Thus methylisothiocyanate ap-

peared to induce oxidative stress and activation of the plant's defenses parameters. The maximum and minimum 
at concentrations of 1 mM and 0.01 mM methyl isothiocyanate observed respectively. 
 
Key words: In vitro culture, Methyl isothiocyanate, Oxidative stress. 
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