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1. Reactive oxygen species 
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  چكيده

اكسيدان  هاي آنتي هدف اين مطالعه ارزيابي اثر تنش شوري بر فعاليت ايزوزيم
 ژنوتيپ لوبيا سفيد 18 در (POX) و پراكسيداز (CAT)، كاتالاز (SOD)ديسموتاز  سوپراكسيد

(Phaseolus vulgaris L.)يط طبيعي در قالب فاكتوريل با طرح پاية كاملاً  و مقايسه با شرا
صورت ميزان  به MCIDافزار  براي هر نوار ژل فعاليت ايزوزيمي با نرم. تصادفي است

و سه  CAT، يك ايزوزيم براي SODسه ايزوزيم براي . محاسبه شد“  شدت×مساحت ”
ها جز  ت همة ايزوزيمها، فعالي داده واريانس ةتجزيبراساس . دست آمد  بهPOXايزوزيم براي 

POX2 براي “ سطوح شوري × اثر متقابل بين ژنوتيپ”ها و سطوح شوري و  بين ژنوتيپ
SOD1 ،SOD2  وPOX3 كه براي اثر متقابل  در حالي. در سطح احتمال يك درصد معنادار شد
فعاليت ايزوزيمي در حالت شوري بيشتر از . معنا بود بي  POX2و  SOD3 ،CAT ،POX1براي 
، 5 و 3، 1هاي  ژنوتيپ SOD3ها نشان داد كه در   ژنوتيپ مقايسة ميانگين. ت عادي بودحال

CAT و براي 18 و 9، 8هاي  ژنوتيپPOX1 بيشترين فعاليت ايزوزيمي 10 و 7، 6 هاي ژنوتيپ 
، 8، 7هاي  هاي تيماري ژنوتيپ و سطوح شوري، ژنوتيپ با مقايسة ميانگين تركيب. را داشتند

 4 و 2، 1هاي  را در شرايط شوري و ژنوتيپ SOD1ن فعاليت ايزوزيمي  بيشتري12 و 9
 9، 8، 7، 4هاي  ژنوتيپ. در شرايط شوري نشان دادند POX3بيشترين فعاليت را براي ايزوزيم 

هاي  محاسبة همبستگي بين گونه. را در شرايط شوري داشتند SOD2 بيشترين فعاليت 13و 
و  CATل دو محيط نشان داد كه فقط دو ايزوزيم  در شرايط عادي، شوري و ك ايزوزيم
POX3 بر تأثير ژنوتيپ در ميزان  علاوه. در تنش شوري، همبستگي مثبت و معنادار دارند 

  .دهد اكسيدان را افزايش مي هاي آنتي فعاليت آنزيم، تنش شوري فعاليت آنزيم
  

  .يشور ،ديسف ايلوب دان،ياكسيآنت م،يزوزيا  الكتروفورز،:هاي كليدي واژه
  

  مقدمه
اي است   دانههايلگوم از (.Phaseolus vulgaris L) لوبيا

 مصرف غذايي ،كه با توجه به پروتئين بالا و مناسب
 ميليون 23در جهان  اين گياه ةتوليد سالان.  داردفراوان

 حبوبات رتبة بين  است؛ و محصول مهم دهتن و يكي از
از  وري خاكش .(Emeterio et al., 2004) اول را دارد

در مناطق خشك و  پايدار توليدهاي  يتمحدود
شدن پتانسيل آب در محيط ريشه،  كم .خشك است نيمه

 و نيز نامتعادل -Cl و +Naها مانند  سميت برخي از يون

زدن جذب  بودن عناصر غذايي در بخش هوايي با برهم
عناصر غذايي از عوامل مهم كاهش رشد گياهان در اين 

شوري از . (Gama et al., 2007)روند   ميشمار شرايط به
مهمترين عوامل ايجاد تنش اكسيداتيو و افزايش 

O2)جمله سوپراكسيد از ،(ROS) 1اكسيژن فعال هاي گونه
-

 است كه تجمع آنها سبب (H2O2) و پراكسيد هيدروژن (
ها، خسارت به  ها، انفعال آنزيم پراكسيداسيون چربي

شود  اي سلول مياسيدهاي نوكلئيك و تخريب غشاءه
(Bailly, 2004) . درمجموع گياهان در مقابله با تنش
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اكسيداتيو از دو روش آنزيمي و غيرآنزيمي استفاده 
روش آنزيمي شامل . (Gupta et al., 2005)كنند مي

، (CAT) 2، كاتالاز(SOD) 1سوپراكسيد ديسموتاز
هاي ديگر و روش  اكسيدان و آنتي(POX)  3پراكسيداز

امل گلوتاتيون، آسكوربيك اسيد، ويتامين غيرآنزيمي ش
E اكسيدان ديگر است  و برخي آنتي(Gupta et al., 

اكسيدان سبب حذف و غيرفعال  هاي آنتي آنزيم. (2005
آنزيم . (Bailly, 2004)شوند   ميها ROSشدن برخي 

CAT  مستقيماً سبب تجزيةH2O2  و آنزيمPOX  با
كترون، سبب تجزية استفاده از تركيبات فنوليك دهندة ال

H2O2 شود و آنزيم مي SOD ،O2
 ,Gaber)كند   توليد مي-

هاي مقاوم به شوري نسبت به  ژنوتيپ. (2010
اكسيدان  هاي آنتي هاي حساس، سطح آنزيم ژنوتيپ

هاي حاصل از  در موتان. (Logan, 2005)بالايي دارند 
آرابيدوپسيس مشاهده شد كه آنزيم آسكوربات 

 در مقاومت به تنش شوري نقش (APX) 4پراكسيداز
 Wang et al.  (2009).(Miller et al., 2007)مهمي دارد 

 يونجه در تنش ةهاي گياهچ  برگبراساس آزمايش
 ميزان فعاليت كلرايد، مولار سديم  ميلي200شوري 

 يدارا معن اندازة به CATو  SOD ،APXهاي  آنزيم
ر داري داكه هيچ اختلاف معن  در حالييافتافزايش 
  Dionisio-Sese & Tobita.وجود نداشت POXفعاليت 
 همچنين نتيجه شد كه بين افزايش فعاليت (1998)

POX  وSOD هاي حساس برنج ارتباط  در ژنوتيپ
اين پژوهش با هدف ارزيابي اثر  .معناداري وجود دارد

 POXو  SOD ،CATهاي  تنش شوري بر فعاليت ايزوزيم
  .هچة لوبيا سفيد انجام شدو ارتباط احتمالي آنها در گيا

  
  ها مواد و روش

  مواد گياهي و تيمار تنش
سديم  با هيپوكلريت )1 جدول( سفيد لوبيا ژنوتيپ 18 دانة

زني،  ضدعفوني و پنج روز پس از جوانه) درصد 5/2(
هاي خاص حاوي پرليت منتقل  ها به پلاستيك گياهچه
هوگلند حاوي عناصر  ها با محلول نيم گياهچه. شدند

                                                                                  
1. Superoxide dismutase 
2. Catalase 
3. Peroxidase 
4. Ascorbate peroxidase 

ها  گياهچه. (Allen, 1968)اكرو و ميكرو آبياري شدند م
ساعت نور و 16 ،گراد  درجة سانتي26در شرايط رشد 

پس از يك هفته با . هشت ساعت تاريكي قرار داده شدند
مولار   ميلي400هوگلند حاوي  استفاده از محلول نيم

 ساعت تنش شوري بر 48كلرايد به مدت  سديم
هاي عادي   كنار نمونههاي لوبيا سفيد در ژنوتيپ

(Nagesh & Devaraj, 2008)اين پژوهش .  اجرا شد
 در آزمايشگاه سيتوژنتيك دانشكدة 1390سال 

 .كشاورزي دانشگاه تبريز انجام شد

 
  در اين پژوهش هاي لوبيا سفيد  ژنوتيپ.1 جدول

  
 كد ژنوتيپ كد ژنوتيپ
41165 10 41128 ⃰1 

41166 11 41136 2 
41167 12 41150 3 
41176 13 41154 4 
41180 14 41157 5 
41214 15 41158 6 
41216 16 41159 7 
41217 17 41162 8 
41218 18 41164 9 

هاي موجود در مركز تحقيقات بروجرد  ها براي شماره كد ژنوتيپ *
  .است و خمين تعيين شده

  
  استخراج آنزيمي الكتروفورز

 50 تريس(هاي برگي تازه در بافر استخراج  نمونه
 مولارميلي 50 ساكاروز، درصد 5 مولار،ميلي

 سولفيتمتابي مولارميلي 20 اسيد، اسكوربيك
 5/7برابر  pHبا ) گليكولاتيلنپلي درصد 2 و سديم
مركاپتواتانول با نسبت وزني يك از  -2 درصد 1/0حاوي 

خوبي هموژنيزه و سپس  برگ و يك از بافر استخراج، به
 دور 10000 دقيقه در 10ت محلول حاصل به مد

)rpm ( گراد سانتريفوژ شد  درجة سانتي4و دماي .
 3شدة كاغذ واتمن شمارة  عصارة آنزيمي با قطعات بريده

آكريلاميد  و مناسب با ابعاد چاهك، جذب و در ژل پلي
. متر بارگذاري شد  سانتي15×12×6/0 درصد با ابعاد 5/7

يين هنگام داشتن دماي پا كردن ژل و نگه براي خنك
حدود چهار . الكتروفورز، از ظرف واجد استفاده شد

اندازي دستگاه الكتروفورز با آمپراژ  ساعت پس از راه
 8ـ10بروموفنول با حركت  آمپر، آبي  ميلي30كمتر از 

متري به انتهاي ژل رسيد و ژل براي برش و  سانتي
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نوارهاي . (Valizadeh et al., 2011)آميزي آماده شد رنگ
 و آنزيمي با نام مخفف آنزيم روشزيمي در هر ايزو

  ايزوزيمنمونهبراي . نامگذاري شد... 3، 2، 1هاي  انديس
 با (POX) پراكسيداز روشبيشترين حركت در با 

 با ها به ترتيب سرعت  آنزيم و بقيه)POX1نام  (1انديس
نامگذاري شدند ) POX2 ،POX3(...  و3و  2انديس

صورت افقي برش  وفورز بهها پس از الكتر ژل ).2شكل(
از روش  CATو   POXآميزي  براي رنگ. داده شدند

Olson & Varner (1993)آميزي   و براي رنگSOD  از
كم دو  دست.  استفاده شدSoltis & Soltis (1990)روش 

) شوري و طبيعي(تكرار از هر ژنوتيپ و شرايط رشدي 
ا آميزي تثبيت و از آنه ها بعد از رنگ ژل. بررسي شد

  .برداري شد عكس
  

  تجزية آماري
 نوار هر “شدت × مساحت” كمي براي MCID افزارنرم از

 آنزيمي دنسيومتريك فعاليت ارزيابي بعنوان ايزوزيمي

ها  پس از آزمون طبيعي بودن داده. شد استفاده ژل روي
صورت آزمايش فاكتوريل در  ها به و يكنواختي واريانس

هاي ايزوزيم  آماري دادهقالب طرح كاملاً تصادفي تجزية 
  . انجام شدSPSS 16.0افزار  در دو تكرار با استفاده از نرم

  
  بحث نتايج و

ها در تنش شوري و  اي از رشد گياهچه  نمونه1 شكل
برمبناي اين شكل، . دهد شرايط طبيعي را نشان مي

با . است ها شده تنش شوري سبب كاهش رشد گياهچه
 POXو  SOD ،CATي ، برا4 و 3، 2هاي  توجه به شكل

وجود . دست آمد ترتيب سه، يك و سه ايزوزيم به به
SODو  ھاPOXهاي مختلف و  زياد در اندامك ھای

ها در  زوم منفرد و مستقر در پراكسي CATسيتوپلاسم و 
در اين . (Gaber, 2010)است  اكثر گياهان گزارش شده

ها فعاليت بيشتر در شرايط تنش  ها اكثر ايزوزيم شكل
هاي گوناگون   نسبت به حالت طبيعي، در ژنوتيپشوري

 .شود لوبيا سفيد ديده مي

  

  
  .هاي لوبيا سفيد  اثر تنش شوري بر رشد گياهچه.1 شكل

 

 
   سفيد در شرايط طبيعي و شوري هاي لوبيا در گياهچه POXاي از الگوي ايزوزيمي  نمونه .2 شكل
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  .هاي لوبيا سفيد در شرايط طبيعي و شوري اهچهدر گي CATاي از الگوي ايزوزيمي  نمونه .3 شكل

 

  
  .هاي لوبيا سفيد در شرايط طبيعي و شوري در گياهچه SODاي از الگوي ايزوزيمي  نمونه .4 شكل

 
 ها، فعاليت ساير داده واريانس ةتجزيبراساس 

ها و سطح شوري  بين ژنوتيپ) POX2 جز به(ها  ايزوزيم
. ناداري داشتنددر سطح احتمال يك درصد اختلاف مع

 SOD2و  POX3 ،SOD1شوري براي ×اثرمتقابل ژنوتيپ
در سطح احتمال يك درصد اختلاف معنادار داشت 

  ).2جدول(
  

 هاي لوبيا سفيد در دو شرايط طبيعي و تنش شوري هاي موجود در ژنوتيپ  تجزية واريانس فعاليت ايزوزيم.2 جدول
  ميانگين مربعات

رمنابع تغيي يهاي آزاد درجه    
POX1 

 
POX2 

 
POX3 

 
CAT 

 
SOD1 

 
SOD2 

 
SOD3 

0080/0 17 ژنوتيپ ** 0010/0 ns 0100/0 ** 2410/0 ** 0010/0 ** 0010/0 ** 5850/0 ** 
0330/0 1 شوري ** 0005/0 ns 0140/0 ** 3900/1 ** 0030/0 ** 0020/0 ** 772/1 ** 

×ژنوتيپ 001/0 17 شوري  ns 003/0 ns 0020/0 ** 007/0 ns 0001/0 ** 00009/0 ** 023/0 ns 
0010/0 36 خطا  0040/0  0004/0  010/0  00004/0  00001/0  0130/0  

ns  يك درصددار در سطح احتمال امعنمعنا و  ترتيب بي به ** و .  
  
ها در سطح  نتايج مقايسة ميانگين ايزوزيممبناي  بر

شوري، بيشترين فعاليت آنزيمي مربوط به حالت شوري 
 POX1ها، در  وتيپها در ژن با مقايسة ميانگين. بود

 و 9، 8هاي  ژنوتيپ CAT، در 10 و 7، 6هاي  ژنوتيپ
 بيشترين فعاليت 5 و 3، 1هاي  ژنوتيپ SOD3و در 18

  ).3جدول (ايزوزيمي را نشان دادند 
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هاي تيماري ژنوتيپ و تنش شوري  مقايسة تركيببا 
هاي  از ژنوتيپ شوري × ژنوتيپ متقابل ، اثرPOX3براي 

فعاليت ايزوزيمي را در اين شرايط  بيشترين 4 و 2، 1
 در هر دو شرايط شوري و 14كه ژنوتيپ  دارند؛ در حالي

 SOD1براي ). 5شكل (طبيعي بيشترين فعاليت را دارد 
 ديده شد 12 و 9، 8، 7هاي  بيشترين فعاليت در ژنوتيپ

 در هر دو حالت بيشترين فعاليت ايزوزيمي 9و ژنوتيپ 
(SOD1) ي برا). 6شكل ( را داشتSOD2  بيشترين

 ديده شد و 13 و 9، 8، 7، 4هاي  فعاليت در ژنوتيپ

 در هر دو حالت بيشترين فعاليت ايزوزيمي 7ژنوتيپ 
(SOD2) شوري و خشكي از  ).7شكل ( را داشت

دهندة محصولات  مهمترين عوامل اكولوژيكي كاهش
زراعي هستند و گياهان از حداكثر توان ژنتيكي براي 

 ,Sairam & Tyagi)كند  تفاده ميمقابله با آنها اس

توليدشده در تنش شوري، سبب  ROSتجمع . (2004
هاي  در گياهچه SODو  POX ،CATافزايش فعاليت 

 كه با نتايج ما مطابقت (Dat et al., 1998)خردل شدند
  .دارد

  
 هاي لوبيا سفيد اكسيدان با اثر متقابل معنادار بر ژنوتيپ هاي آنتي مقايسة ميانگين فعاليت ايزوزيم. 3جدول 

OD3 CAT POX1 ژنوتيپ كد 
0375/0 0072/0 3413/0 1 
0042/0 0035/0 0210/0 2 
0312/0 0067/0 3040/0 3 
0125/0 0057/0 3642/0 4 
0347/0 0067/0 3451/0 5 
0040/0 0050/0 4230/0 6 
0147/0 0042/0 4075/0 7 
0112/0 0077/0 3450/0 8 
0035/0 0087/0 3750/0 9 
0055/0 0047/0 4169/0 10 
0147/0 0072/0 3972/0 11 
0125/0 0067/0 2829/0 12 
0082/0 0050/0 2983/0 13 
0170/0 0072/0 3236/0 14 
0047/0 0047/0 4051/0 15 
0035/0 0037/0 3434/0 16 
0035/0 0040/0 3749/0 17 
0035/0 0500/0 3903/0 18 
0022/0 0020/0 0608/0 LSD1% 

 
 

Agarwal & Pandey (2004) گزارش كردند كه در 
 H2O2براي كاهش  CATو  POXتنش شوري فعاليت 

 نشان دادند كه در Aydin et al. (2011). يابد افزايش مي
 در لوبيا SODو  POXتنش شوري فعاليت 

در دوزها  CATيابد و فعاليت  افزايش مي) كلرايد سديم(
 .شود هاي مختلف در لوبيا نتايج گوناگون مي و نمك

Hernandez et al. (1999)كه در سطح ند گزارش كرد 
 SODهاي مختلف   فعاليت ايزوزيم،بالاي تنش شوري

 & Souzaهاي  براساس پژوهش. يابد  مينخود افزايش

Devaraj (2010) اي ـه مـآنزي تـفعالي ش،ـتن در

هاي مختلف لوبيا متفاوت بود؛  اكسيدان در اندام آنتي
هاي مختلف پاسخ  در اندام CATهمچنين فعاليت 
هاي  در اندام POXولي فعاليت . گوناگون نشان داد

 H2O2افزايش سطح . شده افزايش يافت مختلف آزمايش
 SODاست از دلايل افزايش فعاليت  در برگ ممكن

(Brou et al., 2007)باشد  .Noreen & Ashraf (2009) 
در مطالعات خود بيان كردند كه در گياه نخود فعاليت 

CAT يابد ولي فعاليت  در تنش شوري كاهش ميPOX 
 Nagesh & Devaraj. دهد افزايش نشان مي SODو 

و  CATهاي   نشان دادند كه فعاليت ايزوزيم(2008)
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POX 400( شوري هاي لوبيا با تنش در گياهچه 
 Hernandez et. يابد افزايش مي) كلرايد مولار سديم ميلي

al. (1999)هاي   افزايش فعاليت ايزوزيمSOD  در نخود را

هنگام تنش شوري، معنادار گزارش كردند؛ كه با نتايج 
  .اين پژوهش مطابقت دارد

  

  . سفيدهاي لوبيا گياهچه  در شرايط طبيعي وتنش شوري درPOX3فعاليت . 5شكل   
 

 هاي لوبيا سفيد گياهچه در شرايط طبيعي وتنش شوري در SOD1 فعاليت .6شكل  
  
 

  هاي لوبيا سفيد  در شرايط طبيعي و تنش شوري در گياهچهSOD2فعاليت . 7شكل   
  

، فقط دو 6 و 5، 4هاي  با توجه به نتايج جدول
در تنش شوري همبستگي  POX3و  CATايزوزيم 

از  POXهاي  در ايزوزيم. دادندمثبت و معنادار نشان

از سوي ديگر همبستگي مثبت  SODهاي  يكسو و ايزويم
 در Noreen & Ashraf (2009) .معناداري وجود دارد

بررسي تنش شوري بر نخود بيان كردند كه در مدل 
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ترتيب  اكسيدان به هاي آنتي رگرسيون چندگانه بين آنزيم
SOD  ،POX  وCAT  بر تحمل بيشترين تأثير مثبت را

همچنين وجود . ها در شرايط تنش شوري دارند گياهچه

در گياهان  SODو  CATهمبستگي بين كاهش فعاليت 
 ,.Cavalcanti et al)حساس به شوري نيز گزارش كردند 

(2004.  
  

  طبيعيهاي آنتي اكسيدان در شرايطهمبستگي بين ايزوزيم .4جدول 

SOD3 SOD2 SOD1 CAT POX3 POX2 POX1  
      1 POX1 

     1 63/0 ** POX2 

    1 74/0 ** 79/0 ** POX3 

   1 09/0 ns  05/0- ns  10/0- ns CAT 

  1 10/0- ns 09/0 ns  28/0 ns 08/0- ns SOD1 

 1 **76/0  09/0- ns 02/0- ns 03/0 ns  12/0- ns SOD2 

1 41/0 ns **73/0  04/0- ns 05/0 ns  27/0 ns  06/0- ns SOD3 

ns  يك درصددار در سطح احتمال امعنمعنا و  ترتيب بي به ** و .  
 

  اكسيدان در تنش شوري هاي آنتي همبستگي بين ايزوزيم. 5جدول 
SOD3 SOD2 SOD1 CAT POX3 POX2 POX1  

      1 POX1 

     1 83/0 ** POX2 

    1 81/0 ** 85/0 ** POX3 

   1 *56/0  24/0 ns 21/0 ns CAT 

  1 15/0-  ns - 25/0 ns 46/0- ns 41/0- ns SOD1 

 1 **72/0  13/0-  ns - 30/0 ns 44/0- ns  42/0- ns SOD2 

1 42/0 ns **80/0  17/0-  ns - 20/0 ns 46/0- ns  36/0- ns SOD3 

ns  ، * پنج و يك درصددار در سطح احتمال امعنمعنا و  ترتيب بي به **و . 
 

 )شوري تنشو شرايط طبيعي (اكسيدان كل  هاي آنتي همبستگي بين ايزوزيم. 6جدول 
SOD3 SOD2 SOD1 CAT POX3 POX2 POX1  

      1 POX1 

     1 87/0 ** POX2 

    1 86/0 ** 85/0 ** POX3 

   1 45/0 ns 16/0 ns 15/0 ns CAT 

  1 - 15/0 ns - 18/0 ns - 31/0 ns - 39/0 ns SOD1 

 1 76/0 ** - 13/0 ns - 23/0 ns - 37/0 ns - 39/0 ns SOD2 

1 42/0 ns 79/0 ** - 13/0 ns - 12/0 ns - 28/0 ns - 30/0 ns SOD3 

ns  يك درصددار در سطح احتمالامعنمعنا و  ترتيب بي به ** و . 
 

   كليگيري نتيجه
برمبناي اين پژوهش و ارزيابي تأثير تنش شوري بر 

 آكريلاميد، اكسيدان در ژل پلي هاي آنتي فعاليت آنزيم
اكسيدديسموتاز،  سه ايزوزيم سوپر كيومتري دنستيفعال

ي  شور تنش در و دو ايزوزيم پراكسيدازيك كاتالاز
؛  بودطبيعي طي از شراشتري ب)NaCl مولار ميلي 400(

يك از آنها كاهش يا ثبات فعاليت نشان  همچنين هيچ
هاي  با توجه به امكان مشاهدة فعاليت آنزيم. نداد
آكريلاميد، تجزية  اكسيدان بر روي ژل پلي آنتي

هاي حاصل از   دادهالكتروفورزي نيز ابزاري مفيد و مكمل
  .اسپكتروفتومتري خواهد بود
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