
Arc
hive

 of
 S

ID

85  

  
 هاي تولید گیاهی مجله پژوهش

  1391، اول، شماره همنوزدجلد 
http://jopp.gau.ac.ir  

  

  الگوي الکتروفورزياکسیدانی و  فعالیت آنتی درآهن بیشبود اثرات 
   رقم شفقبرنجگیاه در ها   پروتئین

  

  2زاده احمد عبدل*  و1پویان مهربان

  گرگان ،انشگاه گلستانشناسی، دانشکده علوم، د دانشجوي دکتري گروه زیست1
  ، گرگان دانشگاه گلستان،دانشکده علومشناسی،  دانشیار گروه زیست2

     5/10/90 : ؛ تاریخ پدیرش2/5/89 :تاریخ دریافت
  

  ٭چکیده
گوگرد،  -هاي آهن فتوسنتز، ساختار خوشه کلروپلاست،  در نموعنوان یک عنصر ضروري  بهآهن

  آهنبیشبود . نقش دارداکسید و احیایی هاي یستمس کننده کنترلعنوان   و بهها  نقل و انتقال الکترون
 سمیت آهن .هاي زیستی را با خطر مواجه نماید لکولوتواند از طریق القاء تنش اکسیداتیو ماکروم می

 این پژوهش بررسیاز هدف . آیدوجود  به ي برنجدر مناطق خاصی مانند شالیزارهاتنها ممکن است 
 گیاه در آهن بیشبودهاي آسیب و مسیرهاي تحمل  و ارزیابی راه اکسیداتیو  تنشدر  آهنسمیت اثرات

 10 هاي  در غلظت آهنواجرا گردید کاملاً تصادفی طرح   در قالبآزمایش. بود شفقبرنج رقم 
 آهن بیشبود.  به گیاه برنج داده شدهمراه محلول غذایی یوشیدا بهگرم در لیتر   میلی250 و 150، )شاهد(

فعالیت  ،همچنین افزایش آهن در محیط ریشه .ویژه ریشه شد به ان گیاهدار رشد معنیسبب کاهش 
. دداافزایش را عنوان شاخص پراکسیداسیون لیپید   و مقدار مالون دي آلدهید بهاکسیدانت هاي آنتی آنزیم

با ن  آهبیشبوددر تیمارهاي . افزایش یافتنیز هاي محلول و پراکسید هیدروژن  مقدار فنل، همچنین
 از باندهاي پروتئینی جدا شده در الکتروفورز افزایش ،هاي محلول تعدادي وجود کاهش مقدار پروتئین

 افزایش فعالیت  بیانگرالگو الکتروفورزي آنزیم پراکسیداز در بخش هوایی. ندمحسوسی را نشان داد
هاي  ژنیافزایش اکسبا ن  آهبیشبود که آشکار ساخت این نتایج. بود آهن بیشبوداین آنزیم در تیمارهاي 

                                                
  ah_ah99@yahoo.com: مسئول مکاتبه٭
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در شده و افزایش پراکسیداسیون لیپیدهاي غشایی سبب کاهش پروتئین و  هیدروژنپراکسید  و فعال
زدایی  ها به سم پراکسیدازها و غلظت فنل افزایش فعالیت در مقابل. داد کاهش  راه گیارشدنتیجه 
  .ساخت آهن را ممکن ودبیشبهاي فعال و پراکسید هیدروژن کمک کرده و تحمل تنش اکسیژن

  

   آهن، فعالیت آنتی اکسیدانی، فنل، برنجبیشبود:  کلیديهاي واژه

  مقدمه
 در خاك در ولحلم مقدار آهن دهد، اما می پوسته زمین را تشکیل ی درصد وزن5حدود در آهن 

 Fe+2 و Fe+3 هاي   یونشاملدر خاك  ولحلممعدنی آهن  انواع .العاده کم است مقایسه با کل آهن فوق

 توسط ریشه گیاه بستگی زیادي آنجذب میزان در دسترس بودن آهن در خاك و ). 1995مارچنر، (است 
هرچند وجود برخی فلزات سنگین از .  داردشکل آهن محلول و یی خاكشرایط اکسید و احیااسیدیته، به 

 تواند عامل هاي زیاد این عناصر می ، غلظتاست ضروري آهن در خاك براي رشد طبیعی گیاهجمله 
عنوان  بهسمیت آهن ). 1995تاگو، نو موکامفنکل ؛ 2001کلمنس، (زدارندگی رشد و ایجاد سمیت گردد با
 که آید وجود می به  مزارع برنجهاي غرقاب در خاك و تنها  شایع نیستکم مصرف سنگین در گیاهانز فل

؛ دورلدت و همکاران، 2005، بیکر و اش( دهد  درصد کاهش 100 تا 12عملکرد برنج را از تواند  می
در شرایط معمول اما  ،تر است سریع +Fe3 در مقایسه با +Fe2 اگر چه جذب ).2004؛ ساهروات، 2005
  +Fe2 بهسریعاً+Fe3  هاي غرقاب  تحت شرایط غیرهوازي در خاك.بسیار کمتر است در خاك +Fe2مقدار 

هاي مزارع   میکروبی، خاكءو نیز احیاش پایین  پتانسیل کاه،ژن علت فشار جزئی اکسی به و شود تبدیل می
؛ ساهراوات و 1995؛ مارچنر، 2005دورلدت و همکاران،  (دارند +Fe3 بیشتري نسبت به+Fe2برنج 

  کهییها خاك براي مثال است، محیطی متعددي عواملبه شدت سمیت آهن وابسته  .)2002سیکا، 
 برايکم دارند،  پتاسیم، فسفر، روي و منگنز میزان و 5 ازکمتر  اسیدیته ،نییظرفیت تبادل کاتیونی پا

  در حالت سمیت شدیدها برگسمیت آهن سبب کاهش رشد گیاه شده و  .مساعد هستندسمیت آهن 
.)2002؛ ساهراوات و سیکا، 2002ولی و گرنوت، نکون (دنگردمیارغوانیتا اي قهوه

تولید سبب لول ممکن است در داخل س بسیاري از فلزات سنگین از جمله آهن بیشبود
  شود بیشترهیدروژن  پراکسیدایجاد  نیز  هیدروکسیل و واکسیژن مثل سوپراکسیدآزاد هاي  رادیکال

هاي آزاد  افزایش میزان پراکسید هیدروژن و رادیکال ).2005؛ بهاتاچارجی، 2002آرورا و همکاران، (
گوجه و ) 2000چن و همکاران، (نج  براندر گیاهترتیب و جیوه به عنصر مس بیشبوداکسیژن در 
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توانند کلروفیل را اکسید نمایند و  هاي آزاد می رادیکال. گزارش شده است) 2000چو و پارك، (فرنگی 
 ل در انتقال الکترون فتوسنتزي در کلروپلاست و ایجاد اختلاانباشتگی آهن سمیت باعث ازدیادبا 
هن اضافی موجود در زنجیره انتقال الکترون وسیله آ ههمچنین ممانعت از چرخه کالوین ب. دنشو

هاي روبیسکو و  فتوسنتزي ممکن است باعث کاهش نسبت کربوکسیلاسیون به اکسیژناسیون در واکنش
طور  توانند به هاي آزاد می رادیکال، همچنین ).1995تاگو، نو موکامفنکل  ( تنفس نوري شودافزایش
 هم هسبب بها و اسیدهاي نوکلئیک آسیب برسانند و  ناپذیري به لیپیدهاي غشایی، پروتئین برگشت

 ممکن است از تنفس پراکسیدهیدروژن .زیستی شوند هايغشاطرفین   الکتریکی بارخوردن توازن
دیسموتاز تولید  هاي سوپراکسید در حضور آنزیم سوپراکسید  از دیسموتاسیون رادیکالنوري و نیز

 وارد ی کمبیآساین ترکیب  خود. )1989 ، آست؛2005 ؛ ژائو و همکاران،2006ا و ساکسنا، نس (شود 
تواند به راحتی از عرض غشاهاي سلولی عبور   چون می.استبسیار خطرناك ها  سلولبراي  اما ،کند یم

تبدیل  لیدروکسی هکالیبارتر مثل راد انی زاشکالسوپراکسید به و رادیکال یون آهن و در حضور کند 
گیاهان داراي دو . رود وسیله واکنش پراکسیدازي از بین می  گیاه بهپراکسید هیدروژن موجود در. دشو

عنوان دهنده الکترون استفاده  سکوربات بهآپراکسیدازهایی که از . باشند تیپ اصلی از پراکسیدازها می
ها حذف   و وظیفه آنداشتهزوم تجمع  عمده در کلروپلاست، سیتوزول و پراکسی طور به و کنند می

هاي گیاه   در تمام بخشپراکسیدازهاي دیگر. باشد ها می  اندامک اینژن تولید شده درپراکسید هیدرو
دیاز و  ( در بیوسنتز لیگنین نقش دارند وکردهعنوان دهنده الکترون استفاده  به ها فنل  از وشوند یافت می

 ،سکوربیکآ داسیها و  لتوانند با مشارکت فن ی میپراکسیدازهاي محلول و اپوپلاست. )2001همکاران، 
افزایش فعالیت  .)1997سویت و همکاران،  ؛ ون1992آسادا،  (پراکسید هیدروژن را حذف کنند

ترکیبات فنلی ). 2006، ساکسنا و ناس( کروم در پسته گزارش شده است بیشبودپراکسیدازها تحت تاثیر 
 دروکسیل و کربوکسیلهاي هی  گروه که با داشتن هستند گیاهانهاي ثانویه  متابولیت ترین گروه مهم

؛ ساکیهاما و یاماساکی، 2002؛ ساکیهاما و همکاران، 2006میچالاك،  (ددارن آنتی اکسیدانیتوانایی 
باشد و  آنزیمی داراي دو اتم مس در هسته مرکزي خود می اکسیداز یا تیروزیناز فنل پلی.)2002

لکولی و در این واکنش از اکسیژن ماین آنزیم. دهد ها را انجام می ها به کینون فنل اکسیداسیون دي
افزایش فعالیت فنل اکسیدازها ). 2002شرلی، -؛ وینکل2006یر، ام(نماید عنوان سوبسترا استفاده میبه

  ). 2005بوگام و همکاران، (تحت تیمار آهن اضافی گزارش شده است 
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اکسیدانت در حیطه  یهاي آنت رغم اهمیت آهن در ایجاد تنش اکسیداتیو و تغییر فعالیت آنزیم علی
افزایش ) 2008(شمالی و همکاران .  وجود ندارد در گیاه برنجتباطردانش ما گزارشات زیادي در این ا

 و همکاران مهربان.  آهن را گزارش کردندبیشبودگیر رشد ریشه برنج در  انباشتگی آهن و کاهش چشم
اهش مقدار قندها، کلروفیل و فعالیت ک باعث يدار یطور معن  آهن بهبیشبودگزارش نمودند که ) 2008(

   .شده است در برنج هنیآمهاي دیاس مقدار شیافزاو  آنزیم کاتالاز
 در پژوهش، عنوان ماده غذایی ارزشمند در جیره غذایی انسان بهبرنج  افزون  روزبه اهمیتبا توجه 

اي مزارع برنج باعث  هاي جلگه طور عمده در زمین اي مثل سمیت آهن که به هاي تغذیه مورد ناهنجاري
  آهنسمیت  اثراتاین پژوهش بررسیاز هدف  .، اهمیت زیادي داردشود کاهش عملکرد محصول می

 سعی شد تا فعالیت بنابراین.  بودشفق گیاه برنج رقم آهن و تنش اکسیداتیو دررشد، میزان تجمع  بر
ون لیپید، مقدار پروتئین محلول، ی مرتبط با تنش آهن با سنجش عواملی مانند پراکسیداسیتآنتی اکسیدان

هاي آسیب و   تا درك بهتري از راه ارزیابی گرددتهاي آنتی اکسیدان ها و فعالیت آنزیم مقدار فنل
  . آهن فراهم شودبیشبودمسیرهاي تحمل 

  
  ها مواد و روش
 با هیپوکلریت رهابذ.  شد کاشته شنیکشت در محیط خانه   برنج رقم شفق در گلگیاه: شرایط کشت

و همکاران  ، یوشیداغذایی مورد استفادهمحلول . شدضدعفونی  دقیقه 10مدت   درصد به5/2سدیم 
 .شداجرا طرح کاملاً تصادفی قالب  رآزمایش د. تعدیل گردید بود که براساس تیمارهاي آهن )1976(

 .بود Fe-EDTAصورت گرم در لیتر و به  میلی250 و 150، )شاهد (10 سطح سه شاملآهن تیمارهاي 
  محیط حداقل و حداکثرمیانگین درجه حرارت. شدندبرداشت  تیماردهی چهار هفته پس از ها گیاهچه

رطوبت میانگین گراد و   درجه سانتی33 و 22 ترتیب به در طی دوره آزمایشدر شب و روز خانه  گل
یدروژن،  پراکسید ه مقدار آهن،،تر و خشک  اندازگیري شده شامل وزنعوامل . بود درصد71 نسبی

هاي گایاکول پراکسیداز، آسکوربات   پراکسیداسیون لیپید و فعالیت آنزیم،ها، پروتئین محلول فنل
هاي محلول و فعالیت آنزیم   الگو الکتروفورزي پروتئینهمچنین. فنل اکسیداز بود پراکسیداز و پلی

  . دست آمد ه هفته تیمار بر روي ژل ب4گایاکول پراکسیداز پس از 
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در  1 مقدار آهن توسط دستگاه القا نشر پلاسماییيریگ اندازه:  بیوشیمیایی عواملريگی اندازه
هاي   آنزیمگیري فعالیت راي اندازهب. انجام گرفت) پردیس کرج(شناسی دانشگاه تهران  آزمایشگاه خاك
از  استفاده با بافت تر گیاهانعصاره آنزیمی از ، هاي محلول  مقدار پروتئیناکسیداز و فنل پراکسیداز، پلی

ها از   فعالیت آنزیم.)2000لیو و هوانگ،  (استخراج شد 8/6 با اسیدیته مولار  میلی100بافر فسفات 
 فعالیت آنزیم پراکسیداز با استفاده از .  شدگیري اندازه 2 شیمادزوروش اسپکتروفتومتري و با دستگاه

مولار با   میلی25فات مخلوط واکنش شامل بافر فس. صورت گرفت )1976( کار و میشرا روش
 .بود  میکرولیتر عصاره آنزیمی10 مولار و  میلی40  مولار، آب اکسیژنه  میلی20 ، گایاکول8/6اسیدیته 
 گیري اندازه براي .گیري شداندازه  نانومتر470سینتیک و در طول موج  حالت در این آنزیمفعالیت 

 10 ، پیروگالل8/6مولار با اسیدیته   میلی25 فسفات  بافرشاملمخلوط واکنش اکسیداز  فنل آنزیم پلی
گیري  اندازه). 2002رزند و همکاران، ( استفاده شدلیتر عصاره آنزیمی   میکرو100  ومولار میلی

 با آنزیم آسکوربات پراکسیدازاستخراج  .انجام شد )1976( برادفورد روش به هاي محلول پروتئین
 دو .صورت گرفت) 1981( ناکانو و آسادا روش و 7 اسیدیته با میلی مولار 250استفاده از بافر فسفات 

با   میلی مولار250 شامل بافر فسفات گیري آسکوربات پراکسیداز لیتر مخلوط واکنش براي اندازه میلی
. مولار بود میلی2/1  پراکسید هیدروژن مولار و 5/0مولار، آسکوربات   میلیEDTA 1/0، 7اسیدیته 

   . نانومتر انجام گرفت290ل موج گیري در طو عمل اندازه
 س ه طبق روشعنوان شاخص پراکسیداسیون لیپید  به)MDA (الدهید دي مقدار مالونگیري  اندازه

 درصد 1/0 واستیککلر لیتر اسید تري  میلیدووسیله  هب  گیاهان عصاره.صورت گرفت) 1968(و پاکر 
 TBAشامل  3و استیککلر اسید تري/ یکباربیتور تیو معرف اسیدگیري از  براي اندازه. شداستخراج

 حالتدست آمده در  ه بمحلولجذب . استفاده شد درجه 95 درصد در دما TCA 10 درصد در 25/0
  . شدثبت نانومتر 600 و 532، 440 طول موج 3فتومتریک و در 

ت مد و با اتانول در سه مرحله و به)2003( فوکودا و همکاران هاي فنلی به روش استخراج عصاره
 و با معرف پروسین بلو )2001 ( و همکارانویدلاها به روش  گیري فنل اندازه.  ساعت انجام گرفت24

 100لیتر آب مقطر،   میلی3دست آمده مقدار  ه میکرولیتر عصاره اتانولی ب50به . صورت پذیرفت
فروسیانید   میکرولیتر هگزو100 نرمال و 1/0 حل شده در اسید کلریدریک IIIمیکرولیتر کلریدآهن 

                                                
1- Inductively coupled plasma (ICP) GBC (SDS-27) 
2- Shimidzo UV-160 
3- TBA/TCA 
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عنوان  به.  شدثبت نانومتر 720در طول موج جذب محلول  افه وعنوان معرف اض مولار به  میلی8پتاسیم  
  .د استفاده گردی گالیک اسیداستاندارد فنل ازمحلول 

 میلی 50فسفات   وسیله بافر ه ب)2000(چن و همکاران عمل استخراج پراکسید هیدروژن بر طبق روش 
. گراد انجام شد  درجه سانتی4مولار در دما   میلی1آمین   حاوي هیدروکسیل5/6 با اسیدیتهمولار 
) حجم /حجم( درصد 1/0کلریدتیتانیوم (تیتانیوم  معرف کلرید  ازهیدروژن با استفاده  گیري پراکسید اندازه

 ضریب خاموشی براي.  نانومتر  انجام گرفت410در طول موج، ) درصد20حل شده در اسید سولفوریک 
  . در نظر گرفته شدمتر  میکرومول بر سانتی 28/0پراکسید هیدرژن  -محاسبه مقدار کمپلکس تیتانیوم

وسیله الکتروفورز هها ببراي جداسازي پروتئین: ها و آنزیم گایاکول پراکسیدازالکتروفورز پروتئین
صورت ناپیوسته و مید به آژل پلی اکریل.  استفاده شد)1970(لاملی  از روش 1سدیم دودسیل سولفات

تانک بافر براي ساخت .  درصد بود15 درصد و ژل جدا کننده 5شامل دو قسمت ژل متراکم کننده 
در .  درصد استفاده شدSDS 1/0مولار و  میلی192 گلیسین مولار،  میلی48الکتروفورز از تریس بازي 

لکولی وبراي تعیین وزن م. کار برده شد  درصد به22/0 250- آر کوماسی بلو،ها آمیزي پروتئین رنگ
روش الکتروفورز آنزیم پراکسیداز .  استفاده شد3 ام3913 -  سیگمالکولیوها از استاندارد وزن م پروتئین

براي تشخیص .  انجام گرفت4 ناتیو درصد12 و با ژل ناپیوسته )2000(جوردي و همکاران به روش 
مولار حل شده در بافر   میلی10 د هیدروژنپراکسیآنزیم پراکسیداز بر روي ژل از مخلوط گایاکول و 

هاي  ور شدن ژل در این مخلوط، باند  دقیقه غوطه5بعد از گذشت . مولار استفاده شد  میلی50فسفات 
  .)2005تورالس و همکاران، (برداري شد   دقیقه از ژل عکس15قرمز رنگ ظاهر و بعد از گذشت 

  
  نتایج

داد که آهن  صفات رشد نشان ي آهن بر رويهاماری تریتاث سانی وارهیتجزجدول : رشد و انباشتگی آهن
مقایسه همچنین ). 1جدول (داري داشته است  درصد تاثیر معنی 1 در سطح احتمال رشدبر کلیه صفات 

گیاهان رشد دار  معنی کاهشباعث  آهن بیشبود که دادمیانگین تیمارهاي آهن بر روي صفات رشد نشان 
گرم در لیتر نسبت به شاهد  میلی250 تیمار آهن درخشک کل گیاه وزن قدار مطوري که به، )3جدول  (شد

   بخش هواییتر از گیر چشمبسیار گیاهان  ریشه در کاهشاین . )1شکل (یافت کاهش  درصد25در حدود 
                                                
1- SDS-PAGE 
2- R-250 
3- Sigma 3913M 
4- Native-PAGE 
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 آهن در ریشه بیشبوددهنده تاثیر شدیدتر  نسبت وزنی بخش هوایی به ریشه نشاندار  افزایش معنی. بود
 آهن افزایش بیشبود هايغلظت آهن بخش هوایی و ریشه تحت تیمار. استه بخش هوایی نسبت ب

 شاهدنسبت به آهن در لیتر  گرم  میلی250 آهن ریشه در تیمار قدارطوري که م  به،داري را نشان داد معنی
  ).3جدول  (در حدود سه برابر بیشتر بود ) در لیترگرم آهن  میلی10تیمار (
  

  .تیمارهاي مختلف آهنبرنج تحت و محتوا آهن گیاه  صفات رشد ی برخنیانگی مسهیمقا -3جدول 
  )گرم در لیتر میلی(سطوح تیمار آهن

صفات
10  150  250  

a3/0±09/14b38/0±73/8c2/0±04/7)گرم(وزن تر بخش هوایی 
  a21/0±41/3  b01/0±43/1  c12/0±26/1  )گرم(وزن تر ریشه 

  a04/0±18/2  b12/0±57/1  c04/0±21/1  )گرم(وزن خشک بخش هوایی 
  a02/0±27/0  b03/0±15/0  c01/0±09/0  )گرم(وزن خشک ریشه 

  a5/0±5/17  b4/0±16/10  c33/0±30/8  )گرم(وزن تر کل گیاه 
  a07/0±45/2  b15/0±73/1  c05/0±31/1  )گرم(وزن خشک کل گیاه 

  c02/0±15/4  a045/0±11/6  b036/0±67/5  نسبت وزنی بخش هوایی به ریشه
 )گرم در گرم وزن میلی(میزان آهن بخش هوایی 

  )خشک) خشک
a21/0±07/1  a17/0±36/1  b3/0±75/2  

 )گرم در گرم وزن میلی(میزان آهن بخش ریشه 
)خشک

a17/0±09/1  b06/0±49/1  c4/0±59/3  
  .دن نداريدار ی درصد تفاوت معن5  احتمالدر سطح LSDباشند، با آزمون  ی حرف مشترك مکی که در  ردیف هريها نیانگیم

  
 ي آهن بر رويمارهای تری تاثانسی وارهیجدول تجز:  و میزان پراکسیداسیون لیپیدها فعالیت آنزیم

گیري شده و میزان پراکسیداسیون لیپید به جز  هاي اندازه فعالیت آنزیمصفات رشد نشان داد که آهن بر 
میزان . )2جدول ( داشته است يدار یعن مریتاثمقدار فعالیت آنزیم گایاکول پراکسیداز در بخش هوایی 

فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز هم در ریشه و هم در بخش هوایی همراه با افزایش مقدار آهن در 
گرم آهن در محیط کشت   میلی250طوري که در تیمار  به.  شدترداري زیاد طور معنیمحیط کشت به

- 2شکل (در ریشه بیش از پنج برابر افزایش یافت فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز نسبت به شاهد 
با افزایش میزان فعالیت آنزیم گایاکول پراکسیداز با وجود تفاوت غیر محسوس در بخش هوایی ). الف
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میزان فعالیت ). ب-2شکل (  نشان دادداري افزایش معنیدر ریشه گرم در لیتر   میلی250مقدار آهن تا 
در بخش هوایی .  متفاوت از یکدیگر بودوایی و ریشه داراي دو الگو بخش هاکسیداز در فنل آنزیم پلی

گرم در لیتر میزان فعالیت آنزیم زیادتر شد، اما در ریشه افزایش  میلی250با افزایش مقدار آهن تا 
دار فعالیت آنزیم پلی فنل اکسیداز را باعث  صورت مشابهی کاهش معنی مقدار آهن در محیط ریشه به

عنوان شاخص   تیمارهاي آهن سبب افزایش مقدار مالون دي آلدهید به).ج-2شکل (گردید 
گرم   میلی10گرم آهن در لیتر در مقایسه با   میلی250طوري که در تیمار  پراکسیداسیون لیپید شدند، به

 درصد و در ریشه به بیش از چهار برابر 50آهن مقدار مالون دي آلدهید در بخش هوایی بیش از 
  ).د -2شکل (افزایش یافت 

 يمارهای تری تاثانسی وارهیجدول تجز: هاي محلول فنل  وپراکسید هیدروژنپروتئین محلول، میزان 
 يها  و فنلدروژنی هدی محلول، پراکسنی پروتئزانیمبر  صفات رشد نشان داد که آهن يآهن بر رو
بیشبود  که دادنشان تیمارهاي آهن مقایسه میانگین . )2جدول ( داشته است يدار ی معنریمحلول تاث

 آهنبا افزایش مقدار  همچنین). الف-3شکل (هاي محلول بخش هوایی شد  آهن سبب کاهش پروتئین
در بخش ) ج-3شکل (هاي محلول  و فنل) ب-3شکل ( مقدار پراکسید هیدروژن در محیط ریشه

  .افزایش یافتهوایی 
هاي محلول با روش لگو کیفی پروتئینا: ها و آنزیم گایاکول پراکسیدازالگو الکتروفورزي پروتئین

 کیلودالتونی 64هاي  گرم در لیتر پروتئین  میلی250دهد که با افزایش مقدار آهن تا  الکتروفورز نشان می
 کیلو 64رغم کاهش در یک باند پروتئینی  رسد علی نظر می به). 4شکل (کاهش محسوسی داشتند 

الگو کیفی آنزیم گایاکول ). 4شکل (اند  روند افزایشی داشته کیلو دالتونی 40 تا 34هاي  دالتونی پروتئین
). 5شکل (پراکسیداز بخش هوایی نشان داد که حداقل دو ایزوزیم مشخص براي این آنزیم وجود دارد 

مقدار فعالیت ایزوزیمی که داراي وزن مولکولی بالاتري نسبت به ایزوزیم دیگر است همراه با افزایش 
  .صی نشان دادتیمار آهن افزایش مشخ

  
  بحث

نتایج این پژوهش نشان داد که افزایش آهن در محیط ریشه گیاهان، جذب بیشتر آهن و افزایش 
ت آهن و کاهش رشد ی ریشه را سبب شد که این امر ایجاد سمهاي غلظت آن در گیاه به ویژه در بافت

 در مقایسه با برگ ممکن ها غلظت بالاتر آهن در ریشه. را باعث گردیدها  آنمخصوصاً ریشه گیاهان 
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بیکر و اش، (هاي ریشه باشد  است به دلیل رسوب آهن در سطح ریشه و یا انباشتگی آهن در سلول
دست آمده بحث  نتایج بهبراساس  آهن بیشبودهاي آسیب و مسیرهاي تحمل  راهادامه در ). 2005

  .گردد می
است که تنش اکسیداتیو در گیاه را القاء هاي فعال همراه  تنش آهن در گیاهان با ایجاد انواع اکسیژن

هاي آزاد اکسیژن در  در شرایط طبیعی پراکسید هیدروژن و رادیکال). 2004میتوفر و همکاران، (کند  می
اما ). 2005، بهاتاچارجی؛ 2002آرورا و همکاران، (شود  هاي گیاهان ایجاد می سلولهاي مختلف  بخش

عدم خنثی شدن . دگرد صورت ناقص انجام می  بهزداییدر شرایط تنش آهن فرآیندهاي سم
در گیاه منجر به افزایش ) ب-3شکل (هاي آزاد اکسیژن و افزایش پراکسید هیدروژن  رادیکال
شود و  گردد که در طی آن رادیکال خطرناك هیدروکسیل تولید می هاي فنتون و هابروایس می واکنش

 .ها را ناپایدار کند ها و پروتئین هاي زیستی از جمله لیپید لکولودرپی انواع ماکروم صورت پی تواند به می
آهن باعث افزایش پراکسیداسیون  بیشبودتنش اکسیداتیو ناشی از نتایج این پژوهش آشکار ساخت که 

سمیت آهن نسبت به گیاهان شاهد در ریشه از نظر طوري که میزان پراکسیداسیون لیپیدها  لیپید شد به
افزایش میزان پراکسیداسیون لیپید تحت تاثیر زیادي آهن در ). د -2شکل (فزایش یافت تا چهار برابر ا

هنگام  در )1989(آست طبق نتایج . نیز گزارش شده است) 2006(ا و ساکسنا نس توسط 1 باکوپاگیاه
خود آهن به . گیرد  انجام میFe+3یا Fe+2  با حضور O2-Feپراکسیداسیون لیپیدها تشکیل کمپلکس 

ها که در عدم حضور آهن اتفاق  لکولوهاي کاهشی بین اکسیژن و بیوم تواند واکنش آزاد هم میطور 
پذیري بالا تبدیل شود که میل  واکنشهاي فریل با  تواند به رادیکال میآزاد آهن . افتد را کاتالیز کند نمی

 آید می در  چرباسید پروکسی شکل به ي چرب با اسیدهاFe+2.  داردي چربترکیبی زیادي با اسیدها
تشدید تنش اکسیداتیو ناشی از سمیت همچنین . شود که خود باعث افزایش پراکسیداسیون لیپید می

 ها و رغم کاهش مقدار کلی پروتئین علی). الف -3شکل (ها مشهود است  آهن در کاهش میزان پروتئین
 تا 34هاي  پروتئینباندهاي در مشخصی  افزایش ، در الگو الکتروفورزينیو کیلو دالت64پروتئین باند 
 افزایش اسیدهاي آمینه تحت .)4 شکل( آهن مشاهده شد بیشبوددالتونی گیاهان تحت تیمار   کیلو40

ازدیاد فعالیت احتمالاً   گزارش شده است که)2008(مهربان و همکاران  توسط  آهنبیشبود تنش
هاي شرایط تنش یا ها یا آنزیموتئینباندهاي پرمربوط به این باندها . سازدپروتئازها را آشکار می

                                                
1- Bacoppa monnieri   
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هاي تجزیه  هاي آزاد و یا زیر واحدهاي پروتئین فعال و اکسید شده توسط رادیکال هاي غیر پروتئین
  .شده باشند

، افزایش فعالیت آنزیم آسکوربات )ب- 3شکل (با توجه به افزایش مقدار پراکسید هیدروژن 
دهنده   نشان،عهده دارد کسید هیدروژن در کلروپلاست را برزدایی پرا که سم) الف -2شکل (پراکسیداز 

صورت مشابهی گزارش کردند  به )1995(تاگو نو موکامفنکل  .باشد تنش اکسیداتیو در کلروپلاست می
نقش زیادي  پراکسید هیدروژن در گیاه تنباکو زدایی سم در پراکسیداز  سکورباتآکه در کلروپلاست،

زنی  نشان داد که کوددهی بالا با آهن در جوانه) 1997(سویت و همکاران   ونهمچنین تحقیقات. دارد
  .شود  میپراکسید هیدروژن  عنوان پالاینده  آسکوربات پراکسیداز بهmRNA سبب تجمع سریع کلزا

که پراکسید هیدروژن را ) ب -2شکل (دار بودن افزایش فعالیت گایاکول پراکسیداز در ریشه  معنی
افزایش . دهنده بیشتر بودن سمیت آهن در ریشه نسبت به بخش هوایی است  نشاننماید زدایی می سم

فعالیت گایاکول پراکسیداز تحت تاثیر سمیت فلزات سنگین مانند کادمیوم و روي و آهن گزارش شده 
همچنین با توجه به نتایج الگو الکتروفورزي آنزیم ). 2005؛ ژائو و همکاران، 2006ا و ساکسنا، نس(است 

 .باشد افزایش فعالیت آنزیم پراکسیداز سیتوزولی کاملاً مشهود می) 5شکل (کسیداز در گیاه برنج پرا
 بالا). ج-3شکل (کند  اکسیدانت نقش مهمی در تنش اکسیداتیو ایفا می عنوان آنتی ها به افزایش فنل

در  آلومینیوم، پاسخ به سمیتذرت در در رفتن مقدار ترکیبات فنلی در گندم در پاسخ به سمیت نیکل، 
 ، شده بودپاشیده سولفات مس ها بر روي آن که هاي فیلانتوس  کادمیوم و همچنین برگسمیتلوبیا در 

 بیوسنتز سازهاي پیش ویژه بههاي محلول  افزایش مقدار فنل). 2006میچالاك، (گزارش شده است 
ها   به یاختهزات سنگینفل جهت ورود دیواره سلولی و ایجاد مانع زیستیضخامت  افزایش بالیگنین 

این  مطابق نتایج که جایی از آن). 2001دیاز و همکاران،  (دهد می افزایش ها را به این فلزات تحمل آن
توانند در  ها می فنل) ب-3شکل ( افزایش پیدا کرد  آهنبیشبود در  مقدار پراکسید هیدروژنپژوهش،

ها و   فلاونلهاي گیاهی خصوصاًه هدف فنلپیشنهاد شده ک. داشته باشندنقش خنثی کننده   آنمقابل
عنوان  تواند غیرسمی کردن پراکسیدهاي هیدروژن به فنیل پروپانوئیدهاي واکوئلی و اپوپلاستی می

هاي فنوکسیل تولید  یند رادیکالآدهنده الکترون براي پراکسیدازهاي سیتوزولی باشد و در نتیجه این فر
وسیله ههاي فنوکسیل بتوانند از رادیکالهاي گیاهی میفنل. )2002ساکیهاما و همکاران،  (شودمی

ها   این رادیکالمعمولتحت شرایط فیزیولوژیکی . آنزیمی با آسکوربات تولید شوند هاي غیر واکنش
خاطر  ها به  فنلییتوانا .شوند  به محصولات غیر رادیکالی تبدیل می و سریعاًنداشته يواکنش مضر

ّ 
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 متصلمس و آهن  به اي ویژهطور   به هستندباشد که قادر ی خود ملیبوکس و کرلیدروکسی هيها گروه
 به مقدار نی در معرض فلزات سنگاهانیگ  ازياری بسشهی ر.)2002ساکیهاما و یاماساکی، ( شوند

کرده  فعال ریها را غ  آهن آنيها ونیها ممکن است با شلات کردن  آن. کنند یها را ترشح م  فنلبیشبود
 فعال يها ژنی اکسیعنوان منبع اصل  مشتق شده از واکنش فنتون بهيدهایسوپراکسلظت غ مجموع درو 
  .)2002، شرلی -وینکل (کاهش دهندرا 

. اکسیداز در بخش هوایی و ریشه داراي دو الگو متفاوت از یکدیگر بود فنلمیزان فعالیت آنزیم پلی
اما در . ر میزان فعالیت آنزیم زیادتر شدگرم در لیت  میلی250در بخش هوایی با افزایش مقدار آهن تا 

دار فعالیت آنزیم پلی  کاهش معنیباعث صورت مشابهی  ریشه افزایش مقدار آهن در محیط ریشه به
 دلیل انباشتگی بیشتر آهن در ریشه و تشدید سمیت آن باشد  که ممکن است بهفنل اکسیداز گردید

گزارش شده کادمیوم مس و گیاهان تحت تنش  در ریشه فنل اکسیدازپلی فعالیت  کاهش).1شکل (
  .)2005؛ ژائو و همکاران، 2000؛ چن و همکاران، 2005بوگام و همکاران، (است 
پژوهش نشان داد که زیادي آهن ممکن است از طریق تسریع مسیرهاي این طور کلی نتایج  به

ختارهاي سلولی آسیب هاي آزاد اکسیژن به بسیاري از سا هاي غیرفعال به رادیکال تبدیل اکسیژن
براي مثال تشدید پراکسیداسیون لیپیدهاي غشایی باعث تخریب غشاهاي سلولی و یا . رساند می

 که شود  می)2008مهربان و همکاران، ( ها  منجر به کاهش آن  پروتئین و کلروفیلنافزایش اکسید شد
 هاي فعالیت آنزیم و ها با این وجود گیاه با افزایش تجمع فنل. شود کاهش رشد گیاه میسبب 

هرچند افزایش این . پردازد ارزه با شرایط تنش آهن اضافی میب به مت مانند پراکسیدازاکسیدان آنتی
 ممکن است کاهش رشدخود اصلی شده که مسیرهاي متابولیسمی انحراف کربن از  سبب  ترکیبات
هاي تغییر یافته  ی پروتئین آزمایشات بیشتر براي شناسایی کمی و کیف.)6 شکل ( کندشدیدتگیاه را 

  .گردد تحت تنش سمیت آهن پیشنهاد می
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 ماریت) ب(و مسن ) الف( جوان يها بر روي برگ) گرم در لیتر محلول تیمار میلی(آهن مختلف تاثیر تیمارهاي  - 1 شکل
  ).ه، د (ماریفته پس از ت چهار هشهی و ریی بخش هواراتییو تغ) ج (ماری دو هفته پس از تاهی رشد گتر،یگرم در ل یلی م250
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هاي آسکوربات پراکسیداز  بر روي فعالیت آنزیم) گرم در لیتر محلول تیمار میلی( تاثیر تیمارهاي مختلف آهن - 2 شکل

در بخش هوایی و ریشه گیاه برنج در ) د(آلدهید  دي و مقدار مالون) ج(فنل اکسیداز  پلی) ب(، گایاکول پراکسیدار )الف(
  .باشد دهنده خطا استاندارد می ها نشان هاي عمودي روي هریک از ستون   خط.محیط کشت شنی

  .داري ندارند با یکدیگر تفاوت معنیLSD درصد با آزمون 5هایی که داراي یک حرف مشترك باشند در سطح احتمال   ستون
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هاي  بر روي مقدار پروتئیندر بخش هوایی ) گرم در لیتر محلول تیمار میلی( تاثیر تیمارهاي مختلف آهن -3شکل 
هاي عمودي  خط). ج(هاي محلول در بخش هوایی  و مقدار فنل) ب(، پراکسید هیدروژن بخش هوایی )الف(محلول 

  .باشد دهنده خطا استاندارد میها نشان روي هریک از ستون
  .داري ندارند گر تفاوت معنیبا یکدی LSD  درصد با آزمون 5هایی که داراي یک حرف مشترك باشند در سطح احتمال  ستون 
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  . هاي بخش هوایی مقایسه تاثیر تیمارهاي مختلف آهن بر روي الگو الکتروفورزي پروتئین -4شکل 
 .باشد  میکروگرم می50هاي بارگیري شده در هر چاهک  مقدار پروتئین
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  . یم گایاکول پراکسیداز در بخش هواییهاي مختلف آهن بر روي الگو الکتروفورزي فعالیت آنز مقایسه تاثیر تیمار - 5شکل 
.باشد  میکروگرم می20هاي بارگیري شده در هر چاهک  پروتئینو مقدار  باشد می nativeژل آنزیم 
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  . الگو پیشنهادي تغییرات گیاه در طی تنش بیشبود آهن در گیاه برنج-6شکل 
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Abstract9 

Iron as an essential element has important roles in chloroplast development, 
photosynthesis, Fe-S clusters structure, electron transfer and control of redox 
systems. Excess iron could impair biomacromolecules due to induction of 
oxidative stress. Iron toxicity is not common and only possible in specific regions 
such as the Rice fields. The purpose of this investigations were the evaluation of 
the effects of iron toxicity, consequent oxidative stress and damage routes and 
tolerate pathways under excess iron in rice (Oryza sativa. L) Shafagh Cultivar. The 
experiments were carried out in completely randomized design and iron treatment 
was included 10 (control), 150 and 250 mg L-1 accompanied by Yoshida nutrient 
solution. Iron excess (250 mg L-1) caused significant reduction in plant growth 
specially roots. Also, antioxidant enzymes activity malondialdehyde (MDA) 
concentrations as a lipid peroxidation index were increased. In addition to, 
phenolica and hydrogen peroxide concentration increased under excess iron. In 
spite of decrease in total soluble protein content, some protein bands, identified in 
electrophoresis, enhanced under high levels of iron treatments. The electrophoresis 
pattern of peroxidase enzyme indicated higher activity of this enzyme under excess 
iron treatments. The results indicated that excess iron increased ROS production 
and lipid peroxidation and decreased protein content and plants growth. On the 
contrary, increase of peroxidase activity, phenols content reduced ROS and 
increased iron toxicity resistance.  
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