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چكيده
در اين پژوهش به بررسى اثر ساليسيليك اسيد (SA) در گياه كلزا از نظر مقابله با تنش اكسيداتيو ناشى از نيكل پرداخته 
SA و  ميلى مولار)  و0/5 و1  0)NiCl2  .  6H2O از به مدت ده روز در معرض غلظت هاى مختلفى  شد. گياهان 21 روزه 

(0و0/2 ميلى مولار) قرار گرفتند. تجمع نيكل در ريشه ها به مراتب بيشتراز بخش هاى هوايى گياه بود. نتيجه جالب توجه 
SA بود. درغياب SA بود. درغياب SA، مقادير بالاى نيكل  SA دراين تحقيق كاهش انتقال نيكل از ريشه به اندام هاى هوايى در تيمارهاى داراىSA دراين تحقيق كاهش انتقال نيكل از ريشه به اندام هاى هوايى در تيمارهاى داراىSA
موجب كاهش وزن خشك ريشه ها و اندام هاى هوايى و نيز كاهش مقدار كلروفيل در برگ ها شد. در حالى كه  SA سبب 
تعديل اين اثرات گرديد. در گياهان تيمار شده با نيكل، سطح فعاليت ليپوكسى ژناز (LOX) و مقادير مالون دى آلدئيد 
و  پراكسيداز  گاياكول  كاتالاز،  اكسيدان  آنتى  آنزيم هاى  فعاليت  در  تغييرات  علاوه،  به  يافت.  افزايش   H2O2 و   (MDA)
سوپراكسيد ديسموتاز در برگ ها نشان داد كه نيكل موجب تنش اكسيداتيو در گياهان كلزا گرديد. افزودن SA به همراه 
يون هاى نيكل سبب تعديل فعاليت آنزيم LOX و كاهش مقدار MDA و H2O2 گرديد. هم چنين SA فعاليت آنزيم هاى 
نيكل در ريشه ها و  با توقيف  بنابراين، ساليسيليك اسيد از يك طرف  افزايش داد.  نيكل  آنتى اكسيدان را در شرايط تنش 
كاهش  را  نيكل  از  ناشى  اكسيداتيو  آسيب هاى  زيادى  تا حد  اكسيدان  آنتى  آنزيم هاى  فعاليت  افزايش  با  ديگر  از طرف 

مى دهد.
نيكل، تنش اكسيداتيو، آنزيم هاي آنتي اكسيدان، ساليسيليك اسيد، كلزا.كليد واژه: نيكل، تنش اكسيداتيو، آنزيم هاي آنتي اكسيدان، ساليسيليك اسيد، كلزا.كليد واژه: نيكل، تنش اكسيداتيو، آنزيم هاي آنتي اكسيدان، ساليسيليك اسيد، كلزا.

مقدمه
نيكل يكى از فراوان ترين آلوده كننده هاى فلز سنگين 
محيط است(38). اين فلز عمدتا توسط فعاليت هاى انسان 
مانند استخراج معدن، سوزاندن زغال سنگ، به كار گيرى 
فاضلاب، استفاده از كودهاى فسفاته و آفت كش ها وارد 
محيط زيست مى گردد(13). نيكل در غلظت هاى اضافى 
بسيارى  و  مى باشد  سمى  گياهى  گونه هاى  اكثريت  براى 

تغيير مى دهد. آشكارترين  را  فيزيولوژيكى  فرايندهاى  از 
علائم سميت نيكل شامل ممانعت رشد، كلروز، نكروز و 
پژمردگى مى باشد(27). در سطح سلولى، غلظت هاى بالاى 
H2O2 و O-2 مانند (ROS) نيكل توليد اكسيژن هاى فعال

را تحريك مى كند(11) و با پراكسيداسيون ليپيدهاى غشا 
نيكل  چنين  هم   .(2 مى كند(32،  القا  را  اكسيداتيو  تنش 
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مى تواند  نيز   (LOX)ژناز ليپوكسى  آنزيم  نمودن  فعال  با 
 (31) گردد  غشايى  ليپيدهاى  پراكسيداسيون  موجب 
تنش  در گياهان تحت  ممانعت رشد  مهم  عامل  كه يك 
سلول هاى  اما  مى باشد(3).  نيكل  جمله  از  سنگين  فلزات 
اكسيداتيو  آسيب هاى  مقابل  در  حفاظت  براى  گياهى 
آزاد  راديكال هاى  كننده  جاروب  سيستم  يك  به  مجهز 
مى باشند. اين سيستم شامل آنزيم هاى آنتى اكسيدان مانند 
كاتالاز، پراكسيداز و سوپراكسيد ديسموتاز و نيز سيستم 
غيرآنزيمى مانند گلوتاتيون و آسكوربات مى باشند(24). 
بررسى ها نشان مى دهد كه غلظت هاى نيكل اضافى فعاليت 
مى دهد  قرار  تاثير  تحت  را  اكسيدان  آنتى  آنزيم هاى 
آنزيم ها  اين  روى  نيكل  تاثير  به  مربوط  نتايج  اما   ،(2،5)
متفاوت هستند از آن جا كه هر دو تحريك (2) و ممانعت 
(5،27) در فعاليت هاى آن ها يافت شده است. ساليسيليك 
اسيد (SA) يك مولكول سيگنال مهم در گياهان است و 
تحمل گياه به تنش هاى زيستى و غيرزيستى مختلف را القا 
مى كند(17). گزارش شده است كه كاربرد SA اگزوژن 
و  سرب  كادميوم(22)،  مانند  سنگين  فلزات  مضر  اثرات 
جيوه را بهبود  مى بخشد(23). هم چنين SA نقش مهمى 
در تنظيم تعدادى از فرآيندهاى فيزيولوژيكى در گياهان 
ايفا مى كند مانند تاثيرات روى رشد و نمو، جذب و انتقال 
يون و نفوذپذيرى غشا(30). به علاوه، SA اگزوژن روى 
شرايط  تحت   (ROS) فعال  اكسيژن  انواع  توليد  سرعت 
اكسيدان  آنتى  آنزيم هاى  فعاليت  و  مى گذارد  تاثير  تنش 
مانند كاتالاز، پراكسيداز و سوپراكسيد ديسموتاز را تغيير 
مى دهد و از اين طريق تحمل گياه به تنش هاى غيرزيستى 
روى  مختلفى  اثرات   SAاما مى دهد(17).  افزايش  را 
گياهان  در  آسيب  گسترش  چنين  هم  و  تنش  سازگارى 
و  روش   ،SAغلظت گياهى،  گونه  به  بستگى  كه  دارد 
SA دارد(22).كلزا جزء گياهان تيره شب  زمان استعمال 
بو مى باشد كه در مناطق مختلفى از ايران كشت مى شود و 
به عنوان يكى از مهم ترين گياهان روغنى ايران و جهان 
مى دهد  نشان  يافته  انجام  پژوهش هاى  مى شود.  محسوب 

كه اين گياه مقاومت كمترى نسبت به تنش فلزات سنگين 
اما برخى از گونه هاى گياهى اين تيره مثل  نشان مى دهد 
تنش  به  نسبت  بيشترى  مقاومت   Thlaspi و   Allysum

فلزات سنگين به ويژه نيكل داشته و به عنوان انباشتگر هاى 
فلز سنگين در فرايند گياه پالايى خاك هاى آلوده به فلزات 
سال هاى  در  مى گيرند(36).  قرار  استفاده  مورد  سنگين 
در  نيكل  سميت  تعديل  مورد  در  كافى  اطلاعات  اخير، 
گياهان وجود ندارد و هدف از اين پژوهش حاضر بررسى 
SA سميت نيكل در گياهان كلزا و نقش حفاظت احتمالىSA سميت نيكل در گياهان كلزا و نقش حفاظت احتمالىSA

برون زا در برابر تنش اكسيداتيو ناشى از نيكل مى باشد.
مواد و روش ها 

كشت گياه و تيماردهي

با  (Brassica napus (Brassica napus ( L. cv. PF) بذرهاي سالم كلزا
محلول هيپوكلريت سديم 2٪ براي مدت 5 دقيقه سترون و 
سپس چندين مرتبه با آب مقطر استريل شسته شدند. جوانه 
زني بذرها در ظروف پتري محتوي كاغذ صافي مرطوب و 
سترون به مدت چهار روز صورت گرفت. دانه رست هاي 
با اندازه يكسان انتخاب و به گلدان هاي پلاستيكي محتوي 
رقيق هوگلند  محلول  با  و  شدند  منتقل  سترون  پرليت 

(1:2v/v) به مدت يك هفته آبياري شدند .سپس آبياري 
گرفت.  صورت  كامل  هوگلند  محلول  با  رست ها  دانه 
گياهان 21 روزه به محلول هاي غذايي جديد با غلظت هاي 
(SA) و ساليسيليك اسيد (SA) و ساليسيليك اسيد (SA) انتقال يافتند.  (Ni) مختلف نيكل (مختلف نيكل)

نيكل به صورت NiCl2 . 6H2O در غلظت هاي 0، 0/5 
و1 ميلي مولار و ساليسيليك اسيد (SA) در غلظت هاي 0 
و 0/2 ميلي مولار اضافه گرديد. تنظيم pH محلول غذايي 
در 6/5 و تعويض آن دو بار در هفته صورت مي گرفت 
ساعت   16 روز  طول  با  شده  تنظيم  شرايط  در  گياهان  و 
ثانيه  در  مربع  متر  در  فوتون  ميكرومول  نور190  و شدت 
و  (شب/روز)  سانتي گراد  درجه   26/22 دمايي  تناوب  و 
رطوبت نسبي 5 ±65٪ به مدت ده روز رشد يافتند. پس 
شد.  انجام  گياهان  برداشت  تيمار،  دوره  شدن  سپري  از 
ريشه ها و اندام هاي هوايي از يكديگر جدا شده و با آب 
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مقطر بدون يون شسته شدند. نمونه هاي مورد استفاده براي 
درجه   70 دماي  در  نيكل  سنجش  و  گياهي  رشد  تعيين 
منظور  به  گياهي  تازه  مواد  و  شدند  خشك  سانتي گراد 
اندازه گيري فعاليت آنزيمي پس از قرار گرفتن در نيتروژن 

مايع در70- درجه سانتي گراد نگهداري شدند. 
اندازه گيري نيكل

عمل عصاره گيري و هضم ريشه ها و اندام هاي هوايي با 
صورت  (5:1 v/v) HNO3:HCl كمك مخلوط اسيدي
جذب  اسپكتروسكوپى  وسيله  به  نيكل  غلظت  گرفت. 
تعيين   (SpectrAA-200, Varian, Australia) اتمى 

گرديد(33).
اندازه گيرى كلروفيل

2/0 گرم از برگ هاى جوان گياه با استن 80٪ همگن 
به 20 ميلى  نهايى عصاره  و صاف گرديد و سپس حجم 
ليتر رسانده شد. مقدار كلروفيل با تعيين جذب عصاره در 
از فرمول  با استفاده  نانومتر و  طول موج هاى 645 و 663 

Lichtenthaler محاسبه گرديد(19).

(H2O2) اندازه گيرى مقدار پراكسيد هيدروژن

با  بافت برگى  از  H2O2، 0/2 گرم  تعيين غلظت  براى 
3 ميلى ليتر ترى كلرو استيك اسيد (TCA) 0/1 درصد 
عصاره  و  شد  سائيده  يخ  محيط  و  چينى  هاون  يك  در 
 0/5 گرديد.  سانتريفوژ  15دقيقه  مدت  به   12000g در 
فسفات  بافر  از  ميلى ليتر   0/5 به  رويى  مايع  از  ميلى ليتر 
مولار  يك   (KI) پتاسيم  يديد  ميلى ليتر   1 و   (pH پتاسيم يديد  ميلى ليتر   1 و   (pH پتاسيم يديد  ميلى ليتر   1 و   ( =7)
نانومتر   390 موج  طول  در  مخلوط  گرديد. جذب  اضافه 
خوانده شد و مقدار H2O2 با استفاده از ضريب خاموشى

0/28 محاسبه و برحسب ميكرومول بر گرم  µM-1cm-1

وزن تر بيان گرديد(37).
تعيين پراكسيداسيون ليپيد

اندازه گيرى  با  برگى  بافت  در  ليپيد  پراكسيداسيون 
از  0/2گرم  گرديد.  تعيين   (MDA) آلدئيد  دى  مالون 
0/1 درصد سائيده شد  TCA بافت برگى در 3 ميلى ليتر
و محلول همگن در 10000g به مدت 10 دقيقه سانتريفوژ 

گرديد. به 1 ميلى ليتر از مايع رويى 4 ميلى ليتر از محلول 
اسيد  تيوباربيتوريك  درصد   0/5 حاوى  كه   ٪20 TCA

(TBA) بود، اضافه شد. مخلوط حاصل به مدت 30 دقيقه 

در دماى 95 درجه سانتى گراد حمام آب گرم حرارت داده 
شد. سپس بلافاصله در يخ سرد گرديد و دوباره مخلوط 
ميزان  گرديد.  سانتريفوژ   10000g در  دقيقه   5 مدت  به 
جذب اين محلول در طول موج 532 نانومتر تعيين و مقدار 
جذب غير اختصاصى در 600 نانومتر از آن كسر گرديد. 
معادل خاموشى  ضريب  از   MDA غلظت  محاسبه  براى 

بر  ميكرومول  حسب  بر  و  شد  استفاده   155 mM-1cm-1

گرم وزن تر بيان گرديد(16).
استخراج عصاره آنزيمى

بافر  ليتر  ميلى  در5  گياهى  تر  بافت هاى  از  گرم   5/0
=pH) حاوى پلى وينيل  50 و 7/5 mM) فسفات پتاسيم
1 ميلى مولار  Na2-EDTA ،1درصد (PVP) پيروليدين
گرفت.  انجام  يخ  در  استخراج  مراحل  تمام  شد.  سائيده 
در  و   15000g در  دقيقه   30 مدت  به  عصاره ها  سپس 
دماى 4 درجه سانتى گراد سانتريفوژ شدند. سنجش هاى 
اسپكتروفتومتر از  استفاده  با  رويى  مايع  در  آنزيمى 

درجه   25 دماى  در  و   (Shimadzu UV-2101 PC)

سانتى گراد انجام پذيرفت. مقدار پروتئين در هر نمونه با 
Bradfordروش Bradfordروش Bradford مورد ارزيابى قرار گرفت(6).

سنجش هاى آنزيمى

 (CAT) سنجش فعاليت آنزيم كاتالاز

مقدار  كاهش  بررسى  با  كاتالاز  فعاليت  ميزان  بررسى 
H2O2 در 240 نانومتر براى يك دقيقه انجام شد. مخلوط 

 (pH=7) واكنش شامل بافر فسفات پتاسيم 100 ميلى مولار
2و 2و H2O2 15 ميلى مولار و 50 ميكروليتر عصاره آنزيمى در 

يك حجم 3 ميلى ليتر بود. ميزان فعاليت آنزيم با استفاده 
39/4 محاسبه و بر  mM-1cm-1 از ضريب خاموشى معادل
حسب يك واحد (ميكرومول پراكسيد هيدروژن مصرف 
شده در دقيقه) به ازاى ميلى گرم پروتئين بيان گرديد(1). 
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(GPX) سنجش فعاليت آنزيم گاياكول پراكسيداز

و   Polle روش  اساس  بر  پراكسيداز  آنزيم  فعاليت 
روش  اين  در  شد(28).  گيرى  اندازه   (1994) همكاران 
پتاسيم  فسفات  بافر  حاوى  واكنش  مخلوط  ليتر  ميلى   3
مولار،  ميلى   20 گاياكول   ،(pH=7) مولار  ميلى   100
آنزيمى  عصاره  ميكروليتر   50 و  مولار  ميلى   10  H2O2

در  گاياكول  اكسيداسيون  دليل  به  جذب  افزايش  بود. 
طول موج 470 نانومتر به مدت 3 دقيقه اندازه گيرى شد. 
ضريب  از  استفاده  با  پراكسيداز  آنزيم  فعاليت  نهايت  در 
حسب  بر  و  محاسبه   26/6 mM-1cm-1 معادل  خاموشى 
يك واحد (ميكرومول تتراگاياكول توليد شده در دقيقه) 

به ازاى ميلى گرم پروتئين بيان گرديد.
(SOD) سنجش فعاليت آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز

روش  اساس  بر  ديسموتاز  سوپراكسيد  آنزيم  فعاليت 
اندازه گيري  همكارانش(1977)  و    Giannopolitis

شد (12). در اين روش بازدارندگي آنزيم SOD از احيا 
اندازه گيري  اساس   ،(NBT) نيتروبلوتترازوليوم  نوري 
ليتر  ميلي   3 اين روش  اساس  بر  است.  آنزيم  اين  فعاليت 
مخلوط واكنش حاوي بافر فسفات پتاسيم50 ميلى مولار 
(pH=7/8)، متيونين 13 ميلى مولار، نيتروبلوتترازوليوم 75 
0/1 EDTA،ميكرومولار  20 ريبوفلاوين  ميكرومولار، 

ميلى مولار و 100 ميكروليتر عصاره آنزيمي بود. واكنش 
با برداشتن فويل آلومينيومي و قرار دادن نمونه ها در مقابل 
نور (LUX 5000) شروع مي شود. پس از 15 دقيقه نور 
قطع شده و بلافاصله جذب نمونه ها در560 نانومتر خوانده 
قرار  استفاده  مورد  شاهد  نمونه  دو  آزمايش  اين  در  شد. 
مي گيرد كه هر دو بدون عصاره آنزيمي بوده، نمونه اول 
منبع  مقابل  در  15دقيقه  دوم  نمونه  و  نور  دريافت  بدون 
نوري قرار مي گيرد. يك واحد فعاليت آنزيمي مقداري 
NBT از آنزيم است كه موجب 50 درصد ممانعت احياىNBT از آنزيم است كه موجب 50 درصد ممانعت احياىNBT

در560 نانومتر مى شود. ميزان فعاليت آنزيم بر حسب يك 
واحد در دقيقه به ازاى ميلى گرم پروتئين محاسبه گرديد. 

(LOX) سنجش فعاليت آنزيم ليپوكسى ژناز

Doderer فعاليت آنزيم ليپوكسى ژناز بر اساس روشDoderer فعاليت آنزيم ليپوكسى ژناز بر اساس روشDoderer

روش  اين  .در  شد(9)  گيرى  اندازه   (1992) همكاران  و 
لينولئيك  ميكروليتر   35 افزودن  با  سوبسترا  محلول 
ميكروليتر  50 محتوى  مقطر  آب  ليتر  ميلى   5 به  اسيد 
(NaOH) سود  افزودن  با  گرديد.  تهيه   Tween-02

0/2pHمولار، 0/2pHمولار، pH محلول در 9 تنظيم گرديد تا همه لينولئيك 

HCl ثابت بماند. سپس با افزودن pH اسيد حل گردد و
2/0 مولار pH محلول به 6/5 تنظيم شد و با بافر فسفات 
)pH(pH)به حجم كلى 100 ميلى ليتر رسانده  0/1 مولار (6/5=
عصاره  ليتر  ميكرو   50 افزودن  با   LOX فعاليت   شد. 
تعيين گرديد. جذب  ليتر سوبسترا  ميلى  به 2/95  آنزيمى 
محلول در طول موج 234 نانومتر ثبت و فعاليت آنزيم بر 
در  شده  اكسيد  سوبسترا  مول  (ميكرو  واحد  يك  حسب 

دقيقه) به ازاى ميلى گرم پروتئين محاسبه شد.
تحليل آمارى

آزمايشگاهى  مجتمع  در   1388 سال  در  پژوهش  اين 
قالب  در  اسلامى  آزاد  دانشگاه  تحقيقات  و  علوم  واحد 
فاكتوريل  آزمايش  به صورت  تصادفى  كاملا  يك طرح 
با دو عامل نيكل در سه سطح و ساليسيليك اسيد در دو 
سطح با حداقل چهار تكرار انجام گرفت. تجزيه و تحليل 
با  متفاوت  آزمايش هاى  از  حاصل  داده هاى  تمام  آمارى 
ميانگين  پذيرفت.  انجام   SPSS-16 افزار  نرم  از  استفاده 
شاخص هاى اندازه گيرى شده با استفاده از آزمون دانكن 

گروه بندى شدند.
نتايج

علائم سميت نيكل از جمله كلروز و لكه هاى نكروزه 
اسيد  ساليسيليك  فاقد  تيمارهاى  در  برگ ها  سطح  در 
اين   SA داراى  تيمارهاى  در  كه  حالى  در  شد.  مشاهده 
علائم به ويژه در غلظت 0/5 ميلى مولار نيكل به طور قابل 
توجهى كاهش يافت. افزودن SA به محيط غذايى اثرات 
اثرات  داد.  كاهش  توجهى  قابل  طور  به  را  نيكل  سمى 
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وزن  شديد  كاهش  از  گياه  رشد  بر  نيكل  بازدارندگى 
ساليسيليك  اما  بود.  مشهود  هوايى  اندام  و  ريشه  خشك 
اسيد به طور قابل توجهي كاهش رشد گياهان تحت تيمار 
نيكل را تعديل نمود. مقدار نيكل در بافت هاى گياهى با بالا 
رفتن غلظت آن در محيط كشت افزايش يافت. البته تجمع 
نيكل در ريشه ها بيش از اندام هاى هوايى بود (جدول 1). 
با كاربرد SA در گياهان تحت تنش نيكل مقدار نيكل در 
ريشه ها افزايش و در اندام هاي هوايي به طور قابل توجهي 
كاهش يافت. مقادير موجود در جدول خطاى استاندارد 
ميانگين مى باشند. آزمايش ها در چهار تكرار انجام شده ± ميانگين مى باشند. آزمايش ها در چهار تكرار انجام شده ± ميانگين مى باشند. آزمايش ها در چهار تكرار انجام شده 

است. در هر ستون ميانگين هاى با حروف غيرمشابه از نظر 
آمارى(p< 0/05) اختلاف معنى دار نشان مى دهند.

كاهش  كل  كلروفيل  مقدار  نيكل  تيمار  دو  هر  در 
پيدا كرد. در حالي كه كاربرد ساليسيليك اسيد به همراه 
اين  در  كلروفيل  مقدار  كه  شد  سبب  نيكل  يون هاي 
يابد(جدول 2). براي  افزايش  تيمارها به طور معني داري 
تنش  تواند  مي  اضافي  نيكل  مقدار  كه  فرضيه اي  بررسي 
به   LOX فعاليت  و   MDA مقدار  القا كند  را  اكسيداتيو 
شدند.  گيري  اندازه  اكسيداتيو  تنش  شاخص هاي  عنوان 
همان طورى كه در جدول 2 مشاهده مى شود، در هر دو 

جدول 1- اثرات نيكل و ساليسيليك اسيد برميزان تجمع نيكل و وزن خشك در ريشه و اندام هوايي گياه كلزا

H2O2 و (MDA) دئيد (           جدول 2- اثرات نيكل و ساليسيليك اسيد بر مقدار كلروفيل كل، مالون دي آلدئيد (           جدول 2- اثرات نيكل و ساليسيليك اسيد بر مقدار كلروفيل كل، مالون دي آلدئيد
                در برگ هاي گياهان كلزا
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غلظت نيكل، ميزان MDA در برگ ها به شدت افزايش 
يافته است. كاهش MDA در تيمارهاى داراى SA بيان 
سلولى  غشاهاى  بر  اسيد  ساليسيليك  حفاظتى  نقش  گر 
مى تواند  نيكل  تيمارهاى  در   MDA افزايش  مى باشد. 
اين  فعاليت  باشد.   LOX آنزيم  فعاليت  افزايش  از  ناشى 
افزايش  دار  معنى  طور  به  نيكل  تيمار  دو  هر  در  آنزيم 
يافت. در حالى كه ساليسيليك اسيد سبب تعديل فعاليت 
اين آنزيم در تيمارهاى نيكل شده است(جدول 3). نتايج 
نشان مي دهد كه در هر دو تيمار نيكل مقدار H2O2 در 
داري  معني  طور  به  كنترل  گياهان  با  مقايسه  در  برگ ها 
را   H2O2 تجمع   SA كاربرد  در حالي كه  يافت  افزايش 
داري كاهش  معني  به طور  نيكل  تنش  تحت  گياهان  در 
CAT، GPX داد(جدول 2). در اين پژوهش آنزيم هاي

از  ناشي  اكسيداتيو  آسيب هاي  بررسي  جهت   SODو

نيكل بر سيستم آنزيمي انتخاب شدند. فعاليت آنزيم هاي 
به  نيكل  غلظت  افزايش  با  برگ ها  GPXدر  و   CAT

در حالي كه   .(3 يافت(جدول  توجهي كاهش  قابل  طور 
SOD در غلظت پايين نيكل به طور معني  فعاليت آنزيم 
دار افزايش و در غلظت بالاي نيكل فعاليت اين آنزيم به 
SAطور معني داري كاهش يافت. كاربرد SAطور معني داري كاهش يافت. كاربرد SA به همراه هر دو 

تيمار نيكل موجب افزايش معني دار فعاليت هر سه آنزيم 
گرديد(جدول 3). 

± ميانگين  استاندارد  مقادير موجود در جدول خطاى 
است.  شده  انجام  تكرار  چهار  در  آزمايش ها  مى باشند. 
نظر  از  غيرمشابه  حروف  با  ميانگين هاى  ستون  هر  در 

آمارى(p< 0/05) اختلاف معنى دار نشان مى دهند. 

جدول 3- اثرات نيكل و ساليسيليك اسيد بر ميزان فعاليت آنزيم هاي ليپوكسي ژناز (    جدول 3- اثرات نيكل و ساليسيليك اسيد بر ميزان فعاليت آنزيم هاي ليپوكسي ژناز (    جدول 3- اثرات نيكل و ساليسيليك اسيد بر ميزان فعاليت آنزيم هاي ليپوكسي ژناز (LOX)، كاتالاز (CAT)، گاياكول 
پراكسيداز (GPX) و سوپراكسيد ديسموتاز (SOD) در برگ هاي گياهان كلزا

 بحث و نتيجه گيرى 
به  نكروز  لكه هاى  و  كلروز  مانند  نيكل  علائم سميت 
نيكل  با  تيمار شده  قابل ملاحظه اى در گياهان كلزا  طور 
مشاهده شد. محققين مختلف كاهش مقدار كلروفيل را در 
برگ هاى گياهان تيمار شده با نيكل گزارش كرده اند(36، 
نيكل  اين حالت كلروز در گياهان تحت تنش   .(27 ،32
نتيجه اى از كمبود آهن و منيزيم و ممانعت سنتز كلروفيل 

كاهش  برگ ها،  كلروز  حاضر،  تحقيق  در  مى باشد(36). 
اندام  و  ريشه  خشك  وزن  كاهش  و  كلروفيل  مقدار  در 
رشد  روى  نيكل  بازدارنده  تاثير  گرديد.  مشاهده  هوايى 
 ،27 است(32،  شده  گزارش  محقق  چندين  توسط  گياه 
11). در گياهان تيمار شده مقادير بالاى نيكل در ريشه ها 
سلول  ديواره  در  تجمع  با  نيكل  يافت.  تجمع  برگ ها  و 
موجب كاهش انعطاف پذيرى ديواره هاى سلول مى گردد 
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و تكثير سلول را مختل مى كند و در نتيجه موجب كاهش 
اثرات  نيكل،  بالاى  رشد مى گردد. هم چنين غلظت هاى 
منفى بر روى برخى فرآيندهاى متابوليكى كليدى مرتبط 
با رشد در گياهان دارد(36). نيكل به طور مشابه با فلزات 
در  را   (ROS) فعال  اكسيژن  انواع  توليد  ديگر  سنگين 
H2O2 در  افزايش در مقدار  القا مى كند(11، 5).  گياهان 
و  قدومه(5)  كشنده  تارهاى  در  نيكل  تنش  به  پاسخ 
بررسى حاضر  يافت شده است. در  برگ هاى گندم(11) 
در برگ ها به تيمار   H2O2 با افزايش مقدار  گياهان كلزا 
يك نقش  H2O2 نيكل پاسخ دادند. پيشنهاد شده است كه
سنگين  فلز  تنش  تحت  گياهان  رشد  ممانعت  در  مهمى 
ايفا مى كند(7) و به عنوان سوبسترا براى پراكسيدازها در 
سخت كردن ديواره هاى سلول شركت مى كند كه منجر به 
H2O2 ،محدوديت طويل شدن سلول مى گردد. هم چنين

بر تكثير سلول ها تاثير منفى دارد(35). در گياهان كلزا تنش 
اين  به خاطر  نيكل اضافى مشهود بود  از  اكسيداتيو ناشى 
كه پراكسيداسيون ليپيدهاى غشا در برگ ها افزايش يافت. 
SA غياب  در  نيكل  تيمار  كنترل،  گياهان  با  مقايسه  در 

گرديد.   MDA مقدار و   LOX فعاليت  افزايش  موجب 
اين نتايج در مقايسه با گزارش محققين ديگر در ريشه ها و 
برگ هاى گياهان سويا هستند(32). طبق گزارش، افزايش 
اكسيداسيون  به  منجر  تنش  شرايط  تحت   LOX فعاليت 
پراكسيداسيون  انتشار  و  غشا  به  متصل  چرب  اسيدهاى 
در   H2O2 بالاى  تجمع  چنين،  هم  مى گردد(26).  ليپيدها 
اين شرايط با تحريك واكنش  Haber-Weiss و توليد 
راديكال هاى هيدروكسيل موجب پراكسيداسيون ليپيدها و 
آسيب هاى غشايى مى گردد(25) كه در نهايت به كاهش 
شده  پيشنهاد  اين،  بر  علاوه  مى شود.  منجر  نيز  گياه  رشد 
است كه فلزات سنگين غير احيايى از جمله نيكل به طور 
غير مستقيم با كاهش كارآيى سيستم آنتى اكسيدان، تنش 
هردو  حاضر،  پژوهش  در  مى كنند(5).  القا  را  اكسيداتيو 
CAT) اكسيدان  آنتى  آنزيم هاى  فعاليت  نيكل  تيمار 

كرد.  القا  را  اكسيداتيو  تنش  و  داد  كاهش  را   (GPXو

نيكل روى گياهان،  تاثير  به  مربوط  بررسى هاى  بيشتر  در 
،32و5)  است(27  شده  گزارش  كاتالاز  فعاليت  كاهش 
اما اطلاعات مربوط به تاثير تيمار نيكل روى فعاليت هاى 
اين  خاطر  به  هستند  متناقض  گياهان  در   SOD و   GPX

كه هر دو تحريك(2) و ممانعت(5) فعاليت اين آنزيم ها 
محتوى   GPX CATو  آنزيم هاى  است.  شده  گزارش 
آهن در ساختارشان هستند. از آن جا كه غلظت هاى بالاى 
نيكل، نشان داده شده كه مقدار آهن را در بافت هاى گياهى 
اين  فعاليت هاى  در  احتمالا، كاهش  كاهش مى دهد(27) 
نيكل،  تنش  تحت  كلزا  گياهان  برگ هاى  در  آنزيم ها 
مولكول هاى  اين  بيوسنتز  براى  آهن  كمبود  از  نتيجه اى 
فعاليت آنزيم هاى  آنزيمى مى باشد. هم چنين كاهش در 
مولكول هاى  اختلال  به علت  است  اكسيدان ممكن  آنتى 
آنزيم توسط اكسيژن هاى فعال (ROS) باشد(34). در اين 
SOD پژوهش، غلظت پايين نيكل موجب افزايش فعاليت

آنزيم  اين  فعاليت  كاهش  موجب  نيكل  بالاى  غلظت  و 
نيكل،  پايين  غلظت  در   SOD فعاليت  افزايش  گرديد. 
نقش حفاظتى اين آنزيم را در برابر تنش اكسيداتيو و انواع 
اكسيژن فعال نشان مى دهد. اما كاهش فعاليت اين آنزيم 
اين است كه  به خاطر  احتمالا  نيكل  بالاى  توسط غلظت 
نيكل جذب مس و روى را كه كوفاكتورهاى اين آنزيم 

هستند، مختل مى نمايد(27). 
با  تيمار شده  گياهان  است كه  اين  توجه  نتيجه جالب 
SA، مقدار نيكل كمترى نسبت به گياهان ديگر در اندام 

اندام هاى  در  نيكل  پايين  غلظت  كردند.  انباشته  هوايى 
يا  و  نيكل  جذب  كاهش  علت  به  گياهان  اين  هوايى 
كاهش انتقال نيكل مى باشد. به علت اين كه هيچ اختلافى 
در مقدار نيكل ريشه گياهان كنترل و گياهان تيمار شده 
SA احتمالا بر روى جذب  بنابراين  SA وجود ندارد،  با 
نيكل توسط ريشه ها تاثير نمى گذارد. پيشنهاد مى شود كه 
داده  هوايى كاهش  اندام  به  ريشه  از  را  نيكل  انتقال   SA

يافته  اندام هاى هوايى كاهش  نتيجه تجمع نيكل در  و در 
با  زمان  هم  طور  به   SA وقتى  حاضر  بررسى  در  است. 
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آنزيم هاى  فعاليت  ماده  اين  رفت،  كار  به  نيكل  يون هاى 
آنتى اكسيدان (CAT، GPX و SOD) را افزايش داد و 
فعاليت LOX و مقدار MDA و H2O2 را كاهش داد. 
SA و همكارانش در سال 1997 گزارش كردند كه Rao

به عنوان يك مولكول سيگنال، سيستم آنتى اكسيدان را با 
ممانعت كاتالاز و تحريك پراكسيدازها تغيير مى دهد(29). 
در تحقيق ما، فعاليت آنزيم كاتالاز در گياهان تيمار شده 
در   SA اما حضور  يافت  اندازه اى كاهش  تا  تنها   SA با 
گياهان تحت تنش نيكل فعاليت آنزيم كاتالاز را افزايش 
فعاليت  افزايش  به  مربوط  مشابهى  بررسى هاى  داد. 
تيمار  پيش  وسيله  به  ديسموتاز  سوپراكسيد  و  پراكسيداز 
با SA در  گياهان برنج تحت تنش كادميوم گزارش شده 
است(14و15). پيشنهاد شده كه تحريك آنتى اكسيدان ها 
SA توسط  پروتئين  سنتز  تحريك  به خاطر  است  ممكن 

مولكول  يك  عنوان  به   SA چنين  هم  شود(21).  حاصل 
H2O2 متابوليزه كننده  تغيير فعاليت آنزيم هاى  با  سيگنال 

بررسى  H2O2 شركت مى كند(8). در  تنظيم سطوح  در 
را  اكسيدان  آنتى  آنزيم هاى  فعاليت   SA با  تيمار  حاضر 
افزايش داد و سطح H2O2 را در برگ ها كاهش داد. در 
و   LOX فعاليت  اگزوژن   SA حاضر،  بررسى  با  مقايسه 
MDAمقدار MDAمقدار MDA را در گياهان برنج تحت تنش سرب و جيوه 

كاهش داد و آسيب غشايى القا شده را بهبود بخشيد(23). 
به علت ممانعت تشكيل  ممكن است   SA مكانيسم عمل
اتيلن باشد و به خاطر ارتباطى كه بين فعاليت LOX القا 
شده توسط فلز و تشكيل اتيلن وجود دارد(4). به علاوه، 
SA با عمل كلات كردن فلزات(17) مقدار MDA را در 

SA گياهان تحت تنش فلز سنگين كاهش مى دهد. بنابراينSA گياهان تحت تنش فلز سنگين كاهش مى دهد. بنابراينSA

در تثبيت غشاهاى سلول شركت مى كند(23) و با افزايش 
فعاليت آنزيم هاى آنتى اكسيدان در برگ ها منجر به تعديل 
آسيب اكسيداتيو مى گردد به طورى كه با كاهش مقادير 
MDA نشان داده شده است. مشاهده شد كه  H2O2 و 

SA، سميت نيكل روى رشد و مقدار كلروفيل را كاهش 

SA كه  شده  گزارش  ما،  بررسى  با  مقايسه  در  مى دهد. 
كلروفيل  مقدار  و  مى كند  تحريك  را  فتوسنتزى  دستگاه 
افزايش  را  مس  تنش  تحت  آفتابگردان  گياهان  رشد  و 
SAمى دهد(10). به علاوه، SAمى دهد(10). به علاوه، SA در تنظيم بزرگ شدن سلول و 

تقسيم در سينرژى در طول نمو گياه دخالت مى كند(18).
مهم ترين نتيجه به دست آمده از اين تحقيق، كاهش انتقال 
SAنيكل از ريشه به اندام هاى هوايى در تيمارهاى داراى

بود. به اين ترتيب ساليسيليك اسيد با مهار نيكل در ريشه ها 
و جلوگيرى از انتقال آن به اندام هاى هوايى از بروز علائم 
سميت نيكل در بخش هاى هوايى گياه مى كاهد. بنابراين 
ساليسيليك اسيد علاوه بر افزايش فعاليت آنزيم هاى آنتى 
اكسيدان با جلوگيرى از انتقال نيكل به اندام هاى هوايى نيز 
موجب كاهش قابل ملاحظه آسيب هاى اكسيداتيو ناشى از 
تجمع نيكل در گياه كلزا مى شود. با توجه به اين كه اغلب 
گياهان بردبار به عناصر سنگين مقدار زيادى از يون هاى 
باقى ماندن  انباشته مى كنند و  فلزى را در ريشه هاى خود 
عناصر سنگين در ريشه ها، به ويژه در گونه هايى از گياهان 
زراعى كه ريشه آن ها مورد استفاده انسان قرار نمى گيرد، 
پژوهش هاى حال حاضر  از  بسيارى  مهم  اهداف  از  يكى 
اين  از  حاصل  نتايج  بنابراين  مى شود(20)،  محسوب  دنيا 

تحقيق حائز اهميت خواهد بود.
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