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اثر غلظت های مختلف یون کلر بر فعالیت آنزیم های آنتی 
اکسیدانی در سه رقم توتون )Nictiana tobaccum( گرمخانه‌ای

اکبر نورسته نیا1* ، سحر باباجانی2 ، جنت سرمد3 ، مهیار مشتاقی4   

چکیده
ــاری )10، 20، 40 و  ــر آب آبی ــت کل ــار غلظ ــرات چه ــق اث ــن تحقی در ای
80 میلــی گــرم در لیتــر CaCl2 بــه عنــوان غلظــت هــای تنــش زا بــر 
فعالیــت آنزیــم هــای پراکســیداز، آســکوربات پراکســیداز و پلــی فنــل 
اکســیداز، محتــوای مالــون دآلدهیــد و پروتئیــن کل در ســه رقــم توتون 
ــرار  ــه ای )Cooker، Virginia و Kentucky( مــورد بررســی ق گرمخان
گرفــت. نتایــج نشــان داد افزایــش غلظــت کلــر تا غلظــت 80 میلــی گرم 
بــر لیتــر موجــب کاهــش معنــی دار فعالیــت آنزيــم پراکســیداز در رقم 
Cooker مــی شــود. در كليــه ارقــام مــورد مطالعــه بیشــترین فعالیــت 
آســکوربات پراکســیداز درغلظــت 40 و کمتریــن فعالیــت در غلظــت 80 
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Ken�  میل�ـی گ�ـرم بر لیت�ـر ب�ـوده و فعالی�ـت آس�ـکوربات پراکس�ـیداز در 
ــرم  ــی گ ــت 80 میل ــش ودر غلظ ــت 40 افزاي tucky و Virginia درغلظ
بــر لیتــر در هــر ســه رقــم کاهــش یافــت. مقــدار مالــون دآلدهیــد در 
رقــم Cooker  تنهــا درغلظــت 20 افزایــش یافتــه و در ســایر غلظــت ها 
اختــاف معنــی داری مشــاهده نشــد. در رقــم Kentucky، مقادیر مالون 
دآلدهیــد در کلیــه تیمــار هــا در مقایســه بــا شــاهد بــه طــور معنــی 
داری کاهــش یافــت. در Virginia در تیمــار 20 مقــدار مالــون دآلدهیــد 
کاهــش یافتــه و در ســایر تیمــار هــا اختــاف معنی دار مشــاهده نشــد. 
ــش  ــا افزای ــم Kentucky و Virginia ب ــن کل در دو رق ــر پروتئی مقادي

غلظــت کلــر، کاهــش یافــت. 

ــدی: پراکســیداز، پلــی فنــل اکســیداز، توتــون، کلــر،  ــای کلی واژه ه
مالــون دآلدهیــد
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مقدمه
توتون معمولی با نام علمی

 .Nictiana tobaccum L گیاهــی اســت یــک 
ســاله از تیــره Solanaceae کــه بــه صــورت 
بوتــه ای بــزرگ و اســتوار رشــد مــی کنــد و بــرای 
برداشــت بــرگ هایــش تولیــد مــی شــودو  از 
مشــهور تریــن و پرمصــرف تریــن گیاهــان 
تخدیــری اســت کــه دارای مــاده مخــدر نیکوتین 
بــوده و بــا کیفیــت هــای مختلــف جهــت مصرف 
بــه فــرم هــای گوناگــون ماننــد ســیگار معمولــی 
)ســیگارت(، پیــپ، ســیگار بــرگ تولیــد مــی 
شــود )Khajehpour, (1385. یــون کلــر بــه 
عنــوان یــک عنصــر غذایــی کــم مصــرف تقریبــا 
بــه مقــدار 0/3 تــا 1 میلــی گــرم در وزن خشــک 
بــرای رشــد مناســب گیــاه مــورد نیــاز اســت.  
غلظــت زیــاد کلــر در توتــون باعــث کاهــش 
الاستیســیته در بــرگ هــا شــده و اثــرات نــا 
مطلوبــی بــر ســوزش ناشــی از مصــرف بــرگ 
توتــون دارد. در حالــی کــه تجمــع کلــر در دانــه 
هــا و میــوه هــا بســیار کــم اســت، شــاخ و بــرگ 
گیــاه مقادیــر قابــل توجهــی از ایــن عنصــر را 
مخصوصــا زمانــی کــه مــيزان یــون کلــر در 
 Tso, خــاک زیــاد اســت برداشــت مــی کننــد
(1990(. گیاهــان در معــرض بســیاری از تنــش 

هــای زنــده و غیرزنــده در محیطشــان هســتند 
کــه اــين تنــش هــا مــی تواننــد ساــمت گیــاه را 
تحــت تاثیــر قــرار دهنــد. واکنــش گیاهــان بــه 
تنــش شــوری و ســایر تنــش هــای محیطــی 
از جملــه مباحــث مهــم در علــوم گیاهــی اســت. 
بــر ایــن اســاس گیاهــان بــا داشــتن مجموعــه 

ای از عوامــل دفاعــی مــی تواننــد اثــر ایــن 
تنــش هــا را کاهــش دهنــد. درک و دریافــت 
تنــش شــوری در گیاهــان و پاســخ هــای 
بــه  هــا  آن  بیوشــیمیایی  و  فیزیولوژیکــی 
عواملــی مثــل ژنوتیــپ، ســطح رشــد و نمــوی 
گیــاه و همچنیــن شــدت تنــش بســتگی دارد 
Layten & Nielson, (1999). تنش شــوری 

ماننــد تنــش هــای غیــر زنــده ی دیگــر بــه علــت 
 )ROS( افزایــش در گونــه هــای فعــال اکســیژن
ماننــد سوپراکســید و پراکســید هیــدروژن و 
رادیــکال هــای هیدروکســیل مــی تواند به ســمت 
تنــش اکســیداتیو هدایــت شــود. ایــن امــر ممکــن 
اســت صدمــات ســلولی را طــی اکسیداســیون 
لیپیــد هــا، پروتئیــن هــا و اســیدهای نوکلئیــک 
 ، DNA موجــب شــده و موجــب آســیب بــه
پروتئیــن، کلروفیــل و عملکــرد هــای غشــاء 
بــرای   .Esfandiari, et al., (2007( شــود 
کــم کــردن تاثیــرات تنــش اکســیداتیو، ســلول 
هــای گیاهــی سیســتم دفــاع آنتــی اکســیدانی 
پیچیــده ای را مــورد اســتفاده قــرار مــی دهنــد. 
سیســتم هــای آنتــی اکســیدانی در دو شــکل 
غیرآنزیمــی و آنزیمــی بررســی شــده انــد. 
توکوفــرول هــا، فلاونوئیــد هــا، کاروتنوئیــد 
هــا و اســید آســکوربیک از اجــزاء غیرآنزیمــی 
و سوپراکسیددیســموتاز هــا، پراکســیداز هــا 
)آســکوربات، گلوتاتیــون و گایاکــول(، کاتــالاز 
هــا و آنزیــم هایــی کــه آســکوربات را اکســید 
کــرده و کاهــش مــی دهنــد از انــواع آنزیمــی 
مــی باشــند. هــر دو سیســتم آنتــی اکســیدانی با 
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هــم همــکاری مــی کننــد و یــک مکانیســم کامــل 
را تشــکیل مــی دهنــد کــه غلظــت ROS را در 
Khosravine� )ارگانیس�ـم ه�ـا کنت�ـرل م�ـی کن�ـد) 

jad, et al., 2008(. از آنجــا کــه امروزه افزایش 

غلظــت کلــر خــاک و کلــر آب آبیــاری در مــزارع 
توتــون در شــمال ایــران بــه دلایــل مختلــف 
موجــب خســارت و افــت کیفیــت محصــول مــی 
شــود )Mesbah, 1381(، شــناخت دقیــق تــر 
غلظــت هــای بیشــینه در تحمــل توتــون نســبت 
بــه ایــن یــون و تعییــن تفــاوت هــای احتمالــی از 
ایــن منظــر بیــن ارقــام مختلــف یکــی از اهــداف 
مراکــز تحقیقاتــی  توتــون مــی باشــد کــه داده 
هــای مــدون و مســتند چندانــی بــرای آن وجــود 
نــدارد. بــر ایــن اســاس در ایــن بررســی داده 
هــای محــدود موجــود مــورد اســتفاده قــرار 
گرفــت تــا دامنــه تحمــل ارقــام بــر اســاس 
تحــولات بخــش آنزیمــی سیســتم دفــاع آنتــی 
اکســیدانی آن هــا مــورد مطالعــه قــرار گیــرد.     

مواد و روش ها
Cooker، Vir� �ـم �ـه رق �ـذور س �ـت ب �ـدا کش  ابت

ginia و Kentucky بــرای جوانــه دار کــردن 
آن هــا در پتــری هــای بــا قطــر 7 ســانت و 
What� �ـدل  �ـی )م �ـذ صاف �ـرگ کاغ �ـاوی دو ب  ح

man 0.1( در ايســتگاه تحقیقــات توتــون انجــام  

شــد. ده روز پــس از شــروع جوانــه زنــی، نشــاء 
ایــن ارقــام از طریــق انتقــال آن هــا بــه خزانــه 
فلــوت سیستم)سیســتم شــناور در آب( تهیــه 
شــد. ســپس نشــاها بــه گلــدان هــای پلاســتیکی 

)قطــر گلــدان 30 و رتفــاع آن 40 ســانتی متــر( 
بــا گنجایــش 25 کیلوگــرم خــاک، حــاوی چهــار 
حجــم از خــاک باغچــه و یــک حجــم پرلیــت 
ریــز منتقــل شــدند. بوتــه هــا بــا آب غیــر 
یونیــزه محتــوی )10، 20، 40 و 80 میلــی گــرم 
در لیتــر کلــر( آبیــاری شــدند. هنگامــی کــه 
گیــاه در مرحلــه ی رســیدگی میــان بــرگ بــود 
نمونــه هــای میــان بــرگ  برداشــت شــده و در 
مجــاورت یــخ بــه آزمایشــگاه انتقــال یافتنــد. 

روش استخراج آنزیمی
نمونــه هــای برگــی بــه مقــدار لازم توزیــن و بــه 
کمــک نیتــرژن مایــع پــودر شــدند. نیــم گــرم از 
بافــت پــودر شــده داخــل میکروتیــوب ریختــه 
شــده و 1000 میکرولیتــر بافــر اســتخراج بــه 
آن اضافــه شــد. ســپس بافــر حــاوی نمونــه در 
 14000 rpm دمــای 4 درجــه ســانتیگراد در دور
بــه مــدت 15 دقیقــه ســانتریفیوژ شــده و محلول 
رویــی بــه میکروتیــوب دیگــری منتقــل شــد. 
نمونــه حاصــل دوبــاره بــه مــدت 5 دقیقــه و 
بــه روش مرحلــه قبــل ســانتریفوژ شــد. محلــول 
رویــی بــه داخــل میکروتیــوب دیگــری منتقــل و 
 -70 ºC نمونــه هــای بــه دســت آمــده در فریــزر

نگهــداری شــدند.

سنجش فعالیت آنزیم ها
 )POD(فعالیت آنزیم پراکسیداز

بــرای ســنجش فعالیــت آنزیــم پراکســیداز از 
روشKalir (1984)  اســتفاده شــد. تغییــرات 
اســپکتروفتومتر  دســتگاه  بوسيــله  جــذب 
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 )ComSpec, Single Beam, UV-Visible(
در مــد کینتیــک و طــول مــوج 470 نانومتــر 
خوانــده شــد. در نهاــيت میــزان فعالیــت آنزیــم 
پراكسيــداز بــر حســب واحــد آنزيمــي در ميلــي 
گــرم پروتئــين  (Unit mg-1) محاســبه گردیــد.

)APX( فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز
بــرای تعییــن فعالیــت آســکوربات پراکســیداز از 
روشNakano and Asada (1981)  اســتفاده 
شــد. جذب آنزیــم  APXبه دنبال اکسیداســیون 
بــا  هیدروآسكــوربات  دی  بــه  آسكــوربات 
ضریــب خاموشــی )mM-1cm-1 2/8 ( در 290 
نانومتــر بــا اســپکتروفتومتر انــدازه گیــری شــد.

 )PPO(فعالیت آنزیم پلی فنل اکسیداز
بــه منظــور ســنجش فعالیــت سيــنتكيي آنزیــم 
 Gregory and پلــی فنــل اکســیداز از روش
 Bendali (1966) اســتفاده شــد. تغییــرات 

جــذب بوسيــله دســتگاه اســپکتروفتومتر در 
طــول مــوج 430 نانومتــر رســم گردــيد. در 
نهاــيت میــزان فعالیــت آنزیــم بــا ضریــب 
حســب  بــر   )0/001  mM-1cm-1( خاموشــی 
واحــد آنزيمــي در 1 گــرم بافــت تــازه محاســبه 
شــد. بــرای آنزیــم پلــی فنــل اکســیداز واحــد 
آنزیمــی بیانگــر مقــدار آنزیمــی اســت کــه بتواند 

سوبســترا را بــه محصــول تبدیــل نمایــد.

سنجش ميزان پراكسيداسيون ليپيدي
بــراي ســنجش مــيزان پراكسيداسيــون ليپــيد 
 )MDA( هــاي غشــاء، غلظــت مالــون دآلدهــيد

و ســاير آلدهــيد هــاي حاصــل از اــين واكنــش 
  Heath and Packerروش اســاس  بــر 
(1968) انــدازه گــيري شــد. جذب ســوپرناتانت 

در  nm532 انــدازه گیــری شــد. مــاده مــورد 
نظــر بــراي جــذب در اــين طــول مــوج كمپلــكس 
)MDA-TBA( اســت. جــذب بقــيه رنگــيزه 
هــاي غيراختصاصــي در 600 نانومتــر تعــيين 
شــد و از مــيزان جــذب در 532 نانومتــر كســر 
شــد. بــراي محاســبه غلظــت MDA از ضرــيب 
خاموشــي معــادل mM-1cm-1 155 اســتفاده 
شــد و در نهاــيت مقــدار مالــون دآلدهــيد ــكه 
اســت  ليپــيدي  پراكسيداسيــون  محصــول 
برحســب نانومــول در گــرم وزن تــر محاســبه 

گردــيد. 

سنجش پروتئين کل به روش برادفورد
جهــت تعییــن محتــواي پروتئینــی عصــاره 
 Brad� �ـا، از متدـ �ـه ه �ـده از نمون �ـتخراج ش داس

 ford (1976) اســتفاده شــد. در ایــن روش 

ســرم آلبومیــن گاوی )BSA mg ml-1( بــه 
عنــوان اســتاندارد بــه کار بــرده شــد. پــس 
از خوانــدن جــذب نمونــه هــا در طــول مــوج 
595 نانومتــر، غلظــت پروتئیــن کل بــر اســاس 
مقایســه بــا منحنــی اســتاندارد تهیــه شــده بــا 
BSA بــه عنــوان اســتاندارد محاســبه گردیــد.

PAGE  الکتروفورز به روش
الكتروفــورز بــا اســتفاده از ژل پلــی اكرــيل 
   Davis (1964) آمــيد %10 و بــر اســاس روش
انجــام ‌شــد. بــر اســاس ایــن روش بافرهــا و 
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معــرف هــای لازم جهــت انجــام الکتروفــورز بــه 
روش PAGE طبــق فهرســت زیــر آمــاده شــد: 
محلــول پایــه بافــر ژل زیریــن )تفکیــک کننــده(، 
محلــول پایــه بافــر ژل فوقانــی )متراکــم کننــده(، 
محلــول پایــه بافــر الکتــرود )بافــر تانــک(، 
محلــول آکریلامیــد-  بیــس آکریلامیــد، محلــول 
 10% TEMED ،)10%( آمونیــوم پــر ســولفات
و بافــر نمونــه)5x(. ســوپرناتانت آنزیمــی را 
بــا بافــر نمونــه 5X مخلــوط کــرده و پــس از 
بســته شــدن ژل در تانــک الکتروفــورز، نمونــه 
را درون چاهــک هــای ژل قــرار داده و عمــل 
الکتروفــورز در دمــای یخچــال و در ولتــاژ 120 
ولــت بــرای ژل فوقانــی و 140 ولــت بــرای ژل 

تحتانــی انجــام گرفــت.

بــرای مشــاهده  فعالــيت آنزیــم  POD در ژل، 
  Fielding and Hallاز رنــگ آمیــزی بــه روش
(1978) اســتفاده شــد. ابتــدا ژل را در دمــای 

اتــاق بــه مــدت 15دقيقــه، در بافــر پتاســیم 
فســفات 25 ميلــي مــولار قــرار مــی دهیــم. 
ســپس ژل را در بافــر پتاســیم  فســفات 25 
ميلــي مــولار حــاوی گاياــكول 18 ميلــي مــولار 
و پراكسيــد هــيدروژن 25 ميلــي مــولار فــرو 
بــرده و تــا ظاهــر شــدن باندهــای مربــوط بــه 

آنزیــمPOD  منتظــر مــی مانیــم.

نتایج
در اــين آزماــيش، اثــر غلظــت هــاي مختلــف كلر 
آب آبــياري )10، 20، 40 و 80 ميلــي گــرم در 
ليتــر( محلــول نمــكي كلرــيد كلسيــم بــر فعالــيت 

ســه آنزــيم پراكسيــداز، آســکوربات پراکســیداز 
و پلــی فنــل اکســیداز در ســه رقــم گیــاه توتــون 
مــورد   )Kentucky و   Cooker، Virginia(
بررســي قــرار گرفــت. غلظــت 10 میلــی گــرم بر 
لیتــر نزدیــک بــه میانگیــن غلظــت کلــر در آب 
آبیــاری مــی باشــد، بــه عنــوان غلظــت شــاهد 
مــورد اســتفاده قــرار گرفــت. جهــت آنالــيز داده 
هــا از نــرم افــزار SPSS )نســخه 12( و بــراي 
رســم نمودارهــا از نــرم افــزار Excell اســتفاده 

شــد.

ــم  ــت آنزی ــنجش فعالی ــل از س ــج حاص نتاي
ــیداز پراکس

در بــين ارقــام بررســي شــده بيشــترين فعالــيت 
آنزيمــي  در غلظــت 40 میلــی گــرم بــر لیتــر كلر 
در رقــم Virginia و كمترــين ســطح فعالیــت 
آنزیــم در غلظــت 80 میلــی گــرم بــر لیتــر كلــر 
در رقــم هــای Cooker و Kentucky مشــاهده 
 Cooker شــد. رونــد فعالــيت آنزــيم در دو رقــم
و Virginia مشــابه بــود. بــه اــين ترتــيب ــكه 
ابتــدا كاهــش اندــكي در تيمــار 20 میلــی گــرم 
بــر لیتــر كلــر مشــاهده شــد. ســپس افزاــيش 
مختصــری در فعالــيت آنزــيم پراکســیداز در 
غلظــت 40 میلــی گــرم بــر لیتــر کلــر رخ داد و 
 Cooker در POD درادامــه کاهــش در فعالیــت
و Virginia مشــاهده شــد. امــا کاهــش فعالیــت 
آنزیــم در غلظــت 80 میلــی گــرم بــر لیتــر کلــر، 
تنهــا در Cooker معنــی دار بــود. در رقــم 
Kentucky افزاــيش معنــی دار فعالــيت آنزــيم 
تــا غلظــت 40 میلــی گــرم بــر لیتر مشــاهده شــد 
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امــا در غلظــت 80 میلــی گــرم بــر لیتــر كاهــش 
معنــي‌دار فعالیــت آنزیــم نســبت بــه غلظــت 

شــاهد دیــده شــد )شــکل 1(.
ــم  ــت آنزی ــنجش فعالی ــل از س ــج حاص نتاي

ــیداز: ــکوربات پراکس آس
ميانگــين داده‌هــاي مربــوط بــه ســنجش فعالــيت 
آنزــيم APX در شــکل )2( نشــان داده شــده 
اســت. در بــين ارقــام بررســي شــده بيشــترين 

فعالــيت آنزيمــي در غلظــت 40 میلــی گــرم بــر 
لیتــر كلــر در رقــم ويرجينــيا و كمترــين ســطح 
آن در غلظــت 80 میلــی گــرم بــر لیتــر كلــر در 
رقــم كنتاــكي مشــاهده شــد. روندتغییــر فعالــيت 
آنزــيم در هــر ســه رقــم كوــكر و كنتاــكي و 
ويرجينــيا مشــابه بــود، بــه اــين ترتــيب ــكه ابتدا 
فعالــيت آنزــيم از غلظــت 10 تــا غلظــت 40 میلــی 
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شکل 1: اثر متقابل غلظت های مختلف کلر بر فعالیت آنزیم پراکسیداز در پاسخ به غلظت‌هاي مختلف كلر در آب 
آبياري در مرحله رسیدگی میان برگ ها در سه رقم توتون )ميانگين ± خطاي استاندارد(

شکل 2: اثر متقابل غلظت های مختلف کلر برفعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز در پاسخ به غلظت‌هاي مختلف كلر 
در آب آبياري در مرحله رسیدگی میان برگ ها در سه رقم توتون )ميانگين ± خطاي استاندارد(
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گــرم بــر لیتــر كلــر افزاــيش یافــت و ســپس در 
غلظــت 80 میلــی گــرم بــر لیتــر مــيزان فعالــيت 

آنزــيم APX كاهــش يافــت.
ــم  ــت آنزی ــنجش فعالی ــل از س ــج حاص نتاي

ــیداز: ــل اکس ــی فن پل
ميانگــين داده‌هــاي مربــوط بــه ســنجش فعالــيت 
آنزــيم PPO  در )شــکل 3( نشــان داده شــده 
اســت. در بــين ارقــام بررســي شــده بيشــترين 
فعالــيت آنزيمــي در غلظــت 40 میلــی گــرم بــر 
لیتــر كلــر در رقــم ويرجينــيا و كمترــين ســطح 

آن در غلظــت 80 میلــی گــرم بــر لیتــر كلــر در 
رقــم كنتاــكي مشــاهده شــد. فعالــيت آنزــيم در 
دو رقــم كنتاــكي و ويرجينــيا بــه طــور مشــابه 
ابتــدا باافزایــش فعالــيت آنزــيم از غلظــت 10 تــا 
غلظــت 40 میلــی گــرم بــر لیتــر كلــر همــراه بــود 
و ســپس در غلظــت 80 میلــی گــرم بــر لیتــر کلر 
مــيزان فعالــيت آنزــيم APX كاهــش يافــت کــه 
در Virginia ایــن کاهــش نســبت بــه غلظــت 
Ken�  شـ�اهد معنـ�ی دار نبـ�ود در حالیکـ�ه در 

tucky ایــن تفــاوت معنــی دار مــی باشــد. در 

شکل 3: اثر متقابل غلظت های مختلف کلر برفعالیت آنزیم پلی فنل اکسیداز در پاسخ به غلظت‌هاي مختلف كلر در آب 
آبياري در مرحله رسیدگی میان برگ ها در سه رقم توتون )ميانگين ± خطاي استاندارد(

رقــم كوــكر بــا افزایــش غلظــت کلــر از 10 تــا 
80 میلــی گــرم بــر لیتــر فعالــيت آنزــيم کاهــش 

یافــت.
نتايج حاصل از سنجش میزان پراکسیداسیون 

لیپیدی:
ســنجش  بــه  مربــوط  داده‌هــاي  ميانگــين 
محتــوای MDA در )شــکل 4( نشــان داده شــده 
اســت. در بــين ارقــام بررســي شــده بيشــترين 

محتــوای مالــون دی آلدهیــد در غلظــت شــاهد 
در رقــم Kentucky و كمترــين ســطح آن در 
غلظــت 20 میلــی گــرم بــر لیتــر كلــر در رقــم 
Virginia مشــاهده شــد. در ایــن جــا بــاز هــم 
Vir� و Kentucky �ـرات در دو رق�ـم �ـد تغیی  رون

ginia تقریبــا مشــابه بــود. بــه اــين ترتــيب ــكه 
در هــر دو رقــم ابتــدا کاهــش و ســپس افزایــش 
 Kentucky مشــاهده شــد. در MDA میــزان
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مقــدار MDA در غلظــت هــای 20 و 40 میلــی 
گــرم بــر لیتــر کلــر و در Virginia مقــدار 

MDA در غلظــت هــای 40 و 80 میلــی گــرم 

بــر لیتــر کلــر بــا یکدیگــر برابــر بودنــد. ولــي 

در رقــم Cooker مقــدار MDA ابتــدا دارای 
افزایشــی در غلظــت 20 میلــی گــرم بــر لیتــر 
کلــر بــود و ســپس رونــد کاهشــی را طــي نمود.

نتايج حاصل از سنجش میزان پروتئین کل:
ابتدا منحنی استاندارد جذب

(BSA (mg ml-1)) بــر اســاس جــذب هــای 

خوانــده شــده بــرای نمونــه هــای اســتاندارد 

رســم شــد و بــا کمــک شــیب خــط منحنــی غلظت 
پروتئیــن کل نمونــه هــا محاســبه شــد. ميانگــين 
داده‌هــاي مربــوط بــه ســنجش غلظــت پروتئیــن 
کل در )شــکل 5( نشــان داده شــده اســت. در بين 
ارقــام بررســي شــده بيشــترين میــزان غلظــت 
Ken� �ـم �ـاهد در رق �ـت ش �ـن کل در غلظ  پروتئی

tucky و كمترــين ســطح در غلظــت 80 میلــی 

شکل 4: اثر متقابل غلظت های مختلف کلر بر میزان مالون دآلدهید در پاسخ به غلظت‌هاي مختلف كلر در آب آبياري 
در مرحله رسیدگی میان برگ ها در سه رقم توتون)ميانگين ± خطاي استاندارد(
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آبــياري در مرحلــه رســیدگی میــان بــرگ هــا در ســه رقــم توتــون )ميانگــين ± خطــاي اســتاندارد(

abc
ab

abc abc

d

dc

abc
bc

a

abc

bc

d

0

0.002

0.004

0.006

0.008

0.01

0.012

0.014

0.016

CL-10 CL-20 CL-40 CL-80

[Cl-] (mgL-1)

[P
ro

tei
n 

co
nc

en
tra

tio
n]

 (m
g/m

l)

 coker347

k326

virginiaE1

Cooker

Kentucky

Virginia



اکبر نورسته نیا و همکاران اثر غلظت های مختلف یون کلر بر فعالیت آنزیم های آنتی اکسیدانی در سه رقم توتون - 220

گــرم بــر لیتــر در رقــم Virginia مشــاهده شــد. 
در رقــم Virginia مقــدار پروتئیــن کل در تمامــي 
غلظــت هــا همــواره رونــد كاهشــي را طــي نمــود. 
ــا  ــیداز ب ــم پراکس ــرام آنزي ــج زيموگ  نتاي

	Total lab استفاده از نرم افزار
ســطح زــير منحنــي دو ايزوآنزــيم پراكسيــدازي 
قابــل مشــاهده در كلــيه تيمارهــا و ارقــام مــورد 
مطالعــه در زيموگــرام )شــکل 7( بــا نــرم افــزار 
 lab (ver1.10)  Totalمــورد بررســی قــرار 

گرفــت. لازم بــه ذکراســت کــه ایــن نــرم افــزار 
بــا توجــه بــه دانســیته یــا تراکــم رنــگ در هــر 
ســتون، ژل را مــورد بررســی کمّــی قــرار مــی 
دهــد و بدیــن ترتیــب مــی تــوان ســتون هــای 
مختلــف را کــه در واقــع نمونــه هــای متفاوتنــد 
بــا یکدیگــر مقایســه نمــود. داده هــاي حاصلــه 
بــا نمــودار Excell  رســم شــد )شكــل 6(. نتایج 
حاصــل از یررســی نشــان داد کــه ســطح زیــر 
 POD منحنــی انــدازه گیــری شــده ایزوآنزیــم

در Kentucky تــا غلظــت 40 میلــی گــرم بــر 
لیتــر افزایــش یافتــه و ســپس در غلظــت 80 
میلــی گــرم بــر لیتــر کاهــش نشــان مــی دهــد که 
ایــن نتیجــه بــا نتایــج ســنجش فعالیــت آنزیمــی 
POD انــدازه گیــری شــده بــا اســپکتروفتومتر 

در نمــودار 1 ســازگار مــی باشــد. ســطح زیــر 
منحنی ایزوآنزیــم POD در Virginia در تیمار 
20 میلــی گــرم بــر لیتــر کاهــش و در تیمــار 40 
میلــی گــرم بــر لیتــر کلرافزایــش یافتــه و ســپس 
کاهشــی را در تیمــار 80 میلــی گــرم بــر لیتــر 
نشــان مــی دهــد کــه ایــن اختلافــات مشــاهده 
شــده محســوس نبــوده و بــا نتایــج حاصــل 
از بررســی آنزیــم توســط اســپکتروفتومتری 
نیــز هماهنــگ مــی باشــد. زایموگــرام آنزیــم 
پراکســیداز در رقــم Cooker نشــان داد کــه 
در غلظــت هــای 10 و 20 میلــی گــرم بــر لیتــر 
فعالیــت آنزیــم کاهــش یافتــه و در غلظــت 40 
میلــی گــرم بــر لیتــر فعالیــت آنزیــم افزایــش 

شکل 6 : تغييرات سطح زير منحني ايزوآنزيم جدا شده پراكسيدازي 
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بســیار اندکــی را نشــان داد. در غلظــت 80 میلــی 
گــرم بــر لیتــر فعالیــت آنزیــم پراکســیداز بــه 

شــدت کاهــش یافــت.
بحث

افزایــش فعالیــت آنزیــم هــای آنتــی اکســیدانی 
تحــت تنــش شــوری اغلــب بــا مقاومــت زیــاد 
نمونــه هــاي گياهــي بــه تنــش شــوری در ارتباط 
عاــوه   .Gueta et al., (1997( باشــد  مــی 
بــر ایــن هــر آنزیــم تغییــرات کمــی و کیفــی 
خاصــی را تحــت تنــش شــوری نشــان مــی 
 ROS دهــد. مکانیســم هــای مهــم حــذف کننــده
در گیاهــان، شــامل آسكــوربات پراكسيــداز، 
گاياــكول پراكسيــداز )GPX(، پلــي فنل اكسيــداز 
 Azevedo et. باشــد  )CAT( مــی  و كاتــالاز 
al., (2009) بــا توجــه بــه نقــش پراکســیداز در 

سیســتم آنتــی اکســیدانی گیــاه، افزایــش فعالیــت 
آن در تنــش قابــل پیــش بینــی اســت. از طــرف 
دیگــر کاهــش فعالیــت ایــن آنزیــم در برخــی 
غلظــت هــا مــی توانــد بــه دلیــل تجمــع بیــش از 

حــد رادیــکال هــای آزاد اکســیژن و رادیــکال 
هــای هیدروکســیل باشــد کــه باعــث جلوگیــری 
 Dermal and از فعالیــت ایــن آنزیــم مــی شــود
Turkan (2005). بررســی میــزان فعالیــت آنزیم 

پراکســیداز در رقــم Cooker نشــان داد که تیمار 
شــاهد بــا غلظــت 10 میلــی گــرم بــر لیتــر کلــر 
بــا تیمــار هــای آبیــاری شــده بــا غلظــت هــای 
20 و 40 میلــی گــرم بــر لیتــر کلــر دارای میــزان 
فعالیــت پراکســیدازی مشــابه بــوده امــا در تيمار 
آبــياري شــده بــا غلظــت 80 ميلــي گــرم بــر ليتر، 
كاهــش معنــي داري در فعاليت آنزيم پراكسيــداز 
نیــز در   Kentucky مشــاهده شــد. در رقــم
غلظــت 80 میلــی گــرم بــر لیتــر کلــر، کمتریــن 
فعالیــت آنزیــم پراکســیداز مشــاهده شــد، بــا 
ایــن تفــاوت کــه در غلظــت شــاهد کــه مقــدار کلر 
بســیار کمتــر بــود نیــز شــدت فعالیــت مشــابهی 
دیــده شــد. کاهــش فعالیــت پراکســیدازی را نمــی 
تــوان ناشــی از کاهــش تنــش دانســت چــرا کــه 
ممکــن اســت بــه علــت کاهــش کلــر و حساســیت 

شکل 7: ژل زایموگرام مربوط به فعالیت ایزآنزیم جدا شده پراکسیدازی در غلظت های مختلف کلر
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بیشــتر رقــم Kentucky بــه کمبــود کلــر، تــوان 
ایــن رقــم در مقابلــه بــا تنــش کلــر در ایــن ســطح 
چنــان کاهــش یافتــه باشــد کــه قــدرت ارتقــاء 
ســطح فعالیــت آنزیــم هــای آنتــی اکســیدانی، بــه 
ویــژه پراکســیداز را از دســت داده و مطابــق بــا 
نتایــج Azooz و همکاران)2009(فعالیــت آنزــيم 
پراکســیدازي بــا افزایــش ســطح تنــش دچــار 
کاهــش شــده باشــد. رقــم Virginia حســاس تــر 
مــی باشــد زیــرا تیمــار ایــن رقــم بــا غلظــت 20 
میلــی گــرم بــر لیتــر کلــر تنهــا تیمــاری اســت که 
در آن کاهــش معنــی دار فعالیــت، حداقــل نســبت 
بــه یکــی از تیمــار هــای مجاور مشــاهده شــد. در 
حالــی کــه بقیــه تیمــار هــا ســطح فعالیــت آنزیمی 
یکســانی دارنــد. از طرفــی ایــن موضــوع مــی 
توانــد بــه نزدیــک بــودن غلظــت 20 میلــی گــرم 
بــر لیتــر کلــر بــه غلظــت بهینــه اشــاره داشــته و 
 Costa از طــرف دیگــر مطابــق بــا نتیجــه گیــری
و همــکاران )2005(ایــن موضــوع مــی توانــد بــه 
قابلیــت مقاومــت متفــاوت ایــن رقــم نســبت داده 
شــود. مطالعــات نشــان مــي دهــد بیــان بیــش 
از حــد ایزوآنزیــم هــای APX بــا مقاومــت بــه 
 Azevedo شــوری در گياهــان در ارتبــاط اســت
et al., (2009) . در مــورد آنزیــم آســکوربات 

 Kentucky و   Cooker ارقــام  در  پراکســیداز 
یــک ارتقــاء فعالیــت اتفــاق افتــاد کــه کاماــ معنی 
دار بــوده و در تیمــار آخــری یعنــی غلظــت 80 
میلــی گــرم بــر لیتــر کلــر ایــن فعالیــت دچــار افت 
معنــی دار شــد. در رقــم ويرجينــيا نیــز هماهنــگ 
بــا افزایــش غلظــت کلــر تــا 40 میلــی گــرم بــر 

لیتــر فعالیــت آنزیــم آســکوربات پراکســیداز 
افزایــش یافــت کــه ایــن افزایــش فعالیــت، بــه 
ویــژه در ارقــام Kentucky و Virginia معنــی 
دار اســت. در غلظــت 80 میلــی گــرم بــر لیتــر 
کلــر، کلیــه ارقــام بــه طــور مشــابه دارای فعالیــت 
کاهــش یافتــه )حداقــل نســبت بــه تیمــار هــای 20 
و 40 میلــی گــرم بــر لیتــر کلــر( هســتند کــه در 
ارقــام Cooker و Kentucky چنیــن اســت ولــی 
در رقــم Virginia بازگشــت بــه ســطح فعالیتــی 
مشــابه بــا شــاهد اتفــاق افتــاد ــكه اــين نتایــج بــا 
يافتــه هــايCosta  و همــکاران )2005( هــم ســو 
مــي باشــد. آن هــا نشــان دادنــد ــكه بــا افزاــيش 
ســطوح شــوري، فعالیــت APX در بــرگ هــا و 
ریشــه هــای ذرت بــه ترتــيب یــا افزایــش یافــت 
و یــا تحــت تأثیــر قــرار نگرفــت. بــه عاــوه 
نتایــج ایــن تحقیــق کــه حاصــل بررســی فعالیــت 
آنزیــم APX در بــرگ هــای ميانــي توتــون در 
مرحلــه رسيــدگي بــود کاهــش فعالیــت آنزیــم 
آســکوربات پراکســیداز در غلظــت 80 میلــی 
 Cooker، گــرم بــر لیتــر کلــر در هــر ســه رقــم
Kentucky و ویرجینــيا نشــان داده شــد. ایــن 
Mitto�  یافت�ـه ه�ـا ب�ـا نتای�ـج حاص�ـل از بررس�ـي
 BR5011 و همــکاران )2002( روی ژنوتیــپ  va

ذرت مطابقــت دارد. همچنیــن فعالیــت APX در 
گیاهــان مقــاوم بــه تنــش هــای اکســیداتیو ماننــد 
دو واریتــه ی مقــاوم ذرت )Sc129, Sc13( تحت 
تأثیــر قــرار نگرفتــه و تحــت تنــش افزایــش نمــی 
 Cooker در رقــم .Azooz et al., (2009( یابــد
از غلظــت 10 تــا 80 میلــی گــرم بــر لیتــر کلــر 
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درآب آبــياري، فعالیــت آنزیــم PPO همــواره 
Ken�  رونـ�د کاهشـ�ی داشـ�ته اسـ�ت. در رقـ�م

tucky اختاــف بیــن غلظــت هــا از نظــر فعالیــت 
آنزیــم پلــی فنــل اکســیداز معنــی دار بــود و در 
غلظــت 40 میلــی گــرم بــر لیتــر کلــر فعالیــت 
آنزیــم پلــی فنــل اکســیداز افزایــش و در غلظــت 
80 میلــی گــرم بــر لیتــر بــه کمتریــن میــزان 
خــود کاهــش یافــت. در رقــم Virginia فعالیــت 
آنزیــم از غلظــت 10 تــا غلظــت 40 میلــی گــرم 
بــر لیتــر افزایــش نشــان داد ولــی در غلظــت 80 
کاهــش یافــت. افزایــش در فعالیــت آنزیــم هــای 
آنتــی اکســیدانی تحــت تنــش شــوری مــی توانــد 
نشــانه ای از افزایــش تولیــد آن هــا و در نتیجــه 
ارتقــاء مکانیســم هــای حفاظتــی در برابر آســیب 
اکســیداتیو ایجــاد شــده توســط تنــش شــوری 
باشــد . Meneguzzo et al., (2000) کاهــش 
فعالیــت آنزیمــی مــی توانــد بــه خاطــر افزایــش 
غلظــت یونــی و کاهــش پتانســیل اســمزی باشــد 
کــه ســاختار و عملکــرد آنزیــم هــا را تحــت تاثیر 
قــرار مــی دهــد. رقــم Cooker پاســخ متفاوتــی 
داشــت و از همــان ابتــدا فعالیــت آنزیــم پلــی فنــل 
اکســیداز، بــا افزایــش مقادیــر کلــر کاهــش یافــت 
و در غلظــت 80 میلــی گــرم کلــر بــه حداقــل خود 
رســید. تفــاوت در نــوع پاســخ بین ارقــام مختلف 
تــا حــدود زیــادی بــه مقاومــت یــا حساســیت آن 
Cook�  ه�ـا بس�ـتگی دارد و ب�ـر ای�ـن اس�ـاس رق�ـم

er حساســیت بیشــتری نشــان داد و در نتیجــه 
زودتــر از ســایر ارقــام دچــار کاهــش فعالیــت 
معنــی دار آنزیــم پلــی فنــل اکســیداز شــد)غلظت 

40 میلــی گــرم بــر لیتــر کلــر(. 
ســطح MDA حاصــل از پراکسیداســیون لیپیــد 
هــای غشــایی، اغلــب بــه عنــوان شــاخصی 
Der�  ب�ـرای آس�ـیب اکس�ـیداتیو ب�ـه کار م�ـی رود  

 Cooker در رقــم .mal and Turkan (2005)

بیشــترین میــزان مالــون دآلدهیــد در غلظــت 
20 میلــی گــرم بــر لیتــر کلــر مشــاهده شــد و 
تــا غلظــت 80 میلــی مــولار کلــر مقــدار مالــون 
دآلدهیــد کاهــش یافــت ــكه تفــاوت معنــي داري 
بــا شــاهد نداشــت. نتایــج مــا بــا مشــاهدات و 
آزمایشــات روی گونــه هــای ذرت مطابقــت دارد. 
در ایــن بررســی هــا نشــان داده شــد کــه مهــم 
تریــن پاســخ در مقاومــت بــه شــوری در گونــه 
 )SC129, SC13( هــای ذرت مقــاوم بــه شــوری
 MDA و در مقایســه بــا شــاهد، کاهــش مقــدار
Ab� )در پ�ـی افزای�ـش س�ـطح ش�ـوری م�ـی باش�ـد) 

 Kentucky در رقــم .dul Jaleel et al., (2007

در غلظــت 10 میلــی گــرم بــر لیتــر کلر بیشــترین 
مقــدار مالــون دآلدهید مشــاهده شــد و در ســاير 
غلظــت هــاي كلــر مقــدار MDA در مقایســه بــا 
شــاهد بــه كمترــين مــيزان كاهــش يافــت. در رقم 
ویرجبینــا كاهــش معنــي دار میــزان MDA در 
غلظــت 20 میلــی گــرم بــر لیتــر كلــر مشــاهده 
شــد و در ســاير غلظــت هــا مقــدار MDA تفاوت 
معنــي داري بــا شــاهد نداشــت. پیشــنهادمی 
شــود کاهــش مقــدار MDA در نتیجــه ی افزایش 
فعالیــت آنزیــم هــای آنتــی اکســیدانی اســت کــه 
ســطوح H2O2 را کاهــش داده و آســیب غشــایی 

را نیــز کاهــش مــی دهنــد. 
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در رقــم Cooker مقــدار پروتئیــن کل اختاــف 
معنــی داری را در چهــار غلظــت کلــر مــورد 
بررســی نشــان نــداد و بیشــترین مقــدار پروتئین 
کل در غلظــت 40 میلــی گرم بر لیتر کلر مشــاهده 
شــد. بــه عبــارت دیگــر، در ایــن غلظــت مقــدار 
پروتئیــن کل نســبت بــه شــاهد افزایــش یافــت و 
در غلظــت 20 میلــی گــرم بــر لیتــر مقــدار آن در 
گیــاه توتــون رقــم Cooker کاهــش یافــت تــا بــه 
کمتریــن مقــدار خــود در بیــن تیمارهــای مختلف 
رســید. در رقــم Kentucky  مقــدار پروتئــين کل 
در غلظــت هــاي بالاتــر كلــر يعني در غلظــت هاي 
40 و 80 میلــی گــرم بــر لیتــر نســبت بــه كنتــرل 
كاهــش يافــت. در نهایــت بررســی روی میــزان 
پروتئیــن کل در رقــم ویرجبینــا رونــد کاهشــی 
پیوســته ای را از غلظــت  10 میلــی گــرم بــر 
لیتــر )شــاهد( تــا غلظــت  80 میلــی گــرم بــر لیتــر 
نشــان داد. اگــر تنــش طولانــی شــود مــی توانــد 
روی ســنتز پروتئیــن تأثیــر بگــذارد و ســرانجام 
 Ayala-Astroga and. موجــب کاهــش آن شــود

Alcaraz-Melendez, (2010)

نتایج
بــه نظــر مــی رســد کلــر در غلظــت هــای پاییــن 
نــه تنهــا اثــرات تنشــی و مخــرب بــر رشــد 
گیاهچــه هــای توتــون نــدارد بلکــه در مــواردی 
نیــز پاســخ مکانیســم های ضــد تنشــی را تعدیل 
مــی نمایــد. در حالــی کــه بــا افزایــش مقادیــر 
کلــر در بالاتریــن ســطوح مــورد اســتفاده در 
ایــن بررســی ایــن پاســخ هــا گاهــی تشــدید 
شــده و شــاخص هــای رشــد تغییــرات کاهشــی 
Ken�  را نش�ـان م�ـی دهن�ـد و از ای�ـن نظ�ـر رق�ـم
tucky حســاس تــر از دو رقــم دیگــر می باشــد.

سپاسگزاری
نگارنــدگان لازم مــی داننــد از مرکــز تحقیقــات 
توتــون گیاــن )رشــت( بــه خاطــر  تامیــن بــذر 
و از دانشــگاه گیاــن بابــت حمایــت مالی تشــکر 

و قدردانــی نماینــد.
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