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  4يروزآبادی برادران فيمهد* و 3، مجید شکرپور2، طاهره تاجیک1اله اسفندیاري عزت
 گروه زراعت و ی مقطع کارشناسيدانشجو2،ار گروه زراعت و اصلاح نباتات دانشکده کشاورزي دانشگاه مراغهیاستاد1

ار گروه زراعت و اصلاح نباتات دانشکده کشاورزي دانشگاه یاستاد3،اصلاح نباتات دانشکده کشاورزي دانشگاه مراغه
  شاهرودیراعت و اصلاح نباتات دانشکده کشاورزي دانشگاه صنعتار گروه زیاستاد4،محقق اردبیلی

  
  چکیده
اکسیدان، میزان پروتئین محلول و اثرات آنها   آنتیهاي    منظور درك بهتر تغییر الگوي رفتاري آنزیم       به

.  گندم دوروم به شکل هیدروپونیک کشت شدP1252بر میزان مرگ سلولی با افزایش سن برگ، رقم 
هـاي سوپراکـسید    پس از رشد گیاهچه ها، نمونه هاي برگی با سن متفاوت تهیه و فعالیت آنزیم دو ماه   

دیسموتاز، کاتالاز، اسکوربات پراکسیداز و گایاکول پراکسیداز، همچنین پروتئین محلول کـل و مـرگ               
وتاز کل نتایج نشان داد که با افزایش سن برگ فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسم           . گیري شد  سلولی اندازه 
 کـاهش  Cu/Zn-SODهـاي آن، بـا افـزایش سـن بـرگ تنهـا فعالیـت         در بین ایزوزیم . کاهش یافت 

طـور   هاي کاتالاز و آسـکوربات پراکـسیداز بـه    تر شدن برگ فعالیت آنزیم      با مسن . داري نشان داد    معنی
بـا  . نبـود دار  در حالی که کاهش فعالیـت آنـزیم گلوتـاتیون پراکـسیداز معنـی     . داري کاهش یافت    معنی

هاي آنتی اکسیدان، تجمع  کاهش فعالیت آنزیم. افزایش سن برگ میزان پروتئین محلول برگ افت نمود   
دلیل افزایش اختلالات متابولیسمی مرگ سلولی با افزایش سـن   ها را در سلول سبب شده و به       اکسیدان

  .اي نشان داد برگ افزایش قابل ملاحظه
  

  1گندم دوروم سن برگ، ان و مرگ سلولی،اکسید آنتی :هاي کلیدي واژه

                                                
 m.baradaran.f@gmail.com:  مسئول مکاتبه- *
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  مقدمه
فرآیند پیري نتیجه یکسري تغییرات فیزیولوژیک و متابولیکی است که در نهایت به مـرگ سـلول،             

از بعد تغییرات متابولیک، پیري در نتیجه انجام فرآیندهاي اکـسیداتیو  . انجامد اندام و یا موجود زنده می     
انواع اکسیژن فعال از جمله محـصولات اجتنـاب   ). 2005و همکاران، اوهه (افتد  و کاتابولیک اتفاق می  

دل ریـو و  (آینـد   ناپذیر فرآیندهاي حیاتی سلول نظیر تنفس، فتوسـنتز و تـنفس نـوري بـه شـمار مـی       
احیاي ناقص اکسیژن اتمسفري در فرآیندهاي حیاتی مـذکور سـبب           ). 2002 و میتلر،    2006همکاران،  

نا به دلایلی مسیر اصلی انتقال الکترون مسدود گردد نظیر زمان مواجه گیـاه  هرگاه ب . گردد  تولید آنها می  
هاي محیطی، انتقال الکترون در مسیر فرعی جریان یافته و سبب احیاي ناقص اکسیژن و تولیـد          با تنش 

 الکتـرون  3 و  2،  1در این مسیر فرعی اکسیژن بـا گـرفتن          ). 2002تلر،  یم(گردد    انواع اکسیژن فعال می   
و رادیکــال ) H2O2(، پراکــسید هیــدروژن )O2 -.(تیــب ســبب تــشکیل رادیکــال سوپراکــسید تر بــه

  ).2003 ؛ 2002میتلر، (شود  می) .HO(هیدروکسیل 
انواع اکسیژن فعال برخلاف اکسیژن اتمسفري از میل ترکیبی بسیار زیادي جهت واکنش با تمـامی            

هـا   دراتیها، لیپیدها؛ کربوه یبات با پروتئین  هاي حیاتی سلول برخوردارند، بطوریکه این ترک        بیومولکول
 ـهـا و غ  موجود در سلول وارد واکنش شده و به ترتیب سبب تخریـب پـروتئین   کی نوکلئيدهایواس ر ی

میتلـر،   (گـردد  مـی  DNA و ایجـاد جهـش در   دهایساکار یه پل ی تجز  شدن آنها، آسیب به غشاها،     فعال
هـاي   رب انواع اکسیژن فعال از یکـسري مکانیـسم    هاي گیاهی جهت مقابله با اثرات مخ        سلول. )2002

آوري کامل انواع اکسیژن فعال و احیـاي آنهـا بـه     سازد تا با جمع دفاعی برخوردارند که آنها را قادر می    
هـا   اکسیدان هاي دفاعی سلول  از آنتی       مکانیسم. هاي حیاتی پیشگیري نماید     آب از آسیب به بیومولکول    

نظیـر سوپراکـسید   (اکـسیدان   هاي آنتـی  و آنزیم) توکوفرول، کاروتنوئیدهانظیر اسکوربات، گلوتاتیون،  (
اسـفندیاري و   (اسـت     تـشکیل شـده   ) دیسموتاز، کاتالاز، گلوتاتیون پراکسیداز، اسـکوربات پراکـسیداز       

هاي دفاعی غلبه کنـد در    اگر میزان تولید انواع اکسیژن فعال بر میزان فعالیت سیستم         ). 2008همکاران،  
با ). 2008، اسفندیاري و همکاران(هاي گیاهی اتفاق خواهد افتاد   نش اکسیداتیو در سلول   صورت ت  این

هاي حیاتی و ایجاد اختلال متابولیسمی، در نهایت مـرگ     هاي وارده به بیومولکول     افزایش شدت آسیب  
  ).ب-2007اسفندیاري و همکاران، (رود   اجرا گشته و سلول از بین می1ریزي شده برنامه

                                                
1- Programmed cell death 
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 يا  ژهیت و ی از اهم  یاهیشرفت علوم گ  ی در پ  يولوژیزیاه از بعد ف   ی سلول و گ   ي رفتار يلگوشناخت ا 
هاي کمی در خصوص تغییر توان دفاعی سلول در برابر انواع اکسیژن  همچنین پژوهش. برخوردار است

 این تر شدن برگ لذا به منظور فهم بهتر این تغییرات با مسن. فعال با افزایش سن برگ انجام یافته است
  .تحقیق اجرا شد

  
  ها مواد و روش

 بـه روش هیـدروپونیک   1252Pمنظور ارزیابی اثرات سن برگ بر توان دفاعی گندم دوروم، رقم     به
  . در اتاقک رشد گروه زراعت و اصلاح نباتات دانشکده کشاورزي دانشگاه مراغه کشت شد

بعد از آن با محلـول غـذایی      و    درصد 50  غذایی  برگی با محلول   2-3هاي گندم تا مرحله       گیاهچه
ض و همـواره  ی مورد استفاده هر هفته دوبار تعـو ییان ذکر است که محلول غذا     یشا. کامل تغذیه شدند  

هـاي   در طول دوره رشد بوته.  ثابت نگه داشته شد  2/5-5/5ها در محدود       محلول pH. شد  ی م یهواده
، طـول دوره روشـنایی   گراد رجه سانتی د25±2دماي محیط ) طول انجامید  ماه به 2که نزدیک به    (گندم  

هاي گندم نمونه برگی تهیه و  هاي مختلف بوته  سپس از برگ .  لوکس بود  2500 ساعت و شدت نور    14
گیري پارامترهاي مـورد نظـر     هاي برگی تا زمان اندازه      نمونه. ور گشتند   بلافاصله در نیتروژن مایع غوطه    

عنـوان تیمـار در    ها بـه   در این آزمایش، موقعیت برگ  .گراد نگهداري شدند    درجه سانتی  -20در دماي     
با توجه به کنترل شرایط محیطی آزمایش و یکنواختی ماده آزمایشی، تجزیـه آمـاري         . نظر گرفته شدند  

در ارتبـاط بـا صـفاتی کـه تفـاوت      .  تصادفی با پنج تکرار صـورت گرفـت  ها بر مبناي طرح کاملاً   داده
 انجـام   درصد5 در سطح احتمال   LSDروش   دند مقایسه میانگین به   داري در بین تیمارها نشان دا       معنی

  .شد
لیتر از بافر   میلی2هاي برگی توزین و در      گرم از نمونه   2/0اکسیدان   هاي آنتی   جهت استخراج آنزیم  

مـولار،     میلـی  3مولار، اسکوربات      میلی EDTA 4/0محتوي  ) pH=5/7(مولار     میلی 100فسفات سرد   
و گـرم    16000هاي هموژن شده در       نمونه. اضافه شد )  حجمی -وزنی ( درصد 5 پلی وینیل پیرولیدین  

گیري  از سوپر ناتانت حاصل جهت اندازه. شدند دقیقه سانتریفیوژ 15مدت  بهگراد    درجه سانتی  4دماي  
هـاي    فعالیت آنـزیم   ).a 2007 و همکاران،    ياریاسفند(هاي آنتی اکسیدان استفاده گردید        فعالیت آنزیم 

ترتیـب بـر اسـاس      بـه سید دیسموتاز، کاتـالاز، اسـکوربات پراکـسیداز و گایـاکول پراکـسیداز              سوپراک
و ) 2000(، یوشیمورا و همکاران   )1984(، ابی   )2003(هاي مورد اشاره توسط سیرم و همکاران          روش
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بـق  هاي سوپراکسید دیـسموتاز ط    علاوه فعالیت آیزوزیم  ه  ب. گیري شد   اندازه) 2003(لون و همکاران    یم
و مرگ ) 1976(پروتئین کل براساس روش بردفورد  .سنجش گردید) 2001(روش مارتینز و همکاران   

  .گیري شدند اندازه) 1994(سلولی طبق روش اشاره شده در بکر و موك 
  

  نتایج و بحث
اکـسیدان سوپراکـسید     هاي آنتـی    نتایج حاصل نشان داد که با افزایش سن برگ میزان فعالیت آنزیم           

کاهش )  ب-2شکل (و اسکوربات پراکسیداز   )  الف -2شکل  (، کاتالاز   ) الف -1شکل  ( کل   دیسموتاز
 بـا  Cu/Zn-SODهاي سوپراکسید دیـسموتاز تنهـا فعالیـت آیـزوزیم        علاوه در بین آیزوزیم    هب. یافت
رغم کاهش فعالیت آنـزیم گلوتـاتیون    علی).  د-1شکل (داري افت نمود  تر شدن برگ بطور معنی   مسن

).  ج -2شکل  (داري در سنین مختلف برگ ملاحظه نشد          از با افزایش سن برگی، تفاوت معنی      پراکسید
که میـزان مـرگ    در حالی).  الف -3شکل  (پروتئین محلول برگی نیز با افزایش سن برگ کاهش یافت           

  ). ب-3شکل (سلولی با افزایش سن برگ افزایش نشان داد 
کاهش . گردد ل سوپراکسید به پراکسید هیدروژن میآنزیم سوپراکسید دیسموتاز سبب تبدیل رادیکا

این رادیکال به نقاط کلیدي متابولیسم  . فعالیت سوپراکسید دیسموتاز تجمع این رادیکال را در پی دارد         
که رادیکال مذکور، سبب اکسیده شدن اسیدهاي آمینه تریپتوفان، متیـونین و    بطوري. کند  آسیب وارد می  

، مـون اکـسین   سـاز بیوسـنتز هور      عنوان پیش  هتریپتوفان ب . )2006همکاران،  ژائو و   (گردد    یهیستیدین م 
فرم آمیدي اسـید  . )2006ژائو و همکاران،  (گردد   استفاده می  ملاتونین و اسید نیکوتینیک     اکسیدان   آنتی

عـلاوه رادیکـال سوپراکـسید     هب. رود  بکار می+NADP و +NADهاي  نیکوتینیک در ساختار کوآنزیم 
آوري کننـده   هـاي جمـع   هاي کاتالاز و پراکسیدازها کـه از مهمتـرین آنـزیم     ل شدن آنزیم  سبب غیر فعا  

افزون براین رادیکال سوپراکسید موجب     ). 1989فریدوویچ،  (باشند خواهند شد      پراکسید هیدروژن می  
ایـن  . گـردد  هاي دخیل در تولید انرژي و متابولیسم اسـیدهاي آمینـه مـی           غیرفعال شدن برخی از آنزیم    

باشند که در نتیجه اکسیداسیون کلاسترها، آهـن موجـود     سولفور می- ها محتوي کلاسترهاي آهن     زیمآن
  ).2006هالیول، (شود  در کلاسترها آزاد شده و باعث غیرفعال شدن آنها می

کاهش ) 1997(کاهش فتوسنتز و بوچانان ) 2002(و کیتاجیما و همکاران ) 2005(اوهه و همکاران 
اوهـه و همکـاران   . انـد  ل بیوسنتز روبیسکو را با افزایش سن برگ گزارش کـرده       مسئو mRNAمیزان  

اند که با نتـایج حاصـل از ایـن پـژوهش              کاهش پروتئین را با افزایش سن برگ گزارش کرده        ) 2005(
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هـاي برگـی را     روبیسکو بیشترین بخش پروتئین موجـود در سـلول        ).  الف – 3شکل  (باشد    همسو می 
تر شدن بـرگ سـبب افـزایش تولیـد        هش فرآیند تثبیت دي اکسید کربن با مسن       لذا کا . دهد  تشکیل می 

 ـکنـد کـه در رونـد پ    یگزارش م) 1994(اسمارت . انواع اکسیژن فعال در کلروپلاست خواهد شد       يری
زیرا به دلیل عدم مـصرف  . دیآ یسم به شمار میند کاتابول ی آغاز فرآ  يها  ن محل یبرگ کلروپلاست از اول   

. یابد  در کلروپلاست کاهش می+NADP+/NADPH,H در چرخه کالوین، نسبت      پتانسیل هیدروژن 
هاي فوتونی همچنان ادامه دارد  در پی آن زنجیر انتقال الکترون در این اندامک بسته شده و چون ریزش

انتقال الکترون در مسیر فرعی جریان یافته و تولید انواع اکسیژن فعال از جملـه رادیکـال سوپراکـسید               
اما نتایج . نماید  در کلروپلاست و سیتوسول فعالیت می    Cu/Zn-SODآیزوزیم  . خواهد یافت افزایش  

داري  تر شدن برگ بطور معنـی  سموتاز  با مسن  ید د یحاصل نشان داد که فعالیت این آیزوزیم سوپراکس       
  ). ج-1شکل (یابد  یکاهش م

 -βنـدامک طـی واکـنش    پراکـسید هیـدروژن در ایـن ا   . زوم فعـال اسـت   آنزیم کاتالاز در پراکسی   
دل (گـردد   اکسیداسیون اسیدهاي چرب، کاتابولیسم اسیدهاي آمینه آروماتیک و تنفس نوري تولید مـی           

تـرین  هاي آسکوربات پراکسیداز، کاتالاز و گلوتاتیون پراکـسیداز از مهم      آنزیم). 2006ریو و همکاران،    
آنـزیم آسـکوربات پراکـسیداز در       . باشـد   هاي درگیر در تبـدیل پراکـسید هیـدروژن بـه آب مـی               آنزیم

ــاتیونهــاي  چرخــه چرخــه ). 2000آســادا، (و مهلــر حــضور دارد ) 2002میتلــر،(اســکوربات    - گلوت
دل ریـو و  (زوم  سی، پراک ـ)2002میتلـر، (هاي کلروپلاست، سیتوسول      اسکوربات در اندامک    ـ  گلوتاتیون
) 2000آسـادا،  (که چرخه مهلر تنها در کلروپلاست   و میتوکندري فعال بوده در حالی     ) 2006همکاران،  

  . حضور دارد
و )  ب-2شکل (سکوربات پراکسیداز او )  الف-2شکل (هاي کاتالاز  دار فعالیت آنزیم کاهش معنی

با افزایش سن بـرگ تجمـع پراکـسید       )  ج -2شکل  (دار گلوتاتیون پراکسیداز      کاهش هرچند غیر معنی   
مقادیر بیش از حد نرمال این ماده منجر به توقف فعالیـت       . هیدروژن را در سلول در پی خواهد داشت       

هـاي   بعلاوه آیزوزیم). 2003یامازاکی و همکاران، (فسفاتاز در چرخه کالوین خواهد شد         هاي بی   آنزیم
Cu/Zn-SOD   و Fe-SOD     مـارتینز و  (شـوند   یـن مـاده غیـر فعـال مـی      در حضور مقـادیر بـالاي ا

  ).2001همکاران، 
کننده  آوري جمعهاي  تجمع رادیکال سوپراکسید و پراکسید هیدروژن در نتیجه کاهش فعالیت آنزیم      

، میتلر(گردد  العاده خطرناك هیدروکسیل می ویز و تولید رادیکال فوق   -هابر  آنها منجر به اجراي واکنش    
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هاي حیاتی برخوردار بوده و در  ادیکال از میل ترکیبی بسیار شدیدي با تمامی بیومولکول       این ر ). 2002
آسیب به نقاط کلیـدي متابولیـسم توسـط انـواع     . شود طی حمله به آنها، سبب تخریب ساختار آنها می        

افـزایش مـرگ   ). 2006دل ریـو و همکـاران،    (اکسیژن فعال در نهایت سبب مرگ سلول خواهد شـد           
هـاي آنتـی اکـسیدان در     تر شدن برگ در این آزمایش در نتیجه کـاهش فعالیـت آنـزیم                مسن سلولی با 

کـه بـسیاري از محققـین بـراین باورنـد کـه             بطوري. باشد  تر می   هاي جوان   هاي پیر نسبت به برگ      برگ
اکسیدان در شرایط نامساعد محیطی از ایجاد تنش اکـسیداتیو در سـلول          هاي آنتی   افزایش فعالیت آنزیم  

یابـد   ت متابولیسمی کاهش میهاي حیاتی و اختلالا یشگیري کرده و به این شکل آسیب به بیومولکول   پ
  ).203 ب و میلون و همکاران،  و الف2007 و همکاران، ياریاسفند(

دان یاکـس  ی آنت ـيها میت آنزیتر شدن برگ، فعال    توان اشاره نمود که با مسن       ی م ییجه نها یعنوان نت  هب
 ییشتر از کـارا ی سلول بیاتی حيها سمیژن فعال در مکانید انواع اکسیط تول ین شرا یر ا لذا د . ابدیکاهش  

 ـد د ی سوپراکس يها  میت آنز یر فعال یکاهش چشمگ . گردد  ی آنها م  يآور   جمع يها  سمیمکان سموتاز کـل،  ی
 يدروژن در سـلول و اجـرا  ی ـد هید و پراکـس یکال سوپراکـس یدازها و کاتالاز منجر به تجمع راد یپراکس

تـر   ب با مـسن یترت نیبد. ل خواهد شدیدروکسیالعاده خطرناك ه کال فوقید رادیز و تول یو-ش هابر واکن
ش ی افـزا یجـه آن مـرگ سـلول   یافتـه و در نت   ی شدت   یاتی ح يها  ومولکولیب به ب  یزان آس یشدن برگ م  
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Abstract 

A hydroponics study was carried out in order to understand the behavior of 
antioxidant enzymes, soluble protein content and its effect on cell death in different 
old leaves of durum wheat. Two month after planting, the different old leaves were 
sampled and the activity of super oxide dismutase (SOD), catalase, ascorbat 
peroxidase and guaiacol peroxidase were measured. Furthermore, the rate of cell 
death and total protein content were analyzed. In old leaves, SOD activity was 
diminished and amongst its isozimes, Cu/Zn-SOD was the one demonstrating a 
significant reduction in activity. Catalase and ascorbat peroxidase decreased in old 
leaves significantly, but reduction in Glutathione peroxidase activity was no 
significant. In general, aging caused reduction in soluble protein content. 
Accumulations of oxidative factors were seen by reduction of antioxidant enzymes 
activity. Subsequent, metabolic malfunctions led to higher cell death rate as leaves 
were aged.  
 
Keywords: Antioxidant; Cell death; Durum wheat and leaf age1  
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