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تحت تنش ) .Artemisia annua L(اكسيداني در كشت ساقه هاي دفاع آنتيبررسي پاسخ
  نيترات نقره

  و بهنوش صغيرزاده *ليلا شباني
  شهركرد، دانشگاه شهركرد، دانشكده علوم، گروه زيست شناسي

  25/7/94 :تاريخ پذيرش  4/12/93 :تاريخ دريافت

  دهيچك
 با ،نيش آنها به فلزات سنگيط رويمح يآلودگهمانند  ،زاتنش شرايط مقابله با يابر متعددي دفاعي هايسيستم اهان،يدر گ

، يفتوسنتز هايرنگيزهشاخص رشد،  بر نقرهنيترات  مختلف هايغلظت اثر بررسي به پژوهش اين در .كنند مي همكاري يكديگر
  ايزيآرتم گياهساقه كشت  در نزيميآ دفاعي هايسيستم فعاليت ن ويپرولميزان ، ديپيون ليداسي، پراكسH2O2زان يم
)Artemisia annua L.( ن ين نقره بر اياثرات فلز سنگ دادن نشان منظور به. پرداخته شده استك كشت بافت يبا استفاده از تكن

-يليم 2و  1، 1/0، 01/0، 001/0، 0(متفاوت  هايغلظت. شد تكرار اجرا 3تصادفي با  كاملاً طرح قالب در هاآزمايش ،ها شاخص
وزن خشك به  نسبت وزن تر كه داد نشان نتايج .شد اضافه آرتميزياساقه حاوي   MSمحيط كشت مايعبه  نيترات نقره) مولار
 bو  aل يزان كلروفيم. افتيش يافزا %77/75 ترات نقره نسبت به نمونه شاهدينمولار  ميلي 1/0مار در غلظت يتحت ت يهانمونه

 يهاميان آنزياز م .افتيمولار نسبت به شاهد كاهش يليم 1/0تنها در غلظت  aل يش و كلروفيافزامولار  ميلي 001/0در غلظت 
زان يش ميترات نقره باعث افزايتور نيسيال .ش نشان داديها افزام كاتالاز در تمام غلظتيشده تنها آنز يريگدان اندازهياكسيآنت

 تجمع باعث ها ساقه در موجود نقره كه نتايج اين پژوهش نشان داد .شدها در تمام غلظت يديپيون ليداسيو پراكس H2O2، نيپرول
 هابرگ اكسيداتيو درآنتي دفاع القاي باعث و عمل كرده رسان پيام مولكول يك عنوان به كه شده هيدروژن پراكسيد مثل تركيباتي

  .شود مي

   ترات نقرهين ،نيفلزات سنگ ،نيپرول ،درمنه يكساله ،يدانياكسيآنتدفاع  :يديكل يهاواژه

  shabani-l@sci.sku.ac.ir: يپست الكترونيك ،  03814424405 :تلفننويسنده مسئول،  *

  مقدمه
هاي چندساله و آروماتيك بوته Artemisia جنس گياهان

و طايفه  Asteraceae، خانواده Asteralesمتعلق به راسته 
Anthemedeae اجتماعات اغلب و به عنوان گياهان  هستند

 .اند شدههاي خشك و نيمه خشك شناخته اهي در استپگي
 A. annua ساله است كه يكگياهي  )گندواش(با نام فارسي

كه اغلب دو ساله  Artemisiaگونه ديگر جنس  400جدا از 
اين گذاري اين گونه به  نامگيرد و يا پايا هستند قرار مي

 اينهاي  گونهبيشتر اي پودر سر شاخه .)9(باشد دليل مي
اين ماده يكي از تركيبات . گياه داراي ماده سانتونين است

هاي جنس درمنه گليكوزيدي موجود در بعضي از گونه
 از قديم به دليل خاصيت ضد انگلي و ساير خواص است و
. در طب سنتي و جديد مصرف دارويي داشته است دارويي

تركيبات مهم دليل اهميت جنس درمنه در حال حاضر به 
. ثرات درماني قابل توجه، در حال افزايش استدارويي و ا
جنس درمنه تا به امروز به عنوان داروي  ثانويه تركيبات

اكسيدان و ضد مالاريا، ضد باكتري، ضد قارچ، آنتي
  .)18(است  گرفتهسايتوتوكسيك مورد مصرف قرار 

چه (فلزات سنگين  مقادير بالايدهد كه ها نشان ميبررسي
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توانند مي) نيستند يضرورو چه آنها كه اند آنها كه ضروري
هاي اكسيژني فعال و در هاي آزاد و گونهتوليد راديكال

. )28(تحريك كنند در گياهان نتيجه آسيب اكسيداتيو را 
براساس خصوصيات فيزيكي و شيميايي فلزات سنگين، 

- ل توليد گونهياز قب توان سه مكانيسم مولكولي احتماليمي

- ز طريق خود اكسيداسيون و يا واكنشهاي فعال اكسيژن ا

واكنش فنتون و ايجاد تنش اكسيداتيو، مهار مانند هايي 
هاي فعال عملكردي در مولكول زيستي و جايگزيني گروه
هاي زيستي و لكولوهاي فلزي ضروري در ماكرومبا يون
  .ها مطرح كردبراي سميت آن هاآنزيم

ROSتلف و در ها در همه گياهان در درجات و مقادير مخ
ولي افزايش و تجمع شوند  مينتيجه متابوليسم طبيعي توليد 

گردد بيش از حد آنها منجر به تنش و آسيب اكسيداتيو مي
 افزايش فعال اكسيژن ديتول زا،تنش شرايط اثر در .)4(

 يندهايراف طريق از گياه در فعال اكسيژن .يابد مي

جبران  مخرب اثرات سلول، محتويات اكسيدكنندگي
 هايمكانيزم داراي انگياه. گذاردمي گياه بر يريناپذ

 دنباشمي مخرب تركيبات اين كاهش يا حذف براي متفاوتي
 از يكي. دنشومي ظاهر وارده، تنش مختلف سطوح در كه

 و پركسيداز سيستم آنزيمي تدافعي، هايسيستم اين

 به را آزاد هايراديكال كه است سوپراكسيدديسموتاز

 ژنوهيدر پراكسيددر ادامه . كندمي تبديل رژنهيد پراكسيد

 هاآنزيم اين فعاليت. شودمي آب به تبديل پركسيداز توسط

 اين از وشود يك ميتحر محيطي هايتنش با مواجه در

). 29، 2( دهدمي تغيير شرايط اين به را گياه مقاومت طريق
 محيطي نامطلوب شرايط تحت پرولين آمينه اسيد طرفي از

 جلوگيري ،تنش در پرولين نقش. كنديدا ميپ تجمع هگيا در

 و هالكولوماكروم تجزيه از جلوگيري ها،آنزيم تخريب از
 پاكسازي و سلولي ديواره استحكام حفظ در دخالت

 در تنش تحتتوليد شده  )OH.( هيدروكسيلهاي  راديكال

  .)36( است عنوان شده انگياه

نگين از به خوبي مشخص شده است كه تجمع فلزات س

هاي بالا، احتمال اثرات كشنده آن را جمله نقره در غلظت
هاي آبي به غلظت سميت نقره در محيط. دهدافزايش مي

هاي نقره آزاد وابسته است و كاهش ميزان دسترسي يون
به طور كلي در . كاهدزيستي به يون نقره از سميت آن مي

نيترات نقره دار، تركيبات قابل حل مانند ميان تركيبات نقره
. سميت بيشتري نسبت به اشكال غيرقابل حل نقره دارند

زي در برابر يهاي گياهي عالي خشكحساسيت گونه
هاي گياهي در گونه. سميت ناشي از نقره متنوع است

گرم در ليتر نيترات ميلي 5/7حساس، رشد و جوانه زني در 
   .)27(نقره تضعيف شده است 

 A. annuaر كشت بافت گياه افزايش توليد آرتميزينين د
اين . باشدهاي تحقيقاتي مييكي از اهداف بسياري از گروه

هدف تنها از طريق شناخت بيشتر مسير بيوشيميايي سنتز 
كار رفته هي خارجي بتنظيم آن توسط فاكتورهااين ماده و 

ثري ؤمراهبرد  )elicitation(تحريك . باشدامكان پذير مي
و اندام  ويژه در كشت سلولهنويه ببراي توليد تركيبات ثا

برخي از اليسيتورها مثل . شودگياهان در نظر گرفته مي
جيبرليك اسيد ، متيل جاسمونات، ساليسيليك كيتوزان، اسيد

- ود توليد آرتميزينين استفاده شدهو عصاره مخمر براي بهب

نه آثار يزيادي در زم يها با وجود آنكه پژوهش. )8( اند
اهان مختلف يسم گين بر رشد و متابولفلزات سنگي يسم

كاهش  يهااطلاعات درباره راه يانجام شده است، ول
. اهان اندك استيدر گ هات آنياز سم يناش يها بيآس

در محيط كشت اين  همچنين ازآنجايي كه فلزات سنگين
ويترو منجر به تنش اكسيداتيو و توليد گونه هاي فعال 

 پژوهشاين بنابراين د، اكسيژن بعنوان تنش ثانويه مي شون
و نقش  اكسيدانيدفاع آنتيهاي بررسي پاسخهدف با 

در گياهي با پتانسيل  مولكول سيگنال پراكسيد هيدروژن
تحت تنش بالاي توليد متابوليت ثانويه باارزش آرتميزينين 

  .انجام شد نيترات نقره

  مواد و روشها
 زاپژوهش در اين مورد استفاده  A. annuaگياه  هايبذر
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خريداري شد كه مركز ملي ذخاير ژنتيكي و زيستي ايران 
 .آوري شده بودجمع 16/12/2012گيلان در تاريخ شهر از 

شدن با محلول  عفونيبعد از ضد  A. annuaبذرهاي گياه 
در شرايط كاملاً استريل درون درصد  5هيپوكلريت سديم 

، MS هاي مخصوص كشت بافت حاوي محيط كشتشيشه
 25هاي كشت در تاريكي، دماي شيشه. دندقرار داده ش
درصد درون اتاقك رشد  30گراد و رطوبت درجه سانتي

روز بذرها جوانه زدند و براي  8بعد از . نگهداري شدند
 ك رشدهاي اتاق ها، لامپجلوگيري از اتيوله شدن گياهچه

ساعت تاريكي  8ساعت روشنايي و  16دوره نوري با 
هاي ها از محيطگياهچه اهمك يپس از  .روشن گرديدند

انتقال داده جديد هاي كشت قبلي خارج و به محيط كشت
 .واكشت داده شدند روز 20هر  و در طول سه ماه شدند

و، گياهان گياهان در شرايط اين ويتركشت پس از سه ماه 
ادامه آزمايش  براي) متر ارتفاعسانتي 10-15با (يكسان 

به محيط  A. annua) گره 3با (هاي ساقه. انتخاب شدند
كشت فوق، هاي  محيطبه ، منتقل شدند MSكشت مايع 

 2و  1، 1/0، 01/0، 001/0، 0غلظت  نيترات نقره در شش
همحيط كشت فاقد نيترات نقره ب. مولار اضافه گرديدميلي

هاي كشت به اتاقك محيط .عنوان كنترل در نظر گرفته شد
قرار ) rpm 100(روي شيكر با دور آرام  رشد منتقل و بر

رشد كردند و  روز 7ها در اين محيط براي ساقه. داده شدند
جمع  ها آزمايشبراي در سه تكرار از هر ظرف كشت بعد 

  .آوري شدند

وزن تر : هاي گياهوزن خشك ساقه و وزن ترگيري  اندازه
هاي مختلف گياهان پس از يك هفته رشد در غلظت

از محيط كشت و  نيترات نقره، پس از خارج كردن گياهان
-ها روي كاغذ صافي اندازهخشك كردن آب اضافي نمونه

ها داخل گيري وزن خشك، نمونهمنظور اندازه به .گيري شد
درجه  70ساعت در آون  72هاي كاغذي، به مدت پاكت
  .ندگراد قرار داده شدسانتي

گيري براي اندازه: هاي فتوسنتزيرنگيزهگيري  اندازه

گرم از  05/0. استفاده شد) Arnon )5 ها از روشكلروفيل
درصد در محيطي  80با استفاده از استون  اهانبافت تازه گي

عصاره . ده شدتاريك بر روي يخ درون هاون چيني سائي
گراد، با دور درجه سانتي 4دقيقه در دماي  3حاصل براي 

rpm 4000 سوپرناتانت حاصل به كوت . سانتريفيوژ شد
نانومتر در  663و  645هاي ل موجمنتقل و جذب آن در طو

خوانده ) JENWAY 6300مدل (فتومتر ودستگاه اسپكتر
-بر حسب ميلي bو كلروفيل  aسپس ميزان كلروفيل . شد

 2و  1گرم در هر گرم وزن تر بافت گياهي طبق روابط 
  .محاسبه گرديد

Chlorophyll a = {(12.7 × D 663) – (2.69 × D 645)} 

× V /1000 × W    1بطه را  

Chlorophyll b = {(22.9 × D 645) – (4.93 × D 663)} 

× V /1000 × W     2رابطه  

D =جذب نوري ،V = ليترميلي(حجم نهايي عصاره( ،W =
  ، )گرم(وزن بافت 

از  H2O2گيري براي اندازه : H2O2زان يم يريگاندازه
-براي عصاره. استفاده شد) 3(و همكاران  Alexievaروش 

 5/1گرم بافت تازه گياه در هاون سرد شده با  05/0گيري 
درصد سائيده  1/0) اسيدكلرواستيكتري( TCAليتر ميلي
 gدقيقه با سرعت  15عصاره تهيه شده به مدت . شد

 500. گراد سانتريفيوژ شددرجه سانتي 4در دماي  12000
 7pH(ميكروليتر بافر فسفات  500ها با ميكروليتر از عصاره

طول  مولار تركيب و در KI 1ليتر محلول ميلي 1و )  =
  .شد دهنانومتر خوان 390 موج

-براي اندازه: ميزان پراكسيداسيون ليپيد غشاء يريگاندازه

 Packerو  Heathگيري پراكسيداسيون ليپيد غشاء از روش 
گرم از بافت اندام هوايي در  025/0ابتدا . استفاده شد) 12(
هموژنيزه و يكنواخت  درصد كاملاTCA 1/0ًليتر ميلي 5

دقيقه  5به مدت  g10000مخلوط هموژنيزه در . گرديد
 4/5حاصل  ليتر محلول روييبه يك ميلي. شدسانتريفيوژ 

 5/0اسيد درصد حاوي تيوباربيتوريك TCA 20ليتر ميلي
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 95دقيقه در دماي  30مدت  مخلوط به. درصد اضافه شد
به بعد فت و گراد در حمام آب گرم قرار گردرجه سانتي

به  g10000 در مخلوط حاصل . سرعت روي يخ سرد شد
جذب محلول رويي  شد و سانتريفيوژدقيقه  10مدت 

نانومتر  532حاصل با دستگاه اسپكتروفتومتر در طول موج 
نانومتر  600خوانده شد و مقدار جذب غير اختصاصي در 

از  دآلدهيد با استفادهميزان مالون. از اين مقدار كسر گرديد
  .محاسبه شد mM-1 cm-1155 ضريب خاموشي

-هاي آنتيفعاليت آنزيم يريگگيري و اندازهعصاره

كمي  به همراهگرم از بافت تازه گياهان  05/0: اكسيدان
 1سپس . روي يخ سائيده شدند ع درون هاون،ازت ماي

مولار بافر فسفات  ميلي 50( ميليتر از بافر استخراج آنزميلي
به آنها اضافه گرديد و همچنان روي يخ  )pH=8/7سديم با 

 4دقيقه، در دماي  20عصاره حاصل به مدت . سائيده شد
. سانتريفيوژ شدند rpm 13000گراد و با دور درجه سانتي

-هاي آنتيگيري فعاليت آنزيماز محلول رويي براي اندازه

  .اكسيدان استفاده گرديد

ره آنزيمي و ميكروليتر از عصا 50: فعاليت آنزيم كاتالاز
آب  mM 10ميكروليتر از محلول واكنش حاوي  950

افزوده شد و منحني ) PBS(بافرفسفات اكسيژنه در سالين
 240ثانيه در طول موج  120كاهش جذب نوري در مدت 

ميزان فعاليت آنزيم كاتالاز با . )1(نانومتر رسم گرديد 
  .شدمحاسبه  3استفاده از رابطه 

EA= {∆OD×(1000/A)×B}/EC×C   3رابطه  

EA = احياي يك (ميزان فعاليت آنزيم بر حسب واحد
در گرم وزن تر ) مولار پراكسيدهيدروژن در دقيقهميلي
= B، مقدار نمونه= Aيزان جذب، متغييرات = OD∆، برگ

 039/0ضريب خاموشي معادل = EC، استخراجمقدار بافر 
  وزن بافت تر= C، مترمول بر سانتيميكرو

سنجش فعاليت اين : سوپراكسيد ديسموتاز فعاليت آنزيم
انجام ) Fridovich )7و  Beyerآنزيم با استفاده از روش 

 20مخلوط واكنش و ليتر  ميلي 1طبق اين روش . شد
ميكروليتر  10ميكروليتر عصاره آنزيمي به همراه 

. در لوله آزمايش ريخته شد) درصد 004/0(ريبوفلاوين 
قه در يك محفظه داراي دقي 7دست آمده براي  بهمخلوط 

افزايش در . وات قرار داده شد 20دو لامپ فلورسنت 
 560واسطه تشكيل فورمازان در طول موج  بهجذب 

فعاليت آنزيم با تعيين درصد ممانعت در  .نانومتر قرائت شد
واحد  1با  برابردرصد ممانعت  50. دقيقه محاسبه گرديد

   .فعاليت آنزيم در نظر گرفته شد

 يريگاندازه يبرا: نزيم آسكوربات پراكسيدازفعاليت آ
 50( فسفاتسالين ميكروليتر بافر  625م ين آنزيافعاليت 

، )ميلي مولار 2/0( EDTAحاوي  )pH=8/7، ميلي مولار
ميكروليتر  175، )مولار ميلي H2O2 )250ميكروليتر  50

آلبومين ميكروليتر  50، )مولار ميلي 5/0( آسكوربيك اسيد
ميكروليتر از نمونه مخلوط  100و ) g/mlµ 50(سرم گاوي 

تنظيمات . شد ندهنانومتر خوا 290گرديد و در طول موج 
نانومتر به  290دستگاه به صورت كينتيك در طول موج 

ميزان فعاليت آنزيم  دنبعد از خوان. )25(ه بود ثاني 60مدت 
  .محاسبه گرديد 3آسكوربات پراكسيداز با كمك رابطه 

EC =مترميكرومول بر سانتي 8/2برابر ي ضريب خاموش  

گيري فعاليت اندازه: پراكسيداز فعاليت آنزيم گاياكول
 Kaoو  Linآنزيم گاياكول پراكسيداز با استفاده از روش 

مخلوط واكنش  ليترميلي 3طبق اين روش . انجام شد) 20(
 7pH=  ،35/3مولار با ميلي 50بافر فسفات  شامل

ميكروليتر پراكسيد  51/4مولار، ليمي 9ميكروليتر گاياكول 
عصاره آنزيمي ميكروليتر  50مولار و ميلي 19هيدروژن 

نانومتر در دستگاه  470كينتيك جذب در طول موج . بود
ضريب . گيري شددقيقه اندازه 1اسپكترفوتومتر در طول 

 .متر در نظر گرفته شدمول بر سانتيميلي 6/26خاموشي، 
  .محاسبه شد 3استفاده از رابطه ميزان فعاليت آنزيم با 

گيري طبق ن اندازهيا: ردوكتاز فعاليت آنزيم گلوتاتيون
ميكروليتر  250. انجام شد) Halliwell )20و  Foyerروش 
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 pH ،120=  8/7مولار ميلي 100بافر پتاسيم فسفات 
ميكروليتر گلوتاتيون  50مولار، ميلي NADPH 1ميكروليتر 

ميكروليتر آب مقطر  480ر و مولاميلي 10اكسيد شده 
ميكروليتر  100به مخلوط واكنش حاصل . شدندمخلوط 

در يك دقيقه در  NADPHعصاره آنزيمي افزوده و مصرف 
 با مد نانومتر در دستگاه اسپكتروفتومتر 340طول موج 
فعاليت آنزيم گلوتاتيون ردوكتاز با . شد دهكينتيك خوان

ضريب خاموشي = EC .محاسبه گرديد 3استفاده از رابطه 
  .متر در نظر گرفته شدمول بر سانتيميلي 2/6معادل 

گيري ميزان پرولين به روش اندازه: نيپرول يريگاندازه
Troll  وLindsley )34 (گرم از  05/0در ابتدا . انجام شد

 70ليتر اتانول ميلي 1بافت تازه گياه در هاون سرد شده با 
 4ن عصاره حاصل در پس از قرار گرفت. درصد سائيده شد

دقيقه در  5ساعت، به مدت  24گراد براي درجه سانتي
g14000 ليتر از محلول رويي، كرومي 250. سانتريفيوژ شد

تر مخلوط ليميلي 1درصد و  70اتانول  ليترميكرو 470با 
رقيق گرديد و از اين محلول براي سنجش ميزان  واكنش

نانومتر  520وج در طول م زان جذبيم. پرولين استفاده شد
استاندارد از  ين به كمك منحنيد و مقدار پرولقرائت گردي

  .ه شده محاسبه شديش تهيپ

تكرار اجرا  3در قالب طرح كاملاً تصادفي با  ها آزمايش
افزار  نرمبا استفاده از  ها داده تجزيه و تحليل آماري. گرديد
SAS  از آزمون ها ميانگين دادهمقايسه براي  .شدانجام

و  شداستفاده ) 05/0<P( (LSD)داري داقل تفاوت معنيح
  .نمودارها با نرم افزار اكسل رسم گرديددر نهايت 

  و بحث جينتا
 .Aهاي ساقه اي و سياه رنگ روي برگهاي قهوهبروز لكه

annua 2و  1هاي حاوي تيمار موجود در محيط كشت 
يد سميت شد دهنده نشان مولار نيترات نقره، احتمالاًميلي

هاي نكروزه شده نقره در اين دو غلظت بود، بنابراين ساقه
در اين دو غلظت براي بررسي تحقيقات مناسب تشخيص 

هاي به همين دليل بررسي شاخص. داده نشدند
، 001/0هاي ايي فقط در غلظتيفيزيولوژيك و بيوشيم

  .انجام شد ميلي مولار 1/0و  01/0

ترات نقره بر صفات ياثر ننتايج حاصل از تجزيه واريانس 
  .آمده است 1در جدول  A. annuaشده  يرياندازه گ

  A. annua هايمختلف در ساقهصفات تأثير نيترات نقره بر ) مقادير ميانگين مربعات(تجزيه واريانس  -1 جدول

 منابع

  تغيير
درجه 
  آزادي

نسبت وزن 
وزن / تر

  خشك
كلروفيل   aكلروفيل 

b  
H2O2  

راكسيداسيون پ
  كاتالاز  ليپيد

آسكوربات 
  پراكسيداز

گاياكول 
  پراكسيداز

گلوتا
تيون 
ردوك
  تاز

سوپر 
اكسيد 
  ديسموتاز

  پرولين

نيترات
  نقره

3  *15/5  *53/8  *19/2  
*01/

53  
*74/27  

*28/
2379  

*1/0  *56/1  
*88/

15  
*09/0  *96/264  

  55/2  0074/0  08/0  08/0  0075/0 33/18 04/0 95/1 34/0 38/0  04/0  8 خطا
                   11 كل
  .دار استبيانگر عدم اختلاف معني :nsو  05/0دار بودن در سطح بيانگر معني :*

طبق : وزن خشك/ نسبت وزن ترترات نقره بر ير نيتأث - 1
وزن  و نسبت وزن تر ،دست آمده در اين پژوهشنتايج به

مولار نيترات نقره افزايش ميلي 1/0خشك تنها در غلظت 
يكي از  ).1شكل ( نسبت به شاهد نشان داد يدارمعني
هاي مهم آسيب بافتي در گياهاني كه در معرض علت

. گيرند، ايجاد تنش اكسيداتيو استفلزات سنگين قرار مي
هاي فعال اكسيژن عمدتاً در كلروپلاست و راديكال

هاي اكسيداتيو بر شوند و آسيبميتوكندري توليد مي
در  ،كنندوارد مينوكلئيك  ياسيدها ها وها، پروتئينچربي

نتيجه سبب اختلال در متابوليسم طبيعي سلول، اختلال در 
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شوند هاي مهم تنفس و فتوسنتز و كاهش رشد مييندافر
با توجه به افزايش نسبت وزن تر به وزن خشك . )22(

مولار نيترات نقره احتمالاً ميلي 1/0ها در غلظت ساقه

 A. annuaهاي گياه تواي آب ساقهاليسيتيشن مورد نظر مح
  .را در اثر تخريب غشاها افزايش داده است

 
حروف غير يكسان بيانگر اختلاف . (A. annua هاي مختلف نيترات نقره بر نسبت وزن تر به وزن خشك اندام هوايي درثير غلظتأت -1 شكل

  )است LSD آزمون با 05/0ها در سطح  دار ميانگين معني

: bو كلروفيل  aترات نقره بر ميزان كلروفيل ير نيتأث - 2
 aمولار نيترات نقره، ميزان كلروفيل ميلي 001/0در غلظت 
داري نسبت به شاهد يافت و در افزايش معني bو كلروفيل 

كاهش  aنيترات نقره، ميزان كلروفيل مولار  ميلي 1/0غلظت 
فيل نقش يگانه و كلرو ).2شكل (داري نشان داد معني

از آنجايي كه تجزيه . اثرگذار در زندگي گياهان عالي دارد
توان نتيجه گرفت كلروفيل پاسخ عمومي به تنش است، مي

هاي مهم شاخصيكي از كه تغييرات در ميزان كلروفيل 
به تنش را توصيف ها  گونهو تحمل است تنش محيطي 

با فلزات در مولكول كلروفيل  +Mg2جانشيني يون . كندمي
سمي مشخص مانند مس، روي، كادميوم يا جيوه در طي 

هاي فلزات سنگين در گياهان عالي نشان داده شده تنش
، به طوري كه )22(شود است كه باعث كاهش فتوسنتز مي

 همچنين فعاليتساختار و فعاليت مولكول كلروفيل و 
كربوكسيلاز اكسيژناز  -فسفات بيس - 5و  1ريبولوز  آنزيم
همچنين در زنجيره انتقال الكترون . دهد تغيير ميرا 

 b6fاز جمله سيتوكروم (ها فتوسنتزي و دسترسي به واسطه
) 31(و همكاران  Schat. كنداختلال ايجاد مي) b559و 

و  50، 25(نشان دادند كه اضافه كردن فلزات سنگين كروم 
به ) ميكرومولار 15و  10، 5(و نقره ) ميكرومولار 100

اي سالم سيانوباكتريوم و اسپيروليناپلاتنيس باعث هسلول
 IIدگرگوني در فعاليت زنجيره انتقال الكترون و فتوسيستم 

همچنين فلزات سنگين معمولاً از طريق مهار . شودمي
كنند، يندهاي متابوليكي را ممانعت ميافعاليت آنزيم، فر

بنابراين كاهش ميزان كلروفيل در اثر فلزات سنگين به علت 
براي مثال . باشدهاي بيوسنتز كلروفيل ميمهار فعاليت آنزيم

مهار فعاليت آنزيم پروتوكلروفيليد ردوكتاز با با كادميوم 
 آنزيم هاي سولفيدريل و نيز مهاركنش با گروه همواسطه بر

-سنتاز باعث كاهش كلروفيل مي) ALA(اسيد آمينولولينيك

هاي فلزات نبه علاوه نتايج نشان داد كه يو. )35(شود 
-سنگين وابسته به غلظت بر روي انتقال الكترون در جايگاه

واقع در (هاي چندگانه از قبيل مهار آنزيم شكست آب 
گذارند و انتقال اثر مي) IIجايگاه اكسيداسيون فتوسيستم 

گزارش ) Tao )17و  Huang. دهندانرژي را تغيير مي
فلز  كردند كه محتواي كلروفيل در حضور غلظت بالاي

كاهش يافت و  Pinus sylvestrisهاي گياه مس در جوانه
تواند ناشي از اين كاهش در محتواي كلروفيل مي

از . پراكسيداسيون غشاهاي كلروپلاست توسط مس باشد
ها غشاهاي بسيار حساس دارند، كه كلروپلاست آنجايي

احتمال دارد كه فلزات سنگين از جمله نقره بر سلامت 
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از علل ديگر . ا و بر فتوسنتز اثر بگذارندغشاي پلاستيده
كاهش كلروفيل توسط فلزات سنگين تأثير بر جمع شدن 

 –رنگدانه هاي  كمپلكسهاي كلروفيل در در مولكول
ها و مهار سنتر پروتئين سيستم پروتئين فتوسيستم

در مرحله نسخه برداري ) II )LHC IIآوري كننده نور  جمع
ن كلروفيل تازه تشكيل شده است كه منجر به فتواكسيدشد

نشان دادند كه ) 26( Sharmaو  Pandey. )15(گردد مي
هاي بالاي نيكل، كادميوم و كبالت منجر به كاهش غلظت

در گياه كلم شده  bو  aقابل توجه در غلظت كلروفيل 
  .است

جايي كه محتويات كلروفيلي گياه، يكي از  همچنين از آن
، بررسي تأثير است هاي عملكرد هورمون اتيلنشاخص

به عنوان يك مهاركننده دريافت اتيلن توسط (نيترات نقره 
بر ميزان كلروفيل كل، به صورت ) هاي آن در گياه گيرنده

غير مستقيم اطلاعاتي درباره تأثير اتيلن بر كلروفيل و 
هاي نقره با جانشيني در  يون .آوردفتوسنتز فراهم مييند افر

تيلني موجود در غشاء پلاسمايي هاي ا جايگاه فعال گيرنده
جاي كوفاكتور مس، ها و يا شبكه اندوپلاسمي به سلول
ها را غير فعال و مانع از پاسخ به اتيلن در  توانند گيرنده مي

 bو  aهاي بنابراين افزايش غلظت كلروفيل). 3(شوند گياه 
مولار نيترات نقره به طور واضح ميلي 001/0در غلظت 

. دهد تأثير آن را به عنوان بازدارنده فعاليت اتيلن نشان مي
نيترات  مولارميلي 001/0هاي تيمار شده با در نتيجه ساقه

- تواند ميزان تثبيت دي نقره با افزايش ميزان كلروفيل مي
هند و باعث اكسيدكربن و متعاقباً فتوسنتز را افزايش د

كاهش ميزان كلروفيل تحت . افزايش بيوماس گياه شوند
گزارش شده  in vitro تأثير هورمون اتيلن در شرايط كشت

است و مشخص شده كه ميان سطح اتيلن موجود در 
گيري شده  ظروف كشت بافت و سطح كلروفيل اندازه

كه اين كاهش توسط  )19( معكوس وجود دارداي  رابطه
هاي بيوسنتز يا فعاليت اتيلن مهار شده  ندهكاربرد بازدار

   .است

  ب الف

حروف غير يكسان بيانگر اختلاف . (A. annuaدر برگ  )ب( b كلروفيل و) الف( aهاي مختلف نيترات نقره بر مقادير كلروفيل ثير غلظتأت -2 شكل
  )است LSDآزمون  05/0ها در سطح  دار ميانگين معني

و پراكسيداسيون  H2O2ه بر ميزان ترات نقرير نيتأث - 3
و پراكسيداسيون ليپيد غشاء  H2O2ميزان : ليپيد غشاء

ها هاي تحت تيمار نيترات نقره در تمام غلظتنمونه
 ).2جدول (نشان داد  داري نسبت به شاهد معني افزايش

يكي از تغييرات بيوشيميايي كه در گياه تحت تنش ايجاد 
سيژن است كه محصول هاي فعال اكشود تجمع گونهمي

. باشداجتناب ناپذير متابوليسم طبيعي سلول مي
هاي گياهي از مهمترين كلروپلاست و ميتوكندري سلول

هاي الكترون. هاي فعال اكسيژن هستندهاي گونهتوليدكننده
توانند با اكسيژن  يافته از زنجيره انتقال الكترون مي نشت

، تركيب شده و مولكولي حاصل از متابوليسم طبيعي گياه
هاي اكسيژن اين گونه. نمايندهاي فعال اكسيژن توليد گونه
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هاي سمي و بسيار واكنش پذيرند و در غياب مكانيسم
توانند متابوليسم طبيعي سلول را به ميزان حفاظتي مي

ها از طريق پراكسيداسيون اين راديكال. زيادي مختل كنند
ها، غير پروتئينليپيدها و در نتيجه تخريب غشاء، تخريب 

ها و اختلال در ها، از بين بردن رنگيزهفعال كردن آنزيم
كنند كه تنش ثانويه اكسيداتيو ايجاد مي ،DNAعملكرد 

جدي به ساختارهاي سلولي و گياه  تهايمنجر به خسار
تنش ) 14( Kaoو  Hsu هايطبق گزارش. )29(گردد مي

شده رنج هاي بدر برگ H2O2كادميوم باعث افزايش مقدار 
همچنين افزايش ميزان پراكسيد هيدروژن به عنوان  .است

شاخص تنش اكسيداتيو تحت تيمار سرب در گياهچه هاي 
در اين تحقيق افزايش ). 12(يونجه گزارش شده است 

احتمالاً به دليل برهم خوردن تعادل بين توليد  H2O2ميزان 
هاي آزاد و فاكتورهاي مؤثر در حذف آنها در راديكال

همچنين ممكن است . ضور فلز سنگين نقره استح
هاي نشت كرده از زنجيره انتقال الكترون افزايش الكترون

هاي يافته، با اكسيژن مولكولي تركيب شده و توليد گونه
  .فعال اكسيژن بيشتر از نمونه شاهد شده باشد

يندهاي مخرب غشاء فعال شده و ازا فردر شرايط تنش
به عنوان . شونديپيدهاي غشاء ميمنجر به پراكسيداسيون ل

هاي آزاد تنش اكسيداتيو حاصل از شرايط مثال راديكال

محيطي نامناسب باعث آسيب رساندن به ليپيدها و 
هاي ليپيد و پراكسي اسيدهاي چرب غشايي شده و راديكال

هاي جديد راديكال. كنندو هيدروكسي پراكسي توليد مي
اكسيداسيون ليپيدها را هاي واكنشتوانند  ميتوليد شده 
گزارش شده است كه با افزايش ميزان . تسريع كنند

پراكسيداسيون ليپيد در گياهان تحت تنش كادميوم، فعاليت 
اين آنزيم اكسيژناسيون . يابدآنزيم ليپوكسيژناز افزايش مي

اسيدهاي چرب غيراشباع و با زنجيره طولاني را كاتاليز 
يدهاي غشاء، نفوذ پذيري پراكسيداسيون ليپ). 29(كند مي

دهد، به علاوه اكسيژناسيون غشاء را تحت تأثير قرار مي
اي را براي آورهاي ثانويهاسيدهاي چرب غير اشباع پيام

) 11(و همكاران  Gallego. كنند ميمقابله با تنش توليد 
هاي آفتابگردان با فلزات سنگين نشان دادند كه تيمار برگ

به افزايش پراكسيداسيون ليپيدي آهن، مس و كادميوم منجر 
در اين تحقيق نيز . شودو فعاليت آنزيم ليپواكسيژناز مي

ميزان پراكسيداسيون ليپيدهاي غشاء نسبت به شاهد افزايش 
در تمام  H2O2يافت كه اين مشاهده با توجه به افزايش 

در واقع در . باشدنيترات نقره قابل توجيه ميهاي  غلظت
اي فعال در حضور نيترات نقره، ميزان هاثر توليد اكسيژن

  .يابدپراكسيداسيون ليپيدهاي غشاء افزايش مي

  

 A. annuaهاي و پراكسيداسيون ليپيد نسبت به افزايش غلظت نيترات نقره در ساقه H2O2تغييرات ميزان  -2 جدول

  mM001/0 mM 01/0  mM 1/0 كنترل 

H2O2 44/1± 07/14c 59/1±01/18b 64/1 ± 27/24 a 72/0 ± 07/19 b 

 c 2/0 ± 73/8 b 2/0 ± 7/8 b 2/0 ± 42/9 a 9/2 ± 2/0  پراكسيداسيون ليپيد

: دانياكسيآنت يهاترات نقره بر فعاليت آنزيمير نيتأث - 4
فعاليت آنزيم كاتالاز تحت تيمار نيترات نقره در تمام 

شكل (داري داشت تيمارها نسبت به شاهد افزايش معني
فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز در تيمار ). الف - 3

نسبت % 43/30و % 04/25مولار به ترتيب ميلي 1/0و  01/0
فعاليت ). ب -3شكل (داري يافت به شاهد كاهش معني

مولار ميلي 1/0آنزيم گاياكول پراكسيداز تنها در تيمار 
شكل (ن داد داري نشانسبت به شاهد كاهش معني% 69/53
 01/0در تيمار  زفعاليت آنزيم گلوتاتيون ردوكتا). ج - 3

مولار، ميلي 1/0افزايش و در تيمار % 89/44مولار، ميلي
همچنين ). د - 3شكل (داري نشان داد كاهش معني% 93/53

و  001/0فعاليت آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز در تيمارهاي 
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نسبت به % 51/11و % 33/13مولار به ترتيب  ميلي 01/0
همان طور كه ). ه - 3شكل (داري يافت شاهد كاهش معني

O2ذكر شد تنش فلزات سنگين افزايش توليد 
را  H2O2و  -

هاي كاتالاز افزايش فعاليت آنزيم. در گياهان به همراه دارد
دهد كه توسط نيترات نقره نشان مي گاياكول پراكسيدازو 

سيد هيدروژن ها با همكاري هم در حذف پراكاين آنزيم
- اكسيدان ميكنند و نيز دليلي بر شروع دفاع آنتيعمل مي

به طوري كه به عنوان مثال پاسخ ناكافي يك آنزيم به  ،باشد
-نيترات نقره توسط افزايش فعاليت آنزيمي ديگر جبران مي

هاي گياهي حضور دارد زوم سلولكاتالاز در پراكسي. شود
اين . هيدروژن است و مهمترين آنزيم براي حذف پراكسيد

ها را از اثرات سمي پراكسيد هيدروژن از طريق آنزيم سلول
تجزيه آنها به اكسيژن مولكولي و آب، بدون توليد 

طبق نتايج حاصل ). 6(كند هاي آزاد حفاظت ميراديكال
، اضافه كردن )32(و همكاران  Schutzendubelتوسط 

 هايشهري ميكرومولار به كشت هيدروپونيك 50كادميوم 
Pinus sylvestris  ساعت اول باعث افزايش فعاليت  6در

- كاتالاز، آسكوربات پراكسيداز و سوپراكسيدديسموتاز مي

 6در حالي كه در  ،يابدساعت كاهش مي 12شود و بعد از 
-ساعت اول باعث كاهش فعاليت گلوتاتيون ردوكتاز مي

ساعت باعث افزايش فعاليت اين آنزيم  12شود و بعد از 
 افزايش فعاليت آنزيمهمچنين  .شودنسبت به شاهد مي

و سوپراكسيد ديسموتاز تحت گلوتاتيون پراكسيداز  هاي
تنش سلنيم و بدنبال آن كاهش تنش اكسيداتيو در گياهچه 

در اين تحقيق با توجه  ).13(هاي گندم گزارش شده است 
 به اينكه فعاليت آنزيم كاتالاز در تمام تيمارها افزايش يافته

هاي فعال بيشتر از توان نتيجه گرفت كه حذف اكسيژنمي
ها بر عهده كاتالاز بوده و پاسخ ناكافي ساير ساير آنزيم

فعاليت آنزيم گلوتاتيون . ها را جبران كرده استآنزيم
مولار نيترات نقره افزايش ميلي 01/0ردوكتاز تنها در تيمار 

اتالاز كمك دار يافت كه احتمالا به فعاليت آنزيم كمعني
-ها در تمام تيمارها يا تغيير معنيساير آنزيم. شده است

تغييرات ايجاد شده در . داري نداشته يا كاهش يافتند
اكسيدان ممكن است در ارتباط با هاي آنتيفعاليت آنزيم

ها در پي ROSتنش اكسيداتيو وارده به گياه در اثر تجمع 
يند افرتيمار فلز سنگين نقره و همچنين تشديد 

در كل . پراكسيداسيون ليپيدهاي همسو با اين تنش باشد
تواند برابر با افزايش سرعت افزايش فعاليت آنزيمي مي

هاي احتمالاً از علت. ها در گياه باشدROSزدايي  سميت
تواند تشديد اثرات مخرب نقره ها ميكاهش فعاليت آنزيم

ها ها القا شده بر ساختار و فعاليت اين آنزيمROSو يا 
تواند جانشين فلزاتي كه به مشخص شده كه نقره مي. باشد

عنوان كوفاكتور آنزيمي در ساختار آنزيم قرار دارند، گردد 
  ).28( داشته باشد و به اين ترتيب بر فعاليت آن اثر منفي

 الف

  

 ب
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  ج

  د

  
  ه

  
، گلوتاتيون ردوكتاز )ج(، گاياكول پراكسيداز )ب(، آسكوربات پراكسيداز )الف(هاي مختلف نيترات نقره بر فعاليت آنزيم كاتالاز ثير غلظتأت -3 شكل

  )است LSDآزمون  05/0در سطح ها  دار ميانگين حروف غير يكسان بيانگر اختلاف معني. (A. annua هايدر ساقه) ه(و سوپراكسيدديسموتاز ) د(

ميزان پرولين در : ميزان پرولينترات نقره بر ير نيتأث - 5
گيري نسبت به  هاي نيترات نقره افزايش چشمتمام غلظت

اسيدآمينه پرولين تحت شرايط  ).4شكل (شاهد نشان داد 
پرولين در محدوده . يابدنامطلوب محيطي در گياه تجمع مي

مانند هاي مختلفي هي تحت تنشهاي گياوسيعي از گونه
مجتمع خشكي، شوري، دما، نور زياد و فلزات سنگين 

  . )21(شود مي

ها از جمله تنش فلزات سنگين، با سرعت بخشيدن به تنش
و  Shah. دهندپيري برگ، ميزان پرولين را افزايش مي

دليل افزايش پرولين در گياه تيمار شده با ) 33(همكاران 
براي حفظ اسيديته سيتوزولي و يا راهي كادميوم را تلاش 

مي گياهان تحت تنش توسط اين براي حفاظت آنزي
دليل ) 31(و همكاران  Schat. كردندآمينه اعلام اسيد

 Sileneافزايش پرولين تحت تيمار كادميوم در گياه 

vulgaris ثر از تنش كادميوم، نه اثر مستقيم ؤرا كمبود آب م
تجمع پرولين در زمان . دانستندكادميوم بر اين اسيد آمينه 

تنش، حاصل تغيير در سرعت بيوسنتز و تجزيه اين 
هاي در اين حالت ميزان فعاليت آنزيم. باشداسيدآمينه مي

-وردهاهاي مؤثر پيش سازها و فرمربوطه، همچنين غلظت

بيني توان پيشدر اين تحقيق مي. )32(است هاي آن مهم 
هاي نيترات تمام غلظت كرد كه افزايش ميزان پرولين در

نقره به جلوگيري از آسيب اكسيداتيو القا شده توسط 
  .نيترات نقره كمك كرده است
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ها در  دار ميانگين حروف غير يكسان بيانگر اختلاف معني. (A. annua هايهاي مختلف نيترات نقره بر ميزان پرولين در ساقهثير غلظتأت - 4شكل 

  )است LSDآزمون  05/0سطح 

 هاساقه در موجود نقره كه دهدنشان مينتايج اين پژوهش 
 به كه شده هيدروژن پراكسيد مثل تركيباتي تجمع باعث
 القاي باعث و عمل كرده پيام رسان مولكول يك عنوان
ت يش فعاليافزا. شودمي هابرگ در اكسيداتيوآنتي دفاع
دهنده شركت فعال  نشانش تنش نقره يم كاتالاز با افزايآنز
از نقره است، كه به منظور  يو ناشيداتيم در دفاع اكسيآنز

ليه تنش فلزات سنگين، ع درمنه يكسالهبهبود مقاومت گياه 
   .گرددكاتالاز اين گياه توصيه مي هاي ترانسژنيكايجاد لاين

  گزاريسپاس

اين پروژه با حمايت معاونت پژوهشي دانشگاه شهركرد 
. گردداني ميه است، كه بدين وسيله قدردانجام شد

ن مركز ملي ذخاير مچنين نويسندگان مقاله از مسئولاه
هاي در اختيار گذاشتن نمونهدليل به  ژنتيكي و زيستي ايران
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Abstract 

In plants, several protective systems cooperate to overcome stressful conditions such as 
the pollution of the medium to heavy metals. In this research, the influence of different 
concentrations of silver nitrate on growth index, chlorophyll content, H2O2 content, 
lipid peroxidation, proline content, and the activity of antioxidant enzymes in shoot 
culture of Artemisia annua L. were investigated. In order to show the effects of the 
silver as heavy metal, on the aforementioned indices, the experiment was carried out in 
a completely randomized design with 3 replications. The different concentrations of 
silver nitrate (0, 0.001, 0.01, 0.1, 1, and 2 mM) were added to liquid MS medium 
including Artemisia shoot. The results showed that the ratio "fresh weight/dry weight" 
of the treated samples in 0.1 mM concentration of silver nitrate was increased relative to 
the control. Chlorophyll a and b contents were increased in 0.001 mM concentration and 
chlorophyll a was decreased in 0.1 mM concentration in comparison to the control. 
Among the measured antioxidant enzymes activity, only catalase was increased in all 
concentrations. Silver nitrate elicitor caused proline, H2O2, and lipid peroxidation to be 
increased in all concentrations. This study showed that the silver led to the 
accumulation of H2O2 as a signal and induced the antioxidant defense in shoots. 
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