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 Crocus ( هاي پاداكساينده در قطعات گل نارس زعفران هاي زيمايه مطالعه ايزوفرم

sativus L.  (به روش الكتروفورزي يزا اندام برترانتخاب  نمونه  براي ايران  
  3طيبه رجبيانو  2زاده ، حسن ابراهيم*1،2زاده نمين منير حسين

  اسي، گروه فيزيولوژي گياهيشن دانشگاه تهران، پرديس علوم، دانشكده زيستتهران،  1
  شناسي دانشگاه الزهرا، دانشكده علوم، گروه زيستتهران،  2
  دانشگاه شاهد، دانشكده علوم، گروه زيست شناسيتهران،  3

  17/9/91 :تاريخ پذيرش  11/7/91 :تاريخ دريافت
  چكيده

 انداممنظور تعيين  تحقيقي به .شود استفاده ميز نيعنوان ادويه و در پزشكي  هب Iridaceae تيرهاز ) .Crocus sativus L(زعفران 
كننده  هاي پاداكساينده و تعيين هاي زيمايه مفرو ايزوظهور شدت  .شدانجام بهبود محصول زعفران كشت بافت و مناسب براي 

. زعفران انجام شد الكتروفورز و با استفاده از پنج قطعه گل نارس روش بهي است يزا كه نشانگر پتانسيل اندام  H2O2 /O2  نسبت
سوپراكسيد ديسموتاز كه  هستند وH2O2 كننده  بافت و مرحله نموي و مصرف نشانويژهتعداد ايزوفرمهاي پراكسيداز كه 

كه در  كاتالاز. را به نمايش گذاشتند H2O2 /O2 ترين نسبت پائين ميلهگلپوش و است در تخمدان بالاترين و در  H2O2 توليدكننده
سه زيمايه  .ستاپاسخگويي قادر به  H2O2سطوح پائين  بر خلاف پراكسيداز درو  شود غيرفعال مي H2O2غلظت بالاي 

رشد و نيز  و روابط بين اندامها ويژهنشانمالات دهيدروژناز  نمو، و رشد و نشانويژه سيستم دفاعيپلي فنل اكسيداز  پاداكساينده
 وعنوان نمونه برتر  هبتخمدان  يبالا توان بارهدررا ا اطلاعات مفيدي ويژه سطح سازمان يافتگي بافتهنشانو استراز  H2O2توليد 
  .انتخاب كنيمكشت بافت نمونه را براي مناسبترين تا بتوانيم  دادند ارائهي يزا در اندامرا و ميله گلپوش پائين توان 

  . Crocus sativus L،ايزوفرم ،الكتروفورز ،Iridaceae: كليديهاي  واژه

  monirhosseinzade@yahoo.com  :، پست الكترونيكي88044051: ل، تلفن تماسنويسنده مسئو* 

  مقدمه
 تيرهعضوي از  واي  تك لپه ،ترپيلوئيد، عقيم يزعفران گياه

)Iridaceae (عنوان  ههاي خشك شده زعفران ب كلاله. است
از زعفران ) crocin(وسين كر رنگ .شود مصرف ميادويه 

امروزه زعفران . استمحلول در آب  و كاروتنوئيدمشتقات 
ضد سرطان، ضد تومور  عنوان هب در پزشكيعلاوه بر ادويه 

كننده  رود كه جاروب بكار ميپاداكساينده عنوان  هب نيز و
هاي  گونه .است) ROS( اكسيژنهاي واكنشگر  گونه

، (O˙-2)پر اكسيد شامل سو ترتيب بهاكسيژن واكنشگر 
 OH)·(و راديكال هيدروكسيل   (H2O2)ن پراكسيدهيدروژ

 ،آور از قبيل پراكسيداسيون ليپد زيان يكه اثرات باشند مي

 دارنددر سلولها ها را  پروتئين واسرشتيو  DNAموتاسيون 
 CAT و  SOD،PODاز قبيل هاي پاداكساينده  زيمايه. )25(

ترتيب  روژن پراكسيد را بهاكسيژن و هيدراديكال توانند  مي
در غلظت پائين كه  اكسيژنهاي واكنشگر  گونه .ذف كنندح

در  و دهي سلولي بوده دخيل در علامت دارنداثرات خفيف 
هاي پاداكساينده  هاي قابل تحمل بوسيله زيمايه غلظت

 H2O2در متابوليسم طبيعي سلول،  ).11(شوند جاروب مي
ستها، از طريق زنجيره در كلروپلا Mehlerاز طريق واكنش 

تنفس نوري از  در ها و انتقال الكترون در ميتوكندري
هاي زيستي و  تنش. شوند ها توليد مي زوم پراكسي
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را از اين مسيرها و نيز از منابع  H2O2غيرزيستي توليد 
هاي  اكسيدازها و يا پراكسيداز NADPHاي از قبيل  زيمايه

سلولي، با  H2O2سطوح . دهند ديواره سلولي افزايش مي
و متابوليسم از طريق كاتالاز و  H2O2هاي  ميزان فراورده

اسكوربات كه شامل اسكوربات  -چرخه گلوتاتيون
و ) DHAR(، دهيدرواسكوربات ردوكتاز )APX(پراكسيداز 

 همچنين . شود تعيين مي ،است )GR( زگلوتاتيون ردوكتا

H2O2حياء از حالت ا گلوتاتيون واكنش نشان داده و آنرا هب
)GSH ( به حالت اكسيد)GSSG( كند تبديل مي .

دهي  دست علامت پائين هورمونهاي گياهان عالي نه تنها در
ROS اند، بلكه  قرار گرفتهROS هاي  به نوبه خود پيك

 ).8(دهي هورموني هستند ثانوي در اغلب مسيرهاي علامت
آوري را از طريق اكسايش چربيها، شكستن  آنها اثرات زيان

در ها  و واسرشتي پروتئين DNAجهش در  ،اكاريدهاس پلي
گياهان واجد دو سازوكار  ).25و  3( گذارند سلولها مي

اي براي  اي و زيمايه هاي غير زيمايه دفاعي پاداكساينده
  ).1( كاهش اثرات كشنده هستند

 بشرحاي بكار رفته در اين پژوهش  هاي زيمايه پاداكساينده
  .زير است

 (SOD, EC 1.15.1.1):تازسوپر اكسيد ديسمو

(Superoxide dismutase)  سوپر اكسيد ديسموتاز
جاروب كرده و  را (O˙-2)تواند سوپر اكسيد آنيوني  مي

اي را با كاتاليز كردن سوپر  ياخته H2O2و  O˙-2غلظت 
به H2O2 . تنظيم نمايد H2O2 و O2تبديل آنها به  اكسيد و

سوپر . شود مي نوبه خود توسط كاتالاز و پراكسيداز حذف
اكسيد علاوه بر واكنشگري، به دليل عدم انتشار از عرض 

در گياهان . ديواره و ماندگاري در محل توليد، مخرب است
برحسب نوع كوفاكتور فلزي كه زيمايه از آن استفاده 

شناخته  SODسه نوع  اي، كند و نيز جايگاه زير ياخته مي
وم، ز در ميتوكندري و پراكسي Mn-SOD .شده است

Cu/Zn-SOD زوم و  در سيتوسل، كلروپلاست و پراكسي
Fe-SOD  حداقل يك نسخه از  .قرار گرفتنددر كلروپلاست

- SOD .باشد مي ژنوم گياهي موجود در هر Mn-SODاين 
Fe رسد  نظر مي  هب. شود در كلروپلاستها يافت ميSOD-
Fe هاي گياهي با  در بعضي از گونه Cu/Zn-SOD 

  ).16( جايگزين شده باشد

باعث كاتالاز : (CAT, EC 1.11.1.6) (Catalase) كاتالاز
بدون اينكه  ،شود ميO2 و  H2Oبه  H2O2ديسموتاسيون 

كاتالاز نسبت به . نياز به منابع احياء كننده داشته باشد
 ،دارد H2O2ن كمتري در جاروب كردن تواپراكسيدازها 

 .اردددر آنها وجود زيرا تمايل كمتري نسبت به گهرمايه 
كاتالاز گلي  .در ذرت بافت ويژه است بيان ژن كاتالاز

 توليد شده در H2O2اكسي زوم نقش اساسي را در شكستن 
كند و بيان آنها  در تنفس نوري بازي مي اكسيداسيون و -بتا

  ).10( ويژه مرحله نمو بافتي استنشاناندام ويژه و نيز 

اهان گي :(POD, EC 1.11.1.7) (Peroxidase)پراكسيداز 
باشند كه در  عالي واجد دسته بزرگي از پراكسيدازها مي

هاي فيزيولوژيكي از قبيل جاروب فرايندطيف وسيعي از 
ن سلول، ساختار ديواره شد، طويل H2O2كردن و ايجاد 

الگوي . كنند شركت مي تنشبه  سلولي، تمايز و پاسخ گياه
ايز تنظيمشان وابسته به تم وويژه بياني پراكسيدازها بافت 

بطور كلي پراكسيدازها براساس عملكرد و جايگاه . است
كه آنهايي . شان به دو گروه تقسيم شدند زير سلولي

عنوان گهرمايه احياءكننده  هرا ب) متوكسي فنل -o(گاياكول 
 در سيتوسل، واكوئل، ديواره سلولي و؛ كنند اكسيد مي

د د و در تعدادي از فرايندها كه به رشدارنآپوپلاست قرار 
نوع ديگر آن . ندكن ميشركت  ،شوند و تمايز گياه مربوط مي
رمايه احياكننده استفاده عنوان گه هاسكوربيك اسيد را ب

 H2O2بعضي از پراكسيدازهاي گياهي توليد . )12(كنند مي
دانه  -پراكسيدازهاي ويژه پرزها در ميانكنش كلاله .كنند مي

اجازه  و ن ديواره سلول كلاله شدهشدگرده، باعث سست 
شناسايي نيز كمك به  و، دهد نفوذ و رشد لوله گرده را مي

 زا و عوامل بيماري برابردانه گرده گونه ويژه، دفاع 
در زمان قبول دانه گرده كرده و  )نكتار(شهد محافظت از 
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هاي  كلاله ه شده كهاز طرفي نشان داد .نقش كليدي دارند
زيرا  ،وندش زاها محافظت مي و تازه از حمله بيماري تر

را كه بعضي ) PR(زايي  بيماريينهاي مربوط به ئخامه پروت
 ).22(كند  بيان مي ،باشند از آنها پراكسيدازها مي

 PPO, EC) (Polyphenol oxidase) زلي فنل اكسيداپ

 - Oباعث تبديل مونو فنلها به ها پلي فنل اكسيداز :(1.1.1
-Oبه ها  دي هيدروكسي فنل -Oسپس  ها و دي فنل

quinone توليدات بعداً ند كه شو ميO-quinone  حاصل
پروتئينهاي سلولي  يهاي آمين تواند پليمريزه شده با گروه مي

اي  هاي سياه و يا قهوه منجر به رنگيزهو واكنش نشان دهد 
ها و اغلب تركيبات فنلي، تركيبات حد واسط  فنل. شود

در  اشند كهب مسيرهاي شيكيميك اسيد و فنيل پروپانوئيد مي
ژنهاي اين  .بيوسنتز چوب ديواره سلولي دخيل هستند

ها بصورت خانواده چند ژن و در  زيمايه در بعضي گونه
در هاي آنها  زيمايه. برخي بصورت تك ژني شناسائي شدند

حضور  هر دوفتوسنتزكننده  كننده و غير بافتهاي فتوسنتز
لاكازها : دو دسته پلي فنل اكسيداز وجوددارد. دندار

(Laccases) كاتكول اكسيدازها  و)(catechol oxidases. 
كاتكول اكسيداز به گرانومهاي كلروپلاست و ميتوكندري 

دو با استفاده از  لاكاز هر كاتكول اكسيداز و .اتصال دارد
مقدار . كنند هاي فنلي را اكسيد مي اكسيژن مولكولي گهرمايه

 .)21( كند نمو گياه تغيير مي شرايط رشد ودر  زيمايه
تفاوتهاي مشاهده شده در الگوي ايزوفرمي در ارتباط با 

بافتي، تيمار با  اندامكهاي زير سلولي، مرحله نمو
زا از نظر  حمله عوامل بيماري هورمونهاي گياهي و

 پلي فنل اكسيدازفعاليت  .فيزيولوژيكي داراي اهميت است
اين امر . هاست از ساير دوره در ابتداي تكوين گل بيشتر

 دورهبه سازوكارهاي دفاعي  از نياز بيشترناشي  احتمالآ
  ).23( باشد ميگلدهي 

مالات  :(MDH- EC.1.1.1.37) مالات دهيدروژناز
ها، ميتوكندريها، پراكسي  دهيدروژناز در گلي اكسي زوم

مالات  .ها، كلروپلاستها و سيتوسل حضور دارد زوم

+دهيدروژناز وابسته به 
NADP  كلروپلاستي بطور

مالات دهيدروژناز . شود يم بوسيله نور تنظيم ميغيرمستق
+وابسته به 

NAD  در گياهان عالي در سه فرم در
 +NADPها و فرم وابسته بهاندامكسيتوپلاسم، ميتوكندري و 

در كلروپلاستها حضور دارند و بوسيله ژنهاي مختلف 
د و به نشو در سيتوپلاسم سنتز مي اي رمز سازي و هسته
تغيير يك آمينواسيد  ).13(دنياب انتقال مي هاي مورد نظر اندام

 MDHويژگي زيمايه را به ) LDH(در لاكتات دهيدروژناز 
 و گلوتامين در MDHنين در يكه آرژ طوري هب ،دهد تغيير مي

LDH و گهرمايه ترجيحي براي MDH  اگزالوا ستات و
در دسته دو  هر MDHو   LDH.ات استوپيرو LDHبراي 

اطلاعات  MDHسيستم . ر دارنداكتازها قراواكسيدورد
مفيدي درباره روابط بين اندامها و بافتها در خصوص رشد، 

مسير بيوسنتز  ها در اين زيمايه. دهد متابوليسم و توارث مي
الكالوئيدهاي  فنيل پروپانولها، ترپنوئيدها، استروئيدها و

حاصل از مسير شيكيميك اسيد و بيوسنتز هورمونهاي 
از قبيل چرخه كربس و سمي بوليگياهي و مسيرهاي متا

www.genome.jp/dbget-( دنكن تنفس نوري شركت مي

bin/www_bget?ec:1.1.1.37.(  

 ي نسبت بههاي مناسبترنشانگراسترازها  :ازراستيل است
طرفي  زا. فرايندهاي نموي هستند پراكسيدازها در

. باشند ي گياهي مييزا رهاي خوبي براي ريختنشانگ
الگوهاي ايزوفرمي آنها در بين بافت هاي سازمان يافته و 

در  Dewitteو Coppens . غير سازمان يافته متفاوت است
 طرحهاي ايزوزيمي استراز در كردند كهگزارش  1990سال

يي بيوشيميا هاينشانگرعنوان  هتوانند ب كالوس جو دوسر مي
ي استفاده شوند و نيز سيستم استراز يزا اندام ي ويزا رويان

ي، قبل از اينكه رويانهاي بدني شكل يزا براي بررسي رويان
به  طرح ايزوفرم پيچيده بوده و. هستند تر د، حساسنبگير

حاضر هدف از پژوهش . مرحله ريختي خاص ارتباط دارد
اينده در مطالعه و مقايسه ايزوفرم هاي شش زيمايه پاداكس

تخمدان، خامه، (پنج قطعه مختلف گل نارس زعفران 
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ژل با با استفاده از روش الكتروفورز ) گلپوش، ميله و كلاله
براي كشت مناسب  انداممنظور تعيين  اكريلاميد بهپلي 

براي بهبود محصول زعفران است زيرا اغلب اين بافت و 
د رشد بوده و اطلاعات مفيدي در مورويژه زيمايه ها بافت 

  .دهند و سازمان يافتگي نمونه ها مي نمو و

  مواد و روشها
ها با  بنه ،هابراي برقراري آزمايش : نمونه هاي گياهي

باد كرج وابسته به پرديس علوم آنارس از مزرعه مرد هايگل
 يآذر و دهاي  ماهدانشگاه تهران در فصل پائيز در فاصله 

. تقال يافتندآوري شدند و بلافاصله به آزمايشگاه ان جمع
سپس بر روي يخ قسمتهاي مختلف گل كه شامل تخمدان، 

 و خامه، ميله، كلاله و گلپوش بودند از هم تفكيك شده
بندي ابتدا به ازت مايع انتقال و بعد  پس از توزين و بسته

 . داري شدند تا زمان آزمايش نگه - С80⁰در فريزر 

) مولار 2/0( از بافر سديم فسفات استخراج پروتئين براي 
8/6  pH  با  )6( برادفورد روشاز سنجش پروتئين براي و

-Shimadzu Model UV-160سنج  استفاده از دستگاه طيف

Japan  و در طول موجnm 595 و براي نمايش  استفاده شد
به روش  ميد اكريلاپلي ژل با  ايزوفرم ها از الكتروفورز

PAGE  )14( وفوروز ژلها بعد از اتمام الكتر .استفاده شد
  .قرار گرفتند ها زيمايه ختصاصيي ااه هدر تماس با گهرماي

و  ميد روي ژلهاي پلي آكريلابر آشكار سازي زيمايه ها 
ژل  بر رويآشكار سازي زيمايه ها براي :  Rm محاسبه

حاوي زيمايه  از خاتمه الكتروفورز ژل بعد ،پلي آكريلاميد
فرم وايزتا  فتقرار گر اختصاصي در مجاورت گهرمايه

 سپس. دنظاهر شو زيمايهآن  )نوار هاي اختصاصي( يها
Rm )relative mobility(  مسافت طبق فرمول ايزوفزم ها

پيموده شده توسط نوار پروتئيني در ژل زيرين از شروع ژل 
مسافت پيموده شده توسط  تقسيم برزيرين تا نوار پروتئيني 

تا خط پيشروي از شروع ژل زيرين رنگ در ژل زيرين 
 .محاسبه شد رنگ

آشكار : و مالات دهيدروژناز سوپر اكسيد ديسموتاز
و مالات دهيدروژناز  سازي فعاليت سوپر اكسيد ديسموتاز

در مجاورت محلول پلي آكريلاميدي  ٪ 10در ژلهاي 
ايزوفرم ي يشناسابراي  ).30( شد انجاماختصاصي  گهرمايه

 و  Fe-SOD, Mn-SODيعني ،SOD انواع مختلفي ها
Cu/Zn-SOD  اختصاصي از بازدارنده هاي پيش تيماري 

H2O2 (5mM)و KCN (3mM) انواع از ميان  .انجام شد
 حساس به سيانيد، Cu/Zn-SOD يايزوفرم هامختلف 

 و H2O2حساس به  Cu/Zn-SODو  Fe-SODايزوفرم هاي 
 بازدارنده بودند مقاوم به هر دو Mn-SODهاي ايزوفرم 

)20.( 

 5/7 كاتالاز در ژل يزوفرم هاياآشكار سازي  :كاتالاز
 مجاورت محلول گهرمايه درپلي آكريلاميد  درصد

  ).9( شدانجام  اختصاصي

 ايزوفرم هايآشكار سازي  :پلي فنل اكسيدازو  پراكسيداز
  5/7 هايدر ژلترتيب  پلي فنل اكسيدازها به و پراكسيدازها

گهرمايه  در مجاورت محلول پلي آكريلاميد درصد 10و 
  ).28( انجام شد اختصاصي

پلي  درصد 10در ژلهاي  استراز يها ايزوفرم :استيل استراز
آن اختصاصي آكريلاميد در مجاورت محلول گهرمايه 

  ).4( آشكار سازي شد

  نتايج
 نتايج :اي پاداكسايندهه زيمايه فعاليت سازي آشكار
 هاي ايزوفرم ظهور شدت مقايسه و سازي آشكار از حاصل
اكسيداز،  فنل كاتالاز، پلي ز،پراكسيدا هاي زيمايه

و استيل استراز  دهيدروژناز ديسموتاز، مالات سوپراكسيد
 پلي ژل در مزروعي پنج قطعه گل نارس زعفران در

   .باشد مي زير بشرح آكريلاميد

نتايج مطالعه ايزوفرمهاي : سوپر اكسيد ديسموتاز
دهنده دو دسته  در نمونه ها نشان سوپراكسيد ديسموتاز

هاي  Rmدسته اول با  ايزوفرم در پنج. بود) نوار( ايزوفرم
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دسته  و چهار ايزوفرم در 48/0و  5/0، 52/0، 55/0، 58/0
بر روي ژل  26/0و  3/0، 36/0، 42/0هاي  Rmدوم با 

دو دسته در قطعات تخمدان،  نوارهاي هر. آشكار شدند
بر حسب نمونه و با شدت هاي مختلف خامه و گلپوش 

نوارهاي دسته اول را نسبت به  ،ميلهقطعه . آشكار شدند

كلاله كه  به غير از .دسته دوم با شدت كمتري آشكار كرد
 ،بود در دسته اول 48/0 و 5/0 هاي Rm با نوار فاقد دو

با شدت هاي متفاوت به  راها نوارمام تنمونه ها بقيه 
بشدت  36/0 و 42/0هاي  Rmدو نوار با . نمايش گذاشتند

  .)1 شكل( شدند ردر همه نمونه ها ظاه
  

  

  

  

  

  

  

  

  

 

  
 

  (S) و كلاله   (F)، ميله  (P)، گلپوش  (St) ، خامه(O)تخمدان : در پنج قطعه گل نارس زعفران مزروعي SODهاي  نيمرخ ژل با ايزوفرم -1شكل 

  H2Oو  KCN ي در نمونه ميله با پيش تيمارها SODهاي  در دو سمت نيمرخ ژل با ايزوفرم
  
 

در نمونه  بررسي ظهور و شدت نوار هاي كاتالاز :كاتالاز
 هاي مختلف نشان داد به غير از كلاله كه واجد تك نوار با 

Rm78/0  بود بقيه از الگوي ايزوفرمي مشابهي پيروي
بودند  77/0و  9/0هاي  Rmنوار با  داراي دو كردند و

   ).2 شكل(

 در نوارهاي پراكسيدازي شدت بررسي ظهور و :پراكسيداز
 Rmميله و كلاله با داشتن يك نوار با كه نمونه ها نشان داد 

مشابه هم بودند ولي شدت ظهور در آنها متفاوت  81/0
بود ولي  71/0 و Rm 81/0تخمدان واجد دو نوار با . بود

گلپوش . نسبت به بقيه بيشتر بود Rm81/0 شدت نوار در 
علاوه  48/0و  Rm 53/0 ،51/0با  ضعيف ييواجد نوارها

-/ Rm 81/0 - 71خامه واجد سه نوار با . بود 81/0بر 
  ). 3 شكل(ظاهر شدند  كمرنگكه بطور بود  63/0

ظهور و شدت نوارهاي پلي فنل  :پلي فنل اكسيداز
تخمدان، خامه، گلپوش و ميله دو  كه نشان داد اكسيداز
با شدت هاي مختلف  را 82/0و  92/0هاي  Rmنوار با 

 Rmبا  هر كردند ولي جداكشت كلاله فقط يك نوارظا
  ).4 شكل( را ظاهر كرد 72/0
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 : مزروعيدر پنج قطعه گل نارس زعفران ) CAT(هاي  نيمرخ ژل با ايزوفرم -2شكل 

  (S) و كلاله   (F)، ميله (P)، گلپوش  (St) ، خامه(O)تخمدان  
  
  

         

  
  
  
  

    
 
  
  

 
 
 

  :در پنج قطعه گل نارس زعفران مزروعي) POD( پراكسيدازهاي  نيمرخ ژل با ايزوفرم -3شكل 
  (S) و كلاله   (F)، ميله(P)، گلپوش ) (St ، خامه(O)تخمدان 

  

 مالات ينوارها شدت و ظهور رسيبر :دهيدروژناز مالات
با  نوار دو واجد خامه و تخمدان كه داد نشان دهيدروژناز

Rm 67/0  چهار خامه در ظهور شدتكه  بودند 69/0و 
 نوارفاقد  كلاله و گلپوش هاي نمونه. بود تخمدان برابر
 Rm با سوم نوار واجد نوار دو بر علاوه ميله نمونه. ندبود
 بودند مساوي و متوسط نوار سه رهتظاهرات  كه بود 65/0

 .)5شكل (

ايزوفرم ها در سه دسته روي ژل ظاهر : استيل استراز
و  89/0، 95/0(هاي  Rmايزوفرم هاي دسته اول با . شدند

 71/0ايزوفرم علاوه بر ) 81/0 و 86/0، 92/0(يا  و) 84/0
 هر نمونه فقط يكي ازدر . ندهر دو دسته بوددر مشترك كه 
، 47/0هاي  Rmنوار با  5دسته دوم . اجد بوددسته را و دو
هاي  Rmنوار با  4و دسته سوم  32/0و  35/0، 4/0، 44/0
از ميان . ظاهر شدندبر روي ژل  23/0 و 26/0، 28/0، 31/0

  .بودند Rm 71 /0كلاله و خامه واجد ايزوفرم نمونه ها 
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  : در پنج قطعه گل نارس زعفران مزروعي) PPO(پلي فنل اكسيداز هاي  نيمرخ ژل با ايزوفرم -4 شكل
 (S)و كلاله   (F)، ميله(P)، گلپوش  (St)، خامه(O)تخمدان 

 
 
  
 
 
  
  
 
 

                
 
 

  :در پنج قطعه گل نارس زعفران مزروعي  (MDH)مالات دهيدروژنازهاي  نيمرخ ژل با ايزوفرم -5شكل 
  (S) و كلاله  (F)، ميله  (P)، گلپوش  (St) ، خامه(O)تخمدان 

 Rmميله فقط در دسته دوم با سه نوار با  قطعات گلپوش و
كلاله و خامه با . ندشتتفاوت دا 35/0 و 44/0، 47/0هاي 

تشابه در  در دسته اول و 71/0 نوار با همراهنوار  داشتن دو
از طرفي . نوارهاي دسته دوم و سوم شبيه هم بودند

هر سه دسته  ميله در داشتن تعداد نوارها درتخمدان و 
 .)6 شكل(مشابه هم بودند 

   بحث

كه  راO˙-2    تواند اين زيمايه مي :سوپر اكسيد ديسموتاز
 O2مولكول علامت دهنده است و از كاهش يك الكترون 

انتقال الكترون در ميتوكندري يا  چرخه حاصل از
يد هاي اكسيداسيون اس - يا از چرخه بتا كلروپلاست و

تبديل  H2O2به آيد  بدست ميچرب در گلي اكسي زوم 
توانند ژنهاي مختلفي را  ميهر دو  H2O2 و O˙-2. نمايد

 H2O2 پراكسيدازو  كاتالاز. بطور انفرادي يا با هم القاء كنند
كشت  در. كنند به آب و اكسيژن تبديل ميتوليد شده را 
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 پتانسيل پائين O˙-2بافت توت فرنگي سطوح بالاي 
 H2O2تر  و پائينO˙-2  سطوح بالاتر .نشان داد رازايي  اندام

افزايش تشكيل مريستم  ونو پديدي  توانمسئول كاهش 
  ).27( باشد ميمانند 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

  :در پنج قطعه گل نارس زعفران مزروعي استرازهاي  نيمرخ ژل با ايزوفرم - 6 شكل
  (S) كلاله  (F)، ميله  (P)، گلپوش  (St)مه، خا(O)تخمدان 

 
نتايج پژوهش  ايندر  SODمقايسه نتايج فعاليت زيمايه 

Tian نوع  .)27(نمودتأييد را ) 2003(همكاران  وMn-

SOD نتايج . داردوجود پراكسي زوم  در ميتوكندري و
دسته اول  .دسته ايزوفرم بود دووجود دهنده  حاصل نشان

م فرايزو 4دسته دوم واجد  بالاي ژل و ايزوفرم در 5واجد 
 H2O2با بكارگيري بازدارنده . درموقيت پائين ژل بودند

ايزوفرم در بالاي ژل مشاهده شد  5با  Mn-SODفقط نوع 
ند همه قطعات بغير از كلاله كه فقط سه ايزوفرم داشت و

 KCNتيمار با بازدارنده ديگر  .بطور كامل نشان داده شدند
نشان دادن براي حذف شد  Cu/Zn-SODآن  كه در

در روي ژل  Fe-SODديگر ازجمله نوع  دسته موقعيت دو
در كلروپلاست  Fe-SODنوع . پلي آكريلاميد بكار رفت

 PSIIشود و به فعاليت  همه گياهان يافت نمي در است و
-Feآزمايش سه ايزوفروم متعلق به  اين در ).2(بستگي دارد

SOD  درست در موقعيتCu/Zn-SOD ر نمونه ميله د

از . ندشدرؤيت قابل   KCNمشاهده شد كه با بكارگيري 
بنابراين نوع  ،ها كم است در نمونه PSIIفعاليت كه  آنجايي
SOD رو  ازاين. كلروپلاستي سهم بسيار كمي را نشان داد

بيشتر از دو نوع ديگر در  Cu/Zn-SODرسد نوع  بنظر مي
  .زيوه فعالتر باشد

هاي  تنش ازمهمي در دفاع  كاتالاز نقش :كاتالاز
بطور طبيعي H2O2 ها  در ياخته. كند ژيكي ايفا ميوفيزيول

قابل نفوذ از ديواره هاي سلولي  پايدار ونسبتاً  توليد شده و
به سرعت  H2O2هاي بالاي  كاتالاز درغلظت .هستند

ها  بررسي الگوي الكتروفورزي نمونه. شود غيرفعال مي
بجز  ،واجد دو ايزوفرم بودندها  تمام نمونهكه نشان داد 

ايج نت. كلاله كه فقط يك ايزوفرم را به نمايش گذاشت
نشان ) cat1,2,3(بررسي اثر اكسين بر سه ژن كاتالاز ذرت 

دهد هر كدام از ژنها پاسخ هاي متفاوتي به اكسين در  مي
در ذرت سه ايزوفرم كاتالاز . دهند مراحل مختلف نموي مي
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 نشان داد مطالعات ).10(دشون توسط سه ژن رمز سازي مي
در  تيعنوان يك مولكول علام هممكن است ب H2O2 كه

 )2002(و همكاران  Keyhani. اعمال ياخته دخيل باشد
بنه زعفران مزروعي در حالت خواب كه گزارش كردند 

ايزوفرم منفرد كاتالاز در  .)17( باشد داراي سه ايزوفرم مي
حساس  H2O2الاي شود به ميزان ب قطعه كلاله تصور مي

 ice plant )Mesembryanthemumگياه  .باشد

crystallinum (زا و رويانزا،  ايزوفرم دركالوسهاي ريشه دو 
حاصل از اين گياه را نشان داد  ييزا اندام فاقدكالوسهاي 

)15.(  

ژيكي از قبيل وهاي فيزيول تعدادي از فعاليت :پراكسيداز
 زاها و بيماري ابردر برچوبي شدن، پاسخهاي تنشي، دفاع 

همچنين . شود پيري به پراكسيدازهاي گياهي نسبت داده مي
 مثل پروتئين اي هاي ديواره ياخته اتصالات عرضي پروتئين

extensin هاي  ديوارهتوانند بر رشد  توسط پراكسيدازها، مي
رو  ازاين .دنرا تغيير دهآنساختار و اسكلتي اثر گذاشته 

ژيكي از قبيل طويل وند فيزيولپراكسيدازها در چندين فراي
 .باشند اي دخيل مي شدن و تشكيل ساختار ديواره ياخته

ژنهايي تعداد زيادي از پراكسيدازها در گياهان حاصل بيان 
هاي نوپديد  هستند كه در طي تكوين گياه و تشكيل اندام

از طرفي پراكسيدازهاي گاياكولي  ).4( شوند وارد عمل مي
ل، واكوئل، آپوپلاست و خارج كه جايگاهشان در سيتوس

نمو دخيل باشند  توانند در رشد و ياخته گياهيست مي
شدت  و ها بررسي الگوي الكتروفورزي ايزوفرم ).26(

گلپوش واجد كه نوارهاي پراكسيدازي در قطعات نشان داد 
علاوه  48/0و  Rm 53/0 ،51/0با اختصاصي سه ايزوفرم 

نشد ولي شدت  هساير قطعات مشاهد بود كه در 81/0بر 
 - Rm 81/0خامه واجد سه ايزوفرم با  .ظهور آنها پائين بود

تخمدان . كه بطور ضعيف ظاهر شدندبود  63/0- 0/ 71
بود ولي شدت نوار در  71/0 و Rm 81/0واجد دو نوار با 

ميله و كلاله با داشتن يك  .نسبت به بقيه بيشتر بود 81/0
ت ظهور در آنها مشابه هم بودند ولي شد Rm 81/0نوار با 

به ساختار و ميزان تمايز احتمالاً ها  پاسخ نمونه. متفاوت بود

) Lamport )1986 .رشد آنها بستگي داشت يافتگي و
كاتاليز كننده اتصالات  يپراكسيدازها كرد كهگزارش 

 ندارندرا  بالاعرضي، تمايلي به كاتاليز كردن مناطق با رشد 
 ياز اسيدي بودن بالاأثر متاي  بنابراين توسعه ياخته. )19(

زيرا اكسين با آزاد سازي پروتون و با ايجاد  ،محيط است
كند و از طرفي فقط  شرايط اسيدي اين اتصالات را مهار مي

پراكسيدازهاي بازي در تخريب اكسين مؤثرند و نه نوع 
كند امكان ايجاد  بنابراين تا زمانيكه ياخته رشد مي .اسيدي

  .كستانسين وجود ندارداتصالات بين تكپارهاي ا

گهرمايه  ودر پلاستيد  PPOمحل زيمايه  :پلي فنل اكسيداز
عملكردهاي اين  از. در واكوئل قرار دارداكثراً فنلي آن 

واكنش  زيمايه، تشكيل رنگيزه و استفاده از اكسيژن است و
فقط بعد از سست شدن اين  PPOاي شدگي توسط  قهوه
تفكيك قطعات  .)18( دهد مثل زخمي شدن رخ مي كده

از . بوجود آمد زخم يها غنچه گلي بناچار در همه نمونه
ها افزايشي را در فعاليت اين زيمايه نشان  رو همه نمونه اين

اثر داشته و  IAAتركيبات فنلي گياهان بر اكسايش  .دادند
تواند نشانه  بوده كه مي PODبيشتر از  PPOتعديل توسط 

هاي ساده و بيشتر  فنل .باشد نياز بالا به سيستم دفاعي
هاي مشتقات مسيرهاي شيكيميك  حدواسط ،تركيبات فنلي

پلي فنل كاهش در فعاليت  هستند و اسيد و فنيل پروپانوئيد
در ابتداي نمو ممكن است دخيل در اين فرايند  اكسيداز

ايزوفرم را  4بررسي الگوي الكتروفورزي اين زيمايه  .باشد
مراحل  ها بر حسب نمونه و هنشان داد كه تعداد آن در نمون

بنه  در حاليكه در. كند ايزوفرم تغيير مي 4تا  2تكويني از 
پلي بر روي ژل  PPOسه ايزوزيم  وجودزعفران مزروعي 

  ).24( نشان داده شدآكريلاميد 

اطلاعات مفيدي درباره MDH سيستم : مالات دهيدروژناژ
م و روابط بين اندامها و بافتها درخصوص رشد، متابوليس

نتايج حاصل از آشكار سازي اين . دهد ميارائه توارث 
دهنده سه ايزوفرم بود كه بجز ميله كه داراي  زيمايه نشان

 بقيه داراي دو ايزوفرم با ،بود Rm 65/0با  3ايزوفرم 
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Rm بودند كه با شدتهاي مختلف در  67/0 و 69/0هاي
ا گلپوش و كلاله هيچگونه ايزوفرمي ر. شدند ها ظاهر نمونه

گهرمايه  براي آشكار سازي ازكه  آنجايياز  .نشان نداد
NAD+ رود مالات دهيدروژناز  انتظار مي ،استفاده شد

+وابسته به 
NAD در گياهان عالي مالات . وارد عمل شود

+دهيدروژناز وابسته به 
NAD  در سيتوپلاسم، ميتوكندري و

  .اندامكها حضور دارند

از بوده كه باعث دوكترمالات دهيدروژناز جزء اكسيدو
توليد  H2O2گردد و بدنبال آن  ايجاد الكترون و پروتون مي

براي يا  ها استفاده شده و شود كه يا توسط پاد اكساينده مي
بين  موارديدر  ).29( شود دهي بكار گرفته مي علامت

ها  در نمونه CATظهور نوارهاي اين زيمايه و فعاليت 
در حد  H2O2وليد دهنده ت كه نشان شدانطباقي مشاهده 

  .باشد مي CATتحريك 

مناسبي بيوشيميايي هاي نشانگراسترازها  :استراز استيل
با كاهش سطح  آنهافعاليت . براي فرايندهاي نموي هستند

 اين زيمايه ).4( يابد يافتگي بافت افزايش مي سازمان
خيلي مناسبتر از پراكسيدازها شيميايي نشانگرهاي زيست 
هاي  د و تعداد زيادي ايزوفرمهستني براي فرايندهاي نمو
از ) Dewitie )1990و   Coppens.بيان شده دارند

 barley) (Hordeum  vulgareايزوفرمهاي استراز كالوس 
ي يزا ي و انداميزا رويانشيميايي عنوان نشانگر زيست  هب

كه سيستم استراز براي  ندو نتيجه گرفت نداستفاده كرد

از اينكه رويانهاي بدني شكل  ي، قبليزا آشكارسازي رويان
سه دسته ايزوفرم روي ژل  و بگيرد، خيلي حساس است

حاضر  هدر مطلع. )7( گذارد ميرا به نمايش  پلي آكريلاميد
ايزوفرم نيز در سه دسته ظاهر شدند كه دسته اول داراي  13

ها واجد سه ايزوفرم از آن  چهار ايزوفرم بود كه اغلب نمونه
اضافه يك  هه در دسته اول دو ايزوفرم بكلال. مجموعه بودند

جداكشتهاي گلپوش و ميله . را داشت Rm 71/0ايزوفرم با 
هاي دو Rmچهار ايزوفرم در دسته اول داشتند ولي 

 89/0و  95/0ترتيب  بقيه بود كه به ايزوفرم متفاوت از
 بغير از ميله و ،در دسته دوم پنج ايزوفرم بود. بودند

فرم را نشان دادند بقيه بين يك تا تخمدان كه هر پنج ايزو
 Rm 44/0با  2سه ايزوفرم متغير بودند ولي همگي ايزوفرم 

را بشدت نمايش دادند، بغير از كلاله كه در اين دسته نيز 
 Mammillariaكشت بافت گياه .بقيه بود متفاوت از

gracillis Pfeiff  ايزوفرم استراز  13پنج نمونه مختلف  در
 4دسته اول  ).5( نمايش گذاشتند را در سه دسته به
ايزوفرم را  5ايزوفرم و دسته سوم  4ايزوفرم، دسته دوم 

اين نتايج قابل مقايسه با نتايج حاضر در . واجد بودند
ايزوفرم  13قطعات گل نارس در زعفران مزروعي است كه 

ايزوفرم و در  5از  4را نشان دادند ولي در دسته دوم بجاي 
نتايج  .ايزوفرم برخوردار بود 4از  5دسته سوم به جاي 

 >قطعه تخمدان  كه آمده از پژوهش حاضر نشان داد بدست
ي يزا از توان اندامترتيب  بهميله  وگلپوش  >كلاله  >خامه 
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Abstract 

Saffron (Crocus sativus l.), a member of Iridaceae, which is used as spice and also in 
medicine. An investigation was performed to select suitable explant for tissue culture to 
improve saffron production. The activities and isoforms of antioxidant enzymes which 
are affect the H2O2/O2 ratio, this ratio was represented the potential of organogenesis. 
were determined using electrophoresis in five different segments of saffron immature 
flora. The Peroxidase isoforms, which were specific-tissue and developmental stages 
and consumer H2O2, Superoxide dismutase which produce H2O2 from superoxide. 
Ovary showed high H2O2/O2 ratio, both perianth and filament segments showed low 
H2O2/O2 ratio. Catalase was repressed by higher concentration of H2O2 but responses 
by lower level of H2O2, acts versus peroxidase. Three additional enzymes including 
Polyphenoloxidase which is specific-growth and represent defense system, Malate 
dehydrogenase, showed relationship between organs and their growth and also produce 
H2O2 and Estrase was specific-tissue organization, gave us useful information about 
best segment. The best of our knowledge, ovary with higher potential for organogenesis 
and perianth and filament with lower potential of organogenesis among segments were 
selected for tissue culture. 

Key words: Iridaceae, antioxidant enzymes, isoform, Crocus sativus L. 

 

  

  

  

  


