
  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی 
 1392 پاییز و زمستان، 2، شماره دومدوره 

 135-144 صفحه

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 اسکوپولتین
 پسته

 پراکسیداز
 زایی ریشه

 زایی نوساقه
Fe-EDDHA 

 

 چکیده
 

 
 

زایی در  زایی و ریشه هاي نوساقه کننده اکسیدانی برخی القا اثر آنتی

در شرایط  )UCB-1هاي رویشی قزوینی و  ، پایهPistacia vera(پسته 

  شیشه درون
The antioxidative effect of some shoots and root inducers in 
Pistacia vera (Qazvini and UCB-1 rootstocks) under in vitro 

conditions  

 3آلانق اسماعیل نظامی و 2، رحیم حداد*2، قاسمعلی گروسی1سارا ملکی
Sara maleki1, Ghasemali Garoosi2*, Raheem Haddad2 and Esmaeil Nezami 

Alanogh3 

 
دانشگاه  دانشکده فنی و مهندسی،ارشد بیوتکنولوژي کشاورزي، دانشجوي کارشناسی -1

 ایران ،قزوین خمینی (ره)، المللی امام بین

المللی امام  ه بینگادانش دانشکده فنی و مهندسی، ،گروه بیوتکنولوژي کشاورزيدانشیار  -2
 قزوین، ایران خمینی (ره)،

المللی  دانشگاه بین دانشکده فنی و مهندسی، ارشد گروه بیوتکنولوژي کشاورزي، کارشناس -3
 ایران قزوین، امام خمینی (ره)،

1-M.Sc student, Department of Agricultural Biotechnology, Imam Khomeini 
International University (IKIU), Qazvin, Iran. 

2-Associate professor, Department of Agricultural Biotechnology, Imam Khomeini 
International University (IKIU), Qazvin, Iran. 

3-Technician (M.Sc), Department of  Agricultural Biotechnology, Imam Khomeini 
International University (IKIU), Qazvin, Iran. 

 

 agaroosi90@yahoo.com :الکترونیکی پست مکاتبات، مسئول نویسنده* 

 )10/4/93: پذیرش تاریخ - 23/11/92: دریافت تاریخ(
 
 
 

ي لحاظ سازگار شده در دنیا هستند که بهاز ارقام شناخته UCB-1هاي رویشی پسته قزوینی و  پایه
اهمیت هستند. به  ) دارايUCB-1سلیومی (یهاي ورت و بیماري و سرما به خشکی و شوري (قزوینی)

 اثر زایی، زایی و همچنین افزایش راندمان ریشه منظور بهبود کیفیت رشد رویشی و میزان ساقه
ه با پژوهش تغییرات فعالیت آنزیم ) همراFe-EDTAو  Fe-EDDHAاسکوپولتین و منبع آهن (

با استفاده از مقادیر مختلف  کینتیک هاي د. همچنین بررسی خصوصیتشیداز بررسیپراکس
 بر فعالیت EDTAهاي مختلف  غلظت و دماهاي متفاوت و همچنین اثر +Ca2+ ،Mg2هاي  کاتیون

نتایج نشان داد که اسکوپولتین ضمن افزایش میزان  .بود این آنزیم هدف دیگر این پژوهش
د که کر ثري ایفاسیداز نقش مؤاکپر، در فعالیت آنزیم فیت رشد رویشیزایی و بهبود کی نوساقه

-Fe با Fe-EDDHAبا تیمار شاهد داشت. جایگزینی  α=0.05داري در سطح  اختلاف معنی
EDTA مستقیم بین  هرابطزایی را تا دو برابر افزایش داده و یک  ریشه در محیط کشت، راندمان

تواند زیم پراکسیداز میفعالیت آن ، بنابراینشددیده اکسیداززایی و فعالیت آنزیم پر میزان ریشه
نزیم آ بررسی فعالیت کینتیک زایی در پسته مورد توجه باشد. کننده ریشهبینی عنوان نشانگر پیش به

عنوان دماي بهینه فعالیت  هگراد ب سانتی درجه 30ها، دماي  پراکسیداز بیانگر نقش مثبت کاتیون
 روي فعالیت این آنزیم بود. EDTAدگی بازدارن و اثر آنزیم

 هاي کلیدي واژه
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  مقدمه

عنـوان   به) Pistacia vera cv. Qazviniرویشی پسته قزوینی ( پایه
 بـه کشـت در   یکی از ارقام با ارزش مقاوم بـه شـوري و سـازگار   

 ;Mohammadi et al. 2007( اسـت خشـک   مناطق خشک و نیمه

Morgan et al. 1992(  وUCB-1 )Pistacia atlantica × P. 

intergerrimaشده در دنیـا  رویشی شناختههاي هیبرید  از پایه ) نیز
لحـاظ مقاومـت بـه سـرما و پژمردگـی ورتیسـیلیومی        است که به

)Verticillium sp.اهمیت اسـت (  ) دارايMorgan et al. 1992 .(
هاي مرسوم از قبیل کشت بذر، قلمه  تکثیر پسته با استفاده از روش

بودن میزان هتروزیگوسیتی، سـخت   دلیل بالابه  زدن و خوابانیدن،
باکتریایی و قـارچی بسـیار   هاي  زا بودن و آلودگی به بیماري ریشه

بیوتکنولوژي  در این راستا. )Onay. 2000( بر است سخت و هزینه
عنـوان   اسـت بـا غلبـه برمشـکلات یـاد شـده بـه       گیاهی توانسـته  

 Abousalim and( جایگزین مناسبی براي تکثیر این درختان باشد

Mantell. 1994; Dolcet-Sanjuan and Claveria. 1995; Jain 

and Häggman. 2007; Onay. 2000 .(زایـی   این، نوساقه با وجود
همـواره بـا مشـکلاتی از     )in- vitro( شیشـه  پسته در شرایط درون

آبکـی  ، )shoot tip necrosis (STN)( جملـه سـوختگی سرشـاخه   
، تولیـد کـالوس    )hyperhydricity( هاي تشکیل شده شدن نوساقه

و غالبیـت   )base callus at the cut edge( زیـاد در پـایین سـاقه   
 Abousalim and( اســتهمــراه  )axillary dominant( انتهــایی

Mantell. 1994, Bairu et al. 2009, Crane and Iwakiri. 1985, 

Dolcet-Sanjuan and Claveria. 1995, Küden et al. 1994(. 
 ـ  داد که اسـتفاده از آنتـی  اولیه نشان هايپژوهش واسـطه   هاکسـین ب

 توانـد فرآینـدهاي مورفولـو   مـی تعدیل اکسین داخلی و خـارجی  
ــرایط درون  ــی در ش ــه را ژنتیک ــت شیش ــالوس   در کش ــاي ک ه

 .Cassells. 1979; Jelaska et alبخشد ( فرنگی و جو بهبود گوجه

اکسـیدانت بـا ترکیبـی طبیعـی)      (نـوعی آنتـی  ). اسکوپولتین 1984
هـا و   س سـاقه ردن اکسین تولید شده در رابا کلاته ک احتمال دارد

فعال  با کنترل غالبیت انتهایی باعث هاي انتهایی و در نهایت جوانه
 ;Imbert and Wilson. 1970( شـود  مـی هاي جـانبی   شدن جوانه

Malik et al. 2011(منظور اسـتفاده از ایـن مـاده بـا هـدف       . بدین
 اثـر  واسطه کنترل غالبیت انتهایی و همچنین هزایی ب افزایش نوساقه

هاي یاد شده در این گیاه نیاز به بررسـی   آن در رفع نارسایی دنباله

بیشتري داشت. توانایی گیاه در تولیـد ریشـه بـه عملکـرد متقابـل      
ي متعدد داخل سـلولی و خـارج سـلولی از جملـه آهـن      فاکتورها

). نقــش کلیــدي آهــن Frenkel and Hess. 1974بســتگی دارد (
و دي.ان.اي کلروفیل و جملـه سـنتز  درفرآیندهاي متعدد رشدي از 

 Dunlap andخوبی روشـن شـده اسـت (    ههاي رشدي ب هورمون

Robacker. 1988(که آهن موجود در محیط کشت . با توجه به این 
MS )Murashige & Skoog(   شـکل کلاتـه    حاوي آهـن بـه)Fe-

EDTA( ــت ــینگMurashige and Skoog. 1962( اس و  )، س
ــان ( ــده    1980کریکوری ــیه ش ــت توص ــه غلظ ــد ک ــان دادن  ) نش

Na2EDTA )3/37 بیش از اندازه مورد نیاز براي گرم بر لیتر میلی (
بــه  ؛) اســتFe2+ )mg/L 27.8=FeSO4.7H2O کلاتــه کــردن 

روي دسترسی سایر  تواند اثر سوکه مقدار مازاد این ماده می طوري
 Singh andشـد ( هـاي دوظرفیتـی توسـط گیـاه داشـته با      کـاتیون 

Kirkoran. 1980   هـاي دیگـران،    ) از طرف دیگـر، براسـاس یافتـه
ــایگزینی  ــا  Fe-EDDHAجـ ــر Fe-EDTAبـ ــده اثـ اي در  فزاینـ

 .Antonopoulou et al(هاي مختلفی داشته است  ریزازدیادي گونه

2007; Molassiotis et al. 2003, Rashid and Street. 1973  ؛ بـا(
ن هاي ما اطلاعاتی در ارتباط با نقش ای ـ وجود این براساس دانسته

پراکسـیدازها   یی پسته وجود ندارد. از سوي دیگـر زا ماده در ریشه
)EC 1.11.1.7آهـن هسـتند   هایی با حلقه پورفیرینی  ) هموپروتئین

هـاي آزاد ناشـی از تجزیـه پراکسـیدهیدروژن      که کاتالیز رادیکـال 
)H2O2) را بر عهده دارند (Brill. 1966(انجام شده  هاي . پژوهش

هـاي   ها در واکنش روي این گروه از اکسیدازها به نقش کلیدي آن
هاي آزاد، دخیـل   اکسیدانت رادیکال عنوان آنتی جمله بهمتعددي از 

هـاي رشـدي، کنتـرل     ر رشد و نمو گیاهی، تنظیم هورمـون بودن د
انـد   هـا اشـاره داشـته    ولی سلولدفاعی و کنترل رشد ط ساز و کار

)Campa. 1991; Jackson et al. 2001; Schnabelrauch et al. 

انجام شده از  هاي از پژوهش هاي معدودي ). امروزه گزارش1996
وجـود در گیاهـان   هاي پراکسـیداز م  آنزیم کینتیک هاي خصوصیت

هـا   ) و تلاشPadmarajaiah et al. 2009( عالی در دسترس است
ایـن   هاي کینتیـک  چه بیشتر ویژگیدر این راستا براي شناسایی هر

 همچنین یافتن ارتبـاط بـین تغییرهـاي    ها و اکسیدانت ه از آنتیگرو
زایــی و  زایــی، جنــین مورفولــوژي قابــل مشــاهده ماننــد نوســاقه 

هاي کلیدي درگیر در این فرآیندها مانند  زایی با فعالیت آنزیم ریشه
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عنـوان نشـانگرهاي    هـا بـه   پراکسیداز، با هدف معرفی ایـن آنـزیم  

) Predictive markers( )Gaspar et al. 1992( بینـی کننـده   پـیش 
اسـاس فرضـیه بنسـون    ماکان مورد توجه پژوهشگران اسـت. بر ک
 Reactive Oxygen(هـاي آزاد اکسـیژن    ) تولیـد رادیکـال  2001(

Species, ROS( ــا  در گیاهــان در شــرایط درون ــرتبط ب شیشــه م
 )plant recalcitrance( برابر تمـایز، رشـد و نمـو   مقاومت گیاه در 

ــت ــالی)Benson. 2000( اس ــد     ؛ در ح ــیش از ح ــد ب ــه تولی ک
در هـاي اکسـیداتیو و    توانـد منجـر بـه تـنش     هاي آزاد می رادیکال

). از سـوي  Vatankhah et al. 2010د (شـو مـرگ سـلولی    نهایت
هـاي   دلیـل وجـود تـنش   هـاي موجـود بـه     براساس گزارش دیگر

 آنـزیم پراکسـیداز  و، الگوي فعالیت اکسیداتیو حاصل از رشد و نم
طور هوشمندانه با هدف حفظ ا به هدر گیاهان در طول این فرآیند

 .Gupta and Datta( یابـد  هاي حاصله تغییـر مـی   ها از تنش سلول

2003; Libik et al. 2005; Tang and Newton. 2005 .(  در ایـن
اکسـیدانت طبیعـی در    وان یـک آنتـی  عن به اسکوپولتین اثرپژوهش 
ــاقه ــین   نوس ــی و همچن ــرزای ــن   اث ــع آه -Feو  Fe-EDTA(منب

EDDHA( ایجاد شـده در سـطح    زایی همراه با تغییرهاي در ریشه
ایـن   کینتیـک  هـاي  آنزیم پراکسیداز و همچنین خصوصیتفعالیت 

، تغییـرات دمـا و   ظرفیتـی هاي دو  آنزیم با استفاده از برخی کاتیون
EDTA د بررسی قرار گرفته استمور. 

 
  ها روش و مواد

هاي  ي پایه شیشه هاي درون در این پژوهش از نوساقه: مواد گیاهی
در  شیشـه  در شرایط درون که قبلاً UCB-1رویشی پسته قزوینی و 

المللی امام خمینی (ره)  شگاه کشت بافت گیاهی دانشگاه بینآزمای
هـا   آزمایش )، استفاده شد. تمامDelijam. 2013استقرار یافته بود (

د. بــرداري شــهــا یادداشــت و پایــه انجــام و از آنبــر روي هــر د
بار  هفته یکچهار تا سه ها هر  ریز نمونه ) sub-culture( زیرکشت

) GNH )Garoosi, Nezami & Haddadدر محـــیط کشـــت 
)Nezami A et al. 2010 گرم در لیتر  میلی 1/0) حاويIBA ،5/0 

درصد آگار کـه   57/0درصد ساکارز، و  BAP ،3گرم در لیتر  میلی
هـا در   اتوکلاو شده بود، انجام شـد. کشـت   :7/5pHپس از تنظیم 

 25 ±دگرا درجه سانتیدو اتاق رشد تحت شرایط محیطی با دماي 
هـاي فلورسـنت بـا     لامـپ  روشنایی بـا  ساعت تاریکی بر 8/16و 

 .Nezami A et alنگهداري شدند ( 65µmol.m-2.s-1 شدت نور

ــرداري). یادداشــت2010 ــک  ب ــد از ی ــا بع ــهه زیرکشــت در  مرتب
 شد.انجام تیمارهاي مربوطه

: پراکسیداززایی پسته و فعالیت آنزیم  ین در نوساقهاسکوپولت اثر
اکسـین (در   عنـوان یـک آنتـی    منظور بررسی اثر اسـکوپولتین بـه   به

آن  اثـر زایـی،   هاي پایین) روي کیفیت رشد و میزان نوساقه غلظت
طـور جداگانـه بـا     گرم در لیتـر بـه   میلی 0/3و  0/0هاي  در غلظت

ــت   ــیط کش ــتفاده از مح ــژوهش GNHاس ــورد پ ــت. قرار ، م گرف
به  اسکوپولتین با فیلتر استریل و بعد از اتوکلاو شدن محیط کشت

 هـایی  روز از اعمال تیمار، صفت 21ذشت د. بعد از گآن اضافه ش
کـل و   )fresh weight( تر هاي کل و سالم، وزن مانند تعداد نوساقه

ازاي  بـه  برداري شـدند.  تولیدي و میزان رشد طولی یادداشتسالم 
کریسـتالی   لیتـري بـا درب   میلـی  180مرباي  چهار شیشههر تیمار 

در هـر تکـرار   عنوان تکرار) و  لیتر محیط کشت (به میلی 25حاوي 
منظــور بررســی فعالیــت آنــزیم  چهــار ریزنمونــه کشــت شــد. بــه

مار) در پنج فاصله ازاي هر تی تکرار به سهبرداري ( پراکسیداز نمونه
بعد از کشـت) انجـام   روز  30و  15ساعت،  72 و 48، 24زمانی (
 گرفت. 

: پراکسـیداز زایی پسته و فعالیت آنزیم  منبع آهن روي ریشه اثر
 2تا  5/1هاي رشد یافته (با طول  ي نوساقه زایی، پایه منظور ریشه به

هورمـون  ام  پـی  پـی  1000 دقیقـه در داخـل   10مدت  متر) به سانتی
NAA هورمونی) ( فرو برده شده (پالسDelijam. 2013 و سپس (

هاي  زایی، نوساقه نوع آهن روي راندمان ریشه به منظور بررسی اثر
-Fe بدون هورمـون حـاوي   a (GNHتیمار شده در دو تیمار  پیش

EDTA  توصیه شده در محیط کشتMS   و 3(جـدول (b (GNH 
ــاوي   ــون ح ــدون هورم ــی 187ب ــر  میل ــرم در لیت  Fe-EDDHAگ

)Antonopoulou et al. 2007  روز  هفـت ) منتقل و بعد از اعمـال
 8/16شـرایط نـوري    ، به25±گراد سانتی درجه دوتاریکی در دماي 
هاي فلورسنت بـا شـدت نـور     روشنایی با لامپ ساعت تاریکی بر

µmol.m-2.s-1 65  اي یاد شـده نگهـداري شـدند.    و در دممنتقل
کریسـتالی   لیتر با درب میلی 180مرباي  ازاي هر تیمار پنج شیشه به

 محیط کشت (تکـرار) و در هـر تکـرار چهـار    لیتر  میلی 25حاوي 
 3پراکسـیداز ( آنزیم  منظور بررسی تغییرهايبه ریزنمونه کشت و 

ا پـنجم بعـد از   برداري از هفته دوم ت ازاي هر تیمار) نمونه تکرار به
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 و همکارانسارا ملکی                 و ... زایی هاي نوساقه کننده ی برخی القااکسیدان اثر آنتی

 
 هـاي  د. همچنین صـفت روزه انجام شهفت با فاصله زمانی کشت 

هـاي   ازاي هر گیاهچه، طول ریشه زایی، تعداد ریشه به درصد ریشه
برداري   تشکیل شده و قطر تقریبی ریشه در هفته چهارم یادداشت

 شد.
هاي  برداري از نوساقه نمونه: پراکسیداز آنزیم هاي کینتیک ویژگی

بررسـی فعالیـت   براي  شیشه ر شرایط درونیافته ده) رشدروز 21(
گـرم   02/0 بلافاصـله پـس از افـزودن    پراکسـیداز انجـام و  آنزیم 

هـا در   تر، نمونـه  گرم وزن میلی 200ازاي  ) بهPVPپیریدن ( ونیل پلی
 50مــایع و بــافر اســتخراج ( چینــی حــاوي نیتــروژن داخــل هــاون

ــی ــولار  میل ــافر فســفاتم ــیم ( ب ــک ) و:7pHپتاس ــی ی ــولار  میل م
مدت  ه بهدست آمد هب د. عصارهنشوت) هموژنیز سولفی متاباي سدیم

گـرم   20000گراد با سرعت  سانتی درجهچهار دقیقه در دماي  25
رویـی حاصـل   و به دنبـال آن محلـول   )Hermel Z36سانتریفیوژ (

گـراد   سـانتی  درجه -20هاي آنزیمی بعدي در دماي  جهت بررسی
ر در حضـو  آنزیم پراکسیدازفعالیت  تغییرهاي نگهداري شد. میزان

هاي  )، هر دو در غلظت+Ca2) و کلسیم (+Mg2هاي منیزیم ( یون
لیتر  میلی سهبا استفاده از  مولار) میلی 50و  40، 30، 20، 10، 0/0(

مولار  میلی 100 مولار گوئیکول، میلی 100مخلوط واکنش (محلول 
پراکســیدهیدروژن ر مــولا میلــی 7pH: ،(70پتاســیم ( بــافر فســفات

ج شـده) مـورد پـژوهش    از عصاره اسـتخرا میکرولیتر  20همراه  به
منظور مشخص شدن دماي بهینـه فعالیـت آنـزیم،    قرار گرفت. به 

درجـه   80و  70، 60، 50، 40، 30، 20 مخلوط واکنش در دماهاي
تغییرهـاي فعالیـت   دقیقه نگهداري و سپس  20مدت  بهگراد  سانتی

ــه  نهایــتردد. شــآنزیمــی بررســی ــر ب ــزان اث منظــور بررســی می
، این ماده در مقـادیر  روي آنزیم مورد بررسی EDTAبازدارندگی 

 شد.کار برده به مولار میلی 50و  40، 30، 20، 10، 0/0
سنجش غلظت پروتئین طبق روش بردفورد : سنجش پروتئین کل

گـاوي جهـت رسـم منحنـی     ) با استفاده از سـرم آلبـومین   1976(
 980منظـور   ). بـدین Bradford. 1976ورت گرفـت ( استاندارد ص ـ

کدام میکرولیتر از هر 20درصد با  20د میکرولیتر از محلول بردفور
لیتـري   میلـی  یـک اي  هاي استخراج شده در کیوت شیشه از عصاره

با اسـتفاده از  نانومتر  595مخلوط و غلظت پروتئین در طول موج 
 UV-3200 Labomed (UV- visible( دســتگاه اســپکتوفتومتري

 د.گیري ش اندازه

فعالیـت   سـنجش میـزان  : آنزیم پراکسیداززان فعالیت سنجش می
یافته چنس ها مطابق روش تغییر پراکسیداز در تمامی آزمایشآنزیم 

 100مخلـوط واکـنش (   لیتر میلی سه) با استفاده از 1955و ماهتی (
)، :7pHپتاسـیم (  بافر فسفاتمولار  میلی 100 مولار گوئیکول، یمیل
عصـاره   میکرولیتر از 20همراه  پراکسیدهیدروژن بهمولار  میلی  70

نـانومتر بـا    470دقیقـه در طـول مـوج     4مـدت   استخراج شده) به
-UV-3200 Labomed (UV( استفاده از دسـتگاه اسـپکتوفتومتري  

visible د گیري ش اندازه)Chance and Maehly. 1955 .( 
دارهـاي  محاسـبات آمـاري و رسـم نمو   : تجزیه و تحلیل آمـاري 
انجـام شـد.    SAS 9.1و  Excelافزارهـاي   مربوطه با استفاده از نرم

اي دانکـن در سـطح    ها از آزمون چند دامنـه  میانگین جهت مقایسه
0.05=α شد.  استفاده 

 

  بحث و جینتا

: آنزیم پراکسیداززایی پسته و فعالیت  اسکوپولتین در نوساقه اثر
زایـی و   اسـکوپولتین روي میـزان نوسـاقه    اثـر منظـور بررسـی   به 

(شاهد)  0/0همچنین بهبود کیفیت رشدي، این ماده در دو غلظت 
استفاده قرار گرفت. در ایـن پـژوهش   گرم در لیتر مورد  میلی سه و

ــا یادداشــت همــراه ــزان   ب ــد می ــاي رشــدي مانن ــرداري فاکتوره ب
هـا،   تر تولیدي و رشد طولی نوسـاقه  زایی کل و سالم، وزن نوساقه

 24زمانی کوتاه مـدت (  در بازه آنزیم پراکسیدازفعالیت  یرهايتغی
کشـت در شـرایط یـاد شـده      روز بعد از 30و  15ساعت)،  72تا 

در مقایسـه بـا تیمـار     د. نتایج نشان داد که اسـکوپولتین بررسی ش
و  2/4کـل (  زایی داري در میزان نوساقه شاهد موجب افزایش معنی

کـاهش   هاي سـالم (بهبـود کیفیـت رشـد:     ) و همچنین نوساقه6/2
اي رشـد یافتـه)   ه ـ سرسوختگی، کالوس پایه و آبکی شدن نوساقه

-UCB و قزوینی رویشی پایه دو هر در ترتیببه  )46/2و  125/4(

منفی اسکوپولتین در رشد طولی چنین بیانگر نقش د. نتایج همش 1
دار  متر) و عدم اخـتلاف معنـی   سانتی 534/2رویشی قزوینی ( پایه

 ـ با وجود( ی رشـد طـولی) در پایـه هیبریـد رویشـی      افزیش جزی
UCB-1  اکسـینی   ). با توجه به اثبات خاصـیت آنتـی  1بود (جدول

 Imbert and(گـرم در لیتـر    میلی 10تا  5/2پولتین در مقادیر اسکو

Wilson 1970،( گــران در شــده توســط دی ههــاي ارایــ گــزارش
هـا   اکسـین  استفاده از آنتی اثربا نتایج این پژوهش بیانگر  هماهنگی
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 و همکارانسارا ملکی   و ... زایی هاي نوساقه کننده ی برخی القااکسیدان اثر آنتی

 
 طـولی و تغییرهـاي   هـاي جـانبی، کـاهش رشـد     در افزایش شاخه

بینی در شرایط مختلف محیطی در گیاهـان چـوبی و    قابل پیشغیر
 Bond. 1991; Lakshmanan et al. 1997; Maleki et(زینتی بود 

al. 2013; Roberts and Hooley. 1988.( 
 آنـزیم پراکسـیداز  اسـکوپولتین روي فعالیـت    اثردر ارتباط با 
 24پراکسیداز در ) فعالیت آنزیم 1 دست آمده است: نکات زیر به

کنتـرل (فاقـد اسـکوپولتین) در    ساعت بعـد از کشـت در شـرایط    
و  768/0ترتیـب معـادل    بـه  UCB-1هاي رویشـی قزوینـی و    پایه
ز کاهش محسـوس  ا ) بود، که بعدU/mg protein= (واحد 784/0

ساعت بعـد از   72بیشترین مقدار در مدت  ساعت، به 48در مدت 
واحـد)   511/1و  048/1هاي رویشـی) (  کشت (زمان ظهور جوانه

متـري   سـانتی  0/2تـا   5/1روز (رشـد   15از رسید. فعالیت آن بعد 
) داشت که در نهایت 18/0و  236/0ري (دا ها) کاهش معنی نوساقه

ترتیب در هـر دو   روز بعد از کشت) به 30( رشدي در اواخر دوره

تیمـار  ) پـس از اعمـال   2رسـید.   569/0و  592/0پایه رویشی به 
ــی 3اســکوپلتین (در غلظــت  ــزیم   میل ــت آن ــر)، فعالی ــرم در لیت گ

ي متفـاوت امـا   الگو UCB-1پراکسیداز در پایه رویشی قزوینی و 
 276/0 که در پایه رویشی قزوینی از طوريه بمنظمی را نشان داد؛ 

واحد (اواخـر   704/0ساعت بعد از کشت) به  24واحد (در مدت 
واحـد در مـدت    575/0به  071/1از  UCB-1دوره رشدي) و در 

ــید.  ز ــان مشــابه رس ــزیم 3م ــت آن داز در حضــور کســیپرا) فعالی
ساعت بعد از کشـت) در هـر    72زنی ( جوانه اسکوپولتین در ابتدا

ترتیـب   قایسه با هـم (بـه  قابل م UCB-1دو پایه رویشی قزوینی و 
ــا  15واحــد) و در مــدت  513/0و  507/0 روز بعــد از کشــت، ب

ــی ــرل ( اخــتلاف معن  603/0و  535/0داري بیشــتر از شــرایط کنت
وابسـته بـه    احتمال دارد). دلیل این اختلاف 2واحد) بود (جدول 

هـا   سـلولی در هریـک از ژنوتیـپ    مولکـولی درون  ساز و کارهاي
 سی بیشتر دارد.باشد که نیاز به برر

 ) UCB-1هاي رویشی قزوینی و (پایه Pistacia veraزایی در  اسکوپولتین روي نوساقه اثر -1جدول 
Table 1- Effect of scopoletin on shoot regeneration of Pistacia vera cv. Qazvini and UCB-1 rootstocks 

هاي  پایه

 رویشی
Rootstocks 

 اسکوپولتین
Scopoletin 

)mg/L( 

تعداد نوساقه کل 

 ازاي ریزنمونه به
Total shoot N0. 

Per explants 

تعداد نوساقه سالم 

 ازاي ریزنمونه به
Healthy shoot 

N0. Per explant 

وزن نوساقه کل 

 )gازاي ریزنمونه ( به
Total weight 

per explant (g) 

وزن نوساقه سالم 

 )gازاي ریزنمونه ( به
Healthy weight 
per explant (g) 

ازاي  رشد طولی به

 )cmریزنمونه(
Growth length per 

explant (cm) 
 قزوینی

Qazvini 
0.00 3.33b 3.08b 1.15b 0.37a 2.53a 
3.00 4.20a 4.13a 1.22a 0.46a 1.90b 

UCB-1 
0.00 2.00b 1.75b 0.64a 0.20a 1.87a 
3.00 2.60a 2.46a 0.63a 0.24a 2.44a 

 اي دانکن است. با آزمون چند دامنه α=0.05دار در سطح  در هر ستون بیانگر اختلاف معنی ازاي هر تیمار بوده و حروف غیرمشابه نمونه به ریز 4 کرار بات 4ها میانگین  داده
Means with the different letter within a column are significantly different (α=0.05), according to Duncan’s Multiple Range Test. 
The values indicate means of four replications with 4 cultures per treatment. 

 )UCB-1هاي رویشی قزوینی و (پایه Pistacia veraدر مراحل مختلف رشدي در  آنزیم پراکسیدازاسکوپولتین روي فعالیت  اثر -2جدول 
Table 2- Effect of scopoletin on peroxidase enzyme activity in different growth stages in Pistacis vera cv. 

Qazvini and UCB-1 rootstocks. 

 هاي رویشی پایه

Rootstocks 

 اسکوپولتین

Scopoletin 
)mg/L( 

 ساعت 24

24h 
)U/ mg protein( 

 ساعت 48

48h 
)U/ mg protein( 

 ساعت 72

72h 
)U/ mg protein( 

 روز 15
15 days 

)U/ mg protein( 

 روز 30

30days  
)U/ mg protein( 

 قزوینی
Qazvini 

0.00 0.767 0.304 1.048 0.236 0.592 
3.00 0.276 0.479 0.507 0.535 0.704 

UCB-1 0.00 0.748 0.688 1.511 0.180 0.569 
3.00 1.071 0.880 0.513 0.603 0.575 

 .تکرار هستند 3ین ها میانگ داده
The values are given the mean of three replications. 
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 )UCB-1هاي رویشی قزوینی و (پایه Pistacia veraزایی در  ریشه اثر منبع آهن روي -3 جدول

Table 3- Effect of iron source on rooting of Pistacia vera cv. Qazvini and UCB-1 rootstocks. 

 هاي رویشی پایه

Rootstocks 
 منبع آهن

Iron source 

 زایی درصد ریشه

Rooting 
percentage 

 دار شده بازاي گیاهچه ریشه تعداد ریشه

Root N0. Per rooted plantlet 

 ازاي ریزنمونه طول ریشه به

Root length per rooted 
plantlet (cm) 

 قطر ریشه

Root diameter 
(mm) 

 قزوینی
Qazvini 

Fe-EDTA* 31.25b 1.75b 0.81a 0.70b 
FeEDDHA** 62.50a 6.00a 1.20a 1.70a 

UCB-1 
Fe-EDTA 62.50b 2.10b 1.49a 0.79a 

Fe-EDDHA 75.00a 4.70a 1.60a 1.00a 
Fe-EDTA* mg/L= 27/8 FeSO4.7H2O +mg/L 37/3 Na2EDTA   **، Fe-EDDHA =mg/L 187 
*Fe-EDTA= 27.8 mg/L FeSO4.7H2O +Na2EDTA, **FEEDDHA=187 mg/L 

 .اي دانکن است با آزمون چند دامنه α=05/0دار در سطح  بوده و حروف غیرمشابه بیانگر اختلاف معنیریزنمونه بازي هر تیمار  5با تکرار  4ها میانگین  داده
Means with the different letter within a are significantly different (α=0.05), according to Duncan’s Multiple Range Test. The values indicate 
means of four replications with 5 cultures per treatment. 
 

: زایی پسته و فعالیت آنزیم پراکسـیداز  منبع آهن روي ریشه اثر
 5/1طـول  زایی (به  هاي تکثیر شده در محیط کشت نوساقه نوساقه

بـا غلظـت    NAAمتر) بعـد از اعمـال تیمـار اکسـین      سانتی 0/2تا 
دقیقـه بـه محـیط     10مـدت   پالسـینگ بـه   شـیوه  بـه ام  پی پی 1000
 Fe-EDDHAو  )MS )Fe-EDTAحاوي آهـن   GNHهاي  کشت

زایی همـراه   گرم در لیتر منتقل و راندمان ریشه میلی 187با غلظت 
فعالیت آنزیم پراکسیداز مـورد بررسـی قـرار گرفـت.      با تغییرهاي

شده پس از دو هفته از شـروع  هاي تیمار تشکیل کالوس در نوساقه
در هفته سوم و چهـارم  شده هاي تشکیل شده و ریشهیش دیدهماآز

 اند). نشدهدادهها نشان بودند (دادهقابل مشاهده
 اثـر نـوع آهـن مـورد اسـتفاده      دهد کـه نشان می سهنتایج جدول 

ــی ــه  معن ــاي ریش ــزایش فاکتوره ــد   داري در اف ــد درص ــی مانن زای
اهچه داشـت  ازاي گی شده به، تعداد و طول ریشه تشکیلزایی ریشه

هاي رویشی قزوینی و  در پایه Fe-EDDHAکه استفاده از  طوري هب
UCB-1 و  0/6زایـی)،   (درصد ریشـه  75و  5/62به ترتیب منجر به

و  20/1) و Fe-EDDHAازاي هـر نوسـاقه    تعداد ریشه بـه ( 70/4
کـه اخـتلاف    ازاي گیاهچـه) شـد   متر (طول ریشـه بـه   سانتی 60/1

) داشـت.  MS (آهنبا شرایط کنترل  α=05/0داري در سطح  معنی
دلیـل   بـه  MSمحیط کشـت   Fe-EDTAها،  براساس برخی گزارش

فاده گیـاه و همچنـین   آن کمبود آهن بـراي اسـت   به دنبالرسوب و 
سمی، رشد گیاه را با محدودیت مواجـه سـاخته    هايتولید ترکیب

 .Dalton et al. 1983; Hangarter and Stasinopoulos( اسـت 

-Fe زایـی بـا اسـتفاده از    رانـدمان ریشـه   ). در این پـژوهش 1991

EDDHA جاي  هبFe-MS عنـوان منبـع آهـن در هـر دو پایـه       ، بـه
 ـ  رویشـی پسـته، افـزایش معنـی     کـه درصــد   طـوري هداري یافـت ب

درصـد و در   5/62به  25/31زایی در پایه رویشی قزوینی از  ریشه
). 3رسـید (جـدول    0/75به  5/62ز ا UCB-1پایه هیبرید رویشی 

روي افــزایش  Fe-EDTAبــه  ســبتن Fe-EDDHA دوچنــدان اثــر
داران  زایـی در سـایر درختـان میـوه از جملـه هسـته       راندمان ریشه

),Antonopoulou et al. 2007Molassiotis et al. 2003( ییـد  ات
 187عنـوان مثـال، افـزودن     نتـایج ایـن پـژوهش اسـت. بـه      کننده
زایـی پایـه    به محیط کشـت ریشـه   Fe-EDDHAگرم در لیتر  میلی

زایی را در این  ) راندمان ریشهGF677رویشی هلو و بادام (هیبرید 
 Antonopoulou etدرصد افزایش داد ( 100درصد به  30گیاه از 

al. 2007    شـدن اثـر بـارز   ) یکـی از دلایـل محتمـل در دیـده Fe-

EDDHA  مسـیرهاي   الـت در زایـی دخ  روي افزایش میزان ریشـه
 .آنزیمی درگیر در این فرآیند است

آنـزیم  ، بررسـی تغییـرات فعالیـت    چهـار ل اساس نتـایج جـدو  بر
دهد کـه در حالـت کلـی    زایی نشان می در مرحله ریشه پراکسیداز

بیش از دو برابـر   UCB-1فعالیت پراکسیدازي پایه هیبرید رویشی 
در ایـن پایـه   کـه بیشـترین فعالیـت آنـزیم      طوريه، بقزوینی است

 612/7در هفتــه چهــارم  Fe-EDTAهیبریــد رویشــی در حضــور 
 133/7در هفتـه سـوم    Fe-EDDHAواحد و در شرایط استفاده از 

واحد بوده و این میزان در پایه رویشی قزوینی در هفته چهارم در 
در هفته سوم  Fe-EDDHAو در حضور  Fe-EDTA 54/3حضور

 واحد بود. 83/3
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 و همکارانسارا ملکی   و ... زایی هاي نوساقه کننده ی برخی القااکسیدان اثر آنتی

 
 )UCB-1هاي رویشی قزوینی و (پایه Pistacia vera زایی در ریشه آهن روي فعالیت آنزیم پراکسیداز در مرحله منبع اثر -4جدول 

Table 4-Effect of iron source on peroxidase enzyme activity in rooting phase in Pistachia vera cv. Qazvini and UCB-1 rootstocks. 

 هاي رویشی پایه

Rootstocks 
 بع آهنمن

Iron Source 

 هفته دوم

week 2nd )U/ mg protein( 

 week 3rd هفته سوم 

)U/ mg protein( 

 week 4th هفته چهارم

)U/ mg protein( 

  week 5thهفته پنجم

)U/ mg protein( 

 قزوینی
Qazvini 

Fe-EDTA 3.97 2.61 3.54 2.76 
FeEDDHA** 2.48 2.63 3.83 3.09 

UCB-1 
Fe-EDTA 5.30 4.86 7.61 6.94 

FeEDDHA** 5.27 7.13 4.66 3.43 
Fe-EDTA* mg/L= 27/8 FeSO4.7H2O +mg/L 37/3 Na2EDTA   **، Fe-EDDHA =mg/L 187 

.استتکرار  3ها میانگین  داده  
*Fe-EDTA= 27.8 mg/L FeSO4.7H2O +Na2EDTA, **FeEDDHA=187 mg/L 
The values are given the mean of three replications. 

 

بینـی   عنوان یک نشانگر پـیش  که آنزیم پراکسیداز به با توجه به این
شـود  ) در برخی گیاهان محسوب مـی Predictive markerکننده (

),Gaspar et al. 1992McDonald and Wynne. 2003  ،بنـابراین (
زایی، همراه با فعالیت بالاي  درصد بالاي ریشه با توجه به مشاهده

پایـه  بـه  نسـبت   UCB-1آنزیم پراکسیداز در پایه هیبرید رویشـی  
پدیــده مســتقیم بــین ایــن دو رویشــی قزوینــی و وجــود ارتبــاط 

فعالیـت ایـن آنـزیم     احتمـال دارد ، فیزیولوژیکی در این پـژوهش 
عنـوان نشـانگر مولکـولی مناسـبی در سـایر ارقـام و        توانـد بـه   می
 ) قابل بررسی باشد.Pistacia veraهاي رویشی پسته ( پایه

هاي کینتیـک آنـزیم    بررسی: پراکسیداز خصوصیات کینتیک آنزیم
دیافته در شـرایط  روزه رش ـ 21هاي  پراکسیداز با استفاده از نوساقه

هاي کلسیم و منیزیم (در  یون اثرمنظور  شد. بدینشیشه انجام درون
ــاي  غلظــت ــا  0/0ه ــی 50ت ــا ( میل ــولار)، دم ــا  20م  درجــه 80ت

عنـوان بازدارنـده فعالیـت ایـن      بـه  EDTAگراد) و همچنین  سانتی
مولار) مـورد بررسـی قرارگرفـت.     میلی 50تا  0/0آنزیم (در مقادیر

پراکسیداز در تمامی موارد ، فعالیت آنزیم یکبراساس نتایج شکل 
داري بـا پایـه    رویشی قزوینی اختلاف معنی مورد پژوهش در پایه

 داشت. UCB-1هیبرید رویشی 
 شـان داد کـه بیشـترین فعالیـت آنـزیم پراکسـیداز در پایـه       نتایج ن

ترتیـب در   واحد، بـه  UCB-1 139/1و در  892/1رویشی قزوینی 
) و A1د (شـکل  منیزیم حاصل ش مولار یون میلی 40و  30حضور 
دوظرفیتی هاي  کاتیون شده در پژوهشی در ارتباط با اثره ینتایج ارا

 Phytolacca dioica )Ombuدر افزایش فعالیت آنزیم پراکسیداز 

tree نیز تایید کننده این موضوع اسـت ( )Guida et al. 2011 در .(
دار  از یون کلسیم با افزایش معنیمولار  میلی 40که استفاده از  حالی

ترتیـب بـه    منیزیم فعالیـت آن را بـه   در فعالیت آنزیم نسبت به یون
 ).B-1 هاي رویشی افزایش داد (شکل واحد در پایه 60/1و  03/2

در هر دو پایه رویشـی مـورد پـژوهش باعـث      EDTAاستفاده از 
 50کـه اسـتفاده از    طـوري ش فعالیت آنزیم پراکسیداز شد، بـه کاه

رویشـی قزوینـی بـه     فعالیت آنزیمی را در پایه EDTAمولار  میلی
ــه  UCB-1و در  372/0 ). C-1واحــد تقلیــل داد (شــکل  166/0ب

دست آمده از اثـر دماهـاي مختلـف روي فعالیـت آنـزیم       نتایج به
 ) در دمـاي 778/0و  315/1بیانگر بیشترین فعالیت آن ( پراکسیداز

رویشی قزوینـی   در هر دو پایه گراد (دماي بهینه) درجه سانتی 30
عنـوان   جاکه آنزیم پراکسیداز بـه  ). از آنD1بود (شکل  UCB-1و 

شــود  بــالا شــناخته مــی هــاي پایــدار در دماهــاي یکــی از آنــزیم
)Burnette. 1977ـ  ) در تایید گزارش  ه شـده توسـط   ما، نتـایج ارای

، Solanaceaهــاي گیــاهی ازقبیــل    ، در بیشــتر گونــه دیگــران
Cruciferacea ه این آنزیم را بـین  و درختان میوه، نیز فعالیت بهین

 .Bania and Mahanta(گراد بیـان داشـتند    سانتی درجه 50تا  30

2012 ; Guida et al. 2011; Rehman et al. 1999.( 
احتمال ) اسکوپولتین 1نشان داد که  در مجموع نتایج این پژوهش

اضـافه شـده بـه    سلولی و اکسین  دارد با کنترل میزان اکسین داخل
) بررسی 2. شودزایی می اقهمحیط کشت موجب افزایش میزان نوس

د نشـان داد کـه فعالیـت آن در    در شـاه  فعالیت آنزیم پراکسـیداز 
کـه، در   طوريه؛ بنی مختلف رشد داراي نوسان استهاي زما دوره

سـاعت بعـد از کشـت ریزنمونـه) بـه       24 -72زنی ( ابتداي جوانه
حداقل ممکـن،  روزه فعالیت به  15در پایان دوره حداکثر میزان و 

کشـت رو بـه    روز پـس از  30باره فعالیت آن تا پایـان دوره  و دو
 هـاي ر حضـور اسـکوپولتین تغییر  کـه د  فزونی گذاشت. در حـالی 
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 و همکارانسارا ملکی                 و ... زایی هاي نوساقه کننده ی برخی القااکسیدان اثر آنتی

 
) یـا  UCB-1بـا یـک رونـد مـنظم کاهشـی (در       آنزیم پراکسـیداز 

 Fe-EDDHA) اســتفاده از 3افزایشــی (در قزوینــی) همــراه بــود. 
اي رویشی مورد ه زایی را در پایه راندمان ریشه Fe-EDTA جاي  هب

 ) نتایج بیانگر بـالابودن فعالیـت  4برابر افزایش داد.  پژوهش تا دو
هیبریـد   زایـی در پایـه   آنزیم پراکسـیداز و همچنـین میـزان ریشـه    

نظر نسبت به پایه رویشی قزوینی بود. بنابراین به  UCB-1رویشی 
یـک نشـانگر   عنـوان   تـوان فعالیـت ایـن آنـزیم را بـه     رسد که بمی

ــیش ــی ک پ ــده در بین ــرد. Pistacia veraنن ــی ک ــزودن 5 معرف ) اف
مولار (وابسـته   میلی 40-30هاي منیزیم و کلسیم در مقادیر  کاتیون

درجـه   30بـه محـیط کشـت و تیمـار دمـاي      رویشی)  نوع پایه به

کـه   گراد فعالیت آنزیم را به بیشترین میزان رساندند درحـالی  سانتی
 حرز بود.روي فعالیت آنزیم م EDTAبازدارندگی  اثر

 
  سپاسگزاري

خمینـی (ره)   امـام  المللی بین دانشگاه مالی حمایت با پژوهش این
اعـلام   را خـود  قـدردانی  نویسـندگان  وسـیله  بـدین  کـه  شد انجام

 کنم. می

 

 

هاي  (پایه Pistacia veraروي فعالیت آنزیم پراکسیداز در )D(EDTA  و) C)، دما (Mg2+)A ،(Ca2+ )Bهاي دوظرفیتی  اثر کاتیون -1شکل 
 معیار اشتباه هستند. ± تکرار 3 ها با میانگین ). داده UCB-1رویشی قزوینی و

Figure 1- Effect of divalent cations Mg2+ (A), Ca2+ (B), temperature (C), and EDTA (D) on peroxidase enzyme activity in Pistacia vera 
cv. Qazvini and UCB-1 rootstocks. The values are mean ± Standard error (n=3) 
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