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 39، بهار 1، شماره 1مجله فیزیولوژی و بیوشیمی گیاهی ایران، جلد  

نخود  یاهدر گ اكسیدانیآنت هاییمآنزو فعالیت  یوشیمیاییب هاییژگیوبرخی اثر كاربرد متانول بر 

(Cicer arietinum L.) حت تنش خشكیت 
 

 *،4 احمدپور راحله و 9علی گنجعلی ، 2اعظم سلیمی ، 1 سعید رضا حسین زاده
 

 یاءالانبخاتم یه دانشگاه صنعتیبورس علمییئتهعضو  -7

 خوارزمی تهران دانشکده علوم، دانشگاه دياراستا -2

 دانشیار دانشکده علوم، دانشگاه فردوسی مشهد -3

 اءیالانبخاتمدانشگاه صنعتی  یعلمئتیهعضو  -4

 

 چكیده

در گیاه نخود  دانیاکسیآنت يهاميآنزو فعالیت  يیایمیوشیبهاي متانول بر ويژگی یپاشمحلولبررسی اثر  منظوربهاين مطالعه 

در پژوهشکده علوم  09صورت فاکتوريل در قالب طرح کاملاً تصادفی با سه تکرار در شهريور سال حت تنش خشکی بهت

و  39، 25، 29 ،(یپاشمحلولسطح، شاهد )بدون  5متانول با  یپاشمحلولدرآمد. عامل  اجراگیاهی دانشگاه فردوسی مشهد به 

بار طی فصل رشد گیاه و با  3پاشی در لیتر گلیسین اضافه شد. محلول گرم 2درصد حجمی بود که به هر کدام از سطوح  35

محلول روي برگ ادامه يافت. عامل  يهاقطرهها تا زمان جاري شدن گیاهچه یپاشمحلولروز صورت گرفت.  79فواصل 

شد. درصد ظرفیت زراعی( اعمال  799درصد ظرفیت زراعی( و بدون تنش خشکی ) 25خشکی نیز شامل تنش خشکی )

کربوهیدرات محلول پروتئین محلول برگی، پرولین، از نظر  يداریمعننتايج نشان داد بین سطوح مختلف متانول اختلاف 

. مقايسه  (P (0.01وجود داشت  کاتالاز، پراکسیداز و سوپراکسید ديسموتازمالون دي آلدئید، پراکسید هیدروژن، برگی، 

. اثرات دارد مورد بررسیصفات  را بر ریتأثدرصد حجمی متانول بیشترين  39سطح  داد کهمورد بررسی نشان  صفاتمیانگین 

پراکسید هیدروژن، کربوهیدرات محلول برگی، پروتئین محلول برگی،  بر میزان يداریمعنمتقابل تنش خشکی و متانول تأثیر 

 . (P (0.05 است داریمعن پرولین ينداشت اما بر محتو سموتازکاتالاز، پراکسیداز و سوپراکسید ديمالون دي آلدئید، 

 دانیاکسیآنت يهاميآنز، ، تنش خشکیيیایمیوشیب يهایژگيو: متانول، كلیدی گانواژ
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 مقدمه

يکی از مشکلات عمده تولید گیاهان زراعی تنش خشکی 

در ايران و جهان به شمار می رود و تهديد جدي براي 

محصولات زراعی در سراسر جهان  آمیزیتموفقتولید 

 هايینزم از سوم يك در حدود.  (Ober, 2001)است

 مواجه کمبود آب با توجهیقابل طوربه دنیا کشتقابل

 گیاهی نسبتاً  نخود با اينکه. (Clover et al.,1998)هستند 

 بالا عملکرد حصول جهت است اما به خشکی مقاوم

 را کاهش خشکی تنش اثر بتواند که یياتخاذ راهکارها

 ,Hsiao).است بوده توجه محققان بسیاري مورد دهد،

 ناشی اثر تواندیم کربن اکسید غلظت دي افزايش (2000

موادي  ردنب کارهب کند. بنابراين خنثی تنش خشکی را از

 شود یاهدر گاکسیدکربن دي غلظت افزايش سبب بتواند که

 Zebic) شودیم شرايط خشکی در عملکرد موجب بهبود

et al., 2003 .)دي افزايش غلظت راهکارهاي از يکی 

 متانول، نظیر از ترکیباتی استفاده گیاهان در کربن اکسید

 یدهاياس از استفاده همچنین بوتانول و پروپانول، اتانول،

 باشدیم آسپارتات و گلیسین، گلوتامات آمینه

(Nonomura et al., 1997.)  در بین اين ترکیبات متانول

زيرا اين  باشندیمماده کاملاً شناخته شده براي گیاهان 

گیاهی بوده که توسط  يهافرآورده ينترسادهماده يکی از 

و در اثر دمتیلاسیون  هابرگگیاهان خصوصاً طی رشد 

 Haston) شودیمتولید  هاآنسلولی  هاييوارهدین در پکت

and Roj, 2001) . پس از تولید اين ماده آلی فرار در داخل

خارج و وارد لايه مرزي  هابرگگیاهان، مقداري از آن از 

و  (Mudgett and clarke, 1993) شودیمو سپس اتمسفر 

بخش ديگر آن تبديل به فرم آلدهید و سپس به اسید 

تولید  2CO . اينشودیمتبديل  2CO ك و در نهايت بهفرمی

در گیاهان اثر  2CO بر روي آسیمیلاسیون تواندیمشده 

کاربرد خارجی  .(Galbal and kristian, 2002) بگذارد

متابولیکی رشد و نمو  يندهايفرآمستقیم با  طوربهمتانول 

مرتبط با  يندهايفرآگیاه در ارتباط است و همچنین با 

درگیر در  يهاژندفاعی از قبیل فعال شدن  يهاسمیمکان

 ,.Gout et al)بیوسنتز اسید جاسمونیك نیز مرتبط است 

تجمع  یبه تنش خشک اهانیگ يهاپاسخاز  .(2000

است که منجر به سازگاري اسمزي گیاه  هاتیاسمول

. تجمع پرولین يك (Ashraf and Iram, 2005)شودمی

، هايباکترشکی در نشانگر مهم مقاومت به تنش خ

 ,.Bates et al) ديآیم حساببهو گیاهان عالی  هاجلبك

 پاکستان خشك مناطق در شده انجام يهایبررس. (1973

 پنبه گیاه در درصد 39 متانول یپاشمحلول که داد، نشان

زان یش ميو افزا یمقاومت به تنش خشک افزايش موجب

در  (Makhduma et al., 2002). شودمی اهین در گیپرول

متانول باعث افزايش میزان  یپاشمحلولآزمايش ديگري 

در برگ گندم، يولاف و مو  و پرولین کارتنوئید، کلروفیل

 ,Ramandant and Omran)در شرايط تنش خشکی شد 

فعال  ژنیاکس يهاگونه دیسبب تول یتنش خشک. (2005

جهت  یمحافظت سمیو عدم حضور مکانشده  اهانیدر گ

 يدهایو اس هانیپروتئ دها،یپیل بيسبب تخر ،هاآنحذف 

 اهان،ی. در گ(Ahmed et al., 2002) گرددیم كینوکلئ

وجود دارد که سبب  یدانیاکسیآنت یدفاع يهاستمیس

در  دهایاس كیو نوکلئ هانیپروتئ، دهایپیلمحافظت از 

 گرددیمفعال  ژنیاکس يهاگونه یبيمقابل اثرات تخر

(Sairam et al., 1997).  در مطالعه بر روي گیاهان گندم و

از  دانیاکسیآنت يهاميآنزيولاف افزايش فعالیت بعضی از 

متانول  یپاشمحلولقبیل کاتالاز و پراکسیداز در اثر 

با توجه  .(Ramandant and Omran, 2005)مشاهده شد 

از آنجا که نخود يك محصول با موارد اشاره شده به 

 مهمی نقش جامعه غذايی مرژي در و استارزش اقتصادي 

 خشکی به حساس گیاه اين که اين به نظر و دينمایم ايفا را

با هدف بررسی تأثیر متانول بر  حاضر تحقیق لذا است،

 دانیاکسیآنت يهاميآنزو فعالیت  يیایمیوشیب يهایژگيو

محتواي پروتئین برگی، پرولین، کاتالاز، پراکسیداز از قبیل 

شرايط تنش  بهبود منظوربه و سوپراکسید ديسموتاز

 .انجام شد در گیاه نخود خشکی

 هاروشمواد و 

متانول بر  یپاشمحلولبررسی اثر تنش خشکی و  منظوربه

نخود )رقم کرج( آزمايشی  يیایمیوشیبروي خصوصیات 
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 39، بهار 1، شماره 1مجله فیزیولوژی و بیوشیمی گیاهی ایران، جلد  

علوم گیاهی دانشگاه  در پژوهشکده 7309در شهريور 

يل فاکتور صورتبهگرديد. آزمايش  اجرافردوسی مشهد 

تکرار انجام شد. تیمارهاي  3بر پايه طرح کاملاً تصادفی با 

سطح  5متانول در  یپاشمحلولمورد بررسی در آزمايش 

 35و  39 ،25، 29(، یپاشمحلولشامل؛ شاهد )بدون 

دو گرم  هامحلولدرصد حجمی متانول که به هرکدام از 

در لیتر گلیسین اضافه شد. افزودن گلیسین به محلول آبی 

انول سبب جلوگیري از صدمات ناشی از سمیت متانول مت

درصد ظرفیت  799. عامل خشکی شامل شاهد )شودیم

درصد ظرفیت زراعی( در  25زراعی( و تنش خشکی )

نظر گرفته شد.هر واحد آزمايشی در اين آزمايش از يك 

لیتر تشکیل شد که از ماسه و خاک  5/2گلدان به حجم 

د. براي تهیه خاک هر پر گردي 3:7مزرعه  به نسبت 

عبور داده  متریلیمگلدان، خاک تهیه شده ابتدا از الك دو 

کیلوگرم در هر گلدان ريخته شد. درصد  2 زانیمبهشد و 

درصد وزنی روزانه  يریگاندازهرطوبت خاک از طريق 

رطوبت خاک و اضافه نمودن آب مصرفی توسط هر 

د گیاه بار طی فصل رش 3 یپاشمحلولگلدان، تنظیم شد.

طی مرحله رويشی در  یپاشمحلولصورت گرفت. اولین 

هفته پس از کاشت و  4شهريور ماه به فاصله  27

در اوايل گلدهی و اوايل  بیترتبهديگر  يهایپاشمحلول

به اين صورت  یپاشمحلولغلاف دهی انجام شد. نحوه 

بوته نخود  يهاقسمتانجام گرفت که بر روي تمام 

استخراج و سنجش  يبراشد. قطرات محلول جاري

 و همکاران Batesاز روش  بیترتبهن یو پروتئن یپرول

 استفاده شد. Lowry ((1951و  (1973)

گرم از  7/9 ،یمحلول برگ دراتیسنجش کربوه منظوربه

 دارچیدر پ یکیپلاست يهارا به فالکون برگخشك  بافت

 %19 كیلیالکل ات تریلیلیم 75منتقل کرده و سپس به آن 

 هیثان 29افزوده و به مدت  ميانمودهگرم  آن را قبلاًکه 

جدا کردن فاز جامد از  منظوربهورتکس شدند. سپس 

دور در  3999با سرعت  قهیدق 79ها به مدت فالکون ع،يما

به  يیاز عصاره رو تریلیلیم 2شدند.  وژیفيسانتر قهیدق

 %5محلول فنل  تریلیلیم 7درپوش دار منتقل شد و  شهیش

هود و  ريتکان داده شد. سپس در ز شدتبهافزوده شد و 

 شهیبه هر ش %01 كيسولفور دیاس تریلیلیم 5 ،سرعتبه

رنگ  تیو با تثب قهیدق 45 تاضافه شد. پس از گذش

در  هانمونه يجذب نور زانیبه زرد م ليما ياقهوه

 زانیم تينانومتر قرائت شد. در نها 415 موجطول

 یبا استفاده از منحن یل برگمحلو يهادراتیکربوه

محاسبه  اهیدر واحد وزن خشك گ دراتیاستاندارد کربوه

  (.Renaut et al., 2005) ديگرد

 Sagisakaسنجش پراکسید هیدروژن با استفاده از روش 

گرم از بافت  5/9به اين منظور مقدار  انجام شد. 1976))

 درصد در 7کلرواستیك ياسید تر تریلیلیم 5تر برگ با 

حمام يخ کاملاً سايیده و همگن شد. هموژن حاصل به 

 وژیفيسانتردور در دقیقه  72999دقیقه در  75مدت 

از  تریلیلیم 5/9 ، در حمام يخدر مرحله بعد گرديد.

 تریلیلیم 5/9منتقل و به آن  شيبه لوله آزمافوق  محلول

 تریلیلیم 7و pH =1مولار با یلیم 79 میبافر فسفات پتاس

در نهايت جذب  .ديمولار اضافه گرد 7 میتاسپ ديدي

نانومتر به کمك دستگاه  309 موجطولدر  هانمونه

 یاسپکتروفتومتر تعیین گرديد. سپس بر اساس منحن

استاندارد آب اکسیژنه، غلظت پراکسید هیدروژن در 

بر حسب میکرومول برگرم وزن تر برگ محاسبه  هانمونه

پیدهاي غشاء با سنجش میزان پراکسیداسیون لی شد.

 بر اساسHeath and Packer ( (1968استفاده از روش 

تشکیل کمپلکس مالون دي آلدئید حاصل از 

پراکسیداسیون لیپیدهاي غشاء انجام شد. به اين منظور 

کلرواستیك اسید تري تریلیلیم 5گرم بافت تر برگ با  2/9

سايیده و همگن  یخوببهدرصد در هاون چینی  7/9اسید 

دور  79999دقیقه و در  5مدت حاصل به همگنايشد. 

از محلول اسید تري  تریلیلیم 4گرديد. سپس  وژیفيسانتر

 5/9درصد که حاوي اسید تیوباربیتوريك  29کلرواستیك 

دقیقه  39درصد بود، اضافه شد. مخلوط حاصله به مدت 

درجه قرار گرفت و بعد از اتمام اين  09گرم  در حمام آب

خ منتقل شد. در مرحله بعد، مجدداً مدت به حمام ي

دور  79999دقیقه و در  79محلول مورد نظر به مدت 
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 هانمونهشد. در نهايت جذب نوري هر يك از  وژیفيسانتر

نانومتر خوانده شد و با استفاده از  532 موجطولدر 

 زير غلظت مالون دي آلدئید محاسبه شد. يرابطه

cbA   
ب : ضري : جذب نمونه مورد نظر،Aفوق  يمعادلهدر 

15خاموشی که برابر
1055.1


 Mcm  است وc :

gFWmolبر حسب دئیدغلظت مالون دي آل / 

 باشد.می

 79گرم برگ با  5/9تهیه عصاره آنزيمی برگ  منظوربه

سايیده شد. بافر فسفات پتاسیم در هاون چینی  تریلیلیم

آزمايش منتقل شد و با  يهالولهسپس مخلوط حاصل به 

درجه  4خچال دار در دماي ي وژیفيسانتراستفاده از 

 24دور در دقیقه به مدت  72999گراد و با سرعت سانتی

، محلول وژیفيسانترشد. پس از پايان  وژیفيسانتردقیقه 

 يریگاندازه عصاره آنزيمی استفاده شد. عنوانبهيی رو

 Holy ((1972فعالیت آنزيم پراکسیداز بر اساس روش 

تامپون  تریلیلیم 2شد. بدين منظور، ابتدا  يریگاندازه

 3/9اکسیژنه آب تریلیلیم pH، 2/9=5مولار با  2/9استات 

مولار محلول در  92/9بنزيدين  تریلیلیم 7/9درصد، 

 7/9درصد، در حمام يخ مخلوط شدند، سپس  59متانول 

برگ به اين مخلوط واکنش  یاز عصاره آنزيم تریلیلیم

با استفاده از  هانمونه يجذب نور یمنحن اضافه شد.

دقیقه در  3ثانیه به مدت  39 اسپکتروفتومتر هردستگاه 

 ينانومتر رسم شد. واحد آنزيم به ازا 539 موجطول

2O2H 1-µmol ml 25 يتجزيه شده در هر دقیقه در دما 

استاندارد  یريف شد و با کمك منحنگراد تعیدرجه سانت

فعالیت ويژه آنزيم بر حسب تغییرات واحد آنزيم در دقیقه 

 يریگاندازه  پروتئین محاسبه شد. گرمیلیمبه ازاء هر 

 Candlee andروش  بامیزان فعالیت آنزيم کاتالاز 

Scandalios ((1984  بافر  تریلیلیم 5/2بتدا ا شد.انجام

آب اکسیژنه  تریلیلیم 3/9و  لارمو 95/9 میفسفات پتاس

 2/9در حمام يخ با يکديگر مخلوط شدند و بلافاصله  3%

تغییرات  یبه آن افزوده شد. منحن یعصاره آنزيم تریلیلیم

دقیقه  4-3نانومتر به مدت  249 موجطولجذب در 

فعالیت آنزيم بر حسب تغییرات واحد در  شد. یبررس

  .محاسبه شدپروتئین  گرمیلیم يدقیقه به ازا

روش  بافعالیت آنزيم سوپراکسید ديسموتاز  يریگاندازه

 ,Beauchampand Fridovich) دوويچ يبیوچمپ و فر

بدين منظور ابتدا محلول بافر فسفات  شد. انجام (1971

 EDTA 7/9 زير باتیترکو سپس  شد هیته مولار یمیل 59

ر، میکرو مولا 15( NBTمولار، نیتروبلوتترازولیوم ) یمیل

میکرومولار،  4مولار، ريبوفلاوين  یمیل 73متیونین 

 799. در نهايت با اضافه شدن اضافه گرديد بیترتبه

میکرولیتر عصاره تحت روشنايی لامپ فلورسنت واکنش 

در  هانمونهدقیقه جذب  75. پس از گذشت شودیمآغاز 

نانومتر توسط دستگاه اسپکتروفتومتر  569 موجطول

احد فعالیت سوپر اکسید ديسموتاز خوانده شد. يك و

در برابر نور  NBTدرصد ممانعت از تغییر رنگ  59معادل 

بر حسب واحد آنزيم در  یفعالیت آنزيم .شودیمبیان 

 میکرولیتر عصاره 799( در گرمیلیممقدار پروتئین کل )

 افزارنرمتوسط  يآورجمعپس از  هادادهبیان گرديد. 

Mstat-C با استفاده از  هانیانگیمد و تجزيه واريانس شدن

درصد  5در سطح احتمال دانکن  يادامنهآزمون چند 

 مقايسه شدند.
 نتایج

مار ینشان داد که ت هادادهانس يه واريج تجزينتا

 يداریمعنر یثتأ یمار تنش خشکیمتانول و ت یپاشمحلول

P )بر مقدار پروتئین کل محلول برگی داشت  اما ؛ (0.01 

نبود  داریمعنن صفت ياثر متقابل متانول و تنش بر ا

بیشترين متانول  یپاشمحلول(. در بین تیمارهاي 7جدول )

درصد حجمی  39و  25مقدار پروتئین کل در تیمارهاي 

متانول اختلاف  يهاغلظتمتانول بود که با ديگر 

نیز کمترين مقدار براي اين صفت  .نداشت يداریمعن

درصد  39و  25ط به سطح شاهد بود که با سطوح مربو

تجزيه (. 2داشت )جدول  يداریمعنمی تفاوت حج

نشان داد که  واريانس نتايج مربوط به تغییرات پرولین

و اثر متقابل متانول و  یمتانول، تنش خشک یپاشمحلول

P ) داریمعنتنش بر میزان پرولین  (. 7ل بود )جدو (0.01
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 39و  25 یپاشمحلولن سطوح مختلف متانول، یدر ب

زان پرولین را داشتند که ین ميشتریمتانول ب یدرصد حجم

داشتند.  يداریمتانول اختلاف معن یر سطوح حجميبا سا

زان پرولین به سطح شاهد مربوط بود که با ین ميکمتر

 يداریمتانول اختلاف معن یدرصد حجم 35سطوح 

 یمتانول و تنش خشک کنشبرهم. در (2اشت )جدول ند

درصد حجمی  39زان پرولین متعلق به سطح ین ميشتریب

متانول در تیمار تنش خشکی بود که با ديگر سطوح 

داري داشت و کمترين میزان اين صفت اختلاف معنی

تیمار بدون تنش خشکی بود  مربوط به سطح شاهد در

داد که تیمار نشان  هادادهنتايج تجزيه واريانس  (.7)شکل 

 يداریمعنثیر تأی متانول و تیمار تنش خشکی پاشمحلول

(P  اما اثر ؛ بر میزان مالون دي آلدهید داشت (0.01 

جدول نبود ) داریمعنمتقابل متانول و تنش بر اين صفت 

(. در بین سطوح مختلف متانول، سطح شاهد بیشترين 7

را داشت که با کلیه سطوح  تجمع مالون دي آلدهید

داشت. کمترين  يداریمعنمتانول اختلاف  یپاشمحلول

درصد حجمی متانول بود که با  39تجمع نیز در سطح 

 يداریمعندرصد حجمی اختلاف  35و  25سطوح 

نشان داد  هاداده(. نتايج تجزيه واريانس 2 جدولنداشت )

 تأثیرمتانول و تیمار تنش خشکی  یپاشمحلولکه تیمار 

P ) يداریمعن بر میزان پراکسید هیدروژن داشت.  (0.01 

اثر متقابل متانول و تنش در تمامی سطوح نسبت به سطح 

(. در بین 7نبود )جدول  داریمعنشاهد کاهش داشت اما 

متانول مورد استفاده در آزمايش، سطح شاهد  يهاغلظت

ن میزان پراکسید هیدروژن را ( بیشتريیپاشمحلول)بدون 

درصد حجمی متانول  29و  35داشت که با سطوح 

نداشت. کمترين میزان اين صفت در  يداریمعناختلاف 

درصد حجمی متانول مشاهده شد که با  39و  25سطح 

 يداریمعندرصد حجمی تفاوت  35سطوح شاهد و 

نشان داد  هاداده(. نتايج تجزيه واريانس 2داشت )جدول 

 تأثیرمتانول و تیمار تنش خشکی  یپاشمحلولتیمار  که

P) يداریمعن  محلول  يهادراتیکربوهبر میزان  (0.01 

اما اثر متقابل متانول و تنش بر اين صفت ؛ برگی داشت

 ،یپاشمحلولدر بین تیمارهاي (. 7جدول نبود ) داریمعن

باهم  يدارینمعمختلف متانول اختلاف  يهاغلظت

نداشتند و در يك گروه آماري قرار گرفتند ولی تفاوت 

نتايج تجزيه (. 2)جدول  بود داریمعنبا شاهد  هاآن

 P)متانول  یپاشمحلولنشان داد که تیمار  هادادهواريانس 

 P )و تیمار تنش خشکی  (0.05   تأثیر (0.01

بر فعالیت آنزيم کاتالاز داشت. اثرات متقابل  يداریمعن

 داریمعنمتانول بر اين صفت  یپاشمحلولتنش خشکی و 

 35غلظت  یپاشمحلول(. در بین تیمارهاي 7نبود )جدول 

درصد حجمی متانول بیشترين میزان فعالیت را داشت که 

درصد حجمی تفاوت  25سطح  جزبهبا ديگر سطوح 

اشت و کمترين میزان فعالیت اين آنزيم در ند يداریمعن

درصد حجمی متانول مشاهده شد که با سطوح 25سطح 

داشت  يداریمعندرصد حجمی اختلاف  35شاهد و 

نشان داد که  هاداده(. نتايج تجزيه واريانس 2)جدول 

 تأثیرمتانول و تیمار تنش خشکی  یپاشمحلولتیمار 

P )اکسیداز داشت بر میزان فعالیت آنزيم پر يداریمعن  

 داریمعناما اثر متقابل متانول و تنش بر اين صفت  .(0.01

(. در بین سطوح مختلف متانول، بیشترين 7نبود )جدول 

و  29فعالیت آنزيم متعلق به سطح شاهد بود که با سطوح 

نداشت.  يداریمعندرصد حجمی متانول اختلاف  35

درصد حجمی  39ين صفت در سطح کمترين میزان ا

 35با سطح شاهد و  يداریمعنت مشاهده شد که تفاو

نتايج تجزيه (. 2متانول داشت )جدول  د حجمیـدرص

متانول و  یپاشمحلولنشان داد که تیمار  هادادهواريانس 

P ) يداریمعن تأثیرتیمار تنش خشکی  بر میزان  (0.01 

نزيم سوپراکسید ديسموتاز داشت. اما اثر متقابل فعالیت آ

(. در 7نبود )جدول  داریمعنمتانول و تنش بر فعالیت آن 

متانول، سطح شاهد بیشترين  یپاشمحلولبین تیمارهاي 

درصد حجمی  35و  29فعالیت را داشت که با سطوح 

نداشت. کمترين میزان فعالیت  يداریمعنمتانول تفاوت 

رصد حجمی مشاهده شد که با کلیه د 39نیز در سطح 

 يداریمعندرصد حجمی اختلاف  25سطوح جز سطح 

 (. 2داشت )جدول 
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 متانول تحت تنش شرايط خشکی یپاشمحلولدر سطوح مختلف  بیوشیمیايی گیاه نخود يهایژگيونتايج تجزيه واريانس  -7جدول 

 درجه آزادي منابع تغییر
 میانگین مربعات

 سوپراکسید ديسموتاز پراکسیداز کاتالاز میزان کربوهیدرات پراکسید هیدروژن مالون دي آلدئید پرولین ل برگیپروتئین محلو

 11.831** 0.043** 0.013* 39.449** 0.283** 0.071** 3.237** 0.379** 4 متانول

 22.136** 0.087**  0.117** 748.701** 5.559** 0.717** 35.035** 1.432** 1 خشکی تنش

  ns0.068  **1.327 ns0.006  ns0.006  ns5.519  ns0.001  ns0.005  ns2.204 4 تنش×متانول

 1.063 0.003 0.003 2.965 0.017 0.002 0.030 0.067 20 خطاي آزمايش

 11.75 15.92 24.68 5.12 7.31 1.43 6.45 12.20 - ضريب تغییرات )%(

ns ،** درصد 5و  7در سطح احتمال  داریمعنو  داریمعن یرغ یبترتبه: * و  

 

 

 متانول یپاشمحلولبیوشیمیايی گیاه نخود تحت تأثیر سطوح مختلف  يهایژگيومقايسه میانگین  -2جدول 

 سوپراکسید ديسموتاز پراکسیداز کاتالاز میزان کربوهیدرات پراکسید هیدروژن مالون دي آلدئید پرولین پروتئین محلول برگی متانول

 b 1.766 c 1.833 1.705 a a 2.042 30.62 b a 0.249  a 0.481 a 10.48 شاهد

حجمی 29%   ab 2.084 b 2.917 1.333 b ab 1.828 35.68 a ab 0.202 abc  0.365 ab 9.345 

حجمی 25%   a 2.382 a 3.208 1.145 bc b 1.603 35.73 a b 0.166 bc 0.306 bc 7.790 

حجمی 39%  a 2.342 a 3.487 0.921 c b 1.532 35.35 a ab 0.206 c  0.265 c  6.933 

حجمی 35%  ab 2.028 c 2.005 1.103 bc ab 1.843 33.47 ab a 0.269 ab  0.408 ab  9.322 

 ندارند. يداریمعنتلاف اخ  (p (0.05دانکن  يادامنهمطابق آزمون چند باشندیمکه در هر ستون حداقل داراي يك حرف مشترک  يیهانیانگیم
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 بحث

 پروتئین كل محلول برگی

از قبیل تنش خشکی، شوري، گرما  رزندهیغ يهاتنشدر 

. ابديیمدر گیاه افزايش  هانیپروتئو سرما، بیان يکسري از 

در ايجاد سازگاري با شرايط تنش ايفاي  هانیپروتئاين 

، در شرايط تنش شوري و بر آن. علاوه کنندیمنقش 

 Ashrafشکی در سازگاري اسمزي گیاه نیز نقش دارند )خ

and Harris, 2004 بالاتر بودن میزان پروتئین محلول .)

نسبت  P.aculeataی برگی در رقم متحمل به تنش خشک

 Ashrafدر بررسی  P.vulgarisبه رقم حساس به تنش 

and Iram (2005 نیز گزارش شده است. دريك ،)

 يهانیپروتئت پرولین و آزمايش، تنش کمبود آب غلظ

که  يطوربهنخود افزايش داد  يهابرگمحلول را در 

درصد در  43 تا هابرگمحلول در  يهانیپروتئغلظت 

 ,.Najaphy, et alمقايسه با تیمارهاي شاهد افزايش يافت )

(. تنظیم اسمزي شامل تجمع فعال املاح سلولی از 2010

رون گیاه در محلول و پرولین در د يهانیپروتئجمله 

پاسخ به کاهش پتانسیل آب خاک و کاهش اثرات مضر 

يك نتیجه تجمع املاح،  عنوانبه .باشدیمکمبود آب 

خود،  نوبهبه، که دهدیمپتانسیل اسمزي سلول را کاهش 

و منجر به حفظ تورگر آن  شده جذبآب به درون سلول 

افزايش در غلظت  .(Najaphy, et al., 2010) شودیم

به افزايش در  تواندیمین محلول تحت تنش خشکی پروتئ

سنتز پروتئین مربوط باشد. پرولین آزاد، قند محلول و 

عوامل اسمزي يا محافظت  عنوانبهمحلول  يهانیپروتئ

اسمزي نقش مهمی در تنظیم اسمزي کمبود آب  يهاکننده

مطالعه نیز مقدار پروتئین کل محلول برگی  نيدر ادارند. 

نسبت به شرايط بدون  يداریمعنش افزايش در شرايط تن

 كیلوتروفیمانند مت ستيهمز يهايباکترتنش داشت. 

 نيکه ا کنندیم یزندگ یزراع اهانیبرگ اکثر گ يرو

خارج  اهیمتانول که از برگ گ افتيدر يدر ازا هايباکتر

 نیمانند اکس هاهورموناز  یساخت بعض مادهشیپ شودیم

در تسريع روند رشد و  یمهمرا که نقش  نینیتوکیو س

 اریبه عهده دارند را در اخت اهیگ یکيولوژيزیف يندهايفرآ

 رسدیم نظربه (.Ivanova et al., 2001) دهدیمقرار  اهیگ

 يهايباکترمتانول با افزايش فعالیت  یپاشمحلول

متیلوتروفیك منجر به افزايش تولید هورمون اکسین و 

ز طرف ديگر مشخص شده شود و اسیتوکینین در گیاه می

 يسازنیپروتئاکسین و سیتوکینین در افزايش  يهاهورمون

 (.Ivanova et al., 2001)در گیاهان نقش بسزايی دارند 

گزارش شد که  ینیزمبادامدر آزمايشی بر روي 

متانول منجر به افزايش مقدار پروتئین در گیاه  یپاشمحلول

 .(Vyshkayy et al., 2008)شد 

 پرولین

عنوان يك فزايش پرولین در شرايط تنش خشکی، بها

تجمع زياد  .پاسخ دفاعی گیاه به تنش خشکی مطرح است

هاي تحت تنش سبب محافظت از سلول پرولین در سلول

در شرايط تنش و همچنین جلوگیري از ايجاد سمیت در 

پرولین همچنین در حفظ  (Tawfik, 2008).شود سلول می

گاري اسمزي و حفظ ساختار ساختار غشاء، ايجاد ساز

 ,Ashraf and Iram).کندیمها در سلول، ايفاي نقش آنزيم

دلیل خاصیت هیدروفیلی پرولین، اين مولکول به (2005

هاي آب در اطراف ممکن است جايگزين مولکول

هاي غشايی گردد و ها و مولکولنوکلئیك اسیدها، پروتئین

براي ترکیبات را  کنندههاي تخريباز اين طريق اثرات يون

محافظت از اين ترکیبات و  لهیوسنيبدکاهش داده و 

در  .(Bayoumi et al., 2008)ساختار غشاء را انجام دهد 

صورت گرفت  Lotus japonicusبررسی که بر روي 

افزايش میزان پرولین در شرايط تنش خشکی و شوري را 

ل (. در اين تحقیق دلیDiaz et al., 2005نمودند ) ديیتأ

علت افزايش فعالیت افزايش پرولین در شرايط تنش را به

کربوکسیلات سنتتاز )که در مسیر -5آنزيم پیرولین 

بیوسنتز پرولین نقش دارد( و کاهش فعالیت آنزيم پرولین 

کند( دهیدروژناز )که در تجزيه پرولین ايفاي نقش می

، تبديل پرولین به گلوتامات نیز نيعلاوه بر ااند. دانسته

پرولین در یزان ــش مــگر براي کاهـعنوان دلیلی ديهب

 ,.Diaz et alسطوح پايین تنش شوري ذکر شده است )

 ( نیز 2010و همکاران ) Najaphy(. نتايج تحقیقات 2005
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 محتواي پرولین بر خشکی تنش و متانول متقابل اثر -7 شکل

 درصد(. 5ندارند )در سطح احتمال  داريمعنیدانکن اختلاف  ايدامنهچند مطابق آزمون باشندمیکه داراي حروف مشترک  هايیستون *

 

هاي نخود تحت مويد افزايش میزان پرولین در ژنوتیپ

در اين تحقیق نیز تیمار تنش  .شرايط تنش خشکی است

خشکی باعث افزايش میزان پرولین نسبت به تیمار بدون 

شده بر روي برگ  یپاشمحلولتنش خشکی شد. متانول 

تبديل  2H+توسط آنزيم متانول اکسیداز و با از دست دادن 

له بعد حدر مر. فرمات شودیمبه فرمات )متانوئیك اسید( 

 H+و  2COه توسط آنزيم فرمات دهیدروژناز تبديل ب

از طرف ديگر  (.(Nonomura et al., 1992 شودیم

کربوکسیلات سنتتاز -5آنزيم پیرولین  شده گزارش

(P5CS)  در شرايط اسیدي بیشترين فعالیت را دارد

(Yordanov et al., 2003) .متانول با کاهش  رسدیم نظربه

pH  5در گیاه منجر به افزايش فعالیت آنزيم پیرولین-

کربوکسیلات سنتتاز شده و در نهايت تجمع پرولین در 

برگ را خواهیم داشت. پرولین علاوه بر شرکت در تنظیم 

 يهاستمیسمهمی مانند حفاظت از  يهانقشاسمزي، 

، سمیت زدايی (Terzi et al., 2006)غشايی سلول 

(Puritch and Barker, 1967)  و تنظیم اسیديته سیتوزول

 .(Hare et al., 1998)را نیز بر عهده دارد 
 مالون دی آلدئید

جمع مالون دي آلدئید در شرايط تنش خشکی نشان 

 ,.Eraslan et alاست )دهنده تخريب غشاءهاي سلولی 

اکسیژن فعال طی تنش اکسیداتیو  يهاگونه(. تولید 2007

ناشی از تنش خشکی، سبب تخريب ساختار لیپیدي غشاء 

شده و از اين طريق میزان مالون دي آلدئید را افزايش 

(. در اين مطالعه نیز تجمع Eraslan et al., 2007) دهدیم

افزايش  مالون دي آلدئید در شرايط تنش خشکی

نسبت به شرايط بدون تنش داشت. نتايج  يداریمعن

حاصل از بررسی محققان نشان داده است که در شرايط 

افزايش يافته و  دهایپیلتنش خشکی، میزان پراکسیداسیون 

تحت تنش  يهاسلولدر نتیجه میزان مالون دي آلدئید در 

(. با توجه به کاهش Gunes et al., 2006) ابديیمافزايش 

در اثر  دهایپیلمیزان پراکسید هیدروژن و پراکسیداسیون 

کاهش تجمع  توانیممتانول در اين مطالعه  یپاشمحلول

 مالون دي آلدهید را منطقی دانست.

 پراكسید هیدروژن
محیطی از جمله تنش شوري، خشکی و دماي  يهاتنش

، شوندیمبالا سبب محدود شدن تثبیت دي اکسید کربن 

گفت که با کاهش غلظت دي اکسید  انتویمبنابراين 

کربن کلروپلاستی، تنفس نوري افزايش يافته و در نتیجه 
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 Yoadanov) ابديیمتولید پراکسید هیدروژن نیز افزايش 

et al., 2003 نتايج بررسی محققان نشان داده است که .)

يك سیگنال جهت بسته شدن  عنوانبهپراکسید هیدروژن 

نور زياد و  زانیمبهسبت ، سازگاري برگ نهاروزنه

 دينمایمشوک گرمايی عمل  يهانیپروتئهمچنین القاء 

(Mahajan and Tuteja, 2005 علاوه .)تجمع نيبر ا ،

تنش از  يهاهورمونپراکسید هیدروژن سبب القاء تجمع 

 ,.Shao et al) شودیمقبیل سالیسیلیك اسید و اتیلن نیز 

2008 .)Nayyar and Gupta (2006) افزايش میزان  نیز

( Triticum aestivumپراکسید هیدروژن در گیاهان گندم )

( را در شرايط تنش خشکی گزارش Zea maysو ذرت )

نمودند. در اين مطالعه نیز میزان پراکسید هیدروژن در 

نسبت به شرايط  يداریمعنشرايط تنش خشکی افزايش 

بدون تنش داشت. براي جلوگیري از کاهش چرخه انتقال 

کترون کلروپلاستی، گیاهان عالی مسیر تنفس نوري را به ال

 NADP+راه انداخته و از اين طريق سبب تولید مجدد 

. در قسمتی از مسیر تنفس نوري پراکسید شوندیم

ناشی  تواندیمکه  شودیمها تولید هیدروژن در پراکسیزوم

از پراکسیداسیون اسیدهاي چرب در پراکسیزوم باشد 

(Shao et al., 2008 .)متانول سبب افزايش  یپاشمحلول

 ، بنابراين تولید مجددشودیمتثبیت دي اکسید کربن 

+NADP آن  دنبالبهوسط سیکل کالوين افزايش يافته و ت

که اين  ابديیمچرخه انتقال الکترون فتوسنتزي نیز افزايش 

سوپراکسید و  يهاکاليرادامر منجر به کاهش تولید 

 .گرددیمها وپلاستاکسیژن يکتايی در کلر

 كربوهیدرات محلول برگی

از میان مواد اسموتیك آلی موجود در گیاهان، قندها 

پتانسیل اسمزي ايجاد شده در گیاه در  %59مسئول بیش از 

 Mahajan and)) باشندیمشرايط تنش شوري و خشکی 

Tuteja, 2005 در شرايط  هادراتیکربوه. افزايش میزان

يك سیگنال متابولیکی به تنش  نعنوابه تواندیمتنش 

دفاعی  يهاپاسخخشکی و شوري عمل نمايد و در بروز 

 یپاشمحلول(. Niknam et al., 2004نقش داشته باشد )

میزان  تواندیمشده که  2COمتانول باعث افزايش غلظت 

.  et al(Zebic(2003 ,.را در گیاه افزايش دهد  2COتثبیت 

 است يترکوچك نسبتاً  لکولمو 2COبا   مقايسه در متانول

 استفاده قرار مورد و شده جذب گیاهان، توسط یراحتبه که

 نيترمهميکی از  .Downie et al., 2004)) ردیگیم

خصوصیات آنزيم روبیسکو اين است که نه تنها ريبولوز 

بلکه آن را اکسید  کندیمبیس فسفات را کربوکسیله  5و  7

جر به انجام تنفس نوري در . اکسیداسیون نیز منکندیمنیز 

. متانول با (Makhdum et al., 2002) شودیمگیاه 

 ,.Gout et al)متابولیزه شدن سريع به دي اکسید کربن 

منجر به روند کربوکسیلاسیون  2COو با افزايش  (2000

 Faver and) شودیمبیشتر و اکسیژناسیون کمتر در گیاه 

Greik, 1996)وسنتز در اثر کاربرد . بنابراين با افزايش فت

متانول، افزايش کربوهیدرات محلول برگی را خواهیم 

بر روي پنبه در مناطق خشك که در بررسی داشت. 

 2COپاکستان صورت گرفت، بیشترين میزان آسیمیلاسیون 

درصد حجمی متانول مشاهده  39 در غلظت و فتوسنتز

 .(Makhdum et al., 2002)شد 

 كاتالاز

عمل کرده و در  یدانیاکسیآنتيك آنزيم  عنوانبهکاتالاز 

حذف و جاروب کردن پراکسید هیدروژن تولید شده در 

اکسیژن  يهاگونهها و کاهش اثرات تخريبی پراکسیزوم

 ,.Simova Stoilova et al)دارد  بر عهدهفعال نقش مهمی 

که بر روي ذرت انجام گرفت  يامطالعهدر (.  2008

یت کاتالاز، سبب افزايش گزارش کردند که افزايش فعال

پتانسیل دفاعی گیاه در مقابل تنش خشکی شده و میزان 

 بخشدیمتحمل اين گیاه به شرايط تنش خشکی را بهبود 

(Helal and samir, 2008) افزايش فعالیت آنزيم کاتالاز .

در گیاه لوبیا تحت تنش خشکی نیز گزارش شده است 

(Ahmed et al., 2002 .)یز فعالیت آنزيم مطالعه ن نيدر ا

نسبت  يداریمعنکاتالاز در شرايط تنش خشکی افزايش 

مهم  يهانقشبه شرايط بدون تنش داشت. يکی از 

القا  يهاتنشمتانول جلوگیري از کاهش اثر  یپاشمحلول

شده به گیاهان زراعی در اثر انجام تنفس نوري در 

 %25با توجه به اينکه  (.Downie et al., 2004) هاستآن
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با استفاده از  شودیماز کربن گیاه صرف تنفس نوري 

 2COمتانول که منجر به افزايش غلظت  یپاشمحلول

مقدار تنفس نوري را به  توانیم شودیم یسلولدرون

از اين  (.Ramberg  et al., 2002)کمترين اندازه رساند 

رو با کاهش تنفس نوري پراکسید هیدروژن تولید شده در 

 ,.Simova Stoilova et al) ابديیمش پراکسیزوم کاه

. از طرف ديگر نقش اصلی کاتالاز جاروب کردن (2008

 باشدیمپراکسید هیدروژن تولید شده از تنفس نوري 

(Simova Stoilova et al., 2008) رسدیم نظربه. بنابراين 

متانول با کاهش میزان پراکسید هیدروژن در کاهش 

 رد.فعالیت آنزيم کاتالاز نقش دا

 پراكسیداز

در نظر گرفته  دانیاکسیآنتآنزيم  عنوانبهپراکسیداز اغلب 

 يهاگونهو  2O2Hشده، که از سلول در برابر نفوذ مخرب 

. افزايش فعالیت پراکسیداز کندیماکسیژن فعال محافظت 

بخش زيادي  يریگشکلتحت تنش آب نشان دهنده 

2O2H 008تنش آبی است  در طول)(Helal and samir, 2 .

پراکسید هیدروژن و سوپراکسید هیدروژن اولین 

تولید شده در شرايط تنش خشکی هستند، لذا  يهابیترک

اولین  احتمالاًپراکسیداز و سوپراکسید ديسموتاز 

(. Gunes et al., 2006) باشندیم هاآنمقابله با  يهاميآنز

 يهاميآنز عنوانبهپراکسیدازها عموماً  رسدیم نظربه

، زيرا کنندیماکسیژن فعال عمل  يهاگونهزداي میتمسمو

است که براي دامنه  ياماده( 2O2H) پراکسید هیدروژن

 عنوانبهوابسته به پراکسیداز  يهاواکنشاز  ياگسترده

. افزايش (Dat et al., 2000) کندیمماده پذيرنده عمل 

فعالیت آنزيم پراکسیداز در شرايط تنش خشکی در 

شرايط تنش شوري در گیاه  و در  Ctenanthe Setosaگیاه

(. Levent tona et al., 2008ذرت نیز گزارش شده است )

بیس  5و  7آنزيم روبیسکو با اکسیده کردن ريبولوز 

 شودیمفسفات منجر به انجام تنفس نوري در گیاه 

(Makhdum et al., 2002) متانول با متابولیزه شدن سريع .

 2COو با افزايش   et al(Gout(2000 ,.به دي اکسید کربن 

منجر به روند کربوکسیلاسیون بیشتر و اکسیژناسیون کمتر 

. کاهش تنفس (Faver and Greik, 1996) شودیمدر گیاه 

هاي نوري در اثر کاربرد متانول در سويا و کلروپلاست

. بنابراين (Gout et al., 2000)اسفناج نیز گزارش شد 

 توانیماکسیداز و کاتالاز را پر يهاميآنزکاهش فعالیت 

القا شده در طی فرآيند تنفس نوري از  يهاتنشبه کاهش 

قبیل کاهش میزان پراکسید هیدروژن و سوپراکسید 

 نسبت داد. هابرگهیدروژن در 

 سوپر اكسید دیسموتاز

در تحقیقی روي گیاهان يولاف مشاهده کردند که در 

زيم شرايط تنش خشکی کاهش شديدي در فعالیت آن

سوپراکسیدديسموتاز در مرحله گلدهی رخ داد. اين 

کاهش فعالیت آنزيم سوپراکسید ديسموتاز از يك گونه به 

. اين (Helal and samir, 2008)گونه ديگر متغیر بود 

محققان کاهش در فعالیت سوپراکسیدديسموتاز را تحت 

تنش خشکی نشان دهنده مهار توانايی پالايش کنندگی در 

رگ بیان کردند و نیز اظهار داشتند هرگونه ب يهاسلول

به کاهش سنتز يا  توانیمرا  SODکاهش در فعالیت 

(. Gunes et al., 2006افزايش تخريب آنزيم نسبت داد )

همچنین در يك تحقیق ديگر روي گیاهان ذرت مشاهده 

شد که در بعضی مراحل رشد و نمو گیاهان ذرت، تنش 

سیدديسموتاز شد، خشکی باعث کاهش فعالیت سوپراک

در همین مراحل فعالیت پراکسیداز در اثر تنش  کهیدرحال

. در اين (Koca et al., 2007)خشکی افزايش يافت 

مطالعه نیز فعالیت آنزيم سوپراکسید ديسموتاز در شرايط 

نسبت به شرايط بدون  يداریمعنتنش خشکی کاهش 

تنش داشت. سوپراکسید ديسموتاز اولین مرحله دفاعی 

پالايش  نيترمهمو يکی از  دهدیمها را تشکیل ROSلیه ع

سوپراکسید است. در نتیجه فعالیت اين آنزيم  يهاکننده

. شودیمسوپراکسید به پراکسید هیدروژن و اکسیژن تبديل 

پراکسیدازها  لهیوسبهسپس پراکسید هیدروژن تولید شده 

. يك حالت از (Eraslan et al., 2007) گرددیمپالايش 

يك پاسخ به  عنوانبهبسته شدن روزنه  ROSتشکیل 

در مزوفیل برگ و  2COخشکی و در نتیجه کاهش غلظت 

است، در اين حالت اکسیژن  NADPHدر نتیجه تجمع 
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که  کندیمعمل  هاالکترونيك پذيرنده جايگزين  عنوانبه

 شودیمسوپراکسید  يهاکاليرادمنجر به تشکیل 

(Yordanov et al., 2003) .متانول با تبديل  رسدیم نظربه

برگی  يهاسلولدرون  2COسبب افزايش غلظت  2COبه 

شتر ــازي بیــنتز و ماده ســجام عمل فتوســشده و با ان

ده در ـــد شـــتولی NADPHه مصرف ــجر بــمن

، بدين منظور از تجمع آن شودیمزنجیره انتقال الکترون 

یل سوپراکسید برگی و تشک يهاسلولدر کلروپلاست 

. از طرف ديگر کاهش میزان پراکسید شودیمجلوگیري 

درصد حجمی متانول نشان  39و  25هیدروژن در سطوح 

دهنده فعالیت کمتر آنزيم سوپراکسید ديسموتاز در اين 

 سطوح است.
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Abstract 

In order to evaluate the effects of foliar application of methanol on some physiological characteristics of 

chickpea under drought stress, an experiment was conducted as a factorial based on completely randomized 

design with three replications in 2011 at the Research Center of Plant Sciences in Ferdowsi University of 

Mashhad. The first factor was different levels of methanol including, 0 (control), 20, 25, 30, 35 volumetric 

percentage (v/v), which were used as foliar applications at three times during growth season of chickpea, with 10 

days intervals. Second factor was drought stress condition in two levels 25 and 100 percent of field capacity. 

Results showed that there was significant difference (P   0.01) between methanol levels concentrations 

regarding to leaf protein content, proline content, total soluble sugar, H2O2 content, catalase, peroxidase and 

SOD enzyme activity. Spraying with 30% volume level significantly increasedleaf protein, proline and total 

soluble sugar content compared to control. Effects of drought and methanol were not significant on antioxidant 

enzyme activity, leaf protein content, total soluble sugar and H2O2 content but on the proline content was 

significant (P  0.05). 

Key word: Foliar application methanol, Drought stress, Antioxidant activity 
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