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جهت مطالعاتآن شرایط بهینه نگهداري گیاهی مناسب و انتخاب بافت
Acer velutinumلت (پهاي پایهی رويآنزیم Boiss.(
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19/8/95تاریخ پذیرش:29/7/94تاریخ دریافت:

چکیده
استفاده از آنزیم پراکسیداز به براي بررسی تنوع ژنتیکی، . شودجنگلی محسوب میتجاري هاي ترین گونهپلت یکی از مهم

تحقیق حاضر با هدف بررسی تغییرات رایج است.به شرایط محیطی، آن زیادبتاًنسحساسیت وفراوانهايیچندشکلوجود دلیل 
از پلت انجام شد.درخت هاي مختلف بافتهاي گیاهی و نیز در نگهداري نمونهتفاوتدر شرایط مپراکسیداز نزیمکمی و کیفی آ

ها در سه وضعیت نهنمو. شدبرداري نمونهتپلساله، پوست تنه و برگ) چهار پایه ساله، شاخه دوهاي مختلف (شاخه یکبافت
لیت بررسی فعانتایج گیري نگهداري شدند.تا زمان عصاره)-C196°(مایع نیتروژنو ) -C20°+)، فریزر (C4°(معمولی یخچال

و متوسط قرار هاي سنگیند که در ناحیه مولکولبواکریل آمیدباند آیزوزایمی بر روي ژل 11حاکی از ظهورکیفی آنزیم پراکسیداز
هاي شاخهبرايهاي نگهداري شده در یخچال مشاهده گردید. بیشترین جایگاه ظهور باندهاي آیزوزایمی، در نمونهداشتند. 

تعداد بیشتر از وکردمیهاي یخچال برابري هاي فریزر با نمونهنمونهباندها درهاي ظهورساله، تعداد جایگاهو دوسالهیک
یخچال و در هاي ظهور باند در دو وضعیت نگهداري برگ تعداد جایگاههاي نمونهد. در مورد بومایع نیتروژني هانمونهيهاباند

بیشترین تعداد هاي پوست تنه، . در نمونهبودهاي فریزر هاي ظهور براي نمونهجایگاهازمایع با یکدیگر برابر و بیشترنیتروژن
و کیفی فعالیت کمی هاي نگهداري شده در یخچال، بیشترین نمونهبیناز . بودل مربوط نگهداري شده در یخچاهاي باند به نمونه

دماي توان گفت میدرمجموع.شدساله و دوساله) مشاهده هاي پوست تنه، برگ و شاخه (یکدر نمونهترتیببهآنزیم پراکسیداز 
°C4 استآنزیمی مطالعاتبراي لتپبافتبهترین پوستو هاي مختلفبافت+ بهترین شرایط براي نگهداري.

، مطالعه آنزیمیکسیدازاگیاهی، پربافتهاي کلیدي: پلت، شرایط نگهداري، واژه

مقدمه
Acer velutinum(پلت Boiss. ( از حجم 5که حدود %

دلیلدهد بههاي تجاري شمال کشور را تشکیل میجنگل
هاي ن گونهتریکیفیت، ابعاد و حجم چوب تولیدي یکی از مهم

رشد سریع، تکثیر . )34(شوددرختان جنگلی محسوب می
آسان و بذردهی مطلوب سالانه آن باعث شد تا بخش مهمی 

ها و مراتع کشور به هاي سالانه سازمان جنگلکارياز جنگل
اختصاص یابد. دامنه وسیع انتشار پلت در شرایط گونهینا

تا غرب هاي کوهستانی، از شرق مختلف اقلیمی جنگل
هاي شمال (گلیداغی تا قفقاز)، احتمال وجود تنوع در جنگل

کند. وجود تنوع، ها و مبدأهاي بذر پلت را تقویت میرویشگاه
هاي برتر را افزایش یابی به ژنوتیپشانس اصلاح و دست

هاي دنیا وجود ندارد ). این گونه در سایر جنگل27،36دهد (می
وهاع ژنتیکی، شناسایی ژنوتیپتنوات مربوط بهدر مطالع). 5(

شدهاستفادهنشانگرهاي متفاوتی از ها همواره ارزیابی گونه
. هستنداین نشانگرها، نشانگرهاي آنزیمی ازجمله). 9(است

لکولی مختلف یک آنزیم با واشکال م(تنوع آیزوزایمی 
متخصصان علوم موردتوجههمواره ) خصوصیات آنزیمی مشابه

تیک، ژنتیک، زراعت و اصلاح نباتات و فیزیولوژي، سیستما
بیوتکنولوژي بوده و اساس بسیاري از مطالعات در علوم 

). استفاده از 42کشاورزي است (ازجملهمختلف زیستی و 
وجود آنزیم پراکسیداز براي بررسی تنوع ژنتیکی به دلیل 

زیاد نسبت به شرایط نسبتاً، حساسیت فراوانهايیچندشکل
لعه و ارتباط آن با تغییرات فیزیولوژیکی محیطی، آسانی مطا

آنزیم پراکسیداز یک کاتالیزور مهم .)22(بسیار رایج است گیاه
دفاعی يهاواکنشدر H2O2است که با حذف ماده سمی 

مسئلهاین زا نقش مهمی دارد.گیاهان در برابر عوامل تنش
هاي درختی مناطق معتدله که در طول زندگی با براي گونه

ات زیادي در شرایط محیطی خود مواجه هستند، اهمیت تغییر
برگپهنهاي پراکسیداز در گونه).6،21،40،41(بیشتري دارد 

بارانک داراي بالاترین چندشکلی وایرانی مثل صنوبر، راش
).8دهد (ها نشان میبوده و تنوع را بسیار بهتر از سایر آنزیم

گی هوا و غیره، آلودخشکیسرمایی، هاي پراکسیداز در تنش
). 29،38،39(کندآنتی اکسیداتیو عمل میاملیععنوانبه

يهایمایزوزآتنش سرما بر افزایش فعالیت تأثیرنتایج حاکی از 
هاي اکالیپتوس در مقایسه با شاهد بود.پراکسیداز در برگ

Eucalyptus(اوکالیپتوسمختلف 	هايگونه، علاوهبه
camaldulensis،E. rubidaوEsaligna(میزان ازنظر

،نشانگر بیوشیمیایییک عنوانبهفعالیت آنزیم پراکسیداز 
و يآبادشمس). 38متفاوت از یکدیگر ارزیابی گردیدند (

الگوي ،که با افزایش سطح خشکینشان دادند) 39همکاران (
کهيطوربههتغییر کردگیاه اسپرسدر آیزوزایمی پراکسیداز 

در )ايدرصد ظرفیت مزرعه50(خشکیتنش تحتتیمارهاي 
درصد 25(شدیدو تیمارهاي تحت تنش،برگ و ساقه

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
هاي ایرانشناسی جنگلبوم
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12............................. ..........................................................لتپهاي پایهی رويآنزیمجهت مطالعات آن نگهداري انتخاب بافت گیاهی مناسب و شرایط بهینه

هاي آزاد در بردباري اکسیداتیو و حذف رادیکالی آنتفعالیت
) 29مداح و همکاران (است.مؤثرتنش خشکی این گیاه به 

مقاومت درخت تهاي فیزیولوژیک و علدر بررسی پاسخنیز 
Robinia pseudoacacia(اقاقیا L. ( آلودگی هوا تأثیرتحت

بیشترین مقدار جذب آنتوسیانین و فعالیت ند کهنشان داد
هاي واقع در مناطق آنزیم پراکسیداز در اقاقیا مربوط به نمونه

هاي حاشیه شهر بود.لوده شهر و کمترین آن مربوط به نمونهآ
کارایی الگوي باندي پراکسیداز در بررسی تنوع جوامع، 

تنوع ژنتیکی درون و مطالعهدر ). 20،26،38دارد (یتوجهقابل
کمی بیشترین میزان فعالیت ، پلتسفیدیبین جمعیت

ترین آن و کمچالوسمربوط به رویشگاه مرزن آبادپراکسیداز
کیفی فعالیتازنظرو نکا استخر پشتمربوط به رویشگاه

نکا به استخر پشت گلستان و پارك جنگلی آنزیم، رویشگاه 
بودند. ترتیب داراي بیشترین و کمترین تنوع درون جمعیتی 

ي هایمی پراکسیداز در تفکیک اکوتیپایزوزآنشانگر همچنین 
ژي برگ نشان فولورکارایی بیشتري نسبت به موسفید پلت

) در بررسی تنوع ژنتیکی 26). کریمی و آزادفر (20داد (
Taxus baccata(سرخدار L.( پراکسیداز آنزیم با استفاده از

داري اختلاف معنیآنزیم کمیفعالیت ازنظرنشان دادند که 
. همچنین تعداد باندهاي وجود داردبین شاخه و برگ 

یمی برگ ایزوزآاندهاي باند) بیشتر از ب12یمی شاخه (ایزوزآ
بندي بیشتري را در اي نیز گروهباند) بود. نتایج آنالیز خوشه6(

گروه) نشان داد. بنابراین 8گروه) نسبت به برگ (12(شاخه
ي در تربافت شاخه در مقایسه با بافت برگ از توانایی بالا

مقایسه و د.بوبررسی تنوع ژنتیکی درختان سرخدار برخوردار 
هاي مختلف ییرات کمی و کیفی (آیزوزایمی) آنزیممطالعه تغ
و شدهانجامداف متفاوتی هاي متفاوت گیاهی با اهدر بافت
مفیدي را در اختیار محققین قرار داده است. تفاوت اطلاعات

هاي مختلف طی یک فصل خاص فعالیت آنزیمی در بافت
هاهاي فیزیولوژیکی بافتتواند ناشی از تفاوت در فعالیتمی

هاي مناسب توان بافتها، میباشد. لذا با تجزیه و تحلیل داده
خاص را معرفی نمود. بر همین گونهیکبراي مطالعه تنوع در 

هاي اساس فعالیت کمی و کیفی آنزیم پراکسیداز در بافت
و موردبررسی) Sorbus torminalisمختلف گونه بارانک (

تیکی درون و جهت بررسی تنوع ژن). 22مقایسه قرار گرفت (
از)Zelkova carpinifolia(بین جمعیتی گونه آزاد 

آنزیم گردید واستفادهیمی و مورفولوژیکیایزوزآنشانگرهاي 
تفاوت برخلاف بافت برگ توانست شاخهاز بافت پراکسیداز 

). تغییرات آنزیمی 8دهد (نشان هارویشگاهرا بین داري معنی
ه، ساقه، برگ، خوشه و ریشازجملههاي مختلف ذرت در بافت

هاي مختلف چندشکلی دانه گرده بررسی شدند که بافت
Parisها در گونه ). نتایج بررسی37آیزوزایمی را نشان دادند (

quadrifolial وجود چندشکلی باندهاي دهندهنشانهم
آنزیمی سوپراکسید دیسموتاز در گیاهان موجود در 

ها در این آیزوزایمهاي مختلف است. همچنین الگويرویشگاه
). مطالعه 25ها متفاوت بود (چهبرگ، دانه، ریشه و ریشه

هاي دیگري نشان داد که فعالیت کمی و کیفی آنزیم
پراکسیداز و پلی فنل اکسیداز در هلو در زمان رسیدن میوه 

). افزایش فعالیت کمی و کیفی پراکسیداز در 32(کندتغییر می

) در فصل پاییز Pinus sylvestris(هاي چوبی کاجبافت
تحقیق ). 19(استشدهگزارش(زمان تشکیل چوب پسین) نیز 

)آیزوزایمی(حاضر با هدف بررسی تغییرات کمی و کیفی 
هاي گیاهی و نیز در شرایط مختلف نگهداري نمونهپراکسیداز 
استان نکاء در منطقه جنگلی هاي مختلف پلت در بافت

تنوع ژنتیکی در گونه پلت کهییازآنجا. مازندران انجام شد
و انتخاب بهترین شرایط مطالعه با تاکنون مطالعه نشده است

توان مسیري را براي نگهداري و بافت گیاهی مناسب می
تنوع درون و بین جمعیتی، ازجملههاي مطالعاتی دیگر زمینه
هاي تنش،بندي و تعیین روابط خویشاونديطبقه

ح نباتات در گونه پلت نژادي و اصلامحیطی، به-زیست
.گذاري نمودپایه

هامواد و روش
بردارينمونه

ترین بافت جهت مطالعات آنزیمی، براي تعیین مناسب
تصادفی باطوربهعنوان چهار تکرار) (بهدرخت پلتیهچهارپا
از یک رویشگاه جنگلی یکدیگرازمتري100فاصلهرعایت

مازندران واقع در ارتفاع - شهرستان نکاءروستاي چلمرديدر 
متر از سطح دریا) انتخاب شد و در 700بند (کمتر از پایین

، شاخه سالهیکهاي مختلف (شاخه شهریور ماه، از بافت
یهچهارپااین در جهات مختلف ، پوست تنه و برگ) دوساله
براي هر نمونه نیز سه تکرار در برداري صورت گرفت. نمونه

ها درون کیسه نایلونی در مجاورت یخ نمونهنظر گرفته شد. 
مرکز تحقیقات و آموزش و بلافاصله به آزمایشگاه قرارگرفته

منتقل شدند. سپس کشاورزي و منابع طبیعی مازندران
ها براي نگهداري در سه وضعیت متفاوت یخچالنمونه

)°C4) فریزر ،(+°C20 - ( مایع نیتروژنو)°C196 - ( به سه
گیري (یک هفته بعد) در شرایط صارهبخش تقسیم و تا زمان ع

مذکور نگهداري شدند.
استخراج آنزیم پراکسیداز

نگهداري شده در شرایط بافتنمونهنیم گرم از هر
مایع ساییده نیتروژنهاون چینی در مجاورت وندرمتفاوت، 

2گرم تریس، 2/1لیتر بافر استخراج (میلی5/2شد. سپس 
گرم کلرید 6/3گرم بوراکس، 8/3گرم اسید آسکوربیک ، 

گرم پلی اتیلن گلیکول EDTA-Na2 ،50گرم 2سدیم، 
24لیتر آب مقطر) به آن اضافه و به مدت میلی800در 6000

20ساعت در یخچال نگهداري شد. عصاره حاصل به مدت 
سانتریفیوژ گردید. g3000×گراد در درجه سانتی4دقیقه در 

هاي تمیز منتقل و تا زمان بمحلول شفاف بالایی، به تیو
.)3(مصرف در فریزر نگهداري گردید

بررسی فعالیت کیفی آنزیم پراکسیداز
بر روي ژل پلی اکریل شدهاستخراجهاي آنزیمی نمونه

با اندکی )2الداغی و همکاران () طبق روشPAGEآمید (
و . در این روش از سیستم بافر ناپیوسته گردیدتغییر الکتروفورز 
درصد متراکم کننده 4و یزکنندهمتمادرصد 10ژل ناواسرشت 

میکرولیتر از عصاره آنزیمی هر نمونه 40استفاده شد. مقدار 
هاي ژل پس از مخلوط کردن با بافر نمونه درون چاهک

تزریق شد. دماي ژل در طول انجام کار با کمک سیستم 
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هاي ژل پس از مخلوط کردن با بافر نمونه درون چاهک
تزریق شد. دماي ژل در طول انجام کار با کمک سیستم 

ت جریان شد. الکتروفورز در شدداشتهنگهپایین کنندهخنک
آمپر تا رسیدن سطح رنگ پیشرو به انتهاي ژل ادامه میلی80

آمیزي، ژل به مدت یک الی دو ساعت در براي رنگیافت.
گرم بنزیدین، 037/0آمیزي شامللیتر محلول رنگمیلی250
گرم استات سدیم آبدار و 72/2لیتر اسید استیک، میلی15/1
ده شد و پس از شستشو با % قرار دا3یژنهاکسآبلیتر میلی20

قرار گرفت.موردمطالعهآب مقطر 
تجزیه و تحلیل الگوي باندهاي آیزوزایمی

هاي آیزوزایمی واقع در ابتدا تا انتهاي ژل به ترتیب باند
بر اساس میزان حرکت نسبی این باندها گذاري شدند. شماره

و ، متوسط بر روي ژل به سه گروه باندهاي آیزوزایمی سنگین
هاي مربوط به سپس زایموگرام.بندي شدندتقسیمسبک

هاي داده،یتدرنها. شدندترسیم الگوي باندهاي آیزوزایمی 
صفر و یک مربوط به حضور یا عدم حضور باندهاي آیزوزایمی 

ها براي هر ها و شرایط متفاوت نگهداري نمونهبافتدر 
رین انتخاب بهتوتحلیلیهتجزدرختی مشخص شد و یهچهارپا

بافت و شرایط نگهداري بر این اساس انجام گرفت.
بررسی فعالیت کمی آنزیم پراکسیداز

فعالیت کمی آنزیم پراکسیداز با استفاده از دستگاه 
با اندکی تغییر ) 1ابلس و بیلس (اسپکتروفتومتر طبق روش

میکرولیتر عصاره 100سنجیده شد. مخلوط واکنش (شامل 
میکرولیتر 25)، مولار001/0ر بنزیدین (میکرولیت25آنزیمی، 

میکرولیتر بافر 400) و مولار001/0پراکسید هیدروژن (
) بلافاصله پس از بیرون آوردن 5مولار، اسیدیته 05/0استات (

) در اسپکتروفتومتر قرار داده شد و C37 -30°از انکوباتور (
نانومتر 470موجطولمیزان جذب نوري نمونه در سریعاً
ثانیه 60و 30ده شد. عمل خواندن در فواصل زمانی خوان

ادامه یافت. ترکیب نمونه شاهد مشابه مخلوط واکنش بود 
گیري بجاي عصاره آنزیمی در آن از بافر عصارهکهیناجزبه

.)1(استفاده شد
و بحثنتایج

هاي گیاهی انتخاب بهترین شرایط نگهداري نمونه
باند آیزوزایمی بر روي ژل 11یطورکلبهدر این آزمون 

هاي سنگین اکریل آمید ظاهر گردید که در ناحیه مولکولپلی 
، فراوانی باندها یگردعبارتبه). 1و متوسط قرار داشتند (شکل 

تدریج با نزدیک شدن به ناحیه کاتدي، در ناحیه آندي زیاد و به
طور کامل حذف شدند. با ارزیابی باندهاي آیزوزایمی به

آمیزي شده جهت تعیین ظهور یا عدم ظهور اي رنگهژل
هاي ظهور باند در باندهاي آیزوزایمی، شماره و تعداد جایگاه

هاي ). مقایسه وضعیت1هر نمونه مشخص شد (جدول 
) نشان داد که یهچهارپادرمجموعها (متفاوت نگهداري نمونه

هاي ظهور باندهاي بیشترین درصد جایگاهیطورکلبه
هاي نگهداري شده در یخچال ، ابتدا در نمونهآیزوزایمی

، تعداد دوسالهو سالهیکهاي مشاهده شد. در مورد شاخه
هاي هاي فریزر با نمونههاي ظهور مربوط به نمونهجایگاه

هاي ظهور در نمود و تعداد جایگاهیخچال برابري می
هاي نیتروژن مایع در رده بعدي قرار گرفتند. برعکس، نمونه
هاي ظهور باند در دو وضعیت رد برگ تعداد جایگاهدر مو

یخچال و نیتروژن مایع با یکدیگر برابر و در نگهداري 
هاي فریزر هاي ظهور براي نمونهبیشترین بود و تعداد جایگاه

هاي پوست تنه، دو در رتبه بعدي قرار گرفت. در نمونه
وم وضعیت نگهداري نیتروژن مایع و فریزر از این لحاظ رتبه د

هاي نگهداري شده در یخچال) را به خود (بعد از نمونه
بر اساس بیشترین درصد ). لذا 1اختصاص دادند (جدول 

ترین شرایط هاي ظهور باندهاي آیزوزایمی، مناسبجایگاه
) دوسالهو سالهیکهاي شاخه (هاي بافتبراي نگهداري نمونه

داري ) بود. اما براي نگه-C20°+) یا فریزر (C4°یخچال (
عنوانبههاي برگ، دو وضعیت یخچال یا نیتروژن مایع نمونه

هاي ترین وضعیت معرفی گردید. همچنین براي نمونهمناسب
ترین وضعیت نگهداري معرفی مناسبعنوانبهپوست، یخچال 

+) بهترین C4°توان گفت که یخچال (میدرمجموعشد. 
،  سالهکیهاي مختلف (شاخه شرایط را براي نگهداري نمونه

ظهور بیشترین باند ازلحاظ، برگ و پوست تنه) دوسالهشاخه 
.)1آیزوزایمی داراست (جدول 

. ])Zنیتروژن مایع () وYفریزر ()، X(یخچال[ت نگهداري در شرایط متفاو3و 1پایه شماره برايي مختلف هااي از الگوهاي آیزوزایمی بافتنمونه- 1شکل
O1 سالهیک(شاخه ،(درخت شماره یکO3 شاخه)سالهیک ،(درخت شماره سهT1 شاخه)دوساله ،(درخت شماره یکD1 پوست تنه) شماره یک)، درختD3

) در سمت راست شکل 1- 11باندهاي آیزوزایمی (شماره ).سه(برگ درخت شماره L3)، یک(برگ درخت شماره L1شماره سه)، درخت (پوست تنه 
.اندشدهمشخص

Figure 1. A sample of isozyme patterns of different tissues for trees No. 1 and 3 in different maintenance conditions [refrigerator
(X), freezer (Y) and nitrogen liquid (Z)]. O1 (one-year old branch of tree No. 1), O3 (one-year old branch of tree No. 3), T1 (two-year
old branch of tree No. 1), D1 (trunk bark of tree No. 1), D3 (trunk bark of tree No. 3), L1 (leaf of tree No. 1), L3 (leaf of tree No. 3).

Isozyme bands (Nos. 1-11) were indicated on the right of the figure.
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14....................................................................................... لتپهاي پایهی رويآنزیمنگهداري آن جهت مطالعات انتخاب بافت گیاهی مناسب و شرایط بهینه

(الف)هاي ظهور باندهاي آیزوزایمی پراکسیدازجایگاهلحاظازمقایسه نوع بافت و شرایط نگهداري–1جدول
Table 1. Comparing of the tissue types and maintenance conditions in terms of peroxidase band isozyme positions.

عدد بود11ها هاي ظهور باند در نمونه: تعداد کل جایگاهب وباشدهاي مختلف میهاي پایهحاصل برآیند داده: نتایجالف 

بافت گیاهیانتخاب بهترین 
در موردبررسیبافتهاي چهار در این مرحله، نمونه

دند. شهاي نگهداري یکسان با یکدیگر مقایسه وضعیت
عمل مقایسه گردد کهمییج هنگامی حاصلاترین نتمطلوب

زیرا هاي نگهداري شده در یخچال صورت گیرد. میان نمونه
ن وضعیت ، بهتریبافتاین شرایط نگهداري براي هر چهار 

هاي نگهداري (فریزر و اما سایر وضعیتمحسوب گردید. 
ها بافتطور مشترك براي همه کدام بهمایع)، هیچنیتروژن

ترین وضعیت) نگهداري عنوان وضعیت مناسب (یا مناسببه
هاي نگهداري شده در یخچال، از میان نمونهند.شناخته نشد

وزایمی، ابتدا در هاي ظهور باندهاي آیزبیشترین درصد جایگاه
هاي برگ و نهایتاً در هاي پوست تنه، سپس در نمونهنمونه
). 1د (جدول ش) مشاهده دوسالهو سالهیکهاي شاخه (نمونه

هاي نگهداري شده در فریزر نیز پوست تنه در مقایسه نمونه
هاي ظهور باندها، در رتبه اول قرار درصد جایگاهازلحاظ
نگهداري شده در فریزر، درصد هاي نمونهمورد . در گرفت
ها هاي برگ و شاخههاي ظهور باندها در نمونهجایگاه

از ) با یکدیگر برابر و در رتبه دوم بعد دوسالهو سالهیک(
هاي ند. در مقایسه نمونهشتهاي پوست تنه قرار دانمونه

درصد ازلحاظهاي برگ مایع، نمونهنیتروژننگهداري شده در 
هاي پوست تنه در باندها در رتبه اول، نمونههاي ظهور جایگاه

) از این لحاظ دوسالهو سالهیکهاي شاخه (رتبه دوم و نمونه
در هر سه وضعیت طورکلیبهدر رتبه سوم قرار گرفتند. 

) کمترین درصد دوسالهو سالهیکهاي شاخه (نگهداري، نمونه
).1ظهور باندهاي آیزوزایمی را به خود اختصاص دادند (جدول 

با متوسط هاي انجام شده، پوست تنه لذا بر اساس بررسی
براي بررسی بافتعنوان بهترین بهدرصدي70ظهور باند 

، به ترتیب برگ و بافتد. پس از این شتنوع آیزوزایمی معرفی 
در درصد51و 67ترتیب با بهاله و دوساله) ها (یک سشاخه
.)1(جدول هاي دوم و سوم قرار گرفتندرتبه

اي ظهور باندهاي اختصاصی و مشترك، مقایسهلحاظاز
باند آیزوزایمی عنوانبه5انجام شد. باند شماره هابافتدر بین 

هاي پوست تنه (در هر سه شرایط اختصاصی در نمونه

عنوان به9و 6، 4، 1باندهاي شماره نگهداري) معرفی گردید. 
ها شناسایی شدند. بافتباند آیزوزایمی مشترك میان همه 

باند آیزوزایمی عنوانبه3و 2همچنین باندهاي شماره 
دند (این شهاي پوست تنه و برگ معرفی تصاصی در نمونهاخ

ظاهر دوسالهو سالهیکهاي هاي شاخهباندها در نمونه
سالهیکهاي شاخه (نشدند). همچنین باند مشترك بین نمونه

در ، علاوهبهبودند. 11و 7) و برگ، باندهاي شماره دوسالهو 
(با بیشترین 4هاي سنگین آنزیمی باند شماره منطقه مولکول

) ها و شرایط متفاوت نگهداريو حاضر در تمام نمونهقوت
باند آیزوزایمی پایه براي گونه پلت معرفی گردید عنوانبه
).1جدول و 1شکل (

پراکسیدازآنزیم بررسی فعالیت کمی
و شاخه سالهیکه، برگ، شاخه هاي پوست تننمونهبراي

فعالیت کمی آنزیم ري، هاي مختلف نگهدادر وضعیتدوساله
پراکسید ثانیه بعد از افزودن 60و 30هاي پراکسیداز طی زمان

. گردیدگیري دستگاه اسپکتروفتومتر اندازهوسیلهبههیدروژن، 
فعالیت کمی آنزیم ازنظرموردبررسیهايبین نمونهتفاوت 

د.شدار معنی%99احتمالثانیه در سطح60پراکسیداز در 
عالیت کیفی آنزیم پراکسیداز، بافت پوست داراي مشابه نتایج ف

موردهاي بالاترین فعالیت کمی آنزیم پراکسیداز در بین نمونه
و شاخه دوسالهبود. از این حیث، بافت برگ، شاخه بررسی

هاي بعدي قرار گرفتند. همچنین در رتبهترتیب بهسالهیک
ده در داري شههاي نگبالاترین فعالیت کمی آنزیم در نمونه

مایع و فریزر ردیابی نیتروژنهاي یخچال و سپس در نمونه
در مطالعه حاضر شرایط مطلوب براي انجام مطالعات د.ش

هاي پلت از بابت بهترین شرایط نگهداري آنزیمی در پایه
گیري جهت عصارهبافتترین هاي گیاهی و مناسبنمونه

هاياساس بررسیبرآنزیمی مورد آزمون قرار گرفت. 
+ بهترین C4°دماي توان گفت میدرمجموع، شدهانجام

، سالهیکهاي مختلف (شاخه بافتشرایط براي نگهداري 
ظهور بیشترین باند آیزوزایمی یلبه دل، برگ و پوست)دوساله

در .ستدارارا مایع) نیتروژننسبت به دیگر شرایط (فریزر و 
سدر بررسی باندهاي آیزوزایمی در گونهدر ،ین رابطههم

هاي ظهور تعداد جایگاهباندهاي ظهور جایگاهوضعیت نگهداريموردبررسیبافت
(ب)باند در هر نمونه

هاي درصد جایگاه
ظهور باند در هر نمونه

درصدمتوسط 
هاي ظهور باند در جایگاه

هر نوع بافت
10654و 9، 7، 6، 4، 1یخچالسالهیکشاخه 
1165451و 7،10، 6، 4، 1فریزرسالهیکشاخه 
9545و 7، 6، 4، 1نیتروژن مایعسالهیکشاخه 
11654و9، 7، 6، 4، 1یخچالدوسالهشاخه 
965451و 8، 7، 6، 4، 1فریزردوسالهشاخه 
9545و 7، 6، 4، 1نیتروژن مایعدوسالهشاخه 

10982و 9، 8، 6، 5، 4، 3، 2، 1یخچالپوست تنه
1076470و 6، 5، 4، 3، 2، 1فریزرپوست تنه
10764و 6، 5، 4، 3، 2، 1نیتروژن مایعپوست تنه

11873و 10، 9، 7، 6، 4، 3، 1یخچالبرگ
965467و 8، 7، 6، 4، 1فریزربرگ
11873و 10، 9، 7، 6، 4، 2، 1نیتروژن مایعبرگ
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15......................... ....................................................................................................1394بهار و تابستان/ پنجموم/ شماره سهاي ایران سال شناسی جنگلبوم

)Cedrus libani(تا زمان آوريپس از جمعهاي بذرنمونه
همچنین. )28(ندشدنگهداري +C4°گیري در دماي عصاره
Populusهاي برگ گونه پده (نمونه euphratica براي (

. )11(نده گردیدذخیر+ C4°مطالعه الگوهاي آیزوزایمی در 
راي فعال بنشان داد که دماي بهینهنیز نتایج مطالعه حاضر 

ماندن آنزیم پراکسیداز در گونه پلت در محدوده دمایی یخچال 
آنزیم پراکسیداز در محدوده دمایی یگردعبارتبهقرار دارد. 

یخچال بیشترین فعالیت خود را براي یک دوره زمانی حفظ 
نیتروژنیابد (در شرایط فریزر و کند و یا حتی ادامه میمی

در مقایسه گردد).ها محدود مییند تولید آیزوزایمآمایع فر
مختلف، پوست تنه بیشترین بافتالگوهاي آیزوزایمی در چهار 

(نه درصد ظهور باندهاي آیزوزایمی را به خود اختصاص داد 
عنوان بهلذا و ) جایگاه ظهور باند11از مجموع جایگاه 
از طریق پلت براي بررسی تنوع ژنتیکی بافتترین مناسب

ممکن گیريگردد. البته این نتیجهمیعرفی متغییرات آنزیمی 
در برداري متفاوت باشد.بر اساس گونه و فصل نمونهاست 

فعالیت) نشان دادند که 38شمس و همکاران (همین رابطه 
ازجملهمتعدديفاکتورهايبهمختلفمراحلدرآنزیماین

هاي هاي مختلف بدلیل تفاوتگونهبستگی دارد. گیاهیگونه
هاي فیزیولوژیکی متفاوتی حتی در داراي فعالیتژنتیکی،
فرایندهايافزون بر آنو ) 4هاي مختلف بوده (اندامسطح 

ازها در برخی اندامفعالیت آنزیمی) ازجمله(و فیزیولوژیکی
عوامل محیطی دستخوشتأثیرتحت دیگرفصلبهفصلی

این ازجملهپوست نلیگنینی شدشوند. میکاهش یا افزایش 
باشد که در زمان خاصی در گیاهان براي افزایش رد میموا

مؤثر(آنزیم گیرد. آنزیم پراکسیداز مقاومت به سرما صورت می
نقش مهمی در این پدیده هاي اکسیداتیو) در مقاومت به تنش

شدن چوبیوپراکسیدازفعالیتبینرابطهبررسی).7دارد (
کهدادنشانغانونوئلکاج،هايگونهساقهدرآبکشآوند

افزایششدنچوبیورشدشروع دورهدرپراکسیدازفعالیت
نیز هامیزوزایفعالیت آوالگوبردماییتغییرات. )30یابد (می

حداکثر فعالیت آنزیم هاي جنگلیدر برخی گونهاست. مؤثر
از ). 38،43است (شدهگزارشپراکسیداز در فصول سرد سال

ثابتیپروتئینیداراي الگوهايگیاهمختلفهايقسمتطرفی 
که استخودخاصپروتئینیالگويدارايقسمتنبوده و هر

. )38(گیاه استازقسمتآنفیزیولوژیکسیستممعرف
قسمتمعرفدرختانو پوست تنه درشاخهنمونهمعمولاّ

وناپایدارقسمتمعرفبرگپایدارتر گیاهی و نمونه
برنکته تأکیدياین) که4(غذا (فتوسنتز) استیدکنندهتول

،رپایداري بیشتبهتوجهباپوست تنه و شاخهکهاستامراین
در اواخر.باشدمیآنزیمیمطالعاتجهتتريمناسباندام

زمانبههااست برگپایانبهرورویشفصلکهتابستان
هاينمونهآنزیمیشوند و لذا فعالیتمینزدیکخودخزان
براي ین ارتباطادر . باشدمیکمترپوستبهنسبتبرگ

Zelkovaبررسی فعالیت کیفی آنزیم پراکسیداز در گونه آزاد (
karpinifolia در اواخر فصل تابستان، برگ و شاخه دوساله (

براي گونه کهیدرحال)8(گردیدمعرفی بافتترین مناسب
Sorbus(بارانک torminalis(عنوانبهساله شاخه یک
گزارش براي مطالعات آنزیمی پراکسیداز بافتترین مناسب

در بررسی تنوع ژنتیکی بلندمازو .)16،18،22(د ش
)Quercus castaneifolia با نیز ) در پنج رویشگاه مازندران

، پوست و دوساله، شاخه سالهیکهاي شاخه بافتمطالعه 
(براي اواسط بافت بهترین عنوان بهسالهیکشاخه ،برگ

هاي برگ نمونهدر همین راستا . )35شد (فی معرفصل بهار) 
،پراکسیداز) براي مطالعه آنزیم P. euphraticaگونه پده (

و کیفی کمیفعالیتازنظر.)11(دندشتشخیص دادهمناسب 
سرخدار مشاهدهو برگشاخهبینداريمعنیآنزیم اختلاف

وتوانایی تفکیکازبرگبامقایسهدرشاخهشد و اندام
سرخداردرختانژنتیکیتنوعبررسیبالایی دربنديگروه

سهولت تهیه نمونه نیز در بعضی حالینباا). 26بود (برخوردار
ساقه درآنزیمیفعالیتمیزان).22(کندمواقع اهمیت پیدا می

اسپرس تحت استرس خشکی بیش از اندام برگ گزارش 
یمی گردید اما تحت استرس شدید، ریشه بیشترین فعالیت آنز

واکنش) نحوه4احمدکروري (علی). 39را نشان داد (
تیمارهايتحتراLarix europeaهاي مختلف قسمت
فعالیت میزانکهدادنشانکرد. نتایجدمایی بررسیمختلف

است. بذروبرابر برگچندینشاخههاينمونهدرپراکسیدازي
ي) فعالیت پراکسیداز33در مطالعه پرهیزکار و همکاران (

و درهمبهها نزدیکاوکالیپتوس در بعضی ماههايپایه
گونهیچهداشته ویکدیگربازیاديها اختلافبعضی ماه

وبرگپراکسیدازداري بین تغییرات فعالیت همبستگی معنی
باند 11یطورکلبهدر مطالعه حاضر . نشدمشاهدهشاخه

باند یکآیزوزایمی روي ژل پلی اکریل آمید مشاهده شد. 
چهار باند ،یزوزایمی پایه براي گونه پلتباند آعنوانبه

همه باندهاي آیزوزایمی مشترك در میان عنوانبهآیزوزایمی 
عنوان اختصاصی ، و تعدادي از باندها بهموردمطالعههاي بافت
نشان ن ابرخی محقق.ندمعرفی گردیدبافتیک یا چند در 

شأ ژنتیکی مشترك دادند که ظهور باند پایه، ناشی از من
ها بوده و عوامل محیطی تأثیر کمتري در ظهور این باند بافت
هاي ظهور این باند را در جمعیتدیگر برخی . )10،14(دارند

هاي متفاوت به توانمندي گیاه در پاسخ به واقع در رویشگاه
جود یک یا چند و.)3،21،22(نددعوامل اکولوژیک نسبت دا

هاي فیزیولوژیک نمایانگر تواناییفتباباند اختصاصی در هر 
یا با کمک ییتنهابهکه آنزیم پراکسیداز استها متفاوت آن
ها در این فرآیندهاي فیزیولوژیک همکاري سایر آنزیم

هاي آیزوزایمی بخش مشترك فعالیتلذا ).4،22،31(نمایدمی
هاي تواند ناشی از بعضی همکاريهاي مختلف میبافتدر 

در تحقیق حاضر ). 8،23ها با یکدیگر باشد (تبافمشترك 
دهنده تواند نشانباندي مشترك میهايوجود این جایگاه

در بررسیموردهاي بافتمشترك در همه هايآیزوزایمتولید
حاضر، مطالعهدر زنده و غیر زنده باشد.يهامواجه با تنش

ود. فراوانی باندهاي کاتدي از فراوانی باندهاي آندي کمتر ب
فعالیت کیفی آنزیم پراکسیداز که جزء یطورکلبهاگرچه 

باشد در فصل می)H2O2کنندهیهتجزهاي اکسیداتیو (آنزیم
اما تغییر فراوانی باندهاي .)12،24(زمستان بیشتر است

تواند به فصل آیزوزایمی سنگین (آندي) و سبک (کاتدي) می
دهاي آیزوزایمی برداري هم مربوط باشد. مثلاً ظهور باننمونه

هاي سرمایی در فصول سرد بیشتر کاتدي براي مقابله با تنش
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برداري باشد. به همین دلیل چنانچه در فصل زمستان نمونهمی
رود باندهاي آیزوزایمی کاتدي با فراوانی انجام شود، انتظار می

هاي مقاوم به سرما بیشتر ظاهر شوند. این یافته در بررسی پایه
) با استفاده از Fagus orientalisشرقی (در گونه راش 

. در )44(استشدهثابتهاي پراکسیداز و کاتالاز فعالیت آنزیم
رویشگاه مازندران با پنجبررسی تنوع ژنتیکی بلندمازو در 

در ماه اردیبهشت نیز ظهور باندهاي آنزیمی يبردارنمونه
شدپراکسیداز تنها در محل باندهاي سنگین و متوسط گزارش 

بنابراین یکی از دلایل کاهش فراوانی باندهاي کاتدي ). 35(
تابستانگیري که در تواند به فصل نمونهدر تحقیق حاضر می

ها ساختار پروتئینی آنزیممربوط باشد.،صورت گرفته
روي شدتبهاست که یرگذارتأثدر این رابطه ها) (=آیزوزایم

اي پلت گونه.دباشمیمؤثرفصل)تأثیر(تحت هاآنفعالیت 
هاي سرمایی مخصوصاً در سنین اولیه حساس به شوك

1500درختان بالغ آن در ارتفاعات بالاتر از حالینبااباشد. می
). با توجه به 17متر رویش دارند (2000و حتی تا ارتفاع 

توان آن را در گروه ، مییادشدهحضور پلت در ارتفاعات 
هاي آن در سیداز در اندامدرختانی قرار داد که آنزیم پراک
در مطالعه حاضر همچنین فصول سرد فعالیت بیشتري دارد.

فعالیت کمی بیشتر آنزیم پراکسیداز در بافت پوست تنه نسبت 
ساله و دوساله به ثبت رسید. هاي برگ، شاخه یکبه بافت

در اواخر بایستگیاه میچوناین است کهموضوع این دلیل 
بله با شرایط سخت زمستان را براي مقاتدریج خودتابستان به

از هاي مربوط به دفاع و تنش آماده سازد و سازي آنزیمبا فعال
ترین بافت گیاه در خارجیبایست بیشتر این اتفاق میطرفی 

پوست تنه صورت پذیرد لذا فعالیت کمی بالاتر یعنی

در باشد. پراکسیداز در این بافت از این حیث قابل توجیه می
با بررسی روند تغییرات فعالیت کمی و الگوي بارانک گونه

هاي مختلف تنه درخت نشان باندهاي آیزوزایمی در قسمت
بخش پوست نسبت به بخش چوب فعالیت درمجموعکه داد

زنده از يهاسلولآنزیمی بیشتري به دلیل کاهش میزان 
).22دارد (تر در تنه درختهاي درونیپوست به سمت قسمت

Pinus sylvestrisگونه کاج (بررسی L.که) نشان داد
تشکیل فعالیت کمی پراکسیدازها در انتهاي فصل رشد (زمان 

تر (به دلیل بیشتر هاي چوبی خارجی) و در بافتچوب پسین
). 19(هاي زنده) بیشترین مقدار را دارا استبودن تعداد سلول

الیت فعکمی افزایش Prunus aviumدر گونه مشابه، طوربه
زایی نشان پراکسیداز طی پدیده چوبی شدن در زمان ریشه

در مطالعه جوامع راش واقع در ارتفاعات . )15است (شدهداده
هاي بر فعالیت کمی آنزیمیتنش سرمایتأثیرمختلف، 

شدهگزارشنیزپراکسیداز و کاتالاز براي تولید بافت چوبی 
پراکسیداز در مطالعه آنزیم بادر همین راستا، . )44(است
در بافت آنزیم افزایش فعالیت کمی ،persicaPrunusگونه

.)1د (گردیشدن گزارش اندوکارپ میوه به دلیل پدیده چوبی
پراکسیداز آنزیم شاخص تغییرات فیزیولوژیک در گیاهان است 
و براي نشان دادن تغییرات ژنتیکی و بررسی تنوع در جوامع 

ارتباط میان حاضر نیز ه مطالع. )13(گیاهی کارآمد است 
هاي کمی و و تغییر فعالیتپلت گیاههاي فیزیولوژیکی پدیده

کارآمد این موضوعدهد. کیفی آنزیم پراکسیداز را نشان می
خصوص در بافت هتغییرات فعالیت این آنزیم بمطالعهبودن 

همچون تنوع و آینده در مباحثیاتتحقیقپوست تنه براي 
.نمایدثابت میرا هاي پلتنوتیپارزیابی و شناسایی ژ
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Abstract
Acer velutinum Boiss. is considered as one of the most important of forest tree. Due to the

abundant polymorphism and high sensitivity to environmental conditions, using the Peroxidase
to study the genetic diversity is very common. The current study aimed to assess the qualitative
and quantitative changes of peroxidase in different maintenance conditions of plant samples and
also in different vegetative tissues of maple tree. Different tissues (one-year and two-year
branches, trunk bark and leaves) were taken from four maple trees. Samples were conserved in
three different status, refrigerator (+4°C), freezer (-20°C) and nitrogen liquid (-196°C) until the
time of enzyme extraction. Survey of peroxidase qualitative activity showed that 11 isozyme
bands were appeared on acrylamide gels in the sections of heavy- and medium-sized molecules.
Maximum isozyme bands were emerged for the samples stored in refrigerator. For one-year and
two-year old branches, the number of band positions for refrigerator and freezer stored samples
was the same. In terms of number of band stations, samples stored in liquid nitrogen was in the
next category. For leaf samples, the number of band positions for refrigerator and nitrogen
conserved samples was equal and maximum, and the number of bands for freezer stored
samples was in second category. The largest number of bands emerged in bark samples were
related to those which conserved in refrigerator. Among the all samples stored in refrigerator,
maximum quantitative and qualitative activity of peroxidase was related to the trunk bark, leaf
and eventually the branches samples, respectively. So, +4°C and trunk bark are the most
suitable condition and tissue, respectively, for enzymatic studies on maple.

Keywords: Maple, Conservation condition, Plant tissue, Peroxidase, Enzymatic study
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