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  چكيده

طي  Dunaliella، بر روي جلبك سبز تك سلولي استكش القا كننده تنش اكسيداتيو  ثير پاراكوات كه يك علفأت
  و Buthionine Sulfoximine (BSO)، درجـه سـانتيگراد   14 دمـاي  درشـده   تيمـار  هـاي پـيش   سـاعت، در نمونـه   24

L-Galactonic Acid γ-lactone (GAL) وزن تـر  )هـا و بتاكـاروتن   كلروفيـل (ها  كاهش شديد رنگدانه. شد، بررسي ،
، تحـت  داشـت مرگ سلولي را بـه دنبـال   شدگي و  سفيد نهايتدر ن آسكوربات و گلوتاتيون كه سلول و تخليه مخاز

هـا، مقـدار    تيمـار سـرما سـبب افـزايش وزن تـر سـلول       پـيش . شرايط تيمار با پاراكوات در دماي معمولي مشاهده شـد 
شـدن مخـازن   نتهـي   ،و بالا ماندن سطح بتاكاروتن، نسبت بتاكاروتن به كلروفيل كـل و همچنـين   bو  aهاي  كلروفيل

تيمار  هاي پيش نمونه همةسفيدشدگي در . ها با پاراكوات گرديد ها، پس از تيمار نمونه آسكوربات و گلوتاتيون سلول
سـاز   پـيش ( GALتيمـار شـده بـا     با آنكه نمونـه پـيش  . ها سبز باقي ماندند سوسپانسيون ةشده با سرما مشاهده نشد و هم

بـاقي مانـدن مقـدار انـدك     و  bو  aهـاي   توجـه مقـادير كلروفيـل    خـور  دردر دمـاي معمـولي، افـزايش    ) آسكوربات
نشان داد، امـا تخليـه كامـل مخـزن     را هاي باقيمانده، پس از افزودن پاراكوات  آسكوربات احيا در تعداد اندك سلول

شـد  ها، مشـاهده   طور عمده كاهش شديد تعداد سلوله آسكوربات اكسيد شده و ب توجه خور درگلوتاتيون، افزايش 
در دمـاي معمـولي و   ) كننده سـنتز گلوتـاتيون   ممانعت( BSOتيمار با  پيش. رنگ شدن سوسپانسيون گرديد و سبب بي

از افـزوده   پـيش هاي تيمار شده بـا سـرما و    اما در نمونه ،پس از افزودن پاراكوات سبب سفيد شدن و مرگ نمونه شد
داشـتن مقـدار    و پس از افزودن آن نيز سبب پـايين نگـه   دنموشدن پاراكوات، از افزايش مقدار گلوتاتيون جلوگيري 

تـا   GALبا  تيمار پيشتيمار سرما به طور عمده و  رسد پيش نظر ميه ب. گلوتاتيون گرديد، ولي اين نمونه سبز باقي ماند
هـاي سـرما ديـده،     اكسيداني سلول شوند كه تنها در مـورد نمونـه   توانند سبب القا و تحريك سيستم آنتي حدودي، مي
 .شود ون تحت شرايط تنش پاراكوات مشاهده ميها و سبز ماندن سوسپانسي بقاي سلول

تيمـار سـرما، جلبـك     اكسيداني، بيوتيـونين سولفوكسـايمين، پـاراكوات، پـيش     القاي سيستم آنتي :هاي كليدي واژه
Dunaliella،L -  گالاكتونيك اسيدγ- لاكتون  
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  مقدمه
با فرمـول  ) كلرايد  متيل ويولوژن دي(ماده پاراكوات 

ــيميايي   dimethyl -4, 4'-bipyridylium-'1,1شـ

dichloride انتخــابي و غيرمحلــول در  كشــي غيـر  ، علـف
هــاي آلــي اســت، كــه اغلــب بــه منظــور كنتــرل    حــلال
شـود   زي و آبـزي از آن اسـتفاده مـي    هاي خشـكي  علف

(Sáenz et al., 1997; Ecobichon, 1991; Eisler, 
اين مـاده بـراي انسـان و حيوانـات بسـيار سـمي        .(1990
هاي زيادي در خصوص بيماري يا مـرگ   گزارشبوده، 

 Stevens and)پس از تماس بـا ايـن مـاده وجـود دارد     

Sumner, 1991) .   ــق ــب از طري ــن تركي ــان اي در گياه
 Slade and)زيلم حركـت نمـوده   گ ـجريـان تعـرق در   

Bell, 2006)از   هاي سبز بـا دريافـت الكتـرون    ، در بافت
راديكـــال  ، بـــهIزنجيـــره انتقـــال الكتـــرون فتوسيســـتم 

راديكال مورد نظر در مراحـل  . شود پاراكوات تبديل مي
هـاي   به اكسيژن، توليـد راديكـال    بعدي با انتقال الكترون

ــدن    ــيب دي ــزايش داده، موجــب آس ــيل را اف هيدروكس
غشــاها از طريــق پراكسيداســيون ليپيــد، غيرفعــال شــدن  

و در نهايت خشك شدن و  DNAبه  آسيب ها و پروتئين
پـاراكوات  . (Sáenz et al., 1997)گردد  مرگ گياه مي

شـده، در    استعمال شده، همچنين به شدت جذب خاك
مـاه بـدون    6تواند براي حداقل  كند و مي آن رسوب مي

اي در خـاك بـاقي بمانـد     هر گونه تخريب قابل ملاحظه
(Eisler, 1990) .    انستيتوي ملـي تكنولـوژي كشـاورزي

(INTA)  ــتفاده از آن ر ــين، اس ــرل  در آرژانت ــراي كنت ا ب
توصـيه كـرده    ppm 2تـا   1/0هاي آبـي بـه ميـزان      علف
حال  با اين، (Eisler, 1990; Calderbank, 1972)است 

هاي آبـي تشـخيص آن بـه علـت ورود بـه       در اكوسيستم
هاي آبي و نيـز گـل و لاي بسـتر، كنـدتر صـورت       علف

روز پـس از اسـتفاده اوليـه     27-8گرفته، اغلب تا قبل از 

گرم در ليتـر، قابـل تشـخيص نيسـت      ميلي 5تا  1به ميزان 
(Summers, 1980) .   ،ــزي ــداران آب ــا جان ــاط ب در ارتب
دهد با آنكه اين ماده از طريق عرق و  تحقيقات نشان مي

شود، اما حضور آن در كبد و  فضولات حيوانات دفع مي
 .(Arias et al., 1991)ها اثبات شده است  احشاي ماهي

ــع  ــه روي تجمـــــ ــي كـــــ ــتي  در پژوهشـــــ زيســـــ
(bioaccumulation)     ــه ــتفاده از آن ب ــاده در اس ــن م اي

ــف  ــوان عل ــف    عن ــه، عل ــام گرفت ــي انج ــش آب ــاي  ك ه
خور توجهي از تجمـع ايـن    برداري شده مقادير در نمونه

 Walker and)مـــاده را درون خـــود نشـــان دادنـــد 

Lawrence, 1992).  
اي در خصــوص  از ســويي، اطلاعــات نگــران كننــده

ــاراك  ــمي پــ ــأثيرات ســ ــكتــ ــاي  وات روي جلبــ هــ
پي، كه اولين حلقه از زنجيره غذايي در آب وميكروسك

-توقف رشد جلبك سـبز . روند، وجود دارد به شمار مي
 mM 05/0پـس از تيمـار بـا غلظـت      Gleeocapsaآبي 

. (Hammouda, 1994)پاراكوات مشـاهده شـده اسـت    
همچنين، كاهش سرعت تقسيم سلولي و افزايش ميـزان  

ــال ــاي آزاد راديكـ  Clamydomonasدر جلبـــك  هـ

reinhardtii   ــا غلظـــت متوســـطي از ــار بـ پـــس از تيمـ
و نيز  (Jamers and Coen, 2010)، (EC50)پاراكوات 

، تحت Dunaliela salinaشدگي محلول جلبكي  سفيد
 Rainowitch et)تأثير پاراكوات گـزارش شـده اسـت    

al., 1987) . كــاهش ميــزان تثبيــت كــربن كــه در واقــع
هاي آبزي است، نيز تحت  توسنتز جلبكشاخص ميزان ف

 ,Wong)تأثيرات مخرب اين ماده مشـاهده شـده اسـت    

2000; Kosinski and Merkle, 1984).  
هـاي پلانكتـوني از    با توجه به اينكه جمعيت جلبـك 

د، رو هـاي آبـي بـه شـمار مـي      اجزاء بسـيار مهـم سيسـتم   
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افزايش گستره دانـش بشـر در خصـوص تـأثيرات مـواد      
. بسـيار حـايز اهميـت اسـت     هـا  اين جلبكد سمي بر رش

Dunaliella   يك جلبك سبز تك سلولي بدون ديـواره
، علاوه بر آنكـه يـك فيتوپلانكتـون مهـم و اولـين      است

شود، بـه دليـل    حلقه زنجيره غذايي در آب محسوب مي
رفتارهاي فيزيولوژيك در شرايط تنش و   پذيري انعطاف

عنـوان يـك    اكسـيداني، بـه   پاسخ مناسـب سيسـتم آنتـي   
هاي فيزيولوژي گياهي نيز مـورد   سيستم مدل در بررسي

ايـن جلبـك در   . (Cowan et al., 1992)توجـه اسـت   
شرايط نامساعد محيطي نظيـر نـور شـديد، شـوري بـالا،      

 Avron)كمبود مواد غذايي و سرما، قادر به رشد است 

and Ben-Amotz, 1992).  مطالعــات انجــام شــده در
اكســيداني  اجــزاي سيســتم آنتــي زمينــة بررســي فعاليــت

Dunaliella پاسخ برخي از اين اجزاء ها در برخي تنش ،
دهـد   به منظور سـازگاري جلبـك بـا تـنش را نشـان مـي      

(Jahnke and White, 2003; White and Jahnke, 
2002; Abe et al., 1999) .رسـد   با اين حال، به نظر مي

ماننـد  در شرايط مقابله بـا يـك تـنش اكسـيداتيو شـديد      
ــتم     ــي سيسـ ــادگي قبلـ ــاراكوات، آمـ ــه پـ ــودگي بـ آلـ

اكسيداني جلبك احتمـالاً بتوانـد در مقابلـه بهتـر بـا       آنتي
كننـده   شرايط تنش و حفظ حيـات جلبـك نقـش تعيـين    

رسد كـه سـلول در    اگرچه منطقي به نظر مي. داشته باشد
هـاي متفـاوتي    هـاي متفـاوت از مكانيسـم    مواجهه با تنش

د، اما گاهي مشاهده شده است كـه  براي مقابله بهره گير
هـاي متفـاوت بـه كـار      هـاي مشـابه در تـنش    برخي مسير
براي مثال، نتايج برخـي تحقيقـات نشـان    . اند گرفته شده

تيمار سرما در غلات بـا بـرانگيختن و    است كه پيش  داده
ها، سـبب بـروز مقاومـت نسـبت بـه       القاي بيان برخي ژن

. (Hon et al., 1995)گـردد   هـا مـي   آلـودگي پـاتوژن  
رسد با القا و برانگيختن برخي اجزاي  بنابراين، به نظر مي

تيمارهـا،   اكسيداني سلول تحـت تـأثير برخـي پـيش     آنتي
بتوان مقاومـت و حيـات سـلول را در مواجهـه بعـدي بـا       

  .پذير نمود تنش اكسيداتيو پاراكوات امكان
كـش پـاراكوات بـه     بدين منظور، بررسي تأثير علف

زا و آلاينـده آب، بـر جلبـك     ب تـنش عنوان يك تركي ـ
، در غياب و همچنين، حضـور  Dunaliellaتك سلولي 
ــيش ــا    برخــي پ ــاي مقاومــت و ي ــؤثر در الق ــاي م تيماره

برعكس جلوگيري از آن، در دستور كار ايـن پـژوهش   
از آنجـا كـه پـاراكوات عمومـاً در تشـكيل      . قرار گرفت
ــابراين، در هــاي آزاد مشــاركت مــي راديكــال ــد، بن  نماي

تر نمودن آسيب اكسيداتيو نقشي اساسي  تشديد و وخيم
هـاي   دهـد تـا تحـت تيمـار     دارد و همين امـر اجـازه مـي   

هـاي   كننـده يـا بازدارنـده مقاومـت، ظرفيـت      مختلف القا
و  Dunaliellaاكســيداني   برانگيختگــي سيســتم آنتــي  

هاي فيزيولوژيك به كار گرفتـه شـده توسـط ايـن      روش
 .جلبك بهتر ارزيابي شود

  

  ها مواد و روش
كشت مايع  در محيط .Dunaliella spكشت جلبك 

 ,.Johnson et al) اصـلاح شـده جانسـون و همكـاران    

1968; Shariati and Lilley, 1994)   5/1، بـا مولاريتـه 
صـــورت گرفـــت و اســـيديته    NaClمـــولار نمـــك  

همـة مـواد   . تنظـيم گرديـد   4/7كشـت در حـدود    محيط
هـاي   حقيـق از شـركت  شيميايي مـورد اسـتفاده در ايـن ت   

Merk  وSigma هـاي   هـا در ارلـن   تلقيح سلول. تهيه شد
اي  ليتــري، تحــت شــرايط اســتريل، بــه گونــه  ميلــي 250

 24×104هاي اوليه تقريباً  صورت گرفت كه تعداد سلول
ــي  ــر ميلـ ــلول در هـ ــيط سـ ــر از محـ ــد ليتـ . كشـــت باشـ

هاي جلبكي پس از ايـن مرحلـه در شـرايط     سوسپانسيون
ــايي  ــور  و Cº28دم و شــرايط  µmol.m-2s-150شــدت ن
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سـاعت تـاريكي، روي    8ساعت نور و  16فتوپريوديك 
ميـزان  . قـرار گرفتنـد  ) دور در ثانيـه  90با سرعت (شيكر 

-Hansatech QSPARمتـر مـدل    نور با دسـتگاه فوتـون  

U.K. هـا بـه مرحلـه     بـا رسـيدن سـلول   . گيري شـد  اندازه
هد تيمــار و شــا لگــاريتمي رشــد، طراحــي شــرايط پــيش

ــه ــه شــرح ذيــل در مــورد سوسپانســيون  نمون هــاي  هــا، ب
  .جلبكي، صورت گرفت

 Buthionine مـولار   شامل يك ميلي TBتيمار  پيش

sulfoximine ،)BSO، كننده سنتز گلوتـاتيون  ممانعت( ،
ــيش ــار پــــ ــامل  TG  تيمــــ ــي 5شــــ ــولار ميلــــ   مــــ

L-galactonic acid γ-lactone )GALســـاز  ، پـــيش
بـه   BSOمـولار   يلـي و نمونه حاوي يـك م ) آسكوربات

، TBGتيمـار   ، به عنـوان پـيش  GALمولار  ميلي 5علاوه 
هـاي   هـاي مجـزا حـاوي سوسپانسـيون     هر يـك در ارلـن  
هـاي يـاد شـده بـه همـراه       همـة ارلـن  . جلبكي تهيه شدند

عنـوان   اي كه فاقد هر گونـه مـاده اضـافي بـود، بـه       نمونه
سـاعت در   24يـا شـاهد سـرما، بـه مـدت       T1تيمار  پيش

 µmol.m-2s-150و نــوري  Cº14دايــم دمــايي   شــرايط
شايان ذكـر اسـت كـه    . درون اتاقك كشت قرار گرفتند

گونـه   هاي فوق، يك نمونـه بـدون هـيچ    زمان با نمونه هم
 24بـه مـدت    (C1)ماده افزودني به عنـوان تيمـار شـاهد    

 µmol.m-2s-150و نوري  Cº28ساعت در شرايط دمايي 
پس از . ر داده شدمداوم درون اتاقك كشت ديگري قرا

ســـاعت، برداشـــت مقـــدار مشخصـــي از   24گذشـــت 
بـه صـورتي كـه بعـداً ذكـر      (جلبكـي   هـاي  سوسپانسيون
 شـمارش  بـه منظـور   هـا  ، از هر يك از ارلـن )خواهد شد
  اكسـيدان  گيـري تركيبـات آنتـي    ها، و اندازه تعداد سلول

آسكوربات كل، آسـكوربات اكسـيد شـده، گلوتـاتيون     
و  b و aهــاي  شــده، كلروفيــل كــل، گلوتــاتيون اكســيد

پـس از ايـن مرحلـه، بـه     . مقدار بتاكاروتن انجام گرفـت 
هـاي   هاي جلبكـي در داخـل ارلـن    باقيمانده سوسپانسيون

ــه گونــه  اي اضــافه شــد كــه  مربوطــه، مــاده پــاراكوات ب
ميكرومولار پاراكوات در داخل هر ارلـن   600مولاريته 

اي از  ايـن مولاريتـه بـر اسـاس مجموعـه     (به دسـت آيـد   
اوليه به عنوان حداقل مقدار كشـنده پـس از    هاي آزمون

هـاي   بـدين ترتيـب، ارلـن   ). ساعت به دست آمد 24طي 
قبلي برداشت شده از شرايط سـرما، اكنـون بـه صـورت     

و  GAL، حاوي )TBP تيمار(و پاراكوات  BSOحاوي 
ــاراكوات  ــار(پــ ــاوي )TGP تيمــ و  BSO ،GAL، حــ

 تيمــار(پــاراكوات و حــاوي ) TBGP تيمــار(پــاراكوات 
TP ( ساعت ديگـر،   24تهيه شدند و از اين پس به مدت

 µmol.m-2s-150و نوري  Cº28اين بار در شرايط دمايي 
  .مداوم قرار گرفتند
و  BSOگونه كه ذكر شـد، تركيبـات    بنابراين، همان

GAL  هـايي كـه قـرار بـود در سـرما قـرار داده        به نمونـه
و سـپس همگـي بـه     شوند، از همان ابتدا افزوده گرديـد 

سـاعت در شـرايط    24به مـدت   (T1)همراه نمونه شاهد 
هـاي   قرار گرفتند، اما در مورد ارلـن ) Cº14(دماي پايين 
ساعت دوم بـه   24، اين مواد در ابتداي (C1)نمونه شاهد 

ها اضافه گرديد و معرفي به ترتيب فوق، به صورت  ارلن
ــاي  ــد  CBGو  CB ،CGتيماره ــام ش ــن  . انج ــپس اي س

كه فاقد هر گونه ماده اضـافي بـود،    C1ها به همراه  ونهنم
قـرار   µmol.m-2s-150و نـوري   Cº28در شرايط دمـايي  

سـاعت پـاراكوات بـا غلظـت      6پس از گذشت . گرفتند
بر اساس برخي مكاتبات (مورد نظر به آنها اضافه گرديد 

، ايـن زمـان بـراي    ).Smirnoff, N شخصي بـا پروفسـور  
رسد، امـا از آنجـا كـه     افي به نظر ميها ك تيمار تأثير پيش

در سرما سرعت متابوليسـم سـلولي تـا حـدودي كـاهش      
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ــراي اعمــال اثــر    مــي ــه زمــان بيشــتري ب ــد، احتمــالاً ب ياب
مطـابق توضـيح فـوق،     ،بنـابراين . تيمارها نياز اسـت  پيش

هـاي قـرار    افزودن پاراكوات با مولاريته مزبـور بـه ارلـن   
هـا بـه    شـد و نمونـه   انجـام  گرفته در شرايط معمولي نيـز 

ــه صــورت تيمارهــاي   و  CBP ،CGP، CBGPترتيــب ب
CP معرفي شدند.  

اين بـار نيـز بـدون افـزودن      T1و  C1هاي شاهد  نمونه
 24هـا بـه مـدت     اي، به همـراه سـاير نمونـه    هر گونه ماده

  و نـــوري Cº28ســـاعت ديگـــر در شـــرايط دمـــايي    
µmol.m-2s-150   ،قرار گرفته، پس از گذشت اين مـدت

و  (C2)داً به عنوان نمونه شاهد در شـرايط معمـولي   مجد
  .معرفي شدند (T2)شاهد تيمار سرما 

هــا بــه  پــس از گذشــت ايــن مــدت، برداشــت ســلول
گيري تركيبات ذكر شده، بـراي بـار دوم و    منظور اندازه

 40مقدار : در هر دو نوبت نيز به شكل ذيل انجام گرفت
هـاي   سپانسيونهاي حاوي سو ليتر از هر يك از ارلن ميلي

، g 1500جلبكي برداشت شـده، پـس از سـانتريفيوژ در    
به رسوب حاصل مقداري . محلول رويي دور ريخته شد

ــيط ــدت    مح ــه م ــافه و مجــدداً ب ــه در 3كشــت اض   دقيق
g 12000 پــس از محاســبه وزن تــر . ســانتريفيوژ گرديــد

گيري تركيبـات   ها براي اندازه سازي نمونه رسوب، آماده
و  Kampfenkel آسكوربات مطابق روشاكسيدان  آنتي

و  Baker و گلوتاتيون بر اساس روش )1995(همكاران 
اكسـيدان   بر حسب نانومول ماده آنتـي ) 1990(همكاران 

ــر  ــپكتروفتومتري  106بـ ــه روش اسـ ــلول و بـ ــدل(سـ  مـ

Versa, S/NB 02963 (گيـري   بـراي انـدازه  . شـد  مانجا
از هر ارلـن  ليتر سوسپانسيون  ها، يك ميلي مقدار رنگدانه

ســانتريفيوژ  g 12000دقيقــه در  3برداشــت و بــه مــدت 
مـدل  ( گيـري بـه طريـق اسـپكتروفتومتري     اندازه. گرديد

Shimatzu, UV-160 (و مطــابق روش Eijckelhoff  و
Dekker )1997 (ها بر حسب  انجام شد و مقدار رنگدانه
شــمارش . گــرم رنگدانــه بــر ســلول محاســبه شــد ميكــرو
ستفاده از لام هموسـايتومتر و محلـول يـد    ها نيز با ا سلول

هـا   ها انجام گرفت و تعداد سلول براي ثابت كردن سلول
  .ليتر از سوسپانسيون جلبكي شمارش گرديد در هر ميلي

ها با اسـتفاده از تحليـل واريـانس     بررسي آماري داده
ANOVA   تكـرار   3، در قالب طرح كـاملاً تصـادفي در

با استفاده از آزمـون چنـد    ها انجام شد و مقايسه ميانگين
  .صورت گرفت 05/0داري  در سطح معني Tukeyدامنه 
  
  نتايج

 ها وزن تر و تعداد سلول
هـا   گيري ميزان وزن تـر سـلول   نتايج حاصل از اندازه

 24ها پس از گذشـت   ، وزن تر سلول)1شكل (نشان داد 
، TBG) ،TGهاي تيمـار شـده در سـرما     ساعت در نمونه

TB  و(T1 داري را نسبت به يكديگر و حتـي   معني، تغيير
هاي شاهد در دماي معمـولي   كه نمونه C2و  C1نسبت به 

) 2شـكل  (ها  بررسي تعداد سلول. دهند هستند، نشان نمي
ــر در ايــن    ــا وزن ت ــايجي مشــابه ب ــاي وجــود نت ــز گوي ني

سـاعت   24كـه پـس از گذشـت     هاسـت، در حـالي   تيمار
نسبت  C2و  T1به نسبت  T2ها در تيمار  دوم، تعداد سلول

، كـه ايـن   )2شـكل  (مقداري افزايش يافتـه اسـت    C1به 
هـاي   تواند به انجام تقسيمات سـلولي در نمونـه   مورد مي

 .ساعت نسبت داده شود 24شاهد پس از گذشت 

تيمار شده  هاي پيش ها در نمونه بررسي وزن تر سلول
  و ســرما پــس از افــزودن پــاراكوات    BSO ،GALبــا 

(TP, TBP, TGP, TBGP) ) طــور  ، همــين)1شــكل
 (T2)افزايش مشخصي را نسـبت بـه نمونـه شـاهد سـرما      



  1390زمستان م، ده شماره، ومسسال ،شناسي گياهي زيست 76
 

 

در ) 2شـكل  (هـا   كه تعداد سلول دهد، در حالي نشان مي
. تا حدودي كاهش يافتـه اسـت   T2اين تيمارها نسبت به 

ها همـراه بـا افـزايش     رسد كاهش تعداد سلول به نظر مي
ــر ســلول ــه  وزن ت ــده در نمون ، TBGPهــاي  هــاي باقيمان

TGP ،TBP  وTP  بتوانــد بــه تــنش حاصــل از تيمــار بــا
سازي و سـنتز برخـي تركيبـات     ات و احتمالاً مادهپاراكو

بررسـي  . ضروري براي مقابله با تـنش نسـبت داده شـود   
ــه ــا ســرما  هــاي پــيش نمون ، CBGP) ،CGPتيمارنشــده ب
CBP  و(CP هــا  حــاكي از كــاهش شــديد تعــداد ســلول

سـلول، بـه جـز در تيمـار     همراه با كاهش شديد وزن تر 
CGP هاي  تيمار. استTGP  وTBGP بيشترين افزايش ،

ــر  ــار) 1شــكل (وزن ت ــاي  و تيم  CBGPو  CP ،CBPه
شـكل  (دهنـد   بيشترين كاهش تعداد سلولي را نشـان مـي  

2.(  
  ها بررسي ميزان رنگدانه

در تيمارهـايي كـه در سـرما قـرار      aميزان كلروفيـل  
 ,T1, TB, TG)كوات انـد، قبـل از افـزودن پـارا     گرفتـه 

TBG) نسبت به ،C1   كه در دماي معمولي بوده، كـاهش
نيز كـه   T2اين كاهش در تيمار ). 3شكل (دهد  نشان مي

شـود،   به دماي معمولي بازگشته است هنوز مشـاهده مـي  
  هـا پـس از افـزودن پـاراكوات     كـه همـين نمونـه    حالي در

TBGP) ،TGP ،TBP  و(TP   ــه ــل توجـ ــزايش قابـ ، افـ
بر خـلاف كـاهش انـدكي    . دهند را نشان مي aكلروفيل 

ــه شــاهد  aكــه در ميــزان كلروفيــل   24پــس از  C2نمون
مشـاهده شـد، پـس از افـزودن      C1ساعت دوم نسبت بـه  

و  CP ،CBPهـاي   در نمونه aات، ميزان كلروفيل پاراكو
CBGP  نسبت بهC2 كـه   حالي به شدت كاهش يافت، در

ــار    ــزه در تيم ــن رنگي ــزان اي ــزايش CGPمي ــور  اف درخ
در واقـــع، در  aمقـــدار كلروفيـــل . تـــوحهي نشـــان داد

هـا   نسبت به سـاير نمونـه   CPو  CBGP ،CBPهاي  نمونه
  ).3شكل (از حداقل مقادير برخوردار است 
، نيــز نشــان )4شــكل ( bبررســي تغييــرات كلروفيــل 

هـاي   در همـة نمونـه   bدهد اگرچـه مقـدار كلروفيـل     مي
ــا ســرما طــي   پــيش اول، تغييــر  ســاعت 24تيمــار شــده ب
دهد،  نشان نمي C2و نيز  C1داري را نسبت به شاهد  معني

ساعت دوم افـزايش   24اما پس از افزودن پاراكوات در 
، TGP) ،TBPهـاي   در نمونه bدار مقدار كلروفيل  معني

TP  و(TBGP نسبت به ،T2   و نيز شرايط قبل از تيمار بـا
و  BSOهاي تيمار شده بـا   نمونه. كوات مشهود استاپار

GAL      در دماي معمولي نيـز پـس از افـزودن پـاراكوات
CBGP) ،CGP  و(CBP  افزايش مقدار كلروفيلb  را با

 C2و گاهي نسبت بـه   C1نسبت به  CGPبرتري مشخص 
نمونـه شـاهد در دمـاي معمـولي كـه بـا       . دهنـد  نشان مـي 

را  b، كاهش شديد كلروفيل (CP)پاراكوات تيمار شده 
  . دهد نشان مي
رسد كـه تيمـار سـرما     ن به طور كلي به نظر ميبنابراي

ــه  ــدار رنگدان ــي شــده،   ســبب كــاهش مق ــاي كلروفيل ه
هـا،   كه پس از افزودن پاراكوات به همين نمونـه  حالي در

بـه طـور مشخصـي     bو  aهـاي كلروفيلـي    ميزان رنگدانه
هـا همچنـين بـه طـور      افزايش كلروفيـل . يابد افزايش مي

سـاز آسـكوربات    مشخص در شاهد تيمار شـده بـا پـيش   
  .شود مشاهده مي (CGP)علاوه پاراكوات  هب

نيـز بـه علـت    ) 5شـكل  (بررسي ميزان كلروفيل كل 
ــل   تشــكيل شــده،  aآنكــه قســمت اعظــم آن از كلروفي

را نشــان  aالگــويي تقريبــاً مشــابه بــا تغييــرات كلروفيــل  
  . دهد مي

ها پس از اعمـال تـنش سـرما     مقدار بتاكاروتن سلول
ــا پــس از  T1)و  TBG) ،TG ،TBبــدون پــاراكوات  و ي
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و  CBGP) ،CGP ،CBPافزودن آن در دمـاي معمـولي   
(CP     تغييرات كاهشي را بـه ترتيـب نسـبت بـه ،C1  وC2 

تيمار سـرما بـه    كه پيش ، در حالي)6شكل (دهد  نشان مي
ها پس از  طور واضحي از كاهش ميزان بتاكاروتن سلول

ــاراكوات   ــا پـ ــزودن بـ  TP)و  TBGP) ،TGP ،TBPافـ
افـزايش مقـدار بتاكـاروتن حتـي در     . كند جلوگيري مي
ــه ــا   برخــي نمون قابــل  GALو  BSOهــاي تيمــار شــده ب
  ). T2نسبت به  TGPو  TBP(مشاهده است 
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پـس از   A) .شده تيمار هاي پيش هاي شاهد و نمونه سلول، در نمونه 106 گرم در حسب ميلي بر Dunaliellaهاي جلبك  وزن تر سلول -1شكل 

  ،شـاهد سـرما   :T1 صـورت ه ب ـ Cº14شـده در دمـاي    تيمـار  پـيش   هـاي  و نمونـه  Cº28نمونـه شـاهد در دمـاي     :C1 شامل ساعت اول 24ذشت گ
TB: تيمار  پيشBSO، TG: تيمار پيش GAL، TBG: تيمار پيش BSO علاوهه ب GAL. (B    هـا در   نمونـه  شـامل  سـاعت دوم  24پـس از گذشـت

 ،پس از افزودن پـاراكوات  C1نمونه  :CP ،تيمار پيشگونه  ساعت بدون هر 24پس از گذشت  C1نه شاهد نمو :C2 صورته ببوده  Cº28دماي 
CBP:  نمونه C1شده بـا   تيمار پيشBSO    پـس از افـزودن پـاراكوات، CGP:  نمونـه C1  شـده بـا    تيمـار  پـيشGAL    پـس از افـزودن پـاراكوات،  

CBGP:  نمونه C1شده با  تيمار پيشBSO  وGAL زودن پاراكواتپس از اف، T2:    نمونـه شـاهدT1    سـاعت بـدون هرگونـه     24پـس از گذشـت
 ،پـس از افـزودن پـاراكوات   TG نمونـه   :TGP ،پس از افزودن پـاراكوات  TB نمونه :TBP ،پس از افزودن پاراكوات T1نمونه  :TP ،تيمار پيش

TBGP:  نمونهTBG مقادير ميانگين سه تكرار. پس از افزودن پاراكوات±SD  دار بـا   بيانگر عـدم وجـود اخـتلاف معنـي    و حروف يكسان بوده
 .است P<0.05استفاده از آزمون توكي در سطح 
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شرح تيمارها همگـي  . شده تيمار هاي پيش هاي شاهد و نمونه كشت، در نمونه ليتر محيط در ميلي Dunaliellaهاي جلبك  تعداد سلول -2شكل 

دار با استفاده از آزمون توكي در سـطح   بوده و حروف يكسان بيانگر عدم اختلاف معني SD ±مقادير ميانگين سه تكرار . است 1مطابق شكل 
P<0.05 است.  

(A) (B) 
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شـرح تيمارهـا همگـي مطـابق     . شـده  تيمار هاي پيش هاي شاهد و نمونه ، در نمونهDunaliellaهاي جلبك  در سلول a مقدار كلروفيل -3شكل 
دار بـا اسـتفاده از آزمـون تـوكي در سـطح       بوده و حروف يكسـان بيـانگر عـدم اخـتلاف معنـي      SD ±مقادير ميانگين سه تكرار . است 1شكل 

P<0.05 است.  
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شـرح تيمارهـا همگـي مطـابق     . شـده  تيمار هاي پيش هاي شاهد و نمونه ، در نمونهDunaliellaهاي جلبك  در سلول b مقدار كلروفيل -4شكل 
دار بـا اسـتفاده از آزمـون تـوكي در سـطح       و حروف يكسـان بيـانگر عـدم اخـتلاف معنـي      بوده SD ±مقادير ميانگين سه تكرار . است 1شكل 

P<0.05 است.  
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شرح تيمارها همگـي مطـابق   . شده تيمار هاي پيش هاي شاهد و نمونه ، در نمونهDunaliellaهاي جلبك  در سلول كل مقدار كلروفيل -5شكل 
 P<0.05دار با استفاده از آزمون تـوكي در سـطح    ف يكسان بيانگر عدم اختلاف معنيبوده حرو SD ±مقادير ميانگين سه تكرار. است 1شكل 
  .است
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، )7شـكل  (بررسي نسبت بتاكاروتن به كلروفيل كل 
ــة     ــاً در هم ــن نســبت تقريب ــدار اي ــاهش مق ــاكي از ك ح

بـوده،   CPات بـه جـز   پـاراكو هـاي تيمـار شـده بـا      نمونه
 CBPو  CBGP ،CGPهـاي   كاهش بيشتري را در نمونه

هاي سرما ديده  دهد، اگرچه اين نسبت در نمونه نشان مي
، تــا T1)و  TBG) ،TG ،TBقبــل از افــزودن پــاراكوات 

 C2و  CPهــاي  نمونــه. اســت C1حــدي قابــل مقايســه بــا 
دهند؛ بدين  داري را از نظر آماري نشان نمي تفاوت معني

معني كه شاهد تيمار شده با پاراكوات در دماي معمولي 
ه با نمونه تيمار نشده وضعيت يكساني را نشـان  در مقايس

شود كه محتواي  تر مشخص مي داده، اما در بررسي دقيق
 CPبسـيار بيشـتر از    C2كـاروتن در نمونـه    كلروفيل و بتا

هر دوي اين مقادير تقريبـاً بـه    CPبوده است و در تيمار 
، TBGPهـاي   در نمونـه . انـد  طور يكسـان كـاهش يافتـه   

TGP ،TBP  وTP ز كاهشـي نسـبت بـه    نيT2   در مقـدار
بنـدي   بنابراين، در يك جمع. شود بتاكاروتن مشاهده مي

ها تيمار پيشتوان گفت كه به طور كلي، هيچ يك از  مي
قادر به افزايش نسبت بتاكاروتن به كلروفيـل سـلولي در   

 راتيي ـدر بيشتر حالات تغ،  شرايط تنش پاراكوات نبوده
  .هستند يبه صورت كاهش
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شـرح تيمارهـا همگـي مطـابق     . شـده  تيمـار  هاي پيش هاي شاهد و نمونه ، در نمونهDunaliellaهاي جلبك  سلول در بتاكاروتن مقدار -6شكل 
 P<0.05دار با استفاده از آزمون توكي در سطح  بوده، حروف يكسان بيانگر عدم اختلاف معني SD ±مقادير ميانگين سه تكرار . است 1شكل 
  .است
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شـرح تيمارهـا   . تيمار شـده  هاي پيش هاي شاهد و نمونه ، در نمونهDunaliellaهاي جلبك  در سلول كل بت بتاكاروتن به كلروفيلنس -7شكل 

دار با استفاده از آزمون تـوكي در   بوده، حروف يكسان بيانگر عدم اختلاف معني SD ±مقادير ميانگين سه تكرار . است 1همگي مطابق شكل 
  .است P<0.05سطح 
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  بررسي تغييرات آسكوربات
سـاعت اول   24كاهش ميزان آسكوربات كل، طـي  

هاي تيمـار شـده در سـرما و توسـط سـاير       در كليه نمونه
در  T1و  TBG ،TG ،TB(شود  ها مشاهده مي تيمار پيش

سـاعت   24اگرچه پس از طـي  ). 8شكل ) (C1مقايسه با 
، نيز مقداري كـاهش  C2ديگر در شرايط معمولي، نمونه 

دهـد   نشان مـي  C1يزان آسكوربات كل را نسبت به در م
رسد به علت تداوم شرايط نوري و دمـايي   كه به نظر مي

ها از شرايط فتوپريوديك بـه شـرايط    بر اثر انتقال كشت
هـاي   مقدار آسـكوربات كـل در همـة نمونـه    . ثابت باشد

تيمار شده بـا سـرما، پـس از افـزودن پـاراكوات مجـدداً       
، CBGPهـاي سـرما نديـده     يمـار كاهش نشان داده، در ت

CBP  وCP كـه ايـن    شـود، درحـالي   به صفر نزديك مي
. از كاهش كمتري برخوردار است CGP   ميزان در تيمار

بررسي وضعيت آسكوربات اكسـيد شـده در تيمارهـاي    
سرما نديده حاكي از غالبيت آن نسبت به نوع احيا شده، 

ل اسـت كـه حـاوي مقـادير قاب ـ     CGPبه ويـژه در تيمـار   
اي آسكوربات اسـت و ايـن در شـرايطي اسـت      ملاحظه

كه نسبت آسكوربات احيا به آسـكوربات اكسـيد شـده    
و  TBGP ،TGP ،TBPهـاي سـرما ديـده     در همة تيمـار 

TP ــادل ــري برخــوردار اســت  از وضــعيت متع ــزان . ت مي
آســكوربات كــل در ايــن تيمارهــا نيــز پــس از افــزودن  

 T2ت تيمـار  مقايسه وضـعي . پاراكوات كاهش يافته است
وضعيت مشابهي را به صـورت ميـزان    T1نسبت به تيمار 

قابل ملاحظه نوع احيا شده و بخش انـدك آسـكوربات   
  . دهد اكسيد شده نشان مي

 T2نسـبت بـه    C2با آنكه مقدار آسكوربات احيـا در  
) 8شــكل (گونــه كــه در نتــايج  بيشــتر اســت، امــا همــان

خليه مخزن شود، پس از افزودن پاراكوات، ت ملاحظه مي

آسكوربات، به ويژه از نوع احيا شده به شـدت در همـة   
، (CGPانـد   هايي كه در شرايط معمولي قرار داشته نمونه
CBP  و(CP  ــي ــاهده م ــود مش ــه . ش ــة نمون ــاي  در هم ه
 TP)و  TBGP) ،TGP ،TBPتيمار شـده در سـرما    پيش

اگرچه ميزان آسكوربات كل پس از افزودن پـاراكوات  
در مقايسه (هنوز مقداري نوع احيا شده  كاهش يافته، اما

بنـابراين،  . هـا وجـود دارد   در سـلول ) با آسكوربات كـل 
توان گفت در كليه حالات تيمار با پاراكوات، ميـزان   مي

اي افزايش يافتـه   آسكوربات اكسيد به طور قابل ملاحظه
آسـكوربات تيمـار   سـاز   يشكـه بـا پ ـ   CGPتيمار . است

بات احيـا را نسـبت بـه    شده، وجود مقدار اندك آسكور
  .دهد نشان مي CBGPو  CBP ،CPتيمارهاي 

  
  بررسي تغييرات گلوتاتيون

 C2در تيمـار  ) 9شكل (كاهش مقدار گلوتاتيون كل 
ــه   ــبت ب ــاهده    C1نس ــكوربات مش ــعيت آس ــد وض همانن

 24تواند به تداوم شرايط آزمون به مدت  شود كه مي مي
ط ســاعت ديگــر در مقابــل شــرايط فتوپريوديــك مربــو 

مقدار گلوتاتيون كل خود را با برتري  TGPنمونه . باشد
افــزايش داده كــه  T2مشــخص نــوع احيــا شــده، تــا حــد 

حاكي از توان سلول در افزايش مقدار گلوتاتيون، تحت 
هـاي   در همـة نمونـه  . تيمـار اسـت   تأثير همزمان دو پـيش 

و  CBGP) ،CGP ،CBPتيمار شـده در دمـاي معمـولي    
(CP ر با ممانعت كننده گلوتاتيون بـه  تيما كه شامل پيش

هستند، تخليه كامل مخزن  GALتنهايي و يا در تلفيق با 
كه اين وضـعيت در   حالي شود، در گلوتاتيون مشاهده مي

 TBGP) ،TGP ،TBP ،TPهاي تيمار شده با سرما  نمونه
  .گردد مشاهده نمي T2)و 

اي  گرداندن نمونه دهد كه باز نتايج همچنين نشان مي
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 (T2)به شرايط معمـولي   (T1)تيمار شده  سرما پيش كه با
سبب كاهش بيشتر مقدار گلوتاتيون آن نسبت به شرايط 

شود؛ اما پس از افزودن پـاراكوات   مي (C1)اوليه آزمون 
(TP)  مقدار گلوتاتيون تا حد(C2)     افـزايش يافتـه، ولـي

بـه  . مانـد  باقي مي (C1)در هر صورت ميزان آن كمتر از 
هـاي   كـه ميـزان گلوتـاتيون كـل در نمونـه     رسـد   نظر مي
بـر اثـر افـزودن    ) (TBP, TGP, TBGPتيمار شـده   پيش

كـه ايـن مقـدار در     حـالي  يابـد، در  پاراكوات كاهش مـي 
، (T2)تيمـار ديگـر    نمونه سرما ديدة فاقد هر گونـه پـيش  

ــا . يابــد افــزايش مــي (TP)پــس از افــزودن پــاراكوات  ب
 TPو  TBGP ،TGP ،TBPهــاي  مشــاهده دقيقتــر تيمــار

توان دريافت كه هر چنـد مخـزن گلوتـاتيون در ايـن      مي
ها كوچكتر شده، اما از برتـري بيشـتر حالـت احيـا      نمونه

  .شده نسبت به حالت اكسيد شده برخوردار است
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، در Dunaliellaهـاي جلبـك    در سـلول  و آسـكوربات كـل   (DHA)، آسـكوربات اكسـيد شـده    (Asc)مقدار آسكوربات احيا شده  -8شكل 
بوده، حـروف يكسـان    SD ±مقادير ميانگين سه تكرار . است 1شرح تيمارها همگي مطابق شكل . تيمار شده هاي پيش هاي شاهد و نمونه نمونه

  .است P<0.05دار با استفاده از آزمون توكي در سطح  بيانگر عدم اختلاف معني
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، در Dunaliellaهـاي جلبـك    در سـلول  و گلوتـاتيون كـل   (GSSG)شـده   ، گلوتـاتيون اكسـيد  (GSH)مقدار گلوتاتيون احيـا شـده    -9شكل 
بوده، حـروف يكسـان    SD ±مقادير ميانگين سه تكرار . است 1شرح تيمارها همگي مطابق شكل . تيمار شده هاي پيش هاي شاهد و نمونه نمونه

  .است P<0.05دار با استفاده از آزمون توكي در سطح  بيانگر عدم اختلاف معني
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  بحث
زا كـه   كش پاراكوات به عنوان يك عامل تنش علف

شود، مطـرح   سبب بروز آسيب اكسيداتيو در گياهان مي
سـازي گياهـان    بوده و اخيراً تحقيقاتي نيز در زمينه مقاوم

هــاي  تراريخــت نســبت بــه پــاراكوات بــا اســتفاده از ژن 
 مطالعات. (Jo et al., 2004)باكتريايي انجام شده است 

نشان داده است كه ميزان مقاومـت و شـيوة پاسـخگويي    
هاي مختلف به پاراكوات  ها در گياهان و يا جلبك سلول
هـاي   گزارش. (Ibrahim, 1990)تواند متفاوت باشد  مي

ــتم آنتـــي  ــادي از پاســـخ مناســـب سيسـ ــيداني  زيـ اكسـ
Dunalilella هاي متفاوت محيطـي وجـود دارد    به تنش

سلولي در  اد اين جلبك تككه گوياي توانايي بسيار زي
هاي مناسب فيزيولوژيـك بـه شـرايط دشـوار      ارائه پاسخ

ــا    محيطــي و در نتيجــه، تضــمين بقــاي ســلول اســت، ام
گونه كه در نتايج اين تحقيق مشاهده گرديد، تيمار  همان

با پاراكوات سبب بروز آسيب اكسيداتيو، تجزيـه شـدن   
ــه ــاتيو  رنگدان ــه مخــزن آســكوربات و گلوت ن هــا و تخلي

شـدگي و مـرگ سـلولي را بـه      گردد كه نهايتاً سـفيد  مي
مطالعــات نشــان داده اســت كــه برخــي     . همــراه دارد

هاي محيطي، مانند تنش دماي پايين به دليل بر هـم   تنش
زدن تعادل ميان توليد و مصـرف انـرژي در سـلول و در    

 Havaux and)هــاي آزاد  نتيجــه، توليــد راديكــال  

Davaud, 1994)  ــران ــه ب ــادر ب گيختن برخــي اجــزاي ق
، بــه ويــژه مخــازن Dunaliellaاكســيداني  سيســتم آنتــي

آسكوربات و گلوتاتيون بوده، از اين طريق سبب ايجـاد  
ــن جلبــك مــي   ــور، در اي ــنش مزب ــه ت شــوند  مقاومــت ب

(Haghjou et al., 2009)،     رسـد   بنـابراين، بـه نظـر مـي
اكســيداني  تــوان بــا القــا و بــرانگيختن سيســتم آنتــي  مــي

Dunalilella برابر تنش  ها، آن را در تيمار از طريق پيش

  .پاراكوات مقاوم نمود
دهـد   بررسي نتايج حاصل از اين پـژوهش نشـان مـي   

تيمـار   هايي كـه تحـت پـيش    كه به طور كلي، همة نمونه
هـا قـرار    تيمـار  سرما به تنهايي و يا بـه همـراه سـاير پـيش    

ــه ــاراكوات و گذشــت    گرفت ــزودن پ ــس از اف ــد، پ  24ان
انـد،   شدگي نشـده و سـبز بـاقي مانـده     دچار سفيدساعت 

تيمـار نشـده بـا     هاي پيش كه اين پديده در نمونه حالي در
هــاي انجــام شــده  آزمــايش. ســرما، قابــل مشــاهده اســت

نيـــــز ) 1987(و همكـــــاران  Rabinowithتوســـــط 
شــدگي وابســته بــه زمــان و غلظــت را در جلبــك  ســفيد

Dunalilella    دهـد  ن مـي بر اثر افـزودن پـاراكوات نشـا .
هـا،   هـا و نيـز وزن تـر آن    بررسي وضـعيت تعـداد سـلول   

هاي قرار  حاكي از كاهش شديد ميزان وزن تر، در نمونه
ــاراكوات    ــزودن پ ــس از اف ــولي پ ــاي معم ــه در دم گرفت

CBGP) ،CBP  و(CP  است كه مرگ سلولي را در اين
كـه   حـالي  دهـد، در  هاي جلبكـي نشـان مـي    سوسپانسيون

تيمـار   ي كـه در دمـاي پـايين پـيش    هاي وضعيت در نمونه
. ، متفـاوت اسـت  TP)و  TBGP) ،TGP ،TBP انـد  شده

ها اگرچه پس از افـزودن پـاراكوات تعـداد     در اين نمونه
هـا تـا حـدودي كـاهش يافتـه اسـت، امـا وزن تـر          سلول
دهد،  هاي باقيمانده در اين شرايط افزايش نشان مي سلول

تز تركيبـات  سـازي و سـن   توانـد بـه مـاده    كه احتمـالاً مـي  
تحقيقـات،  . ضروري براي مقابله بـا تـنش مربـوط باشـد    

سـازي بـراي    هـاي ضـروري و نيـز مـاده     القاي برخـي ژن 
  انـــد زا را نشـــان داده مقابلـــه ســـلول بـــا شـــرايط تـــنش

(Crosatti et al., 1999; Kurepa et al., 1998).  
ها تحت شـرايط تـنش    در ارتباط با وضعيت رنگدانه

يـابي ميـزان فعاليـت فتوسـنتزي     كه عامـل مهمـي در ارز  
ست، نتايج برخي تحقيقات نشان داده اسـت كـه    ها سلول
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هـا و بتاكـاروتن تحـت شـرايط سـرما تـا        مقدار كلروفيل
كـه   (Haghjou et al., 2009)يابـد   حدودي كاهش مي

دلايل احتمالي متفاوتي، از جملـه صـدمه ديـدن توسـط     
 ,Wise and Naylor)، (ROS) هاي اكسيژن فعـال  گونه

هاي فتوسـنتزي   و يا تعديل اندازه و تعداد گيرنده (1987
(Huner et al., 1998) تواند در رابطـه بـا آن مـورد     مي

مـورد يـاد شـده؛ يعنـي كـاهش مقـدار       . توجه قرار گيرد
و  TBGP) ،TBP ،TBها پس از تيمار بـا سـرما     رنگدانه

(T1 در نتايج اين تحقيق نيز مشاهده شد.  
ها پس از افزوده شدن پـاراكوات،   اما در همين نمونه

و نيـز بـالا    bو  aهـاي   افزايش قابل توجه مقدار كلروفيل
. شـود  نگه داشـته شـدن سـطح بتاكـاروتن، مشـاهده مـي      

هاي تيمار نشده در سرما كـه   ها با نمونه مقايسه اين نمونه
ــوع        ــر وق ــت ب ــده، دلال ــافه ش ــا اض ــه آنه ــاراكوات ب پ

ــه ــك  مجموعـ ــدهاي فيزيولوژيـ ــب  اي از فرآينـ و كسـ
هـا در   هايي دارد كه نه تنها از تخريـب رنگدانـه   آمادگي

تيمار با تنش بعدي جلوگيري نموده، بلكه سبب افزايش 
نتايج برخـي  . ها در اين شرايط نيز گرديده است رنگدانه

هاي تيمـار   تحقيقات، كاهش تخريب كلروفيل در برگ
هـايي نظيـر    اكسيدان شده با پاراكوات را كه مقادير آنتي

لوتــاتيون و آســكوربات در آنهــا افــزايش داده شــده،  گ
؛ امـا  (Streb and Feierabend, 1999)دهـد   نشـان مـي  

گونــه كــه در ايــن پــژوهش ملاحظــه گرديــد، بــا   همــان
هاي سرما ديده، حتـي مقـدار    افزودن پاراكوات به نمونه

تـا حـدودي افـزايش    ) aبـه ويـژه كلروفيـل    (ها  كلروفيل
توانـد بـه وضـعيت بهتـر      مـي  يافت، كه اين مورد احتمالاً

بـر اسـاس   . فتوسنتزي در ايـن شـرايط نسـبت داده شـود    
، حفظ )Haldimann )1999نتايج به دست آمده توسط 
تواند يك مزيت به حسـاب   محتواي كلروفيلي بالاتر مي

 هـاي  آمده، دليلي براي برتري كارايي فتوسـنتزي واريتـه  
ــر ــه غي ــه واريت حســاس در شــرايط  هــاي حســاس ذرت ب
  .هش دما باشدكا

علاوه بر افزايش درخور توجه محتواي كلروفيلـي و  
نيــز بــالا بــودن مقــدار بتاكــاروتن پــس از افــزوده شــدن 

هاي سرما ديـده، تهـي نشـدن كامـل      پاراكوات در نمونه
مخزن آسكوربات كه هنوز حاوي مقاديري آسكوربات 
از نــوع احيــا شــده اســت و نيــز وجــود مقــادير درخــور  

توانـد بـه بقـاي     از نوع احيا شده، مـي توجهي گلوتاتيون 
مخـازن  . جلبك در شرايط تنش اكسيداتيو كمك كنـد 

ــع مهــم در    ــوان دو منب ــه عن ــاتيون ب آســكوربات و گلوت
هـــاي آزاد اكســـيژن و دفـــاع  ســـازي راديكـــال خنثـــي
  . (Smirnoff, 1995)اكسيداني نقش دارند آنتي

هاي تيمار شده در  ها در نمونه بررسي وضعيت سلول
 CBGP) ،CBPمعمولي پس از افزودن پاراكوات دماي 

و در برخـي   a، حاكي از كاهش شديد كلروفيـل  CP)و 
ــل   ــوارد كلروفي ــن    bم ــاروتن در اي ــه بتاك ــز رنگدان و ني

از سويي، بررسي وضـعيت آسـكوربات و   . شرايط است
دهـد كـه    گلوتاتيون، تهي شدن كامل مخزن را نشان مي

يدان در مقابله بـا  اكس دال بر درگيري شديد اين دو آنتي
  .تنش اكسيداتيو ناشي از تأثير پاراكوات بر سلول است

تيمـار   كه نمونه پـيش  CGPهمه، بررسي تيمار  با اين
  ساز آسكوربات در دماي معمولي اسـت، تـا   شده با پيش

هـاي ديگـر نشـان     حدودي وضعيت متفاوتي را بـا تيمـار  
 هـاي باقيمانـده، هرچنـد    در تعداد اندك سـلول . دهد مي

مخزن آسكوربات هنوز وجود مقـاديري آسـكوربات از   
و  aهاي  دهد و مقدار كلروفيل نوع احيا شده را نشان مي

b      هـا   نيز افزايش درخور تـوجهي نسـبت بـه سـاير تيمـار
 دارنــد كــه در مجمــوع وضــعيت بهتــري را بــراي تيمــار
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CGP كنند، اما كاهش  نسبت به ساير تيمارها پيشنهاد مي
ا و به عبارتي وقوع مـرگ سـلولي و   ه شديد تعداد سلول
دهنـده شـدت وقـوع      شـدگي، نشـان   بروز پديـده سـفيد  

حـال، در ايـن    بـا ايـن  . آسيب اكسيداتيو در سلول اسـت 
يابـد، امـا    هاي باقيمانده كاهش نمي شرايط وزن تر سلول

ــه  ــار  TGPمقايســه نمون ــاير تيم ــا س رديــف  هــاي هــم ب
TBGP) ،TBP  و(TP ل بـا  دهد كه تيمـار سـلو   نشان مي
ســاز آســكوربات ســبب افــزايش وزن تــر، مقــدار  پــيش

و بتاكاروتن سلول شده، ولي در ساير موارد،  aكلروفيل 
از جملــه آســكوربات، اختلافــي بــا ســاير تيمارهــا نشــان 

سـاز   رسد كه تيمار بـا پـيش   بنابراين، به نظر مي. دهد نمي
ــر دو ســبب    ــاي معمــولي و ســرما ه آســكوربات در دم

ها بيشتر به  كه بقاي سلول حالي ه، درافزايش كلروفيل شد
ــيش  ــل پ ــيش    دلي ــا پ ــار ب ــا تيم ــت، ت ــار سرماس ــاز  تيم س
در دمـاي پـايين و    BSOهـا بـا    تيمار سـلول . آسكوربات

ــاراكوات   ــزودن پ ــيش از اف ــدار  (TG)پ ــزايش مق ، از اف
گلوتاتيون تحت شرايط سرما، جلوگيري كرده، پـس از  

و چـه در   (TBP)افزودن پـاراكوات نيـز چـه بـه تنهـايي      
تـر مانـدن سـطح     ، سـبب پـايين  GAL (TBGP)تعامل با 

  .گردد مي TPو  TGPگلوتاتيون كل در مقايسه با 
تــوان  بنــدي، هــر چنــد نمــي بنــابراين، در يــك جمــع

هــاي مهمــي، نظيــر    اكســيدان اهميــت فعاليــت آنتــي  
تواننـد تحـت تـأثير     آسكوربات و گلوتاتيون را كـه مـي  

و در دفـــاع  تيمارهـــا افـــزايش يابنـــد   برخـــي پـــيش 
اكسـيداني نقـش بســزايي ايفـا نماينـد، از نظــر دور      آنتـي 

توان با توجـه بـه وضـعيت ايـن دو      داشت و در واقع، مي
مخزن، يك برآورد نسبي از وضعيت سلول نمود، اما بـه  

تـر قـادر    رسد كه تنشي نظير سرما به طـور جـامع   نظر مي
 هايي از مقاومت را در سلول به راه اندازد كـه  است مسير

تـوان بـه القـاي احتمـالي سـاير اجـزاي        از جمله آنها مـي 
ــي  ــتم آنت ــي     سيس ــع برخ ــد و تجم ــا تولي ــيداني و ي اكس

تواننـد در   هاي مهم ديگر اشـاره نمـود كـه مـي     متابوليت
برطرف نمودن يك آسيب اكسيداتيو قـوي نظيـر تـنش    
  .پاراكوات به سلول كمك كرده، سبب بقاي آن گردند
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Abstract 

The effect of paraquat as a pestiside, inducer of oxidative stress, has been investigated on a 

unicellular green alga Dunalilella during 24 h, pretreated with 14ºC temperature, 

Buthionine sulfoximine (BSO) and L-galactonic acid -lactone (GAL). High decrease in 

pigment contents (chlorophylls and β-carotene), fresh weight of the cells and depletion of 

ascorbate and glutathione pools that was followed by bleaching and dying the cells, were 

seen after treatment with paraquat under control temperature. Cold pretreatment caused an 

increase in the fresh weight of the cells and also Chlorophyll a and b contents. In addition, 

staying high β-carotene content, β-carotene/chl and no depletion of ascorbate and 

glutathione pools after paraquat treatment were seen. No bleaching was observed in the 

cold pretreated samples and all suspensions remained green. However, pretreated sample 

with GAL (ascorbate precursor substrate) in control temperature, showed a big increase in 

Chl a, b and a small amount of remained reduced ascorbate in a few alive cells, after 

papraquat treatment, but the complete depletion in glutathione pool, a great increase in 

oxidized ascorbate and the decrease of cell numbers basically, have been observed and 

resulted in the bleaching of cell suspension. Pretreatment with BSO (inhibitor of 

glutathione synthesis) caused bleaching and dying the cells under control temperature after 

paraquat addition, but it inhibited glutathione increase in cold pretreated cells before adding 

the paraquat. This pretreatment resulted in keeping the glutathione in low level after adding 

the paraquat however, this sample remained green. It seems that, cold pretreatment 

basically and pretreatment with GAL nearly, could induce antioxidant system but the green 

cell suspensions were seen just in cold pretreated samples under papraquat treatment. 

Key words: Antioxidant system induction, BSO, Cold pretreatment, Dunaliella alga, GAL, 

Paraquat 
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