
 ١٣٨٤ بهار و تابستان٢ و ١، شماره ٥جلد                                                                            نشريه علوم دانشگاه تربيت معلم

 
 

 گياه چاى ثير مقدار اضافى منگنز بر جنبه  هاى فيزيولوژيک رشد و نموأت
 

 دانشگاه تربيت مدرس  :مريم رحمتى ايشکا، فائزه قناتى

 
 چکيده

 محدودکننده  عواملى ضرورى براى رشد و نمو گياهان است و منگنز اضافى از مهم ترين                    ذمنگنز يک ريزمغ   

  هاى   به منظور بررسى تاثير مقدار اضافى منگنز بر جنبه            , تحقيق  اين در. رشد در خاک  هاى اسيدى به شمار مى رود        

در محلول هوگلند تغيير يافته در سيستم            ١  هاى ريشه دار شده دو ساله چاى         چاى، قلمه  گياه نمو و فيزيولوژيک رشد 

 ٢٧  ± ٣ C  º متوسط  به مدت يک ماه در شرايط گل خانه اى  در دماى ٢/٤ معادل   pH با    هيدروپونيک هوادهى شده  

 شدن بعد از گذشت اين مدت و پيدا.  و با تعويض هفته اى يک بار، پيش تيمار شدند٥/١٠١ µmol. m-2 s-1و شدت نور

 ميلى مولار و با تعويض     ٩/٠ هاى سفيد و جديد، گياهان تحت تيمار هاى يک هفته اى با فلز منگنز با غلظت نهايى                 ريشه

  تعيين فعاليت آنزيم پراکسيداز    براىپس از گذشت يک هفته، ريشه  هاى سفيد گياهان         . د روز يک بار، قرار گرفتن     ٣هر

)PO (     در سه بخش محلول)SPO( يونى ،)IPO ( و کووالانى)CPO(             شدند، محتواى ليگنين و قند ريشه برداشت .

ايج حاصل نشان داد که     نت. گيرى شد  زمان با برداشت ريشه، کلروفيل برگ گياهان نيز در شرايط گل خانه اى اندازه              هم

 به همراه محتواى ليگنين در تيمار با منگنز اضافى                 ) CPO(و کووالانى پراکسيداز    ) SPO(فعاليت بخش محلول    

به همراه محتواى کلروفيل برگ     ) IPO(از طرف ديگر فعاليت بخش يونى پراکسيداز        . کاهش يافت  ) ميلى مولار ٩/٠(

ميزان قند محلول ريشه ها نيز در تيمار با             . دار نبود   اين افزايش معنى     اما ؛در تيمار با منگنز اضافى افزايش يافت         

بر اساس نتايج به دست آمده پيشنهاد مى شود که منگنز اضافى ممکن است اثرات مفيدى                 . منگنز اضافى افزايش يافت   

 . بر رشد گياه چاى از طريق کاهش چوبى شدن ديواره سلولى وبه دنبال آن تحريک رشد داشته باشد

 

 مقدمه
مهمى محسوب مى شوند که حضورشان در طبيعت ناشى از فعاليت هاى مختلف                      ينده هاى   فلزات سنگين آلا    

اين فلزات مى توانند براى مدت هاى          . انسانى در زمينه  هاى صنعت، کشاورزى، استخراج معدن و غيره است                   

 .]٣ [،]٢ [،]١[ شوندنامحدودى باقى بمانند و باعث وارد آمدن صدمات جبران ناپذيرى به طبيعت

   بـراى و گياهانهستند عناصر ريزمغذى وزـن، منگنز و نيکل جـمس، کبالت، روى، آه رـن نظيـزات سنگيـفل
 

  گياه چاى، منگنز، پراکسيداز، ليگنين، قند، کلروفيل: کليدىکلمات

١-Camellia sinensis L. assamica × sinensis 
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 افزايش غلظت اين عناصر در خاک حتى به مقدار بسيار.  عناصر نياز دارندکامل کردن دوره زندگى خود به اين

ها،  آسيب به ريشه، به تأخير انداختن رشد ساقه، زرد شدن برگ              . ]٤[ باشد مسموم کننده کم نيز مى تواند به شدت        

. ]٦[،]٥[بار ناشى از سميت منگنز است           مهار سنتز کلروفيل و کاهش در ميزان فتوسنتز از جمله آثار زيان                      

همچينن منگنز مى تواند به عنوان يک فلز واسطه منجر به ايجاد استرس اکسيداتيو در گونه  هاى گياهى تحت                                

بدين ترتيب که سميت ناشى از فلزات سنگين نظير منگنز مى تواند منجر به افزايش توليد                          . سميت منگنز شود   

.O( مانند راديکال هاى سوپراکسيد         ١گونه  هاى فعال اکسيژن      
2

و پراکسيد    ) .OH(، راديکال هاى هيدروکسيل      )-

در سلول، در شرايط طبيعى، بسيار کم و به          ) ROS(توليد گونه  هاى فعال اکسيژن     . ]٧[گردد )H2O2 (هيدروژن

پاسخ عمومى گياهان عالى به مقادير سمى فلزات سنگين         ) PO( آنزيم پراکسيداز  ىالقا. ]٨[شدت تحت کنترل است   

به حذف توده پراکسيد هيدروژن از جايگاه  هاى مختلف سلول از جمله ديواره سلولى                       اين آنزيم قادر      . ]٩[است

با واسطه پراکسيد هيدروژن، نقش مهمى در پليمريزاسيون منومر هاى فنلى               ) PO(همچنين پراکسيداز . ]٧[است

. ]١٠[دارد سلولى ديواره کربوهيدرات  هاى و ليگنين بين کووالانسى پيوند هاى ايجاد همچنين و ليگنين سنتز در

در سه بخش    ) PO( حاضر در خصوص بررسى تاثير مقدار اضافى منگنز بر فعاليت آنزيم پراکسيداز                   پژوهش

گيرى  ، تعيين محتواى ليگنين و قند ريشه به همراه اندازه                     )CPO(و کووالانسى  ) IPO(، يونى  )SPO(محلول

 . ميزان کلروفيل برگ در گياه کامل چاى است

 
 مواد و روش ها

 د گياهى و شرايط رشدموا

 تهيه شده از موسسه تحقيقات چاى لاهيجان به مدت يک ماه در محلول                  ٢قلمه  هاى ريشه دار شده دو ساله چاى      

  ± ٣ C  ºهوگلند تغيير يافته در يک سيستم هيدروپونيک هوادهى شده در شرايط گل خانه اى  در دماى متوسط                      

 موارد است اين  محلول غذايى به کار رفته شامل         . ]١١[دند رشد داده ش    ٥/١٠١ µmol. m-2 s-1 و شدت نور    ٢٧

 ):مقادير به ميلى مولار است( 

  ٧١٣/٠ ;(NH4)2SO4, ٧٣/٠ ;NH4NO3, ١/٠ ;KH2PO4, ٤٦/٠ ;K2SO4, ٥/٠  ;CaCl2,       

٠٣٢/  ٠;Fe-EDTA, ٠٤٦/٠ ;H3BO3, ٠٠٢/٠  ;CuSO4, ٠٩/٠ ;MnSO4, ٠٠٢٦/٠    ;Na2MoO4,   

٠٠٩١/٠ ;ZnSO4, ٤١/٠   MgSO4,     

pH      گياهان بعد از گذراندن دوره       . بار تعويض شد    اى يک   و محلول غذايى هفته       , تنظيم ٢/٤ محلول معادل 

  ميلى مولار٩/٠ باغلظت نهايى  MnCl2.4H2oرمـى به فـا منگنز اضافـپيش تيمار، تحت تيمار هاى يک هفته اى ب
 
١-Reactive Oxygen Species; ROS               ٢-Camellia sinensis L. assamica × sinensis 
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پس از گذشت يک هفته، ريشه  هاى گياهان    .  روز يک بار،  قرار گرفتند      ٣، با تعويض هر     ) برابر غلظت پايه   ١٠(

 . نگهدارى شدند-٨٠˚C برداشت و در نيتروژن مايع  تثبيت و تا زمان آناليز هاى بيوشيميايى در فريزر 

 )PO(سنجش فعاليت آنزيم پراکسيداز

نمونه  هاى منجمد به    .  بخش محلول، يونى و کووالانى صورت گرفت             ٣در )PO(سنجش فعاليت پراکسيداز   

همگناى حاصل  .  عصاره گيرى شدند    ١/٦pH ميلى مولار با    ٦٠ ١ سديم فسفيت   ميلى ليتر بافر  ٣ گرم در  ٤/٠ميزان

 بخش رويى براى سنجش         . سانتريفوژ شدند    ٤˚C دقيقه در دماى         ١٥دقيقه، به مدت        درگرم    ١٥٠٠٠در دور  

و کووالانى  ) IPO(رسوب حاصل، براى اندازه گيرى فعاليت بخش يونى        و )SPO(محلول پراکسيداز  بخش فعاليت

 .مورد استفاده قرارگرفت) CPO(پراکسيداز

 ٢٨ ١/٦pH    ،Guaiacol ميلى مولار با        ٦٠  سديم فسفيت     در مخلوط واکنش حاوى بافر            SPO فعاليت

 در  نانومتر٤٧٠يلى مولار و عصاره آنزيمى و با محاسبه افزايش جذب در طول موج                      م ٥ H2O2ميلى مولار،  

به رسوب حاصل از سانتريفوژ مرحله اول،         .شددقيقه به ازاى هر ميلى گرم پروتئين در عصاره آنزيمى محاسبه             

اى اتاق  در دم ) ١٢٣ rpm( ساعت بر روى شيکر چرخان     ٢ و به مدت     شد مولار اضافه    ٢/٠ CaCl2 ميلى ليتر   ٢

 ساعت، مخلوط حاصل صاف شده،  مايع رويى براى اندازه گيرى فعاليت بخش يونى و                     ٢بعد از    . قرار داده شد   

 IPOفعاليت  . گيرى فعاليت بخش کووالانى آنزيم پراکسيداز مورد استفاده قرارگرفت            رسوب حاصل براى اندازه    

 ٥ H2O2 ميلى مولار،    ٢٨ ١/٦pH   ،Guaiacol ميلى مولار با     ٦٠  سديم فسفيت   در مخلوط واکنش حاوى بافر      

در دقيقه به ازاى هر         نانومتر    ٤٧٠ميلى مولار و عصاره آنزيمى و با محاسبه افزايش جذب در طول موج                           

  ميلى ليتر بافر  ١به رسوب حاصل از صاف شدن مرحله قبل،          .  شدميلى گرم پروتئين در عصاره آنزيمى محاسبه        

براى ) رسوب و بافر  (مخلوط شده و از مخلوط     ٣ ورتکس  ريخته، با کمک    ١/٦pH ميلى مولار با    ٦٠ سديم فسفيت 

.  بود IPO و SPO مخلوط واکنش مطابق موارد ذکر شده در مورد        .  استفاده شد  CPOاندازه گيرى مستقيم فعاليت    

دقيقه ١ در مدت   نانومتر ٤٧٠به صورت تغيير در جذب در طول موج           CPO لازم به ذکر است که فعاليت بخش         

با مقدارى آب مقطر      ) رسوب و بافر   (به اين منظور باقيمانده مخلوط       . سبت وزن خشک ديواره محاسبه شد         به ن 

.  ساعت خشک شد   ٨ الى   ٧ به مدت    ٧٠˚Cشست و شو داده شد و در کروزه  هاى چينى از قبل توزين شده در آون                 

 .]١٢[ص کرداختلاف وزن کروزه  هاى چينى، قبل و بعد از خشک شدن، وزن خشک ديواره را مشخ

 سنجش پروتئين

به ) BSA(با استفاده از آلبومين سرم گاوى       ]١٣[٤ برادفورد مطابق روش   موارد اندازه گيرى پروتئين   همهدر  

 .عنوان استاندارد صورت گرفت
١-Na-Phosphate               ٢ -Guaiacol               ٣ –Vortex              ٤-Bradford 
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 سنجش ليگنين

٤ نمونه  هاى ريشه  هاى گياه کامل به ميزان         ,به اين منظور  . ديواره سلولى نمونه  هاى  گياهى استخراج شد       ابتدا  

رسوب . دقيقه سانتريفوژ شد   ١٥به مدت    گرم   ١٠٠٠گيرى شدند و همگناى حاصل در دور           گرم در آب عصاره     

 حجم  ١٠ و پس از صاف شدن،         حجم اتانول شست و شو داده شد        ٤ دقيقه با    ٣٠حاصل دو بار و هر بار به مدت          

 به مدت   ند ساعت رسوبا ت حاصل صاف شد      ١٢پس از   .  به آن اضافه شد    ٢:١ کلروفرم با نسبت     -مخلوط متانول 

محتواى .  در معرض هوا خشک شدند       ند و سرانجام    صاف شد    مجدداً  سپس ؛ ساعت در استون قرار داده شدند         ١

پودر خشک شده ديواره ساييده شده سپس از         . ]١٤[دازه گيرى شد ها با استفاده از روش استيل برومايد ان         ليگنين آن 

 ميلى ليتر مخلوط حاوى    ٥/٢ ميلى گرم از پودر نرم ديواره در         ٦. ميکرون عبور داده شد   ١٥٠غربال هايى با منافذ    

گرم   درصد در حمام آب     ٧٠  ميلى ليتر هيپوکلريک اسيد    ١/٠استيل برومايد در اسيد استيک و         (w/w)  درصد ٢٥

C˚ها در   بعد از سرد کردن نمونه    .  دقيقه تکان داده شدند    ١٠در فواصل زمانى      دقيقه قرار گرفت و    ٣٠ به مدت  ٧٠

 ٦ مولار و    ٢ NaOH ميلى ليتر   ٥ ميلى ليترى حاوى    ٢٥يخ، مخلوط حاصل پس ازصاف شدن به بالن ژوژه  هاى            

محتواى ليگنين با   . ميلى ليتر رسانده شدند   ٢٥ميلى ليتر اسيد استيک گلاسيال اضافه شده و با اسيد مذکور به حجم                

 (SAC = 20.0 g-1lit cm-1) ١و با استفاده از ضريب جذب ويژه      نانومتر   ٢٨٠ اندازه گيرى جذب در طول موج    

 .محاسبه شد

 اندازه گيرى قند محلول ريشه

 همگناى حاصل   . ميلى ليتر آب مقطر عصاره گيرى شدند      ٣ گرم در    ٢/٠ الى   ١/٠  نمونه  هاى منجمد به ميزان     

 ٥/٠ ميکروليتر همگناى صاف شده        ٥٠براى اندازه گيرى قند نمونه، به     . به کمک قيف و کاغذ صافى صاف شد          

بلافاصله بعد از افزودن اسيد        .  درصد اضافه شد     ٩٨ ميلى ليتر اسيد سولفوريک        ٥/٢ درصد و      ٥ميلى ليتر فنل    

لذا ضرورى است بعد از         . جى ايجاد مى شود     همراه با توليد رنگ نارن           ى شديدى  سولفوريک، واکنش گرمازا    

منحنى استاندارد بااستفاده از     . بماند تا خنک شود    ) ٢٧˚C( دقيقه در دماى اتاق        ١٠افزودن اسيد، مخلوط واکنش      

جذب استاندارد ها به همراه جذب قند         .  ميکروگرم در ميلى ليتر  ترسيم شد        ٢٠ تا    ٠غلظت  هاى مختلف گلوکز از    

مقدار قند نمونه، بر     . اندازه گيرى شد نانومتر   ٤٩٠ ه از دستگاه اسپکتروفتومتر در طول موج        کل نمونه با استفاد    

 .]١٥[بناى  وزن تر نمونه ها تعيين شدم

 اندازه گيرى کلروفيل برگ

  مدل٢کلروفيل متر دستگاه ديجيتالى گياهان با استفاده از  کلروفيل برگ,اتمام دوره تيمار از بعد منظور براى اين

 
-١ Specific Absorption Coefficient               ٢-Chlorophyll meter 
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SPAD-502            ساخت ژاپن در شرايط گل خانه اى در دماى متوسط C ˚شدت نور   و ٢٧ ±٣ µM.m-2S-1٥/١٠١ 

 .اندازه گيرى شد

 اندازه گيرى مقدار منگنز ريشه  هاى گياه کامل با استفاده از دستگاه جذب اتمى

 ساعت در    ٢از نمونه  هاى کنترل و تيمار در کروزه  هاى چينى کوچک به مدت                 )  گرم ٥/٠(نىسا مقادير يک 

٥/٢ رسانيده شد و اجازه داده شد نمونه ها به مدت             ٥٥٠˚Cپس از آن دماى کوره به       .  قرار گرفت  ٢٥٠˚Cدماى  

 نرمال به   ١٢ HClو  ميلى ليتر از محلول آب     ١به خاکستر حاصل پس از سرد شدن      .  ساعت در اين دما بمانند     ٣الى

 HCl ميلى ليتر ٥ها به هر يک  خشک شدن کروزه پس از .  گذاشته شد  ١١٠˚Cحمام شن  اضافه شد و در    ١:١نسبت

)  Shimadzu AA-670( مدل ١آنگاه جذب محلول حاصل با استفاده از دستگاه جذب اتمى            .  نرمال اضافه شد    ١

 در محدوده    MnCl2.4H2o هاى  منگنز با استفاده از          قابل ذکر است که استاندارد       . گيرى شد  اندازه ساخت ژاپن 

 . تهيه شد٤٠ppm  تا٠غلظت هاى 

 محاسبات آمارى 

 معنى دار بودن  .  نمونه صورت گرفت       ٣ تکرار مستقل هر يک با                ٣ حداقل با        يادشده  هاى آزمايش  همه

 .شد  ارزيابى > P ٠٥/٠و t. Test هاى حاصل با استفاده از   يافته

 

 نتايج
 (PO)زيم پراکسيداز فعاليت آن

فعاليت آنزيمى بخش محلول     .  بخش محلول، يونى و کووالانى صورت گرفت           ٣سنجش فعاليت اين آنزيم در      

(SPO)       و کووالانى پراکسيداز  (CPO)             طور معنى دارى  ه   ب)  ميلى مولار  ٩/٠(  در تيمار با منگنز اضافى 

)٠٥/٠( p <         در مقايسه با شاهد )شکل(ادند   کاهش نشان د    )  ميلى مولار  ٠٩/٠Aو   ١Bدر مقابل، فعاليت     ). ١

 ).C١شکل( اما اين افزايش معنى دار نبود , در تيمار با منگنز اضافى افزايش يافت(IPO)آنزيمى بخش يونى 

  ٢درصد چوبى شدن ديواره
در تيمار با منگنز اضافى در مقايسه با شاهد،             ديواره در سلول هاى ريشه گياه کامل چاى         درصد چوبى شدن  

 ).٢شکل ( اما اين کاهش معنى دار نبود,افتکاهش ي

 

 

١-flame emission ٢                  -Lignification 

 ٥٢١
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 ميزان قند محلول ريشه 

 نشان   > p )٠٥/٠(ميزان قند محلول ريشه در تيمار با منگنز اضافى در مقايسه با شاهد افزايش معنى دارى                   

 ).٣شکل(داد

 کلروفيل برگ 

 ).٤شکل ( اما اين افزايش معنى دار نبود, تيمار با منگنز اضافى افزايش يافتميزان کلروفيل برگ در

 
 جذب منگنز توسط ريشه  هاى گياه کامل چاى

اين .  نشان داده شده است     ٥در تيمار با منگنز اضافى در شکل           جذب منگنز توسط ريشه  هاى گياه کامل چاى        

 . گياه است درصد از منگنز داده شده به ريشه  هاى٥/٠جذب معادل 
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  در ريشه هاى گياه کامل چاىIPO(C) و SPO(A)  ،CPO(B) فعاليت آنزيمى -١شکل 
 مار با مقادير مختلف منگنزدر تي
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  ميزان ليگنين ريشه هاى گياه کامل چاى در تيمار با مقادير مختلف منگنز-٢شکل 
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 ميزان قند محلول ريشه هاى گياه کامل چاى در تيمار با مقادير مختلف منگنز-٣شکل 
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  با مقادير مختلف منگنز ميزان کلروفيل برگهاى گياه کامل چاى در تيمار-٤شکل 

 
 بحث

ترين آنزيم  هايى است که در پاسخ به شرايط استرس در گياهان فعاليت آن افزايش   يکى از مهم(PO)پراکسيداز

 ها قرار    اً در ديواره سلولى، شبکه آندوپلاسمى، دستگاه گلژى و واکوئل                                 . مى يابد

 

در گياهان اين آنزيم اساس

 ٥٢٣
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  توسط ريشه هاى گياه کامل چاى جذب منگنز-٥شکل 

 POهمچنين  . ]١٦[دارد و اين پراکندگى، مربوط به نقش  هاى فيزيولوژيکى متفاوتى است که بر عهده دارد                    

نقش مهمى در پليمريزاسيون منومر هاى فنلى در سنتز ليگنين و نيز ايجاد پيوند هاى کووالانسى بين ليگنين و                               

، که   )SPO( حاضر، فعاليت بخش محلول پراکسيداز        پژوهش   در   . ]١٠[کربوهيدرات  هاى ديواره سلولى دارد      

گونه که انتظار مى رفت     ، در تيمار با منگنز اضافى کاهش نشان داد و همان             ]١٦[شرايط استرس است  مربوط به   

 اى  بار بيش تر از محتواى منگنز در نمونه  ه       ٤ محتواى منگنز ريشه  هاى گياه کامل چاى در تيمار با منگنز اضافى           

 نشان مى دهد که گياه چاى احتمالاً توانسته است مقادير اضافى فلز                   SPOاين کاهش فعاليت       بر بنا. شاهد است 

  و   IPOاز طرف ديگر، دو بخش      . منگنز را تحمل کند و در نتيجه شرايط استرس چندانى را احساس نکرده است             

CPO                           جاد پيوند هاى کووالانسى بين ليگنين و               در پليمريزاسيون منومر هاى فنلى در سنتز ليگنين و نيز اي

   و کاهش فعاليت      IPOافزايش فعاليت   از همين روى     . ]١٧[ ،]١٦[کربوهيدرات  هاى ديواره سلولى نقش دارند     

CPO    مطابق شکل هاى Cو   ١ Bدر تحقيق حاضر، در پاسخ     ) ٢شکل  ( و از طرف ديگر کاهش محتواى ليگنين       ١

کاهش ليگنين نيز به نوبه خود      .  در سنتز ليگنين باشد    CPOنه دخالت بيش تر  به کاربرد منگنز اضافى مى تواند نشا     

مى تواند منجر به افزايش قابليت گسترس ديواره سلولى و به دنبال آن تحريک رشد، به تأخير افتادن فرايند پيرى                       

در ) لار ميلى مو  ٩/٠(همچنين افزايش معنى دار قند در تيمار با منگنز اضافى                     . ]١٠[و مرگ در گياه شود          

ب)٣شکل (ريشه  هاى گياه چاى  لظت کار رفته منگنز بر سيستم ماده سازى گياه ه   

 بدنبال افزايش فتوسنتز، قند بيش ترى در گياه ساخته         . است که در نتيجه آن ميزان فتوسنتز در گياه افزايش مى يابد            

، )٤شکل(افزايش کلروفيل نيز در تيمار با منگنز اضافى در گياه چاى.  يابدمى شود که به سيستم ريشه اى انتقال مى      

 اثر مفيد غلظت به کار رفته منگنز بر ميزان سنتز کلروفيل است که در نتيجه آن فتوسنتز نيز در گياه                         هدهند نشان

 به تحريک رشد گياه       نتايج به دست آمده پيشنهاد مى کند که مقدار اضافى منگنز مى تواند منجر                  . افزايش مى يابد 

 .چاى از طريق کاهش ميزان چوبى شدن ديواره سلولى گردد

غ  مفيد ، احتمالاً نشان دهنده اثرات
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