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Abstract  

Elicitors (biological or chemical stimuli) are substances that activate physiological and metabolic 

responses by stimulating the plant defense system. Chitosan is one of the stimuli that activates a series of 

enzymatic-defense reactions in the plant. In this study, the effect of chitosan on the activity of stress-

resistant enzymes of black rapeseed callus was investigated in vitro. This experiment was carried out as a 

factorial experiment in a completely randomized design with two factors including chitosan at four levels 

(150, 100, 50, 0 mg/L) and in three time intervals (24, 48 and 72 hours) in the tissue culture laboratory of 

the Department of Horticultural Sciences, University of Zanjan. The studied traits included antioxidant 

levels and the activity of the enzymes guaiacol peroxidase (GPX), ascorbate peroxidase (APX) and 

superoxide dismutase (SOD). In the results of analysis of variance, the simple and interactive effects of both 

time and chitosan treatments made the results of antioxidant levels and antioxidant enzyme activity 

significant, so that a concentration of 100 mg/L of chitosan at 24 hours caused the highest stimulation of 

the antioxidant enzymes APX, SOD, and  DPPH radical scavenging activity  at 0.017, 0.57, and 65.06, 

respectively. The highest level of guaiacol peroxidase was at a concentration of 150 and a time of 48 hours, 

at 0.0025. According to these results and previous findings of other researchers, chitosan is an efficient 

stimulant for increasing antioxidant enzymes and compounds, which even in small amounts is capable of 

stimulating the synthesis of plant compounds by activating defense mechanisms. 
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 چکیده 

های فیزیولوژیک و متابولیکی دفاعی گیاهان، پاسخهای زیستی یا شیمیایی( موادی هستند که با تحریک سیستم  الیسیتورها )محرک

  ین. در اشوددفاعی در گیاه می- های آنزیمیسازی سلسله واکنشسبب فعالکه    است  ییهامحرک  جمله  از   کیتوزان. کنندرا فعال می

 به  آزمایش  این.  بررسی  شد  ایسیاه در شرایط درون شیشه  بنگدانهکالوس    ضد تنش  یها  میآنز  تی فعالکیتوزان بر میزان  اثر  پژوهش  

 بازه ( و در سه  میلی گرم بر لیتر  150،100،50،0در چهار سطح )  کیتوزان   شامل فاکتور  دو  با   تصادفی  کاملا   طرح  قالب  در  فاکتوریل  صورت

  میزان   شامل  بررسی   مورد  صفاتانجام گرفت.    زنجاندانشگاه    یگروه علوم باغبان  کشت بافت  یشگاه( در آزماساعت  72  و  48،  24)  زمانی

 (SODدیسموتاز )  اکسید  سوپر  و  (APXپراکسیداز)  اسکوربات  (، GPX) پراکسیداز  گایاکول  هایآنزیم  فعالیت  میزان  و  اکسیدان  آنتی

  میزان و اکسیدان تیآن یزانم نتایج شدن  دار معنی سبب کیتوزان و زمان تیمار دو هر متقابل و ساده اثرات یانس، وار یهتجز یجنتا در. بود

ساعت باعث بیشترین برانگیختگی    24میلی گرم بر لیتر کیتوزان  در زمان    100شد، به طوری که غلظت    اکسیدانی  آنتی  های  آنزیم  فعالیت

شد.    06/65و     57/0و    017/0 به ترتیب به میزان   DPPHقدرت مهار رادیکال آزاد  و    SODو    APX های  آنتی اکسیدانی  در آنزیم

بود. با توجه به این نتایج و یافته های پیشین سایر   0025/0ساعت و به میزان    48و زمان    150بیشترین میزان گایاکول پراکسیداز در غلظت  

آنزیم افزایش  کارآمد جهت  کیتوزان محرکی  به تحریک سنتز  محققان  قادر  مقادیر کم  اکسیدانی است که حتی در  آنتی  ترکیبات  ها و 

 ن مکانیسم های دفاعی است.  ترکیبات گیاهی از طریق فعال کرد 
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 مقدمه 

بومی  و   پایا  ی،علف ایو گونه  (Solanaceae)ینیزم یبس  خانوادهاز  یاهی گ .Hyoscyamus niger Lیاه با نام علمی بنگدانه س

و    یو عروق   ی قلب  یماریهایو درمان ب  یدر چشم پزشک  یاه گ  ینا  یدهایآلکالوئ  (Qassimi Dehkordi et al., 1995).ایران است  

 حمله   برابر  در   دفاعی  مکانیسم  یک  عنوان  به  گیاهی  ثانویه  های   متابولیت  طبیعت  در  .(Otto et al., 2013)  کاربرد دارد  یگوارش

  پروتئین  ساکاریدها،  )پلی  زیستی  منشاء  با  ترکیباتی  با  که  هنگامی   گیاهان  که  است  شده  مشخص  و  شوند  می  تولید  ها،پاتوژن

 نمک  بنفش،  ماوراء  زیستی )اشعه  غیر  و  ها(ارگانیسم  میکرو  و  گیاهان  ها،  قارچ  سلولی  ی  دیواره  قطعات  یا  و  مخمر  ی  عصاره  ها،

 و فیزیولوژیکی تغییرات به منجر توانندمی و داده نشان خود از را یمشابه واکنش  شوند، می رو ذرات( روبه نانو و سنگین فلزات

  های متابولیت  تشکیل  تحریک  باعث   که  کنند   می   تولید  هایی سیگنال   ها   محرک  .(Zhao et al., 2005)  شوند  هافیتوآلکسین  تجمع

از آنجا   .  (Ravishankar and Ramachandra, 2002)  نمود  استفاده  آنها  بیشتر  تولید  برای  توانمی   روش  این  از  و  شوند می  ثانویه

  یق تواند از طر یمقدار آنها م یجهاست، در نت یطی مح یبه تنش ها یاه پاسخ گ ی نوع  یاهان، در گ یهثانو یها یتمتابول یرهذخ که

غ   یستیز  یهامحرک زیستی و  پاسخ    ی عامل  الیسیتور  ینبنابرا.  (Esmin Tanska, 2008)شود    یکتحر  یر  به  منجر  که  است 

 اثر محرک یسممکان  (Amdoun et al., 2009). گردد  ی م  یاه گ  ی در اندام ها  یهثانو  یتمتابول  یرهذخ و  یددر تول  یردرگ  یزیولوژیکیف

 یها مولکول یصتشخ با یاه گ در یدفاع  یها پاسخ شروع.  شود ی م خلاصه یرندهگ-محرک هم کنش  بر  اساس بر یاه گ در ها

 کارآمد یستیز یمحرک ها از  یکی به عنوان  یونی،کات یپل یدساکار  یپل یکزان،  یتوشود. ک  یم شروع ها یرندهپذ توسط  محرک

  . (Chenj et al., 2006)  است شده یید تا یادیز ییدارو یاهانگ سلول درکشت یهثانو یها  یتمتابول یدتول یدن بهبخش  بهبود یبرا

 Po et)  دشو  یم  دارند، نقش یاهگ یدفاع  یوکارهاساز   در که ییآنها یژهبه و  یه،ثانو  یهایتمتابول یزانم یشافزا باعث زانیتوک

al., 2009.)    تنش   و محیطی  نامساعد  یطشرا برابر در را گیاه مقاومت کیتینازها نظیر ها  یمآنز از تعدادی نمودن فعال باکیتوزان

 می اندازد راه به گیاه دررا   دفاعی پاسخ های کیتوزان مولکول های می دهد. کاهش را آنها از  ناشی صدمات و داده یشافزا ها

 گیاه دفاع کننده  یتتقو عنوان به کیتوزان   .شودمی پاتوژن ها ضد بر ییشیمیا  و یکیفیز سدهای شکل گیری به منجر که

 گیاه طبیعی دفاعی مکانیسم های یکتحر به که ترکیبات از گروه یک  برای گیاه دفاع کننده  یتتقو یمی شود. واژه   توصیف

 موارد شامل شده اند گزارش کیتوزان با شده تیمار گیاهان در یی کهبیوشیمیا و مولکولی  تغییرات میرود. کار به می کنند کمک

 ،(Geofin et al., 2003)  سیتوسولی کلسیم در یشافزا ، (Hadwiger, 2008)  کروماتین تغییرات  ،DNA  یدند آسیب :  است یرز

 فیتوالکسین، تجمع پروتئین، سنتز  ، (Paulert et al., 2010)  اکسیداتیو انفجار  ، (Yen et al., 2010)ها  کیناز  MAPفعالسازی  

 هیدروژن  پراکسید تجمع و (ABA) اسید یکآبسیزو    (JA)اسید   جاسمونیک سنتز  سیستم ها برخی  در و حساس فوق  پاسخ های

(Lin et al., 2005).  از کننده حفاظت خاصیت که شده مشخص و کند خنثی را آزاد هاییکالراد تواندمی کیتوزان DNA  را  

 آن  خاص ساختار  به است ممکن  کیتوزان آزاد های یکالراد کننده خنثی مکانیسم های  .(Harish Prashant et al., 2007)  دارد
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 می  نشان  واکنش آزاد های یکالراد  با که شده تشکیل  دسترس قابل هیدروکسیل و آمین گروه یادیز تعداد از که باشد مربوط

 هاییون و هیدروکسیل هاییکالراد انداختن  دام به برای کیتوزان که شد مشخص پژوهش یک در   (Sun et al., 2004).دده

 Yen  )  باشد داروسازی و غذا صنعت در استفاده برای مناسب اکسیدانی آنتی منبع یک عنوان به می تواند و است مناسب آهن

and Yang, 2008 .)توسط یا و مستقیم طور  به  آزاد های یکالراد بردن بین از با یین،پا های غلظت در کیتوزان رسدمی نظر به 

  می گردد گیاه در  محلول قندهای و پرولین کاهش باعث و نموده جلوگیری ها چربی اکسیداسیون  از اکسیدان، آنتی های یمآنز

(Mahdavi et al., 1392).  ک  یامطالعه  در م  توزانیاثر  گ  زانیبر  پاتوژن  اهانیمقاومت  برابر  سدر  بهبود  و    ی دفاع  ستمیها 

ادیگرد  یبررس  ییدارو  اهانیگ  یدانیاکسیآنت ک  قیتحق  نی.  که  داد  توجهبه   توزانینشان  قابل    یهامیآنز  تیفعال  یطور 

 تنش . (Zhao et al., 2019)نقش دارد ویداتیاکس یهاب یو کاهش آس اهانیدر بهبود سلامت گ و داده  شیرا افزا یدانیاکسیآنت

 تولید .شوند   می  آغاز محرک ها وسیله  به  که اند شده شناخته دفاعی های پاسخ از جدانشدنی قسمت  یک عنوان  به اکسیداتیو

 یفاا محرک ها وسیله به  شده تحمیل اکسیداتیو های تنش علیه دفاعی پاسخ در مرکزی نقش اکسیدانی آنتی های یمآنز بیشتر

 گیاهان در ها ROS پاکروبی مسئول که است پراکسیداز و کاتالاز یسموتاز،د سوپراکسید شامل یمیآنز های سیستم کنند. می

 است آزادی یکالراد اولین سوپراکسید یکالراد  معمولا است، ROS برابر در سلول دفاعی خط اولین یسموتازد سوپراکسید. است

 کند می یلتبد مولکولی اکسیژن  و هیدروژن  پراکسید به را سوپراکسید یکالراد یعاسر SOD و  می شود تولید تنش  طی در که

 می کند، یفاا پراکسیداز و کاتالاز های  یمآنز به نسبت آنتی اکسیدانی  سیستم در را  حیاتی تری نقش اکسید  سوپر حذف با و

و همکاران،  Mondal قیتحق  در  .(Gill and Tutija, 2010)  می شود محیطی  تنش های به گیاهان  مقاومت یشافزا سبب لذا

 توزانینشان داد که استفاده از ک  جیمطالعه شد. نتا  ویداتیاکس  یهاتحت استرس   ییدارو  اهانیگ  یبر رو  توزانیاثرات مثبت ک

قابل    زانیبه م  ییدارو  اهانیرا در گ (POD) دازیو پراکس (SOD) سموتازید  دیمانند سوپراکس  یدانیاکسیآنت  یهامیآنز  تیفعال

آلانـین   (Mondal et al., 2020).  دهدیم  شیافزا  یهتوج فنیل  پراکسیداز،  دفاعی  آنزیم  سه  فعالیت  افزایش  باعث  کیتوزان 

که خود منجر به تولید متابولیت های دفاعی   شد(  Nicotiana tabacum)  تنباکو  ها و ریشه گیاه آمونیولیـاز و گلوکانـاز، در برگ 

گزارش شده که الیگومرهای کیتوزان وکیتین، فعالیت فنیل    . (Falcon Rodriguez et al., 2009)همچون الکالوئیدها می شود

و همکارانش   Khan که  یق یتحق   در  .(Kim et al., 2009)د  ( را افزایش می دهTALوتیروزین آمونیولیاز )  (PAL)آلانین آمونیولیاز  

Khan et al., 2021)  )شیافزا  قیرا از طر  ییدارو  اهانیگ  یدفاع  ستمیس  تواندیچگونه م  توزانیشد که ک  یانجام دادند، بررس 

 یمختلف مانند شور  یهادر برابر استرس   تواندیم  توزانیها نشان دادند که کبهبود بخشد. آن  ی دانیاکسیآنت  یهامیآنز  تیفعال

که الکالوئیدها    کیتوزان سبب تجمع عوامل محافظتی گیاه از جمله فیتوالکسین ها می شود .کند   افظت مح  اهانیاز گ  یو خشک

  یداز،پراکس  ی دفاع  یم سه آنز  یتفعال  یش باعث افزا  یتوزانک   (Ebel.J et al., 1998).از جمله فیتوالکسین ها محسوب می شوند

 یت متابول  یدخود منجر به تول  شد که(  Nicotiana tabacum) تنباکو    یاهگ  یشهها و ر  و گلوکانـاز، در برگ  یولیـازآمون  ینآلانـ  یلفن
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  مختلف  ی هاغلظت  اثر  یبررس  پژوهش،  نیهدف از ا  (Falcon Rodriguez et al., 2009).  شود  یم   یدها همچون الکالوئ  ی دفاع   یها

گرم  م  1۵0و    100،  ۵0،  0)  توزانیک لیتریلی  دورهبر  و  )  یزمان  یها(  فعال  ۷2و    4۸،  24مختلف  بر    یهامیآنز  تیساعت( 

در کالوس    یدانیاکسیآنت  باتیترک  زانی( و مسموتازید  دیو سوپر اکس  دازیاسکوربات پراکس  داز،یپراکس  اکولی )گا  یدانیاکسیآنت

  ی هاپاسخ  یالقا  یبرا  نهیو زمان به  توزانیغلظت ک  نیبهتر  نیی مطالعه به دنبال تع  نیبود. ا  یاشهیشدرون   طیدر شرا  اهیبنگدانه س

  شیروش مؤثر در بهبود مقاومت به تنش و افزا  کیعنوان  بود تا بتوان از آن به  اه یدر گ  آنتی اکسیدان  دیتول  ش یو افزا  ی دفاع 

 .استفاده نمود ی اهیگ دیمف باتیترک

 مواد و روش ها 

بنگ دانه  گیاه بذرهای  شد.  انجام   زنجاندانشگاه  گروه علوم باغبانی    کشت بافتآزمایشگاه   در 1402 سال در پژوهش این

 گیاه بذر رشد و تکثیر جهت استفاده مورد کشت محیط  .شد  کرج تهیه  نهال و بذر  هیاصلاح و ته  قاتیاز موسسه تحقسیاه  

تنظیم   فاقدو    آگار  وزنی  حجمی  %۷/0  با   کامل  (Morashig and Skoog, 1962)   (MS)اسکوگ و موراشیگ محیط بنگدانه،

  های   شیشه  مانند  کشت  در  استفاده  مورد  ظروف  و  وسایل  مقطر،  آب  کشت،  محیط  ابتدا شد. گرفته نظر در های رشدکننده

.  شدند  استریل  دقیقه  20  مدت  به  اتمسفر  2/1  فشار   و   سانتی گراد  درجه  121  دمای   تحت  و   اتوکلاو   توسط  غیره  و  پنس  کشت،

  با   بذور  و   شدند  داده  شستشو  بار  3  مقطر  آب  در   سیاه  بنگدانه  گیاه   بذرهای  ایرفلو  لامینار  هود   زیر  و  کشت  اتاقک  در  سپس

  ضد  دقیقه  1  مدت  به  درصد  ۷0  الکل  دقیقه و  ۷  مدتبه  درصد  ۵0  سدیم  هیپوکلریت  دقیقه،  یک  در  درصد  3  بنومیل  استفاده

 لیتر محیط میلی  30شیشه مربا، حاوی    در  بذر  ۵تعداد    شدند. سپس  شستشو  مقطر  آب  با  مرحله  سه  در  و سپس  شده  عفونی

  ۸ و  روشنایی  ساعت  16 فتوپریود با  و  سانتی گراد درجه 2۵  ±2 دمای  با کشت  اتاقک جهت رشد در و  شد داده قرار  MS کشت

 .  شد آغاز کشت از پس سوم روز از بذرها  زنی جوانه . شد داده قرار  تاریکی ساعت

 کالوس زایی

،  ۸0، 40، 0) ( در چهار غلظتBA) جهت یافتن محیط بهینه کالوس زایی در بنگدانه از دو تنظیم کننده رشد بنزیل آدنین

لیتر( در ترکیب با هم استفاده  میلی گرم در    40،  20،  0)  ( در سه غلظتNAA)  لیتر( و نفتالین استیک اسیدمیلی گرم در    160

  دیش   پتری  هر   در عدد  3 تعداد  به  کدام  هر  برگ   از  هایی   نمونه  ریز  ای،  شیشه  درون های  گیاهچه  شدن  برگه  ۸  تا  6  از  پس  شد.

 هر کدام به میزان(  NAA)  و نفتالین استیک اسید  ( BA) غلظت مساوی بنزیل ادنین  .شد   استفاده  کالوس  تولید  جهت  تکرار  4  با   و

 در لیتر بهترین کالوسها را ایجاد نمود.    گرم میلی 04/0

 اعمال تیمار کیتوزان

 داستیلاسیون   درصد و ۸00-200 (cps)ویسکوزیته ،)کیلودالتون 190(  متوسط مولکولی وزن با کیتوزان از پژوهش این در

 بر گرممیلی 1۵0 و 100 ، ۵0 و 0 غلظت های از و شد استفاده)ایران(، لیان کیمیا آزما  شرکت از تهیه شده  درصد  ۷۵تا  ۸۵



 11                                                               (    8)شماره پیاپی  1403 زمستان،  4، شماره 2، دوره  های گیاهیپژوهش در متابولیتمجله 

 
 

)جهت به صورت مایع  MSنیم غلظت )بدلیل اعمال بهتر کیتوزان و عدم تاثیر سایر نمک ها(  محیط. شد استفاده کیتوزان لیتر

پس از انتقال به محیط مایع بر    روزه    30ها ریخته شد. کالوس های  تهیه و درون پتری دیشجذب بهتر و سریعتر کیتوزان(  

ها پس از گذراندن تیمارهای  درجه سانتی گراد نگهداری شد. کالوس  2۷  محیطی  دمایبا    rpm  120روی شیکر انکوباتور با دور  

هاون چینی با ازت  گرم کالوس در نیماز محیط کشت خارج شدند.  در زیر هود لامینار و توسط پنس استریل  زمانی مورد نظر  

. نمونه ها شدمیلی لیتری منتقل    1۵پودر کالوس افزوده و ترکیب را به اپندروف    به  میلی لیتر متانول خالص  1.  مایع پودر شد

به مدت    10به مدت   اولتراسونیک نگهداری شد. سپس مخلوط عصاره ها  با دور  1۵دقیقه در حمام   rpm10000   دقیقه و 

 نگهداری شد.  فعالیت آنتی اکسیدانی  سنجش سانتریفیوژ شدند. محلول رویی را با سمپلر برداشته و در فریزر جهت 

  DPPH  فعالیت آنتی اکسیدانی با روش  بررسی

دقیقه، در دمای اتاق و  30پس از گذشـت  ( اسـتفاده شـد. مخلوط هر واکنش  2004بررسـی از روش سـاها و همکاران )در این 

ــپکتوفتومتر    ۵1۷در تـاریکی جـذب آنهـا در طول موج   ــتفـاده از اسـ در برابر بلانـک حـاوی متـانول خوانـده   UV/Visنـانومتر بـا اسـ

   (Saha et al., 2004).دش

 .درصد مهار اکسیداسیون هر نمونه از معادله زیر محاسبه شد

AI=(A-A0/A0)*100 

AI  :  درصد مهار اکسیداسیون 

 A0جذب محلول کنترل  : 

A  جذب محلول حاوی مهار کننده ی اکسیداسیون : 

 عصاره گیری برای سنجش آنزیم های آنتی اکسیدانی

پس نیم   د، سـ ده قرار داده، با ازت مایع پودر شـ رد شـ میلی لیتر بافر   1گرم کالوس را پس از توزین درهاون چینی از پیش سـ

میلی لیتر که در ظرف حاوی یخ قرار داشـت ریخته شـد. مخلوط عصـاره   2به آن افزوده و در اپندروف    =pH ۷  مولار با 1فسـفات  

درجه ســانتی گراد ســانتریفیوژ شــدند. محلول رویی را با ســمپلر   4در دمای   rpm 10000دقیقه و با دور  20حاصــل به مدت  

 برداشته و در فریزر جهت سنجش آنزیم های انتی اکسیدانی نگهداری شد.

  پراکسیداز گایاکول آنزیم فعالیت بررسی

ــیداز گایاکول آنزیم گیریاندازه برای واکنش مخلوط تهیه و در    (Lin and Cao, 1999)لین و کائو   روش با مطابق پراکس

تگاه در نانومتر 4۷0 موج طول در جذب کینتیک کووت قرار گرفت. پکتروفتومتر دسـ د گیری اندازه دقیقه 1 طول در اسـ  .شـ

 رابطه از اسـتفاده با پراکسـیداز گایاکول آنزیم فعالیت میزان شـد. گرفتهمیلی مول بر سـانتی متر در نظر  6/26 خاموشـی، ضـریب

 .شد محاسبه زیر
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EA = {∆OD×(1000/A) × B} / EC × C                                                                                                                 :1رابطه 

 : این فرمولکه در 

:EA  برگ  تر وزن گرم در )دقیقه در هیدروژن پراکسید میکرومولار یک احیای (واحد حسب بر آنزیم فعالیت میزان 

:OD  اسپکتروفتومتر  دستگاه توسط شده قرائت مقدار 

:A توکو به شده اضافه نمونه مقدار 

:B  سائیدن  جهت نمونه به شده اضافه فسفات بافر مقدار 

:EC 093 معادل خاموشی ضریب : سانتیمتر بر میکرومول 

C: تر  بافت وزن 

  :ECسانتی متر بر میکرومول 6/26 معادل خاموشی ضریب   

  پراکسیداز آسکوربات آنزیم فعالیت بررسی

کوربات آنزیم فعالیت گیری اندازه برای یداز آسـ ادا  روش از  پراکسـ د.  (Nakano and Asada, 1987)ناکانو و آسـ تفاده شـ  اسـ

سپس میزان فعالیت آنزیم آسکوربات  جهت قرائت به کار گرفته شد. نانومتر  290طول موج پس از تهیه محلول های مورد نظر، 

 محاسبه شد.  بالاپراکسیداز با استفاده از رابطه ی 

EC میکرومول بر سانتی متر در نظر گرفته شد.  ۸/2: ضریب خاموشی معادل 

  دیسموتاز سوپراکسید آنزیم فعالیت بررسی

 انجام (Beauchamp et al,. 1971) همکاران و بوچمب روش از اسـتفاده با دیسـموتاز سـوپراکسـید آنزیم فعالیت گیری اندازه

د ور در متیونین و ریبوفلاوین از روش این در.  شـ ید رادیکال های تولید جهت نور حضـ وپراکسـ تفاده سـ د اسـ  رادیکال های .  شـ

 مونوفورمازان ایجاد کاهش.  می نمایند  )بنفش رنگ(  مونوفورمازان ایجاد و (NBTنیترو بلو تترا زولیوم ) احیا سـبب سـوپراکسـید

 دهنده نشان شده، استخراج عصاره دیسموتاز سوپراکسید آنزیم توسط سوپراکسید رادیکال مصرف طریق از واکنش مخلوط در

ید آنزیم فعالیت وپراکسـ موتاز سـ ورت بود که . اسـت دیسـ د. سـپس تهیه کنترل نمونه ابتداروش کار بدین صـ  دو تابش تحت شـ

 :محاسبه شد زیر فرمول اساس بر آنزیم فعالیت درصد. گرفت رقرا دقیقه 1۵ مدت به وات 20 فلورسنت لامپ

کنترل                                                                      :          2رابطه   A / نمونه A - کنترل A = درصد فعالیت آنزیم  

 آماری  محاسبات

ادفی  کاملا طرح  پایه بر  فاکتوریل به روش   پژوهش د اجرا  تکرار 4  با  و  تصـ ط  و شـ د  آنالیز  ها  داده  SAS 9.1  افزار  نرم  توسـ . شـ

 .گرفت صورت داری معنی  درصد ۵ و1 احتمال سطح در دانکن روش از استفاده با نیز آزمایش های داده  میانگین مقایسه
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  نتایج و بحث

 کالوس اکسیدانی آنتی های  آنزیم  فعالیت نتایج

 سیاه  بنگدانه  کالوس  اکسیدانی  آنتی   های  آنزیم   فعالیت  میزان بر  کیتوزان با تیمار زمان مدت و غلظت تأثیر واریانس تجزیه نتایج

 داد نشان کیتوزان محرک با تیمار غلظت متقابل اثرات  و ساده اثرات میانگین مقایسه نتایج  است.  شده داده نشان 1 جدولدر 

  معنی  تاثیر درصد ۵ احتمال سطح در کیتوزان، محرک و  تیمار  غلظت ساده اثرات همچنین و زمان و غلظت متقابل اثرات که

 فعالیت افزایش.  داشت پراکسیداز  آسکوربات و پراکسیداز  گایاکول دیسموتاز،  اکسید  سوپر های   آنزیم  فعالیت میزان  بر داری

 می باشد.  هیدروژن  پراکسید به اکسیژن فعال های  گونه افزایش دلیل   به احتمالاً نیز حاضر پژوهش در اکسیدانی آنتی های  آنزیم

 

 کالوس بنگدانه سیاه اکسیدانی آنتی های آنزیم فعالیت میزان بر زمان مدت و کیتوزان تیمارهای اثر واریانس آنالیز :1جدول

Table 1: Variance analysis of the effect of chitosan treatments and duration on the activity of antioxidant enzymes in 

calluse of  Black henban 

 دار معنی اختلاف وجود عدم درصد و 1 و ۵ احتمال سطح در دار معنی اختلاف وجود عدم و دار معنی اختلاف ی دهنده نشان ترتیب به ns و **و*

 . باشد می

**and* and ns respectively indicate a significant difference and the absence of a significant difference at the 5% and 1% 

probability level and the absence of a significant difference. 
 

 

پراکسیداز در   اسکوربات اکسیدانی آنتی آنزیم فعالیت میزان بر متفاوت زمانی های بازه در کیتوزان مختلف های غلظت تاثیر: 1 شکل

 کالوس بنگدانه سیاه 
Figure 1: The effect of different concentrations of chitosan in different periods of time on the activity of the 

antioxidant enzyme ascorbate peroxidase in calluse of Black henban 

 مربعات میانگین

mean square یدرجه آزاد 

degree of 

freedom 

 ییراتمنابع تغ
Sources of Variance 

 پراکسیداز  آسکوربات
Ascorbate 

peroxidase 

 پراکسیداز  گایاکول
Guaiacol 

peroxidase 

 دیسموتاز  اکسید سوپر
superoxide 

dismutase 

 اکسیدان  آنتی ظرفیت
antioxidant 

capacity 
**8.78 **0.76 **0.037 **0.0016 

 زمان  3

time 

**3.42 **2.05 **0.009 **0.0072 
3 

 کیتوزان 

Chitosan 

**8.31 **0.91 **0.005 **0.0019 
9 

 کیتوزان ×زمان 

Time × chitosan 

0.0004 0.0001 0.0004 0.000005 36 
 خطا

error 

 تغییرات  ضریب - 1.6 4.04 3.72 1.36

coefficient of variation 
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 میزان حداقل و 24 زمان در لیتر بر گرممیلی100  غلظت در پراکسیداز  آسکوربات آنزیم فعالیت میزان حداکثر  (1)شکل  طبق

 .  شد مشاهده ساعت 4۸ در  و شاهد در پراکسیداز آسکوربات آنزیم فعالیت

 و ساعت 4۸ زمان در لیترکیتوزان و بر میلیگرم 1۵0 پراکسیداز غلظت گایاکول آنزیم فعالیت میزان حداکثر( 2)شکل طبق

 . شد مشاهده ساعت ۷2  در و 1۵0 غلظت در پراکسیداز گایاکول آنزیم فعالیت میزان حداقل

 

پراکسیداز در   گایاکول  اکسیدانی آنتی آنزیم فعالیت میزان بر متفاوت زمانی های بازه در کیتوزان مختلف های غلظت تاثیر: 2 شکل

 کالوس بنگدانه سیاه 

Figure 2: The effect of different concentrations of chitosan in different periods of time on the activity of the 

antioxidant enzyme guaiacol peroxidase in calluse of Black henban 
 

  ساعت   24  زمان در  و  کیتوزان  لیتر  بر  گرم  میلی100  تیمار  در  دیسموتاز  اکسید  سوپر آنزیم فعالیت میزان حداکثر  (3شکل )  طبق

 شد.  مشاهده ساعت24  در و  شاهد در دیسموتاز اکسید سوپر آنزیم فعالیت میزان حداقل و

 

در   دیسموتاز اکسید سوپر اکسیدانی آنتی آنزیم فعالیت میزان بر متفاوت زمانی های بازه در کیتوزان مختلف های غلظت تاثیر: 3شکل 

 کالوس بنگ دانه سیاه
Figure 3: The effect of different concentrations of chitosan in different periods of time on the activity of the 

antioxidant enzyme superoxide dismutase in calluse of  Black henban 
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  زمان   مدت  و  کیتوزان  غلظت  فاکتور  دو  هر  متقابل  و  ساده  اثرات  که  دهد  می  نشان  1  واریانس  تجزیه  جدول  از  حاصل  نتایج

 دارای  شاهد های   کالوس که  شود می مشاهده  صفت این به مربوط  4 شکل  در. دارد دار معنی  تاثیر کل  اکسیدان آنتی میزان بر

  افزایش  سبب  کالوس  رشد  محیط  به  کیتوزان  افزودن.  باشند  می  حاوی کیتوزان  تیمارهای   به  نسبت  کمتری  اکسیدانآنتی  میزان

  روند   این   بالاتر  های   غلظت  در  و   رسیده   حداکثر  به   لیتر  میلی  100  تیمار   در  میزان  این   که  طوری به  گردد  می   اکسیدان  آنتی

 . یابد  می کاهش

 
 سیاه بنگدانه کالوس  در کل اکسیدان آنتی میزان بر زمان و کیتوزان متفاوت های غلظت متقابل اثر: 4شکل 

Figure 4: The mutual effect of different concentrations of chitosan and time on the amount of total antioxidants in the 

callus of  Black henban 

میلی گرم در لیتر کیتوزان    100تا غلظت   ها،  عصاره کلّ  اکسیدانی  آنتی ظرفیت تغییرات روند که داد نشان حاضر  پژوهش

تجمع بالای محرک سبب سمیت میلی گرم در لیتر کاهش یافته است. به نظر می رسد    1۵0روند صعودی داشته و در غلظت  

 تحقیق در   (Qureshi et al., 2010).گردد که در بسیاری آزمایشات گزارش شده است  سلولی و کاهش فرایندهای سلول می 

 غلظت تأثیر تحت اکسیدانی  آنتی فعالیت میزان بیشترین که  طوری به داد افزایش  را اکسیدانی آنتی فعالیت کیتوزان حاظر

 آنزیم فعالیت  افزایش طریق از کیتوزان رسد می نظر به کلی طور شدبه مشاهدهساعت    24و در    کیتوزان لیتر  بر گرم میلی 100

شود   می گیاه رشد تحریک و اکسیداتیو تنش مقابل در گیاه مقاومت باعث  فعال (  ROS)   هایگونه جاروب و اکسیدانی آنتی های

(Cheng et al., 2002)فعال های  گونه افزایش دلیل   به احتمالا نیز حاضر پژوهش در  اکسیدانی  آنتی های  آنزیم فعالیت فزایش. ا 

 آنتی ترکیبات برخی بیان القای یا  و فعالیت افزایش باعث تواند می  کیتوزان طرفی ازباشد می هیدروژن  پراکسید به اکسیژن 

 سیستم یک عنوان  به  اکسیدانی آنتی های سیستم این  .(Sharma et al., 2013)شود   ثانویه های متابولیت  جمله از اکسیدانت

 .کند تحمل را تنش شرایط بتواند بهتر تا کنند می کمک سلول به و کرده عمل اکسیژن واکنشگرهای انواع مقابل در دفاعی

  گیری   نتیجه

  تنش  به  پاسخ  های آنتی اکسیدانی که در  مسیر  شدن  فعال  باعث  دفاعی   فعالیت  تحریک  و  اکسیداتیو  تنش  ایجاد  با  کیتوزان

شده  اکسیدانی  افزایش  باعث   کم  هایغلظت  در  کیتوزان  هاگزارش   بیشتر  در.  گرددمی  ایجاد  آنتی    در.  است  شده   ترکیبات 
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 بر  بیشتری  اثرات  شاخه،   کشت   به  نسبت  بیشتر  نفوذ  دلیل   به  ها محرک  سلولی،  سوسپانسیون  و   کالوس  مانند   سلولی   هایکشت

اکسیدان دارند  تولید  تحریک   باعث   بالا  های  غلظت  و  بوده  نیاز  کمتری  های  غلظت  به  هاکشت    نوع  این  در  بنابراین  و  آنتی 

شده توسط سایر    انجام  هایپژوهش  در   نیز  محرک  معرض  در   نمونه  ریز  گرفتن   قرار  زمان گردد. مدت  می  سلولی  مسمومیت

به طور   کیتوزان بنگدانه سیاه با  گیاه  تیمار  زمانمدت    بهترین  رسدمی    نظر  به  اما  ،بود  متغیر  ساعت  96  تا  ساعت12  از  محققان

فعالسازی مسیرهای تنشی که منجر به تولید  تولید و    در  عملکرد  بیشترین که این به توجه با.  ساعت باشد   ۷2و    4۸میانگین بین  

  ،  آمد دست به  ساعت 4۸  و  24زمانی ی بازه  در و کیتوزان لیتر  میلی  1۵0 و  100 های غلظت در، متابولیت های ثانویه میگردد

 بیوسنتز بخشیدن بهبود باعث  دفاعی سیستم القای طریق از  که کارآمد زیستی الیسیتور عنوان به توان می را کیتوزان بنابراین

  توزان یکه ک  دهندیبه طور مشترک نشان م  قاتیتحق  نیهمه ا  .کرد استفاده گیاهان از بسیاری در  می شود مواد آنتی اکسیدانی

  یهاسمیمکان  تیتقو  نیو همچن  یمیرآنزیو غ   یمیآنز  یهادانیاکسیآنت   دیتول  شیافزا  قیاز طر  ، یستیعامل محرک ز  کیعنوان    به

 .دارد ییدارو اهانیگ تیفیدر بهبود سلامت و ک ی نقش مهم اهان،یگ  یدفاع 
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