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enzyme  activity,  sugar  or  amino  acid  contents, 
and  the  level  of  soluble  proteins  and  gene 
expressions. These adaptations entail qualitative 
and/or quantitative metabolic changes that often 
provide a competitive advantage, and affect plant 
survival  (Schützendübel  and  Polle,  2002). 
Therefore,  plant  cells  contain  protective  and 
repair systems that, under normal circumstances, 
minimize  the occurrence of oxidative damage.  It 
is  known  that  excessive  heavy  metal  exposure 
may  increase  the  generation  of  reactive  oxygen 
species  (ROSs)  in  plants,  and  oxidative  stress 
would  arise  if  the  balance  between  ROS 
generation  and  removal  were  broken  (Foyer  et 
al.,  1997).  Oxidative  stress  is  a  part  of  general 
stress  that arises when an organism experiences 
different external or  internal  factors changing  its 
homeostasis.  (Mittler,  2002).  Plants  possess  a 
number  of  antioxidant  molecules  and  enzymes 
that  protect  them  against  oxidative  damage. 
Superoxide dismutase  (SOD),  the  first enzyme  in 
the  detoxifying  process,  converts O2

‐  radicals  to 
H2O2  at  a  very  fast  rate  (Polle  and  Rennenberg, 
1994;  Schickler  and  Caspi,  1999;  Gajewska  and 
Skłodowska,  2007).  In  the  ascorbate‐glutathione 
cycle,  the  enzymatic  action  of  ascorbate 
peroxidase (APX) reduces H2O2 using ascorbate as 
an  electron  donor.  Oxidized  ascorbate  is  then 
reduced by reduced glutathione (GSH), generated 
from oxidized glutathione  (GSSG) by  glutathione 
reductase (GR) at the expense of NADPH. GR also 
plays  an  essential  role  in  protecting  against 
oxidative  damage  by  maintaining  a  high 
GSH:GSSG ratio (Foyer et al., 1997). Therefore,  it 
is  imperative  to  compare  the  ROS‐scavenging 
enzyme  activity  among  plant  genotypes  with 
different Ni tolerance, as it will tell us the intrinsic 
role of antioxidant enzymes against Ni tolerance. 

 Zea mays  is  cultivated as an oil plant  in 
many  Middle  Eastern  countries.  There  is  little 
information  concerning  the  antioxidant  defense 
responses  of  maize  root  and  shoot  to  Ni 
treatment.  Thus,  the  aim  of  this  work  was  to 
perform  a  comprehensive  investigation  on  the 
impacts  of  different  levels  of  nickel  on  the 
responses of growth and  antioxidative enzymes, 
with emphasis on  the changes of CAT, APX, GPX 
and PAL. 

 
 

Materials and Methods 
 

Maize  (Zea  mays  cv.  704)  seeds  were 
sterilized  with  10%  sodium  hypochlorite  for  15 
min and washed extensively with distilled water. 
These seeds were then germinated in a Petri dish 
(20 cm) containing distilled water at 27 ˚C under 
dark condition. Three days following germination, 
individual  seedlings  transferred  to  600‐ml 
beakers  containing  500  ml  of  aerated  half‐
strength Hoagland solution (Hoagland and Arnon, 
1950).  Full  concentration  nutrient  solution with 
different  concentration of nickel  chloride  (0, 50, 
100 and 200 μM) were applied after establishing 
the seedlings. The experiments were arranged  in 
a  completely  randomized  design  with  three 
replicates  and  each  replicate  contained  four 
seedlings.  The  pH  was  adjusted  to  5.8  and 
solutions  changed  three  times  a  week.  Plants 
were  maintained  in  controlled‐environment 
chambers with a 16/8 hr  light cycle, a day/night 
temperature  cycle  of  26/22  ˚C,  and  50%  RH. 
Fifteen  days  after  treatment,  seedlings  were 
harvested  and  the  shoot  and  roots  were 
separated and stored at ‐80 ˚C until used. 

 
Growth parameters 

Length  and  fresh  weight  (FW)  of  shoot 
and  root  were  measured      immediately  after 
harvesting  of  the  maize  plants.  For  the 
determination  of  their  dry  weight,  they  were 
wrapped in paper bags and dried in an oven at 70 
˚C to a constant dry weight. 

 
Determination of soluble and total protein 

Fresh leaves and roots of seedlings (0.5 g) 
were  homogenized  using  a  chilled  pestle  and 
mortar,  and  then  were  extracted  in  50  mM 
sodium phosphate buffer (pH 7.0) including 1 mM 
EDTA  and 150 mM NaCl.  The  crude  extract was 
centrifuged  at  12,000  rpm  for  5  min  and  the 
supernatant  was  used  to  determine  protein 
content.  Protein  content  was measured  by  the 
Lowry method (Lowry et al., 1951). 
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Enzyme extraction and estimation 
 

All biochemical analyses were performed 
at  4  °C.  The  fresh  leaves  and  roots  of  seedlings 
(0.5  g) were homogenized using  a  chilled pestle 
and mortar, and  then were extracted  in 3 ml of 
0/05 M Tris ‐ HCl buffer (pH 7.5)  including 1 mM 
EDTA  and  3  mM  MgCl2.  Extraction  buffer  for 
assaying ascorbate peroxidase activity  contained 
0.2  mM  ascorbate.  The  crude  extract  was 
centrifuged at 12,000 rpm for 10 min at 4 °C and 
the supernatant was used for assaying of enzyme 
activities. 

 
Assay of catalase (CAT) activity 
 

The  activity  of  CAT  was  measured 
following  the modified method  of Montavon  et 
al.  (2007).  The  reaction mixture  consisted  of  50 
mM potassium phosphate buffer (pH 7.0), 30 mM 
H2O2  and enzyme extract. The decomposition of 
H2O2 was followed by measuring the decrease  in 
absorbance  at  240  nm.  The  activity  was 
expressed in U/mg protein. 

 
Assay of guaiacol peroxidase (GPX) activity 
 

GPX activity was performed by measuring 
the  increase  in absorbance at 470 nm due to the 
formation of tetraguaiacol (Sakharov and Aridilla, 
1999).  The  reaction mixture  (3 ml  final  volume) 
consisted of: 2.8 ml 3% guaiacol  in 50 mM Tris‐
HCl  (pH  7.0)  and  0.1 ml  2%  H2O2.  The  reaction 
was started by adding the 0.1 ml enzyme extract 
and  the  absorbance  increase  at  470  nm  was 
measured.  One  unit  of  enzyme  activity  was 
defined as the amount of enzyme which produces 
1  absorbance  change  at  470 nm per min  in  the 
above  assay  conditions.  The  activity  was 
expressed in U/mg protein. 

 
Assay of ascorbate peroxidase activity 
 

APX  activity  was  assayed  following  the 
oxidation  of  ascorbate  to  dehydroascorbate  at 
290 nm by  the modified method of Nakano and 
Asada  (1981). The assay mixture consisted of 50 
mM sodium phosphate buffer pH 7.0 containing 1 
mM EDTA, 1 mM sodium ascorbate, 10 mM H2O2 
and enzyme extract. Addition of H2O2 started the 

reaction.  Rates  were  corrected  for  the  non‐
enzymatic oxidation of ascorbate by the inclusion 
of reaction mixture without enzyme extract. The 
activity was expressed in U/mg protein. 

 
Enzyme  extraction  and  phenylalanine 
ammonia‐lyase (PAL) activity assay 
 

For  PAL  assay,  shoot  and  roots  tissues 
were ground  in  ice‐cold 0.1 M Tris‐HCl buffer pH 
8.8 containing 1%  polyvinylpolypyrrolidone and 1 
mM  EDTA.  The  homogenate was  centrifuged  at 
12,000 rpm, at 4 °C for 10 min and was tested for 
PAL  activity.  PAL  activity  was  determined  by 
monitoring the reaction product trans‐cinnamate 
at  290  nm  (Hahlbrock  and  Ragg,  1975).  The 
reaction mixture  contained  50 mM  Tris‐HCl,  pH 
8.8,  20  mM  L‐phenylalanine,  and  enzyme  in  a 
total volume of 3 mL. The  reaction was allowed 
to proceed  for 30 min at 30 °C and was stopped 
by  the addition of 0.5 mL of 10%  trichloroacetic 
acid. One unit of enzyme activity was defined as 
the  amount  of  enzyme  that  increased  the 
absorbance by 0.01/min under assay  conditions. 
The activity was expressed in U/mg protein. 

 
Statistical analysis 
 

Data  are  reported  as  the  mean  ±  SD. 
Three  independent  experiments  for  each 
condition were  performed.  Student's  t‐test was 
used as the statistical tools for the study and the 
difference between means were considered to be 
significant when the P value was less than 0.05. 

 
Results 
 

Figs.  I,  II,  and  III  show  changes  of  the 
length,  fresh  and  dry  weight  of  the  shoot  and 
roots  obtained  from  all  the experimental 
seedlings,  respectively. As  Fig.  I  suggests,  there 
was  significant  decrease  in  the  length  of  the 
shoot  and  roots  exposed  to  nickel  treatments 
compared to the control. 

There was significant increase in the fresh 
weight of the shoot and roots exposed to 50 and 
100 µM nickel, but  it was decreased  in 200 µM 
nickel compared to the control (Fig.  II). As Fig.  III 
shows, there was a significant decrease in the dry 
weight of  the  shoot and  roots exposed  to nickel 
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hydroxycinnamoyl  esters  and  lignin.  Due  to  the 
nature  and  defense  related  functions  of  these 
metabolites, the activation of PAL against abiotic 
and biotic  stresses have been  considered  a part 
of defensive mechanism of plant (MacDonald and 
D’Cunha, 2007). PAL, in the present study, is also 
induced by excessive nickel in different tissues of 
Zea mays seedlings. PAL has been shown to play 
an  important role  in the plant resistance. Studies 
with  several  different  species  of  plants  have 
shown  that  the  activity  of  PAL  is  increased  by 
excessive heavy metals  stress  (Yan et  al., 2008). 
The  induction  of  PAL  activity  in  plants  is made 
more  complex by  the existence  in many  species 
of multiple  PAL‐encoding  genes,  and  the  levels 
vary depending on the stress and species of plant 
(MacDonald  and  D’Cunha,  2007).The  present 
findings suggested  that  the enhancement of PAL 
activity  could  be  related  to  excessive  nickel 
stress. 

In  the present work  the highest value of 
APX  activity  detected  in  leavers  and  roots  of 
maize,  which  suggests  that  APX  might  play  an 
important role  in  the removal of H2O2  from cells 
in  the  leaves  and  roots  of  Ni‐stressed  maize. 
Contrary  to  APX  and  CAT,  GPX  activity  in  the 
maize  roots  decreased  in  response  to  Ni 
treatment,  which  is  in  accordance  with  the 
findings  for  the  leaves  of  cabbage  (Pandey  and 
Sharma, 2002) and pigeonpea (Madhava Rao and 
Sresty,  2000).  Nevertheless,  induction  of  this 
enzyme  activity  has  been  also  reported  in  Ni‐
exposed  plants  (Baccouch  et  al.,  1998). 
Discrepancies  between  data  concerning  the 
response  of  plant  antioxidative  enzymes  to  Ni 
stress may  be  explained  by  differences  in  plant 
tolerance  to  this  metal  toxicity,  varying 
experimental conditions as well as by various Ni 
concentrations used  in experiments.  It has been 
suggested that non redox active metals, including 
Ni,  may  induce  oxidative  stress  indirectly,  by 
decreasing  the efficiency of antioxidative system 
(Helmy Latif, 2010). 
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