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 مقاله پژوهشی
 

اکسیدان  های آنتی و فعالیت آنزیم بر رشد، ترکیبات فنلی Glomus mosseae زیکوریم  ثیر قارچأت

  (Pistacia vera) تحت تنش مس در گیاه پسته

 

 3فاطمه صابر ماهانی ،2مهرناز محمودی ،1*آتوسا وزیری ،1فاطمه دانشمند ،1نرگس روحانی
 ،کرمان دانشگاه آزاد اسلامی ،کرمان واحد شناسی،زیستگروه  2،ایران ،نوردانشگاه پیام ،شناسیگروه زیست 1

 ایران ،نوردانشگاه پیام ،شیمیگروه  3

 (09/05/1398، تاریخ پذیرش نهایی: 03/08/1397تاریخ دریافت: )

 

 

 چکیده 

 تعیین برای پژوهش ینا .باشدمییز رمیکوی ها رچقاده از ستفااز تنش مس اناشی ب مخرات ثراکاهش ای برده ستفااقابل ی هااز روش یکی

در پاسخ به افزایش غلظت مس  گیاه پسته رقم احمد آقایی پارامترهای فیزیولوژیکی و بعضی بر رشد Glomus mosseae میکوریز قارچ اثر

  600 و 300، صفرهای  غلظتتصادفی با سه سطح مس ) کاملاًدر قالب طرح  صورت فاکتوریلآزمایش مذکور به .خاک انجام گرفت

، طول و وزن مسشده با در همه گیاهان شاهد و تیمار میکوریزی اجرا شد.نیترات مس( و در دو وضعیت میکوریزی و غیر گرم در لیترمیلی

 ،b و aمنجر به کاهش محتوای کلروفیل  مس همچنینمیکوریزی بیشتر بود. خشك ریشه و ساقه گیاهان میکوریزی از گیاهان غیر

دار این همزیستی میکوریزی باعث افزایش معنی اماگردید پرولین و ترکیبات فنلی  قند کل، پروتئین کل، غلظت فسفر، ها،کارتنوئید

فعالیت  (،H2O2) پراکسیدهیدروژن (، MDA) یدئمالون دآلدمیزان  ها،موجب افزایش پراکسیداسیون لیپید مس تنش ها گردید.شاخص

کاتالاز  و MDA، H2O2 گردید، اما میزاندر همه گیاهان ( SODسوپراکسید دیسموتاز )و ( APX) ازآسکوربات پراکسید (،POD) پراکسیداز

(CATدر گیاهان میکوریزی ) یافته از ریشه به بخش میزان مس انتقال اساس نتایجبر میکوریزی بود.غیرکمتر از گیاهان داری طور معنیبه

بنابراین پسته  .بود( BCF ≥ 1) و فاکتور تجمع زیستی بیشتر از یك (TF≤1) کمتراز یكدر پسته صرف نظر از وضعیت میکوریزی آن  هوایی

 باعث تجمع بیشتر مس در ریشه گردید.  Glomus mosseaeباشد و همزیستی با قارچ مس (phytostabilizer) کنندهتثبیت تواندمی

 

 یهمزیست ،فلز سنگین ،انتقال فاکتور، تنش اکسیداتیوهاى کلیدى: واژه

 

 مقدمه

های بیوتروف  )از قارچ (AM)های میکوریز آربوسکولار  قارچ

های  ترین گروه اجباری گیاهان عالی(، یکی از گسترده

های  . قارچ(Barea, 1991) هستندهای خاک  میکروارگانیسم

AM های گیاهی را آغشته کرده و  کورتکس ریشه، اکثر گونه

که در خاک  کنند را ایجاد می های خارج سلولی میسلیوم

ها با  یابند. این میسلیوم های گیاه گسترش می ریشه پیرامون

افزایش تماس سطحی گیاه با محیط خاک، در جذب مواد 

و  Cu)مصرف ( و نیز مواد مغذی کمNو  Pمصرف )مغذی پر

Zn) کنند  توسط گیاه مشارکت می(Smith and Read, 2008; 

Saxena et al., 2017.) 

رایطی که سطح فلزات ضروری بالاتر از طرف دیگر، در ش
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 AMهای  از سطح بهینه است، یا در حضور فلزات سمی، قارچ

 Leyval et)قادرند میزان سمیت فلزی در گیاه را کاهش دهند 

al., 2002.) های  علیرغم نقش مهمی که قارچAM  در تعاملات

های  کنند و حضور همیشگی قارچ گیاه با فلزات خاک ایفا می

AM هایی در زمینه درک  پیشرفت اًط خاک، تنها اخیردر محی

های سلولی مورد استفاده جهت کنترل فلزات سنگین  مکانیسم

صورت گرفته  میکوریزیا در گیاهان نهو جلوگیری از سمیت آ

 ,.Gohre and Paszkowski, 2006; Hildebrandt et al)است 

2007; Gonzalez-Guerrero et al., 2009.) 

آلودگی فلزات سنگین و پالایش آنها به در جهان امروز 

بودن زیستی و تجمع زیستی آنها قابل تجزیهعلت پایداری، غی

در بدن حیوانات و گیاهان از اهمیت قابل توجهی برخوردار 

 Khan et) شودیک مشکل زیست محیطی محسوب می بوده و

al., 2014; Mani et al., 2016; Shalini and Charu, 2018; 

Souri et al., 2018). مس (Cu) ترین فلزات  از جمله مهم

ای در صنایع الکتریکی و آب سنگین است که کاربرد گسترده

 کودها،  (.Igwe and Abia, 2006) کاری فلزات دارد

های فاضلاب مقادیر زیادی ها و لجنکشها، علفکشقارچ

کنند که گاه کاهش حاصلخیزی و افت مس به خاک اضافه می

 Ariyakanon)دنبال دارد ولات کشاورزی را بهکیفیت محص

and Winaipanich, 2006) .Cu  عنصری ضروری برای رشد

گیاه بوده و در بسیاری از فرآیندهای فیزیولوژیکی شامل 

فتوسنتز، تنفس، توزیع کربوهیدرات، تثبیت نیتروژن، متابولیسم 

در کند.  اکسیدانی نقش مهمی را ایفا می پروتئین و فعالیت آنتی

سطح سلولی، عنصر مس یکی از اجزای کاتالیتیکی و ساختاری 

های دخیل در مسیرهای متابولیکی  ها و پروتئین بسیاری از آنزیم

 (. گیاهان معمولاPilon et al., 2006ًشود ) مختلف محسوب می

اما این فلز  ،ها دسترسی دارند به منبع فراوانی از مس در خاک

زا محسوب شود  ک فاکتور تنشتواند ی های بالا می در غلظت

بنابراین غلظت  .کند های فیزیولوژیکی را تحریک می که پاسخ

ها بایستی در سطح پایینی نگه داشته شود  مس در سلول

(Yruela, 2005 .)های فعال اکسیژن تولید گونه(ROS)  و

تواند از  می Cuشده توسط مقادیر مازاد های آزاد القا رادیکال

های غشا یا از  های سولفیدریل پروتئین وهطریق اتصال به گر

طریق افزایش میزان پراکسیداسیون لیپیدها به غشاهای سلولی 

گیاهان برای محافظت از (. Liu et al., 2004آسیب وارد نماید )

ثری را ؤهای م ، سیستمهای آزادو رادیکال ROSخود در مقابل 

تکامل  استآنزیمی های آنزیمی و غیر اکسیدانکه شامل آنتی

 Cuاند که  گزارشات نشان داده. (Abdel Latef, 2011)اند داده

و  SOD، CAT، PODاکسیدانی مانند  های آنتی فعالیت آنزیم

APX دهد ) را افزایش میLombardi and sebastiani, 2005; 

Ahmed et al., 2010 آنزیم .)SOD  تبدیل دو مولکول

در  CATکند، آنزیم  سوپراکسید به اکسیژن و آب را کاتالیز می

به  H2O2باعث احیای  APXنقش دارد و آنزیم  H2O2حذف 

 .(Asada, 1992)گردد  آب می

گیاه به تنش حاصل از فلزات   متابولیسم نیتروژن در پاسخ

(. Hatamian et al., 2018, 2019کند ) نقش اصلی را ایفا می

وانند به ت ها می آمینههای نیتروژنی نظیر اسید شماری از متابولیت

ها  شده در سلولتولید ROSهای فلزی متصل شوند یا  کاتیون

آوری و پاکسازی  های مازاد فلزات را جمع در پاسخ به غلظت

. گزارشات نشان (Groppa and Benavides, 2008)نمایند 

ها نظیر  اضافی برخی اسیدآمینه Cuاند که تحت شرایط  داده

عنوان  اد گردیده که بهپرولین در گیاهان تجمع یافته و پیشنه

کردن فلزات کنند یا در کلات عمل می ROSکننده  یک جمع

(. Sharma and Dietz, 2006; Souri, 2016) دخیل هستند

های ثانویه گیاهی ترکیبات فنلی شامل گروه وسیعی از متابولیت

ها دارند. هستند که نقش مهمی در دفاع گیاهان در برابر تنش

اکسیدانی دارند و در تشکیل دیواره ت آنتیترکیبات فنلی ماهی

 های زیستی و سلول و و واکنش گیاهان در برابر تنش

 .(Vierheilig and Pich, 2002) کنندزیستی مشارکت میغیر

 Anacardiaceaeمتعلق به تیره  (Pistacia vera) پسته اهلی

 تجاری در مناطق خشک و و یکی از محصولات مهم 

کشور  ا نام ایران در آمیخته و تولید آن دراست که ب خشکنیمه

 431000 حدود با ایرانایران سابقه تاریخی و طولانی دارد. 

 تن 192000 سالانه تولید و پسته کشتزیر سطح هکتار

رفسنجان  و پسته کنندهتولید کشور ترینمحصول، بزرگ

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
22

72
7.

13
99

.9
.3

8.
4.

1 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ji

sp
p.

iu
t.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
7-

16
 ]

 

                             2 / 19

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23222727.1399.9.38.4.1
https://jispp.iut.ac.ir/article-1-1140-fa.html


 95 ...یفنل باتیبر رشد، ترک Glomus mosseae زیکوریم  قارچ ریتأث

 

 

 شمال غرب در که است جهان در پسته تولید مرکز ترین  بزرگ

 Radmehr, 2010; Bagheri et) است شده واقع انکرم استان

al., 2012). آقایی یکی از ارقام پر طرفدار پسته  پسته احمد

ویژگی درشتی میوه بادامی شکل و سفیدی پوست  کهاست 

 Gheibi and) استخوانی این رقم سبب گسترش آن شده است

Javadi Khosraghi, 2006).  قابل دی قتصااهمیت اتوجه به با

مناطق پسته در  مستنش از ناشی ء سوات ثرپسته و ا توجه

 ،خصوص در اطراف کارخانجات صنعتی و معادن مسبه ریکا

های بالایی از مس از جمله معدن مس سرچشمه که که غلظت

( در جوار مناطق 1394 ،الدین و همکاراندارد )شمس در خاک

 ،پسته کاری شهر رفسنجان در استان کرمان قرار دارد

ین مناطق باید ه در اتحمل گیاو مت ویش مقاافزی اهارهکارا

هدف از این مطالعه درک بهتر  .دگیرار قر بیشتری توجهرد مو

پسته و نقش قارچ  در گیاهان  Cuهای کاهش تنش مکانیسم

خصوص در این مناطق میکوریز در افزایش تحمل این گیاه به

 Glomus. به این منظور، گیاه پسته با قارچ میکوریز است

mosseae شده تحت شده و با گیاهان فاقد میکوریز کشتتلقیح

مقایسه شدند. اثر قارچ میکوریز  Cuشرایط تنش ناشی از 

Glomus mosseae قند  ،بر روی رشد، کلروفیل، کارتنوئیدها

 ،پراکسیداسیون لیپیدها ،، محتوای پرولین محلول، پروتئین کل

های  آنزیمفسفر کل و همچنین فعالیت  ،ترکیبات فنلی

های مختلف ثیر غلظتأاکسیدانی در گیاهان پسته تحت ت آنتی

Cu  .بررسی گردید 

 

 هامواد و روش

ده ستفاآقایی ا ه پسته رقم احمدگیااز ین تحقیق برای انجام ا

صورت تصادفی به . این تحقیق در قالب طرح کاملاًشد

 های مذکور از مرکزبذر تکرار انجام گردید. سهفاکتوریل با 

 زنی، بذرهایتحقیقات پسته رفسنجان تهیه شد. برای جوانه

مقطر چندین بار شسته شدند پسته بودند انتخاب و با آب سالم

عفونی % ضد5دقیقه در محلول آب ژاول  10مدت و سپس به

مقطر در تاریکی ساعت در آب 48مدت گردیدند. بعد از آن به

ذرها تعویض در طی این مدت نیز آب روی ب خیسانده شدند.

محیطی گرم  ای نخی مرطوب درشد. سپس بذور در لای پارچه

و تاریک قرار داده شدند تا گراد( درجه سانتی 28±1)دمای 

صورت حدود یک هفته  زنی بذرها پس ازجوانهجوانه بزنند. 

زده به گلدان منتقل شدند. در هر . سپس بذرهای جوانهگرفت

عدد  2 سانتیمتر( 8 دهانهطر سانتیمتر و ق 12)با ارتفاع  گلدان

 Lee) ها شامل پرلیت استریل بودهگلدانبذر پسته کاشته شد. 

et al., 2005)  ها با قارچ میکوریزنیمی از گلدانکه 

Glomus mosseae  از نظر ردموآغشته شدند. ماده تلقیح

تهیه شد ان همدد باآسدن اگانیک شهرستاارپزشکی  هکلینیک گیا

اه همریی بهایزرمیکو mosseae  Glomusنهگووی که فقط حا

 25د. به این ترتیب که در زمان کاشت بوک خاو هیف  ،یشهر

زده گذاشته و گرم ماده تلقیح قارچی در کنار هر بذر جوانه

 ،در گلخانه هاگلدان. سپس روی آن با پرلیت پوشانده شد

، با ساعت تاریکی 8ساعت نور و  16تحت شرایط نوری 

یکرومول فوتون بر متر مربع بر ثانیه، رطوبت م 850شدت نور 

گراد در روز و دمای درجه سانتی 25±2درصد و دمای  75

با گراد در شب نگهداری شدند. در ابتدا درجه سانتی 2±17

. زمانی که صورت گرفتمقطر توجه به نیاز آبی آبیاری با آب

عدد رسید، آبیاری با محلول غذایی  4تا  3ها به تعداد برگ

روز یکبار آبیاری با  دو( آغاز شد. هر pH 8/5±1/0وگلند )ه

 mM KNO3, 400 µM 0.5محلول هوگلند )لیتر میلی 20

Ca(NO3)2, 10 µM Fe-EDTA, 0.2 mM MgSO4, 0.1 mM 

KH2PO4, 10 µM H3BO3, 2 µM MnCl2, 2 µM ZnSO4, 0.1 

µM Na2MoO4 and 0.2 µM CuSO4 صورت گرفت. در این )

مقطر برای ها از آبشدن گلدانوگیری از خشکفاصله برای جل

 با زمان هم. استفاده شدآبیاری و جلوگیری از تجمع فلزات 

صورت به مس تیمار هوگلندشروع آبیاری با محلول غذایی 

محلول نیترات  لیترمیلی 20 نیز آغاز شد. اعمال تنش با جداگانه

 ریباًتقدر لیتر  گرممیلی 600 و 300، صفرهای در غلظت مس

 .صورت گرفتهر دو روز یکبار 

 آوریجمعماه از زمان کاشت  دوگیاهان بعد از گذشت 

 شدند. به این ترتیب که ریشه و بخش هوایی گیاهان در 

شامل  صفات مورفولوژیکیهای تیماری مختلف جدا و گروه

گیری  طول بخش هوایی و زمینی و نیز وزن خشک آنها اندازه
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های ظریف انتهایی آنها داری از ریشهگردید. در همین زمان مق

ها به قارچ میکوریز جدا و در برای بررسی میزان آغشتگی ریشه

نگهداری  اسید، الکل اتیلیک(استیک  )فرمالین، FAAمحلول 

صفات گیری  ها نیز بعد از اندازهشدند. سایر نمونه

 -20، در نیتروژن مایع قرار گرفتند و در فریزر مورفولوژیکی

گیری پارامترهای فیزیولوژیک گراد برای اندازه نتیدرجه سا

 نگهداری شدند. 

طول ساقه و ریشه و وزن خشک  :صفات مورفولوژیکی

های تیماری مختلف اندام هوایی و ریشه گیاهان در گروه

در  ها  گیری وزن خشک، نمونهگیری گردید. برای اندازه اندازه

آون در  ساعت در 72مدت  پیچیده شده و به فویل آلومینیومی 

گراد خشک شد. سپس وزن خشک  درجه سانتی 70دمای 

 گرم بر گیاه گزارش گردید.ها بر حسب میلینمونه

 :Glomus mosseae ها به قارچتعیین میزان آغشتگی ریشه

آربوسکولار و  -های واجد میکوریز وزیکولار آمیزی ریشهرنگ

ریز با روش ها به این میکوگیری میزان آغشتگی ریشهاندازه

Rajapakse ( و با استفاده از رنگ فوشین 1992و همکاران )

ها، قطعات  آمیزی ریشهرنگسازی و شفافپس از  .انجام شد

ظروف پتری که در زیر آن کاغذ  درشده آمیزیریشه رنگ

طور تصادفی پخش شدند. پس میلیمتری قرار داده شده بود، به

ریوسکوپ( نقاط از آن در زیر میکروسکوپ تشریحی )است

برخورد ریشه با خطوط اصلی کاغذ و نیز تعداد نقاط 

برخوردی که واجد آغشتگی بودند شمارش شد و نسبت این 

نقاط آغشته به کل نقاط برخورد بر حسب درصد محاسبه 

  .(Giovannetti and Moss, 1980) گردید

 خشک دهما از مگر1/0 ارمقد :فسفر و مس غلظت نییتع

 یمساو نسبت در( جداگانه صورتبه ییهوا نداما و شهیر) هگیا

 خوبیبه و گرفت ارقر غلیظ دیاس کیپرکلر و سیدا نیتریک

 راتبخا تا حرارت داده شد یسیدا لمحلو سپس. یددگر هضم

 50 به مقطرآب با لمحلو حجم بعد مرحله در. دشو رجخا آن

 ید.دگر فصا صافی کاغذ کمک به و شد هساندر لیترمیلی

 مقدار و تمیا بجذ هستگاد کمک به لمحلو مس نامیزسپس 

 ,Jones and Benton) وانادات –مولیبدات روش با فسفر

 .شد یگیر ازهنداگرم بر گرم وزن خشک بر حسب میلی (2001

، a گیری مقدار کلروفیلاندازه :رنگیزه های فتوسنتزی

 Lichtenthalerبا استفاده از روش و کارتنوئیدها   bکلروفیل

شده فریز سومگرم از برگ  2/0انجام پذیرفت. مقدار  (1985)

 درصد سائیده شده و پس از  80لیتر استن  میلی 15با 

های موجکردن، جذب آنها با اسپکتروفتومتردر طولصاف

این نانومتر خوانده شد و مقدار  470و  20/663، 8/646

 تر محاسبه گردید.   گرم بر گرم وزن بر حسب میکرو هارنگیزه
Chla = 12.25 A663.2 - 2.79 A646.8 
Chlb= 21.21 A 646.8 - 5.1 A663.2 
Car = (1000A470 - 1.8 chla - 85.02 Chl b) /198 

ه یی گیااهوی هاماندل امحلوی قندهاان میز :قندهای محلول

 ی شدگیرازهندا سیدایک رسولفوفنل ده از روش ستفاابا 

(Kochert, 1978در ا .) خشک ده مااز  مگر 1/0روش به ین

ید دضافه گراصد در 70ل تانوالیتر میلی10 ،هیی گیااهوی هاماندا

ل محلوی شد تا قندهااری نگهدل یخچادر یک هفته ت مدبهو 

یک ، هایی نمونهل رومحلواز یک هفته از پس  د.شوا جدآن 

ه ساندرلیتر  میلی 2به مقطر آبنها با آحجم و شته دالیتر بر میلی

  5و صد در 5لیتر فنل میلیدن یک کرفهضااز اپس و  شد

به ب جذان صد( میزدر 80غلیظ )سید ایک رلیتر سولفومیلی

و شد ه ندانانومتر خو 485ج مولطودر فتومتر وسپکتراسیله و

هر نمونه با استفاده از منحنی استاندارد گلوکز قند در غلظت 

 محاسبه گردید. خشکگرم بر گرم وزن بر حسب میلی

برای سنجش مقدار  :هیه عصاره پروتئینیت ،پروتئین

از اندام هوایی گیاه در دمای بین صفر   ها پروتئین، ابتدا پروتئین

گرم  5/0این منظور  گراد استخراج شد. برای  درجه سانتی 4تا 

لیتر  میلی 5ون چینی محتوی  ها  شده گیاهی در یکبافت فریز

آمین اتیلن دیکه دارای  pH=2/7مولار با میلی 50بافر فسفات 

پیرولیدون   وینیل مولار و پلیمیلی 1( EDTAاستیک اسید )تترا

(PVP )1 15مدت درصد بود، سائیده شد. عصاره حاصل به 

درجه  4و دمای  g14000دار در  دقیقه در سانتریفوژ یخچال

گراد قرار گرفت. از محلول رویی برای سنجش پروتئین  سانتی

استفاده گردید )محلول حاصل از های مورد مطالعه  کل نمونه

 درجه  -20هر نمونه در چندین میکروتیوب و در دمای 
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 گراد نگهداری گردید(.سانتی

Bradford (1976 )برای سنجش مقدار پروتئین از روش 

 1/0ی آزمایش مقدار  ها استفاده شد. به این منظور به لوله

افزوده و  لیتر معرف بیوره  میلی 5لیتر عصاره پروتئینی و  میلی

ورتکس شد. پس از دو دقیقه و قبل از یک ساعت  سریعاً

نانومتر  595موج اسپکتروفتومتر در طول با دستگاه  جذب آنها 

 .خوانده شد

غلظت پروتئین با استفاده از منحنی استاندارد با کمک 

گرم بر گرم وزن تر آلبومن گاوی محاسبه و بر حسب میلی

 محاسبه گردید.

، 6/0، 4/0، 2/0های  ابتدا غلظت :انداردرسم منحنی است

گرم در لیتر آلبومین گاوی ساخته شد و کلیه مراحل  میلی 8/0

که قبلاً در  طورتوسط معرف، همان آزمایش بر روی آنها 

های مجهول توضیح داده شده بود، تکرار گردید. جذب  نمونه

 از اسپکتروفتومتر نانومتر با استفاده  595موج هر یک در طول

خوانده شد و منحنی استاندارد رسم و معادله خط محاسبه 

 گردید.

گرم  1/0منظور تهیه معرف برادفورد،  به :تهیه معرف بیوره

% در 95لیتر اتانول  میلی 50در  G250کوماسی بریلیانت بلو 

فسفریک لیتر  میلی 100مدت یک ساعت حل گردید. سپس 

ایان حجم کل % قطره قطره به آن افزوده شد. در پ85اسید 

مقطر به یک لیتر رسانده شد، محلول محلول به کمک آب

حاصل با کاغذ صافی واتمن شماره یک صاف گردید. محلول 

بسته آن تا یک  ای روشن بوده و ظرف درحاصل به رنگ قهوه

ماه در دمای آزمایشگاه قابل نگهداری است، اما بهتر است 

شاهده ذرات معرف برادفورد تازه تهیه گردد. در صورت م

رنگی و یا وجود رنگ آبی، این محلول جهت سنجش پروتئین 

 باشد. قابل استفاده نمی

برای سنجش مقدار پراکسیداسیون  :پراکسیداسیون لیپید

گیری ( اندازهMDAدآلدئید )  لیپیدهای غشا، غلظت مالون

 Packerو  Heathدآلدئید به روش گیری مالونگردید. اندازه

شده گرم از بافت فریز 2/0طبق این روش  ( انجام شد.1969)

( TCAاستیک اسید ) کلرولیتر تریمیلی 5( با برگ سوم) گیاه

درصد سائیده شد. عصاره حاصل با استفاده از سانتریفوژ  1/0

لیتر از سانتریفوژ شد. به یک میلی g10000دقیقه در  5مدت به

 کلروریلیتر محلول تمیلی 4محلول رویی حاصل از سانتریفوژ، 

درصد  5/0درصد که حاوی  20( TCA) استیک اسید

( بود، اضافه شد. مخلوط حاصل TBAتیوباربیتوریک اسید )

 گراد در حمام درجه سانتی 95دقیقه در دمای  30مدت به

گرم حرارت داده شده سپس بلافاصله در یخ سرد شد و آب

د. سانتریفوژ گردی g10000دقیقه در  10مدت دوباره مخلوط به

 شدت جذب این محلول با استفاده از اسپکتروفتومتر در 

نظر برای جذب مورد  نانومتر خوانده شد. ماده 532موج طول

است. جذب  MDA-TBAموج، کمپلکس قرمز در این طول

نانومتر تعیین و از این  600اختصاصی در های غیر بقیه رنگیزه

 از ضریب MDAمقدار کسر گردید. برای محاسبه غلظت 

mM خاموشی معادل 
-1

cm
استفاده شد و نتایج حاصل از  1155-

 تر محاسبه گردید.   مول بر گرم وزن گیری بر حسب نانو اندازه

پراکسید با هیدروژن سنجش  :(H2O2پراکسید )هیدروژن 

( انجام شد. 2000و همکاران ) Velikovaاستفاده از روش 

 1/0 یداستیک اس کلروگیاه در حمام یخ با تریسوم برگ 

 g10000دار در درصد سائیده شد. عصاره در سانتریفوژ یخچال

لیتر از محلول میلی 5/0دقیقه سانتریفوژ گردید. سپس  15برای 

مولار میلی 10لیتر بافر فسفات پتاسیم میلی 5/0رویی به 

(7=pH)  لیتر یدید پتاسیم یک مولار اضافه گردید و میلی 1و

هیدروژن خوانده شد. مقدار  نانومتر 390موج جذب در طول

پراکسید در هر نمونه با استفاده از منحنی استاندارد محاسبه شد 

 و بر حسب میکرومول بر گرم وزن تر گزارش گردید.

 این منظور یک گرم بافت تر برگ  به :تهیه عصاره آنزیمی

 50لیتر بافر فسفات  ون چینی محتوی سه میلی ها در یک  سوم

استیک اسید  آمین تتراکه شامل اتیلن دی =2/7pHمولار با میلی

(EDTA )1 میلی( مولار، فنیل متان سولفونیل فلوریدPMSF )

درصد بود،  1( PVPوینیل پیرولیدون )مولار و پلیمیلی 1

دقیقه در سانتریفوژ  15مدت سائیده شد. عصاره حاصل به

گراد قرار گرفت.  درجه سانتی 4و دمای  g14000دار در  یخچال

. ها استفاده گردید ز محلول رویی برای مطالعه فعالیت آنزیما
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گراد نگهداری درجه سانتی -20دمای  فریزر بااین محلول در 

  (. Malickn and Singh,1980) گردید

  (SODدیسموتاز ) فعالیت آنزیم سوپراکسید

(EC 1.15.1.1): دیسموتاز با  سنجش فعالیت آنزیم سوپراکسید

( NBTتترازولیم ) هار احیای نوری نیتروبلواستفاده از سنجش م

ها شامل  نانومتر انجام گرفت. مخلوط واکنش نمونه 560در 

میکرومولار،  7pH= ،NBT 075/0 بامولار میلی 50بافر فسفات 

میکرومولار،  75، ریبوفلاوین Na-EDTAمولار  میلی 1/0

. استآنزیمی   میکرولیتر عصاره 50مولار و  میلی 13متیونین 

 رای سنجش فعالیـت این آنزیم علاوه بر شاهد )برای ب

کردن دستگاه اسپکتروفتومتر(، نیاز به نمونه کنترل نیز صفر

ها در مقایسه با  در نمونه SODباشد. میزان فعالیت آنزیم  می

شده در های تهیه شود. واکنش در عصاره کنترل سنجیده می

لورسنت شدن لامپ فگراد با روشن سانتی  درجه 25دمای 

(w40 آغاز شد و پس از )کردن لامپ، دقیقه با خاموش 8

شده در فوق شاهد شامل مواد ذکر لولهواکنش متوقف گردید. 

بود با این تفاوت که در آن، عصاره آنزیمی اضافه نگردید و در 

ی نیز قرار نگرفت. در لوله کنترل نیز مخلوط واکنش یروشنا

به آن عصاره آنزیمی  شده وجود داشت با این تفاوت کهذکر

وجود دلیل عدماضافه نشد ولی در نور قرار گرفت. بنابراین به

طور در حضور نور )احیا نوری( به NBTآنزیم در کنترل، احیا 

تترازولیوم موجود در  % در کنترل انجام و تمام نیتروبلو100

شود.  مخلوط واکنش در حضور نور به فورمازون تبدیل می

% احیای 100دهنده  نانومتر نشان 560در میزان جذب کنترل 

. استاست و نیمی از آن معادل یک واحد آنزیمی  NBTنوری 

دیسموتاز مقدار آنزیمی  بنابراین یک واحد آنزیمی سوپراکسید

 درصد ممانعت از احیا نوری نیتروبلو 50است که موجب 

گردد.  م )با جلوگیری از تبدیل آن به فورمازان( میوتترازولی

دهنده  نانومتر نشان 560ها و کنترل در  ف جذب نمونهاختلا

موجود در نمونه  SODدر حضور آنزیم  NBTمهار احیا نوری 

ها  . با استفاده از این اختلاف جذب، واحد آنزیمی نمونهاست

محاسبه و فعالیت آنزیمی برحسب واحد آنزیم در مقدار 

دست آمده میکرولیتر عصاره )به 50گرم( در  پروتئین کل )میلی

 Giannopolitis and، بیان گردید )Bradford  (1976)از روش

Ries, 1977.) 

سنجش  :(EC 1.11.1.6) (CATفعالیت آنزیم کاتالاز )

 H2O2کاهش جذب   فعالیت آنزیم کاتالاز با استفاده از محاسبه

و  Dhindsaنانومتر و با روش  240( در H2O2)کاهش مقدار 

مخلوط واکنش شامل بافر فسفات  ( انجام شد.1981همکاران )

 15 پراکسیدهیدروژن و  =7pHمولار با  میلی 50پتاسیم 

آنزیمی   میکرولیتر عصاره 100کردن . با اضافهاستمولار  میلی

 شود. شاهد برای  شده، واکنش شروع میبه مخلوط ذکر

کردن دستگاه اسپکتروفتومتر شامل مخلوط واکنش اما فاقد صفر

د. تغییرات جذب )یعنی تفاضل جذب در عصاره آنزیمی بو

زمان شروع واکنش از جذب در زمان یک دقیقه(، پس از 

موجود در مخلوط  H2O2شروع واکنش محاسبه گردید. میزان 

 دقیقه با استفاده از ضریب خاموشی  1واکنش پس از 

(mMol
-1

cm
-1 28/0ε= و فرمول )A= εbc  محاسبه شد که

معادل جذب  A. استیم کاتالاز دهنده میزان فعالیت آنز نشان

کوت  قطر bو  H2O2غلظت  cضریب خاموشی،  εشده، خوانده

صورت واحد آنزیمی بر . فعالیت آنزیم بهاستمتر( سانتی 1)

 100گرم( موجود در  حسب مقدار پروتئین کل )میلی

Bradford (1976 ،)دست آمده از روش میکرولیـتر عصاره به

. یک واحد آنزیمی کاتالاز مقدار در یک دقیقه محاسبه گردید

را در یک دقیقه تجزیه  H2O2مول  میلی 1آنزیمی است که 

 کند. می

 (APXفعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز )

(EC1.11.1.1):  50مخلوط واکنش شامل بافر فسفات پتاسیم 

 H2O2 15/0مولار،  میلی 5/0آسکوربات  ،pH=7مول با میلی

  میکرولیتر عصاره 50مولار و  لیمی EDTA 1/0مولار،  میلی

شدن آسکوربات با شروع واکنش دنبال اکسیدآنزیمی بود. به

نانومتر، دو دقیقه پس از شروع  290آنزیمی، کاهش جذب در 

واکنش نسبت به زمان شروع واکنش محاسبه شد. با استفاده از 

نانومتر، ضریب خاموشی  290موج تغییرات جذب در طول

mMolآسکوربات )
-1

cm
، میزان A= εbc( و فرمول 8/2 1-

دقیقه انجام واکنش آنزیمی  2جای مانده پس از آسکوربات بر
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پراکسیداز مقدار   محاسبه شد. یک واحد آنزیمی آسکوربات

مول آسکوربات را در یک دقیقه  آنزیمی است که یک میلی

(. فعالیت آنزیم بر Nakano and Asada, 1981کند ) اکسید می

گرم( موجود در  زیم در مقدار پروتئین کل )میلیحسب واحد آن

 Bradfordدست آمده از روش بهمیکرولیتر عصاره  50

 ، گزارش شد.(1976)

 :(EC 1.11.1.7) (PODفعالیت آنزیم پراکسیداز )

ل و وسنجش فعالیت آنزیم پراکسیداز با استفاده از گایاک

ل در وشده از گایاکگیری میزان جذب تتراگایاکل تشکیل اندازه

انجام گرفت. مخلوط  نانومتر 470نتیجه فعالیت پراکسیداز، در 

هیدروژن ، pH=7مولار با میلی 50واکنش شامل بافر فسفات 

 20. واکنش با افزودن است%( 1ل )و%( و گایاک3/0) پراکسید

  درجه 25آنزیمی به مخلوط واکنش در   میکرولیتر عصاره

راگایاکول )حاصل از گراد آغاز گردید. میزان جذب تت سانتی

نانومتر در لحظه شروع واکنش  470شدن گایاکول( در اکسید

نمودن عصاره آنزیمی و پس از یک دقیقه خوانده پس از اضافه

نانومتر،  470شد. با استفاده از تغییرات جذب در یک دقیقه در 

mMolل )وضریب خاموشی تتراگایاک
-1

cm
-1 5/25ε= و فرمول )

A= εbcشده محاسبه شد. این مقدار ایاکول تشکیل، مقدار تتراگ

 استاز تتراگایاکول معادل فعالیت یک واحد آنزیم پراکسیداز 

(Plewa et al., 1991 فعالیت آنزیم بر حسب واحد آنزیم در .)

میکرولیتر عصاره  20گرم( موجود در  مقدار پروتئین کل )میلی

 ، گزارش شد. Bradford (1976)دست آمده از روش به

Bates (1973 )گیری پرولین از روش برای اندازه :لینپرو

گ شده گیاه )برگرم از بافت فریز 02/0استفاده شد. مقدار 

درصد سولفوسالیسیلیک اسید  3لیتر محلول  میلی 10( در سوم

سانتریفوژ  g10000دقیقه در  5مدت سائیده و عصاره حاصل به

 لیتر معرف  یمیل 2لیتر از مایع رویی را با  میلی 2شد. سپس 

لیتر استیک اسید خالص مخلوط کرده و  میلی 2هیدرین و نین

گرم گراد در حمام آب درجه سانتی 100یک ساعت در دمای 

های محتوی مخلوط در حمام  قرار گرفت سپس بلافاصله لوله

لیتر تولوئن به مخلوط اضافه گردید  میلی 4یخ سرد گردید. بعد 

 ها داشتن لولهشد. با ثابت نگهخوبی تکان داده و لوله ها به

ثانیه دو لایه مجزا تشکیل شد. میزان جذب  20تا  15مدت به

 520ی رنگی فوقانی که حاوی تولوئن و پرولین بود در  لایه

مقدار پرولین از منحنی   نانومتر تعیین شد و برای محاسبه

گرم بر استاندارد پرولین استفاده گردید و نتایج برحسب میلی

      زن تر محاسبه گردید.گرم و

 Sonaldمحتوای ترکیبات فنلی کل با روش  :ترکیبات فنلی

 سوم گرم از برگ 1/0 مقدار ( انجام گرفت.1999)Laima  و

 مدتبه درصد سائیده و 95لیتر اتانول میلی 5گیاه را در 

 لیترمیلی 1تاریکی نگهداری شد. سپس به  ساعت در 72-24

درصد اضافه گردید و با  95اتانول  لیترمیلی 1محلول رویی 

لیتر رسانده شد. میلی 5حجم محلول به  بار تقطیر دو مقطرآب

لیتر میلی 1درصد و  50لیترمعرف فولین میلی 5/0سپس 

 درصد به آن اضافه گردید. مخلوط حاصل  5کربنات سدیم 

تاریکی نگهداری شد و سپس جذب هر  ساعت در 1مدت به

نانومتر خوانده شد و با استفاده از  725موج نمونه درطول

اسید منحنی استاندارد ترسیم و غلظت ترکیبات فنلی گالیک 

 گرم بر گرم وزن تر محاسبه گردید.کل بر حسب میلی

جهت ارزیابی  :(Translocation Factor) فاکتور انتقال

فاکتور انتقال محاسبه شد. فاکتور  ،عنوان گیاه جذبیگیاهان به

دهنده توانایی گیاه برای حرکت و جابجایی فلزات انتقال نشان

 دست و از رابطه زیر به استاز ریشه به اندام هوایی 

 (.Jing et al., 2014) آیدمی

غلظت فلز در ریشه / غلظت فلز در اندام = فاکتور انتقال 

 هوایی

: (Bioconcentration Factor) فاکتور تجمع زیستی

میزان تجمع فلزات سمی در  هبرای محاسب فاکتور تجمع زیستی

کشت خارجی )مثل واسطه مقایسه غلظت در محیطگیاهان به

 .(Jing et al., 2014) شودخاک یا محیط هوگلند( استفاده می

غلظت  / = غلظت فلز در محلول هوگلند فاکتور تجمع زیستی

 فلز در اندام هوایی

های آماری طبق آزمایش فاکتوریل با طرح  تجزیه و تحلیل

ها با استفاده از  املاً تصادفی با سه تکرار صورت گرفت و دادهک

تحت آنالیز واریانس قرار گرفته و ( 16)نسخه  SPSSافزار نرم
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ای دانکن در دامنهها با استفاده از آزمون چند اختلاف میانگین

 % مقایسه شدند.95سطح اطمینان 

 

 نتایج و بحث 

، 1 یه واریانس )جدولها بر طبق جداول تجزآنالیز آماری داده

مس و میکوریز بر  بودن اثرات جداگانهدار( نشان از معنی3و  2

 درصد 1فیزیولوژیک در سطح احتمال صفات مورفولوژیک و 

لی اثرات متقابل مس و میکوریز بجز در (. و≥01/0P) است

طول و وزن خشک ساقه، قند کل، مالون دآلدئید و  مورد

دار بود درصد معنی1در سطح ترکیبات فنلی در بقیه موارد 

(01/0 P≤)  درصد  5و در مورد پروتئین در سطح احتمال

 ( بود.≥P 05/0) دارتفاوت معنی

طول ریشه و  Cu با افزایش غلظتطبق نتایج این تحقیق 

های میکوریزی و ساقه و نیز وزن خشک ریشه و ساقه پسته

های تهپس البتهکه  یافتداری کاهش  طور معنیبهمیکوریزی غیر

رشد بیشتری داری طور معنیبه G.mosseaeشده با تلقیح

. اتساع دیواره و فراوانی مواد محلول برای (4جدول )داشتند 

شدن ایجاد فشار اسمزی دو نیاز اساسی برای رشد و طویل

Cu شود که اتصال . تصور میهستندسلول 
صورت مستقیم به+2

Caجایگزینی قسمتی از  یا با
پذیری آن ول انعطافدیواره سل +2

دهد که دلیلی بر اثبات کاهش رشد گیاه در را کاهش می

خوبی به(. Sesse et al., 2004است )اضافی Cu حضور 

مشخص شده است که ارتباط بین گیاهان و 

تواند  های میکوریز می های خاک شامل قارچ میکروارگانیسم

تغییر شده توسط فلزات را های القا های گیاهان به تنش پاسخ

های آلوده به  که قدرت تحمل گیاهان در خاک طوریدهد به

(. Gohre and Paszkowski, 2006دهند ) فلزات را افزایش می

طول ریشه و  ،به خاک، کاهش وزن خشک گیاه Cuبا افزودن 

دهد که فرآیندهای ساقه مشاهده شد. این نتیجه نشان می

در خاک  Cuثیر مقادیر بالای أمتابولیکی ممکن است تحت ت

دچار اختلال شوند. آغشتگی میکوریزی در مقایسه با گیاهان 

فاقد میکوریز باعث تحریک افزایش طول ریشه و ساقه و وزن 

گردد که بیانگر وجود یک  می Cuخشک گیاه در سطوح بالای 

 . استهمزیستی کارآمد 

پسته با افزایش  هاینهال هایآغشتگی میکوریزی ریشه

جدول ) داری کاهش پیدا کردطور معنیدر خاک به Cuغلظت 

(. کاهش یا حتی مهار آغشتگی میکوریزی توسط 1 شکل) (4

فلزات سنگین توسط محققان متعددی گزارش شده است 

(Marques et al., 2007 Andrade et al., 2008;هر .)  چند در

های آلوده به  برخی موارد در گیاهان در حال رشد در خاک

میکوریزی بیشتری مشاهده گردید  فلزات سنگین آغشتگی

(Hildebrandt et al., 1999ًاین نتایج متغیر احتمالا .)  به نوع

، گیاه مورد مطالعه و نیز خصوصیات خاک بستگی AMقارچ 

 دارند.

گیاهان میکوریزی،  و رشد بیشتر در فسفربهبود ذخیره 

شده در گیاهان در معرض یکی از مفیدترین اثرات مشاهده

چه، تمامی این فواید  (. اگر5)جدول  استسنگین  تنش فلزات

باشد. بدون  تنها به بهبود وضعیت تغذیه گیاه مربوط نمی

های  ( غلظتmg/l 300های کم آن ) یا در غلظت Cuحضور 

در ریشه و بخش هوایی گیاهان مشاهده  Cuاز  مشابهی نسبتاً

، آغشتگی میکوریزی باعث Cuگردید اما با افزایش غلظت 

توسط گیاهان شده و در مقایسه با گیاهان  Cuذب کاهش ج

NM  منجر به کاهش غلظتCu گردد و  در بخش هوایی می

یابد )جدول در ریشه تجمع می Cuنتیجه مقادیر زیادی از در

کند که تحت  پیشنهاد می Cuچنین تغییری در جذب  .(5

ممکن است تا  G. mosseae، قارچ Cuهای بالای  غلظت

را افزایش دهد. با  Cuتحمل گیاهان نسبت به ای قدرت  اندازه

ها بر جذب فلزات توسط گیاهان، کاهش  ثیر قارچأوجود ت

پذیری نسبت به سمیت فلزات، یکی از فواید میکوریزها  آسیب

های آلوده به فلزات  که در گیاهان در حال رشد در خاک است

 (.Andrade et al., 2008مشاهده شده است )

تحمل گیاه نسبت به فلزات سنگین افزایش طور کلی به

های میکوریزی از طریق چندین مکانیسم صورت توسط قارچ

 :گیرد که عبارتند ازمی

 کردن فلزات سنگین توسط ترکیبات متحرکغیر -1

یک گلیکوپروتئین  مانند گلومالین کهها شده از قارچترشح
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 کل ، میزان مس ریشه و ساقه و فسفرهای رشدینتایج تجزیه واریانس درصد آغشتگی، شاخص -1جدول 

 دارمعنیغیردرصد و 5 و 1در سطح احتمال  دارترتیب معنیبه ns* و  ،**

 

 ، کاروتنوئیدها، قند کل، پروتئین کل، مالون دآلدئید، پرولین و ترکیبات فنلیb، کلروفیل a کلروفیل نتایج تجزیه واریانس -2جدول 

 دارمعنیدرصد وغیر 5و  1دار در سطح احتمال ترتیب معنیبه nsو  **، *

 

  APX ,CAT ,POD ,SOD BCF ,TF,ی، فنل باتیترکنتایج تجزیه واریانس  -3جدول 

 دارمعنیرصد وغیرد 5و  1دار در سطح احتمال ترتیب معنیبه ns**، * و 

 

وسیله در خاک آزاد شده و فلزات سنگین را بهاست محلول  غیر

های نشینی در گرانولته -2 ،سازدمتحرک میاتصال به خود غیر

جذب سطحی به کیتین در دیواره  -3 ،فسفات در خاکپلی

 -5 ،یقارچ هایوزیکول شدن فلزات در داخلکلاته -4 ،سلول

 بیان ژن تحت شرایط تنش تغییر -6و  ریزوسفر pHتغییر در 

(Gohre and Paszkowski, 2006; Malekzadeh et al., 

2011). 

و  هاکلروفیلان که میزن داد نتایج تحقیق حاضر نشا

کشت در محیطمس یش غلظت افزابا  هاگتنوئید برروکا

کاهش داری طور معنیبهمیکوریزی گیاهان میکوریزی و غیر

 میانگین مربعات

درجه 

 آزادی
 منابع تغییر

P 
میزان 

 مس ساقه

میزان مس 

 ریشه

وزن 

خشک 

 ساقه

وزن 

خشک 

 ریشه

 طول ریشه طول ساقه
درصد 

 آغشتگی

125/10 ** 745/0 ** 179/0 ns 014/0 ** 005/0 ** 389/1549 ** 891/897 ** 056/10416  میکوریز 1 **

053/16 ** 488/1 ** 495/10 ** 008/0 ** 002/0 ** 167/154 * 852/390 ** 222/204  مس 2 **

938/0 ** 213/0 ns 110/0 ns 00/0 ns 001/0 ** 389/70  989/2  222/204 مس× میکوریز 2 **  

003/0  063/0  500/0  001/0  182/7  083/39  451/7  500/1  خطا 12 

درجه  میانگین مربعات

 یآزاد
 رییمنابع تغ

 aکلروفیل  bکلروفیل  دهائیکارتنو قند کل پروتئین کل مالون دآلدئید پرولین

081/2 ** 309/0 ** 605/574 ** 083/613 ** 676/2 ** 673/6 ** 531/19  میکوریز 1 **

194/3 ** 161/0 ** 865/712 ** 201/836 ** 943/1 ** 596/7 ** 343/52  مس 2 **

476/0 ** 001/0 ns 055/5 * 087/0 ns 652/0 ** 477/0 ** 494/0 مس× میکوریز  2 **  

00/0  002/0  785/0  670/0  029/0  043/0  074/0  خطا 12 

 میانگین مربعات
درجه 

 یآزاد
 رییمنابع تغ

BCF TF APX CAT POD SOD 
ترکیبات 

 فنلی

714/2 ** 370/0 ** 010/0 ** 002/0 ** 378/0 ** 445/138 ** 026/0  میکوریز 1 *

103/10 ** 089/0 ** 006/0 ** 005/0 ** 315/0 ** 890/185 ** 105/1  مس 2 **

750/0 ** 020/0 ** 00/0 ** 00/0 ** 036/0 ** 343/0 ** 001/0 ns 2  مس× میکوریز  

167/0  00/0  00/0  372/4  00/0  040/0  00/0  خطا 12 
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 0 (mg/L )300 (mg/L )600 

لیتر( )تصاویر با  بر گرم)میلی مس سطوح مختلف در Glomus mosseae به قارچ های پسته احمد آقاییآغشتگی ریشه دانهال -1 شکل

 است(. x400بزرگنمایی 

 

وزن و  متر(های مختلف مس بر طول ریشه و ساقه )سانتیبدون میکوریز( و غلظت –اثر تیمار میکوریز )+ دارای میکوریز و  -4جدول 

 خشك ریشه و ساقه )گرم(

CuNO3 (mg/L) 
وضعیت 

 میکوریزی

آغشتگی  درصد

 میکوریزی
 وزن خشک ساقه وزن خشک ریشه طول ساقه طول ریشه

0 
- 

+ 
66/59  ± 20/1 a 

25 ± 57/0  d 

83/39  ± 96/1  b 

5/22  ± 75/3  c 

5/43  ± 44/1 a 

09/0  ± 003/0  bc 

103/0  ± 002/0 ab 

079/0  ± 006/0 bc 

13/0  ± 25/0  ab 

300 
- 

+ 
33/48  ± 88/0 b 

17/35  ± 166/0 bc 

6/47  ± 58/2 a 

75/23  ± 96/3  c 

16/38  ± 42/1 ab 

058/0  ± 006/0  d 

113/0  ± 005/0  a 

081/0  ± 006/0 bc 

15/0  ± 010/0 a 

600 
- 

+ 
33/36  ± 88/0  c 

79/17  ± 97/0 e 

83/32  ± 74/1  c 

67/12  ± 48/4 d 

5/31  ± 91/4 bc 

047/0  ± 005/0 d 

078/0  ± 006/0  c 

023/0  ± 013/0  d 

071/0  ± 022/0 cd 

 اساس آزمون دانکن است.درصد بر 5دار در سطح احتمال اختلاف معنیدهنده عدمحروف مشابه نشان

 

گرم بر گرم های مختلف مس بر میزان مس ریشه و ساقه )میلیبدون میکوریز( و غلظت –اثر تیمار میکوریز )+ دارای میکوریز و  -5جدول

 شك(گرم بر گرم وزن خوزن خشك( و فسفر کل گیاه )میلی

CuNO3 (mg/L) 
وضعیت 

 میکوریزی
 میزان مس ریشه میزان مس ساقه فسفر کل

0 
- 

+ 

44/3  ± 006/0 c 

75/5  ± 06/0  a 

42/0  ± 087/0 cd 

32/0  ± 73/0  d 

49/0  ± 123/0  b 

67/0  ± 157/0  b 

300 
- 

+ 

98/2  ± 006/0  d 

44/4  ± 06/0 b 

82/0  ± 03/0  bc 

54/0  ± 038/0  bcd 

46/1  ± 72/0  b 

4/1  ± 43/0 b 

600 
- 

+ 

06/1  ± 006/0  f 

79/1  ± 006/0 e 

76/1  ± 32/0 a 

93/0  ± 040/0 b 

94/2  ± 43/0  a 

4/3  ± 23/0 a 

 اساس آزمون دانکن است.درصد بر 5دار در سطح احتمال اختلاف معنیدهنده عدمحروف مشابه نشان

 

گیاهان میکوریزی دارای محتوای کلروفیل یابد که البته می

. (6جدول ) میکوریزی هستندا گیاهان غیربالاتری در مقایسه ب

در گیاهان میکوریزی این افزایش در میزان محتوای کلروفیل 

Mg  دلیل جذب بهترممکن است به
توسط قارچ فسفر  و+2
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 ،(وزن ترگرم بر گرم )میلی b و aهای مختلف مس بر کلروفیل بدون میکوریز( و غلظت –)+ دارای میکوریز و  اثر تیمار میکوریز -6 جدول

 (گرم بر گرم وزن تر)میلی پروتئین کل، گرم بر گرم وزن خشك()میلی قند کل ،(گرم بر گرم وزن تردها )میلیئیکارتنو

CuNO3 (mg/L) 
وضعیت 

 میکوریزی
 پروتئین کل قند کل دهائیکارتنو bکلروفیل  aکلروفیل 

0 
- 

+ 

65/12  ± 25/0 b 

18/14  ± 042/0  a 

88/4  ± 049/0  b
 

48/6  ± 15/0  a 

47/3  ± 135/0  c 

98/4  ± 127/0 a 

50 ± 057/0 b 

55/61  ± 89/0 a 

35/60  ± 54/0 b 

45/72  ± 06/1  a 

300 
- 

+ 

96/7  ± 09/0 e 

63/10  ± 24/0  c 

66/3  ± 129/0 c 

15/5  ± 098/0  b 

79/3  ± 003/0 b 

05/4  ± 046/0  b 

6/37  ± 23/0 b 

11/49  ± 17/0 b 

25/49  ± 086/0  c 

85/61  ± 086/0  b 

600 
- 

+ 

67/6  ± 098/0  f 

72/8  ± 046/0  d 

15/3  ± 014/0  d 

72/3  ± 187/0 c 

85/2  ± 032/0 d 

4/3  ± 138/0  c 

2/26  ± 46/0 d 

15/38  ± 49/0  c 

40 ± 28/0 d 

2/49  ± 17/0 c 

 اساس آزمون دانکن است.درصد بر 5دار در سطح احتمال اختلاف معنیدهنده عدمحروف مشابه نشان

 

گیاهان  تواند محتوای کلروفیل بالاتر درمیکوریز باشد که می

 ,.Giri et al., 2003; Andrade et al) کندیید أمیکوریزی را ت

 تحتن گیاهای در فتوسنتزی هاهنگیزان رکاهش میز .(2008

همچنین  تیو باشد.اکسیدا هایسیبآلیل دند بهاتومی مسر تیما

و فیل وحل مختلف سنتز کلراندگی مرزدارثر بادر این کاهش ا

( و نیز مربوط Hegedus et al., 2001ی )تنوئیدرکای هاهنگیزر

های دخیل در سنتز کلروفیل و یا تجزیه به توقف عمل آنزیم

ندگی زدارین با باسنگت افلز. (Yruela, 2005) استکلروفیل 

نویسی روسطح در  LHCIIکمپلکس  هایتئینوبیوسنتز پر

تنوئیدها نقش روکا .مختل مینمایندرا ین کمپلکس ا تشکیل

بین از ند به همین علت دارتیو اکسیدابر تنش ابردر حفاظتی 

 در ها هنگیزرین ا .(Tziveleka et al., 1999) ندرومی

سمی ات ثراباعث کاهش و د ندارفیل نقش ویی کلرزداسمیت

  شوند. میآزاد  هایلیکاراد

های گیاهان میکوریزی در  کل محتوای پروتئین در برگ

( که با 6مقایسه با گیاهان غیرمیکوریزی بالاتر بود )جدول 

 (. Andrade et al., 2008)نتایج سایر محققان مطابقت دارد 

در  الگوهای متفاوت فیزیولوژیکی و بیان پروتئین قبلاً

 Ouziad etگیاهان میکوریزی در پاسخ به مواجهه با فلزات )

al., 2005; Hildebrandt et al., 2007های  ( یا تحت سایر تنش

( گزارش شده است. Sannazzaro et al., 2007زیستی )غیر

شدن های جدید توسط فرآیند میکوریزی تحریک سنتز پروتئین

گیاهان میکوریزی که در هایی  و تغییرات مشخص در بیان ژن

های  ممکن است توضیحی برای مشاهده غلظت دهد رخ می

 Recorbet) های پسته میکوریزی باشند بالای پروتئین در برگ

et al., 2013.) های دخیل در  کننده پروتئینهای کد القای ژن

تحمل فلزات سنگین در گیاهان میکوریزی توسط 

Hildebrandt  ست و این امر گزارش شده ا (2007)و همکاران

ممکن است در ارتقای میزان تحمل فلزات در گیاهان 

 .میکوریزی نقش داشته باشد

های مهم درگیر در حفظ آب پرولین یکی از اسمولیت

ها به گیاهان برای ست. تجمع پرولین و سایر اسمولیتا بافتها

کند حفظ پتانسیل آبی سلولی در محلول خاک کمک می

(Hashem et al., 2014 .) در مطالعه حاضر افزایش تجمع

های گیاهان پسته میکوریزی و  در برگ Cuعلت تنش پرولین به

میکوریزی مشهود بود ولی در گیاهان پسته میکوریزی غیر

. بر همین (7جدول ) تر بودداری پایینطور معنیمقدار آن به

در خاک بیانگر  Cuاساس، تجمع بالای پرولین در پاسخ به 

یعنی  است Cuآمینه در شرایط تنش این اسیدزدایی  نقش سم

به شمار  Cuشده توسط که محل تجمع بالای پرولین القا جایی

رود. پیش از این نیز مشاهده شده بود که پرولین در گیاهان  می

یابد که این امر بر  تحت شرایط تنش فلزات سنگین تجمع می

 Sharmaوجود نقش تنظیمی یا محافظتی پرولین دلالت دارد )

and Dietz, 2006; Fariduddin et al., 2009 یکی از .)
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 ،مول بر گرم وزن تر(های مختلف مس بر مالون دآلدئید )نانوبدون میکوریز( و غلظت –اثر تیمار میکوریز )+ دارای میکوریز و  -7جدول 

فاکتور انتقال  ،گرم بر گرم وزن تر(کیبات فنلی )میلیتر ،(رگرم بر گرم وزن تپرولین )میلی ،مول بر گرم وزن تر(هیدروژن پراکسید )میکرو

(TF) ( و فاکتور تجمع زیستیBCF) 

CuNO3 

(mg/L) 

وضعیت 

 میکوریزی
 مالون دآلدئید

هیدروژن 

 پراکسید
 TF BCF ترکیبات فنلی پرولین

0 
- 

+ 

56/0  ± 0057/0 b 

28/0  ± 07/0 d 

3/0 ± 0057/0 e 

09/0 ± 0057/0 f 

63/0 ± 0057/0 d 

29/0 ± 0057/0 f 

33/0 ± 0057/0 f 

39/0 ± .12/0 e 

86/0 ± 012/0 a 

48/0 ± 006/0 d 

1/2 ± 43/0 abc 

6/1 ± 36/0 c 

300 
- 

+ 

63/0 ± 012/0 b 

4/0 ± 12/0 c 

6/0 ± 0057/0 c 

4/0 ± 0057/0 d 

71/0 ± 0057/0 c 

34/0 ± 0057/0 e 

59/0 ± 014/0 d 

66/0 ± 012/0  c 

56/0 ± 012/0  c 

40/0 ± 024/0  e 

73/2 ± 11/0 a 

78/1 ± 12/0 b 

600 
- 

+ 

88/0 ± 06/0 a 

6/0 ± 0057/0  b 

2/1 ± 0057/0 a 

8/0 ± 0057/0 b 

42/2 ± 0057/0 a 

09/1 ± 0057/0 b 

15/1 ± 0057/0 b 

25/1 ± 0057/0 a 

60/0 ± 009/0  b 

28/0 ± 006/0  f 

93/2 ± 54/0 a 

55/1 ± 06/0 b 

 اساس آزمون دانکن است.درصد بر 5دار در سطح احتمال اختلاف معنیدهنده عدمحروف مشابه نشان

 

های آزاد  لین کاهش سطح رادیکالهای پیشنهادی پرو نقش

های دیگری مانند  شده در اثر سمیت مشابه نقش مولکولتولید

. بر همین استتوکوفرول یا آلفااسید گلوتاتیون، آسکوربیک 

عنوان یک شاخص مناسب شود که پرولین به اساس پیشنهاد می

 محسوب شود. Cuبرای سمیت 

و  MDA و تولید ، پراکسیداسیون لیپیدمستحت تنش 

H2O2 گردد. در مطالعه حاضر،  نتیجه تنش اکسیداتیو آغاز میدر

 گرفتن درقرار حتی پس از H2O2و  MDAافزایش محتوی 

افزایش  .(7جدول ) قابل توجه بود پایین نیز مسمعرض 

MDA های پسته نشانه وجود تنش  شده در برگمشاهده

ث اضافی باع Cuاکسیداتیو است. گزارشات نشان دادند که 

 ,.Ahmed et alشود ) افزایش فعالیت آنزیم لیپواکسیژنازی می

کند و  ( که فرآیند پراکسیداسیون لیپیدها را کاتالیز می2010

. کاهش رشد گیاهان است MDAمشخصه آن افزایش سطح 

های فراساختاری و  دنبال سمیت با فلزات سنگین با آسیببه

مرتبط است. تغییرات فیزیولوژیکی ناشی از تنش اکسیداتیو 

 ROSتواند منجر به افزایش تولید  چنین شرایط تنش سلولی می

گردد  ها ناپذیر به ماکرومولکول های برگشت  آسیب و متعاقباً

(Lombardi and Sebadtiani, 2005) همچنین پیشنهاد شده .

ممکن است  Cuدلیل سمیت به ROSاست که تولید 

ده و تغییراتی را در هایی به غشاهای تیلاکوئیدی وارد کر آسیب

 Lombardi andزنجیره انتقال الکترون ایجاد نماید )

Sebadtiani, 2005ها ممکن است کاهش قابل توجه  (. این یافته

میکوریزی و بهبود آن محتوای کلروفیل برگ گیاهان پسته غیر

 در گیاهان میکوریزی را توجیه نمایند.

میزان اساس نتایج این پژوهش با افزایش تنش مس بر

 جدول) دهد داری افزایش نشان میطور معنیترکیبات فنلی به

طور که این افزایش ترکیبات فنلی در شرایط میکوریزی به (7

 میکوریزی بالاتر بود.داری نسبت به وضعیت غیرمعنی

افزایش فنل در گیاهان میکوریزی در این پژوهش با نتایج 

 باقلا ،(Alqarawi et al., 2014)سایر محققین در گیاهان افدرا 

(Hashem et al., 2014،) آفتابگردان (Abd-allah et al., 

 Erica andevalensis ،(Dudjak et al., 2004) جو ،(2014

(Marquez-Garcia et al., 2012و ) ( شاهدانهAhmad et al., 

 مشابهت دارد. (2015

ترکیبات فنلی تنش اکسیداتیو را اصلاح کرده و پایداری 

 گردنددهند که منجر به حفظ رشد گیاه میافزایش می غشا را

(Khattab, 2007قرار .)زا باعث گرفتن در معرض شرایط تنش

های درگیر در بیوسنتز ترکیبات فنلی از بالا فعالیت آنزیم تنظیم

های سمی و رشد بهتر گیاه ثر رادیکالؤشده و منجر به حذف م

توسط  ROSفتن ر(. از بینWada et al., 2014گردد )می

 PODو SOD ،CAT ، APXاکسیدانی مانند  های آنتی آنزیم
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(، Aهای کاتالاز )فعالیت آنزیمهای مختلف مس بر بدون میکوریز( و غلظت NMدارای میکوریز و  Mاثر تیمار میکوریز ) -1شکل 

 گرم پروتئین( بر حسب واحد بر میلیD( و آسکوربات پراکسیداز )C(، پراکسیداز )Bموتاز )دس سوپراکسید

 

 Cuگیرد. در مطالعه حاضر، تیمار گیاهان پسته با صورت می

که ( 2شکل )ها گردید  منجر به افزایش فعالیت این آنزیم

اکسیدانی باشد  تواند نشانه شروع سیستم دفاع آنتی می

(Marquez-Garcia and Cordoba, 2010 .)این،  علاوه بر

در گیاهان میکوریزی و در  PODو  SOD ،APXهای  آنزیم

فعالیت بیشتری را در مقایسه با گیاهان  Cuحضور مقادیر سمی 

در گیاهان  CATدادند در حالی که  غیرمیکوریزی نشان 

 .(D ،C ،B ،A 2شکل )میکوریزی فعالیت کمتری نشان داد 

SODاکسیدانی است که در فرآیند دفاع  ی، یک آنزیم آنت

 ,.Sharma et al) کند نقش مهمی را ایفا می ROSسلولی علیه 

را در  H2O2ترین آنزیمی است که میزان  مهم CATو  (2012

 استطور خاص مخرب غشا به Cuدهد.  ها کاهش می سلول

(Ahmed et al., 2010 و تحریک فعالیت )SOD  در گیاهان

بیانگر نقش محافظتی آن در برابر  Cuبا  شدهمیکوریزی تیمار

به آب نقش  H2O2که در تبدیل  APX. استهای غشایی  آسیب

دارد، در اجزای مختلف سلولی نظیر سیتوزول و پلاستیدها 

لازم برای  ROSدر تنظیم دقیق میزان  شود و احتمالاً یافت می

در  APXکند. بنابراین، افزایش فعالیت  رسانی مشارکت می پیام

بوده است.  H2O2بیانگر افزایش تولید  Cuشده با گیاهان تیمار

 پراکسیداز، H2O2پاکسازی   افزایش قابل توجه فعالیت آنزیم

(POD) میکوریزی و در گیاهان غیر، همزمان با افزایش مس

با ه شدن تلقیحیشه گیاهار در(. 2شکل )مشاهده شد میکوریزی 

ی یسههارخل در دا مسنباشتن فلز ا دلیلبه G.mosseaeقارچ 

نتیجه گیاهان و در یابدافزایش می H2O2تولید  ،چیرقا

 POD یمنزآفعالیت  بیشتر H2O2دلیل داشتن میکوریزی به

است که در پژوهش سایر محققین نیز این مورد  شدیدتر

 Ling-Zhi et al., 2011; Malekzadeh et) گزارش شده است

al., 2012; Alqarawi et al., 2014). 

از سلول گیاهی در  PODرسد که افزایش سطوح نظر میبه

کند، که به گیاه برای می اکسیداسیون رادیکال آزاد محافظت برابر
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  (.Sai Kachout, 2010زا کمک خواهد کرد )انطباق با عوامل تنش

 افزایش با که دهدمی نشان شدهمحاسبه (TF)انتقال  فاکتور

 گیاهان میکوریزی و  فاکتور انتقال در خاک در مس غلظت

( که البته در 7 دهد )جدولمیکوریزی افزایش نشان میغیر

از  ترداری پایینطور معنیگیاهان میکوریزی فاکتور انتقال به

شده توسط های انجاممیکوریزی بود. در پژوهشغیرگیاهان 

سایر محققین نیز روی جذب فلزات سنگین توسط گیاه شبدر 

برابر کمتر از  20تا  10اهان میکوریزی سفید این فاکتور در گی

 ,.Madani et al) میکوریزی گزارش شده استگیاهان غیر

شامل  ی مقاومتی گیاهان به فلزات سنگینها(. مکانیسم2013

دو استراتژی ممانعت از جذب و یا تجمع فلز در اندام گیاه 

طوری که در استراتژی تجمع (. بهZou and Song, 2004است )

(TF≥1) فلز را به اندام هوایی منقل  گیاه مقادیر بالاتری از 

شود و در کند و تنها مقادیر ناچیزی در ریشه ذخیره میمی

مقادیر بالاتری از فلز در  (TF≤1)استراتژی ممانعت از جذب 

(. نتایج حاصل از این Sun et al., 2009شود )ریشه ذخیره می

تأثیر  از نظر است. صرفTF≤1 آزمایش نشان داد که در پسته 

 به کاهش انتقال و فلز کردنکمپلکس در قارچی ساختارهای

 انتقال کاهش دلیلی برای توانندمی دیگری عوامل هوایی بخش

 به Cu انتقال کاهش برای توانکه می دلایلی از یکی .باشند فلز

 به فلز انتقال که این به توجه با کرد بیان هوایی گیاهان بخش

 و عامل گیردمی صورت چوبی آوندهای قطری از اندام هوایی

 آب پتانسیل و شیب هیدروستاتیک شیب آوندها، این در انتقال

 ،Cu غلظت افزایش اثر در رشد گیاهان کاهش با بنابراین است،

 نیز آوندها این در انتقال میزان و کاهش و تعرق تبخیر میزان

 هتوج با .(Kholdbryn and Islamzadeh, 2002) یابدکاهش می

تولید  فتوسنتز، شدت بر سنگین فلز اثر بازدارنده به

 مواد انتقال این میزان آن تبع به و یابدمی کاهش هاکربوهیدرات

 هادیگر کربوهیدرات طرف از د. شویم کم نیز هاریشه در

 میزان کاهش با هستند، بنابراین تنفس برای اصلی سوبسترای

 قارچ حتی و هاریشه ها برایکربوهیدرات تأمین فتوسنتز

 Amanifar) یابدمی کاهش آنها و تنفس شده محدود همزیست

et al., 2010) . 

 نحوه کرد مطرح توانمی فلز جذب در مورد که دیگری بعد

شیب  اختلاف یک که زمانی تا .است هاریشه به فلز جذب

 پدیده با Cu باشد، حاکم هاریشه بیرون و درون میان فلز غلظت

 شودمی هاریشه وارد شیب غلظت جهت در و غیرفعال جذب

 شکل به عمدتاً جذب ریشه، داخل Cu غلظت افزایش با ولی

 .کرد خواهد ادامه پیدا فعال

 و گرفته انجام انرژی بامصرف فعال جذب که این به توجه با

 Cu غلظت افزایش با است، گیاه های متابولیکیفعالیت به وابسته

  کاهش و گیاهی هایسلول مسمومیت آن تبعو به خاک

 خاک از محلول Cu جذب کلی، طوربه متابولیکی، هایفعالیت

 این زمینه، در دیگر مطرح مکانیسم. یابدمی کاهش هاریشه به

 است آغشتگی میکوریزی واسطهبه گیاه فنولیک سیستم تحریک

 این. شوندتشکیل می گلوتاتیون مثل هاییتیول نتیجه،در که

 با و ارتباط دارند هافیتوکلاتین با ختاریسا نظر از هاترکیب

 بروز مسمویت از ممانعت بر علاوه سنگین فلز با پیوند تشکیل

 و طریق جذب از نیز آلوده هایخاک زداییسمیت در گیاه، در

کنند ایفا می مهمی نقش گیاه، در سنگین فلزات بالای تجمع

(Marquez et al., 2007). فاکتور تجمع زیستی (BCF ) 

های ها در گیاهان در مقایسه با غلظتدهنده غلظت آلایندهشانن

اساس مطالعه . بر(Wang et al., 2013) محیطی استزیست

دار فاکتور تجمع زیستی در گرفته مشخص شد که مقانجام

 تر از گیاهان داری پایینطور معنیمیکوریزی به گیاهان

 به بستگی گیاه در عنصر تجمع .(7 میکوریزی است )جدولغیر

 فلزات متقابل اثرات و گیاهی و اندام گونه گیاه، هایویژگی

 در گیاه توانایی دهندهنشان این فاکتور دارد آنها سمیت و سنگین

 .است گیاه کشتمحیط در آن به غلظت نسبت خاص فلز تجمع

 انتقال و جذب برای مناسبی توانایی گیاه BCF≥1میزان اگر

بنابراین  .بودBCF≥1 و  TF≤1 پستهدارد. از آنجا که در  عنصر

 نتایج باشد. مس (phytostabilizer) کنندهتثبیت تواندمیپسته 

 بادام گیاه در شدهانجام نتایج بررسی با حاضر پژوهش از حاصل

   (.Nareshkumar et al., 2015) دارد مطابقت زمینی
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  میکوریزی و گیری میان گیاهان پستههای چشم تفاوت

در خاک مشاهده  Cuمیکوریزی در پاسخ به افزایش میزان غیر

در گیاهان  Cuشده توسط اکسیدانی القا های آنتی گردید. آنزیم

مرتبط بوده و تجمع پرولین و افزایش  G. mosseaeبا  عمدتاً

در گیاهان  Cuبارزترین پاسخ به افزایش  MDAسطح 

عه حاضر آید. همچنین در مطال شمار میغیرمیکوریزی به

 ، گیاهان پستهCuمشخص شد که در شرایط غلظت بالای 

ویژه بخش کمتری را در ریشه و به Cuمیکوریزی غلظت 

از  G. mosseaeشده با دهند و گیاهان تلقیح هوایی نشان می

قادر  G. mosseaeاین،  رشد بهتری برخوردار بودند. علاوه بر

ان پسته در آمد با گیاهبه حفظ یک همزیستی میکوریزی کار

بود که نه تنها رشد گیاه را تحریک  Cuشرایط تنش متوسط 

نمود بلکه باعث افزایش محتوای کلروفیل، قند، پروتئین، تجمع 

گردید که همگی گویای فعالیت  ها و فسفر گیاه نیز اسمولیت

کنند  های سودمندی در این راستا هستند و پیشنهاد می مکانیسم

تواند به گیاهان پسته برای مقابله با  که این ارتباط همزیستی می

بالا در خاک کمک نماید. لازم به ذکر است که  Cuاثرات 

 اکسیدانی دیگری نیز ممکن است در  های آنتی سیستم

 یندهنقش داشته باشند و بایستی در مطالعات آ Cuزدایی سمیت

 مورد توجه قرار گیرند. 
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Abstract 

 

One of the most suitable methods for reducing the effects of copper (Cu) stress is the use of mycorrhizal fungus. This 

research was conducted to study the effect of Glomus mosseae mycorrhizal fungus on growth and some physiological 

parameters of pistachio (Pistacia vera) in response to increasing soil Cu concentration. The experiment was carried out 

as factorial in a completely randomized design with three levels of Cu (0, 300, 600 mg/L CuNO3) and two levels of 

mycorrhizal inoculation (inoculated and non-inoculated). According to the results, the mycorrhizal colonization 

percentage was significantly higher in the control tcompared to the Cu treatments. In all plants treated with Cu, the 

length and dry weight of the roots and shoots of mycorrhizal plants were higher than non-mycorrhizal plants. Cu stress 

also reduced the content of chlorophyll a and b, carotenoids, total protein, phosphorus concentration, total sugars, 

proline and phenolic compounds, but mycorrhizal symbiosis led to significant increase of these parameters. Cu stress 

increased the peroxidation of lipids, malondialdehyde (MDA), hydrogen peroxide (H2O2), peroxidase (POD), ascorbate 

peroxidase (APX) and superoxide dismutase (SOD) in all plants. However, the levels of MDA, H2O2 and catalase 

(CAT) in mycorrhizal plants were significantly lower than non-mycorrhizal plants. According to the results the amount 

of Cu transferred from roots to stems (Translocated Factor) in pistachio ,regardless of mycorrhizal colonization, was 

less than one (TF≤1) and the Biococentration factor  was greater than one (BCF ≥ 1), so pistachio can be a Cu stabilizer 

and symbiosis with Glomus mosseae caused the accumulation of more Cu in the roots. 

 

Keywords: Heavy metal, Symbiosis, Oxidative stress, Translocation factor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Corresponding author, Email: a_vaziri@pnu.ac.ir 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
22

72
7.

13
99

.9
.3

8.
4.

1 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ji

sp
p.

iu
t.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
7-

16
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            19 / 19

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23222727.1399.9.38.4.1
https://jispp.iut.ac.ir/article-1-1140-fa.html
http://www.tcpdf.org

