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 هاي فستوكا تلقيح شده با قارچالقاء مكانيسم دفاعي آنتي اكسيدان در گياهچه

 Glomus intraradices تحت تنش سميت نيكل 

  

  مجيد شريفي تهراني و معصومه رفيعي دمنه، ليلا شباني
 گروه زيست شناسي، دانشكده علوم، دانشگاه شهركرد، شهركرد

  )17/6/1392 ؛ تاريخ پذيرش:28/04/1392(تاريخ دريافت: 

  

  

  :چكيده
شود. گياهان براي تعديل اين تنش هاي اكسيژن فعال منجر ميتنش فلزات سنگين در گياهان به ايجاد تنش اكسيداتيو و توليد گونه

گيرند. در اين مطالعه نقش قارچ ميكوريز هاي آنتي اكسيدان را در پيش ميدفاع آنتي اكسيداتيو از جمله افزايش فعاليت آنزيم

 هاي رشد و فعاليت آنزيمهاي همزيست با گياه بر برخي شاخصبه عنوان يكي از ميكروارگانيسم Glomus intraradicesبسكولار آر

هاي فستوكا به دو حالت آلوده به قارچ هاي آنتي اكسيدان تحت تنش سميت فلز سنگين نيكل بررسي شد. در اين آزمايش گياهچه

)M
ميلي گرم در كيلوگرم) در خاك استريل به مدت سه ماه كشت  180و  90، 30، 0طت نيكل (غل 4) تحت -M) و عاري از آن (+

هاي رشد در كاهش وزن تر و طول اندام هوايي شد در حالي كه اين شاخص باعث تيمار نيكلنتايج آزمايش نشان داد كه داده شد. 

Mي هاي فستوكاگياهچه
نيكل شاخص نشت الكتروليتي غشاء افزايش يافت و مقدار  آنها بود. با افزايش غلظت -Mبيشتر از انواع  +

Mهاي فستوكا آن در گياهچه
Mبيشتر از گياهان  -

هاي آنتي اكسيدان گيري ميزان فعاليت آنزيمبود. همچنين نتايج حاصل از اندازه +

ن ردوكتاز در شرايط سميت نيكل هاي كاتالاز، گاياكول پراكسيداز و گلوتاتيونشان داد حضور قارچ، سبب افزايش فعاليت آنزيم

هاي آسكوربات پراكسيداز و سوپراكسيد ديسموتاز نداشت. حضور قارچ همچنين بر فعاليت آنزيم شد اما تأثيري بر فعاليت آنزيم

تقويت سيستم آنتي باعث هاي فستوكا در گياهچه Glomus intraradicesگلوتاتيون اس ترانسفراز اثر منفي داشت. حضور قارچ 

  .كاهش داد نيكل را در اين گياهچه ها سميتمنفي  هايهمچنين اثر سيدن شده واك

  

  .آنزيم آنتي اكسيدان، فسكيوي بلند، قارچ ميكوريز آربسكولار، نيكلواژه هاي كليدي: 

  

  مقدمه: 

هاي خاك هاي ميكوريز آربسكولار ميكروارگانيسمقارچ

 قرار ميهستند كه همزيستي دو طرفه با اكثر گياهان عالي بر

در همه نوع آب و  كنند. همزيستي ميكوريز آربسكولار تقريباً

هاي مختل شده و مشتق شده از ها از جمله خاكهوا و بوم

 .)Enkhtuya et al., 2000(دهد هاي معدني رخ ميفعاليت

ها با كورتكس ريشه گياهان و كلونيزاسيون اين قارچ

هاي شهها، باعث گسترش ريتوسعه ميسليوم خارجي آن

شود و جذب عناصر پرنياز هاي اطراف ميگياه به خاك

(مثل نيتروژن و فسفر) و كم نياز (مثل مس و روي) را 

. به عبارت )Smith and Read, 2008(دهد افزايش مي

ديگر تحت شرايط سطوح بالاي فلزات ضروري، يا در 
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هاي ميكوريز ها، قارچهاي سمي آنحضور غلظت

ميت فلزات را در گياهان تعديل كنند آربسكولار قادرند س

)Leyval et al., 2002(با وجود نقش مهمي كه اين قارچ . 

كنند، تاكنون ها در ارتباط گياه با محيط خاك ايفا مي

هاي سلولي كه سميت هاي اندكي بر درك مكانيسمگزارش

كنند ارائه شده است فلزات سنگين را در گياه كنترل مي

)Göhre and Paszkowski, 2006; Hildebrandt et al., 

2007; Gonzalez-Guerrero et al., 2009.( هاي در غلظت

بالاي فلزات سنگين در خاك، قارچ ميكوريز آربسكولار 

برد. هايي براي غير متحرك كردن فلزات به كار ميراهكار

اين راهكارها شامل رسوب به همراه پلي فسفات در خاك، 

ره سلولي قارچ و كلات كردن جذب فلزات سنگين در ديوا

غير محلول گلومالين و  آن در قارچ، ترشح گليكوپروتئين

اتصال آن به فلزات سنگين در خاك، اتصال فلزات سنگين 

به كيتين در ديواره سلولي قارچ و كاهش غلظت آن در 

  .)Göhre and Paszkowski, 2006(خاك هستند 

هان است و نيكل يكي از عناصر ضروري كم نياز براي گيا

نقش آن در رشد و به ويژه فعاليت آنزيم اوره آز به اثبات 

رسيده است. اما نيكل به عنوان يك فلز سنگين به ويژه در 

شود هاي بالا موجب بروز تنش اكسيداتيو ميغلظت

)Woźniak and Błasiak, 2002(ها در . قرارگيري سلول

ن هاي اكسيژن فعال منجر به پراكسيداسيومعرض گونه

، ها، بازدارندگي رشد گياهليپيد، تغيير ساختار غشاي سلول

هاي بيولوژيكي، نشت يون و در هم نابودي ماكرومولكول

. )Quartacci et al., 2001(شود مي DNAگسيختن رشته 

هاي اكسيژن فعال در هاي پاكروبي گونهيكي از مكانيسم

ز ها از جمله سوپراكسيد ديسموتاگياهان، فعاليت آنزيم

)SOD) كاتالاز ،(CAT) آسكوربات پراكسيداز ،(APX و (

 Schützendübel and( ) استGRگلوتاتيون ردوكتاز (

Polle, 2002(.  سوپراكسيد ديسموتاز ديسموتاسيون دو

كند، مولكول سوپراكسيد را به آب و اكسيژن كاتاليز مي

كند، آسكوربات كاتالاز در رفع پراكسيد هيدروژن دخالت مي

داز با كمك آسكوربات به عنوان دهنده الكترون پراكسي

و  ،)Asada, 1992(كند پراكسيد هيدروژن را به آب احيا مي

گلوتاتيون ردوكتاز در كنترل دروني پراكسيد هيدروژن از 

طريق چرخه اكسيد و ردوكتاز كه گلوتاتيون و آسكوربات 

. )Smith et al., 1989(كند در آن دخيل اند نقش ايفا مي

) در سم زدايي مواد GSTم گلوتاتيون اس ترانسفراز (آنزي

داخلي (متابوليت هاي داخل سلولي) و خارجي (داروها، 

حشره كش ها و فلزات سنگين) از طريق تشكيل كانجوگه 

  .)Hayes and Pulford, 1995(گلوتاتيون دخالت دارد 

 فلزات سنگينتاكنون تحقيقات زيادي در زمينه تأثير تنش 

 گياهان صورت گرفتهيستم آنتي اكسيدان فعاليت س بر

)Abdel Latef, 2011; Ahmed et al., 2010( ،ولي اثر 

به سميت  گياهانپاسخ آنتي اكسيداني  برقارچ ميكوريز 

است. آلودگي  فلزات سنگين كمتر مورد توجه قرار گرفته

هاي مرتعي و كشاورزي با فلزات  روبه افزايش زمين

هاي  ي احتمالي پوششها سنگين، لزوم بررسي آسيب

هاي افزايش مقاومت آنها را در برابر  گياهي اين مناطق و راه

كند. لذا در اين  فلزات سنگين براي ما آشكار مي  تنش

بر  Glomus intraradicesپژوهش نقش همزيستي قارچ 

كاهش اثرات سميت نيكل در گياه فسكيوي بلند با تاكيد بر 

  گردد.ررسي ميفعاليت آنزيم هاي آنتي اكسيدان ب

  

  هامواد و روش

پس از ضدعفوني  كشت بذر و اعمال تيمار به خاك:

، به vigorرقم  Festuca arundinaceaeبذرهاي گياه 

هاي منظور جوانه زني به ظروف پتري منتقل شدند. بذر

هاي حاوي ماسه استريل كاشته شد و جوانه زده در گلدان

(تهيه شده از  Glomus intraradicesقارچ از مايه تلقيح 

هاي براي تلقيح بذرشركت زيست فناور توران، سمنان) 

ها به دو صورت بدون قارچ فستوكا استفاده گرديد. گياهچه

ميلي  180و  90، 30هاي كنترل، و تلقيح با قارچ با غلظت

ها با گرم در كيلوگرم نيكل تيمار شدند. انتخاب اين غلظت

كننده سميت نيكل در هاي معمول و ايجاد  توجه به غلظت

 ).Khalid and Tinsley, 1980گياهان مشابه صورت گرفت (

 شدندنگهداري شده  در شرايط كنترلدر گلخانه ها گلدان

ها جهت بررسي وزن تر و طول و پس از سه ماه گياهچه
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درصد نشت الكتروليتي غشاء و ميزان فعاليت  ،اندام هوايي

سوپراكسيد ديسموتاز، هاي آنتي اكسيدان (كاتالاز، آنزيم

آسكوربات پراكسيداز، گاياكول پراكسيداز، گلوتاتيون 

  ردوكتاز و گلوتاتيون اس ترانسفراز) برداشت شدند.

ها شسته  ابتدا نمونه: سنجش صفات مورفولوژيكي

شده و رطوبت اضافي آن با كاغذ صافي گرفته شد. وزن 

قه بر ها از محل طوتر اندام هوايي گياهان پس از قطع ريشه

حسب گرم اندازه گيري شد. متوسط طول اندام هوايي از 

هاي مختلف با خط ها در تيمار محل طوقه تا نوك برگ

  متر گزارش شد. كش اندازه گيري و بر حسب سانتي

از بافت  گرم 1/0مقدار :درصد نشت الكتروليتي غشا

ش يبرگ از هرتكرار را به دقت شسته و سپس در لوله آزما

ر قرار داده يتر آب دوبار تقطيلي ليم 5توي درپوش دار مح

ساعت در دماي اتاق قرار داده  5/1ها به مدت ن لولهيشد. ا

متر  ECكي آنها با استفاده از يت الكتريشدند. هدا

(CONSORT C933) از آن به مدت  پسري شد. ياندازه گ

گراد در حمام آب گرم يدرجه سانت 95قه در دماي يدق 20

دور  قه دريدق 3به مدت  هها سرد شدنهقرار گرفتند. نمو

g1500 ت يفوژ شدند و دو مرتبه هدايدر دماي اتاق سانتر

كي يت الكتريري شد. درصد هدايكي آنها اندازه گيالكتر

ت يهدا EC2و  EC1. شدر محاسبه يمطابق رابطه ز

هستند دن يب قبل و بعد از جوشيها به ترتكي محلوليالكتر

)Hara, 2010(. 

×10 EC1  
EC =  

EC2  
 1/0به منظور استخراج آنزيم  تهيه عصاره آنزيمي:

هاي شاهد و تحت تيمار در  گرم از بافت تازه برگ گياهچه

گيري  ميلي ليتر محلول بافر عصاره 5/1هاون چيني حاوي 

هاي حاصل سائيده شد. عصاره =pH 8/7سالين فسفات با 

درجه  4در دماي  rpm 13000دقيقه و با دور  20به مدت 

گراد سانتريفوژ شدند. از محلول رويي جهت  سانتي

  اكسيدان استفاده گرديد. هاي آنتي گيري فعاليت آنزيم اندازه

به منظور  هاي آنتي اكسيدان:سنجش فعاليت آنزيم

ميكروليتر از عصاره  50تعيين فعاليت آنزيم كاتالاز مقدار 

 mM10حاوي  ميكروليتر از محلول واكنش 950آنزيمي با 

مخلوط گرديد و منحني كاهش  PBSآب اكسيژنه در بافر 

ثانيه رسم  120نانومتر در مدت  240جذب در طول موج 

گرديد. يك واحد از فعاليت آنزيم كاتالاز بر اساس سرعت 

بيان  C 25° آب اكسيژنه در دماي µmol min-11مصرف 

  .)Aebi et al., 1983(گرديد

به روش سيد ديسموتاز سوپراكسنجش فعاليت آنزيم 

Beyer  وFridovich )1987 صورت گرفت. يك ميلي ليتر (

ميلي مولار  50مخلوط واكنش شامل بافر فسفات پتاسيم 

)8/7pH=) ميلي مولار)، تريتون  9/9)، متيونينX-100 

ميكرو مولار) و  57درصد)، نيتروبلوتترازوليوم ( 025/0(

ميكروليتر  10مراه ه ميكروليتر عصاره آنزيمي به 20

درصد) در لوله آزمايش ريخته شد.  004/0ريبووفلاوين (

دقيقه در يك محفظه داراي دو  7مخلوط حاصل به مدت 

وات قرار داده شد. افزايش در جذب  20لامپ فلورسنت 

نانومتر  560به واسطه تشكيل فورمازان در طول موج 

خوانش شد. طبق شرايط توصيف شده افزايش در جذب 

درصد در نظر  100بدون عصاره آنزيمي معادل در نمونه 

گرفته شدو فعاليت آنزيم با تعيين درصد ممانعت در دقيقه 

واحد  1درصد ممانعت معادل با  50محاسبه گرديد. 

  فعاليت آنزيم در نظر گرفته شد.

گيري آنزيم گاياكول  مخلوط واكنش براي اندازه

 3) حاوي Kao )1999و  Linپراكسيداز مطابق با روش 

 7pH=  ،35/3مولار با  ميلي 50ميلي ليتر بافر فسفات 

ميكروليتر پراكسيد  51/4مولار و  ميلي 9ميكروليتر گاياكول 

ميكروليتر عصاره آنزيمي در  50مولار و  ميلي 19هيدروژن 

 470كوت مخلوط شد. كينتيك جذب در طول موج 

دقيقه  1نانومتر در دستگاه اسپكتروفوتومتر در طول 

گيري شد. يك واحد فعاليت آنزيم گاياكول  اندازه

 1پراكسيداز به عنوان مقدار آنزيمي كه باعث تشكيل 

  ميكرومولار تتراگاياكول در دقيقه مي شود، تعريف شد.

از طريق كاهش  فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز

اندازه گيري شد. ثانيه  60نانومتر به مدت  290در جذب 

ميكروليتر بافر فسفات  625 مخلوط سنجش شده حاوي
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 50اسيد،  ميكروليتر آسكوربيك EDTA ،175حاوي 

ميكروليتر  100و  BSAميكروليتر  H2O2 ،50ميكروليتر 

  . )Nakano and Asada, 1987(عصاره آنزيمي است 

گيري فعاليت آنزيم  مخلوط واكنش براي اندازه

 Halliwellو  Foyerگلوتاتيون ردوكتاز مطابق با روش 

 100ميكروليتر بافر پتاسيم فسفات ( 250اوي ) ح1976(

ميكروليتر گلوتاتيون اكسيد شده  8/7pH= ،(50ميلي مولار،

ميلي مولار)  1( NADPHميكروليتر  120ميلي مولار)،  10(

ميكروليتر آب مقطر است. به مخلوط واكنش  480و 

ميكروليتر عصاره آنزيمي افزوده و مصرف  100حاصل 

NADPH نانومتر در  340طول موج  در يك دقيقه در

  دستگاه اسپكتروفتومتر كينتيك خوانش شد. 

فعاليت آنزيم گلوتاتيون اس ترانسفراز مطابق با روش 

Carmagnol )1981(  اندازه گيري شد. به اين صورت كه

نانومتر ناشي از اكسيداسيون  340منحني كاهش جذب در 

 دقيقه رسم گرديد. مخلوط واكنش 5گلوتاتيون در مدت 

ميلي مولار بافر فسفات  100براي اندازه گيري حاوي 

ميلي  30ميلي مولار گلوتاتيون،  pH ،(75=5/6سديم (

) در اتانول CDNBدي نيترو بنزن ( - 4و2كلرو  -1مولار 

ميكروليتر عصاره آنزيمي شروع  200بود. واكنش با افزودن 

  شد. 

اين آزمايش به صورت  تجزيه و تحليل آماري:

تكرار اجرا  3قالب طرح كاملا تصادفي در  فاكتوريل در

و  90، 30غلظت نيكل (كنترل،  4گرديد. در اين حالت 

) و دو حالت قارچ (با و بدون ميكوريز) به عنوان 180

ها در نظر گرفته شد. تجزيه و تحليل آماري با فاكتور

انجام گرفت و  MSTATCو  SASاستفاده از نرم افزار 

تفاده از آزمون حداقل تفاوت معني ها با اسمقايسه ميانگين

  ) مشخص شد.LSD( )05/0<Pدار (

  

  نتايج: 

هر كدام به طور  G. intraradicesتأثير نيكل و قارچ 

جداگانه بر وزن تر و طول اندام هوايي معني دار بود. نتايج 

نشان داد كه تيمار نيكل باعث كاهش وزن تر و طول اندام 

افزايش غلظت نيكل در  هاي فستوكا شد. باهوايي گياهچه

خاك، كاهش معني داري در شاخص وزن تر و طول اندام 

% مشاهده شد و كمترين 4/22و  3/27هوايي بترتيب برابر %

ميزان وزن تر و طول اندام هوايي در بالاترين غلظت نيكل 

). تأثير 1ميلي گرم بر كيلوگرم) مشاهده شد (شكل  180(

ها معني دار بود. شاخصنيز بر اين  G. intraradicesقارچ 

% 7و  14) بترتيب %+Mهاي تلقيح شده با قارچ (گياهچه

هاي وزن تر و طول اندام هوايي بيشتري نسبت به گياهچه

). تأثير متقابل نيكل و 2) نشان دادند (شكل -Mفاقد قارچ (

هاي وزن تر و طول اندام هوايي معني دار قارچ بر شاخص

  نبود.

قارچ هر كدام به طور جداگانه،  تأثير دو متغير نيكل و

هاي فستوكا بر درصد نشت الكتروليتي غشا در گياهچه

) بود. با افزايش غلظت نيكل خاك p<0.05معني دار (

برابر  7/2ميزان نشت الكتروليت غشا نسبت به شاهد 

 +Mهاي فستوكاي- ). در گياهچه3افزايش نشان داد (شكل 

هاي گياهچه كمتر از 21درصد نشت الكتروليتي غشا %

  ).4بود (شكل  -Mفستوكاي

اثر متقابل نيكل و قارچ مايكوريز بر فعاليت آنزيم كاتالاز 

Mهاي فستوكا ). گياهچهa-5معني دار بود (شكل 
فعاليت  +

هاي فستوكا بيشتري از آنزيم كاتالاز را نسبت به گياهچه

M
كه فعاليت اين آنزيم در گياهچه هاي داشتند. به طوري -

هاي فاقد نسبت به گياهچه G. intraradicesا قارچ آلوده ب

ميلي گرم بر  90در تيمار  29برابر در شاهد، % 2/2قارچ 

ميلي گرم بر كيلوگرم،  180در تيمار  6/25كيلوگرم و %

Mهاي افزايش معني دار نشان داد. در گياهچه
با افزايش  -

غلظت نيكل روند فعاليت آنزيم به صورت افزايشي بود و 

ميلي گرم بر كيلوگرم  90ترين فعاليت آنزيم در تيمار بالا

هاي ). در گياهچه6/55نسبت به شاهد مشاهده شد (%

Mفستوكا 
با افزايش غلظت نيكل روند كاهشي معني  +

 180) و 8/7ميلي گرم بر كيلوگرم(% 90هاي داري در تيمار

  ) با شاهد مشاهده شد.28ميلي گرم بر كيلوگرم (%

بر فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز  تأثير تيمار نيكل

بر فعاليت اين  G.intraradicesمعني دار بود، اما قارچ 
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هاي  ) در سطوح مختلف تيمار نيكل در گياهچهb) و طول اندام هوايي (aمقايسه ميانگين شاخص وزن تر اندام هوايي ( - 1شكل 

 است. 05/0دار در سطح فسكيوي بلند. حروف متفاوت بيانگر اختلاف معني

  

     

) -M) و فاقد قارچ (+Mهاي حاوي قارچ () در گياهچهb) و طول اندام هوايي (aمقايسه ميانگين وزن تر اندام هوايي ( - 2شكل 

  است. 05/0دار در سطح . حروف متفاوت بيانگر اختلاف معنيفسكيوي بلند

 

هاي فسكيوي بلند. حروف متفاوت بيانگر مقايسه ميانگين نشت الكتروليتي غشا در سطوح مختلف تيمار نيكل گياهچه - 3شكل 

   است. 05/0دار در سطح اختلاف معني

  

هاي فستوكاي در گياهچه آنزيم تأثير معني داري نداشت.

M-  وM+  بيشترين فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز در

ميلي گرم بر كيلوگرم مشاهده شد و به ترتيب  30تيمار 

برابر نسبت به شاهد افزايش نشان دادند. با  2و  %4/73
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) فسكيوي بلند. حروف متفاوت -M) و فاقد قارچ (+Mهاي حاوي قارچ (مقايسه ميانگين نشت الكتروليتي غشا در گياهچه - 4شكل 

  است. 05/0دار در سطح بيانگر اختلاف معني

 

   

 

     

) c)، گاياكول پراكسيداز (bيداز ()، آسكوربات پراكسaبر فعاليت آنزيم كاتالاز ( G. intraradicesبرهمكنش نيكل و قارچ  - 5شكل 

 LSDآزمون  05/0ها در سطح دار ميانگين) در فسكيوي بلند. (حروف غير يكسان بيانگر اختلاف معنيdو گلوتاتيون اس ترانسفراز (

  است).
  

ميلي گرم بر  180و  90هاي افزايش غلظت نيكل (غلظت

 +Mو  -Mهاي فستوكا كيلوگرم) فعاليت آنزيم در گياهچه

  ).b-5كاهش يافت (شكل 

Mهاي در گياهچه
با افزايش غلظت نيكل روند افزايشي  +

داري در فعاليت آنزيم گاياكول پراكسيداز مشاهده معني

 ميلي گرم 180كه فعاليت اين آنزيم در تيمار شد. به طوري
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..  

) در سطوح مختلف تيمار نيكل در b) و گلوتاتيون ردوكتاز (aين فعاليت آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز (مقايسه ميانگ - 6شكل 

  است. 05/0هاي فسكيوي بلند. حروف متفاوت بيانگر اختلاف معني دار در سطح  گياهچه

 

 

) فسكيوي بلند. -M) و فاقد قارچ (+Mهچه هاي حاوي قارچ (مقايسه ميانگين فعاليت آنزيم گلوتاتيون ردوكتاز در گيا - 7شكل 

  .است 05/0حروف متفاوت بيانگر اختلاف معني دار در سطح 
 

افزايش نشان داد. در  90بر كيلوگرم نسبت به شاهد %

Mهاي كه در گياهچهحالي
هاي نيكل هر يك از تيمار -

نسبت به شاهد تفاوت معني داري داشتند ولي روند منظمي 

و  30هاي كه در تيمارها مشاهده نشد. به طوريين آنب

برابر و در  2/2ميلي گرم بر كيلوگرم نسبت به شاهد  180

 63ميلي گرم بر كيلوگرم نسبت به شاهد، % 90تيمار 

  ).  c-5افزايش در فعاليت اين آنزيم مشاهده شد (شكل 

، بيشترين فعاليت -Mهاي ) در گياهچهd -5مطابق شكل (

ميلي گرم بر  30لوتاتيون اس ترانسفراز در تيمار آنزيم گ

برابر نسبت به شاهد  8/2كيلوگرم نيكل مشاهده شد كه 

ميلي گرم بر  180و  90هاي افزايش نشان داد و در تيمار

برابر افزايش نشان داد. فعاليت  2كيلوگرم نسبت به شاهد 

هاي فستوكاي آنزيم گلوتاتيون اس ترانسفراز در گياهچه

M
Mهايمقايسه با گياهچه در -

بالاتر بود. با افزايش  +

غلظت نيكل در خاك تغييري در فعاليت اين آنزيم در 

 هاي آلوده به قارچ مشاهده نشد.گياهچه

هاي نيكل تأثير معني داري بر فعاليت آنزيم

سوپراكسيد ديسموتاز و گلوتاتيون ردوكتاز نشان داد. به 

ها عاليت اين آنزيمكه با افزايش غلظت نيكل خاك فطوري

نسبت به شاهد افزايش نشان  2/83و % 6/12به ترتيب %

 در گياهچه G.intraradices). حضورقارچ 6داد (شكل 

آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز   هاي فستوكا تاثيري بر فعاليت

برابر  2نداشت ولي فعاليت آنزيم گلوتاتيون ردوكتاز را تا 

). 7اد (شكل نسبت به گياهان فاقد قارچ افزايش د

برهمكنش نيكل و قارچ بر فعاليت اين دو آنزيم در 

  هاي فستوكا معني دار نبود.گياهچه
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  بحث:

گزارش شده است كه فلزات سنگين از جمله نيكل در 

هاي زياد باعث كاهش وزن تر و خشك ريشه، ساقه غلظت

و همكاران  Hartleyراستا  اين در .شوند و برگ گياهان مي

 با )1996( همكاران و Yangكاج و  روي عهمطال ) با1999(

 و ريشه طول كه كردند و برنج گزارش جو روي مطالعه

 كاهش نيكل غلظت افزايش گياهان با هوايي اين اندام

نتايج حاصل از اين پژوهش نيز نشان دهنده كاهش  يابد. مي

هاي فستوكا با افزايش وزن تر و طول اندام هوايي گياهچه

نظر مي رسد كه آستانه سميت نيكل  غلظت نيكل بود. به

ميلي گرم بر كيلوگرم است.  30هاي فستوكاي در گياهچه

هاي سمي نيكل از طريق تغيير در ساختار غشاي  غلظت

كننده آب، منجر به  هاي ريشه و كاهش سطوح جذب سلول

كاهش پتانسيل آب گياه شده كه تأثير منفي بر فرآيندهاي 

، فتوسنتز و در نهايت كاهش فيزيولوژيكي نظير تعرق، تنفس

از  .)Fuentes et al., 2007(رشد گياه را به دنبال داشته است 

هاي مهم آسيب بافتي در گياهاني  سوي ديگر يكي از علت

گيرند، ايجاد تنش  كه در معرض فلزات سنگين قرار مي

هاي اكسيژن عمدتاً در  اكسيداتيو است. راديكال

شوند و ايجاد  كلروپلاست و ميتوكندري توليد مي

ها و نوكلئيك  ها، پروتئين هاي اكسيداتيو بر چربي آسيب

اسيدها، سبب اختلال در متابوليسم طبيعي سلول، اختلال 

شود  در فرآيندهاي مهم تنفس و فتوسنتز و كاهش رشد مي

)Mishra et al., 2006(.  از طرفي مشخص شده است كه

هاي خاك از جمله همزيستي گياهان با ميكروارگانيسم

هاي گياه را به تنش فلزات تغيير هاي ميكوريز، پاسخقارچ

هاي آلوده به فلزات دهد و تحمل گياه را در خاكمي

. در اين )Göhre and Paszkowski, 2006(دهد افزايش مي

خص هاي وزن تر و پژوهش، كلونيزاسيون ميكوريزي شا

طول اندام هوايي را در مقايسه با گياهچه هاي فاقد قارچ 

)M-هاي آلوده به نيكل افزايش داده است، كه ) در خاك

نشان دهنده كارايي همزيستي است. كاهش قابليت سميت 

فلزات از طريق اثرگذاري قارچ بر جذب فلزات، منفعتي 

هاي آلوده كاست كه ميكوريز به گياهان رشد يافته در خا

. به عنوان مثال )Andrade et al., 2008(بخشد به فلزات مي

عدم تحرك مس در ساختار قارچ مانند هيف برون ريشه اي، 

يا اتصال فلزات به گلومالين در حفاظت از انتقال مس به بافت 

گياه نقش دارد. بنابراين قارچ ميكوريز آربسكولار به عنوان 

   .)Toler et al., 2005(كنند مييك سد بيولوژيكي فعال عمل 

غشاي پلاسمايي گياه اولين ساختار زنده است كه 

رسد گيرد. به نظر ميهدف سميت فلزات سنگين قرار مي

افزايش پراكسيد هيدروژن در گياهان تحت تنش فلز 

و توليد راديكال  Haber – Weissسنگين با تحريك واكنش 

هاي و آسيبهيدروكسيل موجب پراكسيداسيون ليپيدها 

. با افزايش غلظت نيكل )Mittler, 2002(غشايي شود 

هاي فستوكا درصد نشت الكتروليتي غشاء در گياهچه

افزايش نشان داد. بهم ريختگي غشاء در پاسخ به فلزات 

سنگين بصورت افزايش در نشت الكتروليتي غشاء توسط 

و  Iqbal et al. 2010 .(Fodorمحققان گزارش شده است (

) اثرات مستقيم مس و كادميوم را بر 1995ان (همكار

تركيب ليپيد غشا گزارش كردند كه مستقيما بر نشت 

پذيري غشا اثر دارند. افزايش نشت الكتروليتي غشا ناشي 

هاي اكسيژن فعال توليد شده در تنش اكسيداتيو از راديكال

است كه بر ليپيدهاي موجود در غشاي سلول و اندامك 

تاثير گذاشته و پايداري، تماميت و هاي درون سلولي 

  پيوستگي غشا را دچار اختلال مي نمايد.

نتايج حاصل از اين پژوهش نشان دهنده كاهش درصد 

هاي فستوكاي آلوده با قارچ نشت اندام هوايي در گياهچه

نشان دادند كه  )2009(و همكاران  Kayaطور مشابه ه بود.ب

ت الكتروليتي آلودگي ميكوريزي به طور قابل توجهي نش

غشاء را در گياهان فلفل تحت تنش شوري كاهش داده 

است. اين محققان عنوان كردند كه احتمالا گياهان فلفل 

هاي ويژه آلوده به قارچ ميكوريز داراي برخي مكانيسم

  براي كاهش آسيب غشاي سلول هستند.

هاي آنزيمي و غير آنزيمي براي گياهان داراي مكانيسم

اي فعال اكسيژن و كاهش اثرات مضر آنها ه پاكسازي گونه

توانند به عنوان سيستم  اكسيداني مي هاي آنتي هستند. آنزيم

هاي اكسيداتيو ايجاد  دفاعي مهمي در گياهان در قبال تنش
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در اين تحقيق، افزايش  .شده به وسيله فلزات بررسي شوند

هاي سوپراكسيد ديسموتاز، كاتالاز، در فعاليت آنزيم

پراكسيداز، گاياكول پراكسيداز، گلوتاتيون آسكوربات 

ردوكتاز و گلوتاتيون اس ترانسفراز تحت تنش نيكل 

احتمالا مي تواند  SODمشاهده شد.افزايش فعاليت آنزيم 

هاي فلزات سنگين و تاثير نتيجه اي از تاثير مستقيم يون

هاي غير مستقيم وساطت شده با افزايش مقادير راديكال

ين سنتز از نو پروتئين آنزيم باشد سوپراكسيد و همچن

)Verma and Dubey 2003 افزايش مشابهي در فعاليت .(

  در پاسخ به كادميوم در توت سفيد SODآنزيم 

)Tewari et al. 2008 گزارش شده است. فعاليت آنزيم (

نقش حفاظتي مهمي  SODكاتالاز هماهنگ با فعاليت آنزيم 

به دليل اينكه نقش  دارد، -O2و  H2O2در فرايند پاكروبي 

  آنها در متابوليسم سلول مكمل يكديگر است

)Benavides et al. 2005 طبق تحقيقات .(Zhang  و

) افزايش كادميوم سبب القاي فعاليت 2010همكاران (

شده  Achnatherum inebriansسوپراكسيد ديسموتاز در 

است. فعاليت بالاي آنزيم آسكوربات پراكسيداز نقش آن را 

 ).Zhou et al. 2008نشان مي دهد ( H2O2زدايي ثابت  در سم

همچنين افزايش در فعاليت آنزيم گلوتاتيون ردكتاز در 

  پاسخ به نيكل در برخي گياهان از جمله گندم

)Gajewska and Sklodowska, 2007(  و قدومه

)Schickler and Caspi, 1999(  گزارش شده است. سنتز از

مسئول افزايش فعاليت آنزيم  نو پروتئين آنزيم ممكن است

). در اين تحقيق فعاليت آنزيم Baisak et al. 1994باشد (

هاي فاقد قارچ ) در گياهچهGSTگلوتاتيون اس ترانسفراز (

با افزايش غلظت نيكل نسبت به شاهد افزايش يافت. نقش 

در پاسخ به سميت فلزات هنوز به طور كامل  GSTآنزيم 

كه فلزات سنگين مثل نيكل روشن نيست اما از آنجايي 

  شوند سبب افزايش پراكسيداسيون ليپيدي مي

)Baccouch et al., 1998( توان اينطور تصور كرد كه  مي

تواند در  اين آنزيم در گياهان تحت تنش فلزات سنگين مي

حذف محصولات سمي پراكسيداسيون ليپيدي نقش داشته 

يكل هاي بالاي ن باشد. در گياهاني كه در معرض غلظت

هاي  ممكن است در انتقال كمپلكس GSTقرار دارند آنزيم 

  فيتوكلاتين به واكوئل نيز نقش داشته باشد –فلز

)Marrs and Walbot, 1997( .Gajewska  و همكاران

هوايي  در اندام  GSTدار فعاليت  ) افزايش معني2006(

اند. اين احتمال  گندم را تحت تنش نيكل گزارش كرده

ها باعث تجمع نيكل موجود در ريشهوجود دارد كه 

تركيباتي مثل پراكسيد هيدروژن شده كه به عنوان يك 

هاي هوايي منتقل و باعث القاي رسان به انداممولكول پيام

  ها شده است.اكسيدان در برگدفاع آنتي

هاي فستوكاي نتايج اين تحقيق نشان داد كه گياهچه

M
، گاياكول هاي كاتالازفعاليت بيشتري از آنزيم +

ميلي گرم بر كيلوگرم نيكل)  30پراكسيداز (بجز در غلظت 

Mهاي فستوكاي و گلوتاتيون ردوكتاز را نسبت به گياهچه
- 

عكس فعاليت آنزيم گلوتاتيون اس ترانسفراز  داشتند و بر

Mهاي در گياهچه
دست آمده از بيشتر بود. نتايج به -

ه است كه ) نشان داد2000و همكاران ( Becanaتحقيقات 

هاي كاتالاز، آسكوربات پراكسيداز و فعاليت آنزيم

گلوتاتيون ردوكتاز در گياهان لگوم تلقيح شده با قارچ 

ميكوريز آربسكولار نسبت به گياهان تلقيح نشده افزايش 

بيشتري داشته است، و پيشنهاد كرده است كه اين اثر به 

هاي زيستي كمك مي كاهش آسيب اكسيداتيو مولكول

هاي سوپراكسيد د. در تيمار گياه فلفل با مس آنزيمكنن

ديسموتاز، آسكوربات پراكسيداز، كاتالاز و گلوتاتيون 

ردوكتاز الگوهاي فعاليت بالايي را در گياهان تلقيح شده با 

نسبت به گياهان فاقد قارچ نشان دادند  G. mosseaeقارچ 

و گياهان حاوي قارچ نقش مثبتي عليه آسيب غشا نشان 

. با بررسي )Marquez-Garcia and Cordoba, 2010(دند دا

هاي فستوكا نتايج اين تحقيق مشاهده شد كه در گياهچه

Mدر گياهان  GSTفعاليت آنزيم 
Mبيشتر از گياهان  -

بود.  +

) گياهان 2009و همكاران ( Yuبا توجه به مشاهدات 

هاي اكسيژن فعال را كاهش داده و ميكوريزي توليد گونه

دهند. هاي آنتي اكسيدان را كاهش ميين سنتز آنزيمبنابرا

هاي فعال اكسيژن رسد كه ميزان گونه بنابراين به نظر مي

Mهاي توليد شده در گياهچه
Mهاي بيشتر از گياهچه -

+ 
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(همانگونه كه نتايج مربوط به نشت الكتروليتي غشاء نشان 

اين امر به دليل نقش قارچ در  مي دهد) است و احتمالاً

اهش اثرات تنش از طريق كاهش انتقال نيكل از ريشه به ك

اندام هوايي است. به هر حال، پيشنهاد شده است كه سلول 

هاي قارچي در عمل همزيستي در درجه نخست نياز به 

مقاومت در برابر استرس اكسيداتيو ناشي از فلزات سنگين 

هاي قارچ دارند و نيز پيشنهاد شده كه عمل اصلي پروتئين

ميكوريز -سازي همزيستي گياهوريزي در مقاومميك

آربسكولار در برابر فلزات سنگين شامل حفاظت در برابر 

استرس اكسيداتيو ناشي از فلز سنگين و برطرف نمودن 

  ).Ouziad et al., 2006هاي فعال اكسيژن است (گونه

  

  گيري كلي:نتيجه

نتايج اين بررسي نشان داد كه القاء افزايش فعاليت 

اكسيدان كاتالاز، گاياكول پراكسيداز و  هاي آنتي يمآنز

فعال شدن  گلوتاتيون ردوكتاز و نيز افزايش آستانه غير

هاي آنتي اكسيدان آسكوربات پراكسيداز و  آنزيم

ناشي از سميت با نيكل موجب بهبود  سوپراكسيد ديسموتاز

اكسيداتيو شده است و تلقيح گياهچه هاي  سيستم آنتي

از اين طريق مقاومت  G. intraradicesچ فستوكا با قار

بيشتر گياه به شرايط تنش سميت نيكل و بهبود رشد 

  گياهان ميزبان را بدنبال داشته است.

  

  تشكر و قدرداني:

اين پروژه با حمايت معاونت پژوهشي دانشگاه شهركرد 

انجام شده است، كه بدين وسيله قدرداني مي گردد. 

طب تنش هاي گياهي همچنين نويسندگان مقاله از ق

  دانشگاه اصفهان تشكر مي نمايند.
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