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  :چکیده
حاضر  مطالعهدر  .باشندهاي بالا براي گیاهان سمی میروند، اما در غلظتیندهاي پایه سلولی به شمار میآمس و نیکل از عناصر ضروري براي فر

نیکل به  روز به منظور تیمار، فلزات مس و 10پس از . لیتري محتوي محلول هوگلند انتقال داده شدند 1روزه به گلدان هاي  4دانه رست هاي 
به محیط  به طور جداگانه )میکرو مولار 200و 100، 50، 25، 0( هايو در غلظت )   ( NiSO4و سولفات نیکل CuSO4) ( صورت سولفات مس

میزان رشد ، سطح برگ ،هاي فتوسنتزيرنگیزههاي مس و نیکل میزان تمام غلظت نتایج نشان داد که در گیاهان تحت تاثیر. کشت اضافه شدند
- نیکل در مقایسه با نمونه میکرو مولار200و100مس و تیمارهاي میکرو مولار 200و100، 50ی، وزن تر و وزن خشک تحت تاثیر تیمارهاي طول

میکرو  200و100، 50هايهاي نیکل و غلظتمحتواي قند محلول اندام هوایی و ریشه گیاهان تحت تیمار تمام غلظت. اندهاي شاهد کاهش یافته
هاي آنتی پراکسید هیدروژن و فعالیت آنزیممیزان مالون دي آلدئید  به علاوه. هاي شاهد نشان دادداري را نسبت به نمونهایش معنیمس افز مولار

مس و نیکل   200میکرو مولار و100، 50هاي  در اندام هوایی و ریشه گیاهان تحت تیمار غلظت) کاتالاز و آسکوربات پراکسیداز(اکسیدان 
نتایج نشان داد که غلظت هاي بالاي مس و نیکل اثرات منفی بر روي گیاه بامیه دارند و  .ندهاي شاهد داشتري را نسبت به نمونهگیافزایش چشم
  .به شمار رود  ک شاخص براي حساسیت به مس و نیکلهاي آنتی اکسیدان و تولید پراکسید هیدروژن ممکن است به عنوان یافزایش آنزیم

  
  .، قند محلول، گیاه بامیه، مالون دي آلدئیدهاي فتوسنتزيرنگیزه هاي آنتی اکسیدان،آنزیم: کلمات کلیدي

  
    :مقدمه

 محیط زیست در جهان یمشکلات اساس امروزه یکی از
هاي صنعتی و فعالیت طیافزایش فلزات سنگین رها شده 

کم مس یکی از عناصر .  (Prasad, 2004)کشاورزي انسان است
این  می باشد و جلبک ها یاهانضروري براي گمصرف و 

 در ساختار برخی پروتئین ها که فعالیت آنزیمی دارندعنصر 
میلی گرم  30تا  5وجود .  (Elisabetta, 2004)کندشرکت می

مس در هر کیلوگرم وزن خشک براي رشد نرمال گیاهان 
غلظت بالاي  .(Kabata and Pendias, 1992)باشد ضروري می

ی گیاه  از طریق تداخل در مس سبب کاهش رشد طبیع
 .(Marschner, 1995)گردد فرایندهایی مانند تنفس و فتوسنتز می

یک عنصر کم مصرف ضروري در مرکز  به عنوان نیز نیکل
و همچنین به عنوان کو فاکتور یکی از  آنزیم اوره آز واکنش
 باشدمورد نیاز می فرمهاي آنزیم سوپراکسید دیسموتازایزو 

Kupper and Kroneck, 2007) .( بوسیله ي  به سرعتاین فلز
 گیاه توزیع می شود تمام بافت هاي ي گیاهان جذب و درریشه

.(Giordani et al., 2005) ي نیکل در گیاهان در محدوده غلطت
µg/g dw-1 5-1/0 باشد می(Mishra and Kar, 1974)  براي و
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ي تکمیل چرخه زندگی شان بسیاري از گونه هاي گیاهی برا
یون  .(Seregin and Kozhevnikova, 2006) ضروري است

هاي آزاد مس توانایی کاتالیز و تولید رادیکالهاي سمی 
یا پراکسید هیدروژن و  هاي سوپر اکسیدآنیون هیدروکسیل را از
 Halliwell) دارند (Haber–Weiss) زوای -هابراز طریق واکنش 

and Gutteridge, 1984) .هاي هیدروکسیل توانایی رادیکال
همچنین  ها و، پروتئینDNAها مانند اکسیداسیون ماکرومولکول

 .,Briat and Lebrun, 1999) (Dat et al., 2000 ها را دارندلیپید
فلزات سنگین با کاهش محتوي رنگیزه هاي فتوسنتزي، 
تخریب دستگاه فتوسنتزي، تخریب کلروپلاست و یا تغییر 

روتئین و لیپید غشاي تیلاکوئید فعالیت هاي فتوسنتزي ترکیب پ
ها نشان داده است بررسی. (Keshi, 2007) را کاهش می دهند

که با افزایش غلظت مس میزان کلروز برگی و نکروزه شدن 
از  .Alva, and (Zhu (1993 بدیاحاشیه برگی افزایش می

 زیست تودهکاهش رشد و میزان توان پیامدهاي تنش مس می
فلز سنگین نیکل در غلظت  .(Xu et al., 2006) کرد  اشارهرا 

هاي آندودرم و چرخه ي تقسیم سلولبا مهار تواند هاي بالا می
پیامد ، هاي فرعی جلوگیري نمایداز تولید ریشه دایره محیطی

  استکاهش زیست توده و تولیدات گیاهی این اثر 
.(Seregin and Kozhevnikova, 2006). یدهاي آلی، ترشح اس

از  نگه داري مس در ریشه و عدم تحرك آن در دیواره سلولی
می برطرف کردن سمیت مس  جمله راهکارهاي گیاهان براي

با دارا هاي گیاهی به طور کلی سلول (Hu et al., 2007).باشند 
 آنتی اکسیدانی آنزیمی و غیر آنزیمی،حفاظتی  هايسیستم بودن

. ي تولید شده را برطرف کنندهاROSتوانند اثرات مخرب می
 دیسموتاز اکسید سوپر هايشامل آنزیم این سیستم آنزیمی

(SOD)، کاتالاز (CAT)، ردوکتازگلوتاتیون (GR)آسکوربات ، 
 غیر آنزیمی سیستم و (POD) پراکسیدازها و (APX) پراکسیداز

آسکوربات، گلوتاتیون، آلفاتوکوفرول و ( شامل ترکیبات
گیاه بامیه با نام (Mishra et al., 2006).  باشندمی) کاروتنوئیدها

ي پنیرکیان یا متعلق به تیره (.Hibiscus esculentus  L) علمی
Malvaceae است سبزیجات مهمترین از یکی بامیه. باشدمی 

 جایگاه یک و شود،می کاشته گرمسیري و گرم مناطق در که

ه ب گیاه این .دارد مناطق این غذایی روزانه ي يبرنامه در خاص

 اسیدها، آمینو ها،پروتئین از قیمت ارزان منبع یک عنوان

 مناطق این در معدنی مواد و (A, B, C)کربوهیدراتها، ویتامینها 

 پاك عنوان به بامیه گیاه هايساقه و ها هریش .رودمی شمار به

 قرار استفاده مورد شکر کردن ايقهوه همچنین و ي جوهرکننده

 محتوي که هاساقه و رسیده میوه هاي از نعتص در .گیردمی

 Javed). کنندمی استفاده کاغذ يتهیه براي باشندمی فیبر زیادي

et al., 2009)  گیاه بامیه در مناطق گرمسیري ایران به ویژه در
با توجه به اینکه تاکنون مطالعه . شوداستان خوزستان کشت می

و یه صورت نگرفته در زمینه تنش مس و نیکل بر روي گیاه بام
با توجه به اهمیت کشت این گیاه در مناطق جنوبی ایران هدف 

 هاي مختلف مسغلظت اثرات زیان بار ، بررسیمطالعه از این
و بررسی  )میکرو مول بر لیتر 200و 100، 50، 25، 0( و نیکل

 ي و فیزیولوژیکیهاي رشدشاخص هاي وارده برشدت آسیب
 CAT هاي آنتی آکسیدانلیت آنزیمهمچنین مطالعه میزان فعا و

جهت کاهش آثار زیان بار این در نقش آنها  و بررسی APXو 
  .دو فلز سنگین بود

  
  :مواد و روش ها

 (.Hibiscus esculentus L)بذرهاي گیاه بامیه  :کشت و تیمار گیاه
  از شرکت هلندي (Clemson Spineless)رقم 

(Bakker brother)  درصد تهیه  99ا ت 85با قدرت جوانه زنی
پس از ضد عفونی بذرهاي سالم و هم اندازه با محلول . ندشد

هاي در پتري دیش آنها درصد، جوانه زنی 5هیپوکلریت سدیم 
. روز انجام شد 4حاوي دو لایه کاغذ صافی مرطوب به مدت 

یک محلول هوگلند  هاحاوي دانه رست لیتري 1به گلدان هاي 
میلی  KNO3  ،6 میلی مولار 16(  در هفته اول قدرت مچهار
میلی  NH4 H2 PO4  ،2میلی مولار  NO3)2 H 2O (Ca ، 4 مولار

 H3میکرو مولار KCl  ،25 میکرو مولار MgSO4  ،50 مولار 
BO3 ،2  میکرو مولارMnSO4 .2H2O ،2 میکرو مولارZnSO4 

7H2O ،5/0  میکرو مولارCuSO4 .5H2O ،5/0  میکرو مولار
H2MoO4 ، 40 ولار میکرو مFe–EDTA ( در  دوم قدرتو یک

هاي کشت در ها در اتاقکگلدان. داده شدند هاي بعدهفته
ساعت  16 گراد، با شرایط نوريي سانتیدرجه 25 ±2دماي 

و  mol.m-2.s µ 150ساعت تاریکی، شدت نور 8روشنایی و 
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روز کشت در  10پس از . درصد قرار داده شدند 65رطوبت 
و  100، 50، 25 هايغلظت مال تیمارهابه اع شرایط یکنواخت،

و سولفات  )CuSO4.5H2O(مولار سولفات مس میکرو 200
به محلول غذایی روز  10به مدت  )NiSO4 6H2O( نیکل

برداشت در زمان .  (Pourakbar et al,. 2007) اضافه گردید
 اندام هوایی و ریشه گیاهان جدا شده و پس از وزن کردن نمونه

درجه سانتی  -80بعدي در دماي ات آزمایش مها به منظور انجا
  .(Hosseini Sarghein et al., 2011) گراد نگهداري شدند

هاي پس از برداشت نمونه: طول ریشه و ساقهگیري اندازه
و  ن ریشه از ناحیه یقه تا نوك ریشهتریشاهد و تیمار طول بلند

با یستم انتهایی ترین ساقه از ناحیه یقه تا نوك مرطول بلند
  .کش اندازه گیري شداستفاده از خط

پس از : گیري وزن تر و خشک اندام هوایی و ریشهاندازه
هاي ریشه و اندام هوایی با استفاده از برداشت، وزن تر نمونه

براي . گیري شدگرم اندازه 001/0ترازوي دیجیتال با حساسیت 
درجه  70ساعت در آون  72ها به مدت تعیین وزن خشک نمونه

پس از مدت زمان ذکر شده وزن . گراد قرار داده شدندنتیسا
 .گیري شدها با استفاده از ترازوي دیجیتال اندازهخشک نمونه

گیري سطح برگ به جهت اندازه: گیري سطح برگاندازه
صورت تصادفی سه گیاه از هر تیمار انتخاب و میزان سطح آنها 

نرم افزار و  (Epson, V300)با استفاده از دستگاه اسکنر
بر حسب  (Flachenberechung-einer-sw-Grafik)کامپیوتري 

  .گیري شدمتر مربع اندازهسانتی
به منظور اندازه : کاروتنوئید هاي کلروفیل وگیري رنگیزهاندازه

گرم از وزن تر برگ  1/0هاي کلروفیل و کاروتنوئید گیري رنگیزه
. چینی ساییده شد درصد در هاون 100میلی لیتر استون  5به همراه 

. سانتریفوژ گردید g2500دقیقه در  10ي حاصل به مدت عصاره
سانتریفوژ شده توسط  هاينمونه  فاز بالایی هر یک از سپس جذب

هاي در طول موج (WPAS2100, UV/Vis UK)اسپکتروفتومتر 
نانومتر خوانده شد  470و  نانومتر 645 نانومتر، 662

.(Lichtenthaler and Wellburn, 1985)  براي محاسبه ي
 زیر هايفرمول از کاروتنوئیدها و  b، کلروفیلaکلروفیل مقادیر

 طول موج هر در شده خوانده جذب میزان A( گردید استفاده

 .باشدمی اسپکتروفتومتر توسط

Chla = 11.75 A662 – 2.350 A645 
Chlb = 18.61 A645 – 3.960 A662 
CX+ C = 1000 A470 – 2.270 Chla -81.4 Chlb /227 

هاي براي سنجش میزان قند: سنجش میزان قند هاي محلول
گرم از بافت تر اندام هوایی و ریشه به طور  5/0محلول 

میلی لیترآب مقطر خوب سائیده  5جداگانه در داخل هاون با 
میلی لیتر از  1 روي. گردید لایه صاف 4شد و سپس با تنظیف 

لیتر اسید  میلی 3درصد و  5میلی لیتر فنل  1حاصله ي عصاره
 1ها به مدت سپس نمونه .شددرصد اضافه  98سولفوریک 

بعد از ظهور رنگ . ساعت در دماي آزمایشگاه انکوبه شدند
نانومتر توسط دستگاه اسپکتروفتومتري  485میزان جذب در 

براي تعیین میزان قندهاي محلول، منحنی  .گیري شد اندازه
 هاي معلوم گلوکز تهیه گردیدغلظتاستاندارد با استفاده از 

(Roberts and Martin, 1959). 
براي اندازه گیري  :(MDA) سنجش میزان مالون دي آلدئید

میلی لیترتري  5تر گیاهی در گرم از بافت MDA 2/0میزان 
ها به هموژنات. درصد ساییده شد TCA 1) ( کلرواستیک اسید

روي یک میلی لیتر . سانتریفوژ شدند g 8000دقیقه در 10مدت 
 20يTCAمیلی لیتر از محلول محتوي 4از محلول رویی 

. درصد اضافه گردید 5/0 (TBA) درصد و تیوباربیتوریک اسید
 95دقیقه در حمام آب گرم با دماي  30ها به مدت سپس نمونه

ها بلافاصله در آب یخ سرد درجه سانتی گراد گذاشته شد، نمونه
جذب  g8000دقیقه سانتریفوژ در 5شدند و در نهایت پس از 

. نانومترخوانده شد 600نانومتر و 532ها در دو طول موج نمونه
  از ضریب خاموشی MDA میزان

 )mM-1 cm-1 155( محاسبه شد(Heath and Packer, 1968) . 

گرم  H2O2 :5/0) (پراکسید هیدروژن  اندازه گیري میزان
 لی لیتر بافر فسفاتمی 3ریشه و اندام هوایی به همراه  بافت تر

)8/6(pH= دردقیقه  25ژنات حاصل به مدت همو. ساییده شد 
g6000 براي تعیین میزان پراکسید هیدروژن، . گردید سانتریفوژ

میلی لیتر تیتانیوم  1میلی لیتراز عصاره ي حاصله  3روي 
اضافه ) v/v(درصد  20درصد در اسید سولفوریک  1/0کلراید 

سانتریفوژ  g 6000دقیقه در 15شد و محلول فوق به مدت 
جذب محلول زرد رنگ حاصل به وسیله ي . گردید

  نانومتر خوانده شد 410اسپکتروفتومتر در طول موج 
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Jana and Choudhuri, 1981) ( . جهت تعیین میزان پراکسید
هاي معلوم هیدروژن، منحنی استاندارد با استفاده از غلظت

  .پراکسید هیدروژن تهیه گردید
  پراکسیدازفعالیت آنزیم هاي آسکورباتسنجش 

)APX, EC 1.11.1.11( و کاتالاز )CAT, EC 1.11.1.6(: 
ها با استخراج عصاره ي گیاهی براي تعیین فعالیت آنزیم

با اندکی  (Kang and Saltiveit, 2002) از روشاستفاده 
برگ به  گرم از بافت تر ریشه، ساقه و 5/0. تغییرات انجام شد

 50اسید کلریدریک  -لی لیتر بافراستخراج تریسمی 3همراه 
میلی  MgCl2 ،1میلی مولار  3محتوي  =pH)5/7(میلی مولار 

بافر استخراجی براي . در هاون سرد ساییده شد EDTAمولار 
. میلی مولار آسکوربات نیز بود 2/0محتوي  APXآنزیم 

درجه سانتی  4دقیقه در دماي  20هموژنات حاصل به مدت 
محلول رویی براي سنجش . سانتریفوژ شد g5000گراد در 

  .مورد استفاده قرار گرفت CATو  APXفعالیت آنزیم هاي 
  با استفاده از روش CATسنجش فعالیت آنزیم 

 (Aebi, 1984)میلی  5/2مخلوط واکنش شامل . انجام شد
میلی  2/0محتوي   =pH)7(میلی مولار  50لیتربافر فسفات 

میلی لیتر عصاره  3/0درصد و  1 پراکسید هیدروژن.لیتر
به صورت کاهش در جذب  CATفعالیت آنزیم  .استخراجی بود

براي محاسبه  .خوانده شدنانومتر  240 دقیقه در طول موج 1طی 
) m M-1 cm-10436/0 ( از ضریب خاموشیCAT میزان فعالیت 
  .استفاده گردید

  از روش APXبراي سنجش فعالیت آنزیم 
(Nakano and Asada, 1981) مخلوط واکنش . استفاده گردید

 =pH) 7( میلی مولار 50میلی لیتربافر فسفات  5/2شامل 
میلی  1آسکوربات سدیم  وEDTA  میلی مولار 1/0محتوي 

میلی لیتر  1/0درصد و  1پراکسید هیدروژن  میلی لیتر 2/0، رمولا
به صورت کاهش در جذب  APXفعالیت  .عصاره استخراجی بود

براي محاسبه . شد خواندهنانومتر  240طول موج  دقیقه در 1طی 
 )mM-1 cm-1٨/٢ (  از ضریب خاموشی APXمیزان فعالیت 
  .استفاده گردید

اي ها با استفاده از برنامه رایانهآنالیز داده: آنالیز آماري
SPSS  طرفهي واریانس یک، طی مسیرتجزیه19سري  

Anova)  (One way آماري  در سطح احتمالدانکن  و آزمون
P<0.05 ها با استفاده از شکلها و همچنین جدول. انجام گرفت

 شکلدر کلیه  .ترسیم شدند 2007سري  Excelاي برنامه رایانه
  .باشدبراي سه تکرار می SE ها بارهاي عمودي نشان دهنده 

  
 :نتایج

ق بر اساس نتایج بدست آمده از این تحقی: طول ریشه و ساقه
مشخص شد که میزان رشد طولی در ساقه و ریشه اندام هوایی 
تحت تاثیر تیمارهاي مختلف مس و نیکل با افزایش میزان 

، 50این کاهش در تیمارهاي  .غلظت کاهش یافته است
 200و100مس و همچنین در تیمارهاي  میکرومولار 200و100

. بودنیکل در مقایسه با نمونه هاي شاهد معنی دار  میکرومولار
این روند کاهش با افزایش غلظت تیمارهاي مس و نیکل به ویژه 

  ).1جدول (مشهودتر است  اندام هواییدر ریشه در مقایسه با 
وزن تر  اندازه گیري: وزن تر و خشک اندام هوایی و ریشه

 مختلف مس و نیکل با غلظت هاي گیاهان تیمار شدهو خشک 
تیمارهاي اعمال که د با نمونه هاي شاهد نشان دا و مقایسه آن

 و 100 تیمارهاي همچنین مس و میکرومولار 200و100، 50
خشک  باعث کاهش معنی دار وزن تر ونیکل  میکرومولار 200

درصد نسبت به گیاهان شاهد شده  5در سطح احتمال آماري 
در  مس تیمارهايدر این روند کاهش با افزایش غلظت . است

  ).1جدول  (ست بیشتر انیکل  مقایسه با تیمارهاي
در نتایج حاصل از اندازه گیري سطح برگ : سطح برگ

سطح برگ در گیاهان تیمار بیانگر آن است که میزان  1 جدول
در مقایسه با نمونه  مختلف مس و نیکل هايشده با غلظت

 ،25يتیمارها تمام این کاهش در. کاهش یافته است هاي شاهد
سطح احتمال  درمس و نیکل میکرو مولار  200و100،  50

. بوددر مقایسه با نمونه هاي شاهد معنی داري درصد  5آماري 
در مقایسه با  تیمارهاي مسمیزان کاهش سطح برگ در 

  .بیشتر استنیکل  تیمارهاي
حاصل از سنجش نتایج : کاروتنوئید هاي کلروفیل ورنگیزه

مختلف مس و  در گیاهان تیمار شده با غلظت هايها رنگیزه
که تحت تاثیر  هاي شاهد نشان دادسه آن با نمونهو مقای نیکل
 هاي فتوسنتزي کاهش یافتهمس و نیکل میزان رنگیزه هايتنش
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هاي مس و در تمام تیمار aکاهش میزان کلروفیل . است
 نیکل در مقایسه با نمونه میکرومولار 200و100، 50هاي تیمار

 1شکل طور که در همان. دار بودرت معنیهاي شاهد به صو
مس در  میکرومولار 25 شود شدت کاهش در تیمارمشاهده می

هاي دیگر میزان مقایسه با نیکل بسیار بیشتر بود و در غلظت
علاوه بر این مشاهده گردید که  .مشاهده شدکاهش تقریبا برابر 

ها با افزایش غلظت تیمار) 1 شکل( bمیزان کلروفیل  در کاهش
کاهش در . باشد مس به صورت خطی می تیمارهايبه ویژه در

مس و نیکل در  میکرومولار 200و 100، 50، 25تمام تیمارهاي 
. مشاهده شدهاي شاهد به صورت معنی دار مقایسه با نمونه

 bمیزان کلروفیل  در علاوه بر این مشاهده گردید که کاهش
مس به  تیمارهايبا افزایش غلظت تیمارها به ویژه در) 1 شکل(

، 50، 25کاهش در تمام تیمارهاي . باشدصورت خطی می
هاي مس و نیکل در مقایسه با نمونه میکرومولار 200و 100

کاهش میزان  .مشاهده شدشاهد به صورت معنی دار 
 ا نمونههاي مس و نیکل در مقایسه بکاروتنوئید در تمام تیمار

 1 شکلر که در طوهمان. دار بودهاي شاهد به صورت معنی
مس در  میکرومولار 25 شدت کاهش در تیمار دهدنشان می

 100 و 50هاي ، اما در غلظتاستمقایسه با نیکل بسیار بیشتر
تیمار  میزان کاهش کاروتنوئید در نیکل بیشتر و در میکرومولار

  .باشدبرابر می تقریباًهر دو فلز سنگین  میکرومولار 200
گیري قندهاي محلول در اندازه نتایج حاصل از :قند محلول

مختلف مس و  هايبا غلظت اندام هوایی گیاهان تیمار شده
نشان دهنده  2 شکلبا نمونه هاي شاهد در  و مقایسه آن نیکل

 روند. باشدي افزایش خطی قندهاي محلول در اندام هوایی می
تیمار شده با  در اندام هوایی گیاهان افزایش قندهاي محلول

 این .باشدمس میتیمار شده با  گیاهاناتب بیشتر از نیکل به مر
، 50، 25افزایش قندهاي محلول در اندام هوایی تیمارهاي 

 200و 100، 50نیکل و تیمارهاي  میکرومولار 200و 100
در مقایسه درصد  5در سطح احتمال آماري مس  میکرومولار

  .بودداري با نمونه هاي شاهد معنی
گیري میزان قند یج حاصل از اندازهعلاوه بر این بررسی نتا

گیاهان تیمار شده با مس و نیکل نشان  هاي محلول در ریشه
نیکل و  میکرومولار 200و 100، 50، 25در تیمار هاي  داد که

مس در ریشه در سطح احتمال  200و 100، 50تیمارهاي 
. بودهاي شاهد معنی داري در مقایسه با نمونهدرصد  5آماري 

نیکل یک  هايدر تیمارنشان می دهد  2- کلشهمانطور که 
 50ظتلتا غهاي محلول ریشه در میزان قند روند صعودي

مس این روند صعودي تا غلظت  هايدر تیمارو  میکرومولار
 پیداست 2 شکلهمانطور که از . وجود دارد میکرومولار 100

ار شده با میزان افزایش قند هاي محلول در ریشه گیاهان تیم
باشد اما در گیاهان تیمار شده آنها می اندام هواییمس بیش از 

با نیکل افزایش قندهاي محلول در اندام هوایی بیش از ریشه 
  .آنها است

 در MDAمیزان  اندازه گیري: (MDA) مالون دي آلدئید
مختلف  هايبا غلظت ریشه و اندام هوایی گیاهان تیمار شده

و اندام هوایی ریشه  MDAمیزان با  و مقایسه آن مس و نیکل
 200و 100، 50تیمارهاي اعمال که هاي شاهد نشان داد نمونه

مس و نیکل باعث افزایش معنی  هر دو فلز سنگین میکرومولار
درصد نسبت به  5در سطح احتمال آماري  MDAمیزان دار 

 MDA بیشترین میزان افزایش .)3 شکل( اندگیاهان شاهد شده
 200یمار شده در غلظت در اندام هوایی و ریشه گیاهان ت

 3 همانطور که از شکل. میکرو مولار هر دو عنصر مشاهده شد
در اندام هوایی گیاهان تیمار شده  MDAمیزان افزایش  پیداست

باشد اما در گیاهان تیمار شده با با نیکل بیش از ریشه آنها می
 200 ر اندام هوایی تنها در غلظتد MDAمس افزایش افزایش 

 50، 25بیش از ریشه آنها است و در غلظت هاي میکرو مولار 
  .میکرو مولار کمتر از ریشه آنها است 100و 

میزان بر اساس نتایج حاصله،  : (H2O2)پراکسید هیدروژن
 گیاهان تحت تیمار مس و نیکل نسبت به در H2O2تولید 

به ویژه در افزایش  این. )4شکل (گیاهان شاهد افزایش یافت 
 200و  100،  50 شده با غلظت هاي تیمار گیاهان اندام هوایی
شده  در ریشه گیاهان تیمار و همچنیننیکل  مس و میکرومولار

در سطح  نیکل مس و میکرومولار 200و  100 با غلظت هاي
 .دار بودنددرصد نسبت به گیاهان شاهد معنی 5احتمال آماري 

 100تیمار گیاهان  در اندام هوایی H2O2 بیشترین میزان تولید
 200 تیمارگیاهان ریشه  و در مس و نیکل میکرومولار
دهد کهنشان می 4شکل  .دشمشاهده  مس و نیکل میکرومولار
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ها با آزمون ي میانگین داده مقایسه. هاي شاهد و تیمارهاي مختلف مس و نیکلدر نمونه هارنگیزهمیزان  SE ±تکرار 3ي میانگین  مقایسه -1شکل 

   .دار است ف یکسان بیانگر عدم اختلاف معنیوحر. دانکن انجام گرفت
  

 
ي مقایسه. هاي شاهد و تیمارهاي مختلف مس و نیکلدر نمونه و ریشه قندهاي محلول در اندام هوایی SE ±تکرار 3ي میانگین مقایسه -2 شکل

  .دار است ف یکسان بیانگر عدم اختلاف معنیوحر. ها با آزمون دانکن انجام گرفتمیانگین داده
  

  
ي  مقایسه. هاي شاهد و تیمارهاي مختلف مس و نیکلریشه نمونه اندام هوایی و در MDAمیزان  SE ±تکرار 3ي میانگین مقایسه -3شکل 

  .دار استف یکسان بیانگر عدم اختلاف معنیوحر. ها با آزمون دانکن انجام گرفتمیانگین داده
  

تیمار شده مس تمام گیاهان  اندام هوایی در H2O2میزان افزایش 
  .باشدو نیکل بیش از ریشه آنها می

حاصل از اندازه گیري  نتایج :(CAT) فعالیت آنزیم کاتالاز
 در اندام هوایی و ریشه گیاهان تیمار شده CATآنزیم فعالیت 

هاي و مقایسه آن با نمونه مختلف مس و نیکل هايبا غلظت
 زیمفعالیت این آني افزایش نشان دهنده 5شکل شاهد در 

در اندام  CATفعالیت افزایش . باشدمی تحت شرایط تنش
 200و 100، 50 هايشده با غلظت تیمار و ریشه گیاهان هوایی

در درصد  5در سطح احتمال آماري  مس و نیکل میکرومولار

نتایج نشان  همچنین. بودداري هاي شاهد معنیمقایسه با نمونه
ایی و ریشه گیاهان در اندام هو CATمی دهد که فعالیت آنزیم 

صورت  تیمار شده با نیکل، همگام با افزایش غلظت تیمارها به
یابد، در حالی که این روند افزایشی فعالیت خطی افزایش می

میکرو مولار  100آنزیم در تیمارهاي مس تنها تا غلظت 
دهد که افزایش فعالیت آنزیم نشان می 5شکل . شودمشاهده می

CAT  تمام گیاهان تیمار شده مس و نیکل بیش  اندام هوایی در
  .باشداز ریشه آنها می

حاصل از  نتایج :(APX)فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز
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ي مقایسه. هاي شاهد و تیمارهاي مختلف مس و نیکلریشه نمونه اندام هوایی و در H2O2 میزان SE ±تکرار 3ي میانگین مقایسه -4 شکل

   .دار استحرف یکسان بیانگر عدم اختلاف معنی. ون دانکن انجام گرفتها با آزممیانگین داده
  

  
ي مقایسه. هاي شاهد و تیمارهاي مختلف مس و نیکلریشه نمونه اندام هوایی و در CATفعالیت میزان  SE ±تکرار 3ي میانگین مقایسه -5 شکل

    .دار استدم اختلاف معنیف یکسان بیانگر عوحر. ها با آزمون دانکن انجام گرفتمیانگین داده
  

 
ي مقایسه. هاي شاهد و تیمارهاي مختلف مس و نیکلریشه نمونه اندام هوایی و در APXفعالیت میزان  SE ±تکرار 3ي میانگین مقایسه -6 شکل

  .دار استف یکسان بیانگر عدم اختلاف معنیوحر. ها با آزمون دانکن انجام گرفتمیانگین داده

  
گیاهان در اندام هوایی و ریشه  APXآنزیم فعالیت  اندازه گیري
با  و مقایسه آن مختلف مس و نیکل با غلظت هاي تیمار شده

تحت  فعالیت این آنزیمي افزایش نشان دهندهنمونه هاي شاهد 
در  APXفعالیت میزان افزایش . )6 شکل(  باشدمی شرایط تنش
وایی و نیکل در اندام ه میکرومولار 200و  100تیمارهاي 

ریشه در در  میکرومولار نیکل 200و  100،  50غلظت هاي 
 درصد 5و در سطح احتمال آماري  هاي شاهدمقایسه با نمونه

دهد که میزان فعالیت همچنین نتایج نشان می. بودداري معنی
در اندام هوایی و ریشه گیاهان تیمار شده با  APXآنزیم 

در مقایسه با  مس میکرومولار 200و 100، 50هاي غلظت
نشان  5 شکلهمانطور که . دار استمعنیهاي شاهد نمونه

تمام  اندام هوایی در APXافزایش فعالیت آنزیم  دهد که می
  .باشدگیاهان تیمار شده مس و نیکل بیش از ریشه آنها می

  
   :بحث

 و میزان رشد طولی ریشه بررسی نتایج حاصل از اندازه گیري
باعث ات سنگین مس و نیکل فلز تنش نشان داد که ساقه

مطالعات . معنی دار رشد طولی این اندام ها می شوند کاهش
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نشان داده است که  فلزات سنگین با مهار تقسم میتوزي و 
جلوگیري از تطویل سلولی سبب مهار رشد ریشه به عنوان 

.  (Shulan et al., 2010)شونداندام اصلی جذب مواد می
نشان داد که  (Raven et al., 1999)همکاران  راون و هايبررسی

ها سیتوکنین براي تقسیم سلولی و اکسین براي طویل شدن سلول
تحت با شده است که  مشاهدهگیاه جو   در. باشدمورد نیاز می

 یابداکسین اکسیداز افزایش میآنزیم فعالیت  مس فلز سنگینتاثیر 
(Coombes et al., 1976) .لزات بالا ف يها در غلظت به علاوه

هاي هاي ریبوزمی در سلول RNAساخت با مهار سنگین 
. Serida et al., 2008) ( ندگردمی سبب کاهش رشد مریستمی

در مطالعه حاضر  مستحت تنش سطح برگ معنی دار  کاهش
بر روي گسترش بررسی اثر فلز سنگین مس  از با نتایج حاصل
 گیاهو (Mocquot et al., 1996)  برگی ذرت

Empetrum nigrum   (Monni et al., 2000) مطابقت دارد. 
تنش نیکل نیز با  تحتسطح برگ  دارمعنی کاهش همچنین

لوبیاي سودانی و کلم  مطالعات انجام شده بر روي گیاهان
. (Molas, 1997; Sheoran et al., 1990) زینتی مطابقت دارد

خشک اندام هوایی و  گیري وزن تر ونتایج حاصل از اندازه
نشان داد که میزان تولید  و مقابسه آن با نمونه هاي شاهد ریشه

کاهش . مس و نیکل کاهش یافته است حضوردر  زیست توده
 Empetrumزیست توده تحت تاثیر مس و نیکل در گیاه

nigrum  (Monni et al., 2000)  دانه تحت تاثیر نیکل در و
گزارش شده  (Ruchi and Dubey, 2009) هاي برنجرست
این تحت تاثیر مس در  زیست تودهکاهش  ه علاوهب .است

هم  بوزیدانگیاه در  مطالعه با نتایج حاصل از بررسی اثر مس
زیست توده تاثیر کاهش  .(Serida et al., 2008) سویی دارد

ها کاهش و اختلال در سنتز پروتئین نشان دهنده عناثر سنگین
 باشدمیو همچنین کاهش فعالیت دستگاه فتوسنتزي 

(Manivasagaperumal et al ., 2011). بررسی نتایج حاصل از 
و کارتنوئیدها نشان داد که تنش مس و   a،bاندازه گیري کلرفیل

کاهش در میزان . شودنیکل سبب کاهش معنی دار آنها می
فلزات  مخربتواند به علت اثرات هاي فتوسنتزي میرنگیزه

. Stobart et al., 1985)(باشد  اهسنتز رنگیزه سنگین بر روي
هاي فلزات سنگین با اتصال به گروهگزارش شده است که 

هاي مسیر سنتز کلروفیل توانایی تخریب و غیر تیولی پروتئین
به علاوه تحت تاثیر  (Helmy, 2010) فعال کردن آنها را دارند

و همچنین  ازاد کمبود دو عنصر آهن و منیزیممس و نیکل م
 لاز در گیاهان مشاهده شده استافزایش فعالیت آنزیم کلروفی

(Drazkiewicz and Baszynsk, 2010, Ouzounidou and 
(Moustakas, 1997.  معنی دار بیانگر افزایش  حاصلنتایج

مازاد در گیاه بامیه نیکل  قندهاي محلول تحت تاثیر مس و
در قندهاي احیا کننده و غیراحیا کننده دار معنیافزایش  .است

هاي مختلف مس گزارش غلظت تاثیرحت در گیاه رزماري ت
توان افزایش از عوامل افزایش قندهاي محلول می. شده است

هاي تجزیه کننده ي قندهاي غیر محلول مانند انورتاز و آنزیم
سنتتاز و همچنین کاهش مصرف این قندها را مدنظر وکروز س

) Nohamed )1986 . (Verma and Dubey, 2001) داشت
ت که علت افزایش قندهاي احیا کننده در پیشنهاد کرده اس

افزایش  آهن هاي تحت تاثیر فلزات سنگین منگنز، روي وبرگ
فعالیت آمیلولیتیک و افزایش قندهاي محلول حاصل از پلی 

تحت تاثیر  MDAمیزان اندازه گیري . باشدمیساکاروئیدها 
هاي شاهد نشان داد مس و نیکل و مقایسه آن با نمونهتنش 

این ترکیب به . شوندمی MDAکل سبب القاي تولید مس و نی
 يهاي غشاعنوان یک شاخص بیوشیمیایی براي تعیین آسیب

ي در نتیجه MDA. شناخته شده استهاي آزاد توسط رادیکال
هاي غیر اشباع به ویژه لینولئیک اسید پراکسیداسیون چربی

هاي هیدروکسیل و اکسیژن در واقع رادیکال. شودتولید می
هاي متیلن واکنش داده و باعث تشکیل تواند با گرونفرد میم

هاي پراکسی لیپید و رادیکال )Dienes(ان  - هاي ديگروه
ها نیز با جذب هیدروژن هیدروپراکسیدها شوند، این رادیکال

از اسیدهاي چرب غیر اشباع باعث واکنش زنجیروار 
میزان افزایش در  ).Smirnoff, 1995(شوند پراکسیداسیون می

MDA  از با نتایج حاصلدر مطالعه حاضر مس تحت تنش 
 MDAو میزان  ROSتولید روي  بربررسی اثر فلز سنگین مس 

همچنین . (Shulan et al., 2010)هم سویی دارد  گیاه چمن  در
 تحتتولید شده در مطالعه حاضر  MDAافزایش در میزان 
دانه بر روي  نتایج حاصل از تاثیر مازاد نیکلتنش نیکل نیز با 

. (Ruchi and Dubey, 2009) مطابقت داردهاي برنج رست
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گیاه بامیه تحت تیمار مس و معنی دار در   H2O2 افزایش تولید
افزایش نشان دهنده ي هاي شاهد در مقایسه با نمونهنیکل 

این دو عنصر می  مازادتنش اکسیداتیو ناشی از غلظت هاي 
 ,Mondal and Choudhuri)  (1982و چادوري ماندل. باشد

آندوژنی موجب القاء   H2O2اند که افزایش سطوحگزارش کرده
 هانگ و .پیري و پراکسیداسیون چربی در گیاهان می گردد

هاي فعال د که گونهدناعلام کر (Hong et al., 2008)همکاران 
اکسیژن به ویژه سوپراکسید و پراکسید هیدروژن به عنوان 

توسعه گیاه مرتبط  یندهاي رشد وآز فرپیامبر ثانویه با خیلی ا
 یندآهاي فعال اکسیژن، قسمتی از فردر حقیقت گونه .باشندمی

باشد که باعث تغییر هاي سیگنالی هشدار دهنده در گیاهان می
شوند می تحت شرایط تنش محیطیها متابولیسم و یا بیان ژن

(Katerova, 2009).  مشاهداتی مبنی بر اینکهH2O2 به  تواندمی
عنوان یک مولکول سیگنالی عمل کند و باعث افزایش فعالیت 

 (Katerova, 2009)شود، توسط کاتروا آنتی اکسیدان هاي آنزیم
در مطالعه ي حاضر مشخص شد که میزان  .گزارش شده است

تحت تاثیر فلزات سنگین مس و  APXو  CATفعالیت آنزیم 
که  هدنتایج حاصل نشان می د. نیکل افزایش یافته است

در  APXو  CAT آنتی اکسیدانافزایش فعالیت آنزیم هاي 
به عنوان  APX. مقایسه با نمونه هاي شاهد معنی دار است

باعث تبدیل APX . می باشد H2O2اولین خط دفاعی در مقابل 
H2O2 این آنزیم ازآسکوربیک اسید به عنوان ، گرددبه آب می

 -گلوتاتیوندهنده ي الکترون در اولین مرحله ي چرخه ي 
دو مولکول  APXکند، در این چرخه آسکوربات استفاده می

را  H2O2 کند تاآسکوربیک اسید را به عنوان دهنده مصرف می
در اندامک هاي  H2O2براي پاکسازي  APX. به آب تبدیل کند

داخل سلول مورد نیاز است و با این عمل به حفظ حالت 
در گیاه . (Asada, 1992) کندردوکس در سلول ها کمک می

تحت شرایط  H2O2افزایش مشاهده شد که  آرابیدوپسیس
 ایجاد می کنددر انتقال الکترون پلاستوکینون  را تغییراتیتنش، 

و دیگر دیگر خانواده ژنی   APX2واحتمالا این تغییر سبب القا
CAPX گرددمی (Shigeru et al., 2002) .هاي آنزیمCAT 

به آب و اکسیژن  H2O2زیه هموتترامریک هستند و باعث تج
اکسادیشی هستند هاي مهم پادآنزیم SODو  CAT. شوندمی

کنند و از هاي فعال اکسیژن را جاروب میکه گونه
هاي دیواره ها، تخریب کلروفیل و آسیباکسیداسیون لیپید

افزایش  (Jithesh et al., 2006).کنند سلولی جلوگیري می
هاي فزایش در فعالیت آنزیمو به دنبال آن ا هاROSتولید 

تحت تنش  PODو  SOD ،CAT ،GR، APX آنتی اکسیدان
تحت تنش  و ) et al, Serida (2008 مس در گیاه بوزیدان

 مشاهده شد نیکل در گیاه علف چشمه
(Fatih and Fatma, 2010).    

  
  : نتیجه گیري

تنش  تاثیرات منفیي کلی می توان گفت که نتیجهبه عنوان 
کاهش گین مس و نیکل در گیاه بامیه به صورت فلزات سن

 زیست توده وکارایی دستگاه فتوسنتزي، کاهش رشد، کاهش 
هاي با توجه به داده .اندبروز یافته ایجاد تنش اکسیداتیو
ها و مطالعات پیشین محققین بر روي حاصل از این آزمایش

 آنتی اکسیدانهاي توان افزایش فعالیت آنزیمسایر گیاهان می
ناشی از تنش  هاي ROSرا در جهت کاهش اثرات تخریبی 

در این راستا می توان گیاه بامیه را در زمره گیاهان  .دانست
این  نتایج به علاوه. حساس به تنش مس و نیکل دانست

اثرات تخریبی فلز مس نسبت به نیکل بر  نشان داد کهمطالعه 
ر غلظت هر چند با افزایش بیشت .روي گیاه بامیه بیشتر است

عناصر مس و نیکل فعالیت آنزیم هاي آنتی اکسیدان افزایش 
هاي مس و نیکل به یافت اما اثرات تخریبی ناشی از غلظت

میکرو مولار غیر قابل مهار و ترمیم بود به  200و  100ویژه 
با  .اي از گیاهان شدر سبب مرگ دستهاي که ادامه تیماگونه

زمینه تنش فلزات مس و  توجه به اینکه تاکنون مطالعاتی در
-نیکل بر روي گیاه بامیه انجام نشده است مطالعه حاضر می

تواند به عنوان پیشگام در زمینه شناسایی ارقام مقاوم و 
  . مناسب گیاه بامیه باشد

 
  :تشکر و قدردانی

از خانم مهندس ندا فرناد کارشناس آزمایشگاه بیوشیمی، خانم 
فیزیولوژي گیاهی به خاطر هانیه مراد بیگی دانشجوي دکتراي 

ها ها و از خانمي مواد و استفاده از دستگاههمکاري در تهیه
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، سمیرا شوکت یاري و فضه محمدي ،دکتر نیر محمدخانی
به خاطر همکاري و مساعدت در این تحقیق  سمانه کارگر
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