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چکیده

گیاهی یونجه، هاي گونهتخریب هاي فعالیت آنزیمی و میزان بیومارکربر میکوریزا قارچ و نقش روي به منظور بررسی اثر سرب و

صورت بهآزمایش.گرفتانجام قدسدانشگاه آزاد اسلامی واحد شهردر 1391در سال گلدانی صورتبهآزمایشاین،ماشک و خلر

، خاك آلوده )S1(خاك طبیعی: نوع خاك شاملشاملها فاکتور.بودتکرار چهار تصادفی و در کاملاًفاکتوریل در قالب طرح پایه 

اي خوشه، ماشک گل )Medicago sativa(یونجه : شاملنوع گیاه ،)S3(و خاك آلوده شرکت کنستانتره روي) S2(رويو سربدن امع

)villosaVicia ( و خلر)Lathyrus sativus ( و قارچ میکوریزا)Glomus Intraradices ( مصرف و عدم مصرف : سطحدودر)شاهد (

زراعی آلوده مجاور کارخانه کنسانتره روي و معادن سرب و روي واقع درهاي آلوده از خاكهاي نمونه خاكجهت تهیه . بودند

ي به استثنا(تخریب هاي دانتی و بیومارکراکسیآنتیهاي میزان فعالیت تمام آنزیم،طورکلیبه. شداستفادهاستان زنجان 10متر کیلو

نتایجبا توجه به .بودتربیش) شاهد(در مقایسه با خاك طبیعی به فلز سنگینآلودههاي خاكهر دو در )گوآنوزینهیدروکسیدي

در مقایسه با خاك) S3و S2(آلوده هاي دانتی را در خاكاکسیآنتیهاي مصرف قارچ میکوریزا توانست میزان تمامی آنزیمآزمایش،

فلزات تربیشعلاوه بر این، مصرف قارچ میکوریزا به دلیل جذب . زراعی مورد مطالعه افزایش دهدهاي در تمامی گونه) S1(طبیعی

. آلوده شدهاي گیاهی در خاكهاي گونهD-Tو MDAهاي باعث افزایش بیومارکرOH-dG-8بیومارکر يسنگین به استثنا

نسبت به گونه گیاهی تر بالاSODبا تولید آنزیماي خوشهو ماشک گل تربیشGPXو CATگیاه یونجه با تولید آنزیم طورکلی، به

از .کنند، مقابله کندمیتوانسته است در مقابل تنش اکسیدي ناشی از فلزات سنگین سرب و روي که تولید رادیکال آزاداحتمالاًخلر 

را به خود MDAمیزان بیومارکر ین تربیشو نیز گونه ماشک OH-dG-8و D-Tمیزان بیومارکر ترین بالاگیاهی، یونجه هاي بین گونه

.اختصاص دادند

.محیط زیستتنش اکسیداتیو ، روي، ، سرب، گیاهیهاي گونه:کلیديهاي واژه
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74ايگل خوشههاي تخریب در یونجه، خلر و ماشکاکسیدانت و بیومارکرهاي آنتیبررسی اثر سرب و روي و نقش قارچ میکوریزا بر فعالیت آنزیم

مقدمه

مظفري و . رودشمار میه مهم بشر بآلودگی هوا و زمین یکی از معضلات و به دنبال آنامروزه صنعتی شدن جوامع،

کادمیوم که در سنگینفلزبهخاكآلودگیکاهشدرزراعیگونهچندتواندر تحقیقی به عنوان ارزیابی) 1391(همکاران 

گیاهی هاي گونهMDAبر میزان بیومارکر ) کیلوگرمدرگرممیلی80و40صفر،(خاك ) Cd(کادمیوم هاي غلظتاثرآن 

مورد بررسی قرار گرفته بود، نتیجه گرفتند که همراه با افزایش میزان غلظت 3سالهو یونجه یک2ايماشک گل خوشه، 1کلزا

نیز ها آن.بالا در هر سه گونه گیاهی مورد مطالعه افزایش یافتآلدئید ديمالونفلز کادمیوم در خاك میزان تولید بیومارکر 

میکرومول بر گرم 70/33و 13/37با ترتیببهگیاهی مورد مطالعه، گونه کلزا و یونجه هاي نتیجه گرفتند که در بین گونه

گزارش ) 2011(و همکاران Beladi.را به خود اختصاص دادندMDAمیزان بیومارکر ین تربیشو ین ترکمبافتازهوزن ت

) OH-dG-8(گوآنوزینهیدروکسیديو ) D-T(تیروزیندي، )MDA(آلدئید ديمالونهاي دادند که میزان بیومارکر

نتایج نیز)Abdel-Aal)2008و Maysa. اري همراه با افزایش غلظت فلز سنگین سرب و مس افزایش یافتدمعنیطوربه

ناشی ازاکسیداتیوهاي تنشبهتحملقوي بینارتباطیککهاستدادهنشانتحقیقات.مشابهی را گزارش کردند

وجودفتوسنتزکنندهگیاهاندرداناکسیآنتیهاي آنزیمغلظتافزایشجمله تنش فلزات سنگین واز محیطیهاي تنش

Mittler(دارد  and Zilinskas, دانی متشکل از چند آنزیم از جمله سوپراکسیددیسموتاز اکسیآنتیسیستم ). 1994

)SOD( کاتالاز ،)CAT (پراکسیداز کولایاو گ)G-POD (سوپراکسید تولید شده با فعال شدن آنزیم هاي رادیکال. است

، )G-POD(پراکسیداز گلیکولهاي تبدیل شده و فعالیت آنزیم)H2O2(پراکسیدهیدروژنبه) SOD(سوپراکسیددیسموتاز 

از .نمایدمیجلوگیريH2O2از تجمع )APX(داز یپروکسو آسکوربیک) CAT(، کاتالاز )GPX(پراکسیداز گلوتاتیون

فعال اکسیژن را در گیاه افزایش داده و منجر به ایجاد تنش هاي گونهمیزان ساخت، )Pb(سربفلز سنگینکهجاییآن

ه ، بشوددان خاصی نیز در چنین گیاهانی دیده میاکسیآنتیهاي شود، بنابراین افزایش فعالیت آنزیممیها آناکسیدي در

قرار Pb(No3)2مولمیلییکو5/0هاي حاوي در محیط کشت ماسزرو20برنجی که به مدت هاي عنوان مثال در بوته

پراکسیداز، گلوتاتیونپراکسیداز، آسکورباتکولایاگدیسموتاز،اکسیدان مثل سوپراکسیدهاي آنتیدارد میزان فعالیت آنزیم

Sharma(افزایش پیدا کردها آنهاي برگردوکتاز در ریشه و and Dubey, 2005a(. گیاهشدنکه کلنیزهشدهمشخص

)گیاهیاستخراج(گیاه هواییاندامدرسنگینفلزاتتجمعوجذبتواندمیآربوسکولارمیکوریزهاي قارچبرخیوسیلهبه

Weissenhorn(دهد افزایشرا et al., خاك، افزایش سطح طریق ایجاد کانال بین ریشه گیاه وقارچ میکوریزا از). 1995

1.Barassicanapus.
2.Viciavillosa.
3.Medicagorigidula.
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139475بهار ، پنجمسال ششم، شماره بیست و - دانشگاه آزاد اسلامی واحد اهواز- فصلنامه علمی پژوهشی فیزیولوژي گیاهان زراعی

افزایش میزان همزیستی . سازدپذیر میتوسط گیاه را امکانها دسترسی فلزات سنگین، جذب این آلودگیجذب و قابلیت 

شود؛ بنابراین هر عاملی که این میزان را بهبود و قارچ میکوریزا با ریشه گیاه منجر به افزایش مقدار جذب فلزات سنگین می

مطالعاتنتایج). 1385زارع و همکاران، (دهد گیاه را افزایش میسازي آلودگی خاك توسطکارایی پاكسازد مسلماًتر بیش

مشخصدقیقطوربههم،فلز باچندحضورصورتدرگیاه پالایی،درآربوسکولارا میکوریزهاي قارچنقشاندکهدادهنشان

,.Wenger, et al(شود نمی 2002.(Weissenhornو همکاران)ذرت گیاهوسیلهبهسنگینفلزاتجذب) 1995

ولیکردند،مطالعه)Mn(منگنز و)Cu(مس،)Pb(سرب،)Zn(روي ،)Cd(کادمیومبهآلودههاي خاكدررامیکوریزي

جذببرراآربوسکولارا میکوریزهاي قارچنقشدقیقطوربههاآننتایجدارند،برهمکنشیکدیگربافلزاتاینکهدلیلبه

فاقد همزیستی، هاي گیاهان شبدر و ذرت داراي همزیستی آربوسکولار نسبت به بوته.نکرده استمشخصفلزات،ازهریک

غلظت زیاد این فلز در . هوایی بودندهاي در اندامتري در ریشه و مقدار کمتري در خاك آلوده به سرب داراي سرب بیش

,Joner and Leyval(زیست است توسط قارچ همها ترکیب و غیرفعال شدن آن در ریشهدهندهریشه نسبت به ساقه نشان

در برابر شرایط بد رشد برخوردار بوده و به عنوان تحملاز قابلیت گونه گیاهی یونجه، خلر و ماشککهجاییآناز ).2001

از طریق حفظ تعادل سلولی با کمبود آب گیاهیهاي این گونهجاکهو از آنشدهیکی از منابع ژنی قابل توجه محسوب 

.باشندمیمتحملزنده هاي تنشو حتی از جمله فلزات سنگینغیرزندههاي نسبت به تنشطورکلی، بهد و نکنمیمقابله

بر میزان فعالیت ) Zn(و روي ) Pb(سنگین سرب آلوده به دو فلز سنگین هاي خاكاثردر این تحقیق به بررسی بنابراین

هاي و بیومارکر) GPX(پراکسیداز و گلوتاتیون) CAT(، کاتالاز )SOD(دیسموتاز اکسیدازدانتی سوپراکسیآنتیهاي آنزیم

گیاهیهاي گونه) MDA(آلدئیدديو مالون) OH-dG-8(گوآنوزینهیدروکسیدي، )D-T(تیروزینديبیوشیمیایی 

.ته شده استپرداخو خلراي خوشهماشک گل ،یونجه

ها مواد و روش

هاي تخریب گونههاي روي و نقش قارچ میکوریزا بر فعالیت آنزیمی و میزان بیومارکربه منظور بررسی اثر سرب و

قدس انجام در دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهر1391گلدانی در سال صورتبهآزمایش، این گیاهی یونجه، ماشک و خلر

خاك : شامل نوع خاكها فاکتور.تکرار بودچهارتصادفی و در کاملاًفاکتوریل در قالب طرح پایه صورت آزمایش به.گرفت

، نوع )S3(و خاك آلوده شرکت کنستانتره روي ) S2(سرب و روي ، خاك آلوده شرکت)S1(به عنوان تیمار شاهدطبیعی

Vicia(اي خوشه، ماشک گل )Medicago sativa(یونجه : شاملگیاه villosa ( و خلر)Lathyrus sativus ( و قارچ

Glomus(میکوریزا  intraradices ( مصرف و عدم مصرف : سطحدودر)آلوده از هاي جهت تهیه نمونه خاك. بودند) شاهد
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76ايگل خوشههاي تخریب در یونجه، خلر و ماشکاکسیدانت و بیومارکرهاي آنتیبررسی اثر سرب و روي و نقش قارچ میکوریزا بر فعالیت آنزیم

. استان زنجان استفاده شد10تر زراعی آلوده مجاور کارخانه کنسانتره روي و معادن سرب و روي واقع درکیلومهاي خاك

فیزیکی و هايویژگیو سپس به منظور تعیین صورت گرفتتري مسانتی30-صفراز عمقها نمونه برداري از خاك

عناصر سنگین سرب و روي ویژهبه، کنندهو عوامل محدودخیزيحاصلوضعیت چنینهمشیمیایی خاك مورد نظر و 

دوخاك خرد و سپس از الک هاي سازي کلوخهبه منظور عملیات آماده). 2و 1هايجدول(آزمایش خاك انجام شد 

گیاهی نمونه هاي از برگ گونهدهیگلدر مرحله . کشت شدها گیاهی در گلدانهاي سپس گونه. متري عبور داده شدمیلی

-40ل مایع منجمد و در یخچانیتروژنبا ها سپس نمونه. تهیه شد و با استفاده از کولمن حاوي یخ به آزمایشگاه منتقل شد

.نگهداري شدها آنزیمگیرياندازهتا زمان گرادسانتیدرجه 

هاي فیزیکی وشیمیایی مربوط به انواع خاك مورد مطالعهنتایج تجزیه:1دولج
نوع 
خاك

اسیدیته
خاك

)pH(

شوري خاك
زیمنس دسی(

)بر متر

کربن 
آلی

)درصد(

بافت
خاك

مواد 
شوندهخنثی

)درصد(

نیتروژن 
Nکل

)درصد(

قابل فسفر 
Pجذب

).ام.پی.پی(

قابل پتاس
Kجذب

).ام.پی.پی(

آهن
Fe

).ام.پی.پی(

مس
Cu

).ام.پی.پی(

منگنز
Mn

).ام.پی.پی(

کادمیوم
Cd

).ام.پی.پی(
S1

7/1254/07/295202965/48/75/0شنی4/767/055/0*
S29/739/174/09/1306/04/154901402/81/579/11لومی شنی
S35/769/166/08/1109/05/214102209/72/597/9شنیلومی

*S1 : شاهد(خاك طبیعی( ،S2 :وخاك آلوده شرکت سرب و رويS3 :باشندمیخاك آلوده شرکت کنستانتره روي.

هاي خاكمقدار کل و قابل جذب فلز سرب و روي نمونه: 2جدول 
S3خاك شرکت کنستانتره رويS2شرکت سرب و رويخاك S1) شاهد(خاك طبیعی 

)Pb(سرب )Zn(روي )Pb(سرب )Zn(روي )Pb(سرب )Zn(روي 
کلقابل جذبکلقابل جذبکلقابل جذبکلقابل جذبکلقابل جذبکلقابل جذب

4/92320120435688221754814161580465010203200

.باشندبه کیلوگرم خاك خشک میگرممیلیاعداد بر حسب  

)SOD(گیرى میزان فعالیت آنزیم سوپراکسیددیسموتازاندازه

میزان فعالیت گیرياندازهجهت .دشتعیین ) Fridovich)1972و Misraاز روش SODمیزان فعالیت آنزیم 

جوان و کاملاًها برگ هنگام صبح قبل از گرم شدن هوا برداشت شد، سعی بر آن بود که برگدواز دیسموتازسوپراکسید

گذاري شده قرار گرفت و در یخدانی که کف آن از یخ پوشیده شده بود قرار داده داخل نایلون اتیکتها برگ.ده باشندرگست

آنگاه حجم مشابه از .خرد و هموژن شد=5/7pHمولار با 16/0در بافر تریس ها نمونه.شد و به آزمایشگاه منتقل گردید

در .و دیواره سلول انجام شودءدیواره اضافه گردید و اجازه داده شد تا فرایند هضم غشاکنندهبافر دیجیتونین و آنزیم هضم

برداشته شده )1951(و همکاران Lowryروشاز محلول هموژن براي سنجش پروتئین توسط تر لیمیلی5/0پایان مقدار 

آنزیممانده محلول استخراجی مقدارسپس در باقی. تعیین شدلیتر میلیبر گرممیلیو مقدار پروتئین آن بر حسب 

.از آنزیم استاندارد و خالص جهت استاندارد نمودن نتایج استفاده گردید.شدگیرياندازه)SOD(سوپراکسیددیسموتاز 
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)GPX(پراکسیدازگیرى میزان فعالیت آنزیم گلوتاتیوناندازه

مولار 16/0بلافاصله در بافر فسفات تریس . منتقل شده به آزمایشگاه با آب مقطر شستشو داده شدنديهادر ابتدا نمونه

آنگاه اجازه داده شد در حضور حجم مشابه از همان بافر حاوي . وارد شده سپس خرد و هموژن شدند=5/7pHبا

محلولاز لیتر میلی5/0در پایان مقدار . دیواره، فرآیند هضم غشاء و دیواره سلول انجام شودکنندهدیجیتونین و آنزیم هضم

سپس در . تعیین گردیدلیتر یلىگرم بر مبر حسب میلىهموژن براي سنجش پروتئین برداشت شد و مقدار پروتئین آن 

)1987(Valentineو Pagliaروش از طریق )GPX(پراکسیدازگلوتاتیوناستخراجی مقدار آنزیم محلولماندهباقی

مولمیلى2/1، همراه )=5/7pH(مول56/0پتاسیک منوعصاره استخراجى به محلول بافر حاوي فسفات.ى شدگیراندازه

EDTA، مولمیلىیکNaNo3 مولمیلى2/0وNADPHگلوتاتیون احیاء به همراه لیتر یلىم2/0سپس به آن . وارد شد

که از طریق تعیین مقدار تغییر جذب NADPHبلافاصله میزان اکسیداسیون . ردیدگاز آب اکسیژنه اضافه مولمیلى1/0

-z-u 100مدل متر اسپکتروفتود توسط دستگاهگراسانتیدرجه 30در نانومتر340در  Shimaduz-u-ى گردید، گیراندازه

بدون حضور عصاره استخراجى براى تصحیح و حذف خطاهاى احتمالى بلانک حاوي تمام مواد فوقمحلولزمان یک هم

پراکسیداز معادل مقدار آنزیمى که بتواند یک میکرومول از واحد از فعالیت آنزیم گلوتاتیونیک. مورد استفاده قرار گرفت

براى استاندارد شدن از نمونه آنزیم گلوتاتیون . در یک دقیقه کاتالیز کند در نظر گرفته شده استNADPHسوبسترا 

.پراکسیداز استاندارد استفاده شد

)CAT(ي میزان فعالیت آنزیم کاتالازگیراندازه

استفاده شد و سپس توسط روشگسترده کاملاًجوان وهاي گیاهی و برگهاي از نمونه،صفتاین ي هجهت محاسب

Paglia وValenyine)1987 ( گیاهی پس از شستشو با آب مقطر هاي نمونه. شدآنزیم تعیین این میزان تغییرات

سپس حجم مشابه بافر حاوي . وارد و خرد و هموژن شد)=5/7pH(مول 16/0تریس -بلافاصله در محلول بافرفسفات

در آخر میزان . سلولی صورت گیردهاي دیواره اضافه نموده تا فرآیند هضم غشاء و دیوارهي هدیجیتونین آنزیم هضم کنند

برداشته شد و مقدار )1951(و همکاران Lowryاز محلول هموژن براي سنجش پروتئین توسط روشلیترمیلی5/0

در این روش شدت حذف آب اکسیژنه به عنوان سوبسترا ارزیابی . تعیین گردیدلیترمیلیگرم بر میلیپروتئین آن بر حسب

EDTA ،11/0مول 15/0به همراه )=5/7pH(مول فسفات دي سدیک میلی17/0بافر زمینه براي انجام کار حاوي . شد

دقیقه یکواحد فعالیت آنزیم کاتالار معادل نسبت تبدیل آب اکسیژنه در مدت . مول کلریدمنیزیم در نظر گرفته شدمیلی

.به هنگام پیشرفت واکنش درجه اول در نظر گرفته شد
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)OH-dG-8(گوآنوزینهیدروکسیسنجش دي

کربنات بیفسفاتبافر سمت از بافت در محلول بافت مورد نظر توزین و پس از تعیین نسبت کل پروتئین یک ق

به محلول هموژن از . گردیدخرد و سپس به سرعت در حضور یخ و شرایط سرد هموژن )=5/7pH(مول 6/1) منوسدیک(

6/5pHسدیک با منوپس از اضافه کردن بافر جدید بنام استات. شدمول اضافه 4/0سولفوکساید به غلظت متیلماده دي

دقیقه سانتریفوژ 10دور به مدت1500ساعت دیالیز و سپس محتواي باقی مانده در 6برابر آب مقطر به مدت آن را در 

آنگاه با اضافه کردن . قرائت گردیدنانومتر260و 280هاي در طول موجترتیببهمتر محلول بالایی در اسپکتروفتو. شدند

دقیقه 15دور به مدت 3000این محلول پس از سانتریفوژ در . ندمول از پروتئین عاري شد35/0اسید کلرواستیکتري

آمده جهت سنجشدست بهعصاره .مورد استفاده قرارگرفتOH-dG-8سانتریفوژ شده و محلول بالایی جهت سنجش 

در این مورد عصاره را از ستون کربن . انجام شد) 1999(همکارانوBogdanovاساس روش بر OH-dG-8بیومارکر 

پس از به تعادل رسیدن و عبور تمامی حلال موجود در . هاستعبور داده، این ستون مخصوص جذب پورین(C8)8شماره 

از این ستون خارج شد و به OH-dG-8ماده 2/8pHبا TrisHclعصاره آنگاه ستون با عبور از فاز متحرك جدید حاوي

مول 65/0پس از به تعادل رسیدن، ستون با فاز متحرك حاوي آدنوزین با غلظت . منتقل گشت8ن جدید کربن ستو

که این پیک طورياین امر سبب جدا شدن اختصاصی ماده مورد نظر به عنوان یک پیک اختصاصی شده به. شستشو گردید

پورینی ارزیابیهاي نسبت خاص از کل پیکرتصوبهOH-dG-8مقدار . به دستگاه دتکتور منتقل و شناسایی گردید

.گرددمی

) MDA(آلدئید ديسنجش مالون

که براي سنجشاي عصاره. گردیداستفاده ) Sidney)1987و Stevenاز روش بیومارکراینگیرياندازهجهت 

8-oH-dG اسید با بر اساس روش تیو بار بتوریکشدمصرفMDA محصول این واکنش پس از . گرفتمورد استفاده قرار

پس از به تعادل . شدندمول به ستون سیلکاژل اکتادسیل منتقل 12کلرواستیک اسید تريعاري شدن از پروتئین بوسیله 

با دتکتورمتر اسپکتروفتودرMDAو پیک شدرسیدن ستون، این ستون با فاز متحرك شامل فسفات بافر متانولی شستشو 

جهت استاندارد شدن . ي گردیدگیراندازهی و بر اساس سطح زیر منحنی پیک یشناسانانومتر532مرئی در طول موج 

. گردیدمختلف در بافر شستشو و منحنی استاندارد رسمهاي خالص با نسبتآلدئیدديمالون

)D-T(سنجش دي تیروزین

16/0تریس فسفاتبافر برگ از گیاه با آب مقطر شستشو داده شد و بلافاصله در تیروزین، دوي ديگیراندازهجهت 

، آنگاه اجازه داده شد حجم مشابه از همان بافر حاوي دیجیتوتین و آنزیم گردیدوارد و خرد و هموژن =5/7pHمولار با 
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در محلول هموژن براي لیتریلیم5/0در پایان مقدار . دیواره سلول صورت گیرديدیواره فرآیند هضم غشاکنندههضم

لیترمیلیبر گرممیلیبرداشته شد و مقدار پروتئین بر اساس ) Sidney)1978و Stevenپیشنهاديسنجش توسط روش

قرارگرفت در این روش سنجشمورد مذکور تیروزین براساس روش محلول مقدار ديماندهباقیتعیین شد، پس از آن در 

اسیدکلریدریک بابافر زمینه براي کار حاوي تریس. واکنش به مایع کروماتوگرافی ارزیابی شداساس میزان فعالیت بر

2/7pH= ،2/0هاي افزارتجزیه و تحلیل آماري با استفاده از نرمکلیه .سدیک بودديسدیملیتر ل بر مومیلیSASرسم و

مقایسه درصدل یک دانکن در سطح احتمااي هچند دامنآزموناستفاده ازبا ها انجام و میانگینExcelافزارنرمباها نمودار

.ندشد

نتایج و بحث

وع خاك و ن×نوع گیاهدو گانه برهمکنشبه استثناء (انه گمتقابل دواثرات واصلیاثرنتایج تجزیه واریانس،با توجه به

کلیه صفات آزمایشی بر روي گانه عوامل آزمایشسهو) گوآنوزینهیدرواکسیمیکوریزا بر روي بیومارکر دي×نوع گیاه

). 3جدول (شد تشخیص داده ار دمعنی

مورد مطالعهتجزیه واریانس صفات :3جدول 
میانگین مربعات درجه

آزادي
(df)

منابع تغییرات
)S.O.V(سوپراکسیددیسموتاز

(SOD)
کاتالاز
(CAT)

گلوتاتیون پراکسیداز
(GPX)

آلدهیدديمالون
(MDA)

تیروزیندي
(D-T)

دي هیدرواکسی گوآنوزین
(8-OH-dG)

**93/411642 **74/14180 **37/6837 **48/1203 **52/408 **36/62456 2 نوع گیاه
**72/2123628 **69/17284 **54/3883 **29/686 **26/316 **77/3585 2 نوع خاك

**55/203947 **84/2359 **84/658 **54/441 **44/285 *84/1519 1 میکوریزا
**55/8235 **34/249 **32/98 **46/61 **73/9 ns24/697 4 نوع خاك×نوع گیاه
**93/7523 **74/22 **08/16 **92/48 **07/15 ns86/141 2 میکوریزا×نوع گیاه 
**38/40159 **51/444 **43/73 **27/109 **99/98 **09/2411 2 میکوریزا×نوع خاك

**63/5107 **03/38 **78/6 **60/13 **88/6 *09/912 4 وع خاكن×میکوریزا ×نوع گیاه 
759/627 386/4 755/1 756/0 697/1 84/343 54 خطا

198/2 364/2 264/3 280/4 475/10 388/25 - )درصد(ضریب تغییرات 
ns، *باشنددرصد مییکوپنجاحتمالسطوحدردارمعنیاختلافودارمعنیاختلافعدمبه ترتیب بیانگر :**و.

)SOD(آنزیم سوپراکسیددیسموتاز

،)SOD(سوپراکسیددیسموتازدان اکسیآنتیبر آنزیم آزمایشهاي فاکتورسه گانه برهمکنشار شدن دمعنیبا توجه به 

با ترتیببهS1طبیعیخاك ×میکوریزاعدم مصرف×خلرو S3آلودهخاك ×مصرف میکوریزا×ترکیب تیماري ماشک

ود اختصاص دادند خرا بهSODمیزان فعالیت آنزیم ترین و پایینترین بالاپروتئینگرممیلیبهواحد 5/804و 1614

هاي گیاهی تلقیح شده با قارچ میکوریزا در گونهSODطورکلی میزان آنزیم ، به4با توجه به جدول ).4و 3هايجدول(

میزان ، S1در تیمار خاك طبیعی ). 1شکل(تر شد در مقایسه با تیمار عدم مصرف میکوریزا بیشS3و S2هاي آلوده خاك
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ایج آزمایش نت).1شکل(اي  بود از گونه ماشک گل خوشهترکمهاي گیاهی یونجه و خلر مشابه و این آنزیم در هر دو گونه

در دو ) SOD(فعالیت آنزیم سوپراکسیددیسموتازيسبب القا) Zn(و روي ) Pb(نشان داد که دو فلز سنگین سرب 

گونه گیاهی ماشک تلقیح شده با قارچ میکوریزا از .)4جدول (اي  شدند ویژه یونجه و ماشک گل خوشههاي گیاهی بهگونه

اي این نشان داد که گیاه ماشک گل خوشه).1شکل (تري نسبت به گونه دیگر برخوردار بودبالاSODفعالیت آنزیم 

وجود قارچ میکوریزا در . ترین تخریب سلولی را در گیاه موجب شوداحتمالاً توانسته است با فعالیت آنزیمی بالاي خود کم

اکسیدانتی نسبت به شرایط عدم حضور میکوریزا ایجاد ها آنتیخاك طبیعی تفاوت قابل توجهی در میزان فعالیت آنزیم

تر شد که این عمل افزایش اما در خاك آلوده با اضافه کردن قارچ میکوریزا مشاهده گردید که جذب فلز سنگین بیش. نکرد

بهی را نتایج مشا،انجام دادند)2011(و همکاران Golshanدر تحقیقی که. اکسیدانت را موجب گردیدسطح آنزیم آنتی

هاي رادیکال آزاد تولیدي در شرایط با توجه به اینکه آنزیم سوپراکسیددیسموتاز براي مقابله با اکسیژن. مشاهده کردند

تري از این آنزیم توانسته توان نتیجه گرفت که گونه گیاهی ماشک احتمالاً با تولید بیششود میتنش در گیاهان تولید می

به عبارت دیگر این . ها گیاهی شودهاي رادیکال آزاد تولیدي نسبت به سایر گونهز اکسیژناست باعث حذف تعداد زیادي ا

. گونه تا حدودي قادر بوده است از طریق افزایش فعالیت آنزیمی از فرایند حاصل از اکسیداسیون سلولی مصون شده باشد

برهمکنش سه گانه نوع گیاه، نوع خاك و قارچ میکوریزا بر صفات آزمایشی مورد مطالعه:4جدول 
سوپراکسیدهاي آزمایشیتیمار

) SOD(دیسموتاز
گرممیلی(

)پروتئین

کاتالاز
(CAT)

گرم میلی(
)پروتئین

گلوتاتیون 
پراکسیداز

)GPX()گرم میلی
)پروتئین

آلدئید ديمالون
)MDA ()میکرومول

ه گرم وزن ب
)بافتتازه

تیروزیندي
(D-T)

میکرومول به گرم (
)بافتوزن تازه

هیدرواکسیدي
) OH-dG-8(گوآنوزین

ومول بهنان(
)بافتگرم وزن تازه

میکوریزانوع خاكنوع گیاه

خلر

5/804عدم مصرف)S1(شاهد  i*05/52 j55/16 k80/15 g158/6 g85/80 de

3/819مصرف i03/54 j83/18 jk90/15 g160/6 g20/85 de

1161عدم مصرف)S2(شرکت سرب و روي  f95/77 h13/27 h90/15 g130/6 g65/82 de

1239مصرف e07/91 f52/31 g27/22 d547/8 fg35/67 e

)S3(شرکت کنسانتره روي 
1288عدم مصرف e85/91 f42/33 g50/22 d557/8 fg32/67 e

1401مصرف d4/104 d50/40 ef78/29 c73/14 de00/49 ef

یونجه

)S1(شاهد 
3/705عدم مصرف j57/79 h08/41 ef93/10 h63/12 e9/129 bc

8/714مصرف j95/80 h97/42 e02/11 h43/12 e1/167 a

3/959عدم مصرف)S2(شرکت سرب و روي  g8/114 c15/58 c70/10 h57/12 e0/136 ab

1183مصرف f6/132 b75/66 b45/14 g08/18 bc63/94 cd

1189عدم مصرف)S3(شرکت کنسانتره روي  f9/135 b35/68 b57/14 g99/15 cd3/128 bc

1372مصرف d1/154 a30/81 a63/17 f08/28 a28/91 d

ماشک

)S1(شاهد 
8/908عدم مصرف h92/43 k92/19 j30/20 e738/9 f30/26 f

0/930مصرف gh22/46 k77/22 i17/20 e820/9 f60/26 f

)S2(شرکت سرب و روي 
1247عدم مصرف e35/61 i45/32 g58/19 e443/9 f10/28 f

1464مصرف c20/86 g00/39 f67/31 b23/13 e73/19 f

1516عدم مصرف)S3(شرکت کنسانتره روي  b35/88 fg03/41 ef30/30 bc80/12 e25/19 f

1614مصرف a35/99 e88/48 d25/42 a80/18 b13/15 f

.باشدمیدرصدیکاحتمالسطحدردانکنايدامنهچندآزموناساسبردارمعنیاختلافوجودعدممنزلهبهستونهردرمشابهحروف
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139481بهار ، پنجمسال ششم، شماره بیست و - دانشگاه آزاد اسلامی واحد اهواز- فصلنامه علمی پژوهشی فیزیولوژي گیاهان زراعی
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SODبرهمکنش گونه گیاهی، میکوریزا و نوع خاك بر میزان آنزیم : 1شکل 

)CAT(آنزیم کاتالاز 

×عدم مصرف میکوریزا×و ماشکS3خاك آلوده ×مصرف میکوریزا×، ترکیب تیماري یونجه4جدول به با توجه 

میزان ین ترکمو ین تربیش)U/g.protien(پروتئین گرممیلیبهواحد 92/43و 1/154با ترتیببهS1خاك طبیعی 

گیاهی تلقیح شده با هاي گونهCATمیزان آنزیم طورکلی، به). 2شکل(را به خود اختصاص دادند CATفعالیت آنزیم 

با افزایش مقدار ). 2شکل(شد تربیشدر مقایسه با تیمار عدم مصرف میکوریزا S3و S2آلوده هاي قارچ میکوریزا در خاك

). 2شکل(مشاهده شد ) CAT(مورد مطالعه حداکثر فعالیت آنزیمی کاتالاز هاي فلز سرب و روي در خاك

180

160

140

120

100

80

60

40

20

0

لاز 
کاتا

ان 
میز

)
C

A
T

(
)

لی
می

ین
وتئ

 پر
رم

گ
(

CATبرهمکنش گونه گیاهی، میکوریزا و نوع خاك بر میزان آنزیم : 2شکل 
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82ايگل خوشههاي تخریب در یونجه، خلر و ماشکاکسیدانت و بیومارکرهاي آنتیبررسی اثر سرب و روي و نقش قارچ میکوریزا بر فعالیت آنزیم

در گیاه یونجه تلقیح شده با میکوریزا بود و حداقل فعالیت آن در گیاه ماشک در نبود CATحداکثر فعالیت آنزیمی 

این آنزیم در این گونه ترکمبه دلیل میزان احتمالاً. بودفعالیت آنزیم را دارامیزان ین ترکمگونه ماشک . میکوریزا بود

به دلیل فعالیت احتمالاًسمیت ناشی از عناصر سرب و روي قرار گرفته است و از طرفی یونجه تأثیرتحت تربیشپروتئین 

آنزیم . اکسیداسیون در پروتئین گیاهی صورت پذیرفته استین ترکمزیاد این آنزیم تحت تنش ناشی از سرب و روي 

شود این آنزیم قادر به هضم و آنزیم مهمی است که در شرایط تنش اکسیداتیوي فعال می،)CAT(دانت کاتالاز اکسیآنتی

آنزیم را داردمیزان فعالیت ین ترکمبرخوردار است و گیاه ماشک CATفعالیت ین تربیشگیاه یونجه از . استH2O2حذف 

. در دو گونه گیاهی دیده شدCATاري بین فعالیت آنزیمدمعنیو اختلاف 

)GPX(پراکسیداز زیم گلوتاتیونآن

خاك ×عدم مصرف میکوریزا×خلرو S3خاك آلوده ×ا مصرف میکوریز×، ترکیب تیماري یونجه4جدول به با توجه 

GPXمیزان آنزیم ترین پایینو ترین بالا)U/g.protien(پروتئین گرممیلیبهواحد 55/16و 3/81با ترتیببهS1طبیعی 

گیاهی تلقیح شده با قارچ میکوریزا در هاي گونهGPXمیزان آنزیم طورکلی، به). 3شکل(را به خود اختصاص دادند 

اگر چه با افزایش میزان سرب و ). 3شکل(شد تربیشدر مقایسه با تیمار عدم مصرف میکوریزا S3و S2آلوده هاي خاك

.)3شکل(در مقایسه با شاهد افزایش داشت ) GPX(مورد مطالعه، فعالیت آنزیم گلوتاتیون پراکسیداز هاي روي در خاك

دارا فعالیت آنزیمی را ین تربیشگونه گیاهی یونجه کهطوريبهاما این افزایش براي هر سه گونه گیاهی به یک اندازه نبود 

).3شکل(دوم و سوم را به خود اختصاص دادند هاي رتبهترتیببهگونه گیاهی ماشک و خلر ترتیببهوبود 
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GPXبرهمکنش گونه گیاهی، میکوریزا و نوع خاك بر میزان آنزیم : 3شکل 
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139483بهار ، پنجمسال ششم، شماره بیست و - دانشگاه آزاد اسلامی واحد اهواز- فصلنامه علمی پژوهشی فیزیولوژي گیاهان زراعی

که بیان شد وجود میکوریزا در خاك طور همان. زیادي داشتاثرمصرف میکوریزا نیز در افزایش فعالیت این آنزیم 

نسبت به شرایط عدم حضور میکوریزا ایجاد نکرد اما با اضافه کردن میکوریزا در ها طبیعی تفاوت قابل توجه در سطح آنزیم

.گردیداکسیدانتآنتیشده که این عمل باعث افزایش سطح آنزیم تر سنگین بیشآلوده دیده شد که جذب فلز هاي خاك

)MDA(آلدئید ديبیومارکر مالون

عدم مصرف ×و یونجهS3خاك آلوده ×مصرف میکوریزا×، ترکیب تیماري ماشک4جدول به نتایج حاصل از با توجه 

و ترین بالا)µMol/g.Fw(بافتازهمیکرومول به گرم وزن ت93/10و 25/42با ترتیببهS1خاك طبیعی ×میکوریزا

ویژهبهآلوده هاي سرب و روي در خاكتر مقدار بیش). 4شکل(را به خود اختصاص دادند MDAبیومارکرمیزان ترین پایین

.افزوددر هر سه گیاه ) MDA(آلدئید ديمالوننیز بر میزان ظرفیت بیومارکر S3خاك شرکت کنسانتره رويدر 

در مقایسه با S3و S2آلوده هاي گیاهی تلقیح شده با قارچ میکوریزا در خاكهاي گونهMDAبیومارکر میزان طورکلی، به

میزان مورد مطالعه، هاي اگر چه با افزایش میزان سرب و روي در خاك). 4شکل(شد تربیشتیمار عدم مصرف میکوریزا 

.)4شکل (افزایش داشت، اما این افزایش براي هر سه گونه گیاهی به یک اندازه نبوددر مقایسه با شاهد MDAبیومارکر

یونجهو خلرگونه گیاهی ودارا بود را MDAمیزان بیومارکر ین تربیشايخوشهماشک گل گونه گیاهی کهطوريبه

MDAمصرف میکوریزا نیز در افزایش میزان بیومارکر ).4شکل(دوم و سوم را به خود اختصاص دادند هاي رتبهترتیببه

MDAکه بیان شد وجود میکوریزا در خاك طبیعی تفاوت قابل توجهی در سطح بیومارکر طور همانزیادي داشت، اثر

آلوده به فلز سنگین با اضافه کردن میکوریزا جذب فلز هاي اما در خاك. نسبت به شرایط عدم حضور میکوریزا ایجاد نکرد

در گونه ماشک MDAحداکثر افزایش ظرفیت . شدMDAسنگین بالا رفت که این عمل باعث افزایش میزان بیومارکر 

بعد از گونه ماشک گیاه). 4شکل(است تأمل میکوریزا در این مورد هم قابل اثرهمراه با مصرف میکوریزا مشاهده شد که 

هاي که گونه گیاهی ماشک به دلیل فرایند تولید اکسیژنرا دارا بود، نتیجه آنMDAیونجه حداکثر افزایش ظرفیت 

هاي، گیاه در بین گونه. ي قرار گرفتتربیشدر مقایسه با دو گونه گیاهی دیگر مورد تجزیه لیپیدي تربیشرادیکال آزاد 

ترکمدهندهرا به خود اختصاص داد که این موضوع نشانآلدئید ديمالونیی میزان بیومارکر بیوشیمیاین ترکمیونجه از 

محصول نهایی آلدئید ديمالون. باشدمیگیاهی مورد مطالعههاي بودن تجزیه لپیدي این گونه نسبت به سایر گونه

.زنده استغیرهاي خسارت غشاء در تنشآزاد و هاي غشاء بوده و به عنوان نشانگر تولید رادیکالهاي پراکسیداسیون لیپید

دیگر هاي از گونهتربیشاي خوشهدر گونه گیاهی ماشک گل آلدئید ديمالونبا توجه به نتایج آزمایش، ظرفیت بیومارکر 

در این گونه براي مقابله ) ضعیف بودن سیستم دفاع آنزیمی(ناشی از کافی نبودن ترشح آنزیمی احتمالاًبود، که این موضوع 

گیاهی، گونه گیاهی یونجه هم از هاي برعکس در بین گونه). 4شکل(با سمیت عناصر سنگین سرب و روي بوده است 
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84ايگل خوشههاي تخریب در یونجه، خلر و ماشکاکسیدانت و بیومارکرهاي آنتیبررسی اثر سرب و روي و نقش قارچ میکوریزا بر فعالیت آنزیم

به خاطر کافی بودن این میزان از فعالیت این مسئله احتمالاًي برخوردار بود، ترکمMDAفعالیت آنزیمی و هم ظرفیت 

بوده باشد و یا اینکه گیاه با مکانیسم دیگري توانسته آلدئید ديمالونآنزیمی گیاه یونجه براي مقابله با افزایش ظرفیت 

ROSتولیدي را هضم و حذف کند.
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MDAبرهمکنش گونه گیاهی، میکوریزا و نوع خاك بر بیومارکر : 4شکل 

)D-T(تیروزینديبیومارکر 

عدم مصرف ×و خلرS3خاك آلوده ×مصرف میکوریزا×، ترکیب تیماري یونجه4جدول به نتایج حاصل از با توجه 

و ترین بالا)µMol/g.Fw(بافتازهمیکرومول به گرم وزن ت158/6و 08/28با ترتیببهS1خاك طبیعی ×میکوریزا

سرب و روي در تر مقدار بیش). 5شکل(را به خود اختصاص دادند ) D-T(تیروزینديمیزان بیومارکرترین پایین

در هر سه گیاه )D-T(تیروزینديبیومارکرنیز بر میزان ظرفیت S3در خاك شرکت کنسانتره روي ویژهبهآلوده هاي خاك

در مقایسه S3و S2آلوده هاي گیاهی تلقیح شده با قارچ میکوریزا در خاكهاي گونهD-Tمیزان بیومارکرطورکلی، به.افزود

مورد مطالعه، میزان هاي اگر چه با افزایش میزان سرب و روي در خاك). 5شکل(شد تربیشبا تیمار عدم مصرف میکوریزا 

کهطوريبه، اما این افزایش براي هر سه گونه گیاهی به یک اندازه نبود در مقایسه با شاهد افزایش داشتD-Tبیومارکر 

دوم هاي رتبهترتیببهگونه گیاهی ماشک و خلر ترتیببهو  دارا بود را D-Tمیزان بیومارکر ین تربیشگونه گیاهی یونجه 

گونه گیاهی یونجه همراه با مصرف میکوریزا D-Tافزایش میزان بیومارکر ). 5شکل(ود اختصاص دادند و سوم را به خ

تیروزینديرسد مقدار زیاد سرب و روي با یکدیگر توانسته ظرفیت میاز دو گونه گیاهی دیگر بود که به نظرتر گیرچشم

.قرار دهدتأثیردر گونه گیاهی یونجه را بیش از دو گونه دیگر تحت 
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139485بهار ، پنجمسال ششم، شماره بیست و - دانشگاه آزاد اسلامی واحد اهواز- فصلنامه علمی پژوهشی فیزیولوژي گیاهان زراعی
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D-Tبرهمکنش گونه گیاهی، میکوریزا و نوع خاك بر بیومارکر : 5شکل 

)OH-dG-8(گوآنوزینهیدروکسیديبیومارکر 

یک را که) OH-dG-8(گوانوزینهیدروکسیديبیومارکر روي، ظرفیت دو فلز سنگین سرب وبههآلودهاي خاك

، 4جدول به با توجه . قرار دادتأثیراري تحت دمعنیطور بهرا است DNAنشانگر زیستی براي پراکسیداسیون یا تخریب

با ترتیببهS3خاك آلوده × مصرف میکوریزا× و ماشکS1طبیعیخاك ×مصرف میکوریزا×ترکیب تیماري یونجه

هیدروکسیديمیزان بیومارکر ترین و پایینترین بالا)NanoMol/g.Fw((بافتازهنانومول به گرم وزن ت13/15و 1/167

). 6شکل(را به خود اختصاص دادند )OH-dG-8(گوآنوزین
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OH-dG-8برهمکنش گونه گیاهی، میکوریزا و نوع خاك بر بیومارکر : 6شکل 
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بر میزان S3ویژه در خاك شرکت کنسانتره روي هاي آلوده بهتر سرب و روي در خاكمقدار بیشدر اینجا بر عکس، 

هاي گیاهی تلقیح شده گونهOH-dG-8طورکلی، میزان بیومارکر به.در هر سه گیاه نیافزودOH-dG-8بیومارکر ظرفیت 

گونه گیاهی یونجه ). 6شکل (تر شد در مقایسه با تیمار عدم مصرف میکوریزا کمS3و S2هاي آلوده با قارچ میکوریزا در خاك

هاي دوم و سوم را به خود ترتیب رتبهگونه گیاهی خلر و ماشک بهودارا بود را OH-dG-8ترین میزان بیومارکر بیش

). 6شکل (اختصاص دادند 

گیري نتیجه

نسبت تر بالاSODبا تولید آنزیماي خوشهو ماشک گل تربیشGPXو CATیونجه با تولید آنزیم گیاه طورکلی، به

سنگین سرب و روي که تولید رادیکال فلزاتتوانسته است در مقابل تنش اکسیدي ناشی از احتمالاًگونه گیاهی خلربه 

آزاد اکسیژن در این دو گونه گیاهی هاي ي به حذف رادیکالمؤثرکنند، مقابله کند و این مقدار از سطح آنزیم کمک میآزاد

هاي اسیدوبنابراین هسته سلول،برخوردار بودOH-Dg-8بیومارکر میزانبا توجه به اینکه گیاه ماشک از . کرده است

گیاه یونجه اگرچه .مورد تخریب قرار گرفتترکممورد مطالعه ها در این گونه گیاهی نسبت به بقیه گونه)DNA(ايهسته

در اما ،برخوردار بوديتربیش)OH-dG-8(و دي هیدرواکسی گوآنوزین )D-T(تیروزینديیزان تولید بیومارکر از م

تر گیاه یونجه کمبنابراین. نیز برخوردار بودتر به مراتب بالاGPXو CATفعالیت آنزیم و MDAبیومارکرمقابل از میزان

تولید آنزیم کاتالاز از تخریب و پراکسیداسیون پروتئین در گیاه یونجه احتمالاًمورد تجزیه لیپیدي قرار گرفته است، 

اکسیداتیو داشته و از هاي مقابله بهتري در مقابل تنشSODبالاي گونه گیاهی ماشک با تولید. جلوگیري کرده است

میزان قارچ میکوریزا توانست مصرف . نسبتاً جلوگیري کرده است)استOH-dG-8که محصول آن تولید (DNAتجزیه 

هاي ی گونهمدر تما)S1(طبیعیدر مقایسه با خاك) S3و S2(آلوده هاي ی را در خاكدانتاکسیآنتیهاي آنزیمتمامی 

به استثناء فلزات سنگین تربیشبه دلیل جذب وه بر این، مصرف قارچ میکوریزا علا.زراعی مورد مطالعه افزایش دهد

.آلوده شدهاي گیاهی در خاكهاي گونهD-Tو MDAهاي بیومارکرباعث افزایشOH-dG-8بیومارکر

سپاسگزاري

مادي و هاي به خاطر حمایتپژوهش و فناوري دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهر قدس محترم وسیله از معاونت بدین

.نمایدمیمعنوي اجراي این طرح پژوهشی تشکر و قدردانی
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