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ارزش تحمل به سرب و اثر آن بر پروتئین و پرولین ریشه و اندام هوایی ارقام کلزا (Brassica napus L.) 
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چکیده

    جهت بررسی مکانیسم دفاعی کلزا در مقابل سرب غلظت هاي متفاوت سرب (صفر ، 100 ،‌200 و 400 ميكرومول) از فاکتورهای سلولی همچون پروتئین و پرولین در ریشه و اندام هوایی كلزا مورد اندازگیری قرار گرفت. این طرح در شرايط آزمايشگاهي و كشت به روش هيدروپونيك با استفاده از هوگلند انجام شد. طول ريشه بر حسب میلی متر و محتواي پروتئين و پرولين در ريشه و اندام هوايي توسط دستگاه اسپكتوفتومتر (U.V) مدل 200 هيتاچي اندازه گيري شد. بر اساس نتايج حاصل از اين پژوهش افزايش غلظت سرب محلول غذايي در هر دو رقم كلزا موجب كاهش طول ريشه شد و با توجه به ميانگين طول ريشه ارزش تحمل به سرب در رقم آر.جي.اس 003 بيشتر از رقم هايولا 401 بود. با افزايش غلظت سرب محلول غذايي مقدار پروتئين و پرولين در ريشه در دو رقم نسبت به شاهد افزايش يافت و مقدار پروتئين با افزايش غلظت سرب محلول غذايي در اندام هوايي هیبرید هايولا 401 كاهش و در رقم آر.جي.اس 003 افزايش يافت. آناليزي آماري نمونه ها با تجزيه توسط نرم افزار SPSS و رسم نمودار با كمك نرم افزار2003 Excel انجام شد.



       واژه های کلیدی: کلزا، مقاومت ملکولی، مرفولوژیکی، سرب




مقدمه

گياهان به عنوان بزرگترين گروه موجودات زنده نيز تحت تأثير اينگونه دشواری ها قرار دارند. از آن جايي كه رشد گياهان زراعي و توليد محصولات تحت تأثير تنش قرار دارد. لذا مسئله تنش در كشاورزي و خصوصاً محصولات زراعي مسلم جهان در دهه اخير به عنوان يكي از ابعاد تحقيقاتي وسيع، نظر بسياري از محققان را به خود جلب كرده است (1، 7 و 11).

افزايش جمعيت دنيا و بهبود استانداردهاي زندگي موجب افزايش توليد کلزا براي مصارف روغن خوراکي و بازارهاي خاص صنعتي شده است. کلزا نقش مهمي در تأمين روغن خوراکي، خوراک دام و طیور و تولید سوخت های زیستی (بیودیزل) در جهان ايفا مي کند. ميزان روغن کلزا در برخي از ارقام به 48 % وزن خشک دانه بالغ مي شود، اين گياه در بين دانه هاي روغني مهم جهان جايگاه ويژه اي داشته و از اهميت خاصي برخوردار است (3 و 4).  بر این اساس به مطالعه آلودگیهای محیطی بر این گیاه پرداختیم یکی از این آلودگیها سرب می باشد. سرب خطرناک ترین فلز آلاینده محیط است سرب موجود در طبیعت از طریق صنایع ساخت سربی افزودنی های رنگ و بنزین حشره کش ها کودها اگزوزهای اتومبیل و لحیم کاری ناشی می شود. گیاهان برای کاهش سمیت سرب دارای مکانیسم های متفاوتی هستند که شامل تولید عوامل و پروتین های باند شونده به فلزات سنگین اجازه ورود ندادن فلزات سنگین به سلولها بوسیله انتخاب انتقال یون فلز و دفع فلز یا کده بندی کردن در واکوئل است. یکی از مکانیسم های سمیت زدایی فلزات سنگین با کاهش آسیب غشاء و پروتئین های ارتباط دارد (6 و 10).  طی يك تحقيق میزان تغيیرات پرولین وپروتئین را نسبت به استرس در ژنوتيپ هاي هایولا 401 و پی.اف بررسی گرديد. دراین آزمایش ارزش تحمل به سرب هيبريد هايولا 401 بیشتر از رقم پی.اف بود. با افزایش غلظت سرب محلول غذایی مقدار پروتئین وپرولین در ریشه هر دو هيبريد نسبت به شاهد افزایش یافت و مقدار پروتئین با افزایش غلظت سرب محلول غذایی در اندام هوایی هيبريد هايولا 401 کاهش و در رقم پی.اف افزایش یافت. همچنین در بررسی تفاوت بین رفتار فیزیولوژیک ژنوتيپ هاي کلزا نسبت به تیمارهای کلرید مس مشاهده گردید که با افزایش غلظت کلرید مس در محیط، افزایش غلظت یون مس و پرولین و کاهش یون های آهن، منگنز و پتاسیم در رقم پی.اف در مقایسه با هيبريد هایولا 401 چشم گیرتر بود (10). در تحقیقی دیگر میزان تغییرات پرولین را نسبت به تنش های شوری درژنوتيپ هاي کلزا بررسی شد. آزمایش ها نشان داد با افزایش شوری مقدار پرولین و سایر عناصر مانند کلر، سدیم افزایش می یابد (5). در مجموع با توجه به پیشینه ذکر شده، در این پژوهش ارزش تحمل به سرب در اندازگیری مقدار پروتینن در دو رقم کلزا مورد بررسی قرار گرفت است.




مواد و روش ها

بذرهاي دو رقم كلزا که  از مركز تحقیقات صفي آباد دزفول تهیه شده بود را به اندازه سه برابر مورد نياز در عمق 5/1 سانتيمتري در فواصل مساوي در دو ظرف جداگانه داراي ماسه شسته كشت داده شدند. ماسه را با اسيد كلريدريك سه درصد به مدت حداقل 24 ساعت شسته و سپس آنها را به تکرار با آب معمولي و در نهايت با آب مقطر شستشو داده شد. اين شستشو به منظور گرفتن املاح مخلوط با ماسه انجام شده است. بذرها در دماي حدود 25 درجه سانتي گراد جوانه زدند. پس از خارج شدن لپه ها و پديدار شدن اولين برگ ها كه حدود 7 روز بهطول انجاميد دانه رست ها در طي اين مدت با مقدار مناسب آب مقطر و محلول غذايي هوگلند تغذيه مي شدند. دانه رست هاي يكنواختي انتخاب و با ظروف پلاستيكي محتواي 400 ميلي ليتر محلول غذايي هوگلند منتقل شدند و ظروف فوق در شرايط كنترل شده آزمايشگاهي با درجه حرارت متوسط روزانه 1 ± 25 و شبانه 1 ± 18 درجه سانتي گراد و طول دوره روشنايي و تاريكي در شبانه روز به ترتيب 14 و 10 ساعت قرار گرفتند. هوادهي محلول غذايي تجديد شد. 

البته اين بار محلول غذايي هوگلند با غلظت هاي مختلف سرب (صفر، 100، 200، 400 ميكرومول بر ليتر به صورت نيترات سرب) تهيه شد و بر اساس برچسب هر ظرف، محلول هاي مورد نظر در آن ريخته شد. آب تعرق شده توسط گياه به صورت روزانه با آب مقطر جبران گرديد. پس از گذشت ده روز برداشت انجام شد. به منظور تعيين ارزش تحمل به سرب و اندازه گيري مقدار پروتئين و پرولين ريشه و اندام هوايي دو رقم كلزا در قالب طرح، آماري كاملاً تصادفي با چهار تكرار آزمايشگاهي زير اتخاذ گرديده است.



ارزش تحمل

ارزش تحمل (IT) بر اساس فرمول ذيل محاسبه گرديد (10).

 (
IT = 
ميانگين طول ريشه ها در محلول آزمايش
ميانگين طول ريشه ها در شاهد
)







اندازه گيري مقدار پروتئين

نمونه اي خشك گياهي توزين شده (1-5/0 گرم) در 5 ميلي ليتر بافر تريس اسيد كلريدريك سائيده و سپس نمونه ها با دور بالا سانتريفيوژ شدند. 05/0 ميلي ليتر از محلول رويي نمونه دستگاه سانتريفيوژ را برداشته و به آن يك ميلي ليتر معرف (شامل 5/0 ميلي ليتر تارتارات سديم 2 % + 5/0 ميلي ليتر سولفات 1 % + 10 ميلي ليتر كربنات سديم 10 % محلول در هيدروكسيد 5/0 نرمال) افزوده شد و در حرارت آزمايشگاه به مدت 15 دقيقه قرار داده شد و سپس سه ميلي ليتر معرف فولين 2/0 نرمال به محلول بالا اضافه شد. 

محلول حاصل به مدت 15 دقيقه در بن ماري در دماي 50 درجه سانتيگراد قرار گرفت و سپس ميزان جذب را با دستگاه اسپكترفتومتر (U.V) مدل 2000 هيتاچي در طول 625 نانومتر قرائت شد و با استفاده از فرمول ذيل، مقدار پروتئين محاسبه گرديد (10).



 (
M =
C 
×
 0.005
W
)M = مقدار پروتئين در هر گرم ماده خشك گياهي

W = وزن خشك نمونه

‍C = غلظت



اندازه گيري مقدار پرولين 

نمونه هاي تر گياهي توزين شده (يك گرم) را در 10 ميلي ليتر محلول 3 % اسيد سولفوساليسيليك سائيده و سپس نمونه ها صاف گرديدند آنگاه 2 ميلي ليتر معرف نينهيدرين و 2 ميلي ليتر اسيد استيك خالص افزوده شد و لوله ها در بن ماري با دماي 100 درجه سانتي گراد به مدت يك ساعت قرار داده شد سپس لوله ها در حمام يخ به مدت نيم ساعت قرار گرفتند. به هر لوله آزمايش 4 ميلي ليتر تولوئن افزوده و آنها را خوب تكان داده و سپس ميزان جذب لايه رنگي فوقاني(حاوي تولوئن و پرولين) با دستگاه اسپكتوفتومتر (U.V) مدل 2000 هيتاچي در طول موج 520 نانومتر قرائت گرديد. تجزيه واريانس و آزمون F توسط نرم افزار SPSS در سطح احتمال 5% و رسم نمودارها با كمك نرم افزار2003 Excel انجام شد.



نتايج و بحث

 طول ريشه 

     جهت تعیین تأثیر سرب بر ارزش تحمل، مقدار پروتئین و پرولین در ریشه و اندام هوایی کلزا آزمایش بر روی دو ژنوتيپ هایولا 308 و آر.جی.اس 003 انجام شد که نتایج آن بشرح ذیل است. نتایج حاصل از این تحقیق نشان می دهد از لحاظ طول ریشه هر دو ژنوتيپ با افزایش غلظت سرب محلول غذایی نسبت به شاهد کاهش معنی داری در سطح 5% وجود داشت (جدول1). با توجه به درصد میانگین های طول ریشه مشخص گردید که ارزش تحمل به سرب رقم آر.جی.اس 003 بیشتر از هیبرید هایولا 308 است (جدول 2). 

افزایش مقدار پروتئین در ریشه هر دو هيبريد نسبت به شاهد با افزایش غلظت سرب محلول غذایی در سطح احتمال 5% معنی دار بود. مقدار پروتئین ریشه هيبريد هايولا 308 بیشتر از رقم آر.جی.اس 003 بود. مقدار پروتئین در اندام هوایی هيبريد هايولا 308 در همه تیمارهای سرب نسبت به شاهد کاهش معنی داری در سطح 5% نشان می داد (جدول2). از طرف دیگر هرچند افزایش مقداری پروتئین در اندام هوایی هيبريد هايولا 308 با افزایش غلظت سرب محلول غذایی مشاهده می شد و این افزایش از نظر آماری در سطح احتمال 5% نسبت به شاهد معنی دار بود (جدول 1). با مقایسه میانگین ها مشخص گردید که درصد افزایش مقدار افزایش پروتیئن در ریشه هيبريد هایولا 308 بیشتر از رقم آر.جی.اس 003 بود (جدول2). فیتوکلاتین ها پپتیدهای مشتق از گلوتایتون با ساختار عمومی  Gly(y-Glu-Gys ) از 11-2 واحد می باشند و در گیاهان در زمان قرار گرفتن در معرض تنش فلزات سنگین ساخته می شوند (ورما، 1999). نقش فیتوکلاتین ها در هموستازی متابولیسم یون های فلزی ضروری است یون های فلزی زیاد از جمله Cu(II)، pb(II) و Cd(II) سنتز فیتوکلاتین ها را در گیاهان القا می نمایند و از طرف دیگر محققانی ضمن مطالعه اثر سرب بر سه گونه Pisum sativum ، Vicia faba و phaseolus vulgaris نشان دادند که سرب موجب افزایش شدید مقدار پپتیدهای تیولی، فیتو و هوموفیتوکلاتینها در حدود nmol SHg-1FW 4500 در ریشه های P.sutivum می گردد؛ که ارزش تحمل متوسطی به سرب داشت. 

در حالیکه غلظت فیتوکلاتین ها در ریشه V.faba که ارزش تحمل بالاتری نسبت به P.sutivm داشت خیلی پایین تر بوده است. P.vulgaris نیز دارای پایین ترین ارزش تحمل بود ولی مقدار متوسط فیتوکلاتین را تولید می کرد (2 و 8). 



جدول 1: خلاصه نتایج تجزیه واریانس و سطح معني داری صفات مورد بررسي

		منابع

تغييرات

		درجات آزادي

		میانگین مربعات



		

		

		طول

ريشه

		ارزش تحمل ریشه

		پروتئین ریشه

		پروتئین

اندام هوایی

		پرولین در ریشه

		پرولین در اندام هوایی



		تيمار

		7

		* 12/6

		* 25/10

		* 21/9

		* 19/3

		* 84/11

		* 63/34



		ژنوتيپ

		1

		* 13/21

		* 75/17

		* 95/0

		* 24/9

		* 13/1

		* 74/178



		غلظت

		3

		* 46/6

		* 52/11

		* 17/10

		* 74/1

		* 37/25

		* 24/7



		ژنوتيپ× غلظت

		3

		73/0 ns

		* 19/14

		* 68/7

		* 57/2

		* 79/1

		ns 7/7



		خطا

		14

		46/1

		51/5

		2/0

		74/0

		12/1

		11/5



		ضريب تغييرات (%)

		75/6

		79/7

		89/7

		5/8

		25/6

		9/9





**، * و :ns به ترتيب اختلاف معنيدار در سطح احتمال 1% ، 5%  و غير معنيدار



هيبريد هایولا 308 دارای ارزش تحمل کمتری نسبت به رقم آر.جی.اس 003 بود ولی درصد افزایش مقدار پروتئین در اندام هوایی با افزایش سرب محلول غذایی نسبت به شاهد کاهش معنی داری یافته است که این نتیجه با نتایج برخی پژوهشگران مطابقت دارد (2 و 10). آنها اعلام کردند مقدار –N آمینواسید و –N پروتئین در اندامهای هوایی برخلاف ریشه گیاه در معرض مس با افزایش غلظت مس، کاهش یافته است. بعبارتی مس اثر منفی بر متابولیسم –N آمینواسیدها و پروتینهای اندام هوایی گیاه داشت. همین طور سرب سبب تجمع و تراکم کروماتین و تثبیت مارپیچ مضاعف دی.ان.آ و بهدنبال آن مانع از فرآیندهای رونویسی و ترجمه می گردد. از طرف دیگر نتایج حاصل از این پژوهش نشان می دهد که مقدار پرولین ریشه در هر دو هيبريد نسبت به شاهد با افزایش غلظت سرب محلول غذایی در سطح احتمال 5% افزایش معنی داری یافته است. اما افزایش غلظت سرب محلول غذایی افزایش معنی داری یافته، اما افزایش مقدار پرولین و اندام هوایی هر دو هيبريد کلزا نسبت به شاهد در سطح 5% معنی دار نبود (جدول 2). درصد افزایش مقدار پرولین در ریشه و اندام هوایی رقم آر.جی.اس 003 بیشتر از هيبريد هايولا 308 است. و درصد افزایش مقدار پرولین در ریشه هر دو هيبريد بیشتر از اندام هوایی بود (جدول 2). 



جدول2:  مقايسه ميانگين اثرات اصلي صفات مورد بررسي 

		تيمار

		طول ريشه

مبيلي متر

		درصد ارزش

تحمل به

سرب ریشه

		پروتئین

ریشه

ميكرو گرم بر گرم ماده خشك

		پروتئین

اندام هوایی

ميكرو گرم بر گرم ماده خشك

		پرولین در ریشه

ميلي گرم بر گرم ماده خشك

		پرولین در اندام هوایی

ميلي گرم بر گرم ماده خشك



		ژنوتيپ

		

		

		

		

		

		



		Hyola 308

		17 a

		 a14/148

		1148 a

		1340 a

		ab 5/29

		 a 3/29



		RGS 003

		b 5/10

		b 67/214

		1010 ab

		910 b

		31 a

		 ab 27



		غلظت سرب (ميكرو مول بر ليتر)

		

		

		

		



		0

		5/8  a

		-----

		168  d

		700 a

		 c 11

		b 5/12



		100

		8  ab

		154

		380  c

		530 ab

		 bc 5/13

		 ab 11 



		200

		5/6  b

		82/110

		710  b

		520 ab

		 b17

		ab 3/10



		400

		5/4  b

		99/97

		900  a

		500 b

		19 a

		 a 5/18





حروف مشابه در يك ستون نشانگر عدم وجود تفاوت معني‌دار در سطح 5 % احتمال بر اساس آزمون دانکن است.



  پرولین در بهبود تنش های فلزات محیطی از جمله تنش های فلزات سنگین در گیاهان و میکروارگانیسم ها نقش مهمی دارد. احتمالاً پرولین در سلولهای تحت تنش نقش آنتی اکسیدانی دارد (ورزبیکا، 2006، سیریپورنادول، 2002). همچنین مکانیسم اکثر گیاهان و جلبک ها در پاسخ به فلزات سنگین تولید پرولین می باشد و انباشتگی پرولین در گیاهان تحت تنش با کاهش آسیب غشاها ارتباط دارد (15).  از طرف دیگر محققانی با ایجاد جلبک کلامیدوموناسی با بیان بسیار زیاد ´Δ- پیرولین -5- کربوکسیلاز نستتاز که باعث افزایش تولید پرولین می شود. به این نتیجه رسیدند که تولید پرولین در جلبک تراریخت 80 % بیشتر از نوع وحشی است و سرعت رشد در جلبک تراریخت بیشتر از نوع وحشی بوده است. 

در این پژوهش نیز درصد افزایش مقدار پرولین در رقم آر.جی.اس 003 بیشتر از هيبريد هايولا 308 بود با توجه به مشاهدات فوق، چنین به نظر می رسد که رقم آر.جی.اس 003 نسبت به سرب بردبارتر می باشد. این مورد با درصد کاهش کمتر رشد ریشه رقم آر.جی.اس 003 و به تبع آن با ارزش تحمل به سرب بیشتر این هيبريد نسبت به هيبريد هايولا 308 مطابقت دارد. در مجموع بر اساس نتایج حاصل از این پژوهش به نظر می رسد که گیاه کلزا بویژه رقم آر.جی.اس 003 برای آلایش زدایی خاکهای آلوده به سرب استعداد بالقوه ایی دارد.
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از باشگاه پژوهشگران جوان دانشگاه آزاد اسلامی واحد اهواز که هزینه این طرح تحقیقاتی را تقبل نموده است کمال تشکر و قدردانی ابراز می گردد.
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