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  چکیده

این تحقیق به منظور بررسی اثرات سرب و مس بر گونه گیاهی خلر در خاك هاي آلوده به این عناصـر صـورت        

عناصر سنگین سرب و مـس آزمایشـی   به نسبت  خلربرآورد و شناسایی توانایی گیاه بر این اساس به منظور. پذیرفت

فاکتوریل و در قالب طرح آزمایش به صورت این.انجام شد  زنجانرقم ) Lathyrus sativus(خلربر  1387در پاییز 

میلـی گـرم بـر    800و  2Pb(NO3) (0 ،200 ،400(که در این راستا از چهار سطح سـرب  . کاملا تصادفی انجام شد

اگرچـه  . میلی گرم بر کیلوگرم خاك استفاده شـد  400و Cu(SO4)0،150،300)(2کیلو گرم خاك و چهار سطح مس

لیپیدي تحت سمیت عناصر سنگین سرب و مس بـود امـا    يغشات محتوي کلروفیل کل و افنتایج آزمایش حاکی از

با افزایش سطوح سرب و مس در این گونه گیاهی مـانع از تولیـد    )SOD(فعالیت بیشتر آنزیم سوپر اکسید دیسموتاز

بیشتر رادیکال هاي آزاد اکسیژن تولیدي در این گونه گیاهی  شـد، بـه طـوري کـه همبسـتگی منفـی بـین محتـوي         

مشاهده شد، همچنـین همبسـتگی بـین     )SOD(و کلروفیل کل با آنزیم سوپر اکسید دیسموتاز b، کلروفیل aکلروفیل

که وسیله اي براي اندازه گیري فرایند پراکسیداسیون لیپید است بـا آنـزیم سـوپر     )MDA(لون دي آلدهید ظرفیت ما

دهنده ي تولید بیشتر اکسیژن مثبت بود بدین معنی که افزایش ظرفیت این بیومارکر که نشان )SOD(اکسید دیسموتاز

     بـراي هضـم و حـذف بیشـتر     )SOD(دیسموتازلیپیدي است با فعالیت بیشتر آنزیم سوپر اکسید يغشابراي تخریب 

  .تحت تاثیر این عناصر قرار نگرفت )RWC(هاهمچنین وضعیت آب در بافت برگ. اکسیژن هاي مخرب همراه بود

)SOD(سوپراکسید دیسموتاز، )MDA(خلر، کلروفیل، مالون دي آلدهید:واژه هاي کلیدي    
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  مقدمه

محیطی مهمی هستند که در خاك وجود دارند به طوري که ممکن است در فلزات سنگین آلاینده هاي    

این عناصـر  .نتیجه فعالیت هاي بشري مقادیر این فلزات در نواحی طبیعی و کشاورزي به حد سمی برسد

، به این ترتیب که با ایجاد گونه هاي فعال اکسـیژن  )8(در ایجاد تنش اکسیدي در گیاهان مشارکت دارند

)ROS(    که محصول متابولیسم هوازي اند و شامل ترکیباتی مثل سوپراکسیدها، پراکسید، اکسـیژن اتمـی و

رادیکال هاي هیدروکسیل می باشند طی واکنش هاي انتقال الکترون در میتوکندري ها، کلروپلاست هـا و  

آسـیب بـه   ها تنظیم نشود مـی تواننـد سـبب    پراکسی زوم ها تولید می گردند و در صورتی که غلظت آن

برخی از یون ها با ویژگی هاي شدید ردوکس مانند مس و شاید حتـی  ). 4(شوند DNAپروتیین، غشا و 

یون هایی که فاقد این ویژگی ها هستند مانند روي و کادمیوم به عنوان آغاز کننـده هـاي پراکسیداسـیون    

مشخص شده اسـت   ).19(ندلیپید غشا و تحریک کننده هاي تولید گونه هاي فعال اکسیژن شناخته شده ا

در بخش هاي زیر سلولی موجب  )ROS(غلظت اضافی مس به دلیل افزایش گونه هاي فعال اکسیژن که

سرب نیز یک عنصر غیر ضروري است که علاوه بر سمیت زیادي که ). 9(افزایش تنش اکسیدي می شود

همچنین سرب  .)12(یند فتوسنتز داردبراي انسان دارد اثرات سوئی نیز بر جوانه زنی بذر، رشد گیاه و فرا

و نیز تخریـب سـلول و آسـیب بـه      2باعث کاهش طول ریشه، تولید بیومس، جلوگیري از سنتز کلروفیل 

، کاهش جذب مواد معدنی و عدم تعادل در آب و تغییر ساختمان و نفوذپذیري غشا هـاي  )7(کروموزوم 

ها بوسـیله گونـه هـاي فعـال     وفیل ها تخریب آنترین دلایل کاهش کلریکی از مهم). 5(سلولی می شود

پراکسیداسیون لیپید نیز به دلیل فعالیت لیپوکسی ژنازها افزایش می یابـد،   .)16(می باشد  )ROS(اکسیژن 

در  .)4(فراوان ترین محصول حاصل از تجزیه لیپید آلدهیدي به شمار می آید )MDA(مالون دي آلدهید

اثرات سرب، نیکل و مـس بـر ایـن     Salix acmophylla Biossبر گونه ) 2003(تحقیق علی و همکاران

بسـته بـه میـزان     2گونه گیاهی نشان داد که هر سه فلز مورد مطالعه سبب کاهش ظرفیـت کـل کلروفیـل    

بـود، بـه عـلاوه کـاهش     Pb>Ni>Cuاثرات نامطلوب فلزات در این مورد بـه صـورت   . غلظت فلز شدند

بنـابراین گیاهـانی کـه در    ). 1(همراه بود  )MDA(سطح مالون دي آلدهیدظرفیت کل کلروفیل با افزایش 

گیاهـان بـراي   ). 19(رو می شـوند هقرار دارند اغلب با تنش اکسیداتیو روب Heavy metalمجاورت تنش 

محافظت از خود در مقابل آسیب هاي ناشی از رادیکال هاي اکسیژنی داراي یک سیسـتم آنتـی اکسـیدان    

مقاومت گیاهان نسبت به سرب به توانایی آنها در محدود کردن سرب به دیواره هاي سـلولی،  ). 8(هستند

جایی که مـس  از آن). 17(سازي سیستم تدافعی آنتی اکسیدانی مربوط می باشدسنتز اسمولیت ها و فعال

سـیدانی  است عناصر و موادي که داراي قابلیـت هـاي آنتـی اک    ROSقادر به کاتالیز کردن و تسریع ایجاد 

هستند، می توانند از بروز آسیب هـاي اکسـیدي ناشـی از مـس جلـوگیري کـرده و محافظـت بـه عمـل          

گفته می شود که آنزیم هاي آنتی اکسیدان، سیستم هاي تدافعی مهمی بـراي گیاهـان و جهـت    ). 6(آورند
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، عبارت انـد  )SOD(سوپراکسید دیسموتازها).1(مقابله با تنش اکسیدي ناشی از فلزات به شمار می آیند

از آنزیم هاي فلزي که عدم تناسب رادیکال هاي آزاد سوپراکسـید را بـه پراکسـید هیـدروژن و اکسـیژن      

    کاتالیز می کند و به نظر می رسد که نقش مهمـی را در حفاظـت از سـلولها در مقابـل اثـرات زیـانبخش       

وابسته بـه گونـه، مـدت     )ROS(رخ تولیدالبته ن). 13(غیر مستقیم ناشی از این رادیکال ها بر عهده دارند

  ). 16(تنش، سن گیاه و مهمتر از همه شدت تنش می باشد

زي اسـت  جایک گونه از لگوم هاي یکساله و همه)Lathyrus sativus(رجایی که گونه گیاهی خلاز آن

رشد برخوردار بوده و به عنوان یکی از منـابع ژنـی قابـل     نامطلوب که از قابلیت مقاومت در برابر شرایط

جا که از طریق حفظ تعادل سلولی با کمبود آب مقابله می کند و به طـور  توجه محسوب می شود و از آن

در این تحقیق فرض کـردیم کـه   ) 3(کلی نسبت به تنش هاي غیر زنده و حتی زنده مقاومت ایجاد نماید

فلزات سنگین در سطح سـلولی در  رخورداري از مقاومت قادر به مقابله با تنشاین گونه گیاهی به دلیل ب

خاك هاي آلوده به این گونه عناصر  است،  بنـابراین بـه بررسـی میـزان فعالیـت مهمتـرین آنـزیم آنتـی         

.ه شداکسیدانی و برخی از صفات گیاهی و همبستگی بین این صفات پرداخت

  

  ها مواد و روش

در گلخانـه تحقیقـاتی دانشـکده     1387پـاییز  ه صورت یـک آزمـایش گلخانـه اي در   تحقیق حاضر ب     

حداکثر درصد و حداقل و60میزان رطوبت نسبی گلخانه . کرج انجام پذیرفت و منابع طبیعیکشاورزي 

خلـر   گونـه گیـاهی   در ایـن آزمـایش  .درجه سـانتی گـراد بـود     32و  16با درجه حرات به ترتیب برابر

(Lathyrus sativus) 2(با استفاده از چهار سطح سـربPb(NO3)()0 ،20 ،400  میلـی گـرم بـر    800و

بـه  ) میلـی گـرم بـر کیلـوگرم خـاك      Cu(SO4)0،150،300،400)((2و چهار سطح مس) کیلو گرم خاك

تحمـل فیزیولـوژیکی   به منظور بررسی قـدرت  فاکتوریل و در قالب طرح کاملا تصادفی آزمایشصورت 

نمونـه بـرداري از خـاك    . مورد آزمایش قـرار گرفـت   نظر در خاك هاي آلوده به سرب و مسگیاه مورد 

سانتی متري خاك صورت گرفت و سپس به منظور تعیین خصوصـیات فیزیکـی و   0-30از عمق  مزرعه

شیمیایی خاك مورد نظر و همچنین وضعیت حاصـلخیزي و عوامـل محـدود کننـده، مخصوصـاً عناصـر       

بافت خاك مورد آزمایش لومی شنی بوده و میـزان شـوري   .یش خاك انجام شدسنگین سرب و مس آزما

میـزان سـرب   % 060/0میزان مواد آلی ،54/0درصد ازت کل، 7/7خاك برابرds/m91/5،pH)(خاك برابر

پس از اطمینان از عدم سمیت خـاك بـه منظـور عملیـات آمـاده      .  بر کیلوگرممیلی گرم82/0و مس  5/5

بـه منظـور بررسـی    .میلی متري عبور داده شد 4خاك مورد نظر خرد و سپس از الک سازي کلوخه هاي 

غلظت فلزات سنگین آلاینده، چندین برابر بیشتر از حـد مجـاز   ،گیاهان مورد مطالعه، ژیکی تحمل فیزیولو

و  )میلـی گـرم در کیلـوگرم    800و 200،400، 0(بسته هاي حاوي نیترات سـرب .ها در نظر گرفته شدآن
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به تعداد تکرارها در یک لیتر آب حل شـده و  )میلی گرم در کیلوگرم400و  300، 150، 0(لفات مس سو

خاك با تیمارهایی بیشتر از حد مجاز آلوده شدند سپس بـه منظـور کلاتـه شـدن بیشـتر ایـن عناصـر بـا         

ین وضعیت روز در ا 30هاي تیمار شده به مدت کلوئیدهاي خاك و فراهم شدن آلودگی با عناصر، گلدان

.قرار گرفتند و بعد از این مدت به کاشت اقدام شد

  اندازه گیري میزان فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسموتاز

سعی بـر آن بـود   . از هر برگ فرعی در هنگام صبح برداشت شد چهعدد برگ 3جهت محاسبه این فاکتور 

اتیک گذاري شده قرار گرفـت و   پاکت پلاستیکیها داخل برگ .ها کاملاً جوان و گسترده باشندکه برگ

سـپس  . که کف آن از یخ پوشیده شده بود قرار داده شد و بـه آزمایشـگاه منتقـل گردیـد     ظروف عایقدر 

ابتـدا محلـول بـافر تـریس     . میزان تغییرات این آنزیم تعیـین شـد  ) 1972(و همکاران میسراتوسط روش 

میلـی مـول بـه عنـوان      1/0و  EDTAمیلـی مـول   3/1به همراه ) =2/7pHحاوي فسفات، دي سدیک، (

سوبسترا استفاده شد، سپس محلول تهیه شده را به آن اضافه کرده، تغییرات جذب نوري حاصله از اکسید 

اکسیژن اپی نفرین، به عنوان فعالیت آنزیمی ارزیابی شده و از آنزیم استاندارد و خالص جهـت اسـتاندارد   

میلـی مـول اپـی نفـرین در یـک دقیقـه        5/0در به اکسیداسیون نمودن نتایج استفاده گردید که واحد آن قا

  ).14(باشد

یدهسنجش مالون دي آلد

    . اسـتفاده گردیـد  )1987(اسـتیون براسـاس روش   HPLCرافی گبـراي ایـن منظـور از روش کرومـاتو    

اساس روش تیـو بـار بتوریـک اسـید بـا      مصرف شده است بر oH-2-DG-8عصاره اي که براي سنجش 

MDA    ـ       . مورد اسـتفاده قـرار گرفـت            وسـیله  همحصـول ایـن واکـنش پـس از عـاري شـدن از پـروتئین ب

پس از به تعادل رسیدن ستون، این . مول به ستون سیلکاژل اکتادسیل منتقل شد 12تري کلرواستیک اسید 

متر بـا  در اسـپکتروفتو  MADستون با فاز متحرك شامل فسفات بافر خاصی متانول شستشو شـد و پیـک   

         نـانو متـر شناسـائی و براسـاس سـطح زیـر منحنـی پیـک انـدازه گیـري           532دتکتورمرئی در طول موج 

هاي مختلف در بافر شستشو و منحنی ید خالص با نسبتهآلد جهت استاندارد شدن مالون دي. می گردید

.)20(استاندارد رسم گردید

سنجش محتوي کلروفیل

و بـا اسـتفاده از    )1949(آرنـون  توسط روش  )a+b(و کلروفیل کل a ،bجهت سنجش محتوي کلروفیل

  ). 2(دستگاه اسپکتروفتومتر ماوراء بنفش استفاده شد

  :آب نسبی محتوي اندازه گیري

  ).11(به شرح زیر اندازه گیري شد )1980(ل لیویت محتوي آب نسبی برگ با استفاده از فرمو

  

RWC= WF-WD/ WT-WD×100
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وزن تر بافت گیاه :  WF

)شده از آبعاشبا(وزن آماس یافته گیاه:  WT

وزن خشک بافت گیاه:  WD

  روش تجزیه و تحلیل اطلاعات

,SAS(Versionتجزیه و تحلیل اطلاعات با استفاده از نرم افزار  با توجه به کمی بودن هر . انجام شد (9.1

        تجزیه سطح پاسخ ،هاتجزیه دادهبراي ) هاي سرب و مسغلظت(دو عامل مورد آزمایش 

Response) Surface Analysis(گرفت انجام.  

  

نتایج و بحث

، محتواي )MDA(سمیت سرب و مس براي گیاه مورد مطالعه از طریق اندازه گیري غشا لیپید    

آنزیم  مورد ارزیابی قرار گرفت، در این راستا افزایش فعالیت) R.W.C(کلروفیل و محتوي آب نسبی

که حمایت کننده گیاهان تحت سمیت ناشی از عناصر سنگین است نیز ) SOD(دیسموتازسوپراکسید

، بیانگر این است که را نشان می دهدaکه تغییرات سرب و مس بر میزان کلروفیل  1شکل . برآورد گردید

کاسته است، به طوري که تیمار شاهد در مقایسه با تیمار  aافزایش سطوح سرب و مس از میزان کلروفیل 

در  aالبته سرب بیش از مس برکاهش ظرفیت کلروفیل. بالاتري برخوردار بود aتنش از محتوي کلروفیل 

.این گونه گیاهی موثر بود

  

  مس تحت سطوح متفاوت سرب و aروند تغییرات کلروفیل  - 1شکل

  

بسیار کمتر تحت تاثیر قرار داد و  aرا در مقایسه با کلروفیل  bمقادیر متفاوت سرب و مس کلروفیل  

میزان مشاهده می شود در تمامی سطوح سرب و مس روند تقریبا ثابتی بر 2همان گونه که در شکل 
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در بالاترین شیب این تغییرات براي تیمار مس به میزان اندکی  هرچند که. شودمشاهده می bکلروفیل

.غلظت محسوس تر است

تحت سطوح متفاوت سرب و مسbروند تغییرات کلروفیل  - 2شکل 

شکل (سته به میزان غلظت فلز شدند همچنین هر دو فلز مورد مطالعه سبب کاهش ظرفیت کلروفیل کل ب

هر چند شد،بیشترین کاهش ظرفیت کلروفیل کل نیز در بالاترین سطح از سرب و مس خاك مشاهده ). 3

  .که در مجموع سرب بیش از مس بر کاهش کلروفیل کل موثر بود

  

  

  تحت سطوح متفاوت سرب و مس) a+b(روند تغییرات کلروفیل کل -3شکل 
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بدین ترتیب که با جلوگیري از  ،سرب با جلوگیري از سنتز کلروفیل تاثیر منفی بر فرایند فتوسنتز دارد

از سنتز کلروفیل جلوگیري می کند، دستگاه فتوسنتز نیز به دلیل  Feو  Mgجذب عناصر ضروري مثل 

تخریب می شود و افزایش فعالیت کلروفیلاز نیز سبب افزایش  S-N-محدودیت لیگاندهاي پروتئینی

بنابراین احتمالا یکی از دلایل کاهش کلروفیل ). 18(تخریب کلروفیل در شرایط فراوانی سرب می شود

ناشی از سرب و مس بوده است، به علاوه کاهش نسبت  )ROS(هاي فعال اکسیژن ها افزایش تولید گونه

تحت اکسیژن هاي آزاد  aمی تواند به دلیل حساسیت و تخریب بیشتر کلروفیل  bبه کلروفیل aکلروفیل 

به نظر می رسد که تنش دو فلز سنگین سرب و مس در گیاه قادر . تولید شده ناشی از سرب و مس باشد

در بررسی اثر کلرید نیکل و . بیوسنتز کلروفیل و تجزیه زیستی آن در گونه مورد مطالعه بوده است به مهار

،  Ceratophyllum demersumسولفات کادمیوم بر وضعیت کلروفیل گیاهان آبزي گونه هایی نظیر 

Lemna trisulca ،Myriophyllum spicatumسنگین  حاکی از آن بود که به دلیل جایگزینی این عناصر

در تحقیق سودهاکار و ). 10(با منیزیوم موجود در مرکز حلقه پورفیرینی مقدارکلروفیل کاهش می یابد

ظرفیت کلروفیل شش گونه از لگومها که در محیط کشت حاوي سرب رشد کرده بودند ) 1992(همکاران 

در رفت کلروفیل در نیز نشان می دهد که ه) 1976(یافته هاي وین رایت و ول هوس). 21(کاهش یافت 

پراساد ). 22(بیشتر از گونه هاي مقاوم این گیاه می باشد   Agrostis tenuisهاي گونه هاي حساس برگ

کاهش ظرفیت کلروفیل گیاهان در برابر فلز سنگین مس را به تاثیر مس در تخریب ) 2001(و همکاران 

آلودگی خاك با دو فلز سنگین سرب و ). 17(کلروفیل و آسیب ساختمانی و عملکردي آن نسبت دادند

که نشانگر پراکسیداسیون لیپید است را نیز به طور معنی داري )MDA(مس ظرفیت مالون دي آلدهید

  .)4شکل (تحت تاثیر قرار داد

  

  تحت سطوح متفاوت سرب و مس) MDA(روند تغییرات مالون دي آلدهید - 4شکل 
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میزان پراکسیداسیون لیپید . میلی گرم سرب چشمگیرتر بود 800و  400البته این تاثیرات در غلظت هاي 

در مورد گیاهانی که تحت تیمار سرب قرار داشتند چشمگیرتر از تیمارهایی بود که تحت تاثیر مس قرار 

مشاهده می شود پراکسیداسیون لیپید تحت سمیت مس از یک معادله ) 4(همان گونه که در شکل. داشتند

نیز افزایش  )MDA(طوري که با زیاد شدن مقادیر مس ظرفیت مالون دي آلدهید خطی پیروي می کند به

، که البته بیشترین اثرات سمی مس بر غشاء لیپید در بیشترین سطح از مس استعمال شده در یافته است

مربوط  Cuبه نظر می رسد که این مشاهده به ماهیت فعالیت کاهشی.مشاهده شد )mg/kg450(خاك 

اگرچه ). 9(باشد چرا که این عنصر فرایند تولید رادیکال هاي بسیار فعال هیدروکسیل را کاتالیز می کند

اما در مجموع ،لیپید داشتيغشااثرات سمی دو تیمار سرب و مس با یکدیگر اثرات تخریبی زیادي بر 

اکنش رادیکال هاي لیپید و پراکسیداسیون به واسطه وز مس بر این فرایند موثر بود که سرب بیش ا

اکسیژن روي داده به طوري که رادیکال هاي پراکسی ایجاد می شوند، رادیکال هاي پراکسی لیپید نیز 

در بررسی اثر  )2003(علی و همکاران ). 7(سلول ها را تغییر می دهنديغشاسیالیت و نفوذپذیري 

مشاهده کردند که میزان Salix acmophyllaسرب، مس و نیکل بر ظرفیت مالون دي آلدهید گونه 

تر از گیاهانی بود که حت تیمار سرب قرار داشتند چشمگیرپراکسیداسیون لیپید در مورد گیاهانی که ت

  .و نیکل بودندتحت دو تیمار مس

  

متفاوت سرب و مستحت سطوح)  SOD(روند تغییرات آنزیم سوپراکسید دیسموتاز - 5شکل 

  

) 2008(توسط خاتون و همکاران  somniferaWithaniaبررسی اثر مس بر گیاهدر تحقیق دیگري که به 

صورت گرفت، مشاهده شد اثرات غلظت زیاد مس موجب افزایش پراکسیداسیون لیپید با تعیین میزان 

این نتایج حاکی از آن است که فلزات سنگینی مانند مس و یا سرب موجب بروز تنش . شد MDAتولید

انتظار می رود افزایش فعالیت آنزیم هاي آنتی اکسیدان تنش اکسیدي وارده . ی شونداکسیدي شدیدي م
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مشاهده شد  در بررسی واکنش گونه خلر نسبت به دو تیمار سمی سرب و مس .بر گیاهان را کاهش دهند

در گونه خلر بسته به میزان غلظت  )SOD(مس و سرب سبب القاء فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسموتازکه

در مورد سرب و مس در بالاترین  )SOD(اکسید دیسموتازحداکثر فعالیت سوپر.)5شکل (فلز شدند

میلی گرم براي تیمار سرب و در غلظت  800به طوري که در غلظت . سطح از این دو عنصر مشاهده شد

و عنصر بود این آنزیم افزایش چشمگیري میلی گرم براي تیمار مس که بالاترین سطح از این د 450

در مورد تیمار مس روند خطی در افزایش این آنزیم مشاهده شد و در مورد تیمار سرب افزایش . یافت

اثرات دو تیمار سرب و مس با یکدیگر مخصوصا در . این آنزیم از یک معادله درجه دوم پیروي می کند

در اثر شرایط تنش، اکسیژن فعال در گیاه . آنزیمی افزود بالاترین سطح از این دو عنصر بر شدت فعالیت

افزایش می یابد در این شرایط گیاه مکانیزم هاي متفاوتی را براي حذف و از بین بردن این گونه هاي 

در ) SOD(فعال اکسیژن بکار می گیرد که به نظر می رسد که فعال شدن آنزیم سوپراکسید دیسموتاز

و همان  .ژن هاي تولید شده از سرب و مس در این گونه گیاهی بوده استپاسخ به اثرات مخرب اکسی

بیشترین فعالیت از این آنزیم نیز در بالاترین غلظت این عناصر در خاك مشاهده شد،  گونه که اشاره شد

..Oکه کنترل سطح 
در شرایط ماندگار  مکانیزم حفاظتی مهمی در مقابل تنش ) SOD(توسط این آنزیم 2

..Oر سلول می باشد زیرا اکسیدي د
براي مشتقات سمی تر یا فعال تر از جمله به عنوان پیشگامی  2

.Hoپراکسی نیتریت یا 
نشان دادند که ریشه هاي ) 1992(چونگ پرادتیوم و همکاران  ).9(عمل می کند 

به . سویا از طریق برانگیختن و القاء سوپراکسیددیسموتاز نسبت به افزایش مس واکنش نشان می دهد

در ریشه هاي گیاه لوبیاي گرگی نیز تحت تیمار سرب افزایش یافت که دلیل آن به  SODعلاوه فعالیت 

بنابراین گیاهان براي محافظت از خود در مقابل ).7(تولید رادیکال هاي آزاد اکسیژن مربوط می باشد 

اکسیدانی هستند که از آسیب هاي ناشی از رادیکال هاي اکسیژنی اغلب داراي یک سیستم آنتی 

، سوپراکسید )GPX(،گلوتاتیون پراکسیداز )GR(، گلوتاتیون ردوکتاز )APOX(آسکوربات پراکسیداز 

به طور کلی نتایج نشان ). 8(و ترکیبات غیر آنزیمی تشکیل شده اند) CAT(، کاتالاز)SOD(دیسموتاز 

با آنزیم سوپر اکسید دیسموتاز بود ) CHLT(، کلروفیل کلb، کلروفیلaدهنده همبستگی منفی کلروفیل 

به طوري که با کم شدن مقدار کلروفیل فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسموتاز افزایش یافته که احتمالا این 

ناشی از سرب و مس بوده است، به علاوه افزایش  رادیکال هاي آزاد اکسیژنافزایش در پاسخ به تولید 

با ) CHLT(همچنین کاهش ظرفیت کل کلروفیل. ین آنزیم همراه بودپراکسیداسیون لیپید نیز با افزایش ا

) 2003(همراه بود که این مشاهده با تحقیق علی و همکاران) MDA(افزایش سطح مالون دي آلدهید

در شرایط تنش فلزات سنگین اثرات سمی پراکسیداسیون لیپید بر ظرفیت کلروفیل و کاهش . مطابقت دارد

آنزیم هاي  - SHه هاي مختلف گیاهی به دلیل برهمکنش فلزات سمی با گروه سنتز کلروفیل در گون

ضروري مشاهده شده است که چنین استنباط می شود که کاهش ظرفیت کل کلروفیل احتمالا به دلیل 
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آنزیم هاي سنتز کلروفیل و نیز تخریب در نتیجه پراکسیداسیون لیپید  -SHبرهمکنش این فلزات با گروه 

دست آمده از آنالیز صفت محتوي آب نسبی در گونه گیاهی خلر نشان ه همچنین نتایج ب. )1(بوده است

در هر  RWCداد که وضعیت آب در بافت برگها تحت تاثیر تیمار سرب و مس قرار نگرفت زیرا مقدار 

که  جاییتقریبا یکسان بود و از آن) گیاهان تیمار شده با سرب و مس تیمار شاهد و(دو گروه از گیاهان

آب نسبی در بافت هاي برگ گیاهانی که تحت تیمار سرب قرار داشتند تا حدي بیش از گیاهان شاهد 

  .)6شکل(بود

  

  تحت سطوح متفاوت سرب و مس)  RWC(روند تغییرات آب نسبی -6شکل 

  

احتمال می رود که روزنه هاي برگ در نتیجه تاثیر سرب بسته شده و فعالیت تثبیت کربن اتمسفر دچار  

ارتباط .مطابقت دارد) 2008(نت و همکارانوهمچنین این مشاهده با نتایج تحقیق بر،)3(لطمه شده باشد

داد که احتمالا افزایش  با میزان آب نسبی نشان) SOD(مستقیم میان فعالیت آنزیم سوپراکسیددیسموتاز

در بافت برگ این گونه گیاهی کمک کرده است به )RWC(فعالیت این آنزیم به حفظ بیشتر آب نسبی 

طوري که ممکن است این آنزیم با جلوگیري و یا حذف بیشتر اکسیژن هاي رادیکال آزاد تولید شده 

می توان . اهی شده باشدناشی از سرب و مس سبب حفظ محتوي آب نسبی بافت برگ این گونه گی

انتظار داشت که در شرایطی که گیاهان می توانند محتوي آب نسبی خود را بیشتر حفظ کنند ، تورژسانس 

به نظر ). 15(ها بهتر رشد می کنندبیشتري را نیز حفظ کرده و در نتیجه اندام هاي هوایی و ریشه هاي آن

. یز در این شرایط تولید کنندمی رسد که این گونه گیاهان ماده خشک بیشتري را ن
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ضرایب همبستگی بین صفات اندازه گیري شده: 1جدول

  SOD  MDA  CHL a  CHL b  CHL T  RWC  صفات

SOD  1          

MDA57220/0 **1  

CHL a- 36333/0 *- 2919/0
ns

1  

CHL b- 5307/0 **- 8680/0 **21287/0
ns

1  

CHL T  - 38991/0 *- 7270/0 **29610/0
ns

90254/0 **1  

RWC56074/0 **85272/0 **26591/0
ns- 8485/0 **- 7053/0 **1  

ns ،*باشند میدرصد1و درصد 5ر سطح آماري د، تفاوت معنی دار معنی دار بیانگر عدم تفاوت به ترتیب: **و  
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اثر سرب و مس بر برخی صفات فیزیولوژیکی گونه گیاهی خلر

(Lathyrus sativus)
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محیا گلشن، فارغ التحصیل کارشناسی ارشد دانشکده کشاورزی دانشگاه آزاد اسلامی واحد کرج

چکیده

     این تحقیق به منظور بررسی اثرات سرب و مس بر گونه گیاهی خلر در خاک های آلوده به این عناصر صورت پذیرفت. بر این اساس به منظور برآورد و شناسایی توانایی گیاه خلر نسبت به عناصر سنگین سرب و مس آزمایشی در پاییز 1387 بر خلر(Lathyrus sativus) رقم زنجان  انجام شد. این آزمایش به صورت فاکتوریل و در قالب طرح کاملا تصادفی انجام شد. که در این راستا از چهار سطح سرب (2 Pb(NO3)) 0، 200، 400 و 800 میلی گرم بر  کیلو گرم خاک و چهار سطح مس 2) (Cu(SO4)0،150،300 و400 میلی گرم بر کیلوگرم خاک استفاده شد. اگرچه  نتایج آزمایش حاکی از افت محتوی کلروفیل کل و غشای لیپیدی تحت سمیت عناصر سنگین سرب و مس بود اما  فعالیت بیشتر آنزیم سوپر اکسید دیسموتاز(SOD) با افزایش سطوح سرب و مس در این گونه گیاهی مانع از تولید بیشتر رادیکال های آزاد اکسیژن تولیدی در این گونه گیاهی  شد، به طوری که همبستگی منفی بین محتوی کلروفیلa، کلروفیل b و کلروفیل کل با آنزیم سوپر اکسید دیسموتاز(SOD) مشاهده شد، همچنین همبستگی بین ظرفیت مالون دی آلدهید (MDA) که وسیله ای برای اندازه گیری فرایند پراکسیداسیون لیپید است با آنزیم سوپر اکسید دیسموتاز(SOD) مثبت بود بدین معنی که افزایش ظرفیت این بیومارکر که نشان دهنده ی تولید بیشتر اکسیژن برای تخریب غشای لیپیدی است با فعالیت بیشتر آنزیم سوپر اکسید دیسموتاز(SOD) برای هضم و حذف بیشتر     اکسیژن های مخرب همراه بود. همچنین وضعیت آب در بافت برگ ها (RWC) تحت تاثیر این عناصر قرار نگرفت.



    واژه هاي کلیدی: خلر، کلروفیل، مالون دی آلدهید (MDA)، سوپراکسید دیسموتاز (SOD)


مقدمه

   فلزات سنگین آلاینده های محیطی مهمی هستند که در خاک وجود دارند به طوری که ممکن است در نتیجه فعالیت های بشری مقادیر این فلزات در نواحی طبیعی و کشاورزی به حد سمی برسد. این عناصر در ایجاد تنش اکسیدی در گیاهان مشارکت دارند (8)، به این ترتیب که با ایجاد گونه های فعال اکسیژن (ROS) که محصول متابولیسم هوازی اند و شامل ترکیباتی مثل سوپراکسیدها، پراکسید، اکسیژن اتمی و رادیکال های هیدروکسیل می باشند طی واکنش های انتقال الکترون در میتوکندری ها، کلروپلاست ها و پراکسی زوم ها تولید می گردند و در صورتی که غلظت آنها تنظیم نشود می توانند سبب آسیب به پروتیین، غشا و DNA شوند (4). برخی از یون ها با ویژگی های شدید ردوکس مانند مس و شاید حتی یون هایی که فاقد این ویژگی ها هستند مانند روی و کادمیوم به عنوان آغاز کننده های پراکسیداسیون لیپید غشا و تحریک کننده های تولید گونه های فعال اکسیژن شناخته شده اند (19). مشخص شده است که غلظت اضافی مس به دلیل افزایش گونه های فعال اکسیژن (ROS) در بخش های زیر سلولی موجب افزایش تنش اکسیدی می شود (9). سرب نیز یک عنصر غیر ضروری است که علاوه بر سمیت زیادی که برای انسان دارد اثرات سوئی نیز بر جوانه زنی بذر، رشد گیاه و فرایند فتوسنتز دارد (12). همچنین سرب باعث کاهش طول ریشه، تولید بیومس، جلوگیری از سنتز کلروفیل 2 و نیز تخریب سلول و آسیب به کروموزوم (7)، کاهش جذب مواد معدنی و عدم تعادل در آب و تغییر ساختمان و نفوذپذیری غشا های سلولی می شود (5). یکی از مهمترین دلایل کاهش کلروفیل ها تخریب آنها بوسیله گونه های فعال اکسیژن (ROS) می باشد (16). پراکسیداسیون لیپید نیز به دلیل فعالیت لیپوکسی ژنازها افزایش می یابد، مالون دی آلدهید (MDA) فراوان ترین محصول حاصل از تجزیه لیپید آلدهیدی به شمار می آید (4). در تحقیق علی و همکاران (2003 ) بر گونه Salix acmophylla Bioss اثرات سرب، نیکل و مس بر این گونه گیاهی نشان داد که هر سه فلز مورد مطالعه سبب کاهش ظرفیت کل کلروفیل 2 بسته به میزان غلظت فلز شدند. اثرات نامطلوب فلزات در این مورد به صورت Pb>Ni>Cu بود، به علاوه کاهش ظرفیت کل کلروفیل با افزایش سطح مالون دی آلدهید(MDA)  همراه بود (1). بنابراین گیاهانی که در مجاورت تنش Heavy metal قرار دارند اغلب با تنش اکسیداتیو روبهرو می شوند (19). گیاهان برای محافظت از خود در مقابل آسیب های ناشی از رادیکال های اکسیژنی دارای یک سیستم آنتی اکسیدان هستند(8). مقاومت گیاهان نسبت به سرب به توانایی آنها در محدود کردن سرب به دیواره های سلولی، سنتز اسمولیت ها و فعال سازی سیستم تدافعی آنتی اکسیدانی مربوط می باشد(17). از آن جایی که مس قادر به کاتالیز کردن و تسریع ایجاد ROS است عناصر و موادی که دارای قابلیت های آنتی اکسیدانی هستند، می توانند از بروز آسیب های اکسیدی ناشی از مس جلوگیری کرده و محافظت به عمل آورند(6). گفته می شود که آنزیم های آنتی اکسیدان، سیستم های تدافعی مهمی برای گیاهان و جهت مقابله با تنش اکسیدی ناشی از فلزات به شمار می آیند (1).سوپراکسید دیسموتازها (SOD)، عبارت اند از آنزیم های فلزی که عدم تناسب رادیکال های آزاد سوپراکسید را به پراکسید هیدروژن و اکسیژن کاتالیز می کند و به نظر می رسد که نقش مهمی را در حفاظت از سلولها در مقابل اثرات زیانبخش     غیر مستقیم ناشی از این رادیکال ها بر عهده دارند (13). البته نرخ تولید (ROS) وابسته به گونه، مدت تنش، سن گیاه و مهمتر از همه شدت تنش می باشد (16). 

از آنجایی که گونه گیاهی خلر(Lathyrus sativus) یک گونه از لگوم های یکساله و همه جا زی است که از قابلیت مقاومت در برابر شرایط نامطلوب رشد برخوردار بوده و به عنوان یکی از منابع ژنی قابل توجه محسوب می شود و از آنجا که از طریق حفظ تعادل سلولی با کمبود آب مقابله می کند و به طور کلی نسبت به تنش های غیر زنده و حتی زنده مقاومت ایجاد نماید (3) در این تحقیق فرض کردیم که این گونه گیاهی به دلیل برخورداری از مقاومت قادر به مقابله با تنش فلزات سنگین در سطح سلولی در خاک های آلوده به این گونه عناصر  است،  بنابراین به بررسی میزان فعالیت مهمترین آنزیم آنتی اکسیدانی و برخی از صفات گیاهی و همبستگی بین این صفات پرداخته شد.



مواد و روش ها 

     تحقيق حاضر به صورت يك آزمايش گلخانه اي در پاییز 1387 در گلخانه تحقيقاتي دانشكده كشاورزي و منابع طبیعی كرج انجام پذيرفت.  ميزان رطوبت نسبي گلخانه 60 درصد و حداقل و حداکثر درجه حرات به ترتیب برابر با 16 و 32  درجه سانتي گراد بود. در این آزمایش گونه گیاهی خلر (Lathyrus sativus) با استفاده از چهار سطح سرب (2 Pb(NO3)) (0، 20، 400 و 800 میلی گرم بر  کیلو گرم خاک) و چهار سطح مس 2) )(Cu(SO4)0،150،300،400 میلی گرم بر کیلوگرم خاک) به صورت آزمایش فاکتوریل و در قالب طرح کاملا تصادفی به منظور بررسی قدرت تحمل فیزیولوژیکی گیاه مورد نظر در خاک های آلوده به سرب و مس مورد آزمایش قرار گرفت. نمونه برداری از خاک مزرعه از عمق 30-0 سانتي متري خاك صورت گرفت و سپس به منظور تعيين خصوصيات فيزيكي و شيميايي خاك مورد نظر و همچنين وضعيت حاصلخيزي و عوامل محدود كننده، مخصوصاً عناصر سنگين سرب و مس آزمایش خاک انجام شد. بافت خاک مورد آزمایش لومی شنی بوده و میزان شوری خاک برابر((ds/m 91/5، pH  خاک برابر7/7، درصد ازت کل54/0، میزان مواد آلی060/0% میزان سرب 5/5 و مس 82/0 میلی گرم بر کیلوگرم.  پس از اطمینان از عدم سمیت خاک به منظور عملیات آماده سازی کلوخه های خاک مورد نظر خرد و سپس از الک 4 میلی متری عبور داده شد. به منظور بررسي تحمل فيزيولوژيكي، گیاهان مورد مطالعه، غلظت فلزات سنگين آلاينده، چندين برابر بيشتر از حد مجاز آنها در نظر گرفته شد. بسته هاي حاوي نيترات سرب (0، 200،400 و800 میلی گرم در کیلوگرم) و سولفات مس (0، 150، 300 و 400 میلی گرم در کیلوگرم) به تعداد تكرارها در يك ليتر آب حل شده و خاك با تيمارهايي بيشتر از حد مجاز آلوده شدند سپس به منظور كلاته شدن بيشتر اين عناصر با كلوئيدهاي خاك و فراهم شدن آلودگي با عناصر، گلدان هاي تيمار شده به مدت 30 روز در اين وضعيت قرار گرفتند و بعد از اين مدت به کاشت اقدام شد.

اندازه گیری میزان فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسموتاز

جهت محاسبه اين فاكتور 3 عدد برگچه از هر برگ فرعي در هنگام صبح برداشت شد. سعي بر آن بود كه برگ ها كاملاً جوان و گسترده باشند. برگ ها داخل پاکت پلاستیکی اتيك گذاري شده قرار گرفت و در ظروف عایق كه كف آن از يخ پوشيده شده بود قرار داده شد و به آزمايشگاه منتقل گرديد. سپس توسط روش میسرا و همكاران (1972) ميزان تغييرات اين آنزيم تعيين شد. ابتدا محلول بافر تريس (حاوي فسفات، دي سديك، 2/7 pH=) به همراه 3/1 ميلي مول EDTA و 1/0 ميلي مول به عنوان سوبسترا استفاده شد، سپس محلول تهيه شده را به آن اضافه كرده، تغييرات جذب نوري حاصله از اكسيد اكسيژن اپي نفرين، به عنوان فعاليت آنزيمي ارزيابي شده و از آنزيم استاندارد و خالص جهت استاندارد نمودن نتايج استفاده گرديد كه واحد آن قادر به اكسيداسيون 5/0 ميلي مول اپي نفرين در يك دقيقه باشد(14).

سنجش مالون دي آلدهيد

براي اين منظور از روش كروماتوگرافي HPLC براساس روش استیون  (1987)  استفاده گرديد.     عصاره اي كه براي سنجش 8-oH-2-DG مصرف شده است بر اساس روش تيو بار بتوريك اسيد با MDA مورد استفاده قرار گرفت. محصول اين واكنش پس از عاري شدن از پروتئين بهوسيله           تري كلرواستيك اسيد 12 مول به ستون سيلكاژل اكتادسيل منتقل شد. پس از به تعادل رسيدن ستون، اين ستون با فاز متحرك شامل فسفات بافر خاصي متانول شستشو شد و پيك MAD در اسپكتروفتومتر با دتكتورمرئي در طول موج 532 نانو متر شناسائي و براساس سطح زير منحني پيك اندازه گيري          مي گرديد. جهت استاندارد شدن مالون ديآلدهيد خالص با نسبت هاي مختلف در بافر شستشو و منحني استاندارد رسم گرديد (20). 

سنجش محتوی کلروفیل

جهت سنجش محتوی کلروفیل a، b و کلروفیل کل(a+b) توسط روش  آرنون (1949) و با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر ماوراء بنفش استفاده شد (2). 

اندازه گیری محتوی آب نسبی:

محتوی آب نسبی برگ با استفاده از فرمول لیویت (1980) به شرح زیر اندازه گیری شد (11).



RWC= WF-WD/ WT-WD×100

: وزن تر بافت گیاه WF

: وزن آماس یافته گیاه (اشباع شده از آب)WT

: وزن خشک بافت گیاهWD

روش تجزيه و تحليل اطلاعات

تجزيه و تحلیل اطلاعات با استفاده از نرم افزار SAS(Version, 9.1) انجام شد. با توجه به كمي بودن هر دو عامل مورد آزمايش (غلظتهاي سرب و مس) براي تجزيه دادهها، تجزيه سطح پاسخ        Response) Surface Analysis) انجام گرفت.



نتایج و بحث

    سمیت سرب و مس برای گیاه مورد مطالعه از طریق اندازه گیری غشا لیپید (MDA)، محتوای کلروفیل و محتوی آب نسبی (R.W.C) مورد ارزیابی قرار گرفت، در این راستا افزایش فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسموتاز (SOD) که حمایت کننده گیاهان تحت سمیت ناشی از عناصر سنگین است نیز برآورد گردید. شکل 1 که تغییرات سرب و مس بر میزان کلروفیل a را نشان می دهد، بیانگر این است که افزایش سطوح سرب و مس از میزان کلروفیل a کاسته است، به طوری که تیمار شاهد در مقایسه با تیمار تنش از محتوی کلروفیل a بالاتری برخوردار بود. البته سرب بیش از مس برکاهش ظرفیت کلروفیل a در این گونه گیاهی موثر بود.
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شکل1-  روند تغییرات کلروفیل a تحت سطوح متفاوت سرب و مس



 مقادیر متفاوت سرب و مس کلروفیل b را در مقایسه با کلروفیل a بسیار کمتر تحت تاثیر قرار داد و همان گونه که در شکل 2 مشاهده می شود در تمامی سطوح سرب و مس روند تقریبا ثابتی بر میزان کلروفیلb مشاهده می شود. هرچند که شیب این تغییرات برای تیمار مس به میزان اندکی در بالاترین غلظت محسوس تر است.
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شکل 2- روند تغییرات کلروفیل b تحت سطوح متفاوت سرب و مس



 همچنین هر دو فلز مورد مطالعه سبب کاهش ظرفیت کلروفیل کل بسته به میزان غلظت فلز شدند (شکل 3). بیشترین کاهش ظرفیت کلروفیل کل نیز در بالاترین سطح از سرب و مس خاک مشاهده شد، هر چند که در مجموع سرب بیش از مس بر کاهش کلروفیل کل موثر بود. 
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شکل 3- روند تغییرات کلروفیل کل(a+b) تحت سطوح متفاوت سرب و مس



سرب با جلوگیری از سنتز کلروفیل تاثیر منفی بر فرایند فتوسنتز دارد، بدین ترتیب که با جلوگیری از جذب عناصر ضروری مثل Mg و Fe از سنتز کلروفیل جلوگیری می کند، دستگاه فتوسنتز نیز به دلیل محدودیت لیگاندهای پروتئینی-S-N تخریب می شود و افزایش فعالیت کلروفیلاز نیز سبب افزایش تخریب کلروفیل در شرایط فراوانی سرب می شود (18). بنابراین احتمالا یکی از دلایل کاهش کلروفیل ها افزایش تولید گونه های فعال اکسیژن (ROS) ناشی از سرب و مس بوده است، به علاوه کاهش نسبت کلروفیل a به کلروفیل b می تواند به دلیل حساسیت و تخریب بیشتر کلروفیل a تحت اکسیژن های آزاد تولید شده ناشی از سرب و مس باشد. به نظر می رسد که تنش دو فلز سنگین سرب و مس در گیاه قادر به مهار بیوسنتز کلروفیل و تجزیه زیستی آن در گونه مورد مطالعه بوده است. در بررسی اثر کلرید نیکل و سولفات کادمیوم بر وضعیت کلروفیل گیاهان آبزی گونه هایی نظیر Ceratophyllum demersum،  Lemna trisulca، Myriophyllum spicatum حاکی از آن بود که به دلیل جایگزینی این عناصر سنگین با منیزیوم موجود در مرکز حلقه پورفیرینی مقدارکلروفیل کاهش می یابد (10). در تحقیق سودهاکار و همکاران (1992) ظرفیت کلروفیل شش گونه از لگومها که در محیط کشت حاوی سرب رشد کرده بودند کاهش یافت (21). یافته های وین رایت و ول هوس (1976) نیز نشان می دهد که هدر رفت کلروفیل در برگ های گونه های حساس Agrostis tenuis  بیشتر از گونه های مقاوم این گیاه می باشد (22). پراساد و همکاران (2001) کاهش ظرفیت کلروفیل گیاهان در برابر فلز سنگین مس را به تاثیر مس در تخریب کلروفیل و آسیب ساختمانی و عملکردی آن نسبت دادند (17). آلودگی خاک با دو فلز سنگین سرب و مس ظرفیت مالون دی آلدهید (MDA) که نشانگر پراکسیداسیون لیپید است را نیز به طور معنی داری تحت تاثیر قرار داد (شکل 4).
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شکل 4- روند تغییرات مالون دی آلدهید(MDA) تحت سطوح متفاوت سرب و مس

  

البته این تاثیرات در غلظت های 400 و 800 میلی گرم سرب چشمگیرتر بود. میزان پراکسیداسیون لیپید در مورد گیاهانی که تحت تیمار سرب قرار داشتند چشمگیرتر از تیمارهایی بود که تحت تاثیر مس قرار داشتند. همان گونه که در شکل(4) مشاهده می شود پراکسیداسیون لیپید تحت سمیت مس از یک معادله خطی پیروی می کند به طوری که با زیاد شدن مقادیر مس ظرفیت مالون دی آلدهید (MDA) نیز افزایش یافته است، که البته بیشترین اثرات سمی مس بر غشاء لیپید در بیشترین سطح از مس استعمال شده در خاک (mg/kg450) مشاهده شد .به نظر می رسد که این مشاهده به ماهیت فعالیت کاهشیCu مربوط باشد چرا که این عنصر فرایند تولید رادیکال های بسیار فعال هیدروکسیل را کاتالیز می کند (9). اگرچه اثرات سمی دو تیمار سرب و مس با یکدیگر اثرات تخریبی زیادی بر غشای لیپید داشت، اما در مجموع سرب بیش از مس بر این فرایند موثر بود که پراکسیداسیون به واسطه واکنش رادیکال های لیپید و اکسیژن روی داده به طوری که رادیکال های پراکسی ایجاد می شوند، رادیکال های پراکسی لیپید نیز سیالیت و نفوذپذیری غشای سلول ها را تغییر می دهند (7). علی و همکاران (2003( در بررسی اثر سرب، مس و نیکل بر ظرفیت مالون دی آلدهید گونه Salix acmophylla مشاهده کردند که میزان پراکسیداسیون لیپید در مورد گیاهانی که تحت تیمار سرب قرار داشتند چشمگیرتر از گیاهانی بود که تحت دو تیمار مس و نیکل بودند. 
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شکل 5- روند تغییرات آنزیم سوپراکسید دیسموتاز(SOD)  تحت سطوح  متفاوت سرب و مس



در تحقیق دیگری که به بررسی اثر مس بر گیاه somnifera  Withania توسط خاتون و همکاران (2008) صورت گرفت، مشاهده شد اثرات غلظت زیاد مس موجب افزایش پراکسیداسیون لیپید با تعیین میزان تولید MDA شد. این نتایج حاکی از آن است که فلزات سنگینی مانند مس و یا سرب موجب بروز تنش اکسیدی شدیدی می شوند. انتظار می رود افزایش فعالیت آنزیم های آنتی اکسیدان تنش اکسیدی وارده بر گیاهان را کاهش دهند. در بررسی واکنش گونه خلر نسبت به دو تیمار سمی سرب و مس مشاهده شد که مس و سرب سبب القاء فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسموتاز(SOD) در گونه خلر بسته به میزان غلظت فلز شدند (شکل 5). حداکثر فعالیت سوپراکسید دیسموتاز (SOD) در مورد سرب و مس در بالاترین سطح از این دو عنصر مشاهده شد. به طوری که در غلظت 800 میلی گرم برای تیمار سرب و در غلظت 450 میلی گرم برای تیمار مس که بالاترین سطح از این دو عنصر بود این آنزیم افزایش چشمگیری یافت. در مورد تیمار مس روند خطی در افزایش این آنزیم مشاهده شد و در مورد تیمار سرب افزایش این آنزیم از یک معادله درجه دوم پیروی می کند. اثرات دو تیمار سرب و مس با یکدیگر مخصوصا در بالاترین سطح از این دو عنصر بر شدت فعالیت آنزیمی افزود. در اثر شرایط تنش، اکسیژن فعال در گیاه افزایش می یابد در این شرایط گیاه مکانیزم های متفاوتی را برای حذف و از بین بردن این گونه های فعال اکسیژن بکار می گیرد که به نظر می رسد که فعال شدن آنزیم سوپراکسید دیسموتاز (SOD) در پاسخ به اثرات مخرب اکسیژن های تولید شده از سرب و مس در این گونه گیاهی بوده است. و همان گونه که اشاره شد بیشترین فعالیت از این آنزیم نیز در بالاترین غلظت این عناصر در خاک مشاهده شد، که کنترل سطح O..2 توسط این آنزیم (SOD) در شرایط ماندگار  مکانیزم حفاظتی مهمی در مقابل تنش اکسیدی در سلول می باشد زیرا O..2 به عنوان پیشگامی  برای مشتقات سمی تر یا فعال تر از جمله پراکسی نیتریت یا Ho. عمل می کند (9). چونگ پرادتیوم و همکاران (1992) نشان دادند که ریشه های سویا از طریق برانگیختن و القاء سوپراکسیددیسموتاز نسبت به افزایش مس واکنش نشان می دهد. به علاوه فعالیت SOD در ریشه های گیاه لوبیای گرگی نیز تحت تیمار سرب افزایش یافت که دلیل آن به تولید رادیکال های آزاد اکسیژن مربوط می باشد (7). بنابراین گیاهان برای محافظت از خود در مقابل آسیب های ناشی از رادیکال های اکسیژنی اغلب دارای یک سیستم آنتی اکسیدانی هستند که از آسکوربات پراکسیداز (APOX)، گلوتاتیون ردوکتاز (GR)،گلوتاتیون پراکسیداز (GPX)، سوپراکسید دیسموتاز (SOD)، کاتالاز (CAT) و ترکیبات غیر آنزیمی تشکیل شده اند (8). به طور کلی نتایج نشان دهنده همبستگی منفی کلروفیل a، کلروفیل b، کلروفیل کل (CHLT) با آنزیم سوپر اکسید دیسموتاز بود به طوری که با کم شدن مقدار کلروفیل فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسموتاز افزایش یافته که احتمالا این افزایش در پاسخ به تولید رادیکال های آزاد اکسیژن ناشی از سرب و مس بوده است، به علاوه افزایش پراکسیداسیون لیپید نیز با افزایش این آنزیم همراه بود. همچنین کاهش ظرفیت کل کلروفیل (CHLT) با افزایش سطح مالون دی آلدهید (MDA) همراه بود که این مشاهده با تحقیق علی و همکاران (2003) مطابقت دارد. در شرایط تنش فلزات سنگین اثرات سمی پراکسیداسیون لیپید بر ظرفیت کلروفیل و کاهش سنتز کلروفیل در گونه های مختلف گیاهی به دلیل برهمکنش فلزات سمی با گروه SH- آنزیم های ضروری مشاهده شده است که چنین استنباط می شود که کاهش ظرفیت کل کلروفیل احتمالا به دلیل برهمکنش این فلزات با گروه SH- آنزیم های سنتز کلروفیل و نیز تخریب در نتیجه پراکسیداسیون لیپید بوده است (1). همچنین نتایج به دست آمده از آنالیز صفت محتوی آب نسبی در گونه گیاهی خلر نشان داد که وضعیت آب در بافت برگها تحت تاثیر تیمار سرب و مس قرار نگرفت زیرا مقدار RWC در هر دو گروه از گیاهان (تیمار شاهد و گیاهان تیمار شده با سرب و مس) تقریبا یکسان بود و از آنجایی که آب نسبی در بافت های برگ گیاهانی که تحت تیمار سرب قرار داشتند تا حدی بیش از گیاهان شاهد بود (شکل6).
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شکل 6- روند تغییرات آب نسبی(RWC)  تحت سطوح متفاوت سرب و مس



 احتمال می رود که روزنه های برگ در نتیجه تاثیر سرب بسته شده و فعالیت تثبیت کربن اتمسفر دچار لطمه شده باشد (3)، همچنین این مشاهده با نتایج تحقیق برونت و همکاران(2008) مطابقت دارد. ارتباط مستقیم میان فعالیت آنزیم سوپراکسیددیسموتاز (SOD) با میزان آب نسبی نشان داد که احتمالا افزایش فعالیت این آنزیم به حفظ بیشتر آب نسبی (RWC) در بافت برگ این گونه گیاهی کمک کرده است به طوری که ممکن است این آنزیم با جلوگیری و یا حذف بیشتر اکسیژن های رادیکال آزاد تولید شده ناشی از سرب و مس سبب حفظ محتوی آب نسبی بافت برگ این گونه گیاهی شده باشد. می توان انتظار داشت که در شرایطی که گیاهان می توانند محتوی آب نسبی خود را بیشتر حفظ کنند ، تورژسانس بیشتری را نیز حفظ کرده و در نتیجه اندام های هوایی و ریشه های آنها بهتر رشد می کنند(15). به نظر می رسد که این گونه گیاهان ماده خشک بیشتری را نیز در این شرایط تولید کنند. 

                                                                                 


جدول1: ضرايب همبستگي بين صفات اندازه گيري شده

		صفات

		SOD

		MDA

		CHL a

		CHL b

		CHL T

		RWC



		 SOD   

		1

		

		

		

		

		



		MDA 

		57220/0**

		1

		

		

		

		



		CHL a 

		-36333/0*

		-2919/0ns

		1

		

		

		



		CHL b

		-5307/0**

		-8680/0**

		21287/0ns

		1

		

		



		CHL T  

		-38991/0*

		-7270/0**

		29610/0ns

		90254/0**

		1

		



		 RWC 

		56074/0**

		85272/0**

		26591/0ns

		-8485/0**

		-7053/0**

		1





ns، * و** :  به ترتیب بيانگر عدم تفاوت معنی دار، تفاوت معني دار در سطح آماری 5 درصد و 1 درصد مي باشند
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