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چكيده

آلودگی خاك خطرات روز افزونی برای سلامتی انسان ومحيط زيست دارد، فلزات سنگين از جمله مهم ترين آلاينده های محيط زيست به شمار می آيند 

كه در دهه های اخير به شدت مورد توجه تعداد زيادی از پژوهشگران قرار گرفته اند. گياه پالايی يكی از روش های مقرون به صرفه ای است كه می تواند 

به خروج اين عناصر از خاك كمك كند، هدف از اين كار، بررسی تجمع سرب در قسمت های مختلف گياه سير و عكس العمل گياه سير در برابر تنش 

اكسيداتيو بود. آزمايش در قالب طرح كاملا تصادفی با چهار سطح نيترات سرب )شامل 0، 500، 1000و 1500 ميلی گرم در كيلوگرم خاك( و چهار 

تكرار در گلخانه تحقيقاتی مركز بين المللی علوم وتكنولوژی پيشرفته كرمان انجام شد. نتايج نشان داد كه سير در مواجهه با غلظت های مختلف سرب 

قادر است بيشترين ميزان سرب را در ريشه جای دهد.اندازه گيری سطوح آنزيم های كاتالاز و پراكسيداز نشان داد كه ميزان آنزيم كاتالاز در غلظت های 

مختلف سرب دارای تفاوت معناداری است و اين در حالی است كه سطوح آنزيم پراكسيداز در تيمارهای مختلف سرب تفاوت معناداری نداشت.نتايج 

اين بررسی نشان می دهد كه سير از طريق فرآيند تثبيت ريشه ای ميتواند ميزان بالايی از سرب را در ريشه خود جای دهد.                                                             
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مقدمه
انسانها  سلامتی  برای  افزونی  روز  خطرات  خاك  آلودگی 
ترين  مهم  جمله  از  سنگين  عناصر  دارد.  زيست  محيط  و 
آلاينده های محيط زيست يه شمار می آيند كه در چند دهه اخير 
به شدت مورد توجه تعداد زيادی از پژو هشگران قرار گرفته 
اند. تجمع عناصر سنگين در خاك به ويژه زمين های كشاورزی 
امری تدريجی بوده و غلظت عناصر می تواند به سطوحی برسد 
همكاران  و  )عباسپور  نمايد  تهديد  را  بشر  غذايی  امنيت  كه 
دنيا  سراسر  طبيعی  منابع  در  مختلفی  اشكال  به  1384(.سرب 
وجود دارد و رايج ترين فلز سنگين آلاينده در محيط محسوب 
می شود. سرب در گياهان باعث اختلال در ميتوز، كلروز برگ 
 DNA ها، توقف رشد ريشه و ساقه و كاهش فتوسنتز و سنتز
می گردد و بر روی فعاليت های آنزيمی تاثير گذار است. سرب 
نه تنها بر روی رشد گياهان اثر گذار است، بلكه با وارد شدن 
انسان و حيوانات  برای  ايجاد خطرات  باعث  به چرخه غذايی 
2تا  معمول  مقدار  با  )Liu D et al., 2009(. سرب  می گردد 
عنصر  ترين  تحرك  كم  خاك  كيلوگرم  در  گرم  ميلی   300
سنگين در خاك محسوب ميگردد. اين عنصر از منابع مختلفی 
وارد چرخه حيات شده و باعث آلودگی محيط زيست و ايجاد 
اختلال در زندگی جانداران می شود. دامنه طبيعی غلظت سرب 

در گياهان از2 / 0تا 20 ميلی گرم در كيلوگرم و حد بحرانی 
است  شده  گزارش  كيلوگرم  در  گرم  ميلی   300 تا   30 آن 
)عباسپور و همكاران 1389(. فلزات سنگين در محيط تجزيه 
نمی شوند، بنابراين نياز يه خارج كردن آنها از محيط می باشد 
از طرفی هزينه های بسيار گزاف روش های فيزيكی  و شيميايی 
سبب تلاش در جهت دست يابی به روش های ارزان تری شده 
است.بر خی از گياهان می توانند به طور كامل و يا جزيی مواد 
زمينی  زير  آبهای  رسوبات؛  لجن؛  در خاك؛  موجود  آلاينده 
و سطحی و هوا را در خود جمع كنند كه به اين فرآيند گياه 
پالايی گفته ميشود )رضوانی و همكاران، 1384(. گياه پالايی 
روشی پايدار، طبيعی، كم هزينه، آسان، دوستدار زيست بوم  و 
قابل كاربرد در سطوح وسيع است  )داوری و همكاران 1389(.

در گياهان مكانيسم های آنزيمی و غير آنزيمی حفاظتی برای 
پاك سازی AOS  ها  و كاهش دادن اثرات مضر آنها وجود 
دارد. آنزيم های آنتی اكسيدان شامل سوپر اكسيد ديسموتاز، 
با  پراكسيداز و كاتالاز هستند )Dawes 2000(. سير گونه ای 
اهميت اقتصادی و مقاوم به تنش های محيطی زنده و غير زنده 
مانند فلزات سنگين؛ تنش اكسيداتيو؛ ويروس و باكتری است 
اين تحقيق مطالعه واكنش  از  )Liu D et al., 2009(. هدف 
گياه سير در برابر غلظت های مختلف سرب و جذب و تجمع 
اكسيداتيو  تنش  با  مقابله  بررسی  همچنين  و  گياه  اين  در  آنها 
بر  انجام شده  اكثر كارهای تحقيقاتی  اينكه  به  توجه  با  است. 
روی سير در شرايط كشت هيدرو پونيك و گياهچه های سير 

انجام شده، به نظر ميرسد برای بررسی خاصيت بيش اندوزی 
گياه سير بايستی شرايط خاك را نيز مد نظر قرار داد تا نتايج 
حاصله قابل توصيه در شرايط مزرعه باشد، لذا تحقيق حاضر 
بر روی گياهان سير كشت شده در گلدان در طول يك دوره 

رشد اين گياه صورت گرفته است.

مواد و روش ها 
عنصر  سطح   4 با  و  تصادفی  كاملا  طرح  قالب  در  آزمايش 
سرب در 4 تكرار در گلخانه تحقيقاتی مركز بين المللی علوم 
علوم محيطی كرمان صورت گرفت. و  پيشرفته  تكنولوژی  و 

برای كشت گياهان مورد نظر از يك خاك غنی از مواد آلی با 
درجه هوموس بالا و بدون هيچ گونه آلودگی به عناصر سنگين 
و 1500  500؛ 1000  عنصر سرب صفر؛  استفاده شد. سطوح 
ميلی گرم در كيلوگرم خاك انتخاب شده و به صورت تركيب 
و  شده  مخلوط  كاملا  خاك  با  كشت  از  قبل  سرب  نيترات 
رطوبت 10 روز در حد ظرفيت زراعی نگهداشته شد تا مخلوط 
عناصر و خاك به حالت همگن رسيده و شرايط حد الامكان با 
شرايط مزرعه شبيه تر گردد. برای كشت سير از حبه های يك 
توده بذر محلی يكنواخت و عاری از هر گونه بيماری استفاده 
وحبه ها  توزين  كيلوگرمی  يك  گلدان های  در  خاك ها  شد، 
در داخل آنها كشت گرديد. آبياری با دور 4-3 روز يك بار 
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صورت گرفته و در طول دوره رشد )حدودا 100روز( شرايط 
مناسب گلخانه ای )دمای28-25 درجه رطوبت 30درصد؛ طول 
روز 14 ساعت( برای رشد فراهم گرديد. گياهان در 20 ديماه 
در  رشد  دوره  طول  اتمام  از  بعد  و  شدند  كشت   1389 سال 
تاريخ 30فروردين ماه 1390 برداشت صورت گرفت. گياهان 
برداشت شده پس از شستشوی ريشه ها به سه قسمت ساقه، پياز 
و ريشه تقسيم شده و در پاكت های كاغذی در دمای 75 درجه 
به مدت 48 ساعت در درون آون قرار گرفتند تا وزن خشك 
نمونه ها محاسبه گردد. سپس نمونه ها آسياب شده و هضم آنها 
به روش هضم تر صورت گرفت. بعد از هضم كامل نمونه های 
نمونه  از كاغذ صافی،  استفاده  با  نيتريك  اسيد  توسط  گياهی 

را صاف كرده و سپس با استفاده از آب مقطر حجم را به 50 
ميلی   50 آزمايش  لوله های  در  ونمونه ها  رسانده  ليتر  ميلی 
ليتری برای قرائت ميزان عناصر موجود در اندام های گياهی 
تحويل آزمايشگاه جذب اتمی گرديد. مقدار سرب موجود 
اتمی مدل از دستگاه جذب  استفاده  با  اندام های گياهی  در 

نمونه  برای  گرديد.  محاسبه  استراليا   220  varian spectra

فعاليت آنزيمی آنزيمهای كاتالازو  به منظور سنجش  گيری 
پايان آزمايش از بافت تازه برگ های ميانی  از، در  پر اكسيد 
در  بلافاصله  مذكور  نمونه  و  شد  گيری  نمونه  به  اقدام  گياه، 

نيتروژن مايع منجمد و به فريزر 80- منتقل گرديد.
عصاره گيری جهت سنجش فعاليت آنزيمی و پروتئين 

1 گرم از بافت تر گياهی در هاون چينی محتوی cc 5 بافرتريس 
ph=7.5 ساييده شد، مخلوط حاصل در  HCL 0.05 مولار با 

دور 10000دور  در دقيقه به مدت 15 دقيقه در دمای 4 درجه 
عنوان  به  رويی  محلول  سپس  و  شد  سانتريفيوژ  گراد  سانتی 
عصاره خام آنزيمی جدا شده و تا زمان سنجش فغاليت آنزيم ها 

و پروتئين ها در دمای 80- درجه نگهداری شد. 

سنجش مقدار پروتئين کل به روش برادفورد
برای سنجش غلظت پروتئين در تيمارها، به لوله های آزمايش 
حاوی 100 ميكروليتر عصاره گياهی؛ 5 ميلی ليتر معرف بيوره 

افزوده شد و سريعا ورتكس گرديد، پس از 25 دقيقه جذب آن 
با دستگاه اسپكتروفتومتر در طول موج 595 نانومتر خوانده شد. 

سنجش فعاليت کاتالاز 
سنجش فعاليت كاتالاز به روش Dhindasa,1981 انجام شد، 
به اين منظور به عصاره پروتئينی PVP 1 % اضافه شد، مخلوط 

واكنش شامل موارد زير بود؛
 ph=7 1- 2/87 ميلی ليتر بافر پتاسيم فسفات 50 ميلی مولار با
2- 30 ميكروليتر آب اكسيژنه 15 ميلی مولار را در حمام يخ 
مخلوط كرده و سپس 100ميكرو ليتر عصاره آنزيمی را اضافه 
كرده و تجزيه آب اكسيژنه با كاهش در جذب در طول موج 

240 نانومتر در يك دقيقه پيگيری شد و به ازاء هر ميلی گرم 
پروتئين در عصاره آنزيمی بيان شد.

سنجش فعاليت پر اکسيداز 
 Kar & Mishra,1976 سنجش فعاليت آنزيم پراكسيداز به روش
صورت گرفت. به اين منظور از عصاره آماده شده استفاده گرديد، 

مخلوط واكنش شامل موارد زير بود:
ميكروليتر   200  ،Ph=7 با  مولار  100ميلی  فرتريس  با   2  cc  
پيروگالل با غلظت نهايی 10ميلی مولار و 300 ميكروليتر آب 
اكسيژنه 5 ميلی مولار در حمام يخ با هم مخلوط و به آن 50 
آنزيمی  محلول  فعاليت  و  افزوده  آنزيمی  عصاره  ليتر  ميكرو 
به صورت تغييرات واحد جذب در طول موج 425 نانومتر در 

دقيقه به ازاء هر ميلی گرم پروتئين بيان شد.

محاسبات آماری
آناليز داده ها با استفاده از نرم افزار MSTAT�C صورت گرفت و 
نمودارهای مربوطه با استفاده از نرم افزار Excel طراحی شدند. 

نتايج
دار  معنی  اختلاف  از  واريانس حاكی  تجزيه  از  نتايج حاصل 
بين وزن خشك تيمارهای مختلف سرب است، )نمودار شماره 
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1وجدول شماره 1(. به طوری كه بالاترين ميزان وزن خشك 
مربوط به تيمار mg/kg 1000 سرب  وبالاترين ميزان جذب هم 
متعلق به اين تيمار است، در حاليكه كمترين ميزان وزن خشك 
متعلق به تيمار mg/kg 1500 بوده  و كمترين ميزان جذب نيز 
كه  داد  نشان  داده ها  آناليز  همچنين  است.  تيمار  اين  به  متعلق 
با مقادير  مختلف سرب سعی می كند ميزان  گياه در مواجهه 
بيشتری از عنصر آلاينده را در ريشه جای دهد و درصد كمی 
2و  شماره  نمودار  می گردد.(  هوايی  اندام  و  پياز  وارد  آن  از 

جدول شماره 2(. محاسبه ميزان فعاليت آنزيمی مشخص كرد 
كه ميزان آنزيم پراكسيداز گياهانی كه در معرض غلظت های 
معنی  آماری  تفاوت  گونه  هيچ  گرفتند  قرار  سرب  مختلف 
)نمودار شماره3  وجدول شماره  ندارد.  تيمار كنترل  با  داری 
1(. اين در حاليست كه ميزان آنزيم كاتالاز در غلظت های 500 
تا 1500ميلی گرم بر كيلوگرم دارای تفاوت آماری معنی داری 
 mg/kg بود به طوری كه بيشترين فعاليت آنزيمی مربوط به تيمار

1000 بود. )نمودار شماره4 وجدول شماره 1(. 
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بحث
نتايج نشان دهنده مقاومت بالای سير به تنش سرب تا غلظت 
 mg/kg افزايش وزن خشك در تيمار mg/kg 1000 می باشد. 

1000 نسبت به تيمار شاهد و تيمار mg/kg 500 احتمالا به علت 
وجود نيترات ) در تركيب نيترات سرب( و متعاقب آن افزايش 
 1500 mg/kg تيمار  بوده است. در حالی كه در  رشد رويشی 
عليرغم بالا بودن ميزان نيترات، رشدگياه افت كرده و متوقف 
غلظت  در  گياه  كه  است  اين  دهنده  نشان  امر  اين  می شود. 
سرب  سميت  از  ناشی  تنش  تحمل  به  قادر   1500  mg/kg

رشد  كاهش  شامل  مسموميت سرب  علايم  بارزترين  و  نبوده 

بررسی  از  نتايج حاصل  ساقه و ريشه در سير ظاهر می گردد، 
فعاليت آنزيمی كاتالاز نيز نشان دهنده افت فعاليت اين آنزيم 
به  بالای سير  باشد. در مقاومت  mg/kg 1500 می  در غلظت 
اين  از  يكی  است.  دخيل  مختلفی  مكانيسم های  سرب  تنش 
مكانيسم ها توانايی اين گياه در تجمع عناصر سنگين در قسمت 
ريشه و جلوگيری از ورود آن به پياز و اندام هوايی است، و 
اين مكانيسم يكی از دلايلی است كه مقاومت بالای سير به فلز 

 .)Liu D. et al. 2009( سنگين را توجيه ميكند
سيستم  سرب،  تنش  با  مقابله  برای  سير  گياه  ديگر  مكانيسم 
در  كاتالاز  بالای  مقادير  است،  سير  اكسيدانی  آنتی  دفاعی 



116

مجله زارعت و اصلاح نباتات، جلد 8، شماره2، تابستان 1391

تيمارهای اعمال شده سرب اين امر را تائيد می كند كه اين گياه 
با دارا بودن سيستم آنزيمی قدرتمند و توليد كاتالاز در سطوح 
را  ادامه حيات  برده وشرايط  بين  از  را  آزاد  راديكال های  بالا 
در  آنزيم  مهمترين  كاتالاز  اينكه  به  توجه  می كند.با  فراهم 
مقابله با تنش اكسيداتيو است، )Qureshi et al.2007(. به نظر 
می رسد كه مكانيسم اصلی گياه برای پاك سازی راديكال های 
در  برگ  پراكسيداز  آنزيم  سطوح  تفاوت  باشد.عدم  آزاد 
است  دليل  اين  به  احتمالا  سرب  مختلف  تيمارهای  بين 
پاك سازی  برای  )كه  آسكوربات-گلوتاتيون  چرخه  كه 
صورت  ريشه  در  می كند(  عمل  آزاد  اكسيژن  گونه های 
می گيرد (Liu D et al. 2009). يكی ديگر از مكانيسم هايی 

كه می تواند مقاومت بالای سير به فلز سنگين را توجيه كند، 
اين گياه در توليد تركيبات گوگردی است. توانايی 

(Lancaster et al 1989 & Rennenberg et al 1982)

همان  در  كه  است،  تيوسولفانات  تركيبات  اين  از  يكی 
می شوند  ساخته  گياهی  می شودكه شلاتين های  سنتز  مسيری 
گياهی  شلاتين های   .)Cobbett & Goldsbrough 2002(
فلزات  به  شونده  باند  پروتئين های  گروههای  مهمترين  از 
كه  می رسد  نظر  به   .)Jiang et al 2005( هستند  سنگين 
شدن  باند  طريق  از  تيوسولفانات  نظير  گوگردی  تركيبات 
و  می كاهند  آنها  توسط  خسارت  ايجاد  از  سنگين  فلزات  با 
بدين طريق نقش دفاعی خود را ايفا می كنند. بر اساس يافته 
های Baker & Brooks واژه بيش اندوزی را در اين بررسی 
 1000 بتواند  كه  )گياهی  داد،  نسبت  سير  گياه  به  می توان 
را در وزن خشك خود  بر كيلوگرم عنصر سرب  ميلی گرم 
نيازمند گياهی هستيم  جای دهد( اما در فرايند گياه پالايی ما 
هوايی خود  اندام  در  را  سنگين  فلز  مقدار  بيشترين  بتواند  كه 
جای دهد )Baker & Brooks 1989(. بنابراين سير در فرايند 
استخراج گياهی گياه مناسبی محسوب نمی شود، در حاليكه 
اين گياه قادر است مقادير بالای سرب را از طريق فرايند تثبيت 
اندوزی( در ريشه خود جای  بيش  از آستانه  )بالاتر  ای  ريشه 
دهد. با توجه به اينكه بيشترين كارهای انجام شده در دنيا در 

بيش  كوتاه،  زمانی  بازه های  در  و  محلول  در  كشت  شرايط 
اندوزی گياه سير را تائيد كرده است، بررسی حاضر نيز نشان 
در طول  و  در خاك  شرايط كشت  در  سير  گياه  كه  می دهد 
به خوبی قادر است سرب را از خاك  يك دوره كامل رشد 
خود  ريشه های  در  ريشه ای  تثبيت  فرايند  طی  و  كرده  جذب 
تجمع دهد. بنابراين گياه سير با دارا بودن يك سيستم آنزيمی 
آنتی اكسيدانی قدرتمند، توانايی توليد تركيبات گوگردی، و 
قدرت تجمع بالا در ريشه می تواند گياه مناسبی برای مطالعات 
گياه پالايی محسوب گردد. موضوعاتی از قبيل بررسی ژنتيكی 
فلز سنگين، غنی سازی زيستی  به تنش  گياه سير در مقاومت 
سير با عناصر ضروری مورد نياز انسان، مطالعه سيستم آنزيمی 

گياه سير و... می تواند از زمينه های تحقيقاتی آينده باشد.                          
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جدول 1- تجزيه واريانس شاخص های مربوط به آلاينده سرب )ميانگين مربعات( 
Table 1. Analysis of variance for lead parameters

 

  میزان تجمع سرب
Lead accumulation 

  فعالیت پراکسیداز
Peroxidase 

activity 

  فعالیت کاتالاز
Catalase activity 

  وزن خشک گیاه
Plant dry 
weight 

  درجه آزادي
df 

  منابع تغییرات
S.O.V 

 

**91902897.92 Ns0.035 **1534066.448 **17.733     3 تیمار  
Treatment 

  خطا 12 2.2155 8550.636 0.02325 124154.1217
Error 

     
 

  کل 15
Total 
  

**وns: به ترتيب معنی دار در سطح احتمال يك درصد و غيرمعنی دار 
. **,ns: significant at  1% level of probability and not significant, respectively 

جدول2- ميزان عنصر سرب در قسمت های مختلف گياه بر حسب درصد
Table 2. Lead percentage in different parts of plant

 

  تیمار  ریشه (%)  پیاز (%)  اندام هوایی (%)

4  9.2  86.8  mg/kg500  

3.3  6.7  90  mg/kg1000  

4  13  83  mg/kg1500  
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