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صفحات 1-14

ارزيابي توان چند گونه زراعي دركاهش آلودگي خاک به فلز سنگين كادميوم 

Evaluation Ability of Some Crop Species for Remedation of Heavy Metal 
Cadmium (Cd) In Contaminated Soils

افشین مظفری1، داود حبیبی2، عباس ملکی1، فرزاد بابایی1

چیکده

اين تحقیق به منظور ارزيابي چند گونه زراعي دركاهش آلودگي فلز سنگين كادميوم درخاكهاي آلوده، در شرايط گلخانه‌اي در گلخانه تحقیقاتی 

دانشکده کشاورزی دانشگاه آزاد اسلامی واحد کرج در سال 89- 1388 به اجرا در آمد. این آزمایش بصورت فاكتوريل در قالب طرح پایه بلو‌کهای 

كامل تصادفي با 3 تكرار اجرا شد. فاكتورهاي آزمايش شامل میزان کادمیوم خاک در سه سطح )صفر، 40 و 80 میلی گرم در یکلو گرم( و گونه‌ها ی 

زراعي در سه سطح )يونجه يكساله )Medicago rigidula(، ماشك گل خوشه‌ای )Vicia villosa( و كلزا )Barassica napus(( بود. نتایج آزمایش 

نشان داد میزان کادمیوم خاک بر روی کلیه صفات مورد مطالعه اثر معنی داری داشته است. در حالکیه گونه‌های زراعی فقط روی میزان کادمیوم در 

اندام‌های هوایی، بیومارکر بیوشیمیایی مالون دی آلدهید و کلروفیل a تاثیر گذار بوده است. دربین گونه‌های زراعی مختلف، کلزا با 34/19 میلی گرم در 

یکلو گرم وزن خشک و ماشک با 19/23 میلی گرم در یکلو گرم وزن خشک به ترتیب بالاترین و کمترین میزان غلظت کادمیوم در اندام‌های هوایی را 

بخود اختصاص دادند. ماشک با 4/02 میلی گرم درگرم وزن تازه و یونجه با 3/76 میلی گرم درگرم وزن تازه به ترتیب بیشترین و کمترین میزان کلروفیل 

a را بخود اختصاص دادند. همچنین، کلزا با 37/13 مکیرو مول درگرم وزن تازه و یونجه با 33/70 مکیرو مول درگرم وزن تازه به ترتیب بیشترین و 

کمترین میزان بیومارکر بیوشیمیایی مالون دی آلدهید را بخود اختصاص دادند. نتایج آزمایش نشان داد دوز 80 میلی کرم کادمیوم در یکلوگرم وزن 

خشک خاک، بیشترین میزان کادمیوم در اندام‌های هوایی و مالون دی آلدهید را به ترتیب با 55/51 میلی گرم در یکلوگرم وزن خشک و 38/72 مکیرو 

مول در گرم وزن تازه بخود اختصاص داد و کمترین این صفات متعلق به تیمار شاهد بود. با افزایش میزان کادمیوم در خاک، میزان آنزیم سوپر اکسید 

دیسموتاز )SOD( و محتوی کلروفیل a, b و a+b کاهش یافت. 

واژه‌های کلیدی: گیاه پالایی، فلز سنگین، کادمیوم، گونه‌های زراعی، محتوی کلروفیل، سوپر اکسید دیسموتاز و بیومارکر مالون دی آلدهید.
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2- دانشگاه آزاد اسلامی، واحد کرج، گروه زراعت، کرج، البرز، ایران
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مقدمه
تنش‌های محیطی از قبیل )خاک، آب و فلزات سنگین( کیی 
از موانع اصلی در تولید محصولات زراعی و باغی در بسیاری 
ايران  مانند  نیمه خشک  و  مناطق خشک  به ویژه  دنیا  نقاط  از 
دهه‌هاي  در  جوامع  شدن  صنعتي  به  نظر  می‌شوند.  محسوب 
توسط  صنعتي  پسابهاي  توجهي  قابل  مقادير  توليد  و  اخير 
كارخانجات و رها سازي آنها در اكوسيستم‌هاي طبيعي و روان 
و  فسيلي  سوختهاي  از  استفاده  افزايش  ديگر  سوي  از  و  آبها 
از  استفاده  محيط،  به  يافته  احتراق  تركيبات  بازگشت  احتمال 
آفت كشها در مزارع، خطر وقوع تنش غير زنده تجمع فلزات 
سنگين در خاك را افزايش مي‌دهد، از سوي ديگر مشكلات 
عديده كم آبي در برخي از نقاط و از جمله آبهای با کيفيت 
پايين كشاورزان را بر آن داشته تا از تمامي منابع آبي استفاده 
عناصر  برابر  در  شده  كشت  گياهان  آنكه  بر  مشروط  نمايند، 
سنگين موجود در آب آبياري متحمل باشند و همچنين بتوانند 
عناصر  آورند.  بعمل  ممانعت  خاك  در  عناصر  اين  تجمع  از 
تا   63/546 بين  آنها  اتمي  وزن  هستندكه  عناصري  سنگين 
بر  گرم   5 از  بزرگتر  آنها  مخصوص  جرم  و  باشد   200/590
سانتيمتر مكعب باشد )Pais و Benton Jones،1997(. به اين 
نيکل  قبيل روی، کروم، کادميوم، سرب،  از  عناصری  ترتيب 

عناصرسنگين  می‌شوند.  محسوب  سنگين  فلزات  جزء  نقره  و 
يا  و  هيدرواكسيد، سيليكات و سولفات  اكسيد،  فرم  به  اغلب 
بصورت جذب شده بر روي رس، سيليكات و ماده آلي يافت 

مي‌شوند.
خاك‌هاي آلوده به فلزات سنگين مي‌توانند به روشهاي شيميايي، 
فيزيكي و بيولوژيكي پالايش شوند )McEldowney و همكاران، 
1993(. يكي از روشهايي كه در سالهاي اخير مورد توجه قرار 
است.   )Phytoremediation( پالايي  گياه  روش  است  گرفته 
گياه پالايي يك تكنولوژي با هزينه كم و ساده که از گياهاني 
منظور  به  بوته‌ها  و  چوبي  گونه‌هاي  ای،  علوفه  گیاهان  نظير 
اثركردن آلاينده‌هاي زيست محيطي  بي  و  نگهداري  خروج، 
و  نفتي  آلي  تركيبات  كمياب،  عناصر  سنگين،  فلزات  نظير 

مواد رادیواکتیو در خاك و آب استفاده میک‌ند. این گياهان 
قادرند فلزات سنگين را از خاك جذب، انتقال و تثبيت كرده 
و در اندام‌هاي خود تجزيه كنند )Kling، 1997(. در اين ميان 
زراعي  گونه‌هاي  از  برخي  كه  آنست  مويد  قبلي  تحقيقات 
همچون جو، یونجه، خردل، تربچه، آفتابگردان، بادام زمینی، 
کرچک اصلاح كننده خاكهاي آلوده مي‌باشند بطوريكه كه 
اين گياهان در برابر فلزات سنگين از تحمل بالايي برخوردار 
بوده و تحت شرايط تنش‌هاي غير زنده فلزات سنگين مي‌توانند 
براي  بالايي  توانايي  همچنين  و  كنند  توليد  مناسبی  بيوماس 
پاكسازي  مي‌باشند.  دارا  را  خاك  از  سنگين  فلزات  جذب 
گياهي در مقايسه با ساير روشهاي اصلاح خاك از هزينه بسيار 

آبهاي  شدن  آلوده  خطرات  و  مي‌باشد  برخوردار  پايين‌تري 
روشي  همچنين  و  نمي‌باشد  مطرح  روش  اين  براي  زيرزميني 
پايدار و منطبق با محيط زيست مي‌باشد. لذا شناخت و گزينش 
گونه‌هاي زراعي با توانايي پاكسازي مستلزم بررسي پاسخ‌هاي 
فلزات سنگين مي‌باشد و  زنده  غير  تنش  برابر  در  اين گياهان 
مطالعه تركيبي از صفات كل گياهي و سلولي تحت اين شرايط 
و همچنين  نمايد  ياري  مهم  اين  به  را در دستيابي  ما  مي‌تواند 
زمينه را براي تحقيقات بعدي مهندسي ژنتيك به منظور اصلاح 

گياهان متحمل در برابر فلزات سنگين مساعد نمايد.
مقياس  در  زيادي  آزمايش‌هاي  پالايي  گياه  با  ارتباط  در 
گلخانه‌اي و مزرعه‌اي در كشور آمريكا و كشور‌هاي اروپايي 
محل‌هاي   .)1994 همكاران،  و   Baker( است  گرفته  صورت 
گياهي  گونه‌هاي  توسط  اغلب  سنگين  فلزات  به  شده  آلوده 
مقادير  گياهان  اين  از  برخي  كه  مي‌شوند  حمايت  خاصي 
مي‌دهند  تجمع  خود  بافت‌هاي  در  را  فلزات  اين  از  بالايي 
Brooks, 1989, Hegde وFletcher, 1996(. در  )Baker و 
انباشتگر  بيش  گياهي  گونه   400 تقريبي  بطور  حاضر  حال 
بخش  كه  است  شده  شناسايي   )Hyperaccumulator(
اروپا،  شده  آلوده  نواحي  در  گونه‌ها  اين  از  عمده‌اي 
مي‌شوند  يافت  استراليا  و  نيوزلند  آمريكا،  متحده  ايالات 
انباشتگر در  بيش  از گياهان  نمونه‌هايي   .)Kramer, 1997(
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گزارشات Chaudhry و همكاران )1998( و Bonaventura و 
Johnson )1997( فهرست شده است. گياه پالايي يك داروي 

كلي براي درمان خاك‌هاي آلوده شده به فلزات سنگين نيست 
پالايي  پروژه گياه  براي طراحي  )Khan و همكاران، 2000(. 
امكان  و  گياه  رشدي  شرايط  بودن  مناسب  مانند  فاكتورهايي 

استفاده از گياهان بومي اهميت زيادي دارد.
مالـون دی آلدهیــد )MDA( کـی محــصول سـمی‌سلولی 
چربی‌ها  پروکسیداسیون  از  ناشی   )Cytotoxic product(
تولید  میزان  دهنده  نشان  و   )Lipid peroxidation(
رادکیال‌های آزاد و بافت‌های تخریب شده است )Ohkawa و 
 )MDA( میزان بیومارکر مالون دی آلدهید .)همکاران، 1979

در بافت گیاهی معیاری برای تعیین وضعیت پرو اکسیداسیون 
تولید  با  ارتباط  در  چربی‌ها  اکسیداسیون  پرو  است.  چربی‌ها 
سوپر اکسید (O2̅) می‌باشد. وجود مقادیر بالای فلزات سنگین 
نظیر مس )Cu( و آهن )Fe( در گیاه باعث افزایش تولید سوپر 
مالون  بیومارکر  میزان  افزایش  براین،  بنا  می‌شود.   O2 ̅ اکسید 
دی آلدهید )MDA( نشان دهنده آن است که یون‌های فلزی 
توانسته‌اند باعث تحرکی ظرفیت تولید رادکیال‌های آزاد در 

گیاهان عالی بشوند )Luna و همکاران، 1994(.
دار  فلز  آنزیم  کی   )SOD( دیسموتاز  اکسید  سوپر  آنزیم 
 (O2̅) اکسید  سوپر  آنیون‌های  که  است   )Metalloenzyme(
پرواکسید هیدروژن )H2O2( را کاتالیز  در اکسیژن و  موجود 
 )SOD( میک‌ند. آنزیم‌هایی نظیر آنزیم سوپر اکسید دیسموتاز
مهیا  را  هوازی  زنده  موجودات  بقای  برای  دفاعی  سیستم 
وجود  زیادی  شواهد   .)1991 همکاران،  و   Beyer( می‌سازد 
بالای  غلظت‌های  معرض  در  گیاهان  میک‌ند  بیان  که  دارد 
اکسیداتیو  آسیب‌های  باعث  مس  و  آهن  نظیر  سنگین  فلزات 
توانایی   .)1997 همکاران،  و   Yamamoto( می‌شود  گیاه  در 
تنش  برابر  در  اکسیدانتی  آنتی  حفاظت  افزایش  در  گیاهان 
فلزات سنیکن محدود می‌باشد تعداد، زیادی از مطالعات نشان 
باعث کاهش  بیشتر  فلزات سنگین  بالای  غلظت‌های  داده که 
فعالیت  افزایش  تا  اکسیدانتی می‌شود  آنتی  آنزیم‌های  فعالیت 

خود  واکنش‌های   .)Polle، 2002 و   Schutzendubel( آنها 
اکسیداسیون )Autoxidation( و فنتون )Fenton( ممکن است 
فعالیت  مثال  بعنوان  آنزیمی شود.  دفاع  باعث تضعیف سیستم 
 O2̅ اکسید  سوپر  رادکیال  توسط  مستقیم  بطور  کاتالاز  آنزیم 
Fridovich, 1982(. رادکیال‌های  متوقف می‌شود )Kono و 
 -Zn-Cu آنزیم  فعالیت  توقف  باعث   HO- هیدروکسیل 
سوپراکسید دیسموتاز می‌شوند )Casano و همکاران، 1997(. 
بر اساس خصوصیات فیزکیی و شیمیایی سه مکانیزم مولکولی 
مختلف برای سمیت فلزات سنگین را می‌توان بیان کرد: الف( 
تولید گونه‌های فعال اکسیژن )ROS( توسط واکنش‌های خود 
کارکرد  گروه‌های  کردن  بلوکه  ب(  فنتون  و  اکسیداسیون 

ضروری بیومولکول‌ها ج( جایگزینی یون‌های فلزات ضروری 
باعث تخلیه  فلزات سنگین  بیومولکول‌ها کادمیوم و دیگر  در 
فعالیت  از  جلوگیری  و  دار(  سولفور  )گلوتاتیون   GSH

 )GR( ریدکتاز  گلوتاتیون  بویژه  اکسیدانتی  آنتی  آنزیم‌های 
می‌شود )Schutzendubel و Polle, 2002(. 53 عنصر از 90 
عنصر طبیعی جزو فلزات سنگین محسوب می‌شوند، اما تمامی 
فلزات  این  اساس حلالیت  بر  ندارند.  بیولوژکیی  اهمیت  آنها 
در محیط فیزکیی، 17 عنصر سنگین ممکن است در دسترس 
اکوسیستم‌ها  و  زنده  موجودات  برای  و  بوده  زنده  سلول‌های 
اهمیت داشته باشند )Weast, 1984(. از میان این فلزات آهن 
مهم  ریزمغذی  بعنوان   )Mn( منگنز   ،)Mo( مولیبدن   ،)Fe(
 ،)V( وانادیوم   ،)Cu( مس   ،)Ni( نکیل   ،)Zn( روی  هستند. 
کبالت )W ،(Co و کروم )Cr( فلزات سمی هستند با اهمیت 
جیوه   ،)As( آرسنیت   .Trace elements بعنوان  پایین  و  بالا 
)Hg(، نقره )Sb ،(Ag، کادمیوم )Cd(، سرب )Pb( و اورانیوم 
)U( هیچ نوع نقشی از نظر غدایی نداشته و به نظر برای گیاهان 
است.  برخوردار  پایینی  یا  بالا  از سمیت  ارگانیسم‌ها  مکیرو  و 
غلظت کادمیوم در خا‌کهای غیر آلوده 1/5-1 میلی گرم در 
یکلوگرم است، اما در خا‌کهای آلوده انگلیس بیش از 150 
 Polle و   Schutzendubel( می‌باشد  یکلوگرم  در  گرم  میلی 

 .)2002
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در این آزمایش اهداف زیر مورد بررسي قرار گرفت: بر رسی 
گل  ماشك  و  كلزا  کیساله،  یونجه  زراعي  گونه‌هاي  توانایی 
کادمیوم،  سنگين  فلز  به  آلوده  پالايش خاكهاي  در  خوشه‌اي 
عنصر  ميزان جذب  بر  مختلف  زراعي  تاثير گونه‌های  بررسي 
از خاك، شناسايي و كاشت گياهان زراعي  سنگين کادمیوم 
بين  از  به فلز سنگين کادمیوم  انباشتگر در اراضي آلوده  بيش 
گونه‌های زراعي مختلف، بررسي اثر متقابل خاك و گياه در 
سنگين  فلزات  غلظت  مقايسه  سنگين خاك،  عناصر  برداشت 
در اندامهاي هوايي گياه زراعي یونجه کیساله، كلزا و ماشك 
براي كاهش  با صرفه  و  مناسب  راهكار  ارائه  اي،  گل خوشه 
آلودگي خاك، بررسي تغييرات ميزان آنزیم آنتی اکسیدانتی 

سوپر اکسید دیسموتاز )SOD( و بیومارکر بیو شیمیایی مالون 
دی آلدهید )MDA( در گونه‌های زراعي مختلف و استفاده از 
آن جهت شناسايي گونه يا گونه‌هاي زراعي مقاوم به تنش فلز 
 a+b و a، b سنگين کادمیوم، بررسي تغييرات ميزان كلروفيل

ارتباط آن با تنش فلزات سنگين.

مواد و روش‌ها
دركاهش  زراعي  گونه  چند  ارزيابي  منظور  به  آزمايش  اين 
بصورت  آلوده  درخاكهاي  كادميوم  سنگين  فلز  آلودگي 
آزمایش فاكتوريل در قالب طرح پایه كاملا تصادفي با 9 تيمار 
فاكتورهاي  گردید.  اجرا  گلخانه‌اي  شرايط  در  و  تكرار   3 و 
آزمايشي شامل فلز سنگین کادمیوم بصورت خالص )از منبع 
کلرید کادمیوم( در سه سطح صفر، 40 و 80 میلی گرم در یکلو 
يونجه  شامل  زراعي  گياه  گونه  سه  و  وزن خشک خاک  گرم 
)Medicago rigidula(، كلزا )Barassica napus( رقم  يكساله 
بصورت  آزمايش  بودند.   )Vicia villosa( ماشك  و   Okapi

 20 قطر  و   15 ارتفاع  با  پلاستکیی  گلدانهای  در  گلخانه‌ای 
در  رسی  لومی  خشک  خاک  یکلو   5 حاوی  که  سانتی‌متر 
اسلامی  آزاد  دانشگاه  کشاورزی  دانشکده  تحقیقاتی  گلخانه 
کرج انجام گردید. میزان غلظت اولیه فلز كادميوم Cd خاک 
گلدان‌ها توسط آزمايشگاه تعيين گردید، پس از آن خاك‌هاي 

مورد مطالعه را از الك 2 ميليمتري عبور داده و 3 گونه گياه 
زراعي در شرايط گلخانه‌اي در گلدانها كشت شدند و خاك 
نظر  در  كيلوگرم   5 مقدار  به  حداقل  و  مساوي  بطور  گلدانها 
فسفر  ازت،  اساس وضعيت حاصلخيزي خاك  بر  گرفته شد. 
طول  در  و  كشت  از  قبل  زراعي  گياهان  نياز  مورد  پتاسيم  و 
قوه  با  بذر   5 کاشت  زمان  در  شد.  داده  آنها  به  رشد  دوره 
کینواخت در هر گلدان کشت و گلدانها  فواصل  با  بالا  نامیه 
در همان روز آبیاری شدند. آبیاری‌های بعدی در زمان مورد 
نیاز با آبپاش انجام ‌گردید. بسته به دوز فلز سنگین کادمیوم در 
خاک بعد از سبز شدن گیاهان در گلدان‌ها، آلوده‌سازی خاک 
گلدانها به فلز سنگین کادمیوم صورت گرفت. کی ماه پس از 

اندامهاي هوايي از سطح خاک کف بر شده  رویش گیاهان، 
و بمنظور بررسي ميزان برداشت عنصر سنگين کادمیوم، میزان 
کلروفیل a و b، میزان آنزیم سوپر اکسید دیسموتاز )SOD( و 
بیومارکر بیوشیمیایی مالون دی آلدهید )MDA( به آزمايشگاه 
تحويل داده شد. از خاك هر يك از گلدانها نيز نمونه تهيه و 
روشهاي  بوسيله  آنها  در  کادمیوم  سنگين  فلز  باقيمانده  ميزان 

آزمايشگاهي متداول تعيين شد.
هوایی،  اندامهاي  در  کادمیوم  سنگین  فلز  اندازه‌گیری  جهت 
کل گياه پس از برداشت از سطح خاک بصورت کامل توسط 
آب ديونيزه شده شستشو شده و در آون 70 درجه سانتي‌گراد 
نمونه‌ها،  نمودن  آسياب  از  پس  هضم  جهت  شدند.  خشک 
اسيد  )پرکلريک  دوتايي  اسيد  ميلي‌ليتر   5 از آن  به کی گرم 
با نسبت‌هاي 2:3 در دماي   )HNO3 نيتريک  HCLO4 و اسيد 

با  سپس  شد.  اضافه  ساعت   8 مدت  به  سانتيگراد  درجه   110
اضافه کردن آب مقطر حجم آن به 50 ميلي‌ليتر رسانده و اين 
محلول از کاغذ صافي واتمن 42 عبور داده شد و نهایتا ميزان 
جذب  اسپکتروفتومتر  دستگاه  توسط  نمونه‌ها  کادمیوم  عنصر 
مــورد   )Atomicabsorbtion spectrophotometer( اتمـي 
اندازه‌گیری قرار گرفت. پس از برداشت گياهان، از خاک نيز 

نمونه‌برداري بعمل آمده و میزان کادمیوم آنها تعیین گردید.
 ،)SOD( دیسموتاز  اکسید  سوپر  آنزیم  گيري  اندازه  جهت 
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پس از نمونه گيري از گلدان‌ها دو برگ با آب مقطر شستشو 
داده شده و بلا فاصله در بافر فسفات – تريس 0/16 مولار با 
همان  از  مشابه  آنگاه حجم  گردید.  هموژن  و  pH=7/5 خرد 
و  اضافه گرديده  ديواره  كننده  آنزيم هضم  و  ديجيتونين  بافر 
اجاز داده شد تا فرآيند هضم غشا و ديواره سلول انجام گيرد. 
در پايان مقدار 0/5 ميلي ليتر از محلول هموژن براي سنجش 
مقدار  و  شد  برداشته   )1951(  Lowry روش  توسط  پروتئين 
گردید.  تعيين  ليتر  ميلي  بر  گرم  ميلي  حسب  بر  آب  پروتئين 
سپس در باقيمانده محلول استخراجي مقدار آنزيم سوپر اكسيد 
 Misra روش  از  منظور  بدين  شد.  گيري  اندازه  ديسموتاز 
(Tris/ تريس  بافر  زمينه  محلول  شد.  خواهد  استفاده   )1979(

به همراه 1/3   pH با 7/2=  فسفات دي سديك  (base حاوي 

سديك  منو  كربنات  مول   0/1 همراه  به   EDTA مول  ميلي 
تهيه و از اپي نفرين با غلظت 0/25 ميلي مول بعنوان سوبسترا 
استفاده شد و سپس مجموعه عصاره به آنها اضافه و تغييرات 
جذب نوري حاصل از اكسيداسيون اپي نفرين اندازه گيري و 
بعنوان فعاليت آنزيمي ارزيابي شد. از آنزيم استاندارد و خالص 
به  قادر  آن  واحد  كه  شد  استفاده  نتايج  شدن  استاندارد  براي 

اكسيداسيون 0/5 ميلي مول اپي نفرين در يك دقيقه بود.
از  برگ  دو   ،)MDA( آلدئيد  دي  مالون  گيري  اندازه  جهت 
بافر  با آب مقطر شستشو داده شد و بلافاصله در  گياه جدا و 
هموژن  و  خرد  وارد،   pH=7/5 با  مولار   0/16 تريس  فسفات 
گردید. آنگاه اجازه داده شد تا حجم مشابه از همان بافر حاوي 
و  غشا  هضم  فرآيند  ديواره  كننده  هضم  آنزيم  و  ديجيتونين 
از  ليتر  پايان مقدار 0/5 ميلي  انجام دهد. در  ديواره سلول را 
 Steven روش  توسط  پروتئين  سنجش  براي  هموژن  محلول 
ميلي  حسب  بر  آن  پروتئين  مقدار  و  شد  برداشته   )1987(
گرم بر ميلي ليتر تعيين گردید. پس از آن در باقيمانده محلول 
اساس  بر  تيروزين  و دي  آلدئيد  مالون دي  مقدار  استخراجي 
روش Steven )1987( مورد ارزيابي قرار گرفت. دراين روش 
ميزان فعاليت بر اساس واكنش به مايع كروماتوگرافي ارزيابي 
با  كلريدريك  اسيد  تريس  حاوي  كار  براي  زمينه  بافر  شد. 

pH=7/2 0/2 ميلي مول بر ليتر سديم دي سديك و 0/2 ميلي 
مالون  فعاليت  واحد  يك  می‌باشد.  آسكوربات  ليتر  بر  مول 
ميكرومول  يك  بتواند  كه  آنزيمي  مقدار  معادل  آلدئيد  دي 
نظر گرفته شد.  دقيقه كاتاليز كند، در  را در يك  از سوبسترا 
 Arnon از روش )b( و)a( جهت اندازه‌گیری محتوی کلروفیل
)1949( و دستگاه اسپکترو فتومتر ماوراي بنفش استفاده شد. 
بدین منظور ابتدا 0/5 گرم برگ از هر گلدان انتخاب و درون 
و  منيزيم  گرمسولفات  کی  آن  به  و  ريخته  چيني  هاون  يک 
10 ميلي ليتر استون 100 درصد اضافه کرده و آنقدر در هاون 
تا خميري شل حاصل گردید. هاون مربوطه رادر  ساییده شد 
الامکان  و آزمايشگاه حتي  داده  قرار  يخ  و  داخل ظرف آب 

تاريک شد تا فعل و انفعالات شيميايي به حداقل برسد. سپس 
 2500 با  سانتريفوژ  داخل  در  و  برداشته  را  حاصله  شل  خمیر 
دوردر دقيقه و به مدت 5 دقيقه قرار داده شد، سپس مقدار 1 
ميلي ليتراز اين عصاره‌ هموژن )سوپرناتانت( را با 9 میلی لیتر 
استن داخل سل‌هاي دستگاه اسپکتروفتومتر ريخته و در طول 
موجهاي 647 نانومتري براي کلروفيل )a( و 663 نانومتر براي 
از فرمولهاي زير  قرائت شد و  نور  ميزان جذب   )b( کلروفيل
با  آزمايش  از  قبل  )دستگاه  آمد،  بدست   )b( و   )a( کلروفيل 

استون خالص کاليبره گردید(:

DAAmglaChl ´´-´=- )64779.266325.12()(. 1  

DAAmglbChl ´´-´=- )6631.56475.21()(. 1 

 

 

 D = ضخامت سل‌هاي دستگاه اسپكترو فوتومتر

نتایج و بحث
داری  معنی  بسیار  اختلاف  واریانس،  تجزیه  نتایج  به  توجه  با 
میزان  نظر  از  در خاک  دوز کادمیوم  و  زراعی  بین گونه‌های 
شد  مشاهده  هوایی  اندام‌های  در  کادمیوم  سنگین  فلز  غلظت 
)جدول 1(. با توجه به جدول مقایسه میانگین‌ها به روش دانکن 
)جدول 2(، می‌توان اظهار داشت که در بین گونه‌های زراعی 
از نظر میزان غلظت کادمیوم در اندام‌های هوایی، گونه زراعی 
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میلی گرم کادمیوم در یکلو گرم وزن خشک  با 34/19  کلزا 
گیاه و ماشک با 19/23 میلی گرم کادمیوم در یکلو گرم وزن 
خشک گیاه به ترتیب بیشترین و کمترین مقدار تجمع کادمیوم 

در اندام‌های هوایی را بخود اختصاص دادند )نمودار 1(.
)جدول  دانکن  روش  به  میانگین‌ها  مقایسه  جدول  به  توجه  با 
از نظر میزان  بین دوزهای مصرفی کادمیوم در خاک  2(، در 
غلظت کادمیوم در اندام‌های هوایی، دوز 80، 40 و صفر میلی 
با  ترتیب  به  خاک  خشک  وزن  یکلوگرم  در  کادمیوم  گرم 
52/51، 31/63 و 0/03 میلی گرم در یکلو گرم وزن خشک 
گیاه رتبه‌های اول تا سوم را بخود اختصاص دادند )نمودار 2(.

میزان  نظر  از  داری  معنی  اختلاف  زراعی  گونه‌های  بین  در 

a مشاهده شد )جدول 1(. با توجه به جدول مقایسه  کلروفیل 
میانگین‌ها به روش دانکن )جدول 2(، می‌توان اظهار داشت که 
در بین گونه‌های زراعی، ماشک با 4/02، کلزا با 3/98 و یونجه 
با 3/76 میلی گرم در یکلو گرم وزن تازه گیاه به ترتیب رتبه 
اول تا سوم را از نظر میزان کلروفیل a بخود اختصاص دادند 

)نمودار 3(.
با توجه به نتایج تجزیه واریانس )جدول 1(، در بین دوزهای 
نظر  از  بسیار معنی داری  مصرفی کادمیوم در خاک اختلاف 
به جدول  توجه  با   .)1 )جدول  شد  مشاهده   a کلروفیل  میزان 
اظهار  می‌توان   ،)2 دانکن )جدول  به روش  میانگین‌ها  مقایسه 
دوز  خاک،  در  کادمیوم  مصرفی  دوزهای  بین  در  که  داشت 
صفر، 40 و 80 میلی گرم کادمیوم در یکلوگرم وزن خشک 
خاک به ترتیب با 4/22، 3/88 و 3/67 میلی گرم در یکلو گرم 
 a وزن تازه گیاه رتبه‌های اول تا سوم را از نظر میزان کلروفیل
بخود اختصاص دادند )نمودار 4(. این نتیجه مطابق بود با نتایج 

.) 2008( Abdel-Aal و Maysa

 با توجه به نتایج تجزیه واریانس )جدول 1(، در بین دوزهای 
نظر  از  بسیار معنی داری  مصرفی کادمیوم در خاک اختلاف 
زراعی  گونه‌های  بین  در  اما  شد،  مشاهده   b کلروفیل  میزان 
با  نشد.  دیده   b کلروفیل  میزان  نظر  از  داری  معنی  اختلاف 
توجه به جدول مقایسه میانگین‌ها به روش دانکن )جدول 2(، 

می‌توان اظهار داشت که در بین دوزهای مصرفی کادمیوم در 
میلی گرم کادمیوم در یکلوگرم  و 80  خاک، دوز صفر، 40 
وزن خشک خاک به ترتیب با 4/22، 3/88 و 3/67 میلی گرم 
در یکلو گرم وزن تازه گیاه رتبه‌های اول تا سوم را از نظر میزان 

کلروفیل b بخود اختصاص دادند )نمودار 5(. 
میزان  نظر  از  داری  معنی  اختلاف  زراعی  گونه‌های  بین  در 
مقایسه  نتایح  اما   .)1 )جدول  نشد  مشاهده   a+b کلروفیل 
که  داد  نشان   )2 )جدول  دانکن  روش  اساس  بر  میانگین‌ها 
و  گیاه  تازه  وزن  گرم  یکلو  در  گرم  میلی   7/98 با  ماشک 
یونجه با 7/72 میلی گرم در یکلو گرم وزن تازه گیاه به ترتیب 
اختصاص  بخود  را   a+b کلروفیل  میزان  کمترین  و  بالاترین 

دادند )نمودار 6(. با توجه به نتایج تجزیه واریانس )جدول 1(، 
در بین دوزهای مصرفی کادمیوم در خاک اختلاف بسیار معنی 
با   .)1 مشاهده شد )جدول   a+b میزان کلروفیل  نظر  از  داری 
توجه به جدول مقایسه میانگین‌ها به روش دانکن )جدول 2(، 
می‌توان اظهار داشت که در بین دوزهای مصرفی کادمیوم در 
میلی گرم کادمیوم در یکلوگرم  و 40  خاک، دوز صفر، 80 
میلی   3/67 و   7/55  ،8/37 با  ترتیب  به  خاک  خشک  وزن 
از  را  تا سوم  اول  رتبه‌های  گیاه  تازه  وزن  یکلو گرم  در  گرم 
 .)7 )نمودار  دادند  اختصاص  بخود   a+b کلروفیل  میزان  نظر 
کلروفیل  میزان  کاهش  اینکه  به  دارند  اشاره  محققین  اغلب 
گیاهان در معرض تنش فلز سنگین کادمیوم، بخاطر عدم سنتز 
کلروفیل است. این موضوع در ارتباط با گیاه گندم به اثبات 
این  امر  این  )Malik و همکاران، 1992(. علت  رسیده است 
می‌شود  باعث  بوده  رقابت  در  آهن  فلز  با  کادمیوم  که  است 
ریشه بجای آهن فلز کادمیوم را جذب کند و نهایتا کادمیوم 
جای فلز منیزیم )Mg( را در مولکول کلروفیل اشغال کند و 
باعث عدم سنتز کلروفیل شود )Küpper و همکاران، 1998(.

با توجه به نتایج واریانس )جدول 3( در بین گونه‌های زراعی 
اختلاف معنی داری از نظر میزان آنریم آنتی اکسیدانت سوپر 
اکسید دیسموتاز )SOD( دیده نشد. اما در بین دوزهای مصرفی 
میزان  نظر  از  داری  معنی  بسیار  اختلاف  خاک  در  کادمیوم 
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آنزیم سوپر اکسید دیسموتاز )SOD( مشاهده شد )جدول 3(. 
با توجه به جدول مقایسه میانگین‌ها به روش دانکن )جدول 3(، 
می‌توان اظهار داشت که در بین دوزهای مصرفی کادمیوم در 
میلی گرم کادمیوم در یکلوگرم  و 80  خاک، دوز صفر، 40 
وزن خشک خاک به ترتیب با 79/93، 66/76 و 65/11 واحد/ 
میلی گرم پروتئين رتبه‌های اول تا سوم را از نظر میزان آنزیم 
سوپر اکسید دیسموتاز )SOD( بخود اختصاص دادند )نمودار 

 .)2008( Abdel-Aal و Maysa این مطابق بود با نتایج .)8
با توجه به نتایج واریانس )جدول 3( در بین گونه‌های زراعی 
بیوشیمیایی  بیومارکر  میزان  نظر  از  داری  معنی  بسیار  اختلاف 
جدول  به  توجه  با  شد.  مشاهده   )MDA( آلدهید  دی  مالون 

اظهار  می‌توان   ،)4 دانکن )جدول  به روش  میانگین‌ها  مقایسه 
داشت که در بین گونه‌های زراعی، کلزا با 37/13، ماشک با 
با 33/70 مکیرو مول در گرم وزن تازه گیاه  34/30 و یونجه 
به ترتیب رتبه اول تا سوم را از نظر میزان بیومارکر بیوشیمیایی 
مالون دی آلدهید )MDA( بخود اختصاص دادند )نمودار 9(. 
زراعی  گونه‌های  ژنتکیی  تفاوت  واسطه  به  می‌تواند  امر  این 

جهت مقابله با تنش فلز سنیکن، باشد. در بین دوزهای مصرفی 
کادمیوم در خاک اختلاف بسیار معنی داری از نظر میزان میزان 
بیومارکر بیوشیمیایی مالون دی آلدهید )MDA( مشاهده شد 
)جدول 3(. با توجه به جدول مقایسه میانگین‌ها به روش دانکن 
)جدول 4(، می‌توان اظهار داشت که در بین دوزهای مصرفی 
کادمیوم  گرم  میلی  صفر  و   40  ،80 دوز  خاک،  در  کادمیوم 
در یکلوگرم وزن خشک خاک به ترتیب با 38/72، 37/44 و 
28/97 مکیرومول/گرم وزن تازه گیاه رتبه‌های اول تا سوم را 
 )MDA( از نظر میزان بیومارکر بیوشیمیایی مالون دی آلدهید
نتایج  با  بود  مطابق  این   .)10 )نمودار  دادند  اختصاص  بخود 
Maysa و Abdel-Aal )2008(. کادمیوم باعث تولید رادکیال 

چربی  پراکسیداسیون  آن  بدنبال  و  شده   )OH-( هیدروکسیل 
بنابراین  می‌دهد  رخ  است  اکسیداتیو  تنش  علامت  اولین  که 
با افزایش پرواکسیداسیون چربی غشای سلول تخریب شده و 
نشت غشاء اتفاق می‌افتد، و میزان مالون دی آلدهید بالا می‌رود 

.)2008 ،Abdel-Aal و Maysa(

 جدول1- میانگین مربعات و سطوح معنی دار بودن میزان کادمیوم )Cd(، کلروفیل a، b و a+b در بخش اندام‌های هوایی تحت تاثیر کادمیوم.
Table 1. Mean Squares and Significant Levels for Cd, Chlorophyll a, b and a+b content into Shoot Parts Inflonce of Cd.

 

 Mean Squares    میانگین مربعات             

  منابع تغییرات

)S.O.V(  

درجه 

 آزادي

)df(  

 کادمیوم

)Cd(  
  a  کلروفیل

Chlorophyll a  
 bکلروفیل 

Chlorophyll b  
  a+b کلروفیل

Chlorophyll a+b  

  Replicationتکرار
2 7.12 ns 0.03 ns 0.004 ns 0.02 ns 

  )C( گونه زراعی
2 552.45 ** 0.17 * 3.333 ns 0.18 ns 

  ) Cdکادمیوم (ز ود
2 6284.64** 0.69 ** 0.262 ** 1.69 ** 

   )D  ×C(اثر متقابل 
4 254.84 ** 0.11 ns 0.004 ns 0.08 ns 

  )Errorاشتباه آزمایشی (
16 9.73 0.04 0.006 0.06 

 CV(   11.12 5.1 1.96 3.11(%ضریب تغییرات 

ns،* و**: به ترتیب عدم تفاوت معنی دار، تفاوت معنی دار در سطح %5، %1
* ns, and **: Non significant, Significant at the 5% and 1% Levels of Probability Respectively.     
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جدول2- مقا یسه میانگین میزان کادمیوم )Cd(، کلروفیل a, b و a+b سطوح مختلف گونه‌های زراعی و دوز‌های فلز سنگین کادمیوم.
Table 2. Mean Comparison of Cd, Chlorophyll a, b and a+b Content in Different Levels of Crop Species and Cd Doses.

 

  تیمارهاي آزمایشی

)Exp. Treatments(  

  میزان کادمیوم   
 Cd Content 
(mg/kg.dw) 

  a  کلروفیل
Chlorophyll a 

(mg/g.Fw)  

 bکلروفیل 
Chlorophyll b 

(mg/g.Fw)  

  a+b کلروفیل
Chlorophyll a+b 

(mg/g.Fw)  

      )Crop Specieگونه زراعی (

   C1   ماشک  )Hairy vetch (  
19.23  c* 4.02 a 3.96 a 7.98 a 

   C2   یونجه    )Alfalfa(  
30.75 b 3.76 b 3.96 a 7.72 b 

C3     کلزا        )Canola(  
34.19 a 3.98 a 3.96 a 7.94 ab 

      )Cd Doses( کادمیومدوز 

D1     0    )mg/kg.dw soil(  
0.03   c 4.22 a 4.15 a 8.37 a 

D2   40    )mg/kg.dw soil(  
31.63 b 3.88 b 3.84 b 7.72 b 

D3   80    )mg/kg.dw soil(  
52.51 a 3.67 c 3.88 b 7.55 b 

 *اختلاف میانگین‌های هر ستون که دارای حروف مشترک هستند از نظر آماری در سطح 5 %  بر اساس آزمون چند دامنه‌ای دانکن معنی دار نمی باشد. 
* Difference Means followed by Similar Latters in Each Column are not Significant at the 5% Level of Probability, According to Duncan’s 
Multiple Range Test 

جدول3- میانگین مربعات و سطوح معنی دار بودن آنزیم آنتی اکسیدانت سوپر اکسید دیسموتاز )SOD(، بیومارکر بیوشیمیایی مالون دی 

آلدهید )MDA( تحت تاثیر فلز سنگین کادمیوم.
Table 3. Mean Squares and Significant Levels for Antioxidant Enzyme Superoxide dismutase (SOD) and Biochemical Bio�

marker Malondialdehyde (MDA) Influence of Cd Heavy Metal.

 

 Mean Squares  میانگین مربعات    

  منابع تغییرات

)S.O.V(  

 درجه آزادي

)df(  

 سوپر اکسید دیسموتاز 

)SOD(  

  مالون دي آلدهید 

)MDA(  

  تکرار
2 5.24   ns 3.12  ns 

   )C( گونه زراعی
2 21.57   ns 30.26 ** 

  ) Dکادمیوم (ز ود
2 594.08 ** 253.01** 

   )D  ×C(اثر متقابل 
4 55.30 * 5.72 * 

  )Errorاشتباه آزمایشی (
16  18.26   291.29 

  CV(        6.05       3.24(%ضریب تغییرات 

Ns،* و**: به ترت=ب عدم تفاوت معنی دار، تفاوت معنی دار در سطح %5، %1
and **: Non significant, Significant at the 5% and 1% Levels of Probability Respectively.  * ns, 
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 )MDA( و بیومارکر بیوشیمیایی مالون دی آلدهید )SOD( جدول4- مقا یسه میانگین میزان آنزیم آنتی اکسیدانت سوپر اکسید دیسموتاز
سطوح مختلف گونه‌های زراعی و دوز‌های فلز سنگین کادمیوم.

Table 4. Mean Comparison of Antioxidant Enzymes superoxide dismutase (SOD) and and Biochemical Biomarker Malondi�

aldehyde (MDA) Rate in Different Levels of Crop Species and Cd Heavy Metal Doses.

 

  تیمارهاي آزمایشی

)Exp. Treatments(  

 سوپر اکسید دیسموتاز
(U/mg.protein) 

(SOD)  

 مالون دي آلدهید
(µmol/kg.fw) 

)MDA(  

    )Crop Specieگونه زراعی (

   C1   ماشک  )Hairy vetch (    a*70.07  b34.30 

   C2   یونجه    )Alfalfa(    a72.34  b33.70 

C3     کلزا        )Canola(   a69.39  a37.13 

    )Cd Doses( کادمیومدوز 

D1     0     )mg/kg.dw soil(   a79.93 
 c28.97 

D2   40    )mg/kg.dw soil(   b66.74 
 b37.44 

D3   80    )mg/kg.dw soil(   b65.11 
 a38.72 

 *اختلاف میانگین‌های هر ستون که دارای حروف مشترک هستند از نظر آماری در سطح 5 %  بر اساس آزمون چند دامنه‌ای دانکن معنی دار نمی باشد. 
* Difference Means followed by Similar Latters in Each Column are not Significant at the 5% Level of Probability, According to Duncan’s 
Multiple Range Test. 
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جلوگیری  باعث  گیاه  در  گلوتاتیون  تخلیه  با  ابتدا  کادمیوم 
 ،)CAT( کاتالاز  نظیر  اکسیدانتی  آنتی  آنزیم‌های  فعالیت  از 
 )GR( وگلوتاتیون پروکسیداز )APX( آسکوربیت پروکسیداز

.)Polle، 2001( می‌شود
احتمالا کاهش در میزان فعالیت آنزیم آنتی اکسیدانت سوپر 
اکسید دیسموتاز در غلظت‌های بالای فلزات سنگین از جمله 
کادمیوم بر می‌گردد به غیر فعال شدن این آنزیم توسط تولید 
بیش از حد گونه‌های فعال اکسیژن )ROS( و تجزیه یا تخریب 
غیر تخصصی آنزیم )Filek و همکاران، 2008( یا پیوند خوردن 
فلزات سنگین غیر ضروری به جایگاه یا مرکز عمل آنزیم سوپر 

نوسان   .)Kozlowska, 1997و  Stroinski( دیسموتاز  اکسید 
در فعالیت آنزیم‌ها ی آنتی اکسیدانتی در شرایط تنش فلزات 
فیزیولوژکیی و  به گونه‌های گیاهی )وضعیت  بستگی  سنگین 
فلز  غلظت  میزان  و  تیمار  اعمال  زمان  گیاه(،  ژنتکیی  پتانسیل 
و   Polle, 2002, Tamàs و   Schutzendubel( دارد  سنگین 

همکاران، 2008(.
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