
  9                                                                                                                       1389 زمستان، 2، شماره 1جلد مجله علمي پژوهشي سلول و بافت، 

  مجله علمي پژوهشي سلول و بافت             مقاله پژوهشي                                                                                                               
  9- 20، 1389 زمستان، 2، شماره 1جلد                                                                                                                                               

  

  در كشت هيدروپونيك  .Coronilla varia L هاي برگ توكسين وو نيتر هافلاونوئيدبرخي  ،آناتوميتأثير عناصر سنگين بر
  

  M.Sc.2دانشجوي  .مونا فروغي ،Ph.D.1 نوري ميترا ،*Ph.D.1 فريبا اميني

  

  38156-8-8349دانشگاه اراك، دانشكده علوم، گروه زيست شناسي، كد پستي  -1
   فيزيولوژي گياهيدانشجوي كارشناسي ارشد  -2

  F-Amini@araku.ac.ir: پست الكترونيك نويسنده مسئول* 
  

  25/2/1390: تاريخ پذيرش                               1389/ 12/11: تاريخ دريافت
 

  چكيده

در گياه ) ها فلاونوئيدها و نيتروتوكسين( برگثانويه   و دو نوع متابوليت برگ آناتومي در اين پژوهش اثر دو عنصر روي و نيكل بر :هدف
  .مورد بررسي قرار گرفتيونجه تاجي 

 30و  5/22، 15، 5/7، 0هاي  ر شرايط هيدروپونيك در تنش با غلظتساعت د 72و  24روزه كه به مدت  40گياهان  :ها مواد و روش
 مطالعه. ها بررسي گرديد آناتومي برگ برداشت ونيكل قرار گرفته بودند  مولار كلريد ميلي 10و  5/7،  5،  5/2، 0 روي و مولار كلريد ميلي

ها با استفاده از  همچنين ميزان نيتروتوكسين. صورت گرفتبعدي و كروماتوگرافي لايه نازك  فلاونوئيدها به دو روش كروماتوگرافي دو
  .گرفت انجام Dunkanها بر اساس روش  آناليز گرديد و مقايسه ميانگين SPSS ها با نرم افزار داده. اسپكتروفتومتر اندازه گيري گرديد

ات شديد انواع فلاونوئيدها همراه با افزايش در تغيير. آناتومي برگ گياهان تحت تنش را نشان داد تغيير درنتايج به دست آمده،  :نتايج
دار نيتروتوكسين در طي تنش با  افزايش معنينتيجه ديگري كه حاصل شد، . شد مشاهده  در تنش روي و نيكلنيز ميزان كل فلاونوئيدها 

  .بودعناصر سنگين به كار برده شده 

ها تا حدي  ميزان فلاونوئيدها و افزايش مقدار نيتروتوكسين غيير درت با افزايش و .Coronilla varia Lاحتمالاً گياه : نتيجه گيري
  .توانسته است در مقابل آسيب ناشي از تنش عناصر سنگين روي و نيكل مقاومت نمايد

  يونجه تاجيها،  آناتومي، فلاونوئيدها، كلريد روي و نيكل، نيتروتوكسين :واژگان كليدي
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  مقدمه
باشند كه  هاي محيطي مي كننده  هودآلاي از  دسته سنگين عناصر

. ميزان آنها با پيشرفت صنعت روز به روز در حـال افـزايش اسـت   
به درون اكوسيستم زمين به عنوان يك خطـر   ها ورود اين آلاينده

ميزان ورود اين . )1(آيد جدي براي حيات اكوسيستم به شمار مي
ي است عناصرسنگين به داخل محيط زيست، بسيار فراتر از ميزان

بنابراين تجمع  .شوند كه به وسيله فرآيندهاي طبيعي برداشت مي
اين عناصردر محيط زيست كه ماندگاري طولاني مـدت و تقريبـاً   

اندازد  دائمي نيز در محيط داشته سلامت انسان را به مخاطره مي
هـا از طريـق آب و مـواد غـذايي      و مواجهه انسان با بعضـي از آن 

  .)2(زمن و حاد و خطرناكي ايجاد نمايدهاي م يتمتواند مسمو مي
هـاي مختلفـي در برابـر ايـن عناصـر مقاومـت        گياهان بامكانيسم

ي در گياهـان تحـت تـنش    گ ـتغيير در مورفولـوژي بر . نمايند مي
هـا را قـادر    تواند به عنوان مزيت سازشي مطرح شود كه بـرگ  مي
 .سازد تا بتوانند زندگي خود را در برابر تـنش حفـظ بنماينـد    مي

گردد كه در نهايت به صورت  نيكل موجب بروز كلروز در برگ مي
. )3(شـود   نكروز ادامه يافته و سپس برگ به طور كامل تيره مـي 

كاهش سطح برگ و شـدت   ،)4( كاهش در ميزان آب نسبي گياه
باشد كه  زيادي عناصر سنگين در محيط كشت مي علتتعرق، به 

 توانـد بـر سيسـتم    يم ـ و) 5(دهد جذب و انتقال آب را كاهش مي
در نتيجه در طـي تـنش بـا عناصـر     . )6(فتوسنتزي نيز اثر گذارد 

سنگين، گياهان به سوي پژمردگي رفته و به طور كلي با كـاهش  
مشـخص  . ددهن ـ ها را در برگ افزايش مـي  جذب آب، تعداد روزنه

دهند و  شده است كه عناصر سنگين ساختار اپيدرمي را تغيير مي
تعـداد   ،ش انـدازه سـلول، افـزايش كوتيكـول    توانند سبب كاه مي

هاي نگهبـان شـوند    روزنه و كرك و همچنين كاهش اندازه سلول
)7( .  

. هاي ثانويه را دارا هستند گياهان انواع شگفت انگيزي از متابوليت
. هـاي ثانويـه، فلاونوئيـدها هسـتند     تـرين متابوليـت   يكي از مهـم 

توانـد   يبات فنليكي ميافزايش متابوليسم فلاونوئيدها و مقدار ترك
. تحت فاكتورهاي محيطي مختلف و شرايط تنشي مشاهده شـود 

هـايي كـه در بيوسـنتز     افزايش فلاونوئيـدهاي محلـول ماننـد آن   
توانند منجر به تغييـر در آنـاتومي در    كنند مي ليگنين دخالت مي

فلاونوئيـدها همچنـين موجـب افـزايش در      .)8(طي تنش شـوند 
و ايجــاد مــانع فيزيكــي بــراي حفاظــت پايــداري ديــواره ســلولي 

در . شـوند  ها در مقابل عملكـرد مضـر عناصـر سـنگين مـي      سلول
فلاونوئيـدها بيشـتر مـورد     اكسـيداني  هاي اخير خواص آنتي سال

ها به طور عمده مربوط  اكسيداني آن فعاليت آنتي). 9( تتوجه اس

دهد بـه عنـوان عوامـل     هاست كه اجازه مي به خاصيت احيايي آن
 هـاي اكسـيژن منفـرد و    كننـده  هيدروژن، برطرف ةيي، دهنداحيا

گزارشـات بسـيار   ). 10( دهمبند شوندگان بـا عناصـر عمـل كنن ـ   
زيادي، القاء انباشتگي تركيبات فنليكي و فعاليت پراكسيدازها در 

. دهنـد  گياهان تيمار شده با غلظـت بـالاي عناصـر را نشـان مـي     
كربوكسيل هستند كه هاي هيدروكسيل و  فلاونوئيدها داراي گروه

. )11(قادرند به طور اختصاصي بـه عناصـر سـنگين بانـد شـوند      
هاي بسياري از گياهان در معـرض عناصـر سـنگين، ميـزان      ريشه

نتـايج تيمـار بـا عناصـر     ). 12(فلاونوئيـدها را دارنـد    توليدبالاي 
افـزايش قابـل توجـه در     Phaseolus vulgarisسنگين در گياه 

شود فلاونوئيدها از  به طور كلي تصور مي. داد فلاونوئيدها را نشان
گـر و   آسيب اكسيداتيو با جاروب كـردن انـواع اكسـيژن واكـنش    

هاي زنجيري راديكالي در طـي پروكسيداسـيون    شكستن واكنش
اين اثرات اكسيداتيوي نياز به شـكل  . كنند ليپيدي جلوگيري مي

هـا بـه   هـا تن  احياء شده فلاونوئيدها دارد و شكل اكسيد شـده آن 
مطالعـات فلاونوئيـدهاي   ). 10( كند عنوان پرواكسيدانت عمل مي

گونه لگوم آلوده به آلاينده هاي فلوئورايدي با اسـتفاده از   6برگ 
روش كروماتوگرافي نشان داد كه تغييـر در تعـداد، مقـدار و نـوع     

دهـد و تغييـر    فلاونوئيدهاي گياهان آلوده نسبت به شاهد رخ مي
تواند در پاسخ به تنش آلـودگي و نـوعي    مي تركيبات فلاونوئيدي

  ).13(سازش با شرايط نامساعد محيطي باشد 

ــين ــروژن   نيتروتوكس ــات نيت ــدها تركيب ــا نيتروگلوكوزي ــا ي دار  ه
باشـند كـه از لحـاظ شـيميايي و سـاختاري،       آليفاتيك سمي مي

كه در برخـي  پروپيونيك اسيد هستند -1نيترو-3استرهاي گلوكز 
ســميت . انــد يافــت شــده Coronilla variaماننــد هــا  از لگــوم

Coronilla  تنيتروپروپيونيك اسيد در آن اس -3ناشي از وجود. 
هاي فيزيولوژيكي سبب افزايش غلظت گلكوزيـدهاي سـمي    تنش

تواند به دليـل تـنش    اين افزايش غلظت مي و شود در گياهان مي
تـنش آبـي در گياهـان سـبب     . اي باشـد  آب يا كمبودهاي تغذيه

       تـــنش خشـــكي در و شـــود هـــا مـــي ش ســـميت در آنافـــزاي
Cyperus rotundus L.    هـاي ثانويـه    سـبب افـزايش متابوليـت

بـر مبنـاي تحقيقـات نـوري و      ).14(گـردد   سمي در ريشـه مـي  
گياهاني كه در مناطق خشك و بيابـاني بـوده و يـا     )15(همكاران

را شوند غلظت بالايي از تركيبـات نيتروتوكسـين را دا   آبياري نمي
را در  هـا  نيتروتوكسـين  آبياري با رطوبت كـافي ميـزان  . باشند  مي

رسـد تركيبـات    بنـابراين بـه نظـر مـي     .دهـد  گياهان كاهش مـي 
نيتروژني در شرايط خشك و بي آبـي، نقـش دفـاعي بـراي گيـاه      

هاي جمع آوري شده از مناطق تحت  همچنين لگوم .داشته باشند
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ها را در گياهان  تروتوكسينتأثير آلاينده هاي فلوئورايدي وجود ني
  ). 16(آلوده نسبت به گياهان شاهد نشان دادند 

متعلـق بـه زيـر    ) (Leguminosaeتاجي از خـانواده نخـود   يونجه
تـاجي   از آنجا كه گياه يونجـه . باشد مي  Papilionaideaeخانواده

رود در صورتي كه اين گياه  براي كنترل فرسايش خاك به كار مي
تـوان از   نش عناصر سنگين نيز مقاومت نمايد ميبتواند در برابر ت

لذا اين . اين گياه در مناطق آلوده به اين عناصر نيز استفاده نمود
عنصـر سـنگين نيكـل و روي    تحقيق با هـدف بررسـي تـأثير دو    

در گياه يونجـه  ها  ، تركيبات فلاونوئيدي و نيتروتوكسينبرآناتومي
  .تاجي طراحي و انجام گرديد

  

  اه مواد و روش
بـذرهاي يونجـه    :و رويبذر و تيمار با عناصـر نيكـل    كشت
از شركت پاكان بذر اصفهان تهيه  (.Coronilla Varia L)تاجي
خـاك كشـاورزي بـه     1:1كشت بذر در گلدان بـا نسـبت   . گرديد

بذر در هر گلدان، آنهـا بـا    20پس از كشت . پرليت كشت گرديد
   شـت بـا دمـاي   آبياري و در اتاق ك )17( محلول يك دوم هوگلند

 3000نـور  سـاعت و  8/16گراد و فتوپريود  درجه سانتي 25 ± 2
روز  2هـا هـر    در مراحل اوليـه گلـدان  . لوكس نگهداري گرديدند

بعـد  (زني  يكبار با آب مقطر آبياري شده و در مراحل بعد از جوانه
هوگلنـد و  2/1اي يكبار بـا محلـول    هفته) هفته از كشت بذر 2از 

بـراي انجـام تيمـار فلـزات     . يـاري شـدند  ر آبيك بار بـا آب مقط ـ 
روزه با دقت كامل از خاك مرطوب خـارج و   40سنگين، گياهان 

سپس  .ريشه گياهان چندين مرتبه با آب مقطر شستشو گرديدند
هـا بريـده شـده     كـه انتهـاي آن   ياپندرف هاي لوله اين گياهان در

ــد و   ــرار گرفتن ــد ق ــرف بودن ــدازه   در ظ ــا ان ــايي ب  15در  30 ه
هوگلنـد   2/1متر حاوي محلول  سانتي 20متري و با ارتفاع  نتيسا

 5/7، 5، 5/2هوگلند همراه با غلظت هـاي   2/1به عنوان شاهد و 
مولار  ميلي 30و  5/22، 15،  5/7 مولار كلريد نيكل و  ميلي 10و 

مناسب نيز از پمـپ  براي انجام تهويه . قرار داده شدند روي كلريد
منتقل شده به شـرايط هيـدروپونيك در   گياهان .هوا استفاده شد

 24قرار داده شد و پس از  مذكورهمان شرايط دمايي و فتوپريود 
هـاي مـورد نظـر    زمرحلـه جهـت آنالي   ساعت گياهان در دو 72و 

  .برداشت گرديدند
  

 ـ رين برگـدرم سطح رويي و زيـاپي  :آناتومي برگ مطالعه ر ـها ب
ه اسـلايدهاي نيمـه   با تهي )18(همكاران  و Widuriمبناي روش 

ــه وســيله ميكروســكوپ مونيتورينــگ  دايمــي مطالعــه از آنهــا  ب

هـا   دهانـه روزنـه  . تهيه شدعكس مناسب  Leica Galen IIIمدل
هاي زيري و رويي برگ به كمـك گراتـي كيـول انـدازه      در اپيدرم

  .گيري و ثبت گرديد
  

بررسي و شناسايي فلاونوئيـدها بـا   : مطالعه فلاونوئيدهاي برگ
بعدي و لايه نازك بـه    روماتوگرافي كاغذي به دو روش دوروش ك

  . شرح زير انجام گرديد
  

هاي خرد شده هر يك  گرم برگ 1/0به : تهيه عصاره از گياهان
درصـد افـزوده شـد و در     70ليتر الكل اتيليك  ميلي 5ها  از نمونه

گراد به مدت دو دقيقه جوشـانده   درجه سانتي 85حمام آب گرم 
ها در  عصاره برگ. محيط آزمايشگاه قرار داده شد ساعت در 24و 

اي صاف شده و اجازه داده شد تا در دماي اتاق  هاي جداگانه ظرف
  .تبخير شوند

  

ــاتوگرافي كاغــــــ ـ ــدي ذيكرومـــــ                               دو بعـــــ
Paper chromatography) Two-dimensional (: ــه  بـ

 23به ابعاد  NO-1واتمن تعداد نمونه گياهي كاغذ كروماتوگرافي 
سپس روي خـط دوم بـه   . متر بريده و تا زده شد سانتي 5/28در 

هايي را بـا مـداد    نقطه ،متري از سمت راست كاغذ سانتي 7فاصله 
گـذاري كـرده و در سـمت چـپ      براي گذاشتن لكه نمونه علامت

روي كاغــذ  (Rutin) كاغــذ محــل قــرار گــرفتن معــرف روتــين 
به هـر شيشـه سـاعت محتـوي     . اري شدگذ كروماتوگرافي علامت

درصد اضـافه و سـپس بـه     70ليتر الكل اتيليك  ميلي 5/0عصاره 
كمـي از ايـن محلـول روي    ) هماتوكريت آبـي (كمك لوله موئينه 

به موازات ايـن كـار   . نقطه مشخص شده روي كاغذ قرار داده شد
ــه   ــه موئين ــيله لول ــه وس ــذ    ب ــپ كاغ ــمت چ ــمت س اي در قس

وتين را قرار داده و دو تا سه بـار ايـن كـار    كروماتوگرافي معرف ر
  .تكرار گرديد
هاي كروماتوتانك مشابه شاندون بزرگ را با محلـول   نيمه استوانه

BAW ) پــر كــرده ســپس ) 5:1:4بوتــانول، اســيد اســتيك و آب
ها را داخل محلول گذاشته تا محلـول بـه آرامـي بـه      كروماتوگرام

وقتي محلـول بـه   ). يكروماتوگرافي نزول(طرف پايين حركت كند 
متري لبه انتهايي كاغـذ رسـيد، كاغـذها از     سانتي 2تا  5/1حدود 

تـا كـاملاً   خته ساعت زير هود آوي 15تا  8حلال خارج و به مدت 
بـا طـول مـوج    UV   ها را در نـور  سپس كروماتوگرام .خشك شود

. گـذاري گرديـد   ها علامت نانومتر مطالعه و اندازه و محل لكه 366
حركت حلال را هم مشـخص كـرده تـا در محاسـبه      محل انتهاي

RF )هر لكه مورد استفاده قـرار  ) فاصله حركت لكه بر كل فاصله
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متري مجدداً تا زده  سانتي 7ها را از لبه  سپس كروماتوگرام. گيرد
درصـد قـرار    15و اين بار در كروماتوتانك حاوي اسـيد اسـتيك   

ري انتهـاي  مت ـ  سـانتي  5/1-2، پس از رسيدن حـلال بـه   گرفتند
سـاعت زيـر هـود قـرار      24ها را بيرون آورده و به مدت  آن ،كاغذ

هـا در نـور    مجدداً كرومـاتوگرام . داده شدند تا كاملاً خشك گردند
UV 366 مقدار . گذاري انجام گرديد نانومتر مطالعه و علامتRF 

محاسـبه   (HOAc)% 15 و اسيد استيك BAWبراي هر لكه در 
  .)19( و در جدول ثبت شد

 

ــازك ــاتوگرافي لايـــــــــه نـــــــ                                             كرومـــــــ
(Thin layer chromatography): هـاي باقيمانـده از    عصاره

 2درصد حل كـرده و   70ليتر اتانول  ميلي 5/1مرحله قبلي را در 
هـا اضـافه    مولار به هر يك از نمونـه  2ليتر اسيد كلريدريك  ميلي

درجــه  100اعت در حمــام آب گــرم شــده و بــه مــدت نــيم ســ
. گراد قرار داده شدند تا به طور كامـل هيـدروليز گرديدنـد    سانتي

درصـد بـه هـر     100ليتر اتيل اسـتات   ميلي 2پس از سرد شدن، 
فـاز رويـي بـا كمـك     . لوله اضافه كرده تا دو فاز تشـكيل گرديـد  

ليتـر اتـانول    ميلـي  5/0سپس . پت پاستور جدا و تبخير گرديد پي
ها اضافه كرده و از عصاره حاصل بـراي   رصد به هر يك از آند 70

TLC كاغذهاي كروماتوگرافي لايـه نـازك سـلولزي    . استفاده شد
Art. 5565 Dc- plastic Folien cellulose F Merck 6412 3064 
ة به ابعاد مناسب بريده و بـه وسـيله لولـه فـوق موئينـه از عصـار      

تهيـه شـده از   ( فلاونوئيد هاي گياهان تيمار شده و شاهد و معرف
 ، كوئرستين(Myricetin) ميرستينشامل ) مرك، سيگما و فلوكا

(Quercetin)ــامفرول ــين (Kaempferol) ، ك ــين، ويتكس  ، روت
(Vitexine) و رامنتين  (Rhamnetine) گـذاري   ها لكه روي آن

هـــا را در  هـــا آن پـــس از خشـــك شـــدن كرومـــاتوگرام. شـــد
كلروفـرم، اسـيد   ( CAWحـلال   هاي حاوي سه نوع كروماتوتانك

اسيد كلريـدريك، آب و اسـيد   (فروستال ) 2:15:30استيك و آب 
) 5:1:4اسـتيك و آب   بوتانل اسـيد ( BAWو ) 3:10:30استيك 

هــرحلال را دركروماتوتانــك جداگانــه ريختــه بــه  .گذاشــته شــد
سـپس كاغـذها داخـل     .متر بود كه ارتفاع حلال يك سانتي طوري

متـر   وقتي حلال تـا يـك سـانتي   . ندداده شد كروماتوتانك ها قرار
 UVمانده به انتهاي كاغذ بالا آمد، كاغذها خشك شده و در نـور  

ها با مـداد مشـخص    نانومتر اندازه و رنگ لكه  366در طول موج 
براي هر لكه در ) فاصله حركت لكه بر كل فاصله(  RFمقدار . شد

BAW فروستال و ،CAW   محاسبه و انـدازهRF  ردهاي اسـتاندا

ميرستين، كوئرستين، روتـين و كـامفرول، ويتكسـين و رامنتـين     
  .مقايسه گرديد و نوع هر لكه مشخص شد

 

آوري و خشـك   مـع ج: هـا  آزمايش تعيين كمي نيتروتوكسين
هاي آليفاتيك بر مبناي  تعيين كمي نيتروتوكسيننمودن برگها و 

ز گـرم ا  02/0. )21و  20(بيان شده در منابع انجام گرفـت  روش 
به صورت پودر  لوله آزمايش 2هاي خشك هر سري گياه در  برگ

بـه   2لوله شماره يك بـه عنـوان شـاهد و لولـه شـماره      . درآمدند
 1لولـه مقـدار    2به هـر  . عنوان نمونه آزمايشي در نظر گرفته شد

 2نرمال اضافه گرديـده و بـه مـدت     1ليتر اسيد كلريدريك  ميلي
ليتـر   ميلـي  1سـپس  . ه شدندساعت در محيط آزمايشگاه قرار داد

ساعت در  2ها اضافه و به مدت  درصد به هر يك از لوله 20پتاس 
ليتـر اسـيد    ميلـي  2 ،به لوله شاهد. محيط آزمايشگاه قرار گرفتند

ليتـر اسـيد    ميلي 1ابتدا  ،استيك گلاسيال افزوده و به لوله نمونه
 Griess-llosvayليتـر معـرف    ميلـي  1استيك گلاسيال و فـوراً  

ظهـور فـوري    ،در صورت وجود تركيبات نيتروتوكسين. اضافه شد
بيشـترين مقـدار   . رنگ از صورتي تا قرمز تيره قابل مشاهده است

به هـر يـك   . شود دقيقه پس از افزودن معرف مشاهده مي 3رنگ 
داده  5تـا   1اعـداد   هاي آزمـايش برحسـب شـدت رنـگ،     از لوله
ــه طــور تقريبــي بيــان   مــي ــزان  شــود كــه ايــن مقــدار ب گــر مي

ايـن   .باشد وزن خشك مي NO2 mg/gها برحسب  نيتروتوكسين
ــر   ــداد برابـ -25و  4=14-19،  3=9-13، 2=4-8،  1=1-4اعـ

  ).15( دنباش مي 5=20
  

محلـول حاصـل از مرحلـه    : ها اندازه گيري طيف جذبي نمونه
قبل را به وسيله كاغذ صافي صاف كرده و ميزان جذب هر يك از 

نــانومتر بــه كمــك دســتگاه  800-400هــا در طــول مــوج  لولــه
 CE 4400 UV VIS DOUBLE BEAMاسپكتروفتومتر مدل

SCANNING SPECTROPHOTOMETER  خوانده شد و
  .نتايج ثبت گرديد

  

هـا از نـرم    جهـت آنـاليز داده  : آناليزهاي آماري در اين تحقيق
، مقايسه ميانگين ها از تست دانكن و رسم 15نسخه  SPSSافزار 

  .استفاده گرديد Excelنرم افزار نمودارها از 
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  نتايج
هـاي مختلـف    تغييرات آناتومي برگ در تيمار بـا غلظـت  

ZnCl2  وNiCl2:  
هـاي   تاجي تيمارشده با غلظـت   زيرين گياه يونجه رويي و اپيدرم

ساعت مورد بررسي قرار گرفت   72متفاوت نيكل و روي به مدت 
هـان شـاهد و تيمارهـا    در بررسي آناتومي برگ گيا .)2و 1شكل (

هاي اپيدرمي بـا افـزايش غلظـت     نشان داده شد كه ديواره سلول
ها  داده( تيمار افزايش چين خوردگي را نسبت به شاهد نشان داد

ميزان باز بودن دهانه روزنـه هـوايي نيـز    . )نشان داده نشده است
هاي اندازه  آناليز داده. تحت تأثير تنش عناصر سنگين قرار گرفت

روزنه نشان داد كه با افزايش غلظت تيمار باز بـودن دهانـه   دهانه 
هـاي بـالاتر    داري كـاهش يافـت و در غلظـت    روزنه به طور معني

. تيمار اين كاهش منجر به بسته شـدن كامـل دهانـه روزنـه شـد     
شكل ( بالاترين اندازه دهانه روزنه هوايي مربوط به گياه شاهد بود

3.(  

  
 كلريدروي ميلي مولار 30درم رويي دراپي اپيدرم رويي در شاهد

   
  كلريدروي  ميلي مولار 30درزيريناپيدرم اپيدرم زيرين در شاهد

  

  ).40بزرگنمايي (هاي متفاوت كلريدروي  ساعت تيمار با غلظت 72در برگ گياه اپيدرم رويي و زيرين : 1شكل 
 
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  ).40بزرگنمايي (هاي متفاوت كلريدنيكل  ساعت تيمار با غلظت 72در برگ گياه اپيدرم رويي و زيرين : 2شكل 

   
  ريدنيكلكلميلي مولار  10اپيدرم رويي در در شاهدرويياپيدرم

   
  كلريدنيكل ميلي مولار 10اپيدرم زيرين در اپيدرم زيرين در شاهد
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حروف نامشابه در هـر  . تاجي روزنه در گياه يونجه گشودگيمار بر اندازه ساعت تي 72تأثير عناصر سنگين روي و نيكل با غلظت هاي مختلف در  :3شكل 

  باشند انحراف معيار مي ±ها ميانگين  داده. هاي مختلف مي باشد دار بودن در غلظت دهنده معني زمان نشان
  

  

    
ميلي مولار  10و  (e) ميلي مولار كلريد روي 30تيمار با غلظت ، (a)شاهد نانومتر در  800تا  400طول موج  طيف جذبي نيتروتوكسين در: 4شكل 

  .(i)نيكل كلريد 
  

هاي مختلف بررسي ميزان فلاونوئيدها در تيمار با غلظت
ZnCl2  وNiCl2 :  
گيري فلاونوئيد نشان داد كه در  نتايج اندازه 2و  1جداول مطابق 

 روي و كلريد تاجي كه در تيمار با كلريد  يونجهبرگ گياهان 
هاي مختلف قرار گرفته بودند، تعداد فلاونوئيد كل  نيكل با غلظت

(NTF)  ساعت  72و  24با افزايش غلظت تيمار در هر دو زمان
 &Flavone C . داري افزايش يافت پس از تيمار به طور معني

C/O-glycosides و Flavonoid sulfates  نيز در تمام

. هاي تيمار با روي و نيكل و همچنين گياه شاهد ديده شد غلظت
روي در هر دو زمان  نيز در تيمار با كلريد Aglyconeفلاونوئيد 

 72نيكل در  ساعت پس از تيمار و تيمار با كلريد 72و  24
 .داري افزايش نشان داد ساعت پس از تيمار به طور معني

كسين، روتين و تامفرول، ميرستين، ويفلاونوئيدهاي رامنتين، ك
 هاي مختلف تيمار با كلريد رستين نيز در گياه شاهد و غلظتئكو

 2و  1ول شماره انيكل تغييراتي داشتند كه در جد روي و كلريد
 .باشد قابل مشاهده مي
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هاي  ها در تيمار با غلظت بررسي ميزان نيتروتوكسين
  :  NiCl2و  ZnCl2مختلف 

نيتروتوكسين نشان داد كه در تنش عناصر هاي  بررسي داده
داري  سنگين روي و نيكل ميزان نيتروتوكسين به طور معني

  ). 3جدول شماره (يابد  نسبت به گياه شاهد افزايش مي

نـانومتر   800-400طيف جذبي نيتروتوكسين در طول موج بـين  
نشان داده شده  4در تيمارهاي كلريدروي و كلريدنيكل در شكل 

  . است
  

  
  
  
  

  .ساعت 72و  24هاي مختلف كلريدروي و كلريدنيكل به مدت  تاجي در تيمار با غلظت گياه يونجه برگ تغييرات ميزان فلاونوئيدها در: 1جدول 

 
NTF= Number of total flavonoids, Ru=Rutin, Q= Quercetin, K= Kaempferol M= Myricetin, Rh=Rhamnetine, V= Vitexine- 
(non flavonoid), + (few flavonoid), ++ (high concentration of flavonoid) and +++ (very high concentration of flavonoid). 
 

  
  

  .ساعت 72و  24آناليز داده هاي بررسي فلاونوئيدها در تيمار با روي و نيكل در مدت زمان : 2جدول 

 

 01/0دار در سطح  معني** 
  05/0دار در سطح  معني* 

 

  Markers 
 Treatment  

(mM) 
Time  

(h) NTF Flavonoid 
sulfates 

Flavone C & 
C/O-glycosides Aglycones Rh  K M V Ru Q 

CMF1 Control 24 5 4 1 0 + - - - - + 
CMF2 Control 72 4 3 1 0 + - + - + + 
CMF3 ZnCl2 7/5 24 6 4 2 0 + - + + - - 
CMF4 ZnCl2 7.5 72 6 3 3 0 ++ - - + - - 
CMF5 ZnCl2 15 24 6 3 3 0 + + + + - - 
CMF6 ZnCl2 15 72 7 3 4 0 + ++ + + + - 
CMF7 ZnCl2 22/5 24 7 3 3 1 + ++ + ++ - + 
CMF8 ZnCl2 22/5 72 8 3 4 1 - + - + + + 
CMF9 ZnCl2 30 24 11 4 4 2 ++ ++ - + + + 

CMF10 ZnCl2 30 72 12 4 5 3 ++ ++ +++ + + ++ 
CMF11 NiCl2 2/5 24 5 4 1 0 + - - - - + 
CMF12 NiCl2 2/5 72 4 3 1 0 + - + - + + 
CMF13 NiCl2 5 24 6 4 2 0 + ++ - - ++ + 
CMF14 NiCl2  5 72 6 3 3 0 ++ ++ - - ++ + 
CMF15 NiCl2 7/5 24 6 3 2 1 - ++ - - + + 
CMF16 NiCl2 7/5 72 7 3 3 1 + + - - + + 
CMF17 NiCl2 10 24 8 5 2 1 - ++ - + ++ + 
CMF18 NiCl2 10 72 8 2 5 1 + + - + ++ ++ 

F(ZnCl2, 72hours) F(NiCl2,24hours) F(ZnCl2, 72hours) F(ZnCl2,24hours)  
15** 5/4* 26/4** 16/5** NTF 

٠/721 ns 1/5 ns ٠/6 ns 0/9ns Flavonoid sulfates 

8/154** 1/5 ns 6/9** 3/9* Flavone C& C/O-glycosides 

5/342* 1/5 ns 12/75** 6** Aglycones 

٠/9 ns 3/5* 2/625 ns 0/6 ns Rh 

2/625 ns 3 ns 5* 5* k 

2/5 ns ٠ ns 7/5** 1/5 ns M 

11/875** 6** ٠/75 ns 1/875 ns V 

٠/9 ns 3 ns ٠/75 ns 3 ns Ru 

٠/654 ns 0 ns 3/5* 1/5 ns Q 
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هاي  نانومتر در گياهان تيمار شده با غلظت 400- 800كزيمم طول موج جذبي نيتروتوكسين در طول موج ميزان تقريبي نيتروتوكسين و ما: 3جدول 
  مي باشد دار بودن دهنده معني حروف نامشابه در هرعنصر و در هر زمان نشان. مختلف كلريدروي و كلريدنيكل

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

  

  

  

   حثب
بـا افـزايش    :آناتومي برگ در تـنش روي و نيكـل   تغييرات

داري  ها به طور معني انه روزنهروي و نيكل، اندازه ده غلظت تيمار
ــه ). 3شــكل(كــاهش يافــت  ــه طــور كلــي روزن ــه عنــوان  ب هــا ب

مشـابه بـا   . كننـد  گرهاي زيستي آلودگي محيطي عمل مي  نمايش
 Lensروزه دو گونـه   15هاي   نتايج ما در آزمايشي با تيمار جوانه

culinaris  وPhaseolus mungo   با عناصر سنگين نشـان داده
ه دهانه روزنه در گياه شـاهد در مقايسـه بـا تيمارهـا     شد كه انداز

 ).4( تر بود و در تيمارها اندازه دهانه روزنه كاهش يافته بودبزرگ
توانـد سـبب    افزايش ميزان عناصر سنگين در محيط كشـت مـي  

كاهش در ميزان آب نسبي گياه شود كه با كاهش سطح بـرگ و  
قـال آب را  كاهش شدت تعرق همراه است كه در كل جـذب و انت 

توانـد بـر سيسـتم فتوسـنتزي      كه اين امر مي )5(دهد  كاهش مي
همچنـين انباشـتگي عناصـر سـنگين در     . )6(گياه نيز اثر گذارد 

توانـد موجـب     كه اين امر مي باشد ها بازدارنده انتقال آب مي ريشه
از ديگـر علـل كـاهش ميـزان     . ها گردد تر شدن دهانه روزنه بسته

واند كاهش ميزان آب سلول در نتيجه كـاهش  ت ها مي دهانه روزنه
هـاي   جذب آب باشد كه فشار تورژسانس كـاهش يافتـه و سـلول   

نگهبان روزنه آب خود را از دست داده و منجـر بـه بسـته شـدن     
از طرف ديگر كـاهش رشـد   ). 2و 1شكل (شود  ها مي دهانه روزنه

ناشي از تنش عناصر سنگين سبب افزايش بارگيري فلوئم شده و 
هـاي چرخـه كـالوين     هـا و واكـنش   ر به كاهش فعاليت آنزيممنج
و كاهش  2م تشود و در نهايت منجر به تنظيم منفي فتوسيس مي

كـه ايـن كـاهش نيـاز بـه       )22( گـردد  زنجيره انتقال الكترون مي
اكسيدكربن ناشي از كاهش چرخه كالوين سبب كاهش ميزان  دي

  .)23(شوند ها بسته مي دهانه روزنه شده و در نتيجه روزنه
 

تغييـرات قابـل   : در تنش روي و نيكـل  تغييرات فلاونوئيدها
هاي مختلـف تيمـار روي و    توجه در ميزان فلاونوئيدها در غلظت

 2طبـق جـدول شـماره    . نيكل نسبت به شـاهد مشـاهده گرديـد   
در طي تنش با هر دو عنصـر روي و   (NTF)ميزان فلاونوئيد كل 

داري  ت بـه طـور معنـي   سـاع  72و  24نيكـل و در هـر دو زمـان    
ــان داد ــزايش نش  و Flavone C & C/O-glycosides . اف

Flavonoid sulfates هاي تيمار بـا روي   در شاهد و همه غلظت
ــان   ــر دو زم ــتند  72و  24و نيكــل در ه ــود داش ــاعت وج  . س

Flavone C& C/O-glycosides  وAglycone   افـــزايش

Maximum 
wavelenght  

Nitrotoxin 
(Mg/g) 

Time 
(hour)  Concentration (mM)  Heavy metal  

0.161 1-4a 24  0  ZnCl2 
0.401 9-13bc   7.5   
0438 14-19c   15    
0.338 4-8ab   22.5   
0.589 14-19c   30    
0.129 1-4a 72  0    
0.361 4-8a   7.5   
0.512 14-19b   15    
0.505 14-19b   22.5   
0.648 20-25b   30    
0.161 1-4a 24 0 NiCl2  
0.412 4-8a   2.5   
0.587 14-19b   5   
0.508 14-19b   7.5   
0.631 20-25b   10    
0.129 1-4a 72  0   
0.382 4-8ab   2.5   
0.338 4-8bc   5   
0.622 20-25cd   7.5   
0.522 14-19d   10    
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 72و  24ان داري را در تنش بـا عنصـر روي در هـر دو زم ـ    معني
سـاعت   72ساعت نشان داد و در مورد تنش نيكل تنها در زمـان  

به طور كلي در گياهـان بسـته بـه ماهيـت     . دار بود افزايش معني
شـود   ها انواع مختلفي از فلاونوئيدها توليـد مـي   تنش وارده به آن

هـا و برخـي فلاونوئيـدهاي ديگـر، وقتـي       سنتز ايـزوفلاون  ).24(
ح شوند يا تحـت دماهـاي پـايين و شـرايط     گياهان آلوده يا مجرو

القاء بيوسنتز تركيبات . شوند اي قرار گيرند، القاء مي كمبود تغذيه
فنلي در گندم در پاسخ به سميت نيكـل و در ذرت در پاسـخ بـه    

در آزمايش ديگري كـه  . )8(سميت آلومينيوم مشاهده شده است 
گيـاه  در تيمار با سـرب در  ) 10(و همكاران  Sakihama توسط 

Phaseolus vulgaris   انجــام گرفــت افــزايش قابــل توجــه در
هـا   يكـي از علـل افـزايش فنليـك    . تركيبات فنلي نشان داده شد

هـاي دخيـل در متابوليسـم     توانـد افـزايش در فعاليـت آنـزيم     مي
طبـق  . )8(تركيبات فنليكـي طـي تـنش عناصـر سـنگين باشـد       

           بـــــر روي گونـــــه ) 25(و همكـــــاران  Feuchtتحقيقـــــات 
Fagus sylvatica    در منطقه با آلودگي هواي سـنگين تغييـرات

طبق جدول شماره . )26(شديدي در ميزان فلاونول مشاهده كرد 
ميزان كامفرول و ميرستين و كوئرستين در تيمار با كلريدروي  1

ساعت  24در مقايسه با گياه شاهد افزايش يافت به طوري كه در 
داري  يـزان كـامفرول بـه طـور معنـي     تيمار با كلريـدروي تنهـا م  

 72سـاعت بـه    24افزايش نشان داد اما با افزايش مدت تيمـار از  
ساعت علاوه بر كـامفرول، كوئرسـتين و ميرسـتين نيـز افـزايش      

    ايـن نتيجـه بـا نتـايج بـه دسـت آمـده       . داري نشان دادنـد  معني
        مشــابه بــود كــه در گونــه    ) 27(توســط نــوري و همكــاران   

Robina peseudo-acacia L.    افزايش ميزان فلاونوئيـد كـل و
. رايـد مشـاهد كردنـد   ئوكامفرول و ميرستين را در طي تـنش فلو 

فـلاون سـاده   ) 26(و همكاران  Roblesهمچنين طبق مطالعات 
رابطه مثبتـي داشـته و ازن سـبب القـاء      O3ميرستين با آلودگي 

تيمـار  در . شد Pinus halepensisهاي  سنتز ميرستين در برگ
داري در ميـزان   ساعت تيمار افـزايش معنـي   24با كلريدنيكل در 

ويتكسين و كـاهش در ميـزان رامنتـين نسـبت بـه گيـاه شـاهد        
كه با افزايش مدت تيمار با كلريدنيكل تنهـا   مشاهده شد در حالي

  ).2جدول (دار نشان داد  ويتكسين افزايش معني
  

: كــلتغييــرات ميــزان نيتروتوكســين در تــنش روي و ني
هاي فيزيولوژيكي باعث افزايش غلظت گليكوزيدهاي سـمي  تنش

تواند به دليـل تـنش آب    اين افزايش غلظت، مي .شود در گياه مي
ي رشـد گيـاه، نـوع بافـت،      مرحلـه . اي باشـد  يا كمبودهاي تغذيه

غرافيـايي، شــرايط فصـلي، خـاك و اقلــيم بـر ميــزان     جموقعيـت  
ــذار اســت   ــي تأثيرگ ــات نيتروژن ــنش خشــكي در  .)28(تركيب ت

Cyperus rotundus L.    هـاي ثانويـه    سـبب افـزايش متابوليـت
ــي  ــه م ــمي در ريش ــود  س ــات  . )14(ش ــق تحقيق ــين طب همچن

ــل ــك دوره )28(كوگي ــات   6ي  در ي ــد تركيب ــزان تولي ــاله مي س
نيتروتوكسيني در سيزده گونه گون بسـته بـه ميـزان خشـكي و     

ها  رگدر ب NO2رطوبت متغير است و در يك سال خشك ميزان 
دو . ميلي گرم در گرم وزن خشك برسد 35تا  30ممكن است به 

داري ســبب افــزايش ميــزان  عنصــرروي و نيكــل بــه طــور معنــي
تركيبات نيتروتوكسين در گياهان يونجه تاجي تحت تنش نسبت 

بـالا بـودن ميـزان عناصـر سـنگين در      . شوند به گياهان شاهد مي
ن آب نسـبي گيـاه   تواند منجر به كاهش در ميزا محيط كشت مي

هـاي مـورد اسـتفاده در ايـن      و از آنجايي كـه در غلظـت  ) 4(شود
پژوهش ميزان پژمردگي گياه بـا تيمـار عناصـر سـنگين افـزايش      

گياهاني )15(يافت در نتيجه بر مبناي تحقيقات نوري و همكاران 
شوند غلظـت   كه در مناطق خشك و بياباني بوده و يا آبياري نمي

آبيــاري بــا . باشــند  يتروتوكســين را دارا مــيبــالايي از تركيبــات ن
دهد، بنابراين  را در گياهان كاهش مي NO2رطوبت كافي، ميزان 

رسد تركيبات نيتروژني در شرايط تنش خشكي و بـي   به نظر مي
  .آبي، نقش دفاعي براي گياه داشته باشند

  

  نتيجه گيري
هاي قبلي بيـان گرديـد برخـي از عناصـر      طور كه در بخش همان

گين براي رشد و نمو گياهان مـورد نيـاز بـوده و در برخـي از     سن
كننـد امـا    فرآيندهاي متابوليسمي مهـم در گياهـان شـركت مـي    

توانـد سـبب    افزايش اين عناصر بيش از حد طبيعي در سلول مي
از طـرف ديگـر   . هـا گردنـد   وستازي يوني سـلول ئموبر هم زدن ه

 در اوربيتـال هاي جفت نشده  چون عناصر سنگين داراي الكترون

d توانند  در نتيجه دهنده خوب الكترون بوده و مي ،باشند خود مي
ر را گ ـ   انواع اكسيژن واكـنش  ،با دادن الكترون به اكسيژن معمولي

 ،هـا  به نوبه خود آسـيب بـه پـروتئين    درون سلول افزايش داده و
و كــاهش كلروفيــل در نتيجــه تجزيــه اكســيداتيو  DNA ،غشــاء

افزايش فلاونوئيدها مي توانـد بـه عنـوان    . ندكلروفيل را سبب شو
گر و بـه   اكسيدان در برطرف كردن انواع اكسيژن واكنش يك آنتي

شونده با عناصر سنگين در كاهش آسيب ناشـي از   عنوان همبند
كاهش سنتز كلروفيل بـه نوبـه خـود    . عناصر سنگين كمك كنند

تلال در منجر به توقف زنجيره انتقال الكترون شده و در نهايت اخ
 چرخه كالوين را به همراه دارد كـه سـبب كـاهش دهانـه روزنـه     
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بـه دليـل    اكسـيدكربن شـده و   هوايي به علت كاهش نياز بـه دي 
كاهش فتوسنتز و كاهش توليد مواد قندي منجر به كاهش رشـد  

توانـد منجـر بـه كـاهش فشـار       كـاهش جـذب آب مـي   . شود مي
هـاي   دن روزنـه بسته ش ـ هاي نگهبان روزنه و تورژسانس در سلول

بـه نظـر   بنـابراين بـه طـور كلـي     . هوايي و پژمردگي گيـاه شـود  
اجي بـا تغييـر در ميـزان فلاونوئيـدها و     ت ـ كه گياه يونجهرسد مي

هـا تـا حـدي در مقابـل      همچنين تغيير در ميـزان نيتروتوكسـين  
  .آسيب ناشي از تنش عناصر سنگين روي و نيكل مقاومت نمايد

  

  تشكر و قدرداني
مقاله از حـوزه معاونـت محتـرم پژوهشـي و فنـاوري      نويسندگان 

حمايت مالي و اجرايي اين تحقيـق صـميمانه    برايدانشگاه اراك 
  .نمايند مي تشكر و قدرداني
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Abstract 

Aim: In this study, the effects of Ni and Zn to leaf anatomy, some flavonoids and nitrotoxin of 

Coronilla varia were investigated. 

Material and Methods: 40 days aged grown Coronilla varia L. plants in equal growth condition were 

treated with different concentration of ZnCl2 (0, 7.5, 15, 22.5 and 30 mM) and NiCl2 (0, 2.5, 5, 7.5 and 

10 mM) for 24 and 72 hours in hydroponic culture and the effects of imposing heavy metals on Leaf 

anatomy, some flavonoids of control and treated plants examined and compared using 2-DPC (Two 

Dimensional Paper Chromatography) and TLC (Thin Layer Chromatography) methods. Nitrotoxin 

measured using spectrophotometer too. All of Data compared together. 

 Results: Results showed anatomical changes in polluted plants responses to Zn and Ni. In general 

results showed a wide changes in leaf flavonoids profile with increases number of total flavonoids at 

Zn and Ni stress. However, Nitrotoxin increased significantly when Zn and Ni increased. 

Conclusion:  Probably, C. varia L. can tolerate against heavy metals stress of Zn and Ni with changes 

of flavonoids content and nitrotoxin. 
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