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گرم ميلی 4و  3، 2، 1های مختلف عنصرهای سرب و کادميوم )صفر، به منظور بررسی تاثير غلظت

در ليتر(،  بر رشد، فعاليت آنزیمی و قابليت جذب عناصر سرب و کادميوم در گياه اسفناج آزمایشی 

روز بعد از کاشت بذرها در محيط کشت  40 ادفی با سه تکرار اجرا شد.در قالب طرح کاملآ تص

MS  ،صفات مورد ارزیابی قرار گرفت. بالاترین ميزان تجمع مالون دی آلدئيد، پراکسيد هيدروژن

گرم در ليتر کادميوم مشاهده شد. بيشترین ميلی 4و  3غلظت کادميوم ریشه و برگ در تيمارهای 

گرم در ليتر و تيمار صفر ميلی 4و سوپراکسيد دسموتاز به ترتيب در غلظت ميزان فعاليت کاتالاز 

کادميوم ثبت شد. بالاترین تعداد و عرض برگ در تيمار شاهد سرب و کادميوم مشاهده شد. با 

های مالون دی آلدئيد، گرم در ليتر بر محتوای آنزیمميلی 4افزایش غلظت سرب محيط کشت به 

 4موتاز و پراکسيد هيدروژن افزوده شد. بيشترین تجمع سرب در غلظت کاتالاز، سوپر اکسيددس

گرم در ليتر سرب در برگ و ریشه مشاهده گردید. نتایج حاصل از فاکتور غلظت زیستی نشان ميلی

باشد و در مناطقی که احتمال آلودگی به گر کادميوم و سرب میداد که اسفناج از گياهان انباشت

 توان از اسفناج برای پالایش سبز خاک استفاده نمود.یاین عنصر وجود دارد م
 

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

های اخیر آلودگی خاک با فلزات سنگین به دلیل در سال
ها، رهاسازی های انسانی )استخراج معادن، فعالیت کارخانهفعالیت

-های صنعتی در طبیعت( به سرعت رو به گسترش میفاضلاب

های ذکر ها به دلیل فعالیتباشد. امروزه سطح وسیعی از خاک
باشند. آلودگی خاک لز کادمیوم  و سرب میشده در بالا آلوده به ف

باشد با کادمیوم و سرب تهدیدی جدی برای سلامتی انسان می
شود و وارد زنجیره زیرا کادمیوم به راحتی توسط گیاه جذب می

 .Xioa et al. 2008 Farzanegan et alشود )غذایی انسان می

لزی )به های آلوده به ترکیبات فلزی و شبه ف(. اصلاح خاک;2012
ها بر ها و اثرات فیزیولوژیکی آندلیل غیر قابل تجزیه بودن آن

های کم( از مهمترین موجودات زنده و انسان حتی در غلظت
(. Munzuroglu and Geckil 2002باشد )های جهانی مینگرانی

بررسی انجام شده در گیاه کلم نشان داد که با افزایش غلظت 
یاه کاهش یافت و در بررسی کادمیوم در محیط کشت، رشد گ

دقیق تر با میکروسکوپ الکترونی مشخص شد که در اثر تنش 
وارده به گیاه سلول دچار تغییرات فراساختاری )مانند تغییر در 

تواند توجیهی برای کاهش غشای هسته و سلول( شد که خود می
. نتایج مشابهی Ali et al. 2015)رشد مشاهده شده در گیاه باشد )َ

وص کاهش رشد، کاهش میزان فتوسنتز و کلروفیل در در خص
. وجود سرب در Latef 2013)گیاه فلفل گزارش شده است )

زنی، وضعیت آب در محیط کشت تاثیر منفی بر سرعت جوانه
گیاه، وزن خشک ریشه و بخش هوایی گیاه، فتوسنتز، جذب 

 ,Munzuroglu and Geckilعناصر غذایی و فعالیت آنزیمی دارد )

های سوپراکسید و های فعال اکسیژن مانند رادیکال(. گونه2002
های متابولیکی پراکسید هیدروژن به صورت طبیعی در اثر فعالیت

شوند اما با وجود فلزات سنگین در محیط رشد گیاه تولید می
یابد که های مذکور در گیاه افزایش میگیاه، میزان تولید آنزیم

باشند مالون دی آلدئید که در اثر دارای اثرات مخرب در گیاه می
شود تخریب اسیدهای چرب غیر اشباع در غشای سلول ایجاد می

باشد های اصلی تنش وارد شده به گیاه مییکی از شاخص
(Demiral and Turkan 2005 از طرفی گیاه مجهز به سیستم .)

-های سوپراکسید دسموتاز و کاتالاز میآنتی اکسیدانی مانند آنزیم

 Hanکنند )های وارده محافظت میکه از گیاه در مقابل تنشباشد 

-(. سوپراکسید دسموتاز در اولین خط دفاعی در مقابل تنش1996

-شود و موجب تبدیل رادیکالهای وارده شده در گیاه ایجاد می

شود که بعدا این ترکیب به آب و می 2O2Hهای سوپراکسید به 

ر بررسی انجام شده در (. دAsoda 1994شود )اکسیژن تجزیه می
گیاه شاهی مشخص شد که با افزایش غلظت کادمیوم در خاک بر 
تجمع کادمیوم در ریشه و برگ گیاه افزوده شد و میانگین مقادیر 

گرم بر میلی 60و اندام هوایی  65جذب شده کادمیوم در ریشه 
های کیلوگرم بود که نشان دهنده توانایی این گیاه بر پالایش خاک

(. Mohamadipour and Asadi kapourcha 2013باشد )می آلوده
در پژوهش انجام شده در گیاه اسفناج مشخص شد که با افزایش 
غلظت کادمیوم در خاک برمقدار تجمع کادمیوم در ریشه و ساقه 
گیاه افزوده شد همچنین مشخص شد که با توجه به عملکرد 

ب برای پالایش بالای اسفناج و رشد سریع آن اسفناج گیاهی مناس
(. Eisazadeh Lazarjan et al. 2015باشد )سبز کادمیم از خاک می

رسد بین گیاهان از نظر مقاومت به فلزات سنگین به نظر می
موجود در محیط کشت تفاوت وجود داشته باشد. لذا شناسایی 
گیاهانی که بتوانند به عنوان گیاه پالاینده در جمع آوری این 

باشد. در مقایسه با اشد حائز اهمیت میفلزات نقش داشته ب
های اصلاح فیزیکی و شیمیایی، پاکسازی خاک با گیاهان روش

باشد. لذا روشی مقرون به صرفه و دوستدار محیط زیست می
هدف از بررسی انجام شده ارزیابی تاثیر سرب و کادمیوم موجود 
در محیط کشت اسفناج بر رشد و نمو و محتوای آنزیمی اسفناج 

-به عنوان یکی از گیاهان مطرح شده در زمینه گیاه پالایی( می)

های آلوده به این باشد تا راهگشای استفاده از این گیاه در خاک
 فلزات باشد. 

  هاروش و مواد

به منظور بررسی اثر سرب و کادمیوم موجود در محیط        

کشت گیاه بر رشد و نمو و برخی ویژگی های فیزیولوژیک 

آزمایشی در قالب طرح کاملا تصادفی با سه تکرار انجام  اسفناج

 شد. 

 مواد گیاهی  

بذور مورد استفاده برای پژوهش حاضر از شرکت پاکان بذر       

اصفهان خریداری گردید. برای ضدعفونی بذور از هیپوکلرید 

دقیقه استفاده شد. سپس بذور با آب  10درصد به مدت 10سدیم 

 ب کشی شدند. در پژوهش حاضر از محیطمقطر استریل سه بار آ

و کادمیوم  های مختلف سرباستفاده گردید و غلظت MSکشت 

گرم میلی 4و  3، 2، 1به صورت کلرید سرب و کادمیوم( )صفر، )

  pHباشد کهلازم به ذکر می در لیتر( به محیط کشت اضافه گردید.
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دید. تنظیم گر 8/5تا  6/5مورد استفاده در محدوده  محیط کشت

 121به کمک دستگاه اتوکلاو در دمای  ضدعفونی محیط کشت

دقیقه انجام  20گراد و فشار یک اتمسفر به مدت سانتیدرجه

ها در بذر در هر ظرف در سه تکرار کشت شد. نمونه 10شدند. 

 8:16گراد با تناوب روشنایی/ تاریکی درجه سانتی 27تا  25دمای 

روز یکبار در محیط  20هر  ساعت نگهداری شد. واکشت گیاهان

MS  حاوی تیمارهای مورد نظر انجام گرفت. به بعد از رشد

گیاهان صفات وزن خشک گیاه، طول و عرض برگ، محتوای 

آلدئید، کاتالاز، پراکسید دیسرب برگ و ریشه، محتوای مالون

هیدروژن، سوپر اکسید دسموتاز و فاکتور غلظت زیستی اندازه 

 گیری شد.

 : ی پراکسید هیدروژنسنجش محتوا

های برگی در نیتروژن مایع پودر گرم از نمونه 2/0بدین منظور 

یک درصد حجمی )حجمی/  TCAلیتر میلی 5شده، سپس با 

به  g12000وزنی( هموژن گردید. محلول هموژن حاصل در 

میلی لیتر از محلول رویی،  5/0دقیقه سانتریفیوژ شد. به  15مدت 

و یک  :pH  5/7  میلی مولار با 10فات میلی لیتر بافر فس 5/0

لیتر یدید پتاسیم یک مولار اضافه گردید. میزان جذب نمونه میلی

نانومتر قرائت گردید. میزان پراکسید هیدروژن با  390ها در 

-Najjar)یابی شداستفاده از منحنی استاندار مربوطه کمیت

khodabakhsh and Chaparzadeh, 2016) . 

 دی آلدئیدلونسنجش محتوای ما

های برگی در نیتروژن مایع پودر گرم از نمونه 2/0بدین منظور 

یک درصد حجمی )حجمی/  TCAمیلی لیتر  5شده سپس با 

به  g12000وزنی( هموژنیزه گردید. محلول هموژن حاصل در 

 4دقیقه سانتریفیوژ شد. یک میلی لیتر از محلول رویی با  15مدت 

ادغام شد و به  % TCA 20% + TBA 0.5میلی لیتر از مخلوط 

ها بر روی یخ دقیقه گرم شد. سپس با قراردادن نمونه 30مدت 

 g  10000فعالیت آنزیم به سرعت متوقف شد. سپس مخلوط در 

 600و  532ها در دقیقه سانتریفیوژ و جذب نمونه 5به مدت 

آلدئید بر اساس مقایسه با نانومتر قرائت شد محتوای مالون دی

 Najjar-khodabakhsh and)ستاندارد بیان شد منحنی ا

Chaparzadeh, 2016) 

 سنجش محتوای کاتالاز

یس گرم از بافت تر در هاون چینی حاوی بافر تر 5بدین منظور 

HCl   ،05/0  5/7مولار با :pH  خ دقیقه در حمام ی 30به مدت

د دقیقه در حالت سکون نگهداری و بع 10سائیده شد و به مدت 

 گراددرجه سانتی 4دور در دمای  13000دقیقه در  20به مدت 

سانتریفوژ شد. بعد از صاف شدن عصاره رویی از آن برای 

 استفاده شد. (Aebi 1974) سنجش محتوای کاتالاز مطابق روش 

یتر لمیلی  3/0( و pH:7میلی لیتر بافر فسفات ) 5/2بدین منظور 

ی اره آنزیممیلی لیتر عص 2/0در حمام یخ روی  %3آب اکسیژنه 

نانومتر به کمک  240اضافه شد و منحنی تغییرات جذب در 

( قرائت شد. فعالیت  China+80T ,دستگاه اسپکتروفتومتر )

-لیآنزیمی بر حسب تغییرات واحد جذب در دقیقه به ازای هر می

هر  گرم پروتئین بر اساس تغییرات واحد جذب در دقیقه به ازای

 گرم وزن تر بافت محاسبه شد.

 نجش محتوای سوپراکسیددسموتازس

 ه روشنیز با استناد ب موتازیفعالیـت آنـزیم سـوپر اکسـید دسـ

اندازه ( Rios-Gonzales et al. 2002) گنزالز و همکارانریوس 

 .گیری شد

های گیاهی در : ابتدا نمونهاندازه گیری مقدار کادمیوم و سرب

خشک  ساعت 24گراد به مدت درجه سانتی 70اون در دمای 

-میلی 50گرم از بخش هوایی گیاه در ارلن مایر 3/0شدند. سپس 

 %70و اسید پرکلریک  %65لیتری قرار داده شد و از اسید نیتریک 

ها در حمام ها افزوده شد. نمونهبر روی نمونه 5/1به  5به نسبت 

ها شفاف گراد( تا زمانیکه رنگ آندرجه سانتی 100آب گرم )

ها از حمام خارج و در دمای محیط سرد هشود  قرار گرفت. نمون

لیتر رسانده میلی 20شده سپس با آب مقطر دوبار تقطیر به حجم 

ها میزان فلز با استفاده از دستگاه شد. بعد از صاف شدن نمونه

 Ebrahimpour and  Mushrifahجذب اتمی تعیین گردید 

2008)) . 

(: Bio-Concentration Factor) تعیین فاکتور غلظت زیستی

شود که به عنوان جذب فلز با فاکتور غلظت زیستی نشان داده می

شاخصی برای برآورد توانایی گیاه در تجمع فلزات سنگین استفاده 
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 شود:شود و به صورت زیر محاسبه میمی

فاکتور غلظت زیستی= میانگین غلظت عنصر در بافت گیاهی 

(1-mg Kg( غلظت اضافه شده به محیط کشت /)1-mg L) 

های حاصل از داده ها:ی دادهی تجزیهطرح آماری و نحوه

)   MSTATC،SPSSی افزارهای آمارآزمایش با استفاده از نرم

های ی میانگین( مورد تجزیه قرار گرفت. مقایسه2/9نسخه 

 .انجام گرفت LSDتیمارهای مختلف به کمک آزمون 

 

  و بحثنتایج 

اده بـر  مار کادمیوم  مـورد اسـتف  دار تینتایج نشان دهنده تاثیر معنی
صفات مورد بررسی به غیراز طول برگ و وزن خشک ریشـه بـود   

 (. 1)جدول 

 تاثیر تیمار کادمیوم بر تعداد برگ، عرض برگ و طول دمبرگ:

ز انشان داد که با افزایش غلظت کادمیوم  2نتایج حاصل از جدول 
هد و تعداد برگ کاسته شد و بیشترین تعـداد بـرگ در تیمـار شـا    

گرم در لیتـر کـادمیوم مشـاهده شـد. کمتـرین طـول       میلی 1تیمار 
 گرم در لیتر کادمیوم مشاهده شـد. عـرض  میلی 2دمبرگ در تیمار 

برگ تحت تاثیر تیمارهای کادمیوم مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت و     
 1متـر( و تیمـار   سـانتی  5/2ترین برگ ها در تیمار شـاهد ) عریض

-ررسیمتر( کادمیوم مشاهده شد. در بیسانت 3/2گرم در لیتر )میلی

ها  مشخص نموده که کادمیوم شدیدا برای گیاه سمی بوده و حـد  
گـرم بـر کیلـوگرم وزن    میلـی  2/0-05/0مجاز این عنصـر درگیـاه   

 (.Xioa et al. 2008باشد )خشک گیاه می

 تاثیر تیمار کادمیوم بر وزن خشک برگ:

 ـ   ر  وزن خشـک بـرگ   سطوح کادمیوم مورد استفاده تـاثیر منفـی ب
-میلـی  4و  3هـای  داشت و کمترین وزن خشک برگ در غلظـت 

گرم در لیتر کادمیوم و بالاترین میزان وزن خشک بـرگ در تیمـار   
شـده در   (. بررسی انجام2گرم( ثبت گردید )جدول  74/2شاهد )

گیاه کلم نشان داد که با افزایش غلظت کادمیوم در محـیط کشـت   
 .Ali et alتر گیاه کاسته شـد ) بذر و وزنزنی گیاه از درصد جوانه

(. همچنــین مشــخص شــد کــه کــادمیوم موجــب تــاخیر در 2015
زنی بذر به دلیل آسیب به غشای سلولی، آشفتگی در جـذب  جوانه

مواد غذایی، نشت یـونی، تجمـع مـواد ناشـی از تخریـب غشـای       
 .Smiri et alشـود ) سلولی و کاهش محتوای آب نسبی برگ مـی 

ررسی انجام شده در گیاه اسفناج مشخص شـد کـه بـا    ( در ب2011
افزایش غلظت کادمیوم در خاک بـر تجمـع آن در ریشـه و بـرگ     

ــد ) ــزوده ش ــر  Karimian 2010اف ــرات مخــرب ب ــه دارای اث ( ک
-متابولیسم گیاه از طریق کاهش فتوسنتز به دلیل بسته شدن روزنـه 

. تجمـع  باشـد ها، تاثیر منفی بر روابط آبی گیاه و ایجاد تـنش مـی  
باشـد  بالای پرولین در گیاهان تحت تنش دلیل اصلی این مدعا می

(Gosta et al. 1994.)  

 غلظت کادمیوم ریشه و برگ:

-تیمارهای کادمیوم مورد استفاده، غلظت کادمیوم در نمونه

(. نتـایج نشـان   3های برگ و ریشه را تحت تاثیر قرار داد )جـدول 
جمـع کـادمیوم در ریشـه و    داد که با افزایش غلظت کادمیوم بـر ت 

 4و  3برگ افزوده شد و حـداکرر تجمـع ایـن فلـز در تیمارهـای      
گرم در لیتر مشاهده شد. در بررسی انجام شده درگیاه شـاهی  میلی

مشخص شد که تجمع کادمیوم در ریشه بیشـتر از بخـش هـوایی    
گیاه بود و مشخص شد کـه گیـاه شـاهی پتانسـیل مناسـبی بـرای       

(. در Vakili and Aboutorab 2013دارد ) پـالایش سـبز کـادمیوم   
 .Jahanbakhshi et alهای انجام شده در گیاهان اسـفناج ) بررسی

 Salvinia cucullata (Phetsombat et al. 2006)( و 2015

مشخص شد که با افزایش غلظت کادمیوم بر تجمـع آن در بخـش   
ق هوایی گیاهان مورد مطالعه افزوده شد. کادمیوم محلـول از طری ـ 

حرکت در فضـای آزاد دیـواره سـلولی )مسـیر آپوپلاسـتی( و بـه       
وسیله عبور از مسیر سیم پلاستی وارد ریشه می شود و با ورود به 

 Saltet etجریان شیره خام به اعضای هوایی گیاه انتقال می یابد ) 

al. 1998      مقدار کادمیومی که از ریشـه بـه سـاقه، بـرگ و انـدام .)
بستگی به عواملی از قبیل گونه گیـاهی،   کدهوایی گیاه حرکت می

 نوع خاک و غلظت اولیه کادمیوم در محلول خاک دارد.  

 دی آلدئیدمحتوای مالون

نتایج حاصل از بررسی انجام شده نشان داد که با افـزایش  
دی غلظت کادمیوم در محیط کشت بر میزان فعالیت آنـزیم مـالون  

 4های کادمیوم در غلظت آلدئید افزوده شد و بالاتربن میزان تجمع
میکرومول بر گرم  9/194) 3تر( و میکرومول بر گرم وزن 1/182)

(. نتـایج مشـابهی در   4گرم درلیتر اتفاق افتاد )جـدول تر( میلیوزن
بـا افـزایش غلظـت کـادمیوم در      MDAخصوص افزایش غلظـت  

باشـد گـزارش   محیط کشت که ناشی از تخریب غشای سلولی می
 شده است.
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 تجزیه واریانس اثر کادمیوم بر رشد و نمو اسفناج در شرایط درون شیشه ای -1جدول 

Table 1- Analysis of variance for the effects of cadmium on some growth characteristics of Spinacia oleracea L. 

in vitro 
وزن خشک 

 ریشه

Root dry 

weight 

وزن خشک 

 برگ

Leaf dry 

weight 

گطول دمبر  

Petiole 

length 

 عرض برگ

Leaf width 

 طول برگ

Leaf 

length 

 تعداد برگ

Leaf 

number 

 درجه آزادی

df 

 منابع تغییرات

S.o.V. 

0.1ns 1.3** 0.04* 0.6** 0.08ns 11** 4 غلظت کادمیوم 
Cd 

concentration 
اشتباه آزمایشی  10 1.2 0.05 0.04 0.01 0.02 0.04

Error 

29.1 7.8 7.1 10.6 10.2 15.3 14 CV. 

ns ، ** باشد.می %1و  %5معنی دار در سطح احتمال و  اختلاف معنی داری وجود عدمبه ترتیب * و 
ns,* and ** are non-significant and significant at P≤0.05 and P≤0.01, respectively. 

 

 

 شیشه ای مقایسه میانگین اثر کادمیوم بر صفات رشدی اسفناج در کشت درون -2جدول

Table 2- Mean comparison for the effects of cadmium concentration on some growth characteristics of Spinacia 

oleracea in vitro 
 تعداد برگ در بوته

Leaf number per 

plant 

 وزن خشک برگ 

Leaf dry weight 
(g) 

 (cmطول دمبرگ )

Petiole length 
(cm) 

 (Cm)عرض برگ 

Leaf width 

(cm) 

 غلظت کادمیوم 

Cd concentration 
(1-mgL ) 

10a 2.7a 1.6a 2.3a 0 
7.6ab 2.0b 1.5a 2.1ab 1 
7.0b 1.9b 1.3b 1.6b 2 
5.6b 1.3c 1.5a 1.5b 3 
5.3b 1.0c 1.5a 1.4b 4 

2.9 0.37 0.28 2.9 LSD 1% 

 .می باشد LSDزمون بر اساس آ داروجود اختلاف معنیعدم مشابه نشان دهنده  حروف
 Means with in a column followed by the same letters are not significantly different based on LSD test. 

 
 

 ن شیشه ایتجزیه واریانس اثر کادمیوم بر فعالیت آنزیمی و غلظت کادمیوم ریشه و برگ  اسفناج در شرایط کشت درو -3جدول 

Table 3- Analysis of variance for the effects of cadmium on enzyme activity and cadmium concentration in root 

and leaves of Spinacia oleracea L. in vitro. 
 غلظت کادمیوم برگ

Cadmium 

concentration 

of leaf 

 

 غلظت کادمیوم ریشه

Cadmium 

concentration 

of root 

 

مالون دی 

 آلدئید

MDA 

ید پراکس

 هیدروژن

H2O2 

 

 کاتالاز

Catalase 

سوپر اکسید 

 دسموتاز

SOD 

درجه 

 آزادی

df 

 منابع تغییرات

S.o.V. 

 غلظت کادمیوم 4 *0.001 **0.01 **898 **1289 **192 **145
Cd 

concentration 
اشتباه آزمایشی  10 0.0001 0.001 31 126 0.69 5.3

Error 

2.3 7.3 6.1 2.9 1.8 2.6  CV. 

ns ،باشد.می %1و  %5معنی دار در سطح احتمال و  اختلاف معنی داری وجود عدمبه ترتیب **  * و 
ns,* and ** are  non- significant and significant at P≤0.05 and P≤0.01, respectively. 
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 ای شت درون شیشهمقایسه میانگین اثر کادمیوم بر فعالیت آنزیمی و غلظت کادمیوم برگ و ریشه اسفناج در ک -4جدول 

Table 4- Mean comparison for the effects of cadmium concentration on leaves and root cadmium content and 

enzymatic activities of  Spinacia oleracea in vitro 

غلظت کادمیوم 

 ریشه

Cd 

concentration 

of root 
(mg Kg DWt-

1) 

غلظت کادمیوم 

 برگ

Cd 

concentration 

of leaf 

(mg Kg DWt-

1) 

محتوای مالون 

 دی آلدئید

MDA 

content 

(µ mol g-1 

F.Wt) 

محتوای 

پراکسید 

 هیدروژن

H2O2 
content  

(µ mol g-1 

F.Wt) 

 محتوای کاتالاز

Catalase 
content 

-U mg(

)protein1 

 

محتوای 

سوپراکسید 

 دسموتاز 

SOD content 
-U mg(

)protein1 

 

 غلظت کادمیوم

Cd 

concentration 
(mg L-1) 

0c 0c 157c 167d 0.1b 0.07a 0 
8.8b 7.8b 178bc 179cd 0.1b 0.05b 1 
9.9b 9.3b 172bc 191bc 0.1b 0.04b 2 
19a 17a 194a 201ab 0.19b 0.04b 3 
18a 16a 182ab 211a 0.27a 0.03b 4 

2.1 5.9 2.9 14.5 0.08 0.025 LSD 1% 

 .می باشد LSDبر اساس آزمون  داروجود اختلاف معنیعدم مشابه نشان دهنده  حروف
Means with in a column followed by the same letters are not significantly different based on LSD test 

 
 

 

دی آلدئید به دلیـل افـزایش غلظـت    افزایش محتوای مالون
-پراکسیدهیدروژن در محیط ناشی از تنش ایجاد شده مـی 

 Aliشود )که نهایتا موجب آسیب به غشای سلول می باشد

et al. 2015.) 

 محتوای پراکسید هیدروژن

 3های بالاترین میزان پراکسید هیدروژن در غلظت
 میلی گرم در لیتر و کمترین میزان آن در تیمـار شـاهد   4و
تر( کـادمیوم مشـاهده شـد    میکرومول بر گرم وزن 7/167)

ش حاضــر بــا نتــایج (. نتــایج حاصــل از پــژوه4)جــدول
ــت دارد    ــه  مطابق ــاه یونج ــده در گی ــام ش ــات انج تحقیق

(.(Ghelich et al. 2016      از تبعـات مهـم افـزایش غلظـت
-یهای آزاد اکسیژن مفلزات سنگین در گیاه تولید رادیکال

های سوپر اکسید، باشد که موجب افزایش فعالیت رادیکال
هـای  شـود. رادیکـال  هیدروکسیل و پراکسید هیدروژن می

هـایی ماننـد   تولید شده موجـب هیـدرولیز مـاکرومولکول   
، آسیب به غشـای سـلولی و نشـت یـونی     DNAپروتئین، 

 (. Xiao et al. 2008شود )می

 محتوای سوپراکسید دسموتاز

بیشترین میـزان ایـن آنـزیم در     4بر اساس جدول 
تیمار شاهد مشاهده شد و با افـزایش غلظـت کـادمیوم در    

ای آنـزیم کاسـته شـد. گیاهـان بـه      محیط کشـت از محتـو  

های مختلفی در مقابل آسیب فلزات سنگین از خـود  روش
اجتنـاب از ورود   -1دهنـد کـه شـامل    مقاومت نشـان مـی  

فلزات سنگین بـه سـلول از طریـق اتصـال آن بـه دیـواره       
-سلولی )اغلب این عمل در مورد فلـز سـرب اعمـال مـی    

اکسیدانی که گیاهان از طریق تولید سیستم آنتی -2گردد(. 
اکسـیدانی )ماننـد   های آنتـی ها و آنزیمشامل تولید مولکول

ــا وزن     ــموتاز( ب ــید دس ــیداز و سوپراکس ــالاز، پراکس کات
کنند باشد در مقابل آسیب وارده مقابله میمولکولی کم می

(Shu et al. 2011براساس نتایج به .)  دست آمده از جـدول
ر غلظت کادمیوم افزایش د شود کهگیری میچنین نتیجه 4

در محیط کشت تـاثیر بازدارنـده بـر بیوسـنتز سوپراکسـید      
 دسموتاز دارد.

 محتوای کاتالاز

در  4بیشترین میزان آنزیم کاتالاز بر اساس جدول 
جـذب در دقیقـه بـه ازای     27/0گرم در لیتر )میلی 4تیمار 

تر(  کادمیوم به دست آمـد. بـر اسـاس نتـایج     هر گرم وزن
غلظـت کـادمیوم در محـیط کشـت بـر       حاصله با افـزایش 

فعالیت آنزیم کاتالاز افزوده شد که نشـان دهنـده کـارآیی    
باشـد. در  سیستم آنتی اکسیدانی در محافظـت از گیـاه مـی   

بررسی انجام شده در گیاهان گندم تحـت تـنش کـادمیوم    
مشخص شـد کـه بـا افـزایش غلظـت کـادمیوم محـیط از        

کاسته شد که نشان فعالیت آنزیم کاتالاز در ریشه به شدت 
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دهنده ناکارآمدی این آنزیم در گیاهان گنـدم تحـت تـنش    
  (.Dey et al. 2007کادمیوم بود )

 سرب

نتایج نشان دهنده تاثیر غلظت هـای سـرب مـورد    
ل استفاده بر تمامی صفات مورد اندازه گیری به غیر از طـو 

 (.6و  5برگ، وزن خشک برگ و ریشه بود )جدول  

ر محیط کشت بر تعدداد و عدرض   تاثیر سرب موجود د
 برگ:

نتایج نشان دهنده تاثیر منفی غلظت سرب موجـود  
در محیط کشت بر صـفات مـذکور بـود نتـایج حاصـل از      

-میلـی  4نشان داد که با افزایش غلظت سرب تا  7جدول 

گرم بر لیتر از تعداد و عرض برگ کاسته شـد و بیشـترین   
متـر( در  سـانتی  44/2عدد( و عرض برگ ) 9تعداد برگ )

(. در بررسی انجام شده 7تیمار شاهد مشاهده شد )جدول 
مشخص شد افزایش غلظت سرب محیط  جاتروفادر گیاه 

ت های فتوسـنتزی و فعالی ـ کشت، تاثیر بازدارنده بر رنگیزه
ه فتوسنتز گیاه داشته که منجر به کاهش رشد و عملکرد گیا

(. پاسـخ گیـاه بـه سـرب بـه      Shu et al. 2011شـود ) مـی 
ــ ــنتز   ص ــازداری از بیوس ــرگ، ب ــری ب ــریع در پی ورت تس

هـای آزاد اکسـیژن، دخالـت در    کلروفیل، تولیـد رادیکـال  
جذب عناصر غذایی، کاهش تـنفس، آشـفتگی در فعالیـت    

های چرخه کـالوین، متابولیسـم نیتـروژن و فتوسـنتز     آنزیم
شود گزارش شده که نهایتا موجب کاهش عملکرد گیاه می

(Shu et al. 2011; Amaranathareddy et al. 2015 ) 

 تجمع سرب در ریشه و برگ اسفناج:

با افزایش غلظت سرب محـیط کشـت بـر تجمـع     
های اسفناج افزوده شد و بیشـترین  سرب در ریشه و برگ

گـرم در لیتـر  در بـرگ    میلـی  4تجمع سـرب در غلظـت   
-میلی 54گرم بر گرم وزن خشک(  و ریشه )میلی 20/29)

(. بـه  7خشک( مشاهده شد )جدول گرم بر کیلوگرم وزن 
نظر می رسد تجمع سرب در ریشه بیشـتر از بـرگ باشـد.    
در تحقیق انجام شده در گیاه شاهی مشـخص شـد کـه بـا     
افزایش سـطح سـرب در خـاک وزن تـر و خشـک گیـاه،       
شاخص کلروفیل، غلظت و جذب آهن توسط گیاه کاهش 

 (. درAlidadi Khaliliha et al. 2016داری یافـت ) معنـی 
صورت قرارگیری طولانی مدت گیاه در محـیط آلـوده بـه    

 GPx (Thioredoxin- dependentسرب در اثـر بیـان ژن   

enzyme)  و کــاهش شــدید در فعالیــت آنــزیم گلوتــاتیون
ردکتاز میزان جوانه زنی بذر و وزن خشـک گیـاه کـاهش    

یابد. نتایج مشابهی در خصوص تاثیر منفـی سـرب بـر    می
نشاسته در گیاه شاهی گـزارش شـده   متابولیسم پروتئین و 

(. سرب عمـدتا از   et al. 2016 Alidadi Khalilihaاست )
-های یونی کلسیم وارد ریشه مـی مسیر آپوپلاستی یاکانال

شود انتقال سرب از مسیر آپوپلاستی به سهولت از طریـق  
گیـرد و نـوار کاسـپاری    انحلال سرب در آب صورت مـی 

شود. به همین دلیـل  مانع از انتقال آن به استوانه مرکزی می
 Sharma andافتـد ) تجمـع در ریشـه بیشـتر  اتفـاق مـی     

Dubey 2005   هـای کربوکسـیل   (. مشخص شـد کـه گـروه
ها روی دیواره سلولی از طریق پیوند با سرب و رسوب آن

سـرب وارد  درصد از  96ها حدود دیواره سلولی و واکوئل
 Sharma andکننـد ) شده بـه گیـاه را سـمیت زدایـی مـی     

Dubey 2005 .) 

 دی آلدئید:تاثیر سرب بر محتوای مالون

-نشان دهنده تاثیر معنـی  7نتایج حاصل از جدول 

دار سطوح سـرب مـورد اسـتفاده بـر محتـوای مـالون دی       
دی آلدئیـد در  ها بود و بیشترین غلظت مـالون آلدئید نمونه

میکرومول بر گرم  4/18گرم در لیتر سرب )یلیم 4غلظت 
تر( مشـاهده شـد. مـالون دی آلدئیـد فـراورده نهـایی       وزن

باشـد کـه بـه عنـوان     اکسیداسیون چربی غشای سلول مـی 
شاخصی از میزان آسیب وارده به گیاه تحت شرایط تـنش  

 Bafeelباشد در تحقیق انجـام شـده در گیـاه شـاهی )    می

پــرورش یافتــه  (Wang et al. 2010)( و بــاقلای  2010
های مختلف فلـز سـرب مشـخص شـد کـه      تحت غلظت

وجود عناصر سنگین در محیط کشت گیاه موجب کـاهش  
رشد و آشفتگی در متابولیسم گیاه به دلیل افزایش فعالیـت  

ژناز شده که بـا تخریـب لیپیـدهای غشـای     آنزیم لیپوکسی
دی آلدئیـد و پراکسـیدهیدروژن   سلول بر محتـوای مـالون  

گیاهان تحت تنش افزوده شد از طرفـی کـاهش محتـوای    
پــروتئین و افــزایش در فعالیــت سوپراکســید دســموتاز و  

 پراکسیداز در این گیاهان مشاهده گردید. 
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 یشه ایتجزیه واریانس غلظت های مختلف سرب موجود در محیط کشت بر رشد و نمو و تجمع سرب در اسفناج در شرایط  کشت درون ش -5جدول 

Table 5- Analysis of variance for the effects of lead concentration on lead content and growth characteristics of Spinacia 

oleracea L. in vitro 
 منابع تغییرات

S.o.V 

درجه 

 آزادی

df 

وزن خشک 

 برگ

Leaf dry 

weight 

وزن خشک 

 ریشه

Root dry 

weight 

 طول برگ

Leaf 

length 

 

رض برگع  

Leaf 

width 
(cm) 

 تعداد برگ در بوته

Leaf number 

per plant 

 

 غلظت سرب ریشه

Pb 

concentration 

of root 

 غلظت سرب برگ

Pb 

concentration 

of leaf 

 تیمار

Treatment 

4 0.09ns 0.16ns ns0.12 **0.7 **12.4 **1260 **373 

 اشتباه آزمایشی
Error 

10 0.04 0.15 0.12 0.03 0.6 6.9 7.9 

CV%  13 67 16 10 13 8 18 

ns ، ** باشد.می %1و  %5معنی دار در سطح احتمال و  اختلاف معنی داری وجود عدمبه ترتیب * و 
ns,* and ** are non- significant and significant at P≤0.05 and P≤0.01, respectively. 

 

 

 

 د در محیط کشت بر محتوای آنزیمی اسفناج در شرایط کشت درون شیشه ای.تجزیه واریانس غلظت های مختلف سرب موجو -6جدول 

Table 6.  Analysis of variance for the effects of lead on enzymatic activity of Spinacia oleracea L. in vitro. 
 منابع تغییرات

S.o.V. 

 

 درجه آزادی

df 

 

محتوای سوپراکسید 

 دسموتاز

SOD content 

 کاتالاز محتوای

Catalase 

content 

محتوای پراکسید 

 هیدروژن

content 2O2H 

 محتوای مالون دی آلدئید

MDA content 

 تیمار
Treatment 

4 **86403 **10673 

 

**316 96** 

 اشتباه آزمایشی
Error 

10 1534 29 21 3.3 

  CV%  5.2 6.2 25.4 17.4 

ns ، ** باشد.می %1و  %5معنی دار در سطح احتمال و  اختلاف معنی داری وجود عدمبه ترتیب * و 
ns,* and ** are non- significant and significant at P≤0.05 and P≤0.01, respectively 

 تاثیر سرب بر محتوای پراکسیدهیدروژن:

با افزایش غلظت سرب در محیط کشت بر تجمع پراکسید 
در  مقدار آنزیم های برگ افزوده شد و بیشترینهیدروژن در نمونه

(  تـر میکرومول بر گـرم وزن  4/33گرم در لیتر سرب )میلی 4تیمار 
(. تجمع پراکسیدهیدروژن در اثر تنش سرب 7مشاهده شد )جدول

باشـد کـه نقـش مهمـی در     پاسخ عادی گیاه به تنش وارد شده می
جلوگیری از آسیب به پروتئین و غشای سـلولی در مراحـل اولیـه    

 (.Nareshkumar et al. 2015ایجاد تنش دارد )

 تاثیر سرب بر محتوای کاتالاز و سوپراکسید دسموتاز:

نتایج نشان داد که با افـزایش غلظـت سـرب بـر محتـوای      
های کاتالاز و سوپراکسید دسموتاز افـزوده شـد و بیشـترین    آنزیم

گرم در لیتر سـرب مشـاهده شـد    میلی 4میزان آنزیم ها در غلظت 
 هـای از پژوهش حاضر با نتایج بررسـی (. نتایج حاصل 7)جدول 

 در گیـاه  (et al. 2015 Nareshkumarناریش کومـار و همکـاران )  
هـای  بادام زمینی مطابقت دارد. در شرایط تنش بر میـزان اکسـیژن  

هـای  شود و در این شـرایط گیـاه مکـانیزم   فعال در گیاه افزوده می
د اکسیژن به های آزامتفاوتی را برای حذف یا از بین بردن رادیکال

رسد افـزایش فعالیـت آنـزیم سوپراکسـید     برد که به نظرمیکار می
های آزاد تولید شده در دسموتاز درپاسخ به اثرات مخرب رادیکال

هـا  زنی بذر و کاهش رشد گیاهچـه اثر تنش باشد که کاهش جوانه
های آلـوده بـه سـرب، بـه دلیـل افـزایش پراکسیداسـیون        در خاک

هـایی ماننـد سـوپر    افزایش فعالیت آنـزیم  لیپدهای غشای سلول و
اکسید دسموتاز، گوایکول پراکسـیداز، اسـکوربات پراکسـیداز بـه     
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باشـد  منظور کاهش اثرات مخرب آنـزیم پراکسـید هیـدروژن مـی    
(Wang et al. 2010.) 

 فاکتور غلظت زیستی

های گیـاه، گونـه و   تجمع عنصر در گیاه بستگی به ویژگی
ها دارد این ابل فلزات سنگین و سمیت آناندام گیاهی و اثرات متق

فاکتور نشان دهنده توانایی گیاه در تجمع فلـز خـاص نسـبت بـه     
باشد  BCF≥ 1باشد. اگر میزان غلظت آن در محیط کشت گیاه می

 Ghosh etگیاه توانایی مناسبی برای جذب و انتقـال عنصـر دارد )  

al. 2005  ی گیـاه  نشـان دهنـده توانـای    8(. نتایج حاصل از جـدول
اسفناج در جذب سرب و کادمیوم و انباشت آن در گیاه مخصوصا 

باشد نتایج حاصل از پژوهش حاضـر بـا نتـایج    در ناحیه ریشه می
ــی ــی انجددام هددده در گیدداه    بررس ــادام زمین ــت دارد  ب مطابق

(Nareshkumar et al. 2015 تحقیــق انجــام شــده در گیاهــان )
انایی مناسبی بـرای  اسفناج و شاهی مشخص شد که هر دو گیاه تو

گیاه پالایی زمانیکه محیط کشت گیاه آلـوده بـه کـادمیوم و کـروم     

 (.Jahanbakhshi et al. 2015باشد را دارند )

 نتیجه گیری کلی

های اخیر آلودگی محیط زیست با فلـزات سـنگین   در سال
به یکی از مسائل مهم زیسـت محیطـی در کـل دنیـا تبـدیل شـده       

ادمیوم تاثیر منفی بر رشد و عملکـرد  است. به طور کلی سرب و ک
گیاه دارند. غلظت کادمیوم و سرب در اندام هوایی گیاه به شـدت  

های سرب و کادمیوم موجـود در محـیط کشـت    تحت تاثر غلظت
 3های قرار گرفت. براساس نتایج حاصل تجمع کادمیوم در غلظت

گـرم در لیتـر در   میلـی  4گرم در لیتر و سرب در غلظـت  میلی 4و 
دی آلدئیـد  رگ و ریشه اسفناج مشاهده شد. بیشترین تجمع مالونب

گرم در لیتر کادمیوم میلی 4و  3های و پراکسید هیدروژن درغلظت
های مالون دی آلدئید، پراکسـید  اتفاق افتاد و بالاترین تجمع آنزیم

گرم در میلی 4هیدروژن، کاتالاز و سوپراکسید دسموتاز در غلظت 
د. در کل اسفناج گیاهی مناسب برای پالایش لیتر سرب مشاهده ش

 باشد.سبز عناصر سنگین از خاک می

 مقایسه میانگین تاثیر غلظت های سرب موجود در محیط کشت بر برخی صفات فیزیولوژیک اسفناج -7جدول 

Table 7- Mean comparison for the effects of lead on some physiological traits of Spinacia oleracea L. in vitro 
 غلظت سرب

Pb 

concentr

ation 

)1-mgL( 

 

محتوای پراکسید 

 هیدروژن

O22H 

(µmol g-

1F.Wt ) 

محتوای مالون 

 دی آلدئید

MDA 

(µmolg-

1F.Wt ) 

سوپر اکسید 

دسموتاز 

SOD 
-U mg(

)protein1 

کاتالاز 

Catalase 
-U mg(

)protein1 

 

 غلظت سرب ریشه

Pb 

concentration 

of root 

)DWt1-gmg( 

 غلظت سرب برگ

Pb 

concentration 

of leaf 

)DWt1-mg g( 

 تعداد برگ

Leaf 

number 

 

 عرض برگ

Leaf 

width 

(cm) 

0 5.2c 3.5d 527c 12e 0e 0d 9a 2.4a 
1 14bc 6.7cd 686b 39d 21d 10c 6b 1.9b 
2 17bc 10bc 780b 98c 33c 13c 5bc 1.7bc 
3 21b 12b 732b 132b 41b 21b 4c 1.3c 
4 33a 18a 995a 151a 54a 29a 4c 1.2c 

LSD 1% 12 4.5 101 14.5 6.7 7.3 0.2 0.4 

 .می باشد LSDبر اساس آزمون  داروجود اختلاف معنیعدم مشابه نشان دهنده  حروف
Means with in a column followed by the same letters are not significantly different based on LSD test. 
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 اسفناج در برگ سرب و کادمیوم زیستی غلظت فاکتور میزان تعیین -8جدول 

Spinacia oleracea. Table 5- The means for Bio-concentration factor (BCF) amount of lead and cadmium in the leaves of 

 غلظت سرب 
)1-mgL( Pb concentration 

 فاکتور غلظت زیستی
Bio-Concentration Factor 

0 0 
1 31.8 
2 23.4 
3 2.9 
4 2.8 

 غلظت کادمیوم 
)1-mgL(Cd concentration  

 

0 0 
1 16.6 
2 9.5 
3 12.9 
4 8.8 
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Abstract 

 

This experiment was conducted to evaluate the effects of different concentrations (0, 1, 2, 3 and 4 mg L-1) 

of lead (Pb) and cadmium (Cd) in vitro on the growth characteristics, enzymatic activity and Pb and Cd 

compositional content of Spinacia oleracea as CRD with three replications. The seeds were cultivated on 

MS medium and the traits were measured after 40 days. The results revealed that the highest 

malondialdehyde, H2O2 and the highest Cd content in leaves and roots were observed with 3 and 4 mg L-1 

Cd treatments. The greatest data for catalase and SOD were recorded with four mg L-1 Cd and control 

plants, respectively. The highest data for the leaves number and width was recorded in control plants not 

receiving Cd and Pb treatments. The results also showed that with any increase in Pb treatment levels, the 

amounts of MDA, CAT, SOD and H2O2 were increased, correspondingly. The highest lead content was 

measured in the leaves and roots of plants treated with 4 mgL-1 of Pb. The results for bio-concentration 

factor showed that spinach could be considered as an excellent candidate for the phytoremediation of both 

Cd and Pb. 

 

Keywords: Spinacia oleracea, Cadmium, enzyme, Lead. 
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