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  آنزيمي و غيرآنزيمي  اُكسيدانآنتيسيستم دفاع  اجزاءثر كادميوم بر تغييرات برخي ا
 هاي عدسدر گياهچه

 

 *2و حميدرضا كاوسي 1فاطمه بارنده
  ترتيب دانشجوي كارشناسي ارشد و استاديار گروه بيوتكنولوژي، دانشكده كشاورزي دانشگاه شهيدباهنر كرمانبه 2و  1

  

  16/01/1394تاريخ دريافت: 
  06/07/1394تاريخ پذيرش: 

 

  چكيده
 ايـن  از يكـي  نماينـد. مـي  همكـاري  يكـديگر  با زاتنش شرايط به گياهان آمدنفائق در متعددي دفاعي هايسيستم

مختلـف   هـاي غلظـت  اثـر  بررسـي  بـه  ايـن تحقيـق   اسـت. در  سـنگين  فلـزات  بـه  گياهـان  رويش آلودگي محيط هاتنش
آمونياليـاز و تركيبـات فنلـي كـل در     آلانين، فنيلاكُسيدانهاي آنتيبرخي آنزيم ن، فعاليتبر محتواي پرولي كادميومكلريد

هـاي مختلـف (صـفر (شـاهد)،     روز بـا غلظـت  10مدت اي بههاي دو هفتهرو، گياهچهگياه عدس پرداخته شده است. از اين
ار گرفتنـد و فاكتورهـاي ذكرشـده در بـالا مـورد      كادميوم مورد تيمار قرمولار) كلريدميلي5و  5/2، 1، 5/0، 25/0، 125/0

طـور  آنزيمي (پـرولين و فنـل) كـادميوم بـه    غير اكُسيدانكه ميزان تركيبات آنتي دادارزيابي قرار گرفت. نتايج بررسي نشان
هـاي  آنـزيم  اليتگيري ميزان فعشده در مقايسه با شاهد افزايش داد. نتايج حاصل از اندازههاي تيمارداري در گياهچهمعني
ديسموتاز، كاتالاز و سوپراكُسيد اكُسيدانهاي آنتيفعاليت آنزيم داد كه با افزايش غلظت كادميوم، ميزاننشان اكُسيدانآنتي

مـولار  ميلي5/0هاي بيشتر از كند. هرچند اين افزايش در غلظتهاي عدس افزايش پيدا ميپراكُسيداز در گياهچهآسكوربات
داد. رونـد  آمونياليـاز نيـز افـزايش نشـان    آلانينافزايش ميزان كادميوم در محيط، ميزان فعاليت آنزيم فنيلمشهودتر بود. با 

بـود. هرچنـد    اكُسـيدان هـاي آنتـي  همانند آنزيم هاي مختلف كادميوم،افزايش ميزان فعاليت اين آنزيم در پاسخ به غلظت
گيـري  توان چنين نتيجـه بيشتر بود. از نتايج حاصل مي اكُسيدانآنتي هايزيمميزان القاء فعاليت اين آنزيم در مقايسه با آن

پروپانوئيـد نقـش   آنزيمي، پرولين و تركيبات فنلـي توليدشـده از طريـق مسـير فنيـل      اكُسيدانيكرد كه سيستم دفاع آنتي
  كنند.مي ءكليدي در پاسخ گياه عدس به تنش فلز سنگين كادميوم ايفا

  
  آمونيالياز، كادميوم آلانين، تركيبات فنلي كل، عدس، فنيلاكُسيداناي آنتيهآنزيمهاي كليدي: واژه

  
  1مقدمه 

 انـواع  معـرض  در معمـولاً  خود زندگى چرخه طى گياهان

 هـا آن از جملـه  كـه  گيرندمى قرار محيطى هاىتنش از وسيعى

 سـنگين  نمـود. فلـزات   اشـاره  سـنگين  فلزات تنش به توانمى

 رسـوبات  و زمين پوسته كه در هستند اهآلاينده ترينخطرناك

 فلـزات  بـا  خاك ). آلودگيBabula et al., 2008دارند ( وجود

 بشري جوامع در محيطي عمدهزيست مشكلات از يكي سنگين

 آلـودگي  و خـاك  و فلور فون بر آورزيان اثرات برعلاوه كه است

 و عملكـرد  موجب كـاهش  آبشويي، طريق از زيرزميني هايآب
 جامعه سلامتي افراد افتادن خطر به نهايت در و صولمح كيفيت

 توانندسنگين مي فلزات اگرچه. شودمي زنده موجودات ديگر و

 و طـي  هـا كـاني  و هاسنگ ديدگيهوا طريق از و طبيعي طوربه

 طبيعـي  منبع اين ولي ،يابند تجمع خاك در سازيخاك فرايند

                                                            
دانشگاه شهيدباهنر كرمان، دانشكده كشاورزي، بخش نويسنده مسئول:  *

، 09155250093، تلفن همراه: 03433202654بيوتكنولوژي، تلفن: 
hrkavousi@uk.ac.ir  

احداث  جمله از نانسا هايفعاليت از ناشي آلودگي با در مقايسه
 فسـيلي،  هـاي سـوخت  معـادن،  اسـتخراج  صنعتي، كارخانجات

 لجـن  و صـنعتي  هايفاضلاب آلي، و شيميايي مصرف كودهاي

 ,.Benavides et al(باشـد  مـي  كمـي  داراي اهميـت  فاضلاب

2005.(  
 چـون  ،مـس  و نيكـل  ، روي ماننـد  فلزات سـنگين  برخي

دهنـد،  مي تشكيل را هاآنزيم و هارنگيزه مهم از تركيبات بخشي
 هـاي در غلظـت  فقـط  و شوندمي محسوب ضروري عناصر جزء

 برخـي  ولـي  دارنـد.  سمي آثار گياهان فيزيولوژيك نياز از بالاتر

 فلـزات  جـزء  كـه  و سرب كادميوم مانند سنگين فلزات از ديگر

نيـز   پـايين  هـاي غلظت در شوند، حتيمي محسوب ضروريغير
 سنگين اين فلزات علت همينبه و گياهان دارند روي سمي آثار

شـوند  مـي  محسـوب  گياهـان  بـراي  زاعوامـل تـنش   عنـوان بـه 
)Callahan et al., 2005كادميوم فلز سنگين، فلزات بين ). در 

 و خـاك  در زيـاد  پويـايي  و توجـه، تحـرك  قابل سميت به علت
جـذب سـريع توسـط سيسـتم      همچنـين حلاليت بالا در آب و 

 حدود بيولوژيكي عمرنيمه اي گياهي،هاي بسياري از گونهريشه
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 كليـه،  و كبـد  جملـه نارسـايي   از عوارضـي  بـروز  و سـال 20

 انسـان  در و غيـره  ريـوي  استخواني، عروقي،-قلبي هايبيماري

). Vassilev et al., 1998باشـد ( مـي  خاصـي  اهميـت  داراي
 صنعتي هايكارخانه فاضلاب استفاده از اثر در عنصر ميزان اين

 بـالاي  مقادير و هاكشحشره رويه بي همراه مصرفبه شهري و

حـال   در زراعـي  هايزمين در فسفاته ويژهبه كودهاي شيميايي
). كـادميوم ميـل تركيبـي    John et al., 2008اسـت (  افـزايش 

هـاي سـولفيدريل، هيدروكسـيل و ليگانـدهاي     شديدي با گروه
اي ه ـحاوي نيتروژن دارد. در نتيجه اين عنصر بسياري از آنـزيم 

فعال كرده كه منجر به اختلال در فتوسنتز، تنفس و مهم را غير
 ,.Torres et alگـردد ( ساير فرآيندهاي متابوليك در گياه مـي 

 گياهان، در كادميوم از ناشي سميت بروز دلايل از ). يكي2000

 كادميوم است. تأثير گياه ضروري غذايي عناصر با كنش آنبرهم

 برخـي  دليـل  توانـد مي گياه در يغذاي توزيع عناصر و جذب بر

 تعادل خوردنبرهم باعث كه باشد در گياهان عناصر كمبودهاي

 ,.Dudka et alگـردد ( مي گياه كاهش باروري و غذايي عناصر

 رفتنگ ـقـرار  اثـر  در كـه  بافتي مهم هايآسيب از كيي). 1996

، دهـد مي رخ كادميوم جمله از سنگين فلزات معرض در گياهان
 ) ماننــدROSفعــال ( اكســيژن هــايگونــه ليــدتو افــزايش

 ايجـاد  وهيدروكسيل  راديكال و هيدروژنپراكُسيد سوپراكُسيد،

). انـواع  Schutzendubel et al., 2001ت (اس اُكسيداتيو تنش
توانند به تركيبات حياتي سلول ماننـد  مختلف اكسيژن فعال مي

حمله  نوكلئيكها و اسيدهاياشباع، پروتئيناسيدهاي چرب غير
هائي چون سـياليت  طور طبيعي ويژگيها بهنمايند. اين واكنش

ها را كـاهش  غشاء، انتقال يوني، فعاليت آنزيمي و سنتز پروتئين
ــب  ــدريائي و درهســته DNAداده و باعــث تخري  اي و ميتوكن
). يكـي از  Zhang et al., 2003شـوند ( نهايت مرگ سلولي مي

ژن فعال سـرعت بيشـتري   ي كه در حضور انواع اكسييهاواكنش
كنــد، پراكُسيداســيون ليپيــدهاي غشــائي اســت. اثــر پيــدا مــي
ها ناشي از هاي اكسيژن بر ليپيدها و پراكُسيداسيون آنراديكال

باشـد كـه   اشباع مياثر بر پيوندهاي دوگانه اسيدهاي چرب غير
هاي زنجيره پراكُسيداسيون را تحريك كرده و منجر بـه  واكنش

هـاي اكسـيژن فعـال    شوند. اثر گونهچرب ميتخريب اسيدهاي 
)ROS  بــر تخريــب (DNA اي شــامل تغييرشــكل،  هســته

و موتاسيون  DNAريبوز، شكستگي رشته اكُسيداسيون اُوكسي
، راديكـال  ROSباشـد كـه در بـين انـواع متنـوع تركيبـات       مي

كنـد.  مـي  ءتـري را در ايـن زمينـه ايفـا    هيدروكسيل نقش مهم
هـا  يژن باعث تخريب اكُسـيداتيو پـروتئين  هاي آزاد اكسراديكال

شـده در جايگـاه   د. گزارش شده است كـه تخريـب ايجاد  شومي
 Ferreira etدهـد ( اسيدها در پروتئين رخ مـي خاصي از آمينو

al., 2002هاي تحت تنش فلزات سنگين ). ميزان آسيب سلول

كـارآيي   همچنـين و  ROSهـاي آزاد و  ميزان توليد راديكـال به
مقابلـه بـا    براي ي در گياهان بستگي دارد.زدايهاي سمممكانيس

ي بـا  اكسيدانيك سيستم دفاع آنتي ،شدهتنش اُكسيداتيو ايجاد
هاي آزاد توانند راديكالكارآيي بالا در گياهان وجود دارد كه مي

 شـامل  سيسـتم  را از بين برده، خنثي و يا جاروب كننـد. ايـن  

)، CATتــالاز(ماننــد كا اكُسيداســيونآنتــي هــايآنــزيم
)، APX)، آسـكوربات پراكُسـيداز (  SODسوپراُكسيدديسموتاز (

 نيـز  و )GPXپراكُسـيداز ( گايـاكول  ) وPOXپراكُسـيداز ( فنـل 

ــتم ــي سيس ــيدانآنت ــراكس ــكوربات،  ي غي ــامل آس ــي ش آنزيم
 آلفاتوكوفرول، كاروتنوئيدها، تركيبات فنلي، پرولين و گلوتاتيون

  ).Shahid et al., 2014باشد (مي
شـده  آنزيمـي تحريـك  هاي حفاظتي غيـر يكي از مكانيسم

هـاي غيرزيسـتي از جملـه تـنش فلـزات سـنگين،       تحت تـنش 
مطلـوب   تركيبات در شـرايط بيوسنتز تركيبات فنلي است. اين 

هـاي  اما تنش ،شوندهاي گياهي سنتز ميمحيطي نيز در سلول
 دهنـد هـا را در سـلول تغييـر مـي    مقـدار آن  مختلـف محيطي 

)Kliebenstein, 2004 .( تركيبـــات فنلـــي داراي خاصـــيت
هاي فعال گونهآوري و احياي هستند كه با جمع يتكسيداناُآنتي

هـاي زيسـتي حيـاتي سـلول     از اكسيداسيون مولكـول  اكسيژن
پيشگيري كرده و مانع بروز تنش اكسيداتيو و يا تخفيف اثـرات  

 ,.Myung-Min et alشــوند (هــاي گيــاه مــيآن در ســلول

هـــــا، هـــــا، تـــــانن. فلاونوئيـــــدها، آنتوســـــيانين)2009
هـاي  هـا جـزء متابوليـت   سيناميك استرها و ليگنينهيدروكسي

هاي باشند كه در بافتپروپانوئيد ميثانويه حاصل از مسير فنيل
آمونياليـاز  آلانـين شـوند. آنـزيم فنيـل   وفور يافـت مـي  گياهي به

)PALباشـــد كـــه پروپانوئيـــد مـــي) آغـــازگر مســـير فينـــل  
L-اسيد تبديل سيناميكآلانين را با دآميناسيون به ترانسفنيل

هاي ثانويه در كند. اين مسير، مسير اصلي بيوسنتز متابوليتمي
 اين آنزيم كليـدي در تشـكيل تركيبـات فنلـي     باشد.سلول مي

نقـش  آنزيمـي در گياهـان)   هـاي دفـاعي غيـر   (يكي از مكانيسم
هـاي حسـاس بـه    صشـاخ  يكـي از  عنـوان اساسي داشـته و بـه  
بيوشـيميايي   نشـانگرهاي  همچنين يكـي از  تغييرات محيطي و

باشــد مطــرح مــيمحيطــي  هــايتــنشدفــاعي گيــاه در برابــر 
)Boudet, 2007; Vogt, 2010.(   

منظـور بررسـي عملكـرد سيسـتم دفـاع      در اين تحقيق به
ــي ــيدانآنتـ ــراكسـ ــي و غيـ ــدس  ي آنزيمـ ــاه عـ ــي گيـ   آنزيمـ

(Lens culinaris Medik.) ــادميوم،   د ــميت ك ــل س ر مقاب
هــايي نظيــر كاتــالاز، محتــواي پــرولين، ميــزان فعاليــت آنــزيم

ــيد ــيداز و  سوپراكُســـ ــكوربات پراكُســـ ــموتاز، آســـ ديســـ
تركيبات فنلي كل در پاسخ بـه   همچنينآمونيالياز و آلانينفنيل
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هـاي عـدس   كـادميوم در گياهچـه  هـاي مختلـف كلريـد   غلظت
 بررسي قرار گرفت.مورد

  
  هاشمواد و رو

  كادميوم تيمار و بذور كشت
) رقـم  .Lens culinaris Medikدر اين تحقيق از عدس (

 درصـد 75 اتانـل  بـا  بـذور  سـطح  ابتدا در. گچساران استفاده شد
 دقيقـه 2 مـدت به درصدپنج سديمهيپوكلريت و ثانيه30 مدتبه

. شـد  داده شستشـو  بـار چنـدين  مقطـر آب كمك به و ضدعفوني
 حـاوي  متريسانتي9 هايديشپتري در ساعت24 مدتبه بذرها
 گرادسانتي درجه25 انكوباتور درون و شده داده قرار واتمن كاغذ
 نسبت حاوي هايگلدان به زدهجوانه بذرهاي سپس. گرفتند قرار

. شـدند  منتقـل  شـده شسـته  بـادي شـن  و كوكوپيـت  از مساوي
 گـراد سانتي درجه25 آزمايش اين طول در روزانه دماي ميانگين

 تحـت  رشـد، اتاقـك  در كاشت از پس هاگلدان. شد گرفته نظردر
 گياهـان . گرفتنـد  قـرار  تـاريكي  سـاعت 8 و نور ساعت16 شرايط

شـدند   آبياري مقطرآب با روزدرميانيك صورتبه روز14 مدتبه
 رسـيدند،  برگـي چهـار  تـا  دو مرحلـه  بـه  گياهان كهاين از پس و
 كـادميوم كلريـد  مختلـف  يهـا غلظـت  معرض در روز10 مدتبه
 قـرار ) مـولار ميلي5و  5/2، 1، 5/0، 25/0، 125/0، )شاهد( صفر(

 گرفتند. 
  

  پروتئيني عصارة استخراج
هـــاي كاتـــالاز، منظـــور ســـنجش فعاليـــت آنـــزيمبـــه 

هاي منجمد پراكُسيداز از نمونهديسموتاز و آسكورباتسوپراكُسيد
ها با اسـتفاده از  عصارة آنزيمي تهيه گرديد و جذب كليه واكنش

گيـري شـد. بـراي تهيـه عصـارة      دستگاه اسپكتروفتومتري اندازه
گـرم بافـت (بخـش هـوايي) تـوزين و      ميلـي 100آنزيمي ميـزان  

پتاسـيم  ليتـر بـافر اسـتخراج شـامل فسـفات     همراه يك ميلـي به
  مــولار و ميلــي 8/7pH= ،EDTA 1/0مــولار بــا  ميلــي100

%1 PVP   ي يـخ همگـن گرديـد.    در هاون چيني سـرد و بـر رو
و در دمـاي   دور در دقيقـه 13000هاي حاصـل در  سپس عصاره

دقيقـه سـانتريفيوژ شـد و    30مـدت  گـراد بـه  چهار درجه سانتي
آوري گرديـد.  هـاي اسـتريل جمـع   محلول رويي حاصل در ظرف

عنـوان عصـارة آنزيمـي جهـت     آمـده بـه  دسـت محلول رويـي بـه  
ديسـموتاز،  سوپراكُسـيد  گيري فعاليت سـه آنـزيم كاتـالاز،   اندازه

  آسكوربات پراكُسيداز مورد استفاده قرار گرفت.
 Bradfordهـا از روش  گيـري پـروتئين نمونـه   جهت اندازه

هــا در طــول مــوج ) اســتفاده شــد. قرائــت جــذب نمونــه1976(
نانومتر انجام شد. غلظـت پـروتئين بـا اسـتفاده از منحنـي      595

گـرم بـر گـرم    ميلـي  استاندارد آلبومن گاوي محاسبه و بر حسب
  وزن ترَ محاسبه گرديد.

  

  ديسموتازگيري فعاليت آنزيم سوپراكُسيداندازه
) از  1EC. 15. 1. 1ديسـموتاز ( سوپراكُسـيد  آنزيم فعاليت 

 نـوري  احيـاي  از گيـري توانـايي آن در جلـوگيري   طريق انـدازه 

 Dhindsa etگيري شد () اندازهNBTكلرايد (نيتروبلوتترازوليوم

al., 1981پتاسـيم  ليتر مخلوط واكنش شامل فسـفات ميلي). سه
ــي50 ــولار (ميلـ ــونين  =8/7pHمـ ــي13)، متيـ ــولار، ميلـ مـ

ــو ــومنيتروبل ــد تترازولي ــيلن 75كلراي ــولار، ات ــين ديميكروم آم
ميكرومـولار و  360مـولار، ريبـوفلاوين   ميلي1/0اسيد استيكتترا
 زده هـم بـه  خلـوط م كهاز آن ميكروليتر عصارة خام بود. پس30

 لامپ دقيقه در زير يك10 مدتبه اسپكتروفتومتر هايسل شد،

 متــر قــرار داده شــد. بــاســانتي35فاصــله بــه w15فلورســنت 

 در واكـنش  مخلوط جذب و واكنش متوقف لامپ كردنخاموش

ــانومتر560 ــك  ن ــد. ي ــده ش ــد خوان ــت واح ــزيم فعالي  آن

 كـه  شـود مـي  گرفته نظردر مقدار آنزيمي ديسموتاز،اكسيدسوپر

 كلرايدنيتروبلوتترازوليوم نوري احياي مانع از درصد50 تا تواندمي

 در آنـزيم  واحـدهاي  تعـداد  صـورت بـه  آنزيم گردد. فعاليت ويژه

 گرم پروتئين گزارش گرديد.ميلي
  

  پراكُسيدازگيري فعاليت آنزيم آسكورباتاندازه
)  11EC. 1. 11. 1پراكُسـيداز ( فعاليت آنـزيم آسـكوربات   

گيري گرديـد. يـك   اندازه Nakano & Asada (1987)روش به
مـولار  پتاسـيم يـك  ليتر مخلوط واكنش شامل بافر فسـفات ميلي

)8/7pH=  ــكوربات ــي10)، آس ــيد ميل ــولار، پراكُس ــدرژن م هي
ميكروليتر عصـارة خـام بـود. فعاليـت آنـزيم      10مولار و ميلي10

شـدن آسـكوربات در   اكُسيدپراكُسيداز بر اساس ميزان آسكوربات
mM-نانومتر و بـا اسـتفاده از ضـريب خاموشـي     290طول موج 

1-cm18/2 .تعيين گرديد 
  

  گيري فعاليت آنزيم كاتالازاندازه
ــه  ــدازهبـ ــور انـ ــالاز  منظـ ــزيم كاتـ ــت آنـ ــري فعاليـ   گيـ

)6 .1 .11 .1EC از روش ( Beers & Sizer (1952)   اسـتفاده
پتاسـيم  شـامل بـافر فسـفات    ،ليتر مخلوط واكنشميليشد. يك

مــولار و هيــدرژن يــك )، پراكُســيد =8/7pHمــولار (يــك
ميكروليتر عصارة خام بود. فعاليـت آنـزيم كاتـالاز بـر اسـاس      10

نانومتر با استفاده از 240در طول موج  2O2Hشدن ميزان تجزيه
 تعيين گرديد.  cm1-mM 4/39-1ضريب خاموشي 

  

  تركيبات فنلي كلسنجش 
 Veliogluز روشتركيبات فنلي كل با استفاده امحتواي  

et al, (1998)  .ليتـر  ميليها با پنجز نمونهگرم ا1/0انجام گرفت
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درصـد سـائيده و   كلريـدريك يـك  درصد حاوي اسـيد 80متانول 
گيري كامل شد. ساعت در دماي اتاق روي شيكر عصاره2مدت به

رويـي   سـانتريفوژ و از محلـول   g3000سپس مخلوط حاضر در 
ميكروليتـر  100ه ب جهت تعيين تركيبات فنلي كل استفاده شد.

ميكروليتـر معـرف فـولين اضـافه و مخلـوط      750از محلول رويي
داري شـد. سـپس   دقيقه در دمـاي اتـاق نگـه   مدت پنجحاصل به

پـس   آن اضـافه گرديـد.  به صددر6سديم ميكروليتر كربنات750
. نانومتر خوانده شد725طول موج  جذب هر نمونه در دقيقه90از

گاليك با استفاده از اسيد تركيبات فنلي كلبراي محاسبه غلظت 
بر حسـب   منحني استاندارد رسم گرديد و غلظت تركيبات فنلي

 گزارش گرديد. ر گرم بر گرم وزن تَميلي
  

  آمونياليازآلانينگيري فعاليت آنزيم فنيلاندازه
ــزيم فنيـــل  ــآلانـــينســـنجش فعاليـــت آنـ ــاز اآمونيـ   ليـ

)24 .1 .3 .4EC سيناميك توليدشده ) با استفاده از غلظت اسيد
سـيناميك توليدشـده صـورت گرفـت     بر اسـاس ميـزان اسـيد    و
)Wang et al., 2006گرم از بافـت تَـر   ميلي300منظور ). بدين

 مـولار ميلـي  HCl 50–ليتـر بـافر تـريس   ميلـي 5/6هـا بـا   نمونه
)8/8pH = مولار در هاون سرد ميلي15نول مركاپتواتا) حاوي بتا

 g50000آمـده بـا دور   دسـت شده سائيده شد. سپس عصارة بـه 
 گـراد سـانتريفوژ  درجـه سـانتي  دقيقه در دماي چهار30مدت به

گرديد. محلول رويي براي سنجش فعاليت آنزيم مـورد اسـتفاده   
عنـوان سوبسـتراي   آلانـين بـه  قرار گرفت. در اين روش از فنيـل 

براساس سـرعت تشـكيل    PALاده و فعاليت آنزيم آنزيمي استف
ليتـر  ميليسيناميك تعيين گرديد. در يك لوله آزمايش يكاسيد

ــه  ــتخراج بـــ ــافر اســـ ــراه از بـــ ــي5/0همـــ ــر ميلـــ   ليتـــ
L -تقطيـر و   ليتـر آب دوبـار  ميلي4/0مولار، ميلي10آلانين فنيل

سـاعت در  مـدت يـك  ليتر عصارة آنزيمي مخلـوط و بـه  ميلييك
ــاي ــانتي37 دم ــا  درجــه س ــد. واكــنش ب ــداري گردي ــراد نگه گ
مولار پايان يافـت.  كلريدريك ششليتر اسيدميلي5/0كردن اضافه

اسـتات اسـتخراج و   ليتـر اتيـل  ميلي15وجود آمده با محصول به
ــل ــده در  ســپس اتي ــاده جامــد باقيمان ــد. م اســتات بخــار گردي

و غلظـت  مـولار حـل شـد    05/0سديم ليتر هيدروكسيدميليسه
گيـري ميــزان جـذب در طــول مــوج   اســيد بـا انــدازه سـيناميك 

 Cm1-M-1نانومتر و با استفاده از ضـريب خاموشـي معـادل    290
معـادل يـك    PALتعيين گرديد. يـك واحـد از فعاليـت     9500

 .باشـد اسيد توليد شده در يك دقيقه ميميكرومول از سيناميك
گـرم  ميلـي  در نزيمآ واحدهاي تعداد صورتبه آنزيم فعاليت ويژه

 پروتئين گزارش گرديد.
  

  پرولين گيرياندازه

 Bates et al, (1973)پـرولين از روش   مقدار تعيين براي 
 در بـرگ  تَـر  هـاي نمونـه  از گـرم منظور پـنج بدين .شد استفاده

 هـاون  وسـيله درصـد بـه  سه سولفوسالسيليكليتر اسيدميلي10

 از ليتـر ميلـي 2گرديـد. بـه    صـاف  عصارة حاصل و شده هموژن

 اسيد ليترميلي2 و استيكاسيد ليترميلي2 فوق شده صاف عصارة

ليتـر  ميلـي 2/1هيـدرين،  گـرم نـاين  05/0(شـامل   هيـدرين ناين
 مولار) اضافهارُتوفسفريك ششليتر اسيدميلي 8/0استيك و اسيد

 دمـاي  در و آب حمـام  در ساعتيك مدتحاصل به محلول. شد

 يـافتن پايان براي آن از پس شد، داده قرار رادگسانتي درجه100

 و گرفتند قرار يخي بستر يك داخل در هاي آزمايشلوله واكنش
 پـرولين  غلظـت . شـد  اضـافه  لولـه  هـر بـه  ليتر تولوئنميليچهار

 مـوج  طـول  در اسـكپتروفتومتر  از تولوئن با اسـتفاده  در هانمونه

 از حاصـل  اندارداسـت  منحني به توجه با در نهايت و نانومتر520

 برحسـب  هـا نمونـه  پـرولين  ميـزان  مختلف پرولين، هايغلظت

 شد. ترَ محاسبه وزن گرم بر ميكرومول
  

  آماري هايتحليل و تجزيه
تكـرار  كليه آزمايشات در قالب طرح كاملاً تصادفي بـا سـه   

 اسـتفاده از  بـا  آمـده دستهب هايداده واريانس تجزيهانجام شد. 

 استفاده با هاميانگين مقايسه .گرفت انجام SAS آماري افزارنرم

 جهت فت.گر صورت درصدپنج احتمال سطح در دانكن آزمون از

  .شد استفاده Excel افزارنرم از نمودار ترسيم
  

  نتايج و بحث 
  اكسيدانهاي آنتيكادميوم بر ميزان فعاليت آنزيماثر كلريد

محـيط  داد كه با افـزايش غلظـت كـادميوم در    نتايج نشان
ــالاز و ميـــزان فعاليـــت آنـــزيم سوپراكُســـيد ديســـموتاز، كاتـ

در  )P> 05/0(داري طـــور معنـــيپراكُســـيداز بـــهآســـكوربات
ين يهـاي پـا  كنـد. غلظـت  هاي عدس افـزايش پيـدا مـي   گياهچه
هـا  دار ميزان فعاليت اين آنزيمكادميوم سبب افزايش معنيكلريد

ت كـادميوم در  در مقايسه با گياه شـاهد نشـد. بـا افـزايش غلظ ـ    
دار فعاليـت ايـن   مولار و بيشتر، افزايش معنيميلي5/0محيط به 

آنزيم در مقايسه با گياهان شاهد مشاهده شد. بيشترين فعاليـت  
روز در 10مـدت  هر سه آنزيم در گياهاني مشاهده گرديد كه بـه 

روز تيمـار  10مـولار قـرار گرفتـه بودنـد.     ميليمعرض غلظت پنج
ترتيـب منجـر بـه    كـادميوم بـه  ين غلظت از كلريـد ها با اگياهچه
ديسـموتاز،  برابري فعاليت آنـزيم سوپراكُسـيد  5/1و  2، 3افزايش 

پراكُسيداز در مقايسه با گياهان شاهد گرديـد  كاتالاز و آسكوربات
  ).1(شكل 
متـابوليكي   فراينـدهاي  از بسـياري  رشـد،  عادي شرايط در

 اكُسيدانتيآنتي هايمسيست داراي كنند. گياهانمي ROS توليد
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 شـرايط  در .هسـتند  ROS مضـر  اثرات از گرُيز براي ايپيچيده

 آن كردنطرفبر براي گياه توانايي از بيشتر ROS تشكيل تنش،

 كـردن اكُسـيد  اكسـيداتيو،  صـدمات  بـه  منجر نتيجه در و است

 هاغشايي، پروتئين ليپيدهاي به خسارت و فتوسنتزي هايرنگيزه
 ,.Laspina et alشـود ( مـي  گياهـان  در كلئيـك نو اسيدهاي و

2005.(  
 اصلي هايمكانيسم از يكي اكُسيدانتي آنزيميآنتي سيستم

 هـاي باشـد. آنـزيم  مـي  گياهـان  در فلزات سـنگين  زداييسميت

 در گياهـان  بقـاي  و سـازگاري  در را نقش مهمي اكسيدانتآنتي

 ايه ـآنـزيم  فعاليـت  كننـد. ميـزان  مـي  ءتنش ايفـا  يدوره طي

 و گيـاهي  گونـه  تـنش،  نـوع  و مـدت بـه  بسـته  اكُسـيدانت آنتي
  ).Dinakar et al., 2009متفاوت است ( گياه هايبخش

فعاليـت   در افـزايش  باعـث  كـادميوم  تـنش  مطالعه در اين
 دليـل  توانـد مـي  كـه  شـد  APXو  SOD ،CATهـاي  آنـزيم 

 تـنش  تحـت  آزاد هـاي راديكال فعاليت افزايش بر غيرمستقيمي

رسـد بـا   نظر ميچند بههر .باشد هاي عدسدر گياهچهكادميوم 
مولار، ميـزان توليـد   ميلي5/0افزايش غلظت كادميوم به بيش از 

گيـاه بـراي   شدت بيشـتري پيـدا كـرده و     ROSتركيبات سمي 
هـاي  فعاليـت آنـزيم  القـاء   ،هاي آزاد توليدشدهمبارزه با راديكال

ــي ــيدانآنتـ ــزايشاكسـ ــود را افـ ــتري داده ي خـ ــتا بيشـ  .سـ
ــم سوپراكُســيد ــين و مه ــد  ديســموتاز اول ــزيم در فرآين ــرين آن ت

اســت كــه بــا تبــديل راديكــال  ROSزدايــي تركيبــات ســميت
در سيتوســول، كلروپلاســت و   2O2H) بــه 2O-سوپراكُســيد (

هاي دفاعي سلول در برابر ميتوكندري، تقش حياتي در مكانيسم
ــاOHخطــر تشــكيل راديكــال هيدروكســيل (  ــدمــي ء) ايف  .كن

هـايي  وسـيله آنـزيم  هيدرژن حاصله در مرحله بعدي بـه پراكُسيد
ــالاز و آســكوربات  ــر كات ــاكنظي ــيپراكُســيداز پ شــود ســازي م

)(Benavides et al., 2005 . ديسـموتاز سوپراكُسـيد  آنـزيم 

 مقابله براي سنگين، فلزات تنش در شرايط گياهان كنندهحمايت

 تـنش  شـرايط  در ) توليـدي ROSفعـال اكسـيژن (   هايگونه با

 آنـزيم  فعاليـت  دهنـده نشـان  كـه  1شـكل  توجـه  باشـد. بـا  مـي 

محـيط   در غلظت كادميوم افزايش با ديسموتاز است،سوپراكسيد
 القـاء  سبب يافت. كادميوم افزايش آنزيم نيز فعاليت ميزان رشد،

 بسـته  مطالعـه مورد گونه در مذكور اكسيدانتآنزيم آنتي فعاليت

 آنـزيم  اين فعاليت بيشترين كهطوريهب شد، غلظت فلز ميزانبه

 مولار) مشـاهده ميلي(پنج كادميوم سميت سطح در بالاترين نيز

 شـرايط  ) درSODتوسـط ايـن آنـزيم (    2O-سـطح   كنترل .شد

 در اكُسـيدي  تـنش  مقابـل  در مهمـي  حفاظتي مكانيزم ماندگار

 مشـتقات  بـراي  پيشـگامي  عنـوان بـه  2O-زيـرا   ،باشدمي سلول

كنـد  عمل مي HO-نيتريت يا جمله پرِاكسي از ترالفع يا ترسمي
)Khatun et al., 2008.(  

ــزيم  در پاســخ بــه  SODافــزايش مشــابهي در فعاليــت آن
ــوت  ــادميوم در ت ــفيد (ك ــا Tewari et al., 2008س ) و لوبي

)Ahmadvand et al., 2013    .همچنـين ) گـزارش شـده اسـت 
يسـموتاز در  دافزايش كادميوم سـبب القـاء فعاليـت سوپراكُسـيد    

Achnatherum inebrians شود (ميZhang et al., 2010.(  
ميزان فعاليت آنزيم كاتالاز نيز كه آنزيمي مـؤثر در تجزيـه   

هـاي  باشد، تحـت تـنش كـادميوم در بـرگ    هيدرژن ميپراكُسيد
 كننـده سـازي پـاك  آنـزيم  يـك  كاتالاز عدس افزايش پيدا كرد.

 آنـزيم  ايـن  فعاليـت  افزايش اب نتيجه در است، هيدروژنپرِاكُسيد
هيدروژن از طريق شكستن آن به آب و اكسيژن، حـذف  پرِاكُسيد

 است سمي بالا هايغلظت در هيدروژنپرِاكُسيد چه اگرشود. مي

 چرخـة  پرِاكُسـيداز آسـكوربات  و كاتـالاز  آنـزيم  وسـيلة بـه  و

 در امـا  ،رودمـي  بـين  از گلوتـاتيون آسـكوربات  اكسـيدانتي آنتي

 پيام انتقال فرآيندهاي در را پيام نقش تواندمي ينيپا هايغلظت

 كنـد  فعـال  گيـاه،  در را مقاومـت  به وابسته هايژن و كند بازي

)Unyayar et al., 2005.(  
القاء فعاليت كاتالاز باعث غلبه بر تنش اكُسيداتيو از طريـق  

هيدروژن شده و از توليد راديكال هيدروكسيل زدايي پرِاكُسيدسم
ها را در برابـر  نوكلئيك و چربيها، اسيدهايي و پروتئينجلوگير

 ,Rastgoo & Alemzadehكند (محافظت مي ROSتركيبات 

). در اين تحقيق فعاليت آنزيم كاتالاز هماهنگ با فعاليـت  2011
تـه در معـرض تـنش    هاي عدس قرارگرفدر گياهچه SODآنزيم 

اين آنزيم در كه اين امر به نقش حفاظتي مهم  كادميوم القاء شد
ــار   ــد مه ــل 2O-و  2O2Hفرآين ــالاز و   و مكم ــش كات ــودن نق ب

  ديسموتاز در متابوليسم سلول اشاره دارد.سوپراكُسيد
ديسموتاز هاي كاتالاز و سوپراكُسيدافزايش در فعاليت آنزيم

سـاله گـزارش شـده اسـت     تحت سميت كادميوم در يونجه يـك 
)Mohammadi et al., 2011.(  

آسـكوربات   اكسـيدان فعاليـت آنـزيم آنتـي   در اين تحقيـق  
داري افـزايش پيـدا   طور معنيپرِاكُسيداز در اثر تنش كادميوم به

كرد. هرچند اين افزايش در مقايسه با افزايش در ميزان فعاليـت  
ــولاً    ــود. معمـ ــر بـ ــر كمتـ ــزيم ديگـ ــزيم   دو آنـ ــت آنـ فعاليـ

ــكوربات ــزيم   آس ــاير آن ــت س ــول فعالي ــيداز در ط ــاي پرِاكُس ه
يابـد.  در پاسخ به فاكتورهاي تنش زا افـزايش مـي   يداناكسآنتي

هـاي گيـاهي آنـزيم    در سـلول  2O2Hكننـده  يكي از منابع توليد
SOD      اســت كــه از طريــق ديسموتاســيون سوپراكُســيد در

گردد. آنزيم كاتالاز قادر به مي 2O2Hكلروپلاست منجر به توليد 
ن آنـزيم در  كه ايجاييباشد. اما از آناز محيط مي 2O2Hزدايش 
هاي برگي واقع شـده و در كلروپلاسـت يافـت    زوم سلولپرِاكسي

وسـيله دو  توليد شده در كلروپلاست به 2O2Hشود، بنابراين نمي
ــكوربات  ــرم آس ــد و     ف ــا، تيلاكوئي ــه غش ــل ب ــيداز متص پرِاكُس
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گردند. نتـايج  پرِاكُسيداز استرومايي از محيط حذف ميآسكوربات
داد كـه بـه مـوازات افـزايش فعاليـت      حاصل از اين تحقيق نشان

يابـد  نيـز افـزايش مـي    APX، ميزان فعاليت آنـزيم  SODآنزيم 
)Mittler, 2002.(  

كننـده اسـتفاده   عنوان عامل احيااين آنزيم از آسكوربات به
گلوتاتيون تجزيـه  - آسكوربات ةرا از طريق چرخ 2O2Hكند و مي
سـكوربات بـه   آ ،APXدر اين چرخه با فعاليـت آنـزيم   . نمايدمي

شود و براي ادامه چرخه توليـد  مونودهيدروآسكوربات اكُسيد مي
منظـور در ايـن چرخـه    همـين دوباره آسـكوربات لازم اسـت. بـه   

ردِوكتــــــاز، هــــــاي مونودهيدروآســــــكوربات آنــــــزيم
كنند و ردِوكتاز فعاليت ميردِوكتاز و گلوتاتيوندهيدروآسكوربات

ــا اســتفاده از  ــاتيون،  NAD(P)Hب ــاو گلوت  ءآســكوربات را احي
    .)Mittler, 2002كنند (مي

پرِاكُسـيداز در  افزايش در فعاليت آنزيم كاتالاز و آسـكوربات 
انتظار بود، زيرا افزايش در فعاليت آنـزيم  هاي عدس قابلگياهچه
SOD  2منجر به توليدO2H شود كه در مراحل بعـدي بايـد   مي

عيت رداكـس  تـا وض ـ  ،زدايـي شـود  ها سـميت وسيله اين آنزيمبه
رفـتن  سلولي حفظ شود. بنابراين در شرايط تنش كـادميوم بـالا  

توانــد از گيــاه در برابــر ســميت تنهــايي نمــيبــه SODفعاليــت 
هاي اكسـيژن محافظـت كنـد و افـزايش فعاليـت ديگـر       راديكال

ضـروري   2O2Hزدايـي  ها (كاتالاز و پرِاكُسيداز) در سـميت آنزيم
هـاي كاتـالاز،   يش فعاليـت آنـزيم  است. نتايج مشابه حاكي از افزا

كادميوم در ديسموتاز تحت تنش نيتراتپرِاكُسيداز و سوپراكُسيد
 ).Badpa et al., 2015رقم صفه گياه گلرنگ بود (

  

كادميوم بر ميزان تركيبات فنلي كل و فعاليت آنـزيم  اثر كلريد
  آمونيالياز  آلانينفنيل

م در محـيط  كـادميو  داد كه با افـزايش غلظـت  نتايج نشان
داري طـور معنـي  آمونياليـاز بـه  آلانـين ميزان فعاليت آنزيم فنيل

هـاي  آنـزيم طـور مشـابه القـاء فعاليـت     كند. بـه افزايش پيدا مي
كادميوم سبب القاء شـديد  هاي پايين كلريدغلظت ،اكسيدانآنتي

نشـد و بـا افـزايش ميـزان كـادميوم       PALميزان فعاليت آنزيم 
) P> 05/0دار (لار شـاهد افـزايش معنـي   مـو ميلـي 5/0بيش ازبه

فعاليت آنزيم در مقايسه با شاهد بوديم. بيشترين ميزان فعاليـت  
روز در معـرض غلظـت   10آنزيم در گياهـاني مشـاهده شـد كـه     

كادميوم قرار داشتند. ميزان فعاليـت آنـزيم   مولار كلريدميليپنج
برابر روز حدود پنج10گرفته در اين غلظت پس از در گياهان قرار

فعاليـت   ءمراتـب بيشـتر از ميـزان القـا    گياهان شاهد بود كه بـه 
  ).2بود (شكل  اكسيدانهاي آنتيآنزيم

داد گيري تركيبات فنلي كل نيز نشاننتايج حاصل از اندازه
ميـزان تركيبـات فنلـي     ،كه با افزايش غلظت كادميوم در محيط

هــاي پــايين غلظــتيابــد. در داري افــزايش مــيطــور معنــيبــه
دار نبود و كادميوم ميزان افزايش در مقايسه با شاهد معنيكلريد

مـولار و بيشـتر   ميلـي 5/0افزايش غلظت كادميوم در محيط بـه  
در ميزان تركيبات فنلي گياه  )P> 05/0دار (سبب افزايش معني

گرديد. بيشترين ميزان فعاليت آنزيم در گياهاني مشاهده شد كه 
كـادميوم قـرار   مـولار كلريـد  ميلـي عرض غلظت پـنج روز در م10

 اكسـيدان عنوان يكي از تركيبات آنتـي داشتند. تركيبات فنلي به
هــاي متعـدد مثـل ربــايش   انـد كــه بـا مكانيسـم   شـناخته شـده  

كـردن  كردن اكسـيژن يكتـايي، كـلات   هاي آزاد، خاموشراديكال
هـاي  معنـوان سوبسـتراي آنـزي   گرفتن بههاي فلزي و يا قراريون

كننـد. ايـن   مـي  ءي خـود را ايفـا  اكسـيدان پراكُسيداز، نقش آنتـي 
هاي ليپيد، با انتقال سريع هيدرژن به راديكال همچنينتركيبات 

  كننــد از ادامــه زنجيــره پرِاكُسيداســيون ليپيــدها ممانعــت مــي 
)Chu & Chang, 2000 تركيبات فنلي در شرايط طبيعي در .(

هـا را در  هاي محيطي مقـدار آن اما تنش ،گردندسلول سنتز مي
كننـده  هاي بيوسنتزدهد. تغيير در بيوسنتز آنزيمسلول تغيير مي

هـا در سـلول تـأثير    بـر مقـدار آن  كننده ايـن تركيبـات   يا تجزيه
ــي ــيانين  مـ ــدها، آنتوسـ ــذارد. فلاونوئيـ ــانن گـ ــا، تـ ــا، هـ هـ

ها از تركيبات فنلي و جزء سيناميك استرها و ليگنينهيدروكسي
باشند كه پروپانوئيد ميهاي ثانويه حاصل از مسير فنيلتمتابولي

ــت ــه  در باف ــاهي ب ــاي گي ــي  ه ــت م ــور ياف ــزيم  وف ــوند. آن ش
پروپانوئيـد  ) آغـازگر مسـير فنيـل   PALآمونياليـاز ( آلانـين فنيل
آلانـــين را بـــا دآميناســـيون بـــه فنيـــل- Lباشـــد كـــه مـــي
ش ). افزايSolecka, 1997كند (اسيد تبديل ميسيناميكترانس

آمونيالياز كه اولين آنزيم مسير بيوسنتز آلانينفعاليت آنزيم فنيل
هاي زيسـتي و غيرزيسـتي   در پاسخ به برخي تنش ،ها استفنل

عنــوان آنــزيم توانــد بــهمــي PALآنــزيم  .گــزارش شــده اســت
اندازي دامنظر گرفته شود، زيرا داراي خاصيت بهدر اكسيدانآنتي

ق تركيبات فنلي توليـد شـده اسـت    هاي اكسيژن از طريراديكال
)Tian & Li, 2007     در اين تحقيق مشـاهده شـد كـه تـنش .(

ن آنزيم شده اسـت و ايـن   كادميوم باعث افزايش فعاليت ايكلريد
موازات افزايش در ميزان تركيبات فنلـي كـل گيـاه در    افزايش به

 تحت فنليپلي تركيبات ميزان باشد. افزايشمواجهه با تنش مي

 گـزارش Albizia procera  آرسنيك در گيـاه  و دميومكا تنش

). افـزايش ميـزان   Pandey & Tripathi, 2011اسـت (  شـده 
) Aeluropus littoralisتركيبات فنلـي در گيـاه چمـن شـور (    

گرفته در معـرض تـنش كـادميوم نيـز گـزارش شـده اسـت        قرار
)(Rastgoo & Alemzadeh, 2011 در گياه بابونه تحت تنش .

گـزارش شـده    PALس نيز افزايش فعاليـت آنـزيم   كادميوم و م
). با توجه به نتايج حاصـل  Kovacik & Backor, 2007است (

از اين تحقيق و افزايش ميـزان تركيبـات فنلـي كـل و افـزايش      
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هـاي عـدس قـرار    در گياهچـه  PALشديد ميزان فعاليت آنزيم 
گرفته در معرض تنش كادميوم كـه در مقايسـه بـا ميـزان القـاء      

رسد كه نظر مينيز بيشتر بود، به اكسيدانهاي آنتيآنزيم فعاليت

پروپانوئيـد  افزايش تركيبات مختلف فنلي حاصل از مسـير فنيـل  
آنزيمي) نقش بسيار مهمـي  غير اكسيدانعنوان يك جزء آنتي(به

  كند.مي ءدر پاسخ گياه عدس به تنش فلز سنگين كادميوم ايفا
  

  

  

  
  هاي عدسپِراكُسيداز گياهچهديسموتاز، كاتالاز و آسكورباتزان فعاليت آنزيم سوپراكُسيداثر كادميوم بر مي -1شكل 

  ).P>05/0تكرار) با استفاده از آزمون دانكن انجام شد (ها (ميانگين سهمقايسه ميانگين
  ).P>05/0(داري ندارند هايي كه حداقل يك حرف مشترك دارند، از نظر آماري اختلاف معنيميانگين

Fig. 1. Effect of Cadmium on superoxide dismutase, catalase and ascorbate peroxidase activity in lentil seedlings 
Values are means (n = 3) ± SE. Means followed by the same letters are not significantly different for P < 0.05 according to the Duncan’s test. 
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  هاي عدسآمونيالياز گياهچهآلانيناثر كادميوم بر ميزان فعاليت آنزيم فنيل - 2شكل 

 ). P>05/0ها (ميانگين سه تكرار) با استفاده از آزمون دانكن انجام شد (مقايسه ميانگين

  ).P>05/0داري ندارند (هايي كه حداقل يك حرف مشترك دارند، از نظر آماري اختلاف معنيميانگين
Fig. 2. Effect of Cadmium on Phenylalanine ammonialyase activity in lentil seedlings  

Values are means (n = 3) ± SE. Means followed by the same letters are not significantly different for P < 0.05 according to the Duncan’s test. 
 

 
  هاي عدستركيبات فنلي كل گياهچه اثر كادميوم بر ميزان -3شكل 

 . )P>05/0(تكرار) با استفاده از آزمون دانكن انجام شد ها (ميانگين سهمقايسه ميانگين

  )P>05/0(داري ندارند هايي كه حداقل يك حرف مشترك دارند، از نظر آماري اختلاف معنيميانگين
Fig. 3. Effect of Cadmium on total phenolics in lentil seedlings 

Values are means (n = 3) ± SE. Means followed by the same letters are not significantly different for P < 0.05 according to the Duncan’s test. 
 

 

  پرولين ميزان بر كادميوم اثر
داد كه با افزايش غلظـت كـادميوم در محـيط    نتايج نشان 

 افـزايش يافـت.  ) P>05/0(داري معنـي طـور  ميزان پـرولين بـه  
گونه كه نتايج مقايسه ميانگين در مورد اين صـفت نشـان   همان
دهد، كمترين ميزان پرولين مربوط به سطح بدون تنش بود، مي

و  125/0كـادميوم ( اعمال اولين و دومـين سـطح تـنش كلريـد    
دار محتـواي پـرولين   مولار) منجر به افزايش معنيميلي 250/0

عدس نشد. محتواي پرولين بـا افـزايش بيشـتر سـطح      در گياه
كادميوم افزايش يافت و بيشترين ميزان پـرولين در  تنش كلريد
  ). 4مولار مشاهده گرديد (شكل ميليكادميوم پنجسطح كلريد

 تـا  هابرگ در پرولين ميزان كادميوم غلظت افزايش اثر در

مي گيـاه  متابوليس ـ مكانيسـم  حقيقت يافت. در افزايش برابرسه
 افـزايش  بـه  احتمالاً منجر كادميوم تنش مقابله با جهت عدس

نتـايج مشـابهي در اثـر تـنش      .اسـت  تركيـب شـده   اين ميزان
 )Solanum nigrumكادميوم در ديگر گياهان نظير تاجريزي (

)Sun et al., 2007) ــا ) Phaseolus vulgaris)، لوبيـ
)Ahmadvand et al., 2013 ) ــي ــك آب  Lemna)، عدس

polyrrhiza) (John et al., 2008 زمينـي ( )، بـادامArachis 

hypogaea) (Dinakar et al., 2009ِــن ــور ) و چمـ شـ
)Aeluropus littoralisدست آمـده اسـت (  ) بهRastgoo & 

Alemzadeh, 2011.(  
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خـوبي مشـخص شـده اسـت كـه پـرولين در محـدوده        به
واجهـه  هنگام موسيعي از موجودات از باكتري تا گياهان عالي به

يابد. در پاسخ به تنش فلـزات  زيستي تجمع ميهاي غيربا تنش
يابـد.  توجهي پرولين در گياهان تجمع مـي سنگين، مقادير قابل

تنش با كاهش خسارت در غشاء  تحت در گياهان پرولين تجمع
باشد. سنتز پرولين در كاهش در ارتباط مي هاسلولي و پروتئين

ــمي و ح   ــمزي سيتوپلاســ ــيل اســ ــبت  پتانســ ــظ نســ فــ
+NADP/NADPH عنـوان  پـرولين بـه   مچنين. هدخالت دارد

ــاروب  ــموليت، ج ــك اس ــالي ــده راديك ــتكنن ــا، تثبي ــده ه كنن
اهميـت  كند. ها و يك جزء ديواره سلولي عمل ميماكرومولكول

آبى گياه بيشتر از اهميت سـاير   تجمع پرولين در حفظ وضعيت
ــه  ــرولين ب ــى اســت و پ ــواد آل ــوان م ــجعن ــرين اســمراي وليت ت

يـك   عنوانبه د. پرولينكنشده در شرايط تنش عمل مىانباشته
 از ها شده وپروتئين طبيعي فرم پايداري باعث شيميايي محافظ

نمايـد و  مي آنزيمي ممانعت تركيبات طبيعي شكل خوردنهمبه
كننده فلزات است و از پِراكُسيداسيون ليپيدها جلـوگيري  كلات
بنـابراين، در   .گـردد مـي شـاء  و باعث حفـظ تماميـت غ   كندمي

يابد تا گياه هنگام تنش فلزات سنگين، توليد پرولين افزايش مي
 ).Hayat et al., 2012را در مقابل سميت حفظ نمايد (

  

  
  هاي عدساثر كادميوم بر ميزان پرولين گياهچه -4شكل 

  ). P>05/0(شد  تكرار) با استفاده از آزمون دانكن انجامها (ميانگين سهمقايسه ميانگين
  ).P>05/0(داري ندارند هايي كه حداقل يك حرف مشترك دارند، از نظر آماري اختلاف معنيميانگين

Fig. 4. Effect of Cadmium on proline content in lentil seedlings 
Values are means (n = 3) ± SE. Means followed by the same letters are not significantly different for P < 0.05 according to the Duncan’s test. 

 
 
  گيرينتيجه

اكسيدان و افـزايش توليـد   هاي آنتيافزايش فعاليت آنزيم
در هاي غيرآنزيمـي (پـرولين و تركيبـات فنلـي)     اكسيدانآنتي

گـرفتن در معـرض كـادميوم،    دنبـال قرار هاي عدس بهگياهچه
در هاي آزاد اكسيژن راديكال سميت كادميوم و توليد دليلي بر

هاي اكسيداتيو و خسارات فيزيواوژيـك  باشد كه آسيبميگياه 
دنبال دارد. افزايش غلظت كادميوم منجر به افزايش ميزان را به

اكسـيدان  هـاي آنتـي  پرولين، تركيبات فنلـي و فعاليـت آنـزيم   
هـاي  اي از مكانيسـم تواند نشانهها شد كه اين مورد ميگياهچه

 ومت گياه عدس در برابر تنش فلز سنگين كادميوم باشد.مقا
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Introduction 

 Throughout their life cycle, plants are subjected to various types of environmental 
stresses which include salinity, water deficit, temperature extremes, toxic metal ion 
concentration and UV radiation. These environmental factors limit the growth and 
productivity of plants to various degrees, depending upon severity of stress. Heavy metal 
toxicity is one of the major current environmental health problems and potential 
dangerous due to bioaccumulation through the food chain and in plant products for human 
consumption. Cadmium (Cd) is a high toxic trace element that enters the environment 
mainly from industrial processes and phosphate fertilizers. It can reach high levels in 
agricultural soil and is easily accumulated in plants. Cd ions are taken up readily by the 
plant roots and translocated to the above-ground vegetative parts. The presence of Cd at 
higher concentrations in the soil damages root tips, reduces nutrient and water uptake, 
impairs photosynthesis and inhibits growth of the plants. Furthermore, Cd directly or 
indirectly induces reactive oxygen species (ROS), which affect the redox status of the cell 
and cause oxidative damage to proteins, lipids, and other biomolecules. Cd damages the 
nucleoli in cells of the root tip, alters the synthesis of RNA, inhibits ribonuclease activity 
and inhibits the DNA repairing mechanism. Understanding the biochemical and molecular 
responses to Cd stress is essential for a holistic opinion of plant resistance mechanisms of 
heavy metal stress. 

 
Materials and Methods 

 In this study, the effect of different concentrations of cadmium on proline and 
phenolic contents, activity of some antioxidative enzymes such as superoxide dismutase, 
catalase and ascorbate peroxidase, phenylalanine ammonialyase in Lense culinaris Medik. 
was studied. Therefore, two-week-old plantlets were treated with different concentrations 
of cadmium chloride (0 as control, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2.5 and 5 mM) of cadmium 
chloride for 10 days and then the above mentioned factors were investigated. The 
experiments were carried out by using a complete randomized block design with three 
replications. The statistical analyses were carried out using the SAS version 9. Changes in 
biochemical parameters were tested statistically by performing one-way analysis of 
variance (ANOVA). The treatment means separated using Duncan's multiple-range test 
(DMRT) taking P < 0.05 as significant. 

 
 Results and Discussion 

 Surveying the results indicated that the amount of non-enzymatic antioxidant 
compounds (phenol and proline) were increased in treated seedlings compared with the 
control. Review of the literature indicates that a stressful environment results in an 
overproduction of proline in plants which in turn imparts stress tolerance by maintaining 
cell turgor or osmotic balance; stabilizing membranes thereby preventing electrolyte 
leakage; and bringing concentrations of ROS within normal ranges, thus preventing 
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oxidative burst in plants. The increase in phenolic content may be due to protective 
function of these compounds against heavy metal stress by metal chelation and ROS 
scavenging. The results obtained from measuring the activity of antioxidant enzymes 
showed that with increasing concentrations of cadmium, the activity of antioxidant 
enzymes superoxide dismutase, catalase and ascorbate peroxidase were increased in lentil 
seedlings. However, this increase was more evident at concentrations greater than 0.5 
mM. These results suggest that lentil seedlings tend to cope with free radicals generated 
by Cd through coordinated, enhanced activities of the antioxidative enzymes involved in 
detoxification. With increasing levels of cadmium in the medium, the activity of the 
phenylalanine ammonialyase also increased. The trend of phenylalanine ammonialyase 
activity induction in response to different concentrations of cadmium, was similar to those 
of antioxidant enzymes. Although the induction of activity of this enzyme was higher than 
the antioxidant enzymes. PAL is a key enzyme in the phenolic metabolism that has been 
reported to protect plants against stress conditions via synthesizing various 
phenylpropanoid products such as simple phenols, anthocyanin, flavonoid, and lignin. 

 
Conclusion 

 The present study demonstrated that antioxidative system in L. culinaris underwent 
biochemical changes to survive under high concentrations of cadmium. Increase in metal 
chelate components (free phenols and proline) in all treatment levels proves this fact. 
Proline and phenolic compounds produced by the Phenylpropanoid Pathway in lentil 
played a major role in its response to Cd stress. Also that prolonged stress induced by Cd 
concentrations, can result into the activation of antioxidant enzymes such as superoxide 
dismutase, catalase and ascorbate peroxidase. 
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