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اين پايان نامه به عنوان يكي از شرايط درجه كارشناسي ارشد به

بخش زيست شناسي
دانشكده علوم

دانشگاه شهيد باهنر كرمان

.شودگونه مدركي به عنوان فراغت از تحصيل دورة مزبور شناخته نميتسليم شده است و هيچ

طيبه حيدري: دانشجو

فاطمه نصيبيخانم دكتر زهرا اسرار و خانم دكتر : اساتيد راهنما

دكتر حكيمه منصوريخانم : استاد مشاور

دكتر ميترا مهرباني: 1داور

دكتر بتول كرامت: 2داور

عباس نژاددكتر: اونت پژوهشي و تحصيلات تكميلي دانشكدهمع

.حق چاپ، محفوظ ومخصوص به دانشگاه شهيد باهنر كرمان است
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:تقديم به

:و خواهرمپدر روح تقديم به

.كه عالمانه به من آموختند تا چگونه در عرصه زندگي ايستادگي را تجربه كنم

:تقديم با بوسه بر دستان مادرم

سجده ايثارش گل محبت را در وجودم پروراند و دامان گهربارش لحظه هاي مهرباني را به من او كه 

.آموخت

:تقديم به برادر عزيزم

.كه وجودش شادي بخش و مايه دلگرمي من است

:تقديم به همسر مهربانم

.او كه اسطوره زندگي ام، پناه خستگي ام و اميد بودنم است
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:تشكرّ و قدرداني

پاس بيكران پروردگار يكتا را كه هستي مان بخشيد و بـه طريـق علـم و دانـش رهنمونمـان شـد و بـه        س

ــان       ــت را روزيم ــم و معرف ــي از عل ــه چين ــود و خوش ــان نم ــش مفتخرم ــم و دان ــروان عل ــيني ره همنش

اعتراف مي كنم كه نه زبان شكرش را دارم و نه تـوان تشـكر از بنـدگانش را، و امـا بـر حسـب       .ساخت

.ز كليه اساتيد ارجمندم در طول سالهاي به ياد ماندني شاگرديشان تشكر مي نمايموظيفه ا

از استاد عزيزم سر كار خانم دكتر نصيبي كه دلسوزانه و در كمال سعه صدر همواره راهنما و راهگشاي 

ه كمال پايان نامه بوده است و از هيچ كمك و محبتي در اين عرصه بر من دريـغ ننمـود  امن در اتمام و 

. است صميمانه سپاسگذارم

با تشكر خالصانه از اساتيد گرانقدر و بزرگوارم سركار خانم دكتر اسرار و سركار خانم دكتر منصوري 

. كه مرا در به انجام رساندن اين مهم ياري نمودند

از داورين ارجمند سركار خانم دكتر مهرباني و سركار خانم دكتر كرامت كه بـا قبـول نظـارت علمـي     

. بر اعتبار اين پايان نامه افزوده اند سپاسگذارمخود

تمامي اساتيد گروه زيست شناسي به خصوص خانم دكتـر  با امتنان بي كران از مساعدت هاي بي شائبه 

.شناسيكاركنان بخش زيستو تماميپورابولي

كه مـرا  درنژاداز  دانشجويان دكتري، آقايان مظفري، علوي، جعفري، زارع و خانم نابا سپاس بي دريغ 

.صميمانه و مشفقانه ياري داده اند

ي، رحمتي، اسدي، شيخ بهايي، قطبي، خواجويي، اقدامي، سالارها خانماز كليه دوستان هم دوره خود 

.صميمانه تشكر مي كنمپور  و آقايان كاووسي، محبوب القلوب وخسرويمحمدي

محبت خود را گسترانيدند و با تحمـل دشـواري   در پايان از خانواده عزيزم و همه فرشتگاني كه بالهاي

ها، سبب شدند تا در كمال آسودگي خيال و فراغت بال، شوق آموختند در من زنده بماند سپاسگذارم 

.و اين نيست جز جلوه اي از لطف و رحمت پروردگاري كه از اداي شكر حتي يك نعمت او ناتوانم



و

:چكيده

فلـزات سـنگين در   . سـت و داراي اهميـت فراوانـي اسـت    آلودگي فلزات سنگين يك مشكل جهـاني ا 

نيكـل بـه عنـوان    . فرآيندهاي زندگي گياهان از دو لحاظ اكولوژي و فيزيولوژي نقـش بزرگـي دارنـد   

سازنده اوره آز و به مقدار كم براي گياهان ضروري است امـا افـزايش نيكـل در خـاك ممكـن اسـت       

ثر پيش تيمار آرژينين در تخفيـف تـنش اكسـيداتيو    در اين پژوهش ا. باعث ايجاد سميت در گياه شود

10در اين بررسي گياهان ابتدا با غلظت هاي . ناشي از نيكل در گياه بنگ دانه مورد مطالعه قرار گرفت

ميكرومـولار  100و 50ميكرومولار آرژينين پيش تيمار شدند و سپس تحـت تـاثير غلظـت هـاي     20و 

ــرار گرفت  ــدروپونيك ق ــر برخــي پارامترهــاي بيوشــيميايي و   نيكــل در شــرايط هي ــرات آنهــا ب ــد، و اث ن

نتايج نشان داد كه وقتي گياه بنگ دانه تحت تنش نيكل قـرار  . مورفولوژيكي مورد بررسي قرار گرفت

مي گيرد، مقدار كلروفيـل، كاروتنوئيـد و ثبـات پايـداري غشـا كـاهش مـي يابـد امـا مقـدار پراكسـيد            

LOX ،PAL ،CAT ،APX ،GPXول و فعاليـت آنـزيم هـاي    هيدروژن، تركيبات فنلي، قندهاي محل

رادر LOXپيش تيمار گياهان با آرژينين، ثبات و پايداري غشـا را افـزايش و فعاليـت    . افزايش مي يابد

در اين بررسي رنگيزه هاي فتوسنتزي تحت تـاثير نيكـل كـاهش معنـي     . گياهان تحت تنش كاهش داد

. ياهان با آرژينين محتـوي رنگيـزه هـاي فتوسـنتزي را افـزايش داد     داري را نشان دادند اما پيش تيمار گ

مقدار پرولين و قندهاي محلول در برگ و ريشه گياهان تحت تنش نيكل افزايش يافت و پيش تيمار با 

پـيش تيمـار بـا    . آرژينين باعث كاهش مقدار پرولين در ريشه و برگ گياهان شاهد و تحت تيمـار شـد  

ني داري بر مقدار قندهاي محلول نداشت اما در ريشه باعث كاهش مقدار قند آرژينين در برگ تاثير مع

در اين پژوهش همچنين پيش تيمار با آرژينين باعث كاهش ميـزان  . در گياهان شاهد و تحت تيمار شد

در گياهان GPXو CATفعاليت آنزيمهاي . پراكسيد هيدروژن در گياهان شاهد و تحت تيمار گرديد

در برگها افزايش، امـا در  APXفعاليت آنزيم  . ايسه با گياهان شاهد افزايش نشان دادتحت تنش در مق

پيش تيمار با آرژينين باعث كاهش فعاليت آنزيم هاي . ريشه تغيير معني داري تحت تيمار نيكل نداشت

APX ،CAT وGPXكاربرد نيكل باعث افزايش تجمع نيكل در اندام هوايي و ريشـه گيـاه   �گرديد

پـيش تيمـار بـا    . بنگ دانه شده است و تجمع نيكل در ريشه ها نسبت به اندام هوايي بيشـتر بـوده اسـت   

آرژينين باعث افزايش مقدار نيكل در برگ ها گرديد اما در ريشـه تـاثير معنـي داري بـر مقـدار نيكـل       

متابوليسـم  از بررسي هاي انجام شده در اين مطالعه به نظر مي رسد كه آرژينين و محصـولات . نداشت

البته براي تعيـين  . آن شامل نيتريك اكسيد و پلي آمين ها در تخفيف تنش نيكل نقش موثري داشته اند



ز

به علاوه در اين . اينكه دقيقا اين اثرات مربوط به كدام تركيب بوده مطالعات بيشتر در آينده لازم است

ي به عنـوان شـلاتور نيكـل گـزارش     بررسي مشاهده شد كه آرژينين مشابه هيستيدين كه در مقالات قبل

. شده بود، مي تواند انتقال نيكل از ريشه به اندام هوايي را تسهيل كند

نيكل، آرژينين، بنگ دانه، آنزيم هاي آنتي اكسيداتيو، پراكسيدهيدروژن: كلمات كليدي
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فصل اول

مقدمه
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�فلزات سنگين- 1- 1

فلزات سنگين در . فراواني استآلودگي فلزات سنگين يك مشكل جهاني است و داراي اهميت

,��Allowayلحاظ اكولوژي و فيزيولوژي نقش بزرگي دارنددوفرآيندهاي زندگي گياهان از  1990�

سميت فلزات سنگين زماني اتفاق مي افتد كه فلز مربوطه بتواند از خاك وارد سيستم ريشه اي گياه 

�و استراتژي هاي متفاوتي مي باشندگياهان نسبت به فلزات سنگين داراي حساسيت متفاوت. شود

ميزان سميت فلزات سنگين در گياهان مختلف متناسب با عواملي مانند مقدار فلز موجود در خاك، 

1997(ميزان جذب فلز توسط گياه و مقدار جابه جايي آن در اندامهاي گياهي، تغيير مي كند

Prasad,( .

:سميت فلزات سنگين به سه دليل اصلي است

بر همكنش مستقيم فلزات با پروتئين ها كه به علت ميل تركيبي آنها به سوي گروههاي تيول، . 1

و در پروتئينها مي گردد1هيستيدين و كربوكسيل پروتئينها است و باعث اتصال فلزات به ساختار هدف

.ي و انتقال سلول را اشغال مي نمايدكتيلنهايت جايگاههاي كاتا

كه باعث تغيير در دفاع آنتي اكسيداني سلول و ايجاد تنش 2فعال اكسيژنتحريك توليد گونه هاي. 2

.اكسيداتيو مي گردد

فلزات، جايگزين كاتيونهاي اختصاصي بخش هاي ضروري و جايگاه هاي باند شونده سلول مي . 3

,Sharma and Dietz(سلولي مي گردند شوند و باعث از بين رفتن  عملكرد  2008(.

.شامل دو مكانيسم زير استبراي مقابله با سميت فلزات سنگينراه كارهاي گياه

:مقاومت-2ن فلز به جايگاه هدف، مثل جلوگيري از ورود فلز به ريشه دجلوگيري از رسي: اجتناب-1

يتوكلاتين ها  انباشته كردن و بي حركت كردن فلزات، كلاته ففرآيندهايي نظير سنتز پروتئين ها، 

,Prasad)كردن و كده بندي  1997).

� -Target
2 - Reactive oxygen species (ROS)
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,Prasad(از راه كارهاي مهم گياه در پاسخ به فلزات سنگين مي باشد فلزدفع كردن و انباشته كردن 

ريزوسفر يا توسط خروج آنيونهايي مثل فسفات  pHافزايش باگياهان مي توانند فلزات را .)1997

,Reichman(رسوب دهند  فضاي آزاد يك جزء گسترده فلزات در ريشه گياهان در).2002

سطح بالاي تجمع فلز در سطح مشترك ديواره و غشاء پلاسمايي به عنوان .آپوپلاستي يافت مي شود

,Reichman(يك جايگاه مقاومت فلزي پيشنهاد مي شود واكوئل يكي از مكانهاي اصلي ).2002

ركيبات سلولي كه فلزات اضافي در آنجا مصادره شده و نمي توانند با ت،كده بندي درون سلولي است

,Reichman(از نظر متابوليكي واكنش دهند در نتيجه نوعي مقاومت سلولي حاصل مي شود 2002(.

و آنها را از ده ها تركيباتي هستند كه با فلزات سنگين در مجاورت ريشه كمپلكس دادهكننكلاته 

لاته كننده هاي اسيدهاي آلي به عنوان ك. دسترس گياه خارج ساخته و سميت را كاهش مي دهند

,Reichman(نداحتمالي مطرح ا 2002(.

:نيكل- 1- 1- 1

,Zdenek(استنيكلحيواناتوگياهاندرسميتلحاظازسنگينفلزاتمهمترينازيكي 1999.(

Axelسوئديشناسكانيبارنخستينبراي cronstedtنيكل،.كردشناسايي1751سالدررانيكل

,sunderman)�استدادهخوداختصاصبهتناوبيجدولدررا71/58ياتمجرمو28اتميعدد

،+cd2+،pb2+،Hg2بر خلاف. جايگاه خاصي برخوردار استدر ميان فلزات سنگين نيكل از �1991

Ag2+اوره آز است و جزء ساختارنيكل ،و ديگر فلزاتي كه جزء تركيبات آنزيمهاي گياهي نمي باشند

در . اما مقدار مصرف آن براي گياه بسيار كم است،عال شدن اوره آز مي شودكاهش آن باعث غيرف

بعضي از لگومها مقدار كم نيكل براي رشد گره هاي ريشه و فعاليت آنزيم هيدروژناز ضروري است 

seregin and kozhevnikovaz, اما افزايش نيكل در خاك ممكن است باعث ايجاد سميت �)(2005

.گياه شوددر

: منابع آلودگي- 2- 1- 1

به علت افزايش آلودگي و صنعتي شدن شهرها، گياهان تحت بازه وسيعي از موادي هستند كه باعث 

جوامع صنعتي، ذرات معلق در هوا و آلاينده هاي متشكل از . خاك و هوا مي شوند،آلودگي آب

وي پوششهاي گياهي رسوب فلزات سنگين در خاك و اثر آنها بر رفلزات سنگين را توليد مي كنند،
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مي تواند بسياري از پارامترهاي مربوط به رشد و نمو گياهان را تحت تاثير قرار دهد و مانع فعاليت 

).2006Boycu et al ,.(واكنشهاي آنزيمي و متابوليكي در گياهان شوند ازبسياري

امل معدن كاوي، عمده ترين منابع رها سازي نيكل به خاك مربوط به فعاليت هاي صنعتي است كه ش

استخراج فلزات، عمليات ذوب و پالايش، تخليه فاضلاب، انهدام زباله، استفاده زياد از كودهاي آلي و 

,Seregin and Kozhevnikova(معدني، آفت كش ها و حشره كش ها است  به طور ).2005

اكهاي سرپنتين متغير است و حداكثر ميزان آن در خ750mg/kgتا 2ميانگين ميزان نيكل در خاك 

,Sigle and singh)گزارش شده است  1986).

�جذب نيكل به وسيله گياهان- 3- 1- 1

تجمع مي بعضي از فلزات كه در خاك . مسير اصلي جذب نيكل از خاك به وسيله ريشه گياهان است

ند وارد يابند با تركيبات آلي باند شده و در دسترس گياه قرار نمي گيرند و تنها يونهاي فلز مي توان

Cuiyun et.,(2009ريشه شوند al(� جذب نيكل توسط گياه به غلظت نيكل)1987,.cataldo et

al( متابوليسم گياه ،)and Zasoski, 1978Aschmann( اسيديته خاك و حلاليت ،)و2004kukier( ،

,.(حضور ديگر فلزات 2004podar et al( مقدار مواد آلي موجود در خاك و دما ،)2008Jean,(

براي مثال ،بالاي محلول خاك كاهش مي يابدpHقابليت دسترسي به نيكل معمولاً در . بستگي دارد

2007(كاهش مي يابد pH=8افزايش و در =5pHدرLathyrue sativusجذب نيكل توسط 

,.panda et al .( جذب نيكل توسطDatura innoxi با به كار بردنEDTAش در سطح خاك افزاي

راثش شده كه فاكتورهاي ديگري روي جذب نيكل مي تواند ربه علاوه گزا) ,2008Jean(مي يابد 

Antoniadis.,2008(ند مانند طول فصل، روش كاشت دانه و خاصيت ژئوشيمي خاككن et al(.

در واقع نيكل براي جذب . تركيبات حل شده نيكل مي توانند توسط سيستم انتقال كاتيون جذب شوند

تركيبات نيكل مي توانند توسط سيستم انتقال طور مثالبه.ا ديگر يونهاي فلزي رقابت مي كندب

Oller et,.1997(اندازه اين دو يون شبيه هم است /زيرا نسبت بارشوندجذب��Mgيون al(.

��Cd2+�+,Coيونهاي ��Pb �Cu�+Znونها مي توانند از جذب نيكل جلوگيري كنند در ميان اين ي��

Cu�� وZn�� به عنوان رقابت كننده هاي قوي وCo�� 1987(به عنوان رقابت كننده ضعيفي است

,.korner et al(.رابطه آنتاگونيست بينZn2+2و+Ni درThlaspi montanumو بين��NiوMg2�

Berkheyaدر  coddii گزارش شده است)and Martens, 1998Boyd(.ب يونهاي كلسيم در جذ



٥

ثابت نمودند كه كلسيم Gobbrielliو Pandolfini. فلزات سنگين از محلول خاك نقش موثري دارند

Alyssumباعث كاهش جذب نيكل در  bertotoniiو1984(مي شودGabbrielli and pandolfini (

,and Martens(اما جذب نيكل را در خاكهاي سرپنتين افزايش مي دهد 1998Boyd(� علاوه بر

گزارش شده است كه وقتي. يكل مي تواند از طريق برگ وارد گياه شودنيكل توسط ريشه ها، نجذب

مقدار آن از طريق برگها جذب 	37ه است،اسپري شدHelianthus annuusنيكل بر روي برگهاي 

.),1991Temp(مي گرددشده و به ديگر اندامها منتقل 

:انتقال نيكل در گياهان- 4- 1- 1

krupa.,1993(و برگها ) ,2002Peralta-videa(يشه ها توسط آوند چوبي به شاخه ها نيكل از ر et

al( شلاته كننده ها پروتئينهايي . فلز انجام مي شود-ليگاندمنتقل مي شود اين انتقال توسط تركيبات

اين شلاته از جمله. هستند كه به نيكل متصل شده و آنرا به صورت انتقال فعال ثانويه منتقل مي كنند

تالامو اسيدهاي آلي مثل سيترات و (NA)2نيكوتين آمينو ) His(1هيستيدينكننده ها مي توان به 

.)2005Douchkov,,2003,Kerkeb and Kramer(اشاره كرد 

بررسي نقش هيستيدين در باند شدن به نيكل در گياهان تجمع دهنده نيكل قابل توجه است در 

كشت داده شد No3(Ni(�، ميلي مولار3/0محلولي با غلظت درAlyssum Lebacumگياه يآزمايش

Kramer et.,1996(برابر افزايش يافت36م آن لزيگو مقدار هيستيدين در  al .( هنگامي كه بذر گياه

Alyssum serpllitolium هفته در محلول 6به مدتNi(No
كشت ميكرومولار500با غلظت ��

1 Histidine
2Nicotianamine



٦

شد در كشفيترات سدار نيكل در واكوئلها به شكل مجموعه اي متصل به مالات و شد بيشترين مق

. جابه جا شده و مكانيسمي از سميت زدايي فلز را ايجاد مي كندنتيجه نيكل بيشتر به بخش غيرفعال 

در 	21در كلروپلاست، 	1در ديواره سلولي، 	6/3كمترين مقدار اين مجموعه به مقدار 

Brooks et.,1981(گرديدمشاهدهر ميكروزوم د	3ميتوكندري و  al .( در گياهThlaspi 

goesingenseنيكل قرار گرفته بود مقدار ميكرومولار10در هفت روز اول كه در معرض محلول

افزايش يافت، هيستيدين در اين گياه در مكانيسم سميت زدايي و تجمع نيكل نقش Ni-Hisكمپلكس

Persans et.,1999(بودو انتقال نيكل موثر اما در جابه جايي شتندا al .( اسيدهاي آلي مانند

منبعي از آنيون را براي شلاته كردن نيكل فراهم مي كنند و باعث انتقال و ك يلاسيدسيتريك و اسيد ما

، Coojنيكل شامل پروتئينهاي 1رونهايپمتالوچانوع از3در حال حاضر . جا به جايي نيكل مي شوند

Ure EوHyeb و1997(در باكتريها شناخته شده اند كه در انتقال نيكل نقش دارندHausinger .( اين

نيكل بيشتر در . قرار مي گيردpHم تحت اثر لزيگقابل ملاحظه است كه شكلهاي انتقال نيكل در 

5=pH 6/5يترات و درسبا=pH و2005(با هيستيدين شلاته مي شودRie son and Feller .( به طور

شلاته كننده در گونه انتقال بستگي به سيستم كه اينم منتقل مي شودلزيگيون فلز با باند شدن در ليك

.گياهي دارد

:پراكندگي نيكل در بافتهاي گياهان- 5- 1- 1

Thlaspiدر  pindicumنيكل استدهنده گونه تجمع وكه از خاكهاي سرپنتين جمع آوري شده بود،

كمي نيز در سلول مزوفيل وشش دانه اطراف ميكروپيل، اپيدرم و مقدار نيكل به ميزان زيادي در پ

مشاهده شد

Hybanthusتجمع نيكل در اپيدرم برگ .)Psaras and Manetaو2001( floribundus نيز گزارش

تجمع نيكل در اپيدرم، نفوذپذيري كوتيكول را كاهش داده و باعث سازگاري . شده است

Seregin(گزرومورفيك مي شود  and Kozhevnikova, Sebertiaگياه �)2005 acuminate نيكل

در وزن خشك در آوند آبكش و % 15/1را در بافت ساقه و ميوه خود جمع آوري مي كند و مقدار آن 

فلوئمدارد كه بافتپراكندگي نيكل در اين گياه بيان مي. استگزارش شدهدر آوند چوب	13/0

Nabais,.1996(مي كند يلم جمع آورينيكل بيشتري را نسبت به گز et al.(Timperley كشف

� Metallochaperones
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در كلروپلاست 	8-9/9نيكل جذب شده در سلولهاي برگ در سيتوپلاسم و واكوئل، 	87كرد كه 

1973��Timperley(در ميتوكندري و ريبوزوم قرار دارند 	85/2-32/0و  et al., نيكل در ساقه و

مع بالايي دارد و در سلولهاي اپيدرم پراكنده است و در واكوئلها تجAlyssum bertoniiبرگهاي

نيكل 	73تا 67گزارش كرد كه Kupper.(Kramer,2001(نسبت به سلولهاي ديواره بيشتر است 

Thlaspiدر برگهاي  goesingense 2000(با سلولهاي ديواره در ارتباط است,Kramer(�80	 از

در كورتكس است اين پراكندگي بيان مي دارد 	20انه مركزي و كمتر از نيكل در ريشه ها در استو

Riesenو2005(كه حركت بالايي از نيكل در گزيلم و فلوئم وجود دارد and feller(.

:اثر نيكل بر رشد و مورفوژني گياهان- 6- 1- 1

لظت زياد براي اگر چه در غنيكل از جمله عناصري است كه به مقدار كم براي گياهان ضروري است 

يك مولار به محلول غذايي گياه Ni-EDTAگياهان سمي است اما نشان داده شده است كه افزودن 

shimada et,.1980(لوبياي چشم بلبلي باعث حذف نقاط نكروزه در برگهاي اين گياه شده است 

al .(رد و مطالعه بر روي بررسي ها نشان داده كه نيكل بر متابوليسم نيتروژن در گياه نقش موثري دا

Shimada et.,1980(عكس العمل سويا و گوجه فرنگي نيز نتايج فوق را تاييد مي كند  al(. با اسپري

تعداد جوانه و گل  و سرعت تشكيل دانه ) mg/kg8/234(كردن گياه پنبه با محلول سولفات نيكل 

Andreeva et.,2001(افزايش يافت ٪6/4روغني آن  al .( در گياه در مقابلphaseolus vulgaris

اين بازدارندگي باعث تغيير ساختار دانه گياه . نيكل از رشد و مورفوژني ساقه گياه جلوگيري مي كند

همچنين شاخه هاي رشد كرده گياه گندم كه در غلظت ) Piccini and Malavoltaو1992(مي شود 

Gajewska et.,2006(نيكل قرار داشتند ميلي مولار2/0 al ( و ريشه هايNicotiane tabacum كه

(2002قرار داشتند، كاهش رشد نشان دادندمولارميلي43/0روز در معرض نيكل با غلظت 10تا 7

ممكن است گياه دارداثر سمي بر روي رشداينكهعلاوه برنيكل ). Boominathan and Doranو

.تغيير دهدنيزمورفولوژي و آناتومي گياه را

كاهش باعثNiSO4يك ميلي مولارمشاهده شده است كه غلظت Triticum Aestivumدر گياه 

نيكل .مجرا در سلولهاي اپيدرمي مي شودضخامت مزوفيل و اندازه مجاري آوندي، قطر و عرض

حالت ارتجاعي ديواره سلولي را كم مي كند كه علت آن پيوند مستقيم فلز با پكتين و افزايش فعاليت 

ي شدن ضروري نپراكسيداز براي ليگني. در ديواره سلولي و فضاي درون سلولي مي باشدپراكسيداز 


