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چكیده
بهبود رشد و نمو گیاه سیب زمینی در شرایط کشت در شیشه دارای 
اهمیت زیادی اس��ت. اتیلن یكي از هورمون هاي گیاهي اس��ت که در 
شرایط کشت در شیشه تولید و باعث کاهش رشد سیب زمینی می شود. 
در این تحقیق اثر نانو نقره بر میزان کلروفیل، جیبرلیک اسید، پروتئین 
کل و الگوی الكتروف��ورزی SDS-PAGE پروتئین ها در غلظت های 0، 
 MS در محیط کش��ت جامد )ppm(0/5، 1، 1/5 و 2 میلی گ��رم در لیتر
روی گیاه سیب زمینی رقم وایت دزیره بررسی گردید. بررسی نتایج 
پس از پنج هفته نشان داد که تیمار نانو نقره تغییر معناداری در میزان 
کلروفیل a، b و کل نداش��ت. اما با افزایش غلطت نانو نقره به 1/5 و 2 
ppm، میزان جیبرلیک اسید  افزایش معنی داری نسبت به شاهد نشان 
داد. همچنین با افزایش غلطت نانو نقره، پروتئین کل نیز افزایش یافت 
و الگوی الكتروفورزی پروتئین ها نسبت به شاهد تغییراتی در 3 نوار 

پروتئینی نشان داد.
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مقدمه
از   )Solanum tubersum L.(زمین��ی س��یب 
نظ��ر اقتصادی و غذایی دارای اهمیت زیادی 
می باش��د. به عنوان چهارمین محصول مهم 
غذایی انس��ان بع��د از گن��دم، ذرت و برنج 
 .)Ehsanpour and Jones, 2001( دارد  ق��رار 
این گیاه در نواح��ی آب و هوایی مختلف از 
معتدل تا اس��توایی و از مرطوب تا خش��ک 
کش��ت می ش��ود )Bajaj, 1989(. بررسي ها 
نش��ان داده اس��ت که از تولید و تجمع اتیلن 
در طول کشت بافت گیاهي در شرایط کشت 
در شیش��ه )Sarkar et al., 2002( اثرات منفي 
در پاس��خ هاي ریخت زای��ي گیاه��ان در این 
ش��رایط دارد )Kumar et al., 2007(. قسمت 
اعظم تولید اتیلن در ش��رایط در شیش��ه در 
نتیجه زخمي ش��دن گیاه برای ایجاد قطعات 
جدا کش��ت و براي انجام واکش��ت صورت 
مي گیرد )Beasley and Eak, 1979(. بیوسنتز 
و تجمع بیش از حد اتیلن در ظروف در بسته 
کش��ت بافت گیاهي اغلب اث��رات زیان بار و 
ناهنجاري هاي زیس��تي متفاوتي مانند ایجاد 
ریش��ه هاي مویی��ن فرعي )نابج��ا( بر روي 
ساقه ها، ضعیف شدن س��اقه، کاهش سطح 
برگ، افزایش طول میان گره ها، کاهش وزن 
خشک، )Ehsanpour and Jones, 2001( را در 
کش��ت هاي کوتاه مدت 3 الي 4 هفته اي گیاه 

سیب زمیني به دنبال خواهد داشت. 
 ethylene receptor( ETR1 گیرنده هاي اتیلن به نام
1( ی��ک پروتئین دو پاره )دیم��ر( در جایگاه 
اتصال خود داراي یون مس )کوفاکتور مس( 
هس��تند که براي اتصال ب��ه اتیلن ضروري 
اس��ت. یونهاي مس در جایگاه ETR1 با دو 
باقیمان��ده آمینواس��یدي Cys65 و His69 به 
ص��ورت کئوردینانس��ي متصل مي ش��وند 

)Rodrigvez et al., 1999( گیرنده ه��اي اتیلني 

به ص��ورت همو ی��ا هترودایمرهای��ي که به 
وسیله باندهاي دي سولفیدي به هم متصل اند 
عم��ل مي کنند. CTR1 یک پروتئین اس��ت که 
 Ser/Thr از پروتئین کیناز RAF به خان��واده
تعلق دارد و تنظیم کننده  پاس��خ اتیلني است، 
CTR1 در حضور اتیلن غیر فعال است و غیر 

فعال بودن آن منجر به فعالیت EIN2 که یک 
تنظیم کننده مثبت پاسخ اتیلني است مي شود 
و در نتیجه، ارس��ال س��یگنال درك اتیلن به 
هسته انجام و با روشن شدن ژن هاي دخیل 
در پاس��خ اتیلن، این پاسخ ها آغاز می شوند. 
یون ه��اي نقره )نیترات نقره و تیوس��ولفات 
نقره( از مهارکننده هاي انیلن هستند. استفاده 
از یون هاي نقره به عنوان مهارکننده فعالیت 
اتیلن از دهه 80 میلادي گزارش ش��ده است 

.)Beyer., 1976(

کمپلكس آنیوني تیوسولفات نقره )STS( یكي 
از مهارکننده هاي فعالیت اتیلن است که یون 
نقره را در ساختار خود دارد و استفاده از آن 
در غلظت هاي مناسب در محیط کشت سبب 
بهبود رش��د و نمو گیاه و عدم ظهور اثرات 
زیانبار و ناهنجاري هاي ناشي از تجمع اتیلن 
مي گردد. استفاده از STS )تیوسولفات نقره( 
به دلیل سمیت کمتر نسبت به دیگر فرم هاي 
کارب��ردي یون نقره مانن��د AgNo3 در مهار 
فعالیت اتیلن و تحرك آس��ان تر و بیشتر آن 
به دلیل تغییر فرم کاتیوني نقره )+Ag( به فرم 
آنیوني آن در Ag)So2O3(23-[ STS[ توسعه 

یافته )Sarkar et al., 2002( است. 
در راستاي کنترل اتیلن یک جایگزین استفاده 
از نانو نقره اس��ت. نان��و ذرات نقره به طور 
50-1 اس��تفاده مي شوند.  nm معمول از قطر
نانو ذرات نقره بس��ته به اندازه مي توانند به 
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دیواره س��لولي حتی غش��اء پلاسمائی نفوذ 
کنند )Manios.et al., 2003(. مكانیس��م عمل 
ذرات نانونقره در میكروارگانیس��م ها هنوز 
به روشني مشخص نشده ولی پیشنهاد شده 
است  که ذرات نانو نقره می تواند به آهستگي 
 Ag+ را رها کنن��د و )Ag+( یون ه��اي نق��ره
مي تواند س��اختار سلولي میكروارگانیسم ها 
را از بی��ن بب��رد )Lubick, 2008(. از این رو 
نانو نقره جهت کنت��رل باکتری ها بكار رفته 
است. محققان نش��ان دادند که +Ag از طریق 
 Reactive( تولید گونه ه��ای فعال اکس��یژن
Oxygene Species, ROS( بر فس��فولیپیدها 

اث��ر گذاش��ته و باعث پراکسیداس��یون آنها 
شده و غشاء س��لولي میكروارگانیسم ها را 
تخریب مي کن��د. از این گذش��ته +Ag ممكن 
اس��ت با س��ولفور در گروه هاي SH– غشاء 
سلولي میكروارگانیس��م ها جانشین گردد و 
 .)Dibrov et al., 2002( آنه��ا را تخریب کن��د
همچنی��ن اثرات تخریبي +Ag ب��ه تولید نقره 
فعال ش��امل ترکیبات آلي مرتبط است، این 
ترکیب��ات مي توانن��د میكروارگانیس��م ها را 
جذب کنند و س��اختار آنه��ا را تخریب کنند. 
در تكنولوژي نانو اولین اثر مربوط به اندازه 
ذرات و افزایش س��طح است. افزایش نسبت 
س��طح به حجم نانو ذرات باعث مي شود تا 
واکنش پذی��ري نانو ذرات به ش��دت افزایش 
یابد. علاوه بر این افزایش سطح ذرات فشار 
سطحي را تغییر داده و منجر به تغییر فاصله 
بین ذرات یا فاصله بین اتم هاي ذرات مي شود  
)Senjen, 2007( به همین دلیل سمیت نقره در 

حالت نانو بیش��تر از حالت نقره به صورت 
.)Musante and White, 2010( یون است

بررسی های بس��یار معدودی در زمینه اثر 
نانو نقره بر تعدادی از گیاهان صورت گرفته 

است. Lü و همكاران )2010( نشان دادند که 
دوام گل ه��اي رز رق��م Movie star ک��ه در 
محلول هاي 50 و 100 میلي گرم بر لیتر نانو 
نقره به مدت یک ساعت تیمار شده بودند به 
دلیل کاهش ش��كاف روزنه اي و کاهش در 
انتقال آب افزای��ش یافت. Zhang وهمكاران 
)2005( براي بررسي اثر نانو نقره بر تقسیم 
س��لولي و ش��اخص هاي میت��وزي از گیاه 
Allium استفاده کردند. آنها دریافتند که  در 

غلظت ه��اي 10، 20، 40 و ppm 50 نانونقره 
به ص��ورت معن��اداري ش��اخص میتوزي 
کاهش و انحراف ساختاري در کروموزوم 
افزایش یافت. برخي پژوهشگران با آزمایش 
ب��ر روي گیاه Cucurbita pepo به این نتیجه 
رسیدند که نانو ذرات نقره بیوماس و تعرق 
را 84%-66 کاهش داده است. آنها دریافتند 
که غلظ��ت یون هاي نقره در حالت نانو 10-

4/4 برابر بیش��تر از محل��ول ذرات توده اي 
نقره اس��ت )Musante and White, 2010(. تا 
آنجا که اطلاعات منتشر شده برررسی شده 
هیچگونه گزارشی در زمینه اثر نانو نقره بر 
کشت در شیشه س��یب زمینی منتشر نشده 
اس��ت. با توجه به اهمیت س��یب زمینی، در 
این مطالعه سعی شده است برای اولین بار 
اثر نانو نقره بر می��زان کلروفیل، جیبرلیک 
اس��ید و الگوی پروتئینی گیاه س��یب زمینی 
رقم White Desiree در ش��رایط کش��ت در 
شیشه بررسی گردد. اطلاعات این پژوهش 
مي تواند زمینه تحقیقات گسترده تر آینده را 
در زمین��ه بكارگیري نانو نقره به عنوان یک 
م��اده با اثر احتمال��ي در ممانعت از فعالیت 

اتیلن فراهم آورد.
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مواد و روش ها
مواد گیاهی و شرایط كشت

ابتدا از گیاهچه هاي تكثیر یافته )واکشت سوم 
و چهارم( موجود در آزمایشگاه فیزیولوژي 
گیاهي گروه زیست شناسي دانشگاه اصفهان 
 White قطعات س��اقه گیاه س��یب زمینی رقم
Desiree ب��ه همراه ی��ک جوان��ه جانبی در 

 Murashig and Skoog( MS محی��ط کش��ت
%1( هم��راه ب��ا  W/V 1962,( جام��د )آگار

%5( و pH =5.8 کشت  W/V( قند س��وکروز
و تكثیر داده ش��دند. س��پس با همین روش 
ب��ه محی��ط کش��ت MS ح��اوی غلظت های 
0)ش��اهد(، 0/5، 1، 1/5 و ppm 2 نان��و نقره 
انتقال یافتند )نانو نقره به صورت محلول از 
 Antimicrobial products NANOCID شرکت
 Made با مشخصات COLOID NANOCID

 Production Registration و   in I.R. IRAN

No: 118/24974 استفاده شد(.

شیشه های گیاهچه های مزبور در اتاق کشت 
و فتوپریود 16 ساعت نور و 8 ساعت تاریكی 
و دمای 2±25  درجه سانتی گراد قرار گرفتند. 
پس از گذش��ت 5 هفته از زم��ان تیماردهی، 
گیاهچه های س��یب زمینی برای بررس��ی و 

انجام آنالیزهای لازم استفاده شدند.

سنجش كلروفیل 
اس��تخراج کلروفیل: مق��دار 0/1 گرم از برگ 
گیاه سیب زمیني رقم وایت دزیره، تیمار شده 
ب��ا غلظت ه��ای 0، 0/5، 1، 1/5و 2 میلي گرم 
در لیت��ر نانو نقره توزین گردید و س��پس با 
استفاده از 5 میلي لیتر استون %80 در تاریكي 
بر روي یخ درون هاون چیني هموژن گردید 
تا در نهایت محلولي همگن و یكدست به دست 
آمد. س��پس عصاره حاصل ص��اف گردید 

و حج��م محلول به کمک اس��تون %80 به 10 
میلي لیتر رسانده شد. سپس جذب محلول هاي 
به دس��ت آمده به کمک اسپكتروفتومتر مدل 
در   UV Vis spectrophotometer- Shimadzu

645 خوانده شد.  nm 663 و nm طول موج هاي
این عمل براي هر یک از غلظت هاي نانو نقره 
سه بار تكرار گردید و سپس میزان کلروفیل 
بر اس��اس روش )Arnon, )1949 بر حس��ب 

mg/gFW محاسبه گردید. 

سنجش جیبرلیك اسید
0/5 گ��رم از بخش هوایي گیاهان ش��اهد و 
تحت تیمار نانو نقره در 2/5 میلي لیتر اتانول 
مطلق س��ائیده ش��د. عصاره حاصل توسط 
 rpm  در )ependorf میكروس��انتریفوژ )مدل
13000 سانتریفیوژ ش��د، سپس محلول رو 
ش��ناور در لوله آزمایش ریخته شد و به آن 
)HCl )M 0.1 اضافه ش��د. محلول  یک قطره
حاصل ب��ه دکانتور منتقل ش��د و به آن 10 
میلي لیتر اتیل استات افزوده شد. این محلول 
به مدت 2 دقیقه به خوبي تكان داده شد، بعد 
 pH از آن 10 میلي لیتر بافر فس��فات سدیم با
7.4 افزوده ش��د و دوباره 3 دقیقه محلول به 

خوبي تكان داده ش��د. در این مرحله دو فاز 
تشكیل شد که فاز رنگي دور ریخته شد و فاز 
آبي حاوي جیبرلیک اسید استفاده شد. از فاز 
آبي 3 میلي لیتر برداشته و به آن 3 میلي لیتر 
HCl 3.75 M و3 میلي لیتر بافر فسفات سدیم 

pH 7.4 اضافه شد. محلول حاصل به خوبي 

ورتكس ش��د و سپس جذب محلول در طول 
موج 254 نانومتر با کمک اس��پكتروفتومتر 
 .)Berrios et al., 2003( خوانده شد UV-160A

در منابع 2004 است  براي اندازه گیري کمي 
جیبرلیک اسید منحني استاندارد در محدوده 
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غلظت صفر تا 2 میلی گرم در لیتر با استفاده 
از GA3 رسم گردید.

استخراج، سنجش و الكتروفورز پروتئین 
)SDS-PAGE(

ب��رای اندازه گیری پروتئی��ن های محلول از 
روش )Bradford )1976 اس��تفاده شد. به این 
منظ��ور ابتدا 0/1 گ��رم بافت ت��ازه  از اندام 
هوائ��ی گی��اه وزن و با بافر اس��تخراج بافر 
فس��فات س��دیم با pH 7.4 در هاون سائیده 
 13000 rpm شد س��پس در دمای 4 درجه با
س��انتریفیوژ و عصاره تهیه ش��د. به منظور 
اندازه گیري پروتئین در یک لوله آزمایش 100 
میكرولیتر از عصاره مورد نظر منتقل شده و 
به آن 5 میلي لیتر معرف برادفورد اضافه شد. 
مجموعه فوق به مدت 2 دقیقه ورتكس شده و 
پس از گذشت 20 دقیقه با استفاده از دستگاه 
اس��پكتروفتومتر )UV-160 Shimadzu( جذب 

نور در طول موج 595 نانومتر خوانده شد.

 SDS – PAGE تهیه ژل
ژل جداکننده )Seperating gel( با غلظت ٪12 
و ژل متراکم کننده )Staking gel( با غلظت ٪5  
از محلول 30 درصد پلی اکریلامید تهیه شد 
)Hames, 1990(.  الكتروفورز پروتئین با تهیه 

مینی ژل با ابعاد cm x 10 cm 10 و ضخامت 
0.8 توس��ط تان��ک الكتروفورز عمودي  mm

 Mini VERTI GEL2 APELEX پروتئین مدل
و منبع تغذیه مدل PS 304 Mini PacII  وصل 

شد. 

آماده س�ازي عصاره ه�اي پروتئیني جهت 
الكتروفورز

براي بارگ��ذاري از عصاره هاي پروتئیني به 

دست آمده روي ژل استفاده شد. از آنجا که 
لازم بود تا مقدار معین و یكسان از نظر غلظت 
از همه نمونه ها در چاهک هاي ژل ریخته شود 
در ابتدا سنجش کمي پروتئین هاي استخراج 
شده طبق روش )Bradford, 1976( انجام شد، 
و پس از یكسان سازي غلظت از هر عصاره 
پروتئیني ح��اوي 12-5 میكروگرم پروتئین 
در تكرارهاي مختلفي از هر ژل الكتروفورز، 
مقدار 6 میكرولیتر بافر نمونه اضافه شد. پس 
از آن مخلوط حاصل از عصاره پروتئیني و 
بافر نمونه )30 میكرولیتر( در چاهک ها ریخته 
 )pH: 8.3( شد و تانک الكتروفورز با بافر تانک
پر گردید و س��پس تانک الكتروفورز به منبع 
تغذیه متصل ش��د و تحت میدان الكتریكي با 
ولتاژ 100 ولت و شدت جریان 40 میلي آمپر 
به مدت 3-2 ساعت، الكتروفورز انجام گرفت. 
پس از اتم��ام الكتروفورز ژل با نیترات نقره 
بر اس��اس روش توضیح داده ش��ده توسط 
)Rostami and Ehsanpour, 2009( رنگ آمیزی 

و بانده��ای پروتئینی ظاهر ش��د. پس از این 
مراحل بررس��ي تغییرات الگوي پروتئیني و 
شدت نسبي باندهاي پروتئیني روي ژل هاي 
به دست آمده توس��ط نرم افزار ImageJ به 

صورت کمي انجام گرفت.

نتایج
تاثیر نانو نقره بر میزان كلروفیل a،b و كل 
تیمار گیاهان س��یب زمینی با نان��و نقره در 
ش��رایط کشت در شیشه نش��ان داد که نانو 
نقره اثر معني داري بر میزان  کلروفیل a، b و 

کل نشان نداد )شكل1(.
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پتس از ایت  مرایتل  رنگامیزا و باند یاا پروتئینی ظتایر شتد ( Rostami and Ehsanpour, 2009) توضیح داده شده توسط

بتد  ImageJبررسا تیییرات الگو  پروتئینا و شدت نسبا باندیا  پروتئینا رو  ژل یا  بتد دستت آمتده توستط نترم افتزار 

 صورت کما انجام گرفت 

 نتایج:

 کل و  a،b تاثیر نانو نقره بر میزان کلروفیل

 ،aنشان داد کد نانو نیره ا ر م نا دار  بر میزان  کلروفیل   تیمار گیایان سیب زمینی با نانو نیره در شرایط کشت در شیشد

 b ( 1)شکل و کل نشان نداد 

 

 
حارو   و  std± تکارار 3هاا میاانگین (. دادهC( و كلروفیل كال)B) b(، كلروفیل A) a: اثر غلظت هاي مختلف نانو نقره بر میزان كلروفیل 1شکل

 ( بر اساس آزمون دانکن است.P<0.05مشابه بیانگر عدم اختلا  معني دار)

 

.)C( و کلروفیل کل )B( b کلروفیل ،)A(  a شكل 1. اثر غلظت هاي مختلف نانو نقره بر میزان کلروفیل
داده ها میانگین 3 تكرار ± std و حروف مشابه بیانگر عدم اختلاف معني دار )P<0.05( بر اساس آزمون دانكن است.

تاثی�ر نانو نق�ره بر مقدار جیبرلیك اس�ید 
اندام هوائی

ب��ا افزایش غلظت نانو نق��ره، میزان جبرلیک 
اسید نیز به ترتیب افزایش معني داري نسبت 
به شاهد نش��ان داد.  حداکثر مقدار جیبرلیک 
اس��ید در غلظت هاي 1 و ppm 1/5 نانو نقره 
مشاهده گردید. اگرچه میزان این هورمون در 
غلظت هاي 0/5 و ppm 2 نانو نقره نسبت به 
غلظ��ت ه��اي 1 و ppm 1/5 نانو نقره کاهش 
نش��ان داد ول��ی نس��بت به ش��اهد افزایش 

معني داري را نشان داد )شكل 2(.

اث�ر نانو نق�ره ب�ر پروتیین محل�ول اندام 
هوایي

نتایج به دست آمده از بررسي اثر نانو نقره 
بر میزان پروتئین کل محلول نش��ان داد که 
با افزایش غلظ��ت نانو نقره، پروتیین کل نیز 
افزایش یافت. ای��ن افزایش در غلظت 1، 1/5 
و ppm 2 نان��و نقره افزای��ش معني داري را 
 ppm 0/5 نسبت به نمونه هاي شاهد و غلظت
نانو نقره نش��ان دادند. می��زان پروتئین در 
غلظت ه��اي 1/5 و ppm 2 نانو نقره اختلاف 
معني دار نش��ان نداد در حالیكه پروتئین در 
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 اندام هوائی تاثیر نانو نقره برمقدار جیبرلیک اسید

یتداکتر   .با افزایش غلظت نانو نیره، میزان جبرلیک اسید نیز بتد ترتیتب افتزایش م نتا دار  نستبت بتد شتاید نشتان داد

 0/0نانو نیره مشایده گردید  اگررد میزان ای  یورمون در غلظت یا   ppm 0/1و  1د در غلظت یا  میدار جیبرلیک اسی

نستبت بتد شتاید افتزایش م نتا دار   ولتینانو نیره کایش نشتان داد ppm  0/1و  1نانو نیره نسبت بد غلظت یا   ppm 2و 

 ( 2)شکل رانشان داد

 

 
حرو  غیر مشاابه بیاانگر اخاتلا  معناي دار  و   std± تکرار 3زان جیبرلیك اسید. داده ها میانگین اثر غلظت هاي مختلف نانو نقره بر می :4شکل

(P<0.05.بر اساس آزمون توكي است ) 

 نانو نقره بر پروتیین محلول اندام هوایياثر 

ظتت نتانو نیتره، پتروتیی  نتایج بد دست آمده از بررسا ا ر نانو نیره بر میزان پروتئی  کل مقلول نشتان داد کتد بتا افتزایش غل

نانو نیره افزایش م نا دار  را نستبت بتد نمونتد یتا  شتاید و  2ppmو  0/1، 1کل نیز افزایش یافت  ای  افزایش در غلظت 

نانو نیتره اختتلاف م نتا دار نشتان نتداد  ppm 2و  0/1نانو نیره نشان دادند  میزان پروتئی  در غلظت یا   ppm 0/0غلظت 

افتزایش م نتا دار  را نشتان داد  بتد یتر یتال  1و  0/0در ای  غلظتت یتا نستبت بتد غلظتت یتا  صتفر،  در یالیکد پروتئی 

نانو نیتره از یتک طترف و غلظتت یتا   0/0ppmنانو نیره یدواسط م نا دار  نسبت بد غلظت یا  صفر و  ppm 1غلظت 

 ( 3نانو نیره از طرف دیگر نشان داد)شکل  ppm 2و  0/1

شكل 2. اثر غلظت هاي مختلف نانو نقره بر میزان جیبرلیك اسید.
داده ها میانگین 3 تكرار ± std و حروف غیر مشابه بیانگر اختلاف معني دار )P<0.05( بر اساس آزمون توکي است.  
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اسات. حارو  غیار مشاابه بیاانگر اخاتلا    std± تکارار 3مختلف نانو نقره بر میزان جیبرلیك اسید برگ. داده ها میانگین  : اثر غلظت هاي3شکل

 ( بر اساس آزمون توكي است.P<0.05معني دار )

 

 تاثیر نانو نقره بر الگوي الکتروفورزي پروتئین هاي اندام هوایي 

نشتان داده  4 در شتکل SDS- PAGEبتد روش  اه تقت تیمتار نتانونیرها پروتئی  یاا اندام یوا ی گالکتروفورزالگوا 

 120با انتدازه تیریبتی  1باند نسبت بد سایر باند یا واضقتر تیییر نشان دادند  باند شمار  3پروتیی  یا الگوا در  است   شده

kD   20با اندازه تیریبی  3و باند شماره kD ی شود در یالیکتد در گیایتان شتاید ) در گیایان تیمار شده با نانونیره مشایده م

بدون تیمار نانونیره( کاملا مقو شده است  البتد میزان بیان پروتئی  یتاا ایت  بانتدیا بتا یکتدیگر قتدرا متفتاوت استت و بتراا 

/  نتانونیره 5تنهتا در غلظتت  2نتانونیره بستیار بیشتتر از ستایر غلظتت یتا استت  بانتد شتماره  ppm/  5در  1متال باند شتماره 

    کایش بیان نشان می دید در یالیکد در شاید و سایر غلظت یاا نانونیره ای  باند یضور دارد

 

 
 : تاثیر غلظت هاي مختلف نانو نقره بر الگوي الكتروفورزي پروتییني اندام هوایي.4شكل

 

شكل 3. اثر غلظت هاي مختلف نانو نقره بر میزان جیبرلیك اسید برگ. داده ها میانگین 3 تكرار ± std است.
حروف غیر مشابه بیانگر اختلاف معني دار )P<0.05( بر اساس آزمون توکي است.

این غلظت ها نسبت به غلظت هاي صفر، 0/5 و 
1 افزایش معني داري را نشان داد. به هر حال 
غلظت ppm 1 نانو نقره حد واسط معني داري 

نس��بت به غلظت هاي صفر و ppm 0/5 نانو 
 ppm 2 نقره از یک طرف و غلظت هاي 1/5 و

نانو نقره از طرف دیگر نشان داد )شكل 3(.

تاثی�ر نانو نق�ره بر الگ�وي الكتروفورزي 
پروتئین هاي اندام هوایي 

الگ��وی الكتروف��ورزی پروتئین ه��ای اندام 
هوائ��ی گاه تحت تیمار نانو نق��ره به روش 
SDS- PAGE در ش��كل 4 نش��ان داده شده 

اس��ت. در الگوی پروتیین ها 3 باند نسبت به 
س��ایر باندها واضح تر تغییر نش��ان دادند. 

باند ش��ماره 1 با ان��دازه تقریبی kD 120 و 
باند ش��ماره 3 با اندازه تقریب��ی kD 20 در 
گیاه��ان تیمار ش��ده با نانو نقره مش��اهده 
می ش��ود در حالیكه در گیاهان شاهد )بدون 
تیمار نانو نقره( کاملًا محو ش��ده است. البته 
میزان بیان پروتئین های این باندها با یكدیگر 
قدری متفاوت است و برای مثال باند شماره 
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اسات. حارو  غیار مشاابه بیاانگر اخاتلا    std± تکارار 3مختلف نانو نقره بر میزان جیبرلیك اسید برگ. داده ها میانگین  : اثر غلظت هاي3شکل

 ( بر اساس آزمون توكي است.P<0.05معني دار )

 

 تاثیر نانو نقره بر الگوي الکتروفورزي پروتئین هاي اندام هوایي 

نشتان داده  4 در شتکل SDS- PAGEبتد روش  اه تقت تیمتار نتانونیرها پروتئی  یاا اندام یوا ی گالکتروفورزالگوا 

 120با انتدازه تیریبتی  1باند نسبت بد سایر باند یا واضقتر تیییر نشان دادند  باند شمار  3پروتیی  یا الگوا در  است   شده

kD   20با اندازه تیریبی  3و باند شماره kD ی شود در یالیکتد در گیایتان شتاید ) در گیایان تیمار شده با نانونیره مشایده م

بدون تیمار نانونیره( کاملا مقو شده است  البتد میزان بیان پروتئی  یتاا ایت  بانتدیا بتا یکتدیگر قتدرا متفتاوت استت و بتراا 

/  نتانونیره 5تنهتا در غلظتت  2نتانونیره بستیار بیشتتر از ستایر غلظتت یتا استت  بانتد شتماره  ppm/  5در  1متال باند شتماره 

    کایش بیان نشان می دید در یالیکد در شاید و سایر غلظت یاا نانونیره ای  باند یضور دارد

 

 
 : تاثیر غلظت هاي مختلف نانو نقره بر الگوي الكتروفورزي پروتییني اندام هوایي.4شكل

 
شكل 4. تاثیر غلظت هاي مختلف نانو نقره بر الگوي الكتروفورزي پروتییني اندام هوایي.

بحث 
مطالعات نشان داده است که یون نقره فعالیت 
اتیلن را از طریق رقابت با کوفاکتور مسي بر 
سر جانش��یني در جایگاه اتصال به گیرنده 
 Kumar et al.,( این هورمون، مهار مي س��ازد
2009(. یون هاي نقره باعث غیر فعال س��ازی 

 Zhao et al.,( اتیل��ن در گیاه��ان مي ش��وند
2002(. گیاهان موتان غیر حس��اس به اتیلن 

)Hall et al., 1999( و یون ه��اي نقره قادر به 

ایجاد اختلال در باند ش��دن اتیلن به جایگاه 
 Rodriguez( اتصال گیرنده هاي اتیلن هستند
et al., 1999(. گیرن��ده اتیلن، ETR1، ش��امل 

یک جایگاه اتصال به اتیلن اس��ت که با کمک 
یک یون مس این اتص��ال صورت مي گیرد. 
جایگزیني کوفاکتور مسي با یون نقره باعث 
قفل ش��دن این گیرنده براي اتصال به اتیلن 
مي ش��ود )Zhao et al., 2002(. در مقابل این 

نظریه، نظریه دیگري وجود دارد که مي گوید 
کاهش عملكرد اتیلن به واس��طه اکسید شدن 
اتیلن به وسیله یک سیستم آنزیمي یون فلزي 
صورت مي گیرد. این اکس��یدکننده مي تواند 
یک آنتاگونیس��ت ضعیف ماند Co2 و یا یک 
آنتاگونیس��ت قوي مانند ترکیبات نقره باشد 

.)Abeles., 1973(

در مطالعه حاضر مشاهده شد که گیاهچه هاي 
رش��د کرده در محیط هاي داراي غلظت 0/5 
ppm نان��و نقره، از نظر برخي ش��اخص هاي  

ظاهري و به طور کیفي، به مراتب رش��د بهتر 
و مطلوب تري را نسبت به محیط MS )کنترل( 
داشته اما غلظت هاي 1/5 و 2 میلي گرم در لیتر 
نانو نقره باعث کاهش برخي از شاخص هاي 
رشد نظیر طول ساقه و فاصله میان گره های 
گیاهچه هاي سیب زمیني رقم وایت دزیره شد 
)داده ها ارائه نش��ده اس��ت(. این نتایج مشابه 

1 در ppm ./5 نانونقره بسیار بیشتر از سایر 
غلظت ها اس��ت. باند شماره 2 تنها در غلظت 
5/. نانو نقره کاهش بیان نش��ان می دهد در 

حالیكه در شاهد و سایر غلظت های نانو نقره 
این باند حضور دارد. 
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نتایجی است که در مطالعات قبلی با استفاده 
از sodium dodecyl sulfate( SDS( گ��زارش 
 .)Ehsanpour and Jones, 2001( ش��ده اس��ت
کاهش طول ساقه و فاصله میان گره ها در اثر 
عملكرد نانو نقره به عنوان مهارکننده فعالیت 
اتیلن مي توان��د بیان گر این مطلب باش��د که 
فرآیند طویل شدگي سلول ها در حضور نانو 
نقره کاهش یافته است. در مورد مكانیسم عمل 
نقره در کاهش فاصل��ه میان گره ها اطلاعات 
دقیقي در دست نیست. ولي دو نظر قابل بیان 

است:
1( ممكن اس��ت نانو نقره در مس��یر تولید و 
یا فعالیت جیبرلیک اسید اختلال ایجاد نموده 
باشد و در نتیجه از طویل شدن ساقه ممانعت 

نموده باشد؛
2( مقایسه اثر نانو نقره با اثر برخي از فلزات 
س��نگین نظیر کادمیوم بر رش��د گیاه نشان 
مي ده��د که فلزات س��نگیني چ��ون کادمیوم 
)Toppi and Gabbrielli, 1999( س��رب و روي 

باعث کاهش رشد طولي سلول هاي ساقه گیاه 
شده است )Aidid and Okamato, 1992(. البته 
بایستي در نظر داش��ت مطالعات حاضر در 
ش��رایط کشت در شیشه و تجمع اتیلن انجام 
ش��ده در حالیكه در مطالعات سایر محققان 
روي برخي از عناصر س��نگین غیر از نقره و 
شرایط کشت گیاه در طبیعت و کاملًا متفاوت 

با آزمایشات ما انجام شده است. 

بررسي اثر نانو نقره بر كلروفیل گیاه
کلروفیل نقش��ي یگانه و اثر گذار در زندگي 
 .)Eckharti et al., 2004 ( گیاه��ان عالي دارد
از آنجا که محتویات کلروفیلي گیاه، یكي از 
پارامترهاي شاخص عملكرد هورمون اتیلن 
است )Jona et al., 1997( بررسي اثرات نانو 

نق��ره بر میزان کلروفیل کل، به صورت غیر 
مس��تقیم از تاثیر اتیلن بر کلروفیل و فرآیند 
فتوس��نتز س��خن مي گوید. به طور کلي، در 
تحقی��ق حاضر با افزایش غلظ��ت نانو نقره 
در محیط کش��ت گیاه سیب زمیني رقم وایت 
دزیره، میزان کلروفیل a, b و کل اندازه گیري 
 MS شده نسبت به حالت کنترل )محیط کشت
بدون نانو نقره(، تغییر معني داري را نش��ان 
ن��داد. نتایج حاضر مش��ابه نتایج Manios و 
 Typha latifplia همكارانش )2003( بر گی��اه
مي باشد که اثر فلزات سنگیني چون کادمیوم، 
مس، نیكل، سرب و روي را بر غلظت کلروفیل 
بررس��ي کردند. آنها دریافتند که غلظت هاي 
پایین فلزات س��نگین اگرچ��ه باعث افزایش 
غلظت ای��ن عناصر در ریش��ه مي ش��وند، 
اما اثر معن��ي داري بر مق��دار کلروفیل a و

b نمی گذارد. س��میت فلزات س��نگین براي 
متابولیسم گیاهي از طریق آزمایشات اثبات 
شده است )Markert, 1993(. جانشیني یون 
 Mg در ملك��ول کلروفیل با فلزات س��مي 

2+

مش��خصي مانن��د م��س، روي، کادمیوم یا 
جیوه در طي اس��ترس هاي فلزات س��نگین 
در گیاهان عالي نش��ان داده ش��ده است که 
 Kupper et( باعث تجزیه کلروفیل مي ش��ود
al. ,1996(. Babu  و همكاران )2010( نشان 

دادند که اضافه کردن فلزات س��نگین کروم 
)25، 50 و100 میكروم��ولار( و نق��ره )5، 
10و 15 میكرومولار( به س��لول هاي سالم 
سیانوباکتریوم و اسپیرولینا  پلاتنیس باعث 
دگرگوني در فعالیت زنجیره انتقال الكترون 
و فتوسیس��تم II مي ش��ود. نتایج نشان داد 
که یون هاي فلزات سنگین وابسته به غلظت 
ب��ر روي انتق��ال الكت��رون در جایگاه هاي 
چندگانه اث��ر مي گذارد و انتق��ال انرژي را 



زیست شناسی کاربردی / پاییز و زمستان 1391 22

تغییر مي دهند. فلزات سنگین سمي هستند و 
گیاهان به راحتي آنها را تجمع مي دهند. این 
فلزات سنگین از راه هاي گوناگون در انتقال 
 Kupper( الكترون فتوسنتزي دخالت مي کنند
 et al. ,1996, Mohanty and Mohanty.

نش��ان   )2010( Babu .,1998 و هم��كاران 

دادند که مقدار مش��خصي از یون هاي نقره 
)غلظت هاي بی��ش از 10µM( یک بازدارنده 
قوي در انتقال ان��رژي و انتقال الكترون در 
سیانوباکتر مي باش��د. به نظر مي رسد نانو 
نقره در موارد ف��وق تغییري اعمال ننموده 

است. 
ممكن است میزان نقره موجود در غلظت هاي 
نان��و نقره مورد اس��تفاده در ای��ن مطالعه، 
غلظت ه��اي چندان آس��یب رس��ان به گونه 
اي ک��ه ب��ه طور ج��دي مانع از رش��د گیاه 
گردند، نبوده و یا اینك��ه گیاه با فعال کردن 
سیس��تم هاي مختلف دفاعي خود توانس��ته 
خود را با ش��رایط محیطي س��ازگار سازد. 
احتم��الًا مكانیس��م هاي انتقال س��یگنال از 
ریشه به اندام هوایي گیاه از طریق ترکیبات 
شیمیایي در غلظت هاي مختلف نقره مي تواند 
تغییرات لازم را به دس��تگاه فتوس��نتزي و 

رنگ دانه هاي آن اعمال کند.

بررس�ي اث�ر نان�و نق�ره ب�ر میزان اس�ید 
جیبرلیك گیاه 

در مطالع��ات قبلی اس��تفاده از نیترات نقره 
و یا تیوس��ولفات نقره موج��ب کاهش طول 
 Ehsanpour( ساقه س��یب زمینی شده اس��ت
and Jones, 2001 (. از طرف دیگر در مطالعه 

حاضر تیمار نانو نقره در تمام غلظت ها باعث 
افزایش میزان جیبرلیک اسید در اندام هوائی 
گیاه شد. این سئوال که علت افزایش جیبرلیک 

اس��ید در اثر تیمار نانو نقره چیست اساساً 
مشخص نشده است ولی می توان دلایل ذیل 

را پیشنهاد کرد:
1( می تواند به دلیل عدم انتقال این هورمون 
از برگ به عنوان منبع س��نتز به ساقه باشد 
ک��ه خود می تواند با غیر فعال ش��دن ناقلین 

)transporter( جیبرلیک اسید همراه باشد؛ 

2( می تواند به دلیل عدم مصرف و یا تجزیه 
جیبرلیک اسید در ساقه باشد؛

3( می تواند به دلیل عدم تبدیل فرم پیوس��ته 
جیبرلیک اس��ید به فرم آزاد و فعال باشد. به 
هر حال اظهار نظر قطعی در این زمینه در هر 
کدام از این فرضیه ها نی��از به مطالعه دقیق 

علمی دارد. 

تغیی�ر پروتئین محلول كل در حضور نانو 
نقره

در برخی گزارشات علمی مشخص شده که 
حضور فلزات سنگین منجر به القاء تغییراتي 
در پروتئین ها در گی��اه مي گردد. پروتئین ها 
اطلاعاتي  مس��یرهاي  نهای��ي  محص��ولات 
س��لول هس��تند که در پاس��خ ب��ه نیازهاي 
سلول در ش��رایط مختلف س��اخته شده و 
به موقعیت هاي س��لولي مناسب منتقل و در 
صورت نیاز تخریب مي گردد و یا میزان بیان 
آنها تغیی��ر مي یابد. بنابراین نقره به صورت 
نان��و نقره می تواند نقش یک فلز س��نگین را 
ایف��ا نماید. در مطالعه حاض��ر تغییرات القاء 
ش��ده در می��زان پروتئین ه��اي محلول کل 
حاصل از جداکشت هاي بخش هوایي گیاهان 
س��یب زمیني رقم وایت دزیره رشد یافته در 
محیط هاي داراي غلظت هاي به کار رفته نانو 
نق��ره و کنترل در غلظت ه��اي مختلف تغییر 
معناداري مشاهده ش��د و به همین صورت 
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الگوي متفاوتي در نحوه بیان در س��طح ژل 
الكتروفورز مشاهده شد. 

مختل��ف  فراینده��اي  در  اتیل��ن  ش��رکت 
فیزیولوژیك��ي به طور قط��ع از طریق تاثیر 
پیام هورموني اتیلن در هس��ته و روش��ن یا 
خاموش ش��دن ژن هاي فعال ش��رکت کننده 
در آن فرایندها و در نتیجه بروز پاس��خ هاي 
اتیلن��ي در گیاه اس��ت. نقره ب��ه عنوان یک 
بازدارنده فعالیت اتیلن، با مهار درك سیگنال 
اتیلن توس��ط گیرنده ها بر رون��د انجام این 
فراینده��ا و نح��وه بیان ژن ه��اي درگیر در 
س��طح رونویس��ي و ترجمه اث��ر مي گذارد. 
مي توان این نكته را در نظر داش��ت نانو نقره 
اگرچه فاقد بار الكتریكی اس��ت ولی احتمالًا 
وقتی به س��لول وارد ش��ود با دو مكامیزم 
احتمالی موج��ب توقف فعالی��ت اتیلن و در 
نهای��ت تغییر الگوی پروتئینی می گردد: الف( 
نان��و نقره ممكن اس��ت با همان س��اختمان 
طبیعی یعنی نانو نقره به سلول وارد شده به 
صورت یک پوش��ش روی گیرنده های اتیلن 
قرار گرفته آن ها را غیر فعال س��اخته است؛ 
ب( احتمال دارد در سلول شرایط اکسایشی 
لازم جهت تبدیل نانو نقره به یون نقره فراهم 
بوده و در نتیجه نانو نقره به یون نقره تبدیل 
شده و از طریق مكانیزم شناخته شده یعنی 
جایگزین��ی نقره با یون مس در گیرنده اتیلن 
فعالیت این گیرنده را مختل س��اخته اس��ت. 
به هر حال هر یک از این مس��یرها می تواند 
منجر به تغیی��ر در فرایندهای فیزیولوزیكی 
و متابولیسمی ش��ده و الگوی پروتئین ها را 
تغیی��ر دهد. نظیر چنی��ن تغییراتی در الگوی 
پروتئین ها بع��د از تیمار نقره در آفتابگردان 
گزارش شده اس��ت )Krizkova و همكاران، 
2008(. پروکاریوت ه��ا و یوکاریوت ه��ا در 

مقابل فلزات سنگین از خود دفاع مي کنند. هر 
دوي این ارگانیسم ها راه هاي متعددي براي 
س��میت زدایي در مقابل فلزات سنگین به کار 
مي برن��د. یكي از عمومي ترین راه ها، س��نتز 
پپتیده��ا و پروتئین هاي غني از سیس��تئین 
مي باش��د که این پپتیدهاي س��نتزي گیاهي 
 .)Clemens, 2006( فیتوکلاتین ها نام دارن��د 
بنابراین ممكن اس��ت بخشي از پروتئین هاي 
س��نتز شده در اثر تیمار نانو نقره به واسطه 
سنتز فیتوکلایتین ها باشد. علاوه بر این، نتایج 
ما مشابه گزارش��ی است که قبلًا از بررسي 
اثر پروتئین ها بر روي گیاه سیب زمیني رقم 
 Rostami( وایت دزیره به دس��ت آمده است
and Ehsanpour, 2009(. با این تفاوت که این 

محققان در بان��د پروتئیني 100 کیلو دالتون 
کاهش بیان پروتئی��ن و در باندهاي 17، 40 
و 50 کیلو دالتوني افزایش بیان پروتئیني را 
شاهد بودند. شاید این تفاوت به نوع ترکیب 
یعنی نانو نقره به جای تیوس��ولفات نقره و 
مكانیزم عمل ماده به کار رفته مربوط شود. 
به هر حال این مطالعه یک بررس��ی اولیه در 
تغییر الگوی عمومی پروتئن هاست و بدیهی 
است شناس��ائی نوع پروتئین هائی که در اثر 
تیمار نانو نق��ره کاهش و ی��ا افزایش یافته 
اس��ت نیاز به استفاده از روش های کاملتری 
نظیر الكتروفورز دو بعدی دارد که در آینده 

بایستی انجام شود.

نتیجه گیری كلی
در این مطالعه نانو نقره با غلظت 1 میلی گرم 
در لیتر در محیط کش��ت بافت س��یب زمینی 
باعث بهبود رشد گیاه ش��د. نانو نقره روی 
کلروفی��ل اثر معنی داری نداش��ت در حالیكه 
روی میزان جیبرلیک اسید داخلی و پروتئین 
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گیاه اثر افزایش��ی نش��ان داد. علاوه بر این 
الگوی پروتئینی گیاه نیز تغییر یافت و منجر 
به افزایش یک باند نس��بتاً قوی در محدوده 

116 کیلو دالتونی شد.

قدردانی
نویسندگان مقاله از تحصیلات تكمیلی و قطب 
تنش هاي گیاهي دانشگاه اصفهان به واسطه 

حمایت از این پژوهش تشكر می نمایند.
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