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چکیده
بهبود رشد و نمو گیاه سیب‌زمینی در شرایط کشت در شیشه دارای 
اهمیت زیادی اس��ت. اتيلن کيي از هورمون‌هاي گياهي اس��ت که در 
شرايط کشت در شيشه توليد و باعث کاهش رشد سیب‌زمینی می‌شود. 
در این تحقیق اثر نانو نقره بر میزان کلروفیل، جیبرلیک اسید، پروتئین 
کل و الگوی الکتروف��ورزی SDS-PAGE پروتئین‌ها در غلظت‌های 0، 
 MS در محیط کش��ت جامد )ppm(0/5، 1، 1/5 و 2 میلی‌گ��رم در لیتر
روی گیاه سیب‌زمینی 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 معنی‌داری نسبت به شاهد نشان 
داد. همچنین با افزایش غلطت نانو نقره، پروتئین کل نیز افزایش یافت 
و الگوی الکتروفورزی پروتئین‌ها 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 
می‌باش��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(. بررسي‌ها 
نش��ان داده اس��ت که از توليد و تجمع اتيلن 
در طول كشت بافت گياهي در شرايط کشت 
در شیش��ه )Sarkar et al., 2002( اثرات منفي 
در پاس��خ‌هاي ريخت‌زاي��ي گياه��ان در اين 
ش��رايط دارد )Kumar et al., 2007(. قسمت 
اعظم توليد اتيلن در ش��رايط در شیش��ه در 
نتيجه زخمي ش��دن گياه برای ایجاد قطعات 
جدا كش��ت و براي انجام واكش��ت صورت 
مي‌گيرد )Beasley and Eak, 1979(. بيوسنتز 
و تجمع بيش از حد اتيلن در ظروف در بسته 
كش��ت بافت گياهي اغلب اث��رات زيان‌بار و 
ناهنجاري‌هاي زيس��تي متفاوتي مانند ايجاد 
ريش��ه‌هاي مويي��ن فرعي )نابج��ا( بر روي 
ساقه‌ها، ضعيف شدن س��اقه، كاهش سطح 
برگ، افزايش طول ميان گره‌ها، كاهش وزن 
خشك، )Ehsanpour and Jones, 2001( را در 
كش��ت‌هاي كوتاه مدت 3 الي 4 هفته‌اي گياه 

سيب‌زميني به دنبال خواهد داشت. 
 ethylene receptor( ETR1 گيرنده‌هاي اتيلن به نام
1( ی��ک پروتئین دو پاره )دیم��ر( در جايگاه 
اتصال خود داراي يون مس )كوفاكتور مس( 
هس��تند كه براي اتصال ب��ه اتيلن ضروري 
اس��ت. يونهاي مس در جایگاه ETR1 با دو 
باقيمان��ده آمينواس��يدي Cys65 و His69 به 
ص��ورت كئوردينانس��ي متصل مي‌ش��وند 

)Rodrigvez et al., 1999( گيرنده‌ه��اي اتيلني 

به‌ص��ورت همو ي��ا هترودايمرهاي��ي كه به 
وسيله باندهاي دي سولفيدي به هم متصل‌اند 
عم��ل ميك‌نند. CTR1 كي پروتئين اس��ت که 
 Ser/Thr از پروتئين يكناز RAF به خان��واده
تعلق دارد و تنظيمك‌ننده‌ پاس��خ اتيلني است، 
CTR1 در حضور اتيلن غير فعال است و غير 

فعال بودن آن منجر به فعاليت EIN2 كه كي 
تنظيمك‌ننده مثبت پاسخ اتيلني است مي‌شود 
و در نتيجه، ارس��ال س��يگنال درك اتيلن به 
هسته انجام و با روشن شدن ژن‌هاي دخيل 
در پاس��خ اتيلن، اين پاسخ‌ها آغاز می‌شوند. 
يون‌ه��اي نقره )نيترات نقره و تيوس��ولفات 
نقره( از مهارکننده‌هاي انيلن هستند. استفاده 
از يون‌هاي نقره به عنوان مهاركننده فعاليت 
اتيلن از دهه 80 ميلادي گزارش ش��ده است 

.)Beyer., 1976(

كمپلكس آنيوني تيوسولفات نقره )STS( يكي 
از مهاركننده‌هاي فعاليت اتيلن است كه يون 
نقره را در ساختار خود دارد و استفاده از آن 
در غلظت‌هاي مناسب در محيط كشت سبب 
بهبود رش��د و نمو گياه و عدم ظهور اثرات 
زيانبار و ناهنجاري‌هاي ناشي از تجمع اتيلن 
مي‌گردد. استفاده از STS )تيوسولفات نقره( 
به دليل سميت كمتر نسبت به ديگر فرم‌هاي 
كارب��ردي يون نقره مانن��د AgNo3 در مهار 
فعاليت اتيلن و تحرك آس��ان‌تر و بيشتر آن 
به دليل تغيير فرم كاتيوني نقره )+Ag( به فرم 
آنيوني آن در Ag(So2O3)23-[ STS[ توسعه 

يافته )Sarkar et al., 2002( است. 
در راستاي کنترل اتیلن یک جایگزین استفاده 
از نانو نقره اس��ت. نان��و ذرات نقره به‌طور 
50-1 اس��تفاده مي‌شوند.  nm معمول از قطر
نانو ذرات نقره بس��ته به اندازه مي‌توانند به 
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ديواره س��لولي حتی غش��اء پلاسمائی نفوذ 
كنند )Manios.et al., 2003(. مكانيس��م عمل 
ذرات نانونقره در ميكروارگانيس��م‌ها هنوز 
به روشني مشخص نشده ولی پیشنهاد شده 
است  که ذرات نانو نقره می‌تواند به آهستگي 
 Ag+ را رها كنن��د و )Ag+( يون‌ه��اي نق��ره
مي‌تواند س��اختار سلولي ميكروارگانيسم‌ها 
را از بي��ن بب��رد )Lubick, 2008(. از این رو 
نانو نقره جهت کنت��رل باکتری‌ها بکار رفته 
است. محققان نش��ان دادند كه +Ag از طریق 
 Reactive( تولید گونه‌ه��ای فعال اکس��یژن
Oxygene Species, ROS( بر فس��فوليپيدها 

اث��ر گذاش��ته و باعث پراکسیداس��یون آنها 
شده و غشاء س��لولي ميكروارگانيسم‌ها را 
تخريب ميك‌ن��د. از اين گذش��ته +Ag ممكن 
اس��ت با س��ولفور در گروه‌هاي SH– غشاء 
سلولي ميكروارگانيس��م‌ها جانشين گردد و 
 .)Dibrov et al., 2002( آنه��ا را تخريب كن��د
همچني��ن اثرات تخريبي +Ag ب��ه توليد نقره 
فعال ش��امل تريكبات آلي مرتبط است، اين 
تريكب��ات مي‌توانن��د ميكروارگانيس��م‌ها را 
جذب كنند و س��اختار آنه��ا را تخريب كنند. 
در تكنولوژي نانو اولين اثر مربوط به اندازه 
ذرات و افزايش س��طح است. افزايش نسبت 
س��طح به حجم نانو ذرات باعث مي شود تا 
واكنش‌پذي��ري نانو ذرات به ش��دت افزايش 
یابد. علاوه بر اين افزايش سطح ذرات فشار 
سطحي را تغيير داده و منجر به تغيير فاصله 
بين ذرات يا فاصله بين اتم‌هاي ذرات مي‌شود  
)Senjen, 2007( به همین دلیل سميت نقره در 

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

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

است. Lü و همكاران )2010( نشان دادند كه 
دوام گل‌ه��اي رز رق��م Movie star ك��ه در 
محلول‌هاي 50 و 100 ميلي‌گرم بر ليتر نانو 
نقره به مدت كي ساعت تیمار شده بودند به 
دليل كاهش ش��كاف روزنه‌اي و كاهش در 
انتقال آب افزاي��ش يافت. Zhang وهمكاران 
)2005( براي بررسي اثر نانو نقره بر تقسيم 
س��لولي و ش��اخص‌هاي ميت��وزي از گياه 
Allium استفاده كردند. آنها دریافتند که  در 

غلظت‌ه��اي 10، 20، 40 و ppm 50 نانونقره 
به ص��ورت معن��اداري ش��اخص ميتوزي 
كاهش و انحراف ساختاري در كروموزوم 
افزايش يافت. برخي پژوهشگران با آزمايش 
ب��ر روي گياه Cucurbita pepo به اين نتيجه 
رسيدند كه نانو ذرات نقره بيوماس و تعرق 
را 84%-66 كاهش داده است. آنها دريافتند 
كه غلظ��ت يون‌هاي نقره در حالت نانو 10-

4/4 برابر بيش��تر از محل��ول ذرات توده‌اي 
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��یب‌زمینی منتشر نشده 
اس��ت. با توجه به اهمیت س��یب‌زمینی، در 
این مطالعه سعی شده است برای اولین بار 
اثر نانو نقره بر می��زان کلروفیل، جیبرلیک 
اس��ید و الگوی پروتئینی گیاه س��یب‌زمینی 
رقم White Desiree در ش��رایط کش��ت در 
شیشه بررسی گردد. اطلاعات اين پژوهش 
مي‌تواند زمينه تحقيقات گسترده‌تر آينده را 
در زمين��ه بكارگيري نانو نقره به عنوان كي 
م��اده با اثر احتمال��ي در ممانعت از فعاليت 

اتيلن فراهم آورد.
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مواد و روش‌ها
مواد گیاهی و شرایط کشت

ابتدا از گياهچه‌هاي تکثیر یافته )واکشت سوم 
و چهارم( موجود در آزمايشگاه فيزيولوژي 
گياهي گروه زيست‌شناسي دانشگاه اصفهان 
 White قطعات س��اقه گیاه س��یب‌زمینی 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 تکثیر داده ش��دند. س��پس با همین روش 
ب��ه محی��ط کش��ت MS ح��اوی غلظت‌های 
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(.

شیشه‌های گیاهچه‌های مزبور در اتاق کشت 
و فتوپریود 16 ساعت نور و 8 ساعت تاریکی 
و دمای 2±25  درجه سانتی‌گراد قرار گرفتند. 
پس از گذش��ت 5 هفته از زم��ان تیماردهی، 
گیاهچه‌های س��یب‌زمینی برای بررس��ی و 

انجام آنالیزهای لازم استفاده شدند.

سنجش کلروفیل 
اس��تخراج كلروفيل: مق��دار 0/1 گرم از برگ 
گياه سيب‌زميني رقم وايت دزيره، تیمار شده 
ب��ا غلظت‌ه��ای 0، 0/5، 1، 1/5و 2 ميلي‌گرم 
در ليت��ر نانو نقره توزين گرديد و س��پس با 
استفاده از 5 ميلي‌ليتر استون %80 در تارکيي 
بر روي يخ درون هاون چيني هموژن گرديد 
تا در نهايت محلولي همگن و کيدست به دست 
آمد. س��پس عصاره حاصل ص��اف گرديد 

و حج��م محلول به کمک اس��تون %80 به 10 
ميلي‌ليتر رسانده شد. سپس جذب محلول‌هاي 
به دس��ت آمده به کمک اسپکتروفتومتر مدل 
در   UV Vis spectrophotometer- Shimadzu

645 خوانده شد.  nm 663 و nm طول موج‌هاي
اين عمل براي هر يک از غلظت‌هاي نانو نقره 
سه بار تکرار گرديد و سپس ميزان کلروفيل 
بر اس��اس روش )Arnon, )1949 بر حس��ب 

mg/gFW محاسبه گرديد. 

سنجش جيبرلکي اسيد
0/5 گ��رم از بخش هوايي گياهان ش��اهد و 
تحت تيمار نانو نقره در 2/5 ميلي‌ليتر اتانول 
مطلق س��ائيده ش��د. عصاره حاصل توسط 
 rpm  در )ependorf میکروس��انتریفوژ )مدل
13000 سانتریفیوژ ش��د، سپس محلول رو 
ش��ناور در لوله آزمايش ريخته شد و به آن 
)HCl )M 0.1 اضافه ش��د. محلول  يک قطره
حاصل ب��ه دکانتور منتقل ش��د و به آن 10 
ميلي‌ليتر اتيل استات افزوده شد. اين محلول 
به مدت 2 دقيقه به خوبي تکان داده شد، بعد 
 pH از آن 10 ميلي‌ليتر بافر فس��فات سديم با
7.4 افزوده ش��د و دوباره 3 دقيقه محلول به 

خوبي تکان داده ش��د. در اين مرحله دو فاز 
تشيکل شد که فاز رنگي دور ريخته شد و فاز 
آبي حاوي جيبرليک اسيد استفاده شد. از فاز 
آبي 3 ميلي‌ليتر برداشته و به آن 3 ميلي‌ليتر 
HCl 3.75 M و3 ميلي‌ليتر بافر فسفات سدیم 

pH 7.4 اضافه شد. محلول حاصل به خوبي 

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

در منابع 2004 است  براي اندازه‌گيري كمي 
جيبرلكي اسيد منحني استاندارد در محدوده 
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غلظت صفر تا 2 میلی‌گرم در لیتر با استفاده 
از GA3 رسم گرديد.

استخراج، سنجش و الکتروفورز پروتئین 
)SDS-PAGE(

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

نور در طول موج 595 نانومتر خوانده شد.

 SDS – PAGE تهيه ژل
ژل جداکننده )Seperating gel( با غلظت ٪12 
و ژل متراکم‌کننده )Staking gel( با غلظت ٪5  
از محلول 30 درصد پلی اکریلامید تهیه شد 
)Hames, 1990(.  الکتروفورز پروتئين با تهیه 

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

 Mini VERTI GEL2 APELEX پروتئين مدل
و منبع تغذيه مدل PS 304 Mini PacII  وصل 

شد. 

آماده‌س�ازي عصاره‌ه�اي پروتئيني جهت 
الکتروفورز

براي بارگ��ذاري از عصاره‌هاي پروتئيني به 

دست آمده روي ژل استفاده شد. از آنجا که 
لازم بود تا مقدار معين و کيسان از نظر غلظت 
از همه نمونه‌ها در چاهک‌هاي ژل ريخته شود 
در ابتدا سنجش کمي پروتئين‌هاي استخراج 
شده طبق روش )Bradford, 1976( انجام شد، 
و پس از کيسان‌سازي غلظت از هر عصاره 
پروتئيني ح��اوي 12-5 مکيروگرم پروتئين 
در تکرارهاي مختلفي از هر ژل الکتروفورز، 
مقدار 6 مکيروليتر بافر نمونه اضافه شد. پس 
از آن مخلوط حاصل از عصاره پروتئيني و 
بافر نمونه )30 مکيروليتر( در چاهک‌ها ريخته 
 )pH: 8.3( شد و تانک الکتروفورز با بافر تانک
پر گرديد و س��پس تانک الکتروفورز به منبع 
تغذيه متصل ش��د و تحت ميدان الکترکيي با 
ولتاژ 100 ولت و شدت جريان 40 ميلي‌آمپر 
به مدت 3-2 ساعت، الکتروفورز انجام گرفت. 
پس از اتم��ام الکتروفورز ژل با نیترات نقره 
بر اس��اس روش توضیح داده ش��ده توسط 
)Rostami and Ehsanpour, 2009( رنگ‌آمیزی 

و بانده��ای پروتئینی ظاهر ش��د. پس از اين 
مراحل بررس��ي تغييرات الگوي پروتئيني و 
شدت نسبي باندهاي پروتئيني روي ژل‌هاي 
به دست آمده توس��ط نرم افزار ImageJ به 

صورت کمي انجام گرفت.

نتایج
تاثير نانو نقره بر ميزان کلروفيل a،b و کل 
تیمار گیاهان س��یب‌زمینی با نان��و نقره در 
ش��رایط کشت در شیشه نش��ان داد که نانو 
نقره اثر معني‌داري بر ميزان  کلروفيل a، b و 

کل نشان نداد )شکل1(.
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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 كلروفيل كل )B( b كلروفيل ،)A(  a شکل 1. اثر غلظت‌هاي مختلف نانو نقره بر ميزان كلروفيل
داده‌ها ميانگين 3 تکرار ± std و حروف مشابه بيانگر عدم اختلاف معني‌دار )P<0.05( بر اساس آزمون دانکن است.

تاثي�ر نانو نق�ره بر مقدار جيبرلکي اس�يد 
اندام هوائی

ب��ا افزايش غلظت نانو نق��ره، ميزان جبرليک 
اسيد نيز به ترتيب افزايش معني داري نسبت 
به شاهد نش��ان داد.  حداکثر مقدار جيبرليک 
اس��يد در غلظت هاي 1 و ppm 1/5 نانو نقره 
مشاهده گرديد. اگرچه ميزان اين 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 افزايش 

معني‌داري را نشان داد )شکل 2(.

اث�ر نانو نق�ره ب�ر پروتيين محل�ول اندام 
هوايي

نتايج به دست آمده از بررسي اثر نانو نقره 
بر ميزان پروتئين کل محلول نش��ان داد که 
با افزايش غلظ��ت نانو نقره، پروتيين کل نيز 
افزايش يافت. اي��ن افزايش در غلظت 1، 1/5 
و ppm 2 نان��و نقره افزاي��ش معني‌داري را 
 ppm 0/5 نسبت به نمونه‌هاي شاهد و غلظت
نانو نقره نش��ان دادند. مي��زان پروتئين در 
غلظت‌ه��اي 1/5 و ppm 2 نانو نقره اختلاف 
معني‌دار نش��ان نداد در حالکيه پروتئين 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

شکل 2. اثر غلظت‌هاي مختلف نانو نقره بر ميزان جيبرليك اسيد.
داده‌ها ميانگين 3 تکرار ± std و حروف غير مشابه بيانگر اختلاف معني‌دار )P<0.05( بر اساس آزمون توكي 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

 

شکل 3. اثر غلظت‌هاي مختلف نانو نقره بر ميزان جيبرليك اسيد برگ. داده‌ها ميانگين 3 تکرار ± std است.
حروف غير مشابه بيانگر اختلاف معني‌دار )P<0.05( بر اساس آزمون توكي است.

اين غلظت‌ها نسبت به غلظت‌هاي صفر، 0/5 و 
1 افزايش معني‌داري را نشان داد. به هر حال 
غلظت ppm 1 نانو نقره حد واسط معني‌داري 

نس��بت به غلظت‌هاي صفر و ppm 0/5 نانو 
 ppm 2 نقره از يک طرف و غلظت‌هاي 1/5 و

نانو نقره از طرف ديگر نشان داد )شکل 3(.

تاثي�ر نانو نق�ره بر الگ�وي الکتروفورزي 
پروتئين‌هاي اندام هوايي 

الگ��وی الکتروف��ورزی پروتئین‌ه��ای اندام 
هوائ��ی گاه تحت تیمار نانو نق��ره به روش 
SDS- PAGE در ش��کل 4 نش��ان داده شده 

اس��ت. در الگوی پروتيین‌ها 3 باند نسبت به 
س��ایر باندها واضح‌تر 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 
می‌ش��ود در حالیکه در گیاهان شاهد )بدون 
تیمار نانو نقره( کاملًا محو ش��ده است. البته 
میزان بیان پروتئین‌های این باندها با یکدیگر 
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. تاثير غلظت‌هاي مختلف نانو نقره بر الگوي الكتروفورزي پروتييني اندام هوايي.

بحث 
مطالعات نشان داده است که يون نقره فعاليت 
اتيلن را از طريق رقابت با كوفاكتور مسي بر 
سر جانش��يني در جايگاه اتصال به گيرنده 
 Kumar et al.,( اين هورمون، مهار مي‌س��ازد
2009(. يون‌هاي نقره باعث غیر فعال‌س��ازی 

 Zhao et al.,( اتيل��ن در گياه��ان مي‌ش��وند
2002(. گياهان موتان غير حس��اس به اتيلن 

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

ايجاد اختلال در باند ش��دن اتيلن به جايگاه 
 Rodriguez( اتصال گيرنده‌هاي اتيلن هستند
et al., 1999(. گيرن��ده اتيلن، ETR1، ش��امل 

كي جايگاه اتصال به اتيلن اس��ت كه با كمك 
كي يون مس اين اتص��ال صورت مي‌گيرد. 
جايگزيني كوفاكتور مسي با يون نقره باعث 
قفل ش��دن اين گيرنده براي اتصال به اتيلن 
مي‌ش��ود )Zhao et al., 2002(. در مقابل اين 

نظريه، نظريه ديگري وجود دارد كه مي‌گويد 
كاهش عملكرد اتيلن به واس��طه اكسيد شدن 
اتيلن به وسيله كي سيستم آنزيمي يون فلزي 
صورت مي‌گيرد. اين اكس��يدكننده مي‌تواند 
كي آنتاگونيس��ت ضعيف ماند Co2 و يا كي 
آنتاگونيس��ت قوي مانند تريكبات نقره باشد 

.)Abeles., 1973(

در مطالعه حاضر مشاهده شد كه گياهچه‌هاي 
رش��د كرده در محيط‌هاي داراي غلظت 0/5 
ppm نان��و نقره، از نظر برخي ش��اخص‌هاي  

ظاهري و به طور يكفي، به مراتب رش��د بهتر 
و مطلوب‌تري را نسبت به محيط MS )كنترل( 
داشته اما غلظت‌هاي 1/5 و 2 ميلي‌گرم در ليتر 
نانو نقره باعث كاهش برخي از شاخص‌هاي 
رشد نظیر طول ساقه و فاصله میان گره‌های 
گياهچه‌هاي سيب‌زميني رقم وايت دزيره شد 
)داده‌ها ارائه نش��ده اس��ت(. این نتایج مشابه 

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

حالیکه در شاهد و سایر غلظت‌های 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
كاهش طول ساقه و فاصله ميان گره‌ها در اثر 
عملكرد نانو نقره به عنوان مهاركننده فعاليت 
اتيلن مي‌توان��د بيان‌گر اين مطلب باش��د كه 
فرآيند طويل‌شدگي سلول‌ها در حضور نانو 
نقره كاهش يافته است. در مورد مكانيسم عمل 
نقره در کاهش فاصل��ه ميان گره‌ها اطلاعات 
دقيقي در دست نيست. ولي دو نظر قابل بيان 

است:
1( ممكن اس��ت نانو نقره در مس��ير توليد و 
يا فعاليت جيبرلكي اسيد اختلال ايجاد نموده 
باشد و در نتيجه از طويل شدن ساقه ممانعت 

نموده باشد؛
2( مقايسه اثر نانو نقره با اثر برخي از فلزات 
س��نگين نظير کادميوم بر رش��د گياه نشان 
مي‌ده��د که فلزات س��نگيني چ��ون كادميوم 
)Toppi and Gabbrielli, 1999( س��رب و روي 

باعث كاهش رشد طولي سلول‌هاي ساقه گياه 
شده است )Aidid and Okamato, 1992(. البته 
بايستي در نظر داش��ت مطالعات حاضر در 
ش��رايط کشت در شيشه و تجمع اتيلن انجام 
ش��ده در حالکيه در مطالعات ساير محققان 
روي برخي از عناصر س��نگين غير از نقره و 
شرايط کشت گياه در طبيعت و کاملًا متفاوت 

با آزمايشات ما انجام شده است. 

بررسي اثر نانو نقره بر كلروفيل گياه
كلروفيل نقش��ي يگانه و اثر گذار در زندگي 
 .)Eckharti et al., 2004 ( گياه��ان عالي دارد
از آنجا كه محتويات كلروفيلي گياه، يكي از 
پارامترهاي شاخص عملكرد هورمون اتيلن 
است )Jona et al., 1997( بررسي اثرات نانو 

نق��ره بر ميزان كلروفيل كل، به صورت غير 
مس��تقيم از تاثير اتيلن بر كلروفيل و فرآيند 
فتوس��نتز س��خن مي‌گويد. به طور كلي، در 
تحقي��ق حاضر با افزايش غلظ��ت نانو نقره 
در محيط كش��ت گياه سيب‌زميني رقم وايت 
دزيره، ميزان كلروفيل a, b و كل اندازه‌گيري 
 MS شده نسبت به حالت كنترل )محيط كشت
بدون نانو نقره(، تغيير معني‌داري را نش��ان 
ن��داد. نتايج حاضر مش��ابه نتايج Manios و 
 Typha latifplia همكارانش )2003( بر گي��اه
مي‌باشد كه اثر فلزات سنگيني چون كادميوم، 
مس، نيكل، سرب و روي را بر غلظت كلروفيل 
بررس��ي كردند. آنها دريافتند كه غلظت‌هاي 
پايين فلزات س��نگين اگرچ��ه باعث افزايش 
غلظت اي��ن عناصر در ريش��ه مي‌ش��وند، 
اما اثر معن��ي‌داري بر مق��دار كلروفيل a و

b نمی‌گذارد. س��ميت فلزات س��نگين براي 
متابوليسم گياهي از طريق آزمايشات اثبات 
شده است )Markert, 1993(. جانشيني يون 
 Mg در ملك��ول كلروفيل با فلزات س��مي 

2+

مش��خصي مانن��د م��س، روي، كادميوم يا 
جيوه در طي اس��ترس‌هاي فلزات س��نگين 
در گياهان عالي نش��ان داده ش��ده است كه 
 Kupper et( باعث تجزيه کلروفیل مي‌ش��ود
al. ,1996(. Babu  و همكاران )2010( نشان 

دادند كه اضافه كردن فلزات س��نگين كروم 
)25، 50 و100 ميكروم��ولار( و نق��ره )5، 
10و 15 ميكرومولار( به س��لول‌هاي سالم 
سيانوباكتريوم و اسپيرولينا  پلاتنيس باعث 
دگرگوني در فعاليت زنجيره انتقال الكترون 
و فتوسيس��تم II مي‌ش��ود. نتايج نشان داد 
كه يون‌هاي فلزات سنگين وابسته به غلظت 
ب��ر روي انتق��ال الكت��رون در جايگاه‌هاي 
چندگانه اث��ر مي‌گذارد و انتق��ال انرژي را 
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تغيير مي‌دهند. فلزات سنگين سمي هستند و 
گياهان به راحتي آنها را تجمع مي‌دهند. اين 
فلزات سنگين از راه‌هاي گوناگون در انتقال 
 Kupper( الكترون فتوسنتزي دخالت ميك‌نند
 et al. ,1996, Mohanty and Mohanty.

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

دادند كه مقدار مش��خصي از يون‌هاي نقره 
)غلظت‌هاي بي��ش از 10µM( كي بازدارنده 
قوي در انتقال ان��رژي و انتقال الكترون در 
سيانوباكتر مي‌باش��د. به نظر مي‌رسد نانو 
نقره در موارد ف��وق تغييري اعمال ننموده 

است. 
ممكن است ميزان نقره موجود در غلظت‌هاي 
نان��و نقره مورد اس��تفاده در اي��ن مطالعه، 
غلظت‌ه��اي چندان آس��يب رس��ان به گونه 
اي ك��ه ب��ه طور ج��دي مانع از رش��د گياه 
گردند، نبوده و يا اينك��ه گياه با فعال كردن 
سيس��تم‌هاي مختلف دفاعي خود توانس��ته 
خود را با ش��رايط محيطي س��ازگار سازد. 
احتم��الًا مكانيس��م‌هاي انتقال س��يگنال از 
ريشه به اندام هوايي گياه از طريق تريكبات 
شيميايي در غلظت‌هاي مختلف نقره مي‌تواند 
تغييرات لازم را به دس��تگاه فتوس��نتزي و 

رنگ دانه‌هاي آن اعمال كند.

بررس�ي اث�ر نان�و نق�ره ب�ر ميزان اس�يد 
جيبرلکي گياه 

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

حاضر تیمار نانو نقره در تمام غلظت‌ها 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 می‌توان دلایل ذیل 

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

)transporter( جیبرلیک اسید همراه باشد؛ 

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

3( می‌تواند 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 فرضیه‌ها نی��از به مطالعه دقیق 

علمی دارد. 

تغيي�ر پروتئين محلول کل در حضور نانو 
نقره

در برخی گزارشات علمی مشخص شده که 
حضور فلزات سنگين منجر به القاء تغييراتي 
در پروتئين‌ها در گي��اه مي‌گردد. پروتئين‌ها 
اطلاعاتي  مس��يرهاي  نهاي��ي  محص��ولات 
س��لول هس��تند که در پاس��خ ب��ه نيازهاي 
سلول در ش��رايط مختلف س��اخته شده و 
به موقعيت‌هاي س��لولي مناسب منتقل و در 
صورت نياز تخريب مي‌گردد و يا ميزان بيان 
آنها تغيي��ر ميي‌ابد. بنابراین نقره به صورت 
نان��و نقره می‌تواند نقش یک فلز س��نگین را 
ایف��ا نماید. در مطالعه حاض��ر تغييرات القاء 
ش��ده در مي��زان پروتئين‌ه��اي محلول کل 
حاصل از جداکشت‌هاي بخش هوايي گياهان 
س��يب‌زميني رقم وايت دزيره رشد يافته در 
محيط‌هاي داراي غلظت‌هاي به کار رفته نانو 
نق��ره و کنترل در غلظت‌ه��اي مختلف تغيير 
معناداري مشاهده ش��د و به همين صورت 
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الگوي متفاوتي در نحوه بيان در س��طح ژل 
الکتروفورز مشاهده شد. 

مختل��ف  فراينده��اي  در  اتيل��ن  ش��رکت 
فيزيولوژکي��ي به طور قط��ع از طريق تاثير 
پيام هورموني اتيلن در هس��ته و روش��ن يا 
خاموش ش��دن ژن‌هاي فعال ش��رکت‌کننده 
در آن فرايندها و در نتيجه بروز پاس��خ‌هاي 
اتيلن��ي در گياه اس��ت. نقره ب��ه عنوان يک 
بازدارنده فعاليت اتيلن، با مهار درک سيگنال 
اتيلن توس��ط گيرنده‌ها بر رون��د انجام اين 
فراينده��ا و نح��وه بيان ژن‌ه��اي درگير در 
س��طح رونويس��ي و ترجمه اث��ر مي‌گذارد. 
مي‌توان اين نکته را در نظر داش��ت نانو نقره 
اگرچه فاقد بار الکتریکی اس��ت ولی احتمالًا 
وقتی به س��لول وارد ش��ود با دو مکامیزم 
احتمالی موج��ب توقف فعالی��ت اتیلن و در 
نهای��ت تغییر الگوی پروتئینی می‌گردد: الف( 
نان��و نقره ممکن اس��ت با همان س��اختمان 
طبیعی یعنی نانو نقره به سلول وارد شده به 
صورت یک پوش��ش روی گیرنده‌های اتیلن 
قرار گرفته آن‌ها 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 مکانیزم 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 می‌تواند 
منجر به تغیی��ر در فرایندهای فیزیولوزیکی 
و متابولیسمی ش��ده و الگوی پروتئین‌ها را 
تغیی��ر دهد. نظیر چنی��ن تغییراتی در الگوی 
پروتئین‌ها بع��د از تیمار نقره در آفتابگردان 
گزارش شده اس��ت )Krizkova و همکاران، 
2008(. پروکاريوت‌ه��ا و يوکاريوت‌ه��ا در 

مقابل فلزات سنگين از خود دفاع مي‌کنند. هر 
دوي اين ارگانيسم‌ها راه‌هاي متعددي براي 
س��ميت‌زدايي در مقابل فلزات سنگين به کار 
مي‌برن��د. کيي از عمومي‌ترين راه‌ها، س��نتز 
پپتيده��ا و پروتئين‌هاي غني از سيس��تئين 
مي‌باش��د که اين پپتيدهاي س��نتزي گياهي 
 .)Clemens, 2006( فيتوکلاتين‌ها نام دارن��د 
بنابراين ممکن اس��ت بخشي از پروتئين‌هاي 
س��نتز شده در اثر تيمار نانو نقره به واسطه 
سنتز فيتوکلايتين‌ها باشد. علاوه بر این، نتايج 
ما مشابه گزارش��ی است که قبلًا از بررسي 
اثر پروتئین‌ها بر روي گياه سيب‌زميني رقم 
 Rostami( وايت دزيره به دس��ت آمده است
and Ehsanpour, 2009(. با اين تفاوت که اين 

محققان در بان��د پروتئيني 100 کيلو دالتون 
کاهش بيان پروتئي��ن و در باندهاي 17، 40 
و 50 کيلو دالتوني افزايش بيان پروتئيني را 
شاهد بودند. شايد اين تفاوت به نوع ترکيب 
یعنی نانو نقره به جای تیوس��ولفات نقره و 
مکانیزم عمل ماده به کار رفته مربوط شود. 
به هر حال این مطالعه یک بررس��ی اولیه در 
تغییر الگوی عمومی پروتئن‌هاست و بدیهی 
است شناس��ائی نوع پروتئین‌هائی که در اثر 
تیمار نانو نق��ره کاهش و ی��ا افزایش یافته 
اس��ت نیاز به استفاده از روش‌های کاملتری 
نظیر الکتروفورز دو بعدی دارد که در آینده 

بایستی انجام شود.

نتیجه‌گیری کلی
در این مطالعه نانو نقره با غلظت 1 میلی‌گرم 
در لیتر در محیط کش��ت بافت س��یب‌زمینی 
باعث بهبود رشد گیاه ش��د. نانو نقره روی 
کلروفی��ل اثر معنی‌داری نداش��ت در حالیکه 
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 تکمیلی و قطب 
تنش‌هاي گياهي دانشگاه اصفهان به واسطه 

حمايت از این پژوهش تشکر می‌نمایند.
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