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و بافتمجله سلو  287 1392 پاييز،3، شماره4جلد، پژوهشي)-(علميل

و بافتيپژوهشمقاله  پژوهشي)-(علمي مجله سلول
 287-295، 1392 پاييز،3، شماره4جلد

ژن، كاوتنوئيدسطح برگ، كلروفيلبررسي اثر كلريد كبالت بر  اكسيداز گياه سيب زميني ACCو بيان

Solanum tuberosum L. رقم وايت دزيره در كشت در شيشه 

. *Ph.D 2.، علي اكبر احسانپورM.Sc 1مرضيه تقي زاده

 كارشناسي ارشد فيزيولوژي گياهي، گروه زيست شناسي، دانشگاه اصفهان-1
 گروه زيست شناسي، دانشكده علوم، دانشگاه اصفهان-2
 ehsanpou@sci.ui.ac.ir پست الكترونيك نويسنده مسئول:*

 10/2/1392تاريخ پذيرش: 18/10/1391تاريخ دريافت:

 چكيده

 تغييـراتو رشـد كـاهش بـاآن تجمـعو شـودمـي توليـد شيشـهدر كشـت شرايطدركه است گياهي هايهورموناز يكي اتيلن هدف:

 هايشاخص برخيو رشدبر اتيلن سنتز كننده مهاريك عنوانبه كبالت كلريد اثر بررسي مطالعه اين هدف. است همراه گياه مورفولوژيكي
.است زميني سيب اكسيدازAminocyclopropane 1-carboxylic acid (ACC)ژن بيانو فيزيولوژيكي

،5،10،15،20 صفر، هايغلظت حاوي MS كشت محيطدر هفته5 مدتبه گياه جانبي هايجوانه ابتدا مطالعه ايندر:هاروشو مواد

 ميـزان بـرگ، سـطح سـپس. شـد انتخاب بهينه غلظتو شدند داده كشت شيشه درون شرايطدر 2CoCl ليتردر گرمميلي60و30،40
.شد بررسي اكسيداز ACCژن بيانو كاروتنوئيدو كلروفيل

كه:نتايج و سبب افزايش سطح برگ، ميزان در محيط كشت از ايجاد ريشه كلريد كبالتنتايج نشان داد و نابجا جلوگيري كرد هاي هوايي

هـاي رويشـي نشـان داد. همچنـين در ايـن بهترين تاثير را بر شاخص كلريد كبالت گرم در ليترميلي20غلظت.كلروفيل وكاروتنوئيد شد
. يافت كاهش شاهد گياهبه نسبت اكسيداز ACCغلظت بيان ژن 

ومـي شيشهدر كشتدر اتيلنو تجمع توليد كاهش سبب اكسيداز ACCژن بيان كاهشبا كبالت:گيري نتيجه  رشـد نهايـتدر شـود

 يابد.مي بهبود خوبيبه زميني سيب گياه

)(Aminocyclopropane 1-carboxylic acid اكسيداز ACCسيب زميني، كبالت كلريد،، اتيلن:كليدي واژگان
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ژن بررسي اثر كلريد كبالت بر سطح برگ، كلروفيل، كاوتنوئيد و همكار مرضيه تقي زاده ...و بيان

و بافت 288  1392 پاييز،3، شماره4جلد، پژوهشي)-(علمي مجله سلول

 مقدمه

گونـه 900يكـي از.Solanum tuberosum Lزمينـيسـيب
ــنس  ــانواده Solanumج ــمو Solanaceaeاز خ ــرين از مه ت

در 275محصولات غذايي جهان است كه توليد آن به  ميليون تن
وسال مي خـود جهـان را بـه ميليـون هكتـار از اراضـي 18 رسد

) هـاي آلكالوئيدزميني داراي گليكوسيب.)1اختصاص داده است
و مقدار زيادي  وفراوان داراي ارزش همين خاطربه نشاسته است

و ( غذايي، دارويي ). اين گيـاه در معـرض2صنعتي فراواني است
و بيماري و هر ساله مقدار زيادي از آفات هاي مختلفي قرار گرفته

فنمحصول آن از بين مي هـاي نـويني چـون وريارود. استفاده از
ككشت بافت گياهي مي و تواند كمك شـاياني در افـزايش ميـت

و عاري از ويروس بنمايـد  كيفيت محصولات، توليد گياهان سالم
 بـه دسترسـي گياهي، بافت كشت فناورياز استفاده).4و1،3(

ــاريو ســالم گياهــاني ــزوزابيمــاري عوامــلو بيمــارياز ع  ني
يابي به اصلاحات ژنتيكي را ممكن ساخته است؛ همچنـين دست

كشت بافت گياهي راه كوتاهي است كه بـهوسـيله آن مـيتـوان 
و ژنهـاي مقـاوم بـه شـرايط  ژنهاي مقاوم به عوامل بيماريزا

و خشكي را به گياه منتقل كرد (5). يكي  نامناسب مانند شوري
و تجمـع اتـيلن در  از مشكلات كشت بافت سيب زمينـي توليـد
شيشه بهعنوان يك فرآورده طبيعي متابوليسم گياه است كـه در 
و  و همچنين از برگها اثر قطع گياهان در هنگام واكشت كردن
و نمو نمونه گياهي اثر نا و بر رشد جوانههاي جوان توليد ميشود

 مطلوب ميگذارد (6). 

گـي پهنـك اثرات فيزيولوژيكي اتيلن در گياهـان شـامل پيچيـد
ها، شكستن خواب دانه، جوانهزني، القا ريشهزايي در برگها، برگ

و دمگل، تسريع رسيدگي ميوه، دخالـت در انتقـال قطبـي  ساقه
اكسين، افزايش نفوذپذيري غشـا (6)، ايجـاد مقاومـت در برابـر 
و كـاهش  و ريخـتزايـي گياهـان (7) تنشهاي زيستي، تكثيـر
قــدرت بــاززايي گيــاه از پروتوپلاســت ســيبزمينــي اســت (8). 
و تنشهاي محيطي  همچنين گزارشاتي مبني بر تاثير سيگنالها
مانند خشكي، شوري، درجه حرارت بالا، شرايط غرقـابي، حملـه 
و فلزات سنگين بر توليد اتيلن وجـود دارد  پاتوژنها، ايجاد زخم
و تجمع اتيلن در كشت بافت گياهي در  (9). قسمت عمده توليد
شرايط درشيشه در نتيجه زخمي كردن گياه بهصورت جداكشت 
و اثـرات  صورت ميگيرد كه سبب ايجاد ناهنجاريهاي زيسـتي
زيانباري از قبيل كاهش وزن خشك، كاهش ميـزان كلروفيـل، 
كاهش سطح برگ، ايجاد ريشههاي نابجـا افـزايش فاصـله ميـان

و 11). بـراي كـاهش اثـرات منفـي اتـيلن  گرهها ميشـود (01
ميتوان از فعاليت يا بيوسنتز اتيلن جلوگيري نمود (8). براي اين 
كار ميتوان از بازدارندههاي سنتز اتيلن كه منجر به كاهش اثرات 

 منفي اتيلن در شرايط درشيشه ميگردد استفاده نمود.

و ابتـدا بـه -Sمسير بيوسنتز اتيلن از آمينواسيد متيونين شروع
مي (SAM)متيونين آدنوزيل و سپس توسط آنـزيم تبديل  شود

ACC سنتاز بهACC )1-كربوكسيليك-1-پروپانسيكلوآمينو
كننـده شود. اين واكنش اولين واكـنش محـدوداسيد) تبديل مي

 ACCاكسيداسـيون،سرعت در اين مسير است. در مرحله بعـد
دي ACCوسيله به و اكسيداز سبب تشكيل اتيلن، اكسـيد كـربن

(يا سيانيد مي كننـده يـاد). گروهي از مـواد مسـدو12و6شود
كاهش دهنده سنتز اتيلن هستند. اين گروه شامل موادي هستند 
كه با مسدود كردن قسمتي از مسير بيوسنتز اتيلن مانع از توليـد 

 AOAگلايسـين)،وينيل(آمينواتوكسي AVG مانند،شودآن مي

سنتاز در همان مراحـل ACC اسيد) كه از فعاليت استيك(آمينو
(تبد كنـد ) جلـوگيري مـي ACCبـه SAMيلاوليه سنتز اتيلن

)6.(2CoCl هـاي بيوسـنتز اتـيلن(كلريد كبالت) از مهاركننـده
ميب ACC است كه از تبديل (ه اتيلن جلوگيري ).14و13كند

(علاوه براين،  عنوانبهو 8/756داراي وزن مخصوص ) Coكبالت
ودر وكوآنزيم آنزيم چندين سازندهجز ضروري عنصر يك  انسان

 گياهـان براي كبالت همچنين).12( استهاپروكاريوت حيوانات
 هستند زيستيهم طريقاز ازت كننده تثبيتكه بقولات خانواده
). هدف از اين مطالعه استفاده از كلريد16و15( است لازم بسيار

منظـور بـه،در شرايط كشت در شيشه گياه سيب زمينـيكبالت 
در ACCبررسي اثر اين عنصـر در كـاهش بيـان ژن  و اكسـيداز

هاي رشـد گيـاه نتيجه تاثير عدم توليد اتيلن بر برخي از شاخص
 سيب زميني است.

هاو روشمواد

 قـبلا كـه دزيره وايت رقم زميني سيب گياهاناز مطالعه اين در
 دانشـگاه گيـاهي فيزيولوژي آزمايشگاهدر بافت كشت شرايط در

 روي گياهـان ايـن هـايجوانـه. شـد استفاده بود موجود اصفهان
 MS((Murashige and( اسـكوگ-موراشـيك كشـت محـيط

Skoog) ــاوي ــايغلظــت ح 60و0،5،10،15،20،30،40 ه
 هـوايي بخـش، رشد داده شـدند.كلريد كبالت ليتردر گرمميلي

 (MS) شاهد هايمحيطدر يافته رشد زميني سيب هايگياهچه
ــايو ــي60و5،10،15،20،30،40 تيماره ــرمميل ــت گ  كبال
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و بافت  289 1392، پاييز3، شماره4جلد، پژوهشي)-(علمي مجله سلول

 ميـزانو جـدا كشـت محـيطاز هفتـه5از پـس ليتردر كلريد
 شـد گيـري انـدازه Arnon 1949 روشبه كاروتنوئيدو كلروفيل

)17.(

در شـده كشـت گياهانازاكسيداز ACCبررسي بيان ژن جهت
 كبالـت ليتـردر گـرمميلي20با شده تيمارو MS كشت محيط

 هـاآن RNAو گرديـد استفاده كلريد در پايان هفته سوم كشت
 شـركت( RNX-Plus RNA اسـتخراج كيت العمل دستور طبق

 بـا شده استخراج RNA مقدار ارزيابي. گرديد استخراج) سيناژن
. شـد انجـام درصـد يـك اگارزژل بيوفتومترو دستگاهاز استفاده
 ميزان بررسي برايسنتز شد. cDNA،دستورالعمل طبق سپس
ــا(اكســيدازACCژن بيــان ،Accession No: AYO989391ب

) NCBI سايت توسط زميني سيب cDNA ژنوماز شده طراحي
PCR زيـر انجـام تـواليبا اختصاصي پرايمرهايبا نظر موردژن

.شد

FW:5′-GGACATTGGGTGAACATTCC-3′ 

RV:3′-AGAAATGATGGCCTCACCAG-5′ 

-3 آلدهيــد گليسـيريد( GAPDHژن پرايمـر آزمـايش ايـن در
بـراي داخلي كنترلژن عنوانبه زير تواليبا) دهيدروژناز فسفات
.گرفت قرار استفاده مورد RT-PCRاز حاصل نتايج تاييد

FW:5′-ACCATCTTCCAGGAGCGAGA-3′ 

RV:3′- GCAAATGAGCCCCAGCCTTC-5 

ب اسـفاكتورهاي اندازه گيري شده طـر آمـاس يك  اري كاملاـرح

 هاي حاصـلتكرار براي هر آناليز انجام گرفت، داده4تصادفي با
ــزار ــرم اف ــا ن ــي داري SPSSب ــطح معن ــن در س ــت دانك و تس

0.05) (P≤ گرديد محاسبه.

 نتايج

 رقم .Solanum tuberosum L زميني سيب هايگياهچه كشت

15،20هاي غلظت حاوي MS كشت هايمحيطدر دزيره وايت

محـيط بـا مقايسهدر هفته5 مدت به 2CoCl ليتردر گرمميلي

 بـروز عـدمو رشـد ظـاهري بهبـودبه منجر) شاهد( MS كشت

.گرديد اتيلن تجمعاز ناشي هايناهنجاري

ظـاهري همچـونو مورفولـوژي خصوصيات تغييرو رشد كاهش

هـاي ريشـه رشـدو ظهـور آن، قطر كاهشو ساقه شدن ضعيف

مويين نابجا بر روي اندام هوايي گياه در نوساقههاي رشد يافتـه 

در محيط كشت SM ساده به وضوح قابل مشاهده بود امـا ايـن 

ايرتشيبتظلغرداصوصخمCoCl2فلتخمياهتظلغردمئلاع

زالصاحجياتن.ديدرگنتيورCoCl2رتيلردمرگيليم20يواسم

رتيلردمرگيليم15و10و5ياهتظلغهكدادناشن1لكش

CoCl2امـا،دنـدادناشـنگربـحطسـشيازفادهاشهبتبسن

و ساير بيشترين سطح برگ با اختلاف بسيار زياد نسبت به شاهد

CoCl2رتـيلردمرگـيلـيم20تظـلغردCoCl2ياهـتظلغ

رتـيلردمرگـيلـيم60و40و30ياهـتظلغرد.دشهدهاشم

CoCl2دادنناشنيفلاتخادهاشهبتبسنگربحطسنازيم.

و حروف غير مشترك بيانگر معني انحراف معيار±ها ميانگين چهار تكراربر سطح برگ در گياه سيب زميني. داده 2CoClمختلف هايغلظت اثر:1شكل
)  آزمون دانكن است.) بر اساس ≥05/0Pدار بودن داده ها
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،5،10هـاي نشان دادكـه غلظـت2دست آمده در شكل نتايج به

ســبب افــزايش مقــدار 2CoClگــرم در ليتــر ميلـي20،30، 15

60و40نسـبت بـه شـاهد شـده اسـت، امـا غلظـتaكلروفيل 

هبـتبسـنيرتـمكaليـفورلكنازيمCoCl2رتيلردمرگميلي

CoCl2رتـيلردمرگـيليم20تظلغنينچمه.دادناشندهاش

و سـاير غلظـتهـا a را نسبت به شاهد بيشترين مقدار كلروفيل

ردمرگـيليم20تظلغهكدهديمناشن4و3لكش.دادناشن

ارلكليفورلكوbليفورلكشيازفانازيمنيرتشيبCoCl2رتيل

و ساير غلظتهـا نشـان داد در حـاليكـه سـاير نسبت به شاهد

غلظتها اختلاف معنيداري نسبت به شاهد نشان ندادند. شكل 

نيرتشـيبCoCl2رتـيلردمرگيليم20تظلغهكدادناشن5

و ساير غلظتها نشان داد در ميزان كاروتنوئيد را نسبت به شاهد

حاليكه ساير غلظتها اختلاف معني داري نسبت به شاهد نشان 

 ندادند.

و حروف غير مشترك بيانگر انحراف معيار±در گياه سيب زميني. داده ها ميانگين چهار تكرارaبر مقدار كلروفيل 2CoClمختلف هايغلظت اثر:2شكل
)  ) بر اساس آزمون دانكن است.≥05/0Pمعني دار بودن داده ها

و حروف غير مشترك بيانگر انحراف معيار±در گياه سيب زميني. داده ها ميانگين چهار تكرارbبر مقدار كلروفيل 2CoClمختلف هايغلظت اثر:3شكل
)  ) بر اساس آزمون دانكن است.≥05/0Pمعني دار بودن داده ها

و حـروف غيـر مشـترك انحـراف معيـار±ميانگين چهار تكرارها در گياه سيب زميني. دادهكل بر مقدار كلروفيل 2CoClمختلف هايغلظت اثر:4شكل
) .) بر اساس آزمون دانكن است≥05/0Pبيانگر معني دار بودن داده ها
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و حـروف غيـر مشـترك انحـراف معيـار7بر مقدار كاروتنوئيد در گياه سيب زميني. داده ها ميانگين چهار تكـرار 2CoClمختلف هايغلظت اثر:5شكل
) .) بر اساس آزمون دانكن است≥05/0Pبيانگر معني دار بودن داده ها

 درصديك آگارزژل توسط گياهاز شده استخراج RNA كيفيت تعيين:6 شكل

اكسـيداز پـس از انجـام ���نتايج حاصل از بررسـي بيـان ژن

بخش هوايي گياه سيب زميني رشد يافتـه در بر روي &�(�2&

و)7شـكل(و گيـاه شـاهد �����گرم در ليتر ميلي20غلظت 

) نشان داد9(شكل �8"��,آناليز داده ها با استفاده از نرم افزار

گـرم در ميلـي20اكسـيداز در غلظـت ���كه ميزان بيان ژن 

توسـط نسبت به شاهد كاهش يافته بود. اين نتـايج �����ليتر 

8(ژن كنترل داخلي) شكل 4*(� ژن &�(نتايج حاصل از 

 تائيد شد.

 ميلـي20 حـاوي كشـت محـيطدر يافته رشد گياه: 2CoClشاهد كشت محيطدر يافته رشد گياه: MSاكسيداز. ACCژن بيان بر 2CoCl اثر:7 شكل
 كلريد كبالت ليتردر گرم
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.GAPDHژن داخلي، كنترل:8 شكل

 گيـاه: MS در بخش هـوايي گيـاه سـيب زمينـي. ImageJ افزارنرماز استفادهبا RT-PCRاز حاصل DNA باندهاي شدت آناليزاز حاصل نتايج:9شكل
 كبالتكلريد ليتردر گرم ميلي20 حاوي كشت محيطدر يافته رشد گياه: 2CoCl شاهد كشت محيطدر يافته رشد

 بحث

 رشـد زميني سيب هايگياهچهكهشد مشاهده حاضر مطالعه در

 2CoCl ليتردر گرمميلي20 غلظت داراي كشت محيطدر كرده

در مقايسـهرا بهتري رشد مراتببه كيفي طوربهو ظاهري نظر از

 هـايغلظتو ساير) كنترل( MS گياهان رشد يافته در محيط با

2CoCl ــان ــندر 2CoClو داده نش ــت اي ــتر غلظ ــايراز بيش  س

و رشد رونددر ظاهريو مورفولوژيكي علائم ظهور مانعهاغلظت

 سـطح افـزايش. گرديـد دزيـره وايـت رقم زميني سيب گياه نمو

 هـايگياهچـهدر هوايي هايبخش زايي ريشه عدمو برگ پهنك

 بـود اتيلن بازدارندگي ظاهري نمودهاي ترينمهماز زميني سيب

.شد مشاهده حاضر مطالعهدر كه

در اتيلن تجمعو بيشتر توليد دليلبه كبالت كمتر هايغلظت در

 كبالـت غلظـت بهترينبه نسبت كمتري رشدهاگياهچه شيشه،

ژن بيـان بـر بازدارندگي اثر بيشترينكه،)ليتردر گرمميلي20(

ACC پيشين، مطالعات اساسبر دادند. نشان داشته،را اكسيداز 

 سـلولي تقسـيم دهنـده كاهشو بازدارنده اتيلنكهشد مشخص

 سـلولي چگـالي كاهش سبب كشت محيطدر اتيلن تجمع.است

 ميتـوز كـاهشدر اتـيلن كـردعمل دقيق مكانيزم هنوز.شودمي

 گيـريجهـتدر تـداخل دليـلاحتمـالا بـه امـا نيسـت مشخص

 بـالاتر هـايغلظـتدر امـا.يابـدمي كاهش ميتوزهاميكروتوبول

 يافتـه كـاهش گيـاه رشـد ميزان كبالت سميت دليلبه احتمالا

و اكسيداز ACCژن بياناز ممانعتبا كبالت يون احتمالاا. اشت

 رونـد بـر تواندمي شيشهدر كشت شرايطدر اتيلن توليد كاهش

و سـلولي تقسـيم سـرعت افزايشباو گذاشته اثر سلولي تقسيم

را زميني سيب رشد تواندمي سطح واحددر سلول تعداد افزايش

 اين اساسبر. نمايد توليدرا تريبزرگ هايبرگو بخشيده بهبود

-ميلـي20 غلظتدررا سطح افزايش بيشترين كبالت يون نتايج

 افـزايشاز آمده بدست نتايجبا نتايج اين. داد نشان ليتردر گرم

 فعاليت هايبازدارندهاز كاربرددر پيشين مطالعاتدر برگ سطح

 سيب گياه روي (Silver thiosulphat)(STS) اتيلن كردعملو

 يونبا نقره يون عمل مكانيزم اگرچه).18( دارد مطابقت زميني،

 متفـاوت كـاملا زمينـي سيب گياه برگ سطح افزايشدر كبالت

 سـطح نظـراز شـده مشاهده نمويو رشد اثر نهايتدر اما است

همكـارانشو Jayakumar همچنـين. هسـتند هـم مشابه برگ

 سـطح افـزايش سبب كبالت مناسب غلظتكه دادند نشان)19(

.شد سويا گياهدر برگ

 علائم بروز موجبهمهاآن غلظت افزايشو سنگين فلزات وجود

در سنگين فلزات سمي مقادير وجود. شوندمي گياهاندر سميت

از باعـث تشديدتر حالتدرو گياهان رشد كاهش موجب محيط

ازايگسـتره واسـطهبه علائم احتمالا. شودمي گياهان رفتن بين

مي سلولي سطحدر متقابل روابط در رشدو كاهش باشد ملكولي

 اثـردر وارده هـايآسيب دليلبه احتمالا كبالت بالاي هايغلظت

  ROSتجمـع احيانـا يـاو كبالـت بـالاي هـايغلظـت سـميت

(Reactive oxygen species)كه شده مشخص).21و20( است

ROS اسـيد كربوكسـيليك تـري سـيكل هايآنزيمبه تواندمي 
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)TCA (ماننـد ميتوكنـدريدر الكتـرون انتقال زنجيرهو ATP 

-دي NADHو اكونيتــاز هيــدروژنار،دي سوكســينات ســنتتاز،

را شـانفعاليـت يـا مهـاررا هـاآنو كـرده وارد آسيب هيدروژناز

60و40 هـايغلظـتدر دليـل همـينبه.)22و7( دهد كاهش

 عـدمو يـون ايـن بـودن سمي دليل به 2CoCl ليتردر گرمميلي

. يافت كاهش بسيارهابرگ سطح گياه رشد

جا كلروفيل در زندگي گياهان عالي نقش بسيار مهمي دارد. از آن

هاي شاخص عملكـرد پارامتركه محتويات كلروفيلي گياه، يكي از 

(به عنـوان كاهنـده بررسي تأثير يون كبالت،هورمون اتيلن است

نشـان توليد اتيلن) بر ميزان كلروفيل، به صـورت غيـر مسـتقيم

و فرآيند فتوسنتزيدهنده .استتاثير اتيلن بر كلروفيل

كلي در اين مطالعه، افـزايش غلظـت كبالـت تـا حـدودي طوربه

در واحد سلول شد امـا غلظـت روفيل، كارتنوئيدسبب افزايش كل

و افزايش را نسبت ميلي 20 گرم در ليتر كبالت بيشترين اختلاف

و ساير غلظت و تخريـب كلروفيـل به شاهد ها نشان داد. بيوسنتز

اي است كه توسـط فاكتورهـاي مختلفـي تنظـيم فرآيند پيچيده

و كارتنوئيـدمي طـور بـه شود. ايـن افـزايش در ميـزان كلروفيـل

عنوان كاهش دهنـده بيوسـنتز اتـيلن را غيرمستقيم اثر كبالت به

تنشان مي و اثراتادهد. كاهش كلروفيل تحت ثير هورمون اتيلن

منفي اين هورمون بر كلروفيل در شرايط كشت در شيشه گزارش 

و مشخص گرديده كه ميان اتـيلن موجـود در ظـروف  شده است

و سطح كلروفيل اندازه گيـري شـده رابطـه معكـوس كشت بافت

) هـاي كه اين كـاهش توسـط كـاربرد بازدارنـده،)18وجود دارد

گـردد. افـزايش كلروفيـل در بيوسنتز يا فعاليت اتـيلن مهـار مـي

دليـل در ايـن مطالعـه بـه 2CoClهاي به كار بـرده شـده غلظت

هـاي ممانعت از بيوسنتز اتيلن است. مشخص شده كه بيـان ژن

هـاي در ميـوه (Chlorophyllase)روفيلازآنـزيم كلـ كد كننـده

پرتقال تحت تيمار با اتيلن افزايش يافـت، در نتيجـه بـا افـزايش 

توانـد ناشـي از افـزايش تقسـيم سـلولي كه مـي،ميزان كلروفيل

و،هاي برگسلول و افزايش كلروفيـل افزايش سطح پهنگ برگ

يا حفـظ محتويـات كلروفيلـيو كارتنوئيد در واحد سلولي باشد 

(احتمالا از طريق ممانعت از تخريـب كلروفيـل در عـدم حضـور 

دياتيلن)، مي و متعاقبا فتوسـنتز تواند ميزان تثبيت اكسيدكربن

و مطلوب و در نهايت از رشد بهتر تـري برخـوردار را افزايش دهد

). مشابه اين اثر در مورد ميزان كلروفيل سـيب زمينـي10( شود

و يا اثر بازدارندگي10( (STS كرد اتـيلن عنوان بازدارنده عملبه

) در7روي تخريب كلروفيل ) اثر يون كبالت بر افزايش كلروفيـل

 گياه سويا گزارش شده است.

گـرم در ليتـر بـه ميلي60و40و30هاي بالاي كبالت در غلظت

و عدم رشد گياه تفـاوت معنـي داري در ميـزان علت سمي بودن

و كارتنوئيـد مشـاهده نشـد. جانشـيني يـون  در Mg+2كلروفيل

مولكول كلروفيل بـا فلـزات سـمي مشخصـي ماننـد مـس، روي، 

هـاي فلـزات سـنگين در گياهـان كادميوم يا جيوه در طي تـنش

 شـوندعالي نشان داده شده است كه باعث تجزيه كلروفيـل مـي

فلز سـنگين وابسـته بـه هاي). نتايج نشان داده كه يون18و10(

هــاي چندگانـه اثــر غلظـت بـر روي انتقــال الكتـرون در جايگـاه

ميمي و انتقال انرژي را تغيير دهد. نتايج آزمايشات مـا بـر گذارد

گرم در ليتر ميلي60و40هاي روي گياه سيب زميني در غلظت

و سطح برگ گياه شد زيرا فلزات سـنگين  سبب كاهش كلروفيل

و كـاهش رشـد ت، افزايش غلظتاز جمله كبال شان سبب سميت

همچنـين مشـخص شـده كـه افـزايش غلظـت.شوددر گياه مي

و ميـزان  كبالت در محدوده سـمي سـبب كـاهش سـطح بـرگ،

 تاييـد كننـده هـااين بررسـيكه،)24و23(ه است كلروفيل شد

از نتايج  آزمايشات ما بود. حاصل

 يـون كـه داد نشـان مطالعـه ايـندر RT-PCRاز حاصل نتايج

 بيوسـنتز مسـيردر اكسيدازACCژن بيان كاهش سبب كبالت

 نهايتدرو كرده ممانعت اتيلنبه ACC تبديلازكه شده اتيلن

 زمينـي سـيب گيـاه توسط شده توليد اتيلن ميزان كاهش سبب

 گـزارش نيز قبلا.شد شيشهدر كشت شرايطدر دزيره وايت رقم

 اكسـيداز ACCژن بيان كاهش سبب  SAاسيد ساليسيك شده

 AOA (Aminooxy acetic Acid)همچنينو)25( است شده

ــم Norboradiene –2,5و ــبب ه ــاهش س ــان ك  ACCژن بي

 بـا 2CoCl بـين شباهتي گونههيچ اگرچه).26( شودمي اكسيداز

 Amino aceticو Norboradiene –2,5 اسـيد، ساليسـيليك

acid 2 كـه داده نشان مطالعات اما ندارد وجودCoCl كـاهش بـا 

و كـرده عمـل شده ذكر تركيبات مشابه اكسيداز ACCژن بيان

 ACCژن بــه مربــوط mRNA بيوســنتز ميــزان كــاهش ســبب

 بـه اوزون تيمـاردهي همچنيند.ش شاهد گياهبه نسبت اكسيداز

 ACO1 )ACCو  ACSژن بيـان افزايش سبب ساعتيك مدت

 گزارشـات در شـد. فرنگـي گوجـهدر) سـنتاز ACCو اكسـيداز

 كـاهش سبب) AVG )Amino ethoxyvinyl glycine ديگري

7از پـس ACOو ACS (Transcript) بـرداريرونوشت ميزان
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ــاهدر تيمــاردهي روز ــاكو گي ــه نســبت تنب ).27( شــد شــاهد ب

Rancelis و) ــا)28همكــارانش -RAPD تكنيــكاز اســتفاده ب

PCR دِميتلاسـيونو ميتلاسـيون الگـوي تغييـر بـر كبالـت اثر 

DNA گياه Vicia faba نشـانرا )  تـوانمـي پـس،)28دادنـد

ژن بيـان كـاهشدر مكانيسـمي چنـين شايدكه نمود پيشنهاد

ACC كبالت كردعمل كلي طوربه.است افتاده اتفاق نيز اكسيداز 

 گزارش هيچو نيست مشخص اكسيداز ACCژن بيان كاهش در

 دستدر اكسيداز ACCژن بيان كاهشبر كبالت تاثيربر مبني

ــت احتمــالا نيســت. ــا كبال ــوگيري ب ــتاز جل  فاكتورهــاي فعالي

و TFيا كاهش سنتز  TF (Transcription Factors)رونويسي

 كندمي ممانعت رونويسياز مرازپلي RNA فعاليتاز ممانعت يا

 ميـزان كـاهش سـبب DNA متيلاسـيون الگـوي تغييـر بـاياو

 كـه سـوال ايـن در نهايـت. اسـت شـده اكسيداز ACC بيوسنتز

 بـه نيـاز چيسـت اكسيداز ACCژن بيان كاهش دقيق مكانيسم

.دارد آيندهدر بيشتري هايبررسي

 نتيجه گيري

تـوان گفـت كبالـت كلريـد از دست آمده مـيبا توجه به نتايج به
 ACCاي ســبب كــاهش بيــان ژن طريــق مكانيســم ناشــناخته

و گرم در ميلي20اكسيداز در غلظت و با كاهش توليد ليتر شده
هـاي رشـد مشـاهده شـده در گياهـان بيوسنتز اتيلن ناهنجـاري

كنترل بسيار كاهش يافت. همچنين كبالت در اين غلظت سـبب 
و كارتنوئيد شد. سطح برگ، افزايش  كلروفيل

 قدردانيو تشكر

 ايـناز حمايـت واسـطه بـه اصفهان دانشگاهاز مقاله نويسندگان
.نمايندمي قدرداني پژوهش
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Abstract 

Aim: Ethylene, a phytohormone, is produced during in vitro plant tissue culture and its accumulation 
is associated with reduction of growth and morphological changes. The aim of this study was to 
evaluate application of CoCl2, as ethylene synthesis inhibitor, on growth and some physiological 
parameters as well as expression of ACC oxidase gene of potato. 

Material and Methods: In this study, nodal segments of potato (Solanum tuberosum L.) cv. White 
Desiree were cultured on MS medium containing concentration of 0, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 60 mg/L 
CoCl2. After 5 weeks, chlorophyll a,b, total, cartenoied, content, leaf area and expression level of ACC 
oxidase gene were investigated. 

Results: CoCl2 inhibited root production in aerial parts and increased leaf areas and amount of 
chlorophyll a,b and carotenoid. Application of 20 mg/L CoCl2 was the best for potato growth. ACC 
oxidase gene expression was decreased at this concentration. 

Conclusion: Application of CoCl2 decreased ACC oxidase gene expression and prevented ethylene 
accumulation in the in vitro culture and consequently improved growth of potato plant. 

Keywords: ACC oxidase (Aminocyclopropane 1-carboxylic acid), CoCl2, Ethylene, In vitro culture, 
Potato 
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