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  بررسي ميزان تحمل به تنش خشكي كالوس هاي گياه
  UV-Cتحت تابش پرتو ) (.Medicago sativa Lيونجه 

  رويا رضوي زاده و علي اكبر احسانپور 
  دانشگاه اصفهان ـ  دانشكده علوم  ـ گروه زيست شناسي

  
  

  چكيده
، 0مدت  به UV-Cش پرتو  تحت تاب(invitro)در اين تحقيق كالوس هاي حاصل از گياه يونجه در محيط كشت 

 منتقل و PEG درصد30و 20، 10، 5، 2، 0 حاوي MS دقيقه قرار گرفت و سپس به محيط هاي كشت 60 و 30، 15
نتايج .  كالوس هاي متحمل به تنش خشكي بر اساس وزن تر گزينش شدند. در اتاق كشت تاريك نگهداري شدند

دهد واز اثرات تنش خشكي  ه تنش اسموتيك را افزايش مي دقيقه ، تحمل ب60 به مدت UV-Cنشان داد كه تابش 
 UV-Cفعاليت آنزيم اسيد فسفاتاز نيز تحت تابش . كاهد  ميPEG درصد 20و10در محيط هاي كشت حاوي 

در محيط كشت PEG  درصد 20كاهش يافته، در حاليكه فعاليت اين آنزيم در كالوس هاي تابش نديده تا غلظت 
 سيستم دفاعي داخلي گياه رافعال كرده وممكن است UV-C به نظر مي رسد كه پرتو بهرحال. يابد افزايش مي

  . بيان ژن هاي مشخص در مسير سنتز مشتقات فنلي را القاء نمايد
 

  UV-C پرتو ‚ اسيد فسفاتاز‚(PEG)  پلي اتيلن گليكول ‚ تنش خشكي‚يونجه :  واژه هاي كليدي
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  مقدمه

يكي ازمناسبترين گياهان علوفه  (alfalfa)يونجه 
محسوب   براي مناطق خشك و نيمه خشك جهاناي

گياه يونجه از سيستم ريشه أي قوي ). 2(مي شود
برخوردار است كه عامل موفقيت آن در مقاومت به 
كليه عوامل نامساعد و همچنين استفاده از مواد غذايي 

 در  كاشت اين گياه تأثير مهمي.آيد  به شمار ميزمين 
و تناوب اصلاح زمين زراعي از راه تهويه ، برقراري 

، افزايش مواد آلي و )زهكشي (يدن آب سطحرپايين ب
يونجه به دليل داشتن . ازدياد ازت خاك دارد 

ي عميق و اينكه پس از استقرار مقاومت ها ريشه
 بخوبي براي نشان مي دهد،ي نسبت به خشكي ا ويژه

ت احياء و اصلاح مناطق ديمزار كشور جهبرخي از 
ايجاد گياهان مقاوم به ).2(مراتع سازگاري دارد 

خشكي از طريق روش هاي سنتي بسيار وقت گير 
بنابراين امروزه از شيوه هاي . وگاهي غير ممكن است

جديد تر از جمله  كشت بافت براي ايجاد گياهان مقاوم 
به خشكي وساير عوامل نامساعد استفاده مي شود    

يده هاي رايج در كشت بافت تنوع بدني يا از پد). 13(
Somaclonal variationهرگونه تغيير از باشدكه  مي 

 است و بدنينظر ژنتيكي يا كروموزومي در سلولهاي 
د ـديـتواند منجر به پيدايش صفات و ويژگي هاي ج مي

در سال ). 13( ودــا شـهـل از آنـاصـان حـاهـيـدر گ
براي تنوع بدني  استفاده ازبه تمايل هاي اخير 

 و و اصلاح گياهان افزايش يافته) يبه نژاد(بهسازي 
در سلولها از جهش زاهاي مختلفي  بدين منظور

 UVكه پرتو است  مشخص شده .استفاده مي شود
كاهش يا  (frame shift  تغيير چهارچوب ياهايجهش

و ) نه در شكل سه تايي اما اضافه شدن بازها
 علاوه .كند اء و تحريك ميجايگزيني جفت بازها را الق

 تشكيل دايمرهاي پيريميدين در پاسخ به پرتو بر اين
UVي               و به دنبال آن مكانيسم ترميم برش

(Excision repair)ع ـطـ و قDNAادـ منجر به ايج 

اين امر مدل . شود  ميDNAي در ا  تك رشتهقطعات
  .)20 (باشد  ميUV توسط پرتوجهشاساسي القاء 

ي از طيف الكترومغناطيسي با ا   گسترهUVتوهايپر
 براي و مي باشد، nm 400-210طول موجهاي بين 

سيم ق تدسته سه به ،آن  مطالعه اثراتجهتسهولت 
 nm 400-320(،  UV-B)nm( UV-A):6(شوند مي

-UVپرتو ). nm 290-210()6  (UV-C  و )320-290

C درمقايسه با دو نوع ديگر به دليل جذب شديد 
ن مقدار نفوذ آن به جو كره زمين وزوسط لايه اتو

 ، در نتيجه اثرات كمتري نسبت بسيار اندك مي باشد
   .  مي گذارد بر موجودات كره زمينUV-B به

  ، شايدUV زا، پرتوهاي  جهشاز ميان پرتوهاي 
  ادهفاستدسترس براي ابل قبهترين و ارزانترين منبع 

 UV پرتوهايند بدليل طول موج نسبتاً بل گرچه .باشد
 UVمي باشد، اما  محدود هافت با در آننفوذپذيري

 پروتوپلاست و ، در كشت سلولها جهشبراي القاء 
  ).20 ( استبكار رفته همچنين براي كالوسها 

تنش خشكي سبب تغييرات متعددي در سلول ها 
 اوليه   متابوليسم  تغيير در.ودر كل گياهان مي شود

در گياهان مي شكي تنش خمعمول به   پاسخ  يك
كه در اثر تنش خشكي در از جمله آنزيم هايي  .باشد

 (Apase)گياه افزايش مي يابد، آنزيم اسيد فسفاتاز
عوامل محيطي متعددي باعث افزايش فعاليت . است

سلولي  برون و ي سلولروناسيد فسفاتازهاي د
د كه مهمترين آنها قرار گرفتن ريشه هاي گياه نشو مي

،  +Ni2+  ،Ca2+ ، Mg2ن هايي مانند در معرض كاتيو
اهميت ). 8و7و4( خشكي مي باشد تنش شوري و تنش

اين آنزيم را مي توان به توليد، انتقال و بازيافت 
(recycling)معدني فسفر )pi(نسبت داد )17.(  

برخي از پژوهشهارابطه متقابل بين تنش خشكي 
به عنوان .  رادر گياهان ثابت كرده استUV-Bوپرتو

 در خشكي راتنش  شدت ل اين پرتوها  مي توانندمثا
ت دادن آب گياه ـزان از دسـيـ از طريق كاهش مگياهان
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ه و ي و سطح برگ كاهش دادا هـ كاهش هدايت روزنبا
گياه با قرار گرفتن تحمل  همچنين). 15( . اندازندبتأخير 

 به يك يا چند نسبت، تنش قابل برگشت  يكدر معرض
 پرتو با دريافت  گياهان .د شدبيشتر خواه ديگر تنش
UVهاي مشخص بويژه  بيان ژن،  محيط  موجود در
القاء   را پروپانوئيدفنيل سنتز كليدي در مسيرهاي آنزيم

 و منجر به توليد زياد مشتقات فنوليك مي كنند
  ).18و12(د نشو مي

 UV-B عليرغم مطالعاتي كه در رابطه با اثرات پرتو

ه، گزارشات علمي  بر روي گياهان صورت گرفت 
 روي گياهان ارائه UV-Cمعدودي در زمينه اثر پرتو 

شده است ، بنابراين در اين تحقيق سعي شد اثرات 
UV-C بر چگونگي مقاومت به خشكي كالوس هاي  

  .يونجه بررسي گردد
  

  مواد وروشها
ق ازمحيط ياين تحق  درهاشــآزماي  انجام تماميبرا

  ,MS) 1962 (Murashige and Skoogكشت پايه
               و براي توليد كالوس، ) 14(گرديد اده ـاستف

                            Kin    (kinetin)  ، 2, 4-D هورمون هاي گياهي
)(2,4-Dichlorophenoxy acetic acid                             و 

 (Naphtalene acetic acid )NAAميلي 2 دارق م 
براي ايجاد . )1(ه محيط كشت اضافه شدبگرم در ليتر

  با وزن(PEG) پلي اتيلن گليكول تنش خشكي 

 و ) Merckكارخانه   ساخت(         6000مولكولي 
هاي   درصد به محيط كشت30  و20، 10، 5، 2، 0 دارقم

  براي ساخت محيط كشت حاوي.موردنظر افزوده شد
PEG انتشارتد م در اين تحقيق از (Diffusion-

based method)در اين روش ابتدا . استفاده گرديد
كه پس از  آگار گرم در ليتر9  حاويMSمحيط كشت 

محيط كشت .  استريل گرديد  كشتفريختن در ظرو
با دو برابر  نيزPEG  حاويMS) بدون آگار( مايع 

به  سپس . گرديدو اتوكلاو غلظت مورد نظر تهيه 

  ،در شرايط استريلجامدظروف حاوي محيط كشت 
 اضافه شد PEGهم حجم آن محيط كشت مايع حاوي 

 ساعت محيط كشت مايع رويي دور 24  پس ازو
 استفاده  PEGامد حاوي جريخته شد و محيط كشت 

 Vapor) با كمك دستگاه اسمومتر  ).20( گرديد
pressure osmometer. S/N model 5520)  

 24اسمولاريته محيط كشت مايع در ابتدا و پس از 
قرار گرفتن برروي محيط كشت جامد اندازه  ساعت

قابل ذكر است كه اسمولاريته نهايي بدست .  گيري شد
، 230، 217آمده از محيط هاي كشت ، بترتيب برابر با 

  .   ميلي مول بر كيلوگرم بود1320، 710،  321، 270
  

 بر UV-Cتوليد كالوس والقاي تيما ر خشكي و
  روي آن 

ي يونجه در محيط براي توليد كالوس، بذر ها
 روز از ساقه 30 كشت شدند وپس از MSكشت

گياهان حاصل جداكشت ها تهيه و در محيط كشت 
 هفته كالوس ايجاد 4پس از . توليد كالوس قرار گرفتند

كالوسهاي حاصل هر دو هفته يكبار درهمان . شد
كالوسهاي   و سپس محيط هاي كشت واكشت شدند

غلظت هاي مختلف به محيط كشت هايي با نسل چهارم 
PEGمنتقل گرديدند .  

 برروي كالوس، ظروف UV-C براي بررسي اثر 
  )UV-C ) nm 254 زير لامپدركشت حاوي كالوس 

درب . متري از آن قرار گرفتند  سانتي10در فاصله 
 در معرض  يك بارظروف برداشته شد و كالوسها

 60 و 30، 15 زمان هاي مختلف با UV-Cتابش اشعه 
 سپس  كالوسها  به محيط كشت. ر گرفتنددقيقه قرا

 30و PEG) 0 ،2 ،5 ،10 ،20حاوي غلظت هاي مختلف 
انتقال يافتند و در اتاق كشت در محيط تاريك ) درصد

 روز ميزان 18 كه پس از و بدون نور نگهداري شدند
علت . (رشد آنها بر اساس وزن تر اندازه گيري شد

 تجديد فعاليت نگهداري كالوسها در تاريكي ،  مكانيسم
بوسيله آنزيم فوتولياز (photoreactivation)نوري 
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 UVدر سلولها، جهت ترميم تغييرات ناشي از پرتو 
اين آنزيم   وابسته به نور بوده .  مي باشدDNAروي 

  )). 8( فعاليت مي كندnm600-  400ودر حضور پرتو 
 5اين آزمايش حداقل با سه تكرارو در هر تكرار با 

 تقريبا يكنواخت در يك طرح كاملاٍٍ قطعه كالوس
تصادفي با مقايسه آزمون چند دامنه دانكن انجام 

  .گرديد
  

  اندازه گيري فعاليت آنزيم اسيد فسفاتاز
 محيط هاي به روز پس از انتقال كالوس ها 18

 درصد 30 و 20، 10، 5، 2، 0كشت حاوي غلظت هاي 
PEG و زمان هاي مختلف تابش UV-C،  براي 

 اسيد فسفاتاز از كالوس  آنزيمغييرات فعاليتمحاسبه ت
به اين ترتيب كه . هاي موردنظر عصاره گيري شد

براي اندازه گيري فعاليت آنزيم اسيد فسفاتاز در 
 UV-C خشكي و تنش تحت تيمار يي كهها كالوس
 گرم 1 تكرار، مقدار 3تعداد به كشت از هر بودند،

برروي آن كالوس تازه وزن و به هاون منتقل گرديد و 
 ،)  مولارTris-HCl) 02/0شامل بافر يك ميلي ليتر 

Triton) 1/0و )  درصد10( گليسرول ،) درصد PVP 
)Polyvinylpyrrolidone( ) 5درصد وزن به حجم  (
پس از خرد كردن و سائيدن . شد  اضافهpH 8/6 با

  درجه سانتي گراد عصاره  به4كامل كالوس در دماي 
) eppendorf 5415Dمدل (ژ سانتريفوميكرو دستگاه 

 دقيقه در دماي 10 و به مدت rpm 10000منتقل و با 
پس از آن بخش . گراد سانتريفوژ گرديد  درجه سانتي4

گيري فعاليت  جدا وبراي اندازه) سوپرناتانت(رويي
 100 از هر لوله مقدار .اسيد فسفاتاز استفاده شد

 Julie جدا و براساس روش  روييميكروليتر محلول

et al., 1999 )10 ( فعاليت اسيد فسفاتازكل توسط
 Pharmacia Novaspecمدل (اسپكتروفتومتر 

LKB- ( گيري شد و   نانومتر اندازه405در طول موج

 آنزيم در گرم وزن تر (Unit) براساس واحد نتايج
  .كالوس گزارش گرديد

  
  نتايج

   بر رشد كالوس UV-Cاثر تابش 
 UV-C لف تابشل از اثر زمانهاي مختصنتايج حا

بر تغييرات رشد كالوسهاي يونجه،  تحت تيمار 
.  ارائه شده است1،  در شكل PEGغلظتهاي مختلف 

 دقيقه  در 15 به مدت UV-Cكالوسهاي تحت تابش 
نسبت به نمونه هاي بدون تابش PEG غلظت صفر

UV-C مقدار مختصـري افزايش رشد نشان دادند   .
 كالوسهايي  مشخص است در1همانطور كه درشكل 

، بين  بودند  UV-C  دقيقه تحت تابش   15كه به مدت 
بجز  ( PEGغلظت هاي صفر وسايـر غـلظـتهاي 

اختلاف معني داري از نظر رشد كالوس %) 2 غلظت
مقايسه الگوي رشد كالوسهايي كه . مشاهده مي شود

  قرار گرفتند ، UV-C دقيقه تحت تابش   15به مدت 
قرار نداشتند،  UV-C بشبا كالوسهاي كه تحت تا

  توانسته است در غلظتUV نشان مي دهد كه تابش 

PEG 20  % درصد افزايش 10رشد نسبي كالوسها را 
  ).1جدول ( دهد

مقايسه بين درصد رشد كالوسها در غلظتهاي 
،  با كالوسهاي تحت UV بدون تيمار PEGمختلف 

 دقيقه  نشان مي دهد كه   تابش 30 به مدت UVتيمار
UV-C دقيقه توانسته است ميزان رشد 30 به مدت 

.  درصد افزايش دهد37/17كالوسها را بطور متوسط 
اگرچه واضح است كه روند عمومي رشد كالوسها با 

كاهش مي يابد ولي رشد كالوس PEG افزايش غلظت
دقيقه در غلظت 30به مدت   UV-Cهاي تحت تابش 

 درصد نسبت به كالوسهاي PEG ،14/57  درصد 20
  ).1جدول ( افزايش نشان مي دهدUVمار نشده با تي

بر روي كالوسهاي يونجه UV-C دقيقه اي60تابش 
در اين مطالعه توانست اثر قابل ملاحظه اي در افزايش 
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 نشان UVرشد نسبت به كالوس هاي تيمارنشده با 
 نشان داده شده در تمام 1همانطور كه در جدول . دهد

قه موجب  دقي60 به مدتUV تابشPEGغلظتهاي
بطوريكه ميانگين . افزايش رشد كالوس شده است

افزايش رشد در كالوسهاي تحت تيمار شوك 
 درصد بوده واختلاف معني داري 63/36اسموتيك 

 دقيقه 15دقيقه و30به مدت UV-C نسبت به تيمار
 60 به مدت UV-Cاثر تابش ).  >05/0p(دهد  نشان مي

 بسيار نسبت به شاهدPEG  درصد20دقيقه در غلظت 
 توانست رشد UV-Cبطوريكه . محسوس است

كالوسهاي تابش ديده را نسبت به كالوسهاي تابش 
) درصد57/108(مقدار قابل ملاحظه اي   به  نديده  

اين در حالي است كه رشد نسبي در . افزايش دهد 
 درصد 50 نيز تا بيش از PEGدرصد 10غلظت 

  .افزايش يافته است

  
 

 نسبت به كالوسهاي تيمار UVكالوسهاي تحت تابش ) بر حسب گرم وزن تر(اختلاف درصد رشد : 1جدول
  . UVا نشده ب

  .باشد بيانگر كاهش رشد نسبت به گياه شاهدمي) ـ (بيانگر افزايش رشد  و علامت (+)  علامت 

 
  

 نسبت به كالوسهاي تيمار UVكالوسهاي تحت تابش ) بر حسب گرم وزن تر(اختلاف درصد رشد : 1جدول
  .باشد به گياه شاهدميبيانگر كاهش رشد نسبت ) ـ (بيانگر افزايش رشد  و علامت (+)   علامت UVنشده با 

 

  (%)PEG غلظت

 

 UVمدت تابش

  )دقيقه (

0   2  5  10  20  30  

  -20  +10  0  -16  /.+75  +56/19  دقيقه15

  +10  +14/57  +44/1  -12 +41/15  +24/32  دقيقه30

  +18  +57/108 +17/52  +44/9 +78/12  +81/26  دقيقه60
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 و تحت تابش  )   درصد30 وPEG) 0 ،2 ،5 ،10 ،20ميانگين رشد كالوسها در غلظتهاي مختلف : 1شكل 

UV-C روز پس از كشت حروف غير مشترك نشان دهنده وجود 18)   دقيقه60و 30، 15، 0(  زمانهاي مختلف 
  .مي باشد) (P<0.05اختلاف معني دار بر اساس آزمون دانكن 

  
   بر فعاليت آنزيم اسيد فسفاتاز UV -Cاثر

 ارائه 2 در شكل  نتايج حاصل از اين آزمايش ها
  .شده است 

همانطور كه در اين شكل نشان داده شده، در 
تا غلظت (PEGكالوسهاي اشعه نديده با افزايش غلظت 

ودر نتيجه افزايش تنش خشكي، ميزان فعاليت %) 20
فاتاز افزايش يافته واختلاف معني داري آنزيم اسيد فس

فعاليت .  نشان مي دهدPEGنسبت به غلظت صفر 
 تفاوت PEG درصد20،10،5،2آنزيم در غلظت هاي 

 درصد30در غلظت . معني داري نشان نمي دهد

PEG كمترين مقدار فعاليت آنزيم اسيد فسفاتاز
  .شود مشاهده مي

 كالوس اندازه گيري فعاليت آنزيم اسيد فسفاتاز در
دقيقه قرار 15 به مدت UV-Cهايي كه تحت تابش 

داشتند مشخص كرد كه در اين مرحله نيز با افزايش 
تنش خشكي ميزان فعاليت آنزيم اسيد فسفاتازتا غلظت 

 افزايش يافته واختلاف معني داري PEG درصد20

 باشاهد PEG درصد 30نشان مي دهد ولي غلظت 
 15 به مدت UVابشبا ت. تفاوت معني داري نشان نداد

 29/20 فعاليت آنزيم PEG درصد 30دقيقه ، در غلظت 
در صد نسبت به كالوس هاي تابش نديده افزايش يافته 

  .واختلاف معني داري با آن  نشان داد
 به مدت    UV-Cدر كالوس هايي كه تحت تابش 

، دقيقه قرار گرفتند ، ميزان فعاليت آنزيم اسيد 30
 ، افزايش چنداني پيدا PEGت  فسفاتاز با افزايش غلظ

در . نكرده  و اختلاف معني داري با شاهد نشان نداد
،  فعاليت آنزيم PEGدرصد20و 10 ،5،2غلظت هاي 
دقيقـه نسبت به زمان 30 به مدت UV-Cتحت تابش 

 دقـيقـه و بدون تـابـش كاهش يافت اين 15تابش 
 درصد نسبت به نمونه 20 و 10، 5 در غلظت هاي تفاوت 

 معني دار   دقيقه15 به مدت   UV-C اي تحت تابشه
در حاليكه در مقايسه با نمونه هاي بدون تابش، است، 

 فعاليت آنزيم اسيد .كاهش معني داري مشاهده نشد
   وPEG در صد30فسفاتاز در كالوسهاي تيمار شده با 
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  دقيقه در مقايسه با شرايط  30 به مدت   UV-Cتابش 
  .  درصد افزايش نشان داد22 در حدود بدون تابش 

فعاليت آنزيم اسيد فسفاتاز در كالوسهاي تحت 
 PEGدرصد   5و2دقيقه و غلظتهاي 60تابش به مدت 

 ، افزايش يافته و  PEGدرمقايسه با نمونه هاي بدون 
كالوس هايي . تفاوت معني داري را با آنها  نشان داد

 قرار داشتند از نظر فعاليت PEG در صد30كه در
  PEGم تفاوت معني داري نسبت به غلظت صفر  آنزي

و 30 و  تابش PEGدرصد   5و2در غلظتهاي . داشتند
 نسبت به يكديگر تفاوت معني UV-Cدقيقه اي 60

 داري از نظر فعاليت آنزيم ديده نشد، ولي نسبت به
و همچنين مرحله بدون تابش   دقيقه 15زمان تابش 

UV-Cدر . هش يافت، فعاليت آنزيم در اين غلظت ها كا
، در كالوس هايي كه PEG درصد   30و20غلظتهاي 
بودند ،  نسبت به UV-C  دقيقه تحت تيمار60به مدت 

، كاهش فعاليت آنزيم با UV-Cزمان هاي ديگرتابش 
اختلاف آشكاري مشاهده شد، كه نسبت به نمونه هاي 

 درصد، كاهش معني دار 30بدون تابش در غلظت 
  بيان كرد كه با افزايش مدت بطور كلي مي توان. نبود

،  فعاليت آنزيم اسيد فسفاتازدر  UV-Cزمان تابش
 كاهش نشان مي دهد اما PEGغلظتهاي مختلف 

  كمتر از UV-C دقيقه تابش60فعاليت آنزيم درتيمار 
 دقيقه مي باشد 30و 15زمانهاي ديگر تابش يعني 

   .واختلاف معني داري با آنها نشان مي دهد
 
 
 

 
و تحـت تـابش     )   درصـد  0 و PEG) 30،0 2  ،10  ،5  ،2فعاليت آنزيم اسيد فسفاتاز در غلظتهـاي مختلـف          : 2شكل  

حـروف غيـر مشـترك نشـان دهنـده      .   روز پس ازكشت18).   دقيقه60و UV-C ) 0 ،15 ،30  زمان هاي مختلف  
  . بر اساس آزمون دانكن مي باشد) (P<0.05وجود اختلاف معني دار
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  بحث
-UVمشخص است، تابش    1شكل   كه در    رطوهمان  

C افـزايش ميـزان مقاومـت       موجـب  دقيقـه    60 مدت   به 
 PEG درصـد    20 نسبت به تنش خشـكي تـا          ها كالوس
 ايــن امــر نشــان دهنــده ايــن اســت كــه . اســتگرديــده

 و  كالوسها تا حدود زيادي خشكي را تحمل نموده انـد           
UV-C ــنش شــدت اســت از توانســته ــي ت ــرات منف   اث

  .خشكي بكاهد
همانگونه كه ديگر محققين نيز بـه آن اشـاره نمـوده         

ــد گياهــان داراي مكانيســم ــده اي  ان ــاعي پيچي هــاي دف
هستند كه آنها را نسبت به عوامل نامسـاعد در محـيط            

سـازد تـا بـا        كند و گياه را قادر مـي        اطراف سازگار مي  
قرار گرفتن در معرض يك تنش، تحمل به يـك يـا چنـد              

هاي دفـاعي در      ين مكانيسم ا. تنش ديگر را بدست آورد    
شـوند و     گياهان با حضور پيام هـاي تـنش  فعـال مـي            

  نيز يك عامل تنش زا در محيط زنـدگي گيـاه             UVپرتو
گياهـان بـا    . است كه احتمالا چنـين نقشـي ايفـا ميكنـد            

هـاي     بيان ژنهـاي مربـوط بـه آنـزيم         UVدريافت پرتو 
كليدي در مسير سـنتز تركيبـات فنوليـك را تحريـك و             

تركيبات فنـولي و مشـتقات آنهـا         ).   5و3(كنند   مي القاء
هــاي دفــاعي در گيــاه از قبيــل  ســبب يكســري واكــنش

 ، مقاومـــت در برابـــر UVحفاظـــت در برابـــر پرتـــو 
هـا    اكسيدانها، مقاومـت بـه بيمـاري و سـاير تـنش             آنتي
ــي آمــينUVپرتــو ). 18و5(شــوند مــي هــا و   ســنتز پل

ا كـه  ر ) Heat Shock( هـاي شـوك حرارتـي    پـروتئين 
قسمتي از سيستم هاي دفاعي طبيعي در گياه هسـتندرا   

شـونـد كـه    اين تـركيـبـات سبب مـي   . كنند  نيز فعال مي  
ـــل تــنش ـــاي بعـــدي محافظــت  گـيـاهـــان در مـقاب هـ

بهرحال در تحقيق حاضر ممكن اسـت       ). 18و12( شوند
علاوه بر تغيير مقاومت سلولهاي كالوس UV-C تابش

ها را در مقابل ساير تنش هـا از         در برابر خشكي، سلول   

جمله شوري و يا سرما مقاومتر ساخته باشد كه بدين          
    .باشد منظور نياز به تحقيقات بيشتري مي

 در گياهان داراي اثـرات متقابـل    خشكي و UV پرتو
 گرفتهمي باشند كه در برخي موارد مورد مطالعه قرار          

 خشكي در گياه نخـود بررسـي        و UV اثر اشعه .  است
 كــاهش باعــث UV اشــعه كــهه و مشــخص شــده شــد

 توســعهي مــي شــود، همچنــين از   ا هــدايت روزنــه 
يـك  . )15(كنـد   مـي  جلـوگيري  برگها   اپيدرميهاي   سلول

اشـعه  .  تيمار خشـكي وجـود دارد      و UV بين اندركنش
UV  ه تــأخير ب ـ و ه خشـكي را كــاهش داد  تــنششـدت
 دسـت  طريق كاهش ميزان از      ازو اين كار را     اندازد    مي

ي و سطح بـرگ انجـام       ا  آب گياهان، هدايت روزنه   دادن  
زي تـوده        كـه    همچنـين مشـخص شـده     . )15و3(دهد  مي

گياهاني كه اشعه را قبل از اينكه تحت تـنش          ) بيوماس( 
خشكي قرار گيرند دريافت نموده اند نسبت به گياهاني         
كه مستقيماً تحت تنش قرار داشته انـد كـاهش كمتـري            

ي ا  برگ و هدايت روزنه    سطح   UV نشان مي دهد چون   
   ).15(دهد  ميكاهش را

 را UVآبي تجمع تركيبات جذب كننـده      كم  هاي   تنش
 UVكندكه احتمالاً باعث حفاظـت در مقابـل          تحريك مي 

 خشـــكي غلظـــت تـــنش  بعنـــوان مثـــال . شـــودمـــي
 با  هم افزايي  را افزايش مي دهد و يك اثر         هانوئيدوفلاو
UV  تـنش لـي بـين   ارتبـاط داخ  بنـابراين . كند  اعمال مي  

    هـاي گيـاهي وجـود دارد       پاسـخ  در UVخشكي و پرتو  
در مطالعات انجام شده در تحقيق اخير نيـز پـس           ). 19(

 بعضي از كالوسها بـنفش رنـگ شـده          UV-Cاز تابش   
  .باشد كه حاكي از تجمع آنتوسيانين در سلولها مي

ات رـتغيي ـ ب ســب  UV  خشـكي  تنش نسبت به    تابش
ايــن نتــايج بــا   شـــود كــه   بيشــتري مـــي غشــايي 

 همچنــين بــا تــراوش و نفــوذ وپراكسيداســيون ليپيــد 
در . )15(قـرار گرفتـه اسـت     بررسـي   ها مورد     اسموليت

 خشـكي افـزايش   تيمـار گياه نخود و گندم پرولين تحت   
 فـاكتور القـاء شـده در اثـر           يـك   ممكن اسـت   يابد و   مي
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   دارد UV حفاظتي در پاسـخ بـه        نقشخشكي باشد كه    
ــابراين .)3( ــنش  دو بن ــور  ت ــي بط ــي   محيط ــم  افزاي ه

(synergism)   هـاي حفـاظتي و       تا مكانيسم  ه  كرد عمل
دفاعي را القاء كننـد، بطوريكـه بكـارگيري زودتـر يـك             

 بعـدي را    تـنش    آسـيب هـاي وارد شـده توسـط           ،تنش
 معمـولاً   محيطي هاي    تنش .)3(دهد روي گياه كاهش مي   

د منجـر بـه افـزايش       ني در گياهان اعمـال مـي شـو        توق
 آزاد سيتوپلاســـمي كلســـيمي و زود گـــذر در مـــوقت
 در +Ca2) (كلســيم ســلوليپيــام هــاي ايــن  . شــود مــي

 هـاي   گونـه  هـاي ژنـي در  نهايت منجر به افزايش پاسخ    
 كه اين ژن ها پروتئين      شود ها مي   تنش به    نسبت گياهي

كننــد كـه وظيفــه حفــاظتي را بعهــده    مــيرمــزهـايي را  
 در بــين ،  +Ca2 پيــام  مقــدار بزرگــي جنــبش و.دارنــد
 شـده كـه     مشـخص . هاي مختلف متفاوت اسـت     محرك
مي تواند بوسـيله    تنش   كلسيم القاء شده در اثر       افزايش

هاي اسموتيك و يا اكسـيداتيو،       تنش باتماس هاي قبلي    
هــا نشــان  هيافتــ. )22(بطــور قابــل تــوجهي تغييــر كنــد

 محيطـي مـي توانـد       هاي  تنش متفاوتكه تركيب   دهد  مي
شـود كـه     ا توليد كند و پيشـنهاد مـي       هاي جديدي ر   پيام

هايي كـه در گذشـته بـا           كلسيم در اثر تنش    پاسختغيير  
آنها مواجه بوده است ممكن است سبب سـازگاري بـه           

  ).22(هاي محيطي بعدي گردد تنش
 درمـورد  نتايج بدست آمـده در ايـن بخـش           بنابراين

 تواند مي UVمقاومت كالوسها به خشكي در اثر تابش        
ز عواملي باشد كه در قسمتهاي قبلي ذكر        به دليل يكي ا   

 خشكي را   توانسته تنش  UV به عبارت ديگر پرتو   . شد
 ايـن   نـد ك را فعـال      دفـاعي    كاهش داده و مكانيسم هاي    

 UV زايـي    جهـش  خاصـيت  دليـل  يافته ها مي تواند به    
 ،فـت باشـت   اثـرات فيزيولـوژيكي ك    بـا   همـراه    كه   باشد

 ي در سـلول    و اپي ژنتيك ـ   ژنتيكيتغييرات  افزايش  سبب  
 بيـان ژن هـاي خـاص  در مسـيرهاي     سـبب   شده و ها

اين مجموعـه عوامـل ميتوانـد       . شده باشد دفاعي سلول   
در افزايش رشد نقش داشته باشد ولي بهر حال اظهـار           

نظر علمي دقيق در اين خصوص نيار به بررسي هـاي           
  ).20(بيشتري دارد

كـاهش رشـد كالوسـها در غلظتهـاي بـالاي           عليرغم  
PEG) 20 طــولاني تــر زمــان هــاي در)  درصــد30 و 
هـا از نظـر ظـاهري        كـالوس )  دقيقه 60وUV) 30تابش  
اسـت زيـرا    افزايش يافتـه    در آنها مقاومت  بوده و   زنده  
ميـزان  د و ن ـدر مقابل خشك شدن مقاومت كنتوانند    مي

  .يافته استكاهش نيز ه شدن آنهانكروز
 كه   هايي  آنزيم همانطور كه قبلاًنيز اشاره شديكي از     

 اثر تنش خشكي بيان آن افـزايش مـي يابـد، آنـزيم               در
 ديگـري   متعـدد  است كه عوامـل محيطـي        فسفاتازاسيد  

 سـلولي و    درونسـبب افـزايش فعاليـت       نيزمي تواننـد    
 آنـزيم در    ايـن اهميـت   . لي ايـن آنـزيم شـود       سلو برون

آنزيم اسيد فسـفاتاز    )11(توليد و انتقال فسفر مي باشد     
وظيفه حفظ سطح    تنش شوري و كمبود آب       شرايطدر  
Pi استري شـده   ر  كار با تبديل فسف     دارد و اين   بعهده را
هـاي    توسط سـلول   مجدداً Piگيرد و    مي صورت Piبه  

وري و خشــكي ـ شــتــنش. ودـشــ يـكــالوس جــذب مــ
ه ــ ـك ودـش ـ يـب افزايش فعاليت اسيد فسفاتاز م ـ     ـوجـم
زان ـي ــش م ـاه ــا ك ـ ب همراه ،  تـيـالـش فع ـزايـن اف ــاي

در ).4(بـاشــد   مــي ي  ـولـلـل س ـا داخ ـج و ي  ارـفسفر خ 
 مشاهده شـد  2تحقيق اخير نيز همانطوري كه در شكل      

نبودنــد،  بــا UV-Cدركــالوس هــايي كــه تحــت تــابش 
،  ميـزان  PEG20%افزايش شدت تنش خشكي تا غلظت     

فعاليت آنزيم اسيد فسفاتاز افـزايش يافـت كـه حـداكثر            
     غلظـت   در فعاليـت آنـزيم   . بـود % PEG 5فعاليت آن در  

 در كــالوس هــاي بــدون تــابش بــه PEGدرصــد % 30
بـه  اين امر به احتمال زيـاد         . ميزان زيادي كاهش يافت   

سـلول هـا     بخشـي از   دليل نكروزه شدن و از بين رفتن      
 هـاي زنـده    سلول  تعداد باشد درنتيجه  در اين غلظت مي   

اليت كمتـري را نيـز      ـو بالطبع فع  م بوده    ك ،حاوي آنزيم 
 UV-Cا افزايــش مـدت زمـان تـابش        ب .دننشان مي ده  

 مختلــفهــاي  فعاليــت آنــزيم اســيد فســفاتاز در غلظــت
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PEG فعاليت آنزيم در     بطوري كه  دهد  نشان مي  كاهش 
 يعنـي  UV-C تابش   ديگرهاي   كمتر از زمان  ،   دقيقه   60
داري بـا    اختلاف معني ، و باشد مي  دقيقه 30 دقيقه و    15

 بش  همچنـين مرحلـه بـدون تـا    و UV اين تيمارهـاي  

UVدر تابش  .دهد  مي نشان UV دقيقـه و    60ه مـدت    ب ـ 
 كــه افزايش رشـد صورت گرفت،      PEG درصد   10در  

و نشـان   )  درصد 5/3حدود  (كاهش يافته   فعاليت آنزيم   
بـرروي   UV-Cتـابش  زمـان   افزايش مـدت     كهمي دهد 
 وبـه خشـكي شـده       مقاومـت   ها موجب افزايش      كالوس

عاليــت  داده و بــالطبع فكــاهشرا شــدت تــنش خشــكي 
 درصـد   30در  . اسيد فسفاتاز نيـز كـاهش يافتـه اسـت         

PEG در همين تيمـار  UV-C،  وجـود زنـده بـودن    بـا 
 دليـل  به   يا  اين پديده  كم شده كه  آنزيم  ها فعاليت    سلول

هـا بـا وجـود        يعني سلول  (كاهش استرس خشكي بوده   
و يـا ممكـن   )  محتواي آنزيمي كمـي داشـتند    بودنزنده  

 بـه همـراه تـنش     UV-Cتـابش  است زمانهـاي بـالاي   
ــان ژن هــاي ســنتزكننده اســيد    ــر بي شــديد خشــكي ب

  .فسفاتاز تاثير گذاشته ومانع سنتز آنزيم گرديده اند
          سـبب تبـديل شـكل آلـي فسـفر           فسفاتاز اسيد   آنزيم

)Po  (شكل معدني  به )Pi  (آماده جـذب توسـط       و شده 

ي از كـاهش    ـاك ــبرخـي گزارشـات ح    . كنـد  ها مي  ريشه
وري در  ـش ش ـ ـن ــ ت طـراي ــشذب فسـفات در     ميزان ج 

 و  ). 9(اي گندم مـي باشـد     ـم ه ـي از رق  ـرخـوس ب ـالـك
از آنجايي كه يكي از بهترين ماده معـدني در دسـترس            

 نقش اساسي و حياتي     و است   فسفربراي رشد گياهان    
در تنظيم انرژي و تنظـيم متابوليسـم بعهـده دارد و در        

ــياريســاختمان  ــا بس ــول ه ــ از مولك ــار تيي زيس  بك
 فسـفر    متابوليسـم   و  درنتيجه جذب و ذخيـره     رود،    مي

.  اساسي در رشد و نمـو گيـاه دارد         اهميت) Pi (معدني  
 اسيد فسفاتاز نياز    آنزيمجذب و كاربرد مؤثر فسفر به       

 كـه كمبـود   در مطالعات قبلي بيان شده است كـه   . دارد
ك ـوان ي ـ ـن ــعـ ب توانـد  فسفر در كالوس هاي نخود مـي      

 .دــ ـنــل ك ــ ـمـاز ع ــاتــد فسف ــيـي القاء اس  راـ ب نشانه
 ازـات ــسفـفزان اسـيد    ـي ــش در م  ــزايــافعلاوه براين   

 Pissum sativumته ــ ـوس هـاي سـازش ياف  ـالـدر ك
ـــشـم ــدهـاه ـــ ش ـــا  .)16(تـده اس ــه آيـ ــال اينك  بهرح

ارتباطي بيـن افزايش فعاليت اسـيــد فسـفاتاز و تغييـر           
ــود    ــت وج ــيط كش ــفر مح ــزان فس دارد؟ موضــوع       مي

ــه مـــــي  ــالبي اســـــت كـــ ــده                         جـــ توانـــــد در آينـــ
.مـــــورد بررســـــي دقيقتـــــري قـــــرار گيـــــرد    

  
  فهرست مـنابع

 Medicago)انتخاب كالوس مقاوم نسـبت بـه شـوري در گيـاه يونجـه      .  1380. و اميني، ف. احسانپور، الف. 1

sativa L.)49-60،   11جلد. مجله زيست شناسي ايران.  رقم رهناني.  
  .يونجه، مركز نشر دانشگاهي تهران. 1369.  هكريمي،. 2

3. Alexiera, V., Sergier, I., Mapelli, S. and  Karanove, E. 2001. The effect of    drought and 
ultraviolet radiation on growth and stress marker in pea and wheat. Plant Cell and Environ. 
24:1337-1345 
4. Barret-Lennard, E. G., Robson, A. D. and Greenway, H. 1982. Effect of phosphorous 
deficiency and water defiction phosphatase activities from wheat leaves. J. Exp. Bot. 33:  682-
695. 

5. Daig, A., Yann, O., Huang, S., Lin, X., Pengs, S., Miranda, M. L., Chavez, A. G., Vergara, 
   S. S. and Olszyc, D. M. 1997. Response of oxidative stress defense systems in rice (Oryza 
sativa) leaves with supplemental UV-B radiation. Physiol. Plan. 101:701-308 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  1383، تابستان 2، شماره 17جلد   زيست شناسي ايران                                                                        مجله 

  ١١

6. Danon, A. and Gallois, P. 1998. UV-C radiation induces apoptotic-like changes in 
Arabidopsis thaliana. FEBs. Lett. 437: 131-136. 

7. Ehsanpour, A.A. and Amini, F. 2003. Effect of salt and drought stress on acid phsphatase 
activities in alfalfa (Medicago sativa L.) explants under in vitro culture. African Journal Of 
Biotechnology. 2: 133-135.  

8.  Friedberg, E. C. 1984. DNA repair. First edition. Freeman.Publisher. 38-60.   

9. Ghiung Yunch, S. and Ching-Hvel, K. 1998. Induction of acid phosphatas in detached rice 
leaves under stress conditions. Sot. Bull. Head. Sin. 39: 29-32. 

10. Julie, E. H., Richardson, A. E. and Simpson, R. J. 1999. Phytase and acid phosphatase 
activities in extracts from roots of temperate pasture grass and legume seedlings. Aus. 
Plant.Physiol. 26: 801-809 

11. Julie, E. H., Simpson, R. J. and Richardson, A. E. 2000. The growth and phosphorus  
utilisation of plants in sterile media when supplied with inositol hexaphosphate, glucose-1- 
phosphate or inorganic phosphate. Plant and Soil. 220: 165-174. 

12. Kolb, C. A., Kaser, M. A., Kopecky, J., Zota, G., Riederer, M. and Pfundel, E. E. 2001. 
Effects of natural intensities of visible and ultraviolet radiation on epidremal ultraviolet 
screening and photosynthesis in grape leaves. Plant Physoil. 127: 863-875. 

13. Larkin, P. J. and Scowcroft, W. R. 1981. Somaclonal variation a novel source variability  
from cell culture for plant improvement. App. Genet. 60: 197-214.   

14. Murashige, I. and Skoog, F. (1962). A revised medium for rapid growth and bioassay with 
tobacco tissue culture. Plant Physiol. 92: 21-30. 

15. Nogues, S., Allen, D. J., Merison, J. I. L. and Baker, N. R. 1998. Ultraviolet-B radiation 
effects on water relations, Leaf development, and photosynthesis in drought pea plants.  Plant 
Physiol. 117: 175-181 

16. Olmos, E. and Hillen, E. 1991. Cytochemical localization of APase plasma membrane and 
 acid phosphatase by cerium based method in a salt-adapted cell line of pisum sativum. J. Exp. 
Bot. 48: 1529-1535. 

17. Randali, D. D. and Tollert, N.E. 1971. 3-phosphoglycerate phosphatase in plants. Isolation 
and characterization from sugercane leaves. J. Biol. Chem. 246: 5510-5517. 

18. Rao, M. V., Paligath, G. and Ormad, D. P. 1996. Ultraviolet-B and ozone-induced 
biochemical changes in antioxidant enzymes of Arabiopsis thaliana. Plant Physiol.110:125-
136. 

19. Stephanou, M. and Manetus, Y. 1997. The effects of seasons, exposure, enhanced UV-B 
radiation, and water stress on leaf epicuticular and internal UV-B absorbing capacity of Cistus 
creticas. A mediterranean field study. 48: 1977-1985. 

20. Taji, A., Kumar, P. and Lakshmanan, P. 2002. In vitro plant breeding. Food products. 
New York. P 167.  
21. Vander weele, C. M., Spollen, W. G., Sharp, R. E. and Baskin, T. I. 2000. Growth of 
Arabidopsis thaliana seedling under water deficit studied by control of water potential in 
nutrient-agar media. J. Exp. Bot. 51:1555-1562. 

22. Zhu, J. K. 2002. Salt and drought stress signal transduction in plants. Ann. Rev. Plant 
Biol. 53: 247-273. 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  1383، تابستان 2، شماره 17جلد   زيست شناسي ايران                                                                        مجله 

  ١٢

 
Evaluation of drought tolerance of alfalfa 

 plant ( Medicago sativa L.) 
callus under UV-C radiation 

Razavizadeh, R.  & Ehsanpour, A.A. 
Biology, Dept.,science faculty, Esfahan university, Esfahan,Iran. 

 
Abstract 

 
In this study , in vitro grown calluses of M. sativa were exposed to UV-C for 0,15, 30, and 

60 min, and then, were transferred to MS medium containing 0, 2, 5, 10, 20, 30% PEG, and 
all explants were kept in the dark in the culture room. The tolerant calluses to osmotic stress 
were selected according to the fresh weight. Results showed that radiation of UV-C for 60 
minute increased the osmotic tolerance and decreased the effect of drought stress in medium 
containing 10 and 20% PEG. APase activity was decreased under UV-C radiation while the 
activity of this enzyme was increased in unradiated calluses up to 20% concentration of PEG 
in the medium. However, it seems that UV-C radiation has activated endogenous plant 
defense system and may induced the expression of certain genes along the pathway of 
phenolic derivatives synthesis. 

 
Key words: Medicago sativa, drought stress, poly ethylene glycol(PEG), UV-C radiation, 
acid phosphatase 
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