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Dunaliella salina اثر سیتوکینین بر رشد و فیزیولوژی

لیلا زرندی ‌میاندوآب*1، محمد‌امین حجازی2، مینا نصیری3

چکیده
کشــت دونالیــا ســالینا بــه خاطــر توانایــی‌ ایــن ارگانیســم در تولیــد 
ــه کاروتنوییدهــا، از نظــر  و انباشــتگی برخــی مــواد بیواکتیــو از جمل
اقتصــادی حائــز اهمیــت فــراوان اســت. ایــن ریزجلبــک متعلق به شــاخه 
جلبک‌هــای ســبز و ســاکن آبهــای شــور مــی باشــد.  بــا ایــن حــال، فعــاً 
ــت  ــم اس ــیار ک ــا بس ــر ریزجلبک‌ه ــی ب ــای مبتن ــد فرآینده ــوان تولی ت
کــه کشــت در مقیــاس وســیع آنهــا را محــدود مــی کنــد. ایــن پژوهــش 
ــیتوکینین  ــد س ــده رش ــم کنن ــر تنظی ــه اث ــورد مطالع ــک م ــزارش ی گ
)BAP( در غلظت‌هــای صفــر، 2، 4، 6، 8، 10 و 12 میلی‌گرم‌در‌لیتــر 
ــس از  ــد. پ ــا می‌باش ــک دونالی ــای فیزیولوژی ــد و ویژگی‌ه ــر رش ب
4 هفتــه از شــروع تیمارهــا، افزایــش غلظــت BAP منجــر بــه افزایــش 
معنــی‌دار در نــرخ رشــد و تعــداد ســلول‌های دونالیلا شــد. ســیتوکینین 
همچنیــن موجــب افزایــش معنــی‌دار غلظــت رنگدانه‌هــای فتوســنتزی، 
پروتییــن و قنــد شــد. می‌تــوان نتیجه‌گیــری کــرد کــه بــا اســتعمال 12 
ــا  ــا را ت ــلول دونالی ــداد س ــوان تع ــیتوکینین می‌ت ــر س میلی‌گرم‌در‌لیت
حــدود 63% و نــرخ رشــد را 60% افزایــش داد کــه ممکــن اســت نتیجــه 
بهبــود در وضعیــت و کارایــی فتوســنتز و تاثیــر بــر تقســیم ســلولی 

باشــد.

 Dunaliella ــد ــیتوکینین،  قن ــد، س ــن ،رش ــدی :پروتیی ــای کلی واژه ه
salina
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مقدمه
ــش  ــب افزای ــه موج ــد ک ــای رش ــم کننده‌ه ــته از تنظی ــا آن دس ــد، مخصوص ــای رش هورمون‌ه
فتوســنتز و مقاومــت گیاهــان بــه تنش‌هــای مختلــف شــده و در تســهیم محصــولات فتوســنتزی 
ــم  ــاری تنظی ــرد تج ــد. کارب ــاورزی دارن ــعه کش ــرای توس ــی ب ــیل خوب ــتند، پتانس ــد هس کارآم
ــش  ــوژی را افزای ــت محصــولات کشــاورزی و بیوتکنول ــت و کیفی ــی کمیّ ــای رشــد گیاه کننده‌ه
می‌دهــد. ریزجلبک‌هــا از جملــه Dunaliella salina  ارگانیســم‌های اتوتروفــی هســتند کــه 
ــت‌توده و  ــد زیس ــور تولی ــه منظ ــی ب ــی معدن ــواد غذای ــوری و م ــرژی ن ــتفاده از ان ــی اس توانای
ــش‌زا کشــت  ــد. برخــی ســویه‌های جلبکــی در شــرایط تن ــاارزش را دارن ســنتز متابولیت‌هــای ب
ــا  ــا لیپیده ــا و ی ــا، ویتامین‌ه ــه رنگدانه‌ه ــژه‌ای از جمل ــه وی ــای ثانوی ــا متابولیت‌ه ــوند ت می‌ش
را انباشــته کننــد. ایــن ترکیبــات ارزش بالایــی در صنایــع آرایشــی، غذایــی، دارویــی و همچنیــن 
ــد )Skjanes et al., 2013(. امــا  بــه عنــوان مــاده خــام صنعتــی و حتــی ســوخت زیســتی دارن
فقــط تعــداد کمــی از محصــولات زیســتی ماننــد بتا‌کاروتــن و اســتاگزانتین در مقیــاس صنعتــی 
ــم  ــیل ک ــا پتانس ــت ی ــر قابلی ــه خاط ــت ب ــن اس ــه ممک ــوند)Borowitzka, 2013( ک ــد می‌ش تولی
تولیــد ایــن محصــولات در طبیعــت و ســختی جداســازی آنهــا بــا روش‌هــای عملــی و بــا توجیــه 
ــوع در جهــت بهبــود ســویه‌ها، بهینه‌ســازی کشــت  ــر تلاش‌هــای متن اقتصــادی باشــد. عــاوه ب
ــه  ــی ک ــد فرایندهای ــی تولی ــه توانای ــده ک ــنهاد ش ــویه‌ها، پیش ــی س ــتکاری ژنتیک ــی دس ــا حت و ی
ــه  ــف ب ــیمیایی مختل ــواد ش ــات و م ــتعمال ترکیب ــا اس ــد ب ــتند می‌توان ــک هس ــه ریزجلب ــر پای ب
ــن  ــی از محاس ــد. یک ــش یاب ــتی، افزای ــولات زیس ــع محص ــلول و تجم ــد س ــش رش ــور افزای منظ
کاربــرد ترکیبــات شــیمیایی ایــن اســت کــه، برخــاف روش ایجــاد تغییــرات ژنتیکــی ایــن روش‌ها 
بــر پایــه غربالگــری فنوتیپــی بــوده و نیــازی بــه دانــش مولکولــی ندارنــد. هورمون‌هــای 
ــه‌  ــن جنب ــه چندی ــتند ک ــیمیایی هس ــات ش ــن ترکیب ــی از ای ــا گروه ــای آنه ــی و آنالوگ‌ه گیاه
ــتفاده از  ــه اس ــد ک ــان داده‌ان ــه نش ــات اولی ــازند. تحقیق ــر می‌س ــک را متاث ــم ریزجلب از متابولیس
ــلولی و  ــد س ــعه رش ــادی در توس ــر و اقتص ــیار موث ــد روش بس ــیمیایی می‌توان ــای ش محرک‌ه
 Yu et( ــد ــی باش ــیع ریزجلبک ــاس وس ــت‌های مقی ــاارزش در کش ــتی ب ــولات زیس ــع محص تجم
al., 2015(. در ســال‌های اخیــر گزارش‌هایــی مبنــی بــر اســتفاده از هورمون‌هــای گیاهــی 

بــرای افزایــش رشــد دونالیــا نیــز ارائــه شــده اســت )Liangxia, 2007(. کینتیــن و یــا ترکیبــات 
ــوند.  ــان می‌ش ــلولی در گیاه ــیم س ــت تقس ــش فعالی ــد و افزای ــك رش ــث تحری ــیتوکینینی باع س
ــات  ــا اثب ــز و دیاتومه‌ه ــوه‌ای، قرم ــای قه ــا، جلبک‌ه ــیتوکینین‌ها در خزه‌ه ــی از س ــود انواع وج
شــده اســت. در رده‌هــای مختلــف جلبکــی )ماکــرو و میکــرو( حضــور مــواد رشــد درون‌زاد مثــل 
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ــزارش شــده  ــد گ ــا دارن ــردی مشــابه فیتوهورمون‌ه ــه عملک ــن ک اکســین، ســیتوکینین و جیبرلی
 Provasoli,( اســت. عصــاره جلبک‌هــای دریایــی فعالیــت ســیتوکینینی از خــود نشــان می‌دهنــد
1974(. مخصوصــا در فوکوئیدهــا زئاتیــن، زئاتیــن ریبوزیــد، IPA )اینــدول پروبیونیــک اســید( و 

ایزوپنتنیــل آدنوزیــن پیــدا شــده اســت )Polevoi, 2003(. کلروپلاســت‌ اوگلنــا، tRNA بــا فعالیــت 
IPA، 2-‌متیل‌ایزوپنتنیل‌آدنیــن و   از جملــه  از ســیتوکینین‌ها  ســیتوکینینی و طیف‌گســترده‌ای 
2- متیل‌ایزوپنتنیل‌آدنوزیــن دارد )Swaminathan, 1977a(. برخــی از اثــرات ســیتوکینین‌ها 
ــای  ــا، الق ــاقه‌ها در خزه‌ه ــه س ــکل‌گیری اولی ــن و ش ــلولی، تکوی ــیم س ــامل تقس ــان ش در گیاه
ــرگ،  ــری ب ــن پی ــر انداخت ــه تاخی ــرگ، ب ــعه ب ــی، توس ــای جانب ــد جوانه‌ه ــه، رش ــکیل جوان تش
افزایــش گشــودگی روزنــه و توســعه کلروفیــل می‌باشــد. ســیتوکینین ســرعت فتوســنتز، مقــدار 
کلروفیــل و پروتییــن محلــول را افزایــش می‌دهــد )ســعیدی و همــکاران 1385(. بــر طبــق نظریــه 
مــدرن دربــاره منشــاء ســلول‌های یوکاریوتــی، دســتگاه پلاســتیدی نشــان‌دهنده نمــو تکاملــی از 
ارگانیســم فتوســنتز کننــده پروکاریوتــی اســت. بنابرایــن، تصــور می‌شــود کــه فیتوهورمون‌هــا 
کــه ســنتز و عملکردشــان در ابتــدا مرتبــط بــا پلاستیدهاســت، بایــد اثــر فعالیــت تنظیمی‌شــان را 
در جلبک‌هــا مثــل ســایر گیاهــان عالــی بگذارنــد )Tarakhovskaya et al., 2007(. ســیتوکینین 
ــذب  ــود. ج ــل می‌ش ــه کلروفی ــر در تجزی ــث تاخی ــد و باع ــری می‌کن ــل جلوگی ــب کلروفی از تخری
ــی  ــان عال ــاف گیاه ــد. بر‌خ ــت می‌نمای ــاه تقوی ــا را در گی ــداری پروتیین‌ه ــیدهای‌آمینه و نگه اس
کــه مقادیــر متنابهــی ســلولز و همی‌ســلولز دارنــد، محتــوی بــالای پروتییــن  و قنــد زیســت‌توده 
ــا ارزش از  ــتی ب ــولات زیس ــایر محص ــا س ــتی ی ــوخت زیس ــه س ــتقیماً ب ــد مس ــی می‌توان جلبک

 . )Wijffels et al., 2010(ــل شــوند ــن دســت تبدی ــق فرایندهــای پایی طری
بــه دلیــل اینکــه گزارش‌هــای کمــی مربــوط بــه اثــر ســیتوکینین بــر رشــد و متابولیســم دونالیــا 
ــر  ــر اث ــش حاض ــود دارد )DE Jesus Raposo and de Morais, 2013( در پژوه ــالینا وج س
ــی و  ــورد بررس ــا م ــک دونالی ــر ریز‌جلب ــیتوکینین ب ــی س ــون گیاه ــف هورم ــای مختل غلظت‌ه

ــت. ــرار گرفته‌اس ــش ق آزمای
مواد و روش‌ها

ــاورزی  ــوژی کش ــکده بیوتکنول ــیون پژوهش ــویه CCAP 19/18  از کلکس ــک D. salina س جلب
  A.S.Wشــمالغرب و غــرب کشــور واقــع در تبریــز تهیــه گردیــد. بدیــن منظــور بــه محیــط کشــت
 Dunaliella salina جلبــک  ریــز   (Artificial Sea Water) (Hejazi and Wijffels, 2003)

 004414.02 . BAP (B-Benzyl aminopurine N6-Benzyladenine) Lat. Noسیتوکینین نوع
ــه شــد. اســیدیته محیــط کشــت  ــر( اضاف ــر، 2، 4، 6، 8، 10و 12 میلی‌گرم‌در‌لیت در 6 غلظــت )صف
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ــا اســتفاده از بافــر تریــس در حــدود 7/5 تنظیــم شــد. ارلن‌مایر‌هــای 150 میلی‌لیتــری حــاوی  ب
ــه  ــول فوتون‌بر‌متر‌مربع‌‌در‌ثانی ــداوم 10 میکروم ــور م ــدت ن ــت در ش ــط کش ــر محی 100 میلی‌لیت
و دمــای Cᵒ2±25 قــرار داده شــدند. ارلن‌هــا روی شــیکر بــا 112 دور در دقیقــه مــدام هــم زده 
می‌شــدند. پــس از 4هفتــه و در فــاز ثابــت رشــدی، نمونه‌بــرداری و آنالیزهــای زیــر انجــام شــد. 
ــط کشــت از  ــر از محی ــر میلی‌لیت ــداد ســلول D. salina در ه ــه منظــور شــمارش مســتقیم تع ب
ــوری اســتفاده شــد)Schoen, 1988(. محاســبه  ــار و میکروســکوپ ن ــول لوگــول، لام نئوب محل
نــرخ رشــد بــا اســتفاده از معادلــه  Rate = dy/dx  انجــام گرفــت. در ایــن معادلــه dy تغییــرات 
ــل a و b و  ــت کلروفی ــن غلظ ــت تعیی ــد. جه ــان )روز( می‌باش ــرات زم ــلول و dx تغیی ــداد س تع
 Lichtenthaler and Buschmann,( کاروتنویید کل‌، از روش اســپکتروفتومتری اســتفاده شــد
ــتون%80  ــلول‌ها از اس ــاوی س ــط ح ــوبگیری از محی ــس از رس ــه پ ــب ک ــن ترتی ــه ای 2001(. ب

بــرای اســتخراج رنگدانه‌هــا اســتفاده شــد. عصــاره حاصــل بــا اســتفاده از ســانتریفیوژ صــاف 
گردیــد. میــزان جــذب محلــول رنگیــن و شــفاف رویــی در طول‌موج‌هــای 663/2 ،646/8 و 
ــده شــده  ــرار دادن جذب‌هــای خوان ــا ق ــن شــد. ســپس ب ــا اســپکتروفتومتر تعیی ــر ب 470 نانومت
ــر  ــر میلی‌لیت ــرم ب ــه صــورت میکروگ ــن ب ــزان بتاکاروت ــط و فرمــول هــای مربوطــه می در رواب
ــه 107×2  ــال ب ــر اســید‌کلریدریک 1 نرم ــد کل 2 میلی‌لیت ــری قن ــد. جهــت اندازه‌گی محاســبه گردی
ســلول اضافــه شــد. مخلــوط بــرای 20 دقیقــه جوشــانده و پــس از ســرد شــدن بــه مــدت 5 دقیقــه 
ــر  ــا 500 میکرولیت ــی ب ــول بالای ــر از محل در 2000دور ســانتریفیوژ شــد. ســپس 500 میکرولیت
ــن  ــر تعیی ــذب در 488 نانومت ــوط و ج ــولفوریک مخل ــر از اسید‌س ــی لیت ــل 5% و 2/5 میل از فن
ــبه  ــر محاس ــب میکروگرم‌بر‌میلی‌لیت ــد برحس ــدار قن ــتاندارد مق ــی اس ــتفاده از منحن ــا اس ــد. ب ش
گردیــد )Dubois et al., 1956(. بــه منظــور اندازه‌گیــری مقــدار پروتییــن کل، ریزجلبک‌هــای 1 
میلی‌لیتــر از محیــط کشــت بــا اســتفاده از ســانتریفیوژ جداســازی گردیدنــد. ســپس بــا اســتفاده 
از آب دیونیــزه و روی یــخ ســلول‌ها تخریــب شــدند. از جــذب مخلــوط مایــع رویــی بــا معــرف 
ــن  ــدار پروتیی ــبه مق ــتاندارد و محاس ــی اس ــا منحن ــه ب ــرای مقایس ــر ب ــورد در 595 نانومت بردف
ــا  ــاری ب ــبات آم ــد)Bradford, 1976(. محاس ــتفاده ش ــر اس ــر میلی‌لیت ــرم ب ــب میکروگ برحس
ــه روش آزمــون دانکــن انجــام شــد. ــزار SPSS 16 و مقایســه میانگین‌هــا ب ــرم اف اســتفاده از ن

نتایج
ــف  ــای مختل ــتفاده از غلظت‌ه ــه اس ــان داد ک ــش نش ــل از آزمای ــای حاص ــاری داده‌ه ــز آم آنالی
ــد،  ــرخ رش ــلول‌ها، ن ــداد س ــر تع ــاری، ب ــد آم ــطح 1درص ــی‌داری در س ــر معن ــیتوکینین تاثی س

ــدول 1(.  ــت )ج ــد داش ــن و قن ــوی پروتیی ــا، محت ــل a، کاروتنویید‌ه ــت کلروفی غلظ
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.D. salina جدول 1: تجزیه واریانس اثر سیتوکینین بر صفات مورد مطالعه

رشــد و تقســیم ســلولی: همانطــور کــه در شــکل 1 الــف مشــاهده می‌شــود اســتفاده از هورمــون 
ســیتوکینین بــر رشــد و تقســیم ســلولی Dunaliella salina بصــورت معنیــداری موثــر بــوده 
ــیتوکینین  ــر س ــوی 12 میلی‌گرم‌در‌لیت ــار محت ــلول‌ها در تیم ــداد س ــش تع ــر افزای ــت. حداکث اس
ــه شــاهد  ــه رشــد در حــدود 63% در تعــداد ســلول‌ها نســبت ب مشــاهده می‌شــود کــه منجــر ب
ــترین  ــه بیش ــان داد ک ــد نش ــرخ رش ــبه ن ــن محاس ــت. همچنی ــده اس ــون( ش ــد هورم ــار فاق )تیم
نــرخ رشــد )300000 ســلول روزانــه( در تیمــار حــاوی بالاتریــن غلظــت هورمــون بــوده اســت 

)شــکل1ب(.
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.D. salina شکل 1: اثر سطوح مختلف سیتوکینین بر الف( تعداد سلول و ب( نرخ رشد

حروف مشابه بیانگر عدم اختلاف معنی‌دار در سطح احتمال 5% می‌باشد.

ــا ج( نشــان می‌دهــد کــه اســتعمال غلظت‌هــای  ــف ت ــدرج در شــکل 2)ال رنگدانه‌هــا: داده‌هــای من
ــی 4  ــنتزی ط ــای فتوس ــت رنگدانه‌ه ــر غلظ ــی ب ــرات متفاوت ــیتوکینین اث ــون س ــف هورم مختل
ــب  ــارم موج ــه چه ــون در هفت ــر هورم ــر لیت ــرم ب ــت 12 میلی‌گ ــت. غلظ ــار داشته‌‌اس ــه تیم هفت
ــت  ــکل 2 ب )غلظ ــه ش ــه ب ــا توج ــف(. ب ــکل 2 ال ــت )ش ــده اس ــل a ش ــی‌دار کلروفی ــش معن افزای
ــای  ــزودن غلظت‌ه ــه اف ــرد ک ــت ک ــوان برداش ــت( می‌ت ــط کش ــم محی ــد حج ــلb در واح کلروفی
ــل‌b نداشــته  ــه کلروفی ــا تجزی ــر بیوســنتز و ی ــی‌داری ب ــر معن ــالای هورمــون ســیتوکینین تاثی ب
ــالای ســیتوکینین موجــب افزایــش  اســت. شــکل2 ج نشــان می‌دهــد کــه اســتعمال غلظت‌هــای ب

ــا در واحــد حجــم شــده اســت. ــی‌دار کاروتنوییده معن
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.D. salina شکل 2: اثر سطوح مختلف سیتوکینین بر رنگدانه‌های فتوسنتزی

 الف( کلروفیل a ب( کلروفیل b ج( کاروتنوییدها.

حروف مشابه بیانگر عدم اختلاف معنی‌دار در سطح احتمال 5% می‌باشد.

محتــوی پروتییــن و قنــد کل: بــا ملاحظــه نمودارهــای شــکل 3 الــف و ب مشــاهده می‌شــود کــه 
اســتعمال ســیتوکینین غلظــت پروتییــن و قنــد در واحــد حجــم را بصــورت معنــی‌دار افزایــش داده 
ــن وجــود  ــن غلظــت ســیتوکینین و محتــوی پروتیی اســت. به‌نظــر می‌رســد رابطــه مســتقیمی بی
ــه  ــی هم ــد ول ــد دارن ــش قن ــر افزای ــی ب ــر متفاوت ــون اث ــف هورم ــای مختل ــراَ غلظت‌ه دارد. ظاه

نســبت بــه تیمــار شــاهد از محتــوی قنــد بیشــتری برخوردارنــد. 

بحث 
ــوان  ــه عن ــیتوکینین ب ــون س ــه از هورم ــناختی ک ــه ش ــه ب ــا توج ــلولی: ب ــیم س ــد و تقس رش
ــک  ــک ت ــد ریزجلب ــر می‌رس ــود دارد به‌نظ ــی وج ــای گیاه ــیم یاخته‌ه ــر تقس ــر ب ــون موث هورم
ســلولی دونالیــا ســالینا نیــز بــه ایــن هورمــون پاســخ مشــابه داده و غلظت12میلی‌گرم‌در‌لیتــر 
ــار  ــه تیم ــبت ب ــارم نس ــه چه ــدود 63% در هفت ــه ح ــلول‌ها را ب ــداد س ــته تع ــیتوکینین توانس س

D. salina . شکل 3: اثر سطوح مختلف سیتوکینین بر الف( پروتیین کل ب( قند کل

حروف مشابه بیانگر عدم اختلاف معنی‌دار در سطح احتمال 5% می‌باشد.


