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Dunaliella salina اثر سیتوكینین بر رشد و فیزيولوژی

لیلا زرندی  میاندوآب*1، محمد امین حجازی2، مینا نصیری3

چکیده
كشــت دونالیــلا ســالینا بــه خاطــر توانايــی  ايــن ارگانیســم در تولیــد 
ــه كاروتنويیدهــا، از نظــر  و انباشــتگی برخــی مــواد بیواكتیــو از جمل
اقتصــادی حائــز اهمیــت فــراوان اســت. ايــن ريزجلبــک متعلق به شــاخه 
جلبک هــای ســبز و ســاكن آبهــای شــور مــی باشــد.  بــا ايــن حــال، فعــلًا 
ــت  ــم اس ــیار ك ــا بس ــر ريزجلبک ه ــی ب ــای مبتن ــد فرآينده ــوان تولی ت
كــه كشــت در مقیــاس وســیع آنهــا را محــدود مــی كنــد. ايــن پژوهــش 
ــیتوكینین  ــد س ــده رش ــم كنن ــر تنظی ــه اث ــورد مطالع ــک م ــزارش ي گ
)BAP( در غلظت هــای صفــر، 2، 4، 6، 8، 10 و 12 میلی گرم در لیتــر 
ــس از  ــد. پ ــلا می باش ــک دونالی ــای فیزيولوژي ــد و ويژگی ه ــر رش ب
4 هفتــه از شــروع تیمارهــا، افزايــش غلظــت BAP منجــر بــه افزايــش 
معنــی دار در نــرخ رشــد و تعــداد ســلول های دونالیلا شــد. ســیتوكینین 
همچنیــن موجــب افزايــش معنــی دار غلظــت رنگدانه هــای فتوســنتزی، 
پروتییــن و قنــد شــد. می تــوان نتیجه گیــری كــرد كــه بــا اســتعمال 12 
ــا  ــلا را ت ــلول دونالی ــداد س ــوان تع ــیتوكینین می ت ــر س میلی گرم در لیت
حــدود 63% و نــرخ رشــد را 60% افزايــش داد كــه ممکــن اســت نتیجــه 
بهبــود در وضعیــت و كارايــی فتوســنتز و تاثیــر بــر تقســیم ســلولی 

باشــد.

 Dunaliella ــد ــیتوكینین،  قن ــد، س ــن ،رش ــدی :پروتیی ــای كلی واژه ه
salina



اثر سیتوکینین بر رشد و فیزیولوژی دونالیلا سالینا ...  لیلا زرندی میاندوآب و همکاران 122

مقدمه
ــش  ــب افزاي ــه موج ــد ک ــای رش ــم کننده ه ــته از تنظي ــا آن دس ــد، مخصوص ــای رش هورمون ه
فتوســنتز و مقاومــت گياهــان بــه تنش هــای مختلــف شــده و در تســهيم محصــولات فتوســنتزی 
ــم  ــاری تنظي ــرد تج ــد. کارب ــاورزی دارن ــعه کش ــرای توس ــی ب ــيل خوب ــتند، پتانس ــد هس کارآم
ــش  ــوژی را افزاي ــت محصــولات کشــاورزی و بيوتکنول ــت و کيفي ــی کميّ ــای رشــد گياه کننده ه
می دهــد. ريزجلبک هــا از جملــه Dunaliella salina  ارگانيســم های اتوتروفــی هســتند کــه 
ــت توده و  ــد زيس ــور تولي ــه منظ ــی ب ــی معدن ــواد غذاي ــوری و م ــرژی ن ــتفاده از ان ــی اس تواناي
ــش زا کشــت  ــد. برخــی ســويه های جلبکــی در شــرايط تن ــاارزش را دارن ســنتز متابوليت هــای ب
ــا  ــا ليپيده ــا و ي ــا، ويتامين ه ــه رنگدانه ه ــژه ای از جمل ــه وي ــای ثانوي ــا متابوليت ه ــوند ت می ش
را انباشــته کننــد. ايــن ترکيبــات ارزش بالايــی در صنايــع آرايشــی، غذايــی، دارويــی و همچنيــن 
ــد )Skjanes et al., 2013(. امــا  بــه عنــوان مــاده خــام صنعتــی و حتــی ســوخت زيســتی دارن
فقــط تعــداد کمــی از محصــولات زيســتی ماننــد بتا کاروتــن و اســتاگزانتين در مقيــاس صنعتــی 
ــم  ــيل ک ــا پتانس ــت ي ــر قابلي ــه خاط ــت ب ــن اس ــه ممک ــوند)Borowitzka, 2013( ک ــد می ش تولي
توليــد ايــن محصــولات در طبيعــت و ســختی جداســازی آنهــا بــا روش هــای عملــی و بــا توجيــه 
ــوع در جهــت بهبــود ســويه ها، بهينه ســازی کشــت  ــر تلاش هــای متن اقتصــادی باشــد. عــلاوه ب
ــه  ــی ک ــد فرايندهاي ــی تولي ــه تواناي ــده ک ــنهاد ش ــويه ها، پيش ــی س ــتکاری ژنتيک ــی دس ــا حت و ي
ــه  ــف ب ــيميايی مختل ــواد ش ــات و م ــتعمال ترکيب ــا اس ــد ب ــتند می توان ــک هس ــه ريزجلب ــر پاي ب
ــن  ــی از محاس ــد. يک ــش ياب ــتی، افزاي ــولات زيس ــع محص ــلول و تجم ــد س ــش رش ــور افزاي منظ
کاربــرد ترکيبــات شــيميايی ايــن اســت کــه، برخــلاف روش ايجــاد تغييــرات ژنتيکــی ايــن روش ها 
بــر پايــه غربالگــری فنوتيپــی بــوده و نيــازی بــه دانــش مولکولــی ندارنــد. هورمون هــای 
ــه   ــن جنب ــه چندي ــتند ک ــيميايی هس ــات ش ــن ترکيب ــی از اي ــا گروه ــای آنه ــی و آنالوگ ه گياه
ــتفاده از  ــه اس ــد ک ــان داده ان ــه نش ــات اولي ــازند. تحقيق ــر می س ــک را متاث ــم ريزجلب از متابوليس
ــلولی و  ــد س ــعه رش ــادی در توس ــر و اقتص ــيار موث ــد روش بس ــيميايی می توان ــای ش محرک ه
 Yu et( ــد ــی باش ــيع ريزجلبک ــاس وس ــت های مقي ــاارزش در کش ــتی ب ــولات زيس ــع محص تجم
al., 2015(. در ســال های اخيــر گزارش هايــی مبنــی بــر اســتفاده از هورمون هــای گياهــی 

بــرای افزايــش رشــد دوناليــلا نيــز ارائــه شــده اســت )Liangxia, 2007(. کينتيــن و يــا ترکيبــات 
ــوند.  ــان می ش ــلولی در گياه ــيم س ــت تقس ــش فعالي ــد و افزاي ــک رش ــث تحري ــيتوکينينی باع س
ــات  ــا اثب ــز و دياتومه ه ــوه ای، قرم ــای قه ــا، جلبک ه ــيتوکينين ها در خزه ه ــی از س ــود انواع وج
شــده اســت. در رده هــای مختلــف جلبکــی )ماکــرو و ميکــرو( حضــور مــواد رشــد درون زاد مثــل 
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ــزارش شــده  ــد گ ــا دارن ــردی مشــابه فيتوهورمون ه ــه عملک ــن ک اکســين، ســيتوکينين و جيبرلي
 Provasoli,( اســت. عصــاره جلبک هــای دريايــی فعاليــت ســيتوکينينی از خــود نشــان می دهنــد
1974(. مخصوصــا در فوکوئيدهــا زئاتيــن، زئاتيــن ريبوزيــد، IPA )اينــدول پروبيونيــک اســيد( و 

ايزوپنتنيــل آدنوزيــن پيــدا شــده اســت )Polevoi, 2003(. کلروپلاســت  اوگلنــا، tRNA بــا فعاليــت 
IPA، 2- متيل ايزوپنتنيل آدنيــن و   از جملــه  از ســيتوکينين ها  ســيتوکينينی و طيف گســترده ای 
2- متيل ايزوپنتنيل آدنوزيــن دارد )Swaminathan, 1977a(. برخــی از اثــرات ســيتوکينين ها 
ــای  ــا، الق ــاقه ها در خزه ه ــه س ــکل گيری اولي ــن و ش ــلولی، تکوي ــيم س ــامل تقس ــان ش در گياه
ــرگ،  ــری ب ــن پي ــر انداخت ــه تاخي ــرگ، ب ــعه ب ــی، توس ــای جانب ــد جوانه ه ــه، رش ــکيل جوان تش
افزايــش گشــودگی روزنــه و توســعه کلروفيــل می باشــد. ســيتوکينين ســرعت فتوســنتز، مقــدار 
کلروفيــل و پروتييــن محلــول را افزايــش می دهــد )ســعيدی و همــکاران 1385(. بــر طبــق نظريــه 
مــدرن دربــاره منشــاء ســلول های يوکاريوتــی، دســتگاه پلاســتيدی نشــان دهنده نمــو تکاملــی از 
ارگانيســم فتوســنتز کننــده پروکاريوتــی اســت. بنابرايــن، تصــور می شــود کــه فيتوهورمون هــا 
کــه ســنتز و عملکردشــان در ابتــدا مرتبــط بــا پلاستيدهاســت، بايــد اثــر فعاليــت تنظيمی شــان را 
در جلبک هــا مثــل ســاير گياهــان عالــی بگذارنــد )Tarakhovskaya et al., 2007(. ســيتوکينين 
ــذب  ــود. ج ــل می ش ــه کلروفي ــر در تجزي ــث تاخي ــد و باع ــری می کن ــل جلوگي ــب کلروفي از تخري
ــی  ــان عال ــلاف گياه ــد. بر خ ــت می نماي ــاه تقوي ــا را در گي ــداری پروتيين ه ــيدهای آمينه و نگه اس
کــه مقاديــر متنابهــی ســلولز و همی ســلولز دارنــد، محتــوی بــالای پروتييــن  و قنــد زيســت توده 
ــا ارزش از  ــتی ب ــولات زيس ــاير محص ــا س ــتی ي ــوخت زيس ــه س ــتقيماً ب ــد مس ــی می توان جلبک

 . )Wijffels et al., 2010(ــل شــوند ــن دســت تبدي ــق فرايندهــای پايي طري
بــه دليــل اينکــه گزارش هــای کمــی مربــوط بــه اثــر ســيتوکينين بــر رشــد و متابوليســم دوناليــلا 
ــر  ــر اث ــش حاض ــود دارد )DE Jesus Raposo and de Morais, 2013( در پژوه ــالينا وج س
ــی و  ــورد بررس ــلا م ــک دونالي ــر ريز جلب ــيتوکينين ب ــی س ــون گياه ــف هورم ــای مختل غلظت ه

ــت. ــرار گرفته اس ــش ق آزماي
مواد و روش ها

ــاورزی  ــوژی کش ــکده بيوتکنول ــيون پژوهش ــويه CCAP 19/18  از کلکس ــک D. salina س جلب
  A.S.Wشــمالغرب و غــرب کشــور واقــع در تبريــز تهيــه گرديــد. بديــن منظــور بــه محيــط کشــت
 Dunaliella salina جلبــک  ريــز   )Artificial Sea Water) )Hejazi and Wijffels, 2003)

 004414.02 . BAP )B-Benzyl aminopurine N6-Benzyladenine) Lat. Noسيتوکينين نوع
ــه شــد. اســيديته محيــط کشــت  ــر( اضاف ــر، 2، 4، 6، 8، 10و 12 ميلی گرم در ليت در 6 غلظــت )صف
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ــا اســتفاده از بافــر تريــس در حــدود 7/5 تنظيــم شــد. ارلن ماير هــای 150 ميلی ليتــری حــاوی  ب
ــه  ــول فوتون بر متر مربع  در ثاني ــداوم 10 ميکروم ــور م ــدت ن ــت در ش ــط کش ــر محي 100 ميلی ليت
و دمــای Cᵒ2±25 قــرار داده شــدند. ارلن هــا روی شــيکر بــا 112 دور در دقيقــه مــدام هــم زده 
می شــدند. پــس از 4هفتــه و در فــاز ثابــت رشــدی، نمونه بــرداری و آناليزهــای زيــر انجــام شــد. 
ــط کشــت از  ــر از محي ــر ميلی ليت ــداد ســلول D. salina در ه ــه منظــور شــمارش مســتقيم تع ب
ــوری اســتفاده شــد)Schoen, 1988(. محاســبه  ــار و ميکروســکوپ ن ــول لوگــول، لام نئوب محل
نــرخ رشــد بــا اســتفاده از معادلــه  Rate = dy/dx  انجــام گرفــت. در ايــن معادلــه dy تغييــرات 
ــل a و b و  ــت کلروفي ــن غلظ ــت تعيي ــد. جه ــان )روز( می باش ــرات زم ــلول و dx تغيي ــداد س تع
 Lichtenthaler and Buschmann,( کاروتنوييد کل ، از روش اســپکتروفتومتری اســتفاده شــد
ــتون%80  ــلول ها از اس ــاوی س ــط ح ــوبگيری از محي ــس از رس ــه پ ــب ک ــن ترتي ــه اي 2001(. ب

بــرای اســتخراج رنگدانه هــا اســتفاده شــد. عصــاره حاصــل بــا اســتفاده از ســانتريفيوژ صــاف 
گرديــد. ميــزان جــذب محلــول رنگيــن و شــفاف رويــی در طول موج هــای 663/2 ،646/8 و 
ــده شــده  ــرار دادن جذب هــای خوان ــا ق ــن شــد. ســپس ب ــا اســپکتروفتومتر تعيي ــر ب 470 نانومت
ــر  ــر ميلی ليت ــرم ب ــه صــورت ميکروگ ــن ب ــزان بتاکاروت ــط و فرمــول هــای مربوطــه مي در رواب
ــه 107×2  ــال ب ــر اســيد کلريدريک 1 نرم ــد کل 2 ميلی ليت ــری قن ــد. جهــت اندازه گي محاســبه گردي
ســلول اضافــه شــد. مخلــوط بــرای 20 دقيقــه جوشــانده و پــس از ســرد شــدن بــه مــدت 5 دقيقــه 
ــر  ــا 500 ميکروليت ــی ب ــول بالاي ــر از محل در 2000دور ســانتريفيوژ شــد. ســپس 500 ميکروليت
ــن  ــر تعيي ــذب در 488 نانومت ــوط و ج ــولفوريک مخل ــر از اسيد س ــی ليت ــل 5% و 2/5 ميل از فن
ــبه  ــر محاس ــب ميکروگرم بر ميلی ليت ــد برحس ــدار قن ــتاندارد مق ــی اس ــتفاده از منحن ــا اس ــد. ب ش
گرديــد )Dubois et al., 1956(. بــه منظــور اندازه گيــری مقــدار پروتييــن کل، ريزجلبک هــای 1 
ميلی ليتــر از محيــط کشــت بــا اســتفاده از ســانتريفيوژ جداســازی گرديدنــد. ســپس بــا اســتفاده 
از آب ديونيــزه و روی يــخ ســلول ها تخريــب شــدند. از جــذب مخلــوط مايــع رويــی بــا معــرف 
ــن  ــدار پروتيي ــبه مق ــتاندارد و محاس ــی اس ــا منحن ــه ب ــرای مقايس ــر ب ــورد در 595 نانومت بردف
ــا  ــاری ب ــبات آم ــد)Bradford, 1976(. محاس ــتفاده ش ــر اس ــر ميلی ليت ــرم ب ــب ميکروگ برحس
ــه روش آزمــون دانکــن انجــام شــد. ــزار SPSS 16 و مقايســه ميانگين هــا ب ــرم اف اســتفاده از ن

نتايج
ــف  ــای مختل ــتفاده از غلظت ه ــه اس ــان داد ک ــش نش ــل از آزماي ــای حاص ــاری داده ه ــز آم آنالي
ــد،  ــرخ رش ــلول ها، ن ــداد س ــر تع ــاری، ب ــد آم ــطح 1درص ــی داری در س ــر معن ــيتوکينين تاثي س

ــدول 1(.  ــت )ج ــد داش ــن و قن ــوی پروتيي ــا، محت ــل a، کاروتنوييد ه ــت کلروفي غلظ
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.D. salina جدول 1: تجزيه واريانس اثر سيتوکينين بر صفات مورد مطالعه

رشــد و تقســيم ســلولی: همانطــور کــه در شــکل 1 الــف مشــاهده می شــود اســتفاده از هورمــون 
ســيتوکينين بــر رشــد و تقســيم ســلولی Dunaliella salina بصــورت معنيــداری موثــر بــوده 
ــيتوکينين  ــر س ــوی 12 ميلی گرم در ليت ــار محت ــلول ها در تيم ــداد س ــش تع ــر افزاي ــت. حداکث اس
ــه شــاهد  ــه رشــد در حــدود 63% در تعــداد ســلول ها نســبت ب مشــاهده می شــود کــه منجــر ب
ــترين  ــه بيش ــان داد ک ــد نش ــرخ رش ــبه ن ــن محاس ــت. همچني ــده اس ــون( ش ــد هورم ــار فاق )تيم
نــرخ رشــد )300000 ســلول روزانــه( در تيمــار حــاوی بالاتريــن غلظــت هورمــون بــوده اســت 

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

حروف مشابه بيانگر عدم اختلاف معنی دار در سطح احتمال 5% می باشد.

ــا ج( نشــان می دهــد کــه اســتعمال غلظت هــای  ــف ت ــدرج در شــکل 2)ال رنگدانه هــا: داده هــای من
ــی 4  ــنتزی ط ــای فتوس ــت رنگدانه ه ــر غلظ ــی ب ــرات متفاوت ــيتوکينين اث ــون س ــف هورم مختل
ــب  ــارم موج ــه چه ــون در هفت ــر هورم ــر ليت ــرم ب ــت 12 ميلی گ ــت. غلظ ــار داشته  اس ــه تيم هفت
ــت  ــکل 2 ب )غلظ ــه ش ــه ب ــا توج ــف(. ب ــکل 2 ال ــت )ش ــده اس ــل a ش ــی دار کلروفي ــش معن افزاي
ــای  ــزودن غلظت ه ــه اف ــرد ک ــت ک ــوان برداش ــت( می ت ــط کش ــم محي ــد حج ــلb در واح کلروفي
ــل b نداشــته  ــه کلروفي ــا تجزي ــر بيوســنتز و ي ــی داری ب ــر معن ــالای هورمــون ســيتوکينين تاثي ب
ــالای ســيتوکينين موجــب افزايــش  اســت. شــکل2 ج نشــان می دهــد کــه اســتعمال غلظت هــای ب

ــا در واحــد حجــم شــده اســت. ــی دار کاروتنوييده معن
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.D. salina شکل 2: اثر سطوح مختلف سيتوکينين بر رنگدانه های فتوسنتزی

 الف( کلروفيل a ب( کلروفيل b ج( کاروتنوييدها.

حروف مشابه بيانگر عدم اختلاف معنی دار در سطح احتمال 5% می باشد.

محتــوی پروتييــن و قنــد کل: بــا ملاحظــه نمودارهــای شــکل 3 الــف و ب مشــاهده می شــود کــه 
اســتعمال ســيتوکينين غلظــت پروتييــن و قنــد در واحــد حجــم را بصــورت معنــی دار افزايــش داده 
ــن وجــود  ــن غلظــت ســيتوکينين و محتــوی پروتيي اســت. به نظــر می رســد رابطــه مســتقيمی بي
ــه  ــی هم ــد ول ــد دارن ــش قن ــر افزاي ــی ب ــر متفاوت ــون اث ــف هورم ــای مختل ــراَ غلظت ه دارد. ظاه

نســبت بــه تيمــار شــاهد از محتــوی قنــد بيشــتری برخوردارنــد. 

بحث 
ــوان  ــه عن ــيتوکينين ب ــون س ــه از هورم ــناختی ک ــه ش ــه ب ــا توج ــلولی: ب ــيم س ــد و تقس رش
ــک  ــک ت ــد ريزجلب ــر می رس ــود دارد به نظ ــی وج ــای گياه ــيم ياخته ه ــر تقس ــر ب ــون موث هورم
ســلولی دوناليــلا ســالينا نيــز بــه ايــن هورمــون پاســخ مشــابه داده و غلظت12ميلی گرم در ليتــر 
ــار  ــه تيم ــبت ب ــارم نس ــه چه ــدود 63% در هفت ــه ح ــلول ها را ب ــداد س ــته تع ــيتوکينين توانس س

D. salina . شکل 3: اثر سطوح مختلف سيتوکينين بر الف( پروتيين کل ب( قند کل

حروف مشابه بيانگر عدم اختلاف معنی دار در سطح احتمال 5% می باشد.


