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 چکیده

زنی بذر و جوانهمورفولوژیکی گیاهان همچون  هایشناسی نانوذرات بر شاخصسمیت اثرات مربوط به انجام شده تاکنونبیشترین تحقیقات 

با غلظت  ییاغذدر محیط کشت حاوی مواد و کشت بافت بصورت غیر جنسی بوده  تکثیر گیاهان به روشنجاکه آاز اما  .استمتمرکز بوده چه طول ریشه

در  .کشت بافت گیاهی ضروری به نظر می رسدکاربرد در محیط سمیت نانوذرات در خطر انتخاب روش مناسب برای ارزیابی کنترل شده است،  و ترکیب

( در کشت سوسپانسیون 1MTTات اکسید آهن، از آزمون تست تنفس سلولی)نانوذر شناسایی روشی مناسب برای ارزیابی سمیت پژوهش با هدفاین 

روشی دقیق و سریع در ارزیابی سمیت نانوذرات اکسید  تنفس سلولی برای ارزیابی تترازولیومنتایج نشان داد که کاربرد . گردیداستفاده  نارنج گیاه سلولی

 10غلظت نانوذرات با درصد توان زیستی یاخته های گیاه نارنج در محیط  و بود یترمیلی گرم بر ل 100( تا غلظت 2MSدر محیط کشت ) (4O3Fe)آهن

به طور  داری وجود نداشت.تفاوت معنی صدرد 5در سطح  از نظر آماری( با کلات آهنتیمار شاهد ) در محیط کشت نسبت به برابر غلظت مورد نیاز آهن

روشی  و تست تنفس سلولی اثر سمی نداشته نارنجبر یاخته های گیاه  MSدر محیط کشت  هننانوذرات اکسید آکه کاربرد  دادکلی این پژوهش نشان 

 است.  بافت گیاهی در کشتسمیت نانوذرات خطر ارزیابی مناسب برای 

 کشت بافت، تنفس سلولی  ارزیابی، جنسیتکثیر غیر: کلمات کلیدی
 

 مقدمه
اکتور انتقال و ارزیابی ف انتقال در زنجیره غذایی، تعیین ،تعامل و تحول نانوذرات شتردر محیط بیولوژیک با تاکید بیارزیابی سمیت نانوذرات 

جذب و تجمع آنها در گیاهان و انتقال به نسل و یا  ،ارزیابی سمیت نانوذرات تعیین خطرات کاربرد نانوذراتبرای  فته است.صورت پذیر خطرپذیری

 براختصاصی برای ارزیابی سمیت نانوذرات  دستور العملتا همین اواخر . (Nowack and Bucheli, 2007)باشد زنجیره بالاتر غذایی ضروری می

که برای ارزیابی اثرات سمی مواد شیمیایی  4OECD و 3U.S. EPA های سازمان حفاظت محیط زیست آمریکاولی دستور العمل شتهنداگیاهان وجود 

چه برای بر زنی و طول ریشهذرات برای گیاهان با ارزیابی درصد جوانهسی نانوشناکار رفته است. سمیتبه به کراتد جهت ارزیابی نانوذرات روبکار می

ای که از لحاظ اکولوژیکی و اقتصادی مورد ارزیابی قرار گرفته است. ارزیابی سمیت گیاهی در دو مرحله توسعه گیاه های مهم تک لپه و دولپهروی گونه

این  .گیردچه مورد ارزیابی قرار می. در زمان رشد جوانه که طول ریشه2 شود.زنی ارزیابی میجوانه سرعتبا زنی که . در خلال جوانه1پذیرد. صورت می

 Lin and)پذیرد دستورالعمل در شرایط آزمایشگاهی، کیفی، در زمان محدود، مرحله خاص رشد گیاه و دامنه غیر واقعی غلظت نانوذرات صورت می

Xing, 2007) .تفکیکی بین اثرات سمی های سازمان حفاظت محیط زیست آمریکادستور العملبر اساس ذرات گیاهی نانو سمیت ارزیابی روش در ،

ی های آزاد شده از سطح نانوذرات و تاثیر نانوذرات صورت نپذیرفته است. لذا نتایج این تحقیقات متناقض، غیر قابل تعمیم و استاندارد سازناشی از یون
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1 MTT:  0/5% Tetrazolium test  
2 Murashig and Skoog  
3 United States Environmental Protection Agency 
4 Organization for Economic Co-operation and Development 
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ذرات، به دلایل عدم مطابقت شرایط آزمایش با شرایط طبیعی، وابستگی نتایج به نوع گونه گیاهی، کیفی و مورفولوژیک بودن مطالعات سمیت نانو است.

 ,.Rico et al)در کاربرد این نتایج احتیاط لازم به عمل آید  لازم استنامناسب بودن دامنه غلظت مورد آزمایش و کامل نبودن مراحل رشد گیاه 

بنابراین در این  .قابل کاربرد باشد، استفاده نمودکشت شرایط که در  های کمیزمونآکیفی از ون سمیت های آزمبنابراین باید به جای روش. (2011

در حفظ توان زیستی یاخته های گیاهی  از توانایی یک روش استاندارد برای ارزیابی سمیت نانوذرات در محیط کشت جامدآزمایش برای بدست آوردن 

   با تست تنفس سلولی استفاده گردید.حیط کشت گیاهی م

 

 هامواد و روش
در چاهک ساعت  56به مدت  (µg/mL 100) ای نارنج  با غلظتی حاصل از یاختهدر اجرای این روش، به ترتیب زیر عمل شده است: سلولها

نانوذرات اکسید آهن و کلات بکارگیری از حاصل ( 100و  mg/L 5 ،25 ،50تیمار شده با غلظت های آهن مختلف )  MSمحیط کشت  mL 100حاوی 

-گرم در میلیمیلی 5) متیل تترازولیوماز محلول میکرولیتر  100پس س .به منظور چسبیدن به کف پلیت کشت داده شدند (Fe-EDDHA 6%)آهن 

ها، پس از انکوباسیون یاخته .(Jalali et al., 2010)شدندقرار داده ساعت در شرایط کشت انکوبه  4ها به مدت ( به هر چاهک اضافه و یاختهPBSلیتر 

میکروپلیت دقیقه میزان جذب فورمازانی توسط دستگاه  10ها اضافه گردید و پس از به یاخته DMSO حلال میکرولیتر 100محلول رویی خارج و 

 (. et alCai ,.2010زیر محاسبه گردید )های زنده توسط فرمول درصد یاختهگیری شد. اندازه nm 540-570 در طول موج ، 5ریدر

 نارنجهای درصد توان زیستی یاخته =]جذب کنترل/جذب نمونه×[100

 

ها با کمک دار بودن دادهو بررسی معنا EXCELافزار تکرار صورت گرفت. رسم نمودارها با کمک نرم 3تصادفی و با  کاملا طرح قالب این آزمایش در

 رت گرفت.صو ≥p 05/0و در سطح  Tآزمون 

 

 نتایج و بحث

 دراه نارنج سلولی گی توان زیستی یاخته هاینشان داد که بین میزان تاثیر سطوح مختلف غلظت نانوذرات بردرصد  مقایسه میانگیننتایج 

وذرات اکسید نان  زودنآهن ناشی از اف نتایج مقایسه میانگین نشان داد که با افزایش غلظت داری وجود داشت.درصد اختلاف معنی 5سطوح احتمال 

زنی کیفی )سازمان محیط  جوانه( که این نتایج با تست اثر سمیت بر 1آهن در صد توان زیستی یاخته ها در مقایسه با تیمار شاهد کاهش یافت )جدول

د در محیط کشت بافت و جوبرابر غلظت مو 20دال بر عدم سمیت نانو ذرات در تا غلظتی معادل  1393اران، و همک سعیدیتوسط  زیست آمریکا ( نارنج

رد در بی برای کارببع مناسدر کلروفیل برگ و طول ریشه با کلات آهن مطابقت دارد و می توان منتامین آهن مورد نیاز گیاه برای نارنج بدون کاهش 

 .محیط کشت بافت باشد

 

 محیط کشت در درصد توان زیستی یاخته های گیاهی نتایج تجزیه  -1جدول 

بعاتمیانگین مر  منبع تغییرات درجه آزادی 

ns 94 2 تکرار 
 درصد زنده مانی 4 9/83 *

335297/0  خطای آزمایشی 8 

05/12  15/11  ضریب تغییرات 

ns دار در سطح پنج درصددار، معنیبه ترتیب غیرمعنی :* و. 
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 ه قرار مید استفادهای بیولوژیکی در گیاهان موریسمهای زیستی و غیرزیستی بطور گسترده برای فهم مکان ت تنشحلولی تسهای ساده کشت سیستم

 ت گیاهی باشد.باف (MS) و آزمون تست تنفس سلولی در سطح سلولی می تواند روش مناسبی برای ارزیابی سمیت نانوذرات در محیط کشت دنگیر

 درصد توانمیزان بین  داریتفاوت معنیاکسید آهن،  برابری غلظت مورد نیاز آهن در محیط کشت توسط نانوذرات 10تا  با افزایشنتایج نشان داد 

زولیوم روشی دقیق و سریع در تتراکاربرد  بنابراین وجود نداشت. درصد 5در سطح  ( از نظر آماریبا کلات آهنبا تیمار شاهد )زیستی یاخته های گیاهی 

( نیز با بررسی اثر 3012و همکاران )غفاریان بود.  گرم بر لیترمیلی  100تا غلظت جامد ( در محیط کشت 4O3Feارزیابی سمیت نانوذرات اکسید آهن)

ک روش کمی ییفی به کتست تنفس سلولی در ابعاد بافت گیاهی با ارتقائ روش تست جوانه زنی سازمان محیط زیست آمریکا از یک روش به کارگیری 

 . ارش نمودندگز در سطح بافت گیاهی (4O3Feات اکسید آهن)نانوذر از کاربرد این روش در کاربرد تست سمیت برایشابهی نتایج متوانستند 

 

 

 دهد.را نشان می درصد توان زیستی یاخته های سلولی گیاه نارنجبر نانوذرات اکسید آهن اثر سطوح مختلف ( 1شکل )

 

 گیرینتیجه
ه علت باست.  ت گیاهیباف در کشتانوذرات ارزیابی سمیت نروشی مناسب برای (  )تترازولیوم تست تنفس سلولی دادنتایج این بررسی نشان 

ربرد وانه زنی، کاجاز  لاصها و از همه مهمتر ارزیابی کمی سلولی در غیاث بافت های حدقت، کاهش زمان و هزینه ارزیابی، کاهش خطر آلودگی نمونه

ادل یک به زمانی مع ترازولیومزنی به روش تدرصد جوانهارزیابی این روش را در ارزیابی اثر سمیت نانوذرات بر گیاه از مزیت ترجیهی برخوردار است. 

ب و )غفاریان مقریکی بودها به علت کاهش خطای انسانی بالاتر از روش مورفولوژ. علاوه بر این دقت دادهپنجم روش مورفولوژیکی زمان نیاز داشت

ده استفایاهان گیر غیر جنسی در تکث ارزیابی ریسک کاربرد نانوذراتتست تنفس سلولی در . لذا در این پژوهش، برای اولین بار از روش (2013همکاران، 

 گردد و کاربرد آن برای سایر محققینی که قصد کاربرد روش ارزیابی مورفولوژیکی را دارند، توصیه می
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Abstract 

The most studies were done until recently that focused on the toxicological properties of nanoparticles on the morphological 

parameters of plants such as seed germination and root length. In tissue culture not only vegetative propagation is unsexual 

method but also the concentration and composition in medium is controlled so selective the appropriate method is necessary 

to evaluation of nanoparticles toxicity. In this study, in order to identify a suitable method for evaluating the toxicity risk of 

iron oxide nanoparticles in the cell suspension culture of sour orange (Citrus aurantium L.), a cell-based respiration test 

(MTT Assay) was used. The results showed that the cellular respiration was a precise and rapid method for diagnosis the 

toxicity of iron oxide nanoparticles (Fe3O4) in culture medium (MS) to a concentration of 100 mg / L. There was no 

significant difference on percent bioavailability of sour orange plant cells in a medium with nanoparticle concentrations 

compared to the control (iron chelate) at 5% level. In general, the results showed that the application of iron oxide 

nanoparticles in Murashige and Skoog medium did not have accute toxic effects on the sour orange cell and the cellular 

respiration test was a suitable method for diagnnosis the toxicity of nanoparticles in plant tissue culture. 

Keywords: unsexual propagation, cellular respiration evaluation, plant tissue culture 
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