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بر خصوصيات مورفولوژيكي، بيوشيميايي و توليد تروپان  pmtبررسي بيش بياني ژن 
  هاي موئين بذرالبنج مشبك تحت تأثير غلظت بهينه عصاره مخمرآلكالوئيدها در ريشه

  2خاوير پالازون و *1، بهمن حسيني1شهلا شامه

  بانيگروه علوم باغدانشكده كشاورزي، دانشگاه اروميه،  اروميه، ايران، .1
  گروه فيزيولوژي گياهيدانشكده داروسازي، دانشگاه بارسلونا،  اسپانيا، 2

  06/07/1400: تاريخ پذيرش  24/01/1400: تاريخ دريافت

  چكيده

مطالعه،  اين در. هاي ثانويه در سطح انبوه هستندها از راهكارهاي مفيد جهت بهينه سازي توليد متابوليتمهندسي ژنتيك و محرك
از  A4هاي سويه با (Hyoscyamus reticulatus)كوتيلدون گياه بذرالبنج مشبك  هايريزنمونه تلقيح از ئينمو هايريشه

Agrobacterium rhizogenes  وC58C1 (pRiA4-pBMI)  ازAgrobacterium tumefaciens  حاوي ژنpmt سپس  .شدند توليد
خصوصيات  بر) ساعت 48گرم بر ليتر بعد از ميلي 250(و غلظت بهينه عصاره مخمر  pmt ژن بياني تأثير تركيب بيش

 نتايج. گرفتند قرار ارزيابي مورد موئين حاصل از دو سويه هايريشه در توليد تروپان آلكالوئيدها مورفولوژيكي، بيوشيميايي و
سويه  از حاصل موئين هاينشان داد كه در ريشه مخمر عصاره بهينه غلظت بهمراه آگروباكتريوم مختلف هايسويه بررسي تأثير

C58C1، برابر 77/1(و آلكاوئيد كل ) برابر 76/1(، فلاونوئيد )برابر 74/1(، فنول )برابر 27/2(خشك  و) برابر 85/2(تر  وزن (
) ليترميكروگرم بر ميلي IC50 )62/1اكسيداني به دو روش بيشترين ظرفيت آنتي .شد A4 هاي موئين حاصل از سويهبيشتر از ريشه

ميزان فعاليت . مشاهده شد C58C1هاي موئين حاصل از سويه در ريشه) بر گرم وزن تر IIمول آهن ميلي FRAP )77/14و 
هاي موئين هاي آنتي اكسيداني شامل سوپراكسيد ديسموتاز، كاتالاز، آسكوربات پراكسيداز و گاياكول پراكسيداز در ريشهآنزيم

. به دست آمد A4هاي موئين حاصل از سويه برابر بيشتر از ريشه 18/2و  82/1، 30/1، 45/2به ترتيب  C58C1حاصل از سويه 
 C58C1هاي موئين حاصل از سويه در ريشه) برابر 34/1(و اسكوپولامين ) برابر 37/1(همچنين بيشترين ميزان توليد هيوسيامين 

 راهكار مناسب يك عنوانبه تواندر ميو غلظت بهينه عصاره مخم pmtتركيب بيش بياني ژن  كه كرد مشخص نتايج. حاصل شد
-اكسيداني و تروپان آلكالوئيدها در ريشههاي آنتياكسيداني، فعاليت آنزيمتوليد تركيبات فيتوشيميايي، ظرفيت آنتي افزايش جهت

  .شود هاي موئين بذرالبنج مشبك استفاده

  ه مخمر، مهندسي ژنتيكآلكالوئيدكل، بيش بياني، تروپان آلكالوئيدها، عصار: واژه هاي كليدي

  pbhosseini@yahoo.com: الكترونيكي ، پست 04432779558 : مسئول، تلفن نويسنده* 

  مقدمه
رويكرد روز افزون مصرف داروهايي با منشأ گياهي توسط 
مردم جهان، سبب افزايش تقاضا در زمينه مواد مؤثره 

عنوان توليدات قابل مصرف در صنايع يي بهگياهان دارو
بذرالبنج ). 52(بهداشتي و دارويي شده است - آرايشي

يكي از گياهان تيره  (Hyoscyamus reticulatus)مشبك 

 و خشك مناطق است كه بومي (Solanaceae)بادمجانيان 
است  تركيه و ايران آسيا، غرب جنوب مصر، خشك نيمه

 نمهمتري است كه آلكالوئيد حاوي گياه، پيكر تمام). 12(
 تشكيل اسكوپولامين و آتروپين هيوسيامين، را هاآن
 پزشكي از كاربردهاي تروپان آلكالوئيدها در). 1( دهند مي
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 بيماري علايم نمودن آرام مانند مواردي به توان مي
 ضربان افزايش و چشم مردمك گشادكردن پاركينسون،

 از اشين صاف هاي ماهيچه سستي كردنخنثي قلب،
 معده اسيد و عرق ترشح كاهش و آلي فسفره تركيبات

ارزش تجاري اسكوپولامين به دليل ). 8(نمود  اشاره
عملكرد متفاوت در سيستم عصبي و فعاليت فيزيولوژيكي 

- در سال). 33(باشد بالاتر نسبت به هيوسيامين بيشتر مي

 بافت كشت طريق از ثانويه هايمتابوليت هاي اخير، توليد
 بسيار مورد توجه قرار گرفته است، زيرا مواردي اهيگي

- سلول كشت در موجود هايمتابوليت ميزان كه دارد وجود

 و است كامل گياه در آن ميزان از بيشتر خيلي گياهي هاي
 كنندمي توليد هاييمتابوليت شده، كشت هايسلول حتي يا
 و تاهمي به توجه با). 54(شوند نمي توليد اوليه گياه در كه
 به توليد تركيبات با ارزش در گياهان دارويي افزايش به نياز

 كه رسدمي نظر به غذايي، و دارويي كاربرد در صنايع دلايل
 فنĤوري مانند كشت سلول و اندام زيست هايروش
 در). 57(باشند  مفيد اهداف اين رسيدن ثمر به در توانندمي
 از نتيك،ژ مهندسي نوين هايروش از استفاده حاضر حال
 شناسايي در كه روندمي شمار به فنوني پركاربردترين جمله

 مسيرها، اين در دخيل هايژن و بيوشيميايي مسيرهاي
 از هاآن انتقال و هاآن دستورزي ها،ژن بيان افزايش

). 29(گيرند مي قرار استفاده مورد ديگر موجود به موجودي
اي تغيير در بر نهايي راهكار عنوانبه متابوليت مهندسي

 كلي سيستم دو استفاده از با هاي ثانويهمتابوليت توليد
 به). 59(است  كننده بيوسنتز هايژن بيان كاهش و افزايش

 درگير كليدي هايژن بيان تغيير كه گفت توانمي كلي طور
 گياهان در ثانويه هايمتابوليت از ايدسته يا يك توليد در

 بالابردن در استفاده مورد هايراهبرد مهمترين از دارويي،
). 9(شوند مي محسوب دارويي گياهان در هامتابوليت توليد

 داراست را مزيت اين آگروباكتريوم يواسطه به تراريختي
 ناقل يك در علاقه مورد خارجي ژن هر دادن قرار با كه

 ريشه هايكلون به را آن ، بتوان(Binary vector)دوگانه 
 بيماري نوعي موئين ريشه). 19(داد  انتقال تراريخت موئين

رايزوژنز ايجاد  آگروباكتريوم باكتري توسط كه است گياهي
 سريع، رشد علت به موئين ريشه كشت). 38(گردد مي

 سنتز توانايي و نگهداري كوتاه، سهولت برابرشدن دو زمان
- به را بيشتري هاي مزيت شيميايي، تركيبات از اي گسترده

 ثانويه هاي متابوليت توليد براي هپيوست منبع يك عنوان
 هايروش اگرچه). 13و  19(نمايد  مي ايجاد ارزشمند
  از استفاده اما دارد وجود ژن انتقال براي مختلف

A. tumefaciens با بيشتر بازدهي: جمله از متعدد دلايل به 
 انتقال و DNA بزرگ قطعات انتقال امكان كمتر، يهزينه
 دارد ارجحيت هاروش ساير هب نسبت كم DNA كپي تعداد

 )51و  62(

هاي اخيراً، رويكردهاي متعددي مثل استفاده از محرك
زيستي و غير زيستي و تحريك مسير بيوسنتزي براي 

كار هاي موئين بهها در كشت ريشهافزايش توليد متابوليت
ها با القاء سيستم دفاعي گياه محرك). 41(گرفته شده است 

- هاي ثانويه ميسنتز و انباشت متابوليتمنجر به افزايش بيو

 ،)عنوان محرك زيستيبه( مخمر  عصاره). 64(شوند 
 و مختلف معدني مواد ها،ويتامين اسيدها، آمينو از تركيبي
 هايمتابوليت توليد و رشد كننده تحريك هايتركيب ساير
بيش  بر مبني زيادي تاكنون مطالعات). 50( باشدمي ثانويه

كليدي در مسير بيوسنتزي مختلف و استفاده  هايبياني ژن
 توليد بهبود منظور به مهم راهكاري عنوانها بهاز محرك
ارائه شده  موئين هاي ريشه كشت در ثانويه هاي متابوليت

عنوان ژن بالادست در مسير بيوسنتز تروپان به pmt. است
هاي آلكالوئيد ها نقش دارد كه افزايش تعداد رونوشت

عنوان يكي از راهكارهاي مؤثر تواند بهمي نمربوط به آ
در  .)37( جهت افزايش توليد تروپان آلكالوئيدها باشد

 افزايش منظور به pmt ژن بياني تحقيقي با بررسي بيش
 در اسكوپولامين و هيوسيامين ارزشمند آلكالوئيدهاي توليد
 هيوسيامين محتوي ،Hyoscyamus muticusموئين هايريشه
 شاهد هايريشه برابر 2- 3 شده تراريخت هايريشه در

 هايريشه مشابه اسكوپولامين محتوي اما گرديد، مشاهده
 همكاران و Kang در تحقيقي كه توسط). 37(بود  شاهد
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در كشت  h6h بررسي بيش بياني ژن صورت گرفت، )26(
كه  نشان داد  Scopolia parviflora هاي موئين گياهريشه
 هاي¬ريشه به نسبت برابر 3 يناسكوپولام توليد ميزان
 همكاران و Yang ديگر تحقيق در .افزايش يافت شاهد

 توليد افزايش منظور به h6h و pmt ژن بياني بيش اثر ،)60(
شده  تراريخته موئين هايريشه در تروپان آلكالوئيدها

 نتايج دادند، قرار مطالعه مورد (Atropa belladonna) شابيزك
- ريشه يوسيامين و اسكوپولامين دره محتوي كه داد نشان

 غير هايريشه برابر 5و  11تراريخت به ترتيب  هاي
 .يافت افزايش تراريخت

  هاي موئين خرفهدر پژوهشي تيمار ريشه
(Portulaca oleracea)  گرم بر ليتر ميلي 500با غلظت

ساعت، سطح تجمع نورآدرنالين  48عصاره مخمر به مدت 
در ). 44(برابر افزايش داد  5د هاي شاهرا نسبت به ريشه

صورت ) 3(تحقيقي كه توسط رحيمي آشتياني و همكاران 
هاي مختلف عصاره مخمر در گرفت، بررسي اثر غلظت

هاي مختلف بر كشت سوسپانسيون سلولي گياه خار زمان
 ميزان نشان داد كه بيشترين (Silybum marianum)مريم 
 ليترميلي 50بر گرمميلي 6 با تيمار در مارين سيلي توليد
 به نسبت كه شد حاصل ساعت 72 مدت در كشت محيط
تيمار عصاره مخمر در  .داد نشان افزايش برابر 5 شاهد
توليد ، (Azadirachta indica)هاي موئين چريش ريشه

). 48(برابر بهبود بخشيد  6/1آزاديراكتين را نسبت به شاهد 
البنج مشبك هاي موئين بذركاربرد عصاره مخمر در ريشه

(H. reticulatus) هاي مختلف هاي مختلف و زماندر غلظت
مورد بررسي قرار گرفت، بالاترين ميزان توليد هيوسيامين 

در ) برابر بيشتر از شاهد 5/2(و اسكوپولامين ) برابر 2(
گرم بر ليتر عصاره مخمر در ميلي 250و  500هاي غلظت

). 35(د ساعت تحريك زايي به دست آم 48مدت زمان 
Udomusk  گزارش كردند ميزان توليد ) 55(و همكاران

 Pueraria candollei هاي موئينايزوفلاونوئيد كل در ريشه
 5/4هاي مختلف، به وسيله عصاره مخمر در غلظت و زمان

 .هاي موئين شاهد بودبرابر بيشتر از ريشه

هاي كليدي دهند كه بيش بياني ژنگزارشات بالا نشان مي
هاي موثر ها از روشير بيوسنتزي و استفاده از محركدر مس

هاي هاي ثانويه در كشت ريشهبر اي بهبود توليد متابوليت
 در اين مطالعه براي اولين بار تركيب بيش. موئين است

 خصوصيات بر و غلظت بهينه عصاره مخمر pmt ژن بياني
 تروپان آلكالوئيدها در توليد و بيوشيميايي مورفولوژيكي،

  .گرفت قرار ارزيابي مشبك مورد بذرالبنج موئين هاييشهر

  مواد و روشها
 Agrobacterium در اين مطالعه از : هاي باكتريتهيه سويه

rhizogenes سويه A4)و ) عنوان كنترلبهAgrobacterium 

tumefaciens  سويه(pRiA4-pBMI) C58C1  حامل ژنpmt 
استفاده شد  هاي موئين بذرالبنج مشبكجهت توليد ريشه

 ميكروبي اين دو سويه به ترتيب از بانك). الف-2شكل (
مؤسسه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري تهران و 

  ). 36(دانشگاه بارسلونا، اسپانيا تهيه شدند 

ابتدا بذرهاي گياه بذرالبنج : كشت بذر و تهيه ريز نمونه
با اسيد ) تهيه شده از شركت پاكان بذر اصفهان(مشبك 

. دقيقه خراشيده شدند 10درصد به مدت  10وريك سولف
دقيقه  1صد به مدت  در 70سپس بذرها با استفاده از اتانول 

درصد كلر فعال به مدت  5/2كلريت سديم  و محلول هيپو
شده بذور ضدعفوني. دقيقه ضد عفوني سطحي شدند 10

)  MS )39زني و تهيه ريزنمونه در محيط كشت جهت جوانه
 ليتر بر گرم 7 داراي و گياهي رشد هاي¬نندهك تنظيم فاقد
 گرادسانتي درجه 24 بذرها در دماي. كشت گرديدند آگار
قرار  تاريكي ساعت 8 و روشنايي ساعت 16 شرايط و

  . گرفتند

شبانه،  كشت از پس: تلقيح ريز نمونه و ظهور ريشه موئين
با غلظت بهينه ) C58C1 و A4(هر دو نوع سويه باكتري 

)OD600( جهت تلقيح در محيط كشت مايع  8/0تا  6/0ين ب
Luria-Bertani (LB)  گرم بر ميلي 50(حاوي ريفامپيسين

گرم ميلي 50(و كانامايسين ) ليتر، براي هر دو سويه باكتري
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در شرايط تاريكي بر روي ) C58C1بر ليتر، براي سويه 
 درجه 25 در دقيقه در دور 120(شيكر انكوباتور 

هاي پس از جدا كردن ريزنمونه. شدندكشت ) سانتيگراد
توسط اسكالپل، روش ) ريزنمونه(كوتيلدوني 
 فركانس باElmasonic) ،Singen  ، (Germanyاولتراسونيك

ثانيه  20به مدت  سانتيگراد درجه 25 دماي و هرتز 120
 C58C1و  A4هاي ها با سويهتلقيح بهتر ريزنمونه جهت

محيط  به هاريزنمونه روز، 2 از پس). 46(استفاده گرديد 
گرم بر ليتر، ميلي 200( حاوي سفوتاكسيم جامد MS كشت

بر ليتر،  گرمميلي 100( و كانامايسين )براي هر دو سويه
 هفته، يك ازگذشت پس .شدند منتقل )C58C1 براي سويه

 كشت جامد، موئين در محيط هايريشه رشد افزايش براي
- لاين و ورت تكيبه ص دارريشه هايريزنمونه از يك هر

 و هورمون از عاري جامد MSكشت  محيط به مجزا هاي
براي هر دو  ليتر، در گرمميلي 100( سفوتاكسيم حاوي
گرم بر ليتر، براي سويه ميلي 100(و كانامايسين ) سويه

C58C1 (هفته  2ها هر واكشت ريزنمونه. منتقل گرديدند
ئين القاء لاين ريشه مو 54و  10از ميان . يكبار انجام شد

 6هاي ، لاينC58C1و  A4هاي شده به ترتيب توسط سويه
بعنوان لاين پر رشد جهت انجام مراحل بعدي  13و 

 ). پ- 2شكل (آزمايش انتخاب شدند 

زنجيره واكنش طريق از مويين هايريشه مولكولي آناليز
در  rol Bجهت اثبات حضور ژن : (PCR) اي پليمراز

اي پليمراز با آغازگرهاي زنجيرههاي موئين از واكنش ريشه
 هاي ريشه ژنومي DNA .استفاده شد  rol Bاختصاصي ژن 

با اندكي  CTAB روش به سويه دو هر از حاصل موئين
 35درجه و  94واكنش در ). 16(گرديد  تغييرات استخراج

ثانيه در  80درجه،  94دقيقه در  1هر چرخه شامل (چرخه 
سانتيگراد و تكميل بسط  درجه 72ثانيه در  90درجه و  60
 PCR محصول. انجام شد) درجه 72دقيقه در دماي  10در 

 داك ژل بوسيله دستگاه و درصد 1 آگارز روي ژل
با استفاده  rol B ژن bp780  قطعات ريتكث .شد عكسبرداري

 -´F: 5از آغازگر رفت 

TGGATCCCAAATTGCTATTCCACGA-3´  و برگشت
R: 5´- TTAGGCTTCTTTCTTCAGGTTTACTGCAGC-3´ 

  .انجام شد

: هاي موئين با غلظت بهينه عصاره مخمرتيمار ريشه
. تهيه شد )(Liofilchemعصاره مخمر از شركت ليوفيلكم 

) 35) (گرم بر ليترميلي 250(غلظت بهينه عصاره مخمر 
هاي موئين هر دو سويه باكتري در محيط جهت تيمار ريشه

 موئين هاي هريش از گرم يك. مايع تهيه گرديد MSكشت 
 ليتري ميلي 250 مايرهاي ارلن داخل به سويه باكتري دو هر

 تكرار، 3 در مايع MS كشت محيط ليتر ميلي 10 حاوي
 دماي دقيقه، در دور 120 با انكوباتور شيكر داخل و منتقل

شكل (شدند  داري  نگه تاريكي در و گرادسانتي درجه 25
 اويح مايع MS كشت روز، محيط 21پس از . )ت- 2

 از پس. گرديد اضافه هاارلن به غلظت بهينه عصاره مخمر
 به موئين هاي ريشه تيمار، زمان از ساعت 48 گذشت
 پس. يافتند انتقال عصاره مخمر مايع فاقد MS كشت محيط

 موئين هاي ريشه برداشت عمل هفته، يك گذشت از
 حذف و مقطر آب با شستشو از بعد و گرفت صورت
 تر وزن صافي، كاغذ توسط اه ريشه اضافي رطوبت
ها توسط فريز پس از خشك شدن ريشه. شد گيري اندازه

گيري و ¬وزن خشك اندازه) ساعت 48به مدت (دراير 
  .ثبت شدند

گيري صفات فيتوشيميايي و عصاره گيري جهت اندازه
 هايريشه از يك گرم وزن تر: ظرفيت آنتي اكسيداني

 مايع ازت سطتو هاون داخل C58C1و  A4سويه  موئين
 ليترميلي 20شدند و سپس به پودرهاي ريشه موئين  پودر

در نهايت عصاره گيري با . درصد اضافه شد 80 متانول
 درجه سانتيگراد 30استفاده از روش اولتراسونيك در دماي 

 ).58(دقيقه انجام شد  30به مدت 

گيري فنول كل با اندازه: گيري فنول و فلاونوئيد كلاندازه
به  )Folin-Ciocalteu( ده از معرف فولين سيوكالتيواستفا

 180. گيري شداندازه) Singleton )47و  Slinkardروش 
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استخراج شده از ) درصد 80(ميكروليتر از عصاره متانولي 
 1200ميكروليتر آب مقطر و  180هاي موئين با ريشه

درصد داخل لوله آِزمايشي تميز ريخته  10ميكروليتر فولين 
 درصد 7 سديم كربنات ميكروليتر 960 آن به آخرو در 
 30 مدت به اي  شيشه هاي  لوله سپس. گرديد اضافه مقطر
 ميزان. شد دارينگه اتاق دماي در و تاريكي در دقيقه
 دستگاه با نانومتر 760 موج طول در جذب

منحني  .شد قرائت Dynamica (HALODB-20)اسپكتوفتومتر
يك، ترسيم و نتايج به بر استاندارد بر اساس اسيد گال

. بر گرم وزن تر گزارش شد دياس كيگال گرم  يلحسب مي
ميكروليتر از عصاره متانولي  150در مورد فلاونوئيد كل، 

 150هاي موئين با استخراج شده از ريشه) درصد 80(
 دقيقه 15 الي 5 مدت به درصد 5 سديم نيتريت ميكروليتر

 ميكروليتر 300 سسپ. شد داده قرار تاريكي شرايط در
 ميكروليتر 1000 و درصد 10 آلومينيوم كلريد محلول
 در مخلوط جذب و نموده اضافه مولار 1 پتاسيم استات
 منحني رسم براي .گرديد قرائت نانومتر 380 موج طول

 كل فلاونوئيد ميزان. شد استفاده كوئرستين از استاندارد
 تر زنو گرم بر كوئرستين گرم  ميلي اساس بر هاعصاره
  ).15(شد  گزارش

 استفاده سنجش آلكالوئيد كل با: گيري آلكالوئيد كلاندازه
- با تغييرات جزئي اندازه) 6(همكاران  و Ajanal روش از

 پودر شده خشك هاي موئيناز ريشه گرم 1. شد گيري
 24 مدت به )درصد 80(متانول  ليترميلي 20 با و شدند
توسط  آمده به دست عصاره .شد عصاره گيري ساعت

شد و جهت تبخير متانول و تغليظ  كاغذ صافي فيلتر
 در سانتيگراد درجه 45 از دستگاه روتاري با دماي عصاره
 1 در شده غليظ عصاره ، آن از پس .شد استفاده تاريكي
 ليترميلي 1 .شد فيلتر و حل (2N)كلريدريك  اسيد ليترميلي
 كلروفرم ليترميلي 10 با و دكانتور منتقل به عصاره اين از
)pH=7  توسطNaoH=0.1 N (ميلي 5 درنهايت .شد شسته

 Bromocresol green(، 5(  بروموكروزول ليتر معرف سبز
 به كلروفرم ليترميلي 4 و (pH= 4.7)  فسفات بافر ليترميلي

 هاجذب نمونه .شد داده تكان شدت به و شد اضافه محلول
قرائت  سپكتروفتومترا دستگاه از استفاده با نانومتر 470 در

 آلكالوئيد هايغلظت از استاندارد منحني رسم براي. گرديد
. شد استفاده) ليترميلي 2/1و  1، 8/0، 6/0، 4/0(هيوسيامين 

ميزان آلكالوئيد كل بر اساس ميكروگرم بر گرم وزن خشك 
  . گزارش شد

 راديكال مهار روش به اكسيداني آنتي ظرفيت گيري  اندازه
اكسيداني به گيري ظرفيت آنتيبراي اندازه : DPPH آزاد

هاي به غلظت DPPHليتر از محلول ميلي DPPH ،2روش 
هاي عصاره ريشه) پي پي ام 600و  400، 200(مختلف 

محلول حاصل را تكان داده و در دماي . موئين اضافه شد
- جذب نمونه. دقيقه نگهداري شدند 30آزمايشگاه به مدت 

 اسپكتروفتومتر دستگاه از استفاده با نانومتر 517 در ها
هاي منحني استاندارد بر اساس غلظت .قرائت گرديد

پي پي  50و  40، 30، 20، 10(مختلف اسيد آسكوربيك 
 اكسيدانيآنتي فعاليت زير فرمول از استفاده با. رسم شد) ام

 بالا روش به نيز (Blank) شاهد تهيه جهت. گرديد تعيين
 متانول ميكروليتر 50 گياهي، عصاره جاي به فقط و عمل

  ).24(شد  اضافه درصد 80
RSA= [(Abs control – Abs sample)/Abs control] ×100 

:Abs control بلنك،  جذب ميزان:Abs sample ميزان جذب 
 نمونه

 قدرت طريق از اكسيداني آنتي ظرفيت گيري  اندازه
 ميزان سنجش منظور به: )(FRAP آهن كنندگي احياء

 ،FRAP روش به موئين هاي ريشه اكسيداني آنتي ظرفيت
 ليترميلي 3 هاي موئين وميكروليتر از عصاره ريشه 500

 با مولارميلي 300 سديم استات بافر(  FRAPتازه معرف
-2,4,6(تريازين  -اس -تري پريديل - ، فريك6/3 اسيديته

Tris(2-Pyridyl)-s-Triazine (TPTZ) (هم با) و فريك كلريد 
 حمام در دقيقه 30 مدت به حاصل مخلوط. شدند مخلوط

 جذب و گرفت قرار )سانتيگراد درجه 37 دماي( گرم آب
 دستگاه از استفاده با و نانومتر 593 موج طول در آن
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 آهن سولفات از. شد خوانده شاهد به نسبت اسپكتروفتومتر
 بر هاداده نتايج و گرديد استفاده استاندارد منحني رسم براي
 ).65( شد بيان بر گرم وزن تر IIمول آهن يميل اساس

 گرم5/0: ها يمآنز يتجهت سنجش فعال ياهيگ ي عصاره
 در) حاصل از هر دوسويه هايريشه( تازه نمونه هر از

 استخراج بافر ليترميلي 2 در و شدند پودر مايع نيتروژن
 05/0 و (Tris HCL) هيدروكلرايد تري درصد5/0 حاوي
. شد حل pH=8 در  (PVP) ليدونپيرو وينيل پلي درصد

 مدت به سانتيگراد درجه 4 دماي در سپس عصاره حاصل
 از پس. شد سانتريفيوژ دقيقه در دور 13000 در دقيقه 20

- آنزيم فعاليت گيرياندازه براي رويي مايع از ، جداسازي

  ).49(شد  استفاده اكسيدانآنتي هاي

 شسنج: (SOD)فعاليت آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز 
 روش  بـا ديسـموتاز سوپراكسـيد آنـزيم فعاليـت

Giannopolitis وRies )18 ( و به كمك سنجش مهار احياي
 در (NBT)نيتروبلوتترازوليوم ) Photoreduction(نوري 
 ، نمونه هر براي. گرفت انجام نانومتر، 560 مــوج طــول

 بافر ليترميلي 1 حاوي هايلوله به عصاره ميكروليتر 50
 13 ،(pH=7) فسفات بافر مولار ميلي 50 از متشكل( نشواك

 ميكرومولار EDTA، 75مولار  1/0 متيونين،-مولار ال ميلي
NBT پس از قرار . شد اضافه) ريبوفلاوين ميكرومولار 2 و

 استفاده با معرض نور، در دقيقه 15 مدت به هاگرفتن لوله
ـك ي. قرائت گرديد نمونه جذب اسپكتروفتومتر دستگاه از

 اسـت آنزيمي مقدار ديسموتاز، واحد آنزيمي سوپراكسيد
 NBTنوري  احيـاي از ممانعـت درصـد 50موجب  كـه
 .گـرددمـي

 با فعاليت آنزيم كاتالاز: (CAT)فعاليت آنزيم كاتالاز 
 دستگاه از استفاده با نانومتر 240 در) Aebi )5 روش

 ميكروليتر 5 نمونه، هر براي .شد گيرياندازه اسپكتروفتومتر
 ميلي 5/2حاوي  هايلوله به )برابر رقيق شده 25(عصاره 

 ميكروليتر 20 و) pH=7 در مولار ميلي 50( فسفات بافرليتر
 آنزيمي واحد يك .شد اضافه) درصد 3( هيدروژن پراكسيد

 در را H2O2 مولار¬ميلي 1 كه است آنزيمي مقدار كاتالاز،
 .كندمي تجزيه دقيقه يك

فعاليت آنزيم : (APX)پراكسيداز  آسكوربات آنزيم فعاليت
 در) Asada )40و  Nakano روش با آسكوربات پراكسيداز

 گيرياندازه اسپكتروفتومتر دستگاه از استفاده با نانومتر 290
 هايلوله به عصاره ميكروليتر 100 نمونه، هر براي. شد

 ،pH=7 در مولار ميلي 50( فسفات بافر ليترميلي 2 حاوي
 10 و) درصد 5( هيدروژن پراكسيد كروليترمي 20

. شد اضافه) ميكرومول 50( اسكوربيك اسيد ميكروليتر
 اسيد ميزان اساس آسكوربات پراكسيداز بر فعاليت

 به سانتيگراد درجه 25 دماي در شده اكسيد اسكوربيك
  شد تعيين دقيقه 1 مدت

 آنزيم فعاليت: (GPX)فعاليت آنزيم گاياكول پراكسيداز 
) 32(و همكاران  Mac-Adam روش با پراكسيداز ولگاياك
- اندازه اسپكتروفتومتر دستگاه از استفاده با نانومتر 436 در

 3 حاوي هايلوله به عصاره ميكروليتر 100 .شد گيري
 ميكروليتر pH=7(، 50مولار در  1/0(فسفات  بافر ليترميلي

) درصد 3 ( هيدروژن پراكسيد ميكروليتر 50 و گاياكول
 واحد تغييرات حسب بر آنزيم فعاليت ميزان .شد فهاضا

 .گرديد محاسبه تر وزن گرم هر ازاي به دقيقه در جذب

يدهاي آلكالوئتروپان استخراج : عصاره گيري آلكالوئيدها
هاي موئين  هيوسيامين و اسكوپولامين موجود در ريشه

و همكاران  Kamadaبه روش حاصل از دو سويه باكتري 
روش، مقدار  بر اساس اين .انجام شد ييرتغ يبا اندك) 25(
و كلروفرم، ، پودر خشك ينهاي موئ گرم از ريشه 5/0

به  1: 5: 15 هايتدرصد، به نسب 25 ياكمتانول و آمون
با  يقهدق 10مدت  بهاضافه و  پودر شده هاينمونه

و  يپس از عبور از صاف .شدند گيري عصاره يكلتراسونوا
 لروفرم،ك ليتريليم 1با  يكاغذ صاف يدو مرتبه شستشو

تبخير كننده دوار از دستگاه  يفاز كلروفرم يرتبخ يبرا
به . يداستفاده گرد) Rotary evaporator( )اواپراتور يروتار(

كلروفرم  ليتريليم 5 ي مانده و خشك شده،باق هايعصاره
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نرمال اضافه و كاملا هم  1 يد سولفوريكاس ليتريليم 2و 
ه بعد مخلوط به دست آمده داخل در مرحل .ندزده شد

فاز . دو فاز شدريخته شد كه باعث تشكيل دكانتور 
 يشد و فاز آب يختهجدا و دور ر) فاز پاييني( يكلروفرم

 يخ يآن رو pHبشر منتقل شد و  يكبه  يدهاآلكالوئ يحاو
 يدگرد يمتنظ 10درصد تا  28 ياكآمون ي يلهو به وس
 يك يدهاو آلكالوئ شداضافه داخل دكانتور  ياييمحلول قل

 ليتريليم 1توسط  مرتبهو دو  ليتريليم 2مرتبه توسط 
دست آمده پس ه ب يفاز كلروفرم. كلروفرم استخراج شدند
خشك به منظور حذف آب  يماز افزودن سولفات سد

 يعبور داده شده و كاغذ صاف يموجود، از صاف ياضاف
در  .ندكلروفرم شستشو داده شد ليتريليم 2تا  1توسط 
اواپراتور در  يروتار يلهمحلول صاف شده به وسنهايت 

و ماده جامد به دست  يرتبخ گراديسانت درجه 40 يدما
متانول  ليترميلي 1شود در يم يدهكل نام يدآمده كه آلكالوئ
  . خالص حل شد

 با مايع كروماتوگرافي روش به آلكالوئيدها تروپان آناليز
 تروپان ميزان نجشس منظوربه: (HPLC) بالا كارايي

 عصاره هاي در) اسكوپولامين و هيوسيامين( آلكالوئيدها
 دستگاه از سويه باكتري، دو موئين هاي ريشه از استخراجي

، Smartline)Knauer  مدل بالا، كارايي با مايع كروماتوگرافي
 215 موج طول با K-2800مدل PDA  آشكارساز با) آلمان
 × C-18 (5 μm, 4.6 استفاده مورد ستون. شد استفاده نانومتر

250 mm) دقيقه بر ليترميلي 4/1 حلال جريان سرعت. بود 
 به بافر استات و استونيتريل شامل متحرك فاز و بود

 هر براي شده استفاده عصاره مقدار. بود 20:80 هاينسبت
و جمع آوري و پردازش داده ها  ميكروليتر 20 تزريق

 دو ميزان .نجام شدا  EZChrom Eliteتوسط نرم افزار
 زير سطح اساس بر اسكوپولامين و هيوسيامين آلكالوئيد
 محاسبه استاندارد منحني از استفاده با آمده به دست منحني

  . شد

  نرم از هابراي مقايسه و تحليل داده: هاداده آماري آناليز

 .جفت نشده استفاده گرديد T-testو آزمون  SAS 9.4 افزار
  .شدند رسم  Rنرم افزا از هاستفاد با نمودارها

  نتايج
 آناليز نتايج: هاي موئيندر ريشه rol Bتأييد حضور ژن 

 ايزنجيره واكنش محصول درصد1 آگارز ژل الكتروفورز
 حضور احتمالي، تراريخت هاي موئينريشه براي پليمراز
 را در rol B ژن به مربوط bp780 حدودي اندازه با قطعه
هاي كوتيلدوني تلقيح ريزنمونه از موئين حاصل هايريشه

 C58C1و سويه  Agrobacterium  rhizogenesاز A4با سويه 
 اندازههم نمود كه تأييد Agrobacterium tumefaciensاز 
هر دو سويه ( مثبت كنترل نمونه در شده تكثير قطعه

 در همچنين. بود) تلقيح در استفاده مورد آگروباكتريوم
DNA بذرالبنج مشبك و  گياه يعيطب هاي  ريشه از حاصل

 كنترل عنوانبه( الگو DNA بدون PCR واكنش محصول
 ديگر، عبارت به. نگرديد مشاهده تكثيري باند هيچ ،)منفي

 مورد قطعه تكثير مؤيد bp780 منطقه در قوي باند حضور
شكل (بود  موئين هايريشه در rol B ژن حضور و بررسي

1.(  

 

  

 

 

 

 

 يا رهيمحصول واكنش زنج درصد 1 گارزالكتروفورز ژل آ -1شكل 
: L: ختيترار يها شهيدر ر rol Bحضور ژن  دأييمراز جهت تيپل

DNA  ماركر(1 kb ladder Fermentas)، A4 :Agrobacterium 

rhizogenes عنوان كنترل مثبت،به C58C1 :Agrobacterium 

tumefaciens عنوان كنترل مثبت،به WT :نج طبيعي بذرالب  يها شهير
 DNA بدون PCR واكنش محصول: Cمنفي،  عنوان كنترلبه مشبك
القا  نيموئ يها شهير:  A4،2القا شده با سويه  نيموئ يها شهير: 1 الگو،

 C58C1شده با سويه 
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هاي مختلف آگروباكتريوم و غلظت بهينه تأثير سويه
 هايريزنمونه در: هاي موئينعصاره مخمر بر رشد ريشه

به ترتيب  C58C1و  A4شده با سويه تلقيح  كوتيلدوني
 ظاهر زخم محل از موئين هايريشه هفته 2و  4بعداز 
هاي سويه تأثير مقايسه ميانگين نتايج). ب- 2شكل (شدند 

 بهينه عصاره مخمر بر مختلف آگروباكتريوم بهمراه غلظت
داد كه وزن  نشان موئين هاي و خشك ريشه تر وزن ميزان

- ريشه) گرم18/0±01/0(ك و خش) گرم 02/2±09/0(تر 

هاي در مقايسه با ريشه A4هاي موئين حاصل از سويه 
گرم،  76/5±03/0= وزن تر( C58C1موئين حاصل از سويه 

از لحاظ آماري به طور ) گرم41/0±00/0= وزن خشك
جدول (داري در سطح احتمال يك درصد كمتر است معني

1.(   

 

 

 

 

  

  

  

 
 هايريشه ظهور: ، ب)2(  C58C1سويه Agrobacterium tumefaciens و) A4 )1سويه  Agrobacterium rhizogenesواكشت  -الف-2 شكل
 كشت محيط در موئين هايريشه كشت: و ت جامد كشت محيط در موئين هايريشه رشد :آگروباكتريوم، پ با يافته تلقيح هاينمونه ريز از موئين

  .مايع

هاي موئين بذرالبنج مشبك و وم بهمراه غلظت بهينه عصاره مخمر بر صفات رشدي و فيتوشيميايي ريشههاي مختلف آگروباكتريتأثير سويه -1جدول 
  جفت نشده T-testآزمون 

ميانگين± SE )انحراف معيار ميانگين نمونه(  

 نوع سويه 
 وزن تر

)گرم(  
 وزن خشك

)گرم(  

فنول كل
ميلي گرم گاليك اسيد (

)بر گرم وزن تر  

 فلاونوئيد كل
كوئرستين ميلي گرم 

)بر گرم وزن تر  

 آلكالوئيد كل
ميكروگرم بر گرم وزن (

)خشك  

 A4  2.02±0.09 0.18±0.01  4.20±0.05 1.04±0.02 46.81±0.26سويه 

 C58C1 5.76±0.03  0.41±0.00  7.32±0.05 1.84±0.05  82.87±0.40سويه 

 **t  **-36.23  **-13.04  -42.05** -14.56**  -75.26مقدار آماره 

  

هاي مختلف آگروباكتريوم بهمراه غلظت بهينه ويهتأثير س
مقايسه  نتايج: عصاره مخمر بر ميزان فنول و فلاونوئيد

 هاي مختلف آگروباكتريوم بهمراه غلظتسويه تأثير ميانگين

فنول و فلاونوئيد كل  ميزان بهينه عصاره مخمر بر
 32/7±05/0(داد كه ميانگين فنول  نشان موئين هاي ريشه
و فلاونوئيد كل ) اسيد گاليك بر گرم وزن ترگرم ميلي
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در ) گرم كوئرستين بر گرم وزن ترميلي 05/0±84/1(
بيشتر از ميانگين  C58C1هاي موئين حاصل از سويه ريشه
و ) گرم اسيد گاليك بر گرم وزن ترميلي 20/4±05/0(فنول 

گرم كوئرستين بر گرم ميلي 04/1±02/0(فلاونوئيد كل 
بود كه اين  A4ي موئين حاصل از سويه هاريشه) وزن تر

. دار بودتفاوت از لحاظ آماري در سطح يك درصد معني
طبق نتايج به دست آمده، ميزان افزايش فنول و  ).1جدول (

 C58C1هاي موئين حاصل از سويه فلاونوئيد كل در ريشه
هاي موئين برابر نسبت به ريشه 76/1و  74/1 ترتيببه

  .كنترل افزايش يافت

 بهينه غلظت بهمراه آگروباكتريوم مختلف هايسويه تأثير
 مقايسه نتايج: ميزان آلكالوئيد كل بر مخمر عصاره
 غلظت بهمراه آگروباكتريوم مختلف هايسويه تأثير ميانگين

 موئين هاي ريشه آلكاوئيدكل ميزان بر مخمر عصاره بهينه
 مميكروگر 87/82±40/0( آلكالوئيدكل ميانگين كه داد نشان

 سويه از موئين حاصل هايريشه در: ) خشك وزن گرم بر
C58C1 77/1 كل  ميانگين آلكالوئيد از برابر بيشتر

 هايريشه) خشك وزن گرم بر ميكروگرم 26/0±81/46(
 لحاظ از تفاوت اين كه بود A4 سويه از حاصل موئين
   ).1 جدول. (بود دارمعني درصد يك سطح در آماري

 بهينه غلظت بهمراه آگروباكتريوم فمختل هايسويه تأثير
:  DPPHاكسيداني به روش ظرفيت آنتي بر مخمر عصاره
 آگروباكتريوم مختلف هايسويه تأثير ميانگين مقايسه نتايج

 هاي ريشه IC50 ميزان بر مخمر عصاره بهينه غلظت بهمراه
 كروگرميم IC50 )02/62±0/1 ميانگين كه داد نشان موئين
 از كمتر C58C1 سويه از حاصل هايريشه در) ترلييليبر م

- ريشه) ليترميكروگرم بر ميلي IC50 )03/12±0/2ميانگين 

 لحاظ از تفاوت اين كه بود A4 سويه از حاصل موئين هاي
اين  ).2 جدول( بود دارمعني درصد يك سطح در آماري

هاي موئين حاصل از سويه دهد كه ريشهموضوع نشان مي
C58C1 هاي حاصل از يشهدر مقايسه با رA4 فعاليت آنتي -

 ). 2جدول (دهد اكسيداني بيشتري از خود نشان مي

 بهينه غلظت بهمراه آگروباكتريوم مختلف هايسويه تأثير
:  FRAP روش به اكسيدانيآنتي ظرفيت بر مخمر عصاره
 آگروباكتريوم مختلف هايسويه تأثير ميانگين مقايسه نتايج
- ظرفيت آنتي ميزان بر مخمر عصاره بهينه غلظت بهمراه

 كه داد نشان موئين هاي ريشه FRAPاكسيداني به روش 
 FRAPاكسيداني به روش ظرفيت آنتي ميانگين

- ريشه در) بر گرم وزن تر IIمول آهن ميلي 16/77±0/14(

ميانگين  از بيشتر C58C1 سويه از موئين حاصل هاي
 FRAP )11/71±0/11اكسيداني به روش  ظرفيت آنتي

 حاصل موئين هايريشه) بر گرم وزن تر IIآهن  موليليم
 سطح در آماري لحاظ از تفاوت اين كه بود A4 سويه از

 ). 2 جدول( بود دارمعني درصد يك

  

هاي ريشه FRAPو  DPPHهاي مختلف آگروباكتريوم بهمراه غلظت بهينه عصاره مخمر بر ظرفيت آنتي اكسيداني به روش تأثير سويه -2جدول 
  جفت نشده T-testئين بذرالبنج مشبك و آزمون مو

ميانگين± SE )انحراف معيار ميانگين نمونه(  

 نوع سويه
ظرفيت آنتي اكسيداني به

  DPPHروش 
 )ليترميكروگرم بر ميلي(

ظرفيت آنتي اكسيداني به روش 
FRAP  

 )بر گرم وزن تر  IIميلي مول آهن (

  A4  2.12±0.03 11.71±0.11سويه 

  C58C1 1.62±0.02  14.77±0.16سويه 

  t  **11.97  **-15.50مقدار آماره 
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 بهينه غلظت بهمراه آگروباكتريوم مختلف هايسويه تأثير
 نتايج: اكسيدانيهاي آنتيفعاليت آنزيم بر مخمر عصاره
 آگروباكتريوم مختلف هايسويه تأثير ميانگين مقايسه
آنتيهاي فعاليت آنزيم بر مخمر عصاره بهينه غلظت بهمراه

اكسيداني سوپراكسيد ديسموتاز، كاتالاز، آسكوربات 
 داد نشان موئين هاي پراكسيداز و گاياكول پراكسيداز ريشه

 SOD) ،CAT ،APXهاي اكسيداني فعاليت آنزيم ميانگين كه
-به C58C1 سويه از موئين حاصل هايريشه در GPX)و 

ن ميانگي از برابر بيشتر 18/2و  82/1، 30/1، 45/2ترتيب 
 سويه از حاصل موئين هاياكسيداني ريشههاي آنتيآنزيم

A4 درصد يك سطح در آماري لحاظ از تفاوت اين كه بود 
  ).3شكل( بود دارمعني

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

: د ديسموتاز، بسوپراكسي: الف اكسيداني،آنتي هايآنزيم فعاليت بر مخمر عصاره بهينه غلظت بهمراه آگروباكتريوم مختلف هايسويه تأثير -3 شكل
 گاياكول پراكسيداز: پ آسكوربات پراكسيداز، :كاتالاز، ت

  

 بهينه غلظت بهمراه آگروباكتريوم مختلف هايسويه تأثير
: ميزان توليد تروپان آلكالوئيدها بر مخمر عصاره

و  نياميوسيه باتيكروماتوگرام مربوط به استاندارد ترك
مربوط به عصاره  هايكروماتوگرام نيو همچن نياسكوپولام

شده با  ماريت C58C1و  A4 هيدو سو نيموئ يها شهير
. آورده آمده است 4عصاره مخمر در شكل  نهيغلظت به

 آگروباكتريوم مختلف هايسويه تأثير ميانگين مقايسه نتايج
توليد هيوسيامين  ميزان بر مخمر عصاره بهينه غلظت بهمراه

  ب الف

 پ ت
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توليد  ميانگين كه داد نشان موئين هاي ريشه و اسكوپولامين
) ميكروگرم بر گرم وزن خشك 66/76±75/3( هيوسيامين

ميكروگرم بر گرم وزن  30/102±88/0( اسكوپولامين و
 از كمتر A4 سويه از موئين حاصل هايريشه در) خشك

ميكروگرم بر  30/105±76/1( ميانگين توليد هيوسيامين
 70/137±45/1( و اسكوپولامين )گرم وزن خشك

 از حاصل موئين هايريشه) بر گرم وزن خشكميكروگرم 
 آماري لحاظ از تفاوت اين كه) 5شكل( بود C58C1 سويه
به  نتايج طبق ).5شكل ( بود دارمعني درصد يك سطح در

 توليد هيوسيامين و اسكوپولامين افزايش ميزان آمده، دست
 37/1 ترتيببه C58C1 سويه از حاصل موئين هايريشه در
 افزايش كنترل موئين هايريشه به سبتن برابر 34/1 و

  .يافت

  

  بحث و نتيجه گيري
در اين مطالعه، مقايسه دو سويه مختلف باكتري 

 C58C1و سويه  A. rhizogenesاز  A4سويه (آگروباكتريوم 
 250(بهمراه غلظت بهينه عصاره مخمر ) A. tumefaciensاز

تي عنوان محرك زيسساعت به 48بعد از ) ميلي گرم بر ليتر
هاي موئين حاصل از نشان داد كه وزن تر و خشك ريشه

طور مؤثري در گياه به A4نسبت به سويه   C58C1سويه
 .بذرالبنج مشبك تحت تأثير عصاره مخمر قرار گرفت

 را مونين هايريشه رشد ميزان و مورفولوژي در اختلاف
هاي توسط سويه شده وارد پلاسميدهاي تنوع به توانمي

 rol هايي نسبت داد كه به چگونگي تاثير ژنمختلف باكتر

هاي اكسين سطح هورمون ˓هااين ژن بيان .شودمي مربوط
هاي و سيتوكينين گياه ميزبان و نيز ميزان حساسيت سلول

  ).53(دهند گياهي به سطح هورمون رشد را تغيير مي

  

  

  

  

    

  

 

 

 

 

 

  

 A4هاي موئين القا شده با سويه كروماتوگرام ريشه: تروپان آلكالوئيدها،  ب HPLC دستگاه از حاصل استاندارد هايپيك كروماتوگرام -الف-4شكل 
 C58C1هاي موئين القا شده با سويه كروماتوگرام ريشه: و پ

 پ  ب
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 اسكوپولامين: ب هيوسيامين: الف آلكالوئيدها، تروپان توليد ميزان بر مخمر عصاره بهينه غلظت بهمراه آگروباكتريوم مختلف هايسويه تأثير -5 شكل

  

  هايژن متفاوت بيان ها،تفاوت اين ديگر همچنين دليل
T-DNA هاي متعدد هاي تراريخته، تعداد كپيريشهT-DNA 

به ژنوم گياه  T-DNAوارد شده و اثرات محل ورود 
  ).7(باشد مي

هاي مختلف باكتري در اين مطالعه، مقايسه تأثير سويه
ميلي  250(غلظت بهينه عصاره مخمر آگروباكتريوم بهمراه 

عنوان محرك زيستي نشان ساعت به 48بعد از ) گرم بر ليتر
هاي موئين به طور مؤثري در ريشه C58C1سويه   داد كه

ميزان توليد و تجمع تركيبات فيتوشيميايي به ويژه فنول و 
فلاونوئيد كل، آلكالوئيد كل، هيوسيامين و اسكوپولامين را 

از دلايل افزايش . تحت تأثير قرار داد A4 نسبت به سويه
هاي موئين ممكن است هاي ثانويه در ريشهتوليد متابوليت

ي باكتري آگروباكتريوم و اختلال در مسير T-DNA انتقال
 به طور كلي توليد). 4(بيوسنتز تركيبات با ارزش باشد 

 استفاده بالا با مقياس در هاي ثانويهمتابوليت سريع و انبوه
. )41(باشد غيرممكن مي يا و مشكل شيميايي هايروش از

توان مي هاتوليد متابوليت بهبود براي از راهبردهاي متعددي
بافت گياهي، استفاده از پيش سازها، كاربرد انواع  كشت به

 مناسب راه حلي ژنتيك اشاره كرد كه مهندسي ها ومحرك

 نويهثا هايمتابوليت انبوه و آسان براي توليد ارزان و
  ).59(باشد مي

 شامل آلكالوئيدها تروپان بيوسنتزي مسير در مهم آنزيم سه
 ردوكتاز تروپينون ،(H6H) هيدروكسيلاز بتا - 6- هيوسيامين

(TR-I) پوترسين  وN - ترانسفراز متيل(PMT)   45(هستند .(
 اسكوپولامين و هيوسيامين مانند آلكالوئيدها تروپان بيوسنتز

 اورنيتين آمينواسيدهاي از پيرولينيوم لمتي -N يون تشكيل با
 (PMT) ترانسفراز متيل -N پوترسين. شودمي آغاز وآرژنين

 آمين پلي مخزن از پوترسين برداشت در دخيل آنزيم
 متيل - Nشكل  به را آمين دي متيلاسيون N-باشد و مي

 مشترك مرحله اولين مرحله اين. كندمي كاتاليز پوترسين
 منجر و باشدمي نيكوتين و آلكالوئيدها تروپان بيوسنتز در
 متيل - N( بارمثبت داراي حدواسط تركيب يك توليد به

 از آلكالوئيدها تروپان مسير سپس. گرددمي) پيرولينيوم
 مسير در مرحله آخرين. شودمي جدا نيكوتين توليد مسير

 بتا -6- هيوسيامين آنزيم توسط آلكالوئيدها، تروپان بيوسنتز
 آنزيم مرحله، اين در. شود مي انجام هيدروكسيلاز
 هيدروكسيلاسيون هيدروكسيلاز، بتا - 6 هيوسيامين
 نيز و هيوسيامين هيدروكسي بتا -6 به را هيوسيامين

 ب الف
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 به را هيوسيامين هيدروكسي بتا - 6 اپوكسيداسيون
-Kohnen). 63(كند  مي كاتاليز ،)هيوسين( اسكوپولامين

Johannsen   و Kayser)28 (د كه بيش بياني ژننشان دادن-

هاي كليدي در مسير سازي آنزيمهاي درگير در فعال
بيوسنتز تروپان آلكالوئيدها منجر به تجمع توليد اين 

علاوه بر اين، استفاده از عصاره مخمر . شوندتركيبات مي
پوترسين متيل  آنزيم تواند فعاليتبعنوان محرك مي

تروپان  سنتز ظرفيت آن دنبال به و )(PMT ترانسفراز
 تنظيم (Ca) آلكالوئيدها رو به دليل محتوي يون كلسيم

 در اين مطالعه از يك طرف، كاربرد). 43(كند مي
Agrobacterium tumefaciens  سويهC58C1 عنوان حامل به

و از طرف ديگر تيمار با عصاره مخمر، احتمالا در  pmtژن 
هاي كليدي مسير بيوسنتزي تروپان ميزان فعاليت آنزيم

مؤثر بوده و به طور مستقيم  PMTو  H6Hآلكالوئيدها مانند 
را تحت تأثير  قرار  h6hو   pmtهاييا غير مستقيم، بيان ژن

. شوندداده و موجب افزايش تروپان آلكالوئيدها مي
دهد ميزان تجمع تروپان گزارشات مختلف نشان مي
در كشت  h6hو   pmtهايآلكالوئيدها با بيش بياني ژن

بهبود يافت  (Atropa belladonna)موئين شابيزك  ايهريشه
دهند كه همچنين مطالعات مختلف نشان مي). 31و  60(

عصاره مخمر نقش مؤثري در افزايش توليد هيوسيامين و 
  اسكوپولامين در كشت ريشه موئين بذرالبنج مشبك

(H. reticulatus L.) )35( اسكوپولامين در كشت ريشه ،
كشت  سيلي مارين در ،)21( (.H. niger L)موئين بنگ دانه 

، )3( (S. marianum)سوسپانسيون سلولي خار مريم 
 )55(  (P. candollei)هاي موئينايزوفلاونوئيد كل در ريشه

 . داشته است

نتايج مطالعه حاضر نشان داد كه تيمار با غلظت بهينه 
اكسيداني به دو عصاره مخمر منجر به افزايش ظرفيت آنتي

هاي موئين حاصل از سويه در ريشه FRAPو  DPPHروش 
C58C1  در مقايسه با سويهA4 با اكسيدانيآنتي ظرفيت .شد 
 حساس و سريع ساده، روش يك DPPH روش از استفاده
- راديكال ها جهت مهاراكسيدانفعاليت آنتي ارزيابي براي

 50 مهار براي لازم غلظت IC50). 27( است آزاد هاي
 مقدار بين). 24( دهدمي نشان را آزاد هايراديكال درصد

IC50 ي معكوسي وجود دارداكسيداني رابطهآنتي فعاليت و 
-Ferric tri با  اكسيدانيآنتي تركيبات FRAPدر روش). 30(

pyridyl-triazine complex (Fe (III)-TPTZ) دهندمي واكنش 
افزايش فعاليت  ).20(شوند مي آبي رنگ ايجاد موجب و

 هاي موئين حاصل از سويهيداني بالا در ريشهاكسآنتي

C58C1  با هر دو روشDPPH  وFRAP توان با را مي
هاي ثانويه از جمله فنول، فلاونوئيد افزايش تجمع متابوليت

) 2(جامي و همكاران ). 23(و آلكالوئيدكل توضيح داد 
گزارش كردند با افزايش توليد تركيبات فنولي و 

 ،(.Salvia leriifolia Benth)وروزك فلاونوئيدي در گياه ن
 DPPH و FRAPفعاليت آنتي اكسيداني نيز با هر دو روش 

  .افزايش يافت

 عصاره بهينه غلظت با تيمار كه داد ها نشانآناليز داده نتايج
 در اكسيدانيهاي آنتيفعاليت آنزيم افزايش به منجر مخمر
 سويه با مقايسه در C58C1 سويه از حاصل هاي موئينريشه

A4 ميكروب، دو سيستم دفاع آنتي- در روابط گياه .شد-

هاي آنزيم). 17(اكسيداني آنزيمي و غير آنزيمي وجود دارد 
 مهم جمله و پراكسيداز از ديسموتاز، كاتالاز سوپراكسيد

راديكال با مستقيماً كه هستند اكسيدانيآنتي هايآنزيم ترين
 هايفرآورده به را هاآن و نمــوده واكنش اكساينده هاي
سوپراكسيد  ).61(نمايند مي تـــبديل راديـــكالي غيــر

اكسيداني است هاي آنتيترين آنزيمديسموتاز يكي از مهم
كند و در كه از اكسيده شدن غشاي ليپيدها جلوگيري مي

 )H2O2(به پراكسيد هيدروژن  (•−O2)تبديل سوپراكسيد 
- گلي و هازومكسيپرا در كاتالاز آنزيم). 22(نقش دارد 

 H2O2 كنندهتجزيه نقش و دارد حضور گياهي هايزوماكسي
 توليد H2O2 يا هازومپراكسي در نوري تنفس طي شده توليد
-اكسيگلي در چرب اسيدهاي اكسيداسيون بتا طي شده

 به خود فعاليت انجام براي آنزيم اين. دارد برعهده را هازوم
 يك كاتالاز آنزيم فعاليت يشافزا. ندارد نياز احيايي نيروي
 بالا، سطوح از ناشي هايآسيب بر غلبه براي سازشي پاسخ
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 سلول متابوليسم طي كه باشدمي H2O2 احياكننده و سمي
آسكوربات پراكسيداز نقش كليدي در  .گرددمي توليد

ها در مقابل اثرات مخرب و حفاظت سلول  ROSپاكسازي
آسكوربات پراكسيداز، ). 34( ها در گياهان عالي داردآن

را از طريق  H2O2باشد كه يك پراكسيداز اختصاصي مي
گلوتاتيون با كمك اسيدآسكوربيك به - چرخه آسكوربات

 يكي). 42(نمايد آب و مونو دهيدور آسكوربات تجزيه مي
 آنزيم فنولي تركيبات اكسيدكننده هاي آنزيم از ديگر

 دفاع افزايش در مهمي نقش كه باشدمي پراكسيدازگاياكول
-گليكوپروتئين پراكسيدازها گاياكول. دارد اكسيداني آنتي

 دهنده يك مانند را فنولي تركيبات كه هستند هايي
 اتيلن، بيوسنتز نمو، فرآيندهاي در و كرده مصرف هيدروژن
در  ).56(كنند مي شركت هازخم التيام و دفاع سازي،ليگنين

اكسيداني در ريشه تيهاي آناين مطالعه ميزان فعاليت آنزيم
 در مقايسه با كنترل C58C1هاي موئين حاصل از سويه 

ممكن است دو دليل  افزايش افزايش يافته است كه اين
  طريق از T-DNA ژن بيان بالاي سطح - 1: داشته باشد

A. tumefaciens با مقايسه در A. rhizogenes  )14( 2 -  توليد
و مقابله گياه با در اين غلظت از عصاره مخمر  ROSبيشتر 
اكسيداني  هاي آنتي ها با افزايش فعاليت آنزيمROSاين 
نشان داد با بيش ) 10(و همكاران  Araنتايج تحقيق  .باشد

 در ساقه و ريشه دو گونه MnSODو  FeSODهاي بياني ژن
  و (Cucurbita maximaمختلف خيار 

(Cucurbita moschata  ميزان فعاليت آنزيم سوپراكسيد
آسكوربات  هاي آنزيم فعاليت. موتاز افزايش يافتديس

 بذرالبنج ريشه موئين در پراكسيداز پراكسيداز و گاياكول
عصاره مخمر  بوسيله  (Hyoscyamus reticulatus L)مشبك

افزايش  )ساعت 24گرم برعصاره مخمر بعداز ميلي 250(
در اثر  (Glycine max) هاي سويادر گياهچه). 35(يافت 
 5/0و  2/0، 1/0(هاي مختلف عصاره مخمر غلظت تيمار با

- هاي آنتيساعت ميزان فعاليت آنزيم 8به مدت ) درصد

اكسيداني سوپراكسيد ديسموتاز، كاتالاز و پراكسيداز 
  ).11(افزايش يافته است 

 كه گفت توانمي حاضر نتايج مطالعه به توجه با كل در
ينه عصاره غلظت به از و استفاده pmtتركيب بيش بياني ژن 

 رشد افزايش باعث ساعت 48 تيمار زمان مدت در مخمر
نسبت به سويه  C58C1موئين حاصل از سويه  هايريشه

A4 ميزان توليد و تجمع تركيبات فيتوشيميايي از . گرديد
 جمله فنول، فلاونوئيد و آلكالوئيد كل و به دنبال آن

 هاي موئين حاصل از سويهريشه در اكسيدانيآنتي ظرفيت
C58C1 هاي موئين سويه ريشه از بيشتر راA4 داد افزايش .

اكسيداني شامل سوپر هاي آنتيهمچنين، فعاليت آنزيم
اكسيدديسموتاز، كاتالاز، آسكوربات پراكسيداز و گاياكول 

 C58C1هاي موئين حاصل از سويه پراكسيداز در ريشه
 نيز HPLC آناليز نتايج. افزايش يافت A4نسبت به سويه 

و غلظت بهينه  pmtبيش بياني ژن  تأثير تحت كه داد اننش
عصاره مخمر ميزان توليد و تجمع هيوسيامين و 

 C58C1هاي موئين حاصل از سويه ريشه در اسكوپولامين
بنابراين، تركيب بيش بياني و . داشتند توجهي قابل افزايش

تواند بعنوان يك روش موفق آميز جهت بهبود محرك مي
  .اي باشندآلكالوئيدها در شرايط درون شيشهتوليد تروپان 

  پاسگزاريس

 كارشناسان از حاضر مقاله نويسندگان وسيله بدين
 كشاورزي دانشكده باغباني علوم گروه هايآزمايشگاه
دانشگاه شهيد  آناليز بخش كارشناسان و اروميه دانشگاه

 و تشكر صميمانه همكاري ارزشمندشان بهشتي جهت
 اين انجام در كه افرادي تمام از همچنين. دارند را امتنان
  .شودمي قدرداني نمودند راهنمايي را ما مطالعه
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Abstract 

Genetic engineering and elicitors are useful strategies to optimize high level production of 
secondary metabolites. In this study, hairy roots were produced with inoculated cotyledon 
explants of Hyoscyamus reticulatus L. with strain A4 of Agrobacterium rhizogenes and strain 
C58C1 (pRiA4-pBMI) carrying the pmt gene of Agrobacterium tumefaciens. Then, the effect of 
pmt gene overexpression and optimal concentration of yeast extract (250 mg l-1 after 48 h) were 
evaluated on morphological, biochemical characteristics and production of tropane alkaloids in 
hairy roots obtained from two strains. The results of the effect of different Agrobacterium 
strains with the optimal concentration of yeast extract showed that in hairy roots obtained from 
C58C1 strain, fresh weight (2.85 times) and dry weight (2.27 times), total phenol (1.74 times), 
flavonoid (1.76 times) and alkaloid (1.77 times) were higher than the hairy roots obtained from 
A4 strain. The maximum antioxidant capacity using two methods IC50 (1.62 µg ml-1) and FRAP 
(14.77 mmol Fe2+ g-1 FW) were observed in hairy roots obtained C58C1 strain. The activity of 
antioxidant enzymes including superoxide dismutase, catalase, ascorbate peroxidase and 
guaiacol peroxidase in hairy roots obtained from C58C1 strain were 2.45, 1.30, 1.82 and 2.18 
times higher than hairy roots obtained from A4 strain, respectively. Also, the highest production 
of hyoscyamine (1.37 times) and scopolamine (1.34 times) was obtained in hairy roots from 
C58C1 strain. The results showed that the combination of pmt gene overexpression and the 
optimal concentration of yeast extract could be used as a suitable method to increase the 
production of phytochemicals, antioxidant capacity, activity of antioxidant enzymes and tropane 
alkaloids in Hyoscyamus reticulatus L. hairy roots. 
Key words: Genetic Engineering, Overexpression, Total Alkaloids, Tropane Alkaloids, Yeast 
Extract. 

 

   
 

 
 

 


