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  چكيده
  

   .ويژه در ديابت است  درماني موثر بهتريگونلين متابوليت ارزشمندي از دسته آلكالوئيدها با اثرات :مقدمه
 بـر   NH4NO3 و   KNO3 اسكوگ شامل    -كشت پايه موراشيك   در اين تحقيق اثر سه سطح مختلف تركيبات نيتروژنِ محيط          :هدف

  . هاي مويين مورد بررسي قرار گرفت هاي نرمال و ريشه ميزان توليد تريگونلين در كشت سوسپانسيون ريشه
بـه    Agrobacterium rhizogenes  بـاكتري K599 و ATCC15834هاي مويين از دو سويه  قاي ريشهمنظور ال به :روش بررسي

 در ژنوم گياه و عدم حضور اگروباكتريوم با اسـتفاده           T-DNAييد درج قطعه    أمنظور ت   به. دشورسازي و تزريق استفاده      روش غوطه  
هاي ريـشه مـويين و طبيعـي در     ريزنمونه .ناليز مولكولي انجام گرفتاي پليمراز آ  در واكنش زنجيره   virD  و rolBهاي   از پرايمر ژن  

هاي كامل تصادفي    اسكوگ در سه سطح مختلف تركيبات نيتروژن، در قالب طرح بلوك           - هاي كشت سوسپانسيون موراشيگ    محيط
ان آلكالوئيـد تريگـونلين     گيري، ميـز   پس از انجام عصاره   .  روز برداشت شدند   28ها بعد از گذشت       سه تكرار كشت شده و ريشه      در

  . مورد ارزيابي قرار گرفتHPLCتوسط دستگاه 
هـاي   هاي مـويين در قـسمت       به ترتيب بعد از دو و سه هفته، باعث القاي ريشه            ATCC15834  و K599هر دو سويه باكتري     : نتايج

هـاي   مربوط بـه تيمـار ريـشه      ) اده خشك مول بر گرم م     ميلي 98/13(بيشترين مقدار تريگونلين    . ها شدند  طوقه، ساقه و برگ گياهچه    
هـاي نرمـال بـا نـصف         مربوط بـه ريـشه    ) مول بر گرم ماده خشك      ميلي 74/8( و كمترين مقدار      برابر تركيبات نيتروژنه   مويين با دو  

  . بود تركيبات نيتروژن

اي در توليد تريگونلين و رشـد        كننده ويژه يون آمونيوم نقش تعيين      به طور كلي نتايج نشان داد كه تركيبات نيتروژنه به          :گيري نتيجه
  .هاي مويين دارند ريشه

  

  مويين، اگروباكتريوم ريزوژنز متابوليت ثانويه، تريگونلين، ريشه: واژگان گل
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  يازدهم، دوره دوم،  دارويي، سال فصلنامه گياهان

  1391شماره مسلسل چهل و دوم، بهار 

 

. ..تغييرات بيوسنتز تريگونلين  

 

  مقدمه

 گيــاهي ).Trigonella foenum-graecum L(شــنبليله 
ساله و دولپه متعلق به زير خانواده پروانه آساها از خـانواده             يك

 ـ        از ديرباز برگ  . ]1 [باشد ها مي  لگوم ه ها و بذرهاي ايـن گيـاه ب
اي در سراسـر جهـان بـا اهـداف متفـاوتي ماننـد            گـسترده  طور

سـرطان،   ، ضـد   آورنده قنـد و كلـسترول خـون        ديابت، پايين  ضد 
ضدباكتريال، چاشني غذايي و غيره مورد اسـتفاده قـرار گرفتـه            

ــت ــي از    . ]2 [اس ــاري مهم ــد تج ــع تولي ــاه منب ــن گي ــذر اي ب
و   (Trigonelline)هاي بـا ارزشـي نظيـر تريگـونلين     متابوليت

هـا   باشـد و در بـسياري از لگـوم          مـي  (Diosgenin)ديوسژنين  
ــه از  ــت ثانوي ــوان متابولي ــه عن  Nicotinamideتريگــونلين ب

Adenine Dinucleotide (NAD)  ــي ــد م ــو تولي . ]3 [دش
هـاي فيزيولـوژيكي     محققان براي ايـن متابوليـت ثانويـه نقـش         

،  ]4 [هـا  اوتي در گياه از قبيل، فاكتور فعال در حركـت بـرگ           متف
 و  ]5 [زيـستي  هـاي زيـستي و غيـر       ايجاد مقاومت در برابر تنش    
همچنـين  . انـد   گـزارش كـرده    ]6 [عامل حفظ فشار تورژسانس   

تريگونلين داراي نقشي هورموني در تنظـيم سـيكل سـلولي در            
اد توقـف تقـسيم سـلولي بعـد از دوبـل شـدن مـو               (G2مرحله  
همچنـين تريگـونلين اسـتخراج شـده از         . ]7 [باشد مي) ژنتيكي

ثري در درمـان بيمـاران ديـابتي از         ؤديابتي م ـ  شنبليله اثرات ضد  
  ].8 [خود نشان داده است

ــارس و خــشك شــنبليله حــاوي    ــذرهاي ن  درصــد 15/0ب
 (Nicotinic acid)تريگونلين و عملاً فاقـد نيكوتينيـك اسـيد    

  ذرهاي گياه به اندازه كافي حـرارت داده       البته چنانچه ب  . باشد مي
 تريگونلين به نيكوتينيـك اسـيد تبـديل          درصد 67 شوند حدود 

 درصد  38/0در ساير منابع مقادير بالاتري نظير        .]9 [شد خواهد
 درصد نيكوتينيك اسيد در بذر اين گياه نيز         003/0تريگونلين و   

طــوركلي تريگــونلين از مــسير  بــه. ]10 [ده اســتشــگــزارش 
ــنتز بي ــنتز NADوس ــسير بيوس ــدهاي   De novo و م نوكلئوتي

تـاكنون مطالعـات    . ]11 [شـود  پيريديني در گياهان سـاخته مـي      
معدودي به منظور توليد تريگونلين و ديوسژنين از طريق كشت          

  طـي  . ]12،13،14،15 [درون شيشه شنبليله صورت گرفته است     
  

  

هـاي   متابوليتهاي مويين به منظور توليد       كشت ريشه  هاي اخير  سال
هاي گياهان دارويي در مقيـاس تجـاري         ارزش در تعدادي از گونه     با

هـاي مـويين از طريـق تراريخـت          ريـشه . ]16 [است صورت گرفته 
ــاكتري  نمــودن ســلول  Agrobacteriumهــاي گيــاهي توســط ب

Rhizogenes  هاي معمـولي داراي     ند و همانند سلول   شو تشكيل مي
  ].17 [باشند ت ميدوره كشپايداري ژنتيكي در طول 

هاي ارزشـمند گيـاهي از       به هر حال، امروزه توليد متابوليت     
هاي مـويين    هاي نوين از جمله كشت ريشه      طريق كاربرد روش  

بر اين  . مورد توجه بسياري از محققين در دنيا قرار گرفته است         
اساس توليـد آلكالوئيـد تريگـونلين بـه عنـوان يـك متابوليـت               

 بيماري ديابـت بيـشتر مـورد توجـه          دارويي ارزشمند در درمان   
نامـه كارشناسـي    نكه بخشي از پايا در اين تحقيقبنابراين . باشد مي

هـا بـر ميـزان توليـد آلكالوئيـد           هكنند عنوان بررسي اثر القاء    ارشد با 
اثـر  هـاي مـويين گيـاه شـنبليله اسـت،            تريگونلين در كشت ريشه   

راسـتاي  در   مـويين    هـاي  محيط كـشت و ريـشه     تركيبات نيتروژنه   
  .قرار گرفته استمطالعه مورد  افزايش ميزان توليد تريگونلين

  

  ها مواد و روش

  مواد گياهي

 از بانك بذر    TF-925بذرهاي شنبليله ايراني با شماره ثبتي       
 بـه منظـور      .دشپژوهشكده گياهان دارويي جهاددانشگاهي تهيه      

  :ترتيب زير اقدام شد استريل نمودن بذرها به
  دقيقه20 به مدت 20  جاري و تويينبشستشو با آ -1
   درصد70  ثانيه شستشو با اتانول30 -2
  شستشو با آب مقطر استريل -3
   درصد و 5/2 دقيقه شستشو با هيپوكلريت سديم 15 -4
  . شستشو با آب مقطر استريل شده -5

زنـي در محـيط كـشت پايـه      در پايان بذرها به منظور جوانه   
MS ]18[  گـرم ذغـال     5/2رشدي حاوي   هاي   كننده  فاقد تنظيم 

فعال در ليتركشت و در ژرميناتور بـا شـرايط تاريـك و درجـه               
  .گراد قرار داده شدند  درجه سانتي25حرارت 
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  و همكاراناكبري

 

  هاي مويين القاي ريشه

هـاي مـويين در شـنبليله از دو سـويه            به منظور القاي ريشه   

ATCC15834 و  K599     باكتري اگروباكتريوم ريزوژنز استفاده 

گـراد و محـيط        درجه سانتي  28دماي    در  ي باكتري ها سويه. شد

ــشت  ــايع و در LBك ــيح   OD600= 0.4 م ــور تلق ــه منظ  ب

 دقيقـه   10 هاي دوبرگي به مدت    گياهچه. دندشها آماده    گياهچه

 + ATCC15834سـويه   (هاي سوسپانسيون بـاكتري      در محلول 

 درصـد، سـويه     5سـاكارز    + ATCC15834آب مقطر، سـويه     

K599 +     سويه  آب مقطر وK599 +   بـه دو   )  درصـد  5ساكارز

  سـطح طوقـه، سـاقه و       ايجاد خراش و تزريق در    ). الف(حالت  

محـيط تلقـيح     ورسـازي در    غوطـه   قطع طوقه و  ). ب(ها و    برگ

هاي تلقيح شده بـه محـيط        در مرحله بعد ريزنمونه   . آلوده شدند 

ــد از گذشــت ســه روز  MSكــشت  ــل شــدند و بع ــه منتق  پاي

 پايـه   MSر حذف باكتري به محيط كـشت ها به منظو ريزنمونه

ــاوي  ــي500ح ــي   ميل ــر آنت ــرم در ليت ــسيم   گ ــك سفوتاك بيوتي

(Cefotaxime)   هاي مويين، از    بعد از ظهور ريشه   . دندش منتقل

 پايه بدون آگـار انتقـال و در         MSمحل رويش قطع و به محيط       

 دور  80گـراد و      درجه سانتي  25 انكوباتور تحت دماي     - شيكر

د تا بعـد از طـي دوره كمـون          شتاريكي نگهداري   در دقيقه در    

   .شروع به رشد نمايند

  

  (PCR)ها از طريق واكنش زنجيرهاي پليمراز  آناليز مولكولي ريشه

 ]CTAB ]19هـا بـه روش        ژنومي ريـشه   DNAاستخراج  

   به منظور آناليز مولكـولي تاييـد حـضور قطعـه            .صورت گرفت 

T-DNA   پلاسميد Ti  هـاي ژن     ها از پرايمر    در ريشهrolB   بـا ،

 'GCT CTT GCA GTG CTA GAT TT-3-'5هـاي   توالي

و بـه     'GAA GGT GCA AGC TAC CTC TC-3-'5و

هـا از    در ريـشه A. rhizogenesمنظور اطمينان از عدم وجـود  

 GCT CTT GCA GTG-′5 هـاي  ، با تواليvirDپرايمرهاي 

CTA GAT TT-3′5 و′-GAA GGT GCA AGC TAC 

CTC TC-3′ شرايط دمايي . دشده استفاPCR  براي تكثيـر ژن 

rolB   و virD   ،سيكل  35 دقيقه،   10گراد    درجه سانتي  94 شامل 

 rolBگراد براي ژن      سانتي 1/61 ثانيه،   30گراد    درجه سانتي  94(

   ثانيـه،   30بـه مـدت      virDگراد بـراي ژن       درجه سانتي  4/46و  

يكلر در دسـتگاه ترماسـا    )  دقيقه 1گراد به مدت      درجه سانتي  72

Eppendorfمدل  Mastercycler gradient  توليدات   تكثير و

آميزي   درصد تفكيك و رنگ    1 روي ژل آگارز     PCRحاصل از   

  .داك عكسبرداري شدند توسط دستگاه ژل و) اتيديوم برمايد(

  

  هاي مويين بررسي ميزان متابوليت تريگونلين در ريشه

روژنه محيط به منظور بررسي اثر مقادير مختلف تركيبات نيت    

كشت بر محتواي تريگونلين، سـه ميـزان مختلـف از تركيبـات             

، به ترتيب با نصف مقـدار تركيبـات      MSنيتروژنه محيط كشت    

، (KNO3=950 mg/L, NH4NO3=825 mg/L)نيتروژنـه  

 ,KNO3 = 1900 mg/L) تركيبــات نيتروژنــه محــيط پايــه

NH4NO3= 1650 mg/L)ــات     و دو ــدار تركيب ــر مق براب

ــه  در  (KNO3=3800 mg/L, NH4NO3=3300)نيتروژن

هاي كامـل تـصادفي در سـه تكـرار بـر روي              قالب طرح بلوك  

بـراي  . هاي نرمال و مـويين مـورد بررسـي قـرار گرفـت             ريشه

آناليزهاي آماري شامل تجزيـه واريـانس و مقايـسه ميـانگين از        

هاي مـويين    در ادامه از ريشه   . ]17 [دش استفاده   SPSSافزار   نرم

  متـري تهيـه و بـه تعـداد          سـانتي  1 معمولي قطعات    هاي و ريشه 

ليتـر    ميلـي  100ليتـري، حـاوي       ميلي 250 قطعه در هر ارلن      10

 درجــه 25هــا در دمــاي  ارلــن. محــيط كــشت قــرار داده شــد

ــانتي ــاريكي و   س ــرايط ت ــراد، ش ــيكر  120گ ــه ش  دور در دقيق

ها برداشـت     ريشه ]20[ روز   28بعد از گذشت    . دندشنگهداري  

هـا در دمـاي      گيري محتواي تريگونلين، نمونه    ر اندازه و به منظو  

بـراي  . د تا وزن آنها ثابت شود     شگراد خشك     درجه سانتي  105

هاي سنجش تريگونلين، سه گرم از نمونـه خـشك           تهيه محلول 

 سـاعت   1گـراد بـه مـدت         درجـه سـانتي    80شده با آب گـرم      

ده و بـا آب مقطـر بـه         ش ـريفلاكس شده سپس عصاره صـاف       

 1:5محلـول حاصـل بـه صـورت         . ليتـر رسـيد    لـي  مي 250حجم

ليتر از آن پـس از عبـور از           ميلي 3حجمي رقيق شده و     /حجمي

 C18 با ستون    HPLC ميكرومتر به دستگاه     45/0صافي با قطر    

قابـل ذكـر اسـت كـه فـاز متحـرك شـامل اسـيد                . دش ـ تزريق

   و سـرعت جريـان      )pH=3(مول بر ليتر آب       ميلي 2كلريدريك  
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. ..تغييرات بيوسنتز تريگونلين  

 

 توزينبراي تهيه استاندارد، پس از . ]21، 22[دقيقه بود ليتر بر  ميلي 1
 1 و   7/0،  5/0،  2/0،  1/0(هـاي مناسـب       جهـت تهيـة غلظـت      دقيق
 بالن ژوژه جداگانه ريختـه و بـا آب بـه            5در  ) ليتر  گرم در ميلي    ميلي

دسـتگاه اولتراسـونيك انحـلال      در ادامه به كمك     . شدحجم رسانده   
اســيون بــا فيلتــر ميكرونــي صــورت گرفــت و پــس از فيلتر كــاملاً

 نمونـه داخـل     4هاي به دست آمده       مخصوص از هركدام از محلول    
منحنـي بـه      زيـر  سـطح از روي   . دش ـ منتقل   دستگاه خودكار تزريق  

هـاي    دست آمده بر حسب غلظت، منحني كاليبراسيون بـراي نمونـه          
سپس . )1 شماره   شكل(د  ش استاندارد تريگونلين به طور مجزا رسم     

ــا اســتفاده ا  مقــادير (y=829.93x+12.235) رگرســيون ز رابطــهب
  ].22 [دشها محاسبه  مجهول در نمونه

  

  نتايج

 مورد استفاده   ATCC15834 و K599هر دو سويه باكتري     
هـاي مـويين را در نـواحي          در اين تحقيق توانايي ايجـاد ريـشه       

هـا تلقـيح شـده را         تلف از قبيل برگ، ساقه و طوقه گياهچه       خم
 K599هاي تلقيح شده با سويه  كه در گياهچه طوري     به .داشتند
هاي    هفته ريشه  3 بعد از    ATCC15834 هفته و سويه     2بعد از   

 PCRنتـايج حاصـل از      ). 2شـكل شـماره     (دند  شمويين ظاهر   
 بـه منظـور عـدم       virD، عـدم بيـان ژن       rolBنشان از بيان ژن     

باشـد   هاي مويين مـي   در ريشهA. rhizogenesحضور باكتري 
نتايج حاصـل از تجزيـه واريـانس حـاكي از           ). 3شكل شماره   (

دار ميان تيمارهاي اعمال شـده اسـت          وجود تفاوت بسيار معني   
حــداقل تفــاوت  از ســوي ديگــر آزمــون). 1جــدول شــماره (

ــي ــت معن ــال   دار محافظ ــطح احتم ــده در س ــد، α=5 ش  درص
بـر طبـق ايـن نتـايج        . ي نمـود  بند   دسته طبقه  4  ها را در    ميانگين

، HR3ميــانگين توليــد متابوليــت تريگــونلين بــراي تيمارهــاي 
HR2  ،HR1  ،NR3  ،NR2   و NR1       98/13 به ترتيـب شـامل ،

مول بر گـرم مـاده       ميلي 74/8 و   48/10،  21/12،  04/11،  39/12
  ).4شكل شماره (خشك بود 

  

  
   منحني استاندارد تريگونلين– 1شكل شماره 
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  هاي مويين ايجاد شده روي طوقه ، ريشه)2( ، ريشه مويين القا شده روي برگ)1( ريشه مويين القا شده روي ساقه - 2ره شكل شما
  

  
  عدم حضور باند مربوط به ژن . هاي نرمال هاي مويين و عدم حضور آن در ريشه  در ريشهrolB (438bp)حضور باند مربوط به ژن  – 3شكل شماره 

virD (423bp)هاي مويين و نرمال شه در ري  
  

  هاي كشت  ميانگين مربعات تريگونلين شنبليله تحت تأثير تيمارهاي مختلف ريشه و محيط(ANOVA)تجزيه واريانس  -1جدول شماره 

 (S.O.V)منابع تغييرات  (D.F)درجه آزادي  تريگونلين
  (T)تيمار   5 792/9**

 (R)تكرار  2 643/1

 (Error)خطا  10 931/0

  (%CV)ضريب تغييرات   - 41/8%
  .باشند دار مي تيمارهاي اعمال شده در سطح آماري يك درصد داراي تفاوت معني **
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 درصد براي تيمارهاي مختلف 5 در سطح آماري (LSD)شده  دار محافظت  تغييرات مقدار تريگونلين براساس آزمون حداقل تفاوت معني-4شكل شماره 

كدام   براي تيمارهاي مختلف ريشه مويين هرHR3 و HR1 ،HR2 براي تيمارهاي مختلف ريشه معمولي و NR3 و NR1 ،NR2اري علايم اختص .هاي كشت ريشه و محيط

 ,KNO3 = 1900 mg/L)، تركيبات نيتراته پايه محيط(KNO3 = 950 mg/L, NH4NO3= 825 mg/L) با نصف مقدار تركيبات نيتراته MSهاي كشت  به ترتيب در محيط

NH4NO3= 1650 mg/L)برابر مقدار تركيبات نيتراته  و دو  MS2xN(KNO3 = 3800 mg/L, NH4NO3= 3300 mg/L)گرم 15/137باشد، وزن مولكولي تريگونلين برابر با   مي 

  .بر مول است
  

  بحث

ثير بسيار مهم نسبت كـربن بـه        أتحقيقات گذشته حاكي از ت     

ويژه  يه به هاي ثانو   در گياهان و توليد متابوليت     (C/N)نيتروژن  

   و همكـاران  Hirasunaكـه  طـوري  ، بـه  ]23 [ها است آلكالوئيد

 اعلام نمودند كـه نـوع قنـد موجـود در محـيط كـشت و                 ]24[

اي بـر    نسبت آن در مقايسه با تركيبات نيتروژنه، اثر تعيين كننده         

ويـژه تاكـسوئيد در كـشت سـلولي          ميزان توليد آلكالوئيدها بـه    

ثر نسبت كربن بـه نيتـروژن در        ؤهمچنين نقش م  . سرخدار دارد 

 بـه اثبـات   Dioscorea deltoideaتوليد ديوسـژنين در گيـاه   

كننـده تركيبـات    طـور كلـي نقـش تعيـين        به. ]25[رسيده است   

نيتروژنه در افزايش آلكالوئيدها، ناشي از اين موضوع است كـه           

نيتــروژن مولكــول اصـــلي در تركيــب اســيدهاي آمينـــه و     

تحقيق . ]26 [باشد مي) آلكالوئيدها(ا  هاي حاصل از آنه    متابوليت

حاضر نيز وجود ارتباط مستقيم ميان مقدار تريگونلين و ميـزان           

تركيبات نيتروژنه محيط كشت را نشان داده است، ايـن امـر را             

 دانست، كـه بـه      ) +NH4(توان ناشي از افزايش يون آمونيم        مي

 كتوگلوتــارات، آســپارتات و –نوبــه خــود بــا تركيــب بــا آلفــا 

  كوريزميــــك اســــيد . كنــــد لوتامــــات را توليــــد مــــيگ

  

(Chorismic acid)   هارانيليـك   با گرفتن يون آمونيم بـه آنتـي

 (Tryptophan) تريپتوفـان  ← (Antyharanilic acid)اسيد 

در مرحله بعد تريپتوفـان از طريـق مـسير          . ]27 [شود تبديل مي 

آميـد   نيكوتين، (Kynurenine pathway)بيوسنتزي كينورنين 

نهايـت    و در  ]28[ را توليد كـرده      (NAD)نوكلئوتيد   دنين دي آ

  ق مــــسير بيوســــنتزي ســــالويجايــــن تركيــــب از طريــــ

(Salvage pathway) از . ]29 [دشـو   به تريگونلين تبديل مـي

هـاي مـويين در      سوي ديگر نتايج حاكي از توانايي بيشتر ريشه       

ايـسه  استفاده از مقادير بيشتر نيتروژن و توليد تريگـونلين در مق          

هاي مويين به دليل     در واقع ريشه  . باشد هاي معمولي مي   با ريشه 

 قابليـت تقـسيم و      Ri از پلاسـميد     T-DNAدرج شدن قطعـه     

هـاي رشـد كـسب       رشد سريع را بـدون حـضور تنظـيم كننـده          

هاي متوالي حفـظ     اند و توانايي رشد نامحدود خود را در كشت         نموده

ــد مــي ــزايش . ]30،31 [كنن ــق اف ــن تحقي ــد زيــستدر اي ــوده  تولي ت

(Biomass)  هاي طبيعي يكي    هاي مويين نسبت به ريشه      توسط ريشه

در تحقيقـات آتـي     . اسـت  از عوامل افزايش عملكرد تريگونلين بـوده      

د كه اثر فاكتورهـاي مختلفـي از جملـه نـوع تركيبـات              شو پيشنهاد مي 

در كـشت    (Elicitor)هـاي زيـستي      نيتروژنه، سويه باكتري و محرك    
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ثر در توليـد    ؤمويين شنبليله جهت دسـتيابي بـه روشـي م ـ         هاي   ريشه

  .تجاري متابوليت تريگونلين مورد بررسي قرارگيرد
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