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  16/4/92 :تاريخ تصويب                                            23/11/91: تاريخ دريافت
  چكيده
رود، همچنين خاصيت  عليه مالارياي مقاوم به درمان به كار مي آرتميزينين، يك متابوليت ثانويه گياهي است كه :مقدمه

از طريق  آرتميزينين افزايش توليد هاي متعددي براي هاي اخير تلاش در سال. است سي و ضد سرطاني آن ثابت شدهضدويرو
  .صورت گرفته است كشت بافت

  .هاي مويين درمنه خزري بررسي شد زينين در ريشهثير باكتري استافيلوكوكوس اورئوس بر توليد آرتميأدر اين پژوهش ت :هدف
د، در اولين شگروه ريزنمونه تهيه  2. آگروباكتريوم رايزوژنز براي القاي ريشه مويين استفاده شد Ar318و  A7هاي  نژاد :روش بررسي

سوسپانسيون آگروباكتريوم ). 2 يزنمونهر(و در دومين گروه ساقه از ناحيه گره برش يافت ) 1ريزنمونه (انتها برش يافت  2ها از  گروه برگ
)A7  وAr318 (ها با تكثير ژن  ماهيت تراريختگي ريشه. تزريق شد 2هاي  و محل گره در ريزنمونه 1هاي  به محل زخم ريزنمونهrolB  و

اورئوس، آناليز  با باكتري استافيلوكوكوس ي مويينها پس از تحريك ريشه. أييد شدت (PCR)مراز  اي پلي به وسيله واكنش زنجيره
  .  انجام شد ها در ريشه به منظور تعيين مقدار آرتميزينين توليد شده (GC) كروماتوگرافي گازي

ها از محل زخم در  ريشه. ظاهر شدندA7 توسط نژاد با آگروباكتريوم تنها  روز پس از آلودگي 10الي  5هاي مويين  ريشه :نتايج
هاي مويين تيمار شده با سوسپانسيون  مقدار آرتميزينين در ريشهبالاترين  .نكروزه شدند 1ه هاي ولي ريز نمون ظاهر شدند 2هاي  ريزنمونه

  . دشگرم بر گرم وزن خشك محاسبه  ميلي 133/0، استافيلوكوكوس اورئوس 
. باشند ثر ميؤه مدر القاي ريش ها و نژاد آگروباكتريوم ريزنمونه منبعنتايج نشان داد كه فاكتورهاي مختلفي مانند  :گيري نتيجه

  .باشد ثر ميؤهاي مويين درمنه خزري م توليد آرتميزينين در ريشهافزايش همچنين باكتري استافيلوكوكوس اورئوس در تحريك 
  

  آرتميزينين، درمنه خزري، آگروباكتريوم رايزوژنز، استافيلوكوكوس اورئوس، ريشه مويين :واژگان گل
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 دوازدهم، دوره چهارم، فصلنامه گياهان دارويي، سال 
  1392شماره مسلسل چهل و هشتم، پاييز 

 

...هاي بهبود توليد آرتميزينين در ريشه   

 

  مقدمه
اندوپراكسيداز مشتق شده  كتونترپن لا آرتميزينين يك سزكويي

 )Artemisia annua(هاي هوايي گياه درمنه خزري  از بخش
. رود اي عليه انگل مالاريا به كار مي كه به طور گسترده باشد مي

ها،  به دنبال مقاومت اين انگل به داروهاي موجود مانند كينين
اولين بار تركيب ضد مالارياي آرتميزينين از  1971در سال 

سازمان  2005در سال . ره گياه درمنه خزري جداسازي شدعصا
بهداشت جهاني تركيب دارويي بر پايه آرتميزينين را براي 

دهد كه  نشان مي ها بررسي. ]1[درمان مالاريا معرفي نمود 
هاي ايدز،  آرتميزينين در شرايط آزمايشگاهي از فعاليت ويروس

 EBR، هرپس ويروس نوع يك و ويروسCو Bهپاتيت 

(Epstein Barr virus) همچنين اين . ]2[نمايد  جلوگيري مي
هاي  تركيب خاصيت ضد سرطاني انتخابي داشته و به سلول

كنش  اين ويژگي به دليل برهم. رساند سالم آسيب نمي
هاي سمي  ها و توليد راديكال آرتميزينين با آهن درون سلول

  .]3[باشد  مي
ين، استفاده از امروزه به منظور بهبود توليد آرتميزين

هاي مويين درمنه خزري مورد توجه  ها در كشت ريشه محرك
قرار گرفته است، با اين حال در تعداد معدودي از مطالعات 

هاي مويين  هاي ميكروبي در كشت ريشه انجام شده، از محرك
و همكارانش  (Liu) ليو .درمنه خزري استفاده شده است

سيون قارچ هاي مختلف سوسپان ثير غلظتأت) 1999(
Penicillium chrysogenum )1  - 1/0 گرم در  ميلي

هاي مويين درمنه خزري بررسي  را در كشت ريشه) ليتر ميلي
هاي پايين بر  نتايج نشان داد كه اين محرك در غلظت. كردند

پس از تيمار . ]4[باشد  ثر ميؤرشد و بيوسنتز آرتميزينين م
رم در ليتر عصاره گ ميلي 20هاي مويين درمنه خزري با  ريشه
درصد  29/64، توليد آرتميزينين تا Colletotrichum SPقارچ 

توليد آرتميزينين . ]5[در مقايسه با نمونه كنترل افزايش يافت 
هاي مويين درمنه خزري با استفاده از  در كشت ريشه

 Fusariumاليگوساكاريد مشتق شده از ديواره قارچ

oxysporum )3/0 اين . بهبود يافت) گرم در ليتر ميلي
اليگوساكاريد با القاي نيتريك اكسيد، توليد اين متابوليت را 

  .]6[دهد  افزايش مي

  

زيستي و (ها  طور كه اشاره شد استفاده از محرك همان
فناوري براي بهبود   يكي از راهكارهاي زيست) غيرزيستي

با توجه . باشد هاي مويين مي هاي ثانويه در ريشه توليد متابوليت
هاي ثانويه گياهي در پاسخ به  ه اينكه توليد برخي از متابوليتب

يابد، استفاده  ها افزايش مي هاي محيطي و حمله پاتوژن استرس
تواند راهكار  ها مي هاي ميكروبي از جمله باكتري از محرك

هدف . ها باشد مناسبي براي افزايش توليد اين گروه از متابوليت
با  يدرمنه خزر ياهدر گ يينمو  شهير از انجام اين پژوهش القاي

و  يزوژنزرا يوممختلف آگروباكتر يها يهسو استفاده از
 ياهگ يينمو هاي يشهدر كشت ر يزينينآرتم يدتول سازي بهينه

 .باشد مي باكتري استافيلوكوكوس اورئوستوسط  يدرمنه خزر

 
 ها روش و مواد

  كشت بذر
نوشهر  بذر درمنه خزري از مركز جهاد كشاورزي شهرستان

ابتدا بذرها با آب مقطر استريل . دشتهيه ) استان مازندران(
درصد  70شستشو داده شد و به مدت يك دقيقه در اتانول 

)V/V( پس از شستشو با آب مقطر، بذرها به . دشور  غوطه
 )V/V(درصد  5دقيقه در محلول هيپوكلريت سديم  20مدت 

ار و هر بار به تيمار شد و در نهايت با آب مقطر استريل سه ب
بذرهاي استريل شده در . مدت پنج دقيقه شستشو داده شد

نيمه جامد  (MS)اسكوگ  - هاي حاوي محيط موراشي پليت
) 7/5برابر با  pHگرم بر ليتر آگار و  7درصد ساكارز،  3داراي (

گراد و  درجه سانتي 25 ± 2كشت شد و به اتاق رشد با دماي 
  . دشبه تاريكي منتقل  ساعت روشنايي 16: 8دوره نوري 

  
  كشت نژادهاي آگروباكتريوم

 Ar318و  A7هاي  به منظور القاي ريشه مويين از نژاد
  تهيه شده از مركز تحقيقات (آگروباكتريوم رايزوژنز 

يك تك كلون از هر دو نژاد . استفاده شد) فناوري كرج زيست
 50حاوي و  7برابر با  pHمايع با  LBليتر محيط  ميلي 10باكتري در 

 24بيوتيك ريفامپين كشت داده شد و به مدت  گرم در ليتر آنتي ميلي
ساعت  24پس از . گراد شيك شد درجه سانتي 25ساعت در دماي 
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دقيقه  10انتخاب و به مدت  1تا  5/0بين  OD600هايي با  و كشت
دور در دقيقه سانتريفيوژ شد و پس از حذف  5000با سرعت 

مايع  MSليتر محيط تازه  ميلي 10روشناور، رسوب حاصل در 
  ].7[حل شد ) 7/5برابر با  pHدرصد ساكارز و  3حاوي (

  
  القاي ريشه مويين

اي  هفته هاي استريل دو براي تهيه ريزنمونه، از گياهچه
ها به دو روش زير تهيه  ريزنمونه). 1شكل شماره (شد استفاده 

ي با ابعاد از دو انتها به قطعات هاي گياه شد، در روش اول برگ
و در روش دوم ساقه از ) 1ريزنمونه (متر برش يافت  ميلي 3

  ها،  از هر گروه از ريزنمونه). 2ريزنمونه (محل گره قطع شد 
ميكروليتر از سوسپانسيون آگروباكتريوم  5. عدد تهيه شد 6
)A7  وAr318 ( با استفاده از سرنگ استريل به سطح

به (تزريق شد  2هاي  نهو محل گره در ريزنمو 1هاي  ريزنمونه
پس از ). دشهاي شاهد آب مقطر استريل تزريق  ريزنمونه

هاي حاوي  در پتري ديش ها كشت هر دو گروه از ريزنمونه
ها به  ، ريزنمونه)با شرايط ذكر شده در بالا(نيمه MS محيط 

روشنايي و  16:8و نسبت  C°2 ± 25اتاق رشدي با دماي 
ها به  س از آلودگي، ريزنمونهساعت پ 48. تاريكي منتقل شدند

بيوتيك  گرم در ليتر آنتي ميلي 500نيمه جامد حاوي  MSمحيط 
هاي باقي مانده در محيط  سفوتاكسيم منتقل شدند، تا باكتري

بار  ها هر دو هفته يك هاي بعدي ريزنمونه واكشت. دشوحذف 
  . گرم در ليتر سفوتاكسيم صورت گرفت ميلي 250و با غلظت 

 آنها نوك از متر سانتي 3 تا 2 حدود ها، ريشه ظهور ازپس 
 pHدرصد ساكارز و  15داراي (مايع B  محيط به و شد بريده

گرم در ليتر سفوتاكسيم منتقل  ميلي 250 حاوي )7/5برابر با 
 25 ± 2روز در دماي  45ها به مدت  ارلن حاوي ريشه. دش

 16:8دور در دقيقه با دوره  80گراد و سرعت  درجه سانتي
  .روشنايي و تاريكي شيك شدند

  
اي  هاي القا شده از طريق واكنش زنجيره تأييد مولكولي ريشه

  (PCR)مراز  پلي
از قطعه  rolBهاي مويين، حضور ژن  براي شناسايي ريشه

T-DNA هاي القا شده  پلاسميد آگروباكتريوم در ژنوم ريشه
 DNAبراي اين منظور . بررسي شدPCR با استفاده از تكنيك 

هاي كنترل به روش كاي و  هاي القا شده و نمونه يشهر
پلاسميد نژادهاي . ]8[د شاستخراج ) 1997(همكارانش 

د و عنوان شآگروباكتريوم نيز به روش ليز قليايي استخراج 
از  PCRبراي واكنش . كنترل مثبت مورد استفاده قرار گرفت

توالي اين . ]9[د شاستفاده  rolBآغازگرهاي اختصاصي ژن 
  شرايط دمايي. شده است آورده 1در جدول شماره غازگرها آ

  
 
 
 

 
  2هاي  ريزنمونه) ب(، 1هاي  ريزنمونه) الف: (ها تهيه ريزنمونه -1شكل شماره 
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  rolBتوالي پرايمرهاي اختصاصي ژن  -1جدول شماره 
  نام پرايمر توالي

5-ATGGATCCCAAATTGCTATTCCCCACGA-3 پرايمر بالادست
5-TTAGGCTTCTTTCATTCGGTTTACTGCAGC-3 پرايمر پايين دست

  
قيقه براي د 10گراد به مدت  درجه سانتي 94شامل  PCR براي

 1گراد به مدت  درجه سانتي 94سازي اوليه، سپس  واسرشت
گراد به  درجه سانتي 58، )چرخه 37(دقيقه براي واسرشت 

گراد  درجه سانتي 72، )چرخه 37(دقيقه براي اتصال  1مدت 
درجه  72و ) چرخه 37(دقيقه جهت بسط  1مدت  به

براي . ]10[دقيقه براي بسط نهايي بود  7گراد به مدت  سانتي
مشاهده و بررسي محصولات تكثير شده، از الكتروفورز در ژل 

آميزيژل با  ولت استفاده شد و رنگ 90درصد با ولتاژ  5/1
  . استفاده از اتيديوم برومايد صورت گرفت

  
  هاي مويين به كشت ريشهافزودن محرك 

هاي رشد  متر از ريشه سانتي 4تا  3قبل از افزودن محرك، 
د و مطابق با شمايع منتقل  B5ليتر محيط  ميلي 50يافته به

ها در اين  كشت ريشه. شرايط ذكر شده در بالا نگهداري شد
  .روز به طول انجاميد 21شرايط به مدت 

تهيه شده ( ATCC 6538باكتري استافيلوكوكوس اورئوس 
ليتر  ميلي 10در ) هاي ايران ها و باكتري از مركز كلكسيون قارچ

كشت داده شد و  TSB (Tryptic Soy Broth)محيط كشت 
ساعت ميزان جذب  24پس از . درجه قرار گرفت 37در شيكر 

 1تا  5/0نانومتر بين  600نور سوسپانسيون باكتري در طول موج 
ها  و براي تحريك ريشه) ليتر سلول در هر ميلي 109(تنظيم شد 

  ]. 11[مورد استفاده قرار گرفت 
تهيه  B5ليتر محيط مايع  ميلي 30ارلن هر كدام حاوي  16

هاي مورد آزمايش و كنترل آنها در  براي هر يك از نمونه(د ش
تكرار در نظر گرفته  2ساعت،  72و  48، 24، 12بازه زماني  4

روزه بريده شد و به  21 هاي متر از انتهاي ريشه سانتي 2). شد
ليتر از  ميلي 4د و به هر ارلن حاوي ريشه، شها منتقل  ارلن

ساعت پس از تيمار، دو  12. سوسپانسيون باكتري اضافه شد
هاي كنترل  هاي تيمار شده و دو ارلن از نمونه ارلن از ريشه
ها به  ها با آب مقطر، ريشه پس از شستشوي ريشه. برداشته شد

هاي  ريشه. دشدرجه خشك  40در آون ساعت  48مدت 
 72و  48، 24هاي  ها نيز به ترتيب در بازه موجود در ساير ارلن

  . ساعت پس از تيمار برداشت شدند
  
  GCها و آناليز  گيري از ريشه عصاره

هاي تيمار  ريشه(هاي خشك شده  گرم از ريشه 02/0ابتدا 
حاصل به  پودر. در هاون استريل كاملاً پودر شد) شده و كنترل

هاي  لوله. ليتر هگزان منتقل شد ميلي 3هاي آزمايش حاوي  لوله
ساعت بر روي شيكري با دماي محيط و  20آزمايش به مدت 

ها با سرعت  دور در دقيقه قرار گرفت، سپس لوله 150سرعت 
دور در دقيقه سانتريفيوژ شد و محلول رويي به ظرف  5000

. اتاق خشك شدعصاره حاصل در دماي . جديد منتقل شد
ليتر حلال متانول حل  ميلي 1هاي خشك شده مجدداً در  عصاره

  .شد
به منظور سنجش آرتميزينين، ابتدا محلول استاندارد 

 GCبه دستگاه ) ساخت شركت سيگما ،361593(آرتميزينين 
با قطر داخلي ستون، ضخامت   HP-5، ستون 6890مدل (

ميكرومتر  25/0تر، م ميلي 25/0اي و طول ستون به ترتيب  لايه
تزريق ) FIDبا فاز ساكن غيرقطبي و آشكارگر ) متر ميلي 30و 

هاي استاندارد رسم  منحني كاليبراسيون براي نمونه. ]12[شد 
هاي گياهي به  از تزريق عصاره پس). 2شكل شماره (د ش

ها با استفاده از رابطه  دستگاه، غلظت آرتميزينين در نمونه
 .محاسبه شد Y=160.7x-52.79رگرسيون 
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  )تكرار 3(منحني استاندارد آرتميزينين درآناليز كروماتوگرافي  -2شكل شماره 

  نتايج
آلوده شده با سوسپانسيون آگروباكتريوم  1هاي  در ريزنمونه

)A7  وAr318(ها به تدريج  اي مشاهده نشد و ريزنمونه ، ريشه
ق روز پس از تزري 10الي  5. اي و نكروزه شدند قهوه

ها از محل زخم  ، ريشه2هاي  به ريزنمونهA7 سوسپانسيون نژاد 
ريزنمونه آلوده شده ريشه  6ريزنمونه از  5در (ظاهر شدند 

، )دشدرصد محاسبه  3/83مشاهده شد و فراواني القاي ريشه 
هيچ  Ar318هاي آلوده شده با نژاد  در ريزنمونهكه  در حالي

ايج الكتروفورز نت). 3شكل شماره (هاي القا نشد  ريشه
در شكل ) ها براي تأييد تراريختي ريشه( PCRمحصولات 

با  rolB وجود تك باند براي ژن. شود مشاهده مي 4شماره 
شاهد (هاي مويين و پلاسميد باكتري  در ريشه bp 780طول 
  .مورد بررسي قرار گرفت) مثبت

ها با محرك، ميزان رشد آنها محاسبه شد  پس از تيمار ريشه
ساعت پس از تيمار با  12نتايج نشان داد كه ). 5شماره شكل (

ساعت پس از تيمار  24ها ادامه يافته و در  باكتري، رشد ريشه
ساعت  72و  48هاي زماني  در بازه. رسد به ميزان حداكثر مي

با روش (ها  تجزيه واريانس داده. كاهش رشد مشاهده شد
ANOVA  هاي زماني  براي هر يك از بازه) درصد 5در سطح

داري را در  اختلاف معني) هاي تيمار شده و كنترل بين نمونه(
پس از آناليز آماري . دهد ميزان آرتميزينين توليد شده نشان مي

 24اكثر ميزان توليد آرتميزينين در بازه زماني دها، ح داده
برابر بيشتر از  4گرم بر گرم وزن خشك و  ميلي 133/0(ساعت 

  ساعت  72ين ميزان آن در بازه زماني و كمتر) نمونه كنترل

  

شكل (محاسبه شد ) گرم بر گرم وزن خشك ميلي 043/0(
  ).6شماره 

  
  بحث

  القاي ريشه مويين
آلوده  2هاي  طور كه قبلاً ذكر شد، تنها در ريزنمونه همان

نتايج اين پژوهش . ريشه مويين مشاهده شد A7شده با سويه 
ه فاكتورهايي مانند منبع دهد كه القاي ريشه مويين ب نشان مي

در اين . ها و نژاد آگروباكتريوم وابسته است تهيه ريزنمونه
هاي گياه و ناحيه گره در ساقه براي تهيه  مطالعه از برگ

نتايج به دست آمده نشان داد كه نواحي . ريزنمونه استفاده شد
ها براي تهيه ريزنمونه و القاي ريشه  اي در مقايسه با برگ گره

ر بوده كه اين امر به دليل تواناي رشد و تقسيم ت مناسب
دهد كه  مطالعات قبلي نشان مي. باشد هاي اين ناحيه مي سلول

توانايي رشد و تقسيم سلولي يكي از فاكتورهايي است كه به 
هايي ميزبان و تراريختي آنها توسط باكتري  انتقال ژن به سلول

هاي مريستمي  به دليل عبور بافت. كند آگروباكتريوم كمك مي
از ناحيه دمبرگ و گره، رشد و تقسيم سلولي در اين ناحيه 

از طرف ديگر هورمون اكسين با تأثير بر . باشد تر مي سريع
تواند رشد و تقسيم سلولي  ها در ناحيه دمبرگ و گره، مي سلول

  با انتقال ناحيه ]. 13[نمايد  را در اين نواحي تحريك مي
 T-DNAهاي  اين هورمون در سلول به ژنوم ميزبان، سنتز  

  .يابد ميزبان افزايش مي
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آلوده شده با  2عدم توليد ريشه در ريزنمونه ) ج   ، A7آلوده شده با سويه  2ريشه القا شده در ريزنمونه ) ب     نمونه كنترل،) الف -3شكل شماره 

  A7آلوده شده با سويه  1هاي  اي شدن ريزنمونه قهوه) ،    دAr318سويه 
 

 
  PCRنتايج الكتروفورز محصولات  -4شكل شماره 

  2هاي  در ريزنمونه A7هاي مويين القا شده توسط توسط  ريشه) 5(، )هاي شاهد ريشه(كنترل منفي ) Ar318( ،)4و A7 به ترتيب پلاسميد باكتري (كنترل مثبت ) 3و  2(، bp100ماركر ) 1(
 

 
 (C)هاي كنترل  و ريشه (S.a)شده با محرك هاي تيمار  مقايسه ميزان رشد ريشه -5شكل شماره 
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 )تكرار 2(ثير باكتري استافيلوكوكوس اورئوس بر توليد آرتميزينين أت -6شكل شماره 

  دهد مي نشان (C)هاي كنترل  و نمونه (S.a)هاي تيمار شده با محرك  درصد بين ريشه 5داري را در سطح  يها براي هر بازه زماني اختلاف معن تجزيه واريانس داده

  
كنند كه انتخاب بافت مناسب  قبلي نيز تأييد مي هاي پژوهش

براي مثال پس از آلوده كردن . براي تهيه ريزنمونه اهميت دارد
، فراواني LBA9402ها و ساقه گياه درمنه خزري با سويه  برگ

درصد گزارش  20و  100ها به ترتيب  توليد ريشه در اين ريزنمونه
قادر به  NRRL B193ن داد كه سويه همچنين نتايج نشا. شد

درصد از  40تواند  القاي ريشه در ساقه گياه نبوده، درحالي كه مي
  ].14[هاي برگي را آلوده كند  ريزنمونه

ها  دهد كه پس از برش برگ نتايج اين پژوهش نشان مي
اي  ها به تدريج قهوه براي تهيه ريزنمونه، اين گروه از ريزنمونه

به دليل  ها احتمالاً اي شدن ريزنمونه وهقه. و نكروزه شدند
ها در ناحيه برش و آزاد شدن بيش از حد  آسيب به سلول

  گيرد تركيبات فنولي از محل زخم صورت مي
لازم به ذكر است كه تركيبات فنولي اغلب در واكوئل (
ها آزاد  ها وجود داشته و در صورت زخمي شدن سلول سلول
توسط آنزيم پلي فنول  اكسيد شدن اين تركيبات. دشو مي

اي شدن  باعث قهوه) هاي گياهي آزاد شده از پلاست(اكسيداز 
  .دشو ها مي بافت

قادر به القاي ريشه در  A7در اين پژوهش تنها سويه 
دهد نژاد  باشد كه نشان مي ها مي ونهگروهي از ريزنم

. آگروباكتريوم نيز يكي از فاكتورهاي مهم در القاي ريشه است

هاي  پلاسميد القا كننده ريشه و توالي ژن T-DNA طول ناحيه
. باشد هاي مختلف آگروباكتريوم متفاوت مي آن در سويه

دهد كه دو فاكتور اندازه و توالي ژني اين  مطالعات نشان مي
در ژنوم  T-DNAهاي  ناحيه از پلاسميد در الحاق و بيان ژن

ايي توان T-DNAميزبان اهميت دارد و در برخي موارد ناحيه 
  .الحاق در ژنوم ميزبان را ندارد

هاي مختلف آگروباكتريوم  ثير سويهأدر مطالعات متعددي ت
بر القاي ريشه در مطالعات مختلفي مورد بررسي قرار گرفته 

، LBA9402 ،9365 ،9340هاي  ثير سويهأبراي مثال ت. است
براي تراريختي درمنه خزري بررسي شده و به  A4و  15834

درصد گزارش  75و  80، 95، 95، 100اريختي ترتيب درصد تر
هاي  در مطالعه ديگري پس از آلوده كردن ريزنمونه. ]15[شد 

هاي مختلف آگروباكتريوم مانند  گياه درمنه خزري با سويه
1855،A4  ،2626 ،LBA9402  مشخص شد كه تنها  8196و
ها، ريشه  درصد از ريزنمونه 20تواند در  مي LBA9402سويه 

  .]16[القا نمايد  مويين را
  

  ها بر ميزان رشد و توليد آرتميزينين تأثير محرك
ساعت پس  24ها تا  در اين پژوهش ادامه يافتن رشد ريشه

دهنده فعال شدن  نشان ، احتمالاً)5شماره  شكل(از تيمار 
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. باشد هاي ريشه و بقاي آنها مي هاي مقاومتي در سلول پاسخ
اومت گياهان در برابر حمله هاي مق اشاره شد يكي از راه قبلاً

كه در  طور همان. باشد هاي ثانويه مي ها، توليد متابوليت پاتوژن
ها با اين باكتري ميزان  ادامه بيان خواهد شد، پس از تيمار ريشه

. يابد توليد آرتميزينين به عنوان يك متابوليت ثانويه افزايش مي
) 1999( و همكارانش (Liu) ليو اين نتيجه با نتايج مطالعات

زمان با توليد   ها هم آنها نيز افزايش رشد ريشه. مطابقت دارد
هاي مويين درمنه  ها، پس از تيمار ريشه متابوليت در سلول

را گزارش دادند  Penicillium chysogenumخزري با قارچ 
تواند به دليل  ساعت مي 24كاهش ميزان رشد پس از . ]4[

وسط باكتري، آسيب جذب عناصر ضروري محيط مانند كربن ت
ها صورت گيرد  ها به دليل تهاجم باكتري ديواره و يا ليز سلول

  .دشو ها مي ها و توقف رشد ريشه كه منجر به مرگ سلول
ساعت پس از تيمار  24نتايج اين پژوهش نشان داد كه 

 شماره شكل(ها با محرك، توليد آرتميزينين افزايش يافت  ريشه
ها  كوس اورئوس مانند ساير محركمكانيزم اثر استافيلوكو). 6

دهد  باشد، با اين حال مطالعات نشان مي باكتريايي مشخص نمي
هاي مختلفي مانند مصرف مواد مغذي  كه اين باكتري با روش

محيط و ايجاد يك فقر غذايي به عنوان يك استرس محيطي، 
و افزايش ورود كلسيم از فضاي بين سلولي به  pHكاهش 

ثر در بيوسنتز ؤهاي م ثير آن بر بيان ژنأتدرون سيتوپلاسم و 
فعال . كند هاي مقاومتي در گياه را فعال مي ها، پاسخ متابوليت

هاي دخيل در  ها در گياه، منجر به بيان ژن شدن اين پاسخ
هاي كليدي در مسير بيوسنتز يك متابوليت  بيوسنتز آنزيم

ار براي مثال افزايش توليد اسكوپولامين پس از تيم. دشو مي
. ها با باكتري استافيلوكوكوس اورئوس گزارش شده است ريشه

 بتا هيدروكسيلاز -6اين باكتري با مهار آنزيم هيوسيامين 

(Hyoscyamine 6-B-ydroxylase) ) آنزيم رقابتي در مسير
دهد  توليد اين متابوليت را افزايش مي) توليد اسكوپولامين

]17[ .  
ساعت،  72تا  48ي كاهش توليد متابوليت در بازه زمان

به علت كاهش كربن مورد نياز در مسير بيوسنتز  احتمالاً
جذب عناصر ضروري مانند كربن توسط . باشد آرتميزينين مي

باكتري، ميزان كربن مورد نياز در مسير بيوسنتز آرتميزينين را 
از طرف ديگر فعال شدن سيستم فيدبك منفي . دهد كاهش مي

تواند از توليد بيشتر  ن نيز ميدر پاسخ به تجمع آرتميزيني
دهد  مطالعات ليو و همكارانش نشان مي. آرتميزينين جلوگيري نمايد

هاي مويين گياه درمنه خزري با  روز پس از تيمار ريشه 3كه 
توليد آرتميزينين  Penicillium chysogenumسوسپانسيون قارچ 

د بيشتر هاي ريشه از تولي تجمع آرتميزينين در سلول. يابد كاهش مي
  ].4[نمايد  اين متابوليت جلوگيري مي

  
  گيري نتيجه

آمده در اين پژوهش نشان داد كه باكتري  دستنتايج به 
تواند توليد آرتميزينين را در  استافيلوكوكوس اورئوس مي

هاي مويين درمنه خزري بهبود بخشد، در نتيجه  كشت ريشه
ن محرك، شود به منظور درك بهتر مكانيزم عمل اي پيشنهاد مي

هاي كليدي در مسير بيوسنتز  ثير اين محرك بر بيان آنزيمأت
 دي ان سينتاز 11و  4هاي آمورفا  آرتميزينين مانند آنزيم

(Amorpha-4, 11- dine synthase) بتا  -  و بتا هيدروكسي
-B-hydroxy-B-methyl-glutaryl) متيل گلوتاريل ردوكتاز

coA reductase) درمنه خزري مورد  هاي مويين نيز در ريشه
  .بررسي قرار گيرد
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