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  17/5/95 :تاريخ تصويب                                          15/11/94: تاريخ دريافت
   چكيده
، روش بسيار كارآمد براي افزايش تراريخت ي مويينها جهت ايجاد ريشه Agrobacterium rhizogenesاستفاده از  :مقدمه

  . استهاي ثانويه  متابوليت
گياه تاتوره تماشايي هاي ثانويه در  متابوليتتوليد  تراريخت به منظور افزايش هاي مويين كشت ريشههدف از اين تحقيق  :هدف
  .است

 ـ هاي مـويين بـا تلقـيح ريـز نمونـه      در اين تحقيق توليد ريشه :روش بررسي  2هـاي   اي بـرگ و كوتيلـدون حاصـل از گياهچـه    ه
بـه  وري انجـام شـد و    اگروبـاكتريوم رايزوژنـز بـه دو روش درشـت تزريقـي و غوطـه       15834و  A4 ،A7هـاي   ماهه، توسط سـويه 

 01/0، 1هـاي   ميكـرو مـولار و ساليسـيليك اسـيد در غلظـت      100و  50هـاي   منظور القاي اليسـيتور متيـل جاسـمونات در غلظـت    
ــيمي 1/0و  ــاملاً  ل ــب طــرح ك ــولار در قال ــروپين و اســكوپولامين    م ــواي آت تصــادفي در ســه تكــرار كشــت داده شــدند و محت

  .بررسي شد HPLCهاي مذكور توسط  تحت غلظت هاي مويين تراريخت ريشه
يز نمونه جهت توليد بهترين ر. بود 15834و سويه  A4بيشترين و كمترين توليد ريشه مويين تراريخته به ترتيب مربوط به سويه  :نتايج
روش درشت تزريقي با بيشترين توليد ريشه مويين . گزارش شد A7و كوتيلدون در سويه  A4هاي مويين با تلقيح برگ در سويه  ريشه

برابري  3/4ميلي مولار سبب افزايش  1/0هاي ساليسيليك اسيد در غلظت  اثر محرك. تراريخته به عنوان برترين روش شناسايي شد
همچنين نتايج نشان داد، استفاده از متيل . هاي مويين تراريخته نسبت به نمونه شاهد در غلظت مذكور شد تروپين در ريشهمحتواي آ

 . شود باعث كاهش محتواي آتروپين و اسكوپولامين مي) مولار ميكرو 100(هاي بالاتر  جاسمونات در غلظت

تيمار مناسب  عنوان به هورموني اليسيتورهاي و هاي مويين وليد ريشهاگروباكتريوم به عنوان يك روش مناسب جهت ت :گيري نتيجه
  .ايفاي نقش كنندد نتوان نظر مي مورد آلكالوئيدهاي براي افزايش

  
  هاي مويين آتروپين، اسكوپولامين، اليسيتور، تاتوره تماشايي، ريشه :واژگان گل
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 ... هاي مويين توليد ريشه

 

  مقدمه
ست ، گياهي ا).Datura innoxia L( تماشاييگياه تاتوره 

ها  زميني و متعلق به تيره خميده رويان يكساله از خانواده سيب
اين ]. 1[يابند  كه بوسيله بذر تكثير مي Hyosyameaeو طايفه 

هاي سفيد رنگ و ميوه آن غالباً كپسول و  گياه داراي گل
. رسد متر هم مي 2مرغي شكل بوده و ارتفاع آن به  تخم

ن دارويي به شمار ترين گياها همچنين تاتوره يكي از مهم
ها در  هاي آن براي ساخت مسكن رود كه از برگ و دانه مي

اين گياه داراي اثرات ]. 2[شود  سازي استفاده مي صنايع دارو
هيوسيامين ]. 3[باشد  هاي عصبي مي ضد تشنج، رفع آسم و درد

اند   هاي عمده در جنس تاتوره و اسكوپولامين، تروپان آلكالوئيد
رم راسميك هيوسيامين است كه حين فرآيند و آتروپين ف] 4[

ها  اين تروپان آلكالوئيد. ]5[گيرند  استخراج گياه شكل مي
هاي مختلف گياه ندارند به طوري كه  توزيع مشابهي در اندام

ها بيشتر هيوسيامين وجود  ها اسكوپولامين و در ريشه در ساقه
ت و با ترين تروپان آلكالوئيد اس اسكوپولامين ارزشمند. دارند

توجه به اينكه تقاضاي جهاني آن حدود ده برابر بيشتر از 
هاي  است، تلاش) آتروپين(هيوسيامين و فرم راسميزه آن 
 in vitroهاي  ها در كشت زيادي جهت افزايش اين آلكالوئيد

آتروپين نيز در ايست قلبي و ]. 6، 7، 8[صورت گرفته است 
فسي و غدد قبل از بيهوشي جهت كاهش ترشحات مجاري تن

در حال حاضر يك سوم داروهاي مورد . ]9[كاربرد دارد 
دهند و اين  گياهي تشكيل مي ءاستفاده بشر را داروهايي با منشا

طبق آمار سازمان ملل متحد . ترديد رو به افزايش است ميزان بي
 حدود صادرات ايران در زمينة گياهان دارويي 1993طي سال 

 عربي همتحد امارات صادرات لسا همان در و دلار ميليون 20
 .)www.irteb.com(است  بوده دلار ميليون 32 بر بالغ

به دليل عملكرد بد و ضعيف تجار ايراني، ما سهم بنابراين 
طبق آمار سازمان . نداريم اختيار در را بازار اين اي از شايسته

واردات داروي  1393غذا و دارو تا پايان شهريور ماه سال 
شود  هاي چشمي تجويز مي ت كه جهت بيماريآتروپين سولفا

ميليون دلار بوده است كه با تدبير در حوزه توليد دارو و  394
هاي كشت بافت بر روي گياهان دارويي  مندي از تكنيك بهره
  ثره بالا توليد و موجب ؤتوان گياهاني با درصد ماده م مي

  

 يكي از. افزايش ارزآوري مشتقات دارويي اين گياهان نمود
هاي آتروپين و  موانع اصلي در توليد تروپان آلكالوئيد

هاي  اسكوپولامين، فقدان اطلاعات كافي در مورد مسير
اگرچه . كننده تجمع آنها است هاي كنترل بيوسنتتيك و مكانيسم

ها با  هاي بسياري در رابطه با توليد تروپان آلكالوئيد پژوهش
مويين تراريخته هاي  هاي خاص توليد ريشه استفاده از تكنيك

در گياه تاتوره صورت پذيرفته و در برخي موارد نيز  مخصوصاً
هايي نيز  زيستي موفقيت هاي زيستي و غير كمك برخي اليسيتور

حاصل شده است، اما به طور كلي به دليل جايگاه خاص و 
ها، عمده  هاي مسير سنتز تروپان آلكالوئيد ويژه بعضي آنزيم

ها و توانايي بالاترين درصد  مسيرها سعي در كشف اين  تلاش
ها  با توجه به اينكه تروپان آلكالوئيد. باشد ها مي اين آلكالوئيد

هاي هوايي منتقل  در ريشه سنتز و سپس به اندام عمدتاً
هاي مسير بيوسنتزي اين دسته از  شوند و سنتز بيشتر آنزيم مي

امروزه . دهد هاي جوان ريشه رخ مي ها در سلول آلكالوئيد
اسكوپولامين  ها مخصوصاً تلاش براي توليد تروپان آلكالوئيد

، 11[هاي مويين متمركز شده است  هاي كشت ريشه در سيستم
توان  بنابراين با كشت ريشه مويين به صورت مصنوعي مي. ]10

گاهي نيز افزودن . به توليد انبوه و تجاري آنها پرداخت
جاسمونات به هايي نظير ساليسيليك اسيد و متيل  اليسيتور

هاي ثانويه كمك  كننده توليد متابوليت عنوان عامل تحريك
ها  كند، زيرا اليسيتور شاياني به توليد آتروپين و اسكوپولامين مي

هاي ثانويه و كاهش زمان فرآيند  سبب تسريع تشكيل متابوليت
در پژوهش . ]12[شوند  مي ها دستيابي به مقادير بالاي متابوليت

اي پايه ريزي شده است كه با توجه  ه گونهحاضر نيز هدف ب
نوع سويه باكتري، زمان حضور (عوامل ژنتيكي  به اهميت

محيطي و ) هاي انتقال باكتري و ژنوتيپ گياه باكتري، روش
هاي مويين، نحوه رشد و توليد  بر ميزان توليد ريشهكه متنوعي 
ر مورد بررسي قراثيرگذار است أتدر آنها هاي ثانويه  متابوليت

سازي هريك از اين عوامل در  طوري كه بهينهه بگرفته شوند، 
هاي مويين ممكن است افزايش بازده توليد تركيبات  رشد ريشه

گياه تاتوره تماشايي هاي مويين  دارويي را از طريق كشت ريشه
آنچه اين تحقيق را متمايز از تحقيقات  .دنبال داشته باشده ب

هاي مختلف اگروباكتريوم بر  نمايد استفاده از سويه ديگر مي
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  1395 زمستان، ه دهنامه شمار ويژه

 

و همكارانقادرمزي    

 

هاي مختلف تلقيح بر  هاي مختلف با اعمال روش روي نمونه
پس در . است) كه تا بحال كار نشده(روي ژنوتيپ جديد 

نهايت نوع مناسبي از باكتري و روشي كه بتواند مسير 
ثير قرار أها را در اين ژنوتيپ تحت ت بيوسنتزي تروپان آلكالوئيد

  .اين تحقيق بوداز اهداف اصلي  ،دهد
  

  ها مواد و روش
  تهيه مواد گياهي

از  p 1006952بذرهاي گياه تاتوره تماشايي با شماره ثبتي 
به منظور . بانك بذر مركز ملي ذخاير ژنتيكي ايران تهيه شدند

استريل نمودن بذرها به ترتيب، بذور در زير آب جاري و 
ر اتانول ثانيه د  30دقيقه شسته شدند و  30به مدت  20تويين 

پس از شستشو با آب مقطر استريل، به . قرار گرفتند درصد 70
ضدعفوني شده و  درصد 2دقيقه با هيپوكلريت سديم  20مدت 

به . ]13[مرتبه آبشويي شدند  3در نهايت با آب مقطر استريل 
هايي به منظور شكست  زني بذور، آزمايش دليل عدم جوانه

. انجام گرفت زني بذر تاتوره خواب و تحريك جوانه
هاي كشت جنين، خراش با سنباده، آب  منظور تيمار بدين

بر روي ) قطع سر جنين(جوش و خراش ناحيه خروج جنين 
 به بذرها جنين ابتدا كشت در تيمار. بذور تاتوره انجام شد

 يك با سپس و شدند خيسانده راكد آب در ساعت نيم مدت
ار خراش با سنباده در تيم. شد جدا آنها پوسته دقت به اسكالپل،

خراش داده شد اما در  تنها پوسته بذرها توسط سنباده كاملاً
بر  دقيقه 10،5،2،1 هاي زمان مدت جوش بذور در آب تيمار

 خروج محل خراش تيمار در. روي بخار آب قرار داده شدند
 و شد حذف كاملاً بذر اوليه پوسته ،)جنين سر قطع( جنين

 كمي با سپس. شد داده راشخ اسكالپل با جنين خروج قسمت
 بيرون سمت به جنين كمي استريل پنس وسيلهب بذر فشار

به جز تيمار خراش پوسته بذر توسط سنباده كه  .شد هدايت
 بعدا مراحل استريل آن انجام شد، ساير تيمارها در شرايط كاملاً

-در ادامه براي رشد و جوانه. استريل بر روي بذور انجام شدند

هاي رشد  كننده فاقد تنظيم MSشت پايه زني، از محيط ك
) 7/5برابر  pHگرم بر ليتر آگار و  7درصد ساكارز،  3حاوي (

  .استفاده شد

  هاي مويين القاي ريشه
 15834و  A4 ،A7هاي  به منظور القاي ريشه مويين از نژاد

اگروباكتريوم رايزوژنز كه از بانك مولكولي مركز ملي ذخاير 
هاي مذكور در  سويه. بودند، استفاده شدژنتيكي ايران تهيه شده 

بيوتيك  گرم بر ليتر آنتي ميلي 50مايع حاوي  LBمحيط كشت 
-180گراد و سرعت  درجه سانتي 30- 28ريفامپيسين در دماي 

 5/0 -  1هايي با  كشت. دور در دقيقه كشت شدند 200
OD600=  دقيقه ورتكس شدند تا از اين  10انتخاب و به مدت

هاي برگ و كوتيلدون  نمونه اي تلقيح ريزسوسپانسيون بر
 و 1هاي استريل  ها از گياهچه  نمونه  براي تهيه ريز. استفاده شود

ها از دو روش درشت  ماهه و براي آلوده كردن ريزنمونه 2
  .]14[وري استفاده شد  تزريقي توسط سوزن سرنگ و غوطه

ماهه،  2 و 1هاي  در روش درشت تزريقي، از گياهچه
متري برگ و كوتيلدون به عنوان ريزنمونه  سانتي 1قطعات 

هاي آلوده شده به اگروباكتريوم رايزوژنز،  ريزنمونه. استفاده شد
درجه نگهداري  25 ± 2منتقل و در دماي  MSبه محيط كشت 

ها به محيط كشت  ساعت، ريزنمونه 48پس از گذشت . شدند
MS  شدندبيوتيك سفوتاكسيم منتقل  گرم آنتي ميلي 250حاوي .

وري نيز، همانند روش درشت تزريقي از  در روش غوطه
متري برگ و كوتيلدون جهت تلقيح با  سانتي 1قطعات 

 5و  1، 3 ها به مدت ريزنمونه. سوسپانسيون باكتري استفاده شد
پس از خشك شدن روي كاغذ صافي . ور شدند دقيقه غوطه

 25 ± 2با دماي  MSها به محيط كشت جامد  استريل ريزنمونه
چهل و هشت ساعت پس از . گراد نگهداري شدند درجه سانتي

ها به محيط كشت  تلقيح به منظور حذف كامل باكتري نمونه
MS  گرم بر ليتر سفوتاكسيم تحت  ميلي 250جامد حاوي

هاي مويين، هنگامي  بعد از ظهور ريشه. شرايط قبل انتقال يافتند
رويش قطع و به  متر رسيد از محل سانتي 2كه اندازه آنها به 

هاي رشد انتقال و  كننده فاقد تنظيم MS 2/1محيط كشت مايع 
دور  140گراد و  درجه سانتي 25انكوباتور در دماي  - در شيكر

هاي مويين  واكشت ريشه. در دقيقه در تاريكي نگهداري شدند
ژنومي با  DNAاستخراج . هفته يكبار صورت گرفت 2هر 

  . ام شدانج ]CTAB ]15استفاده از روش 
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اي  از طريق واكنش زنجيره ي مويينها آناليز مولكولي ريشه
  (PCR)  پليمراز

هاي مويين احتمالي با استفاده از  اثبات تراريخته بودن ريشه
 rol Bهاي اختصاصي ژن  اي پليمراز با آغازگر واكنش زنجيره

گراد  درجه سانتي 95در  واكنش). 1 شماره جدول(شد بررسي 
دقيقه  1درجه،  95دقيقه در  1ر چرخه شامل ه(چرخه  35و 

گراد و تكميل بسط  درجه سانتي 72دقيقه در  1درجه و  55در 
هاي مويين  ريشه. انجام شد) درجه 72دقيقه در دماي  7در 

اي پليمراز، مثبت بودند،  اي كه در واكنش زنجيره تراريخته
جهت اثبات عدم حضور اگروباكتريوم، با استفاده از 

بررسي شدند  )vir D(هاي اختصاصي اگروباكتريوم  آغازگر
 35گراد و  درجه سانتي 95واكنش فوق در ). 1 شماره جدول(

دقيقه در  1درجه،  95دقيقه در  1هر چرخه شامل (چرخه 
 72درجه و تكميل بسط در  72دقيقه در  1درجه و  4/46

روي  PCRمحصول . انجام شد) دقيقه 5گراد در  درجه سانتي
وسيله با اتيديوم برمايد ب آميزي و رنگ درصد 1ز ژل آگار

  .دستگاه ژل داك عكسبرداري شد
  

در  آتروپين و اسكوپولامين هاي بررسي ميزان متابوليت
  تراريخته هاي مويين ريشه
  هاي مويين تراريخته ريشه HPLCآناليز 

هاي متيل جاسمونات و  بررسي اثر محرك منظوربه 
ي آتروپين و اسكوپولامين ساليسيليك اسيد بر روس محتوا

تصادفي در سه تكرار بر روي  آزمايشي در قالب طرح كاملاً
. و مويين تراريخته انجام شد) بدون تيمار(هاي شاهد  ريشه
انتخاب و  ،اي كه رشد ظاهري بهتري داشتند هاي تراريخته كلون

 MS 2/1ليتري حاوي محيط كشت مايع  ميلي 250هاي  به ارلن
درجه  25امه رشد به شيكر انكوباتور در دماي منتقل و براي اد

بعد از . دور در دقيقه منتقل شدند 140گراد و سرعت  سانتي
هاي  هاي مويين تراريخته، محرك روز از رشد ريشه 30گذشت 

و ) مولار ميلي 1و  1/0، 01/0، 0(غلظت  4ساليسيليك اسيد در 
به  )مولار ميكرو 100و  50، 0(متيل جاسمونات در سه غلظت 

 HPLCهاي كشت اضافه شدند و نمونه كروماتوگرام  محيط
هاي مويين تراريخته ثبت  و ريشه) بدون تيمار(هاي شاهد  نمونه
ها با تلفيقي از  استخراج محتواي تروپان آلكالوئيد. شد

 Kaufman et al., 1999; DeAlbuquerque etهاي روش

al., 1997 ]17 ،16[ تدا پودر در اب. با كمي تغيير انجام شد
ليتر كلروفرم، متانول و هيدوركسيد آمونيوم  ميلي 10ها در ريشه

حل شد و پس از قرار گرفتن در دماي ) 15:15:1( درصد 28
  ساعت، از كاغذ صافي عبور داده شد و  1اتاق به مدت 

پس از سانترفيوژ . سي كلروفرم شستشو يافت سي 1مرتبه با  2
قيقه و فيلتر كردن د 30دور در دقيقه به مدت  14000در 

دست آمده به   هاي به محلول رويي، مقادير يكساني از عصاره
عصاره . هاي جديد منتقل شدند تا متانول آن تبخير شود لوله
ليتر متانول حل و آماده تزريق به دستگاه  ميلي 1- 2مانده در  باقي

HPLC با سرعت ) 7: 3(آب با نسبت : فاز متحرك متانول. شد
متر براي آناليز  نانو 283ليتر در دقيقه و طول موج  ميلي 1جريان 
 -2501 – فرابنفش ها و آشكارساز هاي استاندارد و ريشه نمونه

k Detector (Wellchrom UV براي تهيه . شد استفاده
گرم  ميلي 1، 75/0، 5/0، 25/0(هاي  منحني استاندارد، غلظت

  هاي لوئيداز محلول استاندارد هر يك از تروپان آلكا) بر ليتر
 

  

  احتمالي هاي مويين ييد تراريختگي ريشهأو دماي بهينه اتصال جهت ت PCRهاي مورد استفاده در آزمون  توالي آغازگر -1جدول شماره 

  )C°(دماي بهينه اتصال   )bp(طول قطعه تكثيري   توالي  آغازگرها

rol B 
 GCTCTTGCAGTGCTAGATTT 5´ : Forward  

GCTCTTGCAGTCCTAGATTT 5´: Reverse  420  55  

vir D  
Forward:GAAGGTGCAAGCTACCTCTC  5´ 
Reverse  :  GAAGGTGCAAGCTACGGATC 5´ 

423  46/4  
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در  )Sigma, St. Louis, USA(آتروپين و اسكوپولامين 
 HPLCمتانول تهيه شد و هريك در سه تكرار به دستگاه 

از روي سـطح زيـر منحنـي بـه دست . تزريق شد 18Cستون 
هـاي  نمونـهه بر حسب غلظت، منحني كاليبراسيون بـراي آمد

  .شد به طور مجزا رسم آتروپين و اسكوپولاميناستاندارد 
  

  نتايج
كشت جنين، (مربوط به تيمارهاي شكست خواب بذر  نتايج

قطع سر (خراش با سنباده، آب جوش و خراش ناحيه خروج جنين 
تيمار د، نشان داد كه كه بر روي بذور تاتوره اعمال شده بودن)) جنين

بهترين تيمار براي ، )قطع سر جنين(خراش محل خروج جنين 
در بذور شاهد ). 1نمودار شماره (شكست خواب بذور است 

خراش محل درصد بود در حاليكه در تيمار  5/3تقريباً  زني جوانه
. درصد رسيد 100اين مقدار به ) قطع سر جنين(خروج جنين 

  .ي ادامه كار انتخاب شدبنابراين اين تيمار برا
  

  هاي مويين القاي ريشه
هاي مويين نشان داد كه تمام  نتايج مربوط به توليد ريشه

هاي باكتري مورد استفاده در اين تحقيق قادر به توليد  سويه
هاي  ريشه مويين بودند، به طوريكه بيشترين درصد ظهور ريشه

 95/75( A7، )درصد A4 )66/89هاي  مويين مربوط به سويه
  ) درصد 48/20( 15834و كمترين آن مربوط به سويه ) درصد

  

اين نتايج حاكي از آن است كه نوع ). 2نمودار شماره (بود 
هاي  داري در ميزان توليد ريشه سويه باكتري به طور معني
نمونه  از طرف ديگر نوع و سن ريز. مويين تراريخته مؤثر است

هاي  نمونه ريكه ريزمورد حائز اهميت است به طو نيز در اين
 2هايي كه  ماه نسبت به نمونه 1برگ و كوتيلدون با سن تقريبي 

هاي مويين  ماه سن داشتند عملكرد بالاتري از نظر توليد ريشه
هاي مويين به  همچنين بالاترين درصد ظهور ريشه. نشان دادند

دو . نمونه برگ و كوتيلدون اختصاص داشت ترتيب به ريز
به كار رفته در اين پژوهش نيز نشان داد  روش تلقيح باكتري

وري  نسبت به روش غوطه) درصد 54(روش درشت تزريقي 
در . بالاترين درصد تراريختگي را داشته است) درصد 3/27(

ها در  نمونه وري، طول زمان قرار گرفتن ريز روش غوطه
به . ها داشت سوسپانسيون باكتري تأثير زيادي بر رشد ريشه

وري بيشتر بود، ميزان رشد و توليد  مان غوطهطوريكه هرچه ز
طوريكه گاهي اوقات با توقف ه شود، ب ها كندتر انجام مي ريشه

اولين علائم ظهور ريشه مويين در روش . رشد همراه بود
مدت . دست آمد روز به 50 - 45وري در بازه زماني  غوطه

د هايي بو وري در سوسپانسيون باكتري نيز از فاكتور زمان غوطه
هاي مويين تراريخته احتمالي نقش داشت، به  كه در توليد ريشه

دقيقه بود  3- 5/2ها  طوري كه بهترين زمان در اين نمونه
هاي مويين در بازه  نتايج سرعت رشد ريشه). 3نمودار شماره (

نمونه برگ  هاي حاصل از ريز كه ريشه روز نشان داد 25زماني 
  رعت رشد را دارا بودند بيشترين افزايش طول و س A4با سويه 

  

  

  
  زني بذور تاتوره تماشايي  مقايسه ميانگين اثر تيمارهاي مختلف بر جوانه -1نمودار شماره 

  .درصد است 5دار در سطح  دهنده اختلاف معني اعداد متفاوت نشان
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  هاي مويين احتمالي راريختگي ريشهها بر درصد ت هاي مختلف با ريزنمونه نمودار مقايسه ميانگين اثر سويه -2نمودار شماره 

  
  

  
  وري هاي مويين تراريخته احتمالي در روش غوطه نمودار مقايسه ميانگين اثر فاكتور زمان به همراه ريزنمونه و سويه باكتري بر القاي ريشه - 3نمودار شماره 

  

روش درشت تزريقي اولين علائم ظهور  در). 4نمودار شماره (
روز پس از تلقيح با هر سه  23 -  20هاي مويين درست  ريشه

-گويي ريز بالاترين درصد پاسخ. سويه باكتري مشاهده شد

هاي برگ و بالاترين درصد  نمونه ها به اين روش در ريز نمونه
. مشاهده شد A4هاي مويين تراريخته احتمالي در سويه  ريشه

-وري در توليد ريشه نشان داد كه روش غوطه  همچنين نتايج

ثر واقع نشد و ؤن تراريخته گياه تاتوره تماشايي مهاي مويي

احتمالي حاصل، با استفاده از روش هاي تراريخته  اغلب ريشه
  .اند نمونه حاصل شده تزريق باكتري به ريز

  
  هاي مويين تأييد تراريختگي ريشه

اي  ، واكنش زنجيرهrol Bبه منظور اثبات حضور ژن 
نتايج نشان دادند . شدهاي اختصاصي انجام  پليمراز با آغازگر

 مويين ريشه 81يافته،  تلقيح برگ ريزنمونه 150 كه از

 درشت تزريقي وري غوطه
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هاي  نمونه درصد از 2/6 تنها كه آمد به دست احتمالي تراريخته
دادند  نشان مثبت پاسخ PCR آزمون به تراريخته احتمالي

) درصد 7/3(بيشترين درصد تراريزش . )1شكل شماره (
رگ و كمترين درصد و ريزنمونه ب A4مربوط به سويه 

و ريزنمونه برگ  15834درصد مربوط به سويه  02/1تراريزش 
جهت اثبات عدم حضور اگروباكتريوم در همچنين . بود

با استفاده از  PCRهاي مويين تراريخته احتمالي واكنش  ريشه
جفت بازي  423باند . انجام شد vir Dهاي اختصاصي ژن  آغازگر

 9ه شد و عدم ظهور اين باند در در نمونه اگروباكتريوم مشاهد
دهنده عدم وجود اگروباكتريوم در اين  كلون انتخابي ديگر، نشان

  ).1شكل شماره ( ها و اثبات صحت تراريختگي آنها است ريشه

  

  
  ريخته احتماليهاي مويين ترا نمودار مقايسه ميانگين اثر زمان به همراه ريزنمونه و سويه باكتري بر رشد طولي ريشه -4 شماره نمودار

  

  
 هاي مويين تراريخته احتمالي در ريشه vir Dو  rol Bهاي  اي پليمراز با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي ژن محصول واكنش زنجيره -1شماره شكل 

 11و چاهك شماره ) كنترل مثبت(پلاسميد باكتري  10مربوط به ريشه مويين تراريخته، چاهك شماره  9الي  1هاي  هاي شماره ، چاهك rol Bمربوط به ژن  PCRمحصول  - الف
  )1kb( DNAنشانگر وزن مولكولي : Mو چاهك ) كنترل منفي(شاهد 

 11، چاهك شماره )كنترل مثبت(پلاسميد باكتري  10مربوط به ريشه مويين تراريخته، چاهك شماره  9الي  1هاي  هاي شماره چاهك ، vir Dمربوط به ژن  PCRمحصول  - ب
  )1kb( DNAنشانگر وزن مولكولي : Mچاهك ). كنترل منفي(شاهد  12و چاهك شماره  vir Dبه ژن  مربوط

 ب الف
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هاي ثانويه در  بررسي اثر ساليسيليك اسيد بر توليد متابوليت
  هاي مويين تراريخته احتمالي ريشه

نشان داد  HPLCدست آمده از نمونه كروماتوگرام ه نتايج ب
د مقدار آتروپين و با افزايش غلظت ساليسيليك اسي

هاي مويين تراريخته افزايش يافت، اما  اسكوپولامين در ريشه
ها با افزايش  اين افزايش رابطه خطي نداشت و در برخي نمونه

بيشترين مقدار . ها كاهش يافت غلظت مقدار آلكالوئيد
مولار در ريشه مويين  ميلي 01/0اسكوپولامين در غلظت 

در حالي كه . شاهده شدتراريخته حاصل از كوتيلدون م
هاي بالاتر نسبت به نمونه  محتواي اين آلكالوئيد در غلظت

بيشترين مقدار آتروپين نيز در . شاهد كاهش چشمگيري داشت
هاي مويين  مولار ساليسيليك اسيد در ريشه ميلي 1/0غلظت 

جدول شماره (مشاهده شد تراريخته حاصل از ريز نمونه برگ 
  پيك زمان ، HPLCط ها توس كالوئيددر بررسي تروپان آل). 2

بازداري براي آتروپين در ريزنمونه ريشه مويين تراريخت 
مولار ساليسيليك  ميلي 1/0حاصل از ريزنمونه برگ در غلظت 

دقيقه به دست آمد  60/7دقيقه و براي اسكوپولامين  80/8اسيد 
اين درحالي است كه ). 3شكل شماره (و ) 2شكل شماره (

داري اسكوپولامين در نمونه مذكور در غلظت پيك زمان باز

دقيقه  15/6دقيقه و براي آتروپين  55/4مولار  ميلي 01/0
در نمونه شاهد پيك زمان بازداري براي آتروپين . گزارش شد

همچنين در . دقيقه بود 90/4دقيقه و براي اسكوپولامين  7
بررسي صورت گرفته بر روي ريشه مويين تراريخته، محتواي 

 01/0پولامين افزايش يافت به طوري كه در غلظت اسكو
مولار ساليسيليك اسيد پيك زمان بازداري اسكوپولامين  ميلي

در حالي كه در نمونه شاهد مقدار . دقيقه را نشان داد 35/5
  ).4شكل شماره (دقيقه گزارش شده بود  85/4اسكوپولامين 

 هاي اين نتايج نشان دادند كه محتواي آتروپين در ريشه
هاي  مويين تراريخته حاصل از ريز نمونه برگ نسبت به ريشه

مويين تراريخته حاصل از ريزنمونه كوتيلدون تحت تيمار 
مولار، افزايش چشمگيري  ميلي 1/0ساليسيليك اسيد در غلظت 

برابر بيشتر از  3/4داشته است به طوري كه اين ميزان حدود 
كوتيلدون تحت تراريخته حاصل از زيرنمونه  هاي مويين ريشه

در مقابل، محتواي اسكوپولامين در . تيمار مذكور بوده است
هاي مويين تراريخته حاصل از ريزنمونه كوتيلدون تحت  ريشه

مولار نسبت به  ميلي 01/0تيمار ساليسيليك اسيد در غلظت 
  .برابر بيشتر مشاهده شد 5هاي حاصل از برگ حدود  نمونه

  
 )mg/ml(هاي مختلف ساليسيليك اسيد بر مقدار محتواي آتروپين و اسكوپولامين  بررسي اثر غلظت -2 شماره جدول

  شماره آزمايش
  

  ريزنمونه
 

  سويه
 

Atropine 0.1 
mM 

Atropine 0.01 
mM 

Scopolamine 
0.01 mM 

Scopolamine 
0.1 mM 

1  Leaf A4  0.044 0.040  0.050  0.048  

2  Leaf A4  0.060 0.032  0.064  0.048  

3  Leaf A7  0.038 0.030  0.046  0.030  

4  Leaf A7  0.038 0.033  0.044  0.040  

5  Leaf A4  0.043 0.040  0.053  0.050  

6  Cotyledon A7  0.023 0.011  0.046  0.040  

7  Cotyledon A7  0.051 0.053  0.066  0.060  

8 CotyledonA70.0500.043 0.053 0.031 

9  Cotyledon A4  0.046 0.047  0.035  0.022  
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افزايش . آتروپين و اسكوپولامين ناشي از ريشه مويين تراريخت حاصل از برگ در تيمار ساليسيليك اسيد HPLCنمونه كروماتوگرام  -2 شماره شكل

  ميزان آتروپين در نمونه تيمار شده و شاهد
  دقيقه 60/7دقيقه و اسكوپولامين  80/8نمونه تحت تيمار، پيك زمان بازداري آتروپين  - ب، دقيقه 90/4دقيقه و اسكوپولامين  7نمونه شاهد، پيك زمان بازداري آتروپين  - الف

 

  
و ريشه مويين تراريخته در محيط ) 1(مولار ساليسيليك اسيد  ميلي 01/0حاوي  MS 2/1ريشه مويين تراريخته حاصل از گياه تاتوره تماشايي در محيط  - 3 شماره شكل

MS 2/1  توده ريشه مويين تراريخته رشد يافته - ب. توده ريشه مويين تراريخته رشد يافته - الف). 2(ساليسيليك اسيد  مولار ميلي 1/0حاوي.  
 

  
آتروپين و اسكوپولامين ناشي از ريشه مويين تراريخته گياه تاتوره تماشايي حاصل از كوتيلدون در تيمار  HPLCنمونه كروماتوگرام  -4 شماره شكل

  يش ميزان اسكوپولامين در نمونه تيمار شده و شاهدافزا. ساليسيليك اسيد
دقيقه و اسكوپولامين  80/6نمونه تحت تيمار، پيك زمان بازداري آتروپين  - ب، دقيقه 85/4دقيقه و اسكوپولامين 90/6نمونه شاهد، پيك زمان بازداري آتروپين  -الف

  دقيقه 35/5
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  نويههاي ثا بررسي اثر متيل جاسمونات بر توليد متابوليت
كاهش  HPLCها توسط  نتايج حاصل از بررسي آلكالوئيد

ها را با استفاده از متيل جاسمونات نشان  توليد اين آلكالوئيد
همچنين سطوح مختلف متيل جاسمونات بر محتواي . داد

ثيري نداشت و فقط محتواي اسكوپولامين موجود أآتروپين ت
ه شاهد از داري نسبت به نمون در نمونه كوتيلدون كاهش معني

  ).5شكل شماره (خود نشان داده است 
 20-23نتايج به طور كلي نشان دادند كه پس از گذشت 

هاي برگ  هاي مويين در ريز نمونه روز اولين علائم رشد ريشه
بيشترين . و كوتيلدون در روش درشت تزريقي مشاهده شد

ها به ترتيب مربوط به برگ در سويه  درصد تراريختي ريز نمونه

A4  و كوتيلدون در سويهA7 وري  در روش غوطه. بود
هاي مويين مشاهده شد و  ترين درصد تراريختگي ريشه پايين

). درصد 9/89(جا نمودند  ها توليد ريشه نا به اغلب ريز نمونه
استفاده از تيمار ساليسيليك اسيد نيز سبب افزايش محتواي 

ي مويين ها ها شد به نحوي كه در بين ريشه تروپان آلكالوئيد
تراريخت بالاترين ميزان آتروپين در ريز نمونه برگ در غلظت 

مولار و بيشترين ميزان اسكوپولامين در ريشه مويين  ميلي 1/0
 01/0تراريخت حاصل از ريز نمونه كوتيلدون در غلظت 

تيمار متيل جاسمونات نيز در تمام . مولار مشاهده شد ميلي
ها و همچنين كاهش  ها سبب كاهش محتواي آلكالوئيد غلظت

  .هاي مويين تراريخته شد رشد ريشه
  
  

  
 

در ) ب(و برگ ) الف(آتروپين و اسكوپولامين حاصل از ريشه مويين تراريخته كوتيلدون گياه تاتوره تماشايي  HPLCنمونه كروماتوگرام  -5شكل شماره 
  نسبت به نمونه شاهد ميكرو مول 100كاهش محتواي اسكوپولامين در غلظت . تيمار متيل جاسمونات

پيك زمان بازداري آتروپين در نمونه تحت : 3دقيقه،  76/6پيك زمان بازداري اسكوپولامين در نمونه شاهد : 2دقيقه،  20/6پيك زمان بازداري آتروپين در نمونه شاهد : 1 - الف
  .هدقيق 57/6پيك زمان بازداري اسكوپولامين در نمونه تحت تيمار : 4دقيقه،  18/6تيمار 

 دقيقه 98/6پيك زمان بازداري آتروپين در نمونه تحت تيمار : 2دقيقه و  7پيك زمان بازداري آتروپين در نمونه شاهد : 1 - ب
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  ، اولدهم، دوره انزشفصلنامه گياهان دارويي، سال 
  1395 زمستان، ه دهنامه شمار ويژه

 

و همكارانقادرمزي    

 

 بحث 

توانند بر روي درصد  به طور كلي عوامل متعددي مي
هاي  هاي مويين توسط اگروباكتريوم در گونه تراريختگي ريشه

انتخاب برترين . باشندثري داشته ؤمختلف گياهان نقش م
هاي رشد، نژاد  كننده هاي معيني از تنظيم محيط كشت با غلظت

هاي انتقال ژن  اگروباكتريوم و حتي غلظت آن، روش) سويه(
هاي مهم و  به گياه، سن و نوع ريزنمونه همگي از فاكتور

هاي مويين و افزايش  گذار در افزايش تراريختگي ريشه ثيرأت
در اين تحقيق از . باشند ثانويه آنها مي هاي محتواي متابوليت

هاي مختلف  زني بذر، سويه هاي مختلف جوانه تيمار
هاي مختلف تلقيح در  اگروباكتريوم، ريزنمونه، اليسيتور و روش

تا بحال كار (ها بر روي ژنوتيپ جديد  جهت افزايش آلكالوئيد
هاي صورت گرفته  در بررسي. استفاده شده است) نشده است

، )1990(و همكاران  ]18[ (Chartwood) ارت وودچ توسط
يابي به بالاترين محتواي تروپان  گزارش كردند كه براي دست

. هاي سازمان يافته حائز اهميت است ها، كشت بافت آلكالوئيد
هاي ريشه و بيوسنتز تروپان  آنها معتقد بودند كه بين تمايز بافت

ابراين، كشت درون بن. ها ارتباط مستقيمي وجود دارد آلكالوئيد
اي را به عنوان يك سيستم بيوتكنولوژي مناسب جهت  شيشه

لذا . ها اعلام نمودند افزايش بازده محتواي تروپان آلكالوئيد
ها  ها و هورمون به دليل دارا بودن انواع ويتامين MSمحيط 

طور كه  همان. ]19[ثر باشد ؤتواند م زني بذور مي براي جوانه
نيز در پژوهش خود بر  ]20[و همكاران  (Khatodia)خاتوديا 

روي چند گياه خانواده سولاناسه، اعلام كردند كه به منظور 
هاي مويين  هاي ثانويه از كشت ريشه توليد بيشتر متابوليت

 بازدهتراريخته نوع و غلظت عناصر محيط كشت در بالا بردن 
هاي قبلي، پوسته  اساس پژوهش بر. توليد حائز اهميت است

زني بذور تاتوره تماشايي است  بذر عامل بازدارنده جوانه اوليه
در اين پژوهش نيز حضور پوسته بذر عامل اصلي در . ]21[

ها بود و تيمار خراش ناحيه  كاهش قدرت جوانه زني بذر
 ترين تيمار به عنوان كاربردي) قطع سر جنين(خروج جنين 

ين البته بايد به ا. جهت شكست دوره خواب بذور معرفي شد
  زني بذور تاتوره  نكته نيز اشاره كرد كه علت عدم جوانه

  

  

تماشايي تنها وجود پوسته سخت بذر نيست بلكه عوامل 
ها شوند  تواند مانع از جوانه زني بذر بازدارنده ديگري نيز مي

ها و شناسايي نوع خواب  بنابراين با القاي برخي تيمار. ]22[
  .برد زني را بالا توان درصد جوانه بذر مي

هاي مهمي  هاي باكتري و ريزنمونه از جمله فاكتور سويه
هاي مويين تراريخته را تحت  توانند القاي ريشه هستند كه مي
در اين مطالعه نيز نتايج نشان داد كه ريزنمونه . تأثير قرار دهند

نمونه و القاي ريشه  برگ و به دنبال آن كوتيلدون براي تهيه ريز
اين امر به دليل بالا بودن سرعت تقسيم مويين مناسب بوده كه 

هاي مويين به دليل  در واقع ريشه. سلولي در اين نواحي است
قابليت تقسيم و  Riاز پلاسميد  T-DNAادغام شدن قطعه 

-هاي رشد كسب مي كننده رشد سريع را بدون حضور تنظيم

هاي متوالي  لذا توانايي رشد نامحدود خود را در كشت. نمايند
و همكاران  ]25[در پژوهش نادريان  .]23، 24[نند ك حفظ مي

 A. rhizogenesهاي باكتري  كه به بررسي تأثير سويه) 1393(
 66/86با  A4نشان داد سويه  ،در گياه تاتوره تماشايي پرداختند

در پژوهش . درصد بيشترين درصد تراريختگي را داراست
گزارش  درصد 66/89حاضر درصد تراريختگي سويه مذكور 

و همكاران  ]26[در مطالعات انجام گرفته توسط فارسي . شد
داري در  اختلاف معني D. stramoniumبر روي گياه ) 1383(

 و A4هاي مويين تراريخته بين دو سويه  توليد ريشه
LBA9402 اي كه سويه  به گونه. مشاهده شدA4  4حدود 

 در اين. برابر بيشتر از سويه ديگر توليد ريشه مويين كردند
 15834برابر بيشتر از سويه  5پژوهش نيز سويه مذكور حدود 
هاي  كه تمام ريشه به طوري. توليد ريشه مويين تراريخته نمود

مويين حاصل از تلقيح اين سويه داراي بالاترين محتواي 
و  Khatodiaنتايج تحقيقات . ها بودند تروپان آلكالوئيد

ده سولاناسه كه به نيز بر روي چند گياه از خانوا ]20[همكاران 
هاي مويين تراريخته با  بررسي تركيبات ثانويه مهم آنها در ريشه

اگروباكتريوم رايزوژنز  15834و  A4استفاده از نژادهاي 
- دار اين تركيبات در ريشه پرداخته بودند حاكي از افزايش معني

و كاهش اين تركيبات  A4هاي مويين القا شده توسط سويه 
مشابه اين نتايج نيز در . ده استش 15834توسط سويه 
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 (Khelifi) خليفيو همكاران و  (Dehghan) دهقان تحقيقات
- در بررسي Khelifi. نيز مشاهده شده است ]27[و همكاران 

هاي خود بر روي چند گونه مختلف از گياه تاتوره اعلام 
هاي انتخابي از گونه تاتوره تماشايي  كردند كه، تمامي لاين

-بت به نژادهاي اگروباكتريوم از خود بروز دادهپاسخ مثبتي نس

و گونه  A4اند و بيشترين درصد تراريختگي مربوط به سويه 
Datura innoxia است.  

ها جهت القاي ريشه مويين  سازي ريز نمونه هاي آلوده روش
هاي مهم جهت دستيابي به ريشه مويين  نيز از ديگر فاكتور

حاصل در اين مطالعه نشان نتايج . تراريخته با كيفيت بالاست
وري از  داد كه روش درشت تزريقي نسبت به روش غوطه

اهميت بيشتري چه از نظر زماني و چه از نظر توليد ريشه 
هاي  از طرف ديگر سويه. مويين تراريخته برخوردار است

العمل بهتري از خود  باكتري در روش درشت تزريقي نيز عكس
ظهور اولين علائم ريشه  كه مدت زمان بروز دادند به طوري

روز بود، درحالي كه  23-20مويين در اين روش در بازه زماني 
روز اتفاق  50- 45وري اين زمان در حدود  در روش غوطه

در حقيقت چون در روش تزريق سطح كمتري از نمونه . افتاد
وري ريز نمونه كمتر در  شود و نسبت به روش غوطه زخم مي

گيرد روش مناسبي جهت القاي  معرض حمله باكتري قرار مي
نيز  و همكاران Khatodia. شود ريشه مويين محسوب مي

 Solanumهاي مويين تراريخته در گياه جهت القاي ريشه

xanthocarpum مشاهده كردند كه روش درشت تزريقي ،
اين . در محل زخم شده است درصد 75منجر به افزايش پاسخ 

هاي مويين  ريشه در حالي بود كه مدت زمان ظهور اولين
نتايج . روز گزارش شد 12تراريخته احتمالي در بازه زماني 

- كه به بررسي القاي ريشه ]28[و همكاران  Jeniferپژوهش 

- هاي مويين در گياه تاجريزي پرداخته بودند نشان داد، ريشه

هاي موييني كه حاصل از قطعات جدا كشت برگ بودند و با 
روز  5دند، ظرف مدت روش درشت تزريقي تلقيح شده بو

هاي  پس از تلقيح با اگروباكتريوم رايزوژنز قادر به توليد لاين
 ]29[از طرف ديگر در نتايج سليماني . تراريخته پر رشد بودند

بر روي گياه دارويي باباآدم مشخص شد، ) 1391(و همكاران 
روش تزريق با سرنگ بهترين روش جهت القاي ريشه مويين 

باور بودند كه تا زماني كه از گياهچه كامل اين  آنها بر. است
براي القاي ريشه مويين به روش درشت تزريقي استفاده 
. نمودند، توانايي گياه در حفظ بنيه آن و تكثير سلولي بيشتر شد

هاي مويين در منطقه زخمي شده با  همچنين خروج ريشه
هاي برگ  سوزن سرنگ انسولين در ناحيه ساقه و ريز نمونه

به منظور القاي ريشه  Silybum marianumگياه نظير چندين 
  . ]30[مويين تراريخته گزارش شده است 

 كشت، محيط سن اليسيتور، غلظت مانند مختلفي عوامل
 محيط كه زماني مدت و كشت محيط به اليسيتور افزودن زمان
 هاي متابوليت توليد افزايش بر گيرد، مي قرار اليستور معرض در

ثير را در نتايج أاما آنچه بيشترين ت. ]31[گذارد  مي ثيرأت ثانوي
اين تحقيق نشان داد غلظت اليسيتور مورد استفاده بود كه نقشي 

. هاي ثانويه از خود نشان داد كليدي در افزايش متابوليت
هاي تراريخته تيمار  هاي ثانويه در ريشه گيري متابوليت اندازه

هاي بالاي  لظتشده با ساليسيليك اسيد نشان داد كه در غ
. يابد ساليسيليك اسيد مقدار آلكالوئيدها به شدت كاهش مي

بر روي گياه شابيزك ) 2001(و همكاران  ]LEE ]32نتايج 
هاي بالاي ساليسيليك اسيد موجب كاهش  نشان داد كه غلظت

اين نتيجه در . شود لكالوئيدهاي اسكوپولامين و هيوسيامين ميآ
فزايش غلظت ساليسيليك اسيد دهنده آن است كه ا واقع نشان

ها را مختل  هاي مسير بيوسنتزي تروپان آلكالوئيد فعاليت آنزيم
همچنين نتايج تحقيق حاضر . ]33[) 1389شريفي، (كند  مي

نشان داد بيشترين مقدار آتروپين در نمونه ريشه مويين حاصل 
مولار و بيشترين مقدار  ميلي 1/0از برگ در غلظت 

مولار در نمونه ريشه مويين  ميلي 01/0ت اسكوپولامين در غلظ
نتايج فوق با نتايج تحقيق . حاصل از كوتيلدون بوده است

بر روي گياه شابيزك مطابقت  ]33[) 1389(شريفي و همكاران 
) 2008(و همكاران  ]34[ (Prakash) پراكاش همچنين. دارد

در مطالعات اثر ساليسيليك اسيد بر روي ريشه مويين 
Azadira chtaindica ثره را در اين ؤافزايش توليد تركيبات م

و  ]35[ (Manthe) مانددر مطالعات . گياه مشاهده كردند
كاهش  Vicia fabaهاي مويين  روي ريشه) 1992(همكاران 

هاي  قابل توجه رشد ريشه و ايجاد سميت بر اثر تيمار با غلظت
  . مولار ساليسيليك اسيد مشاهده شد ميلي 5/3بالاي 
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مربوط به اثر متيل جاسمونات نيز حاكي از كاهش  نتايج
هاي بالاي اين تيمار  مقدار آتروپين و اسكوپولامين در غلظت

كاهش وزن خشك ريشه ) 2009(و همكاران  ]36[شباني . دارد
هاي  و افزايش متابوليت ثانويه در نتيجه تيمار گياهچه

تحقيق كه با نتايج  ان با متيل جاسمونات عنوان كردندبي شيرين
زيرا هرچه ميزان غلظت متيل  ،خواني ندارد حاضر هم

هاي تحت تيمار افزايش يافت از ميزان  جاسمونات در نمونه
اي  كننده تحقيقات تكميل. ها كاسته شد محتواي تروپان آلكالوئيد

لازم است تا حد توان گياه تاتوره تماشايي را در برخورد با 
در واقع . ص كندهاي بالاتر متيل جاسمونات، مشخ غلظت

هاي متفاوت بر  اثرات مختلف يك محرك هورموني با غلظت
توان به تفاوت در  ثره يك گياه را ميؤروي محتواي ماده م

همچنين اثرات اين . هاي بيوسنتزي آنها نسبت داد مسير
تواند به عوامل متعددي نظير غلظت اليسيتور،  ها مي محرك

بستگي داشته باشد ... ه ومدت زمان القاي اليسيتور، ژنوتيپ گيا
 .]37، 38[) 1393خداياري و همكاران، (

 

  گيري نتيجه
-نتايج اين تحقيق نشان داد نوع ريزنمونه، نژاد طور كلي،ه ب

سازي  هاي آلوده هاي مختلف آگروباكتريوم رايزوژنز و روش
ها جهت القاي ريشه مويين تراريخته و دستيابي به  ريزنمونه

هاي اصلي در  ها از فاكتور ان آلكالوئيدبالاترين محتواي تروپ
كشت ريشه مويين تراريخته در گياه تاتوره تماشايي به شمار 

از طرف ديگر با توجه به اثرات افزايشي برخي . رود مي
ها  رسد استفاده از اين محرك هاي هورموني به نظر مي محرك

و تركيبات فعال آنها روش مناسبي به ) هاي زيستي اليسيتور(
-هاي ثانويه در شرايط كشت بافت مي ر افزايش متابوليتمنظو

  .باشد
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