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 زرين گياه ك اسيد در ريشه موييننيرزماريتوليد سين بر ان و كلشيزكيتوالقايي  اثر
(Dracocephalum kotschyi Boiss) 

  محمد فتاحي و *نسرين ايوبي، بهمن حسيني
  گروه علوم باغبانيدانشكده كشاورزي،  دانشگاه اروميه،اروميه، 

 27/2/95 :تاريخ پذيرش  19/10/94 :تاريخ دريافت

  چكيده
. گياهي علفي، چندساله و اندميك ايران از خانواده نعناع است (Dracocephalum kotschyi Boiss)علمي  با نام گياه زرين

هاي ريشه .گياه خاصيت ضدسرطاني دارد پيكره رويشيتحقيقات اخير دارويي نشان داده است كه فلاونوئيد متوكسي موجود در 
در اين مطالعه اثر محركهاي  .دست آمده ري آگروباكتريوم رايزوژنز بباكت 15834پس از تلقيح  ريزنمونه برگي با  سويه مويين 

-ميلي 150و  100، 50، 0( هايغلظت دران زكيتوو ) درصد 05/0و  03/0، 01/0، 0( هايغلظت درسين كلشيمحرك  زيستي شامل

هاي آناليز واريانس داده .شد العهو توليد رزمارينيك اسيد مط هاي مويين توليد شدهبر رشد ريشه ساعت 48به مدت ) گرم در ليتر
كل و ميزان فلاونوئيد نشان داد كه بين تيمارها فنول  ان بر ميزان فعاليت آنتي اكسيداني كل،زسين و كيتوحاصل از اثر كلشي

مي  سينكلشيدرصد  05/0مربوط به سطح  )درصد 33/90( نتي اكسيدانآبيشترين افزايش در ميزان  .وجود دارددار اختلاف معني
 HPLCنتايج آناليز . مشاهده گرديد )درصد 63(هاي غير تراريخت ين ميزان فعاليت آنتي اكسيداني نيز در ريشهكمتر و باشد

به  درصد 05/0سين با غلظت هاي تراريخت تيمار شده با محرك كلشيبيشترين مقدار رزمارينيك اسيد در ريشهنشان داد كه 
كمترين مقدار رزمارينيك اسيد و  µg /mg DW 1/15 به ميزان ،mg/l 100ا غلظت ان بزو كيتو µg /mg DW 8/35ميزان 

با توجه به اهميت توليد رزمارينيك اسيد در  .ثبت گرديد و µg /mg DW 8/13 ،)شاهد( هاي غير تراريختريشه مربوط به
ن بهبود توليد تركيبات ارزشمند دارويي صنعت داروسازي، نتايج مطالعه نشان داد كه با استفاده از روشهاي فنĤوري زيستي امكا

  0441-83277955 .باشد مي فراهم

  ك اسيد، ريشه مويين، محركني، رزماريآگروباكتريوم رايزوژنز :كليدي واژه هاي

 b.hosseini@urmia.ac.ir :پست الكترونيكي،  0441-32779558 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
 نعناع تيره جنسهاي ترينمهم از Dracocephalum جنس

 ايران در آن گونه 8 كه مي باشد گونه 186 شامل كه بوده

 در جنس اين بومي مهم هايگونه از يكي. رويدمي

 در كه است  Dracocephalum kotschyi Boissايران

). 28( شودمي يافت ايران مركز و غرب شمال، از قسمتهايي
 بادرنجبويه و) n2=20( گياه زرين نام با انحصاري گونه اين

 در گياهان از يكيين گياه زر .شودمي مشخص دنايي

   ).5( مي باشد ايران انقراض معرض

  زرين در موجود  تركيبات كه است داده نشان اخير تحقيقات

اسانس،  حاوي و بوده ارزشمند دارويي لحاظ ازگياه 
مي مونوترپن  اسيد و گليكوزيدهاي رزمارينيك فلاونوئيد،

صد پيكره رويشي زرين گياه حاوي اسانس بوده و در. باشد
گزارش شده است ) حجمي به وزني( 67/1تا  6/0آن بين 

قابل توجهي  زيستي رزمارينيك اسيد داراي فعاليتهاي ). 3(
 و باكتري، ضد فسادپذيري ويروس، ضد ضد: هاز جمل

  ).37( اكسيداني استنتيآ

با توجه به اينكه امروزه روشهاي قديمي و كلاسيك تكثير 
گوي بسياري از نيازها و اصلاح گياهان به تنهايي جواب
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، لازم است روشهاي جديدتري جايگزين يا مي باشدن
. تكميل كننده روشهاي قبلي مورد استفاده قرار گيرد

به اين هدف، استفاده از رسيدن ترين راه براي مناسب
 سيستم ).4( مي باشد فناوريروشهاي زيست 

 گياهان در موفق تراريختي سيستم اولين آگروباكتريوم،
 از يعلائم ،ميلادي 1983 سال در آن كاربرد كه شدبامي

 مي باشد گياهي ژنتيك مهندسي در موانع شدن برطرف
 است وابسته مختلفي پارامترهاي به موئين ريشه ءالقا .)10(

 هاينمونه عموماً .گياهي بافت و سن گياهي، گونه: مثل
مطالعات . )31( هستند حساس خيلي هاباكتري جوان به

 و برگي هاينمونه ريزقبلي روي القاي ريشه مويين از 
 توسط Dracocephalum kotschyi ماهه يك هايگياهچه

 LBA 9402( رايزوژنز آگروباكتريوم مختلفهاي  سويه
،A13 ،ATTCC15834 ،A4  وMSU 440 (كه نشان داد 

 ATTCC از سويه) درصد 60( تراريختي درصد بالاترين

   .)2(گرديد  حاصل 15834

 كشت در محركها طريق از ثانويه، هايتمتابولي توليد افزايش
 كه است كرده باز جديدي مطالعاتي فضاي گياه، سلولي

 باشد اشتهد زيستي صنايع براي مهم اقتصادي منافع دتوانمي
 دارويي بالاي ارزش از تركيبات اين از بسياري كه

 به كه است ساكاريدي پلي انزكيتو. )20و  7( برخوردارند

 دريايي پوستان سخت ساير و صدف از طبيعت در فراواني

  جمله از
 Pandalus borealisيدآمي دستبه قارچها سلولي ديواره و 

 ركيباتت مقدار افزايش موجب انزكيتو ريحان در .)17(
- مي اوژنول و رزمارينيك اسيد ويژهبه دار،ترپن وكل  فنولي

ميلي گرم در ليتر  150كيتوزان در تحقيقي اثر  .)21( شود
صورت گرفت،  .Artemisinin annua Lروي ريشه مويين 
 شد µg /mg  8/1به مقدار ننييزيآرتمو باعث افزايش 

 غدة از ارب اولين براي كه است آلكالوئيدي سينكلشي .)26(

 Zeisel توسط هپاييز  (Colchicum autumnale)حسرت گل

 زرين اهميت به توجه با ).6( داستخراج ش 1883در سال

 بسيار كاربرد كه گياه اين ارزش با بسيار تركيبات و گياه

و با توجه به قرار گرفتن گياه در  دارد داروسازي در فراواني
ده از اين گياه ليست گياهان در معرض انقراض براي استفا

در كوتاه مدت، روشهاي كشت بافت شامل كشت سلول و 
د با مقدار كم مواد اوليه انجام مي توانمويين  سيستم ريشه

 از برخي اثربراي اولين بار  حاضر پژوهش در بنابراين. شود
 در ثرهؤم مواد ميزان بركيتوزان  و سين مانند كلشي محركها

  .قرار گرفت مورد بررسي گياه اين

  هامواد و روش
 طرح قالب در تمامي آزمايشات اين پژوهش: مواد گياهي

 علوم گروه گياهي بافت كشت آزمايشگاه در، تصادفي كاملاً

 .گرديد انجام اروميه دانشگاه كشاورزي دانشكده باغباني
 در نيز rol B ژن حضور تأييد و ژنتيكي مطالعاتهمچنين 

. گرديد نجاما اروميه دانشگاه زيست فنĤوري پژوهشكده
 ربذ پاكان شركت از، گياه زرين بذرهايبراي انجام كار ابتدا 

 كردن برطرف منظوربه .شد خريداري )ايران- اصفهان(
 مدت به غليظ سولفوريك اسيد در بذور ابتدا بذر، خواب

 اتفاق بذور زنيجوانه حداكثر تا شدند ورغوطه دقيقه 10
 درصد 70 اتانول در ابتدا بذور ،ضدعفوني جهت .)13( افتد
 مقطر آب با بار 3 سپس و شده ورغوطه دقيقه يك مدت به

 درصد 10 سديم هيپوكلريت با بعد و داده شستشو استريل
 آب با بار 3 نهايت در و ضدعفونيدقيقه  10 مدت به تجاري
كه  مي باشدلازم به ذكر . اده شدد شستشو استريل مقطر
  .گرديد جامان لامينار هود زير در مراحل اين تمام

هاي تهيه شده در اين آزمايش ريزنمونه: القاي ريشه مويين
آگروباكتريوم  15834 با سويهاي از برگهاي يك هفته

دقيقه به روش  1به مدت  OD)= 4/0- 3/0( رايزوژنز
  MSوري تلقيح داده شد و سپس به محيط كشتغوطه

و به  سانتي گراد درجه 28و در دماي  ندانتقال داده شد
جهت  24±2در دماي  ساعت در شرايط تاريكي 48 مدت
ساعت  48 و بعد از ندنگهداري شدمويين  ريشه يالقا

بار با آب مقطر استريل شستشو داده و به روي  3ها نمونه
ب اضافي انتقال آكاغذ صافي استريل شده جهت جذب 
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 200 حاوي  MSبه محيط كشت  هاسپس نمونه .ندداده شد
حذف جهت  ي بيوتيك سفوتاكسيمآنت گرم در ليترميلي

 هايمنتقل شده و جهت ظهور ريشه باكتري از ريزنمونه
در شرايط تاريكي و در زير فويل آلومينيومي مويين 

مويين  هايريشهلاين پر رشد گرم از  1/0. نگهداري شدند
ليتر ميلي 30دار كه حاوي هاي مخصوص توريبه شيشه

لامينار انتقال داده  بودند در زير هود MS 4/1 محيط مايع
ان زكيتو اول شد و پس از يك هفته شروع به اعمال تيمار

تكرار و  3در گرم در ليتر ميلي 150و  100، 50غلظت  3 در
 05/0و  03/0، 01/0غلظت  3سين در كلشيتيمار دوم 

به مدت  و مايع MSدر محيط كشت پايه  تكرار 3با  درصد
ها با آب نمونهساعت  48بعد از  .ساعت اعمال شد 48

 MS مقطر استريل شسته شده و به محيط كشت مايع

و در همان شرايط محيطي آزمايش قبل  منتقل گرديد4/1
در شرايط سانتي گراد درجه  28باتور با دماي وشيكر انك(

. نگهداري شدند )دور در دقيقه 180تاريكي و با دور 
هاي گياهان غير تراريخت هم به منظور مقايسه در ريشه

آزمايشات آناليز بيوشيميايي و مولكولي با كشت بذر گياه 
 .تهيه گرديد MSدر محيط كشت پايه 

 گيري متانولي جهت اندازه گيري آنتي اكسيدان،عصاره
هاي خشك گرم از ريشه 1/0مقدار : كل و فلاونوئيدفنول 

داخل لوله آزمايش به و  شدهدر هاون آسياب  ،شده در آون
دي اتيل اتر  ليترميلي 10هود مقدار  در زير .دمنتقل گردي

درجه  4(ساعت در يخچال  24داخل لوله اضافه و به مدت 
-بعد از چند بار تكان دادن لوله. دنگهداري ش )سانتي گراد

سي  10ها، عصاره اتري حاصله را در زير هود داخل بشر 
از اتر را داخل  ليترميلي 5دوباره مقدار . دسي منتقل گردي

، به با تبخير شدن اترساعت  5و بعد از گذشت  لوله ريخته
درصد  80متانول  ليترميلي 5ماده جامد باقي مانده مقدار 

تميز كرده تا به محلول  كاملاًسپس ديواره ظرف را و اضافه 
اضافه بشود و در نهايت عصاره حاصل شده از صافي عبور 

 نگهداري شد سانتي گراددرجه  4داده شده و در يخچال 
  )35 و 14(

-آنتي فعاليت جهت اندازگيري: ياكسيدانآنتي فعاليت

 950 ،هاليتر از عصاره متانولي نمونهميكرو 50به  ياكسيدان

تا  15 پس از اضافه و )DPPH  )mol/lit 5 -10×6 ليترميكرو
قرائت و  اسپكتروفتومتر نانومتر 517طول موج در دقيقه  30

 )بلنگ(هد جهت تهيه شا .گذاري شدي در فرمول زير جا
اكسيدان نيز به روش بالا عمل كرده، فقط به جاي آنتي

  ).9( درصد اضافه شد 80ميكروليتر متانول  50 ،عصاره

AC  :0بلنگ ميزان جذب               

AS  :نمونه ميزان جذب  

كل ابتدا فنول  گيريهبه منظور انداز: كلفنول  گيريهانداز
 600ليتر آب و ميكرو 90متانولي، ليتر عصاره ميكرو 30به 

 10الي  5 پس از درصد اضافه كرده و 10ليتر فولين ميكرو

 شدهدرصد اضافه  10ليتر كربنات سديم ميكرو 480 دقيقه،
نگهداري ساعت در جاي تاريك  2 الي 5/1و در نهايت 

ها به بنفش تغيير كند و سپس با تا رنگ نمونه گرديد
. نانومتر قرائت شد 765طول موج و  روفتومتردستگاه اسپكت

معادله حاصل از را در  (Y)در نهايت مقدار جذب 
بر  )X( كلفنول  گذاري كرده تا مقدار كاليبراسيون جاي

  .)33( ددست آيه ب )µg/g DW(حسب 
Y 0.0007X+0.0145 

 كل فلاونوئيد گيريهانداز براي: كل فلاونوئيد گيريهانداز

 نيتريت ليترميكرو 150 تانولي،م عصاره از ميكروليتر 500 به

- ميكرو 300 ،دقيقه 5 پس از و كرده اضافه درصد 5 سديم

، دقيقه 5 پس از و شده اضافه درصد 10 آلومينيوم كلريد ليتر
 با نهايي حجم نهايت در و اضافه مولار 1 سود ليترميلي 1

 دستگاه با سپس و شد رسانده ليترميلي 5 به مقطر آب

 مقدار .قرائت شد نانومتر 380 موج ولط و روفتومتراسپكت

 مقدار تا كرده جاي گذاري زيرمعادله   در را (Y) جذب

 .آيد به دست) g Qu/g DW (ب حس بر (X) كل فلاونوئيد
 منحني رسم براي استاندارد عنوان به كوئرسيتين از

  .)32( شد استفاده كاليبراسيون
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Y .002X+0.011 

 تأييدبه منظور : اي ريشه مويينبر PCRآناليز  تأييد
 هايريشه از هريك ژنومي DNA ابتدا ،rolBحضور ژن 

 واكنش). 19( گرديد استخراج CTAB روش بهمويين 

  rol B ژن حضور تأييد منظور به مراز پلي ايزنجيره
 گرديد انجاممويين  هاي ريشه در رايزوژنز آگروباكتريوم

ژن در بانكهاي بر اساس توالي زير آغازگرهاي  توالي
 rol ژنbp 780 قطعات  تكثير منظور بهاطلاعاتي طراحي و 

B قرار گرفتند استفاده مورد :  
F : 5´- TGGATCCCAAATTGCTATTCCACGA-3´ 

R:5´-TTAGGCTTCTTTCTTCAGGTTTACTGCAGC-3´ 
 درجه 94 دماي در دقيقه 5 مدت به اوليه زياسواسرشت

 واسرشت حلهمر شامل دمايي سيكل 39 سپس سانتي گراد

 دقيقه، 1 مدت به سانتي گراد درجه 94 دماي در سازي

 20 و دقيقه 1 مدت به سانتي گراد درجه 53 دماي در اتصال

 در ثانيه 30 و دقيقه 1 مدت به درجه 72 دماي در بسط ثانيه،

 دقيقه 10 مدت به گراد سانتي درجه 72 دمايي سيكل نهايت
 كنترل عنوان به ريباكت سازي مادهآ منظور به .امجام گرفت

 سويه باكتري كلني از مقداري ،PCRواكنش  در مثبت

 محلول از سپس شد حل استريل مقطر آب در 15834

 PCR ليترميكرو 5/12 حاوي تيوپهاي به ميكروليتر 1 حاصل

master mix، 1 ليترميكرو 5/9 و آغازگر هر از ليترميكرو 

 انجام زا بعد. گرديد اضافه ديونيزه استريل مقطر آب

 3 همراه به PCR محصول از ميكروليتر PCR ، 5واكنش

 برومايد اتيديوم حاوي درصد 1 آگارز ژل در Dye ميكروليتر

 رزوالكتروف دقيقه 45 و ساعت 1 مدت به ولت، 80 ولتاژ با

 از حاصل قطعات اندازه شدن مشخص منظور به. گرديد

DNA گرديد استفاده فرمنتاز شركت ماركر.  

هاي ريشه يك اسيد در نمونهينرزمار ي ميزاناندازه گير
دستگاه در اين پژوهش از : زرين گياه نييمو

 ،اجيلنت 1100 بالا مدل كارآييكروماتوگرافي مايع با 
 دتكتوربا ، مجهز به پمپ گراديان چهار حلالي

 .استفاده گرديد سانتيمتري C18، 30فوتوديوداري، ستون 
تراسونيك يوروندا كشور دستگاه اولها از براي تهيه عصاره

ترازوي آزمايشگاهي همچنين براي توزين ايتاليا و 
 ED1245گرم مدل  01/0و 0001/0آناليتيكال به دقت 

براي كمي سازي  .استفاده شد سارتوريوس شركت
-ميلي 500ابتدا محلول مادر ها، رزمارينيك اسيد در نمونه

ل تهيه ك اسيد در حلال استونيترينيگرم در ليتر از رزماري
-ميلي 240و  120، 60، 30، 6، 1پنج غلظت متفاوت . شد

گرم بر ليتر از رقيق سازي محلول مادر تهيه شد و با تزريق 
ليتر از آن به دستگاه كروماتوگرافي مايع ميكرو 20يم قمست
بالا زمان بازداري و سطح زير پيك آنها مشخص  كارآييبا 
آمده  به دستهاي دهمنحني كاليبراسيون با استفاده از دا. شد

بعد از رسم . دست آمده رسم گرديد و معادله كاليبراسيون ب
هاي ريشه در هاون پودر و منحني كاليبراسيون، نمونه

 1/0حدود ها، براي تهيه عصاره از نمونه. يكنواخت شد
 2. گرم از ريشه توزين و به لوله آزمايش منتقل گرديد

تيك دارد به آن افزوده درصد اسيد اس 1ليتر از آبي كه ميلي
به دستگاه اولتراسونيك منتقل گرديد  پس از همزني كاملو 

تا تحت امواج مافوق صوت قرار گيرد و تماس حلال 
 سانتريفيوژسپس نمونه . استخراج كننده با نمونه كامل گردد

و از فاز بالايي و شفاف بعد از گذراندن از فيلتر به  شده
. بالا تزريق گرديد كارآيي دستگاه كروماتوگرافي مايع با

محاسبه هاي ريشه سطح زير پيك كروماتوگرامهاي نمونه
و در معادله كاليبراسيون قرار گرفت و غلظت  شده

 µg /mg(  بر حسب هاي ريشهك اسيد در نمونهنيرزماري

DW( محاسبه گرديد .  

 تصادفي كاملاً طرح قالب در آزمايشات تمام: آماري آناليز

 افزار نرم در آزمايشات از حاصل هايادهد .گرديد انجام

SAS 9.1 مقايسات .گرفتند قرارآماري  وتحليل تجزيه مورد 

 انجام دانكن ايدامنه چند آزمون اساس بر هاداده ميانگين

 رسم  Excel 2007نرم افزار از استفاده با نمودارها و گرفت

  .گرديد
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  و بحث نتايج
آناليز : اكسيدانيميزان فعاليت آنتي سين بر كلشي تأثير

سين بر ميزان فعاليت هاي حاصل از اثر كلشيواريانس داده
دار آنتي اكسيداني نشان داد كه بين تيمارها اختلاف معني

 .)1جدول ( مي باشدقابل مشاهده ) P 01/0(در سطح 
نتي اكسيدان مربوط به سطح آبيشترين افزايش در ميزان 

 23/1ن مقدار اي .)درصد 33/90( مي باشددرصد  05/0
و تيمار نشده مويين  هايبرابر ميزان آنتي اكسيدان در ريشه

ين ميزان كمتر .مي باشدهاي غيرتراريخت برابر ريشه 43/1
 63(هاي غير تراريخت فعاليت آنتي اكسيداني نيز در ريشه

 .)الف 1شكل( مشاهده گرديد )درصد

  

 هاي مويين زرين گياهتي اكسيداني، فنول كل و فلاونوئيد كل در ريشهسين بر فعاليت آنكلشي تجزيه واريانس تأثير -1جدول 

 منابع تغييرات درجه ميانگين مربعات
   اكسيدانيفعاليت آنتي ل كلوفن فلاونوئيد كل

**975/4279  **702/1034635  **766/339  كلشي سين 4 

  اشتباه آزمايش 10 066/20  247/49282  183/15
25/4  13/6  70/5  )درصد(غييرات ضريب ت  

  .درصد، مي باشد 1نشان دهنده معني دار در سطح احتمال ** 

  

هاي مويين ريشه فلاونوئيد كل: فنول كل، ج:ي كل، بآنتي اكسيدانفعاليت:الفسين براثرات كلشينمودار -1شكل 
 .درصد آزمون دانكن مي باشد 5حروف مشابه نشان دهنده عدم اختلاف در سطح احتمال . زرين گياه

  الف

 ج

 ب
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هاي آناليز واريانس داده: كلفنول  سين بر ميزانكلشيتأثير
كل نشان داد كه بين فنول  سين بر ميزانحاصل از اثر كلشي

مشاهده قابل  )P 01/0(دار در سطح تيمارها اختلاف معني
 05/0سين تا افزايش سطح كلشي .)1جدول ( مي باشد

 )µg/g DW61/1632(كل فنول  درصد با افزايش توليد

- كل در ريشهفنول  برابر ميزان 45/1اين مقدار  .همراه بود

هاي برابر ريشه 29/11تيمار نشده و مويين  هاي
هاي كل نيز در ريشهفنول  ين ميزانكمتر .غيرتراريخت بود

 1شكل( مشاهده گرديد )µg/g DW52/144(اريخت غير تر
   .)ب

آناليز واريانس : سين بر ميزان فلاونوئيد كلكلشي تأثير
سين بر ميزان فلاونوئيد كل هاي حاصل از اثر كلشيداده

 01/0(دار در سطح نشان داد كه بين تيمارها اختلاف معني
P(  مي باشدقابل مشاهده ) سين افزايش كلشي. )1جدول
درصد با افزايش توليد فلاونوئيد كل همراه  05/0سطح  تا

برابر ميزان  41/2اين مقدار  ).g/g DW50/143( بود
برابر  66/2تيمار نشده و مويين  هايفلاونوئيد كل در ريشه

كمترين ميزان فلاونوئيد  .مي باشدهاي غيرتراريخت ريشه
) µg/g DW83/53(هاي غير تراريخت كل نيز در ريشه

  .)ج 1شكل( ه گرديدمشاهد

سين نتايج اين تحقيق نشان داد كه با افزايش غلظت كلشي
ماده آنتي اكسيدان،  فاكتور ر محيط كشت تجمع هرد

كل افزايش يافت ولي در اين تحقيق فنول  فلاونوئيد كل و
. ها انجام نگرديدبررسي در زمينه تغيير سطح پلوئيدي ريشه

مي سين تيمار با كلشيدر اثر مويين  هايافزايش رشد ريشه
 سطح افزايش به منجر سيند به اين دليل باشد كه كلشيتوان

 ژنوميك مستقيم شدگي مضاعف نتيجه در و شده پلوئيدي

 فقط و مانده باقي مشابه آنها ژنتيكي مواد آيند،مي به وجود

 توليد افزايش بنابراين منجر به د،يآ مي افزايش ژني دز

 جهت رايج مدل يك .شودمي ئيدهااتوتتراپلو در متابوليتها

 مقدار به هسته غشاي نسبت را، كاهش تغييرات اين توجيه

 افزايش به منجر سطح كاهش اين. دانندمي آن كروماتين

 افزايش نتيجه در و ايهسته غشاي با كروماتيني ماده تماس

 سرعت و هورموني وضعيت آبي، روابط بهبود و ژني فعاليت

از آنجا كه  ).25( دارد دنبال به را لولس هر يازا به فتوسنتز
با دو برابر شدن ژنوم فعاليت  كه فرض بر آن است

و نسخه برداري افزايش يابد، اين  rRNAمتابوليكي، سنتز 
، فعاليت ژني و ميزان )8( د بر ميزان تنفسمي توانافزايش 

 به دست واهدش ).27( داشته باشد تأثيرفعاليت آنزيمها 

 كه دهدمي نشان پلوئيدآلوپلي شيميايي يآناليزها از آمده

 و بوده ترغني فنولي تركيبات لحاظ از پلوئيدهاييپلي چنين
 دهندمي نشان بيشتري آنزيمي تنوع خود والدين به نسبت

 -Dejessus هاي اين تحقيق با نتايج تحقيقات يافته. )12(

Gonzalez وWeathrs )11 ( درمنه در)Artemisia annua (
 Vetiveria(در گياه عطري ويتور ) Lavania )23و 

zizanioides L. ()24 (مطابقت دارد.   

آناليز : ان بر ميزان فعاليت آنتي اكسيدانيزكيتو تأثير
ميزان فعاليت بر  كيتوزانهاي حاصل از اثر واريانس داده

دار آنتي اكسيداني نشان داد كه بين تيمارها اختلاف معني
 با. )2جدول ( مي باشد قابل مشاهده )P 01/0(در سطح 
فعاليت آنتي  mg/l100تا سطح  كيتوزان غلظت افزايش

اين مقدار  .)درصد 66/89( افزايش نشان داداكسيداني 
 هاينتي اكسيداني در ريشهآبرابر ميزان فعاليت  22/1

 .هاي غيرتراريخت بودبرابر ريشه 42/1تيمار نشده و مويين 
هاي غير نيز در ريشه ين ميزان فعاليت آنتي اكسيدانيكمتر

  .)الف 2شكل ( مشاهده گرديد) درصد 63( تراريخت

هاي آناليز واريانس داده: كلفنول  بر ميزانكيتوزان  تأثير
كل نشان داد كه بين فنول  ميزانبر  كيتوزانحاصل از اثر 

 وجود دارد )P 01/0(دار در سطح تيمارها اختلاف معني
كيتوزان ايش سطح افزنتايج نشان داد كه  .)2جدول (
بيشترين  .كل شدفنول  باعث افزايش در ميزان mg/l 100تا

با  mg/l 100كل مربوط به سطحفنول  افزايش در ميزان
كل در فنول  و كمترين ميزان µg/g WD 85/1617 ميانگين
 .بود µg/g DW52/144هاي غير تراريخت با ميانگين ريشه
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فنول  ميزان mg/l150به  كيتوزان با افزايش غلظت همچنين
هاي تيمار شده كل توليد شده نسبت به مقدار آن در ريشه

  .) ب 2شكل ( نداشتوجود داري تفاوت معني mg/l 50با

 گياههاي مويين زرين بر وزن تر و خشك، فعاليت آنتي اكسيداني، فنول كل و فلاونوئيد كل در ريشه كيتوزان تجزيه واريانس تأثير -2دول ج

 منابع تغييرات رجه آزاديد منابع تغييرات

  وزن تر و خشك مواد مؤثره وزن تر وزن خشك اكسيدانيفعاليت آنتي فنل كل فلاونوئيد كل
**141/907  **817/1002488  **833/288  00009/0 ns **449/0  كيتوزان 3 4

616/40  976/3019  600/7  00003/0 016/0  اشتباه ازمايش 8 10 

67/8  86/4  61/3  39/6  10/10 )درصد(ضريب تغييرات    
  .درصد و عدم وجود اختلاف معني دار مي باشد1به ترتيب نشان دهنده معني دار در سطح احتمالnsو**

 

 

- آناليز واريانس داده: كل فلاونوئيد بر ميزان كيتوزانتأثير 

داد ميزان فلاونوئيد كل نشان  بر كيتوزان هاي حاصل از اثر
قابل  )P 01/0(دار در سطح كه بين تيمارها اختلاف معني

تا كيتوزان  افزايش سطح). 2جدول ( مشاهده مي باشد

. هاي مويين زرين گياهريشه فلاونوئيد كل:فنول كل، ج:ي كل، باكسيدانآنتيفعاليت:الفبركيتوساناثراتنمودار  -2شكل 
  .درصد آزمون دانكن مي باشد 5حروف مشابه نشان دهنده عدم اختلاف در سطح احتمال 

  ب الف

  ج
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 .دباعث افزايش در ميزان فلاونوئيد كل ش mg/l 100 حسط
بيشترين افزايش در ميزان فلاونوئيد كل مربوط به 

و كمترين  )µg/g DW33/96( با ميانگين mg/l  100سطح
 µg /g(هاي غير تراريخت با لاونوئيد كل در ريشهميزان ف

DW83/53( با افزايش غلظت كيتوزان . مشاهده گرديد
ميزان فلاونوئيد كل توليد شده نسبت به مقدار  mg/l 150به

داري تفاوت معني mg/l 50هاي تيمار شده باآن در ريشه
  ).ج 2شكل  (نشان نداد 

ت كيتوزان، نتايج مطالعه نشان داد كه با تغيير غلظ
تيمار  هاي مويين تحتخصوصيات بيوشيميايي ريشه

يابد اما اين تغيير رابطه مستقيمي با زايي تغيير ميتحريك
تواند در يك  افزايش غلظت عنصر محرك ندارد و مي

غلظت بهينه، حداكثر تغييرات بيوشيميايي مشاهده و در بعد 
از آن يا كاهش در خصوصيات بيوشيميايي و تركيبات 

داري بين غلظتهاي و يا اينكه تغيير معني دتوليدي اتفاق بيفت
نتايج . بالاي مورد استفاده و غلظت بهينه وجود نداشته باشد

غلظت محرك نقش  ساير مطالعات نيز نشان داده است كه
تحريك دارد و عامل مؤثري بر شدت  فرآيندمهمي در 
غلظت مؤثر محرك بر حسب گونه گياهي . پاسخ است

، به طوري كه غلظتي از محرك كه در يك ت استمتفاو
گياه اثر تحريكي بر متابوليتهاي ثانويه دارد، ممكن است در 

در غلظتهاي بالا، محركها . گياه ديگر اثري نداشته باشد
كنند كه منجر به مرگ واكنش فوق حساسيت را القاء مي

 يسبب القا پايينگردد در حالي كه غلظتهاي سلولها مي
مكانيسم اثر محركهاي . )21( گردددفاعي مي واكنشهاي

زيستي در گياهان به خوبي مشخص نشده است ولي به 
به تركيبات ) كيتوزان(كه محركهاي زيستي  مي رسدنظر 

كنند و در پي پاسخ به پيام محرك، ديواره سلولي حمله مي
 محركها به وسيله گيرنده. شودسيستم دفاعي گياه فعال مي

شناسايي در ديواره . شوندتئين شناسايي ميپرو Rگياهي يا 
بعد از سيگنال . مي باشددهي پلاسما، آغاز سيگنال پاسخ

شان را مثل هاي گياهي سيگنال اجراييتحريك، گيرنده
نشت يوني، انفجار اكسيداتيو و اكسيژن فعال، 

اندازد فسفريلاسيون و دفسفريلاسيون پروتئينها را به كار مي
، اسيد H2O2بر دوم مثل لهاي پيامو به وسيله مولكو

هاي كلسيم داخلي و جاسمونيك، اسيد سالسليك، آزادكننده
مانند فنيل آلانين تلفيق چند ژن و سرانجام بيان ژن دفاعي 

لها وهايي مانند فنباعث توليد فيتوآلكسين (PAL)آمونيالياز 
با اين حال اين وقايع و بر همكنش بين آنها . شوندمي

هاي اين يافته. )36( نوز در حال بررسي استپيچيده و ه
 Raphanus(بيضايي و همكاران در تربچه تحقيق با نتايج 

sativus L(. )1 (مطابقت دارد.  

 15834 سويههاي گياهي تلقيح شده با ريزنمونه
مويين توليد  بعد از يك هفته ريشه آگروباكتريوم رايزوژنز

هاي ريشهبراي   PCRنتايج آناليز ).3شكل ( كردند
 bp به طولحدوداً ايي تراريختي احتمالي، حضور قطعه

هاي حاصل از تلقيح براي ريشه  rol Bمربوط به ژن 780
 قطعات اندازه هم كه داد نشان را A.rhizogenes با باكتري

 )A. rhizogenesباكتري ( مثبت كنترل نمونه در شده تكثير
اي غير هريشه( شاهد هايريشه در كه صورتي در بود،

 هيچ  A. rhizogenes با تلقيح عدم علت به )تراريخت

   ).4شكل (نگرديد  مشاهده نواري

-مقدار رزمارينيك اسيد در ريشه: ميزان رزمارينيك اسيد

 تأثيرتحت مويين  هايريشه وهاي غيرتراريخت، 
 اندازگيري شد HPLC دستگاهوسيله ه محركهاي مختلف ب

 ،رزمارينيك اسيد مقدار) 3 جدول(مطابق ). 5شكل (
هاي غير ريشه مربوط بهكمترين مقدار رزمارينيك اسيد 

و بيشترين مقدار رزمارينيك  µg /mg DW 8/13 ،تراريخت
- هاي تراريخت تيمار شده با محرك كلشياسيد در ريشه

و  µg /mg DW 8/35به ميزان  درصد 05/0سين با غلظت 
 µg /mg DW 1/15 به ميزان ،mg/l 100با غلظت  كيتوزان

در تحقيق حاضر تجمع رزمارينيك اسيد در  .مي باشد
به دليل برخي تغييرات بيوشيميايي  احتمالاًمويين  هايريشه

 ).16( مي باشدآگروباكتريوم رايزوژنز - در متابوليسم گياه
هايي كه با محركها تيمار مقدار رزمارينيك اسيد در ريشه
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بيوسنتز . ه بودهاي تيمار نشداند خيلي بيشتر از ريشهشده
به صورت ژنتيكي مويين  هايمتابوليتهاي ثانويه در ريشه

شود، اما مواد غذايي و شرايط محيطي نيز بر آن كنترل مي
  . )30( مي باشد مؤثر

تيمارهاي مختلف زرين اسيد رزمارينيك در اندازه گيري  -3جدول 
 گياه

  نمونه
 اسيد رزمارينيكغلظت 

  )ميكروگرم بر گرم وزن خشك(
 8/13  هاي غير تراريخت ريشه

هاي تراريخت تحت ريشه
 سينتيمار كلشي

8/35 

هاي تراريخت تحت ريشه
 تيمار كيتوزان

1/15  

در اين مطالعه دو نوع محرك زيستي جهت تحريك توليد 
رزمارنيك اسيد مورد استفاده قرار گرفت كه نتايج آناليز 

HPLC  دو تيمار تغيير در ميزان اسيد رزمارينيك را در هر

در ارتباط با دليل اصلي اثر اين محركها بر تغيير . نشان داد
توليد متابوليتهاي ثانويه مطالعه جامعي انجام نشده است اما 

سين با جلوگيري از به هم كلشياحتمال مي رود كه 
و يا  )پروتئين توبولين(پيوستن زير واحدهاي ميكروتوبول 
يكيل دوك در هنگام با از هم باز نمودن آنها مانع از تش

تقسيم سلولي شده، كروموزومها را در مرحلة متافاز متوقف 
بنابراين، تقسيم  .كند و مانع وقوع آنافاز در آنها مي گرددمي

دهد كه منجر به سلولي بدون تشكيل ديوارة سلولي رخ مي
 گردددو برابر شدن شمار كروموزومها در سلول گياهي مي

  .)34 و 18(

Yan  تجمع رزمارينيك اسيد و فعاليت ) 38(و همكاران
و فنيل آلانين ) TAT(آنزيمهاي تيروزين آمينوترانسفراز 

تحت تيمار  Salvia miltiorrhizaرا در  PAL)(آمونيالياز 
+عصاره مخمر و 

 Agنتايج نشان داد كه هر . بررسي كردند
  .سيد گرديددو محرك منجر به تجمع رزمارينيك ا

  

 

 الف

 ج د

ب

  هاي مختلف گياه زرين گياهالقاي ريشه مويين در ريزنمونه  –3شكل 

هاي روي ريزنمونهمويين  هايظهور ريشه) ب. جامد MSكشت شده در محيط اه زرين گياي يك هفتهو ميانگره هاي برگ ريزنمونه) الف
 جامد MSدر محيط ) لاين كم رشد(مويين  ريشه )د MSدر محيط كشت جامد ) لاين پررشد(مويين  ريشه) اي جبرگ يك هفته
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براي تعيين مقدار رزمارينيك اسيد  HPLCكروماتوگرام  -5شكل 

  ريشه هاي مويين گياه بذرالبنج مشبك

 05/0(سين هاي تيمار شده با كلشيريشه) ب. نمونه استاندارد )الف
 ).mg/l100(كيتوسان هاي تيمار شده با ريشه) ج). درصد

 

ترين استراتژيها در به كارگيري محركها يكي از موفق
. افزايش متابوليتهاي ثانويه از جمله رزمارينيك اسيد هستند

در تنش محركها به عنوان محركهاي دفاعي و القاء كننده 
شوند كه به صورت مستقيم و غيرمستقيم با گياه تعريف مي

بات ثانويه سبب فعال كردن ژنهاي مرتبط با بيوسنتز تركي
گردند و ميزان اثر محركها بر افزايش توليد اين تركيبات مي

توليد متابوليتهاي ثانويه معمولاً به غلظت و زمان وابسته 
 و )29( هافيتوآلكسين توليد باعث كيتوزان. )36( است

 سنتز. شودمي  )21(ترپنوئيدي و فنولي تركيبات از بسياري

 معمولاً ،كيتوزان با حريكت از پس گياه دفاعي تركيبات
نتيآ عنوانبه عمدتاً يكي،ژفيزيولو فعاليتهاي با مرتبط

 همچنين  .)15( فنولها استپلي مثال عنوانبه اكسيدانها

 در مفيد تركيبات از بسياري عملكرد افزايش جهت كيتوزان

 استفاده مورد كامل گياهان و بافتها در آزمايشگاهي كشتهاي

 موجب كيتوزان ريحان در مثال، عنوان به. است گرفته قرار

 اسيد ويژهبه دار،ترپن و فنولي تركيبات كل مقدار افزايش

   .)22( شد اوژنول و رزمارينيك

  گيرينتيجه

  كه  مي باشد ارزش با  دارويي مهم و زرين گياه از گياهان 

 

ا

         M           C+                C1-              C2-          1            2             3           4          

1000 bp 

100 bp 

500 bp 

 1kbماركر  M  :DNA.. هاي تراريخت زرين گياهريشهدر rol Bحضور ژنتأييدمراز جهتاي پليآناليز واكنش زنجيره -4 شكل
)Fermentase .(C+ : 1- .به عنوان كنترل مثبت 15834باكتري آگروباگتريوم سويهC : واكنشPCR  بدونDNA  به عنوان كنترل منفي

- هاي برگ يك هفتهدر ريزنمونه القاء شدهمويين  هايريشه: 4-1لاين . هاي شاهد غيرتراريخت به عنوان كنترل منفي دومريشه: 2C-. اول

 .آگروباكتريوم رايزوژنز 15834اي توسط سويه 
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. مي باشدعدم توجه كافي داراي مشكلات متعددي  به دليل
داد كه امكان القاء و توليد ريشه نتايج اين مطالعه نشان 

نمونه زمويين به راحتي با استفاده از انتخاب سويه و ري
 مي توانبوده و استفاده از محركهاي مختلف  فراهممناسب 

 به ويژهباعث ايجاد تغيير در توليد متابوليتهاي ثانويه 
با تغيير نوع محرك و غلظت آن . رزمارينيك اسيد شود

نزيمهاي آنتي اكسيداني آتهاي ثانويه و امكان تغيير متابولي
با انتخاب و تعيين محرك  مي رسدبه نظر . وجود دارد

مناسب زيستي يا غير زيستي به راحتي امكان توليد 
 فراهمارزش از طريق كشت ريشه مويين  متابوليتهاي با

  .گردد

  منابع
). 1394. (پور فو سعيد نعمت. پور افشار، ا، صفي.بيضايي، س -1

هاي مويين گياه تربچه  دركشت ريشه فنولي تركيبات توليد
)Raphanus sativus L(. .هاي سلولي و مجله پژوهش

  ).انتشار ان لاين(ملكولي، 

باززايي ). 1392. (و آزادي، پ. ، موسوي، ا.، هاشمي، ه.شرفي، ع -2
پس از القاء ريشه   Dracocephalum kotschyiگياه دارويي

 28، ست فناوري، دانشگاه تهرانهشتمين همايش ملي زي. موئين
)3 :(215-208.  

 و فيتوشيميايي مورفولوژيك، تنوع ارزيابي). 1391. (م فتاحي، -3

 دانشگاه ،دكتري رساله. دنايي بادرنجبويه در موئينه ريشه توليد

  .ص 220،تهران

 ،انتشارات فراغي. جنين زايي رويشي گياهي). 1386. (مشايخي، ك -4
  .ص 483

 انتشارات .ايران گياهان هاينام فرهنگ). 1382(. ا.و مظفريان، -5

  .ص 740 ،معاصر فرهنگ
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Induction Effects of Colchicine and Chitosan on Rosmarinic Acid 
Production in Hairy Root Cultures of Zarrin-Giah 

(Dracocephalum kotschyi Boiss 
Ayyobi N., Hosseini B. and Fattahi M. 

Horticulture Dept., Faculty of Agriculture, Urmia University, , Urmia, I.R. of Iran 

Abstract 

Dracocephalum kotschyi Boiss belonging to Labiateae family is an herbaceous, 
pereninal and endemic plant known in Iran as Zarrin-Giah. Recent pharmacological 
studies demonstrated this plants with methoxylated flavonoids, have anti-cancer effects. 
Hairy roots were obtained from leaves explants, inoculated with 15834 strain of 
Agrobacterium rhizogenesis. In present study, The effects of biotic elicitors including, 
Colchicine with different cocentrations ( 0, 0.01, 0.03 and 0.05% (w/v)) and Chitosan 
(0, 50, 100 and 150 mg/l) for 48 hours on hairy root growth and Rosmarinic acid 
production were investigated. ANOVA results of Antioxidant activity, total phenol and 
total flavonoids showed significant difference among the various treatments (P<0.01). 
maximum Antioxidant activity (90.23%) was observed in 0.05% colchicine and lowest 
Antioxidant activity (63%) was observed in non-transformed roots. HPLC analysis 
revealed that the maximum Rosmarinic acid content (35.8 and 15.1 µg /mg DW ) 
obtained in colchicine (0.05%) and chitosan (100 mg/l) respectively. Although 
minimum Rosmarinic acid content (13.8 µg /mg DW) were recorded in non-
transformed roots. based on the importance of rosmarinic acid production in the 
pharmaceutical industry, the results showed that using biotechnological methods, 
production improving of valuable medicinal substances is acceptable. 

Key words: Agrobacterium rhizogenes, Rosmarinic acid, Hairy Roots, Elicitors. 
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