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  ) .H. niger  L(بنگ سياه  درآنزيمهاي پاداكساينده  وبدني  رويانزايي
  2و حسن ابراهيم زاده *،1مهديس ابراهيم زاده

  ميكروبيولوژي، گروه واحد كرج كرج، دانشگاه آزاد اسلامي 1
  تهران، دانشگاه تهران، پرديس علوم، دانشكده زيست شناسي 2

  8/5/90: تاريخ پذيرش  24/11/89: تاريخ دريافت

  چكيده

كاربرد . به خاطر وجود تروپان آلكالوئيدهاي مختلف همواره مورد توجه بوده است (Hyoscyamus)اثرات درماني سردة بنگ 
 و با تر در زمان كوتاه آنهاي ارزشمندتر و  ازدياد يروشهاي مهندسي ژنتيك براي توليد گياهاني از اين سرده با خواص دارو

دستيابي كمك شاياني در ممكن است اخت آن بدني و شن رويانزايي. يكي از جنبه هاي مورد توجه مي باشد كمترصرف هزينه 
از طريق بررسي آنزيمها در مراحل مختلف تشكيل  رويانزاييسازوكار شده است در اين پژوهش تلاش . به اهداف فوق بنمايد

 1-mgL( BAPواجد  MSدر محيط كشت ) H.niger (جداكشت برگي بنگ سياه كشت قطعات . تا حدي روشن شودرويان 
سوپر اكسيد  نشان داد بررسي تغييرات فعاليت آنزيمها .موفقيت آميزي شد رويانزاييمنجر به  )1-mgL 2/0( IAAو  )5/1

را آسكوربات پراكسيداز بيشترين فعاليت  و ، كاتالازرا در كالوس واجد رويان اوليه پراكسيداز بيشترين فعاليت وديسموتاز 
الگوي الكتروفورزي ايزوفرمهاي سوپراكسيد  همچنين .داشتند در كالوسرا و پلي فنل اكسيداز بيشترين فعاليت  ،دركالوس رويانزا

مراحل مختلف تشكيل رويان  ديسموتاز، پراكسيداز، كاتالاز، آسكوربات پراكسيداز، پلي فنل اكسيداز، اكسين اكسيداز و استراز در
جرم مولكولي  .در اين مراحل  مشخص گرديد) ايزوفرم 2و  7، 6، 5، 1، 6، 7به ترتيب (شد و وجود ايزوفرمهاي مختلف  بررسي

ايزوفرمهاي اصلي و نهادي دخيل در  يمي و يا تعديل نوارهاي ايزوفرمي،فراتنظيمي، فروتنظ پس از بررسي و ايزوفرمها تعيين شد
 . نيز معرفي گرديد رويانزايي

  بدني رويانزاييآنزيمهاي پاداكساينده،  ، Hyoscyamus niger   :ي كليديواژه ها

 m_ebr1974@yahoo.com: ، پست الكترونيكي 61113637: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
فعاليت آنزيمهاي پاداكساينده در مراحل مختلف  بررسي

كه تمايز ونمو ياخته هاي  .ه استبدني نشان داد رويانزايي
  .)24(وسيلة آنزيمهاي مختلفي تنظيم مي شود ه رويانزا ب

نقش كليدي را )  SOD(ايزوفرمهاي سوپراكسيد ديسموتاز
 به وسيلة )AOS(سيستمهاي اكسيژن فعال  در جارو كردن

O2تنظيم ترازهاي 
-  ،توليد شده در كلروپلاستها

كنترل حالت . )10(ميتوكندريها و سيتوسل دارا مي باشند 
O2پايدار ترازهاي 

- به وسيلة SOD  يك سازوكار محافظتي
O2مهم بر عليه آسيب اكسايشي ياخته اي مي باشد، زيرا 

- 

يك پيش ساز با خاصيت ياخته كشي بيشتر يا  به عنوان
مشتقات اكسيژن با واكنشگري شديدتر نظير پراكسي يكي از

اغلب به  SODبنابراين . )17(عمل مي كند  HOنيتريت يا 
عنوان خط اول دفاع عليه تنش اكسايشي مورد توجه است 

يافته هاي عملكردي با استفاده از گياهان تراژن نشان . )8(
مقاومت  SODداده است كه گياهان بيش بيان كننده 

  .)36(بيشتري به شرايط تنشي مختلف دارند 

SOD  امكان تشكيلHO ) يك اكسايندة بسيار قوي با ميل
از طريق  را  )يار بالا براي مولكولهاي حياتيتركيبي بس
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و يا واكنش فنتون ) Haber-Weiss(ويس  -واكنش هابر 
(Fenton)  34(كاتاليز شده با فلز ، كاهش مي دهد( .

سوپراكسيد ديسموتاز مي تواند به عنوان يكي از 
2O2متالوپروتئينهاي كاتاليزكننده واكنش

-O2
2-+O2  به

 H2O2يك آنزيم توليد كنندة  SODيعني  ،)24(كار رود 
  . )14(است 

ون رب H2O2علاوه مي توان حدس زد كه ترازهاي بالاتر ه ب
 H2O2. استياخته هاي روياني  تشكيل عاملياخته اي 

 رويانزاييپيك ياخته اي جديد در  به عنوانممكن است 
بدني موجب بيان ژن مؤثر و تحريك تشكيل ياخته هاي 

  .)24(رويانزا شود 

تدريجي در روزهاي ابتدايي تمايز  به طور SODفعاليت 
 عديدر طول تقسيمات ب سپسبافت كشت شده افزايش و 

اوج فعاليت . و تشكيل رويان چند ياخته اي كاهش مي يابد
SOD  همزمان با تشكيل رويانهاي چند ياخته اي در اثر

دي اتيل دي تيو . )24(تقسيم ياخته هاي رويانزا مي باشد 
 رويانزاييبسامد  SODبازدارندة  به عنوان) DDC(كربنات 

اختلاف در فعاليت سوپر . )24(بدني را كاهش مي دهد 
  .)32(اكسيد ديسموتاز به مقدار پروتئين ارتباط دارد

 H2O2يكي از آنزيمهاي جاروكنندة  )CAT( كاتالاز
باشد كه مي تواند به عنوان يكي از متالوپروتئينهاي  مي

، 14(به كار رود  2H2O22 H2O+O2كاتاليز كنندة واكنش 
ي فروتنظيمي شده و يكاتالازها در طي بيماريزا .)24و  17
نگه مي دارند  اكسيژن فعال را در حدياشكال مختلف  تراز

فعاليت . )25(شودمحدوديت رشد عوامل بيماريزا  كه باعث
CAT  پس از يك افزايش ملايم و متناسب با كمبود آب ،

در برگها و ريشه ها در برگها تقريباً پايدار باقي مانده و در 
طي كمبود شديد آب در ريشه ها تنزل مي يابد كه اين 

كاتالاز باشد فعاليت شايد به علت غير فعال شدن و تنزل 
ه نش ببقاي فعاليت كاتالاز در برگهاي گياهان تحت ت. )15(

 توليد شده در طي تنش خشكي H2O2خوبي امكان حذف 
در واقع . )33(از طريق تنفس نوري فراهم مي نمايد  را

تحت چنين شرايطي تنفس نوري به عنوان يك مخزن 
زنجيرة انتقال الكترون نور  يش از حدانرژي مانع احياي ب

بنابراين . )37(آمايشي و بازدارندگي نوري مي شود 
در  در اتاق زير روزنه  مشاهده شده CO2ي غلظتهاي بالا

افزايش اهان تحت تنش خشكي مي تواند نتيجه گي
فعاليت  كند شدنيندهاي تنفس نوري همراه با آفر

  . )7(كالوين باشد آنزيمهاي چرخه 

نشان داده است كه  رويانزاييبررسي فعاليت كاتالاز در طي 
فعاليت اين آنزيم در كالوس بالا بوده، در اولين روزهاي 

به  (AT)كاربرد آمينو تريازول و  )24(تمايز كاهش مي يابد 
بدني را افزايش  رويانزاييد بازدارندة كاتالاز بسام عنوان
  . )24(د ده مي

واجد گروهي از ايزوفرمها هستند كه  )POD( پراكسيدازها
يندهاي درون ياخته اي و هم بين ياخته اي آهم در فر

شركت مي كنند و فعاليت آنها اغلب تحت تنش تغيير 
يابد و محروميت از غذا يك علامت براي راه اندازي  مي

همچنين . باشد بسياري از آلكالين ايزوپراكسيدازها مي
 كه اين اشاره به ارتباطد نمي نماي ءرا القا گرده رويانزايي

و تغيير فعاليت پراكسيداز ها طي غذا،  بين محروميت از
فعاليت اين آنزيم دفاعي در گياهان . )29(دارد  رويانزايي

  .)13و  11( يابد در مقابله با عوامل بيماريزا افزايش مي

در محلول  هايكه فعاليت پراكسيداز ه استشد مشخص
ياخته هاي غير رويانزا سه بار بيشتر از ياخته هاي رويانزا 

نشان داده كه  رويانزاييبررسي اين فعاليت در طي . است
بالا و در اولين روزهاي تمايز كاهش  آن در كالوس فعاليت

فعاليت پراكسيداز در ديواره ياخته اي نيز . )24(مي يابد 
زير ياخته ديواره ياخته اي يك مكان .)29( شده استديده 

بنابراين، فعاليت . اي ممكن براي اين پراكسيداز ها مي باشد
سه برابر در ياخته هاي غير رويانزا ممكن است منعكس 

كل ياخته طويل كه براي تثبيت شباشد كنندة فعاليتهايي 
  .)29( شده مورد نياز است
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PODs  مي توانند اكسيد كننده باشند و به اين ترتيبH2O2 
را ترجيحاً با استفاده از برخي تركيبات فنلي نظير گاياكول 

پراكسيداز . )31(ي اوليه، جارو نمايند يعناصر احيا به عنوان
مي تواند به عنوان يكي از متالوپروتئينهاي كاتاليز كننده 

2H+ H2O2  +O2واكنش 
  . )24(به كار رود  -2

يكي از توسعه يافته ترين  (APX)آسكوربات پراكسيداز 
را كه  H2O2آنزيمهاي پاداكساينده در ياخته گياهي است و 

يك بازدارنده قوي نورآمايشي است، با استفاده از 
دهنده الكترون به آب احياء مي نمايد  به عنوانآسكوربات 

سپس آسكوربات مي تواند به وسيله چرخه . )31(
. )35و  16( گلوتاتيون دوباره توليد شود –آسكوربات 

APX  يك  به عنواندر كلروپلاستها و سيتوسل قرار دارد، و
آسكوربات، پراكسيدها را  –آنزيم كليدي مسير گلوتاتيون 

تبديل آسكوربات به دهيدروآسكوربات حذف  به وسيله
  . )22(نمايد  مي

، مونواكسيژناز حاوي مس كاتاليز (PPO)پلي فنل اكسيداز
ه به اكسيژن مونوفنلها به دي كننده هيدروكسيلاسيون وابست

كوئينونهاي مي  فنلهاي مربوطه و اكسايش دي فنلها به دي
پراكسيدازها  به وسيله  H2O2 باشد، بنابراين در جاروكردن

بهينه آن  pH. )30و  29 ،28، 26، 19( همكاري مي نمايند
تروپولون كه يك بازدارنده شناخته شده  به وسيلهبوده، و  6

. )12(آنزيمهاي حاوي فلز است بازداشته مي شود 
اخير نشان داده است كه  )cloning(مطالعات تاگ سازي

PPO  ك خانواده ژني چندگانه كه اعضاي به وسيلةاغلب
متفاوتي در بخشهاي مختلف گياه بيان  به طورآن 
  . )20( درمز سازي مي گرد شوند، مي

هدف از مطالعه حاضر بررسي تغييرات فعاليت آنزيمهاي 
پاداكساينده و شناسايي ايزوفرمهاي آنها در طي مراحل 

  . مي باشد رويانزاييمختلف 

 اهروشمواد و 

  تونل از جاده چالوس بالاي  )H. niger(بذرهاي بنگ سياه 

پس ازبرطرف كردن خفتگي با . كندوان جمع آوري شدند
  ساعت در ژيبرليك اسيد  12خيساندن آنها به مدت 

)1-
mgL 35 ()2( بذرها در محيط  ،و سترون نمودن آنها
دانه . فاقد تنظيم كننده رشد كشت داده شدند MSكشت 

روزه حاصل جهت كشت بافت  10- 12رستهاي سترون 
 دست آمده ازه قطعات برگي ب .مورد استفاده قرار گرفتند

- 1واجد  )MS )1دانه رستهاي سترون در محيط كشت 

mgL 5/1  بنزيل آمينو پورين(BAP)  1و -
mgL 2/0  اندول

  .كشت شدند (IAA)استيك اسيد 

به اين . انجام گرديد رويانزايياري در طي نمونه برد
زمان (برگ  صورت كه در مورد قطعات جداكشت برگي،

، كالوس، كالوس رويانزا و ، برگ حامل كالوس)صفر
بافر فسفات . بالاخره كالوس واجد رويان جمع آوري شدند

براي استخراج پروتئين و آنزيم  pH=  8/6مولار با  2/0
براي جلوگيري از اكسيداسيون . مورد استفاده قرار گرفت

 1تركيبات فنلي و اثر سوء آنها در سنجش پروتئين از 
  . استفاده شد PVPP درصد

كليه . مناسب تشخيص داده شد w/v 5/1:1نسبت استخراج 
انجام درجه سانتي گراد  0-4مراحل استخراج در دماي 

نمونه ها با كمك بافر استخراج در داخل هاون كاملاً . شد
 20سپس همگناي حاصل ابتدا به مدت . يده شدنديسا

دور  13000با قدرت درجه سانتي گراد  4دقيقه در دماي 
. وژ شديسانتريف) HERAEUS 400Rبا دستگاه (در دقيقه 

درجه  4دقيقه در دماي  15رو شناور بار ديگر به مدت 
جهت  و وژ شدنديبا همان دور سانتريف وسانتي گراد 
و انجام الكتروفورز مورد استفاده  آنزيمها مطالعه فعاليت
لها روي به خاطر نقش بازدارنده پلي فن. قرار گرفت

هنگام استخراج آنزيم  )27(اكسيداسيون آنزيمي اكسين
سنجش  .استفاده شد PVPPاكسين اكسيداز از بافر فاقد 

. فعاليت آنزيمها براي هر نمونه حداقل سه بار تكرار شد
جهت بررسي نتايج انجام  Kruskal-Wallisآزمون آماري 

  آنزيمها فعاليت  كار رفته براي سنجش ه روشهاي ب. گرفت
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  : به صورت زير است

با قابليت هر عصاره در بازدارندگي  )SOD )23فعاليت 
 (NBT)واكنش احيايي فوتوشيميايي نيتروبلو تترازوليوم 

كار با دستگاه طيف سنج در مد نور سنجي . تعيين شد
(Photometric)  و طول موجnm560 از آنجا . انجام گرفت

از ميزاني از آنزيم كه يك واحد آنزيم مذكور عبارت است 
بازدارندگي ايجاد كند فعاليت آنزيم بر اساس  درصد 50كه 

  . واحد آنزيمي در ميلي گرم پروتئين محاسبه شد

و در طول  Kineticدر مد  )CAT )23 سنجش فعاليت
انجام گرفت و تغييرات جذب در طول موج  nm240موج 

nm240 فعاليت بر حسب واحد آنزيمي در . خوانده شد
  .محاسبه شد (U.mg-1 protein)گرم پروتئين  ميلي

در طول موج  Kineticدر مد )APX )9سنجش فعاليت 
نانومتر انجام گرفت و منحني تغييرات جذب در طول  265

فعاليت آنزيمي بر حسب . نانومتر خوانده شد 265موج 
 واحد جذب در دقيقه به ازاي هر ميلي گرم پروتئين

(U.mg-1 protein) محاسبه شد .  

در  Kineticدستگاه طيف سنج در مد با )POD )21فعاليت 
 . نانومتر، انجام گرديد 530طول موج 

و در طول موج  Kineticدر مد  )PPO )4سنجش فعاليت 
فعاليت آنزيم بر حسب ميزان جذب . نانومتر انجام شد 430

 (U.mg-1 protein)در دقيقه به ازاي يك ميلي گرم پروتئين 
 .محاسبه شد

بر روي ژل پلي  الكتروفورز پروتئينها در سيستم ناپيوسته
وسيعي براي  به طور (PAGE)غيراحياء كننده  آكريل آميد

آنزيمها و ارزيابي  (polymorphism)مطالعه چند شكلي 
فعاليت آنزيمي در دوره هاي مختلف رشد و نمو مورد 

عصاره پس از آماده سازي . )19، 3( گرفتاستفاده قرار 
ميكروليتر محلول بوموفنل  10پروتئيني كه با افزودن 

به هر نمونه انجام مي گيرد، و )  درصدW/V  ،25/0(بلو
پس از تزريق نمونه ها به داخل چاهكها، ژلها  بر روي 

براي . گرديدتانك الكتروفورز با سيستم عمودي سوار 
تأمين جريان الكتريسيته از يك منبع تغذيه 

Electrophoresis power supply consort EV 243  كه
انجام الكتروفورز را در ولتاژ ، شدت جريان و يا توان ثابت 

رسيدن رنگ بروموفنل . سازد، استفاده شد امكان پذير مي
 به عنوانبلو به فاصله يك سانتيمتري انتهاي ژل زيرين 
  . زمان ختم عمل الكتروفورز در نظر گرفته شده است

در طي انجام الكتروفورز  CATو  APXدر مورد آنزيمهاي 
براي بقيه . ثابت تنظيم گرديد به طورولت  180ولتاژ روي 

ژل براي ولت و  130ي روي يآنزيمها ولتاژ براي ژل رو
  .ولت تنظيم شد 140زيرين 

آشكارسازي فعاليتهاي آنزيمها روي ژلهاي پلي آكريل آميد 
 .گرفتبا روشهاي متفاوتي انجام 

ژل را داخل  )SOD )5براي ظهور نوارهاي مربوط به 
 05/0(كلريد  –ميلي ليتر بافر تريس  100محلول حاوي

ميلي  2ميلي گرم ريبوفلاوين،  pH ( ،4=  8مولار با 
قرار داده بر  NBT ميلي گرم  2و EDTA (Triplex III)گرم

كه  رسان در حاليئوروي جعبه نوراني در مجاورت نور فلو
ژل و محلول ظهور، تكان داده شد مناطق ظرف حاوي 

صورت نوارهاي ه فعاليت آنزيم سوپراكسيدديسموتاز ب
پس از ظهور . بيرنگ در يك زمينه بنفش ظاهر گرديد

نوارها ژل با آب مقطر شسته شد و در آب مقطر نگهداري 
  .گرديد

قرار دادن ژلها به  اب )CAT )12ظهور نوارهاي مربوط به 
شستشو با آب  ،درصد H2O2 01/0 دقيقه در 10- 15مدت 
دقيقه در محلول  15- 20قرار دادن ژلها به مدت  ،مقطر

FeCl3 1 و  درصدK3(Fe(CN6)( 1 و در نهايت درصد 
 .صورت پذيرفت شستشو با آب مقطر

انجام  چند مرحلهطي نيز  )APX )12روش ظهور نوارهاي 
)  pH=  7با  mM 50(ژلها با بافر سديم فسفات . 1: شد

دقيقه به تعادل  30به مدت ) mM 2(حاوي آسكوربات 
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سپس در محلولي شامل بافر سديم فسفات . 2. رسيدند
)mM 50  7با  =pH  ( حاوي آسكوربات)mM 4 ( و

H2O2 )mM 2 ( ژل . 3. دقيقه قرار داده شدند 20به مدت
غوطه ور شدن ژل . 4. دقيقه شسته شد 1در بافر به مدت 

يم در محلول حاوي بافر سديم همراه با تكانهاي ملا
و ) pH (، TEMED)mM 28=  8/7با  mM 50(فسفات 

NBT )mM 45/2 ( 5 .دقيقه انجام شد 10- 20به مدت .
ژلها پس از ظهور نوارهاي بيرنگ در زمينه بنفش رنگ با 

  .آب مقطر شستشو داده شدند

بر روي  )POD )4براي ظهور نوارهاي آنزيمي با فعاليت 
 5مولار با  2/0آميد، محلولهاي بافر استات ژل پلي آكريل 

 =pH )80 ميلي ليتر 8( درصد 3، آب اكسيژنه )ميلي ليتر (
با ) ميلي ليتر 4( درصد 50مولار در متانل  04/0و بنزيدين 

ساعت  3تا  2ژلها حداقل به مدت . يكديگر مخلوط شدند
و در صورت لزوم بيشتر تا زمان ظهور نوارهاي آنزيمي در 

در محلول فوق نگهداري شدند درجه سانتي گراد  4دماي 
و پس از اين مرحله شسته شده و در آب مقطر ذخيره 

  .شدند

ميلي  pH )50=  8/6مولار با  2/0مخلوط بافر فسفات 
 20( (L-DOPA)دي هيدروكسي فنيل آلانين - 4-3، )ليتر

 درصد CaCl2  (5/73و  H2O2(وكلسيم كلريد ) ميلي ليتر
براي آشكارسازي نوارهاي آنزيمي مربوط ) ميلي ليتر 7/0(

ژل تا . بر روي ژل مورد استفاده قرار گرفت )PPO )4به 
زمان آشكار شدن نوارهاي آنزيمي در مخلوط فوق و در 

پس از آن در صورت . دماي اتاق و تاريكي قرار گرفت
تيره شدن زمينه، ژل به مدت يك شب در محلول 

ميلي مولار قرار گرفت تا رنگ زمينه  104آسكوربيك اسيد 
زائل شود و در نهايت پس از شستشو با بافر فسفات در 

  .آب مقطر نگهداري شد

براي رنگ آميزي نوارهاي پروتئين داراي فعاليت اكسين 
 )BBsalt( ابتدا نمك فست بلو )OOX( )6(اكسيدازي

mgml-1  2 ،H2O2 005/0 استيك اسيد  -  3-، اندول درصد

(IAA) mM 5/1  تري كلروفنل  - 6-4- 2و(TCP) mM 
 pH=  5مولار با  2/0ميلي ليتر بافر استات  100در  5/0

قهوه اي در  - ژل تا زمان ظهور نوارهاي زرد . حل شدند
در آب مقطر سپس محلول فوق نگهداري و شستشو شد و 

  .نگهداري گرديد

  
مقايسه فعاليت سوپر اكسيد ديسموتاز در مراحل مختلف   - 1نمودار 

:  H.niger  .)009/0( 634/15 تشكيل رويان از جداكشت برگي در
Chi-square    1: كالوس :4كالوس؛ :3برگ كالوس زا؛ :2برگ؛

  .كالوس واجد رويان پيشرفته: 6كالوس واجد رويان اوليه؛ :5رويانزا؛ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

مقايسه فعاليت كاتالاز در مراحل مختلف تشكيل رويان از  - 2 نمودار
  H.niger  .)054/0( 882/10  :Chi-square جداكشت برگي در

كالوس واجد :5كالوس رويانزا؛ :4كالوس؛ :3برگ كالوس زا؛ :2برگ؛ :1
  .كالوس واجد رويان پيشرفته: 6رويان اوليه؛ 
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مقايسه فعاليت آسكوربات پراكسيداز در مراحل مختلف  - 3نمودار 
:  H.niger  .)009/0( 327/15 تشكيل رويان از جداكشت برگي در

Chi-square 1: كالوس رويانزا؛ :4كالوس؛ :3الوس زا؛ برگ ك:2برگ؛
  .كالوس واجد رويان پيشرفته: 6كالوس واجد رويان اوليه؛ :5

  
سوپر اكسيد ديسموتاز در مراحل مختلف   مقايسه فعاليت   1جدول 

  . H.niger تشكيل رويان از جداكشت برگي در
U  :μmol/ min 

Activity 
(U/mg protein)  

tissue 

8.5  0.29  leaf 
11.55  0.27  callogenic leaf 
15.23  0.09  callus 
15.95  0.19  embryogenic callus 
16.83  0.16  early embryo holding callus 
12.75  0.68  late embryo holding callus 

كاتالاز در مراحل مختلف تشكيل رويان از   مقايسه فعاليت  -  2جدول 
 H.niger  .U  :μmol/ min جداكشت برگي در

Activity 
(U/mg protein)  

tissue 

2.27  0.35 leaf 
4.41  0.59  callogenic leaf 
5.52  0.22  callus 
10.65  0.98  embryogenic callus 
6.8  2.05  early embryo holding callus 
7.11  1.32  late embryo holding callus 

مقايسه فعاليت  آسكوربات پراكسيداز در مراحل مختلف  -  3جدول 
 H.niger  .U  :μmol min تشكيل رويان از جداكشت برگي در

Activity 
(U/mg protein)  

tissue 

0.634  0.08 leaf 
1.72  0.11  callogenic leaf 
1.126  0.05  callus 
7.82  0.72  embryogenic callus 
2.258  0.13  early embryo holding callus 
1.568  0.13  late embryo holding callus 

  نتيجه گيري و بحث 
رويانزايي بدني عبارت است از فرآيندي كه طي آن يك 
ساختار دو قطبي مشابه رويان تخمي از يك ياخته غير 
. تخمي بدون اتصال آوندي با بافت اصلي تشكيل مي شود

رويانهاي بدني به منظور مطالعه سازوكار تنظيم نمو رويان 
مورد استفاده قرار مي گيرند، اما در عين حال ابزاري را در 

تكثير . هت ازدياد غير جنسي در مقياس بزرگ  نيز هستندج

گياه با رويانزايي بدني منتهي به ايجاد گياهاني با ويژگيهاي 
ريختي  مشابه با يكديگر و مشابه مادر و از نظر ژنتيكي 

  ).18)  تغيير ناپذير مي گرددتقريباً 

 MSدر بررسي حاضر نيز كشت برگ در محيط كشت 
منجر به  )1 -mgL 2/0( IAAو  )BAP )1 -mgL 5/1واجد 

رويانزايي موفقيت آميزي شد و شرايط لازم براي بررسي 
  .نقش آنزيمهاي پاداكسايشي در تمايز رويان فراهم گرديد

در مراحل سوپر اكسيد ديسموتاز بررسي تغييرات فعاليت 
نشان داد كه )  1ونمودار  1جدول (  مختلف تشكيل رويان

. كمترين مقدار را دارا مي باشد يماين آنز در برگ فعاليت
فعاليت آنزيم در طي تشكيل رويان به تدريج افزايش يافته 
تا مرحله كالوس واجد رويان اوليه به تدريج افزايش 

. و دوباره كاهش حاصل مي كند) برابر برگ  8/1(يابد  مي
بررسي آماري نشان داد كه فعاليت اين آنزيم در مراحل 

اين  ).6جدول( ف معني دار داردمختلف رويانزايي اختلا
كه ابتدا  ) Sawhney  )2002 و Kakkar نتايج با بررسي

افزايش و سپس كاهش فعاليت اين آنزيم را در طي نمو 
  .همخواني دارد) 24(رويان گزارش كرده بودند

بررسي الگوي الكتروفورزي ايزوفرمهاي سوپراكسيد 
) 1شكل (ديسموتازي درمراحل مختلف تشكيل رويان 

، برگ كالوس زا  4در برگ . ايزوفرم را نشان داد  7وجود  
ايزوفرم قابل  5و كالوس واجد رويان  7،كالوس   7

و جرم مولكولي ايزوفرمهاي فوق   Rm. شناسايي مي باشد
بررسي مقايسه اي ايزوفرمها . ه است بيان شد 7در جدول 

در مراحل مختلف تشكيل رويان نشان داد كه ايزوفرمهاي 
1 )KD 1/45 ( ،5 )KD 1/22 ( 7و )KD 4/13 ( كه تنها در

برخي از مراحل رويانزايي مشاهده شده اند   جزء 
ايزوفرمهاي اصلي دخيل در تمايز رويان محسوب 

 KD 33 ( ،3 )KD 5/26 ( ،4( 2شوند و ايزوفرمهاي  مي
)KD 2/24 ( 6و )KD 9/18 ( كه در تمام مراحل تشكيل

رويان قابل مشاهده بودند جزء ايزوفرمهاي نهادي دخيل در 
از سوي ديگر . فرآيندهاي عمومي تمايز محسوب مي شوند
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 KD 1/45 ( ،3 )KD 5/26 ( ،4 )KD( 1ايزوفرمهاي 
2/24 ( ،5 )KD 1/22 ( 7و  )KD 4/13 ( در طي تشكيل

رويان دچار بيش بياني يا فراتنظيمي گشته اند و 
در طي تشكيل ) KD 9/18( 6و ) KD 33( 2ايزوفرمهاي 

  .  رويان تقريباً به طور يكسان بيان شده اند

در مراحل مختلف پراكسيداز بررسي تغييرات فعاليت 
نشان داد كه در )  4و نمودار  4جدول (  تشكيل رويان

فعاليت . برگ اين آنزيم كمترين فعاليت را دارا مي باشد
اين آنزيم در طي تشكيل رويان تا  كالوس واجد رويان 

، افزايش )برابر برگ  3( اوليه كه به حداكثر خود مي رسد 
بررسي آماري نشان داد كه . ره كاهش مي يابدو دوبا

فعاليت اين آنزيم در مراحل مختلف رويانزايي اختلاف 
  Martenssonاين بررسي با نظر  ).6جدول ( معني دار دارد 

كه به نقش اين آنزيم در به راه انداختن ) 1998(و همكاران 
رويانزايي اشاره دارند مطابقت داشته، ولي با بررسي ديگر 

ن گروه مبني بر كاهش فعاليت اين آنزيم در كالوس همي
  .)٢٩(رويانزا نسبت به كالوس غير رويانزا، همخواني ندارد

  

 

 

 

مقايسه فعاليت پراكسيداز در مراحل مختلف تشكيل رويان  - 4نمودار 
 . H.niger  .)011/0( 848/14  :Chi-square از جداكشت برگي در

كالوس واجد :5كالوس رويانزا؛ :4كالوس؛ :3برگ كالوس زا؛ :2برگ؛ :1
  .كالوس واجد رويان پيشرفته: 6رويان اوليه؛ 

مقايسه فعاليت پراكسيداز در مراحل مختلف تشكيل رويان   -  4جدول 
 H.niger  .U  :μmol/ min از جداكشت برگي در

Activity 
)U/mg protein( 

tissue 

6.88  0.79 leaf 

7.36  0.6 callogenicleaf 

16.78  0.63 callus 

9.86  1.32 embryogenic callus 

21.3  1.68 early embryo holding callus 

8.04  0.35 late embryo holding callus 

  
 

 

 

 

  
مقايسه فعاليت پلي فنل اكسيداز در مراحل مختلف تشكيل  - 5نمودار 

-H.niger  .)035/0( 971/11  :Chi رويان از جداكشت برگي در

square  .1: كالوس رويانزا؛ :4كالوس؛ :3برگ كالوس زا؛ :2برگ؛
  .كالوس واجد رويان پيشرفته: 6كالوس واجد رويان اوليه؛ :5
مقايسه فعاليت پلي فنل اكسيداز در مراحل مختلف تشكيل  -  5جدول 

  H.niger  .U  :μmol/ min رويان از جداكشت برگي در
Activity 

(U/mg protein)  
tissue 

6.88  0.79 leaf  
7.36  0.6  callogenic leaf  

16.78  0.63  callus  
9.86  1.32  embryogenic callus  
21.3  1.68  early embryo holding callus  
8.04  0.35  late embryo holding callus  

مقايسه   Kruskal-wallis.بررسي آماري با آزمون  -  6جدول 
هاي  آنزيمها در مراحل مختلف رشد رويان و معني ميانگينهاي فعاليت

  .دار بودن اختلاف بين اين مراحل
Chi-square(p)  Enzyme 

15.436 (0.009 ) Superoxid dismutase  
10.882 (0.054 )  Catalase  
15.327 (0.009 )  Ascorbate pepoxidase  
14.848 (0.011 ) Peroxidase  
11.971 (0.035 )  Polyphenol oxidase  

  
  

  
  
  
  
  

  الكتروفورز سوپر اكسيد ديسموتاز در مراحل مختلف - 1شكل 
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برگ : Bبرگ ، :  H.niger ..Aتشكيل رويان از جداكشت برگي در  
شماره  : 1 → 7. كالوس واجد رويان:  Dكالوس و :  Cكالوس زا ، 

نمايش طرح واره ) ب. شكل اصلي ژل) الف. هاي نوارهاي ايزوفرمها
  .اي نوارها

بررسي الگوي الكتروفورزي ايزوفرمهاي پراكسيدازي 
ايزوفرم را  6) 4شكل(درمراحل مختلف تشكيل رويان 

،  6،كالوس   5، برگ كالوس زا  5نشان داد كه در برگ 
ايزوفرم قابل  6و كالوس واجد رويان   5كالوس رويانزا 

و جرم مولكولي ايزوفرمهاي فوق   Rm. شناسايي مي باشد
بررسي مقايسه اي . بيان شده است ) 10جدول (در 

ايزوفرمها در مراحل مختلف تشكيل رويان و نشان داد كه 

كه تنها در برخي از مراحل ) KD 4/30( 6ايزوفرم 
رويانزايي مشاهده شده بود، جزء ايزوفرمهاي اصلي دخيل 

، ) KD 7/76( 1در تمايز رويان بوده و ايزوفرمهاي 
2)KD60 ( ،3 )KD 6/53 (،4)KD 37(   5و )KD 1/34 (

كه در تمام مراحل تشكيل رويان قابل مشاهده بودند جزء 
ايزوفرمهاي نهادي دخيل در فرآيندهاي عمومي تمايز 

،  60، 7/76از طرف ديگر ايزوفرمهاي . محسوب مي شوند
در طي تشكيل رويان دچار بيش بياني  1/34و   37،  6/53

در كالوس و  تنها  4/30يا فراتنظيمي گشته اند و ايزوفرم 
  .   كالوس واجد رويان بيان شده است

  
  
  

 

كالوس ، :  Cبرگ حامل كالوس ، :  Bبرگ ، :  H.niger ..Aدر مراحل مختلف تشكيل رويان از جداكشت برگي در  كاتالازالكتروفورز   - 2شكل 
D  : كالوس رويانزا وE  :نمايش طرح واره اي نوارها) ب. شكل اصلي ژل) الف. شماره نوار ايزوفرم : 1. كالوس واجد رويان.  

  
شماره هاي نوارهاي  :  H.niger        .7 → 1در مراحل مختلف تشكيل رويان از جداكشت برگي در  SODالكتروفورز آنزيم   -  7جدول 

  .مقادير نسبي نوارهاي ايزوفرمي+++++  ←. + ايزوفرمها

number Rm 
molecular 

weight 
Leaf 

callogenic 
leaf 

callus 
embryo 
holding 
callus 

1 0.368 45.1  ++ +++ ++++ 
2 0..473 33 ++++ ++++ ++++ ++++ 
3 0.541 26.5 +++ +++++ +++++ +++ 
4 0.578 24.2 ++ ++++ ++++ ++ 
5 0.61 22.1  ++++ ++++  
6 0.663 18.9 ++++ ++++ ++++ ++++ 
7 0.778 13.4  ++++ ++++  

  
  

مقادير +++++  ←. +++ شماره نوار ايزوفرم : H.niger ..1در مراحل مختلف تشكيل رويان از جداكشت برگي در  CATالكتروفورز آنزيم    8جدول 
  .نسبي نوار ايزوفرمي

number Rm 
molecular 

weight 
Leaf 

callogenic 
leaf 

callus 
embryogenic 

callus 
embryo 
holding 
callus 

1 0.294 106.7    +++ +++++ 
  

1

A     B    C    D   E

 ب

A    B     C     D   E 

1 

 الف
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 ←. + شماره هاي نوارهاي ايزوفرمها :H.niger .. .5 → 1در مراحل مختلف تشكيل رويان از جداكشت برگي در  APXالكتروفورز آنزيم   -  9جدول 
  . مقادير نسبي نوارهاي ايزوفرمي++++++ 

number Rm 
molecular 

weight 
leaf 

callogenic 
leaf 

embryogenic 
callus 

embryo 
holding 
callus 

1 0.533 45.1  + +++ +++ 
2 0.728 28.2   ++ ++ 
3 0.796 23.8 ++++ ++++ ++++++ ++++++ 
4 0.844 21.1 ++ +++++ +++++
5 0.893 18.7   +++ +++ 

  
. شماره هاي نوارهاي ايزوفرمها :  H.niger .. .6 → 1در مراحل مختلف تشكيل رويان از جداكشت برگي در  PODالكتروفورز آنزيم   - 10جدول 

 . مقادير نسبي نوارهاي ايزوفرمي++++++  ←+ 

number Rm 
molecular 

weight 
Leaf 

callogenic 
leaf 

callus 
embryogenic 

callus 
embryo 
holding 
callus 

1 0178 76.8 ++ ++ ++++ ++++ ++++ 
2 0.264 60 ++ ++++ ++++++ +++++ ++++ 
3 0.303 53.6 ++ +++ ++++ +++ ++ 
4 0.431 37 ++ +++ ++++ +++ +++ 
5 0.46 34.1 + ++ +++ ++ +++ 
6 0.5 30.4   ++  ++ 

  
شماره  :H.niger .. .6 → 1در مراحل مختلف تشكيل رويان از جداكشت برگي در  PPOالكتروفورز آنزيم   - 11جدول 

  .  يايزوفرمهاي نوارمقادير نسبي ++++++  ←. + هاايزوفرمهاي نوارهاي 

number Rm 
molecular 

weight 
leaf 

callogenic 
leaf 

embryogenic 
callus 

embryo 
holding 
callus 

1 0.215 141.6 +   +++ 
2 0.421 67.79 ++++ +++++ ++++++ +++ 
3 0.568 40.1  +++ ++++ + 
4 0.637 31.6 ++++ ++++++ ++++++ +++++ 
5 0.686 26.3 +++ ++++ ++++ +++ 
6 0.735 22  +++ +++  

  
  

. + شماره هاي نوارهاي ايزوفرمها :  H.niger. 7 → 1در مراحل مختلف تشكيل رويان از جداكشت برگي در  OOX  الكتروفورز آنزيم  - 12جدول 
  .مقادير نسبي نوارهاي ايزوفرمي++++++  ←

number Rm 
molecular 

weight 
leaf 

callogenic 
leaf 

 
callus 

embryogenic 
callus 

embryo 
holding 
callus 

1 0.161 79.1 + +++ ++++ +++ 
2 0.252 62.1    ++++ ++++ 
3 0.273 58.3 ++ +++++ +++++ +++++ +++++ 
4 0.315 51.7 + ++++ +++++ ++++ ++++ 
5 0.421 38.1 ++++ +++++ ++++++ ++++ ++++ 
6 0.442 35.9 +++++ ++++++ ++++ ++++ 
7 0.484 31.8 ++ ++ +++ 
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در مراحل مختلف تشكيل كاتالاز بررسي تغييرات فعاليت 
نشان داد كه در برگ اين )  2نمودار و  2جدول (  رويان

فعاليت اين آنزيم در . آنزيم كمترين فعاليت را دارا مي باشد
طي تشكيل رويان تا  مرحله كالوس رويانزا كه به حداكثر 

به تدريج افزايش يافته و ) برابر برگ  69/4( خود مي رسد 
بررسي آماري نشان داد كه بين . دوباره كاهش مي يابد

اين آنزيم در مراحل مختلف رويانزايي اختلاف فعاليتهاي 
 اين نتايج با بررسي ).6جدول (معني دار نمي باشد 

Kakkar و Sawhney  )2002 ( كه بالا بودن فعاليت
CAT  در كالوس و كاهش آن را در اولين روزهاي تمايز

  ).24(رويان گزارش كرده اند تطابق كاملي ندارد 
رمهاي كاتالازي درمراحل بررسي الگوي الكتروفورزي ايزوف

وجود تنها يك نوار ) 2شكل (مختلف تشكيل رويان 
كيلودالتون را نشان داد  7/106ايزوفرمي با جرم مولكولي 

با بررسي مقايسه اي اين ايزوفرم در مراحل ) . 8جدول (
مختلف تشكيل رويان مي توان گفت اين ايزوفرم كه تنها 

هده است يك در برخي از مراحل رويانزايي قابل مشا
. ايزوفرم اصلي دخيل در تمايز رويان محسوب مي شود

همچنين بيش بياني يا فراتنظيمي اين ايزوفرم در طي 
  .تشكيل رويان قابل توجه مي باشد

در مراحل  آسكوربات پراكسيدازبررسي تغييرات فعاليت 
نشان داد كه ) 3و نمودار  3جدول (  مختلف تشكيل رويان
فعاليت . ترين فعاليت را دارا مي باشددر برگ اين آنزيم كم

اين آنزيم در طي تشكيل رويان به تدريج افزايش يافته تا  
برابر  3/12( كالوس رويانزا كه به حداكثر خود مي رسد 

بررسي آماري نشان داد كه . و دوباره كاهش مي يابد) برگ 
بين فعاليتهاي اين آنزيم در مراحل مختلف رويانزايي 

  ).6جدول( ار مي باشداختلاف معني د

بررسي الگوي الكتروفورزي ايزوفرمهاي آسكوربات 
 5) 3شكل (پراكسيدازي درمراحل مختلف تشكيل رويان 

  3، برگ كالوس زا  1ايزوفرم را نشان داد و در برگ 
ايزوفرم قابل  5و كالوس واجد رويان  5،كالوس رويانزا 

فوق  و جرم مولكولي ايزوفرمهاي  Rm. شناسايي مي باشد
با بررسي مقايسه اي . بيان شده است) 9جدول (در 

ايزوفرمها در مراحل مختلف تشكيل رويان و با توجه به 
 KD( 1توضيحات داده شده مي توان گفت ايزوفرمهاي 

1/45 ( ،2 )KD 2/28 ( ،4 )KD 1/21  ( 5و )KD 7/18 (
كه تنها در برخي از مراحل رويانزايي مشاهده شده اند جزء 
ايزوفرمهاي اصلي دخيل در تمايز رويان محسوب 

كه در تمام مراحل ) KD 2/28( 2شوند و ايزوفرم  مي
تشكيل رويان قابل مشاهده بود جزء ايزوفرمهاي نهادي 

كليه . دخيل در فرآيندهاي عمومي تمايز محسوب مي شود
ا در طي تشكيل رويان دچار بيش بياني يا ايزوفرمه

  .فراتنظيمي شده بودند

در مراحل  پلي فنل اكسيدازبررسي تغييرات فعاليت 
نشان داد )  5و نمودار  5جدول (  مختلف تشكيل رويان

. كه در برگ اين آنزيم كمترين فعاليت را دارا مي باشد
فعاليت اين آنزيم در طي تشكيل رويان تا  مرحله كالوس 

برابر  3/3(واجد رويان اوليه كه به حداكثر خود مي رسد 
. ، به تدريج افزايش يافته و دوباره كاهش مي يابد)برگ 

بررسي آماري نشان داد كه بين فعاليتهاي اين آنزيم در 
 مراحل مختلف رويانزايي اختلاف معني دار مي باشد

  ).6جدول(

با بررسي الگوي الكتروفورزي ايزوفرمهاي پلي فنل 
)  5شكل (اكسيدازي درمراحل مختلف تشكيل رويان 

همچنين معلوم شد كه در . ايزوفرم نشان داده شد 6وجود 
و كالوس  5،كالوس رويانزا   5، برگ كالوس زا  4برگ 

و   Rm. ايزوفرم قابل شناسايي مي باشد 5واجد رويان 
بيان شده ) 11جدول (جرم مولكولي ايزوفرمهاي فوق در 

مقايسه اي ايزوفرمها در مراحل مختلف  با بررسي. است 
، ) KD 6/141( 1تشكيل رويان مي توان گفت ايزوفرمهاي 

3 )KD 1/40 ( 6و )KD 22 ( كه تنها در برخي از مراحل
رويانزايي مشاهده شده اند جزء ايزوفرمهاي اصلي دخيل 

 KD( 2در تمايز رويان محسوب مي شوند و ايزوفرمهاي 
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79/67 ( ،4 )KD 6/31 ( ،  5و )KD 3/26 ( كه در تمام
مراحل تشكيل رويان قابل مشاهده بودند جزء ايزوفرمهاي 
نهادي دخيل در فرايندهاي عمومي تمايز محسوب 

 KD 6/141 (  ،2 )KD( 1به علاوه ايزوفرمهاي . شوند مي
79/67   ( ،3 )KD 1/40 ( 6و )KD 22 ( در طي تشكيل

 5اند و ايزوفرم رويان دچار بيش بياني يا فراتنظيمي گشته 
)KD 3/26 ( در طي تشكيل رويان تقريباً به طور يكسان

  .   بيان شده است

باشند با  مي PODsكه جزء  OOXsدر پژوهش حاضر 
مقايسه الگوهاي . روش الكتروفورز بررسي گرديدند

الكتروفورزي شباهت فراواني را بين نوارهاي ايزوفرمي اين 
  .دو گروه از آنزيمها نشان مي دهد

  

  

  
  
  

 

در مراحل مختلف تشكيل  آسكوربات پراكسيدازالكتروفورز  - 3شكل 
برگ حامل :  Bبرگ ، :  H.niger ..Aرويان از جداكشت برگي در 

 :1 → 5. . كالوس واجد رويان:  Dكالوس رويانزا و :  Cكالوس ، 
نمايش طرح ) ب. شكل اصلي ژل) الف. شماره هاي نوارهاي ايزوفرمها

  .واره اي نوارها
  
  
  
  

 

 

در مراحل مختلف تشكيل رويان از  پراكسيدازالكتروفورز  - 4شكل 
برگ حامل كالوس ، :  Bبرگ ، : H.niger.     Aجداكشت برگي در 

C  : كالوس وD  : كالوس رويانزا وE  :6 →1. كالوس واجد رويان : 
  نمايش طرح) ب. شكل اصلي ژل) الف. شماره هاي نوارهاي ايزوفرمها

  .واره اي نوارها
  
  

  
  

 

  
  
  

در مراحل مختلف تشكيل  پلي فنل اكسيدازالكتروفورز  - 5شكل 
برگ حامل :  Bبرگ ، :  H.niger ..Aرويان از جداكشت برگي در 

 :  1 → 6. . كالوس واجد رويان:  Dكالوس رويانزا و :  Cكالوس ، 
نمايش طرح ) ب. ژل شكل اصلي) الف. شماره هاي نوارهاي ايزوفرمها

  .واره اي نوارها
  

 

 

 

در مراحل مختلف تشكيل رويان  اكسيدازاكسين الكتروفورز  - 6شكل 
برگ حامل كالوس :  Bبرگ ، :  H.niger ..Aاز جداكشت برگي در 

 ،C  : ، كالوسD  : كالوس رويانزا وE  :1 → 7. . كالوس واجد رويان  
نمايش ) ب. شكل اصلي ژل) الف. شماره هاي نوارهاي ايزوفرمها :

  .طرح واره اي نوارها
زي ايزوفرمهاي اكسين اكسيدازي ررسي الگوي الكتروفورب

  7وجود ) 6شكل (درمراحل مختلف تشكيل رويان 
،  3با توجه به شكل  در برگ . ايزوفرم را نشان مي دهد

و كالوس  7رويانزا  ، كالوس 6،كالوس   4برگ كالوس زا 
و   Rm. ايزوفرم قابل شناسايي مي باشد  7واجد رويان 

بيان شده  )12جدول (جرم مولكولي ايزوفرمهاي فوق در 
با بررسي مقايسه اي ايزوفرمها در مراحل مختلف . است 

تشكيل رويان و با توجه به توضيحات داده شده مي توان 

A  B  C  D 

 الف

1
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 KD 1/79 ( ،2 )KD 9/65 (  ،6)KD( 1گفت ايزوفرمهاي 
كه تنها در برخي از مراحل ) KD 8/31( 7و )  9/35

صلي دخيل مشاهده شده اند   جزء ايزوفرمهاي ا رويانزايي
 KD( 3در تمايز رويان محسوب مي شوند و ايزوفرمهاي 

3/58 ( ،4 )KD 7/51  ( 5و )KD 1/38 ( كه در تمام
مراحل تشكيل رويان قابل مشاهده بودند جزء ايزوفرمهاي 

يندهاي عمومي تمايز محسوب آنهادي دخيل در فر

كليه ايزوفرمها در طي تشكيل رويان دچار بيش . شوند مي
    .فراتنظيمي شده اندبياني يا 

ما حصل اينكه، مرحله تشكيل كالوس رويانزا از شاخص  
اين مرحله با شديد بودن . است رويانزاييترين مراحل 

فعاليت سوپراكسيد ديسموتاز، كاتالاز و آسكوربات 
پراكسيداز و با ضعيف بودن فعاليت پراكسيداز و پلي فنل 

ي آنزيمي اين نوارها تعداداكسيداز همراه بوده، تغيير 
  . ويژگي را همراهي نمي نمايد

  منابع
بررسي ): 1387(حسن  –مهديس و ابراهيم زاده  –ابراهيم زاده  -1

تغييرات پروتئينها در مراحل مختلف رويانزايي بدني از قطعات 
مجله .  .H.niger Lو  H. arachnoideus Pojarkبرگ  

-381، صفحات  3شماره   ،21جلد  –زيست شناسي ايران 
369.## 

حسن  –احمد و ابراهيم زاده  –مهديس، مجد  –ابراهيم زاده  -2
رويانزايي بدني در قطعات جداكشت چند گونه بنگدانه ): 1381(

(Hyoscyamus)  :H. pusilus L.  ،H. arachnoideus 
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Abstract 

The Hyoscyamus genus has always been regarded as an important medical plant and its 
therapeutic effects are attributed to its contained different tropan alkaloids.  Utilizing 
genetic engineering for production of plants belonging to this genus with more valuable 
pharmaceutical properties without consuming much time and cost is one of the most 
regarded points in this issue.  Somatic embryogenesis and gathering knowledge about it 
is a great help.  For this perpose we attempted to perform successful somatic 
embryogenesis, and to get more knowledge about its mechanism via assessing enzymes 
in different stages of embryo formation.  In this study, leaves were cultured on MS 
medium containing BAP (1.5 mgL-1) and IAA (0.2mgL-1) lead to a successful 
embryogenesis. The results show that highest activity of superoxide dismutase and  
peroxidase had the highest activity in primary embryo-holding callus, catalase and 
ascorbate peroxidase had the highest activity in embryogenic callus but polyphenol 
oxidase had the highest activity in callus. In different stages of embryo formation from 
leaf explants of H. niger showed that changes of activities of these enzymes in various 
stages of embryo formation.  The electrophoresis patterns of iso-enzymes of superoxide 
dismutase, peroxidase, catalase, ascorbate peroxidase, polyphenol oxidase and auxin 
oxidase showed the presence of 7, 6, 1, 5, 6, 7, and 2 isosymes in these enzymes 
respectively.  The molecular mass of the isozymes were determined and up-regulation, 
down-regulation, and modulation of the isosymal bands were assessed.  The main as 
well as concervative isozymes involved in embryogenesis were also identified.  

Keywords:  Hyoscyamus niger, antioxidant enzymes, somatic embryogenesis. 
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