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گياه دارويي مويين  هايدر كشت ريشهتروپان آلكالوئيدها توليد و  h6hبيان ژن  افزايش
  رومتهييج شده با عصاره قارچ فوزاريوم گرامينه بذرالبنج مشبك
 2و حامد محمد پور 2، علي شرفي1، بهمن حسيني1اصلكمال رشيدي

  باغبانيدانشكده كشاورزي، گروه علوم  دانشگاه اروميه،، اروميه، ايران 1
  مركز تحقيقات بيوتكنولوژي داروييزنجان، دانشگاه علوم پزشكي زنجان، دانشكده داروسازي، ، ايران 2

  10/4/97 :تاريخ پذيرش    21/9/96:تاريخ دريافت

  چكيده

. باشدمنبع غني از آلكالوئيدهاي تروپاني هيوسيامين و اسكوپولامين مي  )(.Hyoscyamus reticulatus Lگياه بذرالبنج مشبك 
 A7اي، گياه بذرالنج مشبك با استفاده از سويه هاي كوتيلدون دو هفتهاز ريزنمونهمويين  هايحاضر، ريشه پژوهشدر 

در  روم گرامينه عصاره قارچ فوزاريوم) گرم بر ليترميلي 20و 10، 5صفر، (اثر غلظتهاي مختلف . تهيه شد آگروباكتريوم رايزوژنز
كل، ميزان آلكالوئيدهاي فنول  بر ميزان رشد، فعاليت آنزيمهاي آنتي اكسيداني، ميزان) ساعت 72و  48، 24(زمانهاي مختلف 

نتايج آناليز . بذرالبنج مشبك بررسي گرديدمويين  هايدر ريشه  (h6h)بتا هيدروكسيلاز -6-تروپاني و ميزان بيان ژن هيوسيامين
فعاليت  .يافت كاهشمحرك عصاره قارچ فوزاريوم تهاي بالاي غلظ تأثيرتحت نشان داد كه ميزان وزن تر و خشك  هاداده

مويين  هايدر ريشهكل فنول  همچنين ميزان و اكسيداني شامل كاتالاز، گاياكول پراكسيداز و آسكوربات پراكسيدازآنزيمهاي آنتي
وزاريوم بيشترين ميزان هيوسيامين و نشان داد كه در تيمار قارچ ف GCآناليز نتايج  .د افزايش يافتتيمار شده، در مقايسه با شاه

آناليز  نتايج. آمد به دستساعت  48گرم برليتر و زمان ميلي 10و  5در غلظتهاي ) درصد به ترتيب 41/40و  5/27(آسكوپولامين 
 48ر گرم برليتر د ميلي 10نشان داد كه بيشترين ميزان بيان اين ژن در تيمار عصاره قارچ فوزاريوم در غلظت  RT-PCRبيان 

تواند به عنوان روم ميعصاره قارچ فوزاريوم گرامينه  شود كه محركبراساس اين نتايج چنين استنباط مي. ساعت مشاهده شد
  .جهت توليد متابوليتهاي ثانويه گياهي از جمله آلكالوئيدهاي تروپاني مورد استفاده قرار گيرد مؤثرمحرك 

  هيدروكسيلاز بتا -6-روم، هيوسيامين، فوزاريوم گرامينهآسكوپولامين، يان ژنباكسيداني،  آنتيآنزيمهاي  :كليدي واژه هاي

 b.hosseini@urmia.ac.ir  :پست الكترونيكي،  044132779558 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
 .باشد بذرالبنج، گياهي يك ساله، دوساله و يا چندساله مي

. هاي مختلف بذرالبنج بسيار كند است  رشد اوليه گونه
ده پاني بووتري لكالوئيدهاآ از، سكوپولامينو اهيوسيامين 

 اسكوپولامين و هيوسيامين. شوند لبنج توليد ميرابذدر ه ـك

 باشند مي پاراسمپاتيك اعصاب مهاركننده داروهاي عنوان به
امين و لكالوئيدها مانند هيوسيآبيوسنتز تروپان  )39(
پيرولينيوم از  متيلN- سكوپولامين با تشكيل يون آ

در  .)28( شودو آرژنين آغاز مي آمينواسيدهاي اورنيتين

هاي مسير بيوسنتز تروپان آلكالوئيدهاي ياد شده، آنزيم
آخرين مرحلة مسير  در ،)29و  21( نقش دارندبسياري 

لكالوئيدها، هيوسيامين توسط آنزيم آ بيوسنتزي تروپان
هيوسيامين به  ،(H6H)هيدروكسيلاز  β-6هيوسيامين 

و سنتز شيميايي  .شود، كاتاليز مي)هيوسين(سكوپولامين آ
ر وه طنها بآتوليد ان ميزه و پيچيدت، ين تركيباامصنوعي 

گياهي سعي ن كنندگاح صلااين ابنابر. طبيعي كم ميباشد
يش افزاجهت زيستي فنĤوري  نويني شهاده از روستفادر ا
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توليد ي همچنين كاهش هزينههاو لكالوئيدها آتوليد  انميز
 هايكشت ريشهدر طي سالهاي اخير، . نددار ليتهامتابوين ا

ارزشي براي  توسعه يافته است و منبع بالقوه و بامويين 
ي محركها ).33و  8( باشند توليد متابوليتهاي ثانويه مي

 سنتز تركيبات مهم تجاري از محيط يقارچي براي ارتقا
تري مورد مطالعه  گياهي به صورت وسيع يسلولهاشت ك

فوق  يپاسخهاباعث  معمولاً كه ييقارچها. قرار گرفته اند
شوند، باعث فعال شدن  گياهي مي يسلولهادر  حساسيتي

مسيرهاي دفاعي گياهي شده و منجر به افزايش توليد 
اي ديگر، افزايش  در مطالعه .)9( شود فيتوآلكسين مي

 Linumن در كشت سوسپانسيون سلولي بيوسنتز ليگني

album قارچ هاي قارچي نشان داد كه عصاره توسط عصاره 
Fusarium graminearum ميزان توليد بالاترين موجب 

 Linum(كتان سفيد  سلولي كشت در پودوفيلوتوكسين

album (شد )با توجه به اينكه توليد سريع و انبوه . )5
اي شيميايي عمدتاً متابوليتهاي ثانويه از طريق روشه

دليل اهميت باشد و نيز بهپرهزينه، مشكل و يا غيرممكن مي
اقتصادي اين متابوليتها و توليد اندك آنها در گياهان 

 ،)32(مويين  هايدارويي، راهكارهايي مثل كشت ريشه
تواند توليد اين استفاده از محركهاي زيستي و غيرزيستي مي

همين منظور اين مطالعه به  به. متابوليتها را بهبود ببخشد
روم بر منظور بررسي اثر عصاره قارچ فوزاريوم گرامينه

 h6h، فيتوشيميايي و بيان ژن رشديروي خصوصيات 
  .انجام گرديد

  مواد و روشها
آناليز ، گياه بذرالبنج مشبك آزمايشهاي مربوط به كشت

در آزمايشگاه گروه علوم  و بيوشيميايي رشديخصوصيات 
و آناليز فيتوشيميايي آلكالوئيدهاي اروميه نشگاه باغباني دا
و همچنين تحقيقات مولكولي اين پژوهش نيز در تروپاني 

آزمايشگاه مركز علوم تحقيقات زيست فناوري پرديس 
   .انجام شد 1396و  1395 هايدر سال دانشگاه اروميه

بذرهاي گياه بذرالبنج مشبك : ه بذرالبنج مشبككشت گيا
 بعد از ضدعفوني. بذر اصفهان تهيه گرديداز شركت پاكان 

، بذرها در داخل درصد و هيپوكلريت سديم 70با اتانول 
منظور تلقيح به .شدند كشت ،)MS )25 محيط كشت

هاي مادري هاي گياهي، كوتيلدونها از گياهچهريزنمونه
دقيقه درون سوسپانسيون  3مدت استريل جدا و به

ور هغوط A7 سويه  Agrobacterium rihzogenesباكتريايي
جامد  MS هاي تلقيح شده به محيط كشتريزنمونه. شدند

ساعت، داخل  48مدت منتقل و به) محيط همكشتي(
و در شرايط  سانتي گراددرجه  25انكوباتور با دماي 

  . تاريكي نگهداري شدند

قارچ فوزاريوم با محرك عصاره مويين  هايريشه كشت
- گرامينهقارچ فوزاريوم كرده شدر ميسيليومهاي: رومگرامينه

 گروه از قارچ، سلولي عصاره آماده و روم در محيط مايع

 ابتدا .گرديد اروميه تهيه دانشگاه گياهي شناسيبيماري

 پودر شكل به و شده خرد هاون با و مايع ازت در ميسيليومها

 به و حل استريل مقطر آب در حاصل پودر. دتهيه گردي

 شد رسانده ليتر در گرمميلي  200نهايي غلظت

 12 مدت به دقيقه در دور 14000 باقارچ  سوسپانسيون.

 انتها در. گرديد سانتريفيوژ سانتي گراد درجه 4 در دقيقه

 22فيلتر  و براي استريل كردن از  برداشته رويي مايع
 20و 10، 5صفر، (ي غلظتهااز  .گرديد استفادهميكروني 

 48، 24(زمانهاي مختلف  عصاره قارچ در) گرم بر ليترميلي
  .استفاده گرديد) ساعت 72و 

استخراج آلكالوئيدها به : آلكالوئيدهاو آناليز استخراج 
 به. انجام شد) 17(و همكاران  Kamadaروش 

منظورجداسازي و شناسايي آلكالوئيدهاي تروپاني 
 هيوسيامين و آسكوپولامين از دستگاه كروماتوگرافي گازي

Helwentt-Packard  ،مدلHP 7890A GC   و
جرمي سنج كروماتوگراف گازي متصل شده به طيف 

Helwentt-Packard   5975، مدلC  مجهز به ستون موئينه ،
5-HP  متر، با ضخامت ميلي 25/0متر و قطر  30به طول
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دماي محفظه تزريق  .استفاده گرديد 25/0لايه فاز ساكن 
و انرژي  رميكرو ليت 1، ميزان تزريق گراددرجه سانتي 270

برنامه حرارتي در دامنه  .الكترون ولت بود 70يونيزاسيون 
درجه بر دقيقه و دماي محفظه  5درجه با سرعت  60- 280

  .درجه بود 270تزريق 

منظور، دينب: هاي موئينمولكولي تراريختي ريشه تأييد
DNA و ريشه غير تراريخت مويين  هايژنومي ريشه

 شده به روش زني بذرهاي كشتحاصل از جوانه

CTABحضور ژن تأييد به منظور. )19( ،استخراج شد 

rolB بذرالبنج مويين  هايگروباكتريوم رايزوژنز در ريشهآ
انجام گرديد و (PCR) اي پليمراز مشبك، واكنش زنجيره

  :توالي آغازگرهاي
Forward Primer: 5' – 

ATGGATCCCAAATTGCTATTCCCCCACGA-3'
 

Reverse Primer: 5' – 
TTAGGCTTCTTTCATTCGGTTTACTGCAGC-3' 

مورد استفاده قرار  rolB ژن bp 780 منظور تكثير قطعاتبه 
 .گرفتند

استخراج : اندازه گيري فعاليت آنزيمهاي آنتي اكسيداني
گرم  5/0 :عصاره گياهي جهت سنجش فعاليت آنزيمها

 ن و به ميزان پنج برابر وزن آن بافريوزتتازه بافت گياهي 
 ، :5.7pHميلي مولار با  Tris-HCL 50 استخراج شامل

MgCl2 3 مولار و ميليEDTA 1 اضافه و بر  مولارميلي
 كاملاًشد تا يك عصاره  ساييدهدقيقه  20روي يخ به مدت 

دقيقه  20هموژنات حاصل به مدت  .آمد به دستهمگن 
دور در  5000با سرعت  سانتي گراددرجه  4در دماي 

لول رويي حاصل به عنوان دقيقه سانتريفيوژ گرديد و مح
آنزيمهاي آنتي  عصاره خام جهت اندازه گيري فعاليت

شامل آنزيمهاي كاتالاز، گاياكول پراكسيداز و  اكسيداني
 . )31( مورد استفاده قرار گرفت آسكوربات پراكسيداز

:  (CAT; EC 1.11.1.6)اندازه گيري فعاليت آنزيم كاتالاز
نزيم كاتالاز به محلولهاي حاصل براي سنجش فعاليت آ

 NaH2PO4( 50(سديم  ابتدا بافر فسفات :شرح ذيل است
ليتر ميلي 5/2تهيه و سپس به ميزان  7 با اسيديتهمولار ميلي

درصد  3 (H2O2)ميكروليتر آب اكسيژنه 20از آن بافر و 
اين مواد با هم مخلوط و سپس و براي هر نمونه برداشته 

فزوده و تغييرات جذب ميكروليتر عصاره آنزيمي به آن ا 20
نانومتر با استفاده از دستگاه  240در طول موج 

محتواي . دقيقه بررسي شد 1اسپكتروفتومتر به مدت 
فعاليت آنزيم بر حسب تغييرات واحد جذب در دقيقه به 

  ).3(گرديد گرم پروتئين محاسبه ازاي هر ميلي

 GPX;EC)اندازه گيري فعاليت آنزيم گاياكول پراكسيداز

 از استفاده با پراكسيداز گاياكول فعاليت آنزيم:  (1.11.1.7

و  Zhangروش  اساس بر و عنوان سوبسترا به گاياكول
 25حاوي  واكنش مخلوط .شد اندازه گيري )40(همكاران 

ميكروليتر بافر فسفات  77/2آنزيمي،  ميكروليتر عصاره
ميكروليتر آب 100، 7مولار با اسيديته ميلي 50پتاسيم 
. درصد بود 4ميكروليتر گاياكول  100درصد و  1ه اكسيژن

افزايش جذب به دليل اكسيداسيون گاياكول در طول موج 
سپس ميزان . دقيقه اندازه گيري شد 1نانومتردر مدت  470

فعاليت آنزيم بر حسب  تغييرات واحد جذب در دقيقه به 
 .گرم پروتئين محاسبه گرديدازاي هر ميلي

زيم آسكوربات اندازه گيري فعاليت آن
پس از آماده سازي :  (APX;EC 1.11.1.11)پراكسيداز

هاي پروتئيني، براي سنجش فعاليت سينتيكي آنزيم عصاره
آسكوربات پراكسيداز معرفهاي زير مورد استفاده قرار 

ميزان  به  pH=7مولار با ميلي 50 سديم بافر فسفات: گرفت
 200يزان درصد به م 3 (H2O2)ليتر، آب اكسيژنه ميلي 2

. ميكروليتر 200ميكرومولار  50ميكروليتر و آسكوربات 
و  شدهدر حمام يخ با يكديگر مخلوط  كليه مواد و محلولها

. ميكروليتر عصاره آنزيمي به آن اضافه شد 100بلافاصله 
 290در طول موج دقيقه  1طي منحني تغييرات جذب 

محتواي فعاليت آنزيم بر حسب . نانومتر خوانده شد
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گرم ييرات واحد جذب در دقيقه به ازاي هر ميليتغ
 .)40( پروتئين محاسبه گرديد

: كلفنول  استخراج عصاره گياهي جهت سنجش ميزان
 و همكاران  Hajimahdipourاين آزمايش براساس روش 

 گرم از ريشه 5/0ابتدا . با كمي تغيير انجام گرفت ،)13(
ميلي  10سپس  .داخل هاون سرد قرار داده شدتر مويين 

طور كامل ساييده به درصد به آن اضافه و  80ليتر متانول 
 سانتريفيوژ در سرعت دقيقه  15سپس به مدت . شد

بعد . گرديدانجام درجه  4در دماي دور در دقيقه  10000
 10ميكروليتر معرف فولين 1200از عصاره با ميكروليتر  50

 5اي تميز ريخته و پس از هاي شيشهدرصد داخل لوله
 5/7ميكروليتر كربنات سديم  960دقيقه انتظار، به آن 

ميكروليتر آب مقطر اضافه  180درصد اضافه و در آخر 
دقيقه در  30- 40اي به مدت هاي شيشهسپس لوله .گرديد

نانومتر با  760در آخر در طول موج  .تاريكي قرار گرفت
از اسيد گاليك براي رسم منحني . اسپكتوفتومتر خوانده شد

گرم نيز بر اساس ميلي نتايج نهايتاً و استفاده شد اندارداست
  .گرم وزن تر گزارش گرديد اسيد گاليك بر

ذخيره كردن توالي ژنها از  :  h6hآناليز بيان ژن
-از مهم h6hژن : پايگاههاي اطلاعاتي و طراحي آغازگر

ترين ژنهاي درگير در مسير توليد تروپان آلكالوئيدها در 
به منظور طراحي آغازگر . باشدشبك ميگياه بذرالبنج م

براي اين ژن ابتدا توالي، نواحي كدكننده ژن مذكور از 
در اين تحقيق از نرم . شد ذخيره NCBIبانك اطلاعاتي 

توالي  .براي طراحي استفاده شد Fast PCRافزارهاي 
-مي 1مطابق جدول  18s rRNAو  h6hآغازگرهاي ژن 

   .باشد

 RT- PCRي مورد استفاده در تكنيك مشخصات آغازگرها -1جدول

  (bp)طول قطعه تكثيري  دماي اتصالتوالي  ژن
h6h  F: TGGCTACTTTTGTGTCGAACTGG66  625  
  R: CTTGGGTCTGGGCATGGTG    

18s rRNA  F: ATGATAACTCGACGGATCGC60  165  
  R: CTTGGATGTGGTAGCCGTTT    

 

-از نمونه RNAاستخراج : cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

هاي ريشه مويين خشك با استفاده از محلول استخراج 
RNAX-plus )مطابق دستورالعمل ) سيناكلون، ايران

براي . پيشنهادي شركت سازنده با كمي تغييرات انجام شد
ي استخراجي با استفاده از كيت RNAاز  cDNAسنتز 

First Strand cDNA Synthesis )مطابق ) سيناكلون، ايران
ورالعمل پيشنهادي شركت سازنده با كمي تغييرات دست

قبل از شروع كار تمام وسايل استريل شده و به . انجام شد
در داخل هود قرار گرفتند و  UVدقيقه زير نور  15مدت 

  .تمام مراحل استخراج بر روي يخ انجام شد

و بهينه سازي دماي   cDNAبررسي صحت ساخت
اده از آغازگرهاي ژن با استفcDNA : اتصال ژنهاي مربوطه

18s-rRNA  در فرآيندPCR  ميكروليتر  20با حجم نهايي
 PCRميكروليتر 5/12از  PCRبراي انجام واكنش . تكثير شد

Master Mix  )ميكروليتر از هر كدام از  5/0، )پيشگامان
استفاده  cDNAميكروليتر  2آغازگرهاي رفت و برگشت، 

شامل  18s-rRNAن شرايط دمايي مورد استفاده براي ژ. شد
دقيقه،  5درجه به مدت  94سازي اوليه در دماي واسرشت

 60ثانيه،  30درجه به مدت  94چرخه شامل دماي  35
ثانيه و بسط  40درجه به مدت  72ثانيه،  30درجه به مدت 

محصولات . باشددقيقه مي 5درجه به مدت  72نهايي در 
PCR  روي ژل  ميكروليتر لودينگ بافر بر 7پس از افزودن

ولت  90درصد قرار گرفت و بعد از الكتروفورز  1آگارز 
براي انجام . برداري انجام گرفتساعت، عكس 1براي 

 PCR Masterميكروليتر 5/12از  h6h ژن PCRواكنش 
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Mix  )ميكروليتر از هر كدام از آغازگرهاي  5/0، )پيشگامان
و ) 1: 50(رقيق شده  cDNAميكروليتر  2رفت و برگشت، 

شرايط . استفاده شد DNAميكروليتر آب عاري از  5/4
شامل واسرشت سازي  h6hدمايي مورد استفاده براي ژن 

چرخه شامل  35دقيقه،  5درجه به مدت  94اوليه در دماي 
 55/1درجه به مدت  66دقيقه،  1درجه به مدت  94دماي 
 72دقيقه و بسط نهايي در  40/1درجه به مدت  72دقيقه، 

 . باشددقيقه مي 10درجه به مدت 

از واكنش كنترل منفي  h6hبراي بررسي صحت تكثير ژن 
–RT  وNTC استفاده شد.  

اين واكنش جهت تشخيص : RTواكنش كنترل منفي 
استخراج شده  RNAهاي در نمونه DNAودگي آلوجود 

در اين واكنش تمام اجزاي واكنش براي . ضروري است
مورد  Reverse transcriptaseبه جز آنزيم  cDNAسنتز 

با توجه به عدم استفاده از آنزيم نبايد . گيرداستفاده قرار مي
سنتز شود بنابراين در مرحله تكثير   cDNAدر اين نمونه

نبايد باندي  cDNAژن مورد مطالعه با استفاده از اين 
 . است DNAوجود باند بيانگر وجود آلودگي . مشاهده شود

واكنش براي تشخيص اين : (NTC)  واكنش كنترل منفي
در اين واكنش . آلودگي در اجزاي واكنش ضروري است

فقط به . شوداستفاده مي cDNAتمام اجزاي واكنش به جز 
از آب عاري از نوكلئاز استفاده  cDNAجاي استفاده از 

بنابراين در مرحله تكثير ژن مورد مطالعه هيچ باندي . شد
جود آلودگي نبايد مشاهده شود چون وجود باند نشانگر و

 .اجزاي واكنش خواهد بود

آزمايشات مربوط به هر : آناليز داده ها و محاسبات آماري
 كاملاًمحرك به صورت فاكتوريل در قالب طرح پايه 

هاي حاصل از تصادفي و با سه تكرار انجام گرديد و داده
مورد تجزيه  SAS 9.1آزمايش با استفاده از نرم افزار 

سات ميانگين توسط آزمون چند مقاي. تحليل قرار گرفت
و براي رسم نمودارها از نرم  ديدگر انجاماي دانكن دامنه

همچنين براي آناليز كردن نتايج . شداستفاده  Excelافزار 
RT-PCR  از نرم افزارPixcavator 6.0 استفاده شد.  

  نتايج
: گياه بذرالبنج مشبكمويين  هايتعيين منحني رشد ريشه

 گرم ريشه 5/0 وضعيت رشد ،ر مورد نظرقبل از اعمال تيما
مورد  پايه MSهفته در محيط كشت  5به مدت مويين 

نتايج نشان داد كه بعد از كشت، وزن . بررسي قرار گرفت
 تاتر سلولها شروع به افزايش كرده كه اين روند افزايش 

بعد از اين زمان . هفته سوم به صورت لگاريتمي بود
و در هفته پنجم روند افزايش وزن كاهش يافت سرعت 

در اواخر دوره لگاريتمي ). 1شكل ( رشدي نامحسوس شد
كه در اين زمان ) ام19- 22روز (و در آستانه دوره ايستايي 

به حد مناسبي رسيده بود، به مويين  زيست توده ريشه
  .انتخاب گرديد محركها يالقاعنوان زمان 

  
شبك در محيط نرخ رشد ريشه هاي مويين گياه بذرالبنج م  -1شكل 

دور در   120 درجه و سرعت شيكر  25مايع در دماي  MSكشت 
  دقيقه

روم بر رشد گرامينهمحرك عصاره قارچ فوزاريوم تأثير
نتايج تجزيه واريانس : بذرالبنج مشبكمويين  هايريشه
-غلظت و مدت زمان تيمار با عصاره قارچ فوزاريوم تأثير

بذرالبنج مشبك در مويين  هايروم بر رشد ريشهگرامينه
 هاداده نتايج مقايسه ميانگين. نشان داده شده است 2جدول 

نشان داد كه اثرات متقابل غلظت و مدت زمان تيمار با 
مويين  هايروم بر رشد ريشهگرامينهعصاره قارچ فوزاريوم

درصد به ترتيب در  5و 1بذرالبنج مشبك در سطح احتمال 
دار مار شده معنيتيمويين  هايوزن تر و خشك ريشه
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 5در تيمار ) گرم 16/14(بيشترين ميزان وزن تر . گرديد
و كمترين ميزان تيمار ساعت  72مدت  درگرم بر ليتر ميلي

 72گرم برليتر به مدت ميلي 20در تيمار ) 57/5(وزن تر 
بيشترين ميزان وزن ). 2شكل ( مشاهده گرديدساعت 

زمان تيمار و در مدت در تيمار شاهد ) گرم 91/0(خشك 
و كمترين ميزان وزن ساعت نگهداري در محيط مايع  72

در مدت گرم برليتر ميلي 20در تيمار ) گرم 48/0(خشك 
  ). 2شكل (آمد  به دستساعت  72زمان تيمار 

  ي مويين بذرالبنج مشبكتجزيه واريانس تأثير غلظت و مدت زمان تيمار با محرك عصاره قارچ فوزاريوم گرامينه روم  بر رشد ريشه ها  -2جدول 
 ميانگين مربعات

 منابع تغييرات درجه آزادي )گرم(وزن تر )گرم ( وزن خشك 
 (a)غلظت تيمار  3 92/68** 132/0**
ns01/0 **03/18 2  زمان تيمار(b) 
 (a*b)اثر متقابل  6 41/8** /018*

 اشتباه آزمايشي 24 35/2 006/0

  )درصد(ضريب تغييرات   40/14 11/
  .باشددار ميعدم وجود اختلاف معنيو درصد  5و 1دار در سطح احتمال به ترتيب نشان دهنده اختلاف معني nsو **  * 

 

 

 هايريشه) ب(و خشك ) الف(روم بر وزن تر مقايسه ميانگين اثرات متقابل غلظت و زمان تيمار با محرك عصاره قارچ فوزاريوم گرامينه -2شكل 
  باشدآزمون دانكن مي 5دار در سطح احتمال تلاف معنيدهنده عدم وجود اخحروف مشابه نشان .بذرالبنج مشبكمويين 

روم بر ميزان گرامينهمحرك عصاره قارچ فوزاريوم تأثير
مويين  هاياكسيداني ريشهفعاليت آنزيمهاي آنتي

و مدت  غلظت تأثيرنتايج تجزيه واريانس : بذرالبنج مشبك
روم بر ميزان گرامينهعصاره قارچ فوزاريوم زمان تيمار با

بذرالبنج مويين  هاياكسيداني ريشهآنزيمهاي آنتي فعاليت
نتايج مقايسه . نشان داده شده است 3مشبك در جدول 

 تيمار ميانگين نشان داد كه اثرات متقابل غلظت و زمان
زيمهاي روم فقط در آنگرامينهعصاره قارچ فوزاريوم

. دار بوددرصد معني 5پراكسيداز در سطح احتمال گاياكول
 گرمميلي 10در غلظت  حداكثر ميزان فعاليت آنزيم كاتالاز

و گرم ميلي 10در غلظت پراكسيداز ، گاياكولعصاره قارچ
گرم محرك و به ميلي 5در غلظت پراكسيداز آسكوربات
تيمار  زمانساعت  24و  72، 24مدت زمانهاي  ترتيب در

حداقل ميزان فعاليت آنزيمهاي كاتالاز،  .ثبت گرديد
شاهد  تيمارپراكسيداز در پراكسيداز و آسكورباتگاياكول

  ). 3شكل (مشاهده گرديد 

الف  ب
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داني و تجزيه واريانس تأثير غلظت و مدت زمان تيمار با محرك عصاره قارچ فوزاريوم گرامينه روم بر ميزان فعاليت آنزيمهاي آنتي اكسي -3جدول 
  ميزان فنول كل ريشه هاي مويين بذرالبنج مشبك

 ميانگين مربعات  

 فنل كل

(mg GA/g FW) 

APX 
(mg pro/min) 

GPX 
(mg pro/min) 

CAT 
(mg pro/min) 

 منابع تغييرات درجه آزادي

 (a)غلظت تيمار   3 88/389** 84/259** 47/72**  88/9**

**98/16 ns64/9 **34/404 **87/762 2 يمار زمان ت(b) 
*18/1 ns93/1 *47/25 ns19/10 6  اثر متقابل(a*b) 

 اشتباه آزمايشي 24 54/8 57/9 04/3  41/0

  )درصد(ضريب تغييرات   31/7 82/7 60/13  35/10
  باشددار ميدرصد عدم وجود اختلاف معني 5و 1به ترتيب نشان دهنده اختلاف معني دار در سطح احتمال  nsو **  * 

  
روم بر ميزان فعاليت آنزيم كاتالاز و مقايسه تيمار با محرك عصاره قارچ فوزاريوم گرامينه)  ب(و زمان) الف(مقايسه ميانگين اثر ساده غلظت  -3شكل 

و ) ج(يت آنزيم گاياكول پراكسيداز روم بر ميزان فعالميانگين اثرات ساده و  متقابل غلظت و زمان تيمار با محرك عصاره قارچ فوزاريوم گرامينه
درصد آزمون  1دار در سطح احتمال دهنده عدم وجود اختلاف معنيحروف مشابه نشان .بذرالبنج مشبكمويين  هايريشه) د(آسكوربات پراكسيداز 

  باشددانكن مي

 روم بر ميزانگرامينهمحرك عصاره قارچ فوزاريوم تأثير
نتايج تجزيه : نج مشبكبذرالبمويين  هايكل ريشهفنول 

غلظت و مدت زمان تيمار با عصاره قارچ  تأثيرواريانس 
مويين  هايكل ريشهفنول  روم بر ميزانگرامينهفوزاريوم

نتايج . نشان داده شده است 3بذرالبنج مشبك در جدول 
مقايسه ميانگين نشان داد اثرات متقابل غلظت و زمان تيمار 

فنول  داري بر ميزانعنيم تأثيردرصد  5در سطح احتمال 
كه بيشترين طوري. بذرالبنج نشان دادمويين  هايكل ريشه

گرم بر ليتر در مدت زمان ميلي 10كل در تيمار فنول  ميزان
اسيد گاليك بر گرم معادل گرم ميلي 82/8(ساعت تيمار  72

شاهد در مدت  تيمار كل درفنول  و كمترين ميزان) وزن تر

   ب

 ج د

 الف
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اسيد گاليك بر  معادل گرمميلي  88/3(ساعت  24زمان 
 ). 4شكل(مشاهده شد ) گرم وزن تر

  
مقايسه ميانگين اثرات متقابل غلظت و زمان تيمار با محرك  -4شكل

مويين  هايكل ريشهفنول  روم بر ميزانعصاره قارچ فوزاريوم گرامينه
دار ود اختلاف معنيدهنده عدم وجحروف مشابه نشان .بذرالبنج مشبك

 باشددرصد آزمون دانكن مي 5در سطح احتمال 

روم بر توليد گرامينه محرك عصاره قارچ فوزاريوم تأثير
مويين  هايآلكالوئيدهاي تروپاني در كشت ريشه

غلظت و مدت  تأثيرنتايج تجزيه واريانس : بذرالبنج مشبك
توليد روم بر گرامينه زمان تيمار با عصاره قارچ فوزاريوم

-آلكالوئيدهاي تروپاني هيوسيامين و آسكوپولامين در ريشه

. نشان داده شده است 4هاي بذرالبنج مشبك در جدول 
نتايج مقايسه ميانگين اثرات متقابل غلظت و زمان تيمار با 

روم نشان داد كه گرامينه محرك عصاره قارچ فوزاريوم
درصد  5سطوح مختلف غلظت و زمان در سطح احتمال 

داري توليد هيوسيامين و آسكوپولامين را تحت طور معنيبه
در ) درصد 5/27(بيشترين ميزان هيوسيامين . قرار داد تأثير

گرم برليتر ميلي 5با غلظت مويين  هاياثر تيمار ريشه
ساعت  48روم در مدت زمان گرامينه عصاره قارچ فوزاريوم

 يهامشاهده گرديد كه ميزان توليد آن نسبت به ريشه
ساعت،  48در مدت زمان ) درصد 44/9(شاهد مويين 
داد و حداقل ميزان  نشان برابر افزايش 91/2حدود 

 24در شاهد در مدت زمان ) درصد 7/6(هيوسيامين 
همچنين ). الف 5شكل (و ) 4جدول (ساعت مشاهده شد 

در اثر تيمار ) درصد 41/40(بيشترين ميزان آسكوپولامين 
گرم برليتر عصاره قارچ ميلي 10 با غلظتمويين  هايريشه

ساعت مشاهده  48روم در مدت زمان گرامينه فوزاريوم
مويين  هايبرابر نسبت به ريشه 95/3گرديد كه توليد آن 

ساعت تيمار افزايش  48در زمان ) درصد 22/10(شاهد 
 تيمار در) درصد 10(يافت و كمترين ميزان آسكوپولامين 

) 4جدول(اهده گرديد ساعت مش 24شاهد در مدت زمان 
  ). ب 5شكل (و 

هاي روم بر توليد آلكالوئيدهاي  تروپاني در ريشهگرامينهتجزيه واريانس تأثير غلظت و مدت زمان تيمار با محرك عصاره قارچ فوزاريوم -4جدول 
  مويين بذرالبنج مشبك

  ميانگين مربعات 
)درصد(ن آسكوپولامين ميزا)درصد(ميزان هيوسيامين درجه آزادي منابع تغييرات  
**3 (a)غلظت تيمار 73/748** 41/570  
**2 (b)زمان تيمار 09/180** 12/174  
**6 (a*b)اثرمتقابل 76/22* 50/35  
2410/813/13 اشتباه آزمايشي  

)درصد(ضريب تغييرات   34/1648/16  
  باشددار ميعدم وجود اختلاف معني ،درصد 5و  1دار در سطح احتمال به ترتيب نشان دهنده اختلاف معني nsو **  * 
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- در سطوح مختلف عصاره قارچ فوزاريوم) ب(و درصد آسكوپولامين ) الف(مقايسه ميانگين اثر متقابل غلظت و زمان تيمار درصد هيوسيامين  -5شكل

  باشددرصد آزمون دانكن مي 5دار در سطح احتمال دهنده عدم وجود اختلاف معنينشانحروف مشابه . بذرالبنج مشبكمويين  هايروم بر ريشهگرامينه

روم بر سطح گرامينه محرك عصاره قارچ فوزاريوم تأثير
عصاره  تأثيرنتايج تجزيه واريانس :  h6hرونوشت ژن 
- در ريشه h6h ميزان بيان ژنروم بر گرامينه قارچ فوزاريوم

. نشان داده شده است 5 هاي بذرالبنج مشبك در جدول
نتايج مقايسه ميانگين اثرات متقابل غلظت و زمان تيمار با 

روم نشان داد كه گرامينه محرك عصاره قارچ فوزاريوم
درصد  5سطوح مختلف غلظت و زمان در سطح احتمال 

قرار  تأثيررا تحت  h6h ميزان بيان ژنداري طور معنيبه
 10تيمار با غلظت  در h6hبيان ژن بيشترين ميزان . داد

روم در مدت گرامينه گرم برليتر عصاره قارچ فوزاريومميلي
ساعت مشاهده گرديد كه ميزان توليد آن نسبت به  48زمان 
كمترين . برابر افزايش يافت 72/4شاهد مويين  هايريشه

ساعت  48در شاهد در مدت زمان  h6h بيان ژنميزان 
  ). 7شكل (مشاهده گرديد 

 h6hآسكوپولامين با ميزان بيان نسبي ژن  ارتباط تجمع
نمودار : رومگرامينهتحت تيمار عصاره قارچ فوزاريوم

تحت  h6hهمبستگي تجمع آسكوپولامين با ميزان بيان ژن 
تأثير عصاره قارچ فوزاريوم گرامينه روم نشان داد كه بين 

داري ارتباط معني h6hتجمع آسكوپولامين و ميزان بيان ژن 
الگوي تجمع . درصد وجود دارد 5تمال در سطح اح

آسكوپولامين تحت تأثير عصاره قارچ فوزاريوم گرامينه 
روم روند تقريباً مشابهي با روند بيان ژن نشان داد 

  ). 8شكل(

  ين بذرالبنج مشبكموي هايدر ريشه h6hژن  تجزيه واريانس تأثير غلظت و مدت زمان تيمار با عصاره قارچ فوزاريوم بر ميزان بيان نسبي -6جدول

  ميانگين مربعات

درجه آزادي ميزان بيان نسبي ژن منابع تغييرات
**14/115 3 (a)غلظت تيمار
*36/16 2 (b)زمان تيمار
*26/13 6 (a*b)اثرمتقابل

29/4 24 اشتباه آزمايشي
)درصد(ضريب تغييرات  6/25  

  باشددار ميعدم وجود اختلاف معني ،درصد 5و  1در سطح احتمال  داربه ترتيب نشان دهنده اختلاف معني nsو **  *      
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بذرالنج مشبك مويين  هايدر ريشه h6hمقايسه ميانگين اثرات غلظت و مدت زمان تيمار عصاره قارچ فوزاريوم گرامينه روم بر ميزان بيان ژن   -7شكل
بر ميزان  RT-PCRآناليز . باشددرصد بر اساس آزمون دانكن مي 5دار در سطح احتمال وجود اختلاف معنيحروف مشابه نشان دهنده عدم ). الف(

بر ميزان بيان ژن  RT-PCRآناليز  وميلي گرم بر ليتر  20و  10، 5، 0محرك عصاره قارچ فوزاريوم گرامينه روم در غلظتهاي  تأثيرتحت  h6hبيان ژن 
18s  شاهد) ب(كنترل داخلي : C1 ميلي گرم برليتر 5، غلظتC2:  ميلي گرم برليتر 10، غلظتC3: ميلي گرم برليتر 20، غلظتC4: ،24  ساعتT1: ،

  :RT، واكنش كنترل منفي:NTC، واكنش كنترل منفي  :T3ساعت T2: ،72ساعت 48

  
 20و  10، 5، 0( زاريوم گرامينه روم در غلظتهايتحت تيمار عصاره قارچ فو h6hارتباط ميزان تجمع آسكوپولامين با ميزان بيان نسبي ژن   -8شكل

  .باشددار ميضريب همبستگي پيرسون بين دو متغير معني).  ساعت 72و  48، 24(و در زمانهاي ) گرم برليترميلي

بررسي : هاي موئين مولكولي ماهيت تراريختي ريشه تأييد
توان با رديابي را ميمويين  هايماهيت تراريختي ريشه

باكتري آگروباكتريوم  T-DNAموجود روي ژنهاي 
 rolCو  rolA ،rolBژنهاي  آنهاترين رايزوژنز كه مهم

 الف

 ب
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اي پليمراز با كمك در واكنش زنجيره. هستند انجام داد
توليد  bp780  ، قطعاتي به طولrolBآغازگر اختصاصي ژن 

توالي  دهنده وجود اينكردند كه حضور آنها روي ژل نشان
-به ژنوم سلول گياهي مي T-DNAل توالي و در نتيجه انتقا

  ). 9شكل . (باشد

  
جفت  780قطعه ( PCRنمايه الكتروفوزي حاصل از واكنش  -9شكل
 L ( DNA Marker. درصد 8/0آگارز  روي ژل rolBاز ژن ) بازي

1 kb  ،C+ ( باند تكثير شده ازDNA  آگروباكتريوم سويهA7  به
د غير تراريخت به عنوان هاي شاهريشه) -C1عنوان كنترل مثبت، 

به عنوان  DNAبدون الگوي  PCRواكنش ) -C2كنترل منفي اول، 
-شده در ريزنمونه ءالقامويين  هايريشه) 3تا  1كنترل منفي دوم، لاين 

  آگروباكتريوم رايزوژنز A7اي توسط سويه  هاي برگ دو هفته

  بحث
توانند باعث دهد محركهاي قارچي ميمطالعات نشان مي

به طور مثال رشد   ).24( رشد سلولهاي گياهي شودمهار 
 عصاره قارچ تأثيرتحت   Morinda ellipticaسلولهاي

Aspergillus niger  هاي درصد نسبت به نمونه 35بيش از
 تأثيركاهش رشد سلولي تحت  .)11( شاهد كاهش يافت

 Rhodiola sachalinesisمحركهاي قارچي در كشت سلول 

,Catharanthus roseus  وTaxus spp گزارش شده است 
محركهاي  تأثيراين كاهش رشد سلولها، تحت . )11(

تواند به دليل كاهش متابوليسم اوليه و آغاز قارچي مي
در كشت سوسپانسيون   ).35و  10( متابوليسم ثانويه باشد

درمنه خزري هم افزودن محركهاي زيستي و غير زيستي 
 ).2(شاهد گرديد  باعث كاهش رشد سلولها در مقايسه با

محركهاي  تأثيرگزارشاتي نيز مبني بر افزايش رشد تحت 

 رسد محركهايقارچي وجود دارد، بنابراين به نظر مي
  .قارچي اثرات متنوعي بر رشد دارند

محركهاي قارچي باعث افزايش ميزان توليد متابوليتهاي 
ويژه متابوليتهايي كه در سازوكارهاي دفاعي گياه ثانويه، به

قارچها همانند گياهان . )30و  18 (شود قش دارند، مين
باشند ولي تركيب ديواره سلولي داراي ديواره سلولي مي

محركها به تركيبات ديواره . آنها با گياهان متفاوت است
كنند و در پي پاسخ به پيام محرك، سيستم سلولي حمله مي

 ي ياوسيله گيرنده گياهمحركها به. شوددفاعي گياه فعال مي

R شناسايي در ديواره پلاسما، . شوندپروتئين شناسايي مي
بعد از سيگنال تحريك، . باشددهي ميآغاز سيگنال پاسخ

شان را مثل نشت يوني، هاي گياهي، سيگنال اجراييگيرنده
انفجار اكسيداتيو و اكسيژن فعال، فسفريلاسيون و 

سيله وگيرند و بهكار ميدفسفريلاسيون پروتئينها را به
، اسيد جاسمونيك،  H2O2رسان ثانويه مثلمولكولهاي پيام

هاي كلسيم داخلي و تلفيق چند اسيد سالسليك، آزادكننده
ژن و سرانجام بيان ژن دفاعي كه همان توليد بالاي 

   .)27و  26( شودمتابوليت ثانويه حاصل مي

، مهاركننده قوي براي تنش اكسايشي هستند فنولي تركيبات
تر از مشتقات مؤثررابطه مشتقات سيناميك اسيد  و در اين

در همكاري با پراكسيدازها  فنولي تركيبات .بنزوئات هستند
 كننددر جمع آوري يا حذف پراكسيد هيدروژن شركت مي

كه آغازكننده نخستين مرحله از مسير  PALآنزيم . )22(
باشد، پل ارتباطي بين بيوسنتزي فنيل پروپانوئيدها مي

 باشداي اوليه و برخي از متابوليتهاي ثانويه ميمتابوليته
و ديگر آنزيمهاي مسير فنيل  PALافزايش فعاليت  .)38(

شود، از مي فنولي پروپانوئيدي كه منجر به افزايش تركيبات
. )36( باشدنخستين پاسخهاي گياهان در شرايط تنش مي

مطالعات نشان مي دهد فعاليت اين آنزيم تحت تاثير 
 عصاره قارچ .)15( يابدارچي نيز افزايش ميمحركهاي ق

Fusarium oxysporum  در كشت سلول تاكسوس باعث
افزايش  .)20( شد فنولي افزايش تاكسول و تركيبات
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محركهاي قارچي در كشت  تأثيرتركيبات فنولي تحت 
مشاهده شده  (Linum usitatissimum) سلول كتان زراعي

ات انجام شده، نتايج با توجه به بررسي مطالع .)15( است
مشاهده شده در اين مطالعه با گزارشات ساير محققين در 

كل فنول  مورد كاربرد عصاره قارچي در افزايش ميزان
  .مطابقت دارد

عنوان محرك زيستي در به Aspergillus nigerكاربرد قارچ
 Catharanthus)پريوش كشت سوسپانسيون سلولي گياه

roseus)و  لكالوئيدهاي وينبلاستين، سبب افزايش توليد آ
 )37(و همكاران  Wiktorowaka. )34( شد وينكريستين

 گزارش كردند كه تيمار كشت سلولي گل هميشه بهار
(Calendula officinalis) با عصاره هموژن شده از قارچ 

Trichoderma viride   موجب افزايش توليد الئونيك اسيد
با  رهگياه داتو مويينهاي تيمار ريشه در. شد

و  Fusarium monoliforme  ،Aspergillus nigerعصاره
Alternarie sp بيشترين مقدار هيوسيامين در محيطهاي ،

 مشاهده گرديد A. niger حاوي عصاره ميسيليومي قارچ
در   Aspergillus niger استفاده از محرك قارچي .)4(

، اثر )Artemisia annua، )23ين در گياه ينافزايش آرتميز
 Phytophthora ريكي محرك ديواره سلولي قارچتح

cinnamon  مويين  هايبر تجمع رزمارينيك اسيد در ريشه
اثر كيتوسان بر  ،)6(  (Ocimum basilicum)ريحانگياه 

كاربرد قارچ  )1(توليد رزمارينيك اسيد در زرين گياه 
Phytophthora parasitica  به عنوان محرك زيستي بر

 (Cichorium intybus L) اه كاسنيگي مويينهاي ريشه
با توجه به بررسي مطالعات انجام  .)7( گزارش شده است

شده، نتايج مشاهده شده در اين مطالعه با گزارشات ساير 
محققين در مورد كاربرد عصاره قارچي در افزايش توليد 

   .متابوليتهاي ثانويه مطابقت دارد

تهاجم و  هنگامي كه گياهان موردكه ذكر شد  همان طور
گيرند آنزيمهاي توليد كننده قرار مي قارچهاحمله 

شوند اين آنزيم به بيان مي  PAL متابوليتهاي ثانويه مانند
نوبه خود باعث تحريك توليد هورمونهاي غير كلاسيك از 

اين .  )12( شودها ميها و ساليسيلاتجمله جاسمونات
فزايش هورمونها نقش سيگنال را برعهده دارند و باعث ا

گردد در نتيجه بيان از ميدوكتفعاليت آنزيمهاي نيترات ر
يك اثر  h6hفعاليت بالاي ژن  .شودبيشتر مي h6hژنهاي 

ويژه آسكوپولامين مثبت در توليد آلكالوئيدهاي تروپاني به
اين اثر مثبت همچنين در بافتهاي گياه شابيزك . دارد

داد كه  نتايج اين مطالعه نشان .)16( مشاهده شده است
و توليد  h6hارتباط مستقيمي بين ميزان بيان ژن 

توان بنابراين مي). 8شكل (آسكوپولامين وجود دارد 
احتمال داد كه تنظيمها در سطح بيان، در فعاليت آنزيم 

H6H نقش بيشتري نسبت به ساير تنظيمات دارند .
توان از اين ژنها به عنوان عاملي كليدي و همچنين مي

ه مهم، در توليد تروپان آلكالوئيد آسكوپولامين كنندتنظيم
 . )14( نام برد

  گيري كلينتيجه

نتايج آزمايش حاضر نشان داد كه بهترين تيمار عصاره 
منظور سنتز آلكالوئيدهاي روم بهقارچ فوزاريوم گرامينه

و  5تروپاني هيوسيامين و آسكوپولامين به ترتيب غلظت 
بنابراين . باشدساعت مي 48گرم بر ليتر به مدت ميلي 10
-روم بهرسد كه عصاره قارچ فوزاريوم گرامينهنظر ميبه

تواند راهكار مناسبي جهت عنوان يك محرك زيستي مي
  .وري گياهان دارويي محسوب شودافزايش توليد و بهره

  تقدير و تشكر

 اين تحقيق با استفاده از اعتبارات پژوهشكده زيست
از رياست . جام شده استفنĤوري دانشگاه اروميه ان

معاونت پژوهشكده و كارشناسان محترم آن و همچنين 
  . شودتشكر و قدرداني مي پژوهشي دانشگاه اروميه
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Abstract 

Hyoscyamus reticulatus L. is a main source of tropane alkaloids, hyoscyamine and 
scopolamine. In the present study, hairy roots were prepared from two-weekly cultures 
of cotyledon transformed by A7 strain of Agrobacterium rhizogenes. The effect of 
different concentrations of Fusarium graminearum extract (0, 5, 10 and 20 mg/L) at 
different exposure times (24, 48 and 72 hours) on growth rate, antioxidant enzymes 
activity, total phenol, tropane alkaloids contents and expression level of 
Hyoscyanamine-6-beta-hydroxylase (h6h) gene were investigated. Data analysis results 
showed that fresh and dry weight under influence of high concentrations of Fusarium 
fungus extract was reduced. The activity of antioxidant enzymes including catalase, 
guaiacol peroxidase and ascorbate peroxidase as well as total phenol content in treated 
hairy roots was enhanced compared to control. GC analysis showed that the highest 
levels of hyoscyamine and scopolamine (27.5 and 40.41% respectively) were found in 5 
and 10 mg of elicitor at 48 h exposure time. RT-PCR expression analysis results 
revealed that the highest expression of this gene was obtained in Fusarium fungus 
extract (10 mg/l) at 48 h exposure time. Based on these results, it is concluded that the 
Fusarium graminearum elicitor can be used as an effective stimulant for the production 
of secondary metabolites, including tropane alkaloids. 

Key words: Antioxidant enzymes, Fusarium graminearum, Gene Expression, 
Hyoscyanamine-6-beta-hydroxylase, Scopolamine 


