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Abstract 
In order to induction of hairy roots, the leaf and petiole explants from Valeriana 
officinalis L. seedlings grown under in vitro condition were inoculated with A4 strain of 
Agrobacterium rhizogenesis. Transgenic hairy roots were confirmed by PCR. 
Transgenic hairy roots were propagated and treated with different concentrations of iron 
and nickel nano-oxides and methyl jasmonate alone and in combination with 1 mM of 
L-leucine amino acid. Then, hairy roots were sampled at 24 and 72 hours after 
treatment. Then the biochemical properties and expression of VoTPS1 and VoTPS6 
genes were evaluated. The gene expression level was measured using real-time PCR 
technique and specific primers for each gene. The results showed that the combined 
application of 100 μM methyl jasmonate and 1 mM L-leucine has increased the activity 
of catalase enzymes and proline content in Valerian hairy root compared to the control. 
Among the different concentrations of nickel nano-oxide, the treatment containing 30 
mg/l nickel nano-oxide with 1 mM L-leucine increased the activity of peroxidase 
enzyme and containing 60 mg/l nickel nano-oxide increased the total protein content in 
hairy roots. In addition, among the different concentrations of iron nano-oxide, 30 mg/l 
of this nano-oxide increased the activity of peroxidase enzyme and the amount of 
flavonoid content, and a combination of 90 mg/l of this nano-oxide with 1 mM of L-
leucine amino acid was led to an increase in proline content. The highest expression for 
VoTPS1 gene was observed in treatment containing 60 mg/l iron nano-oxide at 24 hours 
after elicitation, and for VoTPS6 gene was observed in treatment containing methyl-
jasmonate (100µM) and L-leucine (1mM) at 72 hours after elicitation. 

Keywords: Agrobacterium rhizogenes, nano-oxide, Real-time PCR, Secondary 
metabolites, Valeriana Officinalis L. 
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های درگیر در بیوسنتز ها بر پاسخ بیوشیمیایی و بیان ژنارزیابی تأثیر محرک
الطیب های مویین گیاه دارویی سنبلترپنوئیدها در کشت ریشهوئیسزک

(Valeriana officinalis L.)  

 
  1رسول اصغری زکريا، *1، ناصر زارع1ويدا مدنی

 کشاورزی و منابع طبیعی، دانشگاه محقق اردبیلی، اردبیل، ايران ةگروه زراعت و اصلاح نباتات، دانشکد .1

 
 چکیده

 (.Valeriana officinalis L)الطیب های رشدکردة گیاه سنبلدمبرگ حاصل از گیاهچههای برگ و ريزنمونه
تا ريشة مويین تولید شود.  تلقیح شدند 4Aسوية  Agrobacterium rhizogenesisای با شیشهدر شرايط درون

ف مختلتکثیر شدند و با سطوح  PCRاز تأيید ماهیت تراريختی از طريق های مويین تراريخت پسريشه
وسین تیمار ل-Lمولار آمینواسید میلی 1تنهايی و در ترکیب با جاسمونات بهنانواکسیدهای آهن و نیکل و متیل

های مويین انجام شد و برداری ريشهاز تیمار، نمونهساعت پس 72و  24شد؛ سپس در فواصل زمانی 
طح بیان بررسی س بررسی شد. VoTPS6و  VoTPS1های وئید و بیان ژنهای بیوشیمیايی، میزان فلاونويژگی

ر میکرومولا 100نشان دادند کاربرد تیمار ترکیبی  نتايج جام شد.ان Real-time PCRها با استفاده از روش ژن
دار فعالیت آنزيم کاتالاز و میزان لوسین باعث افزايش معنا-Lمولار آمینواسید میلی 1جاسمونات به همراه متیل

لیتر به همراه برگرممیلی 30های مختلف نانواکسیدنیکل، غلظت شاهد شد. در بین غلظت پرولین نسبت به تیمار
لیتر میزان پروتئین کل را برگرممیلی 60لوسین فعالیت آنزيم پراکسیداز و غلظت -Lمولار آمینواسید میلی 1

 و الیت آنزيم پراکسیدازبرلیتر فعگرممیلی 30های مختلف نانواکسیدآهن، غلظت افزايش داد. در بین غلظت
بیشترين میزان پرولین را القا لوسین -Lمولار آمینواسید میلی 1برلیتر به همراه گرممیلی 90فلاونوئید و غلظت 

از اعِمال ساعت پس 24برلیتر نانواکسیدآهن در گرممیلی 60در تیمار  VoTPS1 افزايش بیان ژن بیشترينکرد. 
ساعت  72لوسین در -Lید مولار آمینواسمیلی 1جاسمونات به همراه یمار متیلدر ت VoTPS6و برای ژن تیمار 

 از اعِمال محرک ديده شد.پس

-Real، متابولیت ثانويه، نانوذرات، Valeriana officinalis L.، Agrobacterium rhizogenesis :یدیکل یهاواژه

time PCR ،Valeriana officinalis L. 
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 .مقدمه

گونة  200با حدود  Valerianaceaخانوادة 

Valeriana طور گسترده در سراسر جهان پخش به

جنس متعلق به اين خانواده،  9شده است. در میان 

 Valerianaهای جنس تنها تعداد محدودی از گونه

اند که ازجملة با عنوان گیاهان دارويی معرفی شده

 Valeriana)الطیب توان به سنبلآنها می

officinalis) الطیب، گیاهی با اشاره کرد. سنبل

های بسیار متر و دارای ريزومسانتی 150تا  80ارتفاع 

شکل که به (Omidbeigi, 1995)کوچک است 

کنندة آور، درمانبخش، خوابمسکن، آرام

اسپاسم، هیستری، هیجان، میگرن و روماتیسم در 

های اين گیاه دارويی پزشکی کاربرد دارد. ريشه

ترين آنها کیبات دارويی هستند که از مهمدارای تر

های فرّار و مشتقات توان به روغنمی

اسید، والرنون و والرنال، ترپنوئید )والرنیکسزکوئی

استرها ايروئیداپوکسی ،استات(والرنیل

ها( و مواد ديگر مانند بالدرينال، )والپوتريات

گلوتامین و تیروزين( و  ،آمینواسیدها )آرژنین

 .(Omidbeigi, 1995)ئیدها اشاره کرد آلکالو

ترين گروه ها يا ترپنوئیدها بزرگترپن

شوند. های ثانويه در گیاهان را شامل میمتابولیت

و از طريق مسیر  Aکوآنزيم ها از استیلبیوسنتز ترپن

ها بر شود. ترپنانجام می (MVA)اسید موالونیک

تار دهندة ساختشکیل )5C(اساس واحدهای ايزوپرن 

شوند؛ اين واحدهای ايزوپرنی بندی میاسکلتی دسته

و  IPP (Isopentenyl diphosphate)شامل 

DMAPP (Dimethylallyl diphosphate)  هستند

فسفات دیمادة ژرانیلکه مادة اولیة سنتز سه پیش

(10C،GPP-فارنسیل ،)دی( 15فسفاتC،FPP- و )

مار ( به شC20 ،GGPPفسفات )دیژرانیلژرانیل

ها از ترپن. سزکوئی(Yeo et al., 2012)آيند می

 MVAشده از مسیر مشتق (FPP)فسفات دیفارنسیل

ها و که مونوترپنحالیآيند؛ دربه وجود می

فسفات و دیترتیب از ژرانیلها بهترپندی

 DXPفسفات که از مشتقات مسیر دیژرانیلژرانیل

(1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate) ستند، در ه

. (Pyle et al., 2012)آيند پلاستیدها به وجود می

Pyle ( مسیر سنتز والرنیک2012و همکاران ) اسید

ترپن تعلق دارد، در گیاه را که به سزکوئی

الطیب بررسی کردند؛ طبق اين بررسی، آنزيم سنبل

VoTPS1  چندين محصول ازجمله جرماسرينC ،

کند که میرا سنتز  Bو جرماسرين  Dجرماسرين 

ها هستند. ترين ترپنعمده Dو  Cجرماسرين 

تبديل  δنام عناصر به مادة ديگری به  Cجرماسرين 

 VoTPS2که درحالی شود که پايدارتر است؛می

را سنتز  valerena-4,7(11)-dieneطور عمده به

شود. اسید تبديل میکند و اين ماده به والرنیکمی

(، پژوهشگران 2012و همکاران ) Pyleزمان با هم

( پیشنهاد 2012و همکاران ) Yeoديگری ازجمله 

فسفات را به والرين دیفارنسیل VoTPS1کردند ژن 

داين طی  10-1کند و والرين داين تبديل می 1-10

شود )شکل اسید تبديل میمسیر اکسید و به والرنیک

1.) 

 در ثانويه هایمتابولیت تولید اينکه بهباتوجه

 کم، است و بازده بیشتر مايزيافتهت هایبافت

 تولید، عوامل ثباتیو بی هاکشت کم تکرارپذيری

 مانند تمايزنیافته هایکشت زمینة در محدودکننده

 از امروزه هستند، سلولی سوسپانسیون و کالوس

 کمبودها اين رفع برای مويینريشه کشت روش
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 کم، شدندوبرابر زمان سريع، شود. رشدمی استفاده

 از وسیعی سنتز طیف توانايی و نگهداری تسهول

منبع  به را مويینريشه کشت فیتوشیمیايی، ترکیبات

باارزش  ثانوية هایمتابولیت تولید برای مستمری

تبديل کرده  غذايی مواد هایافزودنی دارويی و

های مويین در تولید به توانايی ريشهاست. باتوجه

مويین های موردنیازشان، کشت ريشهفیتوهورمون

 Hu)تواند در محیط بدون هورمون انجام شود می

and Du, 2006). اندهای متعدد نشان دادهمطالعه 

فعالیت مسیرهای بیوسنتزی ثانويه و درنتیجه، تولید 

تأثیر عوامل های ثانويه تحتوتجمع متابولیت

متعددی ازجمله عوامل محیطی و فیزيولوژيکی 

 Ahmadian)گیرد ها قرار میمانند محرک

Chashmi et al., 2010)با ترکیباتی ها،. محرک 

 القای طريق از که هستند غیرزيستی زيستی يا منشأ

 انباشت و بیوسنتز سبب دفاعی هایپاسخ

شوند؛ محرک از ها میدر سلول ثانويه هایمتابولیت

های موجود در غشای پلاسمايی طريق گیرنده

ارسانی های ترشود و از طريق سیستمدريافت می

های دخیل در برداری و بیان ژنعلامتی، نسخه

 .دهدتأثیر قرار میها را تحتبیوسنتز متابولیت

جاسمونات، ترکیب فرّار معطری است که برای متیل

 Jasminum grandiflorumنخستین بار در گیاه 

اسید و مشتقات آن مانند نیکجاسموشناسايی شد. 

مسیر  م درمه ازجمله ترکیبات جاسموناتمتیل

گیاهان هستند که در فرايندهای ترارسانی علامتی 

جلوگیری از  ازجملهمختلف رشدی و فیزيولوژيکی 

، گسترش گل، های دفاعیالقای پاسخرشد ريشه، 

و در تحريک  پاسخ به زخم و پیری درگیر هستند

طور گسترده استفاده های ثانويه بهتولید متابولیت

 Zare et al., 2014; Taherkhani et)شوند می

al., 2019). 

 

 
ای که در الطیب؛ مسیری چندمرحله( در گیاه سنبل4اسید )( و والرنیک3والرانون ) ترپنمسیر پیشنهادی برای بیوسنتز سزکوئی -1شکل 

داين  1-10و والرينC (1 )به يکی از دو مادة جرماسرين  (TPS)سنتازها ترپنتوسط سزکوئی (FPP)فسفات دیاولین مرحله، فارنسیل

 10-1پی والرين درشود و با اکسیداسیون پی، والرانون ساخته میCشدن کاهشی جرماسرين شود و سپس با هیدروکسیله( تبديل می2)

 .(Yeo et al., 2012)آيد اسید به وجود میداين، والرنیک
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 ابزارهای از جديدی مجموعة نانوبیوتکنولوژی،

 و نانوالیاف نانوذرات، از استفاده با ژن کاریدست

علت آثار دهد. نانوذرات بهمی نانوکپسول را ارائه

فردی که دارند، در بهخاص و ويژگی منحصر

 شناسی گیاهی و کشاورزی برای تولیدزيست

 هایمولکول های ثانوية گیاهی، تولیدمتابولیت

 هایبیماری برابر در مقاومت برای لازم مختلف

 و افزايش مغذی مواد رتر ازاستفادة مؤث گیاهی،

. (Nair et al., 2010)کاربرد دارد  گیاه رشد

عنوان هايی در زمینة تأثیر نانوذرات بهپژوهش

های های ثانويه و نیز بیان ژنمحرک تولید متابولیت

های ثانويه درگیر در مسیر بیوسنتز برخی متابولیت

علت حضور فعال در . نانواکسیدآهن بهاندانجام شده

ها، فرايندهای بیوشیمیايی و فیزيولوژيکی سلول

 ,.Aminizadeh et al)بیشترين کاربرد را دارد 

2016; Hussain et al., 2017) در پژوهشی، اثر .

های مختلف نانواکسیدآهن بر تولید غلظت

روزة گیاه های هفتدر جوانه (SFN)سولفورافان 

Lepidium draba ( و  8در فواصل زمانی مختلف

 8از ساعت( بررسی شد و نتايج نشان دادند پس 16

های در تمام غلظت SFNساعت، محتوای 

 Aminizadeh et)يابد آهن افزايش مینانواکسید

al., 2016) ؛ همچنینAhmadi Moghadam  و

( گزارش کردند سنتز و تجمع 2013همکاران )

 Portulaca oleraceaهای مويین دوپامین در ريشه

های جاسمونات در مقايسه با ريشهلتیمارشده با متی

برابر بیشتر است. در پژوهشی  3/4نشده حدود تیمار

 Fusariumهای عصارة قارچی ديگر، تأثیر محرک

graminearum، سالیسیلیک جاسمونات و متیل

های مويین اسید در ريشهبر تولید والرنیک اسید

Valeriana officinalis  روز  7و  3طی مدت

رش شد تیمارهای عصارة قارچی و بررسی و گزا

اسید را طی جاسمونات بیشترين مقدار والرنیکمتیل

 Dini)کنند از اِعمال تیمار تولید میروز پس 7

Torkamani et al., 2014) . 

ه های ثانويه ازجملسازهای متابولیتکاربرد پیش

 سلولی و کشت هایآمینواسیدها در محیط

ها و تحريک سلول و نمودر رشد های مويین ريشه

 های ثانويه مؤثر است.مسیرهای بیوسنتزی متابولیت

کشت یروزين به محیطت-افزايش آمینواسید ال

سبب  Papaver bracteatumسوسپانسیون سلولی 

ها افزايش تولید متابولیت تبائین در اين سلول

؛ (Farjaminezhad et al. 2016)شود می

ترکیب  کردن لوسین بهبراين، اضافهعلاوه

 های فرّار آلفا وشت سبب افزايش مونوترپنکمحیط

 Perilla frutescensهای سلولی بتا پینین در کشت

؛ (Mulder-Krieger et al., 1988)شود می

بنابراين، پژوهش حاضر با هدف بررسی تأثیر 

جاسمونات نانواکسیدهای آهن و نیکل و متیل

ر بین لوس-Lتنهايی و در ترکیب با آمینواسید به

های های بیوشیمیايی و بیان برخی از ژنويژگی

های ها در ريشهترپندرگیر در بیوسنتز سزکوئی

 الطیب انجام شد.مويین گیاه دارويی سنبل

  

 .هامواد و روش

در پژوهش ها: مواد گیاهی و تهیۀ ریزنمونه

از  .Valeriana officinalis Lحاضر، بذرهای گونة 

تهیه و استفاده شدند.  بذر اصفهانشرکت پاکان

کردن سطحی، بذرهای منظور ضدعفونیبه

مدت از شستشو با آب مقطر، ابتدا بهالطیب پسسنبل
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ور شدند و پس از درصد غوطه 70ثانیه در اتانول  30

دقیقه با  15مدت شستشو با آب مقطر استريل، به

درصد تیمار شدند. بذرهای  2سديم هیپوکلريت

دقیقه با آب  5مدت و هر بار به شده سه بارضدعفونی

کشی شدند و آب اضافی با کاغذ مقطر استريل آب

شده در صافی استريل حذف شد. بذرهای ضدعفونی

جامد  MSکشت ای حاوی محیطهای شیشهظرف

درجة  25±2کشت و در اتاقک رشد با شرايط دمايی 

 16ساعت تاريکی و  8گراد و دورة نوری سانتی

تا  1500نور فلورسنت و شدت نور ساعت روشنايی با 

زنی از جوانهلوکس نگهداری شدند. پس 2000

ها )هفته سوم تا چهارم کشت(، بذرها و رشد گیاهچه

الطیب با استفاده های برگ و دمبرگ سنبلريز نمونه

از اسکالپل تیز و استريل و زير هود لامینار در 

منظور همتر بريده و بسانتی 2تا  1هايی به اندازة قطعه

استفاده  Agrobacterium rhizogenesisتلقیح با 

 شدند. 
 ها:سویۀ باکتری و تلقیح ریزنمونه

Agrobacterium rhizogenesis 4 سويةA شده )تهیه

از آزمايشگاه بیوتکنولوژی، دانشکدة کشاورزی و 

منظور القای منابع طبیعی، دانشگاه محقق اردبیلی( به

الطیب استفاده رويی سنبلهای مويین در گیاه داريشه

کشت جامد منظور کشت باکتری از محیطشد. به

MYA (Sahu et al., 2013)  50همراه با 

بیوتیک ريفامپسین استفاده شد. لیتر آنتیبرگرممیلی

مايع  MYAکشت لیتر محیطمیلی 10يک کلنی به 

لیتر ريفامپسین منتقل و در دمای برگرممیلی 50حاوی 

انکوباتور با سرعت گراد روی شیکرتیدرجة سان 28

دقیقه در تاريکی تکثیر شد؛ سپس حدود دردور 120

لیتر میلی 50لیتر از سوسپانسیون باکتری به میلی 1

 50مايع تازة حاوی  MYAکشت محیط

لیتر ريفامپیسین اضافه و تا رسیدن به برگرممیلی

600OD  درجة  28در دمای  8/0تا  6/0برابر با

گراد رشد داده شد. سوسپانسیون باکتری سانتی

های گیاهی استفاده شد. يادشده برای تلقیح ريزنمونه

دقیقه در  10مدت شده از گیاه بههای تهیهريزنمونه

از حذف ور شدند و پسسوسپانسیون باکتری غوطه

باکتری اضافی با کاغذ صافی استريل، روی 

بیوتیک بدون هورمون و آنتی MSکشت محیط

درجة  25±2ساعت و در دمای  48مدت به

از کشت شدند. پسگراد در تاريکی همسانتی

ها به کشتی، ريزنمونهشدن مدت زمان همسپری

 500جامد بدون هورمون و حاوی  MSکشت محیط

بیوتیک سفوتاکسیم منتقل شدند. برلیتر آنتیگرممیلی

متر يا بیشتر سانتی 2های مويینی که به اندازة ريشه

ها جدا و در شدکرده بودند، از ريزنمونهر

 500مايع بدون هورمون و حاوی  MSکشت محیط

بیوتیک سفوتاکسیم کشت شدند. برلیتر آنتیگرممیلی

دوردردقیقه و  120ها روی شیکر با سرعت کشت

گراد در تاريکی درجة سانتی 25شرايط دمايی 

های مويین که دارای ای از ريشهنگهداری شدند. رده

های ترين رشد بودند، برای مطالعهبیشترين و سريع

مايع )با همان  MSکشت بعدی انتخاب و در محیط

 شرايط يادشده( تکثیر شدند. 
ها با استفاده از وتحلیل مولکولی ریشهتجزیه

استخراج  :(PCR)ای پلیمراز روش واکنش زنجیره

DNA های تراريخت احتمالی با استفاده ژنومی ريشه

( انجام 1984و همکاران ) Saghai-maroofاز روش 

منظور اثبات مولکولی ماهیت تراريختی شد. به

ای پلیمراز با های مويین از واکنش زنجیرهريشه

)آغازگر  rol Bاستفاده از آغازگر اختصاصی ژن 

و  ’gctcttgcagtgctagattt-3-’5رفت با توالی
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-’5آغازگر برگشت با توالی

gaaggtgcaagctacctctc-3’)  .استفاده شد

درصد  1روی ژل آگارز  PCRمحصولات 

داک مشاهده و الکتروفورز و سپس با دستگاه ژل

 بررسی شدند.
بر کشت  (Elicitor)اعِمال تیمارهای محرک 

های مويین، از تکثیر ريشهپس های مویین:ریشه

میکرومولار متیل جاسمونات  200و  100تیمارهای 
(Sigma-Aldrich; Product Number: 

W341002) 1شکل ترکیب با تنهايی و بهبه 

لیتر برگرممیلی 90و 60، 30لوسین و -Lمولار میلی

-10)و نانواکسید نیکل  (nm 40-20)اکسید آهن نانو

20 nm) شکل ترکیبی با تنهايی و بهبهL- 1لوسین و 

از واکشتی لوسین در روز پانزدهم پس-Lمولار میلی

اکسیدهای عمال شدند. نانومويین اِهای ريشهبر کشت

 پیشگامان شکل پودر از شرکتآهن و نیکل به

( مخلوط) ايرانیان تهیه شدند. سوسپانسیون موادنانو

 با و ديونیزه آب در هانانواکسید اين يکنواخت

التراسوند،  پروب )دستگاه فراصوت امواج از استفاده

 تهیه( سوئیس ،Hielscherشرکت  ،H UP100مدل 

ها های محرکشد. غلظت استفاده اتوکلاو ازپس و

Soltani (2015 ،)های بر اساس پژوهش

Ghorbanpour ( و 2014و همکاران )Aminizadeh 

های ( انتخاب شدند. در دوره2016و همکاران )

از اعِمال تیمار، ساعت پس 72و  24زمانی 

ها انجام شد. در پژوهش حاضر، برداری از ريشهنمونه

های کاتالاز، پراکسیداز، میزان پروتئین فعالیت آنزيم

کل، میزان پرولین، میزان فلاونوئید و همچنین میزان 

های مسیر کنندة برخی از آنزيمهای کدبیان ژن

و  VoTPS1های ها )ژنترپنبیوسنتز سزکوئی

VoTPS6.بررسی شد ) 

های های بیوشیمیایی در ریشهارزیابی ویژگی.

گیری اندازه محرک:تأثیر تیمارهای مویین تحت

Bradford (1976 )میزان پروتئین با استفاده از روش 

يشة منظور تهیة عصارة پروتئینی، نمونة رانجام شد. به

لیتر میلی 3شدن در ازت مايع، در از پودرمويین پس

شکل هموژن مولار بهمیلی 100پتاسیم بافر فسفات

دقیقه با سرعت  30مدتها بهدرآمد؛ سپس نمونه

گراد درجة سانتی 4دوردردقیقه در دمای  1000

سانتريفیوژ شدند؛ محلول رويی عصاره برای سنجش 

های کاتالاز و غلظت پروتئین کل و فعالیت آنزيم

گیری میزان پراکسیداز استفاده شد. اندازهگاياکول

م ( انجا1976) Bradfordپروتئین با استفاده از روش 

نوری عصارة  جذب زانیمترتیب که اينشد؛ به

 دستگاهبا  نانومتر 595 موج طول پروتئینی در

، (BIORAD, SmartspecTM plus اسپکتروفتومتر

 محلولگیری شد. اندازه )ساخت کشور آمريکا

 50میکرولیتر عصارة پروتئینی،  50شامل  واکنش

 بافر میکرولیتر 900 و برادفورد معرف میکرولیتر

 ةعصار ازریغبه يادشده مواد تماماز  بود. فسفات

و ر اسپکتروفتومت دستگاهنک لاب یبرا اهیگپروتئینی 

سازی غلظت برای کمّی BSAهای مختلف از غلظت

 پروتئین استفاده شد. 

های کاتالاز و سنجش میزان فعالیت آنزيم

و  Chenپراکسیداز با استفاده از روش گاياکول

( انجام شد. فعالیت آنزيم کاتالاز از 2015همکاران )

 30هیدروژن ريق ارزيابی کاهش مقدار پراکسیدط

محلول گیری شد. درصد در حضور آنزيم اندازه

مولار با میلی 20سديم واکنش شامل بافر فسفات

 )2O2H(هیدروژن میکرولیتر پراکسید 20و  7اسیديتة 

 پروتئینی ةعصار تریکرولیم 60 بود که مولاریلیم 5
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 در نوری جذب تغییرات و اضافه آن به خي حمام در

. شد خواندهدقیقه  2مدت به نانومتر 240 موج طول

 گرممیلی در واحد حسب بر میزان فعالیت کاتالاز

 شد. بیان پروتئین

پراکسیداز، گیری فعالیت گاياکولدر اندازه

 100لیتر بافر پتاسیم میلی 81/0شامل  مخلوط واکنش

میکرولیتر عصارة  20(، 7مولار )اسیديتة میلی

و  (مولاریلیم 10) وللايکگمیکرولیتر  90ئینی، پروت

 مولار( بود.میلی 5اکسیژنه )میکرولیتر آب 90

 1مدت نانومتر به 470تغییرات جذب در طول موج 

 خلوطم ثبت شدند. اسپکتروفتومتر از استفاده با دقیقه

 طول در وتغییرات جذب ريخته کووت در واکنش

 درجة 25 رد ثانیه 60 مدتبه نانومتر 425 موج

 گیریاندازه اسپکتروفتومتر از استفاده با گرادسانتی

 شد. 

و  Batesسنجش میزان پرولین با استفاده از روش 

 1/0مقدار ( انجام شد؛ به اين منظور، 1973همکاران )

ازت مايع پودر و سپس در های مويین از ريشه گرم

درصد به آن  3/3اسید سولفوسالیسیلیکلیتر میلی 10

 4000با سرعت دقیقه  10مدت و بهه اضاف

سانتريفیوژ گراد درجة سانتی 4 در دمایدوردردقیقه 

؛ منتقل شد ایگانهو محلول رويی به میکروتیوب جدا

 1هیدرين و از معرف نین تریلیلیم 1مقدار سپس 

اسید خالص به آن اضافه و مخلوط استیک تریلیلیم

درجة  90مدت يک ساعت در دمای حاصل به

 2گراد در حمام آب نگهداری شد؛ سپس سانتی

دقیقه  2مدت تولوئن به آن اضافه و به تریلیلیم

ورتکس شد و درنهايت، جذب نوری محلول رويی 

نانومتر  520در طول موج  اسپکتروفتومتربا دستگاه 

ی شد. غلظت پرولین آزاد نمونه با استفاده ریگاندازه

 یین شد. از منحنی استاندارد پرولین خالص تع

 Chengمیزان فلاونوئید کل با استفاده از روش 

 منظور، اين بهگیری شد؛ ( اندازه2002و همکاران )

لیتر متانول میلی 5های مويین با گرم از ريشه 1/0

اسید خالص اسیدی )متانول خالص و کلريدريک

( کاملاً سايیده و عصارة 99:1به نسبت حجمی 

ر تاريکی و دمای ساعت د 72مدت آمده بهدستبه

 کل فلاونوئیدگراد نگهداری شد. درجة سانتی 25

کوئرسیتین  استاندارد منحنی براساس هانمونه

)Quercetin(  و با استفاده از روشCheng  و

که ترتیب اينشد؛ به ( سنجیده2002همکاران )

 درصد و 10 آلومینیومکلريد محلول میکرولیتر 250

 لیترمیلی 1به  مولار 1 استاتمیکرولیتر پتاسیم 250

با  هانمونه سپس جذب و عصارة گیاهی اضافه

 نانومتر 498 موج طول ی دراسپکتروفتومتردستگاه 

شد. منحنی استاندارد کوئرستین و معادلة  خوانده

سازی مقدار رگرسیون حاصل از آن برای کمی

 ها استفاده شد.فلاونوئید نمونه

آزمايش  های بیوشیمیایی:تحلیل آماری داده

شکل فاکتوريل در قالب طرح کاملًا حاضر به

های تکرار زيستی انجام شد. محاسبه 3تصادفی و در 

افزار با نرم (ANOVA)آماری و تجزيه واريانس 

SPSS ver. 23 ها با آزمون و مقايسة میانگین

درصد انجام  5ای دانکن در سطح احتمال چنددامنه

 Microsoft Offic Exelافزار نمودارها با نرم .شدند

 رسم شدند. 2016

 .بررسی بیان ژن
از  RNAاستخراج  :cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

لیتر(، برگرممیلی 60آهن )تیمارهای شاهد، نانواکسید

میکرومولار( به اضافة  100جاسمونات )متیل
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ساعت  72و  24های لوسین در زمان-Lآمینواسید 

و از  (Kabita et al., 2020)پس از اعِمال تیمار 

برلیتر( و گرممیلی 60تیمارهای نانواکسید نیکل )

 به اضافةبرلیتر( گرممیلی 60نیکل )نانواکسید 

از اعِمال تیمار با ساعت پس 24لوسین -Lآمینواسید 

)شرکت سیناکلون،  RNXplusاستفاده از محلول 

تهران( و طبق دستورعمل شرکت سازنده انجام شد؛ 

های مويین گرم از ريشه1/0ازای هترتیب که باينبه

لیتر از محلول میلی 1شده در ازت مايع، پودر

RNXplus از طی کامل مراحل اضافه شد و پس

شده با درصد تهیه 75استخراج و شستشو با اتانول 

 40در  RNA، رسوب DEPCشده با آب تیمار

حل و در دمای  DEPCشده با میکرولیتر آب تیمار

گراد نگهداری شد. ژل آگارز نتیدرجة سا 80منفی 

شده های استخراجRNAدرصد برای تعیین کیفیت  1

استفاده شد.  18Sو  28Sنظر وجود باندهای از

های سنجی نمونهمنظور تعیین غلظت يا کمیتبه

RNA آلودگی بررسی احتمال وجود و همچنین 

ها آن، از میزان جذب نمونه در فنلی مواد و پروتئینی

نانومتر با دستگاه  280و 260،230هایوجم در طول

NanoDrop منظور حذف استفاده شد. بهDNA 

)شرکت سیناکلون، تهران(  DNase Iژنومی از آنزيم 

طبق دستورعمل شرکت سازنده استفاده شد. سنتز 

cDNA سنتز  با استفاده از کیتcDNA  شرکت(

Vivantisکرة جنوبی( طبق دستورعمل شرکت ، 

 20. محلول واکنش با حجم نهايی سازنده انجام شد

، dNTPمیکروگرمRNA (5/3  ،)میکرولیتر شامل 

و آب بدون نوکلئاز بود. شرايط دمايی،  dTالیگو 

برداری معکوس ای واکنش نسخهزمانی و چرخه

 42شامل دو مرحله بود که اولین مرحله در دمای 

 cDNAدقیقه برای سنتز  60مدت به گراددرجة سانتی

درجة  85و مرحلة دوم در دمای  RNAاز روی 

دقیقه برای توقف واکنش سنتز  5مدت گراد بهسانتی

 .انجام شد.

 :Real-time PCRو واکنش  طراحی آغازگرها.

ترتیب با به VoTPS6و  VoTPS1های توالی ژن

 JX 494704.1و  JX 494699.1شماره دسترسی 

گرفته شد و سپس طراحی با  NCBIاز سايت 

 Primer3webوب افزازهای تحترماستفاده از ن

(www.embnet.sk/cgi-bin/primer3)  و
Primer blast 

(www.nlm.nih.gov/tools/primer-blast)  و با

رعايت تمام اصول اساسی در طراحی آغازگر 

انتهايی نبايد حاوی  5ازجمله اينکه پنج باز ناحیة 

بیش از دو گوانین و دو سیتوزين باشند، درصد 

درصد  60تا  40سیتوزين بايد حدود گوانین و 

آغازگرها نبايد حاوی توالی  5باشد و انتهای 

 ,Gopesh and George)تکراری معکوس باشد 

2012; Hashemi and Naghavi, 2016) انجام ،

تا  100براين، اندازة قطعة تکثیری بین شد؛ علاوه

های جفت باز انتخاب شد؛ در نهايت، ويژگی 200

 Oligo analyserافزار تفاده از نرمآغازگرها با اس

)کرة جنوبی(  BIONEERبررسی شدند. شرکت 

منظور به (.1سنتز آغازگر را انجام داد )جدول 

 PCRسازی تکثیر و دمای اتصال آغازگرها، بهینه

گراد درجة سانتی 63تا  5/55در شیب دمايی 

به دمای ذوب آغازگرها( انجام و از توجه)با

، شرکت T100( )مدل PCRلر )دستگاه ترموسايک

BIO RAD آمريکا( به اين منظور استفاده شد؛ ،

 Real-timeدرنتیجه، دمای اتصال برای انجام 
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PCR  برایVoTPS6  18وS rRNA درجة  61 برابر

درجة  60برابر  VoTPS1گراد و برای سانتی

به توجهژن مرجع با گراد انتخاب شد.سانتی

 George (2012 ،)18S rRNAو  Gopeshپژوهش 
انتخاب شد که بیان ثابت اين ژن را در گیاه نخود 

های در معرض تنش (.Pisum sativum L)فرنگی 

اند. واکنش زيستی و غیرزيستی گزارش کرده

ای پلیمراز در زمان واقعی برای هر دو ژن زنجیره

تکرار زيستی  3در 18s rRNAدار هدف و ژن خانه

-Realز دستگاه تکرار تکنیکی با استفاده ا 3و 

time PCR  مدل(Light cycler 96 شرکت ،

ROCHE و در حجم 2، آلمان( )مطابق جدول )

 96های میکرولیتر در میکروپلیت 20نهايی 

چرخه با استفاده از معرف  40چاهکی و در 

ISYBR green I  شرکت سیناکلون، تهران( انجام(

منظور بررسی نمودار منحنی ذوب، میزان شد. به

تا  66ها در دامنة دمايی لورسنس آمپلیکونجذب ف

گراد بررسی شد. میانگین درجة سانتی 97

برای هر ژن محاسبه شد و  (CT)های آستانه چرخه

های مربوط به نمونه CTهای سازی دادهنرمال

ژن مرجع  CTمختلف و نمونة شاهد با استفاده از 

(18S rRNA) ( انجام شدCTΔ ؛ سپس)CTΔ  هر

نمونة شاهد کالیبره و تغییر بیان ژن  CTΔنمونه با 

ها از گزارش و بیان نسبی ژن CTΔΔشکل به

محاسبه شد؛  (Pfaffl, 2001) روش فافلطريق 

های بیان نسبی ژن با تحلیل دادهودرنهايت، تجزيه

در قالب طرح کاملاً  SPSS ver. 23افزار نرم

به اينکه در تعداد کمی از توجهتصادفی و با

يکی از تکرارهای زيستی دردسترس نبود،  تیمارها،

 طور نامتعادل انجام شد.به

 
 الطیبهای مويین سنبلدر ريشه VoTPS6 و VoTPS1های شده برای ارزيابی بیان ژنغازگرهای استفادهآ -1جدول 

´3→´5( ژن  ( ´ 3´به 5توالی    طول محصول 
 دمای ذوب

 گراد()درجة سانتی

 دمای اتصال

 گراد()درجة سانتی
VoTPS1     

GTAGGCATGGGAGTAACTACAG 119 68/57 آغازگر رفت  60 

 TCGTGTCCAACCTTATCATCC  46/57 60 آغازگر برگشت

VoTPS6     

 CGTCAAGGTGGTGGAAGAGT 138 61/59 61 آغازگر رفت

 CCTTTGTGTTGACTCTCCTGCT  49/60 61 آغازگر برگشت

 
 Real-time PCRدهندة مخلوط واکنش اجزای تشکیل -2جدول 

 حجم در يک واکنش محلول پايه واکنش

 SYBR GREEN 10 µlمخلوط پايه 

5/0 آغازگر رفت  µl 

5/0 آغازگر برگشت  µl 

 µl  8 آب بدون نوکلئاز

cDNA 1 µl 

 µl 20 حجم نهايی واکنش
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 .نتایج

از پس: نییمو هایشهیرو تأیید مولکولی  القا

های برگ ونهگذشت دو تا سه هفته از تلقیح ريزنم

 Agrobacteriumالطیب با و دمبرگ گیاه سنبل

rhizogenesis  4سويةAهای مويین ظاهر ، ريشه

های مويین به قابلیت رشد زياد ريشهشدند. باتوجه

حاصل از ريزنمونة برگی، اين ريزنمونه برای ادامة 

های مويین ای از ريشهکار استفاده شد. نمونه

 MSهای کشتمحیطکرده در شده و رشدتولید

 شود.ديده می 2جامد و مايع در شکل 

 

 
ترتیب شده برای تهیة ريزنمونه، ب و ج. بهای استفادهشیشههای درونگیاهچه الطیب؛ الف.های مويین سنبللقا و کشت ريشها -2شکل 

 های رشد گیاهیکنندهايع بدون تنظیمکثیر ريشة مويین در محیط متهای برگ و ساقه، د. شده در ريزنمونههای مويین القاريشه

 

 
 Ladder: نشانگر 1؛ ستون rol Bبا آغازگر اختصاصی ژن  PCRالطیب از طريق های مويین گیاه سنبلبررسی تراريختی ريشه -3شکل 

1 kb DNA شاهد منفی8های غیرتراريخت، ستون . ريشه6های مويین تراريخته، ستون . ريشه7و  2-5، ستون . 
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های مويین از ظور تأيید تراريختی ريشهمنبه

 rolبا استفاده از آغازگر اختصاصی ژن  PCRروش 

B  استفاده شد. ژنrol B های موجود در از ژن

 Ri Agrobacteriumپلاسمید  T-DNAناحیة 

rhizogenesis  است(Christey and Braun, 

شود، ملاحظه می 3طورکه در شکل . همان(2005

ای به )تکثیر قطعه rol Bبه ژن مربوط  DNAتکثیر 

های ريشه DNAجفت باز از اين ژن( در  320اندازة 

در ژنوم و  T-DNAکنندة تلفیق موفق مويین بیان

 هاست.بودن اين ريشهتراريخت

تأثیر های مویین تحتارزیابی بیوشیمیایی ریشه

 تیمار محرک

فعالیت آنزيم کاتالاز  فعالیت آنزیم کاتالاز:

تأثیر تیمار محرک و اثر داری تحتاطور معنبه

از اِعمال های زمانی پسمتقابل تیمار محرک و دوره

از های زمانی پستیمار قرار گرفت؛ اما تأثیر دوره

اِعمال تیمار بر اين صفت ازنظر آماری معنادار نبود. 

مقايسة میانگین تیمارها نشان داد بیشترين فعالیت اين 

میکرومولار  100آنزيم در تیمار ترکیبی 

لوسین و -Lمولار میلی 1جاسمونات همراه با متیل

لیتر نانواکسید نیکل برگرممیلی 30تیمار غلظت 

آيد که لوسین به دست می-L مولارمیلی 1همراه با 

داری نسبت به شاهد و ساير تیمارها دارد تفاوت معنا

داری بین ساير تیمارها (؛ اما اختلاف معنا4)شکل 

 لیت آنزيم کاتالاز مشاهده نشد.ازنظر فعا

 

 

 
لوسین و نانواکسیدآهن و نیکل بر فعالیت آنزيم کاتالاز در -Lجاسمونات، آمینواسید های مختلف متیلتأثیر تیمار غلظت -4شکل 

-Lاسید : آمینوLeuجاسمونات، متیل :MjA: نانواکسید نیکل، 2NiOنانواکسید آهن،  :3O2Feالطیب؛ های مويین سنبلکشت ريشه

ای کنندة عدم اختلاف معنادار با استفاده ازآزمون چنددامنهانحراف معیار است. حروف يکسان بیان ±تکرار  3لوسین. مقادير، میانگین 

 درصد است. 5در سطح احتمال  (DMRT)دانکن 
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فعالیت آنزيم  پراکسیداز:گایاکول آنزیمفعالیت 

تیمار تأثیر داری تحتطور معناپراکسیداز بهگاياکول
های زمانی اثر متقابل تیمار محرک و دورهمحرک، 

 از اعِمال تیمار قرار گرفت. مقايسة میانگینپس
های تیماری نشان داد آنزيم پراکسیداز با ترکیب

 30لوسین همراه با -Lمولار میلی 1اعِمال تیمار 

لیتر نانواکسیدنیکل بیشترين فعالیت را دارد برگرممیلی
حالیست که کمترين فعالیت اين آنزيم در  و اين در

نیکل مشاهده لیتر نانواکسیدبرگرممیلی 60 غلظت

های نانواکسیدآهن، غلظت شود. در بین غلظتمی
آهن بیشترين فعالیت لیتر نانواکسیدبرگرممیلی 30

پراکسیداز را داشت؛ همچنین غلظت آنزيم گاياکول
 1با  جاسمونات همراهمیکرومولار متیل 200
ساعت، بیشترين  72لوسین در زمان -Lمولار میلی

 (. 5میزان فعالیت آنزيم پراکسیداز را نشان داد )شکل 

 

 
وسین و نانواکسیدآهن و نیکل بر فعالیت آنزيم ل-Lجاسمونات، آمینواسید های مختلف متیلأثیر تیمار غلظتت -5شکل 

جاسمونات، متیل :MjA: نانواکسید نیکل، 2NiOنانواکسیدآهن،  :3O2Feلطیب؛ اهای مويین سنبلپراکسیداز در کشت ريشهگاياکول

Leu آمینواسید :L- کنندة عدم اختلاف معنادار با استفاده است. حروف يکسان بیان انحراف معیار ±تکرار  3لوسین. مقادير، میانگین

 درصد است. 5در سطح احتمال  (DMRT)ای دانکن ازآزمون چنددامنه

 

محتوای پروتئین کل  پروتئین کل: میزان
تأثیر داری تحتطور معناهای مويین بهريشه

تیمارهای محرک و اثر متقابل تیمار محرک و 
از اِعمال تیمار قرار گرفت. های زمانی پسدوره

 60نیکل و تیمارلیتر نانواکسیدبرگرممیلی 60تیمار
-Lمولار میلی 1آهن با برلیتر نانواکسیدگرممیلی

لوسین بیشترين میزان پروتئین کل را در مقايسه با 

که کمترين میزان پروتئین شاهد نشان داد؛ درحالی
برلیتر نانواکسیدنیکل گرممیلی 90کل در تیمار 

 (.6مشاهده شد )شکل 
های مويین میزان پرولین ريشه میزان پرولین:

تأثیر تیمارهای داری تحتطور معناالطیب بهسنبل
از متقابل تیمار محرک و زمان پس محرک و اثر

 100اِعمال محرک قرار گرفت. ترکیب تیمار 
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برلیتر گرممیلی 90 جاسمونات ومیکرومولار متیل
لوسین بیشترين -Lمولار میلی 1آهن با نانواکسید

غلظت پرولین و تیمار شاهد کمترين غلظت پرولین 
 (. 7را داشت )شکل 

 

 
مويین های ريشهوسین بر میزان پروتئین کل در کشتل-Lجاسمونات و ل و متیلکسیدآهن و نیکتأثیر تیمارهای نانوا -6شکل 

 3لوسین. مقادير، میانگین -L: آمینواسید Leuمتیل جاسمونات،  :MjA: نانواکسید نیکل، 2NiOنانواکسید آهن،  :3O2Feالطیب؛ سنبل

در  (DMRT)ای دانکن مون چنددامنهتلاف معنادار با استفاده ازآزکنندة عدم اخانحراف معیار است. حروف يکسان بیان ±تکرار 

 درصد است. 5سطح احتمال 

 

 
الطیب؛ های مويین سنبللوسین بر میزان پرولین در کشت ريشه-Lجاسمونات و تأثیر تیمارهای نانوذرات آهن و نیکل و متیل -7شکل 

3O2Fe:  ،2نانواکسیدآهنNiO ،نانواکسیدنیکل :MjA: جاسمونات، متیلLucine-L آمینواسید :L- تکرار  3لوسین. مقادير، میانگین± 

 5در سطح احتمال  (DMRT)ای دانکن کنندة عدم اختلاف معنادار با استفاده ازآزمون چنددامنهانحراف معیار است. حروف يکسان بیان

 درصد است.
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مقدار فلاونوئیدها در  میزان فلاونوئیدکل:

تأثیر ر معناداری تحتطوهای مويین بهريشه

تیمارهای محرک و اثر متقابل تیمار محرک و زمان 

که بیشترين طوریاز اِعمال تیمار قرار گرفت؛ بهپس

ترتیب با اِعمال و کمترين میزان فلاونوئید کل به

 60آهن و برلیتر نانواکسیدگرممیلی 30های غلظت

مولار میلی 1نیکل همراه با برلیتر نانواکسیدگرممیلی

L-(. 8دست آمد )شکل لوسین به 

 

 
های مويین در کشت ريشه فلاونوئیدلوسین بر میزان -Lجاسمونات و تأثیر تیمارهای نانوذرات آهن و نیکل و متیل -8شکل 

ادير، میانگین لوسین. مق-L: آمینواسید Lucine-Lجاسمونات، متیل :MjAنیکل، : نانواکسید2NiOآهن، نانواکسید :3O2Feالطیب؛ سنبل

در  (DMRT)ای دانکن کنندة عدم اختلاف معنادار با استفاده ازآزمون چنددامنهانحراف معیار است. حروف يکسان بیان ±تکرار  3

 درصد است. 5سطح احتمال 

 

های مسیر بیوسنتز ارزیابی بیان ژن

  .ترپنوئیدهاسزکوئی

 و تعیین کیفیت و کمیت آن: RNAاستخراج .

و ارزيابی بیان ژن در تیمارهای  RNAاستخراج 

برلیتر(، گرممیلی 60آهن )شاهد، نانواکسید

برلیتر(، نانواکسیدنیکل گرممیلی 60نیکل )نانواکسید

لوسین و -Lگرمبرلیتر( به اضافة میلی 60)

میکرومولار( به اضافة  100جاسمونات )متیل

ارزيابی انجام شد. ارزيابی  لوسین-Lآمینواسید 

شده با استفاده از استخراج RNAکمی کیفی و 

درصد و نانودراپ نشان  1الکتروفورز ژل آگارز 

شده کیفیت خوبی دارند؛ های استخراجRNAداد 

های بدون خردشدگی، بدون RNAکه طوریبه

مشاهده شدند.  18Sو  28Sآلودگی و باندهای

دهد وجود باندهای نشان می 9که شکل طور همان

، وجود يکدستی 18Sو  28Sهای rRNAمربوط به 

وضوح نشان شده را بههای استخراجRNAدر 

احتمالاً  28s rRNAنوار )باند( بالاتر از  .دهندمی

 RNAدر  DNAکنندة وجود آلودگی نبیا

 cDNAاز سنتز  شده است؛ بنابراين، پیشاستخراج

استفاده شد. بر اساس نتايج  DNase Iاز تیمار آنزيم 

نانومتر،  280و  230نوری در نانودراپ نیز جذب 
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نانومتر، حداکثر بود که  260حداقل و در طول موج 

شده استخراج RNAدهندة خلوص مناسب نشان

و  280/260اين، نسبت بر(؛ علاوه10است )شکل 

شده در استخراج RNAهای در نمونه 230/260

قرار داشت که وجودنداشتن  2تا  8/1محدودة 

را  RNAهای ی در نمونهآلودگی پروتئینی يا فنل

  دهد. نشان می

 

 
 درصد1از طريق الکتروفورز ژل آگارز  RNAويژه ازنظر وجودنداشتن خردشدگی در به RNAارزيابی کیفیت استخراج  -9شکل 

 

 
 های مختلفشده در طول موجاستخراج RNAمنحنی جذب نوری دو نمونه از  -10شکل 

 

به هتوجبا در زمان واقعی: PCRواکنش 

در  PCRآمده از واکنش دستنمودارهای تکثیر به

گرفت آغازگرها در  توان نتیجهزمان واقعی می

های شکل مناسبی به قطعهشده بهدمای اتصال تعیین

اند. اند و موجب تکثیر آنها شدههدف اتصال يافته

 يی،تکثیر هر قطعة الگو طی چهار فاز خط پايه، نما

 خطی و کفه رخ داده است.

يافتن از وجودنداشتن منظور اطمینانبه

محصولات غیراختصاصی طی واکنش، يک مرحله 

منظور افزايش تدريجی دما در انتهای واکنش به

های نقطة ذوب اجرا شد. تحلیل ترسیم منحنی

تکثیر ، (Melting Curve Analysis)منحنی ذوب 

ها با نقطة ذوب مشخص را اختصاصی هريک از ژن

به وجود يک پیک در تمام وجهتنشان داد. با

و  VoTPS1 ،VoTPS6های ژن PCRمحصولات 

18S rRNA طور ها بهتوان گفت تکثیر تمام قطعهمی

اختصاصی و بدون محصولات غیراختصاصی مانند 

 آغازگر دايمر انجام شده است. 
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های بر بیان نسبی ژن تأثیر تیمارهای محرک

VoTPS1  وVoTPS6ن داری بی: اختلاف معنا

های های مختلف ازنظر میزان بیان نسبی ژنمحرک

VoTPS1  وVoTPS6 به شکل توجهوجود داشت. با

لیتر نانواکسیدآهن در زمان برگرممیلی 60، تیمار11

از اِعمال تیمار و تیمار ساعت پس 24

میکرومولار در زمان  100جاسمونات با غلظت متیل

ن افزايش از اعمال تیمار بیشترين میزاساعت پس 72

را نسبت به شاهد نشان  VoTPS1ژن  بیان نسبی

داری بیشتر از ساير تیمارها بود؛ طور معنادادند که به

 100کمترين میزان بیان نسبی اين ژن در تیمار 

مولار میلی 1جاسونات به اضافة میکرومولار متیل

L- از اعمال تیمار ساعت پس 24لوسین در زمان

 مشاهده شد.

 

 
. 2NiO. نانواکسید آهن، 3O2Feالطیب؛ مويین سنبلهای ريشهدر کشت 1VoTPSتأثیر تیمارهای محرک بر بیان نسبی ژن  -11 شکل

انحراف معیار است. حروف  ±تکرار  3لوسین. مقادير، میانگین -L. آمینواسید L-Lucineجاسمونات، تیلم. MjAنانواکسیدنیکل، 

 درصد است. 5در سطح احتمال  (DMRT)ای دانکن با استفاده ازآزمون چنددامنهکنندة عدم اختلاف معنادار يکسان بیان

 

 
. 2NiO. نانواکسیدآهن، 3O2Feالطیب؛ مويین سنبلهای ريشهدر کشت 6VoTPSتأثیر تیمارهای محرک بر بیان نسبی ژن  -12شکل 

انحراف معیار است. حروف  ±تکرار  3، میانگین مقادير. لوسین-L. آمینواسید L-Lucineجاسمونات، . متیلMjAنانواکسیدنیکل، 

 درصد است. 5در سطح احتمال  (DMRT)ای دانکن کنندة عدم اختلاف معنادار با استفاده ازآزمون چنددامنهيکسان بیان
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، بیشترين میزان بیان نسبی ژن 12به شکل توجهبا

VoTPS6 مويین تیمارشده با غلظت های در ريشه

 1جاسمونات به همراه یلمیکرومولار مت 100

از ساعت پس 72وسین در زمان ل-Lمولار میلی

 24اعمال تیمار و تیمار نانواکسیدآهن در زمان 

که میزان طوریاز تیمار مشاهده شد؛ بهساعت پس

ه برابر نسبت ب 12تا  VoTPS6 ،94/10بیان نسبی ژن 

 شاهد افزايش داشت. کمترين میزان بیان نسبی ژن

میکرومولار  100د در تیمار نسبت به شاه

وسین در ل-Lمولار میلی 1جاسمونات به همراه متیل

 از اعمال تیمار و تیمار نانواکسیدنیکلساعت پس 24

های نانواکسید آهن و مشاهده شد. در بین محرک

از ساعت پس 24نیکل، نانواکسیدآهن در زمان 

وسین در ل-Lاعمال تیمار و نانواکسیدنیکل به همراه 

 38/10ترتیب از اعمال تیمار بهساعت پس 24ن زما

 شاهد برابر افزايش بیان نسبی ژن را نسبت به 16/2و 

 نشان دادند.

 

 .بحث

های مويین برای های اخیر، کشت ريشهطی سال

ها کمک درخور مطالعة مسیر بیوسنتز متابولیت

توجهی به بهبود و تقويت پژوهش در زمینة بیوسنتز 

يه کرده است. باکتری های ثانومتابولیت

Agrobacterium rhizogenesis  با انتقال قطعةT-

DNA کنندة ريشهالقا هایحاوی ژن (Rol A، rol 

B، rol C  وrol Dهای گیاهی، آنها را ( به سلول

ها تغییرات مورفولوژيکی کند؛ اين ژنتراريخت می

ها ايجاد و بیوشیمیايی چشمگیری را در سلول

ای رشد و نموی سلول را تغییر کنند، فرايندهمی

شوند زايی مويین منجر میدهند و به القای ريشهمی

(Christy and Braun, 2005) در مطالعة حاضر بر .

، (Soltani, 2015)های قبلی اساس پژوهش

های برگ و دمبرگ گیاه تراريختی ريزنمونه

های مويین با الطیب و ايجاد ريشهسنبل

Agrobacterium rhizogenesis  سويةA4  انجام

 PCRشد. بررسی ماهیت تراريختگی آنها به روش 

 rol Bانجام شد و تکثیر قطعة مربوط به ژن 

شدن گیاه مدنظر توسط کنندة تراريختهبیان

Agrobacterium rhizogenesis  سويةA4  .بود

Khelifi  های خود در بررسی( 2011)و همکاران

 های مختلفگزارش کردند در بین سويه

Agrobacterium سوية ،A4  بیشترين درصد

ايجاد  Datura innoxiaتراريختگی را در گیاه 

های تلقیح ريزنمونهای، همچنین در مطالعهکند؛ می

نشان داده  9435و  A7 ،A4مختلف با سة سويه 

ترين سوية و ريزنمونة برگ مناسب A4است سوية 

منظور القای باکتريايی و ريزنمونة گیاهی به

 Agastache)های مويین در گیاه گل مکزيکی هريش

foeniculum)  هستند(Noruozi, 2013). 

های محیطی مواجه شود، زمانی که گیاه با تنش

شود و انتقال مسیر اصلی انتقال الکترون مسدود می

يابد و سبب الکترون در مسیر فرعی جريان می

احیای ناقص اکسیژن و تولید انواع اکسیژن فعال 

(ROS) ها، گیاهان شود. طی تیمار با محرکمی

کنند که سبب ايجاد تولید می ROSمقدار بیشتری 

 ,Andrea and Ricardo)شود تنش اکسیداتیو می

های .گیاهان با استفاده از آنزيم(2007

پراکسیداز اکسیدانت مانند کاتالاز و گاياکولآنتی

کنند. گزارش شده از خود در برابر تنش دفاع می

های محیطی سبب افزايش يا کاهش نشاست ت
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فعالیت آنزيم کاتالاز )بسته به شدت، مدت و نوع 

. (Andrea and Ricardo, 2007)شوند تنش( می

میکرومولار  100در پژوهش حاضر، تیمار 

لوسین -Lمولار میلی 1جاسمونات در ترکیب با متیل

از بین ترکیبات تیماری مختلف، تأثیر بیشتری بر 

زيم کاتالاز داشت و فعالیت اين آنزيم را فعالیت آن

داری در مقايسه با تیمار شاهد افزايش داد طور معنابه

جاسمونات تولید رسد متیل(. به نظر می4)شکل 

ROS کند؛ بنابراين، وجود را در گیاهان القا می

اکسیدانی مؤثر برای حفظ عملکردهای دستگاه آنتی

ت تا از آسیب متابولیسمی در شرايط القا ضروريس

( 2011و همکاران ) Nafieبیشتر جلوگیری شود. 

های سوسپانسیون خربزه، بیان کردند در کشت سلول

جاسمونات سبب افزايش فعالیت کاربرد تیمار متیل

شود. گزارش شده آنزيم کاتالاز نسبت به شاهد می

های تیمارشده با است در میوة تمشک و توت

اکسیدانی لیت آنتیجاسمونات، قدرت و فعامتیل

 Ghasemnezhad and)ها افزايش می يابد سلول

Javaherdashti, 2008) در بین تیمارهای .

 30نانوذرات، نانواکسید نیکل با غلظت 

-Lمولار میلی 1طور ترکیب با لیتر بهبرگرممیلی

لوسین بیشترين تأثیر را بر فعالیت آنزيم کاتالاز 

ر مقايسه با ساير داشت و فعالیت اين آنزيم را د

داری طور معناتیمارهای نانوذرات و تیمار شاهد به

(؛ يکی از دلايل اين امر را 4افزايش داد )شکل 

های فلزی همچون نیکل، آهن، توان حضور يونمی

عنوان کوفاکتور در روی، مس، منگنز و منیزيم به

اکسیدانی های آنتیساختمان بسیاری از آنزيم

ها، شرايط کمبود ريزمغذیدانست؛ همچنین در 

يابد و اکسیدانت کاهش میهای آنتیفعالیت آنزيم

های همین امر به افزايش حساسیت گیاهان به تنش

هايی است انجامد. کاتالاز يکی از آنزيممحیطی می

های آزاد شرکت زدايی راديکالکه در فرايند سم

دارد و پراکسیدهیدروژن را به آب و اکسیژن تبديل 

د. احتمالاً افزايش فعالیت آنزيم کاتالاز برای کنمی

غلبه بر افزايش پراکسیدهیدروژن است که به سیستم 

برای  (ROS)های فعال اکسیژن مهارکنندة گونه

کردن آثار نامطلوب آن در پايداری غشای خنثی

در اِعمال تیمارهايی نظیر  سلولی نیاز دارد.

 هایجاسمونات، افزايش فعالیت آنزيممتیل

های اکسیدانتاکسیدانت و محتوای زياد آنتیآنتی

غیرآنزيمی برای تحمل گیاه به تنش بسیار مهم است 

تا گیاه را از آثار مضر آنها در امان نگه دارد 

(Cacmak, 2000; Nasibi, 2010). 

پراکسیداز، در ارزيابی فعالیت آنزيم گاياکول

ور طلیتر بهبرگرممیلی 30نانواکسیدنیکل در غلظت

 جاسموناتلوسین و متیل-Lمولار میلی 1ترکیبی با 

-Lمولار میلی 1میکرومولار با  200در غلظت 

لیتر برگرممیلی 30لوسین و نانواکسیدآهن با غلظت

و  Sinha(. 5سبب افزايش فعالیت آنزيم شد )شکل 

Saxena (2006 با بررسی اثر تیمار آهن روی )

 Bacopa monnieriنوعی گیاه دارويی به نام 

دريافتند با کاربرد آهن، فعالیت آنزيم پراکسیداز در 

ريشه، افزايش و در برگ، کاهش يافت. 

پراکسیداز از اکسیداسیون ترکیبات فنلی گاياکول

اکسیژنه زدايی و تجزيه آبنظیر گاياکول برای سم

سلولی و کند و در سیتوسل، ديوارة استفاده می

بات فنلی مانند شود. ترکیواکوئل نیز ديده می

عنوان دهندة الکترون به گاياکول به

های گذشته کنند. مطالعهپراکسیدهیدروژن عمل می
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اکسیدانتی به های آنتیاند واکنش آنزيمنشان داده

های گیاهی و حتی فلزات مبهم است و بین گونه

های مختلف يک گیاه متفاوت است بافت

(Mazhoudi et al., 1997) . 

یزان پروتئین کل، بیشترين میزان در ارزيابی م

های مويین در تیمار نانواکسیدنیکل با پروتئین ريشه

آهن با لیتر و نانواکسیدبرگرممیلی 60غلظت

 1لیتر در ترکیب با برگرممیلی 90و  60های غلظت

(. در 6لوسین مشاهده شد )شکل -Lمولارمیلی

ين نیکل، کمترلیتر نانواکسیدبرگرممیلی 90غلظت 

(. 6مقدار پروتئین نسبت به شاهد مشاهده شد )شکل

علت کاهش میزان پروتئین در شرايط تنش ممکن 

های شدن فعالیت آنزيماست بازداشته

سنتتاز سنتتاز، گلوتاماتردوکتاز، گلوتامیننیترات

 Khan et)باشد که حساسیت بیشتری به تنش دارند 

al. 2003) .انسیون تیمار با نانوذرات در کشت سوسپ

، افزايش تولید Artemisia absinthiumگیاه 

متابولیت ثانويه، محتوای فنلی کل، مقدار کل 

اکسیدانی، فعالیت فلاونوئید و فعالیت آنتی

و محتوای کل  (SOD)سوپراکسیدديسموتاز 

پروتئین را در پی داشته است. اين پژوهشگران 

های افزايش میزان پروتئین کل را به تجمع پروتئین

اند که بسته به دهنده به محرک نسبت دادهاسخپ

 Hussain et) غلظت و اندازة محرک متفاوت است

al., 2017) . 

ارزيابی سطوح تیماری مختلف بر میزان پرولین 

میکرومولار  100های مويین نشان داد تیمار ريشه

لوسین -Lمولارمیلی 1جاسمونات به همراه متیل

شاهد کمترين غلظت بیشترين غلظت پرولین و تیمار 

(. به نظر 7کند )شکل ها القا میپرولین را در نمونه

سازی رسد افزايش پرولین نسبت به شاهد از فعالمی

شدن مسیرهای تجزية آن در طول بیوسنتز و غیرفعال

براين، تبديل برخی شود؛ علاوهتنش ناشی می

آمینواسیدها مانند اورنیتین، آرژنین و گلوتامین به 

 Abdalla and)در افزايش پرولین نقش دارد  پرولین

El-khoshiban, 2007) در بین نانواکسیدهای آهن .

لیتر نانواکسیدآهن به برگرممیلی 90و نیکل، غلظت 

 90لوسین و غلظت -Lمولار میلی 1همراه 

مولار میلی 1نیکل به همراه لیتر نانواکسیدبرگرممیلی

L-ها القا در نمونه لوسین، میزان پرولین بیشتری را

کردند. تمام تیمارها به افزايش پرولین منجر شدند؛ 

عنوان محرک رسد اين تیمارها بهبنابراين، به نظر می

اکسیدانی و کاهش سبب افزايش قدرت سیستم آنتی

شوند و سنتز پرولین را افزايش تنش اکسیداتیو می

(. پرولین نقش بسیار مهمی در 7دهند )شکل می

های های گیاهی در برابر تنشسلولحفاظت از 

اند غیرزيستی دارد. برخی پژوهشگران بیان کرده

تجمع پرولین در گیاهان عالی، واکنشی عمومی به 

تنش است و نقش اساسی در پايداری ساختارهای 

سازی ها( و خنثیزيرسلولی )غشاها و پروتئین

 Sanchez)های آزاد در شرايط تنش دارد راديکال

)0032., et al . 

دهد بیشترين نشان می 8طور که شکل همان

الطیب های مويین سنبلمیزان فلاونوئید کل در ريشه

لیتر برگرممیلی 30 با اِعمال تیمار غلظت

 بودن اندازةکوچکشود. نانواکسیدآهن مشاهده می

 آنها زياد پذيریواکنش و نانوذرات و سطح مقطع

 شود.می هاين ذرات توسط گیا جذب افزايش سبب

گزارش شده است کاربرد نانوذرات 

در گیاه مريم گلی  )2TiO(تیتانیوم اکسیددی
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(Salvia officinalis)  سبب افزايش محتوای فنل و

 ,.Ghorbanpour et al)شود فلاونوئید کل می

لیتر از برگرممیلی 200که غلظت طوری؛ به(2014

ر مقايسه اکسیدانی بیشتری داين نانوذره فعالیت آنتی

ای ديگر ها نشان داد. در مطالعهبا ساير غلظت

و  (CuO)گزارش شده است نانوذرات اکسیدمس 

های ثانويه بر محتوای متابولیت (ZnO)اکسیدروی 

بیان اثر مثبت ازجمله ترکیبات فنلی در گیاه شیرين

. فلاونوئیدها يکی (Mazhoudi et al., 1997)دارند 

رين ترکیبات طبیعی هستند تترين و متنوعاز گسترده

که همانند ساير ترکیبات فنولی توانايی جذب 

های اکسیداتیو، های آزاد را دارند. در تنشراديکال

توانند با ويژه فلاونوئیدها میترکیبات فنلی به

فسفولیپیدهای غشا از طريق پیوند هیدروژنی با 

سرهای قطبی فسفولیپیدها ارتباط برقرار کنند؛ 

ين ترکیبات در سطح داخل و خارج غشا درنتیجه، ا

يابند و با جلوگیری از دستیابی تجمع می

رسان به ناحیة هیدروفوبی های آسیبمولکول

دوقطبی به حفظ سیالیت و تمامیت غشا کمک 

 . (Michalak, 2006)کنند می

ورزی ژنتیکی در راستای افزايش دست

 های مهم وهای ثانويه گیاهی يکی از روشمتابولیت

کاربردی در عصر جديد است که در اين زمینه، 

های مؤثر در کاری ژنتیکی ژنشناسايی و دست

ترپنوئیدها های ثانويه مانند سزکوئیسنتز متابولیت

ارزش زيادی دارد؛ بنابراين، اولین گام برای 

کارگیری روش مهندسی ژنتیک و افزايش بیان به

ها ژن ها در مسیر بیوسنتزی، مطالعة بیاننسبی ژن

های های کلیدی در مسیر بیوسنتز متابولیتويژه ژنبه

ثانويه است و در اين راستا، بیان نسبی دو ژن 

VoTPS1  وVoTPS6 های مويین گیاه در ريشه

های تأثیر محرکالطیب و تحتدارويی سنبل

-Lتنهايی يا در ترکیب با آمینواسید مختلف به

مارهای لوسین بررسی شد. نتايج بررسی اثر تی

و  VoTPS1های محرک بر افزايش بیان نسبی ژن

VoTPS6  نشان دادند با افزودن محرک به

ها مويین، میزان بیان نسبی اين ژنکشت ريشهمحیط

(. بیشترين 12و  11های يابد )شکلافزايش می

نسبت به شاهد در  VoTPS1افزايش بیان نسبی ژن 

ر زمان لیتر نانواکسید آهن دبرگرممیلی 60غلظت 

از اعمال تیمار مشاهده شد؛ ساعت پس 24

برابر  74/19که میزان بیان نسبی اين ژن طوریبه

اين نتايج  (.11نسبت به شاهد افزايش داشت )شکل 

تواند سطح نشان دادند تیمار نانواکسیدآهن می

را که در مسیر بیوسنتز  VoTPS1رونوشت ژن 

وجهی اسید نقش دارد، به میزان درخور توالرنیک

 رسدیبه نظر مهای مويین افزايش دهد. در ريشه

نانوذرات،  زيادکوچک و سطح مقطع  ةانداز

 کندمی یلها را تسهآنها به درون سلول يرینفوذپذ

پاسخ  سببذرات  ينا زياد يریپذو واکنش

های ها در سلولژن یانب ییرمانند تغ یزيولوژيکیف

کبالت و فلزاتی مانند آهن، نیکل،  .شودیم یاهیگ

نقره سبب تحريک تولید دامنة وسیعی از 

شوند. در گزارش های ثانويه در گیاهان میمتابولیت

، 2Ni ،+2Fe+ديگری مشخص شده است فلزاتی مانند
+2Co  2+وAg های تولید گسترة وسیعی از متابولیت

های مختلف گیاهان تحريک ثانويه را در گونه

 . (Zhao et al., 2005)کنند می

شود مشاهده می 12که در شکل طور همان

 100در تیمار  VoTPS6بیشترين میزان بیان نسبی ژن 
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مولار میلی 1جاسمونات به همراه میکرومولار متیل

L- از اعمال تیمار ساعت پس 72لوسین در زمان

برابر  94/12که میزان بیان نسبی ژن طوریاست؛ به

 بیان رسیبر در يابد.در مقايسه با شاهد افزايش می

آلکالوئید  های درگیر در بیوسنتزبرخی از ژن

 Papaverهای مويین گیاه موروفین در کشت ريشه

orientale L. های غیرزيستی با استفاده از محرک

، SalR ،Salsynهای نشان داده شده است بیان ژن

SaLAT ،T6ODM  وCODM تأثیر تحت

يابد ساعت افزايش می 48جاسمونات طی متیل

(Hashemi and Naghavi, 2016).  در پژوهشی

های گزارش شده است بیان نسبی زياد ژن

-OsTPS3 ((E)- βسنتاز برنج با نام ترپنسزکوئی

caryophyllene)  سبب تولید مقدار زيادی

شود جاسمونات میاز تیمار با متیلبتاکاريوفیلن پس

(Cheng et al., 2007) در پژوهش حاضر، افزايش .

الطیب های مويین سنبلدر ريشه VoTPS6 بیان نسبی

ساعت از اِعمال تیمار نانواکسیدآهن  24از پس

و همکاران  Chengمطالعة (. 12مشاهده شد )شکل 

نشان  Salvia miltiorrhiza( در ريشة مويین 2013)

تأثیر تحت SmCPSداده است بیان نسبی ژن 

جاسمونات و يون های عصارة مخمر، متیلمحرک

نتايج يابد. طور درخور توجهی افزايش میبه فلز نقره

های پژوهش حاضر نشان دادند استفاده از محرک

الطیب مويین گیاه سنبلهای ريشهخارجی در کشت

های دفاعی در گیاه شدن واکنشتواند سبب فعالمی

های درگیر در نتیجه، افزايش بیان ژنشود و در

ید متابولیسم ثانويه و احتمالاً افزايش تول

های ثانويه را در پی داشته باشد؛ بنابراين با متابولیت

های مناسب و اِعمال آنها در انتخاب محرک

های مؤثر در توان بیان نسبی ژنهای مناسب میزمان

مسیر بیوسنتز ترکیبات ثانويه و درنهايت، تولید آنها 

 را افزايش داد.

 

 گیری نتیجه

ونات، جاسمدر پژوهش حاضر، استفاده از متیل

وسین و نانواکسیدهای آهن و نیکل ل-Lآمینواسید 

ها و عوامل اکسیدانسبب القای تولید آنتی

کننده با تنش شد و درنهايت، اين عوامل مقابله

توانستند سبب کاهش آثار تخريبی تنش در گیاه 

و  VOTPS1های شوند؛ همچنین بیان نسبی ژن

VOTPS6 نتز های کلیدی در مسیر بیوسعنوان ژنبه

تأثیر الطیب تحتها در سنبلترپنسزکوئی

های يادشده  قرار گرفت. بیان نسبی ژن محرک

VOTPS1  1در تیمار ترکیبی نانواکسیدآهن و 

وسین بیشتر از ساير تیمارها بود؛ ل-Lمولارمیلی

در تیمار ترکیبی  VOTPS6 ژنهمچنین بیان نسبی 

-Lر مولامیلی 1 و میکرومولار 100 جاسموناتمتیل

 نشان تیمارها ساير به نسبتلوسین افزايش بیشتری 

 داد.
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