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 چكيده

از قبيل  ياص، تركيبات فلاونوئيدي و فنلي، داراي خواكسيدانآنتيزرين گياه به علت دارا بودن 
اي هريشههاي مختلف القا باشد. استفاده از شيوهميآنتي تومور و  انيخاصيت ضد باكتريايي، ضد سرط

ترين كي از موفقها يمحرك كارگيريبهتواند به توليد تركيبات دارويي كمك كند. مي در زرين گياه موئين
يستي زهاي محرك تأثيرباشد. طي اين مطالعه هاي ثانويه ميمتابوليتتوليد افزايش براي  هااستراتژي

 فنل كل ها،وئيدي، فلاوناكسيدانآنتيتركيبات  ميزان توليدبر  در دو آزمايش مستقل سين و كيتوسانكلشي
زرين گياه  ايهفتهيكبرگ  هايريز نمونهقرار گرفت. در اين آزمايش از  موردبررسي و اسيد رزمارينيك
ه از وري جهت القا تراريختي با استفادروش تلقيح غوطه از هاي موئين استفاده شد.براي توليد ريشه

 منظوربهمايع  MSغلظت  4/1محيط كشت از و استفاده گرديد 15834رايزوژنز سويه آگروباكتريوم 
پنج مل تصادفي و شا كاملاًهر دو آزمايش در قالب طرح ها استفاده شد. و تيمار آن موئين ريشه نگهداري

ود. بها و دو تيمار شاهد تراريخت و شاهد غيرتراريخت) هاي متفاوت محركتيمار حاوي غلظت 3تيمار (
ر ريشههاي ثانويه ددرصد ميزان متابوليت 05/0سين تا مقدار لظت كلشيكه با افزايش غنتايج نشان داد 

ن گرم در ليتر ميزاميلي 100با افزايش غلظت كيتوسان به ميزان همچنين هاي موئين افزايش يافت. 
ي ز طي همهها نيمقدار اين متابوليتهاي موئين افزايش يافت. كمترين هاي ثانويه و وزن تر ريشهمتابوليت
  غيرتراريخت مشاهده گرديد. موئين هايها در ريشهآزمايش

   فنل كلفلاونوئيد، هاي موئين، ريشه اكسيدان،آنتي آگروباكتريوم، اسيد رزمارينيك، كلمات كليدي:
 

  مقدمه
باشد. زرين مي 1گياهان تيره نعناعيان ترينمهميكي از  Boiss Dracocephalum kotschyiزرين گياه با نام علمي 

باشد هاي مونوترپن ميو گليكوزيد 2نس، فلاونوئيد، اسيد رزمارينيكيي از قبيل اساوگياه داراي تركيبات ارزشمند دار
)Fattahi., 2012(اند اين گياه داراي خاصيت با ارزش ضد سرطاني باشد ) كه سبب شدهMoghadam et al., 

باشد هاي ثانويه ميموئين يك منبع مناسب و باارزش براي توليد متابوليت هايريشه).كشت سلول گياهي و توليد 2012
)2013Behabadi and Sharifi., 3هاي موئين استفاده از آگروباكتريوم رايزوژنزبراي القا ريشه مؤثرهاي ). يكي از روش 

في همچون: گونه گياهي، سن و بافت گياهي، سويه باكتري و تراكم آن هاي مختلباشد. القا ريشه موئين به پارامترمي
  ).Park and Facchini., 2000; Sevon and Oksman-Caldentey., 2002نيز وابسته است (

                                           
1 Dracocephalum  

2 Rosmarinic acid 
3 Agrobacterium rhizogenes 
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هاي مطالعاتي ها در كشت سلولي گياه، زمينههاي ثانويه، با استفاده از محركافزايش ميزان توليد متابوليت
 ,.Angelov et alتواند منافع اقتصادي ارزشمندي براي صنايع زيستي داشته باشد (رده كه ميجديدي را ايجاد ك

ها، گياهان ها و يا قطعات ديواره سلولي قارچساكاريدها، پليپروتئينها، گليكوهاي زيستي شامل: پروتئينمحرك). 2009
) نشان دادند كه استفاده 2007و همكاران Vasconsuelo and Boland., 2007.( Zhou )باشند (ها ميو ميكروارگانيسم

، Colletotrichumدست آمده از قارچ هاي بهساكاريداليگو بسزايي دارد. تأثيرهاي بالا هاي زيستي در غلظتاز محرك
برابري مقدار آرتميزين (تركيب ضد مالاريا) در  6و  3، 5/1عصاره مخمر و كيتوسان به ترتيب منجر به افزايش 

Artemisia annua ) گرديدPutalun et al., 2007; Wang et al., 2006.(  
 ها درزومد كروموسين آلكالوئيدي است كه مانع از تشكيل دوك، هنگام تقسيم سلولي شده و بنابراين تعداكلشي

 .)Tambong et al., 1998; Gupta., 2002( يابدشود، در نتيجه سطح پلوئيدي افزايش ميسلول گياهي دو برابر مي
ويه هاي ثانتابوليتحقيقات نشان داده كه افزايش سطح پلوئيدي سبب افزايش توليد و يا بهبود كيفيت بيوشيميايي مت

بر  مؤثرهاي اكتوراي در رابطه با فبا توجه به اينكه تحقيقات جامع و گسترده .)Dhawan and Lavania., 1996شود (مي
اي هي اثرات محركر زرين گياه انجام نگرفته است، لذا هدف اين مطالعه بررسهاي ثانويه دافزايش توليد متابوليت

 باشد.گياه مي هاي ثانويه و تغييرات بيوشيميايي در اينسين و كيتوسان بر مقدار توليد متابوليتزيستي كلشي

 
  هامواد و روش

  هاو محيط كشت هاسازي بذرآماده
ها به بذر سختي پوستهبرطرف كردن  منظوربهبذور زرين گياه از شركت پاكان بذر (اصفهان) خريداري شده و 

سديم و آب  ، هيپوكلريت%70ني بذور با اتانول ور گرديدند. ضدعفودقيقه در اسيد سولفوريك غليظ غوطه 10مدت 
گرم  30و  گرم در ليتر آگار 7حاوي هلند)  Dutchefa(شركت  1MS آماده كشتمقطر انجام گرفته و سپس در محيط

ساعت  8ساعت روشنايي و  16، و دوره نوري گرادسانتيدرجه  25ها در دماي كشت شدند. كشت زدر ليتر ساكار
-NIGEB( 15834سويه  جهت كشت آگروباكتريوم رايزوژنز تاريكي در اتاق رشد آزمايشگاه نگهداري گرديدند.

TEHRAN( 2كشت از محيطLB  داراي ،گرم آگار 15جامد حاوي pH  سوسپانسيون  تهيه منظوربهو  ،7-5/7برابر با
هاي نمونه نگهداري و تكثير منظوربه). Bertani., 1952مايع استفاده گرديد ( LBكشت باكتري جهت تلقيح از محيط

  ز استفاده شد.ساكار گرم در ليتر 30يتر آگار و گرم در ل 7حاوي  MS 4/1كشت آمادهريشه موئين از محيط
  هاي ثانويهها بر ميزان تغيير متابوليتبررسي اثر محرك

نار انتقال داده در زير هود لامي MS4/1 ليتر محيط مايعميلي 30گرم ريشه موئين به  1/0ها طي اين آزمايش
گرم ميلي 150و  100، 50غلظت  3درصد و كيتوسان در  05/0و  03/0، 01/0غلظت  3سين در هاي كلشيشد. تيمار

سته شده و به شها با آب مقطر استريل ساعت نمونه 48ساعت اعمال شدند. پس از  48تكرار به مدت  3در ليتر با 
دور  180و  گرادسانتيدرجه  28ها در شيكر انكوباتور با دماي مايع منتقل گرديدند. اين محيط MS 4/1كشت محيط

  يد محاسبه گرديد.ئاكسيدان، فنل كل و فلاونوهفته درصد آنتي 3در دقيقه، در شرايط تاريكي نگهداري شدند. پس از 
 ,.Fattahi et alگيري متانولي انجام گرفت (فلاونوئيد، عصاره اكسيدان، فنل كل وگيري مقدار آنتياندازه منظوربه

2013; Vieira et al., 2001ميزا .(اكسيدان با روش ن آنتيChiou ) ميزان فنل كل به روش 2007و همكاران ،(
Slinkard and Singleton )1977(   و مقدار فلاونوئيد كل توسط روشShin ) جهت گيري شد. ) اندازه2007و همكاران

)، Agilent 1100هاي موئين از دستگاه كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا (مدل تعيين مقدار اسيد رزمارينيك در ريشه

                                           
1 Murashige and skoog 

2 Lurica-Bertani 
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شركت  ED1245گرم (مدل  01/0و  0001/0دستگاه اولتراسونيك (يوروندا ايتاليا) و ترازوي آناليتيكال با دقت 
Sartorius.استفاده شد (  

 
  نتايج و بحث

  موئينهاي ريشه مؤثرهسين بر مقدار مواد كلشي تأثير
، بين شده گيرياندازهي اكسيدانميزان فنل كل، فلاونوئيد كل و فعاليت آنتيها نشان داد كه آناليز واريانس داده 
مربوط به غلظت  مؤثره) وجود دارد. همچنين بيشترين ميزان هر سه ماده P˂0/01دار در سطح (ها اختلاف معنيتيمار

ها ه تحليل اين دادهبهاي غيرتراريخت بود. با توجه مربوط به ريشه مؤثرهسين و كمترين مقدار اين مواد كلشي 05/0%
لوئيدي و مضاعف پسين به علت افزايش سطح هاي موئين در تيمار با كلشيتوان نتيجه گرفت كه افزايش رشد ريشهمي

يابد. بنابراين ايش ميتنها دزُ ژني افز ومانده باشد. در اين حالت مواد ژنتيكي مشابه باقيشدگي مستقيم ژنوميك مي
دست آمدن اين نتايج را، )، علت بهLevin )1983يابد. مدل رايج ها افزايش ميها در اتوتتراپلوئيدميزان توليد متابوليت

 داند.كاهش نسبت غشا هسته به مقدار كروماتين سلول مي

 
اه (به ترتيب از چپ به هاي موئين زرين گياكسيدان ريشهفلاونوئيد كل و درصد آنتيسين بر مقدار فنل كل، مقايسه ميانگين اثرات كلشي

  باشد.آزمون دانكن مي %5دهنده عدم اختلاف در سطح احتمال راست). حروف مشابه نشان
 

  هاي موئينريشه مؤثرهكيتوسان بر ميزان مواد  تأثير
ها اكسيداني، آناليز واريانس دادهكل و فعاليت آنتي هاي انجام شده روي ميزان فنل كل، فلاونوئيدطبق بررسي

ها وجود داشت. همچنين مشاهده ) بين تيمارP˂0/01دار در سطح (گيري، اختلاف معنيدر هر سه اندازهنشان داد كه 
شهدر ري مؤثرهگرم در ليتر و كمترين مقدار اين مواد ميلي 100در غلظت  مؤثرهشد كه بيشترين ميزان هر سه ماده 

مشخص نشده اما به نظر مي خوبيبهزيستي در گياهان  يهااثر محركدست آمده است. مكانيسم هاي غيرتراريخت به
كنند و در پي پاسخ به پيام محرك، هاي زيستي از قبيل كيتوسان به تركيبات ديواره سلولي حمله ميرسد كه محرك

شود ها ميهايي ازقبيل فنلسبب توليد فيتوآلكسين 1LPAسيستم دفاعي گياه فعال شده و بيان ژن دفاعي مانند 
)Zhao et al., 2005يافته .( هاي اين تحقيق با نتايج تحقيقاتEsmaeilzade ) در 2012و همكاران (Linum album 

  مطابقت دارد.

  
ه (به ترتيب از چپ به موئين زرين گياهاي اكسيدان ريشهمقايسه ميانگين اثرات كيتوسان بر مقدار فنل كل، فلاونوئيد كل و درصد آنتي

  باشد.آزمون دانكن مي %5دهنده عدم اختلاف در سطح احتمال راست). حروف مشابه نشان
 

                                           
1 Phenylalanine ammonia-lyase 
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  ميزان اسيد رزمارينيك
ترين مقدار گيري شد. كماندازه HPLCهاي اين آزمايش توسط دستگاه مقدار اسيد رزمارينيك در انواع ريشه

سين ر شده با كلشيهاي تراريخت تيماهاي غيرتراريخت و بيشترين مقدار آن در ريشهريشهاسيد رزمارينيك مربوط به 
ليتر بود.در كل  گرم درميلي 100هاي تيمار شده با كيتوسان مربوط به غلظت درصد و در ريشه 05/0مربوط به غلظت 

بود. با توجه به  هاي تيمار نشدههها خيلي بيشتر از ريشهاي تيمار شده با محركد رزمارينيك در ريشهيميزان اس
مايش انجام هاي موئين در آزرسد تجمع اسيد رزمارينيك در ريشه) به نظر مي2012و همكاران ( Gandiتحقيقات 

  باشد.آگروباكتريوم رايزوژنز مي -گرفته به دليل برخي تغييرات بيوشيميايي در متابوليسم گياه 
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Abstract 
Dracocephalum kotschyi Boiss due to antioxidants, flavonoids and phenolic compounds have some 

properties such as, antibacterial, anticancer and antitumor. Using different methods of hairy roots 
induction in Dracocephalum kotschyi Boiss can be used to produce medicinal compounds. Elicitor's usage is 
one of the most successful strategies to increase secondary metabolites production. In this study, the effect 
of both biological elicitor's, colchicine and chitosan in two independent experiments on production of 
antioxidant compounds, flavonoids, total phenols and rosmarinic acid were studied. In this experiment, one 
week old leaf explants of the Dracocephalum kotschyi plantlets was used to produce hairy roots. Immersion 
inoculation method was used to induce transformation using Agrobacterium rhizogenes strain 15834. ¼ MS 
liquid medium for incubation and treatment of hairy root were used. Both experiments were done based on 
CRD and include 5 treatments (3 treatments with different concentrations of elicitors, 2 treatments of 
transgenic control and non - transgenic control). Results revealed that with increasing colchicine 
concentration till 0.05%, the amount of secondary metabolites in hairy roots were enhanced. Also, with 
increasing chitosan concentration at 100 mg/l of secondary metabolites contents and fresh weight of hairy 
roots were enhanced. In all experiments, the minimum amount of these metabolites was observed in non - 
transgenic hairy roots. 
Key words: Agrobacterium, Antioxidant, Flavonoid, Hairy roots, Rosmarinic acid, Total phenol  
 


