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 IIبررسي تاثير اليسيتورهاي جاسمونات و متيل جاسمونات بر بيان ژن عامل آنزيم تروپينون ردوكتاز 

  (Hyoscyamus niger)در گياه بنگدانه 
 

  )2(و رحيم حداد ) 2(، قاسمعلي گروسي )1(ميترا پارسا 
 اعضاي هيئت علمي گروه بيوتكنولوژي دانشگاه بين -2، )ره( كارشناسي ارشد بيوتكنولوژي دانشگاه بين المللي امام خميني دانشجوي-1

 )ره(المللي امام خميني

  
  چكيده

 گياه دارويي مهمي است كه به واسطه تـاثير بـر روي سيـستم عـصبي پاراسـمپاتيك در      Hyoscyamus niger)  (گياه بنگدانه
هيوسيامين و هيوسين به عنوان دو آلكالوئيد اصـلي         . سياه سرفه، سل، برونشيت مزمن مورد استفاده قرار مي گيرد         درمان تشنج،   

اين آلكالوئيدها مي توانند تحت تيمار اليسيتورهاي .  محسوب مي شوند(Solanaceae)تروپان در گياهان خانواده سيب زميني 
در اين تحقيق، تاثير تيمـار اليـسيتورهاي جاسـمونات و متيـل             . زايش يابند شيميايي از جمله متيل جاسمونات و جاسمونات، اف       
 كـه در حالـت    II ، در ميزان بيان ژن عامل آنزيم تروپينون ردوكتاز(IBA)جاسمونات و تيمار هورموني ايندول بوتريك اسيد 

  .رار گرفتمي باشد، مورد بررسي ق) Iتروپينون ردوكتاز(رقابتي با آنزيم اصلي مسير سنتز هيوسين 
  در حضور اليسيتورهاي جاسمونات و متيل جاسـمونات بـه نحـو قابـل                IIنتايج نشان داد كه ميزان بيان ژن تروپينون ردوكتاز        

  .انتظار كاهش مي يابد
  

  مقدمه
ات اليسيتورها مواد شيميايي و يا فاكتورهاي زيستي از منابع مختلف هستند كه مي توانند موجب تغييرات فيزيولوژيكي موجـود                

متيل جاسمونات و جاسمونات به عنوان مولكول هاي انتقال سيگنالي هستند كه داراي اثرات چندجانبـه اي بـر                   ). 7(زنده شوند 
اين اليسيتورها مي توانند بر روي توليد متابوليت هاي ثانويه از جملـه تروپـان               ). 6(روي رشد، نمو و پاسخ به استرس ها دارند        

 توجه به اينكه اين آلكالوئيدها اساسا در ريشه هاي گياه سنتزمي شوند، بنابراين كشت ريشه ها، مي                  با. آلكالوئيدها تاثير گذارند  
در مسير متابوليكي آلكالوئيدهاي تروپان     ). 4(تواند آلكالوئيدهاي بيشتري را حتي نسبت به بخش هوايي گياهان والد توليد كنند            

 كه در توليد آلكالوئيدهاي غير تروپاني نقش دارد و          IIم تروپينون ردوكتاز    آنزي. دو آنزيم وجود دارد كه با هم در رقابت هستند         
 پيش ماده تروپينون را در مسير منتهي بـه سـنتز            TR-I كه عكس آن عمل مي نمايد؛ بطوريكه، آنزيم          Iآنزيم تروپينون ردوكتاز    

بنـابراين يكـي از   ). 5(اني تبديل مي نمايد آن را به يك تركيب غير تروپTR-IIماده تروپاني هيوسيامين سوق مي دهد و آنزيم       
بنابراين اثر اليسيتورهاي .  باشد(TR-II) راههاي افزايش توليد هيوسيامين مي تواند ممانعت از فعاليت آنزيم تروپينون ردوكتاز

  . جاسمونات و متيل جاسمونات مي تواند در افزايش ميزان تروپان آلكالوئيدها نقش بسزايي داشته باشد
 گياه بنگدانه مـورد  II پژوهش، اثر اليسيتورهاي جاسمونات و متيل جاسمونات بر روي بيان ژن عامل تروپينون ردوكتاز               در اين 

  .بررسي قرار گرفت
  

  ها مواد و روش
 از سازمان تحقيقات جنگل ها و مراتع تهيه و جهت تسريع در جوانه زني بـا   (Hyoscyamus niger )بذرهاي گياه بنگدانه

 فاقد هورمون به مدت     B5 ساعت تيمار وپس از ضدعفوني بر روي محيط كشت جامد            24 به مدت    ppm 200ليك  اسيد جيبر 
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سـاكاروز و بـه   ) w/v% (3 حاوي B5ريشه چه بدست آمده از دانه رست ها جدا و در محيط كشت مايع           .  روز كشت شدند   4
و دو اليسيتور متيل جاسمونات و جاسمونات با غلظت          ميكرومولار   1ترتيب در تيمار هورموني ايندول بوتريك اسيد با غلظت          

ريشه هـا   .  ساعت كشت شدند   96 و به مدت     rpm100 درجه سانتي گراد روي شيكر با        25 ميكرومولار، در تاريكي و دماي       1
 از روش ليتيـوم     RNAجهـت اسـتخراج     .  ساعت از محيط كشت خارج و در نيتروژن مايع منجمـد شـدند             96پس از گذشت    

 استخراج شده به ترتيب با استفاده از الكتروفورز روي ژل آگارز حاوي فرم آلدئيـد                RNAكيفيت و كميت    . تفاده شد كلرايد اس 
 dt، از آغازگر عمومي اليگو   II ژن عامل آنزيم تروپينون ردوكتاز       cDNAبراي سنتز   . و اسپكتروفتومتر مورد بررسي قرار گرفت     

 كيفيت توسط الكتروفورز روي ژل آگارز، جهت واكنش زنجيره اي پليمراز            از محصول بدست آمده پس از بررسي      . استفاده شد 
)PCR (10 ميكروليتـر بـافر   5/2جهت واكنش زنجيره اي پلي مـراز از  . استفاده شدx PCR ،1  ميكروليتـر cDNA ، ،75/1 

، )pmol20 (صي رفـت   ميكروليتر آغازگر اختصا1ميلي مولار، dNTP 10  ميكروليتر5/0 ميلي مولار، MgCl2 50ميكروليتر 
 ميكروليتـري طبـق   25 پليمراز در حجم كلي واكنش Taq واحد آنزيم pmol20( ،1 ( ميكروليتر آغازگر اختصاصي برگشت 1

دمـاي  : (  چرخـه شـامل    35 دقيقـه،    3 درجـه سـانتي گـراد بـه مـدت            94دماي واسرشـتگي اوليـه      : اين شرايط صورت گرفت   
 درجه سانتي گراد بـه      58 (Annealing) ثانيه ، دماي اتصال      30گراد به مدت   درجه سانتي    Denaturation 94)(واسرشتگي

و يك مرحلـه دمـاي طويـل شـدن          )  دقيقه 1 درجه سانتي گراد به مدت     72 (Extenasion) دقيقه ، دماي طويل شدن       1مدت  
مـورد  % 1,2ز ژل آگـارز      توسط الكتروفـور   IIدرستي بيان ژن تروپينون ردوكتاز      .  دقيقه 10 درجه سانتي گراد به مدت     72نهايي  

  .بررسي قرار گرفت
  

  نتايج و بحث
 استخراجي به روش ليتيوم كلرايد بدون تيمار بـا اليـسيتورها قابـل اعتمـاد بـوده و وضـوح و       RNAنتايج نشان داد كه كيفيت      

نـشان داد كـه      استخراج شـده     RNA). 2(مشابه است   ) 2003سال  (كيفيت باندهاي ريبوزومي با نتايج ابراهيم زاده و همكاران        
 پايين و ميزان بيان ژن عامـل        IBAكميت آن در تيمار با اليسيتورهاي جاسمونات و متيل جاسمونات نسبت به تيمار هورموني               

 و  Kangنتـايج حاصـل بـا يافتـه هـاي           .  نيز در نتيجه تيمار اليسيتورهاي فوق نيز كاهش مـي يابـد            IIآنزيم تروپينون ردوكتاز    
اندازه قطعه تكثير شده و مورد انتظار ). 3و1(مشابهت دارد )1999سال ( و همكاران  Biondiين وهمچن) 2003سال (همكاران 

  .با اندازه و توالي ژن ثبت شده در بانك اطلاعاتي مطابقت داشت ) PCR ،)bp 783در واكنش 
  

  تشكر و قدرداني
جهت اهـداي بـذور گيـاه بنگدانـه و          )  تهران سازمان جنگلها و مراتع استان    (از جناب آقاي دكتر حسن مداح عارفي         بدينوسيله

كارشناسان محترم آزمايشگاه هاي كشت بافت و بيولوژي      (همچنين سركار خانم مهندس قنادنيا و جناب آقاي مهندس سليماني           
  . جهت همكاري در انجام آزمايش ها ، تشكر و قدرداني مي نمايد) مولكولي
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Abstract 
Hyoscyamus niger is an important medicinal plant in which hyoscyne and hyoscyamine are Two 
important tropane alkaloids in solanaceae family which have been used for pertussis and bronchitis 
remedy because of their anti tensionpang decreacing effects,. These alkalioids impressed on  
parasampatic nervous system. Alkaloids RNA and concequentely related product contents could 
beenincreased with elicitor treatments such as jasmonate and methylejasmonate. In this research, 
elicitor treatments and also phytohormone treatment(IBA) have been studied on tropinone reductaseII 
gene expression content which its production is in competent with tropinone reductase I. Result were 
shown,  tropinone reductaseII gene expression content decreased as expected, under treatment with 
jasmonate and methylejasmonate elicitors. 
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