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دهیچک
Hyoscyamus(مشبکبذرالبنج reticulatus L.(کهباشدیمنیاسکوپولامونیامیوسیهیتروپانيدهایآلکالوئازسرشار

و50،100،صفر(مختلفيهاغلظتاثریبررسمنظوربهقیتحقنیا.ردیگیمقراراستفادهمورديداروسازدرعیوسطوربه
زانیم،یدانیاکسیآنتيهامیآنزتیفعالرشد،زانیمبرساعت48و24ماریتزمانمدتوجاسموناتلیمت)کرومولاریم200

صورتبهمشبکبذرالبنجنیموئيهاشهیردر)h6h(سیلازکهیدرو-بتا-6-هیوسیامینژنانیبزانیمویتروپانيدهایآلکالوئ
هکدادنشانشده،تیماروشاهديهانمونهدررشدمیزانیبررس.شدانجامتکرار3و بایتصادفکاملاًهیپاطرحقالبدرلیفاکتور
انسیوارهیتجزجینتانیهمچن.باشدیمکاهشبهروشدهجییتهيهانمونهدرملایمیشیبباموئینيهاشهیرخشکوتروزنمیزان
يهامیآنزتیفعالبر%1احتمالسطحدريداریمعناتریتأث،)کرومولاریم100و200غلظت(جاسموناتلیمتباماریتکه دادنشان

استثناءبهجاسموناتلیمتساعت)48و24(ماریتزمانمدتنیهمچن.داشتدازیپراکسآسکوباتودازیپراکساکولیگاکاتالاز،
نتایج.دادنشاندازیپراکساکولیگاوکاتالازمیآنزدوهرتیفعالبر%1احتمالسطحدريداریمعنریتأث،دازیپراکسآسکورباتمیآنز
)%96/13و%9/21(نیاسکوپولامونیامیوسیهدیتولزانیمنیشتریبجاسموناتلیمتباتیماردرهکدادنشانGC/MSزیآنال
نسبتشتریببرابر25/1و6/1کهآمد،دستبساعت24و48مدتبهکرومولاریم100و200يهاغلظتباماریتاثردربیترتبه
مهینRT-PCRروشباسیلازکهیدرو-بتا-6-هیوسیامینژنانیبسطحاست.بوده)%13/11و%67/13ب یترتبه(شاهدماریتبه
ژنانیبزانیمنیشتریبجاسموناتلیمتماریتدردادنشانجینتاشد.یبررسیکمh6h)6غلظتدرشاهد)بهنسبتشتریببرابر

لیدلبهاحتمالاًجاسموناتلیمتمحركکهشودیماستنباطنیچنج،ینتابراساس.آمدبدستساعت24مدتبهکرومولاریم100
.باشدمؤثرنیاسکوپولامونیامیوسیهدیتولشیافزادر،یتروپانيدهایآلکالوئدیتولریمسدرمؤثريهاژنانیبکیتحر

.یتروپانيآلکالوئیدهالاز، یدروکسیه-بتا- 6-نیامیوسین، هییشه مویرداز،یزوژنز، اسکوربات پراکسیوم رایآگروباکتر:يدیکليهاواژه
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مقدمه
ــذرالبنج ــبکب ــامش ــامب ــن Hyoscyamus(یعلم

reticulatus L.(ــگ ــتهازیاهی ــت،Solanalesراس رهی
 ـیهجـنس ،ینیزمبیس کولاتـوس یرتگونـه واموسیوس

آذربایجـان  تهران،مانندرانیاازیمختلفینواحدر. است
ازسرشاراهیگنیااست.شدهگزارشآنپراکنشاراكو

 ـآلکالوئازیگروه.باشدیميدیآلکالوئيهابیترک ،دهای
رهیتاناهیگدرعمدهطوربهیتروپانيدهایآلکالوئنامبه

 ـ  ـیزمبیس  ـافـت یین Dialmaghani(شـوند یم et al.,

 ـآلکالوئتروپان.)2006  ـادرموجـود يدهای  ـیگنی اناه
ــواصيدارا ــدخـ ــم،ضـ ــاسپاسـ ــنرژیکولیآنتـ کیـ

)anticholinergic(،باشدیمدردضدوبخشآرام)Oto

et al., ن،یامیوسیهراآنيدهایآلکالوئنیشتریب).2013
شـده گـزارش .دهـد یملیتشکنیاسکوپولامونیپآترو
نیامیوسیهمشبک،بذرالبنجاهیگیاصلدیآلکالوئکهاست

)C17H23NO3(ــدوددر ــا%033/0حـ وزن%056/0تـ
ــک ــسوخش ــکوپولامآنازپ در)C12H21NO4(نیاس

 ـخشـک وزن%015/0تا%011/0حدود کـه باشـد یم
 ـگسنبهدهایآلکالوئنیازانیم آنيرشـد طیشـرا واهی

ــتگ ,Ionkova(داردیبســ نیاســــکوپولام).2002
یجهانيتقاضاوباشدیمیتروپاندیآلکالوئنیارزشمندتر

آنزهیراسمفرمونیامیوسیهازشتریببرابر10حدودآن
Hashimmoto(اسـت ن)ی(آتـروپ  & Yamada, 1994.(

- نیامیوسیهمیآنزتوسطونیلاسیدروکسیهبانیامیوسیه
ــا- 6 ــه)H6H(لازیدروکســیه- بت ــا- 6ب یدروکســیه- بت
توسطدوبارهنیزودامیآنولیتبدن)یزودامی(آننیامیوسیه

لیتبدنیاسکوپولامبهH6Hمیآنزونیداسیاپوکستیفعال
,Facchini(شودیم Cardillo؛2001 et al., در).2008

 ـیاکسواکنشکییطنیاسکوپولامتینها  ـاحونیداس اءی
Kai(گرددیملیتبدنیزودیآنبهوشدهلهیدروکسیه et

al., هايمتابولیتتولیدمتداولهايروشازیکی).2011
بـا زنمونـه یرتلقیحشوندمیساختهریشهدرهکايثانویه

Agrobacterim rhizogeneاست)Teixeira da Silva,

 ـگـرم يباکترکیزوژنزیراومیگروباکترآ.)2006 ویمنف
بازبانیماهیگبهنیاکسمولدژنانتقالباکهاستيخاکز

يهـا يباکترریسابهنسبتIAAنیاکسادیزمقداردیتول
باعـث راشـه یرانشـعابات ورشـد شیافزارشد،محرك

 ـعنـوان بههاجاسمونات. شودیم  ـجدخـانواده کی ازدی
ورشدفرایند میتنظدررایمهمنقشیاهیگيهاهورمون

 ـداراهیــگنمـو  Abdala(دن et al., ازاســتفاده).2003
ــامحــرك ــتغجــادیاباعــثمختلــفيه ــفراتیی مختل

در.گرددیمهاژنانیبرییتغوییایمیوشیب،یمورفولوژیک
کاهشباعثهامحركکاربرد،شدهانجاممطالعاتاغلب
متیـل .شـود مـی هـا شـه یروسـلولها خشـک وتروزن

یسیدانکایآنتىهامیآنزفعالیتافزایشسببجاسمونات
 ـشـود میکتمشدر دیسـموتات، سـید کسوپراشـامل هک

ــ ــیداز،کپراورباتکآســ ــاتیونســ ــازگلوتــ ،ردوکتــ
ورباتکهیدروآس ـدىمونووتازکوردورباتکدهیدروآس

Ghasemnezhad(باشدیمردوکتاز & Javaherdashti,

درثانویـه هـاى متابولیتتجمعدرهاجاسمونات).2008
کجاسـمونی اسـید یخـارج کـاربرد  .باشندیمفعالگیاه

درمربوطـه هـاى سـان کتاوسـول کتالیکپـا تجمعسبب
،ســینچوناوپــروانشدرشــود.مــی)Taxus(ســوسکتا

 ـمتمختلـف يهـا غلظـت بانییمويهاشهیرکیتحر لی
Creelman(گرددیمالوئیدهاکآلتجمعسببجاسمونات

et al., 1997.(
ازجملهنیآسکوپولامونیامیوسیههکآنجااز

بهمشبکبذرالبنجاهیگارزشباویاصليدهایآلکالوئ
)h6h(سیلازکهیدرو- بتا- 6- هیوسیامینوندیآیمحساب

الوئیدهايکآلبیوسنتزمسیردرلیديکژنعنوانبه
شیافزایبررسهدفباپژوهشاین،باشندیمتروپانی

یستیرزیغمحركریتأثتحتیتروپانيدهایآلکالوئدیتول
باماریتساعت48و24يهازماندرجاسموناتلیمت

انیبزیآنالومشبکبذرالبنجاهیگنیموئشهیردرمحرك،
تروپانیالوئیدهايکآلبیوسنتزریمسدرریدرگژن

.شدانجامریتأثتحتسیلازکهیدرو- بتا- 6- هیوسیامین
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هاروشومواد
یاهیگمواد
کشتشگاهیآزمادر1394- 1395سالدرمطالعهنیا
پژوهشکدهیلکولومشگاهیزماآویباغبانعلومگروهبافت

اهیگيبذرهاد.یگردانجامهیارومدانشگاهي ورافنستیز
.شدهیتهاصفهانبذرپاکانشرکتازمشبکبذرالبنج

دیاسماریتازیکیولوژیزیفخوابشکستنمنظوربه
ازاستفادهبایسطحیضدعفوند.یگرداستفادهکیبرلیج

باشستشومرتبهسهو%10میسددیپوکلریه،%70اتانول
داخلدربذرهاکشت.شدانجاملیاسترمقطرآب

شدهلیتکمMSکشتطیمحتریلیلیم25يحاويهاشهیش
وتولینوزیوایمتریلدرگرمیلیم100ساکارز،%3با
بارشداتاقدرشدهکشتيبذرهاد.یگردانجامآگار7%

ساعت16ينوردورهوگرادیسانتدرجه25يدما
شدند.ينگهداریکیتارساعت8وییروشنا

لدونیکوتزنمونهیرازنیموئشهیريالقا
داخلزوژنزیراومیگروباکترآA7هیسويهاکلونتک
يحاوعیماLBطیمحتریلیلیم5يحاويهافالکون

شدند.کشت)تریلدرگرمیلیم50(نیفامپسیرکیوتیبیآنت
ونیسوسپانسدرونقهیدق3مدتبهياهفتهدولدونیکوت

OD600(يباکتر nm = حیتلقيهانمونهزیرشد.ورغوطه)0.5
ساعت،48مدتبهومنتقلجامدMSکشتطیمحبهشده

طیشرادر وگرادیسانتدرجه25يدماباانکوباتورداخل
حذفهايباکترروز2گذشتازبعدشدند.ينگهداریکیتار
گرمیلیم200(سفوتاکسميحاوجامدMSکشتطیمحبهو

درنیموئيهاشهیررشدشیافزابراي .دیگردمنتقلتر)یلدر
ویتکصورتبهدارشهیريهانمونهزیرازکیهرجامد،طیمح
کیوتیبیآنتيحاوMSکشتطیمحبهمجزايهانیلا

غلظتزانیمواکشت،عملبارهردرشدند.منتقلسفوتاکسم
دروافتیکاهشکشتطیمحدرمیسفوتاکسکیوتیبیآنت
بهrolBژنادغامدییأتبراي د.یردگحذفکاملطوربهتینها

مرازیپليارهیزنجواکنشازن،یموئيهاشهیرژنومداخل
)PCR(ژنrolBژنیصاختصايهاآغازگرازاستفادهبا

-F5′رفتآغازگرشامل

ATGGATCCCAAATTGCTATTCCCCCACGA-3′،
-R′5برگشتآغازگر

TTAGGCTTCTTTCATTCGGTTTACTGCAGC-3′(
Habibi(دیگرداستفاده et al., 2015.(

جاسموناتلیمتمحركتوسطنیموئيهاشهیرجییته
نیموئشهیرنیلاعنوانبهL45نیلاانتخابازپس

داخلروزه10نیموئيهاشهیرازگرم2رشد،پر
يحاويتریلیلیم250يرهایماارلنازکیهر
يهاغلظتيحاوعیماMSکشتطیمحتریلیلیم30

)Duchefa-Netherlands(جاسموناتلیمتمختلف
منتقلتکرار3در،)کرومولاریم200و50،100(صفر،

يدماقه،یدقدردور120باانکوباتورکریشداخلو
پسشدند.ينگهداریکیتاردروگرادیسانتدرجه25
يهاشهیرمار،یتزمانازساعت48و24گذشتاز

محركمختلفسطوحيحاوMSکشتطیمحازنیموئ
يعارعیماMSکشتطیمحبهوخارججاسموناتلیمت
عملهفته،کیگذشتازپسافتند.یانتقالمحركاز

وتروزنيریگاندازهبراي نیموئيهاشهیربرداشت
زیآنال،یدانیاکسیآنتيهامیآنزتیفعالزانیمخشک،

تینهادروGC-MSروشبهدهایآلکالوئییایمیوشیب
با)h6h(دهایآلکالوئدیتولریمسدرلیدخژنانیبزانیم

Semi-Quantitativeازاستفاده RT-PCRد.یگردمطالعه

خشکوتروزنيریگاندازه
ازپسکشتطیمحازشدهبرداشتنیموئيهاشهیر

کاغذتوسطشدنخشکولیاسترمقطرآبباشستشو
قراراستفادهموردتروزنيریگاندازهيبرالیاستریصاف

ازاستفادهبازیننیموئيهاشهیرخشکوزنگرفت.
شد.يریگاندازهریدرازیفردستگاه

هامیآنزتیفعالسنجشبراي یاهیگعصارهاستخراج
تیفعالزانیمنییتعجهتیاهیگعصارههیتهيبرا



61075، شماره 33دوماهنامه تحقیقات گیاهان دارویی و معطر ایران، جلد 

آسکورباتودازیپراکساکولیگاکاتالاز،يهامیآنز
یاندکبا)Saltveit)2002وKangروشازداز،یپراکس

شد.استفادهرییتغ

کاتالازمیآنزتیفعال
هیتجززانیميریگاندازهباکاتالازمیآنزتیفعالسنجش

وMaehlyروشازاستفادهبا،)H2O2(دروژنیهدیپراکس
Chance)1959(کاهشکاتالازمیآنزتیفعالد.یگردانجام)

قهیدق1یطجذبدرکاهشصورتبهدروژن)یهدیپراکس
دستگاهازاستفادهبانانومتر240موجطولدر

ازکاتالازتیفعالسنجشيبراشد.محاسبهاسپکتروفتومتر
mM-1()یمولجذببی(ضریخاموشبیضر cm-16/43(

شد.استفاده

دازیپراکساکولیگامیآنزتیفعال
روشازاستفادهبادازیپراکساکولیگامیآنزتیفعالسنجش

Upadhyayaمیآنزتیفعالد.یگردانجام)1985(همکارانو
درقهیدق1یطجذبدرشیافزاصورتبهدازیپراکساکولیگا

اسپکتروفتومتردستگاهازاستفادهبانانومتر420موجطول
بیضرازدازیپراکساکولیگاتیفعالسنجشيبراشد.محاسبه
mM-1(یخاموش cm-16/26(شد.استفاده

دازیپراکسآسکورباتمیآنزتیفعال
ازاستفادهبادازیپراکسآسکورباتمیآنزتیفعالسنجش

.شدانجامرییتغیاندکبا)Asada)1989وChenروش
ونیداسی(اکسدازیپراکسآسکورباتمیآنزتیفعال

طولدرقهیدق1یطجذبدرکاهشصورتبهآسکوربات)
اسپکتروفتومتردستگاهازاستفادهبانانومتر240موج

ازدازیپراکسآسکورباتتیفعالسنجشيبراشد.محاسبه
mM-1(یخاموشبیضر cm-18/2(شد.استفاده

GC/MSروشبهیتروپانيدهایآلکالوئزیآنالواستخراج

همکارانوKamadaروشبهدهایآلکالوئاستخراج

ويجداسازمنظوربهشد.انجامرییتغیاندکبا)1986(
نیاسکوپولامونیامیوسیهیتروپانيدهایآلکالوئییشناسا

,HP(يگازگروماتوگرافدستگاهاز Palo Alto, CA,

USA(Hewlett-Packard،مدلHP 7890A GCو
یجرمسنجفیطبهشدهمتصليگازکروماتوگراف

Hewlett-Packard،5975مدلC،نهیموئستونبهمجهز
HP-5ضخامتبامتر،یلیم25/0قطرومتر30طولبه

د.یگرداستفاده25/0ساکنفازهیلا

کیتکنباژنانیبیبررسوRNAاستخراج
RT-PCRمهینیکم

ازاسـتفاده بـا نیمـوئ شـه یريهانمونهازRNAاستخراج
مطــابقران)یــاناکلون،ی(ســRNX-plusTMاســتخراجمحلــول

 ـبـا سازندهشرکتيشنهادیپدستورالعمل  ـتغیکم انجـام راتیی
ازcDNAسـاخت منظوربهARNازنانوگرم400حدودشد.

PrimeScriptTMتیک RT reagent Kit)TAKARA،(ژاپن
 ـپادرشـد. استفادهسازندهشرکتيشنهادیپدستورالعملطبق ان،ی

cDNAباشدهدیتولRNAaseبـا 1:50نسـبت بـه وشـد ماریت
 ـبعد وشدقیرقلیاسترمقطرآبازاستفاده يبـرا الگـو عنـوان هب

 ـتکنازراستانیادرشد.استفادهيبعديهاپژوهش RT-PCRکی

ــهین ــم ــرایکم ــهيب ــبمطالع ــاh6hژنانی ــازگرب Fh6hآغ

)5'-TGGCTACTTTTGTGTCGAACTGG-3'(آغـــازگرو
Rh6h)5'- CTTGGGTCTGGGCATGGTG-3'(

18SFآغـــــــازگرویاصــــــلـژنعنـــــــوانهبـــــــ

)5'-ATGATAACTCGACGGATCGC-3'(18آغازگروSR

)5'-CTTGGATGTGGTAGCCGTTT-3'(کنترلنژعنوانبه
پـنج افـزودن ازپـس PCRمحصـولات گرفت.قراراستفادهمورد

منظوربه. گرفتقرار%1آگارزژليروبريبارگذاربافرتریکرولیم
 ـاشد.استفادهPixcavator6.0افزارنرمازRT-PCRجینتازیآنال نی
رانمونـه هردریاصلژنيباندهاشدتژل،اسکنازپسافزارنرم

 ـکنتـرل ژنيبانـدها شدتبراساس مربوطـه نمونـه )18s(یداخل
رانمونـه هـر يبـرا شدهحیتصحینسبیچگالوکردهيسازنرمال

کند.یممحاسبه
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يآمارتحلیل وتجزیه
يهاشهیررشدشاملپارامترهربهمربوطهاي آزمایش

GC-MCزیآنال،یدانیاکسیآنتيهامیآنزتیفعالن،یموئ

درلیفاکتورصورتبهژنانیبزیآنالویتروپانيدهایآلکالوئ
ازبعدودیگردانجامتکرار3بایتصادفکاملاًهیپاطرحقالب
باهادادهانسیوارهیتجزها،ماندهیباقنرمالعیتوزازنانیاطم

SASافزارنرموشیآزماازاستفاده لیوتحلهیتجزمورد9.1
يادامنهچندآزمونتوسطنیانگیمساتیمقاگرفت.قرار

رسميبراوانجام%5و%1احتمالسطحدر)DMRT(دانکن
.شداستفادهExcelافزارنرمازنمودارها

جینتا
موئینيهاشهیرتراریختیماهیتمولکولیتأییدوالقاء

دولدونیکوتزنمونهیرزخممحلازنیموئيهاشهیر
دیتولومیروباکتراگيباکترA7هیسوباحیتلقازپسياهفته

MSهیپاکشتطیمحدرواکشتمرحله4ازپس.شدند

و200غلظتبامیسفوتاکسکیوتیبیآنتيحاوجامد
آخر،مراحلدرتریلدرگرمیلیم50بهلظتغکاهش

زرالکتروفوآنالیزنتایجشدند.حذفکاملطوربههايباکتر
برايمرازپلیايزنجیرهواکنشمحصول%1آگارزژل
بهمربوطbp780قطعهحضوراحتمالی،تراریختيهاشهیر

rolژن Bيهانمونهریزحیتلقازحاصليهاشهیردررا
همکهدادنشانرایزوژنزاگروباکتریومA7سویهبایلدونیکوت

.بود)(اگروباکتریوممثبتکنترلنمونهدرشدهتکثیرقطعهاندازه
(کنترلگیاهطبیعیيهاشهیرازحاصلDNAدرهمچنین

.نشدمشاهدهPCRدرتکثیريباندهیچ،منفی)

يهاشهیرخشکوتروزنبرجاسموناتلیمتمحركریتأث
نیموئ

ماریتغلظتمتقابلاثروسادهاثراتنیانگیمسهیمقاجینتا
غلظتمختلفسطوحکهدادنشانجاسموناتلیمتمحركبا
تروزنزانیمبريداریمعنریتأث،%1احتمالسطحدرماریت
در.)1جدول(داشتمشبکبذرالبنجنیموئيهاشهیر

زانیمبريداریمعنریتأثماریتمختلفيهازمانکهیصورت
جینتاطبقنداد.نشانشدهماریتنیموئيهاشهیرتروزن

سطحدرماریتزمانوغلظتمختلفسطوحآمده،بدست
خشکوتروزنزانیمبريداریمعنریتأث%5احتمال

تروزنحداکثرداشت.شدهماریتنیموئيهاشهیر
وشاهدماریتدرگرم)66/0(خشکوزنوگرم)2/13(

غلظتدرگرم)364/0(خشکوگرم)84/3(تروزنحداقل
شد مشاهدهماریتساعت24مدتدر،کرومولاریم200

).1شکل(

خشکوزنتر،وزنبرجاسموناتلیمتمحركباماریتزمانمدتوغلظتریتأثانسیوارهیتجز-1جدول
مشبکبذرالبنجنیموئيهاشهیریدانیاکسیآنتيهامیآنزتیفعالزانیمو 

درجهراتییمنابع تغ
يآزاد

ن مربعاتیانگیم

وزن تر
(گرم)

وزن خشک
(گرم)

تیفعال
دازیاکول پراکسیگا

)mM/min(

تیفعال
کاتالاز

)mM/min(

تیفعال
دازیآسکوربات پروکس

)mM/min(
a(3**52/50*0148/0**99/292**02/9**21/0ل جاسمونات (یمت

b(1ns018/2*020/0**89/92**99/11ns008/0مار (یزمان ت
a×b(3**85/22*012/0**75/16**25/13*02/0اثر متقابل (
162005/0247/014/0006/0یشیاشتباه آزما

CV٪(98/1830/149/412/1563/3رات (ییب تغیضر
باشد.یمداریمعناختلافوجودعدمو%5و%1احتمالسطحدرداریمعناختلافوجوددهندهنشانبیترتبه:nsو*، **
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مقایسه میانگین اثر متقابل غلظت و زمان تیمار با محرك متیل جاسمونات -1شکل
هاي موئین بذرالبنج مشبکریشه)B(و خشک)A(بر وزن تر

باشد.آزمون دانکن می%5دار در سطح احتمال دهنده عدم وجود اختلاف معنیحروف مشابه نشان

تیفعالزانیمبرجاسموناتلیمتمحركباماریتزمانوغلظتمتقابلاثرنیانگیمسهیمقا-2شکل
مشبکبذرالبنجنیموئيهاشهیردازیپراکسآسکوربات:)C(دازیپراکساکولیگا):B(وکاتالاز:)A(يهامیآنز

.باشدیمدانکنآزمون%1احتمالسطحدرداریمعناختلافوجودعدمدهندهنشانمشابهحروف

ــأثیر ــزیم    ت ــت آن ــزان فعالی ــر می ــمونات ب ــل جاس ــاي متی ه
اکسیدانیآنتی

و اثر متقابل غلظت و اثرات ساده نتایج مقایسه میانگین 

زمان تیمار با محرك متیل جاسمونات نشان داد که سطوح 
% تأثیر 1مختلف غلظت و زمان تیمار، در سطح احتمال 

اکسیدانی کاتالاز و هاي آنتیداري بر میزان فعالیت آنزیممعنی

C
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فعالیت . بیشترین میزان)1جدول (گایاکول پراکسیداز داشت 
ترتیب در اثر تیمار آنزیم کاتالاز و گایاکول پراکسیداز، به

میکرومولار 100و 200هاي موئین با غلظتریشه
ساعت بدست آمد 48و 24متیل جاسمونات به مدت 

که نتایج مقایسه میانگین اثرات در صورتی). A ،B-2(شکل 
رتیب تساده سطوح غلظت و اثر متقابل غلظت و زمان تیمار به

میزان فعالیت داري بر % تأثیر معنی5% و 1در سطح احتمال 
اي که بیشترین گونهآسکوربات پراکسیداز داشت، بهآنزیم 

ساعت 24میزان فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز پس از 
).C- 2میکرومولار مشاهده شد (شکل 50در غلظت 

ی تأثیر متیل جاسمونات بر تولید آلکالوئیدهاي تروپان
نتایج مقایسه میانگین اثرات متقابل غلظت و زمان تیمار با 
محرك متیل جاسمونات نشان داد که سطوح مختلف غلظت، در 

داري تولید هیوسیامین و طور معنی% به1سطح احتمال 
اسکوپولامین را تحت تأثیر قرار داد، در صورتی که اثر زمان 

دار شد % معنی1در میزان تولید اسکوپولامین در سطح احتمال 
داري نشان نداد ولی در میزان تولید هیوسیامین تأثیر معنی

).2(جدول 
ماریتاثردر)%90/21(نیامیوسیهزانیمنیشتریب

جاسموناتلیمتکرومولاریم200غلظتبانیموئيهاشهیر
بهنسبتراآندیتولزانیمکهآمدبدستساعت48مدتبه

دادشیافزابرابر6/1حدود)%67/13(شاهدنیموئيهاشهیر
غلظتدر)%2/0(نیامیوسیهزانیمحداقلو

بدستساعت48مدتبهوجاسموناتلیمتکرومولاریم100
نیاسکوپولامزانیمنیشتریبنیهمچن).B- 3شکل(آمد

غلظتبانیموئيهاشهیرماریتاثردر)96/13(
دستبساعت24مدتبهجاسموناتلیمتکرومولاریم100
شاهدنیموئيهاشهیربهنسبتبرابر25/1آندیتولکهآمد

)%79/0(نیاسکوپولامزانیمنیکمتروافتیشیافزا)13/11(
درجاسموناتلیمتمولاروکریم200غلظتباماریتریتأثتحت
).A- 3شکل(شد مشاهدهماریتساعت48زمان

h6hتأثیر متیل جاسمونات بر سطح رونوشت ژن 

مختلفهاي غلظتنیبکهدادنشانهادادهي آمارتحلیل 
اختلافآنهامتقابلاثروزمانمدتجاسمونات،لیمت

سهیمقاجینتابراساسدارد.وجود)P>01/0(داري معنی
هاي ریشهماریتاثردرh6hژنانیبزانیمنیشتریبن،یانگیم

مدتبهجاسموناتلیمتمیکرومولار 100غلظتبانیموئ
بهنسبتراآندیتولزانیمکهآمدبدستساعت24

شیافزابرابر3/6حدودنشده،ماریتشاهدنیموئهاي ریشه
نیموئهاي ریشهدرزینh6hژنانیبزانیمحداقلوداد

درجاسموناتلیمتمیکرومولار 200غلظتباشدهماریت
آمد.بدستساعت24مدت

یتروپانيدهایآلکالوئدیتولبرجاسموناتلیمتمحركباماریتزمانمدتوغلظتریتأثانسیوارهیتجز-2جدول
مشبکبذرالبنجنیموئيهاشهیردر

درجهمنابع تغییرات
آزادي

میانگین مربعات
)%میزان اسکوپولامین ()%میزان هیوسیامین (

a(3**08/69**41/109(جاسموناتلیمت
b(1ns22/3**52(ماریتزمان

a×b(3**01/214*08/8(متقابلاثر
1635/406/3یشیآزمااشتباه

CV٪(29/1528/18(راتییتغبیضر
باشد.دار میو عدم وجود اختلاف معنی%5و %1دار در سطح احتمال دهنده وجود اختلاف معنیترتیب نشانبه:nsو*، **
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)B(نیامیوسیهو)A(نیاسکوپولامدرصدنیانگیمسهیمقا-3شکل
ساعت48و24زماندودرجاسموناتلیمتمختلفسطوحدر

.باشدیمداریمعناختلافوجودعدمدهندهنشانجداگانهطوربهزمانهردرمشتركحروف

موردباندشدهماریتيهانمونهدرنکهیابهتوجهبا
-Cکنترلنمونهدرشد.ریتکثbp625انتظار

1)NTC(که
ریتکثيباند،باشدیمcDNAالگوبدونواکنشبهمربوط

.باشدPCRواکنشانجامصحتدهندهنشانکهنشد
-Cکنترلنمونهدرنیهمچن

2)-RT(واکنشبهمربوطکه
نیاکهنشدمشاهدهيباندگونهچیهزینباشدیممیآنزبدون
بایبررسمورديهانمونهیآلودگعدمدهندهنشانعمل

DNAکهدادنشانجینتابنابراین ).4(شکلباشدیمیژنوم

باجاسموناتلیمتکرومولاریم50سطحدرh6hژنانیب
سطحدریولاستداشتهشیافزاماریتزمانشیافزا

يداریمعنکاهشزمان،شیافزاباکرومولاریم100
جاسموناتلیمتغلظتيبرابردوشیافزاباوشدمشاهده

داد.نشانيداریمعنکاهشژنانیبمولار)کرویم200(
درکرومولاریم100غلظتدرh6hژنانیبزانیمنیشتریب

).5(شکلدیگردمشاهدهساعت24مدت

ساعت) 48و 24میکرومولار) و زمان (200و 100، 50، 0تحت تأثیر غلظت (h6hبر میزان بیان ژن RT-PCRآنالیز -4شکل 
، C1R1 ،C1R2 ،C2R1کنترل منفی، RT-و M (1kb DNA Ladder ،NTC؛هاي موئین بذرالبنج مشبکمتیل جاسمونات در ریشه

C2R2 ،C3R1 ،C3T2هاي تیمار شده در غلظت (نمونهC ي (هازمان) وT18،) مختلف متیل جاسموناتsکنترل داخلی

A
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h6hژنانیبزانیمبرجاسموناتلیمتماریتزمانمدتوغلظتاثرنیانگیمسهیمقا-5شکل

مشبکبذرالبنجنیموئيهاشهیردر
.باشدیمداریمعناختلافوجودعدمدهندهنشانمشابهحروف

h6hژنینسبانیبزانیمبانیاسکوپولامتجمعارتباط

جاسموناتلیمتماریتتحت
ژنانیبزانیمبانیاسکوپولامتجمعیهمبستگزیآنال

h6hتجمعنیباگرچهدادنشانجاسموناتلیمتریتأثتحت
وجوديداریمعنارتباطh6hژنانیبزانیمونیاسکوپولام

ریتأثتحتنیاسکوپولامتجمعيالگواما،)P>05/0(ندارد
مدتدرکرومولاریم50غلظتياستثنا(بهجاسموناتلیمت

دادنشانژنانیبروندبامشابهباًیتقرروندساعت)48
.)6شکل(

,C1=50μM(جاسموناتلیمتماریتتحتh6hژنینسبانیبزانیمبانیاسکوپولامتجمعزانیمارتباط-6شکل C2= 100μM,

C3= 200μM(مختلفزماندویط)T1= 12h, T2= 48h(
SPSSافزارنرمتوسطریمتغدونیبرسونیپیهمبستگبیضر v. است.شدهمحاسبه21
ns،دهدیمنشانرا%5احتمالسطحدرریمتغدونیبیهمبستگبیضربودنداریرمعنیغ.

بحث
باکهدادنشانهاشهیرتروزنيریگاندازهجینتا

کاهشنییموشهیردیتولزانیممحرك،غلظتشیافزا

ساختاردرشتریبکربناختصاصکهشدهگزارشابد.ییم
تواندیمنیولپرهمانند ،ياسمزمیتنظدرمؤثریآلمواد

Javanmardy(شودرشدکاهشباعث et al., از.)2010

11.13
13.29

8.71

13.96
11.77

5.80

2.021.00
2.42

4.18
6.33

1.96 1.45

0.790

5

10

15

Control C1T1 C1T2 C2T1 C2T2 C3T1 C3T2

زمان× تیمار متیل جاسمونات 

Scopolamine %
h6h expression
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باماریتازپسنیموئيهاشهیررشدکاهشلیدلاگرید
سمیمتابولدرpmtژنانیبشیافزاجاسمونات،لیمت
ژنيسوبستراعنوانبهنیسیپوترگرفتنقرارونیآمیپل

pmtباشدیم)Sato et al., نیاازحاصلجینتا).2001
کشتدر)2010و همکاران (Zhaoجینتاباپژوهش

Salviaیسلول miltiorrhizaوHongهمکارانو
Hyoscyamus(بذرالبنجيهاشهیرکشتدر)2012(

niger(دراکولیگامیآنزتیفعالکاهش.داردمطابقت
باماریتازبعدساعت48بهنسبتهیاولساعت12یط
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Abstract
Henabne (Hyoscyamus reticulatus L.) is a rich source of tropane alkaloids including

hyoscyamine (Hyos) and scopolamine (SCP), widely used in pharmaceutical field. The aim of
the present study was to assess the effect of different concentrations (0, 50, 100 and 200 µM) of
methyl jasmonate (MeJA) at two different times of exposure (24 and 48 h) on growth,
antioxidant enzymes activity, tropane alkaloids content, and the expression level of
hyoscyamine-6-beta-hydroxylase (h6h) gene in H. reticulatus hairy root cultures. The results
showed that MeJA at high concentration (200 µM) led to the decline of fresh and dry weight of
hairy roots. Catalase (CAT), guaiacol peroxidase (GPX) and ascorbate peroxidase (APX)
activities were significantly increased by MeJA, especially at 200 µM in elicited hairy roots. As
well, CAT and GPX activities, but not of APX, were also affected by exposure time of MeJA.
According to the GC/MS analysis, the highest percentage of SCP (13.96%) and Hyos (21.9%)
were respectively obtained when hairy roots were exposed to MeJA at concentrations of 100
and 200 µM for 48 and 24 h, which were, respectively, 1.6- and 1.25-fold higher than those in
the control roots. According to the results of semi-quantitative RT-PCR analysis, the highest
expression of h6h gene (6-fold higher than in the control) was obtained after 24 h exposure to
100 µM MeJA. These results indicate that MeJA, due to stimulation of the expression of key
genes involved in the biosynthetic pathway of tropane alkaloids, could be used as an effective
elicitor for increased production of Hyos and SCP.

Keywords: Agrobacterium rhizogenes, ascorbate peroxidase, hairy root, hyoscyamine-6-beta-
hydroxylase, tropane alkaloeids.


