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کشت در  بررسی تأثیر نانوذرات نقره بر الگوی بیان ژن لیمونن سنتاز
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Limonene Synthase gene in Cell culture in Carum carvi L. 
 

 4، علیرضا اطمینان3، رضا عزیزی نژاد2*، منصور امیدی1زهرا دهقانی آغچه کهل

، واحد علوم و تحقیقات، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، نژادی گیاهیدانشجوی دکتری، گروه بیوتکنولوژی و به -1

 ایران 

  ستاد، گروه زراعت و اصلاح نباتات، پردیس کشاورزی و منابع طبیعی، دانشگاه تهران، کرج، ایرانا -2

 علوم و تحقیقات، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران نژادی گیاهی، واحد گروه بیوتکنولوژی و به استادیار، -3

 ایران نژادی گیاهی، واحد کرمانشاه، دانشگاه آزاد اسلامی، کرمانشاه، دانشیار، گروه بیوتکنولوژی و به -4

 

Dehghani-Aghchekohal Z1, Omidi M*2, Azizinezhad R3, Etminan A4 

1- PhD Student, Department of Plant Breeding and Biotechnology, Science and 

Research Branch, Islamic Azad University, Tehran, Iran  

2- Professor, Department of Agronomy and Plant Breeding, College of Agriculture 

and Natural Resources, University of Tehran, Karaj, Iran  

3- Assistant Professor, Department of Plant Breeding and Biotechnology, Science 

and Research Branch, Islamic Azad University, Tehran, Iran  

4- Associate Professor, Department of Plant Breeding and Biotechnology, 

Kermanshah Branch, Islamic Azad University, Kermanshah, Iran  

 

  momidi@ut.ac.ir :ده مسئول مکاتبات، پست الکترونیکینویسن *

 (04/11/1401تاریخ پذیرش:  - 11/09/1401)تاریخ دریافت:  

ی چتريان است که دارای ای مهم از خانوادهگونه ،(.Carum Carvi L) زيره سياه اروپايی

هدف از اين مطالعه، ابتدا تعيين اثر تيمارهای مختلف  باشد.ترکيبات ترپنی ارزشمندی می

نمونه برگ و ريشه و همچنين انتخاب ريز نمونه و تيمار هورمونی  هورمونی در توليد کالوس از ريز

های برتر جهت کشت سوسپانسيون و سپس بررسی اثر نانوذرات نقره بر تحريک توليد متابوليت

 6الوس حاصل از کشت سوسپانسيون سلولی بود. نخست اثر ثانويه و بيان ژن ليمونن سنتاز در ک

گيری صفات با اندازه زايی دو ريز نمونه )برگ و ريشه(بر کال MSتيمار هورمونی در محيط کشت 

زايی و صفات کيفی بافت و رنگ کالوس و ميزان کمی شامل سطح و حجم کالوس و درصد کال

درنظر گرفتن صفات فوق، ريز نمونه برگ در تيمار  د. باشزايی در هر يک از تيمارها بررسی کال

عنوان بود، به  IBA (0.1 mg/l), 2IP (0.5 mg/l) and BA(mg/l 0.5) که شامل MS2هورمونی 

های حاصل از ريز ريز نمونه و تيمار هورمونی برتر شناسايی شدند. جهت ادامه مطالعات کالوس

بدون آگار  MSانسيون سلولی حاوی محيط کشت نمونه و تيمارهورمونی برتر به محيط کشت سوسپ

قرار داده شدند. بعد  rpm 120روی شيکر با  C24° ها تحت شرايط تاريکی در دمایمنتقل و نمونه

 mg/l 100و  50ها با نانوذرات نقره در دو غلظت ها و رسيدن به رشد مطلوب، نمونهاز تکثير کالوس

گيری انجام ساعت بعد از تيمار نمونه 48و  24صفر،  ها در بازه زمانیتيمار شدند و از کالوس

و نيز بررسی بيان ژن ليمونن سنتاز نشان داد که  GC/MSو  GCهای حاصل از گرفت. داده

های دفاعی در زيره سياه، باعث تغيير عنوان يک محرک غيرزنده با تشديد پاسخنانوذرات نقره به

-سايمن و گاما-ليمونن، کاروون، کارواکرول، تيمول، پیهای ثانويه مانند در ميزان سنتز متابوليت

ساعت و غلظت  24که در بازه زمانی طوریترپينن و همچنين افزايش بيان ژن ليمونن سنتاز شد. به

mg/l 100  ساعت و غلظت  48و بازه زمانیmg/l 50  در مقايسه با نمونه شاهد بالاترين ميزان بيان

 ژن ليمونن سنتاز مشاهده شد.

 

 های کلیدیواژه
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 ساختار و( L Carum carvi.) علمیبا نام  1اروپایی سیاهزیره 

و  (Apiaceae) ی چتریانمتعلق به خانواده ،2n=2X=20 یکیژنت

 .Aghari et al. 2014; Sachan et al) گیاهی عموماً دوساله است

ز دوران باستان زیره یک گونه با توزیع جهانی است که ا(. 2016

شده است. زیره  دارویی و خوراکی شناخته ان یک گیاهعنوبه

باشد و در مناطق آفریقا میغربی و شمال بومی اروپا، آسیای

مختلفی از جمله در شمال اروپا تا مدیترانه، روسیه، ایران، 

اندونزی، شمال آمریکا، سیبری، مصر، استرالیا، چین و ترکیه 

 .Rao et al. 2011; von Maydell et al) شودرف میکشت و مص

سیاه حاوی ترکیبات مختلفی است. بیشترین بذرهای زیره  (.2021

-ن فرار زیره سیاه شامل دیترکیبات فیتوشیمیایی موجود در روغ

، 5میرسن-و بتا 4پینن-کاروئول، آلفا-، سیس3کاروون-، آر2لیمونن

2010et al.  Fang ;) باشدمی 8و لینالول 7ترپینن-، گاما6کارواکرول

Al-Snafi 2015 .)غن همچنین ترکیبات شمیایی موجود در رو

ها، های اکسیژن دار، مونوترپنشامل مونوترپن فرار زیره سیاه

، 10ها، اسیدهای چرب اشباع و غیراشباع، کتون9هاترپنسزکویی

 .2008Simic et al ;) باشدآلی می هایو نمک 11آلدئیدها

Meshkatal-sadata and Salahvarzib 2012.) ر یقات زیادی بقتح

ها روی اثرات دارویی زیره سیاه صورت گرفته است و این دانه

 .Simic et al) میکروب عنوان ضدانایی زیادی در عمل بهدارای تو

 ،( et al. 2005 Lacobellis) کشقارچ و باکتری ضد ،(2008

 ;Eddouks and Lemhadri 2004) خون قند یدهنده کاهش

Erjaee et al.2015) ،ضدتومورخون و  چربی یدهندهکاهش 

(Kumar and Singh 2006) ،عملکرد ضد ،سرطان ضد 

 Zheng et al. 1992; De-Martino) اکسیدانآنتی و افلاتوکسین

2009; Wojdylo et al. 2007) دنباشمی. 

                                                           
1 Caraway 
2 D-Limonene 
3 R-Carvone 
4 α-Pinene 
5 β-Myrcene 
6 Carvacrol 
7 γ-Terpinene 
8 Linalool 
9 Sesquiterpene 
10 Ketone 

11 Aldehyde 

های گوناگون در خصوص انواع ریز تحقیقات مختلفی با هدف

مختلف یا میزان ساکارز یا ها و اثر تیمارهای هورمونی نمونه

های مختلف خانواده های مختلف کشت سلول در گونهمحیط

طور مشخص تحقیقی در اما به ،چتریان صورت گرفته است

خصوص انتخاب ریز نمونه مناسب در زیره سیاه اروپایی برای 

 ای که بر ریزتهیه سوسپانسیون سلولی وجود ندارد. در مطالعه

 Bunium) ولید کالوس از زیره سیاه ایرانیهای ریشه جهت تنمونه

persicum Boiss) محیط  صورت گرفته است، ازMS پایه حاوی 

mg/l 2 و 12کینتین mg/l 5/0 نفتالین استیک اسید (NAA) و mg/l 

ها به محیط اده کردند و بعد از انتقال کالوسآگار استف 8/5

ه سوسپانسیون سلولی حاوی هورمون و فاقد هورمون و مقایس

وون داری در میزان تولید کارنتایج، اعلام کردند که تفاوت معنی

دت دهی با امواج فراصوت و ممتقابل بین دفعات صوت در اثر

وجود هورمون در محیط وجود زمان اثر امواج و وجود یا عدم

تحقیق دیگری، سیستم کشت  در (.Atrashi et al. 2011) دارد

ی و زیره سیاه اروپایی برای توأم سلولی دو گیاه زیره سیاه کوه

جامد و اثر  MSرسیدن به حداکثر بیوماس سلولی درمحیط کشت 

های مختلف ساکارز مورد بررسی قرار گرفته است و بی غلظت

تأثیر بودن تغییرات ساکارز را بر افزایش وزن تر کالوس اعلام 

  (.Ghayor kazemi et al. 2016) کردند

های هستند که از سلول 14رپنوئیدهاگروه بزرگی از ت 13هامونوترپن

ها شوند. مونوترپنها ترشح میها و جلبکلپه، دولپه، قارچتک

برای خود گیاه نقش دفاعی و حمایتی داشته و در دفع آفات و 

کنند این مواد های محیطی به گیاه کمک میمقاومت در برابر تنش

 همچنین دارای ارزش صنعتی و دارویی فراوانی هستند و در

 .Amanlou et al) ها نقش مهمی دارنداقتصاد سلامت انسان

2004; Holopainen and Gershenzon 2010.) ترین یکی از رایج

باشد، که در ابتدای مسیر بیوسنتز ها، لیمونن میمونوترپن

عنوان یک عامل مهم در تولید ترکیبات شیمیایی ترپنوئیدها، به

متابولیت ثانویه مهم  (.Toghroli et al. 2016) باشدبسیار مهم می

( GPP)15 فسفاتند لیمونن از پیش ماده ژرانیل دیو ارزشم

                                                           
11 Kinetin 
12 Monoterpen 
13 Terpenoid 
14 Geranyl diphosphate 

  مقدمه
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(. لیمونن سنتاز 1آید )شکل وجود میبه 1وسیله لیمونن سنتازبه

باشد. های فرار میآنزیم بسیار مهمی در مسیر بیوسنتزی روغن

های این مسیر بیوسنتزی بنابراین هرگونه دست ورزی در بیان ژن

های فرار های موجود در روغنتواند موجب تغییر ترکیبمی

ها لیمونن و کاروون است، شود و یا تولید ترین آنگیاهی که مهم

کنند ها را تولید نمیهایی از گیاه که آنها را در انداممونوترپن

 .Kjonaas et al.1983; Muñoz-Bertomeu et al) سبب شود

2008). 

 

 

 
 (Bouwmeester et al. 1988) نتز لیمونن و کاروومسیر بیوسن -1 شکل

 

های بالا از های ثانویه در حجمید انبوه و با سرعت متابولیتتول

ا تقریباً غیرممکن است و های طبیعی مشکل و یطریق روش

د وجود مین این مواهای دیگری هم در طبیعت برای تأمحدودیت

 .Smetanska 2008; Goers et al. 2014; Anjum et al) دارد

تحقیقاتی که در تولید ترکیبات دارویی مهم در محیط  (.2017

کشت سلول از این گیاه و دیگر گیاهان، جهت افزایش ترکیبات 

دهد که کشت سلول یک دارویی انجام شده است، نشان می

استراتژی مناسب برای افزایش قابل توجه تولیدات دارویی و 

گزینه خوبی برای تولید ند توامیترکیبات فیتوشیمیایی است و 

های ثانویه و همچنین افزایش میزان سریع، انبوه و مداوم متابولیت

 ;Manjkhola et al. 2005) این مواد دارویی در زمان کوتاه باشد

Rani et al. 2017.)  بیشتر تحقیقات، افزایش کیفیت و کمیت

یق های برتر را از طرترکیبات فیتوشیمیایی و پیدا کردن ژنوتیپ

های مختلف در کشت سلول را، هدف مطالعه بر روی ژنوتیپ

اگرچه  (.Rani et al. 2017; Ebrahimi et al. 2012) اندگرفته

طورمعمول تحت تأثیر های ثانویه در گیاهان دارویی بهمتابولیت

                                                           
1 Limonene synthase 

باشند، اما بیوسنتز این ترکیبات به شدت تحت ها میژنوتیپ آن

های زیستی و غیرزیستی ه تنشتأثیر فاکتورهای محیطی ازجمل

های زیستی و غیرزیستی گیرند و همواره استفاده از تنشقرار می

ابزارهایی است که  مؤثرترین های گیاهی یکی ازو تیمار سلول

 Khorasaninejad et) دهندهای ثانویه را افزایش میسنتز متابولیت

al. 2011; Roberts and Shuler 1997.) ( 100-1نانوذرات 

عنوان یک محرک جدید و مؤثر برای تحریک تواند بهنانوگرم( می

در  (.Zhao et al. 2010) تولید ترکیبات فیتوشیمیایی باشد

عامل مؤثر در افزایش  (AgNPs) تحقیقات موجود، نانوذرات نقره

ها و ترکیبات های استرس، پروتئینانباشت فلاونوئیدها، آنزیم

 (.Zhao et al. 2010; Ghazal et al. 2018) فنولیک ذکر شده است

طور گسترده بر روی دانیم اثر نانوذرات نقره بهطوری که میبه

بررسی نشده است. این تحقیق با هدف  C.carviمیزان روغن فرار 

بررسی ریزنمونه و تیمارهورمونی برتر و نیز بررسی میزان 

 های ثانویه در زیره سیاه اروپایی و همچنینتغییرات متابولیت

بررسی نسبی تغییرات بیان ژن لیمونن سنتاز که یک ژن مؤثر در 

ها است، در اثر تحریک نانوذرات نقره مسیر بیوسنتزی مونوترپن

 صورت گرفته است.

 

از  تهیه شده ر اجرای آزمایش، از بذور زیره سیاه اروپاییمنظوبه

ه شد. جهت گیاهان دارویی دانشگاه فردوسی مشهد استفاد مزرعه

ای، ابتدا بذور جهت در کشت درون شیشه ،زنی بذورجوانه

شستشو در آب جاری قرار گرفت و سپس طی سه مرحله تحت 

یمار شدند. در شرایط استریل در زیر هود با مواد ضدعفونی ت

تیمار  %70ی اول، بذور را به مدت یک دقیقه با الکل مرحله

 دوبار استریل شستشو و مقطردقیقه با آب 2به مدت ، سپس شدند

 %15دقیقه با هیپوکلریت سدیم  10ی دوم، به مدت در مرحله

 2ی آخر سه بار به مدت در مرحلهو  ندضدعفونی سطحی شد

شدند. بذور ضد عفونی  شستشو بار استریلمقطر دودقیقه با آب

MS 1/2 (Murashinge and Skoog 1962 )شده در محیط کشت 

گرم در لیتر آگار و با  7در لیتر ساکارز و گرم  30هورمون با  فاقد

PH  زنی بهتر بذور و شکستن برای جوانهکشت شده و  8/5حدود

  هاواد و روشم
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از هفته در یخچال نگهداری شدند. بعد  8به مدت  ،خواب بذور

و  C° 1 ±24 زده به اتاق کشت با دمایجوانه زنی، بذورجوانه

شدند.  ساعت تاریکی منتقل 8ساعت روشنایی و  16تناوب نوری 

 7-10های متناسب حدود دستیابی به گیاهچه چهار هفته وپس از 

 برای القاءهای مناسب از ناحیه برگ و ریشه نمونهمتر، ریز سانتی

برای این منظور  زایی منتقل شدند.کالوس، انتخاب و به محیط کال

روی ای های درون شیشههای برگ و ریشه از گیاهچهنمونه ریز

های کنندهتنظیمهای مختلف حاوی غلظتیه پا MSمحیط کشت 

های مورد نظر پس از دوبار . کالوس(1)جدول  قرار گرفتند رشد

کیفی بافت، رنگ و میزان  ای، بر اساس صفاتواکشت سه هفته

ایی زدرصد کال زایی و صفات کمی حجم، سطح کالوس وکال

 هورمونی برتر بررسی شدندجهت انتخاب ریز نمونه و تیمار

زایی برای صفات دست آمده از کالهای بهبررسی داده. (2ول )جد

تکرار  3کمی با آزمایش فاکتوریل در قالب طرح کاملاً تصادفی با 

ای دانکن صورت گرفت و مقایسات میانگین از آزمون چند دامنه

در  .ارزیابی شدند Excel 2019و  SPSS 26 افزارو نتایج با نرم

د و شاری غیرپارامتری استفاده بررسی صفات کیفی از روش آم

ارزیابی  SPSS 26 افزارتوسط نرم Kruskal-Wallisنتایج با آزمون 

 دست آمده، ریز نمونه مناسب و تیمارشدند. بر اساس نتایج به

هورمونی مناسب جهت کشت سوسپانسیون انتخاب و ریز نمونه 

)محیط فاقد آگار( با ترکیب  MSبرتر به محیط سوسپانسیون 

دار در محیط تاریکی با ونی برتر منتقل و در شیکر یخچالهورم

ها نگهداری شدند. پس از تکثیر کالوس rpm 120و  24 ℃دمای 

ها با ( تمام نمونه23و رسیدن به رشد مطلوب در فاز نمایی )روز 

موجود در این تحقیق تیمار شدند. بدین ترتیب که 1نانوذرات نقره 

                                                           
1 AgNo3 

 100و  50 هایرات نقره در غلظتابتدا غلظت مورد نظر از نانوذ

mg/l  ،48و  24تهیه شدند، سپس تیمارها در سه بازه زمانی صفر 

های رشد گیری شدند. کالوسساعت بعد از تیمار با محرک، نمونه

 48و  24سلولی در سه بازه زمانی صفر، یافته در سوسپانسیون

ا استفاده ها بگیری متابولیتساعت بعد از اعمال تیمار برای اندازه

 -80℃ آوری شدند و بلافاصله در دمایاز کاغذ صافی جمع

 ها نگهداری شدند.جهت ادامه آزمایش

با های تیمار شده کالوس ،های این گیاهگیری متابولیتبرای اندازه

گیری گرم با دستگاه کلونجر اسانس 100به میزان نانوذرات نقره 

وش تقطیر با بخار آب، ها با کاربرد رشدند. به این منظور کالوس

 3گیری به مدت در دستگاه کلونجر ریخته شد. عملیات اسانس

اسانس جمع شده در فاز رویی در انتهای لوله  ساعت انجام و

ای تیره در یخچال در در ظروف شیشهاز هر تیمار و شاهد تقطیر 

جهت ادامه کار نگهداری شدند. در مرحله بعد برای  4℃ دمای

وماتوگراف یی ترکیبات اسانس از دستگاه کرجداسازی و شناسا

 Thermoاز شرکت  (GC/MS) جرمیگازی متصل به طیف نگار

Quest-Finnigan  مدلTRACE MS  مجهز به ستونDB-5  به

ضخامت لایه فاز ساکن  متر ومیلی 25/0متر، قطر داخلی  30طول 

د در متر، برای تفکیک و شناسایی ترکیبات موجومیکرو 25/0

ها استفاده شد. نوع گاز حامل هلیم تخراج شده از نمونهاسانس اس

دقیقه  5س از شروع شده و پ 60℃مه حرارتی ستون از برناو بود 

در دقیقه افزایش  3℃ ، به تدریج با سرعتتوقف در همان دما

بود. نوع  250℃ رسید. دمای محفظه تزریق 250℃ یافته و تا به

 . بود Quadrupoleطیف سنج جرمی هم 

 

 

 زاییکال ترکیبات هورمونی استفاده شده برای -1دول ج

 نام محیط کشت
 mg/lسیتوکینین  mg/lاکسین 

2-4-D NAA IBA 2IP BA 

              MS1(شاهد)

MS2   0.1 0.5 0.5 

MS3  1   0.2 

MS4 1    0.2 

MS5   0.1 0.5 0.5 

MS6   0.1 1 1 

MS7  0.2    
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 ات کیفیکدهای مربوط به صف -2جدول 

 

 

 

 

 

 
 Real Time PCRکنش ها جهت وااطلاعات مربوط به آغازگرهای ژن -3جدول 

 نام ژن (´3-´5)   توالی GC Tm (ºC)% (bp)ازه قطعه تکثیر شده اند

197 

50 57.30 GCTTTGGTGTCGAAGATGGT 
Limonene synthase 

50 57.30 CACACTGGGATGTTTTGCAG 

241 

50 51.8 CCAAAGGTTGCATTCAGGAC 
Ubiquitin(UBC) 

55 53.8 
ACTTCTGGGTCCAGCTCCTT       

     

 

و  Thermo Quest-Finnigan شرکت سازندههم از  GCدستگاه 

بود که  FIDاز نوع  GCبود. دتکتور دستگاه  TRACE GCمدل 

عنوان گاز حامل استفاده به 2N تنظیم شد. از گاز 280℃ دمای آن

منظور بررسی بیان بهبود.  ml/min 1/1شد که جریان گاز حامل 

افت کل از ب RNAبرای استخراج نخست  نسبی ژن لیمونن سنتاز،

های برگ زیره سیاه کالوس حاصل از سوسپانسیون سلولی کالوس

 BIOFACTشرکت   Total RNAاز کیت استخراجاروپایی 

این شرکت جهت مراحل کار  استفاده شد و از روش ارائه شده

 DNaseآنزیمی  تیمارمنظور حذف آلودگی ژنومی، د. بهشاستفاده 

ادی شرکت بر اساس روش پیشنه Thermo Scientificشرکت 

 RNAمطلوب و کیفیت  اطمینان از کمیتجهت اعمال شد. 

 Spectrophotometer) استخراج شده از دستگاه نانودراپ

Systein, BioTek Instruments, USA EpochTM Multi-

Volume)( 5/1، و همچنین الکتروفورز بر روی ژل آگارز% )

، cDNAبا استفاده از کیت سنتز  cDNAبرای ساخت استفاده شد. 

 RevertAid Firstنامبه Thermo Scientificمربوط به شرکت 

Strand cDNA Synthesis Kit،  از روش پیشنهادی شرکت

کنترل داخلی  عنوانبه Ubiquitin (UBC) از ژن .استفاده شد

واکنش  برای انجام (Darvishi et al. 2015) د.شاستفاده 

تحقیق )لیمونن  مورد مطالعه در اینی هاآغازگرهایی برای ژن

ها از پایگاه ژن بر اساس توالی (Ubiquitin (UBC) سنتاز و

دریافت و  (/NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov) اطلاعاتی

بعد، آغازگر اختصاصی رفت و برگشتی برای این ژن جهت 

  Primer3افزاربررسی بیان این ژن با استفاده از نزم

(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/ ) (. 3طراحی شد )جدول

و اختصاصی بودن جایگاه اتصال  شده BLASTاین آغازگرها، 

پس از انجام واکنش رونویسی معکوس،  د.شها در گیاه تائید آن

 (PCR) ای پلیمرازیرهواکنش زنج، از cDNAید سنتز منظور تائبه

. در نهایت برای دش( تعیین %5/1)ژل  استفاده شد و نتایج بر روی

اه زیره سیاه اروپایی در گی لیمونن سنتاز در نسبی ژن رسی بیانبر

 Real time) در زمان واقعی PCRپاسخ به نانوذرات نقره واکنش 

PCR)  مستر میکس شرکتبا Ampliqon  که دارای رنگ

 Real Q Plus 2X Master Mix نامبه Eva Greenفلورسنت 

Green ها و غلظت است انجام شد. شرایط دمایی و زمانی چرخه

گرها طبق دستورالعمل شرکت سازنده تنظیم شد. فرآیند واکنش

Real time PCR  با استفاده از آغازگرهای ژن کنترل داخلی

Ubiquitin) UBC (  ژنو Limonene synthase .ر مقدا انجام شد

 Bio-Rad CFX96و واکنش در دستگاه بود µl20نهایی هر نمونه 

real-time PCR Detection machine (Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, CA, USA)  شد. برنامه دستگاه شامل واسرشتهانجام 

 39دقیقه، و پس از آن  5به مدت  94℃سازی اولیه با دمای 

ثانیه،  60به مدت  94℃ای سازی ثانویه در دم چرخه با واسرشته

 کد میزان رشد کالوس کد رنگ کالوس کد افت کالوسب

 5 بسیار عالی 5 سفید 4 ترد

 4 عالی 4 کرم 3 گلوبولار

 3 متوسط 3 سبز 2 سخت

 2 کم 2 قهوه ای 1 خیلی سخت

 1 خیلی کم 1 قهوه ای تیره  
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برای پرایمرهای لیمونن سنتاز و دمای  5/54℃دمای اتصال 

ثانیه، تکثیر در دمای  45به مدت  UBCبرای پرایمرهای  5/60℃

 7به مدت  72℃ثانیه و مرحله تکثیر نهایی  90به مدت  72℃

 Livak and Schmittgen) با استفاده از روشدقیقه انجام شد. 

1200) CtΔΔ-2 ،و  محاسبه نمونه هر برای ژن مذکور بیان یزانم

میزان تغییرات بیان این ژن تحت تیمار با نانوذرات نقره نسبت به 

تجزیه و تحلیل آماری میزان بیان نسبی  .نمونه شاهد سنجیده شد

ای با دو ژن مذکور در قالب طرح کاملاً تصادفی چند مشاهده

 صورت ار تکنیکال(تکرار بیولوژیک و هر تکرار دو مشاهده )تکر

و  SPSS26 افزارنرم از استفاده با هاداده آماری آنالیز. گرفت

تجزیه شد و مقایسات میانگین با آزمون چند  ANOVAبراساس 

رسم  Excel 19افزار . نمودارها در نرمای دانکن انجام شددامنه

 شدند.

 

فاقد هورمون  1/2MSدر محیط  زیره سیاهجوانه زنی بذور پس از 

 4℃ داری در یخچال و دمایهفته کشت و نگه 8بعد از گذشت 

هایی از ریشه های مادری مناسب، ریزنمونهیابی به گیاهچهو دست

زایی، زایی، صفات کمی درصد کالو برگ تهیه و پس از کال

و صفات کیفی رنگ، بافت و میزان رشد  وسسطح و حجم کال

 ,MS2, MS3) مار هورمونیتی 6با  MS در محیط کشت وسکال

MS4, MS5, MS6, MS7) در مقایسه با شاهد (MS1)  بررسی

 های برگ و ریشه کهنمونه هایی که بر روی ریزشد. در بررسی

 مشاهده شد که در ابتدا هر دو ریز ،مورد بررسی قرار گرفتند

زایی منتقل شده نمونه بعد از حدود ده روز که به محیط کال

سوسی متورم شدند و رنگ مناسبی داشتند این طور محبودند، به

و به رنگ  نمونه برگ با حجم بیشتری مشاهده شد ها در ریزکال

نمونه  . اما در ریزالف و ب(-2)اشکال  سفید و نرم ظاهر شد

ریشه به رنگ سفید و گلوبولار و با حجم کمتری نسبت به برگ 

ودن مواد فنلی نمونه ریشه به جهت بالا ب دوم ریزبعد از هفته  بود.

ای شدن رنگ داده و رنگ آن رو به قهوه در محیط کشت تغییر

زایی مناسبی نمونه برگ کال اما ریز. ج و د(-2)اشکال  رفت

داشت که البته در بعضی از تیمارهای هورمونی پاسخ بهتری 

، هر هارف مواد مغذی محیط توسط ریز نمونهداشت. براساس مص

 انجام شد.هفته یک بار عمل واکشت  سه

 

 
د: کالوس  برگ. ج،نمونه  ریز دست آمده ازالف، ب: کالوس به -2شکل

 دست آمده از ریز نمونه ریشه در زیره سیاه.به
 

های صفات فوق انجام و دادهو بعد از واکشت دوم ارزیابی 

دست آمده از این صفات مورد آنالیز قرار گرفت. در مقایسه به

اثر درخصوص  (4جدول واریانس )ی انجام شده و نتایج تجزیه

، هاوسکالمتقابل نوع تیمارهورمونی و ریز نمونه بر اندازه سطح 

صورت که اندازه سطح کالوس در هر دو ریز نمونه بهمشاهده شد 

 و ریز نمونه تیمارهای هورمونی داری تحت تأثیر نوعمعنی

مقایسه میانگین سطوح مختلف تیمارهورمونی  (.p<0.05) باشدمی

 مترسانتی 1/4بیشترین سطح کالوس )ها نشان داد که نمونه ریز و

 MS2 (0.1تیمار هورمونی مربع( مربوط به ریز نمونه برگ در 

mg/l) 2IP (0.5 mg/l) and BA (0.5 mg/l)  3)شکل  دشثبت-

نمونه ریشه به جهت بالا  در ریزاندازه سطح کالوس . نتایج الف(

ها با وسای شدن کالچوب پنبهبودن میزان مواد فنلی و تیره و 

، به این نمونه برگ بسیار متفاوت بود دست آمده از ریزنتایج به

 NAA 1 mg/l and BA 0.2) هورمونی ترتیب که تیمار

mg/l)MS3   بالاترین میانگین سطح کالوس را در ریز نمونه ریشه

مربع( نشان داد که تفاوت زیادی با میانگین سطوح  مترسانتی 9/0)

بر اساس  الف(.-3دست آمده در ریز نمونه برگ داشت )شکل به

حجم  میزان دست آوردندر به هاهای نمونهی میانگینمقایسه

 ثر متقابل بین ریز نمونه و تیمارابیشتر کالوس، نتایج نشان داد که 

  نتایج و بحث
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تحت تأثیر نوع  (p<0.05) داریطور معنیهم به هورمونی

( و 4)جدول  باشدرفته میکار هورمونی به نمونه و تیمارریز

مکعب(  مترسانتی 067/2بیشترین میزان حجم کالوس تولید شده )

 MS2(0.1 mg/l) 2IP (0.5نمونه برگ در تیمار هورمونی در ریز

mg/l) and BA (0.5 mg/l)  نمونهریزب( و در -2بود )شکل 

مترمکعب( مربوط به تیمار سانتی 1ترین کالوس )ریشه حجیم

-3بود.)شکل MS3 (NAA 1 mg/l and BA 0.2 mg/l) هورمونی

 ب(

درصد  مربوط به (4)جدول نتایج تجزیه واریانس  بررسی

 داریطور معنیزایی نیز بهزایی نیز نشان داد که درصد کالکال

(p<0.05)  تحت تأثیر اثر متقابل نوع ریز نمونه و تیمارهورمونی

مربوط به هر  درصد( 100زایی )قرار دارد و بالاترین درصد کال

 MS3و   MS2هورمونی هایدو ریز نمونه برگ و ریشه در تیمار

 MS2که تیمارهای هورمونی  ین بودحاکی از ا نتایج . کهثبت شد

زایی با دیگر داری در درصد کالدارای تفاوت معنی MS3و 

 در بررسی صفات کیفی کالوس، ج(.-3)شکل  تیمارها داشتند

و MS2  (5/39 )که تیمار هورمونی دتجزیه واریانس نشان دانتایج 

MS4 (5/39در ریز ) بهترین بافت نمونه برگ، دارای بافت ترد که

در  ند.بودباشد، میرا برای تهیه سوسپانسیون سلولی دارا 

خصوص صفت رنگ کالوس بهترین رنگ که کالوس سفید بود 

( مشاهده شد. اما 41) MS2نمونه برگ در تیمارهورمونی ریزدر 

MS6 (5/36 )و MS4 (5/36 ) هورمونی برگ در تیمار ونهنمریز

 ،در خصوص میزان رشد کالوسهم رنگ مناسبی داشت. 

ترتیب بهMS6 (5/36 )و MS2 (41) MS4 (5/36 )تیمارهای 

 دند.دارای رشد بسیارعالی در کالوس بو

 

 Carum carvi سیاه اروپایی زایی گیاه زیرهیز واریانس برای صفات سطح و حجم کالوس و درصد کالآنال -4جدول
  (MS)میانگین مربعات 

 (S.O.V)منابع تغییر  (df) درجه آزادی
  سطح کالوس حجم کالوس درصد کال زایی

 ریزنمونه 1  726/32* *404/6 *429/3621

 تیمارهورمونی 6  *823/1 *291/0 *413/2548

 هورمونی تیمار ᵡاثر متقابل ریزنمونه  6  *020/1 *059/0 *984/376

 خطای آزمایش 28  018/0 006/0 667/66

 %5دار در سطح *وجود اختلاف معنی
           

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

در صفات کمی الف: سطح ر مقایسه با نمونه شاهد د  (MS2-MS7)مونی هور مختلفو تیمارهای  )ریشه و برگ( هامقایسه میانگین اثر متقابل ریز نمونه -3شکل 

 زاییکالوس و ج: درصد کالحجم ب:  ،کالوس
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ای هنمونه برگ کالوس در ریزطور کلی این سه تیمارهورمونی به

ا هکه برترین آن بسیار پرحجم و رنگ مناسبی را تولید کردند

ید نمونه ریشه به جهت تول. اما در ریزبود MS2هورمونی  تیمار

وس به مواد فنلی در محیط کشت و تغییر رنگ بسیار زیاد کال

ون ای تیره و همچنین بافت گلوبولار برای تهیه سوسپانسیقهوه

 .(4)شکل  سلولی مطلوب نبود

 

 
مودار رتبه ای صفات کیفی بافت، رنگ و رشد کالوس مربوط به ن -4شکل 

در  (MS2-MS7) مختلفها )ریشه و برگ( در تیمارهای هورمونی ریز نمونه

 در زیره سیاه.مقایسه با نمونه شاهد 

 

نمونه برگ در تیمارهورمونی  در نهایت با توجه به اینکه ریز

MS2 هم از لحاظ صفات کیفی مانند رنگ و بافت کالوس و ،

میزان رشد کالوس دارای برترین میانگین بود و هم از لحاظ 

زایی نیز بالاترین صفات کمی حجم و سطح کالوس و درصد کال

با رنگ روشن و بافت های یکنواخت میانگین را دارا بود و کالوس

ترد و پفکی تولید کرده بود، جهت تکثیر در محیط کشت 

ایج نشان سوسپانسیون سلولی برای ادامه مطالعه انتخاب شد. نت

، باعث در محیط کشت های رشددادند که حضور تنظیم کننده

افزایش میزان تولید کالوس شده است و نیز حضور همزمان 

های مناسب باعث ت با نسبتاکسین و سیتوکینین در محیط کش

بنابراین میزان  .(Amini et al. 2013) ها شدافزایش حجم کالوس

های رشد به کار لوس بستگی زیادی به ترکیب هورمونتولید کا

های اکسین و حیط کشت دارد و تعادل بین هورمونرفته در م

های عیین کننده و مهم در تولید کالوسسیتوکینین یک فاکتور ت

البته این موضوع در  (.Abbasi et al. 2007) باشدحجیم می

 یاهان نیز تأکید و گزارش شده استتحقیقات درخصوص دیگر گ

(Neibaur et al. 2008.)  در زاییکال میزان بودن پایینالبته 

 که است این بیانگر( MS7) سیتوکینین فاقد هورمونی تیمارهای

 نقش کالوس ءاالق جهت رشد هایکنندهتنظیم غلظت در تناسب

 Thomas(2006) که دارد متناسب هایکالوس تولید در کلیدی

and Maseena  اکسین از متناسبی میزان باید که کردند اعلام نیز 

تغییر در ترکیبات  .دشو استفاده زاییکال جهت ینینسیتوک همراهبه

ف در هورمونی و میزان اکسین و سیتوکینین در تیمارهای مختل

بوده و همچنین رنگ  ثرؤنیز م میزان رشد کالوسبافت و رنگ و 

ه ریشه و برگ نیز بسته به نمون های حاصل از ریزو بافت کالوس

های مورد استفاده متفاوت بودند، بنابراین درصد هورمون

رشد ها و میزان ای رشد یافته، رنگ و بافت کالوسهکالوس

 ها به ترکیبات محیط کشتکالوس و نیز حجم و سطح کالوس

نمونه نیز در  نوع ریز (.Abd Elaleem et al. 2009) وابسته است

نمونه در تولید ثر است که اثر نوع ریزؤتولید کالوس بسیار م

طوری توسط تحقیقات دیگری نیز گزارش شده است بهکالوس 

نمونه ساقه  تولید کالوس از ریز Salsola pestifer که در گیاه

دیگری از این گیاه،  اما در گونه ،نمونه برگ بهتر بودنسبت به ریز

تر تشکیل کالوس ریز نمونه برگ مناسب در Salsola lanata یعنی

نمونه مناسب نقش  انتخاب یک ریز (.Stefaniak et al. 2003) بود

های ند و پیچیدگیکی در ادامه روند مطالعات بازی میاساس

های رشد کنندههمراه انتخاب تنظیمریز نمونه بهمورفولوژیکی یک 

 Mandal) کالوس دارد ءگیاهی مناسب تاثیر چشمگیری بر القا

and Gupa 2001.) نمونهریز زاییکال قدرت در فاحشی تفاوت 

 که ایمطالعه در که داشت وجوددر این مطالعه  ریشه و برگ

 گیاه در سلولی سوسپانسیون وکشت زاییکال سازی بهینه جهت

 ریز برترین عنوانبه را برگ نمونه ریز نیز دادند انجام تلگرافی گل

 (.Ahmadi et al. 2012) دش معرفی زاییکال برای نمونه

 هاسلول یهمه یکسان ژنتیکی اطلاعات وجود با طورکلیبه

 برای یکسانی توانایی هانمونه ریز همه در کامل گیاه تولید جهت

 مناسب کالوس تشکیلو (Dang et al. 2002) ندارند کالوس تولید

 در تفاوتباشد و می هورمونی ترکیبات و نمونهریز نوع به ابستهو

 میزان و متابولیکی تفاوت به وابسته هانمونه ریز زاییکال توان

 .Shooshtari et al) باشدمی هانمونه ریز زایدرون هورمون

2018). 

ها نمایش داده )داده GCو  GC/MSبا بررسی نتایج حاصل از 

های ثانویه موجود در سوسپانسیون سلولی تنشده است(، متابولی
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( 5حاصل از کالوس زیره سیاه ترکیب روغن فرار شناسایی )شکل 

و مشخص شدن میزان هر یک در تیمارهای مختلف زمان و 

ترکیب روغن فرار غلظت محرک نانوذرات نقره نشان داد که 

تحت تأثیر مدت زمان و میزان غلظت محرک تغییرات مختلفی 

ترپینن و -های اصلی زیره سیاه نظیر لیمونن، گاماتابولیتداشتند. م

-هایی نظیر کاروون، گامادی هیدروکاروون کاهش و متابولیت

متابولیت (. 5پینن، لینالول و جرانیل افزایش داشتند )جدول 

رود لیمونن که از ترکیبات اصلی روغن فرار زیره سیاه به شمار می

هش قابل توجهی از خود تحت تأثیر محرک نانوذرات نقره کا

در کمترین حالت  %24/1که به میزان  طورینشان داده است به

(، اما متابولیت کاروون که یکی از 6رسیده است )شکل 

باشد بعد از محرک هایی است که پیش سازش لیمونن میمتابولیت

در هر  24افزایش یافته است و بالاترین افزایش را در بازه زمانی 

و  14/23ترتیب و بهاز خود نشان داده  100و  mg/l 50دو غلظت 

 (.7شده است )شکل  % 74/23

 

 
 سیاهدر کالوس زیره  p-cymene, Limonene, 1,8-Cineol, γ-Terpinene, Carvone, Carvacrol, Thymolهای متابولیت مربوط به GC/MSگراف  -5شکل 

 
 ساعت بعد از تیمار 48و  24( بعد از 100و  mg/l 50) AgNPsیاه تیمارشده با وسپانسیون زیره سسترکیب روغن فرار )%( در  -5جدول 

 شاهد RI ترکیبات
50 100 

24 48 24 48 

α-Pinene 936 44/4 19/9 09/7 0 0 

Camphen 952 66/28 0 0 0 0 

p-Cymene 1029 0 08/2 98/1 55/0 74/0 

Limonene 1032 44/15 01/2 24/1 25/3 94/2 

1,8-Cineol 1036 64/4 3/0 06/0 26/3 38/2 

γ-Terpinene 1060 88/1 19/0 1/0 0 0 

Linalool 1105 26/2 43/5 39/2 09/0 0 

Iso phorone 1131 5/1 52/2 9/0 66/8 32/6 

α-Terpineol 1200 08/3 98/4 03/2 14/3 89/1 

Cis-Dihydrocarvone 1208 18/5 41/0 3/0 37/1 14/1 

Trans-Dihydrocarvone 1211 0 32/1 31/0 51/0 0 

Neral 1249 0 78/5 27/1 52/1 73/0 

Pulegone 1252 9/1 36/2 52/0 48/0 0 
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Carvone 1257 37/9 14/23 2/5 74/23 62/2 

Cumin aldehyde 1267 0 25/1 17/0 95/2 82/0 

Geranial 1277 0 07/9 67/1 65/2 02/2 

E-Anethol 1294 77/14 0 0 0 0 

Thymol 1302 0 55/8 96/63 66/7 27/51 

Carvacrol 1349 0 39/14 87/1 31/19 15/1 

Trans-Caryophyllene 1422 0 08/2 6/1 41/1 0 

 

 
در مقایسه با  لولی زیره سیاهسدر کشت سوسپانسیون  ساعت بعد از القاء محرک 48و  24در بازه زمانی  mg/l 100و  50های مقایسه درصد لیمونن در غلظت -6شکل 

 .(Control) نمونه شاهد

 

 
در مقایسه با  سلولی زیره سیاه در کشت سوسپانسیون لقاء محرکساعت بعد از ا 48و  24در بازه زمانی  mg/l 100و  50های مقایسه درصد کاروون در غلظت -7شکل 

 .(Control)نمونه شاهد 

 

های کارواکرول وتیمول که میزان متابولیت نکته قابل توجه اینکه

زومر یکدیگر هستند و متابولیت دو مونوترپن فنولیک بوده و ای

اء نیز در اثر القاشد بساز این دو متابولیت میسایمن که پیش-پی

در صورتی که در نمونه شاهد  ،نقره افزایش یافته است ذرات نانو

نقره در وذرات کلی نانطوربهدار ناچیزی قابل مشاهده بودند. به مق

های لیتباعث افزایش حجم متابو ءتیمارهای مختلف بعد از القا

، و این افزایش میزان متابولیت در تیمول تولیدی توسط گیاه شد

افزایش  mg/l 50غلظت ز القاء محرک در ساعت بعد ا 48در 

از حجم متابولیت تولیدی در این  %96/63چشمگیری داشته و 

ارواکرول این تیمار را به خود اختصاص داده است. در متابولیت ک

 mg/lغلظت ساعت بعد از القاء محرک و  24افزایش در تیمار، 

-یت پیرسیده است. متابول %31/19 اتفاق افتاده که به میزان 100

سایمن نیز که در نمونه شاهد بسیار ناچیز بوده است در غلظت 

mg/l 50  افزایش داشته و بعد از محرک ساعت  24 یزمانبازه در

میزان تولید متابولیت ارزشمند  رسیده است. %08/2میزان آن به 

عنوان یک پیش ساز بسیار کلیدی در تولید ترپینن که به-گاما

آید، سایمن، کارواکرول و تیمول به حساب می-های پیمتابولیت

در اثر القاء نانوذرات نقره نسبت به نمونه شاهد کاهش داشت و 

ساعت میزان آن کاهش یافته و  24بعد از  mg/l 100 در غلظت

 تولید آن بسیار ناچیز بوده است.

بردن روش کشت بافت گیاهی یک گزینه مناسب برای  کاربه

دستیابی به برای  ها است و یک روش خوبتابولیتتولید پایدار م
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ن زمان ممکن بود. در کمتری ،های ثانویهمقدار زیادی متابولیت

یک گیاه دوساله است و استخراج متابولیت از  زیرا زیره سیاه

نی و خواب بذر زنند زیره سیاه به جهت سختی جوانهگیاهانی ما

 Sasheva et al 2013, Anjum et al) بر استبسیار سخت و هزینه

است که گیاهان اغلب در نتایج تحقیقات حاکی از آن (. 2017

ردار هستند، چرا که های محیطی از رشد کمتری برخوشرایط تنش

ش سنتز ترکیبات ثانویه ها مواد موجود را به افزایدر حضور تنش

در شرایط سخت محیطی دهند تا بقای خود را اختصاص می

قیق در تح (.Rezai 2011; Rebey et al. 2012) تضمین نمایند

سایمن و -پی نقره میزان کاروون،حاضر با اعمال نانوذرات 

در زیره  که عموماًکارواکرول و تیمول افزایش یافتند، در صورتی

ساعت  24جز ترکیبات اصلی نبوده و سیاه تیمول و کارواکرول

نشان از ها افزایش یافته است که بعد از استفاده از محرک میزان آن

ترپینن -گاما لیمونن جهت تولید کاروون و مصرف پیش ماده

ساعت بعد از  24سایمن، کارواکرول و تیمول در -جهت تولید پی

بعد از  24ها در استفاده از محرک و کاهش نسبی این پیش ماده

که بر  ایدر مطالعه. باشدنمونه شاهد مینسبت به  القاء محرک

نمایند نیز این موضوع را تائید می زنیان صورت گرفته است، روی

 انددست آوردهمت شناسایی ترکیبات بهو نتایج مشابهی در قس

(Jamshidi et al. 2019.)  نتایج به دست آمده از تحقیقات گذشته

(Moola et al. 2021; Ibralin et al. 2011; Simic et al. 2008; 

Laribi et al. 2013; Lasram et al. 2019) ه افزایش یا در زمین

های مختلف وجود ها بعد از تیمار با محرککاهش میزان متابولیت

ها شناخته جدیدی از محرک عنوان گروهنانوذرات به دارد و

بردن  کاردر خصوص به اند و علی الرغم تحقیقات کمی کهشده

ولی جهت افزایش یا کاهش ذرات در سوسپانسیون سل نانو

 Zaho et al. 2010; Lasram et) ها صورت گرفته استمتابولیت

al. 2019،) توانند تولید دهد که نانوذرات مینتایج نشان میROS 

سخ گیاه فعال را در سوسپانسیون سلولی بالا ببرند و بنابراین پا

یان اکسیداتیو ها است که درنهایت از طغشدن تولید متابولیت

 .Ghazal et al. 2018; Ali et al) آوردعمل میجلوگیری به

های ثانویه تحت کلی نتایج بررسی مقادیر متابولیت طوربه (.2019

تاثیر نانوذرات نقره بر گیاه زیره سیاه اروپایی نشان داد که این 

های ثانویه توانند محرکی برای افزایش تولید متابولیتنانوذرات می

سایمن، تیمول، کارواکرول و کاروون باشد. -به خصوص پی

دهد که ترپینن نشان می-ج کاهش میزان لیمونن و گاماعلاوه نتایبه

باشد و این هم پاسخی به اثر نانوذرات نقره در مقایسه با شاهد می

های بسیار ترپینن را در تولید متابولیت-نقش کلیدی لیمونن و گاما

دهد دهد. از سوی دیگر نتایج نشان میمهم در زیره سیاه نشان می

های زیادی از ت باعث تولید متابولیتنانوذرا mg/l 50که غلظت 

–آلدئید و ترنس-کاریوفیلن، جرانیل، نرال، کومین -جمله ترنس

ها در گیاه که این متابولیتهیدروکاروون شده است در حالیدی

شاهد وجود نداشتند و یا به میزان بسیار ناچیزی وجود داشتند، که 

در  (Gazal et al. 2018) این نتایج شبیه به گزارشی است که

 Steviaهای ثانویه در بررسی نانوذرات در تولید متابولیت

rebaudiana باشد، که در نتایج نشان دادند که اعلام کردند می

تواند روش بسیار مؤثری برای صورت خیلی ساده مینانوذرات به

تولید بالای مواد دارویی در این گیاه بشود. از سوی دیگر گزارش 

ها، سن گیاه، ر و مناسب نانوذرات به گونهکردند که میزان مؤث

جایی مرحله فیزیولوژیکی آن و نوع ریزنمونه بستگی دارد. از آن

ترین سایمن جز اصلی-ترپینن و پی-که لیمونن و کاروون و گاما

ترکیبات گیاه دارویی زیره سیاه اروپایی است، هر عاملی که باعث 

ی آن شود که در نتیجه سازهاافزایش تولید یا تغییر در میزان پیش

ها شود، حائز اهمیت است و با منجر به افزایش تولید مونوترپن

توجه به اینکه تیمول و کارواکرول جز ترکیبات اصلی گیاه زیره 

سیاه نبوده و اعمال این محرک باعث تولید این ترکیبات در ادامه 

ها شده و باعث شده که درصد قابل مسیر بیوسنتزی مونوترپن

دست آید و کارواکرول در تیمارهای مختلف به تیمول و توجهی

این دو ماده بسیار ارزشمند جز ترکیبات اصلی و با میزان بالا در 

زیره سیاه قرار گیرد و به نوعی این مسیر بیوسنتزی را فعال کند، 

 نتایج بسیار مهم و ارزشمندی است.

تفاده از با اسلیمونن سنتاز ن ژن تغییرات نسبی بیا در این تحقیق

نیز نانوذرات نقره در محیط کشت سوسپانسیون سلولی زیره سیاه 

 100و  mg/l 50. برای این منظور تیمارهای با غلظت بررسی شد

برداری در در لیتر در روز بیست و سوم )فازنمایی( اعمال و نمونه

ساعت( انجام شد. براساس نتایج  48و  24سه بازه زمانی )صفر، 

جهت  Real-Time PCRهای حاصل از ادهمقایسه میانگین د

های مختلف نانوذرات نقره بر بیان ژن بررسی اثر زمان و غلظت
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داری طور معنیبه mRNAنشان داد که میزان لیمونن سنتاز، نتایج 

ه قرار گرفت لظت مورد استفاده از این محرکثیر زمان و غتحت تأ

یزان بیان ساعت بعد از القاء محرک نانوذرات نقره م 24است و 

که در  طوریژن لیمونن سنتاز تغییرات قابل ملاحظه ای داشت، به

از محلول  100و  mg/l50  نمونه تیمار شده با هر دو غلظت

ساعت افزایش بیان ژن مشاهده شد و  24نانوذرات نقره بعد از 

 24و  mg/l 100بالاترین میزان بیان نسبی در نمونه با غلظت 

محرک دیده شد که البته این تیمار با ساعت بعد از تیمار با 

ساعت بعد از تیمار با  48و  mg/l 50تیماری که دارای غلظت 

(، اما با 8داری نداشت )شکل نانوذرات نقره بود، تفاوت معنی

طور که دار داشت. هماننمونه شاهد و بقیه تیمارها تفاوت معنی

اروون بود که های افزایش یافته، کمونوترپن قبلاً اعلام شد یکی از

رسد این نظر میبود. به افزایش یافته میزان آندر اثر القاء محرک 

و ساخته در نتیجه افزایش بیان نسبی ژن لیمونن سنتاز  افزایش

پیش  باشد کهمیشدن و تجمع متابولیت ثانویه و ارزشمند لیمونن 

تحریک این مسیر بیوسنتزی  باعثباشد و ماده ساخت کاروون می

ساعت از القاء محرک  24بعد از متابولیت کارون ش تولید و افزای

 شده است.

 

 
و  50نسبی ژن لیمونن سنتاز در تیمارهای غلظت  نمودار بیان -8شکل 

100mg/l   ه شاهد بساعت بعد از القاء محرک در مقایسه  48و 24و بازه زمانی

(Control) 

 

مسیرهای استفاده شده بر روی  دهد که محرکنشان مینتایج کلی 

ثر بوده های ثانویه در گیاه زیره سیاه مؤبیوسنتزی تولید متابولیت

های ثانویه است. از طرفی تفاوت در میزان تجمع متابولیت

شود. ها مربوط میکنش آنمختلف به عامل زمان و غلظت و برهم

توان با بیان ها در این تیمارها را میمیزان تولید متفاوت مونوترپن

ثر در های مؤها و بیان مختلف ناقلای مولد مونوترپنهمختلف ژن

ها مرتبط دانست. در مجموع باید گفت شبکه ترشح مونوترپن

توان به راحتی و متابولیک، در گیاهان بسیار پیچیده است که نمی

نظر عنوان مثال هرچند شاید بهیا مستقیم آن را پیش بینی کرد. به

 هایی نظیر لیمونن سنتازژنان برسد که تغییر در محصول واکنش بی

ها داشته باشد اما باید توجه سزایی در تجمع مونوترپنهبتواند اثر ب

شود که کرد که محصول این ژن به مسیرهای مختلف هدایت می

طور حتم توان گفت که کدام متابولیت بهدر نتیجه به راحتی نمی

بر آن شود. علاوه به مقدار بیشتری در سوسپانسیون تولید می

باشد که در آن هر تعداد زیادی مسیر ناشناخته دیگر موجود می

ها ها مثلاً لیمونن در ترکیب با دیگر مولکولیک از متابولیت

نتایج تحقیق  شود.ی دیگر میهای ثانویهموجب سنتز متابولیت

حاضر با توجه به نبود مشابهی از آن در زیره سیاه اروپایی نتایج 

ها با استفاده از نانوذرات زمینه افزایش متابولیتبسیار خوبی را در 

دهد و نتایج آن مطابق با تحقیقات مختلف در مورد نشان می

 های ثانویه در گیاهان دیگر مانندافزایش عملکرد متابولیت

Caralluma tuberculata, Stevia rebaudiana, Momordica 

charantia and Helianthus annuus انوذرات با استفاده از ن

ها نیز تأثیر نانوذرات را در افزایش میزان باشد که آنمی

 ;Gazal et al. 2018) های ثانویه بسیار مؤثر دانستندمتابولیت

Moola et al. 2021; Vannini et al. 2013; Batool et al. 2021; 

Chung et al. 2018; Ghannati and Bakhtarian 2014). 

لید که ارتباط افزایش تو دادق نشان نتایج این تحقی طورکلیبه

 هایرا به تجمع رونوشت هاها در اثر استفاده از محرکمونوترپن

ی هاتژن مورد مطالعه در برخی موارد و تغییر در میزان متابولی

ردی موا تولیدی را به تغییر در میزان رونویسی مرتبط نمود ولی در

 حرکباشد، زیرا مممکن است قابل مشاهده ن دیگر نیز این ارتباط

ن ر بیاتواند اثرهای متفاوتی بو زمان و غلظت استفاده از آن می

ا یدقیق افزایش طور توان بهها بگذارد و از این روی نمیژن

 بینی کرد.طور قطعی پیشبه کاهش یک متابولیت خاص را
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