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 (26/07/1403 تاریخ پذیرش: - 27/05/1402)تاریخ دریافت:  

 هایلاکتون از گروهی دليل وجودبه (Withania somnifera)آشواگاندا يا جنسينگ هندی 

دليل مقادير دارد. به Solanaceaeبه نام ويتانوليدها اهميت قابل توجهی در خانواده  استروئيدی

 تقاضای زياد صنعت داروسازی،ه و برگ گياه در شرايط طبيعی و در ريشها محدود اين متابوليت

. برای القای باکتری ها اهميت داردبرای افزايش توليد اين متابوليتريشه مويين  روشاستفاده از 

باشد، اما امروزه روشی جايگزين و در شرايط آزمايشگاهی نياز به کشت بافت و مراحل انجام آن می

شود که نياز به کشت بافت استفاده می اريختی بدون استفاده از کشت بافتتر روشعنوان ساده به

تواند گياه تراريخت با مقدار زيادی متابوليت ثانويه توليد نمايد. در اين آزمايش در ندارد و می

از محل زخم به درون گياه  A4سويه  اگروباکتريوم رايزوژنز گياهچه توليد شده، محل گره اول

خصوصيات پس از رشد گياه تراريخته در گلخانه، وز بعد ريشه مويين ظاهر و ر 15 .تزريق شد

شيميايی روی گياهان تراريخت و و آناليزهای فيتو گيریاندازه رشدی )حجم و مساحت ريشه و ...(

تکرار اجرا شد. گياهان تراريخته از  3آزمايش در قالب طرح کاملاً تصادفی در شاهد انجام شد. 

 49/1) برابر(، مساحت ريشه 2برابر(، حجم ريشه ) 12/1عی مورد مطالعه طول ريشه )لحاظ صفات زرا

برابر( نسبت به شاهد برتری داشتند. در نتيجه اين بررسی فعاليت آنزيم کاتالاز و ميزان فلاونوئيد در 

ونوئيد گياهان تراريخته نسبت به شاهد کمتر بود. نتايج همبستگی نشان داد آنزيم کاتالاز و ميزان فلا

دار دارند. بر اساس نتايج اين پژوهش، روش با طول، حجم و مساحت ريشه همبستگی مثبت و معنی

عنوان يک روش مفيد در اين گياه برای تراريختی بدون استفاده از کشت بافت می تواند به

 های آنتی اکسيدانی معرفی شود. افزايش ريشه مويين بدون افزايش در فعاليت آنزيم
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از خانواده  (Withania somnifera)آشواگاندا یا جنسینگ هندی 

Solanaceae  یک گیاه دارویی معتبر در سیستم گیاهان دارویی

 دارویی خواص (.Kaileh et al. 2007) رودسنتی هند به شمار می

 داده نسبت استروئیدی هایلاکتون از گروهی وجود به گیاه این

 ریشه و برگ در موجود 1ویتانولیدهای عنوانبه هک است شده

با توجه به شیوع  (.Sangwan et al. 2004) شوندمی شناخته

های مربوط به سیستم های مختلف از جمله بیماریبیماری

های اعصاب مانند افسردگی و غیره و همچنین شیوع سرطان

ها مختلف در جوامع بشری لازم است برای حل این معضل

ن دلیل دارا بودتی انجام شود. گیاه دارویی جنسینگ هندی بهاقداما

و  3در برگ و ریشه و ویتانولید آ 2رکیبات مهم مانند ویتافرین آت

نوع  77و ... در ریشه در این زمینه حائز اهمیت است. تاکنون  4ب

. (Kim S et al. 2019) ویتانولید از این گیاه استخراج شده است

 التهاب ضد خواص شامل ین گیاها فارماکولوژیکی خواص

(Bhatacharya et al. 1997)، سرطان ضد (Gupta and Rana. 

2007; Bargagna-Mohan et al., 2007 )اضطراب ضد (Dhuley 

1998( )Archana and Namasivayam 1999) کنندهتعدیل 

(Bhattacharya and Muruganandam 2003) دیابت ضد 

(Hemalatha et al., 2004)، میکروبی دض (Choudhary 1995 )و 

با توجه به میزان  باشد.می (Mishra et al. 2000) عروقی و قلبی

ها در ریشه و برگ گیاه در شرایط طبیعی و چند ولیتبکم این متا

ساله بودن گیاه و نیاز زیاد صنایع دارویی، جهت افزایش تولید این 

تواند تا یین میریشه مو روشها در این گیاه استفاده از متابولیت

حدی مشکل را رفع نماید. ریشه مویین یک نوع بیماری است که 

شود. توسط باکتری اگروباکتریوم رایزوژنز در گیاه ایجاد می

ای از از انتقال و تلفیق کاربردی بخش ویژه بیماری ریشه مویین

شود. فقط های گیاه نتیجه میبه درون کروموزوم Ti سمیدلاپ

منتقل شونده  DNA یا T-DNA که Ti سمیدلابخش کوچکی از پ

 .شودجا تلفیق میای گیاه منتقل و در آننام دارد به ژن هسته

                                                           
1 Withanolides 
2 Withaferin A 
3 Withanolide A 
4 Withanolide B 

ها به یک زخم گیاهی شروع با ورود باکتری T-DNA انتقال

ای از گیاه، یک رویداد شود. ایجاد زخم، حداقل در ناحیهمی

 الزامی برای فرآیند انتقال است و ممکن است تا حدی برای

ها را تحریک ساخته شدن ترکیبات خاصی توسط گیاه که بیان ژن

برای القای باکتری در شرایط نمایند مورد نیاز باشد. می

باشد، اما آزمایشگاهی نیاز به کشت بافت و مراحل انجام آن می

تراریختی بدون  روشعنوان امروزه روشی جایگزین و ساده به

ود که نیاز به کشت بافت شاستفاده می 5 استفاده از کشت بافت

تواند گیاه تراریخت با مقدار زیادی متابولیت ثانویه ندارد و می

تراریختی  روش پرکاربردترین و ترینشده تولید نماید. شناخته

 برای که است گل وریغوطه روش ،بدون استفاده از کشت بافت

Arabidopsis thaliana است یافته توسعه (Chlough and Bent 

 سوسپانسیون در را گل هایجوانه روش این در (.1998

 روی را آگروباکتریوم اینوکلوم یا و برندمی فرو آگروباکتریوم

 آگروباکتریوم و زاینده هایسلول بین تماس تا ریزندمی جوانه

 تبدیل ثابت اما کم سرعت با هاگل این هایدانه. شود برقرار

سازگاری  اساس بر گل وریغوطه تبدیل مکانیسم. شوندمی

 حال در (Bent 2000) است آگروباکتریوم به تخمک هایسلول

 روش از استفاده با منحصراً آرابیدوپسیس تبدیل حاضر،

 برنج برای گل وریغوطه هایروش. شودمی انجام وری گلغوطه

(Ratanasut et al. 2017)، گندم (Zale et al. 2009)، تربچه 

(Curtis and Nam 2001) و (Trieu et al. 2000)Medicago 

truncatula تراریختی  روشدر روش دیگر از  .است شده گزارش

، روی گیاه اصلی در مرحله دو برگی بدون استفاده از کشت بافت

گیرد و تزریق باکتری در ناحیه مریستمی ساقه مورد هدف قرار می

در مورد استفاه از این روش مشکل  شود.این ناحیه انجام می

باشد. هدف از این تحقیق باز تولید گیاه پس از انتقال میاصلی در 

تولید گیاه نوترکیب با قابلیت تولید ریشه مویین زیاد جهت 

و های ثانویه نظیر ویتانولیدها و ویتافرین آ افزایش تولید متابولیت

در این های مویین تولید شده های فیتوشیمیایی روی ریشهبررسی

 باشد. گیاه می

 

                                                           
5 Inplanta transformation 

  مقدمه
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 مواد گیاهی:

از گیاهان کاشته شده در گلخانه  Withania somniferaبذر 

آموزشی گروه علوم زراعی و اصلاح نباتات پردیس ابوریحان 

آوری و جهت انجام آزمایش مورد استفاده دانشگاه تهران جمع

علت قرار گرفت. بذرها ابتدا از میوه خارج و به صورت متراکم به

خاک کوکوپیت در سینی کشت کاشته شد. پس ریز بودن بذر در 

صورت تک ای گیاهان بهاز جوانه زنی بذر و در مرحله دو برگچه

بوته جدا و در خاک کوکوپیت کشت شدند و در اتاق کشت با 

ساعت تاریکی قرار گرفتند پس  8ساعت روشنایی و  16شرایط 

در خاک ها از دو هفته از انتقال به اتاق کشت و استقرار کامل بوته

 و سازگاری با شرایط محیطی، گیاهان برای تلقیح استفاده شدند.

 آماده کردن باکتری:

باید  تراریختی بدون استفاده از کشت بافت روشجهت انجام 

سازی باکتری اگروباکتریوم برای تلقیح آماده شود. برای آماده

صورت سوسپانسیون به A4باکتری ابتدا باکتری اگرباکتریوم سویه 

کشت داده شد و در شرایط تاریکی در  1عصاره مخمرمحیط  در

گراد درجه سانتی 28دور در دقیقه و دمای  90شیکر انکوباتور با 

گیری پس از اندازه ساعت 48قرار داده شد. بعد از گذشت 

باکتری رشد یافته، مورد استفاده قرار گرفت. برای  2چگالی نوری

رولیتر از یکم 300مقدار آماده سازی باکتری جهت انجام تلقیح 

کرولیتر یم 300صورت سوسپانسیون و باکتری کشت داده شده به

حاوی آگار انتقال داده شد و  عصاره مخمرگلیسرول روی محیط 

گراد قرار درجه سانتی 25ها در تاریکی در اتاق رشد با دمای پلیت

ساعت باکتری رشد یافته از روی  48داده شدند. پس از گذشت 

محل گره اول گیاه  انسولین در آوری و توسط سرنگجمع هاپلیت

 Guoguo) تزریق شدزنی انجام شد و باکتری به محل زخم زخم

et al. 2024; Lazo et al. 1991.)  گیاهان در شرایط کنترل شده

 درصد( در اتاق رشد نگهداری شدند.  70تا  60)رطوبت 

 انتقال به گلخانه: 

تلقیح، ریشه مویین ظاهر شد و روز از زمان  15پس از گذشت 

بعد از یک ماه فرصت برای افزایش تعداد ریشه مویین و قابلیت 

                                                           
1 YEB 
2 optical density (OD) 

ها با ریشه مویین به انتقال، ریشه اصلی از گیاه جدا و گیاهچه

هفته در شرایط اتاق رشد  2خاک منتقل شدند و مجدد به مدت 

 قرار گرفتند. پس از استقرار ریشه در خاک و شروع به رشد گیاه،

گیاهان به گلخانه با همان شرایط قبل منتقل و سازگاری گیاهان در 

 شرایط گلخانه انجام شد.  

 تأیید تراریختی: 

DNA های مویین با استفاده از کیت های ریشهکل از کلون

آزمایشگاهی شرکت زیست فناوری کاوش پارسیان و روش 

. دشمربوط به آن، استخراج و برای آزمایشات مولکولی استفاده 

 صورت زیر بود: توالی آغازگرها به

rolC 5ʹ TAACATGGCTGAAGACGACC 3ʹ   آغازگر(

)آغازگر  ʹAAACTTGCACTCGCCATGCC 3 ʹ5مستقیم( و 

 ʹrolA 5ʹ TGGAATTAGCCGGACTAAAC 3معکوس(، 

 ʹGCGTACGTTGTAATGTGTTG 3 ʹ5)آغازگر مستقیم( و 

 rolB AGTTCAAGTCGGCTTTAGGC )آغازگر معکوس( و

 TCCACGATTTCAACCAGTAG ʹ5 )آغازگر مستقیم( و ʹ5 ʹ3

 )آغازگر معکوس( . ʹ3

 95شامل یک چرخه واسرشت سازی اولیه در دمای  PCRاکنش و

درجه به مدت یک  94دقیقه، واسرشت در دمای  5درجه به مدت 

درجه به مدت یک دقیقه،  57دقیقه، اتصال آغازگرها در دمای 

ثانیه و  30دقیقه و درجه به مدت یک  72گسترش در دمای 

دقیقه بود. واکنش  5درجه به مدت  72گسترش نهایی در دمای 

PCR  .های نواردر دستگاه ترموسایکلر انجام شدDNA  پس از

درصد در دستگاه ژل داک پس از  8/0الکتروفورز در ژل آگارز 

 دقیقه قابل مشاهده است. 90تا  60گذشت 

 های زراعی:بررسی

 طول ریشه

روز بعد از شروع رشد گیاه در  40ها وی رشد ریشهبر اساس الگ

 گیری شد.کش اندازهگلخانه طول ریشه با خط

 حجم ریشه

حجم معینی آب درون مزون ریخته و ریشه گیاه شاهد و تراریخته 

هر کدام مجزا درون مزون قرار گرفت و بر اساس مقدار بالا آمدن 

 . آب در مزون حجم ریشه بر حسب مترمکعب محاسبه شد

 سطح ریشه

  هاشواد و روم
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 (Alizade, 1384)دست آمد: از فرمول زیر به

 
 های فیتوشیمیاییبررسی

 استخراج عصاره آنزیمی و پروتئینی:

با  (Gapińska Skłodowska et al. 2008) از روش پیشنهادی

اندکی تغییرات جهت استخراج عصاره استفاده شد. این عصاره 

پراکسیداز،  ز، گایاکولهای کاتالاگیری فعالیت آنزیمبرای اندازه

 قرار استفاده مورد کل همچنین پروتئین و پراکُسیداز آسکوربات

 گرفت.  

 گیری پروتئین:اندازه

استفاده شد.  (Bradford 1976) گیری پروتئین از روشبرای اندازه

جهت رسم منحنی استاندارد پروتئین از آلبومین سرم گاوی رقیق 

، 60، 50، 40، 30، 20، 10، رصفمقطر به مقدارهای شده با آب

 .میکرولیتر استفاده شد 80، 70

 :گیری فعالیت آنزیم کاتالازاندازه

در طول موج  2O2Hبا کاهش مقدار  (CAT) فعالیت آنزیم کاتالاز

. مخلوط واکنش شامل (Aebi 1983) گیری شدنانومتر اندازه 240

اکسید مولار پر میلی 15و  pH=7مولار بافر فسفات با میلی 50

مخلوط  لیترمیلی یک واکنش با اضافه نمودن هیدروژن بود.

 یک و نیماره آنزیمی در حجم نهایی صمیکرولیتر ع 50واکنش و 

نانومتر  240موج  لدر طو بییرات جذغورت گرفت تلیتر صمیلی

یت عالرائت و فقثانیه  60مدت  هپکتروفتومتر بتگاه اسیله دسوس به

 (Mm-1 cm-1 39/4) تفاده از ضریب خاموشیسز با الاآنزیم کاتا

ثبـت و  بر دقیقه گرم پروتئینصورت واحد بر میلی و بـه صمشخ

 (.Nicholls and Schonbaum 1963) .گزارش شد

 دست آمد. میزان فعالیت آنزیم کاتالاز طبق فرمول زیر به

  

 

A2مول آنزیم : فعالیت ویژه آنزیم بر اساس میکروO2H  تجزیه

 لیتر عصاره پروتئینشده در یک دقیقه و در یک میلی

ɛضریب خاموشی پراکسید هیدروژن : 

tمدت زمان واکنش آنزیم بر حسب ثانیه : 

ΔA240واکنش پایان و شروع در نانومتر 240 در بجذ : تفاضل 

df فاکتور رقت :(df=50) 

 مولار به میکرومولار = تبدیل میلی1000

 لیتری انجام شد. میلی 5/1ت : واکنش در کوو5/1

 سپس فرمول زیر محاسبه شد: 

 
B مول تجزیه شده در یک = فعالیت ویژه آنزیم بر حسب میکرو

 گرم پروتئین. دقیقه و در یک میلی

C لیترگرم بر میلی= غلظت پروتئین بر حسب میلی(mg/ml) . 

 :پراکسیداز آسکوربات آنزیم گیری فعالیتاندازه

گیری فعالیت آنزیم آسکوربات برای اندازهمخلوط واکنش 

 5/0مولار، اسید آسکوربیک میلی 50پراکسیداز شامل بافر فسفات 

مولار میلی EDTA 1/0مولار، میلی 15/0مولار، آب اکسیژنه میلی

لیتر لیتری به میزان یک میلیمیلی 5/1باشد. درون کووت می

خته و با قرار میکرولیتر عصاره آنزیمی ری 50مخلوط واکنش و 

دادن در دستگاه اسپکتروفتومتری فعالیت آنزیم مورد نظر با 

ثانیه در  60در مدت زمان ( cm 1-Mm 8/2-1) ضریب خاموشی

 .(Nakano and Asada 1981) نانومتر ثبت شد 290طول موج 

  
 سپس فرمول زیر محاسبه شد. 

 
 

B تجزیه شده در یک مول = فعالیت ویژه آنزیم بر حسب میکرو

 گرم پروتئین. دقیقه و در یک میلی

C لیترگرم بر میلی= غلظت پروتئین بر حسب میلی (mg/ml.) 

 گیری فعالیت آنزیم گایاکول پراکسیدازاندازه

 50گیری فعالیت این آنزیم شامل مخلوط واکنش برای اندازه

ت. در مولار گایاکول اسمیلی 13مولار بافر فسفات پتاسیم و میلی

میکرولیتر عصاره  33کووت دستگاه اسپکتروفتومتری مقدار 

میکرولیتر پراکسید  5/2آنزیمی، یک میکرولیتر مخلوط واکنش 

شود. با قرار دادن کووت در مولار ریخته میمیلی 5هیدروژن 

ثانیه در  60دستگاه اسپکتروفتومتری فعالیت این آنزیم در مدت 

 (cm 1-Mm 6/26-1) اموشینانومتر با ضریب خ 470طول موج 

سپس فرمول زیر (. Chance and Maehly 1955) گیری شداندازه

 محاسبه شد. 
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B مول تجزیه شده در یک = فعالیت ویژه آنزیم بر حسب میکرو

 گرم پروتئین. دقیقه و در یک میلی

C لیترگرم بر میلی= غلظت پروتئین بر حسب میلی (mg/ml.) 

 خراج عصاره فنول و فلاونوئید است

لیتر میلی 5های مویین را در گرم از نمونه پودر شده ریشهمیلی 50

کنیم. مخلوط حاصل به مدت حلال متانول تقطیر شده مخلوط می

یک ساعت در دستگاه التراسونیک تحت عمل استخراج قرار 

دور در  4400دقیقه با  20تا  15گرفت. سپس سانتریفوژ به مدت 

 لاونوئیدیقه انجام شد. محلول رویی برای سنجش فنول و فدق

 استفاده شد. 

 گیری میزان فنل کل:اندازه

های مختلف گالیک اسید )سه میکرولیتر غلظت 25در هر چاهک 

 100درصد و  10میکرولیتر فولین  125تکرار( ریخته و سپس 

درصد تزریق شد. پلیت پس از  5/7میکرولیتر سدیم کربنات 

ه شدن در فویل روی شیکر قرار گرفت و یک ساعت و پوشاند

نانومتر قرائت  760ریدر با طول موج  انیم بعد در دستگاه الایز

 شد. نمودار کالیبراسیون در اکسل رسم شد. 

درصد رقیق  5/7 کربنات سدیم و درصد 10 فولین هایلمحلو

 فولین)کل تهیه شد  لفن میزان گیریاندازه مقطر برایشده با آب

. درون هر (شود نگهداری نور از دور باید سازیرقیق از پس

میکرولیتر  125میکرولیتر عصاره،  25چاهک از هر نمونه مقدار 

میکرولیتر محلول سدیم کربنات )سه تکرار(  100محلول فولین و 

شده و روی شیکر به مدت یک  فویل پوشانده با ریخته شد. پلیت

نانومتر با  765طول موج ساعت و نیم قرار داده شد، سپس در 

(. میزان Kamtekar et al. 2014) ریدر قرائت شد ادستگاه الایز

 y= bx+aگر فولین طبق معادله ل کل بر اساس واکنشمحتوی فن

 دست آمد. به

Yهاهای خوانده شده از نمونه= جذب 

Xغلظت = 

 :گیری میزان فلاونوئید کلاندازه

های مختلف وئید از غلظتجهت ترسیم منحنی کالیبراسیون فلاون

( استفاده گرم بر لیترمیلی 500، 250، 100، 50، 25، 10روتین )

 100میکرولیتر روتین،  25شد. درون هر چاهک پلیت مقدار 

درصد در  5میکرولیتر سدیم نیتریت  5/7میکرولیتر آب مقطر و 

میکرولیتر آلومینیوم  5/7سه تکرار ریخته شد. شش دقیقه بعد 

میکرولیتر سدیم هیدروکسید چهار درصد  100رصد، د 10کلرید 

ها اضافه شد. پلیت را با فویل مقطر به چاهکمیکرولیتر آب 10و 

 15دقیقه روی شیکر قرار گرفت.  3پوشانده و پس از گذشت 

نانومتر با دستگاه  510ها در طول موج دقیقه بعد جذب محلول

 گیری شد. الایزا ریدر اندازه

های خوانده برابر با مقدار جذب yکه در آن  y= bx+aطبق معادله 

ها است، نمودار همقدار غلظت نمون xها و شده از نمونه

 کالیبراسیون در اکسل رسم شد. 

میکرولیتر آب  100میکرولیتر از عصاره،  25برای هر نمونه مقدار 

ها میکرولیتر سدیم نیتریت پنج درصد درون چاهک 5/7مقطر، 

میکرولیتر آلومینیوم کلرید  5/7دقیقه  6گذشت ریخته شد. پس از 

 10میکرولیتر سدیم هیدروکسید چهار درصد و  100درصد و  10

مقطر درون هر چاهک اضافه شد. پلیت توسط فویل میکرولیتر آب

دقیقه درون شیکر قرار گرفت. بعد  3آلومینیومی پوشانده و پس از 

ومتر با دستگاه نان 510ها در طول موج دقیقه جذب محلول 15از 

 .(Kamtekar et al. 2014) الایزا ریدر انجام شد

 آنالیز آماری:

اجرا شد. آنالیز  با سه تکرار آزمایش در قالب طرح کاملاً تصادفی

ها و ها، مقایسه میانگین دادهها شامل تجزیه واریانس دادهداده

 SPSSافزار ها )همبستگی پیرسون( با استفاده از نرمهمبستگی داده

ver 22 افزار انجام شد. ترسیم نمودارها با استفاده از نرمExcel 

 انجام شد.  
 

در بسیاری از گیاهان  روش تراریختی بدون استفاده از کشت بافت

منظور کاهش زمان تولید ریشه مویین در مقیاس زیاد و عدم به

آمیز بوده های کشت بافت، اجرا شده و موفقیتکارگیری روشبه

 .Estrada-Navarrete G et al. 2006; Vieweg MF et alاست )

2004; Chen et al. 2019; Mortensen et al. 2019; Hu et al. 

2019; Amined et al. 2019 روز پس از  15( در این تحقیق

سازی گیاه در محل گره اول از طریق زخم ایجاد شده، ریشه آلوده

  نتایج
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گیاه از محل ریشه مویین مویین ظاهر شد و یک ماه و نیم بعد 

ها جدا و سازگاری برای گیاه در شرایط بعد از رشد کافی ریشه

درصد(  70تا  65گراد و رطوبت درجه سانتی 25گلخانه )دمای 

(. تأیید 1ایجاد شد و ریشه مویین در حجم زیاد تولید شد )شکل 

(. نتایج تجزیه 2های مویین انجام شد )شکل تراریختی ریشه

( 1گیری شده در )جدول ها برای صفات اندازهادهواریانس د

آورده شده است. بر اساس نتایج تجزیه واریانس گیاهان تراریخته 

و شاهد از لحاظ صفات زراعی مانند طول ریشه، حجم ریشه، 

داری را نشان دادند. از لحاظ میزان مساحت ریشه اختلاف معنی

ایج مقایسه میانگین دار بود. نتها معنیفلاونوئید نیز اختلاف آن

انجام شد  tصفات بین دو گروه گیاهان شاهد و تراریخته با آزمون 

 ( آمده است.3که نتایج آن در )شکل 

  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
سازی ید گیاهچه ب: آمادهالف: تول تراریختی بدون استفاده از کشت بافتبا روش  (Withania somnifera)مراحل تولید ریشه مویین در گیاه جنسینگ هندی  -1شکل 

 پ: ریشه مویین ظاهر شده بعد از تلقیح ت: ریشه مویین رشد یافته ج: گیاهچه رشد یافته چ: ریشه مویین ح: ریشه گیاه شاهد A4باکتری اگروباکتریوم رایزوژنز سویه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
های با رول تراریختی بدون استفاده از کشت بافتبا روش  (Withania somnifera)های جنسینگ هندی ریشه مویین حاصل از تلقیح گیاهچهتأیید تراریختی  -2شکل 

 باز(جفت 3000-100)سایز مارکر آ، بی، سی. کنترل منفی گیاه غیر ترایخت در نظر گرفته شده است. 
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 Withania)ده از کشت بافت در گیاه جنسینگ هندی نتایج تجزیه واریانس صفات مورد مطالعه در ریشه مویین حاصل از روش تراریختی بدون استفا -1جدول 

somnifera) 
درجه  منابع تغییر

 آزادی

طول 

ریشه 

)سانتی 

 متر(

حجم ریشه 

 )مترمکعب(

مساحت 

ریشه)سانتی 

 مترمربع(

پروتئین 

)میلی گرم بر 

 میلی لیتر(

آنزیم کاتالاز 

)واحد بر 

گرم میلی

پروتئین بر 

 دقیقه(

آنزیم گایاکول 

پراکسیداز)واحد 

گرم بر میلی

پروتئین بر 

 دقیقه(

آنزیم آسکوربات 

پراکسیداز)واحد 

گرم بر میلی

پروتئین بر 

 دقیقه(

 میزان فنل

)میلی گرم 

گالیک اسید 

بر گرم وزن 

 خشک ریشه(

 میزان فلاونوئید

)میلی گرم روتین بر 

گرم وزن خشک 

 ریشه(

 ns359/36 **352/4 ns35/1 ns007/0 sn578/39 **66/10416 9/724** 150** 6** 1 ژنوتیپ

 66/341 263/26 514/0 33/9 045/0 451/22 65/14 5/2 250/0 4 خطا

 6/14 8/10 9/27 9/17 7/11 4/18 95/6 5/10 03/3 5 ضریب تغییرات

 

 

ر ریشه مویین حاصل از روش تراریختی بدون استفاده از کشت بافت در گیاه بین گیاهان شاهد و تراریخته د tبا آزمون صفات مورد مطالعه نتایج مقایسه میانگین  -3شکل 

 (Withania somnifera)دارویی جنسینگ هندی 
lمتر( : طول ریشه )سانتیv )حجم ریشه )مترمکعب :sمترمربع( : مساحت ریشه )سانتیcatگرم پروتئین بر دقیقه( : آنزیم کاتالاز )واحد بر میلیgpxگرم پروتئین بر دقیقه( )واحد بر میلی پراکسیداز : آنزیم گایاکول

Apxگرم پروتئین بر دقیقه( : آنزیم آسکوربات پراکسیداز )واحد بر میلیproگرم بر میلی لیتر( : پروتئین )میلیpheگرم گالیک اسید بر گرم وزن خشک ریشه( )میلی : میزان فنلflovگرم : میزان فلاونوئید )میلی

 : گیاه تراریخته transgenic: گیاه شاهد controlخشک ریشه( روتین بر گرم وزن 

 

 تراریختی بدون استفاده از کشت بافت روشبا استفاده از  (Withania somnifera)نتایج همبستگی بین صفات مورد مطالعه در گیاه جنسینگ هندی  -2جدول 

 
 
 
  

 ریشه طول

 (متر سانتی)

حجم ریشه 

 )مترمکعب(

مساحت 

ریشه)سانتی 

 ترمربع(م

آنزیم کاتالاز 

)واحد بر میلی 

گرم پروتئین بر 

 دقیقه(

آنزیم آسکوربات 

پراکسیداز)واحد 

بر میلی گرم 

پروتئین بر 

 دقیقه(

آنزیم گایاکول 

پراکسیداز)واحد 

بر میلی گرم 

پروتئین بر 

 دقیقه(

پروتئین )میلی 

گرم بر میلی 

 لیتر(

 میزان فنل

)میلی گرم 

گالیک اسید بر 

گرم وزن 

 یشه(خشک ر

 میزان فلاونوئید

)میلی گرم 

روتین بر گرم 

وزن خشک 

 ریشه(

(متر سانتی) ریشه طول  1/00 
        

 1/00 **0/986 حجم ریشه )مترمکعب(
       

 1/00 **0/999 **0/987 مساحت ریشه)سانتی مترمربع(
      

آنزیم کاتالاز )واحد بر میلی 

 گرم پروتئین بر دقیقه(
-0/914* -0/955** -0/945** 1/00 

     

آنزیم آسکوربات 

پراکسیداز)واحد بر میلی گرم 

 پروتئین بر دقیقه(
-0/04 -0/01 -0/04 -0/22 1/00 

    

آنزیم گایاکول پراکسیداز)واحد 

 بر میلی گرم پروتئین بر دقیقه(
-0/58 -0/58 -0/56 0/67 -0/52 1/00 
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پروتئین )واحد بر میلی گرم 

 پروتئین بر دقیقه(
0/60 0/60 0/58 -0/68 0/47 -0/997** 1/00 

  

 میزان فنل

)میلی گرم گالیک اسید بر گرم 

 وزن خشک ریشه(
-0/28 -0/38 -0/38 0/37 0/34 -0/41 0/38 1/00 

 

 میزان فلاونوئید

)میلی گرم روتین بر گرم وزن 

 خشک ریشه(

-0/897* -0/925** -0/929** 0/859* 0/27 0/26 -0/29 0/66 1/00 

 

ایج مقایسه میانگین صفات مورد مطالعه نشان داد که گیاهان نت

تراریخته نسبت به شاهد از لحاظ طول ریشه، حجم ریشه، 

مساحت ریشه، میزان فنل، فلاونوئید و آنزیم کاتالاز تفاوت نشان 

 دادند.

( آمده 2نتایج همبستگی بین صفات مورد مطالعه در )جدول 

ین میزان فلاونوئید با حجم دست آمده باست. بر اساس نتایج به

ریشه و مساحت ریشه و مساحت ریشه با طول و حجم ریشه و 

دار بر آنزیم کاتالاز با حجم و مساحت ریشه همبستگی معنی

 های این مقاله وجود دارد.اساس یافته

  

یک ابزار ارزشمند  تراریختی بدون استفاده از کشت بافتروش 

طور کامل از به . این روشه استدر پیشرفت رشد گیاه تراریخت

طور قابل توجهی به به واستفاده از مراحل کشت بافت جلوگیری 

 (.Karthik et al. 2020) کندزمینه بیوتکنولوژی گیاهی کمک می

دلیل صریح بودن، قابلیت در طول دهه گذشته، این روش به

ن ای در بیصرفه بودن، شناخت و تأیید گستردهاطمینان و مقرون به

تراریختی بدون استفاده از روش  .دست آورده استمحققان به

 یاست که برا شرفتهیپ یکیوتکنولوژیب کردیرو کی کشت بافت

اهداف مختلف، از جمله  یبرا اهانیبه گ یخارج یهاژن یمعرف

 یو محتوا یوربهره ،یماریمانند مقاومت به ب ییهایژگیو شیافزا

 یکیروش شامل اصلاح ژنت نی. اشودیاستفاده م ییایمیتوشیف

 یهایژگیبا و ختهیترار اهانیگ جادیا یبرا یاهیگ یهاسلول

دلیل وجود به یگیاه دارویی جنسینگ هند باشد.یمطلوب م

های دارویی آن اهمیت ترکیب فعال ویتانولید و بسیاری از ویژگی

. در تحقیق انجام شده با روش مذکور گیاهان قابل توجهی دارد

روش  قیاز طر تولید شده ختهیترار اهانیگلید شد. تراریخته تو

رشد و  یالگوها تراریختی بدون استفاده از کشت بافت

خود نشان  گیاهان شاهد ازبا  سهیرا در مقا افتهی رییتغ یمورفولوژ

مانند ارتفاع بوته،  یممکن است بر عوامل راتییتغ نی. ادادند

 بگذارد. ریرد تأثعملک لیو پتانس اهیگ یاندازه برگ و بر رشد کل

برابر(، حجم  12/1گیاهان تراریخته نسبت به شاهد طول ریشه )

برابر( بالاتری را نشان  49/1برابر(، مساحت ریشه ) 2ریشه )

توانند یمحققان م ،ییایمیتوشیف لیو تحل هیتجز قیاز طردادند. 

 ختهیترار اهانیموجود در گ یدیکل یستیفعال ز باتیترک

تراریختی بدون استفاده از روش  قیاز طر را که یهند نگینسیج

و  هیتجز نیکنند. ا نییو تع ییاند، شناساافتهیتوسعه کشت بافت 

 زا یناش ییایمیتوشیف بیدر ترک رییهرگونه تغ یابیبه ارز لیتحل

 یایرا در مورد مزا هاییرویکردکند و یکمک م یکیژنت راتییتغ

مطالعات  دهد.یمارائه  افتهی رییتغ یهالیپروفا نیبالقوه ا

 ،گیاهان شاهدو  ختهیترار یهند گجنسین اهانیگ نیب یاسهیمقا

و  ییایمیتوشیف یها را در محتواسازد تا تفاوت یمحققان را قادر م

 یستیفعال ز باتیسطوح ترک سهیکنند. با مقا یابیآن ارز بیترک

را بر مشخصات  یکیاصلاح ژنت ریتوانند تأثیمحققان م

آن  ییخواص دارو یبالقوه برا یامدهایو پ هایگ ییایمیتوشیف

 صورتبهده هیدروژن دهن وانعنترکیبات فنلی به کنند. یابیارز

 Zhang and Tasco) دآینیثر به شمار مؤیدان میک آنتی اکس

 اهانیدارند و به گ یکروبیضد م تیخاص دهایفلاونوئ(. 2016

ها ها و قارچیکترزا مانند بایماریکنند در برابر عوامل بیکمک م

میزان فلاونوئید در این تحقیق در گیاهان تراریخته با  دفاع کنند.

داری طور معنیروش تراریختی بدون استفاده از کشت بافت به

فعالیت هیدروژن پراکسیداز با نسبت به شاهد کاهش نشان داد. 

ز، آسکوربات و پراکسیداز گیاه همراه است لاافزایش فعالیت کاتا

ها درمجموع غلظت هیدروژن فعالیت این آنزیم فزایشبا او 

  بحث
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کاتالاز یکی  (.Kumar et al. 2012شود )کم می پراکسید در گیاه

های آزاد زدایی رادیکالهایی است که در فرایند سماز آنزیم

شرکت دارد و پراکسیدهیدروژن را به آب و اکسیژن تبدیل 

ز برای غلبه بر افزایش کند. احتمالاً افزایش فعالیت آنزیم کاتالامی

های فعال پراکسیدهیدروژن است که به سیستم مهارکنندۀ گونه

کردن آثار نامطلوب آن در پایداری برای خنثی (ROS) اکسیژن

قابل ذکر است که روش (. Nasibi 2010د )غشای سلولی نیاز دار

آنزیم کاهش فعالیت  تراریختی بدون استفاده از کشت بافت

گیاهان شاهد ان تراریخته تولید شده در مقایسه با در گیاه کاتالاز

ر این تحقیق با تلقیح گیاه با باکتری و بررسی د .نشان داد را

های آزاد زیاد تولید نشدند و های آنتی اکسیدانتی رادیکالآنزیم

ها در گیاهان شاهد نسبت به تراریخته بیشتر بود. فعالیت این آنزیم

توان بدون ایجاد تنش در گیاه می های این پژوهشبر اساس یافته

با این روش گیاهان تراریخت تولید نمود که بدون نیاز به پروسه 

کشت بافت در زمان کمتری بتوانیم حجم زیادی ریشه برای 

 یبررس جه،یدر نتاستحصال ماده مؤثره مورد نظر داشته باشیم. 

 نسنگیج ختهیترار اهانیگ ییایمیتوشیو ف یزراع یهایژگیو

 تراریختی بدون استفاده از کشت بافتبا استفاده از روش  یهند

 یکشاورز یوربهره شیافزا یرا برا یادوارکنندهیام یاندازهاچشم

همبستگی  .کندیآشکار م دیجد یدرمان یهابرنامه ییو بازگشا

بین صفات مورد مطالعه نشان داد آنزیم کاتالاز و مقدار فلاونوئید 

شه و مساحت ریشه همبستگی با صفات طول ریشه، حجم ری

مطالعه راه را  نیشده در اارائه یهاافتهیدار دارند. مثبت و معنی

از  یریگدر بهره ندهیآ یقاتیتحق یها و کاربردهاروش یبرا

و سلامت  یبهبود کشاورز یبرا Withania somnifera لیپتانس

 در تحقیقات آینده در این گیاه مقدار ماده. کندیانسان هموار م

مؤثره ویتانولید در گیاهان شاهد با گیاهان تراریخته حاصل از 

های مختلف روش تراریختی بدون استفاده از کشت بافت با روش

شود مورد بررسی قرار پیشنهاد می HPLCکروماتوگرافی مانند 

 گیرد.  

 سپاسگزاری

از دانشکده فناوری کشاورزی ابوریحان دانشگاه تهران و 

ویی دانشگاه شهید بهشتی که امکانات لازم پژوهشکده گیاهان دار

برای انجام این پروژه را در اختیار گذاشتند تشکر و قدردانی 
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