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 Agrobacterium rhizogense  توسطAtropa belladonna  شابیزكاهیون گیترانسفورماس

  
  5علی اصغر نصراله نژاد قمی ،4، سید علی رضا موسوي3 و 2، دانیال کهریزي1بتول زارعی

  

 . دانش آموخته کارشناسی ارشد اصلاح نباتات دانشگاه رازي-1

  . دانشیار اصلاح نباتات دانشگاه رازي-2
  .، دانشگاه رازيوه پژوهشی بیوتکنولوژي مقاومت به خشکی گر-3
  . مربی دانشگاه ایلام-4
  .دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان استادیار -5

  
  6/6/1391: ، تاریخ پذیرش24/3/1391: تاریخ دریافت

  
  

  دهیچک
اه ین گیا.  باشدیه م خانواده سولاناسییاهان داروین گی از مهمتریکی (Atropa belladonna) زكیشاب

ق حاضر یتحق.  شوندیوسنتز میشه ها بیشتر درریدها بین آلکالوئیا.  استی تروپانيدهای منابع آلکالوئيحاو
ه ین منظور از سوی ايبرا. زك به روش انتقال ژن انجام شدیاب شیی مويشه هایش ریبه منظور افزا

 يوم دارایون آگروباکتری ساقه  با سوسپانسيزنمونه هایابتدا ر. استفاه شد) AR 15843( زوژنزیوم رایآگروباکتر
 MS ،KIN mg/l 3MS + ، B5،  KIN(ب یم از پنج ترکی مستقییسپس جهت باززا. ح شدندیتلق rolBژن 

mg/l 12 MS+  وmg/l KIN5 B5 + (نتایج تجزیه .  در سه تکرار استفاده شدیدر قالب طرح کاملاٌ تصادف
. باشد دارا میم از نوساقه رای مستقیین باززایشتری بKIN mg/l 12+ MS ینسطح هورمو نشان داد که آماري

 یر بخشی تکث و)ختیاهچه تراری از گییشه مویمشاهده ر (یپی فنوتوشخت از دو ریاهان تراریز گی آناليبرا
  .استفاده شد )PCRبه روش ( rolBاز ژن 
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  مقدمه
 ي برایین منبع داروی مهمترییاهان دارویگ

طبق برآورد سازمان .  باشندی مياکثر جوامع بشر
 در ی جوامع انسان%80ش از ی بیبهداشت جهان

 ي مراقبت هاي در حال توسعه برايکشورها
 و ییاهان داروی به گیه به طور سنتی اولیبهداشت

 ;Vines, 2004( ارندل دی تمایعیدات طبیتول

Canter et al, 2005 (ي برايوتکنولوژیابزار ب 
 از یاتی حي هاپیر و حفظ ژنوتیتکث انتخاب،

ط ی در شراییباززا.  مهم هستندییاهان دارویگ
د ی تولي برایل شگرفی پتانسي دارايشه ایدرون ش

 Tripathi and (استت بالا یفی با کییاهان دارویگ

Jaindra, 2003( .مواد ي حاویی دارواهانیگ 
 ی با چاشنیی مصارف دارويد برای مفییایمیش
شبو کننده و معطر هستند ومواد خ ،یی غذايها
)Mulabagal and Tsay, 2004 .(از روش یکی 

وم ی آگروباکتر انتقال به واسطه انتقال ژن،يها
 يشه هاید ری باشد که سبب تولیزوژنز میرا

  . )Tzfira and Vitaly, 2006(  شودین میموئ
شابیزك گیاهی است پایا و به ارتفاع یک تا 
یک و نیم متر می باشد که داراي ریشه هایی 
دراز، منشعب، ضخیم، گوشتدار و به رنگ حنائی 
است ساقه آن استوانه اي، پوشیده از تار و در 

انتها داراي تقسیمات دوتایی  یا سه تایی است  
ه و قسمت مورد استفاده این گیاه برگ، ریشه، میو

  ).Rothe and Drager, 2002( دانه آن است
 تا 40طول ریشه به (به علت گسترش زیاد ریشه 

، براي کشت شابیزك باید ) سانتی متر می رسد60
. از زمین هایی با خاك زراعی عمیق  استفاده نمود

شابیزك در طول رویش به شرایط آب هوایِی 
 این گیاه در. مرطوب و آب  فراوان نیاز دارد

از این رو، . مناطق خشک به کندي رشد می کند
کاشت شابیزك در شرایط مرطوب در مناطقی که 
رطوبت هوا زیاد باشد، موفقیت آمیز خواهد بود 
خاکهاي مناسب براي کاشت و تکثیر شابیزك، 
خاکهاي شنی غنی از ترکیبات کلسیم دار و 
خاکهایی که حاوي مقادیر فراوان مواد و ترکیبات 

  .)Hornok, 1987( ی باشندهوموسی  م
 شابیزك بر روي سلسله اعصاب تاثیر کرده

از شابیزك . دارد آرام کننده و ضد تشنج ات اثرو
در درمان بیماریهاي مختلف مانند آسم، سیاه 
سرفه، سرع، دفع غیر عادي ادرار، سرعت انزال، 
دردهاي معدي، یبوست هاي مقاوم، دردهاي 

ت دارا بودن به عل(آپاندیسیت، دریا گرفتگی 
، سر گیجه، قولنج هاي کبدي و کلیوي، )آتروپین

ترشح فراوان عرق، عرق شبانه مسلولین و در 
. بسیاري موارد دیگر استفاده به عمل می آید

هیوسیامین قادر است انقباضاتی را که در اثر بکار 
ها ایجاد  یدهاي ملین در رودهکوزبردن گلو

 برطرف نهاآشود بدون کم کردن اثر مسهلی  می
 تمین مشابه هیوسیامین اسولاپاثر اسکو. نماید

باشد  موثرتر میولی روي مراکز عصبی 
)(Oksman et al., 1991  

  سولاناسه وي از خانواده یاهیزك گیبشا
  ی تروپانيدهای از آلکالوئیکی باشد که یله مکسای

 مواد موثر .را دارا می باشدن یامیوسی هبه ناممهم 
 ید میشه ها تولی راه درین گی اییدارو
 ي باکتر.)Rothe and Drager, 2002(شود
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 يشه های ريماریزوژنز عامل بیوم رایآگروباکتر
 از ياهان دو لپه و تعداد محدودی در گییمو
د بزرگ موجود یپلاسم.  شودیاهان تک لپه میگ

 ی ها به نواحين باکتریبا اتصال ا ،Riمدر آن به نا
 خود که يزایماریقسمت ب زبان،یاهان می گیزخم

T-DNA نام دارد)Sosa Alderete et al., 2009( 
به را  است rol A,B,C ي ژنهايرنده یو در بر گ

ند و باعث ی نمایزبان منتقل می مياخته هایژنوم 
شه ها ین ری شود و ای مییش مواد موثر دارویافزا

ت بروز یر کرده و قابلیی تغیکیبه صورت ژنت
 را هستند را به نسل بعد دايشه ایصفت ر

)Tzfira and Vitaly, 2006(. ن مواد موثر یا
ستم ی سيبر رو...) ن وین و آتروپیوستامیه(

 یر میتاث...رهی چشم و غ، قلب،کی پاراسمپاتیعصب
 1987سال . )Rothe and Drager, 2002( گذارند

 ییاهان دارویک گی متابولیقات مهندسین تحقیاول
 .م داده اند انجای تروپانيدهای آلکالوئيرا بر رو

 لاز را ازیدروکسی بتا ه6ن یوسامیک ژن هیآنها 

Hyoacyamus  به Atropa belodonna منتقل 
ل ی از تبديخت، سطح بالاتریاهان تراریگ .نمودند

 ییب دارویک ترکین که یولامین به اسکویوسامیه
  مهمتر است را نشان دادند

Jung and Tepfer, 1987)(. ق ین تحقیهدف از ا
جهت ن در ی موئيشه هایستم کشت ری سیمعرف

 و انتقال ژن یاهیه گی ثانويت های متابولمهندسی
rol Bزك و اثبات حضور ژن در یباه شای به گ

 با استفاده از (DNA و در سطح یپیسطح فنوت
PCR( بود.  

  

  مواد و روش ها
  یاهیمواد گ

از باغ ) آتروپا( زكین مطالعه بذور شابیدر ا
 کشور تهیه ا و مراتع سازمان جنگلهیاه شناسیگ

قه ی دق12زك به مدت یز شابی ر بذور نسبتاٌ.گردید
 ی  ضد عفون)%5/1  (مید سدیپوکلریدر محلول ه

 گرم 20 با غلظت قند( MSط یسپس به مح. شدند
م یتنظ 8/5 يط روی محpH آگار که% 8تر و یدر ل

 گراد ی درجه سانت120قه در ی دق20و به مدت 
 روز 35پس از  .ند منتقل شد)دیاتوکلاو گرد

  .ند شدتولیدل ی استرياهچه هایگ
  

    تلقیحوتهیه باکتري 
   ومیه آگروباکتریق از سوین تحقیادر 

) 15834 AR ( ت مدرسیدانشگاه تربتهیه شده از ،
 میلی 5در داخل هر فالکون استریل، . استفاده شد

  ریخته شد و به هر یکLBلیتر محیط کشت مایع 
 μl 10استوك باکتري و  μl300 ریفامیسین اضافه 

فالکون هاي محیط کشت حاوي باکتري . گردید
 و در داخل C° 27در شرایط تاریکی، در دماي 
 نگهداري rpm 120شیکر چرخشی با سرعت 

 ساعت با استفاده از دستگاه 48پس از . شدند
اسپکتروفتومتر غلظت باکتري ها در محیط کشت 

. د بوμg/ml  2- 8/1 مشخص گردید که برابر
 μl120براي انجام تلقیح از سرنگ آزمایشگاهی 

 محفظه سرنگ از کشت مایع. استریل استفاده شد
پر شد و سپس با استفاده از )  ساعته باکتري48(

 سوزن بسیار نازك سرنگ، زخم بسیار ریزي در
ایجاد شد و قطره بسیار ریز نمونه هاي ساقه 
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کوچکی از کشت باکتري در ناحیه زخم تلقیح 
ریز نمونه هاي تلقیح شده روي کاغذ . گردید

صافی گذاشته شد تا باکتري هاي اضافی بر روي 
به ها کاغذ صافی باقی بمانند، آنگاه ریزنمونه 

پس از .  منتقل گردیدندB5  وMS محیط کشت 
درزگیري ظروف کشت با پارافیلم، کشت ها در 

) تاریکی: نور (8:16 و فتوپریود C° 25 دماي 
ح یتلق ساعت 48 پس از  .نگهداري شدند

ز نمونه ها به ی، سپس ريبا باکتر ساقه ي زنمونهیر
 ی آنتmg/L300  يط کشت مورد نظر  حاویمح

، نیسی کاناماmg/L 100  ومیسکک سفوتایوتیب
ک مرتبه ی روز 10ز نمونه ها هر ی ر.منتقل شدند

 يبرا . شدندی مشابه واکشت م کشتطیبه مح
 منتقل ییزازتلف با مخيط های به محییزاباز

ق، از طرح ین قسمت از تحقی ايکه برا .دندیگرد
، MS( پنج تیمار  با سه تکرار ویکاملاً تصادف

KIN mg/l 3MS +  ،B5،  KIN mg/l 12 MS+ 

 براي مقایسه .استفاده شد) + mg/l KIN5 B5و  
 نرمال براي .میانگین از روش دانکن استفاده شد

 استفاده Arc sin√x تبدیل داده کردن مشاهدات از
ن یانگیسه میانس و مقایه واری تجزيبرا .گردید

  . استفاده شدSASداده ها از نرم افزار 
  
 به روش یی شدهاهان باززای گیختید ترارییتا

PCR  
ــا PCR بخــش ازن یــدر ا ــومDNA ب  ی ژن

اه ی گي برگهااز) CTABبه روش     (استخراج شده   
 به طـور  rol Bاز ژن  یر بخشی تکثيخت برایترار
بـا     PCRبا انجام واکنش .  استفاده شدیتصاصاخ

ــا ــتفاده از آغازگرهــــ ــصاصیی اســــ ی اختــــ

)GAAGGTGCAAGCTACCTCTC         و 
GCTCTTGCAGTGCTACATTT(  ــار انتظـــ

  .ر شودیتکث pb 430 يرود که قطعه یم
  
  ج و بحثینتا

نـشان داد  ) 1جدول (نتایج تجزیه واریانس  
 بـراي سـاقه دهـی    Kinبـین سـطوح مختلـف     که  

هاي تراریخـت گیـاه شـابیزك اخـتلاف        ریزنمونه  
  .بسیار معنی داري وجود دارد

نتـایج مقایـسه    (2 جـدول   درهمانطور کـه  
 داده شـده اسـت      نـشان     )میانگین به روش دانکن   

 بیــشترین نوســاقه +kin mg/l  12 MS  محــیط
ولــی در غلظتهــاي بــالاتر . دهــی را داشــته اســت

سـه  براي باززایی  . ریزنمونه ها تولید ساقه نکردند    
 -2 نـوع ریـز نمونـه        -1فاکتور کلیدي نقش دارد     

 ,.Wei et al(  شرایط کـشت -3غلظت هورمونی 

2006 .(Feyzi  )2006 ( به منظور باززایی مستقیم
گیاه ذرت از ریز نمونه مریستم سـاقه، از سـطوح           

استفاده کردنـد   ) kin ) 0  ،5./  ،1مختلف هورمون   
ر و گزارش دادند که ریز نمونـه مریـستم سـاقه د           

  بیـشترین بـاززایی را   mg/l kin1سطح هورمونی 
بـه   )Wei et al. ) 2006 در پژوهـشی .داشته است

 Plumbagoمنظـــور بـــاززایی مـــستقیم گیـــاه 

zeylanica        از ریزنمونه هیپوکوتیل که با سـویه ي 
4402 LBA         تلقیح شده، از غلظتهاي مختلـف  BA 

استفاده کردند و گزارش شـد در محـیط    NAA و 
mg/l BA 2 و   mg/l NAA 75/0 ــشترین  بی

 Li et   در پژوهشی دیگـر .باززایی را داشته است

al.) 2008 ( به منظور باززایی گیاهSorghastrum 
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nutans  ــاي ــالوس، در غلظتهـ ــه کـ   از ریزنمونـ
استفاده کردند و  )0، 5/0، 1، 2، 5(مختلف کینتین   

   mg/ l kinگزارش دادند که در غلظت هورمـونی  
 Peddaboina. اززایی را داشته اسـت  بیشترین ب5

et al. ) 2006(  به منظور باززایی گیاهCapsicum 

ssp         از ریزنمونه مریستم ساقه، از سیتوکنین هـاي 
ــد ) Zeatin , Kin, BA(مختلــف  اســتفاده کردن

ــده رشــد ــاي را   Kin تنظــیم کنن   mg/lدر غلظته
ــد  4/46 و 2/23، 9/13، 2/9، 6/4 ــار بردن ــه ک  و ب

 ــ ــزارش دادن ــت  گ ــه در غلظ ــشترین 4/46د ک  بی
بـراي  در مجمـوع  البتـه  . بـاززایی را داشـته اسـت   

 بهتـر جـواب داده    Kin نسبت بـه Zeatin باززایی 
ــت ــشی.اس ــراي ) Li et al.) 2003  در پژوه ب

 از ریـز نمونـه      ssp Squashباززایی مستقیم گیـاه     
کوتیلدون استفاده کردند و گـزارش دادنـد کـه در         

 بهتـرین بـاززایی را   mg/l BA 1غلظت هورمونی 
) Thakur et al.) 2005  در پژوهـشی .داشته است

 از Himalayan polar براي باززایی مستقیم گیاه 
که با آگروباکتریوم تومه فشنس     (ریزنمونه دمبرگ   

آنها گـزارش   . ، استفاده کردند  )تلقیح داده شده بود   
 و mg/ l kin   5/1دادنـد کـه سـطح هورمـونی      

IAA 1/0  بنـابراین  . ززایی را داشته است    بهترین با
با توجه به نتایج حاصل از این آزمایش برآورد می      

 مناسب ترین سـیتوکنین بـراي       Kinشود هورمون   

در بررسـی منـابع هـیچ       . باشـد می   شاخساره   ءالقا
ــاقه    ــه س ــر اســتفاده از ریزنمون ــی ب گزارشــی مبن
شابیزك جهت تولید شاخـساره بـه طـور مـستقیم      

  .مشاهده نشده است
  
یید تراریختی گیاهان باززا شده براساس تا

  فنوتیپ
پس از تولید گیاه تراریخت می توان 
مشاهده کرد که ریشه هاي مویی گیاه تراریخت 

) 1(شکل . نسبت به غیر تراریخت بیشتر است
نشان دهنده این است که ژن به گیاه انتقال یافته و 

  .در جاي مناسب خود قرار گرفته است
  

اهان باززا شده بر اساس تأیید تراریختی گی
PCR  

به منظور تأیید ماهیت تراریختی گیاهان 
باززایی شده و اثبات ژن منتقل شده از 

 انجام PCRآگروباکتریوم به ژنوم گیاه، آنالیز 
 به  rolBآزمایشات براي تأیید حضور ژن . گرفت
 انجام گرفت و حضور این ژن را bp 430طول 

 شده را تأیید در ژنوم سلولهاي گیاهان باززایی
  .)2 شکل(کرد 
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  . بر ساقه دهی ریزنمونه هاي تراریخت گیاه شابیزكKin  تجزیه واریانس سطوح مختلف - 1جدول 
Table 1- Analysis of variance for effect of different Kin levels on shoot induction in 
transgenic Atropa belladonna explants    

  راتمنبع تغیی
Source of variation 

  درجه آزادي
Degree of freedom 

  میانگین مربعات
Mean of squares    

 0.437**  4  تیمار

 0.002 10  خطا

   14  کل
4.76% CV=  

 Significant differences (p<0.01) ** اختلاف در سطح احتمال یک درصد : **

  
  گیاه شابیزك ی ریزنمونه هاي تراریخت بر ساقه دهKin مقایسه میانگین سطوح مختلف -2جدول 

Table 2- Mean comparison for effect of different Kin levels on shoot induction in 
transgenic Atropa belladonna explants 

17.00 a Ms+12mg/l kin 
14.22 ab B5+5mg/l kin 
8.11 b Ms+4mg/l kin 
0.00 c Ms 
0.00 c B5 

  . درصد با یکدیگر اختلاف معنی دار ندارند5 که حداقل یک حرف مشترك دارند در سطح احتمال میانگین هایی
Similar letters show that there is no significant difference (p<0.05) 

  

    
B A 

 در گیاه تراریخت القاء. در گیاه شابیزك)  B( و غیر تراریخت) A(  مقایسه ي گیاه تراریخت  - 1 کلش
  .ریشه هاي مویی اتفاق افتاده است

Figure 1- Comparison of transgenic (A) and Non-transgenic (B) plants in Atropa 
belladonna. Induction of capillary roots is occurred in transgenic plants.   
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 کنترل مثبت : Bسایز مارکر،  rolB. :A براي ژن PCR  نتایج حاصل از الکتروفورز محصولات -2شکل 

گیاهان تراریخت : F  ،E،  D،)هاي گیاه غیر تراریختریشه (کنترل منفی :C، )rolBپلاسمید حاوي ژن (
  .احتمالی

Table 2- Electrophoresis of PCR product for rolB gene. A: Size marker, B: 
positive control (the plasmid that is harboring rolB gene), C: negative control 
(non-transformant plant root), D, E, F: putative transgenic plants.  
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Abstract 
Atropa belladonna is one of the most important medicinal plants in Solanaceae family. 

It contains tropani alkaloids that often are synthesised in root. Present study was conducted in 
order to induction of hairy root in A.belladonna using gene transfer via Agrobacterium 
rhizogenes method. The stem explants with Agrobacterium suspensions harbouring rolB gene 
were inoculated. Then, in order to direct regeneration, five compounds (MS, MS + 3 mg/l Kin 
, B5, MS+ 12 mg/l Kin,  B5+ 5 mg/l Kin) ) in a completely randomized design with three 
replications was used. The statistical analysis indicated that among treated hormone, 12 mg /l 
KIN level in MS medium showed the most shoots direct regeneration. Two methods for the 
analysis of transgenic plants, phenotypic (observed in hair roots of transgenic seedlings), gene 
amplification of the rolB (using PCR) was used.  

  
Keyword: Atropa belladonna, Agrobacterium rhizogenese, Transgenic, and Tropane alkaloids  
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