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 تحقیقاتیمقاله 
زوفا  دو گونه اکسیدانی ریشه مویین تراریخت درتأثیر نانوذرات نقره بر رشد و ترکیبات آنتی

(Hyssopus officinalis و H. angustifolius) 
 3عمران اله قاسمی، ولی2تبار، سیدکمال کاظمی*،1، ناصر مهنا1سمیه طایفه

 ایران ، دانشگاه تبریز، تبریز،علوم باغبانی گروه  1
 ، دانشگاه کشاورزی و منابع طبیعی ساری، مازندران، ایرانبیوتكنولوژی و اصلاح نباتاتگروه  2
 ایران ، پژوهشكده ژنتیک دانشگاه کشاورزی و منابع طبیعی دانشگاه ساری، مازندران،بیوتكنولوژی و اصلاح نباتات گروه 3

  چکیده  اطلاعات مقاله
 واژگان:گل

 اکسیدانآنتی
 مویین ریشه
 زوفا

 نانو ذرات نقره

ها، پتانسیل قابل توجهی برای های بیوتكنولوژی مانند کشت ریشه مویین و استفاده از محرکامروزه روش مقدمه: 
هایی مانند ترکیبات فنلی  است که اکسیدانآنتیوگیاهی با مواد مؤثره دارویی ، زوفاهای ثانویه دارند. تولید متابولیت

مطالعه اثر محرک نانوذرات نقره بر  هدف:سرطانی و همچنین کاهش قند خون را دارد. شی، ضدجههای ضدویژگی
های مویین تراریخت در دو گونه زوفای باریک برگ و دارویی، در اکسیدانی ریشهرشد و میزان ترکیبات فنلی و آنتی

گرم بر لیتر میلی 3/0، 2/0 ،1/0، 0در این مطالعه از چهار غلظت  روش بررسی:باشد. شرایط کشت بافت می
القای ریشه ابرای   Agrobacterium rhizogenesباکتری ATCC15834ی نانوذرات نقره و همچنین از سویه
سپس سـنجش میـزان فنل ها به روش اولتراسونیک انجام گرفت. گیری از نمونهمویین تراریخت استفاده شد. عصاره

 2'و  2 اکسیدانی عصاره با استفاده از روش مهار رادیكال آزادفعالیت آنتی کل به روش اسپكتروفتومتری و در نهایت
اثر تحریكی نانوذرات نقره بر صفات مورد  نتایج:گیری شد. اندازه (DPPH) پیكریل هیدرازیل -1دی فنیل  -

مویین به دار است. بیشترین میزان وزن خشک و وزن تر ریشه آزمایش در دو گونه زوفا در سطح یک درصد معنی
گرم بر لیتر در گونه  14و  2/3و  (H. angustifolius) گرم بر لیتر در گونه باریک برگ 16و  8/3ترتیب با مقدار 

گرم بر لیتر نانوذرات نقره حاصل میلی 1/0مشاهده شد، که همگی در غلظت  (Hyssopus officinalis) دارویی
درصد به  84/89و  81/90ک برگ و زوفای دارویی به ترتیب اکسیدان در زوفای باریشدند. بیشترین میزان آنتی

به طور کلی نانوذرات نقره در این آزمایش اثر مطلوبی بر رشد ریشه مویین گیاه زوفا داشت  گیری:نتیجهدست آمد. 
 اکسیدان را افزایش داد.گرم، میزان تولید مواد فنلی و آنتیمیلی 1/0و همجنین، در غلظت 

 

 مقدمه. 1
گیاهی علفی و چند  (Hyssopus officinalis) زوفا

ی باشد. گونهساله، متعلق به تیره نعناعیان با منشأ آسیا می

)که این گونه در برخی  (H. angustifolius)دیگر زوفا 
بیان شده است( بومی  H. officinalisمنابع به عنوان زیر گونه 

 [.1، 2باشد ]ایران می
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ان ترکیبات اصلی زوفا ترکیبـات گونـاگونی بـه عنـو
توسط محققین مختلف شناسـایی شده است: میتلیوگنول 

، [5درصد( ] 53سینئول ) - 8و  1[ 3، 4درصـد( ] 38)
، [7، ایزوپینوکامفون ][6درصـد( ] 1/49پینوکـامفون )
 27/57، ایزوپینوکاروول )[8درصد( ] 3/36پینوکاروول )

کامفون، بتاپینن  - پینن، لیمونن، پینو -، بتا [9درصد( ]
، پینوکامفن، [11درصد( ] 85/26پینوکامفن ) -، سیس[10]

[ شناسایی شده است. از 12پینن ] -ایزوپینوکامفون و بتا
هایی مانند ترکیبات فنلی اکسیدانسوی دیگر، آنتی

ها و فلاونوئیدها( در این گیاه وجود ها، رنگدانه)ویتامین
سرطانی و همچنین دجهشی، ضهای ضددارند که ویژگی

[. اسـانس زوفا به عنوان 8 ،13کاهش قند خون را دارند ]
دهنـده در بسـیاری از محصـولات غذایی و لوازم طعـم

[. اسانس این گیاه از ترکیبات 14رود ]آرایشی به کار می
فلاونوئیدی و تانن تشكیل شده است که بـه عنـوان مقـوی 

لات گوارشـی، درمـان کننده در کـاهش اخـتلاو ضـدعفونی
التهاب حنجره و سرعت بخشیدن بـه بهبـود زخـم در طب 

آور، عنوان خلط شود. همچنین بهسنتی استفاده می
[ در رفع 10نفـخ، ضـدالتهاب و ضداسپاسـم ]ضـد

هـای ویروسـی، باکتریایی و قارچی و همچنین عفونـت
برای سرماخوردگی، سرفه، گلـودرد، برونشـیت و آسم 

شود و نیز مسكن دندان درد در بسـیاری از ستفاده میا
 [.14باشد ]نقـاط جهـان می

های بیوشیمیایی و فعال در های مویین مكانیسمریشه
های گیاهی را تقلید طبیعی و حتی سایر اندام هایریشه

های ثانویه هایی جهت تولید متابولیتنمایند. چنین ریشهمی
دارویی به دلیل پایداری و  ها با خاصیتبخصوص متابولیت

های کشت مورد توجه بالا بودن میزان تولید آنها در محیط
ها توسط باکتری آگروباکتریوم رایزوژنز با این ریشه هستند.
به کروموزوم سلول گیاه، ایجاد  Tiاز پلاسمید  T-DNAانتقال 

شود. حاصل این انتقال تولید ریشه مویین از سلول می

کنند، های مویین به سرعت رشد میریشه باشد.تراریخت می
 های گیاهی به خوبی تكثیر شده ودر محیط بدون هورمون
 [.15نمایند ]تولید انشعابات فرعی می

واژه محرک در گیاهان به عوامل مختلف فیزیكی و 
های مورفولوژیک شود که منجر به پاسخشیمیایی اطلاق می

شود. ها مینو فیزیولوژیک و درنهایت تجمع فیتوالكسی
واضح است که تیمار گیاهان با محرک و یا یک پاتوژن 

های دفاعی مانند تجمع موجب بروز پاسخغیررقیب 
های سلولی های ثانویه، در گیاهان و یا کشتمتابولیت

های زیستی ها بر اساس طبیعتشان به محرکشود. محرکمی
 هایزیستی و بر اساس منشأشان به محرکهای غیرو محرک

[. 16شوند ]بندی میهای درونی طبقهبیرونی و محرک
ها ممكن است با تغییر و تنظیم میزان بیوسنتز، تجمع و محرک

ها، تبدیل و یا تجزیه یا تبادل مواد ذخیره شده در واکوئل
های ثانویه، آنها را تحت تأثیر یک یا تعداد بیشتری متابولیت

روزه، از نانوذرات به [. ام17از این ساز و کارها تغییر دهند ]
شود. نانوذرات که زیستی استفاده میهای غیرعنوان محرک

هزار برابر کوچكتر از یک سلول هستند، کاربردهاى بسیاری 
ترکیبات نقره در جنگ جهانی اول به در علوم مختلف دارند. 

اند و ضدعفونی کننده به کار رفته عنوانای به طور گسترده
 [.18ات استفاده زیاد دارند ]امروزه نیز این ترکیب

طی تحقیقی که روی سنتز نانوذرات و تأثیر نانوذرات 
فلزی روی فاکتورهای رویشی گیاه ریحان انجام گرفت، 
مشخص شد که نانوذرات نقره و مس میزان قند و پرولین را 

های و همچنین موجب افزایش آنزیم دادهدر گیاه افزایش 
احتمال  د.ز و کاتالاز شدناکسیدان گایاکول پراکسیداآنتی
های ثانویه نیز رود نانوذرات روی افزایش تولید متابولیتمی

[. مطالعه تأثیر نانوذرات نقره بر 19نقش بسزایی داشته باشد ]
 درهای ثانویه گیاه بومادران نشان داد که که برخی متابولیت

گیاه بومادران هزار برگ تحت تأثیر نانو ذرات نقره با حفظ 
و فلاونوئیدی افزایش  یت غشا، محتوای ترکیبات فنلیتمام
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اکسیدانی گیاه نیز تحت تأثیر قرار های آنتییافته و ویژگی
گرفته است. نانوذرات نقره با ایجاد تغییر در ترکیبات اسانس 

باکتریایی اسانس گیاه را دو روغنی و عصاره گیاه، خواص آنتی
افزایش سمیت  چندان افزایش داده و عصاره آن نیز موجب

 [.20های سرطانی شده است ]مانی سلولسلولی و کاهش زنده
ها بر میزان تولید برخی مواد با توجه به این که اثر محرک

[، 21اکسیدانی و فنلی برخی گیاهان از جمله خشخاش ]آنتی
[ و نعناع فلفلی 24، بادرنجبویه ][23، بذرالبنج ][22فندق ]

طلوبی به دست آمده است، ولی [ بررسی شده و نتایج م25]
تاکنون این چنین تحقیقاتی بر روی گیاه زوفا انجام نشده است، 
لذا هدف از تحقیق حاضر، مطالعه اثر محرک نانوذرات نقره بر 

اکسیدانی در دو رشد ریشه مویین و میزان ترکیبات فنلی و آنتی
 باشد.گونه گیاه دارویی زوفا در شرایط کشت بافت می

 
 هاو روش . مواد2
 مواد گیاهی .2.1

در این تحقیق در فصل برداشت )اواخر تابستان(، بذر 
زوفای باریک برگ ایران از طبیعت )بخش دو دانگه از توابع 

( 125کیلومتری جنوب ساری، کد هرباریومی:  80 ساری،
آوری شد و بوسیله آقای محمد اکبرزاده، از اعضای هیأت جمع

ورزی استان مازندران شناسایی شد، علمی مرکز تحقیقات کشا
همچنین بذر زوفای دارویی از شرکت پاکان بذر اصفهان تهیه 
شد. به منظور تهیه گیاهچه استریل، بذور زوفای باریک برگ و 

[ بدون هورمون کشت 26] MSدارویی در محیط کشت جامد 
متری( در های مربای ده سانتیشدند. ظروف کشت )شیشه

ساعت  16گراد و شرایط نوری سانتیدرجه  25 ± 2دمای 
های به ساعت تاریكی نگهداری شدند و گیاهچه 8روشنایی و 

ی ریزنمونه برگ به منظور تلقیح با دست آمده برای تهیه
 آگروباکتریوم مورد استفاده قرار گرفتند.

 

 هاسازی و تلقیح ریزنمونهآماده .2.2
های ها و ساقهها با باکتری، از برگجهت تلقیح ریزنمونه

ای دو گونه زوفا استفاده شد. های چهار هفتهجوان گیاهچه
متری ها با استفاده از اسكالپل به قطعات دو سانتیریزنمونه

های باکتریایی آگروباکتریوم رایزوژنز تقسیم شدند. کشت
)از پژوهشكده ژنتیک و زیست  ATCC15834ی سویه

گراد و روی تیدرجه سان 28فناوری طبرستان( در دمای 
به  (rpm)دور در دقیقه  180شیكر، با چرخش و سرعت 

ساعت نگهداری شد. پس از اینكه تراکم  18تا  14مدت 
رسید، محیط  8/0تا  4/0نوری محیط کشت باکتریایی به 

 20گراد به مدت درجه سانتی 4کشت باکتری در دمای 
 دور در دقیقه در دستگاه سانتریفیوژ قرار 4000دقیقه و 

های باکتری در محیط کشت گرفت، سپس رسوب سلول
درصد ساکارز بود، حل شد و از  3که حاوی  MSمایع 

ها استفاده سوسپانسیون باکتری حاصل برای تلقیح ریزنمونه
 [.27شد ]

 
 القای ریشه مویین .2.3

ی کشت باکتریایی آگروباکتریوم رایزوژنز سویه
ATCC15834  د و سرعتگرادرجه سانتی 4در دمای 

rpm 5000  رسوب داده شد و پلیت باکتری در محیط
حاوی استوسرینگون به آرامی حل شد.  MSکشت 
ور دقیقه غوطه 5ها در سوسپانسیون تلقیح به مدت ریزنمونه

شده و پس از خشک کردن روی کاغذ صافی استریل، بر 
کشت شدند.   pH= 7/5روی محیط کشت مناسب با 

های گیاهی در تاریكی، به مدت نههای حاوی ریزنموپلیت
گراد نگهداری درجه سانتی 25 ± 2ساعت و در دمای  48
ساعت پس از انجام تلقیح، به منظور حذف  48. ندشد

ها به محیط کشت جامد حاوی باکتری، ریزنمونه
گرم در لیتر میلی 500بیوتیک سفوتاکسیم با غلظت آنتی

(ppm) تا حذف کامل  منتقل شد. عمل انتقال، چند مرتبه
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باکتری تكرار شد. بعد از یک هفته ریشه مویین ظاهر شد. 
متر به طور سانتی 2 - 3هایی با طول در مرحله بعد ریشه
ها جدا شدند و جهت کشت در ارلن جداگانه از ریزنمونه

ml 250  سی محیط کشت سی 70حاویms 2/1  دارای
ppm 50 تاریكی و ها در سفوتاکسیم قرار گرفتند. این ارلن

( قرار داده شدند و پس از rpm) 90روی شیكر با سرعت 
، 0های )یک ماه یک کلون پر رشد انتخاب شد و در غلظت

 20گرم بر لیتر( نانوذرات نقریباً با اندازه میلی 3/0، 2/0، 1/0
نانومتر که در پژوهشكده ژنتیک و زیست فناوری طبرستان 

آزمون و خطا  ها پس از چند باراین غلظتتهیه شد، )
[. پس از 27] انتخاب شدند( با سه تكرار واکشت شدند

های مویین رشد یافته با همدیگر گذشت یک هفته ریشه
گیری ها اندازهمقایسه شدند و وزن خشک و وزن تر ریشه

های اکسیدان و فنل کل ریشهشد و همچنین درصد آنتی
اخساره مویین تیمار شده با نانوذرات نقره ریشه دارویی و ش

 دو گونه زوفا مورد ارزیابی قرار گرفت.
 
 های مویینتأیید مولكولی تراریختی ریشه .2.4

های های مویین و ریشهژنومی ریشه DNAاستخراج 
تراریخت )شاهد منفی( به روش دویل و دویل انجام غیر

[. به منظور استخراج پلاسمید باکتریایی از 28پذیرفت ]
به دست  DNA[. سپس، 29ده شد ]های متداول استفاروش

 هایآمده، به همراه دو جفت آغازگر اختصاصی با توالی
5-GCTCTTGCAGTGCTAGATTT-3  5و-

GAAGGTGCAAGCTACCTCTC-3  برای تكثیر
( )استفاده از رول سی به rol C (bp 430ای از ژن قطعه

باشد( و های گیاهی میاثبات ورود باکتری به داخل سلولعلت 
 ATGTCGCAAGGACGTAAGCCGA-3-5ای هتوالی
برای  GGAGTCTTTCAGCATGGAGCAA-3-5و 

شد  PCR( وارد واکنش bp438 ) vir Dای از ژن تكثیر قطعه
دی برای اثبات حذف باکتری از گیاه )استفاده از ویر

 2/1روی ژل آگارز  PCRباشد(. سپس، محصولات می
ی اندازهساعت در کنار نشانگر اندازه )با  2درصد به مدت 

( الكتروفورز شدند. ژل Fermentasباز تولید شرکت  50
آمیزی در حمام اتیدیوم بروماید در دستگاه ژل پس از رنگ

( مشاهده  biorad)شرکت Gel Logic 212 Pro داک مدل
 شد.

 
 گیری اولتراسونیکروش عصاره .2.5

های گیاهی خشک شده گیری نمونهبه منظور عصاره
تراریخت، ریشه مویین شاهد و ریشه غیر )شاخساره گیاه،

های مویین با تیمار نانو ذرات نقره( در هاون چینی ریشه
گرم از هر نمونه پودر شده میلی 50کاملاً پودر شده سپس 

 10توزین و داخل لوله آزمایش ریخته شد و به هر لوله 
ها در حمام اولتراسونیک لیتر متانول اضافه شد. لولهمیلی

دقیقه نگهداری شدند  20کیلو هرتز( به مدت  100)فرکانس 
ها با استفاده از کاغذ صافی واتمن فیلتر شده و سپس نمونه

مایع صاف شده به منظور جداسازی حلال با روتاری تبخیر 
گرید   HPLCشد و عصاره خشک حاصل دوباره در متانول

گیری ترکیبات فنلی و حل شد و از آنها برای اندازه
 [.30نی استفاده شد ]اکسیداآنتی

 
 (TPC)تعیین ترکیبات فنلی  .2.6

گیری ترکیبات فنلی با روش فولین فنول، انجام اندازه
 16/3میكرولیتر از نمونه به همراه  40صورت که شد، بدین

 گر فولین فنول میكرولیتر از واکنش 300لیتر آب مقطرو میلی
افه شد و بعد میكرولیتر سدیم کربنات اض 600نرمال( و  1)

دقیقه انكوباسیون در دمای محیط با استفاده از دستگاه  40از 
در طول  (T80, PG Instruments, UK)اسپكتروفوتومتر 

نانومتر خوانده شد. جهت رسم منحنی استاندارد  725موج 
ای از گالیک اسید استفاده شد. بدین منظور ابتدا محلول پایه

 100تا  10مختلف ) هایاز گالیک اسید آماده و غلظت
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لیتر( تهیه و منحنی استاندارد بر مبنای گرم در میلیمیلی
جذب در برابر غلظت رسم شد. میزان ترکیبات فنلی موجود 
در عصاره بر حسب معادل اسید گالیک و با استفاده از 
معادله به دست آمده از منحنی استاندارد محاسبه و نتایج بر 

گرم عصاره بیان هر میلی گرم اسید گالیک درحسب میلی
ها در سه تكرار انجام و میانگین آنها گزارش شد. آزمایش

 [.31] (1)شكل شد

 
منحنی استاندارد گالیک اسید. میزان ترکیبات فنلی موجود در . 1شکل 

عصاره بر حسب معادل اسید گالیک و با استفاده از معادله به دست 
گرم اسید بر حسب میلی آمده از منحنی استاندارد محاسبه و نتایج

 گرم عصاره بیان شد.گالیک در هر میلی
 

 DPPHاکسیدانی ارزیابی فعالیت آنتی .2.7
رنگ ها، بواسطه بیتوانایی هیدروژن دهندگی عصاره
طبق روش  DPPHنمودن محلول متانولی ارغوانی رنگ 

 50صورت که گیری شد. بدین(، اندازه17گزارش شده )
 004/0لیتر محلول متانولی میلی 5صاره به میكرولیتر از ع

دقیقه نگهداری در  30افزوده شده و بعد از  DPPHدرصد 
نانومتر خوانده شد.  517دمای محیط، جذب در طول موج 

بر اساس درصد به  DPPHبازدارندگی رادیكال آزاد 
 [:32صورت زیر محاسبه شد ]

 

I% = (Ablank - Asample/Ablank) ˣ 100 

 هاحاسبات آماری دادهم .2.8
ی مویین به صورت آزمایش بررسی القای ریشه

فاکتوریل در قالب طرح کاملاً تصادفی با سه تكرار انجام 
، 2/0، 1/0، 0گرفت. تأثیر نانوذرات نقره با چهار غلظت )

گرم بر لیتر( بر دو گونه زوفا و دو نوع ریزنمونه میلی 3/0
ی وزن خشک و وزن گیرمایع با اندازه MS 2/1در محیط 

های مویین اکسیدان کل ریشهتر و ترکیبات فنلی و آنتی
 SASافزار ها از نرمانجام گرفت. برای تجزیه و تحلیل داده

ای دانكن ها با آزمون چند دامنهاستفاده شد و میانگین داده
 در سطح احتمال یک و پنج درصد مقایسه شدند.

 
 . نتایج3

های مویین گیاهان دارویی یشهگیری از کشت رامروزه بهره
ای پیدا کرده جهت تولید ترکیبات ارزشمند دارویی اهمیت ویژه

های مختلف ی مویین توسط سویهاست. معمولاً توانایی ایجاد ریشه
(A. rhizogenesمتفاوت می ) باشد. در این آزمایش حدود یک هفته

مختلف  هایو غلظت MS 2/1ها به محیط مایع پس از انتقال ریشه
نانوذرات نقره، در شرایط تاریكی و شیكر، صفات مورد آزمایش 

 گیری شدند.اندازه

های مویین به دست آمده، با استفاده از ردیابی ریشه
با  PCRبررسی قرار گرفتند. واکنش  rol Cقسمتی از ژن 

DNA های مویین تراریخت شده استخراج شده از ریشه
جفت باز شد، ولی  430موجب تكثیر قطعاتی با طول حدود 

تراریخت ی غیربه دست آمده از ریشه DNAاین ژن در 
حاوی  PCRگیاه مشاهده نشد. همچنین، محصولات 

DNA ی باکتری با اندازه استخراج شده از پلاسمید سویه
های در ژنوم ریشه T-DNAایجاد شد که حضور یكسان 

بب تكثیر س vir Dکند. پی سی آر توالی ژنی مویین را تأیید می
های های مویین تراریخت و ریشهریشه  DNAقطعات در

 های دهنده عدم حضور بقایای ژنتراریخت نشد، که نشانغیر
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 .(2)شكل باشد های مویین تراریخت میباکتری در روی ریشه
 

 
های مویین با پرایمرهای تراریخت بودن ریشه PCRتحلیل  .2 شکل

 vir Dو ژن  rol Cاختصاصی ژن 

M100ی دی ان ای ( نشانگر اندازه bp DNA Marker ،A  وB )
 Hyssopus)های تراریخت به ترتیب گونه زوفای دارویی ریشه

officinalis)  و زوفای باریک برگ(Hyssopus angustifolius) 
 E)کنترل مثبت(،  ATCC5834ی باکتری ( پلاسمید سویهCباشد، می
 Hyssopus)ه زوفای دارویی ( ریشه غیر تراریخت به ترتیب گونDو 

officinalis)  و زوفای باریک برگ(Hyssopus angustifolius) 
 باشد.( ویر دی )کنترل منفی( میFو  Gاست، 

 

وزن تر و خشک در دو گونه زوفا تحت  انسیوار هیتجز
اثر نانوذرات نقره،  انسیوار همچنین نانوذره و ماریت ریتآث

در  ییایمیتوشیف اتیخصوصزوفا بر  یاهیریزنمونه و گونه گ
  .(2و  1 )جدول بیان شده است 2و  1جداول 

 

 

 در دو گونه زوفا تحت تأثیر تیمار نانوذرات نقرهتجزیه واریانس وزن تر و خشک  .1 جدول
 میانگین مربعات

 منابع تغییرات درجه آزادی
 وزن تر وزن خشک

** 46/0 ns 02/0 1 گونه 
 ات نقرهنانوذر 3 79/73 ** 37/13 **

 گونه ×نانوذرات نقره  3 62/3 ** 24/0 **

 خطا 16 50/0 02/0

 ضریب تغییرات )درصد( 16/7 42/10

ns ،* درصد 1و  5دار در سطح احتمال دار و معنیبه ترتیب غیرمعنی **و 

 واریانس اثر نانوذرات نقره، ریزنمونه و گونه گیاهی زوفا بر خصوصیات فیتوشیمیایی. 2جدول 

 درجه آزادی تغییرات منابع
 ترکیبات فنلی اکسیدانیظرفیت آنتی

 میانگین مربعات

 **3.01E-09 17/8194 ** 1 گونه

 **4.63E-07 91/2930** 2 ریزنمونه

 **5.95E-08 22/16** 3 نانونقره

 **1.43E-07 71/5633** 2 ریزنمونه ×گونه 

 **3.82E-08 45/1220** 3 نانونقره ×گونه 

 **9.21E-08 06/1238** 6 نانونقره ×ریزنمونه 

 **3.82E-08 87/612** 6 نانونقره ×ریزنمونه  ×گونه 

 3.01E-09 035/0 24 خطا

 3.01E-09 28/0  ضریب تغییرات )درصد(

ns، *  درصد 1و  5دار در سطح احتمال دار و معنیبه ترتیب غیر معنی **و 
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 وزن تر .3.1
های به دست آمده، س دادهنتایج حاصل از تجزیه واریان

های مختلف نانوذرات نقره اثر نشان داد که غلظت
ین در هر دو گونه زوفا های مویداری بر تولید ریشهمعنی
حداکثر میزان تولید وزن تر ریشه مویین در گونه .اندداشته

گرم بر لیتر  14و  18باریک برگ و دارویی به ترتیب تقریباً 
لیتر نانوذرات نقره حاصل شد  گرم برمیلی 1/0در غلظت 

با توجه به نمودار مقایسه میانگین مشاهده شد که  (.3 )شكل
های با افزایش غلظت نانوذرات نقره، وزن تر و رشد ریشه

های پایین نانوذرات اثر یابد. بنابراین غلظتمویین کاهش می
 مطلوبی بر رشد ریشه مویین داشته است.

 

 
ن تر در دو گونه زوفا تحت تأثیر مقایسه میانگین وز .3 شکل

 تیمارهای مختلف نانوذرات نقره

 
 وزن خشک .3.2

های مختلف نانوذرات نقره بر میزان وزن اثر غلظت
خشک ریشه مویین در هر دو گونه زوفا در سطح یک 

ها نشان داد که مقایسه میانگین داده .دار شددرصد معنی
ونه باریک برگ و بیشترین میزان وزن خشک به ترتیب در گ

 1/0گرم بر لیتر در غلظت  3و  7/3دارویی زوفا به مقدار 
 (.4 شد )شكل( مشاهده ppmگرم بر لیتر )میلی

 
مقایسه میانگین وزن خشک در دو گونه زوفا تحت تأثیر . 4 شکل

 تیمارهای مختلف نانوذرات نقره

 
 ترکیبات فنلی و آنتی اکسیدانی .3.3

انوذرات نقره بر ریشه مویین در چهار در این آزمایش اثر ن
( مورد بررسی قرار گرفت گرممیلی 3/0و  2/0، 1/0سطح )صفر، 

های مویین اکسیدانی ریشهو در پایان میزان ترکیبات فنلی و آنتی
های های غیرتراریخت و قسمتتحت تیمار نانوذرات، ریشه

نلی گیری شد. میزان ترکیبات فهوایی گیاه )شاخساره( اندازه
موجود در عصاره بر حسب معادل اسید گالیک و با استفاده از 
معادله به دست آمده از منحنی استاندارد محاسبه و نتایج بر حسب 

گرم عصاره بیان شد. ترکیبات گرم اسید گالیک در هر میلیمیلی
 .محاسبه شد DPPHاکسیدانی نیز به روش آنتی

بیان نمود که توان با توجه به جدول تجزیه واریانس می
اثر گونه، ریزنمونه و تیمار نانوذرات نقره بر ترکیبات فنلی و 

های مورد آزمایش در سطح یک درصد اکسیدانی نمونهآنتی
دار است. اثر متقابل گونه و ریزنمونه و همچنین معنی

 دار شد.ینانوذرات نقره در سطح یک درصد معن
کسیدانی ادر این آزمایش میزان ترکیبات فنلی و آنتی

های ریشه غیرتراریخت و شاخساره گیاه علاوه بر ریشه
گیری شده است، جدول مقایسه میانگین نشان مویین اندازه

گزوفای باریک بر  

 زوفای دارویی

 زوفای باریک برگ

 زوفای دارویی
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دهد که در گیاه زوفای دارویی، کمترین میزان ترکیبات می
تراریخت مشاهده درصد در ریشه غیر 63/9اکسیدانی آنتی

ای هوایی گیاه هشد، در حالی که میزان این ترکیبات در اندام
درصد است. اما این ترکیبات در ریشه مویین بدون  5/75

درصد بود که این موضوع به  3/81تیمار نانوذرات )شاهد( 
های مویین اشاره دارد. با اضافه نمودن تیمار ارزش ریشه

نانوذرات نقره به ریشه مویین در زوفای دارویی، میزان 
نانو ذرات نقره  اکسیدانی با افزایش غلظتترکیبات آنتی

اکسیدانی کاهش یافته است و بیشترین درصد ترکیبات آنتی
 84/89گرم نانوذرات نقره به میزان میلی 1/0در غلظت 

 درصد حاصل شده است.

میزان ترکیبات فنلی در زوفای دارویی تقریباً متناسب با 
ها و تیمارهای مورد آزمایش اکسیدانی نمونهظرفیت آنتی

ه بیشترین میزان ترکیبات فنلی به مقدار بود. به طوری ک
 1/0لیتر گالیک اسید در غلظت گرم بر میلیمیلی 03236/0

گرم نانو نقره حاصل شد و با افزایش غلظت نانوذرات میلی
نقره میزان ترکیبات کاهش یافت. مقدار ترکیبات فنلی 

تراریخت بیشتر اما مقدار این شاخساره گیاه از ریشه غیر
 (.3)جدول ریشه مویین کمتر بود  ترکیبات از
 و باریک برگ ییدارو یگونه زوفا نییمو شهیر یپرآور
 گرمیلیم 1/0و غلظت  ATCC15834 یهیسو حیدر اثر تلق

نشان  6و  5در شكل  هفته کینانوذرات نقره بعد  تریبر ل
 (.6و  5داده شده است )شكل 

 

 
 گرم بر لیتر نانوذرات نقره بعد یک هفته میلی 1/0و غلظت  ATCC15834ی اثر تلقیح سویه پرآوری ریشه مویین گونه زوفای دارویی در .5شکل 

 
 گرم بر لیتر نانوذرات نقره بعد یک هفتهمیلی 1/0و غلظت  ATCC15834ی در اثر تلقیح سویه باریک برگپرآوری ریشه مویین گونه زوفای  .6شکل 
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 اکسیدانیتیمار نانوذرات نقره از نظر صفات ترکیبات فنلی و آنتی وزنمونه مقایسه میانگین برهمكنش گونه، ری. 3جدول 
 ترکیبات فنلی اکسیدانیظرفیت آنتی ریز نمونه گونه

 زوفای دارویی

 g007/0 ± 517/75 f 000/0 ± 03078/0 شاخساره گیاه
 k 025/0 ± 630/9 g 000/0 ± 03076/0 ریشه غیر تراریخت

 d 026/0 ± 350/81 b 000/0 ± 03113/0 ریشه تراتریخت )شاهد(

 b 015/0 ± 840/89 a 000/0 ± 03236/0 گرم نانونقرهمیلی 1/0
 h 012/0 ± 123/26 j 000/0 ± 03068/0 گرم نانو نقرهمیلی 2/0
 j 339/0 ± 550/20 i 000/0 ± 03070/0 گرم نانونقرهمیلی 3/0

 زوفای باریک برگ

 c 006/0 ± 980/86 d 000/0 ± 03084/0 شاخساره گیاه

 i 003/0 ± 337/33 fg 000/0 ± 03077/0 ریشه غیر تراریخت

 f 080/0 ± 140/79 e 000/0  ±03081/0 ریشه تراریخت )شاهد(

 a 140/0 ± 813/90 b 000/0 ± 03185/0 گرممیلی 1/0

 e 019/0 ± 527/80 c 000/0± 03093/0 گرممیلی 2/0

 e 007/0 ± 257/80 h 000/0 ± 03073/0 گرممیلی 3/0

 .داری در سطح احتمال پنج درصد بر اساس آزمون دانكن ندارندهای دارای حروف مشترک در هر ستون اختلاف آماری معنیمیانگین
 

در گیاه زوفای باریک برگ بیشترین میزان ترکیبات فنلی 
درصد  81/90گرم نانوذرات نقره و به میزان میلی 1/0در 

که از گیاه زوفای دارویی بیشتر بود و در این گونه  مشاهده شد
نیز میزان این ترکیبات با افزایش غلظت نانوذرات کاهش یافت. 
نكته قابل توجه این است که در گیاه زوفای باریک برگ میزان 

اکسیدانی در شاخساره گیاه بیشتر از ریشه مویین ترکیبات آنتی
نوتیپ زوفا باریک شاهد است که احتمالاً به علت گونه و ژ

باشد. در زوفای باریک برگ، میزان ترکیبات فتلی نیز برگ می
گرم نانونقره بیشترین مقدار و به میزان میلی 1/0در تیمار 

ترین لیتر گالیک اسید بود و کمگرم بر میلیمیلی 03185/0
 تراریخت مشاهده شد.ریشه غیرمقدار نیز در 

 
 . بحث4

های مویین برای تولید شههای اخیر، کشت ریطی سال
ها های ثانویه و مطالعه مسیر بیوسنتز متابولیتمتابولیت

کمک قابل توجهی به بهبود و تقویت تحقیقات در زمینه 
های ثانویه کرده است. نتایج به دست آمده بیوسنتز متابولیت

های فنلی و از این مطالعه نیز حكایت از این دارد که ترکیب
های مویین نسبت به نمونه شاهد ریشهاکسیدانی در آنتی

های انجام شده در بین داری داشت. در بررسیافزایش معنی
های های مویین کاسنی حاصل از جدایههای ریشهکلون

های فنلی تغییرات مختلف آگروباکتریوم، مقدار ترکیب
توان به [. دلیل این تفاوت را می33داری نشان دادند ]معنی

باکتری در  T-DNAمتفاوتی از علت حضور مقادیر 
های های تراریخت اولیه هر کلون و یا بیان متفاوت ژنسلول

T-DNA های مختلف دانست. های کلونباکتری در سلول
 با توجه به عدم قطعیت در تعداد کپی و مكان ورود 

T-DNA  به ژنوم گیاه میزبان و همچنین برهم کنش آنها با
ایجاد شده اغلب الگوهای  های مویینهای اطراف، ریشهژن

دهند. های ثانویه نشان میمتفاوتی را از نظر تجمع متابولیت
های فنلی، عملكرد آنها در ترین دلایل اهمیت ترکیباز مهم

هایی مانند جراحت و باشد. تنشهای دفاعی میمكانیسم
های فنلی آلودگی میكروبی سبب افزایش بیوسنتز ترکیب
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ورهای محیطی تأثیر بسزایی در شود، بنابراین فاکتمی
 [.34ها دارند ]محتوای فنل

گیری در این مطالعه از روش التراسونیک جهت عصاره
انجام شده توسط استفاده شد که قابل توجه بود. مطالعات 

نشان داد که روش استخراج التراسونیک باعث محققین 
استخراج با کیفیت بهتر و زمان کوتاهتر در مقایسه با روش 

[. مطالعه انجام شده روی گیاه 35شود ]تی میسن
(Hyoscyamus squarrosus نشان داد عصاره التراسونیک )

اندازی نیتریک و به دام DPPHدر به دام اندازی رادیكال 
 [.36کند ]ها عمل میاکساید بهتر از دیگر روش

اکسیدانی هستند که در بسیاری ها ترکیبات آنتیفنولپلی
اکسیدانی این یعی وجود دارند. خاصیت آنتیاز ترکیبات طب
های آروماتیک و هیدروکسیل فراوان موجود مواد به گروه

های یكی از مكانیسم .شوددر ساختارشان نسبت داده می
های آزاد از اندازی رادیكالمحتمل برای این مواد، به دام

های جفت شده موجود در اطراف حلقه طریق الكترون
ست که این توانایی ناشی از وجود پیوندهای آروماتیک آنها ا

 [.37هیدروژنی حلقه آروماتیک است ]
دهد که فعالیت ها نشان میجدول مقایسه میانگین

های موجود در فنلاکسیدانی تقریباً متناسب با پلیآنتی
های مورد بررسی بوده است. نتایج این بررسی همانند نمونه

یاهانی که ترکیبات فنلی سایر مطالعات نشان داده است که گ
های آزاد بالاتری را نیز رادیكالفعالیت ضد ،بالاتری دارند

های فنلی به [. نقش کلیدی ترکیب38 - 42دهند ]نشان می
های آزاد در چندین مقاله های رادیكالکنندهعنوان حذف

[. لازم به ذکر است که ترکیبات 43، 44گزارش شده است ]
دهنده هیدروژن عمل عنوان  فنلی به صورت مؤثری به

کنند اکسیدان عمل میبه عنوان یک آنتی و بنابرایننموده 
[45.] 

ها ممكن است باعث تغییر و تنظیم میزان محرک
ها، بیوسنتز، تجمع و یا تبادل مواد ذخیره شده در واکوئل

 [.17های ثانویه شوند ]تبدیل و یا تجزیه متابولیت
ین دو گونه زوفا، تحت ی مویمطالعه حاضر روی ریشه

های مختلف نانوذرات نقره نشان داد که با تیمار غلظت
شود و افزایش غلظت نانوذرات نقره رشد ریشه تضعیف می

دهد که اکسیدانی کاهش نشان میمیزان ترکیبات فنلی و آنتی
این نتیجه با نتایج حاصل از تحقیقات انجام گرفته بر روی 

دهد. [ هم سویی نشان می19]علایم ظاهری در گیاه ریحان 
مطالعات نشان داده است که تأثیر نانوذرات بر روی گیاهان 

تواند مفید )برای رشد گیاهان و توسعه آنها( و یا می
[. کاهش طول 46مفید )جلوگیری از رشد ریشه( باشد ]غیر

و وزن خشک ریشه با افزایش غلظت نانوذرات نقره در گیاه 
Lolium multiflorum [. تجمع نانو ذرات 47] شدده مشاه

های گیاهی موجب کاهش عملكرد آنها نقره در سلول
های که سلول شد طی تحقیقی نشان داده[.48شود ]می

تحت تیمار نانوذرات  multiflorum .Lکلاهک ریشه گیاه 
طبیعی ها، غیردیده و بر این باورند که سلولنقره آسیب 

شود. مهار رشد ریشه شده و موجب کاهش رشد ریشه می
تا حد زیادی میان نانوذرات و بین گیاهان متفاوت است و 

 [.47با غلظت نانوذرات در ارتباط است ]
در این مطالعه از محرک نانوذرات نقره استفاده شد که 

یش میزان ترکیبات فنلی و های پایین باعث افزادر غلظت
منجر به کاهش  رهای بالاتاکسیدانی شد اما در غلظتآنتی

که با تحقیقات یوسفی و همكاران   ترکیبات مذکور گشت
[ که با افزایش غلظت محرک نانو نقره در محیط کشت، 49]

میزان ترکیبات فنلی بیشتر شده، مغایرت داشت. افزایش 
بشاری و توسط تعداد ها که در یک مسیر آمحتوای فنل

توانند با افزایش تولید شوند، میزیادی آنزیم کاتالیز می
[ اثرات مهاری 50، 52های این مسیر مرتبط باشد ]زیمآن

های ثانویه و های بالا بر مهار سنتز متابولیتاتیلن در غلظت
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های از طرف دیگر اثرات تحریكی آن بر افزایش متابولیت
[. 53، 54به اثبات رسیده است ]های کم ثانویه در غلظت

توان اثرات مثبت نقره بر افزایش محتوای فنلی و بنابراین می
اکسیدانی را به اثر بازدارندگی آن بر فعالیت اتیلن نسبت آنتی

تواند به [. هر چند مشخص شده که نانونقره می55داد ]
پذیری دیواره ایجاد کند دیواره سلولی نفوذ و تغییر در نفوذ

تغییر در جذب و دفع مواد توسط دیواره، روی بسیاری  و با
تواند به از فرایندهای داخل سلول تأثیرگذار بوده و حتی می

فسفر و سولفور موجود در دیواره متصل شده و به این 
متصل و حتی در ساختار و عملكرد  DNAصورت به 

 ها نیز تغییر ایجاد کند.ها و آنزیمپروتئین
ات بسیار گسترده است و ایجاد مكانیسم عمل نانوذر

تر [ که ممكن است به دلیل سطح وسیع56کند ]سمیت می
نانوذرات باشد که در تماس با مولكول های زیستی موجب 

[. این سمیت نانوذرات 57شود ]های احیا میانجام واکنش
ها در تواند موجب کاهش تجمع متابولیتنقره می

 شود. از طرفی یكی های بالاهای پایانی و یا غلظتساعت
های های ثانویه در زماندیگر از دلایل افزایش متابولیت

تواند به این دلیل باشد که حضور ابتدایی اعمال تیمار می
های فعال اکسیژن شده و نقره در محیط باعث تولید گونه

های همین عامل موجب شده که گیاه با افزایش بیان ژن
افزایش محتوای فنل کل،  ها ودرگیر در مسیر بیوسنتز فنل

[ یعنی با 49، 52های ایجاد شده را کاهش دهد ]اثر تنش
های ثانوی( وادار کردن گیاه به تولید مواد دفاعی )متابولیت

های [ گیاهان واکنش58موجبات افزایش آنها را فراهم کند ]
، لذا بسته [59، 60ها دارند ]دفاعی متفاوتی در برابر محرک

واکنش دفاعی آن و همچنین نوع متابولیت به نوع گیاه و 
ثانویه مورد نیاز باید محرک خاصی انتخاب کرد. حتی 

[ زمان اضافه نمودن محرک و مدت زمانی 16گزارش شده ]
گیرند از ها قرار میها در معرض محرککه این سلول

ها است و این زمان فاکتورهای مؤثر در تولید متابولیت

متابولیت بسته به غلظت و نوع دسترسی به حداکثر میزان 
[. البته یكی از دلایل کاهش 18محرک مختلف است ]

های بالا، شروع پاسخ فوق حساسیت ها در غلظتمتابولیت
ها با آنها ها به دلیل تماس بیشتر محرکو سمی شدن سلول

های در محیط کشت و ایجاد اثر باز خوردی و عدم بیان ژن
رسد یكی از موانع ادامه ی[. به نظر م61، 62مؤثر است ]

های بالا نانو های طولانی و غلظتتجمع مواد فنلی در زمان
 [.22ذرات نقره، سمیت نانوذرات مورد استفاده باشد ]

[ روی سنتز نانوذرات و تأثیر نانوذرات 19طی تحقیقی ]
فلزی روی فاکتورهای رویشی گیاه ریحان انجام دادند، 

س میزان قند و پرولین را مشخص شد که نانوذرات نقره و م
های در گیاه افزایش داده و همچنین موجب افزایش آنزیم

شوند و احتمال اکسیدان گایاکول پراکسیداز و کاتالاز میآنتی
های ثانویه رود که نانوذرات روی افزایش تولید متابولیتمی

[. مطالعه تأثیر نانوذرات نقره 20نقش بسزایی داشته باشد ]
های ثانویه گیاه بومادران نشان داد که که ولیتبر برخی متاب

گیاه بومادران هزار برگ تحت تأثیر نانوذرات نقره با حفظ 
و فلاونوئیدی افزایش  تمامیت غشا، محتوای ترکیبات فنلی

اکسیدانی گیاه تحت تأثیر قرار های آنتییافته و ویژگی
گرفت. نانوذرات نقره با ایجاد تغییر در ترکیبات اسانس 

باکتریایی اسانس گیاه را روغنی و عصاره گیاه، خواص آنتی
دو چندان افزایش داده و عصاره آن نیز موجب افزایش 

های سرطانی شده مانی سلولسمیت سلولی و کاهش زنده
 [.10است ]

 
 گیری. نتیجه5

به دلیل خاصیت  (Nano-Ag)نانوذرات نقره 
وذرات ترین نانترین و تجاریضدمیكروبی، یكی از مهم

شود که در این آزمایش نیز اثر مطلوبی بر رشد محسوب می
ریشه مویین گیاه زوفا داشت. با توجه به نتایج این تحقیق 
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گرم بر لیتر نانوذرات نقره میزان زیست میلی 1/0غلظت 
توده ریشه مویین تراریخت را افزایش داد و همچنین باعث 

های مویین ریشه اکسیدانی درافزایش تولید مواد فنلی و آنتی
شد. نتایج حاصل از این تحقیق اطلاعات پایه مناسبی را 
جهت انتقال ژن و القاء ریشه مویین در گیاه زوفا ایجاد 

های ثانوی با تواند بویژه در تولید متابولیتکند و میمی
پینن، پینوکـامفون، -سینئول، آلفا و بتا  -8و  1ارزش مانند: 

پینوکاروول و ایزوپینوکاروول در ایزوپینوکامفون، کامفور، 
 های مویین، مفید واقع شود.این گیاه از طریق کشت ریشه

 
 مشارکت نویسندگان
 باتینانوذرات نقره بر رشد و ترک ریتأثنویسندگان مقاله، 

در دو گونه زوفا  ختیترار نییمو شهیر یدانیاکسیآنت
(Hyssopus officinalis و H. angustifolius)  به ترتیب

 الهیول و تباریکاظم دکمالی، ناصر مهنا، سفهیطا هیسمامل ش
 باشد.می عمران یقاسم
 

 تضاد منافع
گونه تضاد منافعی وجود که هیچ کنندنویسندگان اعلام می

 ندارد.
 

 تقدیر و تشکر
دوره  در فهیطا هیسم نامهمقاله حاضر بخشی از پایان

 در اغیدکتری بیوتكنولوژی و ژنتیک مولكولی گیاهان ب
دانند از باشد. نویسندگان برخود لازم میدانشگاه تبریز می

 قاتیمرکز تحق یعلم أتیه یمحمد اکبرزاده، از اعضا یآقا
بخاطر شناسایی گیاه و همچنین استان مازندران  یکشاورز

دانشكده کشاورزی و منابع طبیعی ساری بخاطر انجام مراحل 
 پایان نامه تشكر نمایند.
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ARTICLE INFO  ABSTRACT 
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Silver nanoparticles 

 Background: Nowadays, biotechnological methods such as transgenic hairy root 

culture and application of elicitors have become an attractive source for secondary 

metabolites production. Hyssop species (Hyssopus spp.) having active ingredients 

including antioxidants such as phenolics, in this plant have shown anti-mutagenic, 

anti-carcinogenic and antiglycemic effects. Objective: The present study was 

conducted to investigate the effect of silver nanoparticles on the growth and 

antioxidants of transgenic hairy root in two Hyssopus species including H. 

officinalis and H. angustifolius. Methods: In this experiment, we used silver 

nanoparticles concentrations of 0, 0.1, 0.2, 0.3 mg/l on transgenic hairy roots and 

Agrobacterium rhizogenes ATCC15834 strain for induction of hairy roots. 

Extraction of the samples were performed following ultrasonic method. Total 

phenolics content were determined using spectrophotometry. The antioxidant 

activity (AOA) of the extract were evaluated through 2, 2-dipheny l-1-picryl-

hydrazy l (DPPH) method. Results: The results showed that silver nanoparticles 

as an elicitor had significant effect on the measured traits. The highest dry weight 

and fresh weight of the transgenic hairy roots were observed as much as 3.8 and 

16 g/l in H. angustifolius and 3.2 and 14 g/l in H. officinalis, respectively. Which 

were caused by silver nanoparticles at the concentration of 0.1 mg/l, The amount 

of total antioxidants in H. angustifolius and H. officinaliswere 90.81% and 

89.84%, respectively. In this study, we could observe relationship between 

antioxidant activity and plant phenolic content. Conclusion: In general, we found 

that 0.1 mg/l silver nanoparticles could improve the growth of transgenic hairy 

roots and increase their phenolics and antioxidants content. 
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