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Introduction: Vinca major L. One of the most important species in the genus Vinca of Apocyan-
aceae is the richest species of this genus and contains an important and special group of indole 
alkaloids that have a large amount of medicinal value, which are distributed in all parts of the 
plant. The presence of valuable alkaloids in all parts of the plant has led to the introduction of spe-
cies of this genus as very important medicinal plants and their properties to be studied. 
Aim: This study was performed to investigate the effect of growth regulatory treatments on the 
activity of tryptophan decarboxylase  (TDC) which is a cytosolic enzyme and a key enzyme in the 
secondary metabolites Pathway with two subunits,115-118 KDa, molecular mass and dependent 
on pyrodoxal phosphate  (B6), Km75µmole for typtophan with optimal activity at alkaline pH of 7.5 
in V.major hypocotyl. 
Materials and methods: Some of simultaneous use growth regulators KIN, BA, NAA and IAA in three 
concentrations  (0.1, 0,5, 1,0 mg/L) as well as various treatments of sucrose, fructose and glucose 
in 3 concentrations  (2% , 4% , 6%) and also the amino acid tryptophan in concentrations  (100 
and 200 mg/L) were used to measure the amount of enzyme TDC activity, which was performed in 
three replications as a factorial in a completely randomized farm design of Karaj Seed and Plant 
Breeding Research Institute
Results: In both of IAA and NAA at concentrations of 0.5 mg/L increases the amount of enzyme 
TDC in It has become about 10%. But in cytokines, KIN and BA at 1,0 mg/L had the greatest effect 
of about 40%. Sugars such as Sucrose in concentrations 6%, fructose and glucose in 4% and ami-
no acid tryptophan in concentration 100 mg/l had the best effect on the activity of enzyme TDC 
in three replications as Factorial in the form of a completely randomized design in some cases.
Conclusion: The use of suspension culture method in many cases increased the activity of TDC 
enzyme compared to the other two methods, but also in the field culture compared to other 
methods in some treatments had an additive effect even more than tissue culture. According to 
the results of this experiment, the use of suspension culture and field culture in many cases showed 
a comparative advantage over tissue culture.
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مقدمه:پیـــچ تلگرافـــی بـــرگ درشـــت .Vinca major L یکـــی از گونه های مهـــمِ سرده وینـــکا ) Vinca( از خانـــواده خرزهره 

)Apocyanaceae( کـــه حاوی گروه ارزشـــمندی از اندول-آلکالوئیدهای اســـت کـــه به مقدار زیـــاد دارای ارزش دارویی بوده و در 

همـــه بخـــش هاي گياه پراکنده اند. وجود آلکالوئيدهاي ارزشـــمند در تمام بخش هاي گياه ســـبب شـــده اســـت کـــه گونه های 

این جنـــس به عنوان گیاهـــان دارویی بســـيار مهم معرفي و خواص آنها بررســـی شـــود .

 )TDC( هـــدف:  این مطالعه به منظور بررســـی اثـــر تیمارهای تنظیم کننده  رشـــد بر فعالیت آنزیـــم تریپتوفان دکربوکســـیاز

کـــه آنزیمی ســـیتوزولی و کلیدی در مســـیر توليـــد متابولیت های ثانویه در گیاه پیچ تلگرافی برگ درشـــت اســـت، اجرا شـــد. 

مواد و روش ها: آزمایش در ســـه کشـــت جداگانه، شـــامل کشـــت بافت، کشت سوسپانســـیونی و کشـــت مزرعه همراه با تاثیر 

اســـتفاده هم زمـــان برخی تنظیم کننده های رشـــد از جمله اکســـین )IAA(، نفتالین اســـتیک اســـید )NAA(، کینتین )KIN( و 

6-بنزیـــل آمینـــو پیورین )BA( در غلظت هـــای 0/1، 0/5و 1/0 میلی گرم بر لیتر، تیمارهای مختلف قند شـــامل ســـاکارز، فروکتوز 

و گلوکـــز در غلظـــت های 2، 4 و 6 درصد و همچنین اســـید آمینـــه تریپتوفان در غلظت هـــای 100 و 200 میلی گـــرم بر لیتر بر 

میـــزان فعالیت آنزیم TDC در ســـه تکرار بصـــورت فاکتوریل در قالب طـــرح کاما تصادفی در مزرعه موسســـه تحقیقات اصاح 

و تهیـــه نهال و بذر كرج اجرا شـــد. 

نتایـــج: هورمـــون هـــای IAA و NAA هر دو در غلظـــت 0/5، باعث افزایش فعالیت آنزیم TDC شـــدند. اما در ســـیتوکنین ها، 

KIN و BA در غلظـــت 1/0 میلی گرم بر لیتر، بیشـــترین اثر را داشـــته اند. قندهای ســـاکارز در غلظـــت 6%، فروکتوز و گلوکز نیز 

در غلظت 4% بیشـــترین تاثیر افزایشـــی را بر فعالیت آنزیم TDC نشـــان دادند. اســـید آمینه تریپتوفان در غلظت 100 میلی گرم 

بر لیتر بیشـــترین تاثیـــر و در غلظت 200 میلـــی گرم بر لیتر اثـــر کاهنده بر فعالیت آنزیم TDC نشـــان داد کـــه این کاهش در 

برخی موارد در حـــدود 45 درصد بود. 

نتیجه گیری: اســـتفاده از روش کشـــت سوسپانسیونی در بســـیاری از موارد نسبت به دو روش دیگر ســـبب افزایش بیشتر فعالیت 

آنزیم TDC شـــد، ولی در کشـــت مزرعه نیز نســـبت به ســـایر روش ها در برخی از تیمارها اثر افزایشـــی حتی بیشـــتر از کشت 

بافت بود، . بر اســـاس نتایج حاصل از این آزمایش اســـتفاده از روش کشـــت سوسپانســـیونی و کشـــت مزرعه در بسیاری از موارد 

نســـبت به کشت بافت مزیت نســـبی بيشتري دارد.

محل انجام تحقیق : مجتمع آزمایشگاهی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران شمال

علی کاظم زاده حقیقی1*، فریبا خسروی نژاد1، امیرحسین کاظم زاده حقیقی2

1- استادیار، گروه زیست شناسی، دانشکده علوم زیستی، دانشگاه آزاد اسامی واحد تهران شمال، تهران، ایران

2- کارشناسی ارشد، گروه زیست شناسی، دانشکده علوم، دانشگاه تهران، تهران، ایران

بررســی اثــر تیمارهــای تنظیــم کننــده رشــد، قنــد و اســید آمینــه تریپتوفــان بر فعالیــت آنزیــم تریپتوفان دکربوکســیلاز 

در پیــچ تلگرافــی بــرگ درشــت .Vinca major L: مطالعــه در شرایــط کشــت بافــت، کشــت سوسپانســیونی و کشــت 

مزرعه
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آنزیـــم تریپتوفان دکربوکســـیاز که از این پـــس در این متن 

TDC نشـــان داده می شـــود، یکـــی از آنزیم هـــای کلیدی 

در شـــاهراه بیوســـنتز متابولیت های ثانویه از جمله ايندول 

آلکالوئیدها 1 بوده که بنام مســـیر ســـکوایریدویید2  خوانده 

مـــی شـــود. در بیوســـنتز اينـــدول آلکالوئیدها ایـــن آنزیم 

ســـبب تبدیل تریپتوفـــان به تریپتامین شـــده، کـــه یکی از 

پیش ســـازهای اصلـــی در مســـیر بیوســـنتزی آلکالوئیدهای 

مونوترپنـــی و دی ترپنی می باشـــد )3-1(.

 TDC که بیشـــتر در ســـلول های اپیدرم پیـــچ تلگرافی تمرکز 

دارد، در بیوســـنتز اســـتریکتوزیدین3  اولین فراورده این مسیر 

نقش بســـیار مهمی ایفاء می کنـــد )4, 5( و در ادامه منتهی 

بـــه بیوســـنتز آلکالوئیدهای پرارزشـــی می شـــود. تحقيقات 

اخير نشـــان داده اســـت که اپیدرم ســـاقه و بـــرگ هاي پیچ 

تلگرافـــی برگ درشـــت حـــاوي مقادیر زیاد آنزیم اســـت که 

توان بالقوه ای در بیوســـنتز ايندول آلکالوئیدهای ارزشـــمند 

مثـــل آجمالیســـین4 ، وینکاروبین5 ، سرپانتین6 ، تابرســـونین7 

، ویندولین8 ، وین باســـتین9  و وین کریســـتین10 داشـــته و 

خصوصيـــات دارويـــي، مانند آرام بخشـــی، کاهـــش دهنده 

فشـــار خـــون، درمـــان اســـکیزوفرنی و در کموتراپـــی مورد 

گیرند.  می  قرار  اســـتفاده 

در مـــورد آنزیـــم TDC بایـــد اضافه نمـــود که وابســـته به 

پیریدوکسال فســـفات بوده و در پاســـتیدها و سیتوپاسم و 

حتـــی در واکوئل ســـلول های اپیدرمی ردیابی شـــده اســـت

Indol alkaloids  1

SecoiriDOId pathway  2

strictosidine  3

ajmalicine  4

vincarubine  5

serpentine  6

tabersonine  7

vindoline  8

vinblastine  9

vincristine  10

mevalonate  11

Shikimic acid  12

codensation-enzyme  13

graniol  14

loganin  15

 )5-7(. یـــک گـــروه آنزیم های عمل کننـــده در مراحل اولیه 

بیوســـنتزی آنزیم جرانیول10—هیدروکسیاز )H-10-G( و

 دیگری متیل-ترانســـفراز )غیراختصاصی( اســـت که در برگ 

ها و ریشـــه های پیچ تلگرافی و پروانش یافت شـــده اســـت 

 .)12(

در مســـیر موالونات11  و شـــکیمیک اســـید12  مجموعه ای از 

آنزیـــم هـــا بطور پـــی در پی ایفـــای نقش می کننـــد، ابتدا 

آنزیـــم تلفیق کننـــده13  2 مولکول موالونیک اســـید را پس از 

خروج 2 مولکول CO2 به جرانیولc10(  14( تبدیل، و ســـپس 

جرانیول-10هیدروکســـیاز آن را بـــه جرانیول هیدروکســـید 

تبدیـــل می کنـــد، )جرانیـــول با فعالیـــت آنزیم اکســـیژناز 

بـــه  hydroxygeraniol-4 تبدیل می شـــود(، ایـــن آنزیم از 

میکـــروزوم های دانه رســـت پروانش جدا شـــده اســـت.

 از حلقـــوی شـــدن ترکیـــب اخیر اســـید لوگانیـــک تولید و 

ســـپس با یک متیل ترانســـفراز غیـــر اختصاصـــی لوگانین15  

شـــکل گرفتـــه و با یک گسســـت بیـــن کربن هـــای 3 و 4 

به ســـکولوگانین  تبدیل می شـــود. در مســـیر دوم )مســـیر 

شـــیکیمیک( کوریســـمیت  اســـید به آنترانیلیت  و سپس به 

 TDC اينـــدول و تریپتوفان تبدیل شـــده و با فعالیـــت آنزیم

تریپتامیـــن شـــکل می گیـــرد که دومیـــن پیش ســـاز برای 

بیوســـنتز اســـتزیکتوزیدین بوده که آنزیم شرکـــت کننده در 

ایـــن مرحله استریکتوزیدین-ســـنتاز )S.S( می باشـــد.

مقدمه:
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اســـتریکتوزیدین اولین آلکالوئید ناپایدار ایندولی تولید شـــده 

در این مســـیر بوده و معمولاً در پاســـتیدها ردیابی شـــده و 

در ادامـــه با بیوســـنتز اپی کاتنامین  و اســـتمادنین  مســـیر 

بیوســـنتزی با فعالیت آنزیم های اکســـیدازی متیاســـیونی و 

اکسینژناســـیون برای بیوســـنتز کاتنامین ، آجمالیسین و سپس 

اکسیداســـیون آن در واکوئـــل ها و بیوســـنتز سرپانتین ادامه 

.)10-8( یابد  می 

 در مسیر دیگر اســـتمادنین به تابرســـونین که طی 6 مرحله 

آنزیمـــی بـــه ویندولین تبدیـــل و از تلفیق آن بـــا کاتارانتین  

اولیـــن انـــدول آلکالوئیـــد دی ترپنـــی وین باســـتین و با 

اکسیژناســـیون آن وین کریســـتین بیوســـنتز می شود )3, 11, 

 Vinca12(. گیـــاه پیـــچ تلگرافی برگ درشـــت با نـــام علمی

major  گیاهـــی علفی و چند ســـاله ، ســـاقه ها در بن چوبی 
شـــده که دارای دو نوع ســـاقه بـــوده، به طـــوری که برخی 

از آنهـــا به طـــول 80 الی100 ســـانتیمتر کامـــا خوابیده بر 

ســـطح زمین و برخی دیگـــر عمودی و به طـــول 15 الی 20 

گل هستند. مولد  ســـانتیمتر 

 بـــرگ هـــا متقابل، فاقد دمـــرگ و یا دارای دمـــرگ کوتاه و 

جام گل از پنج گلرگ پیوســـته تشـــکیل شـــده اســـت. رنگ 

گل هـــا آبی مایـــل به بنفـــش و بندرت ســـفید، گلی رنگ و 

یا ارغوانی تیره اســـت و در ســـال دو بـــار در پاییز و بهار گل 

می دهد. خاســـتگاه ایـــن گیاه مناطق حاره و گرمســـير مانند 

جنوب هند، اندونزي، ماداگاســـکار و آمریـــکای جنوبی بوده 

که امروزه کشـــت آن در سراسر دنيا گســـترش يافته اســـت. 

پیـــچ تلگرافی بـــرگ درشـــت منبـــع غنـــي از آلکالوئيدها 

بـــوده که در همـــه بخش هاي گيـــاه پراکنده انـــد. محتواي 

آلکالوئيدهايV.major  در قســـمت هاي مختلف آن بســـيار 

متفاوت اســـت و بيشـــترين مقـــدار تجمـــع آلکالوئیدها در 

برگ و ســـاقه مســـن و بين 0/2۵ تا ۱/53 درصد وزن خشـــک 

 .)16-13( باشـــد  مي  اندام 

وجـــود آلکالوئيدهـــاي ارزشـــمند در تمام بخش هـــاي گياه 

ســـبب شـــده اســـت که به عنوان يک گياه دارويي بســـيار 

مهـــم معـــرفي و خـــواص آن بررســـی شـــود )10, 13, 17(. 

آلکالوئیدهـــاي وين باســـتين و وين کريســـتين آلکالوئيدهای 

مهم پیچ تلگرافی هســـتند که در ســـاقه و برگ ها ســـاخته 

و ذخـــيره مي شـــوند. هـــر دو ايـــن آلکالوئيدها اثـــر آنتي 

نيوپازي )ضد تومور( داشـــته و بيش از ۴0 ســـال اســـت که 

در شـــيمي درماني برخي سرطان ها اســـتفاده مي شوند )12, 

.)18

بذر پیـــچ تلگرافی برگ درشـــت همانند بـــذر پروانش داراي 

آلکالوئيدهـــاي دايمري وينگرامينه  و متیل وینگرامینه اســـت 

که بـــه طور اختصـــاصي در بـــذر توليد و ذخيره مي شـــوند 

 .)20 ,19 ,9(

برخـــي ديگر از آلکالوئیدها عبارتنـــد از لئوروزين ، کاتارانتين، 

تتراهايدروآلستونين ، لاکنريســـين ، ويندولين و ويندوليسين  که 

در پیـــچ تلگرافی یافـــت می شـــوند )21-23(. در مورد محل 

بیوســـنتز و ذخیره ســـازی آلکالوئیدها، واکوئل   ســـلول  های 

گیاهـــی نقـــش اصلـــی را در ذخیـــره ســـازی این گـــروه از 

متابولیت  هـــای ثانویـــه نقـــش ایفاء مـــی کنـــد، همچنین، 

واکوئل  هـــا اســـیدهای آلـــی، قندهـــا، ســـایر متابولیت  های 

ثانویـــه، کاتیون¬های نظیر ســـدیم و کلســـیم را نیز در خود 

نگهـــداری می کننـــد )10, 19, 24, 25(.

 )Cu( بـــا توجه به جذب آجمالیســـین که حســـاس بـــه مس

اســـت، امـــا NaNO3 هیـــچ تاثیری بـــر جـــذب آن ندارد. 

مطالعـــات نشـــان داده اند جـــذب دو مرحلـــه ای ایندول 

آلکالوئیدهـــا ناشـــی از متابولیســـم ویژه ای نیســـت، بلکه 

تجمع و ذخیره اینـــدول آلکالوئیدها تنها ناشـــی از تله یونی 

آلکالوئیدهـــا به وســـیله pH پایـــين لومن واکوئل می باشـــد 

)11, 20(. به نظر می رســـد کـــه جذب ویندولیـــن به انرژی 

نیـــاز دارد، ولی احتمالاً تجمع آجمالیســـین ناشـــی از ایجاد 

کمپلکـــس با ترکیبـــات آلی و فنلی اســـت.

 ذخایر فرعی دیگر نظیر تابرســـونین به وســـیله انتشار ساده 

از عرض تونوپاســـت عبـــور می کننـــد )10, 12, 23, 26(. در 

کل، با توجـــه به مقادیر بســـیار بـــالای از آلکالوئید ها و به 

دلیـــل اهمیت این ترکیبـــات از نظر دارویی ایـــن مطالعه با 

هدف بررســـی اثـــر تیمارهای تنظیم کننده  رشـــد، بر فعالیت 

آنزیم تریپتوفان دکربوکســـیاز TDC گیاه پیـــچ تلگرافی در 

شرایط کشـــت بافت، کشت ســـلولی و کشـــت مزرعه انجام 

است. گرفته 

شـــد و به مدت 3 دقیقه ســـونیکیت گردید. ســـپس به مدت 

24 ســـاعت دریخچال ) دمای 4 درجه ســـانتیگراد( نگهداری 

شـــد و در نهایت با دور 2500 به مدت 10 دقیقه سانتریفیوژ 

شـــده و صاف گردید. میزان جذب
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کشت بذر

بذر پیچ تلگرافی برگ درشـــت از موسســـه تحقیقات اصاح 

و تهیـــه نهال و بـــذر كرج بخـــش بیوتکنولوژی تهیه شـــد. 

بـــرای مطالعات کشـــت بافت و کشـــت ســـلول محیط  های 

کشـــت غذای خاص مـــورد اســـتفاده قـــرار گرفـــت. این 

محیط  ها دارای مـــواد غذای لازم برای ادامه رشـــد بافت  ها 

و ســـلول  ها بـــوده، چون نیاز غـــذای بافت هـــا و اندام  های 

گونه هـــای مختلـــف گیاهی بـــا یکدیگر متفاوت اســـت، در 

این پژوهش از محیط  های کشـــت مختلف اســـتفاده شـــد. 

در ضمن محیط  های کشـــت مختلـــف دارای مقادیر متفاوتی 

از ترکیبـــات معدنی و ترکیبات آلی اســـت.

کشت بافت پیچ تلگرافی

ابتـــدا برای ضـــد عفونی نمـــودن، بذور پروانـــش ۱۵ دقیقه 

در اتانـــول ۷۰ درصـــد و ۳۰ دقیقه در محلـــول هیپوکلریت 

کلسیم-ســـدیم ۲۰ درصد و ســـه بار با آب مقطر شستشـــو 

شـــدند، بذرها به دلیل تعدد شـــیارهای ســـطحی پوســـته 

دانـــه کامل ضـــد عفونی نشـــده )20, 22(، بـــه همین دلیل 

جهـــت حذف این آلودگی   ها از محتوی کپســـول آموکســـی 

ســـیلین ۲۵۰ میلی گرمی و کپسول آمپی ســـیلین ۲۵۰ میلی 

گرمی در ۲۵۰ میلی لیتر آب مقطر اســـتفاده شـــده، و سپس 

بذور به محیط کشـــت منتقل شـــدند.

 

ضد عفونی نمودن قطعات گیاه پیچ تلگرافی

ابتـــدا برگ ها و ســـاقه  های مســـن و جوان بـــا آب و صابون 

شستشـــو و ۱۰ دقیقه در محلـــول ۲۰ درصد تجاری آب ژاول 

قـــرار داده شـــده، بـــرگ   ها و ســـاقه   ها ســـه بـــار با آب 

مقطر ضد عفونی شستشـــو شـــدند، ســـپس قطعـــات را در 

محلـــول کلرید جیـــوه 0/15درصد به مـــدت ۲۰ دقیقه قرار 

داده، و در آخرین مرحله ســـه بار بـــا آب مقطر ضد عفونی 

شستشـــو شـــدند، تفکیک قطعات برگ و ســـاقه پس از ضد 

عفونـــی کردن انجام شـــد. ایـــن قطعات به محیط کشـــت 

پایـــه مختلف بـــا غلظت  های متفـــاوت تنظیـــم کننده های 

رشـــد مورد پژوهش منتقل شـــدند.

روش     های کشت سلول و بافت

 LS و MS برای کشـــت سوسپانســـیونی از محیط  های پایـــه

بدون آگار و برای کشـــت بافت از محیط پایه B5 اســـتفاده 

.)27  ,24( شد 

الف( روش کشت سوسپانسیون سلولی، یک مرحله ای:

در این روش تنها از محیط کشـــت پایه MS اســـتفاده شـــد، 

در ضمـــن واکشـــت  های D-4،2 از محیط حذف نشـــد، در 

تمـــام دوره کشـــت سوسپانســـیونی ســـلولدر ارلن  های ۲۵۰ 

میلی لیـــتری حاوی ۱۰۰ میلـــی لیتر محیط بـــوده و ارلن ها 

روی شـــیکر افقی با سرعـــت rpm ۱۳۰ قرار داشـــتند )12(.

ب( روش کشت سوسپانسیون سلولی، دو مرحله ای:

در ایـــن روش ابتـــدا کال هـــا را بـــه محیط کشـــت تعلیقی 

MS دارای تنظیـــم کننـــده  رشـــد D-4،2 و کینتیـــن هر یک 

بـــا غلظـــت 0/5 میلی گـــرم در لیـــتر منتقل نمـــوده و پس 

از یـــک مـــاه ۱۰ میلـــی لیتراز ســـلول  های جدا شـــده را به 

90 میلی لیتر محیط کشـــت تولیـــد آلکالوئیـــد انتقال داده 

شـــدند، محیط تولیـــد الکالوئید توســـط زِنـــک و همکاران 

1991معرفی شـــده بـــود. محیـــط LS دارای ۵۰ گرم در لیتر 

ســـاکارز 1/125 میلی گـــرم در لیـــتر BA و 0/175 میلی گرم 

در لیـــتر IAA بود )24(. 

جهت کشـــت ســـلولی از برگ  های پیچ تلگرافـــی، کال  های 

 MS 30 روزه تهیه و پـــس از20 روز نگهداری در محیط  های

بـــدون آگار و فاقـــد تنظیم کننده  رشـــد، قنـــد و تریپتوفان، 

به عنوان محیط شـــاهد رشـــد یافته، و ســـپس بـــا افزودن 

تنظیـــم کننده هـــای رشـــد  مـــورد پژوهش برای ســـنجش 

آلکالوئیدهـــای آجمالیســـین، سرپانتیـــن و آلکالوئید کل    در 

وزن خشـــک گیاه، در طـــی 4 دوره زمانـــی10 روزه مورد 

.)28( گرفتند  قرار  اســـتفاده 

کشت مزرعه

بـــرای این منظـــور ۲۷ کرت یـــک متر مربعـــی را انتخاب و 

در اواســـط بهار مبـــادرت به کاشـــت بذرها بـــه مقدار دو 

گـــرم در هر کرت شـــد و کـــرت     ها بطور مرتـــب و روزانه 

آبیاری شـــدند. هورمون های اکســـین و ســـیتوکنین در سه 

غلظت ) 0/0،5/1 و1/0 میلی گرم در لیتر( اســـتفاده شـــدند.

گیاهـــان در ســـه تکرار بصـــورت فاکتوریـــل در قالب طرح 

کامـــا تصادفـــی در مزرعـــه موسســـه تحقیقـــات اصاح و 

تهیـــه نهـــال و بذر كـــرج درســـال 1398 اجرا شـــد. پس از 

مواد و روش ها:
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دو برگی شـــدن گیاهـــان، تنظیم کننده  رشـــد پاشـــی آغاز 

شـــد، به این ترتیـــب که برای هـــر کرت معیـــن حدود ۲۰ 

میلـــی لیتر از محلول مورد آزمایش روی گیاه اســـپری شـــد. 

دو برداشـــت پـــس از یـــک ماه تنظیم کننده  رشـــد پاشـــی 

انجام شـــد. برداشـــت اول در هفته دوم و برداشت دوم در 

شروع مرحلـــه گلدهی و ســـپس 2 نمونه بـــرداری نیز پس از 

گلدهی بـــا فواصل زمانـــی 14 روزه از گیاهان انجام شـــد. 

پس از برداشـــت، گیاهان در دمای معمولـــی اتاق )25 درجه 

ســـانتیگراد( خشک شـــده و ســـپس آلکالوئیدها استخراج، و 

سنجش شـــدند )27(.

روش اجرای آزمایش

بـــه منظور بررســـی تاثیـــر تنظیـــم کننده های رشـــد مورد 

مطالعه در ایـــن تحقیق بر میزان ترکیبات مـــورد نظر، ابتدا 

تیمارهـــا به طور دقیـــق در کرت   های مـــورد تحقیق انجام 

گردیـــد، پس از طـــی مرحله رشـــد گیاه، عملیـــات عصاره 

گیـــری انجام گردیـــد و ترکیبات مـــورد نظر با اســـتفاده از 

روش اسپکتروفلوئوریمتری مورد ســـنجش قرار گرفت )29(، 

نتایج بین گروهی با اســـتفاده از آزمون ANOVA و تســـت   

های تعقیبی شـــف درســـطح احتمال ۱%  مورد ســـنجش و 

مقایســـه با هم قـــرار گرفت )29(.

TDCروش استخراج و آماده سازی مخلوط واکنش آنزیم

ایـــن متـــد بـــر اســـاس روش فلوئوریمتری ســـنجش مقدار 

تریپتامین در محیط کشـــت انجام می شـــود، حـــال در این 

روش مخلوط اتیل اســـتات بـــا توجه به وزن مـــاده تر اولیه 

مصرف می شـــود. ســـنجش بیوســـنتز تریپتامیـــن در محیط 

کشـــت در مدت زمـــان 20 الـــی 30 دقیقـــه، در دوره های 

زمانـــی0، 20 و40 روز بررســـی شـــده اســـت، فعالیت این 

 )B6 آنزیـــم به کوآنزیـــم پیرودکســـال فســـفات  )ویتامین

وابســـته بـــوده، کـــه فعالیت غیر برگشـــتی و یـــک طرفه 

آنزیـــم را کاتالیـــز می کنـــد. دراین روش افزایـــش فعالیت 

آنزیم با میـــزان افزایـــش تریپتامین در محیط نشـــان داده 

می شـــود، آنزیمTDC شـــاهراه اصلی در میانه مســـیرهای 

بیوســـنتز مواد اولیـــه و متابولیـــت های ثانویه می باشـــد. 

سرعـــت فعالیـــت آنزیم بـــا روش هـــا مختلـــف از جمله 

اتورادیوگرافـــی وHPLC  کـــه بـــه ترتیـــب دارای خطرات 

جانبـــی ناشـــی ازتابش پرتوهـــای مضر، وهزینه بســـیار بالا 

بوده که روش اســـپکتروفلوئوریمتری بســـیارسریعتر، ارزانتر و 

به هـــمان انـــدازه دقیق می باشـــد )30(.

ابتـــدا با فیلتر کردن نمونه های کشـــت ســـلول اولیـــه اندام 

های پیـــچ تلگرافی حـــدوداً دو گـــرم ازماده تر، جـــدا و با 

روش اســـتخراجی )5( آماده ســـازی شـــدند، ویا دو گرم از 

ماده تر کشـــت بافـــت و گیاهان کشـــت شـــده در مزرعه 

توزیـــن گردید. برگ ها، ســـاقه هـــای جوان و مســـن پیچ 

تلگرافـــی به طور جداگانه با آب مقطر سرد دو بار شستشـــو 

و بـــه قطعات کوچک تقســـیم کرده، ســـپس دو گرم از وزن 

تـــر به دســـت آمده بـــا دو حجم پلـــی وینیل الـــکل و پلی 

 7/pH5 ،پیرولیـــدون، ۲ میلی لیتر بافر فســـفات 0/1مـــولار

حاوی 5 میلـــی مـــول مرکاپتواتانول و 5 میلـــی مول تیوره 

و 1 میلـــی مول EDTA به مـــدت 10 دقیقه تـــکان داده و 

ســـپس بمدت 30 دقیقـــه در 10000rpm ســـانتریفیوژ نموده، 

بخش شـــناور بعنوان منبـــع آنزیم تریپتوفان دکربوکســـیاز 

باشد. می  اســـتفاده  قابل 

تریپتامیـــن  -تریپتوفـــان،   L:شـــامل واکنـــش  مخلـــوط 

هیدروکلراید و پیریدوکســـال فســـفات بـــوده، ابتدا محلول 

هـــای اســـتاندارد تریپتامیـــن در غلظت هـــای 0/5 الی 10 

میکرومـــول تهیه و با اســـپکتروفلوریمتری در طول موج های 

۲۸۰ و ۳۵۰ نانومـــتر بـــه ترتیب طول مـــوج تحریک و طول 

موج خاموشـــی لومینانـــس تریپتامین درحال آب توســـط 

 )Perkin-Elmer.Lsa-B5( دستگاه اســـپکتروفلوئوریمتر مدل

بـــا فاکتور تثبیت 1.000 قرائت شـــده و نموداراســـتاندارد به 

دســـت آمد. درهر ســـنجش ســـه و نیم میلی لیتر از محلول 

اســـتاندارد در مخزن A وارد و0/57 الـــی 11/4 و میکرومول 

محلـــول تریپتامین تهیه شـــده از آب ســـه بار تقطیر شـــده 

آمـــاده، و در مخزن B ، بافر فســـفات ســـدیم 0/1 مولار با 

pH 8/5 کـــه حـــاوی ۵ میلی لیـــتر محلول 5میلـــی مول بتا-

مرکاپتواتانـــول و گلیسرول10% بـــوده اضافه نموده  ) لازم به 

ذکر اســـت بانـــک فاقد تریپتامین اســـت(، ســـپس مخلوط 

L-تریپتوفـــان و محلول فاز آبی تریپتامیـــن را با غلظت های 

2 الـــی 40 نانومول با 1 میلی لیتر آب ســـه بار تقطیر شـــده 

  pH8.5  و 1 ســـی ســـی بافر فســـفات ســـدیم 0/1 مولار با

حـــاوی 1 میلی مـــول تریپتوفان و 1 میلی مول پیردوکســـال 

فســـفات، با افزودن ســـود 4 نرمال pH را به 11 رســـانده، 
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ســـپس ۴ میلی لیتر از مخلوط بدســـت آمـــده را با 10 میلی 

لیـــتر اتیل اســـتات مخلوط و بـــه مدت ۱۰ دقیقـــه بهم زده 

فاز بالای جداســـازی، و بـــرای اســـپکتروفلوئوریمتری آماده 

شـــد، ســـپس کروماتوگراف های بدســـت آمده ثبت شدند 

)10( )تمـــام مراحـــل اســـتخراج باید درحمام یـــخ در دمای 

بیـــن ۰ تا ۴ درجه ســـانتی گراد انجام شـــود(.

)31(  TDCتست کاتالیتیکی آنزیم

تســـت کاتالیتیکی آنزیم بر اســـاس G-sephadex 25 تیوره 

ثبـــت گردیـــد. 1 میلی لیـــتر از مخلوط آنزیم را بـــا 1 میلی 

لیتر بافر فســـفات ســـدیم 0/1 مولار بـــا  pH5/8 حاوی 3/5 

میلی مـــول مرکاپتواتانول، 1 میلی مـــول تریپتوفان، 1 میلی 

مـــولار و ۲۰ میکروگرم از بخش هوموژن جدا شـــده، بمدت 

40 دقیقه در دمای ۳۰ درجه ســـانتی گـــراد در حالت لرزش 

مداوم قـــرار داده و سرعت فعالیت آنزیـــم را در بازه های 

زمانـــی 5 الی 40 دقیقـــه، پس از اضافه نمـــودن 2 میلی لیتر 

pH  ،ســـود 4 نرمال اندازه گیری و نتایج ثبت شـــد. ســـپس

نمونـــه را با افزودن ســـود به 11 رســـانده، نمونـــه را با 3/5 

میلـــی لیتر اتیل اســـتات مخلـــوط، فاز اتیل اســـتات را برای 

فلوئورسانس توســـط دستگاه اســـپکتروفلوئوریمتر در طول 

موج هـــای ۲۸۰ و ۳۵۰ نانومتر لومینانـــس تریپتامین ثبت و 

نمودارهای مربوطه رســـم شـــدند )0/4 میکرولیتر تریپتامین 

بـــا غلظـــت 4 نانومـــول به صـــورت محلول در بـــازه های 

زمانی مشـــخص اضافه شـــد(. اندازه گیری مقدار تریپتامین 

بر اســـاس شیب خط برگشت )رگرســـیون( صورت گرفت، و 

رســـوب به دســـت آمده به 40 میلی لیتر ســـولفات آمونیوم 

+ تیوره از ســـتون عبور داده و بـــرای تعیین سرعت فعالیت 

آنزیـــم TDC در شرایط بـــدون نمک در غلظـــت های پنج 

درصد پلی اتیلن گلیکول اســـتفاده شـــد. 

نتایج : 

TDC بر روی فعالیت آنزیم IAA و NAA بررسی تاثیر

بررســـی نتایج حاصل از کشـــت انـــدام هـــای مختلف پیچ 

تلگرافـــی نشـــان داد که بیـــن میـــزان فعالیـــت آنزیم در 

ایـــن اندام  هـــا اختـــاف وجـــود دارد. نتایج نشـــان داد که 

بـــا افزایـــش غلظـــت NAA و IAA میزان فعالیـــت آنزیم 

افزایـــش یافته، به گونه ای که از غلظـــت   0/1 الی 0/5 میلی 

گـــرم بر لیـــتر تنظیم کننده  رشـــد IAA به ترتیـــب کمترین 

و بیشـــترین و بـــرای NAA غلظت 0/5 میلی گـــرم در لیتر 

بیشـــترین میزان فعالیت آنزیم مشـــاهده شـــد )نمودارهای 

1 و 2(. برای ســـیتوکنین، KIN وBA هـــر دو در غلظت 1/0 

میلـــی گـــرم در لیتر در تمامـــی محیط های کشـــت افزایش 

میزان فعالیت آنزیم دیده شـــد، اما ایـــن افزایش در محیط 

سوسپانســـیون دو مرحله ای محســـوس تر بود )نمودارهای 

3 و 4(. در بررســـی اثـــر متقابل هورمـــون مصرفی در اندام 

های مختلف بـــر میزان فعالیت آنزیم مشـــاهده شـــد، که 

اســـتفاده از بـــرگ مســـن پیچ تلگرافی بیشـــترین و ســـاقه 

جـــوان آن کمتریـــن تغییـــر در فعالیت آنزیم را در کشـــت 

بافـــت نشـــان داد. کشـــت سوسپانســـیون دو مرحلـــه ای 

عملکـــرد بهتری نســـبت به ســـایر محیط ها از خود نشـــان 

داد. بررســـی ها نشـــان داد اثر متقابل اکســـین هـــا در این 

تحقیق بـــا افزایش تعـــداد روز اســـتفاده از تیمارها تا روز 

بیســـتم نســـبت به شـــاهد افزایش سرعت فعالیـــت آنزیم 

 IAA دیده شـــد، امـــا از روز20ام به بعـــد در هورمون های

  TDCبـــا کاهش محســـوس سرعت فعالیـــت آنزیم NAA و

روبرو شـــد، ایـــن کاهش در تیـــمار های ســـیتوکنینی دیده 

نشـــد )نمودار 1(.

بررســـی تاثیر تنظیم کنندهای رشـــد بـــر روی فعالیت آنزیم 

TDC

نتایـــج حاصل نشـــان داد که اســـتفاده از روش های مختلف 

کشـــت بافت، سوسپانســـیونی و مزرعه باعث تغییر سرعت 

فعالیـــت آنزیمTDC  شـــده، به گونـــه ای که اســـتفاده از 

کشـــت سوسپانســـیونی همراه با اســـتفاده از هورمون های 

مورد مطالعـــه در این تحقیق بیشـــترین تاثیر را نســـبت به 

دو روش دیگر کشـــت بـــرای افزایش سرعـــت عملکرد آنزیم 

TDC نشـــان داد. در بررسی اثر متقابل ســـیتوکنین ها مورد 

مطالعـــه در این تحقیق نیز مشـــاهده شـــد که بـــا افزایش 

تعداد روز اســـتفاده از روز 20 الی 40 روز نســـبت به شاهد 
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افزایـــش سرعت عملکـــرد دیده شـــد، اما از روز بیســـتم به 

بعد در اکســـین هـــا با کاهش محســـوس سرعـــت فعالیت 

آنزیـــم TDC مواجه شـــدیم )نمودار 4(. بررســـی ها نشـــان 

داد کـــه اســـتفاده از  BAو KIN در غلظـــت 1/0 میلی گرم 

در لیـــتر بیشـــترین تاثیر را بـــر افزایش سرعت آنزیم نشـــان 

 IAA دادنـــد )نمودارهـــای 3 و 4(. در مقابـــل، اســـتفاده از

کمتریـــن تاثیر افزایشـــی بر سرعـــت آنزیم را نشـــان داد. در 

بررســـی مناســـب ترین غلظت مورد اســـتفاده برای اکسین 

هـــا، IAA و NAA 0/5 میلـــی گرم در لیتر بـــود )نمودار 5(. 

همچنین، بررســـی نتایـــج حاصل از تاثیر انـــواع تنظیم کننده 

هـــای رشـــد و روش های مختلف کشـــت نشـــان داد که به 

ترتیب اســـتفاده از کشت سوسپانســـیونی و مزرعه همراه با 

اســـتفاده از هورمـــون های مـــورد مطالعـــه در این پژوهش 

بیشـــترین تاثیر را نســـبت به روش کشـــت بافـــت بر سرعت 

فعالیت آنزیم تریپتوفان دکربوکســـیاز نشـــان داده اســـت 

)نمودار 5(. بررســـی جدول 1 بدســـت آمده از انواع کشت و 

انـــدام های متفاوت گیـــاه پیچ تلگرافی نشـــان داد برگ های 

مســـن گیاه در کشـــت بافت و کشت ســـلولی دو مرحله ای 

بهتریـــن عملکـــرد را در تاثیر پذیـــری از تنظیـــم کننده های 

رشـــد بر روی سرعـــت فعالیـــت آنزیم TDC نشـــان دادند. 

همچنیـــن، نتایج حاصل از مقایســـه همه گروه  های کشـــت 

نشـــان داد که اختاف معنی داری در میـــزان فعالیت آنزیم 

تحت تاثیـــر هورمون های گروه اکســـین در کشـــت مزرعه 

نســـبت به ســـایر گروه  ها وجود ندارد )نمـــودار 2(.

جــدول 1:  بررســی نتایــج حاصــل از تجزیــه واریانــس داده هــای مربــوط بــه تاثیــر هورمــون IAA بــر میــزان فعالیــت آنزیــم تریپتوفــان دکربوکســیاز 

)TDC( در کشــت بافــت و کشــت سوسپانســیونی 1 و 2 مرحلــه ایــی انــدام هــای پیــچ تلگرافــی بــرگ درشــت.

نمــودار 1: مقایســه نتایــج حاصــل از تاثیــر هورمــون  IAAبــر میــزان فعالیــت آنزیــم تریپتوفــان دکربوکســیاز)TDC( در کشــت بافــت و کشــت 

ســلولی 1 و 2 مرحلــه ایــی انــدام هــای پیــچ تلگرافــی بــرگ درشــت
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جــدول 2 - بررســی نتایــج حاصــل از تجزیــه واریانــس داده هــای مربــوط بــه تاثیــر هورمــون NAA بــر میــزان فعالیــت آنزیــم تریپتوفــان 

دکربوکســیاز)TDC( در کشــت بافــت و کشــت سوسپانســیونی 1 و 2 مرحلــه ایــی انــدام هــای پیــچ تلگرافــی بــرگ درشــت

نمــودار 2: مقایســه نتایــج حاصــل از تاثیــر هورمــون NAA بــر میــزان فعالیــت آنزیــم تریپتوفــان دکربوکســیاز)TDC( در کشــت بافــت و کشــت 

ســلولی 1 و 2 مرحلــه ایــی انــدام هــای پیــچ تلگرافــی بــرگ درشــت.

ــان  ــم تریپتوف ــت آنزی ــزان فعالی ــر می ــون BA ب ــر هورم ــه تاثی ــوط ب ــای مرب ــس داده ه ــه واریان ــل از تجزی ــج حاص ــی نتای ــدول 3 - بررس ج

دکربوکســیاز)TDC( در کشــت بافــت و کشــت سوسپانســیونی 1 و 2 مرحلــه ایــی انــدام هــای پیــچ تلگرافــی بــرگ درشــت
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نمــودار 3: مقایســه نتایــج حاصــل از تاثیــر هورمــون  BAبــر میــزان فعالیــت آنزیــم تریپتوفــان دکربوکســیاز)TDC( در کشــت بافــت و کشــت 

ســلولی 1 و 2 مرحلــه ایــی انــدام هــای پیــچ تلگرافــی بــرگ درشــت

ــزان فعالیــت آنزیــم تریپتوفــان دکربوکســیاز)TDC( در کشــت بافــت و  ــر می نمــودار 4: مقایســه نتایــج حاصــل از تاثیــر هورمــون  KINب

کشــت ســلولی 1 و 2 مرحلــه ایــی انــدام هــای پیــچ تلگرافــی بــرگ درشــت
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ــان  ــم تریپتوف ــت آنزی ــزان فعالی ــر می ــون KIN ب ــر هورم ــه تاثی ــوط ب ــای مرب ــس داده ه ــه واریان ــل از تجزی ــج حاص ــی نتای ــدول 4: بررس ج

ــت ــرگ درش ــی ب ــدام هــای پیــچ تلگراف ــی ان ــیونی 1 و 2 مرحلــه ای ــت سوسپانس ــت و کش ــت باف ــیاز)TDC( در کش دکربوکس

بررســـی تاثیر قندها بـــر روی فعالیت آنزیـــم TDC در گیاه 

درشـــت برگ  تلگرافی  پیچ 

در بررســـی اثـــر قنـــد ســـاکارز در غلظت هـــای مختلف 

نتایج بدســـت آمده نشـــان داد که غلظت 6% قند ســـاکارز 

بیشـــترین اثـــر افزایشـــی در فعالیـــت )TDC( در محیـــط 

کشـــت ســـلولی دو مرحله ای داشـــته،  )جـــدول و نمودار 

6( و همچنیـــن کمترین اثر قنـــد ســـاکارز در تمامی غلظت 

ها در کشـــت بافت بـــرگ های جـــوان پیـــچ تلگرافی بود. 

همچنیـــن مقایســـه آنالیز واریانـــس نتایج بدســـت آمده از 

غلظـــت های مختلـــف قندهای گلوکز و فروکتوز نشـــان داد 

بـــه  ترتیب قندهـــای گلوکز )جدول و نمـــودار 7(  و فروکتوز  

)جدول و نمودار 8( در غلظت 4% در محیط کشـــت ســـلولی 

دومرحله ای بیشـــترین تاثیر را بر روی فعالیت آنزیم داشـــته 

اســـت. همچنین برگ مســـن پیچ تلگرافی بیشـــترین افزایش 

فعالیـــت آنزیـــمTDC  در هـــر دو مـــدل کشـــت بافت و 

سوسپانســـیونی را نشان داده اســـت. در استفاده از تیمارهای 

قند نتایج نشـــان داد که اســـتفاده از غلظت   6% قند ساکارز 

و 4% قندهـــای گلوکز و فروکتوز بیشـــترین تاثیـــر بر افزایش 

فعالیـــت آنزیم در همه نمونـــه های گیاهی و انواع کشـــت 

بافت و ســـلول از خود نشـــان داد. همچنین در بررســـی اثر 

متقابـــل قند مـــورد اســـتفاده در انـــدام هـــای مختلف بر 

میزان فعالیت آنزیم مشـــاهده شـــد، که اســـتفاده از کشت 

بافت برگ مســـن بیشـــترین و کشت بافت ســـاقه جوان پیچ 

تلگرافـــی کمتریـــن تاثیر را بـــر سرعت فعالیـــت آنزیم دارد. 

همچنین کشـــت سوسپانســـیونی دو مرحلـــه ای نتایج بهتری 

از خود نشـــان داد )جـــدول6 و نمودار 7(.

بررســـی تاثیر اســـید آمینه تریپتوفان بـــر روی فعالیت آنزیم 

TDC در گیـــاه پیچ تلگرافی

بررســـی و مقایســـه آنالیز واریانس در غلظـــت های 100 و 

200 میلـــی گرم درلیتر اســـید آمینـــه تریپتوفان  نشـــان داد 

کـــه غلظـــت 100 میلی گرم بر لیتر اســـید آمینـــه تریپتوفان 

اثر افزایشـــی معنی دار در ســـطح 1% بر روی فعالیت آنزیم 

تریپتوفان دکربوکســـیاز TDC نشـــان داده، که این روند در 

تمامـــی اندام های کشـــت شـــده و در تمامـــی محیط های 

کشـــت گیاه مشاهده شـــد. روند افزایشـــی بویژه در محیط 

کشـــت سوسپانســـیون ســـلولی دو مرحله ای )در سطح %1 

آمـــاری( افزایش بیشـــتری نســـبت به ســـایر محیـــط های 

کشـــت پیچ تلگرافی را نشـــان داد. همچنین مقایســـه نتایج 

مشـــخص نمود کـــه غلظـــت 200 میلی گـــرم بر لیـــتر اثری 

بســـیار کمتر و حتی کاهنده در فعالیت آنزیم داشـــته است 

)جدول و نمودار 9(. بررســـی جداول بدســـت آمـــده از انواع 

کشـــت و اندام های متفـــاوت گیاه پیچ تلگرافی نشـــان داد 

که، برگ های مســـن در کشـــت بافت و کشـــت سلولی دو 

مرحلـــه ای بهترین عملکرد را در تاثیر تغییرات غلظت اســـید 

آمینـــه تریپتوفان بـــر روی سرعت فعالیت آنزیـــم TDC از 

خود نشـــان داد. همچنین در بررســـی میانگین نتایج حاصل 

از بررســـی تاثیر اســـید آمینـــه تریپتوفان بر میـــزان فعالیت 

آنزیـــم در نوع انـــدام گیاه پیچ تلگرافی مشـــاهده شـــد که 

بیشـــترین وکمترین تاثیر پذیری از تیمارهـــا در میزان فعالیت
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آنزیـــم به ترتیب در برگ های مســـن و ســـاقه جوان نســـبت به ســـایر انـــدام های پیچ تلگرافی مشـــاهده شـــد. در تمامی مدل 

های کشـــت افزایـــش غلظت تریپتوفـــان باعث کاهش تـــا 45درصد فعالیـــت آنزیم در گروه هـــای دریافت کننده اســـید آمینه 

شـــده اســـت. همچنین افزایش غلظت تریپتوفان ســـبب کاهش فعالیت آنزیم شـــده، وکشـــت سوسپانســـیون ســـلولی بیشترین 

تاثیر پذیری را ازخود نشـــان داده اســـت.
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 )TDC(جــدول 6: بررســی نتایــج حاصــل از تجزیــه واریانــس داده هــای مربــوط بــه تاثیرقنــد ســاکارز بر میــزان فعالیــت آنزیم تریپتوفــان دکربوکســیاز

در کشــت بافــت و کشــت سوسپانســیونی 1 و 2 مرحلــه ایــی انــدام هــای پیــچ تلگرافــی برگ درشــت

نمــودار 6: مقایســه نتایــج حاصــل از تاثیرقنــد ســاکارز بــر میــزان فعالیــت آنزیــم تریپتوفــان دکربوکســیاز)TDC( در کشــت بافــت و کشــت 

ســلولی 1 و 2 مرحلــه ایــی انــدام هــای پیــچ تلگرافــی بــرگ درشــت
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 )TDC(جــدول 7: بررســی نتایــج حاصــل از تجزیــه واریانــس داده هــای مربــوط به تاثیرقنــد گلوکز بر میــزان فعالیت آنزیــم تریپتوفان دکربوکســیاز

در کشــت بافــت و کشــت سوسپانســیونی 1 و 2 مرحلــه ایــی انــدام هــای پیچ تلگرافی برگ درشــت

نمــودار 7: مقایســه نتایــج حاصــل از تاثیرقنــد گلوکــز بــر میــزان فعالیــت آنزیــم تریپتوفــان دکربوکســیاز)TDC( در کشــت بافــت و کشــت ســلولی 

1 و 2 مرحلــه ایــی انــدام هــای پیــچ تلگرافــی بــرگ درشــت



55

رهای ...                            رسی ا�ث ت�ی �ب
h tt p s : / / z i s ti . i a u v a r a m i n . a c . i r

کاظم زاده حقی�ق و همکاران
ره 3 ان    .   سال1401    .   دوره 17   .   �ث دانش زیس�ق ا�ی

 )TDC(جــدول 8: بررســی نتایــج حاصــل از تجزیــه واریانــس داده هــای مربــوط به تاثیرقنــد فروکتوز بر میــزان فعالیت آنزیــم تریپتوفان دکربوکســیاز

در کشــت بافــت و کشــت سوسپانســیونی 1 و 2 مرحلــه ایــی انــدام هــای پیچ تلگرافی برگ درشــت

ــان دکربوکســیاز)TDC( در کشــت بافــت و کشــت  ــم تریپتوف ــزان فعالیــت آنزی ــر می ــوز ب ــد فروکت ــج حاصــل از تاثیرقن نمــودار 8: مقایســه نتای

ــه ایــی انــدام هــای پیــچ تلگرافــی بــرگ درشــت ســلولی 1 و 2 مرحل
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جــدول 9: بررســی نتایــج حاصــل از تجزیــه واریانــس داده هــای مربــوط بــه تاثیــر اســید آمینــه تریپتوفــان بــر میــزان فعالیــت آنزیــم تریپتوفــان 

دکربوکســیاز)TDC( در کشــت بافــت و کشــت سوسپانســیونی 1 و 2 مرحلــه ایــی انــدام هــای پیــچ تلگرافــی بــرگ درشــت

نمــودار 9: مقایســه نتایــج حاصــل از تاثیراســید آمینــه تریپتوفــان بــر میــزان فعالیــت آنزیــم تریپتوفــان دکربوکســیاز)TDC( در کشــت بافــت 

و کشــت ســلولی 1 و 2 مرحلــه ایــی انــدام هــای پیــچ تلگرافــی بــرگ درشــت
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بحث : 

به طـــور کلی مـــی توان بیـــان نمود کـــه اقدامـــات زيادي 

در مـــورد توليـــد آلكالوئيدهـــا با اســـتفاده از كشـــت هاي 

سوسپانسيون سلولي صــــورت پذيرفتــــه و در مــــواردي نيـز 

بــــا كمــــك اليسيتورها و ســـاير اســـتراتژيها موفقيت هايي 

حاصل شـــده اســــت، ولي کمتر به مسیرها و شـــاهراه های 

متابولیســـمی پرداخته شده و به طور كلي بــــراي تركيبــــات 

فيتوشــــيميايي مختلـــف ماننــــد آجمالیســـین، سرپانتیـــن، 

هيوســـــيامين، اســكوپولامين، وين باســـــتين و وين كريستين 

برخـــاف آجمالیســـین و سرپانتیـــن نتايج خوبي در كــــشت 

سـلول ديــــده نـشده اســــت )17, 32(. درمورد تنظیم کننده 

های رشـــد، اکســـین هـــا بازدارنـــده بیوســـنتز آلکالوئیدها 

 IAA درکشـــت تعلیقـــی هســـتند )16, 33(  هورمـــون های

و NAA بیوســـنتز بســـیاری از متابولیت هـــای ثانویه را در 

کشـــت تعلیقـــی کاهـــش می دهنـــد )34, 35(. ویژگی های 

متفـــاوت تونوپاســـت برای جـــذب متابولیت هـــای ثانویه 

مختلف توســـط Deus  &  Zenk )23( گزارش شـــده اســـت 

کـــه فاکتور مهمی در تنظیم شـــدت جذب و ترشـــح اســـت، 

ولـــی با این وجود چگونگی دخالت اکســـین ها در ترشـــح و 

جذب بتدریج شـــناخته شـــده اســـت )23(. 

ســـیتوکنین هـــا بویـــژه KIN و BA نقش مهمـــی را در واکنش 

های فیزیولوژیکی ســـلول هـــای گیاهی بازی مـــی کنند، به 

عنوان مثـــال در تنظیم نقش ســـلولی و کنـــترل ریخت زایی 

و جنیـــن زایـــی شرکت دارنـــد )36( همچنیـــن آزمایش های 

متعـــددی تاثیر آنهـــا را بر تولید متابولیت هـــای ثانویه نظیر 

بتاســـیانین ها، آنتوســـیانین ها )37( اینـــدول آلکالوئیدها )2( 

اثبات کرده اند. براســـاس فرضیه، جریان کلســـیم از غشـــای 

 Ellioth .پاســـمایی برای تجمـــع آلکالوئیدها ضروری اســـت

و  El-syeid )38و42(نشـــان دادند تنظیم متابولیســـم ثانویه 

 Merilon .توسط ســـیتوکینین ها با عبور کلســـیم ارتباط دارد

و همـــکاران )39و40( با اســـتفاده از: 1( مســـدودکننده های 

ورود کلســـیم نظیر )نفی دی پین(nifedipine  و 2( بازدارنده 

های رقابتـــی کالمودولین کـــه در ضمن مســـدود کننده های 

  flunarizine)عبور کلســـیم نیز هســـتند مثل )فلوناری زیـــن

و  )پـــی مو زیـــد(pimozide و 3( یون +Cu 2 کـــه راه عبور 

کلســـیم را از طریق اشـــغال جایگاه اتصال کلســـیم در سطح 

خارجی و غشاء پاســـمای مســـدود می کنند )40( و 4( یون 

کبالت )Co+2( که بازدارنده عبور کلســـیم می باشـــد، ارتباط 

عبـــور کلســـیم و جلوگیـــری از جایـــگاه های فعـــال آنزیم 

TDC که توســـط ســـیتوکینین ها بـــرای اســـتقرار تریپتوفان 

محافظت می شـــود را اشـــغال مـــی کند . مطالعات نشـــان 

داد کـــه این بازدارنـــده ها مـــی توانند اثـــر افزایش دهنده 

ســـیتوکنین ها در سرعـــت فعالیت آنزیـــم TDC را خنثی کنند 

)10(. نتایج نشـــان مـــی دهد با کاهش ســـطح فعالیت آنزیم 

تریپتوفان دکربوکســـیاز مســـیرهای واکنش بعدی نیز بویژه 

آنزیم اســـتریکتوزیدین ســـنتآز )S.S( تا حد زیادی دستخوش 

کنـــدی و بازدارندگی در ســـطح ماده اولیه آنزیم می شـــود، 

کـــه نهایتا منتهـــی به کاهش ســـطح آلکالوئیدهـــا می گردد 

)41(. Dong و همـــکاران )42( نقـــش ســـاکارز، گلوکـــز و 

فروکتـــوز را به عنوان منابع کربن در محیط کشـــت بررســـی 

کردند. مکانیســـم جذب ســـاکارز بـــه دو روش هیدرولیزی و 

غیـــر هیدرولیزی صـــورت می گیرد. در حالـــت اول تبدیل به 

فروکتوز و گلوکز شـــده و بعـــداً جذب ایـــن دو قند صورت 

می گیـــرد، و در حالت دوم ســـاکارز به طور مســـتقیم جذب 

 Dong ســـلول می شـــود. در آزمایش هایی که به وســـیله ای

و همـــکاران )43( روی پروانش و پیـــچ تلگرافی انجام گرفت 

شدت مصرف ســـاکارز بسیار بیشتر از مونوســـاکارید ها بوده 

اســـت، که نشـــان می دهد جذب ســـاکارز توســـط سلول ها 

به هـــر دو روش انجام می گیرد. وقتی کـــه گلوکز و فروکتوز 

مورد اســـتفاده قرار گیرند شـــدت رشـــد و تولید زی توده کم 

شـــده، اما سرعت فعالیـــت آنزیم TDC افزایشـــی هماهنگ 

بـــا بیوســـنتز کاتارانتین )در حـــدود 2 برابر( از خود نشـــان 

داد. ظاهراً علت افزایش تولید ناشـــی از اســـمزیته بیشتر )در 

واحد وزن( مونوســـاکاریدها در مقایســـه با ســـاکارز نیست. 

اگرچه تولیـــد آلکالوئیدها در محیط دارای مونوســـاکاریدها 

بیشـــتر می شـــود، اما مقـــدار زی توده تولید شـــده بســـیار 

کاهش مـــی یابد، امـــا تعداد ایدیوباســـت ها کـــه جایگاه 

اصلـــی آنزیـــم TDC افزایش داشـــته و به همیـــن دلیل در 

کشـــت تارهای کشنده در سیستم کشـــت تعلیقی دو مرحله 

ای نســـبت به کشـــت یک مرحله ای ســـلول های مورد نظر 

بطـــور محسوســـی افزایش یافتنـــد و همچنین ســـلول های 

کـــه در محیـــط دارای فروکتوز و گلوکز کشـــت شـــدند، نیز 

توانســـتند در کشـــت دو مرحله ای تعداد بالای ایدیوباست 

هـــا را حفـــظ نمـــوده و محیط های حاوی کشـــت ســـلولی 

تارهای کشـــنده متفاوت با کشـــت یک مرحله ای در محیط 



58

رهای ...                           رسی ا�ث ت�ی �ب
h tt p s : / / z i s ti . i a u v a r a m i n . a c . i r

کاظم زاده حقی�ق و همکاران
ره 3 ان    .   سال1401    .   دوره 17   .   �ث دانش زیس�ق ا�ی

دارای تعداد ایدیوباســـت هـــای کمتری را تولیـــد نموده، لذا 

میزان آنزیـــم TDC، به همراه بیوســـنتز کاتارانتین به نصف 

)27( یافت  کاهش 

در مـــورد تاثیـــر غلظت اســـید آمینـــه تریپتوفـــان بر روی 

فعالیت آنزیم تریپتوفان دکربوکســـیاز TDC، مشـــخص شده 

کـــه در تیمارهای بالای غلظـــت تریپتوفان بـــه دلیل تداخل 

مســـیرهای بیوســـنتزی اکســـین IAA که معمولا از 3 مسیر 

انجام می شـــود، Sangwan و Kumar )31 و 35( نشان دادند 

که غلظـــت های بالاتـــر از100 میلی گرم در لیـــتر تریپتوفان 

در محیط های کشـــت تعلیقی توســـط یک دکربوکسیاسیون 

اکسیژناســـیون دو مرحله ای و مونواکسیژناسیون دنیتریاسیون 

)transaminase-mono oxygenase( اســـید آمینه تریپتوفان 

به ایندول اســـتیک اســـید تبدیل می شـــود )44( که خود این 

ماده در محیط های کشـــت مـــورد نظر باعـــث پایین آمدن 

راندمان بیوســـنتز ایندول آلکالوئیدها در ســـلول های کشت 

برگ مســـن پروانش و پیـــچ تلگرافی شـــده، و از این طریق 

پس از 5 الـــی 10 روز از آغاز تیمار تا حـــد زیادی از فعالیت 

آنزیم TDC در مســـیر بیوســـنتزی تریپتامین کاسته می شود 

)7(. پژوهش های انجام شـــده نشـــان داد آنزیم TDC یکی 

از مهمترین آنزیم ها در بین مســـیرهای مـــواد اولیه وثانویه 

اســـت، Neo و  Berlin1984 )7( که اولین بار آنزیم TDC را 

اســـتخراج نمودند، جایـــگاه واکوئلی برای آن مشـــخص کرده، 

امـــا تحقیقات نشـــان داد که TDC یک آنزیم ســـیتوزولی با 

جرم مولکولـــی 115 کیلودالتـــون دارای دو زیرواحد بوده که 

کوآنزیم پیرودوکسال فســـفات برای فعالیت آن لازم و ضروری 

اســـت )24(. در مورد تاثیر غلظت اســـید آمینه تریپتوفان بر 

روی فعالیـــت آنزیم تریپتوفان دکربوکســـیاز TDC، نتایج با 

پژوهش Kazemzadeh و همکاران)10( در پروانش مشـــخص 

همخوانی داشـــته و مشـــخص نمودند کـــه در تیمارهای بالای 

غلظـــت تریپتوفان بـــه دلیل تداخل مســـیرهای بیوســـنتزی 

اکســـین )IAA( که معمولا از 3 مســـیر انجام می شـــود، بر 

 Sangwan کاهـــش فعالیت آنزیم تاثیرگذار داشـــته، همچنین

و Kumar )31( نشـــان دادند که غلظت هـــای بالاتر از100 

میلی گرم در لیـــتر تریپتوفان در محیط های کشـــت تعلیقی 

توســـط یک دکربوکسیاسیون و اکسیژناســـیون دو مرحله ایی 

 )transaminase-monoOxygenase(دنیتریاســـیون سپس  و 

اســـید آمینه تریپتوفان به ایندول اســـتیک اســـید تبدیل می 

شـــود، که خود این مـــاده در محیط های کشـــت مورد نظر 

باعث پایین آمدن راندمان بیوســـنتز اینـــدول آلکالوئیدها در 

ســـلول های کشـــت برگ مســـن پروانش و پیچ تلگرافی شده  

)10(، واز ایـــن طریـــق پـــس از 5 الـــی 10 روز از آغاز تیمار 

تـــا حد زیادی از فعالیت آنزیم TDC در مســـیر بیوســـنتزی 

 Kazemzadeh تریپتامین کاســـته می شـــود )27(. همچنین

و همـــکاران  )10 و 11( نشـــان دادنـــد که افزایش ســـطح 

ســـیتوکنین ها به دلیل فعال ســـازی مســـیر های وابسته به 

کالمودولین ســـبب افزایـــش فعالیت آنزیم TDC شـــده که 

در تمامـــی موارد بـــا نتیجه بدســـت آمـــده از پژوهش اخیر 

همخوانی دارد)6(. افزایش ســـطح اکســـین برای سلول های 

کشـــت بافت ســـاقه پیـــچ تلگرافی بـــه دلیل فعـــال نمودن 

رفتارهای تقســـیمی در ســـلول هـــای کالوس را به ســـمت 

افزایش تعداد ســـوق داده ولذا میل به بیوســـنتز آلکالوئیدها 

بویـــژه آلکالوئیدهـــای اندولـــی در این کال هـــا کاهش می 

یابـــد )3(. نتایج نشـــان میدهد بـــا کاهش ســـطح فعالیت 

آنزیـــم تریپتوفـــان دکربوکســـیاز مســـیرهای واکنش بعدی 

نیز تـــا حد زیادی دســـتخوش کندی و بازدارندگی در ســـطح 

مـــاده اولیه آنزیم می شـــوند، کـــه نهایتا منتهـــی به کاهش 

ســـطح بیوســـنتز آلکالوئیدها می گـــردد )25(. از آنجایی که 

ویندولین یکـــی از پیش ســـازهای انـــدول آلکالویید دیمری 

وین باســـتین و وین کریســـتین می باشـــد دو ترکیب اخیر 

نیز در کشـــت ســـلولی یافتن شـــده اند ولی اگـــر به محیط 

کشـــت ویندولین و کاتارانتین افزوده شـــود ســـلول ها قادر 

به ســـنتز آلکالوئید های دیمـــری می باشـــند )1(. همچنین 

این محققین توانســـتند ژن tdc را از DNA کلون شده محور 

زیر لپـــه پروانـــش اســـتخراج نموده، بـــا مطالعـــات بعدی 

 mRNA جایگاه آن را تعیین کنند. ســـپس با مشـــخص کردن

کد کننـــده آنزیم را اســـتخراج و تحت تاثیـــر هورمون های 

IAA و NAA اثـــر کاهنـــده ایـــن هورمون ها را بـــر آنزیم 

TDC مشـــخص کند )41(.

ایـــن کاهـــش فعالیت آنزیـــم با افـــزودن ســـاکارز، گلوکز و 

فروکتـــوز به محیط کشـــت برگ های لپـــه ای پروانش و پیچ 

تلگرافـــی )10( با برداشـــتن اثـــر بازدارندگی اکســـین ها در 

کاهـــش ترجمه از mRNA برطرف می شـــود )40(. همچنین 

در پژوهشـــی مشـــابه توانســـتند اثر بازدارندگی اکســـین ها 

بـــر ترجمـــه mRNA، با افـــزودن مقادیـــر 0/5 و 1/0 میلی 
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گـــرم در لیتر ســـیتوکنین هـــا را افزایـــش دهنـــد )38(، که 

همخوانی با نتایج بدســـت آمـــده از این پژوهش را نشـــان 

می دهد. نوردهي كشت هــــاي گيــــاهي اغلــــب منجـر بـه 

افــــزايش تجمــــع تركيبات ثانويه مي شود به ويژه هنگـامي 

كــــه ايــــن تركيبــــات در اندام هاي هوايي گياهان توليد مي 

شوند. هـر چنــــد كــــه بيوســــنتز آلكالوئيدهاي تروپاني به 

ريــــشه محـدود شــــده اسـت، بـاز هــــم گزارش هايي مبني 

بر اثرات مثبت نوردهي بر كشـــت هــــاي ريــــشه و افزايش 

ايـــن آلكالوئيدها وجود دارد )18(. بســـياري از اجزاي محيط 

كشـــت از عوامل مهـــم در رشــــد و توليـــد متابوليت هاي 

ثانويه مي باشـــند. قندها عـــاوه بر منبع كــــربن به عنوان 

تركيبـــات ايجاد ســـيگنال در توليد اینـــدول آلكالوئيدهاي در 

كشـــت هاي ريشـــه عمل مي كننـــد. هگزوكيناز و كلــــسيم 

نيــــز در انتقال سيگنال نقش دارند. مــــسير ســــيگنالي قنـد 

بــــا تــــأثيرات تنظیم کننده  رشـــد هاي گياهـــي و نور برهم 

كنـــش دارد. در حالي كـــه اكســـين در حضور ســـاكارز تأثير 

pmt )PhosphoethanolamineN- بازدارندگي بــــر روي ژن

methyltransferase(  و اثـــر افزاینده بـــر فعلیت ژن tdc  از 

 TDC  و بیوســـنتز آنزیم mRNA طریق افزایـــش ترجمـــه

دارد، کـــه در تركيـــب با ســـوربيتول نقش مثبـــت در توليد 

انـــدول آلكالوئيدهای پیچ تلگرافی نشـــان داده اســـت )32(. 

در تحقيق Pavlovو همکاران گزارش شده كــــه تــــأثير منبع 

نيـــتروژن و تنظیم کننده های رشـــد مختلفـــی مانند IAA و 

NAA در توليد آلكالوئيدها بيشـــتر وابســـته به گونه بــــوده 

و نقــــش آن ها هنــــوز کاما مشـــخص نبوده و احتمالاً در 

ناپایـــداری mRNA و جلوگیـــری از ترجمه آن اســــت )7(. 

 ،)45( Yamazaki و همچنیـــن )و همـــکاران )26 Garittive

پس از بررســـی تنظیم کننده های رشد مختلف بــــر كــــشت 

هــــاي ريـشه مــــويين  H.muticus  گـزارش نمودند كه كشت 

هاي ريشـــه مويين، غلظت هــــاي 0/01 الی 0/05 میکرومول 

اكســـين را در محيط كشـــت به راحتي تحمل نمـــوده و روي 

رشــــد آن ها تأثير چنداني نداشته اســـت، اما تجمع آلكالوئيد 

در آنهــــا نــــسبت به ريشه هاي رشد يافته در شرايط عـادي 

از تنظیـــم کننده  رشـــد به نصـــف کاهش یافته اســـت، که 

نشـــان می دهد تولید آلکالوئیدها در کشـــت بافت بســـتگی 

زیادی بـــه ترکیب محیط کشـــت دارد )24(. اثـــر فاکتورهای 

مختلـــف مثـــل منابع تغذیـــه ای، تنظیـــم کننده های رشـــد 

و شرایط رشـــد مختلـــف بر تولیـــد تروپـــان آلکالوئیدها در 

کشـــت بافت مطالعه شـــده است)30(. مشـــخص شده است 

کـــه انـــواع و غلظت های مختلـــف تنظیم کننده های رشـــد 

مثل اکســـین ها و ســـیتوکینین ها آثار مختلفی بر رشـــد گیاه 

و تولیـــد متابولیت هـــای ثانویـــه دارند. کشـــت کالوس های 

برگـــی گیـــاه Datura stramonium  توســـط Al-syeid و 

همکاران )30(، افزایش رشـــد و محتـــوای آلکالوئیدی را در حضور 

غلظـــت 1 میلی گرم در لیـــتر 2,4D-  ، NAA، Kin و BA بـــه تنهای یا به 

صورت متقابل نشـــان داد. نقش مســـتقیمی  برای اکســـین ها 

و سیتوکینین ها در مســـیر متابولیســـمی تروپان آلکالوئیدها 

گزارش نشـــده اســـت، ولی نتایـــج مطالعات، وجود نقشـــی 

غیرمســـتقیم را برای ایـــن تنظیم کننده  رشـــد ها یاید می کند. 

 BA و همکاران  نشـــان دادنـــد که در حضور Kazemzadeh

با افزایـــش غلظتNAA ، افزایـــش محتـــوای آلکالوئید-کل 

نســـبت به شـــاهد مشاهده شده اســـت )10(.
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نتیجه گیری : 

نتایـــج حاصل از ایـــن مطالعه نشـــان داد که اســـتفاده از 

کشت سوسپانســـیونی وکشـــت مزرعه باعث ایجاد گیاهانی 

با مقادیـــر بالایی از ذخیـــره آنزیم TDC نســـبت به گروه 

کشـــت بافت می گردد. نتایج حاصل از این بررســـی نشـــان 

داد که اســـتفاده از روش-های مختلف کشـــت باعث تغییر 

در میـــزان فعالیـــت آنزیم  می گـــردد، و ایـــن تغییرات در 

ســـطح احتمال 5 درصد معنی دار اســـت، نتایج نشـــان داد 

که به ترتیب اســـتفاده از روش کشـــت در مزرعه و کشـــت 

سوسپانســـیونی به نســـبت کشـــت بافـــت پیـــچ تلگرافی، 

باعـــث افزایش ســـطح فعالیت آنزیم می گردد. در بررســـی 

اثـــر متقابل غلظـــت ها نیز مشـــخص گردید کـــه در همه 

 IAA تنظیـــم کننده  رشـــد-ها به جـــز تنظیم کننده  رشـــد

بـــا افزایش غلظـــت مصرفی، میـــزان فعالیت آنزیـــم نیز با 

افزایـــش معنـــی داری مواجه شـــد. این در حالـــی بود که 

اســـتفاده از تنظیم کننده  رشـــد IAA باعث کاهش فعالیت 

آنزیم مـــورد مطالعـــه می گردیـــد، همچنین قند ســـاکارز 

در غلظـــت 6% و فروکتـــوز و گلوکـــز در 4% و اســـید آمینه 

تریپتوفـــان در غلظت 100 میلی گرم در لیتر بیشـــترین تاثیر 

را بـــر فعالیت آنزیم TDC داشـــته اند. بررســـی تاثیر نوع 

محیط کشـــت و تاثیر استفاده همزمان اســـتفاده از تنظیم 

کننده های رشـــد مورد مطالعـــه در این تحقیق نیز نشـــان 

داد که اســـتفاده از روش کشـــت در مزرعه در بســـیاری از 

موارد نســـبت به دو گروه دیگر مزیت نســـبتا مناســـب تری 

را از خـــود نشـــان می دهد

تقدیر و تشکر : 

تعارض منافع : 

در پایــان از زحــمات و همــکاری مرکــز تحقیقــات اصــاح بــذر و نهــال کــرج، دانشــگاه آزاد اســامی واحــد تهران شــمال و آزمایشــگاه 

تحقیقاتــی فیزیولوژی-بیوشــیمی گیاهــی دانشــگاه تهــران بــه ترتیــب در اختیــار گذاشــتن مــکان، دســتگاه هــای مــورد نیــاز و داده 

پــردازی بــرای ایــن پژوهــش کــمال تشــکر و قدردانــی را بعمــل آورده، از همــکاری پرســنل مربوطــه نیــز کــمال تشــکر را داریــم.

نویسندگان اعام می کنند که هیچ گونه تعارض منافعی وجود ندارد.
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