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 چکيده

های کليدی در بيوسنتز این ترکيبات توليد ترکيبات فنلی، اسيد رزمارینيك و بيان ژنهدف از این پژوهش بررسی تاثير کيتوزان بر  :هدف

 در کشت تعليقی بادرنجبویه بود.

 5/0و کينتين ) گرم بر ليتر(ميلی 1، توفوردی )گرم بر ليتر(ميلی 1جهت تهيه کالوس از ترکيب نفتالن استيك اسيد ) ها: مواد و روش

گرم بر ميلی 100و  50، 0اندازی کشت تعليقی، تيمار کيتوزان با سه سطح ) پس از راه نه ساقه استفاده شد.و ریزنمو گرم بر ليتر(ميلی

 آلانين انجام شد. فعاليت آنزیم فنيل فاکتوریل بر پایه طرح کاملا تصادفی با سه تکرارليتر( به مدت یك، سه و پنج روز در قالب آزمایش 

 آلانين های فنيلچنين بيان ژنگيری شد. همآمونيالياز، ميزان پروتئين محلول، ميزان ترکيبات فنلی و ميزان اسيدرزمارینيك اندازه

 .بررسی شد Real-time PCRسينتاز با روش  اسيد  آمونيالياز و رزمارینيك

ترین افزایش  ليتر کيتوزان پس ازگذشت سه روز از شروع تيمار بيش گرم برميلی 50آلانين آمونيالياز در غلظت فعاليت آنزیم فنيل نتایج:

گرم بر ليتر کيتوزان در ميلی 50آمونيالياز در غلظت آلانين  را نشان داد که با افزایش ميزان ترکيبات فنلی همراه بود. بيان نسبی ژن فنيل

آلانين داد. این افزایش بيان ژن، افزایش فعاليت آنزیم فنيل برابر افزایش نشان 5/2زمان سه روز پس از اعمال تيمار نسبت به شاهد 

گرم بر ليتر کيتوزان پنج روز پس از ميلی 100اسيد سينتاز در غلظت  ترین افزایش بيان ژن رزمارینيك دنبال داشت. بيش آمونيالياز را به

 اعمال تيمار مشاهده شد که به افزایش ميزان اسيدرزمارینيك منجر شد.

رزمارینيك در کشت سلولی  مدت پنج روز جهت افزایش ميزان اسيد دست آمده تيمار کيتوزان به با توجه به نتایج به گيري: نتيجه

 شود.بادرنجبویه توصيه می

 آمونيالياز، کيتوزان  آلانين بادرنجبویه، رزمارینيك اسيد سينتاز، کشت تعليقی، فنيل کليدي:واژگان 
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 مقدمه

 کاربرد این ترکيبات در ثانویه مهم و هایمتابوليت توليد دليل، بهنعناعياناز خانواده  (.Melissa officinalis L)بادرنجبویه 

(. اسيدرزمارینيك )استر 1غذایی بسيار مورد توجه قرار گرفته است ) صنایع و بهداشتی-آرایشی صنایع پزشکی، هایزمينه

درصد از وزن خشك گياه( در  8/6تا  5/0اسيد( ترکيب فنلی فعال غالب ) لاکتيك فنيل هيدروکسی دی 4 ،3اسيدکافئيك و 

باکتریایی آلرژی و ضدآرتروز، ضدافسردگی، ضدسرطانی، ضدضد اکسيدانتی، دارای خواصآنتی فعاليت علاوه برگياه بادرنجبویه 

آلانين با دخالت ماده فنيلدی با استفاده از پيشپروپانوئياز طریق مسير بيوسنتزی فنيل(. اسيد رزمارینيك 2باشد ) نيز می

 RAS: ECشود. آنزیم رزمارینيك اسيد سينتاز )ساخته می (PAL: EC 4.3.1.5)آمونيالياز   آلانين فنيل آنزیم

 .(1کند )شکل مسير بيوسنتزی، تشکيل اسيد رزمارینيك را کاتاليز می نتهایا در(، 2.3.1.140

 

 

 (3مسير بيوسنتزی اسيدرزمارینيك در بادرنجبویه ) :1شکل 

  

 رد تفرشيپ .تسا یرورض یرما ییوراد ناهايگ هرثوم داوم تيفيک و تيمک دوبهب تهج یروآ نفتسیز یاهراک‮استفاده از راه

 اهنآ هرثوم داوم و ییوراد ناهايگ یراجت یروآرف تهج ار یدیدج رازبا ،یهايگ تفاب تشک هژیو هب یسانشتسیز یاه شور

 نیا رد هیوناث یاه تيلوباتم ديلوت دوبهب یارب كينکت نیرترثوم ،یهايگ تفاب تشک هب اه کرحم ندوزفا .تسا هدرک مهارف

 و یعافد یاه نژ نايب یهجيتن رد و لاعف هايگ یعافد متسيس ،اه کرحم هب خساپ یط هک یاهنوگهب ،دشاب یم اهمتسيس

 ديلوت شیازفا روظنم هب یتسیز یاهکرحم .(4) دنباییم عمجت هیوناث یاه تيلوباتم ،طوبرم یزتنسويب یاهريسم یزادنا هار

 هداد ناشن تاعلاطم .(5) دنشابیم رادروخرب یاهژیو تيمها زا )ortiv ni( هشيش نورد تشک طیارش رد هیوناث یاه تيلوباتم

 زتنسويب رد ليخد یاهمیزنآ تيلاعف شیازفا قیرط زا ار یلنف تابيکرت ،ويتاديسکا شنت یاقلا اب یتسیز یاهکرحم هک تسا

 و اهنيسکلاوتيف ديلوت رد یاهدننکراوديما زادنامشچ ،کرحم ناونع هب نازوتيک زا هدافتسا .(6) دهدیم شیازفا اهنآ

 .تسا نيتيک زا قتشم و ینويتاکیلپ یدیراکاسیلپ نازوتيک .(7) تسا هدرک داجیا یروآ نفتسیز رد هیوناث یاه تيلوباتم

 هتفرگ رارق هجوت دروم رايسب تسیز طيحم اب یراگزاس و تعيبط رد هیزجت ناکما ،لااب بذج تيصاخ ،ندوبیمسريغ ليلد هب

 تشک رد هیوناث مسيلوباتم یاقلا رد نآ شقن هک دوشیم یشان ییاشغ یاههدنريگ هب ندشدناب زا نازوتيک یتسیز تيلاعف .تسا

 ‮‮‮‮‮‮‮.(8) دراد یگتسب نآ نويسلايتسا هجرد و یلوکلم نزو هب ،یهايگ لولس

عنوان مثال، نتایج استفاده از های زیادی به اثبات رسيده است. بههای ثانویه در پژوهشتاثير مثبت کيتوزان بر توليد متابوليت

-(. هم9داده است ) نشان را اسيدرزمارینيك ویژه به فنلی ترکيبات کل افزایش مقدار کشت سلولی گياه ریحان، کيتوزان در

های ثانویه را موجب گياهان مختلف افزایش قابل توجهی در ميزان متابوليت مویين هایریشه چنين تيمار کيتوزان در کشت
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های کليدی مسير بيان ژن آنزیم ثير برابا ت( نشان داد که کيتوزان 15پور آزاد و همکاران )کمالی (. نتایج14 -10شده است )

 .های ثانویه شده استپروپانوئيدی، سبب افزایش توليد متابوليتبيوسنتزی ترکيبات فنيل

های دخيل در مسير بيوسنتزی آن از جمله در گياهان توليد کننده اسيدرزمارینيك، ارتباط سنتز اسيدرزمارینيك با بيان ژن

های ساترن ژنومی و بررسی DNAبراساس بررسی  آلانين آمونيالياز و رزمارینيك اسيد سينتاز تایيد شده است.فنيلهای  نژ

باشد و پروتئينی آلانين آمونيالياز جداسازی شده از گياه بادرنجبویه، شامل یك اینترون میژن فنيلبلات مشخص شد که 

در بادرنجبویه حضور رزمارینيك اسيد سينتاز چنين تنها یك نسخه از ژن . همآوردیرمز درم را به اسيد آمينه 836مشتمل بر 

 (. 3کند )اسيد آمينه را کد می 427اینترون است و پروتئينی مشتمل بر که فاقد دارد 

که جایی از آن(. 2تر از توليد آن در گياهان طبيعی است ) براساس شواهد توليد اسيدرزمارینيك در کشت سلولی بسيار بيش

در این پژوهش تاثير بادرنجبویه یك گياه مدل دارویی مناسب جهت مطالعه در زمينه تنظيم بيوسنتز اسيدرزمارینيك است، 

آمونيالياز  آلانين  کليدی فنيل بيوسنتز ترکيبات فنلی، اسيد رزمارینيك و فعاليت آنزیمعنوان یك محرک زیستی بر کيتوزان به

آلانين آمونيالياز و رزمارینيك های فنيلکه ژنجایی ، در کشت تعليقی آن مورد بررسی قرار گرفت. از آنهامرتبط با بيوسنتز آن

اند، بررسی های مهم در ارتباط با مسير بيوسنتزی اسيد رزمارینيك در گياه بادرنجبویه شناسایی شدهعنوان ژناسيد سينتاز به

 یگر این پژوهش بود.ها تحت تاثير کيتوزان از اهداف دبيان این ژن

 

 ها مواد و روش

درصد از شرکت  2/96زنی  بذرهای گياه بادرنجبویه با درصد جوانه هاي استریل:چه تهيه ریزنمونه و القاي کالوس از گياه

ها، با محلول هيپوکلریت سدیم پنج درصد و  سپس محلول پاکان بذر اصفهان تهيه شد. بعد از ضدعفونی کردن سطحی بذر

  MSهای حاوی محيط کشت  شده به شيشهدرصد سه بار آبکشی با آب مقطر استریل انجام شد. بذرهای ضدعفونی 70اتانول 

رشد به اتاق رشد با دوره نوری شانزده ساعت نور و هشت ساعت  ، منتقل و جهت7/5درصد( بدون هورمون با اسيدیته  50)

عنوان ها بهروز از رشد گياهچه 30منتقل شدند. بعد از گذشت لوکس  3000گراد و شدت نور درجه سانتی 25تاریکی، دمای 

درصد سوکروز  3درصد آگار و  8/0شامل  MSریزنمونه مورد استفاده قرار گرفتند. برای القای کالوس، ریزنمونه ساقه و محيط 

گرم بر ليتر ميلی 5/0و  1 ،1 ترتيب با غلظت ، توفوردی و کينتين به(NAAاستيك اسيد )همراه با ترکيبات هورمونی نفتالن

 تشذگ زا دعب .دش یراد هگن یکیرات رد دارگ‮درجه سانتی 25های کشت در اتاق رشد در دمای  . سپس محيط(16) استفاده شد

 ‮‮‮‮‮‮.دش ماجنا رابكی هتفه ود ره اهسولاک تشکاو .دش عورش اههنومن زیر رد سولاک یاقلا زور 01 ات 7

سن درون ارلن گرم کالوس ترد و هم دواندازی کشت سلولی تعليقی، مقدار  منظور راهبه تعليقي:اندازي کشت سلولي  راه

دور در  110با سرعت  با ترکيبات هورمونی ذکر شده منتقل و MSليتر محيط کشت مایع ميلی 25ليتری، حاوی ميلی 100

سازی و سازگاری منظور تکثير، همگن داری شدند. به گهگراد در تاریکی روی لرزاننده )شيکر( ندرجه سانتی 25دقيقه در دمای 

ها بر روی نایلون مرحله( و در هر مرحله سلول 5بار انجام ) ها هردو هفته یكمحيط کشت تعليقی واکشت سلول ها بهسلول

 محيط جدید منتقل شد.  آوری و به مش توسط قيف بوخنر با مکش جمع

 100ارلن  ها یك گرم کالوس همگن بهمنظور تعيين منحنی رشد سلول تيمار، بهقبل از اعمال  تعيين منحني رشد سلولي:

پس از  20با ترکيب هورمونی قبلی منتقل و از روز اول تا روز  MSليتر محيط کشت مایع جدید ميلی 25ليتر حاوی  ميلی

 لی منحنی رشد ترسيم شد.برداری انجام و براساس وزن تر توده سلوبار نمونهفاصله زمانی دو روز یك واکشت، به
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منظور اعمال تيمارها، کشت تعليقی جدید تهيه شد. یك گرم سلول با استفاده از قيف بوخنر و به ها با کيتوزان:تيمار سلول

درجه  25های کشت در دمای ليتر محيط کشت مایع منتقل شد. محيطميلی 15ارلن حاوی  در شرایط مکش برداشت و به

داری شدند. با توجه به منحنی رشد  دور در دقيقه و در محيط تاریك روی لرزاننده )شيکر( نگه 110گراد با سرعت سانتی

 100و  50، 0ها، که در آزمایشی جداگانه بررسی شد، در روز هفتم از دوره رشد سلولی محلول کيتوزان با غلظت های سلول

ساعت، سه روز و پنج روز بعد از اضافه  24های ر زمانها دگرم بر ليتر به محيط کشت سلولی اضافه شد. سپس سلول ميلی

 -80فریزر  های بيوشيميایی و ملکولی برداشت، در نيتروژن مایع منجمد و به نمودن کيتوزان به محيط کشت برای بررسی

 .( استفاده شد17گراد منتقل شد. جهت تهيه محلول کيتوزان از روش خان و همکاران )درجه سانتی

منجمد با استفاده از هاون در بافر  گرم نمونه 2/0 :آمونيالياز آلانين  ت آنزیم فنيلوتئين کل و فعاليسنجش ميزان پر

Tris-HCl 50 دور در دقيقه  9000مولار سایيده و سپس با سرعت حاوی مرکاپتواتانول دو ميلی 8/8مولار با اسيدیته ميلی

تریفيوژ شد. فاز رویی برای سنجش پروتئين کل و فعاليت آنزیم گراد سانسانتی در دمای چهار درجهدقيقه  10مدت  به

ليتر ( انجام گرفت. یك ميلی18آمونيالياز مورد استفاده قرار گرفت. سنجش پروتئين تام بر اساس روش برادفورد )  آلانين فنيل

داری و سپس جذب  دمای اتاق نگهدقيقه در  10مدت  ليتر نمونه اضافه و بعد از مخلوط شدن، بهميلی 1/0معرف برادفورد به 

ساخت کشور آلمان قرائت شد.  Analytik Jenaنانومتر توسط دستگاه اسپکتروفتومتر مدل  595ها در طول موج نمونه

عنوان استاندارد مورد  ليتر به ميکروگرم در ميلی 100تا  0های ( با غلظتBovin Serum Albuminآلبومين سرم گاوی )

گيری شد. عنوان آنزیمی کليدی در متابوليسم ترکيبات فنلی اندازه آمونيالياز به  آلانين . فعاليت آنزیم فنيلگرفت قرار استفاده

مولار با اسيدیته ميلی Tris-HCl 50ليتر بافر مولار(، یك ميلیميلی10آلانين )ليتر فنيلميلی 5/0مخلوط واکنش شامل 

گراد درجه سانتی 37مدت یك ساعت در دمای  ها بهعصاره استخراجی بود. نمونه ليترميلی 1/0ليتر آب مقطر و ميلی 4/0، 8/8

کلریدریك شش مولار متوقف شد. اسيد سيناميك )فرآورده  داری و واکنش آنزیمی با افزودن اسيد )ماکزیمم فعاليت آنزیم( نگه

فيه شده خشك شد. ميزان اسيد سيناميك ( موجود، سه بار با اتيل استات استخراج و توسط جریانی از هوای تصPALآنزیم 

نانومتر سنجيده شد. فعاليت آنزیم برحسب ميزان اسيد  290مولار، در طول موج  NaOH 05/0پس از حل نمودن در 

ميکرومولار برای  35تا  0گرم پروتئين در مدت یك ساعت بيان شد. محلول اسيد سيناميك با غلظت  ازای ميلی سيناميك به

 (.19ندارد مورد استفاده قرار گرفت )رسم منحنی استا

سيوکالتيو -ترکيبات فنلی کل براساس روش رنگ سنجی با استفاده از معرف فولين استخراج و سنجش ميزان فنل کل:

 3مدت  درصد همگن و به 80ليتر متانول گرم نمونه منجمد شده کالوس در سه ميلی 2/0(. ابتدا مقدار 20گيری شد ) اندازه

دقيقه  15مدت  دور در دقيقه به 9000گراد قرار داده شد. سپس با سرعت درجه سانتی 70م آب گرم با دمای ساعت در حما

 100ميکروليتر عصاره متانولی،  20سانتریفيوژ شد و روشناور حاصل برای سنجش فنل کل مورد استفاده قرار گرفت. به 

 5/7ميکروليتر محلول کربنات سدیم  300بعد از پنج دقيقه، سيوکالتيو اضافه شد. به مخلوط حاصل -ميکروليتر معرف فولين

نانومتر  765ساعت در تاریکی و دمای اتاق قرار داده شد. در نهایت جذب هر نمونه در طول موج  5/1مدت  درصد اضافه و به

گرم بر گرم ساخت کشور آلمان خوانده شد و مقدار فنل کل برحسب ميلی Analytik Jenaوسيله اسپکتروفتومتر مدل  به

 (.20عنوان استاندارد مورد استفاده قرار گرفت ) گرم بر ليتر اسيدگاليك به ميلی 500تا  0های محاسبه شد. غلظت وزن تر

( و v/vدرصد ) 30های خشك با استفاده از اتانول گرم نمونه 1/0گيری عصاره :استخراج و سنجش اسيد رزمارینيك

 200حمام فراصوت انجام شد. برای سنجش ميزان اسيدرزمارینيك مخلوط آزمایش شامل دقيقه در  10مدت  سونيکاسيون به

مولار بود.  5/0در غلظت نهایی  2ZrOClليتر اتانول و زیرکونيوم اکسی کلراید ميکروليتر از عصاره صاف شده، سه ميلی
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غلظت گيری و نانومتر اندازه 362وج ها در طول مداری و سپس جذب نمونه مدت پنج دقيقه در تاریکی نگه مخلوط حاصل به

 محاسبه شد خشك بر گرم وزن کروگرمرزمارینيك برحسب مي استاندارد اسيد استفاده ازبا  ،رزمارینيك در هر نمونه اسيد

(21.) 

ها با استفاده از کيت نمونه RNAاستخراج  آلانين آمونيالياز و رزمارینيك اسيد سينتاز:هاي فنيلبررسي بيان ژن

Column RNA isolation kit  براساس دستورالعمل شرکت سازنده )دنا زیست آسيا( انجام و پس از حذفDNA  ژنومی

استخراجی با استفاده از  RNAکميت و کيفيت  ،Thremo Scientific شرکتمحصول  ،DNase1با استفاده از آنزیم 

استفاده از کل با  RNAميکروگرم  5/0از  cDNAساخت رشته اول دستگاه نانودراپ و الکتروفورز در ژل آگارز تایيد شد. 

سازی و بعد از رقيق انجام Thermo Scientificشرکت  RevertAid First Strand cDNA Synthesis kitکيت

 ‮‮‮‮‮‮.تفرگ رارق هدافتسا دروم Real-time PCR یاهشنکاو رد وگلا ناونع‮به

از آغازگرهای اختصاصی با طول قطعه تکثير  آمونيالياز و رزمارینيك اسيد سينتاز،ين آلان فنيلهای برای بررسی کمی بيان ژن

سفارش  (. ساخت آغازگرها توسط شرکت ماکروژن کره جنوبی به1جفت باز برای هر ژن استفاده شد )جدول  132شونده 

 شرکت دنا زیست آسيا صورت گرفت. 

 
 RT-PCR (22)های  های اختصاصی برای واکنشآغازگرفهرست  :1جدول 

 توالی آغازگرها  ژن

MoPAL 
 رفت:

 برگشت:
5

'
GCCGAAGTCATGAACGGAAAGC 3

'
 

5
'
CGCAGCCTTAACATAACCGCTC 3

'
 

 

MoRAS 
 رفت:

 برگشت:
5

'
ACGCCCCGACCTCAACCTTATC 3

'
 

5
'
AAGTGGTGCTCGTTTGCCACG 3

'
 

 

MoEF1α 
 رفت:

 برگشت:
5

'
TTGCTGCTGCAACAAGATGGAC 3

'
 

5
'
GGGACGAATGCGATTTTGTCGG 3

'
 

 

ميکروليتر  10ميکروليتر آغازگرهای رفت و برگشت و  25/0رقيق شده،  cDNAميکروليتر  4مخلوط واکنش شامل 

 time-Realدستگاه ميکروليتر بود.  20با حجم نهایی ( RealQ Plus Master Mix Greenمسترميکس سایبرگرین )

مورد استفاده قرار  Relative Quantitative PCRروش  ها بهبرای بررسی بيان ژن ،Bioerشرکت  plus 9600مدل 

چرخه  40دقيقه، مرحله دوم، 15مدت  گراد به درجه سانتی 95 ترتيب مرحله اول، گرفت. مراحل واکنش شامل سه مرحله به

ثانيه و مرحله  25مدت  گراد به درجه سانتی 72ثانيه و  30مدت  گراد به درجه سانتی 60 ثانيه، 15مدت  گراد به رجه سانتید 95

در بررسی ثانيه بود.  15گراد در مدت  درجه سانتی 5/0های افزایشی گراد با فاصله درجه سانتی 95تا  55سوم، منحنی ذوب از 

-های تکثيرتعداد نسخه ΔΔCT- 2با استفاده از روش عنوان شاهد داخلی استفاده شد.  به αEF1های مورد نظر از کمی بيان ژن

شده ژن کنترل داخلی در های تکثيرهای هر ژن در هر نمونه نسبت به مقدار نسخه شده برای هر ژن محاسبه شد. مقدار نسخه

 های تيمار نسبت به شاهد کاليبره شد.ها در نمونه همان نمونه نرماليزه و سپس داده

بر پایه طرح کاملا تصادفی با سه تکرار اجرا شد. کليه  صورت فاکتوریل طرح آزمایش به :هاي آماري طرح آزمایش و بررسي

 9نسخه  SAS رهای بيوشيميایی و ملکولی نيز در سه تکرار مستقل، هریك با سه تکرار تکنيکی انجام شد. از نرم افزا بررسی

ها در ه ميانگين(، مقایسANOVAدار در تجزیه واریانس )ها استفاده شد. با مشاهده تفاوت معنی برای تجزیه آماری داده
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افزاری سطح احتمال پنج درصد با آزمون دانکن صورت گرفت. برای تعيين ميانگين، انحراف معيار و رسم نمودارها از بسته نرم

Excel .استفاده شد 

 

 نتایج

توليد کرده  تری های اوليه نشان داد که در گياه بادرنجبویه ریزنمونه ساقه نسبت به ریزنمونه برگ، ميزان کالوس بيشبررسی

 های بعدی استفاده شد. ها جهت بررسیهای حاصل از ریزنمونه ساقه ترد و شيری رنگ بوده لذا از آن (. کالوس2است )شکل 

 

  
 )ب( )الف(

  
 )د( )ج(

روز ج( تشکيل  7ریزنمونه ساقه بعد از گذشت روز از زمان کاشت بذر ب( تشکيل کالوس اوليه از  30های استریل بادرنجبویه پس از گذشت الف( گياهچه :2شکل 

 های حاصل از ریزنمونه ساقه بعد از واکشت پنجم های ترد پس از واکشت چهارم از ریزنمونه ساقه د( کشت تعليقی کالوسکالوس

 

  

 

  تعيين منحني رشد سلول

بررسی شد. نتایج نشان داد که در دو روز روزه در کشت تعليقی  20ها در بازه زمانی پيش از اعمال تيمار، ميزان رشد سلول

ها از روز ها در مرحله تاخيری رشد بودند. سپس رشد سلولعبارتی سلول ها کم بود بهاول پس از کشت، ميزان رشد سلول

ها ولچهارم افزایش یافته و این روند افزایشی تا روز دهم ادامه )مرحله لگاریتمی( داشت و پس از این زمان تغييری در وزن سل

ها مدت پنج روز ميزان رشد ثابت ماند. پس از مرحله سکون از ميزان رشد سلول عبارتی از روز یازدهم به مشاهده نشد. به
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شدت در حال تقسيم  ها در مرحله لگاریتمی رشد بوده و بهتدریج کاسته شد. با توجه به منحنی رشد در روز هفتم سلول به

 عنوان زمان مناسب برای افزودن کيتوزان انتخاب شد. م بعد از واکشت به(. بنابراین روز هفت3بودند )شکل 

 
 MS کشت روز کشت در محيط 20در طی  منحنی رشد سلولی در کشت تعليقی بادرنجبویه :3شکل

 

 آمونيالياز، ميزان ترکيبات فنلي، پروتئين کل و اسيد رزمارینيك آلانين  فعاليت آنزیم فنيل

آمونيالياز، ميزان ترکيبات فنلی کل و ميزان اسيد رزمارینيك  آلانين  نشان داد که فعاليت آنزیم فنيلنتایج تجزیه واریانس 

تحت تاثير اثرات اصلی کيتوزان، زمان پس از اعمال تيمار و اثر متقابل کيتوزان و زمان پس از اعمال تيمارها قرار گرفت 

رات اصلی کيتوزان و زمان پس از اعمال تيمارها قرار گرفت )جدول که ميزان پروتئين کل تحت تاثير اث(، در حالی2)جدول 

2). 

آلانين آمونيالياز، ترکيبات فنلی، پروتئين کل و اسيدرزمارینيك در کشت تعليقی بادرنجبویهاثرات کيتوزان و زمان بر فعاليت آنزیم فنيل تجزیه واریانس: 2 جدول  

 ميانگين مربعات  

آلانين آمونياليازفعاليت آنزیم فنيل درجه آزادی منابع تغيير  اسيدرزمارینيك پروتئين کل ترکيبات فنلی  

83/3676 ** 2 کيتوزان  ** 0566/0  ** 43/681329  ** 89/60902  

24/6664 ** 2 زمان  ** 1645/0  ** 72/431354  ** 48/32732  

زمان×کيتوزان  4 ** 62/1361  ** 0468/0  65/9452  ns ** 07/9244  

36/43 18 اشتباه  0024/0  73/38335  07/168  

41/8  درصد ضریب تغييرات  02/9  03/9  13/11  

 دارعدم تفاوت معنی ns دار،درصد معنی 5در سطح  *دار، درصد معنی 1در سطح  **

 آلانين آمونيالياز فعاليت آنزیم فنيل

گرم بر ليتر در زمان یك، سه و پنج روز پس  ميلی 50 نشان داده شده است استفاده از کيتوزان با غلظت 4چه در شکل  چنان

داری افزایش داد. اما با افزایش غلظت طور معنیآمونيالياز را نسبت به شاهد به آلانين  فنيلاز اعمال تيمارها، فعاليت آنزیم 

آمونيالياز   آلانين اليت آنزیم فنيلدار فعگرم بر ليتر تنها در زمان سه روز پس از اعمال تيمار افزایش معنی ميلی 100کيتوزان به 

آمونيالياز در زمان سه روز پس از اعمال  آلانين  ترین افزایش فعاليت آنزیم فنيل (. بيش3نسبت به شاهد مشاهده شد )شکل 
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تيب تر گرم بر ليتر فعاليت آنزیم را نسبت به شاهد به ميلی 100و  50ای که کيتوزان با غلظت گونه تيمار کيتوزان بود، به

گرم بر ليتر کيتوزان اگرچه فعاليت آنزیم را در زمان پنج روز پس از  ميلی 100برابر افزایش داد. تيمار  9/1و  4/2ميزان  به

 (. 4داری نشان نداد )شکل اعمال تيمار نسبت به شاهد افزایش داد اما این افزایش از لحاظ آماری تفاوت معنی

 

 
هایی که دارای حداقل یك حرف مشترک آلانين آمونيالياز در کشت تعليقی بادرنجبویه. ميانگيناثر کيتوزان و زمان پس از اعمال تيمار بر فعاليت آنزیم فنيل :4شکل 

 داری ندارند.اختلاف معنی  ≥05/0p احتمال سطحهستند بر اساس آزمون دانکن در 

 

 فنليميزان ترکيبات 

(. تيمار کيتوزان با 5کل با استفاده از کيتوزان در کشت تعليقی بادرنجبویه افزایش نشان داد )شکل ميزان ترکيبات فنلی 

همراه  های یك و سه روز پس از اعمال تيمار افزایش ميزان فنل کل را بهگرم بر ليتر در زمان ميلی 100و  50های  غلظت

برابر نسبت  3/1و  4/1ترتيب گرم بر ليتر کيتوزان به ميلی 100و  50های داشت. در زمان یك روز پس از اعمال تيمار، غلظت

داری بين افزایش ميزان ترکيبات فنلی در به شاهد، ترکيبات فنلی را در کشت سلولی بادرنجبویه افزایش داد. تفاوت معنی

جبویه مشاهده نشد گرم کيتوزان، در زمان یك روز پس از اعمال تيمار در کشت تعليقی بادرن ميلی 100و  50های غلظت

داری ميزان طور معنیگرم بر ليتر به ميلی 100و  50(، ولی با گذشت سه روز از اعمال تيمار، کيتوزان با غلظت 5)شکل 

مدت پنج روز پس از اعمال  برابر نسبت به شاهد افزایش داد. با گذشت زمان به 4/1و  8/1ميزان  ترتيب بهترکيبات فنلی را به

 (.5داری در ميزان ترکيبات فنلی کل مشاهده نشد )شکل عنیتيمارها تفاوت م
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در هایی که دارای حداقل یك حرف مشترک هستند بر اساس آزمون دانکن اثر کيتوزان و زمان بر ميزان ترکيبات فنلی در کشت تعليقی بادرنجبویه. ميانگين :5شکل 

 pداری ندارند.اختلاف معنی  ≥‮ 05/0 احتمال سطح

 

 پروتئين کلميزان 

قرار ( ≥01/0p)ميزان پروتئين کل تحت تاثير اثرات اصلی کيتوزان و زمان پس از اعمال تيمارها در سطح احتمال یك درصد 

درصد( ميزان پروتئين کل  5داری )در سطح احتمال طور معنیگرم کيتوزان به ميلی 100و  50های (. غلظت2گرفت )جدول 

گرم بر ليتر  ميلی 100(. با افزایش غلظت کيتوزان به 6بادرنجبویه افزایش داد )شکل  را نسبت به شاهد در کشت تعليقی

 (.6گرم بر ليتر آن مشاهده شد )شکل  ميلی 50افزایش کمتری در ميزان پروتئين کل نسبت به غلظت 

 

 

 در دارای حداقل یك حرف مشترک هستند بر اساس آزمون دانکنهایی که اثر غلظت کيتوزان بر ميزان پروتئين کل در کشت تعليقی بادرنجبویه. ميانگين :6شکل 

 داری ندارند.اختلاف معنی ≥05/0p احتمال سطح
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داری را شود ميزان پروتئين کل در طی یك و سه روز پس از اعمال تيمارها تفاوت معنیمشاهده می 7طور که در شکل همان

زمان اعمال تيمار کيتوزان به پنج روز ميزان پروتئين کل کاهش یافت )شکل که با افزایش از لحاظ آماری نشان نداد. در حالی

7.) 

 

هایی که دارای حداقل یك حرف مشترک هستند بر اساس اثر زمان پس از اعمال تيمار کيتوزان بر ميزان پروتئين کل در کشت تعليقی بادرنجبویه. ميانگين :7شکل 

 داری ندارند.اختلاف معنی ≥05/0p احتمال سطح در آزمون دانکن

 

 ميزان اسيد رزمارینيك

گرم بر ليتر کيتوزان در کشت تعليقی بادرنجبویه ميزان اسيدرزمارینيك را در زمان سه و پنج روز ميلی 100و  50های غلظت

رزمارینيك در تيمار ترین ميزان اسيد  (. بيش8افزایش داد )شکل نسبت به شاهد برابر  3تا  5/1ميزان  پس از اعمال تيمار به

(. اگرچه افزایش اسيد رزمارینيك یك روز پس 8گرم بر ليتر در زمان پنج روز مشاهده شد )شکل ميلی 100کيتوزان با غلظت 

 (. 8دار نبود )شکل معنی (≥05/0pاز اعمال تيمار کيتوزان نيز مشاهده شد ولی این افزایش از لحاظ آماری )
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در هایی که دارای حداقل یك حرف مشترک هستند براساس آزمون دانکن اثر کيتوزان و زمان بر ميزان اسيد رزمارینيك در کشت تعليقی بادرنجبویه. ميانگين :8شکل 

 داری ندارند.اختلاف معنی   ≥05/0p احتمال سطح

 

 از آمونيالياز و رزمارینيك اسيد سينت آلانين  هاي فنيلبررسي بيان نسبي ژن ژن

( تحت RASو رزمارینيك اسيد سينتاز ) (PALآمونيالياز ) آلانين  های فنيلنتایج تجزیه واریانس نشان داد که بيان نسبی ژن

زمان پس از اعمال تيمار قرار گرفت )جدول کيتوزان و تاثير اثرات اصلی کيتوزان و زمان پس از اعمال تيمار و اثرات متقابل 

3.) 

 
در کشت تعليقی   (RASو رزمارینيك اسيد سينتاز ) (PALآمونيالياز) آلانين  اثرات کيتوزان و زمان پس از تيمار  بر بيان نسبی ژن فنيل واریانستجزیه  :3 جدول

 بادرنجبویه

 ميانگين مربعات  

 بيان نسبی ژن رزمارینيك اسيد سينتاز آمونيالياز آلانين بيان نسبی ژن فنيل درجه آزادی منابع تغيير

 952/0 ** 411/1 ** 2 کيتوزان

 105/1 ** 152/0 ** 2 زمان

 297/0 ** 125/1 ** 4 زمان×کيتوزان

 023/0 060/0 18 اشتباه

 595/11 186/27  درصد ضریب تغييرات
 دارعدم تفاوت معنی ns دار،درصد معنی 5در سطح  *دار، درصد معنی 1در سطح  **

 آمونيالياز آلانين  بيان نسبي ژن فنيل

(. با اعمال 9آمونيالياز در کشت سلولی بادرنجبویه شد )شکل  آلانين  طور کلی تيمار با کيتوزان باعث افزایش بيان ژن فنيلبه

داری را در آمونيالياز افزایش معنی آلانين  مدت یك و سه روز، بيان ژن فنيل گرم بر ليتر به ميلی 50تيمار کيتوزان با غلظت 

(. غلظت 9شاهد نشان داد. اما با افزایش زمان اعمال تيمار، افزایش بيان ژن نسبت به شاهد مشاهده نشد )شکل مقایسه با 
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داری نسبت به شاهد طور معنیآمونيالياز را پنج روز پس از اعمال تيمار به  آلانين گرم بر ليتر کيتوزان بيان ژن فنيلميلی 100

 (.9افزایش داد )شکل 

 

 سطحهایی که دارای حداقل یك حرف مشترک هستند بر اساس آزمون دانکن در ميانگينآمونيالياز.  آلانين  اثر کيتوزان و زمان بر ميزان بيان نسبی ژن فنيل :9شکل 

 داری ندارند.اختلاف معنی ≥05/0p احتمال

 

 سينتازاسيد بيان نسبي ژن رزمارینيك 

تغييرات مشاهده شده در بيان ژن رزمارینيك اسيد سينتاز نسبت به شاهد از لحاظ  با گذشت یك روز از اعمال تيمار کيتوزان،

-سينتاز با افزایش زمان اعمال تيمار کيتوزان در مقایسه با شاهد به(. بيان ژن رزمارینيك اسيد 10دار نبود )شکل آماری معنی

، افزایش بيان ژن رزمارینيك اسيد سينتاز نسبت به چنين با افزایش غلظت کيتوزانافزایش یافت. هم (≥05/0pدار )طور معنی

ترین  گرم بر ليتر در زمان پنج روز پس از اعمال تيمار، بيش ميلی 100ای که کيتوزان با غلظت گونهشاهد مشاهده شد. به

 (.10افزایش بيان ژن رزمارینيك اسيد سينتاز را موجب شد )شکل 
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 سطحهایی که دارای حداقل یك حرف مشترک هستند براساس آزمون دانکن در ميانگيناثر کيتوزان و زمان بر ميزان بيان نسبی ژن رزمارینيك اسيد سينتاز.  :10شکل 

 داری ندارند.اختلاف معنی ≥p/ 05 احتمال

 

 بحث

های ثانویه، برای محققان  تنظيم متابوليتآوری با ارایه شواهد در رابطه با چگونگی مسير بيوسنتزی و  فنهای زیست روش

های ثانویه با سرعت و هزینه  های دخيل در بيوسنتز این ترکيبات را جهت افزایش توليد متابوليتامکان دستوری هدفمند ژن

وسيله ولی گياهان دارویی بههای ثانویه در کشت سلهای اخير، افزایش توليد متابوليتدر سالکمتر فراهم نموده است. 

تر از توليد آن در  ها مورد توجه قرار گرفته است. براساس شواهد توليد اسيد رزمارینيك در کشت سلولی بسيار بيش محرک

بادرنجبویه یك گياه مدل دارویی مناسب، جهت مطالعه در زمينه تنظيم بيوسنتز اسيد . (2) باشدمیگياهان طبيعی 

عنوان یك محرک زیستی بر مسير بيوسنتزی اسيد رزمارینيك در کشت کيتوزان بهدر این پژوهش تاثير رزمارینيك است. لذا، 

 تعليقی آن مورد بررسی قرار گرفت. 

تری توليد کرد  های اوليه نشان داد که در گياه بادرنجبویه ریزنمونه ساقه نسبت به ریزنمونه برگ، ميزان کالوس بيشبررسی

دست آمده از ریزنمونه ساقه استفاده شد. این نتيجه توسط نتایج های بهکالوسهای بعدی از (. بنابراین، در بررسی2)شکل 

آمونيالياز تحت تاثير  آلانين   فعاليت آنزیم فنيلدست آمده  با توجه به نتایج به(. 23های دیگر مورد تایيد قرار گرفت )پژوهش

که ایش فعاليت این آنزیم را موجب شده است. درحالیگرم بر ليتر در کشت تعليقی بادرنجبویه، افزميلی 50کيتوزان با غلظت 

در اکثر موارد به منظور (. 4گرم بر ليتر در زمان سه روز بعد از اعمال تيمار افزایش نشان داده است )شکل ميلی 100غلظت 

گيری شده اندازه ياليازآمون آلانين  فنيلها بر دفاع گياهی و متابوليسم ثانویه در کشت سلولی، فعاليت آنزیم درک تاثير محرک

وپانوئيدی است که جریان پر های کليدی در شروع مسير فنيل، یکی از آنزیمآمونيالياز آلانين  فنيل(. آنزیم 24است )

عبارتی این مرحله، نقطه تنظيمی مهمی بين  کند. بههای اوليه را به کانال متابوليسم ثانویه هدایت و کنترل می متابوليت

ماده مشترک برای  آلانين و سنتز اسيد سيناميك، پيشاین آنزیم با دآميناسيون فنيل (.25اوليه و ثانویه است )متابوليسم 
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نتایج (. 26کند )ها را فراهم میها، سينامات و فيتوالکسينفنلی مانند ليگنين، فلاونوئيد، آنتوسيانينبيوسنتز ترکيبات پلی

(. 28و  27، 15ها نشان داده است )آمونيالياز را تحت تيمار با محرکآلانين نيلتحقيقات متعددی افزایش فعاليت آنزیم ف

داری افزایش معنیطورآمونيالياز را در شروع تيمار بهآلانين  استفاده از کيتوزان در کشت سلولی گياه نارگيل فعاليت آنزیم فنيل

ان ادامه داشت ولی فعاليت آن پس از گذشت پنج روز از آغاز داد. اگرچه این افزایش فعاليت تا روز سوم پس از افزودن کيتوز

پس از اعمال تيمار کيتوزان در کشت  ، چهار روزآمونيالياز آلانينافزایش فعاليت فنيلچنين (. هم29تيمار کاهش نشان داد )

ز نشان داد که فعاليت این آنزیم در آمونيالياآلانين نتایج تاثير کيتوزان بر فعاليت آنزیم فنيل(. 30مشاهده شد )سلولی انگور 

صورت خودتنظيمی از  عنوان یك سيستم محافظتی در مقابل محرک افزایش و با گذشت زمان به شروع تيمار کيتوزان به

 فعاليت آن کاسته شده است. 

ش مهمی در سنتز ترکيبات پروپانوئيدی، نق عنوان آنزیمی کليدی در شروع مسير فنيل، بهآمونيالياز آلانين  فنيلفعاليت آنزیم 

آمونيالياز و تجمع ترکيبات آلانين نتایج تحقيقات مختلف یك ارتباط مثبت بين فعاليت آنزیم فنيل(. 25عهده دارد ) فنلی به

قرار گرفتن در معرض محرک به افزایش تجمع ترکيبات فنلی از طریق تحریك فعاليت عبارتی به فنلی کل را نشان داده است.

(. براساس نتایج این پژوهش افزایش در ميزان ترکيبات فنلی در گياه بادرنجبویه هماهنگ با 27د )وشمنجر می این آنزیم

ای که در زمان سه روز پس از اعمال تيمار کيتوزان با افزایش فعاليت گونهآلانين آمونيالياز بود. بهافزایش فعاليت آنزیم فنيل

استفاده از کيتوزان در کشت (. 5ن افزایش در ميزان ترکيبات فنلی مشاهده شد )شکل تری آلانين آمونيالياز بيشآنزیم فنيل

(. تحریك 31برابر در مقایسه با شاهد افزایش داد ) 2تا  5/1تعليقی سيب طی سه روز پس از تيمار توليد ترکيبات فنلی را 

(، 29هی مانند نارگيل با استفاده از کيتوزان )های دیگر گيا ها در کشت درون شيشه گونه وسيله محرکتجمع ترکيبات فنلی به

( در کشت 33نتایج پژوهش اسماعيل زاده و همکاران ) ( نيز گزارش شده است.32گلی با استفاده از عصاره مخمر ) مریم

استفاده از تيمار کيتوزان در گياه گل ميمونی سازویی . تيمار کيتوزان نشان داد تعليقی کتان سفيد افزایش ترکيبات فنلی را با

 (. 15نيز افزایش ترکيبات فنلی را موجب شد )

های ثانویه را تحت تاثير قرار پروپانوئيدی و توليد متابوليتهای مسير فنيلعنوان محرک زیستی خارج سلولی آنزیمکيتوزان به

های ثانویه عنوان محرک سلولی بيوسنتز متابوليتکه کاربرد کيتوزان بهتحقيقات بسياری نشان داده است (. 34و  29دهد ) می

ها نشان داده است که غلظت محرک، برحسب گونه گياهی بررسی(. 38 -35، 9) را در گياهان گوناگون افزایش داده است

استفاده  اده شده استچه در نتایج این پژوهش نشان د(. چنان39نقش مهمی در تحریك و شدت پاسخ گياه به محرک دارد )

در  مدت سه و پنج روز در کشت تعليقی بادرنجبویه ميزان اسيد رزمارینيك را نسبت به شاهد افزایش داده است. از کيتوزان به

های ثانویه ترین ميزان تجمع متابوليت ( نشان داد که بيش33زاده بهابادی و همکاران )اسماعيلاین راستا نتایج 

گرم بر ليتر، در ميلی 100رزینول در کشت سلولی کتان سفيد، تحت تاثير تيمار کيتوزان با غلظت ریسیپودوفيلوتوکسين و لا

دست آمد. استفاده از کيتوزان ميزان توليد گليکوزید فنيل اتانویيد در کشت سلولی گياه  روز پنجم پس از اعمال تيمار به

( و آرتميزین را در کشت 42ها در کشت سلولی فيلانتوس )نن(، تا41(، سورولين در کشت سلولی باکوچی )40چه ) سيستان

  ( افزایش داد.12ریشه مویين آرتمزیا )

افزایش ميزان نسبت به شاهد موجب شده است.  را نتایج این پژوهش نشان داد که تيمار کيتوزان افزایش ميزان پروتئين کل

های های شوک حرارتی و آنزیمها، پروتئينند دهيدرینهایی مانها، با افزایش سنتز پروتئينپروتئين در حضور محرک

چنين کاهش ميزان پروتئين کل در زمان پنج روز پس از اعمال تيمار کيتوزان (. هم43) اکسيدانت نسبت داده شده است آنتی

ها را در حساسيت آنو افزایش های فعال اکسيژن با افزایش توليد گونهها ها و کاهش ميزان آنبا تخریب اکسيداتيو پروتئين
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تواند با عبارتی افزایش مدت زمان تيمار می بهمقابل پروتئوليزکننده داخل سلولی مانند پروتئازها و پپتيدازها مرتبط است. 

 (. 44د )وها را موجب شها کاهش ميزان پروتئينمرگ سلولی و تخریب پروتئين

در سينتاز  اسيدرزمارینيك آلانين آمونيالياز و ویژه فنيلمارینيك بههای درگير در مسير بيوسنتزی اسيد رزها بر ژناثر محرک

آمونيالياز  آلانين  آمونيالياز نشان داد که ژن فنيل آلانين  های بيان ژن فنيلبررسی(. 45شده است ) گياهان مختلف نشان داده

عنوان  بارتی افزایش بيان ژن و فعاليت این آنزیم بهع های اوليه بعد از تيمار با کيتوزان افزایش بيان داشته است. بهدر زمان

ای ترجمهاز طریق تغييرات پستاحدی آلانين آمونيالياز فعاليت آنزیم فنيلکند. ها عمل میاولين واکنش گياه در برابر محرک

ها در رار گرفتن سلول. با افزایش زمان ق(46)شود شدن آن میای که فسفریلاسيون، موجب غيرفعالگونهشود؛ به تنظيم می

آمونيالياز )اسيد سيناميك(، کاهش فعاليت آنزیم از طریق  آلانين  ورده آنزیم فنيلآدليل افزایش فر معرض محرک کيتوزان، به

آمونيالياز در زمان پنج روز پس از اعمال تيمار کيتوزان،  آلانين  افزایش فسفریلاسيون مشاهده شد. کاهش فعاليت آنزیم فنيل

( تغيير بيان ژن 2009مطالعات فری و همکاران ) آلانين آمونيالياز را موجب شده است.سریع بيان نسبی ژن فنيلالقای 

پروپانوئيدی و پروفایل بيان پروتئين کل را بعد از تيمار با کيتوزان نشان داد. های اساسی درگير در مسير فنيلتعدادی از آنزیم

را نشان داد های ثانویه در تيمار با کيتوزان (، افزایش تجمع متابوليتPALآلانين آمونيالياز )افزایش بيان ژن و پروتئين فنيل

سينتاز آخرین مراحل را در این  اسيدبا توجه به مسير بيوسنتزی اسيد رزمارینيك در گياه بادرنجبویه، آنزیم رزمارینيك (. 27)

در کشت  رزمارینيك اسيد سينتازجمع اسيد رزمارینيك را با بيان ژن های اوليه ت پژوهشکند. مسير متابوليسمی کاتاليز می

های ساترن بلات مشخص شد که تنها یك ژنومی و بررسی DNA(. براساس بررسی 3سلولی بادرنجبویه مرتبط نشان دادند )

رنجبویه یك گياه مدل اینترون است در بادرنجبویه حضور دارد. بنابراین بادرزمارینيك اسيد سينتاز که فاقد نسخه از ژن 

ج بررسی بيان ژن آنزیم رزمارینيك نتای(. 3دارویی مناسب جهت تحقيقات در زمينه تنظيم بيوسنتز اسيدرزمارینيك است )

یافته است. سينتاز نشان داد بيان آن در زمان پنج روز پس از تيمار کيتوزان نسبت به شاهد حدود سه برابر افزایش اسيد 

سينتاز و تجمع اسيد رزمارینيك، با افزایش زمان تيمار کيتوزان،  اسيدرتباط بين بيان ژن آنزیم رزمارینيك عبارتی براساس ا به

عبارتی دیگر سنتز متابوليت ثانویه اسيدرزمارینيك پس از سنتز  ميزان توليد اسيدرزمارینيك نيز افزایش نشان داده است. به

در این راستا افزایش بيان ژن  گيرد.آمونيالياز صورت می آلانين  م فنيلهای لازم برای این ترکيب توسط آنزیمادهپيش

عنوان چنين استفاده از اسيدآبسيزیك به(. هم47به تجمع اسيد رزمارینيك در گياه آویشن منجر شد ) سينتاز اسيدرزمارینيك 

افزایش اسيد  سينتاز اسيدرزمارینيك و  آمونيالياز آلانين  فنيلیك محرک در کشت شاخه بادرنجبویه، با افزایش بيان ژن 

 (. 48رزمارینيك را موجب شده است )

  

 گیرینتیجه

آوری جهت افزایش  فنهای زیست دست آمده از گياهان، تحقيقات را به استفاده از روش های ثانویه به اهميت اقتصادی متابوليت

هایی است که امروزه در زمينه بررسی  از روش توليد این ترکيبات سوق داده است. کشت بافت و سلول گياهی یکی

ها برای بهبود ها یکی از موثرترین روشهای گياهی مورد توجه خاصی قرار گرفته است. علاوه بر آن استفاده از محرک متابوليت

 سيستم تحریك طریق از زیستی محرک یك عنوان به های ثانویه در کشت سلولی گياهان دارویی است. کيتوزان سنتز متابوليت

موجب شده است. کيتوزان با افزایش فعاليت  دارویی گياهان را در ثانویه های ها، توليد متابوليتبرخی ژن و بيان گياه دفاعی

آلانين آمونيالياز آنزیم کليدی دخيل در بيوسنتز ترکيبات فنلی، افزایش ترکيبات فنلی را در زمان سه روز پس از  آنزیم فنيل

آلانين آمونيالياز به کاهش ميزان وجب شد. در زمان پنج روز پس از اعمال تيمار کاهش فعاليت آنزیم فنيلاعمال تيمار م

های یك و سه روز بعد از تيمار با کيتوزان با آمونيالياز در زمان آلانين  های بيان نسبی ژن فنيلترکيبات فنلی منجر شد. بررسی
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آلانين آمونيالياز در زمان پنج روز پس از اعمال تيمار کيتوزان اليت آنزیم فنيلفعاليت آنزیم مربوطه هماهنگ بود. کاهش فع

سينتاز، تجمع اسيد اسيد آلانين آمونيالياز را موجب شد. افزایش بيان ژن آنزیم رزمارینيك افزایش بيان نسبی ژن فنيل

آید دست می يوسنتزی اسيد رزمارینيك این نتيجه بهرزمارینيك را با افزایش زمان تيمار کيتوزان نشان داد. با توجه به مسير ب

آمونيالياز   آلانين های لازم برای این متابوليت ثانویه توسط آنزیم فنيلمادهسازی پيش که سنتز اسيدرزمارینيك پس از آماده

مدت پنج روز با  تر بهگرم بر لي ميلی 100گيرد. در نهایت، با توجه به نتایج این پژوهش، تيمار کيتوزان با غلظت صورت می

ین ماده دارویی ارزشمند را موجب تواند افزایش اهای مرتبط با مسير بيوسنتزی اسيدرزمارینيك میافزایش فعاليت و بيان ژن

اندازی اميدوارکننده، در مطالعات عنوان چشم های ثانویه بهد. بنابراین، استفاده از کيتوزان جهت افزایش متابوليتشو

 ‮‮‮‮‮‮‮‮د.شوتایيد می فناوری‮‮زیست
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Abstract 

Aim: The aim of this study was the investigation of the effect of chitosan on phenolic compounds, 

rosmarinic acid content, and  key genes expression involved in the biosynthesis of these compounds in 

Melissa officinalis L. cell suspension culture. 

Material and Methods: A combination of NAA (1mg L
-1

), 2, 4-D (1mg L
-1

), and kinetin (0.5 mg L
-1

) 

and stem explants were used for callus induction. After initiation of cell suspension culture, chitosan 

treatment (0, 50, and100 mg L
-1

) was performed for one, three, and five days in a factorial experiment 

based on a completely randomized design with three replications. Phenylalanine ammonia-lyase 

(PAL) activity, soluble protein, phenolic compound, and rosmarinic acid content were measured. 

Also, the expressionof phenylalanine ammonia-lyase and rosmarinic acid synthase (RAS) genes was 

evaluated by real-time PCR.  

Results: PAL activity at 50 mg L
-1

 chitosan showed the highest increase after three days of treatment, 

which was accompanied by an increase in phenolic compounds. The relative expression of the PAL 

gene at 50 mg L
-1

 chitosan increased 2.5 fold at three days after treatment compared to control. This 

increase in the expression of the PAL gene resulted in an increase in enzyme activity. However, the 

highest increase in expression of the RAS gene was observed at 100 mg L
-1

 chitosan in five days after 

treatment, which led to an increase in rosmarinic acid content. 

Conclusion: According to the results, chitosan treatment is recommended to increase of rosmarinic 

acid content in lemon balm cell culture for five days. 

Keywords: Cell suspension culture, Chitosan, Lemon balm, Phenylalanine ammonia-lyase, 

Rosmarinic acid synthase  
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