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 چکیده 

 و زکیشاب رینظمانند دیگر گیاهان این خانواده  که بوده ینزمی بیس خانواده ( گیاه علفی و چند ساله ازHyoscyamus nigerبذرالبنج ) اهیگ

ارزشمند دارویی، دارای  باتیکتر نیا. کند یم دیتول را نیاسکوپولام و نیامیوسیهدارویی  یدهایآلکالوئ تروپان یانحصار بطور، تاتوره

 جهت صرفه بهباشند. یکی از راهکارهای مقرون  کولینرژیک بوده و مهارکننده رقابتی استیل کولین، ضد اسپاسم و آرام بخش می اثرات آنتی

هش، اثر قارچ باشد. در این پژوی میستیرزیغزیستی و  یتورهایسیال از استفاده ،ییدارو اهانیگ درثره ؤترکیبات م دیتول شیافزا

Piriformospora indica مخمر  وYarrowia lipolytica اکسیدان  های آنتیمیزان رشد و تولید تروپان آلکالوئیدهای دارویی و فعالیت آنزیم بر

ش میزان مدت دو هفته در محیط کشت حاوی قارچ و مخمر قرار داده شدند. نتایج افزای مورد بررسی قرار گرفت. گیاهچه های بذرالبنج، به

های تیمار شده با قارچ و مخمر پراکسیداز در گیاهچه پراکسیداز و گایاکول اکسیدان کاتالاز، آسکوربات های آنتیتر و فعالیت آنزیم وزن

 های شاهد را نشان داد. میزان هیوسیامین در اندام هوایی و میزان اسکوپولامین هم در ریشه و هم در اندام هوایی نسبت به گیاهچه

دار یافت. همچنین میزان اسکوپولامین در ریشه و  های شاهد افزایش معنی های تیمار شده با قارچ اندوفیت نسبت به گیاهچهیاهچهگ

های شاهد افزایش نشان داد. بنابراین، قارچ های تیمار شده با مخمر، بطور قابل توجهی در مقایسه با گیاهچهبخصوص اندام هوایی گیاهچه

P. indica مرو مخ Y. lipolyticaتوده در های ثانویه دارویی و زیستتوانند بعنوان الیسیتور زیستی مناسب، جهت افزایش میزان متابولیت، می

 گیاه بذرالبنج مورد استفاده قرار گیرند.

 

 اکسیدان، بذرالبنج، هیوسیامین آنتی آنزیم  قارچی،الیسیتور  ،اسکوپولامینکلمات کلیدی: 

 

 مقدمه

به سختی  ،ارزش با ثره وؤم هان حاوی ترکیباتیشتر گیاب

 در خطر ،برداشت بیش از حد علتیا به و شوندکشت می

ترکیبات این هستند. علاوه بر این، سنتز شیمیایی  انقراض

 از لحاظ اقتصادی ،پیچیده بسیارر امشتق از گیاه به علت ساخت

فناورانه های زیست(. روشNamedo, 2007) نیست صرفهبا 

 کشت در ثانویه هایمتابولیت تولید افزایش منظور به لفیمخت

 ها،محرک از استفاده شامل که شودمی استفاده گیاهی سلول

 هایریشه کشت کشت، محیط سازیبهینه ها،سازپیش افزودن

باشد )اسمعیل زاده بهابادی و می متابولیت مهندسی و موئین

تحت شرایط  های گیاهی،سلول (. گیاهان و یا1392شریفی، 

های فیزیولوژیکی و مورفولوژیکی متفاوتی آزمایشگاهی، پاسخ
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ها در برابر عوامل فیزیکی و شیمیایی )که معروف به الیسیتور

به  الیسیتور(. Radman et al., 2003دهند )هستند( نشان می

که وقتی در غلظت کم به سیستم سلول شود گفته می ای ادهم

کند یا بهبود می آغازرا  کیب خاصیشود، سنتز ترمی واردزنده 

موجب شدن یا بالا بردن سنتز به معنی بخشد. تحریک می

-. الیسیتورها به دلیل افزودن مقدار ناچیز محرک استمتابولیت

-های زیستی، مواد دارای منشأ زیستی بوده، شامل پلی

ساکاریدهای مشتق شده از دیواره سلولی گیاهان )پکتین یا 

یی مانند قارچ و مخمر )کیتین یا هاارگانیسمسلولز( و میکرو

 ها یاپروتئینگلوکان( و گلیکو

 G-ها متصل شده و از های عملکردی بوده، به گیرندهپروتئین

 ها یا سازی تعدادی از آنزیمفعالسازی یا غیرطریق فعال

عیل زاده بهابادی و شریفی، )اسمکنند های یونی عمل میکانال

. تروپان آلکالوئیدها از قبیل (Namedo, 2007؛ 1392

مشتق شده از   های ثانویهمتابولیتاسکوپولامین،  و هیوسیامین

 تروپان در ساختار باشند، که حاوی حلقهگیاهان می

 O’Hagan, 2000; Ziegler and)شان هستند شیمیایی 

Facchini, 2008لوئیدها به طور طبیعی در (. تروپان آلکا

 بلادون، ، اعضای گیاهان خانواده سولاناسه از قبیل بذرالبنج

تاتوره، شابیزک و اسکوپولیا وجود دارند و به همراه مشتقات 

شان، بعنوان ترکیبات پاراسمپاتولیتیک و  سنتزینیمه

کنند. برخی از کولین عمل میهای رقابتی استیلآنتاگونیست

توانند به عنوان یدها خواص دارویی داشته و میتروپان آلکالوئ

 مردمک کنندهگشاد عموماً بعنوان کولینرژیک عمل کنند کهآنتی

 کُند کردن معده، اسید و بزاق کننده ترشح کنترل چشم،

 قرار استفاده مورد تهوع حالت از جلوگیری و روده حرکات

نگ دانه، یا ببذرالبنج  گونه (.Palazon et al., 2008گیرند )می

در  .باشدمی هیوسیاموس جنس ازسولاناسه  گیاهی از خانواده

آمده  نیز عطار ماش های بنج، سیکران وکتب طب سنتی به نام

آلکالوییدهای سمی از قبیل تروپان محتوی این گیاه . است

)زمان،  باشدمی )هیوسین(، اسکوپولامین و هیوسیامین، آتروپین

و زیاد جوان حاوی هیوسین گیاهان  (. در این گونه،1392

در حالیکه گیاهان رسیده مقدار  دارند،مقدار کمتری هیوسیامین 

آلکالوئید اصلی آنها را تشکیل  کههیوسیامین دارند  بیشتری

 (.Palazon et al., 2008) دهدمی

، رده Ascomycotaهای از قارچ Yarrowiaجنس 

Saccharomyces  و خانواده Dipodascaceaeباشد  می

(Gancedo and Flores, 2005در طبیعت، سویه .)های 

 Y .lipolytica ،مانند انواع پنیر،  اقلام مصرفی روزانه اغلب از

. بدلیل (Nicaud, 2012) شوندماست و سوسیس جداسازی می

فضاگزین )هیدرولیز، اکسیداسیون، یا  های تجزیهانجام واکنش

 دارویی و میاییش هایکاربرداحیاء( و استریفیکاسیون مجدد، 

های ها که گروهی از متابولیتاز جمله تولید ترپن یخوببسیار 

(. Davishi-Harzevili, 2014باشند را دارا هستند )ثانویه می

تاکنون گزارشی در مورد استفاده از این مخمر در ارتباط با 

 تغییر میزان تروپان آلکالوئیدها انجام نشده است.

 ریشه کنندهندوفیت کلونا ،Piriformospora indica قارچ

 Basidiomycetesهای از قارچ که زی استگیاهان خشکی

های میکوریز مشابه قارچ خصوصیاتدر بیشتر  بوده و

های مولکولی برای تعیین موقعیت . بررسیربوسکولار استآ

و با میکروسکوپ  18s rRNAتاکسونومیکی براساس توالی 

متعلق به خانواده جدید چ دهد که این قارالکترونی نشان می

Sebacinaceae ( استVarma and Hock, 2012.) قارچ 

 P. indicaدر گیاهان زیادی از  توده، باعث افزایش زیست

شود و به جمله غلات، گیاهان مهم اقتصادی و دارویی می

تنهایی دارای خصوصیات مهم عملکردی مانند افزایش رشد در 

افزایش برابر فلزات سنگین، گیاه، محافظت گیاه، مقاومت در 

کش زیستی، ، علفقارچی هایمقاومت گیاه علیه بیماری

کننده ایمنی، مقاومت در برابر دما و نمک، به عنوان کود تعدیل

 Bagde)ای است زیستی و همچنین ابزاری برای تحقیقات پایه

et al., 2010 .) های ثانویه گیاهان متابولیتمیزان همچنین

و رشد داده ای اهمیت اقتصادی هستند را تغییر که دار مختلفی

 Varma)دهد  افزایشتواند نیز میکلی و تولید بذر گیاهان را 

and Hock, 2012 تیمار قارچ اندوفیت .)P. indica  باعث

دار در میزان تروپان آلکالوئیدهای اسکوپولامین و  افزایش معنی

( Atropa belladonnaهیوسیامین در ساقه و برگ گیاه آتروپا )
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 (.Noora et al., 2017شد )

 توجه کشور، در ییدارو اهانیگ یبالا تنوع به توجه با

 ایندهیآ بخشدینو تواندیم نهیزم نیا در پژوهش به یجد

 برداریبهره. باشد ییدارو باتیترک دیتول با ارتباط در روشن

 یریکارگ به ازمندین کشور یعیطب منابع تیظرف و توان از داریپا

 خصوص به ستیزطیمح با سازگار و یعلم نینو هایشرو

. در این تحقیق اثر دو الیسیتور است فناوریستیز نهیزم در

بر رشد، مقدار تروپان  P. indicaو Y. lipoliticaزیستی 

آلکالوئیدهای اسکوپولامین و هیوسیامین و نیز میزان فعالیت 

لبنج در آنزیمهای آنتی اکسیدان در گیاه مهم و داروئی بذرا

  .شرایط درون شیشه مورد بررسی قرار گرفت

 

 هامواد و روش

های گیاه بذرالبنج از شرکت پاکان بذر بذرتهیه نمونه گیاهی:

ثیر أاصفهان تهیه شد. برای شکستن خواب بذر، بذرها تحت ت

ثانیه قرار گرفتند.  75مدت درصد به 50تیمار اسیدسولفوریک 

  دقیقه با 10 و درصد 70 اتانول با دقیقه 2 مدتبه بذرهاسپس 

 هیپوکلریت درصد 6حاوی  که درصد 25شیمیایی  کنندهسفید

محیط کشت مورد استفاده  شدند. سطحی بود، ضدعفونی سدیم

 MS (Murashigeجهت جوانه زنی بذر گیاه بذرالبنج، محیط 

and Skoog, 1962 .بذرهای ( فاقد هورمون در نظر گرفته شد

هفته جوانه  3الی  2پس از  MSمحیط کشت گیاه بذرالبنج در 

های گیاهی، از گیاه ازدیادی نمونه ریز و تکثیر منظور بهزدند. 

گره زیرین اولیه بذرالبنج قطعات یکسانی حاوی یگ گره و میان

بدون هورمون منتقل شدند. در  MSجدا شده و به محیط 

محیط جدید قطعات مذکور رشد کرده و ریشه و اندام هوایی 

لید کردند. عمل تکثیر قطعات به طور متوسط هر دو هفته تو

ها در دستگاه فیتوترون با دمای  یک بار انجام شد و گیاهچه

ساعت و  16گراد و دوره روشنایی درجه سانتی 25 5/0±

های متوالی، ساعت نگهداری شدند. با انجام واکشت 8تاریکی 

بعدی  هایهای گیاهی مورد نیاز جهت انجام آزمایشنمونه

 تکثیر و تولید شدند.

 Y .lipolyticaبه منظور تکثیر مخمر  تکثیر مخمر و قارچ:

استفاده  YPG (Yeast Extract-Peptone-Glycerol)از محیط 

%، 2گرم پپتون  20%، 1گرم عصاره مخمر  10که حاوی  گردید

% )در حجم کل 2گرم آگار  20%، 3لیتر گلیسرول  میلی 30

اشد. برای تکثیر مخمر در شرایط استریل، بلیتر( می میلی 1000

مقداری از کلنی اولیه، به صورت خطی برروی محیط جدید در 

ها در متر کشت داده شد. پلیتسانتی 10هایی با قطر پلیت

گراد قرار گرفت. محیط درجه سانتی 29±1انکوباتور با دمای 

مایع مخمر، بدون افزودن آگار تهیه شد و بعد از تلقیح )یک 

لیتر( در شیکر  میلی 50متر مربع از محیط جامد در ارلن  انتیس

 rpm 200 درجه سانتیگراد و سرعت 29±1انکوباتور با دمای 

 قرار داده شد.

از محیط تغییر یافته  P. indicaجهت تکثیر قارچ 

(. این محیط Hill and kafer, 2001آسپرژیلوس استفاده شد )

پتون، گلوکز، عصاره دارای عناصر ماکرو، عناصر میکرو، پ

باشد. برای تکثیر قارچ در شرایط استریل ها میمخمر و ویتامین

متر مربع از محیط جامد اولیه،  سانتی 1×  1ای به ابعاد قطعه

هایی جدا گردید و به طور وارونه برروی محیط جدید در پلیت

ها در انکوباتور با دمای متر قرار داده شد، پلیتسانتی 10با قطر 

 گراد به مدت دو هفته قرار گرفتند. درجه سانتی 1±29

اعمال تیمارهای مخمر و قارچ بر قطعات ریز نمونه در 

دست و در  های گیاهی تا حد امکان یکنمونه: MSمحیط 

ای( مورد استفاده قرار گرفت.  نموی مشابه )دو برگچه مرحله

برای اعمال تیمار مخمر، به روی محیط کشت و کنار گیاهچه، 

حاوی مایع مخمر اضافه شد. جهت  YPGمیلی لیتر محیط  2

ایجاد همزیستی قارچی، به روی محیط کشت هر یک از 

متر به کمک میلی 5ای از کشت جامد قارچ به قطر گیاهان قطعه

طوریکه قارچ در نزدیکی  پیپت پاستور استریل افزوده شد به

ی به مدت های گیاهریشه قرار گیرد. بعد از اعمال تیمار، نمونه

گراد سانتی درجه 25 ±5/0هفته در دستگاه فیتوترون با دمای  2

ساعت قرار  8ساعت و تاریکی  16و تناوب دوره روشنایی 

 هفته، 2از  گرفتند تا رشد کرده و همزیستی برقرار شود. بعد

 شسته مقطر آب در و شدند خارج شیشه از آرامی ها بهگیاهچه

 باقی آنها بر روی کشت محیط یایبقا آگار و گونهتا هیچ شدند
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شد.  گیریاندازه نماند سپس وزن تر ریشه و اندام هوایی

 های گیاهی به منظور آنالیزهای بیوشیمیایی بلافاصله درنمونه

درجه  -80فریزر  فریز شده و به سرعت به مایع نیتروژن

 انتقال یافتند. گرادسانتی

 م گرمنیاستخراج و سنجش غلظت پروتئین محلول کل: 

 هاون در مایع نیتروژن از استفاده با ریشه یا هوایی اندام تر وزن

 روی بر و شده ساییده(  C°4دمای  در و یخ روی بر) چینی

 پیرولیدونوینیلپلی mg50 ، شده پودر کاملاً گیاهی ماده

(PVP)1 %(w/v ) پتاسیم فسفات بافر میلی لیتر 3و mM 50 

(7pH ) ت سولفی متابای سدیم حاوی mM1 و  نموده اضافه

 مدت به g13000×عصاره حاصله با سرعت  ورتکس گردید.

 محلول. (Esfandiari et al., 2011شد ) سانتریفیوژ دقیقه 15

 میزان گیری اندازه جهت مستقیماً از سانتریفیوژ، حاصل رویی

، (CAT) کاتالاز آنزیم های کل، فعالیت محلول پروتئین

 (APX) پراکسیداز آسکوربات و( GPX) گایاکول پراکسیداز

 گرفت.  قرار استفاده مورد

 ,Bradfordبرادفورد ) روش به کل محلول پروتئین میزان

 موج طول در هانمونه جذب شد. گیریاندازه ( 1976

 nm 595 اسپکتروفتومتر) دستگاه از استفاده باEppendorf 

5810 R, Germany) گاوی  سرم آلبومین شد. گیریاندازه

(BSA) استاندارد )با ضریب تبیین  ترسیم منحنی نیز جهت

 گرفت. قرار استفاده مورد %(98بالای 

فعالیت آنزیم : (CAT) اندازه گیری فعالیت آنزیم کاتالاز

CAT،  به روشAebi (1984) گیری شد. بیستاندازه 

 250میکرولیتر از عصاره آنزیمی را به مخلوط واکنشی شامل 

 H2O2 (70میکرولیتر  250یم به همراه میکرولیتر از فسفات پتاس

و فعالیت آنزیم بدلیل مصرف و آب مقطر افزوده  (مولارمیلی

و در  nm 240هیدروژن با کاهش جذب در طول موج  پراکسید

( ε) گیری شد. ضریب خاموشیثانیه اندازه 60فاصله زمانی 

cm معادل
-1

 mM
 شد. آنزیم در نظر گرفته در محاسبه 4/39 1-

: (GPX) اندازه گیری فعالیت آنزیم گایاکول پراکسیداز

با  Chance and Maehly (1955)به روش  ،GPXفعالیت آنزیم 

گیری شد. مخلوط واکنش شامل اعمال برخی تغییرات اندازه

μL 750  بافر فسفات پتاسیمmM 100 (7pH  ،)μL 100 

 محلول در بافر فسفات پتاسیم mM 70پراکسید هیدروژن 

 mM 100 (7pH  ،)μL 750  گایاکولmM 10  محلول در آب

عصاره آنزیمی  μL 60آب مقطر و  μL 1400دو بار تقطیر، 

و در فاصله  nm 470خام بود. فعالیت آنزیم در طول موج 

 معادل( ε) گیری شد. ضریب خاموشی ثانیه اندازه 60زمانی 

cm
-1

 mM
 نظر گرفته شد. در محاسبه فعالیت آنزیم در 6/26 1-

 اندازه گیری فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز

(APX):  فعالیت آنزیمAPX،  به روشChen and Asada 

گیری شد. مخلوط ، با اعمال برخی تغییرات اندازه(1989)

محلول در بافر  mM 5/0آسکوربات  μL 2550واکنش شامل 

ن پراکسید هیدروژ mM 100 (7pH  ،)μL 450فسفات پتاسیم 

mM 2 بار تقطیر و محلول در آب دوμL 60  عصاره آنزیمی

در فاصله زمانی  nm 290خام بود. فعالیت آنزیم در طول موج 

 معادل( ε) گیری شد. ضریب خاموشیثانیه اندازه 60

 cm
-1

 mM
  در محاسبه فعالیت آنزیم در نظر گرفته شد. 18/2-

قسمت از نمونه ابتدا هر استخراج آلکالوئیدهای کل: 

گیاهی )ریشه و اندام هوایی( به طور جداگانه با نیتروژن مایع 

گرم نمونه پودر  5/0به خوبی پودر شد، سپس به ازای هر 

میلی لیتر از بافر استخراج شامل کلروفرم متانول  50شده، 

( اضافه شد. w/w 15:5:1% )با نسبت حجمی 25آمونیاک 

گاه سونیکاتور قرار داده دقیقه در دست 10ها به مدت نمونه

ها شکسته شده و عمل استخراج بهتر شدند تا دیواره سلول

ها به مدت یک ساعت در دمای انجام گردد. در ادامه، نمونه

اتاق قرار داده شدند. عصاره حاصله با استفاده از کاغذ صافی 

 2فیلتر شده و مواد باقی مانده بر روی فیلتر،  3واتمن شماره 

فیلتر شده  لیتر کلروفرم شستشو داده شدند. عصارهلیمی 1بار با 

در دستگاه روتاری به طور کامل خشک شد. به نمونه خشک 

نرمال  1سولفوریک لیتر اسیدمیلی 2لیتر کلروفرم و میلی 5شده 

وسیله ورتکس به خوبی حل شد، بخش افزوده شده و به

آن به کمک محلول  pHکلروفرمی حذف شده و بر روی یخ، 

تنظیم شد. سپس آلکالوئیدها  10% بر روی عدد 28آمونیاک 

لیتر کلروفرم استخراج میلی 1لیتر و دو بار با میلی 2یک بار با 
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شده، فاز کلروفرمی حذف گردیده و پس از افزودن سولفات 

 بدون آب جهت آبگیری، فیلتر شدند و( Na2SO4) سدیم

 HPLCخلوص  لیتر کلروفرم با درجهمیلی 2-1مانده با باقی 

شستشو شد و در دستگاه روتاری کاملاً تبخیر گردید و نهایتاً 

حل شد و در  HPLCلیتر متانول با درجه خلوص میلی 2-1در 

گراد جهت آنالیز بعدی نگهداری شد درجه سانتی -20فریزر 

(Kamada et al., 1986.) 

سنجش آلکالوئیدهای هیوسیامین و اسکوپولامین به 

: (HPLC) روماتوگرافی مایع با کارایی بالاوسیله دستگاه ک

گیری غلظت تروپان آلکالوئیدهای هیوسیامین و اندازه

ساخت شرکت  HPLCوسیله دستگاه اسکوپولامین، به

KNAUER  آلمان، مدل Smartline و ستونC18 با ابعاد( 

 mm 6/4  ×mm 250روی  دستگاه موج ( انجام گرفت. طول

nm 254 از مورد استفادهسآشکار شده، تنظیمUV-Vis  ،سرعت 

 صورت به متحرک فاز و دقیقه بر لیترمیلی یک حلال جریان

 هر ( بوده و در80: 20) متانول و آب حاوی ایزوکراتیک،

 سنجش منظور به. شد تزریق عصاره میکرولیتر 20 سنجش،

 اسکوپولامین و سولفات هیوسیامین استاندارد ترکیبدو  کمی

میلی  1و  5/0، 2/0غلظت  سه باترکیب،  ، این دوهیدروبروماید

 زیر سطح اساس بر و شده تزریق لیتر به دستگاهگرم در میلی

رسم گردید.  استاندارد منحنی غلظت، به نسبت آنها منحنی

 در اسکوپولامین و هیوسیامین آلکالوئید دو محتوای سپس

از  آمده بدست زمان بازداری اساس بر بررسی مورد هاینمونه

هر  در مربوطه هایپیک منحنی زیر سطح و استاندارد تترکیبا

 شد. محاسبه استاندارد خط از فرمول استفاده با نمونه،

فاکتوریل در قالب  این آزمایش به صورتآنالیز آماری: 

تکرار اجرا گردید. سه حالت حضور  3تصادفی در  طرح کاملاً

قارچ اندوفیت، حضور مخمر و بدون حضور قارچ و مخمر یا 

اهد، به عنوان فاکتورها در نظر گرفته شد. تجزیه و تحلیل ش

انجام گرفت و مقایسه  SASآماری با استفاده از نرم افزار 

( LSDدار )ها با استفاده از آزمون حداقل تفاوت معنیمیانگین

(01/0>P انجام شد. نمودارها با استفاده از نرم افزار )Excel 

 رسم شدند.

 نتایج و بحث

بر رشد Y. lipolytica و مخمر  P. indicaاندوفیت  تأثیر قارچ

ثیر قارچ أجهت بررسی تها:  و تولید زیست توده در گیاهچه

P. indica  و مخمرY. lipolytica های ی گیاهچهتودهبر زیست

نشان  1گیری شد. جدول بذرالبنج، شاخص وزن تر اندازه

ها  ی گیاهچهدهد که اثر تیمارها بر وزن تر ریشه و اندام هوای می

دار است. نتایج بدست آمده  درصد معنی 1در سطح احتمال 

ثر واقع ؤم Y. lipolyticaو  P. indicaهای نشان داد که تیمار

دار میانگین وزن تر ریشه و اندام شده و باعث افزایش معنی

 (.2و  1های  گردید )شکل هوایی در گیاهچه های بذرالبنج

است که این قارچ  ده شدهدر تحقیقات انجام شده نشان دا

توده گیاهان زیادی از جمله قادر به افزایش رشد و زیست

 Withania somnifersو  Spilanthes calvaگیاهان دارویی 

های (. قارچPerez-Campo and Dominguez, 2001باشد )می

ثیر بر ریشه، اثر أمختلف از طریق تولید مواد محرک رشد با ت

 Lourens-Hattinghگذارند )میزبان میمثبتی بر عملکرد گیاه 

and Viljoen, 2002نشان داده شده که .)P. indica  در محیط

ترین کند که از مهم( تولید میIAAمایع، ایندول اسید استیک )

 P. indicaباشد. میزان سیتوکینین تولید شده توسط ها میاکسین

قارچ،  بیشتر از میزان اکسین آن است و در گیاه تیمار شده با

میزان سیتوکینین در مقایسه با نمونه شاهد بیشتر است که باعث 

 Lourens-Hattingh andگردد )افزایش رشد ریشه می

Viljoen, 2002تواند بدلیل (. همچنین تغییر در میزان رشد می

جذب بیشتر آب و مواد مغذی مخصوصاً فسفات، بدلیل 

 Lopandic et) های تیمار شده با قارچ باشدگسترده شدن ریشه

al., 2006ثیر أ(. در مورد تY. lipolytica ،برروی رشد گیاهان ،

ای صورت نگرفته است. افزایش در وزن تر تاکنون مطالعه

نسبت به  Y. lipolytica و P. indicaهای تیمار شده با گیاهچه

-ها )هورمونشاهد، ممکن است بدلیل تولید فیتوهورمون نمونه

ولید اکسین بر رشد ریشه و سیتوکینین بر های گیاهی( باشد. ت

تواند دلیلی بر های گیاهی اثر گذاشته که میسرعت رشد سلول

در رشد و افزایش  Y. lipolyticaو  P. indicaدار اثرات معنی

 ها باشد.توده در گیاهچهزیست
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 اهیگ وزن تر، میزان پروتئین و میزان فعالیت کاتالاز و اسکوربات پراکسیداز بر ی و مخمریقارچ یتورهایسیال اثرتجزیه واریانس  -1جدول 

 شهیش درون کشت طیشرا در بذرالبنج

 میانگین مربعات

 
 وزن تر  مقدار پروتئین  کاتالاز  اسکوربات پراکسیداز

ریشه 

 چه
 منابع تغییر درجه آزادی ساقچه ریشه چه  ساقچه ریشه چه  ساقچه ریشه چه  ساقچه

** 92/1 
** 2/11 

  **4/3 
** 3 

 ** 7 
** 156 

 ** 2/1 
 تیمار 2 87/0**

 اشتباه 6 0017/0 018/0  3 08/0  009/0 0034/0  4/0 008/0

 ضریب تغییرات% 1/14 4/19  4/5 1/5  8/7 1/7  9/5 9/3

 ** معنی دار در سطح احتمال آماری یک درصد
 

 
 =P.i=P.indica ،Y.iشاهد،  =Ctrl . بذرالبنج های گیاهچه  ریشه تر وزن میزان بر Y .lipolyticaو P. indica تیمارهای  اثر -1شکل 

Y.lipolyticaدار در سطح احتمال ا% است. حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معنی 

 

 
 بذرالبنج. های ایی گیاهچهتر اندام هو وزن میزان بر Y .lipolyticaو P. indica تیمارهای  اثر -2شکل 

Ctrl=  ،شاهدP.i=P.indica ،Y.i= Y.lipolyticaدار در سطح احتمال ا% است. حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معنی 
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 اهیگ میزان فعالیت گایاکول پراکسیداز و مقدار هیوسیامین و اسکوپولامین برو مخمری  یقارچ یتورهایسیال اثرتجزیه واریانس  -2جدول 

 شهیش درون کشت طیشرا در رالبنجبذ

  میانگین مربعات

  گایاکول پراکسیداز  نیامیوسیه  نیاسکوپولام

 منابع تغییر درجه آزادی ساقچه ریشه چه  ساقچه ریشه چه  ساقچه ریشه چه

 **9526 
** 78400 

 ** 475 
** 25900  ** 01/2 

 تیمار 2 5/9 **

 اهاشتب 6 7/0 005/0  217 66/9  66/78 66/6

 ضریب تغییرات% 3/9 7/2  7/14 1/3  2/3 6/1

 ** معنی دار در سطح احتمال آماری یک درصد

 

 
 =P.iشاهد،  =Ctrl بذرالبنج. های و اندام هوایی گیاهچه  ریشه پروتئین کل میزان بر Y .lipolyticaو  P. indica تیمارهای  اثر -3شکل 

P.indica ،Y.i=  Y.lipolyticaدار در سطح احتمال ا% است.حروف متفاوت )در هر اندام( نشان دهنده اختلاف معنی  

 

های آنتی اکسیدان: بررسی میزان پروتئین کل و آنزیم

 ها بر میزان پروتئین دهد که اثر تیمار نشان می 2و  1های  جدول

 1اکسیدان در سطح احتمال  های آنتی محلول و فعالیت آنزیم

دهد که میزان پروتئین  نشان می 3دار است. شکل  صد معنیدر

 .Yو  P. indica هایمحلول کل ریشه و اندام هوایی در تیمار

lipolitica نشان داده و دار  افزایش معنیشاهد،  نسبت به نمونه

ثیر قارچ أاثر مخمر در افزایش پروتئین محلول بیشتر از ت

  اندوفیت است.

 های کاتالاز، آسکورباتنزیمفعالیت آ 5و  4های  شکل

پراکسیداز در ریشه و اندام هوایی   پراکسیداز و گایاکول 

های تیمار شده با قارچ و مخمر را با شاهد مقایسه گیاهچه

دار در میزان  کرده است. هر دو تیمار باعث افزایش معنی

اکسیدان در ریشه و اندام هوایی شدند و  های آنتیفعالیت آنزیم

مخمر بر افزایش میزان فعالیت هر سه آنزیم بیشتر از اثر تیمار 

 اثر تیمار قارچ اندوفیت در ریشه و اندام هوایی بود. 

های زنده و غیرزنده، های مختلف محیطی شامل تنشتنش

( مانند سوپراکسید ROSهای فعال اکسیژن )سبب تجمع گونه

(O2
و رادیکال هیدروکسیل  (H2O2(، پراکسید هیدروژن )-

(OH ) در سلول، انفجار اکسیداتیو و در نتیجه، آسیب رساندن

 .شودها و اسیدهای نوکلئیک میبه لیپیدهای غشا، پروتئین

ا، شدن آنهدر سلول، بستگی به سرعت تولید  ROSمقدار 

ها،  های هدف نظیر پروتئین ا با مولکولنهسرعت واکنش آ
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  های کاتالاز، آسکوربات پراکسیداز و گایاکول پراکسیداز ریشهفعالیت آنزیم  میزان بر Y .lipolyticaو  P. indicaتیمارهای  اثر -4 شکل

دار در حروف متفاوت )در هر صفت( نشان دهنده اختلاف معنی P.i=P.indica  ،Y.i= Y.lipolyticaشاهد،  =Ctrl بذرالبنج.  های گیاهچه

 سطح احتمال ا% است.

 
فعالیت آنزیمهای کاتالاز، آسکوربات پراکسیداز و گایاکول پراکسیداز اندام   میزان بر Y .lipolyticaو  P. indica تیمارهای  راث -5 شکل

-حروف متفاوت )در هر صفت( نشان دهنده اختلاف معنی .P.i= P.indica ،Y.i=  Y.lipolyticaشاهد،  =Ctrl بذرالبنج.  های هوایی گیاهچه

 ل ا% است.دار در سطح احتما

 

لیپیدها یا اسیدهای نوکلئیک، سرعت تجزیه و یا خنثی شدن 

 .(Mittler, 2002های آنتی اکسیدان دارد )آنها توسط آنزیم

اکسیدان دارای سیستم دفاعی آنتی ROSگیاهان برای مقابله با 

های را از طریق تولید آنزیم ROSهستند و در نتیجه، تولید 

اکسیدان آنزیمی شامل دستگاه آنتی نند.کاکسیدانی، مهار میآنتی

ردوکتاز و دیسموتاز، پراکسیداز، کاتالاز، گلوتاتیونسوپراکسید

را بر  ROSپراکسیداز حفاظت علیه تأثیرات سمی آسکوربات

کاتالاز آنزیم مهمی است که در  (.Mittler, 2002عهده دارد )

 و H2O2زوم، سیتوزول و میتوکندری سبب تبدیل به پراکسی

O2 ان عنو به آسکوربات از پراکسیداز نیزآسکورباتشود. می

آسکوربات استفاده گلوتاتیون سیکل ابتدای در الکترون دهنده

. آنزیم پرکسیداز هم در شکستن هیدروژن پراکسید نقش کندمی

سلولی و شبکه آندوپلاسمی، دستگاه گلژی و  دارد و در دیواره

(. Mittler, 2002; Wu et al., 2014شود )واکوئل یافت می
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باعث  P. indicaمشخص شده که تیمار با قارچ اندوفیت 

های کاتالاز و پراکسیداز در گیاه کلم افزایش فعالیت آنزیم

های ( و افزایش فعالیت آنزیمSun et al., 2010چینی )

دیسموتاز و کاتالاز در گیاه ذرت  اکسیدان سوپراکسید آنتی

(Kumar et al., 2009در شر ).در  ایط بدون تنش شده است

 با قارچ Bacopaاین راستا گزارش شده که تیمار گیاه 

P. indica  علاوه بر افزایش رشد باعث افزایش فعالیت 

های آنتی اکسیدان در این گیاه شد که این تحریک فعالیت آنزیم

تواند دو اثر های آنتی اکسیداتیو میهای درگیر در واکنشآنزیم

های فعال های دفاعی علیه گونهدر پاسخ تمالاًداشته باشد: اح

( تولید شده توسط گیاه و یا در ایجاد محیط ROSاکسیژن )

. تاکنون (Prasad et al., 2013)مساعد برای قارچ نقش دارد 

بر میزان فعالیت  Y. lypoliticaای در مورد اثر مخمر  مطالعه

 اکسیدان در گیاهان مختلف انجام نشده است. های آنتی آنزیم

بر  P. indicaو قارچ اندوفیت  Y. lipolyticaتأثیر مخمر 

دهد که اثر  نشان می 2  جدولمیزان تولید تروپان آلکالوئیدها: 

تروپان آلکالوئیدهای هیوسیامین و ها بر میزان  تیمار

دار است. در  درصد معنی 1در سطح احتمال  اسکوپولامین

، میزان اسکوپولامین و هیوسیامین در ریشه و 7و  6های  شکل

  هد، مقایسه شده است.های تیمار شده و شااندام هوایی گیاهچه

تایج نشان داد که مقدار اسکوپولامین ریشه و اندام هوایی ن

 1/73درصد و  4/87به ترتیب به میزان  P. indicaدر تیمار 

درصد افزایش یافت. مقدار هیوسیامین در ریشه اندکی کاهش 

درصد  4/135یافته و در عوض، در اندام هوایی به میزان 

ان داده است. در یک تحقیق انجام افزایش نسبت به شاهد نش

 P. indica قارچ ، Linum albumشده بر کشت سلولی گیاه

باعث افزایش تولید لیگنان و پودوفیلوتوکسین )متابولیت 

 ,.Kumar et alی ضدسرطان( درحد شش برابر شد )ثانویه

چنین گزارش شده که این قارچ علاوه بر افزایش (. هم2013

، باعث افزایش در مقدار Artemisia annuaگیاه  تودهزیست

متابولیت ثانویه آن یعنی آرتمیسین )داروی ضد مالاریا( گردیده 

دهند که قارچ (. این نتایج نشان میDas et al., 2013است )

 مذکور علاوه بر افزایش رشد قادر به افزایش تولید

 باشد وهای ثانویه با ارزش دارویی در گیاهان میمتابولیت 

های ثانویه واند یک راهکار با ارزش برای تولید متابولیتتمی 

گیاهی ارائه دهد. در مورد کاهش هیوسیامین در ریشه و به تبع 

برابری هیوسیامین در اندام هوایی  5/2آن افزایش حدود 

توان گفت از آنجایی ، میP.indicaهای تیمار شده با گیاهچه

 PMTیا   Putrescine N-methyltransferaseکه فعالیت آنزیم

)بعنوان آنزیم کلیدی و اولین آنزیم در مسیر بیوسنتز 

  محیطیه ریشه  های دایرهآلکالوئیدها( در سلول تروپان

 ,.Suzuki et alهای بذرالبنج مشخص شده است ) گیاهچه

، از طریق یک سازوکار P. indicaقارچ  ، احتمالاً(1999

های از ریشه به بخش ناشناخته، باعث افزایش انتقال آلکالوئید

تواند باعث شود که میها میسازی آن در برگهوایی و ذخیره

خواران و بیمارگرهای گیاهی افزایش مقاومت گیاه در برابر گیاه

تایج نشان داد که مقدار اسکوپولامین ریشه و اندام نگردد. 

درصد و  7/21به ترتیب به میزان  Y .lipolytica هوایی در تیمار

دار و مقدار هیوسیامین در ریشه و  د افزایش معنیدرص 206

اندام هوایی به میزان اندکی نسبت به شاهد کاهش یافته است. 

 ریشه رشد تغییری در مخمر، عصاره افزودن در گیاه بذرالبنج با

 غلظت در مخمر عصاره اما نشد،مشاهده  هیوسیامین تولید و

شد  ولامیناسکوپ تولید افزایش موجبگرم در لیتر  1و  5/0

(Hong et al., 2012.)  در تحقیقی دیگر، موفق به بدست

شدند که تولید بالایی از  Duboisiaهایی از گیاه آوردن لاین

های آنزیم یا فعالیت آنزیم بین اسکوپولامین را نشان داد و

اسکوپولامین مانند  به هیوسیامین تبدیل در مسئول

Hyoscyamine 6 beta-hydroxylase  زیم یا آنH6H با 

 ,.Palazon et alداشت ) وجود همبستگی هیوسیامین محتوای

 گونه استنباط کرد که احتمالاًتوان این(. در نتیجه، می2003

که در مسیر تبدیل هیوسیامین به اسکوپولامین  H6Hآنزیم 

 فعال شده و در Y. lipolyticaنقش دارد، در گیاه تیمار شده با 

یوسیامین به اسکوپولامین شده نتیجه باعث تبدیل بیشتر ه

 و P. indica . مطالعات بیشتری در ارتباط با سازوکار تأثیراست

Y .lipolytica های مسیر  بر میزان بیان ژن و فعالیت آنزیم

 های گیاهی هیوسیامین و اسکوپولامین در گونهبیوسنتزی 
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، P.i= P.indicaشاهد،  =Ctrl بذرالبنج.  های گیاهچه  آلکالوئیدهای ریشه تروپان  میزان بر Y .lipolyticaو P. indica تیمارهای  اثر -6شکل 

Y.i=  Y.lipolyticaدار در سطح احتمال ا% است. حروف متفاوت )در هر صفت( نشان دهنده اختلاف معنی 

 
 =P.iشاهد،  =Ctrl بذرالبنج.  های آلکالوئیدهای اندام هوایی گیاهچه تروپان میزان بر Y .lipolyticaو P. indica تیمارهای  اثر -7شکل 

P.indica ،Y.i=  Y.lipolyticaدار در سطح احتمال ا% است.حروف متفاوت )در هر صفت( نشان دهنده اختلاف معنی 
 

 حاوی این ترکیبات ارزشمند دارویی، مورد نیاز است.

که تیمارهای  داداصل از تحقیق نشان در مجموع نتایج ح

، موجب Y. lipolytica و مخمر P. indicaقارچ همزیست 

تغییر و اکسیدان  های آنتیافزایش رشد، میزان فعالیت آنزیم

میزان تولید تروپان آلکالوئیدهای هیوسیامین و اسکوپولامین در 

هوایی گیاه بذرالبنج گردید. به طورکلی تیمار ریشه و اندام

برابری هیوسیامین در اندام  5/2رچی موجب افزایش حدود قا

برابری میزان  3هوایی شد و تیمار مخمر افزایش بیش از 

 اسکوپولامین در اندام هوایی را نشان داد.

 

 منابع

سلول  زیستی. مجلههای های ثانوی گیاهی با استفاده از الیسیتور( افزایش تولید متابولیت1392زاده بهابادی ص. و شریفی م. )اسمعیل

 .119 -128: 2و بافت 

 .زمان، سترجمه  (گیاه 256های کشت، برداشت و شرح مصور رنگی ( گیاهان دارویی )روش1392) ولاگ، ژ. و استودولا، ژ
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