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چکیده
Hyoscyamus(مشبکبذرالبنجازجمله(هیوسیاموس)دانهبنگهايگونه reticulatus L.(تروپانی،آلکالوئیدهايغنیمنابع

وبخشآرامکولینرژیک،آنتیاسپاسم،ضدچشم،مردمککردنگشاداثراتدلیل بهکهباشندمیاسکوپولامینوهیوسیامینعمدتاً
تیرهگیاهانعمدهطوربهطبیعیمنابعازآلکالوئیدهااینپیچیده،شیمیاییساختاردلیل بهگیرند.میقراراستفادهموردمسکن
افزایشبرايمؤثريراهکارمختلف،هايمحركوسیلهبهثانویههايمتابولیتبیوسنتزيمسیرهايالقاءآیند.میدستبزمینیسیب
بدستموئینریشهازتروپانی،آلکالوئیدهايتولیدافزایشمنظوربهپژوهش،این در.باشدمیثانویههايمتابولیتوريبهرهوتولید
فاکتوریلقالبدرآزمایشاینگردید.استفادهرایزوژنزاگروباکتریومA7سویهباشدهتراریختکوتیلدونیهايریزنمونهازآمده

هايزماندوم،فاکتورولیتر)برگرممیلی1000و125،250،500(صفر،مخمرعصارهمختلفهايغلظتاول،فاکتورشامل
میزانشترینبیترتیببهآمده،دستبنتایجمطابق.گردیدانجامتکرارسهدرتیمارهروساعت)72و24،48(تیمارمختلف

مخمرعصارهلیتربرگرممیلی250و500هايغلظتباتیماراثردرشاهد)،ازبیشتربرابر5/2(اسکوپولامینوبرابر)2(هیوسیامین
زمانمدتافزایشنیزومخمرعصارهمختلفهايغلظتباتیمارداد،نشاننتایجآمد.دستبزاییتحریکساعت48زمانمدتدر

اکسیدانیآنتیهايآنزیمفعالیتهمچنینگردید.شاهدهايکشتبامقایسهدرموئینهايریشهرشددارمعنیکاهشبهمنجرتیمار
براساسبود.بیشترشاهدبامقایسهدرشده،تیمارموئینهايریشهدرپراکسیدازآسکورباتوپراکسیدازگایاکولکاتالاز،شامل
پیشنهادپژوهشاینازحاصلنتایجاست.شدهاکسیداتیوتنشالقاءبهمنجر،مخمرعصارهباتهییجکهشودمیاستنباطچنیننتایج،

تروپانیآلکالوئیدهايازجملهگیاهیثانویههايمتابولیتتولیدافزایشبراي مؤثرمحرکیعنوانبهتواندمیمخمرعصارهکهکندمی
گیرد.قراراستفادهموردگیاهیوريافنزیستدر

.مخمرعصاره،اکسیدانیآنتیهايآنزیم،هیوسیامین،اسکوپولامینتروپانی،آلکالوئیدهايکلیدي:هايواژه
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مقدمه
نیاسکوپولامو)Hyoscyamine(نیوسیامیه

)Scopolamine(اهانیگدری اصلیتروپاندیآلکالوئدو
هاییبیترککههستند)Solanaceae(ی نیزمبیسخانواده

وباشندیم)Anticholinergic(کیتیپاراسمپاتولتیخاصبا
موردهايماریبازی عیوسفیطدرماندرگستردهطوربه

Zayed(رندیگیمقراراستفاده & Wink, بذرالبنج.)2004
Hyoscyamus(مشبک reticulatus L.(مناطقبومی
ترکیهوایرانآسیا،غربجنوبمصر،خشکنیمهوخشک

،گیاهایناصلیلکالوئیدآکهاستشدهگزارش.است
هايترکیبسایرواسکوپولامینآنازپسویوسیامینه

ولیتورینامین،نورهیوسیآپوهیوسیامین،مانند آلکالوئیدي
,Ionkova(باشدمیتروپین 2002(.

بعدوشدهسنتزشهیردرعمدتاًی تروپاني دهایآلکالوئ
بهتوجهبانیهمچن،شوندیممنتقلیی هواي هااندامبه

درریدرگي دیکلي هامیآنزازی بعضی اختصاصي ریگيجا
بهوابستهانیبمثالعنوان(بهدهایآلکالوئنیاوسنتزیبریمس
ي ریگيجاو)PMT(ترنسفرازمتیلپوتریسینسیکلیپر

در)H6H(هیدروکسیلاز- بتا-6-هیوسیامینی اختصاص
آلکالوئیدهاتروپاندیتولي براتلاششه)،یرسیکلیپر
عمدتاً،وريافنزیستي هاستمیسدرنیاسکوپولامویژهبه

Palazon(باشدیمنیموئهايشهیرکشتبرمبتنی et al.,

هايمحركازاستفادهمثلي متعددي رویکردها.)2008
دیتولشیافزاي برابیوسنتزيمسیرتحریکومتفاوت

استشدهاتخاذنیموئي هاشهیرکشتدرهاتیمتابول
)Hasanloo et al., ي روندزاییتحریکیاتهییج.)2009

باعثگیاهان،دفاعیهايسیستمالقاءوسیلهبهکهاست
بقاء،وشدهاهانیگهیثانوي هاتیمتابولساختشیافزا

,Namdeo(کندیمنیتضمراآنهاي ریپذرقابتوتداوم

موئینهايریشهکشتدرمخمرعصارهکاربرد.)2007
Azadirachta(چریش indica(برگرممیلی20/5تولیدبا

31/3(شاهدبهنسبتراآنمیزانآزادیراکتین،گرم
& Srivastava(دادافزایشبرابر6/1گرم)برگرممیلی

Srivastava, خرفهگیاهموئینهايریشهکشتدر.)2013

)Portulaca oleracea L(،تیمارروزه28موئینهايریشه
سطحبرابر5تا،ساعت48مدتبهمخمرعصارهباشده

Pirian(دادافزایششاهدبامقایسهدررانورآدرنالینتولید

& Piri, Salviaموئینهايریشهکشتدر.)2013

miltiorrhiza ،Chenرشدافزایش،)2001(همکارانو
لیتربرگرم3/7بهلیتربرگرم9/3ازرا موئینهايریشه
گیاهموئینهايریشهتیمار.کردندگزارشخشکوزن

Puerariaلیتربرگرممیلی5/0غلظتبامخمرعصارهبا
گردیدشاهدبهنسبتيبرابر5/4افزایشباعث

)Udomusk et al., محركشدهشناختهاثراتاز.)2010
هايرادیکالتولیدوگیاهاندرتنشایجاد،مخمرعصاره

Savitha(باشدیمآزاد et al., نقشهابیترکنیا.)2006
ی ولدارندعهدهبری سلولي هاپاسخدرراهیثانوبرامیپ

شودیمسلولبهدیشدبیآسباعثآنهاي بالاریمقاد
)Mittler et al., ي هاسیستموسیلهبهگیاهان.)2011

کنترلراآزادهايرادیکالغیرآنزیمیوآنزیمیاکسیدانآنتی
دهندمیکاهشراآنهامخرباثراتقیطرنیاازوکرده

)Vranova et al., وسریعتولیداینکهبهتوجهبا.)2002
شیمیاییهايروشطریقازثانویههايمتابولیتانبوه

دلیل بهنیزوباشدمیغیرممکنیاومشکلپرهزینه،عمدتاً
درآنها اندكتولیدوهامتابولیتایناقتصادياهمیت

وموئینهايریشهکشتمثلراهکارهاییدارویی،انگیاه
تولیدتواندمیغیرزیستیوزیستیهايمحركازاستفاده

پژوهشایندربنابراین،بخشد.ببهبودراهامتابولیتاین
وهاغلظتدرزیستی،محركعنوانبهمخمرعصارهتأثیر
آلکالوئیدهايتولیدافزایشبرتیمار،مختلفهايزمان

فعالیتورشد،اسکوپولامینوهیوسیامینارزشمند
موردمشبکبذرالبنجگیاهموئینهايریشهاکسیدانیآنتی

گرفت.قراربررسی

هاروشومواد
مشبکبذرالبنجگیاهکشت

ومولکولیآنالیزوکشتبهمربوطهايآزمایشکلیه
دانشگاهباغبانیعلومگروهآزمایشگاهدرنزیمیآفعالیت
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درتروپانیآلکالوئیدهايفیتوشیمیاییآنالیزوارومیه
بذرهاي.شدانجاماردبیلآزاددانشگاهفیتوشیمییشگاهاآزم
تهیهاصفهانبذرپاکانشرکتازمشبکبذرالبنجگیاه

کشتمحیطداخلدربذرها،بذرهانیضدعفوازبعدگردید.
MSاتاقدروکشتآگار،%7وساکارز%3باشدهتکمیل
ساعت16نوريدورهوگرادسانتیدرجه25دمايبارشد

شدند.اريدنگهتاریکیساعت8وروشنایی

موئینيهاشهیرظهوريسازنهیبهوالقاء
ازهاکوتیلدونگیاهی،هايریزنمونهتلقیحمنظوربه

دروندقیقه3مدتبهوجدااستریلمادريهايگیاهچه
Agrobacteriumباکتریاییسوسپانسیون rihzogenes

محیطبهشدهتلقیحهايریزنمونه.شدندورغوطهA7سویه
مدتبهومنتقلکشتی)هممحیط(جامدMSکشت

وگرادسانتیدرجه25دمايباانکوباتورداخلساعت،48
حذفمنظوربهسپسشدند.نگهداريتاریکیشرایطدر

حاوياستریلمقطرآبوسیلهبههاریزنمونهباکتري،
محیطبهوشستشو)لیتردرگرممیلی100(سفوتاکسیم

درگرممیلی100حاويهورمونبدونجامدMSکشت
تلقیحازپسهفته2.شدندمنتقلسفوتاکسیملیتر

ازبعد.شدندظاهرموئینهايریشهتدریجبهها،ریزنمونه
درموئینهايریشهرشدافزایشبرايهفته،یکگذشت
صورتبهدارریشههايریزنمونهازیکهرجامد،محیط
ازعاريجامدMSکشتمحیطبهمجزاهايلاینوتکی

منتقلسفوتاکسیملیتردرگرممیلی100حاويوهورمون
روز10هرجدیدمحیطدرهاریزنمونهواکشت.گردیدند

شده،القاءموئینریشهلاین75میاناز.انجام شدباریک
انتخابآزمایشبعديمراحلانجامبرايرشدپرلاینیک

گردید.

مخمرعصارهركمحباموئینهايریشههییجت
ایتالیا)Liofilchem(لیوفیلکمشرکتازمخمرعصاره

MSهايکشتمحیطآزمایشاینانجامبرايگردید.تهیه

1000و125،250،500صفر،هايغلظتحاويمایع

ازگرم5/1.گردیدتهیهمخمرعصارهلیتردرگرممیلی
مایرهايارلنازیکهرداخلروزه10موئینهايریشه
مایعMSکشتمحیطلیترمیلی30حاويلیتريمیلی250

منتقلتکرار،3در،مخمرعصارهمختلفهايغلظتحاوي
دمايدقیقه،دردور120باانکوباتورشیکرداخلو

ازپسشدند.نگهداريتاریکیدروگرادسانتیدرجه25
هايریشهتیمار،زمانازساعت72و24،48گذشت
MSکشتمحیطبهوخارجMSکشتمحیطازموئین

هفته،یکگذشتازپسیافتند.انتقالمحركازعاريمایع
ومقطرآبباشستشوازبعدوبرداشتموئینهايریشه
تروزنصافی،کاغذوسیلهبههاریشهاضافیرطوبتحذف
روز2مدتبهموئینهايریشهسپسشد.گیرياندازهآنها 

وزنوشدهخشکهواگرادسانتیدرجه25اتاق،دمايدر
گردید.ثبتآنها خشک

آلکالوئیدهااستخراج
همکارانوKamadaروشبهآلکالوئیدهااستخراج

مقدارروش،اینبامطابقشد.انجامتغییراندکیبا)1986(
کلروفرم،بعدوپودرخشک،موئینهايریشهازگرم5/0

هاينمونهبه15:5:1نسبتبه،%25آمونیاكومتانول
معرضدردقیقه10مدتبهوشدهاضافهگیاهی

مرتبهدووصافیازعبورازپسگرفتند.قرارلتراسونیکوا
تبخیربرايکلروفرم،لیترمیلی1باصافیکاغذشستشوي

استفادهوراواپراتروتاريدستگاهازکلروفرمیمرحله
لیترمیلی5شده،خشکوماندهباقیعصارهبهگردید.

واضافهنرمال1سولفوریکاسیدلیترمیلی2وکلروفرم
بدستمخلوطریختنبابعد،مرحلهدر.شدزدههمکاملاً
کلروفرمیمرحلهشد.تشکیلمرحلهدودکانتورداخلآمده
بهآلکالوئیدهاحاويآبیمرحلهوشدریختهدوروجدا
آمونیاكوسیلهبهویخرويآنpHوشدمنتقلبشریک
دکانتورداخلقلیاییمحلولگردید.تنظیم10تا28%

دوولیترمیلی2توسطمرتبهیکآلکالوئیدهاوشدریخته
مرحلهشدند.استخراجکلروفرملیترمیلی1توسطمرتبه

خشکسدیمسولفاتافزودنازپسآمدهدستبکلروفرمی
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کاغذوشدهدادهعبورصافیازموجود،آبحذفمنظوربه
شد.دادهشستشوکلروفرملیترمیلی2تا1توسطصافی

دمايدراواپراتورروتاريوسیلهبهشدهصافمحلول
درآمدهدستبجامدوتبخیرگرادسانتیدرجه40
شد.حلخالصمتانوللیترمیلی1

GC/MSروشبهتروپانیآلکالوئیدهايآنالیز

تروپانیآلکالوئیدهايشناساییوجداسازيمنظوربه
گازيکروماتوگرافدستگاهازاسکوپولامینوهیوسیامین

)HP, Palo Alto, CA, USA(Hewlett–Packard،مدل
HP 7890A GCبهشدهمتصلي گازکروماتوگرافو

مجهز،5975Cمدل،Hewlett-Packardی جرمسنجفیط

قطرومتر30طولبهHP-5موئینهستونبه
استفاده25/0ساکنفازلایهضخامتبامتر،میلی25/0

انرژيوگرادیسانتدرجه270قیتزرمحفظهي دماگردید.
بود.ولتالکترون70یونیزاسیون

موئینهايریشهتراریختیماهیتمولکولیاثبات
غیرریشهوموئینهايریشهژنومیDNAمنظور،بدین
روشبهشدهکشتبذرهايزنیجوانهازحاصلتراریخت
CTAB)Khan et al., تأییدمنظوربهشد.استخراج)2007
rolژنحضور Bموئینهايریشهدررایزوژنزاگروباکتریوم

انجام)PCR(مرازپلیايزنجیرهواکنشمشبک،بذرالبنج
آغازگرهاي:توالیوگردید

Forward Primer: 5'- TGGATCCCAAATTGCTATTCCACGA- 3'

Reverse Primer: 5'- TTAGGCTTCTTTCTTCAGGTTTACTGCAGC- 3'

rolژنbp780قطعاتتکثیرمنظوربه Bقراراستفادهمورد
گرفتند.

اکسیدانیآنتیهايآنزیمفعالیتگیرياندازه
هاآنزیمفعالیتسنجشبرايگیاهیعصارهاستخراج
فعالیتمیزانتعیینجهتگیاهیعصارهتهیهبراي

آسکورباتوپراکسیدازگایاکولکاتالاز،هايآنزیم
اندکیبا)Saltveit)2002وKangروشازپراکسیداز،

ریشهتروزنگرم5/0روش،اینطبقشد.استفادهتغییر
منتقلسردهاونداخلبهوتوزینتیمارهاکلیهازموئین
Tris-HCl(بافراستخراجبافرلیترمیلی1توسطوگردید

EDTAومولارمیلیpH،MgCl23-5/7مولار،05/0

بافرشد.ساییدهخوبیبههاوندستهوسیلهبهمولار)میلی1
پراکسیداز،آسکورباتآنزیمگیرياندازهبراياستخراجی

حاصلهموژناتبود.آسکورباتمولارمیلی2/0حاوي
سرعتباگرادسانتیدرجه4دمايدردقیقه20مدتبه

روییمحلولوگردیدسانتریفیوژدقیقهدردور5000

فعالیتگیرياندازهبرايخامعصارهعنوانبهحاصل
گرفت.قراراستفادهمورداکسیدانیآنتیهايآنزیم

;CAT(کاتالازآنزیمفعالیتگیرياندازه EC 1.11.1.6(
تجزیهمیزانگیرياندازهبالازکاتاآنزیمفعالیتسنجش

وMaehlyروشازاستفادهبا،)H2O2(هیدروژنپراکسید
Chance)1959(کاهشکاتالازآنزیمفعالیتگردید.انجام)
دردقیقه1طیجذبدرکاهشصورتبههیدروژن)پراکسید

اسپکتروفتومتردستگاهازاستفادهبانانومتر240موجطول
خاموشیضریبازکاتالازفعالیتسنجشبرايشد.محاسبه
mM-1(مولی)جذب(ضریب cm-16/43(شد.استفاده

Units (mM/min) =

doD
min (sl ope)

×Vol.of assay (.0003)

Extinction cofficient (43.6)

doD

min (sl ope) =دقیقهیکدرقرائتدوبیناختلاف
Vol.of assay سلداخلمحلولحجم=(0003.)

Extinction coefficient خاموشیضریب=(43.6)
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ــزیمفعالیـــتگیـــريانـــدازه ــاکولآنـ ــیدازگایـ پراکسـ
)GPX; EC 1.11.1.7(

روشازاستفادهباپراکسیدازگایاکولآنزیمفعالیتسنجش
Upadhyayaآنزیمفعالیت.شدانجام)1985(همکارانو

دردقیقه1طیجذبدرافزایشصورتبهپراکسیدازگایاکول
اسپکتروفتومتردستگاهازاستفادهبانانومتر420موجطول

ضریبازپراکسیدازگایاکولفعالیتسنجشبرايشد.محاسبه
mM-1(خاموشی cm-16/26(شد.استفاده

Units (mM/min) =

doD
min (sl ope)

×Vol.of assay (.0001)

Extinction coefficient (26.6)

doD

min (sl ope) =دقیقهیکدرقرائتدوبیناختلاف

Vol.of assay سلداخلمحلولحجم=(0001.)

Extinction coefficient (26.6)=خاموشیضریب

پراکسیدازآسکورباتآنزیمفعالیتگیرياندازه
)APX; EC1.11.1.11.(

ازاستفادهباپراکسیدازآسکورباتآنزیمفعالیتسنجش
.شدانجامتغییراندکیبا)Asada)1989وChenروش

(اکسیداسیونپراکسیدازآسکورباتآنزیمفعالیت
طولدردقیقه1طیجذبدرکاهشصورتبهآسکوربات)

اسپکتروفتومتردستگاهازاستفادهبانانومتر240موج
ازپراکسیدازآسکورباتفعالیتسنجشبرايشد.محاسبه
mM-1(خاموشیضریب cm-18/2(شد.استفاده

Units (mM/min) =

doD
min (sl ope)

×Vol.of assay (.0001)

Extinction cofficient (2.8)

doD

min (sl ope) =دقیقهیکدرقرائتدوبیناختلاف
Vol.of assay سلداخلمحلولحجم=(0001.)

Extinction coefficient (2.8)=خاموشیضریب

کلاکسیدانیآنتیفعالیتگیرياندازه
کالیرادازکلاکسیدانیآنتیفعالیتگیرياندازهمنظوربه
وChiuoروشبامطابقشد.استفادهDPPHداریپاوآزاد

متانولیعصارهازمیکرولیتر50به)،2007(همکاران
لیتر)برمولDPPH)5-10×6میکرولیتر950ها،نمونه
تاریکیشرایطدرنگهداريدقیقه30تا15ازپسواضافه

درهانمونهکلاکسیدانیآنتیفعالیتمیزاناتاق،دمايو
گذاريجايزیرفرمولدروقرائتانومترن517موجطول

گیاهی،عصارهجايبه)blank(بلنکتهیهبرايگردید.
.شداضافه%80متانولمیکرولیتر50

Ab:بلنکنوريجذبمیزان)blank(
As:نمونهنوريجذبمیزان)sample(

آماريمحاسباتوهادادهآنالیز
کاملاًپایهطرحقالبدرفاکتوریلصورتبههاآزمایش

ازحاصلهايدادهوگردیدانجامتکرار3باوتصادفی
SASافزارنرمازاستفادهباآزمایش وتجزیهمورد9.1

چندآزمونتوسطمیانگینمقایساتگرفت.قرارتحلیل
ازنمودارهارسمبرايوانجام شد)DMRT(دانکنايدامنه

گردید.استفادهExcelافزارنرم

نتایج
مشبکبذرالبنجگیاهیهايریزنمونهدرموئینهايریشهالقاء

يهاکوتیلدون،الف)- 1شکل(زنیجوانهازپسهفتهیک
باوشدهجدااستریلمادريهايگیاهچهازمشبکبذرالبنج

ب).- 1شکل(گردیدندتلقیحرایزوژنزاگروباکتریومA7سویه
تدریجبه،نیوکوتیلدهايریزنمونهتلقیحازپسهفته2

یکگذشتازبعدج).- 1شکل(شدندظاهرموئینهايریشه
محیطدرموئینهايریشهرشدافزایشبراي،د)- 1شکل(هفته

وتکیصورتبهرداریشههايریزنمونهازیکهرجامد،
هورمونازعاريجامدMSکشتمحیطبهمجزاهايلاین

شدند.منتقلو)- 1شکل(مایعکشتمحیطوه)- 1شکل(
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هاي کوتیلدونی بذرالبنج مشبکهاي موئین در ریزنمونهالقاء ریشه-1شکل 
اگروباکتریوم A7با سویه بذرالبنج مشبکهاي مادري استریل از گیاهچهجدا شدهيهاکوتیلدونب) تلقیح؛MSدر محیط کردهرشد اي یک هفتههاي گیاهچهالف)

ه) انتقال ؛جامدMSدر محیط کردههاي موئین رشد ریشهد) ؛ها با اگروباکتریوم رایزوژنزهفته پس از تلقیح ریزنمونه2هاي موئینظهور ریشهج) ؛رایزوژنز
مایعMSدر محیط کردههاي موئین رشد ریشهو) ؛جامدMSمحیط کشت هاي مجزا بهلایندار به صورت تکی و هاي ریشهریزنمونه

درتروپـانی هـاي آلکالوئیـد تولیـد بـر مخمـر عصارهتأثیر
مشبکبذرالبنجموئینهايریشهکشت

تیمـار زمانوغلظتمتقابلاثراتمیانگینمقایسهنتایج
سـطح درمحـرك ایـن کهدادنشانمخمرعصارهمحركبا

ــال ــه،%1احتم ــورب ــیط ــدداريمعن ــیامینتولی وهیوس
ــأثیرتحــترااســکوپولامین ــرارت ــزانبیشــترینداد.ق می

بـا مـوئین هـاي ریشـه تیمـار اثردر)%97/16(هیوسیامین
مــدتبــهمخمــرعصــارهلیتــربــرگــرممیلــی500غلظــت

بـه نسـبت راآنتولیـد میـزان کـه آمـد دسـت بساعت48
همچنـین، داد.افزایشبرابر2حدودشاهدموئینهايریشه

تولیدهیوسیامینمیزانباتیمارایندرشدهتولیدهیوسیامین
گـرم میلـی 500و250هايغلظتباتیمارتأثیرتحتشده

داريمعنـی اختلافساعت24مدتبهمخمرعصارهلیتربر
بـا تیماردر)%12/2(هیوسیامینمیزانکمترینالبته نداشت.
مـدت بـه مخمـر عصـاره لیتـر بـر گـرم میلـی 500غلظت

طـور بـه شـاهد بـه نسـبت کـه شـد مشـاهده ساعت72
موئینهايریشهتیمار.)3(شکلیافتکاهشداريمعنی

مـدت بـه مخمـر عصـاره لیتربرگرممیلی250غلظتبا
اسـکوپولامین میـزان بیشترینتولیدبهمنجرساعت،48

برابـر 5/2(شـاهد هـاي کشـت بامقایسهدر)78/10%(
سایردرآنشدهتولیدمیزانباکه)2شکل(شد افزایش)

ایـن درنداشـت. داريمعنـی اخـتلاف تیمـار هـاي زمان
غلظـت بـا شـده تیمـار مـوئین هـاي ریشـه درپژوهش،

سـاعت، 72مدتبهمخمرعصارهلیتربرگرممیلی125
موارداز.)3(شکلنشدشناساییاسکوپولامینآلکالوئید

درپـرولین تولیـد افـزایش ،مطالعـه ایـن درتوجهبجال
ایـن بـه توجهباباشد.میمحركباشدهتیمارهايریشه

نبـوده مطالعـه اهدافجزءپرولینگیرياندازهکهموضوع
پاسـخ دهنـده نشـان آمینـه اسـید ایـن غلظتتغییر،است

باشد.میاعمالیتنشبهگیاهیبافتفیزیولوژیک
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هاي ریشه موئین تیمار شده با عصاره مخمرنمونهGC/MSهاي حاصل از آنالیز کروماتوگرام-2شکل 
ج) ،ساعت48گرم بر لیتر عصاره مخمر به مدت میلی500غلظت هاي موئین تیمار شده با کروماتوگرام ریشهب) ،هاي موئین شاهدالف) کروماتوگرام ریشه

ساعت48گرم بر لیتر عصاره مخمر به مدت میلی250هاي موئین تیمار شده با غلظت کروماتوگرام ریشه
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دراسکوپولامینوهیوسیامینتروپانیآلکالوئیدتولیدبرمخمرعصارهباتیمارزمانوغلظتمتقابلاثرمیانگینقایسهم-3شکل
مشبکبذرالبنجموئینهايریشه

.است%1احتمالسطحدردانکنآزمونبراساستیمارهابیندارمعنیاختلافعدمدهندهنشانمشابهحروف

مـوئین هـاي ریشـه رشـد بـر مخمرعصارهمحركتأثیر
مشبکبذرالبنج
غلظتمتقابلاثرواصلیاثراتمیانگینمقایسهنتایج

اثـر کـه دادنشـان مخمـر عصارهمحركباتیمارزمانو
درترتیـب بـه تیمـار زمانوغلظتمختلفسطوحیاصل

هـاي ریشـه تروزنبرداريمعنیتأثیر%1احتمالسطح
باتیمارکهدادنشاننتایجداشت.مشبکبذرالبنجموئین
دارمعنیکاهشبهمنجرمخمرعصارهمختلفهايغلظت

شـاهد هـاي کشتبامقایسهدرموئینهايریشهتروزن
گـرم) 59/6(تـر وزنمیزانکمترینکهطوريبهگردید.
تحـت گـرم) 25/9(شاهدبامقایسهدرموئینهايریشه
بدستمحركلیتربرگرممیلی250غلظتباتیمارتأثیر
هـاي زمـان اصـلی اثـر میانگینمقایسات.)2(شکلآمد

کـه دادنشـان مـوئین هايریشهتروزنبرتیمارمختلف
تـر وزنگـرم) 85/6(کمتـرین وگـرم) 16/8(بیشترین

مخمرعصارهباتیمارساعت72و24زماندرترتیببه
سـطوح آمـده بدسـت نتایجطبق.)4(شکلشد مشاهده
تـأثیر مخمـر عصـاره بـا تیمـار زمـان وغلظـت مختلف
مــوئینهــايریشــهخشــکوزنمیــزانبــرداريمعنــی

وزنحـداکثر حـال، ایـن با.)P<0.01(نداشتتیمارشده

وشـاهد موئینهايریشهبهمربوطگرم)52/0(خشک
تیمـار موئینهايریشهبهمربوطگرم)45/0(آنحداقل

بود.مخمرعصارهلیتربرگرممیلی250غلظتباشده

فعالیـــتمیـــزانبـــرمخمـــرعصـــارهمحـــركتـــأثیر
مشبکبذرالبنجموئینهايریشهکلاکسیدانیآنتی

وغلظـت مختلـف سـطوح متقابلاثرمیانگینمقایسه
میـزان کـه دادنشـان مخمرعصارهمحركباتیمارزمان

درمشبکبذرالبنجموئینهايریشهاکسیدانیآنتیفعالیت
وغلظـت تأثیرتحتداريمعنیطوربه،%1احتمالسطح
کـه طـوري بـه .)1(جـدول اسـت گرفتهقرارتیمارزمان

بـا تیمـار اثـر دراکسـیدانی آنتـی فعالیتمیزانبیشترین
مـدت بـه مخمـر عصـاره لیتـر بـر گرممیلی250غلظت

حـدود شـاهد بـه نسـبت کـه گردیدمشاهدهساعت48
تـأثیر تحتآنمیزانینکمترودادنشانافزایشبرابر3

بـه مخمـر عصـاره لیتربرگرممیلی125غلظتباتیمار
مـدت افـزایش بـا همچنین.آمددستبساعت72مدت
هـاي ریشـه کـل اکسیدانیآنتیفعالیتمیزانتیمار،زمان

.)5(شکلداشتکاهشیروندموئین
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کلاکسیدانیآنتیفعالیتمیزانورشدبرمخمرعصارهباتیمارزمانمدتوغلظتتأثیرواریانستجزیهنتایج-1جدول
مشبکبذرالبنجموئینهايریشه

درجهمنابع تغییرات
آزادي

میانگین مربعات
)%(کلاکسیدانیفعالیت آنتیخشک (گرم)وزنتر (گرم)وزن

a(4**47/10ns0102/0**34/712(محركغلظت
b(2*41/6ns0088/0**63/907(تیمارزمان

a×b(8ns07/2ns0087/0**72/185(متقابلاثر
3048/10048/037/1آزمایشیاشتباه
16/1624/1455/5)%(تغییراتضریب

ns* ،باشدمی%1و%5احتمالسطحدردارمعنیاختلافوجودودارمعنیاختلافوجودعدمدهندهنشانترتیببه:**و.

مشبکبذرالبنجموئینهايریشهخشکوتروزنبرمخمرعصارهغلظتاصلیاثرمیانگینمقایسه-4شکل
.است%1احتمالسطحدردانکنآزمونبراساستیمارهابیندارمعنیاختلافعدمدهندهنشانمشابهحروف

مشبکبذرالبنجموئینریشهکلاکسیدانآنتیفعالیتبرمخمرعصارهباتیمارزمانوغلظتمتقابلاثرمیانگینمقایسه-5شکل
.است%1احتمالسطحدردانکنآزمونبراساستیمارهابیندارمعنیاختلافعدمدهندهنشانمشابهحروف

هايآنزیمفعالیتمیزانبرمخمرعصارهمحركتأثیر
مشبکبذرالبنجموئینهايریشهاکسیدانیآنتی

غلظتمختلفسطوحکهدادنشانمیانگینمقایسهنتایج
میزانبرداريمعنیتأثیر%1احتمالسطحدرتیمار،زمانو

پراکسیدازگایاکولوکاتالازاکسیدانیآنتیهايآنزیمفعالیت
سطحدرغلظتاصلیاثرهمچنین.)2(جدولداشت

راپراکسیدازآسکورباتآنزیمفعالیتمیزان،%5احتمال
کمترینوبیشترینداد.قرارتأثیرتحتيدارمعنیطوربه
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هايریشهتیماراثردرترتیببهکاتالاز،آنزیمفعالیتمیزان
مخمرعصارهلیتربرگرممیلی500و1000غلظتباموئین

بیشترینهمچنین).6شکل(آمددستبساعت48مدتبه
آسکورباتوپراکسیدازگایاکولآنزیمفعالیتمیزان

باشدهتیمارموئینهايریشهبهمربوطپراکسیداز
وساعت24مدتبهمخمرعصارهلیتردرگرممیلی250

.)6(شکلبودشاهدهايکشتبهمربوطآنها میزانکمترین

هايریشهاکسیدانیآنتیهايآنزیمفعالیتمیزانبرمخمرعصارهباتیمارزمانمدتوغلظتتأثیرواریانستجزیهنتایج-2جدول
مشبکبذرالبنجموئین

درجهمنابع تغییرات
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ns** ،* ،:باشدمی%1و %5دار در سطح احتمال دار و وجود اختلاف معنیدهنده عدم وجود اختلاف معنیترتیب نشانبه.

وگایاکول پراکسیداز،مقایسه میانگین اثر متقابل غلظت و زمان تیمار با عصاره مخمر بر فعالیت آنزیم کاتالاز-6شکل 
مشبکبذرالبنجموئینریشهپراکسیدازآسکوربات

.است%1احتمالسطحدردانکنآزمونبراساستیمارهابیندارمعنیاختلافعدمدهندهنشانمشابهحروف
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نیموئي هاشهیری ختیترارتیماهی مولکولدییتأ
واکـنش محصـول %1آگارزژلزرالکتروفوزیآنالجینتا

،یاحتمـال خـت یتراري هـا شـه یري بـرا مـراز یپلي ارهیزنج
rolژنبهمربوطbp780قطعهحضور Bي هـا شـه یردررا
A7هیسـو بـا کوتیلـدونی ي هـا زنمونـه یرتلقـیح ازحاصل

 ـتکثقطعـه انـدازه هـم کهدادنشانزوژنزیراومیوباکتراگر ری

ــاکترمثبـــتکنتـــرلنمونـــهدرشـــده بـــود)ومی(اگروبـ
ي هـا شـه یرازحاصلDNAدرنیهمچن.)3تکمیلیفایل(

مشاهدهPCRدري ریتکثباندچیه)یمنف(کنترلاهیگی عیطب
bp780منطقـه دري قـو بانـد حضورگر،یدعبارتبه.نشد
 ـمؤ  ـتکثدی  ـمـورد قطعـه ری rolژنحضـور وی بررس Bدر
.)7(شکل بودمشبکبذرالبنجنیموئي هاشهیر

rolتعیین حضور ژن برايمراز اي پلیواکنش زنجیره-7شکل  Bهاي تراریخت بذرالبنج مشبکدر ریشه
اگروباکتریوم رایزوژنز،A7هاي کوتیلدونی توسط سویه شده در ریزنمونههاي موئین القاء: ریشه2و 1، لاین)kb1)FermentaseمارکرMDNA:لاین 
عنوان کنترل مثبتبهA7: باکتري اگروباکتریوم سویه +Cعنوان کنترل منفی و لاین هاي غیرتراریخت بذرالبنج مشبک به: ریشهC-لاین 

بحث
محركعنوانبهمخمرعصارهکاربردپژوهش،این در
مؤثريطوربهتیمار،مختلفهايزمانواهغلظتدرزیستی
اسکوپولامینوهیوسیامینتروپانیآلکالوئیدهايتولیدمیزان

آمینواسیدها،ازترکیبیمخمرعصارهداد.قرارتأثیرتحترا
اثراتاستممکنوباشدمیمختلفمعدنیموادوهاویتامین
،)Zn(رويمثلهاییکاتیونمحتويدلیلبهآنزاییتحریک

Suzuki(باشدمخمرعصارهدر)Co(کبالتو)Ca(کلسیم et

al., عملزیستیغیرهايمحركعنوانبهتوانندمیکه)1985
پوترسینآنزیمفعالیتکشت،محیطدرکلسیمیونغلظتکنند.
آلکالوئیدهايسنتزظرفیتآندنبالبهو)PMT(ترنسفرازمتیل

ازمخمرعصارهکهآنجاییازکند.میتنظیمراتروپانی
تشکیلمعدنیموادوهاویتامینآمینواسیدها،ازغیرهاییترکیب

آنتحریکیاثراتکهداردوجودنیزامکانایناست،شده
اندنشدهشناختههنوزکهباشددیگريهايترکیبدلیلبه

)Pinol Teresa et al., عصارهتحریکیاثرهمچنین.)1999
آلانینفنیلفعالیتافزایشدرآننقشدلیل بهتواندمیمخمر

پروپانوئیدفنیلمسیرکلیديآنزیمکهباشد،)PAL(آمونیالیاز
واولیهمتابولیسمبینواسطحدPALآنزیمواقعدرباشد.می

فنیل- Lکردندآمینهآناصلیعملکهاستگیاهاندرثانویه
مادهپیشعنوانبهکهاستاسیدسینامیکترانستولیدوآلانین

وباشدمیمختلفثانویههايمتابولیتبیوسنتزيمسیرهايدر
انتقالدرشرکتودفاعیهايپاسخالقاءباعمدتاًهامحرك
تأثیرگیاهی،هايبافتسلولیبرونوسلولیدرونسیگنال

Seidel(کنندمیاعمالراخود et al., هامحركتمام.)2002
کنندعملتنشیعواملعنوانبهاسمزيفشارایجادباتوانندمی
مسیرهايدرکلیديهايآنزیمسریعسازيفعالباعثکه

Goel(شوندمیثانویههايمتابولیتبیوسنتزي et al., 2011(.
فعالیتمیزاندراحتمالاًمخمرعصارهباتیمارپژوهش،این در

مانندتروپانیآلکالوئیدهايبیوسنتزيمسیرکلیديهايآنزیم
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متیل- Nپوترسینو)H6H(هیدروکسیلاز- بتا- 6- هیوسیامین
غیرمستقیم،یامستقیمطوربهوبودهمؤثر)PMT(ترنسفراز

موجبودادهقرارتأثیرتحتراpmtوh6hهايژنبیان
وهیوسیامینتروپانیآلکالوئیدهايتولیدمیزانافزایش

است.شدهاسکوپولامین
دلیلبهزیاداحتمالبهزیستیهايمحركالقائیاثر

شدهگزارشکهباشدمیآنها درموجوداولیگوساکاریدهاي
ونموورشدقوي،سیگنالیهايمولکولعنوانبهاست

Raomai(کنندمیتنظیمراگیاهاندفاعیهايمکانیسم et al.,

مختلف،آمینواسیدهايازغنی،مخمرعصاره.)2015
تولیدورشدکنندهتحریکهايترکیبسایروهاویتامین

ازترکیبیصورتبهتواندمیوباشدمیثانویههايمتابولیت
بهنسبتزیاديمزایايکهگیردقراراستفادهموردآمینواسیدها

Hakobyan(داردتنهاییبهآمینواسیدیککاربرد et al.,

هاییکشتمحیطدرراهابافترشدتواندمیبنابراین،.)2012
تأثیرامادهد،افزایشنیتروژنیاویتامینکمنسبتاًمقادیربا

Wu(استنشدهمشخصهنوزگیاهانبرآندقیق & Shi,

زیستیغیرهايمحركهموزیستیهايمحركهم.)2008
وبافتکشتدرراثانویههايمتابولیتتولیداستممکن
استنشدهگزارشمحرکیهیچاماد،ندهافزایشگیاهیسلول

باشدکشتهايسیستمازبسیاريبرعمومیاثریکدارايکه
هامحركتمامبهکهاستنشدهیافتکشتیسیستمهیچو

Bais(دهدپاسخ et al., آزمایشوالگريغرببنابراین،.)2002
برايخاصمحرکیبرايبهینهغلظتومختلفهايمحرك

ومهمنظر،موردثانویههايمتابولیتتولیدافزایشوبهبود
رسد.مینظربهضروري
مخمرعصارهکهدهدمینشانمختلفمطالعاتنتایج

تولیدافزایشدرمؤثرينقشزیستی،محركعنوانبه
اسکوپولامینوهیوسیامینمانندمختلفثانویههايمتابولیت

Datura(تاتورهریشهکشتدر stramonium L.(،)Ajungla

et al., دانهبنگریشهکشتدراسکوپولامین)2009
)Hyoscyamus niger L.) (Hong et al., فلاونوئید،)2012

Glycyrrhizaموئینهايریشهکشتدر uralensis)Zhang

et al., گیاهموئینهايریشهکشتدرآزادیراکتین،)2009

Srivastava(چریش & Srivastava, درتانشینون،)2013
Salviaگیاهموئینهايریشهکشت castanea)Li et al.,

Perovskiaنابجايهايریشهکشتو)2015 abrotanoides

)Zaker et al., ابوتیلونگیاهکالوسکشتدربربرین)2015
)Cissampelos pariera) (Shad & Deepa, داشته)2015

تحقیقاتایننتایجبامطالعهاین ازآمدهدستبنتایجکهاست
دارد.مطابقت

مخمـر عصـاره مختلـف هـاي غلظتباتیمارداد،نشاننتایج
بـا مقایسـه درمـوئین هايریشهتروزندارمعنیکاهشبهمنجر
ازحاصـل هـاي کرومـاتوگرام همچنین،گردید.شاهدهايکشت
مـوئین هـاي ریشـه ازشدهاستخراجهايعصارهGC-MSآنالیز

عصـاره غلظـت مختلـف سـطوح بـا شدهتیمارمشبکبذرالبنج
پـرولین میـزان افـزایش دهنـده نشانمختلف،هايزماندرمخمر
کـه اسـت شـده گـزارش باشـد. مـی شـاهد هايکشتبهنسبت

 ـمـواد سـاختار درشـتر یبکربناختصاص  ـدرمـؤثر یآل میتنظ
 ـنیپـرول هماننـد  ،ياسمز شـود رشـد کـاهش باعـث توانـد یم

)Javanmardi et al., سـنتز پـژوهش ایـن  درن،یبنـابرا .)2010
مخمـر، عصـاره بـا مـوئین هـاي ریشهتیماراثردرنیپرولشتریب

افـزایش همچنـین باشـد. رشدکاهندهعواملازیکیاستممکن
اثـر دراسـکوپولامین وهیوسـیامین تروپانیآلکالوئیدهايتولید
منـابع تخصـیص کـه استایندهندهنشانمخمرعصارهباتهییج

البتـه  است.بودهثانویههايمتابولیتتولیدجهتدربیشترکربنی،
مـدت افـزایش نیزومخمرعصارهبالايهايغلظتیسماثرات
رشـد کـاهش دیگردلایلازتواندمیتنشی)(شرایطتیمارزمان
نتـایج بـا پـژوهش ایـن ازحاصـل نتایج.باشدموئینهايریشه

ــات ــارانوHongتحقیق ــتدر)2012(همک ــهکش ــايریش ه
Hyoscyamus nigerوEl-Nabarawyدر)2015(همکارانو

ــت ــالوسکش Zingiberک officinaleــت ــتدارد.مطابق ثاب
فعالیـت افـزایش سـبب زنـده غیروزندههايتنشکهاستشده

شـوند. مـی اکسـیژن) فعـال هـاي گونهقبیل(ازآزادهايرادیکال
سببودارندآلیهايمولکولبرمخربیاثراتآزادهايرادیکال

گیاهـان شوند.میگیاهانبرخطرناکیپیامدهايوعوارضایجاد
اکسـیدانی آنتیدفاعیهايمکانیسمدارايها،رادیکالاینبرابردر
تـرین عمـومی اکسیدانی،آنتیهايآنزیمفعالیتافزایشباشند.می
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اکسـیداتیو تـنش ازناشـی صدماتبامواجههدرگیاهانواکنش
طـور بـه اکسـیدانی آنتـی هـاي آنـزیم فعالیتدرتغییرالبته .است

اسـت شـده گـزارش تـنش تحتگیاهانازبسیاريدرگسترده
)Halliwell, دراکسـیدانی آنتیهايآنزیمفعالیتافزایش.)1999

ویـژه بهآزادهايرادیکالافزایشعلتبهاحتمالاًنیزپژوهشاین 
اثــرمــورددرانــدکیمطالعــاتباشــد.مــیهیــدروژنپراکســید

محتـواي اکسـیدانی، آنتـی هـاي آنزیمفعالیتمیزانبرالیسیتورها
تحقیــقنتــایج.اســتانجــام شــدهمحلــولقنــدهايوپــرولین

Arastefar) هـاي آنـزیم فعالیـت کهدادنشان)2013و همکاران
درپراکسـیداز وکاتـالاز دیسـموتاز، سوپراکسـید اکسـیدانی آنتی

Glycine(سویاهايگیاهچه max(هـاي غلظـت بـا تیماراثردر
شـاهد گیـاه بـه نسـبت داريمعنـی طوربهمخمرعصارهمختلف
نتـایج بـا پـژوهش ایـن  ازحاصـل نتـایج کهاستیافتهافزایش
دارد.مطابقتفوقتحقیق
زمینهدرمتعددتحقیقاتوپژوهشاین نتایجبهتوجهبا
هايمتابولیتتولیددرمخمرعصارهزاییتحریکمثبتاثرات
کاربردکه رسدمینظربهصنعتی،وداروییعلاقهموردثانویه

برايمناسبیراهکارزیستیمحركعنوانبهمخمرعصاره
باشد.میداروییگیاهانوريبهرهوتولیدافزایش
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Abstract
Hyoscyamus species such as Hyoscyamus reticulatus L. are rich sources of tropane alkaloids,

mainly hyoscyamine and scopolamine, which are used for their mydriatic, antispasmodic,
anticholinergic, analgesic and sedative properties. Due to complex chemical structures, these
alkaloids are obtained from natural sources, mainly Solanaceae plants. Elicitation of secondary
metabolites biosynthetic pathways by different kind of elicitors is an effective strategy to
increase secondary metabolites productivity. In the present study, in order to increase
production of tropane alkaloids, cotyledon-derived hairy root cultures transformed with
Agrobacterium rhizogenes strain A7, were elicited with yeast extract (YE) as biotic elicitor.
Effect of different concentrations (0, 125, 250, 500 and 1000mg/l) of YE elicitor at different
exposure times (24, 48 and 72 h) were investigated. According to the results, YE at the
concentration of 500 and 250 mg/l after 48 h treatment, significantly increased hyoscyamine (2-
fold) and scopolamine (2.5-fold) production in comparison with control, respectively. The
results showed that treatment with different concentrations of YE and also increasing the
exposure time led to significant decrease in growth of hairy roots in comparison with control.
The activity of antioxidant enzymes including catalase, guaiacol peroxidase, and ascorbate
peroxidase was also elevated in treated hairy roots rather than of the control. Based on the
results, it can be concluded that elicitation with YE leads to induce an oxidative stress. These
results suggest that YE could be used as an effective elicitor in plant biotechnology for the
production of plant secondary metabolites such as tropane alkaloids.
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