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 چکیده

های ثانویه دارویی و صنعتی هستند. آسکوپولامین و آلکالوئیدهای گیاهی یکی از بزرگترین گروه متابولیت

( با کاربردهای وسیع در صنعت Hyoscyamus pusillusهیوسیامین از تروپان آلکالوئیدهای متداول گیاه بذرالبنج کوتاه )

های مختلف از راهکارهای مهم جهت افزایش هستند. القای مسیرهای بیوسنتزی فیتوشیمیایی توسط محرک داروسازی

 52، 20، 22، 0های مختلف عصاره مخمر )باشد. در این تحقیق، اثر غلظتتولید و انباشت ترکیبات با ارزش دارویی می

های بر میزان رشد و فعالیت آنتی اکسیدانی ریشه ساعت( 52و  84گرم بر لیتر( در دو مدت زمان تیمار )میلی 000و 

 2/0گرم( و خشک ) 40/5موئین بذرالبنج کوتاه مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج نشان داد که بیشترین میزان وزن تر )

 52گرم بر لیتر عصار مخمر و مدت زمان تیمار میلی 22های حاوی های موئین به ترتیب در محیط کشتگرم( ریشه

گرم( نیز در  32/0گرم( و خشک ) 22/2گرم بر لیتر )شاهد( بدست آمد. کمترین میزان وزن تر )و صفر میلی ساعت

در مورد فعالیت ساعت بدست آمد.  52گرم بر لیتر عصار مخمر و مدت زمان تیمار میلی 000های حاوی محیط کشت

در محیط کشت حاوی ( FW1 -g +2mmol Fe 25/0) ، بیشترین میزان فعالیت آنتی اکسیدانیfrapآنتی اکسیدانی به روش 

 2mmol Fe+ فعالیت آنتی اکسیدانی )ساعت و کمترین میزان  52گرم بر لیتر عصار مخمر و مدت زمان تیمار میلی 20

FW1 -g03/0 ) ساعت مشاهده شد. 52گرم بر لیتر عصار مخمر و مدت زمان تیمار میلی 000در محیط کشت حاوی 

 

 ، وزن خشک تروزنآگروباکتریوم رایزوژنز، تروپان آلکالوئیدها، فعالیت آنتی اکسیدانی، : کلمات کلیدی

 

 مقدمه:

های اخیر رو به افزایش در طی سال ژهیوهای طبیعی، بهفرآورده یطورکلهای گیاهی و بهو درمان داروهااستفاده از 

 Rota)بوده یطیمحستیهای زشیمیایی و ایجاد آلودگی داروهایعلت آن اثبات اثرات مخرب و جانبی  نیترو مهم بوده

et al., 2004)  . ود، شهای ثانویه استفاده مییکی از منابع عمده برای تولید متابولیت عنوانبهامروزه از گیاهان دارویی

های طبیعی جهت استحصال این ترکیبات دارویی سبب شده برخی از این ها از رویشگاهرویه آنبطوریکه برداشت بی

به  ثانویه متابولیت های افزایش تولید به نیاز و اهمیت به توجه (. با0342گیاهان در معرض انقراض قرار )امید بیگی، 

 بسیاری در کلاسیک که یهاروش کنار ی درآورفنزیست  یهاروش که رسدیم نظر به غذایی، و دارویی یکاربردها دلایل

 باشند  مفید اهداف رسیدن این ثمر به در تواندیم نیستند، مصرف نیازهای جوابگوی موارد از

 .(Verpoorte et al., 2002) جنسHyoscyamus  متعلق به تیرهSolanaceae گونه آن منحصراً در  5باشد که می

کوتاه  دانهبنگ(. بذرالبنج یا 0342ی، گیب دیامگونه در ایران و کشورهای اطراف پراکنده هستند ) 04ایران و 

(Hyoscyamus pusillus L.)با عدد روزبلندهای شنی، مزارع و مناطق بایر است که گیاهی و خاص تپه سالهک، گیاهی ی
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از قبیل   (Tropane alkaloids)وپانیهای تر(. آلکالوئید0355، سازخاتمباشد )می 84n =2کروموزومی 

های مختلف تیره سولاناسه هایی هستند که از گونهترین آلکالوئید، معروف3و آتروپین 2، هیوسیامین0آسکوپولامین

ک اثر باشند و بر سیستم عصبی پاراسمپاتیکولینرژیک و ضد اسپاسم میآنتی عنوانبهشوند. این ترکیبات استخراج می

 گذارند می

 .(Palazon et al., 2008) آسکوپولامین، هیوسیامین و آتروپین روی سیستم عصبی متفاوت است و به  ریتأث نمیزا

 برابر بیشتر است 00همین دلیل در حال حاضر تقاضای تجاری، برای آسکوپولامین نسبت به هیوسیامین و آتروپین 

(Hashimoto and Yamada, 1986 .)نام به خاکزی منفی گرم باکتری توسط که است گیاهی بیماری نوعی موئین ریشه 

گیاهی باعث افزایش تولید  هایهای مولد اکسین به سلولبا انتقال ژن این باکتری .شودیم ایجاد 8رایزوژنز آگروباکتریوم

های شهمزیت ری نیتربزرگکند. های موئین را در گیاه القاء میهای تراریخت شده و بنابراین ایجاد ریشهاکسین در سلول

 متعددی راهبردهای.  (Hu and Du, 2006)های ثانویه در مقایسه با گیاهان مادری استموئین، توان بالای تولید متابولیت

 متفاوت محرک عوامل از استفاده شامل موارد این .است اتخاذشده موئین یهاشهیر درکشت هامتابولیت تولید افزایش برای

 از ترکیبی مخمر عصاره .(Chen and Feng, 2000) باشدیمزیستی و غیر زیستی ی هاتنش و سیگنالی ترکیبات جمله از

 ییهاونیکات محتوی به دلیل است آن ممکن ییزا کیتحر اثرات و باشدیم مختلف موادمعدنی و هانیتامیو آمینواسیدها،

تا کنون مطالعات متعددی در (. Suzuki et al., 1985در عصاره مخمر باشد ) (Co)و کبالت (Ca) ، کلسیم (Zn)روی  لمث

 و Arastefarتحقیق  نتایجمورد تاثیر عصاره مخمر بر میزان رشد و تغییرات بیوشیمیایی در گیاها انجام شده است. 

 هایگیاهچه در پراکسیداز و کاتالاز دیسموتاز، سوپراکسید یدانیاکسیآنت یهامیآنز فعالیت که داد نشان (2003همکاران )

 افتهی شیافزا شاهد گیاه به نسبت یداریمعن طوربه مخمر مختلف عصاره یهاغلظت با تیمار در اثر  (Glycine max)سویا

آلکالوئیدهای (Atropa belladonna)  زکیشاب گیاه در آگروباکتریوم رایزوژنز توسط شده القا موئین یهاشهیردر  است.

درمنه  در کامل گیاه به نسبت تراریخت موئین یهاشهیر (Bonhomme et al., 2000). است  دشدهیتول تروپاتی بیشتری

annua) (Artemisia تولید کردند را بیشتری ترپنسزکوئی مقدار(Souret et al., 2003) .  هدف از این پژوهش، بررسی

( FRAPبه روش ) های مختلف عصاره مخمر به عنوان محرک زیستی بر میزان رشد و فعالیت آنتی اکسیدانی تاثیر غلظت

 .باشدهای موئین گیاه دارویی بذرالبنج مشبک میریشه

 

 :هاروشمواد و 

 کشت بذر و تهیه ریزنمونه

تهیه ریشه موئین، بذور گیاه بذرالبنج کوتاه جهت رفع رکود، ابتدا با استفاده از اسید  منظوربهدر این تحقیق  

دقیقه تیمار  02درصد به مدت  00 کیسولفور دیاسساعت آغشته و سپس با  28در لیتر به مدت  ppm 200جیبرلیک 

کلریت ی شدند و در مرحله بعد با محلول هیپوضدعفوندقیقه  0صد به مدت در 50شدند و سپس با استفاده از اتانول 

دقیقه در زیر هود ضدعفونی شده و پس از  00درصد به مدت  40دصد  فعال و همراه با چند قطره توین  2/2سدیم 

 کشت شدند. MSشستشو، در محیط کشت 

 های موئینالقاء ریشه

 ملی موسسه میکروبی موئین از بانکهای جهت القاء ریشه Agrobacterium rhizogenesباکتری  A13سویه 

ری های برگی پس از تلقیح توسط سویه باکت. تمامی ریزنمونهایران تهیه گردید-تهران بیوتکنولوژی، و ژنتیک مهندسی

ساعت هم  84ساعت و در شرایط تاریکی قرار داده شدند. بعد از گذشت  84فاقد هورمون به مدت  MSدر محیط کشت 

                                                           
1- Scopolamine 
2- Hyoscyamine 
3- Atropine 
 4- Agrobacterium rhizogenes 
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ل سفوتاکسیم منتق کیوتیبیآنتگرم بر لیتر میلی 300حاوی MS ذف باکتری به محیط کشت کشتی، ریزنمونه جهت ح

 و در شرایط تاریکی نگهداری شدند. 22 ±2ی موئین در اتاق رشد با دمایهاشهیرو تا زمان ظهور 
 

 های موئینمحرک عصاره مخمر بر میزان رشد و فعالیت آنتی اکسیدانی ریشه ریتأث

 داری شدند. روز نگه 20سفوتاکسیم به مدت  کیوتیبیآنتحاوی  MSنمونه جدا و در محیط از ریز القاشدههای ریشه

مایع اضافه و  MS تریلیلیم 30ی حاوی تریلیلیم 220های موئین انتخاب و در ارلن گرم از ریشه 2سپس حدود 

های موئین با شوند. در ادامه ریشهداری میگراد و در شیکر انکوباتور نگهدرجه سانتی 22، دمای rpm020 در دور 

 52و  84گرم بر لیتر( و مدت زمان تیمار مختلف )میلی 000، 52، 20، 22های مختلف عصاره مخمر )صفر، غلظت

 برداشت شدند. FRAPگیری وزن تر، وزن خشک و میزان فعالیت آنتی اکسیدانی به روش ساعت( تیمار و جهت اندازه

  هاداده آماری آنالیز

ی حاصل هاداده لیتحل و هیتجزتکرار انجام گردید.  3فاکتوریل با  صورتبهتصادفی  کاملاًآزمایش در قالب طرح 

ها بر اساس آزمون مورد تجزیه تحلیل آماری قرار گرفتند. مقایسات میانگین داده SAS 9.1 افزارنرماز این آزمایش در 

 استفاده گردید. Excel 2013 افزارنرمها از ای دانکن صورت گرفت و برای رسم نمودارچند دامنه

 نتایج و بحث

 

های ها ریشههفته در ریزنمونه 2های موئین آغاز و تا ها با باکتری، ظهور ریشهپس از آلودگی ریزنمونه روز 08

لاین انتخاب  نیتر پر رشدهای موئین، از میان چندین لاین پررشد، (. پس از ظهور ریشه0گردید )شکل موئین تشکیل 

 .قرار گرفت  استفاده موردو برای مراحل بعدی 

 

 های موئین محرک عصاره مخمر بر رشد ریشه ریتأث

وتاه های موئین بذرالبنج کتیمار با عصاره مخمر بر میزان رشد ریشه زمان مدتغلظت و  ریتأثنتایج تجزیه واریانس 

درصد،  0تیمار در سطح احتمال  زمان مدتاثر متقابل سطوح مختلف غلظت عصاره مخمر و  که( نشان داد 0)جدول 

 ح مختلف غلظت عصارههای موئین بذرالبنج کوتاه داشت. همچنین اثر متقابل سطوریشه تر وزنداری بر معنی ریتأث

 های موئین داشت. خشک ریشه وزنداری بر معنی ریتأثدرصد،  2تیمار در سطح احتمال  زمان مدتمخمر و 
 

 

 

 

وم، های تلقیح یافته با آگروباکتریهای موئین از برگهای موئین بذرالبنج کوتاه : الف( ظهور ریشه: مراحل مختلف رشد ریشه0شکل 

های مختلف محرک عصاره مخمر در محیط های موئین با غلظتموئین در محیط کشت جامد و ج( تیمار ریشههای ب( رشد ریشه

 کشت مایع
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 های موئین شابیزکتیمار با عصاره مخمر بر رشد ریشه زمانمدتغلظت و  ریتأث: نتایج تجزیه واریانس 0جدول 

ns, **,* :درصد 2درصد و  0سطح احتمال دار در دار و وجود اختلاف معنیدهنده عدم وجود اختلاف معنیبه ترتیب نشان 

 باشد.می

ساعت منجر به کاهش  84های مختلف عصاره مخمر به مدت نتایج مقایسه میانگین نشان داد،تیمار با غلظت 

گرم(  22/2) تروزنکمترین میزان  کهی طوربههای شاهد گردید. های موئین در مقایسه با کشتریشه تروزندار معنی

 تروزنساعت بود، همچنین بیشترین میزان  52تیمار  زمان مدتبر لیتر عصاره مخمر و  گرمیلیم 000در تیمار با غلظت 

گرم( در  20/0بیشترین میزان وزن خشک ) بود.  ساعت 52 زمانمدتبر لیتر و  گرمیلیم 22در غلظت  گرم( 40/5)

گرم بر لیتر مشاهده شد میلی 000غلظت ساعت و  52در تیمار گرم(  32/0) کتیمار شاهد و کمترین میزان وزن خش

های کشت شده وابسته به غلظت و تعامل های ثانویه در سلولرشد سلول گیاهی و تولید متابولیتالف و ب(. -0)نمودار 

های موئین و تواند نرخ رشد ریشهباشد. اجزاء محیط کشت، گاهی اوقات میغذایی موجود در محیط کشت می مواد

 .های تجمع یافته را تغییر دهد عملکرد متابولیت
 

 

 

 

 

 

های موئین های مختلف عصاره مخمر و مدت زمان تیمار بر میزان وزن تر )الف( و وزن خشک )ب( ریشه: تاثیر غلظت0نمودار 

 بذرالبنج کوتاه

 های موئینمحرک عصاره مخمر بر میزان فعالیت آنتی اکسیدانی ریشه ریتأث

مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج مقایسات میانگین نشان  frapاکسیدانی به وسیله روش حاضر فعالیت آنتی در تحقیق

گرم بر لیتر عصاره میلی 20فعالیت انتی اکسیدانی در تیمار با غلظت  FW) 1-g +2(0/59 mmol Feداد که بیشترین میزان 

فعالیت انتی ( FW 1-g +2mmol Fe 03/0)ن میزان ساعت بدست آمد و همچنین کمتری 52 زمان مدتمخمر و در 

(. در 2ساعت بدست آمد )نمودار  52 زمان مدتگرم بر لیتر عصاره مخمر و میلی 000اکسیدانی نیز در تیمار با غلظت 

 یباتگیرد. در این روش ترکاکسیدانی از طریق پتانسل کاهش اکسیداسیون مورد ارزیابی قرار میفعالیت آنتی frapروش 

دهند و موجب ایجاد رنگ آبی واکنش می Ferric Tri-Pyridyl-Triazine Complex (Fe (III)-TPTZ)اکسیدانی با آنتی

 میانگین مربعات  

 وزن خشک  تروزن درجه آزادی منابع تغییرات

0 40/2 (a) زمان تیمار * 0/088ns 

8 20/2 (b) غلظت محرک ** 008/0 ** 

8 52/2 (a×b)  اثر متقابل ** 008/0 * 

40/30 25 اشتباه آزمایشی  02/0  

85/5  (%CVضریب تغییرات )درصد( )  85/5  

 ب الف

 الف
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تواند به دلیل تفاوت در محتوای فنول و های مختلف میاکسیدانی در غلظتشوند. تفاوت در میزان فعالیت آنتیمی

 .(Singh et al., 2007)باشد فلاونوئید کل می

 

 

 

 

 

 

های موئین ( ریشهFRAPهای مختلف عصاره مخمر و مدت زمان تیمار بر میزان فعالیت آنتی اکسیدانی ): تاثیر غلظت2نمودار 

 بذرالبنج کوتاه
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Abstract 
Plant alkaloids, are one of the largest groups of pharmaceuticals and industrial secondary metabolites. 

Scopolamine and Hyoscyamine are most common tropane alkaloids in Hyoscyamus pusillus L. with great 

application in pharmaceutical industry. Phytochemical biosynthetic pathways induction via various elicitors 

is an effective strategy for increasing the production and accumulation of valuable substances. In this 

research, the influence of various yeast extract concentrations (0, 25, 50, 75 and 100 mg/l) at two exposure 

time (48 and72 h) on growth rate and antioxidant activity of H. pusillus L. hairy roots were investigated. 

The results show that the highest hairy root fresh and dry weight (7.81 and 0.50 g, respectively) were found 

in the medium supplemented with 25 mg L-1 at 72 hours of exposure time and 0 mg L-1 (respectively) yeast 

extract and the lowest fresh and dry weight (5.22 and 0.32 g, respectively) were found in the medium 

supplemented with 100 mg L-1 at 72 hours of exposure time. In the case of antioxidant activity, the highest 

(0/59 mmol Fe+2 g-1 FW) frap value was observed in the medium supplemented with 50 mg L-1 at 72 hours 

of exposure time and lowest (0/03 mmol Fe+2 g-1 FW) frap value was observed in the medium supplemented 

with 100 mg L-1 at 72 hours of exposure time.  
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