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افزايش تولید تركیبات لیگنانی و فنلی تحت تاثیر ديواره قارچ  
Fusarium graminearum در كشت تعلیقی 

Linum album كتان سفید

ژاله تحصیلی1، مظفر شريفی1*، ناصر صفايی2، مهرداد بهمنش3

چکیده:
ــه  ــي از گون ــفید )Linum album Kotschy ex Boiss.( يک ــان س كت
هــاي بومــی ايــران، داراي پودوفیلوتوكســین و ديگر تركیبــات لیگناني 
اســت. پودوفیلوتوكســین، لیگنانــي اســت كــه در گونــه هــاي گیاهــي 
ــت  ــرطاني اهمی ــد س ــواص ض ــل خ ــه دلی ــور دارد و ب ــدودي حض مع
دارويــي زيــادي پیــدا كــرده اســت. دســت ورزی محیــط هــای كشــت 
ســلولی بــا الیســیتورها يکــی از راهکارهــای مهــم جهــت القــای تولیــد 
متابولیــت هــای ارزشــمند مــی باشــد. در ايــن پژوهــش، ديــواره جــدا 
شــده قــارچ Fusarium graminearum پــس از تعییــن غلظت بهینه، 
در روز 7 بعــد از واكشــت بــه كشــت ســلولی كتــان ســفید بــا غلظــت 1 
درصــد )v/v( اضافــه گرديــد. پــس از برداشــت ســلول هــا در روزهــای 
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مقدمه
  )Linaceae(از تيــره کتــان  Linum ســرده
اســت. گياهــان تيــره کتــان از نظــر جغرافيايــی 
ــند  ــي باش ــيعی م ــش وس ــا داراي پراکن در دني
ــي شــود. در  ــه را شــامل م و حــدود 300 گون
ــواع  ــس Linum  ان ــه هــای جن بعضــی از گون
دارد  وجــود  ليگنانــي  ترکيبــات  از  مختلفــی 
ــي  ــاي مختلف ــه  ه )Arroo et al., 2003(. گون
ــد و از  ــش دارن ــران پراکن ــس در اي ــن جن از اي
بيــن آنهــا گونــه L. album بــه دليــل ايــن کــه 
گونــه انحصــاري ايــران مي باشــد، اهميــت 
ويــژه اي دارد. ليگنان هــا دســته ای از ترکيبــات 
فنيــل پروپانوئيــدي هســتند کــه بــا جفــت شــدن 
دو واحــد فنيــل پروپــان تشــکيل مي شــوند. 
مطالعــات کمــی در زمينــه عملکــرد اکولوژيکــی 
و فيزيولوژيکــی ليگنــان هــا در گياهــان انجــام 
ــده  ــخص ش ــال مش ــن ح ــا اي ــت، ب ــده اس ش
ــاه  ــی گي ــتگاه دفاع ــات در دس ــن ترکيب ــه اي ک

و  گياهــی  زای  بيمــاری  عوامــل  عليــه  بــر 
 )Suzuki( گياهخــواران شــرکت مــی کننــد
ليگنــان  همچنيــن   and Umezawa, 2007

هــا جــزء ترکيبــات فيتواســتروژن مــی باشــند 
ــی  ــل م ــانی عم ــای انس ــتروژن ه ــبيه اس و ش
ــدن  ــه وارد ب ــی ک ــات زمان ــن ترکيب ــد. اي کنن
انســان مــی شــوند بــه وســيله باکتريهــای 
روده ای، از نظــر ســاختمانی شــبيه هورمــون 
هــای اســتروژنی شــده و از بــروز ســرطان هــا 

ــد ــی کنن ــری م جلوگي
)Sok et al., 2009( . ليگنــان هــا همچنيــن بــه 
علــت داشــتن ويژگــی هــای ضــد قارچــی، ضــد 
ميکروبــی و ضد ويروســی در درمــان بيماريها 
دارای اهميــت هســتند. يکــی از مهمتريــن ليگنان 
هــا، پودوفيلوتوکســين از گــروه آريــل تتراليــن 
ــنتزی  ــه س ــتقات نيم ــه مش ــد ک ــی باش ــا م ه
ــوند.  ــی ش ــتفاده م ــرطان اس ــان س آن در درم
ــی  ــل سکوايزولاريس ــا از قبي ــان ه ــاير ليگن س

3 و 5 و 7 بعــد از تیمــار، میــزان تركیبــات لیگنانــی با HPLC بررســی 
گرديــد. همچنیــن میــزان تركیبــات فنلــی، فلاونوئیــدی، فلاوونــول هــا 
و لیگنیــن بررســی شــد. نتايــج نشــان داد میــزان پودوفیلوتوكســین 
و لاريســی رزينــول بعــد از تیمــار در مقايســه بــا نمونــه هــای شــاهد 
افزايــش قابــل ملاحظــه ای داشــته اســت.  میــزان تركیبات فنلــی در روز 
5 بعــد از تیمــار و میــزان تركیبــات فلاونوئیــدی و فلاونولــی در روز 3 
و 7 بعــد از تیمــار افزايــش داشــته اســت.  لیگنیــن نیــز بــه عنــوان يــک 

تركیــب دفاعــی بعــد از تیمــار بــا ديــواره قــارچ  افزايــش يافــت.

واژه هــای كلیــدی:  Linum album ، لیگنــان هــا، الیســتور قارچــی، 
ــی  ــت تعلیق Fusarium graminearum، كش
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ــوع  ــش وق ــث کاه ــول باع ــول و متارزين رزين
ســرطان هــای ســينه، پروســتات و ســاير 
ــم  ــراد دارای رژي ــی در اف ســرطانهای هورمون
ــوند  ــی ش ــالا م ــر ب ــاوی فيب ــی ح ــای غذاي ه
 (Imbert, 1998; Westcott and Muir,
(2003. مســير بيوســنتز ليگنان هــا ماننــد تمــام 
ــل  ــيد فني ــو اس ــر از آمين ــی ديگ ــات فنل ترکيب
آلانيــن آغــاز شــده )مســير فنيــل پروپانوئيدي( 
تــا پيــش مــاده کونيفريــل الــکل بدســت آيــد و 
ــن  ــاده، اولي ــن م ــول از اي ــال دو مولک از اتص
ــول بدســت  ــام پينورزين ــه ن ــی ب ــب ليگنان ترکي
مــي آيــد کــه منشــا بيوســنتز ســاير ترکيبــات 
ليگنانــي مــی باشــد. آغــاز بيوســنتز ليگنانهــا از 

ــاز  فنيــل آلانيــن توســط فنيــل آلانيــن آمونيالي
)PAL( اســت کــه بــا حــذف آميــن  از L-فنيــل 
آلانيــن، ســيناميك اســيد را توليــد مي کنــد 
ــت  ــا فعالي ــير ب ــه مس )Vogt, 2010(. در ادام
آنزيــم هــای 4 – کومــارات کوآليــگاز )4CL( و 
ســيناموئيل کــوآ ردوکتــاز )CCR(، متابوليــت 
ــد  ــد تولي ــه کونيفرآلدهي ــری از جمل ــای ديگ ه
می شــود کــه ايــن ترکيبــات توســط ســيناموئيل 
ــی  ــاز )CAD( بــه فــرم الکل الــکل دهيدروژن
خــود تبديــل شــده و در ادامــه از اتصــال 
الــکل توســط يــك پروتئيــن  دو کونيفريــل 
هدايت گــر )DIR( اوليــن محصــول، پينورزينول 
ــول حاصــل، توســط  ــد. پينورزين بدســت مي آي

.)Federolf et al. 2004( شکل 1: مسير بيوسنتزی ترکيبات ليگنانی درگياه کتان
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آنزيــم پينورزينــول لاريســی رزينــول ردوکتاز 
بــه لاريســی  ابتــدا  احيــاء شــده و   )PLR(
سکوايزولاريســی  بــه  ســپس  و  رزينــول 
ــز  ــب ني ــن ترکي ــی شــود. اي ــل م ــول تبدي رزين
بــه متارزينــول تبديــل شــده و متارزينــول 
پودوفيلوتوکســين  داکســی  آنزيــم  توســط 
ســمت  بــه   )DOP6H( 6-هيدروکســيلاز 
پودوفيلوتوکســين  6-متوکســی  بيوســنتز 
ــه  ــل شــدن ب ــا تبدي ــا ب ــی شــود و ي ــت م هداي
داکســی پودوفيلوتوکســين و توســط آنزيــم 
داکســی پودوفيلوتوکســين 6-هيدروکســيلاز 
)DOP7H( بــه پودوفيلوتوکســين تبديــل مــی 

.)Federolf et al., 2004( شــود 
ــکان  ــاوری ام ــت فن ــه زيس ــرفت در زمين  پيش
ــم  ــوی مه ــای ثان ــت ه ــتر متابولي ــد بيش تولي
ماننــد آلکالوئيدهــا ، ترپنوئيدهــا، ليگنــان هــا را 
ــا نشــان داده  ــرده اســت. بررســی ه فراهــم ک
Linum  اســت که در کشــت ســلول گونه هــای

ــين و  ــی از پودوفيلوتوکس ــل توجه ــدار قاب مق
مــی  توليــد  پودوفيلوتوکســين  6-متوکســی 
ــه  ــد ب شــود، بنابرايــن کشــت ســلول مــی توان
عنــوان يــك راه مناســب بــرای بيوســنتز ليگنان 
 )Fuss, 2003; ــه کار رود ــاه ب ــن گي ــا در اي ه
)Yousefzadi et al. 2010. يکــی از روش هايــی 
کــه بــه منظــور افزايــش توليــد متابوليــت هــای 
ثانــوی در کشــت درون شيشــه )in vitro( بــه 
کار می رود، اســتفاده از اليســيتورهای زيستی 
و غيــر زيســتی مــی باشــد. اليســيتورها از 
طريــق القــاي سيســتم دفاعــي باعــث بيوســنتز 
و انباشــت متابوليتهــاي ثانــوي مــي شــوند 

(Zhao et al., 2005). اليســيتورهای زيســتي 

شــامل پلــي ســاکاريدها، پروتئيــن هــا، گليکــو 
پروتئيــن هــا و يــا قطعــات ديــواره ســلول 
ــن( و ميکــرو  قارچهــا، گياهــان )ســلولز و پکتي
ارگانيســم هــا )کيتيــن و گلــوکان( مــي باشــند 

.)Vasconsuelo and Boland, 2007(
ــي  ــيتورهای قارچ ــيتورها، اليس ــن اليس  در بي
توليــد  منظــور  بــه  گســترده  طــور  بــه 
متابوليتهــاي ثانــوي در کشــت ســلول گياهــان 
بــه کار گرفتــه مــي شــوند و در تحريــك توليــد 
همچــون  ثانــوی  متابوليتهــاي  از  بســياري 
ــا  ــن، آلکالوئيده ــتقات کوماري ــا، مش ترپنوئيده
 Ionkova, ــند ــي باش ــر م ــا موث و فلاونوئيده
 2007; Namdeo, 2007; Vasconsuelo and

)Boland, 2007; Zhao et al., 2005. تحقيقــات 
نشــان داده اســت کــه ترکيبــات ديــواره ســلول 
ــيميايی  ــيتور ش ــك اليس ــوان ي ــه عن ــا ب قارچه
خــاص عمــل مــی کننــد کــه باعــث القــای 
ــخ  ــده و پاس ــلولی ش ــل س ــش +Ca2 داخ افزاي
هــای دفاعــی را فعــال کــرده و منجــر بــه توليــد 
فيتــو آلکســين هــا و ترکيبــات ضــد ميکروبــی 
بــا وزن مولکولــی پاييــن )فنيــل پروپانوئيدهــا، 
 )Cordell et al., ترپــن هــا و ...( مــی شــوند

 .1997(
دارويــی  اهميــت  عليرغــم  کلــی  طــور  بــه 
ــه  ــي در زمين ــات کم ــی مطالع ــات ليگنان ترکيب
اســتفاده از اليســيتورهای مختلــف بــه منظــور 
افزايــش توليــد ليگنــان هــا در کشــت درون 
شيشــه وجــود دارد. امــا به طــور مثــال افزودن 
متيــل ژاســمونات ميــزان پودوفيلوتوکســين را 
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در کشــت تعليقــي L. album تــا دو برابــر 
 . )Furden et al., 2005(ــت ــش داده اس افزاي
ــر اســتفاده از اليســيتورهای  در ســال های اخي
و  قارچ هــا  انــواع  خصــوص  بــه  زيســتی 
ــان  ــلولی گياه ــت های س ــا در کش ــزای آنه اج
بــرای افزايــش متابوليت هــای ثانــوی در حــال 
ــاي  ــان قارچه ــم زم ــت ه ــت. کش ــش اس افزاي
شــبه ميکوريــزي بــا کشــت ســلول ايــن گونــه 
ميــزان  در  برابــري   4 افزايــش  بــه  منجــر 
 )Baldi et اســت  شــده  پودوفيلوتوکســين 
ــا کيتواوليگوســاکاريدها منجــر  )al., 2008 و ي
ــه افزايــش 15 برابــري پودوفيلوتوکســين در  ب
کشــت ســلول Juniperus chinesis شــدند 
همچنيــن   .),.1998 Muranaka et al(
 Culture( ــارچ ــط ق اســتفاده از عصــاره محي
ســبب  کتــان  تعليقــی  کشــت  در   )filtrate
ــده  ــا ش ــان ه ــش ليگن ــد و افزاي ــش رش افزاي
اســمعيل   .)Kumar et al., 2012( اســت 
ــی  ــاره قارچ ــر 5 عص ــز اث ــکاران ني زاده و هم
ــی  ــان بررس ــی کت ــت تعليق ــف را در کش مختل
کــرده و گــزارش کردنــد کــه عصــاره قارچــی 
ــر  ــترين تاثي Fusarium graminearum بيش
را بــر ميــزان ترکيبــات ليگنانــی داشــته اســت 
بنابرايــن   .)Esmaeilzadeh et al., 2011(
بــا توجــه بــه اثــرات دارويــی ترکيبــات ليگنانــی 
ــه  ــفيد ب ــان س ــاه کت ــودن گي ــترس ب و در دس
ــتن  ــر داش ــی و در نظ ــاه بوم ــك گي ــوان ي عن
اثــر  تحقيــق  ايــن  در  گذشــته،  مطالعــات 
 F. graminearum ــارچ ــده ق ــدا ش ــواره ج دي
ــورد  ــی م ــی و فنل ــات ليگنان ــزان ترکيب ــر مي ب

بررســی قــرار گرفــت.  لازم بــه ذکــر اســت کــه 
در مطالعــات گذشــته اســتفاده از اليســيتورهای 
قارچــی بيشــتر مبتنــی بــر اســتفاده از عصــاره 
کل آنهــا بــوده اســت و تاثيــر اجــزای مختلــف 
قــارچ ماننــد ديــواره کمتــر مــورد توجــه قــرار 

ــت.  ــه اس گرفت

مواد و روش ها:
1-  جمــع آوري، كشــت بذرهــا و تهیه كشــت 

 L.album بافت 
 Kotschy ex بذرهــای گيــاه کتــان ســفيد
 N Boiss L. album از منطقــه ســوهانك 
جمــع  تهــران   51°  32ََ   22ً  E  ،35°  48َ  19ً
آوری شــدند )يوســف زادی، 1389(. بذرهــای 
ســترون شــده بــه مــدت يــك ســاعت در 
ژيبرليــن ســترون، قــرار گرفتنــد و ســپس 
 MS )Murashige and پايــه  محيــط  در 
)Skoog, 1962 کشــت داده شــدند. بذرهــا بــه 
مــدت دو هفتــه در دمــای 25 درجه ســانتيگراد 
و دوره 16 ســاعت روشــنايی و 8 ســاعت 
گياهچه هــای  از  و  گرفتنــد  قــرار  تاريکــی 
حاصــل بــرای ايجــاد قطعــات جداکشــت و 
ــت اســتفاده شــد )فخــاری، 1389(.  کشــت باف
بــه منظــور القــاي کالــوس، قطعاتــي از گياهچه 
بــه طــول يــك تــا دو ســانتي متــر بــه محيــط 
ــرم در  ــي گ ــاوي دو ميل ــه ح ــت MS پاي کش
ميلــي   0/4 و  اســيد  اســتيك  نفتالــن  ليتــر 
ــاری،  ــد )فخ ــل ش ــن منتق ــر کينتي ــرم در ليت گ
1389(. بعــد از گذشــت دو تــا ســه هفتــه 
ــپس در  ــد و س ــروع ش ــا ش ــوس ه ــاء کال الق
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محيــط جامــد هــر دو هفتــه يــك بــار واکشــت 
ــا  ــت کالوس ه ــار واکش ــد از 5-6 ب ــدند. بع ش
در محيــط جامــد، قســمتي از آنهــا بــه محيــط 
MS بــا همــان نســبت هورمونــي  تعليقــي 
منتقــل شــدند و ســلول ها هــر هفتــه يــك بــار 

ــد. ــت گرديدن واکش
ــارچ و تیماردهــی  2-  تهیــه تیمــار ديــوار ق

)L. album( ــان ــای كت ــلول ه س
گونــه هــای قــارچ فوزاريــوم بــه طور گســترده 
در خــاک پراکنــده هســتند و گــروه بزرگــی از 
 )Nectriaceae قارچ هــای رشــته ای )خانــواده
ــارچ  ــی ق ــرای تيمارده ــوند. ب ــامل می ش را ش
 Sg22 )اســترين   Fusarium graminearum
- کــه از دانشــکده کشــاورزی دانشــگاه تربيــت 
ــر  ــاری هــای گياهــی، دکت مــدرس- گــروه بيم
ناصــر صفايــی، تهيــه گرديــد(  در محيــط 
 )PDA( کشــت ســيب زمينــي دکســتروز آگار
کشــت شــد و پــس از پنــج روز از حاشــيه 
فعــال کلونــی )پرگنــه(، يــك يــا چنــد پــلاگ بــه 
 )PDB( محيــط مايــع ســيب زمينــي دکســتروز
ــر روی  ــج روز ب ــه مــدت پن ــد و ب ــل گردي منتق
شــيکر بــا ســرعت 135 دور در دقيقــه و دمــای 
ــت. ســپس  ــرار گرف 25 درجــه ســانتی گــراد ق
ــا  ميســليوم هــای قارچــی برداشــت شــده و ب
آب مقطــر اســتريل شســته شــدند. بــرای ادامــه 
ــرز  ــع فري ــروژن ماي ــا در نيت کار ميســيليوم ه
ــه  ــور ب ــارچ مذک ــواره ق ــتخراج دي ــدند. اس ش
  )Diــکاران انجــام شــد ــرو و هم روش دی پيت
)Pietro et al. 2009. بــه طــور خلاصــه ابتــدا 
ــه  ــری ک ــراه باف ــه هم ــز شــده ب ميســليوم فري

ــود ســابيده  ــولار ب ــی م ــس 10 ميل شــامل تري
شــد، بعــد از ســانتريفوژ دو فــاز ايجــاد گرديــد. 
ــی  ــواره قارچ ــامل دي ــه ش ــوب ک ــش رس بخ
ــون  ــدون ي ــه وســيله آب ب ــار ب ــن ب ــود چندي ب
و کلريــد ســديم شســت و شــو داده شــد و 
ــن  ــك ک ــتگاه خش ــيله دس ــه وس ــت ب در نهاي
ــد.  ــودر در آم ــورت پ ــه ص ــلا ب ــادی کام انجم
ــی گــرم  ــدا ميــزان 10 ميل بــرای تيماردهــی ابت
از پــودر نــرم ديــواره برداشــته شــد و بــا 10 
ميلــی ليتــر آب بــدون يــون مخلــوط گرديــد و 
ــر  ــر فيلت ــر 0/42 ميکرومت ــط فيلت ــپس توس س
ــده  ــت آم ــه دس ــول ب ــت محل ــد. در نهاي گردي
ــای  ــا درصده ــوان اليســيتور قارچــی ب ــه عن ب

ــف اســتفاده شــد.  مختل
ــن  ــلولی و تعیی ــد س ــری رش ــدازه گی 3- ان

ــا  ــلول ه ــتی س ــوان زيس ت
رشــد ســلولی بــا انــدازه گيــری وزن تــر 
ــن منظــور ســلول  ــن شــد. بدي ســلول هــا تعيي
ــط  ــش )42mμ( از محي ــون م ــط نايل ــا توس ه
ــر  ــن وزن ت ــرای تعيي ــدند و ب ــدا ش ــت ج کش
ــوان  ــن ت ــرای تعيي ــن شــدند. ب ــه توزي بلافاصل
ــك  ــا، ي ــان برداشــت ســلول ه زيســتی، در زم
ــر  ــلول ب ــاوی س ــی ح ــت تعليق ــره از کش قط
روی لام قــرار داده شــد ســپس يــك قطــره از 
ــول آبــی 0/1 درصــد(  ــو )محل ــول ايوانزبل محل
بــه آن اضافــه و پــس از گذشــت ســه الــی 
ــا آب مقطــر شســته شــد و در  ــه ب ــار دقيق چه
ــد.  ــاهده گردي ــوری مش ــکوپ ن ــر ميکروس زي
ســلول هايــی کــه کامــلًا بــه رنــگ آبــی در آمده 
بودنــد مــرده و ســلول هايــی کــه فقــط ديــواره 
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آنهــا رنــگ آبــی بــه خــود گرفتــه بودنــد ســلول 
هــای زنــده در نظــر گرفتــه شــدند. با شــمارش 
ســلول هــای زنــده و مــرده و محاســبه کل 
آنهــا درصــد تــوان زيســتی ســلول هــا تعييــن 

.)Schützendübel et al., 2001( گرديــد 
4- استخراج و سنجش لیگنان ها

اســتخراج ترکيبــات ليگنانــی بــا اســتفاده از 
ــه يــك گــرم  ــان صــورت گرفــت. ب دی کلرومت
ــر  ــی ليت ــار ميل ــده چه ــز ش ــاي فري از ياخته ه
ــاون  ــد و در ه ــه ش ــد اضاف ــول 80 درص متان
همگــن  بصــورت  تــا  کامــلا ســاييده شــد 
درآينــد. مخلــوط حاصــل در فالکــون 15 ميلــی 
ــك ســاعت در  ليتــري ريختــه و بــه مــدت ي
ــه  ــد. در ادام ــرار گرفتن ــونيك ق ــام اولترا س حم
چهــار ميلــی ليتــر دی کلرومتــان و چهــار 
ميلــی ليتــر آب بــه آن اضافــه و کامــلا مخلــوط 
گرديدنــد. پــس از ســانتريفوژ بــا ســرعت 
ــش  ــه بخ ــه، س ــدت 10 دقيق ــه م g( 7500(، ب
کامــلا از هــم جــدا بدســت آمــد. در بخــش 
ــان،  ــی در دی کلرومت ــات ليگنان ــن ترکيب زيري
بخــش ميانــي ياخته هــاي رســوب کــرده و 
بخــش رويــی فــاز آبــی قــرار مــي گيــرد. بخــش 
زيريــن توســط ســمپلر جمــع آوري شــد و بــه 
 وســيله هوادهــی کامــلا خشــك گرديــد. در 
انتهــا، رســوب خشــك شــده در يــك ميلی ليتــر 
متانــول حــل شــد و بــرای ســنجش ليگنــان هــا 
  )Vanتزريــق گرديــد HPLC بــه دســتگاه

.Uden et al. 1989(
ــی  ــات ليگنان ــدار ترکيب ــری مق ــرای اندازه گي ب
زير منحنــی  ســطح  محاســبه  روش  از 

HPLC اســتفاده  کروماتوگــرام حاصــل از 
شــد. بخــش متحــرک شــامل اســتونيتريل و آب 
بــود و همچنيــن از سيســتم گراديــان اســتفاده 
لاريســی  و  پودوفيلوتوکســين  از  گرديــد. 
رزينــول در متانــول بــه عنــوان اســتاندارد 
ســطح  اســاس  بــر  نهايــت  در  و  اســتفاده 
ــتاندارد  ــی اس ــده، منحن ــت آم ــي بدس زيرمنحن
ــوع  ــتفاده از ن ــورد اس ــتون م ــد. س ــم ش رس
ــر و  ــی مت ــول 250 ميل ODS3-C18 دارای ط
ــا  ــان ه ــود. جــذب ليگن ــر ب ــی مت ــر 4/6 ميل قط
ــوج  ــول م ــور UV در ط ــتفاده از دتکت ــا اس ب
290 نانومتــر بررســی شــد. بــه منظــور تاييــد 
مــورد  نمونه هــاي  در  هــا  ليگنــان  وجــود 
بررســي از تکنيــك LC-MS اســتفاده گرديــد 

.)1390 زاده  )اســمعيل 
5- سنجش و اندازه گیری فنل كل

ســنجش فنــل کل بــه روش فوليــن دنيــس انجام 
شــد. گاليــك اســيد نيــز بــه عنــوان اســتاندارد 
ــل  ــزان فن ــت و مي ــرار گرف ــتفاده ق ــورد اس م
ــد  ــنجيده ش ــيد س ــك اس ــاس گالي ــر اس کل ب
از  گــرم   0/5  .)Boonyuen et al. 2009(
ــر  ــی ليت ــز شــده در هشــت ميل ــاي فري ياخته ه
ــدت  ــه م ــد و ب ــن ش ــد همگ ــول80 درص متان
ــرم(  ــام آب گ ــاری )حم ــن م ســه ســاعت در ب
در دمــای70 درجــه ســانتي گــراد گذاشــته 
ــدت  ــه م ــرعت g( 9000( ب ــا س ــپس ب ــد. س ش
ــار( ســانتريفوژ شــد. عصــاره  ــه )دو ب 15دقيق
ــاره  ــد و از عص ــدا ش ــوب ج ــی از رس متانول
متانولــی باقــی مانــده بــرای ســنجش فنــل 
اســتفاده  فلاوونول هــا  و  فلاوونوئيد هــا  کل، 
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گرديــد. بــرای ســنجش فنــل ســه ميلــی ليتــر از 
ــی موجــود خشــك، و رســوب  عصــاره متانول
ــون  ــدون ي ــر آب ب ــي ليت ــك ميل ــل در ي حاص
شــده حــل شــد. بــه يــك ميلــی ليتــر از عصــاره 
ــس  ــن دني ــرف فولي ــر مع ــی ليت ــی، دو ميل آب
اضافــه شــد. بــه مخلــوط حاصــل بعــد از پنــج 
ــات  ــول ســديم کربن ــر محل ــی ليت ــه دو ميل دقيق
هفــت درصــد اضافــه شــد. حجــم نهايــي بــا آب 
بــدون يــون شــده بــه 12/5 ميلــي ليتر رســانده 
و جــذب بعــد از 10دقيقــه در طــول مــوج 700 

ــده شــد.  ــر خوان ــو مت نان
6- سنجش و اندازه گیری فلاونوئیدها

فلاونوئيــد کل براســاس منحنــي اســتاندارد 
ــر از  ــی ليت ــك ميل ــه ي ــن ســنجيده شــد. ب روتي
ــول  ــر از محل ــی، 250 ميکروليت عصــاره متانول
کلريــد آلومينيــوم 10 درصــد، 250 ميکروليتــر 
ــرده و  ــه ک ــولار اضاف ــك م ــتات ي ــيم اس پتاس
بعــد از 30 دقيقــه جــذب نمونه هــا در طــول 
 )Akkol et ــد ــده ش ــر خوان ــوج 415 نانومت م

 .al., 2008(
7- سنجش و اندازه گیری فلاوونول 

ــی  ــاس منحن ــر اس ــز ب ــوول ني ــزان فلاون  مي
ــك  ــه ي ــد. ب ــنجش گردي ــن س ــتاندارد روتي اس
ــی  ــك ميل ــی، ي ــاره متانول ــر از عص ــی ليت ميل
ــد،  ــوم دو درص ــول کلريدآلوميني ــر از محل ليت
ســه ميلــی ليتــر از محلــول ســديم اســتات پنــج 
درصــد اضافــه گرديــد و جــذب نمونــه  هــا بعــد 
از دو ســاعت و 30 دقيقــه در دمــای اتــاق، 
در طــول مــوج 445 نانومتــر خوانــده شــد 

 .)Akkol et al., 2008(
8- سنجش و اندازه گیري لیگنین  

بــرای ســنجش ليگنيــن از روش اســتيل برومايد 
ــرم از  ــه طــور خلاصــه 0/5 گ اســتفاده شــد. ب
ــر  ــي ليت ــده در 12 ميل ــز ش ــای  فري ــلول ه س
آب مقطــر ســاييده شــد. بعــد از ســانتريفوژ 
ــر  ــار براب ــبت چه ــه نس ــل ب ــوب حاص ــه رس ب
ــد از  ــد بع ــه گردي ــق اضاف ــول مطل ــه، اتان نمون
ســانتريفوژ بــه رســوب اتانــول اضافــه شــد و 
ــدت  ــه م ــپس ب ــد. س ــانتريفوژ گردي ــاره س دوب
ــول و کلروفــروم  ــه هــا در متان يــك شــب نمون
بودنــد ســپس اســتون بــه آنهــا اضافــه گرديــد 
ــت  ــه دس ــواره ب ــك دي ــودر خش ــت پ و در نهاي
آمــد. پودرهــای خشــك شــده بــه وســيله الــك 
250 ميکرونــی صــاف شــدند. بــه شــش ميلــی 
گــرم هريــك از پودرهــا در لولــه آزمايــش 2/5 
ميلــي ليتــر اســتيل برومايــد 25 درصــد اضافــه 
شــد. لوله هــای آزمايــش بــه مــدت 30 دقيقــه در 
دمــای 70 درجــه ســانتي گــراد قــرار داد و پــس 
از آن بــه مــدت 5 تــا 10 دقيقــه در آب يــخ قــرار 
داده شــد. نمونــه هــا بــه وســيله کاغــذ صافــی 
واتمــن شــماره يــك صــاف گرديدنــد. بــه بخــش 
مايــع پنــج ميلــي ليتــر ســديم هيدروکســيد 
ــيد  ــتيك اس ــر اس ــي ليت ــش ميل ــال و ش دو نرم
گلايســيال اضافــه گرديــد. در نهايــت جــذب 
نمونــه هــا در طــول مــوج 280 نانومتــر خوانــده 

 (Iiyamaa and Wallis  1988) شــد
9-  تجزيه و تحلیل آماری

کليــه آزمايشــها بــا ســه تکــرار از حداقــل 
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مقايســه  گرفــت.  انجــام  مســتقل  نمونــه   3
افــزار نــرم  از  اســتفاده  بــا  ميانگين هــا 

ــن  ــت تعيي ــن جه ــون دانک MSTATC  و آزم
 ≤ P  ــطح ــا در س ــاوت ه ــودن تف ــي دار ب معن

0,05انجــام شــد.

نتايج 
تیمارديــواره  بهینــه  غلظــت  تعییــن   -1

فوزاريــوم  قــارچ  ســلولی 

ــواره  ــار، دي ــت تيم ــن غلظ ــن بهتري ــرای تعيي ب
ــار غلظــت  ــوم در چه ــارچ فوزاري جــدا شــده ق
0، 0/5، 1 و v/v( % 2( بررســی شــد. بديــن 
ــم از دوره رشــد ســلولی،  منظــور در روز هفت
بــه محيــط کشــت ســلول گيــاه اضافــه گرديــد 
ــورد  ــلولی م ــر س ــج روز، وزن ت ــس از پن و پ
بررســي قــرار گرفــت. وزن تــر نســبت بــه 
شــاهد کاهــش يافــت، بيشــترين کاهــش رشــد 
در غلظــت v/v( % 2( مشــاهده شــد )شــکل 1(. 

ــف ) 0/5 – 1 و 2(  ــا غلظــت هــای مختل ــار ب ــد از تيم ــان، 5 روز بع ــر ســلول هــای کت ــرات وزن ت شــکل 1: تغيي
ــه هــای عمــودی  ــرار، ميل ــا حاصــل 3 تک ــا ســلول هــای شــاهد. داده ه ــوم در مقايســه ب ــارچ فوزاري ــواره ق دي
ــی دار در ســطح )p≤0/05 ( اســت. ــاوت معن ــده تف ــاوت نشــان دهن ــرف انحــراف اســتاندارد و حــروف متف مع

زنــده مانــي ســلول هــا در تمــام غلظــت هــای تيمــار  بــه طــور معنــی داری کمتــر از نمونــه هــای 
شــاهد بــود بــه گونــه ای کــه بعــد از گذشــت پنــج روز زنــده مانــی ســلولهای تيمــار شــده بــا 
غلظــت v/v( %2(  بــه ميــزان 25 درصــد کاهــش نشــان داد. همچنيــن در حضــور غلظــت هــای 
ــا گذشــت 5 روز 15 درصــد کاهــش نشــان داده اســت  ــی ســلولها ب ــده مان 0/5 و v/v( %1( زن

)شــکل 2(. 
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پودوفيلوتوکســين  ميــزان  بررســی  نتايــج 
حضــور  در  داد  نشــان  ســلول  کشــت  در 
غلظــت v/v( % 0/5( ديــواره قارچــی ميــزان 
داری  معنــی  طــور  بــه  پودوفيلوتوکســين 
افزايــش يافــت، و تحــت تاثيــر غلظــت 1 % 

)v/v( بيشــترين مقــدار را داشــت. بــا افزايــش 
ــا w/v( % 2( ميــزان  غلظــت ديــواره قارچــی ت
شــاهد  بــه  نســبت  نيــز  پودوفيلوتوکســين 
افزايــش داشــت ولــی ايــن افزايــش نســبت بــه 
ــکل3(.   ــود )ش ــی دار نب ــد معن ــت 1 درص غلظ

 شــکل 2: تغييــرات زنــده مانــی ســلول هــای کتــان، 5 روز بعــد از تيمــار بــا غلظــت هــای مختلــف ) 0/5 – 1 و 2 ( 
ديــواره قــارچ فوزاريــوم در مقايســه بــا ســلول هــای شــاهد. داده هــا حاصــل 3 تکــرار، ميلــه هــای عمــودی معــرف 

انحراف استاندارد و حروف متفاوت نشان دهنده تفاوت معنی دار در سطح )p≤0/05 ( است. 

 شــکل 3: تغييــرات ميــزان پودوفيلوتوکســين ســلول هــای کتــان، 5 روز بعــد از تيمــار بــا غلظــت هــای مختلــف ) 0/5 
– 1 و 2 ( ديــواره قــارچ فوزاريــوم در مقايســه بــا ســلول هــای شــاهد. داده هــا حاصــل 3 تکــرار، ميلــه هــای عمودی 

معــرف انحــراف اســتاندارد و حــروف متفــاوت نشــان دهنــده تفاوت معنــی دار در ســطح )p≤0/05 ( اســت.
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رزينــول  لاريســی  ميــزان  مطالعــه  نتايــج 
موجــود در ســلول هــا نيــز نشــان داد کــه 
ــزان  ــی مي ــواره قارچ ــت v/v( % 0/5( دي غلظ
لاريســی رزينــول را افزايــش داد، امــا افزايــش 

 )v/v( % 1 ميــزان لاريســی رزينــول در غلظــت
قابــل توجــه بــود. در غلظــت 2 درصــد ميــزان 
ــکل 4(.   ــت )ش ــش داش ــول کاه ــی رزين لاريس
 )v/v( %1 ــت ــل، غلظ ــج حاص ــاس نتاي ــر اس ب

شــکل 4: تغييــرات ميــزان لاريســی رزينــول ســلول هــای کتــان، 5 روز بعــد از تيمــار بــا غلظــت هــای مختلــف ) 0/5 
– 1 و 2 ( ديــواره قــارچ فوزاريــوم در مقايســه بــا ســلول هــای شــاهد. داده هــا حاصــل 3 تکــرار، ميلــه هــای عمودی 

معــرف انحــراف اســتاندارد و حــروف متفــاوت نشــان دهنــده تفاوت معنــی دار در ســطح )p≤0/05 ( اســت.

ــد و در  ــاب ش ــه انتخ ــت بهين ــوان غلظ ــه عن ب
ــل  ــراي مراح ــي  )3، 5 و 7 روز ( ب ــازه زمان ب
ــت. ــرار گرف ــتفاده ق ــورد اس ــق م ــدي تحقي بع
2-تاثیــر غلظــت بهینــه ديــواره  فوزاريــوم 
بــر رشــد و زنــده مانــي ســلول هــا در 

مختلــف    زمان هــای 
ــت %1  ــور غلظ ــه در حض ــان داد ک ــج نش نتاي
)v/v( رشــد ســلولی کاهــش مــی يابــد بــه گونه 
ای کــه بعــد از گذشــت 7 روز بيشــترين کاهــش 
رشــد نســبت بــه شــاهد مشــاهده گرديــد 
ــام  ــا در تم ــلول ه ــي س ــده مان ــکل 5(. زن )ش

ــی  ــه طــور معن ــرداری ب ــه ب ــای نمون ــان ه زم
ــد  ــود. بع ــه هــای شــاهد ب ــر از نمون داری کمت
از 5 روز از تيماردهــی زنــده مانــی 15 درصــد 
ــه  ــی ک ــود در حال ــر ب ــاهد کمت ــه ش ــبت ب نس
ــلول  ــی س ــده مان ــزان زن ــش مي ــترين کاه بيش
ــد  هــا  در روز 7 بعــد از تيمــار مشــاهده گردي
کــه حــدود 20 درصــد نســبت بــه شــاهد کمتــر 

ــود )شــکل 6(.  ب
3- تاثیر غلظت بهینه ديواره  فوزاريوم بر 
میزان پودوفیلوتوكسین و لاريسی رزينول 

نتايــج بررســی ليگنــان هــا نشــان داد کــه 
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ــد از  ــواره F. graminearum ، بع ــزودن دي اف
ــي داري  گذشــت ســه روز باعــث افزايــش معن
در ميــزان پودوفيلوتوکســين نســبت بــه نمونــه 

ــت  ــس از گذش ــت و پ ــده اس ــاهد ش ــای ش ه
بيشــترين  توليــد  القــای  باعــث  روز  پنــج 
ميــزان پودوفيلوتوکســين بــه ميــزان هفــت 

 شــکل 6: تغييــرات زنــده مانــی  ســلول هــای کتــان، 3- 5 و 7 روز بعــد از تيمــار بــا غلظــت بهينــه ) ا%( ديــواره 
ــرف  ــودی مع ــای عم ــه ه ــرار، ميل ــا حاصــل 3 تک ــای شــاهد. داده ه ــا ســلول ه ــوم در مقايســه ب ــارچ فوزاري ق

ــی دار در ســطح  )p≤0/05 ( اســت. ــده تفــاوت معن انحــراف اســتاندارد و حــروف متفــاوت نشــان دهن

شــکل 5: تغييــرات وزن تــر ســلول هــای کتــان، 3- 5 و 7 روز بعــد از تيمــار بــا غلظــت بهينــه ) ا%( ديــواره قــارچ 
ــه هــای عمــودی معــرف انحــراف  ــا ســلول هــای شــاهد. داده هــا حاصــل 3 تکــرار، ميل فوزاريــوم در مقايســه ب

ــده تفــاوت معنــی دار در ســطح )p≤0/05 ( اســت. اســتاندارد و حــروف متفــاوت نشــان دهن



91دوره بیست و نهم، شماره 1، بهار و تابستان 1395مجله علمی - پژوهشی دانشگاه الزهرا )س( / زیست شناسی کاربردی

شــکل 7: تغييــرات پودوفيلوتوکســين ســلول هــای کتــان، 3- 5 و 7 روز بعــد از تيمــار بــا غلظت بهينــه ) ا%( ديواره 
ــرف  ــودی مع ــای عم ــه ه ــرار، ميل ــا حاصــل 3 تک ــای شــاهد. داده ه ــا ســلول ه ــوم در مقايســه ب ــارچ فوزاري ق

انحراف استاندارد و حروف متفاوت نشان دهنده تفاوت معنی دار در سطح  )p≤0/05 ( است. 

ــه ) ا%(  ــت بهين ــا غلظ ــار ب ــد از تيم ــان، 3- 5 و 7 روز بع ــای کت ــلول ه ــول س ــی رزين ــرات لاريس ــکل 8: تغيي ش
ديــواره قــارچ فوزاريــوم در مقايســه بــا ســلول هــای شــاهد. داده هــا حاصــل 3 تکــرار، ميلــه های عمــودی معرف 

انحراف استاندارد و حروف متفاوت نشان دهنده تفاوت معنی دار در سطح  )p≤0/05 ( است. 

برابــر نمونــه هــای شــاهد )شــکل 7( شــد. 
ــد  ــه روز بع ــز س ــول ني ــی رزين ــزان لاريس مي
ــس از  ــت و پ ــش ياف ــار،  افزاي ــزودن  تيم از اف

ــای  ــه ه ــر نمون ــت براب ــج روز هش ــت پن گذش
شــاهد بــود )شــکل 8(. ايــن  افزايــش در روز 7 
بعــد از تيمــار هــم مشــاهده گرديــد امــا ميــزان 
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آن بــا روز  5 تفــاوت معنــی داری نشــان نــداد. 
4- تاثیــر غلظــت بهینــه ديــواره فوزاريــوم 

بــر فنــل كل، فلاوونــول و فلاوونوئیدهــا 
کــه  داد  نشــان  کل  فنــل  ميــزان  بررســی 
ترکيبــات ديــواره قــارچ پــس از افــزوده شــدن 

افزايــش  باعــث  تعليقــي  کشــت  محيــط  در 
ميــزان فنــل کل شــدند. ايــن رونــد افزايشــي تــا 
ــرد و  ــدا ک ــه پي ــار ادام ــد از تيم ــم بع روز پنج
ــزان در روز 7 رســيد )شــکل  ــه بيشــترين مي ب
9(. ميــزان فلاوونــول  بعــد از گذشــت 3و 7 

شــکل 9: تغييــرات فنــل کل ســلول هــای کتــان، 3- 5 و 7 روز بعــد از تيمــار بــا غلظــت بهينــه ) ا%( ديــواره قــارچ 
فوزاريــوم در مقايســه بــا ســلول هــای شــاهد. داده هــا حاصــل 3 تکــرار، ميلــه هــای عمــودی معــرف انحــراف 

استاندارد و حروف متفاوت نشان دهنده تفاوت معنی دار در سطح  )p≤0/05 ( است. 

شــکل 10: تغييــرات فلاوونــول ســلول هــای کتــان، 3- 5 و 7 روز بعــد از تيمــار بــا غلظــت بهينــه ) ا%( ديــواره 
ــرف  ــودی مع ــای عم ــه ه ــرار، ميل ــا حاصــل 3 تک ــای شــاهد. داده ه ــا ســلول ه ــوم در مقايســه ب ــارچ فوزاري ق

ــی دار در ســطح  )p≤0/05 ( اســت. ــاوت معن ــده تف ــاوت نشــان دهن انحــراف اســتاندارد و حــروف متف
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ــی داری نشــان داد  روز از تيمــار افزايــش معن
در حالــی کــه افزايــش فلاوونــول در روز 5 
نســبت بــه شــاهد اختــلاف معنــی داری نشــان 
نــداد )شــکل 10(. همچنيــن بررســی ميــزان 
افــزودن  بــا  کــه  داد  نشــان  فلاوونوئيدهــا 
ــزان فلاوونوئيدهــا افزايــش  ــواره، مي تيمــار دي
قابــل توجهــی در مقايســه بــا نمونــه هــای 
شــاهد در روز هــای 3و 5 بعــد از تيمــار دارد. 
ايــن افزايــش در روز پنجــم بعــد از تيمــار بــه 
بيشــترين ميــزان مــی رســد. در حالــی کــه در 
روز 7 ميــزان فلاوونوئيدهــا نســبت بــه شــاهد 

ــکل 11(.  ــدارد )ش ــی داری ن ــاوت معن تف
5- تاثیــر غلظــت بهینــه ديــواره فوزاريــوم 

بــر میــزان لیگنیــن
نتايــج بررســي ميــزان ليگنيــن در کشــت تعليقي 
کتــان ســفيد نشــان داد کــه بعــد از گذشــت ســه 
و پنــج روز از آغــاز تيمــار ســلولها، ميــزان آن 
بــه طــور معنــی داری نســبت بــه شــاهد افزايش 
يافــت و ايــن رونــد تــا انتهــاي دوره آزمايــش 
ادامــه پيــدا کــرد، ميــزان ليگنيــن پنــج روز بعــد 
ــه  ــبت ب ــر نس ــدود 2 براب ــار ح ــال تيم از اعم
ســلول هــای شــاهد افزايــش يافــت )شــکل 12(.

شــکل 11: تغييــرات فلاوونوئيــد ســلول هــای کتــان، 3- 5 و 7 روز بعــد از تيمــار بــا غلظــت بهينــه ) ا%( ديــواره 
ــرف  ــودی مع ــای عم ــه ه ــرار، ميل ــا حاصــل 3 تک ــای شــاهد. داده ه ــا ســلول ه ــوم در مقايســه ب ــارچ فوزاري ق

ــی دار در ســطح  )p≤0/05 ( اســت ــاوت معن ــده تف ــاوت نشــان دهن انحــراف اســتاندارد و حــروف متف
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بحث
يکــی از ايــن روش هايــی کــه امــروزه بــه 
هــای  متابوليــت  توليــد  افزايــش  منظــور 
 )in vitro( ثانــوی در کشــت درون شيشــه
بــه کار مــی رود، اســتفاده از اليســيتورهای 
 )Zhao ــد ــی باش ــتی م ــر زيس ــتی و غي زيس
)et al., 2005. مطالعــات نشــان داده اســت کــه 
ترکيبــات ديــواره ســلول بســياري از قــارچ هــا 
باعــث افزايــش ميــزان متابوليــت هــای ثانويــه، 
بويــژه آنهايــي کــه در مکانيســم هــای دفاعــي 
 )Kang et al., گيــاه نقــش دارنــد، مــي شــوند
)Pu et al., 2009 ;2004. بسياری از ترکيبات 
ديــواره قــارچ مــی تواننــد ســبب بيان شــدن ژن 
هــای جديــد شــوند کــه آنزيــم هــا و در نهايــت 
مســيرهای بيوســنتزی مختلفــی را راه انــدازی 

کــرده و باعــث تشــکيل متابوليــت هــای ثانــوی 
شــوند. همچنيــن گــزارش شــده اســت کــه 
ترکيبــات ديــواره ســلول قــارچ هــا باعــث توليد 
فيتوآلکســين هــا و ترکيبــات ضــد ميکروبــی بــا 
وزن مولکولــی پاييــن )فنيــل پروپانوئيدهــا، 
 )Cordell et ...( مــی شــوند  ترپــن هــا و 
دهــد  مــی  نشــان  مطالعــات   .al., 1997(
اليســيتورهای قارچــی مــی تواننــد باعــث مهــار 
 Misawa,( رشــد ســلول هــای گياهــی شــود
ــای  ــلول ه ــد س ــال رش ــور مث ــه ط 1994(. ب

ــاره  ــر عص ــت تاثي Morinda elliptica تح
 35 از  بيــش   Aspergillus niger قــارچ 
درصــد نســبت بــه نمونــه هــای شــاهد کاهــش 
ــد  ــش رش ــت )Chong et al., 2005(. کاه ياف
ســلولی تحــت تاثيــر اليســيتورهای قارچــی 

شــکل 12: تغييــرات ميــزان ليگنيــن  ســلول هــای کتــان، 3- 5 و 7 روز بعــد از تيمــار بــا غلظــت بهينــه ) ا%( ديــواره 
ــرف  ــودی مع ــای عم ــه ه ــرار، ميل ــا حاصــل 3 تک ــای شــاهد. داده ه ــا ســلول ه ــوم در مقايســه ب ــارچ فوزاري ق

انحراف استاندارد و حروف متفاوت نشان دهنده تفاوت معنی دار در سطح  )p≤0/05 ( است. 
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 Rhodiola sachalinesis، در کشــت ســلول
نيــز   Taxus spp، Catharanthus roseus
 .)Chong et al., 2005( گــزارش شــده اســت
ــر  ــت تاثي ــا تح ــلول ه ــد س ــش رش ــن کاه اي
ــل  ــه دلي ــد ب ــی توان ــی م ــيتورهای قارچ اليس
ــه و آغــاز متابوليســم  کاهــش متابوليســم اولي
 )Chen et al., 2000 Wang ثانــوی باشــد
);et al., 2001. گزارشــاتی نيــز مبنــی بــر 
افزايــش رشــد تحــت تاثيــر اليســيتورهای 
ــی  ــر م ــه نظ ــن ب ــود دارد، بنابراي ــی وج قارچ
رســد اليســيتور هــای قارچــی اثــرات متنوعــی 
ــا افــزودن  ــق ب ــن تحقي ــد. در اي ــر رشــد دارن ب
ديــواره قــارچ بــه ويــژه در غلظــت 2 % کاهــش 
زنــده مانــی ســلول هــا مشــاهده شــده اســت. 
ــز  ــی )L. usitatissimum(  ني ــان زراع در کت
تحــت تاثيــر اليســيتور هــای قارچــی بعــد از 5 
ــد  ــزان 50- 30 درص ــه مي ــی ب ــده مان روز زن
نســبت بــه ســلول هــای شــاهد کاهــش نشــان 

 .)Hano et al., 2006( داده اســت
غلظــت  کــه  اســت  داده  نشــان  مطالعــات 
ــك  ــد تحري ــادی در فرآين ــت زي اليســيتور اهمي
دارد و عامــل مؤثــری بــر شــدت پاســخ اســت. 
غلظــت مؤثــر اليســيتور بــر حســب گونــه 
گياهــی فــرق مــی کنــد، بــه طــوری کــه غلظتــی 
ــی  ــر تحريک ــاه اث ــك گي ــه در ي ــيتور ک از اليس
اثــر  ديگــر  گياهــی  در  اســت  ممکــن  دارد، 
نداشــته باشــد )Namdeo et al., 2007(. بــه 
طــور مثــال گــزارش هــا نشــان مــی دهــد کــه 
 Rhizopus ــی ــيتور قارچ ــالای اليس ــت ب غلظ
در  ليتــر(  در  گــرم  ميلــی   50(  stolinofer

ــه  ــر ب ــلول Tobacco baccata منج ــت س کش
بيشــترين ميــزان مــرگ ســلول هــا و کمتريــن 
ــت  ــه غلظ ــی ک ــد، در حال ــول ش ــزان تاکس مي
پاييــن آن )25 ميلــی گــرم در ليتــر( منجــر بــه 
ــن  ــول و کمتري ــزان تاکس ــترين مي ــد بيش تولي
ــت  ــده اس ــا ش ــلول ه ــر س ــرگ و مي ــزان م مي
همچنيــن   .)Khosroshahi et al., 2005(
ــه  ــت ريش ــن در کش ــزان بتالائي ــترين مي بيش
پاييــن  غلظــت  در   Beta vulgaris موئيــن 
ــده  ــاهده ش ــی v/v ( %1( مش ــيتور قارچ اليس
ــی  ــور معن ــه ط ــد ب ــه رش ــی ک ــت، در حال اس
 )Savitha et اســت  داشــته  کاهــش  داری 
 )v/v( % 1 ــق غلظــت ــن تحقي )al., 2006. در اي
ديــواره قارچــی بيشــترين تاثير افزايشــي را بر 
ــول  ــزان پودوفيلوتوکســين و لاريســی رزين مي
داشــت و ايــن در صورتــی اســت کــه در ايــن 
غلظــت ميــزان زنــده مانــی و رشــد نســبت 
بــه ســلول هــای شــاهد کاهــش داشــته اســت. 
اســماعيل زاده و همــکاران نيــز در ســال 2012 
گــزارش کردنــد کــه غلظــت v/v( % 1( عصــاره 
ــر  ــترين تاثي ــی F.graminearum بيش قارچ
افزايشــي بــر ميــزان پودوفيلوتوکســين داشــته 
و همچنيــن در غلظــت 100 ميلــی گــرم در ليتــر 
ــار،  ــد از تيم ــژه در روز 5 بع ــه وي ــوزان ب کيت
ــاهده  ــين مش ــزان پودوفيلوتوکس ــترين مي بيش
شــده اســت. در ايــن تحقيــق نيــز نتايج بررســی 
در بــازه زمانــی )3، 5 و 7 روز( نشــان داده کــه 
ــول  ــزان پودوفيلوتوکســين و لاريســی رزين مي
در روز 3 و 5 بعــد از تيمــار نســبت بــه شــاهد 
افزايــش قابــل توجهــی داشــته اســت. مطالعــات 
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ــف  ــای مختل ــان ه ــا در زم ــان ه ــزان ليگن مي
بعــد از اعمــال تيمــار عصــاره قارچــی نشــان 
ــين  ــزان پودوفيلوتوکس ــترين مي ــه بيش داده ک
و لاريســی رزينــول در ســلول هــای تيمــار 
شــده بــا اليســيتورهای قارچــی و کيتــوزان در 
روز پنجــم بعــد از تيمــار مشــاهده شــده اســت 
)اســمعيل زاده، 1390(. بنابرايــن، مــدت زمانــی 
کــه ســلول هــا در معــرض اليســيتور قارچــی 
ــد نقــش مهمــی در  ــد مــی توان ــرار مــی گيرن ق
ــا  ــد. ام ــته باش ــا داش ــان ه ــتر ليگن ــد بيش تولي
بــه نظــر مــی رســد از آنجــا کــه ســلول هــای 
تيمــار شــده بعــد از گذشــت 7 روز زنــده مانــی 
و رشدشــان در مقايســه بــا ســلول های شــاهد 
کاهــش مــی يابــد، کاهــش در ميــزان ليگنــان هــا 
ــن  ــی ممکــن اســت اي ــا حت مشــاهده شــود و ي
ــات پــس از روز 5 کــه بيشــترين ميــزان  ترکيب
را دارنــد، بــه ترکيبــات ديگــری از مســير تبديل 
شــوند. در برخــی گــزارش هــا متابوليــزه 
شــدن ترکيبــات ليگنانــی و ورود آنهــا بــه 
مســيرهای ديگــر بــرای توليــد ســاير ترکيبــات 
 Tokunaga et( ــت ــده اس ــاهده ش ــی مش فنل
al., 2005(. ترکيبــات اليســيتورهای حاصــل 

ــده  ــا بســيار پيچي ــای ســلول قارچه از ديواره
اوليگــو  هــا،  پروتئيــن  شــامل  و  هســتند 
ســاکاريدها، گليکــو پروتئيــن هــا، پپتيدهــا، 
 Scheel and( ــی باشــد ــوزان م ــن و کيت کيتي
Parker, 1990(. بــا توجــه بــه نتايــج، بــه نظــر 

ــات  ــای ترکيب ــات در الق ــن ترکيب ــد اي ــی رس م
ليگنانــی نقــش موثــری دارنــد هــر چنــد کــه در 
غلظــت هــای بــالا، ســبب کاهــش رشــد و زنــده 

مانــی ســلول هــا مــی شــوند امــا اثــر آنهــا بــر 
روی ترکيبــات ليگنانــی در مقايســه بــا ســلول 

ــل توجــه اســت.  هــای شــاهد قاب
هــای  اليســيتور  متنــوع  و  خــاص  اثــرات 
قارچــی در ارتبــاط بــا بــر همکنــش ويــژه هــر 
ــانی  ــير ترارس ــی و مس ــلول گياه ــا س ــارچ ب ق
بنابرايــن پاســخ هــای  علامــت مربوطــه و 
دفاعــی ســلول گياهــی متناســب بــا هــر قــارچ 
تاکنــون   .)Imre et al., 1998( باشــد  مــی 
ــی  ــات فنل ــورد ترکيب ــی در م ــات مختلف مطالع
و نقش هــای زيســتی متنــوع ايــن ترکيبــات 
اســت  شــده  انجــام  مختلــف  گياهــان  در 
فنلــي  ترکيبــات   )Wojdyo et al., 2007(.
مهــار کننــده قــوي بــراي تنــش اکسايشــي 
ــيناميك  ــتقات س ــه مش ــن رابط ــتند و در اي هس
ــات هســتند.  ــر از مشــتقات بنزوئ اســيد موثرت
ــا پراکســيدازها  ــکاري ب ــي در هم ــات فنل ترکيب
در جمــع آوري يــا حــذف پراکســيد هيــدروژن 
 ).Kovacik et al., 2009( ــد شــرکت مــي کنن
ــت  ــده اس ــام ش ــه انج ــن زمين ــی در اي مطالعات
 Fusarium ــارچ ــاره ق ــال عص ــور مث ــه ط ب
oxysporum در کشــت ســلول تاکســوس 
باعــث افزايــش تاکســول و ترکيبــات فنلــی 
شــد )Khosroshahi et al., 2005(. افزايــش 
ــيتورهای  ــر اليس ــت تاثي ــی تح ــات فنول ترکيب
زراعــی  کتــان  ســلول  کشــت  در  قارچــی 
 .)Hano et al., 2006( ــت ــده اس ــاهده ش مش
و همچنيــن در تحقيــق ديگــر، مســير فنيــل 
 Vanilla تعليقــی  درکشــت  پروپانوئيــدی 
planifolia تحــت تاثيــر کيتــوزان القــا شــده 
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اســت)Funk et al; 1992( . فلاوونوئيدهــا 
ــن  ــوع تري ــن و متن ــترده  تري ــي از گس ــز يک ني
ترکيبــات طبيعــي هســتند کــه مشــابه بــا ســاير 
ــاي  ــذب راديکال ه ــي ج ــي تواناي ــات فنل ترکيب
آزاد را دارنــد. در ايــن مطالعــه ميــزان فنــل کل 
ــی،  ــواره قارچ ــر دي ــت تاثي ــد تح و فلاوونوئي
در تمــام روزهــای برداشــت بعــد از تيمــار 
ــد افزايشــی نشــان  ــا شــاهد رون در مقايســه ب
ــز  ــول کل ني ــزان فلاوون ــی مي ــد. از طرف دادن
ــش نســبی در روز 5 بعــد از  بــا وجــود کاه
تيمــار رونــدی افزايشــی داشــت. ايــن افزايــش 
تاييــد کننــده پاســخ هــاي دفاعــی ســلول هــاي 
کتــان ســفيد نســبت بــه حضــور اليســيتور مــی 

ــد.  باش
بــا توجــه بــه اينکــه پيــش ماده هــای ليگنان هــا 
ــم  ــير متابوليس ــوده و از مس ــی ب ــن يک و ليگني
ــی  ــن مي شــوند انتظــار م ــد تامي فنيل پروپانوئي
ــنتز  ــش س ــا کاه ــا ب ــش ليگنان ه ــا افزاي رود ب
ــی از  ــن يک ــا ليگني ــويم،  ام ــه ش ــن مواج ليگني
ــی دارد و در  ــش دفاع ــه نق ــت ک ــی اس ترکيبات
پاســخ  بــه تنــش ميــزان آن افزايــش مــی يابــد. 
ــای  ــر اليســيتور ه ــن تحــت تاثي ــش ليگني افزاي
قارچــی در کشــت ســلول کتــان زراعــی و 
 )De Alwis, صنوبــر نيز گزارش شــده اســت
)Hano et al., 2006 ;2009. نتايــج اين تحقيق 

نيــز نشــان داد کــه ليگنيــن تحــت تاثيــر ديــواره 
قــارچ بــه ميــزان دو برابــر نمونــه هــای شــاهد 
افزايــش مــی يابــد، کــه مــی توانــد نشــانه 
ــيتور  ــر اليس ــن در براب ــی ليگني ــرد دفاع عملک
ــه روي  ــن مطالع ــر اولي ــق حاض ــد. تحقي باش
تاثيــر ديــواره جــدا شــده قــارچ فوزاريــوم بــر 
مســير بيوســنتزی ترکيبــات ليگنانــی و فنلی در 
کشــت تعليقــی کتــان ســفيد اســت. نتايج نشــان 
ــه  ــی در مقايس ــيتورهای قارچ ــد اليس ــی ده م
ــری  ــور کارآمدت ــه ط ــيتورها ب ــر اليس ــا ديگ ب
ــد پودوفيلوتوکســين و ســاير  ــش تولي در افزاي
ترکيبــات ليگنانــی موثر هســتند )اســمعيل زاده، 
ــال  ــات فع ــد ترکيب ــی رس ــر م ــه نظ 1390(. ب
ديــواره قارچــی نقــش مؤثــری در القــای پاســخ 
هــای دفاعــی و افزايــش توليــد ليگنــان هــا 
دارنــد. همچنيــن عــلاوه بــر افزايــش ترکيبــات 
ــوان  ــه عن ــی ب ــات فنل ــزان ترکيب ــی، مي ليگنان
ــز  ــی ني ــای دفاع ــخ ه ــر در پاس ــل درگي عوام
افزايــش يافــت. بــا توجــه بــه ايــن نتايــج، مــی 
تــوان بــا بررســی ترکيبــات فعــال ديــواره قارچ  
و همچنيــن بررســی فعاليــت و بيــان ژن آنزيــم 
هــای درگيــر در بيوســنتز ترکيبــات ليگنانــی و 
فنلــی درک بهتــری از مکانيســم عمــل اليســيتور 
و ارتبــاط ميــان مســيرهای متابوليســمی گيــاه 

ــه دســت آورد.  ب
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منابع 
ــين  ــزان پودوفيلوتوکس ــر مي ــي ب ــيتورهاي قارچ ــر اليس ــي اث ــمعيل زاده ص. )1390(. بررس اس
ــاز در  ــکل دهيدروژن ــاز و ســيناميل ال ــا لي ــن آموني ــل آلاني ــاي فني ــت آنزيمه ــان ژن و فعالي و بي

ــتی.   ــوم زيس ــکده عل ــدرس، دانش ــت م ــگاه تربي ــری، دانش ــاله دکت Linum album. رس
ــده  ــم کنن ــه تنظي ــزان پودوفيلوتوکســين در پاســخ ب ــرات مي فخــاری ص. )1389(. بررســی تغيي
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