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بر  Piriformospora indicaعصاره سلولي و محيط كشت قارچ  اثر مقايسه اي بررسي
 (Linum album) هاي موئين كتان سفيددر ريشه تركيبات فنليتوليد 

  4مهرداد بهمنش و 3ناصر صفايي، 2، نجمه احمديان چاشمي*1، محسن شريفي1حنانه تشكري ميانرودي
  علوم زيستي، گروه علوم گياهي دانشكده تهران، دانشگاه تربيت مدرس، 1

  گروه زيست شناسيدانشكده علوم پايه، بابلسر، دانشگاه مازندران،  2
 هاي گياهيگروه بيماريتهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده كشاورزي،  3

 گروه ژنتيك دانشكده علوم زيستي، تهران، دانشگاه تربيت مدرس، 4

  13/4/95 :تاريخ پذيرش  5/12/94 :تاريخ دريافت

 چكيده

وجود   (Linaceae) در بسياري از گياهان از جمله خانواده كتانباشند كه مي تركيبات فنلي باارزشگروه بزرگي از ها ليگنان
بر توليد تركيبات  Piriformospora indica سلولي و محيط كشت قارچهاي مختلف عصاره نسبتاثر  در تحقيق حاضر،. دارند
رسينول، پينورسينول، هاي لاريسيمقدار ليگنان .مورد مطالعه قرار گرفت) Linum album(ن كتان سفيد هاي موئيدر ريشهفنلي 

 راستاي در، همچنين .دش گيرياندازه HPLCبه وسيله هاي موئين متوكسي پودوفيلوتوكسين در ريشه-6پودوفيلوتوكسين و 
بيشترين كه  نتايج نشان داد .گرفت قرار بررسي مورد  (PAL) ليازنياآمو آلانين فنيل آنزيم فعاليت هاي قارچي،تازن سازوكار درك
 9/248به ترتيب  درصد محيط كشت قارچي 1متوكسي پودوفيلوتوكسين تحت تاثير نسبت -6پودوفيلوتوكسين و  ميزان

د عصاره سلولي درص 5/0و  1هاي در نسبتو پينورسينول  رسينولگرم بر گرم وزن خشك و لاريسيميلي 69/59ميكروگرم و 
ها و فلاوونوئيد ،كل فنل ميزانبيشترين همچنين . ميكروگرم بر گرم وزن خشك مشاهده شد 68/72و  68/144به ترتيب به ميزان 

 6/1، 3/3،6/4به ترتيب گيري شد كه اندازه درصد محيط كشت فارچي 1در نسبت  درصد و فلاونول 5نسبت  تاثير تحت ليگنين
عصاره سلولي و محيط كشت با افزايش   PALآنزيم  فعاليت علاوه بر آن، .نديافت افزايشهاي شاهد ريشهبرابر نسبت به  1/2و 

عصاره سلولي و محيط كشت  با هاي موئين تيمار شدهآن در ريشه فعاليتبالاترين  و يافتهاي مويين افزايش در ريشهقارچي 
با توجه به نتايج بدست آمده، محيط كشت قارچي تاثير . رديدگ مشاهده )v/v( درصد 5و  1هاي نسبت قارچي به ترتيب در

  .ها داشته استبيشتري بر توليد تركيبات فنلي بخصوص ليگنان

  Piriformospora indica محيط كشت قارچ،ريشه موئين، كتان سفيد، ليگنان، :كليدي واژه هاي

  msharifi@modares.ac.ir :پست الكترونيكي،  82884479:سنده مسئول، تلفنينو* 

  مقدمه
گياهي  هاي ثانويروه بزرگي از متابوليتها شامل گليگنان

و به اند هستند كه از دو واحد فنيل پروپانوئيدي مشتق شده
علت داشتن خاصيت ضد ميكروبي و ضد ويروسي در 

 ).9( دارندها اهميت بيماريبسياري از درمان 
نواع اترين  كي از مهمي و مشتقات آن، پودوفيلوتوكسين

برخـي توليد كه به عنوان ماده اوليه براي  دنباشميها ليگنان
. گيرندمورد استفاده قرار ميهاي ضد سرطاني از دارو

هاي جنس از گونهاگرچه در حال حاضر تركيبات ليگناني 
در شوند، اما مياستخراج  Podophyllumدر حال انقراض 

وان گونه به عن) Linum album(هاي اخير كتان سفيد سال
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تبديل اين تركيبات بومي ايران، به منبع جايگزيني براي 
مسير بيوسنتزي اين تركيبات از  .)31و  12( شده است

فنيل  بيوسنتز مسير. مسير فنيل پروپانوئيدي مشتق مي شود
بيوسنتز يك مسير متابوليسمي مهم است و در  يپروپانوئيد

مله هاي ثانوي گياهي از جطيف وسيعي از متابوليت
ها و ها، ليگنينها، تركيبات فنلي، فلاونوئيدآنتوسيانين

القاء مسير فنيل پروپانوئيدي از ). 26( ها نقش داردليگنان
هاي اي دفاعي گياهان به تنشههاي عمومي پاسخويژگي

با توجه به ايـن كـه سـنتز  ).6(شود ني محسوب ميژپاتو
توليد آن ت، شيميايي پودوفيلوتوكسين مقرون به صرفه نيس

هاي روشبا كشت سلول و اندام و همچنين استفاده از 
از ). 23( راه جايگزين و سودمندي استبيوتكنولوژي 

 ،يقي از نظر ژنتيكي پايدار نيستندهاي تعلآنجايي كه كشت
-دنبال ميها براي بهبود توليد ليگنانهاي جديدي روش

 كردنه تراريخت با استفاده از نهاي موئيكشت ريشه. شود
به  Agrobacterium rhizogenesژنتيكي بافت گياهي با 

مزاياي فراواني از جمله رشد سريع بدون و  آيددست مي
هاي گياهي، پايداري ژنتيكي و استفاده از هورمون

از  ).13( را داردها متابوليتاز  زياديو توليد بيوشيميايي 
ان هاي ثانوي درگياهسنتز و تجمع متابوليتديگر   طرف

 باشد،هاي زيستي و غير زيستي ميپاسخي عمومي به تنش
- ميبا منشأ زيسـتي و يا غيرزيستي  تازنتركيبات بنابراين، 

موثر براي افزايش توليد  هايراهكاريكي از تواند 
هاي ثانوي از طريـق القـاي سيسـتم دفـاعي در متابوليت
 هايتازندر بين  ).24(باشد هاي درون شيشه كشت
يش چشمگير توليد هاي قارچي منجر به افزاتازني، زيست

شوند تركيبات شيميايي گياهي در كشت بافت گياه مي
و  عصاره سلوليتاثير القايي در مطالعات گذشته ما،  ).21(

بر توليد  Fusarium graminearumمحيط كشت فيلتر شده 
 نشان داده شدكتان سفيد ها در كشت سلول و تجمع ليگنان

هاي مختلفي غلظتپژوهش حاضر، اثر در  ).27 و11، 10(
 Piriformosporaو محيط كشت قارچ از عصاره سلولي 

indica شود ومي بررسيهاي مهم برخي از ليگنان بر توليد 

پــس از آن، ميــزان تركيباتي كه مسير بيوسنتزي مشتركي 
ليگنين و ساير تركيبات فنلي  از جملهها دارنـد با ليگنان
فعاليـت  بر هاتازناين تأثير همچنين . شودميمطالعه 
 آنزيم اولين به عنوان (PAL) لياز- فنيل آلانين آمونيا آنـزيم

هاي كليدي در مسير بيوسنتزي فنيل پروپانوئيدها در ريشه
  . شودسنجش مي كتان سفيد نموئي

  مواد و روشها
- ربذ: هاي موئين توسط آگروباكتريومالقاي توليد ريشه

با مختصات جغرافيايي  منطقه سوهانكاز  سفيد كتانهاي 
N ً19 48 َ °35 ، E 22ً  32 ها دانه .جمع آوري شد °51 ََ

محلول  دقيقه در 10به مدت ابتدا  پس از شستشوي سطحي
 پراكسيد در دقيقه 10 سپس درصد، 1هيپوكلريت سديم 

 الكل در دقيقه يك آخر مرحلة در و درصد 3/3 هيدروژن
 سترون مقطر آب باپس از آن . تندفگر قرار درصد 70

 MS )Murashige and در محيط پايهو  شدند آبكشي

Skoog, 1962(كشت داده شدند )چهار مدت به بذرها  .)20
 16 نوري گراد و دورهدرجه سانتي 25هفته در دماي 

از ساعت تاريكي قرار گرفتند و  8ساعت روشنايي و 
هاي ريشهايجاد هاي حاصل براي گياهچهبرگي قطعات 

هاي موئين با استفاده از ريشه. )1(موئين استفاده شد 
Agrobactrium rhizogenes  سويهLBA9402  و توليد

هاي دخيل در توسط بررسي بيان ژنها تائيد مولكولي آن
گرم، به  2ها به وزن ريشه. )1( شد ايجاد ريشه موئين انجام

حاوي  يميلي ليتر 100هاي در ارلنمنظور اعمال تيمار، 
سرعت  كشت و در شيكر انكوباتور با MS محيط پايه

گراد در تاريكي درجه سانتي 25دور در دقيقه و دماي 100
  . )1( شدند قرار داده

هاي عصاره تيمارتهيه به منظور : تهيه تيمارهاي قارچي
ابتدا اين قارچ در  P. indicaسلولي و محيط كشت قارچي 

  )PDB )Potato Dextrose Broth( )19محيط سترون شده 
در توده قارچي  يزو  محيط كشت سپس .كشت داده شد

جمع آوري ) پس از كشتهفتم روز (فاز لگاريتمي  انتهاي
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قارچي با عبور از كاغذ صافي جدا و جهت  ذي توده. شد
محيط كشت . تهيه عصاره سلولي مورد استفاده قرار گرفت

براي  قهدقي 20به مدت  دور در دقيقه 5000با سرعت آن 
هاي فيلترو با استفاده از  سانتريفوژ ذف ذرات اضافيح

  . شد ، سترونميكروني 2/0ميلي پور 

بر اساس  توده قارچي،  زينيز با استفاده از  عصاره سلولي
طور به ). 5(آماده شد ) 2009(و همكاران   Baldiروش

سترون با آب مقطر  ها ميسيليومگرم از  ميلي 5/12خلاصه، 
در سپس . ه شدندنيتروژن مايع ساييدا استفاده از ب و شسته
ميلي گرم در ليتر  250حل و محلولي با غلظت  مقطر آب

محلول حاصل به مدت نيم ساعت در دماي . به دست آمد
با سرعت  پس از آن .درجه سانتي گراد قرار گرفت 100

  ،دقيقه سانتريفوژ شد 10به مدت  دور در دقيقه 10000
درجه سانتي  120دقيقه در دماي  15ت به مدرويي محلول 

مورد  قارچي عصاره تازنبه عنوان و  گراد اتوكلاو شد
  .استفاده قرار گرفت

: هاي مورد نظر به كشت ريشه هاي موئيناعمال تيمار
-ميلي 100هاي هاي موئين به ارلنگرم از ريشه 2مقدار 

و  ندمايع منتقل شد MSليتر محيط ميلي 30ليتري محتواي 
دور در دقيقه و دماي  110شيكر انكوباتور با سرعت در 
سپس در روز . گراد در تاريكي قرار گرفتند درجه سانتي 26

) هاابتداي فاز لگاريتمي رشد آن(ها دهم از كشت ريشه
 در به طور جداگانه،  عصاره سلولي و محيط كشت قارچي

 كشتبه محيط  ،)v/v( درصد 5و  1، 5/0 ،0 سطحچهار 
روز از اعمال  5پس از گذشت  هاآنو اثر شدند ها اضافه 

 . تيمار مورد بررسي قرار گرفت

- ها با اندازهرشد ريشه: نهاي موئياندازه گيري رشد ريشه

ها توسط نايلون ريشه. گرديد تعيين آنانگيري وزن خشك 
با استفاده از قيف بوخنر و در ) ميكرومتري 42(مش 

بلافاصله ها شهري.شدندشرايط مكش از محيط كشت جدا 
و در ادامه  )وزن تر(پس از جداسازي از محيط كشت وزن 

  .ندليوفيليز شدبه منظور تعيين وزن خشك، 

خشك  ريشه گرمميلي  50: هااستخراج و سنجش ليگنان
كاملا ساييده و  درصد 80ميلي ليتر متانول  چهارشده با 

دقيقه در حمام  15مخلوط حاصل به مدت . ندهمگن شد
حجم مساوي از آب و  در ادامه و سونيك قرار گرفتاولترا 

سپس فاز . افزوده شد و سانتريفوژ گرديد آنبه اتيل استات 
در . اتيل استات به تيوب جديد منتقل گرديد و تبخير شد

و  شده در يك ميلي ليتر متانول حلانتها، رسوب خشك 
. سانتريفوژ شد دور در دقيقه 13000دقيقه در 10به مدت 

 HPLC )Agilentدستگاه ها از رسي محتواي ليگنانبربراي 

Technologies 1260 infinity, USA براي . استفاده شد
آب بود، از  و استونيتريل شامل متحرك دستگاه كه بخش

 مورد ستون .استفاده شد 1سيستم گراديان مطابق جدول 

 6/4ميلي متر و قطر  250داراي طول  C18-ODS3 استفاده
 UVاين تركيبات با استفاده از دتكتور  جذب. ميلي متر بود

حضور هر يك از . شد بررسي نانومتر 280 موج طول در
رسينول، پينورسينول و ي پودوفيلوتوكسين، لاريسيهاليگنان

به كمك كروماتوگرافي مايع متوكسي پودوفيلوتوكسين - 6
). 11و 1(قبلاً تأييد شد  (LC/MS)و طيف سنجي جرمي 

موجود از سطح زير منحني ر اساس ها بمقدار ليگنان
  .محاسبه شد استاندارد هر يك از آنها

مشخصات برنامه جريان و گراديان دوره متحرك مورد  -1جدول
  هابراي سنجش مقادير ليگنان HPLCاستفاده در 

استونيتريل  آب
(%)  

  جريان
  )ميلي ليتر در دقيقه(

زمان 
  )دقيقه(

60 40  8/0  0  
33 67  8/0  10  
60 40  8/0  17  
60 40  8/0  21  
: كل فلاوونولفنل كل، فلاونوئيد كل و  محتواي تعيين

منجمد هاي ريشهگرم از  5/0جهت تهيه عصاره متانولي، 
و به مدت درصد همگن  80شده در هشت ميلي ليتر متانول
 ،گراددرجه سانتي 70دماي، سه ساعت در حمام آب گرم

دور در  5000 با سرعت همگناي حاصل. ندشدقرار داده 
از عصاره متانولي . سانتريفوژ شد دقيقه15به مدت دقيقه 
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و كل  سنجش فنل كل، فلاوونوئيدبدست آمده جهت 
  .استفاده گرديدكل  فلاوونول

براي ). 7( انجام شد سنجش فنل كل به روش فولين دنيس
سنجش فنل سه ميلي ليتر از عصاره متانولي موجود خشك، 

. حل شد، آب بدون يوناصل در يك ميلي ليتر و رسوب ح
ميلي ليتر معرف فولين دنيس  سپس به عصاره آبي، دو

به مخلوط حاصل بعد از پنج دقيقه دو ميلي ليتر . اضافه شد
حجم نهايي . فه شدمحلول سديم كربنات هفت درصد اضا

ميلي ليتر رسانده و جذب بعد از  5/12به ، با آب بدون يون
منحني  .نده شدنانومتر خوا 700دقيقه در طول موج 10

گاليك اسيد نيز به عنوان جذب غلظت هاي مختلف 
   .استاندارد مورد استفاده قرار گرفت

به يك ميلي ليتر از   فلاونول، محتوايبه منظور سنجش 
لي يك ميلي ليتر از محلول كلريدآلومينيوم دو وعصاره متان

سديم ا پنج درصد  ستاتا سه ميلي ليتر از محلولو  درصد
فلاوونول كل براساس منحني  محتواي. يداضافه گرد

نانومتر اندازه گيري  445در طول موج  و استاندارد روتين
 ).2(شد 

 نسنجش فلاونوئيد كل نيز براساس منحني استاندارد روتي
به  منظور،به اين  .سنجيده شدنانومتر  415در طول موج 

ميكروليتر از محلول  250 ،ليويك ميلي ليتر از عصاره متان
پتاسيم استات ميكروليتر  250 و درصد 10يد آلومينيوم كلر

 415ها در طول موج و جذب نمونه اضافهيك مولار 
  ).2( نانومتر خوانده شد

 فلاوونولدر تمام موارد، مقادير فنل كل، فلاونوئيد كل و 
  .كل برا اساس ميلي گرم بر گرم وزن خشك محاسبه گرديد

 استفاده با ليگنين محتواي: سنجش و اندازه گيري ليگنين
  (Iiyama and Wallis, 1988)برومايد استيل معرف از

  هايسلول از گرم 5/0 خلاصه طور به. )15( گرديد تعيين
 از بعد. شد ساييده مقطر آب ليتر ميلي 12 در شده فريز

 نمونه، برابر چهار نسبت به حاصل رسوب به سانتريفوژ

 رسوب به وژسانتريف از بعد گرديد اضافه مطلق اتانول
 مدت به سپس. گرديد سانتريفوژ دوباره و شد اضافه اتانول
 داده قرار كلروفروم و متانول درمخلوط هانمونه شب يك
 پودر نهايت در و گرديد اضافه استون آنها به سپس و ندشد

 وسيله به شده خشك پودرهاي. آمد دست به ديواره خشك
 پودر گرم ميلي شش به .شدند صاف ميكروني 250 الك

 25 برومايد استيل ليتر ميلي 5/2 سلولي، ديواره خشك
 70 دماي در دقيقه 30 مدت به هانمونه و اضافه درصد
 آب حمام از آن از پس .ندشد داده قرار گراد سانتي درجه
 به هانمونه سپس. شد استفاده دقيقه 10 تا 5 مدت به يخ

 هادام در. شدند صاف يك شماره واتمن صافي كاغذ وسيله
 نرمال دو سديم هيدروكسيد ليتر ميلي پنج ،مايع بخش به ،
 در و گرديد اضافه گلايسيال استيك اسيد ليتر ميلي شش و

 خوانده نانومتر 280 موج طول در هانمونه جذب ،نهايت
 وزن در آن درصد اساس بر موجود ليگنين مقدار .شد

  .شد محاسبه ديواره خشك

به منظور : )PAL(لياز - تعيين فعاليت فنيل آلانين آمونيا
يك گرم از ريشه موئين كتان عصاره پروتئيني،  استخراج

 8pH(مولار  1/0سفيد در دو ميلي ليتر بافر پتاسيم فسفات 

، داراي يك گرم پلي وينيل پيروليدون كاملا سائيده شد )=
ها به غلظت پروتئين نمونه. تا به حالت همگن در آمد

براي سنجش . )8( تعيين شد) Bradford )1976روش 
ميكروليتر از عصاره پروتئين استخراج 150، به PALفعاليت 

مولار در بافر  1/0ميكروليتر محلول فنيل آلانين  200شده، 
ميكروليتر پتاسيم فسفات  650و ) pH=  8(پتاسيم فسفات 

مخلوط حاصل به  .اضافه شد) pH=  8(مولار  1/0بافر 
گراد قرار داده درجة سانتي 37مدت يك ساعت در دماي 

براي غير فعال ) مولار HCl)6 ميكروليتر از  50سپس . شد
شستشوي نمونه با پنج . به مخلوط اضافه شد  آنزيم، كردن

در اتيل استات محلول . اتيل انجام شداستات ميلي ليتر از 
يك ميلي در رسوب حاصل  .معرض جريان هوا تبخير شد

حل و جذب آن در ) مولار 05/0(سديم هيدروكسيد ليتر از 
به   PALفعاليت آنزيم  ..نانومتر خوانده شد 290طول موج 
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بر حسب واحد آنزيمي اسيد،  سيناميك كمك استاندارد
تعيين ميكرومول سيناميك اسيد بر گرم پروتئين بر دقيقه 

  ).22( شد

سه تكرار حداقل كليه آزمايشها با : تجزيه و تحليل آماري
مقايسه و ها ريانس دادهاوآناليز . مستقل انجام گرفت

و ) 21ويرايش ( SPSSميانگين ها با استفاده از نرم افزار 
آزمون دانكن جهت تعيين معني دار بودن تفاوت ها در 

  .انجام شد درصد 5سطح احتمال 

  نتايج
- نسبتاثر : نهاي موئيبر رشد ريشههاي قارچي تازناثر 

قارچ بر رشد  و محيط كشت مختلف عصاره سلولي هاي
گيري وزن خشك پس از گذشت با اندازه نهاي موئييشهر
ها رشد ريشهنتايج نشان داد . )1شكل (روز بررسي شد  5

عصاره سلولي و  تازن ر دوه بيشتر هاي- غلظتتحت تاثير 
و  .يافتبه طور معني داري كاهش قارچي  محيط كشت

هاي تحت تيمار با محيط كشت قارچي اين كاهش در ريشه
  .تبيشتر بوده اس

روز پس از تيمار  5هاي موئين كتان سفيد، وزن خشك ريشه -1شكل 
هاي با نسبت  P. indicaبا عصاره سلولي و محيط كشت قارچ 

تكرار، ميله  3ها حاصل داده)). v/v(درصد  5و  1، 5/0، 0(مختلف 
هاي عمودي معرف انحراف استاندارد و حروف متفاوت نشان دهنده 

  .است) ≥p 05/0(ح تفاوت معني دار در سط

نتايج بررسي : هابر ميزان ليگنان هاي قارچيتازناثر 
 ها نشان داد كه بيشترينها در سطوح مختلف تيمارليگنان
- 6توليد پودوفيلوتوكسين، لاريسي رسينول، و  مقدار

درصد هر دو تازن  1متوكسي پودوفيلوتوكسين در نسبت 
 ينورسينولپ مقدار و بيشترين) 5و  2،3شكل (بدست آمد 
درصد  1درصد عصاره قارچي و نسبت  5/0در نسبت 

 بين در. )4شكل( محيط كشت قارچي اندازه گيري شد
 مقدار توليد بيشترين بررسي، مورد قارچي هايتازن

متوكسي پودوفيلوتوكسين مربوط به -6پودوفيلوتوكسين و 
درصد محيط كشت  1با نسبت  شده تيمار هايريشه

- برابر نسبت به نمونه 7/1و  2/2ه ميزان به ترتيب ب  قارچي،

 بيشترين القا اعثبحاليكه عصاره سلولي  هاي شاهد بود در
 1/2به ترتيب به ميزان  و پينورزينول رزينول لاريسي ميزان

  .شد هاي شاهدبرابر نمونه 7/1و 

  
 5هاي موئين كتان سفيد، محتواي پودوفيلوتوكسين در ريشه -2شكل 

با   P. indicaبا عصاره سلولي و محيط كشت قارچ روز پس از تيمار 
 3داده ها حاصل )). v/v(درصد  5و  1، 5/0، 0(هاي مختلف نسبت

تكرار، ميله هاي عمودي معرف انحراف استاندارد و حروف متفاوت 
  .است) ≥ p 05/0(نشان دهنده تفاوت معني دار در سطح 

 5ين كتان سفيد، هاي موئمحتواي لاريسي رسينول در ريشه -3شكل 
با   P. indicaروز پس از تيمار با عصاره سلولي و محيط كشت قارچ 

داده ها حاصل  )). v/v(درصد  5و  1، 5/0، 0(نسبت هاي مختلف 
تكرار، ميله هاي عمودي معرف انحراف استاندارد و حروف متفاوت 

 .است) ≥p 05/0(نشان دهنده تفاوت معني دار در سطح 
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روز  5هاي موئين كتان سفيد، در ريشه پينورزينول محتواي -4 شكل
با   P. indicaبا عصاره سلولي و محيط كشت قارچ  پس از تيمار

 3 حاصل ها داده)). v/v(درصد  5و  1، 5/0، 0(هاي مختلف نسبت
 متفاوت حروف و استاندارد انحراف معرف عمودي هاي ميله، تكرار

  .است) p ≥0 /05( سطح در دار معني تفاوت دهنده نشان

 

هاي موئين متوكسي پودوفيلوتوكسين در ريشه-6محتواي  -5شكل 
روز پس از تيمار با عصاره سلولي و محيط كشت قارچ  5كتان سفيد، 

P. indica   درصد  5و  1، 5/0، 0(با نسبت هاي مختلف)v/v .((
هاي عمودي معرف انحراف استاندارد و تكرار، ميله 3داده ها حاصل 

) ≥ p 05/0(اوت نشان دهنده تفاوت معني دار در سطح حروف متف
  .است

فنل كل، فلاونوئيد كل و  محتوايبر  هاي قارچيتازن اثر
نتايج آناليز واريانس ميزان فنل كل نشان داد : كل فلاوونول

رابطه مستقيمي بين توليد تركيبات فنلي با افزايش كه 
ري در محيط كشت ريشه وجود دارد به طو هاتازننسبت 

در  فنل كل محتواي، هاي قارچيتازنكه با افزايش نسبت 
بيشترين ). 3و 2جدول ( ريشه هاي موئين افزايش يافت

هاي تيمار شده با محيط كشت فنل كل در ريشه مقدار
مشاهده ميلي گرم بر گرم وزن خشك  07/1حدود   ،قارچي

هاي نمونه مقدار اندازه گيري شده دربرابر 3/3 كه شد
هاي در ريشهكل نيز  فلاوونول مقدار. )3جدول( شاهد بود

نسبت به  ،با افزايش غلظت هر دو تازن درتيمار شده 
و در ) 3و 2جدول (شاهد افزايش معني داري را نشان داد 

عصاره سلولي قارچ  درصد 5هاي تيمار شده با نسبت ريشه
ميلي گرم بر گرم  013/0فلاونول، در حدودبيشترين ميزان 

- در حاليكه در ريشه). 2جدول(اهده شد مش وزن خشك

شترين ميزان بقارچي  هاي تيمار شده با محيط كشت
ميلي گرم بر گرم وزن خشك  0167/0به ميزان  هافلاوونول

كه در بين مقادير شد  اندازه گيريدرصد  1نسبت در 
، بيشترين مقدار را به خود قارچي فلاوونول كل دو تيمار

  ). 3جدول (اختصاص داد 

  

 P. indicaروز پس از تيمار با عصاره سلولي قارچ  5هاي موئين كتان سفيد، محتواي فنل كل، فلاونوئيد كل، فلاونول كل و ليگنين در ريشه -2دولج

ن تكرار، ميله هاي عمودي معرف انحراف استاندارد و حروف متفاوت نشا 3داده ها حاصل )). v/v(درصد  5و  1،  5/0، 0(هاي مختلف در نسبت 
  .است) ≥p 05/0(دهنده تفاوت معني دار در سطح 

  متابوليت              
  نسبت عصاره سلولي قارچ 

  فنل كل
 )mg/g DW(  

  فلاونوئيد كل 
)mg/g DW(  

  فلاونول كل
 )mg/g DW(  

  ليگنين
 )% cell wall DW(  

0   c014/0±32/0  c00025/0±0068/0 bc 0005/0 ± 0079/0   d3/0± 73/11 

5/0   bc008/0±33/0  c0002/0±007/0  b00027/0 ± 0096/0   c36/0± 8/13  
1   b023/0±36/0  a0017/0±016/0  a  0018/0 ± 012/0  b4/0± 63/14  
5   a048/0±73/0  b0013/0±009/0  a  001/0 ± 013/0   a5/0± 63/16  
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  P. indicaروز پس از تيمار با محيط كشت قارچ  5اي موئين كتان سفيد، همحتواي فنل كل، فلاونوئيد كل، فلاونول كل و ليگنين در ريشه -3جدول
هاي عمودي معرف انحراف استاندارد و حروف متفاوت نشان دهنده تكرار، ميله 3ها حاصل داده)). v/v(درصد  5و  1،  5/0، 0(هاي مختلف در نسبت

  .است) ≥p 05/0(تفاوت معني دار در سطح 

  متابوليت            
  نسبت محيط كشت قارچ

  فنل كل
 )mg/g DW(  

  فلاونوئيد كل 
)mg/g DW(  

  فلاونول كل
 )mg/g DW(  

  ليگنين
 )% cell wall DW(  

0   cd014/0±32/0  cd0002/0±0068/0 c0005/0 ± 0079/0   d3/0± 73/11 

5/0   c049/0±43/0  c0005/0±0074/0  c0011/0 ± 0081/0   c35/0± 26/14  
1   ab051/0±84/0  b0026/0±0114/0  a  0033/0 ± 0167/0   b45/0± 43/16  
5   a185/0±07/1  a0038/0±0318/0  b  0007/0 ± 0124/0   a35/0± 43/19  

 مقدارنشان داد كه  كل فلاونوئيد محتوايناليز واريانس آ
 تازنبا هر دو  هاي تيمار شدهدر ريشهاين تركيبات نيز 

افزايش معني داري  ي ديگرقارچي همانند تركيبات فنل
 كل فلاونوئيد مقدار بيشتريناگرچه . نسبت به شاهد يافت

كشت محيط  درصد 5نسبت هاي تيمار شده با در ريشه
ميلي گرم بر گرم وزن خشك  0318/0 ، حدودسلولي

درصد عصاره سلولي  1 نسبت اما ،)3جدول( مشاهده شد
ها در يشهاين تركيب در ر مقدارافزايش معني داري در نيز 

 نشان دادميلي گرم بر گرم وزن خشك  016/0حدود 
با توجه به نتايج بدست آمده، بنظر ميرسد تازن  .)2جدول(

محيط كشت قارچي تاثير بيشتري را بر مقادير تركيبات 
  .نسبت به محيط كشت سلولي قارچ داشته است فنلي

نتايج بررسي ميزان : بر ميزان ليگنين هاي قارچيتازناثر 
از گذشت  پس كهنشان داد  سفيد كتان هايريشهگنين در لي
در هر  محتواي ليگنين كل هاي قارچيتازن روز از اعمال 5

ها تازنبا افزايش غلظت داري  به طور معنيدو تيمار 
 كه ميزان ليگنين به طوري ،نسبت به شاهد افزايش يافت

درصد دو تيمار  5نسبت هاي تيمار شده با كل در ريشه
 مقداربه سلولي و محيط كشت قارچي به ترتيب  عصاره

ميلي گرم بر گرم وزن خشك مشاهده شد  43/19و  63/16
  .)3و 2جدول (

بررسي نتايج : PALبر فعاليت آنزيم  هاي قارچيتازناثر 
 سطوحدر قارچي  هايتازن نشان داد PALفعاليت آنزيم 

مختلف باعث افزايش معني داري در فعاليت اين آنزيم در 

 درفعاليت اين آنزيم  بيشترين ميزان. ندهاي موئين شديشهر
 و عصاره سلولي ودرصد  1هاي تيمار شده با نسبت ريشه

 8/1و  5/1به ترتيب  قارچي محيط كشتدرصد  5نسبت 
گيري شد نتايج اندازههاي شاهد برابر بيشتر از ريشه

تحت تاثير  PALميزان فعاليت آنزيم مشخص كرد كه 
داشته است رچي بيشترين تغييرات را محيط كشت قا

  ).6 شكل(

 

هاي موئين در ريشه) PAL(فعاليت آنزيم  فنيل آمونيالياز  -6شكل 
روز پس از تيمار با عصاره سلولي و محيط كشت قارچ  5كتان سفيد، 
P. indica  درصد  5و  1، 5/0، 0(هاي مختلف با نسبت)v/v .(( داده

دي معرف انحراف استاندارد و هاي عموتكرار، ميله 3ها حاصل 
) ≥05/0p(حروف متفاوت نشان دهنده تفاوت معني دار در سطح 

 .است

  و نتيجه گيري بحث
عصاره سلولي و محيط كشت قارچ در تحقيق حاضر، اثر 

P.indica  هاي ريشهرشد و توليد تركيبات فنلي در بر
عصاره نتايج نشان داد كه  .بررسي شد كتان سفيد نموئي

منجر به  ، سطوح بيشتردر  محيط كشت قارچ سلولي و
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نشان  متعدد مطالعات .شودمي نهاي موئيكاهش رشد ريشه
هاي گياهي هاي قارچي باعث مهار رشد سلولتازن دهدمي
هاي تازنكاهش رشد سلول تحت تاثير  ).18و  4( شوندمي

دليل كاهش متابوليسم اوليه و آغاز متابوليسم هقارچي ب
 )L. usitatissimum(در كتان زراعي  ).29(د ثانوي مي باش

روز زنده ماني به ميزان  5بعد از  هاي قارچيتازننيز تحت 
هاي شاهد كاهش نشان داده درصد نسبت به سلول 30 - 50

 تازن سطحنشان داده است كه گذشته مطالعات ). 14(است 
د و عامل مؤثري بر اهميت زيادي در فرآيند تحريك دار

ها نشان مي به طور مثال گزارش). 21( شدت پاسخ است
 Rhizopus stolinoferقارچي  تازن زياددهد كه غلظت 

 Tobacco baccataدر كشت سلول ) ميلي گرم در ليتر 50(
 مقدارمنجر به بيشترين ميزان مرگ سلول ها و كمترين 

ميلي گرم در  25(آن  كمتاكسول شد، در حالي كه غلظت 
تاكسول و كمترين ميزان  مقداررين منجر به توليد بيشت) ليتر

نسبت در اين تحقيق ). 17(ها شده است مرگ و مير سلول
 عصاره سلولي و محيط كشت قارچي) v/v( درصد 1

پودوفيلوتوكسين و  مقداربيشترين تاثير افزايشي را بر 
-در ريشه متوكسي پودوفيلوتوكسين- 6و  ينولسلاريسي ر

است كه در اين  و اين در صورتي هاي موئين نشان داد
 شاهد كاهشنمونه نسبت به ها ريشهغلظت ميزان رشد 

همچنين محيط كشت قارچي در  .ه استداشت معني داري
نسبت به عصاره سلولي قارج تاثير  )v/v(درصد  1نسبت 

هاي در سال. نشان دادها بيشتري بر افزايش توليد ليگنان
 1سبت ن هايي وجود دارد مبني بر اينكهنيز گزارشاخير 
 .F قارچ و محيط كشت عصاره قارچي درصد

graminearum  بر ميزان را بيشترين تاثير افزايشي
 11( استداشته هاي كتان سفيد در سلولپودوفيلوتوكسين 

 3نسبت و همكاران نيز گزارش كردند  Hano .)27و 
، Botrytis cinerea هايعصاره سلولي قارج )v/v(درصد 

Phoma exigua  وF. oxysporum  به طور متمايزي باعث
هاي كتان زراعي القاي توليد تركيبات مونوليگنولي در سلول

و ) 2010(و همكاران   Baldiهمچنين  .)14( شوندمي

Kumar  در مطالعه جدا، تاثير غلظت) 2012(و همكاران-

بر   P. indicaهاي مختلف محيط كشت فيلتر شده قارچ
بررسي كردند و نشان  هاي ترانسفورم شده كتان سفيدسلول

درصد محيط كشت  3و  1هاي دادند كه به ترتيب نسبت
 يمقدار). 18و  4(ها دارد بيشترين تاثير را بر توليد ليگنان

گيرند مي ها در معرض آن قرار ميقارچي كه ريشه تازن از
 .ها داشته باشدتواند نقش مهمي در توليد بيشتر ليگنان

 درصد 5نسبت  باتيمار شده  هايريشهدر  هاكاهش ليگنان
روز  5بعد از گذشت  عصاره سلولي و محيط كشت قارچي

 تبديلبه دليل ، ممكن است هاي شاهددر مقايسه با ريشه
-سيدافنوليك  از جمله فنلي ديگرتركيبات به تركيبات  اين

 تركيباتحاصل از  هايتازن .)28( باشد هاو ليگنين ها
ها، اوليگو امل پروتئينبسيار پيچيده هستند و ش چيقار

ها، پپتيد ها، كيتين و كيتوزان ساكاريدها، گليكو پروتئين
- كننده القانقش رسد اين تركيبات به نظر مي). 25(باشد مي

 .هاي ثانوي داشته باشندمتابوليتتوليد و تجمع در ايي
قارچي در ارتباط با بر همكنش ويژه  هايتازنخاص  اثرات

ر ترارساني علامت مسيهمچنين  قارچ با سلول گياهي و
هاي دفاعي سلول گياهي پاسخبه دنبال آن مربوطه و 

شناسايي  .)16( باشدميمتفاوت متناسب با هر قارچ 
به قارچي  و محيط كشت سلوليتركيبات فعال عصاره 

با سلول هاي  قارچي هايتازنك مكانيسم برهمكنش در
ك خواهد كم گياه هاي دفاعيپاسخبه دنبال آن و  گياهي
  . كرد

در  فنلي ديگري نيز از مسير فنيل پروپانوئيدها تركيباتي
در اين  ).3(شوند زيستي توليد مي هايتازنپاسخ به 

تحت تاثير  هاو فلاونوئيد نولفلاو ،كلمطالعه ميزان فنل 
قارچي  و محيط كشت سلولي عصارههاي مختلف نسبت

افزايش اين . روندي افزايشي داشت در مقايسه با شاهد
نسبت به  سفيد كتان هايريشههاي دفاعي تاييد كننده پاسخ

ليگنين يكي ديگر از تركيباتي است . مي باشد تازنحضور 
 هاي محيطيگياه در پاسخ به استرسكه نقش دفاعي دارد و 
و ساير افزايش ليگنين ). 25(دهد ميزان آن را افزايش مي
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ر كشت سلول دقارچي  هايتازنتحت تاثير تركيبات فنلي 
و محيط كشت فيلتر شده قارچ بر گياه كتان  كتان زراعي

نتايج بررسي ما نيز ). 14و  4(نيز گزارش شده است سفيد 
قارچي  هايتازنليگنين در پاسخ به  مقدارنشان داد كه 

   .يافت افزايش

و افزايش  قارچي هايتازن به منظور درك رابطه بين
آنزيم اولين به عنوان   PAL، فعاليت آنزيمتركيبات فنلي

. تنظيم كننده كليدي مسير فنيل پروپانوئيدي بررسي شد
كه آغاز كننده نخستين مرحله از مسير  PALآنزيم 

بيوسنتزي فنيل پروپانوئيدها مي باشد، پل ارتباطي بين 
. باشدهاي ثانوي ميهاي اوليه و برخي از متابوليتمتابوليت

اي مسير فنيل هو ديگر آنزيم PALافزايش فعاليت 
شود، از پروپانوئيدي كه منجر به افزايش تركيبات فنلي مي

به و در پاسخ  هاي گياهان در شرايط تنشنخستين پاسخ
نيز  حاضردر مطالعه ). 30(باشد ميقارچي  هايتازن

 يهاتازنتحت تاثير ميزان فعاليت اين آنزيم افزايش 
نظر هب، مدهبدست آ نتايجبه با توجه  .مشاهده گرديد قارچي

ا قارچي ر هايتازن از هر يك درصد 1نسبت رسد مي
جهت افزايش توليد منتخب توان به عنوان غلظت مي

و ، لاريسي رزينول خصوص پودوفيلوتوكسينهها بليگنان
   .متوكسي پودوفيلوتوكسين انتخاب نمود- 6

نتايج نشان داد كه محيط كشت قارچي نسبت به  بطور كلي
چي تاثير بيشتري بر مقدار توليد تركيبات عصاره سلولي قار

ها داشته است و اين مسير فنيل پروپانوئيدي بخوص ليگنان
- تاثير القايي ممكن است به دليل حضور برخي از متابوليت

هاي آزاد شده و خارج سلولي در محيط كشت قارچي در 
رود تنوع احتمال مي). 18و  4(طي دوره رشدي آن باشد 

هاي ي موئين كتان سفيد نسبت به تازنهادر پاسخ ريشه
مختلف زيستي بدليل نوع برهمكنش آنها در اطراف جايگاه 

بنابراين مطالعات  ).4(پاسخ با اجزا مختلف تازن باشد 
و ارتباط تازن درك بهتري از مكانيسم عمل  بيشتري براي

بررسي فعاليت  بخصوص ،هاي متابوليسمي گياهميان مسير
ي درگير در بيوسنتز تركيبات ليگناني و هاو بيان ژن آنزيم
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Abstract 

Lignans are a large group of important phenolic compounds and synthesized by many 
plants such as Linaceae family. In this research, the effects of different concentrations 
of mycelium extract and culture medium of Piriformospora indica on the levels of 
phenolic compounds in L. album hairy roots were investigated. The amount of 
lariciresinol, pinoresinol, podophyllotoxin and 6-methoxy podophyllotoxin were also 
analyzed by HPLC. To study the fungal elicitors’ mechanism of action, phenylalanine 
ammonia-lyase (PAL) enzyme activity was investigated. Results showed that maximum 
amounts of podophyllotoxin and 6-methoxy podophyllotoxin were at 1 % (v/v) of 
fungal medium, 248.9 µg/g and 59.59 mg/g DW, respectively and the highest amounts 
of lariciresinol and pinoresinol respectively were seen at 1 and 0.5 % (v/v) of mycelium 
extract, 144.68 and 72.68 µg/g DW. Maximum amounts of total phenol, flavonoid and 
lignin were analyzed at 5 % (v/v) and flavonol at 1 % (v/v) fungal culture treatments 
which were 3.3, 4.6, 1.6 and 2.1 -fold greater than those of control. The activity of PAL 
enzyme was induced by mycelium extract and fungal medium, reaching a peak at 1 % 
and 5 % (v/v), respectively. Consider to these results, fungal culture medium was more 
effective than mycelium extract for stimulation of phenolic compound production.  

Key words: fungal culture, hairy root, lignan, Linum album, Piriformospora indica 
 

 

 


