
 1390پاييز،چهلمم، شماره چهارهم، دوره دسال

  فصلنامه گياهان دارويي

 

 
  
  
يدهاي هيوسيامين و اسكوپولامين ريشه و يبررسي تغييرات محتوي و عملكرد تروپان آلكالو

هاي ريزوسفري سودومونادس  تحت تاثير باكتري (Hyoscyamus niger) البنج گياه بذر  شاخساره
  و تنش كم آبي
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  چكيده

  

با  ها هاي اسمزي در توليد تركيبات ثانويه، مسيرهاي خاص ساخت اين متابوليت بر نقش عوامل فيزيكي از قبيل تنش  علاوه: مقدمه
   .شود ها نيز تحريك مي تلقيح ميكروارگانيسم

ها و  روي رشد ريشه به همراه تنش كم آبي هاي فلورسنس و پوتيدا اثرات محرك رشدي سويه  بررسي ،هدف اين مطالعه: هدف
   .باشد عملكرد هيوسيامين و اسكوپولامين ريشه و شاخساره گياه بذرالبنج ميمحتوي و افزايش 
 10و به مدت  15: 5: 1به نسبت  درصد 25آمونياك  -متانول -از ماده خشك گياهي با تركيب كلروفرمگرم  2: بررسيروش 

 نرمال به آن اضافه و كاملاً 1ليتر اسيد سولفوريك  ميلي 10ليتر كلروفرم و  ميلي 25سپس . دقيقه در معرض اولتراسونيك قرار گرفت
  . دشحل  HPLCليتر متانول  ميلي 1در  GCقبل از آناليز با دستگاه ل نمونه حاص ،آلكالوئيدهااستخراج پس از  .هم زده شد

 12/0 :درصد ماده خشك و اسكوپولامين 26/0: هيوسيامين(يد در ريشه ئنتايج نشان داد كه بيشترين مقادير محتوي آلكالو: نتايج
تيمار فلورسنس در شرايط تنش  در گياهان تحت) درصد 48/0: درصد و اسكوپولامين 85/0: هيوسيامين(و شاخساره ) درصد

 92/1: هيوسيامين(يدها در ريشه يدر مقابل، حداكثر عملكرد آلكالو. دست آمده ب )رطوبت مزرعه درصد 90تخليه (شديد كم آبي 
 06/3: گرم در گياه و اسكوپولامين ميلي 88/5: هيوسيامين(و شاخساره ) گرم در گياه ميلي 83/0: گرم در گياه و اسكوپولامين ميلي
  . حاصل شد) رطوبت مزرعه درصد 30تخليه (در گياهان تحت تيمار پوتيدا در شرايط تنش خفيف كم آبي ) گرم در گياه ميلي
كنند كه در  هاي رشد به عنوان محرك درسنتز تروپان آلكالوئيدها عمل مي هاي ريزوسفري با توليد هورمون باكتري: گيري نتيجه

  .كند يدها افزايش پيدا مييلكالوآنتيجه آن محتوي و عملكرد 
 

  هاي ريزوسفري محرك رشد، تنش كم آبي يدها، هيوسيامين، اسكوپولامين، باكترييبذرالبنج، تروپان آلكالو: واژگان گل
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  دهم، دوره چهارم، فصلنامه گياهان دارويي، سال 
  1390چهلم، پاييز  شماره مسلسل

 

... بررسي تغييرات محتوي و   

 

  مقدمه
زميني  از تيره سيب )Hyoscyamus niger(گياه بذرالبنج 

)Solanaceae(  گياهي دارويي است كه از نظر وجود
هيوسامين و . سزايي دارده ن اهميت بيدهاي تروپايآلكالو

يد اصلي تروپان در گياهان خانواده ياسكوپولامين دو آلكالو
هاي جوان و  دايره محيطيه در ريشه]. 1[زميني هستند  سيب
هايي كه فاقد رشد ثانويه هستند مكان بيوسنتزي اين  ريشه

هاي عمده مسير ساخت آنها در  يدها بوده و آنزيميتروپان آلكالو
مقدار زيادي از اين تروپان ]. 2[ن محل قرار دارند اي

هاي هوايي منتقل و در واكوئل  يدها پس از سنتز به انداميآلكالو
يدهاي يتروپان آلكالو]. 3[ند شو هاي مختلف متمركز مي بافت

هيوسيامين و اسكوپولامين تركيباتي با خاصيت 
يف باشند و به طور گسترده در درمان ط پاراسمپاتوليتيك مي
از اين ]. 4[گيرند  ها مورد استفاده قرار مي وسيعي از بيماري

تركيبات برخي داروهاي مهم از قبيل اسكوپولامين هيدروبرميد 
آنتي اسپاسموديك،  و هيوسيامين سولفات كه داروهايي

سنتز صنعتي . كلينرژيك و مسكن هستند توليد شده است آنتي
چيده آنها از لحاظ اين تركيبات به دليل ساختمان شيميايي پي

اقتصادي مقرون به صرفه نبوده و اين تركيبات هنوز از برخي 
گياهان متعلق به تيره سيب زميني از قبيل شابيزك، داتوره و 

]. 5[شوند  استخراج مي هاي گياهي مانند شب بو ساير تيره
اي  تحقيقات بسيار زيادي در زمينه توليد درون شيشه

تابوليك آنها به منظور دستيابي به يدها و نيز مهندسي ميآلكالو
در طي ) توليد اسكوپولامين بيشتر(هاي سلولي پر بازده  لاين
نتايج حاصل از اين . هاي گذشته صورت گرفته است سال

يدها در يتحقيقات نشان داده كه ميزان توليد تروپان آلكالو
كشت كالوس و سوسپانسون (هاي تمايز نيافته  كشت سلول

زميني بسيار ناچيز بوده و  ن مختلف تيره سيبدر گياها) سلولي
امروزه ]. 6[شود  توليد نمي ها اصلاً يا مواد مذكور در اين كشت

هاي  اي ريشه هاي زيادي در زمينه كشت درون شيشه تلاش
يدها انجام يمويين گياهان مذكور به منظور توليد تروپان آلكالو

طه عطف هاي مذكور هنوز به نق سفانه تلاشأشود ولي مت مي
بنابراين هنوز هم توليد اين . اقتصادي مطلوب نرسيده است

  ها در سطح وسيع و گياه كامل تنها روش موفق و  متابوليت
  

  

هاي زيادي از قبيل  تاكنون محرك. رسد اقتصادي به نظر مي
يدها يهاي محيطي و غيره به منظور دستيابي سريع به آلكالو تنش

ها، رشد و نمو گياهان  اگر چه اين تنش. گزارش شده است
دهند اما محتوي  طور معكوس تحت تاثير قرار ميه زراعي را ب
ها روي  از طريق اثرات مثبتي كه تنش ها اكثراً متابوليت

مسيرهاي متابوليكي ساخت تركيبات موثره گياهان دارويي 
تلقيح گياهان با همچنين  ].7[يابد  دارند افزليش مي

مسيرهاي خاص  يهاي ريزوسفر ريباكتها مانند  ميكروارگانيسم
ها  يباكتراين  .]8[كنند  هاي ثانويه را تحريك مي متابوليت

طور مستقيم در ه هاي مختلفي ب توانند با استفاده از مكانيسم مي
افزايش انحلال . كنند افزايش رشد و عملكرد گياه ايفاي نقش 

دآميناز،  -   ACCعناصر غذايي كم محلول مانند فسفر، توليد
هاي رشد گياهي مانند اكسين، تثبيت نيتروژن و  ليد هورمونتو

  هاي مورد استفاده در اين ترين مكانيسم توليد سيدروفور از مهم
روي  ها هاي اخير، بسياري از آزمايش در سال. باشند روش مي

هاي  هاي ميكوريزا و باكتري نقش ميكروبي و همزيستي قارچ
ي گياهان محرك رشد تحت شرايط تنش خشكي در برخ

، اما مطالعه جامعي كه اثرات اين ]9[زراعي انجام شده است 
ها را تحت تنش كم آبي روي گياهان دارويي و توليد  باكتري

پيشينه تحقيق  .هاي ثانويه نشان دهد انجام نشده است متابوليت
دهد كه در اكثر مطالعات انجام شده، عملكرد  نشان مي
مورد توجه قرار   ي مربوطههاي ثانويه تحت تيمارها متابوليت

ها در يك اندام  محتوي و غلظت اين متابوليت نگرفته و صرفاً
از آنجا كه يكي از مشكلات اساسي . خاص بررسي شده است

صنعت داروسازي ايران تهيه مواد اوليه مورد نياز اين صنعت 
باشد، تحقيق روي مواد موثره موجود در گياهان دارويي  مي

اي در رسيدن به  ش مقدار آنها كمك ارزندهبومي كشور و افزاي
اثرات  هدف اين مطالعه بررسي . خودكفايي دارويي است

هاي  محرك(هاي فلورسنس و پوتيدا  محرك رشدي سويه
روي رشد ) محرك فيزيكي(به همراه تنش كم آبي ) بيولوژيك

هيوسيامين و ي يدهايآلكالوعملكرد محتوي و و افزايش 
    .باشد خساره گياه بذرالبنج مياسكوپولامين ريشه و شا
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 و همكاران قربانپور

 

  ها مواد و روش
  زني بذر آماده سازي و جوانه
از مزرعه كلكسيون گياهان دارويي مركز  بذر گياه بذرالبنج

بذر اين . دشتحقيقات كشاورزي و منابع طبيعي اصفهان فراهم 
يكنواختي دارد،  زني كم و غير گياه تحت شرايط طبيعي، جوانه

زني و  ر شكست خواب بذر، تسريع در جوانهبنابراين به منظو
همچنين داشتن درصد سبز يكنواخت، بذرها در دماي اتاق 

گرم در ليتر  ميلي 250(تحت تيمار اسيد جيبرليك ) 25 ± 5/0(
 2سپس بذرها به مدت . قرار داده شدند) ساعت 48به مدت 

دقيقه با سفيد كننده شيميايي  10و  درصد 70با اتانول   دقيقه
هيپوكلريت سديم بود استريل  درصد 6كه حاوي  درصد 25

بذرها درون ظروف آزمايشگاهي پوشيده با دو . سطحي شدند
دند، بذرها بعد شو مرطوب كشت ) 1شماره (لايه كاغذ صافي 

زني داشتند و زماني كه طول  جوانه درصد 90روز بيش از  3از 
ه تلقيح متر رسيد با سوپانسيون ماي ميلي 2تا  1ريشه چه به 

  .ها تيمار شدند باكتري
  
  هاي باكتري و شرايط رشد سويه

با  168و پوتيدا  187دو سويه سودوموناس فلورسنس 
 جدول(شدند خصوصيات محرك رشدي متفاوت انتخاب 

هر  ، يك لوپ ازها از اين سويه تهيه مايه تلقيح براي). 1 شماره
 100 ظروفاسپتيك به  طوره برداشته شد و ب باكتري سويه
 Tryptone( ليتر محيط مايع ميلي 50 ليتري حاوي ميلي

Soybean Broth( TSB اين ظروفسپس . انتقال داده شد 
پس . نددرجه قرار داده شد 28و دماي  120 رروي شيكر با دو

ها  ها در اين محيط مايه تلقيح سويه رشد باكتريساعت  72از 
در نيز شده نتلقيح  ظروف ، اينبر   علاوه. آماده مصرف بودند

به عنوان شاهد استفاده  ند و از آنهاقرار داده شد همان شرايط
ميكروليتر از  500ها به ميزان  چه در اين آزمايش، ريشه .دش

   .هاي مربوطه تيمار شدند سوسپانسيون مايه تلقيح سويه
  

  اي آزمايش گلخانه
ها با استفاده از سرنگ و به  سوسپانسيون مايه تلقيح باكتري

  ها و  چه ميكروليتر براي هر گياهچه، روي ريشه 500 ميزان
  

  

 1هاي به عمق  حفره(ها در گلدان  اطراف بستر كشت گياهچه
بعد از تلقيح، دو گياهچه درون . دشاعمال ) متر سانتي
كيلوگرم  4متر، حاوي  سانتي 20 × 15(هاي پلاستيكي  گلدان
 روز پس از كشت گياهان به 45بعد از . كشت شدند) خاك

ميزان . روز نيز در معرض تنش كم آبي قرار گرفتند 45مدت 
با استفاده از  )Field Capacity(اي  رطوبت ظرفيت مزرعه
تعيين  (Pressure Plate Apparatus)  دستگاه صفحه فشاري

براي اعمال تيمارهاي تنش كم آبي، ابتدا ). درصد 5/12(د ش
ن سطوح ها در حد رطوبت ظرفيت مزرعه و همچني وزن گلدان

مختلف مصرف آب قابل استفاده خاك محاسبه و سپس تمام 
ها با آب مقطر آبياري شدند تا به حد رطوبت ظرفيت  گلدان
پس از اين مرحله و با توزين روزانه . اي رسيدند مزرعه
ها، مقدار آب مصرفي آنها محاسبه و پس از رسيدن  گلدان

ي گلدان در هر تيمار، آبيار. رطوبت به حد مجاز تعيين شد
براي . براي رسيدن به حد ظرفيت مزرعه انجام گرفت

ها توسط يونوليت پلاستيكي  جلوگيري از تبخير، سطح گلدان
روز از كشت، گياهان  90پس از . سفيد رنگ پوشيده شد

اين تحقيق بر . هاي مربوطه انجام شد برداري نمونه برداشت و
با   ادفياساس آزمايش فاكتوريل در قالب طرح بلوك كامل تص

درصد تخليه  90و  60، 30(سطح  3دو عامل تنش كم آبي در 
سويه سودوموناس به  2و ) اي رطوبت از حد ظرفيت مزرعه

در سه تكرار به اجرا ) بدون تلقيح باكتري(همراه تيمار شاهد 
ها پس از كشت و قبل از اعمال تنش كم  تمام گلدان. در آمد

  .روز حفظ شدند 45اي تا  آبي در حد رطوبت ظرفيت مزرعه
  

  گيري صفات مرفولوژيكي و فيزيولوژيكي گياه برداري و اندازه نمونه
  ريشه

روز  45ها در مرحله رشد رويشي، پس از  گلدانكل نيمي از 
. برداشت شدند روز پس از كشت 90يعني   اعمال تنش كم آبي

سازي گياهان و بررسي تيمارها در مرحله  ها جهت بهاره بقيه گلدان(
گراد منتقل  درجه سانتي 4روز به سردخانه  30هي، به مدت گلد

جدا  هاي ريشه و شاخساره  هاي برداشت شده، به بخش بوته). شدند
  با (هاي ظريف  و ريشه پس از شستشوي كامل به دو قسمت ريشه
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  دهم، دوره چهارم، فصلنامه گياهان دارويي، سال 
  1390چهلم، پاييز  شماره مسلسل

 

... بررسي تغييرات محتوي و   

 

  )موسسه خاك و آببانك ميكروبي ( 187و فلورسنس  168هاي پوتدا  برخي از خصوصيات محرك رشدي سويه -1جدول شماره 
  باكتريي هاهاي محرك رشدي سويهويژگي

منشاي اكولوژيكي 
 * ها سويهجداسازي 

 ) mg/l(توليد اكسين   HCNتوليد  باكتريي ها  سويه
 توليد سيدروفور

قطر هاله به (
 )كلوني

 ACCفعاليت آنزيم 
 دي آميناز

حل كنندگي 
 فسفات

 -  - 25/2  921/17  نسبتاً زياد
رقمريزوسفر گندم
 گاسكوژن

 168 -  پوتيدا

  187 - فلورسنس ريزوسفر گندم رقم آذر + - 55/1 152/5 -

 ديم كه رقم آذر يك رقم پاييزه و مقاوم به خشكي است كه به صورت حالي شود در در مناطق سردسير كشت مي آبيكوتاه بوده كه به صورت  رقم گاسكوژن يك رقم پاييزه و پا *
  .) به ترتيب فاقد و داراي ويژگي محرك رشدي +و  -( .دشو دل كشت ميدر مناطق سردسير و معت

  

 1با قطر بيشتر از (و ضخيم ) متر ميلي 1قطر مساوي و كمتر از 
  .دشگيري  تقسيم و وزن تر و خشك آنها اندازه) متر ميلي

  
  تعداد و سطح برگ

اي و دمبرگ  هاي طوقه بخش شاخساره به دو قسمت برگ
ها، سطح آنها با دستگاه  مارش تعداد برگپس از ش. جدا شدند
 LICOR Photoelectric Area) گيري سطح برگ نوري اندازه

Meter)  دشتعيين.  
  

   هاي گياهي سازي نمونه برداشت و آماده
در پس از برداشت هاي ريشه و شاخساره بلافاصله  نمونه

عمل خشك كردن . سايه در معرض خشك شدن قرار گرفتند
رطوبت . هيل در پودر شدن گياه ادامه يابدبايد تا زمان تس

پس از پودر كردن . است درصد 2ها در اين حالت حدود  اندام
مواد گياهي با آسياب برقي، جهت الك كردن آن از توري 

)Mesh(  آزمايشگاه) ميكرومتر 545و قطر منافذ  30اندازه (
  .دش استفاده
  

  يدهاياستخراج و آناليز آلكالو
دها به روش اختصاصي و به وسيله يياستخراج آلكالو

گرم از ماده  2در اين روش ]. 10[هاي مختلفي انجام شد  حلال
 درصد 25آمونياك  -متانول -خشك گياهي با تركيب كلروفرم

دقيقه در معرض اولتراسونيك  10و به مدت  15: 5: 1به نسبت 
درجه  40(سپس نمونه به حمام آب گرم . قرار گرفت

عصاره حاصل، . ساعت انتقال داده شد 1 به مدت) گراد سانتي
 10از كاغذ صافي عبور داده شد و روي صافي دو بار با 

فاز كلروفرمي به كمك دستگاه . دشليتر كلروفرم شستشو  ميلي
 10ليتر كلروفرم و  ميلي 25سپس . دشتبخير كننده دوار خشك 

به هم  نرمال به آن اضافه و كاملاً 1ليتر اسيد سولفوريك  ميلي
بعد فاز كلروفرمي جدا و دور ريخته شد و فاز آبي . ده شدز

 25با محلول آمونياك  pH= 10 - 11يدها تا يحاوي آلكالو
ليتر و دو بار  ميلي 25بار با  يدها يكيآلكالو. دشتنظيم  درصد

محلول حاصل با . ليتر كلروفرم استخراج شدند ميلي 10با 
  افي با روي ص. سديم سولفات انيدر آبگيري و صاف شد

ميلي ليتر كلروفرم شستشو و نمونه حاصل قبل از  10 - 20
حل  HPLCليتر متانول  ميلي 1 - 2در  GCآناليز با دستگاه 

  سازي به مقدار  يدهاي استخراج شده پس از آمادهيآلكالو. دش
هاي  دند تا نوع تركيبشتزريق  GCميكروليتر به دستگاه  1

گاز كروماتوگرافي  دستگاه. دهنده آنها مشخص شود تشكيل
 30با ستون به طول  Acme 6000 GCاستفاده شده از نوع 

ميكرومتر  25/0متر و ضخامت لايه  ميلي 25/0متر، قطر داخلي 
ي يدماي ابتدا: ي ستون شامليبرنامه دما. بود MS HP-5از نوع 

دقيقه،  5گراد و توقف در اين دما به مدت  درجه سانتي 50آون 
گراد در هر دقيقه، افزايش دما تا  رجه سانتيد 3گراديان حرارتي 

درجه در هر دقيقه،  15گراد با سرعت  درجه سانتي 240
گراد و سه دقيقه توقف در اين  درجه سانتي 300افزايش دما تا 

گراد، و از گاز  درجه سانتي 290دماي اتاقك تزريق . دما بود
در ليتر  ميلي 8/0هليوم به عنوان گاز حامل با سرعت جريان 

يدهاي هيوسيامين و يشناسايي آلكالو  .دشدقيقه استفاده 
 Retention(اسكوپولامين بر اساس مقايسه زمان بازداري 

Time(  دستگاهGC هاي طيف جرمي  با داده  
)Mass Spectra( و استانداردهاي مربوطه آنها انجام شد .
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 و همكاران قربانپور

 

يدها با توجه به محتوي آنها و توليد بيوماس يعملكرد آلكالو
  .دست آمده ي از رابطه زير بگياه

  
محتوي ) ماده خشك درصد( ×وزن خشك ) گرم ميلي(

  يديعملكرد آلكالو) گرم در گياه ميلي= (يد يآلكالو
  

  و محاسبات آماري روش تجزيه و تحليل اطلاعات
گيري  هاي آماري حاصل از اندازه براي تجزيه و تحليل داده

ضـرايب  نـين  و همچ )±SD(صفات، تعيين انحراف استاندارد 
 و SASافــزار  بررســي از نــرم همبســتگي بــين صــفات مــورد

 MSTAT-C مقايسات ميانگين صـفات مـوردنظر  . استفاده شد 
  .انجام شد )LSD( دار معنياختلاف آزمون حداقل  روش به

  
  نتايج

  )بيوماس ريشه و شاخساره(توليد ماده خشك گياهي 
طور ه د بواريانس نشان داد كه پارامترهاي رش تجزيهنتايج 

هاي سـودوموناس   ثير تنش كم آبي و باكتريأت  داري تحت معني
در ) دمبـرگ + بـرگ  (وزن خشك كل شاخسـاره  . قرار گرفتند

ــ )W1(شــرايط تــنش خفيــف  داري بــا تيمــار  طــور معنــيه ب
در ) درصـد  25(و فلورسـنس  ) درصـد  33(هـاي پوتيـدا    سويه

ايط در همـان شـر   )C(مقايسه با تيمـار بـدون تلقـيح بـاكتري     
ايـن شـاخص   ). 2 شماره جدول(يافت افزايش  )W1(رطوبتي 

ــنش متوســط   ــرايط ت ــار  )W2(تحــت ش ــا تيم ــز ب ــدا  ني   پوتي
در مقايسه با تيمار شاهد ) درصد 60(و فلورسنس ) درصد 53(

در شـرايط تـنش شـديد    . دش ـدر شرايط رطوبتي مربوطه زياد 
)W3(    ــدا و ــاي پوتي ــاره در تيماره ــل شاخس وزن خشــك ك

در مقايسه با تيمار بـدون   درصد 83و  62به ترتيب فلورسنس 
وزن خشك كـل  . تلقيح در همان شرايط رطوبتي افزايش يافت

داري با افـزايش سـطوح تـنش كـاهش      طور معنيه شاخساره ب
در ) درصـد  48(درصد كاهش در گياهـان تلقـيح نشـده    . يافت

  و فلورســنس ) درصــد 36(مقايســه بــا تيمارهــاي پوتيــدا    
 شـماره  جـدول (بود ي محسوس و قابل توجه خيل) درصد 23(
هـاي   ريشـه + ظريـف   هـاي  ريشـه (وزن خشك كل ريشـه  ). 2

در گياهان تحـت تيمـار پوتيـدا و فلورسـنس در همـه      ) ضخيم
داري بيشتر از وزن خشك  طور معنيه تيمارهاي تنش كم آبي ب

كل شاخساره بود در حالي كه اين روند در گياهان شاهد بدون 
هـاي بـاكتري    اسـتفاده از سـويه  . مشاهده نشـد  ها تلقيح باكتري

محرك رشد، اثرات منفي تمام سطوح تنش كم آبـي روي گيـاه   
سـودوموناس پوتيـدا در    نقش). 2 شماره جدول(داد را كاهش 

تحريك رشد شاخساره در شرايط تنش كم آبي خفيـف بسـيار   
در صـورتي كـه در شـرايط تـنش     . رسـد  برجسته تر به نظر مي
ــداكثر ا ــديد، ح ــار  ش ــاره در تيم ــزايش وزن خشــك شاخس ف

تـنش  (در ايـن شـرايط   . دست آمـد ه سودوموناس فلورسنس ب
تعــداد بـرگ در گياهــان تحــت تيمــار  ) W3شـديد كــم آبــي،  

بيشتر از تيمار شاهد بود و بـه   درصد 5/38فلورسنس به اندازه 
 83/1همين دليل وزن خشك شاخساره در اين تيمـار افـزايش   

ي همچنين باعث كاهش وزن خشك تنش كم آب. برابري داشت
تلقـيح  . ريشه شد اما نسبت ريشه به شاخسـاره را افـزايش داد  

هاي پوتيدا و فلورسنس در شرايط تنش كـم آبـي باعـث     سويه
داري در رشد ريشـه در مقايسـه بـا تيمـار بـدون       افزايش معني

تيمـار   )W1(در شـرايط حـداكثر رطـوبتي    . دشتلقيح باكتري 
مقايسه با تيمار شاهد بـه ترتيـب باعـث    پوتيدا و فلورسنس در 

در . دش ـوزن خشـك ريشـه    درصـد  51و  درصـد  58افزايش 
باعـث    شرايط تنش شديد، تيمار پوتيدا و فلورسنس به ترتيـب 

وزن ريشه در مقايسه با تيمـار   درصد 115و  درصد 92افزايش 
  .بدون تلقيح باكتري شد

هاي ظريف و  داري در وزن خشك ريشه تغييرات معني
جدول (د شتيمارهاي مختلف مشاهده خيم در ارتباط با ض

هاي ظريف و ضخيم تحت تيمار  هوزن خشك ريش). 2شماره 
تنش شديد در مقايسه با تنش . تنش كم آبي كاهش يافت

به عبارت ديگر وزن . هاي ظريف مضرتر بود خفيف براي ريشه
 9/53(متر كاهش شديدتري  ميلي 1هاي با قطر كمتر از  ريشه
در گياهان ) درصد 9/34(هاي ضخيم  نسبت به ريشه) درصد

هاي پوتيدا و  تلقيح سودوموناس. بدون تلقيح باكتري داشت
فلورسنس اثر منفي تنش كم آبي روي رشد ريشه را تخفيف 

هاي ظريف در تيمار پوتيدا و  درصد كاهش وزن ريشه. داد
  فلورسنس در شرايط تنش شديد در مقايسه با تنش خفيف به 
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  دهم، دوره چهارم، فصلنامه گياهان دارويي، سال 
  1390چهلم، پاييز  شماره مسلسل

 

... بررسي تغييرات محتوي و   

 

 ) ميانگين مربعات  ±  انحراف معيار (خشك ريشه و شاخساره گياه بذرالبنج  وزنها بر روي  ميانگين اثرات متقابل تنش كم آبي و سودوموناس - 2ول شماره جد

 )گرم در گياه(وزن خشك  )گرم در گياه(وزن خشك 
 تيمار

 برگ دمبرگ  كل شاخساره   هاي ظريف ريشه   هاي ضخيم ريشه   كل ريشه
  PP سودوموناس 10/0±34/5 04/0±73/1 140/0±07/7 140/0±74/2 169/0±17/5 308/0±90/7
 W1آبيتنش كم PF  سودوموناس 11/0±06/5 02/0±57/1 136/0±63/6 127/0±56/2 151/0±99/4 277/0±55/7

  شاهد 13/0±07/4 11/0±23/1 234/0±30/5 248/0±63/1 320/0±35/3 556/0±98/4
  PPسودوموناس 09/0±10/4 07/0±41/1 092/0±52/5 100/0±14/2 161/0±16/4 260/0±29/6
 W2آبيتنش كم PF سودوموناس 05/0±29/4 03/0±46/1 085/0±75/5 113/0±32/2 117/0±58/4 230/0±90/6

  شاهد 09/0±64/2 10/0±95/0 166/0±59/3 055/0±98/0 251/0±62/2 238/0±60/3
  PPسودوموناس 17/0±47/3 ±99/0/03 140/0±46/4 092/0±78/1 091/0±87/3 109/0±65/5
 W3آبيتنش كم PF سودوموناس 05/0±90/3 11/0±15/1 061/0±04/5 108/0±10/2 135/0±21/4 242/0±31/6

  شاهد 08/0±09/2 11/0±66/0 164/0±75/2 055/0±75/0 190/0±18/2 199/0±93/2
W1 ،W2  وW3  اي درصد رطوبت مزرعه 90و  60، 30به ترتيب تنش كم آبي تا تخليه  

Pseudomonas fluorescence -  187 : PF و   Pseudomonas putida -  168 :  PP  
 

هاي  در مورد ريشه. به دست آمد درصد 9/17و  35ترتيب 
ضخيم، درصد اين كاهش در تيمار پوتيدا و فلورسنس در 

 25شرايط تنش شديد در مقايسه با تنش خفيف به ترتيب 
هاي  افزايش وزن خشك ريشه. دش درصد 6/15و  درصد

ظريف در گياهان تحت تيمار پوتيدا در مقايسه با گياهان شاهد 
  .برآورد شد درصد 68در شرايط تنش خفيف 

  
يدهاي هيوسيامين و اسكوپولامين ريشه و يتوليد آلكالو

  شاخساره
طور ه اگر چه محتوي هيوسيامين و اسكوپولامين ريشه ب

سودوموناس هاي  تنش كم آبي و سويهثير أداري تحت ت معني
دار نبود،  قرار گرفت، اما اثرات متقابل آنها از نظر آماري معني

ها روي عملكرد  كه اثر متقابل تنش كم آبي و باكتري حالي در
محتوي . دار بود يدهاي ريشه و شاخساره معنييآلكالو

هيوسيامين و اسكوپولامين ريشه تحت شرايط تنش شديد در 
ون تلقيح باكتري در مقايسه با شرايط تنش خفيف به تيمار بد
). 3 شماره جدول(افزايش داشت  درصد 8/23و  6/9ترتيب 

هاي پوتيدا و فلورسنس نيز جداگانه به ترتيب  استفاده از سويه
و ) درصد 1/12و  4/9(باعث افزايش محتوي هيوسيامين 

حداكثر محتوي . دشريشه ) درصد 4/18و  2/12(اسكوپولامين 
  و اسكوپولامين ) ماده خشك درصد 85/0(هيوسيامين 

شاخساره در گياهان تحت تيمار ) ماده خشك درصد 48/0(

به عبارت . فلورسنس در شرايط تنش شديد مشاهده شده است
ديگر با استفاده از تيمار فلورسنس در مقايسه با تيمار بدون 
تلقيح در شرايط تنش خفيف و تنش شديد محتوي 

و  درصد 5/35شاخساره به ترتيب باعث افزايش اسكوپولامين 
يدهاي يعملكرد آلكالو). 3 شماره جدول(د ش درصد 3/27
ريشه و شاخساره با افزايش تنش ) هيوسيامين و اسكوپولامين(

كم آبي تحت تيمارهاي پوتيدا، فلورسنس و شاهد كاهش يافت 
هاي سودوموناس در مقايسه  كاربرد سويه). 4 شماره جدول(

ي رشد گياه را د تا حدودي اثرات مضر تنش كم آبي روبا شاه
تعديل و پارامترهاي رشد را تحت تنش كم آبي بهبود بخشيد و 

ميزان كاهش عملكرد . دشيدها يباعث افزايش عملكرد آلكالو
ريشه در تيمار ) اسكوپولامين+ هيوسيامين (يدهاي يكل آلكالو

ورسنس در بدون تلقيح در مقايسه با تيمارهاي پوتيدا و فل
  .برابر بود 3و  5/2ديد به ترتيب شرايط تنش ش

) اسكوپولامين+ هيوسيامين (يدهاي يعملكرد آلكالو
شاخساره در گياهان تحت تيمار پوتيدا در شرايط تنش خفيف 

برابر بيشتر از گياهان شاهد  93/1و  75/1و متوسط به ترتيب 
 يدهاي ريشه،يبيشترين عملكرد آلكالو. بدون تلقيح بود

 شاخساره و كل گياه در تيمار پوتيدا و در شرايط تنش خفيف
يك سويه  168نتايج نشان داد كه تيمار پوتيدا . دشحاصل 

  در حالي كه سويه   برتر در شرايط تنش كم آبي خفيف بوده
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 و همكاران قربانپور

 

ولامين ريشه و شاخساره گياه بذرالبنج ها بر روي محتوي هيوسيامين و اسكوپ ميانگين اثرات متقابل تنش كم آبي و سودوموناس -3جدول شماره 
  ) ميانگين مربعات  ±  انحراف معيار (

نسبت ريشه به   )درصد ماده خشك(محتوي هيوسيامين ) درصد ماده خشك(محتوي اسكوپولامين 
  )R/S( شاخساره

 تيمار
 ريشه  شاخساره  ريشه  شاخساره

005/0±434/0  005/0±106/0  006/0±833/0  005/0±244/0 028/0±118/1   PPسودوموناس 

007/0±431/0  004/0±103/0  006/0±828/0  005/0±239/0  031/0±138/1  W1تنش كم آبي PF سودوموناس 

013/0±354/0  012/0±063/0  009/0±685/0  008/0±187/0  120/0±942/0   شاهد 

004/0±441/0  002/0±111/0  005/0±837/0  005/0±254/0  056/0±141/1   PPسودوموناس  

004/0±443/0  006/0±112/0  005/0±839/0  008/0±251/0  057/0±200/1  W2تنش كم آبي PF سودوموناس 

008/0±363/0  013/0±070/0  011/0±701/0  010/0±192/0  105/0±006/1   شاهد 

004/0±463/0  003/0±119/0  005/0±848/0  005/0±267/0  019/0±267/1   PPسودوموناس  

004/0±480/0  006/0±122/0  005/0±855/0  006/0±268/0  061/0±251/1  W3تنش كم آبي PF سودوموناس 

007/0±377/0  011/0±078/0  010/0±722/0  009/0±205/0  059/0±068/1   شاهد 

W1 ،W2  وW3  اي  درصد رطوبت مزرعه 90و  60، 30به ترتيب تنش كم آبي تا تخليه  
Pseudomonas fluorescence –  187 : PF  Pseudomonas putida -168: PP  و 

  
  

ها بر روي عملكرد هيوسيامين و اسكوپولامين ريشه و شاخساره گياه بذرالبنج  ميانگين اثرات متقابل تنش كم آبي و سودوموناس -4 شماره جدول
  ).ميانگين مربعات ±انحراف معيار  (

عملكرد كل آلكالوئيد 
) اسكوپولامين+هيوسيامين(

  )گرم در گياه ميلي(

 )گرم در گياه ميلي(عملكرد هيوسيامين   )گرم در گياه يميل(عملكرداسكوپولامين 
 تيمار

  ريشه  شاخساره  ريشه  شاخساره
40/0±716/11  095/0±067/3  056/0±835/0  149/0±887/5  115/0±927/1   PPسودوموناس  
34/0±941/10  088/0±861/2  042/0±780/0  144/0±493/5  105/0±807/1  W1تنش كم آبي PF سودوموناس 
43/0±757/6  098/0±878/1  092/0±316/0  192/0±630/3  145/0±933/0   شاهد 
19/0±348/9  040/0±435/2  037/0±701/0  067/0±615/4  097/0±597/1   PPسودوموناس  
09/0±883/9  012/0±550/2  044/0±773/0  041/0±825/4  111/0±735/1  W2تنش كم آبي PF سودوموناس 
24/0±767/4  056/0±304/1  057/0±252/0  147/0±517/2  078/0±694/0   شاهد 
30/0±032/8  082/0±065/2  032/0±673/0  141/0±784/3  057/0±510/1   PPسودوموناس  
09/0±189/9  008/0±419/2  044/0±769/0  026/0±310/4  096/0±691/1  W3تنش كم آبي PF سودوموناس 
17/0±849/3  045/0±036/1  043/0±230/0  090/0±983/1  056/0±600/0   شاهد 

W1 ،W2  وW3  اي درصد رطوبت مزرعه 90و  60، 30به ترتيب تنش كم آبي تا تخليه  
 Pseudomonas fluorescence –  187 : PF  Pseudomonas putida -168:  PP  و 

 

بيشترين كارآيي در بهبود رشد و توليد  187فلورسنس 
  .كند يد گياه را در شرايط تنش شديد اعمال مييآلكالو

  
  بحث

زمايش افزايش وزن خشك ريشه در مقايسه با در اين آ
شاخساره در گياهان تحت تيمار پوتيدا و فلورسنس در تمام 

هاي گياهي نسبت داده شود  تواند به هورمون سطوح تنش مي
دهند  كه الگوي تخصيص مواد فتوسنتزي در گياهان را تغيير مي

 هنتيجدر و  گذارند و از اين طريق روي رشد ريشه تاثير مي
شوند و اين ممكن  هايي انبوه با انشعاب زياد حاصل مي شهري

است عامل اصلي افزايش بيوماس ريشه به شاخساره در تلقيح 
ها باشد، اين نتايج با گزارش بسياري از محققان مطابقت  باكتري

هاي  هاي محرك رشد و مكانسيم اثرات مفيد باكتري. ]11[دارد 

166 
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  دهم، دوره چهارم، فصلنامه گياهان دارويي، سال 
  1390چهلم، پاييز  شماره مسلسل

 

... بررسي تغييرات محتوي و   

 

يشه و به صورت متداول سازش گياهان به تنش كم آبي هم
متقابل با تغييرات استثنايي در مرفولوژي ريشه مانند طول 
ريشه، مساحت سطح ريشه، وزن خشك ريشه، رشد تارهاي 

مارسلو و . ]12[ سازي ريشه مرتبط است كشنده و انشعاب
نشان دادند كه لوبياي تلقيح شده با ) 2000(همكاران 
عنوان يك  كه به )Azospirillum brasilense( آزوسپريلوم

كننده نيتروژن است، طول و سطح   باكتري محرك رشد و تثبيت
ريشه را در مقايسه با تيمار شاهد افزايش داده و سيستم 

 تر حاصل شده است هاي نازك تر و طويل اي با ريشه ريشه
گياهاني كه داراي ) 1993(طبق گزارش اسموكر . ]13[

تر سطح دليل مساحت بيشه هاي خيلي ظريف هستند ب ريشه
. ]14[ ويژه ريشه در جذب آب و مواد غذايي كارآمدتر هستند

با ) هاي ظريف ريشه خصوصاً(علت عمده كاهش رشد ريشه 
هاي آزاد  افزايش شدت تنش كم آبي مي تواند توليد راديكال

باشد كه در  )Reactive Oxygen Species (ROS)( اكسيژن
اي گياهي ه شوند و به بافت شرايط تنش كم آبي ايجاد مي

دليل حساسيت زياد فعاليت مريستم ريشه ه ب(ريشه  مخصوصاً
به منظور . ]15[ رسانند آسيب مي) هاي فعال اكسيژن به گونه

هاي  هاي فعال اكسيژن، سيسيتم كاهش اثرات مخرب گونه
هاي محرك  مثل كاربرد باكتري(اكسيدانت  تقويت كننده آنتي

ها اثرات منفي  سويه و كاربرد اين ]16[ باشد ضروري مي) رشد
به . دهد هاي ظريف را كاهش مي تنش كم آبي روي رشد ريشه

هاي محرك رشد، روي تارهاي كشنده و  اين صورت كه باكتري
و در نتيجه باعث  ]17[ اپيدرم ريشه گياهان كلونيزه كرده 

تخفيف آسيب اكسيداتيوي از طريق افزايش فعاليت 
نتايج مطالعه حاضر نشان . ]18[ شوند  اكسيدانت كاتالاز مي آنتي
كارآيي بهتري نسبت به سويه  187دهد كه سويه فلورسنس  مي

دليل . در شرايط تنش متوسط و شديد داشته است 168پوتيدا 
ها  هاي چند گانه محرك رشد اين سويه تواند به ويژگي آن مي

اي نيز از نقش  نتايج مشابه. داده شود نسبت) 1جدول شماره (
ها  ها به عبارت ديگر مناطقي كه سويه كي سويهمنشاي اكولوژي

شوند، روي كارآيي آنها توسط ماياكا  از آن جداسازي مي
   .]19[ گزارش شده است) 2004(

زميني مكان بيوسنتز تروپان  ريشه در گياهان خانواده سيب
ها با مراحل نموي گياه و  يدها است و اين متابوليتيآلكالو

يدها يدليل عمده افزايش توليد آلكالو. كنند شرايط رشد تغيير مي
ها با توليد  ها اين است كه اين ميكروارگانيسم در تيمار باكتري

هاي رشد به عنوان يك محرك در ساخت تروپان  هورمون
هاي  طبق گزارش محققان، هورمون. كنند يدها عمل مييآلكالو

هاي  هاي اسمزي به ترتيب به عنوان محرك رشد و تنش
هاي ثانويه گياهان دارويي  يكي در توليد متابوليتشيميايي و فيز

هاي ظريف،  در اين تحقيق مقدار ريشه. ]20،21[ كنند عمل مي
تيمار عدم تلقيح بيشتر ها در مقايسه با  سودوموناس  در تيمار

علت اصلي افزايش  و اين ممكن است) 2 شماره جدول(بود 
تيمار يدهاي هيوسيامين و اسكوپولامين در يتوليد آلكالو
ها باشد چونكه طبق گزارش ناكانيشي و همكاران  سودوموناس

كننده تركيب  رشد ريشه، يكي از عوامل مهم تعيين) 2000(
يدها بوده و ميزان اين تركيبات بر مبناي قطر يتروپان آلكالو

همچنين گياهان تحت تيمار . ]22[ باشد ريشه متفاوت مي
ساير تيمارها پوتيدا در شرايط تنش خفيف در مقايسه با 

هاي ظريف را داشتند كه ممكن است  بيشترين نسبت از ريشه
ها شده  باعث عملكرد زياد هيوسيامين و اسكوپولامين اندام

هاي ريشه و  ها در اندام دليل ديگر افزايش اين متابوليت. باشد
ها ممكن است  شاخساره گياهان تحت تيمار سودوموناس

هاي گياهي و  وليد هورمونواسطه ته افزايش فعاليت آنزيمي ب
اما نه به اندازه (تنش كم آبي نيز اثر مثبتي . تخفيف تنش باشد

. ها داشت يدهاي انداميروي محتوي آلكالو) ها سودوموناس
ها و  گزارش شده كه افزايش اسيدهاي آمينه آزاد، پروتئين

هاي محلول از جمله عواملي هستند كه در گياهان  كربوهيدرات
 شوند يدها مييي سبب افزايش محتوي آلكالوتحت تنش كم آب

داري باعث كاهش بيوماس گياه  طور معنيه اما تنش، ب. ]23[
. شود مي) يد دارديكه نقش اصلي را در تعيين عملكرد آلكالو(

قبلي توسط محققان نشان داد كه توليد ايندول  هاي آزمايش
 .]24[ هاي قارچي تحريك شود تواند با محرك يدها مييآلكالو

يدها مانند آجمالاسين ينتايج مشابهي از افزايش ايندول آلكالو
در گياه پروانش در نتيجه تيمار سودوموناس فلورسنس در 

اثر متقابل بين . ]25[ اند شرايط تنش خشكي گزارش نموده
ها در سطح سلول از دلايل اصلي عمل  ها و گيرنده محرك

نتيجه آن شود كه در  هاي ثانويه محسوب مي ترشح متابوليت
در مطالعه . ]20[ يابد هاي ثانويه افزايش مي توليد متابوليت

167 
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 و همكاران قربانپور

 

يد يحاضر اندام شاخساره بذرالبنج در تمام تيمارها تجمع آلكالو
ها محل  بديهي است كه ريشه. بيشتري نسبت به ريشه داشت

شوند اما ممكن است  يدها محسوب مييبيوسنتز و ذخيره آلكالو
هاي هوايي  ها به اندام ين متابوليتدر اثر شرايط ايجاد شده، ا

گياه منتقل شده باشند، در برخي موارد انتقال فعال اين 
از طريق آوندهاي چوبي  يدها مشاهده شده اما عمدتاًيآلكالو

هاي باكتري استفاده شده در اين  سويه. ]26[ گيرد صورت مي
آزمايش از نظر توليد اكسين، سيدروفور و انحلال فسفر 

ظرفيت زياد در توليد اسيد ). 1 شماره جدول(د متفاوت بودن
توسط سويه فلورسنس ممكن است ) لاليت زياد فسفرح(آلي 

يد در يهاي عمده افزايش محتوي آلكالو مكانيسم يكي از
نتايج مشابهي نيز در . استفاده از اين سويه در شرايط تنش باشد

گياه هاي تلقيح شده  يد در ريشهيارتباط با توليد ارگوت آلكالو
با فراهمي فسفر در خاك افزايش  فستوكاي بلند كه مستقيماً

گزارش  )1998(پيدا كرد پيشتر توسط مالينووسكي و همكاران 
همبستگي نزديكي نيز بين محتوي فسفر و . ]27[ شده است

) 1995(همكاران  تحمل تنش كم آبي توسط سوبرامانيان و
ش متوسط و سويه پوتيدا در شرايط تن. ]28[ گزارش شده است

تر  شديد در مقايسه با فلورسنس و شرايط تنش خفيف، ضعيف
آزمون بيوشيمايي نشان داد كه سويه پوتيدا يك . عمل نمود

هر چند اين ماده . سويه كارآمد در توليد اسيد سيانيدريك است
كند اما به عنوان يك عامل  نقشي اعمال نميدر رشد و نمو گياه 

هاي دخيل در  بازداري آنزيم فيتوتوكسيك بوده كه قادر به
  .فرآيندهاي متابوليك است

) >p 05/0( داري در آزمايش حاضر يك رابطه خطي و معني
يدهاي ريشه يبين وزن خشك كل ريشه و محتوي آلكالو

در مرحله رشد رويشي گياه ) هيوسيامين و اسكوپولامين(
هاي  بذرالبنج تحت سطوح مختلف تنش كم آبي و سويه

يدها و وزن يبين عملكرد كل آلكالو. ت شدسودوموناس ياف
  داري  خشك كل شاخساره نيز يك رابطه خطي و معني

)89/0 =R2 ( همچنين بين عملكرد اسكوپولامين . دشمشاهده
هاي ظريف بيشترين همبستگي  شاخساره و وزن خشك ريشه

بيشترين نسبت ). = p <  ،99/0 r 01/0 (مثبت مشاهده شد 
كه معياري از كيفيت ) 53/0(مين اسكوپولامين به هيوسيا

يدهاي ريشه ييد است و همچنين بيشترين محتوي آلكالويآلكالو
و شاخساره، در تيمار فلورسنس تحت شرايط تنش شديد 

 درصد 63مطابق نتايج اين آزمايش، افزايش . مشاهده شد
عملكرد اسكوپولامين شاخساره گياه بذرالبنج در مرحله رشد 

 درصد 30به همراه تخليه  168پوتيدا  رويشي با كاربرد سويه
  .اي قابل دستيابي است رطوبت ظرفيت مزرعه

  
  تشكر و قدرداني

گروه  تمامي اعضاي هيات علمي و كارمندان محترم  از
پرديس كشاورزي دانشگاه تهران، و اصلاح نباتات زراعت 

تحقيقات  دانشگاهي و مؤسسه پژوهشكده گياهان دارويي جهاد
  .دشو مي ردانيخاك وآب كشور قد
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