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  چكيده
  

اي  مارين شامل مجموعـه    شود و سيلي   شناخته مي مارين   عصاره بذر گياه خارمريم با نام سيلي      .  گياهي دارويي است   1 خار مريم  :مقدمه
 هـاي كبـدي   اكسيداني بوده و در درمـان بيمـاري    كه داراي خاصيت آنتيها و تركيبات متعدد ديگر است    فلاونوليگنان،  يدهاياز فلاونو 

بع خوبي جهت تامين    كشت سلولي گياه خار مريم من     . دشو  ميو يا درمان سرطان استفاده       و پيشگيري ) هاي كبدي   سيروز و مسموميت  (
هاي ثانويـه در شـرايط كـشت         استفاده از عوامل محرك براي افزايش توليد متابوليت       شامل  هاي متعددي   راهكار. باشد مارين مي  سيلي

هاي انتقال سيگنال، منجر به تغييرات در تنظيم بيان ژن و در نهايـت توليـد                اين عوامل با تاثير بر مسير     . استده  شبافت و سلول اتخاذ     
 .شوند  در برابر تنش ايجاد شده ميييها تابوليتم

ر كـشت سوسپانـسيون سـلولي گيـاه         مـارين د   به عنوان محرك زنده به منظور افزايش توليـد سـيلي            استفاده از عصاره مخمر    :هدف
رين زمان جهـت  ت  و معرفي بهترين غلظت محرك در مناسبمارين ها و ميزان توليد سيلي     مريم و بررسي اثر آن بر روند رشد سلول        خار

 .ها حداكثر توليد فلاونوليگنان

 6 ،4 ،2 ،1(هاي مختلف عصاره مخمر  هاي سوسپانسيون سلولي گياه خارمريم، تاثير غلظت ژوهش پس از ايجاد كشت  در اين پ:روش بررسي
. بررسـي شـد   افي مـايع بـا كـار آيـي بـالا            ها با استفاده از كرومـاتوگر      بر ميزان توليد فلاونوليگنان   ) ليتر محيط كشت    ميلي 50ميلي گرم بر     8و  

  .دشپس از اعمال تيمار انجام )  ساعت216 و 144، 72، 48، 24، 12( زمان مختلف 6برداري در  نمونه
بـين و     ديانين، سيلي   كريستين، سيلي   بيانگر توليد سيلي   ها  مطالعه كمي و كيفي تركيبات فلاونوليگناني توليد شده از اين آزمايش           :نتايج

تيماردهي با عـصاره مخمـر باعـث        . باشد  مي ،هاي ذكر شده است    ساز فلاونوليگنان  اي به نام تاكسي فولين كه پيش       سيليبين و ماده  ايزو
مـارين در محـيط تيمـار        حداكثر توليد سيلي  . دشمريم  ي كشت سوسپانسيون سلولي گياه خار     ها محيط مارين در  افزايش محتواي سيلي  

 كـه ميـزان آن در     )  ميكروگرم بر گـرم    516/14( ساعت بود    72 در پايان    ليتر محيط كشت    ميلي 50 بر   گرم عصاره مخمر    ميلي 6شده با   
هاي مختلـف عـصاره مخمـر        هاي تيمار شده با غلظت     سرعت رشد كليه محيط   .  ميكروگرم بر گرم بود    9/2گروه شاهد در همين زمان      

 ساعت پس از آن، همـواره  216 اعمال شده از لحظه اعمال تيمار تا هاي اي كه در تمام غلظت  به گونه، بود بيشترنسبت به گروه شاهد     
گـرم   ميلـي  4هاي تيمار شده بـا        و در محيط   ها بيشتر بود   ها و وزن خشك آنها نسبت به گروه شاهد در همان زمان            سرعت رشد سلول  

كه ميزان آن در گـروه شـاهد     )  گرم 82/5( ساعت به بالاترين ميزان خود رسيد        24ليتر محيط كشت در پايان        ميلي 50عصاره مخمر بر    
  . گرم بود23/3در همين زمان 

باشد   در اين آزمايش مشاهده شد كه كشت سوسپانسيون سلولي گياه خارمريم بسيار مستعد تحريك با عصاره مخمر مي                  :گيري نتيجه
  .باشد دمند ميو همچنين اين تركيب براي افزايش قابليت توليد در شرايط كشت سوسپانسيون سلولي بسيار سو

  مارين عصاره مخمر، سيلي مريم، كشت سلول، خار:واژگان گل

                                           

1 Silybum marianum 
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  هشتم، دوره چهارم، فصلنامه گياهان دارويي، سال 

  1388سي و دوم، پاييز  شماره مسلسل

 

...به كارگيري عصاره مخمر  

 

  مقدمه

 بـا نـام علمـي       خارمريم، گياهي اسـت يـك يـا دو سـاله          

Silybum marianum، آن ايكه منـش است  از خانواده كاسني 
ــه گــزارش شــده اســت   ــاه خــارمريم از . ]1[شــرق مديتران گي

مـورد اسـتفاده    هـا     ماريهاي دور در درمان تعدادي از بي        گذشته

هاي صـفراوي      مردم براي مداواي بيماري    گرفته است و   قرار مي 
 مـواد   عـلاوه بـر ايـن      كردند و  هاي خارمريم استفاده مي     از برگ 

مـارين    هاي رسيده اين گياه كه تحـت عنـوان سـيلي            موثره ميوه 

. شود هاي كبدي استفاده مي     شوند براي معالجه بيماري    ناميده مي 
، يـك   ياكـسيدان  آنتـي علت دارا بودن خاصـيت       به   مارين، سيلي

هـا در زمينـه       رغم پيشرفت  علي. ]2[داروي محافظ كبدي است     

شيمي، مصنوعات ما هنوز به گياهان به عنوان منابع بيولوژيـك           
هاي ثانويه از جمله مواد دارويي        براي توليد تعدادي از متابوليت    

 كه توسط گياهان    هاي ثانويه   بسياري از متابوليت  . ]3[ نيازمندند

 سـاخته هاي كالوس و سـلول نيـز          شوند، توسط كشت   توليد مي 
شده و به عنـوان منبـع مهمـي بـراي تهيـه تركيبـات بـا ارزش                  

همكاران   و 1بيكر. ]4،5،6[ گيرند اقتصادي مورد استفاده قرار مي    

يدها در شـرايط كـشت بافـت و       يموفق به توليد فلاونو   ) 1977(
بـه  ) 2004(تومووا و همكاران    . ]7[ سلول گياه خارمريم شدند   

سوسپانسيون سلولي گياه خارمريم     هاي كالوس و    مطالعه كشت 

 از آنجايي كه پتانسيل و سرعت توليد ايـن مـواد            .]8[ پرداختند
باشـد، از طريـق كـشت        در شرايط طبيعـي بـسيار محـدود مـي         

هـاي مختلفـي از جملـه اسـتفاده از            هاي گياهي به روش    سلول
تـوان ميـزان توليـد       مـي  2ها استفاده از محرك  با  تكنيك انگيزش   

اي است كه    محرك ماده . ]9[هاي ثانويه را افزايش داد        متابوليت
رود باعث القـا     وقتي در مقادير كم در سيستم سلولي به كار مي         

هـايي    سيگنالها محرك. دشو يا توسعه توليد تركيبات خاص مي   

 ثانويـه   هـاي   كند كه باعث تحريك تـشكيل متابوليـت         توليد مي 
هـاي    شوند تحريك موجب سنتز يا افزايش سـنتز متابوليـت           مي

 شـود  وسيله گياه به منظور بقاء، مقاومت و رقابت مـي         ه  ثانويه ب 

هـاي   اي كـه بـر روي كـشت ريـشه          براي مثال در مطالعه   . ]10[
ــاه ــوئين گي ــت   Brugmansia candidaم ــده اس ــام ش    انج

  

                                           

1 Becker      2 Elicitors 

  

 ـ ،مشخص شد كه اضافه كردن نيترات نقـره         ،سيليك اسـيد   سالي
عصاره مخمر و كلريد كبالت باعـث افـزايش توليـد متابوليـت             

 كلريـد    افزودن نيترات نقره،  . ]11[شود   ثانويه اسكوپال آمين مي   
هـاي    سولفات والديم و فنيل آلانـين بـه عنـوان محـرك             كبالت،

هـاي اسـتخراج شـده از        محـرك  شيميايي و همچنين استفاده از    

ر كشت سوسپانـسيون سـلولي   د Rhizopus stoloniferقارچ 
درخت سرخدار، ميزان تاكسول توليد شده را نسبت بـه حـالتي    

داد  چنـدين برابـر افـزايش         كه هيچ محركي اضافه نـشده بـود،       

اي بـر    بـا مطالعـه   ) 2005( و همكـاران     1سانچز سامپدرو . ]12[
 Silybum marianumروي كشت سوسپانسيون سـلولي گيـاه   

توانـد بـه     از محـيط كـشت مـي      يافتند كه حذف يون كلسيم      در

هـاي    نتايج پـژوهش  . ]13[مارين كمك كند     افزايش توليد سيلي  
، دربـاره تـاثير اليـسيتورها       )2005 (همكـاران  شمس اردكاني و  

)Cd
2+ ،Pb

Agو  -2
ــسين در  ) + ــنتز پدوفيلوتوكــ ــر بيوســ بــ

 مـشخص كـرد كـه    Linum albumهاي سـلولي   سوسپانسيون
ريك توليد پودوفيلوتوكـسين    داري قادر به تح     نقره به طور معني   

 شد كه اين اثر احتمالاً مربوط به نقش نقره           كشتهاي   محيطدر  

ــود  ــيلن ب ــد ات ــك  . ]14[ روي تولي ــددي در تحري ــل متع عوام
 كه شامل غلظت    باشند موثر مي هاي سوسپانسيون سلولي     كشت

عامل محرك، طول زمان تحريـك، سـن كـشت و نـوع محـيط         

 عـصاره   ر ايـن بررسـي اثـرات       بنـابراين د   .]15[ باشد كشت مي 
  كشت سوسپانسيون سلولي گياه خارمريم پرداختيم و     در 2مخمر

مـارين   هـا و ميـزان توليـد سـيلي          بر روند رشد سـلول     تاثير آن 

  .شدبررسي 

  

  ها مواد و روش

  تهيه مواد گياهي 

هـاي خـشك شـده گيـاه          تحقيـق دانـه   جهت انجـام ايـن      
 دارويـي تهيـه     مريم با منشا مجاري از پژوهـشكده گياهـان        خار

  .شدند
  

                                           

1 Sanchez- Sampedro   2 Yeast extract 
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  رحيمي و همكاران

 

  ها و تهيه قطعات جدا كشت سازي دانه سترون

سـازي آنهـا     مريم و آماده  هاي گياه خار    عفوني دانه جهت ضد 

از روش حسنلو و    براي ايجاد دانه رست و تهيه قطعه جدا كشت،          
هـاي گيـاه      به اين منظور ابتـدا دانـه      . استفاده شد ) 2005(همكاران  

بـه  ) درصد V/ V 70( اتانول   محلول دقيقه با    3مريم به مدت    خار

 هيپوكلريـت    محلـول سـپس از    ،  صورت سطحي ضدعفوني شدند   
به مدت  ) درصد V/ V 1/0 (20و توئين   ) درصد V/ V 2(سديم  

عمل آبشويي بـا آب مقطـر        بار   3در پايان     و استفاده شد  دقيقه   13

زنـي و    عفوني شده جهـت جوانـه     هاي ضد   دانه .استريل انجام شد  
) V/ V 7/0٪( آگار   -رست به محيط كشت جامد آب       ايجاد دانه   

  . )16 (بدون هورمون منتقل شدند

  

  هاي كشت سوسپانسيون سلولي گياه خارمريم  محيطتهيه 

هاي   هاي سوسپانسيون سلولي از كالوس      براي ايجاد كشت  
MS)(1موراشـيج و اسـكوك    ماهه و محـيط كـشت مـايع    3

و  

گـرم در     ميلـي  4/0م و   گرم در ليتر پيكلـورا      ميلي 3هاي    هورمون
 گـرم كـالوس بـراي    5/0. ]17،18،19[ليتر كاينتين استفاده شـد    

ليتر محيط كشت منتقل و در        ميلي 50هاي حاوي     كشت به ارلن  

با ) چرخشي  (گراد درون شيكر انكوباتور       درجه سانتي  26دماي  
ها    دور در دقيقه در تاريكي نگهداري شدند اين محيط         150دور  

  بــه منظــور واكــشت مقــدار  .كــشت شــدند روز وا15پــس از 

ليتـر محـيط      ميلـي  40ليتر از هر محيط به ارلن حـاوي           ميلي 10
ها در شرايط ذكر شده به منظور          اين ارلن  .كشت تازه اضافه شد   

 بار واكشت   3پس از    . نگهداري شدند  مارين سيليمطالعه توليد   
هـاي كـشت       روز يـك بـار صـورت گرفـت محـيط           15 كه هر 

ولي جهت بررسـي اثـر عـصاره مخمـر مـورد            سوسپانسيون سل 
  .]13،20 [استفاده قرار گرفتند

  

  هاي كشت اضافه كردن عصاره مخمر به محيط

ــس از ــوم   پ ــشت در روز س ــومين واك ــس از انجــام س پ
 8 و   6 ،4 ،2 ،1(هاي مختلـف     عصاره مخمر با غلظت    ،واكشت

اضــافه شــدند و ) ليتــر محــيط كــشت  ميلــي50گــرم بــر  ميلــي

                                           

1
 Murashig and skog 

 216 و   144،  72،  48،  24،  12( زمان مختلف    6 در   برداري نمونه

  .]11،21[ انجام شد) ساعت
  

 سلولي   سوسپانسيوندر مارين گيري سيلي و اندازهاستخراج 

  گياه خارمريم 

هاي كشت شده در زمان هاي مـوردنظر بـه وسـيله              سلول

 در  فريـز درايـر   كاغذ صافي از محيط جدا شدند و در دسـتگاه           
پـس از   .  سـاعت خـشك شـدند      2  درجه بـه مـدت     -60دماي  

گيـري و    هـا وزن خـشك آنهـا انـدازه          خشك شدن كامل نمونه   

ــارين  ســيلياســتخراج . يادداشــت شــد ــه روش حــسنلو وم  ب
جهـت بررسـي دقيـق كمـي        . ]22[ انجام شد ) 2008 (همكاران

اسـتفاده   1تركيبات از روش كروماتوگرافي مايع با كـارايي بـالا         

 )HPLC) Knauer دستگاه   مارين توسط  گيري سيلي  اندازه. شد
 ،C18 سـتون    ،) نانومتر UV )280 دتكتور   K1001شامل پمپ   

 2ركروموگيـت و نرم افزا  ) 40:60(هاي آب و استو نيتريل       حلال

 دقيقـه و حجـم عـصاره        10سازي    زمان آشكار  .]23[ انجام شد 
مارين  گيري سيلي  اندازه.  مايكروليتر بود10تزريق شده به ستون  
 ،كريستين  سيلي ،بين ه با استانداردهاي سيلي   كل بر اساس مقايس   

  .ديانين و تاكسي فولين محاسبه شد سيلي
 

 طرح و آناليزهاي آماري 

در  تصادفي    پايه فاكتوريل در قالب طرح كاملاً      آزمايشاز  

اسـتفاده از آزمـون      هـا بـا     استفاده شده است و ميانگين     تكرار   3
هـاي    داده. دندش ـ مقايسه   01/0 و   05/0دانكن در سطح احتمال     

ورژن  ( SASگيري به وسيله برنامه كـامپيوتري         حاصل از اندازه  

  .تحليل شد) 2/6
  

  نتايج

 و توليد   مريمي رشد سوسپانسيون سلولي گياه خار     دوره زمان 

  مارين سيلي

از ابتداي كشت تا روز سوم پس از كشت رشد به كنـدي             
 رشد سـلولي بـسيار قابـل        9 تا روز    3صورت گرفت و از روز      

                                           

1
 High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

2
 Chromgate 
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...به كارگيري عصاره مخمر  

 

د و  ش ـتـر    هـا سـريع    در اين مرحلـه رشـد سـلول       . ظه بود ملاح

ــيلي   ــد س ــشك و تولي ــداكثر وزن خ ــارين  ح ــرم و43/5م     گ
  ).1  شمارهشكل( بر گرم وزن خشك بود ميكروگرم 78/4

  

هـاي    و غلظـت  ها در زمان اثرات تيماردهي با عصاره مخمر

  هاي گياه خارمريم لف بر روي رشد سلولتمخ

هـاي   يمار شـده بـا غلظـت      هاي ت  سرعت رشد كليه محيط   
بـه  .  بـود  بيـشتر مختلف عصاره مخمر نسبت بـه گـروه شـاهد           

اي كه در تمام غلظت هاي اعمـال شـده از لحظـه اعمـال                گونه

ها و   ساعت پس از آن، همواره سرعت رشد سلول       216تيمار تا   
هـا بيـشتر     وزن خشك آنها نسبت به گروه شاهد در همان زمان         

در ايـن دوره زمـاني   . )E و A ،B ،C ، D،2  شـماره شكل (بود

 سـاعت پـس از اعمـال تيمـار، سـرعت رشـد              24خصوصاً در   
حداكثر رشد  . ها و وزن خشك آنها به حداكثر خود رسيد         سلول
عـصاره  گـرم     ميلي 4هاي تيمار شده با      ها مربوط به محيط    سلول

  محـيط كـشت بـود كـه ميـزان آن بـه              ليتـر   ميلـي  50 بـر مخمر  
كه ميزان   محيط كشت رسيد در حالي     ليتر  ميلي 50بر   گرم   82/5

ليتـر    ميلـي  50بـر    گـرم    23/3آن در همين زمان در گروه شاهد        

  ).C ،2  شمارهشكل( محيط كشت بود
  

هـاي   ها و غلظـت    در زمان  اثرات تيماردهي با عصاره مخمر    

  مارين  مختلف بر روي ميزان توليد سيلي

هاي گياه خارمريم تيماردهي بـا عـصاره مخمـر           در سلول 

هـاي كــشت   مـارين در محــيط  عـث افـزايش محتــواي سـيلي   با
 سـاعت از اعمـال      24پس از گذشت    . دشسوسپانسيون سلولي   

 2 و 1هـاي تيمـار شـده بـا          مارين در محـيط    تيمار، ميزان سيلي  

ليترمحيط كـشت بـه ترتيـب        ميلي 50 برعصاره مخمر   گرم   ميلي
همـين   كه در   ميكروگرم بر گرم رسيد در حالي      24/7 و   94/6به  

 ميكروگرم بـر گـرم      84/2مارين گروه شاهد     زمان محتوي سيلي  

دهـي    سـاعت بعـد از تيمـار   B( .72 وA  ،3  شمارهشكل( بود
   هـاي تيمـار شـده بـا     مارين در محيط محيط كشت ميزان سيلي

محيط كـشت بـه      ليتر  ميلي 50 گرم عصاره مخمر بر     ميلي 6و   4

 كلش ـ(  ميكروگـرم بـر گـرم رسـيد        516/14 و   42/8ترتيب به   

مارين در محـيط تيمـار    حداكثر توليد سيلي. )Dو  C ،3 شماره
محيط كشت در    ليتر  ميلي 50گرم عصاره مخمر بر     ميلي 6شده با   

گروه شـاهد در   بود كه ميزان آن در) 516/14(  ساعت72پايان 

 در  .)D ،3  شماره شكل ( بر گرم بود   گرم ميكرو 9/2همين زمان   
محـيط كـشت     ليتـر   ميلي 50 گرم بر  ميلي 8محيط تيمار شده با     

   سـاعت پـس از اعمـال تيمـار تـا پايـان              24، از   عصاره مخمـر  

ــيلي  72 ــد س ــزان تولي ــاعت مي ــود     س ــداكثر خ ــه ح ــارين ب   م
كـه ميـزان آن در       حـالي  رسـيد در  )  ميكروگرم بر گرم   716/6(

. ) E،3  شـماره شـكل (  ميكروگرم بر گرم بود84/2گروه شاهد 

 سـاعت در    144رين بعـد از     ما لازم به ذكر است كه ميزان سيلي      
ليتـرمحيط    ميلـي  50 گرم بر   ميلي 8 و   4هاي تيمار شده با      محيط

  .كشت عصاره مخمر افزايش يافت

  

  تجزيه واريانس

ــي از  ــرايطيك ــرط   ش ــانس، ش ــه واري ــراي تجزي  لازم ب
كه در اين پژوهش    . باشد  ها از توزيع نرمال مي      برخورداري داده 

به منظور بررسـي     .دار بودند تمام داده ها از توزيع نرمال برخور      
اثرات زمان ها، سطوح مختلف غلظت تيمار هاي عصاره مخمر          
و اثرات متقابل زمان ها و سطوح مختلـف هـر تيمـار، تجزيـه               

 6 تيمـار و  6واريانس طرح فاكتوريل در قالب كاملا تصادفي با    
. زمان در سه تكرار براي هر تيمار به صورت جداگانه انجام شد

 زمـان هـا و اثـرات متقابـل          مارهـا، ي ت انسي وار هي تجز 1جدول  
 وزن خشك،   دي مقدار تول  ي مختلف بر رو   ي ها و زمان ها    ماريت

 يليزوسي ا ن،ي ب يلي س ن،ياني د يلي س ن،يستي كر يلي س ن،يفوليتاكس
 خار  اهي گ ي سلول وني كل در كشت سوسپانس    ني مار يلي و س  نيب

 ،ده انجـام ش ـ ي آمارتبر اساس محاسبا.  دهد ي را نشان م   ميمر

ها فقط در ميـزان وزن خـشك، بـين           بين زمان  كه   دشمشخص  
هاي مختلف تيمار در ميزان وزن خشك، سيلي ديـانين،           غلظت
بين و ايزوسيلي بين و در بين اثرات متقابل زمان و تيمـار              سيلي

  .داري وجود دارد فقط در سيلي ديانين اختلاف معني
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  رحيمي و همكاران

 

  

  
  
  

  
  
  

  
  
  

  مريمر كشت سوسپانسيون سلولي گياه خارمارين د  دوره زماني رشد سلولي و توليد سيلي- 1  شمارهشكل

  

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  
و  144، 72، 48، 24، 12(هاي متفاوت   مقايسه دوره زماني رشد سلولي در كشت سوسپانسيون سلولي گياه خارمريم تيمار شده در زمان-2  شمارهشكل

  نسبت به گروه شاهد) ليتر محيط كشت  ميلي50گرم بر   ميلي8 و 6، 4 ،2 ،1(مختلف عصاره مخمر هاي  با غلظت) ساعت 216
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...به كارگيري عصاره مخمر  

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

، 72، 48، 24، 12(هاي متفاوت  مريم تيمار شده در زمانر كشت سوسپانسيون سلولي گياه خار مقايسه دوره زماني رشد سلولي د-2  شمارهشكلادامه 

  نسبت به گروه شاهد) ليتر محيط كشت  ميلي50گرم بر   ميلي8 و 6 ،4 ،2 ،1(هاي مختلف عصاره مخمر  با غلظت) ساعت216و  144
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 216و  144، 72، 48، 24 ،12(هاي متفاوت  مريم تيمار شده در زمان مارين در كشت سوسپانسيون سلولي گياه خار  مقايسه ميزان سيلي-3  شمارهشكل

  نسبت به گروه شاهد) ليتر محيط كشت  ميلي50گرم بر   ميلي8 و 6، 4، 2، 1(هاي مختلف عصاره مخمر  با غلظت )ساعت
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 ،72 ،48 ،24 ،12(ت هاي متفاو مريم تيمار شده در زمان مارين در كشت سوسپانسيون سلولي گياه خار  مقايسه ميزان سيلي-3  شمارهشكلادامه 

  نسبت به گروه شاهد) ليتر محيط كشت  ميلي50گرم بر   ميلي8 و 6 ،4 ،2 ،1(هاي مختلف عصاره مخمر  با غلظت )ساعت 216و  144

  

  

  ها مقايسه ميانگين

 ـ          دسـت آمـده از تجزيـه       ه  همچنين بـا توجـه بـه نتـايج ب

دهنـده وجـود اخـتلاف       كـه نـشان   ) 1  شماره جدول(واريانس  
هاي مختلف عـصاره     ها و اثرات غلظت    ر در اثرات زمان   دا معني

مقايـسه  . باشـد  هاي گياه خارمريم مي    مخمر بر روي رشد سلول    

تـر از طريـق آزمـون دانكـن          ها به منظور بررسي دقيـق      ميانگين
د با اعمال تيمـار عـصاره مخمـر،         شصورت گرفت و مشخص     

، بهترين مدت زمان اعمال تيمار براي توليد حداكثر وزن خشك         

گرم عـصاره مخمـر     ميلي4  ساعت و بهترين غلظت تيمار،216

 را بـه خـود   aباشـد كـه گـروه     مي ليتر محيط كشت  ميلي50بر 

  ).3 و 2 هاي  شمارهجدول(اند  اختصاص داده
  

  بحث

ها در محيط كـشت     سازي القاء كالوس و تكثير سلول      بهينه
 موثر گذاري توليد تركيبات سوسپانسيون اولين قدم به سوي پايه

 با بررسي مقـدار تجمـع       مطالعهدر اين   . باشد  مي زياددر مقادير   
مـارين در     كه رشد و توليد سـيلي      داده شد ها نشان    فلاونوليگنان

  بردن عـصاره مخمـر    محيط كشت سوسپانسيون سلولي با به كار      
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  رحيمي و همكاران

 

فولين،  ي مختلف بر روي مقدار توليد وزن خشك، تاكسيها ها و زمان ها و اثرات متقابل تيمار ها، زمان  تجزيه واريانس تيمار-1  شمارهجدول

  مريم تيمار شده با عصاره مخمر سوسپانسيون سلولي گياه خاركشت مارين كل در  بين و سيلي بين، ايزوسيلي  ديانين، سيلي كريستين، سيلي سيلي

 صفت ها ميانگين مربعات زمان ميانگين مربعات تيمارها تيمارها × ها ميانگين مربعات زمان

ns
 78/0 (**)

07/6 (*)
  وزن خشك 22/1

ns
 53/1 ns

 49/2 ns
 تاكسيفولين 18/1 

ns
 27/12 ns

 20/12 ns
  سيلي كريستين 73/9 

(**)
97/1 (**)

84/3 ns
 سيلي ديانين 30/1 

ns
 04/0 (*)

07/0 ns
 سيلي بين 04/0 

ns
 01/0 (**)

06/0 ns
 ايزوسيلي بين 01/0 

ns
 43/21 ns

 01/22 ns
 يلي مارين س 27/10 

  ns :درصد1دار در سطح احتمال  معني. **:  درصد5دار در سطح احتمال  معني. * : دار عدم وجود اختلاف معني .  

 

   مقايسه ميانگين ميزان وزن خشك در اثر مدت زمان-2  شمارهجدول

  با استفاده از آزمون دانكنعصاره مخمر اعمال تيمار 

 )ساعت(زمان  ميانگين

41/5 a 216   

01/5 ab 48  

90/4
b 24  

85/4
b 72  

79/4
b 144  

66/4
b 12  

  هاي با حروف مختلف بر اساس روش دانكن داراي   ميانگين*

  . درصد است5دار در سطح  اختلاف معني

 

   مقايسه ميانگين ميزان وزن خشك در اثر مقادير مختلف تيمار عصاره مخمر با استفاده از آزمون دانكن-3 شماره جدول

انگينمي  )ليتر محيط كشت  ميلي50گرم عصاره مخمر بر  ميلي(مقدار  

55/5  a 4 

12/5  ab 8 

09/5
 ab 6 

04/5
ab 1 

01/5
b 2 

82/3
c 0 

   درصد است5دار در سطح  هاي با حروف مختلف بر اساس روش دانكن داراي اختلاف معني  ميانگين*
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...به كارگيري عصاره مخمر  

 

ه كشت  مشاهده شد ك  همچنين  در اين آزمايش    . يابد افزايش مي 

سوسپانسيون سلولي گياه خارمريم بـسيار مـستعد تحريـك بـا            
مـارين را بعـد از       باشد و عصاره مخمر توليد سيلي      ها مي  محرك

دهد و همچنـين بـراي افـزايش قابليـت           مي ساعت افزايش    72

 مكانيسم عمل هيچ .باشد توليد در مقادير بالا بسيار سودمند مي
نـوز بـه درسـتي      هـاي سوسپانـسيون سـلولي ه        از كـشت   كدام

 بـه هـر حـال بـسياري از مطالعـات پيـشنهاد              .مشخص نيـست  

وسيله ه شود ب كنند كه سيگنالي كه توسط محرك فرستاده مي       مي
 و  دهيافـت ش ـ  وجود در سطح غشاء پلاسـمايي در      هاي م  گيرنده

گير هاي در   كه بيان ژن   كنند ايجاد مي يك سيگنال هدايت شبكه     

 ـ  هاي ثانويـه گيـاهي     بيوسنتز متابوليت  هـاي   عـلاوه آنـزيم   ه   و ب
كننـد   هاي ثانويه هدف را كاتاليز مي      سنتز متابوليت كليدي كه بيو  

مـارين و     دليل ممكن براي توليد سـيلي      .]24،25[ كند تنظيم مي 

تواند مربوط بـه     تركيبات مشابه ديگر از طريق عصاره مخمر مي       
باشـد كـه     Coو   Zn، Caها از قبيـل      تركيبات برخي از كاتيون   

عصاره مخمر نيز   . زنده عمل كنند  د به عنوان محرك غير    توانن  مي

ها و تركيبـات      ويتامين ،ها اسيد آمينو ،تركيبي از تركيبات مختلف   
همچنين اثر عصاره مخمـر بـه عنـوان محـرك           . باشد معدني مي 

تواند ناشي از تركيبات ديگري باشد كـه هنـوز بـه درسـتي               مي
عـث افـزايش    عصاره مخمر همچنين با   . ]11 [اند شناسايي نشده 

 Saussureaتوليد سـيرينجين در سوسپانـسيون سـلولي گيـاه    

medusa     نتـايج مـشابه در توليـد بتـائين در          . ]21[ شده اسـت
قند نيز به دست آمده اسـت       چغندرهاي موئين گياه     كشت ريشه 

ولي مكانيزم سلولي اين پديده هنوز بـه طـور كامـل مـشخص              
كننـد كـه     به هر حـال مطالعـات بـسياري پيـشنهاد مـي           . نيست

هـا   سـاكاريد  ها و پلي   هاي محرك ساخت اليگو ساكاريد     سيگنال

هـاي موجـود در سـطح غـشاء          ممكن اسـت از طريـق گيرنـده       

ــد   ــه راه بيندازن ــك را ب ــانيزم تحري ــع . ]26[پلاســمايي مك قط

هـاي   هاي اكسايشي يك رويـداد قابـل توجـه در پاسـخ            واكنش
ي هـا   هـاي گيـاهي در معـرض تـنش         دفاعي هنگامي كه سـلول    

گيرند،  ها قرار مي   زيستي و زيستي مانند تيماردهي با محرك      غير

كه منجر بـه توليـد آنيـون سوپراكـسيد           1اكسيژن فعال . باشد مي

( )−
2

O     و پراكسيد هيدروژن)H2O2(        به عنـوان تركيبـات سـمي 
شـوند و در   ها در هنگام بروز تـنش ايجـاد مـي   ROS  .شود مي

.  مشاهده شده اسـت    ROSگياهي توليد   هاي   بسياري از سيستم  
Caافزايش  

هـاي تيمـار      آزاد سيتوسلولي در بسياري از سلول      +2
 يك پـيش    ،ROSشده با محرك براي فعال شدن مراحل توليد         

ــاز اســت ــد   ROSاينكــه . ني ــاء و تولي ــه باعــث الق ــا چگون ه
شوند هنوز به درستي مـشخص نيـست         هاي ثانويه مي   متابوليت

ها باعـث القـاء بيـان بـسياري از           ROS اما اين واضح است كه    

هـاي ثانويـه     كننـده متابوليـت    سـنتز هاي بيو   هاي دفاعي و ژن    نژ
اعتقاد بر اين است كه در نهايت تمامي مسيرهاي         . ]27[د  شو  مي

هاي مسير   گذارد و اغلب تمام ژن      اثر مي  TFSانتقال سيگنال بر    

 .شـود   ويژه تنظـيم مـي  TFSوسيله ه بيوسنتز متابوليت ثانويه ب

باعث  TFSسازي  فعالسازي يا غير بنابراين تنظيم بيوسنتز، فعال 
هـاي ثانويـه گيـاهي شـده       اي براي تنظيم متابوليـت     ايجاد شبكه 

در اين تحقيق اثرات مثبت عصاره مخمـر بـر روي           . ]24[ است

مارين، اين تيمار را به عنـوان يـك           توليد سيلي  رشد و خصوصاً  
هـاي   وري و مطالعه مـسير      بهره كانديداي مورد قبول براي بهبود    

تـوان   بنابراين مي . نمايد مارين معرفي مي   شيميايي سنتز سيلي  بيو

سازي شـرايط محـيط كـشت بـه منظـور             نتيجه گرفت كه بهينه   
  .باشد افزايش قابليت توليد در مقادير بالا بسيار سودمند مي
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