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Abstract 
    Background and objectives: Medicinal plants produce bioactive compounds with high 

antioxidant value. Due to the importance of Withania coagulans in the pharmaceutical industry 

and also due to the cutting of this shrub species and its use in the pharmaceutical industry using 

traditional methods, the risk of extinction of this valuable species will increase, so we should 

look for the method - to be alternatives to increase the production of secondary metabolites of 

this plant. Using elicitors as a technique in vitro increases plant production of effective 

compounds (secondary metabolites). It has been reported that fungal stimulants are also used to 

induce the production or increase of secondary metabolites in medicinal plants. Therefore, in 

this study, the effect of cellulase elicitor on the growth index and biochemical and physiological 

traits of Withania coagulans (Stocks) Dunal) was investigated in cell suspension culture. 

Methodology: Seeds of Withania coagulans were collected from the Mehrestan region of 

Saravan city, and after disinfection, they were cultivated in ½ MS medium to produce explant. 

Production explants were cultured in an MS culture medium containing auxin and cytokinin 

hormones (2mg/l 2, 4, D, and 0.5 mg/l Kinetin) to produce callus. Three sub-cultures of 

production called into MS culture medium containing transfer previous regulating hormones 

were done. Investigated treatments include six elicitor treatments: 1: Control 2: Elicitor with a 

concentration of 200 μg/ml and 24 hours of exposure to the Elicitor, 3: Elicitor with a 

concentration of 200 μg/ml and 48 hours of exposure to the Elicitor, 4: Elicitor with a 

concentration of 200 μg/ml and 72 hours of exposure Elicitor, 5: Elicitor with a concentration of 

7.5 μg/ml and 14 days of exposure to the Elicitor and 6: Elicitor with a concentration of 10 

μg/ml and 14 days of exposure to the cellulase elicitor in a completely randomized design with 

three replications in the central laboratory of the university of Zabol was applied. Investigated 

traits were: callus growth index, antioxidant activity, proline content, soluble carbohydrates, 

malondialdehyde, total alkaloid, and activity of antioxidant enzymes (catalase, ascorbate 

peroxidase, guaiacol peroxidase, superoxide dismutase, and polyphenol oxidase). 

Results: The effect of different cellulase treatments on all traits was significant except 

polyphenol oxidase enzyme activity. In general, different elicitor treatments improved all the 

measured traits except the content of total carbohydrates. However, the increase in the trait 

depended on the concentration and period of exposure to the Elicitor. So, in most of the 

measured traits, the elicitor treatment with a concentration of 10 micrograms/ml and a period of 

14 days caused an increase in all treatments. All cellulase elicitor treatments increased the 

http://ijmapr.areeo.ac.ir/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0
https://ijmapr.areeo.ac.ir/article_131920_b958b252cc9ff62965d193f9bc3c285a.pdf
mailto:Maryam.allahdou@uoz.ac.ir


Iranian Journal of Medicinal and Aromatic Plants Research, Vol. 40, No. 3, 2024  468 

antioxidant activity of Withania coagulans cells in cell suspension culture. The highest 

antioxidant activity was observed in the sixth and fifth treatments and the lowest in the second 

and first treatments (control). The addition of Elicitor in the early stage of cell growth in cell 

suspension culture (eighth day) despite the lower concentrations of Elicitor (7.5 and 10 μg/ml) 

leads to a further increase in callus growth, antioxidant activity, Proline, and total alkaloid 

increased then the addition of Elicitor in exponential phase, despite the high concentration of 

Elicitor (200 μg/ml). A higher concentration of elicitors causes a hypersensitive response, which 

leads to cell death; hence, an optimal Elicitor level is required to induce growth. 

Conclusion: Cellulase elicitor improved the growth index and antioxidant potential of Withania 

coagulans through physiological and biochemical traits. According to the obtained results, the 

use of cellulase elicitor can be considered an important strategy to increase the growth, effective 

compounds, and antioxidant properties of Withania coagulans for commercial production. 
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  (.Withania coagulans (Stocks) Dun)بر روی برخی صفات بیوشیمیایی گیاه پنیر باد  سلولازاثر الیسیتور 

 در شرایط کشت سوسپانسیون سلولی
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 چکیده
اکسيداني بالايي دارند. با توجه به اهميت گياه پنير کنند که ارزش آنتي: گياهان دارويي ترکيبات زيست فعالي توليد ميسابقه و هدف

های جايگزين برای افزايش دنبال روشبايد به  رواينازباد در صنايع داروسازی، خطر انقراض اين گونه ارزشمند افزايش يافته است. 
های ثانويه گياهان را توليد متابوليت ،بافت کشتها به عنوان يک تکنيک در استفاده از محرک .بودهای ثانويه اين گياه توليد متابوليت
ياهان دارويي کاربرد در گ هامتابوليتاين های قارچي نيز در القای توليد يا افزايش که محرکدهد. گزارش شده است افزايش مي
 Withania) پنير بادبر روی شاخص رشد و صفات بيوشيميايي و فيزيولوژيکي گياه رو در اين مطالعه تأثير محرک سلولاز دارند. ازاين

coagulans (Stocks) Dun. شد( در کشت سوسپانسيون سلولي بررسي. 
به  MS ½آوری و بعد از ضد عفوني در محيط کشت شهرستان سراوان جمعگياه پنير باد از منطقه مهرستان  بذرهای: هامواد و روش

 گرميليم 2)های اکسين و سيتوکنين ی هورمونامحتو MSتوليدی در محيط کشت  هایزنمونهيرمنظور توليد ريز نمونه کشت گرديد. 
های توليدی به به منظور توليد کالوس کشت شده و بعد از سه واکشت متوالي کالوس (نينتيک تريدر ل گرميليم ميو ن D-2,4 تريدر ل

 محرک: 2: کنترل، 1شامل:  محرکتيمار  6کننده انتقال و تيمارهای مورد بررسي که های تنظيمی هورمونامايع محتو MSمحيط کشت 
ليتر ميکروگرم بر ميلي 244: محرک با غلظت 3، کنندهکيتحرساعت قرارگيری در معرض  20ليتر و ميکروگرم بر ميلي 244با غلظت 

ساعت قرارگيری در معرض  22ليتر و ميکروگرم بر ميلي 244با غلظت  محرک: 0، کنندهکيتحرساعت قرارگيری در معرض  04و 
 14با غلظت  محرک: 6و  کنندهکيتحرروز قرارگيری در معرض  10ليتر و ميکروگرم بر ميلي 5/2با غلظت  محرک: 5، کنندهکيتحر

تصادفي با سه تکرار در       کاملا طرح  صورتبه و ي سلولاز بودهقارچ محرکروز قرارگيری در معرض  10ليتر و ميکروگرم بر ميلي
اکسيداني، محتوای آزمايشگاه مرکزی دانشگاه زابل اعمال گرديد. صفات مورد بررسي شامل: شاخص رشد کالوس، فعاليت آنتي

اکسيدان )کاتالاز، آسکوربات پراکسيداز، های آنتيهای محلول، مالون دی آلدهيد، آلکالوئيد کل و فعاليت آنزيمکربوهيدراتپرولين، 
 گاياکول پراکسيداز، سوپر اکسيد ديسموتاز و پلي فنل اکسيداز( بود.

طورکلي تيمارهای دار بود. بهنل اکسيداز معني: اثر تيمارهای مختلف سلولاز بر روی کليه صفات به غير از فعاليت آنزيم پلي فنتایج 
های کل شد. اما ميزان افزايش صفات گيری شده به غير از محتوای کربوهيدراتمنجر به بهبود کليه صفات اندازه محرکمختلف 

 کنندهکيتحرار گيری شده، تيمصفات اندازه بيشترکه در طوریداشت. به محرک بستگي به غلظت و دوره زماني قرارگيری در معرض
سلولاز  محرکروزه در معرض محرک بودن سبب افزايش بيشتر شد. همه تيمارهای  10ليتر و دوره ميکروگرم بر ميلي 14با غلظت 

اکسيداني در در کشت سوسپانسيون سلولي شد. بيشترين فعاليت آنتي پنير بادهای اکسيداني سلولمنجر به افزايش فعاليت آنتي
ها در رشد سلول اولدر مرحله  محرکپنجم و کمترين آن در تيمارهای دوم و اول )کنترل( مشاهده شد. افزودن تيمارهای ششم و 
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ليتر( منجر به افزايش بيشتر ميکروگرم بر ميلي 14و  5/2تر محرک )های پايينکشت سوسپانسيون سلولي )روز هشتم( با وجود غلظت
مرحله فاز نمايي رشد، با وجود  در محرکاکسيداني، ميزان پرولين و آلکالوئيد کل نسبت به اضافه کردن رشد کالوس، فعاليت آنتي

که  شدهاز حد  يشب يتپاسخ حساس يجادباعث ا اهکنندهکيتحر غلظت بالاترشد.  ليتر(ميکروگرم بر ميلي 244) محرکغلظت بالای 
 .است يازمورد ن ی رشدالقا یبرا محرکاز  یاينهسطح بهرو ازاينو  گرددمي يمنجر به مرگ سلول

اکسيداني آنتي ظرفيتسلولاز از طريق بهبود صفات فيزيولوژيکي و بيوشيميايي منجر به افزايش شاخص رشد و  محرک: گیرینتیجه
مهم برای افزايش رشد،  راهبردتواند به عنوان يک سلولاز مي محرکاستفاده از  ،دست آمدهبا توجه به نتايج به شد. پنير بادگياه 

 در راستای توليد تجاری آن در نظر گرفته شود.   پنير باداکسيداني گياه ترکيبات مؤثره و خاصيت آنتي
 

  .هيثانو یهاتيمتابولرشد،  شاخص سلولاز، دان،ياکسيآنت کلیدی: هایواژه
 

 مقدمه

آلي با وزن  هایقادرند انواع ترکيبدارويي گياهان    
هم که  ثانويه سنتز کنند هایمتابوليتبه نام  مولکولي پايين

فعل و انفعالات گياهي و محيطي(  از لحاظبرای خود گياه )
های بيولوژيکي که از نظر فعاليت)ها و هم برای انسان

ای العادهاهميت فوق (توانند ارزش درماني داشته باشنديم
های بيولوژيکي وسيع، فعاليتبه دليل  هااين ترکيب .دارند
 درامروزه  اند وها در طب سنتي مورد استفاده قرار گرفتهقرن
مواد  و ، لوازم آرايشيهاارزشمندی مانند دارو هایيبترک

 . (2001et al Bourgaud ,.) ندشواستفاده ميشيميايي 
Withania coagulans با نام علمي  پنير بادگياه 

n.(Stocks) Du  زميني بوده سيبسولاناسه يا متعلق به تيره
ای به ارتفاع درختچه              ای يا تقريبا  صورت گياهي بوتهو به
های سبز کدر و با جام گلي به با برگمتر سانتي 124-34

پايه و  صورت دوگونه به شود. اينرنگ زرد ديده مي
های رشد پرچم های ماده بادگرگشن بوده و در آن گل

اين گياه مايه (. به  2012et alJain ,.)د گردميظاهر  نکرده
نيز  maker-Cheese هندی وپنير، مايه پنير هندی، کاکنج 

 .W(. گونه Ghorbani Ghoochani, 2014) شودگفته مي

coagulans غربي هند و در پاکستان، افغانستان، شمال
 & Valizadehمناطق محدودی از ايران پراکنش دارد )

Valizadeh, 2011وسيله به پنير بادهای طبيعي (. جمعيت
رشد طولاني ل دوره دليشوند و بهبذر پراکنده و تکثير مي
 دارويي و استخراج مواد مؤثره هایآنها، برای برداشت بخش

يک دوره زماني طولاني نياز است. همچنين ميزان 

( در گياهان طبيعي به مقدار withanoloidsا )دهيتانوليو
افشان بودن اين گياه دليل دگرگردهبسيار کم وجود داشته و به

تغيير در نوع ترکيب شيميايي و تغيير شرايط محيطي امکان 
گياه ديگر وجود از يک گياه به  و آنها در مناطق مختلف

های جايگزين روشرو ازاين(.  2009et alMirjalili ,.دارد )
کارآمد اين گونه ويتانوليدها که از  برای توليدو بهينه شده 

در عصر . نظر دارويي بسيار اميدوارکننده هستند، مهم است
طور خاص در رويکردهای بيوتکنولوژی، به و کنوني فناوری

دارويي  هایکشت بافت گياهي، نقش حياتي در توليد ترکيب
 & Rao) داردهای سنتي به جای روشمطلوب از گياهان 

Ravishankar, 2002 .)توليد شده باثانويه  هایمحصول 
طور مداوم در طول سال هتوان بکشت سلول گياهي را مي

وجود نداشته فصلي  گونه محدوديتهيچيجه ، در نتتوليد کرد
 بيني و مستقل از محيط استتوليد قابل اطمينان، قابل پيشو 
(., 2017et alVerma  .) 

های مطالعات متعددی در زمينه بهبود تجمع متابوليت
سلولي گياهان در نتيجه کاربرد اليسيتورهای ثانويه در کشت 

 ومينيآلوم یتورهايسيالاز  استفادهمختلف انجام شده است. 
et al Sivanandhan ,.باد ) ريپن اهيگ در توزانيکو  ديکلرا

  .somniferaW اهيدر گ يقارچ یتورهايسيال کاربرد ،(2012
(., 2017et alAhlawat )، کيجاسمون توريسيالبا  ماريت 
استفاده از  و(  2011et alNafie ,.خربزه ) اهيدر گ دياس
نقره در  تراتينو  ميسدديکلر د،ياس کيليسيسال یتورهايسيال
 ديتول شيافزا ،( 2019et alYu ,.قرمز ) يگلميمر اهيگ

 هامحرک نياستفاده از ا جهيرا در نت هيثانو یهاتيمتابول
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 ليمت یتورهايسيال ريتأثمطالعه  نيهمچن .اندداده نشان
ثانويه های جاسمونات و ساليسيليک اسيد بر روی متابوليت

 Withania) پنير بادهای مويين گياه در کشت ريشه

somnifera شيافزامنجر به  اليسيتور( نشان داد که هر دو 
و ( Withanon) تانونيو ،A (Withanoloid A) ديتانوليو
ها شد ( در همه زمانA withaferin) A نيتافريو
(., 2012et alSivanandha بنابراين از اين مولکول .) ها

ها برای کاربرد تجاری توان برای توليد بيشتر اين ترکيبمي
شده  ءرد. گزارش شده است که فعاليت القااستفاده ک

 Super Oxid) سموتازيد ديسوپر اکس یهاميآنز

Dismutase ) دازيپراکس اکوليگاو (guaiacol 

peroxidaseهای دهنده اين است که آنزيم( نشان
ها از تحريک متيل اکسيدان نقش مهمي در حفظ سلولآنتي

 .Pو   ginsengPanaxهای گياه جاسمونات در کشت ريشه

quinquefolium ( 2005 ,.داردet alAli .)  محرککاربرد 
جاسمونيک اسيد در کشت سوسپانسيون سلولي گياه خربزه 

(L. Cucumis meloفعاليت آنزيم ) های اکسيداتيو
( و مقادير آسکوربيک اسيد و دازيپراکسو  کاتالاز یهاميآنز)

افزايش داده بود کوماريک را -های کومارين و پيمتابوليت
(., 2011et alNafie .) 

با توجه به اهميت گياه پنير باد در صنايع داروسازی و 
و  رويهبيخطر انقراض اين گونه ارزشمند به دليل برداشت 

های استفاده از آن در صنايع داروسازی بايد دنبال روش
های ثانويه اين گياه بود. افزايش متابوليتبرای جايگزين 
باشد. کشت بافت ميفناوری استفاده از  ،هان روشيکي از اي

های زيستي و غير زيستي در شرايط کشت استفاده از محرک
های سوسپانسيون سلولي منجر به تحريک توليد متابوليت

 ديبهبود تول یها برااستفاده از قارچشود. ثانويه مي
 1444دهه  لياز اوا اهانياز گ یاريدر بس دهايآلکالوئ
 et Strobel؛  1991et alChristen ,.) ه استشد گزارش

., 1992al .)هستند  ييهاقارچ کرويم کيتياندوف یاهقارچ
خود با  ياز چرخه زندگ يطور متقابل حداقل در بخشکه به

به آنها  يقابل توجه بيگونه آسچيارتباط داشته و ه اهانيگ
    با ي(. آنها تقر2019et alAzeem -Abdel ,.) کنندينموارد 

 قيو از طر شونديم افتي ياهيگ یهادر همه گونه
مهم  زبانيم اهيدر توسعه گ زبانيو م کروبيم یهاکنشبرهم
 نيهمچن آنها(.  et alKaul ,.2014) شونديمداده  صيتشخ
 ليتبد ايدر سنتز مواد فعال  ينقش احتمال ليبه دل
 شونديماستفاده  محرکعنوان به هيثانو یهاتيمتابول

(., 1995et alBoller  .)يستيز یهامحرک نيب در ،
 در يتوجه قابل شيمنجر به افزا يقارچ یهاکنندهکيتحر
 شده ياهيگ بافت کشت در ييايميش مواد از یتعداد ديتول

 (. 2002et alNamdeo ,.؛  1997et alMarero ,.) است
 شهيدر کشت ر نيزيريسيگل زانيم یبر رو سلولاز ريثأت

غلظت  درکه  ه شدداد نشانبررسي و  انيبنيريش اهيگ نيموئ
و  2/0 ،5/2 نيزيريسيگل زانيم تريليليمبر  کروگرميم 244
سوم، پنجم و هفتم در  یروزها درترتيب بهبرابر  6/4

 et Srivastava) يافته بود شيافزا سلولاز یريمعرض قرارگ

., 2019al.) های مختلف غلظتتأثير در اين تحقيق رو ازاين
بر روی  Aspergillus nigari گرفته شده از قارچسلولاز 

های مختلف در شرايط بيوشيميايي در زمانبرخي صفات 
 ،قيتحق نيا از هدفکشت سوسپانسيون سلولي بررسي شد. 

 ديتول در سلولاز يقارچ محرکثر ؤم یهاغلظت افتني
 تيدر فعال رييبا تغ يدفاع یهاسازوکار يبررس وماس،يب

 در ييايميوشيبدر صفات  رييتغ زيو ن يدانياکسيآنت یهاميآنز
 يسلول ونيسوسپانس یهاکشت گرفتندر معرض قرار  جهينت
 زيرا. باشديم محرک نيمختلف ا یهازمان درباد  ريپن اهيگ
در  رييتغ جهيدر نت ،صفات نياز ا يک در هر رييتغ

  .استتنش  طيدر شرا اهيگ نيا هيثانو یهاتيمتابول

 

 هامواد و روش
 تهیه ریزنمونه

آوری گياه از منطقه مهرستان شهرستان سراوان جمعبذرهای    
 يعقطره ما يک یمحتو يلابتدا در آب استر رهابذشد. 
 يددر اس يقهدق دوبه مدت  بعدو  هشستشو داده شد ييظرفشو
 ينارلام زيردر  رهابذبعد از آن  ند.قرار گرفت %14 يکسولفور

و سه مرتبه به  يقه قرار گرفتهدق 14به مدت  %14 يتکسوا در
 ند.شو داده شدوشست مقطر استريلبا آب  يقهدق يکمدت 

https://www.google.com/search?sca_esv=579646822&sxsrf=AM9HkKnZ_KfI1IJSaRa9Y2WeY0EK6Epavg:1699209859651&q=withanolides+withaferin+A&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwjO29SAwq2CAxVphP0HHelWCpwQkeECKAB6BAgJEAE
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شده در محيط کشت يک دوم  بذرهای ضدعفوني
 ,MS( )Murashige & Skoog ½موراشيگ و اسکوگ )

( به منظور توليد گياهچه کشت گرديدند. کشت بذرها در 1962
استريل انجام شد. کليه ظروف و       کاملا  زير لامينار و در شرايط 

کشت  هایبذروسايل قبل از استفاده در اتوکلاو استريل شدند. 
ساعت  10 ینور راتييتغ گراد ويدرجه سانت 25 یدمادر شده 
 .نگهداری شدند يکيساعت تار 14و  ييروشنا
 

 تهیه کالوس
های توليد شده برای تهيه بعد از سه هفته از گياهچه   

ساقه به منظور القای کالوس استفاده شد.  ريزنمونه برگ و
اتوکلاو شده  هایديشیپتربه ها بدين صورت که ريزنمونه

 D-2,4گرم در ليتر ميلي 2حاوی  MSکشت  يطمح یمحتو
 et alSivanandhan ,.گرم در ليتر کينتين )ميلي 5/4و 

2013a)  و  گراديدرجه سانت 25 یدمامنتقل شده و در
يکي برای توليد کالوس نگهداری شدند. چهار هفته پس تار
های توليد شده به محيط کشت ها، کالوسکشت ريزنمونهاز 

های قبلي منتقل شدند. سه واکشت جديد حاوی هورمون
ها برای توليد متوالي در اين محيط کشت با همان هورمون

 کالوس بيشتر انجام شد. 
 

 تورسوسپانسیون سلولی و تیمار با الیسی
های توليد شده به منظور کالوس ،بعد از سه واکشت متوالي   

مايع محتوی  MSکشت سوسپانسيون سلولي به محيط کشت 
تا  5/1منتقل شدند. مقادير  %3های قبلي و ساکارز هورمون

گرم کالوس ابتدا داخل بشرهای کوچک محتوی محيط  3
 CC244های به ارلن بعدخوبي خرد شده و کشت مايع به

های . کشتندگرديدمحيط کشت مايع منتقل  CC54محتوی 
دور در  154انکوباتور شيکردار با سرعت در سوسپانسيون 

 .ندقرار گرفتگراد و تاريکي يدرجه سانت 25 یدمادقيقه در 

گرم از آنزيم را ميلي 24برای تهيه استوک آنزيم سلولاز، 
فيلتر بافر سديم سيترات حل کرده و با  CC24 وزن و در

در  محرکميکرون در زير لامينار استريل شد. سپس  05/4
های سوسپانسيون سلولي اضافه شد. دو مرحله به کشت

ها شروع به رشد مرحله اول در روز هشتم زماني که سلول
ليتر در ميکروگرم در ميلي 14و  5/2های کردند، در غلظت

استريل سه تکرار اضافه شده و به تيمار کنترل نيز آب مقطر 
دور در  154ها بر روی شيکر با سرعت اضافه گرديد. ارلن

گراد و تاريکي تا روز بيست و درجه سانتي 25دقيقه، دمای 
طور ها بهيکم قرار گرفتند و در روز بيست و دوم سلول

جداگانه برای هر ارلن از يک صافي عبور داده شده و 
ت مورد نظر گيری صفاهای برداشت شده تا زمان اندازهنمونه

شدند. مرحله دوم  نگهداریگراد درجه سانتي -44در دمای 
آنزيم سلولاز در غلظت بالا و دوره تأثير به منظور بررسي 

زماني کوتاه، در مرحله فاز نمايي رشد يعني زماني که رشد 
شد )روز ها متوقف و افزايشي در رشد مشاهده نميسلول

ليتر به در ميلي ميکروگرم 244( سلولاز با غلظت نوزدهم
بر روی شيکر با همان دوباره ها ها اضافه شده و ارلنارلن

ساعت  22و  04، 20شرايط قرار گرفته و در فاصله زماني 
 . شدها انجام برداشت سلول

 

 صفات مورد بررسی
 شاخص رشد کالوس

کالوس محاسبه با استفاده از فرمول زير شاخص رشد    
 (.   et alZahedzadeh ,.2013گرديد )

 
 

Gi ،شاخص رشد کالوس :W1وزن اوليه کالوس :،  
W2 وزن ثانويه کالوس : 
 

DPPH (-diphenyl-2, 2اکسیدانی به روش آنتی فعالیت

picrylhydrazyl-1 ) 
 ،DPPHاکسيداني به روش گيری فعاليت آنتيبرای اندازه   
ليتر ميلي 5 به هامتانولي نمونهليتر از عصاره ميلي 1/4

گرديد.  ضافهمولار اميلي DPPH 1/4 متانولي محلول
در  دقيقه 34مدت شدت تکان داده شده و بهمخلوط به

 1/4يک نمونه حاوی تاريکي و دمای اتاق نگهداری شد. 

2 1

1

100i

W W
G

W

 
  
 



 023  3، شماره 04فصلنامه تحقيقات گياهان دارويي و معطر ايران، جلد 

 

 DPPH متانولي ليتر محلولميلي 5و  %44ليتر متانول ميلي
و نمونه ها جذب نمونه د.گردي عنوان نمونه کنترل تهيهبه

نانومتر  512موج اسپکتروفتومتر در طول  ل با استفاده ازکنتر
استفاده  عنوان بلانک )شاهد(به %44متانول  قرائت شد.

ها با استفاده ( نمونه%inhibitionگرديد. درصد بازدارندگي )
 (.  2015et alAng ,.از فرمول زير محاسبه شد )

 

100 ×inhibition% = 
Ac−As

Ac
 

As  وAcهای جذب مربوط به نمونهترتيب عدد : به
 آزمايشي و نمونه کنترل

 
 آلکالوئید کل

استخراج شد. عصاره  %44با اتانول  کالوسگرم  2حدود    
. شد يظتغل گراد(درجه سانتي 25ی اتاق )در دما يالکل

بدست  يلتر. فگرديد يلترو ف هشد سيدی( ا3%) HClبا  سپس
 يدیاس يدآمده با کلروفرم استخراج شد تا قسمت آلکالوئ

 ياييقل يطبه مح ياکبا آمون يدیاس يآب يهحذف شود. لا
با کلروفرم  )رسوب( آزاد شده يدآلکالوئ يهو قسمت پا يمتنظ

 يب يمسولفات سد یبر رو يکلروفرم صارهع. استخراج شد
خشک  زمان تا يافتهشده و تحت فشار کاهش  يلترفآب 

وزن  يمحاسبه درصد وزن یشد، سپس برا يرشدن تبخ
 (. 1977et alWoo ,.)گرديد 
 

 محتوای کربوهیدرات
گرم  2/4گيری ميزان کربوهيدرات کل، برای اندازه   

های آب مقطر در لوله ليترميلي 14همراه به کالوس
در  آب گرمدر حمام شده و آزمايش دربسته قرار داده 

قرار داده دقيقه  15گراد به مدت درجه سانتي 144دمای 
از  ليترميلي 1 ها سرد شدند،که نمونهاينپس از  شدند.
 5و  %5فنل  ليترميلي 1و به آن  هها را برداشتنمونه
با گرديد. سپس اضافه  %44اسيد سولفوريک  ليترميلي

 044استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر در طول موج 
کربوهيدرات  مقدار محتوای ند.شد ها خواندهنمونهنانومتر 

ز در گرم وزن تر از کميکروگرم گلواستخراجي براساس 
 (.Sheligl, 1986) جدول استاندارد استخراج شد

 
 محتوای پرولین

 و ه، داخل ارلن ريخته شدهيدريننينگرم از  25/1مقدار    
ليتر اسيد ميلي 24ليتر اسيد استيک و ميلي 34به آن  بعد

، در هاون چيني مقدار گرديد. سپس مولار اضافه 6فسفريک 
 %3ليتر اسيد سولفوساليسيليک ميلي 14 کالوس باگرم  1/4
 2داده شد.  کاغذ صافي عبور ده و ازخوبي ساييده شبه

 گرديده دار منتقلليتر از عصاره صاف شده به لوله دربميلي
ليتر اسيد ميلي 2هيدرين و ليتر معرف نينميلي 2و به آن 
 144دمای  دردر حمام آب گرم  . سپسافزوده شداستيک، 

بعد از اين . گرفتندساعت قرار  1گراد به مدت درجه سانتي
 ليتر تولوئن اضافهميلي 0در زير هود به هر نمونه  ،مدت

در . گردندمخلوط  طور کاملبهو تکان داده شد تا  گرديده
. شدبود، جدا  شدهرويي که به رنگ قرمز  نهايت بخش

 1/4تا  صفراز غلظت  نيز يناستانداردهايي از پرول
جذب  مقدارگرديد و  آمادهليتر ميکرومول بر ميلي

نانومتر  524ها در طول موج های استاندارد و نمونهولمحل
 et Bates) شد خواندهدستگاه اسپکتروفتومتر استفاده از با 

, 1973al..)  
 

 ءپراکسیداسیون لیپیدهای غشا
ليتر تری کلرو استيک اسيد ميلي 2با  کالوسگرم  2/4 ابتدا   
1/4% (TCA سائيده شد. عصاره )،درجه  0در دمای  تهيه شده

دقيقه  5به مدت دور در دقيقه  14444سرعت گراد با سانتي
 %5/4 شامل TCA 24%ليتر ميلي 1 سپس د.گرديسانتريفوژ 

ميکروليتر از محلول رويي  544( به TBAتيوباربيتوريک اسيد )
حاصل در دمای  محلول. اضافه شداز سانتريفوژ،  بدست آمده

 گرمادقيقه  34گراد در حمام آب گرم به مدت درجه سانتي 45
 0در دمای قرار گرفته و بلافاصله در يخ  پس از آن داده شد و

 15به مدت  دور در دقيقه 14444سرعت گراد با درجه سانتي
 با دستگاه. جذب اين محلول گرديد دقيقه سانتريفوژ

رای ب. شد خواندهنانومتر  532اسپکتروفتومتر در طول موج 
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از ضريب خاموشي  ديآلدئ ید مالون تعيين مقدار محتوای
1-1cm-mM 155  برحسب  مقادير آند و گردياستفاده

 .(Heath & Paker, 1969) دش بيانمول بر گرم وزن تر نانو
 

 اکسیدانیهای آنتیفعالیت آنزیم
آنزيمي انجام شد. برای استخراج ابتدا استخراج عصاره    
ليتر بافر استخراج ميلي 0با  کالوس گرمميلي 244 آن،

در هاون چيني  pH=7مولار با ميلي 144 فسفات پتاسيم
با سرعت  عبور داده شد. پس از آن ساييده و از کاغذ صافي

سانتريفوژ انجام دقيقه  15به مدت دور در دقيقه  هزار 16
رويي  بخشان فعاليت آنزيمي سنجش ميز برای گرديد.
 . شداستفاده عصاره 
 

 فعالیت آنزیم کاتالاز
ليتر بافر فسفات ميلي 4/2 با عصاره آنزيم ميکروليتر 54
پراکسيد ميکروليتر  344 و (pH=2مولار )ميلي 144پتاسيم 

دقيقه با استفاده از  2مدت شده و به هيدروژن مخلوط
گيری نانومتر اندازه 204اسپکتروفتومتر در طول موج 

 بافرشاهد  نمونههيدروژن انجام شد.  سرعت حذف پراکسيد
فعاليت ميزان  فسفات پتاسيم حاوی پراکسيد هيدروژن بود.

 1cm-mM-1ضريب خاموشي با استفاده از آنزيم کاتالاز 
پروتئين از تقسيم فعاليت حجمي کاتالاز بر ميزان و  0/34

 (.  ,1952Beers & Sizerبدست آمد )عصاره 
 

 فعاليت آنزيم گاياکول پراکسيداز
ليتر بافر ميلي 4/2 با عصاره آنزيماز ميکروليتر  54

ميکروليتر  144، (pH=2مولار )ميلي 144فسفات پتاسيم 
 پراکسيد هيدروژنميکروليتر  144و  مولارميلي 14گاياکول 
ها با استفاده از دستگاه شد. جذب نمونه مخلوط

( به Guaiacol) اکوليگااسپکتروفتومتر براساس اکسيداسيون 
نانومتر قرائت شد. نمونه  024دقيقه در طول موج  2مدت 

يک شاهد )بلانک( محلول واکنش بدون عصاره آنزيمي بود. 
 ميزان دهندهنشان گاياکول پراکسيدازآنزيم واحد از فعاليت 

ميکرومول گاياکول  يککسيد کردن آنزيمي است که برای ا

 (. Fielding & Hall, 1978باشد )ميدقيقه نياز  يکدر 
 

 پراکسیداز فعالیت آنزیم آسکوربات 
 اسپکتروفتومتر گيری فعاليت اين آنزيم با استفاده ازاندازه   

انجام شد.  نانومتر 244کاهش جذب در طول موج  براساس
ليتر بافر فسفات ميلي 4/2 با ميکروليتر عصاره آنزيم 54

 مولارميلي 5آسکوربات ، (pH=2مولار )ميلي 144پتاسيم 
محلول  مخلوط گرديد. پراکسيد هيدروژنميکروليتر  344 و

عنوان نمونه شاهد )بلانک( واکنش بدون عصاره آنزيمي به
آنزيمي است  دهنده ميزاننشان آنواحد از فعاليت  بود. يک
 يکرومول آسکوربات در اکسيد کردن يک ميککه برای 
 (.  2000et alYoshimura ,.باشد )ميدقيقه نياز 

 
 اکسیدازفنل فعالیت آنزیم پلی 

درجه  04تعدادی لوله آزمايش در حمام آب گرم با    
ليتر ميلي 5/2يک  ر داده شد. سپس به هرگراد قراسانتي

 24 و (pH=2مولار )ميلي 144بافر فسفات پتاسيم 
شد مولار اضافه  42/4( Pyrogallol) روگاللميکروليتر پي
گراد برسد. پس از آن به درجه سانتي 04ها به تا دمای لوله
ميکروليتر عصاره آنزيمي اضافه گرديد. با  144هر لوله 

 024استفاده از اسپکتروفتومتر تغييرات جذب در طول موج 
دقيقه خوانده شد. مقدار فعاليت آنريم با  0نانومتر به مدت 

نانومتر در  024ستفاده از تغييرات جذب در طول موج ا
et Klapp -Janovitzگرم پروتئين ثبت شد )دقيقه در ميلي

, 1990al. .) 
 

 فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسموتاز 
ميکروليتر عصاره  5ليتر محلول واکنش حاوی ميلي 3

، (pH=2مولار )ميلي 144بافر فسفات پتاسيم آنزيمي، 
 25مولار، نيترو بلو تترازوليوم کلرايد ميلي 13متيونين 

 1/4ميکرومولار، اتيلن دی آمين تترا استيک اسيد 
ميکرومولار بود. يک نمونه  0مولار و ريبوفلاوين ميلي

عنوان نمونه غير از عصاره آنزيمي نيز بهحاوی همه مواد به
کنترل تهيه گرديد. محلول واکنش شامل عصاره آنزيمي و 
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دقيقه قرار داده  14ل زير لامپ فلورسنت به مدت نمونه کنتر
های واکنش با استفاده از شد. بعد از آن جذب محلول

نانومتر خوانده شد. يکي از  564اسپکتروفتومتر در 
شاهد  عنوانها تحت تابش نور قرار داده نشده و بهمحلول

. يک واحد فعاليت آنزيم سوپر اکسيد ديسموتاز، ميزان بود
 بلو ترويناز احيای نوری  %54تواند تا که مي آنزيمي است

( Tetrazolium Chloride-Blue-Nitro) ديکلرا وميتترازول
 564جلوگيری کند. ميزان اختلاف جذب نمونه و کنترل در 

نانومتر، بيانگر مهار احيای نوری نيترو بلو تترازوليوم کلرايد 
در حضور آنزيم سوپراکسيد ديسموتاز موجود در نمونه 

ها باشد. براساس اين اختلاف جذب، واحد آنزيمي نمونهيم
آنزيم برحسب واحد آنزيم گيری شده و فعاليت ويژه اندازه

گرم( محاسبه شد در مقدار پروتئين کل )ميلي
(Giannopolities & Ries, 1977.) 

 
 وتحلیل آماریتجزیه

 انجام تکرار سه با يتصادف   لا کام طرح صورتبه شيآزما   
 ؛(سلولاز توريسيال: شاهد )فاقد 1 ماريتشامل  مارهاي. تشد
به  سلولاز توريسيال: اضافه کردن شامل 0 و 3، 2 ماريت

بر  کروگرميم 244غلظت  ؛روز نوزدهم يسلول ونيسوسپانس
 22 و 04 ،20 بيترتو زمان برداشت نمونه به تريليليم

شامل:  6و  5 ماريت ؛توريسيالساعت بعد از اضافه کردن 
روز  يسلول ونيبه سوسپانس سلولاز توريسيالکردن  اضافه
و  تريليليمبر  کروگرميم 5/2 بيترتبه یهاغلظت وهشتم 

روز  هانمونهزمان برداشت  زين و تريليليمبر  کروگرميم 14
خطاها از نظر نرمال  بعدها و ابتدا داده .بودو دوم  ستيب

. شدبررسي  14نسخه  Minitabافزار بودن با نرم
انجام و  9.2نسخه  SASافزار ها با نرموتحليل دادهتجزيه

( LSDدار )ها با آزمون حداقل اختلاف معنيمقايسه ميانگين
انجام شد. رسم نمودارها با اکسل نسخه  %5در سطح احتمال 

 .انجام گرديد 2413
 

 نتایج
 ديمنظور تولبرگ و ساقه بعد از سه هفته به یهازنمونهير   

 زانيم(. a -1مورد استفاده قرار گرفتند )شکل  کالوس
و  یاز نظر ظاهر زنمونهيرشده در هر دو نوع  ديتول کالوس

 یهاکالوس(. b -1بود )شکل  کساني وماسيب زانيم زين
 .شدند استفاده يسلول ونيسوسپانس کشت یراب یديتول

 

 

 یهاکالوس :b و MS½( در محیط Withania coagulansگیاه پنیرباد ) رهفته کشت بذو 3شده بعد از  دیتول یهااهچهیگ :a -1 شکل
 محتوی اکسین و سیتوکنین MSگیاه پنیرباد در محیط  برگ و ساقه یهازنمونهیرشده از  دیتول

Figure 1. a: Seedlings produced after three weeks of Withania coagulans seeds cultivation in ½MS, and b: calli produced 
from W. coagulans leaf and stem explants in MS contained auxin and cytokinin 

a=seedling b=callus 

leaf stem 



 … بر روی برخي صفات سلولازاثر اليسيتور   026

تجزیه واریانس شاخص رشد کالوس، آلکالوئید کل و 
 اکسیدانی فعالیت آنتی

  دار بوداثر تيمار اليسيتور بر روی کليه صفات معني   

دهنده اين است که اين صفات که نشان (1)جدول 
 اند. متفاوتي به تيمارهای مختلف اليسيتور دادههای واکنش

 
 رشد و برخی صفات فیتوشیمیایی کالوس گیاه پنیرباد تجزیه واریانس تأثیر الیسیتور سلولاز بر شاخص -1جدول 

 (coagulans ithaniaW) 

Table 1. ANOVA of cellulase elicitor effects on growth index and some phytochemical characteristics of Withania 

coagulans callus 
M.S.   

Malondialdehyde 

content 

Carbohydrate 

content 

Proline 

content 

Antioxidant 

activity 
Total 

Alkaloids 

Callus 

growth index 
d.f. S.O.V. 

0.405** 0.216** 1.78** 175.2** 0.374** 461.6** 5 Cellulase elicitor 
0.004 0.014 0.307 7.09 0.048 39.5 12 Experimental error 
6.45 3.72 5.48 3.64 3.69 6.06 - C.V. (%) 

**: Sinificant at 1% probability level. 

 

بيشترين شاخص رشد کالوس در تيماری که غلظت اليسيتور 
ها در دوره زماني ليتر و سلولميکروگرم بر ميلي 14سلولاز 
روز( در معرض اليسيتور بودند )تيمار ششم(،  10تری )طولاني

ص رشد کالوس نسبت به بدست آمد. در اين تيمار ميزان شاخ
افزايش داشت که تأثير مثبت اليسيتور را بر روی  %2/24کنترل 

رشد کالوس نشان داد. کمترين شاخص رشد کالوس در نمونه 
(. بيشترين محتوای A -2شاهد )تيمار اول( مشاهده شد )شکل 

غلظت کربوهيدرات در تيمارهای دوم، اول )شاهد( و سوم )با 
ساعت  04ليتر اليسيتور سلولاز و مدت ميلي ميکروگرم بر 244

و  32/3، 04/3ترتيب با مقادير قرارگيری در معرض اليسيتور( به
گرم بر گرم وزن تر مشاهده شد. ميزان کاهش ميلي 24/3

محتوای کربوهيدرات تحت تيمارهای چهارم، پنجم، ششم و سوم 
درصد نسبت به شاهد  62/2و  15/0، 40/10، 42/16ترتيب به

(. همه تيمارهای اليسيتور سلولاز منجر به B -2 )شکلبود 
در کشت  پنير بادهای اکسيداني سلولافزايش فعاليت آنتي

اکسيداني در سوسپانسيون سلولي شد. بيشترين فعاليت آنتي
روز  10ليتر و ميکروگرم بر ميلي 14تيمارهای ششم )با غلظت 

 5/2ظت در معرض اليسيتور بودن( و پنجم اليسيتور )با غل
روز در معرض اليسيتور بودن( و  10ليتر و ميکروگرم بر ميلي

ميکروگرم بر  244کمترين آن در تيمارهای دوم )با غلظت 

روز در معرض اليسيتور بودن( و اول )کنترل(  1ليتر و ميلي
ميکروگرم بر  244مشاهده شد. تيمارهای سوم )با غلظت 

ن( و چهارم )با غلظت روز در معرض اليسيتور بود 2ليتر و ميلي
روز در معرض اليسيتور بودن(  3ليتر و ميکروگرم بر ميلي 244

ميزان افزايش فعاليت  (.C -2 شکلدر گروه دوم قرار گرفتند )
اکسيداني در تيمارهای ششم، پنجم، چهارم، سوم و دوم آنتي
درصد در  56/0و  20/2، 52/12، 14/21، 61/22 ترتيببه

د بود. برای ارزيابي پراکسيداسيون ليپيدهای مقايسه با نمونه شاه
( استفاده شد. MDA) ديآلده ید مالوناز مقدار محتوای  ءغشا
مطالعه کمترين محتوای مالون دی آلدهيد در تيمارهای اين در 

روزه  10ليتر و دوره ميکروگرم بر ميلي 14اليسيتور با غلظت 
 244)تيمار ششم(، با غلظت   گرفتن در معرض اليسيتور رقرا

گرفتن در معرض  رروزه قرا 3ليتر و دوره ميکروگرم بر ميلي
ليتر و ميکروگرم بر ميلي 244اليسيتور )تيمار چهارم( و با غلظت 

گرفتن در معرض اليسيتور )تيمار سوم(  رروزه قرا 2دوره 
کلي در همه تيمارهای  طوربه (.D -2شکل مشاهده شد )
. بيشترين مقادير گرديديش محتوای پرولين مشاهده اليسيتور افزا

ليتر ميکروگرم بر ميلي 14آن در تيمارهای ششم )با غلظت 
روز قرارگيری در معرض اليسيتور(،  10اليسيتور سلولاز و مدت 

ليتر اليسيتور سلولاز و ميکروگرم بر ميلي 5/2پنجم )با غلظت 
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ارم )با غلظت روز قرارگيری در معرض اليسيتور( و چه 10مدت 
روز  3ليتر اليسيتور سلولاز و مدت ميکروگرم بر ميلي 244

قرارگيری در معرض اليسيتور( بود. کمترين مقدار آن در نمونه 
شاهد بدست آمد. تيمارهای ششم، پنجم، چهارم، سوم و دوم 

، 1/15، 0/24منجر به افزايش محتوای پرولين به ميزان  ترتيببه
. (E -2 کلنسبت به شاهد شد )ش درصد 3/4و  2/12، 1/10

در تيمارهای  قيتحق نيا دربيشترين مقادير محتوای آلکالوئيد کل 
بدست آمد.  %34/6و  %33/6با مقدار  ترتيببهششم و پنجم 

و  %03/5با مقادير  ترتيببهکمترين آن در تيمارهای دوم و اول 
مقدار افزايش آلکالوئيد کل  (.F -2 شکلمشاهده شد ) 62/5%

، 03/14 ترتيببهتحت تيمارهای ششم، پنجم، چهارم و سوم 
 درصد در مقايسه با نمونه شاهد بود. 20/2و  34/0، 44/14

 

 
 مقایسه میانگین تأثیر الیسیتور سلولاز بر شاخص رشد و برخی صفات فیتوشیمیایی کالوس گیاه پنیرباد  -2شکل 

(Withania coagulans) 
Figure 2. Means comparison of cellulase elicitor effects on growth index and some phytochemical characteristics 

of Withania coagulans callus 
T1: control (without elicitor), T2: 200 µg.mL-1 cellulase elicitor for 24 h, T3: 200 µg.mL-1 cellulase elicitor for 48 h, T4: 200 µg.mL-1 cellulase 

elicitor for 72 h, T5: 7.5 µg.mL-1 cellulase elicitor for 14 days, and T6: 10 µg.mL-1 cellulase elicitor for 14 days. 

Means with common letters are in the same statistical group at 5% probability level (LSD test). 
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 اکسیدان های آنتیتجزیه واریانس فعالیت آنزیم

داری بر روی کليه فعاليت تيمار اليسيتور اثر معني   
غير از فعاليت آنزيم پلي فنل شده به گيریهای اندازهآنزيم

کلي استفاده از اليسيتور  طور(. به2اکسيداز داشت )جدول 
اکسيدان در های آنتيسلولاز منجر به افزايش فعاليت آنزيم

های سوسپانسيون سلولي شد. بيشترين فعاليت آنزيم کشت
کاتالاز در تيمارهای ششم و پنجم و کمترين فعاليت آن 
در تيمارهای اول، دوم و سوم مشاهده شد. تيمار چهارم 
در گروه دوم قرار گرفت. ميزان افزايش فعاليت اين آنزيم 

 6/32، 2/34 ترتيببهدر تيمارهای ششم، پنجم و چهارم 
 (.A -3 شکلدرصد نسبت به نمونه شاهد بود ) 4/24و 

بيشترين فعاليت آنزيم آسکوربات پراکسيداز در تيمارهای 
چهارم و ششم و کمترين فعاليت آن در تيمارهای اول و 
سوم مشاهده شد. تيمارهای پنجم و دوم از نظر فعاليت 

(. نتايج B -2 اين آنزيم در گروه دوم قرار گرفتند )شکل
فعاليت اين آنزيم در تيمار با دوره زماني  دهد کهنشان مي

کمتر در معرض اليسيتور با افزايش غلظت اليسيتور جبران 
شد. بيشترين فعاليت آنزيم گاياکول پراکسيداز در 
تيمارهای چهارم، پنجم، ششم و سوم و کمترين آن در 

بيشترين  (.C -3 شکلتيمارهای دوم و يکم بدست آمد )
د ديسموتاز در تيمار ششم فعاليت آنزيم سوپر اکسي

اليسيتور )اضافه کردن اليسيتور سلولاز به سوسپانسيون 
ليتر و ميکروگرم بر ميلي 14سلولي روز هشتم، غلظت آن 

زمان برداشت نمونه روز بيست و دوم( و کمترين فعاليت 
آن در تيمار اول )شاهد(، تيمار دوم )اضافه کردن اليسيتور 

ي روز نوزدهم، غلظت آن سلولاز به سوسپانسيون سلول
 20ليتر و زمان برداشت نمونه ميکروگرم بر ميلي 244

ساعت بعد از اضافه کردن اليسيتور( و تيمار سوم )اضافه 
کردن اليسيتور سلولاز به سوسپانسيون سلولي روز 

ليتر و زمان ميکروگرم بر ميلي 244نوزدهم، غلظت آن 
اليسيتور( ساعت بعد از اضافه کردن  04برداشت نمونه 

آمد. تيمار پنجم )اضافه کردن اليسيتور سلولاز به  بدست
 5/2سوسپانسيون سلولي روز هشتم، غلظت آن 

ليتر و زمان برداشت نمونه روز بيست و ميکروگرم بر ميلي
دوم( و تيمار چهارم )اضافه کردن اليسيتور سلولاز به 

 244سوسپانسيون سلولي روز نوزدهم، غلظت آن 
ساعت  22ليتر و زمان برداشت نمونه ميلي ميکروگرم بر

های دوم و در گروه ترتيببهبعد از اضافه کردن اليسيتور( 
(. نتايج اين تحقيق نشان D -3 شکلسوم قرار گرفتند )

ها در معرض اليسيتور داد که هر چه دوره قرارگيری سلول
 يابد.بيشتر باشد، فعاليت اين آنزيم بيشتر افزايش مي

 
 (coagulans ithaniaW) گیاه پنیربادکالوس اکسیدانی های آنتیآنزیمتأثیر الیسیتور سلولاز بر تجزیه واریانس  -2 جدول

calli Withania coagulansof antioxidant enzymes ANOVA of cellulase elicitor effects on  .Table 2 
M.S.   

P.P.O S.O.D G.P.O A.P.O CAT .f.d .S.O.V 
.s.n0.0002 **0.260 **0.002 **0.003 **0.109 5 Cellulase 

elicitor 
0.0001 0.0009 0.0003 0.0003 0.002 12 Experimental 

error 
8.51 7.50 6.74 8.78 4.34 - C.V. (%) 

n.s. and **: non-significant and significant at 1% probability level, respectively; CAT: Catalase, A.P.O: Ascorbate peroxidase, G.P.O: guaiacol 

peroxidase, S.O.D: Superoxide dismutase, P.P.O: polyphenol oxidase 
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 (coagulans Withaniaگیاه پنیرباد )کالوس اکسیدانی های آنتیآنزیممقایسه میانگین تأثیر الیسیتور سلولاز بر  -3شکل 
Figure 3. Means comparison of cellulase elicitor effects on antioxidant enzymes of Withania coagulans calli 

T1: control (without elicitor), T2: 200 µg.mL-1 cellulase elicitor for 24 h, T3: 200 µg.mL-1 cellulase elicitor for 48 h, T4: 200 µg.mL-1 cellulase 
elicitor for 72 h, T5: 7.5 µg.mL-1 cellulase elicitor for 14 days, and T6: 10 µg.mL-1 cellulase elicitor for 14 days. 

Means with common letters are in the same statistical group at 5% probability level (LSD test). 
    

 بحث
 یبرا رياخ يکيوتکنولوژيب یتوسعه و استفاده از ابزارها   

ي زمان ژهيوبه ،ييدارو اهانيمهم گ یهاحفاظت و بهبود گونه
 طيمح در حال از بين رفتن دربه سرعت  يکيکه منابع ژنت

اند مختلف نشان داده یهاگزارش .ستضروري ،ي هستندعيطب
 نهيمدر ز یديبا ارزش، بعد جد ييدارو اهانيکه کشت گ

. ( 2011et alSupe ,.) کرده است جاديا ياهيگ یوتکنولوژيب
 (in vitroدرون شيشه )مختلف کشت  هایتکنيک     را ،ياخ

 یسودآور و داريپا توليد شيافزا ر،يتکثت و حفاظ باعث
با  ييدارو اهانيگ عيسر ريتکث یبراثر ؤمطور و به استشده 

خصوصيات اصلاح شده از نظر خاصيت دارويي برای 
برای مطلوب  یهاپلاسمتعداد ژرم شيو افزاسلامتي انسان 

 ديبهبود تول یبرا .اندشده یبرداربهرهنژادگرهای گياهي به
 یهاراهبرد ،ياهيبافت گ یهادر کشت هيثانو یهاتيمتابول

 تيمار. اعمال شده استمتنوعي يندهای افرتحريک و 
 يکي ،زندهريزنده و غهای کنندهتحريک با ياهيگ یهاسلول

در  هيثانو تيمتابول ديتول شيافزا یها براروش نياز مؤثرتر

بوده  يسلول ونيسوسپانس یهاو کشت ييمو شهير یهاکشت
 (. Wang & Wu, 2013) است
، 4) دياس کيليسيسالمختلف  یهاغلظتکه  یامطالعه در
 يزمان یهادوره و( کرومولاريم 244و  154، 144، 54

کننده، کيساعت( در معرض تحر 4و  6، 0، 2، 4) مختلف
در  وماسيب ديتول شيافزاباد انجام شده بود،  ريپن اهيدر گ

 یريساعت در معرض قرارگ 0و  کرومولاريم 154غلظت 
 ديبر تول يمبن قيتحق نيا جيمشاهده شده بود که با نتا

در  (. b., 2013et alSivanandhanمطابقت دارد ) وماسيب
های مختلف ( با غلظت2414و همکاران ) Mauryaمطالعه 

 244و  154، 144، 54اليسيتور ساليسيليک اسيد )
، افزايش بيوماس کل )از پنير بادميکرومولار( در گياه 

آنان ( را تحت همه تيمارها گزارش کردند. %54تا  5/12%
کردند که ساليسيليک اسيد عملکردهای همچنين بيان 

کشت کند. در فيزيولوژی گياه را برای بهبود رشد تنظيم مي
شده با  يمارنخل خرما ت يسلول يونسوسپانس

 ين،پکتعصاره مخمر، مختلف مانند  یهاکنندهکيتحر
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 یهابا غلظت نيترات نقرهو  کلريد کادميوم، ساليسيليک اسيد
با  ،کنندهکيتحر هربرای  يترل برگرم يليم 154و  144، 54
کشت  ی، بجز براوزن تر و خشکغلظت، کاهش  يشافزا
 يان. در معصاره مخمر مشاهده شدشده با  يمارت يسلول

ساليسيليک  يتردر ل گرميليم 54 يمارت تيمارهای مختلف،
افزايش وزن  یالقا یبرا ایيدوارکنندهام تيمارعنوان به اسيد

 (.i & Naik, 2020Khayr-Alتر و خشک بود )
ای ديگر دريافتند که غلظت در مطالعهمحققان همچنين 

کننده، مدت زمان در معرض قرار گرفتن با آن، تحريک
های کشت شده در شرايط کشت و مرحله رشدی سلول

 Vasconsueloمهم هستند ) کنندهکيتحريند استفاده از افر

& Boland, 2007 در  کنندهکيتحر(. در اين مطالعه افزودن
ها در کشت سوسپانسيون سلولي مرحله رشد سلولاوايل 

 5/2) کنندهکيتحرتر های پايين)روز هشتم( با وجود غلظت
ليتر( منجر به افزايش بيشتر رشد ميکروگرم بر ميلي 14و 

مرحله فاز  در کنندهکيتحرکالوس نسبت به اضافه کردن 
ا به مرحله هنمايي رشد )روز نوزدهم: زماني که رشد سلول

رسد و بعد از آن افزايش رشد و متابوليت ثانويه ميبيشينه 
 244يابد( با وجود غلظت بالای اليسيتور )کاهش مي

 یهاغلظتشد. گزارش شده است که  ليتر(ميکروگرم بر ميلي
 ،کنديم ءيفادر رشد سلول ا ينقش مهم کنندهکيتحرمختلف 

از حد  يشب يتپاسخ حساس يجادغلظت بالاتر باعث ا اما
سطح رو ازاينو  گرددمي يشود که منجر به مرگ سلوليم
است  يازمورد ن ی رشدالقا یبرا کنندهتحريک از یاينهبه
(Khayri, 2016-Naik & Al). نيز ممکن  مطالعه نيا در

ميکروگرم بر  244) کنندهکيتحراست غلظت بالای 
منجر به  ،به دليل پاسخ حساسيت بيش از حد ،ليتر(ميلي

 14و  5/2تر آن )های پايينکاهش رشد نسبت به غلظت
 . باشدليتر( شده ميکروگرم بر ميلي

Lahuta ( گزارش کردند که حضور 2412و همکاران )
 یهادراتيسبب کاهش کربوه جاسمونات ليمت توريسيال

بر  يمبن قيتحق نيا جيبا نتا که هشد کالهيتيتر اهيگمحلول در 
 دراتيکربوه زانيم یبر رو سلولازکننده کيتحر ريثأت

 وجودرا  دراتيعلت کاهش کربوه انآن. داردمطابقت 

 لازيآم-آلفا تيکننده ذکر کردند که باعث کاهش فعالکيتحر
و  Yuهمچنين  کند.يم یرينشاسته جلوگ بيکه از تخر هشد

اليسيتور ساليسيليک  ( مشاهده کردند که2414همکاران )
 یهاگلوکز را در سلول يسممتابول داریمعنيطور بهاسيد 

 يانگينکرد و م ءالقا Salvia miltiorrhiza يونسوسپانس
شده  ءالقا یهاگلوکز، فروکتوز و مانوز در سلول یمحتوا

بيان کردند  نانآ کمتر از گروه کنترل بود. داریمعنيطور به
باشد. اول  فاکتوراز سه  يممکن است ناش کاهش يناکه 
 یهايسماز متابول يکيعنوان به يدراتکربوه يسمولمتاب ينکه،ا

 يزيولوژيکيف يندهایااز فر ياریدر بس ياهان،در گ ياساس
 یمحتوا يشدوم، افزا مهم مانند فتوسنتز و تنفس نقش دارد.

ها تأثير سلول یاسمز يمبر تنظ ياهاندر گ يدراتکربوه
ها مواد يدراتاز کربوه ياریبسکه  طوریبهگذارد. يم
 يت،در نها. هستند يطبا مح ياهانگ یسازگار یبرا يگناليس

 یساکارز تنها منبع انرژ يون،سوسپانس يکشت سلول يدر ط
انرژی و کربن مورد نياز  يعنيرشد سلول است،  یو کربن برا

مانند ميتوز و رشد ها سلول يکيمتابول هایيتفعالبرای 
در اين  .شوديفراهم م يکوليزگلاز طريق        عمدتا  طبيعي آنها 

های ها در کشتتحقيق نيز کاهش محتوای کربوهيدرات
افزايش رشد  دليلممکن است به  کنندهکيتحرحاوی 

عنوان ها در اين شرايط باشد که منجر به مصرف آنها بهلسلو
شود و مقدار آنها نسبت به کنترل کاهش انرژی و کربن مي

 يابد.  مي

که يک واکنش سازگاری است  ينپرول يتتجمع اسمول
 ينکند. پروليم يممختلف تنظ يطرا در شرا ياهانگ یبقا

 يژنفعال اکس یهاگونه ييزداطور بالقوه در سمبه ينهمچن
(ROSsمحافظت از غشا ،)ظرفيتبا حفظ  يولوژيکيب یهاء 

نقش دارد  هايمآنزها يا ينپروتئ يتو تثب یو اسمز يوني
(2019 ,et al.Maurya ).  مشابه با نتايج اين تحقيقNazar 

طور به ينتجمع پرول( گزارش کردند که 2415و همکاران )
ساليسيليک اسيد در  کنندهکيتحر با استفاده از يقابل توجه
تجمع همچنين بيان کردند که آنان يافت.  يشافزاگياه خردل 

ساختار  يتکه با تثب به تنش استشاخص تحمل  يک ينپرول
ها يمآنز ييغشا یاز ساختارها يسکوانند روبم ييهاينپروتئ



 041  3، شماره 04فصلنامه تحقيقات گياهان دارويي و معطر ايران، جلد 

 

در مطالعه ديگری افزايش محتوای پرولين  کند.يمحافظت م
 پنير بادساليسيليک اسيد در گياه  کنندهکيتحرتحت تيمار 
افزايش پرولين با البته (.  2019et alMaurya ,.گزارش شد )

 Thymus daenensis کيتوزان در گياه محرکتيمار 
(, 2017et al.Emami Bistgani  ،)گياه Salvia 

(Kar.)abrotanoides  (., 2022et alAttaran Dowom  )
و همکاران   DowomAttaran نيز مشاهده شده است.

از  يبالاتر ناش ينمقدار پرول( گزارش کردند که 2422)
 يداسيونکاهش اکس دليلممکن است به  هاکيتوزاناستفاده از 

کاهش  يا ينگردش پروتئ يشبه گلوتامات، افزا ينپرول
 یهاها ژنکيتوزان ين،. علاوه بر اباشد ينمصرف پروتئ

از  ينپرولباعث توليد کنند که يرا فعال م ينپرول يوسنتزب
  .شونديگلوتامات م

های مختلف بر روی فعاليت کنندهتحريکثير أتبا بررسي 
( چشمه علف)  officinaleNasturtiumاکسيداني گياه آنتي

ها منجر به افزايش خاصيت مشاهده گرديد که محرک
اکسيداني بعد آنتي ظرفيتاکسيداني آنها شد و بيشترين آنتي
ساعت تيمار با اليسيتور متيل جاسمونات با غلظت  20از 

Szczykutowicz -Klimekشد )ميکرومولار حاصل  144

., 2022et alبني بر افزايش فعاليت ( که با نتايج اين تحقيق م
ک قارچي سلولاز اکسيداني در نتيجه کاربرد محرآنتي

های تحقيق تيمارهايي که حاوی آنزيماين مطابقت دارد. در 
اکسيداني بيشتر و نيز پرولين و آلکالوئيد بيشتری بودند، آنتي

دهد اکسيداني بيشتری داشتند که نشان ميخاصيت آنتي
ها در کشت سوسپانسيون سلولي اکسيداني سلولآنتي ظرفيت
 مانندهای اين گياه مربوط به محتوای متابوليت پنير بادگياه 

  .باشدپرولين و آلکالوئيد کل نيز مي
های مختلف اليسيتور در مطالعه ديگری با بررسي غلظت

ميکرومولار( در  244و  154، 144، 54ساليسيليک اسيد )
( Withania coagulans) پنير بادهای کشت بافت گياهچه

مختلف ساليسيليک اسيد های تظغلمشخص شد که کاربرد 
های ثانويه شامل فنول، منجر به افزايش محتوای متابوليت

مطالعه نشان داد که اين  هایپرولين و آنتوسيانين شد. يافته
 mRNAسطح اسيد،  يسيليکسالي خارج اليسيتورهای

 يمرا تنظ يهثانو يتمتابول يوسنتزیب يردر مس يلدخ یهاژن
 ييکارا يه،ثانو يتمتابول يدتول يشو باعث افزا کنديم

در  ياهيگ يوماسب يشو افزا ياهبهبود رشد گ ی،فتوسنتز
 et alMaurya ,.شود )يم پنير باد هایگياهچهکشت بافت 

تحقيق نيز تيمارهايي که بيشترين محتوای اين در . (2019
اکسيداني را داشتند، آنتيهای ثانويه و فعاليت متابوليت

شاخص رشد بهتری نيز در آنها مشاهده شد. اين نتايج نشان 
دهد که اليسيتور سلولاز ممکن است از طريق تحريک مي

دفاعي آنزيمي و غير آنزيمي گياه منجر به های سازوکار
ها به تنش اکسيداتيو ايجاد شده از محرک بهبود پاسخ سلول

 . ببخشدها را بهبود لولقارچي سلولاز شود و رشد س
بااا مطالعااه تااأثير اليساايتورهای متياال جاساامونات،    

 هاای  ساليسيليک اسايد و نيتروپروساايد ساديم باا غلظات     
ميکرومولار در کشت سوسپانسيون سالولي گيااه    244-54

Franch Sccrophularia kakudensis  مشاهده شده بود که
 يرمقااد شاامل   تيمار شده باا اليسايتورها   يسلول یهاکشت

باا   يساه در مقا يدانياکسا يآنتا  یهايمآنز يتاز فعال يشتریب
در  ياژه وباه متيل جاسمونات  محرک ه وشاهد بود یهاکشت

، يسموتازد يدسوپراکس هایيتفعال يکرومولار،م 244غلظت 
 يازان را باه م  يدازو آساکوربات پراکسا  يداز پراکسا  ياکولگا
ه باود  داد يشافازا  هاکنندهتحريک يربا سا يسهدر مقا يادیز
(., 2016et alManivannan  .)Simic  ( 2410همکاران )و

پکتين و کيتين  مانندساکاريد ی پليهاکنندهکيتحربا مطالعه 
 Hypericumي )راعا گال های برگ و شاخه گيااه  در کشت

perforatum در  آنزيم پراکسايداز  يتفعال( گزارش کردند که
در طول کل دوره  پکتين يمارتحت ت برگ و شاخه یهاکشت

 يافات،  يشافازا  يتوجه طور قابلبه افزودن اليسيتورپس از 
 يشافازا  کيتاين  محرکبا  تيمار شده هایکشتکه  يدر حال

پاس از اضاافه    21و  10 یرا در روزهاا  پراکسيداز يتفعال
همچناين  . دشاهد نشاان دادنا  نمونه نسبت به کردن اليسيتور 

پکتاين و   محارک هر دو عامل  استفاده از بيان کردند که نانآ
در  10را در روز  پراکسايداز  يات فعال بيشترين افزايش کيتين
کلاي   طاور باه  .نمونه شااهد داشاتند  برابر نسبت به  2حدود 

  ماارزهپلااي فناال اکساايداز در گياااه    افاازايش فعالياات  
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(Jamzad Satureja khuzistanica تحااات اليسااايتور )
گيااه  ( و در  2013et alSadeghian ,.ساليسايليک اسايد )  

تحات اليسايتور     Salvia abrotanoides(.Kar) يگلا ميمر
( مشابه باا نتاايج    2022et alAttaran Dowom ,.کيتوزان )

 اين تحقيق مشاهده شده است.
نتايج بررسي گياه توان گفت که کلي مي گيرینتيجهعنوان به

: کنترل، 1ي سلولاز )قارچ محرکتحت شش تيمار  پنير باد
ساعت  20ميکروگرم بر ليتر و  244ر با غلظت : اليسيتو2

 244: اليسيتور با غلظت 3قرارگيری در معرض اليسيتور، 
ساعت قرارگيری در معرض  04ميکروگرم بر ليتر و 

 22ميکروگرم بر ليتر و  244: اليسيتور با غلظت 0اليسيتور، 
: اليسيتور با غلظت 5ساعت قرارگيری در معرض اليسيتور، 

روز قرارگيری در معرض  10بر ليتر و  ميکروگرم 5/2
ميکروگرم بر ليتر و  14: اليسيتور با غلظت 6اليسيتور و 

روز قرارگيری در معرض اليسيتور( در کشت 10
فيزيولوژی صفات سوسپانسيون سلولي نشان داد که همه 

 یهاميآنز تيفعال درات،يکربوهو  نيپرول ی)محتوا

 ريثأت تحت( ءغشا یدهايپيل ونيداسيپراکسو  دانياکسيآنت
های صفات مختلف واکنش .گرفتند قرار يقارچ محرک نيا

 طورنشان دادند، اما به محرکمتفاوتي به تيمارهای مختلف 
ميکروگرم بر  14ي با غلظت قارچ محرککلي تيمار 

در روز هشتم به کشت  محرکليتر و اضافه کردن ميلي
روز قرارگيری در معرض  10سوسپانسيون سلولي )

اليسيتور( اثر بهتری بر روی صفات فيزيولوژی و بيوشيميايي 
 محرکو افزايش شاخص رشد کالوس داشت. بنابراين از 

کننده افزايش رشد و عنوان يک تحريکبه سلولاز يقارچ
توان ی آن ميبرای توليد تجار پنير بادخاصيت دارويي گياه 

 استفاده کرد.

 

 سپاسگزاری
دانشگاه زابل مسئولان محترم نويسندگان اين مقاله از    
UOZ-از گرنت به شماره )تهيه منابع مالي اين مقاله  دليلبه

 تشکر و قدرداني لازم را دارند.( 1882
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