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 دهیکچ
ترین  ( غنیApocyanaceae( ازخانواده خرزهره )(Vincaوینکا  سردهمهمترین گونه در  Catharanthus roseuus پروانش

آلکالوئیدهای است که به مقدار زیاد دارای ارزش دارویی بوده، که در -مهم و خاصی از اندولگونه این تیره وحاوی گروه 
های این  های گیاه سبب شده است که، گونه اند. وجود آلکالوئیدهای ارزشمند در تمام بخش های گیاه پراکنده همه بخش

این مطالعه به منظور بررسی اثر تیمارهای .جنس به عنوان گیاهان دارویی بسیار مهم معرفی و خواص آنها بررسی شود 
( که آنزیمی سیتوزولی و کلیدی در شاهراه تولید TDCرشد بر فعالیت آنزیم تریپتوفان دکربوکسیلاز)  تنظیم کننده

های ثانویه در گیاه دارویی پروانش است اجرا شد. آزمایش در سه کشت جداگانه، شامل کشت بافت، کشت  متابولیت

(، IAAهای رشد از جمله اکسین ) کشت مزرعه همراه با تاثیر استفاده هم زمان برخی تنظیم کنندهسوسپانسیونی و 
گرم  میلی 0/1، 0/ 5، 1/0در سه غلظت  ) (BA)بنزیل آمینو پیورین -6و  KIN)(، کینتین )NAAنفتالین استیک اسید )

( و همچنین اسید آمینه تریپتوفان 6و % 4، %2غلظت ) % 3(، تیمارهای مختلف قند ساکارز، فروکتوز و گلوکز در در لیتر
در سه تکراربصورت فاکتوریل در قالب طرح  TDCگرم درلیتر( بر میزان فعالیت آنزیم   میلی 200و  100های ) در غلظت

به ترتیب در  NAAو  IAAهای  اجرا شد. هورمون هال و بذر کرجکاملا تصادفی در مزرعه موسسه تحقیقات اصلاح و تهیه ن
گرم در لیتر،  میلی 0/1در BAو  KINشد. اما درسیتوکنین ها،  TDC، باعث افزایش فعالیت آنزیم  5/0و  1/0های  غلظت

را بر فعالیت آنزیم  % بیشترین تاثیر افزایشی4%، فروکتوز و گلوکز نیز در 6را داشته اند. قندهای ساکارز در  بیشترین اثر
TDC  گرم  میلی 200گرم در لیتر بیشترین تاثیر و در غلظت  میلی 100از خود نشان دادند. اسیدآمینه تریپتوفان در غلظت

درصد بود. استفاده از  40از خود نشان داد و این کاهش در برخی موارد در حدود  TDCدر لیتر اثر کاهنده بر فعالیت آنزیم 
شد، ولی در  TDCیونی در بسیاری از موارد نسبت به دو روش دیگر سبب افزایش بیشتر فعالیت آنزیم روش کشت سوسپانس

ها در برخی از تیمارها اثرافزایشی حتی بیشتر از کشت بافت بوده است. براساس نتایج  کشت مزرعه نیز نسبت به سایر روش
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رعه در بسیاری از موارد نسبت به کشت بافت مزیت حاصل از این آزمایش استفاده از روش کشت سوسپانسیونی و کشت مز 
 .نسبی بیشتری دارد

 

 .پروانش، کشت سوسپانسیون سلولی، کشت بافت، کشت مزرعه، آنزیم تریپتوفان دکربوکسیلاز :ها  کلیدواژه
 

 مقدمه
های کلیدی  ( یکی از آنزیم(TDCآنزیم تریپتوفان دکربوکسیلاز 

های ثانویه از جمله ایندول آلکالوئیدها  درمسیربیوسنتز متابولیت
شود. در بیوسنتز  بوده، که بنام مسیر سکوایریدویید خوانده می

تبدیل تریپتوفان به تریپتامین ایندول آلکالوئیدها این آنزیم سبب 
شده، که یکی از پیش سازهای اصلی در مسیر بیوسنتزی 

که بیشتر  TDC[. 2[]1باشد ] آلکالوئیدهای منو و دی ترپنی می
های اپیدرم پروانش تمرکزدارد در بیوسنتز  در سلول

استریکتوزیدین اولین فراورده این مسیر نقش بسیار مهمی ایفا 
ر ادامه منتهی به بیوسنتز آلکالوئیدهای [ که د4[]3کند ] می

شود. تحقیقات اخیر نشان داده است که اپیدرم ساقه  پرارزشی می
های پروانش وپیچ تلگرافی برگ درشت حاوی مقادیر زیاد  و برگ

ای در بیوسنتز ایندول آلکالوئیدهای  آنزیم است، که توان بالقوه
تابرسونین،  ارزشمند مثل آجمالیسین، وینکاروبین، سرپانتین،

ویندولین، وین بلاستین و وین کریستین داشته و خصوصیات 
دارویی، مانند آرام بخشی، کاهش دهنده فشار خون، درمان 

گیرند. در مورد  اسکیزوفرنی و در کموتراپی مورد استفاده قرار می
بوده  پیریدوکسال فسفاتبایداضافه نمود که وابسته به TDCآنزیم 

های  وپلاسم و حتی در واکوئل سلولو در پلاستیدها و سیت
های عمل  [. یک گروه آنزیم1[]5اپیدرمی ردیابی شده است ]

 هیدروکسیلاز-10 کننده در مراحل اولیه بیوسنتزی آنزیم جرانیول
(G-10-Hودیگری متیل )- ترانسفراز )غیراختصاصی( است، که

[. در مسیر 6های پروانش یافت شده است ] ها و ریشه در برگ
ها بطور پی در پی  ای از آنزیم ات و شکیمیک اسید مجموعهموالون

-codensationکنند، ابتدا آنزیم تلفیق کننده ) ایفای نقش می

enzyme )2  مولکول 2مولکول موالونیک اسید را پس از خروج
CO2 ( به جرانیولc10تبدیل، و سپس جرانیول )-10 

، )ژرانیول آن را به جرانیول هیدروکسید تبدیل کرده هیدروکسیلاز
تبدیل  hydroxygeraniol-4با فعالیت آنزیم اکسیژناز به 

های دانه رست پروانش جداشده  شود(. این آنزیم از میکروزوم می
است. از حلقوی شدن ترکیب اخیر اسید لوگانیک تولید و سپس با 

یک متیل ترانسفراز غیر اختصاصی لوگانین شکل گرفته و با یک 
شود. در  به سکولوگانین تبدیل می 4و  3های  گسست بین کربن

مسیر دوم )مسیرشیکیمیک( کوریسمیت اسید به آنترانیلیت و 
 TDCسپس به ایندول و تریپتوفان تبدیل شده و با فعالیت آنزیم 

گیرد، که دومین پیش ساز برای بیوسنتز  تریپتامین شکل می
استزیکتوزیدین بوده، که آنزیم شرکت کننده دراین مرحله  

باشد. استریکتوزیدین اولین  ( میS.S)سنتاز -توزیدیناستریک
آلکالوئید ناپایدار ایندولی تولید شده دراین مسیر بوده و معمولًا در 

کاتنامین و  پلاستیدها ردیابی شده و در ادامه با بیوسنتز اپی
های اکسیدازی  استمادنین مسیر بیوسنتزی با فعالیت آنزیم

بیوسنتز کاتنامین، آجمالیسین و  متیلاسیونی و اکسینژناسیون برای
ها و بیوسنتز سرپانتین ادامه  سپس اکسیداسیون آن در واکوئل

 6[. در مسیر دیگر استمادنین به تابرسونین که طی 1[]6] یابد می
مرحله آنزیمی به ویندولین تبدیل شده و از تلفیق آن با کاتارانتین 

ساخته و با آلکالوئید دی ترپنی وین بلاستین -اولین اندول
 [.1[]7] شود اکسیژناسیون آن وین کریستین بیوسنتز می

 Catharanthus roseus (L)گیاه پروانش با نام علمی

G.Don. های متقابل، جام گل  گیاهی دو لپه، یک ساله با برگ
 Madagascarهای مختلفی مانند پیوسته بوده، که با نام

Periwinkle ،rosea Vinca ،Lochnera rosea و Vinca 
شناخته شده است. منشا این گیاه مناطق حاره و گرمسیر مانند 
جنوب هند، اندونزی و ماداگاسکار بوده که امروزه کشت آن در 
سراسر دنیا گسترش یافته است. پروانش منبع غنی از آلکالوئیدها 

ند. محتوای آلکالوئیدهای  ا های گیاه پراکنده بوده که در همه بخش
C.roseus ای مختلف آن بسیار متفاوت است و ه در قسمت

تا  15/٠بیشترین مقدار تجمع آلکالوئیدها در پوست ریشه و بین 
[. وجود آلکالوئیدهای 8باشد ] درصد وزن خشک اندام می 34/1

های گیاه سبب شده است که به عنوان یک  ارزشمند در تمام بخش
[. 9] گیاه دارویی بسیار مهم معرفی و خواص آن بررسی شود

الوئیدهای دایمری وین بلاستین و وین کریستین دو آلکالوئید آلک
ها ساخته و ذخیره  دایمری مهم پروانش هستند که در ساقه و برگ
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شوند. هر دو این آلکالوئیدها اثر آنتی نیوپلازی )ضد تومور(  می
سال است که در شیمی درمانی برخی  4٠داشته و بیش از 

. بذر پروانش نیز دارای [11[]10] شوند ها استفاده می سرطان
آلکالوئیدهای دایمری وینگرامینه و متیل وینگرامینه است که به 

[. 11[]12] شوند طور اختصاصی دربذرتولید ساخته و ذخیره می
برخی دیگر از آلکالوئیدها نظیر، لئوروزین، کاتارانتین، 
تتراهایدروآلستونین، لاکنریسین، ویندولین و ویندولیسین در پیچ 

[. در مورد محل بیوسنتز و 11باشند ] ی برگ درشت میتلگراف
های گیاهی نقش اصلی را   سلول   ذخیره سازی آلکالوئیدها، واکوئل

کنند،  های ثانویه ایفا می در ذخیره سازی این گروه از متابولیت
های  ها اسیدهای آلی، قندها، سایر متابولیت  همچنین واکوئل

کلسیم را در خود نگهداری های نظیر سدیم و  ثانویه، کاتیون
 [.6[]14[]13کنند ] می

( است اما Cuجذب آجمالیسین اگرچه حساس به مس)
NaNO3  هیچ تاثیری بر جذب آن ندارد. مطالعات نشان دادند

ای  ای ایندول آلکالوئیدها ناشی از متابولیسم ویژه جذب دو مرحله
تله  نیست بلکه تجمع و ذخیره ایندول آلکالوئیدها تنها ناشی از

باشد  پایین لومن واکوئل می pHیونی آلکالوئیدها به وسیله 
رسد که جذب ویندولین به انرژی نیاز دارد،  [. به نظر می10[]9]

ولی احتمالًا تجمع آجمالیسین ناشی از ایجاد کمپلکس با 
ترکیبات آلی و فنلی است. ذخایر فرعی دیگر نظیر تابرسونین به 

 کنند    نوپلاست عبور میوسیله انتشار ساده از عرض تو
[. در کل، با توجه به مقادیر بسیار بالای از 11[]14[]15]

ها و به دلیل اهمیت این ترکیبات از نظر دارویی این  آلکالوئید
رشد، بر فعالیت   مطالعه با هدف بررسی اثر تیمارهای تنظیم کننده

گیاه پروانش در شرایط کشت  TDCآنزیم تریپتوفان دکربوکسیلاز 
 افت، کشت سلولی و کشت مزرعه انجام گرفته است.ب

 
 ها مواد و روش

 بذر پروانش از موسسه تحقیقات اصلاح و تهیه نهال و بذر کرج
بخش بیوتکنولوژی تهیه شد. برای مطالعات کشت بافت و کشت 

های کشت غذای خاص مورد استفاده قرار گرفت.   سلول محیط
ها و   ها دارای مواد غذایی لازم برای ادامه رشد بافت  این محیط

های  های گونه  ها و اندام ها بوده، چون نیاز غذایی بافت  سلول
ست، در این پژوهش از مختلف گیاهی با یکدیگر متفاوت ا

های   های کشت مختلف استفاده شد. در ضمن محیط  محیط
کشت مختلف دارای مقادیر متفاوتی از ترکیبات معدنی و ترکیبات 

 آلی است.
 

 کشت بافت پروانش
دقیقه در اتانول  15ابتدا برای ضد عفونی نمودن، بذور پروانش 

 20سدیم  -دقیقه در محلول هیپوکلریت کلسیم 30درصد و  70
درصد و سه بار با آب مقطر شستشو شدند، بذرها به دلیل تعدد 
 شیارهای سطحی پوسته دانه بطور کامل ضد عفونی نشده

های  [، به همین دلیل جهت جلوگیری از آلودگی9[]16]
گرمی و  میلی 250میکروبی از محتوی کپسول آموکسی سیلین 

یتر آب میلی ل 250میلی گرمی در  250کپسول آمپی سیلین 
 مقطر استفاده شد، و سپس بذور به محیط کشت منتقل شدند.

 
 ضد عفونی نمودن قطعات گیاه پروانش

 10های مسن و جوان با آب و صابون شستشو و   هاو ساقه ابتدا برگ
ها و  درصد تجاری آب ژاول قرار گرفتند. برگ 20دقیقه در محلول 

ها سه بار با آب مقطر ضد عفونی شستشو شدند، سپس    ساقه
دقیقه  20درصد به مدت 15/0قطعات را در محلول کلرید جیوه 

قرار داده، و در آخرین مرحله سه بار با آب مقطر ضد عفونی 
شستشو شدند. تفکیک قطعات برگ و ساقه پس از ضد عفونی 

 با مختلفکردن انجام شد. این قطعات به محیط کشت پایه 
 [.16های رشد منتقل شدند ] های متفاوت تنظیم کننده  غلظت

 
  های کشت سلول و بافت:   روش

بدون  LSو  MSهای پایه   برای کشت سوسپانسیونی از محیط
گار و برای کشت بافت از محیط پایه  استفاده شد  B5آ

[9[]14[]17.] 
: ای الف( روش کشت سوسپانسیون سلولی، یک مرحله

استفاده شد و در ضمن  MSدر این روش تنها از محیط کشت پایه 
از محیط حذف نشد. در تمام دوره کشت  D-4،2های   واکشت

 100میلی لیتری حاوی  250های   سوسپانسیونی سلول در ارلن
 rpmها روی شیکر افقی با سرعت  میلی لیتر محیط بوده و ارلن

 [.18[]17قرار داشتند ]  130



 و همکاران برروی فعالیت آنزیم تریپتوفان دکربوکسیلاز / علی کاظم زاده حقیقی تنظیم کننده رشد، قند و اسید آمینه تریپتوفانبررسی اثر تیمارهای  66

 

در  ای: سوسپانسیون سلولی، دو مرحله ب( روش کشت
دارای تنظیم  MSها را به محیط کشت تعلیقی  این روش ابتدا کال

گرم در  میلی 5/0و کینتین هر یک با غلظت  D-4،2رشد   کننده
های جدا   میلی لیتراز سلول 10لیتر منتقل نموده و پس از یک ماه 

د انتقال داده میلی لیتر محیط کشت تولید آلکالوئی 90شده را به 
و همکارانش  zenkشدند. محیط تولید الکالوئید توسط 

گرم در لیتر ساکارز،  50دارای  LSمعرفی شده بود. محیط 1984
 بود IAAگرم در لیتر  میلی 175/0و  BAگرم در لیتر  میلی 125/1

[6[]9[]16]. 
روزه  30های   های پروانش، کال  جهت کشت سلولی از برگ

گار و  MSهای   وز نگهداری در محیطر 20تهیه و پس از بدون آ
رشد، قند و تریپتوفان، به عنوان محیط شاهد   فاقد تنظیم کننده

های رشد ذکر شده در  رشد یافته، و سپس با افزودن تنظیم کننده
پژوهش برای سنجش آلکالوئیدهای آجمالیسین، سرپانتین و 

روزه  10دوره زمانی 4در وزن خشک گیاه، در طی  آلکالوئید کل 
 [.6[]18[]19مورد استفاده قرار گرفتند ]

کرت یک مترمربعی را  27برای این منظور کشت مزرعه: 
گرم  انتخاب و در اواسط بهار مبادرت به کاشت بذرها به مقدار دو

ها بطور مرتب و روزانه آبیاری شدند. .    در هر کرت شد و کرت
 0/1و 1/0،5/0 در سه غلظت ) های اکسین و سیتوکنین هورمون

( استفاده شدند. گیاهان در سه تکرار بصورت گرم در لیتر میلی
فاکتوریل در قالب طرح کاملا تصادفی در مزرعه موسسه 

اجرا شد.  1398درسال  تحقیقات اصلاح و تهیه نهال و بذر کرج
رشد با پاشیدن   پس از دو برگی شدن گیاهان، تیمار تنظیم کننده

 20ترتیب که برای هر کرت معین حدود آنها انجام شد، به این 
میلی لیتر از محلول مورد آزمایش روی گیاه اسپری شد. دو 

رشد پاشی انجام شد.   برداشت پس از یک ماه تنظیم کننده
برداشت اول در هفته دوم و برداشت دوم در شروع مرحله گلدهی 

 14نمونه برداری نیز پس از گلدهی با فواصل زمانی  2و سپس 
ز گیاهان انجام شد. پس از برداشت، گیاهان در دمای روزه ا

°معمولی اتاق  )
C25 خشک شده و سپس آلکالوئیدها )

 [.10[]21[]20استخراج، و سنجش شدند ]
 

 روش اجرای آزمایش
های رشد مورد مطالعه در این  به منظور بررسی تاثیر تنظیم کننده

طور دقیق در  تحقیق بر میزان ترکیبات مورد نظر، ابتدا تیمارها به

های مورد تحقیق اعمال شد. پس از طی مرحله رشد گیاه،  کرت
عملیات عصاره گیری انجام شد و ترکیبات مورد نظر با استفاده از 

 [23[]22روش اسپکتروفلوئوریمتری مورد سنجش قرار گرفت ]
[24 .] 

 
 TDCروش استخراج و آماده سازی مخلوط واکنش آنزیم

اساس روش بر سنجش فلوئوریمتری مقدار تریپتامین استوار 
است. حلال در این روش مخلوط اتیل استات با توجه به وزن 

شود. سنجش مقدار تریپتامین در مخلوط  ماده تر اولیه مصرف می
دقیقه از شروع واکنش انجام  30الی  20واکنش در مدت زمان 

ل فسفات )ویتامین شد. فعالیت این آنزیم به کوآنزیم پیرودکسا
B6 وابسته بوده، که فعالیت غیر برگشتی و یک طرفه آنزیم را )

کند. دراین روش افزایش فعالیت آنزیم با افزایش میزان  کاتالیز می
شود. سرعت فعالیت  تریپتامین در مخلوط واکنش نشان داده می

که به   HPLCهای مختلف از جمله اتورادیوگرافی و آنزیم با روش
ارای خطرات جانبی ناشی ازتابش پرتوهای مضر، وهزینه ترتیب د

اسپکتروفلوئوریمتری  شود، اما روش گیری می بسیار بالا بوده اندازه
 [.22[]25] باشد می تر، ارزانتر و به همان اندازه دقیق بسیارسریع

های  های کشت اولیه سلول یا اندام ابتدا با فیلتر کردن نمونه
اده تر، جدا و با روش استخراجی گرم ازم پروانش حدوداً دو

از  های جوان و مسن [ آماده سازی شدند. برگ ها، ساقه25[]26]
پروانش و پیچ تلگرافی به طور جداگانه با آب مقطر سرد دو بار 

گرم از وزن تر  شستشو و به قطعات کوچک تقسیم کرده، سپس دو
 2به دست آمده با دو حجم پلی وینیل الکل و پلی پیرولیدون، 

میلی مول  5حاوی pH5/7مولار، 1/0میلی لیتر بافر فسفات 
به  EDTAمیلی مولار  1میلی مول تیواوره و  5مرکاپتواتانول و

 rpmدقیقه در 30دقیقه تکان داده و سپس بمدت  10مدت 
سانتریفیوژ نموده، بخش روشناور بعنوان منبع آنزیم 10000

 [. 22[]27استفاده شد] تریپتوفان دکربوکسیلاز

تریپتوفان، تریپتامین هیدروکلراید و - Lلوط واکنش شامل:مخ
 های استاندارد تریپتامین در پیریدوکسال فسفات بود. ابتدا محلول

میکرومول تهیه و با اسپکتروفلوریمتری  10الی  0.5های  غلظت
به ترتیب طول موج  نانومتر 350و  280های  در طول موج

انس تریپتامین لومین λEmو طول موج خاموشی   λExتحریک
-Perkinدرحلال آب توسط دستگاه اسپکتروفلوئوریمتر مدل )

Elmer.Lsa-B5 قرائت شده و نمودار 1.000( با فاکتور تثبیت 
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لیتر از  استاندارد به دست آمد. درهر سنجش سه و نیم میلی
و میکرومول  4/11الی  57/0وارد و Aمحلول استاندارد در مخزن 

محلول تریپتامین تهیه شده از آب سه بار تقطیر شده آماده، و در 
 5، که حاوی pH ,5/8مولار با 1/0، بافر فسفات سدیم  Bمخزن 

% 10و گلیسرولمرکاپتواتانول -بتامیلی مول 5میلی لیتر محلول 
ن است(. بود اضافه شد  ) لازم به ذکر است بلانک فاقد تریپتامی

تریپتوفان و محلول فاز آبی تریپتامین را با -Lسپس مخلوط 
میلی لیترآب سه بار تقطیر  1نانومول با  40الی  2های  غلظت
  pH 8.5سی سی بافر فسفات سدیم یک دهم مولار با  1شده و

میلی مول پیردوکسال فسفات،  1میلی مول تریپتوفان و  1که حاوی 
میلی  4رسانده و سپس 11معادل  pHنرمال به  4با افزودن سود 

میلی لیتر اتیل استات مخلوط و  10لیترازمخلوط بدست آمده را با 
دقیقه بهم زده تا فاز بالای جداسازی و برای  10به مدت 

اسپکتروفلوئوریمتری آماده شد. ) تمام مراحل استخراج باید 
 سانتی گراد انجام شود( درجه 4تا  0درحمام یخ در دمای بین 

[28[]29[]24.] 
 

 TDC [24]تست کاتالیتیکی آنزیم 
تیواوره ثبت  G-sephadex 25تست کاتالیتیکی آنزیم بر اساس

میلی لیتر بافر فسفات  1میلی لیتر از مخلوط آنزیم را با  1گردید.
میلی مول مرکاپتواتانول،  5/3حاوی   pH5/8مولار با  1/0سدیم 

میکروگرم از بخش  20میلی مولار و  1میلی مول تریپتوفان،  1
درجه سانتی گراد  30دقیقه در دمای  40هموژن جدا شده بمدت 

درحالت لرزش مداوم قرارداده و سرعت فعالیت آنزیم را در 
میلی لیتر  2دقیقه پس از اضافه نمودن  40الی  5های زمانی بازه

نمونه را با  pHنرمال اندازه گیری و نتایج ثبت شد. سپس  4سود 
میلی لیتر اتیل استات  5/3رسانده، نمونه را با  11افزودن سود به 

مخلوط، فاز اتیل استات را برای سنجش فلوئورسانس توسط 
نانومتر  350و  280های  دستگاه اسپکتروفلوئوریمتر درطول موج

 4/0لومینانس تریپتامین ثبت ونمودارهای مربوطه رسم شدند. )
ت محلول در نانومول به صور 4میکرولیتر تریپتامین با غلظت 

های زمانی مشخص اضافه شد(. اندازه گیری مقدار تریپتامین  بازه
صورت گرفت، و  خط برگشت )رگرسیون(اساس شیب بر 

تیواوره از  +میلی لیتر سولفات آمونیوم 40رسوب به دست آمده به 
در  TDC ستون عبور داده و برای تعیین سرعت فعالیت آنزیم

اتیلن گلیکول  درصد پلی های پنج شرایط بدون نمک درغلظت
و  ANOVAاستفاده شد. نتایج بین گروهی با استفاده از آزمون 

مورد سنجش و  ٪1های تعقیبی شف درسطح احتمال  تست
 [. 24[]32[]31[]30مقایسه با هم قرار گرفت ]

 
 نتایج

های مختلف پروانش نشان  بررسی نتایج حاصل از کشت اندام
ها اختلاف وجود دارد.   داد که بین میزان فعالیت آنزیم در این اندام

از میزان  IAA وNAA نتایج نشان داد که با افزایش غلظت 
 1و  1/0های    ای که در غلظت فعالیت آنزیم کاسته شد، به گونه

به ترتیب بیشترین و  IAAرشد  گرم در لیتر تنظیم کننده میلی
گرم در لیتر بیشترین  میلی 5/0غلظت  NAAکمترین و برای 

(. در سیتوکنین، 2و 1میزان فعالیت آنزیم مشاهده شد )نمودار 
KIN وBA  گرم در لیتر در تمامی  میلی 0/1هردو در غلظت

های کشت افزایش میزان فعالیت آنزیم دیده شد، اما این  محیط
ای محسوس تر بود  یط سوسپانسیون دومرحلهافزایش در مح

(. در بررسی اثر متقابل هورمون مصرفی در 4و  3)نمودار 
های مختلف بر میزان فعالیت آنزیم مشاهده شد، که استفاده  اندام

از برگ مسن پروانش بیشترین و استفاده از ساقه جوان کمترین 
د. کشت تغییر در فعالیت آنزیم را ازخود در کشت بافت نشان دا

ها  ای عملکرد بهتری نسبت به سایر محیط سوسپانسیون دو مرحله
ها در این  ها نشان داد اثر متقابل اکسین از خود نشان داد. بررسی

روزبیستم استفاده از تیمارها تا تحقیق با افزایش تعداد روز 
اما از ، نسبت به شاهد افزایش سرعت فعالیت آنزیم دیده شد

با کاهش  NAAو  IAAهای  هورمونام  به بعد در 20روز
روبرو شد، این کاهش در   TDCمحسوس سرعت فعالیت آنزیم

 (1نمودار  )های سیتوکنینی دیده نشد. تیمار
بررسی تاثیر تنظیم کنندهای رشد بر روی فعالیت آنزیم 

TDC نتایج حاصل نشان داد که استفاده از در گیاه پروانش :
ونی و مزرعه باعث های مختلف کشت بافت، سوسپانسی روش

ای که استفاده  گونه شده، به TDC تغییر در سرعت فعالیت آنزیم
های مورد  از کشت سوسپانسیونی همراه با استفاده از هورمون

مطالعه در این تحقیق بیشترین تاثیر را نسبت به دو روش دیگر 
نشان  TDCکشت از خود برای افزایش سرعت عملکرد آنزیم 

ها مورد مطالعه در این تحقیق  تقابل سیتوکنینداد. در بررسی اثر م
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الی  20استفاده از روز  نیز مشاهده شد که با افزایش تعداد روز
از ، اما روز نسبت به شاهد افزایش سرعت عملکرد دیده شد 40

ها با کاهش محسوس سرعت فعالیت  روز بیستم به بعد در اکسین
نشان داد که ها  (. بررسی4)نمودار  مواجه شدیم TDCآنزیم 

گرم در لیتربیشترین  میلی 0/1درغلظت  KINو  BA استفاده از
( 4)نمودار  از خود نشان دادند تاثیر را بر افزایش سرعت آنزیم

کمترین تاثیر افزایشی بر  IAA(، در مقابل استفاده از  3)نمودار 
ترین غلظت  سرعت آنزیم را از خود نشان داد. در بررسی مناسب

و  1/0 به ترتیب NAAو  IAA، ها برای اکسینمورد استفاده 
(. همچنین بررسی نتایج 5گرم در لیتر بود )نمودار  میلی 5/0

های مختلف  های رشد و روش حاصل از تاثیر انواع تنظیم کننده
کشت نشان داد که به ترتیب استفاده از کشت سوسپانسیونی و 

ر این های مورد مطالعه د مزرعه همراه با استفاده از هورمون
پژوهش بیشترین تاثیر را نسبت به روش کشت بافت از خود بر 

نشان داده است  سرعت فعالیت آنزیم تریپتوفان دکربوکسیلاز
(. بررسی جداول بدست آمده از انواع کشت و 5)نمودار 

های مسن  های متفاوت گیاه پروانش نشان داد که، برگ اندام
ای بهترین  پروانش در کشت بافت و کشت سلولی دو مرحله

های رشد بر روی  عملکرد را در تاثیر پذیری از تنظیم کننده
از خود نشان دادند. همچنین نتایج  TDCسرعت فعالیت آنزیم 

های کشت نشان داد که اختلاف   حاصل از مقایسه همه گروه
های گروه  معنی داری در میزان فعالیت آنزیم تحت تاثیر هورمون

ها وجود ندارد   سایر گروه اکسین در کشت مزرعه نسبت به
  (.2)نمودار 

 
های پروانش کشت  ( در اندامTDCبر میزان فعالیت آنزیم تریپتوفان دکربوکسیلاز ) IAAهای مربوط به تاثیر هورمون  بررسی نتایج حاصل از تجزیه واریانس داده: 1جدول 

 ای مرحله 2و  1بافت و کشت سوسپانسیونی 
 میانگین مربعات درجه آزادی منابع تغییر
 15.88** 5 نوع بافت

IAA 3 **103.01 
 IAA 15 **5.66 نوع بافت *
 0.018 48 خطا

 

 0.01**معنی داری در سطح     0.05*معنی داری در طح 
 

 
 2و  1های پروانش کشت بافت و کشت سلولی  ( در اندامTDCتریپتوفان دکربوکسیلاز )بر میزان فعالیت آنزیم  IAAمقایسه نتایج حاصل از تاثیر هورمون  : 1نمودار 

 .ای مرحله
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های پروانش  ( در اندامTDCبر میزان فعالیت آنزیم تریپتوفان دکربوکسیلاز ) NAAهای مربوط به تاثیر هورمون  بررسی نتایج حاصل از تجزیه واریانس داده: 2جدول 
 ای مرحله 2و  1ونی کشت بافت و کشت سوسپانسی

 میانگین مربعات درجه آزادی منابع تغییر
 22.56** 5 نوع بافت
NAA 3 **162.77 

 NAA 15 **18.49 نوع بافت *
 0.018 48 خطا

 

 
 

 2و  1کشت بافت و کشت سلولی  های پروانش ( در اندامTDCبر میزان فعالیت آنزیم تریپتوفان دکربوکسیلاز ) NAAمقایسه نتایج حاصل از تاثیر هورمون : 2نمودار 
  .ای مرحله
 

های پروانش کشت  ( در اندامTDCبر میزان فعالیت آنزیم تریپتوفان دکربوکسیلاز ) BAهای مربوط به تاثیر هورمون  بررسی نتایج حاصل از تجزیه واریانس داده :3جدول 
 ای مرحله 2و  1بافت و کشت سوسپانسیونی 

 میانگین مربعات درجه آزادی منابع تغییر
 86.85** 5 نوع بافت

BA 3 **826.21 
 BA 15 **13.61 نوع بافت *
 0.018 48 خطا

 

 0.01**معنی داری در سطح     0.05*معنی داری در سطح 
 

 
 2و  1پروانش کشت بافت و کشت سلولی های  ( در اندامTDCبر میزان فعالیت آنزیم تریپتوفان دکربوکسیلاز ) BAمقایسه نتایج حاصل از تاثیر هورمون : 3نمودار

 .ای مرحله
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یانس داده4جدول  یپتوفان دکربوکسیلاز ) KINهای مربوط به تاثیر هورمون  : بررسی نتایج حاصل از تجزیه وار های  ( در اندامTDCبر میزان فعالیت آنزیم تر
 مرحله ای 2و  1پروانش کشت بافت و کشت سوسپانسیونی 

 
 میانگین مربعات درجه آزادی منابع تغییر
 40.53** 5 نوع بافت

Kin 3 **601.03 
 Kin 15 **6.28 نوع بافت *
 0.018 48 خطا

 

 0.01**معنی داری در سطح     0.05*معنی داری در سطح 
 

 
 

 2و  1های پروانش کشت بافت و کشت سلولی  اندام( در TDCبر میزان فعالیت آنزیم تریپتوفان دکربوکسیلاز ) KINمقایسه نتایج حاصل از تاثیر هورمون : 4نمودار 
 .ای مرحله
 

در گیاه  TDCبررسی تاثیر قندها بر روی فعالیت آنزیم 
های مختلف نتایج  در بررسی اثر قند ساکارز در غلظت پروانش:

بیشترین اثر  % قند ساکارز6بدست آمده نشان داد که غلظت 
ای  ( در محیط کشت سلولی دو مرحلهTDCافزایشی در فعالیت )

( و همچنین کمترین اثر قند ساکارز در 6داشته، )جدول و نمودار 
های جوان پروانش بود.  ها در کشت بافت برگ تمامی غلظت

های  همچنین مقایسه آنالیز واریانس نتایج بدست آمده از غلظت
داد به ترتیب قندهای مختلف قندهای گلوکز و فروکتوز نشان 

( در 8( و فروکتوز )جدول و نمودار 7گلوکز )جدول و نمودار 
ای بیشترین تاثیر را  % در محیط کشت سلولی دومرحله4غلظت 

بر روی فعالیت آنزیم داشته است. همچنین برگ مسن پروانش 
در هر دو مدل کشت بافت و  TDC بیشترین افزایش فعالیت آنزیم

ن داده است. در استفاده از تیمارهای قند سوسپانسیونی را نشا
% 4% قند ساکارز و 6  نتایج نشان داد که استفاده از غلظت 

قندهای گلوکز و فروکتوز بیشترین تاثیر بر افزایش فعالیت آنزیم در 
های گیاهی و انواع کشت بافت و سلول از خود نشان  همه نمونه

های  تفاده در اندامداد. همچنین در بررسی اثر متقابل قند مورد اس
مختلف بر میزان فعالیت آنزیم مشاهده شد، که استفاده از کشت 
بافت برگ مسن بیشترین و کشت بافت ساقه جوان پروانش 
کمترین تاثیر را بر سرعت فعالیت آنزیم دارد. همچنین کشت 

ای نتایج بهتری از خود نشان داد )جدول  سوسپانسیونی دو مرحله
 (.7و نمودار 

یپتوفان بر روی فعالیت آنزیم بررسی  تاثیر اسید آمینه تر
TDC :بررسی و مقایسه آنالیز واریانس در  در گیاه پروانش
اسید آمینه تریپتوفان  گرم درلیتر میلی 200 و 100های  غلظت

گرم بر لیتر اسید آمینه تریپتوفان اثر  میلی 100نشان داد که غلظت 
لیت آنزیم تریپتوفان % بر روی فعا1افزایشی معنی دار در سطح 

های  نشان داده، که این روند در تمامی اندام TDC دکربوکسیلاز
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های کشت پروانش مشاهده شد.  کشت شده و در تمامی محیط
روند افزایشی بویژه در محیط کشت سوسپانسیون سلولی دو 

افزایش بیشتری نسبت به سایر  % آماری(1ای )در سطح  مرحله
نشان داد. همچنین مقایسه نتایج های کشت پروانش را  محیط

گرم بر لیتر اثری بسیار کمتر  میلی 200مشخص نمود که غلظت 
(. 9فعالیت آنزیم داشته است )جدول و نمودار  و حتی کاهنده در

های متفاوت  بررسی جداول بدست آمده از انواع کشت و اندام
های مسن پروانش در کشت بافت  گیاه پروانش نشان داد که، برگ

ای بهترین عملکرد را در تاثیر تغییرات  شت سلولی دو مرحلهو ک
 TDCغلظت اسید آمینه تریپتوفان بر روی سرعت فعالیت آنزیم 

از خود نشان داد. همچنین در بررسی میانگین نتایج حاصل از 
بررسی تاثیر اسید آمینه تریپتوفان بر میزان فعالیت آنزیم در نوع 

کمترین تاثیر پذیری  ه بیشترین واندام گیاه پروانش مشاهده شد ک
های مسن و  از تیمارها در میزان فعالیت آنزیم به ترتیب در برگ

های پروانش مشاهده شد.  ساقه جوان پروانش نسبت به سایر اندام
های کشت افزایش غلظت تریپتوفان باعث کاهش  در تمامی مدل

شده  های دریافت کننده اسید آمینه % فعالیت آنزیم در گروه40 تا
است. همچنین افزایش غلظت تریپتوفان سبب کاهش فعالیت 
آنزیم شده، وکشت سوسپانسیون سلولی بیشترین تاثیر پذیری را 

 ازخود نشان داده است.
 

 
 

گیاه پروانش در کشت بافت، کشت   TDCهای رشد بر سرعت فعالیت آنزیم تریپتوفان دکربوکسیلاز  مقایسه نتایج حاصل از تاثیر انواع تنظیم کننده: 5نمودار 
 سوسپانسیونی و کشت مزرعه.

 
های پروانش کشت  ( در اندامTDCریپتوفان دکربوکسیلاز )های مربوط به تاثیر قند ساکارز بر میزان فعالیت آنزیم ت بررسی نتایج حاصل از تجزیه واریانس داده: 6جدول 

 ای مرحله 2و  1بافت و کشت سوسپانسیونی 
 میانگین مربعات درجه آزادی منابع تغییر
 191.06** 5 نوع بافت

SUC 3 **641.8 
 SUC 15 **26.82 نوع بافت *
 0.018 48 خطا

 

 0.01**معنی داری در سطح     0.05*معنی داری در سطح 
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 2و  1های پروانش در کشت بافت و کشت سلولی  ( در اندامTDCمقایسه نتایج حاصل از تاثیر قند ساکارز بر میزان فعالیت آنزیم تریپتوفان دکربوکسیلاز ): 6نمودار 

 .ای مرحله
 

های پروانش کشت  ( در اندامTDCآنزیم تریپتوفان دکربوکسیلاز )های مربوط به تاثیر قند گلوکز بر میزان فعالیت  بررسی نتایج حاصل از تجزیه واریانس داده: 7جدول 
 ای مرحله 2و  1بافت و کشت سوسپانسیونی 

 میانگین مربعات درجه آزادی منابع تغییر
 75.69** 5 نوع بافت

Glu 3 **233.92 
 Glu 15 **9.58 نوع بافت *
 0.018 48 خطا

 01/0**معنی داری در سطح  05/0داری در سطح  *معنی
 

 
 

 .ای مرحله 2و  1های پروانش کشت بافت و کشت سلولی  ( در اندامTDCمقایسه نتایج حاصل از تاثیر قند گلوکز بر میزان فعالیت آنزیم تریپتوفان دکربوکسیلاز ): 7نمودار 
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های پروانش کشت  ( در اندامTDCفعالیت آنزیم تریپتوفان دکربوکسیلاز )های مربوط به تاثیر قند فروکتوز بر میزان  بررسی نتایج حاصل از تجزیه واریانس داده: 8جدول 
 ای مرحله 2و  1بافت و کشت سوسپانسیونی 

 میانگین مربعات درجه آزادی منابع تغییر
 86.97** 5 نوع بافت

Fru 3 **316.06 
 Fru 15 **13.49 نوع بافت *
 0.018 48 خطا

 01/0در سطح **معنی داری   05/0*معنی داری در سطح 
 

 
 .ای مرحله 2و  1های پروانش کشت بافت و کشت سلولی  ( در اندامTDCمقایسه نتایج حاصل از تاثیر قند فروکتوز بر میزان فعالیت آنزیم تریپتوفان دکربوکسیلاز ) :8نمودار 

 

های پروانش  ( در اندامTDCتریپتوفان بر میزان فعالیت آنزیم تریپتوفان دکربوکسیلاز )های مربوط به تاثیر اسید آمینه  بررسی نتایج حاصل از تجزیه واریانس داده: 9جدول 
 ای مرحله 2و  1کشت بافت و کشت سوسپانسیونی 

 میانگین مربعات درجه آزادی منابع تغییر
 55.03** 5 نوع بافت

Tryp 2 **995.81 
 Tryp 10 **24.66 نوع بافت *
 1.32 36 خطا

 0.01**معنی داری در سطح     0.05 *معنی داری در سطح
 

 
 .ای مرحله 2و  1های پروانش کشت بافت و کشت سلولی  ( در اندامTDCمقایسه نتایج حاصل از تاثیر اسید آمینه تریپتوفان بر میزان فعالیت آنزیم تریپتوفان دکربوکسیلاز ): 9نمودار 
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 بحث
توان بیان نمود که اقدامات زیادی در مورد تولید  میبه طور کلی 

های سوسپانسیون سلولی صورت  آلکالوئیدها با استفاده از کشت
ها  پذیرفته و در مواردی نیز با کمک الیسیتورها و سایر استراتژی

هایی حاصل شده است، ولی کمتر به مسیرها و  موفقیت
کلی برای ترکیبات های متابولیسمی پرداخته شده و به طور  شاهراه

فیتوشیمیایی مختلف مانند آجمالیسین، سرپانتین، هیوسیامین، 
مین، وین بلاستین و وین کریستین برخلاف آجمالیسین  اسکوپولا

 [33] و سرپانتین نتایج خوبی در کشت سلول دیده نشده است
ها بازدارنده بیوسنتز  های رشد، اکسین تنظیم کنندهدرمورد  [.34]

های  [. هورمون36[]35درکشت تعلیقی هستند ]آلکالوئیدها 
IAA  وNAA های ثانویه را در  بیوسنتز بسیاری از متابولیت

های  [. ویژگی39[]38[]37] دهند کشت تعلیقی کاهش می
های ثانویه مختلف  متفاوت تونوپلاست برای جذب متابولیت

که فاکتور  .( گزارش شده استDeus  &zenk 1986توسط )
مهمی در تنظیم شدت جذب و ترشح است، ولی با این وجود 

ها در ترشح و جذب بتدریج شناخته  چگونگی دخالت اکسین
نقش مهمی را در   BAو KINها بویژه  [. سیتوکنین16] شده است

کنند، به  های گیاهی بازی می های فیزیولوژیکی سلول واکنش
رل ریخت زایی و جنین عنوان مثال در تنظیم نقش سلولی و کنت

های متعددی تاثیر آنها  [. همچنین آزمایش28] زایی شرکت دارند
[، 25[]33[]37] ها های ثانویه نظیربتاسیانین را برتولید متابولیت

[ 30[]34[ ایندول آلکالوئیدها ]13[]35[]40ها ] آنتوسیانین
 پلاسمایی براساس فرضیه، جریان کلسیم از غشای .اند اثبات کرده

( نشان داد (Eliot 1986ای تجمع آلکالوئیدها ضروری است. بر
ها با عبور کلسیم ارتباط  تنظیم متابولیسم ثانویه توسط سیتوکینین

 -(1( با استفاده از: Merillon et al.,2013,1992دارد. )
   nifedipineهای ورود کلسیم نظیر )نفی دی پین( مسدودکننده

دولین که در ضمن مسدود های رقابتی کالمو بازدارنده -(2و 
 های عبور کلسیم نیز هستند مثل )فلوناری زین( کننده

flunarizine )پی مو زید( و pimozide  3و)-  یونCu
که راه  2+

را از طریق اشغال جایگاه اتصال کلسیم در سطح  عبور کلسیم
یون  -(4[. و 33[]32کنند] خارجی و غشاء پلاسمای مسدود می

+2کبالت )
Co)  باشد، ارتباط عبور  بازدارنده عبور کلسیم میکه

که توسط  TDCهای فعال آنزیم کلسیم و جلوگیری از جایگاه

شود را اشغال  ها برای استقرار تریپتوفان محافظت می سیتوکینین
تواند اثر افزایش  ها می نموده. مطالعات نشان داد که این بازدارنده

 را خنثی کنند TDC ها در سرعت فعالیت آنزیم سیتوکنین دهنده
ها سبب افزایش  [. همچنین افزایش سطح سیتوکنین37] [35]

آنزیم شده و سرعت فعالیت آن را  mRNA سرعت نسخه برداری
افزایش سطح  -2(، pasquali et al., 2010دهد ) افزایش می

های کشت بافت ساقه پروانش به دلیل  سیتوکنین برای سلول
های کالوس، تمایل  درسلولغیرفعال نمودن رفتارهای تقسیمی 

های ثانویه را  ها را ازطریق فعال سازی مسیرهای متابولیت سلول
همچنین باعث فعال سازی جریان درون  -3دهد. افزایش می

 [.22[]34[]42[]41گردد ] واکوئلی کلسیم در حضور کینتین می
های ترابری غشاء(  )پروتئین PINازطریق کاهش فعالیت  -4

نتایج نشان  [.33] ی اکسین نقش دارندکه در شارش بیرون
دهد با کاهش سطح فعالیت آنزیم تریپتوفان دکربوکسیلاز  می

 مسیرهای واکنش بعدی نیزبویژه آنزیم استریکتوزیدین سنتآز
(S.S تا حد زیادی دستخوش کندی و بازدارندگی در سطح ماده )

ا شود، که نهایتا منتهی به کاهش سطح آلکالوئیده اولیه آنزیم می
نقش ( (Dong et al.,2011[.37[]35[]32[]43گردد ] می

ساکارز، گلوکز و فروکتوز را به عنوان منابع کربن در محیط کشت 
بررسی کردند. مکانیسم جذب ساکارز به دو روش هیدرولیزی و 

گیرد. در حالت اول تبدیل به فروکتوز  غیر هیدرولیزی صورت می
گیرد، و در  ورت میو گلوکز شده و بعداً جذب این دو قند ص

[. در 2شود ] حالت دوم ساکارز به طور مستقیم جذب سلول می
انجام گرفته شدت  Dong)2013( هایی که به وسیله ای آزمایش

ها بوده است، که نشان  مصرف ساکارز بسیار بیشتر ازمنو ساکارید
ها به هر دو روش انجام  دهد جذب ساکارز توسط سلول می
[. وقتی که گلوکز و فروکتوز مورد استفاده قرار گیرند 31] گیرد می

شدت رشد و تولید زی توده کم شده اما سرعت فعالیت آنزیم 
TDCاز  برابر( 2افزایشی هماهنگ با بیوسنتز کاتارانتین )در حدود

[. ظاهراً علت افزایش تولید ناشی از اسمزیته 31خود نشان داد ]
. نیستها در مقایسه با ساکارز بیشتر )در واحد وزن( منوساکارید

اگرچه تولید آلکالوئیدها در محیط دارای منوساکاریدها بیشتر 
یابد، اما  شود، اما مقدار زی توده تولید شده بسیار کاهش می می

افزایش  TDCها که جایگاه اصلی آنزیم  تعداد ایدیوبلاست
داشته و به همین دلیل در کشت تارهای کشنده درسیستم کشت 
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های  ای سلول ای نسبت به کشت یک مرحله ی دو مرحلهتعلیق
های که  مورد نظر بطور محسوسی افزایش یافتند. و همچنین سلول

در محیط دارای فروکتوز و گلوکز کشت شدند، نیز توانستند در 
ها را حفظ نموده و  ای تعداد بالای ایدیوبلاست کشت دو مرحله

فاوت با کشت های حاوی کشت سلولی تارهای کشنده مت محیط
های کمتری را  ای در محیط دارای تعداد ایدیوبلاست یک مرحله

همراه بیوسنتز کاتارانتین به به ، TDCتولید نموده لذا میزان آنزیم 
[. در مورد تاثیر غلظت اسید آمینه 27نصف کاهش یافت ]

، TDCتریپتوفان بر روی فعالیت آنزیم تریپتوفان دکربوکسیلاز
ارهای بالای غلظت تریپتوفان به دلیل مشخص شده که در تیم

مسیر  3که معمولا از  IAAهای بیوسنتزی اکسین تداخل مسیر
( نشان Sangwan & Kumar 1998, 2012شود، ) انجام می

گرم در لیتر تریپتوفان  میلی 100های بالاتر از دادند که غلظت
های کشت تعلیقی توسط یک دکربوکسیلاسیون  درمحیط

ای و مونواکسیژناسیون دنیتریلاسیون  حلهدو مر اکسیژناسیون
(transaminase-mono oxygenase اسید آمینه تریپتوفان به )

[، که خود این ماده در 22] شود ایندول استیک اسید تبدیل می
های کشت مورد نظرباعث پاین آمدن راندمان بیوسنتز  محیط

های کشت برگ مسن پروانش شده،  ایندول آلکالوئیدها در سلول
روز از آغاز تیمار تا حد زیادی از  10الی  5از این طریق پس از و

 شود در مسیر بیوسنتزی تریپتامین کاسته می TDCفعالیت آنزیم 
 TDC های انجام شده نشان داد که، آنزیم [. پژوهش39[]44]

های مواد اولیه وثانویه  ها در بین مسیر یکی از مهمترین آنزیم
را  TDCاولین بار آنزیم ( که 1984Noe & Berlinاست، )

[، 41] استخراج نمودند جایگاه واکوئلی برای آن مشخص کرده
یک آنزیم سیتوزلی با جرم  TDCاما تحقیقات نشان داد که 

کیلودالتون دارای دو زیرواحد بوده که کوآنزیم  115مولکولی 
 پیرودوکسال فسفات برای فعالیت آن لازم و ضروری است

را از  tdcین محققین توانستند ژن[. همچنین ا17[]16[]13]
DNA  کلون شده محور زیر لپه پروانش استخراج نموده، با

مطالعات بعدی جایگاه آن را تعیین کنند. سپس با مشخص کردن 
mRNA های  کد کننده آنزیم را استخراج و تحت تاثیر هورمون

IAA وNAA ها را بر آنزیم  اثر کاهنده این هورمونTDC 
[. این کاهش فعالیت آنزیم با افزودن 40[]38] مشخص کند

ای پروانش  های لپه ساکارز، گلوکز و فروکتوز به محیط کشت برگ

 mRNAها در کاهش ترجمه از  با برداشتن اثر بازدارندگی اکسین
شود. همچنین در پژوهشی مشابه توانستند اثر  برطرف می

و  5/0، با افزودن مقادیر mRNAها بر ترجمه  بازدارندگی اکسین
[، که 33[]28] ها را افزایش دهند گرم در لیتر سیتوکنین میلی 0/1

 دهد. همخوانی با نتایج بدست آمده از این پژوهش را نشان می
های گیاهی اغلب منجر به افزایش تجمع ترکیبات  نوردهی کشت

شود به ویژه هنگامی که این ترکیبات در اندامهای هوایی  ثانویه می
شوند. هر چند که بیوسنتز آلکالوئیدهای تروپانی  گیاهان تولید می

هایی مبنی بر اثرات  به ریشه محدود شده است، باز هم گزارش
ریشه و افزایش این آلکالوئیدها وجود های  مثبت نوردهی بر کشت

[. بسیاری از اجزای محیط کشت از عوامل مهم در 33[]24] دارد
باشند. قندها علاوه بر منبع  های ثانویه می رشد و تولید متابولیت

کربن به عنوان ترکیبات ایجاد سیگنال در تولید ایندول 
و کنند. هگزوکیناز  های ریشه عمل می آلکالوئیدهای در کشت

کلسیم نیز در انتقال سیگنال نقش دارند. مسیر سیگنالی قند با 
های گیاهی و نور برهم کنش دارد. در  رشد  تأثیرات تنظیم کننده

حالی که اکسین در حضور ساکارز تأثیر بازدارندگی بر روی ژن 
pmt (methyltransferase-PhosphoethanolamineN)  و

و  mRNAریق افزایش ترجمه از ط  tdcاثر افزاینده بر فعلیت ژن 
دارد، که در ترکیب با سوربیتول نقش مثبت  TDCبیوسنتز آنزیم 

[. در 16[]23[]45] در تولید اندول آلکالوئیدها نشان داده است
( گزارش شده که تأثیر منبع (Pavlov et al., 2009تحقیق 

در  NAAو  IAAهای رشد مختلفی مانند  نیتروژن و تنظیم کننده
ها هنوز  الوئیدها بیشتر وابسته به گونه بوده و نقش آنتولید آلک

 و  mRNAکاملا مشخص نبوده و احتمالًا در ناپایداری 
 [.35[]31[]1جلوگیری از ترجمه آن است ]

(Gritothe et al., 2007, 2012)  پس از بررسی تنظیم
 Hyosyamusهای ریشه مویین های رشد مختلف بر کشت کننده

muticus های  های ریشه مویین، غلظت گزارش نمودند که کشت
میکرومول اکسین را در محیط کشت به راحتی  05/0الی 01/0

[، 43ها تأثیر چندانی نداشته است] تحمل نموده و روی رشد آن
های رشد یافته در  اما تجمع آلکالوئید در آنها نسبت به ریشه

فته است، که رشد به نصف کاهش یا  شرایط عادی از تنظیم کننده
تولید آلکالوئیدها در کشت بافت بستگی زیادی به دهد  نشان می

اثر فاکتورهای مختلف مثل منابع [. 32] کشت دارد ترکیب محیط
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های رشد و شرایط رشد مختلف بر تولید  ای، تنظیم کننده تغذیه
 [.4[]43]تروپان آلکالوئیدها در کشت بافت مطالعه شده است 

های مختلف تنظیم  اع و غلظتمشخص شده است که انو
ها آثار مختلفی بر رشد  ها و سیتوکینین های رشد مثل اکسین کننده

های برگی  های ثانویه دارند. کشت کالوس گیاه و تولید متابولیت
، (EL-Bahr et al., 1989) توسط Datura stramoniumگیاه 

 1افزایش رشد و محتوای آلکالوئیدی را در حضور غلظت 
به تنهای یا به  BA و 2,4D- ،NAA ،Kinگرم در لیتر  میلی

ها و  برای اکسین صورت متقابل نشان داد. نقش مستقیمی 
ها در مسیر متابولیسمی تروپان آلکالوئیدها گزارش  سیتوکینین

تقیم را برای نشده است، ولی نتایج مطالعات، وجود نقشی غیرمس
کند. در این پژوهش نیز در  ها تاید می رشد  این تنظیم کننده

افزایش  NAAرشد   با افزایش غلظت تنظیم کننده BAحضور 
 [.19کل نسبت به شاهد مشاهده شد]-محتوای آلکالوئید

 
 گیری نتیجه

نتایج حاصل از این مطالعه نشان داد که استفاده از کشت 
باعث ایجاد گیاهانی با مقادیر بالایی سوسپانسیونی وکشت مزرعه 

گردد. نتایج  نسبت به گروه کشت بافت می TDCاز ذخیره آنزیم 
های مختلف  حاصل از این بررسی نشان داد که استفاده از روش

گردد، و این تغییرات  کشت باعث تغییر در میزان فعالیت آنزیم  می
د که درصد معنی دار است، نتایج نشان دا 5در سطح احتمال 

های  استفاده از روش کشت سوسپانسیونی به نسبت سایر روش
گردد.  کشت گیاه پروانش، باعث افزایش سطح فعالیت آنزیم می

ها نیز مشخص گردید که در همه  در بررسی اثر متقابل غلظت
با افزایش  IAAرشد   ها به جز تنظیم کننده رشد  تنظیم کننده

غلظت مصرفی، میزان فعالیت آنزیم نیز با افزایش معنی داری 
 IAAرشد   مواجه شد. این در حالی بود که استفاده از تنظیم کننده

گردید، همچنین قند  عث کاهش فعالیت آنزیم مورد مطالعه می با
% و اسید آمینه 4% و فروکتوز و گلوکز در 6ساکارز در غلظت 

گرم در لیتر بیشترین تاثیر را بر  میلی 100 تریپتوفان در غلظت
داشته اند. بررسی تاثیر نوع محیط کشت و  TDCفعالیت آنزیم 

های رشد مورد  تاثیر استفاده همزمان استفاده از تنظیم کننده
مطالعه در این تحقیق نیز نشان داد که استفاده از روش کشت 

دیگر مزیت سوسپانسیونی در بسیاری از موارد نسبت به دو گروه 
 دهد. تری را از خود نشان می نسبتا مناسب
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Abstract 
Catharanthus  roseus The most important species from Apocyanaceae contains an important 

and special group of indole alkaloids with a great medicinal value, which are distributed in all 

organs of the plant. The presence of valuable alkaloids in all organs of the plant has led to the 

introduction of this species as very important medicinal plants and their properties to be 

studied. This study was performed to investigate the effect of growth regulatory treatments on 

the activity of tryptophan decarboxylase  (TDC) which is a cytosolic enzyme and a key 

enzyme in the secondary metabolite biosynthesis The effects of some growth regulators such 

as KIN, BA, NAA and IAA in three concentrations (0.1, 0.5, 1.0 mg/L) as well as various 

sugar treatments like sucrose, fructose and glucose in 3 concentrations  (2% , 4% , 6%) and 

also the amino acid tryptophan (at concentrations 100 and 200 mg/L, were investigated on 

TDC enzyme activity. The experimant was performed in three replications as a factorial in a 

completely randomized design in Karaj Seed and Plant Breeding Research Institute. in the 

applied IAA and NAA at concentrations of 0.1 and 0.5 mg/L respectively, increased the  

activity of TDC by about 10%. But cytokinins, KIN and BA at 1,0 mg/L had the greatest 

promotion effect of about 40%. Sugars such as Sucrose in concentrations 6%, fructose and 

glucose in 4% and amino acid tryptophan in concentration 100 mg/l had the maximal effects 

on the activity of TDC enzyme. The use of suspension culture method in many cases 

increased TDC enzyme activity as compared to the other two methods, but in the field 

experiment also some treatments compared to other methods had an additive effect even more 

than tissue culture. According to the results of this experiment, the use of suspension culture 

and field culture in many cases showed a comparative advantage over the tissue culture in 

promoting TDC activity.  
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