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راعی  های ثانویه ریشه نابجا گل توده و میزان متابولیت میواینوزیتول بر زیست تأثیربررسی 
(Hypericum perforatum L.) 
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 چکیده

های کشت  شود. وابستگی به منابع طبیعی و روش راعی یک گیاه دارویی سنتی است که برای درمان افسردگی و بهبود زخم استفاده می گل

تواند تکثیر  یابی به گیاهان دارویی نیاز دارد. ایجاد سیستم کشت سوسپانسیون ریشه نابجا می ها زمان برای دست ها و سال سنتی اغلب به ماه

توده و  سازی و تولید در مقیاس وسیع نیازمند افزایش زیست وسیع، بهبود نژاد و حفاظت از گونه را تسریع بخشد، اما بهینه در مقیاس

و  250، 225، 200، 175، 150، 125، 100، 75، 50های مختلف میواینوزیتول ) غلظت تأثیرهای ثانویه ریشه است. در این پژوهش  متابولیت

های ثانویه ریشه نابجا  و مقادیر متابولیت DPPHاکسیدانی  توده، فنل، فلاونوئید، درصد فعالیت آنتی بر روی زیست گرم بر لیتر( میلی 275

مورد ارزیابی قرار گرفتند. نتایج بدست آمده در بین  1398های ثانویه منطقه مرکزی کشور در سال  راعی در پژوهشکده متابولیت گل

دیر وزن خشک، نرخ رشد و نسبت گرم بر لیتر میواینوزیتول دارای بیشترین مقا میلی 150و  125تیمارهای اعمال شده نشان داد که تیمارهای 

گرم بر لیتر میواینوزیتول به ترتیب دارای بیشترین و کمترین مقدار هایپریسین و سودوهایپریسین  میلی 250و  100های  رشد بودند. غلظت

گرم کمترین  میلی 125غلظت گرم بر لیتر میواینوزیتول دارای بیشترین میزان بود و  میلی 100بودند. از نظر تولید مقدار هایپرفورین، تیمار 

و  75که تیمارهای  داری نیز بین تیمارها از نظر مقدار فنل و فلاونوئید وجود داشت بطوری را بر میزان هایپرفورین داشت. تفاوت معنی تأثیر

ای بیشترین مقدار فلاونوئید در بین گرم بر لیتر میواینوزیتول دار میلی 75گرم بر لیتر میواینوزیتول دارای بیشترین مقدار فنل و تیمار  میلی 225

گرم بر  میلی 50که مقدار  در بین تیمارها متفاوت بود بطوری DPPHاکسیدانی  تیمارهای اعمال شده بودند. روند تغییرات درصد فعالیت آنتی

 75در تیمار  DPPHاکسیدانی  بود، ولی بیشترین درصد فعالیت آنتی DPPHاکسیدانی  لیتر میواینوزیتول دارای کمترین درصد فعالیت آنتی

ها، انواع الیسیتورها، شرایط  گرم بر لیتر میواینوزیتول مشاهده شد. از آنجایی که پتانسیل تحریک متابولیت ثانویه در میان انواع کشت میلی

 باشد. و کارآمدتر ضروری میهای بهتر  سازی دستورالعمل اعمال تیمارهای مختلف و دیگر پارامترها متفاوت است، تحقیقات بیشتر برای بهینه

 

 اکسیدانی، هایپریسین واژگان کلیدی: الیسیتور، فنل، فعالیت آنتی

 

 مقدمه

ای بیش از  با سابقه (.Hypericum perforatum L)راعی  گل

سال تحت عنوان یک گیاه دارویی مطرح بوده است  2000

(Zobaye et al., 2005عصاره گل .)  راعی حاوی ترکیبات

های فعال است که عموماً شامل  ای از متابولیت پیچیده

هایپریسین(،  ها )هایپریسین و سودو انترون نفتودی
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ین( و فلاونوئیدها ها )هایپرفورین و ادهایپرفور فلوروگلوسینول

 Kirakosyanباشد ) ای از اثرات بیولوژیکی می با طیف گسترده

et al., 2004; Silva et al. 2005; Butterweck 2003 .)

 خاصیت مانند مهمی خواص دارای هایپرفورین و هایپریسین

 در و باشند می باکتریایی ضد و ویروسی ضد افسردگی، ضد

تبار،  اکبری و کاظمی دارند )علی فراوانی کاربرد صنایع دارویی

(. امروزه گیاهان 1393و قاضیان تفریشی و همکاران،  1391

این گونه اساساً برای درمان اختلالات عصبی و افسردگی مورد 

(. وابستگی به منابع Tatsis et al., 2007گیرند ) استفاده قرار می

ها زمان  ها و سال های کشت سنتی اغلب به ماه طبیعی و روش

یابی به گیاهان دارویی نیاز دارد. همچنین کشت  برای دست

زراعی گیاهان دارویی معایب مختلفی از جمله عملکرد پائین و 

های ثانویه به علت عوامل  های متابولیت نوسان در غلظت

جغرافیایی، فصلی و محیطی و نیز آلودگی بوسیله ذرات آلوده 

 Murchو  1397ها دارد )زمانی و همکاران،  و حمله پاتوژن

and Saxena, 2006 از طرفی ارقامی که برای افزایش تجمع .)

شوند اساساً مقاوم به بیماری  محصولات ثانویه استفاده می

(. کشت سلول، بافت و Mccoy and Camper, 2002نیستند )

اندام گیاهی یک سیستم موثر برای مطالعه اهمیت بیولوژیکی 

ط درون شیشه و همچنین های فعال زیستی تحت شرای متابولیت

تولید محصولات طبیعی برای کاربردهای پردازش زیستی 

(. Paek et al., 2005; Saifullah et al., 2008هستند )

های  راعی بعد از تلقیح گیاهچه های ریشه مویین گل کشت

 ,.Vinterhalter et alآیند ) زده با اگروباکتریوم بدست می جوانه

2006; Pavlik et al., 2007; bertoli et al., 2008; 

Koperdakova et al., 2009های ریشه تراریخت یک  (. کشت

روش جایگزین امیدبخش برای کشت سلول هستند، اما معمولاً 

کنند که منجر  های مویین نوعی مواد شبه اوپین تولید می ریشه

(. Yoshikawa and Furuya, 1987شود ) به مرگ پستانداران می

ورزی شده ژنتیکی در بسیاری  زنده دستهمچنین موجودات 

از کشورها مورد قبول عام نیستند. ایجاد سیستم کشت 

تواند تکثیر در مقیاس وسیع، بهبود  سوسپانسیون ریشه نابجا می

 Holobiuc andنژاد و حفاظت از گونه را تسریع بخشد )

Blindu, 2006سازی و تولید در مقیاس وسیع  (، اما بهینه

های ثانویه ریشه است  توده و متابولیت زیست نیازمند افزایش

(Lee et al., 2006; Yu et al., 2001; Choi et al., 2000; Kim 

et al., 2004bها از جمله میواینوزیتول  اول (. اشکال حلقوی پلی

 ,.Noiraud et alبه صورت گسترده در گیاهان وجود دارد )

 Murashige(. این ماده یکی از اجزاء اصلی محیط کشت 2001

های گیاهی زیادی  باشد که برای گونه ( می1962) Skoogو 

شود و بیان شده است که برای بسیاری از انواع  استفاده می

 ,Loewus and Dickinsonباشد ) های بافت ضروری می کشت

استیک اسید و کنترل -3-(. میواینوزیتول در انتقال ایندول1982

استیک اسید نقش -3-رشد و توسعه سلولی ناشی از ایندول

(. همچنین اینوزیتول در Loewus and Murthy, 2000دارد )

بیوژنز غشاء، انتقال پیام، فیزیولوژی کانال یونی و پویایی غشاء 

(. در تحقیق که Loewus and Murthy, 2000نقش دارد )

( انجام شد نتایج نشان داد که 2002و همکاران ) Iqbalتوسط 

( در گیاهان MIPSفسفات سنتاز )-1-بیان ژن میواینوزیتول

سویا تحت شرایط تنش و نرمال به ترتیب افزایش و کاهش 

های درگیر در سنتز  پیدا کرد. تحقیقات نشان داده است که ژن

میواینوزیتول در مرگ سلولی ناشی از پراکسید هیدروژن 

زومال نقش دارند و پیشنهاد شد که این ترکیبات یک  پرکسی

ین این موضوع است که آیا تنش اکسیداتیو عامل کلیدی در تعی

 Chaouchهای دفاعی را القاء یا سرکوب کند ) تواند پاسخمی

and Noctor, 2010 همچنین بیان شده است که میواینوزیتول .)

های فعال زیستی دارد. در  نقش مهمی در تحریک متابولیت

( انجام 2019و همکاران ) El Sharabasyای که توسط  مطالعه

را  تأثیرگرم بر لیتر بیشترین  میلی 25میواینوزیتول به مقدار شد 

های گیاه خرما داشت. در کشت  بر میزان آمینواسیدها و ایندول

 100، میواینوزیتول با غلظت Rheum ribesکالوس گیاه 

ها  گرم بر لیتر موجب افزایش محتوی آنتراکیونین میلی

(Anthraquinones( شد )Sepehr and Ghorbanli, 2002 این .)

توده ریشه  میواینوزیتول بر زیست تأثیرتحقیق به منظور بررسی 

نابجا و نیز ترکیبات فنلی، فلاونوئیدی و درصد فعالیت 

( و 1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) DPPHاکسیدانی  آنتی

 راعی انجام شد. های ثانویه ریشه نابجا گل میزان متابولیت
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 ها روش و مواد

راعی، بذور ابتدا با آب مقطر  منظور استریل کردن بذور گل به

درصد و هر بار به  70شویی و سپس سه مرتبه با اتانول  آب

شویی  ثانیه شسته شدند. بعد از این مرحله مجدداً آب 30مدت 

با آب مقطر استریل انجام شد. سایر مراحل به منظور استریل 

ر صورت گرفت. کردن پوشش سطحی بذور در زیر هود لامینا

درصد و  10دقیقه در هیپوکلریت سدیم  5-7بذور به مدت 

به منظور از بین بردن کشش سطحی  20مقداری توئین 

شویی  بار آب 5-6وشو داده شدند. بعد از این مرحله،  شست

با آب مقطر استریل انجام گرفت و بعد از آخرین آبکشی بذور 

قرار گرفتند. تا خشک شدن سطح آنها در زیر هود لامینار 

درصد  3با  MSهای مربا حاوی محیط  کشت بذور در شیشه

گرم بر لیتر آگارز کشت شدند. به منظور تهیه ریشه  7ساکارز و 

های چهار  های برگی بدست آمده از گیاهچه نابجا، ریزنمونه

 MSای به قطعات کوچک تقسیم شده و سپس به محیط  هفته

(Murashige and Skoog, 1962با اس ) 5/0که با  7/5یدیته 

درصد  3( و IAAاستیک اسید )-3گرم بر لیتر ایندول  میلی

 ,.B5 (Gambrog et al  )وزنی/حجمی( ساکارز و ویتامین

ها به مدت سه هفته  ( غنی شده بود، منتقل شدند. محیط1968

گراد قرار گرفتند.  درجه سانتی 25±2در شرایط تاریکی و دمای 

لیتری  میلی 250های  های نابجا به ارلن پس از تولید ریشه، ریشه

درصد  3با  MSلیتر محیط یک دوم  میلی 70حاوی 

-3گرم بر لیتر ایندول  )وزنی/حجمی( ساکارز و یک میلی

ها در شیکر انکوباتور  ( منتقل شدند. ارلنIBAبوتریک اسید )

دور بر دقیقه قرار گرفتند و  100و سرعت  در شرایط تاریکی

ها انجام شد. در تمام  هر سه هفته یکبار عملیات واکشت ریشه

 121ها و وسایل مورد نیاز در دمای  مراحل آزمایش، محیط

دقیقه در دستگاه  20گراد و فشار یک بار به مدت  درجه سانتی

 استریل شدند. SX-700مدل  Tomyشرکت اتوکلاو )

توده، فنل،  میواینوزیتول بر زیست تأثیرررسی به منظور ب

و  DPPHاکسیدانی  فلاونوئید و درصد فعالیت آنتی

، 50های  راعی، غلظت های ثانویه ریشه نابجا گیاه گل متابولیت

گرم  میلی 275و  250، 225، 200، 175، 150، 125، 100، 75

بر لیتر میواینوزیتول مورد مطالعه قرار گرفت. آزمایش در سه 

تکرار و در قالب طرح کاملاً تصادفی در پژوهشکده 

 های ثانویه منطقه مرکزی کشور انجام شد. متابولیت

ها را از محیط  جهت تعیین وزن تازه و وزن خشک، ریشه

ها با آب مقطر استریل  کشی ریشه کشت جدا کرده و بعد از آب

و حذف آب سطحی، وزن تازه آن محاسبه گردید. سپس 

 24گراد به مدت  درجه سانتی 60با دمای  ها در آون ریشه

ها ثبت گردید. نسبت  ساعت قرار داده و وزن خشک ریشه

های زیر  رشد، درصد وزن خشک و نرخ رشد بر اساس فرمول

 (:Cui et al., 2010محاسبه گردید )

 :(1رابطه 

نسبت رشد =  
(گرم) وزن خشک نهایی  − (گرم) وزن خشک اولیه

(گرم) وزن خشک اولیه
 

 (:2رابطه

درصد وزن خشک =  
(گرم) وزن خشک برداشت شده

(گرم) وزن تازه برداشت شده
× 100 

نرخ رشد                           (3رابطه  =  
نسبت رشد

کشت دوره(روز)
 

گرم  میلی 100به منظور استخراج عصاره متانولی، مقدار 

لیتری ریخته و  های دو میلی مواد گیاهی پودر شده در ویال

ها  متانول به آن اضافه گردید. سپس ویالمیکرولیتر  500مقدار 

 60، آلمان( به مدت Bandelin Sonorexدر اولتراسونیک )

دقیقه قرار گرفتند و در این مدت دمای آب داخل اولتراسونیک 

گراد تنظیم شد.  درجه سانتی 40با استفاده از قطعات یخ در زیر 

دقیقه در دستگاه  30ها به مدت  بعد از این مرحله ویال

درجه  25±1، آلمان( با دمای Eppendorfرموسایکلر )ت

دقیقه با دور  10گراد قرار گرفت و سپس به مدت  سانتی

، آمریکا( Beckman Coulterدور در دقیقه سانتریفوژ ) 10000

های جدید منتقل و به رسوبات  شدند. مایع رویی به ویال

روش  میکرولیتر متانول اضافه و به همان 500باقیمانده مجدداً 

درجه  25±1فوق پس از استقرار در ترموسایکلر با دمای 

دقیقه و انجام سانتریفوژ، مایع رویی  30گراد به مدت  سانتی

 های قبلی اضافه شدند. برداشته و به ویال
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برای قرائت هایپریسین، سودوهایپریسین و هایپرفورین، از 

، مدل HPLCدستگاه کروماتوگرافی مایع با کارائی بالا )

Sykam  ساخت کشور آلمان(، شامل پمپS5300  و فلورسنس

 39استفاده شد. فاز متحرک شامل اتیل استات ) 3210مدل 

لیتر(:  میلی 41هیدروژن فسفات ) لیتر(: بافر سدیم دی میلی

گرم  6/15لیتر( بود. برای تهیه بافر مقدار  میلی 160متانول )

ار تقطیر هیدروژن فسفات وزن و در یک لیتر آب دوب سدیم دی

آن با استفاده از اسیدفسفریک یک نرمال بر  pHحل شد. سپس 

میکرولیتر نمونه به دستگاه  20تنظیم گردید. مقدار  2روی 

لیتر بر دقیقه با استفاده  تزریق شد و با سرعت جریان یک میلی

 200 × 6/4میکرون و ابعاد  5با قطر ذرات  C18از ستون 

سودوهایپریسین و هایپریسین  متر عبور داده شدند. قرائت میلی

نانومتر و  590دقیقه و در طول موج  6و  3به ترتیب طی زمان 

دقیقه  17نانومتر و زمان  270قرائت هایپرفورین در طول موج 

 انجام شد.

 و( 548-04-9 شناسایی شماره) هایپریسین استاندارد

 سیگما شرکت از( 11079-53-1 شناسایی شماره) هایپرفورین

(Sigma, Aldrich )و هایپریسین میزان بررسی. گردید تهیه 

 شد انجام زیر صورت به و استاندارد منحنی تهیه با هایپرفورین

 (.1 شکل)

گیری محتوی فنلی کل از عصاره متانولی  برای اندازه

با روش تغییریافته  DU530ها توسط اسپکتروفتومتر مدل  ریشه

Folin  وCiocalteu (1927استفاده شد. مقدا ) لیتر  میلی 1/0ر

 1/0لیتر آب مقطر و  میلی 58/1عصاره متانولی به همراه 

نرمال )شرکت مرک آلمان( در  2سیوکالتو -لیتر فولین میلی

لیتری ریخته و به خوبی باهم مخلوط شدند. بعد  میلی 2تیوب 

درصد  5/7لیتر سدیم کربنات  میلی 3/0دقیقه مقدار  10تا  8از 

دقیقه در دمای اتاق  90ها به مدت  به محلول اضافه و نمونه

 760قرار گرفتند. پس از این زمان میزان جذب در طول موج 

گیری شد.  نانومتر با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر اندازه

برای تهیه نمونه خالی به جای عصاره متانولی در ترکیب فوق 

از متانول استفاده گردید. در این روش گالیک اسید به عنوان 

استاندارد و برای رسم منحنی کالیبراسیون مورد استفاده قرار 

گرم بر گرم گالیک اسید در  گرفت. نتایج بر حسب میلی

 والان بر گرم ماده خشک بیان شد. اکی

و همکاران  Wuمقدار فلاونوئید کل بر اساس روش 

لیتر  میلی 15/0( سنجیده شد. برای این منظور مقدار 2006)

لیتر آب مقطر و  میلی 25/1ه به همراه عصاره متانولی ریش

لیتری  میلی 2درصد در تیوب  5لیتر سدیم نیترات  میلی 075/0

لیتر آلومینیوم کلرید  میلی 15/0به خوبی باهم مخلوط و سپس 

مولار به آن  1لیتر هیدروکسید سدیم  میلی 5/0درصد و  10

نانومتر  510محلول اضافه شدند و میزان جذب در طول موج 

ط دستگاه اسپکتروفتومتر قرائت شد. برای تهیه نمونه خالی توس

به جای عصاره متانولی در ترکیب فوق از متانول استفاده 

گردید. از ماده روتین )شرکت سیگما( به عنوان استاندارد و 

برای رسم منحنی کالیبراسیون استفاده شد. نتایج بر حسب 

 بیان شدند. والان بر گرم ماده خشک گرم روتین در اکی میلی

اندازی رادیکال  اکسیدانی با آزمون به دام خاصیت آنتی

DPPH  که بر پایه احیای محلول متانولی رادیکال آزادDPPH 

اکسیدانی از جمله ترکیبات فنلی استوار  توسط ترکیبات آنتی

( 2010و همکاران ) Cuiاست، انجام شد. بر اساس روش 

گیری  اندازه DPPHهای آزاد توسط  فعالیت بازدارندگی رادیکال

 4/0مولار به  میلی DPPH 2/0لیتر  میلی 6/1شد. مقدار 

دقیقه  30لیتر عصاره متانولی ریشه اضافه و بعد از گذشت  میلی

نانومتر توسط دستگاه  520قرائت میزان جذب در طول موج

 DPPH 2/0لیتر  میلی 6/1ت. ضمنا اسپکتروفتومتر صورت گرف

لیتر متانول به عنوان محلول شاهد  میلی 4/0مولار به همراه  میلی

در نظر گرفته شد )تمام مراحل کار در محیط تاریک انجام 

با  DPPHاکسیدانی برحسب درصد  شد(. میزان فعالیت آنتی

 استفاده از فرمول زیر بیان شد.

 (:4رابطه 

 =میزان فعالیت آنتی اکسیدانتی]زان جذب عصاره()می                  

 -) میزان جذب محلول شاهد(/)میزان جذب محلول شاهد([ × 100
 

سطح زیر پیک هر نمودار با : تجزیه و تحلیل آماری

های بدست  محاسبه و داده chromstar7افزار  استفاده از نرم

 مرتب گردید. تجزیه واریانس  Excelافزار  آمده با استفاده از نرم
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 هایپریسین و هایپرفورین ترکیب کالیبراسیون خط منحنی -1 شکل

 

ها  ها براساس طرح کاملاً تصادفی و مقایسه میانگین داده داده

درصد( با استفاده از  5براساس آزمون دانکن )سطح احتمال 

 انجام شد. RStudioافزار  نرم

 

 بحث و نتایج

های حاصل از آزمایش نشان داد که  نتایج تجزیه واریانس داده

یسین، بین تیمارها از نظر صفات فنل، هایپریسین، سودوهاپر

داری وجود داشت  اختلاف بسیار معنی DPPHهایپرفورین و 

(. از نظر میزان فلاونوئید، وزن خشک، نرخ رشد و 1)جدول 

داری بدست آمد.  نسبت رشد نیز بین تیمارها اختلاف معنی

نتایج تجزیه واریانس نشان داد که بین تیمارها از نظر میزان 

ارد. به طور داری وجود ند درصد وزن خشک اختلاف معنی

کلی در بین تیمارهای اعمال شده در این پژوهش، تیمارهای 

گرم بر لیتر میواینوزیتول دارای بیشترین  میلی 150و  125

گرم(، نرخ رشد  میلی 685و  688مقادیر وزن خشک )به ترتیب 

و  5/26( و نسبت رشد )به ترتیب 880/0و  884/0)به ترتیب 

گرم بر لیتر میواینوزیتول  میلی 275( بودند. از طرفی تیمار 4/26

توان بیان  دارای کمترین مقدار از نظر صفات ذکر شده بود. می

گرم بر لیتر  میلی 150داشت که افزایش میزان میواینوزیتول تا 

راعی شد اما  موجب افزایش وزن خشک ریشه نابجا گل

منفی بر وزن خشک ریشه  تأثیرهای بالاتر میواینوزیتول  غلظت

راعی داشت. بین تیمارهای مختلف میواینوزیتول از  نابجا گل

داری مشاهده نشد  نظر صفت درصد وزن خشک تفاوت معنی

 (.2)شکل 

مقایسه میانگین تیمارهای مورد بررسی در خصوص صفت 

گرم بر لیتر  میلی 100هایپریسین نشان داد که غلظت 

 80/80میواینوزیتول دارای بیشترین مقدار هایپریسین )

گرم بر  میلی 250م بر گرم وزن خشک( بود. تیمار میکروگر

میکروگرم  45/10لیتر میواینوزیتول کمترین مقدار هایپریسین )

بر گرم وزن خشک( را نسبت به سایر تیمارهای مورد استفاده 

 100داشت. در خصوص تیمار سودوهایپریسین، تیمار 

 میکروگرم بر 08/74گرم بر لیتر دارای بیشترین مقدار ) میلی

گرم وزن خشک( در بین تیمارهای اعمال شده بود. همچنین 

گرم بر لیتر میواینوزیتول کمترین میزان  میلی 275تیمار 

میکروگرم بر گرم وزن خشک( را در  63/18سودوهایپریسین )

(. از نظر مقادیر 3بین تیمارهای اعمال شده داشت )شکل 

تول دارای گرم بر لیتر میواینوزی میلی 100هایپرفورین، تیمار 

میکروگرم بر گرم وزن خشک( و  675/1665بیشترین مقدار )

را بر میزان  تأثیرگرم میواینوزیتول کمترین  میلی 125تیمار 

میکروگرم بر گرم وزن خشک( داشت  34/489هایپرفورین )

 (.4)شکل 

بر لیتر گرم  میلی 75مقایسه میانگین فنل نشان داد که تیمار 

گرم بر گرم وزن  میلی 30/43میواینوزیتول بیشترین مقدار فنل )

گرم بر لیتر  میلی 225و  75های  خشک( را داشت و بین غلظت
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و خصوصیات رشدی ریشه  DPPHنتایج تجزیه واریانس صفات هایپریسین، سودوهایپریسین، هایپرفورین، فنل، فلاونوئید و  -1جدول 

 راعی نابجا گل

 درجه آزادی تغییراتمنابع 
 میانگین مربعات

 فلاونوئید فنل هایپرفورین سودوهایپریسین هایپریسین

 717/0* 38/59 ** 316957** 5/448** 8/847** 9 تیمار

 153/0 76/29 46379 9 4/11 10 خطا

 93/13 33/15 27/26 49/8 26/14  ضریب تغییرات )%(

 وزن خشک DPPH درجه آزادی منابع تغییرات
درصد وزن 

 خشک
 نسبت رشد نرخ رشد

 ns 192/0 * 0048/0 * 337/4 6/2710* 71/1073** 9 تیمار

 135/1 0012/0 652/0 7/709 26/36 10 خطا

 35/4 34/4 72/20 18/4 56/15  ضریب تغییرات )%(

 داری. درصد، یک درصد و عدم معنی 5دار در سطح احتمال  به ترتیب معنی ns*، ** و 

 

های  داری وجود نداشت. سایر غلظت میواینوزیتول تفاوت معنی

اعمال شده موجب کاهش میزان فنل شدند و کمترین مقدار 

گرم  میلی 50گرم بر گرم وزن خشک( در غلظت  میلی 00/27)

 های غلظت اثر (. مقایسه5بر لیتر میواینوزیتول بود )شکل 

 مقدار نظر از تیمارها بین که داد نشان میواینوزیتول مختلف

گرم  میلی 75وجود داشت. تیمار  داری معنی تفاوت فلاونوئید

 544/3بر لیتر میواینوزیتول دارای بیشترین مقدار فلاونوئید )

گرم بر گرم وزن خشک( در بین تیمارهای اعمال شده  میلی

ل نیز کمترین مقدار گرم بر لیتر میواینوزیتو میلی 50بود. تیمار 

گرم بر گرم وزن خشک( در بین سایر تیمارها را  میلی 394/1)

 (.5داشت )شکل 

در بین  DPPHاکسیدانی  روند تغییر درصد فعالیت آنتی

گرم بر لیتر  میلی 175تیمارها متفاوت بود بطوریکه مقدار 

اکسیدانی  میواینوزیتول دارای کمترین درصد فعالیت آنتی

DPPH گرم بر لیتر میواینوزیتول بیشترین  میلی 100ار بود. تیم

را داشت و با تیمار  DPPHاکسیدانی  مقدار درصد فعالیت آنتی

 (.6داری نشان نداد )شکل  گرم بر لیتر تفاوت معنی میلی 125

میواینوزیتول نوعی قند شبیه کربوهیدرات است که در 

در  تأثیرشود. این ترکیب بخاطر  بیشتر گیاهان عالی تولید می

فرآیندهای بیولوژیکی و فیزیولوژیکی از قبیل ذخیره فسفات، 

های مرتبط  انتقال سیگنال، تشکیل دیواره سلولی، تولید مولکول

ی رشد و نمو طبیعی با تنش و بسیاری از فرآیندهای دیگر، برا

 Anderson, 2003; Stevenson-Paulikگیاهان ضروری است )

et al., 2005; Zhai et al., 2016 .)Staudt (1984 )تأثیر 

را مطالعه کرده  Viti viniferaمیواینوزیتول بر رشد کالوس گیاه 

گرم بر لیتر میواینوزیتول بر  میلی 250و عنوان نمود که غلظت 

های بالاتر میواینوزیتول  مثبت دارد اما غلظت تأثیررشد کالوس 

و همکاران  Sarropoulouموجب کاهش رشد کالوس شد. 

های آلبالو بیان داشتند که  ( در تحقیق خود بر روی پایه2013)

و  CAB-6Pهای  زایی را در پایه میواینوزیتول درصد ریشه

Gisela 6 های  محدود کرد. آنها همچنین بیان داشتند که پایه

های متفاوتی به تیمارهای  های مختلف( پاسخ مختلف )نمونه

اند. محققان نشان دادند که  میواینوزیتول از خود نشان داده

ات متفاوتی بر تأثیرهای مختلف میواینوزیتول  غلظت

های ثانویه گیاهان دارد  دهی و متابولیت خصوصیات ریشه

(Sarropoulou et al., 2013 برای مثال .)Donnelly (1976 )

زایی در  اعلام کرد که میواینوزیتول موجب کاهش درصد ریشه

شود درحالیکه در گیاهان دیگر، میواینوزیتول  گیاه تمشک می

(. Javis and Booth, 1981زایی شده است ) موجب بهبود ریشه

( 2018و همکاران ) Yildizliدر مطالعه انجام شده بوسیله 
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( نسبت رشد ریشه نابجا C( نرخ رشد و )B( وزن خشک، )Aهای مختلف میواینوزیتول بر صفات ) غلظت تأثیر -2شکل 

براساس آزمون دانکن درصد  5دار در سطح احتمال هر ستون دارای حروف مشترک نشان دهنده عذم اختلاف معنی .راعی گل
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هر  راعی. ( سودوهایپریسین در ریشه نابجا گلB( هایپریسین و )Aهای مختلف میواینوزیتول بر مقدار ) غلظت تأثیر -3شکل 

 باشند.درصد براساس آزمون دانکن می 5دار در سطح احتمال عذم اختلاف معنی ستون دارای حروف مشترک نشان دهنده

 
هر ستون دارای حروف مشترک  .راعی های مختلف میواینوزیتول بر مقدار هایپرفورین در ریشه نابجا گل غلظت تأثیر -4شکل 

 باشند.درصد براساس آزمون دانکن می 5دار در سطح احتمال نشان دهنده عذم اختلاف معنی
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هر ستون دارای  راعی. ( فلاونوئید در ریشه نابجا گلB( فنل و )Aهای مختلف میواینوزیتول بر میزان ) غلظتتأثیر -5شکل 

 باشند.درصد براساس آزمون دانکن می 5دار در سطح احتمال حروف مشترک نشان دهنده عذم اختلاف معنی

 
هر ستون  راعی. در ریشه نابجا گیاه گل DPPHاکسیدانی  های مختلف میواینوزیتول بر درصد فعالیت آنتی غلظت تأثیر -6شکل 

 باشند.درصد براساس آزمون دانکن می 5دار در سطح احتمال دارای حروف مشترک نشان دهنده عذم اختلاف معنی
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مفیدی در کاهش اثرات  تأثیرمشخص شد که میواینوزیتول 

منفی ناشی از تنش خشکی دارد. این محققان اعلام داشتند که 

تواند نقش مثبتی در انتقال  میواینوزیتول مشابه با پرولین می

های فعال اکسیژن و حفظ آماس  سیگنال و تنظیم غلظت گونه

های مختلف  سلولی داشته باشد. در تحقیق حاضر غلظت

فاوتی بر خصوصیات رشدی ریشه گیاه ات متتأثیرمیواینوزیتول 

گرم بر لیتر  میلی 275راعی داشتند. به طور کلی در تیمار  گل

میواینوزیتول مقدار وزن خشک، نرخ رشد و نسبت رشد 

های  توان بیان داشت که غلظت کاهش پیدا کرد. بنابراین می

منفی بر  تأثیرگرم بر لیتر مینواینوزیتول دارای  میلی 150بیش از 

باشند.  راعی می ن خصوصیات رشدی ریشه نابجا گیاه گلمیزا

ها مشاهده نشد  داری بین سایر غلظت از طرفی تفاوت معنی

رسد در شرایطی که فقط خصوصیات رشدی  نظر می بنابراین به

توان استفاده  ریشه مدنظر باشد، از مقادیر کمتر میواینوزیتول می

 نمود.

گرم بر  میلی 225و  75بیشترین مقدار فنل در تیمارهای 

گرم بر لیتر  میلی 75لیتر و مقدار فلاونوئید در تیمار 

های  میواینوزیتول بدست آمد. ترکیبات فنلی از جمله متابولیت

های آروماتیک و یک یا چند  ثانویه گیاهی هستند که از هسته

های ساده، فنولیک اسیدها،  اند و به فنل ساخته شده OHگروه 

ها  های متراکم، لیگنان ها، تانن دها، استیلبنها، فلاونوئی کومارین

(. این Karaman et al., 2010شوند ) ها تقسیم می و لیگنین

توانند به عنوان  ترکیبات به دلیل خصوصیات ردوکس خود می

تایی دخالت کرده و به  عامل کاهنده در پاکسازی اکسیژن یک

هایی را در فعالیت  دلیل ساختار شیمیایی متنوع، تفاوت

 ,Karaman et al., 2010; Parikkaاکسیدانی نشان دهند ) آنتی

2007; Tawaha et al., 2007 فلاونوئیدها از ترکیبات .)

فنل پروپان،  فنلی با وزن مولکولی کم و دارای اسکلت دی پلی

های ثانویه هستند که تقریباً در  گروه بزرگی از این متابولیت

و  Cui(. Karaman et al., 2010همه گیاهان وجود دارند )

ساکارز بر  تأثیر( در تحقیق خود در خصوص 2010همکاران )

های ثانویه اعلام کردند که بیشترین میزان  مقادیر متابولیت

، 5، 3، 1های مختلف آن )صفر،  فلاونوئید و فنل در بین غلظت

درصد بدست آمد. این محققان  5درصد(، در غلظت  9و  7

ید را به دلیل تنش اسمزی ناشی از افزایش میزان فنل و فلاونوئ

 های ساکارز اعلام کردند. غلظت

گیاهان برای مقابله با تنش اکسیدانی از سیستم دفاعی 

های اسکوربات  مؤثری که شامل افزایش فعالیت آنزیم

پراکسیداز، کاتالاز، سوپراکسید دسموتاز، پراکسیداز، گلوتاتیون 

ترکیبات فنلی و تعداد ، DPPHردوکتاز، فعالیت مهار رادیکال 

 Walkerکنند ) دیگری از مواد آنتی اکسیدانی است، استفاده می

and Mckersie, 1993ها پس از مواجه  (. غلظت این بیومولکول

های پاسخ به تنش  گیاه با تنش به سرعت افزایش یافته و هزینه

 ;Iqbal and Ashraf, 2006 & 2007کنند ) را در گیاه تعدیل می

Iqbal et al., 2006 در تحقیق حاضر درصد فعالیت .)

گرم بر  میلی 125و  100های  در غلظت DPPHاکسیدانی  آنتی

زاده و  لیتر میواینوزیتول به بیشترین مقدار خود رسید. عشقی

( در تحقیق خود نشان دادند که بیشترین میزان 1393همکاران )

ر مولا میلی 140در غلظت  DPPHاکسیدانی  درصد فعالیت آنتی

NaCl  بدست آمد. آنها اعلام کردند که کاهش محتوی آّب

برگ و افزایش پتانسیل اسمزی به همراه افزایش غلظت یون 

ها و اختلال در کارکرد و ساختار  سدیم، پراکسیداسیون چربی

و  1394دارد )صالحی و همکاران،  غشاهای سلولی را در پی

Farooq and Azam, 2006 تولید (. این وضعیت سبب افزایش

ها شده و به دنبال آن  های فعال اکسیژن در سلول رادیکال

 Hernándezشود ) نیز افزوده می DPPHفعالیت مهار رادیکال 

et al., 2001( کافی و همکاران .)نشان دادند که فعالیت 1389 )

های نخود  با افزایش شوری در ژنوتیپ DPPHمهار رادیکال 

ها با افزایش شوری  ژنوتیپافزایش پیدا کرد البته در بعضی از 

و در شوری  DPPHدر ابتدا افزایش فعالیت مهار رادیکال 

دیده شد. علت این  DPPHشدید، کاهش فعالیت مهار رادیکال 

تواند به این دلیل باشد که تنش شوری بالا، اثر منفی  امر می

اکسیدانی گیاهان داشته و باعث کاهش  های آنتی روی ویژگی

 شود اکسیدانی می فیت آنتیترکیبات فنلی و ظر

 (Sidsel Fiskaa et al., 2009.) 

تحریک به عنوان یک راهبرد موثر برای افزایش تولید 
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راعی ذکر  های گیاهی مانند گل های ثانویه در گونه متابولیت

شده است، زیرا کاربرد ابزارهای مهندسی متابولیک یا 

تراریختی های موفق  شناسی سنتزی به علت نبود روش زیست

و اطلاعات ژنتیکی درباره مسیرهای بیوسنتزی، کار دشواری 

( گزارش 2007و همکاران ) Liu(. Hou et al., 2016است )

گرم بر  میلی 100تا  75آلانین ) فنیل-نمودند که اضافه نمودن ال

های مایع اندام  لیتر( موجب افزایش تولید هایپریسین در کشت

گرم بر  میلی 50تریپتوفان )-ن الشود. افزود راعی می هوایی گل

میکرومول( موجب تحریک  100جاسمونات ) لیتر( با متیل

توده  برابر( و افزایش زیست 8/1دار تولید هایپرفورین ) معنی

تا  1گرم بر لیتر( و امودین ) میلی 50و  25شد. سینامیک اسید )

گرم بر لیتر( هر کدام موجب افزایش تجمع  میلی 10

 تأثیرراعی شدند اما مقدار هایپریسین تحت  گلهایپرفورین در 

های  ای نشان داد که در کشت قرار نگرفت. نتایج مطالعه

لیتر محیط  میلی 30)در هر  ppb 100راعی با  تیمارشده گل

 87/7کشت( نانو اکسید روی افزایش در محتوی هایپریسین )

 45/217میکروگرم بر گرم وزن خشک( و هایپرفورین )

گرم وزن خشک( در مقایسه با شاهد مشاهده  میکروگرم بر

های  شد. افزایش در محتوی هایپریسین و هایپرفورین در کشت

نانو اکسید آهن نیز مشاهده گردید  ppb 100تیمارشده با 

(Sharafi et al., 2013 نتایج مطالعه .)Ebadollahi  و همکاران

راعی در معرض نانوذرات پرلیت  ( بر کشت کالوس گل2019)

/پرلیت نشان داد که نانوذرات پرلیت TiO2های  نانوکامپوزیتو 

/پرلیت به عنوان یک الیسیتور موثر TiO2های  و نانوکامپوزیت

برای تولید ترکیباتی مانند هایپریسین و سودوهایپریسین در 

توانند مورد استفاده قرار بگیرند. در  راعی می کشت کالوس گل

زیتول به عنوان های مختلف میواینو تحقیق حاضر غلظت

الیسیتور برای تولید هایپریسین، سودوهایپریسین و هایپرفورین 

مورد بررسی قرار گرفتند. نتایج بدست آمده حاکی از این بود 

گرم بر لیتر میواینوزیتول در مقایسه با  میلی 100که غلظت 

های بکار رفته در این تحقیق توانست میزان این  دیگر غلظت

( در 2015و همکاران ) Asanافزایش دهد. ترکیبات ثانویه را 

بر روی میزان هایپریسین اندام  BAP تأثیرتحقیق خود بر روی 

بر روی  BAPهای مختلف  گیری کردند که غلظت هوایی نتیجه

( 2018و همکاران ) Montazeriی ندارد. تأثیرمیزان هایپریسین 

 3/0های مویین توانستند در نهایت میزان  با تولید ریشه

 گرم بر گرم هایپریسین تولید کنند. لیمی

 

 گیری کلی نتیجه

توان بیان داشت  با توجه به نتایج بدست آمده از این تحقیق می

که میواینوزیتول به عنوان یکی از اجزاء اصلی محیط کشت 

تواند نقش مثبتی در تولید ترکیبات زیستی  ای می درون شیشه

 100شد. غلظت های ثانویه داشته با فعال و نیز متابولیت

را بر تولید  تأثیرگرم بر لیتر میواینوزیتول بیشترین  میلی

هایی همچون هایپریسین، سودوهایپریسین و  متابولیت

گرم بر لیتر  میلی 75هاپیرفورین داشت. از طرفی غلظت 

میواینوزیتول توانست مقادیر فنل، فلاونوئید و درصد فعالیت 

را افزایش دهد. از آنجایی که پتانسیل  DPPHاکسیدانی  آنتی

ها، الیسیتورها،  تحریک متابولیت ثانویه در میان انواع کشت

شرایط اعمال و دیگر پارامترها متفاوت است، تحقیقات 

بیشتری برای درک مسیرهای متابولیکی که منجر به تولید 

سازی  شوند با بهینه های ثانویه خاص و تنظیم آنها می متابولیت

 باشد. های موثر و کارآمدتر ضروری می رالعملدستو

 

 تشکر و قدردانی

این تحقیق با حمایت مالی پژوهشکده بیوتکنولوژی منطقه 

 مرکزی کشور )اصفهان( انجام شد.
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 .915-923: 49مجله علوم باغبانی ایران،  ( رقم توپاز..Hypericum perforatum Lراعی ) هایپرفورین در کشت کالوس گل

(. کشاورزی شورزیست: راهبردهای مدیریت گیاه، آب و خاک. انتشارات دانشگاه 1394زاده، ح.ر. و کافی، م. ) صالحی، م.، عشقی
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Abstract 
 

St. John’s wort is a traditional herbal medicine used to treat depression and wound healing. Natural resource 

dependency and traditional cultivation methods often require months and years of time to reach medicinal plants. 

Establishing a hairy root suspension culture system can accelerate proliferation on a large scale, improve breeding and 

protect the species, but optimization and production on a large scale require an increase in the biomass and secondary 

metabolites of the root. In this study, the effect of different concentrations of myo-inositol (50, 75, 100, 125, 150, 175, 

200, 225, 250, and 275 mg / l) were evaluated on biomass, phenol, flavonoid, DPPH activity and secondary metabolites 

in St. John's wort adventitious root in Agricultural Biotechnology Research Institute-Central Region of Iran. The results 

showed that 125 and 150 mg L
-1

 myo-inositol concentration had the highest dry weight, growth rate and growth ratio. 

The concentrations of 100 and 250 mg L
-1

 myo-inositol showed the highest and lowest amount of hypericin and 

pseudohypercin, respectively. From the viewpoint of production of hyperforin, the treatment with 100 mg L
-1

 myo-

inositol was highest and the concentration of 125 mg L
-1

 had the least effect on the level of hyperforin in St. John's wort 

adventitious root culture. There was a significant difference between treatments in terms of phenol and flavonoid 

content, so the concentration of 75 and 225 mg L
-1

 and 75 mg L
-1

 myo-inositol had the highest amount of phenol and 

flavonoids. The DPPH activity changes were different between treatments, and the 50 mg L
-1

 showed the lowest 

amount of DPPH activity. However, the DPPH activity was highest in treatment with 75 mg L
-1

 myo-inositol 

concentration. Since the potential for stimulating secondary metabolites varies among cultures, elicitors, conditions for 

applying different treatments and other parameters, further research is needed to optimize better and more efficient 

guidelines. 
 

Keywords: Antioxidant activity, Elicitor, Hypericin, Phenol. 
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