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 یمقاله پژوهش
 

ثیر أتحت ت (.Trigonella foenum-graecum Lتغییرات تولید دیوسژنین در گیاه شنبلیله )

 ایکشت درون شیشه در( 4O3Fe)های مختلف نانوذرات اکسید آهن مگنتیت غلظت
 

 5*نمحمدرضا قلمبرا و 7یبابک عبدالهی مندولکان ،5ثنا حقی قرابقلو
 ه علوم و فناوری زیستی، دانشگاه شهید بهشتی، تهران، ایرانگروه فیزیولوژی گیاهی، دانشکد 5

 گروه مهندسی تولید و ژنتیک گیاهی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه ارومیه، ارومیه، ایران 7

 
 چکیده

و طب سنتی که کاربرد بسیاری در صنعت داروسازی  است .Trigonella foenum-graecum Lشنبلیله یک گیاه دو لپه و یکساله با نام علمی 

در  وهای بیولوژیکی متنوع است که در گیاهان مختلفی از جمله شنبلیله وجود دارد استروئیدی با فعالیت دارد. دیوسژنین یک ساپونین

ایش گیرد. افزهای پروژسترون و استروژن مورد استفاده قرار میهورمون سازشود و به عنوان پیشهای هوایی، ریشه و دانه آن یافت میاندام

عوامل زیستی یا غیرزیستی قرار دارد. در  ثیرأها تحت تتولید دیوسژنین در شنبلیله مستلزم تحریک تولید ساپونین است و تولید ساپونین

( بر مقدار تولید دیوسژنین در ریشه گیاه شنبلیله در یک آزمایش فاکتوریل 4O3Feثیر مصرف نانوذرات اکسید آهن مگنتیت )أمطالعه حاضر ت

های مختلف نانوذرات ارزیابی شد. تیمارهای آزمایشی شامل غلظت MSکشت تصادفی با سه تکرار در محیط الب طرح آماری کاملاًدر ق

مایع در شرایط آزمایشگاه بودند. نتایج حاصل نشان داد که نوع  MSکشت در سه محیط میکرومولار 344، 744، 544صفر، اکسید آهن 

پایه مشاهده  MSترین رشد در محیط که بیشطوریداری دارد بهثیر معنیأندام هوایی و وزن خشک ساقه تکشت بر طول ریشه، طول امحیط

ثیر قرار نگرفت. اثرات متقابل محیط أدار شد ولی وزن خشک ریشه تحت تثیر نانوذرات بر وزن تر ریشه و سطح برگ معنیأشد. همچنین ت

( 4O3Feکه با افزایش غلظت نانوذرات اکسید آهن مگنتیت )طوریدار بود بهسژنین معنیکشت در نانوذرات بر وزن تر ساقه و میزان دیو

 344آمین تترا استیک اسید( در غلظت )اتیلن دی Fe-EDTAمایع بدون حضور کمپلکس  MSکشت ترین مقدار دیوسژنین در محیطبیش

اکسیدانی های آنتیود. همچنین اثر متقابل هر دو عامل بر فعالیت آنزیمبرابر میزان دیوسژنین در شاهد ب دومیکرومولار در ریشه تولید شد که 

 بود.  EDTAکشت فاقد آهن و با حضور ها نیز مربوط به محیطترین فعالیت آنزیمدار بود. بیشدر سطح احتمال یک درصد معنی

 

 انویهای، نانوذرات آهن، متابولیت ثواژگان کلیدی: شنبلیله، دیوسژنین، کشت درون شیشه

 

 مقدمه

در  که ثانویه هستند هايمواد دارویی گياهی از متابوليت عمدتاً

شود. از مزایاي مهم ها استفاده میتوليد داروهاي مختلف از آن

شده شيميایی، داشتن مواد دارویی گياهی برخلاف مواد ستنز
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هاي شيميایی است عوارض سوء جانبی کمتر نسبت به دارو

(Kooti et al., 2016; Rates, 2001 گياه شنبليله که یک گياه .)

به  است، که Leguminoaseایی و یکساله و از خانواده لپهدو

ثره دارویی مهم جز گياهان دارویی ؤدليل داشتن ترکيبات م

هاي مختلف آن براي شود و قسمتپرمصرف محسوب می

گيرد. براي ها مورد استفاده قرار میدرمان برخی از بيماري

هاي شنبليله که حاوي موسيلاژ قوي هستند در دانه نمونه،

درمان زخم معده و مشکلات گوارشی و کاهش التهاب مورد 

شده گيرند، همچنين طبق تحقيقات انجاممیاستفاده قرار 

کلسترول و التهاب، ضدهاي این گياه خواص ضددانهها و برگ

ترین همیکی از م(. Mehrafarin et al., 2011) سرطان دارندضد

 که است دیوسژنين، در گياه شنبليله هاي ثانویه توليديمتابوليت

هاي سازپيشیکی از عنوان به ویک ساپونين استروئيدي است 

 Diarra et) شودهاي استروئيدي استفاده میهورمونسنتز  مهم

al., 2013.) دهنده عنوان طعمهمچنين از اسانس این گياه به

ثره دارویی در گياه ؤاز دیگر ترکيبات م شود.غذاها استفاده می

لينولئيک و  لينولنيک، اسيد شنبليله، وجود ترکيبات کولين، اسيد

یک از این ترکيبات بسته  استئاریک است. البته ميزان هر اسيد

و هوا و سایر عوامل  به نوع گونه گياهی و شرایط کاشت، آب

براساس (. Sarwar et al., 2020کند )زراعی تغيير پيدا می

تحقيقات گذشته بيان شده است که دیوسژنين از دو مسير 

اسکوالن به  لیتبد شود، مسيرآنزیمی در گياه سنتز می

 Chaudhary et) کلوآرتنولياسکوالن به س لیتبدو  لانوسترول

al., 2015.) 

 یاهيگ يهاها و سلول( اندامin vitro) ياشهيشکشت درون

است.  هیثانو يهاتيمتابول ديلتو يمهم برا ياز راهکارها یکی

کشت، طيمح بيترک يسازنهيبا به توانندیم باتيترک نیا

( و فراهم آوردن elicitorsها )و محرک سازهاشيافزودن پ

و  ییمنبع غذا وانعن. نانوذرات بهابندی شیمناسب افزا طیشرا

 Heydari et) کنندیعمل م اهيگ ياشهيشمحرک در کشت درون

al., 2020). 

امروزه کاربرد عناصر به فرمی که امکان جذب و بهبود 

هاي گذشته ارتقاء یابد فرایندهاي متابوليسم آنها نسبت به فرم

 بيش از گذشته مورد توجه است مانند تبدیل ترکيبات از 

تواند فرایندهاي هاي ميکرو به مقياس نانوذرات، که میاندازه

ثره دارویی ؤاد مجذب عنصر و متابوليکی سنتز ترکيبات و مو

(. براساس Liu et al., 2010باشند )گياهی حائز اهميت 

تواند مطالعات گذشته تغيير ابعاد ذرات از ميکرو به نانو می

ایی افزایش طور قابل ملاحظههایی را بپذیري هر مادهواکنش

دهد. در حقيقت با این تغيير در ابعاد ذرات، نسبت سطح به 

یافت و این همان عامل تشدید و  حجم ذرات افزایش خواهد

هاي بيوشيميایی و پذیري ماده در واکنشتقویت واکنش

شيميایی است، لذا امروزه از این ویژگی براي اصلاح و 

هاي زیستی و تغييرات مورد نظر در کارآمدي مکانيسم

برخی  (.Zaman et al., 2025ها شيميایی استفاده کرد )واکنش

زیستی هاي غيرياه را در برابر تنشتوانند گاز نانوذرات می

 ,.Ioannou et alکرده و رشد گياه را بهبود بخشند ) محافظت

2020.) 

عنصر آهن یکی از عناصر ضروري و مهم در رشدونمو 

ست که نقش بسيار مهمی در فتوسنتز، تنفس و تثبيت اگياهان 

مورد نياز  RNAهمچنين براي سنتز کلروفيل و  و نيتروژن دارد

هاي اکسيداسيون و در بخش کاتاليزوري بسياري از آنزیم. است

احيا آهن موردنياز است که در طبيعت به دو فرم موجود است، 

( Fe+3( و فرم غيرمحلول ) فریک Fe+2 فرم محلول در آب )فرو

(Thomine and Vert, 2013) تواند منتج به بهبود فرآیند می

دیریت دقيق آهن و در نتيجه م بيوسنتز و توليد دیوسژنين شود.

هاي ثر آن در گياه موجب تقویت مسيرهاي متابوليتؤحضور م

شود هاي وابسته به آهن میثانویه و افزایش فعاليت آنزیم

(Kobayashi and Nishizawa, 2012.) ترین انواع رایج

-کوفاکتورهاي آهن، به ترتيب فراوانی شامل کمپلکس آهن

( یا آهن تک di-iron) (، آهن دوگانهheme) گوگرد، هم

عملکردي متفاوتی دارند و  یک دامنه اي هستند که هرهسته

هاي کاتاليزکننده این کوفاکتورها براي بسياري از آنزیم

که  P450 اند، از جمله سيتوکرومهاي اکسيداتيو ضروريواکنش

هاي چند مرحله هيدروکسيلاسيون در مسير بيوسنتزي متابوليت

Nguyen Schaedler andlk Ba ;2014 ,دهد)ثانویه انجام می
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and Dung, 2021.) ترپن چهار آنزیم کليدي در بيوسنتز تري

دیوسژنين در گياهان شناخته شده است که شامل سيکلوآرتنول 

(، فارنسيل پيروفسفات SQS) (، اسکوالن سينتازCAS) سينتاز

 گلوتاریل کوآنزیم متيل -2-هيدروکسی-2( و FPPS) سينتاز

 Sawai et alThimmappa ;2014 ,.)است ( HMGR) ردوکتازآ

and Saito, 2011.)   

کارهاي وهاي محيطی، سازگياهان براي مقابله با تنش

مورفولوژیکی، فيزیولوزیکی و بيوشيميایی مختلفی دارند. یکی 

از پيامدهاي مهم تنش محيطی، ایجاد تنش اکسيداتيو ناشی از 

مانند، سوپراکسيد، ( ROS) هاي فعال اکسيژنتجمع گونه

هاي هيدروکسيل است که براي هيدروژن پراکسيد و رادیکال

هاي گيري از سيستمها با بهره. سلولاستآور بقاي گياه زیان

اکسيدانی آنزیمی )سوپراکسيد دیسموتاز، کاتالاز، آنتی

پراکسيداز( و غيرآنزیمی ) آسکوربات، گلوتاتيون، ترکيبات 

 Li etکنند )ین ترکيبات محافظت میفنولی( ازخود در برابر ا

al., 2013 .) 

ها، آنچه مهم ثير محرکأاساس تحقيقات گذشته درباره تبر

و قابل ذکر است، هر محرکی که بتواند ميزان دیوسژنين 

توليدي را افزایش دهد بيانگر آن است که باعث تقویت مسير 

بيوسنتز دیوسژنين شده است و این تقویت از طریق تشدید و 

هاي متابوليسمی دخيل در ساز و فعاليتتقویت ترکيبات پيش

یند بيوسنتز دیوسژنين بوده است مانند افزایش اارتقاء کارآیی فر

دهی یا از طریق افزایش سهم توليد تعداد و قدرت ریشه

(. طبق Zhang et al., 2009)ایی دیوسژنين در واحد ریشه

نين به هر دو تحقيقات پيشين تقویت فرآیند بيوسنتز دیوسژ

دسته عوامل ژنوتيپی و محيطی بستگی دارد، و ترجيح مسير 

ثير عوامل مذکور موضوعی أبيوسنتز در گياه شنبليله تحت ت

طور دقيق مشخص نشده است و دليل آن است که تا کنون به

پذیري و سازگاري گياه شنبليله در شرایط نيز به قدرت انعطاف

ثير نانوذرات أاین پژوهش ت لذا در گردد.مختلف محيطی بر می

 هاي بر فعاليت آنزیم MS کشتاکسيد آهن در محيط

هاي دخيل در بيوسنتز اکسيدانی و برخی از آنزیمآنتی

ثير آهن قرار دارد و أها تحت تدیوسزنين که فعاليت آن

ثير قرار دهند مورد بررسی أتوانند ميزان دیوسژنين را تحت تمی

 قرار گرفت. 

 

 هامواد و روش

هاي گياه شنبليله از شرکت پاکان بذر بذر کردن بذر:استریل

هاي مورد نياز جهت استریل اصفهان تهيه شد. تمام وسيله

مقطر به اي، کاغذ صافی، پنس، بشر، آبشامل صافی پارچه

گراد اتوکلاو شدند. درجه سانتی 939دقيقه در درماي  36مدت 

دقيقه استریل شدند.  36به مدت  UVها در زیر نور دیشپتري

شده شستشو داده شدند مقطر استریلبذرها ابدا توسط آب

قرار گرفتند و  (V/V) %06سپس به مدت یک دقيقه در الکل 

دقيقه شستشو  5شده مجدد به مدت مقطر استریلبعد با آب

دقيقه در داخل  5داده شدند. در مرحله آخر بذرها به مدت 

قرار داده شدند و در  (V/V) %3محلول هيپوکلریت سدیم 

دقيقه توسط  36 و 95 ،96 ،5بار به مدت زمان  نهایت چهار

 شده شستشو داده شدند. پس از اتمام مقطر استریلآب

هاي حاوي کاغذ دیشعدد بذر داخل پتري 35عفونی ضد

هم قرار داده شدند و  ليتر آب با فاصله ازميلی 4صافی و 

طور کامل بسته شد تا هها توسط سلفون بدیشاطراف پتري

ها به مدت دیشزنی پتريرطوبت حفظ شود و به منظور جوانه

ساعت روشنایی  8ساعت تاریکی و  90دو روز با دوره نوري 

گراد در اتاق کشت قرار گرفتند. درجه سانتی 35-32با دماي 

 ها زیر هود لامينار انجام گرفت.کردن بذرتمام مراحل استریل

در این پژوهش ت و افزودن تیمارها: های کشتهیه محیط

محتواي ميکروذرات  که از نظر MSکشت مایع از سه محيط

غلظت  .(9)جدول  آهن با یکدیگر متفاوت بودند تهيه شد

EDTA کشت طبق استاندارد محيطMS  به محيط حاوي

EDTA  اضافه شد وpH 0/5 -8/5 ها در محدودهکشتمحيط 

دقيقه  36گراد به مدت سانتیدرجه  939تنظيم شد و در دماي 

 اتوکلاو شدند.

سنتز  (:4O3Feسنتز نانوذرات اکسید آهن مگنتیت )

)آهن کلرید  3FeClهاي نمک آهن که شامل نانوذرات با محلول

 3:9)آهن کلرید چهار آبه( با نسبت مولی  2FeCl وشش آبه( 
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 4O3Feلظت نانوذرات اکسید آهن مگنتیت مایع و غ (MSکشت موراشینگ و اسکوگ )مشخصات تیمار محیط -5جدول 

 غلظت نانوذرات آهن )ميکرومولار( هاتيمار

 استاندارد همراه با نانوذرات آهن MSکشت محيط -9

 همراه با نانوذرات آهن  Fe-EDTAبدون کمپلکس MSکشت محيط -3

 و نانوذرات آهن EDTAبدون آهن همراه با  MSکشت محيط -2

6 

966 

366 

266 

 

ليتر آب دیونيزه که ميلی 36وزن شد و سپس هر کدام در 

زدایی شده بود حل گردید و سپس توسط گاز نيتروژن اکسيژن

هاي یک بشر ریخته و توسط همزن و در دماي اتاق محلول در

نمک با یکدیگر ترکيب شدند و جهت جلوگيري از اکسيد 

ی انجام شد، پس از دهبا گاز نيتروژن پوشش Fe+2 شدن

جهت رسوب نانوذرات آهن محلول آمونياک  دقيقه 95ذشت گ

به  pHاي به محلول اضافه گردید تا صورت قطرهبه درصد 35

 برسد، تشکيل رسوب به رنگ سياه به منزله 1-99حدود 

دهی و تشکيل نانوذرات اکسيد آهن تکميل فرآیند رسوب

شده توسط دقيقه نانوذرات تشکيل 26. بعد از گذشت است

زدایی ربا جدا کرده و چندین بار با آب دیونيزه اکسيژنآهن

آن خنثی   pHدرصد شسته شدند تا 06شده و سپس با اتانول 

شود. و رسوب حاصل در داخل محفظه خنثی قرار گرفت تا 

 (.Kashanian et al., 2017)شدن انجام شود فرآیند خشک
O2+ 4H 4O3Fe                           -+ 8 OH 3++ 2 Fe 2+Fe 

پس از اتمام  :DLSسازی نانوذرات جهت تست آماده

با  9:1جهت بررسی اندازه، نانوذرات سنتزشده با نسبت  سنتز

دقيقه ورتکس  3آب دیونيزه رقيق شدند وسه بار به مدت 

سازي نانوذرات، محلول توسط شدند و سپس جهت پراکنده 

آب  دقيقه با پوشش 5دستگاه پروپ اولتراسونيک به مدت 

سرد سونيکيت شد و سپس متوسط قطر نانوذرات به کمک 

همچنين جهت تعيين مشخصات  تعيين شد. DLSدستگاه 

 TEM، XRD، FT-IRشده آناليزهاي مربوط به نانوذرات سنتز

 (.9 شد )شکل انجام

پس از اتوکلاو کردن  کشت بذر و افزودن تیمار نانوذرات:

ک لایه کاغذ شيشه کشت استریل ی هر هاي کشت، درمحيط

هاي مناسب نانوذرات غلظت کشت وليتر محيطميلی 0صافی و 

عدد بذر  93و در هر شيشه کشت  (3)جدول  آهن اضافه شد

 هفتداده و جهت رشد به مدت  زده توسط پنس قرارجوانه

 90گراد با دوره نوري درجه سانتی 35-32روز در دماي 

 منتقل شدند.  ساعت تاریکی به اتاق کشت 8ساعت روشنایی و 

پس از هفت روز از  های رویشی:گیری شاخصاندازه

برداري از ریشه و زده شنبليله، نمونهزمان کشت بذرهاي جوانه

هاي تيمارهاي مختلف انجام شد. از هر اندام هوایی گياهچه

هاي طور تصادفی انتخاب شد و شاخصهتيمار سه گياهچه ب

 افزارتوسط نرمرویشی شامل طول ریشه و اندام هوایی 

Image Jافزار ، و سطح برگ توسط نرمPetiole Pro 

  .گيري شداندازه

ریشه و اندام هوایی گياه توسط پنس از  وزن تر و خشک:

مقطر شستشو داده شده طور کامل با آبهیکدیگر جدا شدند و ب

گيري وزن و توسط گاز استریل خشک شدند و جهت اندازه

 06ساعت در درون آون با دماي  34ها به مدت خشک نمونه

ها توسط دو وزن تر و خشک گياهچه درجه خشک گردید. هر

 ترازوي دقيق)یک هزارم گرم( وزن شدند.

براي  :HPLCسنجش مقدار دیوسژنین توسط دستگاه 

ساعت  34آوري شده و به مدت هاي گياه جمعاین کار ریشه

طور درجه در آون خشک شد و سپس با هاون به 06در دماي 

شده در هاي پودرگرم از نمونهميلی 95گردید و  کامل پودر

 HCL  3ليترميلی 5/6ليتري ریخته شدند و ميلی 3هاي ویال

ها اضافه شد و به منظور هضم اسيدي به مدت نرمال به نمونه

گراد قرار درجه سانتی 16-86ماري با دماي ساعت در بن 5/2

از  pHسازي ت خنثیگرفتند. پس از اتمام هضم اسيدي جه

NaOH 3  ليتر ميلی 9نرمال استفاده شد وn- هگزان سه مرتبه

دقيقه با سرعت  3بار به مدت  ها اضافه شد و هربه نمونه
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 TEM( نتایج تصویر b. )DLSاساس نتایج دستگاه شده بر( سنتز4O3Fe( اندازه متوسط قطر نانوذرات اکسید آهن مگنتیت )a) -5شکل 

نانوذرات اکسید  IR-FT( نتایج آنالیز d) .(4O3Feنانوذرات اکسید آهن مگنتیت ) XRD( نتایج c) .(4O3Feنانوذرات اکسید آهن مگنتیت )

 .(4O3Feآهن مگنتیت )

 

4566 rpm  ليتر فاز بالایی ميلی 2سانتریفيوژ انجام گرفت و

آوري و سپس در دماي اتاق و زیر هود لامينار خشک معج

ليتر متانول ميلی  5/6 شدند و در نهایت هنگام تزریق به دستگاه

HPLC  به هر نمونه اضافه شد(Motevalli et al., 2021 .)

a b 

c 

d 
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های کشت مورد بررسی و غلظت میکروذرات آهن سولفات هفت آبه در محیط شده در محیطغلظت نانوذرات اکسید آهن سنتز -7جدول 

 (.MS) کشت موراشینگ و اسکوک

 MS هاي کشتاسامی محيط
 4O3Feنانوذرات 

/µM1-1 

FeSO4.7H2O 

/µM1-1 
 MS هاي کشتانواع محيط

MS 6 966 MS پایه 

MSU 6 6  MS پایه بدون کمپلکسFe-EDTA 

MSUE 6 6 MS ایه بدون آهن همراه باپ EDTA 

MS100 966 966 MS پایه 

MS200 366 966 MS پایه 

MS300 266 966 MS پایه 

MSU100 966 6  MS پایه بدون کمپلکسFe-EDTA 

MSU200 366 6  MS پایه بدون کمپلکسFe-EDTA 

MSU300 266 6  MS پایه بدون کمپلکسFe-EDTA 

MSUE100 966 6 MS راه با پایه بدون آهن همEDTA 

MSUE200 366 6 MS  پایه بدون آهن همراه باEDTA 

MSUE300 266 6 MS  پایه بدون آهن همراه باEDTA 

 

و فازهاي متحرک آب و  C18با ستون  HPLCکروماتوگرافی 

نانومتر  362 موجدر طول UVاستونيتریل انجام شد. دتکتور 

عيين گردید. ها با استاندارد دیوسژنين تاستفاده شد و غلظت

 دقيقه بود. 93-98زمان اجراي هر نمونه 

گياه  ریشه تازه بافتاز گرم  5 :گیری فعالیت آنزیمیاندازه

بافر  تريلیليم 5، در به کمک نيتروژن مایع آسياب شد، سپس

 دونيروليپ لينیوپلی %9 ي، حاوHp 0با  رمولایليم 56فسفات 

با  قهيدق 96 شد. همگن حاصل به مدت يسازنامحلول، همگن

به دست  ییشد و محلول رو وژيفیسانتر rpm  95666سرعت

 .استفاده شد یمیآمده به عنوان عصاره آنز

شدن دیناپد هياول زانيم يريگاتالاز با اندازهک کاتالاز:

Maehly (9155 )و  Chance روشبه  دروژنيه ديپراکس

  3/5 يحاو يتريلیليم 2 شد. مخلوط واکنش يريگاندازه

 Hp 0 ،45/6با  اتمولار بافر فسفیليم 56از محلول  تريلیليم

 35و  دروژنيه ديمولار پراکسیليم 95از محلول  تريلیليم

به  دروژنيه ديبود. کاهش پراکس میعصاره آنز تريکروليم

 یبا استفاده از اسپکتروفتومتر مرئ A 346صورت کاهش در

 (.Shangari and O'Brien, 2006) دنبال شد

 ییتوانا يريگبا اندازه SOD تيفعال :سموتازید دیسسوپراک

با  (NBT) وميبلو تترازولتروين ییايميآن در مهار کاهش فتوش

  Fridovich (9109)و  Beauchampاستفاده از روش 

  3/5 يحاو يتريلیليم 2شد. مخلوط واکنش  يريگاندازه

 Hp 8/0، 2/6با  مولار بافر فسفاتیليم 56از محلول  تريلیليم

 ن،يونيمولار متیليم 92از محلول  تريکروليم 266 ای تريلیليم

 کرومولاريم 05از محلول  تريکروليم 966 ای تريلیليم 9/6

NBT3از محلول  تريکروليم 56 ای تريلیليم 65/6 ، و 

  9/6از محلول  تريلیليم 65/6 ن،یبوفلاویر کرومولاريم

بود.  تريکروليم 6 - 56 یمیو عصاره آنز EDTAمولار یليم

با  ها تکان داده شدند ودر آخر اضافه شد و لوله نیبوفلاویر

بانک نور متشکل از دو لامپ  کی ریز متریسانت 26 فاصله

کردن چراغ وات قرار گرفتند. واکنش با روشن 95فلورسنت 

اجازه کار داده شد. واکنش با  قهيدق 96مدت شروع شد و به

 اهيپارچه س کیبا  اهلوله کردن چراغ متوقف شد وخاموش

نانومتر  506موج پوشانده شدند. جذب مخلوط واکنش در طول

 (. 1981et alDhindsa ,.) خوانده شد

  36 اکولیگا یمحلول آب تريلیليم 9به  :دازیپراکس
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مقطر و آب تريلیليم 966در  اکولیگا تريلیليم 33/6مولار، یليم

 یمقدار مناسب ،Hp 0با  مولاریليم 56 از بافر فسفات تريلیليم 3

از محلول  تريکروليم 36و در آخر  شداضافه  میاز محلول آنز

مخلوط را در  نیا ينور یچگالشد.  اضافه 2O2H مولاریليم 96

د ش خوانده هيثان 966بار تا  کی هيثان 26نانومتر و هر  406

(Maehly, 1954.) 

 

 نتایج و بحث 

گيري قطر نانوذرات با ج اندازهنتایگیری قطر نانوذرات: اندازه

نشان داد که سنتز نانوذرات با موفقيت انجام شده DLS  روش

. عوامل (2)جدول  استنانومتر  26تا  36ها بين و اندازه آن

گذارند، از جمله ثير میأمختلفی بر اندازه و شکل نانوذرات ت

توان به دما، نور، اکسيژن، غلظت مواد اشاره کرد. در این می

-درجه سانتی 26±36العه برخلاف مطالعات قبلی از دماي مط

شده نانوذرات تشکيل گراد استفاده شد تا گرما از بهم پيوستن

تر توليد کرد جلوگيري کند و بتوان نانوذراتی با اندازه کوچک

جذب و  هاي گياهی فراهم شود.تا امکان ورود به درون بافت

ریشه به خواص  هاي گياهی مانندورود نانوذرات به بافت

ترین ویژگی فيزیکی و شيميایی نانوذرات بستگی دارد. که مهم

در فرآیند جذب و ورود نانوذرات به بافت گياهی، قطر 

توانند نانومتر می 56-46هاست. نانوذرات با قطر کمتر از آن

 Luque, -de-rezeP., 2020; et alKongوارد بافت گياه شوند )

2017.) 

ثير أليل واریانس نشان داد که تتح غلظت دیوسژنین:

( 4O3Fe) کشت و غلظت نانوذرات اکسيد آهن مگنتيتمحيط

اساس این داري اثر دارند. برطور معنیبر غلظت دیوسژنين به

کشت فاقد ميکروذرات ترین غلظت مربوط به محيطنتایج بيش

 ميکرومولار 266در غلظت  EDTAکننده آهن و کلات

کشت فاقد د. در مقابل ترکيب محيطآهن بو نانوذرات اکسيد

کمترین غلظت دیوسژنين را  EDTAميکروذرات آهن همراه با 

مایع و  MSکشت طورکلی، ترکيب مختلف محيطداشت. به

غلظت نانوذرات اثر متقابل قابل توجهی بر توليد دیوسژنين به 

)شکل  عنوان یک متابوليت ثانویه مهم در گياه شنبليله را داشتند

اي مشابه استفاده از نانوذرات کبالت در محيط مطالعهدر  (.3

 266اي فاقد ميکروکبالت در غلظت کشت درون شيشه

ميکرومولار نانوذرات باعث افزایش ميزان دیوسژنين در گياه 

ميزان در پژوهشی (.  et alMotevalli,. 2021) شنبليله شد

 دیوسژنين موجود در گياه شنبليله در طی پاسخ به نانوذرات

. در پژوهشی نشان (Jasim et al., 2017) نقره افزایش یافت

تواند داده شد که استفاده از نانوذرات اکسيد آهن مگنتيت می

به عنوان یک اليسيتور قوي موجب فعالسازي مسيرهاي 

شود و همچنين بيان  Melissa officinalisبيوسنتزي در گياه 

( یعنی RA) هاي کليدي مسير بيوسنتز اسيد روزمارینيکژن

HPPR، TAT و RAS را افزایش دهد (., 2023et alGolkari .) 

( 2CaCl) ( و کلسيم کلریدPEN) استفاده از تيمار پنکونازول

هاي هاي استروئيدي در کشت ریشهموجب افزایش ساپونين

 شد Trigonella graecum foenumمویی در گياه 

(., 2024et alRezazadehfar ( متيل جاسمونات .)eJAM)، 

یکی از اليسيتورهاي مهم سازوکارهاي دفاعی گياه است که 

استفاده از آن در گياه شنبليله موجب افزایش بيان دو ژن مهم 

-2در مسير متابوليکی منتهی به توليد دیوسژنين که شامل 

( و HMG) متيل گلوتاریل کوآ ردوکتاز -2-هيدروکسی

audhary Ch) ( شدSTRLگليکوزیل ترانسفراز )-β-2-استرول

2015 .,et alثير اتيلن بر بيوسنتز دیوسژنين در أ(. در پژوهشی ت

بررسی شد،  .zingiberensis Dاي در گونه کشت درون شيشه

 46از محلول  964نتایج نشان داد استفاده از غلظت مناسب )

هاي سيکلوآرتنول سينتاز درصد اتفون( موجب افزایش بيان ژن

ریل کوآ ردوکتاز و در نتيجه متيل گلوتا -2-هيدروکسی -2و 

 CYP51 (Obtusifoliol (. 2013et alDiarra ,.) دیوسژنين شد

14α-demethylase)  یک آنزیمP450  وابسته بهheme-Fe 

عنوان کوفاکتور ضروري در مرکز فعال آن قرار است، و آهن به

ها دارد و فعاليت آن براي هيدروکسيلاسيون/دمتيلاسيون استرول

 ,.Minerdi et al., 2023; Bak et al) ته استبه آهن وابس

هاي فعال . تماس گياه با نانوذرات سبب توليد گونه(2011

هاي همراه با سيگنال ROSشوند و این ها میROSاکسيژن 

 MAPKشدن آبشارهاي و فعال (Ca+2)مانند افزایش  ثانویه
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  ( بر صفات مورد بررسی در گیاه شنبلیله4O3Feوذرات اکسید آهن )کشت و غلظت ناننتایج تجزیه واریانس اثر انواع محیط -3جدول 

 ميانگين مربعات
درجه 

 آزادي
 منابع تغييرات

 سطح برگ دیوسژنين
وزن خشک 

 اندام هوایی

وزن خشک 

 ریشه

وزن تر 

 اندام هوایی

وزن تر 

 ریشه

طول اندام 

 هوایی
 طول ریشه

6/660** 6/6662ns 3/36* 0/25ns 6/6662ns 6/66664ns 353/68* 3630/68* 3 کشتمحيط MS 

6/665** 6/665** 0/01ns 3/08ns 6/6660* 6/6662* 32/94ns 961/15ns 2 غلظت نانوذرات 

6/669** 6/663ns 2/49ns 2/32ns 6/6660** 6/66664ns 35/32ns 35/32ns 0 نانوذرات×کشتمحيط 

6636/6  696/6  0- 96×28 14/9  6/6669ns 66646/6  68/30  88/02  خطا 34 

30/1  22/0  08/1  63/95  45/90  08/90  84/90  21/90  ضریب تغييرات - 

nsدار در سطح احتمال یک و پنج درصدداری و معنی، ** و * به ترتیب عدم معنی 

 

 
بر مقدار دیوسژنین  MSکشت و انواع محیط .(4O3Feهای مختلف نانوذرات اکسید آهن مگنتیت )مقایسه میانگین اثر متقابل غلظت -7 شکل

های دارای حرف یا حروف مشابه، از نظر آماری تفاوت میانگین .استخطای معیار  ±تکرار  3مقادیر میانگین حداقل در گیاه شنبلیله. 

 اساس آزمون دانکن در سطح یک درصد ندارند.بر داریمعنی

 

متابوليت ثانویه  منجر به تغييرات در بيان ژن مسيرهاي تواندمی

اند که مطالعات پيشين نشان داده (. 2017et alMarslin ,.) شود

به طور مثبت  TfWRKY40در گياه شنبليله، فاکتور رونویسی 

که دستکاري بيان طوريکند، بهبيوسنتز دیوسژنين را تنظيم می

و  HMGRآن باعث تغيير بيان چند ژن کليدي مسير از جمله 

 (. 2025et alXU ,.) شودزان دیوسژنين میدر نتيجه تغيير مي

توان گفت نانوذرات به دليل براساس این مطالعات می

هاي خود را تر یونسریع ،انرژي سطحی بالاتر و اندازه کوچکتر

آزاد کنند و با فراهم نمودن آهن کافی به عنوان یک کوفاکتور 

هاي مسير، توليد و دیگر آنزیم P450هاي لازم براي آنزیم

رود به طرفی احتمال میاز هاي ثانویه را افزایش دهد. متابوليت

کشت سوم دسترسی به آهن و در محيط EDTAدليل وجود 

هاي فلزي کاهش یافته و از این طریق بر عملکرد سایر یون

ثير گذاشته و موجب کاهش دیوسژنين نسبت أها تروي آنزیم

 به شاهد شده است.

ساس نتایج تجزیه واریانس، برا طول ریشه و اندام هوایی:

داري بر طول ریشه و طول اندام کشت اثر معنینوع محيط

ها بيانگر آن بود هوایی در گياه شنبليله داشت. مقایسه ميانگين
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 3مقادیر میانگین حداقل  در گیاه شنبلیله. (b)و اندام هوایی  (a)شه بر تغییرات طول ری MSکشت مقایسه میانگین اثر انواع محیط -3 شکل

اساس آزمون دانکن در سطح پنج درصد بر داریه، از نظر آماری تفاوت معنیهای دارای حرف مشابمیانگین .استخطای معیار  ±تکرار 

 ندارند. 

 

پایه، طول اندام هوایی و طول ریشه  MSکشت که در محيط

ها کشتدار را دارا بوده و نسبت به سایر محيطترین مقبيش

افزایش نشان دادند و در مقابل طول ریشه و اندام هوایی گياه 

کاهش یافت EDTA (MSUE ) کشت حاويشنبليله در محيط

 (.2 )شکل

بيشترین مقداري وزن خشک اندام  وزن خشک و وزن تر:

مشاهده  EDTA (MSU)و کشت فاقد آهن هوایی نيز در محيط

 که در وزن خشک ریشه تفاوت (. درحالی5د )شکل ش

اساس بردرصد مشاهده نشد.  5داري در سطح احتمال معنی

ثير دو أنتایج حاصل از تجزیه واریانس، وزن تر اندام هوایی ت

دار بود و کشت و غلظت نانوذرات، معنیفاکتور محيط

 EDTAکشت فاقد آهن و ميانگين مربوط به محيط ترینبيش

آهن  ميکرومولار نانوذرات اکسيد 366و  966هاي تدر غلظ

 266و  366هاي پایه در غلظت MSکشت همچنين، محيط

ثير عامل أميکرومولار بود. در مقابل وزن تر ریشه تحت ت

دار شد و کمترین ميزان مربوط به غلظت غلظت نانوذرات معنی

(. در این مطالعه، 5 و 4 ميکرومولار نانوذرات بود )شکل 266

پایه  MSکشت افزایش طول ریشه و اندام هوایی در محيط

تواند ناشی از فراهمی مناسب عناصر غذایی ضروري و می

ها در این محيط باشد که در این صورت شرایط تعادل یون

کند. در مقابل به دليل مساعدي براي تقسيم سلولی فراهم می

موجب  MSکشت بدون حضور آهن در محيط EDTAوجود 

با سایر ترکيبات موجود کمپلکس ایجاد کند که  EDTAا شود ت

تواند سبب کاهش یا افزایش برخی عناصر معدنی شود که می

با ایجاد تنش یونی یا اختلال در تعادل غذایی، رشد رویشی را 

کشت بر رشد و محيط pHثير منبع آهن و أمحدود سازد. ت

داد  اي نشاندر شرایط درون شيشه Sorbus commixtaتوسعه 

مناسب و آهن  pHپایه توازن عناصر ميکرو و ماکرو در  MSکه 

( نقش حياتی Feکند. آهن )فراهم می (Fe-EDTAشده )کلاته

در رشد و توسعه گياهان، سنتز کلروفيل، زنجيره انتقال الکترون 

  Fe-EDTAهاي اکسيدوردوکتاز را دارد و فرمو فعاليت آنزیم

را دارد که در شرایط درون  پذیريبيشترین دسترس pH 0/5در 

 ,.Xiao et al) کنداي این شرایط رشد رویشی را بهينه میشيشه

2020 .)EDTA سدیم هگزا کربوکسيليک اسيد یک نمک دي

 pHاست که به دليل داشتن خاصيت اسيدي باعث کاهش 

(. Li et al., 2020; Abbas and Abdelhafez, 2013) شودمی

اره بعد از به کاربردن عوامل در واقع کاهش رشد در شاخس

کننده در نتيجه افزایش غلظت فلزات سمی است که کلات

. استبيشتر از ظرفيت گياه براي فعالسازي سيستم دفاعی گياه 

ها، فعاليت آنزیمی گياه، کنندهفزایش غلظت کلاتاطورکلی هب

عملکرد غشاء، سنتز پروتئين و جذب برخی مواد غذایی مهار 

 Han et al., 2018; Guo et al., 2019 ; Maheshwariشود )می

and Dubey, 2007هاي فلزي قوي مانند کننده(. کلاتEDTA 

زایی شيميایی عناصر دارند که توجهی بر گونهثير قابلأت
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کشت اندام هوایی در انواع محیط بر وزن خشک( 4O3Feمگنتیت )ت اکسید آهن های مختلف نانوذرامقایسه میانگین اثر غلظت -0شکل 

MS (aوزن تر ریشه در انواع محیط ) کشتMS (b در گیاه شنبلیله. مقادیر میانگین حداقل )های . میانگیناستخطای معیار  ±تکرار  3

 سطح پنج درصد ندارند. براساس آزمون دانکن در  داریه، از نظر آماری تفاوت معنیدارای حرف مشاب

 

 
بر وزن تر ساقه در گیاه شنبلیله.  MSکشت و انواع محیط( 4O3Feمگنتیت )مقایسه میانگین اثر متقابل غلظت نانوذرات اکسید آهن  -1شکل 

براساس  داریبه، از نظر آماری تفاوت معنیهای دارای حرف یا حروف مشاخطای معیار است. میانگین ±تکرار  3مقادیر میانگین حداقل 

 آزمون دانکن در سطح یک درصد ندارند.

 

تواند بر حلاليت و فراهمی زیستی فلزات و همچنين بر می

ثير أتحرک فاز محلول خاک و جذب ریشه و تجمع فلزات ت

شود اما وقتی آهن حذف می (.Kamal et al., 2023بگذارد )

EDTA  تواند سایر کننده قوي میکلاتآزاد حضور دارد، این

عناصر ضروري مانند مس، منيزیم، کلسيم، منگنز و روي را 

در  EDTAها را تغيير دهد. در عين حال کلاته کند و کارایی آن

شود و باعث توليد اثر نور فلورسنت دچار فوتواکسيداسيون می

ها باعث کاهش شود که هر دوي این عاملفرمالدهيد می

 شودکشت در حمایت از رشد گياه میتوانایی محيط

(Hangarter and Stasinopoulos, 1991; Oviedo and 

Rodriguez, 2003 .) 

طبق اطلاعات حاصل از این مطالعه تفاوت  سطح برگ:

درصد در سطح برگ مشاهده شد.  5سطح احتمال  معناداري در

ثير فاکتور نانوذرات در أترین سطح برگ مربوط به تبيش

(. آهن با نقش در 0ميکرومولار بود )شکل  966غلظت 

بيوسنتز کلروفيل، انتقال الکترون در فتوسنتز و تنفس، و 

تحریک مسيرهاي هورمونی مانند اکسين موجب افزایش تقسيم 

و کشيدگی سلولی برگ شده و در نتيجه باعث افزایش سطح 
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خطای  ±تکرار  3. مقادیر میانگین حداقل ( بر سطح برگ در گیاه شنبلیله4O3Feات اکسید آهن مگنتیت )مقایسه میانگین اثر نانوذر -6شکل 

 داری براساس آزمون دانکن در سطح یک درصد ندارند.های دارای حرف مشابه، از نظر آماری تفاوت معنیمیانگین است.معیار 

 

 های ( بر میزان فعالیت آنزیم4O3Feت نانوذرات اکسید آهن مگنتیت )کشت و غلظنتایج تجزیه واریانس اثر انواع محیط -0جدول 

  اکسیدان در گیاه شنبلیلهآنتی

 ميانگين مربعات
درجه 

 آزادي
سوپراکسيد  منابع تغييرات

 دیسموتاز
 کاتالاز پراکسيداز

 MS کشتمحيط 3 662/6** 663/6** 622/6**
 غلظت نانوذرات 2 6669/6** 6663/6** 669/6**

 نانوذرات×کشتمحيط 6 66669/6** 66662/6** 66660/6**
 خطا 34 44/2 ×96 -0 11/4×96 -0 55/0 ×96  -0

 ضریب تغييرات - 61/0 94/93 31/4

nsدار در سطح احتمال یک و پنج درصدداری و معنیترتیب عدم معنی، ** و * به 

 

 (.Briat et al., 2015شود )برگ می

براساس نتایج بدست آمده از این  :یمیآنز هایالعملعکس

پژوهش، اثر متقابل معناداري در سطح احتمال یک درصد در 

)کاتالاز، پراکسيداز، سوپراکسيد  اکسيدانیهاي آنتیفعاليت آنزیم

ترین دیسموتاز( در بافت ریشه گياه شنبليله مشاهده شد. بيش

کشت بدون آهن همراه با ها مربوط به محيطفعاليت آنزیم

AEDT ميکرومولار نانوذرات بود  266 و 366هاي در غلظت

کند، با کننده عمل میکه به عنوان کلاته EDTA(. 4)جدول 

تواند هاي فلزي مییون پذیريتوزیع و تغيير در دسترس تغيير

 EDTAاسترس اکسيداتيو یا پاسخ دفاعی را تقویت کند. کاربرد 

 در گياهان تحت تنش فلزي، مانند 

napus Brassica  دچار سميت مس، موجب افزایش فعاليت

 اکسيدانی کليدي شامل سوپراکسيد دیسموتازها آنتیآنزیم

(SODپراکسيداز ،) (POD( کاتالاز ،)CAT و آسکوربات )

(. آهن به عنوان  2015et alHabiba ,.( شد )APXپراکسيداز )

زدایی سلولی که توسط هاي سمیک کوفاکتور در واکنش

مانند کاتالاز، پراکسيدازهاي وابسته به فنول، هایی آنزیم

شود، آسکوربات پراکسيداز و سوپراکسيد دیسموتاز انجام می

ها سوپر پراکسيد و پراکسيد هيدروژن مشارکت دارد. این آنزیم

را پاکسازي کرده و از سلول در برابر آسيب اکسيداتيو 

ان کند. در نتيجه کمبود آهن در گياه آفتابگردجلوگيري می

(.  2001et al.Ranieri ,موجب افزایش سطح پراکسيداز شد )
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( CATبر فعالیت آنزیم کاتالاز ) MSکشت و انواع محیط( 4O3Feمگنتیت )مقایسه میانگین اثر متقابل غلظت نانوذرات اکسید آهن  -2شکل 

های دارای حرف یا حروف مشابه، از نظر آماری تفاوت خطای معیار است. میانگین ±ار تکر 3در ریشه گیاه شنبلیله. مقادیر میانگین حداقل 

 براساس آزمون دانکن در سطح یک درصد ندارند. داریمعنی

 

 
الیت آنزیم پراکسیداز بر فع MSکشت و انواع محیط( 4O3Feمگنتیت )مقایسه میانگین اثر متقابل غلظت نانوذرات اکسید آهن  -8شکل 

(POD در ریشه گیاه شنبلیله. مقادیر میانگین حداقل )های دارای حرف یا حروف مشابه، از نظر آماری خطای معیار است. میانگین ±تکرار  3

 براساس آزمون دانکن در سطح یک درصد ندارند. داریتفاوت معنی

 

ت استفاده از نانوذرا L. Artemisia annuaدر کشت کالوس 

 هاي کبالت در غلظت مناسب باعث افزایش فعاليت آنزیم

ها و فلاونوئيدها اکسيدانی و در نتيجه افزایش سطح فنلآنتی

در گزارشی مشاهده شد که  (. 2021et al.Fatima ,) شد

توانند به شده با سيترات مینانوذرات آهن، به ویژه فرم پایدار

هاي درون ویه در سيستمهاي ثانثر متابوليتؤکننده معنوان القا

عمل کند به  Chrysanthemumاي در گياه اي یا گلخانهشيشه

 et alKulus ,.شرطی که دز و مدت مواجهه کنترل شود )

به  توان گفت اثر متقابل این دو عامل منجر(. بنابراین می2025

هاي القایی و در نتيجه افزایش فعاليت شدن سيگنالبيشينه

 (.1و  8 ،0 )شکل ها بوده استآنزیم
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بر فعالیت آنزیم سوپراکسید  MSکشت و انواع محیط (4O3Fe) مگنتیتمقایسه میانگین اثر متقابل غلظت نانوذرات اکسید آهن  -1شکل 

های دارای حرف یا حروف مشابه، از . میانگیناستخطای معیار  ±تکرار  3( در ریشه گیاه شنبلیله. مقادیر میانگین حداقل SODدیسموتاز )

 دانکن در سطح یک درصد ندارند. براساس آزمون دارینظر آماری تفاوت معنی

 

 گیری نتیجه

امروزه با توجه به کاربرد گياهان براي تهيه داروهاي حياتی به 

دليل عوارض کمتر نسبت به داروهاي شيميایی حائز اهميت 

ها و شرایط ت محرکاست. لذا در این مسير انتخاب درس

. با توجه به پژوهش استمطلوب کشت گياهان بسيار مهم 

ثير أشده وزن تر اندام هوایی و ميزان دیوسژنين تحت تانجام

دار کشت و غلظت نانوذرات معنیهاي محيطاثر متقابل تيمار

ميکرومولار نانوذرات اکسيد آهن،  266بود. استفاده از غلظت 

مگنتيت فاقد ميکروذرات آهن  مایع که MSکشت در محيط

(4O3Fe)  وEDTA  برابري دیوسژنين  دوبود سبب افزایش

هاي متفاوت از نسبت به حالت شاهد شد. همچنين غلظت

ثير معناداري بر مقدار وزن تر ریشه و أنانوذرات توانستند ت

شده نشان داد که اثر سطح برگ داشته باشند. مطالعه انجام

حضور از نظر حضور و عدمکشت متقابل انواع محيط

و همچنين نانوذرات اکسيد آهن  EDTAميکروذرات آهن و 

داري در وزن خشک ریشه ایجاد نکرد. ولی در تفاوت معنی

داري در طول ریشه ثير معنیأکشت توانست تمقابل تيمار محيط

 نين اثر متقابل تيمارهاي چو اندام هوایی داشته باشد. هم

 هاي ت بر فعاليت آنزیمکشت و غلظت نانوذرامحيط

در  اکسيد دیسموتاز(اکسيدانی )کاتالاز، پراکسيداز، سوپرآنتی

دار در سطح احتمال یک درصد بافت ریشه تفاوت معنی

 EDTAداشت، نتایج نشان داد که در غياب آهن، استفاده از 

ها به کشتاکسيدانی را نسبت به سایر محيطفعاليت آنزیم آنتی

یابد. مکانيسم ما سنتز دیوسژنين کاهش میرساند احداکثر می

دخيل در بيوسنتز  هايطور مستقيم بر فعاليت آنزیمثير آهن بهأت

شدن نقش آهن و براي روشن استدیوسژنين هنوز ناشناخته 

ها، تحقيقات ترپنهاي دخيل در بيوسنتز تريدر بيان ژن

ها بيانگر آن است که تري مورد نياز است. این یافتهبيش

دسترسی به آهن و استرس اکسيداتيو نقش متمایزي در تنظيم 

اکسيدانی دارد. در نتيجه هاي ثانویه و پاسخ آنتیمتابوليت

بدون  MSکشت توان از تيمار نانوذرات اکسيد آهن و محيطمی

هاي مناسب جهت افزایش دیوسژنين در غلظت EDTAحضور 

توان ده کرد. میبه عنوان یک متابوليت ثانویه در شنبليله استفا

هاي مختلف این گياه ثيرات نانوذرات دیگر و همچنين گونهأت

 را از نظر ميزان دیوسژنين نيز مورد بررسی قرار داد.
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Abstract 

 
Fenugreek (Trigonella foenum-graecum L.) is an annual dicotyledonous plant widely used in pharmaceutical and 

traditional medicinal applications. Diosgenin, a steroidal saponin with diverse biological activities, occurs naturally in 

several plant species, including fenugreek, and is present in the aerial parts, roots, and seeds. It serves as a key precursor 

for progesterone and estrogen hormones. Enhancing diosgenin production in fenugreek requires the stimulation of 

saponin biosynthesis, which can be influenced by both biotic and abiotic factors. In the present study, the effect of 

magnetite iron oxide nanoparticles (Fe₃O₄) on diosgenin accumulation in fenugreek roots was evaluated using a 

factorial experiment based on a completely randomized design with three replications under in vitro Murashige and 

Skoog (MS) culture conditions. Experimental treatments consisted of different concentrations of magnetite iron oxide 

nanoparticles (Fe₃O₄) (0, 100, 200, and 300 μM) applied across three liquid MS media under controlled laboratory 

conditions. The results showed that the type of culture medium significantly affected root length, shoot length, and stem 

dry weight, with the greatest growth observed in the basal MS medium. Nanoparticle treatments significantly 

influenced root fresh weight and leaf area, whereas root dry weight remained unchanged. The interaction between 

culture medium and nanoparticle concentration was significant for stem fresh weight and diosgenin content; notably, the 

highest diosgenin level occurred in liquid MS medium without Fe-EDTA at 300 μM Magnetite Iron Oxide 

Nanoparticles (Fe3O4), reaching twice that of the control. Moreover, the interaction of the two factors significantly 

affected antioxidant enzyme activities at the 1% probability level, with the highest activity observed in iron-free 

medium supplemented with EDTA. 

 

Keywords: Fenugreek, Diosgenin, In vitro culture, Iron nanoparticles, Secondary metabolite 
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