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  اه ی گ   مارین سیلی و    ی مشتقات فنل   ی بر محتو   ی ست ی ز   ر ی و غ   ی ست ی ز   ی تورها ی س ی ال   اثرات   ی بررس    

 In vitro ط ی در شرا (Silybum marianum L.Gaernt)م ی خارمر 
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  اه یگ  ندهیو فزا  هیرویبرداشت ب   یو مناسب برا  نیگزیروش جا  کیعنوان  به  ییدارو  تیمتابول دیتول  شیکشت بافت و ب  یآوراستفاده از فن  ریاخ  یهادر ساال  . چکیده 

  ه ی ثانو  یهاتیمتابول  یونقره بر محت  تراتیو ن  یسااتیز  یهاتوریساایال ریتاث  یقرار گرفته اساات. پژوهش ضا اار با هدر بررساا  دیمورد تاک یعیطب  یهاشااگاهیاز رو

  ن ی تعلق داشت و بنابرا  KIN  یضاو  MS طیکالوس به مح  دیتول  جهینت  نیبهتر  یبررس  نیانجام شده است. در ا  میخار مر  اهیگ  یبرگ  زنمونهیضاصل از ر  یهاکالوس

ها،  هفته از رشااد کالوس  8کشاات و پا از گتشاات    یهورمون  منتخبکشاات    طیدر مح  هازنمونهیدر مراضل بعد مورد اسااتفاده قرار گرفت. ر  شیادامه آزما  یبرا

به    زیساتیریغ  توریسایعنوان البهنقره    تراتیبا ن  بیدر ترک دایپوت  ساودوموناس  یو باکتر  جرینا  لوسیقارچ آساپر  کا،یتیپولیل  ایاروویشاامل مخمر    یساتیز  یساتورهایال

  م یآنز  تیو فعال  مارینسایلیمقدار    ،یدان یاکسایآنت  تیظرف ،یفنل  باتیترک  یمحتو مار،یده روز از ت  شاتا اافه شاد. با گت  یبرگ  یهازنمونهیضاصال از ر  یهاکالوس

و   مارینسایلی ،یمشاتقات فنل  ینقره موجب بهبود محتو  تراتیو ن   ایاروویاز آن اسات که کاربرد توام مخمر    یضاک  هایبررسا  جیشاد. نتا  یریگها اندازهپال در کالوس

 . بود  داریفاقد آن معن  طینقره و هم در شرا  تراتیبا ن   بیهم در ترک  یستیز  یتورهایسیال  ریو تفاوت آن با سا  دیگرد  لپا  میآنز  تیفعال

 ه یثانو  یهاتیمتابول غال،یتیمار اهیکالوس، کشت بافت، گ ، مارینسیلی ،یاهیرشد گ  یهاکنندهم یتنظ: کلیدی   هایوا ه 

 

Investigating effects of biotic and a-biotic elicitors on the content of 

phenolic derivatives and silymarin in silybum marianum L.Gaernt in 

vitro  
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Abstract. In recent years, the use of tissue culture technology and the overproduction of pharmaceutical metabolites have 

been emphasized as an alternative and suitable method to the excessive and increasing harvesting of the plant from its 

natural habitats. The present study was conducted to investigate the effect of biotic elicitors and silver nitrate on the 

secondary metabolite content of calluses derived from leaf explants of the Silybum marianum plant. In this study, the best 

result for callus production was obtained in the MS medium containing KIN, and therefore it was used for further stages 

of the experiment. The explants were cultured in the selected hormonal medium, and after 8 weeks of callus growth, 

biotic elicitors including Yarrowia lipolytica yeast, Aspergillus niger fungus, and Pseudomonas putida bacteria, combined 

with silver nitrate as an abiotic elicitor, were added to the calluses obtained from leaf explants. Ten days after the 

treatment, the content of phenolic compounds, antioxidant capacity, silymarin amount, and PAL enzyme activity in the 

calli were measured. The results of the studies indicate that the combined application of Yarrowia yeast and silver nitrate 

improved the content of phenolic compounds, silymarin, and PAL enzyme activity, and the difference with other biotic 

elicitors, both in combination with silver nitrate and in its absence, was significant.  
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 مقدمه  
اقتصاد  از  یی دارو  اهان یگ و    ضوزهدر  بالایی    یارزش  سلامت 

(. ارزش  Duke et al., 2002) هستندبرخوردار    یبهداشت جهان

به  اهانیگ  ن یا  ییدارو این  ی  دلیل ترکیباتعمدتا  است که توسط 

قرار  استفاده  مورد  مختلف  دارویی  صنایع  در  و  سنتز  گیاهان 

رویه  استفاده دلیل  ه ب  .( Park et al., 2009) گیرندمی از    بی 

دارویی  روی    ،گیاهان  سنتی  طب  به  افراد  از    اند. وردهآبسیاری 

دارویی گیاهان   آنتدلیل  بهترکیبات  و    بیوتیکییداشتن خاصیت 

 Amiri Fard et)  توجه بوده است  فعالیت  د میکروبی مورد

al., 2013.)      یبا نام علم  میخارمرگیاه (Silybum marianum 

L. Gaernt  از خانواده )( کاسنیانAsteraceae)   ،ی بوم  ،خودرو  

اروپا غرب  و  خارمرباشدمی  جنوب  بس  می.  درمان  از   یاریدر 

بیش  سابقه آن  که    استموثر    ابتید   ت، یهپات  ، یکبد  یهایماریب

طب در  سال  هزار  فعال    .گرددبرمیسنتی    از  بیولو یکی  ماده 

  A  نیبیلیشامل س  ها گنانیاست که از فلاونول  مارینسیلی  میخارمر

  د یو فلاونوئ  نیستیکریلیس  ن،یانیدیلی، سBو    A  نیبیلیزوسی، اBو  

دانه  لیتشک  نیفولیتاکس است.    ی ضاو  اهیگ  یهاشده 

بتائ  ی گرید  ی هاگنانیفلاونول  بون،یلیس  ن، یژنیاپ   ن، یمانند: 

 Abdel)  باشندیچرب آزاد م  یها دیروغن ثابت و اس  ها،نیپروتئ

Azim et al., 2019.)  

عنوان به   in vitro  بافت گیاه در شرایط  کشتهای اخیر،  در سال

مطرح  در خارج از عرصه    مارینسیلی  دیتول  یبرا  نیگزیروش جا  کی

 رینظ  مارین سیلیسنتز    نینو  یهاروش   .(Gopi et al., 2006)  است

تول سلول،  ر  دیکشت  و  و    دیتول  ،نییمو  یهاشه ی کالوس  مداوم 

ا فصل  از  مق  بیترک  نیمستقل  در  س  اسیرا  توسط   ستمیبالا 

های  بر متابولیتعلاوه  عالیگیاهان  .  ممکن ساخته است  وراکتوریب

سنتز   به  قادر  )متابولیتاولیه،  هستند  ثانویه   -Oksmanهای 

Caldentey & Inze,2004).  هر مرضله  ها در  تولید این متابولیت

 (.  Shukla et al., 2009افتد )می اتفاق گیاه از رشدونمو

از    تعدادی  از طریق مسیرهای تنظیمی ویژه در  ههای ثانویمتابولیت

در . (,.Li et al  2020)یابند  تجمع می  های خاص ها و اندامبافت

بافت  سلول  کشت از  و  استفاده  برا  کی  الیسیتورها،  مهم   یروش 

 Rahimi Ashtiani)  است  یاهی های ثانویه گمتابولیت  دیبهبود تول

et al., 2010.)   هستند که    یستیرزیغ   ا ی  یستیها، عوامل زالیسیتور

طریق   شدن    و  اهیگ  ی دفاع   یهاپاسخ  یالقااز    ی رهایمسفعال 

 شوند یشده موجب مقاومت و بقا م   یهثانو  ی هاتیمتابول  یوسنتزیب
(Zhang et al., 2009).    شااامل زیسااتی  الیساایتورهای 

ها و یا قطعات دیواره هااا، گلیکوپروتئین کاریدها، پااروتئینسا پلی

 ها )کیتین  ها، گیاهان )سلولز و پکتین( و میکروارگانیسمسلول قارچ

 

می گلوکان(  . (Vasconsuelo & Boland, 2007)   باشدو 

القای    الیسیتورها که    ؛ شوندمیگیاه    ی دفاع   یهاپاسخاغلب سبب 

های  متابولیت  وسنتزیدر ب  لیدخ  یهامیها و آنز ن  نتیجه آن بیان

نها و   Rahimi)است    ها تیمتابولاین    د یتولبیش    ا تیثانویه 

Ashtiani et al., 2010  .)یاتصال برخ  ؛ است  نشان داده  ها یبررس  

گ  باتیترک به  آنزیمی  رندهیفوق  افزاهای    ت یفعال  شیسبب 

 د یتول  شیآن افزا  جهیجاسمونات شده که نت  دیو تول  یژنا یپواکس یل

آنز  هانیپروتئ  ،ثانویه  تیمتابول  Rahimi) باشد یم  هامیو 

Ashtiani et al.,2010.)  

و    کرده  اثر  هسته  یسیرونو  یهافاکتور  برها از این طریق   اندوفیت

نتیجه آن تولید بیشتر  که  شوند  را سبب می  mRNA  بیشتر  ترجمه

. محققان (Raffiee et al., 2016بود )خواهد  های ثانویه  متابولیت

داشتند   است  مارینسیلی  دیولتبیان  وابسته  خاک  رطوبت  و    به 

  مارین سیلی  دیتول  شیافزا  سبب  رطوبت  جاد یا  با   تیاندوف  ی هاقارچ

  (.Andrzejewska & sadowska.,2008)شوند می

هااای ثااانوی در منظااور تولیااد متابولیتالیسیتورهای قارچی به

شوند و در تحریک کااار گرفتااه میکشاات ساالول گیاهااان بااه

از متاابولیات ترپنوئیادهاا تولیاد بسااایااری  ثاانوی ماانناد    ، هاای 

 ;Namdeo,2007باشند )آلکالوئیااادها، فلاونوئیااادها ماااوثر می

Ionkova,2007  کیتوزان از ترکیباات اصااالی دیواره (. کیتین و

  باشااااند. کیتااااوزانهااااای قااااارچی ماااایسلول بسیاری از گونااااه

بهبود تولیاد اسااات کاه تااثیر آن در  یاک الیسااایتور زیساااتی  

گیاهااااان دارویی   بسیاری از های ثانوی در کشات سلولمتابولیت

 Aspergillus  قارچ  (.Cheng et al.,2006) تایید شااده اساات

niger باه خاانواده    متعلقTrichocomaceae  ،آلی مواد    هیاباا تجز  

 ش یخاک و افزا  pHشدن  یدیمنجر به اسا یلآدیاسا  دیخاک و تول

 (. Stamford et al., 2002)شود  می  اهیجتب فسفر توسط گ

  بات یو ترک  ی از عناصر مغت  غنیمنبع  یک  عنوان  مخمر به  عصاره

کننده  م یمواد تنظ  دیتول  کیبا تحر  مخمر  .آلی شناخته شده است

، رشدونمو گیاهان را کم تحرک  یی رشد و بهبود جتب عناصر غتا

 Yarrowia  مخمر(.  Alkaraki et al., 2006)بخشد  بهبود می

lypolitica    خانواده سنتز   ،Dipodascaceaeاز  به  قادر 

رشد در    ، های اسیدی   pHتحمل.  باشدیم  نینآلالیفن  نهیآمدیاس

  جهت  مناسبغشایی    هایساختار  از  یبرخوردار  ،یهواز   طیشرا

عنوان    نیا  ک،یدروفوبیه  طیمح  کردن  فراهم به  را    زبان یمقارچ 

برا تبد  یعیطب  باتیترک  دیتول  یقدرتمند  است  کرده    لیمتنوع 

(Lv et al., 2019 .) 

و   ی رشد بر مورفولو  یهاهورمون   د یبا تول  یزوسفریر  ی هایباکتر

 کی  Pseudomonas putida  یباکتر.  گتارند یاثر م   اهانیرشد گ

 باشد.  می Pseudomonadaceaeخانواده  ازگرم مثبت  یباکتر
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هورمون باکتری تولید  با  ریزوسفری  مورفولو ی،  های های  رشد، 

دهند. محققان دریافتند   تغتیه و رشد گیاهان را تحت تاثیر قرار می

های  تشکیل ریشهکه هورمون اکسین قادر است رشد اولیه ریشه،  

 ,.Glick et alجانبی و تارهای کشنده را تحت تاثیر قرار دهد )

آزمایش2001 تاثیر  (. در    در  یستیرزیغ   یهامحرکهای مختلف 

ا  کیولو یزیف  راتییتغ  جادیا است.  شده  لیسیتورهای تایید 

فلازات  بانفش،  مااورا  اشعه  مانند  تنشی  عوامل  یا  غیرزیستی 

مانناد شیمیایی  ترکیبات  از  بعضی  و  با    نقره،  نیترات  سانگین 

های عمل متفاوت درکشات بافات ماورد بررسای قارار مکانیسم

  ن یسنگ  فلزات  (. Yu et al.,2006; Matkowski,2008)  اندگرفته

  اه یگ  رشدونمو  یبرا  ،یفلز  یهامینزآ  کوفاکتور  عنوانبه  نقره  مانند 

) رور است  گیاه  Halder et al., 2019ی  اهمیت  توجه  با   .)

ای در خصوص  دارویی خار مریم و نظر به این که تاکنون مطالعه

الیستور  های زیستی و غیرزیستی بر محتوی مشتقات فنلی  تاثیر 

انجام نشده است لتا آزمایش ضا ر    In vitroاین گیاه در شرایط  

های  متابولیت  محتویبر  فوق    یتورهایسیال  با هدر بررسی کاربرد

ضاصل از کشت    های  کالوس  یدانیاکسیآنت  تیو ظرف  یفنل  ثانویه

 انجام شده است. In vitro طیدر شراخارمریم  اهیگهای ریزنمونه 

 

 ها روش   و  مواد    
از  این بهترین  آ  مرضله  بررسی  هدر  با  ترکیب   غلظتزمایش  و 

کال برای  خارمریم  هورمونی  گیاه  شرازایی  در   In vitro  طیدر 

تحقیقاتی   علوم  آزمایشگاه  فردوسپایه  دانشکده    مشهد   یدانشگاه 

های برگی برای مراضل بعدی زنمونهیپژوهش از ر  نیا  انجام شد. در

  ها زنمونه یرسازی  سترون   یاستفاده شد. براآزمایش و تهیه کالوس  

  70و اتانول    قهیدق  3مدت  به  (v/v)  درصد   5  م یسد  دیپوکلریاز ه

ها  در ادامه ریزنمونه   .استفاده شد  هیثان  30مدت  به  (v/v)  درصد

مقطر   آب  با  نوبت  نهایتا شستاستریل  سه  و    نار یهود لام  ریز  شو 

(Iran, Jaltajhiz, Jtlvcz)   و بر    هیها تهاز برگ  یان یم  یهابرش

ضاوی   ، MS  (Murashige & Skoog, 1962)  کشت  ط یمح  یرو

میکروگرم    0،  5/7،  5/1و    KIN(5/22   یمنتخب هورمون  یمارهایت

  ( میکروگرم در لیتر  0،  5/7،  5/1،  5/22  و  30) D-2,4 ودر لیتر(  

  ی و دما  یکیتار  طیمدت چهار هفته در شراها بهنمونه گرفتند.    قرار

سانت  25 نما  ینگهدار  گرادیدرجه  با  نشانه  انیشدند.    ی هاشدن 

ساعت    8و    ییناساعت روش  16  ی نور  طیشرا  درها  نمونه  ،ییزاکال

گرفتند.   یکیتار ششم،  انیپا  در  قرار  جمعنمونه   هفته  آوری ها 

تر کالوس از جمعشدند. وزن  بلافاصله پا  با ها  ترازوی  با  آوری 

کالوس  001/0دقت   وزن خشک  شد.  از  ثبت  بعد  ساعت    24ها 

 ( و از آلمان ، Memmert  شرکت  1486-5مدلقرارگیری در آون )

 

 

دقت   با  دیجیتال  ترازوی  توسط  آب،  دادن    001/0دست 

(Sartorius, TE 313s Germany .ثبت شد ) 

و   یستیز  یتورهایسیال  ریتاث  یبررس  مرضله دوم آزمایش با هدر 

انجام   In  vitroدر شرایط    اهیگ  یمشتقات فنل  یبر محتو  یستیرزیغ 

میکروگرم درلیتر( که برمبنای    5 /7)KIN ضاوی    کشتشد. محیط  

ها در  کالوس  خشک وزن  و  زاییکال نرخ  زایی )بیشینهصفات کال

عنوان محیط هورمونی منتخب درنظر گرفته شد.  آزمایش اول( به

مدت چهار  بهها و کاشت ریز نمونه، نمونه  MSپا از تهیه محیط 

داده    گرادیدرجه سانت  25  یو دما  یکیتار  طیهفته در شرا قرار 

 ینور  طیشرا  درها  نمونه  ،ییزاکال  ی هاشدن نشانه  انی با نماشدند.  

پا از پایان    قرار گرفتند  یکیساعت تار  8و    ییناساعت روش  16

کالوس  واکشت  و  الیسیتورهای  هفته ششم  القا شده،  مخمر  های 

  لوس یقارچ آسپر   دا، یپوت   سودوموناس  یباکتر  ،کایتیپولیل  ا یارووی

ن  جرینا و همبهنقره     تراتیو  باصورت مجزا   تراتین  چنین همراه 

 یبررسمنظور  به   شتم،هفته ه  انیدر پا  ها ا افه شد.به کالوس  نقره

  ی منف  یبا دما  زریو در فر  یآورجمعها  کالوس  یی،ایمیوشیصفات ب

سانت  20 های    گرادیدرجه  سنجش  سایر  و  گیری  اندازه  برای 

 شدند.  ینگهداربیوشیمیایی 

 

 ی فنل  ترکیبات سنجش    ی برا   ی ر ی گ عصاره 

از بافت کالوسریگعصاره  ، یفنل  باتیاستخراج ترکمنظور  به با   ی 

روش   از  )Annegowda استفاده  همکاران  شد.   (2012و    انجام 

درجه   40  یدما  درساعت    24مدت  به   یاهفته  8سبز    یهاکالوس

در ادامه ماده خشک ضاصل از خشک شدند.    در آونو    گرادیسانت

به    100به    1با نسبت    (v/v)  درصد  80و متانول    ها پودرکالوس

  رد  قهیدق  30مدت  عصاره به  یضاو   یهاشهیافزوده شد. شپودرها  

  30  یبا دما  (Japan, Parsonic, 2600S)  کیدستگاه اولتراسون

سانت فرکانا    گرادیدرجه  شدند   (KHz)28±% 5و  داده  و    قرار 

ساعت    48  مدتصار و به  کیواتمن شماره    یبا کاغت صاف  سپا

ز معمول  ریدر  در   (Iran, Knowledge Enterprise)ی  هود 

  . ها قرار گرفتندعصاره  املخشک شدن ک  تا مطلق    یکیتار  طیشرا

  80و با ا افه کردن متانول    توزینعصاره خشک شده  در نهایت  

اv/vدرصد) از  برا  نی(،  کل  یعصاره    ی هاسنجش  هیانجام 

 . شداستفاده  ییایمیوشیب

 

 فنل کل    ی محتو   سنجش 

  مده آ  دستبه  عصاره  از  تریلیلیم   1/0ابتدا  برای سنجش فنل کل  

،  تریلیلیم  بر  گرمیلیم 1) متانول(    معرر   تریلیلیم  25/1  با   در 

)وکایس-نیفول فوق    . دیگرد  مخلوط  درصد  v/v  )10لتو  محلول 

 محلول نگهداری شد. در ادامه از  اتاق یدر دما قهیدق 5 مدتبه
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و    ن ا افه شدآبه  لیتر  میلی  1  درصد  5/7(  w/v)  م یکربنات سد

 ینگهدار  طیمح  یدما  و  کیتار  ط یمح  در  قهیدق  90  مدتبه  سپا

محلول  ند.شد )نور  سنجفیط  دستگاه  وسطت  هاجتب   7800ی 

UV/Visible, Jasco, Japan  )  موج طول  نانومتر   765در 

منحن  برای  (.Singleton et al.,1999)  شد  یریگاندازه   ی رسم 

غلظت فنل کل در  در نهایت   شد.   استفاده  دیاسکیگالاز  استاندارد  

 خشک  وزن  گرم  در  دیاسکیگال  گرم یلیم  لمعاد  هر واضد آزمایشی

منحن از  استفاده  محاسبه    Y=0/0046x-0/0136استاندارد    یبا 

   .شد

 
 کل   د ی فلاونوئ   ی سنجش محتو 

اندازه  کل،  جهت  فلاونوئید  محتوی  عصاره  میلی  2/0گیری  لیتر 

میکرولیتر   40با    لیتر در متانول(گرم بر میلیمیلی1)  دست آمدهبه

میکرولیتر استات پتاسیم    40،  درصد   10  (w/v)  آلومینیم کلراید

متانول  میلی  6/0مولار،    1 و    80لیتر  آب  میلی  12/1درصد  لیتر 

ها در دمای  دقیقه نگهداری نمونه   30مقطر مخلوط شدند. پا از  

محلول موج  اتاق، جتب  در طول  دستگاه    415ها  توسط  نانومتر 

خوانده    (UV/Visible, Jasco, Japan 7800)  سنج نوریطیف 

از  Chang et al., 2002)  شد استاندارد  منحنی  رسم  جهت   .)

در نهایت غلظت فلاونوئید کل در هر وضد  استفاده شد.    کوئرستین

با استفاده    خشکگرم کوئرستین در گرم وزن  معادل میلی  آزمایشی

 . شدمحاسبه  Y=0/0052x + 0/0025از منحنی استاندارد 

 
 فلاون   ی محتو سنجش  

محتو  برای   10  دیکلروم ی نیآلوم  تریکرولیم  50فلاون،    یسنجش 

  250به    مولار   1استات    میپتاس  تریکرولیم  50  ، (w/v)  درصد

ادامه  میکرولیتر عصاره  80متانول    تریکرولیم  750ا افه شد. در 

  به   و  ا افه  نمونه  هر  به  مقطر آب(  تریلیلیم  4/1)  و(  v/v)  درصد

 (Kosalec et al., 2004)  شد  رسانده   تریلیلیم  5/2  یینها  ضجم

  .شد  خوانده   نانومتر  415  موجطول  درها  محلول  جتب و در ادامه  

  و   نیکوئرست  استاندارد  ی منحن  یمبنا  بر  هافلاون عصاره  یمحتو

  گرم یلیو برضسب م  محاسبه   Y= 0.0022x – 0.007خط  معادله

 .دیخشک نمونه گزارش گرد گرم وزن 100در  نیکوئرست

 
 کل فنل دی    - ارتو  ی سنجش محتو 

  50متانول    تریلیلیم  2  ،ها نمونه   دی فنل-ارتوی  سنجش محتو  برای

آبه  بداتیمول  میسد   تریلیلیم  5/0و    (v/v)  درصد به    ( w/v)  دو 

متانول  تریکرولیم  100 نور  هرنمونه  یعصاره  جتب  شد.   یا افه 

ار  ها  نمونه  شد  370موج    طول  رددقیقه    18بعد  ثبت   نانومتر 

(Carrasco-Pancorbo et al., 2005)فنلدی -ارتو ی. محتوا   

 

 

گال  یمنحن  یبرمبنا ازمعادله  ب  دیاسکی استاندارد  استفاده  ا 

Y=0.0042x + 0.067  م برضسب  و  شد   گرمیلیمحاسبه 

 .دیکالوس ارائه گرد  یهاخشک نمونه گرم وزن   100در    دیاسکیگال

 
   DPPHبه روش    ی دان ی اکس ی آنت   ت ی ظرف   ی بررس 

آنتیبرای   ظرفیت  کلسنجش  ضجم  ،اکسیدانی  به  های  ابتدا، 

  200،  100)،  لی کالوس ضاصل از هر تیماروهای متانمختلف عصاره

ل خالص ا افه  ومتان  لیترمیلی  100میکرولیتر(،    500  ،400،  300،

 معرر   لیترمیلی  5/0لی،  وشد. سپا به هر لوله ضاوی عصاره متان

DPPH  (Sigma- Aldrich)  از ا افه گردید. تمامی لوله ها بعد 

دقیقه در شرایط تاریکی قرار گرفتند.    30مدت  ورتکا شدید، به

دستگاه  توسط  واکنش  مخلوط  نوری  جتب  نهایت  در 

موج   (JASCO UV/Vis 7800)اسپکتروفتومتر     517در طول 

آزاد    میزان درصد خاموش  .نانومتر ثبت شد رادیکال های  سازی 

از طریق فرمول  وهای متانعصاره -IC50={(A blank  درصدلی 

Asampel)/A blank}×100  شد  ,.Hatano et al)  محاسبه 

1998). 

 
   مارین سیلی   ی سنجش محتو 

از  میلی  1  به  مارینسیلیبرای سنجش   لیتر  میلی  2  عصاره،لیتر 

گرم از    1)  اسیدسولفوریک -هیدرازینفنیل نیترودی  -4و  2محلول  

توسط متانول  سپا  لیتر سولفوریک اسید ضل و  میلی  2ماده در  

دقیقه در    50مدت  ا افه و به  لیتر رسانده شد(میلی 100به ضجم  

سانتی  50ماری  بن از  درجه  پا  شد.  قرارداده  شدن گراد  سرد 

لیتر  میلی  10ضجم  به    ، با افزودن پتاس متانولی ده درصد  محلول،

لیتر متانول میلی  20لیتر از محلول،  میلی  1رسانده شد. در ادامه به  

سانتریفیو    محلول  و  بها افه  رویی    شد.  لیتر میلی  20محلول 

تکرار   دوباره  سانتریفیو   و  افزوده  محتویات  شدمتانول  انتها  در   .

لیتر رسانده و جتب نوری محلول میلی  50توسط متانول به ضجم

 (.Hasanloo et al., 2005)  شد  تعییننانومتر    490در طول موج  

 
 ( PAL) از ی ال ی آمون  آلانین فنیل   م ی آنز   ت ی فعال   ی ر ی گاندازه 

عنوان اسید به تولید سینامیک  سنجشبراساس     PALزیمآنفعالیت  

  1میکرولیتر عصاره آنزیمی،    1شد. ابتدا به    تعیینورده واکنش  آفر

لیتر بافر تریا  میلی  2همراه  مولار به  02/0آلانین  لیتر فنیلمیلی

جتب  آلیتر  میلی  200و   بلافاصله  شد.  ا افه  دیونیزه  اولیه  ب 

  ساعت   1مدت  دقیقه به  5نانومتر، هر    290ها در طول موج  نمونه 

زیم با  آنفعالیت ویژه  خوانده شد.    UVاسپکتروفتومتر    با استفاده از

سینامیک خاموشی  از  ریب  برضسب استفاده  و  محاسبه  اسید 

 (.Yan et al., 2006)  گرم پروتئین گزارش شدبر میلی  میکرومول
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 :هاداده ی آمار ل یو تحل هیتجز

زمایش اول در قالب طرح کاملا تصادفی و آزمایش دوم به صورت آ

شد.  اجرا  تکرار  سه  با  تصادفی  کاملا  طرح  قالب  در  و  فاکتوریل 

  ل یو تحل  هیتجز  (27)نسخه   SPSSرافزابا استفاده از نرممشاهدات  

  یاها از آزمون چند دامنهداده نی انگیم سهیمقا یبرا  شدند. یآمار

سطح   در  و   (P≤0.01) درصد  5داری  معنیدانکن،  شد  استفاده 

وس  ینمودارها به   (2016  ای)آفEXCEL افزارنرم  لهیمربوطه 

 رسم شدند. 

 

 

 

 

   نتایج 

 زایی ریزنمونه از تجزیه واریانا مشاهدات درصد کالنتایج ضاصل 

داد که   نشان  گیاه خارمریم  تنظیمبرگ  مواد  رشد   کاربرد  کننده 

معنیات   گیاه کال  ثیر  درصد  بر  ریزنمونه داری  داردزایی  نتایج    .ها 

آن   از  ضاکی  مشاهدات  میانگین  غلظت    بود  مقایسه   5/7که 

ت KIN هورمون  لیتر  در  میکروگرم افزایش ابیشترین  در  را  ثیر 

  5/22شاهد و غلظت  تیمار  داشت و تفاوت آن با    زاییدرصد کالوس

غلظتبوددارمعنی  لیتر  در  میکروگرم کاربرد    5/22  و 15های   . 

 تفاوت  زایی ازضیث نرخ کالوس  KINدر لیتر هورمون    میکروگرم

 . نداشتند داریمعنی

 

   .میخارمر  اهی گهای برگی ریزنمونه ییزا بر درصد کالD-2,4 و  KINمختلف هورمون  های غلظت ریثات -1شکل  

 . ندارند  داری معنی اختلار (P≤0.01)  مطابق آزمون چند دامنه ای دانکن  ،باشند یم یمشترک )ضرور( ضرر  یکه دارا هایی نیانگیم

Figure 1. The effect of different concentrations of KIN and 2,4-D on the percentage of callus formation for leaf explants 

of Silybum marianum . 
Means with a common letter(s) do not differ significantly according to the Duncan multiple range test) P≤0.01 ( 

 
کالوس    یی ا ی م ی وش ی ب   های زیستی و غیر زیستی بر صفات تور ی س ی ال   اثرات 

 های ضاصل از ریزنمونه های برگی گیاه خار مریم 

 هانشان داد که الیسیتورمشاهدات  نتایج ضاصل از تجزیه واریانا  

محتوداری  معنیثیر  ات ظرفیت  ی بر  فنلی،  های  مشتقات 

  ها کالوس  PALو فعالیت آنزیم مارینسیلیمیزان  ،اکسیدانیآنتی

 (. 1)جدول  داشتند
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 فنل  O-D ،مارینسیلی  ، فلاون  ، (DPPH)  ی دان یاکسیآنت  ظرفیت  ،دیفلاونوئ   کل،فنل  یبر محتو  الیستورهای زیستی و غیرزیستی  تاثیرتجزیه واریانا    -1جدول 

 ، PALخارمریم برگ   زنمونهی ضاصل از ر هایکالوس 
Table 1. Analysis variance for content of phenol, flavonoid, antioxidant capacity (DPPH), flavon, silymarin, O-D phenol 

and PAL activity of Silybum marianum callus  
    MS     

PAL OD- 

Phenol  

Silymarin Flavon  DPPH Flavonoid  Phenol Df Source 

18.340 ** 0.091 ** 38.131 ** 10974.354 ** 22377.318 ** 7130.913 ** 1781.193**  1 Abiotic 

4.978 ** 

0.935 ** 

0.046 ** 

0.006 ** 

15.210 ** 

14.873 ** 

3675.588 ** 

787.051 ** 

3160.637 ** 

2245.115 ** 

2461.157 ** 

91.366 ** 

7261.411 ** 

504.397 ** 

3 

3 

Biotic 

Abiotic×Biotic 

0.085 0.00 0.013 21.633 33.270 18.551 66.030 16 Error 

 . است( P≤ 0.01 ) داری در سطح اضتمال خطای معنی **

کل  نتا:  فنل  به  توجه  تجز  جیبا  از  ها،  داده  انا یوار  هیضاصل 

ببرهم غ   یستی ز  یتورهایسیال  نیکنش  قابل    ریتأث  یستیرزیو 

ترک  یتوجه غلظت  درکالوس  یفنل   بات یبر  داشت  موجود  ها 

  ش یاز افزا  ی ها ضاکداده  نیانگیم  سهیضاصل از مقا  ج ی(. نتا1)جدول

 نیشتریاست. ب  تورهایسیکاربرد ال  جهیدر نت  ی فنل  باتیترک  یمحتو

کمتر  گرمیلیم  132/  37) و  خشک(  وزن   04/4)  نیدرگرم 

 بیبه ترک بیترتفنل کل به  یدرگرم وزن خشک( محتو گرمیلیم

شاهد )عدم    مارینقره و ت  تراتی کاربرد مخمر در ضضور ن  یماریت

 ی فنل باتیترک ی( مربوط بود. محتوتوریسینقره و ال تراتیکاربرد ن

  ر ینقره با سا  تراتیکاربرد مخمر و در ضضور ن  یماریت  بیدر ترک 

  ی طور کلداشت. به  داریشاهد اختلار معن  ماریو ت  یماریت  باتیترک

مح ال  تراتین  یدارا  طیدر  کاربرد  بهبود   تورهایس ینقره،  نظر  از 

نقره بود. در   تراتیفاقد ن  طیموثرتر از مح  یفنل  باتیترک  یمحتو

عدم کاربرد    طیو در شرا  یینقره به تنها  تراتیکاربرد ن  ش یآزما  نیا

نسبت به    یداریصورت معنرا به  ی فنل  باتیترک  یمحتو  ستورها،یال

نسبت به کاربرد    شیافزا  نیا  یداد اگر چه از نظر کم  شیشاهد افزا

(2دار نبود )شکل   یمعن تورهایسیاغلب ال

 
 

  یاروویا  (Y)ضاصال از ریز نمونه های برگ گیاه خارمریم  فنل کل کالوسترکیبات   یمحتوزیساتی و غیر زیساتی بر    یهاتوریسایالتاثیر   نیانگیم  ساهیمقا  - 2شاکل

  ی کاه دارا  هاایی نیانگیامنیترات نقره  ترتیاب محیط دارای نیترات نقره و بادون  باه Ag-و    Ag+.  پوتیادا  ساااودومونااس  (Ps)  ناایجر،  آساااپر یلوس(  As)  ،لیپولیتیکاا

 .ندارند داری معنی  اختلار  (P≤0.01)  مطابق آزمون چند دامنه ای دانکن  ،باشند یم  یمشترک  )ضرور(ضرر
Figure 2.  Mean values for total phenol content of Silybum marianum callus as affected by biotic and abiotic elicitors. ) 

Y( Yarrowia lipolytica,)As( Aspergollus  niger,)Ps( Pseudomonas putida, Ag+ and Ag- represent to with and without Ag 

application respectively. 

Means with a common letter(s) do not differ significantly according to the Duncan multiple range test (P≤0.01) 
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 لیاو تحل  هیاضااصااال از تجز  جی: بر اسااااس نتااکال  د یافلاونوئ 

 یسااتیرزیو غ  یسااتیز  یتورهایساایال نیها، تعامل بداده  انایوار

توجه  ریتاأث موجود در   دیافلاونوئ  بااتیبر ساااطوح ترک  یقاابال 

کال در   دیافلاونوئ  یمحتو  جی(. نتاا1هاا داشااات )جادولکاالوس

فنل    یمحتو  جیبا نتا  یمشاابه یالگو  یدارا یمورد بررسا  یمارهایت

 یداریصااورت معنمختلف به  یهاسااتوری. کاربرد الباشاادیکل م

 نیدادناد و ا  شیکال را نسااابات باه شااااهاد افزا  دیافلاونوئ یمحتو

  شاتریب  یداریصاورت معننقره به  تراتیضضاور ن  طیدر شارا شیافزا

باالاتر درگرم   گرمیلیم  74/110کال )  دیافلاونوئ  یمحتو  نیبود. 

  و کایتیپولیل  ایاروویکاربرد مخمر یماریت بیوزن خشک( به ترک

 

اختلار  یماریساطوح ت  رینقره مربوط بود که با ساا  تراتیضضاور ن

  ی نقره در تماام  تراتین  ریتااث  شیآزماا  نیداشااات. در ا  یداریمعن

(  تور یسیشاهد )عدم کاربرد ال  ماریت  زیو ن  تورهایسیسطوح کاربرد ال

ماحاتاو  داریماعانا باهاباود  ناظار  از  افاز  دیاافالاوناوئا  یو  و    یشااایاکاال 

و    دایاپوت ساااودومونااس    یکااربرد بااکتر  مااریبود. ت  کننادهکیاتحر

فاقد   طینقره و هم در مح  تراتیهم در ضضاور ن  جرینا  لوسیآساپر 

محتو  تراتین نظر  از  معن  دیاافلاونوئ  ینقره  تفاااوت   یدار یکاال 

نقره  تراتیضضاور ن  طیکل در شارا  دیفلاونوئ  یمحتو  ینداشاتند ول

نقره بود   تراتیفااقاد ن  طیاز مح  شاااتریب  یداریصاااورت معنباه

(3)شکل

 

 
 

 (Y)ضاصال از ریز نمونه های برگ گیاه خارمریم  کل کالوس  ترکیبات فلاونوئید یمحتوزیساتی و غیر زیساتی بر   یهاتوریسایالتاثیر   نیانگیم  ساهیمقا - 3شاکل

  ی که دارا  هایی نیانگیم  نیترات نقرهترتیب محیط دارای نیترات نقره و بدون  به Ag-و   Ag+.  پوتیدا  ساودوموناس  (Ps)  نایجر،  آساپر یلوس(  As) ،لیپولیتیکا  یاروویا

 .ندارند داری معنی  اختلار  (P≤0.01)  مطابق آزمون چند دامنه ای دانکن  ،باشند یم  یمشترک  )ضرور(ضرر
Figure 3 . Mean values for total phenol content of Silybum marianum callus as affected by biotic and abiotic elicitors.  

(Y( Yarrowia lipolytica,)As( Aspergollus  niger,)Ps( Pseudomonas putida, Ag+ and Ag-represent to with and without Ag 

application respectively 

Means with a common letter(s) do not differ significantly according to the Duncan multiple range test (P≤0.01) 

 

 

 زانیمربوط باه م  یهااداده  انایاوار  زیو آناال  هیا: تجزفلاون کال

و   یسااتیز  یتورهایساایکنش الفلاون مشااخص نمود که اثربرهم

ها داشت بود فلاون کالوس یبر محتوا  یداریمعن  ریتأث  یستیرزیغ 

بر   ریمشاااهدات نشااان داد که تاث  انایوار  هیتجز  جی(. نتا1)جدول

فلاون کل    ینقره بر محتو  تراتیو ن  یستیز  یتورهایسیهمکنش ال

وجود  طیمختلف، در شارا یساتورهای( بود. الP≤0.01دار )  یمعن

فلاون کل    یمحتو یداریصااورت معننقره به  تراتیو عدم وجود ن

ضضور   طیدر شرا شیافزا نیا  یدادند ول  شیرا نسبت به شاهد افزا

  یمحتو   نیبود. باالاتر  شاااتریب  یداریصاااورت معننقره باه تراتین

درگرم وزن خشاااک( باه اساااتفااده   گرمیلیم  34/97)  کالفلاون  

  تراتیو ن  کاایتیپولیل  ایااروویاکااربرد مخمر  یمااریت  بیازماان ترکهم

 یداریاختلار معن یماریساااطوح ت  رینقره مربوط بود که با ساااا

  لوسیو آسااپر   دایپوت سااودوموناس   یکاربرد باکتر ماریداشاات. ت

فلاون کل تفاوت   یمحتونقره از نظر  تراتیفقط در ضضاور ن  جرینا

  تراتیضضاور ن طیفلاون کل در شارا یداشاتند. محتو  یدار یمعن

نقره بود   تراتیفاقد ن طیاز مح  شااتریب  یداریصااورت معننقره به

 (.4)شکل
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یاروویا   (Y)ضاصال از ریز نمونه های برگ گیاه خارمریم    کل کالوس  ترکیبات فلاون  یمحتوی زیساتی و غیر زیساتی بر  هاتوریسایالتاثیر   نیانگیم  ساهیمقا  -4شاکل  

ی  کاه دارا  هاایی نیانگیام  ترتیاب محیط دارای نیترات نقره و بادون نیترات نقرهباه Ag-و    Ag+.  پوتیادا  ( ساااودومونااسPs)  ناایجر،آساااپر یلوس  (  As) ،لیپولیتیکاا

 .ندارند داری معنی  اختلار  (P≤0.01باشند، مطابق آزمون چند دامنه ای دانکن ) یم  یمشترک  )ضرور(ضرر
Figure 4. Mean values for total phenol content of Silybum marianum callus as affected by biotic and abiotic 

elicitors.(Y( Yarrowia lipolytica,)As( Aspergollus niger,)Ps( Pseudomonas putida, Ag+ and Ag-represent to with and 

without Ag application respectively 

Means with a common letter(s) do not differ significantly according to the Duncan multiple range test (P≤0.01) 

 
 

O-D   ها،  داده  انایوار  هیضاصل از تجز  جیبراساس نتا  : کل    فنل

بر    یداریمعن  ریتأث  یستیرزیو غ   یستیز  یتورهایسیاثر متقابل ال

(. در این 1ها داشتند )جدولکالوس  یفنل   O-D  باتی ترک  یمحتوا

  O-Dآزمایش تاثیر بر همکنش الیسیتور و نیترات نقره بر محتوی  

کل  جدول  معنی  فنل   ( بود  مختلف 1دار  الیستورهای  کاربرد   .)

معنیبه شاهد    O-Dمحتوی   داریصورت  به  نسبت  را  کل  فنل 

زمان الیسیتور  افزایش در شرایط استفاده همافزایش دادند، که این  

-Oداری بیشتر بود. بالاترین محتویصورت معنیو نیترات نقره به 

D   ( کل  ترک  گرممیلی  88/91فنل  به  خشک(  وزن    ب ی درگرم 

نقره مربوط   تراتیو ضضور ن  کایت یپولیل  ا یاروویکاربرد مخمر  یماریت

سا  با  که  ت  ریبود  معن  یماریسطوح  ت  یداریاختلار   ماریداشت. 

در ضضور    جرینا  لوسیو آسپر   دایپوت سودوموناس    یکاربرد باکتر

معننقره    تراتین سا  یداریتفاوت  داشتند   یماریت  باتیترک  ریبا 

ن  طیدر مح  یول ا  تراتیفاقد  از  معن  ثیض  نینقره    یدار یتفاوت 

شرا  O-D  یمحتو  نداشتند. در  کل  ن  طیفنل  نقره   تراتیضضور 

 (. 5نقره بود )شکل  تراتیفاقد ن  طیاز مح  شتریب  یداریصورت معنبه
 

 
 (Y)ضاصل از ریز نمونه های برگ گیاه خارمریم   فنل کل کالوس O-Dترکیبات  یمحتوزیستی و غیر زیستی بر  یهاتوریسیالتاثیر  نی انگی م سهیمقا -5شکل  

  که  هایی  نیانگی م نیترات نقرهبدون  وترتیب محیط دارای نیترات نقره به Ag-و  Ag+.   پوتیدا سودوموناس ( Ps) نایجر، آسپر یلوس( As) ،لیپولیتیکا  یاروویا

 . ندارند  داری معنی اختلار (P≤0.01)  مطابق آزمون چند دامنه ای دانکن  ، باشند یم ی مشترک )ضرور(ضرر یدارا

Figure 5. Mean values for total phenol content of Silybum marianum callus as affected by biotic and abiotic elicitors.  (Y( 

Yarrowia lipolytica,)As( Aspergollus  niger,)Ps( Pseudomonas putida, Ag+ and Ag-represent to with and without Ag 

application respectively 

Means with a common letter(s) do not differ significantly according to the Duncan multiple range test (P≤0.01)
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برابر    IC50در این بررسی میزان    :( DPPH)ی دان ی اکس ی آنت   ت ی ظرف 

  DPPHهای آزاد  درصد رادیکال  50است با توانایی خاموش سازی  

کالوس عصاره  خارمرتوسط  گیاه  برگ  از  محاسبه    م یهای ضاصل 

نتا  آنال  جیشد.  از  الداده  زیضاصل  که  نمود  مشخص    ها تور یسیها 

تلفبه و  مجزا  آنت  یدارمعنا  ریتأث  یقیصورت  توان    یدانیاکسی بر 

ر  یهاکالوس از  گ  زنمونهیضاصل  داشت    م یخارمر  اهی برگ 

ا1)جدول در  آنت  نیشتریب  یبررس  نی(.  که    یدانیاکسی توان 

شده با    ماریت  یهااست در نمونه   IC50  زانیم  نیدهنده کمترنشان

 ستورهایعدم کاربرد ال  طیمختلف مشاهده شد. در شرا  یتورهایسیال

مح معنبه  یدانیاکسیآنت  تیظرف  یتو)شاهد(،   یداریصورت 

 (. 6) شکل  افتی کاهش   مارهایگرتینسبت به د

 

 
 

 (Y)ضاصل از ریز نمونه های برگ گیاه خارمریم   کل کالوس اکسیدانیظرفیت آنتی یمحتوزیستی و غیر زیستی بر  یها توریسیالتاثیر  ن یانگیم سهیمقا -6شکل 

که   هایی  نیانگی م نیترات نقرهترتیب محیط دارای نیترات نقره و بدون به Ag-و  Ag+.   پوتیدا سودوموناس ( Ps) نایجر، آسپر یلوس( As) ،لیپولیتیکا  یاروویا

 . ندارند  داری معنی اختلار (P≤0.01)  مطابق آزمون چند دامنه ای دانکن  ، باشند یم ی مشترک )ضرور(ضرر یدارا

Figure 6. Mean values for total phenol content of Silybum marianum callus as affected by biotic and abiotic elicitors. )  

Y( Yarrowia lipolytica,)As ( Aspergollus  niger,)Ps( Pseudomonas putida, Ag+ and Ag-represent to with and without Ag 

application respectively 

Means with a common letter(s) do not differ significantly according to the Duncan multiple range test (P≤0.01) 
 

 

 یستیز  یتورهایسیال  ریتأث  ،یآمار  یهای : براساس بررسنی مار ی ل ی س 

 زنمونهیضاصل از ر  یهاکالوس  نی ماریلیس  یبر محتوا  یستیرزیو غ 

مختلف    یستورهای(. کاربرد ال1معنادار بود )جدول   میبرگ خارمر

  ش یرا نسبت به شاهد افزا  نیماریلیس  یمحتو  یداریصورت معنبه

ا و  ن  طیشرادر    شیافزا  نیدادند  به   تراتی ضضور  صورت  نقره 

بالاتر  شتریب  یداریمعن   82/6)  نیماریلیس   یمحتو  ن یبود. 

ترک  گرمیلیم به  خشک(  وزن  کاربرد   یماریت  بیدرگرم 

 رینقره مربوط بود که با سا  تراتی و ضضور ن  کایتیپولیل  ایاروویمخمر

ت معن  یماریسطوح  ا  یدار یاختلار  در    ر یتاث  شیآزما  نیداشت. 

شاهد   مار یت زیو ن تورهایسیسطوح کاربرد ال ی در تمام  نقره تراتین

  نیماریلیس  یو از نظر بهبود محتو  داری( معنتوریسی)عدم کاربرد ال

تحر  یشیافزا ت  کننده کیو  باکتر  ماریبود.  سودوموناس    یکاربرد 

  ط ینقره و هم در مح  ترات یدر ضضور ن  جرینا  لوسیو آسپر   دایپوت 

ن از    تراتیفاقد  معن   نیماریلیس  یمحتو  نظرنقره    یدار یتفاوت 

محتو شرا  ن یماریلیس  یداشتند.  ن  طیدر  نقره   تراتیضضور 

 (. 7نقره بود )شکل  تراتیفاقد ن  طیاز مح  شتریب  یداریصورت معنبه
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  ،لیپولیتیکا  یاروویا (Y)ضاصل از ریز نمونه های برگ گیاه خارمریم    کالوس  مارینسیلی  یمحتوزیستی و غیر زیستی بر    یهاتوریسیالتاثیر    نیانگیم  سهیمقا  - 7شکل  

(As  )نایجر،  آسپر یلوس  (Ps)  پوتیدا  سودوموناس    .+Ag    و-Ag ضرور( ضرر  یکه دارا  هایی نیانگیم  نیترات نقرهترتیب محیط دارای نیترات نقره و بدون  به(  

 . ندارند  داری معنی اختلار  (P≤0.01)  مطابق آزمون چند دامنه ای دانکن ،باشند یم یمشترک

Figure 7. Mean values for total phenol content of Silybum marianum callus as affected by biotic and abiotic elicitors. )  

Y( Yarrowia lipolytica,)As ( Aspergollus  niger,)Ps( Pseudomonas putida, Ag+ and Ag-represent to with and without Ag 

application respectively 

Means with a common letter(s) do not differ significantly according to the Duncan multiple range test ( P≤0.01) 

 

PALنتا کاربرد    انایوار  هیتجز  جی:  که  داد  نشان  مشاهدات 

غ   یستیز  یتورهایسیال معنبه  یستیرزیو    تیفعال  یداریصورت 

افزا  PAL  میآنز شاهد  به  نسبت  )جدول  شیرا  کاربرد  1داد   .)

را نسبت   PAL  یمحتو  یداریصورت معنمختلف به  یهاستور یال

نقره   تراتین  رضضو   طیدر شرا  شی افزا  نیدادند و ا  شیبه شاهد افزا

  بیبه ترک  PAL  یمحتو  نیبود. بالاتر  شتریب  یداریصورت معنبه

نقره مربوط   تراتیو ضضور ن  کایتیپولیل  ای اروویکاربرد مخمر  یماریت

 ن یداشت. در ا  یداریاختلار معن  یماریسطوح ت  ریبود که با سا

ال  ینقره در تمام  تراتین  ریتاث  شیآزما و    تورهایسیسطوح کاربرد 

ال  ماریت  زین کاربرد  )عدم  معنتوریسیشاهد  بهبود    داری(  نظر  از  و 

  یکاربرد باکتر  ماریبود. ت  کنندهک یو تحر  یشیافزا  PAL  یمحتو

نقره و    تراتی در ضضور ن  جرینا  لوس یو آسپر   دایپوت سودوموناس  

مح در  ن  طیهم  محتو  تراتیفاقد  نظر  از  تفاوت    PAL  ینقره 

ول   یدار یمعن ن  طیدر شرا  PAL  یمحتو  یداشتند   ترات یضضور 

به معننقره  مح  شتریب  یداریصورت  ن  طیاز  بود    تراتیفاقد  نقره 

 (.8)شکل
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  یاروویا  (Y)  ضاصال از ریز نمونه های برگ گیاه خارمریم  کالوسدر   PAL  زیساتی و غیر زیساتی بر فعالیت آنزیم یهاتوریسایالتاثیر   نیانگیم  ساهیمقا  -8شاکل  

  ی که دارا  هایی نیانگیام  نیترات نقرهبدون   ترتیاب محیط دارای نیترات نقره وبه Ag-و   Ag+.   پوتیادا  ساااودوموناس  (Ps)  نایجر،  آساااپر یلوس(  As) ،لیپولیتیکاا

 .ندارند داری معنی  اختلار  (P≤0.01)  مطابق آزمون چند دامنه ای دانکن  ،باشند یم  یمشترک  )ضرور(ضرر
Figure 8. Mean values for total PAL content of Silybum marianum callus as affected by biotic and abiotic elicitors.  (Y ( 

Yarrowia lipolytica,)As( Aspergollus  niger,)Ps( Pseudomonas putida, Ag+ and Ag-represent to with and without Ag 

application respectively 

Means with a common letter(s) do not differ significantly according to the Duncan multiple range test (P≤0.01) 

 

 

 
 بحث     
  ه یثانو  یهاتیسنتز متابول  شیو افزا  ییزاکال  یالقا  یراهکاربرا  کی

کشت تنظدر  مواد  از  استفاده  گ  کنندهمیبافت،  است    یاهیرشد 

(Kumar et al., 2011  .)  در آزمایش ضا ر نتایج بررسی درصد

دادزایی  کال محیطد  ،نشان  هورمونر  ضاوی  کشت    KINهای 

داری افزایش یافت. در  صورت معنیها بهزایی ریزنمونهدرصد کال

،  KINمیکروگرم در لیتر هورمون    5/7این ارتباط کاربرد غلظت  

نسبت به سایر سطوح تیماری موثرتر بود و لتا از این هورمون و  

 سطح غلظت در ادامه آزمایش استفاده شد.  

لیسیتورها ترکیباتی با منشا زیستی و یا غیرزیستی هستند که از  ا

پاساخ القای  انباشاات  طریق  و  بیوساانتز  باعاث  دفااعی  هاای 

ماایمتابولیاات ثااانوی    . (Zhao et al.,2005) شااوندهااای 

توسط محرک   به می  ارسالسیگنالی که  های   وسیله گیرنده  شود 

دریافات   پلاسامایی  غشاء  بیوسنتز    مسیرهای   بیان  ن  وسطح 

 (. Savitha et al., 2006) کند  تنظیم می  راهای ثانویه  متابولیت

متابولیت  تولید  افزایش  در  برای  فراوانی  راهکارهای  ثانویه،  های 

بافت و بیوتکنولو ی مطرح است. استفاده از عوامل محرک    کشت

های غیرزنده از جمله این راهکارها  مانند: ترکیبات سیگنالی و تنش

(. نتایج بررسی ها در چندین گونه Hu & Du, 2006باشد )می

 صورت گیاهی ضاکی از آن است که کاربرد دو یا چند الیسیتور به

 

 

 
 
 

می بهترکیبی  متابولیتتواند  تولید  موثری  در  نحو  را  ثانویه  های 

دهد  افزایش  آنها  انفرادی  کاربرد  با   Ahlawat et)   مقایسه 

al.,2014; . Zheng et al.,2008; Lajayer et al.,2017; 

Piątczak et al.,2016; Wang et al.,2009; 

Gangopadhyay et al.,2011  از   ی ضاک (. نتایج آزمایش ضا ر

نت  یفنل  باتیترک  یمحتو  شیافزا ال  جهیدر  و    تورهای سیکاربرد 

 دربود.  نقره تراتیکاربرد مخمر در ضضور ن یماریت بیترک ویژهبه

از میزان  ،  مطالعات  بسیاری  افزایش  برای  مخمر  عصاره  از 

ارتباط    .های ثانویه استفاده شده است متابولیت این  ها  بررسیدر 

می در  نشان  شیکیمات  مسیر  فعالیت  که   Yarrowiaدهند 

lipolytica  ( بوده  افزودن    ( Savitha et al.,2006بیشتر  با  و 

نارینژنین نیز افزایش  کوآ و متعاقب آن   آلانین میزان استیل فنیل

( در یک مطالعه مشخص شد که    .(Lv et al.,2019یافته است 

Aspergillus    nigerلینولنیک در   به تولید سریع اسید  قادرpH 

 (.  Li et al.,2020بهینه پایین است )

های ثانویه پلی فنولیک از متابولیت ایها دستهفلاونوئیدها و فلاون

شوند. این ترکیبات دارای خواص یافت میهستند که در گیاهان  

های آزاد  اکسیدان برای روبش رادیکالزیستی مانند خاصیت آنتی

)می مانند هامحرک(.  Chu et al., 2000باشند  زیستی    ی 

(Yarrowia lipolyticaغلظت در  برا  یها(  انباشت   یمختلف 

مورد مطالعه   Pueraria candolleiاز    HRCsدر    دیزوفلاونوئیا

   Yarrowia lipolytica  در آزمایش فوق الیسیتور قرار گرفتند.
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  ، د یزوفلاونوئیسطح ابرابری    5/4  ش یکه باعث افزا  تاثیرگتارترین بود 

ی  برابر  7/1( و  دیکوزیگل  دیاتانوئلیفن  کی)  دیآکتئوز  یبرابر  4/1

کاربرد  (Wilczańska-Barska et al.,2012)  شد   فلاون  .

ر  Yarrowia lipolytica   خارجی   یین مو  یهاشه یدر 

Pueraria candollei  .مخمر  در این راستا کاربرد    موثرتر بود

  ن ی)روت  دهایفلاونوئ  محتوی  و  یینمو  های  شهیطور موثر رشد ربه

افزایش  نیو کوئرست پروپانوئید  از طریق تحریک مسیر فنیل  را   )

بیشترین   (. et al.,2019  Udomsin)داد.   ضا ر،  آزمایش  در 

محتوی این دسته از ترکیبات فنلی )فلاونوئید و فلاون( به تیمار 

 .مربوط بود کاربرد خارجی مخمر در محیط دارای نیترات نقره

ها، تولید  های گیاهی در برابر کابرد محرکیک پاسخ مهم سلول

اکسیژنگونه انواع   فعال  سمی  می(  ROS)  های  بسیار  که  باشد 

بهROSهستند.   سیستمها  آنتیوسیله  و  های  آنزیمی  اکسیدان 

این کنترل توسط  (.Lie et al., 2013)شوند  غیرآنزیمی کنترل می

آنزیممتابولیت و  فلاونوئیدها  آسکوربات،  مانند  مانند:  یهاهایی  ی 

پلی و  میفنلپراکسیدازها  انجام   (.Wink, 2010)شود  اکسیداز 

ها در گیاهان  بسته به گونه گیاهی و شدت تنش میزان فعالیت آن

از   همراه نیترات نقرهمخمر بهاکسیدانی  کند، فعالیت آنتیتغییر می

مکانیسم آنزیمطریق  فعالیت  افزایش  مانند  مختلفی  های  های 

 ,Harish) کند عمل می  ROS  روبنده عنوان یک به اکسیدان آنتی

2007 .) 

.  شوند یمشتق م  نیآلانلیاز فن  ، یفنول  بات یترکه  ترین گروفراوان 

، تحث  دیاس  کینامیسو    ضتر   نی آلانلیاز فن  اک یمولکول آمون  کی

می تشکیل  آمونیالیاز  آلانین  فنیل  آلانین فنیل .گردد تاثیر 

  رار ق  هو ثانوی  هیاول  سمیمتابول  نی بیک نقطه انشعابی    در آمونیالیاز

مرضله   ک ی کند، یم ز یکاتال میآنز نیرا که ا ی واکنش نیدارد، بنابرا

آید  می  ضساب  بهمهم در تشکیل بسیای از ترکیبات فنلی    یمیتنظ

(Taiz & Zeiger, 2010  .)ت یدر فعال  رییتغ  PAL   ها میآنز  ریو سا  

گام تواند  یم گ  نخستین  پاسخ  باشد.    اهیبرای  تنش    به PAL به 

  ی اه یهای گدر بافت  ی طینشانگرهای عمده تنش مح  زا  یکیعنوان  

  نه یشیب  در آزمایش ما(.  Xu et al.,2006)  رودیمختلف به شمار م

  نقره مخمر درترکیب با نیترات    ماریت  طیدر شرا  PAL  م یآنز  تیفعال

 . شد ضاصل

نقره نیترات    فلزات سنگین از جملهبررسی ها موید آن است که  

تولید   تحریک  ثانویهمتابولیتباعث  می  های  گیاهان   )  شوددر 

Mithofer et al.,2004; Sheng & Citovsky, 1996.)    در

  گردید، مشخص    Burgmansia candidaبر روی گیاه    یاهمطالع

افزودن نیترات نقره و عصاره مخمر باعث افزایش تولید متابولیت  

 . (Sandra et al., 2000)  شودسلولی این گیاه می  در کشت  ثانویه

 

زیستی  الیسیتورهای  از  استفاده  داد  نشان  ضا ر  آزمایش  نتایج 

 همراه با نیترات نقره سبب افزایش مشتقات فنلی شده است.

یک بازدارنده قوی در مسیرهای هدایت سیگنال های   نیترات نقره

از اتیلن می اتیلن فیتوهورمونی است که مسیرهای گیاهی  باشد. 

کند. مسیر سیگنالینگ های دفاعی را تنظیم میجمله رشد و پاسخ

اسید پاسخ های دفاعی  جاسمونیک  برای  اتیلن  در    ایجاد شده  و 

شواهد محدودی نشان    .های محیطی  روری هستندمقابل تنش

تجمع  می که  ثانویهمتابولیتدهد  ت  های  تحت  اتیلن  قرار ابا  ثیر 

 -Shams) گیرند و این اثرات ممکن است مثبت یا منفی باشدمی

Ardakani et al.,2005)  مثبت اثر  نقره.  تولید    بر  نیترات  روی 

ن بر  آممکن است منسوب به اثر بازدارندگی    های ثانویهمتابولیت

 ن باشد.  آروی سنتز اتیلن یا فعالیت 

های شوری و اسمزی باعث  الیسیتورهای غیرزنده به خوبی تنش

 ;Shams-Ardakani et al.,2005 )  دنشومی  ثانویهالقا متابولیت  

Babar et al.,2006 در گیاهی  سلول   (.  معرض  که  های  در 

افزایش کلسیم سیتوسولی  هستند،های زیستی و غیرزیستی تنش

محرک،    های تحت تیمار بانیاز در بسیاری از سلول عنوان پیشبه

ها باعث   ROS.شودمی  ها ROSسبب فعال شدن مراضل تولید  

از    القا بسیاری  بیوسنتز   ن بیان  در  دخیل  و  دفاعی  های 

فنیلمتابولیت مانند  ثانویه  میهای  آمونیالیازها  گردد  آلانین 

(Fahrendorf et al.,1995  به پروپانوئیدها منجر  فنیل  (. مسیر 

می فلاونوئیدها  چربی  H2O2  .شودسنتز  پراکسیداسیون  های  و 

از مسیرهای اکتادکانوئیدها که سبب تولید   آنزیمی و غیرآنزیمی 

گردند، جلوگیری های ثانویه میجاسمونیک اسیدها و القا متابولیت

محیط    .(Babar et al.,2006) کنندمی از  کلسیم  یون  ضتر 

می تولید  کشت  افزایش  به  سوسپانسیون   مارین سیلیتواند  در 

 (. Sanchez- Sampedro et al.,2005) سلولی کمک کند

 

   گیری نتیجه 
نظر ویژگی از  ارزشمند  گیاهی  و هر  خارمریم،  است  دارویی  های 

ترکیبات  تولید  تغییر سبب  و  آسیب  ایجاد کمترین  با  روشی که 

پژوهش   نتایج  است.  توجه  قابل  و  کارآمد  آن شود،  دارویی  مفید 

  الیسیتورهای زیستی شامل مخمر یاروویا ضا ر نشان داد کاربرد  

  پوتیدا   سودوموناس  نایجر و باکتری  قارچ آسپر یلوس   لیپولیتیکا،

در کالوس های ضاصل از ریز نمونه های برگی موجب بهبود تولید 

آنزیم فعالیت  افزایش  فنلی،  محتوی  PAL مشتقات  نیز  و 

شدند. کاربرد نیترات نقره در    In vitroگیاه در شرایط    مارینسیلی

تمام سطوح کاربرد الیسیتور های زیستی نقش افزایشی و محرک 

 مارین گیاه داشت. در این  لییدر محتوی مشتقات فنلی و س
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از نظر تاثیر بر مشتقات فنلی با سایر    یاروویا بررسی کاربرد مخمر  

الیسیتور های زیستی هم در ضضور نیترات نقره و هم در شرایط 

عدم ضضور آن تفاوت معنی داشت. بنابراین در راستای بیش تولید 

های دارویی ضاصل از کالوس های خار مریم استفاده از متابولیت

 و نیترات نقره  قویا توصیه می شود.   یاروویامخمر 
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