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 چکیده
 هيدروکسی دی -4و 5 و اسيد کافئيک از استر یک که است شده شناخته ها فنل پلی مهمترین از یکی عنوان به رزمارینيک اسيد     
 DNA به آسيب القای دوکسوروبيسين، ضدسرطانی ترکيب وسيله بهتأثير  طریق از اکسيدان آنتی عنوان به و باشد می اسيد لاکتيک فنيل
 و بيولوژیکی خواص دارای که است رزمارینيک اسيد حاوی گياه زرین مویين های ریشه دهد. می کاهش داری معنی طور به را

 مرگ و شدن ای قهوه مشکل با مویين یها ریشه ،مایع کشت محيط در یفنل های ترکيب بالای توليد دليل به اما .باشد می ضدسرطانی
 شدن ای قهوه از جلوگيری و گياه زرین مویين های ریشه رشد بر یاکسيدان آنتی های ترکيبتأثير  تحقيق این در شوند. می مواجه ها بافت
 رایزوژنز آگروباکتریوم توسط گياه زرین ای شيشه درون ای هفته دو های کوتيلدون تلقيح از مویين های ریشه .است شده مطالعهآنها 
 .گردید انجام rolB ژن اختصاصی های آغازگر از استفاده با PCR توسط مویين های ریشه تراریختی یيدأت .ندشد ءالقا 83154 سویه

 شامل مختلف یاکسایش ضد مواد از مایع MS½ پایه کشت محيط در ها ریشه شدن ای قهوه از جلوگيری و رشد سازی بهينه منظور به
 (PVP) پيروليدون وینيل پلی و (3/8 و g/L5) زغال فعال ،(66/2 و g/L55/3) بافر MES ،(93/9 و g/L8/9) آسکوربيک اسيد

(g/L3/83/9 و) مختلف، های بافرتأثير  تحت توليدی مویين های ریشه کيفی بررسی برای شد. استفاده متفاوت غلظت دو در یک هر 
 دستگاه توسط اکسيدانی( آنتی های آنزیم فعاليت و اکسيدانی آنتی فعاليت کل، فلاونوئيد و )فنل ها نمونه فيتوشيميایی خواص

 شدن ای قهوه از جلوگيری و (g64/8) توده زیست افزایش برای کشت محيط بهترین روز 28 از پس شد. گيری اندازه اسپکتروفتومتر
 دو در (g56/8) توده زیست ميزان بيشترین فعال زغال از پس .بود فعال زغال g/L3/8 حاوی MS½ کشت محيط مویين، های ریشه
 فلاونوئيد و فنل ميزان حداقل و حداکثر .گردید مشاهده شاهد های نمونه در رشد کاهش و شدن ای قهوه ميزان بيشترین و PVP غلظت

 محتوای و نیاکسيدا آنتی فعاليت ميزان کمترین و بيشترین .گردید مشاهده g/L3/8 فعال زغال تيمار و شاهد های نمونه در ترتيب به کل
 آنزیم مهار همچنين و کشت محيط pH کنترل بود. شاهد های نمونه و g/L3/8 زغال فعال به مربوط ترتيب به اکسيدانی آنتی های آنزیم
PAL و زغال فعال مانند یاکسایش ضد مواد از استفاده طریق از PVP، و یفنل های ترکيب بيوسنتز کاهش برایرا  توجهی قابل توان 

 کند. می ایجاد شدن ای قهوه از جلوگيری
 

 .شدن ای قهوه کل، فنل تراریخت، ریشه رایزوژنز، آگروباکتریوم :کلیدی های واژه
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 مقدمه

 Dacocephalum kotschyi علمیی  نام با گياه زرین

Boiss. نعناع تيره از گياهی (Lamiaceae) کیه  باشید  می 
 ,.Fattahi et al) اسیت  متعیددی  داروییی  خواص دارای

 توليیید ميییزان و سییرعت اینکییه بییه توجییه بییا(. 2016
 زمیان  مدت و بوده آهسته طبيعت در ثانویه های متابوليت
 توليید  بیرای  بنیابراین  ،است لازمآنها  توليد برای زیادی
 انتقیال  و نوترکيیب  DNA فناوری از دارویی های ترکيب

 Ebrahimi et) شیود  می استفاده آگروباکتریوم دليل به ژن

al., 2015). کیه  اسیت  گياهی بيماری نوعی مویين ریشه 
 ریزوبيیوم  هیای  سیویه  بیا  گياهی ماده سازی آلوده توسط

 بیییا )بيشیییتر (Rhizobium rhizogenes) رایزوژنیییز
 ((Agrobacterium rhizogenes) رایزوژنز آگروباکتریوم

 از برخی .(Pezeshki & Petersen, 2018) شود می ایجاد
 ،شیدن  ای قهوه گياه زرین کشت بافت در اصلی مشکلات
 رفیتن  بیين  از نهاییت  در و رشید  سیرعت  شیدید  کاهش
 ای قهوه باشد. می مایع محيط در گياه این مویين های ریشه
 اسیت  گياهی بافت کشت در رایج مشکل اکسيداتيو شدن
 درنهاییت  یا و باززایی پایين درصد رشد، کاهش سبب که

 اصیلی  علیت  شیود.  میی  گيیاه  یا بافت سلول، مرگ سبب
 اکسيداسیيون  متعاقبیا   و میع تج هیا،  بافیت  شیدن  ای قهیوه 
 .باشید  میی  کشیت  محیيط  و بافیت  در یفنلی  هیای  ترکيب
 pH در تغييرات ایجاد طریق از توانند می یفنل های ترکيب
 میورد  های ترکيب جذب از جلوگيری سبب ،کشت محيط
 مرگ سبب نيز طریق این از و شده گياهی یها نمونه نياز

 گردنید  هیا  ریزنمونیه  شیدن  ای قهیوه  نتيجه در و ها سلول
(Maxwell et al., 2013). های بازدارنده با ها نمونه تيمار 

 داده کاهش را نشد ای قهوه تواند می ،PAL آنزیم فعاليت
 Nguyen) کند جلوگيری آزاد یفنل های ترکيب تجمع از و

et al., 2003). پيروليیییییدون وینيیییییل پلیییییی 
(Polyvinylpyrrolidone :PVP) بیافری  آميید  پلی یک 

 سیطحی  جیذب  بیرای  آن از محققیان  از بسياری که است
 George) اند کرده استفاده کشت بافت در یفنل های رکيبت

et al., 2008). MES 2) بیییافر-[N-morpholino] 

ethanesulfonic acid (MES buffer)) محیدود  از کیی 
 ظرفيیت  بیا  که باشد می بالا اثرگذاری با تجاری بافرهای
 گياهیان  کشت محيط به 3-6 بين pH در دار،  معنی بافری
 ترکيیب  برای پایينی ظرفيت بافر این زیرا شود. می افزوده
 .(George et al., 2008) دارد هیا  ميکرومولکیول  با شدن
 باشد می سلولی مهم های اکسيدان آنتی از آسکوربيک اسيد
 جیذب  در غيرآنزیمیی  و آنزیمیی  مهیم  های واکنش با که

 ,Daneshmand) کنید  میی  شرکت اکسيژن فعال های گونه

 سیطح  بیا  منافیذ  از ای شیبکه  دارای زغال فعیال  (.2014
 از بسیياری  تواند می که است بزرگ خالی( )فضای داخلی
 بهبیود  برای کشت بافت در و ردهک جذب خود به را مواد
 .(Dennis, 2008) شیود  اسیتفاده  سیلولی  توسیعه  و رشد

Soleimani بابیاآدم  دارویی گياه در (2982) همکاران و 
(Arctium lappa L.)، مربیوط  اکسیيدانی  آنتی اثر بهترین 

 .کردنیید گییزارش را 3/9% (w/v) غلظییت بییا PVP بییه
Shirazi از جلییوگيری منظییور بییه (2981) همکییاران و 

 Glycyrrhiza) بيان شيرین مویين های ریشه شدن ای قهوه

glabra) پایه کشت محيط در MS را %8 فعال زغال مایع 
 محییيط رایییج و معمییول هییای ترکيییب .نییدنمود گییزارش

 دارنید،  بافری خاصيت در کمی ظرفيت معمولی های کشت
 pH حفظ منظور به ویژه یبافرها از استفاده علت همين به
 است. اهميت حائز آن داشتن نگه ثابت و انتخابی سطح در
 تغييرات کمترین با را pH بتواند که است بافری مؤثر بافر
 کنید  تثبيیت  یبیافت کشیت   محصول آمدن بدست زمان تا
(George et al., 2008). هیای  ریشه بهينه توليد منظور به 

 هیا  ریشه شدن ای قهوه مشکل دبای ابتدا گياه زرین مویين
 نمیودن  فیراهم  و سیازی  بهينیه  منظیور  بدین شود. برطرف
 بیا  رسید.  میی  نظر به ضروری استاندارد مایع کشت محيط
 اثیر  بررسیی  بیر  مبنیی  گزارشیی  تیاکنون  اینکیه  به توجه

 و گياه زرین مویين های ریشه رشد برای مختلف بافرهای
بنیابراین   اسیت،  نشده ارائه آنها شدن ای قهوه از جلوگيری

 بیالاترین  با بافر بهترین معرفی تحقيق این از اصلی هدف
 اسییيد بییافر، PVP، MES بییافر 4 بییين از اثرگییذاری
 باشد. می محيط pH حفظ برای فعالزغال  و آسکوربيک
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 ها روش و مواد
 ریزنمونه تهیه و گیاهی مواد

 کشت بافت آزمایشگاه در پژوهش این های آزمایش
 زرین های ربذ .شد انجام اروميه دانشگاه باغبانی علوم گروه
 و کشت ،MS تکش محيط در سطحی ضدعفونی از پس گياه
º دمای با رشد های اتاق در

C2±24 نوری شرایط و  
 شدند. داده قرار تاریکی ساعت 1 و روشنایی ساعت 86

 
 ها ریزنمونه تلقیح و باکتری سوسپانسیون تهیه

 از ،83154 سویه A. rhizogenes باکتری سوسپانسيون
 LB (Luria کشت محيط در باکتری کلونی تک کشت

Bertani, 1951) حاوی مایع mg/L39 بيوتيک آنتی 
 از شده تهيه های زنمونهیر .مدآ بدست نيسریفامپ

 دقيقه 3 مدت به استریل شرایط در ای هفته دو های کوتيلدون
 ور غوطه OD600= 4/9-6/9 با باکتری سوسپانسيون در

 صافی کاغذ روی بر ها ریزنمونه کردن خشک از پس شدند.
 حاوی MS کشت محيط به ساعت 41 مدت به استریل،

 دو از پس .گردیدند منتقل µM839 غلظت با استوسرینگون
 به ها نمونه و انجام شستشو ،(Co-culture) کشتی هم روز

 سفوتاکسيم mg/L239 حاوی جامد ½MS کشت محيط
 و انجام بار یک هفته دو هر ها ریزنمونه شتواک .شدند منتقل
 mg/L39 ميزان به سفوتاکسيم غلظت واکشت، دوره هر در

 .گردید حذف کشت محيط از نهایت در تا شد داده کاهش
 
 مویین های ریشه به ژن انتقال مولکولی ییدأت

 با احتمالی مویين های ریشه از ژنومی DNA استخراج
 .(Khan et al., 2007) شد انجام CTAB روش از استفاده
 پلاسميد و تراریخت غير های ریشه ژنومی DNA همچنين
 و منفی کنترل عنوان به ترتيب به A. rhizogenes باکتری
 .(Soleimani et al., 2012) گرفتند قرار استفاده مورد مثبت

DNA پليمراز ای زنجيره واکنش وسيله به شده استخراج 
(PCR) ژن حضور تعيين برای rolB از استفاده با 

 .گردید انجام مربوطه برنامه طبق اختصاصی آغازگرهای
 .بود زیر صورت به rolB ژن یآغازگرها توالی

 
Forward Primer: 5'- ATGGATCCCAAATTGCTATTCCCCCACGA-3' 

Reverse Primer: 5' - TTAGGCTTCTTTCATTCGGTTTACTGCAGC-3' 

 

 شده، بيان اختصاصی آغازگرهای با rolB نژ تکثير
 مدت به ºC94 دمای در واسرشت شامل هچرخ 53 برای

 دقيقه 8 مدت به ºC69 دمای در آغازگر اتصال دقيقه، 8
 ثانيه 89 و دقيقه 8 مدت به ºC92 در DNA سنتز و

 شد. انجام
 
 اعمال و مایع کشت محیط در نیموی های ریشه استقرار
 تیمارها

 رشد پر لاین انتخاب) 81 انتخابی لاین از گرم ميلی 599
 های ارلن به (شد انجام رشدميزان  گيری اندازه براساس

ml239، کشت محيط ليتر ميلی 1 حاوی MS½ همراه مایع 
 های ترکيب از مختلفی های غلظت و شده منتقل وریت با

 55/3 و 66/2 غلظت دو در MES بافر شامل: یاکسایش ضد

 ليتر، رد گرم 3/8 و 3/9 پيروليدون وینيل پلی ليتر، رد گرم
 93/9 آسکوربيک اسيد و ليتر رد گرم 5 و 3/8 زغال فعال

 .شدند افزوده مایع ½MS های محيط به ليتر رد گرم 8/9 و
 یاکسایش ضد های ترکيب فاقد ،عمای ½MS کشت محيط

 محيط همچنين گرفت. قرار استفاده مورد شاهد عنوان به
 .گردید تجدید و تعویض هفته هر ها ارلن کشت

 روش از ها ریشه شدن ای قهوه ميزان ارزیابی برای
 شرح به (2985) همکاران و Maxwell بصری بندی  درجه
 .شد استفاده زیر

 ،ها ریشه شدن ای قهوه نشانه گونه هيچ بدون صفر: درجه
 شدن ای قهوه :2 درجه ،ها ریشه کم شدن ای قهوه :8 درجه
 درجه ،ها ریشه زیاد شدن ای قهوه :5 درجه ،ها ریشه متوسط

 .ها ریشه کامل شدن  ای قهوه :4
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 گیری اندازه های شاخص

 تر وزن گيری اندازه از استفاده با توده زیست رشد ميزان
 فيتوشيميایی خواص و g 998/9 دقت با ترازو با ها ریشه

 دستگاه با یاسپکتروفتومتر های روش از استفاده با
 طول در Dynamica (HALO DB-20) اسپکتروفتومتر

 شد. محاسبه و سنجيده مربوطه موج
 
 متانولی گیری عصاره

 و Hajimahdipour روش به متانولی گيری عصاره
 فلاونوئيد کل، فنل گيری اندازه منظور به (2999) همکاران

  روش این در .شد انجام یاکسيدان آنتی فعاليت و کل
بعد  و منتقل سرد هاون داخل به ينیمو ریشه از گرم 3/9
 يدهبسا کامل طور به و افزوده آن به%19متانول ليتر ميلی 89
 در دور 89999 با دقيقه 83 مدت به ها نمونهآنگاه  شد.
 از پس و شده سانتریفيوژ گراد سانتی درجه 4 دمای

 ها گيری اندازه انجام منظور به آن از رویی، محلول جداسازی
 گردید. استفاده
 
 کل فنل گیری اندازه

 روش از استفاده با کل فنل گيری اندازه برای
Slinkard و Singleton (8999)، 839 از ميکروليتر 

 داخل %89 فولين معرف ميکروليتر 8299 با عصاره
  انتظار، دقيقه 3 از پس و اضافه آزمایش های لوله
  نهایت در و %3/9 سدیم کربنات ميکروليتر 969
 59 از پس .گردید اضافهبه آن  مقطر آب ميکروليتر 819
 969 موج طول در جذب ميزان تاریکی شرایط در ،دقيقه

 از آمده بدست جذب مقدار .شد خوانده نانومتر
 که کاليبراسيون از حاصل رابطه در (Y) یاسپکتروفتومتر

 کل فنل مقدار و شده جایگذاری است، شده ارائه زیر در
(X) خشک ماده گرم بر گاليک اسيد گرم ميلی حسب بر 

 .گردید بيان
 

Y= 0.144X+ 0.2303 

 

 کل فلاونوئید گیری اندازه
 همکاران و Shin روش از استفاده با کل فلاونوئيد مقدار

 از ميکروليتر 599 روش این طی شد. گيری اندازه (2999)
 ميکروليتر 839 و اضافه آزمایش لوله در متانولی عصاره
  دقيقه، 3 از پس .شد افزوده آن به %3 سدیم نيتریت
 ميکروليتر 8999 و %89 آلومينيوم کلرید ميکروليتر 599
  موج طول در جذب ميزان و اضافه مولار 8 سود
 برحسب آن  همحاسب نهایت در .گردید قرائت نانومتر 519
 .شد بيان خشک ماده گرم /ئرستينکو

 
Y = 0.013X- 0.159 

Y: جذب مقدار 

X: کل فلاونوئيد 

 
 اکسیدانی آنتی فعالیت گیری اندازه
 از استفاده با اکسيدانی آنتی فعاليت گيری اندازه منظور به

DPPH روش از Chiou گردید. استفاده (2999) همکاران و 
  با همراه متانولی عصاره از ميکروليتر 39 منظور بدین
/DPPH (mol ميکروليتر 939

L3-89×6) آزمایش لوله در 
 موج طول در آن جذب ميزان دقيقه 59 از پس و اضافه
 زیر فرمول از استفاده با نهایت در شد. قرائت نانومتر 389
 .آمد بدست اکسيدانی آنتی فعاليت ميزان
 

 
AC: بلنک جذب ميزان 
AS: نمونه جذب ميزان 

 

 ها آنزیم فعالیت سنجش برای گیاهی عصاره استخراج
 از گرم 3/9 مویين، های ریشه برداشت از پس روز یک
 Tris-HCl بافر ليتر ميلی 3/2 با سرد هاون در ریشه بافت
 همگنی عصاره تا شد سابيده pH=3/9 با مولار ميلی 39

  دمای در دقيقه 29 مدت به حاصل عصاره د.مآ بدست
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 .گردید سانتریفيوژ دور 82999 با گراد سانتی درجه 4
 با سانتریفيوژ در دوباره و شده جدا دقت با رویی محلول
 قرار دور 9999 و دقيقه 83 و گراد سانتی درجه 4 دمای
 و منتقل جداگانه های ویال به رویی محلول نهایت در .گرفت
 گایاکول کاتالاز، های آنزیم فعاليت گيری اندازه برای

  شد استفاده پراکسيداز آسکوربات و پراکسيداز
(Sudhakar et al., 2001). 

 
 (CAT()EC 1.11.1.6) کاتالاز آنزیم فعالیت

 روش از استفاده با کاتالاز آنزیم فعاليت سنجش
Bergmeyer (8994) طول در جذب تغييرات .شد امانج 

 به اسپکتروفتومتر دستگاه از استفاده با نانومتر 249 موج
 حسب بر آنزیم فعاليت محتوای و بررسی دقيقه یک مدت

 پروتئين گرم ميلی هر ازای به دقيقه در جذب واحد تغييرات
 .گردید محاسبه کل

 
 (GPX()EC 1.11.1.7) پراکسیداز گایاکول آنزیم فعالیت

 گایاکول از استفاده با پراکسيداز گایاکول آنزیم فعاليت
 همکاران و Zhang روش براساس و سوبسترا عنوان به
 اکسيداسيون دليل به جذب افزایش. شد گيری اندازه (2993)

 دقيقه یک مدت در نانومتر 499 موج طول در گایاکول،
 تغييرات حسب بر آنزیم فعاليت ميزان سپس شد. گيری اندازه
 کل پروتئين گرم ميلی هر ازای به دقيقه در جذب واحد

 .گردید محاسبه
 

 (APX) پراکستتتتیداز آستتتتکوربا  آنتتتتزیم فعالیتتتتت
(EC 1.11.1.1) 

 آسکوربات آنزیم سينتتيکی فعاليت سنجش برای
 شد. استفاده Asada (8918) و Nakano روش از پراکسيداز

 و قرائت نانومتر 923 موج طول در جذب تغييرات منحنی
 دقيقه در جذب واحد تغييرات حسب بر آنزیم فعاليت ميزان

 .گردید محاسبه کل پروتئين گرم ميلی هر ازای به

 ها داده آماری تحلیلو تجزیه
  و تيمار 9 با تصادفی کاملا  طرح قالب در آزمایش این

 پارامتریک یها داده آماری تحليلو تجزیه .شد انجام تکرار 5
 استفاده باآنها  ميانگين مقایسه و SAS 9.1 افزار نرم توسط

 های داده آماریتحليل و تجزیه و دانکن آزمون از
 SPSS افزار نرم از استفاده با شدن( ای )قهوه غيرپارامتریک

 بهآنها  ميانگين مقایسات و Kruskal-Wallis آزمون و 20
 توسط نمودارها درنهایت .گردید انجام اسکوئر کای روش
 .شدند ترسيم Excel افزار نرم

 
 نتایج
 مویین های ریشه تراریختی دییتأ

 PCR توسط مویين های ریشه تراریختی ماهيت دیيتأ
 مورد نوار ،%8 آگارز ژل الکتروفورز از پس .گردید مانجا

 در rolB ژن تکثير به مربوط bp919 در حدود انتظار
 از حاصل نوار با که شد مشاهده احتمالی مویين های ریشه
 از بود. اندازه  هم تلقيح( در استفاده مورد )باکتری مثبت شاهد
 نيافته تلقيح ریزنمونه به مربوط های ریشه در دیگر سوی
 این (.8 )شکل نگردید مشاهده تکثير در نواری منفی( )شاهد
 پلاسميد T-DNA در موجود rolB ژن که داد نشان نتایج

Ri باکتری A. rhizogenes مویين های ریشه ژنوم داخل در 
 .است شده تلفيق گياه زرین

 

 
 گیاه زرین مویین های ریشه در rolB ژن PCR آنالیز -1 شکل

M: مولکولی مارکر Kb 8 (Fermentase.) C+: A. rhizogenes مثبت کنترل 

C1-: واکنش PCR فاقد DNA منفی کنترل C2-: عنوان به غيرتراریخت ریشه 

 گياه زرین تراریخت مویين های یشهر :2 و 8 منفی کنترل
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 شدن ای قهوه زانیم و رشد بر یاکسایش ضد های ترکیب اثر
 مویین های ریشه

 و بافر عنو اثر از حاصل های داده واریانس زآنالي
 بين که داد نشان تر وزن ميزان بر آن مختلف های غلظت
 (P<98/9) دارد وجود یدار معنی اختلاف ها تيمار

 بر یبافر مختلف های کشت محيط اثر بررسی (.8 )جدول
 داد نشان روز 28 گذشت از پس مویين های ریشه رشد
 برابری 46/3 افزایش با تر وزن ميزان حداکثر که
(g64/8) غلظت با زغال فعال تيمار در g/L3/8 پس و 
 مشاهده (g35/8) زغال فعال g/L5 غلظت در آن از

 (g92/9) نيز تر وزن ميزان کمترینکه  طوری به .گردید
 آسکوربيک اسيد تيمار آن از پس و شاهد های نمونه در
(g95/9) غلظت با g/L93/9 البته .(2 )شکل شد ثبت 

 نظر از یدار معنی تفاوت آسکوربيک اسيد غلظت دو بين
 آسکوربيک، اسيد از پس .نشد مشاهده تر وزن ميزان

 g/L66/2 بافر MES به مربوط ترتيب به تر وزن افزایش
(g93/9) و MES غلظت با بافر g/L55/3 (g21/8) .بود 

 وزن افزایش در بسزاییتأثير  نيز PVP غلظت دو هرالبته 

 بين در یدار معنی تفاوت اما (g56/8) داشتند ها ریشه تر
 همچنين نگردید. مشاهده تيمار این مختلف های غلظت
 و بافر نوع اثر از حاصل های داده واریانس آناليز
 اختلاف ،شدن  ای قهوه ميزان بر آن مختلف های غلظت
 بررسی با .(P<93/9) داد نشان ها تيمار بينی را دار معنی
 در و مختلف های نمونه در شدن ای قهوه ميزان تفاوت
 ميزان حداکثر که شد مشاهده بافری های محيط انواع
 است، داده رخ شاهد های نمونه در (3/24) شدن ای قهوه
 زغال فعال تيمار در نشد  ای قهوه ميزان کمترین حاليکه در
 زغال فعال در آن از پس و g/L3/8 (3/3) غلظت با

g/L5 و (PVP g/L 3/8) (3/1) گردید مشاهده  
 و PVP غلظت دو هر ميان در کهکرد  بيانباید  البته)

که  نحوی به نگردید(. مشاهده دار معنی تفاوت زغال فعال
 اسيد آن از پس و بافر MES های بافر ترتيب به

 از شدن  ای قهوه نميزا بر راتأثير  کمترین آسکوربيک
 اطلاعات این به توجه با (.8 شکل) دادند نشان خود
 با ها ریشه شدن  ای قهوه احتمالا  که گرفت نتيجه توان می

 دارد. سوعکم رابطه آنها رشد ميزان
 

 

 های مویین زرین گیاه ریشه -2شکل 

 روز،  11زیر لوپ، ب: نمونه شاهد پس از گذشت  ای شده در های قهوه الف: ریشه

 روز 11پس از گذشت  g/L 1/1ج: نمونه تیمار شده با زغال فعال درغلظت 

  

 ب ج الف



 

 مویین زرین گیاه های اکسیدانی در ریشه های آنتی اکسیدانی و آنزیم شدن، فنل کل، فلاونوئید کل، فعالیت آنتی ای تجزیه واریانس تأثیر بافرها و مواد ضد اکسایشی بر وزن تر، میزان قهوه -1جدول 

 میانگین مربعا 
 درجه

 آزادی
 منابع تغییرا 

 کاتالاز
آسکوربا  

 پراکسیداز

گایاکول 

 پراکسیداز
 وزن تر ای شدن قهوه فنل کل فلاونوئید کل اکسیدانی فعالیت آنتی

*959/9 
*985/9 

**915/8 
**512/85 

**19/21 
**92/25 

**811/9 
 تیمار 89 588/9**

 خطای آزمایشی 86 9999/9 981/9 54/9 116/9 556/9 999/9 9985/9 9998/9

 (%ضریب تغییرا  )  49/2 99/9 93/89 28/85 68/89 53/5 14/25 95/4

 %3دار در سطح احتمال  دهنده وجود اختلاف معنی نشان :*

 %8دار در سطح احتمال  دهنده وجود اختلاف معنی نشان :**

 

 
 مایع محیط در گیاه زرین مویین های ریشه شدن ای قهوه میزان ب: ،مویین های ریشه تر وزن الف: بر اکسایش ضد مواد و  بافر غلظت و نوع اثر -2 شکل

 .دباش می دانکن آزمون براساس دار معنی اختلاف عدم دهنده نشان مشابه حروف

 ب الف
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 کل فلاونوئید و فنل میزان بر بافر غلظت و نوع اثر
 و بافر عانو اثر از حاصل های داده اریانسو تجزیه    

 بين که داد نشان کل فنل ميزان بر آن مختلف های غلظت
 )جدول (P<98/9) دارد وجود یدار معنی اختلاف تيمارها

 )فاقد شاهد های نمونه در کل فنل ميزان حداکثر (.8
 مشاهده (mg/g FW64/83) (اکسيدانی آنتی های ترکيب
 های ریشه در کل فنل ميزان برابر 9/6 مقدار این که گردید
 ميزان برابر 22/5 و (g/L3/8) زغال فعال تيمار تحت مویين
 بود. PVP (g/L3/8) با شده تيمار های ریشه در کل فنل
 g/L3/8 زغال فعال کل فنل ميزان کاهش در ماده ترینمؤثر

(mg/g FW24/2) .ها بافر ميان درتأثير  ميزان کمترین بود 
 و g/L66/2 (mg/g FW32/1) بافر MES به مربوط نيز

PVP غلظت با g/L3/9 (mg/g FW99/9) (.5 شکل) بود 

 انواع اثر از حاصل های داده واریانس آناليز دیگر سوی از
 تيمارها بين که داد نشان کل فلاونوئيد ميزان بر ها بافر

 (.8 )جدول (P<98/9) دارد وجود یدار معنی اختلاف
 زغال فعال تيمار دو هر در کل فلاونوئيد ميزان حداقل

g/L3/8 (mg/g FW54/8) و g/L5 (mg/g FW43/5) و 
 mg/g) شاهد های نمونه در کل فلاونوئيد ميزان حداکثر

FW33/88) ميزان بيشترین آن از پس گردید. مشاهده 
 (g/L8/9) آسکوربيک اسيد در ترتيب به کل فلاونوئيد

(mg/g FW99/88) آسکوربيک دياس و (g/L93/9) 
(mg/g FW41/9) ترتيب به ها تيمار این از پس .شد مشاهده 

MES بافر g/L55/3 (mg/g FW12/1) غلظت دو هر و 
 PVP (mg/g FW85/9) (mg/g ليتر بر گرم 3/9 و 3/8

FW6) (5 شکل) بودند کل فلاونوئيد ميزان حداکثر دارای.  
 

 
 گیاه زرین مویین های ریشه کل فلاونوئید ب: ،کل فنل محتوای الف: بر یاکسایش ضد مواد و بافر نوع اثر -5شکل 

 .باشد می دانکن آزمون براساس دار معنی اختلاف عدم دهنده نشان مشابه حروف

 

 یاکسیدان آنتی فعالیت میزان بر بافر غلظت و نوع اثر
 های ریشه اکسيدانی آنتی فعاليت ميزان بررسی نتایج     

 از روز 28 گذشت از پس که داد نشان گياه  زرین مویين
 طور به یاکسيدان آنتی فعاليت مختلف، بافرهای اعمال
 شاهد به نسبت بافری های کشت  محيط تمام در داری معنی

 ميزان حداقل (.8 )جدول (P<98/9) است یافته افزایش
 از پس و (%66/2) شاهد های نمونه در یاکسيدان آنتی فعاليت

 مشاهده g/L8/9 (99/5%) آسکوربيک اسيد تيمار در آن
 با تيمار در یاکسيدان آنتی فعاليت چشمگير افزایش شد.

 نينچهم .گردید مشاهده g/L3/8 (89/88%) زغال فعال
PVP (g/L3/8) (52/6%) افزایش در بسزاییتأثير  نيز 
 .داشت شاهد های نمونه با مقایسه در یاکسيدان آنتی فعاليت
 MES و g/L8/9 (99/5%) آسکوربيک اسيد های بافر تأثير
 برابری 4 افزایش .نشد مشاهده g/L66/2 (92/4%) بافر

 حکایت شاهد به نسبت زغال فعال در یاکسيدان آنتی فعاليت
 برای تواند می زغال فعال از غلظت این که دارد آن از

 و مؤثر بسيار اکسيژن فعال های گونه فعاليت از جلوگيری
 (.4 شکل) باشد گذارتأثير

 

 ب الف
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 گیاه زرین مویین های ریشه در اکسیدانی آنتی فعالیت میزان بر یاکسایش ضد مواد و بافر نوع اثر -4 شکل

 .باشد می دانکن آزمون براساس %8 احتمال سطح در دار معنی اختلاف عدم دهنده نشان مشابه حروف

 
 یاکسیدان آنتی های آنزیم بر بافر غلظت و نوع اثر
 فعاليت بر بافر غلظت و نوع اثر ميانگين مقایسه    

  داد نشان کاتالاز و پراکسيداز آسکوربات های آنزیم
 آنزیم در و (P<93/9) سطح در دار معنی اختلاف که

  سطح در دار معنی اختلاف پراکسيداز گایاکول
(98/9>P) براساس (.8 )جدول دارد وجود ها تيمار بين 

  فعاليت ميزان کمترین ميانگين، مقایسات نتایج
 (،μmol/min.g.FW91/9) پراکسيداز گایاکول آنزیم سه هر

 کاتالاز و (μmol/min.g.FW91/9) پراکسيداز آسکوربات
(μmol/min.g.FW82/9) ميزان حداکثر و شاهد های نمونه در 

 (،μmol/min.g.FW69/5) پراکسيداز گایاکول های آنزیم فعاليت
 کاتالاز و (μmol/min.g.FW52/9) پراکسيداز آسکوربات

(μmol/min.g.FW44/9) شده تيمار های نمونه در  
  باید البته گردید. مشاهده g/L3/8 زغال فعال با

  فعاليت ميزان بر ها تيمار سایرتأثير  که داشت توجه
  مثال عنوان به است. بوده متفاوت ها آنزیم از یک هر

  آنزیم فعاليت افزایش سبب PVP (g/L3/8) تيمار
 کاتالاز و (μmol/min.g.FW38/5) پراکسيداز گایاکول

(μmol/min.g.FW49/9) چندانیتأثير  حاليکه در ،گردید 
 پراکسيداز آسکوربات آنزیم فعاليت افزایش بر
(µmol/min.g.FW 83/9) .زغال فعال همچنين نداشت 

g/L5  های آنزیم فعاليت افزایش در بسزاییتأثير  
 کاتالاز و (µmol/min.g.FW29/9) پراکسيداز آسکوربات

(µmol/min.g.FW48/9) شاهد از پس تيمار این اما داشت 
 پراکسيداز گایاکول آنزیم فعاليت بر راتأثير  کمترین

(µmol/min.g.FW34/8) تأثير  وجهت قابل نکته .داد نشان
 سه هر فعاليت ميزان بر بافر MES و آسکوربيک اسيد پایين
 کاتالاز و پراکسيداز آسکوربات پراکسيداز، گایاکول آنزیم
 اسيد تيمار بين یدار معنی تفاوت مثال عنوان به باشد. می

 در شاهد و g/L8/9 (µmol/min.g.FW85/9) آسکوربيک
 g/L66/2 بافر MES بين و کاتالاز آنزیم فعاليت

(µmol/min.g.FW91/9) آنزیم در شاهد و 
 g/L55/3 بافر MES .نشد مشاهده پراکسيداز آسکوربات 
(µmol/min.g.FW24/5) آسکوربيک اسيد و g/L93/9 
(µmol/min.g.FW61/2) بيشترین ها آنزیم سایر به نسبت 

 .(3 شکل) داشتند پراکسيداز گایاکول آنزیم بر راتأثير 
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  بر یاکسایش ضد مواد و  بافر نوع اثر -1 شکل

  پراکسیداز آسکوربا  آنزیم فعالیت ب: ،(%1 سطح در دار )معنی پراکسیداز گایاکول آنزیم فعالیت الف:

 گیاه زرین مویین های ریشه در (%1 سطح در دار )معنی کاتالاز آنزیم فعالیت ج: ،(%1 سطح در دار  )معنی
 باشد. می دانکن آزمون براساس دار معنی اختلاف عدم دهنده نشان مشابه حروف

 

 بحث
 مواد از بودن غنی دليل به گياه زرین مویين های ریشه
 سرعت به کشت محيط اکسيژن معرض در يکی،فنل مختلف
 عمده طور هب مویين های ریشه شدن ای قهوه شوند. می ای قهوه
 ست.آنها محتوای یفنل های ترکيب اکسيداسيون دليل به

 های بافت کننده مسموم مواد جزو شده اکسيد یفنل های ترکيب
 های ریشه توده رشد در یبازدارندگ اثر ترتيب بدین و بوده زنده
 مورد های تيمار .(Al-Khayri et al., 2017) دارند مویين
 يهاول شده تنظيم محدوده در pH کنترل با تحقيق این در استفاده
  و ها ریشه یفنل های ترکيب بيشتر اکسيداسيون مانع

 الف

 ب

 ج
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 .(Krishna et al., 2008) شوند میآنها  شدن ای قهوه
 از کمی ظرفيت یکشت بافت های محيط رایج های ترکيب

 کاهش کنترل توانایی علت همين به دارند، بافری خاصيت
pH و نداشته را یفنل های ترکيب شدن اکسيد اثر در 
 محققان کنند. جلوگيری ها بافت شدن  ای قهوه از توانند نمی

 و سدیمی های نمک و آلی های اسيد که دریافتند مختلفی
 ای شيشه درون های کشت محيط pH توانند میآنها  پتاسيمی

 به اسيدها این که شد متذکر باید اگرچه دارند. نگه پایدار را
 از توان می همچنين باشند. نمی مؤثر سنتزی بافرهای اندازه 

 کرد کمک ها بافت رشد به آلی اسيدهای افزودن طریق
(George et al., 2008).  

 تغيير و شدن ای قهوه در اصلی ملعا که PAL آنزیم مهار
pH مانند یاکسایش ضد مواد از استفاده طریق از باشد می 

 بيوسنتز کاهش برای توجهی قابل توان ،زغال فعال
 آنزیم فعاليت مهار همچنين کند. می ایجاد یفنل های ترکيب
PAL منبع یک است ممکن یفنل های ترکيب اکسيداسيون و 
 های کننده تنظيم با یا و کرده ایجاد را کربن منابع از جدید
 طریق این از که کند برقرار ارتباط گياهان درونی رشد
 ,.Maxwell et al) کند کمک نيز رشد افزایش به تواند می

 Litchi) سرخالو روی بر هایی آزمایش در .(2013

chinensis) ها ریزنمونه شدن یا قهوه از جلوگيری منظور به 
 که شد استفاده سيتریک اسيد و آسکوربيک اسيد ترکيب از
 در گردید. شدن  ای قهوه توقف سبب و بوده مؤثر ترکيب این

 ییتنها به ها اکسيدان آنتی این از یک هر از استفاده حاليکه
 ای شيشه درون شرایط در ها ریزنمونه کشت بهبود بر یتأثير

 از آمده بدست ایجنت .(Soleimani et al., 2012) نداشت
 مطابقت (2982) همکاران و Soleimani نتایج باها  آزمایش

تأثير  که است هایی اکسيدان آنتی جزو آسکوربيک دياس .دارد
 به و نبوده چشمگير چندان سنتزی های بافر با مقایسه در آن

 کشت محيط pH کنترل در را داری معنی تغييرات تنهایی
 فعاليت کاهش بر چندانیتأثير  بافر این زیرا کند. نمی ایجاد
 تغيير از حاصل تنش اثر بر شده توليد اکسيداز فنل پلی آنزیم
 آنزیم .(George et al., 2008) ندارد ها ریشه کشت محيط
 شدن اکسيد سبب خود فعاليت طریق از اکسيداز فنل پلی

 های ریشه شدن ای قهوه نتيجه در و توليدی یفنل های ترکيب
 ها ریشه در مردگی بافت امر، این نتيجه در شود، می مویين
 وزن و شده متوقف ها ریشه بيشتر رشد عملا  و داده رخ

  .(George et al., 2008) ابدی می کاهش نيز توده  زیست
 توجه باید اما باشد می بافر MES ،مؤثر بافرهای از کیی
 غلظت و گياهی گونه به بافر این اثرگذاری ظرفيت که کرد
 گونه برحسب بافر MES دارد. بستگی نيز استفاده مورد
 سبب خوبی به یا و پروتوپلاست مرگ سبب تواند می گياهی
 MES  شود. گياه باززایی یا و سلولی تقسيم درصد افزایش

 گياهان از برخی اما نبوده سمی گياهان از بسياری برای بافر
 ,Ramage & Williams) باشند می حساس آن به نسبت

2002). Ramage و Williams (2992) که کردند گزارش 
MES افزایش با حتی ،تنباکو شاخساره زنی جوانه بر بافر 
 Morgan نشد. واقع مؤثر نيز مولار ميلی 899 حد تا غلظت

 غلظت در MES بافر مؤثر کاربرد (2999) همکاران و
mM39  کشت محيط دررا MS نيموی های ریشه در مایع 
 در کردند. گزارش (Catharanthus roseus) پریوش گل
 روز در گياه  زرین های ریشه برداشت به باتوجه پژوهشاین 
 مشاهده ها ریشه وزن کاهش بر بافر MES منفیتأثير  ،28
 اسيد به نسبت بافر MES غلظت دو هر همچنين .نشد

 از تواند می ترکيب این که گردید واقع ترمؤثر آسکوربيک
 نسبت ها نمونه شدن  ای قهوه کاهش موجب pH کنترل طریق

 در ها ریشه رشد افزایش و آسکوربيک اسيد و شاهد به
 زیاد احتمال به دیگر سوی از شود. دیگر تيمار دو با مقایسه
 نيز گياه زرین گياهی گونه به توان می را بافر MESتأثير 
 بافر MES شد ذکر بالا در که گونه همان زیرا ،داد نسبت
 بر متفاوتی اتتأثير مختلف، گياهی ایه گونه در تواند می

 .باشد داشته گياه باززایی یا سلولی تقسيم درصد

 Myrica گياه کشت محيط در PVP %3/9 کاربرد

esculenta، کاهش %68/99 تا را ها ریزنمونه شدن ای قهوه 
 های ریزنمونه تعداد کاهش در PVP مثبتتأثير  همچنين داد.
 Cleistanthus collinus، Tectona در گياه ای قهوه

grandis و Gossypium hirsutum است شده گزارش 
(Soleimani et al., 2012). غلظت خرما ریزازدیادی در 
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g/L3/8 شدن ای قهوه از توجهی قابل صورت به زغال فعال 
 گردیدآنها  رشد افزایش سبب و کرده جلوگيری ها مونهزنری
(Chiou et al., 2007). نيز تحقيق این نتایج طبق PVP و 

 و مویين های ریشه رشد افزایش در دو هر زغال فعال
 توان می بنابراین .بودند مؤثر آنها شدن ای قهوه از جلوگيری
 تحقيقات استایر در تحقيقاتاین  نتایج که بيان کرد

Soleimani و( 2982) همکاران و Chiou همکاران و 
 بود.( 2999)

Shirazi تراریخت های ریشه در (2981) همکاران و 
 زغال فعال مثبتتأثير  (Glycyrrhiza glabra) بيان شيرین

 گرچه کردند. گزارش را عمای MS  کشت محيط در 8%
 وجود گياهی سالم های بافت در معمولا  یفنل های ترکيب
 با شوند، اشتهانب اختصاصی های سلول در توانند می و دارند
 تنش شرایط در یا و بافت شدن زخم از پس حال این
 شوند می توليد فراوانی به دفاعی پاسخ یک عنوان به
(Maxwell et al., 2013.) را شدن ای قهوه علت ترین اصلی 

 و گياه زرین در فراوان یفنل های ترکيب وجود توان می
 که دانست اکسيداز فنل پلی آنزیم توسطآنها  شدن اکسيد
 در آنزیم این شود. یافت گياهان تمام در تقریبا  است ممکن
 نقش و بوده ها بافت شدن  ای قهوه مسئول گياهی های بافت

 فعاليت دارد. اکسيداتيو فرایندهای کنترل در اهميتی با
 و مکانيکی آسيب قبيل از زا، تنش شرایطدر  اکسيداز فنل پلی
 Krishna et) ابدی می افزایش بيوشيميایی موقعيت در تغيير

al., 2008). ای قهوه دلایل از یکی توان می علت همين به 
 حد از بيش فعاليت را بافر فاقد محيط در ها ریشه شدن
 محيط از ها ریشه جابجایی اثر در اکسيداز فنل پلی آنزیم
 .(Maxwell et al., 2013) دانست مایع محيط به جامد

Yusefi های غلظت اثر مطالعه با (2983) همکاران و 
 تراوش و زایی کالوس بر سکوربيکآ اسيد مختلف
 نيشکر ای شيشه درون کشت در یفنل های ترکيب

(Saccharum officinarum L.) غلظت که دادند شانن 
mg/L599 های ترکيب توليد کاهش بر آسکوربيک اسيد 

تأثير  تر پایين های غلظت حاليکه در ،بود گذارتأثير یفنل
 پژوهشاین  نتایج با تحقيق این نتایج .نکردند ایجاد چندانی

 بود. راستا هم آسکوربيک اسيد کمتر های غلظتتأثير  بر
 مؤثر های اکسيدان آنتی ميزان بر تأثير طریق زا بافرها

 برنده بين از و اکسيداتيو فرایند بازدارنده عنوان به
 های رادیکال شدن تبدیل به و کرده عمل آزاد های رادیکال

 این به که کنند می کمک کمتر فعاليت با هایی گونه به آزاد
 شدن ای قهوه و یفنل های ترکيب شدن اکسيد مانع طریق
 تجمع .(Krishna et al., 2008) شوند می گياهی بافت
 محيط در مویين های ریشه در شده توليد های بادی آنتی
 ها پروتئين پایدارکننده عامل افزودن وسيله به تواند می کشت

 که دادند نشان نيز پيشين تحقيقات یابد. بهبود PVP قبيل از
 کشت محيط در (PVP) ها پروتئين پایدارکننده عامل افزودن

 Lonoce et) شود بادی آنتی پایداری افزایش سبب تواند می

al., 2016). سکوربيکآ اسيد قبيل از اکسيدانی آنتی بافرهای 
 مانند آنزیمی اکسيدانی آنتی دفاع سيستم فعاليت افزایش با

 و پراکسيداز آسکوربات و پراکسيداز اکولیگا کاتالاز،
 غير اکسيدانی آنتی دفاع سيستم فعاليت افزایش با همچنين
 گردند می اکسيداتيو تنش کاهش سبب آنزیمی

(Daneshmand, 2014). است ممکن نيز تحقيقات نیا در 
 غيرآنزیمی و آنزیمی های واکنش طریق از استفاده شده مواد
 شرکت اکسيژن فعال های گونه کردن جاروب و حذف در

البته  .نمایند محافظت اکسيداتيو تنش از را ها ریشه و کرده
 و بوده کشت مراحل ابتدای در تنها فنلی های ترکيب کاهش

 عملکرد در ها ترکيب این کاهش ها، ریشه رشد افزایش با
 مقياس کشت در دیگر سوی از و شود جبران تواند می کلی

 های ترکيب این به کمتری نياز مایع تکش محيط در بزرگ
 باشد. می pH کننده کنترل
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Abstract 
     Rosmarinic acid (RA) is considered as one of the most important polyphenols. It is an ester 

of 3, 4-dihydroxyphenyl actic and caffeic acids and as an antioxidant significantly reduces the 

DNA damage induced by the anticancer compound doxorubicin. Hairy roots of Dracocephalum 

kotschyi Boiss contain rosmarinic acid with biological and anticancer activities. However, due 

to the high production of phenolic compounds in liquid medium, the hairy roots encounter with 

tissue browning and death problem. In this study, the effect of antioxidant compounds on 

growth of D. kotschyi hairy roots and inhibition of tissue browning has been surveyed. In vitro 

Hairy roots were induced by inoculation of two-weeks-old cotyledons of D. kotschyi via 

Agrobacterium rhizogenes (15834 strain). Gene transformation confirmed by PCR using rol B 

gene specific primers. In order to optimize the growth and prevent the tissue browning, hairy 

roots were cultured in ½MS liquid medium containing different buffers and antioxidants 

including ascorbic acid (0.05 and 0.1 g/L), MES buffer (2.66 and 5.33 g/L), activated charcoal 

(1.5 and 3 g/L) and polyvinyl pyrrolidone (0.5 and 1.5 g/L) in two concentrations. In order to 

record the quality of hairy roots under the influence of different chemicals, the phytochemical 

properties of samples (total phenol and flavonoid, antioxidant activity and antioxidant enzymes 

activity) were analyzed by spectrophotometer. Results after 21 days showed that the maximum 

biomass (1.64 g) and the lowest tissue browning was obtained in ½MS media containing 

activated charcoal (1.5 g/L). And after AC the highest biomass was observed on both PVP 

concentrations (1.36 g) and the highest browning and growth loss was observed in the control 

samples. The maximum and minimum amount of total phenol and flavonoid were observed in 

control samples and 1.5 g/L of activated charcoal treatment, respectively. The highest and the 

lowest levels of total antioxidant activity and antioxidant enzymes were related to 1.5 g/L of 

activated charcoal and control samples, respectively. It is considerable that the inhibition of 

PAL enzyme by using antioxidants such as activated charcoal and PVP has a potential to reduce 

biosynthesis of phenolic compounds and prevent the browning.  
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