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Tanacetum parthenium L.  
  � قاسم پور و عليرضا1شاكر ني حس،� برنارد ، فرانسواز1عاكفانمه سم

  چكيده

هدف اين تحقيق بررسي ميزان توليد پارتنوليد و فعاليت آنتـي اكـسيدان در كـشت                

 .Tanacetum parthenium (L.) Schكالوس و گياهچه هاي ريزازديادي شده گياه 

Bip. ــره ــاي Asteracae تي ــر تيماره ــت اث ــردن  تح ــي ك  و دو  (wounding)  زخم

به اين منظور بذر گيـاه در       . فيتوهورمون استرس آبسيزيك اسيد و ساليسيليك اسيد بود       

 با كل ويتامين ها كشت شده و قطعات ساقه اي گياهچـه هـاي حاصـل     MS/4محيط 

 كشت داده   µM 44/4(BAP (و NAA )µM 54/0 ( با هورمونهاي  MSروي محيط   

روي قطعـات جـدا    اسيد و ساليـسيليك اسـيد   ، آبسيزيك زخمي كردن تيمارهاي. شد

 ماهه ريزازديـادي شـده بـه        2حاصل از گياهچه هاي     )  گره اول   با جوانه انتهايي (كشت

 مقدار پارتنوليد در عصاره گياهچه ها       تحليل.  ساعت در محيط مايع انجام شد      10مدت  

 و  ه صورت فعاليت كيفـي پراكـسيداز       ب فعاليت آنتي اكسيدان  .  انجام شد  HPLCتوسط  

كالوس از قطعـات برگـي گياهچـه         . ارزيابي شد  توسط الكتروفورز ژل پلي آكريل آميد     

ــذر در محــيط   ــاMSهــاي حاصــل از ب   mg.l-1 5/0 (BAP( و NAA) mg.l-1 2 ( ب

                                                      
ــ- 1 ــهيد     گـ ــشگاه شـ ــوم، دانـ ــشكده علـ ــي، دانـ ــست شناسـ ــشتيروه زيـ ــي  بهـ ــست الكترونيكـ  ، پـ

com.yahoo@2003sequrity  
  پژوهشكده گياهان دارويي، دانشگاه شهيد بهشتي - 2
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آبـسيزيك اسـيد،     مـايع بـا تيمارهـاي        MSكالوسهاي يك ماهه به محـيط       . بدست آمد 

ال يافتـه و پـس از يـك هفتـه           انتق (DMSO) دي متيل سولفوكسيد  و  ساليسيليك اسيد   

 .وق انـدازه گيـري شـد       ف ـ مقدار پارتنوليد و فعاليت كيفي پراكسيداز در آنها طبق روش         

 ميزان پارتنوليد بدست آمده در گياهچه هـاي ريزازديـادي شـده در ايـن تحقيـق برابـر            

كمترين ساليسيليك اسيد     زخمي كردن با    تيمار كه بود، در حالي   00863/0 ± 00283/0

توليـد پارتنوليـد در     . پارتنوليد و بيشترين ميزان رشد را در گياهچه ها ايجاد كرد          مقدار  

 تيمارهـا اخـتلاف     ميانمقدار پارتنوليد در كالوس     . تافتيمارها با افزايش رشد كاهش ي     

نتـايج الكتروفـورز يـك بانـد اضـافي          . معني دار نداشت و نسبت به گياهچه كمتر بـود         

 ميـان   ولـي  .اندهاي آنيـوني از كـاتيوني قـويتر بودنـد         ب.  نشان داد  تيمار زخمي كردن  در

بـين ميـزان توليـد      . هـيچ تفـاوتي مـشاهده نـشد       بافت كـالوس    باندهاي الكتروفورزي   

  . مستقيم مشاهده شداي پارتنوليد در بافتهاي گياهي با فعاليت كيفي پراكسيداز رابطه

  

 آنتي اكسيدان، ، پارتنوليد، فعاليت .Tanacetum parthenium L : كليديهاي واژه

 آبسيزيك اسيد، ساليسيليك اسيد، زخمي كردن، دي متيل سولفوكسيد
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  مقدمه
 گياهي اسـت دارويـي كـه تـاريخي     .Tanacetum parthenium (L.) Sch. Bipگياه 

متابوليتهـاي ثانويـه    . )Dermarderosian  ،2001 (طولاني در استفاده در طب سنتي دارد      
 هـاي ا، گليكوزيـدهاي فلونوئيـدي، منوترپنهـا و تركيب        گياه شامل سزكوئي ترپن لاكتونه ـ    

،  (Kemper، تاننهـا و موسـيلاژ اسـت   2، ملاتـونين 1ديگر از جمله پلي استيلنها، پيرترين
نوليد  آنها پارتميان گياه بوده و در هايسزكوئي ترپن لاكتونها از فراوانترين تركيب  . )1999

 سـزكوئي تـرپن لاكتـوني گيـاه را          محتـوي % 85 است، تا    3كه جزء گروه ژرماكرانوليدها   
پارتنوليد در بخشهاي هوايي گياه     . ول فعاليتهاي بيولوژيكي گياه است    ئتشكيل داده و مس   

 و يـا مقـدار     فاقد اين تركيـب بـوده      مي شود، ولي ريشه ها يا        تركيب) گل، برگ، ساقه  (
  )Aljacic et al ،2000 ،Kemper ،1999 ( را توليد مي كنندآنراي از يبسيار جز

 التهـاب زا از     هـاي پارتنوليد مانع تجمع پلاكتهـا و ترشـح سـروتونين و سـاير تركيب             
اين تركيب همچنين اثر ضد اسپاسـم داشـته و حـساسيت و واكـنش               . پلاكتها مي گردد  

 4سروتونين  از جملههاعضلات صاف ديواره رگهاي خوني مغز را نسبت به بعضي تركيب
ر نتيجه همه اين اثرات باعث بروز اثر پيـشگيري           از بين مي برد كه د       5روستاگلندينهاو پ 

يكي ديگر از اهـداف پارتنوليـد       . )Dermarderosian  ،2001 (كننده از ميگرن مي شوند    
.  مي گـردد   NOنيتريك اكسايد سنتتاز در سيستم عصبي مركزي است و مانع آزادسازي            

 رغم  به.)Fiebich et al، 2002 (اثر ضد ميگرن آن تا حدي نيز به اين اثرش برمي گردد
مـاكولوژيكي  ردهـد و تحقيقـات فا      خصوصيات بيولوژيكي زيادي كه پارتنوليد نشان مي      

 عمـل و ارتبـاط بـين سـاختار          سـازوكار گسترده درباره آن، سـوالات زيـادي در مـورد           
 بـه دليـل اثـرات دارويـي         .استمانده  شيميايي و فعاليت بيولوژيكي آن حل نشده باقي         

 شـيميايي آن مـشكل  مـي         تركيبدهد و نيز به دليل اينكه        ن مي زيادي كه پارتنوليد نشا   
  .باشد، پيدا كردن روشي براي افزايش توليد آن در گياه مفيد بنظر مي رسد

1- Pyrethrin 

2- Melatonin 

3- Germacranolde 

4- Serotonin 

5- Prostaglandin 
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 و دو فيتوهورمـون     زخمـي كـردن    در اين تحقيق بررسي اثر تيمارهـاي          نيز هدف ما 

سيزيك اسيد و ساليسيليك اسـيد روي ميـزان توليـد پارتنوليـد و فعاليـت آنتـي                   آب تنش

اكسيدان و ارتباط احتمالي آنها در كشت كالوس و گياهچه هاي ريزازديادي شـده گيـاه                

  . بابونه گاو چشم مي باشد

 
  مواد و روشها

  

  ماده گياهي 

انـشگاه شـهيد   بذر گياه از مزرعه تحقيقاتي و پژوهشي پژوهشكده گياهان دارويـي د      

گياهچه هاي استفاده شده در تحقيقات از كشت بذر در شيـشه            . بهشتي جمع آوري شد   

 با كل ويتـامين     MS/4محيط كشت استفاده شده جهت كشت بذر، محيط         . بدست آمدند 

  . بودpH=5.8 وها 

 
   و توليد گياهچهقطعه جداكشتكشت 

 µM (و NAA )µM 54/0(  حـاوي هورمونهـاي    MSمحيط اسـتفاده شـده، محـيط        

44/4(BAP بود )Stojakowska & Kisiel ،1997( .  قطعات ساقه اي حاوي يك يـا دو

  . گره بريده شده و به حالت عمودي در محيط كشت قرار داده شدند

  

  كشت كالوس

 و  mg.l-1 2 (NAA(  حـاوي هورمونهـاي    MS محيط كشت اسـتفاده شـده، محـيط         

)mg.l-1 5/0(BAP بود) Brown et al ،1996( .ها از گياهچه هاي حاصل از كـشت  برگ

روي سـطح فوقـاني     . بريـده شـدند    cm 5/0 x cm 5/0 بذر گرفته شـده و در قطعـات       

قطعات برگي با تيغ اسكالپر چند خراش كوچـك ايجـاد شـد، سـپس برگهـا بـرعكس،                 
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 در تماس با محيط كشت  قرار داشـته باشـد، روي محـيط               آنهاطوري كه سطح فوقاني     

  .  كشت قرار گرفتند

  

  ثر تيمارها روي گياهچه هاا

براي اثر تيمارها از قطعات ساقه اي به صورت جوانـه انتهـايي بـه همـراه گـره اول                    

 مـايع فاقـد     MS سـاعته در محـيط       10تيمارهـا بـه صـورت يـك پـالس           . استفاده شـد  

سپس قطعات دوباره بـه محـيط جامـد انتقـال           .  اعمال شدند  BAP و   NAAهورمونهاي  

 آبسيزيك اسـيد  غلظت بكار رفته براي هورمون      . رداشت شدند  هفته ب  10يافته و پس از     

µM 7- 10   ساليسيليك اسيد  و براي هورمون  µM 200  زخمـي  بـراي اعمـال اثـر       . بـود

  . اي بريده شدند برگهاي ساقهكردن روي گياه، 

  

  ثر تيمارها روي كالوسا

به  با همان غلظتهاي قبلي SA و ABAبراي اثر تيمارها روي كالوس، هورمونهاي 

. ذ پذيري استفاده شدندو به منظور افزايش نف DMSO از µl.ml-1 60تنهايي و همراه با 

 و  mg.l-1 5/0(BAP( و NAA) mg.l-1 2(  مايع حاويMSكالوسهاي يك ماهه به محيط 

  .تيمارهاي مختلف هورموني انتقال يافته و پس از يك هفته برداشت شدند

  

  اندازه گيري رشد

ز بافـت    گرم ا  105/0 زان رشد بافت گياهي، وزن خشك مقدار      جهت اندازه گيري مي   

پس از مدت زمـان   ºC 60   تحت اثر درجه حرارتMoisture analyzerتوسط دستگاه 

  . دقيقه بدست آمد20حدود 
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  استخراج پارتنوليد

 نواسـت  ميلـي ليتـر      10  در شـده  ز بافت ليوفيليز و پـودر      ميلي گرم ا   50-200 مقدار

(HPLC grade) ساعت در3 براي  ºC 20   محلـول حاصـل توسـط    . عصاره گيـري شـد

مواد باقي مانده روي كاغذ صافي نيـز سـه          . شدصاف    1 شماره   whatmanكاغذ صافي   

حـلال اسـتن    .  با هـم مخلـوط گـشتند       هادر نهايت همه محلول   . بار با استن شستشو شد    

 غلظـت نهـايي   تـا  (analytical grade) تبخير شده و مواد جامد بـاقي مانـده در اتـانول   

محلـول حاصـل بـا      . وزن خشك در هر ميلي گرم محلول حل شـد          ميلي گرم    100-20

عـصاره حاصـل جهـت تعيـين ميـزان          . تحت فشار فيلتـر شـد      µm 2/0 استفاده از فيلتر  

  ). Brown et al ، 1996 ( مورد استفاده قرار گرفتHPLCپارتنوليد توسط 

  

  HPLCآناليز 

 Knauer از شـركت  Well chromقيـق مـدل    بكار رفتـه در ايـن تح  HPLCسيستم 

و  nm 210  تنظـيم شـده در  K-2800 مـدل   UV و دتكتورK-1001آلمان با پمپ مدل 

آب بـا   :  متحرك استونيتريل  مرحله. مي باشد  mm 4 و قطر  cm 25  به طول  C-18ستون  

 و مقـدار     ml.min-1 5/1سرعت جريان حـلال در سـتون        .  مي باشد  (40:60v/v)نسبت  

محلول استاندارد و عصاره هاي حاصل از بافتهاي گياهي         .  بود  µl 20يق شده   نمونه تزر 

 ± min 9/0زمان بـازداري پارتنوليـد در محلـول اسـتاندارد           . به دستگاه تزريق گرديدند   

 .)2-1 شماره تصوير(  بود 5/10

  بررسي فعاليت آنتي اكسيدان 

مايش، فعاليت كيفـي    جهت بررسي فعاليت آنتي اكسيدان در بافتهاي گياهي مورد آز         

براي اندازه گيريهاي كيفي، ابتدا پراكسيداز بايد توسط        . آنزيم پراكسيداز اندازه گيري شد    

فعاليـت  . افتها خارج شود   از ب  pH7 با   )Korori  ،1989 (بافر استخراج پراكسيداز  محلول  
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 پيوسته در سيستم بافري نا    1كيفي پراكسيداز با استفاده از الكتروفورز ژل پلي آكريل آميد         

.  اندازه گيري شـد  ساعت4 به مدت 200Vو با ولتاژ 3  و زيري2شامل دو نوع ژل رويي

 pH4.8براي ظهور پراكسيداز بر روي ژل از معرف رنگي بنزيدين در محيط بـافري بـا                 

  .استفاده شد

  

   آماريتحليل

جهت .  بار تكرار انجام شد    3 و با    (CRD) در قالب طرحهاي كاملاً تصادفي     هاآزمايش

 و براي مقايسه دوبدو آنهـا از        (ANOVA)  واريانس تحليلقايسه كلي نتايج حاصل، از      م

 و در سـطح     SPSS9.0 آماري به كمك نرم افـزار        تحليلهاي.  استفاده گرديد  LSDآزمون  

  . صورت گرفت% 5معني داري 

 
  نتايج و بحث

  

  ي ريزازديادي شدهاثر تيمارهاي مختلف روي ميزان رشد گياهچه ها 

آبسيزيك اسيد،   بررسي رشد، وزن خشك گياهچه ها در تيمارهاي مختلفبه منظور

ساليسيليك اسيد، زخمي كردن، آبسيزيك اسيد با زخمي كردن و ساليـسيليك اسـيد بـا                

طبـق نتـايج بدسـت      ). 3-1 نمودار( همراه با نمونه شاهد اندازه گيري شد      زخمي كردن   

بالاترين ميـزان رشـد را دارا        كردن   ساليسيليك اسيد با زخمي   آمده، گياهچه ها در تيمار      

. به تنهايي اثري روي رشد گياهچه ها نداشـته اسـت          ساليسيليك اسيد   بودند، ولي تيمار    

 ساليسيليك اسيد مشاهده شد كه Hypericum perforatumكه در كشت سلول  در حالي

                                                      
1 PAGE: Poly Acrylamid Gel Electrophoresis 
2 Staking 
3 Resolving 
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همچنـين در گيـاه   . )Walker et al  ،2002 (شته است دااثر تحريكي روي رشد سلولها

Ullucus tuberosus باعث القاء طويل شدن ساقه، تحريك رشد ساليسيليك اسيد  تيمار

از طرفـي اعمـال تيمـار    . )Handro et al  ،1997 (و افزايش وزن تر بخش هـوايي شـد  

 & Taiz (بب القاء تقسيم سلولي در آنهـا مـي گـردد   س در بافتهاي گياهي زخمي كردن

Zeiger ،2002(.  

  

  د در گياهچه هاي ريزازديادي شدهميزان توليد پارتنولي

 هفتـه اي تحـت تـأثير        10ميزان توليـد پارتنوليـد در بخـش هـوايي گياهچـه هـاي               

ساليسيليك اسيد، آبسيزيك اسيد، زخمي كردن، ساليسيليك اسـيد بـا زخمـي     تيمارهاي

 نسبت بـه وزن خـشك و    همراه با نمونه شاهدكردن و آبسيزيك اسيد با زخمي كردن 

بـر طبـق نتـايج      .  مورد بررسي و مقايسه قرار گرفـت       HPLC توسط   اهيوزن تربافت گي  

 در هر دو حالت وزن خشك و        ، ميزان توليد پارتنوليد   LSDواريانس و   تحليل  حاصل از   

   . بين تيمارها داراي اختلاف معني دار بودوزن تر گياهچه ها،

 ـ                      ا ميزان توليد پارتنوليـد در هـر گـرم وزن خـشك گيـاه در تيمـار زخمـي كـردن ب

 كمترين مقدار بود، ولي ساير تيمارها هيچ اخـتلاف         (SA+wounding) ساليسيليك اسيد 

 بيشترين بـوده و     زخمي كردن مقدار پارتنوليد در تيمار     .  معني داري با يكديگر نداشتند    

تيمارهاي ديگر هيچ اختلاف معني داري بـا  . نسبت به شاهد اختلاف معني دار نشان داد      

  .)3-2نمودار(شاهد نداشتند

 از مسير اوكتادكانوئيـد   گياه سبب القاء توليد جاسمونيك اسيدزخمي كردن درتأثير 

، زخمي شدن  در پاسخ گياه به استرسها از جمله         جاسمونيك اسيد سيگنالينگ  . مي گردد 

ــعه   ــا و اش ــه پاتوژنه ــتUVحمل ــم اس ــه  )Weber ،2002(  مه ــده ك ــشان داده ش ، و ن

 سـيگنالينگ كليـدي هـستند كـه بـه تجمـع              و متيل استر آن تركيبـات      جاسمونيك اسيد 
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. )Walker et al) ،2002 متابوليتهاي ثانويه مختلف در پاسخ به استرس منجر مي گردند

همچنين در چندين تحقيق ديده شده كه كاربرد اگزوژن ساليسيليك اسيد باعث افزايش             

ك اسـيد بـه      افـزودن اسـتيل ساليـسيلي      به عنوان مثال  متابوليتهاي ثانويه مي گردد،      توليد

اثـرات قابـل تـوجهي روي توليـد      Catharanthus roseus گيـاه  درون شيشه ايكشت 

و احتمالاً تأثير خـود را از طريـق    متابوليتهاي ثانويه گياه ازجمله آلكالوئيدها داشته است

 فعالسازي آنزيم هاي كليدي در مسيرهاي بيوسنتزي متابوليتهاي ثانويه اعمـال مـي كنـد              

)Cheong et al ،2002(ساليسيليك اسيد با زخمي طور كه مشاهده شد تيمار   ولي همان

  از طريـق سـيگنالينگ     زخمي كـردن  تيمـار .  سـبب كـاهش توليـد پارتنوليـد شـد          كردن

 داراي  ساليسيليك اسـيد   و   جاسمونيك اسيد كه    عمل مي كند، در حالي     جاسمونيك اسيد 

 ساليـسيليك اسـيد   ده توسط   پروتئين هاي القاء ش   . )Pruitt  ،2003 (اثرات متقابل هستند  

 و  ساليـسيليك اسـيد      القـاء نمـي گردنـد و مـسيرهاي سـيگنالينگ             در اثر زخمي كردن   

 مستقل از يكديگر عمل كرده و گروههاي متفاوتي از ژنها را فعال مي              جاسمونيك اسيد 

 شـركت مـي     SAR1 ژنهاي فعـال شـده در پاسـخ          ساليسيليك اسيد در سيگنالينگ   . كنند

 شوند كه حفاظت فوري را فـراهم مـي كننـد            ژنهايي فعال مي   JAخ به   كنند، ولي در پاس   

)Merkouropoulos et al ،1999( .  

هـا،   جهت بررسي ارتباط احتمالي بين ميزان توليد پارتنوليد و ميزان رشد در گياهچه            

طبق اين نمودار نشان داده شـد كـه      . )3-1نمودار  ( اي دو متغير رسم گرديد      نقطه رنمودا

كه تيمـار    طوري هبا افزايش رشد طي تيمارهاي مختلف، توليد پارتنوليد كاهش يافت، ب          

 برابـر   3 كه باعث ايجاد حداكثر وزن خـشك و تقريبـاً            ساليسيليك اسيد با زخمي كردن    

ر حالـت    توليـد د   %31كنترل در گياهچه ها شده بود، كمترين توليد پارتنوليد بـه ميـزان              

 و همكـارانش در     Brown كه توسط    گزارشهاي پيشين در حاليكه در    .  را القاء كرد   كنترل

                                                      
1 Systemic Acquired Resistance 
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ساقه هـا بـا     ) وزن تر ( ارائه شد، مشاهده گرديد كه ارتباط مسقيمي بين رشد         1996سال  

 ـ                دليـل   همحتوي پارتنوليد در غلظتهاي مختلف سوكروز وجود دارد كـه  ممكـن اسـت ب

طور كلـي رشـد نيازمنـد متابوليـسم اوليـه در             هب. ط باشد فراهم شدن منبع كربن در محي     

سلولها است و زماني سلولها در مسير توليد متابوليتهاي ثانويه وارد مي گردند كه رشـد                

  . سلول متوقف شده و نياز بيشتري به متابوليتهاي اوليه نباشد

  

  ميزان توليد پارتنوليد در كشت كالوس

انسيون سـلولي ايـن گيـاه هـيچ پارتنوليـدي            در كالوس و سوسپ    پيشيندر مطالعات   

كه در كشت كالوس در تحقيق حاضـر   در حالي. )Brown et al ،1996 (يافت نشده بود

دليل تفـاوت در سـن       ه ب  اين اختلاف احتمالاً   توليد پارتنوليد در كالوسها ديده شد، علت      

  .كالوسها در تحقيقات مختلف است و سن كالوسها در اين تحقيق كم بود

ــسيليك اســيد، دي متيــل سولفوكــسيد ارهــاي مختلــف تيم ــسيزيك اســيد، سالي  آب

(DMSO)                   آبسيزيك اسيد با دي متيـل سولفوكـسيد و ساليـسيليك اسـيد بـا دي متيـل ،

، احتمـالاً   )3-2نمـودار   ( هيچ اثري روي توليد پارتنوليد در كالوسها نداشتند        سولفوكسيد

 لگـاريتمي رشـد بـوده و وارد         حلـه مربه اين دليل كه كالوسها در محيط مايع هنـوز در            

 ثابت كه بهترين مرحله جهت توليد متابوليتهاي ثانويه است، نشده بودند و يا بـه                مرحله

 قدرت كافي براي نفوذ بـه       هادليل اينكه توده هاي سلولي بسيار متراكم بوده و اين تركيب          

ليـد را   توليـد كـل پارتنو   دي متيـل سولفوكـسيد    ممكن است كـه     . درون سلولها نداشتند  

 ولي به دليل اثرش روي افـزايش نفوذپـذيري غـشاء سـلول، بيـشتر                ،افزايش داده باشد  

پارتنوليد توليد شده تحت اثر اين تيمار به محـيط خـارج سـلولي ترشـح شـده باشـد،                    

نتايج مشابهي از   .  اندازه گيري غلظت پارتنوليد در محيط كشت مفيد خواهد بود          بنابراين

ي كشت سوسپانسيون سلولي و توليد سزكوئي ترپن لاكتون          رو دي متيل سولفوكسيد  اثر  
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ــيد ــساريك اس ــاه 1ت ــدTessaria absinthioides در گي ــت آم ــار .  بدس ــل تيم دي متي

 ولـي بيـشتر ايـن تركيـب در          ، توليد كل متابوليت را در سلولها افـزايش داد         سولفوكسيد

 بـه علـت     يددي متيـل سولفوكـس     بهينـه غلظتهاي بالاتر از مقدار   . محيط كشت يافت شد   

 Kurina Sanz (افزايش بيش از حد نفوذپذيري سلول باعث آسيب به سلول مي گـردد 

et al ،2000.(   

توليد پارتنوليد در كالوس نسبت به مقدار        مشاهده مي گردد كه      3-2 نموداربراساس  

 تيمارها تقريباً ثابت است كـه علـت آن مـي توانـد     ميانآن در گياهچه بسيار كمتر و در      

، Brown et al (د اندامهاي تخصصي براي توليد پارتنوليـد در كالوسـها باشـد   عدم وجو

 نيز مشاهده Stojakowska & Kisiel،1997 انجام شده توسط پيشيندر كارهاي ) 1996

له ضـرورت   أايـن مـس   . شد كه توليد پارتنوليد در گياهچه ها خيلي بيشتر از كالوس بود           

  .نشان مي دهدتمايز بافتي را براي بيوسنتز پارتنوليد 

علت اينكه در تيمارهاي اعمال شده روي كـالوس و يـا گياهچـه پاسـخ مطلـوب و                   

اختلاف معني دار با شاهد در ميزان توليد پارتنوليد بدست نيامد، ممكن است بكار بردن               

 شـدت   عنوان مثال  هغلظتهاي پايين مواد بوده كه شدت استرس كافي ايجاد نكرده و يا ب            

تيمار زخمي كردن گياهچه ها و يا غلظت بكار رفتـه دي متيـل              جراحت اعمال شده در     

  . و شدت استرس براي ايجاد اختلاف معني دار كافي نبوده استسولفوكسيد در كالوس

  

  فعاليت كيفي پراكسيداز در گياهچه هاي ريزازديادي شده

 تحـت تـأثير تيمارهـاي       الكتروفورز ژل پراكـسيداز در گياهچـه هـا        تصاوير براساس

 در همـه تيمارهـا بانـدهاي آنيـوني نـسبت بـه بانـدهاي كـاتيوني                  ،عمال شده مختلف ا 

  باعـث افـزايش فعاليـت كيفـي آنـزيم     ساليسيليك اسيد تيمار. )3-1تصوير (ندبودقويتر

                                                      
1 TA: Tessaric acid 
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 از طريـق    SAR گياهي اسـت كـه در تثبيـت          ي هورمون ساليسيليك اسيد .  شد پراكسيداز

 Scheel ( حمله بعدي مي شود عمل مي كند و باعث مقاوم شدن گياه درH2O2افزايش 

& Wasternack ،2002.( اگـزوژن، افزايـشي را در سـطوح    ساليـسيليك اسـيد   تيمار با 

H2O2               در بافت گياهي القاء مي كند و اين افزايش سيگنالي است در مقابل حمله پاتوژن  

)Lamb & Dixon ،1997( .داراي يك عمل دوگانه است و علاوه بـر اينكـه   پراكسيداز 

 در طول حملـه     ROS عمل مي كند، نوع متصل به ديواره آن در توليد            H2O2 در حذف   

پـيش  . )Andrew & Robert ،1997 (پاتوژن براي سمي كردن آپوپلاست عمل مي كنـد 

 ) ºC 22 ( اسيد ساليسيليك در شرايط طبيعي رشد      mM 5/0تيمار كشتهاي موز با محلول      

 باعث كاهش فعاليـت آن       )ºC5 (سرمافعاليت پراكسيداز را افزايش داد، ولي در شرايط         

در گياه ذرت نيز در شرايط مشابه بعـضي آنـزيم هـاي آنتـي     . )Kang et al ،2003( شد

. )Janda et al ،1999 (اكسيدان از جمله پراكسيداز و گلوتاتيون ردوكتـاز را فعـال كـرد   

اهد  نيز باندهاي قويتري را در فعاليت كيفـي آنـزيم نـسبت بـه ش ـ               آبسيزيك اسيد تيمار  

عنوان يك هورمون گياهي مهم در پاسخ به استرس اسمزي           ه ب آبسيزيك اسيد . ايجاد كرد 

 ـ               تـدريج   هو شوري شركت دارد و غلظت آن در طول استرس در همه اندامهاي گياهي ب

 در گياهان پاسخهايي شبيه آنچه از استرس        آبسيزيك اسيد علاوه، كاربرد    هب. بالا مي رود  

بعضي پروتئينها در پاسخ گياه به اين استرسـها و          . مي گردد آبي ناشي مي شود را باعث       

هاي پاك كننـده      كد مي شوند، از جمله پروتئين      آبسيزيك اسيد همچنين كاربرد اگزوژن    

ROSمانند آنزيم پراكسيداز  ) Smallwood et al ،1999( در تيمـار   در ژل الكتروفـورز 

ود يـك ايزوپراكـسيداز      يك باند اضافي تشكيل شد كه نـشان دهنـده وج ـ           زخمي كردن 

احتمالاً به فرم متصل به ديواره آنزيم مربوط اسـت،          ، كه اين ايزوزيم جديد      جديد است 

 توليد شده توسط آمين اكسيداز را در جهت چوبي شـدن ديـواره              H2O2كه فعال شده و     

تيمارهاي آبسيزيك اسيد با زخمـي  . )Scheel & Wasternack ،2002 (مصرف مي كند
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يك اسيد با زخمي كردن باندهاي ايجاد شده كمرنگ و حتي نسبت  بـه               كردن و ساليسيل  

  ).3-1تصوير (شاهد نيز ضعيف تر بودند

  

  فعاليت كيفي پراكسيداز در كشت كالوس

در ژل الكتروفورز بافت كالوس فقط دو باند تشكيل شد كه نشان دهنده كـم بـودن                 

 تيمارهـاي مختلـف     يـان م. تعداد ايزوزيم هاي پراكسيدازي در بافت كالوس مـي باشـد          

اعمال شده هيچ اختلافي در مقدار ايزوپراكسيدازهاي آنيـوني و كـاتيوني ديـده نـشد و                 

اين به اين معني است كه تيمارهاي . )3-1 تصوير( هيچ باند جديدي نيز تشكيل نگرديد 

اعمال شده هيچ اثري روي بيان و فعاليت آنزيم نداشـته انـد و هـيچ ايـزوزيم جديـدي        

  .ستنشده اسنتز

ــد در     ــدار پارتنولي ــسيداز و مق ــزيم پراك ــورز آن ــسه ژل الكتروف ــا مقاي ــت ب در نهاي

هاي ريزازديادي شده و كالوسهاي حاصل از گياه بابونه گاو چشم مشاهده شـد               گياهچه

كه فعاليت كيفي آنزيم پراكسيداز يا به عبارتي فعاليت آنتي اكـسيدان در گيـاه بـا ميـزان                   

  .دهند  مستقيم نشان مياي  مطابقت داشته و رابطهتوليد پارتنوليد در آن كاملاً
  

  ) Korori ،1989 (محلول استخراج پراكسيداز -2-1  شمارهجدول

 (mM) غلظت  گرموزن تركيب

 2/1 8 (Tris-HCl) تريس

 10 2  اسيد آسكوربيك

 8/3 10 (Di Sodium tetraborat) بوراكس

 2 30 (NaCl) كلريد سديم

EDTA-Na2 2 5 

  50 4000ن گليكول پلي اتيل
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  منحني استاندارد پارتنوليد -2-1 شماره تصوير

  

 

  
  

تأثير تيمارهاي مختلف روي تنوع ايزوپراكسيدازي در گياهچه و  -3-1  شمارهتصوير

 كالوس
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Investigation of Parthenolide Production and Antioxidant Defence 
in Tissue Culture of Feverfew (Tanacetum parthenium) under 

Wounding, Abscisic acid and Salicylic acid Treatments 
  

S. Akef1, F. Bernard1, H. Shaker1 and A. Ghasem poor2 
 

Absract 

In this research investigation on parthenolide production and antioxidant defence in 
callus culture and micropropagated plantlets of feverfew (Tanacetum parthenium 
(L.) Sch. Bip. Family: Asteraceae) wounding, abscisic acid (ABA) and salicylic acid 
(SA) treatments were done. 
For this purpose, seeds were cultured on MS/4 medium with the whole vitamins, and 
shoot explants of seedlings, with shoot tip and without shoot tip and also, were 
cultured on MS medium supplemented with NAA (0.54µM) and BAP (4.44µM). 
The growth of plantlets was computed as dry weight. 

For biochemical investigations, shoot tip explants were cut from two months old 
plantlets and treated with ABA, SA and wounding (leaves discarded) for 10 hours in 
MS liquid medium. Parthenolide content was measured by HPLC. Antioxidant 
defense was evaluated as qualitative peroxidase activity.  
Callus tissues were obtained from leaf explants of seedlings, in MS medium 
supplemented with NAA (2mg.L-1) and BAP (0.5mg.L-1). One month old calli were 
transferred to liquid medium with ABA, SA and DMSO treatments. After one weak, 
parthenolide content and peroxidase activity were measured as above. Parthenolide 
content of control plantlets in this investigation was 0.00863±0.00283, but SA + 
Wounding treatment in plantlets showed the less parthenolide content and the 
maximum dry weight. Parthenolide production in treatments was decreased as the 
growth increased. In callus tissues, parthenolide content was not different 
significantly between treatments, and approximately half of the plantlets. Qualitative 
variation in antioxidant defense was shown by electrophoretic patterns and we had 
an extra band in wounding treatment in micropropagated plantlets. Anionic bands 
were stronger than cationic bands. Electrophoretic bands had no difference in callus 
tissues. 
 

Key words: feverfew, Tanacetum parthenium, Parthenolide, Antioxidant defense, 
HPLC 
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