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 دهیکچ
( در صنعت ، بذربرگ )ریشه، گیاه این های همه قسمت از که استدارویی  گیاهی (.Cichorium intybus L) کاسنی

هدف این پژوهش ای دارای اهمیت است.  که تولید انبوه آن در شرایط درون شیشه شود می استفادهداروسازی و آرایشی 
ها )ساکارز  کالوس حاصل از برگ و دمبرگ کاسنی و بررسی اثر کربوهیدرات القاءبر گیاهی  های رشد کننده بررسی اثر تنظیم

های تولیدشده  کالوساکسیدان، فنل، قند، آنتوسیانین(  )فلاونوئید، فعالیت آنتی بیوشیمیاییترکیبات  برو گلوکز( 
سه در  NAAگرم در لیتر( و  میلی 5/1و  1، 5/1سطح )سه در  KINو  BAPهای  برای این منظور از سیتوکنین. باشد می

کالوس استفاده شد. اثر سطوح مختلف ساکارز و  القاءبرای  MSکشت  گرم در لیتر( در محیط میلی 1و  5/1، 2/1سطح )

 حضوردر  مایع مورد بررسی قرار گرفت. MS ½در محیط کشت با تیمار شاهد درصد(  5، 4، 3، 2، 1سطح ) پنجگلوکز در 
مشاهده شد. نتایج نشان داد که  وزن توده کالوسو  زایی وسکالبیشترین درصد  NAAو  BAPگرم در لیتر از  میلی یک

 22/1)فنل  میزانبیشترین  ( دارد.P<0.01) دار های مورد مطالعه بر ترکیبات بیوشیمیایی کاسنی اثر معنی کربوهیدرات
بر  نیکوئرست گرم یلیم 22/1) میزان فلاونوئیدبیشترین و  درصد گلوکز سهدر تیمار تر(  اسید بر گرم وزن گرم گالیک میلی

  در غلظتترتیب   و قند بهاکسیدانی  نتیآهای  مقدار فعالیتبیشترین . مشاهده شد گلوکزدرصد  4در غلظت ( گرم وزن تر
میزان  بیشترین میزان آنتوسیانین به. ( مشاهده شدمیکروگرم 29/28درصد ) چهارو گلوکز درصد(  51/22) درصد 1گلوکز 

و سطوح غلظت ساکارز و گلوکز درصد مشاهده شد. با مقایسه تیمار شاهد  5در تیمار گلوکز میکرومول بر گرم وزن تر  1/9
با توجه به نتایج این پژوهش، استفاده  .ندمقدار بیشتری را داشت گلوکزدر حضور  بیوشیمیاییترکیبات گیری شد که  هنتیج

تواند پروتکل بهینه برای افزایش غلظت ترکیبات  های رشد می کننده ها و تنظیم از غلظت مناسب از کربوهیدرات
 .بیوشیمیایی گیاه کاسنی شود که در استفاده از این گیاه دارویی برای مصارف دارویی ارزشمند باشد

 

 .فنلفلاونوئید،  ،اکسیدان، آنتوسیانین آنتی :ها  کلیدواژه
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 مقدمه
گیاهی دارویی متعلق به  (.Cichorium intybus L) کاسنی

ای و بومی اروپا،  مدیترانهدر مناطق است و  Asteraceaeخانواده 
در ایران نیز . ]1[ پراکنش داردغرب آسیا، مصر و آمریکای شمالی 

های کم ارتفاع البرز، مناطق کوهستانی خراسان، گیلان و  در دامنه
های کاسنی  برگ .]2[ کند مازندران، آذربایجان و تهران رشد می

ها، کاتکول، تانن، شیکوریک اسید،  حاوی کربوهیدرات
های اشباع نشده  فلاونوئید، گلیکوزیدها، تارتاریک اسید، استرول

 یها تیمتابول دیتول سرعت. ]3,4[و ترکیبات ثانویه فراوانی است 
برخی از  دیزان تولیم نیبنابرا، ]5[ است آهسته عتیطب در هیثانو

 کشت بافت گیاهان دارویی. نیست یاقتصادثانویه  ترکیبات
 و هیثانو یها تیمتابول انبوه و عیسر دیتول یبراحلی مناسب  راه

ی کشت گیاه کاسنی با خواص داروی .]5[باشد  می ییدارو مواد
ای این فرصت را برای تولید  فراوان در شرایط درون شیشه

 های ثانویه باارزش فراهم خواهد کرد.  متابولیت
منظور  ای گیاهان به شیشه های زیادی کشت درون در پژوهش

 های ثانویه مهم دارویی بررسی شده است افزایش تولید متابولیت
ها و  گیاهان فنلهای ثانویه در  ترین گروه متابولیت از مهم. ]6,7[

سیگنالی برای تنظیم عنوان  قندها هم به. ]8[ ها هستند فلاونوئید
یکی از ساکارز  .]9[هستند دارای اهمیت  سیستم دفاعی گیاه

های گیاهی به   در طی جذب سلول کهبع کربن است ابهترین من
میزان جذب آن در سلول و  شود گلوکز و فروکتوز هیدرولیز می

هایی مانند  وجود کربوهیدرات .]11[ است های گیاهی متفاوت
گیاهان دارویی مؤثر  بیوشیمیاییهای  ساکارز و گلوکز بر ویژگی

که در حضور شده ی روی کاسنی گزارش . در پژوهشاست
کشت،  گلیسرول با دو برابر شدن غلظت ساکارز در محیط

بر تجمع که پژوهشی  در .]11[ زایی گیاه افزایش یافته است رویان
های ساکارز، گلوکز و مالتوز روی  ده ناشی از کربوهیدراتتو زی

( Fagonia indicaایندیکا ) فاگونیا های کالوسثانویه  متابولیت
توده  یز  هترتیب بیشترین تولید متابولیت ثانویه و بیشین به شدانجام 

 .]7[ درصد گزارش کردند 5درصد و ساکارز  3را در گلوکز 
اکسیدانی  است که فعالیت آنتی های مختلفی گزارش شده پژوهش

ها، افزایش خواهد یافت  گیاهان با افزایش غلظت کربوهیدرات
اثر کربن ساکارز بر  در پژوهشی پس از بررسی .]12[

 Solanum nigrumهای گیاه  های ثانویه کالوس متابولیت

و  4 ،3که با افزایش غلظت ساکارز و گلوکز ) گزارش شده است
 داری کاهش یافت صورت معنی ئید بهدرصد( میزان فلاونو 6
]13[. Dantas ( 2121و همکاران ) تأثیر منبع کربن بر رشد

سلولی و تولید ترکیبات بیوشیمیایی گیاه دارویی مانگابا 
(Hancornia speciosa Gomes را مورد بررسی قرار دادند و )

وزن تر و خشک بیشینه درصد ساکارز و گلوکز را برای  3غلظت 
ترین غلظت معرفی  ، مناسبها فنل تولید پلیشترین بی و سلول
  .]14[ کردند

های  های رشد در محیط کشت بر ویژگی کننده حضور تنظیم
اولین پژوهش تأثیرگذار است.  های حاصل از برگ کاسنی کالوس

های  کننده روی برگ کاسنی در محیط کشت مایع حاوی تنطیم
گرم در لیتر و  لیمی D 5/1-2,4گرم در لیتر،  میلی NAA 1رشد 

BAP 1 15[گرم در لیتر منجر به تولید میکروکالوس شد  میلی[ .
سازی باززایی برگ گیاه کاسنی  بهینهدر ارتباط با  در پژوهشی

کشت  که محیط گیری شد نتیجههای رشد  کننده تحت تأثیر تنطیم
گرم در لیتر  میلی BAP 1ویژه  حاوی ترکیب اکسین و سیتوکنین به

 کالوس بسیار مؤثر است القاءدر گرم در لیتر  میلی NAA75/1و 
های  سیستم باززایی کاسنی را از بافت در پژوهش دیگری، .]16[

، IAAهای رشد  کننده ، برگ، ریشه و هیپوکوتیل تحت تنطیمای لپه
IBA ،NAA ،2,4-D  وBAP  گرفت و مورد بررسی قرار

 D75/1-2,4میکرومول و  BAP 2که ترکیب  گزارش شد
را ایجاد  زایی کالوسکشت بیشترین درصد  رومول در محیطمیک
کالوس همراه با  القاءسازی شرایط  در پژوهشی بهینه. ]17[ کرد

اکسیدانی گیاه دارویی  هدف افزایش تولید ترکیبات فنلی و آنتی
( مورد بررسی Nepeta binaloudensis Jamzadسای ) پونه

یشترین وزن تر و خشک ب . آنها نتیجه گرفتند که]18[قرار دادند 
های برگ کشت شده در  ریزنمونهدر  کالوس، فنل کل و فلاونوئید

 2با غلظت یکسان  NAAو  BAPحاوی  MS ½محیط کشت 
 .مشاهده شد گرم میلی

گیاه کاسنی در طب سنتی و مدرن مورد استفاده دارویی  برگ
کالوس و در نتیجه  القاءدستیابی به بهترین شرایط  .گیرد قرار می
بهترین  جنبه دستیابی بهاز  ،کاسنی در محیط درون شیشهپرآوری 

های رشد، کربوهیدرات و سطوح غلظت آنها  کننده ترکیب تنظیم
. مطالعات نشان داده که منبع کربوهیدرات استاهمیت  دارای

یا سلول و  انداممورد استفاده و همچنین مقدار آن بر میزان رشد 
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عنوان  هها ب . کربوهیدارتهستندر ثؤهای ثانویه م مقدار متابولیت
بنابراین هدف این  ،اصلی از ترکیبات محیط کشت هستند ءجز

میزان بر نوع کربوهیدرات و غلظت آن پژوهش بررسی 
 بود.گیاه کاسنی  برگ و دمبرگهای ثانویه  متابولیت

 
 مواد و روش

یل  کشت بذر جهت تهیه گیاهچه استر
پاکان از ی کاسنی وحشی بذرها ،منظور تهیه گیاهچه استریل به

 ابتداضدعفونی،  تهیه شد. برای 1411در اردیبهشت  بذر اصفهان
تشو با آب سدرصد و پس از ش 71ثانیه با الکل  91مدت  بهبذور 

درصد برای مدت  دومقطر استریل با محلول هیپوکلریت سدیم 
مقطر آب دقیقه ضدعفونی شدند. در پایان چند مرتبه با  21

از بین  آب ژاولستشو شدند تا بقایایی محلول استریل مجددا ش
 ]MS ]19 ½ کشتبرود. پس از ضدعفونی بذرها در محیط 

لیتر میواینوزیتول، و  درگرم  میلی 111درصد ساکارز،  دوحاوی 
گار کشت شده و در اتاقک رشد با دمای 7/1  25±2 درصد آ

 16لوکس و مدت زمان  2511گراد و شدت نور  سانتی ۀدرج
ساعت تاریکی نگهداری شدند. محیط  هشتنایی و ساعت روش

درجه  121لات کشت در دمای آکشت، آب مقطر و ابزار
دقیقه استریل شدند.  21مدت  هاتمسفر ب 2/1گراد و فشار  سانتی

هیدروکلریدریک و  با استفاده از محلول اسید pHتنظیم 
روز پس از کشت،  پنجنرمال صورت گرفت.  1هیدروکسید سدیم 

هفته پس از  دوو الف(  -1)شکل نی کرده ز هروع به جوانبذرها ش
کالوس آماده  القاء برایهای برگ و دمبرگ  نی ریزنمونهز هجوان

 شدند.
 
 

 لوسکا القاءاعمال تیمار هورمونی برای 
و مربع متر  سانتی 5/1ای استریل برگ در قطعات ه هریزنمون

کالوس  القاءبرای  مربع متر سانتی یکریزنمونه دمبرگ در قطعات 
درصد و میواینوزیتول  سهکامل با ساکارز  MSدر محیط کشت 

گار  گرم در میلی 111 های  غلظتدرصد حاوی  7/1لیتر و آ
 القاء برایت شدند. ای رشد گیاهی کشه همتفاوت تنظیم کنند

هورمون سیتوکنین شامل بنزیل آدنین و کینتین در  دوکالوس 
لیتر( در ترکیب با هورمون گرم در میلی  5/1، 1، 5/1های ) غلظت

 گرم در میلی 1، 5/1، 2/1ی )ها غلظتنفتالین استیک اسید در 
 در اتاقک رشد با دمای ها کشت. لیتر( مورد استفاده قرار گرفتند

لوکس و مدت زمان  2511گراد و شدت نور  سانتی ۀدرج 2±25
ساعت تاریکی تا زمان تشکیل  هشتساعت روشنایی و  16

کشت برگ و دمبرگ  هفته پس از ششکالوس نگهداری شدند. 
، وزن توده کالوس، زایی کالوسصفات درصد ب( -1)شکل 

مزمان با ه هصفات مورفولوژیکی کالوس، وجود ریشه و گیاهچ
 ورد ارزیابی قرار گرفت.تشکیل کالوس م

 

 
 هفته 6های حاصل از برگ کاسنی بعد از گذشت  های استریل حاصل از بذر )دانهال(، ب( کالوس الف( گیاهچه -1شکل 
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بررسی ترکیبات  برای کربوهیدراتهای  اعمال تیمار
 فیتوشیمیایی در کالوس

و  وزن توده کالوسپس از تعیین بهترین تیمار هورمون از نظر 
 MSا به محیط کشت مایع ه هخصوصیات کیفی کالوس، نمون

دور در دقیقه و تحت  111کامل منتقل شده و روی شیکر با دور 
درجه سانتی گراد قرار  25لوکس و دمای  511ط نوری شرای

 41گرم کالوس در  سهگرفتند. در هر شیشه کشت، مقدار 
 یکدر غلظت  BAPکامل حاوی  MSمحیط کشت مایع  لیتر میلی
گرم  میلی یکدر غلظت  NAAهمراه با هورمون  گرم در لیتر میلی

ط مایع هفته پس از کشت کالوس در محی یکقرار گرفتند.  در لیتر
ها جهت بررسی تغییرات ترکیبات  کربوهیدراتاعمال تیمار 

های ساکارز و  غلظتفیتوشیمیایی موجود در کالوس اعمال شد. 
درصد روی  5و  4، 3، 2، 1، 1غلظت  پنجگلوکز شامل 

ها از  روز پس از اعمال تیمار، کالوس 11ها اعمال شد و  کالوس
فیتوشیمیایی  محیط کشت استخراج شده و جهت بررسی صفات

میزان قند کل، آنتوسیانین،  مانندمورد ارزیابی قرار گرفتند. صفاتی 
ی گیر هاکسیدانی انداز آنتیترکیبات فنلی، فلاوونوئید و فعالیت 

 شد. 
 

 گیری قند کل اندازه
میکرولیتر عصاره  111گیری قندهای محلول به  اندازه برای

کیبات فنلی کل متانولی )برای تهیه عصاره متانولی در بخش تر
مولار )محلول در  میلی 11لیتر انترون  میلی سهرجوع شود( مقدار 

دقیقه در  21درصد( افزوده شد  و به مدت  71اسید سولفوریک 
ها به دمای  گراد قرار گرفت. سپس نمونه درجه سانتی 111دمای 

محیط منتقل شد و پس از هم دما شدن با محیط و ورتکس کردن 
نانومتر برآورد شد. از گلوکز جهت  621موج  جذب آنها در طول

 R2=9920میکروگرم گلوکز،  111رسم منحنی استاندارد )صفر تا 
 .]21[ ( استفاده شدY=0.229X+0.0438معادله خط شامل 

 
 گیری آنتوسیانین اندازه

مقدار  یریگ اندازه برای ]21[برای سنجش آنتوسیانین، از روش 
را  یاهیگرم از نمونه گ یک. اهد شدخوها استفاده  نمونه  نیانیآنتوس

)متانول خالص و  یدیتر متانول اسیل یلیم 11با  ینیون چ ها در 
ده ییاملا ساک( 1به  99 یخالص به نسبت حجم کیدریلرکد یاس

مدت  و به هخته شدیدار ر چیش سر پیآزما ی ها و عصاره در لوله
ت مد گیرد. سپس به و در یخچال قرار می یکیساعت در تار 24
در طول  ییفوژ و جذب محلول بالایسانتر g4111قه در یدق 11

. محاسبه غلظت با استفاده شود می یریگ نانومتر اندازه 551موج 
 یب خاموشییا ضر eدر این فرمول آمد. دست  به A=εbcاز فرمول 

(33111 M-1cm-1)، A  مقدار جذبb  عرض کووت که برابر
انین بر حسب میکرومول بر مقدار آنتوسی cمتر و  سانتی 1است با 

 وزن تر گیاه بیان شد.
 

یابی صفات آنتیگیری  عصاره  اکسیدانی برای ارز
گیری فنل کل، ترکیبات فلاونوئیدی و میزان درصد  منظور اندازه به

گرم  11گرم از بافت گیاهی را در  یکهای آزاد،  مهار رادیکال
ساعت  48درصد ساییده و محلول مورد نظر را برای  81متانول 

دقیقه در دستگاه  15مدت  هدر تاریکی رو شیکر قرار گرفته و ب
التراسونیک سونیکه شدند. از قسمت فوقانی عصاره، برای 

 گیری صفات بیوشیمیایی مورد نظر استفاده شد. اندازه
 

 گیری فنل کل اندازه
ستفاده ا ]22[گیری فنل کل از روش فولین سیوکالتیو  اندازه برای

 111میکرولیتر از عصاره متانولی با  21شد. بدین منظور 
لیتر آب مقطر مخلوط و  میلی 16/1میکرولیتر فولین سیوکالتیو و 

 1میکرولیتر کربنات سدیم  311دقیقه استراحت،  پنجپس از 
دقیقه در تاریکی  31مولار به آن افزوده شد. محلول فوق به مدت 

ها  یت نمونهگراد قرار گرفت. در نها درجه سانتی 41و حمام بخار 
نانومتر قرائت شدند. در نمونه شاهد نیز به  765در طول موج 

درصد استفاده شد. برای رسم منحنی  81جای عصاره، از متانول 
، 5های متفاوت استاندارد اسید گالیک ) کالیبراسیون از غلظت

لیتر( استفاده شد.  درگرم  میلی 251و  211، 111، 51، 21، 11
دست آمده با قرار دادن  هعادله شیب خط بسپس با استفاده از م

 گرم در حسب میلیر( بXمیزان فنل ) Yعدد جذب نمونه به جای 
 د.مآ دست  هگرم ب

 
 گیری محتوای فلاونوئید اندازه

برای محاسبه محتوای فلاونوئیدی از روش آلومینیوم کلراید 
لیتر از عصاره  میلی 5/1. بدین جهت ابتدا ]23[استفاده شد 
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لیتر آلومینیوم  میلی 1/1لیتر متانول،  میلی 5/1تهیه شده با متانولی 
 111گرم آلومینیوم کلراید در  11در اتانول ) درصد 11کلراید 

 یکلیتر استات پتاسیم  میلی 1/1لیتر اتانول و آب مقطر(،  میلی
لیتر آب  میلی 8/2لیتر آب مقطر ( و  میلی 111 گرم در 8/9مولار )

نه شاهد به جای عصاره متانولی، از مقطر مخلوط شد. در نمو
ساعت در تاریکی  5/1متانول خالص استفاده شد. سپس محلول 

نانومتر قرائت  415قرار داده شد و سپس بلافاصله در طول موج 
های متفاوت  گردید. برای رسم منحنی کالیبراسیون از غلظت

گرم  میلی 211و  111، 51، 21، 11، 5، 1استاندارد کوئرسیتین )
لیتر( استفاده شد. با استفاده از معادله شیب خط بدست آمده  در

( بر Xمیزان فلاونوئید ) Yبا قرار دادن عدد جذب نمونه به جای 
 .آمددست  هگرم ب گرم در حسب میلی

 
 گیری درصد مهار رادیکال آزاد اندازه

 24[ ،1[( DPPHگیری درصد مهار رادیکال آزاد ) برای اندازه
و برای  DPPHلیتر،  میلی یکمتانولی را به  لیتر از عصاره میلی

شاهد به جای عصاره متانولی از متانول خالص استفاده شد. 
دقیقه در محیط تاریک نگهداری  31مدت  ها به سپس نمونه

نانومتر قرائت  517ها در طول موج  شدند. در پایان جذب نمونه
 شد.

 ها تجزیه و تحلیل داده
اکتوریل بر پایه طرح کاملًا صورت ف کالوس به القاءدر بخش 

های مختلف  فاکتور  نوع ریز نمونه، غلظت سهتصادفی با 
سیتوکنین بنزیل آدنین و کینتین و فاکتور سوم اکسین نفتالین 

مشاهده و در بخش  4تکرار و هر تکرار شامل  سهاستیک اسید با 
طرح فاکتوریل در قالب کاملا از  کربوهیدراتاعمال تیمارهای 

گلوکز و  های متفاوت ساکارز فاکتور غلظت دوا ب تصادفی
مشاهده انجام  4تکرار و هر تکرار شامل  سهصورت جداگانه  با  به

 1/9نسخه  SASافزار  ها از نرم منظور تجزیه و تحلیل داده شد. به
ها با استفاده از آزمون توکی برای  استفاده گردید و مقایسه میانگین

 Leastدار ) ل اختلاف معنیحداق کالوس و آزمون القاءبخش 

Significant Difference (LSD) )تیمارهای کربوهیدرات برای 
 انجام شد.

 
 نتایج

شده شروع به تورم و  های کشت روز ریزنمونه 11بعد از گذشت 
های تولید شده در ابتدا دارای رنگ  کالوسکردند.  کالوستولید 

های  و رنگ سفید و زرد شفاف بودند و به مرور زمان در اندازه
ب و  -1شکل ای( مشاهده شدند ) و قهوهقرمز ، سبزمختلفی )

 (.1جدول 
درصد  های رشد کننده تنظیمنتایج تجزیه واریانس 

آمده است. نتایج  2در جدول  وزن توده کالوسو  زایی کالوس
وزن توده و  زایی کالوسمتغیر ریزنمونه بر درصد نشان داد که 

اکسین  و سیتوکنیناثر  دار نداشت. همچنین تأثیر معنی کالوس
وزن توده درصد و بر  پنجدر سطح  اییز کالوسروی درصد 

دار است. در  درصد دارای تفاوت معنییک در سطح  کالوس
و ریزنمونه و اکسین کنش ریزنمونه و سیتوکنین  برهممتغیرهای 

روی اما مشاهده نگردید  دار معنیتفاوت  زایی کالوسروی درصد 
است. ( P<0.01)دار  دارای تفاوت معنی وزن توده کالوس

کنش تمامی  کنش اکسین و سیتوکنین و برهم رهمبهمچنین 
تفاوت  وزن توده کالوسو  زایی وسکالروی درصد متغیرها 

 .(P<0.01) دار دارد معنی
 

 گیاهی رشد های کننده تنظیمهای حاوی  کشت های تولیدشده در محیط واکنش ریزنمونه -1جدول 

یزنمونه تیمار  ر
 سیتوکنین

 لیتر( گرم در)میلی 
 

 نفتالین استیک اسید
 (لیتر گرم در)میلی 

 رنگ کالوس )گرم( ن توده کالوسوز زایی کالوسدرصد 
وجود 
یشه  ر

 وجود گیاهچه

 - - سبز 76/1 ± 176/1 1±111 2/1 5/1 بنزیل آدنین برگ 1
 - - سبز 27/1 ± 15/1 1±111 2/1 1 بنزیل آدنین برگ 2
 ++ - سبز 17/2 ± 29/1 33/77 ± 7/19 2/1 5/1 بنزیل آدنین برگ 3
 + + سبز 13/1 ± 15/1 67/58 ± 18/8 5/1 5/1 بنزیل آدنین برگ 4
 + + سبز 53/1 ± 23/1 1±111 5/1 1 بنزیل آدنین برگ 5
 - - سبز 16/1 ± 25/1 1±111 5/1 5/1 بنزیل آدنین برگ 6
 + - سبز 4/2 ± 1/1 1±111 1 5/1 بنزیل آدنین برگ 7
 + - سبز 77/2 ± 46/1 67/88 ± 63/19 1 1 بنزیل آدنین برگ 8
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یزنمونه تیمار  ر
 سیتوکنین

  لیتر( گرم در)میلی 
 نفتالین استیک اسید

 رنگ کالوس )گرم( ن توده کالوسوز زایی کالوسدرصد  (لیتر گرم در)میلی 
وجود 
یشه  وجود گیاهچه ر

 - + سبز 87/1 ± 21/1 1±111 1 5/1 بنزیل آدنین برگ 9
 + - سبز 4/1 ± 2/1 33/77 ± 63/19 2/1 5/1 بنزیل آدنین دمبرگ 11
 - - سبز 17/2 ± 23/1 67/88 ± 63/19 2/1 1 بنزیل آدنین دمبرگ 11
 - - سبز 16/2 ± 23/1 67/88 ± 63/19 2/1 5/1 بنزیل آدنین دمبرگ 12
 + + سبز 9/1 ± 1/1 33/77 ± 63/19 5/1 5/1 بنزیل آدنین دمبرگ 13
 + - سبز 4/2 ± 26/1 1±111 5/1 1 بنزیل آدنین دمبرگ 14
 - - سبز 8/1 ± 1/1 1±111 5/1 5/1 بنزیل آدنین دمبرگ 15
 + - سبز 4/2 ± 26/1 1±111 1 5/1 بنزیل آدنین دمبرگ 16
 ++ - ای قهوه 3/2 ± 2/1 1±111 1 1 بنزیل آدنین دمبرگ 17
 - + سبز 15/2 ± 13/1 33/77 ± 63/19 1 5/1 بنزیل آدنین دمبرگ 18
 - - سبز 52/1 ± 22/1 33/77 ± 63/19 2/1 5/1 کینتین برگ 19
 - - سبز 83/1 ± 16/1 33/77 ± 63/19 2/1 1 کینتین برگ 21
 - - ای قهوه 3/1 ± 2/1 1±111 2/1 5/1 کینتین برگ 21
 - + سبز 57/1 ± 3/1 1±111 5/1 5/1 کینتین برگ 22
 - ++ سبز 5/1 ± 26/1 1±111 5/1 1 کینتین برگ 23
 - ++ سبز 4/1 ± 2/1 67/88 ± 63/19 5/1 5/1 کینتین برگ 24
 - + سبز 57/1 ± 25/1 1±111 1 5/1 کینتین برگ 25
 + ++ سبز 36/2 ± 15/1 1±111 1 1 کینتین برگ 26
 - ++ قرمز 67/2 ± 32/1 1±111 1 5/1 کینتین برگ 27
 - - سبز 45/1 ± 13/1 1±111 2/1 5/1 نکینتی دمبرگ 28
 - - سبز 13/1 ± 15/1 1±111 2/1 1 کینتین دمبرگ 29
 - - سبز 3/1 ± 2/1 1±111 2/1 5/1 کینتین دمبرگ 31
 - + سبز 82/1 ± 1/1 33/77 ± 63/19 5/1 5/1 کینتین دمبرگ 31
 - + سبز 33/1 ± 16/1 1±111 5/1 1 کینتین دمبرگ 32
 + ++ قرمز 28/1 ± 21/1 67/88 ± 63/19 5/1 5/1 نکینتی دمبرگ 33
 - + سبز 55/1 ± 26/1 1±111 1 5/1 کینتین دمبرگ 34
 - ++ سبز 77/1 ± 11/1 1±111 1 1 کینتین دمبرگ 35
 - ++ سبز 85/1 ± 25/1 1±111 1 5/1 کینتین دمبرگ 36

 
 های مورد مطالعه  نتایج تجزیه واریانس تأثیر تیمارهای آزمایشی بر مشخصه -2 جدول

 وزن توده کالوس  زایی کالوسدرصد   
 داری و معنی Fآماره  میانگین مربعات  داری و معنی Fآماره  میانگین مربعات  درجه آزادی منبع تغییرات

 ns13/1  1861/1 ns96/1 4814/4  1 ریزنمونه
 14/34** 4955/1  26/2* 9137/333  5 سیتوکنین

 96/115** 1951/5  83/3* 3713/499  2 اکسین
 ns51/1  4318/1 **81/9 9259/64  5 سیتوکنین ×ریزنمونه

 ns61/1  1711/1 **38/24 1371/81  2 اکسین ×زنمونهری
 28/14** 6276/1  63/3** 9259/472  11 سیتوکنین ×اکسین

 99/11** 4831/1  43/3** 4815/446  11 اکسین ×سیتوکنین ×ریزنمونه
  1441/1   2593/131  72 خطا
       117 کل

  86/12ضریب تغییرات=   43/12ضریب تغییرات=  
 دهد. داری را نشان می و عدم معنی (P<0.05)، (P<0.01)داری  ترتیب معنی به nsو  **، *
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نتایج مقایسه میانگین تیمارهای اکسین و سیتوکنین بر درصد   
نتایج نشان آمده است.  2در شکل  وزن توده کالوسو  زایی کالوس

گرم در لیتر بیشترین درصد  میلی یکبا غلظت  BAPداد که 
درصد  22/96میزان  ترتیب به را به وزن توده کالوسو  زایی کالوس

 یکبا غلظت  KINگرم در لیتر داشت. البته  میلی 96/1و 
 22/96بالایی ) زایی کالوسگرم در لیتر نیز دارای درصد  میلی

 در این تیمارگرم(  میلی 32/1) وزن توده کالوسدرصد( بود ولی 
 گرم در لیتر بود. میلی یک BAPکمتر از 

ترتیب  به وزن توده کالوسنتایج نشان داد بیشترین و کمترین 
گرم در لیتر به  میلی KIN 5/1گرم در لیتر و  میلی یک BAPدر 

 ب(. -2گرم مشاهده شد )شکل  میلی 26/1و  96/1میزان 
وزن و  زایی کالوسطور که مشاهده شد بیشترین درصد  همان

با غلظت  NAAدر تیمارهای اکسین مربوط به تیمار  توده کالوس

درصد  15/2درصد و  17/97ترتیب با  گرم در لیتر به میلی یک
وزن و  زایی کالوسدرصد  NAAش غلظت با کاهبود. همچنین 

 کاهش یافته است. توده کالوس
های مورد مطالعه روی  کنش سیتوکنین و اکسین نتایج اثر برهم

آمده است.  3در شکل  توده کالوسوزن و  زایی کالوسدرصد 
 5/1و  1، 5/1های  در غلظت BAPتیمارهای نتایج نشان داد که 

 یکو  5/1های  در غلظت NAAگرم در لیتر همراه با  میلی
را درصد(  111) زایی کالوسگرم در لیتر بیشترین درصد  میلی

البته همانطور که در شکل مشاهده  .(ب -3)شکل  داشتند
ترکیب تیماری دیگر )شامل  8همکنش شود اثر بر  می

B1.5N0.5 ،B0.5N1 ،K1.5N0.2 ،K1N0.5 ،K1N1  و
K1.5N1)   زایی بودند. درصد کالوس 111نیز دارای 

 
 

 
 وزن توده کالوس)ج( و  زایی کالوس)ب( و تیمارهای اکسین بر درصد  وزن توده کالوس)الف( و  زایی کالوسآزمون مقایسه میانگین تیمارهای سیتوکنین بر درصد  -2شکل 

 .LSD)د( به روش 
 

 
 های گیاه کاسنی ریزنمونه)ب(  وزن توده کالوس)الف( و  زایی کالوسکنش سیتوکنین و اکسین روی درصد  اثر برهم -3شکل 
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نشان  وزن توده کالوسکنش سیتوکنین و اکسین روی  اثر برهم
کشت حاوی غلظت  در محیط وزن توده کالوسداد که بیشترین 

گرم  میلی 53/2میزان  به NAAو  BAPگرم در لیتر از  میلی 1برابر 
در اثر  وزن توده کالوس. همچنین کمترین (الف -3)شکل  بود

 NAA 2/1گرم در لیتر و  میلی 5/1با غلظت  KINکنش  برهم
 گرم مشاهده شد. میلی 49/1میزان  گرم در لیتر به میلی

سطح( و  5واریانس تیمارهای شاهد، ساکارز )نتایج تجزیه 
 3بر صفات بیوشیمیایی گیاه کاسنی در جدول  سطح( پنجگلوکز )

آمده است. نتایج نشان داد که تیمارهای مورد مطالعه بر صفات 
دار است.  درصد دارای تفاوت معنی یکدر سطح بیوشیمیایی 

سطح  5عبارت دیگر تیمارهای شاهد، ساکارز و گلوکز در  به
اشته دار بر ترکیبات فیتوشیمیایی گیاه کاسنی د غلظت اثر معنی

 است.
زمون مقایسه میانگین تیمارهای مورد مطالعه روی آ

آمده است. نتایج  4اکسیدان در شکل  های قند و آنتی مشخصه
 درصد یکاکسیدان در گلوکز  نشان داد که بیشترین مقدار آنتی

درصد  چهاربود. همچنین در گلوکز درصد  51/89 میزان به
 مشاهده شد.( میکروگرم 97/86بیشترین میزان قند )

مقایسه میانگین تیمارهای ساکارز و گلوکز بر فلاونوئید و فنل 
درصد  4گلوکز آمده است. بیشترین میزان فلاونوئید در 5در شکل 

 بر گرم  نیکوئرست گرم یلیم 29/1میزان  به
درصد بیشترین  3مشاهده شد. همچنین در ساکارز  وزن تر
( مشاهده اسید بر گرم وزن تر گرم گالیک میلی 28/1میزان فنل )

 شد. 
 ر فعالیتبهای ساکارز و گلوکز  مقایسه میانگین غلظت

در  1/7میزان  آنتوسیانین نشان داد که بیشترین میزان آنتوسیانین به
. نتایج نشان داد که (6)شکل  درصد مشاهده شد 5تیمار گلوکز 

آنتوسیانین در سطوح غلظت ساکارز متعلق به بیشترین میزان 
درصد  بر گرم وزن تر کرومولیم 14/4میزان  درصد به 5ساکارز 

های بالا از  ر که مشاهده شد در غلظتطو بوده است. همان
 ساکارز و گلوکز فعالیت آنتوسیانین بیشترین میزان را داشته است.

 
 بر صفات بیوشیمیایی کاسنی تیمارهای مورد مطالعهجدول تجزیه واریانس اثر  -3جدول 

منبع 
 تغییرات

درجه 
 آزادی

 اکسیدان آنتی فلاونوئید فنل آنتوسیانین قند

میانگین 
 مربعات

و  Fآماره 
 داری معنی

میانگین 
 مربعات

و  Fآماره 
 داری معنی

میانگین 
 مربعات

و  Fآماره 
 داری نیمع

میانگین 
 مربعات

و  Fآماره 
 داری معنی

میانگین 
 مربعات

و  Fآماره 
 داری معنی

 53/8** 28/45 89/9** 113/1 12/4**  11/1 21/99** 46/8 17/37**/ 22/2487 11 تیمار
  31/5  1116/1  111/1  19/1  61/6 22 خطا
           32 کل
 .دهد ی( را نشان مP<0.01) یدار ی** معن

 
 اکسیدان مقایسه میانگین تیمارهای ساکارز و گلوکز بر قند و آنتی -4شکل 
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 و فنل فلاونوئیدساکارز و گلوکز بر  یمارهایت نیانگیم سهیمقا -5شکل 

 

 
 آنتوسیانینساکارز و گلوکز بر  یمارهاتی نیانگیم سهیمقا -6شکل 

 

 بحث
های مورد مطالعه  نتایج آنالیز واریانس نشان داد که نوع ریزنمونه

وزن توده و  زایی کالوسداری بر درصد  )برگ و دمبرگ( اثر معنی
مراه با اکسین و سیتوکنین کنش آنها ه ندارد اما اثر برهم کالوس

وزن (. میانگین 2( بود )جدول P<0.01دار ) دارای تفاوت معنی
گرم( کمی بیشتر از  میلی 67/1در ریزنمونه برگ ) توده کالوس

توان  گرم( مشاهده شد که می میلی 61/1های دمبرگ ) ریزنمونه
نتیجه گرفت ریزنمونه برگ با کمی اختلاف برای باززایی کاسنی 

 القاءهای مختلفی نیز گزارش شد که  در پژوهش تر است. مناسب
نسبت و حتی  ]17,18[و باززایی آن از برگ کالوس از برگ کاسنی 

یکی از دلایل مهم این  .]19[تر است  مناسببه دیگر اندام گیاه 

تواند به تمایل بیشتر اندام هوایی به خصوص جوانه به  موضوع می
 رویش باشد.

کننده رشد نشان داد که  تیمارهای تنظیم نتایج تجزیه واریانس
داری بر  کشت اثر معنی سیتوکنین و اکسین و ترکیب آنها در محیط

(. 2گیاه کاسنی دارد )جدول  وزن توده کالوسکالوس و  القاء
با  BAPدر درصد  22/96 زانیم به زایی کالوسدرصد  نیشتریب

از  .الف و ب( -2مشاهده شد )شکل  تریدر ل گرم یلیم 1غلظت 
که آزمون مقایسه میانگین تیمارهای سیتوکنین نشان داد که  آنجایی
بین تیمارها تفاوت چندانی ندارند و تقریبا در  زایی کالوسدرصد 

داری به روش توکی قرار دارند برای تصمیم به  یک کلاس معنی
ترین سیتوکنین برای کشت بافت گیاه کاسنی بهتر  انتخاب مناسب
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استفاده کرد. نتایج نشان داد  ن توده کالوسوزاست از تیمارهای 
 تریدر ل گرم یلیم 1با غلظت  BAPدر  وزن توده کالوسبیشترین 

بافت  وجود دارد پس این تیمار بهترین تیمار سیتوکنین برای کشت
خوانی دارد  مه ههای گذش که با نتایج پژوهش بودکاسنی 

خصه مش NAA 2نشان داد که با کاهش غلظت  جینتا. ]17,18[
 داشته است یروند کاهش وزن توده کالوسو  زایی کالوسدرصد 
 نیو کمتر نیشتریب که یطور به (3شکل الف و ب و  -2)شکل 

و  تریدر ل گرم یلیم NAA 1در  بیترت دو مشخصه به نیا زانیم
گرم  میلی NAA 1پس تیمار  مشاهد شد. تریدر ل گرم یلیم 2/1

کاسنی بود که با  بافت در لیتر بهترین اکسین برای کشت
های اندکی  همخوانی دارد. پژوهش ]25,26[های دیگر  پژوهش

کننده رشد در محیط کشت را  وجود دارد که حضور تنها یک تنظیم
کالوس و باززایی گیاهان توصیه کرده باشند. نتایج  القاءبرای 

پژوهش حاضر نیز نشان داد که استفاده توأم اکسین و سیتوکنین در 
 وزن توده کالوسو  زایی کالوسعث افزایش درصد محیط کشت با

تواند به دلیل فراهم سازی  این موضوع می شده است.
های متنوع برای رشد و تمایز سلول باشد که شرایط  کننده تنظیم

 کنند. تری برای القای کالوس فراهم می مناسب
وزن توده کنش سیتوکنین و اکسین نشان داد که  نتایج برهم

گرم در  میلی 1با غلظت یکسان  NAAو  BAPر در تیما کالوس
(. از طرف دیگر از 3لیتر بیشترین میزان خود بوده است )شکل 

روش توکی،  بندی آزمون مقایسه میانگین به آنجاکه مطابق دسته
گرم در لیتر در  میلی 1با غلظت یکسان  NAAو  BAPتیمار 

( 3قرار گرفت )شکل  زایی کالوسطبقه اول بیشترین درصد 
با  NAAو  BAPکشت حاوی  توان نتیجه گرفت که محیط می

گرم در لیتر بهترین محیط برای باززایی گیاه  میلی 1غلظت یکسان 
هایی که گذشته  . این نتیجه با نتایج پژوهشکاسنی بوده است

 خوانی دارد کالوس گیاه کاسنی انجام شده است هم القاءروی 
و  BAPتوان از ترکیب  . برای باززایی کاسنی هم می]17,25,26[

NAA کشت  در محیطMS 17[ استفاده کرد[. 
باعث افزیش تولید کشت کالوس،  ژهیبه و ،یشت سلولک
نتایج این پژوهش نشان داد که . ]27[ شود می هیثانو تیمتابول

دار  کاسنی اثر معنی بیوشیمیاییتیمارهای کربوهیدرات بر ترکیبات 
میزان فلاونوئید نتایج با در ارتباط . (3)جدول ( P<0.01) داشت

میزان فلاونوئید روند  ،ساکارزغلظت با افزایش  نشان داد که

روند کاهشی فلاونوئید با افزایش (. 5کاهشی داشته است )شکل 
بینی  پیشقابل  ]28[های گذشته  درصد ساکارز مطابق پژوهش

درصد، بیشترین میزان  1د. نتایج نشان داد که در ساکارز بو
نیز چنین  ]29[ی دیگر شاهده شد که در پژوهشفلاونوئید م

 دست آمد. ای به نتیجه
رابطه میزان فنل و کربوهیدرات نتایج نشان داد که در ارتباط با 

طور کلی وجود ساکارز در محیط کشت در مقایسه با گلوکز  به
باعث افزایش فنل شده است و با افزایش غلظت ساکارز میزان فنل 

 های مختلف که با پژوهش (5)شکل  داشته است افزایشیروند 
درصد  3بیشترین میزان فنل در ساکارز  .همخوانی دارد ]7,31[

 ]14[ و همکاران Dantasکه با پژوهش  (4)شکل مشاهده شد 
کشت گیاهی آن چنان  وجود ساکارز در محیط. همخوانی دارد

محیط عنوان استاندارد  درصد به 3ساکارز  دارای اهمیت است که
های  کننده وجود تنظیمهمچنین . ]19[عریف شد ت MSکشت 

با تأثیر بر  در محیط کشت NAAو  BAPویژه  بهرشد گیاهی 
عنوان عامل تأثیرگذار بر  به ]31[پروپانوئید  مسیر فعالیت فنیل

 .]18[افزایش فنل کل گزارش شده است 
های بالا در محیط کشت در  گلوکز و ساکارز با غلظت وجود
در  های ثانویه بسیار مؤثر است. وس و متابولیتتوده کال تجمع زی

هایی مانند ساکارز و گلوکز  پژوهشی غلظت بالاتر کربوهیدرات
در محیط کشت را باعث افزایش ترکیبات فنلی و فعالیت 

نتایج پژوهش نشان داد که در  .]7[اکسیدان بیان کردند  آنتی
یت درصد، بیشترین فعال 2و  1های  ساکارز و گلوکز با غلظت

داری بین  . رابطه معنی(4)شکل  کسیدانی وجود داشته است آنتی
. در ]12[اکسیدان گیاهان وجود دارد  کربوهیدرات و فعالیت آنتی

ها و  ها رابطه مستقیم بین غلظت کربوهیدرات بیشتر پژوهش
اما در این  ]12[اکسیدان گیاهان گزارش کردند  فعالیت آنتی

های پایین  یدان در غلظتاکس پژوهش بیشترین فعالیت آنتی
ی گزارش در پژوهش البته .(3)شکل  ساکارز و گلوکز مشاهده شد

اکسیدانی گیاه  با افزایش غلظت گلوکز فعالیت آنتی شده است که
 . ]7[یابد  کاهش می

نتایج نشان داد با افزایش غلظت در ارتباط با آنتوسیانین، 
نیز افزایش یافته  های مورد مطالعه فعالیت آنتوسیانین کربوهیدارت

 5های  که بیشترین میزان آنتوسیانین در غلظت طوری است به
رابطه  .(6)شکل  درصد از ساکارز و گلوکز مشاهده شد
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های مورد مطالعه و  داری بین غلظت کربوهیدرات معنی
( که در پژوهشی از اصطلاح 3آنتوسیانین مشاهده شد )جدول 

 significant quadraticدار ) معنی 2رابطه درجه 
relationship )]33[  .در برای این منظور استفاده شده است

ها گزارش  های گذشته تعداد محدودی از کربوهیدرات پژوهش
و حتی در  ]34[اند که بر تولید آنتوسیانین تأثیرگذار باشند  شده

هایی مانند گلوکز، مالتوز و فروکتوز را  ای اثر کربوهیدارت مطالعه
های فراوانی  . اما پژوهش]17[نین ضعیف دانستند بر تولید آنتوسیا

کید  بر اثر معنی دار و رابطه قوی بین ساکارز و تولید آنتوسیانین تأ
در  بیس وهیم نیانیمقدار آنتوس نیشتریب یدر پژوهش داشتند.
 .]32[ درصد مشاهده شد 3درصد ساکارز و گلوکز  6غلظت 

های رشد بر  دهکنن طور کلی نتایج نشان داد که اثر تنظیم به
دار داشت.  اثر معنی وزن توده کالوسو  زایی کالوسدرصد 

کشت  در محیط زایی کالوسو درصد  وزن توده کالوسبیشترین 
MS  حاویBAP  وNAA  گرم در لیتر  میلی 1هر دو با غلظت

های مورد مطالعه اثر  مشاهده شد. نتایج نشان داد که کربوهیدرات
های کاسنی  کالوسایی ییوشیمدار بر غلظت ترکیبات ب معنی

داشت. همچنین با افزایش غلظت ساکارز و گلوکز تولید و 
شود  فعالیت بیشتر ترکیبات بیوشیمیایی افزایش یافت. پیشنهاد می

زمان آنها نیز بر فعالیت  ها و ترکیب هم که اثر متقابل کربوهیدرات
های حاصل از برگ و ریشه کاسنی مورد  بیوشیمیایی کالوس
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Abstract 
Cichorium intybus L. is a medicinal plant belonging to the Asteraceae genus that all parts of 

this plant (roots, leaves, seeds) are used medicinally that its mass production on in vitro 

conditions is important. The aim of this study was to investigate the effect of growth 

regulators on the induction of calluses from chicory leaves and petioles and to investigate the 

effect of carbohydrates (sucrose and glucose) on the biochemical composition (flavonoid, 

Antioxidant activity, phenol, sugar, anthocyanin) of the produced Calli. For this purpose, 

BAP and KIN cytokinins at three levels (0.5, 1 and 1.5 mg/l) and NAA auxin at three levels 

(0.2, 0.5 and 1 mg/l) in MS medium were used to induction callus. Also, the effect of different 

levels of sucrose and glucose was investigated on five levels (1, 2, 3, 4, 5%) with control 

treatment ½ MS medium. The highest percentage of callus formation and callus weight was 

observed in culture medium containing 1 mg / l of BAP and NAA. The results showed that 

the studied carbohydrates had a significant effect on the biochemical composition of chicory 

(P<0.01). The highest amount of phenol (0.28 mg gallic acid / g fresh weight) was observed 

in the treatment of 3% glucose and the highest amount of flavonoids (0.29 mg quercetin/gr 

fresh weight) was observed in the concentration of 4% glucose. Also, the highest amount of 

antioxidant and sugar activities were observed in glucose concentration of 1% (89.51%) and 

glucose 4% (86.97 µg), respectively. The highest amount of anthocyanin (7.1 µM per gram of 

fresh weight) was observed in 5% glucose treatment. Comparing the control treatment and 

sucrose and glucose concentration levels, it was concluded that above mention biochemical 

compounds were higher in the presence of glucose. According to the results of this research, 

the use of appropriate concentration of carbohydrates and growth regulators can be the 

optimal protocol to increase the concentration of biochemical compounds of chicory plant, 

which is valuable in using this medicinal plant for medicinal purposes.. 
 

Keywords: Antioxidants, anthocyanins, flavonoid, phenol. 

mailto:rbishe@gmail.com
https://dorl.net/dor/20.1001.1.2008692.1402.15.2.5.5



