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و  یدانیاکسیآنت باتیترک یبر محتوا نقرهتراتیمخمر و ن ،ییایباکتر ،یقارچ یهامحرک ریتاث یبررس

 (.Silybum marianum L) میخارمر اهیگ ینمو مراحلدر  نیماریلیس

 
 

 چكیده

اكسیداني و ضد سرطان هاي آنتيهاي بیولوژیك موثر شامل فعالیتهاي فیتوشیمیایي از فعالیتبه دلیل داشتن ویژگي (L.)  Silybum marianum گیاه خارمریم
شامل هاي زیستي از دیرباز به عنوان یك گیاه دارویي با ارزش مورد توجه بوده است. مطالعه حاضر به منظور بررسي تاثیر محرک برخوردار است و از این رو

محتواي تركیبات فنلي، سیلیمارین و بر  3AgNO و الیسیتور( niger Aspergillus)قارچ   ،(lipolytica Yarrowia)مخمر ، (putida Pseudomonas)اكتري ب

تكرار در  3هاي جداگانه در قالب طرح كاملا تصادفي با اكسیداني در بذر و بخش هوایي گیاه در مراحل رشد رویشي و زایشي به صورت آزمایشپتانسیل آنتي
هاي زیستي و محرک تاثیر تحت گلخانه تحقیقاتي دانشكده علوم دانشگاه فردوسي مشهد انجام شد. نتایج آزمایش نشان داد كه محتواي فنل موجود در بذر 

به در تمامي تیمارهاي مورد بررسي  50ICمیزان كمترین ، این در حالي است كه بود و زایشي  ي رشد رویشيبیشتر از بخش هوایي در هر دو مرحله غیر زیستي
 يسلول زیتما شیزاافاحتمالا به  كاهش یافت كه به زایشي و سپس تولید بذر ونوئید كل با گذر از مرحله رویشيص داشت. در این بررسي محتواي فلابذر اختصا

درصد سلیمارین را  3AgNO . اگرچه شودي مربوط ميوسنتزیبمسیر  يهامیآنز تیكاهش فعالتجزیه و  آفات،حمله در برابر  حفاظت ،طول دوره تكمیل رشددر 
باكتري بیشترین تاثیر را در بهبود افزایش داد ولي در مرحله تولید بذر، تلقیح  درصد( نسبت به شاهد 64/6) درصد( و زایشي 96/9) در مراحل رشد رویشي

 افزایش داد.  درصد 33مقدار سیلیمارین بذر را نسبت به شاهد به میزان داشت و  نیماریلیس يمحتوا

 

  رادیكال آزاد، تركیبات فنلي، سیلیمارین، فنولوژي :هاکلیدواژه

ABSTRACT 

Silybum marianum has effective biological activities, including antioxidant and anticancer, due to its phytochemical properties. 

Hence, it has long been considered a valuable medicinal plant. The purpose of this study was to investigate the effects of biological 

stimuli, including bacteria (Pseudomonas putida), yeast (Yarrowia lipolytica), fungi (Aspergillus niger), and AgNO3 elicitors, on 

the contents of phenolic compounds, silymarin and antioxidant potential in the seeds and aerial parts of plants during the vegetative 

and reproductive stages of growth. This study was conducted as separate experiments in a completely randomized design with 3 

repetitions in the research greenhouse of Ferdowsi University of Mashhad. The results of the experiment revealed that the phenol 

content in the seeds with biological and non-biological motivation was greater than that in the aerial parts in both the vegetative 

and reproductive growth stages, whereas the lowest IC50 was assigned to the seeds in all the investigated treatments. In this study, 

the total flavonoid content decreased with the transition from the vegetative stage to reproductive and seed production that is likely 

related to the increase in cell differentiation during the period of growth, protection against pest attack, degradation, and reduction 

in the activity of biosynthetic pathway enzymes. Although AgNO3 increased the percentage of silymarin in the vegetative growth 

(9.96%) and reproductive stages (6.64%) compared with the control, in the seed production stage, bacterial inoculation had the 

greatest effect on improving the silymarin content and the silymarin content in the seed. Compared with the control, the percentage 
increased by 33%. 
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 مقدمه

متعلق به  L. Gaernt. Silybum marianumبا نام علمي  (Asghari-Zakaria et al., 2008) (2n=34)خارمریم گیاهي دیپلوئید 
ه ك است با لكه سفید براق و سبز متناوب يیهابرگ این گیاه داراي .باشددو متر ميحدود با ارتفاع یك یا دوساله ، Asteraceae خانواده

اي رنگ فندقه صاف و قهوه خارمریممیوه  .(Gad et al., 2020) رویدها و اراضي متروک ميدر حاشیه جاده اغلب به صورت خودرو
 اشد كهبتحت تاثیر نور و دما مي بذور خارمریم در فصل بهار یا پاییز زنيجوانه .وجود دارداست كه در انتهاي آن تارهایي به نام پاپوس 
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ي و تحمل به خشكم كم توقع،خارمریم گیاهي  .زنندرسي هستند و در دماي پایین بهتر جوانه ميرسد نیازمند دوره پسبه نظر مي
 زنيقادر به جوانه گراد سانتي درجه 35تا  10كه در طول رویش به گرما و آفتاب فراوان نیاز دارد و در دماي  است ايمدیترانهو شوري 
حاوي  این گیاه .(Qavami et al., 2013) استگراد گزارش شدهدرجه سانتي 25تا  20 این گیاه زنيدماي مطلوب جوانه .باشدميو رشد 

-سيبین و تاكهیدروسیليكریستین، ديدیانین، سیلي، سیليBو  A 3بین، ایزوسیليBو  A 2بینسیلي قبیل از) 1ينولیگانوتركیبات فلا

 دهدرا تشكیل مي گیاهعصاره بذر  درصد 70تا  50 و (Kurkin, 2003) شوداطلاق مي 5مارینها سیليكه به مجموع آن بوده( 4فولین
(Gad et al., 2020)  سد رانباشت فلاونولیگنان در بذرها وابسته به مرحله نمو گل بوده و در مرحله گلدهي به حداكثر میزان خود ميكه

(Qavami et al., 2013).  گوارشيهاي كبدي، درمان بیماري در خارمریماز (Gad et al., 2020) ، استفاده ميصفراوي و مسمومیت

اشد كه بميآن در عصاره موجود مارین خارمریم بیشتر به دلیل وجود سیلی كه اثرات درماني بر این است. اعتقاد (Rainone, 2005) شود
در پایداري و تثبیت غشاي و موثر  (Asghari-Zakaria et al., 2008) تحریك احیاي بافت كبدي نقش مثبتي در درمان هپاتیت دارد با

-رادیكال افزایش غلظت گلوتاتیون سلولي، حذف با سیلیمارینگردد. مي غشااین مانع پیوند بسیاري از سموم و داروها با  كه بودهكبدي 

  .(Marceddu et al., 2022)شود ميرا سبب هاي آزاد و افزایش فعالیت آنزیم سوپراكسید دیسموتاز حفاظت از كبد 

اهي و مواد ها، قطعات دیواره سلول گیها، باكتري)مانند تركیبات مشتق شده از قارچمختلف زیستي الیسیتورها مواد شیمیایي از منابع 
هاي فلزي و تركیبات معدني( هستند كه قادر به القاي )یونو غیرزیستي  یا علفخوار( شیمیایي آزادشده از گیاه طي حمله پاتوژن

دفاعي متفاوتي  هايواكنشگیاهان  .شوندهاي فیزیولوژیكي و مورفولوژیكي بوده و منجر به انباشت فیتوآلكسین در گیاهان ميپاسخ
عوامل متعددي . (Hasanloo et al., 2015) هاي ثانویه استشت متابولیتها افزایش تولید و انباكه یكي از آن دندار نسبت به الیسیتورها

، زمان تیماردهي، نوع و تركیب محیط كشت، لاین سلولي، حضور الیسیتورمانند نوع و غلظت الیسیتور، مدت زمان قرارگیري در معرض 
نویه اي ثاهشود بر تولید متابولیتاي از كشت كه در آن تیماردهي الیسیتورها انجام ميهاي رشد و مرحلهكنندهیا عدم حضور تنظیم

فعال شدن  شاملو مورفولوژیكي  يهاي فیزیولوژیكاي از پاسخمجموعه ،غشاي سلول دربه گیرنده  الیسیتوراتصال تاثیرگذار هستند. 
تغییر در سطح اغلب كه نتیجه آن  را ایجاد خواهد كردسلول  در سیتوپلاسم  pHكاهش و  يهاي كلسیمكانالفعالیت سیستم دفاعي، 

  ه دنبال داردبدر سلول گیاهي را هاي ثانویه افزایش سنتز و انباشت متابولیت معمولا و استفاكتورهاي رونویسي تنظیمي  و هابیان ژن
Zhao et al., 2003) (Blume et al., 2000;.  

 

 پيشينه پژوهش
سنتز و تنظیم مسیر  رویكردهاي ثانویه گیاهي با دو با هدف تولید متابولیتزیست فناوري  هايتحقیقاز الیسیتورها در  منديبهره
هایي از پاتوژن یا خود الیسیتور زیستي مولكول باشد.هاي ثانویه و افزایش تولید به منظور كاربرد تجاري داراي اهمیت ميمتابولیت

 الیسیتورهاي غیر زیستي شامل پرتو فرابنفش، فلزات سنگین، تركیبات غیرشوند. هاي دفاعي ميمیزبان هستند كه سبب القاي پاسخ
هاي ثانویه مورد ارزیابي قرار ميرها با هدف افزایش سنتز متابولیتها هستند. استفاده از این الیسیتوضروري محرک تولید فیتوالكسین

 .(Vildová et al., 2014) گیرد

ترین منبع تولید و به عنوان اصلي  (Gupta, 2012)شودمي هاي هوازي یافتتقریبا در همه محیط Aspergillus nijerقارچ 
ها، پیاز، در محصولات كشاورزي مانند انواع میوهو حضور آن   (Anastassiadis et al., 2008)اسیدسیتریك در جهان شناخته شده است

                                                           
1. Flavonolignane 

2. Silybin 

3. Isosylibin 

4. Taxifolin 

5. Silymarin 
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Pseudomonas  باكتري . et al(Li(2020 ,. استگزارش شده pH =5/1-8/9گراد و سانتيدرجه  6-47مغزها و ذرت تحت شرایط دمایي 

putida  2023 ,. ستا توجه موردرشد و نمو گیاهان در خاک و محرک موثر به عنوان جمعیت میكروبي)et al(Georgieva  . امروزه
كم و جاي كودهاي شیمیایي به عنوان عوامل بهبود دهنده رشد گیاهان، جذب عناصر غذایي با هزینه هاستفاده از كودهاي زیستي ب

اسیدهاي آلي و  بالايتولید مقادیر  سببتجزیه مواد آلي موجود در خاک  با هاو باكتريها قارچاست. كاهش آلودگي زیستي رایج شده
يمبهبود رشد گیاه و توسط گیاهان  آنافزایش جذب  فسفر در خاک، بیشتر فراهميكه خاک را اسیدي و سبب مواد هومیك شده 

است ات رسیدهبه اثب گیاه بر نمو سیستم ریشه و بخش هوایي، مورفوژنز و فتوسنتزاین ریز جانداران اثرات مثبت  در این راستا. شوند
(Stamford et al., 2002). صنعت باشد كه نقش مهمي در كوآ مينوئیدي، مشتقي از مالونیلت فلاوساز تركیبانارینژنین به عنوان پیش

ل آن به و انتقا كوآر به تجمع سطح بالایي از مالونیلقاد )با توان هیدرولیز لیپید( Yarrowia lipolytica مخمر كند.ایفا مي دارو سازي
 ,.Palmer et al) استبیوسنتزي نارینژنین یاد شدهبه عنوان میزبان پیشین در تحقیقات و  باشدلیپید مي میزبان به منظور بیوسنتز

 Coelho et al., 2010; da Veiga) باشدمي منابع قند آلي و آلكاني به عنوان منبع كربن، تركیبات فنليبه جذب این مخمر قادر . (2020

Moreira et al., 2021) شودميهاي فلزي مقاومت در برابر یون سبب افزایشسیتریك توان سنتز اسید با و (Anastassiadis et al., 

2008). 
اي مختلف هها و آنزیمژناز بر بیان برخي و ، بازدارنده قوي فعالیت اتیلن بوده غیرزیستيالیسیتور  به عنوان( 3AgNOنقره )نیترات

به طور  .(Elumalai et al., 2010) شودميهاي ثانویه گیاهان تغییر در سنتز متابولیت سببداخل سلولي تاثیر گذاشته و از این طریق 
دیواره سلولي  ابتدا ازكه است ها در سلول گیاهي وابسته به میزان جذب و انباشت آن ،كلي میزان تاثیر تركیبات حاوي نقره بر گیاهان

 .(Tripathi et al., 2017)شوند هاي آوندي ميهاي گیاه عبور و وارد بافتغشاي پلاسمایي لایه اپیدرمي ریشهاز و سپس 
استفاده از كشت بافت و  هاي اخیردر سال هاي ثانویه در گیاهان تحت شرایط طبیعي،با توجه به محدودیت سرعت تولید متابولیت

نتایج . (Tůmová et al., 2010)است شدهمورد توجه واقع  كشت بافت و سوسپانسیون سلول خارمریم  و (Schrall et al., 1977) سلول
 و نیز (Hasanloo et al., 2013) در كشت تعلیقي سلولي خارمریم  Phytophtora meloniو  Fusarium oxysprumعصاره قارچ  كاربرد

با هدف بیش تولید سیلیمارین امید بخش بوده  (Rahimi et al., 2011)خارمریم  مویین هايفنیل آلانین در كشت ریشه -L  استفاده از
زایش افكیتوزان در كشت ریشه موئین خارمریم سبب در آزمایش گلداني و  نیز كاربرد  Trichoderma harzianum  قارچ كاربرداست. 

عنوان گیاه دارویي در درمان بسیاري از بیماري كه خارمریم بهنظر به این.  (Hasanloo et al., 2015)است دهها شتولید فلاوونولیگنان
 استبیشتر اكسیداني بالا با منشاء گیاهي حائز اهمیت باشد و نیاز فراوان به افزایش تولید تركیبات با فعالیت آنتيها داراي اهمیت مي

نقره به عنوان الیسیتور غیرزیستي در نیتراتو نیز نداران شامل باكتري، مخمر، قارچ ریزجااثرات استفاده و تاكنون نیز تحقیقي در زمینه 
 .استهلذا این مطالعه با هدف امكان ترغیب سنتز تركیبات ثانویه دارویي در كشت گلداني انجام شد اي صورت نگرفتهكشت گلخانه

 

 شناسی پژوهش روش

 مواد گياهی و نحوه اعمال تيمارها

 از هرباریوم پژوهشكده علوم گیاهي دانشگاه فردوسي مشهد (FUMH-48355)تایید با شناسه ایراني خارمریم  بذردر این تحقیق 
 آمده است. 1جدول در مورد استفاده  آنالیز خاک نتیجه .تهیه شد

 

 آنالیز خاک گلدان  .1جدول  

بافت 

 خاک
K P N OC 

(%) 
EC 

(ds.m) TNV Sand Clay Silt pH 
(mg kg‾¹) 

 87/7 36 18 46 5/12 2/1 51/3 4/0 6/118 5/1332 لومي
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 لیتر 4هاي به حجم گلدان ها بهو پس از دو برگي شدن گیاهچه هاي نشا كاشتسینيابتدا در مریم پس از ضدعفوني بذور خار
شدند. خاک و ماسه مورد استفاده  منتقلبود ( 50: 50)كه داراي مخلوطي از ماسه نرم و خاک باغچه )رشد زایشي( لیتر  7و )رشد ریشي( 

 8و  16 و تاریكي به ترتیب گراد با روشنایيدرجه سانتي 25حدود دماي  وها در گلخانه گلداندر آزمایش قبل از كاشت اتوكلاو شدند. 
lipolytica Y. ( -IBRCمخمر ، putida .P (KT2440)باكتري  .گردیدمال تیمارها اع از كاشت روز 20پس از  و ندنگهداري شدساعت 

M 30168)  قارچ وA. nijer  (ATCC 11414)  دنتهیه شد مشهد دانشگاه فردوسي كشاورزيو ده علوم دانشكاز بانك میكروارگانیسم .
 Medina) تهیه spores ml 710 ₓ 1.2-1به تعداد قارچ و   2014)et al(Simpson ,. ( ₓ1.5 810)فارلند با غلطت نیم مكباكتري و مخمر 

et al., 2010) نیترات .شد اضافه زمان نشاء به اطراف ریشه هر گیاهچه درلیتر میلي 10به حجم كدام متناسب با تیمار مربوطه از هر و
زایشي )ظهور مرحله آغاز و  در گلدان(استقرار گیاه روز بعد از  20در هنگام غروب به برگ گیاه در دو مرحله ) ppm100نقره با غلظت 

مرحله هاي گروه اول شامل گلدانهاي گلدان گردید.نقره كه كل بخش هوایي آغشته به نیتراتاسپري شد به طوري  (گلهاي اولین غنچه
از بخش هوایي آن وشدند در گلدان( برداشت  اعمال تیمارروز پس از  60هاي غنچه )حدود ت اولین نشانهیرشد رویشي به محض رو

هاي غنچه به منظور تكمیل رشد زایشي ت اولین نشانهیرواز ها بعد گلدان دوم. گروه شد استفادههاي مربوطه سنجش ها جهت انجام
 و بررسيتولید بذر  جهتها گروه سوم گلدانمورد بررسي قرار گرفتند.  هاي مربوطهانجام سنجش درمندي از بخش هوایي بهره براي

)شكل  استفاده شدهاي توري جلوگیري از پراكنده شدن بذر در محیط از كیسه براينگهداري شدند. فاكتورهاي مورد نظر در بذر حاصله 
1). 

    

  

(A)                                                                                (B) 

 (B) ، زایشي و تولید بذر(A) تصویر مرحله رشد رویشي .1شكل 

 هاگيري نمونهعصاره

لیتر میلي 10در  رویشي، بخش هوایي زایشي، بذر()به تفكیك تیمار بخش هوایي  گرم پودر گیاه 1، متانوليجهت تهیه عصاره 
 و شدند ژدقیقه سانتریفیو 30دت به م 4500سپس با دور . گرفتروي شیكر قرار  در دماي محیطساعت  24درصد به مدت  80ل ومتان

  .دگراد نگهداري شسانتيدرجه  - 20دماي  درعصاره خشك پس از خشك شدن به عنوان روشناور 
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  )1OES- ICP) جهت سنجش ميزان نقره در برگ به روش پلاسماي جفت شده القایی تهيه خاكستر تر

از هر تیمار تهیه و به صورت جداگانه به هر  پودر بافت برگ گرممیلي 500سنجش انباشتگي عنصر نقره در برگ،  به منظور
ها به هیتر ارلن سپس. نگهداري شدند ساعت 24به مدت  برگي اضافه شد وهضم بافت به منظور غلیظ  لیتر اسیدنیتریكمیلي 10 ارلن

رحله مها افزوده و حرارت دهي تا خشك شدن تقریبي مخلوط واكنش ادامه یافت. در تا به شدت هضم بافتانتقال داده شدند زیر هود 
. افتی لانتقا سي مشهددانشگاه فردو لیتر رسانده و جهت سنجش به آزمایشگاه مركزيمیلي 2 حجم با استفاده از آب دیونیزه به بعد

)شكل  استفاده شد (SPECTRO ARCOS, 76004555) یيالقا شده جفت پلاسماي نشري سنجي طیف از نقره غلظت سنجش براي
2)  (Karla, 1998). 

 

 

 (SPECTRO ARCOS, 76004555)القایي  شده جفت پلاسماي نشري سنج تصویر دستگاه طیف .2شكل 

 

 ي فنل كلاتعيين محتو

 میكرولیتر 200درصد،  10فولین  میكرولیتر 1500 به (1999و همكاران ) Vernon روش مطابق تعیین محتواي فنل كل به منظور
به  (v/w)درصد  7سدیم بیكربنات میكرولیتر 1500 سپس ردماي اتاق و تاریكي نگهداري شد.دقیقه د 5اضافه و به مدت  عصاره

، ژاپنUV-120-02  (Shimadzu )توسط اسپكتروفتومترنانومتر  750دقیقه جذب آن در طول موج  90محتویات هر لوله اضافه و پس از 
گرم وزن  هردر   GAEگرممیليبه صورت  (0.96632Y= 0.0013x , R =)استفاده از منحني استاندارد  بافنل كل  محتوايثبت شد. 

  .بیان گردید (DW 1-mg GAE g) عصارهخشك 

 

 ي فلاونوئيد كلاتعيين محتو

درصد 10آبي  (3AlCl)كلرید آلومینیوم  میكرولیتر 100به میكرولیتر از عصاره متانولي  400ي فلاونوئید كل، اجهت تعیین محتو
(w/v،) 100 در تاریكي و دماي  استراحتدقیقه  90پس از  واضافه آب مقطر  میكرولیتر 2800پتاسیم یك مولار آبي و استات میكرولیتر

با فلاونوئید كل  محتوايشد.  ثبت nm 415  ، ژاپن( در طول موجShimadzu)  UV-120-02محیط، جذب آن توسط اسپكتروفتومتر 
 عصارهوزن خشك  هر گرمگرم كوئرستین در صورت میلي به (0.99972Y= 0.0049X + 0.0005 , R =) استفاده از منحني استاندارد

(DW 1-mg QE g) 2002 ,. گزارش شد)et al(Chang . 

                                                           
1- Inductively Coupled Plasma-Optical Emission Spectroscopy  
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 تعيين محتواي اسيدهاي فنلی

ماكرولیتر نیتروژن  250، (w/v)درصد  10كلراید ماكرولیتر هیدروژن 250آب مقطر،  لیترمیلي 25/1 اب متانوليماكرولیتر عصاره  250
سپس در لحظه قرائت جذب در طول  .دقیقه در دماي محیط و تاریكي نگهداري شد 30مخلوط و به مدت ( w/v) درصد 10سدیم )آبي( 

با استفاده حتواي اسیدهاي فنلي م. ماكرولیتر آب مقطر اضافه شد 250سدیم و ماكرولیتر هیدروكسید 250ر نمونه به ه nm 490موج 
 CA mg) عصارهوزن خشك  هر گرمدر  اسیدكافئیكگرم صورت میلي به ( =0.999720.0036X+ 0.0293 , RY =) از منحني استاندارد

DW 1-g)  2008 ,. گردیدگزارش)et al(Matkowski  . 

 

 ) 50ICDPPH( فعاليت آنتی اكسيدانیتعيين 

 5/1به حجم نهایي مولار( میلي 1/0) DPPH محلول متانوليمیكرولیتر توسط  0-500هاي با حجم (mg/ml 25/0) عصاره متانولي
. فعالیت ثبت گردیدنانومتر  517در طول موج  حاصل ، میزان جذب مخلوطاستراحت در تاریكي دقیقه 60پس از  و رسانده شدلیتر میلي

μg ml-) و به واحد باشدميجذب عصاره  sA جذب نمونه شاهد و cA كه زیر محاسبه شد 1رابطه هاي آزاد با استفاده از رادیكال روبش

 . et al(Akowuah(2005 ,. گزارش شد (1

FRSA= [(Ac-As)/Ac]×  100                                                                                                                         )1 رابطه      

 

 سيليمارین  سنجش

دقیقه  50گراد به مدت درجه سانتي 50و در دماي  اضافههیدرازین فنلنیترودي 4و 2 محلول لیترمیلي 2 ،يللیتر عصاره متانومیلي 1 به
لیتر رسانده شد تا مخلوط قرمز میلي 10درصد به حجم  10لي ومتان KOHها بسته باشد(. پس از سرد شدن با )درب لوله نگهداري شد

 سپس. دقیقه سانتریفیوژ شد 15به مدت  4500ل مخلوط و با دور ولیتر متانمیلي 20لیتر از محلول با میلي 1گردد. سپس حاصل رنگ 
دقیقه سانتریفیوژ گردید  15به مدت  4500ل افزوده شد و با دور ولیتر متانمیلي 20 مجددا مانده لوله سانتریفیوژفاز رنگي جدا و به باقي

هاي نانومتر جذب نمونه 490لیتر رسانده و در طول موج میلي 50ل به حجم وبا متان پس از آن .شدو روشناور آن به روشناور قبلي افزوده 
و محاسبه  (A 1% 1cm= 527) متـريسـانتي 1سل كوارتز  درصد سیلیبین در 1روش محاسبه بر مبناي شدت جذب محلول  خوانده شد.

وزن نمونه گیاهي عبارت از   Mو  برابر میزان جذب محلول نمونه A كه در این رابطه به دست آمد 2 درصد سیلیمارین طبق رابطه
  (Hasanloo et al., 2008). باشدمي

SM (%) = (A*10*50*50*100)/(527*100*M)                                             2رابطه)  
از پودر  1(HPLC) بالا یيبا كارا عیما يكروماتوگراف وسیلهبه  جهت سنجش سیلیمارینبذر استوني تهیه عصاره  منظوربه همچنین 

و صاف گیري با استون مرحله عصاره 3زدایي، پس از چربي استفاده شد. به این منظور هگزانتوسط سوكسله و ان زدایي شدهيبذر چرب
در نهایت وزن و  گردیدگراد استفاده درجه سانتي 45، از روتاري با بیشینه دما هاجهت تغلیظ عصارهانجام و  كاغذ صافيكردن توسط 

 C18 5 μ (250 × 4.6( با ستون HPLCبالا ) یيبا كارا عیما يتوسط كروماتوگرافسیلیمارین  يمحتوابت شد. ثحاصل خشك عصاره 

mm)دتكتور ، UV Knauer K2600A DAD 2.1 L افزار و نرمChromgate 82 دیاس يهاشد. حلال نییتع كیپ تشخیص يبرا 

                                                           
1- High Performance Liquid Chromatography 
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 1سرعت دقیقه و با 40به مدت  . زمان اجراندبه عنوان فاز متحرک استفاده شد (V / V / V 65:  25:  0.5متانول و آب ) ك،یفسفر

 1‾ml.min 2008 ,. گردید یينانومتر شناسا 288ها در كیو پ انجام شد)et al(Wen . با واحدبذر  سیلیمارین يمحتوا (DW 1-mg g) 

 .(3)شكل  بیان شد

 

 

  (UV Knauer K2600A DAD 2.1 L) ( HPLC)كروماتوگرافي مایع با كارایي بالا  تصویر دستگاه .3شكل 

 

 آناليز آماري

 دانكن آزمون از استفاده با هامیانگین مقایسه و انجام تكرار سه با تصادفي كاملاا  طرح قالبدر  (ANOVA) هاداده واریانس آنالیز

مپ نقشه هیت نمایشبه منظور  .شد انجام 16 نسخه SPSS افزارنرم از استفاده با (P ≤ 0.05) و (P ≤ 0.01) داريمعني سطح در

 ,Harper) شد استفاده Grapfpad-Prism 9 افزارو نرم از همبستگي پیرسونهاي ثانویه الیسیتورها و متابولیت موجود بینبستگي هم

 الیسیتورهايبا استفاده از ( PCA) پلاتبايي مؤلفه اصل لیو تحل هیتجزبه وسیله  مورد نظر یيایمیتوشیفصفات  يكم يهاداده .(2006
 .دشدندر نظر گرفته 1از  شتریب ژهیبا مقدار و( PC) ياصل ياجزا. (Sneath, 1973) بررسي شدند نظر، ارزیابي ومورد

 

 هاي پژوهشیافته

  شيميایی گياه در مراحل رشد رویشی، زایشی و بذر فيتوخصوصيات  غير زیستی برهاي زیستی و  محرکتاثير 

  كل فنل محتواي

در ي بخش هوای كل محتواي فنلبر  هاي زیستي و غیرزیستيالیسیتوربرغم اینكه تاثیر داد  نشان هاداده تحلیل و تجزیه نتایج
نتایج مقایسه میانگین  .(2جدول) (P ≤ 0.01) بوددار ي فنل كل بذر معنياثیر آن بر محتواما تا دار نبودمعني و زایشي حل رشد رویشيامر

بخش هوایي محتواي فنل كل  افزایشباعث  مورد بررسي لحادر مر (ppm 100) نقرهنیتراتمشاهدات نشان داد اگر چه كاربرد خارجي 
نقره نیتراتتیمارهاي در موجود در بذر ي فنل كل امحتو .دار نبودآزمایشي معنيهاي وت آن نسبت به شاهد و سایر تیمارشد اما تفا

(DW1-g GAE mg 6/9 )باكتري  و(DW 1-GAE g mg 8/9)  با شاهد تیمار نسبت به(DW 1-g GAE mg 93/11 )به صورت معني
 A شكل) شاهد نداشتندتیمار داري با ي فنل كل تفاوت معنيااز حیث محتو هاي آزمایشيولي كاربرد سایر تیمار یافتند اهشداري ك
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 ودبه صورت قابل توجهي بیشتر بمراحل رشد رویشي و زایشي اندام هوایي در محتواي فنل كل بذر در مقایسه با در این بررسي  (.4
 (.A 6)شكل 

 

   

 زایشي و رویشي رشد ورهد درگیاه  در بذر و  بخش هوایي (B) كل نوئیدو فلاو (A) كل فنل يامحتو میانگین .4شكل 

 ندارند( (P ≤ 0.01) داري در سطح احتمال خطايدانكن تفاوت معني مطابق آزمون ،باشندكه داراي حرف یا حروف مشترک ميهاي با رنگ یكسان )ستون

 

ها حاكي از عدم وجود نتایج بررسي .انجام شد ICP، آنالیز در آزمایش شده بكار بردهنقره نیترات و اطمینان از جذبمنظور بررسي به 
g mg-1 ( و در مرحله رشد زایشي )DW 1-g mg 22/2مرحله رشد رویشي )نقره در جذب نیترات میزان .بود شاهدنقره در تیمار نیترات

DW 32/0 ) (5)شكل تعیین شد. 

 

 

 بخش هوایي گیاه خارمریمنقره موجود در بافت خشك نالیز نیتراتآ .5شكل 

-Ag (، نقرهو بدون اسپري نیترات )شاهد+Ag V ( نقرهاسپري نیترات رویشي بارشد مرحله ،) +Ag R( نقرهزایشي با اسپري نیتراترشد مرحله) 

 ندارند( (P ≤ 0.01)داري در سطح احتمال خطاي دانكن تفاوت معني مطابق آزمون باشند،هاي داراي حرف یا حروف مشترک مي)ستون
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 نوئيد كل محتواي فلاو

بخش  بذر و نوئید كلدر محتواي فلاوداري تاثیر معني زیستي و غیرزیستي الیسیتورهاي كهداد  نشان هاداده تحلیل و نتایج تجزیه
مرحله رشد رویشي در نتایج مقایسه میانگین مشاهدات  .(2)جدول  (P ≤ 0.01) گیاه داشت و زایشي حل رشد رویشيامرگیاه در هوایي 

mg QE g-)شاهد تیمار نسبت به ( DW 1-mg QE g 5/5) نوئید كلمحتواي فلاو نقرهنیترات كاربرد خارجيتیمار درتنها نشان داد كه 

DW 1 94/3 ) در نتیجه كاربردمرحله رشد زایشي  بخش هوایي در نوئید كلفلاومحتواي  .داشتداري معنيو درصدي  6/39افزایش 
 درصدي 6/28 كاهشنوئید كل فلاو گرچها ،كاربرد باكتري تیمار درو داشت درصدي  6/53افزایش  شاهدتیمار با در مقایسه قارچ 
استفاده از الیسیتور مخمر نشان داد كه بذر مشاهدات مربوط به مقایسه میانگین  .نداشت يدارنسبت به شاهد تفاوت معني اما داشت

 به صورت قابل توجهي افزایش داد( DW 1-mg QE g 22/2)شاهد تیمار نسبت به  را( DW 1-mg QE g 43/3)نوئید كل محتواي فلاو
كه  تعلق داشتباكتري تیمار كاربرد به ( DW 1-mg QE g 92/1) با نوئید كل بذرمحتواي فلاو كمترین . از طرف دیگر(درصد 5/54) 

نتایج  (.B 4شكل  ) نبوددار معني (DW 1-mg QE g 96/1) قارچ كاربرد و تیمار (DW 1-mg QE g 22/2) شاهدتیمار نسبت به البته 
سن گیاه و  با افزایشكه تولید بذر نشان داد و زایشي ، در مراحل رشد رویشيبخش هوایي گیاه نوئید مقایسه میانگین محتواي فلاو

 (.B 6)شكل  یابدقابل توجهي كاهش مي به صورتونوئید بذر محتواي فلارسیدگي 

 

   

 زایشي و بذر ، رویشيرشد  ورهددر بخش هوایي گیاه در ( B) كل نوئیدو فلاو (A) محتواي فنلمقایسه میانگین  .6شكل 

 ندارند( (P ≤ 0.01)داري در سطح احتمال خطاي دانكن تفاوت معني مطابق آزمون باشند،هاي داراي حرف یا حروف مشترک مي)ستون

 

  فنلی اسيد محتواي 
همچنین در بذر و  را محتواي اسید فنلي (P ≤ 0.01) يدارمعني به صورت الیسیتورهاكاربرد  داد نشان هاداده تحلیل و نتایج تجزیه

 در مرحله رشد رویشيها نشان داد نتایج مقایسه میانگین داده (.2جدول )افزایش داد را  مراحل رشد رویشي و زایشيدر بخش هوایي 
 تعلق باكتريكاربرد تیمار به  ( نسبت به شاهد درصدي 6/27)افزایش  DW 1-mg CAE g 37/2 میزان هب بیشترین محتواي اسید فنلي

دار نداشت و فاوت معني( تDW 1-mg CAE g 66/2) نقرهو نیترات (DW 1-mg CAE g 14/2) شاهدتیمار نسبت به البته داشت كه 
در  دار بود.شاهد معني تیمار نسبت بهاختلاف آن كه  مربوط بود( DW 1-mg CAE g 27/0) مخمر مقدار اسید فنلي به كاربردكمترین 

برخوردار بود كه نسبت به تیمار شاهد  (DW 1-mg CAE g 62/1) بیشترین محتواي اسید فنلياز كاربرد قارچ تیمار مرحله رشد زایشي 
mg CAE g-) نقرهنیتراتتیمار كاربرد نسبت به برابري است، این در حالي است كه محتوي اسید فنلي در این تیمار  5/7یك افزایش 

DW 1 47/1محتواي اسید فنليكمترین در این آزمایش  نداشت.دار ( تفاوت معني (DW 1-mg CAE g 19/0 ) شاهد تعلق تیمار به
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نسبت به اختلاف آن كه داشت ( تعلق DW 1-mg CAE g 27/5) مخمر تیمارمحتواي اسید فنلي به  بیشترین ،بذررابطه با در  .داشت
مربوط  تیمار باكتريبه ، ( DW 1-mg CAE g 17/3)محتواي اسید فنلي كمترین  .درصدي داشت 2/36افزایش   و دارشاهد معنيتیمار 

 ≥ P)دار معنينتایج ما حاكي از افزایش  .(A 7)شكل  نداشت يدارتفاوت معني، نقرهو نیتراتقارچ  ،شاهد هايتیمار هنسبت ب بود كه

 (.A 8)شكل  دارد ذربو تولید  رسیدگي زایشي و سپسبه  رویشيمرحله رشد از  و لي با افزایش سن گیاهفنمحتواي اسید میانگین (0.01

 

  

 زایشي و رویشي رشد ورهد بخش هوایي گیاه در و بذر (B) اكسیداني و ظرفیت آانتي (A) اسیدفنلي يامحتو میانگین .7شكل 

 ندارند( (P ≤ 0.01)داري در سطح احتمال خطاي دانكن تفاوت معني مطابق آزمون باشند،هاي با رنگ یكسان كه داراي حرف یا حروف مشترک مي)ستون

 

  50DPPH (IC( اكسيدانیظرفيت آنتی

بذر و بخش هوایي در مراحل رشد رویشي و زایشي گیاه   50ICمقدار دار در تفاوت معنيوجود حاكي از  هاداده مقایسه میانگیننتایج 
داري در بخش را بصورت معني 50ICمقدار  ،مخمركاربرد تنها در این بررسي . (2جدول ) (P 0.01 ≥) مي باشددر نتیجه كاربرد الیستورها 

بیانگر كاهش فعالیت آنتي . این موضوع داد افزایشدرصد  9/44به مقدار  شاهدتیمار نسبت به  در مرحله رشد رویشيو هوایي گیاه 
( μg ml 633/148-1) داري بین كاربرد قارچتوجه و معنيتفاوت قابل رشد زایشي در مرحله  مي باشد. كاربرد مخمرنتیجه در  اكسیداني

. بوداكسیداني كاهش شدید فعالیت آنتياغلب نتایج آن كه  وجود داشت 50ICمورد بررسي از حیث شاخص الیسیتورها سایر كاربرد و 
 تعلق داشت( μg ml 536/37-1) مخمر الیسیتوربه  آنكمترین در این رابطه  و دادكاهش  را در بذر  50ICمقدار  الیسیتورهاهمه كاربرد 

مقایسه میانگین  .(B 7شكل ) اكسیداني بودو بیانگر افزایش چشمگیر فعالیت آنتيدار ( معنيμg ml 85/71-1شاهد )تیمار كه نسبت به 
و بخش هوایي كه در مقایسه با  اردتعلق دگیاه بذر بخش به   50ICبیشترین مقدار كه در مراحل مختلف فنولوژي نشان داد  50ICمقدار 

 .(B 8)شكل  دار بودرشد رویشي و زایشي معني حلامردر 
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  رشد رویشي، زایشي و بذر دوره در بخش هوایي گیاه در   DPPH (B)(50IC)اكسیداني نتيو ظرفیت آ( A)مقایسه میانگین محتواي اسید فنلي  .8شكل 

 ندارند( (P ≤ 0.01)داري در سطح احتمال خطاي دانكن تفاوت معني مطابق آزمون باشند،یا حروف مشترک ميهاي با رنگ یكسان كه داراي حرف )ستون

 

   50DPPH (IC( اكسيدانیظرفيت آنتیو همبستگی محتواي تركيبات فنلی 

با توجه دهد. مي نشانرا  50DPPH (IC( اكسیدانيظرفیت آنتيو محتواي تركیبات فنلي دار منفي و معنيهمبستگي  مذكور نمودار
 ياین معن به اي كاهش یافت، قابل ملاحظه  بطور 50DPPH (IC( اكسیدانيظرفیت آنتيفنلي، تركیبات افزایش محتواي با  به نمودار

  .(9)شكل  .تاس نیاز هاي آزادرادیكالدرصد  50 حذفبراي  يكمترعصاره به حجم ، افزایش محتواي فنلكه با 

 

 

 فنلي تركیبات محتواي وخارمریم  بذراكسیداني در همبستگي فعالیت آنتي .9شكل 

 

  سيليمارین

 درصد سیلیمارین داريبه صورت معني هاالیسیتور كاربرددر مراحل رشد رویشي و زایشي، كه  داد نشان هاداده تحلیل و نتایج تجزیه
در مرحله رشد نتایج مقایسه میانگین مشاهدات نشان داد  .(2جدول و  A  10شكل) (P ≤ 0.01) را افزایش داد برگعصاره متانولي 

اتنیتر كاربرد به ترتیب بهدر هر گرم وزن خشك بخش هوایي  سیلیمارینمقدار ( درصد 6( و كمترین )درصد 96/9بیشترین )رویشي 
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نقره تعلق داشت كه نسبت نیترات كاربردبه ( درصد 64/6) سیلیمارین بیشترین درصدرشد زایشي  مرحله در تعلق داشت.نقره و مخمر 
 .نبوددار مخمر مشاهده شد كه در مقایسه با شاهد معني الیسیتور( با كاربرد 63/5) سیلیمارین دار بود و كمترین درصدبه شاهد معني

 داشتبذر  محتواي سیلیمارینبر  (P ≤ 0.01)دار تاثیر معني زیستي و غیرزیستي داد الیسیتورهاي نشان هاداده تحلیل و نتایج تجزیه
حاصل شد كه  باكتريتیمار ( در نتیجه كاربرد DW 1-mg g 44/1) مقداربا (. بیشترین محتواي سیلیمارین 2و جدول  B 10 شكل)

( به كاربرد قارچ DW 1-mg g 06/1كمترین محتواي سیلمارین ) . (درصدي 32افزایش ) مي باشددار تفاوت آن نسبت به شاهد معني
( تفاوت DW 1-mg g 08/1نقره )نیترات با تیمار و البته درصدي 7/2كاهش ( DW 1-mg g 09/1شاهد )تیمار نسبت به كه  داشت تعلق
 دار نداشت.معني

 

 

 (B) محتواي سیلیمارین بذر و (A) زایشي و رویشي رشد دوره  گیاه در بخش هوایي درصد سیلیمارین میانگین  .10ل شك

 ندارند( (P ≤ 0.01)داري در سطح احتمال خطاي دانكن تفاوت معني مطابق آزمون باشند،یكسان كه داراي حرف یا حروف مشترک ميهاي با رنگ )ستون

 

 هاي زیستي و  غیر زیستي بر خصوصیات بیوشیمیایي گیاه خارمریم در مراحل رشد رویشي، زایشي و بذرتاثیر محرک واریانس تجزیه .2جدول 

 میانگین مربعات

 مرحله رشد رویشی منابع تغییرات درجه آزادی

DPPH (IC₅ درصد سیلیمارین ₀  فنل كل ونوئید كلفلا اسید فنلي (

51/7 ** 355/1331 ** 1/3 ** 819/1 ** 351/2  الیسیتور 4 *

172/0  805/139  097/0  132/0  736/1  خطای آزمایش 10 

268642857/2  2479286/480  95478571/0  61371429/0  91192857/1  کل 14 

   مرحله رشد زایشی

471/0 ** 297/2883 ** 227/1 ** 296/2 ** 35/0  الیسیتور 4 *

017/0  521/21  007/0  364/0  446/0  خطای آزمایش 10 

146642857/0  1708571/839  35578571/0  91578571/0  41828571/0  کل 14 

 بذر
 منابع تغییرات درجه آزادي

DPPH (IC₅ سیلیمارین  ₀  فنل كل نوئید كلفلاو اسید فنلي (
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08/0 ** 12/454 ** 252/2 ** 254/1 ** 393/6  الیسیتور 4 **

005/0  657/0  224/0  08/0  526/0  خطای آزمایش 10 

026285714/0  2177857/130  80342857/0  41542857/0  20271429/2  کل 14 

 .باشدمي دارمعني عدم ns و 05/0و  01/0 خطاي احتمال سطح در دارمعني ترتیب به **و *

 

 بذر اكسيدانیآنتی بر تركيبات فنلی و ظرفيت زیستیزیستی و غير هايالسيتوربا توجه به تاثير  PCA تجزیه و تحليل نمودار

ظرفیت  حتواي تركیبات فنلي وزیستي بر ماثر الیسیتورهاي زیستي و غیربررسي  به منظور (PCA)هاي اصلي تجزیه و تحلیل مولفه
به . ذكر شده است 3 جدولدر  هادادهنمایش درجه تشابه  به منظوربا استفاده از ضریب همبستگي پیرسون خارمریم اكسیداني بذر آنتي

 ودر بیوسنتز تركیبات فنلي، سیلیمارین عامل  5نشان داده شده است،   PCAنمودار ، همانطور كه در متغیرهابین  زیاددلیل همبستگي 
 92/97مولفه اول معادل  ،الیسیتورحاصل از  در بذر انسیو درصد وار ژهیو ریمقاددر جدول  شناخته شده است.موثر بذر  50ICمقدار 

ي فنل شاهد مياكاهش محتو بیانگر( بود كه 997/0) IC DPPH)50(باشد. جز اصلي این مولفه مقدار درصد داراي بیشترین مقدار مي
 د.هاي آزاد نیاز دار. در واقع به میزان بیشتر عصاره براي حذف رادیكال(11)شكل  شده است 50DPPH (IC(باشد كه منجر به افزایش 

ي امحتوجز اصلي به  3در مولفه  بود.متعلق به شاهد و مخمر ( بود كه 41571/0و اسید فنلي )( 897/0ي فنل )امحتو 2مولفه  جز اصلي
 داراي درصد واریانس اندک بودند. وافزایش یافت مخمر  الیسیتور تعلق داشت كه با كاربرد( 83/0نوئید )فلاو

 

 يامحتو اثر آن بر واعمال الیسیتورهاي زیستي و غیر زیستي بر اساس بذر خارمریم  در PCA نمودار عوامل به دست آمده از انسیو درصد وار ژهیو ریمقاد .3جدول 

 خارمریم  بذراكسیداني و فعالیت آنتي تركیبات فنلي

 اجزا
 متغیر

 1جز  2جز  3جز  4جز  5جز 

0076408/0-  28514/0  33569/0-  89667/0  043999/0-  فنل کل 

034167/0  53865/0  82971/0  1379/0  035311/0-  ونوئید کلفلا 

037646/0  79269/0-  44208/0  41571/0  044527/0-  اسید فنلی 

0059307/0  0036935/0-  03414/0  062948/0  99741/0  DPPH IC50 

99866/0  013656/0  047832/0-  013902/0-  0033732/0-  سیلیمارین 

0238294/0  136339/0  243243/0  37662/2  886/130  مقادیر ویژه 

017828/0  102/0  18198/0  778/1  92/97  درصد واریانس 
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 اكسیدانيو فعالیت آنتيتركیبات فنلي  يامحتو اثر آن بر و الیسیتورهاي زیستي و غیر زیستي بذر خارمریم با كاربرددر  PCAنمودار  .11شكل 

TPC  ،)فنل كل(TFC ونوئید كل(، )فلاTPA  ،)50()اسید فنلي كلIC(DPPH  اكسیداني()ظرفیت آنتي 

 

 بحث

 و اسيد فنلیكل ، فلاونوئيد فنل كلي امحتو

ها به و عملكرد آن يكیولوژیب تیفعال لیبه دلد كه نروبه شمار مي یيدارو اهانیدر گ ياتیح باتیتركاز مهمترین  يفنل باتیكتر
 سازييخنث به منظوراین تركیبات  .(Hazrati et al 2020) اندشناخته شده مریسرطان و ضد آلزا ضد التهاب، ضد دان،یاكسيآنت عنوان

 باشدمتغیر مي اهیمختلف گ يهااندام و با توجه به گریبه سال د ياز سالها كه میزان آن شونديسنتز م يستیرزیو غ يستیعوامل ز اثر
(Pérez-Ochoa et al., 2023).  ي ابر محتو تيزیسزیستي و غیر الیسیتورهايتاثیر بیشترین مرحله رشد رویشي  در ها نشان داددادهنتایج

در ( و DW 1-mg GAE g 11/5شاهد )تیمار (، در مرحله زایشي در DW 1-mg GAE g 33/5نقره )با كاربرد الیسیتور نیتراتكل  فنل
رشد ونوئید در مرحله ي فلاا( حاصل شد. بیشترین محتوDW 1-mg GAE g 94/12) (Y. lipolytica) مخمر كاربردبا تولید بذر له مرح

 A. niger (DW 1-mg GAE g قارچكاربرد (، در مرحله زایشي به DW 1-mg GAE g 5/5نقره )یتراتن استفاده از الیسیتوررویشي به 
 mg GAE)اسید فنلي  يامحتو یشترینبدر مرحله رشد رویشي  .داشت( تعلق DW 1-mg GAE g 4/3) مخمركاربرد ( و در بذر به 3/4

DW 1-g 73/2 ) در مرحله رشد  ، باكتريبه كاربرد( زایشيDW 1-mg GAE g 62/1 ) درو به قارچ ( تولید بذرDW 1-mg GAE g 3/5 ) 
 ,.Conforti et al) انهیراز يولنرا در عصاره اتا يفنل ي تركیباتامحتواز  يمختلف ریمقاد پیشینمطالعات  جینتا .تعلق داشتبه مخمر 

كه به  گزارش كردند Fumaria vulgaris  (Jaberian et al., 2013) يو عصاره متانول (Premanath et al., 2011) لهیدانه شنبل ،(2006
مراحل مختلف رشد نسبت داده و يسازرهیو ذخ یيبرداشت، عوامل جابجا فصل ،شرایط كشت، يطیمح طیشرامختلف از قبیل  عوامل

بت به نس در مرحله گلدهي آن كاهش حفظ محتواي تركیبات فنلي در مرحله رشد رویشي و زمایشنتایج این آ در راستاي. شودمي
 كه ه استشد گزارش (Wang et al., 2000) و توت Rosmarinus officinalis (Del Baño et al., 2003) در گیاه، هر مرحلهشاهد 

بیش بیان و  جوان يهاانتقال به سمت اندام و ادیز يسلول میرشد به تقس هیدر مراحل اول يفنل باتیتركتجمع و حفظ احتمالا افزایش 
 ممكن استیاه گسن  شیبا افزاكیبات فنلي انباشت تر كاهش .ارتباط داردتركیبات فنلي به عنوان آغازگر مسیر سنتز  PALژن آنزیم 
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 و نیز سنتز بلوغ بذرمیاني در مراحل را هاي اولیه و افزایش سنتز نشاسته كاهش جذب متابولیتكه  PALكاهش فعالیت آنزیم به 

 يبرخ ،اهیبا رشد گ در مواردي نیز مشاهده شده است كه. (Hazrati et al 2020) كند، مربوط باشدگري ميرا میانجياسیدهاي فنولیك 

هاي واكنش به احتمالا رسد این فرایندبه نظر مي .(Del Baño et al., 2003) شوندميگیاه حذف  يآوند ستمیاز س يفنل باتیاز ترك
سبب ، هاي تهاجميونتولید كوئینو هاي آلكالیني شركت در واكنش باكه  در آوندهاي آبكشي نوئیديوو فلا اكسیدكننده تركیبات فنلي

 بیتخر وسنتز،یمختلف ب يندهایفرآ نیب كیرابطه نزد كیدر واقع  . et al(Feduraev(2019 ,. باشدشوند، مرتبط ميمي 2O2H روبش
و  یيعوامل آب و هوا ریو تاث يا توجه به فنولوژبكه  .(Del Baño et al., 2003) موجود است اهانیها در گفنل يپل عیو انتقال در توز

 .(Maina et al., 2021)یابد كاهش مي يشیو در مرحله زا شیافزا يشیدر مرحله رو يدینوئفلاو باتیترك يمحتو اهیدر گ پ،یژنوت

ین بیشتر .بود بذر دمرحله تولی ونوئید و اسید فنلي درمخمر بر محتواي فنل، فلا ین تاثیربیشترحاكي  نتایج این آزمایشبطور كلي 
حل رشد رویشي ارمدر باكتري بر محتواي اسید فنلي بیشترین تاثیر  .مشاهده شد مرحله رشد زایشيدر  ونوئیدقارچ بر محتواي فلا اثر

سبب را گیاه  تقویت سیستم دفاعي ،هاونونتجمع آنتوسیانین و فلااز طریق ونوئید فزایش فلاا .گردید مشاهدهنسبت به شاهد و زایشي 
از تراوشات ریشه مانند قندها استفاده كرده و گیاه نیز از مواد غذایي آزاد شده در  سمیكروارگانیم .(Vinogradova et al., 2023)شود مي

قارچ و  با تولید اسید جاسمونیك putida. P باكتري . alet  (Chen(2008 ,.برد نتیجه فرآیندهاي خارج سلولي میكروارگانیسم بهره مي
A. niger كه  گردداز طریق تجزیه مواد آلي موجود در خاک موجب تولید مقادیر بالاي اسیدهاي آلي مانند اگزالات و مواد هومیك مي

هان نتیجه افزایش جذب فسفر توسط گیا كننده فسفات و درهاي حلفراهمي فسفر براي میكروارگانیسمو  اسیدي شدن خاکسبب 
نوئید، آلكالوئید و وقبیل فنل، اسید فنلي، فلا تركیباتي ازتنظیم كننده مسیر سنتز   فسفر غیر آلي. (Saffaryazdi et al., 2020) شودمي

 Y. lipolytica و P. putida باكتري و A. nigerدهند كه گونه ها نشان ميبررسي . et al(Shokati(2017 ,.د باشفنیل پروپانوئیدها مي

ئل و در واكو قادر به تولید و تجمع تركیبات فنلي، فلاونوئیدي و اسید فنلي (Tong et al., 2023) سیتریكتولید اسید به عنوان منبع
ازي سریب دیواره را افزایش و سبب آزادسیتریك امكان هیدرولیز واكوئل و تخافزایش میزان اسید باشند.اكسیداني ميافزایش فعالیت آنتي

 يامحتو كاهشقارچ، الیسیتور به استثناي كاربرد  در مرحله رشد زایشي .(Soroori et al., 2021) دنگردانواع تركیبات فنلي مي
 يسلول زیاتم شیافزا علت به. این موضوع شد مشاهده زایشيدر مرحله رشد شاهد گیاهان نسبت به گیاه  هوایي بخشدر  هادیونوئفلا

 دیونوئفلا وسنتزیبدر  لیدخ يهامیآنز تیمثل و كاهش فعال دیو آفات و تول اهخوارانیدفاع در برابر گ ،يافشانگرده ،يدهدر دوره گل
يم راتییتغ خوشدست زین يطیمح طیشرا به توجه با يدیونوئفلا باتیترك بیتخر و سنتز ل،یتبد بلوغ مرحله در نیهمچن. دارد ارتباط

تابش ماورا بنفش  هابرگ رایز باشديم هابرگ از شتریب هااندام دینوئفلاو يامحتو استداده نشان قاتیتحق .(Maina et al., 2021) شود
فنیل -Lقادر به سنتز اسیدهاي آمینه آروماتیك ) Y. lipolytica مخمر .(Moradi et al., 2020) كننديم افتیدر هااندام از كمتر را

ژن نج پبیان همزمان از طریق تاثیر بر  قادر است و همچنین بودهنوئید ساز مسیر سنتز فلاوپیش( تریپتوفان -Lزین و  تیر – Lآلانین، 
این ه همین علت ب دسبب افزایش تولید نارینژنین و تاكسیفولین گرد ماتیكیش ریمس يدیپنج واكنش كل در ARO میآنزمربوط به 

 ,.Muhammad et al)است شده شناخته نیفولیو تاكس ولیودكتیار ن،ینژنینار لبن،یاز جمله است یيدهایمولد فلاونوئ عنوانبه مخمر 

، هابه رسپتور ي زیستيهاتوریسیاتصال ال .باشدميونوئید بذر خمر بر محتواي فلاموید اثر افزایشي منیز نتایج این تحقیق .  (2020
H+-  تیعالف كیشده و تحر یيغشا پلاسمالاریزاسیون دپسبب  هیثانو امبریكه به عنوان پ كنديم بروز میكلس ونی درون سلولي شارش

ATPase شدن يدیبه شارش پروتون و اس منجر. این موضوع گرددميسبب  را  pHفعال سببها پدیده نیا بروز. دشويم يتوپلاسمیس 
 شیافزا و،یداتیو انفجار اكس ROS شیو افزا دازیاكس NADPH( و MAPK) يتوژنیم ينازهایك نیپروتئ مانند يدهگنالیس ریمس شدن

 يفنل اسید و فلاونوئید فنل، قبیل از ثانویه هايمتابولیت هاي ژن انیب شیافزا به كه گردديم دیاس كیلیو سالس كیجاسمون دیسطح اس
  (Hao et al. 2020 ; Humbal and Pathak 2023)شوديم ختم
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 ونیلاسیمت عیبا تسرو  ویداتیاكس يهابیدر برابر آس ياهیسپر گ به عنوان يفنول باتیترك وسنتزیبه عنوان مسئول ب نیفلزات سنگ
در مواجه گیاه با  يفنل باتیكانباشت تر .گردنديم ياهیگ يهارسان در سلولبیآزاد آس يهاكالیراد زانیكاهش م سبب نیفلزات سنگ

از  بیشتررا  ROS دیتول نیفلزات سنگ .(Vinogradova et al. 2023) شوديم طیبا مح اهیگي بیشتر سازگار سبب يستیزریغ هايتنش
د. شونيم يدیپیل يغشا هیو تجز يستیز يهاكاهش مولكول و،یداتیتنش اكسبروز به . این موضوع منجر دنگرديمموجب حذف آن 

 مایكه مستق شده (MAPKs) توژنیم ينازهایك نیسبب فعال شدن پروتئسلول به درون  میكلس يهاونی هجوم و ROS دیتول شیافزا
و  فنل باتیترك از جمله ياهیگ باتیسنتز ترك شیو افزا ORAC3و  CrMAPK3 قبیلاز  يسیرونو يفاكتورها ونیلاسیسبب فسفور

  .(Vinogradova et al., 2023) گردديم يدینوئفلاو

 

(50IC) DPPH  

(50IC) DPPH كه به حضور تركیبات  باشدمي ياهیگ يهاعصاره يدانیاكسيآنت تیفعال نییتع جهتپركاربرد  يهااز روش يكی
در  DPPH( 50IC) و مقدار اكسیدانيفعالیت آنتيبیشترین  نتایج نشان داد . al et(Premanath(2011 ,. ونوئیدي وابسته استفنولي و فلا

با مقادیر مخمر به ترتیب  كاربرد زایشي و بذر بارشد در مرحله  و (g mlµ 99/85- 1نقره )كاربرد الیسیتور نیتراتبه  رویشيرشد مرحله 
1 -g mlµ 45/65  1و -g mlµ 54/37  50 مقدار .شدحاصلIC هاي آزاد مورد رادیكال %50 براي مهار كه بوده غلظتي از عصاره متانولي

ي امحتو با نزدیك در ارتباط يدانیاكسيآنت تیفعالاست. موضوع  موید ایننیز  50ICو مقدار  ي فنلهمبستگي محتونمودار . باشدمينیاز 
هاي جهت احیاي رادیكال ردوكسپتانسیل  يدارازیرا  دارندآزاد  يهاكالیكردن راد يدر خنث يكه نقش مهم باشدمي يفنل باتیترك

باشد، فعالیت مراحل مختلف رشد گیاه متفاوت ميبا توجه به این كه تجمع تركیبات فنلي در  .(Vildová et al., 2014) دنباشآزاد مي
در  يفنول كل در مرحله گلدهيپل يامحتو بر اساس نتایج .et al (Omezzine(2013 ,. نیز متفاوت است DPPH( 50IC)اكسیداني آنتي

Boerhavia diffusa ،Sidacordifolia   (Verma and Kasera., 2007)  وCrithmum maritimum (Maleš et al., 2003).  در طول
 فنول،یدیها )روس مارفنل ك،یفنول يدهای، اسE نیتامیو دها،یفلاونوئ .است افتهی شیافزا Hypericum hyssopifoliumزدن گل در جوانه

 C نیتامیو و دهایها(، كاروتنوئنیو آم دهایاس نویآم ل،یمشتقات كلروف دها،ی)آلكالوئ باتیترك تروژنی(، ننولیك يوبی ن،یبوتئ ن،یكوركوم

  .(Wang et al., 2000) كنديم يباز يندایاكسآنتيدر عملكرد  ينقش مهم ياهیمواد گ ریو سا

تولید بذر همه الیسیتورها مرحله و در مخمر كاربرد زایشي رشد  در مرحلهنقره، ارچ و نیتراتباكتري، قكاربرد  ،رویشيرشد  در مرحله
 2O2H تولید قارچ به انفجارهاي قبلي نشان دادند كه حضور بررسي شدند.شاهد گیاهان نسبت به اكسیداني سبب كاهش ظرفیت آنتي

هاي ثانویه و فعال شدن پاسخ دفاعي علیه به سنتز متابولیتتغییر غشا پلاسمایي منجر  باو مخمر باكتري  حضورو  و تخریب سلول
ROS گردد. در واقع ارتباط مستقیم بین افزایش سلولي ميROS ي تركیبات ابا افزایش محتو زیرا دفاعي وجود دارد هايو بیش بیان ژن

 افزایشسبب  كاربرد . et al(Humbal(2023 ,. اكسیداني گیاه استبیانگر افزایش خاصیت آنتيكه  یابدكاهش مي 50ICفنلي مقدار 
ميي صدمه ساختار سلول تینها ها و درماكرومولكولكه به  ROSافزایش تولید شد. احتمالا  گیاه DPPH (50IC) ياكسیدانآنتي عملكرد

 گزارش شده استنقره در حضور الیسیتور نیترات اكسیدانآنتي تركیباتافزایش  Erythrina suberosaدر گیاه  به همین علت رساند
(Lam et al., 2023). نتایج تحقیقات  Ghanati هاي كم به عنوان افزاینده نقره در غلظتنیتراتالیسیتور اد كه ( نشان د2014همكاران )و

ال اكسیژن تولید شده هاي فعسبب عدم تعادل بین گونه آنو افزایش بیش از حد  كنداكسیداني عمل مينتيآ ظرفیتتركیبات فنلي و 
امكان وجود دارد كه  نینشان داد كه ا (2016)و همكاران  Sun نتایج باشد.كه نتیجه آن ایجاد سمیت مي شدهاكسیداني و دفاع آنتي

 دهایكوزیقندها و گل ها،دیاس از قبیلفعال  باتیترك سایر ریتحت تأثنوئید ي فنل و فلاوامحتولاوه بر مریم عخار اهیگي دانیاكسيخواص آنت
 يهاها با توجه به مرحله بلوغ و روشدانیاكسيآنتفعالیت مطالعه حاضر نشان داد كه  جینتاباشند. مي نیز باشد كه داراي اثر هم افزایي

 متفاوت است.  يلیتحل
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  سيليمارین

بخش هوایي ین بیشترین درصد سیلیماري سلیمارین داشتند. امحتو برنتایج نشان داد كاربرد الیسیتورها در هر مرحله اثرات متفاوتي 
درصد( مربوط بود. در مرحله تشكیل بذر، كاربرد  64/6زایشي )رشد و درصد(  96/9نیترات نقره در مراحل رشد رویشي )گیاه به كاربرد 

 ز قبیلفلزات سنگین ا ي سلیمارین داشتند.ابیشترین تاثیر را در افزایش محتو (DW 1-mg g 3/1) مخمر و (DW 1-mg g 45/1باكتري )
2+Co ،2+Ni ،2+Fe، +Ag و V  هاي ثانویه گیاهي هستند كه با اتصال به گیرنده در سطح غشا تیمتابولمحرک تولید طیف وسیعي از

هاي ثانویه از جمله هاي بیوسنتزي دخیل در مسیر سنتز متابولیتاندازي كرده و بیان كلیه ژنرا راه اي از انتقال سیگنالپلاسمایي شبكه
یم هاي ثانویه گیاه خارمرهاي اندكي بر تاثیر تیمار نقره در افزایش متابولیتپژوهش. (Khalili et al., 2010) شوندسیلیمارین را سبب مي

افزایش محتواي سیلیمارین را در گیاهان خارمریم با كاربرد الیسیتور یون نقره مشاهده  (2010و همكاران ) Ashtiani انجام شده است.
( 2014و همكاران ) Vildová برغم این موضوع كردند كه با نتایج درصد سیلیمارین موجود در بخش هوایي تحقیق حاضر مطابقت دارد.

دیانین، يكریستین، سیلها مانند سیلينقره نقش مثبتي در افزایش فلاونولیگنانیین نیتراتهاي پاطي پژوهشي دریافتند كه فقط غلظت
نقره میزان این تركیبات به تدریج به حداقل رسید. در این ارتباط تدر گیاه خارمریم دارد و با افزایش غلظت نیترا Bو  A بینسیلي

ها در محیط كشت داراي الیسیتور تغییر كرده نداد چراكه  نفوذپذیري دیواره سلولمحتواي سیلیمارین گاهي مطابق انتظار افزایش نشان 

مي سیركادیان و ریتم( هاگل مانند) اندام به وابسته CHS آنزیم بیان. كندو امكان آزادسازي سیلیمارین به محیط كشت را فراهم مي

 باشد.

. ونوئید گردداست سبب افزایش تولید فنل و فلا و جیبرلین قادرهاي اكسین به عنوان مولد خارجي هورمون P. putida باكتري
عمدتا ازطریق افزایش حلالیت فسفات، روي و پتاسیم، سبب دسترسي ماكرومینرال مهم  P. putida كننده فسفات مانندهاي حلباكتري

لقاي گردد. امي PALجاسمونات و متعاقب آن افزایش فعالیت آنزیم فسفات محلول منجر به افزایش متیلشوند. افزایش براي گیاه مي
 Zboralski and)شود ونوئیدها، سبب افزایش سنتز تاكسیفولین و متعاقبا افزایش سنتز سیلیمارین ميفعالیت بیشتر مسیر سنتز فلا

Filion 2023 ; Lubna et al. 2018). 

د، افزایش باشنولیگنان( ميفلاوان آغازگر مسیر سنتز سیلیمارین )آلانین به عنوقادر به سنتز فنیل Y. lipolyticaر جایي كه مخماز آن
را افزایش داده كه این خود به افزایش سنتز نارینژنین و نهایتا  سیلیمارین  CHSهاي ژن محتوي اسیدآمینه آروماتیك، تعداد نسخه

 ,.Lv et al)پذیر است ها، تبدیل نارینژنین به سایر تركیبات )آنتوسیانین و فلاونوئید( امكانسایر آنزیمشود. در صورت حضور منجر مي

تولید سیلیمارین را بهبود بخشید و سبب  lipolytica Y .با عصاره مخمر  S. mariamumدر یك آزمایش تیمار سوسپانسیون  .(2019
ژناز را شود كه عصاره مخمر فعالیت لیپوكسیهاي شاهد( شد. تصور ميآزادسازي سیلیمارین به محیط كشت )سه برابر بیشتر از نمونه

جاسمونات شده است. جاسمونات جزئي از مسیر انتقال علامت مخمر براي تولید فلاونولیگنان محسوب القا و از این طریق موجب تولید 
  .(Qavami et al., 2013)آورد مارین را فراهم ميشود و از این طریق موجبات افزایش سنتز سیليمي

 

 پيشنهادهاو  گيرينتيجه
تي( زیستي و غیر زیسعوامل گیاه و شرایط حاكم بر رشد گیاه )به مقدار زیادي تحت تاثیر مراحل نموي  ثانوي هايمتابولیت سنتز
 متابولیكي با تغییرات نزدیكي رابطه ،فلاونوئیدي گیاه متاثر از شرایط فوق و فنليتركیبات  محتوايگیرد. در این راستا تغییرات قرار مي

انتخاب  .ها پرداخته شدبه همین منظور با اعمال تیمار ریزجانداران و الیسیتور غیرزیستي به بررسي اثر آن دندار گیاه فیزیولوژیكي و
ویه بررسي هاي ثانها را بر متابولیتتا اثر آن در اختیار گیاه قرار دهندرا اي بود كه ماده حدواسط مسیر سنتز سیلیمارین تیمارها به گونه
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سیلیمارین است كه در این تحقیق سعي در افزایش شدهسیلیمارین استفاده ميعنوان منبع اصلي همچنین تاكنون از بذر گیاه به  .كنیم
 يشتریب يفنل ياهدیاس و يفنل باتیترك يمحتوا از غالبا خارمریم اهیگ بذرحاصله  . با توجه به نتایجدر بخش هوایي با اعمال تیمارها شد

  Y.lipolytica يخارج كاربردبودند.  برتر اهیگ يشیرو يهابخش يدیفلاونوئ باتیترك نظر از يول بود برخوردار اهیگ یيبه بخش هوا نسبت

برد . نتایج ما حاكي از آن است كه كارداد شیافزا يریچشمگ بطوردر بذر  را يفنل يدهایاسو  يدینوئوفلا ،يفنل باتیترك يامحتو
، Y.lipolytica و P.putida  يهاتوریسیال ليوبخش هوایي گیاه افزایش داد  درصد محتواي سیلیمارین را فقط درنقره تراتینخارجي 

رسد الیسیتورهاي مختلف با توجه به كاركرد داشتند. به نظر مي بذر لیدر مرحله تشك نیماریسل يمحتوا شیرا در افزا ریتاث نیشتریب
آلانین و باكتري از جهت مر به عنوان مولد اسیدآمینه فنیلمخبطور مثال بیوسنتزي تركیبات مختلف دارند ) اختصاصي كه در مسیر

هاي كه البته براي تایید این موضوع به انجام آزمایش گذاشتهمتفاوتي در مراحل مختلف نموي گیاه  ( اثرگذاريفسفر يبهبود دسترس
هاي تواند زمینهمي به صورت تركیبيدر مراحل مختلف نموي گیاه و  ي مورد بحثهاالیسیتوردر این راستا كاربرد تكمیلي نیاز است. 

 مریم باشد.  ثانویه دارویي در گیاه خاركیبات تحقیقاتي جدیدي در خصوص امكان بهبود تر
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The effect of fungal, bacterial, yeast and silver nitrate elicitors on the 

content of antioxidant compounds and silymarin in milk thistle plant 

development stages (Silybum marianum L.) 

Extended Abstract 

Introduction 

The milk thistle (Silybum marianum Gaernt L.) contains silymarin as the flavonoligan in its seeds, which is used to treat liver, 

digestive, biliary, and poisoning diseases. Aspergillus nijer is known as the main source of citric acid production, Pseudomonas 

putida can produce high amounts of organic acids by decomposing organic substances in the soil and subsequently providing more 

phosphorus in the soil for absorption by plants. The yeast Yarrowia lipolytica is known as the host of naringenin biosynthesis. By 

inhibiting the activity of ethylene, silver nitrate increases the expression of some genes and different intracellular enzymes and 

affects the synthesis of secondary metabolites in plants. Considering the importance of milk thistle as a medicinal plant, this study 

was conducted to investigate the possibility of increasing the synthesis of secondary medicinal compounds, especially silymarin 

and antioxidant compounds, by using some biotic and abiotic elicitors in different phenological stages. 

 

Materials and methods 

Milk thistle seedling were transferred to pots containing sterile soil . P. putida and Y. lipolytica with 0/5 McFarland standards 

(approximately 1/5 ͯ 108 bacterial or yeast suspensions mL-1) and A. nijer suspension (1.2 ₓ 107 spores ml-1)  (Medina et al., 2010) 

were added to the rhizosphere of seedling in a volume of 10 ml. Foliar spraying of silver nitrate (ppm 100) was performed in 

vegetative and reproductive stages. A methanolic extract (1 gram of plant powder in 10 ml of 80% methanol) was prepared, and 

the phenol content was measured via Vernon et al. (1999), flavonoid content (Chang et al., 2002), phenolic acid content (Matkowski 

et al., 2008), IC50 (Akowuah et al., 2005), silymarin percentage (Hasanloo et al., 2008),  and silymarin content (Wen et al., 2008). 

 

Results and Discussion 

The results revealed that the highest content of total phenol in the vegetative stage was related to the application of silver nitrate 

(5.33 mg GAE g-1 DW), whereas in the reproductive stage, the highest content was associated with the control treatment (5.11 mg 

GAE g-1 DW), and in seeds was achieved via the use of yeast (12.94 mg GAE g-1 DW). The highest content of flavonoids in the 

vegetative stage was associated with silver nitrate (5.5 mg QE g-1 DW), that in the reproductive stage was related to fungi (3.4 mg 

QE g-1 DW), and that in the seeds was belonged to  yeast (4.5 mg QE g-1 DW). The highest content of phenolic acid in the vegetative 

stage (2.73 mg CEA g-1 DW) was related to the applied bacteria, and in the reproductive stage, it was related to fungi (1.62 mg 

CEA g-1 DW) and yeast in the seeds (3.5 mg CEA g-1 DW). Fungi, bacteria, and yeast was applying in this experiment are the 

sources of citric acid production (Tong et al., 2023) and are able to produce and accumulate phenolic and flavonoids compounds  

in the vacuole and alsoincreasing antioxidant activity (Soroori et al., 2021). Some heavy metals protect plants against oxidative 

damage via the induction of phenolic compound synthesis , reduce free radical damage and increase the compatibility of plants 

with the environment (Vinogradova et al., 2023). 
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The highest antioxidant activity and value of DPPH (IC50) were obtained by using silver nitrate in the vegetative stage (85.99 µg 

ml-1) and in the reproductive stage (65.45 µg ml-1) and in seed (37.54 µg ml-1) was belong to yeast. By changing the plasma 

membrane, yeast can synthesize secondary metabolites and activate a defensive response against ROS (Humbal et al., 2023). 

Silver nitrate caused the synthesis of the highest percentage of silymarin in the aerial part of the plant in the vegetative (9.96%) and 

reproductive (6.64%) stages, and applying the bacteria significantly increased the content of silymarin in the seeds. Heavy metals 

bind to receptors on the surface of the plasma membrane, initiate a network of signal transmissions and cause the overexpression 

of all genes involved in the synthesis of secondary metabolites, including silymarin (Khalili et al., 2010). Bacteria, as external 

producers of auxin and gibberellin hormones, induce flavonoid synthesis pathway, which subsequently  lead to increases the 

taxifolin and silymarin synthesis (Zboralski and Filion., 2023). Yeast increases the synthesis of phenylalanine as the primer of the 

silymarin synthesis pathway (Lv et al., 2019). 

Conclusion 

Results revealed that the content of total phenol increased from the vegetative to reproductive stage and then the seed, but this, 

adversely for total flavonoid content. It seems that the elicitors have various effects on different plant growth stages due to their 
special function in the biosynthetic pathway of various compounds including silymarin. 

 


