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Abstract 

Objective 

One of the most important methods for increasing the production of secondary metabolites is the 

use of elicitors in plant cell culture. A biopolymer made from D-glucosamine units, chitosan can 

be found in the cell walls of fungi and the exoskeletons of arthropods. Plants respond to chitosan 

treatment by generating defense responses, increasing antioxidant enzyme activity, accumulating 

phenolic compounds, and releasing flavonoids. In the current study, chitosan was used as an 

elicitor to induce the production of phenolic acids in Lactuca undulata cells suspended in a liquid 

medium. 

 

Materials and methods 

First, cell suspension culture was prepared from 45 day old callus derived from leaf explants of 

Lactuca undulata on ½ MS medium supplemented with 0.1 and 1 mg/L 2,4-D and Kin. The effect 

of different concentrations of chitosan (0, 50, 100, and 200 mg/L) on cell suspension was 

evaluated during 24, 48, and 72 hours. After harvesting samples, the percentage of cell viability, 
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total phenols and flavonoids, chicoric acid, chlorogenic acid, and caffeic acid contents, as well as 

phenylalanine-ammonia lyase (PAL) activity and lipid peroxidation were measured. 

 

Results 

In the present study, we found that the concentration and duration of chitosan treatment affect the 

production of phenolic compounds (including chicoric acid) in the Lactuca undulata cell 

suspension culture. After 24 hours of treatment with 50 mg/L chitosan, chicoric acid levels had 

increased 2.8-fold compared to the control. After 24 and 48 hours of treatment with 200 mg/L 

chitosan, the highest levels of chlorogenic and caffeic acids were observed. Furthermore, the 

present study found the chitosan treatment resulted in an increase in the amount of phenol and 

total flavonoids as well as an increase in PAL enzyme activity. Chitosan induces lipid 

peroxidation and reduces cell viability in high concentrations, indicating a negative effect. 

 

Conclusions 

The present study found that low concentrations of chitosan could induce chicoric acid production 

in Lactuca undulata cell suspension cultures, which can be utilized in the pharmaceutical industry 

as a new method in the production of chicoric acid and its derivatives. 
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  چکیده

 .است ثانویه هایجهت افزایش تولید  متابولیت هاروش ترینمهم از گیاهان یکی سلولی کشت استفاده از الیسیتورها در هدف:

 یافت بندپایان خارجی اسکلت و هاقارچ سلولی دیواره گلوکزآمین ساخته شده و در-Dکیتوزان بیوپلیمری است که از واحدهای 

پروپانوئیدها، تجمع ترکیبات فنلی و فلاوونوئیدها اکسیدان و مسیر فنیلهای آنتیفعالیت آنزیم افزایش، های دفاعیالقای پاسخ شود.می

 تولید هدف از پژوهش حاضر بررسی اثر کیتوزان بعنوان یک الیسیتور در افزایش باشد.میگیاهان به تیمار کیتوزان های از جمله پاسخ

 است. (Lactuca undulateLedeb)در سوسپانسیون سلولی کاهوی موجدار  اسیدهای فنلی

روزه حاصل از قطعه جداکشت برگ کاهوی موجدار در محیط کشت  45های ابتدا سوسپانسیون سلولی از کالوس :هاروشمواد و 

MS 2/1  2,4گرم در لیتر میلی 1و  1/0حاوی-D  وKin 200و  100، 50، 0)های مختلف کیتوزان تولید شد. سپس اثر غلظت 

ها، درصد بعد از برداشت نمونه رفت.ساعت بر سوسپانسیون سلولی مورد بررسی قرار گ 72و  48، 24 گرم در لیتر( در بازه زمانیمیلی

کافئیک اسید و پراکسیداسیون لیپیدها و فعالیت آنزیم  ،فلاوونوئید کل، شیکوریک اسید، کلروژنیک اسید مانی، مقدار فنل وزنده

 مورد بررسی قرار گرفت.  (PAL)آمونیالیاز آلانینفنیل
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کننده در مقدار ترکیبات فنلی ازجمله شیکوریک مان تیمار عوامل تعیینهای حاضر نشان داد که غلظت کیتوزان و مدت زداده :نتایج

ساعت نسبت  24لیتر کیتوزان پس از  در گرممیلی 50است. مقدار شیکوریک اسید در تیمار  موجدار کاهوی سلولی اسید در سوسپانسیون

 200ساعت تیمار با غلظت  48و  24کافئیک اسید پس از و اسید برابر افزایش نشان داد. بیشترین مقدار کلروژنیک  8/2به تیمار شاهد 

گرم در لیتر کیتوزان بدست آمد. بعلاوه نتایج حاضر بیانگر اثر تیمار کیتوزان بر افزایش فنل و فلاوونوئید کل همراه با افزایش میلی

های بالای کیتوزان ها در غلظتسلولمانی بوده است. افزایش مقدار پراکسیداسیون لیپیدها و کاهش درصد زنده PALفعالیت آنزیم 

 ها است. دهنده اثر منفی آن بر فعالیت سلولنشان

شیکوریک اسید در سوسپانسیون سلولی کاهوی  مقدارهای پایین سبب افزایش نتایج حاضر نشان داد کیتوزان در غلظت گیری:نتیجه

 وین در تولید شیکوریک اسید و مشتقات آن استفاده کرد.توان در صنایع داروسازی به عنوان روشی نشده که از آن می موجدار

  فنیل آلانین آمونیا لیازسوسپانسیون سلولی، شیکوریک اسید، کاهوی موجدار، فنل کل، : هاکلیدواژه

 : پژوهشی.نوع مقاله

های مختلف کیتوزان بر تولید اسیدهای فنلی در اثر غلظت( 1401بجنوردی مرتضی، اقدسی مهناز، فاطمی سید محمد )مفید استناد:

 .20-1(، 3)14، مجله بیوتکنولوژی کشاورزی. (Lactuca undulate Ledeb)کشت سلول کاهوی موجدار 
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 مقدمه

 شدنانباشــته و بیوســنتز سبب دفـاعی هـایپاسـخ القای طریق از که هستند غیرزیستی یا زیستی منشأ با الیسیتورها ترکیباتی

 هــا،ســاکاریدها، پــروتئینلــیتوان به پمییســیتورهای زیســتی شــوند. از انواع المــی ثــانویه هــایمتابولیــت

اشاره کرد  (و گلوکان ، کیتوزانکیتین)ها و میکروارگانیسم (پکتینو  )سلولزها، گیاهان ها و یا قطعات دیواره سلول قارچگلیکوپروتئین

(Vasconsuelo et al. 2006 کیتوزان ترکیبی است که از واحدهای .)D-شدن کیتین  داستیله اثر گلوکزآمین ساخته شده و در

مطالعات نشان  (.Iriti et al. 2010)شود می یافت بندپایان خارجی اسکلت و هاقارچ سلولی دیواره در آید. این ترکیببدست می

 به عنوان مثال. شودمی زابیماری بخصوص محصولات کشاورزی در مقابل عواملدهد کیتوزان باعث افزایش مقاومت گیاهان می

(. Singh 2016فرنگی شده است )فرنگی، ریحان، خیار، رز و توتهای دفاعی در گندم، فلفل، گوجهالقای پاسخکاربرد کیتوزان سبب 

 تغییرات به منجر که پلاسمایی، مسیر انتقال پیام فعال شده که های موجود در غشایگیرنده به الیسیتور هایمولکول اتصال با

 Singh 2014; Singh) شودمی ثانویه هایمتابولیت سنتز و هاآنزیم و هاپروتئین برخیها و فعال شدن ژن بیان تغییر فیزیولوژیکی،
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ها از پروپانوئیدها و تجمع ترکیبات فنلی، فلاوونوئیدها و فیتوآلکسیناکسیدان و مسیر فنیلهای آنتیافزایش فعالیت آنزیم (.2016

نشان دادند که  Yin et al. (2012) در پژوهشی (.Ferri & Tassoni 2011) استهای گیاهان به تیمار کیتوزان جمله پاسخ

 .Khan et alیابد. همچنین در پاسخ به تیمار کیتوزان افزایش می Greek Oregano (Yin et al. 2012)در  هافنلمقدار پلی

در ( Khan et al. 2003)سویا  هایبرگ را در آمونیالیازتیروزین و  (PAL) آمونیالیازآلانینفنیلهای افزایش فعالیت آنزیم (2003)

 پاسخ به تیمار کیتوزان گزارش دادند. 

های شود. کشتهای ثانویه در گیاهان استفاده میامروزه از کشت سلولی به عنوان یک روش مفید و سودمند در تولید متابولیت

 هایدوره به هاآن در متابولیکی هایچرخه همچنین بلکه دارند، تمایزیافته هایبافت به نسبت بالایی متابولیسم تنها نه سلولی

 بر بیشتری کنترل و بوده ترراحت آنها در مختلف تیمارهای اعمال و هاکشت این دستکاری همچنین. است شده فشرده مدتکوتاه

که  دهدنشان میهای منتشر شده . گزارش(Chakrabortya et al. 2009) داشت توانمی کامل گیاهان در مقایسه با آنها روی

 کومـارین، مشـتقات ترپنوئیدها، مانند ارزشمند تولید ترکیبات افزایش مختلف منجر به گیاهان سلولی کشت کاربرد کیتوزان در

 (. Valletta et al. 2016)شود می آلکالوئیـدها و فلاوونوئیدها

آفتابگردان است که در نقاط مختلف دنیا مانند گیاهی از خانواده  .Lactuca undulata Ledebکاهوی موجدار با نام علمی 

های (. بررسیAsadi et al. 2013اروپا ، ترکیه، ایران، قفقاز، آسیای مرکزی، روسیه، افغانستان، پاکستان، عراق و اردن گسترش دارد )

  اسید و کافئیک اسید است این گیاه منبع مناسبی از اسیدهای فنلی مانند شیکوریک اسید، کلروژنیک فیتوشیمیایی نشان داده که

(Ramezannezhad et al. 2019). های غذایی و داروهای تقویتشیکوریک اسید ترکیب مهمی است که از آن در تهیه مکمل-

 (.Nuissier et al. 2010شود )های ویروسی و عفونت استفاده میبیماریکننده سیستم ایمنی در مقابله با 

عنوان مثال های متعددی وجود دارد. بهرچی بر افزایش تولید شیکوریک اسید در گیاهان گزارشدر رابطه با اثر الیسیتورهای قا

Hudec et al. (2007) ارغوانی نشان دادند که کاربرد الیسیتورهای قارچی سبب افزایش مقدار شیکوریک اسید در گیاه سرخارگل 

کردن عصاره مخمر بر روی نشان داد که اسپری Złotek & Swieca (2016)همچنین نتایج (. Hudec et al. 2007)شود می

اما تاکنون گزارشی در ارتباط با (. Zlotek & Swieca 2016) شودبرگ کاهوی خوراکی سبب افزایش تولید شیکوریک اسید می

اهمیت اثر الیسیتورهای قارچی بر تولید شیکوریک اسید در گیاه کاهوی موجدار در شرایط کشت سلول منتشر نشده است. باتوجه به 

ن های مختلف کیتوزان بر تولید ایپژوهش سعی شده است تا اثر تیمار غلظتشیکوریک اسید در صنایع دارویی و غذایی، در این 

کیتوزان بر های مختلف غلظت. همچنین در این تحقیق اثر متابولیت با ارزش در کشت سلولی کاهوی موجدار مورد بررسی قرار گیرد

دیگر مانند فنل و فلاوونوئید کل، کلروژنیک اسید، کافئیک اسید و همچنین فرآیندهای فیزیولوژی ازجمله فعالیت  های ثانویهمتابولیت

  .زریابی و بحث قرار گرفته استمورد ار PALآنزیم 
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 هامواد و روش

 کاهوی قطعه جداکشت برگ از روزه حاصل 45 هایاز کالوس ،انسیون سلولیپمنظور استقرار کشت سوسبه کشت سلول:

گرم  5/0ابتدا  استفاده شد. تولید شده بودند، Kinو  D-2,4گرم در لیتر میلی 1و  1/0حاوی  MS 2/1که در محیط کشت  موجدار

 Kinو  D-2,4گرم در لیتر میلی 1و  1/0حاوی  MS 2/1لیتر محیط کشت مایع میلی 20لیتری حاوی میلی 100کالوس به ظروف 

تازه  MS 2/1روز یکبار واکشت و به محیط کشت مایع  15سوسپانسیون سلولی هر . انتقال یافت =pH 8/5 باگرم ساکارز  30و 

درجه سانتیگراد  25 ±2 دور در دقیقه( و در دمای 110یش محیط کشت سوسپانسیون سلولی بر روی شیکر )با منتقل شد. در طول آزما

های بعدی شده برای سنجش هموژنهای سلول . سپس(Hall 2000)تاریکی نگهداری شدند  ساعت 8 و نور ساعت 16 و فتوپریود

 استفاده شدند.

 30روزه و به مدت  3ها در محیط کشت در فواصل زمانی به منظور رسم منحنی رشد، تعداد سلول منحنی رشد سلولی:

لیتر آب مقطر رقیق و سپس با استفاده از لام هموسایتومتر میلی 1لیتر از سوسپانسیون سلولی با میلی 1این منظور روز شمارش شدند. به

 .(Hall 2000)ها محاسبه شد تعداد سلولشمارش شدند. درنهایت با استفاده از معادلات زیر 

 410 ×های شمارش شده(حجم فاکتور رقیق کننده/ تعداد مربع)×های شمارش شده()تعداد سلول =لیتر نمونه میلی 1تعداد سلول در 

 یحجم نمونه اصل × لیتر نمونهمیلی 1تعداد سلول در   =  تعداد سلول در نمونه اصلی

تعیین زمان مناسب برای اعمال تیمار با استفاده از منحنی رشد رسم شده در مرحله قبل صورت  آماده سازی الیسیتور:

میلی گرم در لیتر(، در  200و  100 ، 50، 0 مختلف هایغلظت گرفت. در این آزمایش زمان مناسب برای اعمال تیمار کیتوزان )در

 %1/0استیک اسید لیتر میلی 100 از این ماده باگرم میلی 100 مقدارها تعیین شد. جهت تهیه محلول کیتوزان، پایان رشد سریع سلول

پس از . به دست آمداستوک تغلیظ شده ساعت قرار گرفت تا درنهایت  5گراد به مدت درجه سانتی 50مخلوط و سپس در دمای 

شانزدهم کشت سلولی تورها در روز ییسال تیمارشد. گراد( درجه سانتی 121دقیقه،  20، محلول حاصل اتوکلاو )8/5بر روی  pHتنظیم 

کاغذ صافی  بعد از اعمال تیمار، با استفاده ازساعت  72و  48، 24ها در بازه زمانی . سلول(Kazi et al. 2019) صورت گرفت

وژن سریعا در نیتر لیپیدو پراکسیداسیون  PALجهت سنجش فعالیت ند. بخشی از نمونه به دست آمده استریل از محیط کشت جدا شد

گراد و به درجه سانتی 60 دمای درهای حاصل، گراد منتقل شدند. بخش دیگری از نمونهدرجه سانتی -70مایع فریز شده و به فریزر 

مورد استفاده قرار و کافئیک اسید اسید ، کلروژنیک اسید شیکوریک فنل و فلاوونوئید کل، جهت سنجشخشک شدند تا روز  3مدت 

   گیرند.

لیتر سوسپانسیون سلولی با میلی 1این منظور بهنجام شد. ا بلوتریپان میزی آرنگبه روش مانی سلول زنده سلول:مانی زنده

ها در زیر آمیزی شدند. سپس سلولدقیقه رنگ 4تا  3به مدت  (DNAbiotech, I.R.Iranدرصد،  4/0بلو )محلول آماده تریپان

  .(Fernández-Bautista  et al. 2016) گرفتندمیکروسکوپ نوری مورد بررسی و مطالعه قرار 
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انجام  (Folin-Ciocalteu Reagent) سیوکالتیوفولینفنل کل با استفاده از معرف  مقدار سنجش فنل و فلاونوئید کل:

بر  و( AlCl3) کلراید آلومینیوم معرف کمک به شدهاستخراج هایعصاره در کل فلاوونوئید محتوی .(Meda et al. 2005) شد

 .  انجام شد Chang et al. (2002)اساس روش 

 اندکی باLuo et al. (2003 ) روش به هااز نمونه گیریعصاره سنجش شیکوریک، کلروژنیک و کافئیک اسید:

 مدتسپس به و شده خیسانده( V/V) درصد 20 استونیتریل در خشک شده از نمونه پودر گرم 1/0به این منظور . شد انجام تغییرات

 4500در دقیقه 10 مدت به صافی کاغذ توسط شدنفیلتر از بعد حاصل یعصاره. گرفت قرار شیکر روی بر و تاریکی در ساعت 24

  .گرفت قرار استفاده اسید مورد کافئیک و کلروژنیک شیکوریک، سنجش منظوربه رویی شفاف عصاره نهایت، در. شد سانتریفیوژ دور

)دارای ستونی با مشخصات HPLC سنجش شیکوریک، کلروژنیک و کافئیک اسید از دستگاه  منظوربه: HPLCآنالیزهای 

mm) 250mm× 4.6( 18C  آشکارسازبا UV/VISردیاب ، Diod Array پمپ ،-L  7100Merck Hitachi و نرم ) افزار

EZchrome  مدلHitachi-Japan  حلال استونیتریل استفاده شد. فاز متحرک شامل( خالصA )درصد  1/0یدی شده با اسبو آ

نانومتر  330شاملدستگاه ی انتخابی هاموجطوللیتر در دقیقه بود. ( بود. سرعت جریان حلال یک میلیBفسفریک اسید )حلال 

های برای سنجش کلروژنیک و کافئیک اسید بود. برای رسم نمودارهای استاندارد، غلظتنانومتر  278برای سنجش شیکوریک اسید و 

 . (Luo et al. 2003)به ستون تزریق و پس از محاسبه سطح زیرپیک، نمودارها رسم شدند  مختلف سه ترکیب استاندارد 

هیدروکلریک اسید  -تریس لیتر محلول بافرمیلی 1گرم از بافت تازه کالوس با  05/0مقدار : PALسنجش فعالیت آنزیم 

( در بوته چینی سرد هموژن PVPPپیرولیدون )پلیوینیلپلی W/V %1مرکاپتواتانول و  مولارمیلی 8/0 حاوی pH: 8 مولار با  05/0

از فاز  PALگراد سانتریفوژ شد. برای سنجش فعالیت درجه سانتی 4دور بر دقیقه در دمای  14000 دقیقه در 15و سپس به مدت 

لیتر عصاره میلی 8pH: 1/0اسید هیدروکلریک -تریس بافرلیتر محلول میلی 1رویی استفاده شد. مخلوط واکنش آنزیمی عبارت بود از 

لیتر رسید. بعد از یک ساعت میلی 3مولار که در نهایت حجم مخلوط با آب مقطر به میلی 10آلانین لیتر فنیلمیلی 5/0و آنزیمی 

 290واکنش متوقف و مقدار جذب در  نرمال 1هیدروکلریک لیتر اسیدمیلی 1/0گراد، با افزودن درجه سانتی 37انکوباسیون در دمای 

محاسبه   A= LCگیری شد. مقدار فعالیت آنزیم با استفاده از رابطهنانومتر نسبت به شاهد )لوله آزمایش فاقد عصاره گیاه( اندازه

( اسید ابطه ضریب خاموشی )، غلظت محلول است. همچنین در این رCطول کووت،  Lبرابر میزان جذب،  Aشد. در این فرمول 

 (. 2012Baranek et al. -Sykłowskaاست )،  Cm.1-M 9000-1سینامیک برابر با 

سنجش مقدار پراکسیداسیون لیپیدها در عصاره حاصل از سوسپانسیون سلولی بر اساس  لیپید: پراکسیداسیون سنجش

 . انجام شد Prochazkova et al. (2001)آلدهید تولیدی و به روش دیمقدار مالون

 آماری افزارنرم از استفاده با هاداده تحلیل و تکرار انجام شد. تجزیه 3تصادفی و با در قالب طرح آزمایش  یز آماری:آنال

SPSS افزار نرم از استفاده با نیز نمودارها و جداول رسم. گرفت دانکن صورت ایدامنه چند آزمون از استفاده با و Excel شد انجام.  
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 نتایج و بحث

گرم در لیتر میلی 1و  1/0حاوی  MS 2/1در این آزمایش کالوس از قطعه جدا کشت برگ در محیط کشت  کالوس:تولید 

2,4-D  وKin شکل  کرمرنگ شده در این تیمار بافتی نرم داشته و به های تولیدتولید شد. کالوس( 1بودند-A).  

 نه مدتبه  موجدار کاهوی برگ از حاصل کالوس سلولی داده های حاصل نشان داد که سوسپانسیونسلول:  رشد منحنی

 به و شده لگاریتمی فاز وارد هاسلول و یافته افزایش سلولی رشد بعد به نهم روز از. دارند قرار تاخیر فاز در( کشت نهم تا اول روز) روز

شدند. در این  ثابت ها وارد فازسپس سلولو  شده ها پس از نوزده روز متوقفرشد سریع سلول. باقی ماندند فاز این در روز یازده مدت

 که داد نشان نتایج. شد سنجش روز سی مدت به موجدار کاهوی برگ از حاصل کالوس سلولی سوسپانسیون مانیزنده تحقیق درصد

 اول روز به نسبت و رسیده خود مقدار کمترین به کشت امسی روز در طوریکهبه. یابدمی کاهش هاسلول مانیزنده زمان گذشت با

 (.B-1 شکل) یافت کاهش 50%

 

گرم در لیتر میلی 1و  1/0حاوی  MS 2/1 ( کالوس حاصل از قطعه جداکشت برگ در محیط کشت A.1شکل 

2,4-D  وKin ،Bکالوس از حاصل سلولی کشت سوسپانسیون ها درسلول  مانیو درصد زنده رشد ( منحنی 

 سلولی کشت استقرار طی در (Lactuca undulate)موجدار  برگ کاهوی

Figure 1. A) Leaf derived callus on ½ MS medium supplemented with 0.1 and 1 mg/L 2,4-D 

and Kin, B) The growth curve and viability of cell suspension culture of callus derived from 

leaf of Lactuca undulate during cell culture stablishment 

 

 200 و 100، 50 ،0های مختلف کیتوزان )غلظت با برگ کالوس از حاصل سلولی سوسپانسیون تیمارها: مانی سلولدرصد زنده

 سوسپانسیون) شاهد نمونه به نسبت هاسلول مانیزنده درصد دارمعنی سبب کاهش ساعت 72 و 48 ،24 زمانی بازه گرم در لیتر( درمیلی

 کیتوزان گرم در لیترمیلی 200 در تیمار سوسپانسیون سلولی با غلظت (%36مانی )زنده درصد کمترین. شد( تیمار بدون اعمال سلولی
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غلظت نشان داد که با افزایش  نیز بلوها با تریپانآمیزی سلولرنگ از طرفی دیگر .(A-2 شکل) شد ساعت مشاهده 72و پس از 

. در این آزمایش ورود رنگ به در کشت سوسپانسیون سلولی کاهش می یابدها مانی سلولکیتوزان و مدت زمان تیمار درصد زنده

 از کیتوزان غلظت افزایشهای مشابه دیگر  نیز نشان داده که گزارش (.B-2باشد )شکل ها نشاندهنده مرگ سلول میداخل سلول

 شودمی Scrophularia striata سلولی کشت ها در مانی سلولزنده درصد و رشد سبب کاهش  لیتر در گرممیلی 100 به 10

(Kamalipourazad et al. 2016.)  

 نشان مختلف تیمارهای در کل فلاوونوئید و فنل مقدار سنجش از حاصل هایداده واریانس تجزیه کل: فلاوونوئید و فنل

 فنل مقدار دارمعنی افزایش دهندهنشان حاصل نتایج (.1 جدول) دارد وجود داریمعنی تفاوت درصد یک سطح در هاداده بین که داد

با افزایش غلظت کیتوزان مقدار فنل کل در (. 3 شکل) است نمونه شاهد با مقایسه در در همه تیمارهای کیتوزان کل فلاوونوئید و

 وزن برگرم گرممیلی 45/61) 24و پس از  گرم در لیترمیلی 200در تیمار  مقدار بیشترینکه همه تیمارها افزایش یافت، بطوری

 25/25مشاهده شد. مقدار فنل کل در این تیمارها نسبت به شاهد )( خشک وزن برگرم گرممیلی 56/63) ساعت 48و  (خشک

فنل کل  مقدارساعت،  72(. با افزایش مدت زمان تیمار به A-3)شکل  برابری  نشان داد 5/2خشک( افزایش  وزن برگرم گرممیلی

های مختلف غلظت با موجدار کاهوی سوسپانسیون سلولی تیمار  دار نشان داد.اعته کاهش معنیس 48و  24در مقایسه با تیمار 

(. بیشترین مقدار فلاوونوئید B-3 )شکل بوددار مقدار فلاوونوئید کل در همه تیمارها نسبت به شاهد دهنده افزایش معنیکیتوزان نشان

ساعت مشاهده شد که  48کیتوزان و پس از  در لیتر گرممیلی 200غلظت خشک( در تیمار با  وزن برگرم گرممیلی 96/53کل )

 نتایج با مطابق نتایج خشک( است. این وزن برگرم گرممیلی 62/20برابری آن نسبت به نمونه شاهد ) 6/2دهنده افزایش نشان

Singh شودمی گیاه اسفناج ایهفلاوونوئید کل در برگ و فنل مقدار کیتوزان سبب افزایش تیمار نشان داد که است (Singh 

 سلولی کشت در را کل فلاوونوئید و فنل میزان برابری سه افزایش Kamalipourazad et al. (2016)همچنین  (.2016

Scrophularia striata نتایج دیگر محققان  فنلی، ترکیبات تجمع با ارتباط در. کردند مشاهده لیتر در گرممیلی 100 غلظت در

 6کیتوزان سبب  لیتر در گرممیلی 200ساعت با غلظت  36به مدت  Daucus carota L موئینه هایریشهنشان داده که تیمار 

 مقدار بر کیتوزان اثر (.Sircar & Mitra 2009) های شاهد شده استدر مقایسه با نمونه بنزوئیک برابر شدن تولید هیدروکسی

 شدهتولید آلدهیددیمالون مقدار به مربوط هایداده واریانس تجزیه از حاصل : نتایجPAL آنزیم و فعالیتآلدهید دیمالون

با افزایش  (.1 جدول) بوده است کیتوزان مختلف تیمارهای بین در دارمعنی تفاوت دهندهنشان موجدار کاهوی درسوسپانسیون سلولی

ساعت و در  48آلدهید پس از دیکه بیشترین مقدار مالونشده  افزایش یافت. بطوریآلدهید تولید دیغلظت کیتوزان مقدار مالون

ساعت و در تیمار با غلظت  72نانومول بر گرم وزن تر( و  57/11و  66/11گرم در لیتر )به ترتیب میلی 200و  100های تیمار با غلظت

مانی همراه با افزایش (. کاهش درصد زندهA-4مشاهده شد )شکل  نانومول بر گرم وزن تر( کیتوزان 65/12گرم در لیتر )میلی 200

 غلظت با سویا است. این محققان نشان دادند که تیمار سوسپانسیون سلولی .Zuppini et al پراکسیداسیون لیپیدها در تایید نتایج

تحریک  و کروماتین شدن اکممتر پلاسمایی، غشای انقباض ،H2O2 افزایش و Ca+2 نشت سبب کیتوزان لیتر در گرممیلی 200
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 بالای هایغلظت که کردند گزارش Cabrera et al. (2006) در پژوهشی (.Zuppini et al. 2003) شودمی پروتئازها فعالیت

 مقدار بیشترین و مانیزنده درصد کمترین حاضر پژوهش در اینکه به باتوجه. شودمی هاسلول مرگ سبب و بوده سمی کیتوزان

به نظر  شود،می مشاهده تیمار شروع از ساعت 72 از کیتوزان و  پس لیتر در گرممیلی 200تولید شده در تیمار با  آلدهیددیمالون

از طرفی با افزایش مدت زمان تیمار مواد . باشد سلولی غشاهای به آسیب بدلیل تیمار این در هاسلول مانیزنده رسد که کاهشمی

 Singhهمچنین  یابد.ها افزایش میسلولی کاهش یافته و تجمع ترکیبات سمی تولید شده توسط سلولمغذی در محیط سوسپانسیون 

( ROS) اکسیژن فعال هایگونه تولید ناشی از اکسیداتیو تنش افزایش بدلیل کیتوزان بالای هایغلظت در سلولی نشان داد که مرگ

 ترکیبات جمله از اکسیدانآنتی ترکیبات سنتز مسیر شدنفعال سبب پایین مقادیر در ROS هایولکول. مدهدمی رخ غشاها به آسیب و

 در اختلال و اکسیداتیو تنش بخورد بهم اکسیدانآنتی ترکیبات و هامولکول این تولید مقدار بین توازن اگر کهحالی در شوند،می فنلی

 (.Singh 2016) شودمی سلولی را سبب مرگ نهایت در سلولی صورت گرفته که فرآیندهای

 موجدار کشت سوسپانسیون سلولی کاهوی در PAL آنزیم فعالیت مقدار به مربوط هایداده واریانس تجزیه از حاصل نتایج

 50با  تیمار ساعت 24 از پس PAL(. مقدار فعالیت 1 جدول) کیتوزان است مختلف تیمارهای بین در دارمعنی تفاوت دهندهنشان

 04/2دار نسبت به شاهد )میکرومول سینامیک اسید تولیدی در دقیقه در گرم بافت تر( افزایش معنی 67/2) گرم در لیتر کیتوزانمیلی

تر( نشان داد. اما با افزایش مدت زمان تیمار و غلظت کیتوزان مقدار فعالیت  بافت گرم در دقیقه در تولیدی اسید سینامیک میکرومول

PAL  های پایین فعالیت دهد که کیتوزان در غلظتحاضر نشان میهای داده ب(.-4ثابت باقی ماند )شکلPAL  در سوسپانسیون را

و به دنبال آن  افزایش مقدار فنل و فلاوونوئید کل، کافئیک اسید و  PAL. افزایش فعالیت کندتحریک میسلولی کاهوی موجدار 

 .Mejía-Teniente et al پیش از اینیتوزان است. پروپانوئید در تیمار با کشدن مسیر سنتز فنیلمشتقات آن نشاندهنده فعال

 Landi شودمی Capsicum annum گیاه در PAL فعالیت آنزیم ژن و بیان نشان دادند که تیمار کیتوزان سبب افزایش (2013)

و  PAL ژن بیاندر برابری  4افزایش  سبب %1فرنگی با کیتوزان توت تیمار میوهکه گزارش کردند نیز  Landi et al. (2014)و 

 غلظتبا  (.Linum usitatissimum Lکشت سلولی کتان )تیمار  . شودمی ساعت 24بعد از این آنزیم برابری فعالیت  2افزایش 

شده است ساعت  24بعد از  PALفعالیت در برابری  5افزایش  و هالیگنانمقدار افزایش نیز سبب کیتوزان گرم در لیتر میلی 100

(Ahmad et al. 2018)کیتوزان لیتر در گرممیلی 10 با غلظت اسفناج هایبرگ اسپری . از طرفی دیگر نشان داده شده است که 

 برابری 4 افزایش Chakrabortya et al. (2009)همچنین (. Singh 2016)شود می PAL فعالیت برابری 4 افزایش باعث

 ساعت گزارش دادند.  24 را بعد از کوآلیگازکومارویل-4آنزیم فعالیت  برابری 7 افزایش و ساعت 8 را بعد از PAL فعالیت
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 Lactuca) موجدار کاهوی برگحاصل از  کالوس سلولی سوسپانسیون در هاسلول مانی( درصد زندهA .2شکل

undulate) 24 زمانی بازه گرم در لیتر( درمیلی 200 و 100، 50 های مختلف کیتوزان )غلظت با تیمار از بعد، 

 تفاوت دهنده نشان ستون هر در متفاوت و حروف است تکرار 3 میانگین حاصل ساعت. نتایج 72 و 48

های بلو پس از تیمار با غلظتها با تریپانآمیزی سلولرنگ .است آزمون دانکن به توجه با( p<0.01) دارمعنی

 D )100ساعت،  24گرم بر لیتر بعد از میلی 50( Cگرم بر لیتر )شاهد(، ( صفر میلیBمختلف کیتوزان:  

 ساعت 72گرم بر لیتر بعد از میلی E )200ساعت،  72گرم بر لیتر بعد از میلی

Figure 2. A) The percent of cell viability in cell suspension culture of callus derived from 

leaf of Lactuca undulate under treatment of different concentrations (50, 100 and 200 mg/L) 

of chitosan during 24, 48 and 72 hours. Data are means ±SE. Columns with different letters 

indicate significant difference at ƿ≤0.05, according to Duncans test. Cells staining with 

trypan blue after treatment with different concentrations of chitosan: B) 0 mg/L (control), 

C) 50 mg/L after 24 hours, D)100 mg/L after 72 hours and E) 200 mg/L after 72 hours  

 اسید،شیکوریک  مقدار سنجش از حاصل هایداده واریانس تجزیهاسید:  کافئیک و کلروژنیک شیکوریک، مقدار بر کیتوزان اثر

 داریمعنی تفاوت درصد یک سطح در هاداده بین که داد مختلف کیتوزان نشان هایتیمار با غلظت در اسید کافئیک و کلروژنیک اسید

 63/11) 24گرم در لیتر کیتوزان و پس از میلی 50بیشترین مقدار تجمع شیکوریک اسید در تیمار با غلظت  (.1 جدول) دارد وجود

 8/2دهنده افزایش دست آمد. این نتیجه نشانگرم بر گرم وزن خشک( ساعت بهمیلی 63/9) 48زن خشک( و گرم بر گرم ومیلی

 گرم بر گرم وزن خشک( است.میلی 13/4شیکوریک اسید نسبت به تیمار شاهد ) مقداربرابری 
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 شیکوریک کل، فلاوونوئید کل، فنل مقدار مانی،میانگین درصد زنده تفاوت هایداده واریانس تجزیه .1جدول 

 سوسپانسیون سلولی در PAL آنزیم فعالیت و آلدهیددیمالون مقدار اسید، کافئیک کلروژنیک اسید، اسید،

 گرم در لیترمیلی 200 و 100 ،50 ،0 هایغلظت با های مختلف کیتوزان. کیتوزانتحت غلظت موجدار کاهوی

 برداشت هانمونه تیمار شروع از ساعت 72 و 48 ،24 از بعد و افزوده سلولی سوسپانسیون کشت محیط به

 شده است تکرار بار 3 تیمار هر. شد

Table 1. Data analysis variance of mean difference of cell viability, total phenol, total 

flavonoid, cichoric acid, chlorogenic acid, caffeic acid, malondealdehyde amount and PAL 

activity in cell suspension culture of callus derived from leaf of Lactuca undulate under 

treatment of chitosan different concentrations (50, 100 and 200 mg/L) during 24, 48 and 72 

hours. Data are means ±SE 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

VIAB Between Groups 12334.306 11 1121.301 171.046 .000 

Within Groups 157.333 24 6.556   

Total 12491.639 35    

PHEN Between Groups 5711.708 11 519.246 73.255 .000 

Within Groups 170.116 24 7.088   

Total 5881.824 35    

FLV Between Groups 4371.432 11 397.403 73.125 .000 

Within Groups 130.430 24 5.435   

Total 4501.862 35    

CHIC Between Groups 210.165 11 19.106 39.930 .000 

Within Groups 11.484 24 .478   

Total 221.648 35    

CHLR Between Groups .459 11 .042 22.829 .000 

Within Groups .044 24 .002   

Total .503 35    

CAF Between Groups .660 11 .060 80.172 .000 

Within Groups .018 24 .001   

Total .678 35    

PAL Between Groups 3.297 11 .300 10.461 .000 

Within Groups .688 24 .029   

Total 3.985 35    

MDA Between Groups 224.128 11 20.375 16.892 .000 

Within Groups 28.948 24 1.206   

Total 253.076 35    
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 موجدار کالوس حاصل از برگ کاهوی سوسپانسیون سلولی ( فلاونوئید کل درBو  کل ( فنلAمقدار  .3شکل 

(Lactuca undulate) بازه گرم در لیتر( درمیلی 200 و 100، 50 های مختلف کیتوزان )غلظت تیمار با در 

 ± هاداده میانگین دهندهنشان ستون تکرار است. هر 3ساعت.  نتایج حاصل میانگین  72 و 48 ،24 زمانی

 آزمون به توجه با( p<0.01) دارمعنی تفاوت دهنده نشان ستون هر در متفاوت حروف.است معیار انحراف

  است دانکن

Figure 3. The amount of A) total phenol and B) total flavonoid in cell suspension culture of 

callus derived from leaf of Lactuca undulate under treatment of different concentrations 

(50, 100 and 200 mg/L) of chitosan during 24, 48 and 72 hours. Data are means ±SE. 

Columns with different letters indicate significant difference at ƿ≤0.05, according to 

Duncans test 

گرم بر گرم وزن میلی 49/7) 200گرم بر گرم وزن خشک( و میلی 44/6) 100های با غلطتمقدار شیکوریک اسید در تیمار 

دار داشت ساعت کاهش نشان داد؛ اما بازهم در مقایسه با تیمار شاهد افزایش معنی 24گرم در لیتر کیتوزان پس از خشک( میلی

 44/3) 200گرم بر گرم وزن خشک( و میلی 27/6) 100های (. همچنین مقدار شیکوریک اسید در تیمار با غلطتA-5 )شکل
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 11/3کمترین مقدار شیکوریک اسید ) نشان داد.ساعت کاهش  48گرم در لیتر کیتوزان پس از گرم بر گرم وزن خشک( میلیمیلی

 یدارتفاوت معنیساعت مشاهده شد که با تیمار شاهد  72گرم در لیتر کیتوزان پس از میلی 50گرم بر گرم وزن خشک( در تیمار میلی

آوری شده از نقاط مختلف ایران های مختلف جمعهای اولیه نشان داد که مقدار شیکوریک اسید در بین جمعیتبررسی نشان نداد.

آوری شده از فیروزکوه میلی گرم بر گرم وزن خشک( در جمعیت جمع 5/3متفاوت است. به طوریکه بیشترین مقدار شیکوریک اسید ) 

از طرفی دیگر نتایج حاصل از کشت بافت این گیاه نشان داد که بیشترین . (Mofid Bojnoordi et al. 2020)مشاهده شده است 

حاوی   MSمیلی گرم بر گرم وزن خشک( در کالوس حاصل از قطعه جداکشت برگ در محیط کشت  95/3مقدار شیکوریک اسید )

در پژوهش حاضر تیمار  .(Ramezannezhad et al. 2019)مشاهده شده است  D-2,4و  Kinلیتر میلی گرم بر  1/0و  1

گرم میلی 63/11)برابری در  مقدار شیکوریک اسید  3ساعت سبب افزایش تقریبا  24گرم در لیتر و پس از میلی 50با غلظت کیتوزان 

 200اسید در تیمار  کلروژنیک مقدار بیشترینشده است.  در کشت سوسپانسیون سلولی کالوس حاصل از برگ بر گرم وزن خشک(

خشک( ساعت مشاهده  وزن گرم بر گرممیلی 49/0) 48خشک( و  وزن گرم بر گرممیلی 54/0) 24گرم در لیتر کیتوزان پس از میلی

 گرممیلی 44/0) اسید کافئیک مقدار داری نشان نداد. بیشترین(. مقدار کلروژنیک اسید در سایر تیمارها افزایش معنیB-5شد )شکل 

ساعته سبب کاهش  72شد. اما تیمار  مشاهده ساعت 48و  24 از و پس گرم در لیتر کیتوزانمیلی 200در تیمار با  (خشک وزن گرم بر

نیز  Kamalipourazad et al.  (2016) نتایج گزارش .(C-5خشک( آن شده است )شکل  وزن گرم بر گرممیلی 04/0)دار معنی

مقدار  Scrophularia striataروز در کشت سوسپانسیون سلولی  7به  5نشان داد که با افزایش مدت زمان تیمار کیتوزان از 

 بیومارکرهای بعنوان آن و مشتقات اسید کلروژنیک. یابدکاهش می اکیناکوزاید و اسید کافئیک کوماریک اسید، سینامیک اسید،

 هاپاتوژن و علفخواران برابر در گیاهان افزایش مقاومت سبب که اندمعرفی شده زیستی هایتنش به مقاومت

اسید بوده و ضمنا یک ترکیب  شیکوریک اسید و کلروژنیک سازپیش اسید کافئیک  (Hammerschmidt 2014).شوندمی

آید. همچنین بدست میحدواسط در سنتز لیگنین است. کلروژنیک اسید، در اثر اتصال یک واحد کافئیک اسید با کوینیک اسید 

شود. تغییر در مقدار هر یک از این ترکیبات شیکوریک اسید در اثر پیوند استری دو واحد کافئیک اسید با تارتاریک اسید تشکیل می

گزارش کردند که سنتز یا افزایش  Mhlongo et al. (2016) در پژوهشی است. دیگر همراههای با افزایش یا کاهش متابولیت

 شودمی زیستی هایتنش مقابل در گیاه دفاعی توان شدن بیشینه به خاص در یک غلظت معین الیسیتور منجر یک ترکیب

(Mhlongo et al. 2016  .)گیرنده کیتوزان با شود. الیسیتور به گیرنده شروع میهای گیاه با اتصال های دفاعی سلولبروز پاسخ

اتصال کیتوزان به  (.Vasconsuelo et al. 2006شناسایی شده است ) Rubia tinctorumدر غشای سلولی  GPCRنام 

کینازها نیز سلولی فعالیت فسفولیپازها و پروتئیندرون 2Ca+گیرنده منجر به فعال شدن مسیر انتقال پیام شده و  با افزایش غلظت 

کانوئیک اسید شده که منجر به بیوسنتز شدن مسیر اکتاد(. همچنین کیتوزان باعث فعالAhmed et al. 2018) یابدمیافزایش 

 (.Zhang et al. 2018شود )جاسمونیک اسید می
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کالوس حاصل از برگ  سوسپانسیون سلولی در PAL آنزیم ( فعالیتBو  آلدهیددیمقدار مالون (A.4شکل 

گرم در میلی 200 و 100، 50 های مختلف کیتوزان )غلظت تیمار با در  (Lactuca undulate)موجدار  کاهوی

 ستون هر در متفاوت حروف تکرار است. 3ساعت.  نتایج حاصل میانگین  72 و 48 ،24 زمانی بازه لیتر( در

 هاداده میانگین دهندهنشان ستون هر. است آزمون دانکن به توجه با( p<0.01) دارمعنی تفاوت دهنده نشان

 است معیار انحراف ±

Figure 4. A)The amount of malondealdehyde and B) PAL activity in cell suspension culture 

of callus derived from leaf of Lactuca undulate under treatment of different concentrations 

(50, 100 and 200 mg/L) of chitosan during 24, 48 and 72 hours. Data are means ±SE. 

Columns with different letters indicate significant difference at ƿ≤0.05, according to 

Duncans test 
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چندین گزارش مبنی بر تجمع کافئیک اسید و مشتقات آن در گیاهان تحت تیمار سالیسیلیک اسید وجود دارد. بعنوان مثال 

Nair et al.  (2013)  گزارش کردند تیمار گیاهRauvolfia serpentina  ،با سالیسیلیک اسید باعث افزایش شیکوریک، کافئیک

 اثر در آن با مرتبط ترکیبات و اسید شیکوریک تجمع رسدمی نظر به نتایج این به توجه . بافتاریک و کلروژنیک اسید شده استک

 داده رخ اسید سالیسیلیک و جاسمونیک خصوصا رشد هایکنندهتنظیم دخالت با کیتوزان با موجدار کاهوی سلولی سوسپانسیون تیمار

شود. در ادامه می 2O2Hاکسیداز باعث انفجار اکسیداتیو شده که منجر به افزایش -NADPHباشد. همچنین کیتوزان با فعالسازی 

2O2H  تغییر در فتوسنتز و متابولیسم شودبعنوان پیامبر ثانویه ممکن است باعث فعال شدن مسیرهای منجر به تجمع ترکیبات فنلی .

مجموعه این رسد . به نظر می(Ahmed et al. 2018)های دفاعی هستند در بروز پاسخ کیتوزاناز دیگر اهداف نیتروژن و کربن 

ار کشت سوسپانسیون سلولی کاهوی موجدها، فلاوونوئیدها و اسیدهای فنلی در تجمع ترکیبات ثانویه ازجمله فنلتغییرات منجر به 

 (PRP) پاتوژن با مرتبط هایپروتئینهایی بنام های ثانویه باعث القای پروتئیناز طرفی کیتوزان علاوه بر افزایش متابولیت شود.می

 و کیتیناز مثل هاقارچ سلولی دیواره کنندهتجزیه هایآنزیم پاتوژن، با مرتبط هایپروتئین این از بعضیشود. های گیاهی میدر سلول

 (.Hadwiger. 2013) اندآمده بوجود گیاهان در حشرات و هاقارچ با مقابله منظوربه تکامل طول در که هستند گلوکاناز

شیکوریک اسید و دیگر اسیدهای فنلی مطالعه شده در این تحقیق کاربردهای فراوانی در صنایع مختلف غذایی و داروسازی 

است که میزان تولید این ماده در آن  (Echinacea purpurea)دارند. منبع اصلی تولید شیکوریک اسید در دنیا گیاه سرخارگل 

میلی گرم در گرم وزن خشک گزارش شده  21.4تا  4.1داشت، و نحوه نگهداری آن بین بسته به شرایط کشت، سن برداشت، زمان بر

 Omidbaigi)در ایران آغاز شده است  1372. سرخار گل بومی ایران نبوده و کشت آن از سال (Lee and Scagle 2013)است 

ر نقاط مختلف دنیا وجود دارد. یکی از این های زیادی در زمینه تولید و بازاریابی شیکوریک اسید د. در حال حاضر چالش(2002

های مستمر در زمینه تولید این محصول است. شناسایی میزان تقاضا )که به طور روزافزون در حال گسترش ها رقابت و نوآوریچالش

و بومی حاوی  های پیش رو است. شناسایی منابع گیاهی جدیدهای جدید از جمله فرصتاست( این ماده باارزش و ارائه تکنولوژی

های جدید جهت افزایش تولید این ماده با ارزش گام بزرگی در صنایع تولیدی است. در این مسیر اسید شیکوریک و نیز ارائه روش

باشند. کاهوی موجدار گیاهی علفی و بومی های ثانویه میهای مهم تولید متابولیتکشت بافت و سلول گیاهی از جمله استراتزی

کند. در این تحقیق از این گیاه به عنوان یک مدل مناسب جهت به آسانی در مزرعه و در شرایط محیط کشت رشد میایران است که 

دهد که غلظت الیسیتور ها نشان میبررسیتولید شیکوریک اسید استفاده از السیتور کیتوزان در شرایط کشت بافت استفاده شده است.  

بنابراین یکی  .(Ahmad et al. 2018)خ گیاه در رابطه با تجمع ترکیبات ثانویه دارد برحسب گونه گیاهی اثر مهی در شدت پاس

باشد. با توجه به نتایج های اصلی در رابطه با تولید ترکیبات ثانویه. انتخاب غلظت مناسب الیسیتور و مدت زمان تیمار میاز چالش

های بالای و آسیب به غشاهای سلولی در غلظتها سلولحاصل از این پژوهش، کاهش شیکوریک اسید همراه با افزایش مرگ 
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ساعت تیمار بعنوان  24گرم در لیتر کیتوزان با مدت زمان میلی 50بنابراین غلظت : دهدکیتوزان و با افزایش مدت زمان تیمار رخ می

 گردد. غلظت بهینه جهت تولید این ترکیب ارزشمند توصیه می

 

کالوس  سوسپانسیون سلولی ( کافئیک اسید درC( کلروژنیک اسید و B اسید، شیکوریک (Aمقدار  .5 شکل

 200 و 100، 50 های مختلف کیتوزان )غلظت تیمار با در (Lactuca undulate)موجدار  حاصل از برگ کاهوی

 در متفاوت تکرار است. حروف 3ساعت. نتایج حاصل میانگین  72 و 48 ،24 زمانی بازه گرم در لیتر( درمیلی

 میانگین دهندهنشان ستون هر. است آزمون دانکن به توجه با( p<0.01) دارمعنی تفاوت دهنده نشان ستون هر

 است معیار انحراف ± هاداده

Figure 5. The amount of A) cichoric acid, B) chlorogenic acid and C) caffeic acid in cell 

suspension culture of callus derived from leaf of Lactuca undulate under treatment of 

different concentrations (50, 100 and 200 mg/L) of chitosan during 24, 48 and 72 hours. Data 

are means ±SE. Columns with different letters indicate significant difference at ƿ≤0.05, 

according to Duncans test 

 اسید تولید شیکوریک افزایش در مناسب الیسیتور یک بعنوان کیتوزان مثبت اثر دهندهنشان پژوهش این نتایج: گیرینتیجه

 ترکیب این تولید جهت در تواندمی موثر و کارا روش یک بعنوان که است موجدار کاهوی سلولی کشت در آن با مرتبط ترکیبات و

 .شود گرفته بکار ارزشمند
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 یتبه خاطر حما از پژوهشگران و فناوران کشور حمایتصندوق گلستان و دانشگاه  یاز معاونت محترم پژوهش :سپاسگزاری

  .شودیم یپژوهش حاضر سپاسگزار یدر اجرا یمال
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