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Nepetaسا (هاي منتخب پونهاي گونهگونهو درون-تنوع بین spp.از ایران بر اساس ترکیبات فنولی هدف (

3شیلر، برانیسلاو3، دنیلا میشیچ2اشرف جعفري، علی2، فاطمه سفیدکن*1، عبدالعلی شجاعیان1نجمه هادي
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مؤسسه تحقیقات -3ایران. ها و مراتع، تهران،بخش تحقیقات گیاهان دارویی و محصولات فرعی، استاد بخش تحقیقات مرتع، مؤسسه تحقیقات جنگل
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چکیده
.Nepeta kotschyi ،N. cataria ،N، ساپونههاي منتخب ایرانیتوده از گونه29 menthoides وN. crassifolia تحت شرایط ،

-/UHPLCترکیب فنولیِ هدف با استفاده از روش 10تجزیه کمی ،بارزراعی مشابه، کشت شدند. در این پژوهش، براي اولین

HESI-MS/MSرون و ها و تعیین روابط دنتایج، کارآمدي ترکیبات فنولی در تمایز گونهها صورت گرفت.در عصاره متانولی توده
دار بودن همدیگر را حمایت کردند و معنی)CAاي (و تجزیه خوشه)PCA(هاي اصلیتجزیه به مؤلفهها را نشان داد.بین گونه

. وضوح از دو گونه دیگر جدا شدندبهN. catariaو N. kotschyiهاي گونهبندي مواد گیاهی را نشان دادند. نتایج حاصل در گروه
، 10/0و در ضریب فاصله CAبا توجه به دندروگرام حاصل از ، متمایز شد. N. kotschyiاز گونه N. catariaهمچنین، گونه 

شخیص داده شد.تN. menthoidesو N. kotschyi ،N. catariaهاي ترتیب، هشت، دو و سه گروه ژنوتیپی در تودهبه

Nepetaسا (پونهکلمات کلیدي: spp.ايگونهاي، تنوع درونگونهتنوع بینفنولی، ات)، تیره نعنا، ترکیب

مقدمه
. )Pojarkova, 1954(اسـت اصـلی آن هـاي ایـران از خواسـتگاه  ، ونعنـا تیـره هاي ترین جنس، یکی از بزرگ)Nepetaسا (پونه

Formisano(فلاونوئیدها،هانپتالاکتون et al., 2011) و اسیدهاي فنولیک (Mišić et al., 2015 (هاي ثانویه اصلی عنوان متابولیتبه
) b2003زاد و همکـاران ( . جـم انـد شـده گـزارش  هـا  هـاي بیولوژیـک آن  سا و عامل اصـلی ارزش دارویـی و فعالیـت   پونههاي گونه

ها در تعیـین روابـط   و ارزیابی مفید بودن آن،هاي خویشاوندو برخی جنسساپونههايتعدادي از گونهفلاونوئیدهاي سطحی برگ 
زمـان ترکیبـات فنـولی و    ) به بررسی هـم 2015همچنین، میشیچ و همکاران (.اندرا مطالعه کردهیلوژنتیک در سطوح گونه و جنس ف

تـوده از  29اي گونـه و درون-اند. در پژوهش حاضر، براي اولین بار، تنوع بـین سا پرداختههاي پونهها در تعدادي از گونهنپتالاکتون
سا، بر اساس کمیت و حضور ترکیبات فنولیِ هدف مورد بررسی قرار گرفت.پونهچهار گونه ایرانی 

هامواد و روش
منظور حذف اثر بهها و مراتع کشور تهیه گردید و) از بانک ژن مؤسسه تحقیقات جنگل2جدول پلاسم مورد مطالعه (بذور ژرم

70درصد) مواد گیاهی (پیکره گیاه در مرحله 8/99لی (متانول عصاره متانو.شدشت شرایط زراعی مشابه کدر ها، محیط در ارزیابی
کرومـاتوگرافی مـایع بـا کـارایی بسـیار      ”) تهیـه گردیـد.   2015دهی، خشک شده در سایه) به روش میشیچ و همکـاران ( درصد گل

TSQ Quantum Access Maxسنج جرمی مـدل  متصل به طیفDionex Ultimate 3000مدل “بالا triple-quadrupole   مجهـز بـه
Mišićگیري کمی اجزاي ترکیبات فنولی مورد استفاده قـرار گرفـت (  )، براي جداسازي، تعیین و اندازهHESIمنبع یونیزاسیون ( et

al., 2015 .اي، گونـه و درون-تنوع بینایجاد در فنولیمنظور تعیین نقش هر یک از ترکیبات به). آنالیزها در سه تکرار انجام شدند
براي میانگین محتوي هر یک از ترکیبات فنولی براي ) CAاي () استفاده شد. تجزیه خوشهPCAهاي اصلی (از روش تجزیه به مؤلفه

انجام گرفت.UPGMAو با استفاده از الگوریتم ماتریس فاصله گوورهر توده بر اساس 
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نتایج و بحث
هاي مورد گیري شده در گونهبراي ترکیبات فنولی هدف اندازهUHPLC/-HESI-MS/MSو UHPLC/-HESI-MSاطلاعات 

نتایج بررسی حضور و مقدار ترکیبات فنـولی هـدف در مـواد گیـاهی مـورد      ارائه شده است.1مطالعه در پژوهش حاضر در جدول 
آورده شده است.2مطالعه، در جدول 

ساگیري شده در چهار گونه پونهرکیبات فنولی هدف اندازهبراي تUHPLC/-HESI-MS/MSو UHPLC/-HESI-MSاطلاعات .1جدول 
ترکیبات فنولی (اسیدهاي فنولیک و فلاونوئیدها) -HESI-MS

شماره 
پیک

زمان 
بازداري 
(دقیقه)

[M-H]-
[m/z]

دو قطعه طیف جرمی
]m/z(شدت نسبی به درصد)[

1 5-O-Caffeoylquinic acid (Chlorogenic
acid 1)S,R

32/2 353 191)100 ،(173)>5 ،(161)>5 ،(127)>5(
2 Caffeic acidS,R 57/2 179 135)65 ،(134)100(
3 4-O-Caffeoylquinic acid (Chlorogenic

aicd 2)R
91/2 353 191)100 ،(173)>5 ،(161)>5 ،(127)>5(

4 Unidentified caffeic acid derivativeR 59/3 359 197)5 ،(179)>5 ،(161)>5 ،(153)15 ،(135)100 ،(121
)>5 ،(109)5(

5 RutinS,R 92/3 359 300)100 ،(271)5 ،(254)5 ،(178)>5(
6 Rosmarinic acidS,R 78/4 359 161)>5 ،(135)100 ،(123)25(
7 LuteolinS,R 39/5 285 199)15 ،(175)15 ،(151)12 ،(133)100 ،(121)5 ،(107

)10 ،(83)>5(
8 QuercetinS,R 44/5 301 272)15 ،(242)18 ،(211)20 ،(179)23 ،(151)77 ،(121

)100 ،(107)87 ،(83)20(
9 ApigeninS,R 84/5 269 225)5 ،(151)15 ،(149)12 ،(121)5 ،(117)100 ،(107)10(

10 NaringeninS,R 85/5 271 213)7 ،(185)5 ،(151)20 ،(119)100 ،(117)20 ،(107
)20 ،(83)10(

اند.صورت پررنگ نشان داده شدهگیري کمی ترکیبات فنولی به) براي اندازهSRMهاي مورد استفاده در پایش واکنش منتخب (طیف
S تأیید شده توسط استاندارد؛ :Rها: تأیید شده توسط رفرنس

دار بودن نتایج حاصل در ) همدیگر را حمایت کردند و معنیCAاي () و تجزیه خوشهPCAهاي اصلی (تجزیه به مؤلفه
وضوح از دو گونه بهN. catariaو N. kotschyiهاي گونه، ، بالا)1(شکل CA). در 1بندي مواد گیاهی را نشان دادند (شکل گروه

از گونه N. catariaهمچنین، گونه ). 2و 1گروه1(شکل جدا شدند100استرپ و حمایت بوت4/0دیگر در ضریب فاصله تقریبا 
N. kotschyi داخل گونه 1گروه1، متمایز شد (شکل 3/0، در ضریب فاصله تقریبا .(ب.N. kotschyi شکل)الف)، 1گروه1.

و 5، تفت3، اردکان4تفتهايبه دو بخش تفکیک شدند؛ توده87استرپ و حمایت بوت17/0ها در ضریب فاصله تقریبا توده
هاي این گونه در بخش دیگر قرار گرفتند.صدوق در یک بخش و سایر توده

N. catariaتـر از گونـه   نزدیکN. menthoidesبه گونه N. crassifoliaدست آمده از پژوهش حاضر، گونه بر اساس نتایج به

Jamzadنقـل از  بـه Budantsev, 1993(سـا پونـه بنـدي تاکسـونومیک جـنس    کـه در طبقـه  )، درحـالی 1قرار گرفت (شکل  et al.,

2003a ،(N. crassifolia وN. cataria) در بخش مشابهsect. Nepetaشوند و گونه بندي می) گروهN. menthoides  داخل بخـش
.sectدیگري ( Spicataeگیرد.) قرار می

درصـد تنـوع موجـود بـین     91/77، پایین) بر اساس همبستگی بین ترکیبات فنولی، سه مؤلفه اول در مجمـوع  1(شکل PCAدر 
درصـد از کـل تنـوع را در خـود نشـان      PCA ،44/67پلات دو بعـدي حاصـل از   هاي مورد بررسی را توجیه نمودند. ها و تودهگونه

درصد از سهم تنوع را دارد و نارینجنین، مشـتق ناشـناخته اسـید کافئیـک، لوتئـولین و      PC1 ،(46/46). مؤلفه اول (1دهد (شکل می
و 2و 1دهنـد. کوئرسـتین، اسـیدهاي کلروجنیـک     اسید رزمارینیک، ترکیبات اصلی دخیل در سهم تنوع این مؤلفـه را تشـکیل مـی   

درصد، بودند.PC2 ،(98/20مشتق ناشناخته اسید کافئیک، عمدتا مسئول سهم تنوع مؤلفه دوم (
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توانند روابط ها موفق هستند، بلکه همچنین میها و روابط آنتنها در تمایز گونهدهد که ترکیبات فنولی هدف، نهنتایج نشان می
طـور واضـح از دو   ، بـه N. menthoidesو بروجن از گونـه  1شهرهاي مشگینطور مثال، تودهها در هر گونه را نیز نشان دهند. بهتوده
هاسـت. بنـابراین، بـر    هـاي متابولیـک آن  شوند، که نشان از تفاوت پروفایـل ) جدا میPC1ه دیگر این گونه در طول مؤلفه اول (تود

بـر دیگـر نشـانگرها (نشـانگرهاي     عنوان یـک نشـانگر شـیمیایی عـلاوه    توانند بهدست آمده، ترکیبات فنولی هدف میاساس نتایج به
مورد استفاده قرار گیرند.ساپونههاي ها داخل گونه، نشانگر اسانس و غیره) براي نشان دادن تنوع در سطح بین تودهDNAبر مبتنی
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ساچهار گونه پونهازتوده29در UHPLC/-HESI-MS/MS(میکروگرم بر گرم وزن خشک) با روش هدففنولیترکیب 10ی کمتجزیه. 2جدول 
کد بانک 

اسید نارینجنینآپیجنینکوئرستینلوتئولینروتینتودهگونهژن
1کلروجنیک

اسید 
2کلروجنیک

اسید 
کافئیک

ناشناختهمشتق 
اسید کافئیک

اسید 
رزمارینیک

15908

Nepeta kotschyi
var. persica

10/16/40/05/165/04/16473/15930/230/14015/735اردکان
26/18/10/01/124/01/17933/14752/162/17075/1137اردکان15857
38/06/32/08/368/17/14524/13747/186/15257/566اردکان13040
42/24/30/04/428/17/10075/8602/187/12184/650اردکان15852
17/10/10/06/84/00/13915/11948/135/14332/728تفت15853
23/13/40/07/395/18/20022/9500/245/14845/867تفت13061
34/21/30/00/227/06/25980/9380/204/18356/1049تفت15827
43/12/43/00/584/21/19313/8741/289/16858/992تفت10350
51/19/23/09/437/14/17570/12432/181/15947/694تفت21048
61/16/30/05/365/17/17599/6467/197/13544/829تفت15828
6/11/40/03/216/08/21348/17783/195/17258/804مهریز15850
1/10/32/05/418/17/17528/19776/125/16421/552صدوق21027
3/15/30/08/228/09/12126/10250/167/13622/875بافق21035
0/23/30/09/240/12/19901/16442/238/17378/1206بهاباد21039
15/12/20/00/231/14/18721/18689/181/16994/1096یزد18697
29/00/30/09/156/04/19026/10383/163/13134/1175یزد18695
3/17/50/07/409/00/14016/8011/185/14137/534خراسان25740
7/16/60/05/720/44/16742/8769/239/11932/540چلگرد29556
31955N. kotschyi var.

kotschyi
17/00/30/00/191/18/17598/10788/193/19319/584بویراحمد

26/15/30/07/264/17/22487/12425/241/18741/592بویراحمد29231
18317

N. cataria

2/07/32/09/12/04/195/139/197/4186/1227زرند
2/07/33/06/13/03/216/162/200/6171/943بهاباد21030
1/02/35/05/13/04/256/171/265/2876/899بافق21132
2/06/60/01/23/05/230/168/207/4247/966تفت21094
3133N. crassifolia7/34/40/04/188/92/4390/1645/158/1061/1148مازندران

13308
N. menthoides

14/17/700/09/2734/136/4287/1473/120/2184/1553شهرمشگین
26/57/240/02/322/44/5424/1674/109/4156/1433شهرمشگین13306
35/24/220/04/485/27/4312/1519/76/2085/1212شهرمشگین13301
1/219/130/08/1420/113/6815/2059/102/6185/1447بروجن9879
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هاي ) و تودهN. crassifoliaو Nepeta kotschyi ،N. cataria ،N. menthoidesسا (و روابط بین چهار گونه پونهايخوشهتجزیه . (بالا) 1شکل 
هاي پلات تجزیه به مؤلفه، (پایین) باي)87/0با استفاده از ضریب فاصله گوور، ضریب کوفنتیک = (فنولی اساس ترکیبات برداخل هر گونه

بر اساس ترکیبات فنولیهاهاي داخل گونهسا و تودهچهار گونه پونهپراکنش اصلی و 
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Abstract

29 accessions of selected Iranian Nepeta species, N. kotschyi, N. cataria, N. menthoides and N.
crassifolia, were planted under the same field conditions. In this research, for the first time,
quantitative analysis of 10 targeted phenolic compounds was performed using UHPLC/-HESI-MS/MS
method in methanol extract of accessions. The results showed that phenolic compounds are capable in
differentiating species and also showing inter- and intra-species relationships. Principal Component
Analysis (PCA) and Cluster Analysis (CA) supported each other and showed the significance of
obtained results in grouping of plant materials. N. kotschyi and N. cataria were clearly separated from
other two species. Also, N. cataria was differentiated from N. kotschyi. Considering dendrogram
obtained from CA and in distance coefficient of 0.10, eight, two and three genotypic groups was
distinguished in accessions of N. kotschyi, N. cataria and N. menthoides, respectively.

Key words: Nepeta spp., Lamiaceae, Phenolic compounds, Inter-species diversity, Intra-species
diversity


