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 وفنلی ترکیبات برخیمحتوای کالزایی، بر توان BAPو  IAA ،جاسموناتمتیل راث

 (.Teucrium polium L) کلپورهاکسیدانی ظرفیت آنتی

 2، لیلا سمیعی*1منیره چنیانی، 1زهرا محمدزاده
 رانیمشهد، مشهد، ایفردوسعلوم، دانشگاهدانشکده ،یشناسستیگروه ز 1

 مشهد، مشهد، ایرانفردوسیعلوم گیاهی، دانشگاهزینتی، پژوهشکدهگروه پژوهشی گیاهان 2

* Cheniany@um.ac.ir 
 :چکیده

کالزایی جاسییمونات بر توانمتیلالیسیییتور ( و BAPو  IAAهای گیاهی )هدف بررسییی اثر هورموناین پژوهش با

فنلی، فنل، اسیدهایدی-oکل، فنلی )فنلترکیبات برخیمحتوای  و (.Teucrium polium L) ریزنمونه برگ کلپوره

رشییدیافته در شییرای   بالغانجام شییدر ریزنمونه برگ از گیاه  آن اکسیییدانیفلاون( و ظرفیت آنتی و فلاونوئید

گرم درلیتر( میلی 1و  1/0 ،5/0) IAA مجزا و تلفیقیهای دارای غلظت MSکشییت هیدروپونیک تهیه و در محی 

ک تر و خشدارای بیشترین درصدکالزایی و وزن تیمارهایگرم درلیتر( کشیت شدندر  میلی 5/1و  5/0 ،1)BAP و 

میکرومولار(  200و 100، 50جیاسییمونات ) متییل تیاثیر  ، جهیت بررسییی  بهینیه شییرای  هورمونی عنوان بیه 

رفیت فنلی مختلف و ظمحتوای ترکیباتها، از رشیید کالو پس هفته  هشییتر فنلی انتخاب شیدند هایبرمتابولیت

در  بالاتری اگرچه درصدکالزاییر ندشد سنجش( FRAPو DPPH)براسیا  دو آزمون  ها عصیاره اکسییدانی آنتی

و  "BAP0.1IAA+1"کالزایی صددرصد درشرای  هورمونی  امادیده شد،  نسبت به شاهدهمه تیمارهای هورمونی 

"1.5+BAP1IAA" در تیمارهای تلفیقینیزها تر و خشییک کالو وزن بیشییترین لیترمشییاهده شییدر درگرم میلی 

"0.5 +BAP0.1IAA" ،"1+BAP0.1IAA" ،"0.5+BAP1IAA"  1.5"و+BAP1IAA" ر نتایج ثبت شدلیتر درگرم میلی

فنل، دی-oبه جز های آن زیرمجموعههمه فنلی و نشان داد که محتوای ترکیبات بخش دوم آزمایشاتحاصیل از  

ر ندبود-درتمامی تیمارهای هورمونی-جاسموناتمیکرومولار متیل 50غلظت زمان تیمار با در  میزاندارای بیشینه 

با محتوای  FRAP (0.876 =2r)( و 0.735- =2r) DPPHاکسیییدانیخاصیییت آنتیهمبسییتگی یوی بین  همچنین

ز تواند موجب بالابردن سنتتوانمند می محرک عنوان یکجاسمونات بهمتیل رواز اینر مشیاهده شید  فنلی ترکیبات

موثر  فنوان یک عندر کالو  کلپوره گردد و این شیوه را به یاکسیدانآنتیآن افزایش توان طبعو به یترکیبات فنل

 فنلی در شرای  کشت کالو  معرفی نمایدر-درجهت تامین ترکیبات دارویی

 رDPPH ،FRAPفنلی، مشتقاتدارویی، گیاه، کالزایی، Teucrium polium کلیدی: هایواژه

 :مقدمه

پذیر مورد استفاده قرار ها به عنوان منبع دارویی تجدیدها و فرهنگدارویی از گذشته دور تاکنون در تمامی تمدنگیاهان

منابع مستقیم عوامل درمانی، مدرن نیز، گیاهان به عنوان که امروزه و در طبطوریبه (.et al., Chandra 2013است )گرفته

گیاهی که از سوی موثره(. ترکیباتAbdul Nasim et al., 2010توجه هستند )برای سنتز ترکیبات دارویی جدید مورد

ها، ضروری، آلکالوئیدها، تاننهایاند، عمدتا شامل روغنخطر شناخته شدهعنوان ترکیبات طبیعی و بیکنندگان بهمصرف

قه ترین طبعنوان گستردهفنلی بهها، ترکیبات( که در میان آنAmiri fard et al., 2013فلاونوئیدها هستند )فنلی و ترکیبات
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های اننها، تونوئیدها، استیلبنلاها، ففنلی، کومارینهای ساده، اسیدهایلفنثانوی در طبیعت، شامل هایاز متابولیت

اکسیدان، ضدآلرژیک، ضدالتهاب، (. خواص آنتیKaraman et al., 2010) باشندمیها لیگنان وها متراکم، لیگنین

ها نسبت داده شده است های دارویی این دسته از متابولیتضدمیکروب، اثرات محافظت قلبی و عروقی به ویژگی

(Benavente- García et al., 1997; Samman et al., 1998; Middleton et al., 2000; Puupponen- Pimiä et al., 

2001; Manach et al., 2004طبیعی مثل ویتامینفنلی، عمل دفاع به همراه ترکیبات(. از دیگر اعمال ترکیبات Cو E  و

های اکسایشی مانند سیکلوکسیژناز و لیپوکسیناژ و های آزاد و یا مهار آنزیمرادیکال حذفکاروتنوئیدها است که با 

  .(Shi et al., 2001گیرد )صورت میآهن هایها با یونکردن آنکلاته

 ,.Goulas et alهای چوبی و معطر اسااات )دار با بوتهگیاهی علفی، گل، L. Teucrium poliumعلمیکلپوره باا ناا    

غرب آسیا و اروپا ای، با گساتر  به سمت جنوب ی کشاورهای مدیترانه های مختلف این جنس، در همه(. گونه2011

کند متر رشد می 0333های خشک و سنگلاخی تا ارتفاع (. در ایران، بیشتر در تپهFeinbrun-Dothan, 1978رویند )می

(Kovacevic et al., 2001; Gorgini shabankar et al., 2015.) های مزمن سنتی برای درمان بیماریاز این گیاه در طب

شود ضداسهال، ضدنفخ، ضددیابت و ضدتشنج استفاده میفشاار خون، ضدباکتری،  عنوان ادرارآور، ضاد معدی و نیز به

(Ardestani et al., 2008; Hasani- Ranjbar et al., 2008 .)از انساااان  های نادرساااتدر روزگار اخیر، اساااتفاده

شده است. تولید کم  هانها در خصاوص خطر انقرا  این گیا موجب افزایش نگرانیجمله کلپوره دارویی و منگیاهان

و  اسااتفاده از ر . لذاباشاادمیمدیریت شااده این گیاه ت اصاالی تکثیر لابذر، خواب پیچیده و چندگانه بذور از مشااک

گاهی آزمایشااادر شااارای آن افزایش ترکیبات موثره و دارویی و عنوان یک رو  جایگزین برای تولید بافت بهکشاات 

ها بر نرخ کالزایی ها در مورد تاثیر هورمونهرچند پژوهش (.Vanisree et al., 2004) علمی اساااتمجامع موردتوجه

Tabarifard (6363 )(، 6302و همکاااران ) Hashemyan(، 6302و همکاااران ) Javidi moghadamکلپوره توسااا  

باشد یماکثرا مربوط به سایر گیاهان  ،شیشهجاسمونات در شرای  کشت درونصورت گرفته است، اما مطالعه تاثیر متیل

(Ahmadi moghadam et al., 2013; Aghaei, 2014; Hashemyan et al., 2018.)  شااد ضاامن لاتدر این پژوهش  

تاثیر به کالزایی ریزنمونه برگ، بر نرخ( IAAو  BAP) هورمونیتیمارهای مختلف غنی با MSکشتبررسی اثرات محی 

ن گیاه ای کالوس اکسیدانیفنلی و ظرفیت آنتیترکیبات برخیبر محتوای ( MeJa) جاسموناتغیرزیساتی متیل  الیسایتور 

 .شده آزمایشگاهی پرداخته شوددر شرای  کنترل

 :هامواد و روش

سااله رشاد داده شاده در شرای  هیدروپونیک    کالزایی کلپوره، از گیاه دوبرای بررسای توان : کالزاییبررسیی توان 

( ساعت تاریکی 2 و روشنایی سااعت 02 نوری دوره و گرادساانتی درجه 62±6رشاد با دمای  اتاق)نگهداری شاده در  

عنوان بهترین (، ریزنمونه برگ بهJavidi moghadam et al., 2016نجا که براساس مطالعات پیشین )آاساتفاده گردید. از  

 ورمذک ریزنمونهنیز از حاضر  شاناساایی شاد، لذا در تحقی     در ساایر تیمارهای هورمونی  ریزنمونه ایجادکننده کالوس

قرار ( 0های مختلف هورمونی )جدول حاوی غلظت MSکشتها بر روی محی های میانی برگبر  گردید و اساتفاده 

داری گراد نگهسانتیدرجه 62هفته در تاریکی و در دمای مدت چهارها بهنمونه .(شایشه  نمونه در هر)پنج ریز داده شاد 

ساعت تاریکی و  2 ساعت روشنایی و 02 نوریشرای با  رشداتاقها به کالزایی، شیشههای شدند. با آشکار شدن نشانه

شت کهایگراد برای مدت دو هفته منتقل شدند. عملیات واکشت در پایان هفته ششم روی محی سانتیدرجه 62دمای 
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ها تر و خشک کالوسصفات کالزایی شامل درصدکالزایی، وزن و درنهایت، های هورمونی انجا  شدهمان غلظتدارای 

 ت.آزمایشگاهی صورت گرفزیستی و سه تکرارتیمار، با دو تکرارکشت هرعملیات بررسی شد.در پایان هفته هشتم 

 بررسی القاء کالزاییر برای MSکشت رفته در محی کارهای هورمونی بهتیمار –1جدول

 هورمون گر  در لیتر(غلظت )میلی

0 0 0 0 2/3 2/3 2/3 2/3 0/3 0/3 0/3 0/3 3 3 3 3 IAA 
2/0 0 2/3 3 2/0 0 2/3 3 2/0 0 2/3 3 2/0 0 2/3 3 BAP 

 

ونی آزمایش اول، بهترین های حاصاال از تیمارهای هورمخشااک کالوسبیشااینه درصاادکالزایی و وزننتایج براساااس 

گر  درلیتر( میلی "BAP1IAA+1.5"و  "BAP0.1IAA" ،"1+BAP0.1IAA" ،"0.5+BAP1IAA+0.5")ی هورمونی تیماارهاا  

 ویرهای برگ کشااات ریزنمونهدا عملیاتمجد نحو کهاینبه .انتخاب شااادند جاساااموناتمتیل الیسااایتوربرای اعمال

ها، مطاب  آزمایش اول صاااورت نمونهزمان نگهداری ریزتیمارهای هورمونی منتخب انجا  شااد و کلیه مراحل و مدت 

 های مختلف الیسااایتورغلظت دارایفاقدهورمون و  MSهای کشاات ها به محی گرفت. در پایان هفته شااشااام، نمونه 

ها کالوستیمار الیسیتور، در پایان روز دهم از اعمال  منتقل شادند.  (میکرومولار 633و  033،  23، 3)جاسامونات  متیل

 نگهداری شدند. 63با دمای منفی ر فریزر د آوری ودر جهت بررسی صفات مورفولوژیکی و بیوشیمیایی جمع

به  0( با نسبت w/vدرصد ) 23متانول با ها کالوسخشک  پودر: فنلی -ثانویگیری برای سنجش ترکیباتعصاره

با ( Japan, Parsonic, 2500s)دقیقه در دستگاه اولتراسونیک  03به مدت  پس از قرارگیریگیری شادند و  عصااره  033

. عملیات خشک یک صاف شدندصاافی واتمن شماره با کاغذ، (KHz) 62 ± %2گراد و فرکانس ساانتی درجه 03دمای 

شده ساعت صورت گرفت. عصاره خشک 82و به مدت مطل  در زیر هودمعمولی و در شرای  تاریکی هانمودن عصاره

بیوشیمیایی استفاده هایکلیه سنجشبرای ، (w/vدرصد ) 23متانول ، وزن شد و با حل نمودن در"پودرعصااره " عنوانبه

 (.Annegowda et al., 2012) گردید

و   Marinovaساایو کالچو و براساااس رو -کل به شاایوه فولینفنل یمحتواساانجش : کلفنل یمحتواسیینجش 

 2/7سااادیم لیتر کربناتمیلی 6و ( v/vدرصاااد )03لیتر فولین میلی 2/6انجا  گرفت. به این منظور  (6332)همکااران  

ساااعت قرارگیری در شاارای  تاریکی، جذب در   2/0میکرولیتر عصاااره اضااافه گردید. پس از  033به (w/vدرصااد )

 و معادله خ اساااید اساااتاندارد گالیکمبنای منحنیکل برفنلیناانومتر خواناده شاااد. محتوای ترکیبات   722موج طول

y=0.0032x + 0.0313  کالوس ارائه خشک نمونهگر  وزن 033اسید در گر  گالیکمحاسابه شد و نتایج بر حسب میلی

 گردید.

انجا  ( 6332و همکاران ) Carrasco-Pancorboبا استفاده از رو   فنلدی-oمحتوای : فنلدی-o یمحتواسنجش 

 2/3و  (v/vدرصااد ) 23آبی لیتر متانولکالوساای، دو میلیمتانولی حاصاال از هر نمونهمیکرولیتر از عصاااره033. به شااد

 073موج ها در طولنوری نمونهدقیقه، جذب02 پس از .اضاافه شاد   (w/vدرصاد ) مولیبدات دو آبه پنجلیتر سادیم میلی

محاسبه ( = 0.0042x + 0.0674 y)اسید استاندارد گالیکها بر مبنای منحنیعصاره فنلدی-oنانومتر ثبت شاد. محتوای  

 .نمونه هر کالوس ارائه گردیدخشک گر  وزن033اسید در گر  گالیکو بر حسب میلی

میکرولیتر و معرف آرنو 623هیدروژن کلرید به میزان  ،لیترمیلی 62/0آب به میزان : فنلیاسیدهای یمحتواسنجش 

میکرولیتر  623میکرولیتر به 623به میزان  [(w/vدرصد) 03نیتریت)آبی( ( و سدیمw/vدرصد) 03مولیبدات)آبی( سدیم]

 62 ±6تاااریکی و در دمااای محی )هااا در شااارای دقیقااه قرارگیری نمونااه03شااااد. پس از افزوده نمونااه از هر 
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 893موج به نمونه افزوده شد و جذب در طول درصد( 23آبی ) کساید هیدرومیکرولیتر سادیم  233گراد(، ساانتی درجه

اسااتاندارد منحنی y = 0.0041x + 0.0258معادله خ  ها، بر مبنای فنلی عصااارهاساایدهای یمحتوا خوانش شاد. نانومتر 

 .(Matkowski, 2008) کالوس ارائه گردیدخشک نمونهگر  وزن033اسید درگر  کافئیکبر حسب میلی، اسیدکافئیک

 033(، 0999)و همکاران  Zhishen محتوای فلاونوئید برمبنای رو ارزیابی  برای: فلاونوئید یمحتواسیینجش 

میکرولیتر  023مولار و  2/3نیتریت میکرولیتر ساادیم 023،(v/vدرصااد ) 03 متانوللیتر میلی 8/0میکرولیتر عصاااره به 

افزوده شد  نمونهمولار به  0هیدروکسید لیتر سدیممیلی 0، مکثدقیقه  2مولار افزوده شاد. پس از   0/3کلرید آلومینیو 

دله خ  و معااستاندارد کاتچین منحنیمبنای نانومتر ثبت شاد. محتوای فلاونوئید، بر  203موج ها در طولو جذب نمونه

y = 0.0018x + 0.0106 خشک نمونه کالوس محاسبه شد. گر  وزن033گر  کاتچین دررسم و بر حسب میلی 

میکرولیتر عصاااره  623میزان ، (Kosalec et al., 2004) کلمحتوای فلاوندر ارزیابی : کلفلاون یمحتواسیینجش 

 23( و w/vدرصاااد) 03کلرید میکرولیتر آلومینیو  23ریخته شاااد و ساااپس به آن آزمایش کالوسااای در لولههر نمونه

 8/0( و v/vدرصااد ) 23 متانولمیکرولیتر  723محلول، اسااتات یک مولار افزوده شااد. سااپس به هرمیکرولیتر پتاساایم

قرارگیری در شرای  تاریکی دقیقه  03لیتر برساد. پس از  میلی 2/6نهایی آن به مقطر افزوده گردید تا حجملیتر آبمیلی

ها، بر مبنای شاااد. محتوای فلاون عصااااره دهخواننانومتر  802موج جذب در طول ،گراد(ساااانتیدرجه 62±6)دماای 

گر  033گر  کوئرستین در حسب میلیمحاسبه شد و بر( y = 0.0022x – 0.007خ  معادله)استاندارد کوئرستین منحنی

 .خشک نمونه ارائه گردیدوزن

 هایپلیتدر ( 6309و همکاران) De Torre این آزمون به رو : DPPHاکسیییدان به روش بررسییی ظرفیت آنتی

میکرولیتر  033شد و  های مختلف عصااره ریخته میکرولیتر از غلظت 033ای انجا  شاد. در هر خانه از پلیت،  خانه 92

میکرولیتر 033میکرولیتر عصااااره و 033مخلوط مولار( به آن اضاااافه شاااد. از میلی 6/3متاانولی )  DPPHاز محلول 

عنوان به DPPHمیکرولیتر محلول  033خال  و میکرولیتر متاانول  033خاال  باه عنوان بلاناک و از مخلوط    متاانول 

گراد قرار گرفت و سانتیدرجه 62±6ساعت در شرای  تاریکی و دمایخانه به مدت نیم 92شااهد اساتفاده شاد. پلیت    

 ثبت شد.نانومتر  893موج جذب آن در طول (،America, Gentaur,ST2100) الایزا دستگاهتوس  سپس 

 محاسبه شد: زیرشاخ  آنتی اکسیدانی با استفاده از معادله 

 100BA – C) / (ABA – S(A -[1 × [(( = %Iهای آزاد )درصد حذف رادیکال

دهنده جذب نشااان CAبلانک و جذب نمونهنشااان دهنده  BAعصاااره ، دهنده جذب نمونهنشااان  S Aفوق معادلهدر

و قابل عصاره   توس DPPHهای آزاد درصاد رادیکال 23خنثی نمودن برابر با توانایی  50ICن میزا باشاد. کنترل مینمونه

 ته شد.گرفشاهد درنظرعنوان نمونهبهاسید اکسیدانی آسکوربیکتوان آنتیارزیابی  .استمحاسبه از معادله ذکر شده 

اکسایدان به رو   آنتیگیری توانبرای اندازه: (FRAP) IIIآهناکسیدان به روش احیاء یونظرفیت آنتیبررسیی  

( اساااتفاده شاااد. این رو  براسااااس کاهش کمپلکس  6307و همکاران )  Liهاا، از رو   آهن عصاااارهاحیاا یون 

میکرولیتر از عصاره متانولی با  63 اسات.  اکسایدان در حضاور ترکیبات آنتی  آزین به فر  فروستریپیریدیلتریفریک

و  TPTZمولار میلی 03محلول ، سدیممولار بافر استاتمیلی 033محلول) تازه تهیه شده FRAPلیتر محلول میکرو 003

دقیقه استراحت در تاریکی،  03و پس از  مخلوط، (0:0:03های حجمی نسابت با آبه  0آهن مولارکلریدمیلی 63محلول 

( y = 0.0165x + 1.323براساس معادله خ  )نانومتر خوانده شد.  203موج س  دستگاه الایزا در طولها توجذب نمونه

 ها محاسبه گردید.اکسیدانی عصاره، فعالیت آنتیIIآهنهای مختلف سولفاتحاصل از غلظت
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( انجا  و برای مقایسه 62)نساخه   SPSSافزار آماری با اساتفاده از نر  ها، داده تجزیه و تحلیل: هاآماری داده آنالیز

جهت بررسی ارتباط بین . گردیددرصد استفاده  2ای دانکن در سطح احتمال خطای دامنهها، از آزمون چندمیانگین داده

ه وسیله های مربوطه، بنمودارکلیه  استفاده شد. پیرساونی همبساتگی از ضاریب صافات بیوشایمیایی اندازه گیری شاده    

 ( رسم شدند.6302) EXCELافزار نر 

 :و بحثنتایج 

تولید سریع ارقا  برتر از گیاهان مادری، تولیدگیاهان عاری  برایبافت کشات با توجه به اهمیت : کالزاییسازی بهینه

های متفاوت غلظت ، از(Bhojwani and Dantu, 2013تراریخته حاصاال از مهندساای ژنتیک )از بیماری و تکثیر گیاهان

 ,Griesbach) گردددر جهت تولید کالوس، بافت و نمونه گیاهی در شارای  درشایشه استفاده می  اکساین و سایتوکنین   

ها و نیز اثر متقابل این هورمون BAPو  IAAها، اثر ساده هورمونواریانس دادهبراسااس نتایج حاصال از تجزیه  (. 1997

ر ها نشان داده نشده است(. به غینمونه برگ داشتند )دادهریزکالوس تر و خشک داری بر درصادکالزایی، وزن تاثیر معنی

مجزا و یا در برهمکنش با  در تیمار) BAPو  IAAهای (، تمامی غلظتنمونه شااااهدهورمون ) گونهاز محی  فاقد هر

و  "BAP0.1IAA+1"نمونه برگ شااادند و کالزایی صاااددرصاااد، در شااارای  هورمونی  موجب کالزایی ریز (یکدیگر

"1.5+BAP1IAA" شکل درگر  میلی( لیترمشااهده شدa0.) ها، نتایج مشابهی را تر و خشک کالوسهای وزنارزیابی داده

، "BAP0.1IAA+ 0.5" شاااده در حضاااور تیمارهای تلفیقیگیریهای اندازهنحو کاه بیشاااترین وزن ایننشاااان داد باه 

"1+BAP0.1IAA" ،"0.5+BAP1IAA"  1.5"و+BAP1IAA" درگر  میلی( شکللیتر به ثبت رسیدb0  وc0 .) نمایی از این

در تیمار مجزا توانست  IAA(، 6333و همکاران ) Carusoهرچند در مطالعات ارایه شده است.  6کالوس ها در شاکل  

های دیگر، گردد ولیکن بسااایاری از پژوهش( Rosmarinus officinalis)انتهایی رزماری موجب کالزایی برگ و جوانه

(. Nabila et al., 2003 ،Chaudhry et al., 2010بر کالزایی دارد ) هاسیتوکینیندر کنار  IAAموفقیت عملکرد  اشااره به 

 القاءبر القاء کالوس نیز مطالعات بسایاری صورت گرفته است.   BAPکنار اکساین در مختلفاثرات موف  انواع زمینهدر 

 Thymus)ی رانیاشااانیآوبرگ (، از ,Molina, 2004-Mederos) Salvia canariensis Lنمونه سااااقه .زیکالوس از ر

persicus)(Bakhtiar et al., 2016و از برگ )( کلپورهTabarifard, 2020 )  در محیMS  هورمونی تیمار دارایNAA 

 ,.Izadghabol et al)(Salvia verticillata) بنفشگلیگیاه مریمگرهی ساااقهقطعات تکزایی کالوس ؛ همچنینBAP و

 BAPو  D-2,4 هایهورمون شاااده باتیماار ( Hashemyan, 2018کلپوره )( و ایجااد کاالوس از ریزنموناه برگ   2011

ها به شروع و تشدید کالزایی مهم و موثر است، وادار نمودن سلولآنچه در فرایند ها هساتند. هایی از این پژوهشنمونه

های تمایزیافته ریزنمونه وارد مرحله تمایززدایی شاوند و سپس با کسب  که سالول نحوایناسات، به تقسایمات سالولی   

ها نقش های گیاهی، اکسیناست که از بین هورمونمریساتمی، تقسیمات سلولی را از سر گیرند. مسلم شده قابلیت شابه 

(. انواع اکسین به موجب Kandouz et al., 2010های گیاهی برعهده دارند )بسیار مهمی در کنترل تقسیم و تمایز سلول

( و Inze and Veylder, 2006سااالولی )چرخه Sمرحله ، تساااریع برای ورود به1Gهای مرحله کنندهمادیریات القااء   

 Lambardiسلولی )های چرخهطری  کنترل مهارکنندهها از( و سیتوکینینZivyar et al., 2014سلولی )بازدارندگی تمایز

and Rugini, 2003 سارعت ( و مدیریت  ( تقسایم سالولیZivyar et al., 2014بر ،)  .هرچند کسب کالزایی موثر هساتند

داد و نوع تفاوت در تعبه توانرا میاکسااین و ساایتوکینین بر تولید کالوس   مجزایا و کاربرد همزمان در نتایج متفاوت 

عنوان ریزنمونه بهشااده های مختلف کشااتموجود در بافتداخلی های رشااد کنندههای هورمونی و میزان تنظیمگیرنده

 (.Sarkheil et al., 2009) نسبت داد
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تر (، وزنaکالزایی ): درصدبر صفات کالزایی ریزنمونه برگ BAPو  IAAمقایسه میانگین اثر تیمارهای مختلف  -1شیکل  

دار در سطح احتمال خطای دهنده عدم اختلاف معنیحرف یا حروف مشیابه نشیان   (رcخشیک کالو  ) و وزن (bکالو  )
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، "(لیتردرگرم)میلی 0.5BAP +0.1IAA"تیمار هورمونی از چپ،تر و خشکر نمایی از کالو  های دارای بیشترین وزن -2شکل 

(b:) 1.5"هورمونی  تیمار+BAP1IAA (درلیترگرم )میلی"، (c :)1"تیمارهورمونیBAP +0.1IAA (لیتردرگرم )میلی" ( وd :)

 متر استرمعادل یک سانتی تصاویرر مقیا  ارائه شده در "(درلیتر گرم)میلی BAP1IAA+0.5"تیمار هورمونی 

خشک تر و وزن ،بیشاینه درصدکالزایی  برمبنای: و هورمون کالزایی و بیوشیمیایی متاثر از الیسیتورصفاتبررسی 

گر  میلی "BAP1IAA+1.5"و  "BAP0.1IAA" ،"1+BAP0.1IAA" ،"0.5+BAP1IAA+0.5" های کشاااتها، محی کالوس

ماردهی جاساامونات تیبا الیساایتور متیل های کشاات بهینه انتخاب شاادند و پس از کالزایی مجدد،عنوان محی به لیتردر

های تیمارجاسمونات و الیسایتور متیل ها نشاان داد که اثر سااده و تلفیقی   از تجزیه واریانس داده حاصال  نتایجشادند.  

های داده(. p≤0.05ها داشااات )کالوسفنلی محتوای ترکیباتو  الزاییک صااافاتداری بر مختلف هورمون تااثیر معنی 

اعمال  دهانتخاب ششرای  هورمونی  درتر کالوس بر وزنهای مختلف الیسیتور نشان داد تاثیری که غلظت وزنتغییرات

تر کالوس در وزن افزایشجاسمونات توانست موجب میکرومولار متیل 033کند مشاابه نیست، با این وجود غلظت  می

شاااهد در نظر از محی (. صاارفa0گردد )شااکل جاساامونات نساابت به دو غلظت دیگر متیلهورمونی تما  تیمارهای

ا هتر و خشااک کالوس در بین تما  نمونهکه دارای بالاترین وزن لیتردرگر  میلی "BAP0.1IAA+0.5"شاارای  هورمونی

ها در خشاااک کالوسوزن بیشاااینهترتیب موجب جاسااامونات، بهمیکرومولار متیل 23و  033، 633های ، غلظات بود

لیتر درگر  میلی "BAP1IAA+1.5"و  "BAP1IAA+0.5و  BAP0.1IAA" ،"1+BAP0.1IAA+ 0.5"تیمااارهااای هورمونی 

جاسااامونات بر منفی تیمار متیل( بیانگر تاثیر6307و همکااران )  Abdollahpoorمطاالعاات    (.b0شااادناد )شاااکال   

تر کالوس در تیمار که کمترین قطر و وزنطورینساابت به شاااهد بود به Hypericum perforatumکالوس وزنیصاافات

جاساامونات بر میکرومولار متیل033از سااوی تیمار  منفیچنین تاثیرجاساامونات به ثبت رسااید. میکرومولار متیل 233

با این وجود، (. Furmanowa et al., 1997نیز تایید شاااده اسااات ) Taxus×media var. Hatfieldiiتر کاالوس  وزن

سوسپانسیون نیز ارایه شده سلولی کشتمیکرومولار( بر رشد 623جاسمونات )تا گزارشااتی از تاثیر مثبت تیمار با متیل 

 هایبالاپاسااختنوع تواند موجب میها جاسااموناتتیمار خارجی ثابت شااده اساات که (. Walker et al., 2002اساات )

و این تنوع عملکرد کاملا وابسااته به غلظت  (Furmanowa et al., 1997) در گیاهان گرددموفولوژیکی و فیزیولوژیکی 

به  را تودهزیسااتکاهش در  حال،(. با اینAçıkgöz et al., 2019باشااد )زمان درمعر  قرارگیری میالیساایتور و مدت

 (.Abdollahpoor et al., 2017) در زمان تیمار با این الیسیتور نسبت داده اند غشاءلیپوکسیداسیون
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( aالو  )تر ک: وزنبر صفات کالزایی ریزنمونه برگ منتخبیهورمونشرای جاسمونات و برهمکنش الیسیتور متیل -3شکل 

-درصددار در سطح احتمال خطای پنجدهنده عدم اختلاف معنیحرف یا حروف مشیابه نشیان   (رbخشیک کالو  ) و وزن

 باشدرمی -برمبنای آزمون دانکن

گر  در هر میلی 02/702الی  82/000 غلظت از محتوادهنده دامنه نوسان نشانپژوهش حاضر در کل فنل غلظتبررسی 

میکرومولار بر  23جاسمونات متیلزمان اعمال در فنل  غلظتکه حد بیشینه طوریخشک کالوس بود. بهگر  نمونه 033

میکرومولار متیل جاسمونات  23غلظت  اعلا  .(a8مشاهده شد )شکل  لیتردر گر میلی "BAP0.1IAA+1" هورمونی تیمار

گر  برلیتر میلی 1.5BAPکلپوره در شرای  هورمونی کل کالوسفنلعنوان بهترین تیمار در افزایش محتوایبه

(Hashemyan, 2018)  0.5و شرای  هورمونی+ NAA  1.5BAP  درگر  میلی( لیترTabarifard, 2020)، راستا با نتایج هم

 633جاسمونات تا غلظت ( نشان داد که متیل2019و همکاران ) Samadiوجود، مطالعات اینباباشد. پژوهش حاضر می

غلظت گردد و چنانچه ( Stevia rebaudianaاستویا )کالوس فنلی در ترکیبات زیاد تجمع تواند موجبهم میمیکرومولار 

ند سیگنال در فرایعنوان ترکیباتها بهجاسموناتاین تاثیر منفی خواهد شد. میکرومولار افزایش یابد،  623تا تیمار 

-سلولهای ثانوی در کشتبیوسنتر متابولیتدنبال آن، ( و بهde novoنو )سازی، موجب رونویسی و ترجمه ازتحریک
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-های دخیل در تشکیل متابولیتسازی رونویسی ژنکه القاء و فعالطوری(. بهAçıkgöz et al., 2019گردند )گیاهی می

 Yukimune et al., 1996; Cheong and Choi, 2003; Singhثانوی توس  این گروه از ترکیبات تایید شده است )های

and Dwivedi, 2018 .) در مطالعاتKim ( 2013و همکاران ،) 4های ژنتشدید بیانCL, PAL  وC4H فنیلمسیر  از-

هرچند به اثبات رسیده است.  جاسموناتفنلی در شرای  تیمار با متیلو درراستای افزایش تولید ترکیباتپروپانوئید

انباشتگی وه نحکننده بر دهی با الیسیتور از عوامل تعییناست که غلظت و زمان تیمارنیز ها گویای این مطلب مهم پژوهش

 .(Krzyzanowska et al., 2012; Açıkgöz et al., 2019فنلی هستند )جمله ترکیباتها و منمتابولیت

کشت تیمارشده با هایترتیب متعل  به محی بهفنل دی-oبیشترین و کمترین محتوای دهد که نشان می b8شکل 

"100 μM MeJa/1+BAP0.1IAA"0"و μM MeJa/0.5+BAP0.1IAA"  بود. اثر الیسیتور بر محتوا این دسته از ترکیبات

ها افزایش یافت ولیکن کالوسفنل دی-oمیکرومولار، محتوای  033جاسمونات تا نشان داد که با افزایش غلظت متیل

های حاصل های کالوسفنلدی-oموجب کاهش محتوای  ،کشتجاسمونات تیمارشده در محی ادامه افزایش غلظت متیل

با انجا  فرایند باشد. ( می6363) Shojaو (، 6363و همکاران ) Hemmatiاین نتایج همسو با مطالعات  از برگ گردید.

o-فنلاکسیداسیون توس  پلی( اکسیدازهاPPOمونوفنل ،) ها بهo-در شرای  طبیعی سلول،  گردند.ها تبدیل میفنلدی

ی اها در واکوئل و فضای دیوارهکه عمده جایگاه حضور فنلها در کلروپلاست حضور دارند در حالیاین دسته از آنزیم

 Steffens)ها گردد ها بر فنلPPO تواند موجب عملکردبندی را برهم بزند، میلذا هر عاملی که این نظا  کده .باشدمی

et al., 1994 .)های فراتنظیمی ژنیکی از عوامل جاسمونات ثابت شده است که متیلPPO باشدمی (Constabel and 

Ryan, 1998; Flurkey and Inlow, 2008 .)Aziz ( با اسپری متیل6307و همکاران ) توتونجاسمونات بر (Tobacco 

spp. )رونویسی نشان دادند که سطحPPO (PPOtN) میکرومولار متیل 033که در غلظت طورییابد بهافزایش می-

میکرومولار، این افزایش رونویسی  233جاسمونات تابه دوبرابر و با افزایش غلظت متیل mRNAجاسمونات، سطح 

، ضمن در پژوهش حاضر میکرومولار 033جاسمونات تیمارشده تا از این رو، افزایش غلظت متیلادامه یافت. همچنان 

 داشت.همراه ها را به فنلدی-oتجمع بالا دنبال آن ه بو  PPOهای سلولی، افزایش بیان ژنبندیاختلال احتمالی در کده

-ینامیکساسیدها و هیدروکسیبنزوئیکفنلی از دو زیرگروه هیدروکسیفنلی به عنوان دسته مهمی از ترکیباتاسیدهای

، محتوای c8ها در شکل مقایسه میانگین دادهاساس نتایج بر (.Manach et al., 2004اند )اسیدها تشکیل شده

در تیمار  ،عنوان بالاترین محتوا این نوع ترکیباتکالوس بهخشکگر  وزن033فنلی در گر  اسیدهایمیلی282/837

های مختلف حاصل شد. هرچند نحوه تاثیر غلظت "میکرومولار 23جاسمونات و متیل"BAP0.1IAA+1"همزمان هورمون

میکرومولار  633و  23فنلی مشابه بود اما از لحاظ آماری، تفاوتی بین تاثیر غلظت کل و اسیدهایمحتوای فنلالیسیتور بر 

و همکاران  Skrzypczak-Pietraszekبررسی  (.c8های کشت مختلف دیده نشد )شکل فنلی محی بر محتوای اسیدهای

ایش ، موجب افزاین الیسیتور جاسمونات در مقایسه با تیمارهای بالاترمیکرومولار متیل033( نشان داد که تیمار 6308)

که وابسته به طوریبهگردد. می Exacum affine Balf. f. ex Regelسوسپانسیون فنلی در کشتکمیت و کیفیت اسیدهای

 Hakimها گزار  شده است )فنلی در بسیاری از پژوهشجاسمونات بر محتوای اسیدهایغلظت بودن تاثیر مثبت متیل

et al., 2007; Mirshekar et al., 2014 .)Yousefian ( با بررسی ارتباطات مولکولی، بیش6363و همکاران )ای هبیانی ژن

ر مورد این مساله دجاسمونات معرفی کردند. فنلی را عامل القاء از سوی الیسیتور متیلموثر بر مسیر تولید اسیدهای

نکته مهم این است که (. Mandal, 2010نیز اثبات شده است ) PALبیانی ژن فنلی با بیشارتباط سطح افزایشی اسیدهای

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Skrzypczak-Pietraszek+E&cauthor_id=24644557
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 PALبیان ژن بلکه از طری  کاهش گردد،نمیها افزایش متابولیتموجب افزایش بیش از حدمحرک و یا الیسیتور، نه تنها 

 (.Bais et al., 2004) کندمیکم و یا متوقف  این دسته از ترکیبات راهای درگیر در مسیر، تولید و احتمالا سایر ژن

-سنشان داد که بیشترین محتوای این ترکیبات در کالوکلپوره هایکالوسکل های فلاونوئید و فلاونمقایسه میانگین داده

لیتر و الیسیتور متیلدر گر میلی "BAP0.1IAA+1"کشت دارای تیمار هورمونیبرگ در محی  های حاصل از ریزنمونه

خشک گر  وزن 033گر  در میلی 79/022و  68/286ترتیب آمد )بهدستبه "میکرومولار 23جاسمونات با غلظت 

جاسمونات موجب بیشینه محتوای ترکیبات فلاونوئید و فلاون میکرومولار متیل 23کالوس(. شایان ذکر است که غلظت 

 633و  033داری بین تاثیر تیمارهای های همه تیمارهای هورمونی شد و از سوی دیگر، تفاوت معنیدر کالوس

های تاثیر مثبت غلظت (.d8و e8 هایدیده نشد )شکل -هورمونی مختلفدر شرای  –نات میکرومولار متیل جاسمو

( و Goyal, 2008) L. tuberosa Puerariaسلولی سوسپانسیونجاسمونات بر محتوا فلاونوئید کشتپایین متیل

Hypericum perforatum (Wang et al., 2015کشت ،) بافتPueraria Lobata (Thiem and Krawczyk, 2010 و )

های مسیر بیوسنتزی ژن mRNAرفت که سطح هرچند انتظار می( ارایه شده است. Hashemyan, 2018کلپوره )کالوس

(، اما در نهایت Flores et al., 2014عنوان عاملی برای افزایش محتوای این ترکیبات گزار  گردد )منتج به فلاونوئیدها به

 (.González-Aguilar et al., 2004; Kim et al., 2006عنوان عامل اصلی گزار  شد )به PALافزایش بیان ژن 
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(، aکل ): فنل کالو فنلیترکیباتمختلفدستجاتبر  منتخبیهورمونشرای جاسمونات و برهمکنش الیسیتور متیل -4شکل 

o-فنلدی( هاb ،)اسیییدهای( فنلیc( فلاونوئیدها ،)dو فلاون )( هاeر)  دهنده عدم اختلاف حرف یا حروف مشییابه نشییان

 باشدرمی -برمبنای آزمون دانکن-درصددار در سطح احتمال خطای پنجمعنی

مشخ   وها استفاده عصارهمیکرولیتر  2الی 0های ، از حجمDPPHاساس آزمون اکسیدانی بربرای ارزیابی فعالیت آنتی

اساس بر دارد . های حاصلاکسیدانی عصاره کالوسداری بر توان آنتیگردید که اثر الیسیتور در تیمار هورمونی، تاثیر معنی

-اکسیدانی است، در حضور تیمارکه بیانگر بالاترین توان آنتی 50ICها کمترین میزان میانگین دادهنتایج حاصل از مقایسه

میکروگر   08/03و  23/9به میزان  "μM MeJa1 +BAP0.1IAA 200 /"و  "μM MeJa/ 1 +BAP0.1IAA 50"هورمونی 

BAP1IAA+ 0.5"در حضور تیمار هورمونی  -اکسیدانیبه منزله کمترین قدرت آنتی – 50ICلیتر و بیشترین محتوای میلیدر

/ 100 μM MeJa" شکل میلیدرمیکروگر   07/20و به میزان( لیتر مشاهده شدa2.) اسید سکوربیکآ نیاکسیدانتیآتوان

-عنوان دومین آزمون ارزیابیبه -  FRAPهای آزمون بررسی دادهلیتر اندازه گیری شد. میکروگر  در میلی 60/2، معادل

موجب   جاسمونات در همه تیمارهای هورمونی،میکرومولار متیل 23کاربردنیز نشان داد که  –اکسیدان نتیآکننده توان 

 (.b2)شکل حاصل از برگ شد در کالوساکسیدانیبیشترین ظرفیت آنتی
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مون اکسیدان کالو  برمبنای دو آزظرفیت آنتیبر  منتخبیهورمونشرای جاسمونات و برهمکنش الیسیتور متیل -5شیکل  

DPPH (a ) وFRAP (bر)   درصددار در سیطح احتمال خطای پنج دهنده عدم اختلاف معنیحرف یا حروف مشیابه نشیان-

 باشدرمی -برمبنای آزمون دانکن

انجا  شد نیز یرسون پهمبستگیاکسیدانی، بر اساس ضریبهای آنتیفنلی مختلف و ظرفیتارزیابی ارتباط بین ترکیبات

را بین  قویدار و ها، همبستگی معنیتوس  عصاره DPPHدست آمده از رو  مهار رادیکال آزاد نتایج به(. 6جدول )

تگی بین بسکه همحالیمذکور نشان داد. دراکسیدانی فنلی، فلاونوئید و فلاون با فعالیت آنتیکل، اسیدهایفنلمحتوای

دست (. نتایج به6جدول تر بود )ها ضعیف( عصارهDPPHاکسیدانی )بر مبنا آزمون با فعالیت آنتی فنلدی-oمحتوای 

داری نشان داد که همبستگی قوی و معنیIII (FRAP )کل به رو  احیاء یون آهن اکسیدانیبررسی ظرفیت آنتی آمده از

(P≤0.01 ،بین محتوای فنل )o-که این همبستگی بین محتوایحالیفنلی و فلاونوئید وجود دارد در، اسیدهایفنلدی

 DPPHفنل و آزمونارتباط قوی بین محتوای( مشاهده شد. r=0.316ها ضعیف )اکسیدانی عصارهفلاون با فعالیت آنتی

(Dakah et al., 2014, Javidimoghadam et al., 2016و ) آزمونFRAP (He et al., 2009; Giri et al., 2012) بارها ،

الکترون و یا هیدروژن مبنای دهندگیبر DPPHآزمون گزار  شده است.  در شرای  درشیشه های کشت شدهبرای نمونه

 inدرشیشه) هایپردازد. اگرچه در سیستمدهندگی الکترون می، تنها به بررسی قدرتFRABکه آزمون است درحالی

vitroاکسیدانی ترکیبات وجود دارد، اما عموما همبستگی چندانی با های دیگری هم برای ارزیابی توان آنتیو ( ر

2r=  ,0.697کار رفته ارتباط خوبی با یکدیگر دارند )است که دو آزمون بهیکدیگر ندارند. اما مطالعه حاضر نشان داده

p≤0.01های یکالاکسیدان و روبشگری رادعنوان عوامل اصلی فعالیت آنتیفنلی به( و گویای این مطلب است که ترکیبات

 کنند.الکترون عمل میکلپوره، از طری  سیستم دهندگیکالوسآزاد در عصاره

 هاو فلاون ها، اسیدهای فنلی، فلاونوئیدفنلدی-oاکسیدان با محتوای فنل، بستگی بین ظرفیت آنتیهم نمایش -2 جدول

دارنده هورمون و  MSکشتبرگ کلپوره در محی در کالو  حاصل از ریزنمونهپیرسون( همبستگیضریباسا  )بر

 رجاسموناتمتیل الیسیتور

 DPPHآزمون  FRAPآزمون  محتوا فلاون محتوا فلاونوئید فنلیمحتوا اسیدهای فنلدی-oمحتوا  کلمحتوا فنل صفات بیوشیمیایی

       1 کلمحتوا فنل

      1 ** 0.920 فنلدی-oمحتوا 

     1 ** 0.674 * 0.521 فنلیمحتوا اسیدهای

    1 ** 0.945 ** 0.657 ** 0.968 محتوا فلاونوئید

   ns 0.408 * 0.466 * 1 0.358 * 0.463 محتوا فلاون

  FRAP 0.876 ** 0.628 ** 0.928 ** 0.895 ** 0.316 ns 1آزمون 

 DPPH -0.735 ** -0.389 ns -0.675 ** -0.690 ** -0.592 ** -0.697 ** 1آزمون 

ns  ،*  خطای پنجداری در سطح احتمالداری و معنیترتیب بیانگر عد  معنیبه **و( درصدp≤0.05و یک )( درصدp≤0.01 )

 است.

 :گیری کلینتیجه

های منتخب، در القاء کالوس از ریزنمونه در غلظت BAPو  IAAشااارای  هورمونی کند که پژوهش حاضااار تایید می

اندمان تولید رتواند موجب بالابردن عنوان یک الیسیتور توانمند میجاسمونات بهمتیلبرگ کلپوره موثر هستند. همچنین 

تکنیک ان یک عنودر کالوس کلپوره گردد و این شیوه را بهاکسیدان آن افزایش توان آنتیطبعو بهها فنلمختلفمشتقات 

 معرفی نماید. کالوسکشتفنلی در شرای -داروییموثر در جهت تامین ترکیبات
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Abstract 

This study was conducted with the aim of investigating the effect of plant hormones (IAA and BAP) and 

methyl jasmonate elicitor on callogenesis potential of Teucrium polium leaf explants and the content of 

some phenolic compounds (total phenols, o-diphenols, phenolic acids, flavonoids, and flavones) and its 

antioxidant capacity. Leaf explants prepared from hydroponically-grown plants were cultured on MS 

medium with separate and combined concentrations of IAA (0.1, 0.5 and 1 mg L-1) and BAP (0.5, 1 and 

1.5 mg L-1). The treatments with the highest percentage of callogenesis and fresh and dry weight were 

selected as the best hormonal conditions to evaluate the effect of methyl jasmonate (50, 100 and 200 μM) 

on phenolic derivatives. Eight weeks after callus growth, the content of various phenolic compounds and 

the antioxidant capacity of the extracts (based on DPPH and FRAP assays) were measured. Although a 

higher percentage of callogenesis was observed in all hormonal treatments than the control, conditions 

"IAA0.1 + BAP1" and "IAA1 + BAP1.5" mg L-1 were with 100% callus induction. The highest fresh and dry 

weight of calli were in the combined treatments "IAA0.1 + BAP0.5", "IAA0.1 + BAP1", "IAA1 + BAP0.5" and 

"IAA1 + BAP1.5" mg L-1. The results of the second part of the experiment showed that the highest amount 

of phenolic compound and all its derivatives except o-diphenol was seen under the treatment of 50 μM 

methyl-jasmonate- in all hormonal treatments. A strong correlation was also observed between the 

antioxidant potentials DPPH (r2 = -0.735) and FRAP (r2 = 0.876) with the content of phenolic compounds. 

Therefore, methyl jasmonate as a potent elicitor can increase the synthesis of phenolic derivatives and the 

antioxidant capacity in Teucrium callus. So this method would be an effective technique for the supply of 

medicinal-phenolic compounds. 
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