
  1392، سال 2، شماره 2فرآيند و كاركرد گياهي، جلد 

  

  

  M_modarres 70@yahoo.com :ينشاني پست الكترونيك ،نويسنده مسؤل*
 

  

 هاي فنوليك براي توليد اسيد Salvia leriifoliaگياه  سازي كشت كالوس برگبهينه

  

1رمضانيعلي  و 4، محمد كافي2، جواد اصيلي1، مهرداد لاهوتي*3و1معصومه مدرس  
گروه فارماكوگنوزي، دانشكده داروسازي، دانشگاه  2دانشگاه فردوسي مشهد  شناسي، دانشكده علوم پايه، گروه زيست 1

گروه فيزيولوژي زراعت، 4مشهد، دانشگاه فرهنگيان  گروه زيست شناسي، پرديس شهيد هاشمي نژاد 3وم پزشكي مشهدعل

  دانشكده كشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهد
 )19/03/1392تاريخ پذيرش:  ؛ 19/01/1392(تاريخ دريافت: 

  

  

  :چكيده

اين گياه  .باشدكه بومي استان خراسان و سمنان مي (Lamiaceae)ع ) گياهي است متعلق به تيره نعنا Salvia leriifoliaنوروزك ( 

اكسيدان است ميكروب وآنتي ، ضد التهاب،آرام بخش،كاهش دهنده قند خون، ضدداراي خواص متعددي از جمله خواص ضد درد

هاي رسي تجمع اسيدكه از سوي پژوهشگران تاييد گرديده است. هدف از اين پژوهش القا كالوس از برگ گياه نوروزك و بر

براي اين منظور جداكشت برگ بر روي محيط  باشد.فنوليك در كالوس در مقايسه با برگ گياه نوروزك در رويشگاه طبيعي مي

و BAP ) و نيزmgL-1 1 ،5/0 ،0( KIN) و 1و  D ،) mgL-14، 3 ،2 ،0-2,4هاي هاي مختلف از هورمونهمراه با تركيب MSكشت 

NAA )mgL-1  6 ،5 ، 4 ،3 ،2 ،1 ،0 كشت داده شد. پس از چهار هفته درصد توليد كالوس و وزن تر و خشك كالوس ها در(

گيري شد. نتايج نشان داد اندازه HPLCها با استفاده از تكنيك هاي فنوليك در كالوستيمارهاي مختلف بررسي گرديد و تجمع اسيد

هستند و ميزان تجمع  BAP mgl-1 5  +NAA mgl-1 5و D mgl-13 + mgL-11 Kin-2,4بهترين تيمارها جهت القاء و رشد كالوس 

بيشترين بيشتر از برگ گياه بود.  داريبه طور معنيهاي حاصل از تيمارهاي مذكور در كالوس Bكافئيك اسيد و سالويانوليك اسيد 

BAP mgl-1ميزان رزمارينيك اسيد از عصاره حاصل از كالوس در تيمار
 5  +NAA mgl-1

برابر بيشتر از  3كه حدود  دست آمد هب 5 

  برگ بود.

  

  .  (Salvia leriifolia)نوروزك  كالوس ، هاي فنوليك ،اسيد: كلمات كليدي

  

  مقدمه:

) گياهي است متعلق به تيره  Salvia leriifoliaنوروزك ( 

 كه بومي استان خراسان و سمنان مي (Lamiaceae)نعناع 

خواص متعدد دارويي  و داراي )Rechinger, 1982( باشد

هاي مختلفي در ارتباط با خواص درماني گياه است. گزارش

نوروزك وجود دارد. فعاليت ضد درد و آرام بخش عصاره 

 قابل مقايسه با دوز mg/kg  500 برگ نوروزك در دوز

mg/kg 5 )ديازپام، گزارش شده استHosseinzadeh and 

Lary, 2000هاي مزمن از نظر ). مقابله عصاره گياه با التهاب

باشد ي مشابه با داروي ديكلوفناك ميآيكار

)Hosseinzadeh and Yavary , 1999 همچنين تاثير .(

عصاره آبي و الكلي برگ نوروزك در جلوگيري 
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هاي معده در موش گزارش شده از ايجاد و توسعه زخم

sucralfate)( است كه كارآيي آن مشابه داروي سوكرالفت
  

برگ  عصاره دانه و. (Hosseinzadeh et al., 2000) است

(شكوهي  دهندهاي ديابتي را كاهش ميقند خون موش

هاي برگ و ريشه آن داراي عصارههمچنين ). 1375 زاده،

بوده  )b 1386 همكاران، (مدرس و اكسيدانيخاصيت آنتي

و خواص ضد باكتري آنها تاييد شده است. ( مدرس و 

  ).1389بريشم چي، مدرس و ا .;1387چي، ابريشم

 به عنوان منبع غني از پلي Salviaهاي مختلف جنس گونه

روند. مهمترين اسيدهاي فنوليك دارويي ها به شمار ميفنل

از گروه مونومرها، دايمرها، تريمرها  Salviaدر جنس 

باشند كه شامل كافئيك اسيد، وتترامرهاي كافئيك اسيد مي

اسيد  ك اسيد وانواع سالويانولي رزمارينيك اسيد،

  .(Liu and Liu, 2002) شوندليتوسپرميك مي

هاي زيادي در رابطه با خواص دارويي مشتقات گزارش

 كافئيك اسيد وجود دارد، به عنوان مثال خواص آنتي

 اكسيداني، محافظت كنندگي عصبي در برابر ايسكمي، ضد

كاهش دهنده فشار خون و ضد سرطاني  ويروسي، ضد ترومبوز،

 .(Ren-Wang et al., 2005) يبات معلوم شده استاين ترك

كافئيك اسيد داراي خواص ضد التهابي و ضد توموري 

اثر  همچنين. (Duzzo Gamaro et al., 2011) باشدمي

درماني رزمارينيك اسيد در بهبود آلزايمر القا شده با 

 افزايش عملكرد حافظه ثابت شده است آميلوئيد بتا و

(Shimojo et al., 2010).  

ه رزمارينيك اسيد و سالويانوليك اسيدها در انسان ب

گيري توليد راديكال آزاد واكسيداسيون طور چشم

) كه در بيماري LDL( هاي با وزن كم ليپوپروتئين

 دهندآرتريواسكلروزيس نقش دارند راكاهش مي

(Liu and Liu, 2002).  

در  هايي در مورد توليد اسيدهاي فنوليكگزارش

گزارش شده  Salviaجنس  هايي از گونهكالوس برخ

 S. fruticosaاست. به عنوان مثال در كالوس گونه 

 .(Karam et al., 2003)رزمارينيك اسيد توليد شده است

بيست نوع از  S. officinalisاين در كالوس  علاوه بر

تركيبات فنوليك شناسايي شد و مقدار رزمارينيك اسيد 

 ر تركيبات فنلي بيشتر بودتوليد شده در آن نسبت به ديگ

(Santos-Gomes et al., 2003).   

اسيدهاي فنوليك  Salviaهاي چه در برخي گونه اگر

اي جهت اما تاكنون مطالعه ،در كشت بافت توليد شده است

توليد كالوس و بررسي توليد اسيدهاي فنوليك در كشت 

بافت گياه نوروزك صورت نگرفته است. شناسايي و تعيين 

اسيدهاي فنوليك مشتق از كافئيك اسيد، شامل غلظت 

در  Bكافئيك اسيد، رزمارينيك اسيد و سالويانوليك اسيد 

قبلا توسط نويسندگان مقاله  Salvia leriifoliaبرگ و ريشه 

. هدف از اين (Modarres et al., 2013) است انجام شده

پژوهش القا كالوس از برگ گياه نوروزك و بررسي توليد 

  باشد.فنوليك در كالوس مياسيدهاي 

  

  :هاروش مواد و

: بذر و برگ گياه نوروزك از آماده سازي مواد گياهي

سنگي مشهد واقع در استان خراسان رضوي منطقه كوه

ها در دماي محيط خشك شدند. آوري شده و برگجمع

 4بذرها جهت استريفيكاسيون به مدت سه هفته در دماي 

زني د. با توجه به جوانهگراد نگهداري شدندرجه سانتي

اي از كشت جنين بسيار كم بذرها در شرايط درون شيشه

  هاي استريل استفاده شد. دست آوردن گياهچهه براي ب

  كشت محيطبراي كشت جنين، از 

(Murashige and Skoog,1962) MS ) حاوي ساكارزg/L 30،( 

) g/lit 7) و آگار( g/lit 2( زغال فعال، )mg/lit 2گلايسين (

 (مدرس و تنظيم شد 8/5محلول روي  PHاستفاده شد. 

 از محيط كشت به ويال cc 20). در ادامه a  1386همكاران،

 121دقيقه در دماي  20منتقل و به مدت  cc 200هاي 

  گراد و فشار يك اتمسفر اتوكلاو شدند. درجه سانتي

ابتدا پوشش روي بذرها حذف شد و جهت ضدعفوني 

% 3دقيقه در آب ژاول  5% و 70اتانول  ثانيه در 30به مدت 
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مرتبه با آب مقطر شسته شدند. سپس  3قرار گرفتند و 

متري با دقت از ميان دولپه خارج شده و رويان چند ميلي

ها ابتدا به مدت در سطح محيط كشت قرار گرفت. رويان

 8 و 16يك هفته در شرايط تاريكي و سپس به شرايط 

مربع  ميكرومول فتون بر متر 40ساعت به ترتيب روشنايي(

منتقل شدند. از برگ  C1±24˚بر ثانيه) و تاريكي و دماي 

  اي جهت ريز نمونه استفاده شد. هاي دو هفتهگياهچه

القاء ترين تركيب هورموني براي تعيين مناسب

به منظور دسترسي به بهترين تركيب : كالوس از برگ

مايش جهت القاي كالوس از برگ گياه سه آزهورموني 

 مختلف طراحي گرديد. در آزمايش اول تركيبي از هورمون

) و 0و  l-1 mg 3 ،2 ،1 ،5/0هاي (با غلظت BAPهاي 

IBA هاي (با غلظتl-1 mg 2 ،1 ،5/0 13) در مجموع 0 و 

كار گرفته شد. در ه تيمار براي القاي كالوس از برگ ب

هاي تركيبي از هورمون MSآزمايش دوم به محيط كشت 

2,4-D هاي (در غلظتl-1 mg 5 ،4 ،3 ،2 ،1 و 0 و (KIN 

تيمار)  6 مجموع ) (در0 و l-1 mg 1 ،5/0( در غلظت

اضافه شد و القاي كالوس از برگ در آنها مورد بررسي قرار 

هاي تيمار شامل هورمون 19گرفت. در آزمايش سوم 

NAA و  BAP1-1( هايبا غلظت mg 6 ،5 ،4 ،3 ،2 ،1و 

براي القاي  MSدر محيط كشت  م،وأصورت ته ) ب0

  كالوس از برگ بررسي گرديدند. 

 CC 20حاوي  CC 250هاي ها در ويالجداكشت

محيط كشت، در شرايط استريل كشت گرديدند. از هر 

جداكشت، كشت گرديد.  دوتكرار و در هر تكرار  20تيمار 

منتقل  C1±24˚دماي ها به شرايط تاريكي و محيط كشت

ها و نيز وزن هفته، وزن تر كالوس شدند. پس از چهار

ساعت در  36پس از فريزدراي شدن به مدت ( خشك آنها

زايي گيري شد. همچنين درصد كال، اندازه)- C20˚دماي 

  براي هر تيمار و جداكشت محاسبه گرديد.

كالوس برگ و در  تعيين غلظت اسيدهاي فنوليك

به منظور تعيين غلظت كافئيك اسيد،  گياه نوروزك:

ها، ابتدا در كالوس Bسالويانوليك اسيد  مارينيك اسيد ورز

كالوس در زايي و وزن خشك بيشترين درصد كال

 تيمارهاي مختلف در هر آزمايش تعيين شد. سپس مناسب

زايي و وزن كال به لحاظ بيشترين درصدترين كالوس 

هر  براي سنجش اسيدهاي فنوليك انتخاب شد.خشك، 

س از خشك شدن توسط پهاي كالوس يك از نمونه

در مقايسه با برگ  از نظر ميزان اسيدهاي فنوليك ،فريزدراي

  بررسي گرديدند. گياه نوروزك در رويشگاه طبيعي

پس هاي خشك شده  كالوسگرم از برگ يا  5/0 مقدار

 درجه مخلوط شد و 60ليتر اتانل ميلي 20از پودر شدن، با

ر مرحله بعد د دقيقه در سونيكاتور قرار گرفت. 30به مدت 

 2روي عصاره  pHحذف گرديد و  روتاري حلال توسط

مرحله به آن اضافه شد و فاز  5اتيل استات در  سپس تنظيم شد.

جدا و تبخير گرديد. عصاره حاصل در متانل حل  ياتيل استات

 .(Dong et al., 2010) گرديدخشك  C 50˚شد و در دماي 

 ك اسيد،كافئياز استانداردهاي  mg/ml5محلول استوك

 B (Sigma-Aldrich co.UK)سالويانوليك اسيد و رزمارينيك اسيد

) تهيه شد. سپس v/v 70  :30در محلول اتانل/آب (

ليتر از ر ميليدميكروگرم  40تا  10هاي مختلف از غلظت

و  B سالويانوليك اسيد استانداردهاي كافئيك اسيد و

يتر از لر ميليدميكروگرم  200تا  10هاي مختلف از غلظت

رزمارينيك اسيد از استوك تهيه شد و براي رسم منحني 

  استاندارد مورد استفاده قرار گرفت.

تعيين غلظت اسيدهاي فنوليك از  جهت جداسازي و

 HPLC (Knauer,Germany)يي بالاآكروماتوگرافي با كار

 UV2800(Knauer smartline)دتكتور  ،1000مجهز به پمپ 

PDA  گيتو نرمافزار كروم (Chromgate)  استفاده شد. فاز

 ) m, Macherey-Nagel)µ5 C18با مشخصات  ساكن ستون

)، فاز متحرك آب و اسيد mm6/4×150( به ابعاد

% و متانول به صورت گراديان با جريان فاز 1/0فسفريك 

مورد استفاده طول موج ليتر در دقيقه بود. مايع يك ميلي

دقيقه، حجم  HPLC 30نانومتر، طول زمان انجام  330

 درجه 20آن  ميكروليتر و دماي 20شده  عصاره تزريق
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ميزان هر  .(Modarres et al., 2013)د گراد بودرجه سانتي

گرم در يك ميلي يك از اسيد فنوليك توليد شده به ازاي

  محاسبه گرديد. وزن خشكگرم 

صادفي انجام ت هاي كاملبلوك ها در قالب طرحآزمايش

  و JMPافزارهاي گرفت و براي محاسبات آماري از نرم

MSTATC ها براساس آزمون استفاده شد. مقايسه ميانگين

  صورت گرفت. ) ≥P 05/0(دانكن 

  

  نتايج:

هاي حاوي در هيچ كدام از محيط كشت جداكشت برگ

كالوس  IBAو  BAPهاي هاي مختلف از هورمونتركيب

شان داد القاء كالوس از جداكشت برگ نتايج ن. توليد نكرد

ها تنها در دو تيمار ها انجام نشد و جداكشتدر اغلب تيمار

KIN mgl-1 1  + 2,4-D mgl-1 3 و KIN mgl-1 1 + 2,4-D 

mgl-1 4  كال درصدتوليد كالوس نمودند. نتايج محاسبه 

 زايي روز نشان داد كه بيشترين درصد كال 30زايي بعد از 

 KIN mgl-1 1  +2,4-D mgl-1 3تيمار  %) در 27/76(

  ).1جدول( وجود داشت

ها خشك كالوس هاي حاصل از وزن تر وآناليز داده

نشان داد كه بيشترين وزن تر و خشك نيز مربوط به تيمار 

 KIN mgl-1 1تيمار داري با مذكور بود كه تفاوت معني

+2,4-D mgl-1 4 05/0( نشان دادP≤ (.  

كشت  بر جدا NAAو  BAPرشد  هايكنندهاثر تنظيم

روز نشان  30زايي بعد از كال درصد: نتايج محاسبه برگ

 BAPدرتيمارهاي  )100زايي (%داد كه بيشترين درصد كال

mgl-1 5  +NAA mgl-15  وBAP mgl-1 6  +NAA mgl-

  ).2جدولوجود داشت ( 16

ها و خشك كالوس هاي حاصل از وزن ترنتايج آناليز داده

 BAPكه بيشترين وزن تر و خشك متعلق به تيمار نشان داد 

mgl-1 5  +NAA mgl-1 5  بود كه به لحاظ آماري با ديگر

  .)2) (جدول  ≥05/0P( داري نشان دادتفاوت معني تيمارها

هاي نتايج تعيين غلظت اسيدهاي فنوليك در كالوس

حاصل از برگ در مقايسه با برگ نوروزك در رويشگاه 

 KIN mgl-1 1  +2,4-Dكه در تيمار اين با توجه به :طبيعي

mgl-1 3  وزن كالوس حاصل از جداكشت برگ به لحاظ

و  ) ≥05/0P(با ديگر تيمارها داشت داريآماري تفاوت معني

زايي نيز در اين تيمار بالاتر بود، از طرف ديگر درصد كال

اين كالوس براي بررسي ميزان اسيدهاي فنوليك انتخاب شد. 

+  BAP mgl-1 5حاصل از برگ در محيط  كالوس همچنين

NAA mgl-1 5 در مقايسه با ديگر تيمارها داراي درصد كال 

ميزان بنابراين خشك بيشتري بود،  زايي و وزن تر و

 .)3(جدول  در اين كالوس بررسي گرديد اسيدهاي فنوليك

 ها توسطهاي حاصل از برگ و كالوسنتايج آناليز عصاره

HPLC  نشان دو كالوس كافئيك اسيد در هرنشان داد ميزان 

هاي مختلف از حاوي تركيب MSهاي حاصل از برگ در محيط  زايي و خصوصيات كالوسكالي درصد  مقايسه - 1جدول 

  .Kinو D-2,4هاي هورمون

  سخصوصيات بافت كالو  (g)وزن خشك كالوس (g)وزن تر كالوس  زاييدرصد كال  نوع تيمار

2,4-D 0+Kin0  c0 c0  c0   -  
2,4-D 1+Kin 0.3  c0 c0  c0   -  
2,4-D  1+Kin 1  c0 c0  c0   -  
2,4-D 2 +Kin 1  c0 c0  c0   -  
2,4-D 3 +Kin 1  a27/76  a698/0  a078/0   ،متراكمكرم رنگ  
2,4-D 4 +Kin 1  a82/75  b572/0 b061/0   ،متراكمكرم رنگ  

  دار مي باشد.حروف يكسان بيانگر عدم اختلاف معني باشند. تكرار مي 5ها ميانگين داده ست.گرم در ليتر اها بر حسب ميليواحد هورمون
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  هاي حاصل از برگ و برگ گياه نوروزك.اسيدهاي فنوليك در كالوس مقايسه ميانگين غلظت - 3جدول

  B (mg/g)سالويانوليك اسيد   (mg/g)  رزمارينيك اسيد  (mg/g) د كافئيك اسي  نمونه گياهي

D-KIN)(  a-2,4كالوس برگ 
٣٢/٠ ±٠٢/٠  

c
�٧/٣ ±١�/٠  

a
�٨/٠ ±٠٢/٠  

BAP-NAA) (  aكالوس برگ
٣٣/٠ ±٠�/٠  

a
٧٢/١ ±١٩/١�  

a
�١/٠ ±٠٨/٠  

b  برگ در رويشگاه طبيعي
٢٠/٠ ±٠١/٠  

b
٦٥/٤ ±٠٩/٠  

b
١٣/٠ ±٠٢/٠  

  باشد.دار ميحروف يكسان بيانگر عدم اختلاف معني

  

داري طور معنيه دو كالوس ب داد ميزان كافئيك اسيد در هر

). ميزان كافئيك اسيد  ≥05/0P( بيشتر از برگ نوروزك بود

). ميزان 1شكل(  داري نداشت.در دو كالوس تفاوت معني

 BAP رزمارينيك اسيد در كالوس حاصل از برگ در تيمار

mgl-1 5  +NAA mgl-1 5  به ميزانmg/g 72/16  به كه بود

 برابر برگ و كالوس برگ در تيمار 4تا  3ترتيب حدود 

KIN mgl-1 1  +2,4-D mgl-1 3 باشد. به علاوه ميزان مي

 ورحاصل از برگ در حض رزمارينيك اسيد در كالوس

هاي مختلف از حاوي تركيب MSهاي حاصل از برگ در محيط  زايي و خصوصيات كالوسكال ي درصد مقايسه - 2جدول 

  .NAA و BAPهاي هورمون

  خصوصيات بافت كالوس (g)وزن خشك كالوس (g)وزن تر كالوس  زاييدرصد كال  نوع تيمار
BAP0+NAA0 d0  c0  c0   -  

BAP1+NAA0.5 d0 c0  c0   -  
BAP0.5+NAA1 d0 c0  c0   -  
BAP1+NAA1 d0 c0  c0   -  
BAP2+NAA1 d0 c0  c0   -  
BAP1+NAA2 d0 c0 c0   -  
BAP2+NAA2 d0 c0 c0   -  
BAP3+NAA2 d0 c0 c0   -  
BAP2+NAA3 d0 c0 c0   -  
BAP3+NAA3 d0 c0 c0   -  
BAP4+NAA3 d0 c0 c0   -  
BAP3+NAA4 d0 c0 c0   -  
BAP4+NAA4 d0 c0 c0   -  
BAP5+NAA4 d0 c0 c0   -  
BAP4+NAA5 d0 c0 c0   -  
BAP5+NAA5 a100  a356/4  a379/0  زرد ، نرم  
BAP5+NAA6 b95  b42/2  b197/0  زرد ، نسبتا نرم  
BAP6+NAA5 c5/89  b95/2  b22/0  زرد ، نرم  
BAP6+NAA6 a100  b36/2  b193/0   ، متراكمزرد  

  .دار مي باشدحروف يكسان بيانگر عدم اختلاف معني گرم در ليتر است.ها بر حسب ميليواحد هورمون
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 D   +KIN-2,4برگ در محيط كشت حاوي از حاصلهاي كالوس و نوروزك اهيگ برگ در دياس كافئيك يمحتو سهيمقا - 1شكل 

  .باشديم داريمعن اختلاف عدم انگريب كساني حروف BAP + NAAو
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+   D-2,4در محيط كشت حاويبرگ  از حاصلهاي كالوس و نوروزك اهيگ برگ در دياس ي رزمارينيكمحتو سهيمقا -  2شكل 

KIN و BAP + NAA دباشيم داريمعن اختلاف عدم انگريب كساني حروف.  

  

از  كمترداري به طور معني  D-2,4 و KIN هايهورمون

 Bميزان سالويانوليك اسيدهمچنين  .)2 شكلبود ( برگ

بيشتر از برگ  داريبه طور معنيهر دو كالوس  در

 4تا  3ها نوروزك بود به طوري كه ميزان آن در كالوس

 ميزان سالويانوليك اسيد برابر برگ نوروزك بود اما بين

B داري وجود نداشتدر دو كالوس تفاوت معني 

)05/0P≤ ) (3شكل.(  

  

  :بحث

ترين تيمار جهت توليد كالوس از در اين تحقيق مناسب

بود.  BAP mgl-1 5  +NAA mgl-1 5جداكشت برگ تيمار 

 همچنين جداكشت برگ در محيط كشت حاوي هورمون

 بيشترين درصد كال KIN mgl-1 1  +2,4-D mgl-1 3هاي 

زايي و وزن خشك را داشت. در توافق با نتايج اين تحقيق 

Liu ) القاء كالوس از برگ 2012و همكاران (S. splendens 

 ميلي 5تا  4هاي بين حاوي غلظت MSمحيط كشت  را در
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+   D-2,4برگ در محيط كشت حاوي از حاصلهاي كالوس و نوروزك اهيگ برگ در  Bدياس سالويانوليك يمحتو سهيمقا -  3شكل

KIN وBAP + NAA باشد.يم داريمعن اختلاف عدم انگريب كساني حروف  

  

 را گزارش كردند. بر اساس NAA و BAPگرم در ليتر 

از ) نيز القاء كالوس 1999ن (و همكارا Kintziosگزارش 

 NAA و BAPهاي در حضور هورمون  S. officinalisبرگ 

گرم در ليتر صورت گرفت. ميلي 4- 5هاي بين در غلظت

  همچنين بر اساس گزارش مذكور جداكشت برگ

 S. officinalis هاي برابر در نسبتKIN  2,4و-D  كالوس

در  S. fruticozaتوليد نمود در حالي كه جداكشت برگ 

 و BAPو نيز  D-2,4و  KINهاي مختلف تمام تركيب

NAA زايي بالا توليد كالوس داشت. اين با درصد كال

دهد القاء كالوس علاوه بر نوع و غلظت مطلب نشان مي

بستگي دارد. در  نيز ها، به ژنوتيپ گونه گياهيهورمون

و  IBAهاي هاي مختلف از هورمونتحقيق حاضر تركيب

BAP هاي برگ نوروزك زايي در جداكشتري بر كالتأثي

مختلف  يهااست كه اكسين ها نشان دادهبررسي نداشتند.

نقش دارند.  mRNA ميزانو افزايش  هادر رونويسي از ژن

در سلول مستقيماً به نوع اكسين  mRNAولي تنظيم افزايش 

هاي بستگي دارد. علاوه بر اين معلوم شده است كه گيرنده

هاي مختلف گياهان براي نوع اكسين، بافتاكسين در 

هاي تعداد و نوع گيرنده همچنين .ارندتخصص يافتگي د

هاي مختلف يك گياه ممكن است متفاوت اكسين در بافت

بنابراين احتمال دارد كه پاسخ  .)Moore, 1989( باشند

هاي مختلف گياه نوروزك نسبت به متفاوت جداكشت

   در ارتباط با اين مسئله باشد. IBA و D-2,4و  NAAهاي اكسين

هاي با وزن خشك بيشتر و در اين تحقيق كالوس

زايي بالاتر حاصل از جداكشت برگ گياه درصد كال

نوروزك انتخاب شده و محتوي سه اسيد فنوليك كافئيك 

در آنها توسط  Bاسيد، رزمارينيك اسيد و سالويانوليك اسيد

غلظت  گيري گرديد. همچنيناندازه HPLCتكنيك 

اسيدهاي فنوليك مذكور در مقايسه با برگ گياه نوروزك در 

رويشگاه طبيعي مقايسه شد. براساس نتايج اين پژوهش 

در  B كافئيك اسيد، رزمارينيك اسيد و سالويانوليك اسيد

ها توليد گرديد بيشترين اسيد فنوليك توليد همه كالوس

يك اسيد ها رزمارينيك اسيد بود. ميزان كافئشده در كالوس

دست ه ب mg/g 33/0تا  32/0 ها در محدوددر همه كالوس

 mg/g 20/0آمد در حالي كه ميزان آن در برگ نوروزك 

هاي بسيار كمي در مورد توليد كافئيك اسيد در بود. گزارش

كالوس گياهان مختلف وجود دارد. بر طبق گزارش 

Santos-Gomes نيز ميزان توليد 2003( و همكاران (

 S. officinalisاسيد در كالوس حاصل از ميان گره كافئيك 

 به ميزان BAPهاي حاوي هورمون MSدر محيط كشت 

mg/g0 008/  بود كه بسيار كمتر از ميزان توليد شده در

  باشد. هاي گياه نوروزك ميكالوس
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در كالوس  mg/g 72/16بيشترين ميزان رزمارينيك اسيد 

 BAP حاوي MSحاصل از برگ نوروزك در محيط كشت 

mgl-1 5  +NAA mgl-1 5 3دست آمد كه ميزان آن بين ه ب 

و  mgl-11  +2,4-D mgl-1 3 برابر كالوس برگ در تيمار 4تا 

) 2003و همكاران (Karam برگ گياه بود. قابل ذكر است 

نيز ميزان رزمارينيك اسيد توليد شده در كالوس حاصل از 

حاوي  MSمحيط كشت حاوي  را در S. fruticosaبرگ 

را چندين برابر ميزان رزمارينيك  IAA و TDZهاي هورمون

  گزارش كردند. S. fruticosaاسيد موجود در برگ و ريشه 

) 2003و همكاران (Kintzios همچنين طبق گزارش 

 هايميزان رزمارينيك اسيد توليد شده در كالوس

S. officinalis و  S. fruticosa در محيط كشتMS  حاوي

KIN  2,4و-D  به ترتيبg/l0/29 و g/l9/25  بود. حداكثر

حاصل  S. officinalisهاي توليد رزمارينيك اسيد در كالوس

هاي حاوي هورمون MSاز هيپوكوتيل در محيط كشت 

BAP ،2,4-D و NAA  تا 21/11بينmg/g 77/15  گزارش

  . (Grzegorczyk et al., 2005) شده است

كالوس حاصل  در Bبيشترين ميزان سالويانوليك اسيد

توليد  D-2,4و KINحاوي  MSاز برگ در محيط كشت 

%) بود كه بيشتر از mg/g 48/0 )09/0گرديد كه ميزان آن 

باشد. در توافق با نتايج ما سه برابر برگ گياه نوروزك مي

 S. miltiorrhizaدر كالوس  B ميزان توليد سالويانوليك اسيد

خشك % وزن IBA ،1/0 و BAPدر محيط كشت حاوي 

  ).Morimoto, 1994 ( بود

هاي مختلف هورموني بر اين تحقيق نشان داد تيمار

هاي يكسان ميزان توليد رزمارينيك اسيد در جداكشت

كه ميزان توليد رزمارينيك اسيد  طوريه تأثيرگذار هستند ب

 NAA و BAPهاي كشت برگ در حضور هورمونادر جد

بر بيشتر بود. برا D 68/4-2,4و  KINهاي نسبت به هورمون

گزارش ) Eill )1985و  DE-Ekhamkulدر اين ارتباط 

  به كشت سلولي NAAكردند كه افزودن هورمون 

S. officinalis تنها سبب افزايش سنتز رزمارينيك اسيد هن

دهد. از شود بلكه مدت زمان سنتز آن را نيز افزايش ميمي

) گزارش كردند 2000و همكاران ( Hungطرف ديگر 

  هايدر محيط كشت سلول D-2,4هورمون وجود 

S. miltiorrhiza  سبب كاهش توليد رزمارينيك اسيد و

در محيط كشت باعث افزايش توليد  BAPافزايش 

  رزمارينيك اسيد گرديد. همچنين براساس گزارش

(2006) Sakakibara ها از جملهغلظت بالاي سيتوكينين 

BAPنند. بنابراين كهاي نيترات را مهار مي، انتقال دهنده

ابد. كمبود نيترات سبب ينيترات در سلول كاهش مي

هاي مسير فنيل پروپانوئيدي درنتيجه توليد افزايش بيان ژن

شده  . با توجه به موارد ذكرشودبيشتر اسيدهاي فنوليك مي

در محيط كشت  NAA و BAPاحتمالاً وجود توأم هورمون 

ط مذكور سبب افزايش توليد اسيدهاي فنوليك در شراي

  شده است.   D-2,4نسبت به حضور هورمون 

  

  نتيجه گيري:

گياه  برگ به طور كلي بر اساس نتايج اين تحقيق، جداكشت

BAP mgl-1نوروزك در تيمار 
 5  +NAA mgl-1 5 تواند به مي

زايي بالا و توليد طور مؤثري براي القاء كالوس با درصد كال

  .مورد استفاده قرار گيرد اياسيدهاي فنوليك در محيط درون شيشه

  

  قدرداني: تشكر و

آوري رياست وسيله از معاونت محترم علمي و فن بدين

هاي راهبردي به واسطه جمهوري، بخش حمايت از توسعه فناوري

 شود.پشتيباني مالي از انجام اين پروژه تشكر و قدرداني مي

  

  :منابع

ندگي ) مطالعة اثرات پايين آور1375شكوهي زاده ، ح. (

قند خون برگ ودانة نوروزك بر موش سفيد كوچك. 

دانشكده  پايان نامه براي دريافت دكتراي داروسازي،

  ، مشهد، ايران.داروسازي دانشگاه علوم پزشكي مشهد
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Abstract: 

 
Salvia leriifolia is a medicinal plant from Lamiaceae family native to Khorasan and Semnan Provinaces. This 

plant has medicinal properties such as antinociceptive, anti-inflammatory, antidiabetic, antimicrobial and Antiox-
idant which all have been confirmed by researchers. In this research, callus induction was established for produc-
tion of phenolic acids. For this purpose, the leaf explants were cultured in MS medium  supplemented with 2,4-D 
(0,1,2,3,4 mgL-1), KIN (0,0.3,1mgL-1), BAP (0,1,2,3,4,5,6 mgL-1) and NAA (0,1,2,3 mgL-1). Accumulation of 

phenolic acids was measured after 4 weeks of culture by HPLC. Results showed that the best treatments for cal-
lus induction and growth were at the BAP5 mgl-1+NAA5mgl-1 and 2, 4- D 3 mgl-1 + KIN1mgl-1. Accumulation of 
caffeic acid and salvianolic acid B in calli was higher than leaves of Salvia leriifolias. The highest rosmarinic 
acid concentration was found in the treatment BAP 5mgl-1+NAA5mgl-1 that were about 3 times higher than in 

leaves. 
 
Key Words: Callus, Phenolic acids, Salvia leriifolia. 
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