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 فنلی و ظرفیت  کالزایی، محتوای برخی ترکیبات بر توان BAPو  IAA ،جاسموناتاثر متیل

 (.Teucrium polium Lاکسیدانی کلپوره )آنتی
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 چکیده 

کالزایی ریزنمونه برگ کلپوره  جاسمونات بر توان( و الیسیتور متیلBAPو  IAAهای گیاهی )هدف بررسی اثر هورمون این پژوهش با

(Teucrium polium L.) فنل و محتوای برخی ترکیبات( کل، فنلیo-و ظرفیت آنتی فنل، اسیدهایدی )اکسیدانی آن فنلی، فلاونوئید و فلاون

 IAAهای مجزا و تلفیقی دارای غلظت MSکشت هیدروپونیک تهیه و در محیط انجام شد. ریزنمونه برگ از گیاه بالغ رشدیافته در شرایط

تر  کالزایی و وزن لیتر( کشت شدند. تیمارهای دارای بیشترین درصد گرم درمیلی 4/0و  4/1 ،0)BAP لیتر( و  درگرم میلی 0و  4/1، 0/1)

فنلی انتخاب  هایمتابولیت میکرومولار( بر 711و  011، 41جاسمونات )ثیر متیلأعنوان شرایط هورمونی بهینه، جهت بررسی تو خشک به

 و DPPHها )براساس دو آزمون عصاره اکسیدانیفنلی مختلف و ظرفیت آنتی ، محتوای ترکیباتهاشدند. هشت هفته پس از رشد کالوس

FRAPکالزایی بالاتری در همه تیمارهای هورمونی نسبت به شاهد دیده شد، اما کالزایی صددرصد در ( سنجش شدند. اگرچه درصد 

در تیمارهای  ها نیزتر و خشک کالوس مشاهده شد. بیشترین وزن لیتر گرم درمیلی "BAP1IAA+1.5"و  "BAP0.1IAA+1"شرایط هورمونی 

لیتر ثبت شد. نتایج حاصل از بخش  گرم درمیلی "BAP1IAA+1.5"و  "BAP0.1IAA" ،"1+BAP0.1IAA" ،"0.5+BAP1IAA+ 0.5" تلفیقی

ی بیشینه میزان در زمان تیمار با غلظت فنل، دارادی-oجز های آن بفنلی و همه زیرمجموعه دوم آزمایشات نشان داد که محتوای ترکیبات

DPPH (-= 2r اکسیدانیبودند. همچنین همبستگی قوی بین خاصیت آنتی، تمامی تیمارهای هورمونی در، جاسموناتمیکرومولار متیل 41

تواند موجب وانمند میعنوان یک محرک تجاسمونات بهرو متیلفنلی مشاهده شد. از این ( با محتوای ترکیبات0.8762r =) FRAP( و 0.735

جهت  ثر درؤعنوان یک فن ماکسیدانی در کالوس کلپوره گردد و این شیوه را بهآن افزایش توان آنتیطبعبالابردن سنتز ترکیبات فنلی و به

 فنلی در شرایط کشت کالوس معرفی نماید. -مین ترکیبات داروییأت

 

 DPPH ،FRAPفنلی،  ارویی، مشتقاتد ، کالزایی، گیاهTeucrium poliumکلیدی:  هایواژه

 

 مقدمه

ها و دارویی از گذشته دور تاکنون در تمامی تمدن گیاهان

پذیر مورد استفاده قرار عنوان منبع دارویی تجدیدها بهفرهنگ

که امروزه و در طوریبه (.et al., Chandra 2013است ) گرفته

درمانی، عنوان منابع مستقیم عوامل مدرن نیز، گیاهان به طب

 Abdulتوجه هستند ) برای سنتز ترکیبات دارویی جدید مورد
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Nasim et al., 2010گیاهی که از سوی  ثرهؤم (. ترکیبات

خطر شناخته عنوان ترکیبات طبیعی و بیکنندگان بهمصرف

ها، ضروری، آلکالوئیدها، تانن هایشامل روغن اند، عمدتاًشده

( Amiri fard et al., 2013)فنلی و فلاونوئیدها هستند  ترکیبات

ترین طبقه از عنوان گستردهفنلی بهها، ترکیباتکه در میان آن

 های ساده، لفنثانوی در طبیعت، شامل  هایمتابولیت

های ها، تاننونوئیدها، استیلبنلاها، ففنلی، کوماریناسیدهای

(. Karaman et al., 2010) هستندها لیگنان وها متراکم، لیگنین

میکروب، التهاب، ضدآلرژیک، ضداکسیدان، ضدواص آنتیخ

های دارویی این اثرات محافظت قلبی و عروقی به ویژگی

 -Benaventeها نسبت داده شده است )دسته از متابولیت

Garcia et al., 1997; Samman et al., 1998; Middleton et 

al., 2000; Puupponen- Pimia et al., 2001; Manach et al., 

همراه فنلی، عمل دفاع به (. از دیگر اعمال ترکیبات2004

و کاروتنوئیدها است که با  E وC  طبیعی مثل ویتامین ترکیبات

های اکسایشی مانند های آزاد و یا مهار آنزیمحذف رادیکال

آهن  هایها با یونکردن آنسیکلوکسیژناز و لیپوکسیناژ و کلاته

  .(Shi et al., 2001گیرد )صورت می

، گیاهی علفی، L. Teucrium polium کلپوره با نام علمی

(. Goulas et al., 2011های چوبی و معطر است )دار با بوتهگل

ای، با های مختلف این جنس، در همه کشورهای مدیترانهگونه

رویند غرب آسیا و اروپا می گسترش به سمت جنوب

(Feinbrun-Dothan, 1978در ایران، بیش .)های خشک تر در تپه

 Kovacevic etکند )متر رشد می 0333و سنگلاخی تا ارتفاع 

al., 2001; Gorgini Shabankare et al., 2015 از این گیاه در .)

عنوان های مزمن معدی و نیز بهسنتی برای درمان بیماریطب

نفخ، اسهال، ضدباکتری، ضدخون، ضدفشارادرارآور، ضد

 ,.Ardestani et alشود )استفاده میضددیابت و ضدتشنج 

2008; Hasani-Ranjbar et al., 2008 .) ،در روزگار اخیر

جمله کلپوره از دارویی و  از گیاهانانسان  های نادرستاستفاده

ها در خصوص خطر انقراض این موجب افزایش نگرانی

شده است. تولید کم بذر، خواب پیچیده و چندگانه  هانگیا

 . لذااستمدیریت شده این گیاه اصلی تکثیر  تلابذور از مشک

عنوان یک روش جایگزین برای بافت بهاستفاده از روش کشت

 در شرایطآن ثره و دارویی ؤافزایش ترکیبات مو تولید 

 ,.Vanisree et al) علمی است توجه مجامع آزمایشگاهی مورد

ها بر نرخ ثیر هورمونأها در مورد تهرچند پژوهش (.2004

(، 8306و همکاران ) Javidimoghadamیی کلپوره توسط کالزا

Hashemyan (8302 ،)Tabarifard (8383 صورت گرفته )

 جاسمونات در شرایط کشت درونثیر متیلأاست، اما مطالعه ت

 Ahmadi) استمربوط به سایر گیاهان  شیشه، اکثراً

moghadam et al., 2013; Aghaei, 2014; Hashemyan, 

 ش شد ضمن بررسی اثرات لاپژوهش ت در این (.2018

و  BAP) هورمونیتیمارهای مختلف غنی با MS کشتمحیط

IAA )ثیر الیسیتورأتبه نمونه برگ، کالزایی ریز بر نرخ 

 ترکیبات برخیبر محتوای ( MeJa) جاسموناتغیرزیستی متیل

این گیاه در شرایط  کالوس اکسیدانیفنلی و ظرفیت آنتی

 .هی پرداخته شودشده آزمایشگاکنترل

 

 هامواد و روش

کالزایی کلپوره، از  برای بررسی توانکالزایی:  بررسی توان

ساله رشد داده شده در شرایط هیدروپونیک )نگهداری گیاه دو

 نوری دوره و گرادسانتیدرجه 82±8رشد با دمای  اتاقشده در 

( استفاده گردید. از ساعت تاریکی 2 و روشنایی ساعت 06

 ,.Javidimoghadam et alبراساس مطالعات پیشین ) آنجا که

عنوان بهترین ریزنمونه ایجادکننده (، ریزنمونه برگ به2016

کالوس در سایر تیمارهای هورمونی شناسایی شد، لذا در 

 تحقیق حاضر نیز از ریزنمونه مذکور استفاده گردید و 

حاوی  MS کشتها بر روی محیطهای میانی برگبرش

)پنج  ( قرار داده شد0مختلف هورمونی )جدول های غلظت

هفته در تاریکی  مدت چهارها بهنمونه .نمونه در هر شیشه(ریز

داری شدند. با آشکار شدن گراد نگهسانتی درجه 82و در دمای 

 06نوری  رشد با شرایط ها به اتاقهای کالزایی، شیشهنشانه

  درجه 82ساعت تاریکی و دمای  2ساعت روشنایی و 

گراد برای مدت دو هفته منتقل شدند. عملیات واکشت سانتی

کشت دارای همان  هایدر پایان هفته ششم روی محیط

های هورمونی انجام شد و درنهایت، صفات کالزایی غلظت

ها در پایان هفته تر و خشک کالوس کالزایی، وزن شامل درصد
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 برای بررسی القاء کالزایی MS کشترفته در محیطکارهای هورمونی بهتیمار -0 جدول

 هورمون گرم 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 

 

هشتم بررسی شد. عملیات کشت هر تیمار، با دو تکرار زیستی 

 و سه تکرار آزمایشگاهی صورت گرفت.

 خشک  کالزایی و وزن بیشینه درصدنتایج براساس 

های حاصل از تیمارهای هورمونی آزمایش اول، بهترین کالوس

، "BAP0.1IAA" ،"1+BAP0.1IAA+0.5"ی هورمونی )تیمارها

"0.5+BAP1IAA"  1.5"و+BAP1IAA" برای لیتر(  گرم درمیلی

 نحو کهاینبه .انتخاب شدند جاسموناتمتیل الیسیتور اعمال

وی تیمارهای رهای برگ کشت ریزنمونه عملیات مجدداً

زمان  هورمونی منتخب انجام شد و کلیه مراحل و مدت

ها، مطابق آزمایش اول صورت گرفت. در نمونهنگهداری ریز

 فاقد MS های کشتها به محیطپایان هفته ششم، نمونه

جاسمونات های مختلف الیسیتور متیلغلظت دارایهورمون و 

در پایان روز  ( منتقل شدند.میکرومولار 833و  033، 23 ،صفر)

ها در جهت بررسی کالوستیمار الیسیتور، دهم از اعمال 

آوری و در فریزر با صفات مورفولوژیکی و بیوشیمیایی جمع

 نگهداری شدند. 83دمای منفی 

 پودر: فنلی -ثانوی گیری برای سنجش ترکیباتعصاره

 033به  0( با نسبت w/vدرصد ) 23متانول با ها کالوسخشک 

دقیقه در  03مدت بهگیری شدند و پس از قرارگیری عصاره

 03با دمای ( Japan, Parsonic, 2500s)دستگاه اولتراسونیک 

صافی  با کاغذ، (KHz) 82 ± %2گراد و فرکانس سانتی درجه

 هانمودن عصاره. عملیات خشکیک صاف شدند واتمن شماره

 82مدت و بهمطلق  و در شرایط تاریکی معمولی در زیر هود

 عنوانشده بهساعت صورت گرفت. عصاره خشک

درصد  23 متانول نمودن در، وزن شد و با حل"پودرعصاره"

(w/v) ،بیوشیمیایی استفاده گردید هایبرای کلیه سنجش 

(Annegowda et al., 2012.) 

کل به شیوه فنلی سنجش محتوا: کلفنل یمحتواسنجش 

و همکاران   Marinovaسیو کالچو و براساس روش -فولین

 03لیتر فولین میلی 2/8انجام گرفت. به این منظور  (8332)

 به (w/vدرصد ) 2/7سدیم لیتر کربناتمیلی 8و ( v/vدرصد )

ساعت  2/0عصاره اضافه گردید. پس از  میکرولیتر 033

نانومتر  762موج قرارگیری در شرایط تاریکی، جذب در طول

 مبنای منحنیکل بر فنلی وانده شد. محتوای ترکیباتخ

 y=0.0032x + 0.0313اسید و معادله خط  استاندارد گالیک

 033اسید در  گرم گالیکحسب میلیمحاسبه شد و نتایج بر

 کالوس ارائه گردید. خشک نمونه گرم وزن

با استفاده  فنلدی-oمحتوای فنل: دی-o یمحتواسنجش 

. انجام شد( 8332و همکاران ) Carrasco-Pancorboاز روش 

 متانولی حاصل از هر نمونه از عصاره میکرولیتر 033به 

  2/3و  (v/vدرصد ) 23آبی  لیتر متانولکالوسی، دو میلی

پس  .اضافه شد (w/vدرصد ) 2مولیبدات دو آبه لیتر سدیممیلی

نانومتر ثبت  073موج ها در طولنوری نمونهدقیقه، جذب 02 از

استاندارد  ها بر مبنای منحنیعصاره فنلدی-oمحتوای  شد.

حسب محاسبه و بر( = 0.0042x + 0.0674 y)اسید  گالیک

خشک نمونه هر  گرم وزن 033اسید در  گرم گالیکمیلی

 .کالوس ارائه گردید

  82/0آب به میزان : فنلیاسیدهای یمحتواسنجش 

یتر و معرف میکرول 823هیدروژن کلرید به میزان  ،لیترمیلی

 نیتریت( و سدیمw/v) درصد 03)آبی(  مولیبداتآرنو ]سدیم

 823به  میکرولیتر 823([ به میزان w/v) درصد 03)آبی( 

دقیقه قرارگیری  03نمونه افزوده شد. پس از از هر میکرولیتر 

  82 ±8) تاریکی و در دمای محیط ها در شرایطنمونه

 23آبی ) کسیدهیدروممیکرولیتر سدی 233گراد(، سانتی درجه

نانومتر  823موج به نمونه افزوده شد و جذب در طول درصد(

ها، بر مبنای معادله فنلی عصارهاسیدهای یمحتوا شد. دهخوان

 ، اسید استاندارد کافئیکمنحنی y = 0.0041x + 0.0258خط 

 خشک نمونه گرم وزن 033 اسید در گرم کافئیکحسب میلیبر
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 .(Matkowski, 2008) کالوس ارائه گردید

محتوای فلاونوئید ارزیابی  برای: فلاونوئیدی محتواسنجش 

میکرولیتر  033(، 0222)و همکاران  Zhishen برمبنای روش

میکرولیتر  023،(v/vدرصد ) 03لیتر متانول میلی 8/0عصاره به 

 0/3کلرید  میکرولیتر آلومینیوم 023مولار و  2/3نیتریت سدیم

-لیتر سدیممیلی 0، مکثدقیقه  2. پس از مولار افزوده شد

ها در افزوده شد و جذب نمونه نمونهمولار به  0هیدروکسید 

مبنای نانومتر ثبت شد. محتوای فلاونوئید، بر 203موج طول

 y = 0.0018x + 0.0106استاندارد کاتچین و معادله خط  منحنی

خشک  گرم وزن 033گرم کاتچین درحسب میلیرسم و بر

 کالوس محاسبه شد.  نمونه

 کلمحتوای فلاوندر ارزیابی : کلفلاون یمحتواسنجش 

(Kosalec et al., 2004 ،) میکرولیتر عصاره هر  823میزان

 23آزمایش ریخته شد و سپس به آن  کالوسی در لوله نمونه

میکرولیتر  23( و w/v) درصد 03کلرید  میکرولیتر آلومینیوم

 723محلول،  شد. سپس به هر استات یک مولار افزوده پتاسیم

مقطر لیتر آبمیلی 8/0( و v/vدرصد ) 23میکرولیتر متانول 

لیتر برسد. پس از میلی 2/8نهایی آن به  افزوده گردید تا حجم

 درجه 82±8دقیقه قرارگیری در شرایط تاریکی )دمای 03

شد. محتوای  خواندهنانومتر  802موج جذب در طول ،گراد(سانتی

خط  معادله)استاندارد کوئرستین  ها، بر مبنای منحنیهفلاون عصار

y = 0.0022x – 0.007 )گرم حسب میلیمحاسبه شد و بر

 .خشک نمونه ارائه گردید گرم وزن 033کوئرستین در 

این آزمون : DPPHاکسیدان به روش بررسی ظرفیت آنتی

  26 هایپلیتدر ( 8302) و همکاران De Torre به روش

میکرولیتر از  033م شد. در هر خانه از پلیت، ای انجاخانه

میکرولیتر از  033شد و  های مختلف عصاره ریختهغلظت

مولار( به آن اضافه شد. از میلی 8/3متانولی ) DPPHمحلول 

خالص  میکرولیتر متانول033میکرولیتر عصاره و  033مخلوط 

خالص و  میکرولیتر متانول 033عنوان بلانک و از مخلوط به

عنوان شاهد استفاده شد. پلیت به DPPHمیکرولیتر محلول  033

 82±8ساعت در شرایط تاریکی و دمایمدت نیمخانه به 26

 دستگاه الایزاگراد قرار گرفت و سپس توسط سانتی درجه

(America, Gentaur, ST2100،) 823موج جذب آن در طول 

 نانومتر ثبت شد.

 محاسبه شد:زیر عادله اکسیدانی با استفاده از مشاخص آنتی
 I% =)[1- (AS – AB) / (AC – AB)] × 100 درصد حذف رادیکالهای آزاد 

نشان  BAعصاره، دهنده جذب نمونهنشان  S Aفوق معادلهدر

کنترل  دهنده جذب نمونهنشان CAبلانک و  دهنده جذب نمونه

درصد  23نمودن خنثیبرابر با توانایی  50ICن میزا .است

و قابل محاسبه از عصاره ط توسDPPH آزاد  هایرادیکال

 اکسیدانی آسکوربیکتوان آنتیارزیابی  .معادله ذکر شده است

 گرفته شد. نظر شاهد در عنوان نمونهبهاسید 

 آهن اکسیدان به روش احیاء یونبررسی ظرفیت آنتی

FRAP) III) :اکسیدان به روش آنتی گیری توانبرای اندازه

( 8307و همکاران ) Liها، از روش آهن عصاره احیا یون

 استفاده شد. این روش براساس کاهش کمپلکس فریک

در حضور ترکیبات  آزین به فرم فروستری پیریدیلتری

 003میکرولیتر از عصاره متانولی با  83 است. اکسیدانآنتی

مولار میلی 033 محلول) شدهتازه تهیه FRAPلیتر محلول میکرو

 83محلول و  TPTZمولار میلی 03محلول  ،سدیمبافر استات

، (0:0:03های حجمی نسبتبا آبه  0آهن  کلرید مولارمیلی

 دقیقه استراحت در تاریکی، جذب نمونه 03و پس از  مخلوط

نانومتر خوانده شد.  603موج ها توسط دستگاه الایزا در طول

( حاصل از y = 0.0165x + 1.323براساس معادله خط )

اکسیدانی ، فعالیت آنتیII آهنتلف سولفاتهای مخغلظت

 ها محاسبه گردید.عصاره

آماری با  یهاتجزیه و تحلیل داده: هاآماری داده آنالیز

( و برای مقایسه میانگین 82)نسخه  SPSSافزار استفاده از نرم

 2ای دانکن در سطح احتمال خطای دامنهها، از آزمون چندداده

رسی ارتباط بین صفات رجهت ب. شددرصد استفاده 

استفاده شد.  پیرسونی همبستگی از ضریب بیوشیمیایی

 ( رسم شدند.8306) Excelافزار وسیله نرمبه هانمودار

 

 نتایج و بحث

بافت برای تولید کشتبا توجه به اهمیت سازی کالزایی: بهینه
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گیاهان عاری از  سریع ارقام برتر از گیاهان مادری، تولید

تراریخته حاصل از مهندسی ژنتیک  ر گیاهانبیماری و تکثی

(Bhojwani and Dantu, 2013از غلظت ،) های متفاوت اکسین

و سیتوکنین در جهت تولید کالوس، بافت و نمونه گیاهی در 

(. براساس Griesbach, 1997گردد )شیشه استفاده می شرایط در

  IAAها، اثر ساده هورمونواریانس داده نتایج حاصل از تجزیه

 هداری بثیر معنیأها تنیز اثر متقابل این هورمونو  BAPو 

نمونه برگ داشتند تر و خشک کالوس ریز کالزایی، وزن درصد

غیر از محیط فاقد هرگونه ها نشان داده نشده است(. به)داده

)در  BAPو  IAAهای هورمون )نمونه شاهد(، تمامی غلظت

 موجب کالزایی  تیمار مجزا و یا در برهمکنش با یکدیگر(

نمونه برگ شدند و کالزایی صددرصد، در شرایط هورمونی ریز

"1+BAP0.1IAA"  1.5"و+BAP1IAA" لیتر گرم درمیلی 

تر و خشک  های وزن(. ارزیابی دادهa0 مشاهده شد )شکل

نحو که بیشترین  این ها، نتایج مشابهی را نشان داد بهکالوس

 یمارهای تلفیقیشده در حضور تگیریهای اندازهوزن

"0.5 +BAP0.1IAA" ،"1+BAP0.1IAA" ،"0.5+BAP1IAA"  و

"1.5+BAP1IAA" لیتر به ثبت رسید )شکل گرم درمیلی b0  و

c0ه شده است. هرئارا 8ها در شکل (. نمایی از این کالوس 

در تیمار  IAA(، 8333و همکاران ) Carusoچند در مطالعات 

انتهایی رزماری  وانهمجزا توانست موجب کالزایی برگ و ج

(Rosmarinus officinalis گردد ولیکن بسیاری از ) 

در کنار  IAAهای دیگر، اشاره به موفقیت عملکرد پژوهش

 Nabila et al., 2003; Chaudhryها بر کالزایی دارد )سیتوکینین

et al., 2010اکسین در مختلف (. در زمینه اثرات موفق انواع 

س نیز مطالعات بسیاری صورت گرفته بر القاء کالو BAPکنار 

 Salvia canariensis Lنمونه ساقه .زیکالوس از ر است. القاء

(Molina, 2004-Mederos, از ،) ی )رانیا شنیآوبرگThymus 

persicus) (Bakhtiar et al., 2016و از برگ )  کلپوره

(Tabarifard, 2020 ) در محیطMS  دارای تیمار هورمونی

NAA و BAPگرهی ساقهقطعات تکزایی ین کالوس؛ همچن 

 ,.Izadghabul et al) (.Salvia virgate L) گرزی گلیگیاه مریم

 ,Hashemyanکلپوره ) ( و ایجاد کالوس از ریزنمونه برگ2011

هایی از نمونه BAPو  D-2,4های شده با هورمونتیمار( 2018

 ثرؤکالزایی مهم و م آنچه در فرایند ها هستند.این پژوهش

ها به شروع و تشدید تقسیمات سلولی نمودن سلولاست، وادار

های تمایزیافته ریزنمونه وارد مرحله که سلولنحو ایناست، به

مریستمی، تمایززدایی شوند و سپس با کسب قابلیت شبه

است که از بین  تقسیمات سلولی را از سر گیرند. مسلم شده

می در کنترل ها نقش بسیار مههای گیاهی، اکسینهورمون

 Kandouz etعهده دارند ) های گیاهی برتقسیم و تمایز سلول

., 2010alهای کننده(. انواع اکسین به موجب مدیریت القاء

 سلولی چرخه Sمرحله  ، تسریع برای ورود به1Gمرحله 

(Inze and Veylder, 2006و بازدارندگی تمایز ) سلولی

(Zivyar et al., 2014و سیتوکینین )طریق کنترل  ا ازه

( و Lambardi and Rugini, 2003سلولی )های چرخهمهارکننده

 (، برZivyar et al., 2014تقسیم سلولی ) سرعتمدیریت 

کاربرد در نتایج متفاوت چند کسب  هرثر هستند. ؤکالزایی م

 را اکسین و سیتوکینین بر تولید کالوس  مجزایا و همزمان 

های هورمونی و میزان نوع گیرنده تفاوت در تعداد و به توانمی

 هایموجود در بافتداخلی های رشد کنندهتنظیم

  عنوان ریزنمونه نسبت دادبهشده مختلف کشت 

(Sarkheil et al., 2009.) 

ثر از الیسیتور و أکالزایی و بیوشیمیایی مت بررسی صفات

خشک تر و  وزن ،کالزایی بیشینه درصد برمبنایهورمون: 

، "BAP0.1IAA+0.5"های کشت محیطها، کالوس

"1+BAP0.1IAA" ،"0.5+BAP1IAA"  1.5"و+BAP1IAA" 

های کشت بهینه انتخاب شدند عنوان محیطلیتر به گرم درمیلی

جاسمونات تیماردهی و پس از کالزایی مجدد، با الیسیتور متیل

ها نشان داد که اثر از تجزیه واریانس داده حاصل شدند. نتایج

های مختلف جاسمونات و تیمارفیقی الیسیتور متیلساده و تل

 داری بر صفات کالزایی و محتوای ترکیباتثیر معنیأهورمون ت

وزن نشان  های تغییرات(. دادهP≤0.05ها داشت )فنلی کالوس

تر کالوس  های مختلف الیسیتور بر وزنثیری که غلظتأداد ت

ه نیست، با کند مشابدر شرایط هورمونی انتخاب شده اعمال می

جاسمونات توانست میکرومولار متیل 033این وجود غلظت 
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و  (bالوس )ترر کر (، وزنaکالزایی ) بر صفات کالزایی ریزنمونه برگ: درصد BAPو  IAAمقایسه میانگین اثر تیمارهای مختلف  -0شکل 

 .استبرمبنای آزمون دانکن  درصد 4دار در سطح احتمال خطای دهنده عدم اختلاف معنی(. حروف مشابه نشانcخشک کالوس ) وزن

 

هورمونی  تر کالوس در تمام تیمارهای موجب افزایش وزن

(. a0جاسمونات گردد )شکل نسبت به دو غلظت دیگر متیل

 ورمونیشاهد در شرایط ه نظر از محیطصرف

"0.5+BAP0.1IAA" تر  لیتر که دارای بالاترین وزن گرم درمیلی
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 تیمار (:b، )"گرم در لیتر()میلی 0.5BAP +0.1IAA"های دارای بیشترین وزن تر و خشک. از چپ، تیمار هورمونی نمایی از کالوس -7شکل 

(: تیمار هورمونی dو ) "گرم در لیتر()میلی 1APB +0.1IAA"(: تیمارهورمونی c، )"گرم در لیتر()میلی BAP1IAA+1.5"هورمونی 

"0.5+BAP1IAA متر است.شده در تصاویر معادل یک سانتی. مقیاس ارائه"در لیتر( گرم)میلی 

 

 

 
 ( و وزنaترر کرالوس ) بر صفات کرالزایی ریزنمونره بررگ: وزنمنتخب  هورمونی جاسمونات و شرایطبرهمکنش الیسیتور متیل -3شکل 

 .استبرمبنای آزمون دانکن  درصد 4دار در سطح احتمال خطای دهنده عدم اختلاف معنی(. حروف مشابه نشانbخشک کالوس )

 

یب موجب بیشینه ترتجاسمونات، بهمیکرومولار متیل 23و  033، 833های ها بود، غلظتو خشک کالوس در بین تمام نمونه
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ها در تیمارهای هورمونی خشک کالوس وزن

"0.5 +BAP0.1IAA" ،"1+BAP0.1IAA  0.5و+BAP1IAA"  و

"1.5+BAP1IAA" شکل  گرم درمیلی( لیتر شدندb0 مطالعات .)

Abdollahpoor ( بیانگر ت8307و همکاران )منفی تیمار  ثیرأ

 Hypericumکالوس  وزنی جاسمونات بر صفاتمتیل

perforatum که کمترین قطر و طورینسبت به شاهد بود به

جاسمونات به میکرومولار متیل 233تر کالوس در تیمار  وزن

میکرومولار  033منفی از سوی تیمار  ثیرأثبت رسید. چنین ت

 .Taxus×media varتر کالوس  جاسمونات بر وزنمتیل

Hatfieldii أنیز ت( یید شده استFurmanowa et al., 1997.)  با

جاسمونات )تا ثیر مثبت تیمار با متیلأاین وجود، گزارشاتی از ت

ه ئسوسپانسیون نیز ارا سلولی کشت میکرومولار( بر رشد 823

(. ثابت شده است که تیمار Walker et al., 2002شده است )

های پاسخ تواند موجب تنوع بالاها میخارجی جاسمونات

 Furmanowa etگردد ) موفولوژیکی و فیزیولوژیکی در گیاهان

al., 1997ًوابسته به غلظت الیسیتور  ( و این تنوع عملکرد کاملا

 ,.Acıkgoz et al) استمعرض قرارگیری  زمان در و مدت

 توده را به لیپوکسیداسیونحال، کاهش در زیست(. با این2019

اند غشاء در زمان تیمار با این الیسیتور نسبت داده

(Abdollahpoor et al., 2017.) 

دهنده دامنه کل در پژوهش حاضر نشان بررسی غلظت فنل

گرم در هر میلی 02/702الی  82/000نوسان محتوا از غلظت 

که حد بیشینه طوریخشک کالوس بود. به گرم نمونه 033

میکرومولار بر  23جاسمونات غلظت فنل در زمان اعمال متیل

تر مشاهده شد لی گرم درمیلی "BAP0.1IAA+1"تیمار هورمونی 

 جاسمونات میکرومولار متیل 23اعلام غلظت  .(a8)شکل 

کلپوره  کل کالوسفنل عنوان بهترین تیمار در افزایش محتوایبه

 ,Hashemyanلیتر ) گرم برمیلی 1.5BAPدر شرایط هورمونی 

 گرم درمیلی  NAA  1.5BAP +0.5و شرایط هورمونی  (2018

استا با نتایج پژوهش حاضر رهم (،Tabarifard, 2020لیتر )

( نشان 8302و همکاران ) Samadiوجود، مطالعات این. بااست

تواند میکرومولار هم می 833جاسمونات تا غلظت داد که متیل

 Steviaفنلی در کالوس استویا )موجب تجمع زیاد ترکیبات

rebaudiana میکرومولار  823( گردد و چنانچه غلظت تیمار تا

عنوان ها بهثیر منفی خواهد شد. جاسموناتأاین تافزایش یابد، 

سازی، موجب رونویسی و سیگنال در فرایند تحریکترکیبات

های دنبال آن، بیوسنتر متابولیت( و بهde novoنو )ترجمه از

 ,.Acıkgoz et alگردند )گیاهی می سلولثانوی در کشت

دخیل  هایسازی رونویسی ژنکه القاء و فعالطوری(. به2019

ثانوی توسط این گروه از ترکیبات  هایدر تشکیل متابولیت

 Yukimune et al., 1996; Cheong andیید شده است )أت

Choi, 2003; Singh and Dwivedi, 2018 در مطالعات .)Kim 

 از C4Hو  4CL, PALهای (، تشدید بیان ژن8300و همکاران )
فنلی  ولید ترکیباتراستای افزایش ت و در پروپانوئیدفنیلمسیر 

 به اثبات رسیده است. هر جاسموناتدر شرایط تیمار با متیل

ها گویای این مطلب مهم نیز است که غلظت و چند پژوهش

کننده بر نحوه دهی با الیسیتور از عوامل تعیینزمان تیمار

فنلی هستند  جمله ترکیباتها و منانباشتگی متابولیت

(Krzyzanowska et al., 2012; Acıkgoz et al., 2019). 

-oدهد که بیشترین و کمترین محتوای نشان می b8شکل 

کشت تیمارشده با  هایترتیب متعلق به محیطفنل بهدی

"/100 μM MeJa1+BAP0.1IAA" 0/" و μM 0.5+BAP0.1IAA

MeJa"  بود. اثر الیسیتور بر محتوا این دسته از ترکیبات نشان

میکرومولار،  033اسمونات تا جداد که با افزایش غلظت متیل

ها افزایش یافت ولیکن ادامه افزایش فنل کالوسدی-oمحتوای 

کشت، موجب جاسمونات تیمارشده در محیطغلظت متیل

های حاصل از برگ های کالوسفنلدی-oکاهش محتوای 

و همکاران  Hemmatiگردید. این نتایج همسو با مطالعات 

-oا انجام فرایند . باستShoja (8383 )(، و 8383)

ها به (، مونوفنلPPOاکسیدازها ) فنلاکسیداسیون توسط پلی

o-گردند. در شرایط طبیعی سلول، این ها تبدیل میفنلدی

که عمده حالیها در کلروپلاست حضور دارند دردسته از آنزیم

. لذا استای ها در واکوئل و فضای دیوارهجایگاه حضور فنل

تواند موجب بندی را برهم بزند، میم کدههر عاملی که این نظا

(. ثابت Steffens et al., 1994ها گردد )ها بر فنلPPOعملکرد 

 جاسمونات یکی از عوامل فراتنظیمی شده است که متیل
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-فنلدی-o(، a)کل جاسمونات و شرایط هورمونی منتخب بر دستجات مختلف ترکیبات فنلی کالوس: فنلبرهمکنش الیسیتور متیل -5شکل 

 .استبرمبنای آزمون دانکن  درصد 4دار در سطح احتمال خطای دهنده عدم اختلاف معنیحروف مشابه نشان. (c(، اسیدهای فنلی )bها )

 

 Constabel and Ryan, 1998; Flurkey) است PPOهای ژن

and Inlow, 2008 .)Aziz ( با اسپری 8307و همکاران ) 

( نشان دادند که .Tobacco sppن )جاسمونات بر توتومتیل

که در طورییابد بهافزایش می PPO (PPOtN)رونویسی  سطح
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( و dفنلی کالوس فلاونوئیدها ) ترکیبات جاسمونات و شرایط هورمونی منتخب بر دستجات مختلفبرهمکنش الیسیتور متیل -5ادامه شکل 

 .استبرمبنای آزمون دانکن  درصد 4دار در سطح احتمال خطای عنیدهنده عدم اختلاف م(. حروف مشابه نشانeها )فلاون

 

به دو  mRNAجاسمونات، سطح میکرومولار متیل 033غلظت 

 میکرومولار، 233جاسمونات تابرابر و با افزایش غلظت متیل

رو، افزایش از ایناین افزایش رونویسی همچنان ادامه یافت. 

میکرومولار در  033شده تا جاسمونات تیمارغلظت متیل

سلولی، بندیپژوهش حاضر، ضمن اختلال احتمالی در کده

ها فنلدی-oدنبال آن تجمع بالا و به PPOهای افزایش بیان ژن

 همراه داشت.را به

فنلی از دو  عنوان دسته مهمی از ترکیباتفنلی به اسیدهای

 سینامیک اسیدها و هیدروکسی بنزوئیک زیرگروه هیدروکسی

اساس نتایج بر (.Manach et al., 2004اند )شکیل شدهاسیدها ت

  682/837، محتوای c8ها در شکل مقایسه میانگین داده

 کالوس  خشک گرم وزن 033فنلی در  گرم اسیدهایمیلی

عنوان بالاترین محتوا این نوع ترکیبات، در تیمار همزمان به

 "میکرومولار 23جاسمونات و متیل "BAP0.1IAA+1" هورمون

های مختلف الیسیتور بر ثیر غلظتأحاصل شد. هرچند نحوه ت

فنلی مشابه بود اما از لحاظ آماری،  کل و اسیدهایمحتوای فنل

میکرومولار بر محتوای  833و  23ثیر غلظت أتفاوتی بین ت

(. c8های کشت مختلف دیده نشد )شکل فنلی محیط اسیدهای

( نشان داد 8308و همکاران ) Skrzypczak-Pietraszekبررسی 

جاسمونات در مقایسه با میکرومولار متیل 033که تیمار 

تیمارهای بالاتر این الیسیتور، موجب افزایش کمیت و کیفیت 

 .Exacum affine Balf. fسوسپانسیون  فنلی در کشتاسیدهای

ex Regel ثیر أکه وابسته به غلظت بودن تطوریگردد. بهمی

فنلی در بسیاری از جاسمونات بر محتوای اسیدهایمثبت متیل
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 ;Hakim et al., 2007ها گزارش شده است )پژوهش

Mirshekar et al., 2014 .)Yousefian ( با 8383و همکاران )

ثر بر مسیر ؤهای می ژنبیانبررسی ارتباطات مولکولی، بیش

 فنلی را عامل القاء از سوی الیسیتور  تولید اسیدهای

له در مورد ارتباط سطح أجاسمونات معرفی کردند. این مسمتیل

نیز اثبات شده  PALبیانی ژن فنلی با بیش افزایشی اسیدهای

(. نکته مهم این است که افزایش بیش از Mandal, 2010است )

ها ور، نه تنها موجب افزایش متابولیتمحرک و یا الیسیت حد

سایر  و احتمالاً PALبیان ژن  گردد، بلکه از طریق کاهشنمی

های درگیر در مسیر، تولید این دسته از ترکیبات را کم و یا ژن

 (.Bais et al., 2004کند )متوقف می

 کل  های فلاونوئید و فلاونمقایسه میانگین داده

که بیشترین محتوای این ترکیبات  کلپوره نشان داد هایکالوس

کشت دارای های حاصل از ریزنمونه برگ در محیطدر کالوس

لیتر و الیسیتور  گرم درمیلی "BAP0.1IAA+1" تیمار هورمونی

ترتیب آمد )بهدستب "میکرومولار 23سمونات با غلظت جامتیل

خشک  گرم وزن 033گرم در میلی 72/062و  88/288

 میکرومولار  23کالوس(. شایان ذکر است که غلظت 

جاسمونات موجب بیشینه محتوای ترکیبات فلاونوئید و متیل

های همه تیمارهای هورمونی شد و از سوی فلاون در کالوس

 833و  033ثیر تیمارهای أداری بین تدیگر، تفاوت معنی

 -هورمونی مختلف در شرایط –میکرومولار متیل جاسمونات 

های پایین ثیر مثبت غلظتأ(. تd8 و e8های دیده نشد )شکل

سلولی  سوسپانسیون جاسمونات بر محتوا فلاونوئید کشتمتیل

L. tuberosa Pueraria (Goyal, 2008 و )Hypericum 

perforatum (Wang et al., 2015کشت ،) بافتPueraria 

Lobata (Thiem and Krawczyk, 2010و کالوس )  کلپوره

(Hashemyan, 2018ارا )رفت چند انتظار می ه شده است. هرئ

های مسیر بیوسنتزی منتج به فلاونوئیدها ژن mRNAکه سطح 

عنوان عاملی برای افزایش محتوای این ترکیبات گزارش به

نهایت افزایش بیان ژن (، اما درFlores et al., 2014گردد )

PAL عنوان عامل اصلی گزارش شد )بهGonzalez-Aguilar et 

al., 2004; Kim et al., 2006.) 

، DPPHاساس آزمون اکسیدانی بربرای ارزیابی فعالیت آنتی

مشخص  ها استفاده وعصارهمیکرولیتر  6الی  0 هایاز حجم

داری بر ثیر معنیأگردید که اثر الیسیتور در تیمار هورمونی، ت

ساس ابر .های حاصل دارداکسیدانی عصاره کالوستوان آنتی

که  50ICها کمترین میزان میانگین داده نتایج حاصل از مقایسه

 اکسیدانی است، در حضور تیماربیانگر بالاترین توان آنتی

و  "μM MeJa1 +BAP0.1IAA 50 /"هورمونی 

"/ 200 μM MeJa1 +BAP0.1IAA"  08/03و  23/2به میزان 

ه به منزل – 50ICلیتر و بیشترین محتوای میلی میکروگرم در

در حضور تیمار هورمونی  -اکسیدانیکمترین قدرت آنتی

"/ 100 μM MeJa0.5 +BAP1IAA"  07/20و به میزان 

 توان  (.a2لیتر مشاهده شد )شکل میلی میکروگرم در

میکروگرم در  80/2اسید معادل،  اکسیدانی آسکوربیکآنتی

  -  FRAPهای آزمون بررسی دادهگیری شد. لیتر اندازهمیلی

نیز  –اکسیدان کننده توان آنتینوان دومین آزمون ارزیابیعبه

جاسمونات در همه میکرومولار متیل 23کاربردنشان داد که 

در  اکسیدانیتیمارهای هورمونی، موجب بیشترین ظرفیت آنتی

 (.b2)شکل حاصل از برگ شد  کالوس

های فنلی مختلف و ظرفیتارزیابی ارتباط بین ترکیبات

پیرسون نیز انجام شد  همبستگی اساس ضریب، براکسیدانیآنتی

آمده از روش مهار رادیکال آزاد دستنتایج ب(. 8)جدول 

DPPH دار و قوی را بین ها، همبستگی معنیتوسط عصاره

فنلی، فلاونوئید و فلاون با فعالیت  کل، اسیدهایفنل محتوای

بستگی بین که همحالیاکسیدانی مذکور نشان داد. درآنتی

اکسیدانی )بر مبنا آزمون با فعالیت آنتی فنلدی-oحتوای م

DPPHآمده دست(. نتایج ب8تر بود )جدول ها ضعیف( عصاره

 IIIکل به روش احیاء یون آهن اکسیدانیبررسی ظرفیت آنتی از

(FRAPنشان داد که همبستگی قوی و معنی )( داریP≤0.01 )

فلاونوئید وجود  فنلی و ، اسیدهایفنلدی-oبین محتوای فنل، 

فلاون با فعالیت  که این همبستگی بین محتوایحالیدارد در

( مشاهده شد. ارتباط r=0.316ها ضعیف )اکسیدانی عصارهآنتی

 ;DPPH (Dakah et al., 2014 فنل و آزمون قوی بین محتوای

Javidimoghadam et al., 2016و آزمون ) FRAP 
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( و a) DPPHاکسیدان کالوس برمبنای دو آزمون جاسمونات و شرایط هورمونی منتخب بر ظرفیت آنتیبرهمکنش الیسیتور متیل -4شکل 

FRAP (bحروف مشابه نشان .)درصد برمبنای آزمون دانکن است. 4دار در سطح احتمال خطای دهنده عدم اختلاف معنی 

 

 اساس ضریبها )بر، اسیدهای فنلی، فلاونوئیدها و فلاونفنلدی-oاکسیدان با محتوای فنل، بستگی بین ظرفیت آنتینمایش هم -7جدول 

 جاسمونات.دارنده هورمون و الیسیتور متیلMS  کشتبرگ کلپوره در محیط پیرسون( در کالوس حاصل از ریزنمونه همبستگی

یصفات بیوشیمیای  کلمحتوا فنل 
 دی-oمحتوا 

 فنل

محتوا 

 فنلی اسیدهای

محتوا 

 فلاونوئید
 DPPHآزمون  FRAPآزمون  محتوا فلاون

       0 کلمحتوا فنل

      0 ** 3/283 فنلدی -oمحتوا 

     0 ** 3/678 * 3/280 فنلی محتوا اسیدهای

    0 ** 3/282 ** 3/627 ** 3/262 محتوا فلاونوئید

   ns 3/832 * 3/866 * 0 3/022 * 3/860 محتوا فلاون

  FRAP 3/276 ** 3/682 ** 3/282 ** 3/222 ** 3/006ns 0آزمون 

 DPPH -3/702 ** -3/022 ns -3/672 ** -3/623 ** -3/228 ** -3/627 ** 0آزمون 

ns ،*  4خطای  داری در سطح احتمالداری و معنیترتیب بیانگر عدم معنیبه **و ( 0.05≥درصدP و )0 ( 0.01≥درصدP) 

 

(Giri et al., 2012 بارها ،)آزمون شرایط در شیشه گزارش شده است. ر شده دهای کشتبرای نمونهDPPH مبنای بر
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که آزمون حالیالکترون و یا هیدروژن است دردهندگی 

FRABپردازد. اگردهندگی الکترون می، تنها به بررسی قدرت 

های دیگری هم ( روشin vitro) شیشههای درچه در سیستم

 ، اما عموماً اکسیدانی ترکیبات وجود داردبرای ارزیابی توان آنتی

همبستگی چندانی با یکدیگر ندارند. اما مطالعه حاضر نشان 

کار رفته ارتباط خوبی با یکدیگر است که دو آزمون به داده

فنلی  که ترکیبات دهدنشان می( و 0.01P= 0.697, 2r≥دارند )

اکسیدان و روبشگری عنوان عوامل اصلی فعالیت آنتیبه

کلپوره، از طریق سیستم  لوسکا های آزاد در عصارهرادیکال

 کنند.الکترون عمل میدهندگی

 

 گیری نتیجه

 BAPو  IAAکند که شرایط هورمونی یید میأپژوهش حاضر ت

های منتخب، در القاء کالوس از ریزنمونه برگ در غلظت

عنوان یک جاسمونات بهثر هستند. همچنین متیلؤکلپوره م

ردن راندمان تولید تواند موجب بالابالیسیتور توانمند می

اکسیدان آن افزایش توان آنتی طبعها و بهفنل مشتقات مختلف

عنوان یک تکنیک در کالوس کلپوره گردد و این شیوه را به

 کشت فنلی در شرایط دارویی مین ترکیباتأثر در جهت تؤم

 کالوس معرفی نماید.

 

 سپاسگزاری

 بابت مشهد فردوسی دانشگاه پژوهشی معاونت از نگارندگان

این  متمرکز اعتبارات محل از حاضر پژوهش هایهزینه تأمین

 .کنندمی سپاسگزاری (20822/0شماره  معاونت )با کد طرح به
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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 were prepared from hydroponically-grown plants which 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 different 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 observed 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. 
 

Keywords: Teucrium polium, Medicine plant, Callogenesis, Phenol derivatives, DPPH, FRAP. 
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