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 چکیده 

( SA) در پژوهش حاضر اثر الیسیتورهای اسید سالیسیلیک. با ارزش اقتصادی بالاست چندساله و یعلف یاهیگ( Stevia rebaudiana) ایاستو

( PALآلانین آمونیالیاز )اکسیدانی و میزان فعالیت آنزیم فنیلتوده، فنل کل، فلاونوئید کل، توان آنتیبر زیست (MeJA)و متیل جاسمونات 

 mg.l NAA 2و  mg.l BA 2محیط کشت حاوی  های برگ استویا در در کالوس گیاه استویا مورد بررسی قرارگرفت. به این منظور نمونه

در قالب طرح کاملاً تصادفی تیمار شدند. نتایج  MeJAو  SAمیکرومولار  250و  200، 100، 50، صفرجهت القای کالوس و در پنج سطح 

و  996/0)به ترتیب  کلمیکرومولار حداکثر میزان تولید ترکیبات فنل 200و  100در غلظت  SAو  MJاین بررسی نشان دادند که تیمار 

در  SAتر( در تیمار با گرم بر گرم وزنمیلی 321/0فلاونوئید کل ) تر( را داشته در حالیکه بالاترین میزان تجمعگرم بر گرم وزنمیلی 660/0

بر این لازم به  میکرومولار گزارش شد. علاوه 100تر( در غلظت گرم بر گرم وزنمیلی 295/0) MJمیکرومولار و در تیمار با  200غلظت 

لیتر برای گرم بر میلیمیلی 11/62و  IC 50 57/70اکسیدانی )آنتی میکرومولار حداکثر توان 200ذکر است که هر دو تیمار اعمال شده در 

MJ  وSAزم به ذکر میکرومولار قابل مشاهده است. لا 200اند. با این وجود روند کاهشی تجمع ترکیبات با افزایش غلظت از ( را نشان داده

 نشان داد. همبستگی مثبت فعالیت  توجهیهای الیسیتوری در غلظت بالا کاهش قابل  اکسیدانی تحت تأثیر تیماراست توان آنتی

و باشد. های آزاد میپروپانوئیدی استویا در کنترل فعالیت رادیکالاکسیدانی و تجمع ترکیبات فنلی بیانگر نقش کلیدی ترکیبات فنیلآنتی

به عنوان  PALبیانگر این نکته است که  اکسیدانیلاونوئید کل و فعالیت آنتیو تجمع ترکیبات فنلی و ف  PALی مثبت فعالیت آنزیمهمبستگ

تیمارهای اعمال شده قرار داشته است، همبستگی منفی بین  تأثیرتحت  ،فنلی اولین و مهمترین آنزیم دخیل در فرایند تولید ترکیبات پلی

های گیاهی در شرایط تنش نیز بیانگر این موضوع بوده که سلول PALاکسیدانی و فعالیت آنزیم ، فعالیت آنتیTFC ،TPCت تر و ترکیباوزن

به طور کلی از نتایج این آزمایش  های ثانویه سعی در کاهش اثرات تخریبی حاصل دارند.های اولیه و افزایش متابولیتبا کاهش متابولیت

توان به تغییر نسبت ترکیبات بیوشیمیایی در جهت حصول  سازی غلظت الیستورهای استفاده شده میبهینهتوان بیان کرد که با می

 ای دست یافت. های ثانویه مورد نظر استویا در شرایط درون شیشه متابولیت

 

   متیل جاسمونات ،آلانین آمونیالیازفنل کل، فنیل ،اکسیدانی، فلاونوئید توان آنتی ،های کلیدی: اسید سالیسیلیکواژه
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 مقدمه

( گیاهی علفی و چندساله از Stevia rebaudianaاستویا )

های این گیاه حاوی ( است. برگAsteraceaeخانواده کاسنی )

ترپنوئید شیرین با نام استویول مقدار فراوانی از یک دی

ترین شیرین گلیکوزید است، استویوزید و ربادیوزید از مهم

 ,Fu and Yinرگ این گیاه هستند )های موجود در بکننده

ای داشته و از (. این گیاه ارزش اقتصادی بسیار قابل توجه2014

ای بسیار ارزشمند است ای، شیرین کنندهنظر تغذیه

(Woelwer-Rieck et al., 2010 امروزه با تغییر رویه زندگی .)

به سمت ماشینی شدن و کم تحرکی و همچنین افزایش 

یل دیابت و چاقی توجه مردم به استفاده از هایی از قببیماری

غذاهای کم کالری به جای غذاهای پر کالری و پرانرژی بیشتر 

(. از طرف دیگر Woelwer-Rieck et al., 2010) شده است

اکسیدانی بالا به علت افزایش استفاده از غذاهایی با ارزش آنتی

ان هایی مانند مشکلات قلبی و عروقی و سرطان در میبیماری

افراد و دانشمندان از اهمیت قابل توجهی برخوردار است 

(Tadhani et al., 2007استویا گیاهی است که علاوه .) بر

ها، فنلاستویول گلیکوزیدها حاوی ترکیبات مهمی مانند پلی

ها، ترپنوئیدها و ها، فلاونوئیدآلکالوئیدها، استرول

رکیبات بسیار گلیکوزیدهای قلبی است، هر چند که مقدار این ت

 Taleie et al., 2012; Tadhani et al., 2003; Fuکمتر است )

and Yin, 2014; Kholtoev et al., 2007) .های انجام بررسی

تواند بر اند که عصاره برگ این گیاه میشده نشان داده

فرآیندهای فیزیولوژیکی خاصی مانند مشکلات قلبی عروقی 

(Cardiovascularو همچنین بالا ) بودن فشار خون 

(hypertension( و قند خون )hyperglycemiaت )ثیرگذار أ

باشد. از آنجایی که احتمال دارد این اثرات به علت حضور 

اکسیدان باشد، بنابراین بررسی میزان ترکیبات فنل ترکیبات آنتی

 و فلاونوئید کل و همچنین همبستگی آنها با فعالیت 

 ,.Tadhani et alرسد )یاکسیدانی ضروری به نظر مآنتی

(. لازم به ذکر است تفاوت در میزان مواد دارویی موجود، 2007

های ثانویه، از بین رقتن سریع ناچیز بودن میزان متابولیت

زنی بذور و سرعت رشد پایین این گیاه در مزرعه قدرت جوانه

استفاده از ای و محققان را به طرف کشت درون شیشه

دهد سوق می ای تولید متابولیت ثانویه(ه )محرک الیسیتورها

(Fu and Yin., 2014; Ahmadi Moghadam et al., 2013.) 

بر روی  هر چند که در مورد گیاه استویا بررسی انجام شده

میزان فنل و فلاونوئید کل در عصاره آبی و متانولی برگ و 

که میزان این ترکیبات در نیز نشان داد  2007 در سال کالوس

 ( بیشتر از برگ mg g 99/31و  mg g 86/35)کالوس 

(mg g 18/25  وmg g 73/21) واحد وزن خشک است در 

(Tadhani et al., 2007.) 

 دو نمونه از  اسید سالیسیلیک و متیل جاسمونات

خطر هستند که به عنوان ترکیبات های طبیعی و بیالیسیتور

کاذب  های ثانویه از طریق القاء تنشمحرک تولید متابولیت

( Wang et al., 2009; divya et al., 2013نمایند )عمل می

و زا  استفاده خارجی از این ترکیبات به عنوان یک عامل استرس

های مقاومتی گیاه شامل انتقال دهنده پیام عمل کرده و مکانیسم

 ,.Gundluch et alکند )های ثانویه را فعال میبیوسنتز متابولیت

1992; Popova et al., 1997 در واقع این ترکیبات بخشی از .)

راه کار دفاعی گیاه در برابر تنش محسوب شده که با اثرات 

 و های وابسته به تنشدر تنظیم ژنهمسو و غیر همسوی خود 

 نقش دارندهای ثانویه متابولیتدر افزایش تولید 

(Moungsrimuandee et al., 2011; Raman and Ravi, 2011; 

Gundluch et al., 1992.) 

متیل جاسمونات ترکیبی است که نقش مهمی در انتقال 

کند های دفاعی در گیاهان بازی میسیگنال و تنظیم بیان ژن

(Farmer and Ryan, 1990به طوریکه مطالعات نشان داده .) اند

 200تا  100در صورتی که این ترکیب به صورت خارجی )

ل گردد سبب های گیاهی اعمامیکرومولار( بر کشت سلول

افزایش جریان تولید ترکیبات ثانویه مانند ترپنوئیدها، 

گردد پروپانوئیدها میقلاونوئیدها، آلکالوئیدها و فنیل

(Uppalapati et al., 2005; Rischer et al., 2006; 

Wasternack and Hause, 2013 هر چند که بدست آوردن .)

های عملی شغلظت دقیق ترکیب و زمان اعمال نیازمند آزمای

 P .ginengهای مویین در کشت ریشه MeJAاست. اعمال 
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 ;Kim et al., 2004سبب افزایش تجمع جینسینوزایدها )

Palazon et al., 2003; Hahn et al., 2003 و همچنین افزایش )

 Taxus. spp (Onrubiaتجمع پاکلی تاکزول در کشت سلولی 

et al., 2013کوپولامین در ( افزایش تجمع هیوسیامین و آس

 Hyoscyamus nigerهای مویین ترانسژنیک کشت ریشه

(Zhang et al., 2007 افزایش استیلبن و )t- resveratrol  در

( افزایش Belchi-Navarro et al., 2012کشت سلولی انگور )

 × Menthaپروپانوئیدی در کشت سوسپانسیونترکیبات فنیل

piperita  وLavandula vera (Krzyzanowska et al., 2012; 

Georgiev et al., 2006 افزایش گلیکوزیدهای قلبی در )

(Peruvoside )Thevetia peruviana (Zabala et al., 2009 و )

همچنین افزایش تجمع ترکیباتی مانند کاتارانتین و آرتیمیزین 

و  Catharantus roseusهای مویین و کشت سلولی در ریشه

Artimisia annua ( شدZhou et al., 2010; Baldi and Dixit, 

های نیز سبب افزایش بسیاری از متابولیت SA(. کاربرد 2008

توان به افزایش گردد، که از آن جمله میثانویه در گیاهان می

  T. chinensis (20پاکلی تاکزول در کشت سوسپانسیون 

 T. baccata( و Wang et al., 2007لیتر( )گرم برمیلی

(Khosroushahi et al., 2006 افزایش پودوفیلوتوکسین در ،)

، افزایش Linum album( در Podophyllotoxinکشت سلولی )

های مویین در جا و ریشههای نابهجینسینوزاید در کشت ریشه

P.ginseng (Ali et al., 2007; Ali et al., 2006; Jeong et al., 

2005; Tewari and Paek, 2011یبات ( اشاره کرد. از ترک

تواند نقش محرک در تجمع آنها داشته باشد می SAدیگری که 

در سوسپانسیون  Bو  Aتوان به بیلوبالید و جینکولوئید می

(، استیلبن در Kang et al., 2006) P. ginsengسلولی 

ها در کشت و نفتودیانترون V. viniferaسوسپانسیون سلولی 

Hypericum perforatum (Gadzovska et al., 2013 )سلولی 

 اشاره کرد. 

 هامواد و روش

های مورد استفاده جهت نمکمواد شیمیایی مورد استفاده: 

، آگار، ساکارز، کربنات سدیم، اسید MSتهیه محیط کشت 

گالیک، آلومینیوم کلرید، استات پتاسیم، کوئرستین، فسفات 

 ، SA ،MJمونو و دی سدیم از شرکت مرک )آلمان( و 

، فنیل آلانین از شرکت DPPHالین استیک اسید، آدنین، نفتبنزیل

 سیگما )آمریکا( خریداری شد.

،  برای انجام پژوهش ریزنمونه در محیط کشت: استقرار

( از مزرعه دانشگاه Stevia rebaudianaهای گیاه استویا )برگ

علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان جمع آوری شده و زیر 

دقیقه و کلرید  2رصد به مدت د 70هود لامینار توسط اتانول 

 Tadhaniدقیقه ضد عفونی شدند ) 2درصد به مدت  1/0جیوه 

et al., 2007مرتبه با آب مقطر استریل شسته  3ها ( سپس نمونه

 ,Murashige and Skoogمایع ) MSشده و در محیط کشت 

گرم بر میلی 2گرم بر لیتر بنزیل آدنین و میلی 2( حاوی 1962

زایی( که حاوی استیک اسید )جهت کالوسلیتر نفتالین 

، 100، 50، صفرهای  در غلظت  SAو MeJAهای  الیسیتور

میکرومولار بودند کشت شدند. ظروف کشت شده  250، 200

گراد، فتوپریود درجه سانتی 25بر روی شیکر، با دمای محیطی 

 Tadhaniلوکس( نگهداری شدند ) 3000ساعت روشنایی ) 16

et al., 2007صفات مورد مطالعه   گیریهفته اندازه 4س از (. پ

 انجام شد.

 25/0برای تهیه عصاره متانولی  استخراج عصاره متانولی:

درصد هموژنیژه  80لیتر از متانول میلی 5/2گرم از کالوس در 

ساعت در دمای اتاق بر روی شیکر قرار داده  24شده، سپس 

شد شد، پس از آن مخلوط حاصل توسط کاغذ صافی صاف 

 (.Raman, 2006) (42)واتمن شماره 

 Callus relative fresh weight) رشد نسبی کالوس

Growth:) ها براساس وزن تررشد نسبی کالوس (RFWG )

 ,.Lokhande et al) محاسبه شد زیر از روش تیمار برای هر

2010): 
RFWG = [(W2-W1)/W1] 

 س دربه ترتیب وزن اولیه و نهایی کالو W2و  W1که در آن 

 .مرحله تنش میباشد

سنجش فنل کل به روش فولین سیوکالتیو انجام  کل: فنل

 10(. به این منظور Slinkard and Singleton, 1977شد )

لیتر متانول میلی 5/2گرم در  25/0میکرولیتر از عصاره متانولی )

میکرولیتر آب  580میکرولیتر فولین سیوکاتیو و  50%( با 80
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 150دقیقه استراحت  8تا  5پس از مقطر مخلوط شده و 

مولار به آن اضافه شد. سپس  1میکرولیتر کربنات سدیم 

 40دقیقه در تاریکی و حمام بخار 30محلول فوق به مدت 

گراد قرارداده شده و در نهایت میزان جذب در درجه سانتی

نانومتر قرائت شد. برای شاهد نیز به جای  765طول موج 

صد استفاده شد. برای رسم منحنی در 80عصاره از متانول 

کالیبراسیون فنل کل از استاندارد گالیک اسید استفاده شد. بدین 

ام تهیه پیپی 1000ترتیب که ابتدا با استاندارد یک محلول پایه 

های ها غلظتشد. با توجه به دامنه طول موج جذب شده نمونه

هیه شده و لیتر( تبرگرممیلی 5، 10، 50، 100، 200، 600 ،700)

 Camspecجذب آنها با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر مدل )

M501 قرائت گردید. غلظت صفر به عنوان  765( در طول موج

شاهد در نظر گرفته شد. با استفاده از برازش خط با نقاط 

حاصل از جذب قرائت شده، معادله خط تعیین و مقادیر 

 ها محاسبه شد.تقریبی نمونه

سنجش محتوی فلاونوئیدی به روش کلرید  کل: فلاونوئید

گیری (. برای اندازهChang et al., 2002آلومینیوم انجام شد )

 5/1لیتر از عصاره متانولی تهیه شده با میلی 5/0فلاونوئید ابتدا 

% در اتانول 10لیتر آلومینیوم کلراید  میلی 1/0لیتر متانول،  میلی

میلی لیتر اتانول و آب  100گرم آلومینیوم کلراید در  10)

میلی لیتر  8/2میلی لیتر استات پتاسیم یک مولار و  1/0مقطر(، 

آب مقطر مخلوط شد. سپس مخلوط نیم ساعت در تاریکی 

نانومتر قرائت  415قرارداده شد و میزان جذب در طول موج 

درصد استفاده  80گردید. برای شاهد به جای عصاره از متانول 

کالیبراسیون فلاونوئید از استاندارد شد. برای رسم منحنی 

کوئرستین استفاده شد. بدین ترتیب که ابتدا، با استاندارد یک 

میلی گرم بر لیتر تهیه کرده و با توجه به  1000محلول پایه 

 ،700های )ها غلظتدامنه طول موج جذب شده توسط نمونه

ب لیتر( تهیه شده و جذبرگرممیلی 5، 10، 50، 100، 200، 600

ها ذکر شده، قرائت گردید. هر یک به روشی که برای نمونه

غلظت صفر به عنوان شاهد در نظر گرفته شده و نمودار 

کالیبراسیون با استفاده از برازش خط با نقاط حاصل از جذب 

 قرائت محاسبه گردید.

های آزاد به روش گیری درصد مهار رادیکالاندازه

DPPH: های آزاد کالبرای تعیین درصد مهار رادیDPPH  از

میلی لیتر از  2( استفاده شد. 1997و همکاران ) Bondetروش 

DPPH  لیتر از عصاره میلی 2مولار به میلی 1/0با غلظت

دقیقه در محیط 15متانولی تهیه شده از کالوس افزوده و سپس 

. بلافاصله با استفاده از دستگاه (AS)تاریک قرارداده شد 

نانومتر قرائت  517مونه در طول موج اسپکتروفتومتر جذب ن

در نظر گرفته شد که  (AC)گردید. یک نمونه به عنوان شاهد 

لیتر متانول بود. کالیبراسیون میلی 2و  DPPHلیتر میلی 2حاوی 

اسپکتروفتومتر با استفاده از متانول انجام شد. اعداد بدست آمده 

ه درصد درصد مهار رادیکال آزاد ب = AC/(AC-AS)با فرمول: 

که  )غلظتی از ماده IC 50سپس نتایج بصورتشد. مهار تبدیل 

بیان  را کنترل کند( DPPH درصد از اکسیدان 50لازم است تا 

  (.Brand-Williams et al., 1995) گردید

سنجش فعالیت آنزیم  (:PALآنزیم فنیل آلانین آمونیالیاز )

PAL  با استفاده از روشSaunders ( 1974و همکاران ) با

گرم از بافت کالوس  1/0کمی تغییر انجام شد. به این منظور 

 pH= 7میلی مولار  50میلی لیتر بافر فسفات  1با استفاده از 

 در دمای g 5000دقیقه در  15کوبیده شد. سپس به مدت 

C° 4  سانتریفیوژ شده و از عصاره رویی برای سنجش آنزیم

عصاره  ml250استفاده شد. برای سنجش آنزیم نمونه شامل 

 ،(pH = 8/8مولار،  10بافر بورات سدیم ) ml 250آنزیمی 

ml 250  آب مقطر به اضافهml 250  بافر سوبسترای فنیل

میلی مولار( بود. سپس جذب آن در طول موج  50آلانین )

nm290  و توسط دستگاه اسپکتروفتومتر قرائت شد. محاسبه

و  (A= Ɛcl)مبرت با استفاده از قانون بیرلا PALفعالیت آنزیم 

-cm 1 -1با ضریب خاموشی )
µ 9630 مول حسب میکرو( و بر

 نشان Aواحد وزن تر نسبی انجام شد. که در این فرمول  9در 

بیانگر  Cنشانگر ضریب خاموشی،  Ɛدهنده میزان جذب، 

ی قطر کووت مورد استفاده است دهندهنشان lغلظت نمونه و 

 باشد.متر میسانتی 1 که معمولاً

 تصادفی و این آزمایش در قالب طرح کاملاً آنالیز آماری:

های حاصل از تحقیق با استفاده تکرار انجام گرفته و داده 3در 
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( آنالیز شده و تفاوت ANOVAاز روش واریانس چند طرفه )

 LSD (Least significantها با استفاده از آزمون بین میانگین

difference آنالیزهای آماری  درصد بررسی شد. 5( در سطح

 SPSS (Statical package for theبا استفاده از نرم افزار 

social science و نمودارها و جداول توسط برنامه )Excel 

 انجام شد. 2010

 

 :نتایج

تیمارهای  تأثیر (1نتایج بررسی حاضر نشان داد که )جدول 

جاسمونات و اسید سالیسیلیک بر محتوای مختلف متیل

تر و میزان اکسیدانی، وزن د کل، فنل کل، فعالیت آنتیفلاونوئی

دار   کالوس استویا در سطح یک درصد معنی PALفعالیت آنزیم 

 بوده است. 

 تغییر وزن تر نسبی کالوس تحت تأثیر میزان اسید

 سالیسیلیک و متیل جاسمونات موجود در محیط کشت:

د ( که کاربر1ها نشان داد )شکل نتایج حاصل از آزمایش

دار بوده است. همانطور تر نسبی معنیالیستورها بر میزان وزن

شود با افزایش تنش ناشی از اسید سالیسیلیک از که مشاهده می

کاسته شد. به طوریکه بیشترین  میزان وزن تر نسبی کالوس

 250وزن تر نسبی در تیمار شاهد و کمترین آن در تیمار 

 ر شده با متیلهای تیمامیکرومولار مشاهده شد. نمونه

 جاسمونات نیز نتایجی مشابه با این نتیجه را نشان دادند به

  .تر نسبی بودی شاهد دارای بالاترین میزان وزنطوریکه نمونه

متیل جاسمونات و  تأثیرتغییرات ترکیبات فنلی تحت 

 بررسی اثر متیل جاسمونات بر محتوای فنل سالیسیلیک اسید:

که با افزایش غلظت از صفر تا داد  ( نشان2کل کالوس )شکل 

 250تا  200میکرومولار میزان ترکیبات فنلی افزایش و در 200

میکرومولار  200یابد. محتوای فنلی درمیکرومولار کاهش می

 2در حداکثر مقدار بوده و نسبت به نمونه شاهد افزایش 

میکرومولار  200و  100برابری نشان داد. البته بین تیمارهای 

داری وجود نداشت. جالب اینکه با افزایش بیشتر تفاوت معنی

غلظت متیل جاسمونات نه تنها افزایش تجمع ترکیبات فنلی 

مشاهده نشد، بلکه روند تجمع فنل کاهش یافت. میزان فنل کل 

(. به 2)شکل اسید سالیسیلیک نیز افزایش نشان داد  تأثیرتحت 

ر میکرومولا 250طوریکه با افزایش غلظت این ترکیب تا 

داری نشان  محتوای فنلی نسبت به تیمار شاهد افزایش معنی

 250و  200، 100داد. البته لازم به ذکر است که بین تیمارهای 

 میکرومولار اختلاف معناداری وجود نداشت.

متیل جاسمونات و اسید سالیسیلیک بر میزان  تأثیر

بررسی انجام شده نشان داد که افزایش  فلاونوئید کالوس:

اسید سالیسیلیک و متیل جاسمونات با افزایش محتوای  غلظت

با افزایش   یکهی مثبتی داشته است. به طورفلاونوئیدی رابطه

یافت  غلظت این ترکیبات محتوای فلاونوئید کل نیز افزایش

(. حداکثر محتوای فلاونوئیدی متیل جاسمونات و 3)شکل 

 مولارمیکرو 200و 100اسید سالیسیسلیک به ترتیب در سطوح 

 مشاهده شد.

متیل  تأثیراکسیدانی تحت تغییرات توانمندی آنتی

جاسمونات بررسی اثر متیل  جاسمونات و سالیسیلیک اسید:

اکسیدانی کالوس بیانگر روند  ( بر توانمندی آنتی4)شکل 

میکرومولار  200اکسیدانی عصاره تا سطح  افزایشی فعالیت آنتی

 50و  100، 200های ظتو سپس کاهش آن است. البته بین غل

داری وجود نداشت. در واقع متیل  میکرومولار تفاوت معنی

میکرومولار به  200جاسمونات به عنوان یک الیسیتور تا سطح 

عنوان محرک عمل کرده و سبب افزایش فعالیت سلول در 

مقابل با استرس القایی شد. با افزایش سطح متیل جاسمونات و 

م فیزیولوژیکی سلول از واکنش غلبه شرایط استرس بر سیست

سلول کاسته شده و به دنبال آن کاهش تجمع ترکیبات 

ای اکسیدانی نیز مشاهده شد. نکته جالب اینکه روند مشابه آنتی

های تیمار شده با اسید سالیسیلیک مشاهده شد در مورد نمونه

میکرومولار اسید  200سطح  تأثیرطوریکه تحت  (. به4 )شکل

 اکسیدانی عصاره کالوسکثر توانمندی آنتیسالیسیلیک حدا

 مشاهده شد.

بررسی تغییرات فعالیت آنزیم فنیل آلانین آمونیالیاز: 

انجام شده نشان داد که افزایش غلظت متیل جاسمونات و 

ولار سبب افزایش میکروم 100اسیدسالیسیلیک تا سطح 

 های بیشتر سبب کاهش آن شد.  و غلظت PALمحتوای آنزیم 
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 اکسیدانی گیاه استویا وزن تر، فنل کل، فلاونوئید کل و فعالیت آنتیجاسمونات بر تجزیه واریانس اثر اسید سالیسیلیک و متیل -1جدول 

 میانگین مربعات

نین آلافنیل وزن تر نسبی آنتی اکسیدان فلاونوئید فنل درجه آزادی منابع تغییر

 آمونیالیاز

 4 اسیدسالیسیلیک
**289/1 

**083/0 
**368/8397 

**385/38 **146/0 

 4 متیل جاسمونات
**438/0 

**078/0 
**412/7048 

**884/45 
** 243/0 

 021/0 000017/0 10/0 000009/0 0000126/0 50 خطای آزمایش

 0910/0 76077/0 080/1 718/1 729/4  ضریب تغییرات

 درسطح احتمال یک درصدداری  ** معنی

 
. در هر ستون حروف مشابه بیانگر عدم مقایسه میانگین اثر اسید سالیسیلیک و متیل جاسمونات بر وزن تر نسبی کالوس استویا -1شکل 

 باشد.درصد می 5در سطح  LSDدار با استفاده از آزمون اختلاف معنی

 
. در هر ستون حروف اسید سالیسیلیک و متیل جاسمونات مختلف سطوح ثیرأکل کالوس استویا تحت ت فنلتغییرات محتوای  -2شکل 

 باشد.درصد می 5در سطح  LSDدار با استفاده از آزمون مشابه بیانگر عدم اختلاف معنی
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. در هر ستون حروف جاسمونات بر محتوای فلاونوئید کل کالوس استویا اسید سالیسیلیک و متیل مختلف سطوح اثر میانگین مقایسه -3شکل 

 باشد.درصد می 5در سطح  LSDمشابه بیانگر عدم اختلاف معنی دار با استفاده از آزمون 

 
. در هر ستون حروف متیل جاسموناتاسید سالیسیلیک و  مختلف سطوح ثیرأاکسیدانی کالوس استویا تحت تمقایسه توان آنتی -4 شکل

 باشد.درصد می 5در سطح  LSDمشابه بیانگر عدم اختلاف معنی دار با استفاده از آزمون 

 

هر چند که لازم به ذکر است در تیمار با اسیدسالیسیلیک 

میکرومولار نیز در بیشینه  250میزان فعالیت آنزیم در غلظت 

مقدار بوده است. با بررسی نمودارهای مربوط به اثر متقابل 

 100هده کرد که آنزیم در تیمار توان مشاالیسیتورها نیز می

میکرومولار از متیل جاسمونات و اسید سالیسیلیک در بالاترین 

میزان فعالیت را داشته و افزایش غلظت سبب کاهش فعالیت 

PAL (.5گردد )شکل می 

 ی روند تجمع ترکیبات فنل و فلاونوئید کل با مقایسه

ئیدی با توان دریافت روند تغییر ترکیبات فنیل پروپانومی

لیاز همبستگی مثبتی داشته و با  آمونیا آلانین فعالیت آنزیم فنیل

افزایش و یا کاهش فعالیت آنزیم، محتوای فنلی و فلاونوئیدی 

و  4، 3، 2دهد )شکل ها نیز افزایش و یا کاهش نشان مینمونه

 به ذکر است این پدیده در متیل (. هر چند که لازم5

 تر به وضوح دیده جاسمونات به عنوان الیسیتور با ثبات

 شود. می

 

 ثبح

کل کالوس نشان داد که با بر محتوای فنل MJبررسی اثر 
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در تیمار با سطوح مختلف اسید سالیسیلیک و متیل جاسمونات. در هر ستون حروف مشابه بیانگر عدم  PALتغییرات فعالیت آنزیم  -5شکل 

 باشد.درصد می 5در سطح  LSDاختلاف معنی دار با استفاده از آزمون 

 

میکرومولار میزان ترکیبات فنلی 200افزایش غلظت از صفر تا 

میکرومولار به دلیل عدم توانمندی  250تا  200افزایش و در 

های بالای الیسیتور کاهش گویی به غلظتبیشتر سلول به پاسخ

نیز نشان داد  2017ل و همکارانش در سا Andiمطالعه یابد. می

ثیر را در أمیکرومولار حداکثر ت 50در غلظت  MJکه کاربرد 

گرم گالیک اسید در گرم وزن میلی TPC (399افزایش تولید 

گرم کاتچین در گرم وزن میلی TFC (59/608خشک( و 

خشک( در کشت سوسپانسیون انگور داشته است، که این 

و  70/5و  62/3 - 92/3به ترتیب  TFCو  TPCمقدار برای 

های تیمار نشده و تیمار شده با متانول است. برابر نمونه 66/6

 MJنشان داد که مصرف  علاوه بر این نتایج بررسی مذکور

سبب افزایش تجمع استیلبن شده در حالیکه میزان تولید این 

ترکیبات با میزان بیومس رابطه عکس دارد. نتایج این بررسی 

مثبت بین میزان فنل و فلاونوئید کل همچنین بیانگر همبستگی 

در بررسی  تر است.و وزن TFCو  TPCو همبستگی منفی بین 

بر تولید استیلبن  SAو  UV-C ،MJثیر أت 2015دیگری در سال 

در کشت سوسپانسیون انگور مورد بررسی قرار گرفت. در این 

 SAهای تیمار شده با در نمونه TFCمطالعه بیان شد که میزان 

های تیمار نشده بوده و برابر نمونه 2و  49/1 حدوداً MJو 

ساعت  48پس از  MJهای تیمار شده با در نمونه TPCمیزان 

های تیمار برابر نمونه 9/3 در ماکزیمم مقدار بوده که حدوداً

داری بر میزان ثیر معنیأت SAنشده است، این در حالی است که 

TPC ( نداشته استXu et al., 2015 .) 

تر کالوس با دیگر نتایج پژوهش حاضر کاهش وزناز 

کار برده شده است. که این نتایج افزایش غلظت الیسیتورهای به

و همکارانش در کشت سوسپانسیون انگور مشابه  Xuبا نتایج 

 MJو  SAاست، در این بررسی بیان شده که افزایش غلظت 

تر (. کاهش وزنXu et al., 2015گردد )تر میسبب کاهش وزن

در مطالعاتی از قبیل کشت سلولی  MJبا افزایش غلظت 

Fagopyrom esculentum (Hu et al., 2011 و )Mentha 

piperita (Krzyzanowska et al., 2012 نیز گزارش شده )

با کاهش  ااحتمالاً MJاند کاربرد است. مطالعات بیان کرده

ها سبب افزایش زمان جذب مواد غذایی و آب توسط سلول

بر  SAثیر أ(. تDonnez et al., 2011گردد )سیم سلولی میتق

 Rubia cordifoliaکاهش وزن تر نیز در کشت سلولی 

(Bulgakov et al., 2002 و )Hypericum perforatum 

(Gadzovska et al., 2013 گزارش شده است. پتانسیل )SA 

های گیاهی تحت تیمار این ترکیب در القاء استرس در سلول

ها رفتارهای رشدی یک سلول تحت تنش شود سلولسبب می

ی سلول و از جمله افزایش مواد جامد قابل حل، کاهش اندازه

تغلیظ محلول سیتوپلاسمی را نشان دهند. به همین دلیل کاربرد 

SA ها را به همراه دارد تر سلول کاهش نسبی وزن(Namedo., 

ا نتایج تر ب. نتایج این آزمایش مبنی بر کاهش وزن(2007

Zangane در کشت سلولی  (2010) و همکارانDatura metel 
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 rubia( در کشت سلولی 2002و همکاران )Bulgakov  و

cordifolia .مطابقت داشت 

توان بیان کرد کاهش وزن تر با افزایش به طور کلی می

احتمالاً راهکاری است که گیاه برای به  MJو  SAغلظت 

دهد. های ثانویه انجام میتابولیتحداکثر رساندن توان تولید م

های اولیه، تولید در واقع با کاهش تولید و عملکرد متابولیت

یابد. بنابراین  مواد دفاعی برای محافظت از سلول افزایش می

صرفه و پایدار اقتصادی علاوه بر جهت دستیابی به یک تولید به

ز مد توده نیسطح تولید مواد ثانویه باید میزان عملکرد زیست

 نظر قرار گیرد.

( PALهای گیاهی آنزیم فنیل آلانین آمونیالیاز )در اکثر گونه

مرحله کلیدی، تبدیل فنیل آلانین به اسید سینامیک و تولید 

در  PALکند. فعالیت  پروپانوئیدی را کاتالیز میترکیبات فنیل

گیاهان تحت کنترل عوامل داخلی و خارجی مختلفی مانند 

ها( اد غذایی، نور )از طریق تأثیر بر فیتوکرومها، مو هورمون

 گیرد. ترکیبات ها قرار می های قارچی و زخم آلودگی

اکسیدانی از جمله مواردی هستند که در گیاه در مواجه با آنتی

یابند، تجمع این ترکیبات های زنده و غیرزنده تجمع می استرس

رسی حاضر است. بر PALناشی از القای بسیار سریع بیان ژن 

با  SAو  MJهای نیز نشان داد که در گیاه استویا نیز، محرک

نقش مؤثری در افزایش تولید ترکیبات  PALتحریک تولید 

فنیل پروپانوئیدی ایفا کرده و سبب افزایش تجمع این ترکیبات 

 ,.Shabani et alاند )اکسیدانی شدهو افزایش فعالیت آنتی

2009; Wen et al, 2005; Kang and Salt Veit, 2003 .) این

( مطابقت دارد، 2015)و همکارانش  Leeمطالعه نتایج با نتایج 

های در کشت ریشه SAو  MJد که کاربرد دننیز نشان داآنها 

در بیوراکتور سبب  Eleutherococcus koreanumجا نابه

و  Aliگردد. ( میDPPHاکسیدانی )افزایش فعالیت آنتی

 Artemisiaبا مطالعه کشت سلولی در( نیز 2010همکارانش )

absinthium  نشان داد کهMJ  در غلظت بهینه سبب افزایش

گردد. در بررسی دیگری بر روی می DPPHهای مهار رادیکال

Phyllanthus pulcher ن شد که اای بیدر کشت درون شیشه

اکسیدانی شده، سبب افزایش فعالیت آنتی SAو  MJکاربرد 

 تی بینبمث یین پژوهش بیان شد که همبستگبر این در اعلاوه

TFC  وTPC اکسیدانی وجود دارد )و فعالیت آنتیDanaee et 

al., 2015.) های بررسیXu ( در کشت 2015و همکارانش )

سبب تحریک  SAو  MJنشان داد که کاربرد  نیز سلولی انگور

 ,PAL, 4CLهای کلیدی مسیر فنیل پروپانوئیدی )بیان ژن

C4Hشود، در مطالعه دیگری که ( میWang  و همکارانش در

بر کشت سلولی گل راعی انجام دادند نشان دادند  2015سال 

سبب افزایش فلاونوئیدها  PALبا تحریک آنزیم  MJکه کاربرد 

وهمکارانش نیز گزارش کردند که  Zhaoگردد. علاوه بر این می

لیسیتورهای هم کاربرد ا Salvia miltiorrhizaدر کشت سلولی 

زنده و هم الیسیتورهای غیرزنده سبب افزایش فعالیت آنزیم 

PAL و افزایش تولید تانشینون می( گرددZhao et al., 2010.)  

تواند به عنوان یک می MJتوان بیان کرد که به ظور کلی می

تنظیم کننده رشد ایفای نقش کرده و با بیان ژن و تحریک تولید 

سبب ایجاد شرایطی مشابه تنش شود  کلسیم و لیپواکسیژناز

(Creel man and Mullet, 1997 همچنین در رونویسی .)

های مؤثر در بیوسنتز  ی پروتئینازها، آنزیم های بازدارنده ژن

سبب ایجاد  آنهای  فلاونوئیدها و لیپواکسیژنازها که همه

است. در  مؤثرشوند  ها می مقاومت گیاه در برابر انواع استرس

 PALجاسمونات سنتز آنزیم های قارچی متیل آلودگیپاسخ به 

کند که بسیاری از ترکیبات دفاعی  و چالکون سنتاز را فعال می

(. و Larrond et al., 2003شوند ) ها مشتق می از این متابولیت

SA  نیز به عنوان یکی دیگر از عوامل مهم درونی در انتقال

سطح رونویسی در  PALهای استرس با تنظیم فعالیت سیگنال

شود های دفاعی در گیاه میسازی بسیاری از پاسخسبب فعال

(walter heldet, 2011 این ترکیب به عنوان یک محرک .)

 -β-1-3های دفاعی گیاه از قبیل  طبیعی سبب سنتز آنزیم

ها( و لیپواکسیژناز )آنزیم گلوکوناز )هضم دیواره سلولی قارچ

رسانی یک( )آبشار پیاماصلی مسیر بیوسنتزی اسید جاسمون

++ها وابسته به یون
Ca  وMAP ( کینازهاactivated -mitogen

protein kinaseگردد ( میWalter heldet, 2011).)  در واقع

SA  وMJ هایی چون سازی آنزیماز طریق فعالPAL  و یا بیان

های های دخیل در پروسه بیوسنتزی، باعث القای متابولیتژن
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 Popova et)شوند ترکیبات فنیل پروپانوئیدی می ثانویه از قبیل

al., 1997).  همبستگی مثبت بین فلاونوئید کل، فنل کل و توان

اکسیدانی اکسیدانی بیانگر نقش این ترکیبات در قابلیت آنتیآنتی

با تغییر در سطوح  MJو  SAباشد. از یک طرف گیاه استویا می

اکسیدانی ی آنتیهاپراکسید هیدروژن سبب فعال شدن آنزیم

 ,Dat)اکسیداز فنلدیسموتاز و پلیاکسیدازمانند کاتالاز، سوپر

1998; Scandalise, 1993 ) شده و از این طریق سبب فعال

گردند و از های محیطی میشدن مکانیسم مقاومت به تنش

ها و کنترل با تأثیر بر بیان ژن طرف دیگر این ترکیبات احتمالاً

وسنتزی ترکیبات فنیل پروپانوئیدی در گیاه های مسیر بیآنزیم

 سازی و افزایش تولید ترکیبات فنلی استویا سبب فعال

. در واقع (Wen et al., 2005; Wang et al., 2009)گردند می

این ترکیبات با القای تنش، مسیر سیگنالینگ را فعال نموده و با 

سبب افزایش تولید  PALخاص  mRNA ازافزایش رونویسی 

کیبات فنولیک شده که این ترکیبات با استرس القاء شده تر

 کنند. مقابله می

 

 گیرینتیجه

ترکیبات ثانویه گیاهان دارویی برای اهداف غذایی و درمانی 

دارای ارزش هستند. لذا هر عاملی که بتواند ضمن ایجاد 

کمترین تغییر در ساختار ژنتیکی گیاه تولید این ترکیبات را 

 د خواهد بود. در مقایسه با گیاهان دستافزایش دهد مفی

ها برای مطالعه تغییرات تولید  ها و بافت نخورده، سلول

ها قابلیت بیشتری دارند. نتایج بررسی حاضر نشان داد  متابولیت

سالیسیلیک به عنوان ترکیبات جاسمونات و اسیدکه متیل

فیتوهورمونی مهم در اکثر فرآیندهای فیزیولوژیکی و 

کنند. ی ایفا میمؤثریایی کالوس گیاه استویا نقش بیوشیم

ها و تولید ترکیبات تواند با القای بیان ژنکالوس گیاه استویا می

ی در افزایش توان آنتی اکسیدانی مؤثرپروپانوئیدی نقش فنیل

های اعمال شده ایفا کند. نتایج گیاه و همچنین مقابله با استرس

الیسیتور بیش از حد معمول  بدست آمده نشان دادند که افزایش

نه تنها افزایش متابولیت را در بر ندارد، بلکه از طریق کاهش 

کاهش بیان ژن  تأثیرها که به احتمال قوی تحت فعالیت آنزیم

کند.  مربوطه است. تولید متابولیت را کم و یا متوقف می

سازی غلظت الیسیتور و ترکیبات غذایی محیط  این با بهینه بنابر

توان بدون دستکاری در ساختار ژنتیکی گیاه و با  میکشت 

ی های ثانویهها میزان برخی از متابولیتافزایش فعالیت آنزیم

 مورد نظر را افزایش داد.
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Abstract 

 
Stevia rebaudiana Bertoni is an herbaceous and perennial plant with an important commercial use. In the present study, 

we investigated effects of various SA and MJ concentration on fresh weight, TFC, TPC, PAL enzyme and antioxidant 

activity. Leaf explants were placed on Murashige and Skoog (MS) medium and exposed to elicitors (0, 50, 100, 200 and 

250 µM SA and MJ). 2 mg.l BA and 2mg.l NAA used for callus induction. Results showed that, when elicitors applied 

to cell culture, phenyl propanoid compounds, antioxidant activity and PAL enzyme activity were increased. Application 

of MeJA and SA at 100 and 200µM had the highest effect on the production of measured TPC whereas TFC obtained in 

100 µM of both elicitors. Moreover, maximum antioxidant activity was obtained in 200 µM of SA and MJ. A positive 

correlation between antioxidant activities, TFC and TPC showed that phenolic compounds might play a key role in 

antioxidant activity of stevia. Although it was noteworthy remarkable that accumulation of Phenolic compounds, 

antioxidant activity and PAL enzyme activity was in positive correlation, that may be sign of key role of PAL on 

phenolic compounds production. Observed negative correlation of elicitors’ application with callus fresh weight 

indicated that under real or pseudo stress condition the plant cell tried to balance primary and secondary metabolites. 

Based on the obtained results, it can be concluded that poly phenolic compounds production, can be strongly changed 

by application exogenous elicitor compounds. 
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