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Abstract 
In this study, callus formation of Salvia leriifolia Benth by stem and leaf explants in the 
combination of NAA and 2,4-D with Kin and the effect of salicylic acid and methyl 
jasmonate elicitors (50, 100, 150 mM) in callus on some secondary metabolites were 
studied. NAA in combination with Kin had no callus production in   both of stem and 
leaf explants, while the most appropriate callus produced by leaf explant at a 
concentration of 1 mg/L Kin with 2 mg/L 2,4-D. The highest fresh and dry weight, total 
phenol and flavonoids content were observed in calluses treated with 100 μM of 
methylisammonate, however, with increasing salicylic acid concentration, fresh and dry 
weight, total phenol content, flavonoids, rosmarinic acid increased, and the highest 
content of rusamicin acid and caffeic acid was observed in calluses treated with 100 and 
150 μM salicylic acid, respectively .According to the results, it is stated that, by 
optimizing the concentrations of the ellicetors, it is possible to produce the desired 
secondary metabolites of salvia in in vitro conditions. 
Keywords: Salvia leriifolia B., salicylic acid, methyl jasmonate, rosemaric acid,  
caffeic acid 
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ك تأثير ساليسيليك اسيد و متيل جاسمونات بر توليد رزمارينيك اسيد و كافئي
 (.Salvia lerrifolia Benth) اسيد در كشت كالوس نوروزك

 
 2، معصومه مدرس 1حجت اله بداقي ، 1، سميه جوكار *1زيبا قسيمي حق 

  شاورزي، دانشگاه صنعتي شاهرود، شاهرود، ايرانپزشكي، دانشكدة كگروه علوم باغباني و گياه 1
 وم، پرديس شهيد هاشمي نژاد، دانشگاه فرهنگيان، مشهد، ايرانشناسي، دانشكدة علگروه زيست 2

  
  چكيده

كشت ساقه و با جدا (.Salvia leriifolia Benth)نوروزك  دارويي گياه زاييدر پژوهش حاضر، كالوس
ر اث سپس و Kinبا سيتوكينين  D-4 ,2) وNAAستيك اسيد (انفتالن  - 1 ياهيناكسبرگ در تركيب 

ر محتواي برخي در كالوس ب ميكرومولار) 150، 100، 50(اليسيتورهاي ساليسيليك اسيد و متيل جاسمونات 
زايي در جداكشت ساقه و برگ كالوس Kinبا  نفتالن استيك اسيد – 1 هاي ثانويه بررسي شدند.متابوليت

 D-4 ,2گرم بر ليتر ميلي 2با  Kinگرم بر ليتر ميلي 1كشت برگ در غلظت كه با جدانكرد؛ درحالي
 ترين كالوس توليد شد. بيشترين ميزان وزن تر و خشك، محتواي فنل كل و فلاونوئيد درمناسب
ند؛ باوجوداين با افزايش غلظت جاسمونات مشاهده شدمولار متيلميكرو 100با شده هاي تيماركالوس

افزايش داشتند بهساليسيليك اسيد، وزن تر و خشك، محتواي فنل كل، فلاونوئيد، رزمارينيك اسيد روند رو
اسيد هاي تيمارشده با ساليسيليك ترتيب در كالوسو بيشترين مقدار رزمازينيك اسيد و كافئيك اسيد به

ر توليد بكردن غلظت اليسيتورها، ميكرومولار مشاهده شدند. نتايج نشان دادند بهينه 150و  100
  گذارد.اي تأثير ميشيشههاي ثانوية مدنظر در نوروزك در شرايط درونمتابوليت

هاي فتوسنتزي، سورگوم، فنيل آلانين آمونيا لياز، تركيبات فنلي، رنگيزه :يديكل يهاواژه
  ها، كمبود آهن، كمبود بوريدراتكربوه
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  همقدم
متعلق به  (.Salvia leriifolia Benth)نوروزك 

و گياهي چندساله،  (Lamiaceae)خانوادة نعناعيان 
هاي معطر دارد و علفي است كه برگ و گل

ازجمله گياهان باارزش مناطق كويري ايران ازجمله 
از  استان خراسان رضوي و سمنان است. اين گياه

گونة آن  900است كه  (Salvia)جنس مريم گلي 
گونه  17و حدود  انددر سراسر جهان شناسايي شده
. (Hedge, 1986) از آنها بومي ايران هستند

ها و ها، فلاونوئيدها، تاننترپنوئيدها، ساپونين
هاي ثانوية باارزش موجود آلكالوئيدها از متابوليت

 ,Tabatabai Yazdi)در گياه نوروزك هستند 

كه از اين مواد، كافئيك اسيد و رزمارينيك  (1995
اكسيداني در گروه فلاونوئيدها اسيد با خواص آنتي

كافئيك . (Kahkonen et al., 1999)قرار دارند 
هاي مريم گلي، واحد سازندة انواع اسيد در گونه

هاي فنلي از مونومرهاي ساده تا انواع متابوليت
ست و رزمارينيك اسيد هاي اليگومري افراورده
ترين تركيب يمركافئيك اسيد و مهماترين دفراوان

هاي اكسيداني گونهفنلي است كه فعاليت آنتي
علت وجود اين تركيب گلي را بيشتر بهمريم
 ,.Lu and Foo 2002; Kamatou et al)دانند مي

هاي حاصل از . استفاده از كالوس(2008
براي توليد اهكاري مناسب ر بافت گياهيكشت

پايدار با كارايي زياد و بدون وابستگي به فصول 
توليد هايي است. متابوليتكشت گياهي چنين 

اي متأثر از عواملي شيشهكالوس در شرايط درون
كشت، هاي رشد، محيطكنندهمانند ژنوتيپ، تنظيم

كشت و شرايط محيطي نوع كربوهيدرات، نوع جدا
و همكاران  Modarres. (Han et al., 2011)است 

كشت ) در گياه نوروزك با جدا2014، 2013(
گرم بر ليتر ميلي 5حاوي  MSكشت برگ در محيط

گرم بر ليتر ميلي 5) با BAPبنزيل آمينو پورين ( -  6
گرم بر ميلي 1) و NAAنفتالن استيك اسيد ( – 1

با  و D-4 ,2گرم بر ليتر ميلي 3با  Kinليتر 
گرم ميلي 1هايي حاوي جداكشت مريستم جوانة انت

 D-4 ,2گرم بر ليتر ميلي 2با  Kinبر ليتر 
كاربرد اليسيتورهاي زايي مشاهده كردند. كالوس

غيرزيستي يكي از راهكارهاي مهم براي القاي 
هاي متابوليسم ثانويه و افزايش توليد متابوليت

 بافت است.هاي كشتارزشمند درمحيط
ن سازوكارهاي كردزيستي با فعالغيرالسيتورهاي 

هاي هاي ثانويه و پاسخدفاعي، تشكيل متابوليت
كنند. عوامل مختلفي مانند بيش حساس را القا مي

كشت، زمان افزودن غلظت اليسيتور، سن محيط
كشت و مدتي كه محيط يا اليسيتور به محيط

گيرد بر كشت در معرض اليسيتور قرار ميجدا
گذارد أثير ميهاي ثانويه تافزايش توليد متابوليت

(Vasconsuelo and Boland, 2007). 
 متيلو  سيدا ساليسيليك مانند هاييرليسيتوا

ية ثانو يمتابوليتهاافزايش توليد  در تجاسمونا
داراي ارزش دارويي، نقش كليدي دارند و با 

 نمازيه ثانو يمتابوليتها تشكيل دادن بهسرعت
 شكاهها متابوليت زياد يردمقا بهيابي را دست
 .(Singh and Dwivedi, 2018)دهند مي

دانه فعاليت آنزيم ساليسيليك اسيد در گياه سياه
و تركيبات فنلي و  (PAL)فنيل آلانين آمولياز 

كشت  ؛ در(Kabiri et al., 2014)فلاونوئيدي 
 Darvishi et)سلولي پونه، مادة مؤثر بتاكاريوفيلن 

al., 2017) وئيد را بهار مقدار فلاونو در گل هميشه
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و  Samadi. (Pacheco et al., 2013)افزايش داد 
كاربرد ساليسيليك اسيد و متيل ) با 2014همكاران (

تنهايي و باهم در كالوس كنگرفرنگي جاسمونات به
مشاهده كردند متيل جاسمونات و ساليسيليك 
اسيد، افزايش فنيل پروپانوئيد را سبب شد؛ ولي با 

ش چشمگيري در افزايش غلظت اليسيتورها كاه
اينكه گزارشي بهتوجهمقدار فنل كل مشاهده شد. با

نفتالن استيك اسيد با  – 1دربارة اثر اكسين 
-4 ,2و ساقه و برگ  كشتجدادر  Kinسيتوكينين 

D  با سيتوكينينKin پس از  كشت ساقهدر جدا
اثر  زايي وجود ندارد،كردن كالوسبهينه

اسيد و متيل اليسيتورهاي غيرزيستي ساليسيليك 
محتواي فنلي، فلاونوئيدي، جاسمونات بر 

 رزمارينيك اسيد و كافئيك اسيد گياه نوروزك
  بررسي شد.

 
  هامواد و روش

اين آزمايش  اي:شيشهتهية گياهان استريل درون
در دانشكدة كشاورزي دانشگاه صنعتي شاهرود 

هاي برگ و يابي به جداكشتانجام شد. براي دست
ابتدا بذرهاي گياه نوروزك از منطقة ساقة استريل، 

ماه بجستان واقع در استان خراسان رضوي در خرداد
آوري شدند. بذرها پس از انتقال به آزمايشگاه جمع
گراد درجة سانتي 4مدت سه هفته در دماي به

زني بذرها داري شدند تا نياز سرمايي براي جوانهنگه
 روش كردن بذرها بارفع شود. ضدعفوني

Modarres انجام شد. براي  )2007( همكاران و
كردن بذرهاي نوروزك پس از ضدعفوني

جداكردن پوستة سخت آنها در زير هود، ابتدا 
دقيقه  3درصد و سپس  70ثانيه در الكل  30مدت به

درصد قرار داده  3در محلول هيپوكلريت سديم 

بار با آب مقطر استريل  3شدند؛ سپس بذرها 
ستة نازك بذرها با پنس و شويي شدند و پوآب

هاي استريل جدا شد. در اين مرحله، سوزن
هاي متري با پنس و سوزنميليهاي چندرويان

هاي ها جدا و در شيشهاستريل، با دقت از داخل لپه
كشت داده شدند و  MSكشت كشت حاوي محيط
 25±2مدت يك هفته با دماي به شرايط تاريكي به

داده شدند. پس از يك هفته گراد انتقال درجة سانتي
 16هاي با رشد اوليه به اتاق رشد با دورة نوري جنين

 بر متر مربع فوتون ميكرومول 40(ساعت روشنايي 
درجة  25±2ساعت تاريكي و دماي  8و  )ثانيه بر

هفته گياهان  4گراد انتقال يافتند و پس از سانتي
 اي به دست آمدند.شيشهاستريل نوروزك درون

-4 ,2و نفتالن استيك اسيد  – 1 هاياكسينتأثير 

D  باKin هاي زايي از جداكشتدر كالوس
ر زايي، چهاكردن كالوسبراي بهينه ساقه و برگ:

آزمايش فاكتوريل در قالب طرح كاملاً تصادفي با 
كشت ساقه يا و در هر تكرار با پنج جداپنج تكرار 

گرم بر ليتر  30حاوي  MSكشت برگ در محيط
چهار نفتالن استيك اسيد با  – 1انجام شدند. رز ساكا

 D-4 ,2و  گرم بر ليتر)ميلي 3و  2، 1غلظت (صفر، 
سه غلظت با  )5/2و  2، 5/1، 1با پنج غلظت (صفر، 

گرم بر ليتر) ميلي 1و  3/0(صفر،  Kinسيتوكينين 
اي از گياهان نوروزك چهارهفتهشد. استفاده 

متري سانتي 1هاي ساقه و برگ كشتاستريل، جدا
براي توليد كالوس در ها كشتجداتهيه شدند. 

قرار داده  گراددرجة سانتي 2±25تاريكي با دماي 
پس از گذشت چهار هفته صفات شدند. 

 گيري شدند.ها اندازهمورفولوژيك كالوس

 ها:گيري صفات مورفولوژيك كالوساندازه
هفته (اوايل هفتة پنجم)  4پس از گذشت 
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ها مانند درصد اهري كالوسهاي ظويژگي
نوع كالوس  زايي، رنگ، شكل وكالوس

زايي براساس درصد كالوس برداري شدند.يادداشت
هاي داراي كالوس به تعداد نسبت تعداد جداكشت

شده در يك ظرف كشت هاي كشتكشتكل جدا
صورت ميانگين به دست آمد. ميانگين وزن آنها به
گيري وزن اندازهمجموع وزن تر بررسي شد. براي 

هاي مدنظر در ورق آلومينيومي خشك، كالوس
ساعت در آون با  36مدت بندي شدند و بهبسته

گراد قرار داده شدند و درجة سانتي 80دماي 
 درنهايت، وزن كالوس محاسبه شد.

القاي اليسيتورهاي ساليسيليك اسيد و متيل 
زايي، براي كردن كالوسپس از بهينه :جاسمونات

 ي اثر اليسيتورهاي ساليسيليك اسيد و متيلبررس
ميكرومولار)  200و  150، 50جاسمونات (صفر، 

صورت طرح كاملاً تصادفي با سه تكرار آزمايشي به
به توجهبا (هر تكرار با پنج جداكشت) انجام شد.

ناپايداري اين دو ماده در دماي زياد، پس از 
و در كشت در زير هود لامينار كردن محيطاتوكلاو

كشت به كه دماي محيطشرايط استريل، زماني
 گراد رسيد با فيلتر سلولزيدرجة سانتي 45حدود 

كشت اضافه شدند. ميكرون، استريل و به محيط 2/0
شده به اتاقك رشد تاريك با هاي تيماركشتجدا

  همان شرايط نگهداري كالوس انتقال يافتند.
 شبا روسنجش فنل كل  فنل كل:گيري اندازه
 Singleton and)سيوكالتيو انجام شد  -فولين 

Rossi, 1965).  هاي تازه گرم از كالوس 5/0ابتدا
مدت درصد همگن شد و به 80ليتر متانول ميلي 3در 

، شركت WNB 14مدلساعت در بن ماري ( 3

Memmertگراد درجة سانتي 70) با دماي ، آلمان
 قهدور در دقي 9000قرار داده شد؛ سپس با سرعت 

، 5810Rمدل سانتريفيوژ (دقيقه (دو بار)  15مدت به
و عصارة متانولي از  )، آلمانEppendorfشركت 

رسوب جدا شد. اين عصاره براي سنجش فنل كل و 
ميكروليتر عصارة  50فلاونوئيد استفاده شد. به 

سيوكالتيو  -ميكروليتر معرف فولين  500متانولي، 
 500دقيقه  5اضافه شد. به مخلوط حاصل، پس از 

درصد اضافه و  7ليتر محلول سديم كربنات ميكرو
دقيقه با دستگاه اسپكتوفتومتر  10جذب پس از 

موج ، آمريكا) با طولUnico، شركت 2150(مدل 
نانومتر خوانده شد . ميزان تركيبات فنلي  765

برمبناي مقدار جذب ناشي از واكنش عصاره با 
مقايسة آن با سيوكالتيو و براساس  - معرف فولين 

هاي استاندارد گاليك اسيد محاسبه شد. محلول
درصد  80جاي عصاره از متانول براي شاهد نيز به

استفاده شد. آزمايش سه بار تكرار و ميانگين آنها 
  گزارش شد.

لاونوئيد كل فسنجش  :گيري فلاونوئيد كلاندازه
ه بسنجيده شد.  Rutinنيز براساس نمودار استاندارد 

ز اميكروليتر  251ليتر از عصارة متانولي ييك ميل
تر ميكرولي 250درصد و  10محلول آلومينيوم كلريد 

ها در پتاسيم استات يك مولار اضافه و جذب نمونه
د نانومتر خوانده شد و مقدار فلاونوئي 415موج طول

آمده از نمودار استاندارد دستمطابق با رابطة به
  . (Akkol et al., 2008)محاسبه شد 

گيري و عصاره گيري رزمارينيك اسيد:اندازه
) Tepe )2007سنجش رزمارينيك اسيد با روش 

گرم كالوس تر پس  5/0انجام شدند. در اين روش 
خوبي درصد به 50ليتر اتانول ميلي 20از توزين، در 
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درجة  70مدت يك ساعت در بن ماري ساييده و به
روتاري داري شد. پس از آن با گراد نگهسانتي

حلال اتانول از محلول حذف و  )،شركت دنا، ايران(
 70ليتر اتانول ميلي 20هاي كالوس در ماندهباقي

 24مدت درصد حل شد. در اين مرحله محلول به
داري گراد نگهدرجة سانتي -20ساعت در فريزر 

شد. درنهايت، محلول براي فيلترشدن، دو مرتبه از 
ور داده شد و محلول عب 1كاغذ صافي واتمن شمارة 

صاف حاصل از آن تا زمان سنجش رزمارينيك 
گراد منتقل درجة سانتي 4اسيد به يخچال با دماي 

شده درون هاي گرفتهشد. براي سنجش، عصاره
ليتري ريخته و جذب هاي پلاستيكي سه ميليسل

نانومترخوانده شد. غلظت  327موج آنها در طول
ا نمودار استاندارد رزمارينيك اسيد در هر نمونه ب
گرم بر گرم وزن تر رزمارينيك اسيد برحسب ميلي

درصد استفاده  70محاسبه شد. براي شاهد از اتانول 
 شد. 

براي سنجش كافئيك  گيري كافئيك اسيد:اندازه
ستفاده ) ا1992( و همكارانSauvesty اسيد، روش
درصد با نسبت  80ها روي يخ و با متانول شد. نمونه

تا ايجاد يك محلول همگن  5/1زني و -حجمي 
مدت سه ساعت در ساييده شدند. همگناي حاصل به

گراد هم زده شد؛ سپس درجة سانتي 40دماي 
دور در دقيقه  10000دقيقه با سرعت  45مدت به

سانتريفيوژ و از روشناور حاصل براي سنجش 
هاي ليتر از عصارهميلي 1كافئيك اسيد استفاده شد. 

ليتر معرف ميلي 1رصد برداشته و به آن د 80متانولي 
درصد و سديم نيترات  10سديم موليبدات (آرنو 

 1مولار و  1ليتر سديم هيدروكسيد ميلي 1درصد)، 
مولار افزوده شد  1/0ليتر هيدروكلريك اسيد ميلي

ها ليتر رسيد؛ سپس نمونهميلي 10تا حجم نهايي به 
 490ورتكس شدند و بلافاصله جذب آنها در 

 1جاي عصاره، نانومتر خوانده شد. در نمونة شاهد به
 .درصد اضافه شد 80ليتر متانول ميلي

  
  و بحث نتايج

در  Kinبا  نفتالن استيك اسيد – 1اثر اكسين 
 زايي با جداكشت ساقه و برگ:كالوس

هاي ساقه و برگ گياه نوروزك پس از كشتجدا
تيك نفتالن اس – 1هاي مختلف چهار هفته در غلظت

 .Sزايي نشان ندادند. در گياه ،كالوسKinو  اسيد

nemoroza كشت برگ مطابق با نتايج اين با جدا
 Ewa and)زايي مشاهده نشد آزمايش كالوس

Halina, 2004) كه در درحالي؛S. canariensis  با
نفتالن استيك  – 1در محيط حاوي جداكشت ساقه 

ن بنزيل آمينو پوري - 6اسيد در تركيب با 
 ,Mederos-Molin)زايي مشاهده شد كالوس

2004) . 

جدا زايي با در كالوس Kinبا D-4 ,2 اثر اكسين 
نتايج محاسبة ميزان  :و برگساقه  هايكشت
و  Kin هاي مختلفزايي در ساقه در غلظتكالوس
2, 4-D  2 گرم بر ليترميلي 1نشان دادند در غلظت, 

4-D كه اليزايي مشاهده نشد؛ درحهيچ كالوس
زايي و وزن تر و خشك در بيشترين ميزان كالوس

گرم بر ميلي 3/0با  D-4 ,2گرم بر ليترميلي 2تيمار 
ها هيچ به دست آمد. نتايج بافت كالوس Kinليتر

ها متراكم تفاوتي بين تيمارها نشان ندادند و كالوس
 3/0و  1ها در تيمار بودند؛ ولي رنگ كالوس

و  5/1هاي ترتيب در غلظتهب Kinگرم بر ليتر ميلي
كرمي و در ساير تيمارها  D-4 ,2گرم بر ليتر ميلي 2

  ).1سفيد بودند (جدول 
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زايي در برگ در نتايج محاسبة ميزان كالوس
نشان دادند در  D-4 ,2و  Kin هاي مختلفغلظت

هيچ  D-4 ,2گرم بر ليترميلي 5/1و  1غلظت 
زايي مشاهده نشد. بيشترين ميزان كالوس

 2زايي و وزن تر و خشك در تيمار الوسك
به  Kinگرم بر ليترميلي 1با  D-4 ,2گرم بر ليترميلي

رنگ و هاي كرمدست آمد. در همة تيمارها كالوس
  ).2متراكم مشاهده شدند (جدول 

  
  Kinو  D-4 ,2حاوي  MSهاي ساقه در محيط شتهاي حاصل از جداكهاي كالوسزايي و ويژگيمقايسة مقدار كالوس -1جدول

گرم نوع تيمار (ميلي
  بر ليتر)

زايي پسمقدار كالوس
  از سه هفته (درصد)

 وزن تر كالوس
 (گرم)

وزن خشك 
 كالوس (گرم)

هاي بافت ويژگي
  كالوس

2, 4-D 0, Kin0  e0 e0 d 0  -  
2, 4-D 1, Kin 0.3  e0 e0 d 0  - 

2, 4-D 1, Kin 1  e0 e0 d 0  - 

2, 4-D 1.5, Kin 0.3  c8/1±33/58 b02/0±31/0 b 003/0 ± 025/0  رنگ، متراكمسفيد 

2, 4-D 1.5, Kin 1  c5/1±57 d01/0±09/0 c 001/0 ± 004/0 رنگ، متراكمكرم 

2, 4-D 2, Kin 0.3  b3/1±67/66 b036/0±32/0 b 002/0 ± 025/0  رنگ، متراكمكرم 

2, 4-D 2, Kin1  c4/1±33/58 c03/0±25/0 b 001/0 ± 024/0 رنگ، متراكمسفيد 

2, 4-D 2.5, Kin 0.3  a7/2±75 a08/0±03/1 a 005/0 ± 083/0  رنگ، متراكمسفيد 

2, 4-D 2.5, Kin 1  d1/1±52 c01/0±27/0 b 002/0 ± 021/0 رنگ، متراكمسفيد 

  هستند. LSDبا آزمون  داريمعن كنندة تفاوتمتفاوت بيانحروف  .هستند SE ±ر (هر تكرار پنج جداكشت) تكرا پنج نيانگيم ر،يمقاد
  

در پژوهش حاضر، القاي كالوس در ساقه و 
برگي)  6تا  5اي (هفته 4برگ گياهان نوروزك 

حاصل از كشت رويان، انجام شد كه با نتايج 
 Salviaهاي جنس هاي قبلي در گونهگزارش

-Kintzios et al., 1999; Mederos)راستا است هم

Molina, 2004)كشت ساقه و . در هر دو جدا
 D-4 ,2هاي زياد برگ، القاي كالوس در غلظت

ميلي گرم بر ليتر  2هاي كمتر از انجام شد و غلظت
در برگ تأثيري نداشتند؛ هرچند با جداكشت ساقه 

زايي كالوس D-4 ,2گرم بر ليتر ميلي 1در غلظت 
ي در زايمشاهده شد. بيشترين ميزان كالوس

درصد  100در صد و در برگ،  75كشت ساقه، جدا

زايي فراوان در برگ، بر كالوسبود كه علاوه
-Mederosتر و بهتر بودند. ها بزرگكالوس

Molina )2004 و (Kintzios ) 1999و همكاران (
گزارش  canariensisنتايج مشابهي در گونة 

و  D-4 ,2زمان از طوركلي استفادة همكردند. به
Kin 4 ,2هاي زياد با نسبت-D  بهKin  بر

زايي در جداكشت هاي برگ گياه كالوس
نوروزك تأثير بسزايي دارد پس نوع، غلظت اكسين 

زايي مؤثر هستند. به نظر و جداكشت بر كالوس
شده براي القا و رشد رسد شرايط محيطي انتخابمي

ها بافت كه كالوسطورياند؛ بهكالوس مناسب بوده
و رنگ سفيد تا كرمي به متراكم 
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  Kinو D-4 ,2حاوي  MSهاي ساقه در محيط شتهاي حاصل از جداكهاي كالوسزايي و ويژگيمقايسة مقدار كالوس -2جدول 
گرم بر نوع تيمار (ميلي

  ليتر)
زايي پس از سهمقدار كال

  هفته (درصد)
وزن تر كالوس 

 (گرم)

وزن خشك 
 كالوس (گرم)

 هايويژگي
  بافت كالوس

2, 4-D 0,Kin0 0 e 0 e0 d - 
2, 4-D 1,Kin 0.3 0 e0 e0 d - 

2, 4-D 1,Kin 1 0 e0 e0 d - 

2, 4-D 1.5 ,Kin 0.30 e0 e0 d - 

2, 4-D 1.5 ,Kin 10 e0 e0 d - 

2, 4-D 2 ,Kin 0.3 65/4±8/8c 0/24±0/06d 0/017±0/004c 
رنگ، كرم

 متراكم

2, 4-D 2 ,Kin 1 100±0a 2/3±0/12a 0/163±0/009a رنگ، كرم
 متراكم

2, 4-D 2.5 ,Kin 0.3 22±4/5d 0/29±0/04c 0/021±0/002c رنگ، كرم
 متراكم

2, 4-D 2.5 ,Kin 1 81/69±8/9b 0/76±0/08b 0/082±0/006b رنگ، كرم
 متراكم

  .هستند LSDبا آزمون  داريمعن تفاوت كنندةمتفاوت بيانحروف  .هستند SE ±ر (هر تكرار پنج جداكشت) تكرا پنج نيانگيم ر،يمقاد
  

 1سبت به ن D-4 ,2دست آوردند. تفاوت در كارايي 
حاضر ممكن نفتالن استيك اسيد در پژوهش  –

سو به ساختار اين تركيبات و از سوي است از يك
هاي اكسين در شدن گيرندهديگر به تخصصي

هاي مختلف گياهان براي نوع اكسين مربوط بافت
كه رحاليدتركيبي فنوكسي است؛  D-4 ,2باشد كه 

نفتالن استيك اسيد تركيبي نفتاليني است  – 1
(Moore, 1989). 

هاي تيمارشده با صفات مورفولوژيك كالوس
آمده از اين آزمايش، دستنتايج به اليسيتورها:

نشان دادند اليسيتورهاي ساليسيليك اسيد و متيل 
نداشتند و  زاييجاسمونات تأثيري بر ميزان كالوس

زايي مشاهده درصد كالوس 100ها در همة محيط
هاي ها نشان داد نخستين تودهشد. بررسي جداكشت

روز پس از كشت ايجاد شدند و با  10كالوس، 
هاي بزرگ روند افزايش دوره تا چهار هفته كالوس

ها با گذشت زمان از تشكيل شدند. رنگ كالوس
سبز به كرمي در حال تغيير بود كه البته تغيير رنگ 

شده با ساليسيليك هاي تيماركشتبه كرمي در جدا
اسيد كمتر و در تيمار متيل جاسمونات و شاهد بيشتر 

 ACCبودند. ساليسيليك اسيد از فعاليت آنزيم 
به كاهش توليد اتيلن منجر  كند كهسنتاز ممانعت مي

دنبال آن از تخريب كلروفيل در شود و بهمي
. اثر (Li et al., 1992)شود ها جلوگيري ميسلول

كمتر متيل جاسمونات بر جلوگيري از تغيير رنگ 
كالوس نسبت به ساليسيليك اسيد ممكن است 

 bو  aكنندگي غيريكسان كلروفيل علت محافظتبه
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ل جاسمونات در حفظ محتواي و توانايي كمتر متي
  . (Hanaka et al., 2015)باشد  bكلروفيل 

و  167/4ترتيب بيشترين وزن تر و خشك به
ميكرومولار متيل  100گرم در تيمار  2750/0

 83/1جاسمونات مشاهده شدند و كمترين وزن تر (
گرم) در كالوس شاهد و كمترين وزن خشك 

متيل  ميكرومولار 50گرم) در تيمار  1643/0(
ها جاسمونات حاصل شد. وزن تر و خشك كالوس

افزايش بهبا افزايش غلظت ساليسيليك اسيد روند رو
). نتايج پژوهش حاضر با 1داشتند (شكل 

هاي قبلي مبني بر ارتباط مستقيم بين گزارش
ها و فعاليت ساليسيليك اسيد، تحريك سلول

متابوليسم اوليه در كالوس روناس مطابقت دارند 
(Bulgakov et al., 2002) نوع تركيب، غلظت .

كنندة وجود يا ساليسيليك اسيد و گونة گياه، تعيين
كنندگي و هاي القانبود ارتباط مستقيم بين غلظت

هاي متابوليسمي اوليه هستند كه به القاي فعاليت
 ,Namdeo)شوند ها منجر ميافزايش وزن سلول

 150و  100. تيمارهاي متيل جاسمونات (2007
مولار نسبت به شاهد وزن تر و خشك ميكرو
هاي ها را افزايش دادند. در كشت كالوسكالوس

رودندرون هندي، افزايش وزن تر و خشك كالوس 
با افزايش غلظت متيل جاسمونات همراه بود كه با 

 Suan See et)نتايج پژوهش حاضر مطابقت دارد 

al., 2011)فاده ها نشان دادند است. برخي از بررسي
كنندگي هاي زياد جاسمونات اثر تحريكاز غلظت

و بازدارندگي بر رشد و فعاليت متابوليك گياهان 
دارد و آثار بازدارندگي مشابه آبسزيك اسيد و 

دهد كه تأييدكنندة نتايج اتيلن از خود نشان مي
ميكرومولار متيل  150پژوهش حاضر در غلظت 

 Swiatek et al., 2003 and)جاسمونات است 

Chong et al., 2005).  
  

مقادير،  -كالوس برگ گياه نوروزك (B)و وزن تر  (A)و متيل جاسمونات بر وزن خشك  (SA)تأثير ساليسيليك اسيد  - 1شكل 
  هستند. LSDبا آزمون  داركنندة تفاوت معنيت بيانهستند. حروف متفاو SE ±ميانگين سه تكرار (هر تكرار پنج جداكشت) 

  
بيشترين ميزان فنل و فلاونوئيد  2به شكل توجهبا

 100هاي تيمارشده با غلظت كل در كالوس
مولار متيل جاسمونات وكمترين ميزان، در ميكرو
هاي شاهد مشاهده شد. محتواي فنل و كالوس

سيد فلاونوئيد كل با افزايش غلظت ساليسيليك ا
كه اين طوريافزايش نشان دادند؛ بهبهروند رو

مولار ساليسيليك اسيد ميكرو 150مقادير در غلظت 
برابر شاهد افزايش نشان  2و  5/3ترتيب حدود به
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). افزايش محتواي فنل كل و 2دادند (شكل 
فلاونوئيد با تيمار ساليسيليك اسيد در پژوهش 

بيان ينهاي قبلي در شيرحاضر با نتايج بررسي
(Shabani and Ehsanpour, 2010) گل ،

 فرنگي، كنگر(Pacheco et al., 2013)بهار هميشه
(Samadi et al., 2014) دانه و سياه(Kabiri et al., 

هاي متيل مطابقت دارد و با غلظت (2014
و همكاران  Samadiهاي جاسمونات، با پژوهش

)2014 ،(Mehrabani ) و 2013و همكاران (Kim  و
چالكون سنتاز راستا است؛ زيرا ) هم2006همكاران (
متيل  با ندكساز فلاونوئيدها را توليد ميكه پيش

  .(Pinot et al., 1998)د شوجاسمونات القا مي
  

مقادير،  -كالوس برگ گياه نوروزك (B)و فنل كل  (A)لاونوئيد كل تأثير ساليسيليك اسيد و متيل جاسمونات بر مقدار ف - 2شكل 
  هستند. LSDدار با آزمون كنندة تفاوت معنيهستند. حروف متفاوت بيان SE ±ميانگين سه تكرار (هر تكرار پنج جداكشت)

 

نتايج پژوهش حاضر نشان دادند مقدار كافئيك 
طبيعي بسيار ناچيز طوراسيد در گياه نوروزك به

كه با تيمار ساليسيليك اسيد افزايش است؛ درحالي
چشمگيري نسبت به شاهد داشته است؛ ولي با 

كاهش داشته است و بهافزايش غلظت، روند رو
مولار مشاهده ميكرو 50بيشترين كاهش، در غلظت 

شد. نتايج مربوط به اثر متيل جاسمونات بر محتواي 
 150كافئيك اسيد نشان دادند تنها غلظت 

مولار متيل جاسمونات ميزان كافئيك اسيد را كرومي
). نتايج A-3نسبت به شاهد افزايش داد (شكل 

مقايسة ميانگين اثر ساليسيليك اسيد بر محتواي 
رزمارينيك اسيد نشان دادند با افزايش غلظت 
ساليسيليك اسيد، مقدار رزمارينيك اسيد نيز روند 

 150لظت كه با غطوريافزايش داشته است؛ بهبهرو

ميكرومولار ساليسيليك اسيد، بيشترين ميزان 
رزمارينيك اسيد حاصل و كمترين ميانگين در 
شاهد مشاهده شد. همة تيمارهاي متيل جاسمونات 
نيز افزايش ميزان رزمارينيك اسيد را نسبت به شاهد 
سبب شدند؛ ولي نسبت به تيمارهاي ساليسيليك 

ين ماده اسيد تأثير كمتري بر افزايش محتواي ا
  ). B-3داشتند (شكل 

هاي حاصل از سنجش مقدار كافئيك اسـيد داده

هــاي قبلــي در در پــژوهش حاضــر بــا نتــايج گزارش

ــاه  (Samadi et al., 2014)كنگرفرنگــي   وگي

Salvia miltiorrhiza (Dong et al., 2010) 
دهنـد ها نشـان ميراستا هستند. بسياري از بررسيهم

  و متيل جاسمونات خارجي  افزودن ساليسيليك اسيد
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 - كالوس برگ گياه نوروزك (B)و زمارينيك اسيد  (A)تأثير ساليسيليك اسيد و متيل جاسمونات بر مقدار كافئيك اسيد  -3شكل 
  هستند. LSDبا آزمون  داركنندة تفاوت معنيحروف متفاوت بيان هستند. SE ±مقادير، ميانگين سه تكرار (هر تكرار پنج جداكشت) 

  
هاي غشـا سـبب توليـد احتمالاً با اتصـال بـه گيرنـده

ــروتئين كينازهــا، ساليســيليك اكســيژن هاي فعــال، پ
 ,.Andi et al)شـود اسـيد و متيـل جاسـمونات مي

2001; Raman and Ravi, 2011) رو بـا ايـنو از
ــأثير مســتقيم ايــن تغي ــر رونويســي ژنت هــا و يــرات ب

هـاي ثانويــه، هـاي دخيـل در ســاخت متابوليتآنزيم
دهند. درواقع متيـل توليد اين تركيبات را افزايش مي

جاسمونات و ساليسيليك اسيد با تأثير بر آنزيم فنيـل 
كردن مسير فنيل پروپانوئيدي آلانين آمونيالياز، فعال

وند شــو افــزايش توليــد تركيبــات فنلــي را ســبب مي
(Wang et al., 2009; Wen et al., 2005).  

 
  بنديجمع

 ,2نفتالن استيك اسـيد و  – 1استفاده از اكسين 

4-D كشت زايي با جداپس از چهار هفته در كالوس
 – 1ساقه و برگ گيـاه نـوروزك نشـان داد اكسـين 

 Kinهـاي مصـرفي بـا نفتالن استيك اسـيد بـا غلظت
ـــد نكـــرد؛ درحالي در  D-4 ,2كـــه كـــالوس تولي

كشت ساقه نسبت به جداكشت برگ بـا غلظـت جدا
به بافـت و انـدازة كمتر، كالوس توليد كرد و باتوجه

 1كشـت بـرگ بـا غلظـت هاي حاصل، جداكالوس
 D-4 ,2گـرم بـر ليتـر ميلي 2با  Kinگرم بر ليتر ميلي

ترين كالوس را توليد كرد كه در بررسي اثـر مناسب
د و متيل جاسـمونات از اليسيتورهاي ساليسيليك اسي

آن استفاده شد. در آزمـايش حاضـر نشـان داده شـد 
هاي ثانويه در گياه نوروزك به ميزان توليد متابوليت

غلظت محرك محيط بستگي دارد. همچنين افزايش 
هاي محرك بيش از مقدار معمول، افزايش متابوليت

هاي ثانويه ثانويه را در بر ندارد؛ بلكه توليد متابوليت
كردن غلظــت دهــد؛ بنــابراين بــا بهينــهكــاهش مي را

ــرك در محيط ــتمح ــدون دس ــت، ب ورزي در كش
هاي ثانوية ساختار ژنتيكي گياه ميزان توليد متابوليت

  يابد.مدنظر افزايش مي
  

  سپاسگزاري
 ةاز مســـئولان و كاركنـــان دانشـــكد در اينجـــا

 كـردنبابت فراهمكشاورزي دانشگاه صنعتي شاهرود 
 سپاسگزاري ژوهش حاضرپ انجام براي امكانات لازم

  شود.مي
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