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چکیده
Betula pendula(توسگیاهسلولیسوسپانسیونکشتازاستفادهبااسیدبتولینیکوبتولینتولیدافزایشهدفباپژوهشاین 

Roth.(شد.بررسیروزه16دورهطیسلولیرشدابتداتحقیقایندر.شدانجاماسیدسالیسیلیکوجاسموناتمتیلهايمحركو
،0،100هاي غلظت(دراسیدسالیسیلیکومیکرومولار)200و0،50،100،150هاي غلظت(درجاسموناتمتیلمحركدوسپس
اعمالازپسروز7و1،2،3،5هاسلولوشدنداضافهروزه8هاي کشتمحیطبهجداگانهطوربهمیکرومولار)400و200،300

دستگاهازاستفادهبااسیدبتولینیکون یبتولمیزانوشدبررسیهاسلولمانیزندهدرصدوخشک،تروزن.ندشدبرداشتتیمارها
HPLCه،مؤثرمادهمیزانبرراجاسموناتمتیلواسیدسالیسیلیکمختلفهايغلظتدارمعنیافزایشآمدهدستبنتایج.شدارزیابی

غلظتتأثیر تحتخشک)وزنگرمبرگرممیلی5/2(بتولینمیزانحداکثرکهيطوربه.دادنشانهاسلولخشکوتروزن
میزاندرهمچنینداد.نشانافزایششاهدبهنسبترببرا4کهشدمشاهدهتیماراعمالازپسروزدوسالیسیلیک،میکرومولار100

حدودشاهد،بهنسبتبرابري5/4افزایشاسیدسالیسیلیکمیکرومولار200تیماراعمالازپسروزیکاسید،بتولینیک
روزهفتمیکرومولار،50غلظتدرجاسموناتمتیلتأثیر تحتبتولینمحتويبیشترینشد.مشاهدهخشکوزنگرمبرگرممیلی5

غلظتدراسیدبتولینیکسطححداکثرهمچنینآمد.دستبخشکوزنگرمبرگرممیلی3/2میزانبهغلظت،ایناعمالازپس
مجموعدرشد.مشاهدهخشکوزنگرمبرگرممیلی3میزانبهغلظتایناعمالازپسروزدوجاسمونات،متیلمیکرومولار100
بود.جاسموناتمتیلتیمارازبیشترداريمعنیطوربهاسیدبتولینیکوبتولینتولیدبراسیدسالیسیلیکتیمارتأثیر 

.HPLCمحرك،اسید،بتولینیکبتولین،کلیدي:هايواژه

Archive of SID

www.SID.ir



جاسمونات و سالیسیلیک اسید بر ...تأثیر متیل1038

مقدمه
Betula(توسگونه pendula Roth.(خانوادهاز

Betulaceae،ایناست.ایراندرتوسگونهسهازیکی
تاریخچهدارايارزشمندداروییگیاهانازجملهگونه

بتولینیکوبتولینآید.میشماربهسنتیبطدرطولانی
ترپنوئیدترينوعدو)lupan(لوپانمشتقاتازاسید

آنمنبعترینغنیوتوسجنسپوستدرارزشمند
سرطانمرکزدردرمانبرايمعمولطوربهبتولینباشند.می

Yin(گیردمیقراراستفادهموردچینملی et al., 2013.(
فازدرآمیزيموفقیتصورتبهاسیدبتولینیکازعلاوهبه

استفادهایدزدرمانبرايمسريهايبیماريشاخهداروهاي
Smith(شودمی et al., وبتولینتولیداصلیمنبع).2007

بادیگر،طرفازباشد.میدرختپوست،اسیدبتولینیک
درتوسهايرویشگاهبودنالعبورصعبومحدودبهتوجه
گونهاینانقراضخطرحالعیندروایران،

)I.U.C.N., برايتوسپوستازاستفادهامکان)،2001
وثانویهي هامتابولیتتولیدندارد.وجودشدهذکراهداف

ازیکیسلولیسوسپانسیونکشتطریقازگیاهاندرنادر
ي بالاياقتصادارزشبودندارادلیلبهکهاستهاییزمینه

صورتبههاترکیبيورآفريبالاهزینهیاوهاترکیباین
Sato(استگرفتهقراراستفادهموردگسترده et al., 2001(.

معمولاًکهالیسیتورهایاهامحركيبکارگیرآنبرعلاوه
ثانویهيهامتابولیتافزایشدرراهبردهاترینموفقازیکی

فیزیکیوشیمیاییي هاتنشصورتبه،شوندمیمحسوب
تولیدمعمولیحالتدرکهي اثانویهي هامتابولیتتولیددر

استفادهموردشوند،میتولیدپایینیغلظتدریاوشوندنمی
Neumann(گیرندمیقرار et al., 2009(.

استمهممحركيهامولکولازیکیاسیدکیلیسیسال
مشخصیگروهيسازفعالطریقازراگیاهدفاعیسیستمکه
سیستمیکمقاومتتوسعهودفاعبامرتبطيهاژناز

دیاسکیجاسمونایجاسموناتلیمتکند.میتحریک
نقشاهانیگدرتنشبهوابستهرشدکنندهمیتنظعنوانبه
رسانپیامهايترکیبعنوانبههاجاسمونات.دارديدیکل

ثانویهيهامتابولیتتجمعبهمنجرکهءالقایندافردريکلید

Mehrabani(اندشدهمعرفیشود،می et al., 2012.(
کشتدرراترپنوئیدهاتريتولیداسیدجاسمونیک

Perillaمانندمختلفگیاهانسلولیسوسپانسیون

frutescens)Wang et al., Scutellariaو)2004

baicalensis)Yoon et al., اند.دادهافزایش)2000
درراتاکسولمیزانجاسموناتمتیلودیاسکیلیسیسال

.T(سرخدارمختلفهايگونه chinensis،T. cuspidateو
T. media(انددادهافزایش)Mirjalili & Linden, ؛ 1995

Yu et al., 2001.(
هايسلولايشیشهدرونکشتاخیر،سالچندطی

.Bگونهتوس platyphylla،ترپنوئیدهاتريتولیدهدفبا
همکارانوFanتوسطاسیدبتولینیکوبتولینویژهبه
يهابررسیبراساساست.شدهانجام)2010،2013(

اسیدبتولینیکوبتولیندیتولبریمبنی گزارششده،انجام
گونهساقهپوستازاستفادهباسلولیسوسپانسیونکشتدر

B. pendulaهامحركازاستفادهباآنافزایشامکانو
هدفبابیشترتحقیقاتبهنیازرو از ایناست.نشدهارائه

احساسکاملاًحاصلمشتقاتتجاريوداروییکاربرد
وبتولینتولیدمحوریتباپژوهشاین بنابراینشود.می

سلولیسوسپانسیونکشتتکنیکازاستفادهبااسیدبتولینیک
،غیرزیستیهايمحركباهمؤثرمادهدواینمیزانافزایشو

مادهاینحداکثرتولیدبراي بهینهراهکاريارائهنهایتدر
کیتحردرمؤثرفاکتورهايتحقیقاین در.شدانجامهمؤثر

طولمحرك،عاملغلظتشاملی سلولونیسوسپانسکشت
گرفتند.قراربررسیموردکشتسنوکیتحرزمان

هاروشومواد
هايپایهازمترمیلی10تا7قطربهساقههاينمونه

.Bمادري pendulaکتولآبادعلیمرزکوهسیاهمنطقهدر
متر2500تا2000ارتفاعیدامنهازگلستاناستاندرواقع
باشستشوصورتبهسازيسترونپیشتیمارهاي.ندشدتهیه
دقیقهسهمدتبهظرفشوییمایعدردادنقرارجاري،آب

بنومیلکشقارچلیتردرگرمچهارباضدعفونیبعد و
شاملسازيسترونتیمارهايوشدانجامدقیقه45مدتبه
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جیوهکلریددردادنرقرامقطر،آبباشستشومرتبهسه
آببامجددشستشويمرتبهسهودقیقه7مدتبه1/0%

,Nazari(شداعمالمقطر ازاستفادهباکالوس،ءالقا).2012
شدهسازيبهینهپایهکشتمحیطدرساقهپوستریزنمونه

NT)Nagata-Takebe(آگار،%8/0ساکارز،%3باpH

لیتربرگرممیلی5/2هورمونیترکیبو7/5برابر
2-4,D)2,4-dichlorophenoxyacetic acid(و

)BAP)6-benzylaminopurineلیتربرگرممیلی5/0
وگرادسانتیدرجه24دماییشرایطدرهانمونهشد.انجام
رشداتاقکدرتاریکیروشنایی:ساعت8:16نوريدوره
تولیدشدند.بازکشتباریکهفتهچهارهروگرفتندقرار
جامدکشتمحیطدرمناسبرشدبایکنواختکالوستوده
.شدانجامماه9ازپس

آزمایشهورمونیترکیبوکشتمحیطاز
شدهتولیدکالوسقطعاتازوآگاربدونزایی،کالوس

کشتمحیطبهانتقالباسلولیسوسپانسیونتهیهيبرا
يهاارلندرسوسپانسیونآزمایش.شداستفادهمایع
سرعتباشیکريروکشتمحیطلیترمیلی50يحاو
انجامگرادسانتیدرجه26ي دماودقیقهدردور100
پسشد.انجامباریکروز12هرهاسلولبازکشتوشد
رشدمنحنیبررسیمنظوربهمتوالی،بازکشتبار5از

حاويهايارلندرهاسلولازگرمنیمکشت،سلولی
هاسلولبرداشت.شدانجامکشتمحیطلیترمیلی30
16و2،4،6،8،10،12،14هايزماندرترتیببه

ازیکهربراينمونهسهتعدادبهکشتازپسروز
درصدوخشکوتروزنوگردیدانجامتیمارها

سالیسیلیک،محركدوشدند.بررسیهاسلولمانیزنده
Salicylic(اسید acid(100،200صفر،هايغلظتدر ،
Mehri(میکرومولار400و300 Rad, و)2014
Methyl(جاسموناتمتیل Jasmonate(هايغلظتدر
Yin(میکرومولار200و50،100،150صفر، et al.,

یک،سلولیرشدمنحنیآمدنبدستبا.شدتهیه)2014
کشتمحیطلیترمیلی30حاويهايارلنبهسلولگرم

تکرارسهبرداشتزمانوغلظتهربرايشد.دادهانتقال

بهتوجه(باءالقامناسبزماندرشد.گرفتهنظردر
باهامحركکشت)،هشتمروزدرسلولیرشدمنحنی
،1،2ازپسوشدنداضافههاسلولبهمشخصغلظت

مانیزندهدرصدصفاتشدند.برداشتروز7و3،5
تیمارهريبراسلولی،تودهخشکوتروزنوهاسلول

بررسیمنظوربه.ندشديگیراندازهسوسپانسیونی
ازمیکرولیتر20برداشتازپسها،سلولمانیزنده

بعدولامرويبرآندادنقراروسلولیسوسپانسیون
آنهاشمارشوهاسلولمشاهدهبلو،متیلباآمیزيرنگ

شد.انجام40نماییبزرگبامیکروسکوپتوسط
فقطزندههايسلولدروشدندآبیکاملاًمردههايسلول
طیمحازهاسلولجداسازيشد.مشخصسلولیدیواره
ازاستفادهباي کرومتریم42مشلونیناتوسطکشت

توزین،ازپسوشدانجاممکشطیشرادربوخنرفیق
شدند.خشکگرادسانتیدرجه50دمايدر

،اسیدبتولینیکوبتولینمیزانتخمینبراي 
HPLCمتانولباتیمارهرازحاصلخشکهايسلول

HPLCدستگاهبهتزریقبرايوشدگیريعصاره

دادهعبورمیکرومتر2/0فیلتراز)ژاپن- آلمانهیتاچی(
متر)میلی6/4درC18)250استفاده،موردستون.شد

رويدستگاهموجطولبود.ستونمنافذمیکرومتر5با
یکحلالجریانسرعتشد.تنظیمنانومتر210
متحركفازازوشدگرفتهنظردردقیقهبرلیترمیلی

آب،واستونیتریلهايحلالباایزوکراتیکصورتبه
بتولینیکوبتولینمیزانشد.استفاده86:14نسبتبه

زیرسطحبراساسبررسیموردهاينمونهدراسید
آنهااستانداردمنحنیازاستفادهباآمدهدستبمنحنی

Zhao(شدمحاسبه et al., صورتبهنتایج).2007
غلظتمحرك،نوععاملسهبافاکتوریلآزمایش
باتصادفیکاملاًطرحقالبدربرداشتزمانومحرك

SPSSافزارنرمازاستفادهباتکرارسه آنالیزمورد16.0
ازاستفادهباهادادهمیانگینمقایسهوگرفتقرارآماري
احتمالسطحدر)LSD(دارمعنیاختلافحداقلآزمون

.شدانجام5%
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نتایج
هايریزنمونهکشتازشدهتشکیلکالوس،1شکلدر
سوسپانسیونکشتهمچنینوتوسساقهپوستقطعات
هورمونیترکیبحاويNTکشتمحیطدرتوسسلولی

BAPلیتربرگرممیلی5/0وD,4-2لیتربرگرممیلی5/2

تر،وزنسلول،رشدمیزانبررسیبرايشود.میمشاهده
هايزماندرهاسلولمانیزندهدرصدوخشکوزن

روزتا،2شکلبهتوجهباشد.بررسیمتفاوتبرداشت
صعوديروندهاسلولمانیزندهدرصدوتروزنهشتم
مانیزندهمیزانوگرم)میلی1103(تروزنحداکثروداشت
بعد،بههشتمروزازولیبود،روزهمیندر)%92(هاسلول
کاهشهاسلولمانیزندهدرصدوشدکندترهاسلولرشد

یافت.

.Bگونه)b(سلولیسوسپانسیونکشتو)a(زاییکالوس-1شکل pendulaکشتمحیطدرNT

.Bسلولیسوسپانسیونکشتدرهاسلول)b(مانیزندهدرصدو)a(خشکوتروزنرشد،منحنی-2شکل pendula

درصدوخشکوزنتر،وزنفاکتورهايتغییرات
واسیدسالیسیلیکمحركدوتأثیر تحتهاسلولمانیزنده
هايبرداشتزمانومختلفهايغلظتباجاسموناتمتیل

تجزیهنتایجبراساسگرفت.قراربررسیموردمتفاوت
تحتبررسیموردفاکتورهايتمام)،1(جدولواریانس

درهاسلولبرداشتزمانومحركغلظتمحرك،نوعتأثیر 
متقابلاثراتمورددربودند.دارمعنی%1احتمالسطح

هاسلولخشکوزنوتروزنبررسی،موردفاکتورهاي

وسلولیبرداشتزمانومحركنوعمتقابلاثرتأثیر تحت
گانهسهمتقابلاثرتأثیر تحتهاسلولخشکوزنهمچنین

اختلافسلولیبرداشتزمانومحركغلظتمحرك،نوع
تحتهاسلولتروزنکهطوري. بهندادندنشانداريمعنی

زمانومحركغلظتمحرك،نوعگانهسهمتقابلاثرتأثیر 
سایروبوددارمعنی%5احتمالسطحدرسلولیبرداشت

%1احتمالسطحدربررسیموردفاکتورهايمتقابلاثرات
).1(جدولبودنددارمعنیآمارياختلافداراي
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هايسلولمانیزندهدرصدوخشکوزنتر،وزنواریانستجزیهازحاصلمربعاتمیانگین-1جدول
B. pendulaهاسلولمتفاوتهايبرداشتزمانومحركغلظتمحرك،نوعتأثیر تحت

خشکوزنتروزنسلولمانیزندهآزاديدرجهتغییراتمنبع
A(1**24/1314**92/195625**43/3192(محركنوع

B(4**77/1623**16/1231855**48/16456(محركغلظت
C(4**97/1744**16/115931**43/1478(سلولیبرداشتزمان

A×B4**03/199**09/34323**34/455
A×C4**86/241ns7/4610ns693/0
B×C16**66/48**91/42055**77/559

A×B×C16**54/50*09/7232ns19/78
10086/903/19389/38خطا

دارمعنیتفاوتوجودعدم:ns،%5احتمالسطحدردارمعنی:*،%1احتمالسطحدردارمعنی:**

مختلفهايغلظتاثرمیانگینمقایسهنتایجبهتوجهبا
زمانوجاسموناتمتیلواسیدسالیسیلیکتیمارهاي
هايسلولمانیزندهدرصدبرمتفاوتهايبرداشت

B. pendulaهاسلولمانیزندهدرصدحداکثر)،2(جدول
دراسیدسالیسلیکمیکرومولار100غلظتدر)85%(

حداکثرالبته بود.هاسلولبرداشتدومواولهايروز
جاسموناتمتیلمحركتأثیر تحتهاسلولزندمانیدرصد

دومواولهايروزدرمیکرومولار50غلظتدر)83%(

مانیزندهدرصدمقادیرحداکثرتفاوتشد.مشاهدهبرداشت
درنظراینازونبوددارمعنیبررسیموردمحركدودر

ومحركغلظتافزایشباالبته .گرفتندقرارگروهیک
کاهشنیزهاسلولمانیزندهدرصد،ءالقازمانمدتافزایش
میکرومولار400غلظتدراسیدسالیسیلیکمحركیافت.

هاسلولزندمانیدرصدحداقلهفتمروزتاسومروزاز
سایروجاسموناتمتیلمحركبهنسبترا)7/49-45%(

.)2(جدولدادنشانتیمارها

درصدبرمتفاوتهايبرداشتزمانوجاسموناتمتیلواسیدسالیسیلیکتیمارهايمختلفهايغلظتاثرمیانگینمقایسه-2جدول
.Bهايسلولمانیزنده pendula

هامانی سلولدرصد زنده روز هفتم)میکرومولارتیمار ( روز پنجم روز سوم روز دوم روز اول
e1±69 bc5/2±79 b2±80 ab3±82 ab3±84 (صفر)شاهد
gh6±3/56 gh5±3/57 cd6/3±75 a1±85 a5/1±3/85 )100(اسیدسالیسیلیک
fg5±7/63 de3±6/72 cd3±7/75 abc5/5±3/82 ab5/2±3/85 )200(اسیدسالیسیلیک

hi1/2±7/51 h5/2±6/52 ef6±3/65 c5/2±6/77 ab2±6/82 )300(اسیدسالیسیلیک
j2±45 ij5/2±6/47 i57/0±7/49 g5/2±6/57 de2±6/72 )400(اسیدسالیسیلیک

cd2±76 bc2±78 b2±80 ab3±83 ab6/2±83 )50(جاسموناتمتیل
e5/1±70 c6/2±77 bc5/1±79 bc2/3±6/80 b5/2±80 )100(جاسموناتمتیل
fj7/3±6/61 de2/3±6/73 cd4±75 cd2±75 c5/1±6/77 )150(جاسموناتمتیل

jh7±6/57 fj2±62 f3±65 d1±75 cd6/2±77 )200(جاسموناتمتیل
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مختلفهايغلظتاثرمیانگینمقایسهنتایجبراساس
تروزنبرجاسموناتمتیلواسیدسالیسیلیکتیمارهاي

درتوسهايسلول)4(جدولخشکوزنو)3(جدول
دراسیدسالیسیلیکمحركمتفاوت،هايبرداشتزمان

تروزنافزایشباعثمیکرومولار200و100هايغلظت
برداشتهايزمانتمامدرشاهدبهنسبتهاسلولخشکو

اینازمیکرومولار400غلظتشد.بررسیموردسلولی

بهنسبتخشکوتروزندارمعنیکاهشباعثمحرك
محركازمیکرومولار100و50غلظتدودرشد.شاهد
وزنوتروزنمیانگیندارمعنیافزایش،جاسموناتمتیل

شاهدبهنسبتسلولیبرداشتزمان5تمامدرخشک
نیزمحركاینازمیکرومولار200غلظتشد.مشاهده

سایربهنسبتخشکوزنوتروزنمیانگینحداقلداراي
.)4و3هاي(جدولدبوجاسموناتمتیلمحركهايغلظت

تروزنبرجاسموناتمتیلواسیدسالیسیلیکتیمارهايمختلفهايغلظتاثرمیانگینمقایسه-3جدول
.Bهايسلول pendulaمتفاوتهايبرداشتزماندر

تیمار
(میکرومولار)

وزن تر
گرم)روز هفتم (میلیگرم)روز پنجم (میلیگرم)روز سوم (میلیگرم)روز دوم (میلیگرم)روز اول (میلی

hi11±2190gh61±2230g31±2246f15±2293fg16±2280(صفر)شاهد
fgh50±2250bcd55±2527b35±2563b35±2576ab25±2623)100(اسیدسالیسیلیک
g32±2223ef50±2300cd25±2476c45±2533b47±2563)200(اسیدسالیسیلیک
ij70±2060hi45±2193ef61±2320f45±2298ij80±2100)300(اسیدسالیسیلیک
j25±2053j36±2050j59±2026k81±1900kl48±1853)400(اسیدسالیسیلیک

de79±2350bc87±2510c20±2550bc20±2560b26±2590)50(جاسموناتمتیل
d60±2410b43±2590a31±2643ab30±2616bc25±2560)100(جاسموناتمتیل
h21±2204e35±2313de21±2367def70±2393ef36±2330)150(جاسموناتمتیل
ij61±2076hi26±2180i56±2153jk51±2003kl90±1893)200(جاسموناتمتیل

خشکوزنبرجاسموناتمتیلواسیدسالیسیلیکتیمارهايمختلفهايغلظتاثرمیانگینمقایسه-4جدول
.Bهايسلول pendulaمتفاوتهايبرداشتزماندر

تیمار
)میکرومولار(

وزن خشک
گرم)روز هفتم (میلیگرم)روز پنجم (میلیگرم)روز سوم (میلیگرم)روز دوم (میلیگرم)روز اول (میلی

6±209(صفر)شاهد ef214±4 e213±6 e211±6 e200±10 f

5±216)100(اسیدسالیسیلیک e243±6 c249±6 bc250±7 bc242±15 bcde

8±208)200(اسیدسالیسیلیک ef220±5 de238±8 cd243±6 c245±8 bc

9±199)300(اسیدسالیسیلیک f213±4 e213±5 e208±11 ef198±10 fg

15±187)400(اسیدسالیسیلیک gh196±5 fg183±15 gh170±10 h167±6 hi

13±224)50(جاسموناتمتیل cde245±9 bc250±3 bc251± 5/0 bc256± 5/3 b

7±232)100(جاسموناتمتیل cd252±5 b258±5 ab255±6 b267±5 a

9±207)150(جاسموناتمتیل ef221±3 de229±3 d229±6 d226±4 de

7±191)200(جاسموناتمتیل fg203±6 f201± 5 f186±10 g180±10 g
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بتولینیکوبتولینسطحتغییراتواریانستجزیهنتایج
تحتتوسسوسپانسونکشتازحاصلهايسلولدراسید

هايبرداشتزمانومحركغلظتمحرك،نوعثیرأت
سطحتغییراتبجزکهدادنشان)5جدول(هاسلولمتفاوت
%5احتمالسطحدرمحركنوعتأثیر تحتکهبتولین

تحتاسیدبتولینیکوبتولینتغییراتتمامیبود،دارمعنی
وهاسلولبرداشتزمانمحرك،غلظتمحرك،نوعتأثیر 

%1احتمالسطحدرفاکتورسهاینمتقابلاثراتتمام
بودند.دارمعنی

.Bهايسلولدراسیدبتولینیکوبتولینواریانستجزیهازحاصلمربعاتمیانگین-5جدول pendula

هاسلولمتفاوتهايبرداشتزمانومحركغلظتمحرك،نوعتأثیر تحت
اسیدبتولینیکبتولینآزاديدرجهتغییراتمنبع

A(1*012/0**95/39(محركنوع
B(4**71/2**74/8(محركغلظت

C(4**66/0**99/2(سلولیبرداشتزمان
A×B4**27/0**39/3
A×C4**85/0**514/0
B×C16**63/0**66/0

A×B×C16**82/0**71/0
100002/0012/0خطا

%5احتمالسطحدردارمعنی:*،%1احتمالسطحدردارمعنی:**

وبتولینسطوحتغییراتمیانگینمقایسهنتایج
محركدومختلفهايغلظتتأثیر تحتاسیدبتولینیک

هايبرداشتزمانوجاسموناتمتیلواسیدسالیسیلیک
درکهطورهماناست.شدهدادهنشان3شکلدرمختلف

میکرومولار200غلظتتیمارشود،میملاحظهa3شکل
بایسلولبرداشتاولروزدر،اسیدسالیسیلیک

میزانحداکثرتوانست،خشکوزنگرمبرگرممیلی9/4
غلظتدرمحركهمین.کندءالقارااسیدبتولینیک

گرممیلی3/4بابرداشتسومروزدرمیکرومولار100
روزدرمیکرومولار300غلظتوخشکوزنگرمبر

نیزخشکوزنگرمبرگرممیلی92/3بابرداشتدوم

محركداد.نشانرااسیدبتولینیکازبالاییمیزان
روزدرنیزمیکرومولار100غلظتباجاسموناتمتیل
حداکثرخشک،وزنگرمبرگرممیلی3بابرداشتدوم

بررسیبا).b3(شکلدادنشانرااسیدبتولینیکمیزان
کهشودمیمشاهدهمحركدوتأثیر تحتبتولینمیزان
درمیکرومولار100غلظتبااسیدسالیسیلیکتیمار
وزنگرمبرگرممیلی5/2با)c3(شکلبرداشتدومروز

آنازپسودادنشانرابتولینمیزانحداکثر،خشک
روزدرمیکرومولار50غلظتباجاسموناتمتیلمحرك

وزنگرمبرگرممیلی3/2با)d3(شکلبرداشتهفتم
.گرفتقرارخشک
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,a(اسیدبتولینیکسطحتغییرات-3شکل b(بتولینو)c, d(اسیدسالسیلیکمحركمختلفهايغلظتتأثیر تحت
.Bهايسلولمتفاوتهايبرداشتزماندرجاسموناتمتیلمحركو pendula

بحث
ریزنمونهسلولیسوسپانسیونکشتنتیجهمطالعهاین 

برهامحركتأثیر مورددرمطالعاتیتاکنونباشد.میپوست
.Bترپنوئیدهايتريتولید pendula این واستانجام نشده

جاسموناتمتیلمحركدوتأثیر ازگزارشنخستینپژوهش
ایندراسیدبتولینیکوبتولینتولیدبراسیدسالیسیلیکو

برگزاییکالوسپیشین،تحقیقاتدرباشد.میتوسازگونه
.Bگونه litwinowiiتوسطNazari)2012(وشدانجام

و1/0ترتیببهرااسیدبتولینیکوبتولینمیزان
طی.کردگزارشخشکوزنگرمدرگرممیلی3/0

هايکالوسدر،)2015(همکارانوPayamnoorپژوهش
.Bپوست pendulaوB. litwinowiکشتمحیطدر
WPMوزنگرمدرگرممیلی16/0و226/0ترتیببه
وزنگرمدرگرممیلی57/0و525/0وبتولینخشک
میزان،پژوهشاین در.شدگزارشاسیدبتولینیکخشک

تیماردراسیدبتولینیکوبتولینهمؤثرمادهدومیانگین
گرممیلی44/1و3/0ترتیببهمحركاعمالبدونشاهد

دواینمیزانافزایشازحکایتکهبودخشکوزنگرمدر
سلولیسوسپانسیونکشتتکنیکازاستفادهباهمؤثرماده
.دارد

وجاسموناتمتیلمحركدوکهرسدمینظربهبنابراین 
مهارباتنششرایطدرپژوهشایندراسیدسالیسیلیک

آثارمهاروثانویهيهامتابولیتتولیدسببسلولیرشد
غلظتکهاستدادهنشانمطالعات.اندشدهتنشمخرب
يمؤثرعاملوداشتهکیتحرندیفرادریمهمنقشمحرك

درباشد.میمتفاوتیاهیگگونهحسببرپاسخشدتبر
و100غلظتدوبااسیدسالیسیلیکمحركتحقیقاین 
و50غلضتدوباجاسموناتمتیلومیکرومولار200
بتولینیکوبتولینتولیددربهتريعملکردمیکرومولار100
سلولخشکوزنوتروزنسلول،مانیزندهدرصد،اسید
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باشد.میهمسومشابهتحقیقاتنتایجباکهداشتند
Mehri Rad)2014(ازاستفادهکهرسیدنتیجهاینبه

بتولینافزایشباعثاسیدسالیسیلیکلیتردرگرممیلی50
.Bگونههايکالوسدر litwinnowiولیاستشده

مادهاینمیزانکاهشباعثمحركاینبالاترهايغلظت
محركاثر)2013(همکارانوYinشد.همؤثر
میکرومولار،100و50غلظتدودرراجاسموناتمتیل
ساقهپوستبرگ،دراسیداولئانولیکوبتولینتجمعروي

.Bریشهپوستو platyphyllaدادند.قراربررسیمورد
درترپنوئیدتريدواینمیزانکه دادنشانآنان نتایج

وYinیافت.افزایششاهدبهنسبتسالمختلفهايماه
مولارمیلییکو5/0هايظتلغاثر)2014(همکاران

بررااسیدسالیسیلیکمولارمیلی50و5وجاسموناتمتیل
توسسالهسههاينهالترپنوئیدتريتجمع

)B. platyphylla(نشانآنان نتایجدادند.قراربررسیمورد
روزیکازپسساقهپوستدرترپنوئیدتريتجمعکه داد

قرار جاسموناتمتیلمیکرومولاریکغلظتتأثیر تحت
سالیسیلیکمولارمیلی5تیمارباروز14ازپسوگرفت 

.کردپیداداريمعنیافزایشاسید
کشتدراسیدسالیسیلیکوجاسموناتمتیلمحركدو

آلانینفنیلآنزیمفعالیتمیزانسلولیسوسپانسیون
د،ندارنقشثانویههايمتابولیتسنتزدرکهراآمونیالیاز

Shabani(دهندمیافزایش & Ehsanpour, Ali؛ 2009 et

al., دواین)2014(همکارانوYinنتایجبراساس).2007
سنتزمسیردرکهکلیديهايژنبیانتوانندمیمحرك

طور بهدارندقرارتوسپوستوبرگترپنوئیدهاي
اینتولیدمقایسهو3شکلمشاهدهبابرند.ببالاداريمعنی

کهبیان کرد توانمیمحركدوتأثیر تحتهمؤثرمادهدو
تیمارتأثیر تحتاسیدبتولینیکوبتولینتولیدنخست

دوموگرفتقرارجاسموناتمتیلازبیشتراسیدسالیسیلیک
دوهردربتولینبهنسبتاسیدبتولینیکمیزانحداکثراینکه
میزانکه حالیستدراین.بودبیشتربررسیموردتیمار
بالاتربسیارتوسدرختیککلتودهزيدربتولینتولید

Zhao(باشدمیاسیدبتولینیکاز et al., فعالیتولی)2007

بهبتولینتبدیلواستبالاتراسیدبتولینیکبیولوژیکی
تولیدبهمنجرشیمیاییمختلفهايروشبااسیدبتولینیک

Liu(بالاستهزینهصرفمقابلدرکمبسیار et al.,

بهبتولینتبدیلامکانگونهاینسلولکشتالبته ).2011
است.کرده فراهمباشد،میترکاربرديکهرااسیدبتولینیک

باعثهامحركبالاترهايغلظتپژوهش،این در
يبالاي هاغلظتکهاستشدهگزارششد.عملکردکاهش
بهمنجرکهکندمیالقاءراحساسیتفوقواکنشهامحرك
سببپایینيهاغلظتحالیکهدر،گرددمیهاسلولمرگ

,Namadeo(گرددمیدفاعیيهاواکنشءالقا در).2007
زمانمدتسلولکهمواقعیدرویژهبهبالاهايغلظت
دروشدنياقهوهمیزانباشد،هامحركمعرضدريبیشتر
نهایتدروشودمیکمهاسلوليپذیرزیستقابلیتنتیجه
اساس،اینبرد.شومیترپنوئیدهايترکیبکمترتولیدباعث

سوسپانسیونکشتدراسیدبتولینیکوبتولینتولیدافزایش
اینتوسطکهدفاعیيهاپاسخبهتوانمیراتوسسلولی
نشانپژوهشاین نتایجداد.نسبت،دشومیءالقاهامحرك

منبعیکعنوانبهکهايشدهکنترلکشتشرایطدرداد
باتوانمی،شودمیاستفادهثانویههايترکیبافزایشوتولید

بتولینیکوبتولینمیزانيااندازهتاهامحركازاستفاده
.دادتغییرراخاصترپنوئیدهايتريحتیواسید
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- Fan, G.Z., Li, X.C., Wang, X.D. and Zhan, Y.G.,
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Abstract
This study aimed to enhance the production of betulin and betulinic acid using suspension

cultures of birch (Betula pendula Roth) and elicitation of the cell cultures by methyl jasmonate
(MeJA) and salicylic acid (SA). To do this, at the first step, the cell growth curve was
investigated in a 16-day period. Then, two elicitors, namely, MeJA (at final concentration of 0,
50, 100, 150 and 200 µM) and SA (at final concentration of 0, 100, 200, 300 and 400 µM) were
separately supplemented to 8-day-old cell cultures and the cells were harvested 1, 2, 3, 5 and 7
days after elicitations. Fresh weight (FW), dry weight (DW) and cell viability were measured. In
addition, betulin and betulinic acid content were analyzed using HPLC. The results showed the
significant effects of different concentrations of SA and MeJA on metabolites content and FW
and DW. Maximum amount of betulin was observed about 4-fold (2.5 mg g-1 DW) higher than
the control treatment by addition of 100 µM SA, two days after elicitation. Moreover, betulinic
acid content was enhanced about 5 mg g-1 DW, 4.5-fold compared to control, one day after
addition of 200 µM SA. Furthermore, the high accumulation of betulin (2.3 mg g-1 DW) was
obtained in the elicited cell by 50 µM MeJA, seven days after elicitation. Also, the maximum
amount of betulinic acid, about 3 mg g-1 DW, was observed in the cells elicited by 100 µM
MeJA, two days after elicitation. Overall, the effect of SA on the production of betulin and
betulinic acid was significantly more than the effect of MeJA.

Keywords: Betulin, betulinic acid, elicitor, HPLC.
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