
 

 DOI):) 10.22092/ijmapr.2019.123589.2407شناسه دیجيتال  نشریه علمی تحقيقات گياهان دارویی و معطر ایران

 98.1000/1735-0905.1398.35.731.97.5.1575.1593 (:DORشناسه دیجيتال ) (7531) 457-477، صفحه 3، شماره 53جلد 

 

  کالوس بیوشیمیاییهای  ترکیب بر NaCl و جاسمونات متیل ،سالیسیلیک اسید  یها محرک اثر

 مایع و جامد های کشت محیط در( Stevia rebaudiana Bertoni) استویا

 

 3مشایخی کامبیزو  *2نژاد قاسم عظیم ،1سلملیان مارال

 ایران گرگان،گرگان،  طبيعی منابع و کشاورزی علوم دانشگاه باغبانی، علوم گروه ،یا نوشابه و یا ادویه دارویی گياهان رشته ،ارشد کارشناسی یدانشجو -7

 ایران گرگان، گرگان، طبيعی منابع و یکشاورز علوم دانشگاه ،باغبانی گروه، دانشيارمسئول،  نویسنده -*2

 aghasemnajad@hotmail.comپست الکترونيک:      

 ایران گرگان، گرگان، طبيعی منابع و کشاورزی علوم دانشگاه باغبانی، دانشيار، گروه -5

 

 7531 تير: پذیرش تاریخ      7531 تير: نهایی اصلاح تاریخ       7534 مهر: دریافت تاریخ

 

 چکیده
ای  شيشه درون و برون شرایط در دارویی گياهان ثانویه یها متابوليت توليد افزایش برای کارآمد یروشها  محرک از استفاده     

 و صفر یها غلظت با جاسمونات متيل و اسيد ساليسيليک ،مولار ميلی 35 و صفر شوری اثر بررسیمنظور  به تحقيقاین  رود. می شمار به

 گياه کالوس (PAL) آمونيالياز آلانين فنيل آنزیم فعاليت و بيوشيميایی صفات بر مایع و جامد کشت محيط دو در ميکرومولار 755

 کاملاً پایه بر عاملی دو فاکتوریل آرایش با تحقيق این .انجام شدای  شيشه درون شرایط در (Stevia rebaudiana Bertoni) استویا

 شده گيری اندازه صفات بر یدار معنی تأثير آنها متقابل اثر و کشت محيط استفاده، مورد یها محرک .گردید انجام تکرار 7 در تصادفی

 محيط درمولار  ميلی 35 شوری تيمار و 35 شوری + 755 ساليسيليک اسيد تيمار در فلاونوئيد، و فنل توليد ميزان بيشترین داشتند.

 در 35 شوری +755 جاسمونات متيل و 35 شوری +755 ساليسيليک اسيد ،مولار ميلی 35 شوری هایتيمار شد. دیده جامد کشت

 فلاونوئيد و فنل ،آمونيالياز آلانين فنيل آنزیم بين شدند. هاتيمار سایر به نسبت PAL آنزیم فعاليت افزایش سبب جامد کشت محيط

 توليد بهبود برای بنابراین شد. پرولين آمينه اسيد افزایش سبب همچنينمولار  ميلی 35 شوری تيمار شد. دیده مثبت همبستگی

 ترکيبی تيمار از استفاده استویا، در آمونيالياز آلانين فنيل آنزیم فعاليت همچنين و فلاونوئيد فنل، مانند ای ثانویه های ترکيب

 .شود می توصيه جامد کشت شرایط در (ميکرومولار 35) شوری و (ميکرومولار 755) اسيد ساليسيليک

 

 .مایع کشت محيط ،کل فلاونوئيد ،کل فنل بافت،    کشت پرولين، آمونيالياز، آلانين فنيل آنزیم کلیدی:های  واژه

 

 مقدمه
 بارزی توانمندی یوسنتزيب نظر ازی اهيگی ها سلول
 اطلاعات تمام کشت، تحت سلول هر که یمعن نیبد .دارند
 تا دارد رایی توانا نیا رو نیازا ،داراست را والد اهيگی کيژنت

 افتی ینیوالد اهيگ در که رایی ايميش مواد ازی ا دامنه
 کشت .(Rao & Ravishankar, 2002) دینما ديتول ،شود می
 یمتعدد یکاربردهایی دارو اهانيگ نهيزم در یاهيگ بافت
 اهانيگ عیسر و انبوه ريتکث :زا عبارتند آنها نیترمهم که دارد
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 قیطر از انقراض حال دری اهيگی ها گونه حفظ ،ییدارو
 در هیثانوی ها متابوليت ديتول و انجماد طیشرا دری نگهدار
 وی سلول ونيسوسپانس کشت طریق ازای  شيشه درون طیشرا
 ناميه قوه (.Tripathi & Tripathi, 2003) اندام کشت
 از اندکی بسيار درصد و بوده پایين بسيار استویا بذرهای
 غيرجنسی، تکثير های روش دليل همين به ،شوند می سبز آنها
 در و دارند بيشتری کارایی بذر طریق از ازدیاد به نسبت
 های روش سایر از تر موفق بافت کشت روش نيز ما کشور
 از استفاده (.Azarpour et al., 2014) است بوده تکثير
 توليد افزایش برای ها روش مهمترین از یکی ها محرک
 و محرک نوع تأثير تحت آن اثر و بوده ثانوی های متابوليت
 ها محرک اثر ميزان .(Zhao et al., 2005) است متفاوت گياه
 غلظت به لاًمعمو بافت    کشت در ثانویهی ها متابوليت توليد بر

 ستا وابسته گياهی نمونه رشدی مرحله و شده اضافه
(Wang & Wu, 2010). اسيد هورمون شوری، از 

 عنوان به توان می جاسمونات متيل و ساليسيليک
 سنتز افزایشبرای  غيرزیستی( Elicitors) اليسيتورهای
 رشدای  شيشه درون طیشرا در برد. بهره ثانویه یها متابوليت
 و کرد کنترل خودکار صورت به توان می را ها سلول
 را ديمفهای  فرآورده ،نمود ميتنظ رای کيمتابولیندهای افر
 محصولات و کرد ديتول شده کنترل طیشرا تحت توان می

 کشت از علاوه هب .نمود عرضه بازار به تر مطمئن و تر خالص
 هیثانوی ها متابوليت وسنتزيب همطالعی برا توان میی سلول

 & Rao؛ Bourgaud et al., 2002) کرد استفاده

Ravishankar, 2002). ليقب از غيرزیستیی ها تنش 
 که رای متعددی کیولوژیزيف ویی ايميوشيب یندهایافر ،یشور
 تحت ،است شدهی بررسی سلول سطح در آنها ازی ادیز تعداد
 ها متابوليت بری شور تنش تأثير مطالعه دهد. یم قرار تأثير
 گرفته قرار توجه مورد رياخی ها سال در ،کالوس بافت در
 گياهان بر شوری تنش اثر .(Niknam et al., 2004) تاس
 Niknam et) (Trigonella) شنبليله گونه هارچ بافت در

al., 2006)، پروانش (Neelam et al., 2014)، سبز ریحان 
(Delavari Parizi, 2010)، شنبليله (Esam & Esam, 

 مورد (Rezazadeh et al., 2012) کنگرفرنگی و (2011

 در بارزی سميمتابولی ها روش ازی کی گرفت. قرار بررسی
 سازوکار که استی اسمز تنش به واکنش نيپرول تجمع
 شده مشخص پژوهشگران توسط آن ديتول شیافزای احتمال
 بيوشيمياییهای  سازوکار از .(Arshi et al., 2002) است
 از ناشی اکسيداتيو تنش با مقابلهبرای  گياهان مهم بسيار
 یاکسيدان آنتی دفاعی سيستم کردن فعال شوری، تنش
 یاکسيدان آنتی دفاع سيستم قسمت دو دارای که باشد می

 Phenylalanine) آمونيالياز آلانين فنيل آنزیم )مانند آنزیمی

ammonia lyase)، کاتالاز (Catalase)، پراکسيداز 
(Peroxidase)) های ترکيب )مانند آنزیمی غير و 

 ،(phenylpropanoid compounds) پروپانوئيدی فنيل
 ((Carotenoid) تنوئيدوکار ،(Glutathione) گلوتاتيون

 کلی، طور به .(Abdul Jaleel et al., 2009) باشد می
 های آنزیم فعاليت و بيان در تغيير سبب وارده های تنش
 این که شوند می آمونيالياز آلانين فنيل مانند کليدی و دفاعی
 ها، فنلمانند  پروپانوئيدی فنيل های ترکيب بيوسنتز در آنزیم

 دارد. اساسی نقش ها ترکيب سایر و آنتوسيانين فلاونوئيدها،
 توليد سطح افزایشی برا مناسبی روش اليسيتورها از استفاده
 نقش و باشد می دارویی گياهان در ثانویهی ها متابوليت
  کند می ءایفا ثانویهی ها متابوليت توليد چرخه در مهمی
(Ali et al., 2007). اثر روی بر فراوانی مطالعات 

 و (Salicylic acid) ساليسيليک اسيد  رشد یها محرک
 گلمانند  یگياهان بر (methyl jasmonate) جاسمونات متيل
 گندمی گل ای گونه ،(Sonja et al., 2007) راعی
(Chlorophytum borivilianum) (Babel et al., 2014)، 

 ,.Simaei et al) سویا و (Samadi, 2013) فرنگی کنگر

 بر رشد یها محرک بسيار تأثير گویای که انجام شده (2012
 میآنز نياول PAL میآنز .باشد می گياهان بيوشيميایی صفات
 دهايپروپانوئ ليفن ديتول ريمسی ابتدا در کننده نييتع وی ديکل

  نهيدآمياس ازیی زدا نيآم آنی اصل عمل و است
 ترانس به آن لیتبد و (L-Phenylalanine) نيآلان ليفن–ال
 نیا ،باشد می (Cinnamic Acid trans) دياس کيناميس
 ديتول ريمس در واسط حد نیمهمتر و نياول عنوان به بيترک
 ,.Achnine et al) است شده شناختهی فنول های بيترک
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ی ها کننده تنظيم مقداری شور سطح افزایش با .(2004
 دتوان می گياه که یابد می افزایش پرولين قبيل ازی اسمز
 پرولين، توليد در افزایش نماید. تحمل را محيطیی ها تنش
 کاهش به منجر دتوان می که استی اسمز تنظيم راهبرد نوعی
 .(Mirza Masoumzadeh et al., 2012) شود گياه رشد
ی ا گونه (Stevia rebaudiana Bertoni) علمی نام با ایستوا

 و Asteraceae خانواده از قد کوتاه وی ا بوته ساله، چند
 های برگ از .باشد می یجنوبی کایآمری شمالی نواحی بوم

 غذایی صنایع در کننده شيرین و افزودنی عنوان به استویا
 استویوزید بالای غلظت کنار در کهشود  می استفاده

(stevioside)، رژیمی، فيبر پروتئين، از خوبی منبع گياه این 
  باشد می ضروری های آمينه اسيد و معدنی مواد
(Abou-Arab et al., 2010.) درصد استویا گياه بذر 

 توسط قلمه طریق از رویشی ازدیاد و دارد پائينی زنی جوانه
 .(Jain et al., 2009) شود انجام می افراد از کمی تعداد
 افزایش برای روش سریعترین عنوان به بافت کشترو  ازاین
 این بر سعی تحقيقاین  در است. توجه مورد استویا انبوه
 توليد افزایش در کشت محيط و محرک ترین مناسب تا است

 قرار بررسی مورد استویا سوکال بيوشيميایی خصوصيات
  گيرد.
 

 ها روش و مواد
 آزمایشگاه در 7537-33 های سال طول در تحقيقاین 
 و کشاورزی علوم دانشگاه باغبانی علوم گروه بافت کشت
 به استویا گياه برگ ریزنمونه شد. انجام گرگان طبيعی منابع
 کشت محيط در و شده جداسازی متر سانتی یک اندازه

 MS: Murashig & Skoog) اسکوگ و موراشيگ

medium) رشد محرک حاوی BA (Benzyladenine )به 
 قدارم بهNAA (Naphthalene acetic acid ) و 3/5 مقدار
 اندازه به کالوس تهيه از پس و شد کشت ليتر رب گرم ميلی یک
 نخود( )یک یکسان تقریبی های اندازه در کالوس نياز، مورد
 شامل تيمارها شد. کشت مایشیآز تيمارهای حاوی محيط در

 و اسيد سيليکيسال ،مولار ميلی 35 و صفر سطح دو در شوری

 755 و صفر سطح دو در یکهر جاسمونات متيل
 +755 ساليسيليک اسيد ترکيبی تيمارهای ،مولارميکرو
 محيط دو در 35 شوری +755 جاسمونات متيل و 35 شوری
 از پس .ندشد کشت استریل شرایط در جامد و مایع کشت
 های ترکيب ميزان ،تيمار اعمال از هفته چهار گذشت

 فلاونوئيد ،(Dos Santos et al., 2009) فنل بيوشيميایی
(Toor & Savage., 2005،) پرولين (Bates et al., 1973) و 

 ها کالوس (PAL) آمونيالياز آلانين فنيل آنزیم فعاليت
(Saunders & Mcclure., 1974) این شدند. گيری اندازه 

 کاملاً طرح قالب در عاملی دو فاکتوریل صورت به تحقيق
 کشت محيط شامل تيمارها شد. انجام تکرار 7 در تصادفی

 متابوليت محرک و (جامد محيط و مایع محيط سطح دو در)
 ،مولار ميلی 35و صفر سطح دو در شوری شامل ،سطح 6 در

 صفر سطح دو در یکهر جاسمونات متيل و اسيد ساليسيليک
 ساليسيليک اسيد ترکيبی تيمارهای ميکرومولار، 755 و

 .بودند 35 شوری +755 جاسمونات متيل و 35 شوری +755
 آماری افزار نرم از استفاده با ها داده آماریتحليل و تجزیه

SAS ver. 9.2 آزمون از همچنين .شد انجام LSD سطح در 
 شد. استفاده ها داده ميانگين مقایسه برای% 3 احتمال
 

 نتایج

 ،هاا  محرک اثر که داد نشان (7 )جدول واریانس تجزیه نتایج
 بيوشايميایی  صافات  تماامی  بار  آنهاا  متقابل اثر و کشت محيط
 بار هاا   محارک  شاد.  دار معنای  %7 ساطح  در شاده  گيری اندازه
 داشاتند،  یدار معنای  اثر استویا کالوس فنلی های ترکيب محتوای

 در جاسامونات  متيال  و ساليسايليک   اسايد  وجاود   که طوری به
 شاد.  ها کالوس فنل محتوای دار معنی کاهش سبب کشت محيط
 متقابال  اثار  اسات،  شاده  داده نشاان  7 شاکل  در کاه  همانطور
 یدار معنی شکل به را کل فنل تغييرات کشت محيط وها  محرک
 در فنلای  ترکيب ميزان بيشترینکه  نحوی به داد. قرار تأثير تحت
 محايط  و 35شاوری  + 755 ساليسايليک  اسايد  ترکيبای  تيمار
 جاماد  محيط در 35 شوری تيمار با که شد مشاهده جامد کشت
 شوری تيمار همچنين نداشت. یدار معنی اختلاف آماری نظر از
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 باالایی  فنال  ميازان  نياز  ماایع  کشات  محيط درمولار  ميلی 35
 و اسيد ساليسيليک تيمارهای کل فنل ميزانکه  طوری به داشت.

 را مقادار  کمتارین  ماایع  کشات  های محيط در جاسمونات متيل
 داشت.

 

 کشت محیط وها  محرک تأثیر تحت استویا کالوس پرولین و فلاونوئید فنل، آلانین، فنیل آنزیم واریانس تجزیه نتایج -1 جدول

 تغییرات منابع آزادی درجه آمونیالیاز آلانین فنیل آنزیم فعالیت فنل فلاونوئید پرولین

 ها محرک 3 55/24** 575/2** 736/5** 24/43**

 کشت محیط 7 52/273** 717/5** 445/5** 35/155**

 محیط × محرک 3 77/73** 354/5** 575/5** 46/73**

 خطا 56 72/7 555/5 5557/5 764/7

 تغییرات ضریب  34/7 27/77 74/4 25/73

 دار معنی عدم و %3 %،7 سطح در دار معنی ترتيب به :n.s و *، **

 

 
 کل فنل تجمع بر کشت محیط واثر متقابل نوع محرک  -1شکل 

 

 مقایسه از حاصل نتایج بقط آزمایش این در
 ساليسيليک اسيد ترکيبی تيمار شرایط در ها ميانگين
 شد مشاهده فلاونوئيد ميزان بيشترین 35 شوری + 755
 توليد در ساليسيليک اسيد بر شوری مثبت اثر بيانگر که

 درکرده رشد های نمونه .باشد می فلاونوئيدی های ترکيب
 را فلاونوئيد تجمع کمترین جاسمونات متيل حاوی محيط
 تيمارهای در ها ترکيب این ميزان بيشترین دادند. نشان

 اسيد أمتو تيمار و 35 شوری ،755 ساليسيليک اسيد
 به جامد کشت محيط در 35 شوری + 755 ساليسيليک

 عصاره فلاونوئيد ميزان تيمارها این تحت رسيد. ثبت
 یافت. افزایش شاهد به نسبت برابر 2 حدود کالوس
 مایع های کشت در ترکيب این مقدار کمترینکه  طوری به

 +755 جاسمونات متيل ترکيبی تيمار و جاسمونات متيل
  (.2 )شکل شد مشاهده 35 شوری
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 ها و محیط کشت بر فلاونوئید کل اثر متقابل محرک -2شکل 

 

 در آمونياليااز  آلاناين  فنيال  آنزیم فعاليت ميزان بيشترین
 .انجام شاد  35 شوری + 755 جاسمونات متيل ترکيب تيمار
 محايط  در PAL فعاليات  ميازان  کمترین که حاليست در این

 محيط شد. مشاهده جاسمونات متيل ميکرومولار 755 حاوی
 داشات.  PAL آنازیم  فعاليات  بار  بيشتری تأثير جامد کشت
 ميزان بيشترین است شده داده نشان 5 شکل در که طور همان

 ساليساايليک اساايد ترکيباای تيمااار در PAL آناازیم فعالياات

 اخاتلاف  بادون  جاماد  کشات  محيط در 35 شوری + 755
 و جاماد  محيط درمولار  ميلی 35 شوری تيمار با یدار معنی
 محايط  در 35شاوری  + 755جاسامونات  متيل ترکيبی تيمار
 تيماار  در PAL فعاليات  ميازان  کمتارین  شد. مشاهده جامد
 تيماار  با البته شد. مشاهده مایع محيط 755 جاسمونات متيل
 ماایع  محايط  در 35 شوری و 755 ساليسيليک اسيد ترکيبی
 نداشت. یدار معنی اختلاف

 

 
 آلانین آمونیالیاز فعالیت آنزیم فنیل بر کشت محیط وها  اثر متقابل محرک -3شکل 
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 هاای  ترکياب  تجمع و آمونيالياز آلانين فنيل آنزیم فعاليت
 کشات  محايط  وهاا   محارک  تيماار  تحت پروپانوئيدی فنيل

 دادند. نشان %7 سطح دررا  مثبتی همبستگی
آلاناين   داری بار فعاليات آنازیم فنيال     ها اثر معنی محرک

هاای فنيال پروپانوئيادی )فنلای و      آمونيالياز و تجمع ترکيب
(. همچنين روند 2فلاونوئيدی( کالوس استویا داشتند )جدول 

پروپانوئياادی بااا تغيياارات آناازیم  هااای فنياال تغيياار ترکيااب
کاه بيشاترین ميازان     طاوری   ههمبستگی مثبت را نشان داد. ب

 35+ شوری  755فعاليت آنزیم در ترکيب متيل جاسمونات 
هاای فنلای و فلاونوئيادی     دیده شد. بيشترین تجمع ترکياب 

و ترکيب اسيد ساليسيليک  35ترتيب در تيمارهای شوری  به
 (.7حاصل شد )شکل  35+ شوری  755

 

 کل فلاونوئید و کل فنل تجمع میزان با آمونیالیاز آلانین فنیل آنزیم فعالیت همبستگی -2 جدول

  آمونیالیاز آلانین فنیل آنزیم کل فنل فلاونوئید

 آمونیالیاز آلانین فنیل آنزیم 7  

 کل فنل 645/5** 7 

 فلاونوئید 636/5** 631/5** 7

 

 

 
 آمونیالیاز آلانین آنزیم فنیلها بر فنل، فلاونوئید و فعالیت  اثر محرک -4 شکل

 

 

 آلاناين  فنيال  آنزیم فعاليت بر یدار معنی اثر کشت محيط
 و )فنلای  پروپانوئيادی  فنيال  هاای  ترکيب تجمع و آمونيالياز

 فنيال  تغييارات  روناد  داشات.  اساتویا  کاالوس  فلاونوئيدی(

 داد. نشاان  مثبات  همبساتگی  آنازیم  تغييرات با پروپانوئيدی
 و فنلای  هاای  ترکياب  تجماع  و آنزیم فعاليت ميزان بيشترین

 (.3 )شکل شد حاصل جامد کشت محيط در فلاونوئيدی
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) PALآنزیم  (نانو مول در گرم وزن تر در دقیقه  تر در دقيقه نانومول در گرم وزن PALآنزیم  



 454                                                                                                                  3، شماره 53د دوماهنامه تحقيقات گياهان دارویی و معطر ایران، جل

 
 آمونیالیاز آلانین فنیل آنزیم فعالیت و کل فلاونوئید کل، فنل میزان بر کشت  اثر محیط -5شکل 

 

 755 تيمااار در آناازیم ایاان فعالياات مياازان بيشااترین
 شاوری+ ماولار   ميلای  35 و ساليسايليک  اسيد ميکرومولار

 باا  یدار معنای  اخاتلاف  کاه  شد مشاهده جامد کشت محيط

 تيمار و جامد کشت محيط شوری+مولار  ميلی 35 تيمارهای
 شوری+مولار  ميلی 35 و جاسمونات متيل ميکرومولار 755
 (.6 )شکلنداشت  مایع کشت محيط

 

 
 آمونیالیاز آلانین فنیل آنزیم فعالیت و کل فلاونوئید کل، فنل بر کشت  اثر محیط -6شکل 
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 داشت. یدار معنی اثر استویا کالوس پرولين ميزان بر شوری
 شد. مشاهده شوری تيمار در پرولين ميزان بيشترین که طوری به

 .شاد  دیاده  ماایع  از بيشاتر  جامد کشت محيط در پرولين ميزان
 ماایع  کشات  محايط  در آب بيشاتر  جذباحتمالاً  امر این علت
 ایان  اثار  در کالوس وزن افزایش و جامد کشت محيط به نسبت
 ،4 شاکل  باه  توجاه  باا  .باشاد  مای  ها سلول درون آب افزایش

 در و شاوری ماولار   ميلای  35 تيماار  در پرولين ميزان بيشترین
 نسابت را  براباری  7 افزایش که شد مشاهده جامد کشت محيط
 کمتار  ماایع  کشت محيط در پرولين ميزان است. داشته شاهد به

 و شاااهد تيمارهااای در نيااز پاارولين مياازان کمتاارین و شااد
 + 35 شااااوری ترکيااااب و 755 جاساااامونات متياااال
   شد. دیده مایع کشت محيط در 755جاسمونات متيل

 

 
 کالوس پرولین میزان بر کشت محیط وها  اثر متقابل محرک -7شکل 

 

 بحث
 درون شارایط  در چاه  و طبيعای  شارایط  در چه شوری
 رشد در اختلال سبب گياه نوع گرفتن نظر در بدونای  شيشه
 ایان  اگرچاه  .شود می آن متابوليکی های فعاليت تغيير و گياه

 متفااوت  یگيااه  گوناه  نوع تأثير تحت است ممکن تغييرات
 بار  (NaCl) شاوری  تنش ثرا که داد نشان ها بررسی باشد.
 ،T. tehranica) ایرانی شنبليله گونه چهار کالوس بافت

T. eliptica، T. aphanoneura و T. foenum-graecum) 
 شاد  کال  فنل افزایش سببای  شيشه درون کشت شرایط در
(Niknam et al., 2006).  اثاار  بررساای در همچنااين 

 توليااد مياازان باار جاساامونات متياال مختلاا  یهااا غلظاات

 .Hypericum perforatum L گيااه  در فنلای  هاای  ترکياب 
 ميازان  کاهش سبب محرک غلظت افزایش که ه شدداد نشان
 ميکرومولار 755 از بالاتر یها غلظت در ها ترکيب این توليد
 بار  جاسمونات متيل تأثير .(Sonja et al., 2007) است شده
 اساات وابسااته آن غلظاات بااه فنلاای هااای ترکيااب ساانتز

(Horbowicz et al., 2011). Babel (2577) همکااران  و 
 75 تا 3/5) ساليسيليک اسيد پایين مقادیر که کردند گزارش
 Chlorophytum borivilianum گيااه  در ليتر( در گرم ميلی
 اسايد  این بيشتر افزایش مقابل در د.ش کل فنل افزایش سبب
 داشات.  کال  فنال  تجماع  بار  یکاهشا  روند کشت محيط در

 کااالوس فنلای  محتاوای  بار  جاساامونات متيال  اثار  بررسای 
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 755 تااا صاافر یهااا غلظاات در کااه داد نشااان کنگرفرنگاای
 در و افازایش  فنلای  هاای  ترکياب  تجماع  ميزان رلاميکرومو
 کاه  یافات  کااهش  رلاميکروماو  235 تاا  755 یهاا  غلظت
 باه  پاسخ در ها سلول توانمندی بودن محدود دليل به دتوان می
 باشاد  مارتبط  هاا  آنازیم  فعاليات  کااهش  یا و زا تنش عامل
(Samadi et al., 2013). Ehsanpour و Amini (2557) 

ی فنلا  های بيترک عیما کشت طيمح از استفاده که کردند بيان
 باا  ساليسايليک  اسايد  .کناد  یما  تر قيرق رای سمّ داتيتول و

 گياه از دفاع جهت در نمک از حاصل شوری کنترلسازوکار 
 اسات،  گذاشاته  استویا کالوس در فنل افزایش بر را خود اثر
 ,.Neelam et al) پاروانش  مانناد  گياهاانی  در نتيجاه  ایان 

 گزارش نيز (Delavari Parizi, 2010) سبز ریحان و (2014
 هاای  ترکياب  گروه بزرگترین از یکی فلاونوئيدها است. شده
 ءایفاا  هاا  تانش  مقابل در مهمی دفاعی نقش که هستند فنلی
 روی آزمایشای  در .(Myung-Min et al., 2009) کنناد  می
 تحات  (.Trigonella foenum-graecum L) هلشانبلي  گيااه 
 & Esam) یافات  افازایش  فلاونوئياد  مقادار  شاوری  تنش

Esam, 2011). ساليسايليک  اسايد  با تيمار شوری، تنش در 
 باه  مقاومات  سابب  و دهاد  افازایش  را فلاونوئيدها دتوان می

 در .(Simaei et al., 2012) شاود  ساویا  دانهاال  در شوری
 بياان  شايرین  گيااه  در جاسامونات  متيال  محرک اثر بررسی

(Glycyrrhiza glabra L.،) از اساتفاده  کاه  داد نشان نتایج 
 ایزوليکااویریتيجين توليااد کاااهش باعاا  جاساامونات متياال
(Isoliquiritigenin) تولياد  مااده  پايش  ترکياب  ایان  که شد 

 .(Shirazi et al., 2012) اسات  فلاونوئيادی  هاای  ترکياب 
 کاه  هستند طبيعی های ترکيب ترین متنوع از یکی فلاونوئيدها

 ثابات  مشااهدات  دارناد.  را آزاد های رادیکال جذب یتوانای
 ميازان  بار  ساليسايليک  اسايد  μM25 غلظات  کاه  کناد  مای 

 تاوجهی  قابل افزایش Panax ginseng گياه در فلاونوئيدها
 .(Ali et al., 2007؛ Yu et al., 2006) داشات  هماراه  باه  را

 و محيطای  هاای  تانش  افزایش با که شد داده نشانهمچنين 
 هاا  مولکول ها، یون غلظت بر گياه، متابوليسم در نقص علت به
 هاای  رادیکال عنوان تحت که ناپایدار شيميایی های ترکيب و

 افزایش باکه  طوری به .شود افزوده می ،شوند می شناخته آزاد

 ضاد  هاای  واکانش  سالولی،  سيتوپلاسام  در هاا  ترکياب  این
 تجماع  آن باارز  نموناه  کاه  شاده  شروع سلول اکسيداسيونی
 گازارش  (2572) همکااران  و Rezazadeh است. فلاونوئيد
 هاای  ترکياب  دری دار معنای  افزایش سبب شوری که نمودند
 .تاسا  شاده  کنگرفرنگای  دارویای  گيااه ی فلاونوئيد و فنلی

Dash Agha ميازان  کاه  کردناد  بياان  (2577) همکااران  و 
 ساليسايليک  اسايد  تيمار و شوری تنش تحت یفلاونوئيدها
 بهباود  سبب شوری که رسد می نظر بهبنابراین  یافت. افزایش
 اثار  و شاده  جاسامونات  متيال  و ساليسايليک  اسيد عملکرد
 NaCl نماک  از حاصل شوری برد. می بين از را آنها کاهشی
رو بارای   ازایان  گردد. می گياه در اکسيداتيو تنش ایجاد سبب
 گيااه  اکسايدانی  آنتای  های سيستم آمده بوجود تنش با مقابله
 PAL آنازیم  فعاليت و بيان افزایش ادامه در کهشود  می فعال
 اسيد که دهند می نشان مطالعات از بسياری گردد. می سبب را

 بااه اتصااال بااا خااارجی جاساامونات متياال و ساليساايليک
 ،NO فعاال،  هاای  اکسايژن  تولياد  سابب  ءغشاا  های گيرنده
شود  می جاسمونات متيل و ساليسيليک اسيد کينازها، پروتئين

(Raman & Ravi, 2011 ؛Andi et al., 2001). تااأثير 
 در دخيل های آنزیم و ها ژن رونویسی بر تغييرات این مستقيم
 ها ترکيب این توليد افزایش سبب ثانویه یها متابوليت ساخت
 عامال  عناوان  باه  مستقيم طور به خود ها ترکيب این .شوند می

 تولياد  مسايرهای  ساازی  لافع با بلکه ،کنند نمی عمل دفاعی
 براباار در گياااه از حفاظاات ساابب ثانویااه یهااا متابولياات
 افاازایش .شااوند ماای غيرزنااده و زنااده هااای اسااترس
 و دهاد  می افزایش را آنزیم فعاليت حدی تا ساليسيليک اسيد

 افازایش  سالول  فيزیولوژیکی شرایط و بافت نوع بهبا توجه 
 ایان  کااهش  سابب  ترکياب  ایان  تحمال  آستانه حد از بيش
 ساليسايليک،  اسايد  بر علاوه مورد این .شود می نيز ها ترکيب
 شاوری  و جاسامونات  متيل مانند ییها محرک سایر مورد در
 بياان  (7335) همکااران  و Mizukami .کناد  مای  صدق نيز

 755 تيمااار تحاات آلانااين فنياال آناازیم فعالياات کااه کردنااد
 Lithospermum در جاسااامونات متيااال ميکروماااولار

erythrorhizon و ها غلظت در و افزایش اوليه ساعت 42 تا 
 شاد  اشاره تر پيش که همانطور یافت. کاهش بالاتر های زمان
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 گردیاد  گيااه  به شوری تنش القای سبب NaCl نمک کاربرد
 باار  زیاان اثرهاای   ساازی  خنثای منظاور   باه  آن، دنبال به که
 اناواع  تولياد  از حاصال  اکسايداتيو  تانش مانناد   هایی تنش
 گياه در دفاعیهای  سازوکار (،ROS) فعال اکسيژن های گونه
 هاا  تانش  برابار  در دفااعی  های پاسخ ازجمله گردد. می فعال
 آمونيالياز آلانين فنيل کليدی آنزیم فعاليت افزایش به توان می

 مسااير اسيدساليساايليک و جاساامونات متياال کاارد. اشاااره
 قابليات  آنهاا  از یاک  هار  اما داشته، اختصاصی سيگنالينگ
 دارناد.  نياز  را همادیگر  بار  کنندگی تحریک یا و بازدارندگی

 اتايلن  هورمون را ارتباط این اصلی عامل مطالعات از برخی
 تأثير با ساليسيليک اسيد و جاسمونات متيل واقع در دانند. می
 فنيال  مساير  فعالساازی  سبب آمونيالياز نينلاآ فنيل آنزیم بر

 شاوند  مای  فنلای  هاای  ترکياب  توليد افزایش و پروپانوئيدی
(Wang & Wu, 2010.) میآناز  تيفعال و انيب PAL  رابطاه 

 افازایش  کاه  طاوری  به ،دارد ديپروپانوئ ليفن زانيم با ميمستق
 فنياال مااواد توليااد سااطح افاازایش ساابب PAL فعالياات

 ای مطالعاه  در (.Bagal et al., 2012) گردد می پروپانوئيدی
 کشات  در جاسامونات  متيال  و ساليسايليک  اسايد ی تيمارها

 افازایش  باعا   بياان  شايرین  و پانااکس  ریشه سوسپانسيون
 .(Ali et al., 2007) شاد  آمونيالياز آلانين فنيل آنزیم فعاليت
 شااوری، تاانش ازجملااه محيطاای هااای تاانش شاارایط در

 سيساتم  کاردن  فعاال  باا  ساليسيليک اسيد مانند هایی ترکيب
 افازایش  سابب  دفااعی  هاای  ترکياب  توليد و اکسيدانی آنتی

 باه  ساليسايليک  اسايد  اثار  این کهشوند  می گياهان مقاومت
 ساازنده  هاای  ژن بياان  تغييار  بار  آن محارک  اثار سازوکار 
 گردد بازمی گياهان در دفاعیفرایندهای  در درگير های آنزیم
(He & Zhu, 2008). نماک مانناد   هاایی  ترکياب  از استفاده 

NaCl گياهان در شوری تنش القای سبب اليسيتور، عنوان به 
 فعاال  ءبقابرای  گياه تدافعیهای  سازوکار آن دنبال به و شده
 نيز و PAL آنزیم بيان افزایش به منجر نهایت در کهشود  می

 فنيال  هاای  ترکياب  گاردد.  مای  وابساته  ماثثره  مواد بيوسنتز
 کاه  دارناد  وجاود  گياهان مختل  های اندام در پروپانوئيدی

 عهده بر را مهم های ترکيب این سنتز نقش مختلفی های آنزیم
 شدن دآمينه که کردند بيان (2556) همکاران و Chen دارند.

 تولياد  در مرحله مهمترین اسيد سيناميک توليد و آلانين فنيل
 باه  منجار  PAL فعاليات  افازایش  .باشد می ها فنل بيوسنتز و

 نخساتين  از واکنش این کهشود  می فنلی های ترکيب افزایش
 ,.Huang et al) باشد می تنش شرایط در گياهان های پاسخ

 هاای  ترکياب  تجماع  بين همبستگی زیادی های داده .(2010
 آنزیم فعاليت که دهند می نشان را PAL آنزیم فعاليت و فنلی
 هااای ترکيااب تجمااع افاازایش بااه منجاار آلانااين فنياال
 .(Gallao et al., 2010)شااود  ماای پروپانوئياادی فنياال
 کاه   ه داد نشاان  Jacobo-Velázquez (2577) هاای  بررسی
 ستییغيرز و ستییز های تنش در آمونيالياز آلانين  فنيل میآنز
 آلانين، فنيل آنزیم ویژه فعاليت شدن بيشتر با و یافته شیافزا

 و Koushesh یابنااد. ماای افاازایش هیااثانو هااای متابولياات
 آناازیم فعالياات بااين مثباات همبسااتگی (2572) همکاااران

 اثباات  باه  را فنلای  هاای  ترکياب  و آمونياليااز  آلاناين  فنيل
 باه  واکنش در بارزی سميمتابولی ها روش ازی کی .اند رسانده
ی احتماال  ساازوکار  کاه  اسات  نيپارول  تجماع  ،یاسمز تنش
 اسات  شاده  مشاخص  پژوهشاگران  توسط آن ديتول شیافزا
(Arshi et al., 2002). اسمزی تنش بروز سبب شوری تنش 

 با مقابله برای گياهان شرایطی چنين در گردد، می آبی( )تنش
 نمایناد  می استفاده متنوعیهای  سازوکار از آمده بوجود تنش
 و سانتز  افازایش  دهناد.  تخفي  را تنش از ناشیاثرهای  تا

 کنترل و آب جذب تداوم مهم های روش از ها اسموليت تجمع
 وضعيت حفظ در پرولين تجمع اهميت که است اسمزی تنش
 اساموليت  تارین  وسايع  عناوان  به و بوده زیاد بسيار گياه آبی

 .(Rhodes et al., 2002) کناد  می عمل تنش در شده انباشته
 علات  بود. مایع از بيشتر جامد کشت محيط در پرولين ميزان
 نسبت مایع کشت محيط در آب بيشتر جذب احتمالاً امر این
 ایان  اثار  در کاالوس  وزن افازایش  و جاماد  کشت محيط به

 ادیا ز ديا تول نيهمچنا  .باشاد  می ها سلول درون آب افزایش
 تاأثير  از سالول  داخال  یاسامز  فشاار  شیافازا  باا  نيپرول

 بعمال  ممانعات ی سالول ی عا يطب ندیفرا دری شور اختلالات
 و ساليسايليک  اسايد  مانناد  هایی ترکيب از استفاده د.آور یم

 محيطای  هاای  تانش  باه  را گياهان مقاومت جاسمونات، متيل
 گيااه  متابوليکی های فعاليت بهبود موجب و دهند می افزایش



 477                                                                                                                  3، شماره 53دوماهنامه تحقيقات گياهان دارویی و معطر ایران، جلد 

 برابار  در سالولی  غشاای  محافظات  باع  پرولين .شوند می
هاای   آزماایش  .شاود  مای  غيرزیساتی  و زیساتی  هاای  تنش

Sairam و پارولين  افزایش که داد نشان (2556) همکاران و 
 شاوری  برابار  در گيااه  مقاومات  افازایش  باعا   احياء قند
 یااک نقااش پاارولينای  شيشااه درون محاايط در .شااود ماای

 سانتز  افازایش  باعا   و دارد عهاده  بر را ROS جاروکننده
 ميزان افزایشالبته  .شود می گياهان در تنش طول در سلولی
 پرولين سنتز افزایش دليل به دتوان می آزمایش این در پرولين
 باشد. شوری تنش با مقابله منظور به آن تجزیه کاهش یا

 اهميات  دليل بهميتوان گفت که  نهایی گيری نتيجهعنوان  به
 ایان  کااربرد  و دارویای  گياهاان  ثاانوی  هاای  ترکيب بسيار
برای  مفيد های روش به دستيابی مختل ، صنایع در اه ترکيب
 کاربرد است. اهميت حائز بسيارها  ترکيب این اقتصادی توليد

 تولياد  و بيوسنتز تحریکمنظور  به تنش ایجاد و ایليسيتورها
 افازایش  هاای  روش مهمتارین  از یکای  ثانویه، یها متابوليت
 اسيد و شوری اثر آزمایش این در .است ثانویه یها متابوليت

 دو در ایليسايتور  عناوان  باه  جاسامونات  متيل و ساليسيليک
 کاه  داد نشاان  نتایج و شد استفاده مایع و امدج کشت محيط
 و ایليسايتورها  تاأثير  تحات  کالوس بيوشيميایی های فعاليت
 آمده دستب نتایج به توجه با دارد. قرار کشت محيط همچنين

 توليد به تمایل صورت در استویا کشت در که رسد می نظر به
 شارایط  در متاابوليتی  کشات  مقوله به توجه ویژه به متابوليت
 اساتفاده  ماایع  کشات  سيستم از که است بهترای  شيشه درون
 گردد.
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Abstract 
    Using stimulants is an efficient way to increase the production of secondary metabolites of 

medicinal plants under in vivo and in vitro conditions. The present study aimed to investigate 

the effect of NaCl (0 and 50 mM), salicylic acid, and methyl jasmonate (each in 0 and 100 μM) 

in solid and liquid culture media on the biochemical properties and phenylalanine ammonia-

lyase (PAL) activity of stevia callus under in vitro conditions. This study was conducted in a 

completely randomized design with a two-factor factorial arrangement in four replications. The 

stimuli used, culture medium and their interactions had a significant effect on the measured 

traits. The highest amount of phenol and flavonoid production was observed in salicylic acid 

100 + salinity 50 and salinity 50 treatments in solid culture medium. Treatments including 

salinity 50, salicylic acid 100 + salinity 50 and methyl jasmonate 100 + salinity 50 in the solid 

medium increased PAL enzyme activity compared to other treatments. PAL enzyme, phenol and 

flavonoid were positively correlated each other. The 50 mM salinity treatment also increased 

proline amino acid content. Therefore, in order to improve the production of secondary 

compounds such as phenol, flavonoids and also PAL enzyme activity in stevia, a combination of 

salicylic acid (100 μM) and salinity (50 mM) is recommended under solid culture medium 

conditions. 
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