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و   کالوساز طریق کشت)Stachys lavandulifolia Vahi( کوهیگیاه چاي در فنول کلمیزان بررسی 
  افزایش آن با استفاده از محرك هاامکان 

  
  3، خسرو پیري2، سنبل ناظري1بیلال مهربانی

  
  فارغ التحصیل کارشناسی ارشد گروه بیوتکنولوژي، دانشکده کشاورزي، دانشگاه بوعلی سینا، همدان- 1

  استادیار گروه بیوتکنولوژي، دانشکده کشاورزي، دانشگاه بوعلی سینا، همدان- 2

  دانشیار گروه بیوتکنولوژي، دانشکده کشاورزي، دانشگاه بوعلی سینا، همدان- 3

  
 16/3/1391: تاریخ پذیرش، 20/9/1390: تاریخ دریافت

 
  چکیده

هـاي ثانویـه    قادر به تولید متابولیـت     اي شیشهگیاهان در شرایط درون       است که  گزارشات متعدد نشان داده   
اراي فعالیـت آنتـی   هـا و یـا ترکیبـات فنـولی د    پلـی فنـول  . اروئی مانند ترکیبات فنـولی هـستند  ارزشمند از نظر د  
ترکیبـات حاصـل از    کـه عـصاره و  است یر مطالعات داروشناسی نشان داده   هاي اخ در طی سال   .اکسیدانی هستند 

ضـد فـشار خـون    خواص ضد باکتري، ضداکسیدان، ضد نفریت، ضد هپاتیـت،            Stachys گیاهان متعلق به جنس   
بـا نـام محلـی چـاي کـوهی، در       .Stachys lavandulifulia Vahi. هستند اثرات آرام بخش  دارايوداشته پائین 

س در ریـز  بر میزان القاء کـالو  D 4،2- هاي مختلفاثر غلظتدر این مطالعه، . مناطق مختلف ایران پراکندگی دارد    
 20 و  10،  2(  در زمانهـاي مختلـف      سالیسیلیک اسید اثر دو محرك متیل جاسمونات و      و همچنین    هاي برگ نمونه

رشـد  و  ءالقابهترین غلظت جهت . ند مورد بررسی قرار گرفتها بر میزان تولید فنول در کالوس)روز پس از کشت  
تفـاوت   ها نـشان داد کـه  محركبکارگیري حاصل از نتایج   . مشاهده شد  D4،2- میلی گرم در لیتر    2 و 1کالوس در   

اثر زمان بر تولید فنـول کـل در ایـن    . شاهد وجود دارد بین تیمار محرك وتولیدي  در میزان فنول کل   يمعنی دار 
بیـشترین  . دگردی ـنکه تفاوت معنی داري بین اثرات متقابـل آنهـا بـا هـم مـشاهده      بود، در حالی  معنی دار آزمایش

 .حاصل گردید روز از کشت 10  بعد از گذشتو میکرومولار متیل جاسمونات 10تیمار داراي میزان فنول در 
  .کیلیسی سال اسیدل جاسمونات ویت مچاي کوهی، کالوس، فنول کل،: هاي کلیديواژه

                                                   
 09183191565: ري                     تلفنسنبل ناظ: نویسنده مسئول                     E-mail: Snblnazeri@ yahoo.com   
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  مقدمه
 گونه 400  جنس و220نواده نعنائیان با خا 

 یکی از و داشته در دنیا، تقریبا پراکنش جهانی
مهمترین خانواده هاي گیاهی محسوب بزرگترین و 

  گونه و زیر گونه410 جنس و46در ایران . شودمی
 گونه از 270.  گزارش شده استاز این خانواده

 متعلق به خانواده نعنائیان گزارش Stachysجنس 
.  وجود دارد آن گونه از34 در ایران  کهشده است
هستند بومی  گونه 13  گونه34از این 

)Mozaffarian, 1996( .هاي این جنس در گونه
طب سنتی قدیم در درمان تومورهاي جنسی، 

سرطان معده مورد استفاده و تصلب شرائین، التهاب 
 اثر آرام بخشی داشته و این جنس. قرار گرفته است
 ضد باکتري، ضد التهاب، ضد داراي خواص

 .)Javidnia et al., 2004( استاسترس و اضطراب 
- ها، اسیدهاي فنولیک و ديکوئینن فلاونوئیدها،

هاي هاي ثانویه موجود در گونه متابولیتهاترپن
 ).Rabbani et al., 2005(مختلف این جنس هستند 

. چاي کوهی گیاه دارویی مهم و بومی ایران است
این گیاه در ارتفاع کم ومتوسط رویش دارد و در 
بیشتر مناطق ایران، مانند همدان، دیده می شود 

)Babakhanlo, 1998 .(هاي این گیاه در ایران با نام
چاي کوهی، گل کفته، کرك خرگوش و توکلیجه و 

 معروف است Betonyدر زبان انگلیسی به نام 
)Kalvandi, 2003 .(هاي هوائی از دم کرده بخش

این گیاه در ناراحتی هاي معدي و همچنین به 
اضطراب استفاده  خوابی وبخش، رفع بی عنوان آرام

اثرات درمانی،  ).Javidnia et al, 2004( گرددمی 
به این گیاه التهاب ضد آرام بخشی، ضد استرس و 

که بخشی از  ،آنترکیبات فنولی و فلاونوئیدي 
 ،هاي ثانویه با فعالیت آنتی اکسیدانی هستندمتابولیت

تولید ). Rabbani et al., 2005(شود نسبت داده می
- تفاده از تکنیکهاي ثانویه ارزشمند با اسمتابولیت

هاي بیوتکنولوژي در کشت سلول یک روش 
جایگزین مناسب براي بهره برداري از ترکیبات 

 عوامل. )Namadeo et al., 2007(گیاهی است 
 ثانویه هايمتابولیت شدن انباشته و تولید بر مختلفی

 آنها از برخی که هستند موثر بافت کشت طریق از
 محصول، پر سلولی هايلاین ،هامحرك :عبارتند از

 .گیاهی رشد هايکننده تنظیم و غذائی مواد میزان
 ترینموفق از یکی معمولا که هامحركبکارگیري 

 هستند، ثانویه هايمتابولیت افزایش در هااستراتژي
 تولید در فیزیکی و شیمیائی هاياسترس صورت به

 در معمولی حالت در که ايثانویه هايمتابولیت
 ،دنشو نمی تولید یا و شوند می ولیدت یپایین غلظت
 عنوان به 1هامحرك .گیرندمی قرار استفاده مورد

 گیاه در استرس کننده القاء و دفاعی هايمحرك
 و مستقیم صورت به الیسیتورها. دنشو می تعریف

 بیوسنتز  مرتبط باهايژن کردن فعال با مستقیم غیر
 تترکیبا این تولید افزایش سبب ثانویه ترکیبات

 میزان اثر ).Neumann et al., 2009 (گردندمی
هاي ثانویه در کشت ها بر تولید متابولیتمحرك

بافت معمولا به غلظت اضافه شده و زمان وابسته 

                                                   
1 -Elicitors 
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  .)Wen Wan and Yong Wu, 2010(است 
 و جاسمونیک اسید توسط شده القاء هاياسترس

 تولید در جاسمونات متیل ویژه به آن هاياستر
 مانند داروئی ترکیبات جمله از ثانویه هايلیتمتابو

 هاگلوکوزید سیانیدین توکوفرول، آلفا ها،آلکالوئید
 قرار استفاده مورد گسترده طور  بهرسوراتول و

 اسید جاسمونات، متیل بر علاوه .اندگرفته
 مهم محرك هايمولکول از یکی نیز سالیسیلیک

 ازا ر گیاه دفاعی  سیستمسالیسیلیک اسید. است
 مرتبط هايژن از مشخصی گروه سازيفعال  طریق

-  تحریک میسیستمیک مقاومت توسعه و دفاع با

 کشت در رزمارینیکاسید  تولید در اسیداین  .کند
 و .Ocimum basilicum L گیاه نموئی ریشه

 Catharanthus  سلولی کشت در کورکومین

roseus است گرفته قرار استفاده مورد 
)Matkowski, 2008.(  

بات ی ترکي و اقتصادیبا توجه به ارزش داروئ
 یکیولوژی بيهاتی از فعالیعیوس طیف  کهیفنول

ضد  و یروسی، ضد وي ضد باکترمانند فعالیت
ط ینه شرایق در زمیتحقرا شامل می شوند،  یسرطان

 Taveira)  رسدی به نظر ميد آن ضروریمناسب تول

et al., 2010). هاي کشت سلول نکه یبه علت ا
گیاهی یک روش مناسب و مهم براي تولید 

هاي ثانویه با ارزش در اکثر گیاهان است متابولیت 
)Ravishandra et al., 1999(، در این تحقیق اثر 

 بر میزان فنول کل هاي مختلفزمان در هامحرك
  .بررسی گردیدموجود در گیاه چاي کوهی 

  هامواد وروش
  مواد گیاهی

هاي یزوم و بخش، ر1388  سالدر پائیز
هوائی گیاه چاي کوهی، از باغ گیاهان داروئی 

. آوري گردیددانشگاه بوعلی سینا همدان جمع
ها، جهت رشد، به گلدان منتقل و در گلخانه ریزوم

ها دو روز یک بار آبیاري گلدان. داري شدندنگه
گیاه چاي هاي جوان ها از برگ نمونه. انجام شد

قبل از ضد عفونی،  .دندگردیکوهی یک ماهه تهیه 
به مدت یک دقیقه شستشو  شهريها با آب نمونه

هاي سطحی آن کمتر شدند، تا مقداري از آلودگی
 درصد به مدت 70ها در اتانول سپس، نمونه. گردد

یک دقیقه قرار گرفته و با آب مقطر استریل شستشو 
محلول دو تیمار ها در در مرحله بعد، نمونه. شدند

کلر فعال ( درصد 2ودرصد 1دیم هیپو کلریت س
به مدت ده دقیقه قرار  ) )v/v( درصد5حداقل 

ها، دو الی دار بودن نمونهبه علت کرك. داده شدند
، جهت افزایش سطح تماس 20سه قطره توین 

وضدعفونی بهتر، به محلول هیپوکلریت سدیم 
ها در تمام مراحل ضد عفونی  نمونهه ودگردیاضافه 

ها با آب مقطر در نهایت نمونه. تکان داده شدند
استریل سه بار و در کل به مدت ده دقیقه شستشو 

ها در زیر هود تمام مراحل ضدعفونی نمونه. شدند
  .دگردیلامینار انجام 
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 القاء کالوستهیه ریز نمونه و محیط کشت جهت 

 MS به منظور القاء کالوس، از محـیط کـشت        

(Murashige & Skoog, 1962)  حـــــاوي
ــنومیوای ــر 100(یتول س ــرم در لیت ــی گ  اســید و ) میل

 هـاي مختلـف   و غلظـت  )  میلی مولار  1(آسکوربیک  

D-4،2 )0  ،1  ،2   استفاده شد )  میلی گرم بر لیتر    4 و .
متـر  هاي ضد عفونی شده در اندازه یـک سـانتی   برگ

نمونـه  ریـز   5مربع بریده شده ودر هر پتـري دیـش         
 24اي  دم ـ بـه   ها پتري. ندقرارداده شد )  تکرار 3در  (

-نمونـه . منتقل گردیدند درجه سانتیگراد در تاریکی     

هاي کشت شده هر دو روز یک بـار مـورد بررسـی         
ها در  بیست روز، نمونه  و بعد از گذشت     ه  گرفت قرار

 ،به منظور تکثیر کـالوس    . اکشت شدند محیط قبلی و  
 MS هــاي ایجــاد شــده بــه محــیط کــشتکــالوس

تقـل  من D-4،2هورمـون    درلیتر  میلی گرم  2حاوي  
بـا  ( بـار واکـشت      5 الـی    4ها بعـد از     کالوس .شدند

بررسی میزان فنـول    جهت   )فاصله زمانی بیست روز   
  .کل مورد استفاده قرار گرفتند

  
   ها در کشت کالوساضافه کردن محرك

هـا بـر میـزان      به منظـور بررسـی اثـر محـرك        
 10،50، 0(هــاي مختلــف ترکیبــات فنــولی، غلظــت

و متیـــل  سیلیک سالیـــ اســـید) میکرومـــولار100و
ها این محرك . جاسمونات مورد ارزیابی قرار گرفتند    

)  میکرومتـر  2/0فیلتـر   (استریل شـدن     -فیلترپس از   
هـاي فـوق در     تیمار. ندگردیدبه محیط کشت اضافه     

 درجـه   24در شـرایط تـاریکی ودمـاي         و سه تکرار 
  . اعمال گردیدندسانتیگراد در اتاق رشد 

  
 هاي کالوستهیه عصاره متانولی از نمونه

 روز  20 و   10،  2هـاي   گیـري در زمـان    عصاره
 ,Marigo ( ماریگوپس از کشت با استفاده از روش

ــد ) 1973 ــام ش ــانول  . انج ــالوس در مت ــات ک  قطع
))W/V( 1:2(         ندبا استفاده از هاون کاملا لـه شـد .

یخ بـه مـدت زمـان یـک سـاعت           ها بر روي    عصاره
 قـه  دقی40 به مـدت  3000 سپس در دور    و دارينگه

  فـاز .ندگردید درجه سانتیگراد سانتریفوژ 4در دماي   
ــالایی ــول  ب ــاي محل  درجــه -22در یخچــال در دم

  .دگردیسانتیگراد، تازمان استفاده نگهداري 
  

هـاي حاصـل از   تعیین میزان فنـول کـل عـصاره       
  کالوس

فنول کـل توسـط شناسـاگر فـولین سـیوکالتو           
ــد  ــشخص گردی  ,Slinkard and Singleton( م

دین صورت که، یک میلی لیتر متـانول بـه           ب. )1977
سـپس  . د گردی ـهـا اضـافه   یک میلی لیتـر از عـصاره      

 میلی لیتر آب مقطـر و یـک میلـی           5مخلوط فوق با    
ــد  ــوط گردی ــولین مخل ــاگر ف ــر شناس ــد از . لیت  3بع

 درصـد بـه آن اضـافه    Na2CO32   میلی لیتر3دقیقه،
 سـاعت بـر روي      2و این مخلوط بـه مـدت         گردید

سپس میزان جذب در طول مـوج  . رفتشیکر قرار گ 
 مــدل( نــانومتر توســط دســتگاه اســپکتروفتومتر760

cary-100 cons (منحنی اسـتاندارد  . گیري شداندازه
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ــت ــط غلظ ــاي توس  250، 200، 150، 100، 50، 0ه
از محلـول اسـید گالیـک    با استفاده   میلی گرم بر لیتر     
 + ٠٠٧/٠X ،= ٩٧٧/٠R2(تهیـــه گردیـــد 

٠٠۵/٠y=( . نول کل معادل با میلـی گـرم      مقدار ف
آمـاري   تجزیـه . اسید گالیک بر گرم وزن تر بیان شد

 از آزمـون   .انجام گرفت  SASبا استفاده از نرم افزار      

t   ــابی مقایــسه در ســطح یــک درصــد جهــت ارزی
میانگین تیمارها در صـفت وزن تـر و وزن خـشک             

از آزمون چنـد دامنـه دانکـن بـراي           ، تیمارها کالوس
هاي خرد شـده در     طرح کرت   واز هامقایسه میانگین 

 ـبر تولها زمان به منظور بررسی اثر زمان و محرك       د ی
 .استفاده شددر کشت نیمه جامد ل وفن

  
 نتایج

  القاء کالوس در محیط کشتبررسی 
 درصد هیپـو    2ها در محلول    ضد عفونی نمونه  

 ـهـا   کلریت سدیم سبب مرگ بافـت       در ایـن  .دگردی
رنـگ   سبز روشن و بی    ها از سبز به   بافترنگ  تیمار  

هـائی کـه در     نمونـه رنگ ظاهري بافت    . دنتغییر کرد 
ه شـد درصـد ضـد عفـونی     یـک هیپوکلریت سـدیم    

ــد ــه     بودن ــه در ادام ــرد، در نتیج ــدا نک ــري پی تغیی
غلظت یک درصد هیپوکلریـت سـدیم        ازآزمایشات  

  . استفاده گردیدهاضد عفونی بافتبراي 

محـیط  هـا بـه      روز از انتقال نمونـه     بعد از پنج  
هـاي بـرش خـورده علائـم     کشت، از حاشیه قسمت   

میـزان  ). 1شـکل   (مـشاهده گردیـد  قهـوه اي شـدن   
 D-2،4 میلی گـرم در لیتـر      4اي شدن در تیمار     قهوه

 در  یالقاءکالوس ـهـیچ    .هـا بـود   بیش از سایر غلظت   
  D-2،4 میلـی گـرم در لیتـر       4 مـار ی ت تیمار شـاهد و   

ی در  زائ ـکـالوس   روز، 13بعـد از    . مشاهده نگردیـد  
از ناحیـه    D-2،4 میلی گرم در لیتر    2 و   1 هايتیمار

. هاي آوندي گیـاه مـشاهده شـد    زخمی برگ و بافت   
 میلـی گـرم   1ها در تیمـار    القاء کالوس در ریز نمونه    

 2 تیمـار  در و درصـد  90بـه میـزان    D-2،4در لیتر
ــه میــزان  D-2،4میلــی گــرم در لیتــر   درصــد94ب

 یـک درصـد     در سـطح   t از آزمون . ارزیابی گردید 
جهت مقایسه میانگین تیمارها در صـفت وزن تـر و           

ــالوس ــتفادهوزن خــشک ک ــر و .  شــد اس در وزن ت
-D لیتر  گرم در  یلی م 2و  1خشک کالوس بین تیمار   

ــشاهده    2،4 ــاري م ــر آم ــی داري از نظ ــاوت معن تف
 واکـشت  ،در ادامـه آزمایـشات    . )1جـدول   ( گردیدن

  گـرم یلی م 2 غلظت   يط حاو یدر مح کالوس   وتکثیر
هـاي  در واکـشت  هـا   کالوس. تر صورت گرفت  یدر ل 
بعد از چنـد بـار واکـشت،         . شکننده وترد بودند   اول

تر هاي تولید شده نسبت به واکشت اولیه نرم       کالوس
  .)2شکل ( بودند
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  . روز13 گیاه چاي کوهی بعد از هاي برگ القاء کالوس از ریز نمونه-1شکل 

Figure 1- Callus induction from Stachys lavandulifolia  leaf explants after 13 days. 
 

 

 
 میلی گرم در 2  حاويدر محیطاز ریز نمونه هاي  برگی گیاه چاي کوهی  تشکیل کالوس -2شکل 

  .D -4،2.    لیتر
Figure 2- Callus formation from Stachys lavandulifolia leaf explants on medium contain 2 
mg/L 2,4-D . 

  
  

  . پارامترهاي اندازه گیري شده در محیط القاء کالوس- 1جدول 
Table 1- The measured parameters in the induction callus medium using 2,4-D. 

 بر گرم یلیم(مار یت

 )D -2،4لیتر
 خشکوزن  وزن تر درصد القاء کالوس

Treatment 
(Mg/L 2,4-D) 

Callus induction 
(%) 

Fresh weight 
(Mg) 

Dry weight 
(Mg) 

0 (control) 0 0 0 
1 90 648 ns 40.76 ns 
2 94 425 ns 35.54 ns 
4 0 0 0 

ns: Non-significant At the %1 level. 

  



 )1391 پاییز و زمستان، 2، شماره 4دوره (مجله بیوتکنولوژي کشاورزي 

 ٨٣

  در کالوسبررسی میزان فنول کل 
نتایج میزان فنـول کـل کـالوس بـا اسـتفاده از             

هاي خرد شـده در زمـان مـورد ارزیـابی           طرح کرت 
زمـان  × تکرارمتقابل  هاياثر. )2جدول ( فتندقرار گر 

 .نـد معنـی دار نبود زمان از نظـر آمـاري      × الیسیتورو  
 1ولی اثر عامـل الیـسیتور و عامـل زمـان در سـطح           

  . نددرصد معنی دار بود
هاي اثر عامل الیسیتور بر در مقایسه میانگین

 10بیشترین میزان فنول مربوط به تیمار ، تولید فنول
  میلی گرم81/0تیل جاسمونات، برابر میکرو مول م

افزایش . )3شکل  (گالیک بر گرم وزن تر بوداسید 
 میکرو مول 100 به 10غلظت متیل جاسمونات از 
 میلی گرم 53/0 به 81/0سبب کاهش میزان فنول از 

غلظت ش یافزاهر چند . بر وزن تر شداسید گالیک 
 سبب کرو مولی م50 به 10از سالیسیلیک اسید 

 آنشتر ی بيد، اما غلظت هایل گردوزان فنی مشیافزا
بیشترین مقدار فنول در  .شدفنول کاهش سبب 
اسید  میلی گرم 56/0برابر اسید سالیسیلیک تیمار 

 میکرو مول 50گالیک بر گرم وزن تر، در غلظت 
به دست آمد، هر چند از نظر آماري تفاوت معنی 

. دگردینهاي مختلف آن مشاهده ماریت  بینداري 
د که ی مشخص گرد اثر عامل زمانی بررسدر

 میلی گرم بر گرم 72/0(بیشترین میزان فنول کل 
در روز دهم پس از کشت به دست آمد، ) وزن تر

. که تفاوت معنی داري با دو زمان دیگر داشت
میزان فنول تا روز دهم در محیط افزایش پیدا کرد و 

  .)4شکل(  کاهش یافتاز روز دهم به بعد میزان آن

 بحث

  ارزیابی القاء کالوس در محیط کشت
با توجه به نتایج بدست آمده از القاءکالوس 
در گیاه چاي کوهی، حضور اکسین در القاء ورشد 

در این تحقیق . کالوس ضروري به نظر می رسد
ترین  مناسبD-4،2 میلی گرم درلیتر 2 و 1غلظت 
القاء کالوس  )Yang et al.) 2008 .ها بودندغلظت

 .Leonurus heterophylus Sw هاي برگمونهناز 

 میلی گرم D4،2) 5/0-2–هاي مختلف در غلظت
مورد بررسی قرار دادند که بیشترین  را )در لیتر

 میلی گرم در لیتر به دست 2میزان القاءکالوس در 
 .رددا  مطابقتبدست آمدهبا نتایج فوق نتایج  .آمد

 D 4،2- اثر et al. Nicolaeva (2009)همچنین 
را  هاي برگ گیاه چاي در نمونهبرمیزان القاءکالوس

آنها مشاهده کردند که . مورد بررسی قرار دادند
 و افزایش غلظت این هورمون باعث کاهش رشد

) Sayd et al.) 2010. گردد کالوس میالقاء
 Gardinia هاي برگ گیاهالقاءکالوس در نمونه

jasminiodes هاي مختلف را در غلظتD -4،2 
آنها . بررسی کردند) ر میلی گرم در لیت3 و2، 1(

 میلی 2بیشترین میزان القاء کالوس را در غلظت 
گرم بر لیتر به دست آوردند که تفاوت معنی داري 

 با نتایج ه ومیلی گرم در لیتر نداشت 1با غلظت 
 القاءکالوس در گیاه. رددا  مطابقتبدست آمده

Ocimum sanctum   توسطLim et al.) 2009( 
 میلی 5 و D -4،2) 1 ،3هاي مختلف در غلظت

نتایج حاصل . مورد بررسی قرار گرفت) گرم بر لیتر 
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 D -4،2از این تحقیق نشان داد که افزایش غلظت 
سبب افزایش در میزان القاءکالوس می گردد، اما 

 هاي مختلف وجودتفاوت معنی داري بین غلظت
 D -4،2تحقیق حاضر افزایش غلظت اما در. ردندا
مرگ  اي شدن و میلی گرم درلیتر باعث قهوه4در 

ها، افزایش غلظت اکسین در بافت .ها شدریز نمونه

 -1 آمینوسیکلوپروپان - 1فعالیت آنزیم 
 را افزایش )ACC (کربوکسیلیک اسید سنتاز

 بوده ودهد که با افزایش تولید اتیلن همراه می
ها تافزایش تولید اتیلن، خود باعث پیري در باف

  ).Lim et al., 2009(شود می
  

  
هاي کشت نیمه جامد با استفاده از طرح کرتحاصل از  تجزیه واریانس فنول کل در کالوس -2 جدول

 و  تکرار3 و غلظت 4 در) متیل جاسمونات و اسید سالیسیلیک(دو نوع محرك  که اثر ، در زمانخرد شده
  .مورد بررسی قرار گرفته است مختلف زمان 3

Table 2- The analysis of variance  of total phenol in semisolid medium in a factorial 
experiment based on split-plot in time design were evaluated the effect of two elicitors 
(metyl jasmonate and salisylic acid) in four concentrations and three repeating and three 
different time. 

 F میانگین مربعات درجه آزادي منبع تغییرات
Source of variation  degree of freedom  Mean Square  F Value  
 عامل الیسیتور

Elicitor 
6 0.236 

**12.98 

 aي خطا
Error 

14 0.018 .......... 

 عامل زمان

Time 
2 0.496 

**24.66 

 زمان *الیسیتور
Elicitor*Time 

12 0.022 1.0813 ns 

 bي خطا
Error 

28 0.02 .......... 
 .تفاوت معنی دار نیست: ns، (p< 0/01 )  تفاوت معنی دار است٪1در سطح  :**
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 کشت کالوس فنول در ر تولیددمتیل جاسمونات و اسید سالیسیلیک هاي مقایسه میانگین اثر الیسیتور  -3شکل 

 .گیاه چاي کوهی
SA :یسیلیک،سال اسید MJA :متیل جاسمونات ،c :است% 1نشان دهنده تفاوت معنی دار بین بین میانگین ها  در سطح حروف متفاوت . کنترل.  

Figure 3- The mean comparison of Methyl Jasmonate and Salicylic Acid elicitors on total 
phenol in Stachys lavandulifolia callus calture.  
SA: Salicylic Acid, MJA: Salicylic Acid. Means with different superscripts are significantly different (P<0.01). 
 

  
در کشت ) میلی گرم گالیک اسید بر گرم وزن تر( مقایسه میانگین اثر زمان بر میزان فنول کل -4شکل 
  . گیاه چاي کوهیکالوس

  .است% 1ار بین بین میانگین ها در سطح نشان دهنده تفاوت معنی دحروف متفاوت 
Figure 4- The mean comparison t of time on total phenol (Mgr Gallic Acid equivalent/g 
fresh weight) in Stachys lavandulifolia callus calture.  
Means with different superscripts are significantly different (P<0.01). 
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  کالوسرزیابی میزان فنول کل در کشت ا
میزان تولید ترکیبات فنولی در کشت  یبررس

، که زمان می دهدکالوس گیاه چاي کوهی نشان 
ت فنولی در محرك بر افزایش ترکیبانوع و  غلظت

 Matkowski ، در پژوهشی.دکشت کالوس تاثیر دار
در شرایط درون  که ه استگزارش کرد) 2008(

ی یهامحركتواند توسط می یباتتولید ترک ايشیشه
سالیسیلیک در سلول  اسید متیل جاسمونات و مانند

-  اثر غلظتیدر بررس. تحریک شده و افزایش یابد

د یزان تولی ميبر رو(ها  مختلف محركيها
 Catharantousی درکشت سلول٢نیسیآجمال

roseus د ی بر تولیغلظت اثر معکوس افزایش
 قیدر تحق .Namadeo, 2007)( ن داشتیسیآجمال
د یزان تولیبر م)  روز5 تا 1(ن اثر زمان ی همچنفوق

ن یشتری قرار گرفت که بیب مورد بررسین ترکیا
 یکشت روز پس از هم2د مربوط به یزان تولیم

- اثر غلظت ین بررسیهمچن .ها با محرك بودسلول

د یزان تولیک بر میجاسموناسید  مختلف يها
 .Hypericum perforatum L اهیدر گ یبات فنولیترک

 سبب  محركش غلظتی که افزانشان داده است
 يهابات در غلظتین ترکید ایزان تولیکاهش م
 al., 2007(  گرددیکرو مول می م100بالاتر از 
Sonja et .( که در غلظتگرفتندنتیجه گروه فوق  -

 که سلول مدت ی به خصوص در مواقع، بالاتريها
زان قهوه ی م،دها باش در معرض محركيشتریزمان ب

ها  سلوليریست پذیت زیجه قابلی شدن و در نتيا

                                                   
2 Ajmalicine 

بات ید کمتر ترکیت باعث تولیشود و در نهایکم م
 رسدیز بنظر میق حاضر نیدر تحق. گرددی میفنول
ج یبا نتا مشابه یها اثرات محركي بالايهاغلظتکه 

قهوه علت که این  به ،ها داشته باشدفوق بر سلول 
ها  محركي بالايهاتا در غلظه شدن سلوليا

 يهاگزارش شده است که غلظت .بود مشاهدهقابل 
- یت را القاء میها واکنش فوق حساس محركيبالا

که ی در حالگرددیها مکند که منجر به مرگ سلول
- ی می دفاعيهان سبب القاء واکنشی پائيهاغلظت
ش ی افزابر این اساس،. (Namadeo, 2007)گردد 

 مشاهده شده در یبات فنولیع ترکد و تجمیتول
- توان به پاسخی را می کوهياه چای گیکشت سلول

گردد یها القاء من محركی که توسط ای دفاعيها
دهد که در یق حاضر نشان میتحق. نسبت داد

ک منبع یکه به عنوان ط کنترل شده از کشت یشرا
گردد یه استفاده میبات ثانویش ترکید و افزایتول

زان ی مياها تا اندازهاستفاده از محركتوان با یم
 خاص را یبات فنولی ترکی و حتیبات فنولیترک
  .ر دادییتغ
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Abstract 

Many reports have demonstrated that many medicinal valuable secondary metabolites such 
as Phenolic compounds can be produced and accumulated by in plants in vitro culture. 
Polyphenols or phenolic compounds have potentially antioxidant activity. In past few years, 
pharmacological studies have confirmed that components and extracts of plants belong to the 
genus Stachys exert significant antibacterial, antitoxidant, antinephritic, antihepatitis, 
hypotencive and anxiety effects. Stachys lavandulifulia Vahi, popularly named "Chai Koohi" is 
widely distributed in different regions of Iran. In this study, effect of different concentrations of 
2,4-D, on callus induction and  effect of two elicitors (metyl jasmonate and salisylic acid) in 
different time points(2, 10 and 20 days after culture)  on the level of total phenol were evaluated 
in callus. The results showed that, the best concentration of callus induction and growth was at 
the 1 and 2 mg/l 2,4-D. Also the effects of elicitors were significant in total phenol production. 
Cultivation time indicate significant difference on total phenol production, whereas interaction 
between time and elisitore was not significant. The highest total phenol concentration was found 
in the treatment with 10 µm of metyl jasmonate, after 10 days of culture. 
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