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Abstract 
The Moringa (Moringa oleifera L.) is a medicinal plant with medicinal properties and 
many valuable metabolites including flavonoids. Due to the medicinal and therapeutic 
importance of this plant, this research was conducted with the aim of studying the effect 
of elicitors such as methyl jasmonate, salicylic acid, and phenylalanine on biochemical 
properties and the production of valuable secondary metabolites from its callus tissue in 
vitro. According to the results obtained, it was found that higher concentrations of 
salicylic acid and methyl jasmonate led to a significant increase in peroxidase enzyme 
activity in the treated calluses. The callus samples treated with methyl jasmonate and 
phenylalanine showed significantly higher catalase enzyme activity compared to the 
control treatment at most concentrations and treatment durations. The highest level of 
flavonoids (0.628 mg g-1) was related to the culture medium containing 200 mg L-1 
methyl jasmonate for 96 h. Regarding the duration of treatment with plant growth 
stimulants, for most treatments, the amount of anthocyanin production increased with 
the growing duration of elicitors treatment. Based on the results, increasing the salicylic 
acid concentration from 50 to 100 and 200 mg L-1, particularly over a 48-h period, 
resulted in a rise in rutin production in the Moringa callus. On the other hand, the 
highest amount of quercetin (5.38 mg g-1) in the culture medium with 200 mg L-1 
methyl jasmonate for 96 hours and the highest amount of kaempferol (3.45 mg g-1) in 
the culture medium containing 100 mg L-1 salicylic acid was observed for 96 h. 
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Introduction 
Moringa, Moringa oleifera L, is a member of the Moringaceae family (Mashamaite et 
al., 2022). Due to the high medicinal and food value of this plant, it is known as the tree 
of the century. All constituent parts of Moringa, encompassing its roots, stems, leaves, 
and seeds, bear both medicinal and dietary utility, serving as a pivotal reservoir of 
vitamins and minerals (Mohlala et al., 2023). The leaves, in particular, exhibit pivotal 
medicinal attributes, owing to the presence of notable bioactive compounds such as 
saponins, tannins, steroids, flavonoids, coumarins, quinones, phenolic compounds, and 
alkaloids, which are proficiently employed in cancer prevention and treatment 
endeavors (Kurtulbaş et al., 2022). Prominently, a comprehensive range of quercetins, 
rutin, kaempferol, gallic acid, moringin, and the extensive Niazimicin assemblage 
represents the principal assortment of compounds derived from the diverse organs of 
this botanical specimen (Syeda & Riazunnisa, 2020). By virtue of its potent antioxidant 
property, quercetin, abundantly discovered within the leaf and seed samples of M. 
oleifera, orchestrates metal chelation and free radical inhibition (Bhaskar et al., 2022). 
There are various methods to increase the production of secondary metabolites as 
valuable compounds in medicinal plants, which include the use of agents in cell and 
plant tissue culture in vitro. The induction of callus cells in M. oleifera plant is largely 
influenced by temperature, nutrients, pH, and the addition of ascorbic acid and plant 
growth regulators in the culture medium. Stress induction increases the production of 
plant secondary metabolites. Stimulants are divided into biological and non-biological 
categories (Arya et al., 2021). Among the widely used stimulating factors used in most 
tissue culture programs are fungal carbohydrates, yeast extract, methyl jasmonate, 
salicylic acid, and amino acids such as phenylalanine and Polyamines such as chitosan 
(Raj & Saudagar, 2019). Common plant hormones such as salicylic acid and jasmonic 
acid are key markers for the expression of genes involved in plant defense systems 
(Patel et al., 2020; Shafighi et al., 2022). Considering the unique properties of the M. 
oleifera plant and its importance in the pharmaceutical and food industries, as well as 
the importance of new methods of plant tissue culture to produce and increase the 
amount of plant secondary metabolites, the present research aimed at increasing the 
production of biochemical compounds and valuable secondary metabolites such as 
rutin, quercetin and kaempferol from the callus tissue obtained from the leaf explants of 
this plant, using methyl jasmonate, salicylic acid, and phenylalanine as stimulating 
agents in different concentrations and time durations. 
 
Materials and Methods 
Callus tissue samples of M. oleifera plant were obtained from leaf explants grown in an 
MS base medium containing 2 mg/L 2,4-D and 0.5 mg/L BAP (Riyathong et al., 2010). 
Plant growth stimulants (methyl-jasmonate, salicylic acid, and phenylalanine) in 
concentrations of zero (control), 50, 100, and 200 mg/l during time periods in an MS 
base culture medium containing 2 ml 2,4-D and 0.5 mg/liter of BAP were utilized. 
Biochemical compounds such as peroxidase (MacAdam et al., 1992), catalase (Chanes 
& Mahely, 1996), proline (Bates, 1973), flavonoid (Chang et al., 2002) and anthocyanin 
(Wagner, 1979) along with metabolites secondary substances such as rutin, quercetin, 
and kaempferol (Hurst et al., 1983) were measured in callus tissue samples collected 
after 24, 48, and 96 hours after applying the stimuli. The experiment was conducted in a 
completely randomized design with three replications. Data variance analysis and 
average data comparison using SPSS ver. 26 were done. 



3 Iranian Journal of Plant Biology, Vol. 14, Issue, No. 3, Autumn 2022 
 
Results and Discussion 
The results of variance analysis of the data demonstrated that the activity level of 
peroxidase and catalase enzymes, the amount of amino acid accumulation of proline, 
total flavonoid, anthocyanin, the amount of rutin, quercetin, and kaempferol in the 
callus samples of M. oleifera plant in vitro was significantly (p < 0.01) affected by the 
type of stimulus used, the duration of use, and the interaction between the type of 
stimulus and the duration of its use. The highest amount of peroxidase enzyme activity 
was related to the culture medium containing 100 or 200 mg/l of methyl jasmonate and 
200 mg/l of phenylalanine for a period of 96 hours. According to the obtained results, 
by raising the concentration of plant growth stimulants (methyl jasmonate and salicylic 
acid) from 50 to 100 and 200 mg/liter in different periods of time, the peroxidase 
enzyme activity did not change significantly. On the other hand, the highest amount of 
peroxidase enzyme activity (455.886 protein-µmol H2O2 min-1 mg-1) was related to the 
culture medium containing 200 mg/liter of phenylalanine for a period of 96 hours. The 
obtained results are consistent with the results reported by Shabani et al., (2009). The 
highest amount of proline amino acid accumulation (2.19 μg/mg) was observed in the 
treatment of callus samples with 200 mg/L of methyl-jasmonate for a period of 96 
hours. In regards to the temporal extent of utilizing stimulants in any and all culture 
mediums that encompass methyl jasmonate, phenylalanine, or salicylic acid, the 
quantity of proline accumulation detected in callus obtained subsequent to a treatment 
period of 96 hours is notably greater. This phenomenon becomes apparent within the 
time frames of 24 and 48 hours. The highest amount of flavonoid (0.628 mg/g of callus) 
was observed in the treatment of 200 mg/l of methyl jasmonate for 96 hours. Zhang et 
al. (2009) stated that the flavonoid content of blackberry callus tissue increases 
remarkably in the treatment with methyl jasmonate and salicylic acid, which is 
consistent with the results obtained in this study. Also, the highest amount of 
anthocyanin (12.42 μmol/g of callus weight) was related to the treatment of 200 mg/l 
phenylalanine for 96 hours. According to the results obtained in this research, utilizing 
methyl jasmonate, phenylalanine, and salicylic acid as stimulants (especially in higher 
concentrations and time durations) significantly increased the amount of rutin 
production in callus tissue samples, which is consistent with the results obtained by 
Ishikawa et al. (2007). The highest amounts of rutin, quercetin, and kaempferol were 
respectively (12.86, 5.38 and 3.45 mg per gram of callus fresh weight) related to the 
culture medium containing 50 mg/liter salicylic acid for 48 hours, the culture medium 
containing 200 mg/liter methyl-jasmonate for 96 hours, and the culture medium 
containing 100 mg/liter salicylic acid for 96 hours. 
 
Conclusion 
Recent advances in various fields of biotechnology have made it possible to revive new 
methods of plant tissue culture and produce valuable compounds at a commercial level. 
The employment of plant biotechnological techniques, particularly the generation of 
plant compounds in a controlled environment, presents the potential to manufacture 
items possessing therapeutic properties, irrespective of the variability in climate and 
seasons, thereby ensuring year-round availability. Today, many studies have been 
conducted and are being conducted on the medicinal and nutritional value of the 
Moringa plant (M. oleifera). Due to the high value of this plant in terms of medicine 
and treatment of diseases such as cancer in the traditional medicine of different nations, 
suitable and alternative methods for producing its effective compounds are very 
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important. The use of plant tissue culture and esters is an effective method to produce 
valuable compounds of this plant in vitro. According to the results obtained in this 
study, treating callus with higher concentrations (100 and 200 mg/L) of methyl 
jasmonate, salicylic acid, and phenylalanine increases the possibility of increasing the 
production of plant secondary metabolites (rutin, quercetin, and kaempferol) in this 
plant. 
 
Keywords: Salicylic Acid, Phenylalanine, In Vitro Culture, Methyl Jasmonate, 
Moringa oleifera 
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هاي بیوشیمیایی  تأثیر نوع و غلظت عوامل محرك بر ویژگی
 نگایمورهاي ثانویۀ بافت کالوس گیاه  و تولید متابولیت

(Moringa oleifera L.)  
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 ، اردبیل، ایرانداروسازي، دانشگاه علوم پزشکی اردبیل ةگروه فارماسیوتیکس و بیوتکنولوژي دارویی، دانشکد 2
 ، ایران، اردبیلدانشگاه علوم پزشکی اردبیل داروسازي،ة دانشکد فارماکوگنوزي،گروه  3

 
 چکیده

هاي  )، گیاهی دارویی است که بسیاري از ترکیبات دارویی و متابولیت.Moringa oleifera Lگیاه مورینگا (
به اهمیت دارویی و درمانی این گیاه، پژوهش حاضر با هدف  فلاونوئیدها را دارد. باتوجه ازجملهارزشمند 

هاي بیوشیمیایی و  ویژگی برآلانین  اسید و فنیل مانند متیل جاسمونات، سالیسیلیکهایی  محركبررسی تأثیر 
هاي  غلظتشان دادند نشیشه انجام شد. نتایج  هاي ثانویۀ بافت کالوس آن در شرایط درون تولید متابولیت

جاسمونات سبب افزایش معنادار میزان فعالیت آنزیم پراکسیداز در  بیشتر سالیسیلیک اسید و متیل
آلانین در بیشتر  جاسمونات و فنیل هاي تیمارشده با متیل کالوس همچنینشود؛  شده می هاي تیمار کالوس
. نادار فعالیت آنزیم کاتالاز بیشتري نشان دادندطور مع ها در مقایسه با تیمار شاهد به ها و مدت زمان غلظت

لیتر  در گرم میلی 200کشت حاوي  گرم وزن کالوس) به محیط بر گرم میلی 628/0بیشترین مقدار فلاونوئید (
ساعت تعلق داشت. از نظر مدت زمان تیمار، در بیشتر تیمارها میزان تولید  96جاسمونات براي زمان  متیل

ها افزایش یافت. بر اساس نتایج، افزایش غلظت  ش مدت زمان استفاده از محركآنتوسیانین با افزای
ساعت سبب افزایش میزان  48ویژه براي مدت زمان  لیتر به در گرم میلی 200و  100به  50اسید از  سالیسیلیک

زن تر گرم و بر گرم میلی 38/5هاي گیاه مورینگا شد. بیشترین میزان کوئرستین ( تولید روتین در کالوس
ساعت و بیشترین میزان  96مدت  جاسمونات به لیتر متیل در گرم میلی 200کشت حاوي  کالوس) در محیط

لیتر  در گرم میلی 100کشت حاوي  گرم وزن تر کالوس) در محیط در گرم میلی 45/3کمپفرول (
 ساعت مشاهده شد.  96مدت  اسید به سالیسیلیک

 
 جاسمونات، مورینگا شیشه، متیل آلانین، کشت درون فنیلاسید،  سالیسیلیک: هاي کلیدي واژه
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 . ..مقدمه
 Moringa oleiferaگیاه مورینگا با نام علمی 

L. خانوادة عضوي از Moringaceae  است که
 وستانشمال هندخاستگاه اصلی آن جنوب تبت و 

. ارزش دارویی (Mashamaite et al., 2022)است 
سبب شده است از آن  گیاه مورینگاو غذایی زیاد 

هاي این  شود. تمام اندام با عنوان درخت قرن یاد 
درخت ازجمله ریشه، ساقه، برگ و دانۀ آن مصرف 

. (Mohlala et al., 2023)دارویی و غذایی دارند 
در بسیاري از کشورهاي اروپایی، آسیایی و 

عنوان چاشنی غذا یا  هاي این گیاه به آفریقایی، برگ
عنوان چاشنی  نوش و پودر ساقه و ریشۀ آن به دم

. (Al-Ghanayem et al., 2022)شود  استفاده می
است  ها و مواد معدنی  ویتامینمهمی از منبع  این گیاه

ر یداحاوي مقآن هاي جوان  ها و غلاف برگ و
ها مانند  ویتامینمواد معدنی و از  توجهی درخور
 ي این گیاه،ها برگهستند.  C و A، Bهاي  ویتامین
بیشتر از هویج، کلسیم بیشتر از شیر، آهن  A ویتامین

بیشتر از پرتقال و پتاسیم  C بیشتر از اسفناج، ویتامین
 بیشتر از آنو کیفیت پروتئین  دارندبیشتر از موز 

؛ (Ramzan et al., 2022)است مرغ  شیر و تخم
 یترکیبات دارویی مهم هاي این گیاه برگین همچن

، استروئیدها، فلاونوئیدها، اه ها، تانن ازجمله ساپونین
فنلی و  ات، ترکیبها کوئینونها،  ریناکوم

 و درمان پیشگیريبراي  را دارند کهآلکالوئیدها 
فعالیت ضدمیکروبی و  شوند و استفاده می سرطان

. انواع (Kurtulbaş et al., 2022)دارند ضدقارچی 
اسید،  ها، روتین، کامپفرول، گالیک کوئرستین

مورینگین و خانوادة بزرگ نیازیمیسین 
(Niazimicin) شده  ترین ترکیبات استخراج از مهم

آیند  هاي مختلف این گیاه به شمار می از اندام
(Syeda & Riazunnisa, 2020) .

و ، روتین ژنیستئین هایی مانندایزوفلاونوئید
جلوگیري  سرطانیهاي  ن از رشد سلولکوئرستی

 .(Cayetano‐Salazar et al., 2021) کنند می
هاي برگ و بذر گیاه  نمونهموجود در  کوئرستین

M. oleifera سبب یاکسیدان آنتی به دلیل ویژگی 
 شود. می هاي آزاد شدن فلزات و مهار رادیکال هکلات
هاي سرطانی  رستین بر عملکرد سلولئکو متعدد آثار

ة مهارکنند( p21پروتئین  القاي جملهپستان از
CDK (مراحل  سلولی در ۀو توقف چرخG1 یا 
G2/M ه استگزارش شد (Tang et al., 2020) . 

هاي مختلفی براي افزایش تولید  روش
عنوان ترکیبات باارزش در  هاي ثانویه به متابولیت

توان  گیاهان دارویی وجود دارند که ازجملۀ آنها می
ر کشت سلول و بافت گیاهی در درد عوامل به کارب

 ,.Bhaskar et al)شیشه اشاره کرد  شرایط درون

به دو دستۀ زیستی و محرك . عوامل (2022
و با  (Arya et al., 2021)شوند  غیرزیستی تقسیم می

دیوارة سلولی سبب همچنین تأثیر بر ترکیبات و 
شوند که درنتیجه،  شدن سیستم دفاعی گیاه می فعال

هاي گیاهی  هاي ثانویه در سلول تولید متابولیت
؛ (Lertphadungkit et al., 2020)یابد  افزایش می

 مخمر،ة عصار قارچی، هاي کربوهیدرات
اسید، آمینواسیدهایی  ، سالیسیلیکجاسمونات متیل

 کیتوزان هایی مانند آمین پلی وآلانین  مانند فنیل
هستند که در  کاربرديپرعوامل محرك  ازجمله

 Raj) شوند هاي کشت بافت استفاده می بیشتر برنامه

& Saudagar, 2019)اسید . جاسمونیک (JA) و 
 هاي کننده جاسمونات تنظیم متیل مانند آن مشتقات



 Moringa oleifera) نگایمورهاي ثانویۀ بافت کالوس گیاه  هاي بیوشیمیایی و تولید متابولیت تأثیر نوع و غلظت عوامل محرك بر ویژگی

L.) و همکارانران نوروزپرور مه 
95 

 
 گیاه دفاعی هاي پاسخ در که هستند رشد گیاهی

 گیاهان در هاي ثانویه متابولیت تولید تحریک ازجمله
اسید  . سالیسیلیک(Ho et al., 2020)دارند  دخالت

)SAهاي رشد  ) نوعی اسید فنولی و یکی از هورمون
گیاهی است که نقش بسیار مهمی در بسیاري از 

هاي گیاهی ازجمله  فرایندهاي حیاتی سلول
سازي پاسخ سلول  ونمو، فتوسنتز و تنظیم و فعال رشد

 ,Aliر برابر عوامل زیستی و غیرزیستی دارد (د

هاي متداول گیاهی مانند  ). هورمون2021
هاي  رسان اسید علامت اسید و جاسمونیک سالیسیلیک

هاي  هاي درگیر در سیستم کلیدي براي بیان ژن
روند. عوامل محرك با  دفاعی گیاهان به شمار می

رسانی ثانویه  و فرایند پیامبیان ژن  تنظیم تأثیر بر
هاي  افزایش تولید متابولیتهاي گیاهی سبب  درسلول

 Patel) شوند ثانویه در کشت سلول و بافت گیاهی می

et al., 2020; Shafighi et al., 2022). 
پراکنش بسیار محدودي در  M. oleiferaگیاه 

هاي جنوبی کشور دارد؛  ایران و بیشتر در استان
شده در زمینۀ این گیاه  هاي انجام لعهرو، مطا ازاین

هاي درمانی،  نژادي، ویژگی هاي به ویژه بررسی به
هاي مورفولوژیکی،  تنوع ژنتیکی و سایر ویژگی

فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی آن در ایران بسیار اندك 
شناسی آن  هایی در زمینۀ گیاه است و بیشتر گزارش

هی و وجود دارد. استفاده از روش کشت بافت گیا
در این گونۀ گیاهی بسیار عوامل محرك استفاده از 

ها  گونه گزارشی از کاربرد این روش کم بوده و هیچ
هاي کالوس در  سلول القايدر ایران ارائه نشده است. 

تأثیر دما، مواد  تا حد زیادي تحت M. oleiferaگیاه 
و  اسید سکوربیکآو افزودن  اسیدیته مغذي،

کشت قرار  محیط دریاهی هاي رشد گ کننده تنظیم

 MSکشت  محیط .(Bennet et al., 2003)دارد 
 2و  BAPلیتر  در گرم میلی 5/0همراه با 

درصدي  100سبب تولید  D-2,4لیتر  در گرم میلی
شود  می M. oleiferaهاي برگی  کالوس از ریزنمونه

(Riyathong et al., 2010) . 
 .Mفرد گیاه  هاي منحصربه به ویژگی باتوجه

oleifera  و اهمیت آن در صنایع دارویی و غذایی و
هاي نوین کشت بافت گیاهی براي  اهمیت روش

هاي ثانویۀ گیاهی،  تولید و افزایش میزان متابولیت
پژوهش حاضر در راستاي افزایش تولید ترکیبات 

هاي ثانویۀ باارزش همانند  بیوشیمیایی و متابولیت
روتین، کوئرستین و کمپفرول از بافت کالوس 

از گیاه با استفاده هاي برگ این  صل از ریزنمونهحا
آلانین  اسید و فنیل جاسمونات، سالیسیلیک متیل

ها و مدت  عنوان عوامل محرك در غلظت به
 هاي مختلف انجام شد.  زمان
 

 .ها مواد و روش
 .تولید بافت کالوس

از  M. oleiferaهاي بافت کالوس گیاه  نمونه
کشت پایۀ  شده در محیط هاي برگ کشت ریزنمونه

MS  2,4لیتر  در گرم میلی 2حاوي-D  5/0و 
 Riyathong)به دست آمدند  BAPدرلیتر  گرم میلی

et al., 2010)عوامل منظور بررسی تأثیر انواع  . به
محرك بر تولید و افزایش ترکیبات بیوشیمیایی و 

کشت  هاي ثانویۀ گیاهی از ترکیب محیط متابولیت
یادشده استفاده شد؛ همچنین براي دستیابی به 

هاي  هاي کالوس، بافت یکنواختی بیشتر در نمونه
 20تا  15مدت  کالوس حاصل سه مرتبه و هر بار به

 کشت یادشده واکشت شدند.  روز در محیط
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 .محركمل اعوسازي   آماده
هاي رشد گیاهی  در پژوهش حاضر از محرك

آلانین  اسید و فنیل جاسمونات، سالیسیلیک مانند متیل
جاسمونات از  منظور تهیۀ محلول متیل استفاده شد. به

N- حجمی استفاده شد. -طور حجمی هگزان به
آلانین  اسید و فنیل منظور تهیۀ محلول سالیسیلیک به
یاد این دو حجمی (به دلیل حلالیت ز-طور جرمی به

 1ترکیب در آب)، مقدار معینی از این ترکیبات (
به  لیتر) حل شد. باتوجه میلی 50گرم) در آب (

حساسیت زیاد هر سه ترکیب یادشده به دماي زیاد 
 2/0هاي یادشده با عبور از فیلتر  اتوکلاو، محلول

کشت  میکرون ضدعفونی و زیر هود لامینار به محیط
گراد افزوده  درجۀ سانتی 45تا  35استریل با دماي 

 شدند. 
 

 .ها اعمال محرك
جاسمونات،  هاي رشد گیاهی (متیل محرك
هاي صفر  آلانین) در غلظت اسید و فنیل سالیسیلیک

لیتر در مدت  در گرم میلی 200و  100، 50(شاهد)، 
کشت  ساعت درون محیط 96و  48، 24هاي  زمان
 5/0و  D-2,4لیتر  در گرم میلی 2حاوي  MSپایۀ 
ها  استفاده و سپس تمام کشت BAPلیتر  در گرم میلی

گراد منتقل  درجۀ سانتی 25به اتاقک رشد با دماي 
هاي کالوس مدنظر براي ارزیابی  شدند. نمونه

هاي  هاي بیوشیمیایی و تولید و تجمع متابولیت ویژگی
آوري و پس از  هاي یادشده جمع ثانویه در مدت زمان

درجۀ  80در دماي منفی  انجماد در ازت مایع،
 گراد نگهداري شدند.  سانتی
 

 .بیوشیمیایی هاي ویژگی گیري اندازه
ه کالوس درون هاون نمون هر از گرم 1/0ابتدا 

 لیتر میلی 5/1 مایع ساییده و سپس ازتچینی حاوي 

 درصد 1 حاوي) pH=7( سدیم فسفات بافر
به  EDTA مولار میلی 1 و (PVP)پیرولیدون  وینیل پلی

دقیقه با سرعت  10مدت  به ها نمونه شد. آن اضافه
گراد  درجۀ سانتی 4در دماي  دوردردقیقه 13000

عنوان عصارة  به ییرو فاز سانتریفیوژ شدند؛ سپس
گیري میزان پروتئین و  پروتئینی براي اندازه

 Bradfordروش  آوري شد. هاي آنزیمی جمع فعالیت

ها  ن کل نمونهگیري مقدار پروتئی براي اندازه (1976)
میکرولیتر عصارة  50استفاده شد؛ به این منظور، 

 900 و برادفورد معرف میکرولیتر 50پروتئینی، 
عنوان محلول واکنش استفاده  به فسفات بافر میکرولیتر

 طول نوري عصارة پروتئینی در جذب زانیمشد. 
 اسپکتروفتومتر دستگاهبا  نانومتر 595 موج

)BIORAD, SmartspecTM plus آمریکا) تعیین ،
ي گاو آلبومین سرمسازي غلظت پروتئین با  کمی شد.

(BSA) هاي مختلف انجام شد. در غلظت 
 

 .هاي پراکسیداز و کاتالاز یري فعالیت آنزیمگ اندازه
 روش آنزیم پراکسیداز طبق فعالیت گیري اندازه

Mac-Adam et al. (1992)  .با کمی تغییر انجام شد
 لیتر بافر میلی 81/0 شامل مخلوط واکنش

 7pH= ،(20مولار ( میلی 100پتاسیم  فسفات
 وللایکگمیکرولیتر  90میکرولیتر عصارة پروتئینی، 

 5اکسیژنه ( میکرولیتر آب 90)، مولار یلیم 10(
 واکنش مولار) بود. تغییرات جذب مخلوط میلی

 نانومتر و دماي 425ثانیه در طول موج  60 مدت به
اسپکتروفتومتر  دستگاه گراد با درجۀ سانتی 25

 برحسب شد. فعالیت آنزیم پراکسیداز گیري اندازه
 گرم میلی هر ازاي به دقیقه در جذب تغییرات
از رابطۀ  شد و میزان فعالیت آن بیان پروتئین

)×(V/Vt)/(0.1×T)/Cp425A∆ محاسبه شد. در (
: حجم V: تغییرات جذب نوري، ∆425Aاین رابطه، 



 Moringa oleifera) نگایمورهاي ثانویۀ بافت کالوس گیاه  هاي بیوشیمیایی و تولید متابولیت تأثیر نوع و غلظت عوامل محرك بر ویژگی

L.) و همکارانران نوروزپرور مه 
97 

 
: Tشده در واکنش،  : حجم عصارة استفادهVtکل، 

 : غلظت پروتئین است.Cpزمان واکنش (دقیقه) و 
 آنزیم کاتالاز از فعالیت گیري منظور اندازه به

با کمی تغییر  Chanes & Mahely (1996)روش 
 مولار با میلی 20 سدیم فسفات شد. بافر استفاده

7pH=  پراکسیدهیدروژن  میکرولیتر 20و(H2O2) 5 
 سپس و استفاده الکترون پذیرندة عنوان به مولار یلیم

 آن به خی حمام در ة پروتئینیعصار تریکرولیم 60
 240 موج طول در نوري جذب تغییرات و اضافه

 فسفات بافر ازنمونۀ بلانک  يبرا. شد خوانده نانومتر
)0/7pH=شد استفادهجاي عصارة پروتئینی  ) به. 

 جذب راتییتغ زانیم اساس بر کاتالاز میآنز تیفعال
از فرمول  قهیدق در نیپروتئ کروگرمیم در

×(V/Vt)/(0/1×T))×(V/Vt)/(0.1×T)/Cp240A∆
: تغییرات جذب ∆240A) محاسبه شد. در این رابطه، 

شده  : حجم عصارة استفادهVt: حجم کل، Vنوري، 
: Cp: زمان واکنش (برحسب دقیقه) و Tدر واکنش، 

 غلظت پروتئین است.
 
 نیپرول آمینواسید يریگ هانداز

هاي مدنظر طبق روش  پرولین آزاد نمونه
(1973) Bates 1/0گیري شد؛ به این منظور،  اندازه 

دقیقه در  3مدت  گرم نمونه کالوس به
درصد درون هاون چینی  3/3اسید  سولفوسالیسیلیک

 10مدت  کوچک ساییده شد. همگناي حاصل به
درجۀ  4دوردردقیقه در دماي  4000دقیقه با سرعت 

و محلول رویی به  وژیفیسانترگراد  سانتی
 تریل یلیم 1ل شد؛ سپس میکروتیوب جداگانه منتق

اسید خالص  استیک تریل یلیم 1هیدرین و  معرف نین
به آن اضافه شد. مخلوط حاصل به حمام آب با 

گراد منتقل و به مدت یک  درجۀ سانتی 90دماي 

از  ساعت در شرایط یادشده نگهداري شد. پس
تولوئن به آن اضافه و  تریل یلیم 2شدن نمونه،  سرد

زده شد. جذب نوري محلول  دقیقه هم  2مدت  به
نانومتر با دستگاه  520رویی در طول موج 

ي شد. پرولین آزاد نمونه با ریگ اندازه اسپکتروفتومتر
 استفاده از منحنی استاندارد پرولین خالص تعیین شد. 

 
 هاي ثانویه استخراج متابولیت

هاي  هاي ثانویۀ نمونه تمنظور استخراج متابولی به
استفاده  Chang et al. (2002)کالوس از روش 

نمونه کالوس تازه  گرم 1/0شد؛ به این منظور، ابتدا 
و  خالص متانول(اسیدي  متانول لیتر میلی 5 با

 درون هاون )99:1به نسبت حجمی  اسید کلریدریک
 72مدت  شد. مخلوط حاصل به ساییده چینی کاملاً
 گراد و تاریکی درجۀ سانتی 25دماي  ساعت در
در  دقیقه 10 مدت به ها سپس نمونه شد؛ نگهداري

دوردردقیقه سانتریفیوژ شدند و محلول رویی  4000
گیري مقدار فلاونوئید و آنتوسیانین  براي اندازه
 استفاده شد. 

کل از روش  فلاونوئید گیري منظور اندازه به
Chang et al. (2002) شد هبا کمی تغییر استفاد. 

 10 کلریدآلومینیوم محلول میکرولیتر 250ابتدا 
میکرولیتر  250 حجمی) و-درصد (جرمی

لیتر عصارة حاصل  میلی 1به  مولار 1استات  پتاسیم
 498 موج طول ها در نمونه اضافه و مقادیر جذب

منحنی  شد. تعیین اسپکتروفتومتربا دستگاه  نانومتر
هاي مختلف  غلظتاستاندارد کوئرستین با استفاده از 

درلیتر  گرم میلی 100و  50، 25کوئرستین (صفر، 
سازي میزان فلاونوئید کل  متانول) تهیه و براي کمی

ها استفاده شد. مقدار فلاونوئید از رابطۀ  در نمونه
T=(C×V)/M گرم بافت  در گرم برحسب میلی
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 : میزانTکالوس محاسبه شد. در این رابطه، 
درگرم بافت کالوس،  مگر میلی فلاونوئید برحسب

Cگرم کوئرستین : غلظت فلاونوئید برحسب میلی 
 : وزنMعصاره و  حجم نهایی :Vلیتر،  میلی در

 نمونه (بافت کالوس برحسب گرم) است. 
هاي   گیري مقدار آنتوسیانین نمونه منظور اندازه به

استفاده شد؛ به  Wagner (1979)کالوس از روش 
 طول در این منظور، جذب نوري عصارة حاصل

 اسپکتروفتومترنانومتر با دستگاه  550 موج
 A=εbcاز رابطۀ  گیري شد. میزان آنتوسیانین اندازه

محاسبه شد.  M-1cm-1 33000خاموشی  ضریب و
:عرض b: مقدار عدد جذبی، Aدر این رابطه، 

غلظت : c: ضریب خاموشی و ε، (Cuvette)کووت 
 آنتوسیانین است.

 
 هاي ثانویه به روش مقدار متابولیت گیري اندازه
HPLC 
هاي ثانویه  گیري مقدار متابولیت منظور اندازه به

، HPLC(روتین، کوئرستین و کمپفرول) با دستگاه 
استفاده شد؛ به این  Hurst et al. (1983)از روش

 5/1همراه   گرم نمونه کالوس به 1منظور، ابتدا 
چینی کاملاً   درصد درون هاون 90لیتر اتانول  میلی

دقیقه ورتکس شد؛ سپس  15تا  10مدت  ساییده و به
دقیقه در حمام  15مدت  دو بار و هر بار به

 ,®Bandelin electronic) اولتراسونیک

Germany)  گراد نگهداري  سانتی درجۀ 35و دماي
ساعت، دوباره تیمار ورتکس و  3و پس از 

دقیقه در  10مدت  ها به اولتراسوند تکرار شد. نمونه
رویی  ةرعصادقیقه سانتریفیوژ شدند.  در دور 10000

گیري ترکیبات بیوشیمیایی  براي اندازه همدآ ستد به
 HPLC (Germanyیادشده با استفاده از دستگاه 

AZURA, KENUVER)  ستون فاز معکوسC18 

 HPLCگرید  متانول شامل متحرك استفاده شد. فاز
سازي مقدار  بود. تشخیص و کمی مقطر آب و

ترتیب در طول  روتین، کوئرستین و کمپفرول به
نانومتر انجام شد.  368و  368، 257هاي  موج

، 10هاي  منظور رسم منحنی استاندارد از غلظت به
لیتر نمونۀ خالص  در   رمگ میلی 500و  100، 50، 20

، (NAWAH-HIKA2001-Egypt)روتین 
و کمپفرول  (Sigma-Aldrich)کوئرستین 

(Sigma-Aldrich)  .استفاده شد 
 

 طرح آزمایشی و تجزیۀ آماري 
 3آزمایش در قالب طرح کاملاً تصادفی با 

ها با آزمون  بودن توزیع داده تکرار انجام شد. نرمال
اسمیرنوف بررسی شد. تجزیه  -کولموگروف
افزار  ها با نرم داده  ها و مقایسۀ میانگین واریانس داده

SPSS ver. 26 افزار  انجام شد. نرمExcel  براي
 رسم نمودارها استفاده شد.

 
 نتایج

 رکیبات بیوشیمیاییت
ها نشان دادند میزان  نتایج تجزیه واریانس داده

هاي پراکسیداز و کاتالاز، میزان تجمع  فعالیت آنزیم
آمینواسید پرولین، فلاونوئید کل و آنتوسیانین نمونه 

در شرایط  M. oleiferaهاي گیاه  کالوس
تأثیر  تحت (p<0.01)طور معناداري  شیشه به درون

شده، مدت زمان استفاده و اثر  نوع محرك استفاده
متقابل نوع محرك و مدت زمان استفاده از آن قرار 

گیرد. مدت زمان استفاده از محرك تأثیر  می
معناداري بر میزان فعالیت آنزیم کاتالاز نداشت، اما 

 ).1بر فعالیت آنزیم پراکسیداز مؤثر بود (جدول 
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هاي بیوشیمیایی و  هاي رشد گیاهی بر ویژگی میانگین مربعات تأثیر نوع، غلظت و مدت زمان استفاده از محرك -1جدول 
 شیشه در شرایط درون M. oleifera هاي هاي ثانویۀ کالوس متابولیت

Table 1- Mean squares of type, concentration and duration of plant growth stimulants effects on biochemical 
characteristics and secondary metabolites of M. oleifera in vitro calli. 

Source of variation df 
MS 

Peroxidase Catalase Proline flavonoid Anthocyanin 
Elicitor (A) 9 424.22 ** 2418.72 ns 1.27 ** 0.09 ** 43.76 ** 
Time (B) 2 813.05 ** 51536.74 ** 0.63 ** 0.19 ** 24.97 ** 

A× B 18 202.11 ** 6633.65 ** 0.11 ** 0.01 ** 5.54 ** 
Erorr 60 73.90 3028.31 0.01 0.005 0.55 

CV (%) - 9.51 22.00 14.08 22.11 15.94 
ns and **: Non-significant and significant at 1% level of probability, respectively. 
 

از نظر میزان فعالیت آنزیم پراکسیداز نمونه 
تیمارشده با  M. oleiferaگیاه هاي  کالوس
هاي مختلف،  هاي مختلف در مدت زمان محرك

بیشتر تیمارها نسبت به شاهد اختلاف معنادار نشان 
). بیشترین میزان فعالیت آنزیم a1دادند (شکل 

 200و  100کشت حاوي  پراکسیداز به محیط
 200جاسمونات و  درلیتر متیل گرم میلی
 96آلانین براي مدت زمان  درلیتر فنیل گرم میلی

هاي  ساعت تعلق داشت. با افزایش غلظت محرك
اسید)  جاسمونات و سالیسیلیک رشد گیاهی (متیل

لیتر در مدت  در گرم میلی 200و  100به  50از 
هاي مختلف، میزان فعالیت آنزیم پراکسیداز  زمان

تغییر معناداري نشان نداد. میزان فعالیت آنزیم 
ده با ش هاي تیمار پراکسیداز بین نمونه کالوس

درلیتر براي مدت  گرم میلی 200و  100آلانین  فنیل
ساعت اختلاف معناداري نداشت،  96و  24زمان 

طور معناداري فعالیت  اما هر دو تیمار یادشده به
 50آنزیم پراکسیدازي بیشتري نسبت به غلظت 

 24آلانین در مدت زمان برابر ( درلیتر فنیل گرم میلی
). در مدت زمان a1ساعت) داشتند (شکل  96یا 
 50هاي  ها، بین غلظت ساعت استفاده از محرك 48
آلانین از نظر فعالیت  درلیتر فنیل م گر میلی 100و 

آنزیم پراکسیداز اختلاف معناداري مشاهده نشد، 
کشت به  آلانین در محیط اما افزایش غلظت فنیل

درلیتر سبب افزایش معنادار میزان  گرم میلی 200
هاي کالوس  کسیداز نمونهفعالیت آنزیم پرا

تیمارشده شد. از نظر تأثیر مدت زمان استفاده از 
ها بر فعالیت آنزیم پراکسیداز در تیمار  محرك

هاي کالوس تیمارشده در مدت  شاهد نیز بین نمونه
ساعت اختلاف معناداري  96و  48، 24هاي  زمان

بر اساس نتایج، میزان فعالیت آنزیم مشاهده نشد. 
 M. oleiferaگیاه هاي  مونه کالوسپراکسیداز ن
جاسمونات یا  لیتر متیل در گرم میلی 50تیمارشده با 

در  گرم میلی 200آلانین یا  لیتر فنیل در گرم میلی 100
ساعت  24اسیدسالیسیلیک براي مدت زمان  لیتر

 96و  48داري بیشتر از مدت زمان  طور معنا به
 ها بود. ساعت با همان نوع و غلظت محرك

از نظر میزان فعالیت آنزیم کاتالاز، اختلاف 
معناداري بین بیشتر تیمارها و شاهد مشاهده نشد 

). بیشترین میزان فعالیت آنزیم پراکسیداز b1(شکل 
)proteinµmol H2O2 min-1 mg-1  886/455 به (

آلانین  لیتر فنیل در گرم میلی 200کشت حاوي  محیط
طبق نتایج ساعت تعلق داشت.  96براي مدت زمان 

)، اختلاف b1ها (شکل  مقایسۀ میانگین داده
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معناداري از نظر فعالیت آنزیم کاتالاز بین 
 لیتر در گرم میلی 100و  50کشت حاوي  محیط

 لیتر در گرم میلی 100و  50جاسمونات یا  متیل
ساعت درون  24اسید براي مدت زمان  سالیسیلیک

د؛ ساعت) مشاهده نش 24کشت پایه و شاهد ( محیط
همچنین اختلاف معناداري از نظر فعالیت آنزیم 

لیتر  در گرم میلی 50کشت حاوي  کاتالاز بین محیط
لیتر  در گرم میلی 50جاسمونات یا  متیل

ساعت  96و  48اسید براي مدت زمان  سالیسیلیک
ساعت)  96و  48کشت پایه و شاهد ( درون محیط

مشاهده  b1طور که در شکل  مشاهده نشد. همان
جاسمونات  هاي مختلف متیل شود، بین غلظت می

لیتر) از نظر فعالیت  در گرم میلی 200و  100، 50(
ساعت اختلاف  24آنزیم کاتالاز در مدت زمان 

شود. از نظر فعالیت آنزیم  معناداري دیده نمی
، 50جاسمونات ( هاي مختلف متیل کاتالاز، غلظت

اي لیتر) در تیمار محرك بر در گرم میلی 200و  100
ساعت اختلاف معنادار نشان دادند؛  48مدت زمان 

درلیتر  گرم میلی 200که در استفاده از  طوري به
ساعت،  48جاسمونات براي مدت زمان  متیل

طور معناداري بیشتر از  فعالیت آنزیم کاتالاز به
استفاده  لیتر در گرم میلی 100یا  50زمانی بود که از 

 200شد. بر اساس نتایج، استفاده از 
 96آلانین براي مدت زمان  لیتر فنیل در گرم میلی

ساعت در مقایسه با مدت زمان مشابه براي 
آلانین،  فنیل لیتر در گرم میلی 100یا  50هاي  غلظت

میزان فعالیت آنزیم کاتالاز را به طور معناداري 
براین، میزان  )؛ علاوهb1دهد (شکل  افزایش می

 100شده با  تیمار هاي فعالیت آنزیم کاتالاز کالوس
اسید در مدت  لیتر سالیسیلیک در گرم میلی 200یا 

ساعت نسبت به مدت زمان  96و  48هاي  زمان
اسید  لیتر سالیسیلیک در گرم میلی 50مشابه براي 

 طور معناداري افزایش یافت. به
 19/2بیشترین مقدار تجمع آمینواسید پرولین (

ها با  کالوس گرم) در تیمار نمونه میلی در میکروگرم
جاسمونات براي مدت  لیتر متیل در گرم میلی 200

ساعت مشاهده شد. از نظر مدت زمان  96زمان 
هاي  کشت ها در تمام محیط استفاده از محرك

آلانین یا  جاسمونات، فنیل حاوي متیل
اسید، میزان تجمع پرولین در  سالیسیلیک

 96شده در تیمار زمانی  آوري هاي جمع کالوس
 24هاي  طور معناداري بیشتر از مدت زمان هساعت ب

ساعت بود، ولی در بیشتر تیمارها اختلاف  48و 
ساعت مشاهده  48و  24معناداري بین مدت زمان 

 200و  100هاي حاوي  کشت نشد و تنها در محیط
 100جاسمونات یا  لیتر متیل در گرم میلی
ساعت  48آلانین، مدت زمان  لیتر فنیل در گرم میلی
ساعت میزان تجمع آمینواسید  24قایسه با در م

 ). C1طور معناداري افزایش داد (شکل  را بهپرولین 

شده از  از نظر میزان فلاونوئید استخراج
) p>01/0اختلاف معناداري ( هاي کالوس، بافت

ها و شاهد  هاي حاوي محرك کشت بین محیط
بیشترین مقدار فلاونوئید  ).a2(شکل  مشاهده شد

 200گرم کالوس) در تیمار  بر گرم میلی 628/0(
جاسمونات براي مدت زمان  لیتر متیل در گرم میلی

ساعت مشاهده شد. نتایج پژوهش حاضر نشان  96
شده با  هاي تیمار دادند میزان فلاونوئید کل کالوس

تأثیر  جاسمونات تحت لیتر متیل در گرم میلی 50
که  طوري گیرد؛ به اي مختلف قرار نمیه مدت زمان
جاسمونات در  لیتر متیل در گرم میلی 50استفاده از 
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ساعت تفاوت  96و  48، 24هاي  مدت زمان

معناداري از نظر آماري ایجاد نکرد، ولی تیمار 
هاي مختلف  هاي مدنظر براي مدت زمان کالوس
 200و  100هاي  جاسمونات در غلظت با متیل

تر اختلاف معناداري را نشان داد؛ لی در گرم میلی
لیتر  در گرم میلی 100که استفاده از  طوري به

ساعت، مقدار  48جاسمونات براي مدت زمان  متیل
 96و  24هاي  بیشتر و معناداري نسبت به مدت زمان

لیتر  در گرم میلی 200ساعت داشت. در غلظت 
ها براي مدت زمان  جاسمونات، تیمار کالوس متیل

ساعت بود،  24طور معناداري بیشتر از  بهساعت  96
ساعت  48اما اختلاف معناداري با تیمار زمانی 

لیتر  در گرم میلی 200و  50نداشت. استفاده از 
ساعت  96و  48هاي  آلانین براي مدت زمان فنیل

ساعت سبب افزایش معنادار میزان  24نسبت به 
هاي مدنظر شد، اما میزان  تولید فلاونوئید کالوس

شده براي مدت  هاي تیمار لاونوئید کالوسف
هاي یادشده  ساعت در غلظت 96و  48هاي  زمان

تفاوت معناداري نداشت. اختلاف معناداري بین 
 100شده براي غلظت  هاي استفاده مدت زمان

آلانین مشاهده شد؛  لیتر فنیل در گرم میلی
ها با  که افزایش مدت زمان تیمار کالوس طوري به

 96و  48به  24آلانین از  لیتر فنیل در مگر میلی 100
ساعت سبب افزایش معنادار میزان فلاونوئید کل 

). میزان تولید فلاونوئید در b2شد (شکل 
 200و  100، 50کشت حاوي  محیط

تأثیر مدت  اسید تحت لیتر سالیسیلیک در گرم میلی
 زمان استفاده از آن قرار نگرفت.

لید اختلاف معناداري از نظر میزان تو
آنتوسیانین بین بیشتر تیمارها و شاهد مشاهده نشد 

 42/12. بیشترین مقدار آنتوسیانین ()b2(شکل 
 200گرم وزن کالوس) به تیمار  بر میکرومول

 96آلانین براي مدت زمان  فنیللیتر  در گرم میلی
ساعت تعلق داشت. میزان تولید آنتوسیانین در 

تفاده از بیشتر تیمارها با افزایش مدت زمان اس
ها افزایش یافت؛ این تفاوت در تیمار  محرك

 200آلانین و  فنیللیتر  در گرم میلی 50شاهد، تیمار 
دار نبود. بر  اسید معنا سالیسیلیکلیتر  در گرم میلی

جاسمونات در  اساس نتایج، افزایش غلظت متیل
در  لیتر در گرم میلی 200و  100به  50کشت از محیط

ساعت،  96و  48، 24اي ه یک از مدت زمان هر
داري بر میزان تولید آنتوسیانین  تأثیر معنا

شده نداشت؛ باوجوداین، افزایش  هاي تیمار کالوس
ساعت سبب  96و  48به  24مدت زمان استفاده از 

هاي  افزایش معنادار تولید آنتوسیانین در کالوس
هاي  آلانین با غلظت شده شد. در تیمار فنیل تیمار
اسید با  و سالیسیلیکلیتر  در گرم یمیل 200و  100

افزایش زمان تیمار  لیتر، در گرم میلی 50غلظت 
سبب افزایش معنادار میزان تولید آنتوسیانین شد 

 .)b2(شکل 
 

 هاي ثانویه  متابولیت
ها نشان دادند میزان  نتایج تجزیه واریانس داده

تولید روتین، کوئرستین و کمپفرول بافت کالوس 
طور معنادار و در سطح  به M. oleiferaگیاه 

ها، مدت  تأثیر نوع محرك درصد تحت 1احتمال 
ها و اثر متقابل آنها قرار  زمان استفاده از محرك

 ).2گیرد (جدول  می
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هاي  پرولین کالوس )Cکاتالاز و ) B) پراکسیداز، Aهاي مختلف بر میزان  تأثیر نوع، غلظت و مدت زمان استفاده از محرك -1شکل 
اسید. حروف متفاوت  : سالیسیلیکSAآلانین و  : فنیلPHAجاسمونات،  : متیلMJ: شاهد، Cشیشه.  در شرایط درون M. oleiferaگیاه 
 هاي اعمال تیمار است. درصد) بین تیمارهاي محرك در هریک از زمان 5معنادار (در سطح احتمال دهندة اختلاف  نشان

Figure 1- The effect of the type, concentration and duration of using different elicitors on the Peroxidase (a) and 
Catalase (b) activity and Proline content of the callus samples of M. oleifera under in vitro conditions. C: Control, 
MJ: Methyl Jasmonate, PHA: Phenylalanine and SA: Salicylic Acid. Different letters indicate a significant difference 
(at the 5% probability level) between various elicitors in each treatment duration. 

 

A 

B 

C 
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در  M. oleifera) آنتوسیانین کالوس b) فلاونوئید وaهاي مختلف بر میزان  تأثیر نوع، غلظت و مدت زمان استفاده از محرك -2شکل 

دهندة اختلاف  اسید. حروف متفاوت نشان : سالیسیلیکSAآلانین و  : فنیلPHAجاسمونات،  : متیلMJ: شاهد، Cشیشه.  شرایط درون
 هاي اعمال تیمار است. درصد) بین تیمارهاي محرك در هریک از زمان 5معنادار (در سطح احتمال 

Figure 2- The effect of the type, concentration and duration of using different elicitors on the flavonoid (a) and 
Anthocyanin (b) contents in the callus of M. oleifera under in vitro conditions. C: Control, MJ: Methyl Jasmonate, 
PHA: Phenylalanine and SA: Salicylic Acid. Different letters indicate a significant difference (at the 5% probability 
level) between various elicitors in each treatment duration 

 
 

 هاي کالوس  هاي ثانویه نمونه هاي رشد گیاهی و مدت زمان استفاده از آنها بر تولید متابولیت مربعات آثار محركمیانگین  -2جدول 
M. oleifera 

Table 2- The mean squares of the effects of the elicitor type, and duration on the secondary metabolites production in 
the callus samples of M. oleifera under in vitro conditions 

Source of variation df 
MS 

Rutin Quercetin Kaempferol 
Elicitor (A) 9 34.70 ** 3.65 ** 0.69 ** 
Time (B) 2 35.83 ** 0.81 ** 0.24 ** 

A× B 18 11.89 ** 0.09 ** 0.11 ** 
Erorr 60 2.38 0.02 0.01 

Cv(%) - 20.09 3.27 4.39 
**: significant at 1% level of probability 

A 

B 
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هاي  از نظر میزان تولید روتین توسط کالوس
ها، اختلاف معناداري بین شاهد  شده با محرك تیمار

). بیشترین a3و بیشتر تیمارها مشاهده شد (شکل 
گرم وزن تر  در گرم میلی 86/12میزان روتین (

لیتر  در گرم میلی 50کشت حاوي  کالوس) به محیط
لق ساعت تع 48براي مدت زمان  اسید سالیسیلیک

کشت شاهد از  داشت. افزایش سن کالوس در محیط
ساعت سبب افزایش معنادار  96و  48ساعت به  24

هاي کالوس شد؛  میزان تولید روتین در بافت
همچنین افزایش معنادار تولید روتین با افزایش 

 50هاي حاوي  کشت مدت زمان تیمار در محیط
 200و  100، 50جاسمونات و  متیللیتر  در گرم میلی
آلانین مشاهده شد. استفاده از  فنیللیتر  در گرم میلی
 100و  50متیل جاسمونات، لیتر  در گرم میلی 200
 48براي مدت زمان  اسید لیتر سالیسیلیک در گرم میلی

ساعت،  96و  24هاي  ساعت نسبت به مدت زمان
 M. oleiferaگیاه هاي کالوس  تولید روتین در بافت

). نتایج a3ایش داد (شکل طور معناداري افز را به
آلانین  نشان دادند تولید روتین با افزایش غلظت فنیل

ساعت افزایش  24در مدت زمان  اسید سالیسیلیکو 
 یابد.  می

هاي  از نظر میزان تولید کوئرستین کالوس
داري بین تمام تیمارهاي  شده، اختلاف معنا تیمار

، 24هاي مختلف ( ها و شاهد در زمان حاوي محرك
ساعت) مشاهده شد. نتایج نشان دادند با  96و  48

جاسمونات،  افزایش مدت زمان استفاده از متیل
عنوان محرك (در  به اسید سالیسیلیکآلانین و  فنیل

هاي مختلف)، میزان تولید کوئرستین در  غلظت
یابد  افزایش می M. oleiferaگیاه بافت کالوس 

ر کالوس ). از نظر میزان تولید کمپفرول دb3(شکل 
، اختلاف معناداري بین بیشتر M. oleiferaگیاه 

تیمارهاي داراي محرك و تیمار شاهد در مدت 
بیشترین میزان ساعت مشاهده نشد.  24زمان 

گرم وزن تر کالوس)  در گرم میلی 38/5کوئرستین (
 لیتر در گرم میلی 200کشت حاوي  به محیط

 تعلق داشتساعت  96و مدت زمان جاسمونات  متیل
 لیتر در گرم میلی 100با تیمار اختلاف معناداري که 
 لیتر در گرم میلی 100جاسمونات،  متیل

آلانین  فنیل لیتر در گرم میلی 200و اسید  سالیسیلیک
). b3(شکل در همان مدت زمان تیمار نداشت 

هاي رشد گیاهی در مدت  استفاده از محرك
ساعت، میزان تولید کمپفرول را  96و  48هاي  زمان

(شکل طور معناداري نسبت به شاهد افزایش داد  به
b3.( جاسمونات  هاي حاوي متیل کشت در محیط
 50آلانین ( لیتر)، فنیل در گرم میلی 100و  50(

 200و  100اسید ( لیتر) و سالیسیلیک در گرم میلی
  )، اختلاف معناداري بین مدت زمانلیتر در گرم میلی

ها مشاهده شد و استفاده از مدت  استفاده از محرك
ها سبب افزایش  هاي بیشتر براي این غلظت زمان

. هاي کالوس شد معنادار تولید کمپفرول در بافت
گرم وزن  در گرم میلی 45/3( کمپفرولبیشترین میزان 

 100اوي کشت ح تر کالوس) به محیط
 96براي مدت زمان  اسید سالیسیلیک لیتر در گرم میلی

لیترآن در  در گرم میلی 200ساعت و در رتبۀ بعدي به 
). c3(شکل  تعلق داشتهمان مدت زمان تیمار 

ها و مدت زمان هاي  ها در غلظت استفاده از محرك
مختلف تغییري در نوع، رنگ و رشد بافت هاي 

 ). 4کالوس نداشت (شکل 
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) کمپفرول کالوس گیاه c) کوئرستین و bروتین،  )aهاي مختلف بر میزان  تأثیر نوع، غلظت و مدت زمان استفاده از محرك -3شکل 
M. oleifera شیشه.  در شرایط درونC ،شاهد :MJجاسمونات،  : متیلPHAآلانین و  : فنیلSA :اسید. حروف متفاوت  سالیسیلیک

 هاي اعمال تیمار است. درصد) بین تیمارهاي محرك در هریک از زمان 5دهندة اختلاف معنادار (در سطح احتمال  نشان
Figure 3- The effect of the type, concentration and duration of different elicitors on the Rutin (a), Quercetin (b) and 
Kampferol (c) in the callus of M. oleifera under in vitro conditions. C: Control, MJ: Methyl Jasmonate, PHA: 
Phenylalanine. Different letters indicate a significant difference (at the 5% probability level) between various elicitors 
in each treatment duration 

A 

C 

B 
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به  BAPلیتر  در گرم میلی 5/0و  D-2,4لیتر  در گرم میلی 2حاوي  MSکشت پایۀ  شده از محیط آوري هاي جمع نمونه کالوس -4شکل 
) و Bساعت ( 96مدت  اسید به لیتر سالیسیلیک در گرم میلی 100)، A( ساعت 96مدت  جاسمونات به لیتر متیل در گرم میلی 200همراه 

 ). Cمحرك (نمونۀ شاهد بدون 
Figure 4- Callus samples collected from MS medium containing 2 mg L-1 2,4-D and 0.5 mg L-1 BAP along with 200 
mg L-1 methyl Jasmonate for 96 h (A), 100 mg L-1 of salicylic acid for 96 h (B), and control without elicitor (C) 

 
 گیري نتیجهو  بحث

هاي ثانویه به  مختلفی براي تولید متابولیت عوامل
کشت در شرایط  کمک عوامل محرك درون محیط

 توان به شیشه وجود دارند که ازجملۀ آنها می درون
 افزودن کشت، زمان محیط سن ، محرك غلظت

ریزنمونه  که زمانی مدت و کشت محیط به  محرك
 Cardoso)گیرد، اشاره کرد  می قرار معرض آن در

et al., 2019)،اسید سالیسیلیک کاربرد . امروزه 
 افزایش در گیاهی هاي هورمون از یکی عنوان به

است  شده اثبات ها تنش به گیاهان مقاومت
(Saleem et al., 2022)آزاد، هاي . رادیکال 

 دلیل داشتنسلولی هستند که به  هاي درون مولکول
 و فعال نشده، بسیار جفت هاي الکترون
. (Di-Meo & Venditti, 2021)پذیرند  واکنش

 براي فیزیولوژیک هاي غلظت در آزاد هاي رادیکال
 کم افزایش و هستند ضروري سلول طبیعی عملکرد

 مسیرهاي اي در کننده تنظیم نقش آنها متوسط تا
 Huang et al., 2019; Wan)سلولی دارد  رسان پیام

et al., 2020). سازوکارهاي از استفاده با گیاهان 

 هاي گونه غلظت توانند می غیرآنزیمی و آنزیمی
 آنها مخرب آثاراز و  دهند کاهش را اکسیژن فعال

 شامل اکسیدانی دفاع آنتی بکاهند. دستگاه
 کاتالاز، پراکسیداز، نظیر هایی نزیمآ

 هاي اکسیدان آنتی سوپراکسیددیسموتاز و
 سایر و ها آنتوسیانین مانند فلاونوئیدها، غیرآنزیمی

 فعالیت. (Zou et al., 2020)فنلی است  ترکیبات
 و پراکسیداز مانند آنزیمی هاي اکسیدان آنتی بیشتر

هاي  تنش در برابر گیاه مقاومت ایجاد براي کاتالاز
 در تغییر طورکلی است و به بسیار مهم محیطی
 به گیاه هاي پاسخ از یکی اکسیدانی، آنتی محتواي

 و فیزیولوژیکی شرایط تنظیم براي ها تنش
. نتایج (Galasso et al., 2021)است  بیوشیمیایی

پژوهش حاضر نشان دادند استفاده از 
جاسمونات (در بیشتر  و متیلاسید  سالیسیلیک

ها) در مقایسه با شاهد سبب  ها و مدت زمان غلظت
کسیداز در نمونه افزایش معنادار میزان آنزیم پرا

شیشه  در شرایط درون M. oleiferaکالوس گیاه 
که افزایش غلظت و  طوري )؛ بهa1شود (شکل  می
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جاسمونات در  مدت زمان استفاده از متیل

سبب افزایش فعالیت آنزیم پراکسیداز  کشت محیط
هاي تیمارشده شد. در بررسی تأثیر  نمونه کالوس

آلانین بر میزان فعالیت آنزیم پراکسیداز (شکل  فنیل
a1( ساعت،  96و  48، 24هاي  در مدت زمان

 200و  100آلانین به  افزایش غلظت فنیل
کشت، افزایش معنادار  لیتر درون محیط در گرم میلی

هاي تیمارشده  آنزیم پراکسیداز در کالوسفعالیت 
را در پی داشت. بر اساس نتایج، تغییر غلظت و 

عنوان  به اسید سالیسیلیکمدت زمان استفاده از 
کشت، تأثیر معناداري بر میزان  محرك در محیط

این در حالیست فعالیت آنزیم پراکسیداز نداشت؛ 
و  جاسمونات شده با متیل هاي تیمار که نمونه کالوس

ها) در  ها و مدت زمان آلانین (در بیشتر غلظت فنیل
مقایسه با تیمارهاي شاهد میزان فعالیت آنزیم 
کاتالاز بیشتري داشتند، ولی استفاده از 

 100و  50هاي  (در غلظت اسید سالیسیلیک
لیتر) تأثیر معناداري بر میزان فعالیت  در گرم میلی

(شکل  آنزیم کاتالاز نسبت به تیمار شاهد نداشت
b1 .( ،مطابق نتایج پژوهش حاضرPandolfini et 

al., (1992)  سبب  اسید سالیسیلیکبیان کردند
پراکسیداز در کالوس  آنزیم فعالیتافزایش 

Triticum aestivum همچنین گزارش شود؛  می
سبب اسید  سالیسیلیکافزایش غلظت شده است 

کاهش فعالیت آنزیم کاتالاز و افزایش فعالیت 
 شود بیان می پراکسیداز در گیاه شیرینآنزیم 

(Shabania et al., 2009) . فعالیتسالیسیلیک اسید 
 سوسپانسیون هاي کشت و ها برگ در کاتالاز  آنزیم
. (Kang et al., 2004) کند می ممانعت را گلی مریم

از طریق افزایش  جاسمونات و متیلاسید  سالیسیلیک

، گیاه را یاکسیدان هاي آنتی آنزیم مسیر سنتز فعالیت
ن پرولی کنند. محافظت می اکسیداتیو هاي آسیباز 

 ترین آمینواسیدهایی است که بیشتر یکی از مهم
 غیرزیستی و زیستی هاي نشپاسخ به ت در گیاهان

یابد  می ها افزایش کنند، تجمع آن در سلول تولید می
را در حفاظت  متعددي فیزیولوژیکی هاي نقش و

ها ایفا  ها در برابر تنش و بهبود رشدونمو سلول سلول
 توان به پرولین می مهمهاي  کند؛ ازجمله نقش می

 عامل و اسمزي ةکنند تنظیم ةماد عنوان به آن نقش
ها و  و پایدارکنندة ساختار پروتئین حفاظت

 اشاره کرد. غشا ساختمان و سیتوپلاسمی هاي آنزیم
 فشار تعدیل امکان سیتوزول رد ها اسمولیت تجمع

؛ همچنین این دکن می فراهم را سلول در اسمزي
ها در برابر  آمینواسید از ساختارهاي سلولی پروتئین

هاي ناشی از تنش محیطی و زیستی محافظت  آسیب
. در پژوهش (Alvarez et al., 2022)کند  می

هاي بیشتر و  حاضر مشخص شد استفاده از غلظت
آلانین و  جاسمونات، فنیل هاي بیشتر متیل مدت زمان
در مقایسه با شاهد و استفاده از  اسید سالیسیلیک

هاي کمتر سبب افزایش معنادار میزان تجمع  غلظت
 .Mکالوس گیاه آمینواسید پرولین در بافت 

oleifera شود (شکل  ه میشیش  در شرایط درونc1 .( 

 از متنوعی گروه ثانویه هاي متابولیت
که بخشی از سیستم دفاعی گیاه  هستند هایی مولکول

 در و همیشه ثانویه هاي متابولیت شوند. را شامل می
 پاسخ در بلکه شوند، نمی تولید گیاه هاي همۀ بخش

 تولید سرعت به زیستی غیر و زیستی هاي تنش به
 ها و کاروتنوئیدها آنتوسیانین، فلاونوئیدهاشوند؛  می

 هاي نقش بر علاوه کههستند ترکیبات  این ازجملۀ
عنوان ترکیبات  ها، به بافت حفاظتی و ساختاري در



1401ة پنجاه و سوم، پاییز شمارچهاردهم، سال شناسی گیاهی ایران،  زیست 108  
 

 افشان، گرده حشرات جذب اي گیاه در رنگدانه
ها و گیاهان زینتی، تولید  ایجاد تنوع رنگی براي گل

غذایی، هاي  ها، چاشنی کش داروها، حشره
ها و همچنین  هاي طبیعی، خوشبوکننده رنگ

 گیاهان کنش برهم در مولکولی هاي علامت عنوان به
 هاي مطالعه در نشانگرهاي زیستی عنوان به و محیط با

 عوامل شیمیایی) سیستماتیک بر پایۀکموتاکسی (
 را فلاونوئیدها. (Pang et al., 2021)هستند  مطرح

 هاي اندام در و گیاهی هاي گونه بیشتر در توان می
در کنار طیف  یافت. فلاونوئیدها مختلف گیاه

اي از عملکردهاي مختلفی که دارند،  گسترده
 جنسی تولیدمثل در سیگنال هاي مولکول عنوان به

 اشعۀ برابر آثار مخرب در گیاه از و نقش دارند
 در کنند؛ همچنین می محافظت ماورابنفش

دفاعی  هاي پاسخ و ها میکروب و گیاهان هاي تعامل
 از  پس. (Dias et al., 2021)دارند  شرکت گیاه

 از گروه ترین ها مهم ها، آنتوسیانین کلروفیل
 و غیرسمی آیند که به شمار می طبیعی هاي رنگدانه
 مایع در وسیعی سطح در و هستند آب در محلول
ها  رنگدانه این دارند؛ وجود گیاهی هاي سلول

 از بسیاري در بنفش و آبی قرمز، هاي رنگ مسئول
. بر اساس نتایج هستند ها گل و ها سبزي ها، میوه

پژوهش حاضر، اختلاف معناداري از نظر میزان 
فلاونوئید بین شاهد و بیشتر تیمارها وجود دارد 

جاسمونات،  که استفاده از متیل طوري )؛ بهa2(شکل 
ها و  ویژه در غلظت آلانین به و فنیل اسید سالیسیلیک
هاي بیشتر، میزان تولید فلاونوئید را  مدت زمان

طور معناداري نسبت به شاهد افزایش داد (شکل  به
a2 نتایج پژوهش حاضر نشان دادند استفاده از .(

 اسید سالیسیلیکآلانین و  جاسمونات، فنیل متیل

ها و مدت  ویژه در غلظت عنوان محرك (به به
طور معناداري میزان تولید روتین  هاي بیشتر) به نزما

دهد (شکل  در نمونۀ بافت کالوس را افزایش می
a3 ساعت، استفاده از  48). در مدت زمان

آلانین سبب  جاسمونات و فنیل هاي بیشتر متیل غلظت
هاي تیمارشده  افزایش تولید روتین نمونه کالوس

 کشت شد؛ این در حالیست که براي درون محیط
در مدت زمان یادشده، استفاده از  اسید سالیسیلیک

هاي بیشتر سبب کاهش عملکرد روتین در  غلظت
مطابق نتایج پژوهش شده شد.  هاي تیمار کالوس

جاسمونات،  متیل حاضر، مشخص شده است افزودن
کشت  مخمر به محیط و عصارة اسید سالیسیلیک

ثانویۀ  هاي متابولیت تجمع و تولید افزایش سبب
شود  می Glehnia littoralisفت کالوس گیاه با

(Ishikawa et al., 2007) براین با افزایش  علاوه؛
عنوان یکی از  آلانین به غلظت آمینواسید فنیل

هاي مسیر بیوسنتزي فلاونوئیدها، میزان  ماده پیش
هاي کالوس گیاه مورینگا  تولید روتین در بافت

معناداري طور  هاي کم این ماده به نسبت به غلظت
افزایش یافت؛ باوجوداین، میزان تولید روتین در 

 نظر بیشتر موارد، پاسخی وابسته به غلظت نبود. به
ها و  ویژه در غلظت آلانین به فنیل استفاده از رسد می

 تولید جریان هدایت سبب هاي بیشتر مدت زمان
بیوسنتز  سمت به ها سلول در ثانویه هاي متابولیت

 آنزیمی ظرفیت از داکثرياستفادة ح روتین و
 .شود می ها ها در مسیرهاي بیوسنتزي متابولیت سلول

در کشت سوسپانسیون سلولی خشخاش ایرانی نیز از 
نظر میزان متابولیت تبائین، پاسخ وابسته به میزان 

تیروزین گزارش شده است؛  -آمینواسید ال
 3/42( تبائین میزان که بیشترین طوري به
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 -ال مولار میلی 1 غلظت در) لیتر در گرم میلی

از  بیشتر داري معنا طور به که آمده به دست تیروزین
بوده  تیروزین -ال مولار میلی 2 تیمار مقدار آن در

) نشان دادند با افزایش غلظت a3نتایج (شکل  .است
 200و  100به  50از  اسید سالیسیلیک

ساعت،  48ویژه براي مدت زمان  لیتر به در گرم میلی
هاي گیاه  تولید روتین در نمونه کالوسمیزان 

 فلاونول عنوان یابد. کوئرستین به مورینگا افزایش می
هاي گیاهان مختلف شناسایی شده  برگ در اصلی
 محتواي افزایش سبب خورشید و تابش نور است

 گیاهان هاي برگ در کمپفرول و کوئرستین
 در ترکیبات این دهد می شود؛ این امر نشان می

 گیاهان در برابر اشعۀ مضر نور خورشید از محافظت
. نتایج (Hosseini et al., 2021)دارند  نقش

جاسمونات،  پژوهش حاضر نشان دادند افزودن متیل
هاي  عنوان محرك به اسید سالیسیلیکآلانین و  فنیل

کشت سبب افزایش تولید  رشد گیاهی به محیط
 .Mگیاه هاي کالوس  میزان کوئرستین در نمونه بافت

oleifera شود (شکل  نسبت به تیمار شاهد میb3 .(
هاي بیشتر از  ها و مدت زمان استفاده از غلظت

هاي رشد گیاهی، میزان تولید کوئرستین در  محرك
را  M. oleiferaگیاه هاي کالوس  نمونه بافت
با بررسی تأثیر  Zanella et al. (2019)افزایش داد. 

گیاه ي ثانویۀ ها اسید بر تولید متابولیت سالیسیلیک
M. oleifera اسید به  بیان کردند افزودن سالیسیلیک

کشت بافت، تأثیر معناداري بر تولید روتین،  محیط
شدة  هاي کشت کوئرستین و کمپفرول نمونه کالوس

با بررسی تأثیر  Zare et al. (2021)این گیاه ندارد. 
آلانین، مخمر و  هاي رشد گیاهی فنیل محرك

هاي ثانویۀ گیاه  ر تولید متابولیتباسید  سالیسیلیک

در  )L. Vaccinium arctostaphylos(قاط  قره
کشت بیان کردند افزایش غلظت  محیط

آلانین، تولید روتین در  اسید و فنیل سالیسیلیک
دهد، اما تأثیري بر  هاي حاصل را افزایش می برگ

 میزان کوئرستین و کمپفرول آنها ندارد. 
هاي مختلف  در زمینه اخیر هاي پیشرفت

هاي نوین کشت  فناوري، امکان احیاي روش زیست
بافت گیاهی و تولید ترکیبات باارزش در سطح 

هاي  تجاري را فراهم کرده است. استفاده از روش
ویژه تولید ترکیبات  فناوري گیاهی و به زیست

شیشه امکان تولید  گیاهی در شرایط درون
از شرایط محصولات دارویی باارزش را مستقل 

کند.  وهوایی در طول سال فراهم می فصلی و آب
هاي بسیاري در زمینۀ ارزش دارویی  امروزه پژوهش

انجام شده و  (M. oleifera)و غذایی گیاه مورینگا 
به ارزش زیاد این گیاه از  در حال انجام است. باتوجه

هایی نظیر سرطان در  نظر دارویی و درمان بیماري
هاي مناسب و  روش طب سنتی ملل مختلف،

جایگزین براي تولید ترکیبات مؤثرة آن اهمیت 
بسیاري دارد. استفاده از کشت بافت گیاهی و 
همچنین عوامل محرك، روش مؤثري براي تولید 

شیشه  ترکیبات باارزش این گیاه در شرایط درون
شود. بر اساس نتایج پژوهش حاضر،  محسوب می

 200و  100هاي بیشتر ( تیمار کالوس با غلظت
و اسید  سالیسیلیکجاسمونات،  لیتر) متیل در گرم میلی
هاي ثانویۀ  آلانین، امکان افزایش تولید متابولیت فنیل

گیاهی (روتین، کوئرستین و کمپفرول) در این گیاه 
 کند. را فراهم می
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