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Abstract 

Background and purpose 
 The fennel plant, with its scientific name (Foeniculum vulgare L.), is a member of the Apiaceae 

family. The Fennel is considered a valuable medicinal plant in traditional medicine in Iran and other 

countries, and it has been used to treat many infectious, digestive, and other diseases. Among the 

compounds with high medicinal value found in this plant, we can mention the large family of 

flavonoids. Considering the unique properties of the fennel plant and its importance in the 

pharmaceutical and food industries, and the importance of new methods of plant tissue culture to 

produce and increase the amount of plant secondary metabolites, the present research is aimed at 

increasing the production of biochemical compounds and secondary metabolites such as rutin, 

quercetin, and kaempferol from the callus tissue obtained from this plant, was done using methyl 

jasmonate, salicylic acid, and phenylalanine as stimulating agents in different concentrations and 

durations. 

Methodology 
This research evaluated the effect of plant growth stimulants such as methyl jasmonate, salicylic 

acid, and phenylalanine in concentrations in three concentrations: 50, 100, and 200 mg/liter coupled 

with zero (as a control treatment), was treated for 24, 48, and 96 hours using a 10 × 3 factorial 

experiment based on the completely randomized design with three replications on the level of 

biochemical compounds including the amount of protein, the activity of peroxidase and  

catalase enzymes, accumulation of proline, anthocyanin, and flavonoids as well as the amount of 

rutin, quercetin, and kaempferol was analyzed. For this purpose, callus samples obtained 

from an MS culture medium containing two mg.l-1 NAA and one mg.l-1 Kin were treated with the 

mentioned growth stimulants for 24, 48, and 96 hours. 

Results 
 According to the obtained results, the amount of protein, accumulation of amino acid proline, 

anthocyanin, and flavonoid, as well as the amount of rutin, quercetin, and kaempferol significantly 

and at the probability level of 1% under the influence of the two-way interaction of the type of 

stimulant the duration of it. Higher concentrations of methyl jasmonate or salicylic acid 
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significantly increased the production of proline, flavonoid, and anthocyanin in callus samples 

collected from the culture medium. The highest amount of proline accumulation (0.93 μg/mg 

protein) was related to the callus tissue collected from the culture medium containing 200 mg/liter 

methyl jasmonate for 96 hours. The highest amounts of flavonoid and anthocyanin were 0.25 and 

5.45 mg/g of callus weight, corresponding to the culture medium containing 200 mg.l-1 of methyl 

jasmonate for 96 hours. The highest peroxidase and catalase enzyme activity was also related to the 

culture medium containing methyl-jasmonate at a concentration of 200 mg.l-1 and 96 hours. On the 

other hand, according to the obtained results, by increasing the concentration of methyl-jasmonate 

to 200 mg.l-1, the amount of rutin production in the sample of fennel plant callus increased. The 

highest amount of quercetin (5.24 mg/gram of callus weight) was related to the culture medium 

containing 200 mg.l-1 of methyl jasmonate for 24 hours. 

Conclusion 
 According to the results obtained in this research, treatment of callus with higher concentrations 

(100 and 200 mg.l-1) of methyl jasmonate, salicylic acid, and phenylalanine increases the production 

of plant secondary metabolites (rutin, quercetin, and kaempferol) in this plant. 

 

Keywords: Salicylic acid, Methyl jasmonate, Quercetin, Rutin, Plant tissue culture and Foeniculum 

vulgare. 
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 رازیانه گیاه کالوس بافت ثانویه هایمتابولیت از برخی و بیوشیمیایی ترکیبات میزان بر گیاهی رشد هایمحرک تأثیر

(Foeniculum vulgare )ایشیشهدرون کشت شرایط در 
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 چکیده
  هدف و سابقه

 طب در ارزشمند دارویی گیاه عنوان به رازیانه گیاه. است (Apiaceae) یاناز خانواده چتر عضوی (L. Foeniculum vulgare ) علمی نام با رازیانه گیاه

 با ترکیبات ازجمله. است بوده توجه مورد غیره و گوارشی عفونی، هایبیماری از بسیاری درمان برایکه  باشدمی مطرح دیگر کشورهای و ایران سنتی

 آن اهمیت و رازیانه گیاه فرد به منحصر خواص به توجه با .کرد اشاره فلاونوئیدها بزرگ خانواده به توانیم ،گیاه این در موجود بالای دارویی ارزش

 راستای در تحقیق این یاهی،گ یهثانو هایمتابولیت میزان افزایش و تولید برای گیاهی بافت کشت نوین هایروش اهمیت و غذایی و دارویی صنایع در

 از استفاده با ،گیاه این از حاصل کالوس بافت از کمپفرول و کوئرستین روتین، همانند ارزش با ثانویه هایمتابولیت و بیوشیمیایی ترکیبات تولید افزایش

 . شدمختلف انجام  هایزمان مدت و هاغلظت در محرک عوامل عنوانبه آلانینیلو فن سالیسیلیک اسید جاسمونات،متیل

 هاروش و مواد

 200 و 100، 50 هایغلظت در آلانینفنیل و اسید سالیسیلیک جاسمونات،متیل ازجمله گیاهی رشد هایمحرک تأثیر میزان ارزیابی پژوهش این در

 کاملاًدر قالب طرح  یلفاکتور یشآزما صورتهب ساعت، 96 و 48 ،24 زمان سه در یمارت 10شاهد(، شامل  یمار)صفر به عنوان ت لیتر در گرممیلی

 و پراکسیداز هاییمآنز یتفعال ین،پروتئ میزان ازجمله بیوشیمیایی ترکیبات سطح بر گیاهی رشد هایمحرک تأثیر. شد انجام تکرار سه با تصادفی

 هاینمونه کالوس ،منظور این برای. شد پرداختهو کامپفرول  ینکوئرست ین،روت یزانو م کل فلاونوئید و آنتوسیانین ین،پرول آمینهیدتجمع اس یزانم ،کاتالاز

 هایمحرک توسط ساعت 96 و 48، 24 هایمدت زمان یبرا Kin یتردر ل گرمیلیم یکو  NAA یتردر ل گرمیلیم 2 یحاو MSکشت  یطحاصل از مح

 .گرفت قرار تیمار تحت ذکرشده رشد

 نتایج

و در  داریمعنی طوربه کامپفرول و کوئرستین روتین، میزان و کل فلاونوئید و آنتوسیانین پرولین، آمینهیدتجمع اس ین،پروتئ میزانآمده  دستبه نتایج طبق

 هایغلظت از استفادهاثر متقابل دو جانبه نوع محرک استفاده شده و مدت زمان استفاده از محرک قرار گرفت.  یردرصد تحت تأث یکسطح احتمال 

از  شده آوریجمع هایکالوس نمونه در آنتوسیانین و فلاونوئید پرولین، تولید میزان دارمعنی افزایش موجب اسید سالیسیلیک یا جاسموناتمتیل بالاتر
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 کشت محیط از شده آوریجمع کالوس بافت به مربوط( پروتئین گرممیلی در میکروگرم 93/0) پرولین تجمع مقدار بیشترین کهطوریبهکشت شد.  یطمح

 45/5 و 25/0 ترتیب به آنتوسیانین و فلاونوئید مقدار بیشترین همچنینساعت بود.  96مدت زمان  یبرا جاسموناتمتیل لیتر در گرممیلی 200 حاوی

 یزانم یشترینب همچنینساعت بود.  96به مدت زمان  جاسموناتمتیل لیتر در گرممیلی 200 حاوی کشت محیط به مربوط کالوس وزن گرم بر گرممیلی

 سوی ازساعت بود.  96و مدت زمان  یتردر ل گرممیلی 200 غلظت در جاسموناتمتیل حاوی کشت محیط به مربوط کاتالاز و پراکسیداز آنزیم فعالیت

 افزایش یانهراز گیاه هایکالوس نمونه در روتین تولید میزان لیتر در گرممیلی 200 به جاسموناتمتیل غلظت افزایش با آمده دستبه نتایج طبق ،دیگر

 24به مدت  جاسموناتمتیل لیتر در گرممیلی 200 حاوی کشت محیط به مربوط( کالوس وزن گرم بر گرممیلی 24/5) کوئرستین میزان بیشترین. یافت

 ساعت بود. 

 گیرینتیجه

-فنیل و سالیسیلیک اسید جاسمونات،متیل( لیتر در گرممیلی 200 و 100) بالاتر هایبا غلظت کالوس تیمار پژوهش این در آمده دستبه نتایج طبق

 . نمایدیفراهم م یاهگ ینو کمپفرول( را در ا ینکوئرست ین،)روت گیاهی ثانویه هایمتابولیت تولید افزایش امکان آلانین،

 Foeniculum vulgareو  یاهیکشت بافت گ ین،روت ین،کوئرست جاسمونات،متیل اسید،سالیسیلیک: کلیدی هایواژه

 

 مقدمه
 (L  Foeniculum vulgare.) علمی نام با رازیانه گیاه
 جزء گیاه این .است Apiaceae چتریان خانواده از عضوی
 در دیرباز از که شودمی محسوب ارزش با و دارویی گیاهان

 گوارشی، هایبیماری درمان برای جهان و ایران سنتی طب
 ،مروارید آب تنفسی، هایبیماری زنان، به مربوط هایبیماری

 و مزمن هایسرفه و اسهال کلیه، سنگ دفع ،استفراغ ،برونشیت
 شیرخوار نوزادان در هاضمه سوء اختلالات از جلوگیری

 این اهلی حالت در(.  et alJadid ,.2023) است شدهمی استفاده
 وحشی حالت در اما شودمی محسوب دوساله گیاهان جزء گیاه
 گیاه اصلی موطن. دگردمی بندیطبقه ساله چند گیاهان جزء

 ،علفی و( 22x=2n=2) دیپلوئید گیاه یک عنوان به رازیانه
 ارزشمند گیاه این کشت سطح. است مرکزی اروپای و مدیترانه
 از برخی آسیا، شرقجنوب یونان، مانند ییکشورها در دارویی

 باشدمی توجه قابل بسیار دور خاور و خاورمیانه کشورهای
(2021., et alMehra  .) 

 این ریشه و ساقه بذر، یا دانه شامل مختلف هایاندام
 و شده شناخته بسیار ایادویه و دارویی ارزش گیاه

 مورد درمان هدف و نیاز به توجه با که دارد ارزشمندی
 ازجمله(.  et alAhmed ,.2019) گیردمی قرار استفاده

 توانمی رازیانه گیاه موجود هایویتامین و معدنی ترکیبات

 ریبوفلاوین، تیامین، فسفر، آهن، سدیم، پتاسیم، کلسیم، به
(.  et alDi Napoli ,.2022) کرد اشاره C ویتامین و نیاسین

 مهم ترکیبات دارای گیاه این بذرهای و هوایی اندام همچنین
 ،فلاونوئیدها ،استروئیدها ،هاتانن ،هاساپونین ازجمله دارویی

 هستند آلکالوئیدها و فنلی ترکیبات ها،کوئینون ،هاکومارین
-می قرار استفاده مورد سرطان درمان و پیشگیری برای که

 دارند ضدقارچی و ضدمیکروبی فعالیت و گیرند

(2022., et alKurtulbaş  .)ترکیبات مهمترین ازجمله 
 انواع به توانمی گیاه این مختلف هایاندام از شده استخراج

 اسید گالیک، اسید کامپفرول، روتین، ها،کوئرستین
 فلاونوئید کمپفرول، روتین، آپیژینین، آنتول، رزمارنیک،

 آپیول و هاکومارین نلومبوزید آرابینوزید، فینکولارین،
 چرب اسیدهای و روغنی و قندی -پروتئینی مواد کامفن،
 اسید و لینولئیک اسید اولئیک، اسید پالمتیک، اسید همانند

(.  et alBelabdelli ,.2020) کرد اشاره پتروسلینیک
 از کوئرستین و روتین ژنیستئین، مانند ایزوفلاونوئیدهایی

Cayetano‐) کنندمی جلوگیری سرطانی هایسلول رشد

2021., et alSalazar  .)هاینمونه در موجود کوئرستین 
 اکسیدانیآنتی خاصیت دلیل به رازیانه گیاه بذر و برگ

 .شودمی آزاد هایرادیکال مهار و فلزات شدن کلاته موجب
 سرطانی هایسلول عملکرد بر کوئرستین متعدد اثرهای
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 و( CDK مهارکننده) 21p پروتئین القای ازجمله ،پستان
 شده گزارش M/2G یا 1G مراحل در سلولی چرخه توقف
 (.  et alTang ,.2020) است

 از که هستند آلی و شیمیایی ترکیبات از غنی دارویی گیاهان
 عنوان به مختلف هایبیماری درمان برای سنتی طب در دیرباز
 .اندگرفتهمی قرار استفاده مورد دارویی ترکیبات اصلی منابع

 با ءجز گیاهی ثانویه هایمتابولیت ویژهبه گیاهی هایفراورده
 محسوب گیاهی شیمیایی ترکیبات بهاترینگران و ترینارزش

 در گیاهی ثانویه هایمتابولیت. ( et alVaou ,.2021) شوندمی

 بسیار نقش بیوشیمیایی و کییفیزیولوژ اکولوژیکی، یندهایافر
 خوارانگیاه برابر در گیاهان حفاظت در ترکیبات این. دارند مهمی

 گیاه رقابت ها،افشانگرده جاذب میکروبی، زایبیماری عوامل و

et alVera -Ku ,.) دارند نقش میکروب با گیاه همزیستی و گیاه با

 استخراج و افزایش تولید، برای مختلفی هایروش(. 2020
 که دارد وجود( ثانویه هایمتابولیت) گیاهی ارزش با ترکیبات
-محرک از استفاده به توانمی آنها تریننوین و مهمترین ازجمله

 اندام و بافت کشت فرایند در( الیسیتورها) گیاهی رشد های
 بافت کشت(.  et alNoruzpour ,.2019) کرد اشاره گیاهی
 گیاهان تولید ریزازدیادی، برای مؤثر روش یک گیاهی

 هایمتابولیت تولید افزایش و گیاهی پلاسمژرم حفظ یکنواخت،
 بوده مختلف محققان توجه مورد که باشدمی گیاهی ارزش با

 جهت در مختلفی هایمحرک (. et alBhaskar ,.2022) است
 در گیاهی بافت و سلول توسط ثانویه هایمتابولیت تولید افزایش
 اندشده ارزیابی مختلف محققان توسط ایشیشهدرون شرایط

(2020., et alPatel  .)غیرزیستی، زیستی، الیسیتورهای ازجمله 
 ثانویه هایمتابولیت تولید جهت در پرکاربرد شیمیایی یا فیزیکی

-متیل اسید، سالیسیلیک به توانمی ایشیشه درون شرایط در

 کیتوسان، آلانین،فنیل فراصوت، امواج مخمر، عصاره جاسمونات،
(.  ,2022Abdulhafiz) کرد اشاره غیره و اسید آمینوبنزوئیک

 فرایند و ژن بیان تنظیم در جاسموناتمتیل و اسید سالیسیلیک
 et Shafighi) مؤثرند گیاهی هایسلول درون ثانویه رسانیپیام

2022., al .)مربوط هایژن بیان افزایش موجب اسید سالیسیلیک 

 شودمی گیاهان در ثانویه هایمتابولیت از گروهی بیوسنتز به
(2019Zhang & Li,  .)در بودن مؤثر برعلاوه اسید سالیسیلیک 

 هایبیماری برابر در گیاهی هایسلول مقاومت بروز مسیر
 گیاهی، هایسلول نمو و رشد در ویروسی و قارچی ،باکتریایی

 فنوتیپی تغییرات بروز و هایون انتقال و جذب سلولی، تنفس میزان
 گیاهی هورمون این. دارد نقش کلروفیل ساختار و برگ در

 تولید تواندمی که است خطریبی زیستی هایمحرک ازجمله

 تحریک طریق از را ایشیشهدرون شرایط در ثانویه هایمتابولیت
 et Lefevere) دهد قرار تأثیر تحت گیاهی دفاعی هایسیستم

2020., al .)دفاعی هایژن القای مسیر در نیز اسید جاسمونیک 
 است مؤثر حشرات و هاپاتوژن حمله زمان در ویژههب گیاهان در
(2019., et alRuan  .)مادهپیش و آمینواسید یک آلانینفنیل 

 به وسیعی طورهب دلیل همین به و است پروپانوئیدفنیل مسیر
 فلاونوئیدها، ،فنلیک اسیدهای تولید برای سوبسترا عنوان

 با آلانینفنیل از. شودمی استفاده فنلی ترکیبات سایر و هاکومارین
 شرایط در ثانویه هایمتابولیت تولید افزایش برای موفقیت

 استفاده گیاهی هایگونه از بسیاری در( vitro in) آزمایشگاهی
 (.  et alRodrigues ,.2021) است شده

 است آبی کم شرایط برابر در مقاوم یگیاه ،رازیانه گیاه
 غلات با تناوب در و شده خاک ساختار اصلاح باعث که
-می استفاده صنعتی و دارویی گیاه عنوان به( جو و گندم)

 حدود در ایران در رازیانه گیاه کـشت زیر سطح .شود
 این تولیدکننده عمده هایاسـتان و اسـت هکتـار 1066

 لرستان، بویراحمد، و کهگیلویـه خراسـان، همدان، محصول،
et al Nojadeh-Sabzi ,.) هستند گلستان و کرمان تهران،

 که ایران در رازیانه گیاه محدود پراکنش دلیل به(. 2320
 باشد،می وسیع هایدامنه دارای هایاستان به محدود بیشتر

-به هایبررسی ویژهبه گیاه این مورد در شده انجام مطالعات

 هایویژگی سایر و ژنتیکی تنوع درمانی، خواص نژادی،
 بسیار ایران در بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی مورفولوژیکی،

 انجام هاییگزارش شناسیگیاه زمینه در بیشتر و بوده اندک
 از استفاده و گیاهی بافت کشت روش از استفاده. است شده

-علاوه و بوده کم بسیار گیاهی گونه این در محرک عوامل

 ارائه ایران در هاروش این کاربرد از گزارشی گونههیچ براین
 حد تا رازیانه گیاه در کالوس هایسلول القای. است نشده

 اسید افزودن و pH ،مغذی مواد ،دما تأثیر تحت زیادی
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 کشت محیط درون گیاهی رشد هایکنندهتنظیم و اسکوربیک
 به MS پایه کشت محیط (.et al. Jadid ,2023) دارد قرار

 Kin لیتر بر گرممیلی یک و NAA لیتر بر گرممیلی 2 همراه
 گیاه هایریزنمونه از کالوس درصدی 100 تولید باعث

 et Afify) شودمی (L  Foeniculum vulgare.) رازیانه

2011., al) .که پژوهشی در Yang بر( 2015) همکاران و 
 ثانویه هایمتابولیت تولید و رازیانه گیاه بافت کشت روی
 که کردند بیان گیاهی رشد هایمحرک کمک به دادند، انجام
 حاوی MS کشت محیط درون شده تیمار هایکالوس نمونه

NAA و Kin و گیاهی رشد هایکنندهتنظیم عنوان به 
 و 100 هایغلظت در جاسموناتمتیل و اسید سالیسیلیک

 گیاهی رشد هایمحرک عنوان به لیتر در گرممیلی 200
 .اندداشته را آنتول تولید میزان بیشترین

 اهمیت و رازیانه گیاه فرد به منحصر خواص به توجه با
 نوین هایروش اهمیت و غذایی و دارویی صنایع در آن

 هایمتابولیت میزان افزایش و تولید برای گیاهی بافت کشت
 ترکیبات تولید افزایش راستای در تحقیق این گیاهی، ثانویه

 روتین، همانند ارزش با ثانویه هایمتابولیت و بیوشیمیایی
 با ،گیاه این از حاصل کالوس بافت از کمپفرول و کوئرستین

 آلانینفنیل و سالیسیلیک اسید جاسمونات،متیل از استفاده
 هایزمان مدت و هاغلظت در محرک عوامل عنوانبه

 . شد انجام مختلف
 

 

 کالوس بافت تولید
 و برگ هایریزنمونه از رازیانه گیاه کالوس بافت هاینمونه

-میلی 2 حاوی MS پایه کشت محیط درون شده کشت ساقه

 آمد دستبه Kin لیتر در گرممیلی یک و NAA لیتر در گرم
(2011., et alAfify ) .محرک عوامل انواع تأثیر بررسی برای 

 ثانویه هایمتابولیت و بیوشیمیایی ترکیبات افزایش و تولید بر
 برای همچنین. شد استفاده کشت محیط ترکیب این از گیاهی
 هایبافت کالوس، هاینمونه در بیشتر یکنواختی حصول
 درون روز 20 تا 15 مدت به بار هر و مرتبه سه حاصل کالوس
 . شدند واکشت ذکرشده کشت محیط
 
 الیسیتور اعمال
 برای ایستا کشت محیط درون( 1 جدول) الیسیتورهای از

 هایمتابولیت از برخی و بیوشیمیایی ترکیبات تولید افزایش
 استفاده ساعت 96 و 48 ،24 هایزمان مدت در رازیانه گیاه
 بافت انتقال از پس. (et alHassani -Zare ,.2019) شد

 دارای و جامد هایکشت محیط به( نهایی واکشت از) کالوس
 ترکیبات بررسی برای الیسیتورها، از مختلفی انواع

 هاینمونه گیاهی ثانویه هایمتابولیت از برخی و بیوشیمیایی
 C°25 دمای با و روشنایی فاقد رشد اتاقک به شده کشت
 ارزیابی برای نظر مورد کالوس هاینمونه. شدند منتقل

 ثانویه هایمتابولیت تجمع و تولید و بیوشیمیایی خصوصیات
 از پس بلافاصله و آوریجمع ذکرشده هایزمان مدت در

 .شدند دارینگه  -C°80 دمای در مایع، ازت در انجماد
 

 (Foeniculum vulgare) رازیانه گیاه کالوس بافت دارای ایستای کشت محیط درون استفاده مورد گیاهی رشد هایمحرک انواع -1 جدول
Table 1. Types of elicitors used in the solid culture medium callus tissue of (Foeniculum vulgare) 

Phenylalanine (mg/l) Salicylic acid (mg/l) Methyl jasmonate (mg/l) Basic culture medium 
- - - MS 
- - 50 MS 

- - 100 MS 

- - 200 MS 

- 50 - MS 

- 100 - MS 

- 200 - MS 

50 - - MS 
100 - - MS 

200 - - MS 
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 هاروش و مواد

 بیوشیمیایی خصوصیات یریگاندازه

 و چینی هاون درون کالوس نمونه هر از گرم 1/0 ابتدا
 و C°4 دمای در هانمونه سپس. شد ساییده مایع ازت

. شدند سانتریفوژ دقیقه 10 مدت به دقیقه در دور 13000
-اندازه برای پروتئینی عصاره عنوان به رویی قسمت سپس

. شد آوریجمع آنزیمی هایفعالیت و پروتئین میزان گیری
 روش از هانمونه کل پروتئین مقدار گیریاندازه برای

Bradford (1976 )50 از ،منظور این برای. شد استفاده 
 برادفورد معرف میکرولیتر 50 و پروتئینی عصاره میکرولیتر

 واکنش محلول عنوان به فسفات بافر میکرولیتر 900 و
 طول در پروتئینی عصاره نوری جذب میزان. شد استفاده

 اسپکتروفتومتر دستگاه از استفاده با مترنانو 595 موج
(plus TMBIORAD, Smartspec، آمریکا )شد استفاده .

 گاوی سرم آلبومین از استفاده با نپروتئی غلظت سازیکمی

(BSA )شد انجام مختلف هایغلظت در. 

 

  کاتالاز و دازیپراکس یهامیآنز تیفعال یریگاندازه

Mac-روش طبق پراکسیداز آنزیم فعالیت گیریاندازه

 Adam مخلوط. شد انجام تغییر کمی با( 1992) همکاران و 
-میلی 100 پتاسیم فسفات بافر لیترمیلی 81/0 شامل واکنش

 میکرولیتر 90 پروتئینی، عصاره میکرولیتر 20 ،(pH =7) مولار
 5) اکسیژنه آب میکرولیتر 90 و (مولارمیلی 10) گلایکول

 موج طول در واکنش مخلوط جذب تغییرات. بود( مولارمیلی
 از استفاده با C°25 دمای در و ثانیه 60 مدت به نانومتر 425

 برحسب پراکسیداز آنزیم فعالیت. شد گیریاندازه اسپکتروفتومتر

 و بیان پروتئین گرممیلی هر ازای به دقیقه در جذب تغییرات
 .شد محاسبه زیر رابطه از استفاده با آن فعالیت میزان

 
Peroxidase activity = ∆A425 × (V/Vt)/(0/1 × t)/Cp 

 

: حجم V ی؛جذب نور ییراتتغ :∆425A ،فرمول این در که

: زمان T: حجم عصاره مورد استفاده در واکنش؛ Vtکل؛ 

 .است پروتئین غلظت: Cp(؛ یقهواکنش )دق

  روش از کاتالاز آنزیم فعالیت گیریاندازه برای

Chanesو Mahely (1996 )گردید استفاده تغییر کمی با .
 میکرولیتر 20 و pH= 7 با مولارمیلی 20 سدیم فسفات بافر

 پذیرنده عنوان به مولارمیلی 2O2H( 5( هیدروژن پراکسید

 میکرولیتر 60 بعد و گرفت قرار استفاده مورد الکترون
 جذب تغییرات و اضافه آن به یخ حمام در پروتئینی عصاره
 نمونه برای. شد قرائت نانومتر 240 موج طول در نوری
( pH =0/7) فسفات بافر از پروتئینی عصاره جای به بلانک

 تغییرات میزان براساس کاتالاز آنزیم فعالیت. شد استفاده
 فرمول از استفاده با دقیقه در پروتئین میکروگرم در جذب

 .گردید محاسبه زیر

 
Catalase activity = ∆A240 × (V/Vt)/(0/1 × t)/Cp 

 

: حجم کل؛ V ی؛جذب نور ییراتتغ :∆240A ،فرمول این در

Vt حجم عصاره مورد استفاده در واکنش؛ :T زمان واکنش :

 .بود پروتئین غلظت: Cp( و یقه)برحسب دق

 نیپرول نهیدآمیاس یریگاندازه

 Bates روش طبق نظر مورد هاینمونه آزاد پرولین
 نمونه گرم 1/0 ،منظور این برای. شد گیریاندازه( 1973)

  یک در و درصد 3/3 اسید سولفوسالیسیلیک در کالوس
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 همگن. شد سائیده دقیقه 3 مدت به کوچک چینی هاون

 سانتریفوژ دقیقه در دور 4000 با و C°4 دمای در حاصل
 منتقل گانهجدا میکروتیوب یک به رویی محلول و شده

 یک و هیدریننین معرف از لیترمیلی یک سپس. گردید
 سپس،. شد اضافه آن به خالص اسیداستیک لیترمیلی

 و شده منتقل  C°90 دمای با آب حمام به حاصل مخلوط
 از پس. شد دارینگه شرایط این در ساعت یک مدتبه

 به بعد و اضافه آن به تولوئن لیترمیلی دو نمونه شدن سرد
 نوری جذب سپس،. گردید ورتکس دقیقه دو مدت

 دستگاه در نانومتر 520 موج طول در رویی محلول
 با نمونه آزاد پرولین. شد گیریاندازه اسپکتروفتومتر

 تعیین خالص پرولین استاندارد منحنی یک از استفاده
 . گردید

 

 هیثانو یهاتیمتابول استخراج

 هاینمونه ثانویه هایمتابولیت استخراج منظور به
. شد استفاده( 2002) همکاران و Chang روش از ،کالوس

 5 با چینی هاون درون کالوس گرم 1/0 ابتدا منظور بدین
 کلریدریک اسید و خالص متانول( اسیدی متانول لیترمیلی

 مخلوط سپس. شد سائیده کاملاً (1:99 حجمی نسبت به
 گرادسانتی درجه 25 دمای در ساعت 72 مدت به حاصل

 10 مدت به هانمونه سپس .شد دارینگه تاریکی در و

 محلول از. شدند سانتریفوژ دقیقه در دور 4000 و دقیقه
 و فلاونوئید مقدار گیریاندازه برای حاصل رویی

 . شد استفاده آنتوسیانین
 و Chang روش از کل فلاونوئید گیریاندازه برای
 250 ابتدا. شد استفاده تغییر کمی با( 2002) همکاران

-جرمی) درصد 10 آلومینیومکلرید محلول از میکرولیتر
 یک به مولار یک استاتپتاسیم میکرولیتر 250 ،(حجمی

 با هانمونه جذب مقادیر و اضافه حاصل عصاره لیترمیلی
 498 موج طول در اسپکتروفتومتر دستگاه از استفاده

 با کوئرستین استاندارد منحنی .شد گیرینانومتراندازه

 و 50 ،25 صفر،) کوئرستین مختلف هایغلظت از استفاده
 سازیکمی برای و تهیه( متانول لیتر در گرممیلی 100
 با سپس. شد استفاده هانمونه در کل فلاونوئید میزان

T فرمول از استفاده = (C × V)/M فلاونوئید مقدار 
 محاسبه کالوس بافت گرم یک در گرممیلی برحسب

-میلی برحسب فلاونوئید میزان ،T فرمول این در. گردید

 برحسب فلاونوئید غلظت ،C کالوس؛ بافت گرم در گرم
 و عصاره نهایی حجم ،V لیتر؛میلی در کوئرستین گرممیلی

M، است( گرم برحسب کالوس بافت) نمونه وزن. 
 کالوس هاینمونه آنتوسیانین مقدار گیریاندازه برای

 منظور این برای. شد استفادهWagner (1979 ) روش از

 دستگاه از استفاده با حاصل عصاره نوری جذب
 گیریاندازه نانومتر 550 موج طول در و اسپکتروفتومتر

𝐴 فرمول از استفاده با آنتوسیانین میزان سپس. شد = 𝜀𝑏𝑐 

 . گردید محاسبه  cm1-M 33000-1 خاموشی ضریب و

 

   HPLC روش به هیثانو یهاتیمتابول مقدار یریگاندازه

 ثانویه هایمتابولیت مقدار گیریاندازه منظور به
 دستگاه از استفاده با( کمپفرول و کوئرستین روتین،)

HPLC، روش از Hurst شد استفاده( 1983) همکاران و .
-هاون درون کالوس نمونه از گرم 1 ابتدا که صورت بدین

 کاملاً درصد 90 اتانول لیترمیلی 5/1 همراهبه چینی
. گردید ورتکس دقیقه 15 تا 10 مدتبه و شده سائیده
 حمام در دقیقه 15 مدت به بار هر و بار دو سپس

 در و )Germany®Bandelin electronic , (اولتراسونیک
 دوباره ساعت 3 از پس و شد دارینگه C° 35 دمای
 در هانمونه. شد تکرار اولتراسوند و ورتکس تیمار

 رهعصا سپس. شدند سانتریفوژ دقیقه در دور 10000
 بیوشیمیایی ترکیبات گیریاندازه برای همدآ ستدبه رویی

HPLC ( KENUVER دستگاه از استفاده با ذکرشده

،AZURAGermany( 18 معکوس فاز ستونC استفاده 
 آب و HPLC گرید متانول شامل متحرک قسمت. گردید
 کوئرستین روتین، مقدار سازیکمی و تشخیص. بود مقطر
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 ،nm 257 هایموج طول در ترتیب به کمپفرول و
nm 368 و nm 368 منحنی رسم برای. شد انجام 

 500 و 100 ،50 ،20 ،10 هایغلظت از استاندارد
NAWAH-) روتین خالص نمونه لیتر در گرممیلی

Egypt-2001HIKA)، کوئرستین (Aldrich-Sigma )و 
 . شد استفاده( Aldrich-Sigma) کمپفرول

 

  یآمار هیتجز و یشیآزما طرح

 سـه  بـا  تصـادفی  کاملاً طرح قالب در فاکتوریل آزمایش
 از اسـتفاده  بـا  هاداده توزیع بودن نرمال. شد انجام تکرار
 تجزیـه . گردیـد  بررسـی  اسـمیرنوف -کولموگروف آزمون

 از اسـتفاده  بـا  هـا داده میانگین مقایسه و هاداده واریانس
 نمودارهـا  رسم برای. شد انجام  .26SPSS ver افزارنرم
.گردیــــــد اســــــتفاده Excel افــــــزارنــــــرم از

 جینتا

 ییایمیوشیب باتیترک
 میزان که داد نشان هاداده واریانس تجزیه از حاصل نتایج
 و کل فلاونوئید پرولین، اسیدآمینه تجمع میزان و پروتئین

 شرایط در F. vulgare رازیانه گیاه هایکالوس نمونه آنتوسیانین
 نوع تأثیر تحت( p  >0.01) داریمعنی طوربه ایشیشهدرون

 جانبه دو متقابل اثر و استفاده زمان مدت استفاده، مورد الیسیتور
 در این. گرفت قرار آن از استفاده زمان مدت×  الیسیتور نوع بین

 طوربه کاتالاز و پراکسیداز هایآنزیم فعالیت میزان که ستا حالی
 نوع تأثیر تحت درصد یک احتمال سطح در و داریمعنی

 قرار الیسیتور از استفاده زمان مدت و استفاده مورد الیسیتور
 آن از استفاده زمان مدت ×الیسیتور نوع بین متقابل اثر اما .گرفتند

 کاتالاز و پراکسیداز هایآنزیم فعالیت  میزان بر داریمعنی تأثیر
 (. 2 جدول) نداشت

 

-متابولیت و بیوشیمیایی خصوصیات بر گیاهی رشد هاینوع، غلظت و مدت زمان استفاده از محرک یرتأث (مربعات میانگین) واریانس تجزیه -2 جدول

 ایشیشهدرون شرایط در (F. vulgare) رازیانه گیاه های
Table 2: Mean squares of type, concentration, and duration of plant growth stimulants effects on biochemical 

characteristics and secondary metabolites of F. vulgare in vitro culture. 

Source of variation df   MS    

  Protein Peroxidase Catalase Proline flavonoid Anthocyanin 

Elicitor (A) 9 0.02 ** 1009.06 ** 11246.23 ** 0.12 ** 0.02 ** 4.75 ** 

Time (B) 2 0.007 ** 696.89 ** 8009.91 ** 0.049 ** 0.02 ** 3.88 ** 

A× B 18 0.001 ** 157.12  2693.58  0.003 ** 0.001 ** 0.23 ** 

Erorr 60 0.001 113.76 2234.30 0.002 0.001 0.10 

CV(%) - 15.12 10.51 19.98 12.09 18.99 13.94 
**: significant at 1% level of probability.                                    1 معنیدار در سطح احتمال :** 

 
 

 شکل) هاداده میانگین مقایسه از آمده دستبه نتایج طبق
1-A)، نمونه گرم در گرممیلی 21/0) پروتئین مقدار بیشترین 

 محیط از شده آوریجمع کالوس بافت نمونه به مربوط( کالوس
 96 تیمار) جاسموناتمتیل لیتر در گرممیلی 200 حاوی کشت

 هایبافت نمونه تیمار که ستا حالی در این. بود( ساعت
-متیل الیسیتورهای با ساعت 48 و 96 مدت به کالوس

-غلظت تمامی در) آلانینفنیل و اسید سالیسیلیک جاسمونات،

 از بیشتر داریمعنی طوربه( الیسیتور فاقد) شاهد تیمار و( ها

 زمان مدت افزایش با کهطوریبه. بود ساعت 24 زمان مدت
 میزان ساعت 96 و 48 به ساعت 24 از الیسیتورها از استفاده

-می افزایش گیاه کالوس هایبافت نمونه توسط پروتئین تولید

 از کشت محیط درون الیسیتورها غلظت افزایش همچنین. یابد
 هایزمان مدت تمامی در) لیتر در گرممیلی 200 و 100 به 50

 توسط پروتئین تولید دارمعنی افزایش موجب ،(استفاده مورد
 نظر از همچنین. شد شده آوریجمع هایکالوس بافت نمونه
 کالوس بافت هایسلول درون پرولین اسیدآمینه تجمع میزان
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-معنی اختلاف تیمارها از برخی و شاهد تیمار بین شده تیمار

 مقدار بیشترین(. B-1 شکل) شد مشاهده آماری نظر از داری
-کالوس نمونه در( گرممیلی در میکروگرم 93/0) پرولین تجمع

 برای جاسموناتمتیل لیتر در گرممیلی 200 با شده تیمار های
 استفاده زمان مدت نظر از. شد مشاهده ساعت 96 زمان مدت

 جاسموناتمتیل حاوی هایکشت محیط تمامی در هامحرک از
 در پرولین تجمع میزان آلانینفنیل یا و اسید سالیسیلیک یا

به ساعت 96 زمانی تیمار تحت شده آوریجمع هایکالوس

. بود ساعت 48 و 24 هایزمان مدت از بیشتر داریمعنی طور
 و 24 زمان مدت بین تیمارها بیشتر در که ستا حالی در این
 محیط در تنها و شد مشاهده داریمعنی اختلاف ساعت 48

 50 یا و جاسموناتمتیل لیتر در گرممیلی 100 حاوی کشت
 دارای کشت محیط بین آلانین،فنیل لیتر در گرممیلی

 میزان ساعت 24 و 48 زمان مدت در شده ذکر الیسیتورهای
 شکل) نشد مشاهده داریمعنی اختلاف پرولین اسیدآمینه تجمع

1-B .) 
 

. 

 
 گیاه هایکالوس نمونهپرولین  ینهآم یداس تجمع(: B) و ینپروتئ :(A) یزانمختلف بر م هایمحرک از استفاده زمان مدت و غلظت نوع، تأثیر -1 شکل

F. vulgare ندارندهم  با درصد 5 احتمال سطح در داریمعنی اختلاف مشترک حرف یدارا یهامیانگین. ایشیشهدرون شرایط در. 
Figure 1- The effect of the type, concentration and duration of using different elicitors on the (A): Protein and (B): 

Proline content of the callus samples callus of F. vulgare under in vitro conditions. The means followed by a common 

letter does not have a significant difference at the 5% probability level. 
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 نمونه کاتالاز و پراکسیداز آنزیم فعالیت میزان نظر از
 با شده تیمار(  .vulgareF) رازیانه گیاه هایکالوس

 200 و 100 ،50) هایغلظت در مختلف الیسیتورهای
 اختلاف شاهد تیمار و تیمارها بیشتر بین ،(لیتر در گرممیلی
 فعالیت میزان بیشترین(. 3 جدول) نشد مشاهده داریمعنی
 98/745 و 30/126 ترتیب به) کاتالاز و پراکسیداز آنزیم

protein  1-mg 2O2µmol H )حاوی کشت محیط به مربوط 
به نتایج طبق. بود جاسموناتمتیل لیتر در گرممیلی 200
 کشت محیط درون الیستورها غلظت افزایش با آمده، دست

 آنزیم فعالیت میزان ،لیتر در گرممیلی 200 و 100 به 50 از
 . نداشت داریمعنی تغییر کاتالاز و پراکسیداز

 

 ایشیشهدرون شرایط در (F. vulgare) رازیانه گیاهو کاتالاز در  پراکسیداز هاییمزآن فعالیتبر  یاهیرشد گ هایمحرک و غلظت نوع تأثیر -3جدول

Table 3.The effect of the type and concentration of plant growth stimulants on Catalase and  Peroxidase activities of 

fennel (F. vulgare) in in vitro culture. 
Catalase 

) Protein1-mg 1-min 2O2µmol H( 
Peroxidase 

) Protein1-mg 1-min 2O2µmol H( Type and Concentration of Elicitor 
ab 737.08 ab 114.66 MS+ 2 NAA+ 1 Kin (Control) 

   
ab 716.13 ab 115.95 50 (mg) Methyl jasmonate 
ab 714.04 a 125.60 100 (mg) Methyl jasmonate 
a 745.98 a 126.30 200 (mg) Methyl jasmonate 

   
c 650.04 c 100.47 50 (mg) Salicylic acid 

abc 699.00 bc 112.62 100 (mg) Salicylic acid 
ab 736.22 bc 106.52 200 (mg) Salicylic acid 

   
bc 690.01 c 101.11 50 (mg) Phenylalanine 
b 690.28 bc 111.71 100 (mg) Phenylalanine 
ab 737.61 bc 109.77 200 (mg) Phenylalanine 

 .ندارند درصد 5 احتمال سطح در داریمعنی اختلاف مشترک حرف یدارا یهامیانگین
The means followed by a common letter do not have a significant difference at the 5% probability level.  

 
 

-درون شرایط در (F. vulgare) رازیانه گیاهو کاتالاز  یدازپراکس هایآنزیم فعالیتبر  یاهیرشد گ هایمحرک از استفاده زمان مدت تأثیر -4 جدول

 ایشیشه
Table 4. Effect of duration of using plant growth stimulants on Catalase and  Peroxidase activities of fennel plant (F. 

vulgare) in in vitro culture. 

Catalase 

) Protein1-mg 1-min 2O2µmol H( 
Peroxidase 

) Protein1-mg 1-min 2O2µmol H( 
Time 

(hour) 
b 690.24 b 109.34 24 
ab 716.74 b 108.62 48 
a 727.94 a 119.45 96 

 .ندارند درصد 5 احتمال سطح در داریمعنی اختلاف مشترک حرف یدارا یهامیانگین
The means followed by common letter do not have a significant difference at the 5% probability level 

 

 مدت افزایش با(، 4)جدول  آمده دستبه نتایج طبق
 ساعت 96 به 24 از گیاهی رشد هایمحرک از استفاده زمان

 داریمعنی طوربه کاتالاز و پراکسیداز آنزیم فعالیت میزان
 آنزیم فعالیت میزان که است حالی در این. یافت افزایش
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 هایمحرک از استفاده زمان مدت نظر از کاتالاز و پراکسیداز
-معنی اختلاف ساعت 48 و 24 زمان مدت بین گیاهی رشد

 یزانم یشترین(. ب4مشاهده نشد )جدول یاز نظر آمار داری
و  45/119 یبو کاتالاز )به ترت یدازپراکس یمآنز یتفعال
94/727 protein  1-mg 2O2µmol H )از استفاده به مربوط 

ساعت  96مدت زمان  یمختلف برا یاهیرشد گ هایمحرک
 بود. 

، 4 و 3 جدول از آمده دستبه نتایج طبق طورکلیبه
 به مربوط کاتالاز و پراکسیداز آنزیم فعالیت میزان بیشترین

-میلی 200 غلظت در جاسموناتمتیل حاوی کشت محیط

 ساعت بود.  96و مدت زمان  یتردر ل گرم

 
 هایبافت از شده استخراج فلاونوئید میزان نظر از

 تیمار و هامحرک حاوی هایکشت محیط بیشتر بین کالوس
 مشاهده( p<01/0) داریمعنی اختلاف( محرک فاقد) شاهد

 25/0) فلاونوئید مقدار بیشترین همچنین(. A-2 شکل) شد
 لیتر در گرممیلی 200 تیمار  در( کالوس گرم بر گرممیلی

 طبق. شد مشاهده ساعت 96 زمان مدت به اسید سالیسیلیک
 کل فلاونوئید میزان پژوهش، این در آمده دستبه نتایج

 هایمحرک غلظت افزایش با رازیانه گیاه هایکالوس
 افزایش با( اسید سالیسیلیک و جاسموناتمتیل) شده استفاده
 96 و 48 زمان مدت در) گرممیلی 100 به 50 از غلظت
 در این اما. یافت افزایش داریمعنی طوربه لیتر در( ساعت
 هایکالوس نمونه کل فلاونوئید میزان نظر از که ستا حالی
 غلظت افزایش گیاهی، رشد هایمحرک توسط شده تیمار

 در) لیتر در گرممیلی 200 به 100 از شده ذکر هایمحرک
 داریمعنی تغییر( ساعت 96 و 48 ،24 هایزمان مدت

 100 از آلانینفنیل غلظت افزایش با همچنین. نشد مشاهده
 میزان ساعت 48 زمان مدت برای لیتر در گرممیلی 200 به

معنی طوربه رازیانه گیاه هایکالوس نمونه کل فلاونوئید
 زمان مدت در دارمعنی اختلاف این اما. یافت افزایش داری

 گرممیلی 100 و 50 هایغلظت بین در و ساعت 96 و 24

 تأثیر نظر از همچنین(. A-2 شکل) نشد مشاهده لیتر در
 و جاسموناتمتیل مختلف هایزمان مدت و هاغلظت

 هایکالوس نمونه کل فلاونوئید روی بر اسید سالیسیلیک
-می مشاهده A-2 شکل در کههمانطوری نیز رازیانه گیاه

 لیتر در گرممیلی 200 و 100 ،50 هایغلظت در شود،
 زمان مدت افزایش با اسید سالیسیلیک یا جاسموناتمتیل

 میزان ساعت 48 به 24 از مذکور هایمحرک از استفاده
 اما .یافت افزایش داریمعنی طوربه کل فلاونوئید تولید

 سالیسیلیک یا جاسموناتمتیل از استفاده زمان مدت افزایش
 از داریمعنی افزایش لیتر در گرممیلی 200 به 100 از اسید
 رازیانه گیاه هایکالوس نمونه در کل فلاونوئید تولید نظر

 تنها آلانینفنیل از استفاده مورد در نتیجه این. نشد مشاهده
 میزان نظر از. شد مشاهده لیتر در گرممیلی 200 غلظت در

-معنی اختلاف شاهد تیمار و تیمارها بیشتر بین آنتوسیانین،

 بیشترین(. B-2 شکل) نشد مشاهده آماری نظر از داری
( کالوس وزن گرم بر میکرومول 45/5) آنتوسیانین مقدار

 به اسید سالیسیلیک لیتر در گرممیلی 200 تیمار به مربوط
-محرک تیمار زمان مدت نظر از. بود ساعت 96 زمان مدت

 میزان هامحرک از استفاده مورد زمان مدت افزایش با ،ها
 بیشتر در افزایش این اما یافت افزایش آنتوسیانین تولید
 افزایش با آمده، دستبه نتایج طبق. نبود دارمعنی موارد

 100 به 50 از کشت محیط درون جاسموناتمتیل غلظت
 موجب ساعت 96 و 48 هایزمان مدت در لیتر در گرممیلی

 هایکالوس توسط آنتوسیانین تولید میزان دارمعنی افزایش
 از استفاده نظر از که بود حالی در این .شد شده تیمار

 غلظت افزایش با کشت محیط درون اسید سالیسیلیک
 لیتر در گرممیلی 200 و 100 به 50 از گیاهی رشد محرک

 افزایش موجب ساعت 96 و 48 ،24 هایزمان مدت در
اینبا. شد هاکالوس توسط آنتوسیانین تولید میزان دارمعنی
-زمان مدت و تیمارها بیشتر بین آلانینفنیل مورد در حال،

 تولید نظر از داریمعنی اختلاف استفاده مورد های
 (. B-2 شکل) نشد مشاهده آنتوسیانین
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 در F. vulgare یانهراز یاه( کالوس گB) آنتوسیانین و( A) فلاونوئید میزان بر مختلف هایمحرک از استفاده زمان مدت و غلظت نوع، تأثیر -2 شکل

 .ندارند درصد 5 احتمال سطح در داریمعنی اختلاف مشترک حرف یدارا یهامیانگین. اییشهشدرون یطشرا
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 F. vulgare under in vitro conditions. The means followed by common letters do not have a significant 

difference at the 5% probability level. 
 

  هیثانو یهاتیمتابول

 که داد نشان هاداده واریانس تجزیه از حاصل نتایج
 گیاه کالوس بافت کمپفرول و کوئرستین روتین، تولید میزان

 نوع تأثیر تحت دارمعنی طوربه  .vulgareF رازیانه
 متقابل اثر و الیسیتور از استفاده زمان مدت الیسیتور،
 (.3 جدول) داشت قرار آن از ستفادها زمان مدت×  الیسیتور
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  یانهراز یاهگ کالوس هاینمونه ثانویه هایمتابولیت تولید بر آن از استفاده زمان مدت و الیسیتور اثرهای (مربعات میانگین) واریانس تجزیه -3 جدول
Table 3. The mean squares of the effects of the elicitor type, and duration on the secondary metabolites production in the callus 

samples of F. vulgare under in vitro conditions. 

Source of variation df 
MS 

Rutin Quercetin Kaempferol 

Elicitor (A) 9       56.93 **       1.61 **    0.63 ** 

Time (B) 2       16.63 **       0.53 **    0.07 ** 

A× B 18       5.78 **       0.24 **    0.05 ** 

Erorr 60   1.02     0.03  0.007 

CV(%) -    11.09     3.27  2.57 

  :** level of probability 1%significant at.                           درصد 1 احتمال سطح در داریمعن**: 

 

-کالوس بافت نمونه توسط روتین تولید میزان نظر از

 بیشتر و شاهد تیمار بین الیسیتورها با شده تیمار های
(. A-3 شکل) نشد مشاهده داریمعنی اختلاف تیمارها
 تر وزن گرم در گرممیلی 67/11) روتین میزان بیشترین
 در گرممیلی 200 حاوی کشت محیط به مربوط( کالوس

 قطب. بود ساعت 96 زمان مدت برای جاسموناتمتیل لیتر
 زمان مدت افزایش پژوهش این در آمده دستبه نتایج
 محیط شاهد، کشت محیط درون هایکالوس نمونه تیمار
متیل لیتر در گرممیلی 100 یا 50 حاوی کشت

- سالیسیلیک لیتر در گرممیلی 200 یا 100 جاسمونات،
 گرممیلی 200 یا و 100 یا 50 دارای کشت محیط و اسید

 تأثیر ساعت 96 و 48 به ساعت 24 از آلانینفنیل لیتر در
 کالوس هایبافت در روتین تولید میزان بر داریمعنی

 روتین میزان تولید دارمعنی افزایش همچنین. نداشت
 محیط در تیمار زمان مدت افزایش با کالوس بافت توسط
 و جاسموناتمتیل لیتر در گرممیلی 200 دارای هایکشت

 شکل) شد مشاهده اسید سالیسیلیک لیتر در گرممیلی 50
3-A .)متیل غلظت افزایش با آمده، دستبه نتایج طبق-

 زمان مدت در آلانینفنیل و اسید سالیسیلیک جاسمونات،
 گیاه کالوس بافت نمونه در روتین تولید ساعت، 96 و 24

 میزان نظر از. یافت افزایش نیز(  .vulgareF) رازیانه

 نیز شده تیمار هایکالوس نمونه توسط کوئرستین تولید
 در شاهد تیمار و الیسیتور حاوی تیمارهای بیشتر بین

معنی اختلاف( ساعت 96 و 48 ،24) مختلف هایزمان
 مدت افزایش آمده دستبه نتایج طبق. شد مشاهده داری
 ،(مختلف هایغلظت در) آلانینفنیل از استفاده زمان

 در گرممیلی 100 یا 50 هایغلظت در اسید سالیسیلیک
 تولید میزان کشت محیط درون الیسیتور عنوان به لیتر

 را  .vulgareF رازیانه گیاه کالوس بافت در کوئرستین
 کمپفرول تولید میزان نظر از(. B-3 شکل) دهدمی افزایش

 تیمارهای بیشتر بین F. vulgare رازیانه گیاه کالوس در
 مختلف هایزمان مدت در شاهد تیمار و محرک دارای

 . نشد مشاهده داریمعنی اختلاف
 و بیوشیمیایی صفات بیشتر بین آمده دستبه نتایج طبق
 هایکالوس نمونه از شده گیریاندازه ثانویه هایمتابولیت

 در هامحرک با شده تیمار( F. vulgare) رازیانه گیاه
 ایشیشهدرون شرایط در مختلف هایزمان مدت و هاغلظت

درصد مشاهده شد  5و  1در سطح احتمال  یهمبستگ
 یدتول ین، ب4دست آمده از جدول به یج(. طبق نتا4)جدول 
وجود  یو کاتالاز همبستگ یدازپراکس یدو تول ینکوئرست

 نداشت. 
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 یانهراز یاهگ کالوس( C) کمپفرول و( B) کوئرستین(، A) روتین میزان بر مختلف هایالیسیتور از استفاده زمان مدت و غلظت نوع، تأثیر -3 شکل

F.vulgare ندارند درصد 5 احتمال سطح در داریمعنی اختلاف مشترک حرف یدارا یهامیانگین اییشهشدرون یطشرا در. 
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 F. vulgare under in vitro conditions. The means followed by a common letter do not have a significant difference at 

the 5% probability level. 
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 هایزمان مدت و هاغلظت در هامحرک با شده تیمار( F. vulgare) رازیانه گیاه هایصفات محاسبه شده نمونه کالوس ینب همبستگی میزان -4 جدول
 ایشیشهدرون شرایط در مختلف

Table 4. The degree of correlation between the calculated traits of callus samples of F. vulgare treated with stimulants 

in different concentrations and durations in in vitro conditions 

Treatment Rutine Quercetin Kaempferol Protein Peroxidase Catalase Flavonoid Anthocyanin 

Rutine 1 

Quercetin 0.55** 1 

Kaempferol 0.55** 0.54** 1 

Protein 0.65** 0.49** 0.43** 1 

Peroxidase 0.42**     0.15 0.40** 0.34** 1 

Catalase 0.24* 0.19      0.23* 0.21* 0.49** 1 

Flavonoid 0.66**  0.46** 0.54** 0.85**     0.53 0.41** 1  

Anthocyanin 0.65** 0.52** 0.40** 0.58** 0.27** 0.24* 0.64** 1 

  * ,** of probability level, respectively 5%and  1significantly at                                 %5 و 1 احتمال سطح در داریمعن بیترتبه*:  و **

 

 

 در هامحرک از استفاده آزمایشگاهی مشاهدات طبق
 و رنگ نوع، در تغییری مختلف هایزمان مدت و هاغلظت

 (. 4 شکل) نداشت کالوس هایبافت رشد

 

 
 200 همراه(: A) به Kin یتردر ل گرمیلیم 1و  NAA یتردر ل گرمیلیم 2 یحاو MS یهکشت پا یطشده از مح آوریجمع هایکالوس نمونه -4 شکل

 محرک فاقد شاهد نمونه(: C) و ساعت 96 مدت به سالیسیلیک اسید لیتر در گرممیلی 100 (:B) ساعت، 96 مدت به جاسموناتمتیل لیتر در گرممیلی
Figure 4. Callus samples collected from MS medium containing 2 mgL-1 NAA and 1 mg L-1 BAP along with 200 mgL-1 

methyl Jasmonate for 96 h (A), 100 mg L-1 of salicylic acid for 96 h (B), and control without elicitor (C). 

 

 بحث

 بافت کشت روش کمک به ثانویه هایمتابولیت تولید
 باشدمی سودآور و مطمئن ساده، روش یک عنوان به گیاهی

 و محققان از بسیاری توجه مورد اخیر سالیان طی در که
 است گرفته قرار دارویی ترکیبات تولیدکننده هایشرکت

(2020., et alGorlenko  .)بافت کشت روش از استفاده 

 واحد در یکنواخت گیاهی هایفراورده تولید دلیل به گیاهی
 رشدی شرایط محیطی، شرایط از مستقل تر،کوچک سطح
 از یکی. است برخوردار فراوانی اهمیت از غیره و کنترل قابل

 تولید گیاهی اندام و بافت کشت روش عمده هایمزیت
 رایج هایمتابولیت تولید افزایش و نادر ثانویه هایمتابولیت

 به گیاهی کالوس بافت(.  et alPan ,.2019) باشدمی گیاهی
 در ایدولپه عمدتاً گیاهان در نیافته تمایز گیاهی بافت عنوان
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 سد برای شیمیایی و مکانیکی خراش یا زخم به پاسخ
. شودمی حاصل گیاهی زایبیماری عوامل برابر در دفاعی

 پوتنسیتوتی خاصیت ،مخصوص بافت این مزایای از یکی
)Totipotency( گیاه یک هایویژگی تمامی که باشدمی آنها 

-درون شرایط در کالوس بافت کشت و تولید. دارد را کامل

 عمده هایروش از یکی الیسیتورها از استفاده  و ایشیشه
-می محسوب دارویی ارزشمند هایمتابولیت تولید جهت در

 هایمحرک از نیز پژوهش این در(.  et alLiu ,.2022) شود
 جاسمونات،متیل مانند( الیسیتورهایی) گیاهی رشد

 به) صفر) هایغلظت در آلانینفنیل و سیدا سالیسیلیک
 در و( لیتر در گرممیلی 200 و 100 ،50 ،(شاهد عنوان
 افزایش جهت در ساعت 96 و 48 ،24 هایزمان مدت
 و فلاونوئیدها بزرگ خانواده مانند ثانویه هایمتابولیت تولید

 ترکیبات و کمپفرول و روتین کوئرستین، ها،آنتوسیانین
 اسید تجمع و کاتالاز پراکسیداز، هایآنزیم مانند بیوشیمیایی

 .F) رازیانه گیاه کالوس هایبافت نمونه در پرولین آمینه

vulgare )شد استفاده . 
 زیستی دسته دو به (الیسیتورها) گیاهی رشد هایمحرک

 عنوان به که شوندمی تقسیم( غیرزنده) غیرزیستی و( زنده)
 در ارزشمند ثانویه هایمتابولیت تولید و استرس بروز عوامل
 شرایط در و دارویی گیاهان در گیاهی اندام و کالوس بافت
 et Burdziej) دنگیرمی قرار استفاده مورد ایشیشهدرون

2021., al .)تولید جهت در پرکاربرد الیسیتورهای ازجمله 
 به توانمی ایشیشهدرون شرایط در ثانویه هایمتابولیت

 امواج مخمر، عصاره جاسمونات،متیل اسید، سالیسیلیک
 غیره و اسید آمینوبنزوئیک کیتوسان، آلانین،فنیل فراصوت،

 و اسید سالیسیلیک(.  et alAlexiou ,.2022) کرد اشاره
 ثانویه رسانیپیام فرایند و ژن بیان تنظیم در جاسموناتمتیل
(.  et alShafighi ,.2022) مؤثرند گیاهی هایسلول درون

 به مربوط هایژن بیان افزایش موجب اسید سالیسیلیک

 شودمی گیاهان در ثانویه هایمتابولیت از گروهی بیوسنتز
(2019Li,  &Zhang  .)به اسیدسالیسیلیک کاربرد امروزه 

 مقاومت افزایش در گیاهی هایهورمون از یکی عنوان

 et alSaleem ,.) است رسیده اثبات به هاتنش به گیاهان

2022 .) 
به که هستند سلولی درون هایمولکول آزاد هایرادیکال

-واکنش و فعال بسیار نشده جفت هایالکترون داشتن دلیل

 بیش فعالیت(. Venditti &Meo -Di, 2020) باشندمی پذیر
 مضر سلول طبیعی عملکرد برای آزاد هایرادیکال اندازه از

 گیاهان(.  et alHuang ,.2019 ؛ et alWan ,.2020) است

 توانندمی غیرآنزیمی و آنزیمی هایسازوکار از استفاده با

 و داده کاهش را( ROS) اکسیژن گرواکنش هایگونه غلظت
 دفاعی دستگاه. بکاهند آن مخرب اثرهای از طریق این از

 ،کاتالاز ،پراکسیداز مانند هاییآنزیم شامل اکسیدانیآنتی

 مانند غیرآنزیمی هایاکسیدانآنتی و دیسموتازسوپراکسید
 باشدمی فنلی ترکیبات سایر و هاآنتوسیانین فلاونوئیدها،

(2020., et alZou  .)آنزیمی هایاکسیدانآنتی بیشتر فعالیت 

 برابر در گیاه مقاومت ایجاد برای کاتالاز و پراکسیداز همانند

 در تغییر طورکلیبه. است مهم بسیار محیطی هایتنش

 تنظیم برای گیاه هایپاسخ از یکی اکسیدانی،آنتی محتوای

 اسید. باشدمی هاتنش به بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی شرایط
 مسیر فعالیت افزایش طریق از جاسموناتمتیل و سالیسیلیک

 اکسیداتیو صدمات از را گیاه اکسیدانی،آنتی هایآنزیم سنتز
به نتایج طبق(.  et alGalasso ,.2021) کنندمی محافظت

 در جاسموناتمتیل از استفاده پژوهش این در آمده دست
 مقایسه در ساعت 96 برای و لیتر در گرممیلی 200 غلظت

 آنزیم میزان دارمعنی افزایش موجب شاهد تیمارهای با
) .F (رازیانه گیاه کالوس هایبافت نمونه در پراکسیداز

vulgare این(. 4 و 3 جدول) شد ایشیشهدرون شرایط در 
 بر داریمعنی تأثیر دیگر تیمارهای سایر که است حالی در

. ندنداشت شاهد تیمار به نسبت پراکسیداز آنزیم فعالیت میزان
 و niShaba پژوهش، این در آمده دستبه نتایج مطابق

 و کاتالاز هایآنزیم فعالیت بررسی با ،(2009) همکاران
 (Glycyrrhiza glabra)  بیانشیرین گیاه در پراکسیداز

 موجب اسید سالیسیلیک غلظت افزایش که دادند نشان
متیل غلظت افزایش و پراکسیداز آنزیم فعالیت کاهش

. شودمی پراکسیداز آنزیم فعالیت افزایش موجب جاسمونات
-زمان مدت و هاغلظت در مختلف الیسیتورهای از استفاده
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 در کاتالاز آنزیم فعالیت بر داریمعنی تأثیر مختلف های
(. 4 و 3 جدول) نداشت شده تیمار هایکالوس نمونه

 و Nafie پژوهش، این در آمده دستبه نتایج برخلاف

 غلظت افزایش که کردند بیان ،(2011)  همکاران
 فعالیت افزایش موجب جاسموناتمتیل و اسید سالیسیلیک

 خربزه گیاه سلولی سوسپانسیون کشت در کاتالاز آنزیم
(Cucumis melo )شودمی. 

 در که است آمینه اسیدهای مهمترین از یکی پرولین
 زیستیغیر و زیستی هایتنش به پاسخ در گیاهان بیشتر
 هاینقش و یافته افزایش هاسلول در آن تجمع و تولید

 برابر در هاسلول حفاظت در را متعددی فیزیولوژیکی
 ازجمله. کندمی ایفا هاسلول نمو و رشد بهبود و تنش
 یک عنوان به آن نقش به توانمی پرولین مهم هاینقش

 پایدارکننده و حفاظت عامل و اسمزی کنندهتنظیم ماده
 ساختمان و سیتوپلاسمی هایآنزیم و هاپروتئین ساختار

 امکان سیتوزول در هااسمولیت تجمع .کرد اشاره غشاء

 همچنین .کندمی فراهم سلول در را اسمزی فشار تعدیل
 برابر در هاپروتئین سلولی ساختارهای از آمینهاسید این

-می محافظت زیستی و محیطی تنش از ناشی هایآسیب

 مشخص پژوهش این در(.  et alAlvarez ,.2022) کند
 هایزمان مدت و بالاتر هایغلظت از استفاده که شد

 در اسید سالیسیلیک و آلانینفنیل جاسمونات،متیل بیشتر
 ترپایین هایغلظت از استفاده و شاهد تیمار با مقایسه
 در پرولین آمینه اسید تجمع میزان دارمعنی افزایش موجب

 شرایط در F. vulgare رازیانه گیاه کالوس هایبافت
 همکاران و Madani(. B-1شکل) شودمی ایشیشهدرون

میلی 100 به جاسموناتمتیل غلظت افزایش ،(2021)
 هایریشه در پرولین تجمع افزایش موجب لیتر در گرم

 در( Valeriana officinalis) الطیبسنبل گیاه مویین
 در آمده دستبه نتایج با که شودمی ایشیشهدرون شرایط

 .دارد مطابقت پژوهش این
 هاییمولکول از متنوعی گروه ثانویه هایمتابولیت    

. دنشومی شامل را گیاه دفاعی سیستم از بخشی که هستند
 گیاه هایبخش همه در و همیشه ثانویه هایمتابولیت

 هایتنش به پاسخ در سرعت به بلکه شوند،نمی تولید
 ترکیبات این ازجمله. شوندمی تولید زیستیغیر و زیستی

-علاوه که هستند کارتنوئیدها و هاآنتوسیانین فلاونوئیدها،

 عنوان به ها،بافت در ساختاری و حفاظتی هاینقش بر
 افشان،گرده حشرات جذب در گیاهی ایرنگدانه ترکیبات

 تولید زینتی، گیاهان و هاگل برای رنگی تنوع ایجاد
 هایرنگ غذایی، هایچاشنی ها،کشحشره داروها،
 مولکولی هایعلامت عنوان به و هاخوشبوکننده طبیعی،

 نشانگرهای عنوان به و محیط با گیاهان کنشبرهم در
 پایه بر سیستماتیک) کموتاکسی مطالعات در زیستی
(.  et alPang ,.2021) باشندمی مطرح (شیمیایی عوامل

 در و گیاهی هایگونه بیشتر در توانمی را فلاونوئیدها
 طیف کنار در فلاونوئیدها. یافت مختلف هایاندام

 هایمولکول عنوان به مختلف عملکردهای از ایگسترده
 برابر در گیاه از و دارند نقش جنسی تولیدمثل در سیگنال
. کنندمی محافظت بنفشماوراء اشعه مخرب اثرهای

 هایپاسخ و هامیکروب و گیاهان تعاملات در همچنین
(.  et alDias ,.2021) کنندمی شرکت گیاه دفاعی

 از بعد طبیعی هایرنگدانه از گروه مهمترین هاآنتوسیانین

 در و بوده آب در محلول و غیرسمی که هستند هاکلروفیل

 این .دارند وجود گیاهی هایسلول مایع در وسیعی سطح

 بسیاری در بنفش و آبی قرمز، هایرنگ مسئول هارنگدانه

 دستبه نتایج طبق .هستند هاگل و هاسبزی ها،میوه از
 آنتوسیانین و فلاونوئید میزان نظر از پژوهش این در آمده
 از داریمعنی اختلاف تیمارها بیشتر و شاهد تیمار بین
 کهطوریبه. (B و A-2 شکل) شد مشاهده آماری نظر

 آلانینفنیل و اسید سالیسیلیک جاسمونات،متیل از استفاده
-معنی طوربه بالاتر هایزمان مدت و هاغلظت در ویژهبه

 شاهد تیمار به نسبت را فلاونوئید تولید میزان داری
 نمونه آنتوسیانین میزان نظر از(. A-2 شکل) داد افزایش
- سالیسیلیک جاسمونات،متیل با شده تیمار هایکالوس

 و غلظت افزایش با که شد مشخص نیز آلانینفنیل و اسید
 اسید سالیسیلیک و جاسموناتمتیل از استفاده زمان مدت
 طوربه رازیانه گیاه هایکالوس نمونه آنتوسیانین میزان
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 در آمده دستبه نتایج مطابق. یافت افزایش داریمعنی
 تأثیر بررسی باXing (0820 ) و Zhang پژوهش، این

 ثانویه هایمتابولیت تولید میزان بر مختلف الیسیتورهای
 شرایط در(  NigraMorus) سیاهتوت گیاه کالوس بافت
 و جاسموناتمتیل که کردند بیان ایشیشهدرون

 تولید بالاتر هایغلظت در ویژهبه اسیدسالیسیلیک
-می افزایش داریمعنی طوربه را آنتوسیانین و فلاونوئید

 .دهد
 کامفرول، کوئرستین، شده ارائه هایگزارش طبق

 در اصلی هایفلاونول عنوان به آپیژنین و روتین لوتئولین،
 خورشید نور مضر اشعه برابر در را آنها گیاهان، هایبرگ

 کوئرستین(.  et alLaoué ,.2022) کنندمی محافظت
 هالیپوپروتئین سلولی سمیت و اکسیداسیون مهار موجب

 نظر از کامپفرول(.  et alHosseini ,.2021) شودمی
 از که است شده تشکیل پروپانفنیلدی از ساختاری

. شودمی تهیه مختلف هایآنزیم کمک با تراکم طریق
 عنوان به خوراکی صورت به معمولاً کمپفرول

 ترکیب این. شودمی مصرف بالا قطبیت با گلیکوزیدهای
 از فلاونوئیدها، سایر مانند و دارد دوستچربی ماهیتی
 انتقال با  و شده تسهیل انتشار غیرفعال، انتشار طریق
 et Modarresi) شودمی جذب کوچک روده توسط فعال

2020., al .)پژوهش این در آمده دستبه نتایج طبق، 
-غلظت در اسید سالیسیلیک یا جاسموناتمتیل از استفاده

 و شاهد تیمار با مقایسه در بالاتر هایزمان مدت و ها
 داریمعنی طوربه آلانینفنیل دارای هایکشت محیط
 داد افزایش را کالوس بافت نمونه در روتین تولید میزان

-متیل لیتر در گرممیلی 200 از استفاده(. A-3 شکل)

 و ساعت 96 و 48 ،24 هایزمان مدت در جاسمونات
 200 و 100 هایغلظت در اسیدسالیسیلیک از استفاده

 ساعت 96 و 48 هایزمان مدت در لیتر در گرممیلی
 طوربه منتخب هایکالوس نمونه در را روتین تولید میزان
 در روتین تولید میزان حال،اینبا. داد افزایش داریمعنی
 یک اسید سالیسیلیک و جاسموناتمتیل از استفاده مورد
 آمده دستبه نتایج با راستاهم. بود غلظت به وابسته پاسخ

 بیان ،(2007) همکاران و Ishikawa ،پژوهش این در
 و اسید سالیسیلیک جاسمونات،متیل افزودن که کردند

 تجمع و تولید افزایش موجب کشت محیط به مخمر عصاره

 گیاه کالوس بافت در روتین ازجمله ثانویه هایمتابولیت

 Glehnia littoralisسوسپانسیون کشت در. شودمی 
 از نیز Papaver bracteatum ایرانی خشخاش سلولی

 اسید به دز به وابسته پاسخ یک تبائین متابولیت میزان نظر
 بیشترین کهطوریبه. است شده گزارش تیروزین-ال آمینه
 یک غلظت در( لیتر در گرممیلی 3/42) تبائین میزان
 داریمعنی طوربه که آمد بدست تیروزین-ال مولارمیلی
 تیروزین-ال مولارمیلی دو تیمار در آن مقدار از بیشتر

 دستبه نتایج طبق. ( et alFarjaminejad ,.2015) بود
 آلانینفنیل جاسمونات،متیل افزودن ،پژوهش این در آمده

 به( بیشتر زمان مدت و بالا غلظت در) اسید سالیسیلیک و
 در کوئرستین میزان تولید افزایش موجب کشت محیط
 شاهد تیمار به نسبت رازیانه گیاه کالوس هایبافت نمونه

 بررسی با ،(2021) همکاران و Zare(. B-3 شکل) شد
 تولید بر اسید سالیسیلیک و مخمر آلانین،فنیل تأثیر

 Vaccinium) قاطقره گیاه ثانویه هایمتابولیت

.L arctostaphylos )افزایش که کردند بیان کشت  محیط 
 تولید امکان آلانینفنیل و اسید سالیسیلیک غلظت در

 اما دهدمی افزایش حاصل هایبرگ اندام در را روتین
  .ندارد کمپفرول و کوئرستین میزان بر تأثیری

 

 یکل یریگجهینت

 بیوتکنولوژی مختلف هایزمینه در اخیر هایپیشرفت
 تولید و گیاهی بافت کشت نوین هایروش احیای امکان

. است کرده فراهم را تجاری سطح در ارزش با ترکیبات
 تولید ویژهبه و گیاهی فناوری زیست هایروش از استفاده

 تولید امکان ایشیشهدرون شرایط در گیاهی ترکیبات
 آب و فصلی شرایط از مستقل دارویی ارزش با محصولات

 امروزه. نمایدمی فراهم سال طول کل در را هوایی و
 گیاه غذایی و دارویی ارزش مورد در فراوانی هایپژوهش
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 به. است انجام حال در و شده انجام( F. vulgare) رازیانه
-بیماری درمان و دارویی نظر از گیاه این بالای ارزش دلیل

 هایروش مختلف ملل سنتی طب در سرطان مانند هایی
 بسیار آن مؤثره ترکیبات تولید برای جایگزین و مناسب
 محرک عوامل و گیاهی بافت کشت از استفاده. دارد اهمیت
 در گیاه این ارزش با ترکیبات تولید جهت در مؤثری روش

 تجمع نظر از. شودمی محسوب ایشیشهدرون شرایط
 از استفاده نیز کل آنتوسیانین و فلاونوئید میزان پرولین،
-متیل بیشتر هایزمان مدت کنار در بالاتر هایغلظت

 افزایش موجب اسید سالیسیلیک و آلانینفنیل جاسمونات،
 کل آنتوسیانین و فلاونوئید پرولین آمینهاسید تجمع دارمعنی

به نتایج طبق همچنین. شودمی مورینگا کالوس بافت در
 هایغلظت با کالوس تیمار پژوهش این در آمده دست
 جاسمونات،متیل( لیتر در گرممیلی 200 و 100) بالاتر
 تولید افزایش امکان آلانین،فنیل و سالیسیلیک اسید

( کمپفرول و کوئرستین روتین،) گیاهی ثانویه هایمتابولیت
 . نمایدمی فراهم گیاه این در را
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