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Abstract 
     Background and objectives: In recent years, Urtica dioica L. has attracted the attention of 

researchers due to its significant effect on many diseases, especially diabetes. However, more 

research needs to be done in the field of tissue culture and the effect of elicitors on antioxidant 

properties and the production of its secondary metabolites. This research aimed to investigate 

the best hormonal combination and light conditions effective on nettle callogenesis and the 

effect of methyl jasmonate elicitor on its biochemical properties. 

Methodology: For this purpose, using stem explants, the effect of different levels of auxin 

hormones, naphthalene acetic acid (NAA) (1.5 and 3 mg/l) and 2,4-dichlorophenoxy acetic acid 

(2,4 D) (0.5 and 1.5 mg/l) and cytokinin hormone, benzylaminopurine (BAP) (0.5 and 1.5 mg/l) 

were evaluated in two light conditions (light and dark) by measuring fresh weight, dry weight 

and percentage of callogenesis. The nettle plant's callus growth curve was obtained using liquid 

culture. After starting the suspension culture, methyl jasmonate treatment was applied with three 

levels of 1, 0.1 and 0.01 mM, and sampling was done at 24, 48 and 96 hours. The enzyme 

activity of phenylalanine ammonialyase and polyphenol oxidase and total protein content by 

extracting in 50 mM Tris-HCl buffer with 8.8 acidity and total phenol, total flavonoid content 

by extracting in 80% methanol was measured using spectrophotometric and standard methods 

for control samples and those under different treatments of methyl jasmonate. Also, three 

metabolites of quercetin, kaempferol and rutin were measured using an HPLC device with a UV 

detector and 18C column stationary phase. Data from the callogenesis experiment were 

analyzed in a two-factor experiment in a completely randomized design. The data from 

the biochemical and HPLC experiments were analyzed in a split-plot in time design, and the 

means were compared with Duncan's test. 

Results: According to the results, the best hormonal combination to produce fresh and dry 

weight in light conditions includes 1.5 mg/l of NAA and 1.5 mg/l of BAP and in dark 

conditions, it includes 1.5 mg/l naphthalene acetic acid and 0.5 mg/l of benzyl aminopurine. 

Also, according to the results, naphthalene acetic acid (62.5%) performed better than 2,4-D 

(43.5%) in the nettle callogenesis percentage. Lighting was determined as the best 

light condition for callogenesis in nettle, so the amount of fresh and dry weight and percent of 

callogenesis in light compared to darkness increased by 4.79, 4.91 and 1.92 times, respectively. 

There was an increase in polyphenol oxidase enzyme activity, total phenol and total protein in 

some samples treated with methyl jasmonate compared to the control, and no significant 

increase was observed in the activity of phenylalanine ammonialyase enzyme and total 

flavonoid content. According to the HPLC results, the highest amount of rutin metabolite was 

obtained in 96 hours after the addition of the elicitor and at the concentration of 0.01 mM 

methyl jasmonate. 

Conclusion: The naphthalene acetic acid hormone was more effective than the 2,4-D hormone 
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and light conditions than darkness in nettle callogenesis. Methyl jasmonate elicitor increased the 

antioxidant property of nettle (48 hours after treatment) by increasing the polyphenol oxidase 

enzyme activity. However, compared to the control, it had no significant effect on the 

phenylalanine ammonialyase enzyme activity and total flavonoid. It is suggested that other 

concentrations of methyl jasmonate be tested to reach optimal conditions for increasing the 

production of secondary metabolites in nettle in vitro culture conditions. 

 

Keywords: Auxin, antioxidant, polyphenol oxidase, secondary metabolite, rutin,  

nettle (Urtica dioica L.). 
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 چکیده
ويژه بيماری به هابيماریدليل تأثيرگذاری قابل توجه بر بسياری از به (.Urtica dioica L) گزنههای اخير گياه دارويي در سال سابقه و هدف:

اليسيتورها بر خصوصيات تأثير تحقيقات کمي در زمينه کشت بافت و  ،ايناست. باوجودديابت مورد توجه پژوهشگران قرار گرفته 
بر مؤثر ی ثانويه آن انجام شده است. اين پژوهش با هدف بررسي بهترين ترکيب هورموني و شرايط نوری هامتابوليتي و توليد اکسيدانآنتي

 ی بيوشميايي آن انجام شد.هاويژگياليسيتور متيل جاسمونات بر تأثير گزنه و  زاييکالوس
 گرمميلي 3و  5/1ی اکسين نفتالين استيک اسيد )هاهورمونبرای اين منظور با استفاده از ريزنمونه ساقه، اثر سطوح مختلف  :هاروشمواد و 

 گرمميلي 5/1و  5/4بر ليتر( و سيتوکينين بنزيل آمينوپورين ) گرمميلي 5/1و  D( )5/4-2,4دی کلروفنوکسي استيک اسيد )-0و 2بر ليتر( و 
بررسي شد. با استفاده از کشت  زاييکالوسوزن تر، وزن خشک و درصد  گيریاندازهبر ليتر( در دو شرايط نوری )روشنايي و تاريکي( با 

 41/4و  1/4، 1ر متيل جاسمونات با سه سطح اندازی کشت تعليقي، تيمامايع، منحني رشد کالوس گياه گزنه بدست آمد. پس از راه
اکسيداز و  فنلپليآمونيالياز،  آلانينفنيلهای . فعاليت آنزيمانجام شد بردارینمونهساعت  69و  04، 20ی هازمانمولار اعمال شد و در ميلي

متانول کل با استخراج در  فلاونوييدمحتوای فنل کل،  و 4/4با اسيديته  مولارميلي Tris-HCl 54 بافرگيری در محتوای پروتئين کل با عصاره
 متيل جاسموناتمختلف  هایی شاهد و تحت تيمارهانمونهی استاندارد برای هاروشکتروفتومتری و پبا استفاده از دستگاه اس 44%

و فاز ثابت  UVدارای آشکارساز  CHPLشد. همچنين ميزان سه متابوليت کوئرستين، کامفرول و روتين با استفاده از دستگاه  گيریاندازه
ی آزمايش هادادهتصادفي و                                 مايش دو عاملي در قالب طرح کاملا براساس آز زاييکالوسی آزمايش هادادهتجزيه شد.  گيریاندازه 18Cستون 

 .گرديدانجام با آزمون دانکن  هاميانگينمقايسه  در قالب طرح خرد شده در زمان انجام شد و HPLCبيوشيميايي و 
نفتالين استيک بر ليتر  گرمميلي 5/1توليد وزن تر و خشک در شرايط روشنايي، شامل برای براساس نتايج، بهترين ترکيب هورموني  :نتایج
بر ليتر  گرمميلي 5/4و نفتالين استيک اسيد بر ليتر  گرمميلي 5/1شامل و در شرايط تاريکي بنزيل آمينو پورين بر ليتر  گرمميلي 5/1و اسيد 

عملکرد بهتری در درصد  D (5/03%)-2,4نسبت به ( %5/92نفتالين استيک اسيد ) با توجه به نتايج، همچنين .بودبنزيل آمينو پورين 
که ميزان وزن تر، وزن  طوریبه ،در گزنه تعيين شد زاييکالوسبهترين شرايط نوری برای  عنوانبهگزنه نشان داد. روشنايي  زاييکالوس

برابری داشت. افزايش در فعاليت آنزيم  62/1و  61/0، 96/0ترتيب افزايش در روشنايي نسبت به تاريکي به زاييکالوسخشک و درصد 
 و در فعاليت آنزيم شد ديدهی تحت تيمار متيل جاسمونات نسبت به شاهد هانمونهدر بعضي  ، فنل کل و پروتئين کلاکسيداز فنلپلي
 69روتين در زمان متابوليت بيشترين ميزان  HPLCی مشاهده نشد. براساس نتايج دارمعنيکل تغيير  فلاونوييدآمونيالياز و محتوای  آلانينفنيل

 بدست آمد. متيل جاسمونات مولارميلي 41/4ساعت پس از افزودن اليسيتور و در غلظت 
گزنه مؤثرتر واقع شد.  زاييکالوسو شرايط روشنايي نسبت به تاريکي در  D-2,4نسبت به هورمون  اسيداستيکنفتالينهورمون : گیرینتیجه

 اکسيداز فنلپليوسيله افزايش فعاليت آنزيم هساعت پس از تيمار( ب 04ي گزنه )اکسيدانآنتيباعت افزايش خاصيت  متيل جاسموناتاليسيتور 
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ی هاغلظت شودميپيشنهاد بنابراين کل نسبت به شاهد نداشت.  فلاونوييدآمونيالياز و  آلانينفنيلم ی در تغيير فعاليت آنزيدارمعنيشد ولي اثر 
 ی ثانويه در شرايط کشت درون شيشه گزنه بررسي شود.هامتابوليتافزايش توليد  برایرسيدن به شرايط بهينه  منظوربهديگر متيل جاسمونات 

 
 .(.Urtica dioica L) ثانويه، روتين، گزنه ، متابوليتاکسيداز فنلپلي، اکسيدانآنتياکسين،  های کلیدی:واژه

 

 مقدمه
گياهي چند ساله،   LUrtica dioica.گزنه با نام علمي     

های پايدار دار، گوشوارکی متقابل و دندانههابرگدوپايه با 
است که  Rosalesراسته و  Urticaceaeمتعلق به خانواده 

Asgarpanah  &) رسديمتر م 1-2 آن به ارتفاع

Mohajerani, 2012 2008 ,؛et al. Pinelli.) و  هابرگ
 et Said)هستند  یاديگزنده ز یهاکرک یارای آن دهاساقه

, 2015al. ) و معتدل  یريطور گسترده در مناطق گرمسبهو
 ي           احتمالا  بوم اهيگ نيا (.Friis ,1993است )شده  پراکنده

قطب شمال است و در  يتا نواح ترانهياز مد ايسراسر اروپا و آس
 ا،ياسترال ن،يهند، چمانند معتدل جهان  يعيمناطق طب ريسا
وجود  کايشمال و جنوب آمر قا،يشمال و جنوب آفر لند،يوزين

انتشار اين گياه در  (.1998nnaTeckelm&  Šrůtek ,دارد )
نواحي شمالي، غربي، مرکزی و ويژه بهنقاط مرطوب ايران، 

متری از سطح دريا است و در بعضي شهرهای  3444ارتفاع 
های گلستان، مازندران، آذربايجان، لرستان، خوزستان، استان

فارس، کهگيلويه و بويراحمد، بوشهر، اصفهان، شاهرود، 
Asl -Babashpour) شودميه ديد فراوانيبسطام و کاشان به 

, 2014et al. .) 

 یبرا استهاست که قرن ان دارويياهيگ ازجمله گزنه
 ليدل. گزنه بهشودمياستفاده  هابيماریمقابله با انواع 

فعال مانند  ستيز باتيو ترک یمواد مغذ یبالا یمحتوا
 ييارزش غذا یدارا يها و مواد معدننيتاميها، وفنلپلي
 دض فعاليت ازجمله يفراوان ييدارو هایاثرو  اديز اريبس
ضد درد،  ،ياکسيدانآنتي ضد ديابت، ضد التهاب، ،یريتکث
کاهش  ،يضدعفون ،ي )تحريک ايمني(منياقويت سيستم ت

 يقلب یهابيماریاز  یريشگيو پ بهبود زخمفشار خون، 
مفيد گزنه به اثرهای اين  .(2015et al. Said ,) است يعروق

های مختلف موجود در بخش ای از ترکيباتطيف گسترده

ها، ها، تريپنوئيدها، استرولها، کومارينفنلپليگياه ازجمله 
 شودميها و لکتين نسبت داده ها، ليگنانفلاونوييد

 (aouari & Rosado, 2019HEl .)  

مردم  %44طبق برآورد سازمان بهداشت جهاني حدود 
عنوان دارو استفاده بهطور عمده از گياهان دارويي هنوز به

ترکيبات مورد  (.Tripathi & Tripathi, 2003کنند )مي
طور مستقيم و غيرمستقيم از استفاده برای توليد داروها نيز به

های گياهان  آيند. تعداد زيادی از گونهگياهان بدست مي
برداری بيش از حد در معرض خطر دارويي به دليل بهره

ناپذير گياهان آوری اجتنابجمعنابودی قرار دارند و اين 
های زيست ا ناپايداریهای طبيعي نه تنهدارويي از زيستگاه

وجود آورده است محيطي و ايجاد خطر برای بقای آنها را به
رويه در آستانه  استفاده بي دليلبلکه بسياری از گياهان به

سنتز شيميايي بسياری از اين اند و انقراض قرار گرفته
يا از لحاظ اقتصادی مقرون به و پذير نبوده امکانترکيبات 

صنايع و دانشمندان را بر آن موضوع اين  صرفه نيست.
های جايگزيني را برای توليد داروهای داشته تا فناوری

تا بتوان زيستگاه طبيعي گياهان را حفظ کرد. به  گياهي بيابند
امکان  ياهيدر کشت بافت گ يشرفتپاستفاده و  اين سبب

 یرا برا ييدارو ياهاناز گ يدارپاه و استفاد يعسر يرتکث
ی هامتابوليتتوليد کنترل شده . کنديفراهم م يندهآ یهانسل

گياهي از طريق کشت سلولي جايگزين مناسبي نه تنها در 
های گياهي است، های طبيعي گونهکاهش فشار به رويشگاه

ويه را در ثانی هامتابوليتبلکه شرايط مناسب نيز برای توليد 
 (. Sood, 2020؛ Sidhu, 2011)کند ها فراهم ميطول سال

عوامل  نياز مهمتر يکي ي نيزاهيرشد گ یهاکنندهتنظيم
هستند.  هامتابوليت ليو تشک زيتما ،يثر بر رشد سلولؤم

کننده در نيياز عوامل تع يکي طيغلظت مناسب محهمچنين 
و نوع ريزنمونه و  است تيمتابول ديکنترل رشد کالوس و تول
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سزايي در القای کالوس در هشرايط نوری نيز تأثير ب
از  هيثانو یهامتابوليت ديتول یبرا های مختلف دارد.گونه

 یهاگونه یکشت برا نهيبه طيشرا جاديا ،ييدارو اهانيگ
 .( 2022et al.Fazili ,)است حائز اهميت  نيز خاص ياهيگ

همچنين استفاده از اليسيتورهای زيستي و غيرزيستي در 
ی آن هامتابوليتکشت بافت گياهان باعث افزايش توليد 

متيل  ( وJA(. اسيد جاسمونيک )Sood, 2020) شودمي
عنوان اليسيتور و (، بهMeJA متيل جاسمونات) استر آن

تحريک که منجر به توليد فرايند رسان مهم در ترکيبات پيام
، پيشنهاد شودميی ثانويه مختلف هامتابوليتبيش از حد 

در  جاسمونات متيلهمچنين  (.2015et al. Wang ,اند )شده
های آنزيمي مؤثر است  انتقال پيام و افزايش سرعت واکنش

ها، فنلپليو منجر به تشکيل ترکيبات خاصي مانند 
اين اليسيتور  .شودميالوئيدها آلک ها وفلاونوييدترپنوئيدها، 

افزايش استرس اکسيداتيو، ارتقای فعاليت نقش کليدی در 
های مرتبط با دفاع در ها و افزايش سطح بيان ژنآنزيم

 .( 2022et al.Liu ,گياهان دارد )

ی گياهي، ترکيبات فنلي يکي از هامتابوليتدر ميان 
ی ثانويه گياهان و در ميان آنها هامتابوليتترين اصلي

های فنوليک گياهي را و بيشترين گروهها مهمترين فلاونوييد
ها به دليل فلاونوييد (.2008et al. Tapas ,دهند )تشکيل مي
به اثرها اند و اين مفيدشان بر سلامتي شناخته شدهاثرهای 

زايي، ضد خواص ضد اکسيداتيو، ضد التهابي، ضد جهش
های کليدی ثير آنها بر تعديل عملکرد آنزيمأت زايي وسرطان

ها جزء ترکيبات اصلي فلاونوييد. شودميسلولي نسبت داده 
يي که در هامتابوليتباشند. ازجمله گياه دارويي گزنه مي عصاره

های گزنه هستند، کوئرستين، روتين و  ترکيب اصلي ساقه
 El Haouari &باشند )کائمفرول و گليکوزيدهای آنها مي

Rosado, 2019.) 
 نيبهتر نييتعدر همين راستا، اين پژوهش با هدف 

 گياه دارويي زاييکالوسبر  ینور طيو شرا يهورمون بيترک
 هایبر ويژگي متيل جاسمونات توريسيال رتأثي و گزنه
 انجام شد. آن ايييميوشبي

 

 هاروشمواد و 

 زاییکالوستهیه ریزنمونه و اعمال تیمار 
در گلدان  (La U. dioic.گياه دارويي گزنه )بذرهای     

کشت  1به  3حاوی خاک برگ و خاک باغچه با نسبت 
به شدند و پس از رسيدن به مرحله چهار تا شش برگي 

ژنتيک و توليد گياهي آزمايشگاه کشت بافت گياهي گروه 
با توجه به . گرديدندعصر )عج( رفسنجان منتقل دانشگاه ولي

( از ريزنمونه 2422و همکاران ) Sarrafiتحقيقات نتايج 
گياه  زاييکالوسعنوان بهترين ريزنمونه در ميانگره )ساقه( به

ترکيب هورموني )اکسين و تعيين بهترين برای گزنه 
سيتوکينين( و تعيين بهترين شرايط نوری )روشنايي و 

برای تهيه محيط کشت از محيط کشت  شد. استفادهتاريکي( 
MS (Skoog, 1962 & Murashige شامل )آگار و  %4/4
مختلف هورمون سيتوکينين ساکارز با سطوح  3%

و توفوردی  اسيداستيکنفتالينآمينوپورين و دو اکسين بنزيل
 هانمونهکردن ريزضدعفوني برای (. 1استفاده گرديد )جدول 
 مدتبه ) %2/1از هيپوکلريت سديم  در زير هود لامينار

سه بعد ثانيه( و  34)به مدت  %94دقيقه( و اتانول  14 
ی هانمونهريز استفاده شد. با آب مقطر استريلآبشويي مرتبه 

دهي به محيط کشت منتقل شدند. تهيه شده، بعد از خراش
 19:4شرايط نوری  های کشت به اتاق رشد باسپس محيط

 درجه 25روشنايي( و شرايط تاريکي با دمای  )تاريکي:
( با يک 1هورموني )جدول  يک از سطوح هرمنتقل شدند. 

ها مورد و در ادامه ارزيابيشد حرف از ديگری متمايز 
استفاده قرار گرفت. در اين آزمايش صفات وزن تر، وزن 

 شد. گيریاندازه زاييکالوسخشک و درصد 
 

 تعیین منحنی رشد گیاه گزنه
و پيدا کردن بهترين زمان  هاکالوستهيه منحني رشد  برای    

ی حاوی محيط ليترميلي 144اعمال اليسيتور، تعدادی ارلن 
با همان ترکيب هورموني محيط کشت جامد  MSکشت مايع 

 گرم کالوس در هر ارلن که 5/4تهيه شد. ميزان  هاکالوس
 محيط کشت مايع بود قرار داده شد و به ليترميلي 25حاوی 
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دور بر  144درجه سلسيوس و  25دمای شيکر انکوباتور با 
روز  0بعد از گذشت دقيقه در شرايط روشنايي منتقل گرديد. 

شد و  بردارینمونه هاکالوسيک روز در ميان از  ،از کشت

آمده منحني رشد براساس وزن تر نتايج بدست طبق 
 ترسيم گرديد. هاکالوس

 

 گزنه  زاییسطوح مختلف اکسین و سیتوکینین جهت تعیین بهترین ترکیب هورمونی کالوس -1 جدول

 MSریزنمونه میانگره در محیط کشت  از
Table 1. Different auxin and cytokinin concentrations to determine the best hormonal combination of  

Urtica dioica callogenesis from internode explant in MS culture medium 

Number Code )1-Auxin + Cytokinin concentration (mg.L 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

A 

B 

C 

D 

E 

F 

G 

H 

I 

No hormones (Control) 

1.5 NAA + 0.5 BAP 

1.5 NAA + 1.5 BAP 

3 NAA + 0.5 BAP 

3 NAA + 1.5 BAP 

D + 0.5 BAP-2,40.5  

D + 1.5 BAP-0.5 2,4 

D + 0.5 BAP-1.5 2,4 

D + 1.5 BAP-1.5 2,4 

 
 

 بردارینمونهو  متیل جاسموناتاعمال تیمار 
مايع  MSمحيط کشت  به منظور اعمال تيمار،    

( زاييکالوسدار )با بهترين ترکيب هورموني هورمون
 25ايرفلو  زير هود لامينار استريل تهيه شد. سپس در

های استريل منتقل گرديد و محيط کشت به ارلن ليترميلي
گرم( درون آنها قرار گرفت  5/1ميزان مساوی از کالوس )

ها به ها با استفاده از پارافيلم بسته شد. ارلنو درب ارلن
 144درجه سلسيوس و  25داخل شيکر انکوباتور با دمای 

 ،دند. طبق منحني رشد بدست آمدهدور بر دقيقه منتقل ش
متيل انجام شد. استوک  هانمونهروز تيمار  6بعد از گذشت 

 2/4در زير هود لامينار از فيلتر سرسرنگي  جاسمونات
های حاوی محيط به ارلنبعد ميکرون عبور داده شد و 

اضافه  مولارميلي 41/4و  1/4، 1ی هاغلظتکشت در 
د بدون اضافه کردن متيل شاه عنوانبهشد. تعدادی ارلن 

در  هاکالوسگيری از نمونه جاسمونات در نظر گرفته شد.
متيل ساعت بعد از اضافه کردن  69و  04، 20ی هازمان

در ازت مايع  هانمونهسرعت بهانجام شد و  جاسمونات
 منتقل شدند. -44منجمد و بلافاصله به فريزر 

 هاکالوسرشد  گیریاندازه
وزن تر و وزن خشک  هاکالوسرشد  گيریاندازهبرای     

درنگ با انتقال بي هاکالوسمحاسبه شد. وزن تر  هاکالوس
کالوس از محيط کشت به ورق آلومينيومي وزن شده 

شد. سپس با کم کردن وزن ورق آلومينيومي  گيریاندازه
محاسبه وزن خشک نيز  برایوزن تر کالوس بدست آمد. 

که تبادل هوايي برقرار  طوریآلومينيومي بهبا ورق  هاکالوس
درجه سلسيوس  44بندی شدند و در آون با دمای باشد بسته

  ،دو روزد. بعد از گذشت به مدت دو روز قرار گرفتن
کالوس و ورق آلومينيومي دوباره وزن شدند و وزن خشک 
 کالوس با کم کردن وزن ورق آلومينيومي بدست آمد

 (Omidi, 2021Tabatabaei & -Sayed.) 
 

استخراج و سنجش پروتئین کل، فعالیت آنزیم 
 اکسیداز فنلپلیآمونیالیاز و آلانینفنیل
 گرم نمونه کالوس منجمد با استفاده از هاون در بافر 2/4
HCl-Tris 54 حاوی مرکاپتو 4/4با اسيديته  مولارميلي 

دور در  9444با سرعت بعد ساييده و  مولارميلياتانول دو 
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درجه سلسيوس  0دقيقه در دمای  15دقيقه به مدت 
رويي برای سنجش پروتئين کل و  فاز سانتريفوژ گرديد.

 اکسيداز فنلپليآمونيالياز و آلانينفنيلهای فعاليت آنزيم
. سنجش پروتئين کل براساس روش برادفورد شداستفاده 

(1976Bradford, )  ليتر معرف برادفورد ميلي 5. گرديدانجام
نمونه اضافه و بعد از مخلوط شدن، به مدت  ليترميلي 1/4ه ب

در  هانمونهب جذبعد دقيقه در دمای اتاق نگهداری و  14
نانومتر توسط دستگاه اسپکتروفتومتر مدل  565طول موج 

20S-Hola DB ( قرائت شد. آلبومين سرم گاوی Bovin

Serum Albumin ميکروگرم  144ی صفر تا هاغلظت( با
. فعاليت آنزيم گرديداستاندارد استفاده  عنوانبه ليترميليدر 
آنزيمي کليدی در متابوليسم  عنوانبهآمونيالياز آلانينفنيل

 5/4شد. مخلوط واکنش شامل  يریگاندازهترکيبات فنلي 
Tris-بافر  ليترميلي 1، مولارميلي 14 آلانينفنيل ليترميلي

HCl 54 دو  آب ليترميلي 0/4، 4/4با اسيديته  مولارميلي
به  هانمونهعصاره استخراجي بود.  ليترميلي 1/4بار تقطير و 

درجه سلسيوس )ماکزيمم  39مدت يک ساعت در دمای 
 1/4فعاليت آنزيم( نگهداری و واکنش آنزيمي با افزودن 

مولار متوقف شد. اسيد  9کلريدريک  اسيد ليترميلي
( موجود، سه بار با اتيل PALزيم آنورده آفرسيناميک )

صفيه شده استات استخراج و توسط جرياني از هوای ت
در کردن پس از حل خشک گرديد. ميزان اسيد سيناميک 

NaOH 45/4  مولار، با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر
متر سنجيده نانو 264در طول موج  20S-Hola DBمدل 

سيناميک به ازای شد. فعاليت آنزيم برحسب ميزان اسيد 
ساعت بيان شد. محلول اسيد  پروتئين در مدت يک گرمميلي

ميکرومولار برای رسم  35سيناميک با غلظت صفر تا 
فعاليت آنزيم  گيریاندازه. برای شدمنحني استاندارد استفاده 

مولار  42/4بافر پتاسيم فسفات  ليترميلي 2 اکسيداز فنلپلي
 12/4ل ميکروليتر پيروگال 544همراه  به 4/9اسيديته با 

دقيقه  14مدت وله آزمايش مخلوط کرده و بهدر لرا مولار 
ماری قرار داده شد. درجه سلسيوس در بن 04در دمای 

ميکروليتر عصاره آنزيمي به آن اضافه کرده و  544سپس 
Hola DB-وفتومتری مدل ربلافاصله به سل دستگاه اسپکت

20S  ثانيه در طول موج  94و در دو زمان صفر و اضافه
نانومتر ميزان جذب خوانده شد. سنجش پروتئين نيز  014

وسيله هب اکسيداز فنلپليهمزمان با خواندن جذب آنزيم 
 انجام شد.روش برادفورد 

 
 کل فلاونوییداستخراج و سنجش میزان فنل و 

 کالوس درگرم نمونه منجمد شده  2/4ابتدا مقدار     
ساعت در حمام  3مدت همگن و به %44متانول  ليترميلي 3 

درجه سلسيوس قرار داده شد. سپس  94آب گرم با دمای 
دقيقه سانتريفوژ شد و  24دور به مدت  9444با سرعت 

کل  فلاونوييدروشناور حاصل برای سنجش فنل کل و 
سنجي . ترکيبات فنلي کل براساس روش رنگگرديداستفاده 

 به شد. گيریاندازه سيوکالتيو-با استفاده از معرف فولين
-ميکروليتر معرف فولين 144ميکروليتر عصاره متانولي،  24 

 344دقيقه،  5سيوکالتيو اضافه شد. به مخلوط حاصل بعد از 
 مدتاضافه و به %5/9ميکروليتر محلول کربنات سديم 

ساعت در تاريکي و دمای اتاق قرار داده شد. در نهايت  5/1 
 Holaجذب هر نمونه با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر مدل 

20S-DB  نانومتر خوانده شد و مقدار فنل کل  995در طول موج
ی صفر هاغلظتبر گرم وزن تر محاسبه شد.  گرمميليبرحسب 

استاندارد استفاده  عنوانهبگاليک  بر ليتر اسيد گرمميلي 544تا 
-کل با استفاده از روش کلريد فلاونوييد گيریاندازه. شد

ميکروليتر عصاره  544انجام شد. ابتدا در لوله آزمايش  آلومينيوم
ميکروليتر کلريد  144، %65اتانول  ليترميلي 5/1متانولي، 
 مولار و 1ميکروليتر استات پتاسيم  144، %14 آلومينيوم

دقيقه  34مدت آب دو بار تقطير مخلوط کرده و به ليترميلي 4/2 
در دمای اتاق نگهداری شد. سپس ميزان جذب آن با استفاده از 

 در طول موج 20S-Hola DBدستگاه اسپکتروفتومتر مدل 
ميکروگرم  144ی صفر تا هاغلظتنانومتر خوانده شد. از  015 

 استاندارد استفاده گرديد. عنوانبهکوئرستين  ليترميليبر 
انجام کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا  برایگیری عصاره

(HPLC) 
، HPLCانجام  در گيریفرايند استخراج يا عصاره برای    
محلول متانول و  ليترميلي 2گرم کالوس خشک با  44/4
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ون چيني ساييده و در ها 1به  6اسيد استيک به نسبت 
ها به (. سپس عصاره2010et al. Jaimand ,همگن شد )
دقيقه  15مدت ی منتقل شده و بهليترميلي 2های ميکروتيوب

قرار گرفتند. بعد از انجام فرايند در دستگاه اولتراسونيک 
ساعت در دمای اتاق قرار  20ها به مدت عصارهاولتراسوند 

 15به مدت  g14444ها با دور عصاره ،پس از آن گرفتند.
در دوباره دقيقه سانتريفوژ شدند. برای محلول روشناور حاصل 

دقيقه سانتريفوژ انجام گرديد. محلول  14همان دور به مدت 
در يخچال نگهداری شد. قبل از  HPLCرويي جدا و تا انجام 

ميکرون فيلتر  2/4با فيلترهای  هانمونهتمامي  HPLCانجام 
 .شدنداستفاده و بعد شده 

 

 تهیه استوک استانداردها و ساخت سری استاندارد
، کائمفرول و روتين کوئرستين هایاز متابوليت    

ی هامتابوليتتهيه شد.  ليترميليبر  گرمميلي 1های استوک
( تهيه شدند. SIGMAمورد نظر از شرکت سيگما )

ميکرون فيلتر و تا  2/4های تهيه شده با فيلترهای استوک
يخچال نگهداری در  HPLCساخت سری استاندارد و انجام 

و  125، 92، 31، 15در  هامتابوليتشدند. سری استاندارد 
ساخته شد و پس با متانول گريد  ليترميليميکروگرم بر  254

های حاصل مورد بررسي گراف HPLCاز تزريق به دستگاه 
 ر گرفتند.قرا
 

 HPLCبا استفاده از دستگاه  هامتابولیتسنجش غلظت 
از روش کروماتوگرافي مايع با  هامتابوليتبرای سنجش     

ساخت شرکت  Azuraمدل  HPLCکارايي بالا و دستگاه 
Knauer  کشور آلمان دارای آشکارسازUV  و فلورسنت

ارتفاع با   18C 100-Eurospherثابت ستون  فازاستفاده شد. 
 متحرک نيز شامل  فازو  بود مترسانتي 5/2 و قطر 34

Jaimand ) شد( استفاده 5: 05: 54متانول: آب: اسيد استيک )

, 2010et al. .) نيز بکار برده شد ) 259طول موج., et alZu 

 ميزان تزريق دستگاه  ( و2015et alRifai -Al ,.؛ 2006
ی عصاره هانمونهماکروليتر بود. سری استاندارد و  24

گياهي توسط اتوسمپلر اتومات دستگاه به آن تزريق گرديد 
دقيقه  15ی نگهداری مختلف، زمان هازمانو پس از بررسي 
در نظر گرفته شد و بعد از  هانمونهبرای قرائت 

 ها توسط دستگاه رسم گرديد. وتحليل، گرافتجزيه
 

 وتحلیل آماریتجزیه

ی آزمايش مربوط به تعيين بهترين شرايط هادادهتجزيه     
صورت آزمايش دو عاملي )ترکيب هورموني و به زاييکالوس

ی مطالعات هاداده                                       شرايط نوری( در قالب طرح کاملا  تصادفي و 
صورت آزمايش تصادفي در قالب به HPLCبيوشيميايي و 

با  هاميانگينطرح خردشده در زمان انجام شد. همچنين مقايسه 
و  14نسخه  SPSSافزار ها با نرمدانکن و تمامي ارزيابي آزمون

 .انجام گرديد Excel افزاررسم نمودارها در نرم
 

 نتایج

نشان داد  زاييکالوسنتايج تجزيه واريانس آزمايش     
برای هر سه  هانآ ترکيب هورموني، شرايط نوری و اثر متقابل

 در سطح زاييکالوسصفت وزن تر، وزن خشک و درصد 
 (. 2شد )جدول  دارمعني 41/4

طبق نتايج در شرايط روشنايي، وزن تر و وزن خشک 
ها بيشتر نسبت به بقيه محيط Dو  B ،Cمحيط  3کالوس در 

توان نتيجه گرفت . براساس نتايج اين آزمايش مياست
هستند وزن  اسيداستيکنفتالينهايي که حاوی اکسين محيط

نسبت به اکسين توفوردی توليد تر و خشک بيشتری 
های حاوی غلظت های مختلف کنند. در ميان محيطمي

وزن تر و  Fاکسين توفوردی نيز ترکيب هورموني محيط 
. نتايج وزن تر و خشک داردخشک بيشتری نسبت به بقيه 

 Bدهد که محيط در شرايط تاريکي نيز نشان مي هاکالوس
داشته است و ها عملکرد بهتری نسبت به ساير محيط

در اين محيط وزن تر و خشک بيشتری نسبت به  هاکالوس
شدن اثر شرايط  دارمعني. با توجه به داشتندها ساير محيط

در  هاکالوس( و مقايسه وزن تر و خشک 2نوری )جدول 
( مشخص است 2و  1های تاريکي )شکلشرايط روشنايي و 
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شتری ها در شرايط روشنايي وزن تر و خشک بيکه کالوس
داشته و طبق نتايج بدست آمده شرايط روشنايي برای 

 (.2و  1های شود )شکلزايي گزنه توصيه ميکالوس
، در شرايط روشنايي بهترين زاييکالوسبا مقايسه درصد 

بود. محيط  Dو  F ،C ،Bهای در محيط زاييکالوسدرصد 
C ،B  وD  و محيط  اسيداستيکنفتالينحاوی اکسينF 

درصد  Fاينکه محيط  وجود ن توفوردی بود. باحاوی اکسي
بالايي داشت اما وزن تر و خشک کمتر و  زاييکالوس
کرد توليد  Cتری نسبت به محيط ی کوچکهاکالوس
همچنين با توجه به وزن حاصل از (. 1-0های )شکل
ها و نتايج کلي آزمايش، با مقايسه محيط کشت شاهد کالوس

ی هاغلظتهای حاوی بهترين ون هورمون( با محيط)بد
گزنه، اهميت  زاييکالوسسيتوکينين برای اکسين و 

 .شودميگزنه مشخص  زاييکالوسبرای افزايش  هاهورمون

کننده رشد و شرايط نوری نوع تنظيم ،براساس مشاهدات
ی حاصل از اکسين هاکالوستأثير داشت.  هاکالوسبر رنگ 
ی حاصل هاکالوس تر ورنگ سبز پررنگ اسيداستيکنفتالين

رنگ متمايل به سفيد بودند. از اکسين توفوردی سبز کم
ی تحت شرايط تاريکي )تحت هر دو هاکالوسهمچنين 

 (.0                                   اکسين( تقريبا  سفيد رنگ بودند )شکل 
 

 تعیین منحنی رشد
منحني رشد گياه گزنه و تعيين بهترين زمان  برای تعيين    

منحني  ی بدست آمدههادادهاعمال اليسيتور، با استفاده از 
حداکثر ميزان  ،رشد کالوس گزنه ترسيم شد. براساس نتايج

روز پس از کشت مايع بود و روز نهم بعد  11رشد کالوس 
زمان القای اليسيتور انتخاب شد عنوان کشت مايع بهاز 

 (.5)شکل 

 

 

 زاییکالوس درصد و کالوس خشک وزن کالوس، تر وزن صفات بر نوری شرایط و هورمونی ترکیب اثر واریانس تجزیه -2 جدول

 MSاز ریزنمونه میانگره در محیط کشت  گزنه

Table 2. ANOVA of hormonal composition and light conditions effects on callus fresh weight, callus dry weight, 

and callogenesis percentage of Urtica dioica from internode explant in MS culture medium 

S.O.V. d.f. 

M.S. 

Callus Fresh 

weight 

Callus dry 

weight 

Callogenesis 

percentage 

Hormonal composition (H) 

conditions (L)Light  

H × L 

Experimental error 

8 

1 

8 

33 

1.407** 

12.322** 

1.077** 

0.169 

0.011** 

0.111** 

0.009** 

0.001 

1240.773** 

12663.516** 

771.085** 

227.525 

C.V (%)  29.5 25.7 29.1 
**: significant at 1% probability level 
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  گزنه کالوس تر وزن بر ینور طیشرا × یهورمون بیترک متقابل اثرمیانگین  مقایسه -1 شکل

  MS کشت محیط در میانگره ریزنمونه از
Figure 1. Means comparison of hormonal composition × light conditions interaction on callus fresh weight of 

Urtica dioica from internode explant in MS culture medium 
A: No hormones (Control), B: 1.5 NAA + 0.5 BAP, C: 1.5 NAA + 1.5 BAP, D: 3 NAA + 0.5 BAP, E: 3 NAA + 1.5 BAP, F: 0.5 2,4-D + 0.5 BAP, G: 

0.5 2,4-D + 1.5 BAP, H: 1.5 2,4-D + 0.5 BAP, I: 1.5 2,4-D + 1.5 BAP 

Means with common letters are in the same statistical group at 5% probability level (Duncan test). 

 

 
 کالوس گزنه  خشکشرایط نوری بر وزن  ×اثر متقابل ترکیب هورمونی مقایسه میانگین  -2 شکل

  MSاز ریزنمونه میانگره در محیط کشت 
Figure 2. Means comparison of hormonal composition × light conditions interaction on callus dry weight of 

Urtica dioica from internode explant in MS culture medium 
A: No hormones (Control), B: 1.5 NAA + 0.5 BAP, C: 1.5 NAA + 1.5 BAP, D: 3 NAA + 0.5 BAP, E: 3 NAA + 1.5 BAP, F: 0.5 2,4-D + 0.5 BAP, G: 

0.5 2,4-D + 1.5 BAP, H: 1.5 2,4-D + 0.5 BAP, I: 1.5 2,4-D + 1.5 BAP 

Means with common letters are in the same statistical group at 5% probability level (Duncan test). 
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 گزنه  زاییدرصد کالوسشرایط نوری بر  ×اثر متقابل ترکیب هورمونی مقایسه میانگین  -3 شکل

  MSاز ریزنمونه میانگره در محیط کشت 
Figure 3. Means comparison of hormonal composition × light conditions interaction on callogenesis percentage 

of Urtica dioica from internode explant in MS culture medium 
A: No hormones (Control), B: 1.5 NAA + 0.5 BAP, C: 1.5 NAA + 1.5 BAP, D: 3 NAA + 0.5 BAP, E: 3 NAA + 1.5 BAP, F: 0.5 2,4-D + 0.5 BAP, G: 

0.5 2,4-D + 1.5 BAP, H: 1.5 2,4-D + 0.5 BAP, I: 1.5 2,4-D + 1.5 BAP 

Means with common letters are in the same statistical group at 5% probability level (Duncan test). 

 

 

           
                                A                                                  B                                                     C             

 سفید به متمایل رنگکم سبز کالوس( B روشنایی، شرایط و (NAA 1.5 mg.L-1) اکسین تیمار از حاصل سبزرنگ کالوس( A -4 شکل
  D-2,4و  NAAاز تیمار  حاصل کالوس( C و روشنایی شرایط و (D 1.5 mg.L-2,4-1) تیمار اکسین از حاصل

  MSاز ریزنمونه میانگره گزنه در محیط کشت  تاریکی شرایط در

Figure 4. A) Green callus obtained from NAA 1.5 mg.L1 treatment and light conditions, B) pale green callus with 
a tendency to white resulting from 2,4-D 1.5 mg.L-1 treatment and light conditions, and C) callus obtained from 
NAA and 2,4-D treatment under dark conditions from Urtica dioica internode explant in MS culture medium 
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 جهت تعیین بهترین زمان اعمال الیسیتور  MSدر محیط کشت مایع گزنه کالوس رشد منحنی -5 شکل

Figure 5. Urtica dioica callus growth curve in liquid MS culture medium to determine the best time of elicitor 
application 

 

 مطالعات بیوشیمیایی
متيل جاسمونات بر  دارمعنينتايج تجزيه واريانس اثر     

و  فلاونوييدو محتوای فنل،  اکسيداز فنلپليفعاليت آنزيم 
 پروتئين کل را نشان داد. همچنين زمان تنها بر آنزيم 

کل اثر داشته و اثر  فلاونوييدو محتوای  اکسيداز فنلپلي
و زمان بر تمامي پارامترهای مورد  متيل جاسموناتمتقابل 

 (.3بود )جدول  دارمعنيآزمايش 
 

 آمونیالیازآلانینفنیلفعالیت آنزیم 

 04آمونيالياز در زمان آلانينفنيل در بررسي فعاليت آنزيم    
های مختلف متيل جاسمونات در محيط ساعت اثر غلظت

کشت کالوس از لحاظ آماری بر فعاليت آنزيم تفاوت 
ساعت بيشترين و کمترين  20داری نداشتند. در زمان معني

مولار بود.  1/4و  1ترتيب مربوط به غلظت فعاليت آنزيم به
ساعت نيز در تيمارهای  69بيشترين ميزان فعاليت آنزيم در 

مولار بود که از لحاظ آماری ميلي 1/4و  41/4شاهد، 

 (.9مولار نداشتند )شکل ميلي 1تفاوتي با تيمار 
 

 فنل اکسیدازپلیفعالیت آنزیم 

 20فنل اکسيداز در زمان زيم پليدر بررسي فعاليت آن    
 1و  1/4ساعت بيشترين فعاليت آنزيم مربوط به غلظت 

ساعت بيشترين ميزان  04بود و در  متيل جاسمونات مولارميلي
بود.  متيل جاسموناتمولار ميلي 41/4فعاليت آنزيم در غلظت 

 41/4و  1ساعت نيز بيشترين ميزان در تيمار  69در 
 (.9مشاهده شد )شکل  جاسموناتمتيل مولار ميلي
 

 محتوای فنل کل
بيشترين ميزان فنل کل در توای فنل کل، در بررسي مح    
 04مشاهده شد و در  مولارميلي 1ساعت در غلظت  20

ی دارمعنيبود که تفاوت  مولارميلي 1ساعت نيز در غلظت 
 1ساعت نيز نمونه کنترل و  69با نمونه کنترل نداشت. در 

 (.4)شکل  داشت بيشترين ميزان فنل کل را رمولاميلي
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 زانیم و دازیاکسفنلیپل تیفعال از،یالیآموننیآلانلیفن تیفعال بر توریسیال اعمال از پس زمان و توریسیال اثر انسیوار هیتجز -3 جدول

  MSدر کالوس حاصل از ریزنمونه میانگره گزنه در محیط کشت مایع  کل نیپروتئ و کل دیفلاونوئ کل، فنل

Table 3. ANOVA of elicitor and time after elicitor application effects on phenylalanine ammonia lyase activity, 

polyphenol oxidase activity, and content of total phenol, total flavonoids, and total protein in callus from  

Urtica dioica internode explant in MS liquid culture medium 

S.O.V. d.f. 

M.S. 

Phenylalanin

e ammonia lyase 

Polyphenol 

oxidase 
Total phenol 

Total 

flavonoids 

Total 

protein 

Methyl jasmonate 

(M) 

Experimental error1 

Time (T) 

M ✕ T 

Experimental error2 

3 

8 

2 

6 

16 

98276.984ns 

140878.592 

260363.941ns 

260188.068* 

96156.110 

2376.387* 

986.339 

1616.546* 

5666.249*** 

380.813 

684524.84*** 

63474.906 

36013.447ns 

179811.395** 

26987.032 

1159.766*** 

454.229 

1369.355** 

1903.277*** 

108.497 

6336.20** 

689.839 

1588.79ns 

2076.728* 

700.056 

C.V (%)  28.84 9.1 6.72 19.65 9.7 

n.s., *, **, and ***: non-significant, significant at 5, 1, and 0.1% probability levels, respectively

 
 در  آمونیالیازآلانینفنیل آنزیم زمان بر فعالیت × جاسمونات مقایسه میانگین اثر متقابل متیل -6 شکل

 MSکالوس حاصل از ریزنمونه میانگره گزنه در محیط کشت مایع 
Figure 6. Means comparison of methyl jasmonate × time interaction on phenylalanine ammonialyase enzyme 

activity in callus from Urtica dioica internode explant in MS liquid culture medium 
Means with common letters are in the same statistical group at 5% probability level (Duncan test). 

 
 در  اکسیدازفنلپلی آنزیم زمان بر فعالیت × جاسمونات مقایسه میانگین اثر متقابل متیل -7 شکل

 MSکالوس حاصل از ریزنمونه میانگره گزنه در محیط کشت مایع 
Figure 7. Means comparison of methyl jasmonate × time interaction on polyphenol oxidase enzyme activity in 

callus from Urtica dioica internode explant in MS liquid culture medium 
Means with common letters are in the same statistical group at 5% probability level (Duncan test). 
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 در  کل فنل زمان بر محتوای × جاسمونات میانگین اثر متقابل متیلمقایسه  -8 شکل

 MSکالوس حاصل از ریزنمونه میانگره گزنه در محیط کشت مایع 
Figure 8. Means comparison of methyl jasmonate × time interaction on total phenol content in callus from Urtica 

dioica internode explant in MS liquid culture medium 
Means with common letters are in the same statistical group at 5% probability level (Duncan test). 

 

 

 کل فلاونوییدمحتوای 
ساعت تفاوت  20کل، در  فلاونوييددر بررسي ميزان     

ی مختلف متيل هاغلظتی در بين تيمارهای دارمعني
 04وجود نداشت، در  جاسمونات در محيط کشت کالوس

 بودکل در نمونه شاهد  فلاونوييدساعت بيشترين ميزان 
ساعت  04و با افزايش غلظت متيل جاسمونات در زمان 

کل کاهش يافت. با توجه به نتايج  فلاونوييدميزان 
ي از دلايل ميزان بالای ، يکهاکالوسبدست آمده از وزن 

تغييرات رشد  ،ساعت 04کل در نمونه شاهد  فلاونوييد
، زيرا ميزان رشد و وزن استسلولي در اين نمونه 

ساعت کاهش يافت و با  04کالوس در نمونه شاهد 
موارد ميزان رشد سلولي و توليد بيشتر توجه به اينکه در 

تيجه در ن ،ی ثانويه رابطه عکس هم دارندهامتابوليت
توان ها در اين نمونه را ميفلاونوييددليل افزايش ميزان 

 برایبه دليل کاهش رشد سلولي و صرف انرژی سلول 

ساعت نيز از  69توليد ترکيبات ثانويه نسبت داد. در 
ی در بين تيمارها وجود دارمعنيلحاظ آماری تفاوت 

 (.6نداشت )شکل 
 

 محتوای پروتئین کل
ساعت  04و  20پروتئين کل در در بررسي محتوای     

مولار متيل ميلي 1بيشترين ميزان پروتئين کل در تيمار 
جاسمونات در محيط کشت کالوس و شاهد مشاهده شد. 

 1ساعت نيز بيشترين ميزان پروتئين کل در تيمار  69در 
مولار مشاهده شد که از نظر ميلي 1/4مولار و ميلي

توان تند. در کل ميها نداشآماری تفاوتي با ساير غلظت
مولار متيل جاسمونات در محيط ميلي 1گفت که تيمار 

کشت کالوس در طي سه زمان مورد بررسي از محتوای 
 (.14پروتئين کل بيشتری برخوردار بود )شکل 
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 در  کل فلاونوئید زمان بر محتوای × جاسمونات مقایسه میانگین اثر متقابل متیل -9 شکل
 MSکالوس حاصل از ریزنمونه میانگره گزنه در محیط کشت مایع 

Figure 9. Means comparison of methyl jasmonate × time interaction on total flavonoids content in callus from 
Urtica dioica internode explant in MS liquid culture medium 

Means with common letters are in the same statistical group at 5% probability level (Duncan test). 

 
 

 
 در  کل پروتئین زمان بر محتوای × جاسمونات مقایسه میانگین اثر متقابل متیل -11 شکل

 MSکالوس حاصل از ریزنمونه میانگره گزنه در محیط کشت مایع 
Figure 10. Means comparison of methyl jasmonate × time interaction on total protein content in callus from 

Urtica dioica internode explant in MS liquid culture medium 
Means with common letters are in the same statistical group at 5% probability level (Duncan test). 

 

 کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا

ی هانمونههای کوئرستين، کائمفرول و روتين در فلاونوييد    
توسط  متيل جاسموناتشاهد و تيمار شده گياه گزنه با 

. بعد از تزريق سری استاندارد شدندبررسي  HPLCدستگاه 
 ( هرRetention time) ، زمان بازداریHPLCبه دستگاه 

های کوئرستين، کائمفرول و روتين به ترتيب فلاونوييديک از 
 برحسب دقيقه بدست آمد. 09/3و  164/5، 104/12

ی هانمونهی استاندارد و هانمونهبا توجه به گراف جذب 

ی هانمونهرسم شد، در  HPLCگياهي که توسط دستگاه 
گياهي جذبي مطابق با متابوليت کوئرستين مشاهده نشد و 
برای کائمفرول تنها در يک تيمار يافت شد که مقايسات 
آماری را در پي نداشت. در متابوليت روتين و زمان بازداری 

دقيقه تطابق مشاهده و ثبت شد. نتايج تجزيه واريانس  4/3
 )غلظت(، زمان و اثر متقابلآن برای اثر متيل جاسمونات 

 (.0را نشان داد )جدول  441/4ی در سطح دارمعني آنها
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 روتین در  محتوای بر الیسیتور اعمال از پس زمان و الیسیتور اثر واریانس تجزیه -4 جدول
 MSکالوس حاصل از ریزنمونه میانگره گزنه در محیط کشت مایع 

Table 4. ANOVA of elicitor and time after elicitor application effects on rutin content in callus from Urtica dioica 
internode explant in MS liquid culture medium 

S.O.V. d.f. M.S. 

Methyl jasmonate (M) 

Experimental error1 

Time (T) 

M ✕ T 

Experimental error2 

3 

4 

2 

6 

8 

22.752*** 

0.038 

72.093*** 

43.841*** 

0.658 

C.V. (%)  7.63 
***: significant at 0.1% probability level 

 

ساعت در  69و  04در دو زمان  11با توجه به شکل 
 محيط در جاسمونات متيل ی مختلفهاغلظتی هانمونه
در  دارمعنينسبت به نمونه شاهد افزايش  کالوس کشت

غلظت متابوليت روتين ديده شد. بيشترين ميزان اين 
در  متيل جاسمونات مولارميلي 41/4متابوليت نيز در تيمار 

 ساعت بدست آمد. 69زمان 
 

 

 
 در کالوس حاصل از  روتین زمان بر محتوای × جاسمونات مقایسه میانگین اثر متقابل متیل -11 شکل

 MSریزنمونه میانگره گزنه در محیط کشت مایع 
Figure 11. Means comparison of methyl jasmonate × time interaction on rutin content in callus from Urtica 

dioica internode explant in MS liquid culture medium 
Means with common letters are in the same statistical group at 5% probability level (Duncan test). 

 

 
 بحث
 يصنعت یهاروشاز  يکي ياهيکشت سلول و بافت گ    

روش  نيا. است هيثانو یهامتابوليت ديتول یممکن برا
 ستيوابسته ن يفصل اي ييايجغراف راتييخودکفا بوده و به تغ
در حال  .شودميمختلف رشد انجام  یو با اصلاح پارامترها
 یتجار ديدر تول يمهمنقش  ياهيگ يحاضر، کشت سلول

در  ييايمزا یکند و دارايم ءفايا ی ثانويههامتابوليت

 است يميوشيو ب کيژنت ،يسلول يشناسستيز قاتيتحق
 (, 2022et al.Fazili  .)که  یديجد باتيترک ن،يعلاوه بر ا

 ييايميهرگز به صورت ش اياند نشده افتي اهاني         قبلا  در گ
 شوند ديتول يتوانند توسط کشت سلول يم زياند نسنتز نشده

(Vanisree & Tsay, 2007).  
از عملکرد بهتر اکسين حکايت در اين پژوهش نتايج 

در مقايسه با توفوردی بر روی وزن تر، وزن  اسيداستيکنفتالين
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های ديگری پژوهش که درداشت گزنه  زاييکالوسخشک و 
 ؛ 2008et al.Zhao ,) نيز اين موضوع گزارش شده است

Adhikari & Pant, 20132021 , ؛et al. Dar.) کلي  طوربه
ی بالا باعث از بين رفتن دستگاه هاغلظتتوفوردی در 

و  شودميها فتوسنتزی، کلروفيل سلولي و موجب مرگ سلول
های گياهي گياهي در غلظت بالا برای بافت در کشت بافت

(. بنابراين با توجه به نتايج  et al.Colins, 1978ي است )   سم 
توان گفت در محيط های حاوی توفوردی ميطحاصل از محي

F  ،بيشتری نسبت  زاييکالوسبه دليل کم بودن ميزان توفوردی
است. های با مقدار توفوردی بالاتر وجود داشته به بقيه محيط

عنوان تکميل البته ميزان سيتوکينين بنزيل آمينو پورين هم به
 et al.Mungole ,باشد )عمل اکسين نيز حائز اهميت مي کننده

های شاهد )بدون هورمون( با محيط (. با مقايسه محيط2011
ی رشد گياهي، اهميت حضور هاکنندهتنظيمحاوی 

. شودميشخص م زاييکالوسی رشد گياهي در هاکنندهتنظيم
شده است مشخص کردن سطوح بهينه گزارش  نيهمچن
ها در ها و سيتوکينينی رشد شامل اکسينهاکنندهتنظيم
(. در Gopi & Vatsala, 2006) ستضروري زاييکالوس

مطالعاتي نيز بهتر بودن شرايط روشنايي نسبت به تاريکي در 
 al. etKintzios ,زايي گزارش شده است )و جنين زاييکالوس

 (. et al.Alirezalo, 2011 ؛ et al.Kintzios ,2002 ؛1998
 بيشتر رنديگيقرار م يطيمح یهاکه تحت تنش ياهانيگ

 ديتول نيتعادل ب رايز ،شونديم ويداتياکس بيدچار آس
 د،يسوپراکس کالي( مانند رادROS) ژنيفعال اکس یهاگونه
 تيو فعال ليدروکسيه کاليو راد دروژنيه ديپراکس

 اهانيگ. خورديهم مبه ياکسيدانآنتي هایکنندهخاموش
و درون  يسلول یهاستميمحافظت از س یرا برا ييهاسازوکار

فعال با استفاده  ژنياکس یهاکاليراد نيا هایاثردر برابر  يسلول
 ردوکتاز، ونيگلوتات ،اکسيداز فنلپليمانند  ييهامياز آنز
 .(Agarwal & Pandy, 2004) انددادهتکامل و غيره  دازيپراکس

و در همه جا  يعيطب توهورمونيف کي متيل جاسموناتاليسيتور 
به عوامل  اهيو پاسخ گ گناليانتقال س ريموجود است که در مس

متيل  (. 2016et al.Farooq ,) نقش دارد يطيمح یزااسترس
 یارتقا و،يداتياسترس اکس شيدر افزا یدينقش کل جاسمونات

مرتبط با دفاع در  یهاژن انيسطح ب شيو افزا هاميآنز تيفعال
 توانديم متيل جاسمونات ماريت(.  2022et al.Liu ,رد )دا اهانيگ
 عنوانبهکند و  ءرا القا هيثانو یهامتابوليتاز  یاريبس وسنتزيب

 (. 2021et al. Yao ,) ندکعمل  هيثانو تيمتابول ديمحرک تول
ی در ميزان فعاليت آنزيم دارمعنيدر اين مطالعه افزايش 

ی تيمارشده با متيل هانمونهآمونيالياز بين آلانينفنيل
جاسمونات و شاهد مشاهده نشد که با نتايج تعدادی از 

 ؛ 2006et al.Kim ,) مطالعات در گياهان ديگر تفاوت داشت
4, 201et al. Brouki milan201 ,5 ؛et al. Wang؛ et  Liu

, 2022al.) . توان به تفاوت پاسخ گياه تفاوت را ميعلت اين
های گزنه نسبت به متيل جاسمونات و فعال شدن آنزيم

مسيرهای ديگر در اين گياه نسبت داد و يا اينکه غلظت متيل 
در اين تحقيق باعث تحريک  استفاده شدهجاسمونات 

های کالوس گياه گزنه و افزايش فعاليت اين آنزيم نشده سلول
متيل ( در بررسي اثر 2415همکاران )و  Ketabchiاست. 

آمونيالياز در گندم آلانينفنيلبر فعاليت آنزيم  جاسمونات
دو روز فعاليت اين آنزيم  مارهايدر تمام تکه مشاهده کردند 

 شيافزا يطور قابل توجهنسبت به شاهد به حيپس از تلق
در  حيپنج روز پس از تلق مارهايدر تمام تش تياما فعال ،افتي

 شيدر افزا ياهيرقم گنوع  .افتيبا شاهد کاهش  سهيمقا
که  يمعن نياست، به اثر ؤمآمونيالياز آلانينفنيلآنزيم  فعاليت

 .در ارقام حساس کمتر از ارقام مقاوم است ميآنز نيا تيفعال
ی هاکالوسدر  اکسيداز فنلپليدر نتايج فعاليت آنزيم 

ساعت بعد  20ی هانمونهتيمار شده با متيل جاسمونات، در 
ساعت  04از تيمار افزايشي نسبت به شاهد مشاهده نشد. در 

متيل جاسمونات  مولارميلي 41/4و  1/4، 1تيمار هر سه 
 اکسيداز فنلپلينسبت به نمونه شاهد افزايش فعاليت آنزيم 

 41/4و  1ساعت هم دو تيمار  69را داشتند و در 
و  milan Brouki افزايش فعاليت را دارا بودند. مولارميلي

 اکسيداز فنلپليفعاليت آنزيم  ( در بررسي2410همکاران )
، بيشترين ميزان فعاليت اين حانير یلولو يرقم کشکندر 

و در  متيل جاسمونات مولارميلي 1/4غلظت آنزيم را در 
مشاهده  يپاشساعت پس از محلول 92و  04، 20 یهازمان
 نيا تيفعال زانيم جاسموناتمتيل غلظت  شيو با افزا کردند
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اثر مهارکنندگي متيل جاسمونات بر البته . افتيکاهش  ميآنز
در کلم بروکلي نيز گزارش  اکسيداز فنلپليفعاليت آنزيم 

ای اثر (. همچنين در مطالعه2019et al. Guan ,است )شده 
های بر کاهش فعاليت آنزيم متيل جاسموناتتيمار  دارمعني

نشان  PPOو  PAL ،PODدرگير در بيوسنتز ليگنين يعني 
 (. 2010et al.Cao ,داده شد )

متيل  مولارميلي 1افزايش محتوای فنل کل تنها در تيمار 
ساعت بعد از اضافه کردن متيل  20در  جاسمونات

ی در محتوای دارمعنيجاسمونات مشاهده شد و افزايش 
تيمارشده با متيل جاسمونات ی هانمونهکل در بين  فلاونوييد

با توجه به اينکه در اين تحقيق . و نمونه شاهد ديده نشد
آمونيالياز که از اولين آلانينفنيلافزايشي در فعاليت آنزيم 

ی است فلاونوييدهای مسير توليد ترکيبات فنلي و آنزيم
ی در فلاونوييدمشاهده نشده، عدم افزايش ترکيبات فنلي و 

هن نيست. در مطالعاتي کاهش فنل کل و اينجا دور از ذ
 متيل جاسموناتی تيمار هاغلظتکل در اثر بعضي  فلاونوييد

 et al.Guan ,؛ 2010et al. Ghanati ,گزارش شده است )

 و Thiem(. همچنين  2020et al.Hashemyan , ؛2019
Krawczyk (2414) در  متيل جاسموناتی پايين هاغلظت
( Pueraria tuberosa) گياه کودزوهای فلاونوييدافزايش ايزو

 دانستند.مؤثر ی بالاتر هاغلظتدر مقايسه با  را

ی هانمونهبين  دارمعنينتايج سنجش پروتئين کل افزايش 
ساعت بعد از  69تيمار شده با متيل جاسمونات و شاهد در 

زايش ميزان پروتئين کل فااعمال تيمار را نشان داد. اين 
ه به ددهن های پاسختجمع پروتئين دليلن است به کمم

 عنوانبهات را نجاسمويرا گياه متيل ز ،ديا تنش باش ساستر
ه ندازلظت و اغبه  با توجهو  دشناسمي ستنش يا استر پيام

(. 2014et al.milan  Brouki ,د )دهتنش به آن پاسخ مي
های پروتئينها و توليد افزايش سنتز برخي از آنزيم همچنين

تواند باعث افزايش نيز مي اعي سلولفسيستم ددرگير در 
 (.1997et al. Chaoui ,توليد پروتئين کل شود )

کوئرستين قابل  فلاونوييد HPLCهای آزمايشدر نتايج 
دليل غلظت پايين اين تواند بهنبود که مي گيریاندازه

روتين در  فلاونوييدی استخراجي باشد. هانمونهمتابوليت در 

. طبق شدمشاهده  هانمونهدقيقه در تمام  4/3زمان بازداری 
ساعت  69روتين در زمان  فلاونوييدنتايج بيشترين ميزان 

متيل  مولارميلي 41/4بعد از اعمال تيمار و در تيمار 
حاصل شد و در غلظت بيشتر متيل جاسمونات  جاسمونات

 متيل جاسموناتمقدار روتين کاهش يافت. اثر بازدارندگي 
های فيزيولوژيکي در گياهان بسياری از فعاليتبر رشد و 

اسيد در نشان داده شده است. در پژوهشي جاسمونيک
ميکرومولار رشد سلولي، تقسيم ميتوز و  144غلظت 

همانندسازی را در کالوس توتون متوقف کرده و سلول را در 
(.  2019et al.Zamani ,داشت ) نگه G1 مرحله رشد
و بيش از حد معمول اسب ی نامنهاغلظتاستفاده از 

اليسيتور نه تنها افزايش متابوليت را دربر ندارد، بلکه از 
ها که به احتمال قوی تحت تأثير طريق کاهش فعاليت آنزيم

کاهش بيان ژن مربوط است، توليد متابوليت را کم و يا 
سازی غلظت اليسيتور و کند. بنابراين با بهينهمتوقف مي

توان بدون دستکاری در مي ترکيبات غذايي محيط کشت
ها ميزان ساختار ژنتيکي گياه و با افزايش فعاليت آنزيم

افزايش داد ی ثانويه مورد نظر را هامتابوليتبرخي از 
(19, 20et al. Samadi .) 

هايي در اثربخشي متيل در نتايج اين پژوهش تفاوت
با ی ثانويه هامتابوليتها و توليد جاسمونات بر فعاليت آنزيم

توان از دلايل آن گياه مورد بعضي مطالعات ديگر ديده شد که مي
ی مورد آزمايش هاغلظتی مورد بررسي و هازمانمطالعه، 

جايي که بر روی گياه دارويي گزنه پژوهشي در زمينه باشد. از آن
های گياهي انجام نشده است، متيل جاسمونات بر فعاليتاثرهای 

 روشن شدن اثر اليسيتور  های بيشتری جهتانجام پژوهش
 .شودميو اليسيتورهای ديگر توصيه  متيل جاسمونات
 اسيداستيکنفتاليندهنده عملکرد بهتر اکسين نتايج نشان

گزنه بود و شرايط  زاييکالوسنسبت به توفوردی در 
روشنايي نيز نسبت به تاريکي مؤثرتر واقع شد. همچنين 
براساس نتايج بدست آمده حاصل از منحني رشد کالوس، 

بود و بهترين زمان القای  11حداکثر ميزان رشد در روز 
روز مانده به حداکثر  3تا  2اليسيتور اواخر فاز نمايي و 

ميايي نشان داد ينتايج مطالعات بيوشباشد. ميزان رشد مي
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ليت آنزيم ی در افزايش فعادارمعنياثر  متيل جاسموناتاليسيتور 
کل نسبت به شاهد نداشت. در  فلاونوييدآمونيالياز و آلانينفنيل

ساعت  69و  04افزايش فعاليت آنزيم در  اکسيداز فنلپليآنزيم 
ساعت تمام تيمارها نسبت به شاهد افزايش  04ديده شد که در 

و  مولارميلي 41/4ساعت در دو تيمار  69فعاليت داشتند و در 

افزايش محتوای  نسبت به شاهد افزايش ديده شد. مولارميلي 1
 در زمان  مولارميلي 1فنل کل نسبت به شاهد تنها در تيمار 

 HPLCهای آزمايشطبق نتايج ساعت مشاهده شد.  20
  مولارميلي 41/4روتين در تيمار  فلاونوييدبيشترين ميزان 
 حاصل شد. متيل جاسمونات

References 
- Adhikari, S.R. and Pant, B., 2013. Induction and 

proliferation of in vitro mass of callus of Withania 

somnifera (L.) Dunal. Research in Plant Sciences, 

1(3): 58-61. 

- Agarwal, S. and Pandey, V., 2004. Antioxidant 

enzyme responses to NaCl stress in Cassia 

angustifolia. Biologia Plantarum, 48(4): 555-560. 

- Alirezalo, A., malekzadeh, M., Babaei, A. and 

Kosravi, H., 2011. The effect of different hormonal 

treatments on the callus formation of the leaves of 

the medicinal plant Catharanthus roseus L. and the 

evaluation of the amount of callus alkaloid. 

Medicinal Plant National Congress, Sari, Iran, 2-4 

March. 

- Al-Rifai, A.A., Aqel, A., Awaad, A. and Alothman, 

Z.A., 2015. Analysis of Quercetin and Kaempferol 

in an Alcoholic Extract of Convolvulus 

pilosellifolius using HPLC. Communications in Soil 

Science and Plant Analysis, 46(11): 1411-1418. 

- Asgarpanah, J. and Mohajerani, R., 2012. Phytochemistry 

and pharmacologic properties of Urtica dioica L. 

Journal of Medicinal Plants Research, 6(46): 5714-

5719. 

- Babashpour-Asl, M., Baleghi, M., Sajadi, P. and 

Golalipour, M.J., 2014. Different Aspects and 

Results of Modern Studies of Urtica Dioica: A 

Review. Journal of Babol University of Medical 

Sciences, 16(3): 47-54. 

- Bradford, M.M., 1976. A rapid and sensitive method 

for the quantitation of microgram quantities of 

protein utilizing the principle of protein-dye binding. 

Analytical Biochemistry, 72(1-2): 248-254. 

- Brouki Milan, E., Abdollahi Mandoulakani, B. and 

Kheradmand, F., 2014. The effect of methyl 

jasmonate on the activity of poly phenol oxidase and 

phenil alanin amonia lyase enzymes in basil 

(Ocimum basilicum L.). 13th Iranian Crop Sciences 

Congress & 3rd Iranian Seed Science and 

Technology Conference. Karaj, Iran, 24-26 August, 

Conference Hall Research institute for improvement 

and preparation of seedlings and seeds: 1-4. 

- Cao, S., Zheng, Y., Wang, K., Rui, H. and Tang, S., 

2010. Effect of methyl jasmonate on cell wall 

modification of loquat fruit in relation to chilling 

injury after harvest. Food Chemistry, 118(3): 641-

647. 

- Chaoui, A., Mazhoudi, S., Ghorbal, M.H. and El 

Ferjani, E., 1997. Cadmium and zinc induction of 

lipid peroxidation and effects on antioxidant enzyme 

activities in bean (Phaseolus vulgaris L.). Plant 

Science, 127(2): 139-147. 

- Colins, G.B., Vian, W.E. and Phillips, G.C., 1978. Use 

of 4-Amino-3, 5, 6-trichloropicolinic Acid as an 

Auxin Source in Plant Tissue Cultures. Crop 

Science, 18(2): 286-288. 

- Dar, S.A., Nawchoo, I.A., Tyub, S. and Kamili, A.N., 

2021. Effect of plant growth regulators on in vitro 

induction and maintenance of callus from leaf and 

root explants of Atropa acuminata Royal ex Lindl. 

Biotechnology Report: 32: 1-5. 

- El Haouari, M. and Rosado, J.A., 2019. Phytochemical, 

anti-diabetic and cardiovascular properties of Urtica 

dioica L. (Urticaceae): A Review. Mini Reviews in 

Medicinal Chemistry, 19(1): 63-71. 

- Farooq, M.A., Gill, R.A., Islam, F., Ali, B., Liu, H., 

Xu, J., He, S. and Zhou, W., 2016. Methyl 

jasmonate regulates antioxidant defense and 

suppresses arsenic uptake in Brassica napus L. 

Frontiers in Plant Science, 7(468): 1-16. 

- Fazili, M.A., Bashir, I., Ahmad, M., Yaqoob, U. and 

Geelani, S.N., 2022. In vitro strategies for the 

enhancement of secondary metabolite production in 

plants: a review. Bulletin of the National Research 

Centre, 46(1): 1-12. 

- Friis, I., 1993. Urticaceae. 612-613, In: Kubitzki, K., 

Rohwer, J.G. and Bittrich, V. (eds.), The Families 

and Genera of Vascular Plants. Springer, Berlin, 

Heidelberg, 478p. 

- Ghanati, F., Bakhtiyarian, S. and Abdolmaleki, P., 

2010. Effects of methyl jasmonate on the secondary 

metabolites of Calendula officinalis L. Modares 

Journal of Biotechnology, 1(1): 21-33. 

- Gopi, C. and Vatsala, T.M., 2006. In vitro studies on 

effects of plant growth regulators on callus and 

suspension culture biomass yield from Gymnema 

sylvestre R. Br. African Journal of Biotechnology, 

5(12): 1215-1219. 

- Guan, Y., Hu, W., Jiang, A., Xu, Y., Sa, R., Feng, K., 

Zhao, M., Yu, J., Ji, Y., Hou, M. and Yang, X., 

2019. Effect of Methyl Jasmonate on Phenolic 

Accumulation in Wounded Broccoli. Molecules, 

24(19): 3537. 



 ...گزنه زاییکالوس سازیبهینه  354

 

 

- Hashemyan, M., Ganjeali, A. and Cheniany, M., 2020. 

Effect of Methyl Jasmonate and Salicylic Acid 

Elicitors on the Production of Secondary 

Metabolites and Antioxidant Capacity of Teucrium 

polium L. in-vitro. Iranian Journal of Plant Biology, 

12(2): 61-76. 

- Jaimand, K., Rezaee, M.B., Asareh, M.H., Tabaei 

Aghdaei, S.R. and Meshkizadeh, S., 2010. 

Extraction and determination of Kaempferol and 

Quercetin in petals of 10 genotypes of Rosa 

damascena Mill. from western Iran. Iranian Journal 

of Medicinal and Aromatic Plants, 25(4): 547-555. 

- Ketabchi, S., Majzoob, Sh. and Charegani, H.A., 2015. 

Effect of salicylic acid and methyl jasmonate on 

phenylalanine ammonia-lyase activity and total 

phenol in wheat infected by Pratylenchus thornei. 

Archives of Phytopathology and Plant Protection, 

48(1): 10-17. 

- Kim, H.J., Chen, F., Wang, X. and Choi, J.H., 2006. 

Effect of methyl jasmonate on phenolics, 

isothiocyanate, and metabolic enzymes in radish 

sprout (Raphanus sativus L.). Journal of agricultural 

and food chemistry, 54(19): 7263-7269. 

- Kintzios, S.E., Hiureas, G., Shortsianitis, E., Sereti, E., 

Blouhos, P., Manos, C., Makri, O., Taravira, N., 

Drossopoulos, J.B. and Holevas, C.D., 1998. The 

effect of light on the induction, development and 

maturation of somatic embryos from various 

horticultural and ornamental species. In International 

Symposium on Biotechnology of Tropical and 

Subtropical Species Part 2, 461: 427-432. 

- Kintzios, S., Papanastasiou, I., Tourgelis, P., Papastellatos, 

C., Georgopoulos, V. and Drossopoulos, J., 2002. 

The effects of light on callus growth and somatic 

embryogenesis from Lavandula vera and Teucrium 

chamaedrys: A preliminary study. Journal of Herbs, 

Spices & Medicinal Plants, 9(2-3): 223-227. 

- Liu, R., Wang, Z., Zheng, J., Xu, Z., Tang, X., Huang, 

Z., Zhang, N., Dong, Y. and Li, T., 2022. The effects 

of methyl jasmonate on growth, gene expression and 

metabolite accumulation in Isatis indigotica Fort. 

Industrial Crops and Products, 177: 1144-1182. 

- Mungole, A.J., Doifode, V.D., Kamble, R.B., Alka, C. 

and Prakash, Z., 2011. In-vitro callus induction and 

shoot regeneration in Physalis minima L. Annals of 

Biological Research, 2(2): 79-85. 

- Murashige, T. and Skoog, F., 1962. A revised medium 

for rapid growth and bioassays with tobacco tissue 

culture. Physiologia Planetarium, 15(1): 473-479. 

- Pinelli, P., Ieri, F., Vignolini, P., Bacci, L., Baronti, S. 

and Romani, A., 2008. Extraction and HPLC 

analysis of phenolic compounds in leaves, stalks, 

and textile fibers of Urtica dioica L. Journal of 

Agricultural and Food Chemistry, 56(19): 9127-

9132. 

- Said, A.A.H., Otmani, I.S.E., Derfoufi, S. and 

Benmoussa, A., 2015. Highlights on nutritional and 

therapeutic value of stinging nettle (Urtica dioica). 

International Journal of Pharmacy and 

Pharmaceutical Sciences, 7(10): 8-14. 

- Samadi, S. and Ghasemnezhad, A. and Alizadeh, M., 

2019. Influence of Salicylic acid and Methyl 

jasmonate on fresh weight, total phenol, total 

flavonoids, antioxidant and PAL enzyme activity of 

Stevia callus. Plant Process and Function, 8(32): 

324-337. 

- Sarrafi, M., 2022. Optimization of nettle (Urtica 

diocia) callogenesis and the effect of methyl 

jasmonate elicitor on its biochemical properties. 

M.Sc. thesis, Department of Genetics and Plant 

Production, Vali-e-Asr University of Rafsanjan, 

Rafsanjan. 

- Sayed-Tabatabaei, B.E. and Omidi, M., 2021. Plant 

Cell and Tissue Culture. University of Tehran Press, 

Tehran, 388p.  

- Sidhu, Y., 2011. In vitro micropropagation of medicinal 

plants by tissue culture. The Plymouth Student 

Scientist, 4(1): 432-449. 

- Sood, H., 2020. Production of medicinal compounds 

from endangered and commercially important 

medicinal plants through cell and tissue culture 

technology for herbal industry. In: Sharma, K., 

Mishra, K., Kamal Senapati, K., Danciu, C., (Eds.). 

Bioactive Compounds in Nutraceutical and 

Functional Food for Good Human Health. 

IntechOpen, United Kingdom, 358p. 

- Šrůtek, M. and Teckelmann, M., 1998. Review of 

biology and ecology of Urtica dioica. Preslia Praha, 

70: 1-19. 

- Tapas, D.A., Sakarkar, D.M. and Kakde, R.B., 2008. 

Flavonoids as Nutraceuticals: A Review. Tropical 

Journal of Pharmaceutical, 7(3): 1089-1099. 

- Thiem, B. and Krawczyk, A., 2010. Enhanced isoflavones 

accumulation in methyl jasmonate-treated in vitro 

cultures of kudzu [Pueraria lobata Ohwi]. Herba 

Polonica, 56(1): 48-56. 

- Tripathi, L. and Tripathi, J.N., 2003. Role of biotechnology 

in medicinal plants. Tropical Journal of 

Pharmaceutical Research, 2(2): 243-253. 

- Vanisree, M. and Tsay, H.S., 2007. Plant cell cultures: 

Production of biologically important secondary 

metabolites from medicinal plants of Taiwan. 

Medicinal plant biotechnology. From basic research 

to industrial application, 267-285. 

- Wang, J., Qian, J., Yao, L. and Lu, Y., 2015. 

Enhanced production of flavonoids by methyl 

jasmonate elicitation in cell suspension culture of 

Hypericum perforatum. Bioresources and 

Bioprocessing, 2(1): 1-9. 

- Yao, D., Zhang, Z., Chen, Y., Lin, Y., Xu, X. and Lai, 

Z., 2021. Transcriptome Analysis Reveals 



 351   2، شماره 04فصلنامه تحقيقات گياهان دارويي و معطر ايران، جلد 

 

 

Differentially Expressed Genes That Regulate 

Biosynthesis of the Active Compounds with Methyl 

Jasmonate in Rosemary Suspension Cells. Genes, 

13(1): 2-21. 

- Zamani, M., Moradi, H., Chalavi, V. and Kazemitabar, 

S.K., 2019. Effect of Salicylic Asid and Methyle 

Jasmonat Elicitors on Hypericin production in 

stJohn’s wort (Hypericum perforatum L.) cv. Topas 

Callus culture. Iranian Journal of Horticultural 

Science, 49(4): 915-923. 

- Zhao, P., Wu, F., Feng, F.S. and Wang, W.J., 2008. 

Protocom-like body (PLB) formation and plant 

regeneration from the callus culture of Dendrobium 

candidm Wall ex Lindl. In Vitro Cellular & 

Developmental Biology-Plant, 44(3): 178-185. 

- Zu, Y., Li, C., Fu, Y. and Zhao, C., 2006. 

Simultaneous determination of catechin, rutin, 

quercetin, kaempferol and isorhamnetin in the 

extract of sea buckthorn (Hippophae rhamnoides L.) 

leaves by RP-HPLC with DAD. Journal of 

Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 41(3): 

714-719. 


