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های برگ و  از طريق کشت ريزنمونه) .Catharanthus roeus L(ايي غيرمستقيم پروانش زباز

  هاي رشد گياهي  مختلف تنظيم كنندهترکيبات
  

 
 

 ۱ بدرالدين ابراهيم سيدطباطبايي و۱، فروغ اعتصام*۱مجيد طالبي

  )۱۰/۱۰/۱۳۹۰:  ؛  تاريخ پذيرش۱۰/۷/۱۳۹۰: تاريخ دريافت(

 
  چكيده

) TIAs( نـوع آلكالوئيـد اينـدولي ترپنوئيـدي     ۱۳۰گياهي است از خانواده آپوسيناسه و حاوي بيش از ) (.Catharanthus roeus Lپروانش 

بـه کـار   هـا   داراي خاصيت ضد تومور بوده و براي درمان بـسياري از سـرطان  که كريستين  بلاستين و وين  دو آلكالوئيد دايمري وين    ازجمله

در ايـن   .  كـشت بافـت گيـاهي صـورت گرفتـه اسـت            از طريق ون تحقيقات زيادي در زمينه توليد اين داروها         به همين دليل، تاكن   . روند يم

 تركيـب هورمـوني     ۲۵ باززايي غيرمسقيم گياه پـروانش،       يبرا با هدف تعيين بهترين تركيب هورموني در محيط كشت آزمايشگاهي            ،پژوهش

نتـايج تجزيـه واريـانس نـشان داد كـه اثـر             . ها در نظر گرفته شـد      اززايي كالوس براي توليد كالوس از ريزنمونه برگ و هفت تيمار براي ب          

و  BAP در ليتـر  گـرم     ميلـي  ۵و   ۱/۰ يهـا تيمار. دار است   معني %۱تيمارهاي هورموني مختلف در توليد كالوس از ريزنمونه برگ در سطح            

NAA  هاي غذايي حاوي زغال فعال براي توليد         ، محيط در بين تيمارها   .ندعلاوه بر توليد كالوس فراوان، ريشه زيادي نيز توليد كرد           به ترتيب

نشان داد كـه بـاززايي   پژوهش  نتايج حاصل از اين ،به طور كلي. هاي بدون زغال براي باززايي مناسب تشخيص داده شدند    كالوس و محيط  

 بـراي   ،کمتـر هـاي       شـاخه توليـد    و   ماکلونال سـو   جهـش  وقـوع ها، احتمال     كالوسباززايي    در يدشواردليل   غير مستقيم ريزنمونه برگ، به    

  .هاي ثانويه بهره جست توليد برخي متابوليت يبراتوان  باشد، اما از اين روش مي نمي مناسب يروشريزازديادي گياه پروانش 

  

   رشديها  برگ، تنظيم کنندهه، ريزنمونپروانش، ريزازديادي، باززايي غيرمستقيم، كالوس :  كليدي هاي واژه

  

 
  

  دمهمق

يكي از گياهـان  ) Catharanthus roseus (L.) G.Don(پروانش 

 و ۱(باشـد   مـي ) Apocynaceae(دارويي مهم و از تيره خرزهره     

 نوع آلكالوئيد اينـدولي ترپنوئيـدي كـه در ايـن       ۱۳۰از ميان   ). ۳

ــن   ــدهاي وي ــت، آلكالوئي ــده اس ــايي ش ــاه شناس ــتين و  گي بلاس

رنــد؛ زيــرا ايــن دو اي برخوردا كريــستين از اهميــت ويــژه ويــن

هـا و توقـف تقـسيم         آلكالوئيد از طريق اتصال بـه ميكروتوبـول       

سلولي در طي متافاز ميتوز، خاصيت ضد توموري داشته و بيش           

هـا    درمـاني بـسياري از سـرطان         سال است كـه در شـيمي       ۴۰از  

 اين دو آلكالوئيد    اندک مقدار بسيار    .)۲۴  و ۱۳،  ۷(كاربرد دارند   

، پيچيـدگي و چنـد   نـوان تنهـا منبـع تهيـه    بـه ع در گياه پروانش    

اي بودن مسير سنتز اين دو آلكالوئيـد، توليـد اختـصاصي              مرحله

هاي تخصص يافته،     هاي مسير سنتز آنها در بافت       ماده  برخي پيش 

سنتزي نسبت بـه انـواع طبيعـي و           اثر بخشي كمتر داروهاي نيمه    

ند كـه   باش   براي اين دو دارو از مهمترين دلايلي مي        زيادتقاضاي  

 ــ ــه محققـ ــتفاده از روش يتوجـ ــه اسـ ــاي  ن را بـ ــست هـ   زيـ

  

  به ترتيب استاديار، دانشجوي سابق کارشناسي ارشد و استاد، گروه بيوتكنولوژي كشاورزي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه صنعتي اصفهان. ۱

  mtalebi@cc.iut.ac.ir: مسئول مكاتبات، پست الكترونيكي: *
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ايش توليـد ايـن آلكالوئيـدهاي       افت براي افـز   ب و كشت    يفناور

 افـزايش   ثر بر ؤميافتن عوامل   . حياتي در گياه جلب نموده است     

نظيـر  كريستين و يا مونومرهاي آنهـا         ينبلاستين و و    بيوسنتز وين 

ــن ــارانتين و وي ــين  كات ــات دول  يهمــواره از اهــداف مهــم تحقيق

 ،هـاي مناسـب   ماده تغذيه گياه با پيش   ). ۷ و   ۵ (شود يمحسوب م 

ها، ابزارهـاي     ه از تيمارهاي هورموني و مهندسي متابوليت      استفاد

 .)۲۵ و   ۱۶ ،۱(باشـند      براي رسيدن بـه ايـن هـدف مـي          يمناسب

عـال بـراي سـنتز      هاي ف    كلروپلاست  به ياهميت دستياب چنين    هم

 .دولين و آلكالوئيدهاي دايمري مشتق از آن اثبات شده است   وين

هـاي تمـايز يافتـه       كه كلروپلاست فقـط در بافـت      با توجه به اين   

هـاي تمـايز نيافتـه       ، اين آلكالوئيدها در كـشت     )۱۹(وجود دارد   

بنــابراين اكثــر . شــوند نظيــر سوسپانــسيون ســلولي توليــد نمــي

بلاسـتين    مل افزايش دهنده غلظت وين    واتحقيقات براي يافتن ع   

 گياهان بـاززا    وهاي تمايز يافته       كشت تمرکز بر كريستين،    و وين 

اي   هاي چند شـاخه     يي سوماتيكي و كشت   زا  شده به روش جنين   

  ).۳( است يضرورتوليد شده از ريزنمونه گره 

 امـا ايـن     .شـود پروانش به طور سنتي توسط بذر تكثيـر مـي            

نواخـت  ك سبب تفـرق ژنتيكـي و كـاهش توليـد ي           روش كشت، 

هـاي  به همين دليل تلاش   . )۶ (شودآلكالوئيدهاي دايمري آن مي   

 گياه از طريق كشت بافت انجام شده        زيادي براي توليد انبوه اين    

 ـاولين مـشاهدات در زمينـه بـاززايي    .است  در C. roseusه  گون

هاي آزمايشگاهي مربوط به تشكيل ريشه از بافت كالوس         كشت

 تشكيل ساقه از بافت كالوس و باززايي        ،پس از آن  . پروانش بود 

  .)۲۵ (هاي هاپلوئيد و ديپلوئيد انجام گرفتگياه از كالوس

هـاي پـروانش     حاصل از باززايي مستقيم گياهچه     بافتت  كش   

) ,MS Murashige and Skoog(موراشـيگ و اسـكوگ   در محيط 

-6( آمينوپـورين هورمون بنزيـل   ر ليتر دگرم  ميلي ۱تيمار شده با    

benzylaminopurine (بايهاي  علاوه بر توليد شاخهنشان داد كه  

نيـز در محـيط     اي  هـاي سـازمان نيافتـه     هاي كوچك، بافت  برگ

  ).۲۵( شوند ميكشت توليد 

 بـا هـدف     متعددي يها آزمايش ۱٩٩۴ تا   ۱٩۸٩هاي   سال يط   

نتـايج  افزايش مقدار آلكالوئيدهاي اين گياه دارويي انجام گرفت و          

بر تـأثير در رشـد، تمـايز         هاي گياهي علاوه   كه هورمون  نشان داد 

 و افـزايش    ها و تشكيل و توسعه ساقه، در تنوع آلكالوئيـدها         بافت

 ي آزمايـشگاه  يهـا  در کـشت  . )۱۲(ثرند  ؤمقدار آنها در گياه نيز م     

ها و شدت نـور     سيتوکينينها،  تركيب اكسين به كارگيري   پروانش،  

 ۱و BAPهورمـون   ر ليتر   دگرم  ميلي ٧ كه افزودن    ه است نشان داد 

  اســـتيك اســـيد   نفتـــالنهورمـــون ر ليتـــر دگـــرم ميلـــي

)α-Naphthaleneacetic Acid ( ثري ؤمحيط كشت، به طـور م ـ به

ــا،شـــود مـــيســـبب القـــاي تـــشكيل شـــاخه     هورمـــون  امـ

ــسي دي -۴و۲ ــيد  كلروفنوكـــــ ــتيك اســـــ    )D-2,4( اســـــ

)2,4-Dichlorophenoxyacetic Acid (ها جلـوگيري  از تمايز شاخه

 لوكس  با ميـزان      ٧۰۰ تا   ۵۵٠شدت نور   كه    هنگاميچنين     هم .كند مي

 ۱مختلـف بـين صـفر تـا       هـاي   و غلظـت   BAPر ليتـر    دگرم  ميلي ۲

 ها اثر مثبتـي دارد    رود در تمايز ساقه    كار مي    به NAAر ليتر   دگرم   ميلي

)۲۶.(  

 گيـاه پـروانش از طريـق كـشت          ازديـاد  يهـا نتايج آزمايش    

بـا  اي  هـاي جـانبي گياهـان گلخانـه       هاي شاخه و جوانه    مريستم

 BAP کـم هاي    تيمار شده با غلظت    MSمحيط كشت   استفاده از   

تشكيل چندين شـاخه    هفته   ۵تا   ۴ پس از  نشان داد كه   D-2,4و  

  ).۵(ميسر است هاي جانبي جوانهاز 

و بـا    یزايي سـوماتيك  روانش از طريق جنين   باززايي گياه پ     

امد  از كشت بساك در محيط ج حاصل بافت كالوساستفاده از

ر ليتـر   دگـرم   ميلي ۱و   NAAر ليتر   دگرم  ميلي ۱ تيمار شده با  

 اين گياهـان از نظـر تعـداد         ).۲۵ (دست آمد   ن به هورمون كينتي 

  .با گياهان توليد شده از بذر مشابه بودند )n۲=۱۶(كروموزوم 

كريـستين در  دار وين مقبر اساس نتايج يک مطالعه که در آن    

ــالوس  ــت ك ــين(باف ــين جن ــر جن ــف، مراحــل)زازا و غي   مختل

، )زدهو جوانـه  شـده   هـاي تكثيـر شـده، بـالغ         جنـين (زايي   جنين

بـرگ، ريـشه و گيـاه    (هـا   چهه مشتق از گيايهاي سوماتيك  جنين

مقـدار   ه بود، شدگيري  ها در مزرعه اندازه     برگ چنين   هم و) كامل

ــاد ــد  از يزيـ ــن آلكالوئيـ ــالوسهاايـ ــرگ و   در كـ ــاي بـ   هـ

هـاي گياهـان    چنـين بـرگ     هم. به دست آمد  زده  هاي جوانه  جنين

كـشت  ان  گياه ـهـاي   توليد شده در محيط كشت نسبت به برگ       
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۳۷  

در . )۶(داشـتند   كريـستين    شده در مزرعه، مقـدار بيـشتري ويـن        

 ٣۲كريستين در بافـت كـالوس حاصـل از     مقدار وين مطالعه ديگر   

 شامل تركيبي از يك نوع هورمون اكسين        ،تيمار مختلف هورموني  

.  بررسـي گرديـد    ۲۰۱۰ بدون باززايي آنهـا در سـال         سيتوکينينو  

 تـأثير  سـيتوکينين هـاي  هورمـون نتايج اين آزمايش نـشان داد كـه        

 D-2,4 ها،  اما از بين اكسين،مهمي در افزايش حجم كالوس دارند

چنـين    هـم .  در رشـد كـالوس دارد      NAAتأثير بيشتري نسبت بـه      

 افـزايش غلظـت     در اثـر بيـشتري      BAP و   NAAتركيب هورموني 

  ).۱۶( دارد D-2,4 و كينتينكريستين نسبت به تركيب  وين

دارويـي و  گيـاه پـروانش از نظـر       زيـاد  ش ارز توجه بـه  با     

زينتي، تاكنون روش باززايي كارآمد و قابل اطميناني براي اين          

 نيـاز پيش ،باززايي گياه  ديگر   ياز سو . گياه گزارش نشده است   

از  براي توليد گياهان تراريخت ژنتيكي اسـت كـه اغلـب             لازم

. شـود  اي انجـام مـي      يا بمباران ذره    بيولوژيك يها  روش طريق

تركيــب تعيــين بهتــرين  پــژوهش حاضــر بــا هــدف ،بنــابراين

گيـاه  توليد كالوس و باززايي      جهتمحيط كشت   هورموني در   

 انجام  ريزازديادي گياه پروانش   از ريزنمونه برگ و نهايتاً       کامل

 .گرديد
  

 ها مواد و روش
  عفوني   و ضدتهيه مواد گياهي

.  تهيـه شـد    )تهـران (شناسي ايـران     گياه كامل پروانش از باغ گياه     

هيپوكلريـت    دقيقـه در محلـول  ۱۰گياه به مـدت  ي يقسمت هوا 

  ۸۰ تويين %۱۰فعال حاوي     كلر %۵با غلظت   ) V/V (%۳۰سديم  

  .وشو داده شد شست با آب مقطر استريل سپس و عفوني ضد

  

  هاي كشت بافت آزمايش

در در دو محيط كشت پايه      ضد عفوني شده    ) گره(جوانه  کشت  

 يديگـر فعـال و      بـدون زغـال    ييک )۲۰ (موراشيگ و اسكوگ  

 ، ايـن آزمـايش     در .انجـام شـد   فعال    گرم در ليتر زغال    ۲حاوي  

 ساعت روشنايي، با شدت نور      ۱۶، شرايط نوري    C° ۲±۲۶ دماي

 يسـاز  واكشت. کار برده شد   هب ساعت تاريكي    ۸ لوكس و    ۲۵۰۰

  .صورت گرفتبار در محيط جديد هر چهار هفته يك

 جدا   بودند یاني كه داراي رشد مطلوب     گياه  برگ از   ريزنمونه   

 MSمستقيم گياه، در محـيط كـشت        غير بررسي باززايي    جهتو  

  جـدول (هاي رشد    كننده هاي حاوي تنظيم    هورمون و محيط   فاقد

هـاي مـورد اسـتفاده در ايـن تحقيـق          هورمـون  .قرار گرفتنـد  ) ۱

و ) Zea(، زآتـــين )Kin(، كينتــين  )BAP(آمينوپـــورين  بنزيــل 

بودند كه به صورت محلـول ذخيـره        ) NAA(استيك اسيد    نفتالن

در هـر تكـرار     و   سـه تكـرار       هورموني هر تيمار در   .تهيه شدند 

 پـس   دهي هر ريزنمونه    ميزان كالوس  .دش ريزنمونه كشت    چهار

   .گرفتتجزيه و تحليل قرار چهار هفته مورد از 

هـاي حاصـل از ريزنمونـه بـرگ در هفـت             باززايي كـالوس     

. آزمـايش شـدند    ۲ جـدول وني مختلف بـه شـرح       تركيب هورم 

به طـول   (پروانش   غير مستقيم گياه     باززاييهاي حاصل از      شاخه

زايـي در    در شرايط استريل جدا و براي ريـشه       ) متر   سانتي ۶ تا   ۴

 و  )AC ( گرم در ليتـر زغـال فعـال        ۲ حاوي    MSمحيط كشت   

  .هورمون قرار داده شدند بدون

  

  تجزيه و تحليل آماري

 ذخيـره  Excelهـاي لازم، نتـايج در برنامـه     انجام ارزيابيپس از   

دست آمده در پايه طرح كامـل تـصادفي در            هاي به   گرديد و داده  

 با هدف انتخـاب بهتـرين تيمـار از نظـر تركيـب              SASافزار   نرم

هورموني و غلظت زغال فعال براي باززايي غيـر مـستقيم گيـاه             

تحليـل آمـاري     تجزيـه و     LSDپروانش از طريق آزمون مقايسه      

  .شد

  

  نتايج و بحث

 در محيط كشت) گره(كشت جوانه 

به دليل عدم يكنواختي ژنتيكي بذرهاي پروانش كـه در نتيجـه            

و قـوه ناميـه پـايين بـذرها،         ) ۱۸(شـوند     دگرگشني ايجاد مـي   

 از كــشت جوانــه يــك گيــاه والــد اســتفاده شــود تــا ترجيحــاً

ان ضـدعفوني   جوانه گياه ـ . ها افزايش يابد    يكنواختي ريزنمونه 

   حاوي زغال فعال پس از حـدود دو      MSشده در محيط كشت     
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  ۱۳۹۰زمستان / هشتمشماره  / دومسال / اي  هاي گلخانه كشتعلوم و فنون  

۳۸  

  هورمونيمختلف دهي در تيمارهاي   مقايسه ميانگين كالوس.۱جدول 

   (%)يدهكالوس  نوع تيمار  تيمار

۱  )g ۲ (AC) + mg/l ۱/۰ (NAA) + mg/l ۱/۰ (BAP dc ۶/۱  

۲  )g ۲ (AC) + mg/l ۵ (NAA) + mg/l ۱/۰ (BAP ab ۶/۳  

۳  )g ۲ (AC) + mg/l ۵/۰ (NAA) + mg/l ۵/۰ (BAP e ۵/۰  

۴  )g ۲ (AC) + mg/l ۱ (NAA) + mg/l ۵/۰ (BAP de ۶/۰  

۵  )g ۲ (AC) + mg/l ۲ (NAA) + mg/l ۵/۰ (BAP ab ۶/۳  

۶  )g ۲ (AC) + mg/l ۵ (NAA) + mg/l ۵/۰ (BAP ab ۶/۳  

۷  )g ۲ (AC) + mg/l ۱/۰ (NAA) + mg/l ۱ (BAP ab ۰/۳  

۸  )g ۲ (AC) + mg/l ۱ (NAA) + mg/l ۱ (BAP ab ۶/۳  

۹  )g ۲ (AC) + mg/l ۲ (NAA) + mg/l ۱ (BAP ab ۶/۳  

۱۰  )g ۲ (AC) + mg/l ۵ (NAA) + mg/l ۱ (BAP a ۰/۴  

۱۱  )g ۲ (AC) + mg/l ۵ (2,4-D) + mg/l ۵/۰ (BAP a ۰/۴  

۱۲  )g ۲ (AC) + mg/l ۵ (2,4-D) + mg/l ۱ (BAP ab ۶/۳  

۱۳  )g ۲ (AC) + mg/l ۵ (2,4-D) + mg/l ۲ (BAP ab ۶/۳  

۱۴  )g ۲ (AC) + mg/l ۵ (2,4-D) + mg/l ۴ (BAP de ۸/۰  

۱۵  )g ۲ (AC) + mg/l ۵/۲ (2,4-D) + mg/l ۵/۰ (BAP  ab ۶/۳  

۱۶  )g ۲ (AC) + mg/l ۵/۲ (2,4-D) + mg/l ۱ (BAP ab ۶/۳  

۱۷  )g ۲ (AC) + mg/l ۵/۲ (2,4-D) + mg/l ۲ (BAP a ۰/۴ 
۱۸  )g ۲ (AC) + mg/l ۵/۰ (IAA) + mg/l ۵/۰ (BAP de ۸/۰ 
۱۹  )g ۲ (AC) + mg/l ۱ (IAA) + mg/l ۵/۰ (BAP ab ۳/۳  

۲۰  )g ۲ (AC) + mg/l ۲ (IAA) + mg/l ۵/۰ (BAP ab ۰/۳  

۲۱  )g ۲ (AC) + mg/l ۵ (IAA) + mg/l ۵/۰ (BAP bc ۶/۲  

۲۲  )g ۲ (AC) + mg/l ۵/۰ (IAA) + mg/l ۱ (BAP bc ۶/۲  

۲۳  )g ۲ (AC) + mg/l ۱ (IAA) + mg/l ۱ (BAP bc ۶/۲  

۲۴  )g ۲ (AC) + mg/l ۲ (IAA) + mg/l ۱ (BAP a ۰/۴  

۲۵  )g ۲ (AC) + mg/l ۵ (IAA) + mg/l ۱ (BAP ab ۶/۳  

  .دهند را نشان مي% ۵دار در سطح احتمال  حروف غيرمشابه در هر ستون اختلاف معني   

  

  هاي حاصل از ريزنمونه برگ  باززايي كالوسبرایي هورموني  تيمارها.۲جدول 

  نوع تيمار  تيمار

۱  )g ۲ (AC) + mg/l ۱/۰ (NAA) + mg/l ۱/۰ (Kin 
۲  )g ۲ (AC) + mg/l ۱/۰ (NAA) + mg/l ۱ (Kin 
۳  )g ۲ (AC) + mg/l ۱ (NAA) + mg/l ۱/۰ (Kin 
۴  )g ۲ (AC) + mg/l ۵/۱ (NAA) + mg/l ۵/۰ (Kin 
۵  )mg/l ۱/۰ (NAA) + mg/l ۱/۰ (Kin 
۶  )mg/l ۱/۰ (NAA) + mg/l ۱ (Kin 
۷  )mg/l ۱ (NAA) + mg/l ۱/۰ (Kin 
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  ...های برگ و از طريق کشت ريزنمونه) .Catharanthus roeus L(باززايي غيرمستقيم پروانش  

۳۹  

  
  فعال  محيط كشت حاوي زغال:  سمت چپ وگياهان كشت شده در محيط كشت بدون زغال فعال:  سمت راست.۱شكل 

  

نـد كـه از كـشت ايـن          گره توليـد كرد    ۷ تا   ۵ماه رشد كرده و     

هاي   جوانه). ۱ شكل(ها براي تكثير بيشتر گياه استفاده شد          گره

كشت شده در محيط كشت بدون زغال فعال پس از مـدت دو            

ماه، زرد شده و از بين رفتند و در برخي موارد نيـز كـه رشـد                 

هاي حاصل در آنهـا   جوانه جانبي ديده شد، زردي حاشيه برگ   

تـشكيل ريـشه نيـز در ايـن         . )۱شكل  (به خوبي مشخص بود     

هـاي حاصـل نـسبت بـه           انجام گرفت و ريشه    ندرت  گياهان به 

تـر    هاي توليد شده در محيط حـاوي زغـال فعـال كوتـاه              ريشه

زمان رشد گياهان در شرايط آزمايشگاهي مـشابه آن در          . بودند

چنـين تـشكيل ريـشه نيـز در ايـن             هم). ۱(شرايط گلخانه بود    

  .تگياهان به خوبي انجام گرف

 مهمترين دلايل افزودن زغال فعال به محـيط         ،به طور كلي     

چنين  همها و     كشت، جذب تركيبات بازدارنده رشد مانند فنل      

تاريك ساختن محيط كشت براي ايجاد شرايطي مشابه خـاك          

پـروانش، منبـع غنـي از تركيبـات     . )۴(براي رشد ريشه است   

ار آنهـا  هاي زنـده و غيـر زنـده مقـد     فنلي است و در اثر تنش  

در حين جداسازي ريزنمونه و پـس از        . )۲۱(يابد    افزايش مي 

اكـسيدازها   فنل  صدمه ديدن بافت، اين تركيبات با فعاليت پلي       

هـا وجـود دارنـد، اكـسيد شـده و             هـاي سـلول     كه در پلاست  

. گردنــد اي يــا ســياه شــدن بافــت مزبــور مــي موجــب قهــوه

 نمـوده   محصولات اين اكسيداسيون فعاليت آنزيمي را متوقف      

ها، عدم تثبيـت ريزنمونـه در محـيط           و سبب تيره شدن بافت    

تيره رنـگ شـدن     . شوند  كشت و در نهايت مرگ ريزنمونه مي      

در تكثيـر   ) اي  مايـل بـه قهـوه     ( بدون زغـال     هاي  محيط كشت 

پروانش تأييدي بر توليـد تركيبـات فنلـي فـراوان در محـيط               

. باشـد   تواند بـراي رشـد ريزنمونـه مـضر            كشت است كه مي   

نظر   بنابراين استفاده از زغال فعال در محيط كشت ضروري به         

 بـراي كـشت     ، در تمـام مـوارد     ،بر اين اسـاس   ). ۲۲(رسد    مي

 اسـتفاده   فعـال    گرم در ليتر زغال    ۲ريزنمونه از محيط حاوي     

  .شد

  

  باززايي غير مستقيم ريزنمونه برگ

ــالوس از   ۲۵از  ــد ك ــراي تولي ــه ب ــوني ك  تيمــار مختلــف هورم

تمامي تيمارهـا بجـز     ) ۱جدول  ( برگ استفاده شد     هاي ريزنمونه

 NAAگرم در ليتر   ميلي ۵/۰ و   BAPگرم در ليتر       ميلي ۰/ ۵تيمار  

 BAPگرم در ليتر       ميلي ۱/۰تيمار  . كالوس توليد كردند  ) ۳تيمار  (

علاوه بـر توليـد كـالوس       ) ۲تيمار   (NAAگرم در ليتر       ميلي ۵و  

در اين تيمار، مقـدار اكـسين       . فراوان، ريشه زيادي نيز توليد كرد     

 برابر سيتوکينين بود و اين اختلاف زيـاد غلظـت         ۵۰به كار رفته    

نتـايج  . هـا باشـد     تواند دليل القاي تشكيل ريـشه در كـالوس          مي

تجزيه واريانس نيز نشان داد كه اثر تيمارهاي هورموني مختلف          

دار اسـت     معنـي % ۱در توليد كالوس از ريزنمونه برگ در سطح         

  ).۳ جدول(

هـا تحـت تـأثير        رنگ، سـاختار و قـدرت بـاززايي كـالوس           

داري   محـيط كـشت و شـرايط نگـه        (ژنوتيپ و شـرايط كـشت       

  هـاي حاصـل از تيمارهـاي حـاوي           كالوس .)۴(است  ) ها  كشت
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  ۱۳۹۰زمستان / هشتمشماره  / دومسال / اي  هاي گلخانه كشتعلوم و فنون  

۴۰  

   در گياه پروانشي ترکيب مختلف هورمون۲۵ در دهي نتايج تجزيه واريانس صفت كالوس. ۳جدول

 F  نگين مربعاتميا  درجه آزادي  منابع تغيير

  ۸۷/۱۵ **  ۹۶/۳  ۲۴  تيمار

  -  ۲۵/۰  ۵۰  خطا

  % ۱در سطح  دار معني **   

  

2,4-D   و IAA )    ورنگـي مايـل بـه زرد        ) ايندول اسـتيک اسـيد 

 رنگي مايـل بـه سـبز        NAAتيمارهاي حاوي    حاصل از     كالوس

زا سـفيد     هاي جنـين    در مطالعات پيشين نيز رنگ كالوس     . داشتند

  .)۱۵(شده است مايل به زرد گزارش 

از ميان تيمارهايي كه براي توليد كـالوس اسـتفاده شـد، فقـط                 

 ر ليتر دگرم  ميلي ۵/۲و   BAP ر ليتر دگرم  ميلي ۱هاي تيمار     كالوس

2,4-D)   ر ليتـر  دگرم  ميلي ۱چنين    و هم ) ۱ جدول   ۱۶تيمار BAP 

پس از انتقال بـه  ) ۱ جدول ۱۲تيمار  (D-2,4ر ليتر دگرم  ميلي ۵و  

در سـاير   .  كـشت بـاززايي، توليـد شاخـساره نمودنـد          ياهمحيط

 IAAيـا     و BAP و   NAAهاي حاصل از تركيب هورمون        كالوس

 . باززايي صورت نگرفتBAPو 

 قدرت زيادي بـراي توليـد كـالوس         D-2,4ها،    از بين اكسين     

باشد كـه      مي BAPمهمترين سيتوكنين در توليد كالوس نيز       . دارد

 ميكرومولار آن براي توليـد كـالوس        ۵ تا   ۵/۰هاي    اغلب غلظت 

ر دگـرم   ميلـي  ۱در اين پژوهش نيز غلظت      . )۲(شود    استفاده مي 

 بــراي توليــد BAPهورمــون )  ميكرومــولار۴۴/۴معــادل  (ليتــر

هـاي عـاري از      محـيط . مناسب ديده شد   D-2,4كالوس همراه با    

زا و آبكي توليد نمودند     جنينهاي غير    كالوس ،هورمون سيتوكنين 

در مطالعـات جونايـد و همكـاران        . كه قدرت بـاززايي نداشـتند     

 D-2,4زاي هيپوكوتيل فقط از تيمـار         هاي جنين   نيز كالوس ) ۱۵(

توانـستند بافـت    ) ۶(چنـين اسـلام و همكـاران          هم. حاصل شد 

هاي مختلفي شامل بـرگ، گـره، ريـشه و            كالوس را از ريزنمونه   

 . در شرايط آزمايشگاهي تشكيل دهند     زده  هاي جوانه  هيپوكوتيل بذر 

در . ز ريزنمونه هيپوكوتيل توليد شدند    زا فقط ا   هاي جنين  اما كالوس 

 C. roseus cv. Little واريتـه  يزايي سوماتيك جنين نيز ۱۹۹۴سال 

delicata  گرفـت  هاي حاصل از كـشت بـساك صـورت        از كالوس

كـه بـاززايي     ان داد نـش ) ۱۸( لـي و همكـاران       يهـا آزمايش). ۱۷(

و   چـوي . بـه ژنوتيـپ گيـاه اسـت       وابـسته   هـاي پـروانش      دمبرگ

هاي رشد، ژنوتيپ گياه  نيز علاوه بر تركيب هورمون) ۱۰(همكاران 

. هاي پروانش معرفـي نمودنـد     را عاملي مهم در باززايي هيپوكوتيل     

 .Little bright eye C. roseus cv  واريتـه  نتـايج کـشت بافـت در   

هـاي رشـد،      كننده ه نوع ريزنمونه، غلظت و نوع تنظيم      نشان داد ك  

 بيـشترين    کـه  يبـه نحـو   عامل مهمي براي باززايي گيـاه اسـت         

هـاي بـالغ بـذر        جنـين  يزايي سوماتيك  باززايي پروانش از جنين   

زايـي   هاي بالغ به طريق انـدام       جنين ،چنين  هم). ۱۰(د  مآ دست    به

ريستم نـوك سـاقه و      هاي گره، م   شوند، اما ريزنمونه   نيز باززا مي  

زايي و   اندامهاي   يك از حالت  هيپوكوتيل باززايي مناسبي در هيچ    

 در تمام   ، به طور کلي   .)۱۱( نشان ندادند    یزايي سوماتيك  نيا جني 

هاي ارائه شده پيشين، ميزان باززايي اندک گـزارش شـده            روش

ها به دليل عـدم دسترسـي بـه درصـد بـالاي              است و اين روش   

 ــ  ــراي اس ــاززايي ب ــا   ب ــان ب ــي گياه ــسترده در تراريخت تفاده گ

Agrobacterium۱۱(اند   بهينه نشده(.  

هاي حاوي زغال فعال و بدون زغال فعال هر  اگرچه محيط   

دو براي باززايي آزمايش شدند، اما برخلاف كـشت جوانـه و            

هاي بدون زغال باززايي نـشان دادنـد كـه            كالوس، فقط محيط  

 توسط زغال فعال و كاهش      ها  تواند به دليل جذب هورمون      مي

پس از مدتي گياهان بـاززا شـده   ). ۸(تأثير آن بر باززايي باشد   

 لذا براي ادامه رشد بـه محـيط حـاوي زغـال             .زرد رنگ شدند  

تـوان توليـد مـواد        دليل اين امر را مـي     ). ۲شکل  (منتقل شدند   

فنولي و افزايش غلظت آن در محيط كشت دانست كه بر رشد            

 علاوه بر اين، اتيلن هورمون طبيعي است      . ردگياه تأثير منفي دا   

مـشخص  . شـود   كه در گياهان از اسيدآمينه متيونين توليـد مـي         

هـا    هـاي كـشت ريزنمونـه       شده است كه توليد اتيلن در محيط      

  هـاي سـيتوكينين و اكـسين در         افزايش يافته و وجود هورمـون     
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  ...های برگ و از طريق کشت ريزنمونه) .Catharanthus roeus L(باززايي غيرمستقيم پروانش  

۴۱  

  

    و گياهان باززا شده در محيط بدون زغال فعال،كالوس: ت به راس چپب ازيبه ترت. ۲شكل 

   محيط حاوي زغال فعالدراززا شده گياهان ب

  

از ). ۸( ش داده استيم کننده رشد را افزا    ين تنظ يد ا يتولمحيط  

، بـود  هاي كشت شده به طور كامـل بـسته      ظرفدرب  آنجا كه   

 لـذا . )۲۱ و   ۴(  يابد  اتيلن كم كم در اطراف ريزنمونه تجمع مي       

هـا، گـاز    زغال فعال علاوه بر جذب تركيبات فنلي و هورمـون         

 ديگـر بـراي     ياين مورد دليل ـ  . )۲۲(كند    اتيلن را نيز جذب مي    

استفاده از زغال فعال در محيط كشت جوانه و كالوس پروانش 

اما نقـش اتـيلن در كـشت بافـت و سـلول             . شود يمحسوب م 

بـراي  وجـود اتـيلن     . گياهي هنوز به خـوبي مـشخص نيـست        

 ارزشـمند اسـت   Hordeum vulgarisزايي كشت بساك  جنين

اي در باززايي ساقه از   اتيلن نقش بازدارنده،گري دياز سو). ۹(

ــالوس ــاي  كـ  Nicotianaو ) Helianthus annuus )۲۳هـ

tabacum )۱۴ (هــاي اتــيلن ماننــد  اســتفاده از بازدارنــده. دارد

AgNO3 و CoCl2ــاززايي ســاقه هــاي  هــا از كــالوس  ســبب ب

Nicotiana plumbaginifolia و Triticum aestivumشـود    مي

دهد   را افزايش ميDaucus carota در يزايي سوماتيك و جنين

 نقـش اتـيلن در بـاززايي        در خـصوص  تا كنون گزارشـي     . )۸(

از آنجا كـه در پـژوهش       . هاي پروانش ارائه نشده است      كالوس

اقـد زغـال   زا فقط در محيط كـشت ف    هاي جنين    كالوس ،حاضر

فعال باززا شدند، اين احتمال وجود دارد كـه هورمـون اتـيلن             

دليل طور كه اشاره شد  همان. ها لازم باشد براي باززايي كالوس

جـذب  بـه    يييند باززا ااثر منفي زغال فعال در شروع فر      ديگر  

مرتبط هاي موجود در محيط كشت توسط زغال فعال           هورمون

  .دوش يم

ا از بافـت كـالوس بـاززا شـدند و           ه ـدر اين پژوهش، سـاقه       

باشـد و سـاختارهاي     زايي غير مـستقيم مـي     باززايي از نوع اندام   

با توجـه بـه تحقيقـات پيـشين، دليـل ايـن             . جنيني تشكيل نشد  

ــي ــوع م ــب   موض ــا تركي ــپ و ي ــه، ژنوتي ــوع ريزنمون ــد ن توان

  ).۲(كار رفته در محيط كشت باشد  هاي به هورمون

) ۱جدول    در ۱۰ تا   ۱مارهاي  تي (NAAهاي حاوي     در تيمار   

، مقدار توليد   ) ثابت BAPغلظت  (با افزايش غلظت اين هورمون      

چنين افزايش غلظـت سـيتوكنين        هم. كالوس افزايش يافته است   

ها اثر افزايشي بر درصد     نيز در اكثر حالت   )  ثابت NAAغلظت  (

  ).۳ شكل(دهي داشته است  كالوس

 هورمـون  ر ليتردم گرميلي ۵هاي  در تيمارهاي حاوي غلظت    

2,4-D)  برخلاف )۱ جدول ۱۴-۱۱تيمارهاي ،NAA با افزايش ،

ممكن است دليل   .  مقدار كالوس كاهش يافته است     BAPغلظت  

 در توليد كالوس باشد كـه       D-2,4اين امر توانايي بالاي هورمون      

 شـده و    در توليد كالوس كـم  BAPشود نقش هورمون      سبب مي 

 غير ضروري بر ريزنمونـه، توليـد        در اثر افزايش فشار هورموني    

 D-2,4زيــرا در غلظــت كمتــر هورمــون . كــالوس كــاهش يابــد

 بــار ديگـر اثـر مثبتــي در   BAP، )۱ جـدول  ۱۷-۱۵تيمارهـاي  (

  ). ۴شكل (تشكيل كالوس داشته است 

، يـافتن   )۱ جدول   ۲۵-۱۸تيمارهاي    (IAAدر تيمارهاي حاوي      

 دليل ايـن موضـوع      .ها بسيار مشكل است     ارتباط بين غلظت هورمون   

 و جذب زياد آن توسط زغال فعال        IAAتواند ناپايداري هورمون      مي

   كه اختلاف زيادي در مقـدار هورمـون مـورد اسـتفاده در    )۲۲( باشد
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  ۱۳۹۰زمستان / هشتمشماره  / دومسال / اي  هاي گلخانه كشتعلوم و فنون  

۴۲  

  

   
 توليد بر NAA (mg/l)اثر افزايش غلظت هورمون نمودار . ۳شكل 

   پروانشكالوس ريزنمونه برگ

 توليد كالوس بر BAP (mg/l)اثر افزايش غلظت نمودار . ۴شكل 

  D-2,4  مختلفيها غلظت در  پروانشريزنمونه برگ

  

  
 توليد كالوس بر IAA (mg/l)اثر افزايش غلظت نمودار . ۵شكل 

   پروانشريزنمونه برگ

  

بـه  ن،  يبنابرا. كند  گيرد، ايجاد مي    محيط و آنچه در اختيار گياه قرار مي       

 در ايجـاد    BAPت هورمـون    رسد در تيمارهاي فوق، اثر مثب ـ       نظر مي 

  ).۵ شكل (قابل توجه استكالوس 

 مطالعات پيشين نشان داده است كـه توليـد          جي نتا به طور كلي     

،  برخوردار است  يي بالا يياز کارآ هاي پروانش     كالوس از ريزنمونه  

اما تشكيل جنين و تبديل آن به گياه كامل پيچيـده و تحـت تـأثير                

 از ميـان    ،در ايـن تحقيـق    . )۱۵(باشـد     عوامل خارجي مختلفي مي   

گرم ميلي ۱/۰تركيب  در   تنهاتيمارهاي انتخاب شده براي باززايي،      

مقدار ) ۲ جدول   ۷تيمار   (NAAر ليتر   دگرم  ميلي ۱ و   Kinر ليتر   د

  . حاصل شدي قابل قبولباززايي

  

  ها  دهي ساقه ريشه

هاي حاصل از باززايي غير مستقيم گياه پروانش در محيط            شاخه

 گرم در ليتر زغـال فعـال توليـد          ۲ هورمون و حاوي     كشت فاقد 

هايي كه رشد مناسبي دارند براي القاي         اغلب ساقه . ريشه نمودند 

شـوند كـه از بـين       دهي به محيط حاوي اكسين منتقـل مـي          ريشه

تـر    دهـي موفـق      در القاي ريشه   NAAهاي اكسين،     انواع هورمون 

يـد اكـسين در     دليـل تول     بـه  ،گياهاناز  اما در بسياري    . بوده است 

 هاي جوان، نيازي به افزودن اين هورمون به محـيط كـشت             ساقه

 دهـي،   نيست و استفاده از اين هورمون در محـيط كـشت ريـشه            

در مورد گياه پـروانش،     . شود  سبب القاي توليد بافت كالوس مي     

  شـود،   از آنجا كه از زغال فعـال در محـيط كـشت اسـتفاده مـي               
  

شـود    ايي ساقه سبب مـي    تاريك شدن محيط اطراف قسمت انته     

هاي جوان و كوفاكتورهاي آنها به دليـل     كه هورمون اكسين ساقه   

حساسيت به نور در بخش تاريك انتهاي سـاقه تجمـع يابنـد و              

سبب توليد ريشه بدون استفاده از هورمون اكـسين خـارجي در            

ون اكـسين   چنـين افـزودن هورم ـ      هـم . )۲۲(محيط كشت شوند    

، منجر به تشكيل بافت كالوس دهياضافي در محيط كشت ريشه  

  .شود و توقف توليد ريشه مي

ها پس از انتقال به محـيط فاقـد هورمـون        از آنجا كه اين شاخه       

 اگرچـه كمتـر از      ،همچنان توانايي خود را براي توليد شاخه جانبي       

رسـد مقـداري از هورمـون          حفـظ نمـوده انـد، بـه نظـر مـي            ،قبل

هاي    به ويژه آوند   ،هاي گياه  نين محيط تكثير شاخه در بافت     يسايتوك

ن هورمون اكسين در محيط كـشت       چوبي باقي مانده است و افزود     

نين داخلي آنهـا منجـر بـه        يدهي در تركيب با هورمون سايتوك     ريشه

عدم تشكيل . )۲( شود دهي ميوس و توقف ريشهتشكيل بافت كال

تواند تأييدي بر نقش زغال        نيز مي  PVPهاي حاوي     ريشه در محيط  

  . در تاريك شدن پاي ساقه و توليد ريشه باشدفعال
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  ...های برگ و از طريق کشت ريزنمونه) .Catharanthus roeus L(باززايي غيرمستقيم پروانش  

۴۳  

  
  دار به خاك هاي ريشه انتقال گياهچه. ۶شكل

  

  دار به خاك هاي ريشه انتقال گياهچه

هاي پروانش در محيط      دهي گياهچه   پس از رشد مناسب و ريشه     

هـاي كوچـك حـاوي         بـه گلـدان    ها كشت انتخابي، اين گياهچه   

خاك منتقـل شـده و    ماس و   برگ، پيت  نسبت مساوي شن، خاك   

  ).۶ شكل(با شرايط محيطي سازگار شدند 

  يگيرنتيجه

هاي ريزنمونه برگ، احتمال      به طور كلي، باززايي مشكل كالوس     

هاي توليد شده در ايـن روش از            ايجاد جهش و تعداد كم شاخه     

اسـتفاده از بـاززايي     شود نتوان    يباعث م جمله دلايلي هستند كه     

ان روشي براي ريزازديادي و بررسـي       غيرمستقيم پروانش به عنو   

بلاسـتين و    ها در مقدار آلكالوئيـدهاي دارويـي ويـن          اثر هورمون 

 اما از آنجا كه كالوس به عنوان منبع         .ه کرد يتوصكريستين را     وين

اوليه كشت سوسپانسيوني براي توليد برخـي آلكالوئيـدها ماننـد           

ــي ــارانتين اســتفاده م ــدازه كات ــابراين ان ــري در شــود، بن صــد گي

اي  دهي در تيمارهاي مختلف هورموني از اهميـت ويـژه          كالوس

  .برخوردار است

  

  استفاده مورد  منابع

 . جلد دوم، انتشارات آستان قدس رضوي.هاي توليد و فرآوري گياهان دارويي رهيافت. ۱۳۸۶. اميد بيگي، ر .۱
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