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Abstract 

Objective 

Astragalus verus is one of best species for tragacanth production. The aim of this study 

was optimization of cell suspension culture in this plant.  

 

Materials and methods 

First, the callus production was optimized then optimization of cell suspension was 

performed. The callus production experiment was conducted in a factorial arrangement 

with explants of root, hypocotyl and cotyledon in MS medium containing BAP in 

combination with 2,4-D and NAA. In experiment of cell suspension optimization, callus 

that derived from medium containing NAA and 2, 4-D were investigated using 16 

hormonal treatments and three replications in a completely randomized design. Also, it 

was investigated the application of dark treatments, ascorbic acid, poly-vinyl pyrrolidone 

and EDTA iron chelate to avoid phenolic compounds.  
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Results 

The results showed that the highest callus production percentage (average of 67%) was 

obtained in the medium of 2,4-D with root explant. The best hormone treatment of cell 

suspension was 3 mg /L 2,4-D in combination with 0.5 mg/L Kin with an average of 

0.277 viability, and 0.040 g dry weight (at 5ml). In the study of the effect of browning 

inhibitors, the highest dry weight was obtained with 100 mg/l ascorbic acid in cell culture 

medium with an average of 0.76 g (at 5ml).  This treatment was effective in prevention 

phenolic compounds. 

  

Conclusions 

The results of this study showed that 2,4-D could be used alone for inducing proper callus 

and in combination with Kin for the production of cell suspension. It was also found that 

ascorbic acid can well control the process of browning cells of cell suspension. The 

results of this study can be used for in vitro tragacant production. 
Keywords: Ascorbic acid, Astragalus verus, Browning, Cell suspension. 
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  (Astragalus verus) ا گون مولد کتیر در سوسپانسیون سلولیالقاي  سازيبهینه
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  چکیده

سازي کشت هاي خوب براي تولید کتیرا است. این مطالعه با هدف بهینهیکی از گونه Astragalus verusگون  هدف:

  سوسپانسیون سلولی در این گیاه انجام شد.

زایی در قالب سازي سوسپانسیون سلولی انجام شد. آزمایش کالوسزایی و سپس بهینهلوسسازي کاابتدا بهینهها: مواد و روش 

در پنج NAA و  D-2,4در ترکیب با  BAPحاوي  MSهاي ریشه، هیپوکوتیل و کوتیلدون در محیط کشت فاکتوریل با ریزنمونه
در قالب طرح  D-2,4و  NAAاز محیط کشت هاي حاصل سازي سوسپانسیون سلولی، کالوستکرار انجام شد. در آزمایش بهینه
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- وینیلپلیهاي تاریکی، اسیدآسکوربیک، تیمار تیمار هورمونی در سه تکرار بررسی شدند. همچنین کاربرد 16با تصادفی  کاملاًپایه 

  جهت کنترل ترکیبات فنولی بررسی شد.  EDTAکننده آهن کلاتپیرولیدون و 

درصد بدست آمد. بهترین تیمار  67از ریزنمونه ریشه با میانگین  D-2,4محیط کشت زایی در بیشترین درصد کالوس نتایج:

 277/0با میانگین  Kinگرم در لیتر میلی 5/0در ترکیب با  D-2,4گرم در لیترهورمونی سوسپانسیون سلولی شامل سه میلی
اي شدن بیشترین وزن خشک از هاي قهوهکنندهارلیتر) بود. در مطالعه تاثیر مهگرم وزن خشک (در پنج میلی 040/0مانی، و زنده

لیتر) بدست آمد که در جلوگیري از قهوه اي شدن گرم (در پنج میلی76/0اسکوربیک با میانگین گرم در لیتر اسیدمیلی 100تیمار 
  بسیار موثر بود. 

براي  Kinوس مناسب و در ترکیب با تواند به تنهایی جهت القاي کالمی D-2,4نتایج این پژوهش نشان داد که گیري: نتیجه

اي شدن خوبی فرایند قهوهتواند بهاسکوربیک میتولید سوسپانسون سلولی گون قابل استفاده باشد. همچنین مشخص شد که اسید
  رار گیرد.اي کتیرا مورد استفاده قهاي سوسپانسیون سلولی را کنترل نماید. نتایج این مطالعه می تواند جهت تولید درون شیشهسلول

 شدنايسوسپانسیون سلولی، قهوه اسیداسکوربیک، ،Astragalu sverus: کلمات کلیدي

  

  مقدمه

گونه در ایران  804هاي گون بوده که بر اساس آخرین اطلاعات کشور ایران خاستگاه اصلی ویکی از مراکز تنوع گونه
 156. از این تعداد )Massoomi 2005( ور همسایه استگونه مشترك با کش 277گونه بومی و  527آن میان  زوجود دارد که ا

کاربرد عمده آن در  و رودصمغ کتیرا جزو مهم ترین منابع صمغ تجاري دنیا به شمار می ).Genty 1957( گونه مولد کتیرا است
کننده در ها، تثبیتدانها، خمیردنننده در امولیسیون روغن درآب، ژلکاین صمغ به عنوان عامل تعلیق باشد.می صنایع داروسازي

 .Verbeken et al( شودهاي دارویی استفاده میهاي پوستی و همچنین عامل پوشش دهنده در تولید قرصها و لوسیونکرم

گیاهان هاي کشت بافت گیاهی مانند القاي سوسپانسیون سلولی در گیري از تکنیکهاي ثانویه با بهرهتولید متابولیت). 2003

هاي گیاهی امکان تکثیر سریع و انبوه ها و اندامکشت سلول، بافت)  Mulabagal & Tsayits 2004نجام است (قابل ادارویی 
گیاه، علاوه بر  ايدرون شیشهسازد با استفاده از کشت فراهم می ايدرون شیشههاي ثانویه را در شرایط گیاهان و تولید متابولیت

شده و مستقل از محیط، افزایش تولید ترکیبات نسبت به گیاه و تولید ترکیبات جدید ترلدسترسی به منابع اولیه دارو در شرایط کن
گون بومی  Astragalus nezaketaeinالقاي کالوس و باززایی گیاه  ).Bourgaud et al. 2002گردد(پذیر مینیز امکان

) NAA , BA داراي   MSدر محیط کشت بیشترین تعداد شاخه از کالوس برگ .انجام شد 2010ترکیه توسط اریسون در سال 

 Astragalusبر روي گونه  ايدرون شیشه در شرایط زاییروي شاخه TDZاثرات  ).Erisen et al. 2010( بدست آمد

cariensis  کشتریزنمونه روي محیطشد. باززایی غیرمستقیم از  بررسی 2011توسط اریسون در سالMS   دارايNAA  و
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TDZ انجام شد )Erisen et al. 2011(.  گون  باززاییدر مطالعهAstragalus adsurgens  توسطPing Luo et al. 

باززایی گون  1999در سال  در ریزنمونه لپه بدست آمد. BAو  D-2,4داراي  MSدر محیط کشت زایی حداکثر کالوس) 1999(
عه کشت سوسپانسیون سلولی در محیط از کشت سوسپانسیون سلولی انجام شد. در این مطال adsurgens Astragalusگونه 

گلوکز انجام شد. سپس  mol/L 0.4و  mg/L NAA 0.5 ،D-4, 2mg/L  1.0 ،mg/L BA 0.7داراي  P8KMکشت 

هاي پروتوپلاست دنبال شد. پس از ان توده mg/L BA 0.5و  mg/L NAA 0.1داراي  MSها در محیط کشت تکثیر سلول
ها جنین سوماتیکی درصد کلونی 40منتقل شدند و حدود  mg/L BA 1.0و  mg/L NAA 0.1داراي  MSبه محیط کشت 

بدون هورمون نیز  MS 1/2هاي پروتوپلاست در کشت طولانی مدت سوسپانسیون سلولی روي محیط کشت تولید کردند. از توده 
 Astragalusگونه هاي گون باززایی پروتوپلاست 2004در سال ). Luo & Jia 1998( هاي سوماتیکی تولید شدجنین

melilotoides زایی ها از طریق جنینزاي بدست امده از هیپوکوتیل انجام شد. در این مطالعه پروتوپلاستهاي جنیناز کالوس
  ).Huo & Jia 2004( سوماتیکی گیاهچه تولید کردند

زا انجام لی جنیناز طریق کشت سوسپانسیون سلو Astragalus chrysochlorusباززایی گون گونه  2008در سال 
کشت  mg/l BA 1.0به اضافه  mg/l NAA 0.1داراي  MS روزه روي محیط کشت 30هاي شد. در این مطالعه گیاهچه

 IAAبه همراه  D-2,4داراي  MSهاي تولید شده به محیط کشت مایع ها کالوس تولید شد و کالوسشدند. از مزوکوتیل گیاهچه
ها منتقل کرده و سپس از این جنین IAAرا به محیط کشت داراي آنها هاي سوماتیکی، نینند. پس از ایجاد جدمنتقل ش NAAیا 

تا کنون در  هاي گون،روي کشت بافت برخی گونه هاییپژوهشبا وجود  ). Turgut-Kara &  Arı, 2008( باززایی انجام دادند

با توجه به اهمیت این گونه گون از نظر  ندارد. گزارشی وجود Astragalus verusسوسپانسیون سلولیگون بافت و  زمینه کشت
  این گیاه انجام شد.این تحقیق با هدف بهینه کردن شرایط کشت سوسپانسیون سلولی ، کتیرا و جلوگیري از فرسایش خاكتولید 

  

  هامواد و روش

  تهیه مواد گیاهی 

از گردنه این گونه  .لید کننده کتیرا استکه یک گونه تو باشدمی Astragalus verusگیاه مورد مطالعه در این پژوهش 
دانشگاه فردوسی مشهد تشخیص  گونه آن توسط کارشناسان پژوهشکده علوم گیاهی آوري شده وجمع خراسان شمالی اسدلی در
درصد به مدت یک  70الکل ، پس از شستشوي سطحی با آب، ابتدا درضدعفونی جهتبذرها از داخل گیاه خارج شدند و .داده شد

با آب مقطر پس از آن زیر هود استریل سه بار و  نددقیقه قرار داده شد 20درصد به مدت یکسدیم تهیپوکلریدر سپس  قه ودقی

درصد ساکارز  3با  MSدر محیط کشت  و  هخراش داده شد با تیغ اسکالپلجهت شکستن خواب ها بذر سپس.ندشد استریل آبکشی
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دماي  لوکس) 2500-3000( ساعت روشنایی 16به شرایط نوري ها سپس کشت. ندداده شدکشت  pH=7/5با  آگار  درصد 8/0و 

  .ندگراد منتقل شددرجه سانتی ±25 1

  زاییریزنمونه و ترکیب هورمونی محیط کشت بر کالوسنوع بررسی اثر 

- ختلف تنظیمتهیه کالوس مناسب براي استفاده در تولید سوسپانسیون سلولی، اثر ترکیبات مدر این آزمایش به منظور 

 از گیاهچه استریلتهیه شده  و ریشههیپوکوتیل  زایی سه نوع ریزنمونه کوتیلدون،هاي رشد گیاهی (جدول یک) بر کالوسکننده

  بررسی شد. 

  گرم  در لیتر)( میلیزاییبه کار رفته براي کالوسهورمونی . ترکیب 1جدول

Table 1. Employed hormonal composition for callus induction (mg/l). 
  تیمار

treatment 

BAP NAA 2,4-D تیمار  

treatment 

BAP NAA 2,4-D تیمار  

treatment 

BAP  NAA 2,4-D 

1  0  0.5 0  8 0.25  3 0  15 0  0  9 
2  0  1.5  0  9 0.25  6 0  16 0.25  0  0.5 
3 0  3 0  10 0.25  9 0  17 0.25  0  1.5  
4 0  6 0  11 0  0 0.5 18 0.25  0  3 
5 0  9 0  12 0  0  1.5  19 0.25  0  6 
6 0.25 0.5 0  13 0  0  3 20 0.25  0  9 
7 0.25  1.5  0  14 0  0  6         

  
درجه سانتیگراد  25±1لوکس )در دماي  2500-3000ساعت روشنایی( 16شرایط نوري تحت کشت شده  هايریزنمونه

 کاملا تصادفی به صورت فاکتوریلاین آزمایش در قالب طرح  شد. ارزیابی  زاییدرصد کالوس پس از یک ماه و نگهداري شدند
 ، نوع ریزنمونه)گرم در لیترمیلی 25/0صفر و  ( غلظت هورمون سیتوکنین، )D-2,4و  NAA( با نوع هورمون اکسین )5×3×2×2(
اعمال یک نوع هورمون  با گرم در لیتر)میلی 9و  6، 3، 5/1، 5/0( غلظت هورمون اکسینو  )و ریشههیپوکوتیل  کوتیلدون،(

  .تکرار انجام شد پنج در دیش یک پتري عدد از هر ریزنمونه داخل سهفراوانی براي همه تیمارها و  ینینسیتوک

  

  سازي سوسپانسیون سلولیآزمایش بهینه

- لذا براي بهینه، زایی متفاوتی نشان دادندکالوس ،تیمارهاي مختلفزمایش کالوس زایی از دو نوع اکسین استفاده شد و آدر

 NAAحاصل از تیمارهاي داراي  هايکالوس از اولآزمایش ترتیب داده شد. در آزمایش پانسیون سلولی، دو سازي تولید سوس
 یشآزما دراستفاده شد.  D-2,4هاي حاصل از تیمارهاي داراي دوم از کالوسآزمایش زایی استفاده شد و در محیط کشت کالوس

 آزمایشبدست آمده از  زاییول بهترین محیط کشت آزمایش کالوسبراي تهیه محیط کشت پایه سوسپانسیون سلولی از فرم اول
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 زاییقطعات کالوس تولید شده در آزمایش کالوس )،2 جدول( همراه ترکیب هورمونی .گار استفاده شدآبدون افزودن  زاییکالوس

ل سوسپانسیون سلولی براي انتقال به محیط کشت مایع و تشکی )NAA(کالوس بدست آمده از محیط کشت با ترکیب هورمونی 
میزان مساوي کالوس  با )در هر ارلن لیتر محیط کشتمیلی 15( يمیلی لیتر 50 هايدر ارلنکشت در این آزمایش  .استفاده شد

روز به دلیل  10هر .گراد قرار گرفتنددرجه سانتی 24±2دور دردقیقه و در دماي  100ها روي شیکر با سرعت ارلن .انجام شد

ها شمارش سلول و هر سه روز یک بار مانیدر این آزمایش وزن خشک، زنده .انجام شد واکشت وسپانسیون سلولیاي شدن سقهوه

این  .)Towill & Mazur 2011( ید استفاده شدامانی از آزمون تترازولیوم کلربراي ارزیابی زندهشد. ارزیابی  ،براي هر تیمار
  انجام شد. و سه تکرار )2( جدول  هشت تیماردر  آزمایش در قالب طرح پایه کاملا تصادفی

 در آزمایش اول سوسپانسیون سلولی تهیه برايهورمونی مورد استفاده ترکیب  -2جدول 

Table 2. The hormone composition used for preparation of cell suspension in the first 

experiment 
 Sign    نشانه Treatment    تیمار

3mg/l NAA+0/5mg/l Kin T1 

3mg/l NAA+0/25mg/l Kin T2 

3mg/l NAA+0/5mg/l Kin+0/2mg/l BAP T3 

3mg/l NAA+0/25mg/l Kin+0/5mg/l BAP T4 

3mg/l 2,4-D+0/5mg/l Kin T5 

3mg/l 2,4-D+0/25 mg/l Kin T6 

3mg/l 2,4-D+0/5mg/l Kin+0/25mg/l BAP T7 

3mg/l 2,4-D+0/25mg/l Kin+0/5mg/l BAP T8 

  
براي تهیه زایی استفاده شد. محیط کشت کالوس D-2,4حاصل از تیمارهاي دارايقطعات کالوس  ازدوم در آزمایش 

با ترکیب  آمده از مرحله قبلیبدست زاییاز فرمول بهترین محیط کشت آزمایش کالوس نیز محیط کشت پایه سوسپانسیون سلولی

(کالوس  زاییو قطعات کالوس تولید شده در آزمایش کالوس )3جدول ( رمونیترکیب هواز .گار استفاده شدآبدون D-2,4 هورمونی 
براي انتقال به محیط کشت مایع و تشکیل سوسپانسیون سلولی استفاده  )D-2,4بدست آمده از محیط کشت با ترکیب هورمونی

مانی و وز یک بار، وزن خشک، زندهها هر سه رشمارش سلول در این آزمایش صفات . این آزمایش مانند آزمایش اول انجام شد.شد

انجام و سه تکرار  )3( جدول با هشت تیمارکاملا تصادفی پایه این آزمایش در قالب طرح  .شداي شدن براي هر تیمار ارزیابی قهوه
گیري وزن خشک سوسپانسیون سلولی محیط کشت سوسپانسیون سلولی به مقادیر مساوي درون فالکون ریخته براي اندازه شد.
 35داخل فالکون در دماي  يهاسلول .رویی جدا شدمایع و شدفیوژ یدقیقه سانتر چهار به مدت  در دقیقه دور 4000با سرعت  .شد

  .شد گیرياندازهپس از خشک شدن وزن خشک آنها  داده شدند و روز قرار  چهاربه مدت  گرادسانتی درجه
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 در آزمایش دوم سپانسیون سلولیسو تهیه برايهورمونی مورد استفاده ترکیب  .3جدول 

Table 3. The hormone composition used for preparation of cell suspension in the second 

experiment. 
 Sign    نشانه Treatment    تیمار

0/5mg/l 2,4-D+0/5mg/l Kin T9 

0/5mg/l 2,4-D+0/25 mg/l Kin T10 

0/5mg/l 2,4-D+0/5mg/l Kin+0/25mg/l BAP T11 

0/5mg/l 2,4-D+0/25mg/l Kin+0/5mg/l BAP T12 

3mg/l 2,4-D+0/5mg/l Kin T13 

3mg/l 2,4-D+0/25 mg/l Kin T14 

3mg/l 2,4-D+0/5mg/l Kin+0/25mg/l BAP T15 

3mg/l 2,4-D+0/25mg/l Kin+0/5mg/l BAP T16 

  

  آزمون تترازولیوم کلراید

 05/0کلراید در بافر تترازولیومدرصد تریفنیل 6/0ین منظور بد.کلراید استفاده شدن تترازولیوممانی از آزموبراي ارزیابی زنده
 شدهرسوب داده فیوژ یسانتر با استفادههاي درون فالکون که به هر یک از نمونه . سپستهیه شد 4PO2KH– 4POH2Naمولار 

درجه  25±2ساعت در دماي  20ها به مدت نمونه سپس .ه شدلیتر از محلول اضافیک میلی بود، شده حذفآن  یو مایع روی بود

پس از تخلیه محلول با  ،یداکلررنگ قرمز بدست آمده حاصل از احیاي تترازولیوم آنگراد در تاریکی قرار داده شد. پس از سانتی
براي ارزیابی  .گیري شده عصارهقدقی 15به مدت  گرادسانتی درجه 70 گرمآبدرصد در حمام  95لیتر اتانول استفاده از یک میلی

ابتدا براي تعیین حداکثر جذب تترازولیوم احیا شده همین مراحل  میزان احیاي تترازولیوم از روش اسپکتروفتومتري استفاده شد.
تترازولیوم  پس از آن درصد جذبشد. درصد انجام  95ها بدون اضافه کردن تترازولیوم کلراید و با استفاده از اتانول براي همه نمونه

  .گیري شدنانومتر اندازه 489احیا شده و اتانول در سوسپانسیون سلولی در 

  

  اي شدن سوسپانسیون سلولیبررسی عوامل موثر بر کنترل قهوه

 بررسی عوامل موثر بر کنترل )1(شکل  گونکشت بافت و کشت سوسپانسیون شدن در ايهبه دلیل بروز پدیده قهو
 EDTAکلات کننده آهن و PVPهاي تاریکی، اسیدآسکوربیک، در این راستا از تیمار. انجام شدون سلولی شدن سوسپانسیايقهوه

د و شسازي سوسپانسیون سلولی استفاده محیط کشت پایه این آزمایش از فرمول بهترین محیط کشت آزمایش بهینهاستفاده شد. 

با چهار تیمار و  کاملا تصادفیپایه این آزمایش در قالب طرح  رفت.مورد ارزیابی قرار گ وزن خشک) و مانیندهزدر نتیجه صفات(
  چهار تکرار انجام شد.
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. الف) روز اول ، ب) روز Astragalus verus. مراحل قهوه اي شدن سوسپانسیون سلولی 1شکل 

 دوم  و ج) روز سوم پس از کشت

Figure 1. Stages of browning the suspension in Astragalus verus. A) First day, B) 

second day and J) three day after culture 
  

  هاي آماريتجزیه و تحلیل

انجام شد. مقایسه میانگین تیمارها با  JMP-8افزار ها با نرمهتجزیه و تحلیل داد و Excelها در برنامه دهسازي داآماده
هاي درصدي با دند. تبدیل دادهشرسم Excel نیز با استفاده از برنامه نمودارها  .شددرصد انجام  پنجدر سطح احتمال  LSDآزمون 

  صورت گرفت./ArcSin]) 14/3[×180( استفاده از فرمول

  

  بحث نتایج و

 اثر و درصد یک زایی در سطح احتمال بر درصد کالوس و ریزنمونه داد، که اثر نوع اکسیننتایج تجزیه واریانس نشان 
  BAP) ریزنمونه درنوع اکسین در و  در ریزنمونه BAP، در اکسین BAP، (نوع اکسین در ریزنمونه متقابل اتاثر و BAPساده 

-2,4زایی نشان داد که افزایش غلظت مقایسه میانگین اثر نوع اکسین روي کالوس .)4(جدول  دشدندار معنیدر سطح پنج درصد 

D 2,4گرم در لیتر میلی 5/0کالوس در محیط کشت زایی شد. در حالی که بیشترین درصد سبب کاهش درصد کالوس-D  با
درصد حاصل  40با میانگین  D-2,4گرم در لیتر ترین درصد کالوس در محیط کشت نه میلیدرصد بدست آمد. کم 56میانگین 

با زایی شد. به نحوي که بیشترین درصدکالوس در محیط کشت سبب افزایش درصد کالوس NAAشد. در مقابل افزایش غلظت 
میلی گرم در  5/0ترین درصد کالوس در محیط کشت با درصد حاصل شد. همچنین کم 35با میانگین  NAAنه میلی گرم در لیتر 

زایی نشان داد که بیشترین مقایسه میانگین اثر ریزنمونه بر کالوس). 2درصد حاصل شد (شکل  4با میانگین  NAAلیتر 
الف). همچنین مقایسه میانگین اثر نوع هورمون اکسین بر  2درصد بدست آمد (شکل 68زایی از ریزنمونه ریشه با میانگینکالوس
  ب). 2بدست آمد (شکل D-2,4هادر محیط کشتها نشان داد، بیشترین درصد کالوس در ریزنمونهزایی ریزنمونهکالوس
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زایی خیلی موثرتر از براي کالوس D-2,4استفاده از   Astragalus verusنتایج این مطالعه نشان داد که در گون 

NAA 2,4باشد ضمن اینکه در می-D هاي بالاتر و در غلظتNAA زایی بیشتري دارند. در مطالعهتر کالوسهاي پایینغلظت 
Erisen et al.  )2011 (هاي پایین نیز استفاده از غلظت NAA )1-2mg/l در ترکیب با (TDZ زایی بالایی را را در کالوس

) استفاده 1999( .Ping Luo et al . در مطالعه)Erisen et al. 2011(شده است نشان داده  Astragalus cariensisگونه 

 زایی را نشان داد.بیشترین کالوس Astragalus adsurgens گونه گوندر   2mg/lبا غلظت D-2,4از ریزنمونه لپه و هورمون 
 mg/l 1.0به اضافه  mg/l NAA 0.1در ترکیه استفاده از  Astragalus chrysochlorusدر باززایی غیرمستقیم گون گونه 

BA منجر به تولید کالوس شد )Turgut-Kara & Ari 2008اي درگونه ). در مطالعهAstragalus melilotoides ونه ریزنم
   ).Huo & Jia, 2004( زایی خوبی نشان دادهیپوکوتیل کالوس

  

 زاییو ریزنمونه بر درصد کالوس BAP.  تجزیه واریانس اثر نوع اکسین، 4جدول 

Table 4. Analysis of variance for effect of auxin type, BAP and explant on percentage on 

callogenesis. 
ديدرجه آزا  منبع تغییرات  )MS( میانگین مربعات 

Source of variation  df  درصد کالوس callogenesis percentage 

BAP  1 *1598.82  

 **Auxin 9  4751.47  اکسین

 **explant       2 61793.66  ریزنمونه

  BAP× اکسین
Auxin ×BAP 

9 1245.16* 

 BAP× ریزنمونه 

BAP × explant 

2  1397.35* 

 × Auxin      اکسین× ریزنمونه 
explant 

18 883.66* 

  ریزنمونه×  BAP× اکسین 
Auxin × BAP × explant  

18 563.67* 

 error 240 340.55   خطا

  باشد.نج درصد میپداري در سطح احتمال یک درصد  و *و ** به ترتیب بیانگر معنی 
* and ** indicate significant difference at the 1% and 5%  levels of probability respectively. 
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  سازي سوسپانسیون سلولیبهینه

  Astragalus verus مانی سوسپانسیون سلولیهاي هورمونی بر وزن خشک و زندهتیمار تاثیر 

-T1 هورمونی هايمانی (احیاي تترازولیوم کلراید) در تیمارهاي حاصل از وزن خشک و زندهنتایج تجزیه وایانس داده

T16 )مانی (احیاي بر زنده ولی ،دار بودبر وزن خشک در سطح یک درصد معنی ها) نشان داد، که اثر تیمار3و  2 هايولجد

در محیط کشت  )T1-T8( هورمونی هاي مختلفمقایسه میانگین اثر تیمار ).5 جدول(دار نبود ) معنیکلرایدتترازولیوم 

-2,4(ب). کالوس هیپوکوتیل در محیط کشت حاوي  D-2,4در محیط کشت حاوي  لپه . (الف). کالوس  3شکل 
D یپوکوتیل در محیط کشت حاوي (ج). کالوس هNAA  2,4(د). کالوس ریشه در محیط کشت حاوي-D  .(ي)

 NAAکالوس ریشه در محیط کشت 
Figure. 3 (A) Callus cotyledon in a culture medium containing 2,4-D, (B) Hypocotyl callus in 
a culture medium containing 2,4-D, (C) Hypocotyl callus in a culture medium containing 
NAA, (D) Root callus in a culture medium containing 2,4-D and (E) Root callus in a culture 
medium containing NAA. 

ها. زایی ریزنمونهزایی  و ب) مقایسه کالوسبر کالوس  D-2,4و  NAAهاي مختلف . الف) مقایسه غلظت2شکل 
 دار ندارددرصد اختلاف معنی 5در سطح احتمال  LSDحروف مشابه براساس آزمون 

Figure 2. (A)  Comparison of different concentration of NAA and 2,4-D on Callus induction. (B) 
Comparison of explants in callus induction. Similar letters based on LSD test at 5% probability level 
are not significant 

 ب الف
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هاي حاصل از کشت کالوس تولید شده در محیط مانی (احیاي تترازولیوم کلراید) سلولزندهسوسپانسیون سلولی بر وزن خشک و 

گرم بر مانی (احیاي تترازولیوم کلراید) و وزن خشک از تیمار هفت که شامل سه میلینشان داد، که بیشترین زنده NAAکشت 
مانی زنده 343/0بود به ترتیب با میانگین  BAPرم بر لیتر گمیلی 25/0گرم بر لیتر کینتین و میلی 5/0در ترکیب با  D-2,4لیتر 

  ).4لیتر) وزن خشک بدست آمد (شکل(گرم در یک میلی 0106/0و 

  

- بر وزن خشک و زندهاثر تیمار هورمونی در محیط کشت سوسپانسیون سلولی  تجزیه واریانس. 5جدول 

  سلول هاي حاصل مانی

Table 5. Analysis of variance for effect of hormonal treatment in cell suspension medium 

on Dry weight and viability of derived cells 
S.O.V df میانگین مربعات )MS(  

  لیتر)میلی 5(در  وزن خشک  درجه آزادي  منبع تغییرات
Dry weight(in 5 ml) 

مانی (درصد جذب تترازولیوم)زنده  
viability (tetrazolium absorption 

percentage) 

T1-T16)(treatment   15 **0.002682 ns0.023115 

error 32 0.000046 0.02633  
  دار است.بیانگر عدم اختلاف معنی nsدرصد و یکداري در سطح احتمال معنیبیانگر **

nificant differenceindicate no sigindicate significant difference at the 1% level of probability and ns **   

  
  هايوزن خشک سلول (احیاي تترازولیوم) (ب) زنده مانی ) هورمونی بر(الف)T1-T8. سطوح تیمار ( 4شکل 

 درصد اختلاف معنی دار ندارد 5در سطح احتمال  LSDحروف مشابه براساس آزمون وسپانسیون. س

Figure 4. Effect of hormonal treatment (T1-T8) levels on: A: Survival (tetrazolium 

absorption) and B: Dry weight of cell suspension. Similar letters based on LSD test at 5% 

probability level are not significant  

سطوح 

 الف

سطوح 

 ب
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مانی (احیاي ن خشک و زندهدر محیط کشت سوسپانسیون سلولی بر وز T9-T16قایسه میانگین اثر تیمار هورمونی م

 5/0با ترکیب  12تیمار  که نشان داد D-2,4هاي حاصل از کشت کالوس تولید شده در محیط کشت تترازولیوم کلراید) سلول
گرم در با سه میلی 13و تیمار  BAPگرم در لیتر میلی 25/0و  Kinگرم در لیتر میلی 25/0 با در ترکیب D-2,4گرم در لیتر میلی

- میلی25/0در ترکیب با  D-2,4گرم در لیتر با سه میلی 16و همچنین تیمار  Kinگرم در لیتر میلی 5/0در ترکیب با  D-2,4لیتر 

(احیاي تترازولیوم کلراید) بیشترین  266/0، 277/0، 272/0به ترتیب با میانگین  BAPگرم در لیتر میلی 5/0و  Kinگرم در لیتر 
  ).5(شکللیتر) بیشترین وزن خشک بدست آمد گرم (در یک میلی 0076/0، 008/0، 007/0مانی و زنده

  

  
) هورمونی بر(الف)زنده مانی(احیاي تترازولیوم) (ب)وزن خشک سلول T9-T16. سطوح تیمار ( 5شکل 

 .رددرصد اختلاف معنی دار ندا 5در سطح احتمال LSDحروف مشابه براساس آزمون سوسپانسیون. 

Figure 5. Effect of hormonal treatment (T9-T16) levels on: A: Survival (tetrazolium 

absorption) and B: Dry weight of cell suspension. Similar letters based on LSD test at 5% 

probability level are not significant 
  

مانی و وزن خشک سوسپانسیون سلولی داشت. در بیشتري بر زنده تاثیر NAAنسبت به   D-2,4در مطالعه حاضر 
مورد مطالعه و حتی جنس گون مشاهده بررسی که انجام شد گزارشی در مورد بررسی این فاکتورها و عوامل موثر بر آن درگونه 

  نشد.

  کنترل ترکیبات فنولی در کشت سوسپانسیون

بر این اساس هر  .شوندسبب مرگ بافت گیاهی  توانندو میشود د میترکیبات فنولی به عنوان واکنش گیاه به تنش تولی

. یکی از مشکلات عمومی در ایجاد سوسپانسیون سلولی رودتیماري که تولید ترکیبات فنولی را افزایش دهد نامطلوب به شمار می
ث تبدیل فاز نمایی به فاز ) که باعTabatabaei and Omidi 2009شدن سریع آن است (ايقهوه وجدا نشدن توده کالوس 

شد. واکشت در  مشاهدهرنگ محیط کشت تغییر شدن سوسپانسیون سلولی دو روز پس از کشت با ايشود. روند قهوهایستایی می

سطوح 

ا

سطوح 

 ب
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هاي سوسپانسیون هر سه روز نشان به نحوي که مقایسه میانگین شمارش سلول ).6(شکل روز مفید واقع نشد  10تا  7محدوده 

  ).7فنولی مانع رشد سوسپانسیون سلولی شد (شکلداد، ترکیبات 

  
اي شدن با استفاده از کنترل شدن سلول هاي سوسپانسیون. (ب) جلو گیري از قهوه اي(الف) قهوه .6شکل 

 زا سوسپانسیون. (د) روز اولها ترکیبات فنولی در سلول سوسپانسیون.(ج) ساختار جنینکننده

 .در گون هاي شکل گرفتهاي شدن ساختار جنینپنجم. (و) قهوه سوسپانسیون. (ي) روز دوم. (ن) روز

Figure 6. (a) Browning of cells in suspension. (B) Preventing of browning using preventer 

of phenolic compounds in suspension cells. (C) Embryonic structure of suspension. (D) 

The first day of suspension. (S) The second day. (N) The fifth day. (V) Browning of the 

produced embryo-shaped structure. 

  
  هاي سوسپانسیون در روزهاي پس از کشت. میانگین تعداد سلول7شکل 

Figure 7. Average number of suspension cells during days after culture  
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مانی نتایج تجزیه واریانس تیمارهاي کنترل کننده ترکیبات فنولی  در محیط سوسپانسیون سلولی بر وزن خشک و زنده

مانی (احیاي تترازولیوم کلراید) در سطح احتمال پنج درصد (احیاي تترازولیوم کلراید) نشان داد، تاثیر تیمارها بر وزن خشک و زنده
  ).6جدول دار بود (معنی

مانی در اثر تیمارهاي مختلف کنترل ترکیبات فنولی بر وزن خشک و زندهجدول تجزیه واریانس  .6ول جد

  کشت سوسپانسیونی

Table 6. Analysis of variance for effect of phenolic compounds control treatments on dry 

weight and viability in suspension culture. 
آزادي درجه  منبع تغییرات   )MS(میانگین مربعات  

Source of variation  df   لیتر)میلی 5وزن خشک( در  
Dry weight(in 5 ml)  

مانی (درصد جذب تترازولیوم)زنده  
viability (tetrazolium 

absorption percentage) 

  تیمار کنترل ترکیبات فنولی
Phenolic compounds 

control treatment  

4 *0.40089 *22.5772 

  خطا
error 

15 0.0775 0.5954 

  درصد پنج  داري در سطح احتمالمعنی* 
* Significant at 5% probability level  

گرم در لیتر اسیداسکوربیک در محیط کشت میلی 100نتایج مقایسه میانگین نشان داد، که بیشترین وزن خشک از تیمار 
تیماري که در تاریکی نگهداري از لیتر) بدست آمد. همچنین بعد از آن یلیگرم (در یک م 152/0سوسپانسیون سلولی با میانگین

گرم (یک  078/0و  115/0) به ترتیب با میانگین PVPپیرولیدون(وینیلگرم در لیتر پلیمیلی 300تیماري که شامل  شده بود و
لیتر) بدست آمد گرم (یک میلی 009/0 ترین مقدار وزن خشک از تیمار شاهد با میانگینلیتر) وزن خشک بدست آمد. کممیلی

تترازویوم کلراید)  (احیاي مانیکننده ترکیبات فنولی باعث افزایش وزن خشک و زندههمچنین استفاده از تیمارهاي کنترل ).8(شکل

یط اسیدآسکوربیک در مح ) گزارش کردند کهElmore et al. )1990در پژوهشی  سلول سوسپانسیون نسبت به تیمار شاهد شد.
اضافه کردن . اکسیدانی را به خوبی انجام می دهندهاي تجزیه شده آن نیز نقش آنتیاما برخی از فراورده ،کشت بسیار ناپایدار است

 Tabatabaei and Omidi(شود سبب حذف ترکیبات فنولی می نیز به محیط کشت )رولیدونپی پلی وینیل( pvpزغال فعال و 

اي هاي ثانویه گون در محیط درون شیشهتواند براي تولید کتیرا و سایر متابولیتوهش حاضر مینتایج بدست آمده از پژ ).2009
  بکار رود. 
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(احیاي تترازولیوم  وزن خشک (ب) زنده مانی (الف) . تاثیر تیمار هاي کنترل کننده ترکیبات فنولی بر8شکل 

 .درصد اختلاف معنی دار ندارد 5در سطح احتمال  LSDن حروف مشابه براساس آزموکلراید). 

Figure 8. Effect of preventer treatments of phenolic compounds on (a) dry weight (b) 

viability (Reduction of tetrazolium chloride). Similar letters based on LSD test at 5% 

probability level have no significant difference 

  
. روند کنترل ترکیبات فنولی (الف) روز اول گذاشتن سوسپانسیون. (ب) روز سوم تیمار اسید 9شکل 

(ن) سه  PVP.(د) روز سوم تیمار تاریکی. (ي) روز سوم تیمار  EDTA.اسکوربیک. (ج) روز سوم تیمار 

اسکوربیک. (و) سه هفته پس از  . (ه) سه هفته بعد از کشت تیمار اسیدEDTAهفته بعد از کشت تیمار 

 . (ذ) سه هفته پس از کشت تیمار تاریکی.PVPکشت تیمار 

Figure 9. Control of phenolic compounds (A) 1st day of suspension. (B) 3rd day of 

Ascorbic acid treatment. (C) 3rd day of treatment (EDTA); (d) 3rd day of darkness 

treatment. (E)  3rd day of treatment. PVP (N) 3 weeks after EDTA treatment. (H)  3 weeks 

after ascorbic acid treatment. (V) 3 weeks after PVP treatment. (Z) 3 weeks after darkness 

treatment culture. 

 بال



 1397و همکاران،  ابراهیمی

١٧ 
Agricultural Biotechnology Journal; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500 

  منابع

  صفحه. 786ها و مراتع. نگل). موسسه تحقیقات ج5هاي ایران ( جلد . گون)1385علی اصغر ( معصومی

 صفحه. 368. انتشارات دانشگاه تهران. کشت بافت و سلول گیاهی). 1394، امیدي منصور ( بدرالدین ابراهیم سید طباطبایی
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