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  )Catharanthus roseus(زایی و سوسپانسیون سلولی پروانش بهینه سازي کالوس
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 چکیده

یـد هـاي فـراوان از    ئگیاهی دارویی است که به دلیل تولیـد آلکالو ) Catharanthus roseus(پروانش 
 بافـت یـا   ي ازستعدم ـاي پـروانش منـابع    شیشه کشت درون .  دارداهمیت بلاستینوین و کریستینجمله وین

از . کنـد   هاي ثانویه فراهم می      گیاهچه را براي تولید متابولیت      و  جمله کالوس، سوسپانسیون سلولی    ها از اندام
آنجا که براي تولید انبوه کالوس و بهینه سازي سوسپانسیون سلولی جهت اسـتخراج متابولیـت هـاي ثانویـه          

زایـی و یـک   دو آزمایش جداگانه بهینه سـازي کـالوس   براي این منظور. مطالعات اندکی صورت گرفته است    
آزمایش اول کـالوس زایـی در قالـب فاکتوریـل بـا سـه       . آزمایش بهینه سازي سوسپانسیون سلولی انجام شد   

 و آزمایش دوم در قالب فاکتوریل        BAP +  2,4-D ساقه و برگ و ترکیب سطوح هومونهاي          ریزنمونه ریشه،   
شه، برگ درون شیشه، ساقه، ریشه، گره و بذر و ده ترکیـب هورمـونی اجـرا         با شش ریزنمونه برگ برون شی     

فاقد ( شش تیمار هورمونی مختلف به همراه تیمار شاهد  زمایش بهینه سازي سوسپانسیون سلولی نیز با      آ. شد
  بیـشترین مقایسه میانگین نشان داد که بافت برگ    . در قالب طرح آماري کاملا تصادفی اجرا شد       ) تنظیم کننده 

تیمارهاي یک   در این آزمایش     .کالزایی بودند   هاي بعدي  ریشه و ساقه در رتبه     و قطعات   داشت   زاییکالوس
 بیـشترین کـالوس را    KN یـا  BAPمیلی گـرم در لیتـر    5/0 به تنهایی و یا به همراه       D-2,4 میلی گرم در لیتر   

میلـی گـرم در   هاي یـک    کشت در سوسپانسیون سلولی بیشترین وزن خشک سلولی  در محیط         . تولید کردند 
   .  اندازه گیري شدBAP  میلی گرم در لیتر به همراه یک  D-2,4 میلی گرم در لیتر و دو  D-2,4 لیتر
  

   .پروانش، کالوس، سوسپانسیون سلولی، درون شیشه :کلمات کلیدي
 

                                                
  09123128278 :      تلفن                  جعفر احمدي: نویسنده مسئول                                    njahmadi910@yahoo.com Email:  
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 مقدمه
گیـاهی  ) Catharanthus roseus(پروانش 

رویی و  دارویی است که به دلیل وجود ترکیبات دا       
از بـین   . آلکالوئیدها مورد توجه قرار گرفته اسـت      

تــرین  بلاســتین مهــمکریــستین و ویــنآنهــا ویــن
ــواع    ــان ان ــراي درم ــه ب ــستند ک ــدهایی ه آلکالوئی

با این حال عملکـرد ایـن       . ها کاربرد دارند    سرطان
دو ترکیب به طور نسبی پایین و مقدار تقریبی آنها       

باعث شده  درصد است که همین     0005/0در گیاه   
مطالعــــات بــــسیاري روي کــــشت بافــــت و 
ــذیرد   ــورت پــ ــروانش صــ ــسیون پــ سوسپانــ

)Yokoyama and Inomata,1998 .(هاي  با روش
هـاي مختلـف   اي پروانش بافت شیشه کشت درون  

هـاي ثانویـه از جملـه         گیاهی براي تولید متابولیت   
ــالوس،    ــه ک ــت ک ــده اس ــیه ش ــدها توص آلکالوئی

ــه و   ــلولی، گیاهچ ــسیون س ــشهسوسپان ــاي  ری ه
در . باشندتراریخت در بیوراکتورها از آن جمله می      

هـاي کــالوس در محــیط  شـرایط مناســب، ســلول 
توانند به رشد دایم و بدون تغییـر   سوسپانسیون می 

 Mujib et (خود به طور نامحـدودي ادامـه دهنـد   

al., 2000; Senoussi et al., 2009(.  ــی وقت
ل هاي جدید در محیط سوسپانـسیون تـشکی    سلول

  هـایی در   شوند، بـه صـورت پراکنـده یـا تـوده          می
هـا سـرعت تقـسیم سـلولی        ایـن سـلول   . آینـد می

     هــاي کــالوس نــشان بیــشتري نــسبت بــه ســلول
بـه ایـن دلیـل سوسپانـسیون سـلولی در         . دهندمی

هـاي  شرایطی کـه تقـسیم سـلولی سـریع و نـسل          
ســلولی پــر جمعیــت نیــاز باشــد، کــاربرد دارنــد  

)Phillips et al., 1995 .(هــاي تولیــد متابولیــت

ثانویه و نادر در گیاهان از طریق کشت سـلولی و           
-هایی است که در سال   سوسپانسیون یکی از زمینه   

هاي اخیر به دلیل دارا بودن ارزش اقتصادي بالاي         
این ترکیبات و یا هزینه بالاي فراوري ترکیبات به          
صورت گسترده مورد استفاده قـرار گرفتـه اسـت          

)Sato et al., 2001 .( همچنین کشت سلولی براي
هـاي بـا ارزش در محیطـی کنتـرل        تولید متابولیت 

شده و مستقل از تغییرات آب و هـوایی سـودمند            
 در آزمایـشی  ).Verpoorte et al., 1991(اسـت  

قطعات ساقه پـروانش بـراي تـشکیل کـالوس در           
 مـایع حـاوي ترکیبـات مختلـف آلفـا           MSمحیط  

و ) KN2(، کـاینتین  )NAA1(نفتالین اسیتیک اسید    
 و  شـدند کـشت   ) IAA3(ایندول اسیتیک اسید    -3

ــیط  ــاوي MS4مح ــول 37/5 ح  + NAA میکروم
ــول 65/4 ــول KN + 7/5 میکرومـ  IAA میکرومـ

 شـناخته    بهترین محیط براي تولید حداکثر کالوس     
ــد   Zhao et al., 2001( .Waileng and(ش

Laikeng )2004 (   هاي بـرگ     موفق شدند از بافت
 در محـیط  Orthosiphon stamineusقه گیاه و سا

هاي رشد توفوردي     حاوي تنظیم کننده   MSکشت  
)2-4-D5( وNAA  کـالوس .  کالوس تولید کننـد-

هاي تولید شده از برگ که تردتر بودند، براي تهیه    
ــدند  ــاب ش ــلولی انتخ ــسیون س ــن . سوسپان در ای

ــا NAAو   D-2,4هــاي آزمــایش تنظــیم کننــده  ب
 ـ     غلظت راي محـیط سوسپانـسیون     هاي مختلـف ب

گـرم در     میلـی محـیط حـاوي یـک       . آزمایش شد 

                                                
1 α-naphthalen eacetic acid 
2 Kinetin 
3 3-indoleacetic acid 
4 Murashige and Skoog 
5 2,4-dichlorophenoxyacetic acid 
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عنـوان   تري نشان داد و بـه   رشد سریع  D-2,4لیتر
 Xu. محیط نگهداري سوسپانـسیون اسـتفاده شـد   

and Dong )2005 (   از قطعات سـاقه پـروانش در
 بـه   NAA میلی گرم در لیتـر 2 حاوي MSمحیط 
یلی گـرم   م1/0 و  IAA میلی گرم در لیتر2علاوه 

هـاي  کـالوس .  کـالوس تولیـد کردنـد   KNدر لیتر   
 مـاه واکـشت و نگهـداري        5تولید شده به مـدت      

ها جهت تهیه سوسپانسیون سـلولی      شدند و از آن   
ــد    ــتفاده ش ــونی اس ــب هورم ــان ترکی ــا هم  در .ب

هـاي بـرگ و ریـشه      با کـشت ریزنمونـه     آزمایشی
ــیم      ــاوي تنظ ــامبورگ ح ــیط گ ــروانش در مح پ

) BAP1(بنزیل آمینوپورین -6  و D-2,4هاي کننده
هـا بـه    این کـالوس  . شدهاي متراکم تولید      کالوس

-2,4 هـاي محیط سوسپانسیون حاوي تنظیم کننده

D   وBAPهاي سوسپانسیون سلول.   منتقل شدند
هـاي سـلول شناسـی رنـگ           روزه براي بررسـی    7
هـا نـشان داد کـه         بررسـی . آمیزي و تثبیت شـدند      

هاي بـرگ و      کالوسهاي جدا شده از     شکل سلول 
ریشه در حال تبدیل به یکدیگر بـوده و مـشخص        

هاي رشد مستقل از بافت منشا      شد که تنظیم کننده   
ها را در مسیرهاي مختلـف رشـد        توانند سلول می

ــد   ــیش ببرن  Dutta et al., 2007 .(Valluri(پ
هـاي پـروانش پـرورش یافتـه در           از برگ ) 2009(

یلی گرم   حاوي یک م   MSگلخانه، در محیط مایع     
 به همراه یـک میلـی گـرم در لیتـر      D-2,4در لیتر

IAA میلی گرم در لیتـر 5/0 و KN   سوسپانـسیون 
 از کـشت قطعـات نـوك        در آزمایـشی  . تهیه کـرد  

ســاقه، بــرگ، ســاقه و ریــشه پــروانش در محــیط 
                                                
1 . 6-benzylaminopurine 
 

  D , NAA , KN ، BAP-2,4 به همراه MSجامد
 نـوك سـاقه در      تهیه شد و   روز کالوس    30در طی 

یـک    + D-2,4 گرم در لیتر یک میلی يمحیط حاو
زایـی را   بهتـرین کـالوس   KN  گـرم در لیتـر   میلی

 بـا  طـی تحقیقـی  ). Taha et al., 2008(نشان داد 
  حـاوي  MSدر محیط  هاي جوان استفاده از برگ

 گـرم    میلـی BAP  + 44/0 گرم در لیتر  میلی23/0
 کالوس و سپس سوسپانسیون تولید D-2,4در لیتر 

، 50،  30،  20،  10هاي  ین آزمایش غلظت  در ا . شد
ها   گرم در لیتر ساکارز براي سوسپانسیون90 و  70

ــایش شــد ــار . آزم ــر ســاکارز 30تیم  گــرم در لیت
بیشترین وزن تر و خـشک سـلول را تولیـد کـرد             

)Lee et al., 2006 .(مختلفی در  مطالعات چه اگر
 صـورت  پـروانش  درون شیـشه  کـشت  خصوص

 تولیـد انبـوه کـالوس و    است، اما بـا هـدف   گرفته
ــه منظــور   ــسیون ســلولی ب ــه ســازي سوسپان بهین

هـاي ثانویـه مطالعـات انـدکی        استخراج متابولیت 
ایـن مطالعـه    در منظور بدین. صورت گرفته است

ــه ــرینبهین ــرایط ت ــالوس و   ش ــد ک ــراي تولی ب
بررسـی قـرار    و تحقیق سوسپانسیون سلولی مورد

 .گرفت

   
  مواد و روش ها

  و محیط کشتتهیه مواد گیاهی 
 پــروانش بــراي تهیــه Donاز بــذر واریتــه 

کشت بذر در گلـدان     (اي  هاي برون شیشه  گیاهچه
اي اسـتفاده   و درون شیـشه   )  گلخانه و پرورش در  

هـاي درون شیـشه از کـشت بـذر در      گیاهچه. شد
براي تهیه ریزنمونه . تولید شدند  MSمحیط کشت
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 ها به قطعات    اي، ریشه هاي درون شیشه  از گیاهچه 
بـه قطعـات یـک    هـا   متري، برگ حدود یک سانتی  

 1-5/1متر مربعی و سـاقه نیـز بـه قطعـات            سانتی
هـا بلافاصـله      ریزنمونه. متر برش داده شدند   سانتی

هـا  به محیط کشت منتقل شده و دور پتري دیـش          
ها در اتاقک رشد      سپس پتري . با پارافیلم بسته شد     

گــراد و در  درجــه ســانتی25بــا درجــه حــرارت 
براي تهیه محـیط کـشت،     . یکی قرار داده شدند   تار

 گرم در لیتر بـه عنـوان منبـع       30ساکارز با غلظت    
بـه   MS سپس نمـک  . کربن در آب مقطر حل شد     

. ار مورد نیاز به محلـول سـاکارز افـزوده شـد           مقد
، ریبوفلاوین، بیوتین، فولیـک     مواد افزودنی تیامین  

، 2اسید و کازئین هیدرولیزات به ترتیب با مقـادیر   
 بـه محـیط   گرم در لیتر میلی 250 و 1/0 ،1/0،  1/0

          محـــیط کـــشتpHکـــشت اضـــافه گردیـــد و 
در آخرین مرحله آگـار بـه       . شد تنظیم   ±8/5 1/0

عنوان جامد کننده به میـزان هفـت گـرم در لیتـر،             
پـس از اسـتریل محـیط     . مورد استفاده قرار گرفت   

هـایی کـه قابـل      کشت و کاهش دما، تنظیم کننـده      
  .کلاو نیستند، به محیط کشت افزوده شدنداتو
  

  زایی هاي کالوسآزمایش
از دو آزمایش جداگانه بـراي بهینـه سـازي       

طـرح آمـاري مـورد      . تولید کـالوس اسـتفاده شـد      
استفاده در آزمایش اول، فاکتوریـل بـا سـه عامـل            

هـاي  ، تنظیم کننـده ) ساقه و برگ ریشه،(ریزنمونه   
و ) رم در لیتـر    میلی گ ـ  5/1 و   BAP) 5/0  ،1رشد  

2,4-D)    در قالـب   )  میلـی گـرم در لیتـر       2صفر و
آزمایش . طرح پایه کاملا تصادفی با سه تکرار بود       

زایی به صورت فاکتوریل بـا دوعامـل        دوم کالوس 
برگ برون شیـشه، بـرگ درون شیـشه،      (ریزنمونه  

و ترکیـب تنظـیم کننـده       ) ساقه، ریشه، گره و بذر    
ر قالـب  د) 1جـدول  (هاي رشد در محیط کـشت    

هاي کامل تصادفی با چهار تکرار اجرا       طرح بلوك 
  . شد
  

   آزمایش بهینه سازي سوسپانسیون سلولی
براي بهینه سازي سوسپانـسیون سـلولی از        
طرح آماري کاملا تصادفی با شش تیمار هورمونی        

ــف  ،  S1=0.5mg/L KN+1mg/L 2-4-D(مختل
S2=0.5mg/L BAP+1mg/L 2-4-D  ،

S3=1mg/L 2-4-D، S4= 0.5mg/L 

BAP+2mg/L 2-4-D  ،S5=1mg/L 

BAP+2mg/L 2-4-D،  S6=1mg/L 

BAP+1mg/L 2-4-D( به همراه تیمار شاهد فاقد 
. در سه تکرار استفاده شـد    ) S7(تنظیم کننده رشد    

براي تهیه محیط کشت پایه سوسپانسیون سـلولی        
زایـی،  از فرمول محیط کـشت آزمایـشات کـالوس    

از قطعات کـالوس    . بدون افزودن آگار استفاده شد    
زایی براي انتقال بـه     تولید شده در آزمایش کالوس    

محیط مایع و تشکیل سوسپانسیون سلولی استفاده       
 50هاي حاوي     آزمایش سوسپانسیون در ارلن   . شد

لیتر محیط کـشت بـه همـراه میـزان مـساوي            میلی
ها روي شیکر بـا سـرعت         ارلن. کالوس انجام شد  

گـراد   رجـه سـانتی    د 25دور در دقیقه و دماي      100
در .  روز انجام شـد   14قرار گرفتند و بازکشت هر      

آزمایش سوسپانسیون صفات تعداد سلول در هـر        
 خشک توده سلولی، حجم ایـستاي        لیتر، وزن میلی
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 بـراي هـر تیمـار   ها و حجم فشرده سلولها  سلول
گیـري    براي اندازه . گیري شد    اندازه    سوسپانسیونی

 دور در   500رعت  وزن خشک، سوسپانسیون با س    
 دقیقه سانتریفیوژ و مایع رویی از       5دقیقه به مدت    

ها روي کاغذ صافی قـرار  سلول. ها جدا شد    سلول
سـپس  . هـا خـارج شـود    گرفتند تا آب اضـافی آن   

گـراد بـه     درجه سانتی  60ها در آون با دماي        نمونه
 ساعت خشک شده و وزن خشک تـوده        24مدت  

هـا  رش سلول به منظور شما  . سلولی توزین گردید  
هـا بـا اسـتفاده از روش    و تک سلول کـردن تـوده    

 درصد پکتیناز بـه     1/0 درصد سلولاز و     1آنزیمی،  
سـپس  . لیتر از سوسپانسیون اضافه شـد       یک میلی   

 دور در   500 دقیقـه در     15این مخلوط بـه مـدت       
ــزیم  ــاثیر آن ــه ت هــا دقیقــه جهــت ســرعت دادن ب

ــداد     ــیتومتر تع ــا لام هموس ــد و ب ــانتریفیوژ ش س
-جهت تشخیص سـلول   . ها شمارش شدند    سلول

هـــاي زنـــده و مـــرده از روش رنـــگ آمیـــزي  

ها، آمیزي سلول براي رنگ . سیتوپلاسم استفاده شد  
پس از تک سلول کردن یک میلی لیتر از محلـول            

سپس با . سوسپانسیون در شیشه ساعتی ریخته شد
چند قطره محلول کارمن زاجی به مدت دو دقیقـه      

هـاي درون    از مخلـوط سـلول     با پیپـت  . تیمار شد 
شیشه ساعتی یـک قطـره کوچـک روي لام قـرار            

بـه  . گرفت و به آن مقداري گلیسیرین اضافه شـد        
. ها بـراي مـشاهده آمـاده شـدند        این ترتیب سلول  

هـاي مـرده بـه صـورت چـروك خـورده و          سلول
ــلول ــه داراي    س ــورم ک ــورت مت ــده ص ــاي زن ه

مــشاهده . انــد، دیــده شــدندســاختارهاي درونــی
ــلو ــایی  لس ــا بزرگنم ــا ب ــکوپ x100ه  میکروس

Nikon Y S 100  تجزیـه و تحلیـل   .  انجـام شـد
 MSTATC ها با استفاده از نـرم افـزار   آماري داده

هـا از   انجام گرفت و بـراي مقایـسه میـانگین داده         
  .اي دانکن استفاده شدآزمون چند دامنه

  
 .ییزاآزمایش دوم کالوس در هاي رشدترکیب تنظیم کننده - 1جدول 

Table 1- Composition of growth regulators in the second callus induction trail. 
0.5 mg/l KN + 1 mg/l 2-4-D MS6 1 mg/l BAP + 1 mg/l 2-4-D MS1 
1 mg/l KN + 1 mg/l NAA MS7 0.5 mg/l BAP + 1 mg/l 2-4-D MS2 
0.5 mg/l KN + 1 mg/l NAA MS8 1mg/l BAP + 1 mg/l NAA MS3 
1 mg/l 2-4-D MS9 0.5 mg/l BAP + 1 mg/l NAA MS4 
1 mg/l NAA MS10 1 mg/l KN + 1 mg/l 2-4-D MS5 

  
  نتایج

 گونـه    در آزمایش اول تولید کالوس همـان      
دهد، منبع ریزنمونـه از نظـر    نشان می2که جدول  

) P≥ 01/0(زایی، در سطح احتمـال        صفت کالوس 
زایـی  ت قدرت کالوس  دار شده و بیانگر تفاو      معنی

. )1شکل  (بین سه بافت برگ، ساقه و ریشه است       

نـشان داد کـه بافـت       ا  ه ـ  مقایسه میانگین ریزنمونه  
 ریـشه بـا     ،زایی بیشترین  درصد کالوس  81برگ با   

زایـی در    درصـد کـالوس    34 درصد و ساقه با      70
 BAPبین سه غلظت    . هاي بعدي قرار گرفتند   رتبه

- تفـاوت معنـی  )لیتـر  در  گرم   میلی 5/1 و   1،  5/0(

وجود داشـت   ) P≥ 05/0(در سطح احتمال    داري  
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 بـر   BAPهـاي مختلـف       که نشان از تاثیر غلظـت     
ولـی بـین دو غلظـت    .  زایی پـروانش دارد     کالوس

2,4-D )  تفــاوت )گــرم در لیتــر  میلــی2صــفر و 
داري دیده نشد که دلالت بر عـدم وابـستگی            معنی

در . دزایی به ایـن تنظـیم کننـده دار        صفت کالوس 
هـا   این آزمایش برهمکنش اثر غلظت تنظیم کننـده    

دار شد و مشخص شد که مقـدار      و ریزنمونه معنی  
 و  BAPمناسب غلظت و ترکیب دو تنظیم کننـده         

2,4-D         نمایـد و     بسته به نوع ریزنمونه تغییـر مـی
هـاي مختلـف و     هـا نـسبت بـه غلظـت           ریزنمونه

ز هاي متفاوتی بـرو   ترکیب دو تنظیم کننده واکنش    
مقایسه میـانگین بـرهمکنش سـه جانبـه         . دهند  می

از  هـا  و ریزنمونـه D  ،BAP-2,4هـاي تنظیم کننده

ارائـه شـده    ) 3( جـدول    درطریق آزمـون دانکـن      
زایـی  این آزمایش بیشترین میزان کالوس    در   .است

بـا ترکیـب تنظـیم      به ترتیب براي ریزنمونه ریشه      
 D-2,4صـفر  + BAP میلی گرم در لیتر  کننده یک

ــ ــانگین ب ــالوس درصــد 100ا می ــی وک ــراي زای  ب
یک میلـی گـرم در لیتـر         با ترکیب    برگریزنمونه  

BAP + 2      2,4 میلی گرم در لیتر-D    5/1و ترکیب 
 میلـی گـرم در لیتـر        BAP + 2میلی گرم در لیتـر      

2,4-D    مـشاهده  زایی   کالوس  درصد 93 با میانگین
 ریزنمونه ساقه در محیط کشت حاوي ترکیب  .شد

 میلـی گـرم در   BAP+  2گـرم در لیتـر      یک میلی   
  .  کمترین میزان کالوس را تولید نمودD-2,4 لیتر

  
  .آزمایش اول   تنظیم کننده هاي رشد درها وزایی براي ریزنمونه تجزیه واریانس کالوس- 2جدول 

Table 2- Variance analysis of callus production of explants and growth regulators  
in the first trail. 

  (S.O.V) منبع تغییرات )df( درجه آزادي  )MS( میانگین مربعات
4.96*  2  BAP 

 1.85 ns 1 2,4-D 
3.85* 2 BAP ×2,4-D 

  )Explant(ریز نمونه  2 **106.96
16.24** 4 BAP × Explant 
10.96** 2 2,4-D × Explant 
12.13** 4 BAP ×2,4-D × Explant  
 )Error(خطا  36  1.093
  )Total(کل   53 

ns ، * درصد1 و 5به ترتیب غیر معنی دار، معنی دار در سطح احتمال **: و .  
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ها در  و ریزنمونهD ,BAP-2,4هاي رشد  مقایسه میانگین برهمکنش اثرات تنظیم کننده-3جدول
  .آزمایش اول

Table 3. Mean comparison of BAP×2,4-D×explant interaction in the first trail. 
BAP    
(mg/l) 

2,4-D   
)mg/l( 

  ریزنمونه
Explants 

 

  درصد کالوس زایی
Callus 

production% 

  گروه بندي
Grouping 

 *90 abc  (root) ریشه 0 0.5
  40 hij (shoot) ساقه 0 0.5
 60 efg (leaf) برگ 0 0.5
 30 ijk  (root) ریشه 2 0.5
 53.33 fgh (shoot) ساقه 2 0.5
 73.33 cde (leaf) برگ 2 0.5
 100 a (root) ریشه 0 1
 23.33 jk (shoot) ساقه 0 1
 90 abc (leaf) برگ 0 1
 80  bcd (root) ریشه 2 1
 20  k (shoot) ساقه 2 1
 93.33 ab (leaf) برگ 2 1

 50 gh (root) ریشه 0 1.5
 43.33 ghi (shoot) ساقه 0 1.5
 76.67 bcde (leaf) برگ 0 1.5
 70 def (root) ریشه 2 1.5
 26.67 ijk (shoot) ساقه 2 1.5
  93.33 ab (leaf) برگ 2 1.5

  .                                               دار ندارند میانگین هاي داراي حروف مشابه با یکدیگر اختلاف معنی*

  
گونـه    همان ،در آزمایش دوم تولید کالوس    

ود، منبـع ریزنمونـه     ش ـ   ملاحظه می  4که از جدول    
برگ بـرون شیـشه، بـرگ درون شیـشه، ریـشه،            (

زایی، در سـطح  از نظر کالوس ) ساقه، بذر و جوانه   
دار شد و از این نظر بین        معنی )P≥ 01/0(احتمال  

. داري وجـود داشـت     شش ریزنمونه تفاوت معنـی    
نشان داد که ) 2شکل (ها مقایسه میانگین ریزنمونه

ا میانگین وزن کالوس    ریزنمونه برگ برون شیشه ب    
ــالوس 25/1 ــشترین ک ــرم بی ــود گ ــی را دارا ب . زای

 گـرم   44/0ریزنمونه برگ درون شیشه با میانگین       
 12/0در مرتبه دوم قرار گرفت و ریزنمونه بذر بـا    

منبـع تغییـر    . زایی را نشان داد   گرم کمترین کالوس  
دار  معنی)P≥ 01/0(تنظیم کننده در سطح احتمال      

هـاي   تنظـیم کننـده     نگین ترکیـب  شد و مقایسه میا   
دهی نشان  از نظر میزان کالوس   ) 3شکل  (مختلف  
 BAP + 1میلـی گـرم در لیتـر         MS2) 5/0داد که   

میلی گرم   5/0 (MS6و   )D-2,4میلی گرم در لیتر     
بـه  ) D-2,4میلـی گـرم در لیتـر     KN +1 در لیتر 
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 بیـشترین کـالوس   66/0 و 67/0ترتیب با میانگین    
میلـی گـرم در    MS9) 1 ترکیـب   را تولید کردند و   

 در مرتبـه دوم قـرار       41/0با میانگین   ) D-2,4لیتر  
ــت ــب . گرف ــر   MS10) 1ترکی ــرم در لیت ــی گ میل

NAA (    به همـراهMS8) 5/0        میلـی گـرم در لیتـر
KN + 1   ــر ــرم در لیت ــی گ  1 (MS3و ) NAAمیل

میلـی گـرم در لیتـر        BAP + 1میلی گرم در لیتـر      
NAA (  اثـر  . ی را داشـتند   زایکمترین میزان کالوس

ها در سطح   متقابل ریزنمونه و ترکیب تنظیم کننده     

دار شــد و در مقایــسه   معنــی)P≥ 01/0(احتمــال 
میانگین اثرات متقابل، ریزنمونه برگ برون شیـشه        

میلی گرم در لیتـر      MS2) 5/0در دو محیط کشت     
BAP + 1    ــر ــرم در لیت ــی گ  MS6و ) D-2,4میل

میلـی گـرم در    KN +1   میلی گرم در لیتـر  5/0(
زایـی نـشان داد  و      بیـشترین کـالوس   ) D-2,4لیتر  

زایی مربوط بـه ریزنمونـه بـذر در         کمترین کالوس 
) NAAمیلی گـرم در لیتـر       MS10) 1محیط کشت   

  .بود
  

  .آزمایش دوم تنظیم کننده هاي رشد در تجزیه واریانس صفت کالوس زایی براي ریزنمونه ها و - 4جدول 
Table 4- Variance analysis of callus production of explants and growth regulators in the 
second trail. 

  )S.O.V(منبع تغییرات   )df( درجه آزادي  )MS(میانگین مربعات 
0.02 ns 3  تکرار)Rep( 
 )Eplant(ریزنمونه   5 **1.824
 )Regulator (تنظیم کننده 9 **0.085
0.095** 45 Eplant × Regulator  
 )Error(خطا  177 0.012
 )Total(کل   239 

ns ، * درصد1 و 5به ترتیب غیر معنی دار، معنی دار در سطح احتمال **: و.  

  
  

  
  ).، ریشهc، ساقه و b، برگ؛ a(هاي کشت شده در آزمایش اول زایی ریزنمونه کالوس-1شکل 

Figure 1. Callus production of explants in the first trail (a, Leaf; b, Shoot; c, Root). 
 

a   b   
c   
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  .زایی دومها از لحاظ میزان وزن کالوس در آزمایش کالوس مقایسه ریزنمونه-2شکل  

 Figure 2. Comparison of explants for callus weight in the second trail. 
  

  
هـاي کـشت    فعالیت سلولی در شـرایط محـیط      

  سیونی سوسپان
  )SCV (1هاحجم ایستاي سلول

ــستاي   ــانس صــفت حجــم ای ــه واری تجزی
هـاي  نشان داد که تنظیم کننده) 5جدول  (ها  سلول

به کار رفتـه  در ایـن آزمـایش در سـطح احتمـال         
)05/0 ≤p (   داري داشــتندبـا هـم اخــتلاف معنـی .

نـشان  ) 4شـکل  (مقایسه میانگین با روش دانکـن      
میلی گرم در لیتر  5/0 داد که تیمار دوم با ترکیب 

BAP + 1  ــر ــرم در لیت ــی گ ــشترین D-2,4 میل  بی
این ترکیـب در    . حجم ایستاي سلول را تولید کرد     

                                                
1- Settled Cell Volume 

زایی نیز بـالاترین عملکـرد را دارا        آزمایش کالوس 
 میلی گـرم    1پس از آن تیمار ششم با ترکیب        . بود

ــر  ــر   BAP + 2در لیت ــرم در لیت ــی گ  D-2,4 میل
ــد کــرد بیــشتر ــستاي ســلول را تولی . ین حجــم ای

ها متعلق به تیمار یک     کمترین حجم ایستاي سلول   
 میلـی   KN + 1 میلی گرم در لیتـر       5/0با ترکیب     

  .  بودD-2,4گرم در لیتر 



 1391، احمدي و همکاران

 ١٠

  

  
 . مقایسه تنظیم کنندهاي رشد از لحاظ کالوس زایی در آزمایش کالوس زایی دوم-3شکل  

Figure 3- Comparison of growth regulators for callus weight in the second trail. 
  

  
از لحاظ صفت حجم ایستاي سلول ها در آزمـایش سوسپانـسیون     تنظیم کنندهاي رشد     مقایسه   -4شکل  
 .سلولی

Figure 4- Comparison of growth regulators for settled cell volume in cell suspension 
trail. (S1=0.5mg/L KN+1mg/L 2-4-D,  S2=0.5mg/L BAP+1mg/L 2-4-D,  S3=1mg/L 2-4-
D, S4= 0.5mg/L BAP+2mg/L 2-4-D,  S5= 1mg/L BAP+2mg/L 2-4-D,  S6= 1mg/L 
BAP+1mg/L 2-4-D, S7=Control). 
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  تعداد سلول ها
ــلول    ــداد س ــفت تع ــانس ص ــه واری تجزی

، براي تیمارهاي سوسپانـسیونی نـشان       )5جدول  (
ي مختلـف در سـطح احتمـال        داد که بین تیمارها   

)01/0 ≤P ( مقایـسه  . دار وجود دارد  اختلاف معنی
نـشان داد کـه     ) 5شـکل   (میانگین با روش دانکن     

 BAP میلی گرم در لیتـر  5/0تیمار دوم با ترکیب       
 بیـشترین تعـداد     D-2,4یک میلی گرم در لیتـر       + 

هاي زمـانی مـساوي در مقایـسه بـا          سلول در بازه  

تیمار سـوم و بعـد از       . د کرد دیگر ترکیبات را تولی   
آن تیمار یک بـه ترتیـب در جایگـاه بعـدي قـرار             

کمتـرین تعـداد سـلول در سوسپانـسیون     . گرفتنـد 
حاوي تیمار پنجم با ترکیب یک میلی گرم در لیتر        

BAP + 2      2,4 میلی گرم در لیتر-D  شمارش شد  .
تیمارهـاي  )  6شـکل   (در بررسی اشکال سـلولی      

ابعاد کوچکتر نسبت به    هایی با   سوم و هفتم سلول   
  .سایر تیمارها تولید کردند

 
  

  
ها در ها، تعداد و وزن خشک سلول تجزیه واریانس صفات حجم ایستاي و فشرده سلول-5جدول 

  .آزمایش سوسپانسیون سلولی
Table 4- Variance analysis of settled and packed cell volume, cell number and dried cell 
weight in cell suspension trail. 

  )MS(میانگین مربعات 
منبع تغییرات 

)S.O.V(  

درجه 
  آزادي

) df( 

حجم ایستاي 
ها سلول

Settled cell 
volume  

تعداد 
 ها  سلول

Cell 
number 

حجم فشرده 
  هاسلول

 Packed cell 
volume  

وزن خشک 
  سلول ها

 Dried cell 
weight 

 تیمار
)Treatment(  6  *13.49  **168.1  ns 3.96 **0.031  

خطا 
)Error(  14  3.369  38.47  2  0.002  

          Total(  20 (کل
ns ، * درصد1 و 5به ترتیب غیر معنی دار، معنی دار در سطح احتمال **: و.  
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  .از لحاظ تعداد سلول در آزمایش سوسپانسیون سلولیتنظیم کنندهاي رشد  مقایسه -5شکل 
Figure 5- Comparison of growth regulators for cell number in cell suspension trail. 
(S1=0.5mg/L KN+1mg/L 2-4-D,  S2=0.5mg/L BAP+1mg/L 2-4-D,  S3=1mg/L 2-4-D, 
 S4= 0.5mg/L BAP+2mg/L 2-4-D,  S5= 1mg/L BAP+2mg/L 2-4-D,  S6= 1mg/L 
BAP+1mg/L 2-4-D, S7=Control). 

  

  
  b) سلول هـاي سـیلندري و کـروي    )a تنوع شکل و اندازه سلول ها در سوسپانسیون سلولی -6شکل 

تصاویر سلول ها را بـا بزرگنمـایی   .  تقسیم سلولی)d تنوع در اندازه سلول هاي  c)تشکیل توده سلولی
  . نشان می دهدNikon Y S 100 میکروسکوپ ×100

Figure 6- Variation of cell size and figure in cell suspension a) Globular and cylindrical 
cells b) cell bulk construction c) Variation of cell size d) cell division. 

  
  

a b  

c d  
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  )PCV (1حجم فشرده سلول ها
ــشرده    ــم ف ــفت حج ــانس ص ــه واری تجزی

هـا  ، براي تیمار تنظـیم کننـده      )5جدول  (ها  سلول
به نظـر مـی رسـد       . دداري نشان ندا  اختلاف معنی 
هاي تولید شده در تیمارهاي مختلـف  حجم سلول 
ها در حالت فشرده تفاوتی با یکـدیگر    تنظیم کننده 

هـا اسـت کـه      ندارند و این شکل و چگالی سلول      
  .ها شده بودباعث تفاوت در حجم ایستاي آن

  
  هاوزن خشک سلول

) 5جـدول   (ها  تجزیه واریانس وزن خشک سلول    
هـاي مختلـف در      تنظـیم کننـده    نشان داد که بین     
داري اخــتلاف معنــی) P≥ 01/0(ســطح احتمــال 

بـا روش   ) 7شـکل   (مقایسه میـانگین    . وجود دارد 
دانکن در سطح یک درصـد نـشان داد کـه تیمـار             

 و با   D-2,4سوم  با ترکیب یک میلی گرم در لیتر          
 گرم بیومـاس بهتـرین تیمـار شـناخته          38/1تولید  

دو میلی گرم در لیتـر      (پس از آن تیمار پنجم      . شد
2,4-D +       یک میلی گـرم در لیتـرBAP (  بیـشترین

این درحالی است که تیمـار      . بیوماس را تولید کرد   
 .کمترین تولید بیوماس را نـشان داد      ) شاهد(هفتم  
  بحث

ا در آزمـایش  ه ـ مقایسه میـانگین ریزنمونـه    
 بیـشترین نشان داد که بافت برگ      زایی اول   کالوس
هـاي بعـدي    اقه در رتبـه    ریشه و س   وزایی  کالوس

زایی دوم   همچنین در آزمایش کالوس    .قرار گرفتند 
ریزنمونه برگ برون شیـشه بـا بـالاترین میـانگین           
وزن کالوس در رتبـه اول، ریزنمونـه بـرگ درون           

                                                
1 -Packed cell volume 

شیشه در مرتبه دوم و ریزنمونه هاي ریشه، گـره،          
در . هـاي بعـدي قـرار گرفتنـد    ساقه و بذر در رتبه  

در  )Taha et al.) 2008مـایش،  تائید نتایج این آز
زایـی  مقایسه بافت هاي مختلف در محیط کالوس      

به این نتیجه رسیدند که برگ، سـاقه و ریـشه بـه             
ترتیب بیشترین میزان تولیـد کـالوس را بـه خـود            

ها براي بافـت بـرگ   هاي آن یافته. دادنداختصاص  
هاي این تحقیق و بـراي بافـت ریـشه          مطابق یافته 

 Waileng and .باشــد مــیمتــضاد ایــن تحقیــق

Laikeng) 2004(    هاي این   نیز نتایجی مشابه یافته
هـاي سـاقه و ریـشه       بافـت  تحقیق در مقایسه بین   

 Mungole et .زایی به دست آوردندجهت کالوس

al. )2009(          نیز بافت برگ را بهترین بافـت بـراي
 Pietrosiuk et همچنین .القا کالوس معرفی کردند

al. )2007 (زایی را از بافت ریشه     ن کالوس بیشتری
-هاي کـالوس  هاي آزمایش گزارش کرد که با یافته    

در . زایی اول این تحقیق تـا حـدودي تطـابق دارد        
زایی با ترکیـب    این آزمایش بیشترین میزان کالوس    

 میلـی گـرم در   BAP + 2یک میلی گـرم در لیتـر        
 BAP میلی گرم در لیتر      5/1 یا ترکیب    D-2,4لیتر  

 براي ریزنمونه برگ    D-2,4م در لیتر     میلی گر  2+ 
در مشابهت بـا نتـایج ایـن آزمـایش،     . مشاهده شد 

نیز نـشان داد کـه   ) Chen et al. )2005هاي یافته
 + BAP میلی گرم در لیتر 2 تا  5/0هاي  در ترکیب 

 بهترین نتـایج  D-2,4 تا یک میلی گرم در لیتر  5/0
   . زایی قابل مشاهده استکالوس
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  .از لحاظ وزن خشک در آزمایش سوسپانسیون سلولیهاي رشد هتنظیم کنندمیانگین یسه  مقا-7شکل 
Figure 7- Mean comparison of growth regulators for dried cell weight in cell suspension 
trail. (S1=0.5mg/L KN+1mg/L 2-4-D,  S2=0.5mg/L BAP+1mg/L 2-4-D,  S3=1mg/L 2-4-
D, S4= 0.5mg/L BAP+2mg/L 2-4-D,  S5= 1mg/L BAP+2mg/L 2-4-D,  S6= 1mg/L 
BAP+1mg/L 2-4-D, S7=Control). 

  
دهـی  در آزمایش دوم از نظر میزان کالوس      

MS2) 5/0   میلی گرم در لیترBAP + 1  میلی گرم
 میلی گرم در لیتـر   5/0 (MS6و ) D-2,4در لیتر 

KN +1    ــر ــرم در لیت ــی گ ــشترین ) D-2,4میل بی
میلـی   MS9) 1 را تولید کردند و ترکیـب        کالوس

 در مرتبـه  41/0بـا میـانگین    ) D-2,4گرم در لیتـر     
ــرار گرفــت ــز از ) Taha et al. )2008. دوم ق نی

میلی گرم در    KN + 1 میلی گرم در لیتر      1ترکیب  
 بیشترین کالوس را به دست آوردند و        D-2,4لیتر  

میلی گرم در آزمایش آن ها نیز ترکیب حاوي یک     
 Shirin.  در مرتبه دوم قرار گرفـت D-2,4 یتردر ل

et al. )2007 ( زایــی را در نیــز بیـشترین کــالوس
هاي برگ و میان گره سیب زمینی از ترکیـب    بافت

 میلـی گـرم در لیتـر        KN + 1 میلی گرم در لیتر      1
2,4-D    بـا توجـه بـه مقایـسه     .  به دست آوردنـد -

-گیري کرد که بین اکسین      توان نتیجه ها می میانگین

هاي به کار رفته در این آزمایش، ترکیبات حـاوي          
2,4-D          بالاترین سطوح تولید کالوس را بـه خـود 

ــات حــاوي  اختــصاص داده ــد و ترکیب  از NAAان
زایی در جایگـاه بعـدي قـرار        لحاظ صفت کالوس  

) Gurel et al. )2001در تائید ایـن نتیجـه   . دارند
نیز طی آزمایشی به این نکته اشاره کردنـد کـه در            

 بـسیار مـوثرتر از    D-2,4ارتبـاط بـا القـا کـالوس    
NAA   هاي مورد آزمایش عمل     در تمامی ریزنمونه

در این آزمایش مشاهده شد که مقادیر       . کرده است 
ها در محـیط حـاوي اکـسین تـاثیر          کم سیتوکینین 

زایـی دارد، همـان طـور کـه در       مطلوبی بر کالوس  
هاي دیگر اسـتفاده از مقـادیر انـدك         بسیاري گونه 

 ,.Kwon et al(سـیتوکینین توصـیه شـده اسـت     

1993; Ozgen et al., 1998; Zhao et al., 
هاي اکسینی مانند   لزوم وجود تنظیم کننده   ). 2001
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2,4-D   هاي زایی در سایر گونه    براي شروع کالوس
 ,.Hussain et al(علفی نیز مشاهده شـده اسـت   

2010; Taha et al., 2008 .( در مــوردBAP و 
KN  تـوان ثابـت کـرد کـه یکـی بـر            تی می  به سخ

در هـر حـال     . دیگري در القا کالوس برتـري دارد      
 میلی گـرم در     5/0(ها  هاي پایین سیتوکینین  غلظت

از نظـر صـفت   . زایی موثرتر بودند  در کالوس ) لیتر
هــا در مقایــسه تیمارهــاي حجــم ایــستاي ســلول

سوسپانــسیونی مــشخص شــد کــه تیمــار دوم بــا 
 میلی گرم BAP + 1ر لیتر میلی گرم د 5/0ترکیب 
 بیشترین حجـم ایـستاي سـلول را         D-2,4در لیتر   

زایـی  تولید کرد که این ترکیب در آزمایش کالوس       
امـا بایـد توجـه      . نیز بالاترین عملکرد را دارا  بود      

داشت که این شاخص صرفا جهت تخمین میـزان       
گیـري شـد، زیـرا میـزان     رشد در کشت ها انـدازه    

ها و با در نظـر      حجم سلول دقیق رشد با توجه به      
ها از لحـاظ انـدازه، شـکل و         گرفتن این که سلول   

توانند بسیار متغیر باشند، بـا ایـن روش    چگالی می 
 .باشدامکانپذیر نمی

هـا در تیمارهـاي     در بررسی اشکال سـلول    
سوسپانسیونی مشاهده شد که تیمارهـاي سـوم و         

هایی با ابعاد کوچکتر نسبت بـه سـایر         هفتم سلول 
با توجـه بـه ایـن کـه تیمـار        . رها تولید کردند  تیما

) فاقـد تنظـیم کننـدها   (هفتم به عنوان تیمار شاهد     
ها را مـی تـوان بـه      بود، کوچکتر بودن ابعاد سلول    

ها در محیط تیمـار شـاهد       عدم وجود تنظیم کننده   
 گرم در  تیمار سوم نیز حاوي یک میلی     . نسبت داد 

. ینی بـود  و بدون تنظیم کننده سـیتوکین      D-2,4لیتر  
ها اثر مستقیمی بر رشـد سـلولی   از آنجا که اکسین  

ــد  ــشاهده )Piri and Nazarian, 2001(دارن ، م
هـاي  هـاي کـوچکتر بـا یافتـه       تیمار سوم با سلول   
ها بـر رشـد سـلولی تنـاقض         مربوط به اثر اکسین   

در جمع بندي از این آزمایش مشخص شـد         . دارد
-ن و از ســیتوکینی D-2,4هــا کــه از بــین اکــسین

زایــی  بــراي کــالوسKN و پــس از آن  BAPهــا
میلـی گـرم    تیمار یک   . ها بودند ترین گزینه مناسب
میلـی   5/0 به تنهایی و یا به همـراه      D-2,4 در لیتر 

 KN میلی گرم در لیتر 5/0 و یا BAPگرم در لیتر 

در . زایـی را در پـی داشـتند       بهترین نتایج کـالوس   
ن محیط سوسپانـسیون سـلولی بـراي حـداکثر وز         

 در محیط کـشت ضـروري       D-2,4خشک حضور   
 در محیط مایع    BAPهمچنین تنظیم کننده    .  است

بیـشترین وزن   .  عملکرد بهتري داشـت    KNنیز از   
و  D-2,4 میلی گرم در لیتـر خشک سلولی را یک 

میلـی  به همـراه یـک    D-2,4 میلی گرم در لیتردو 
   . دارا بودندBAP  گرم در لیتر
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Abstract 
Periwinkle (Catharanthus roseus) has been considered as an important medicinal plant 

because it contains many alkaloids such as vincristine and vinblastine. In vitro culture of 
periwinkle provides new tissue sources such as callus, cell suspension and seedlings to 
produce secondary metabolites. As for the mass production of callus and cell suspension in 
order to optimize the extraction of secondary metabolites have been few studies, the present 
study describes two callus production optimization procedures and one cell suspension 
experiment. The first trail was a factorial experiment with three explants (roots, shoots and 
leaves) on Murashige and Skoog (MS) medium supplemented with different concentrations of 
BAP and 2,4-D. The second trial was a factorial experiment with six explants (roots, shoots, 
in-vitro grown leaves, ex-vitro grown leaves, seeds and nodes) and ten different hormonal 
combinations. The cell suspension experiment was conducted with six hormonal and one 
control (without hormone) treatments based on completely randomized design. Comparison 
of means showed that the maximum callus production was obtained from leaf explants, the 
root and shoot explants were in the second orders. In overall, 0.5 mg /l BAP + 1 mg/l 2,4-D 
and 0.5 mg /l KN + 1 mg/l 2,4-D concentrations proved to be optimal for the production of 
maximum callus. The best combination for suspension culture was 1 mg/l 2,4-D and/or 2 mg/l 
2,4-D+1 mg /l BAP according to the dried cell weight.  
 
Key words: periwinkle, callus. Suspension culture, In vitro. 
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