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 چکیده

که با داشتن طیف وسیعی از آلکالوئیدها مورد گیاهی گرمسیری قدیمی و چند ساله است  L. Catharantus roseus پریوش 
ها از فناوری کشت بافت تکثیر بافـت یـا اندام است.ها و ریشه های دارویی گیاه شامل برگقسمتباشد. توجه داروسازان می

در همین  را مقدور ساخته است.های ثانویه در مقیاس انبوه سپانسیون سلولی و گیاهچه، برای تولید متابولیتجمله کالوس، سو
آزمایشگاه کشت بافت گیاهی دانشگاه تربت در گیاه دارویی پروانش آزمایشی در سازی تولید کالوس بهینه راستا به منظور

-و ترکیب سطوح تنظیم ریشهو  چهساقه، لپهریزنمونه نوع بـا سـه  فاکتوریـلحیدریه در قالب طرح کامل تصادفی به صورت 
غلظت  در دو مرحله انجام شد.  (BAP or Kin or Zeatin) یتوکنیناو س (DorNAA IBA or-2,4) های رشد اکسینکننده

 D(2mg/l)-2,4و در مرحله دوم  D or IBA or NAA (2,3,4mg/L)-2,4در مراحل اول های به کار برده شده تنظیم کننده

+BAP or Kin orZeatin (0.2,0.5,1.0mg/L) .افزار ها با کمک نرمآنالیز داده انتخاب شدSPSS   صورت گرفت. طبق آنالیز
 بود.   2mg/l (2.4-D) + 0.2mg/l (BAP)و در مرحله دوم  2mg/l (2.4-D)زایی درمرحله اول بهترین نتایج برای القای کالوس 

 
 سوسپانسیون سلولی ، آلکالوئید زایی، کشت درون شیشه،  کالالقای  کلیدی: هایواژه

 

 مقدمه 

های های ثانویه را در انداماست. این گیاه مجموعه متنوعی از متابولیت 2خرزهره یک گیاه دارویی و متعلق به خانواده 1پریوش 
-و وین 4بلاستینوین 3دیمریکهای گیاه پریوش منابع مهمی از آلکالوئیدهای ها و ساقهکند. برگمختلف خود سنتز می

که ضد  7و آجمالیسین 6های سرپنتینهای این گیاه آلکالوئیدباشند. در ریشههستند که از داروهای ضدسرطان می 5کریستین
با توجه به افزایش شدید جمعیت در چند سده اخیر به دنبال آن شاهد شیوع چشمگیر  .[9]یابند فشار خون هستند، تجمع می

های هنگفتی از مین داروهای مورد نیاز درمان، سالانه هزینهأصعب العلاج همچون سرطان هستیم که برای ت هایبیماری
گردد. وینکریستین و وین بلاستین از جمله داروهای ارزشمندی بوده که در شیمی درمانی مورد استفاده قرار کشور خارج می

 تومورهایو وین بلاستین هم در درمان  شودهای تخمدان مصرف میدر تومور ویلمز و تومور سلولوین کریستین . گیرندمی
 

1- Catharantus roseus L. 
2- Apocynaceae 
3- Demeric 
4- Vinblastine 
5- Vincristine 
6- Serpentine 
7- Ajmalicine 



 

 2 

کشت بافت با وجود هزینه و سرمایه زیاد و همچنین نیاز به  گیرد.و تومور تخمدان مورد استفاده قرار می 1تروفوبلاستیک
ت متابولیتی منحصر به فرد ایجاد نما ی متخصص توانسته است راهی عملی در جهت تولید محصولا ختن نیرو ید که سا

های ثانویه باعث شده که ساختار پیچیده بسیاری از متابولیت .[2]مصنوعی آنها به دلیل مشکلات تکنیکی، مقدور نیست 
ها سلول گیاه و سپس تشکیل کالوس از طریق کشت نتوان آنها را به صورت مصنوعی سنتز نمود و لذا تنها منبع تولید آن

هـای ثانویـه محسـوب شت بافـت و سـلول گیـاهی ابـزار قدرتمندی بـرای تولیـد متابولیـتاستفاده از ک .باشدریزنمونه می

-موثره میشود  از جهت دیگر روشی مناسب جهت تکثیر آسان برای تولید گیاهان یکسان از نظر ژنتیکی و افزایش مادهمی
 .[8]باشد 

باشد محققین از روش کشت آلکالوئیدهای گیاه پریوش کم میقیمت بالایی دارند و میزان  مذکور با توجه به اینکه ترکیبات
این تحقیق یک مرحله از مراحل لازم در  در همین راستا .کنندبافت برای افزایش تولید آلکالوئیدهای گیاه پریوش استفاده می

 با کمک فناوری کشت بافت بررسی شد. مواد موثرهبرای تولید انبوه این 

 ها مواد و روش

به صورت هیدروپونیک با استفاده از   و به روش قایقیبذرهای پروانش نظور تهیه گیاهان استریل و عاری از بیماری ابتدا به م
 روز پس ازکشت بذور  17 بذور مربوط از شرکت پاکان بذر اصفهان تهیه گردید. کشت شدند، 12/8/1397 در تاریخآب معدنی 

 های حاصل، ریزرشد کردند که از هریک از بخش 4چهریشهو  3لپه،  2چهساقههایی حاوی گیاهچه ،در شرایط درون شیشه
. به منظور بررسی های رشد تهیه شدحاوی غلظت مشخص از تنظیم کننده ,MSنمونه مناسب جهت کشت در محیط 

گردید که  زایی در گیاه دارویی پروانش دو مرحله  آزمایش طراحی های رشد در القای کالوس های متفاوت تنظیم کنندهغلظت
های متفاوت در غلظت D or IBA or NAA-2,4؛  های رشد اکسیندر اولین مرحله بررسی برای سه نوع از تنظیم کننده

و  5های رشد اکسینزایی از تلفیق تنظیم کنندهدر مرحله دوم به منظور بررسی القای کال سپس (2,3,4mg/L)صورت گرفت 
زایی را القا فاده بهترین غلظت حاصل از آزمایش اول بود که در کمترین زمان کالاستفاده شد. اکسین مورد است 6سایتوکنین

کرده و پس از گذشت مدت مقرر بیشترین وزن کالوس تازه را تولید کرده بود و سایتوکنین مورد استفاده هم در سه غلظت 
 استفاده گردید.  D (2mg/l) + BAP or Kin or Zeatin (0.2, 0.5 , 1.0 mg/L)-2,4)کم متوسط وبالا از سه نوع سایتوکنین 

تخمین زده شد. آزمایش  گرم بر لیتر میلی 20محیط کشت تهیه که برای هر تکرار معادل گرم بر لیتر میلی 60برای هر تیمار 
-و سه تکرار برای هر تیمار در دانشگاه تربتتیمار  9مجموع هجده تیمار، برای هر مرحله در قالب طرح کاملا تصادفی با 

نمونه، از هر یک از  هفت ریز در هر ویال بیست وصورت گرفت  25/12/1397  حیدریه اجرا و در انتها کشت بافت در تاریخ
 انجام شد. ،بودند چهریشهو  لپه، چهساقههای ریز نمونه

 به شرح زیر بود :  مرحلهاکسین و سایتوکنین در دو رشد  های مورد استفاده از دو تنظیم کنندهغلظت

 :اول رحلهم
a- MS + 2,4-D or IBA or NAA ( 2, 3, 4  mg/L): 

 
1- Trophoblastic 
2- Plumule 
3- Cotyledon 
4- Root 
5- Auxin 
6- Cytokine 
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T1: 2mg/l (2.4-D), T2: 3mg/l (2.4-D), T3: 4mg/l (2.4-D), T4: 2mg/l (IBA), T5: 3mg/l (IBA), T6: 4mg/l 

(IBA), T7: 2mg/l(NAA), T8: 3mg/l (NAA), T9: 4mg/l (NAA) 

 :دوم مرحله
b- MS + 2,4-D( 2 mg/l) + BAP or Kin or Zeatin (0.2, 0.5 , 1.0 mg/L): 

T10: 2 mg/l (2.4-D) + 0.2mg/l (BAP), T11: 3 mg/l (2.4-D) + 0.5mg/l (BAP), T12: 4 mg/l (2.4-D) + 1.0mg/l 

(BAP), T13: 2 mg/l (2.4-D) + 0.2mg/l (Kin), T14: 3 mg/l (2.4-D) + 0.5mg/l (Kin), T15: 4 mg/l (2.4-D) + 

1.0mg/l (Kin), T16: 2 mg/l (2.4-D) + 0.2mg/l (zeatin), T17: 3 mg/l (2.4-D) + 0.5mg/l (zeatin), T18: 4 mg/l 

(2.4-D) + 1.0mg/l (zeatin) 

 
میزان ساکارز به عنوان اسید استفاده شد.  HCl به عنوان باز وNaOH از محلول رقیق  8/5تا  6/5بازه در pH برای تنظیم 

-ژرمیناتور دانشگاه تربتدر  های کشت شدهریز نمونه مورد استفاده قرار گرفت. آگار هم هشت گرم بر لیترو سی گرم بر لیتر 

جهت بررسی تاثیر تنظیم  .ساعت تاریکی قرار گرفتند 8ساعت روشنایی و 16با دور گراد سانتیدرجه  26حیدریه در دمای 
 وزنتشکیل کالوس و  آغاز  زمانی بررس موردهای صفتهای حاصل زایی و کیفیت کالوس های رشد بر القای کالوس کننده

 صورت گرفت.  IBM Statistics SPSS version 23ها با کمک نرم افزاردر نظر گرفته شدند که آنالیز داده کالوس  تازه
 

 نتایج و بحث

و  IBAهای گرم بر لیتر درمدت زمان کمتری نسبت به سایر تیماربا غلظت دو میلی D-2,4در اولین مرحله از آزمایش تیمار 
NAA ار چه موجب شد. همچنین میانگین وزن تر کالوس برای تیمو ریشه چهساقه، لپههای تشکیل کالوس را برای ریز نمونه

چه نسبت به سایر تیمارها قابل توجه بود. در آزمایش دوم که هدف بررسی و ریشه چهساقه، لپهاکسین برای هر سه ریز نمونه 
 2/0با غلظت  BAPهای اکسین و سایتوکنین بود تنظیم کننده بهینه در مرحله اول همراه با زایی با تلفیق تنظیم کنندهکال
 شان نشان داد.  های متفاوتدر غلظت 2و زئاتین 1های کینتینتری نسبت به سایر تنظیم کنندهبگرم بر لیتر، نتایج مناسمیلی

 

 
T1: 2mg/l (2.4-D) 

 
T10: 2 mg/l (2.4-D) + 0.2mg/l (BAP) 

 چهساقه چه، لپه و ریشههای از راست به چپ ثبت شده برای ریزنمونه  T10و T1 های کالوس -1شکل 

 

 
1- Kinetin 
2- Zeatin 
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تعدادی  شوند.های پایین موجب تشکیل جوانه میو نمو گیاهان متنوع است، ازجمله این که در غلظتها دررشد نقش اکسین
شوند. اکسین در  های سوماتیکی را القا کرده و تقسیم سلولی را باعث میتشکیل جنینD-2,4 ها به خصوص از اکسین

ها به دو کنند. سیتوکنین نیز همانند اکسینی میتشکیل کالوس نیز نقش دارند و از رشد جوانه های جانبی و ریشه جلوگیر
ها سیتوکنین شوند.تقسیم می TDZ و مصنوعی همانند 2ip(6-γ-γ-Dimethylallylaminopurine) گروه طبیعی همانند

های رشد، کنند. این دسته از تنظیم کنندههای بالا تشکیل جوانه را موجب شده و از تشکیل ریشه جلوگیری میدرغلظت
های تشکیل جنین D-2,4 خصوص ها بهاکسین .[3] شوندب تقسیم سلولی شده و رشد و تشکیل کالوس را سبب میموج

های رشد در تشکیل کالوس نیز نقش داشته و از  کننده سوماتیکی را القا کرده و تقسیم سلولی را باعث میشوند، این تنظیم
های بالا تشکیل جوانه را موجب شده و از  ها نیز در غلظتسیتوکینین د.کننهای جانبی و ریشه جلوگیری میرشد جوانه

آمیز بودن کشت نمونه در مرحله رشد مطلوب نقش اساسی در موفقیت انتخاب یک ریز .[3]کنند تشکیل ریشه جلوگیری می
های رشد یم کنندهکند. پیچیدگی مورفولوژیکی یک ریزنمونه به همراه انتخاب تنظبافت در شرایط درون شیشه بازی می

ها و نحوه قرار گرفتن  هرچند که سن ریزنمونه( 5) ها و القای کالوس داردگیری بر باززایی نوساقهگیاهی مناسب، تاثیر چشم
اساس کالوس یک بافت توموری گیـاهی کـم و بـیش سازمان نیافته  .[7] آنها روی محیط کشت نیز حائز اهمیت است

ای ه یـد. بنـابراین کـالوس تـودهای بیشکل از سلول اهـای تمایز یافته به وجـود مـیا و انـدامهـهای بافتاست که از زخم
نمونه، یک  باشد. بافت ریزپارانشیمی سازمان نیافته و با دیـواره نازك است که در حقیقت پاسخی حفـاظتی بـه جراحـت می

گیــرد. در طــی تشــکیل  ولید کالوس مورد استفاده قرار مــیعنوان ماده آغازین برای ت یافتـه اسـت کـه به بافـت تمایز
نمونه  ای، تمایز و اختصاصی شدن سلولهای مادری متوقف شده و سلولهای ریزشیشه هــا در شــرایط درونکــالوس 

فت کالوس بسته به  با .[1] فرایند تمایززدایی نیز با تغییـر فعالیـت متـابولیکی سـلول همراه است .شـوندتمایززدایی مـی
 .به علت وجود لیگنین( و یا ترد و شکننده باشد)تواند سفت و سخت گونه گیاهی می

های کنترل کننده تولید تواند به دلیل تمایز در بیان ژنتنوع در فراوانی تولید کالوس در پاسخ به سطوح مختلف هورمونی، می
های مسئول در سنتز کالوس، رمونی مورد استفاده، برخی از ژنکالوس باشد. همچنین ممکن است که در بعضی از سطوح هو

های رشد، محیط کشت، ژنوتیپ، تنظیم کننده از جمله عواملی که در تولید کالوس موثراند، .[6] به طور کامل بیان نشوند
ی خاص القای باشد. نتایج نشان داده است که وابستگنوع هیدرات کربن، نوع جداکشت، سن جداکشت و شرایط محیطی می

 .[4] کندکالوس و باززایی گیاه به ژنوتیپ اجتناب ناپذیر و کلی است و القای کالوس و باززایی گیاه با ژنوتیپ گیاه تغییر می
ممکن است برای بیان ژنهای درگیر در تقسیم سلولی و  D-2,4 های خیلی زیادبه علاوه، گزارش شده است که غلظت

سبب D-2,4 چندین گزارش وجود دارد مبنی بر اینکه عموماً استفاده از هورمون  .[6] باشدتمایززدایی بافت مهار کننده 
مدت زمان کالوس زایی کمتر از  این تحقیقدر  .[10]کند زایی را تسریع میها شده و کالزایی و تمایزیابی بافتتوقف اندام

  متفاوت بود  نسبت به آزمایش لظت تنطیم کننده رشد غ نوع بافت وتواند به این خاطر باشد که از بیست روز بود علت می
زایی روز سن داشتند که همین امر هم در القای کالوس  17حدود  حاضرهای کشت شده در آزمایش از جهتی ریز نمونه.[10]

 BAP نیزس ترین سیتوکنین در تولید کالوقدرت زیادی برای تولید کالوس دارد مهم D-2,4ها  از بین اکسین . نبودبی تاثیر 
هم از تیمار در تحقیق حاضر .[2] شودمیکرومولار آن برای تولید کالوس استفاده می 5 تا 5/0های باشد که اغلب غلظتمی

 سازی تولید کالوس مشاهده شد.گیری برای بهینه( بهترین نتیجهBAP)و سایتوکنین  (D-2,4)هورمونی تلفیقی اکسین 

 

 گیری  نتیجه

و  IBAهــای  گرم بر لیتر درمدت زمان کمتری نسبت به سایر تیماربا غلظت دو میلی  D-2,4آزمایش تیماردر اولین مرحله از 
NAA  تشکیل کالوس را موجب شد. همچنین میانگین وزن تر کالوس برای تیمار مذکور نسبت به سایر تیمارها بهتر بــود. در
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گرم بر لیتر بــه صــورت کلــی، نتــایج میلی2/0با غلظت  BAPا گرم بر لیتر همراه ببا غلظت دو میلی D-2,4آزمایش دوم هم 
شان نشان داد، به همــین منظــور غلظــت های متفاوتهای کینتین و زئاتین در غلظتتری نسبت به سایر تنظیم کنندهمناسب

 شود.زایی برای گیاه دارویی پروانش در آزمایشات کشت بافتی معرفی میمذکور غلظت مناسبی جهت القای کال
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Periwash (Catharantus roseus L.) is a tropical and perennial herb that is of interest to pharmacists with a 

wide range of alkaloids. Medicinal parts of the plant include leaves and roots. Tissue culture technology, 

proliferation of tissue or organ such as callus, suspension and damping, for the production of secondary 

metabolites produced on a mass scale is possible. In this regard, in order to optimize callus production in the 

experimental mussel plant in plant tissue culture laboratory of Torbat-e-Heydariyeh University in a 

completely randomized design with three types of cotyledon, shoot and root explants and combination of 

auxin growth regulators 2- 4-D or NAA IBA and cytokinin (BAP or Kin or Zeatin) were performed in two 

stages. Data analysis was performed using SPSS software. The best results for induction of callus formation 

were 2mg / l (2.4-D) in the first step and 2mg / l (2.4-D) + 0.2mg / l (BAP) in the second step. 
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