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 دهیچك
های  ریزنمونهزایی  بر کالوس D-2,4و  BAPکننده رشد گیاهی  در این تحقیق، تأثیر نوع و غلظت دو تنظیم

و بهینه سازی کشت  BAPو  D-2,4گرم در لیتر  میلی 2و  1، 5/0حاوی  MSهیپوکوتیل و برگ در محیط کشت 
های حاوی غلظت MSهای رشد گیاهی مختلف در محیط کشت  کننده سوسپانسیون سلولی گیاه خرفه با تنظیم

حاوی  Kinگرم در لیتر  میلی 5/0و  2/0و  BAP گرم در لیترمیلی 1و  D ،5/0-2,4گرم در لیتر  میلی 2و  1، 5/0
نمونه  دست آمده، هر دو ریز گرم در لیتر ساکارز مورد بررسی قرار گرفت. بر اساس نتایج به 30و  20های  غلظت

داری صورت معنی زایی بودند ولی عملکرد کالوس ریزنمونه هیپوکوتیل به درصد کالوس 100مورد استفاده دارای 
، D-2,4گرم بر لیتر  میلی 5/0و  BAPگرم بر لیتر میلی 2حاوی  MSهای کشتمونه برگ بود. محیطبیشتر از ریزن

 D ،1-2,4گرم بر لیتر  میلی 1و  BAPگرم بر لیتر میلی D ،1-2,4گرم بر لیتر  میلی 1و  BAPگرم بر لیتر  میلی 2
 D-2,4گرم بر لیتر میلی 5/0و  BAPگرم بر لیتر میلی D ،5/0-2,4گرم بر لیتر  میلی 5/0و  BAPگرم بر لیتر  میلی

گرم بر لیتر اسیدآسکوربیک در  میلی 150، همگی حاوی D-2,4گرم بر لیتر  میلی 2و  BAPگرم بر لیتر  میلی 1و 
هر دو ریزنمونه بیشترین عملکرد )وزن تر کالوس( را داشتند. در کشت سوسپانسیون سلولی، بین تیمار با ترکیب 

و مدت  SCV ،PCVلیتر، تعداد سلول در یک میلی های های رشد گیاهی اعمال شده از نظر شاخص کننده تنظیم
 MSدر محیط کشت   PCVو   SCV داری مشاهده شد. بیشترین تعداد سلول،زمان اعمال تیمار اختلاف معنی

 32گرم بر لیتر ساکارز مشاهده شد. طی  30حاوی  Kinگرم بر لیتر  میلی 2/0و  D-2,4گرم بر لیتر میلی 2حاوی 
 ام مشاهده شد. 22در روز  PCVام و بیشترین  32ام تا  22از روز  SCVگیری، بیشترین تعداد سلول و روز اندازه

 

 ..Portulaca oleracea Lزایی، سوسپانسیون سلولی، کالوس :ها کلیدواژه
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 مقدمه
 گیاهی  .Portulaca oleracea Lگیاه خرفه با نام علمی

ی  راسته و (Portulacaceae)ساله از خانواده یک
(Caryophyllales) های بارز از ویژگی باشد.می

ی گوشتی قرمز، توان به ساقهاین گیاه میمورفولوژیک 
های زرد یا سفید رنگ و های ضخیم متقابل، گل برگ

بذرهای سیاه ریز آن اشاره کرد. . این گیاه علفی در سرتاسر 
خصوص مناطق با آب و هوای گرمسیری یافت جهان به

شود و امروزه هم به صورت خودرو و هم به صورت  می
. وجود ]21،21[د دارد زراعی در اغلب کشورها وجو

در گیاه خرفه که دارای  3-اسیدهای ارزشمندی مانند امگا
اکسیدانی فراوانی هستند، استفاده از این گیاه خواص آنتی

. حضور ]12[اکسیدان را مطرح ساخته است عنوان آنتی به
های فعال زیستی در این گیاه در تحقیقات ساکاریدپلی

. از این رو با توجه به ]35[متعددی به اثبات رسیده است 
طیف وسیع خواص دارویی این گیاه همچون محافظ عصبی 

تومور ، آنتی]8[اکسیدان ، آنتی]35[دیابت ، ضد]31[
، ضد زخم، ]15[، ضد التهاب ]21[باکتریایی ، ضد]22[

و خواص دیگر، سازمان بهداشت  ]11[محافظ کبدی 
. در ]33[جهانی به آن لقب "اکسیر جهانی" داده است 

عمر طولانی  فرهنگ عامه چین نیز این گیاه به عنوان "سبزی
 . ]21 ،1[شود توصیف می

عنوان یک منبع بالقوه برای تولید کشت بافت گیاهی به
ترکیبات ارزشمند گیاهی شناخته شده است. مزیت اصلی 

عنوان یک منبع مستمر و تواند بهاین روش آن است که می
ی ارزشمند، بدون تخریب گیاه تجدیدپذیر مواد شیمیای

باتوجه به اهمیت . ]15[کار رود موجود در فلور طبیعی به
های های ثانویه و نیز محدود بودن گونهاقتصادی متابولیت

راه مناسبی  بافتها، کشت گیاهی در رویشگاهای طبیعی آن
. تکثیر ]31[باشد برای تولید ترکیبات شیمیایی ارزشمند می

ای زمان دستیابی به تعداد زیادی گیاه یشهدر شرایط درون ش
کند و همچنین تولید تر میبا ژنوتیپ یکسان را نیز کوتاه

ای نسبت به استخراج شیشهمتابولیت ثانویه در شرایط درون
وری بیشتری است آن از گیاهان موجود در طبیعت دارای بهره

کشت کالوس در واقع رشد و نگهداری توده سلولی  .]13[

ای است که از رشد ناهماهنگ و نامنظم ن نیافتهسازما
های های گیاهی کوچک، قطعات بافت گیاهی یا سلول اندام

های کنندهآید. نوع و غلظت تنظیمکشت شده به وجود می
رشد گیاهی، نوع ریزنمونه و ژنوتیپ گیاه تشکیل کالوس در 

کشت  .]1و2[دهند محیط کشت را تحت تأثیر قرار می
های سلولی پراکنده و در سلولی، شامل تودهسوسپانسیون 

حال رشد در محیط کشت مایع و در حال تکان خوردن 
سلولی  است. مرحله کالوس برای آغاز کشت سوسپانسیون

ضروری نیست. برای مثال، قطعات برگی  در همه گیاهان
( شناور شده در Chenopodium rubrumسلمه تره )

در مجاورت ( 1962محیط کشت موراشیگ و اسکوک )
-نور، تقسیم سلولی و رشد سریعی را در مزوفیل نشان می

توانند به طور کامل  دهد و بعد از چهار روز بر روی شیکر می
از هم پاشیده شده و تعداد سلول بیشتری را در سوسپانسیون 

اما خود کالوس نیز منبع عظیمی از  ]31،31[رها سازند 
ها از  ج این متابولیتباشد و استخراهای ثانویه می متابولیت

زایی این گیاه کالوس نیز میسر است به همین جهت کالوس
نیز مورد مطالعه قرار گرفت. مقدار پراکندگی سلول در 

های سوسپانسیون عمدتاً تحت تأثیر غلظت کشت
گیرد.  کشت قرار می های رشد موجود در محیطکننده تنظیم
ها را آنزیم های رشد اکسینی فعالیت اختصاصیکنندهتنظیم

افزایش داده و موجب تجزیه تیغه میانی دیواره سلولی 
بنابراین، با کاربرد غلظت نسبتاً بالای تنظیم  ]22[گردند  می

های رشد اکسین و غلظت پایین سایتوکنین در محیط کننده
. ]32[کشت امکان افزایش پراکندگی سلول وجود دارد 

ناسب، متشکل های سوسپانسیون با پراکندگی سلولی مکشت
باشند اما های تمایز نیافته با دیواره سلولی نازک میاز سلول

. در کشت ]31[از نظر شکل و اندازه یکسان نیستند 
های گیاهی از قندهای ساده به عنوان منبع کربن  سلول

کنند. مقدار و نوع کربن استفاده شده در محیط استفاده می
ی ثانویه دارد. در هاکشت تأثیر زیادی بر تولید متابولیت

های ثانویه در واقع، مقدار ساکارز قابلیت تجمع متابولیت
دهد. برای مثال در کشت ها را تحت تأثیر قرار میکشت

Coleus blumei  ساکارز به ترتیب 1/7% و 1/2غلظت %



 27 1399، زمستان 1تکوینی سال سیزدهم، شماره  شناسیپژوهشی زیست  –علمی  فصلنامه
 

 

گرم بر لیتر اسید رزمارینیک شده  1/2و  2/0موجب تولید 
 (.33و31است )

اطلاعات در مورد کشت بافت باتوجه به محدودیت 
های  کننده منظور بررسی تأثیر تنظیم خرفه، این پژوهش به
زایی  ها بر کالوس های مختلف آن رشد گیاهی و غلظت

سازی کشت سوسپانسیون سلولی های خرفه و بهینهریزنمونه
های مختلفی از  گیری نوع و غلظت کار این گیاه با به

و غلظت از ساکارز مورد های رشد گیاهی در دکننده تنظیم
 بررسی قرار گرفت.

 
 ها مواد و روش

بذور تهیه شده از شهرستان اهر ضدعفونی و کشت بذر: 
 عفوونی سوطحی توسوطاستان آذربایجان شرقی، پس از ضد

%  5/1سودیم  کلریوتثانیه و هیپو 32مدت  % به 12الکل 
(. 5کشت شدند ) MSکشت  محیط یرودقیقه  22 به مدت

برای تهیوه هیپوکلریوت سودیم از محلوول وایوتکس خوانگی 
% هیپوکلریت سدیم فعوال( اسوتفاده شود. بوذور  5)حاوی 

 درجوه 13±3کشت شده، در اتاقک رشد با شورایط دموایی 
 سواعت 8 و سواعت روشونایی 21 ینوور دوره گراد وسانتی

 شدند.  ینگهدار تاریکی
زنی پس از جوانه: الوستهیه و کشت ریزنمونه و تولید ک

  22ها حدوداً به اندازه ها )گیاهچهبذور و رشد مناسب گیاهچه
 

ها متر رسیدند(، از قسمت هیپوکوتیل و برگ گیاهچهمیلی
ها ابتدا به وسیله اسکالپل تیز و نمونهنمونه تهیه شد. ریز ریز

استریل زیر هود در آزمایشگاه کشت بافت دانشکده کشاورزی 
طبیعی دانشگاه آزاد اسلامی واحد تبریز برش داده شدند  و منابع

حاوی ترکیبات  MSهای حاوی محیط کشت سپس در شیشه
(. 2)جدول  زایی کشت شدندهورمونی مختلف جهت کالوس

متری کشت گردید. سانتی 5/2ریزنمونه حدوداً  5در هر شیشه 
هفته یک بار واکشت شدند. پس از یک ماه از  3ها هر کشت

ای شدن زایی، وزن تر کالوس و میزان قهوهت درصد کالوسصفا
 ها یادداشت برداری گردید.کالوس

دست با توجه به نتایج بهکشت سوسپانسیون سلولی: 
گرم از  2زایی، برای ایجاد کشت سوسپانسیون، آمده از کالوس

دست آمده از هر دو ریزنمونه تر بههای سبز و تردکالوس
کشت  لیتر محیطمیلی 25های حاوی شیشه هیپوکوتیل و برگ به

MS  2,4گرم بر لیتر میلی 5/2حاوی-D  گرم بر میلی 5/2و
 2و  D-2,4لیتر  میلی گرم بر 5/2حاوی  MSو  BAPلیتر 
گرم بر لیتر اسید میلی 252، هر دو شامل BAPگرم بر لیتر  میلی

آسکوربیک و فاقد آگار منتقل شدند و روی شیکر اوربیتال با 
گراد و دوره  درجه سانتی 13دور در دقیقه در دمای  212دور 

 ساعت نگهداری شدند. 21روشنایی 
برای استقرار رشد سلولی از روش گام به گام استفاده 

 لیتر میلی 25شد. به این صورت که ابتدا توده کالوس به 
 

 

یزنمونهرشد گیاهی مورد استفاده در کالوسهای کنندهتنظیم -1جدول   های هیپوکوتیل و برگ خرفهزایی ر

 شماره محیط
2,4-D 

(mg/l) 
BAP 

(mg/l) 
 (mg/l)اسید آسکوربیک 

2 5/2 5/2 252 
1 2 5/2 252 
3 1 5/2 252 
3 5/2 2 252 
5 2 2 252 
1 1 2 252 
1 5/2 1 252 
8 2 1 252 
1 1 1 252 

22 - - - 
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مایع انتقال داده شد و ابتدا پس از یک  MSکشت محیط
لیتر میلی 22ای هر بار هفته و سپس در فواصل دو هفته

ها پس از  ها اضافه شد. کالوس محیط کشت تازه به کشت
ای شدن از محیط کشت خارج شدند. پس از استقرار  قهوه

ها هر دو هفته یکبار به صورت کشت سوسپانسیون سلولی،
 با محیط کشت تازه واکشت شدند. 2:2

ها به مقدار پس از تکثیر سلول :تیمارهای رشد سلول
سازی ترکیبات محیط کشت جهت به منظور بهینهکافی، به

های کنندهدست آوردن حداکثر رشد سلولی، تأثیر تنظیم
قرار گرفت. ها مورد بررسی رشدی مختلف بر تکثیر سلول

سازی تراکم سلولی اولیه، بدین منظور در راستای یکسان
مقدار مورد نیاز از سوسپانسیون سلولی تکثیر شده و  ابتدا به

با محیط  2:2صورت هم مخلوط شدند و به مایر با در ارلن
تازه حاوی ترکیبات هورمونی مختلف تیمار  MS کشت

یک ماه  مدتروز یک بار به 3( و هر 1شدند )جدول 
و  (SCV)های تراکم سلولی، حجم سلول ساکن  شاخص

گیری گردید و در اندازه (PCV)حجم سلول فشرده شده 
 طول این مدت واکشت انجام نشد.

( و حجم سلول SCVگیری حجم سلول ساکن )اندازه
لیتر از میلی SCV ،3گیری برای اندازه(: PCVفشرده شده )

های سلولی در فالکون ها و تودهکشت حاوی سلولمحیط
دقیقه به صورت ساکن  32بندی شده ریخته و به مدت درجه

ها رسوب کنند. حجم سلولی یادداشت  رها شد تا سلول

 PCVگیری  صورت درصد بیان شد. برای اندازه  گردید و به
های ها و تودهکشت حاوی سلوللیتر از محیطمیلی 3نیز 

دقیقه  5ه و به مدت بندی شده ریختسلولی به فالکون درجه
نشینی حجم سانتریفیوژ گردید. پس از ته 3222با دور 

 (.3صورت درصد بیان گردید )سلول فشرده یادداشت و به
دست آوردن تعداد سلول در یک  برای بهشمارش سلول: 

های سلولی، یک دلیل تشکیل توده لیتر سوسپانسیون، بهمیلی
لیتر برداشته شد و دو میلیمیلی لیتر از سوسپانسیون سلولی 

% به آن اضافه 3 (CrO3)اکسید محلول کرومیوم تری 
ماری با دمای دقیقه در بن 25گردید. محلول حاصل به مدت 

دقیقه  25درجه سانتیگراد نگهداری و سپس به مدت  12
ورتکس شدید شد. در نهایت مقداری از محلول مورد نظر 

یکروسکپ و با عدسی روی لام هموسایتومتر منتقل و زیر م
 (.3برداری صورت گرفت )تعداد سلول شمارش و عکس 22

تیمارهای  طرح آزمایشی و تجزیه تحلیل آماری:
تکرار و تیمارهای رشد  3صورت فاکتوریل با زایی به کالوس

 3صورت طرح کاملًا تصادفی با  سوسپانسیون سلولی به
س و تکرار انجام گرفت. محاسبات آماری و تجزیه واریان

 SPSSها با استفاده از نرم افزارهای آزمون نرمال بودن داده
انجام شد. مقایسه میانگین نیز با استفاده از  SAS 9.1و  16

% انجام گرفت. نمودارها 5آزمون دانکن در سطح احتمال 
رسم  Microsoft Office Excel 2013افزار نیز توسط نرم

 .گردید

 های رشد گیاهی استفاده شده در کشت سوسپانسیون سلولی گیاه خرفهکنندهتنظیم ترکیب -2جدول 
شماره محیط 

 کشت
 محیط پایه

2,4-D 
(mg/lit) 

BAP 
(mg/lit) 

Kinetin 
(mg/lit) 

 ساکارز
(gr/lit) 

اسیداسکوربیک 
(mg/lit) 

2 MS 5/2 5/2 - 32 252 
1 MS 5/2 5/2 - 12 252 
3 MS 5/2 2 - 32 252 
3 MS 5/2 2 - 12 252 
5 MS 2 5/2 - 32 252 
1 MS 2 5/2 - 12 252 
1 MS 2 - 1/2 32 252 
8 MS 2 - 1/2 12 252 
1 MS 2 - 5/2 32 252 

22 MS 2 - 5/2 12 252 
22 MS 1 - 1/2 32 252 
21 MS 1 - 1/2 12 252 
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 نتایج
های هیپوکوتیل و برگ نمونهزایی ریزکالوس زایی:کالوس

های رشد گیاهی  کنندهگیاه خرفه تحت تأثیر تیمارهای تنظیم
(2,4-D  وBAPبررسی شد. در اکثر محیط ) های کشت

هفته متورم شده و شروع به  1ها پس از حدود  نمونه ریز
تولید کالوس )معمولًا از ناحیه برش( نمودند.  وآماس 

نمونه مورد استفاده از لحاظ درصد (. هر دو ریز2)شکل 
زایی بودند و از نظر  % کالوس222زایی، دارای  کالوس

های زایی هیچ اختلافی با هم نداشتند. محیطدرصد کالوس
نمونه هیپوکوتیل  فاقد هورمون نیز در ریز MSکشت 
زایی از خود نشان دادند  نمونه برگ ریشه در ریززایی و  کالوس
 (. 1)شکل 

 

 
 

یزکالوس های رشد گیاهی در گیاه خرفه؛ الف(های مختلف تنظیم کنندهدارای غلظت MSزایی در محیط کشت کالوس -1شکل  نمونه زایی ر
یزنمونه هیپوکوتیل در ؛ ب( کالوسBAPگرم بر لیتر میلی 5/0و  D-2,4گرم بر لیتر میلی 5/0حاوی  MSهیپوکوتیل در محیط کشت  زایی ر

یز؛ پ( کالوسBAPگرم بر لیتر میلی 1و  D-2,4گرم بر لیتر میلی 5/0حاوی  MSمحیط کشت  حاوی  MSنمونه برگ در محیط کشت زایی ر
یزنمونه برگ در محیط کشت ؛ ت( کالوسBAPبر لیتر  گرممیلی 5/0و  D-2,4گرم بر لیتر میلی 5/0 گرم بر لیتر میلی 5/0حاوی  MSزایی ر

2,4-D  گرم بر لیتر میلی 1وBAPیزنمونه هیپوکوتیل در محیط کشت ؛ ث( کالوس گرم بر میلی 2و  D-2,4گرم بر لیتر میلی 1حاوی  MSزایی ر
یزنمونه هیپوکوتیل در مح؛ ج( کالوسBAPلیتر  ؛ چ( BAPگرم بر لیتر میلی 2و  D-2,4میلی گرم بر لیتر  5/0حاوی  MSیط کشت زایی ر

یزنمونه برگ در محیط کشت کالوس یزنمونه برگ در ؛ خ( کالوسBAPگرم بر لیتر میلی 2و  D-2,4گرم بر لیتر میلی 1حاوی  MSزایی ر زایی ر
 BAPلیتر گرم بر میلی 2و  D-2,4گرم بر لیتر میلی 5/0حاوی  MSمحیط کشت 
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یزالف( کالوس -2شکل  یشه (های رشد گیاهی؛ بکنندهفاقد تنظیم MSنمونه هیپوکوتیل در محیط کشت زایی ر یزر نمونه برگ در محیط زایی ر

یزنمونه هیپوکوتیل در محیطای شدن تعدادی از کالوسقهوه (های رشد گیاهی؛ جکنندهفاقد تنظیم MSکشت  -حاوی تنظیم MSکشت های ر

یزنمونه برگ در محیطماه از آغاز کشت؛ د( سبز ماندن بیشتر کالوس 2های رشد گیاهی پس از گذشت کننده  کشت و زمان یکسان.های ر
 

(، 3ها )جدول بر اساس نتایج حاصل از تجزیه واریانس
نیز مشاهده شد که مابین دو ریزنمونه مورد استفاده و 

های رشد گیاهی مختلف، تفاوت کنندهتیمارهای تنظیم
داری از نظر وزن تر کالوس در سطح احتمال یک معنی

درصد وجود دارد. اثر متقابل ریزنمونه در تیمارهای 
های رشد گیاهی از لحاظ آماری تفاوت کننده تنظیم
 داری با همدیگر نداشتند. معنی
 

یانس وزن تر کالو  -3جدول   س در گیاه خرفهتجزیه وار
 میانگین مربعات درجه آزادی منابع تغییرات

  128/1 2 ریزنمونه
  111/2 8 تیمار

 n.s 221/2 8 تیمار× ریزنمونه 
 113/2 31 خطا

 311/23  ضریب تغییرات
 2دار در سطح احتمال : اختلاف معنی  ، % دار : اختلاف معنی

 دار: عدم وجود اختلاف معنی n.s% ،  5در سطح احتمال 
 

ریزنمونه هیپوکوتیل دارای میانگین وزن تر کالوس 
بالاتری نسبت به ریزنمونه برگ بود. در آزمون غیرپارامتری 

ای شدن والیس که برای مقایسه میزان قهوه –کروسکال 
های حاوی تنظیم های دو ریزنمونه در محیط کشتکالوس

داری در فت، تفاوت معنیهای رشد گیاهی انجام گرکننده

سطح احتمال یک درصد مشاهده شد که حاکی از میزان 
ای شدن ریزنمونه هیپوکوتیل نسبت به بالاتر قهوه

 باشد.های برگی می ریزنمونه
در اغلب مطالعات از وزن تر کالوس به عنوان شاخصی برای 

شود، از همین گیری میزان رشد کالوس استفاده میاندازه
(، 3اس نتایج حاصل از مقایسه میانگین )جدول منظر بر اس

گرم بر میلی 1حاوی  MSهای کشتمشاهده شد که محیط
گرم بر لیتر میلی D ،1-2,4گرم بر لیتر میلی 5/2و  BAPلیتر 
BAP  2,4گرم بر لیتر میلی 2و-D ،2 گرم بر لیتر میلیBAP  2و 
 5/2و  BAPگرم بر لیتر میلی D ،2-2,4گرم بر لیتر میلی
 5/2و  BAPگرم بر لیتر میلی D ،5/2-2,4گرم بر لیتر میلی
 1و  BAPگرم بر لیتر میلی 2و  D-2,4گرم بر لیتر میلی
گرم بر لیتر میلی 252، همگی حاوی D-2,4گرم بر لیتر  میلی

نمونه هیپوکوتیل و برگ اسیدآسکوربیک در هر دو ریز
، 228/1، 222/1، 125/1، 321/1ترتیب با میانگین  به

کالوس در هر شیشه  5ازای  گرم به 521/5و  851/5
بیشترین عملکرد )وزن تر کالوس( را داشتند. 

 1و  BAPگرم بر لیتر میلی 1حاوی  MSهای  کشت محیط
 1و  BAPگرم بر لیتر میلی D ،5/2-2,4گرم بر لیتر میلی
 2و  BAPگرم بر لیتر میلی D ،5/2-2,4گرم بر لیتر میلی
 1و  BAPگرم بر لیتر میلی D ،2-2,4گرم بر لیتر میلی
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 5/2و  BAPگرم بر لیتر میلی 5/2و  D-2,4گرم بر لیتر  میلی
گرم بر لیتر میلی 252، همگی حاوی D-2,4گرم بر لیتر میلی

اسیدآسکوربیک در هر دو ریزنمونه هیپوکوتیل و برگ 
، 521/5، 231/5، 211/5، 223/5ترتیب با میانگین  به

ها گرم کمترین وزن تر کالوس را در بین سایر غلظت 851/5
 .به خود اختصاص دادند

 

های رشد کنندهمقایسه میانگین اثر تیمارهای تنظیم -4جدول 
 گیاهی مختلف بر وزن تر کالوس در گیاه خرفه

 وزن تر کالوس )گرم( تیمار )شماره محیط کشت(
2 abc 851/5 
1 bc 231/5 
3 bc 211/5 
3 ab 228/1 
5 a 222/1 
1 abc 521/5 
1 a 321/1 
8 a 125/1 
1 c 223/5 

داری باهم های دارای حروف مشابه اختلاف آماری معنیمیانگین
 ندارند.

 
راساس نتایج حاصل از بکشت سوسپانسیون سلولی: 

تجزیه واریانس، بین تیمارهای اعمال شده از نظر شاخص 
% و از  5احتمال  تعداد سلول در یک میلی لیتر در سطح

%  2در سطح احتمال   PCVو  SCVهاینظر شاخص
داری مشاهده شد. زمان پس از کشت از نظر اختلاف معنی

داری % اختلاف معنی 2هر سه شاخص در سطح احتمال 
داشت و اثر متقابل تیمار در زمان از نظر هر سه شاخص غیر 

اهده های مشهایی از سلول(. نمونه1دار بود )جدول معنی
شده با استفاده از لام هموسایتومتر در زیر میکروسکپ در 

 آورده شده است. 3شکل 
(، 1ها )جدول بر طبق نتایج حاصل از مقایسه میانگین

ترتیب با میانگین به  PCVو   SCV بیشترین تعداد سلول،
 MS% در محیط کشت  21/3% و  31/1، 15/1×223

گرم بر لیتر میلی 1/2و  D-2,4گرم بر لیتر میلی 1حاوی 
Kin  گرم بر لیتر ساکارز مشاهده شد. کمترین  32حاوی

و  2/3×223ترتیب با میانگین  به PCVمقدار تعداد سلول و 
گرم بر لیتر  میلی 5/2حاوی  MSکشت  % در محیط 11/2

2,4-D  گرم بر لیتر  میلی 2وBAP  گرم بر لیتر  12حاوی
 MSنیز در محیط کشت  SCVساکارز و کمترین مقدار 

گرم بر لیتر  میلی 2و  D-2,4گرم بر لیتر  میلی 5/2حاوی 
BAP  و  23/3گرم بر لیتر ساکارز با میانگین  12حاوی %

 5/2و  D-2,4میلی گرم بر لیتر  2حاوی  MSمحیط کشت 
گرم بر لیتر ساکارز با  32حاوی  BAPگرم بر لیتر  میلی

گیری، وز اندازهر 31% مشاهده شد. طی  28/3میانگین 
ام و  31ام تا  11از روز  SCVبیشترین تعداد سلول و 

 ام مشاهده شد. 11در روز  PCVبیشترین 
 

یانس شاخص - 6جدول   گیری شده درکشت سوسپانسیون سلولی گیاه خرفههای اندازهتجزیه وار
 میانگین مربعات

 منابع تغییر درجه آزادی
 لیترتعداد سلول در یک میلی SCV)درصد(  PCV )درصد(

11/1  21/21  221  ×11/2   33 تیمار 

52/21 23/31   **  2222×11/2 7 زمان پس از کشت 
11/2 n.s 01/3 n.s n.s 228×22/3 77  زمان× تیمار 

71/0 22/2  302×13/1  خطا 322 
02/11 31/10  21/11  تغییرات )%(ضریب   

n.s 2دار در سطح احتمال %، ** معنی 5دار در سطح احتمال دار، * معنیمعنی غیر % 
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 گیری شده درکشت سوسپانسیون سلولی گیاه خرفههای اندازهمقایسه میانگین شاخص - 7جدول 
 

 )درصد( PCV )درصد( SCV ×( 104تعدادسلول در یک میلی لیتر ) شماره محیط کشت
2 ab 11/1 cde 11/3 bc 53/1 
1 cd 12/3 de 11/3 cd 11/1 
3 abcd 32/5 cde 11/3 bcd 35/1 
3 d 22/3 e 23/3 d 11/2 
5 bcd 28/5 e 28/3 cd 28/1 
1 bcd 81/3 cde 12/3 bc 52/1 
1 abc 22/1 abc 11/5 abc 15/1 
8 bcd 13/3 bcd 15/5 abc 13/1 
1 bcd 21/5 bcd 21/5 bcd 33/1 

22 bcd 23/5 cde 83/3 cd 32/1 
22 a 15/1 a 31/1 a 21/3 
21 abc 13/5 ab 11/5 ab 88/1 

 

 داری با هم ندارند.های دارای حروف مشابه اختلاف آماری معنی میانگین
 

گرم بر میلی 1حاوی  MSطور کلی محیط کشت  به
گرم  32حاوی  Kinگرم بر لیتر میلی 1/2و  D-2,4لیتوور 

بر لیتر سوواکارز تقسیم و رشد سلولی بهتری داشت. شکل 
های گیاه خرفه را در این محیط نشان منحنی رشد سلول 5

دهد با گذشووت زمان دهد. همانطور که شکول نشان میمی
افزایش  PCVو  SCVلیتوور، مقدار تعداد سلول در میلی

روز بعد از کشت کند  1حدوداً تا ها یافته است. رشد سلول
روز پس  11بوده ولی پس از آن تراکم سلولی افزایش یافته و 

از کشت به حداکثر مقدار خود رسیده اسوت و پس از این 
مدت رشد سلول متوقف شده و تراکوم سلولی ثابت مانده 
اسوت. توقف رشد سلولی بعد از این مدت ممکن اسوت به 

های رشد گیاهی موجود در کنندهیمدلیل تخلیه عناصر و تنظ
محیط کشت و یا افزایش تراکم مواد فنلی ترشح شده از 

 .ها به محیط کشت باشدسلول
 
 بحث

های هیپوکوتیل و برگ زایی ریزنمونهکالوس زایی:کالوس
های رشد گیاهی مورد استفاده در تمام ترکیبات تنظیم کننده

استفاده هیچ تفاوتی صد درصد مشاهده شد و ترکیبات مورد 
از این نظر با همدیگر نداشتند اما از نظر وزن تر کالوس، بین 

های رشد گیاهی و نوع ریزنمونه تفاوت تیمار تنظیم کننده
های رشد کننده(. تنظیم3داری مشاهده شد )جدول معنی

گیاهی مورد استفاده از عوامل بسیار مهمی هستند که 
ی گیاهان را تحت تأثیر قرار ازایی و رشد درون شیشهکالوس

دهند ولی نوع و غلظت مورد نیاز برای هر گیاه و یا برای می
رسد که در . به نظر می]13[سازی شود هر ژنوتیپ باید بهینه

های آن برای رشد کالوس BAPاین گیاه حضور سایتوکنین 
-2,4ضروری و احتمالًا کافی است و افزایش مقدار اکسین 

D اری باعث کاهش وزن تر کالوس میدبه صورت معنی-

گردد. ریزنمونه هیپوکوتیل در ترکیبات مورد استفاده عملکرد 
بالاتری را نسبت به ریزنمونه برگی از خود نشان داد و 

تر تأثیر بسیار های پایینبه ویژه در غلظت BAPسیتوکینین 
های بیشتری روی ریزنمونه هیپوکوتیل نسبت به ریزنمونه

والیس برای  –مون غیرپارامتری کروسکال آزبرگی داشت. 
های دو ریزنمونه هیپوکوتیل و برگ میزان ای شدن کالوسقهوه

ای شدن ریزنمونه هیپوکوتیل نسبت به بالاتر قهوه
های برگی مشاهده شد که بیانگر عدم کافی بودن  ریزنمونه

ای شدن اسید آسکوربیک مورد استفاده در جلوگیری از قهوه
یاز به استفاده کردن از مواد با جذب سطحی ها و نکالوس

  باشد.می  (PVP)نیدیرولیپ لینیو یپلبالا نظیر زغال فعال یا 



 27 1399، زمستان 1تکوینی سال سیزدهم، شماره  شناسیپژوهشی زیست  –علمی  فصلنامه
 

 

( در بررسی تاثیر 2020استاجی و همکاران )
های مختلف اکسین و سیتوکنین در میزانتوده کالوس  غلظت

های مختلف  تحت شرایط درون شیشه نتیجه گرفتند که تیمار

های جنین زا  رشد بر کالوس زایی و کالوس تنظیم کننده های
 .]11[در گیاه سوسن چلچراغ معنی دار است 

 

 
 

یر میکروسکوپ. الف، ب و پ( تنوع در شکل سلولسلول - 4شکل  ترتیب ها بههای کشت سوسپانسیون سلولی گیاه خرفه مشاهده شده در ز
%. چ، ح و  4ها، حاصل از تیمار با کرومیوم تری اکسید آمیزی. ت، ث و ج( تنوع در اندازه سلولای، کروی و حجیم بدون رنگهای میلهسلول
یپانها، رنگمانی سلولترتیب تشکیل توده سلولی، تقسیم سلولی و مشاهده زندهخ( به های مرده های زنده زرد و سلولبلو، سلول آمیزی شده با تر

 ستند.آبی رنگ ه
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 Kinگرم بر لیتر میلی 2/0و  D-2,4گرم بر لیتر میلی 2حاوی  MSمنحنی رشد کشت سوسپانسیون گیاه خرفه در محیط کشت  - 5شکل 
 

( برای القای کالوس در گیاه خرفه 2006یان )
(Portulaca oleracea L.) کشت  از محیطMS  حاوی

-2,4گرم بر لیتر میلی 5/2و  BA-6گرم بر لیتر میلی 5/2
D  و یاMS  6گرم بر لیتر میلی 5/2حاوی-BA  2و 

زایی استفاده با صد درصد کالوس D-2,4گرم بر لیتر  میلی
( القای کالوس و 1222تبار ) (. صفدری و کاظمی33کرد )

ا مورد ر (.Portulaca grandiflora L)باززایی گیاه گل ناز 
های برگ در بررسی قرار دادند. برای القای کالوس ریزنمونه

و  BAP (5/1 ،5حاوی سطوح مختلف  MSکشت  محیط
میکرومول( کشت شدند و  22و  5) NAAمیکرومول( و  22

در ترکیب  NAAمیکرومول  22مشاهده شد که تیمار حاوی 
مناسبترین تیمار از نظر  BAPمیکرومول  22یا  5با 

رسد به نظر می (.11باشد )نمونه برگ مییی در ریززا کالوس
های آن که در این گیاه حضور سایتوکنین برای رشد کالوس

ضروری و احتمالًا کافی است و افزایش مقدار اکسین به 
گردد اما داری باعث کاهش وزن تر کالوس میصورت معنی

زایی تفاوتی مابین میزان اکسین و از نظر درصد کالوس
نین مورد استفاده وجود نداشت و گیاه در حضور سایتوک

های مختلف اکسین و سایتوکنین همچنان دارای غلظت 
زایی بود. تحقیق حاضر نیز همانند سایر % کالوس 222

دهد که  مطالعات انجام گرفته در جنس پرتولاکا نشان می
در  BAPویژه های رشد گیاهی گروه سایتوکنین به کننده تنظیم

، تقسیم، تکثیر سلولی و تولید کالوس نقشی تمایززدایی
 بسیار حائز اهمیت دارند. همچنین شهسواری و همکاران

های  های رشد بر ژنوتیپ ( در کاربرد تنظیم کننده2010)
برنج به این نتیجه رسیدند که تفاوت کالوس زایی تیمار های 

 مورد مطالعه در ژنوتیپ های برنج معنی دار بود.
های گیاه های رشد گیاهی بر رشد سلولهکنندتأثیر تنظیم

با توجه به نتایج  خرفه در کشت سوسپانسیون سلولی:
مشاهده شد که نوع و غلظت  1دست آمده از جدول  به

های رشد گیاهی، غلظت ساکارز مورد استفاده و  کنندهتنظیم
های مورد دار بر روی شاخصگذر زمان تأثیری معنی

های مطالعات مختلف از شاخصگیری دارند. در  اندازه
 PCVو  SCVلیتر، متعددی نظیر تعداد سلول در یک میلی

ها در کشت سوسپانسیون  برای ارزیابی تکثیر و رشد سلول
. در کشت سوسپانسیون ]11[سلولی استفاده شده است 

ها  برای رشد سلول D-2,4سلولی این گیاه حضور اکسین 
قیق نیز بیشترین تعداد رسد زیرا در این تحضروری به نظر می

 1حاوی  MSکشت  در محیط PCVو  SCV سلول،
حاوی  Kinگرم بر لیتر  میلی 1/2و  D-2,4گرم بر لیتر  میلی
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گرم بر لیتر ساکارز حاصل شد. با توجه به نتایج حاصل  32
در کنار  Kinزایی احتمالًا حضور سایتوکنین از کالوس

یده است و ها گردباعث رشد مناسب سلول D-2,4اکسین 
این پاسخ در نتیجه حضور سایتوکینین در کنار اکسین در 

ها با تأثیر بر چرخه سلولی باشد. سایتوکینینکشت میمحیط
های دوک های درگیر در تشکیل رشتهو تنظیم سنتز پروتئین

پذیری دیواره سلول و ها با افزایش انبساطتقسیم و اکسین
های روتئینهای رمزکننده پ mRNAتحریک رونویسی 

 .]18[کنند  رشد، در چرخه سلولی دخالت می
( در مطالعه کشت 2311حضرتی و همکاران )

های تنظیم کننده  سوسپانسیونی فندق نشان دادند که تیمار
رشد، رشد سلول فندق را در کشت سوسپانسیون به طور 

ها در محیط  تحت تأثیر قرار داد. رشد سلول یمعنی دار
 گرم در لیتر و یک میلی  MSلیتر گرم در یک میلی یحاو

2,4-D  میلی 5/2و ( گرم در لیتر بنزیل آمینوپورینBAP )
گرم در لیتر آسکوربیک اسید در مقایسه با سایر  میلی 252و 

محرك نیز از نظر  یبین تیمارها زا یدار تیمارها به طور معنی
وجود داشت  یدار رشد و زنده مانی سلولی اختلاف معنی

]3[ . 
( تولید بتازانتین را در گیاه گل 1991همکاران ) بوهم و

با کشت سوسپانسیون  (.Portulaca grandiflora L)ناز 
سلولی این گیاه بررسی کردند. برای کشت سوسپانسیون 

گرم  12مایع تغییریافته حاوی  MSکشت سلولی از محیط
و  D-2,4گرم بر لیتر میلی 1بر لیتر ساکارز، فاقد گلیسین ، 

استفاده کردند. در این تحقیق  Kinگرم بر لیتر میلی 1/2
کشت سوسپانسیون ژنوتیپ های محیطمشاهده شد که سلول

های زرد رنگ پس از چند بار واکشت قابلیت رشدی با گل
کشت های محیطدهند اما سلولخود را از دست می

های سفید رنگ قادرند مکرراً به سوسپانسیون ژنوتیپ با گل
 .]1[خود ادامه دهند  رشد

( سنتز بتاسیانین را در 2003نازمول و همکاران )
های رشد صورت استفاده از متیل جاسمونات و سایر محرک

در کشت سوسپانسیون سلولی جنس پرتولاکا بررسی کردند. 
 MSها برای اعمال کشت سوسپانسیون از محیط کشت آن

ه کردند. استفاد D-2,4میکرومول بر لیتر  5/3مایع حاوی 

گرم بر  میلی 222حاوی  MSها به محیط کشت  سپس سلول
مول بر لیتر مانیتول یا  میلی 122آسکوربیک و  لیتر اسید

ها در این  سوربیتول منتقل شدند و شاهد رشد مناسب سلول
 . ]1[جنس گیاهی بودند 

ها )جدول  با توجه به نتایج حاصل از مقایسه میانگین
گرم بر لیتر ساکارز  32رهای حاوی ( و عملکرد بالاتر تیما1

نظر  گرم بر لیتر ساکارز به 12نسبت به تیمارهای حاوی 
رسد مقدار ساکارز مورد نیاز برای رشد و تقسیم سلولی  می
 MSکشت  طور کلی محیط باشد. بهگرم بر لیتر می 32

گرم بر لیتر میلی 1/2و  D-2,4گرم بر لیتر  میلی 1حاوی 
Kin  گرم بر لیتر ساکارز تقسیم و رشد سلولی  32حاوی

( و با گذشت زمان تعداد سلول در 5بهتری داشت )شکل 
ها  افزایش یافت. رشد سلول PCVو  SCVلیتر، مقدار  میلی

روز بعد از کشت کند بوده ولی پس از آن تراکم  1حدوداً تا 
روز پس از کشت به حداکثر مقدار  11سلولی افزایش یافته و 

ود رسیده است و پس از این مدت رشد سلول متوقف شده خ
و تراکم سلولی محیط کشت ثابت مانده است. توقف رشد 

دلیل تخلیه عناصر و  سلولی بعد از این مدت ممکن است به
های رشد گیاهی موجود در محیط کشت و یا  کنندهتنظیم

افزایش تراکم مواد فنلی موجود در محیط کشت باشد. 
( نیز با کشت 2311و همکاران )حضرتی جهان 

ام  15سوسپانسیون سلولی فندق گزارش کردند که در روز 
خورد و پس از کشت، بیشترین تراکم سلولی به چشم می

 .]3[ گرددسپس تقسیم سلولی متوقف می
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Abstract 
In this research, the effect of type and concentration of  BAP and 2,4-D plant growth regulators on 

callogenesis of hypocotyl and leaf explants of Portulaca oleracea in MS medium containing 0.5, 1 

and 2 mg/L of 2,4-D and BAP and optimization of cell suspension culture with different plant growth 

regulators in MS medium containing 0.5, 1 and 2 mg/L 2,4-D, 0.5 and 1 mg/L BAP, 0.2 and 0.5 mg/L 

Kin each one containing 20 and 30 g/l sucrose concentration, were investigated. Based on the results, 

both of the samples had 100 percentage callus induction, but the function of hypocotyl callus was 

significantly higher than the leaf callus. MS culture media containing 2 mg/l BAP and 0.5 mg/l 2,4-D, 

2 mg/l BAP and 1 mg/l 2,4-D, 1 mg/l BAP and 1 mg/l 2,4-D, 1 mg/l BAP and 0.5 mg/l 2,4-D, 0.5 mg/l 

BAP And 0.5 mg/l 2,4-D and 1 mg/l BAP and 2 mg/l 2,4-D, all containing 150 mg/l ascorbic acid in 

both explants have the highest yield (wet weight of callus). In the cell suspension culture, there was a 

significant difference between treatments with the plant growth regulators in terms of number of cells 

in per ml, SCV, PCV and treatment duration. The most number of cells, SCV and PCV was observed 

in MS medium containing 2 mg/L 2,4-D and 0.2 mg/L Kin with 30 g/L sucrose concentration. During 

32 days of measurement, the most number of cells and SCV was observed from 26 to 32 days and the 

most PCV was observed on the 26th day. 
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