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Abstract 

 

Cistanche tubulosa, which is called Sonbol biyabani in Persian, is 
holoparasitic perennial plant, one of the most famous pasture and medicinal 
plants known as "desert ginseng". In this study, the callus formation of this 
plant was optimized. Initially, in order to determine the best disinfection 
treatment, plant parts were disinfected in five sodium hypochlorite 
treatments for 10 minutes and cultivated in MS culture medium. Also, the 
effect of activated charcoal and ascorbic acid on the control of browning of 
explants was investigated. Different explants were used for callus formation. 
To investigate the effect of plant growth regulators on plant callus 
formation, explants were cultivated on MS culture medium containing BAP 
at a concentration of 0.5 mg/L, kinetin at a concentration of 0.5 mg/L and 
2.4.D in twenty-three levels with three replications. This experiment was 
conducted in a completely randomized design. After 10 days, the possibility 
of callus formation was examined for up to 2 months. The lowest level of 
contamination in the explants was observed in the treatment of 2% sodium 
hypochlorite and a disinfection time of 10 minutes. The treatment of 0.5 g/L 
of activated carbon plus 0.5 g/L of ascorbic acid was able to control 
browning well. The highest percentage of callus formation was obtained in 
the treatment of 0.5 mg/L of kinetin plus 0.5 mg/L of BAP and 8.5 mg/L of 
2-4-D. The results of this study can be used in the future to perform indirect 
regeneration and also to produce active pharmaceutical ingredients in vitro 
using callus culture and cell suspension culture. 

Keywords: Browning, Callus induction, Cistanche tubolosa, 2,4-D. 

   Citation رفرانس دهی این مقاله

 [
 D

O
I:

 1
0.

61
88

2/
ge

bs
j.1

3.
2.

7 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

ai
l.g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

26
-0

7-
26

 ]
 

                             1 / 12

http://gebsj.ir/
https://ecc.isc.ac/showJournal/23064
http://dx.doi.org/10.61882/gebsj.13.2.7
http://dx.doi.org/10.61882/gebsj.13.2.7
http://gebsj.ir/article-1-511-en.html
http://dx.doi.org/10.61882/gebsj.13.2.7
https://mail.gebsj.ir/article-1-513-fa.html


 و همکاران یاکبر  .... ی تولید کالوس از ریزنمونه تخمدان در گیاه دارویی سنبلساز بهینه

 

 1403 ستانپایيز و زم  /2شماره  /زدهمسيدوره  /و ایمنی زیستی ژنتيک مهندسی  214

 

Genetic Engineering and Biosafety Journal 

Volume 13, Number 2, 2025 

  خلاصه

به آن سنبل بیابانی گفته می  ،Cistanche tubulosa  گونه  ییدارو و مرتعی اهانیگ نیترمعروف زا ساله، چند وشود، انگل کامل که در فارسی 

در ابتدا به منظور تعیین بهترین تیمار  سازی شد.زایی این گیاه بهینهدر این پژوهش کالوس شود.شناخته می  "هاابانیب  نسنگیج"  عنوان به که است

همچنین اثر  کشت شدند. MSدقیقه ضدعفونی شده و در محیط کشت  10ضدعفونی،  قطعات گیاهی در پنج تیمار هیپوکلریت سدیم به مدت 

های مختلف استفاده شد. برای زایی از ریزنمونهجهت کالوس ها بررسی شد.یزنمونهشدن رایزغال فعال و اسید اسکوربیک روی کنترل قهوه

گرم بر میلی 5/0با غلظت   BAPداری    MS ها روی محیط کشت  زایی گیاه، ریزنمونههای رشد گیاهی روی کالوسکنندهبررسی تاثیر تنظیم

بر لیتر و  میلی  5/0با غلظت     Kinلیتر،   بیست و سه سطح در سه تکرار کشت شدند. این آزمون در قالب طرح کامل تصادفی   D.2.4گرم  در 

شد.   از  انجام  ا  2تا    روز،  10پس  احتمال  بررس  جادیماه  میزان آلودگی در ریزنمونهشد  یکالوس  کمترین  به تیمار دو درصد .  مربوط  ها، 

ای گرم بر لیتر اسید اسکوربیک توانست قهوه 5/0ل به اضافه گرم بر لیتر زغال فعا 5/0تیمار  .بوددقیقه ضدعفونی  10و زمان   هیپوکلریت سدیم

-میلی 5/8و  BAPگرم بر لیتر میلی 5/0به همراه   Kinگرم بر لیترمیلی 5/0زایی در تیمار شدن را به خوبی کنترل کند. بیشترین درصد کالوس

بر لیتر   این پژوهش می  D-4-2گرم  نتایج  تواند در آینده جهت انجام باززایی غیر مستقیم و همچنین تولید مواد موثره دارویی در بدست آمد. 

 ای با استفاده از کشت کالوس و کشت سوسپانسیون سلولی استفاده شود.محیط درون شیشه

 .D-2,4شدن، ایزایی، قهوه( کالوسCistanche tubulosaسنبل بیابانی)کلمات کلیدی:  

 

 

 Introduction مقدمه

 

( است. در ایران به این گیاه Orobanchaceaeو خانواده گل جالیزی) Cistancheیک گیاه کویری انگلی از جنس  Cistanche tubulosaگیاه  

می بیابانی گفته  می  "هاابانیب  نسنگیج"  عنوان  به  که  است  ییدارو  و  یخوراک  اهانیگ  نیترمعروف  از  این گیاه  شود.سنبل   شودنیز شناخته 

(Jiang & Tu, 2009  .)بیابانی فاقد کلروفیل و ریشه انگلی از گیاه میزبان  و لذا مواد غذایی را بهصورت  نیست فتوسنتز به بوده و قادر  سنبل 

می  مختلف طیشرا با گونه نیابسیار مقاوم است.  خشک نیمه و خشک  مناطق  محیطی  سخت  شرایط  برابر  در  Cistancheکند. جنس  جذب 

 را شور و یگچ ،یگل یهاخاکبوده و  سازگار ی،کاف  آب   نیتأم   با  یاماسه  یهاتپه  و  ایدر  سواحل  خشک،  یهاستگاهیز  مانند  یطیمح  ستیز

اینSalehi et al., 2019)  دهدیم   حیترج  برای حلیراه  عنوان  به  شود ومی  استفاده  بیابانی  مناطق  در  شن  طوفان  از  جلوگیری  برای  گیاه  (. 

گونه Wang et al., 2012) است  گرفته  قرار  توجه  مورد  جهانی  گرمایش  از  کنندهممانعت  و  زداییبیابان این  میزبان  گیاهان   .)

 ,Shahi Shavvon & Saeidi Mehrvarzباشند)می  Seidlitziaو    Zygophyllum ،  Haloxylon ،  Calliganum ،  Prosopis ،  Tamarixشامل

2010 .) 

های کنترل فعال اصلی و شاخصترکیبات زیست ،اکتئوزیدو ید شامل اکیناکوز (CPhGs) اتانولگلیکوزیدهای فنیل های اخیر،بر اساس پژوهش

برای    ,.Wen et al)ضد تومور های زیستی از جملهای از فعالیتاین ترکیبات طیف گسترده آیند.به حساب می   Cistanche tubulosaکیفیت 

از کبد،   (2021 از کلیه  ، (Pei et al., 2018)محافظت   ضد پوکی استخوان، (Peng et al., 2020)  ضد التهاب ،  (Ding et al., 2023)  محافظت 

(Lin et al., 2023)،  اکسیدانآنتی  (Ding et al., 2023)،  ی جنس عملکرد  بهبود(Wang et al., 2012،) ضد خستگی (Kan et al., 2021)  بهبود

از آلزایمر  ( دارند.Zhang et al., 2025) رتبط با سرطانهای م و خاصیت محافظتی در مقابل خستگی (Wu et al., 2023) حافظه و جلوگیری 

بیابانی،  در  موجود  فعال  دیکوزیگل  عضلات  از را یاضاف کیلاکت دیاس ،دیکوزیگل نیهمچن( Fuxiang, 2006) دهدیم  کاهش را  آرتروز  سنبل 
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 که دهدیم  شیافزا را دهایپیل سمیمتابول زانیم  این گیاه(. Shimoda et al., 2009)  دهدیم   کاهش  را  آنها  یخستگ  جهینت  در  و  کندیم   برطرف

  (.Shimoda et al., 2009) دارد خون کلسترول کاهش در ییسزاهب ریتأث

از گیاه گفته می ناهمگنی  نیافته  به توده سلولی تمایز  تواند با اهداف زیر کشت شود. از کشت کالوس برای شود که در کشت بافت میکالوس 

از ریزنمونه مستقیم  میباززایی غیر  استفاده  با بهرههای گیاهی  های گیری از تنوع سوماکلونال در کشت کالوس و همچنین اعمال موتاژنشود. 

با صفات بهبود یافته دست یافت. با استفاده از کالوس می به گیاهان تغییر یافته ژنتیکی  می توان  توان سوسپانسیون مختلف در کشت کالوس 

می کرد.  تهیه  متابولیتسلولی  تولید  بهینهتوان  دارویی را در کشت کالوس وسوسپانسیون سلولی  موثره  مواد  مانند  باارزش  ثانویه  سازی های 

 صورت تجاری فراهم کردنمود و زمینه را برای تولید مکانیزه این ترکیبات با ارزش به

Ma)  زنی موفق ندارده و جوانه( و از طرفی بذرهای آن ناقص بودSong et al., 2021)گیاه سنبل بیابانی در معرض انقراض است    et al., 2014 

& Wang et al., 2017.) کند. این گیاه انگل کامل است و ای گیاه کمک زیادی به حفظ آن میسازی باززایی درون شیشهلذا تلاش برای بهینه

انتقال آنها به محیط بیرون فراهم شود، به حفظ و تکثیر اگر امکان سازگار شدن ساقه باززایی شده در مجاورت قطعاتی از گیاهان میزبان و  های 

های گیاه را در مراحل بعدی فراهم کند. مستقیم ساقهتواند امکان باززایی غیرسازی تولید کالوس در گیاه میشود. بهینهگیاهان کمک زیادی می

با توجه به اینکه این گیاه فقط مدت زمانی خیلی کوتاه )کمتر از یک ماه( در طبیع شود، لذا در بقیه طول سال دسترسی به ت پیدا میهمچنین 

ندارد. یک راه نگهداری کوتاه مدت گیاه، کشت بافت می ارزشمند وجود  باشد. همچنین کشت کالوس و سوسپانسیون سلولی راهی این گیاه 

درون تولید  متابولیتشیشهبرای  از جملهای  گیاه  این  ثانویه  اکیناکوزید  (CPhGs)   اتانولگلیکوزیدهای فنیل  های  بررسی   اکتئوزیدو  شامل  و 

این متابولیت افزایش  بر  موثر  تواند قدم اول در رسیدن به سازی تولید کالوس در سنبل بیابانی میشود. بهینههای ارزشمند محسوب میعوامل 

 این اهداف در نظر گرفته شود. 

مطالعه بر لیتر  میلی  5/2دارای    1/2MSزایی آن روی محیط کشت  ، کالوس C. tubulosaای روی  در  بر لیتر میلی  5/0و    IAAگرم   Kinگرم 

انجام شد ماهه  با تیمار سرمایی سه  های مختلف زایی این گیاه با استفاده از ریزنمونهدر مطالعه دیگری کالوس(. Moriya et al. 1995) همراه 

بررسی شد. در این مطالعه،   زیدرولیه نیگرم بر لیتر کازئ 8دارای   B5کشت  در محیط گیاه  یگوشت یهاساقهشده و ترکیبات هورمونی مختلف 

 ،شده زیدرولیه نیگرم بر لیتر کازئ 8/0ی حاو B5جامد کشت  طیمح همچنین معرفی شد.کالوس  یالقا یبرا زنمونهیر  نیترمناسببه عنوان  

است  تریل  برگرم  یلیم   2ساکارز،    تریل  برگرم    20 را به عنوان بهترین ( BA-6) نیآدن لیبنز-6 تریل بررم گیلیم   یک  و(  NAA)  دیاس  کینفتالن 

 .(Liu et al., 2018شرایط برای القای کالوس معرفی نمودند ) 

کالوس حاضر  پژوهش  دارویی  در  انگلی  گیاه  از ریزنمونه  Cistanche tubulosaزایی  استفاده  های ساقه و تخمدان و ترکیبات هورمونی با 

بهینه این گیاه و همچنین استفاده در بیابانمتفاوت  دارویی زیاد  به خواص  با توجه  زدایی و سابقه پژوهشی بسیار اندک در کشت سازی شد. 

 باشد. بافت این گیاه، پژوهش در مورد کشت بافت این گیاه ارزشمند می

 
 

 Materials and Methods ها روش و مواد

 

آوری و سپس با کمک پژوهشکده علوم گیاهی سرخ در استان خراسان رضوی جمعاز روستای چلپو شهرستان کوه  C. tubulosa گیاه دارویی 

با کد هرباریومی   این پژوهش طی سال1Aشکل  )شناسایی شد    46377FUMHدانشگاه فردوسی مشهد  در آزمایشگاه  1400تا  1397های (. 

 بیوتکنوژی دانشکده کشاورزی شیروان دانشگاه بجنورد انجام شد.
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با آب جاری شسته شدند تا گرد و خاک و مواد زائد از سطح آنها  ابتدا  منظور ضدعفونی کردن، قطعات گیاهی  به  مواد گیاهی:  ضد عفونی 

الکل   در  دقیقه گذاشته شده و پس از آن سه مرتبه با آب مقطر استریل و در مجموع به مدت   70برطرف شود. سپس  به مدت دو   10درصد 

درصد  5و  4، 3، 2، 1های سدیم با غلظتشدند. سپس قطعات گیاه در پنج تیمار ضدعفونی هیپوکلریتدقیقه در زیر هود لامینار شستشو داده  

دقیقه قرار داده شد و مجددا سه بار با آب مقطر استریل آبکشی شدند. به منظور افزایش سطح تماس گیاه و مواد ضدعفونی بسته   10به مدت  

به حجم محلول ضدعفونی یک تا دو قطره مایع ظرفشویی به آن افزوده شده و طی مدت ضدعفونی محلول تکان داده شد. بعد از ضدعفونی 

ابعاد حدود  قطعات گیاهی، ریزنمونه در  مختلف  گرم بر  30)موراشی و اسکوگ( دارای  MSمتر تهیه و در محیط کشت پایه سانتی  5/0های 

بر لیتر آگار کشت شدند. نمونه  10لیتر ساکارز و    8لوکس( و  3000تا  2500ساعت روشنایی ) با شدت  16رشد با شرایط ها در اتاقک گرم 

 ها بررسی شد. گراد نگهداری شدند. بعد از گذشت یک هفته میزان آلودگی نمونهدرجه سانتی 25ساعت تاریکی در دمای 

 زایی گیاهتاثیر نوع ریزنمونه روی کالوس

بافت از ضد عفونی  بافت، پس  انجام کشت  های گیاه شامل: ساقه، مادگی، متری از تمام بافتسانتی 5/0های حدودا های گیاه، ریزنمونهبرای 

از ریزنمونه مورد  بررسی شد. دو  القای کالوس  برای  استریل تهیه شده و  اسکالپل  و  پنس  کمک  با  گیاه  پرچم  و  ها در شکل یک تخمدان 

 (.1Cو  1Bمشاهده می شود )شکل 

 

 
 ای شدنیر تیمارهای مختلف روی کنترل قهوهتاث

استفاده شامل محیط کشت    مورد  دارای یک گرم بر  MSدارای یک گرم بر لیتر زغال فعال و محیط کشت   MS، محیط کشت  MSتیمارهای 

به همراه یک گرم بر لیتر اسیداسکوربیک بود. ثبت مشاهدات پس از گذشت یک هفته انجام شد. این آزمایش در قالب طرح  لیتر زغال فعال 

 تکرار انجام شد. 3تیمار و  3کاملا تصادفی با 

 زایی گیاههای رشد گیاهی روی کالوسکنندهتاثیر تنظیم

تنظیم اثر  بررسی  کالوسکنندهجهت  روی  گیاهی  رشد  ریزنمونههای  از  گیاه،  مرحله زایی  در  گیاه  شد.  استفاده  ساقه  و  تخمدان  های 

باز شگلدهی)دارای گل باز نشده( جمعهای  اسکالپل تخمدانده و  با کمک پنس و  منتقل شد.  به آزمایشگاه  از داخل گلآوری و  های باز ها 

استریل روی محیط کشت  نشده جداسازی و ضد عفونی شدند. ریزنمونه گرم بر لیتر میلی BAP ،5/0گرم بر لیتر میلی 5/0دارای    MS های 

Kin   گرم بر لیتر( از میلی 11و 5/10، 10، 5/9، 9، 5/8، 8، 5/7، 7، 5/6، 6، 5/5، 5، 5/4، 4، 5/3، 3، 5/2، 2، 5/1، 1، 5/0سطح)صفر،  23و

 . زاییکالوسبرای  C. tubulosaتهیه شده از و ساقه تخمدان  هایریزنمونه( Cو  Bکوهسرخ، آوری شده از جمع  C. tubulosaهای ( نمونهA -1شکل 

Figure 1. A) Samples of Cistanche tubulosa collected from Kuhsorkh. B and C) Stem and ovary explants prepared from C. tubulosa 

for callus induction. 
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2.4.D  ویال شدند.  تصادفی کشت  کاملا  طرح  قالب  در  تکرار  سه  با دمای   هادر  اتاقک رشد  با شرایط  درجه سانتی  25به  ساعت   16گراد 

شدت   با  و    3000تا    2500روشنایی)  ت  8لوکس(  از گذشت  ساعت  بعد  شدند.  منتقل  امکان تشکیل کالوس   2روز تا مدت    10اریکی  ماه 

 تکرار انجام شد.  3تیمار و 23بررسی شد. این آزمایش در قالب طرح کاملا تصادفی با 

 تجزیه و تحلیل آماری

داده برنامه  مرتب نمودن  در  نرم  Excelها  از  استفاده  با  میانگین انجام شد.  SASافزار  و تجزیه و تحلیل آنها   LSDها بر اساس آزمون مقایسه 

 رسم گردیدند. Excelانجام شد. نمودارها با استفاده از برنامه 

 

 Results and Discussion و بحث نتایج

با جمع این پژوهش  ابتدای  بذرآدر  از روشوری  استفاده  با  از کوهسرخ،  تولید  زنی بذرها وهای متفاوت، تلاش زیادی برای جوانههای گیاه 

نرسید.  گیاهچه نتیجه  به  انجام شد که  استریل  این گیاه با استفاده از فلوریدن انجام جوانه  2016البته در پژوهشی در سال  های  بذرهای  زنی 

موفق(Chen et al., 2016شد) از فلوریدن هم  استفاده  با  مطالعه حاضر حتی  این وجود در  با  بذرها نشدیم. به جوانه .   .C بذرهای بالغزنی 

deserticola  ( حاوی یک جنین کروی هستند که تمایز نیافته استMa et al., 2014.بذرها نوع خاصی از خواب مورفولوژیکی دارند .)  جنین

بحرانی ) باید تا طول  شود. بذرها باید در طول متر( رشد کند تا بتواند جوانه بزند. این نوع خواب با سرمادهی شکسته میمیلی 44/0کوچک 

باید قبل از خروج لوله جوانه از بذر آزاد شود و محرک شیمیایی زمس معرض یک دوره دمای پایین قرار گیرند. خواب فیزیولوژیکی  تان در 

به طور طبیعی توسط گیاه میزبان تولید می این محرک  است.  نیاز   5-10شود. در آزمایشگاه، فلوریدین و جیبرلین با غلظت برای جوانه زنی 

 (.Wang et al., 2017زنی را القا کردند )هفته جوانه 12گراد پس از درجه سانتی 30/20مولار در دمای 

 ضد عفونی مواد گیاهی

موثرترین تیمار، هیپوکلریت سدیم با غلظت دو درصد به  که داد نشان C. tubulosaگیاه    هایهای ضدعفونی روی ریزنمونهتیمار  اثر  بررسی

می  10مدت   میزان آلودگی )  6میزان آلودگی )  باشد که کمتریندقیقه  بیشترین  داد.  های یک و پنج درصد(  در غلظت  90درصد( را نشان 

مشاهده شد )شکل   نیز  Liu (.2درصد  های دقیقه برای ضد عفونی ریزنمونه 15هیپوکلریت سدیم با غلظت دو درصد را به مدت و همکاران 

C. tubulosa   پیشنهاد دادند(Liu et al., 2018در این آزمایش در غلظت .) درصد از هیپوکلریت سدیم با افزایش آلودگی مواجه  5و  4، 3های

اتفاق در کشت بافت می این   یبالا ممکن است به سلولها یهادر غلظت میسد تیپوکلریه تواند در اثر یک یا چند عامل زیر اتفاق بیفتد.شد. 

رگ سلول گیاهی شود. این اتفاق باعث نشت ترکیبات آلی از جمله اسیدهای آمینه، پاره شدن دیواره سلولی یا م  برساند و باعث بیآس یاهیگ

میقندها و فنول به محیط کشت  بافت گیاهی  از داخل  برای رشد میکروارگانیسمها  مناسبی  مغذی، محیط  مواد  این  ها و ایجاد آلودگی شود. 

 (.George et al., 2008کنند )فراهم می

می بافت گیاهی و سد دفاعی گیاه در برابر حمله میکروارگانیسمدلیل دیگر  محافظ  به عنوان لایه  اپیدرم  ها توسط غلظت بالای تواند تخریب 

می که  باشد  سدیم  بافتهیپوکلریت  میکروارگانیسمتواند  معرض  داخلی را در  افزایش دهد های حساس  احتمال آلودگی را  داده و  ها قرار 

(Bhojwani & Razdan, 1996دلیل س می(.  در حضور هیپوکلریت سدیم باشد. این ماده یک   ویداتیاکس  تنش  یهافعال شدن پاسختواند  وم 

بالا میاکسید کننده قوی است و در غلظت ها آسیب وارد کرده های گیاهی به سلول( در سلولROSهای اکسیژن فعال )تواند با تولید گونههای 

-(. دلیل دیگری که میCassells & Curry,2001ها فراهم آورد )و حتی با تحریک نشت ترکیبات فنولی منبع تغذیه برای رشد میکروارگانیسم

های گرم منفی توان مقاومت در برابر هیپوکلریت سدیم را ها از جمله باکتریکه برخی میکروارگانیسمتوان برای این پدیده بیان کرد این است

بالا گونهدارند. لذا در غلظت باکترهای  مانده و تکثیر میکه گونهشوند در حالیی حذف میهای حساس  مقاوم زنده   ,Hermanشوند )های 
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می  (.2015 دیگر  دلایل  کنندهاز  استریل  کارایی  کاهش  به  غلظتتوان  در  گزارشها  برد.  نام  بالا  میهای  نشان  که  دارد  دهد هایی وجود 

مواد آلی، قبل از نفوذ به لایه با  دلیل واکنش سریع  به  بالا  های عمقی بافت گیاه، تجزیه شده و اثر بخشی هیپوکلریت سدیم در غلظت خیلی 

از دست می افزایش میخود را  انتظار داشت که حتما  (.George et al.,2008یابد )دهد و لذا آلودگی  نباید  مواردی که ذکر شد  به  با توجه 

 .غلظت بالاتر هیپوکلریت سدیم با کاهش آلودگی همراه باشد

 
 دار است. حروف مشابه در هر ستون نشان دهنده عدم وجود اختلاف معنی C. tubulosaهای ریزنمونه تاثیر غلظت هیپوکلریت شدیم بر میزان آلودگی -2شکل 

Figure 2. The effect of sodium hypochlorite concentration on the contamination rate of C. tubulosa explants. Similar letter in each column 
indicate no significant difference. 
 

 زایی گیاهنوع ریزنمونه روی کالوستأثیر 

 (. 3زایی مشاهده نشد ) شکل ها هیچ کالوسزایی از ریزنمونه تخمدان موفق بود و در بقیه ریزنمونهدر این پژوهش فقط کالوس

 
 C. tubulosa  مده از تخمدانهای بدست آ کالوس-3شکل 

Figure 3. Callus obtained from C. tubulos ovary. 
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به کالوستفاوت در پاسخ بین ریزنمونهدهی  در  -ها و پاسخ بهتر تخمدان در این پژوهش شاید به دلایل زیر اتفاق بیفتد: اولین دلیل میزایی 

تفاوت   پتانستواند  سلولسلول  بیایزیتما  لیدر  باشد.  گیاهی  بافتهای  بازبرنامههای  توانایی  جهت  از  گیاهی  مختلف  ریزی و تشکیل های 

ممکن است سلول متفاوت هستند. و  ها داشته باشند و به تحریک هورمونی های تخمدان پتانسیل تکثیری بالاتری نسبت به سایر بافتکالوس 

های تولید مثلی مانند تخمدان به دلیل بافت ،یاهان انگلی مثل این گونه(. همچنین ممکن است در گGeorge et al., 2008پاسخ بهتری بدهند )  

اکسین و سایتوکنین را به از  بالاتری  دارند، غلظت  میوه  طور طبیعی در خود ذخیره داشته باشند. این سطح بالاتر نقشی که در توسعه گل و 

دلیل دیگر میVerpoorte et al., 2002)تواند تشکیل کالوس را تقویت کند  اکسین می بیان ژن(.  الگوی  در  های مرتبط با تکثیر تواند تفاوت 

در بافت  Sugimoto etریزی سلولی در تخمدان بهتر بیان شوند )های تاثیرگذار در بازبرنامههای مختلف گیاه باشد به این معنی که ژنسلولی 

al., 2011وها فنولتوان به احتمال وجود برخی ترکیبات بازدارنده رشد مانند می زاییها به کالوس(. از دلایل دیگر تفاوت در پاسخ ریزنمونه 

بافت  دهایآلکالوئ متابولیتدر  این  باشد. تجمع  بالغ  مثل ساقه  بافتهایی  در  ثانویه  بالغ  برخی گیاهان پارازیت مثل سنبل بیابانی میهای  های 

اثر منفی در پاسخ گیاه به کشت بافت داشته باشد  . فرایند تهیه ریزنمونه و قرار دادن آن در محیط کشت معمولا (Ikeuchi et al., 2013)تواند 

مکانیکی   ممکن است س. تخمدانکندیم   جادیایک تنش فیزیولوژیکی و  بهتر  یهورمون کیکرده و به تحر میرا بهتر تنظ ساستر یهاگنالیها 

ر  پاسخ (.Ikeuchi et al., 2013)دهند  اسخ پ ممکن است ها . تخمدانباشداز عوامل فوق    یبیترک  ممکن استC. tubulosa ی هازنمونهیمتفاوت 

هورمون  ،یذات  یریتکث  لیپتانس  لیدلبه و    یسطح  مح  یهابازدارنده  ینسب  نبودمطلوب،  در .  کنندفراهم    ییزاکالوس  یبرا  یبهتر  طیرشد، 

بهترین ریزنمونه  C. deserticola  (Zhong et al., 2001)در گونه   پژوهشی،   به عنوان  معرفی بافت ساقه و تخمدان  ها جهت تولید کالوس 

(. (Ouyang et al. 2003شده انجام شد زایی با استفاده از ریزنمونه بذر پوست گرفتهکالوس  C. deserticolaدر مقاله دیگری روی گونه  شدند.

در پژوهش حاضر با وجود استفاده   (.Sulata et al 2024از بذرهای گیاه استفاده شد )  C. deserticolaزایی در گونه در پژوهشی جهت کالوس

،  C.deserticolaبر خلاف گونه   C. tubulosaرسد در گونه  زایی خوبی انجام شد. به نظر میها، فقط از بافت تخمدان کالوساز انواع ریزنمونه

 دهد.ریزنمونه ساقه پاسخ خوبی به القای کالوس نمی

 ای شدنتأثیر تیمارهای مختلف روی کنترل قهوه

مشاهده قهوه مقدماتی و  انجام آزمایشات  از  بافت ریزنمونهپس  اثر وجود ترکیبات فنلی، روشای شدن  در  مختلف  مختلف جهت های  های 

درصد  شدن در سطح یکای  شدن ارزیابی شد. نتایج تجزیه واریانس نشان داد که تاثیر تیمارهای مورد استفاده برای کنترل قهوهای  کنترل قهوه

گرم زغال فعال به همراه  5/0شدن در تیمار سوم که دارای ایای شدن در تیمار شاهد و کمترین میزان قهوهدار است. بیشترین میزان قهوهمعنی

اسید  5/0 مشاهده شد )شکل  گرم  بود  مومنی و همکاران در کاکوتی )4آسکوربیک  مطالعه  -ترکیب پلی (Ziziphora clinopodioides(. در 

نماید )شدن ریزنمونه  ایبه خوبی توانست قهوهفعال آسکوربیک و زغالپیرولیدین، اسیدوینیل  Momeni etها را کنترل کرده و گیاه را محافظت 

al., 2019اسید اثر غ  دارای  کیآسکورب  (.   یهانونیک-اُو با تبدیل  دارد دازیاکس فنلیپل میبر آنز  میمستق  یکنندگرفعالیآسکوربات است که 

د  رنگیب قهوه،  هافنلیبه  با  کندیم   یریجلوگبافت گیاهی  شدن    یااز  اسید آسکوربیک  اکس  ژنیاکس  یهاکالیراد  یآورجمع.   شدن  دیاز 

و  یدروژنیه یوندهایپعنوان یک جاذب از طریق زغال فعال به (.Liu et al. 2024)  کندیم   یریجلوگ  های گیاهیریزنمونهدر    یفنول  بات یترک

، هامهارکننده ریهمراه با ساشود. زغال فعال معمولا ، ترکیبات فنلی را جذب کرده و مانع از تجمع و آسیب آنها به گیاه میواندروالس یروهاین

 (. Liu et al. 2024دارد )شدن  یاقهوهاثر بهتری در کنترل 
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. حروف مشابه در هر ستون C. tubulosaهای ای شدن ریز نمونهکنترل قهوه( بر آسکوربیک = اسید  AA= زغال فعال و  ACهای مختلف )بازدارندهتأثیر  -4شکل  

 دار است. نشان دهنده عدم وجود اختلاف معنی

Figure 4. Effect of different inhibitors (AC = Activated Charcoal, AA = Ascorbic Acid) on controlling browning of C. tubulosa explants. 

Similar letter in each column indicate no significant difference.  

 

 زایی گیاههای رشد گیاهی روی کالوسکنندهتاثیر تنظیم

مختلف هورمونی روی کالوس زایی به دار داشتند. بیشترین درصد کالوسزایی ریزنمونه تخمدان در سطح یک درصد تفاوت معنیتیمارهای 

بر لیتر  میلی  5/0  دارای  MSدرصد در محیط کشت    33/83میزان   گرم بر لیتر میلی 5/8اضافه به BAPگرم بر لیتر میلی 5/0اضافه به Kinگرم 

2,4-D   (. 5مشاهده شد )شکل 

 

-حروف مشابه در هر ستون نشان دهنده عدم وجود اختلاف معنی . C. tubulosa  از ریزنمونه تخمدان  تاثیر تیمارهای مختلف هورمونی بر میزان کالوس زایی -5شکل 

 دار است. 

Figure 5. Effect of different hormonal treatments on callus induction from C. tubulosa ovary explants. Similar letter in each column 

indicates no significant difference. 
 

F Value    Pr > F 

2.69          <.0023 
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 BAPگرم بر لیتر میلی 5/0اضافه به Kinگرم بر لیتر میلی 5/0ده با غنی ش MSهای بدست آمده از محیط کشت هایی از کالوسدر شکل نمونه

 (.6دهد )شکل را نشان می D-2,4گرم بر لیتر میلی 5/8اضافه به

 

 

 

 

 

 

 

 

Kacprzyk et a) کندیم  میرا تنظ یطیمح یهادر برابر تنش اهیدفاع گ نیو همچن دهدیم  لیرا تشک اهیو اساس رشد و توسعه گ  هیپا  نیاکس l., 

2022).  2,4-D  اکس  یهورمون مصنوع  کی این هورمون میدارد.  یاهیدر کشت بافت گ کالوس یدر القا یدیاست که نقش کل  نیاز خانواده 

های تمایز ریزی سلولهای مرتبط با تقسیم سلولی و بازبرنامههای اکسینی، بیان ژنهای طبیعی و اتصال به گیرندهتواند با تقلید عملکرد اکسین

مریستمی یا کالوس را تحریک کند. این هورمون میی به حالت  های آزاد، تنش اکسیداتیو خفیف ایجاد تواند با القای تولید رادیکالافته گیاهی 

( نماید  تسهیل  را  کالوس  تشکیل  و  سلولی  تقسیم  و  پژوهشFan et al., 2022کرده  می(.  نشان  که  ها  القای می  D-2,4دهد  با  تواند 

 Ikeuchi etگیاهی را به حالت مریستمی بازگرداند ) هایریزی ژنوم، سلولو تسهیل بازبرنامه هاستونیه رییو تغ DNA ونیلاسیدمت/ونیلاسیمت

al., 2019این هورمون با تغییر نسبت اکسین/سایتوکنین و سرکوب اسید ابسزیک و جیبرلین کند ها نیز تقسیم سلولی را در گیاه تحریک می(. 

(Fan et al., 2022.)   2.4با افزایش میزان هورمون-D  نیز افزایش یافت. اما از سطح  میزان کالوس گرم بر لیتر به بعد روند کاهشی میلی 5/8زایی 

است.. هورمون  با دلایل زیر قابل تفسیر  این کاهش   یسلول میتقس یهاژن انیب کیبا تحر تا متوسط نییپا یهادر غلظت  D-2,4مشاهده شد. 

ژن مهار  به  ییزاکالوس  ز،یتما  یهاو  بر گیاه میصورتی که در غلظتدهد، در  می  شیافزا  یطور خطرا  اثرات سمی  بالا  اثرات های  گذارد. 

بالا میدر غلظت  D-2,4بازدارندگی   از آسیب های  ناشی  تنش اکسیداتیو شدید و تولید از طریق   DNA و های، پروتئینسلول یبه غشاهاتواند 

تواند گاهی به در غلظت بالا می D-2,4ها حاکی از آن است که (. بعضی گزارشKacprzyk et al., 2022یش از حد  باشد )های آزاد برادیکال

-ژن انیب تواندمی D-2,4ی بالا یهاغلظت(. همچنین گزارش شده است که Su et al., 2011را القا نماید ) نابجا یسلول زیتماجای فاز تکثیر، 

سلول  یها چرخه  با  کاهش   یمرتبط  تقس  دادهرا  متوقف کند  یسلول  میو  معمولاً   نیاکس  یطور کلبه  اگرچه  (.Kacprzyk et al., 2022)  را 

برخ  یمهارکننده مرگ سلول اما در   کند تیرا تقو شدهیزیربرنامه یمرگ سلول یدادهای، رولنیات وسنتزیب کیبا تحر  تواندیم   طیشرا  یاست، 

(Kacprzyk et al., 2022 .) 

ای غلظتدر  ترکیب  از  پژوهش  مختلف  ن  غلظت  D-2,4های  پایین  با  کالوس  Kinو    BAPهای  ترکیب  جهت  شد.  استفاده  با   D-2,4زایی 

سیتوکینینغلظت پایین  مانند  های  افزایش درصد کالوسمی  Kinو    BAPهایی  تعادل هورمونی،  ایجاد  با  بهتواند  باشد. زایی را  داشته  دنبال 

می از سیتوکینین  برنامهغلظت پایینی  از مرگ  با جلوگیری  بقای سلولتواند  بهبود بخشد )ریزی شده سلولی،   ,.Ikeuchi et alهای گیاهی را 

2013.) 

 BAPگرم بر لیتر میلی 5/0با  Kinگرم بر لیتر میلی 5/0( تیمار Aبا  . C. tubulosaتخمدان بدست آمده از  هایکالوسنمونه هایی از  -6شکل 

 . D-2,4لیتر گرم بر میلی 5/8و  BAPگرم بر لیتر میلی 5/0با  Kinگرم بر لیتر میلی 5/0( تیمار D ،B-2,4گرم بر لیتر میلی 8و 
Figure 6. Samples of callus obtained from C. tubulosa ovary explants by: A) treatment of A) 0.5 mg/L kinetin, 0.5 

mg/L BAP, and 8 mg/L 2,4-D, and B) 0.5 mg/L kinetin, 0.5 mg/L BAP, and 8.5 mg/L 2,4-D. 
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برای کالوس  تریلبر  گرمیلیم  10 ن،ینوپوریآم لیبنز-6 تریبر ل گرمیلیم  5/0غنی شده با  B5از محیط کشت  C. deserticolaزایی در پژوهشی 

بر ل  20و    شدهزیدرولیه  نیکازئ  تریبر ل  گرمیلیم   800  ن،یبرلیج (. دورانی و همکاران نیز Ouyang et al. 2003)استفاده شد   ساکارز  تریگرم 

-در پژوهش ذاکر تولایی و همکاران جهت کالوس (.Dorani et al., 2021استفاده کردند )  Kinو   D-2,4زایی در برنج از ترکیب جهت کالوس

مشاهده شد کهAstragalus verusزایی در گون )  ،)2,4-D  ازNAA زایی را در محیط کشت کند. آنان بیشترین کالوسبهتر عمل میMS  غنی

با   بر لیتر میلی  5/1شده  روی  . در پژوهشی(Zaker Tavallaie et al. 2020درصد گزارش کردند ) 98در ریزنمونه ریشه به میزان  D-2,4گرم 

C. deserticola  بذرهای پوست از یک ساعت نگهداری در    گیریاز  غنی شده با یک   MSدر محیط    گراددرجه سانتی  50دمای  شده، پس 

بر لیترمیلی بر لیتر میلی  D  ،5/0-2,4گرم   24گرم بر لیتر کازئین هیدرولیز شده به میزان میلی 500گرم بر لیتر جیبرلین و و یک میلی Kinگرم 

انجام شد  درصد کالوس از محیط کشت    C. deserticolaو همکاران روی گونه     Sulataدر پژوهش    .((Ouyang et al. 2002زایی   B5نیز 

میلی بر لیتر  دارای یک  بر لیتر  میلی  10و    D-2,4گرم  گرم بر لیتر کازئین هیدرولیز شده، میلی 700و  BAPگرم بر لیتر میلی 5/0و   GA3گرم 

استفاده شد )  درات یکربوه سمیمتابولاین پژوهش نشان داده شد که بافت کالوس، سطح بالاتری از (. در  Sulata et al. 2024برای القای کالوس 

 .Sulata et al)  مورد توجه هستند اریبس ییمرتبط باشد، که در صنعت دارو یدیاتانوئفنل یدهایکوزیگل یبالا یبه محتوا تواندیکه م را دارد 

طرفی    .(2024 که  Fan et al., 2022) )  مطالعهاز  داد  ساقه   یضدافسردگ  تیفعالنشان  ساقه  از  تریقو  C. tubulosaعصاره   .C عصاره 

deserticola  محتوا  زیادی  تفاوت   و  است  دها،یساکاریپل در مورد از جمله C. tubulosa و C. deserticola یهادر ساقه  یاصل  بات یترک  یدر 

دارددیدوئیریا  یدهایکوزیو گل  دیاتانوئلیفن  دها،یگوساکاریال انجام شده که نشان  یهاپژوهش جیبا توجه به نتا .Fan et al., 2022))  ها وجود 

افزا مواد موثره در کالوس  شیدهنده  و  C. deserticola (Sulata et al. 2024)نسبت به ساقه گیاه طبیعی در  حاصل از کشت بافت یهاسطح 

 دات یو تول هاپژوهشاکثر  نکهیگرفتن ا ، و با در نظر((C. tubulosa Fan et al., 2022و   C. deserticolaدو گونه   یتفاوت در محتوا نیهمچن

 یبرا رانیموجود در ا C. tubulosaگونه  یبالا لیبه پتانس توانی، م باشدمیمتمرکز  نیدر چ C. deserticolaگونه    یشده رو  یتجار  ییدارو

ام   دیتول ا  دواریدارو  و  نیبود.  به  به کمبود    ژهیامر  توجه  نتا  C. tubulosaگونه    یمع روجا  هایپژوهشبا  پژوهش،   نیا  دوارکنندهیام   جیو 

-با توجه به اینکه بهینه باشد. ندهیدر آدارویی ارزشمند  اهیگ نیاز ا دیجد یداروها دیتول تینها  درتر و  گسترده  قات یتحق  سازنهیزم   تواندیم 

اولین گام برای دستیابی به تولید مواد موثره دارویی در کالوس و کشت سوسپانسیون سلولی و همچنین باززایی غیر مستقیم سازی کالوس زایی 

 عنوان اولین گام برای رسیدن به این اهداف ارزشمند باشد. تواند بهباشد، نتایج پژوهش حاضر میگیاه می

به دو درصد  به:  گیری کلینتیجه  مربوط  برای ضدعفونی  بهترین تیمار  بهترین  .بوده ضدعفونی دقیق 10و زمان    هیپوکلریت سدیمطور کلی 

برای کنترل قهوه اضافه    5/0ای شدن  تیمار  به  بر لیتر زغال فعال  زایی در گرم بر لیتر اسید اسکوربیک بود. بیشترین درصد کالوس 5/0گرم 

 بدست آمد. D-4-2گرم بر لیتر میلی 5/8و  BAPگرم بر لیتر میلی 5/0به همراه   Kinگرم بر لیترمیلی 5/0تیمار 

تجهیزات بدین:  سپاسگزاری و  امکانات  گذاشتن  اختیار  در  و  مالی  حمایت  جهت  بجنورد  دانشگاه  شیروان  کشاورزی  دانشکده  از  وسیله 

 شود.آزمایشگاه قدردانی می
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