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و تعیین محتوای ساپونین  بذر و کالزایی زنیجوانهمحیط کشت بهینه برای  انتخاب

 شوریتنش تحت  (Acanthophyllum sordidumگیاه چوبک )سوسپانسیون سلولی 

 2دیانمنصور افشار محم و *1، جلیل خارا1زهرا الماسی

 یایران، ارومیه، دانشگاه ارومیه، دانشکده علوم پایه، گروه زیست شناس 1

 ایران، رشت، دانشگاه گیلان، دانشکده علوم پایه، گروه زیست شناسی 2

 28/09/1401تاریخ پذیرش: 13/10/1400تاریخ دریافت: 

 چکیده

های مختلفی روشاین گیاه دارویی یکی از منابع ارزشمند ساپونین است. باشد. میخک میگیاه چوبک گیاهی دارویی از خانواده 

کارآمد مورد روش های ثانویه گیاهان وجود دارند که در بین آنها کشت بافت به عنوان یک متابولیت برای افزایش میزان تولید

تعیین منحنی  ،زنی و کالزاییجوانهبرای انتخاب محیط کشت مناسب برای گیرد. بدین منظور در تحقیق حاضر استفاده قرار می

به صورت  یآزمایششوری در شرایط کشت درون شیشه،  و همچنین تعیین میزان ساپونین در تنش های چوبکسلولرشد 

ترتیب در محیط چه بچه و وزن تر ریشهطول ریشه کهنتایج نشان داد فاکتوریل در قالب طرح کاملا تصادفی انجام شد. 

محیط  چه درچه، وزن تر کل و وزن تر ساقهپارامترها شامل طول ساقه ، ولیداری داشتندافزایش معنی WPMو   MSهای کشت

همچنین نتایج تجزیه واریانس درصد کالزایی از دو . داری نداشتنداختلاف معنی( B5و  MS ،WPM)های استفاده شده کشت

نشان نداد. براساس نتایح به دست آمده از منحنی را استفاده شده های ی بین محیط کشتداربرگ و ساقه اختلاف معنی جداکشت

تنش شوری باعث همچنین نتایج نشان داد که . آمد دست به سوسپانسیون کشت شروع از پس روز 8 ،رشد میزان رشد، حداکثر

 های چوبک شد. دار محتوای ساپونین سلولافزایش معنی

 ی، کشت بافت، ساپونین، محیط کشت، کالزای(Acanthophyllum sordidum) چوبک کلیدی: واژه های

 j.khara@urmia.ac.ir پست الکترونیکی:* نویسنده مسئول، 

 مقدمه

 (Caryophllaceae)چوبک گیاهی است که به خانواده میخک 

و  1) ( تعلق داردAcanthophyllumو جنس آکانتوفیلوم )

گونه  33 ،دنیاکل در چوبک گونه گیاهی  61مجموع از  (.5

گونه بومی  23 از این تعداد، و کنندمیدر ایران رشد از آن 

است که به شوری چوبک گیاهی  (.11و  7) هستند ایران

مقاوم بوده و دارای ارزش دارویی و اقتصادی بسیاری 

یعت گرم و خشک ریشه این گیاه دارای طب(. 22باشد )می

تسکین  از قبیل عطسه آوری وو دارای خواصی  است

هم استفاده قاعدگی تسریع مدر و  بوده و به عنوان سکسکه

شو  های این گیاه برای شست و. در قدیم از ریشهشودمی

 Acanthophyllum جنساز آنجایی که  (.3کردند )استفاده می

این گروه  به مربوط خواص، است یساپونینترکیبات  حاوی

 و کف تشکیل ،سازی امولسیون جمله ازاز ترکیبات طبیعی 

 هاساپونین(. 11) باشدمی دارا را میکروبی ضد فعالیت

ر های ثانویه دطبیعی و متابولیت محصولات از گروهی

 چند هایآگلیکون از ساختاری نظر از که هستند گیاهان

 یا یک و( C30 پرپن تری یا C27 استروئیدی) ایحلقه

این  .(30) اندشده تشکیل یقند جانبی زنجیره چند

 کردن گشاد مانند دارویی اثرات دارای های ثانویهمتابولیت

 ضد ترومبوز، ضدفعالیت  خون، فشار کاهش خونی، عروق
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 آنتی هایفعالیت و سرطان ضد عروقی، پیری ضد التهاب،

 از ایگسترده طیف به توجه با .(17هستند ) اکسیدانی

 ها،دارویی ساپونین کاربردهای و بیولوژیکی خواص

 کشت. (21دارد ) وجود آنها برای توجهی قابل تقاضای

 ،آزمایشگاهی هایکشت یا گیاهی هایاندام و بافت ،سلول

 هایروش برای ایصرفه به مقرون و مناسب هایجایگزین

 (.31) هستند ثانویه هایمتابولیت ایتولید کارخانه مرسوم

 و گیاهی بافت کشت هایتکنیک از طرف دیگر

 وگیاهان  انبوه تکثیر روش موفقی در ،بیوتکنولوژیکی

 کمیاب دارویی گیاهاناز  آزمایشگاهی شرایط در حفاظت

با این حال همواره  (.6و  4هستند ) انقراض حال در یا

 موفق گیاهی بافت کشت برای پروتکلی مناسب طراحی

 در زیادی عوامل چون است، پیچیده بسیار کار یک

موفقیت این فرآیند و رسیدن به نتیجه مطلوب اثر گذار 

 منبع کشت، محیط ترکیب عواملی از قبیل(. 15) هستند

 در نتایج آن اثر گذار یمحیط و شرایط ژنوتیپ ریزنمونه،

ها در تولید داروهای به دلیل اهمیت ساپونین .(6هستند )

و از  گیاهی و استفاده از آنها به عنوان کف کننده طبیعی

ها در شرایط کشت طرف دیگر تولید بیشتر این متابولیت

ابتدا  کهبود در تحقیق حاضر سعی بر آن  ،درون شیشه

سپس محیط  جوانه زنی بذر،محیط کشت مناسب برای 

انتخاب شود و بعد در این محیط بهینه  کالزاییرای بهینه ب

 گیاه چوبک تهیه شده و بعد از تعیین سلولی سوسپانسیون

سوسپانسیون سلولی آن  میزان ساپونین، آنمنحنی رشد 

 .شودارزیابی  تحت تاثیر تنش شوری

 مواد و روشها

تهیه بذر، نحوه استریل کردن و تعیین پارامترهای 

 Acanthophyllumیاه چوبک )بذرهای گ :زنیجوانه

sordidumدهبای استان خراسان رضوی جمع  ( از منطقه
دانشگاه  سیستماتیک توسط کارشناسانسپس آوری و 

این گونه با ) ندتایید شدجنس و گونه آن فردوسی مشهد 

دانشکده علوم در هرباریوم  9081شماره هرباریومی 

محیط  بانتخامنظور بشود(. داری میدانشگاه گیلان نگه

کالزایی از دو ها،زنی بذرجوانه ایبر مناسب کشت

و تعیین منحنی رشد  این گیاه برگ و ساقه جداکشت

به صورت فاکتوریل در  یآزمایش ،سوسپانسیون سلولی آن

 بذرها کردن ضدعفونیقالب طرح کاملا تصادفی انجام شد. 
انجام شد. برای  زیر هود لامینار و در شرایط کاملا استریل

 مقطر با آب دقیقه( 2)هر بار  بذرها دو مرتبهابتدا  کاراین 

در  ثانیه 30به مدت ، سپس ندداده شد شستشواستریل 

ی و بعد از شست و شوقرار گرفتند  درصد 70اتانول 
محلول  بادقیقه  15به مدت  ،استریل مقطر مجدد با آب

 3در نهایت  ضدعفونی ودرصد  15هیپوکلریت سدیم 

 منظور تسریعب شدند.  شستشو استریلمقطر مربته با آب 
به مدت یک  ، بذرها پس از استریل شدنزنی آنهاجوانه در

گرم در لیتر ژیبرلین که از قبل  5/0ساعت در محلول 

میکرومتر استریل شده بود، قرار گرفتند.  45/0توسط فیلتر 
زنی ط کشت مناسب برای جوانهانتخاب محی بمنظور سپس

های حاوی محیط دیشر پترید بذرها بذر این گیاه،

قرار  B5و  MS ،WPM  شامل های استریل مختلفکشت
گرم در  30میزان  مذکور به های کشتبه محیط گرفتند.

قبل آنها همه  pH گرم در لیتر آگار اضافه و 7لیتر ساکارز و 

برای هر تعیین شد.  7/5-8/5در محدوده کردن از اتوکلاو 
بذر در هر  10رار تعداد محیط کشت سه تکرار و در هر تک

دیش در نظر گرفته شد. سپس بذرها در اتاقک رشد و پتری

گراد درجه سانتی 25)دمای زنی در شرایط استاندارد جوانه

درصد( و در تاریکی مورد بررسی قرار  65رطوبت نسبی و 
زده به صورت . شمارش بذور جوانه(1)شکل  گرفتند

ام شد و معیار روزانه و در ساعت معینی از روز انج

متر از میلی 2چه به طول زنی بذور، خروج ریشهجوانه

بود. شمارش تا زمانی ادامه یافت که افزایشی در  هابذر
 زنی،زده مشاهده نشد. پس از اتمام جوانهتعداد بذور جوانه

زنی، سرعت زنی از جمله درصد جوانهصفات جوانه

وزن تر  ،چه با کولیسچه و ساقهطول ریشهزنی، جوانه

و  گرم( 0001/0چه با ترازو )دقت چه و ساقهریشه

گیری اندازه 1شاخص بنیه بذر با استفاده از فرمول جدول 

 .ندشد
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 محیط کشت )سمت چپ( هایبه شیشه حاصلهای گیاهچهانتقال )سمت راست( و  دیش برای جوانه زدنبذرهای قرار داده شده در پتری -1شکل 
 

 و نحوه محاسبه و روابط محاسباتی زنیهجوانصفات  -1جدول 
 محاسبات صفات

 Germination Rate= n/N×100 زنیدرصد جوانه

 Germination speed= Ʃ(ni/ti) زنیسرعت جوانه

 SVI= GR ×(Sl+Rl)/100 رشاخص بنیه بذ

nزده در طی دوره: تعداد کل بذرهای جوانه tiزنی: تعداد روزهای پس از شروع جوانه 

N :تعداد بذرهای کاشته شده niزده در فاصله زمانی مشخص : تعداد بذرهای جوانهti 

Slچه: طول ساقه Rlچه: طول ریشه 

GRزنی: درصد جوانه  
 

خاب بمنظور انت :برای کالزایی بهینهانتخاب محیط کشت 

 تازههای از گیاهچه ،محیط کشت مناسب برای کالزایی

اعت س 8/16چرخه نوری  در رشد کرده

قطعاتی به در شرایط درون شیشه،  و )تاریکی/روشنایی(

به متر مربع از دو اندام برگ و ساقه سانتی 1 × 5/1اندازه 

 MSجدا شد. این قطعات در محیط کشت عنوان جداکشت 

-2,4ها )های رشد شامل اکسینتنظیم کنندهحاوی استریل 

D  وNAAنینی( و سیتوک( هاKIN  وBAPبا غلظت ) های

  .(2)جدول  کشت شدندتلف مخ

 

 

 گرم در لیتر(های استفاده شده برای کالزایی )میلیغلظت هورمون -2جدول 

 D NAA KIN BAP-2,4 تیمار

 0 0 0 1 اول

 ./5 ./5 ./5 ./5 دوم

 0 1 1 ./5 سوم

 1 1 1 2 چهارم

 ./5 0 1 0 پنجم

 

قطعه از هر  10در هر تکرار تعداد  تکرار و 4هر تیمار  در

ها، آنها در پس از کشت ریز نمونهقرار گرفت.  جداکشت

و در شرایط گراد درجه سانتی 25دمای اتاقک رشد و در 

 درصد کالزایی ،ماه یکپس از گذشت  .قرار گرفتندتاریکی 

 محاسبه شد. براساس فرمول زیر  های مختلفنمونه
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 های ایجادت کالیکیفاز نظر  هاشتمحیط ک پس از بررسی

محیط کشت ، (ز نظر رنگ و ترد و شکننده بودنا) شده

شد و برای  انتخاببه عنوان بهترین محیط ( 2)جدول  دوم

 .(2)شکل  مراحل بعدی مورد استفاده قرار گرفت

 

 

 در ابتدای آزمایش )سمت راست( و پس از چندین بار واکشت کردن )سمت چپ(به دست آمده کالوس تصویر  -2شکل 

 

بمنظور  سپانسیون سلولی چوبک:تعیین منحنی رشد سو

و انتخاب زمان مناسب برای  سوسپانسیون سلولیتولید 

در محیط  بارهای کال چندین توده ابتدا اعمال الیسیتور،

 (2کشت دوم جدول شماره )محیط  مناسب جامد کشت

مایع دارای  MSمحیط کشت  آنها به سپسواکشت شدند. 

گرم میلی 5/0و  5/0، 5/0، 5/0)با ترکیب  غلظت مناسب

از  (BAPو  D ،NAA ،KIN-2,4های بترتیب از هورمون

گرم از  2برای این کار . منتقل شدندهای رشد تنظیم کننده

محیط  لیترمیلی 30لیتری حاوی میلی 100به ارلن کالوس 

ها روی شیکر نمونهاضافه شد.  )بدون آگار( مایع 2کشت 

شرایط تاریکی  دور در دقیقه و در 110انکوباتور با سرعت 

مینار با ها، زیر هود لادر هر واکشت نمونه داری شدند.نگه

 400نایلون مش )با اندازه منافذ  استفاده از قیف بوخنر،

منتقل شدند.  مایع و پمپ خلا به محیط جدید (میکرون

منحنی رشد  چندین واکشت متوالی در محیط مایع، پس از

لیتری میلی 100ارلن  64تعداد  این کاربرای  آنها تعیین شد.

محیط کشت استریل )محیط کشت از لیتری میلی 30حاوی 

 2ها مقدار تهیه شد. سپس در هر یک از این ارلن( مایع 2

بمنظور جلوگیری از آلوده شدن  گرم کالوس ریخته شد.

سپس و  شد با پنبه و پارافیلم پوشیده آنهادر تمامی  ها،ارلن

 25تاریکی در دمای  داخل شیکر انکوباتور در شرایط

گیری وزن تر و اندازهگراد قرار داده شدند. درجه سانتی

نی از یدر ساعت مع کشت ازبعد ها یک روز خشک کالوس

 .روز انجام شد

بمنظور  سنجش میزان ساپونین:اعمال تنش شوری و 

های چوبک توسط سلولافزایش میزان ساپونین تولید شده 

به عنوان الیسیتور  ریشودر محیط کشت بهینه، از تنش 

های مختلفی از غیرزیستی استفاده شد. برای این کار غلظت

 (میلی مولار 300و  150، 100، 50، 0نمک سدیم کلراید )

میکرومتر( در شرایط استریل  45/0پس از عبور از فیلتر )

 )مرحله رشد لگاریتمی( در روز هفتم رشدزیر هود لامینار 

ساعت بعد از  72 شد.اضافه ها به محیط کشت سلول

گیری بمنظور اندازهآوری شدند. ها جمعسلول ،اعمال تیمار

اسید -ها از روش وانیلینمحتوای ساپونین سلول

گرم از نمونه  2/0سولفوریک استفاده شد. ابتدا میزان 

ها سپس نمونهساییده شد.  %20اتانول لیتر میلی 3منجمد با 
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گراد رجه سانتید 45ساعت در حمام آب گرم  4به مدت 

و به مدت  8000در مرحله بعد در دور  قرار داده شده و

دی  هم حجم عصاره سپسشدند.  سانتریفیوژدقیقه  15

شد. فاز رویی یعنی دی  سانتریفوژل اتر اضافه و مجددا اتی

بوتانول -nاتیل اتر حذف شده و هم حجم فاز باقیمانده 

بوتانول -n بعد فاز روییشد.  سانتریفوژاضافه و دوباره 

اضافه شد.  NaCl 5%جدا شده و هم حجم آن محلول 

لیتر میلی 1در مرحله بعد محلول در دمای اتاق خشک شد. 

 200میزان بعد متانول به باقیمانده خشک اضافه شد و 

میکرولیتر  200از این عصاره جدا شده و به آن میکرولیتر 

ه شد. اضاف %72اسید سولفوریک لیتر میلی 1و  %8وانیلین 

دقیقه در حمام آب  10عصاره تهیه شده به مدت  سپس

گراد قرار گرفت و پس از درجه سانتی 60گرم با دمای 

نانومتر با  545سرد شدن روی یخ، جذب آن در طول موج 

 :Elisa Reader (Hiperion, Modelاستفاده از دستگاه 

MPR4+ ) .خوانده شد 

 آنالیز آماری

)ورژن  SPSSافزار آماری نرم توسط هاآنالیز آماری داده

ها با استفاده از و تجزیه واریانس و مقایسه میانگین( 22

قبل پنج درصد انجام شد.  احتمال در سطح Duncanآزمون 

 ها با استفاده از آزموننرمال بودن داده ،از انجام آنالیز آماری

Shapiro-Wilk ها با استفاده از آزمون و همگنی وارایانس

Levene زنی در تفاوت بین پارامترهای جوانه .شدرسی بر

های و محتوای ساپونین سلولهای مختلف محیط کشت

توسط آزمون تجزیه و تحلیل واریانس یک طرفه چوبک 

(one-way ANOVA )به دلیل . گرفت قرار بررسی مورد

و  چههای مربوط به پارامتر وزن تر ساقهنرمال نبودن داده

حتی پس از استفاده  برگ و ساقه صد کالزایی ازهمچنین در

 استفاده شد. U Mann-Whitneyآزمون  از از باکس کاکس،

 نمودارها و جداول Excelدر نهایت با استفاده از نرم افزار 

 مربوط به هر یک از صفات ترسیم شدند. 

 نتایج

نتایج تجزیه واریانس برای برخی از  زنی:پارامترهای جوانه

اختلاف چه( ول و وزن تر ریشهزنی )طپارامترهای جوانه

برای نوع  درصد 1و  5در سطح احتمال بترتیب داری معنی

نتایج مقایسه میانگین (. 3جدول کشت نشان داد ) محیط

در ( مترسانتی 592/42چه )بیشترین طول ریشهنشان داد که 

 008/0) چهو بیشترین وزن تر ریشه  MSمحیط کشت 

سایر  .(4ل )جدو بود WPMکشت  محیطدر  (گرم

چه، وزن تر کل و وزن تر پارامترها شامل طول ساقه

های استفاده شده اختلاف چه در محیط کشتساقه

براساس نتایج همچنین (. 4)جدول  داری نداشتندمعنی

زنی و شاخص بنیه درصد و سرعت جوانه ،تحقیق حاضر

( B5و  MS ،WPMهای مختلف )بذر در محیط کشت

 در حالی که .(3)جدول  نشان ندادداری را اختلاف معنی

درصد %30/30) بیشترین میزان پارامترهای مذکور

شاخص بنیه 69/19زنی و سرعت جوانه33/0زنی، جوانه

 . (4جدول)مشاهده شد  WPMدر محیط کشت  (بذر

 

 زنیتجزیه واریانس اثر محیط کشت بر پارامترهای جوانه -3جدول 

 
 

 منبع تغییرات

 ین مربعاتدرجه آزادی و میانگ

درجه 

 آزادی

 طول

 چهریشه

طول 

 چهسافه

 وزن تر

 کل

وزن تر 

 چهریشه

وزن تر 

 چهسافه

درصد 

 زنیجوانه

سرعت 

 زنیجوانه

شاخص بنیه 

 بذر

 ns 055/30 ns 085/1 **298/1 ns 548/8 ns 378/119 ns 048/0 ns 346/126 636/205* 2 محیط کشت

 323/65 014/0 378/119 591/2 998/8 886/7 072/30 970/26 6 خطای آزمایش

 5/61 7/61 3/43 6/32 6/15 4/14 4/16 6/24 ضریب تغییرات )%(

 باشدعدم اختلاف معنی دار آماری می nsو  05/0 و 01/0 دار در سطحبه ترتیب نشان دهنده اختلاف آماری معنی *: و  **
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 زنیاثر محیط کشت بر پارامترهای جوانه -4جدول 

محیط 

 کشت

 لطو

 چهریشه

 طول

 چهسافه

 وزن تر

 کل

وزن تر 

 چهریشه

 وزن تر

 چههساق

درصد 

 زنیجوانه

سرعت 

 زنیجوانه

شاخص بینه 

 بذر
MS 82/2± a592/42  82/1± a 142/35 0009/0± a 0221/0 0006/0±  b004/0 0006/0± a 0149/0 642/3±a 18/18 050/0±a 10/0 99/2±a 29/7  

WPM 82/2± ab479/34 82/1 ±a 695/29 0009/0± a 0208/0 0006/0± a 008/0 0006/0± a 0121/0 642/3±a 30/30 050/0±a 33/0 99/2±a 69/19 

B5 82/2± b 035/26 82/1± a 211/35 0009/0± a 0183/0 0006/0± b 005/0 0006/0± a 0118/ 642/3±a 27/27 050/0±a 30/0 99/2±a 83/16 

 .داری با هم ندارنداعداد موجود در هر ستون که دارای حروف مشابه هستند، تفاوت معنیاند. ندارد بیان شدهخطای استا ±ها برحسب میانگین داده

 

نتایج تجزیه واریانس درصد کالزایی از دو  :درصد کالزایی

بین محیط  ی راداراختلاف معنی ،برگ و ساقه جداکشت

 (.5جدول های مختلف استفاده شده نشان نداد )کشت

درصد  بیشترینتحقیق، نتایج به دست آمده از این براساس 

با ) 3کشت حیط برگ در م جداکشتاز  (%100)کالزایی

، D-2,4های بترتیب از هورمون 1/0و  1/0، 5/0ترکیب 

NAA  وKIN) با  2ساقه در محیط کشت  جداکشتاز  و(

گرم بترتیب از میلی 5/0و  5/0، 5/0، 5/0ترکیب 

 وجود داشت( BAPو  D ،NAA ،KIN-2,4های هورمون

 .(6)جدول 

 

 تجزیه واریانس اثر محیط کشت بر درصد کالزایی -5 جدول

 

 منبع تغییرات

 درجه آزادی و میانگین مربعات 

 درصد کالزایی از ساقه درصد کالزایی از برگ درجه آزادی

 ns 500/387 ns 375/114 4 محیط کشت

 167/194 250/406 15 خطای آزمایش

 3/14   3/23  ات )%(ضریب تغییر

 باشدعدم اختلاف معنی دار می nsو  05/0 و 01/0 دار در سطح به ترتیب نشان دهنده اختلاف آماری معنی *: و  **

 

 اثر محیط کشت بر درصد کالزایی -6جدول 

 درصد کالزایی از ساقه درصد کالزایی از برگ محیط کشت

1 47/4±a 75/78 97/2±a 85 

2 47/4±a 50/87 97/2±a 100 

3 47/4±a 100 97/2±a 75/93 

4 47/4±a 75 97/2±a 75/93 

5 47/4±a 90 97/2±a 50/92 

 اندخطای استاندارد بیان شده ±ها برحسب میانگین داده

 .داری با هم ندارنداعداد موجود در هر ستون که دارای حروف مشابه هستند، تفاوت معنی*

 

شروع و مدت مراحل یی بمنظور شناسا منحنی رشد:تعیین 

از  به دست آمده یهامختلف رشد، منحنی رشد کالوس

براساس تحلیل تعیین شد.  2محیط کشت شماره 

از تغییرات وزن تر را  %4/87رگرسیونی متغیر زمان یا روز 

در بررسی منحنی رشدی  (.8و  7جدول کند )می تعیین

( کاهش و خطی نمایی، تاخیر،) مختلف رشد مرحله چهار
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 با سلولی رشددر فاز تاخیر   ابتدا، در شد. مشاهده

 اما رفت، پیش کندی به جدید محیط با هاسلول سازگاری

 به سپس و رفت پیش سریع نسبتاً رشد زمان، گذشت با

 از روز سوم پس در نمایی، مرحله .رسید ثابت حالت

 الگوی یک مرحله، این از پس. شد مشاهده کشت شروع

 رشد کاهش. داشت ادامه 10 روز ات و شد آغاز خطی رشد

 8 رشد میزان حداکثر. (1)شکل  داد رخ 14تا  12از روز 

 .آمد دست به سوسپانسیون کشت شروع از پس روز

 

 های تحلیل رگرسیون تک متغیره و خلاصه مدل رگرسیونی برازش شدهآماره -7جدول 

 Rsquare 882/0 ضریب تعیین

 Adjusted R Square 874/0 ضریب تعیین تصحیح شده

 Std.Error of the Estimate 902/0 خطای معیار

 Durbin watson 387/0 دوربین واتسون

 

 های متغیر وارده در مدل برازش رگرسیونی وزن تر )رشد(آماره -8جدول 

 B Std.B Beta T Sig نام متغیر

 006/0 321/3 - 458/0 479/1 عرض از مبدا

 000/0 576/10 939/0 045/0 472/0 روز

 

بنابراین با توجه به نتایج حاصل از تحلیل رگرسیون تک 

معادله پیش بینی وزن تر در طی روزهای مختلف به متغیره، 

 صورت زیر است:

 

= وزن تر 479/1+  472/0)روز(  

 

 

 نسبت به زمانگیاه چوبک  سوسپانسیون سلولی منحنی رشد -1 کلش

 (دوم کشت های به دست آمده از محیط)سلول

 

نتایج به دست آمده نشان داد که  :سنجش میزان ساپونین

های جدا کشت سلولاعمال شده روی  هایغلظتدر همه 

افزایش در میزان ساپونین  ،چوبک با محرک تنش شوری

 150های در غلظتتنها دار ، اما افزایش معنیوجود داشت

ها و تیمار شاهد ر غلظتینسبت به سامول میلی 300و 

  (.2)شکل  مشاهده شد

 

 
تغییرات محتوای ساپونین در سلولهای جداکشت چوبک  -2شکل 

حروف متفاوت نشان  .های مختلف سدیم کلرایدبا غلظتتحت تیمار 

آزمون براساس   P < 0/05ها در سطح دار بودن تفاوتدهنده معنی

 دانکن است. 
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 بحث

 بافت کشت محیط طراحی: زنیسنجش پارامترهای جوانه

 کارآن، بر  مختلف عوامل متقابل تأثیر دلیل به گیاهی

 مواد و کشت شرایط گیاهی، . نوع مادهاست ایپیچیده

 مانند آلی و آلی غیر مغذی مواد) کشت موجود در محیط

از ( گیاه رشد هایکننده تنظیم و هاویتامین ها،کربوهیدرات

معمولا . (15) باشندکننده و تاثیر گذار می تعیین عوامل

 و سلول کشت کارهای اکثر برایمحیط کشت  ند نوعچ

های محیط کشت ترینمهم. شودمی استفاده بافت گیاهی

 Murashige توسط های ارائه شدهمعرفی شده شامل محیط

 و (1968)همکاران  و Skoog  (1962 ،)Gamborg و

Llyod و McCown (1980هستند. محیط کشت ) 

Murashige و Skoog  (MS )محیط کشت و Gamborg 

(B5 )را در مقایسه با  هامغذی مقادیر بیشتری از درشت

  (.23) دارندMcCown (MC ) محیط کشت

چه به طول ریشه ،براساس نتایج حاصل از تحقیق حاضر

 MSزنی در محیط کشت عنوان یکی از پارامترهای جوانه

و  Qtvosبود.  B5داری بالاتر از محیط کشت به شکل معنی

 و سلولی تقسیم یعنی رشدداشتند که  بیان( 27همکاران )

 بافت لایه دو بین اکسین جریان توسط، شدن طویل

 با هماهنگی این. شودمی هماهنگ ریشه مجاور خارجی

 اکسین جریان در ناقل نیترات به وابسته دفسفوریلاسیون

 منجر آمده و دست به فسفوریلاسیون محل در PIN2 یعنی

 جریان تنظیم تیجهن در و PIN2 جانبیقرار گرفتن  به

میزان عنصر نیتروژن  .شودمی مجاور هایبافت بین اکسین

)به دو شکل آمونیوم نیترات و پتاسیم نیترات( در محیط 

 باشدمی B5شتر از میزان آن در محیط کشت بی MSکشت 

چه در دار طول ریشهاز این رو احتمالا افزایش معنی(. 32)

یل غلظت بالاتر به دل B5نسبت به میحط  MSمحیط کشت 

( PIN2نیتروژن و تاثیر آن در دفسفریلاسیون حامل اکسین )

( 8و همکاران ) Aliدر تحقیق انجام شده توسط باشد. می

و  WPM) های مختلفمحیط کشت برای بررسی تأثیر

OM )زئاتین و  رشد هایکننده تنظیم و(BAP )تکثیر بر 

 شرایط در (moraioloگیاه زیتون )رقم  یهوای هایاندام

 به منجر OM محیطنتایج نشان داد که  آزمایشگاهی

 در بهتر مورفولوژیکیتغییرات  و بهتر ریزشاخه زایی

( لیتر در گرم میلی 3/0)زئاتین . شد WPM محیط با مقایسه

 تعداد بیشترین BAP لیتر در گرم میلی 5/0 با ترکیب در

 طول مترسانتی 25/2 با ،(84/0) ریزنمونه هر در ریزشاخه

در مقایسه با  OM کشت محیط در گره تعداد 88/1 و ساقه

این . داشتبه دنبال ها را استفاده تکی از این هورمون

 بالاتر سطوح دارای OM محقیقن بیان داشتند که محیط

 WPM محیط با مقایسه در گلوتامین و فسفر نیتروژن،

 سیگنال مولکول یک عنوان به است ممکن نیتروژن. است

 آنزیمهای مربوط به ژن بیان افزایش طریق از گیاه رشد

 .کند عمل نیترات از استفاده و جذب مسئول

 در این تحقیق، براساس نتایج به دست آمده ،از طرف دیگر

به شکل  WPMچه در محیط کشت میزان وزن تر ریشه

استفاده بالاتر از میزان این پارامتر در دو محیط معنی داری 

 نه کشت هایمحیط در نمک هایمحلولدیگر بود. شده 

 نیز یاسمز کنندهتنظیم اثر یک بلکه ای،تغذیه اثر یک تنها

 که فشاری پتانسیل با سلولی مورفوژنز و رشد بر که دارند

 تأثیر است، حاکم سلولی هایدیواره انبساط و پایداری بر

 سلول به محیط از را آب جذب بالا اسمزی فشار. گذاردمی

 نسبت WPM کمتر نمک غلظت بنابراین، و کندمی محدود

 برای آب بودن دسترس در بهبود باعث MS محیط به

مقدار آب در واحد وزن از آنجایی که  .(10)شود می سلول

 یتهای بیان محتوای آب بافخشک یا تر یکی از راه

چه شاید بتوان گفت که وزن تر بالاتر ریشه ،(13باشد )می

نسبت به دو محیط  WPMدر بذرهای رشد کرده در محیط 

های رشد کرده دیگر به دلیل بالاتر بودن محتوای آب سلول

 ،براساس نتایج به دست آمدهدر این محیط باشد. 

 ،چهچه، وزن تر کل و وزن تر ساقهطول ساقهپارامترهای 

زنی و شاخص بنیه بذر در محیط درصد و سرعت جوانه

داری اختلاف معنی( B5و  MS ،WPMهای مختلف )کشت
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زنی در محیط کشت کمترین میزان درصد جوانه. نداشتند

MS به توانمی تر راوجود داشت. این درصد پایین 

 بذرها حساسیت یا آگار در موجود احتمالی هایناخالصی

از  .(29و  16) داد نسبت MS محیط بالای نمک محتوای به

به میزان آب  زنی بذر عمدتاًآنجایی که موفقیت در جوانه

غلظت بالای نمک موجود  ( و19دسترس بستگی دارد ) در

در محیط کشت محتوای آب در دسترس بذرها را کمتر 

تواند یکی از دلایل پایین بودن میمسئله این ، کندمی

 .های دارای آگار باشدسرعت و درصد جوانه زنی در محیط

سرعت  ،(%30/30زنی )بیشترین میزان درصد جوانه

( در محیط 69/19) شاخص بنیه بذر و (33/0) زنیجوانه

  .مشاهده شد WPMکشت 

 فراوانی: های مختلفسنجش کالزایی در محیط کشت

 زیادی عوامل تأثیر تحت بافت کشت در نیز کالوس تشکیل

 و ژنوتیپ ریزنمونه، منبع کشت، محیط ترکیب جمله از

 بر موثر عوامل مهمترین از یکی .(6است ) شرایط محیطی

مورد نیاز  مغذی مواد. است کشت محیط ترکیب کالزایی،

 گیاهان نیازهای به شبیه بسیار شده کشت گیاهی هایسلول

 معمولاً هاسیتوکینین و هااکسین .(26و  23است ) کامل

 تحریک با زیرا شوند،می استفاده کالوس تشکیل القای برای

کنند. می تقویت را سلولی رشد سلول، شدن طویل و تقسیم

 در رشد هایکننده تنظیم سطح و نوع سازی ینهبه بنابراین،

 کالوس بازده حداکثر آوردن دست به برای کشت محیط

در تحقیق حاضر بین میزان کالزایی از  .(13) است ضروری

داری مشاهده برگ و ساقه اختلاف معنی جداکشتدو 

 جداکشت( از %100بالاترین درصد کالزایی )البته  نشد.

 5/0و  5/0، 5/0، 5/0کیب ساقه در محیط کشت با تر

و  D ،NAA ،KIN-2,4های گرم بترتیب از هورمونمیلی

BAP  5/0برگ در محیط کشت با ترکیب  جداکشتو از ،

 KINو  D ،NAA-2,4های بترتیب از هورمون 1/0و  1/0

 ایجاد درکه  ی استاکسین D-2,4 اگرچه وجود داشت.

(، اما 26موثر است ) گیاهی هایگونه از بسیاری در کالوس

ساقه  جداکشتدر تحقیق حاضر کمترین میزان کالزایی از 

غنی شده  D-2,4)که تنها با هورمون  1در محیط شماره 

در مورد  رسد کهبنابراین به نظر می است( وجود داشت.

به ( D-2,4)گیاه چوبک استفاده از اکسین ساقه  جداکشت

 .یستدرصد بالاتر کالزایی مناسب نتنهایی برای رسیدن به 

های بررسی شده به دلیل استفاده از ر محیط کشتیدر سا

برای  %90درصد بالای  D-2,4 همراه هاسایر هورمون

بررسی درصد کالزایی از جداکشت ساقه وجود دارد. 

های مختلف نشان کشت برگ در محیط کشتکالزایی جدا

هایی که غلظت دهد که این اندام گیاهی در محیط کشتمی

در آن بالاتر هست و یا به صورت تنها  D-2,4اکسین 

و  2، 1استفاده شده، درصد کالزایی کمتری دارد )محیط 

هایی که این هورمون وجود ندارد و اما در محیط کشت، (4

های به کار گرفته شده یا غلظت آن نصف سایر هورمون

درصد  90، درصد کالزایی آن بالای (5و  3)محیط  است

و همکاران  برآوردیشده توسط  تحقیق انجام درباشد. می

سرو کوهی گیاه و برگ های جوانه جانبی ریز نمونهکه ( 2)

با  WPMو  MSهای برای القای کالوس در محیط کشت

با  KIN از گرم در لیترمیلی 2/0و  1/0، 0های غلظت

و   D-2,4 گرم در لیتر ازمیلی 4و  3، 2، 0های غلظت

با  KINدر لیتر از گرم میلی 2/0و  1/0 ،0های غلظت

قرار  NAAگرم در لیتر از میلی 4و  3، 2، 0های غلظت

 WPMبیشترین میانگین درصد کالزایی در محیط ، گرفتند

 2/0در ترکیب   D-2,4گرم در لیتر از میلی 3 حاوی

به دست آمد و همچنین درصد  KINگرم در لیتر از میلی

تر از داری بالاکالزایی از جوانه جانبی به طور معنی

( در 25)  Nasutionو Nasutionهای برگ بود. جداکشت

در  کالوس ایجاد بر گیاه رشد هایکنندهتنظیم بررسی تأثیر

 افزودنکه کردند  مشاهده Garcinia mangostana L گیاه

2,4-D باعث تواندمی کشت محیط روی بر نارگیل آب و 

تحقیق  رد .شود در این گیاه ساقه ریزنمونه از کالوس ایجاد

 5و  D  (1 ،2 ،3،4-2,4 مختلف هایغلظت اثر ی،دیگر

 تایلندی معطر برنج هایدانه زاییکال بر( لیتر در گرممیلی

و  بررسی MS محیط در شده کشت KDML105 رقم
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 D-2,4 لیتر در گرممیلی 2 اضافه کردنکه  شدمشخص 

های کالوس که طوری به ،بود مؤثرتر کالوس القای برای

ای شکننده ماهیت و خوب بسیار بافت نظر از ایجاد شده

 .داشتند

 پایان در از آنجایی که واکشت کردن: تعیین منحنی رشد

را به  توده زیست تولید بیشترین لگاریتمی، رشد مرحله

برای  نیاز مورد زمانی دنبال خواهد داشت، تعیین فاصله

 باشد. این فاصله زمانی بهار مهم مییواکشت کردن بس

دارد  بستگی و منحنی رشد در محیط کشت رخهتعیین چ

و  سلولی رشد گیریاندازه برای مختلفی هایروش .(24)

 شمارش جمله از آزمایشگاهی، شرایط درمربوطه  منحنی

 سلولی حجم و تر وزن و خشک وزن کلنی، یا سلول

در تحقیق حاضر  (.9) شوندمی استفاده شده بندیبسته

خطی،  نمایی، تأخیر، مراحل مختلف دارای رشد منحنی

 ( رشدLag phaseتاخیر ) دورهدر  .بودی و ثابت کاهش

 کندی به جدید محیط با هاسلول سازگاری سلولی به دلیل

 برای جداکشت هایسلول در این مرحله،رفت.  پیش

کنند می انباشته را توده زیست و شده آماده سلولی تقسیم

واکشت تا این دوره از روز اول در تحقیق حاضر  .(12)

مرحله بعدی رشد دوره نمایی روز سوم به طول کشید. 

(Exponential or log phase بود که از روز سوم واکشت )

تم طول کشید. در این مرحله حداکثر رشد تا روز هش

 Linearدوره خطی رشد )در  (.12افتد )سلولی اتفاق می

phase) نتیجه در و داخل در سلولی تقسیم سرعت کاهش 

 .(12شود )می مشاهده کالوس حجم و سلولی تراکم تثبیت

این دوره از روز هشتم تا روز دهم دوره در تحقیق حاضر 

روز دهم تا دوازدهم دوره رشدی، دوره رشد رشدی بود. 

 و قطر تثبیت در این مرحله با بود.( Decelerationکاهشی )

 مرگ دلیل به احتمالاً کالوس قطر کاهش سلول و تراکم

 مواد . کاهشدهدرخ می مغذی مواد کمبود از شینا سلولی

 در سمی مواد تجمع حتی یا آگار شدن خشک مغذی،

از  هاسلول داخل در اکسیژن کاهش نتیجه در کشت محیط

از  .(17و  12)باشد دلایل کاهش رشد در این مرحله می

دوره یا فاز ثابت  وز دوازدهم تا پانزدهم دوره رشدی نیزر

(Stationary طول ) .سلولی کشت در این مرحلهکشید 

 اما شود،می متوقف توده زیست رشد که است ایمرحله

 .(16مانند )می باقی فعال متابولیکی نظر از هاسلول

با استفاده از متابولیت ثانویه تولید : سنجش میزان ساپونین

بسیاری از مشکلات گیاهان کاشته  رتواند بکشت بافت می

در مطالعات کشت (. 20ه کند )مزرعه غلبشرایط شده در 

های ثانویه، از بافت بمنظور افزایش میزان تولید متابولیت

های محیطی و یا تغییر در سازها، استرسالیسیتورها، پیش

در تحقیق  (.28شود )اجزای محیط کشت استفاده می

 های چوبک تحت تیمار تنش شوری بانیز سلول حاضر

افزایش میزان تولید  های مختلف سدیم کلراید برایغلظت

طبق نتایج به دست آمده با افزایش . قرار گرفتندساپونین 

محتوای ساپونین نیز افزایش  ،غلظت تیمار سدیم کلراید

 300و  150های استفاده شده، غلظت از بین غلظت داشت.

میزان در  داریمعنی باعث افزایش NaClمولار از میلی

 السیتورهااست. ها نسبت به شاهد شده ساپونین سلول

 پلاسمایی غشای خاص خودشان در هایگیرنده بهمعمولا 

 سیگنال یک این، از پسو  دنشومیمتصل  درونی غشای یا

 السیتور به مولکول. شودمی تولید پاسخ یک و شناسایی

 هایژن نتیجه در و شودمی شناسایی پاتوژن یک عنوان

 قدرت .(18) کندمی فعال را زابیماری عامل و گیاه مقاومت

 باعث( H+و  NADPH  انبوه مقادیر) متناظر قوی احیای

 یا هافنل ایزوپرنوئیدها، مانندی ترکیبات سنتز افزایش

 و( پرولین) هااسمولیت تجمع. شودمی آلکالوئیدها

 است ممکن( هاساپونین و فلاونوئیدها) ثانویه هایمتابولیت

 ولیدت از باشد، داشته اسمزی تنظیم در مهمی نقش

 اثرات از را هاسلول و کرده جلوگیری اکسیژن هایرادیکال

 برابر در هاآن مقاومت به منجر و کند محافظت مخرب

بنابراین افزایش میزان ساپونین مشاهده  .(14) شود شوری

 هایراهکاراز جمله  ،شده در تیمار شوری اعمال شده

 باشد.سلولها برای مقابله با شرایط ایجاد شده می
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 گیری کلیجهنتی

های مختلف استفاده شده بین محیط کشت از آنجایی که

زنی و همچنین کالزایی از دو برای بیشتر پارامترهای جوانه

توان برگ و ساقه اختلافی وجود نداشت، می جداکشت

گیاه چوبک در برگ و ساقه  جداکشتهر دو بیان کرد که 

 دارد.را  کالزاییزنی و قابلیت جوانه ی مختلف،هامحیط

مانند تنش شوری تفاده از الیسیتور غیرزیستی اس همچنین

تواند در افزایش میزان متابولیت ارزشمند ساپونین موثر می

 باشد.

 تقدیر و تشکر

بدین وسیله از دانشگاه ارومیه به جهت تامین مالی این 

امکانات  تجهیزات و خاطره دانشگاه گیلان بو  پروژه

مه جمال امیدی و خانم دکتر آزمایشگاهی و خانم دکتر فاط

که در اجرای این پژوهش  عزیزانی مهوش هادوی و دیگر

 شود.ند، تشکر و قدردانی میرا یاری کردما 
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Abstract 

Acanthophyllum sordidum is a medicinal plant from Caryophllaceae family. This 

medicinal plant is one of the valuable sources of saponin. There are several methods to 

increase the production of plant secondary metabolites, among which tissue culture is 

used as an efficient technique. For this purpose, in the present research, to select the 

suitable culture medium for germination and calligenesis, to determine A. sordidum 

(Chubek) cell suspension growth curve, and also to determine the amount of saponin 

under salt stress in vitro, a factorial experiment was conducted in the form of a 

completely randomized designThe results showed that root length and root fresh weight 

were significantly increased in MS and WPM cultures, respectively. Other parameters 

including shoot length, total fresh weight and shoot fresh weight in the three culture 

medium used were not significantly different. Also, the results of analysis of variance of 

callus percentage from two leaf and stem organs did not show a significant difference 

among different culture media which have been used in this study (Ma, WPM and B5). 

Based on the current results obtained from the growth curve, the maximum growth rate 

was obtained 8 days after the start of suspension culture. Also, the results showed that 

salt stress caused a significant increase in saponin content of Chubek cell suspension. 
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