
 1395، 1، شماره 29جلد                                                                                         )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي گياهي 

199 

 (Ephedra major)گياه افدرا افدرين در توليد كالوس و تشكيل  سازيبهينه

  2محبت نداف و 1، منيژه ميان آبادي*1مهناز اقدسي ،1مرتضي مفيد بجنوردي

 شناسي گروه زيستدانشكده علوم، دانشگاه گلستان،  ،گرگان 1

  شناسي گروه زيستدانشگاه پيام نور بجنورد،  ،بجنورد 2

 12/2/93: تاريخ پذيرش  30/11/92: تاريخ دريافت

  چكيده

هدف از . گيردست كه در درمان بيماري آسم مورد استفاده قرار ميا (Ephedra major)افدرين مهمترين الكالوييد گياه افدرا 
هاي مختلف در اين تحقيق اثر غلظت .منظور توليد كالوس و افدرين است كشت بافت اين گياه به امكانتحقيق حاضر بررسي 

2,4-D و Kin )0 ،5/0 ،1  بر روي توليد كالوس قطعات جداكشت ساقه مورد بررسي قرار گرفته است) گرم در ليترميلي 2و .
هاي حاوي خاك آوري از ارتفاعات بجنورد در گلدانپس از جمع بذرهابه اين منظور  .انجام شد آزمايش در قالب طرح تصادفي

جدا و پس از ضدعفوني در محيط كشت موراشيگ و اسكوگ  هماه 5هاي شت ساقه از گياهچهكقطعات جدا. جنگل كشت شدند
(MS) 2,4 هاي مختلفحاوي غلظت-D  وKin كشت ساقه در محيط كشت حاوي  قطعات جداكه نتايج نشان داد . كشت شدند

گيري افدرين به اندازه .را نشان دادند آلكالوئيد كلو زايي  بيشترين درصد كالوس Kinو  D-2,4گرم در ليتر  ميلي 5/0و  5/0
شده در محيط توليد هايدر كالوس) گرم بر گرم وزن خشك ميلي 053/0(بيشترين ميزان افدرين  نشان داد كه  HPLCروش

حاضر نشان تحقيق در مجموع نتايج  .توليد شد Kinو  D-2,4هاي گرم در ليتر از هورمونميلي 5/0و  2كشت حاصل از تيمار 
 .توان از كالوس حاصل از قطعات جدا كشت افدرين توليد كردكه در شرايط كشت بافت مي داد

  افدرا،  D،Kin-2,4، كالوسكل، افدرين،  آلكالوئيد: هاي كليدي واژه

 m.aghdasi@gu.ac.ir: پست الكترونيكي ، 01732322810 :تلفن ،مسئولنويسنده * 

  مقدمه
تيره ارمك به  قمتعل Ephedramajorگياه افدرا با نام علمي 

 50داراي يك جنس و بيش از  تيرهاين . استافدراسه  يا
از  و بيشگونه  11جنس افدرا در ايران  ).17( گونه است

اغلب در  Ephedr amajor گونه ).9و  1( داردواريته  10
تا  1500و توراني و در ارتفاع  يايرانق طنامهاي كوهستان

در مناطق مازندران، جنگل گلستان، آذربايجان، متر  3000
 ،اردبيل، همدان، فارس، هرمزگان، كرمان، خراسان، سمنان

 رويش داردچالوس  و تهران، ارتفاعات فيروزكوه، دماوند
)4(.  

پايه، با  دو پايه، بندرت يك اي،درختچه گياهي افدرا
بيش افتان يا خيزان بر سطح  و ايستاده، يا كمهاي  شاخه

هاي  ها معمولا داراي شاخك انشعابات ساقه. استخاك 
 180تا  20ارتفاع گياه . فراوان سبز و فتوسنتزكننده هستند

 3تا  2برگها بسيار كوچك و در هر بند . متر استسانتي
يافته و به صورت  معمولا تحليل ،عدد 4عدد، گاهي 

 رويشي درا به دو روشاف .)8( هستند هاي غشايي فلس
 اين گياه در. )3( شود تكثير مي )بذر( زايشيو  )ريزوم(

سرماخوردگي،  مانندهايي طب سنتي چين در درمان بيماري
ورم مخاط بيني در اثر حساسيت، آسم، آنفولانزا، برونشيت، 

يونجه، آرتريت، كهير، عدم تعريق،  گرفتگي بيني، تب
هاي  ادراري، ضعف عضلات، حساسيت شبسردرد، صرع، 

دردهاي استخوان و مفاصل و كاهش فشارخون  ،پوستي
  ).7( شود توصيه مي
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 افدرين نام دارد كه از  گياه  اين  ثانويه  متابوليت مهمترين 

درصد آلكالوئيد كل را  30- 90گروه الكالوئيدها بوده و 
 01/0 – 4/3هاي مختلف افدرا داراي گونه. دهدتشكيل مي

هاي هوايي  بخش درصد آلكالوئيدهاي افدرين هستند كه در
ميزان و نوع آلكالوئيدهاي افدرين . كنند گياه تجمع پيدا مي

مختلف گياه، فصل   هاي بر حسب گونه، واريته، بخش
 ،كندبرداشت و ناحيه جغرافيايي و ارتفاعي كه گياه رشد مي

افدرين در ايزومرهاي ديگري نيز از ). 7و 2( متفاوت است
نورافدرين، توان به است كه ميگياه افدرا گزارش شده

 و نورسودوافدرين، سودوافدرين ،افدرين متيل
هاي بيوشيميايي  مكانيسم. اشاره كردسودوافدرين  متيل

تجمع آلكالوئيدهاي  اي كه منجر به تشكيل و پيچيده
شود تا حدود زيادي  ديگر گياهان مي افدرين در افدرا و

ه اين ماده از ه كمطالعات اوليه نشان داد. ناشناخته است
  .)13و 10( شود آلانين مشتق مي اسيد امينه فنيل

توليد تجاري براي سه روش مختلف در حال حاضر 
هاي  روش - 1. آلكالوئيدهاي مربوطه وجود دارد افدرين و

 - 2. باشد سنتي كه شامل استخراج افدرين از ساقه افدرا مي
اما  .توليد اين ماده است ديگري در شيميايي روشسنتز 

اين روش منجر به توليد مخلوط راسميك آلكالوئيدها 
افدرين از (1R, 2S)- توليد انتخابي انانتيومر -3. گردد مي

 امروزه. است R-PAC يا كربينول استيل تركيبي به نام فنيل
توليد تجاري افدرين و سودوافدرين بر اين روش 

 مخمرهاي ساكاروميسدر اين روش . سنتزي تكيه دارد نيمه
 و كانديدا يوتيليس (Saccharomyce scerevisiae) روزيهس

(Candida utilis) و همچنين باكتري زيموموناس موبيليس 
(Zymomonas mobilis) تخمير فرايند ز بنزآلدئيد طي ا

كشت بافت نيز  ).10( كنندتوليد مي  R-PACميكروبي، 
هاي روش ديگري است كه امروزه براي توليد متابوليت

 هاي اندكي درتاكنون گزارش. شودثانويه از آن استفاده مي
. هاي مختلف افدرا منتشر شده استبافت گونهكشت مورد

O'Dowd  گونه  7با بررسي توليد كالوس در و همكاران

  (MS)موراشيگ و اسكوگ محيط كشتمختلف افدرا در 
 كنندگان رشد گياهيتنظيم هاي مختلفحاوي غلظت

-2,4)دي كلروفنوكسي استيك اسيد  -4و2، (kin) كينتين

D)  و نفتالن استيك اسيد(NAA) بيشترين كه  نشان دادند
 Kinو  2,4Dحاوي  سلولي ميزان افدرين در سوسپانسيون

نيز همكاران و  Parsaeimehr .)12( مشاهده شده است
توليد كالوس و ميزان افدرين و سودوافدرين را در شرايط 

 و E.  strobiliacea, E. proceraكشت بافت در سه گونه 
E. Pachyclada  همچنين  .)14( مورد بررسي قرار دادند

به  لانينآفنيل مادهافزودن پيشبا ها نشان داده كه گزارش
  را در كالوستوان توليد افدرين مي MS محيط كشت

 E. alata  گزارش ديگري نيز ). 13(داد افزايش برابر  سه
 .gerardiana E مبني بر توليد كالوس و گياهچه از گونه

 .)8 و 6(منتشر شده است 

در اين ) 5(صنايع داروسازي افدرين در با توجه به اهميت 
شده است تا با بهينه سازي شرايط كشت تحقيق سعي 

توليد اين ماده با ارزش در Ephedra major بافت گونه 
شرايط كشت بافت براي اولين بار در ايران مورد بررسي 

  .قرار گيرد

  مواد و روشها
از رويشگاه افدرا بذر گياه : و توليد گياهچه جمع آوري بذر

به ترتيب كيلومتري جنوب شرقي بجنورد  45خود واقع در 
 57° 38' 30"و  37° 19' 44"عرض جغرافيايي  و با طول

-در گلدانسپس بذرها  .آوري شد جمع ماهدر اواخر مرداد

-سانتي 1- 2هاي پلاستيكي حاوي خاك جنگل در عمق 

 ها در اتاق كشت با دمايگلدانسپس . متري كاشته شدند
 8ساعت نور و  16 دوره نوري گراد ودرجه سانتي 25 2±

  . داري شدندنگه ساعت تاريكي

- هاي سبز گياهچه از ساقه جداكشتقطعات : توليد كالوس

با آب شستشو داده دقيقه  1به مدت جدا و ماهه  5هاي 
و  ثانيه 50 درصد به مدت 70با الكل در مرحله بعد  ه وشد
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. ندعفوني شد ضد دقيقه 5درصد به مدت  20ژاول  آب
در زير بار با آب مقطر استريل  5قطعات جداكشت سپس

موراشيگ و  كشتدر محيط شده و شوشستهود لامينار 
- كلرايد، اسيدتيامين ويتامينحاوي  )MS )12 اسكوگ يا

هاي  ، غلظتاينوزيتولكلرايد و ميوپيرودوكسين نيكوتينيك،
با %) 1(و آگار %) 3(ساكارز ،  Kinو  D-4-2مختلف

pH=5.8 25 ±2با دماي كشتاتاق شرايط .شت شدندك 
ساعت  8ساعت نور و  16 دوره نوري وگراد درجه سانتي

 5براي هر تيمار هورموني . دتاريكي در نظر گرفته ش
قطعه  5كشت و در هر ظرف حاوي محيطديش پتري

روز يكبار  20عمليات واكشت هر  .شدقرار داده جداكشت 
صد شده و درها برداشتروز كالوس 80بعد از . انجام شد

تر،  ، شكل و اندازه ظاهري، وزن خشك وزاييكال
  . مورد مطالعه قرار گرفتند هاكالوس رنگ و نوپديدي

آزمايش فاكتوريل در قالب طرح كاملا : شرايط كشت
تيمار دو نوع اثرات اصلي شامل . تصادفي انجام شد

، 0(وني و چندين سطح هورم 2,4D) و Kin(هورموني 
  .بود )گرم در ليترميلي 2 و 1، 5/0

 براي تعيين وزن تر،: گيري وزن تر و خشك كالوس اندازه
براي . توزين شدند A-Japon)&(GX- Kترازو  باها كالوس

درجه  37ها در آون در دماي تعيين وزن خشك، كالوس
روز خشك شده و با ترازو توزين  3گراد به مدت سانتي
  .شدند

ليتر  ميلي 10گرم كالوس با  1اين روش  در: گيري عصاره
دقيقه شيكر و در دماي اتاق  20درصد به مدت  50متانول 
دقيقه  5دور به مدت  1500در بعد گيري و  عصاره

روش استخراج سه مرتبه تكرار و درنهايت . سانتريفوژ شد
. ليتر رسيد ميلي 50درصد به  50ها با متانول  حجم عصاره

  .صاف شدند) ميكرون 45/0( فيلتربا ها  عصارهسپس 

روش ه سنجش آلكالوييد كل ب: سنجش آلكالوييد كل
ميلي  5/5در اين روش  ).15(اسپكتروفتومتري انجام شد 

 ميلي ليتر 1 عصاره متانولي بدست آمده در از ليتر

 .دقيقه صاف شد 30و پس از  اسيدهيدروكلريك غليظ حل
كلروفرم  ميلي ليتر 10سپس عصاره صاف شده سه بار با 

نرمال  1/0با سود  شده وشستشو داده شده و فاز آبي جدا 
 ليترميلي 5عصاره با در مرحله بعد ). pH=7( خنثي شد

 =pHبافر فسفات  ليترميلي 5معرف بروموكرزول گرين و 

مخلوط و فاز كلروفرمي زردرنگ حاوي آلكالوييدها  4.7
 10 آوري و حجم آن با كلروفرم بهآزمايش جمع در لوله
جذب عصاره در طول موج  مقدار .رسانده شد ليترميلي
nm470 استفاده از منحني  نانومتر خوانده شده و با

براي . ها تعيين گرديداستاندارد ميزان آلكالوييد كل عصاره
 10ميلي گرم افدرين خالص در  1رسم منحني استاندارد، 

منحني استاندارد براساس . آب مقطر حل شد ميلي ليتر
  .مقادير مختلف افدرين رسم شد

گرم  يك: گيريعصاره:  HPLCسنجش افدرين به روش 
درصد به مدت  50متانول  ميلي ليتر 10گياهي با  نمونهاز 
بعد گيري و در دماي اتاق عصاره دقيقه توسط شيكر و 20
روش استخراج . دقيقه سانتريفوژ شد 5دور براي  1500در 

 50ها با متانول عصاره سه مرتبه تكرار و درنهايت حجم
 45/0ها با فيلتر عصاره .رسانده شد ميلي ليتر 50درصد به 

  .تزريق شدند HPLCميكرون فيلتر و به دستگاه 

با آشكارساز  HPLCبه منظور سنجش افدرين از دستگاه 
UV/VIS پمپ ،Merck Hitachi7100–L افزار  با نرمEZ 

chrome (Hitachi- Japon)  استفاده به روش ايزوكراتيك
اسيدفسفريك، % 1/0از متحرك شامل محلول ف). 16( شد

و ) SDS(سديم دودسيل سولفات مولار ميلي 25 محلول
دقيقه در  15فاز تهيه شده به مدت . بود% v/v40استونيتريل

گراد قرار  درجه سانتي 20دستگاه اولتراسونيك در دماي 
سپس فاز تهيه . خارج شودهاي هوا از آن  داده شد تا حباب

با فيلتر  (Altech-Germany) شده در دستگاه فيلتراسيون
سي  ليترميلي 8/0مقدار جريان . ميكرون صاف شد 45/0

مدت زمان خروج . بود nm210طول موج  بر دقيقه و
به منظور رسم منحني  .دقيقه بود 45ها از ستون نمونه
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، 0008/0، 0004/0، 0هاي  هايي با غلظتاستاندارد، محلول
 (Sterop- USA) از افدرين  ليتر ميلي 0014/0و  001/0

منحني استاندارد . تزريق شد HPLC به دستگاه هيه وت
  .براساس مقادير مختلف افدرين رسم گرديد

 SPSSافزار  توسط نرمها با استفاده تحليل دادهو تجزيه 
مشخص نمودن اختلاف براي از آزمون دانكن . شدانجام 
جدولها رسم نمودارها و . دار بين نتايج استفاده شد معني

  .انجام گرديدافزار اكسل  توسط نرم

  ايجتن

هاي ساقه و ريشه سنجش ميزان افدرين در اندام
 روشگيري افدرين با استفاده از اندازه: هاي افدراگياهچه
HPLC  نشان داد كه در اندام ريشه افدرين وجود نداشته و

نتايج حاصل نشان . داشتتنها در اندام ساقه افدرين وجود 
گرم بر گرم وزن  ميلي 04/0ميزان افدرين در ساقه داد كه 
بنابراين با توجه به عدم وجود  ).1شكل (است خشك 

افدرين در اندام ريشه، تنها از قطعات جداكشت ساقه براي 
  .  يد كالوس در مرحله بعد استفاده شدتول

  
 در ساقه و ريشهميزان افدرين ) منحني استاندارد افدرين و ج) ب، (Ephedra major) افدرا گياهمتانولي كروماتوگرام عصاره ) الف -1شكل 

  گياهچه افدرا
از : توليد كالوسبر  Kin و D-2,4هاي مختلف  اثر غلظت

تيمار حداقل در  11تيمار هورموني استفاده شده در  14
تيمار  3در  و زايي مشاهده شد كالوس قطعه جداكشتيك 

) 2,4D و  Kinميلي گرم در ليتر  5/0و  1، 0و  5/0، 0و  0(
هاي توليد شده در رنگ كالوس. توليد نشد يكالوسهيچ 

تيمارهاي مختلف متفاوت بوده و از سبز روشن، سبز تيره 

هاي شكل كالوس .اي متفاوت بوده استتا نارنجي و قهوه
توليد شده نيز در برخي تيمارها نرم و در برخي ديگر 

زايي  بيشترين درصد كالوس. )2شكل ( سفت بوده است
 Kinو  D-2,4گرم در ليتر از  ميلي 5/0در تيمار %) 6/99(

- ميلي  2و 1پس از آن  در تيمارهاي . ه استمشاهده شد

زايي نيز درصد بالايي از كالوس Kinو  D-2,4گرم در ليتر 
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زايي در  كمترين درصد كالوس .مشاهده شده است%) 4/89(
 ه استشد ديده Kinو  D-2,4گرم در ليتر ميلي 1و  2 تيمار

ها نشان واريانس داده تجزيهنتايج حاصل از ). 1جدول (
  بين تيمار درصد  1سطح   در داري معني تفاوت  داد كه 

 ).2جدول (زايي وجود دارد هورموني و درصد كالوس

گرم ميلي 5/0و  2و نيز  0و  1در تيمار  نتايج نشان داد كه
ديده ها وزن تر كالوسبيشترين ميزان  Kinو  D-2,4در ليتر 

 و 1در تيمارهاي حاوي  ها نيز كمترين وزن تر كالوس .شد
گرم در ليتر ميلي) گرم 09/0( 2 و 1و ) گرم 07/0( 5/0

2,4-D  وKin بيشترين وزن خشك . توليد شده است
گرم در ليتر ميلي 5/0و  2و نيز  0و  1در تيمار كالوس 

2,4-D وKin  تجزيه نتايج حاصل از ). 3شكل(شد ديده
تر و وزن خشك  هاي حاصل از سنجش وزن واريانس داده

ها در سطح كمتر از يك  كالوس نشان داد كه بين داده
  ).3جدول(داشت داري وجود  درصد تفاوت معني

مشاهده باززايي ساقه نيز در برخي از تيمارهاي بكار رفته 
اما  ههاي ايجاد شده ابتدا سبزرنگ بود نوساقه. شده است

  هاي و با واكشت هبعد از يك ماه به رنگ ارغواني درآمد
بيشترين  ).الف و ب- 4شكل (متوالي رشد چنداني نداشتند 

و نيز  2و  2محيط كشت حاوي در نوساقه درصد باززايي 
- در. مشاهده شد  Kinو  D-2,4گرم در ليتر ميلي 1و  5/0

و 5/0، 5/0و  0،0و  0هاي كشت حاوي كه در محيطحالي
. انجام نشدباززايي  Kinو  D-2,4گرم در ليتر ميلي 0و 2، 0

 D-2,4گرم در ليتر ميلي 5/0 و 1  در غلظتاز طرفي ديگر 
همچنين ). ج- 4شكل ( مشاهده شد نيز زايي ريشه Kin و

از به طور مستقيم ريشه  D-2,4گرم در ليتر ميلي 1در تيمار 
  .ايجاد شد) بدون تشكيل كالوس(ساقه  قطعه جداكشت

  Ephedra majorبر توليد كالوس و باززايي قطعات جداكشت ساقه گياه  Kinو  D-2,4هاي مختلف اثر غلظت -1جدول 
Kin 

(mg/L) 
2,4 D 

) mg/L(  
درصد 

  )%(زايي  كالوس
 كيفيت
 كالوس

ميانگين وزن 
كالوس  تر

)gr(  

ميانگين وزن 
كالوس   خشك
)gr( 

 باززايي  درصد
 )%( ساقه

0 
0 
0 
0 

5/0  
5/0  
5/0  
5/0  

1 
1 
1 
2 
2 
2 

0 
5/0  

1 
2 
0 
5/0  

1 
2 
5/0  

1 
2 

5/0  
1 

2 

0
32 
75 
76 
0 

100 
22 
64 
0 
68 
15 
22 
89 
25 

 -------- 

 سبز روشن

 سبز روشن يا تيره، نرم

 سبز تيره، نرم

 ------- 

نرم تيره، روشن يا سبز  

سفت روشن، سبز  

نرم نارنجي،  

 ------- 

سفت اي،هوهق  

نرم روشن، سبز  

نرم روشن، سبز  

نرم روشن، سبز  

نرم روشن، سبز  

 --- 

 ناچيز

74/0  

12/0  

 --- 

24/0  

07/0  

80/0  

 --- 

22/0  

09/0  

24/0  

09/0  

16/0  

 --- 

 ناچيز

086/0  

025/0  

 --- 

050/0  

 ناچيز

063/0  

 --- 

034/0  

023/0  

022/0  

025/0  

026/0  

0 
0 
27 
0 
0 
62 
23 
16 
89 
34 
9 
26 
59 
98 
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  كشت ساقهو باززايي قطعات جدازايي  درصد كالوس هاي مختلف هورموني برتركيبهاي مربوط به اثر دادهتجزيه واريانس  -2جدول

 Ephedra major  
  زايي درصد كالوس ميانگين مربعات  درصد باززاييميانگين مربعات درجه آزادي  منبع تغيير

  874/6155** 303/5474** 13 تركيبهاي مختلف هورموني
  130/18  4/37  56  خطا

  درصد 1دار در سطح كمتر از  معنيتفاوت : **
 

  
گرم در ليتر ميلي 5/0و  2 )ب.............  MSساقه گياه افدرا در محيط كشت پايه قطعات جداكشت زايي  كالوس ،گياهچه پنج ماهه افدرا) الف -2شكل

2,4-D  وKin2,4گرم در ليتر ميلي 2و  5/0) ، ج-D  وKin2,4گرم در ليتر ميلي 1و  1)، د-D  وKin 2,4گرم در ليتر ميلي 1)ه و-D  
  

  
  )الف

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

س
لو
کا

ر 
ن ت
وز

)
gr(

(mg/L)غلظت تنظيم کننده ھای رشد

a a

bb
bc bcd cdede

e
e
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  )ب

  كالوسوزن خشك ) و بوزن تر ) الفبر  Kin و  D-2,4هاي مختلف غلظت اثر -3شكل 
داري درصد اختلاف معني 5 اطمينانهاي داراي حداقل يك حرف مشترك در سطح ستون. انحراف معيار است ±ها  دهنده ميانگين داده هر ستون نشان

  .ندارند
  Ephedra majorحاصل از قطعات جدا كشت  وزن خشك كالوس وزن تر وهاي مربوط به اثر تيمار هورموني بر دادهتجزيه واريانس  -3جدول

  وزن خشك كالوس  ميانگين مربعات وزن تر كالوسميانگين مربعات درجه آزادي  منبع تغيير
  006/0** 711/0** 9 تركيبهاي مختلف هورموني

  000/0 006/0 90  خطا
  درصد 1دار در سطح كمتر از  معني: **      

  
و   D-2,4گرم در ليترميلي 2و  1حاوي  MSدر محيط كشت كرده هاي رشد زايي در كالوسساقه): الف. (ساقه باززايي در قطعات جدا كشت -4شكل
Kinدر محيط كشت رشد كرده هاي زايي در كالوسساقه ) ، بMS  2,4گرم در ليترميلي 2حاوي-D   وKinكرده رشدهاي زايي در كالوسريشه) ، ج

 Kinو  D-2,4گرم در ليتر ميلي 5/0و  1حاوي  MSدر محيط كشت 

هاي توليد افدرين در كالوس و آلكالوئيد كل  سنجش 
- تنها در كالوسافدرين الكالوييد كل و ميزان  سنجش: شده

. انجام شد ،وزن خشك را داشتندهايي كه بيشترين ميزان 
گرم بر گرم وزن  ميلي 42/0( بيشترين ميزان آلكالوئيد كل

گرم در ليتر از هر يك از ميلي 5/0در تيمار ) خشك
-5شكل (ديده شده است  Kinو  D-2,4هاي هورمون

گرم بر گرم وزن  ميلي 053/0(بيشترين ميزان افدرين . )الف
- ميلي 5/0و  2تيمار هاي حاصل از نيز در كالوس) خشك

0

0.01

0.02

0.03

0.04

0.05

0.06

0.07
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0.09

0.1
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شكل (ليد شد وت Kinو  D-2,4هاي گرم در ليتر از هورمون
 D-2,4هاي در ليتر از هورمون گرمميلي 1در تيمار ). ب- 5

. ها بسيار ناچيز بوده استميزان افدرين كالوس Kinو 
هاي حاصل از سنجش افدرين و  تجزيه واريانس داده

نشان داد كه بين  كالوس در اين چهار تيمار آلكالوئيد كل
داري  ها در سطح كمتر از يك درصد تفاوت معني داده

  ).4 جدول( وجود دارد

  
  )الف

  
  )ب

هاي مختلف  حاوي غلظت MSساقه در محيط كشت  قطعه جداهاي حاصل از كشت  در كالوس )ب(و افدرين ) الف(ميزان آلكالوئيد كل  -5شكل
2,4-D  وKin  

  Ephedra major كشت ساقهحاصل از قطعه جدا هاي كالوس ميزان آلكالوئيد كل و افدرين در نمونه هايدادهتجزيه واريانس  -4جدول 
  ميزان افدرين ميانگين مربعات  ميزان آلكالوئيد كل ميانگين مربعات  درجه آزادي  منبع تغيير

  002/0* 034/0* 3 هورموني تيمار
  000/0 003/0 11  خطا

  درصد 1دار در سطح كمتر از  معني: *        

‐0.1
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  بحث
تيمار هورموني  11تيمار هورموني استفاده شده در  14از 

زايي مشاهده  كالوس قطعه جداكشت حداقل در يك نوع
شده نشان داد هاي توليد كالوس بررسي صفات ظاهري .شد

با توجه به غلظت هورموني مورد استفاده   كه رنگ كالوس
نارنجي، نارنجي مايل به سبز، نارنجي مايل به كرم، سبز 

هاي حاصل از جدول تجزيه  داده. استروشن و سبز تيره 
 Kinو  D-2,4 مختلفهاي  واريانس نشان داد كه اثر غلظت

 1از در سطح كمتر  قطعات جداكشتزايي  بر كالوس
تيمار شاهد، كه در حاليدر  .دار است درصد معني

 قطعات جداكشتاين نتيجه نياز . زايي مشاهده نشد كالوس
 .دهد كالوس را نشان مي براي توليدبه هورمون اگزوژن 

-2,4 هايليتر از هورمون گرم درميلي 5/0 تركيب هورموني

D  وKin بهترين %) 6/99(زايي  درصد كالوس با بيشترين
-گزارشاين نتيجه با . زايي شناخته شد كالوسبراي تركيب 

به . ها متفاوت استهاي منتشر شده در مورد ساير گونه
زايي  بيشترين درصد كالوسعنوان مثال نشان داده شده كه 

گرم در ميلي 1غلظت در  Ephedra alata در گونه %)100(
  .)11( شودديده مي Kinو  D-2,4ليتر 

 هنشان دادگونه افدرا  7 زاييبررسي كالوسنتايج مربوط به 
هاي كالوس Kin و D-2,4هاي مختلف در غلظتكه است 

اما  .)12( دارندنرم روشن بوده و ساختاري سبز توليد شده 
ها در تيمارهاي مختلف از رنگ كالوسدر اين پژوهش 
در برخي موارد نيز متفاوت بوده و اي  نارنجي تا قهوه

فشرده و سفت ها ساختاري نرم و در برخي ديگر كالوس
- است كه در بيشتر تيمارها كالوس آننكته قابل ذكر . دارند

گذشت زمان و  باو  هه رنگ سبز روشن بوددر ابتدا بها 
اي  ها به رنگ نارنجي و قهوههاي متوالي كالوسواكشت
  . درآمدند

 تيمارها نشان داد كه در كالوسبررسي ميزان افدرين 
داراي  KinوD-2,4گرم در ليتر ميلي 5/0و  2 حاوي

در  نميزان افدريبيشترين ميزان افدرين است كه نسبت به 

هاي كه بررسيدر حالي. دهد گياه مادر افزايش نشان مي
گونه مختلف افدرا نشان داده كه  7انجام شده بر روي 

- شده در شرايط كشتهاي توليدميزان افدرين در كالوس

. )10( بافت كمتر از ميزان افدرين در گياه مادر است
 هاي متوالي كه با واكشت اين محققان نشان دادندهمچنين 

بنابراين در پژوهش حاضر با . يابد ميزان افدرين كاهش مي
هاي توجه به زمان طولاني برداشت كالوس و واكشت

افدرين كاهش يافته ممكن است ميزان  )روز 80( متعدد
بيشترين كه اند نشان دادهنيز  هاگزارش برخي اما .باشد

در محيط  Ephedra alataميزان افدرين در كالوس گياه 
مشاهده   Kinو D-2,4گرم در ليتر ميلي 1حاوي MSكشت 

كه ميزان افدرين در كالوس اند  كردهاين محققان اشاره . شد
برابر  8/4اين گونه از افدرا نسبت به گياهان وحشي 

هاي  مقايسه نتايج حاضر با يافته). 10( يافته استافزايش 
افدرا در مختلف هاي  گونهكه دهد  مينشان  ديگر محققان
همچنين  .دهند هاي متفاوتي ميبافت پاسخشرايط كشت

هاي در غلظت Ephedra procera زايي كالوسبررسي 
و  2استفاده از غلظت  كه هنشان داد NAAو  Kin مختلف

زايي سبب تحريك ريشه Kin و NAAگرم در ليتر ميلي 1
شود و نكته قابل توجه درصد قطعات جداكشت مي 18در 

هاي ميزان افدرين در كالوسدر اين تحقيق آن بود كه 
افزايش قابل  هاي فاقد ريشهكالوسنسبت به شده دار  ريشه

از طرفي ديگر نتايج حاضر نشان  ).14(نشان داد توجهي 
هاي نارنجي رنگ ميزان افدرين در كالوس داد كه بيشترين

مشاهده  Kin و D-2,4گرم در ليتر ميلي 5/0و  2تيمار در 
را در خود كمترين ميزان افدرين  رنگ سبز روشن. شودمي

ميزان نيز  شكنندهاي با ساختار  قهوه يهاكالوسدر داشته و 
دهنده آن است كه اين امر نشان. سيار اندك بودب افدرين
بافت كشت  ها در شرايطبندي سلول رشد و سازمانميزان 

قرار دهد تأثير هاي ثانويه را تحت تواند توليد متابوليت مي
)12(.  

  گيرينتيجه
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به  MSحاضر نشان داده كه محيط كشت تحقيق نتايج 
شرايط  Kinو  D-2,4هاي همراه تيمارهاي مناسب هورمون
زايي از قطعات جدا كشت مناسبي براي تحريك كالوس

همچنين اين نتايج نشان داده كه . ساقه گياه افدرا است
امكان توليد اين ماده با ارزش دارويي در شرايط كشت 

اما مطالعات بيشتري بايد در اين  شتهدابافت وجود 
  .انجام شودخصوص 

  سپاسگزاري
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Abstract 

Ephedrin is the most important alkaloid in Ephedrawhich used as anti-asthmatic 
medicine. The aim of current study was optimization of callus induction for ephedrine 
production in tissue culture condition. In the current work the effect of different 
concentration of 2,4-D and Kin (0, 0.5, 1 and 2 mg/l) was investigated on callus 
induction of stem explants. The experiment was performed in complete randomized test. 
For this purpose, seeds were collected from Bojnoordelevations and then planted in 
forest soil. After 5 months, stem explants were transferred to MS medium supplemented 
with 2,4-D and Kin. The results showed that the highest percentage of callus formation 
and total alkaloid amount were observed at 0.5 and 0.5 mg/L 2,4-D and Kin.  
Meanwhile, Ephedrine measurement by HPLC methods showed that the highest amount 
of ephedrine (0.053 mg/g Dry weight) was observed in callus which induced in MS 
medium supplemented with 2 and 0.5 mg/l of 2,4-D and Kin.In conclusion, the current 
result showed that the callus which is produced by the explant can be used to make 
ephedrine in tissue culture condition. 

Key words: Total Alkaloids, Callus, Ephedrine, 2,4-D, Kinetin, Ephedra major . 

  


