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القا و رشد كالوس در چهار رقم انگور با هدف  گياهي بر رشد هايكنندهتنظيم  اثر
  استحصال رسوراترول

 *منصور غلامي و زهرا وصال طلب

  گروه علوم باغبانيدانشگاه بوعلي سينا، دانشكده كشاورزي، ، همدانايران، 

  08/10/1399 :تاريخ پذيرش  10/08/1399: تاريخ دريافت

  چكيده

 توليد بمنظور سلولي تعليق هاي كشت تهيه در آن كاربرد به توان مي از آن جمله دارد متنوعي هاي قابليت گياهي سكالو بافت

القاي كالوس در ريزنمونه هاي چهار رقم انگور رجبي سفيد  بمنظور. نمود اشاره مفيد طبيعي تركيبات و ثانويه هاي متابوليت
) در سه سطح(دي كلروفنوكسي استيك اسيد  -2،4) از دو گروه تركيب هورموني الف دانه قرمز، شاهاني و مكر قوچانشيراز، بي

در اغلب ريزنمونه ها بيشترين درصد . همراه كينتين استفاده شدو ب) در سه سطح(ك اسيد نفتالين استي) بنزيل آدنين و ب بهمراه
و پرآوري پاسخ  ءدر بخش القا. طح دو نشان ندادداري با سمعنيالقا در سطح سه نفتالين استيك اسيد مشاهده شد كه تفاوت 

گرم در ليتر نفتالين ميلي 7/0 غلظت. ريزنمونه ها به سطوح مختلف تنظيم كننده هاي رشد گياهي متفاوت و وابسته به رقم بود
ت با كيفيت استحصال كشت تعليق سلولي انتخاب شد كه با چندين واكش بمنظورميلي گرم در ليتر كينتين  2/0استيك اسيد و 

پس از يافتن غلظت و تركيب مناسب هورمون در محيط كشت، هدف از اين مطالعه بررسي تفاوت در . مطلوب حاصل گرديد
بررسي محتواي رسوراترول . باشدتوانايي توليد رسوراترول سلول هاي ارقام مختلف انگور در شرايط كشت تعليق سلولي مي

يشترين محتواي ترنس رسوراترول مربوط به كشت تعليق سلولي رقم رجبي سفيد سلول كشت هاي تعليق سلولي نشان داد ب
از مهمترين دلايل تفاوت در محتواي رسوراترول در كشت سلولي انگور، تفاوت در ذخيره ژنتيكي ارقام معرفي شده . شيراز بود

 .است

  گياهيانگور، رسوراترول، كشت تعليق سلولي، تنظيم كننده هاي رشد : واژه هاي كليدي

  mgholami@basu.ac.ir: ، پست الكترونيكي 08138232092: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
هاي ثانويه گياهي در ابتدا به عنوان مواد  متابوليت

شدند زيرا هنوز ضرورت اين  غيرضروري گياهي تلقي مي
ليد كننده مشخص نشده تركيبات در زنده ماني گياهان تو

در حال حاضر نقش حياتي اين تركيبات در سازوكار . بود
دفاعي و بقاي گياهان درشرايط تنش پذيرفته شده است 

هاي فراوان در ساخت  رغم پيشرفتعلي). 28و 25(
تركيبات در شيمي، صنعت داروسازي هنوز براي تعداد 

بسته به هاي ثانويه منتج به داروها، وا زيادي از متابوليت
بيوتكنولوژي، ). 50و  47، 13(باشد  منابع بيولوژيكي مي

بهره برداري از سلول، بافت يا اندام از  بمنظورفرصتي را 
. اي فراهم مي آورد طريق رشد آنها در محيط درون شيشه

تواند به عنوان يك منبع  بنابراين كشت سلول گياهي مي
ثانويه با هاي  جايگزين گياه كامل براي توليد متابوليت

راهكارهاي زيست فناورانه نظير كشت . ارزش عمل كند
بافت گياهان دارويي، روش مناسبي براي توليد تركيبات 

كشت بافت گياهي در . باشد درماني مي هاي  داراي ويژگي
ها در  حال حاضر توجه جهاني را به دليل توانايي سلول

به هاي ثانويه مفيد  ساخت تركيبات ويژه نظير متابوليت
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عنوان تركيبات دارويي و غذايي به خود جذب كرده است 
 مستقلهايي مانند  كه به دليل داشتن مزيت) 20و 48، 44(

 بالاي سرعت و محيطي عوامل، جغرافيايي تغييرات از بودن

رشد مورد استقبال پژوهشگران و همچنين صنايع دارويي 
  ). 30( قرار گرفته است

 از آن كه دارد تنوعيم هاي قابليت گياهي كالوس بافت

سلولي  تعليق هايكشت تهيه در آن به كاربرد توان جمله مي
 مفيد اشاره تركيبات يا و ثانويه هاي متابوليت توليد بمنظور

 Benzyl(ها نظير بنزيل آدنين  سيتوكينين). 44و 33(نمود 

Adenine ( يا كينتين)Kinetin (ها، نظير  در تركيب با اكسين
-2,4(سي استيك اسيد دي كلروفنوك -4و2

Dichlorophenoxyacetic acid ( يا نفتالين استيك اسيد
)Naphthalene acetic acid (هاي كم اغلب در  در غلظت

). 35و17(برند  گونه هاي گياهي القاي كالوس را پيش مي
ها به يكديگر از اهميت كنندهنسبت اين دو گروه از تنظيم 

ها مي  ا و سيتو كينينه اي برخوردار است زيرا اكسينويژه
  ). 10و 54(توانند سطوح يكديگر را تنظيم كنند 

هايي نظير عدم يكنواختي توليد  كشت كالوس محدوديت
ها و عدم  سلول، عدم رشد يكنواخت تك تك سلول

دسترسي يكنواخت به اكسيژن و مواد غذايي دارد و به 
همين دليل در مقايسه با كشت تعليق سلولي از قابليت 

هاي  براي جداسازي سلول). 24(برخوردار است  كمتري
توان آنزيم پكتيناز  كالوس و تشكيل كشت تعليق سلولي مي

براي افزايش شكنندگي و تردي . به محيط كشت افزود
كالوس و ايجاد يك كشت تعليق سلولي خوب از نسبت 

شود  بالاي اكسين به سيتوكينين در محيط كشت استفاده مي
)7 .(  

يكي از مهمترين محصولات ) Vitis vinifera( انگور
هاي ثانويه با ساختار  متابوليت. است Vitaceaeخانواده 

فنلي از اجزاي مهم انگور در تعيين رنگ، طعم و تركيبات 
). 49(باشند  اصلي فرآورده هاي حاصل از ميوه انگور مي

توان به  هاي ثانويه با ارزش انگور مي گروهي از متابوليت
ها گروه كوچكي  استيلبن. اشاره كرد) Stilbenes(ها  استيلبن

 -1,2(دي فنيل اتيلن  -2و1از تركيبات شيميايي با ساختار 

diphenylethylene ( هستند كه از مسير فنيل پروپانوئيد
)Phenypropanoid pathway (اغلب . شوند مشتق مي

ها فعاليت فيتوالكسيني دارند و مشتقات واحدهاي  استيلبن
تري -t-R 3،5،4(رانس رسوراترول مونومري آن ت

اگرچه ساختارهاي ديگري . باشد مي) هيدروكسي استيلبن
). 14(است نيز در ساير خانواده هاي گياهي شناسايي شده

ها بخشي از مكانيسم عمومي دفاع  نيگيري استيلشكل
هاي ضد ميكروبي  باشد و نقش مؤثري در فعاليت گياهي مي

در حقيقت ترنس ). 42 و27(كند  و ضد قارچي ايفا مي
هاي مختلف بوته انگور، حبه و  رسوراترول در بافت

هاي زيستي و  هاي سلولي آنها و نيز در پاسخ به تنش كشت
فوايد سودمند ترنس ). 16(شود  غيرزيستي توليد مي

، سيستم قلبي عروقي )40(رسوراترول روي سيستم عصبي 
زايي هاي ضد سرطاني و بازدارندگي تومورفعاليت) 15(
و ضد پلاكتي ) 12(، ضد آلزايمري )19(، ضد پيري )41(
   .گزارش شده است) 26(

هاي مختلف درون  مطالعات زيادي روي استفاده از تكنيك
، 18(صورت گرفته است  V. viniferaاي براي ارقام  شيشه

در بررسي صورت گرفته روي ارقام انگور، از  ).34و  45
اقد آگار براي كشت تركيب محيط بهينه در بخش جامد ف

). 46و 53، 4(تعليق سلولي همان رقم استفاده شده است 
ويژه اي مواد فنلي انگور ب باتوجه به ارزش درماني و تغذيه

رسوراترول و ميزان توليد محدود اين تركيبات در شرايط 
هاي مناسب  طبيعي در گياه تلاش براي دست يابي به روش

آزمايشگاه مورد توجه جهت افزايش توليد اين تركيبات در 
هاي پر رشد انگور در  ازاين رو داشتن سلول. باشد مي

هايي نظير رسوراترول در  مرحله اول و استحصال استيلبن
هدف از اين . مراحل بعد از اهميت بسزايي برخوردار است

مطالعه بررسي اثرات غلظت و تركيبات هورموني روي القا 
دف داشتن و پرآوري كالوس چهار رقم انگور با ه

 .باشد اي مي هاي با رشد قوي در شرايط درون شيشه سلول

  مواد و روشها



 1401، 1، شماره 35جلد                                                                )                         مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي گياهي 

           20.1001.1.23832592.1401.35.1.10.4 DOR: 

هاي گروه علوم اين پژوهش در آزمايشگاه: تهيه ريزنمونه
باغباني دانشكده كشاورزي دانشگاه بوعلي سينا انجام 

ارقام انگور مورد استفاده در اين پژوهش . گرفته است
قوچان و ريش بابا  رجبي سفيد شيراز، بيدانه قرمز، مكر

سياه از مركز تحقيقات باغباني پرديس كشاورزي و منابع 
براي تهيه بافت كالوس از . طبيعي دانشگاه تهران تهيه شد

قطعات ساقه . يك سوم مياني شاخه هاي جوان استفاده شد
دو قطره در (ابتدا با آب شهري و چند قطره تويين شستشو 

درصد  70دقيقه با الكل  2و در ادامه به مدت ) يك ليتر آب
پس از اين در محلول هيپوكلريت سديم با . ضدعفوني شد

دقيقه  8درصد حجمي به حجمي به مدت  5/2غلظت 
در پايان سه نوبت در آب مقطر استريل در . غوطه ور شد

پس از  ها ساقه. دقيقه شستشو شد 15و  10، 5بازه زماني 
جامد تقسيم به قطعات يك سانتي متري در محيط كشت 

  . قرار گرفتند
محيط كشت مورد استفاده حاوي درشت : القاي كالوس

، ويتامينMSهاي محيط  ، ريزمغذيB5هاي محيط  مغذي
گرم بر ليتر كازئين ميلي 250 ،)37(هاي مورل 

 75/0درصد وزني به حجمي ساكارز و و  2هيدروليزات، 
تيمارهاي . بود pH 7/5درصد وزني به حجمي آگار با 

به  1در شش سطح مطابق جدول  ءدر مرحله القا هورموني
ريزنمونه هاي كشت شده در . محيط كشت اضافه شد

ساعت روشنايي و  16گراد و  درجه سانتي 24شرايط دمايي 
لوكس  1000ساعت تاريكي و شدت نور حدود  8

پس از گذشت چهار هفته درصد القاي . نگهداري شدند
يت ظاهري كيف. كالوس و كيفيت كالوس ارزيابي شد

ها براساس زمان ظهور كالوس و قطر آن در پايان  كالوس
در ) 36) (2004(هفته چهار مطابق روش متكووسكي 

هاي با القا و رشد  كالوس)1: چهار گروه امتيازدهي شدند
) 3هاي با القا متوسط و رشد ضعيف،  كالوس) 2ضعيف، 
هاي  كالوس) 4هاي با القا خوب و رشد متوسط و  كالوس

براي اين منظور، اندازه . لقاي خوب و رشد قويبا ا
برداشت ) تاريخ(ها در چهار تكرار و در دو نوبت  گيري

  .ريزنمونه در شهريور و ارديبهشت تكرار شد

  
  ستفاده شده در محيط كشت القاي كالوسا بترتيبتركيب هورموني  -1جدول 

  تركيب هورموني  شماره
  ميلي گرم در ليتر كينتين 2/0و  استيك اسيد نفتالين-ميلي گرم در ليتر آلفا 3/0  1
  ميلي گرم در ليتر كينتين 2/0نفتالين استيك اسيد و -ميلي گرم در ليتر آلفا 5/0  2
  ميلي گرم در ليتر كينتين 2/0نفتالين استيك اسيد و -ميلي گرم در ليتر آلفا 7/0  3
  آدنين ميلي گرم در ليتر بنزيل 1/0و  D-4و2ميلي گرم در ليتر  1/0  4
  ميلي گرم در ليتر بنزيل آدنين 1/0و  D-4و2ميلي گرم در ليتر  3/0  5
  ميلي گرم در ليتر بنزيل آدنين 1/0و  D-4و2ميلي گرم در ليتر  5/0  6

  
: پرآوري كالوس و استحصال كشت تعليق سلولي

هاي حاصل از چهار رقم انگور از  پرآوري كالوس بمنظور
سطح :3/0(سيد در سه سطح مقايسه تركيب نفتالين استيك ا

و ) سطح سه :ميلي گرم در ليتر 7/0سطح دو و  :5/0يك، 
در سه  )ميلي گرم در ليتر 4/0و  2/0(كينتين در دو سطح 

. ها ارزيابي شد وزن تر كالوس. تكرار استفاده گرديد

بافت  ءدر بخش القا. آزمايش در دو نوبت تكرار شد
ررشد، دانه دانه كالوس متنوع شامل آبكي كم رشد، آبكي پ

ترد با رشد كم تا متوسط، دانه دانه ترد با رشد زياد و 
از بين چند گروه فوق، . رشد زياد مشاهده شد بلوري با

بافت كالوس دانه دانه، ترد و با رشد زياد به دليل حفظ 
هاي متوالي و نيز توانايي سرعت رشد بالا طي واكشت



 1401، 1، شماره 35جلد                                                                )                         مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي گياهي 

           20.1001.1.23832592.1401.35.1.10.4 DOR: 

ها مورد  شپخش مناسب در محيط مايع، در ادامه آزماي
از سوي ديگر، به دليل عملكرد بهتر . استفاده قرارگرفت

تركيب نفتالين استيك اسيد و كينتين، داده هاي مربوط به 
به دليل مغايرت  D - 4و2گروه تركيب هورموني 

داشتن بافت بلوري، يكپارچه (هاي فيزيكي كالوس  ويژگي
با استحصال كشت تعليق سلولي در ادامه حذف ) و سخت

هاي منفرد  كشت تعليق سلولي مطلوب كه از سلول. دگردي
تشكيل شده بود با انتقال يك گرم كالوس به ارلن حاوي 

تر، اشاره شده داراي تركيب ميلي ليتر محيط كشت پيش 50
هورموني موفق در مرحله پرآوري و فاقد آگار و از طريق 

هاي متوالي در محيط كشت  چندين نسل گزينش و واكشت
در اين مرحله از . رحله پرآوري حاصل شدمنتخب در م

  .استفاده شد 120rpmشيكر اوربيتالي با سرعت 
به : استخراج تركيبات فنلي، فلاونوييدي و رسوراترول

روزه كالوس چهار رقم انگور  7اين منظور از كشت 
بلافاصله پس از برداشت كالوس در ازت مايع . استفاده شد

درجه  - 80خچال منجمد شد و تا زمان استخراج در ي
ميلي  300در مرحله استخراج به . گراد نگهداري شد سانتي

ميلي ليتر از محلول استخراج  5/1گرم از سلول منجمد 
اسيد هيدروكلريك  درصد1متانول و درصد 99شامل 

ثانيه ورتكس شد و در تاريكي  20نمونه حاصل . اضافه شد
ي ساعت نگهدار 24گراد به مدت سانتيدرجه  4در دماي 

 10ها، نمونه ها به مدت  جداسازي سلول بمنظور. شد
در نهايت . شدند) هرولب(سانتريفيوژ  g 12000دقيقه با 

ميكرومتر براي  45/0محلول رويي پس از عبور از فيلتر 
  . سنجش فنل، فلاونوييد و رسوراترول استفاده شد

) 52(سنجش فنل كل بر اساس روش فولين سيوكالتئو 
يك اسيد به عنوان يك استاندارد بر حسب بااستفاده از گال
جذب نمونه ها . گرم وزن ترتعيين شد 100ميلي گرم بر 

نانومتر با استفاده از دستگاه  765در طول موج 
، شيماتزو، ساخت كشور UV1280مدل (اسپكتروفتومتر 

ميزان فلاونوييد كل نيز با استفاده از روش . انجام شد) ژاپن
براساس ميزان جذب در ) 52() 2015(ايكسو و همكاران 

نانومتر با استفاده از اسپكتروفوتومتر  510طول موج 
سنجيده شد و برحسب ميكروگرم روتين در هر گرم وزن 

 .تر تعيين شد

 HPLC )Highبراي سنجش ترانس رسوراترول از دستگاه 

performance liquid chromatography ( كنوئر مدل
 25به طول  C18 توناسمارت لاين ساخت كشور آلمان، س

آشكارساز . متر استفاده شدميلي 6/4 متر و قطر داخلي سانتي
درجه سانتي گراد و  25از نوع فرابنفش بود كه در دماي 

حجم تزريق هر نمونه . نانومتر تنظيم گرديد 306طول موج 
 5/0ميكروليتر و سرعت جريان فاز متحرك  20به دستگاه 

دارد ترانس رسوراترول از استان. ليتر در دقيقه بودميلي
  .شركت سيگما تهيه شد

تجزيه واريانس داده ها براساس آزمايش فاكتوريل در قالب 
طرح پايه كاملاً تصادفي در بخش بهينه سازي تنظيم كننده 
رشد در محيط كشت و كاملاً تصادفي در بخش مقايسه 
محتواي فنل، فلاونوييد و رسوراترول سلول هاي حاصل از 

انجام  SAS 9.4انگور با استفاده از نرم افزار چهار رقم 
  .گرفت
   نتايج

روز ريزنمونه ها در محيط  14الي  8پس از : القاي كالوس
كمي متورم شدند وآرام آرام تغيير رنگ  D - 2،4حاوي 

ريزنمونه ها در ). 1شكل(داده، از سبز به زرد متمايل شدند 
كشت محيط حاوي نفتالين استيك در محل تماس با محيط 

ابتدا متورم شده و سپس توده هاي سفيد رنگ در ارقام 
و سفيد وقرمز ) رجبي سفيد شيراز و مكر قوچان(سفيد 

) دانه قرمز ريش باباي سياه و بي(رنگ در ارقام قرمز 
بخشي از ساقه كه در خارج از ). 1شكل(مشاهده شدند 

محيط حاوي نفتالين استيك اسيد قرارگرفته بود، پس از 
در تعداد كمي از نمونه . تغيير ساختار نشان نداد چهارهفته

ها رشد كالوس در هر دو سمت ريزنمونه مشاهده شد 
تجزيه واريانس داده ها نشان داد كه اثرات ساده ). 2شكل(

هورمون، رقم و فصل، اثرات متقابل دوگانه هورمون و رقم، 
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رقم و فصل و نيز اثرات متقابل سه گانه آنها بر درصد 
يي در سطح احتمال يك درصد معني دار بود زا كالوس

با افزايش غلظت اكسين در بيشتر موارد افزايش ). 2جدول(
درصد القاي كالوس مشاهده شد كه به رقم انگور نيز 

بطور كلي توانايي القاي كالوس رقم رجبي . وابسته بود
بين . سفيد شيراز بيش از ساير ارقام در شرايط مشابه بود

و ريش باباي سياه تفاوت معني داري نبود  دانه قرمز رقم بي
عموماً القاي كالوس در نوبت دوم برداشت ). 3شكل(

روي ) شهريور(، بهتر از نوبت اول )ارديبهشت(ريزنمونه 
رقم مكر قوچان علي رغم استفاده از ريزنمونه با . داد

نسبت به ) شهريور(شرايط ظاهري مشابه در نوبت اول 
اي كالوس ضعيفي نشان داد الق) ارديبهشت(نوبت دوم 

بررسي اثرات متقابل سه گانه نشان داد، افزايش ). 4شكل(
غلظت هورمون اكسين در محيط كشت در اغلب ارقام با 

در استفاده از . افزايش درصد القاي كالوس همراه است
در نوبت اول رقم بيدانه قرمز استثنائاً با  D - 2،4هورمون 

لقاي كالوس كاهش افزايش غلظت اين هورمون درصد ا
در رقم مكر قوچان نيز در نوبت اول و دوم افزايش . يافت

). 3جدول(اين هورمون با افزايش درصد القا همراه نبود 
در ارقام رجبي سفيد ) درصد100(بيشترين درصد القا 

ميلي گرم در ليتر  7/0 شيراز و ريش باباي سياه در تيمار
ليتر كينتين در دو ميلي گرم در  2/0نفتالين استيك اسيد و 

. نوبت برداشت ريزنمونه ارديبهشت و شهريور حاصل شد
دانه قرمز در نوبت ارديبهشت در تيمار فوق رقم بي

رقم مكر قوچان . را نشان داد) 98,75(بالاترين درصد القا 
خود را در همين ) 93,75(نيز بيشترين درصد عملكرد 

  . تيمار هورموني در نوبت ارديبهشت نشان داد

  
  

  
) نفتالين استيك اسيد و كينتين در ارقام سفيد رنگ و ج) و بنزيل آدنين، ب D -2،4) القاي كالوس در مراحل اوليه در محيط كشت حاوي الف -1شكل

  روزه 16نفتالين استيك اسيد و كينتين در ارقام قرمز رنگ در بازه زماني 
  
  

  
رقم رجبي سفيد )خي از نمونه ها در محيط كشت حاوي نفتالين استيك اسيد و كينتين در الفرشد كالوس در هر دو سمت ريزنمونه در بر -2شكل 

  رقم ريش باباي سياه)شيراز و ب

  ج  الف  ب

  ب  الف
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 .روز پس از كشت 28هاي انگور در زمان  تجزيه واريانس اثر فصل، رقم و تركيب تنظيم كننده هاي رشد بر درصد القا و كيفيت كالوس رقم -2جدول 

  منابع تغيير  درجه آزادي  ميانگين مربعات
 درصد القاي كالوس  كيفيت كالوس

 فصل 1 20213,02**  28,21**

 رقم 3 17042,53**  21,51**

 تركيب هورموني 5 4127,39**  9,06**

 رقم* فصل  3 11580,03**  15,15**
ns 0,128  ns 84,89  5  تركيب هورموني* فصل 

 تركيب هورموني* رقم  15 390,65**  10,7**

 تركيب هورموني* رقم * فصل  15 237,32** 0,55**

 خطا  144 107,55  0,14

 )درصد(ضريب تغيير  -  13,99  13,77

  .اختلاف معني دار در سطح احتمال يك درصد و عدم اختلاف معني دار بترتيب nsو ** 
  

مشاهدات كالوس هاي القا شده حاكي از آن شد كه در 
مثبتي بر ميزان القاي ر ثيأتD  -2،4ارقام مختلف هورمون 

به طوري كه كالوس هاي ايجاد شده . كالوس داشته است
در محيط حاوي اين هورمون، داراي بافت محكم و 

تري بودند، اما با افزايش غلظت افزايش ميزان سخت
كالوس بويژه در رقم بي دانه قرمز و مكر قوچان مشاهده 

). 5لشك(ها كاسته شد كالوسنشد و از ميزان استحكام 
با ظاهري متفاوت و  D - 2،4القاي كالوس در محيط حاوي 

تورم بيشتر در طول ساقه در مقايسه با محيط حاوي نفتالين 

كالوس حاصل در ). 5شكل(استيك اسيد مشاهده شد 
داراي بافت محكم و سخت بود اما با  D - 2،4محيط 

افزايش غلظت اين هورمون بافت كالوس و حتي ريزنمونه 
  .ارد نرم شددر برخي مو

 شده در اين بخش براساس ءهاي القاكالوسكيفيت ظاهري 
، )36(قدرت القاي كالوس در ريزنمونه ها و رشد آن 

بررسي عوامل فصل، رقم و . ارزيابي و رتبه دهي شد
تركيب هورموني در غلظت هاي مختلف در سطح احتمال 

  .يك درصد معني دار شد
  

   
پس از گذشت چهار ) چ و ي(و رقم ريش باباي سياه ) ت و ج(دانه قرمز  ، رقم بي)الف، ب و پ(القاي كالوس در رقم رجبي سفيد شيراز  -3شكل 

 هفته

  ج

  پ  الف  ب

  ت  ي  چ
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ل و نيز رقم و تركيب اثرات متقابل دوگانه رقم و فص
هورموني در غلظت هاي مختلف در سطح احتمال يك 

اثرات متقابل سه گانه رقم، تيمار و . درصد معني دار شد
بطور كلي ). 1و نمودار 2جدول(فصل نيز معني دار بود 

بايستي اين نكته را در نظر داشت كه كيفيت كالوس تابعي 
ون نفتالين افزايش غلظت هورم. از درصد عملكرد مي باشد

استيك اسيد، افزايش كيفيت را در پي داشت اگرچه 

افزايش اين هورمون از سطح دو به سطح سه عموماً 
افزايش غلظت هورمون . اختلاف معني داري نشان نداد

2،4- D  ازسطح دو به سه در برخي موارد با كاهش كيفيت
همراه بود كه القاي كالوس در ريزنمونه ارديبهشت در رقم 

ه قرمز و ريش باباي سياه و نيز ريزنمونه برداشت بيدان
شهريور رقم رجبي سفيد شيراز و ريش باباي سياه از آن 

  .باشدجمله مي

  
  هفته 4ان پس از گذشت شهريور ماه در رقم مكر قوچ) ارديبهشت ماه نسبت به ب) تفاوت القاي كالوس در نوبت الف -4شكل 

  
  پس از گذشت چهار هفته D-4و2در محيط محتوي ) ب(و مكر قوچان ) الف(القاي كالوس در رقم بي دانه قرمز  -5شكل 

  

  اثرات متقابل سه گانه رقم، فصل و تركيب هورموني بر القاي كالوس پس از گذشت چهار هفته -3جدول 
زمان برداشت 

  ريزنمونه
  ميلي گرم در ليتر 0,2كينتين   ميلي گرم در ليتر 0,1ن بنزيل آدني  رقم

  )ميلي گرم در ليتر(نفتالين استيك اسيد   )ميلي گرم در ليتر( D-4و2
0,1  0,2  0,3  0,3  0,5  0,7  

  63,75I-L  76,25D-I  78,75B-I  61,25I-L  93,75A-D  100A  ريش بابا سياه  نوبت شهريور
  53,75KL  78,75B-I  95A-C  77,5C-I  96,25AB  100A  رجبي سفيد شيراز  
  51,25L  91,25A-E  88,75A-F  70G-K  87,5A-G  93,75A-D  بيدانه قرمز  
  18,75M  18,75M  18,7M  0N 6,25NM  12,5NM  مكرقوچان  

  68,75H-K  82,5A-H  91,25A-E  71,25F-J  93,75A-D  100A  ريش بابا سياه  نوبت ارديبهشت
  71,25F-J 93,75A-D  95A-C  83,75A-H  93,75A-D  100 A  رجبي سفيد شيراز  
  73,75E-J  95A-C  97,5A  66,25H-L  71,25F-J  98,75A  بيدانه قرمز  
  72,5F-J  82,5A-H  82,5A-H  58,75J-L  87,5A-G  93,75A-D  مكر قوچان  

  .اي دانكن ندارند درصد با استفاده از آزمون چند دامنه 5هاي داراي حداقل يك حرف مشترك، اختلاف معني داري را با هم در سطح  ميانگين

  ب  الف

  ب  الف
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هاي داراي حداقل يك حرف مشترك، اختلاف  ميانگين. مقايسه كيفيت كالوس القا شده در چهار رقم انگور طي دو نوبت برداشت ريزنمونه -1نمودار 

  .اي دانكن ندارند درصد با استفاده از آزمون چند دامنه 5ا با هم در سطح معني داري ر
  

پس از : پرآوري كالوس و استحصال كشت تعليق سلولي
گذشت يك ماه از كشت ريزنمونه ، نمونه هاي با رشد 

هاي داراي  هاي آبكي حذف و كالوسضعيف و كالوس
بافت ترد و رشد قوي براي مرحله پرآوري كشت شدند 

در بخش پرآوري نيز همانطور كه قبلاً اشاره شد ). 6شكل(
كالوس حاصل از تركيب هورموني نفتالين استيك اسيد و 
كينتين از رشد بيشتر و بافت ترد، شكري و دانه دار 
برخوردار بود و در مرحله بعد نيز در شرايط كشت مايع، 

اين در حالي . ها به راحتي از يكديگر تفكيك شدندسلول
و  D - 2،4كالوس حاصل از تركيب هورموني  است كه

بنزيل آدنين رشد كمتر و بافت محكم، سخت، يكپارچه و 
فشرده اي داشت و اين ويژگي در واكشت هاي بعدي نيز 

هدف از پرآوري كالوس در اين مطالعه در . مشاهده شد

نهايت استحصال كشت تعليق سلولي و برداشت متابوليت 
هاي فيزيكي  ويژگي. اشدهاي ثانويه رسوراترول مي ب

و بنزيل آدنين  D -2،4كالوس حاصل از تركيب هورموني 
به دليل بافت محكم و فشرده مغاير با هدف اين بررسي 
بوده و به همين دليل از بررسي و ارايه داده هاي حاصل 

دراين بخش با افزايش غلظت . ازين بخش صرف نظر شد
افزايش نشان تر كالوس وزنهورمون نفتالين استيك اسيد 

داد و بين ارقام مختلف پاسخ به سطوح مختلف هورمون 
اما در بالاترين ). 4جدول(نفتالين استيك اسيد متفاوت بود 

غلظت اين هورمون تفاوت معني داري ميان ارقام مشاهده 
از آنجايي كه ملاك انتخاب بافت كالوس در ). 7شكل(نشد 

افزايش  هر واكشت پررشدي و تردي بافت كالوس بود با
تعداد واكشت ها ميزان توليد آنتوسيانين در كالوس هاي 
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افزايش كينتين در پايان دوره . انتخابي كمتر و پراكنده شد
اگرچه آغاز . تفاوت معني داري در افزايش وزن تر نداشت

ميلي گرم در ليتر  4/0رشد محسوس در برخي تيمارهاي 
سيد زودتر كينتين در تركيب با غلظت هاي نفتالين استيك ا

ميلي گرم در ليتر همين هورمون مشاهده شد  2/0از تيمار 
اما در اندازه گيري وزن تر در پايان دوره تفاوت معني 

اثرات متقابل ميان رقم و تركيبات هورمون . داري نشان نداد
  ). 2نمودار(نفتالين استيك اسيد معني دار شد 

  

  
  )از راست به چپ بترتيب(ريش باباي سياه، رجبي سفيد شيراز، مكرقوچان و بي دانه قرمز  اولين واكشت كالوس هاي حاصل از رقم -6شكل 

  
هاي داراي حداقل يك حرف مشترك، اختلاف معني داري را  ميانگين. تركيب هورموني نفتالين استيك اسيد در سه سطحاثرات متقابل رقم و  -2نمودار 

  .اي دانكن ندارند درصد با استفاده از آزمون چند دامنه 5با هم در سطح 

  
در محيط نفتالين استيك ) از راست به چپ ترتيبب(پرآوري كالوس رقم ريش باباي سياه، مكر قوچان، بي دانه قرمز و رجبي سفيد شيراز  -7شكل 

  هفته 4ميلي گرم در ليتر پس از گذشت  0,2ميلي گرم در ليتر و كينتين  0,7اسيد 
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 تجزيه واريانس پرآوري كالوس رقم هاي انگور تازه خوري-4جدول 

ميانگين مربعات وزن 
 تر كالوس

درجه 
 آزادي

 منابع تغيير

 رقم 1 **51,97

 غلطت اكسين 3 **229,31

2,97ns 5 سيتوكينين غلطت 

 اكسين سطوح غلظت*رقم 3 **13,35

0,124ns  5 سيتوكينين غلظت*رقم 

2,27ns 15 غلظت سيتوكينين* غلظت اكسين 

0,03ns 15  غلظت * غلظت اكسين* رقم
 سيتوكينين

 خطا 144 2,17

 )درصد(ضريب تغيير -  5,30

  اختلاف معني دار در سطح احتمال يك درصد **
كشت تعليق سلولي با انتقال قطعاتي از كالوس به محيط 

ميلي گرم در  7/0(كشت مايع محتوي نفتالين استيك اسيد 
سلول . بوجود آمد )ميلي گرم در ليتر 2/0(و كينتين ) ليتر

هاي كالوس در نتيجه چرخش مداوم شيكر به تدريج از 
يكديگر جدا شدند و بدون نياز به استفاده از آنزيم پكتيناز 
پس از چند نوبت واكشت به فاصله دوهفته طي چند ماه، 
كشت تعليق سلولي مطلوب با همگني و هم شكلي بالاي 

  . سلول هاي منفرد حاصل شد
پس : بات فنلي، فلاونوييدي و رسوراترولاستخراج تركي

ماه از استقرار كشت تعليق سلولي چهار رقم،  6از گذشت 
ارزيابي محتواي فنل، فلاونوييد  بمنظوربرداشت سلول ها 

ارزيابي مقايسه ). 8شكل(و رسوراترول صورت گرفت 
هاي هر سه صفت در سطح احتمال يك درصد ميانگين
دانه بيتعليق سلولي رقم ها در كشت سلول. دار شدمعني

قرمز محتواي فنل و فلاونوييد بيشتري در مقايسه با ساير 
 ).3نمودار (ارقام نشان دادند 

 
، كشت سوسپانسيون سلولي رقم رجبي سفيد شيراز پس از چندين )سمت راست(انتقال قطعات كالوس جامد به محيط مايع پس از دو هفته  -8شكل 

  )سمت چپ(واكشت 
نس رسوراترول در سطح ارقام مختلف تفاوت غلظت تر

بيشترين غلطت ترنس رسوراترول . معني داري نشان دادند
مربوط به كشت تعليق سلولي رقم رجبي سفيد شيراز 

در رتبه بعد با اختلاف نسبتاً زياد رقم ريش . شناسايي شد
دانه ميان دو رقم مكر قوچان و بي. باباي سياه قرارگرفت
  ). 3نمودار(داري مشاهده نشد  قرمز اختلاف معني

  بحث و نتيجه گيري
  خصوص در  مشابهي  رفتار تعداد زيادي از گياهان چوبي 

 هاي داراي فعاليت مريستمي از خودالقاي كالوس در بافت
پاسخ متفاوت ريزنمونه ها در محيط كشت  .دهندنشان مي

به تفاوت وضعيت فيزيولوژيكي و نيز تفاوت محتواي 
القاي كالوس  ).23(داخلي هورمون آن ها بستگي دارد 

 ،اي در ارقام منتخب انگور گزارش شده استبطورگسترده
اي از ارقام مورد بررسي در اين پژوهش اما تاكنون مقايسه

 .ارايه نشده استگزارشي 
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ميلي گرم اسيد گاليك در گرم وزن تر، فلاونوييد بر حسب مقايسه محتواي رسوراترول بر حسب ميكروگرم در گرم وزن تر، فنل بر حسب  -3نمودار 

هاي داراي حداقل يك حرف مشترك، اختلاف معني  ميانگين. سلوليسلول هاي ارقام مختلف در شرايط كشت تعليق ميكروگرم روتين در گرم وزن تر 
  .اي دانكن ندارند درصد با استفاده از آزمون چند دامنه 5داري را با هم در سطح 

  
و پرآوري كالوس نخستين مرحله از مراحل كشت  ءالقا

). 38(باشد  بافت با هدف استحصال كشت تعليق سلولي مي
اكسين و سيتوكينين بعنوان تنظيم كننده هاي رشد گياهي، 
فاكتورهاي كليدي براي كنترل تقسيم سلولي در شرايط 

نفتالين و  D - 2،4استفاده از ). 9و 1(كشت بافت هستند 
وكينتين و بنزيل آدنين ) بعنوان منبع اكسين(استيك اسيد 

توليد كالوس در كشت  بمنظور) بعنوان منبع سيتوكينين(
 31، 11، 9، 2، 1( بافت گياهان زيادي گزارش شده است

هاي اين پژوهش در اغلب تيمارها با نتايج يافته  .)43و
با افزايش كه اذعان داشتند ) 51) (2010(ونليو و همكاران 

و نيز نفتالين استيك اسيد در حضور بنزيل  D -2،4غلظت 
آدنين درصد القاي كالوس در ريزنمونه هاي مختلف انگور 

رسد  به نظر مي. يابد مطابقت داشت رقم مرلوت افزايش مي
محتواي داخلي اكسين و سيتوكينين ريزنمونه هاي ارقام 

در . ا باشده مختلف عامل تفاوت نتايج القاي كالوس در آن
حقيقت، ميزان بهينه تنظيم كننده هاي خارجي به ژنوتيپ و 

 ).8(مقدار هورمون داخلي گياه بستگي دارد 

باتوجه به القاي ضعيف كالوس در تيمارهاي مختلف 
هورموني در ريزنمونه هاي نوبت برداشت شهريور رقم 

مكر قوچان به نظر مي رسد بلوغ زودتر در اين رقم 
ز دلايل تجمع تركيباتي نظير فنل ها و در تواند يكي ا مي

تر به توليد كالوس در شرايط درون  نتيجه پاسخ ضعيف
نيز غلظت ) 51) (2010(ونليو و همكاران . شيشه باشد

بالاي تركيبات پلي فنلي در ريزنمونه هاي مختلف انگور را 
. از دلايل القاي ضعيف كالوس در ريزنمونه معرفي كردند

سد شاخه هاي رشد سال جاري علي رغم ر اينطور بنظر مي
داشتن قطر و شرايط ظاهري مشابه از بلوغ بيشتر و تجمع 
تركيبات فنلي بيشتري در شهريورماه برخوردار بودند و به 
همين دليل ميانگين درصد القاي كالوس كمتري نسبت به 

  ). 3جدول (ارديبهشت ماه داشتند 
 .دارند زاييبسثير أت كالوس زايي در كشت محيط تركيبات

 به رشد تنظيم كننده هاي كه است مشهود زماني اثر اين

 از پژوهش حاضر در). 22(گردند  مي اضافه كشت محيط

. استفاده گرديد القاي كالوس بمنظور سيتوكينين و اكسين
 گياهي، رشد هايكنندهعنوان تنظيم  به سيتوكنين و اكسين

 شرايط در سلولي تقسيم براي كنترل كليدي فاكتورهاي

دراين پژوهش افزايش غلظت اكسين  .باشند مي بافت كشت
از سطح دو به سه در بيشتر گروه ها از اختلاف كمتري 
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. نسبت به سطح يك به دو در القاي كالوس برخوردار بود
اين مطلب مبين كاهش اثر بخشي افزايش غلظت اكسين در 

 .باشد سطوح بالاتر مي

در تركيب نوع هورمون نتايج اين آزمايش نشان داد تفاوت 
اكسين و سيتوكينين تفاوت در نوع و درصد القاي كالوس 

در ارقام مختلف پيش از اين نيز تفاوت در . را در پي دارد
شده بدليل تفاوت در محيط كشت  ءانواع كالوس القا

و يا نفتالين استيك اسيد  D -2،4محتوي منبع اكسيني 
  ). 11(گزارش شده بود 

كاهش  3به  2از سطح  D - 2،4رمز افزايش دانه قدر رقم بي
ممكن است  D - 2،4هاي زياد  غلظت. درصد القا نشان داد

براي بيان ژن هاي درگير در تقسيم سلولي و تمايززدايي 
تر بررسي القاي كالوس در پيش). 33(بافت مهاركننده باشد 

نيز بر هم كنش  )Momordica charantia(گياه خربزه تلخ 
2،4- D نشان  گرم در ليترميلي 1ل آدنين در سطح و بنزي

ميلي گرم  5/0به  25/0از  D -2،4داد كه با افزايش مقادير 
درصد القاي كالوس افزايش نيافت و غلظت بالاتر  در ليتر

رسد  به نظر مي). 2(هورمون تقريباً نقش بازدارنده داشت 
هاي بالا  دي در غلظت -4و2هاي صنعتي نظير  اكسين

دهند و به همين دليل از  كشي از خود نشان ميويژگي گياه 
  ). 11(كنند  تشكيل كالوس جلوگيريي مي

گزارش كردند رقم و ) 51) (2010(ونليو و همكاران 
غلظت و نوع هورمون اكسين بر درصد القاي كالوس موثر 

با كمترين  Betaو  Zhi168دراين گزارش پايه انگور . بود
ميلي گرم در  D )1/0 - 2،4غلظت بكار رفته هورمون 

در تركيب با بنزيل آدنين بيشترين درصد القاي كالوس )ليتر
در حاليكه در انگور شرابي رقم . را داشتند) درصد100(

Merlot  و انگور تازه خوريJingxu ءبيشترين درصد القا 
ميلي گرم در  4و يا  D -2،4ميلي گرم در ليتر  1در غلظت 

در . زيل آدنين حاصل شدليتر نفتالين استيك در تركيب با بن
مطالعات ديگر نيز گزارش شده است كه غلظت بهينه تنظيم 

هاي رشد براي القاي كالوس به عوامل متعددي از كننده

هاي رقم مورد استفاده  جمله ژنوتيپ گياه اصلي و ويژگي
  ). 8و  5،3(بستگي دارد 

گزارش شده است رقم، غلظت و نوع هورمون اكسين بر 
در مطالعه اي كه . باشدموثر مينيز اصل كيفيت كالوس ح

انجام شد  Betaو  Zhi168بر القاي كالوس در پايه انگور 
 D - 2،4كمترين غلظت بكار رفته هورمون نتايج نشان داد 

در تركيب با بنزيل آدنين بهترين ) ميلي گرم در ليتر 1/0(
كيفيت كالوس زايي را در پي داشت و با افزايش غلظت 

2،4- D  در ). 51(شده كاهش نشان داد  ءكالوس القاكيفيت
اين آزمايش نيز افزايش غلظت هورمون نفتالين استيك 
اسيد، افزايش كيفيت را در پي داشت در حالي كه افزايش 

ازسطح دو به سه در برخي موارد  D -2،4غلظت هورمون 
  .با كاهش كيفيت همراه بود
كل گزارش كردند ش) 6) (1394(سالاري پور و همكاران 

سلول هاي توتون در محيط كشت بسته به نوع تركيب 
رفته تفاوت نشان داد به نحوي كه در  هورمون اكسين بكار

محيط حاوي نفتالين استيك اسيد كشيده و در محيط حاوي 
2،4- Dهاي  در حالي كه شكل سلول. ، كروي بودند

كالوس انگور در پژوهش حاضر در محيط حاوي نفتالين 
- سلول D - 2،4بود و در محيط حاوي  استيك اسيد كروي

رسد نوع ميبه نظر . هاي كشيده و كروي مشاهده شد
هورمون اكسين تا حدودي در شكل ظاهري سلول ها و 
نحوه قرارگيري آن ها در كنار يكديگر موثر است و پاسخ 

اساساً  .هاي كالوس بسته به نوع گياه متفاوت است سلول
 هاي نسبت همان رمون،هو ها به كالوس دسترسي منبع تنها

هريك از ). 39(است  محيط كشت در موجود هورموني
هاي اكسين و سيتوكينين مي تواند سطح ديگري را  هورمون

القاي آنزيم سيتوكينين اكسيداز توسط اكسين . تنظيم كند
تين نرسد سطح كيبه نظر مي). 54و  29(اثبات شده است 

نفتالين در اين آزمايش در بخش پرآوري، توسط سطوح 
  .استيك اسيد در بازه زماني چهار هفته تنظيم شده است

همانطور كه انتظار مي رود پتانسيل ژنتيكي ارقام مختلف 
انگور توانايي متفاوتي در توليد اين تركيب استيلبنوييدي در 
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دراين آزمايش نيز ازقام . شرايط يكسان محيطي دارند
فاوتي از مختلف، در شرايط كشت تعليق سلولي مقادير مت

پيش از اين نيز، مطالعات روي . توليد كردندرسوراترول 
نشان داد كه محتواي رسوراترول  Vitisسطوح ژرم پلاسم 

اثني عشري و ). 51و  32(به ژنوتيپ وابسته است 
نيز با بررسي كشت تعليق ) 21) (2010(محمودي پور 

سلولي حاصل از ريزنمونه برگ و ميوه دو رقم انگور 
ه تفاوت پتانسيل ارقام در توليد رسوراترول تاكيد ايراني، ب
  . كردند

يافتن نسبت و تركيب مناسب تنظيم كننده هاي رشد گروه 
، پرآوري و استحصال ءالقا بمنظوراكسيني و سيتوكينين 

استفاده از تركيب . كشت تعليق سلولي اهميت بسزايي دارد
در  گرم 0,2ميلي گرم در ليتر نفتالين استيك اسيد و  0,7

ليتر كينتين توانست بيشترين وزن تر كالوس در هرچهار 
با استفاده از همين تركيب در . رقم انگور را توليد كند

. كشت تعليق سلولي نيز رشد و كيفيت مطلوبي حاصل شد
معرفي ارقام مختلف انگور با توانايي بيشتر در توليد 
 رسوراترول و نيز استفاده از توانايي افزايش رشد وتوليد

هاي ثانويه در كشت تعليق سلولي در كنار هم، متابوليت
تواند گامي مؤثر در توليد تجاري اين تركيب ارزشمند  مي

 .در آينده باشد

  سپاسگزاري

از معاونت محترم پژوهشي دانشگاه بوعلي سينا براي 
  .هاي مالي اين پژوهش تشكر و قدرداني مي كنيمحمايت
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The effect of plant growth regulators on induction and callus growth 
in four grape cultivars with the aim of resveratrol extraction 
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Abstract 

Plant callus tissue has a variety of capabilities, including its use in the preparation of 
cell suspension cultures to produce secondary metabolites and beneficial natural 
compounds. In order to induce callus in four varieties explants of Rajabi Sefid Shiraz, 
Bidaneh Ghermez, Shahani and Makr Quchan from two hormonal compound groups of 
A) 2,4-D (in three levels) with BA and B) NAA (in three levels) with Kinetin were 
used. In most explants, the highest percentage of induction was observed at the third 
level of naphthalene acetic acid, which did not show a significant difference with the 
second level. The response of explants to different levels of plant growth regulators was 
different and dependent on cultivars, in induction and proliferation. Concentrations of 
0.7 mg / l NAA and 0.2 mg / l Kinetin were selected to obtain cell suspension cultures, 
which good quality was obtained by several subcultures. After finding the appropriate 
concentration and composition of the hormone in the culture medium, the aim of this 
study was investigation of the diversity of Resveratrol cell production ability in 
different grape varieties under cell suspension culture. Measurements of the Trans-
Resveratrol content of cell suspension cultures showed that the highest Trans-
Resveratrol content was related to the cell suspension culture of Rajabi Sefid Shiraz. 
Differences in the genetic information of cultivars have been introduced as one of the 
most important reasons for differences in resveratrol content in grapes. 
Key words: Grape, Resveratrol, Cell suspension culture, Plant growth regulators 


