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 چکیده
ی مقادیر زیادی از ماده ادهند و محتودر دنيا تشکيل ميرا اروهای خام یکي از مهمترین د بيانشيرین هایها و استولنریشه       

نياز مطالعات بيان پيششيرین کشت بافت و توليد کالوس در باشند.مي که یك نوع تریترپنوئيد ساپونين است، ،گليسيریزین ثرؤم
شدن و  ایهقهو در کاهش هااکسيدانآنتيثير أت منظوربه .باشدميدر این گياه  ثانویه و ترانسفورماسيون سلولي هایمتابوليت بررسي

در ونيل پيروليدین( )پلي PVPاز اسيد اسکوربيك و  G. uralensisو  Glycyrrhiza glabraبيان در دو گونه از شيرینرشد کالوس 
، اقدام به کشت سوسپانسيون در شاخص رشد کالوس هااکسيداناین آنتيثير أت منظوربهچهار سطح مختلف استفاده شد. همچنين 

به )نفتالين استيك اسيد(  NAAهای و هورمون ایدو هفته هایگياهچهاز هيپوکوتيل  توليد کالوس برای سلولي در هر دو گونه گردید.
يد اسکوربيك و های اساکسيدانگرم در ليتر به همراه تيمارهای آنتيبه غلظت دو ميلي)بنزیل آمين(  BAگرم در ليتر و غلظت نيم ميلي

PVP نتایج نشان داد در  تصادفي استفاده شد.کاملاً  های مختلف در قالب دو آزمایش فاکتوریل جداگانه بر پایه طرحدر غلظت
در هر دو گونه، کمترین باززایي، نکروزه و بيشترین ميزان کالوس را دارا بود.  PVPگرم در ليتر ميلي 1711های متوالي ميزان واکشت
 1711با غلظت  PVPشاخص رشد کالوس کاهش یافته و تيمار  PVPکه در کشت سوسپانسيون سلولي با افزایش غلظت يدرحال
( توسط BAو  NAAها )تواند به دليل جذب هورمونگرم در ليتر در هر دو گونه کمترین شاخص رشد کالوس را داشت، که ميميلي

گرم در ليتر در ميلي 111 و 11های ترتيب با غلظتيمار اسيد اسکوربيك بهت و کاهش غلظت هورمون در محيط باشد. PVPهورمون 
 د.یو برای کشت سوسپانسيون سلولي توصيه گرد داشتهر دو گونه بيشترین شاخص رشد کالوس را 

 
 ، کالوس، سوسپانسيون سلوليPVPبيان، اسيد اسکوربيك، شيرین کلیدی: هایواژه

 

 مقدمه
 01با طول تقریبي ه چند ساله،بيان یك گياشيرین      

صورت وحشي در کشورهای آسيای غربي و سانتيمتر و به

گونه  .(Amagaya et al., 1984) کندویتنام رشد مي
Glycyrrhiza glabra ایران به صورت خودرو و علف  در

های زارهای استاننخود در دیمهرز در مزارع گندم و 
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یافته است پراکنش ک فارس، اصفهان و ارا کرمانشاه، ایلام،
(Ghahraman,1999.) ی نشاسته، ليگنين ااین گياه محتو

ای به نام آسپاراژین و یك ماده موثره رزین قهوه یك
 Christie et) باشدمشخص به نام گليسيریزین مي

al.,2001.) 
 بيانهای شيرینگونه هایو استولن هاریشه 

Glycyrrhiza glabra، G. uralensis  وG. inflata  یکي از
ی ادهند و محتودر دنيا تشکيل ميرا مهمترین داروهای خام 
از ماده  ٪1تا  7گليسيریزین )مؤثر مقادیر زیادی از ماده 

باشند. مي که یك نوع تریترپنوئيد ساپونين است، خشك(
مانند های دارویي گليسيریزین طيف وسيعي از فعاليت

 يت و ضدحساس محافظ کبد، زخم معده، ضد التهاب،ضد
دار DNAیا  RNAهای مختلف در برابر ویروسرا ویروس 

انسان و سندرم حاد ( HIV)اکتسابي مانند ویروس نقص ایمني
عنوان یك در سراسر دنيا به بيانشيرین شود.تنفسي شامل مي

 (.Seki et al.,2011) باشددر دسترس ميدارویي ماده 
 افزایش ن،بيابالای شيریندارویي ارزش  توجه به با

بيان منابع شيرین تقاضای بازار برای این گياه و نيز محدودیت
در دنيا، کشت بافت آن راهکار مناسبي برای توليد متابوليت

 باشد.گليسيریزین ميمؤثره و افزایش توليد ماده  های ثانویه
ای از موفقيت کشت درون شيشهحکایت مطالعات انجام شده 

 های موئيسوسپانسيون و ریشهاین گياه شامل کشت کالوس، 

بيان گونه القای کالوس و توليد گليسيریزین در شيرین دارد.
G. inflata است شده آميزی انجام طور موفقيتبه

(Wongwicha et al.,2008.)  
تأثير تحت دارویي گياهان بيشتر در  زایيکالوس

 Hosseinpanahi etسياهدانه ) مانند های رشدکنندهتنظيم

al.,2016،)  مرزنجوش بخارایي(Hosseini & Bighamat, 

طور ( بهKhosravinia et al.,2011)سياه و زیره (2016
 گياهان از کشت بسياریانجام شده است، اما آميزی موفقيت

ای، شيشه درون شرایط در علفي، گياهان از تعدادی و چوبي
 (.Cördük & Aki, 2011) کندمي و فنل ایتوليد بافت قهوه

 در گياهي احتمالي بافت مرگ و هاریزنمونه شدن ایهوهق

 هميشگي یك مشکل گياهي بافت کشت اول مرحله طول

( PPO) اکسيداز پلي فنل فعاليت طریق از شدن ایقهوه است.
 زخم از ناشي واکنش دفاعي تحریك بوسيله پراکسيداز و

ریزنمونه برش طول در هاسلول که موقعي دهد.مي رخ شدن
 گردد.مي شروع شدن ایقهوه واکنش شوند،ي ميزخم ها

 و اکسيدازفنلپلي فعاليت بين مثبت یك همبستگي وجودالبته 
های گونه در هاریزنمونه شدن ایقهوه و فنلي سطح ترکيبات

 ,Singh & Sharma) است شده گزارش درختان مختلف

فنلي  ترکيبات توليد از که مختلف مواد افزودني .(2002
 حذف محيط کشت از را بازدارنده فنلي مواد یا یجلوگير

 .باشند ثرؤمشدن  ایقهوه و فنل کنترل در توانندمي کنند،
 یا هاکلات تشکيل دهنده مواد ها،اکسيدانآنتي قبيل از موادی

 کشت محيط را از فنلي ترکيبات سطحي، هایکننده جذب

  (.Thomas, 2008) کنندمي حذف
  بيان در محيط کشترینهای شيکه بافت هنگامي

MS)های القای هورمونحاوی  )موراشينگ و اسکوگ
ای نموده که های قهوهگردد، توليد کالوسکالوس کشت مي

ای های قهوهدرپي رشد این کالوسهای پيدر طي واکشت
یك راهکار برای غلبه بر  رود.کم شده و در نهایت از بين مي

های گام است. گزارشاستفاده از واکشت زودهن ،این مشکل
ای شدن گياهان دارویي و درختان متعددی برای غلبه بر قهوه

ها اکسيدانها مثل ذغال فعال و آنتيمانند استفاده از جاذب
ها مانند مانند اسيد اسکوربيك و اسيد سيتریك و هيدروکربن

و  Jain et al.,2008گلوکز، فروکتوز و ساکارز وجود دارد )
Khosroushahi et al.,2011.) بررسي  ،تحقيق این هدف از

طریق  ای شدن و افزایش رشد کالوس ازکاهش قهوه
های در غلظت PVPهای اسيد اسکوربيك و اکسيدانآنتي

ها بر رشد کالوس اکسيدانآنتيثير أتمختلف و نيز ارزیابي 
 باشد. در کشت سوسپانسيون مي

 
 هامواد و روش

 تهیه، آماده سازی و کشت بذر
از شهرستان سميرم استان  G.glabraگونه  بذرهای   

 Xinqiao از شرکت G. uralensisگونه  بذرو  اصفهان تهيه

Liu (Shanghai Fairy Valley) چين خریداری شد. رد 
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را ابتدا در آب استریل حاوی یك قطره مایع  بذرها
به مدت  G. glabraگونه  بذرهای بعدظرفشویي شستشو و 

 دقيقه در اسيد 31به مدت  G. uralensisدقيقه و گونه  15
سولفوریك غليظ قرار گرفته و سه مرتبه به مدت یك دقيقه 

دهي پس از خراشبذرها  با آب استریل شستشو داده شد.
دقيقه  15 به مدت ٪31با وایتکسکشت در زیر هود استریل 

منظور توليد به MSدر محيط کشت یك دوم  بعدشستشو و 
 ساقه کشت گردید.

 
 بافت کشت

 ٪3ی اعنوان محيط کشت پایه محتوبه MSمحيط کشت     
محيط کشت  pHها استفاده شد. ساکارز برای همه گياهچه
تنظيم و  1/5درصد، بر روی  1/1قبل از اضافه کردن آگار 

دقيقه اتوکلاو  31درجه سانتيگراد به مدت 171در دمای 
د برگ و هيپوکوتيل برای توليد کالوس مور ریشه، گردید.

ارزیابي قرار گرفته و با توجه به موفقيت هيپوکوتيل در توليد 
کالوس، برای توليد کالوس از هيپوکوتيل استفاده گردید. 

ای کشت شده در محيط های دو هفتههيپوکوتيل گياهچه
، به قطعات نيم سانتيمتری تقسيم و به MSکشت یك دوم 

و  MSهای استریل حاوی محيط کشت دیشپتری
 BAگرم بر ليتر هورمون ميلي 7های رشد شامل: ندهکنتنظيم

قرار گرفت  NAAگرم بر ليتر هورمون و نيم ميلي
(Parsaeimehr et al.,2009 در هر پتری دیش حدود .)71 

 قطعه از هيپوکوتيل قرار گرفت. 75تا 
 

 اکسیدانتیمار با آنتی
دو  ا،هاکسيدانبيان با آنتيهای شيرینمنظور تيمار گونهبه     

آزمایش فاکتوریل در قالب طرح پایه کاملا تصادفي نامتعادل 
 انجام شد.تکرار  5تا  3با 

)گونه آزمایش اول: شامل فاکتور گونه با دو سطح -الف 
G. uralensis  و گونهG. glabra )اکسيدان و فاکتور آنتي

 711و  171، 11،111اسکوربيك، با چهار سطح )اسيد
 و( Jain et al.,2008گرم در ليتر( )ميلي

دوم: شامل فاکتور گونه با دو سطح و  آزمایش -ب

و  211، 511، 311با چهار سطح ) PVPاکسيدان آنتي
تيمار کنترل برای هر دو گونه  .بود گرم در ليتر(ميلي 1711

برای استریل  اکسيدان( در نظر گرفته شد.)تيمار فاقد آنتي
ميکرون استفاده  77/1کردن اسيد اسکوربيك از فيلترهای 

 01تا  51که دمای محيط کشت به حدود گردید و زماني
درجه سانتي گراد رسيد، اسيد اسکوربيك به محيط کشت 

ها به محيط کشت حاوی اضافه گردید. بعد از انتقال گياهچه
ها در دیشها، پتریاکسيدانهای رشد و آنتيکنندهتنظيم

چهار هفته  گرفتند.درجه سانتيگراد قرار  75تاریکي و دمای 
های آوری و در محيط کشتها جمعبعد از کشت، کالوس
و  گرفتنداکسيدان قرارهای مختلف آنتيجدید حاوی غلظت

 روز واکشت انجام شد.  71 هر بعد
 

 بررسی صفات 
دهي )زماني که روز تا کالوستعداد  در کشت اول صفات    

 ،(سيده بودنددهي رها به کالوسبيش از پنجاه درصد گياهچه
درصد گياه باززا، درصد نکروزه و درصد کالوس سالم 

های بعدی درصد نکروزه و کالوس گيری و در واکشتاندازه
 سالم محاسبه گردید. 

 
 سوسپانسون سلولی

دو  ها برر روی رشرد کرالوس،   اکسيدانآنتيثير أتمنظور به   
ي در قالب طرح پایه کاملا تصادف آزمایش فاکتوریل جداگانه

انجام شد. در هر دو آزمرایش،   تکرار سه تا هفتبا نامتعادل 
هرای  اکسيدان برا غلظرت  فاکتور اول گونه و فاکتور دوم آنتي

منظور بررای هرر   بدین قبل( بود. هایآزمایشمختلف )مانند 
هرای مختلرف بره    گرم کالوس از گونره  5/1 آزمایش حدود

لف های مختمایع و غلظت MSهای حاوی محيط کشت ارلن
درجره سرانتيگراد،    75ها انتقال و در دمرای  اکسيداناز آنتي

دور در دقيقه قرار گرفرت. بعرد    151اتاق تاریك و شيکر با 
روز صفت وزن تر کرالوس سرنجش و برا اسرتفاده از      71از 

فرمرررول زیرررر شررراخص رشرررد کرررالوس محاسررربه      
 (Zahedzadeh et al., 2014).گردید
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iG، ( تفاوت وزن ثانویه و اوليه شاخص رشد کالوس
 ( 111کالوس تقسيم بر وزن ثانویه ضربدر 

1W ،2 و وزن اوليه کالوسW ،باشد.وزن ثانویه کالوس مي 
 

 هاآناليز داده
تجزیه واریانس کليه صفات بر اساس آزمایش فاکتوریل      

تکرار برای هر  5تا  3نامتعادل با تصادفي کاملاً بر پایه طرح 
تا  3با اکسيدان بطور جداگانه و نيز کشت سوسپانسيون آنتي

ها در انجام شد. قبل از تجزیه واریانس دادهتکرار  2
از نظر نرمال بودن مورد بررسي قرار  Minitab18افزار نرم

ها با استفاده از گرفت، بدین صورت که ابتدا نرمال بودن داده
نرمال یيد أتلموگراف اسميرناف بررسي و پس از روش کو
 خطاها نيز از نظر نرمال بودن بررسي شدند. ها،بودن داده

سپس تجزیه واریانس کليه صفات و آزمون مقایسه ميانگين 
 SAS9.4 افزارای دانکن در سطح پنج درصد با نرمچند دامنه
نمودار مقایسه ميانگين صفات با  (.SAS 2010) انجام شد

 رسم شد. 7112نسخه  Excelافزار منر
 

 نتایج 
 صفات مورد بررسي در کشت کالوس

 اسید اسکوربیک -الف
تجزیه واریانس صفات مورد بررسي برای تيمار اسيد     

اسکوربيك نشان داد که اثر گونه در تمام صفات بجز روز 
 داردهي، درصد گياه باززا و ميانگين کالوس معنيتا کالوس

دار ولي سکوربيك در تمام صفات بسيار معنياثر اسيد ا و
درصد گياه  برایاثر متقابل گونه در اسيد اسکوربيك فقط 

 (. 1دار شد )جدول باززا در سطح یك درصد معني
نتایج مقایسه ميانگين برای اثر گونه نشان داد که برای 
صفات درصد کالوس سالم در واکشت اول، واکشت دوم و 

و گونه  aدر گروه  G. glabraواکشت سوم، گونه 
G.uralensis  در گروهb  قرار گرفته و برای صفت درصد

 G. glabraو گونه  aدر گروه  G. uralensisنکروزه گونه 
برای فاکتور اسيد اسکوربيك، صفت  قرار گرفت. bدر گروه 

و برای سطح  aدهي در تيمار کنترل در گروه روز تا کالوس
 Dگرم در ليتر( در گروه يميل 711چهارم از این فاکتور )

 (.الف-7شکل قرار گرفت )
تيمار نيز  صفات درصد گياه باززا و درصد نکروزه برای 
و سطح سوم و چهارم اسيد اسکوربيك  aدر گروه  شاهد

قرار گرفتند  cگرم در ليتر( در گروه ميلي 711و  171)
توان بر اساس این نتایج مي روازاین(. دب و  -7شکل )

دهي، زمان کالوس فزایش غلظت اسيد اسکوربيكگفت با ا
 یابد. درصد گياه باززا و درصد نکروزه کاهش مي

برای صفت درصد کالوس سالم در واکشت اول سطح 
( این گرم در ليترميلي 711و  171سوم و سطح چهارم )

و برای صفت  dو کنترل در گروه  aاکسيدان در گروه آنتي
و کنترل  aسوم در گروه  درصد کالوس در واکشت دوم سطح

و برای صفت درصد کالوس سالم در واکشت  dدر گروه 
تيملر  و aگرم در ليتر( در گروه ميلي 111سوم سطح دوم )

 قرار گرفت.  dدر گروه  شاهد
گرم در ميلي 111در صفت ميانگين کالوس سطح دوم )

ترتيب در هگرم در ليتر( بميلي 11ليتر( و پس از آن سطح اول )
 (. ج -7شکل قرار گرفت ) cو کنترل در گروه  abو  aوه گر

اثر متقابل گونه در اسيد اسکوربيك فقط در صفت درصد 
( و نتایج مقایسه ميانگين 1دار شده )جدول گياه باززا معني

در کنترل اسيد  G. glabraنشان داد که اثر متقابل گونه 
و پس از آن اثر متقابل گونه  aاسکوربيك در گروه 

G.uralensis  در کنترل در گروهb  و اثر متقابل گونهG. 

glabra ( ميليگرم در  711با سطح چهارم اسيد اسکوربيك
 قرار گرفت.  dليتر( در گروه 

 
 (PVPپلی ونیل پیرولیدین ) -ب

 PVPتجزیه واریانس صفات مورد بررسي برای تيمار     
 نشان داد که اثر گونه در صفات درصد گياه باززا، درصد

کالوس سالم در واکشت اول، واکشت دوم و واکشت سوم در 
در تمام صفات و اثر  PVPدار و اثر سطح یك درصد معني
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در صفات درصد نکروزه، درصد  PVPمتقابل گونه در 
کالوس سالم در واکشت اول، واکشت دوم و واکشت سوم 

 (. 7دار شد )جدول بسيار معني
، نشان داد که PVPمقایسه ميانگين صفات برای فاکتور 

دهي تيمار کنترل با بيشترین ميانگين در صفت روز تا کالوس
 1711و سطح چهارم این فاکتور )غلظت  aدر گروه 

قرار گرفت  cگرم در ليتر( با کمترین ميانگين در گروه ميلي
(. برای صفت درصد گياه باززا نيز کنترل در ، الف3شکل )

 cدر ليتر در گروه  گرمميلي 1711با غلظت  PVPو  aگروه 
توان با توجه به این نتایج، مي (.، ب3 شکلقرار گرفتند )

، مدت زمان به کالوس رفتن، PVPگفت با افزایش غلظت 
درصد گياه باززا و نيز درصد نکروزه در هر دو گونه کاهش 

 PVPاثر متقابل فاکتور در  ،یابد. در صفت درصد نکروزهمي
در  G. glabraو گونه دار شده در سطح یك درصد معني

PVP  گرم در ليتر با بيشترین ميانگين در ميلي 511با غلظت
 G. glabra گونه و PVP در G. uralensisو گونه  aگروه 

با کمترین  گرم در ليتر،ميلي 1711با غلظت  PVPدر 
در صفت  (.، الف4شکلقرار گرفتند ) eميانگين در گروه 

 PVPم و سوم، تيمار درصد کالوس سالم در واکشت اول، دو
گرم در ليتر با بيشترین ميانگين در ميلي 1711با غلظت 

، 211های و پس از آن غلظت (Bو  A، 1)شکل aگروه 
و  b ،bcهای ترتيب در گروهگرم در ليتر بهميلي 311و  511

c  و تيمار کنترل با کمترین ميانگين در گروهd  .قرار گرفتند
 PVPگفت با افزایش غلظت توان بر اساس این نتایج مي

بد. ایهای متوالي افزایش ميدرصد کالوس سالم در واکشت
 1711با غلظت  PVPدر صفت ميانگين کالوس نيز تيمار 

و  aگرم در ليتر با بيشترین ميانگين کالوس در گروه ميلي
قرار گرفت )شکل  dتيمار کنترل با کمترین ميانگين در گروه 

 (. ، د 3
اکسيدان بکاررفته با سطوح مختلف تيدر مقایسه دو آن
توان گفت با افزایش غلظت ( ميPVP)اسيد اسکوربيك و 

درصد گياه  دهي،ميزان روز تا کالوس ،اکسيدانآنتيهر دو 
کالوس سالم در  ميزانباززا و درصد نکروزه کاهش و 

یابد ولي در صفت ميانگين های مختلف افزایش ميواکشت

 گرم در ليتر اسيداسکوربيكيليم 11و  111 کالوس، غلظت
ثر ؤمدر هر دو گونه  PVPگرم در ليتر ميلي 1711و غلظت 

،ج 7شکل دهي شده بود )بوده و سبب افزایش ميزان کالوس
 (.، د3و شکل 

 
 سوسپانسیون سلولی -ج

تجزیه واریانس صفت شاخص رشد در کشت     
سوسپانسيون سلولي تيمار شده با اسيد اسکوربيك برای 

دار و برای تور اسيد اسکوربيك در سطح یك درصد معنيفاک
فاکتور گونه و اثر متقابل گونه در اسيد اسکوربيك غير 

مقایسه ميانگين صفات نشان داد که  (.3دار بود )جدول معني
گرم در ليتر دارای ميلي 11اسيد اسکوربيك با غلظت

سطح دوم این  بعدو  aبيشترین شاخص رشد بوده، در گروه 
گرم در ميلي 111اسيد اسکوربيك با غلظت اکسيدان )يآنت

اکسيدان( با تيمار فاقد آنتي) تيمار شاهدو  bليتر( در گروه 
 (. و 7شکل قرار گرفت ) dکمترین شاخص رشد در گروه 

تجزیه واریانس صفت شاخص رشد در کشت 
سوسپانسيون سلولي تيمار شده با پلي ونيل پيروليدین 

و اثر متقابل گونه  PVP اکسيدانآنتي ونه،برای فاکتور گ
 (.3 دار بود ) جدولدر سطح یك درصد معني PVPدر 

 مقایسه ميانگين صفت شاخص رشد برای فاکتور گونه
داشت، دار بين دو گونه از اختلاف معنيحکایت 

و گونه  aدر گروه  G.uralensisکه گونه طوریهب
G.glabra  در گروهb  ميانگين این قرار گرفت. مقایسه

نشان داد که سطح اول این  PVPصفت برای فاکتور 
گرم در ليتر( با بيشترین شاخص رشد ميلي 311فاکتور )

 211و  511ترتيب هو سوم آن )ب ، سطح دومaدر گروه 
 1711، سطح چهارم )bگرم در ليتر( در گروه ميلي
( PVP)تيمار فاقد  شاهدو  bc گرم در ليتر( در گروهميلي

(. با توجه به این نتایج ، ه3شکل قرار گرفت ) cدر گروه 
، شاخص رشد PVPتوان گفت با افزایش غلظت مي

کالوس کاهش یافته و تيمارهای با غلظت کمتر نتایج 
مقایسه ميانگين اثر متقابل گونه در  بهتری را ارائه دادند.

PVP  نيز نشان داد که گونهG.uralensis  در سطح اول
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قرار  aر دارای بيشترین ميانگين بوده و در گروه این فاکتو
در سطح چهارم  G.uralensisدر حالي که گونه  ،گرفته
PVP (1711 و گونه ميلي )گرم در ليترG. glabra  در

 گرم در ليتر( باميلي 211)غلظت PVPسطح سوم فاکتور 
قرار  Dدارای کمترین ميانگين بوده و در گروه  شاهد

 (.ف و ب، ال4شکل گرفتند )

 

 جدول تجزیه واریانس صفات مورد بررسی در تیمار با اسید اسکوربیک -1 جدول
 ميانگين مربعات درجه منابع تغييرات

 آزادی 
 روز تا

 دهيکالوس
 درصد

 گياه باززا
 درصد
 نکروزه

 درصد کالوس
 V1سالم 

 درصد کالوس
 V2سالم 

 درصد کالوس
 V3سالم 

 ميانگين
 کالوس

 n.s 042/1 .sn 02/14 ** 1703 * 3/1115 ** 5111 * 13/1113 n.s114/1 1 گونه
 131/1 ** 50/7131 ** 7331 ** 5/1711 ** 070 ** 33/22 ** 01/37 ** 4 اسيد اسکوربيك

 n.s 011/1 **22/71 n.s 13 n.s 41/30 n.s 315 n.s 73/113 n.s 1311/1 4 اسکوربيكاسيد×گونه
 1173/1 71/131 55/151 14/32 20/21 13/0 34/1 73 خطا

 31/37 42/73 43/70 57/15 43/72 01/37 31/5  ضریب تغييرات
ns ،*  درصد 1 و 5دار در سطح احتمال دار و معنيترتيب غيرمعنيبه :**و 

 

 (PVPجدول تجزیه واریانس صفات مورد بررسی در تیمار با پلی ونیل پیرولیدین ) -2جدول 
 ميانگين مربعات درجه منابع تغييرات

 آزادی 
 روز تا

 دهيکالوس
 درصد

 گياه باززا
 درصد
 نکروزه

 کالوس درصد
 V1سالم 

 کالوس درصد
 V2سالم 

 کالوس درصد
 V3سالم 

 ميانگين
 کالوس

 n.s 72/1 **37/10 n.s121 ** 52/113 ** 2/5031 ** 3241 n.s 114/1 1 گونه
 113/1 ** 5313 ** 33/413 ** 11/7101 ** 1414** 33/112 ** 0/27 ** 4 پلي ونيل پيروليدین

 n.s 10/1 n.s 41/31 ** 501 ** 24/053 ** 53/314 ** 2/513 n.s 111/1 4 پيروليدینونيلپلي×گونه
 1153/1 53/11 42/27 31/34 12/01 75/2 323/1 31 خطا

 5/33 13/11 15 15/14 42/70 17/34 20/0  ضریب تغييرات
ns ،*  درصد 1 و 5دار در سطح احتمال و معنيدار ترتيب غيرمعنيبه :**و 
 

 جدول تجزیه واریانس شاخص رشد کالوس در کشت سوسپانسیون سلولی تیمار با اسید اسکوربیک و پلی ونیل پیرولیدین -3جدول 
 منابع تغییرات

 اسید اسکوربیک

 درجه

 آزادی

 میانگین مربعات

 شاخص رشد کالوس
 

 راتییتغ منابع

 پلی ونیل پیرولیدین

 درجه

 یزادآ

 میانگین مربعات

 شاخص رشد کالوس

 3333 ** 1 گونه  ns 313 1 گونه

 PVP 3 ** 4133  131141** 3 اسید اسکوربیک

 PVP 3 **1431 ×گونه  ns 463 3 اسکوربیکاسید  ×گونه

 1/131 31 خطا  4631 44 خطا

 13/13  راتییتغ بیضر  14/33 - ضریب تغییرات
ns ،*  درصد 1 و 5دار در سطح احتمال دار و معنيغيرمعنيترتيب به :**و 
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 B :G.glabraو  A :G.uralensisهای گرم در لیتر در گونهمیلی 1211با غلظت  PVPدر تیمار  کالوس حاصل از واکشت دوم -1شکل 

 

 

 
دهی، روز تا کالوس. الف: وربیکهای مختلف اسید اسکمقایسه میانگین صفات مورد بررسی در کشت بافت تیمار شده با غلظت -2شکل 
شاخص رشد کالوس در کشت . درصد کالوس سالم در واکشت اول، و. درصد نکروزه، ه. میانگین کالوس، د. درصد گیاه باززا، ج. ب

 سوسپانسیون سلولی
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درصد . دهی، بکالوسروز تا . الف: PVPهای مختلف مقایسه میانگین صفات مورد بررسی در کشت بافت تیمار شده با غلظت -3شکل 
 شاخص رشد کالوس در کشت سوسپانسیون سلولی. میانگین کالوس، ه. درصد نکروزه، د. گیاه باززا، ج

 

 

شاخص . رصد نکروزه، بد. الف: صفات مورد بررسی در کشت سوسپانسیون سلولی PVPمقایسه میانگین اثر متقابل گونه در  -4شکل 
 رشد کالوس
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 بحث

ای شدن یك مشکل عمده بوده که در مطالعات قهوه    
ثير أتی ترکيبات فنلي امحتوبر کشت بافت گياهان دارویي 

ای های اکسيداسيون به سمت قهوهگذاشته و باعث واکنش
مشکلات عمده در کشت کالوس به علت  شود.شدن مي

های فنولاز و پراکسيداز های آنزیمتغييرات در فعاليت
افزایش فنلاز و کاهش فعاليت پراکسيداز به دليل  باشد.مي

بيشتر اکسيژن ترکيبات فنلي و عدم دسترسي به  اکسيداسيون
برای فعاليت پراکسيداز، فاکتورهای اصلي درگير در  سوبسترا

 (.Jain et al.,2008ای شدن بافت کالوس هستند )قهوه
رمحلول است که معمولا برای یك ماده غي PVP "اساسا

 PVPشود. پيوندهای هيدروژني حذف مواد فنلي استفاده مي
دهد پلي فنل را جذب کرده و مقدار آنها را کاهش مي

(Layer ,2003.)  511، 311های غلظتاز در این مطالعه ،
به محيط کشت  PVPگرم در ليتر ميلي 1711و  211
زیل آمين( و نيم )بن BAگرم در ليتر ی دو ميليامحتو
)نفتالين استيك اسيد( استفاده شد و  NAAگرم در ليتر ميلي

گرم در ليتر بيشترین مقدار کالوس در ميلي 1711در غلظت 
تواند واکشت سوم در هر دو گونه مشاهده گردید که مي

توجيهي برای وجود ترکيبات بالای مواد فنلي در این دو 
 751اضافه کردن  ( با2005) Ogitaگونه گياهي باشد. 

ای شدن کالوس در توانست بر قهوه PVPگرم در ليتر ميلي
های سوماتيکي محيط کشت غلبه کرده و ارتقای رشد جنين

و  Pick Kiongکه در حالي ،در بامبو مشاهده کندرا 
 برابرکار بردن یك گرم در ليتر )( با به2008همکاران )

ای و نکروزه شدن هگرم در ليتر( توانستند از قهوميلي 1111
جلوگيری کنند. در کشت  Cycas revolutaکالوس در گياه 

با اضافه که طوریبهسوسپانسيون سلولي نتيجه بعکس بود. 
 های بالای آن،غلظت ویژهبه محيط کشت به PVPکردن 

که در حالي ،شاخص رشد کالوس به کمترین مقدار رسيد
گرم در ليتر ميلي 111و  11 هایاسيد اسکوربيك در غلظت

و، شکل  ،7شکل دارای بالاترین شاخص رشد کالوس بود )
منظور جذب به محيط کشت به PVP(. اضافه کردن ه  ،3

های رشد را کنندهترکيبات فنلي، نياز به افزایش غلظت تنظيم

های رشد کنندهتنظيم PVP زیرادهد، در کشت افزایش مي
اهش آن موجود در محيط کشت را جذب نموده و سبب ک

(. در کشت جامد با Pick Kiong et al., 2008مي شود )
ميزان رشد کالوس افزایش و درصد  PVPافزایش غلظت 

نکروزه و باززایي کاهش یافت. شاید علت تناقض نتایج در 
کشت جامد و کشت سوسپانسيون سلولي به دليل این است 

 PVPهای رشد با کنندهکه در کشت جامد سطح تماس تنظيم
های رشد توسط کنندهر و در نتيجه ميزان جذب تنظيمکمت

PVP  که در کشت سوسپانسيون سلولي کمتر بوده، در حالي
ها در محيط مایع و در شيکر قرار دارند، به دليل اینکه نمونه

دارای بالاترین سطح تماس بوده و ميزان جذب 
به حداکثر مقدار رسيده و  PVPهای رشد توسط کنندهتنظيم
پذیری و تنوع یابد.يجه رشد کالوس کاهش ميدر نت

ها به محيط کشت مایع که سلولنفوذپذیری غشا، زماني
های اسمزی و تنشالبته کند. شوند، تغيير ميمنتقل مي

عنوان یکي از علل هيدرودیناميکي ناشي از کشت مایع به
 Yali etای شدن آنزیمي شناخته شده است )عمده قهوه

al.,2016.) 
توانند به عوامل ای شدن ميضد قهوه عوامل

و ممانعت يده چپيکننده، عوامل دهنده، عوامل کلاتهکاهش
 (.Ding et al., 2002) شوندبندی های آنزیمي تقسيمکننده

های آنزیمي مانند اسيد در یك پژوهش از مهارکننده
ای سيتریك، سيستئين و اسيد اسکوربيك برای کنترل قهوه

 .Gبيان گونه انسيون سلولي شيرینشدن در کشت سوسپ

glabra سيتریك هيچ استفاده شده و نتيجه گرفتند که اسيد
که اسيد درحالي ،ای شدن نداشتهدر کنترل قهوهثيری أت

 بيشترینميلي مولار(  1/1اسکوربيك و سيستئين )با غلظت 
 ,.Yali et al) داشتندروز  71توده سلولي را بعد از ذی

ور، با نتایج این تحقيق در کشت نتایج مذک (.2016
گرم در ليتر ميلي 111و  11سوسپانسيون سلولي و غلظت 

اسکوربيك یك اسکوربيك مطابقت داشت. اسيداسيد
کننده قوی برای جلوگيری از فعاليت آنزیم پراکسيداز مهار

سازی آنزیمي کاملي را حتي در غلظت پایين بوده و غيرفعال
شترین فراواني ماده شيميایي استفاده دارا بوده و نيز دارای بي
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 .(et al.,2010 Lopezباشد )ای شدن ميشده در کنترل قهوه
( نشان 2016و همکاران ) Yaliبنابراین نتایج این تحقيق و 

 111و  11های دهد که اسيد اسکوربيك در غلظتمي
عنوان بهترین مولار در ليتر بهميلي 1/1گرم در ليتر یا ميلي

توده و افزایش دهنده ذی PPOه فعاليت آنزیم مهار کنند
گونه  بيانسلولي در کشت سوسپانسيون سلولي در شيرین

glabra  وuralensis اگر هدف افزایش  روازاین باشد.مي
توليد کالوس و کاهش نکروزه و باززایي باشد، توصيه 

و دویست  ی هزاراگردد ابتدا در محيط کشت جامد محتومي
به شرط اقدام به توليد کالوس نموده ) PVPتر گرم در ليميلي

در صورت نياز به سوسپانسيون  آنگاه ،روزه( 71 واکشت
ی اسيد اها در محيط کشت مایع محتوسلولي، این کالوس

 گرم در ليتر کشت گردد.ميلي 111یا 11اسکوربيك 
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Abstract 

    The roots and stolons of Glycyrrhiza species constitute one of the most important crude drugs 

in the world and contain a large amount of glycyrrhizin, an oleanane-type triterpenoid saponin. 

Tissue culture and callus production in licorice species are prerequisites for studies on 

secondary metabolites and cell transformation. In order to effect of antioxidant to reduce the 

browning and growth of callus, was used Ascorbic Acid and PVP in different levels. Also in 

order to influence these antioxidants in the callus growth index, were cultured both species as 

cell suspension. Callus was produced from hypocotyl related to two weeks’ seedlings. Callus 

was induced from NAA (0.5 mg/L) and BA hormones (2 mg/L) as well as ascorbic acid and 

PVP treatments at different concentrations as two separated factorial experiments based on CRD 

design. The results showed that in consecutive sub culture 1200 mg/L of PVP had the least 

generation, necrosis and the most callus production in both species. Whereas, in cell suspension, 

with increasing PVP concentration, was decreased callus growth index and 1200 mg/L PVP has 

shown the lowest callus growth index in both species. It can be said that PVP absorb NAA and 

BA hormones in cell suspension and therefore it was reduced concentration of hormones in 

medium. Ascorbic acid treatment with 80 and 100 mg/L had the highest callus growth index in 

both species respectively and it is recommended for cell suspension culture in licorice.  
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