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 چكیده

عنوان عامل بهی ا ه طور گستردباشد که بهسرطان تاکسول میدارای یک ترکیب ضد  (.Corylus avellana L)فندق 

های کشت سوسپانسیون سلولی امکان تولید پایدار ترکیبات گیرد. با استفاده از سیستمقرار میشیمی درمانی مورد استفاده 

های پایه مختلفی فعال زیستی وجود دارد. هدف از این مطالعه، ایجاد کالوس و کشت سوسپانسیون سلولی در فندق بود. محیط

برای  mg/L 2 2,4-D  +mg/L 25/0 BAP یا mg/L 2 NAA  +mg/L 25/0 BAPهمراه با  MB5و  MS ،WPMاز جمله 

ترین درصد القای کالوس ترد های سلولی، مورد بررسی قرار گرفتند. بیشتوسعه یک پروتکل کارآمد القای کالوس و کشت

های دست آمد. بهترین کشتبه mg/L 2 2,4-D  +mg/L  25/0 BAPغنی شده با  MB5درصد( در محیط  61/58)

با استفاده از همان محیط تعیین  در هر لیتر محیط کشت( 33/7× 108)لکرد بالای چگالی سلولی سوسپانسیون سلولی با عم

های تواند در آینده برای مطالعه و تولید متابولیتشده برای تولید میزان بالای کالوس، ایجاد گردید. نتایج مطالعه حاضر می

  گیرد. ثانویه با ارزش در کشت سوسپانسیون فندق مورد استفاده قرار

 

 کننده رشد گیاهی، محیط پایهکشت سلول، تنظیم، (.Corylos avellana L)فندق کلمات کلیدی: 

 مقدمه

1های متعلق به خانواده بتولاسهیکی از گونه (Corylus avellana) فندق
است که در مناطقی از اروپا و آسیای میانه با  

های مختلف فندق . بخشOlsen, 2003)کند )می های خنک به صورت خودرو رشدهای معتدل و مرطوب و تابستانزمستان

بسیار با ارزش است. همچنین مواد دارویی با اثرات ضد های ثانویه متعددی با خواص دارویی و ضد میکروبی حاوی متابولیت

. (Hoffman et al., 1998; safari et al., 2012)ها تاکسول است، در این گیاه گزارش شده است ترین آنسرطانی که مهم

بوه متابولیت حلی مناسب برای تولید سریع و اناستفاده از راهکارهای فناوری زیستی از جمله کشت سوسپانسیون سلولی، راه

زی کشت اــسهــبهین. با توجه به اینکه مطالعات محدودی در زمینه (Rao and Ravishankar, 2002) باشدثانویه دارویی می

سلولی ن سوسپانسیوس و الوــکسازی و ایجاد  بهینهه ـن مطالعـی، لذا هدف استاگرفته رت صوفندق لولی ــسن سیوــسوسپان

 فندق بود.

 هامواد و روش

 مواد گیاهی

در این پژوهش، بذور تازه فندق از شهرستان اردبیل تهیه و به عنوان منبعی برای تولید کالوس و کشت سوسپانسیون 

بذور فندق پنج دقیقه با مایع ظرفشویی شستشو شده و به مدت یک ساعت عفونی، . برای ضدسلولی مورد استفاده قرار گرفتند

 20درصد به مدت  5درصد با هیپوکلریت سدیم  70ور سازی در الکل یک دقیقه غوطه زیر آب جاری قرار گرفتند و پس از

درصد قرار داده  10دقیقه داخل آب اکسیژنه  7دقیقه تیمار و سپس چندین مرتبه آبکشی گردید و در نهایت بذور به مدت 

های مربوط به آزمایش شدند. های مختلف کشتشدند و مجددا آبکشی شده و در نهایت پس از حذف آب اضافی، در محیط
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ها دادهتحلیل و تجزیه ری و مات آمحاسباتکرار انجام شد.  3صورت طرح کاملا تصادفی با زایی و کشت سوسپانسیون به کالوس

 درصد انجام گرفت. 5و مقایسه میانگین با استفاده از آزمون دانکن در سطح احتمال  SPSSافزار با نرم

 کشت سوسپانسیون سلولیالقاء کالوس و استقرار 

های پایه مختلف  شامل کشت عفونی شده فندق به چهار قطعه تقسیم و در محیطدر آزمایش القای کالوس، بذر ضد

MS،  WPM  وMB5 لازم به ذکر است که محیط ( کشت داده شدند. 2)جدول ها  های مختلف فیتوهورمورن غنی شده با غلظت

 : Thiamin-HCL (25 mg/L))ها ایجاد شد )تغییراتی در مقدار و نسبت ویتامینبوده که  B5همان محیط  MB5کشت 

Pyridoxin-HCL (2.5 mg/L) : Nicotinic Acid (2.5 mg/L) : Myoinositol (100 mg/L) ) )در شرایط تاریکی و ها  . کشت

 زایی محاسبه گردید. گراد نگهداری شدند و پس از گذشت دو الی چهار هفته درصد کالوسدرجه سانتی 25دمای 
 های استفاده شده برای القاء کالوس به همراه ترکیبات هورمونیانواع محیط کشت -2جدول 

 کد محیط کشت نوع محیط پایه (mg/L) ترکیبات هورمونی

BAP 2,4-D NAA 
25/0 2 - MS MS-1 

25/0 - 2 MS MS-2 

25/0 2 - WPM WPM-1 

25/0 - 2 WPM WPM-2 

25/0 2 - MB5 MB5-1 

25/0 - 2 MB5 MB5-2 

 

-های ترد و شکننده انتخاب و در ارلن سازی و استقرار کشت سوسپانسیون سلولی، مقدار دو گرم از کالوسجهت بهینه

های مورد استفاده برای القای کالوس به صورت مایع کشت و به مدت  همان محیط کشتلیتر از میلی 30حاوی  ml  100های

ها با فیلترهای  قرار داده شدند. پس از پاساژ اول، کشت rpm  120هفته در شرایط تاریکی بر روی شیکر دورانی با سرعت 2

 ی شیکر دورانی قرار داده شدند. میکرون صاف شدند و مجددا در شرایط تاریکی و بر رو 500فلزی با اندازه منافذ 

 اندازه گیری رشد سلولی در کشت سوسپانسیون 

ها به عنوان شاخص رشدی در نظر گرفته به منظور بررسی رشد سلولی در کشت سوسپانسیون، شمارش نعداد سلول

میکرولیتر از  100به   (CrO3) درصد 8اکسید کروم میکرولیتر محلول تری 200شد. برای شمارش سلولی، میزان 

ماری دقیقه در بن15ها به مدت اضافه شد. سپس نمونه MSو  MB5 ،WPMسوسپانسیون سلولی حاصل از سه نوع محیط 

میکرولیتر از محلول  10دقیقه ورتکس شدند. سپس به اندازه  15گراد قرار داده شدند و به مدت درجه سانتی 70با دمای 

ها شمارش شدند و چگالی سلولمیکروسکوپ  20Xم نئوبار تزریق شد و با استفاده از عدسی حاصل برداشته شده و بر روی لا

 لیتر سوسپانسون سلولی طبق فرمول زیر محاسبه شد.ها در هر میلی سلولی به صورت تعداد سلول

 

× های شمارش شدهتعداد سلول= لیتر تعداد سلول در یک میلی  
میزان رقیق شدگی

هامربع تعداد 
 سلول در یک میلی لیتر 10000 × 

 نتایج و بحث

 > 05/0)داری های مختلف از نظر آماری تفاوت معنیکشتنتایج حاصل از آزمایش کالزایی نشان داد که، بین محیط 

P )درصد( مربوط به محیط  61/58ترین درصد کالزایی )وجود داشت. بیشMB5-1  حاوی ترکیبات هورمونیmg/L 25/0 

BAP  وmg/L 2 2,4-D کشتدرصد( در محیط  5/0ترین درصد کالزایی )که کمبود، در حالی WPM-2  حاوی ترکیب

 (.1مشاهده گردید )نمودار  mg/L 2 NAAو  mg/L 25/0 BAPفیتوهورمونی 
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 (.1ها )جدول  های مختلف فیتوهورمون غلظتهای مختلف غنی شده با زایی در محیط کشتمیانگین درصد کالوس -1نمودار 

 

 mg/L 25/0هایی که از ترکیب هورمونی توان نتیجه گرفت که در محیط کشت با مقایسه دو ترکیب فیتوهورمونی می

BAP  وmg/L 2 2,4-D  استفاده شده است به مراتب درصد کالزایی بیشتر از ترکیب فیتوهورمونی حاویmg/L 25/0 BAP  و

mg/L 2 NAA 2,4  باشد. به عبارتی دیگر،می-D  نسبت به هورمونNAA  .در القاء کالوس در بذور فندق تاثیر بیشتری داشت

( در تحقیق خود گزارش کردند که درصد کالزایی 1393جهان )حضرتی ( مطابقت دارد.1393جهان )این نتایج با نتایج حضرتی

درصد( و  100زایی )ترین درصد کالوسطوری که بیشبود، به NAA داری بیشتر از به طور معنی D-2,4در محیط کشت حاوی 

از آنجایی که در محیط کشت مشاهده شده بود.  mg/L 5/0 BAPو  mg/L 2 2,4-Dحاوی  MSوزن تر کالوس در محیط 

MB5-1 های نسبت به محیطMS  وWPM ه محیط توان نتیجه گرفت کها عالی بود. لذا میدرصد کالزایی بالا و رشد کالوس

 باشد. ( می1390محیط مناسبی جهت القاء کالوس بوده که یافته حاضر مطابق نتایج تحقیق بمانی )  MB5کشت 

های مختلف، از نظر کیفیت کالوس مورد بررسی قرار گرفتند که شاخص کیفیت تردی های تولید شده در محیطکالوس

های ترد و های سخت و آبکی و کالوسشامل دو تیپ کالوسها در نظر گرفته شد که و وضعیت ظاهری سالم و مناسب آن

های سوسپانسیون سلولی هستند  ها برای کشت ترین کالوسهای ترد و شکننده مناسب (. کالوس1شکننده بودند )شکل

(Bernabé-Antonio et al., 2017)های به دست آمده در محیط کشت . کالوسMB5-1  نظر بافت، تردی و شکنندگی از

های دیگر داشتند و برای تولید سوسپانسیون مناسب تشخیص داده دست آمده از محیط کشتهای بهبیشتری نسبت به کالوس

 شدند.

از نظر  میزان چگالی سلولی ف ـمختلهای محیط کشتبین سازی کشت سوسپانسیون نشان داد که نتایج آزمایش بهینه

غنی شده با ترکیب  MB5ترین چگالی سلولی مربوط به محیط کشت وجود داشت. بیش( P > 05/0)ری دار آما تفاوت معنی

بندی بعدی قرار گرفتند ترتیب در رتبهبه MSو  WPMهای باشد و محیطمی mg/L 2 2,4-Dو  mg/L 25/0 BAPهورمونی 

شرایط رشدی  mg/L 2 2,4-Dو  mg/L 25/0 BAPحاوی ترکیب هورمونی  MB5(. در این تحقیق محیط کشت 2)نمودار

( مطابقت دارد. با این حال، در تحقیق حاضر 1390های فندق مهیا کرد که این یافته با نتایج بمانی )بهتری را برای سلول

توان ها داشته است، لذا میسلولتاثیر بیشتری بر رشد و تقسیم  NAAنسبت به  MB5به محیط  D-2,4اضافه کردن هورمون 

های فندق از  سلول mg/L 2 (2,4-D)و  mg/L 25/0 BAPبا ترکیب هورمونی  MB5نتیجه گرفت که در محیط کشت مایع 

 آورده شده است.  2ای از کشت سوسپانسیون سلولی فندق در شکلنمونه پتانسیل رشد بیشتری برخوردارند.
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-( کالوس B(کالوس القاء شده بر روی ریزنمونه بذر فندق،MB5-1  :Aهای القا شده در محیط هایی از کالوسنمونه -1شکل 

 ( کالوس با بافت سخت.D( کالوس با بافت آبکی Cهای ترد و شکننده پس از دو هفته واکشت، 
 

     
 

 

 

 

 

 

 

(  Cو B و پاساژ اول،   ( قطعات کالوس منتقل شده به محیط مایعMB5-1 :Aکشت سوسپانسیون سلولی فندق در محیط کشت -2شکل 

 دهند. ها و افزایش چگالی سلولی در طی دو الی چهار هفته کشت را نشان می به ترتیب پاساژ دوم و سوم که رشد سلول
 

 
 چگالی سلولی در هر لیتر محیط کشت. -2نمودار 
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Abstract  
Hazelnut (Corylus avellana L.) has been reported to possess an anticancer compound taxol that is widely 

utilized as chemotherapeutic agent. It is possible to sustainably produce bioactive compounds using cell 

suspension culture systems. The aim of this study was to establish callus and cell suspension culture in hazelnut. 

Different basal media including MS, WPM, and MB5 supplemented with 2 mg/L NAA plus 0.25 mg/L BAP or 

2 mg/L 2, 4-D plus 0.25 mgl
-1

 BAP for development of efficient protocol of callus induction and cell cultures 

was investigated. The maximum percentage of friable callus induction (58.61%) was obtained in MB5 medium 

supplemented with 2 mg/L 2, 4-D plus 0.25 mg/L BAP. Best cell suspension cultures with high yield of cell 

density (7.33 × 10
8
/L culture medium) were established using the same medium determined for higher rate of 

callus production. The results of current study can be used for both studying and producing high-value 

secondary metabolites in suspension culture of hazelnut in the future. 
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