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Abstract 

Catharanthus roseus is a medicinal plant that is of great importance due to its abundant production 

of the alkaloids vincristine and vinblastine and their use in the production of anticancer drugs. 

Given the high price of these compounds and their small amounts in this plant, efforts to increase 

the production of these compounds have led to extensive research on this plant. The aim of the 

present study is to investigate and test various factors affecting callus formation in Catharanthus 

roseus, such as plant hormones (2.4-D (0.5, 1, 1.5 mg/L), NAA (0.5, 1, 3 mg/L), and BAP (0.5, 1, 3 

mg/L)), ascorbic acid (50, 100, and 150 mg/L), melatonin, and yeast extract (50, 100, and 150 

mg/L), as well as to investigate the best method for disinfecting Catharanthus roseus seeds. The 

results of the study showed that for disinfection of Parvansh seeds, the best method with the highest 

percentage of survival and the lowest percentage of fungal and bacterial contamination is related to 

the anti-infection of sodium hypochlorite at 2.5%. Also, the appropriate culture medium for callus 

growth is MS culture medium containing 1 mg/L NAA and 1 mg/L BAP. Also, in the ascorbic acid 

treatment, the highest fresh weight of callus was observed in the 150 mg/L ascorbic acid treatment 

(0.0872), which had the least color change (browning). Also, the results of examining the 

morphological characteristics of calluses treated with melatonin and yeast extract showed that the 

highest percentage of callus formation and the highest fresh weight of callus were related to yeast 

extract at a concentration of 150 mg/L. 
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Introduction  

Medicinal plants have played a vital role in human life since ancient times, and today, about 80% of the 

medicines we consume have plant roots. Catharanthus roseus, native to Madagascar and tropical regions, is 

one of these natural treasures that has attracted attention due to its valuable medicinal compounds, especially 

anticancer alkaloids such as vinblastine and vincristine. For the sustainable production of these compounds, 

modern cultivation methods such as in vitro culture (tissue culture) are used. In this method, different parts 

of the plant, such as callus, hairy roots, stem, and leaves, can be used to produce seedlings and control the 

amount of alkaloids. Plant hormones, especially auxin and cytokinin, play a key role in growth and 

development, as well as the process of callus formation. Research has shown that the appropriate 

composition and concentration of these hormones can significantly affect the dry weight of callus and the 

production of alkaloids; For example, the combination of BAP and NAA has yielded positive results. In 

addition to hormones, substances such as ascorbic acid (vitamin C), yeast extract, and melatonin also help 

improve callus formation and plant resistance. Ascorbic acid, as a potent antioxidant, plays a role in cell 

division and growth, and yeast extract increases metabolic activity by providing nutrients and natural 

hormones. Melatonin, with its antioxidant properties, also reduces oxidative stress and stimulates cell 

division. The primary objective of this research is to identify the most effective method of seed disinfection 

and to examine the impact of varying concentrations of plant hormones, ascorbic acid, melatonin, and yeast 

extract on the callus formation process in the Parvanesh plant, aiming to optimize the production of valuable 

medicinal compounds. 

 

Materials and Methods 

In this study, Parvansh seeds were obtained from Pakan Seed Company, Isfahan. Seed disinfection and initial 

cultivation: For seed disinfection, 70% alcohol and three different concentrations of sodium hypochlorite 

(1.5%, 2.5%, and 5%) were used. After washing and drying, the seeds were cultivated in MS culture medium 

(without hormones) and first in the dark (temperature 24 ± 2 °C) and then in controlled light conditions (16 

hours of light, 8 hours of darkness) for germination. Investigation of hormones for callus formation: When 

the seedlings reached the 8-leaf stage, the leaves were cut into small pieces (0.5 to 1 cm) and placed as 

explants on MS culture medium containing different combinations of plant hormones 2.4-D, NAA, and BAP. 

After 4 weeks, the percentage and fresh weight of calluses were measured. Effect of ascorbic acid: After 

determining the best hormone combination (NAA 1 mg/L + BAP 1 mg/L), different concentrations of 

ascorbic acid (50, 100, and 150 mg/L) were added to this culture medium (using a syringe filter for 

sterilization). Then, leaf explants were cultured on these media, and the percentage and fresh weight of 

calluses were evaluated. Effect of melatonin and yeast extract: In the next step, melatonin and yeast extract 

were also added in three similar concentrations (50, 100, and 150 mg/L) to the culture medium containing 

NAA and BAP hormones (this time before autoclaving). Callus growth was examined after 20 days. 

Statistical analysis: All experiments were performed in a completely randomized design with three 

replications, and data were analyzed using SPSS software and Duncan's test. Graphs were also drawn using 

Excel. 

 

Results and Discussion  

The results showed that the seed disinfection method plays a vital role in the success of cultivation. 2.5% 

sodium hypochlorite gave the highest percentage of seed viability, indicating its high efficiency in 

eliminating bacterial and fungal contamination while maintaining seed health. In contrast, 5% sodium 

hypochlorite had the lowest viability, and the use of 70% alcohol and 1.5% sodium hypochlorite resulted in 

the highest contamination. Different combinations of plant hormones were tested to stimulate callus 

formation from leaf explants. The results showed that MS medium containing 1 mg/L NAA and 1 mg/L 

BAP, as well as MS medium containing 1 mg/L 2,4-D and 0.5 mg/L BAP, produced the highest callus fresh 
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weight. The highest callus formation percentage (95.23%) was also observed in the same hormonal 

combination (1 mg/L NAA and 1 mg/L BAP), indicating the importance of hormonal balance in the callus 

formation process. Adding ascorbic acid to the culture medium significantly improved callus formation and 

callus quality. A concentration of 150 mg/L ascorbic acid not only resulted in the highest callus formation 

percentage (86.19%) and callus fresh weight, but also significantly prevented callus browning. This indicates 

that ascorbic acid plays an essential role in reducing oxidative stress and maintaining callus health. In 

investigating the effect of yeast extract and melatonin, the results showed that yeast extract at different 

concentrations, especially 150 mg/L, was able to produce 100% callus formation and the highest callus fresh 

weight (0.633 g). In contrast, melatonin at a concentration of 150 mg/L resulted in the lowest callus 

percentage and weight. This finding confirms the importance of yeast extract as a rich source of nutrients and 

growth regulators in improving callus formation. 

 

Conclusion  

The best method of seed disinfection is the use of 2.5% sodium hypochlorite, which provides high viability 

and low contamination. The optimal composition for callus production includes MS medium with 1 mg/L 

NAA and 1 mg/L BAP. An ascorbic acid concentration of 150 mg/L has the highest percentage of callus 

formation. Yeast extract at a concentration of 150 mg/L increases callus formation, but melatonin at higher 

concentrations inhibits callus growth. 
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 چکیده
هتد  از پتژوهش ارد. د بتاییی تیتاهم نیبلاستتنیو و نیستیکرنیو  یدهایآلکالوئ دیتول علّت به  (Catharanthus roseus)پروانشگیاه 

استت.  پتروانش اهیگ ییزابر کالوس یستیز هایو محرک یاهید گرش هایکننده میتنظ ریثأتحاضر، بررسی بهترین روش ضدعفونی بذر و 

درصتد   5و  5/2، 5/1ابتدا بررسی بهترین روش ضدعفونی با بیشترین درصد زنده مانی بذر توسط درصدهای مختلف هیپوکلریت ستدیم  

گترم میلتی BAP  5/0 ،1 ،3ر  و گرم در لیتمیلی NAA  5/0 ،1 ،3گرم در لیتر ، میلی D  5/0 ،1 ،5/1-2.4های انجام شد، سپس از هورمون

و  100، 50صتاره مخمتر  گترم در لیتتر  و عمیلی150و  100، 50گرم در لیتر ، ملاتونین  میلی 150و  100، 50در لیتر  ، اسیدآسکوربیک  

و  یقارچ یدرصد آلودگ نیو کمتر ابقدرصد  نیشتریبا بضدعفونی بذر روش  نیبهتر ندنشان داد  جینتاگرم در لیتر  استفاده شد. میلی 150

 1 یحتاو MSکشتت  طیرشتد کتالوس محت یکشتت مناستب بترا طیمحت و درصتد 5/2 میستد تیپوکلریه یونفمربوط به ضدع ییایباکتر

 mg/L150 متتاریوزن تتر کتتالوس در ت نیبتتایترتیمتتار استید آستتکوربیک  در استتت. BAP تتتریدر ل گترمیلیم 1و  NAA تتتریدر ل گترمیلیم

 ختت شناستیریصتفا   یحاصل از بررست جیشدن  را داشت. نتا یارنگ  قهوه رییتغ نیکمتر شد که  مشاهده 0872/0  کیآسکورباسید

ه عصتاره مخمتر در بتو وزن تتر کتالوس مربتوط  ییزادرصد کتالوس نیشتریب ندو عصاره مخمر نشان داد نیملاتون ماریتحت ت یهاکالوس

 NAA تتریدر ل گترمیلیم 1 یحاو MSکشت  طمحی و درصد 5/2 میسد تیپوکلریا هر ببذ یضدعفونبه طورکلی  است. mg/L  150غلظت

وزن و  نیشتتریب عصاره مخمتر mg/L150و  کیآسکورباسید  mg/L150 ، نیشد. همچن نهیبه ییزاکالوس یبرا  BAPتریدر ل گرمیلیم 1و 

 کالوس را به همراه داشتند. تیفیک

 نملاتونی مخمر، عصاره ،، کالوسپروانشاسیدآسکوربیک،  :یدیکل یهاواژه
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 مقدمه

 یو زندگ تیهمزمان با آغاز بشر ییدارو اهانیگاز استفاده 

 چیبدون ه نینخست یها. انساناست زمینکره  یروبر انسان 

از  اهانیگ نیموجود در ا با یاز ترک یشناخت و اطلاعات

و  اهانیگ نیا تیا امروزه اهمامّ ،کردندیها استفاده مآن

 تیبشر اهم یها در زندگموجود در آن  ابیترک

درصد از  80است. امروزه حدود کرده  دایپ یریشمگچ

 ریغ ایو  میمورد استفاده بشر به طور مستق ییمواد دارو

که از  یبه طور ،شودیم نیتأم ییدارو اهانیاز گ میمستق

 یشده توسط سازمان بهداشت جهان دیئتا یدارو 252 نیب

 ددهنیم لیتشک یاهیبا منشاء گ ییادرصد آن را داروه 11

 Kumar et al., 2022 .  گیاه پروانش با نام علمی

Catharanthus roseous  در  واز خانواده آپوسیناسه است

های متفاوتی شناخته شده است که نقاط مختلف ایران با نام

ی ونکه و یل تلفنگ مصری،قصاب توان بهها میاز جمله آن

 یمناطق جنوب شرق یپروانش بوم اهیگ .صغیره اشاره کرد

 افتی زین گرمسیریو شرق ماداگاسکار است و در مناطق 

 .است n2=16سطح پلوئیدی  دارایپروانش . شودیم

وجود دارد. امروزه  اهیگاین پرورش  جهت یمختلف یهاراه

رشد  یهادر داخل اتاقک یاشهیاستفاده از کشت درون ش

ها روش نیاز ا یکی عیکشت جامد و ما یهاطیو مح یاهیگ

 شودیسبب م یشگاهیآزما طیاست. کشت سلول در شرا

در تمام فصول و با  ارزشمند یهاتیمتابول دارای میکه بتوان

  .Sharafi et al., 2014  میباش مورد نظر تیفیمقدار و ک

استفاده  توانیم اهیمختلف گ یهادر کشت بافت از قسمت

ها و از بافت اهیگ نیا یاشهیکشت درون شروش کرد. در 

ساقه، برگ و  ن،یئمو یها شهیکالوس، ر از جمله ییهااندام

 زانیدر م رییو تغ اهچهیگ دیتول جهت توانی... م

 نقش  .Ahmadi et al., 2012استفاده نمود   هادیآلکالوئ

های گیاهی تنظیم تمام فرآیندهای اصلی هورمون

ها فیزیولوژیکی و رشد گیاه است. ساختارهای هورمون

اکسین، سیتوکینین، جیبرلین، اسیدآبسزیک، اتیلن،  مانند

 ها، جاسمونا ، اسید سالیسیلیک و برآمینپلی

اکسین  ،ها. در میان هورمونمتنوع هستند اسیتوستروئیدها

نمو و  ،سیاری از فرآیندهای رشدین برای تنظیم بوسیتوکین

کشت بافت ضروری است. اکسین سبب رشد ریشه و 

 Schaller  سیتوکینین هورمون مهارکننده رشد ریشه است

et al., 2015; Hagen & Guilfoyle, 2002; Bajguz & 

Piotrowska, 2009; Schaller et al., 2015  . وزن

است و در غلظت  نیئپا اریبس یاهیگ یهاهورمون یمولکول

 یهاهورمون ی. نقش اصلدنکنیو کمتر عمل م کرومویریم

 اهیو رشد گ یکیولوژیزیف یندهایتمام فرآ میتنظ یاهیگ

 زیبر ر یاهیرشد گ یهاکنندهمیتنظ ریتأث نهیمز دراست. 

پروانش،  اهیدر گ هیثانو یهاتیمتابول دیو تول یادیازد

 Rahman  2019  انجام شده است. یمتعدد هایپژوهش

et al.  2017 و Kumari & Ra  اند که نشان داده

به طور قابل  ن،ینیتوکیو س نیاکسمختلف  یاهبیترک

 یدهایآلکالوئ دیتول زانیبر وزن خشک کالوس و م یتوجه

. به طور خاص، گذارندیم تأثیر نیستیکرنیو و نیبلاستنیو

 تریدر ل گرمیلیم 3و  BAP تریدر ل گرمیلیم 3غلظت 

NAA 2.4بیکرده، و ترک جادیوزن خشک را ا نیشتریب-

D /NAA را به  نیستیکرنیو و نیبلاستنیو زانیحداکثر م

کاهش  سبب IAA/NAAهمراه داشته است. در مقابل، 

 Singh et  2011  ن،یشده است. همچن دهایآلکالوئ وسنتزیب

al. طیدر مح لیپوکوتیه یهازنمونهیگزارش کردند ر 

 گرمیلیم 1و  BAP تریدر ل گرمیلیم 1 یحاو MSکشت 

 یپاسخ القا نیشتریب ،یکیتار طی، در شراNAA تریدر ل

 هاافتهی نیاند. اروز نشان داده 10  را در مد  %99کالوس  

رشد  یهاکنندهمیکه انتخاب مناسب تنظ دهندینشان م

 یسازنهیدر به ینقش مهم ،یطیمح طیو شرا یاهیگ

 پروانش دارد. اهیدر گ ییدارو با یترک دیو تول یادیزازدیر

 ءمحلول در آب است و جز نیتامیو کی کیآسکوربیدسا

که در اکثر  شودیمحسوب م اهانیمهم در گ یهاتیمتابول

 ،یمرکبا ، گوجه فرنگ ویژهبه  یاهیگ یهافرآورده

از وجود دارد.  یادیبه مقدار ز ینیزمبیسبز و س اهانیگ



 84 و همکاران اوجناز یصباح آرزو /پروانش اهیگ ییزاکالوس بر یستیز های¬و محرک یاهیرشد گ های¬کننده میتنظ ریتأث
 

به شکل  یعیطب طیدر شرا کیآسکورب دیاس سوی دیگر،

 میدو آنز تیفعال جهیدر نت که ستا شده ایاح

 آسکوربا  درویه و مونو ردوکتاز دروآسکوربا یهید

آسکوربیک به عنوان یک  دیاساست.  ردوکتاز

شود که در ارتباط با اکسیدان در گیاهان مطرح میآنتی

اکسیدانی بوده و با پاکسازی اشکال دیگر ترکیبا  آنتی

اکسیداتیو  ایهاکسیژن واکنشی، گیاه را در برابر تنش

آسکوربیک  دیاس.  Smirnoff, 1996  کندحفاظت می

سلولی، تقسیم سلولی و رشد سلولی را در  چرخه تواندمی

گیاهان تعدیل کند و بدین ترتیب، در رشد و نمو گیاهی 

 جا هر دهندمختلف نشان می هایپژوهشدرگیر شود. 

 در هم آسکوربیک دیاس مقدار د،باش زیاد میتوزی فعالیت

S  بهG است و حضور آن برای عبور از مرحله چرخه  زیاد

کوتاه کردن زمان توسط سلولی، ضروری است. این ماده، 

G ورود به مرحله  کیو تحرS ،کوتاه شدن زمان  سبب

 منجر بهچرخه،  نیشده و با دخالت در ا یچرخه سلول

  .Smirnoff, 1996  شودیم یاهیرشد سلول گ شیافزا

از  یاریبس یبرا یعیمنبع طب کیعصاره مخمر به عنوان 

و  نیدوکسیریپ ن،یاسین ها،نیبوفلاویر ،یموادمعدن ها،نیامیت

 نیهمچن یمغذ و مواد نینیتوکی، س1B ،2B ،3B ،12B نیتامیو

 هاکینوکلئ دیاس ها،نیپروتئ ها،درا یکربوه یآل با یترک

عصاره  در نینیتوکیو س نیاکس یاست. محتوا دهایپیو ل

عصاره .  Keramati et al., 2011بای است   اریمخمر بس

 طیبهبود شرا ،یاهیگ یهابر هورمون یرگذاریمخمر با تأث

 تیبه تقو تواندیم یکیمتابول یهاتیفعال شیو افزا یطیمح

به  تواندیم را یتأث نیکمک کند. ا ییزاکالوس ندیفرآ

شده در  دیتول یهاو تعداد کالوس تیفیک شیافزا

علاوه بر  منجر شود. یاهیکشت بافت گ یهاشیآزما

رشد  کنندهمیتنظ کیبه عنوان  زین نیعصاره مخمر، ملاتون

هورمون با  نیدارد؛ ا ییزادر کالوس ینقش مهم یاهیگ

 ویداتیس اکسکاهش استرخود، به  یدانیاکسیخواص آنت

 میتقس ندیفرآ تواندیکمک کرده و م یاهیگ یهادر بافت

 سبب جهیدر نت د،ینما کیرا تحر یسلول زیو تما یسلول

 لیاست- ان نیملاتون .شودیو رشد کالوس م لیبهبود تشک

بار از غده  نیاول 1958در سال   نیپتامیتر یمتوکس -5

تک لپه و  اهانیگ و جدا شد و در ییشناسا یگاو آلنهیپ

 نیشد. ملاتون یازسو جدا ییشناسا 1995 در سال نیز دولپه

 می  تنظ1دارد که عبارتند از:  یمتنوع یهانقش اهانیگ در

 دانیاکسی  آنت3 اهیرشد و نمو گ می  تنظ2 یروزشبانه تمیر

 ونیداسیاز پراکس یریغشاء و جلوگ تی  حفظ تمام4 یوق

در برابر  اهی  مقاومت گ6وسنتز   تأثیر بر دستگاه فت5 دیپیل

.  Olumi & Ahmadi Mousavi, 2012  یطیمح یهاتنش

بهترین روش ضدعفونی بذر  یبررس ،هد  از این پژوهش

مانی و ارزیابی سطوح مختلف با بیشترین درصد زنده

آسکوربیک ، ملاتونین و عصاره  دیاس های گیاهی،هورمون

 است.  پروانش اهیگ ییزار کالوسبمخمر 

 

 هامواد و روش

 یاهیمواد گ

ذر پروانش از شرکت پاکان ب اهیگ یپژوهش، بذرها نیا در

 .شد هیاصفهان ته

 

 و کشت بذر یضدعفون

 ،پروانش اهیگ یمناسب بذرها یروش ضدعفون نییتع یبرا

استفاده شد: ابتدا  میسد تیپوکلریمختلف ه یاز درصدها

سپس  ،نداتوکلاو شده شستشو داده شد زهیونیبذرها با آب د

ها ابتدا در رشد: قسمت اول بذ میتقس متقس سهبذرها به 

 آب با سپس شده ورغوطه قهیدق 3به مد   %70الکل 

 5/1 میسد تیپوکلریشستشو داده شد و بعد با ه زهیونید

 ابذره تینها . درشدند یضدعفون قهیدق 20درصد به مد  

 5هر بار به مد   و اتوکلاو شده هزیونیبا آب د مرتبه 3

 یذکر شده برا یهاروش ی. تمامندشد دهشستشو دا قهیدق

قسمت از  کی یبرا یتکرار شد ول زین گریدو قسمت د

از  گریقسمت د یبرا ودرصد  5/2 میسد تیپوکلریه
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 یدرصد استفاده شد. سپس بذرها 5 میسد تیپوکلریه

خشک اتوکلاو شده  یکاغذ صاف توسطشده  یضدعفون

 MSکشت  طیدر مح لیپنس استر توسط تیند. در نهادش

در اتاقک  یزنو تا زمان جوانه شدهکشت  بدون هورمون

قرار گراد درجه سانتی 24±2و دمای  یکیرشد در تار

اتاقک  یهاقفسه در ها،گرفتند. پس از ظاهر شدن جوانه

 یکیساعت تار 8و  ییساعت روشنا 16 یرشد با دوره نور

  د.قرار گرفتن

 

 ییزاکالوس مناسب یهورمون بیترک یبررس

ا هبرگ، برگی  8  ها به سن مناسبپس از رسیدن گیاهچه

نوان متری برش داده شده و به عسانتی 1تا  5/0به قطعا  

حاوی ترکیبا   MSروی محیط کشت بر نمونه  ریز

-میلی 5/1 و D  5/0 ،1-2.4های گیاهی مختلف هورمون

 BAP وگرم در لیتر  میلی 3 و NAA  5/0 ،1گرم در لیتر ، 

 و  3 جدول  گرم در لیتر  کشت شدندمیلی 3 و 1، 5/0 

و  یکیساعت تار 8و  ییساعت روشنا 16 یدوره نور تحت

 4 و پس از گذشت قرار گرفتندگراد درجه سانتی 25دمای 

 د.گیری شزایی و وزن تر کالوس اندازهدرصد کالوسهفته 

 

 ییزاکالوس بر کیربآسکواسید ریتأث یبررس

 1  های گیاهیپس از تعیین بهترین ترکیب هورمون

NAA+ 1 BAP  ،های مختلف ثیر غلظتأت

مورد کشت زایی در این محیط آسکوربیک بر کالوساسید

اسید  حساس بودن علتبه  .ارزیابی قرار گرفت

برای استریل  سر سرنگی از فیلتر بای یدما به کیآسکورب

پس از اتوکلاو کردن  فاده شد وآسکوربیک اسید است

درجه  40-45حدود  یکشت و سرد شدن آن تا دما طیمح

و  100، 50 ریمقاد یبرا ازیمورد ن یهاغلظت گراد،یسانت

کشت افزوده شد.  یهاطیمحبه  تریل در گرمیلیم 150

شدند و بر  میبه قطعا  کوچک تقس یبرگ یهازنمونهیر

پس از رشد دند. ش قرار داده هاکشت طیمح این یرو

ها وزن تر کالوسزایی و درصد کالوس کالوس،

 .شدند سهیمقا گریکدیو با  یریگاندازه

 

و عصاره مخمر بر  نیملاتون ریتأث یبررس

 ییزاکالوس

 یهاهورمون یدارا MS طیکشت مورد استفاده، مح طیمح

NAA  وBAP از قبلکه بود تریدر ل گرمیلیم 1 زانیبه م 

، 50 ریمقاد یبراملاتونین  ازیمورد ن یهاغلظت اتوکلاو

کشت افزوده  یهاطیبه مح تریدر ل گرمیلیم 150و  100

-در غلظتاز اتوکلاو  قبلهمچنین عصاره مخمر نیز  شد.

گرم در لیتر به محیط کشت میلی 150و  100، 50های 

ها های کالوس بر روی محیط کشتافزوده شد. ریزنمونه

روز میزان رشد  20ذشت قرار داده شدند و پس از گ

 ها مورد ارزیابی قرار گرفت. کالوس

 

 یآمار لیتحل و هیتجز

سه تکرار انجام  درها بر پایه طرح کامل تصادفی آزمایش

نرم  توسط شیآزما یهاداده یآمار لیو تحل هیتجزشد. 

آزمون دانکن در  نیز توسطو مقایسه میانگین  SPSSافزار 

 Microsoftافزار رها با نرمودانم انجام شد. %5سطح احتمال 

office Excel 2016  شدرسم. 

 

 نتایج 

 یضدعفون روش نیتر مناسب نییتع

 نیب ند  نشان داد1جدول   انسیوار هیحاصل از تجز جینتا

 ایی، آلودگییباکتر یآلودگ از نظر یضدعفون یمارهایت

وجود داشت.  یردایبذور اختلا  معن یمانو زنده یقارچ

  1شکل به دست آمده   جیبا توجه به نتا نیعلاوه بر ا

 ماریدر ت یماندرصد زنده نیشتریمشاهده شد که ب

و   2 شکل  درصد 5/2 میسد تیپوکلریبا ه یضدعفون

 تیپوکلریبا ه یضدعفون ماریدر ت یماندرصد زنده نیکمتر

. بیشترین درصد  3 شکل  مشاهده شددرصد  5 میسد
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 تیپوکلریو ه %70با الکل  یضدعفونآلودگی مربوط به 

 یضدعفون ط بهوو کمترین درصد آلودگی مرب %5/1 میسد

 است. %5 میسد تیپوکلریو ه %70با الکل 

 

 ریزنمونه برگیمانی زندهیزان آلودگی و بر م یضدعفون های مختلفماریتثیر أت انسیوار هیتجز - 1جدول
Table 1 - Analysis of variance of the effect of different disinfection treatments on the percentage 

of contamination and live leaf explants 

Sources of change 
Degree of 

freedom 

Meansquares 

Live explant 
Bacterial 

contamination 

Fungal 

contamination 

disinfection treatments 2 **1644.44 300** 1011** 

Error 6 188.8 66.66 122.22 

Coefficient of variation 

(percentage) 
- 53.77 49.01 67.46 

                                                                           ٪1در سطح احتمال  یداری** معن
**Significant at 1% probability level 

 

 

 

 

 :اول یضدعفون انش.یایی در پروهای زنده و غیر آلوده، دارای آلودگی قارچی و دارای آلودگی باکترثیر روش ضدعفونی بر درصد ریزنمونهأت -1شکل 

با  یضدعفون :سوم یدعفونضو  ،%5/2 میسد تیپوکلریو ه %70 اتانولبا  ینضدعفو :دوم یضدعفون ،%5/1 میسد تیپوکلریو ه %70 اتانولبا  یضدعفون

 3حداقل  دارای میانگین ارائه شده ت.درصد اس 1دار در سطح احتمال دهنده اختلا  معنیحرو  مختلف نشان .%5 میسد تیپوکلریو ه %70 اتانول

 تکرار است.

Figure 1- Effect of disinfection methods on the percentage of viable and non-infected explants, fungally contaminated and bacterially 

contaminated in Provansh. First disinfection: disinfection with 70% ethanol and 1.5% sodium hypochlorite, second disinfection: 

disinfection with 70% ethanol and 2.5% sodium hypochlorite, and third disinfection: disinfection with 70% ethanol and 5% sodium 

hypochlorite. Different letters indicate significant differences at the 1% probability level. The average presented has at least 3 

replicates. 
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 5/2 میسد تیپوکلریه ی باضدعفون ماریمربوط به ت رآلودهیزنده و غ یحاصل از بذرها یهااهچهیگ -2 شکل

 .درصد
Figure 2- Seedlings from live, uncontaminated seeds treated with 2.5% sodium hypochlorite. 

 

 

 .ییایو باکتر یقارچ یبا آلودگ هازنمونهیر -3شکل 

Figure 3 - Explants with fungal and bacterial contamination. 
 

 

 ییزاکالوس مناسب کشت طیمح نییتع

زایی های کالوسهای برگی پس از انتقال به محیطریزنمونه

 پس از D-2,4و  BAPو  NAAهای مختلف حاوی غلظت

کالوس  دیو تول روز شروع به متورم شدن 10تا  8 گذشت

تیمارهای  ،انسیوار هیتجز جیاساس نتا بر  .4شکل   کردند

 زاییکالوس و درصد تر کالوسوزن  مختلف از نظر

   داشتنددرصد  کیدر سطح احتمال  داریاختلا  معنی

 نیانگیم سهیحاصل از مقا جینتابا توجه به  . 2 جدول

گرم   862/0و 866/0کالوس   تر وزن نیرشتیب  3جدول  

 1و  NAA تریلدر  گرمیلیم 1 یحاو MSکشت  طیمحدر 

 یحاو MSکشت  طیمح همچنین و BAP تریلدر  گرمیلیم

 BAP تریلدر  گرمیلیم 5/0و  D-2,4 تریلدر  گرمیلیم 1

  نیز در محیط 0378/0. کمترین وزن کالوس  مشاهده شد

و همچنین بیشترین  شد بدون هورمون مشاهده MSکشت 

 1حاوی   MS  در محیط کشت 23/95زایی درصد کالوس

 نیز و BAP تریلدر  گرمیلیم 1و  NAA تریلدر  گرمیلیم

 5/1و  D-2,4 تریلدر  گرمیلیم 1 یحاو MSکشت  طیمح

 مشاهده شد. کمترین درصد BAP تریلدر  گرمیلیم



 88 و همکاران اوجناز یصباح آرزو /پروانش اهیگ ییزاکالوس بر یستیز های¬و محرک یاهیرشد گ های¬کننده میتنظ ریتأث
 

 1 یحاو MSکشت  طیمح  نیز در 14/57زایی  کالوس

 BAP تریلدر  گرمیلیم 5/0و  D-2,4 تریلدر  گرمیلیم

  .  5شکل  مشاهده شد 

 

 

 
 .هفته 2ها پس از گذشت حدود زایی ریزنمونهیی، ب  شروع کالوسزاکالوس طیپس از انتقال به مح یبرگ یهازنمونهیرالف   -4شکل 

Figure 4- A) Leaf explants after transfer to callus medium, B) Start of callus formation of explants after about 2 weeks. 

 
 تر کالوس پروانش تحت تاثیر ترکیبا  هورمونی مختلفزایی و وزن تجزیه واریانس درصد کالوس -2 جدول

Table 2- Analysis of variance of callus formation percentage and fresh weight of callus seedlings under the influence of different 

hormonal compounds 
Sources of change Degree of freedom Mean squares 

Callus formation percentage Callus fresh 

weigh 

hormonal compounds 11 1650.652** 0.351** 

Error 24 102.046 0.0001 

Coefficient of variation 

(percentage) 

- 14.22 4.2 

            %1 در سطح احتمال داریمعن **

**Significant at the 1% probability level  

   

 تکرار است. 3میانگین ارائه شده دارای حداقل . تر کالوس در ترکیبا  هورمونی مختلف زایی و وزنمیانگین درصد کالوس -3جدول 

Table 3- Average callus formation percentage and callus fresh weight in different hormone combinations. The average presented has 

at least 3 replicates. 

Plant hormones (mg/L) Callus formation 

percentage 
Callus fresh weight Callus tissue Callus color 

2,4-D BAP NAA 

- 0.5 0.5 abcd76.190 cd0.07823 Soft Milky 

- 1 0.5 abc80.950 c0.09510 Soft Milky 

- 0.5 1 ab85.173 ef0.04863 Soft Milky 

- 1 1 a95.236 a0.86600 Soft Milky 

- 3 3 a90.473 a0.66530 Soft Milky 

- - - cd61.903 f0.03777 Soft Milky 

1 1.5 - c9.523 f0.03810 Compact Brown 

0.5 1 - 71.42bcd de0.06520 Soft Milky 

1 0.5 - 95.23a a0.86230 Soft Milky 

1 1 - d57.14 0.0442ef Soft Milky 

1.5 1.5 - cd61.90 0.470ef Soft Milky 

  .است درصد 1 احتمال سطحدر  داریمعناختلا   دهندهنشانحرو  مختلف  
Different letters indicate significant differences at the 1% probability level. 

 

 

 ب الف
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 1 و NAA لیتر در گرممیلی 5/0 شامل 2   تیمارBAP 2 لیتر بر گرممیلی 5/0 و NAA لیتر در گرممیلی 5/0 شامل 1 تیمار حاوی زایی  کالوس1 -5شکل 

 1 و NAA لیتر در گرممیلی 1 شامل 4   تیمارBAP ،4 لیتر در گرممیلی 5/0 و NAA لیتر در گرممیلی 1 شامل 3   تیمارBAP ،3 لیتر در گرممیلی

 7  تیمار 7هورمون،  بدون MS کشت محیط 6   تیمارBAP ،6 لیتر در گرممیلی 3 و NAA لیتر در گرممیلی 3 شامل 5   تیمارBAP ،5 لیتر در گرممیلی

شامل  9 تیمار D ،9-2.4گرم در لیتر میلی 5/0و  BAPگرم در لیتر لیمی 1شامل  8 تیمار D ،8-2.4گرم در لیتر میلی 1و  BAPگرم در لیتر میلی 5/1شامل 

 D-2.4گرم در لیتر میلی 1و  BAPگرم در لیتر میلی5/0

Figure 5- 1) Callus formation containing treatment 1 including 0.5 mg/L NAA and 0.5 mg/L BAP 2) Treatment 2 including 0.5 mg/L 

NAA and 1 mg/L BAP, 3) Treatment 3 including 1 mg/L NAA and 0.5 mg/L BAP, 4) Treatment 4 including 1 mg/L NAA and 1 mg/L 

BAP, 5) Treatment 5 including 3 mg/L NAA and 3 mg/L BAP, 6) Treatment 6 MS culture medium without hormones, 7) Treatment 7 

including 1.5 mg/L BAP and 1 mg/L 2.4-D, 8) Treatment 8 including 1 mg/L BAP and 0.5 mg/L 2.4-D, 9) Treatment 9 including 0.5 
mg/L BAP and 1 mg/L 2.4-D 

 

  ییزاک بر کالوسبیآسکور دیاس یرتأث

 ندنشان داد  4جدول نتایج حاصل از تجزیه واریانس  

داری با سکوربیک اختلا  معنیآدیاسهای مختلف غلظت

بدون محیط کشت های کشت شده در ریزنمونههم دارند. 

در  گرمیلیم 50 محیط کشت دارایو سکوربیک آ دیاس

طور همزمان شروع به به بایتقرسکوربیک آ دیاس لیتر

 نیکردند و حدود دو هفته پس از کشت اول ییزاکالوس

 یهاا کالوسمّ. اشدها مشاهده کالوس در آن لیآثار تشک

شدن کردند و  یااز چند روز شروع به قهوه پسحاصل 

های نمونه ریزبودند.  یاندازه و حجم کم یدارا نیهمچن

 دیاس تریل در گرمیلیم 150و  100 ماریتکشت شده در 

کردند  ییزاهمزمان شروع به کالوس با  یتقر زینسکوربیک آ

 یرتاندازه و حجم بزرگ یحاصل دارا یهاو کالوس

درصد  نی. بایتر 6شکل   نشدند یابودند و قهوه

 تریدر ل گرمیلیم 150 ماریمتعلق به ت  190/86  ییزاکالوس

 کالوس لیدرصد تشک نیکمترو  کیآسکورب دیاس

 وزن تر نی. بایترشدمشاهده تیمار شاهد هم در   439/50 

 کیآسکورب دیاس تریل در گرمیلیم 150 ماریدر ت کالوس

ای  قهوهرنگ  رییتغ نیکه کمتر شدشاهده م  0872/0 

و  تریل در گرمیلیم 50 ماریدر تهمچنین را داشت. شدن  

 مشاهده شدها شدن کالوس یاقهوه زانیم نیشتریشاهد ب

  .5ل جدو 

1 2 3 

4 5 6 

7 8 9 
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مختلف  هایغلظتدر  زاییکالوس واریانس تجزیهجدول  -4 جدول

 آسکوربیک دیاس

Table 4 - Analysis of variance of callus formation at different 

concentrations of ascorbic acid 
Sources of change Degree of freedom Mean squares 

ascorbic acid 3 0.0309** 

Error 8 0.004 

Coefficient of 

variation (percentage) 
- 12.22 

  %1 احتمال سطح در یداریمعن** 

**Significant at the 1% probability level 

 
تر کالوس در و وزن  ییزادرصد کالوس نیانگیم -5 جدول

حداقل  میانگین ارائه شده دارای. کیآسکورب دیاسمختلف  یهاغلظت

 تکرار است. 3
Table 5- Average callus formation percentage and callus fresh 

weight at different concentrations of ascorbic acid. The 

average presented has at least 3 replicates. 
Ascorbic acid 

concentration 

Callus 

formation 

percentage 

Callus 

fresh 

weight 

Type of 

texture 

Callus 

color 

0 d50.439 d0.0159 Soft brown 

50 c61.783 c0.0287 Soft brown 

100 b75.513 b0.0456 Soft Milky 

150 a86.190 a0.0872 Soft Milky 

درصد  1دار در سطح احتمال دهنده اختلا  معنیحرو  مختلف نشان 

 است.

Different letters indicate significant differences at the 1% probability 
level. 

 
 ییزاو عصاره مخمر بر کالوس نیملاتون ریتأث

 نیب ند  نشان داد6جدول   انسیوار هیحاصل از تجز جینتا

 از نظر نیعصاره مخمر و ملاتون های مختلفغلظت

وجود  یداریاختلا  معن کالوستر و وزن  ییزاکالوس

  نشان داد 8جدول   نیانگیم سهیحاصل از مقا جی. نتادارد

درصد  مربوط به  100  ییزادرصد کالوس نیشتریکه ب

 نیهمچن .مختلف و شاهد است یهالظتعصاره مخمر در غ

گرم  مربوط به عصاره  633/0  تر کالوسوزن  نیشتریب

همچنین کمترین  بود تریدر ل گرمیلیم150مخمر با غلظت 

  مربوط به ملاتونین در غلظت 16/66زایی درصد کالوس

  038/0یتر و کمترین وزن تر کالوس گرم در لمیلی150

 گرم در لیتر استمیلی 150مربوط به ملاتونین در غلظت 

  .7 شکل 

 
 

 

 
 زنمونهیر چپ ،  شاهد شده کالوس یاقهوه یهازنمونهیر -6 شکل

 . راست آسکوربیک  دیاسگرم در لیتر میلی 150غلظت  کالوس سالم
Figure 6- Browned explants of control callus (left), healthy 

explant of callus with a concentration of 150 mg/L of 

ascorbic acid (right) 
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 150، غلظت  ماریبا اعمال ت، BAPگرم در لیتر میلی 1همراه با  NAAگرم در لیتر میلی 1حاوی  MSکشت  طیدر مح ییزاکالوس -7شکل 

  ج  و شاهد  ب و مخمر  الف نیملاتون

Figure 7- Callus formation in MS culture medium containing 1 mg/L NAA with 1 mg/L BAP, with treatment, concentration of 150 

melatonin (a) and yeast (b) and control (c) 
 

 نیمخمر و ملاتون عصاره مختلف هایغلظت رینش تحت تأثتر کالوس پرواو وزن  ییزادرصد کالوس انسیوار هیتجز -6 جدول
Table 6- Analysis of variance of callus formation percentage and fresh weight of callus of Provence under the 

influence of different concentrations of yeast extract and melatonin 

Sources of change 
Degree of 

freedom 

Mean squares 

Callus fresh weight 

Callus 

formation 

percentage 

yeast extract and melatonin 6 **0.133 2807.540** 

Error 14 0.003 90.702 

Coefficient of variation 

(percentage) 
 59.08 37.73 

 1در سطح احتمال  یداری** معن
**Significant at the 1% probability level 

 

 
 3حداقل  یارائه شده دارا نیانگیم. نیعصاره مخمر و ملاتون های مختلفغلظت ریترکالوس تحت تأثو وزن  ییزادرصد کالوس نیانگیم -8شکل 

 تکرار است.

Figure 8- Average callus formation percentage and callus weight under the influence of different concentrations of yeast extract and 

melatonin. The average presented has at least 3 replicates. 
  

 ج ب الف
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 بحث

 ندضدعفونی بذر گیاه پروانش نشان داد هایبررسی روش

بهترین تیمار ضدعفونی با توجه به بیشترین درصد ریزنمونه 

 یقارچ کتریایی وبا یدرصد آلودگ نیزنده و کمتر

 5/2 میسد تیپوکلریه یضدعفون ماریبذر با ت زنمونهیر

شده با  یبذر ضدعفون یهازنمونهیدر ر .درصد است

 5/1و  5/2 هایدرصد نسبت به غلظت 5 میسد تیپوکلریه

را نشان  ینیئپا یمانزنده یکمتر ول یآلودگ زانیدرصد م

 یمونهور با یکشت با ترک طیمح نیترمناسب یداد. بررس

 ییزادرصد کالوس نیشتریمختلف نشان داد که با توجه به ب

 ییزاکالوس یبرا طیمح نیبهتر تر کالوسوزن نیشتریو ب

 تریبر ل گرمیلیم 1 یحاو MS طیمح ی برگ،هازنمونهیر

NAA  تریبر ل گرمیلیم 1و BAP  هایپژوهشاست. البته 

 اهیگ ییزامناسب کالوس طیمح یبررس جهت یادیز

  2011 ، پژوهش کیدر  انش صور  گرفته است.پرو

Singh et al.  تریدر ل گرمیلیم 1نشان دادند استفاده از 

BAP  تریدر ل گرمیلیم 1و NAA کشت  طیدر محMS 

 10  پس از %99کالوس   یپاسخ القا نیبایتر جادیا سبب

به  جینتا نیا. شودیم لیپوکوتیه یهازنمونهیروز در ر

 یهابیو ترک هاتغلظ تیدهنده اهموضوح نشان

 شیکالوس و افزا یرشد در القا یهاکنندهمیتنظ

 ریینشان دادند تغ یبعدهای پژوهش. تندهس یادیزازدیر

قابل  را یتأث تواندیم نینیتوکیو س نیاکس بیغلظت و ترک

داشته  دهایآلکالوئ وسنتزیوزن خشک و ب یبر رو یتوجه

 3 یهاغلظت توسط .Rahman et al  2019  باشد.

به  NAA تریدر ل گرمیلیم 3و  BAP تریدر ل گرمیلیم

 نی. اافتندیوزن خشک در کالوس پروانش دست  نیشتریب

و  هابیترک میاست که تنظ نیدهنده اموضوع نشان

 دیتول و اهیرشد گ یهایژگیبه بهبود و تواندیها مغلظت

  2010  گر،ید پژوهشکمک کند. در  دیمف با یترک

Kalidass et al. و  نیمختلف اکس با یترکاثر  یبه بررس

از رشد کالوس پرداختند.  نیستیکرنیو دیدر تول نینیتوکیس

 5/0 و NAA کرومویریم 1 بیها نشان داد ترکآن جینتا

را به همراه  نیستیکرنیو دیتول نیترشیب BAP کرومویریم

که نه تنها غلظت، بلکه نوع  دهدیم ننکته نشا نیداشت. ا

 دیتول یسازنهیدر به زین نینیتوکیو س نیاکس با یترک

 Udhaya 2012  مهم است. هیثانو یهاتیمتابول

Arivalagan et al.  یهاکنندهمیلظت تنظنوع و غ ریتأث زین 

کردند و نشان  یکاتوک را بررس اهیگ ییزارشد بر کالوس

و  NAAاز  یخاص بیبا ترک MSکشت  طیدادند که مح

kin تیبه اهم نتایج نی. اشودیم ییبای ییزاکالوس سبب 

کشت  ندیموجود در آن در فرآ با یکشت و ترک طیمح

-AlQaseer & Al  (2023)ت،ی. در نهاکندیم دیتأک بافت

Rekaby  رشد  یهاپاسخ پروانش به محرک یبررسبا

از  گرمیلیم 1با  MS طیکردند که در مح انیب یخارج

NAA  وkinنیمشاهده شد. ا یشیرشد رو نی، بهتر 

 یهاکنندهمیتنظ تیبه وضوح نشان دهنده اهمها پژوهش

 اهیدر گ هیثانو یهاتیلمتابو دیدر بهبود رشد و تول یاهیگ

  است. یطور کلپروانش و کشت بافت به

 دیاسمختلف  یهادر غظت ییزاحاصل از کالوس جینتا

 ،ییزادرصد کالوس نیبایترنیز نشان داد که  کیآسکور

و  کیآسکورب دیاس تریل در گرمیلیم 150 ماریمتعلق به ت

همچنین  بود. تریل در گرمیلیم 100 ماریپس از آن ت

بودند و  یاندازه و حجم بزرگتر یحاصل دارا یهاالوسک

ثیر مثبت و أآسکوربیک ت دیاس . به طورکلینشدند یاقهوه

گرم در میلی150ها داشت و مقدار معناداری بر رشد کالوس

هایی با اندازه بزرگتر و بدون لیتر آن سبب شد تا کالوس

و  نینملاتو ماریتحت ت زاییکالوس تغییر رنگ داشته باشیم.

 نیشتریقرار گرفت که ب یمورد بررس نیز عصاره مخمر

تر کالوس در غلظت وزن نیشتریو ب ییزادرصد کالوس

با توجه به د. عصاره مخمر مشاهده ش تریبر ل گرمیلیم150

 علتنتایج به دست آمده نشان داده شد عصاره مخمر به 

های گیاهی سبب افزایش های هورمونافزایش فعالیت

زایی گیاه یی شده و ملاتونین سبب کاهش کالوسزاکالوس
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 ها دارد. عمل بازدارنده بر رشد کالوسزیرا هرچه میزان غلظت ملاتونین افزایش پیدا کند  ،شودمی
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