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  1چكيده
هاست كه در مبحـث پزشـكي و سـلامتي           دانت مدت اكسي  اي آنتي  عنوان ماده  استفاده از زردچوبه به   

هـاي   اي شـدن بافـت   قهـوه . كنون در كشت بافت از آن استفاده نشده اسـت     باشد، اما تا    انسان مطرح مي  
 باعـث گيـرد كـه      اكسيداز صورت مـي    فنل وسيله آنزيم پلي   ه ديدن بافت و ب    گياهي اغلب به دنبال صدمه    

ها را در    اي شدن آن   در اكثر موارد براي كاهش قهوه     . گردد هاي گياهي مي   ايجاد ضايعات بيشتر در بافت    
ديتيـو   تيـل  آسـكوربيك، سـديم دي      اين مواد شامل اسـيد     .نمايند  ها كشت مي   اكسيدان محيط حاوي آنتي  

در اين آزمايش امكان اسـتفاده از زردچوبـه         . باشد ونيل پيروليدون، زغال فعال و غيره مي       كاربامات، پلي 
اكـسيداني    براي اين منظور از سـه مـاده آنتـي     .اكسيدان مورد بررسي قرار گرفت     نتيجاي ساير مواد آ   ه  ب

اي رنـگ نـارون چينـي        وهآسكوربيك در محيط كـشت داراي كـالوس قه ـ         چوبه، زغال فعال، اسيد   زرد
.Ulmus parvifolia Jasq  متـري    ميلـي 5-3هـاي مـادري كـه بـه ابعـاد       كـالوس .  اسـتفاده گرديـد

 درصد آگـار    8/0 درصد شيره نارگيل و      25 جامد، حاوي    MSدر محيط كشت    بندي شده بودند     تقسيم
آسكوربيك، هر كـدام     ل فعال، زردچوبه و اسيد    هاي زغا  اكسيدانت آنتيتيمارها شامل   . واكشت گرديدند 

هـا نـشان داد      آناليز داده .  تيمار را شامل گرديد    9مجموع  در  درصد بود كه     1 و   5/0 ،1/0در سه غلظت    
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چوبه با غلظت  تيمار زرد درصد و1آسكوربيك با غلظت  د كالوس در تيمار حاوي اسيديش رشكه افزا
ها در تيمارهاي زغـال      كه شدت رشد كالوس     در حالي  ،داري بيشترين مقدار بود    طور معني  ه درصد ب  1/0

 درصد نسبت به تيمارهـاي      5 درصد در سطح     5/0 درصد و زردچوبه با غلظت       1 و   5/0فعال با غلظت    
ها  ها داشته و بين آن     اين سه تيمار بيشترين اثر را بر رشد كالوس        . داري نشان داد    كاهش معني  ،ذكر شده 

  .داري مشاهده نگرديد از اين لحاظ اختلاف معني
  

  اكسيدان، كشت بافت، زردچوبه، نارون چيني  آنتي:هاي كليدي واژه
  

  مقدمه
هـاي ايـران    اهميـت در جنگـل  هاي حائز   يكي از گونه.Ulmus parvifolia Jasqنارون چيني 

به . هاي قارچي در معرض خطر انقراض است       دليل ابتلا به بيماري    اين گونه در حال حاضر به     . باشد مي
هاي كشت بافـت بـراي تـشخيص و كنتـرل ايـن بيمـاري اسـتفاده                هاي نوين و تكنيك      از روش  تازگي

زايـي،   باشـد، البتـه كـالوس      ميها كشت كالوس     روشيكي از اين    ). 2007ممقاني و مشايخي،    (شود   مي
اي  ها قهـوه   ترين آن  ل و مشكلات مختلفي همراه است كه يكي از مهم         يتكثير و نگهداري كالوس با مسا     

در مقايـسه بـا     . نمايـد  باشد كه از رشد نمونه مورد كشت به مقدار زياد جلوگيري مـي             شدن كالوس مي  
  ).2004باقري و همكاران، (شود  ده مياي شدن در گياهان چوبي بيشتر دي گياهان علفي اين قهوه

گردد و عموماً نتيجه آن نيـز        ها ايجاد مي   هاي گياهي اغلب به دنبال صدمه ديدن آن        اي شدن بافت   قهوه
 ـ       كلي قهوه طور  به. باشد از بين رفتن نمونه مورد كشت مي       وسـيله آنـزيم پلـي فنـل         هاي شـدن در گياهـان ب

هـاي    در پلاسـت   كـه ). 1984ن و دوك،    ؛ و 1990يمسون،  ماركس و س  (گيرد   صورت مي ) PPO(اكسيداز  
شـود و    هاي گياهي ذخيره مي    هاي سلول  پيش ماده فنولي اين آنزيم در واكوئل      . هاي گياهي قرار دارد    سلول
نماينـد، در    اي شـدن جلـوگيري مـي       هـا از واكـنش قهـوه       وسيله حضور جداگانه اين مواد در واكوئل       بدين

اي  گردنـد و قهـوه     ماده آن با هـم مخلـوط مـي          گياهي اين آنزيم و پيش     هاي صورت ورود آسيب به سلول    
هـاي گيـاهي نيـز       اي شدن بافت    از ميزان قهوه   ،اگر ميزان اين آنزيم كاهش يابد     . دهد شدن در بافت رخ مي    

آسـكوربيك،   هايي مانند اسـيد    اكسيدانت توان از آنتي   اي مي  جهت جلوگيري از چنين پديده    . شود كاسته مي 
  ).2002نگ و همكاران، وآه( مركاپتواتانول استفاده نمود  وتيوتريتول  دي4 و 1يتريك، س اسيد

اي   در محـيط كـشت، قهـوه       قرارگيري روز   3-5هاي گياهي اغلب بعد از       هاي بعضي از گونه    ريزنمونه
 اي شـدن   قهوه. رود شوند و هنگام بروز چنين حالتي اغلب رشد متوقف و بافت گياهي از بين مي               رنگ مي 
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. هـا باشـند   شود كه حاوي مقدار زيادي تانن يا ديگر هيدروكـسي فنـول     هايي ديده مي   بافت بيشتر در گونه   
در كـشت پروتوپلاسـت     . گيرند هاي پير در معرض اين عارضه قرار مي        هاي جوان كمتر از بافت     البته بافت 
پـور و امينـي،      احـسان (نمو و تكثير پروتوپلاسـت اسـت         اي شدن مشكل اصلي بازدارنده رشد و       نيز قهوه 

غير از عوامل آنزيمي، عوامل ديگري چون فاسد بـودن آگـار مـورد اسـتفاده، اتـوكلاو نادرسـت،                    ). 2001
هـاي   هـا در محـيط   اي شدن نمونه شدت قليايي يا اسيدي بودن محيط كشت نيز ممكن است باعث قهوه          هب

 و موقعيـت بافـت در گيـاه نيـز         سـازي نمونـه     جدافصل  ). 2001پور و اميني،     احسان(كشت بافت گردند    
هاي بـالايي   هاي حاصل از بخش   در ريزنمونه ). 2004باقري و همكاران،    (تأثير نيست    روي اين پديده بي   بر

، تراوش فنلـي شـديدتر   Eucalyptus tereticornis ه سال10 تا 8تر درختان  هاي پايين نسبت به بخش
  ).1990سان و هال، (متر است و ميزان ايجاد ساقه ك

روي گياه زيتون نشان دادنـد كـه كـاهش غلظـت            در بررسي خود بر   ) 2005( همكاران   فريز و  يانيك
  .گردد ها مي اي شدن ريزنمونه عناصر غذايي در محيط كشت منجر به كاهش ميزان قهوه

هـاي زيـر     هاي گياهي و جلوگيري از اثرات نـامطلوب آن از روش           اي شدن بافت   براي كاهش قهوه  
  :ردتوان استفاده ك مي
  .)2004باقري و همكاران، (ترين روش  عنوان متداول ه واكشت مكرر ب.1
وسيله كاغذ آلومينيومي قاعـده لولـه آزمـايش را           هتوان ب   مي .يابد اي شدن توسط نور افزايش مي       قهوه .2

در تاريكي يـا نـور كـم        مدت چند هفته     بهو يا گياه را قبل از برش        ) 2001پور و اميني،     احسان(پوشاند  
 در تاريكي، Quercus robur و Acer platanoidesطور مثال نگهداري گياهان   به.گهداري نمودن

  ).1990 ماركس و سيمسون،(اي كاهش داد  را در شرايط كشت درون شيشهاي شدن بافت  قهوه
بـا  هـا را هنگـام بـرش در تمـاس            نمونـه اي شدن ريز    ها، غالباً براي كاهش قهوه     اكسيدان  استفاده از آنتي   .3

هـا اسـت     دانـاكسي يـترين آنت رـ يكي از مؤث   )PVP (1يل پيروليدون ـپلي ون . دـدهن ها قرار مي   اكسيدان آنتي
، )Abies balsamea(ه نراد ـهاي ساق ونهـرش ريزنمـاده در طي بـاز اين م). 2004باقري و همكاران، (

) 1988ولا، ـهوتــ) (Pinus sylvestris(اي  رهـو كــاج نقــ) 1981بونكــا، ) (Picea glauca(آ  پيــسه
قبـل از   )Phoenix dactylifera(هـاي نخـل خرمـا     ن بافـت ـور ساخت ـ هـغوط ـ. ده اسـت ـفاده شـاست
بـل از بـرش   ق) Eucalyptus ficifolia(و اوكـاليپتوس  ) 1983 تيـسرات،  زيـد و (عفوني سـطحي  ضد

                                                 
1- Poly Venil Pirolidon 
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اي شـدن بافـت را       قهوهمدت چند ساعت     اكسيدان به  در محلول آنتي  ) 2004باقري و همكاران،    (نمونه  ريز
هـايي نظيـر اسـيد       اكـسيدان  توان بـه محـيط كـشت، آنتـي         اي شدن مي    براي جلوگيري از قهوه   . كاهش داد 

تيوتريتـول، گلوتـاتيون و مركاپتواتـانول را          دي -4و1آسكوربيك، اسيد سيتريك، سيستئين، هيدروكلرايـد،       
اسـتفاده  ) 22/0با منافذ (ن مواد از فيلتراسيون    بهتر است براي استريل اي    ). 2001پور و اميني،     احسان(افزود  

يابـد، حفـظ گـردد     رود يا كاهش مي ها كه در اثر اتوكلاو كردن از بين مي     اكسيداني آن  شود تا خواص آنتي   
اسـيد آسـكوربيك در محـيط كـشت بـسيار ناپايـدار اسـت امـا برخـي از                    ). 2001پور و امينـي،      احسان(

  ).1990المور و همكاران، (دهند  خوبي انجام مي اكسيداني را به  آنتيهاي تجزيه شده آن نيز نقش فرآورده
هـاي   ونهـنم ـزـداري ري هـ، نگ )2004ري و همكاران،    ـباق(رش  ـس از ب  ـمونه در آب پ   ـندن ريز ـسانـ خي .4
صـورت   بـه ) Castanea sativa(بلـوط   و شاه) Picea glauca(آ   پيسه،)Abies balsamea(راد ـن

 درجـه   4 و اسـتفاده از تيمـار سـرمادهي در        ) 1983تـز و همكـاران،      يوي(عمل برش   ور در آب طي      غوطه
  ).2001پور و اميني،  احسان( ساعت 48-24مدت  گراد به سانتي

  ، آرژنين و آسپارژين به محيط كشت افزودن اسيد آمينه گلوتامين.5
پـور و    احـسان (كنـد    يتـر م ـ    استفاده از محيط كشت مايع كه تركيبات فنلي و توليدات سمي را رقيق             .6

  ). 2001اميني، 
  وگيري از زخمي شدن زياد ريزنمونه جل.7
 كه سنتز مواد    2 و ايندول استيك اسيد    1هاي رشد در محيط كشت مثل توفوردي       كننده  استفاده از تنظيم   .8

  ).2001پور و اميني،  احسان(اندازند  فنلي را به تأخير مي
بـات و   (عنوان يك تكنيك جديد در كشت بافت         ط پارافين به  ها توس   پوشاندن انتهاي برش ريزنمونه    .9

  ).2004دار، 
زخمي شدن باعث ناپايداري غشاها شـده كـه منجـر بـه             . اي شدن تنها اثر زخمي شدن نيست       قهوه

 حذف ديواره سـلولي     ،عنوان مثال  به). 1990المور و همكاران،    (گردد   تراوش سريع پتاسيم از سلول مي     
به تراوش پتاسيم منجر شـد  ) Acer pseudoplatanus(ست در گياه افرا طي عمل تشكيل پروتوپلا

رض ـها در مع   تـواند با قرار گرفتن باف    ـت خسارت غشاي زخمي شده مي    ). 1983كورنل و همكاران،    (
هاي مختلف   صورت ها را به   ها متابوليسم آن   اي شدن بافت   قهوه). 1982آلتمن،  (ها كاهش يابد     آمين ليـپ

                                                 
1- 2,4-D 
2  - IAA 
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اي   شروع قهـوه )Pinus sylverstris(اي  هاي كالوس كاج نقره  مثلاً در كشت.دهد رار ميتأثير ق تحت
اي شـدن شـديدتر      كه قهوه   در اين بررسي پس از آن      .شدن با افزايش سنتز پروتئين و نشاسته همراه بود        

. )1990لينـدفورس و همكـاران،   (ها شروع گرديـد     سنتز پروتئين كاهش يافته و تخريب بافت        و گرديد
هاي سمي فنلي موجب جراحت شده و در نتيجه باعث  تراوش. كاتاليزور استها اتو  اي شدن بافت   قهوه

هـا   براي جلـوگيري از ايـن تـراوش   . گردد اي شدن مي شود كه منجر به افزايش قهوه افزايش تراوش مي  
هـاي رشـد     از اثرات منفي كاربرد زغال فعال جـذب هورمـون         . اضافه كرد زغال فعال   توان به محيط     مي
چنين زغـال فعـال       هم .)1979وترهد و همكاران،    (شود   باشد كه از اين طريق مانع تأثير اين مواد مي          مي

  ).1999؛ پن و استادن، 1985مانتيوس و بن، (دهد   محيط را كاهش ميpHپس از اتوكلاو 
فاع  گياهي است چند ساله با ارتZingiberaceae از خانواده .Curcuma longa L زرد چوبه

طـور   هنـد بـه     در كشورهاي چين و     و گرمسيري انتشار دارد   نيمه  متر كه بيشتر در مناطق گرمسيري و       1
هاي آن به شكل مستطيل و گاهي گلابـي شـكل، بـا انـشعابات كوتـاه       ريزوم. شود اي كشت مي  گسترده

پـودر آن بـه     . دگيـر  مورد استفاده قرار مـي    صورت پودر     دهنده اغلب به   عنوان طعم   هزردچوبه ب . باشد مي
turmeric    در هند براي درمان سرفه، ديابت، هپاتيت، روماتيسم        ). 1980گوينداراجان،  ( معروف است

 .كوركومين كه از ريشه زردچوبـه اسـتخراج شـد         ). 1992آمون و همكاران،    (رود   كار مي  و سينوزيت به  
ن و تـورم در نـواحي       باشد و در طب سنتي از آن براي درمان رگ به رگ شـد              مسئول رنگ زرد آن مي    

چنـين در   عنوان درمان درد شكم و هـم       در چين از آن به    ). 1991آمون و وال،    (رود   كار مي  ديده به  آسيب
اثرات ضـدباكتري،  اين ماده داراي   ). 2001آرجو و ليون،    ( شده است  تشريفات مذهبي از آن استفاده مي     

 آن كه توسط راگلي و ويتينگ كشف        تركيب اصلي . باشد اكسيداني و غيره مي    ويروس، خواص آنتي  ضد
روگلـي و ويتينـگ،     (باشـد    گرديد كوركومين است و مسئول بيشتر اعمال فيزيولوژيـك زردچوبـه مـي            

اي   قهـوه  -صورت نمك قرمز   شود و به   گراد ذوب مي    درجه سانتي  176-177اين ماده در دماي     ). 1973
. باشـد  محلول مـي  نـا م قابل حل و در آب       كوركومين در اتانول، كتون اسيد استيك و كلروفر       . آيد در مي 

ها نشان داد كه اگـر       بررسي. شود هاي آريل در آن جايگزين مي      زنجيره اصلي آن آليفاتيك است و گروه      
خـاطر   گـردد كـه شـايد بـه        گونـه التهـابي مـشاهده نمـي        ديده تزريق گـردد هـيچ      دارو در محل صدمه   

اي كه توسط اتـانول از       چنين گزارش شده كه عصاره     هم. هاي التهاب در كوركومينوئيدها باشد     بازدارنده
آرجو (نمايد  هاي عامل التهاب جلوگيري مي اي پارازيت شود از رشد درون شيشه   زردچوبه استخراج مي  

، ولزايگنـر و اسـك  (گـردد   همچنين كوركومين مانع رونويسي پروتئين عامـل ايـدز مـي     ). 2001و ليون،   
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چانگ (باشد  مي) در بدن موش(التهاب كبد ول خون و ضدديگر موجب كاهش كلستراز طرف ). 1999
موتاسيون و جهش شناسـايي  اي ضد عنوان ماده باشد كه زردچوبه به لازم به ذكر مي   ). 2000و همكاران،   

داراي خاصيت بيولوژيك ضـدويروس ايـدز،       ( 1توان به كوركومين   از مشتقات زردچوبه مي   . شده است 
 3، متيـل كوركـومين    )بـراي رفـع مارگزيـدگي      (2تـورمرن  ، آر )دانتاكـسي  تومور و آنتي   باكتري، آنتي ضد

) اكسيدانت آنتي (5متوكسي كوركوما  بيس دي ،  )اكسيدانت  آنتي (4، دي متوكسي كوركومين   )باكتريال آنتي(
  ).2000تزيني و اسپروني، راسكا(اشاره نمود ) التهابضد (6و سديم كورمينات

. مشتقات آن مطالعـه كردنـد      اكسيداني كوركومين و   روي خواص آنتي  ) 1995(كريشنان و رآوو     آني
كوركـومين بـا    . كننـد  مول، از اكـسيداسيون هموگلـوبين جلـوگيري مـي           ميلي 08/0اين مواد در غلظت     

هايي نظير سوپراكسيد دسموتاز، كاتالاز و گلوتـاتيون پراكـسيداز           اكسيداني آنزيم  نگهداشتن فعاليت آنتي  
 از طرفي اين مـاده قـادر بـه از بـين بـردن      .يون ليپيدها را كاهش دهد    تواند پراكسيداس  در سطح بالا، مي   

ده گرفت  توان نادي  ها را در شروع اكسيداسيون ليپيدها نمي       هاي آزاد اكسيژن بوده كه اهميت آن       راديكال
  ).1992پولاردي و لاكش، (

  
  ها روش اد ومو

چوبـه، از   آسكوربيك و زرد   ي زغال فعال، اسيد   اكسيدان در اين آزمايش جهت بررسي خاصيت آنتي      
،  بودنده ماه5 حدود كه ).Ulmus parvifolia Jasq(اي رنگ و تيره نارون چيني  هاي قهوه كالوس

هاي درخـت نـارون، در محـيط كـشت      هاي گرفته شده از شاخه نمونهها از ريز    اين كالوس  .استفاده شد 
هـا در دمـاي    كـالوس . ده بودنـد دست آم ـ  هگرم در ليتر توفوردي ب      ميلي 5/0 حاوي   7موراشي و اسكوگ  

لوس كـا ). 1992آمـون و همكـاران،      ( ساعت روشنايي نگهداري شـدند       16با  گراد    درجه سانتي  2±25
حـاوي  كـه صـرفاً   بندي شدند و سپس در محـيط كـشت جامـد،      متري تقسيم   ميلي 5-3مادري به ابعاد    

مارها شامل تيمـار    تي. دند درصد آگار واكشت گردي    8/0 درصد شيره نارگيل و      MS  ،25هاي پايه    نمك
  .درصد بودند 1 و 5/0 ،1/0چوبه و اسيد آسكوربيك هر كدام در سه غلظت زغال فعال، زرد

                                                 
1- Curcumin 
2- Ar-Turmerone 
3- Methyl Curcumin 
4- Dimethoxy Curcumin 
5- Bisdemethoxy Curcuma 
6- Sodium Curcuminat 
7- Murashii and Skoog 
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pH        5/5 نرمال، قبـل از اتـوكلاو روي   1 نرمال و اسيد كلريدريك     2/0 محيط كشت با استفاده از سود 
ط كـشت و يـك قـسمت از         ليتـر محـي     ميلـي  10كارتي مقدار    در اين آزمايش در هر ظرف مك      . تنظيم شد 

  .واحد آزمايشي در نظر گرفته شد 36 تكرار و در نهايت 4هر تيمار براي . كالوس مادري قرار داده شد
، قبل از اتوكلاو به محيط كشت       1هاي ذكر شده در جدول شماره        چوبه در غلظت  زغال فعال و زرد   

 محـيط    بالا، بعد از اتوكلاو كـردن      مايدليل عدم پايداري آن به د       ولي اسيد آسكوربيك به    ،اضافه گرديد 
گراد رسيد توسط استريليزاسيون فيلتري، به        درجه سانتي  50كه دماي محيط به      كشت، زير هود و زماني    
مـدت    اتمسفر به  3/1گراد با فشار      درجه سانتي  121هاي كشت در دماي      محيط. محيط كشت اضافه شد   

د استريل و با استفاده از مواد و وسـايل اسـتريل            تمام مراحل كشت زير هو    .  دقيقه اتوكلاو گرديدند   15
ايـن  . از كـشت مـشخص گرديـد      كارتي پـس     وزن مربوط به كالوس درون هر شيشه مك       . انجام گرديد 

بار انجـام    هاي مشابه و جداگانه، دو     صورت آزمايش  ههاي نارون در آزمايشگاه، ب     روي كالوس بررسي بر 
  .دست آمد هشد و مشاهدات مشابهي ب

.  داده شدندو در تاريكي قرارگراد  درجه سانتي 25±2 ماه در اتاق رشد با دماي     2مدت    به ها كالوس
دست آمد، كـه بـا محاسـبه اخـتلاف وزن            هها را وزن كرده و وزن ثانويه ب        لوسپس از طي اين مدت كا     

اخـتلاف  هاي حاصل از     داده. ثانويه از وزن اوليه ميزان افزايش وزن كالوس در هر تيمار محاسبه گرديد            
افـزار   ها در طرح كاملاً تصادفي با استفاده از نرم         داده.  ثبت گرديد  EXCELافزار    نرم درها،   وزن كالوس 

SAS      ها با استفاده از روش دانكن در        در اين بررسي مقايسه ميانگين    . مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت
  ).1998سلطاني، ( انجام شد 05/0  احتمالسطح

  
  . كشت مورد استفاده در كشت كالوس تركيب محيط-1 جدول

  غلظت و تركيب محيط كشت  تيمار
   درصد زغال فعال1/0  1
   درصد زغال فعال5/0  2
   درصد زغال فعال1  3
  چوبه درصد زرد1/0  4
  چوبه درصد زرد5/0  5
  چوبه درصد زرد1  6
   درصد اسيد آسكوربيك1/0  7
   درصد اسيد آسكوربيك5/0  8
  ك درصد اسيد آسكوربي1  9
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  نتايج
 ).2جدول (دار است  ها، داراي اثر معني روي وزن كالوسا نشان داد كه كاربرد تيمارها بره آناليز داده

ها نيز نشان داد كه بالاترين ميزان افزايش وزن كالوس  دادهضريب تغييرات چنين مقايسه ميانگين  هم
 درصد 1/0ه با غلظت چوب درصد و زرد1د آسكوربيك با غلظت مربوط به تيمارهاي حاوي اسي

 درصد، نسبت به تيمارهاي 5داري را در سطح  تيمارهاي ذكر شده اختلاف معني). 3جدول (باشد  مي
 نشان داده و نسبت به بقيه  درصد5/0چوبه با غلظت  درصد و زرد1 و 5/0فعال با غلظت زغال 
ا بر افزايش وزن كالوس داشته اين دو تيمار بيشترين اثر ر. باشد داري نمي ها داراي اختلاف معنيتيمار

 1/0رشد كالوس در محيط داراي زغال فعال با غلظت . داري مشاهده نگرديد و بين آنها اختلاف معني
  .ها وجود ندارد داري بين آن كمتر از دو تيمار مذكور بوده اگرچه اختلاف معني

 رشد در كالوس  با افزايش غلظت اسيد آسكوربيك در محيط كشت، افزايشنتايج نشان داد كه
 درصد به بيشترين حد خود رسيد، 1كه افزايش رشد كالوس در غلظت  طوري هب، گردد مشاهده مي

  ).3جدول  (شود داري بين سه سطح اسيد آسكوربيك ديده نمي اگرچه از نظر آماري اختلاف معني
  

  .هاي مختلف  نتايج تجزيه واريانس مربوط به مقدار كالوس توليدي در محيط-2جدول 
  ميانگين مربعات رشد كالوس  درجه آزادي  منابع تغيير
  319/393*  8  تيمار
  199/130  24  خطا

  
داري با غلظت   درصد از نظر افزايش رشد كالوس، اختلاف معني1/0چوبه در غلظت كاربرد زرد

جدول (دار ندارد   درصد اختلاف معني5درصد، در سطح آماري  1 هر چند كه با غلظت ، نشان داد5/0
 اكثر چنين  هم.كار رفته وجود ندارد هداري بين سه سطح ب در مورد زغال فعال نيز اختلاف معني). 3

 1 و 5/0 و كمترين ميزان افزايش وزن مربوط به تيمارهاي بودهتيمارها از نظر آماري در يك سطح 
  .)1جدول  (باشد  درصد زردچوبه مي5/0درصد زغال فعال و تيمار 
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  . مقايسه ميانگين رشد كالوس در تيمارهاي مختلف-3 جدول
  ضريب تغييرات  )گرم ميلي( ميانگين وزن كالوس توليدي هر تيمار  تيمار

  ab48   درصد زغال فعال1/0

  bc5/32   درصد زغال فعال5/0
  bc00/32   درصد زغال فعال1
 a75/52   درصد زردچوبه1/0
 c00/26   درصد زردچوبه5/0

 abc00/37  درصد زردچوبه 1

 abc00/37   درصد اسيد آسكوربيك1/0
 abc00/41   درصد اسيد آسكوربيك5/0

 a00/55   درصد اسيد آسكوربيك1

7/28  

CV 7/28   
  .باشد  درصد مي5  احتمالدار در سطح دهنده عدم اختلاف معني حروف مشترك نشان*
  

              
  ، درصد زردچوبه1/0 كالوس در محيط حاوي) الف. نجام شده است هفته ا4برداري بعد از   عكس-1 شكل
  . درصد زغال فعال1كالوس در محيط حاوي )  درصد زردچوبه، پ5/0كالوس در محيط حاوي ) ب

  .باشد هاي ب و پ مشخص مي تر بودن كالوس در محيط الف نسبت به محيط با مقايسه اين سه محيط، بزرگ
  

  بحث
ها در اين آزمايش به عمل آمد، در اثر كاربرد اسيد            ه نگهداري كالوس  هايي كه طي دور    طبق بررسي 

اكسيداني اسـيد آسـكوربيك      خاصيت آنتي . ها تا حدود زيادي مرتفع شد      آسكوربيك، رنگ تيره كالوس   
ها به اين ماده بسيار      العمل كالوس  ها و محيط كشت گرديد و عكس       موجب كاهش مواد فنلي در كالوس     

جهت استريل  . اين واكنش در غلظت بالاي اسيد آسكوربيك آشكارتر بود        . ها بود مارتر از ديگر تي     سريع
 زيـرا ايـن     ، آن در محيط كشت از روش فيلتراسيون استفاده گرديد          از  استفاده با هدف آسكوربيك   اسيد

  .دهد اكسيدانتي خود را از دست مي ماده در اثر دما خاصيت آنتي
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نگ آدر بررسي كه هو. بيشترين رشد كالوس را نشان داد   درصد   1تيمار اسيد اسكوربيك در غلظت      
يابـد    ثبات مي  10 برابر با    pH در   PPO، مشاهده شد كه فعاليت آنزيم       انجام دادند ) 2002(و همكاران   

ميـزان   له بـه أگردد كه با استفاده از اسيد آسكوربيك از بروز ايـن مـس            اي شدن مي   شدت باعث قهوه   و به 
 به ايـن    ،و با نتايج بررسي حاضر در مورد اسيد آسكوربيك مطابقت داشت          زيادي ممانعت به عمل آمد      

 55 درصد، بيشترين ميزان رشد كالوس يعنـي         1صورت كه در محيط داراي اسيد آسكوربيك با غلظت          
اي شـدن     از طرفي با كاربرد اين ماده در محيط كشت بلافاصله از شدت قهوه             .گرم مشاهده گرديد   ميلي

اكـسيدانتي   علت كم شدن قدرت آنتي     ها روشن گرديد كه البته بعد از مدتي به         وسكاسته شد و رنگ كال    
نيـز  ) 2004(ان  المور و همكار  ). 2002نگ و همكاران،    آهو(اسيد آسكوربيك اين فرايند متوقف گرديد       

اي شـدن در كـشت سـلول، بافـت و            قهوهاكـسيدانت و ضـد      اي آنتـي   عنوان ماده  هباز اسيد آسكوربيك    
  .ياهي استفاده نمودندهاي گ اندام

اثر مثبت زغال   . باشد  درصد رشد كالوس بيشتر مي     1/0لظت  ـال فعال با غ   ـمارهاي حاوي زغ  ـدر تي 
در جريـان تكثيـر   ) 1979(تيـسرات  . باشـد  دليل جذب مواد فنلي از محيط كشت مي        فعال روي رشد به   

 از زغـال فعـال، از طريـق     مشاهده كرد كه با استفاده)Phoenix dactylifera(اي خرما  درون شيشه
 كاهش رشد كالوس در غلظت بيشتر زغال فعال         .ط براي رشد مساعد گرديد    اي شدن، شراي   كاهش قهوه 

بر محصولات اكسيداسيوني فنلي باعث جـذب بعـضي از          ممكن است به اين دليل باشد كه زغال علاوه        
 منفي بـراي  اي  كه نكته گردد  ز مي باشند ني  هاي رشد كه براي رشد ضروري مي       كننده تركيبات مانند تنظيم  

هـاي تيـامين و اسـيد     چنـين زغـال فعـال، ويتـامين        هم). 1990ماركس و سيمسون،    (آيد   شمار مي  هآن ب 
 pHبا افزودن زغال به محيط كشت       ). 1979وترلند و همكاران،    (كند   نيكوتينيك، را از محيط حذف مي     

اي شدن آگار موجود در محـيط كـشت           ژله  باعث كم شدن قدرت    حيط بعد از اتوكلاو كاهش يافته و      م
  ).1985؛ پن و استادن، 1985مانتيوس و بن، (گردد  مي

 درصد، بيشترين بيشترين مقـدار رشـد كـالوس مـشاهده شـد              1/0در محيط حاوي زردچوبه با غلظت       
 داري با مقدار رشد كـالوس       تفاوت معني )  درصد 5در سطح احتمال    (كه از لحاظ آماري     ) گرم   ميلي 75/52(

اكـسيداني    اين نتيجه، فرضيه ما را در مورد اثـر آنتـي          . در محيط حاوي يك درصد اسيد آسكوربيك نداشت       
اسـيد   برابـر آن     10غلظـت   چوبه اثـري برابـر بـا        مقدار كمي از زرد   . لي اثبات نمود  روي مواد فن  زردچوبه بر 

. دهد  در اين ماده نشان مي     اكسيداني قوي را   له وجود موادي با قدرت آنتي     أاين مس . آسكوربيك آن نشان داد   
كه غلظت زردچوبه در محيط كشت افزايش يابد رشد كالوس كاهش يافته است كه البته از يـك                   در صورتي 

كند و احتمالاً كاهش در رشد كالوس مربوط به اثر فشار اسـمزي بـر جـذب مـواد                    روند خاص پيروي نمي   
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كرده، غلظت محيط كشت و بـه   خارجي عمل چوبه مانند يك مادهزيرا زرد. باشد غذايي از محيط كشت مي 
روي رشـد   در مورد اثـر فـشار اسـمزي بـر         ). 2001پور و اميني،     احسان. (برد  فشار اسمزي را بالا مي     تبع آن 

 انجام دادند MSهاي زيتون در محيط  روي ريزنمونهآزمايشي را بر ) 2005( و همكاران    فريز ريزنمونه، كياني 
هـا   اي شـدن در ريزنمونـه    قهوه،باشد مصرف مياوي يك دوم عناصر پرر محيطي كه حو متوجه شدند كه د    

هـا   چه غلظت نمـك طور عنوان نمودند كه هر  و علت آن را اين     يابد ها افزايش مي   كمتر ديده شده و رشد آن     
علت كاهش پتانسيل اسمزي محيط كشت، امكان جذب آب و مـواد غـذايي               در محيط كشت كمتر باشد، به     

سازد و از اين     ها را ممكن مي    س سلول آماجذب آب، حفظ حالت     . شود ها فراهم مي   ونهبيشتري براي ريزنم  
ها باعث توليد بيشتر تركيبات فنلي و در نتيجه   از طرفي غلظت بالاي نمك.كند ها كمك مي طريق به رشد آن

دن مواد مختلـف    علت دارا بو   چوبه نيز به  زرد). 2005فريز و همكاران،      كياني(گردد   اي شدن مي   افزايش قهوه 
 ،گردد هاي بالاتر باعث افزايش فشار اسمزي مي       ، در غلظت  )2001آرجو و ليون،    (هاي سديم    از جمله نمك  

چنـين از اثـر       و هم  دهد  مي كاهش   ها را  كه جذب مواد غذايي را دچار اشكال نموده و رشد كالوس           طوري هب
 درصـد زردچوبـه در      1د در محيط حاوي     افزايش رش . شود روي رشد كالوس كاسته مي    اكسيداني آن بر    آنتي

باشد كه تـا حـدودي اثـر        اكسيداني   دليل حضور مقدار بيشتر مواد آنتي       درصد، شايد به   5/0مقايسه با غلظت    
  .باشد دار نمي  البته بايد در نظر داشت كه اختلاف بين اين دو تيمار معني،فشار اسمزي را از بين برده است

ايـن  . باشـند  اكسيداني زردچوبه كوركومين و مشتقات آن مي       ت آنتي طور كه بيان شد علت خاصي      همان
). 2001آرجـو و ليـون،      (كننـد    مـي مول، هموگلوبين را از اكـسيداسيون حفـظ           ميلي 08/0مواد در غلظت    

هاي خود متوجه شدند كه اثر كوركومين ممانعت از پراكسيداز ليپيدها است             ردي و لاكش طي بررسي    پولا
هايي نظير سوپراكسيد دسموتاز، كاتالاز و گلوتاتيون پراكسيداز در سطح بـالا   ليت آنزيمدليل حفظ فعا كه به 
هـاي آزاد اكـسيژن در ممانعـت از          از طرفـي بـا حـذف راديكـال        ). 1992پـولاردي و لاكـش،      (باشـد    مي

چوبـه در  بيني نمود كه استفاده از زرد توان پيش  به همين دليل مي.نمايند اكسيداسيون نقش مهمي را ايفا مي   
گيـرد، باعـث     محيط كشت داراي مواد فنولي و يا محيطي كه در آن فعاليت اكسيداسيوني زياد صورت مي               

و باز به همين علت در اين بررسي باعث افزايش رشـد            ) 2001آرجو و ليون،    (گردد   كاهش اين فرايند مي   
  .اي رنگ گرديد هاي قهوه كالوس

اكسيدانت، براي اولين بار در محيط كشت بافـت،       نوان ماده آنتي  ع هبا توجه به استفاده از پودر زردچوبه ب       
هاي جديد براي استفاده از مواد طبيعـي جهـت كـاهش             تواند نقطه شروعي براي ايجاد انگيزه      اين تحقيق مي  

  .ها باشد مشكلات ناشي از فنله شدن كشت
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اي  عنـوان مـاده   ه بار بچوبه در غلظت مناسب، براي اولين      گفت كه استفاده از زرد     توان در نهايت مي  
باشد، براي رفـع مـشكل       اكسيدانتي نيز مي   تر، كه داراي خواص آنتي     تر و ارزان   با قابليت دسترسي آسان   

با تحقيقات بيشتر در زمينه چگونگي استفاده از ايـن    . اي شدن در كشت بافت سودمند واقع گرديد        قهوه
 براي پي بردن به اثرات جانبي اين ماده بر          هايي  يشماده، مقدار مناسب براي تأثير بيشتر آن و انجام آزما         

هـاي جديـدي در زمينـه اسـتفاده از مـواد             توان به رهيافت   محيط كشت و رشد ريزنمونه يا كالوس، مي       
تر كـردن ايـن تكنيـك، جهـت      چه آسانت دست پيدا كرد و گامي در راه هر  طبيعي در محيط كشت باف    
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Abstract1 

Turmeric (cucurma longa) has been used as an antioxidant agent in medical as 
well as health sciences some years ago. However, it has not been applied in tissue 
culture till now. Browning tissues is result of tissue damages caused by 
polyphenoloxidase enzyme. In order to study this problem and reduce browning, 
explants are cultured in culture media containing antioxidants including citric acid, 
ascorbic acid 1,4 dithiotheritol, mercapto ethanol. In this study turmeric (cucurma 
longa) is used as an antioxidant. In order to investigate the antixidantal 
characteristics of turmeric, an experiment has been undertaken on elm browning 
callus, comprising comparison of turmeric with two standard antioxidants, active 
coal and ascorbic acid. Initial callus divided and sub-cultured in MS medium 
containing 25% coconut milk and 0.8% agar. Treatments were active coal, turmeric 
and ascorbic acid in concentrations of 0.1%, 0.5% and 1% respectively. Totally 9 
treatments were used. Statistical analysis of data at 95% confidence level showed 
that increasing of callus growth was significant in treatments, containing ascorbic 
acid with concentration of 1% and turmeric with concentration of 0.1%. Medium 
containing active coal with concentrations of 0.5%, 1% and turmeric 0.5% 
concentration showed significant decrease of browning in comparison with other 
treatments. 
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