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 چكيده

برخی از  بافت سازی فرآیند کشتبهینهاند. روی سلامتی، مورد توجه قرار گرفتهتوجه به عوارض جانبی کمتر بر دارویی با  گیاهانامروزه 

ارزشمند را  انهای ثانویه و دستورزی ژنتیکی این گیاهتولید تجاری متابولیتشناسایی، ، امکان حاصل از بذر هاینمونهاز ریز اناین گیاه

 ییارزشمند و خواص دارو هیثانو یهاتیمتابول لیدلبه انیاز خانواده کدوئ Momordica charantia یکارلا با نام علم نماید.فراهم می

های بذر گیاه کارلا نمونهزائی و باززائی ریزاز آن خود سازد. در این مطالعه کالوس یرا در بخش کشاورز یمهم گاهیجا تواندیمشده شناخته

های ثانویه با استفاده از گاز . متابولیتقرار گرفتمطالعه مورد  BAPو  D 2,4های های مختلف هورمونحاوی غلظت MSکشت  در محیط

گیاهان حاصل از فرایند کشت بافت شناسایی  های سوسپانسیون سلولی، ریشه، برگ و میوهسنج جرمی در عصارهطیف –کروماتوگرافی 

 73در سوسپانسیون سلولی کالوس و  بیترک 94در میوه،  بیترک 94در ریشه،  بیترک 94بیشترین تعداد مواد مؤثره به ترتیب گردید که 

و بیشترین  D-2,4حاوی  در لیتر گرممیلی 7غلظت در زائی بیشترین میزان کالوس نتایج کشت بافت نشان داد که در برگ بود. بیترک

لیتر حاوی گرم در میلی 1زایی در غلظت دست آمد. همچنین بیشترین مقدار ریشهبه BAPگرم در لیتر میلی 2در غلظت تولید شاخه 

 حاصل گردید. IBAهورمون 

 های ثانویه، متابولیتبافت سازی کشت: القای کالوس، باززایی، بهینههای کلیدیواژه

 

 مقدمه

کارلا یا خربزه تلخ، گیاه یکساله، بومی مناطق گرمسیر با نام 

از خانواده کدوئیان  Momordica charantiaعلمی 

(Cucurbitacea) ارقام وحشی و اهلی شده آن در  .است

جنوب و شرق آسیا از قبیل  چونهم حاره مناطق گرمسیری

سریلانکا، ویتنام، تایلند، مالزی، فیلیپین، پاکستان و جنوب چین 

در جنوب  .(Sultana and Bari Miah, 2003) شودکشت می

و هرمزگان به  جنوب سیستان و بلوچستانمناطق در  ایران شرق

در  .(Sarani et al., 2010) شودکشت می پراکنده صورت کاملاً

ریشه، ساقه، برگ، میوه و بذر این گیاه طب سنتی و گیاهی، 

روز طول  .(Grover and Yadav, 2004) مصارف دارویی دارند

های ماده را کوتاه، درجه حرارت پایین و رطوبت بالا تشکیل گل

کند و طول روز بلند با درجه حرارت بالا تشکیل میتسریع 

دهد. در حقیقت شرایط محیطی سطح میهای نر را افزایش گل

های اکسین، اتیلن و هورمون های داخلی، خصوصاًهورمون

 Jia et)د دهمی قرار ثیرأت تحت در این گیاه ژیبرلیک اسید را

al., 2017) . خواص  دلیلبهارزش دارویی این گیاه

 ,.Shan et al) فلاونوئیدهاها، وجود فنل، اکسیدانی بالاآنتی

ها و ها، آنتروکوئینونها، ترپن، ایزوفلاون(2012

باشد. این میهوایی  های عمدتاًدر اندامی موجود هاگلوکوزینولات

 ها، موادویتامینای از ترکیبات مفید مثل گیاه دارای مجموعه

 ,Kubola and Siriamornpun) هااکسیدانآنتیمعدنی و 

ای از تواند برای درمان طیف گستردهمیکه باشد یم( 2008

 B9 ،B3هایها استفاده شود و میوه آن غنی از ویتامینبیماری

،B2  ،B1 ،E، C ،A  ،و همچنین، دارای پتاسیم، کلسیم، روی

 .(Daniel et al., 2014) باشدفسفر و آهن می

های و متابولیت داروییاین گیاه به علت داشتن خواص 

بندی گردیده جزو گیاهان دارای ارزش مصرفی بالا دسته ثانویه
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تحقیقات انجام  چنینو هم( Malekshahi et al., 2019)است 

 است ضد دیابتیشده نشان داده است که این گیاه دارای خواص 

(Leung et al., 2009) . بیانگر نقش مهم تحقیقات انجام شده

، (Jilka et al., 1983) در کنترل و مهار سرطانی این گیاه میوه

ایدز و  (Saravani et al., 2019)زا بیماری یهاباکتریدیابت، 

تولید صنعتی این ترکیب . (Singh et al., 1998) باشدمی

پذیر امکاندلیل ساختار شیمیایی پیچیده، از لحاظ اقتصادی به

دلیل امکان استفاده از بهبافت  کشتنیست. بنابراین، فناوری 

ثر در افزایش این ؤکشت روشی م محیطعوامل مختلف در 

 . (Agarwal, 2015) باشندمیارزش باترکیبات 

تعداد زیادی از  عبافت ابزاری را برای تکثیر سری کشت

ها فراهم خیره ژنتیکی آنذهای سالم و حفظ پایهو ایجاد  گیاهان

روشی  بافتکشت  (Sugandh Suman, 2017است )نموده 

-کوتاه زمانی کاربردی در جهت تولید انبوه گیاهان در یک دوره

فصل ایی منطقه و وهو آب  وابستگی به شرایطبدون  مدت و

تواند افت میت بکش. (Agarwal, 2015)باشد میکاشت 

مهم در تأمین بازار رو به گسترش جهانی کار عنوان یک راهبه

ها باشد. تاکنون در مورد های ثانویه آنگیاهان دارویی و متابولیت

نشده است. پیشرفت چندانی انجام گیاهان دارویی اصلاح 

ها و مراتع طبیعی تابع مسائل برداشت گیاهان دارویی از عرصه

پوشش  ،ثیرات متفاوتی بر اقلیمتواند تأمیمختلفی است که 

بگذارد منطقه مورد استفاده  گیاهی، تنوع جانوری و حتی فرهنگ

(Renata Sõukand and Raivo Kalle, 2010.) 

از آنجاکه استفاده از گیاهان دارویی در ایران تاریخچه غنی و 

پرافتخاری دارد، این دانش سنتی را باید مطابق استانداردهای 

گوی جواب روز دنیا به دانشی کاربردی تبدیل کرد که

قبول برای مراجع  های روز دنیا با زبان علمی و قابلنیازمندی

کشت و اهلی کردن گیاه  ،پزشکی و صنعت باشد. در این راستا

های منظور ارتقای صفات کمی و کیفی فرآوردهکارلا به دارویی

 با صفات مطلوب اهمیت خاصی داردهایی ژنوتیپگیاهی و ایجاد 

(Dodds and Roberts, 1985).  برخی از این ترکیبات از طریق

و سنج جرمی طیف –کروماتوگرافیگازمختلف همچون  هایروش

HPLC  سوسپانسیون سلولی، ریشه، برگ و میوه  هایعصارهدر

 .(Park et al., 2017اند )شناسایی و معرفی شده ،گیریاندازه

به عوامل مختلفی از  ایشیشه زایی در شرایط دروناندام

-هم ، ژنوتیپ، دما، رطوبت وهای گیاهیاستفاده از هورمون جمله

در طول  ها برای پاسخ به تغییرات هورمونیچنین به توانایی بافت

اگرچه میزان  .(Gaspar et al., 1996) کشت وابسته است

های خارجی )هورمونی( به شدت به ژنوتیپ و مقدار کنندهتنظیم

طور به، اما (Guo-li, 2008) هورمون داخلی گیاه بستگی دارد

کلی کنترل فرآیندهای تمایزیابی بستگی به حضور اکسین و 

ها ها تولید اندام هوایی و ریشهن داشته و توازن بین آنسیتوکینی

. انتخاب یک (Kaikavoosi et al., 2015) شودمیرا سبب 

آمیز ریزنمونه در مرحله رشد مطلوب نقش اساسی در موفقیت

کند. پیچیدگی بافت در شرایط درون شیشه بازی می کشتبودن 

های کنندهبه همراه انتخاب تنظیممورفولوژیکی یک ریزنمونه 

و القای کالوس  گیری بر باززاییثیر چشمأناسب، ترشد گیاهی م

بافت  کشتسازی کنترل و بهینه( Mikulík, 1999) دارد

 ها استگیاهان یکی از عوامل مهم موفقیت کشت و اصلاح آن

(Yen, 2019) .بهتواند میبافت ت کشبا  گیاهان ثرؤتکثیر م 

مدت برای های مرغوب کمک کند و در کوتاهژنوتیپسازی کلون

ثانویه در  یهاسازی متابولیتها و خالصژنوتیپتکثیر تجاری 

و همچنین  (Barz et al., 2012) مقیاس صنعتی استفاده شود

نظر را در  ارزش موردباهای متابولیتامکان تولید و دستیابی به 

 Malik) فراهم آوردتمام فصول سال و با مقدار و کیفیت دلخواه 

et al., 2007) . است که این زیادی کارلا دارای ترکیبات ثانویه

گیاه را به یک گیاه متمایز و ارزشمند در طب سنتی تبدیل 

آن  کارلا ریزازدیادی (Bernhard et al., 2019ست )ا نموده

بخش در جهت حفاظت ژنتیکی از این گونه و ازجمله موارد امید

ثر در جهت انجام ؤگیاه مادری و علاوه بر آن گامی مداری نگه

با هدف تحقیقات اصلاحی در آینده است که در پژوهش حاضر 

در شرایط بذر کارلا بافت  کشتسازی بهینه شرایط تعیین بهترین

 .انجام شد آزمایشگاهی

  

 هامواد و روش

 زاییو ریشه زاییباز ،زاییکالوس

یید شده تأ یمنظور مطالعه ریزازدیادی گیاه کارلا، بذرهابه 

به هند تهیه و  Chandigarh شهر در DURGAکمپانی از 

بافت دانشگاه زابل منتقل شد. سپس مراحل ت کشآزمایشگاه 

 11مدت عفونی سطحی بذرها انجام گرفت. بذرها ابتدا بهضد

شویی شسته و سپس دقیقه با آب جاری و چند قطره مایع ظرف

بار با آب مقطر غیراستریل آبکشی شدند. ضدعفونی نهایی قبل  7



 
 ... مختلف هایاندام ثانویه ترکیبات شناسایی و کارلا دارویی گیاه ازدیادیریز فرایند بر رشد هایکنندهتنظیم اثرات بررسی 656

 

 
 

ی این ادامهدر فلوی انجام گرفت. ایر از کشت در زیر هود لامینار

ثانیه  44مدت درصد به 34ها ابتدا با اتانول نمونهفرایند 

جیوه و هر  کلریددرصد  1/4ها با بار دیگر نمونهضدعفونی شدند. 

ها با در مرحله بعدی آنثانیه ضدعفونی شدند.  294مدت  بار به

به صورت  بذرهاسپس این آب مقطر استریل شستشو شدند. 

واجد  (MSکشت موراشیگ و اسکوگ ) محیط درتصادفی  کاملاً

گرم میلی 4و  D (1 ،2 ،7 ،9 ،1-2,4کننده تنظیممقادیر مختلف 

های جهت حصول کالوس کشت گردیدند. کالوس در لیتر(

دست آمده از بهترین ترکیب جهت باززایی و تولید ساقه به هب

گرم میلی 9و  BAP (1 ،2 ،7مقادیر مختلف کشت واجد محیط 

تا  2444در نور ها نمونهمنتقل شدند. در طول آزمایش  در لیتر(

ساعت تاریکی و  12روشنایی و ساعت  12لوکس با دور  2144

 .دت شدنکش گراددرجه سانتی 22در دمای 

 

 های ثانویه گياه کارلاشناسایی متابوليت

سوسپانسیون سلولی،  گیاهی سازی عصارهآمادهجهت 

با استفاده از نیتروژن  های مذکورها، انداممیوهها و برگها، ریشه

 44در اتانول )شده بطور مجزا های خرداندامو  مایع پودر شد

گیری خیس و عصارهساعت قبل از  32درصد( و آب مقطر برای 

سپس توسط کاغذ صافی واتمن صاف شد و پس از تغلیظ عصاره 

 Rotary( Heidolph Instrumentsه )اتانولی بوسیله دستگا

evaporator  داری گراد نگهدرجه سانتی 9تا زمان استفاده در

های شاهد و نمونهاز  گیریعصاره. در نهایت پس از گردید

 GC-MS (Agilent, USA)، با استفاده از بافتکشت تیمارهای 

ها در میزان حضور آنو های ثانویه گیاه شناسایی تابولیتم

از نتایج مشخص منحنی حاصل شده های مختلف بر اساس اندام

 و انجام تصادفی کاملاً طرح قالب در تکرار سه با . آزمایششد

 تجزیه. گردیدند تجزیه SPSS 22 افزارنرم از استفاده با هاداده

 از استفاده با هامیانگین مقایسه و Fآزمون  از استفاده با واریانس

 صورت درصد 1 احتمال سطح در دانکن ایدامنه چند آزمون

 .شدند رسم Excel محیط در نمودارها پایان در. گرفت

 

 و بحث نتایج

 زایی کالوس

 کشتمحیط زده در از بذرهای جوانه زاییکالوس فرایند شروع

 MSکشت محیط در های مورد مطالعه نمونهدر  روز 14بعد از 

گرم میلی 4، و D  (4 ،1 ،2 ،7 ،9 ،1-2,4واجد مقادیر متفاوت 

در تمام زایی کالوس. (1ل )شک مشاهده شدنددر لیتر( 

کشت محیط بجز های مختلف با غلظت MSکشت  هایمحیط

مشاهده شد اما بین این تیمارها از نظر مقدار تولید  D-2,4فاقد 

بیشترین مقدار  داری مشاهده گردید ومعنی کالوس تفاوت

 7غلظت  با D-2,4کننده رشد تنظیممربوط به تیمار  زائیکالوس

 ات نشان دادمطالع .(2ل )شک ثبت گردیدگرم در لیتر میلی

(Sammaiah et al., 2014) زائی با استفاده از برگ در کالوس

با  D-2,4 ترکیبهای مختلف و غلظتشده با غنی MSمحیط 

BAP  2,4و-D  باTDZ حداکثر میزان القاء  تواند همراه بامی

نتایج مشابهی در مطالعه  همچنین .باشد (٪41کالوس )

هر چند برخی از  ،دمدست آهسازی تولید کالوس در کارلا ببهینه

بافت این گیاه را با استفاده از ترکیب سایر کشت محققین نتایج 

شت نشان محیط کدر  BAPهای رشد همچون کنندهتنظیم

 .(Sonali et al., 2013دادند )

 

 
 کارلا گیاه هایریزنمونه در کالوس القای -1 شکل

Figure 1- Callus induction from explants  
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 زاییبر کالوس D-2,4تأثیر غلظت  -2شکل 

Figure 2- Different 2, 4- D concentrations effect on callus 

induction 

 بر باززایی  BAPهای مختلف تأثیر غلظت -5شکل 

Figure 3- Using defferent concentrations of IBA on Plantlets 

regeneration 

 

 شاخسارهباززایی 

های حاصل از بهترین کالوس، هاشاخسارهباززایی جهت 

های مختلف حاوی غلظت MSکشت  محیطبه  D-2,4ترکیب 

منتقل گرم در لیتر( میلی 1/4) NAAو  BAPترکیب هورمونی 

 BAPهای مختلف ها برای غلظتنتایج مقایسه میانگین .گردیدند

گرم در میلی 2نشان داد که با افزایش مقدار هورمون تا مقدار 

یابد و بیشترین میافزایش  حاصل از باززاییهای ساقهلیتر تعداد 

گرم در لیتر میلی 2کشت حاوی  محیطاز کالوس در  ساقهتعداد 

BAP که با مطالعات پیش از این  (9و  7ل اشکا) دست آمدبه

با افزایش  (Dorica and Alina, 2014نیز مطابقت داشت )

گرم در لیتر، منجر به کاهش میلی 2 ازمقدار این هورمون بالاتر 

بازدارندگی تواند ناشی از اثر میکه  شد هاشاخسارهباززائی نرخ 

  زایی باشد.این هورمون بر باز

بر را نشان زمانفرآیندی زایی کالوسخلاف فرایند باززایی بر 

های باززایی شده پس از گذشت شاخسارهکه اولین طوریبهداد 

شروع به ظاهر شدن  جوانهبه صورت حداکثر سه  وروز  22

خوردن تعادل هورمونی در برهمتوانست ناشی از که می نمودند

 های گیاهیبافت بر سلولکشت و یا فشار فرایند  ی کالوستوده

های گیاهی، پیش از این گونهو در بسیاری از ارقام و  باشد

 .(Bednarek et al., 2007) گزارش شده است
 

 

   
 از کالوس حاصل از بذر گیاه کارلا شاخسارهباززایی  -0شکل  

Figure 4- Plantlets Regeneration from Callus abtained from karela seeds 
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 زائیریشه

شه یهدف از القای ریشه، تولید گیاهی دارای ساقه و ر

موجود در  های ثانویهو همچنین شناسایی متابولیت )باززائی(

زائی به ریشه جهتهای باززایی شده ساقه. ریشه بود ساقه، برگ و

، IBA (4 ،1 ،2 ،7های مختلف غلظتحاوی  2/1MSکشت محیط

زایی ریشهجهت بررسی میزان منتقل شدند.  گرم در لیتر(میلی 9

 74ها در روز بافت، ریشهکشت های حاصل از فرایند در ساقه

از محل اتصال به ساقه  IBAکشت واجد محیط پس از انتقال به 

 ثبت شده، نتایج بر اساسها توزین شد. تر آنوزنجدا شده و 

 1با غلظت  IBA کشت واجدمحیط کشت شده در تیمارهای 

 1ل )شک نشان دادندزائی را ریشه وزنگرم بر لیتر، بیشترین میلی

 . (4و 

 

 
  IBAدر حضور مقادیر مختلف  زاییریشه -6 شکل

Figure 5- Root induction using defferent concentrations of IBA 

 

 
  IBAدر حضور زائی ریشه -5 شکل

Figure 6- Root induction using defferent concentration of IBA 

 

دی گیاه دارویی کارلا از ای برای ریزازدیاتاکنون مطالعه

ر در شرایط اینویترو با هدف حصول حداکثر میزان طریق بذ

، باززایی از برگهرچند  انجام نشده است های ثانویهمتابولیت

 Thiruvengadam)و کوتیلدون  (Malik et al., 2007)ساقه 

et al., 2010) .گزارش شده یمطالعهدر  آن بررسی شده است 

های مختلف غلظتشده با غنی MSبا استفاده از برگ در محیط 

 تواند همراه بامی TDZبا  D-2,4و  BAPبا  D-2,4و ترکیب 

 ,.Sammaiah et al) باشد (٪41حداکثر میزان القاء کالوس )

2014). 

 بررسی ترکيبات ثانویه  

شده ثره شناساییؤنشان داد بیشترین میزان مواد م نتایج

بافت  کشتاز گیاهان حاصل میوه ترکیب در  94تعداد مربوط به 

فرایند فیزیولوژیک گیاه در تواند ناشی از میکه ( 1ل )جدوبود 

کشت طی فرایند  هایمحیطهای مختلف در مادهپیشوجود کنار 

تواند ناشی از رسیدگی گیاه و می. این مسئله بافت بوده باشدت کش

شدن میوه از پرثره در مرحله فرایند ذاتی انتقال مواد مؤمچنین ه

  .(2ل )جدو ها به میوه باشدسایر اندام



 
 655 و همکاران مقدم مبصری

 
 افتمیوه گیاهان حاصل از فرایند کشت بترکیبات شناسایی شده در  -1جدول 

Table 1- Compounds identified from Fruits obtained from the tissue culture process 
 ردیف

Row 

 ترکیب

Component 

احتباس زمان  

Retetion Time 

(min)  

بیترکی منحن یفضا  

Component Pick Area 

1 Butane, 1,2:3,4- diepoxy-, (±)- 2.69 0.205 

2 1,2- Cyclopentanedione 3.68 0.306 

3 Furfural 3.78 0.613 

4 2-Furanmethanol 4.14 0.944 

5 2(3H)-Furanone, 5- methyl- 4.39 0.484 

6 2-Methyl-3-(methylthio)-1-propene 4.57 0.320 

7 2(5H)- Furanone 5.20 0.283 

8 1,2-Cyclopentanedione 5.52 14.946 

9 2(5H)- Furanone, 5-methyl- 5.57 0.178 

10 2-Furancarboxaldehyde, 5-methyl- 6.17 0.348 

11 2H- Pyran-2,6(3H)- dione 6.81 3.147 

12 1,2,3,4-Cyclopentanetetrol, (1α,2β,3β,4α)- 7.22 0.406 

13 Benzeneacetaldehyde 7.83 0.197 

14 2,3-Dimethylfumaric acid 9.03 0.764 

15 Maltol 9.29 0.212 

16 4H- Pyran- 4-one, 2,3- dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl- 9.95 1.044 

17 Cyclohexanecarboxylic acid, 2-hydroxy-, ethyl ester 10.43 0.555 

18 4H-Pyran-4-one, 3,5-dihydroxy-2-methyl- 10.85 1.732 

19 5-Hydroxymethylfurfural 11.72 8.066 

20 α-D-Glucopyranoside, O-α-D-glucopyranosyl-(1.fwdarw.3)-β-D-

fructofuranosyl 

12.07 0.222 

21 Phenol, 2-methyl-5-(1-methylethyl)- 13.11 0.214 

22 2-Amino-2-cyano-4-methylpentanethioamide 13.42 0.953 

23 2,4-Hexadienedioic acid 14.89 1.028 

24 Tetradecanoic acid 21 0.753 

25 2,6,8-Trimethylbicyclo[4.2.0]oct-2-ene-1,8-diol 21.55 0.212 

26 Phytol, acetate 22.16 2.990 

27 3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecen-1-ol 22.52 0.881 

28 3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecen-1-ol 22.78 1.604 

29 17-Octadecynoic acid 23.15 0.216 

30 n-Hexadecanoic acid 24.03 17.61 

31 Phytol 25.95 1.636 

32 9,12,15-Octadecatrienoic acid, (Z,Z,Z)- 26.39 12.334 

33 Octadecanoic acid 26.65 2.881 

34 7-Methyl-Z-tetradecen-1-ol acetate 28.26 0.180 

35 Eicosanoic acid 29.05 0.286 

36 Hexadecanoic acid, 2-hydroxy-1-(hydroxymethyl)ethyl ester 30.22 0.201 

37 Stigmasterol 30.74 5.651 

38 Diisooctyl phthalate 30.87 0.220 

39 β-Amyrin 31.17 2.004 

40 Linolenic acid, 2-hydroxy-1-(hydroxymethyl)ethyl ester (Z,Z,Z)- 32.57 1.224 

41 1-Heptatriacotanol 32.76 2.497 

42 : α-Amyrin 32.95 0.633 

43 9,19-Cyclochloestene-3,7-diol, 4,14-dimethyl-, 3-acetate 33.97 5.465 

44 Vitamin E 35.08 0.247 

45 9,10-Secocholesta-5,7,10(19)-triene-3,24,25-triol, (3β,5Z,7E)- 35.95 1.039 

46 Stigmasta-5,22-dien-3-ol, acetate, (3β)- 36.80 0.417 
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 بافت کشتثره موجود در برگ گیاهان حاصل از ترکیبات مؤ -2جدول 

Table 2- Compounds identified from Plants Leaf, obtained from the tissue culture process 

 ردیف

Row 

 ترکیب

Component 

احتباس زمان  

Retetion Time 

(min) 

بیترک یمنحن یفضا  

Component Pick Area 

1 Methyl laurate 16.778 1.31 

2 Lauric acid 17.697 4.49 

3 (3-Ethynyl-3-methyloxiran-2-yl)methanol 20.784 0.85 

4 NEOPHYTADIENE 21.796 2.06 

5 2-Hexadecene, 3,7,11,15-tetramethyl-, [R-[R@,R@-(E)]]- 21.889 0.70 

6 Methyl palmitate 23.046 1.96 

7 Oleyl amide 23.772 1.12 

8 12-STEAROLACTONE 24.93 22.31 

9 12-STEAROLACTONE 25.438 0.61 

10 Phytol 25.625 15.63 

11 Methyl stearate 25.765 2.76 

12 2,3,7-TRIMETHYLOCTANAL 27.083 1.38 

13 13-Hexyloxacyclotridecan-2-one 27.493 1.29 

14 1,5-Dicyclopentyl-3-(2-cyclopentylethyl)pentane 27.705 0.68 

15 Methyl 2-cyano-3,4-Dimethyl-4-phenylcrotonate 28.235 4.78 

16 9-Octadecenoic acid (Z)-, 2-hydroxy-1,3-propanediyl ester 28.629 0.84 

17 18,18'-Bi-1,4,7,10,13,16-hexaoxacyclononadecane 29.096 1.43 

18 Naphthalene, 1,2,3,4-tetrahydro-1-methoxy- 30.004 1.11 

19 HEPTADECENE-(8)-CARBONIC ACID-(1) 31.488 0.80 

20 3-(1,3-Dihydroxyisopropil)-1,5,8,11,14,17-hexaoxacyclononadecane 31.789 0.96 

21 18,19-Dihydroxy-1,4,7,10,13,16-hexaoxacycloeicosane, (18S,19S)- 32.137 1.11 

22 1-Butanesulfinyl isocyanate, 1,1,2,2,3,3,4,4,4-nonafluoro- 33.698 0.68 

23 3-(1,3-Dihydroxyisopropil)-1,5,8,11,14,17-hexaoxacyclononadecane 34.731 0.86 

24 .gamma.-Tocopherol 36.604 2.80 

25 Vitamin e 37.901 1.00 

26 Cyclohexane, 1,1',1''-(1-propanyl-2-ylidene)tris- 38.332 2.95 

27 [1,2'-Binaphthalene]-5,5',8,8'-tetrone, 1',4-dihydroxy-2,3'-dimethyl-, (-

)- 

38.928 0.73 

28 Oxiraneundecanoic acid, 3-pentyl-, methyl ester, trans- 39.442 2.85 

29 Octadec-9-enoic acid 39.966 1.64 

30 HEPTADECENE-(8)-CARBONIC ACID-(1) 40.916 1.57 

31 Stigmasterol 41.284 2.71 

32 1-methyl-2-(3-methyl-2-buten-1-yl)-1-(4-methyl-3-penten-1-yl) 

oxetane 

41.621 4.71 

33 .delta.7,25-Stigmastadienol 42.592 5.27 

34 14-Pentadecenoic acid 42.981 0.64 

35 1-Butanesulfinyl isocyanate, 1,1,2,2,3,3,4,4,4-nonafluoro- 43.718 1.79 

36 Cyclotetradecane, 1,7,11-trimethyl-4-(1-methylethyl)- 45.892 0.58 

37 1-allyl-3-methylindole-2-carbaldehyde 46.81 1.02 

 

نیز فرایند کشت سلولی را عاملی مهم در ایجاد  طی تحقیقی

 چنینهم (.Varma et al., 2010دانستند )ترکیبات ثانویه متنوع 

بافت را راهکاری جهت تولید ترکیبات ثانویه بیشتر ت فرایند کش

 ,.Sajc et al) اندشمردهدر گیاهان دارویی در مقیاس تجاری بر

. بسیاری از محققین نشان دادند که افزودن ترکیباتی نظیر (2000

ثره ؤتواند مواد مهای رشد و غیره میکنندهمینه، تنظیمی آهااسید

 ,.Kaikavoosi et al)در برنج، جنسینگ و غیره را افزایش دهد 

2015; Yasuda et al., 1972; Scowcroft, 1977) این نکته .

کشت را نشان دهد و  ت مواد مورد استفاده در محیطتواند اهمیمی

توان با کاربرد پریکورسورهای مختلف به صورت موردی می یقیناً 

 گیری نمود. ثره اندازهؤها را بر نوع و میزان مواد مثیر آنأت
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 بافت کشتثره موجود در ریشه گیاهان حاصل از ترکیبات مؤ -5جدول 

Table 3- Compounds identified from Root obtained from the tissue culture process 

 ردیف

Row 

 ترکیب

Component 

احتباس زمان  

Retetion Time 

(min) 

بیترک یمنحن یفضا  

Component Pick 

Area 

1 Dimethyl sulfone 4.901 0.38 

2 Isobutyraldehyde n-propylhydrazone 13.52 0.81 

3 Capric acid 14.205 0.41 

4 Ethyl decanoate 14.464 0.37 

5 Lauric acid 17.733 5.80 

6 Decanoic acid 19.014 1.05 

7 1H-Indene, 1-methyl- 19.248 2.79 

8 Tetradecanoic acid 20.805 3.90 

9 2-(2-DIMETHYLAMINOETHOXY)ETHANOL 21.583 0.52 

10 Isothiazole, 3-methyl- 23.056 0.86 

11 Palmitic acid 23.767 5.56 

12 N,N'-Diethyl-1,12-dodecanediamine 24.452 0.39 

13 12-STEAROLACTONE 24.935 13.85 

14 Oleic acid 25.609 0.70 

15 Methyl stearate 25.76 0.37 

17 Octadecanoic acid 26.388 1.01 

18 Oleamide 26.579 0.83 

19 3-Dimethylaminopropyl isocyanate 27.114 2.36 

20 stereoisomer of 1,1',4,4'-tetrahydro-9,9'-bi-1,4-methanonaphthalene 27.524 3.31 

21 trans-.delta.(sup 9)-Octadecenoic acid 28.24 1.15 

22 4-cyano-7-phenyl-4,5-dihydro-7H-thiopyrano[3,4-b]furan 28.634 1.56 

23 (7ar,14cc)-7a,14c-dihydronaphtho[2,1-b]naphtho-[1',2':4,5]furo[3,2-d]furan 29.106 4.05 

24 2-(2-DIMETHYLAMINOETHOXY)ETHANOL 29.558 0.99 

25 Oxacyclotridecan-2-one 30.009 0.96 

26 1-Nonadecene 30.149 0.43 

27 Hexadecanoic acid, 2-hydroxy-1-(hydroxymethyl)ethyl ester 30.445 4.15 

28 N-(2-propynyl)-4-nitroaniline 30.689 1.12 

29 spiro[1,3-dioxo-indene,-2,5'-2'-methyl-1',3'-dioxopyrrolo[3,4-c]indolizine 31.478 0.73 

30 3-Methoxy-N-methylnaphthalimide 31.592 0.61 

31 Cyclohexanol, 3,5-dimethoxy-, stereoisomer 31.804 1.21 

32 N1,N1-Dimethyl-N2-(3-dimethylaminopropyl)formamidine 33.662 0.98 

33 1-Aza-5,8-dihydroxyanthraquinone 34.451 1.24 

34 3-(1,3-Dihydroxyisopropil)-1,5,8,11,14,17-hexaoxacyclononadecane 34.736 0.48 

35 18,19-Dihydroxy-1,4,7,10,13,16-hexaoxacycloeicosane, (18S,19S)- 35.089 0.38 

36 Phenol, 2-[2-(4-nitrophenyl)ethenyl]-, (E)- (CAS) 35.483 3.04 

37 1,3,2-Dioxaphospholane, 2-chloro-4,5-bis(methoxycarbonyl)-, (E)- 37.138 0.32 

38 9-Octadecenoic acid, methyl ester 37.683 0.48 

39 Octanoic acid, heptyl ester 38.342 1.80 

40 3,3'-Isopropilidenbis(1,5,8,11-tetraoxacyclotridecane) 39.468 0.39 

41 Cyclopropaneoctanal, 2-octyl- 39.753 0.31 

42 otochilone 40.314 0.57 

43 (23R,24R,28S)-24-ethyl-23,28-cyclocholest-5-en-3.beta.-ol 41.621 7.64 

44 2-Methyl-3-[(1S,2S)-1,3,3-trimethyl-2-(2-

hydroxyethyl)cyclohexyl]tetrahydrofuran 

41.969 0.72 

45 1-allyl-3-methylindole-2-carbaldehyde 42.586 1.54 

46 2,3,4-Trimethoxyphenylacetonitrile 43.733 1.09 

47 Benzoic acid, 4-hydroxy-3-(2-methoxybenzoyl)- (CAS) 44.626 2.65 

48 9,19-Cyclolanost-25-en-3-ol, 24-methyl-, (3.beta.,24S)- 45.191 0.54 

49 Cyclohexane, 1,1'-dodecylidenebis[4-methyl- 47.178 13.53 
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ها نشان داد برگ گیاهان حاصل از فرایند کشت بافت بررسی

دهنده تنوع کمتر ( نشان2ترکیب ثانویه )جدول  73نیز با ثبت 

توجه به فرایند انتقال تواند با این مواد نسبت به میوه بود که می

 ی جالب درپذیر باشد. نکتهها امری توجیهمواد به سمت میوه

شده و موجود در ریشه بود های ثانویه شناساییتعداد متابولیت

ها و ماده بیانگر نقش و اهمیت الیسیتور 94که با ثبت تعداد 

ترکیبات موجود در محیط کشت در افزایش و تعدد مواد ثانویه 

(. از 7ازدیادی بود )جدول در گیاهان تولید شده توسط فرایند ریز

ماده  94در نتایج وجود میزان تنها طرف دیگر نکته جالب توجه 

( که احتمالاً 9مؤثره در سوسپانسیون سلولی کالوس بود )جدول 

های مربوط به این میزان کمتر نسبت به ریشه عدم وجود فرایند

 باشد. های فتوسنتزی در گیاه در حالت سلولی میچرخه

 
 کالوس در سوسپانسیون سلولیثره موجود ترکیبات مؤ -0جدول 

Table 4- Compounds identified from Callus suspension 

 ردیف

Row 

 ترکیب

Component 

احتباس زمان  

Retetion Time 

(min) 

بیترک یمنحن یفضا  

Component Pick 

Area 

1  2(3H)-Furanone, 5-ethyldihydro-4-methyl-, trans- (CAS) 13.587 0.77 

2 Dodecanoic acid  17.666 0.27 

3 Spiro[bicyclo[2.2.1]heptane-2,2'-[1,3]dioxolan]-3-one, 4,7,7-trimethyl- 19.342 1.13 

4 1,3-Propanediamine, N,N-dimethyl- ( 20.96 11.85 

5  4-Propylthiazole 21.744 0.73 

6 2H-Pyran-2-one, tetrahydro-6-pentyl- 22.289 0.76 

7 n-Propylmaleamic acid 23.072 0.41 

8 Chrysophanol  23.736 1.22 

9 4-(3,3-Dimethyl-3-silacyclohexyl)-3,3-dimethylutan-2-one 24.774 0.20 

10 12-STEAROLACTONE  24.935 3.91 

11 13-Hexyloxacyclotridecan-2-one 25.236 0.36 

12 2-Acetylthiazole  26.528 0.74 

13 3-(Dimethylamino)ppropyl isothiocyanate 27.067 0.97 

14 (+-)-8-Epi-costaclavine 27.809 23.94 

15  n-Amyl n-heptyl ketone 28.058 0.60 

16 2-Amino-3,5,7,8-tetramethyl-3H-imidazo[4,5-f]quinoxaline 28.64 1.19 

17 N,N-Dimethyl-2-cyclohexyloxyethylamine 28.966 4.21 

18 15-.beta.hydroxy-aristone 29.117 3.45 

19 6-Undecanone  29.527 0.34 

20 2-Acetylthiazole 29.983 0.62 

21 2,5,10-Undecanetrione, 6,6-dimethyl- 30.476 0.38 

22 (1S(*),5S(*),8S(*))-5-Methyltricyclo[6.3.0.0(1,5)]undec-2-en-4-one 30.684 0.22 

23 1-Aza-5,8-dihydroxyanthraquinone 31.27 3.81 

24 Z-1,2-Dicyano-1,2-bis(2-methylimidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)ethene 31.478 0.91 

25 1-Cyano-6-methylellipticine 31.592 0.37 

26 Lysergic acid  31.768 7.92 

27 3-Dimethylaminopropyl isocyanate 32.137 4.68 

28 3-Dimethylaminopropyl isocyanate 32.547 1.99 

29 1,1,4-Trimethyl-3-pyrazalone 33.662 1.39 

30 2-Amino-3,5,7,8-tetramethyl-3H-imidazo[4,5-f]quinoxaline 34.456 0.81 

31 5,11-Dihydro-9b,10-diazacyclohepta[a]cyclohepta[4,5]benzo[1,2,3-

cd]azulene 

34.705 4.62 

32 6-Pentadecanone 35.11 0.24 

33 6-Tridecanone  35.873 0.38 

34 2-Amino-3,4,5,8-tetramethyl-3H-imidazo[4,5-f]quinoxaline 36.303 3.13 

35 1,4-dimethoxy-14-methyl-1,3,5(10),6,8,11-hexaen-17-one 37.808 3.94 

36 2,3-(3-methylphenyl),5-methyl-[1H]-inden-1-one  38.337 2.21 

37 Stigmasterol 41.585 1.75 

38 1-Aza-5,8-dihydroxyanthraquinone 43.017 2.34 

39  Methyl 9-octadecenoate $$ METHYL OLEATE 43.785 0.22 

40 N-mesityl-m-anisidine 44.621 1.01 
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به نام گیاهان دارویی منابع مهم تولید ترکیبات آلی 

ها را سبب شده های ثانویه هستند که ارزش دارویی آنمتابولیت

است. انواع مختلفی از این مواد و ترکیبات آلی در گیاهان 

 ;Kaykavoosi et al., 2015مختلف شناسایی شده است )

Oksman and Inze, 2004 میزان تولید و حضور این .)

باشد و میترکیبات در گیاهان تابع عوامل ژنتیکی و محیط 

 ,Wink) داردای عمدهها نقش گونهدر حفظ و بقای  عموماً

بر اساس نتایج مطالعات صورت گرفته توسط محققان  .(2010

ثیر ترکیبات، مواد و دلیل تأبهتواند میبافت کشت مختلف فرایند 

مختلف فرایند فوق، سبب تغییر در میزان های فعالیت

های ثانویه و عملکرد گیاهان در تولید این مواد گردد متابولیت

(Gholami, 2017; Kaikavoosi et al., 2015). 

آمینه، بالای اسیدعنوان یک گیاه مغذی با میزان بهگیاه کارلا 

ود ترکیبات دلیل وجبههای مختلف و عناصر معدنی مفید ویتامین

 ستا بودهثر از دیرباز مورد توجه ؤقوی و مثانویه بسیار 

(Choudhary, 1967)بسیار مهمی در  . این گیاه دارای ترکیبات

 از مجموعه ترکیبات  Charantinچون حوزه دارویی هم

hypoglycemicباشد.میهای ساپونین سازهپیشاز  و  

Momordicine،  P-insulin،  Momordenol ، 

Goyaglycosidesبسیاری از ترکیبات دیگر در این گیاه  و

توانند در حوزه درمان و پیشگیری میاند که شدهشناسایی 

دیابت، ایدز، فشار خون و افزایش سیستم ایمنی کارایی داشته 

شناسایی ترکیبات ثانویه  .(Fang and NG, 2011باشند )

بافت بر تولید و ثیر فرایند کشت ی تأموجود در این گیاه و بررس

تواند زمینه تحقیقاتی مناسبی را مییا حذف ترکیبات مختلف 

روی  برازدیادی ریزبافت و کشت جهت درک صحیح از فرایند 

ترین گزارش ثره دارویی در این گیاه فراهم سازد. در کاملمؤ مواد

-www.rainموجود در خصوص ترکیبات ثانویه کارلا )

tree.com های مختلف ترکیب شیمیایی در اندام 144( بیش از

کارلا از مناطق مختلف دنیا بررسی شده است و نشان داده شد 

های مختلف متفاوت ر ترکیبات در اندامکه میزان حضور و مقدا

 باشد.می

 

 کلی گيرینتيجه

از هورمون گرم در لیتر میلی 7نشان داد استفاده از  حاصل نتایج

2,4-D  گردید و بیشترین  زاییکالوس درصدبالاترین منجر به

 BAPگرم در لیتر میلی 2واجد  یدرصد باززایی نیز در تیمارها

های مختلف شامل برگ، ریشه و میوه انداماز بین  دست آمد.به

تواند دارای بالاترین تنوع مواد ثانویه مشخص گردید میوه می

مهمی جهت  تواند منبعبالای آن می دباشد که با توجه به عملکر

دار ی گیاهان ریشهثره باشد. همچنین ریشهاستخراج مواد مؤ

در خود  ثره رامحیط کشت نیز بالاترین میزان مواد مؤشده در 

بررسی نقش  تواند بستر مناسب جهتمی داشت که این مسئله

 ستخراجا کشت بر نوع، میزان ومحیط ترکیبات مورد استفاده در 

 نتایج براساسثره در زمینه تحقیقات آتی را فراهم آورد. مواد مؤ

 در جوییصرفه کنار در تواندمی ازدیادیریز فرایند ،فوق یمطالعه

 افزایش در را مهمی نقش ،بذر کشت مرحله حذف و تولیدهزینه 

 زمینه ونماید  ایفا کارلا گیاه ثانویه هایمتابولیت تنوع ایجاد و

 صنایع در نیاز مورد ثرهمؤ مواد استخراج و مطالعه جهت را لازم

 تواندیم رشد هایکنندهتنظیم بهینه کاربرد. آورد فراهم دارویی

 و باززایی کالوس، تولید حداکثر به دستیابی در ایبرجسته نقش

 .نماید ایفا بافتکشت  فرایند در زاییریشه

 

 گزاریسپاس

از تمام همکاران و مسئول آزمایشگاه  نویسندگان لهسیوبدین

 .نمایندمیبیوتکنولوژی دانشگاه زابل تشکر و قدردانی 
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Abstract 

Introduction: Karela (also known as Bitter melon or bitter gourd) is a tropical annual plant of the 

Cucurbitaceae family with the scientific name Momordica charantia. Due to the plant's complex 

chemical structure, industrial production of many of its useful compounds is not feasible. Therefore, 

propagation using in vitro culture technology is an efficient method for increasing these valuable 

compounds by optimizing various factors and compounds in the culture medium. Various factors, 

including plant hormones, genotype, and temperature, as well as the plants' response to in-vitro 

activities, as well as the response of plant cells and tissues to hormonal balance during cultivation 

and propagation, influence the success of in vitro organogenesis. In general, the control of 

differentiation processes depends on the presence of auxin and cytokinin, as well as their 

equilibrium and interaction, which results in the production of aerial parts and roots. Traditional 

medicine recognizes karela as a distinctive and valuable plant due to the presence of its valuable 

constituents. Using various techniques such as gas chromatography (GC) and mass spectrometer, 

some of these compounds have been measured, identified, and introduced in extracts of cell 

suspension, root, leaf, and fruit. 

Materials and Methods: In order to study the micropropagation of Karela plant, certified seeds 

were obtained from the DURGA company in Chandigarh (India) and transferred to the University 

of Zabol's tissue culture laboratory. The seeds were washed with running water and a few drops of 

liquid dish soap for 15 minutes before being rinsed three times with distilled water. under a laminar 

airflow hood, seeds were immersed in 70% ethanol for 60 seconds, followed by 0.1% mercuric 

chloride for 240 seconds, and then rinsed in distilled water. Calluses obtained from the optimal 

combination were transferred to culture medium containing varying concentrations of BAP (1, 2, 3, 

and 4 mg/L). The cultures were incubated at 28°C with 2000 to 2500 lux of light and a 12-hour 

light/12-hour dark cycle. 

In order to determine the secondary metabolites, plant extract, cell suspension, roots, leaves, and 

fruits were ground with liquid nitrogen and subjected separately to ethanol (96%) and distilled water 

for 72 hours. Using GC-MS, the Compounds of ethanolic extracts from control samples and tissue 

culture treatments were identified (Agilent, USA). On the basis of the results-obtained curve, the 

presence of secondary compounds in various plant parts was determined. The experiment was 

conducted using a completely random design with three replications, and the data were analyzed 

using SPSS 22 software. The F test was used to analyze variance, and the Duncan's multiple range 

test was used to compare means at a 5% probability level.  
Results and Discussion: Induction of callus from germinated seeds began after 10 days in MS 

medium containing various concentrations of 2,4-D (1, 2, 3, 4, 5, and 6 mg/L), whereas no callus 

was induced in the absence of 2,4-D. There was a significant difference between these treatments in 
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terms of callus production, with the highest callus induction occurring at 3 mg/L 2,4-D.  

Calluses obtained from the best concentration of 2,4-D were transferred to regeneration MS medium 

containing different concentrations of BAP and NAA (0.1mg/L). The results showed that the 

number of stems per callus increased with increasing amounts of BAP, up to 2 mg/L, and the 

highest number of stems per callus was obtained in the culture medium containing 2 mg/L BAP. 

Due to the inhibitory effects of this growth regulator on the regeneration process, The addition of 

BAP at concentrations greater than 2 mg/L decreased the rate of shoot regeneration. 

The evaluation of secondary metabolites revealed that the highest concentration of active substances 

(46 compounds) was found in the fruits of plants grown in tissue culture, which may be due to the 

physiological changes of the plant as well as the presence of numerous precursors in the in vitro 

culture medium. This issue can be caused by the ripening of the plant as well as the natural inherent 

process of transferring effective substances from other organs to the fruit in the fruit filling phase. 

Conclusion: The use of 3 mg/L 2,4-D led to the highest percentage of callus formation, and 2 mg/L 

BAP led to the highest percentage of regeneration, according to the results. Among the various 

explants, including leaves, roots, and fruits, it was discovered that the fruit contained the greatest 

number of secondary metabolites and, due to its high performance, can serve as a significant source 

for extracting effective substances. In addition, the roots had the highest concentration of effective 

substances, making them a suitable platform for investigating the role of the compounds used in the 

culture medium on the type, concentration, and extraction of effective substances, and aiding in a 

proper understanding of the tissue culture and micropropagation effects on the over-expression and 

formation of secondary metabolites in karela plants. 

Keywords: Callus induction, Direct regeneration, Optimization of tissue culture, Secondary 

metabolites 
 


