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  گیاه داروئی هندوانه ابوجهل ایرانی  تودهدو باززایی گیاهچه از زایی و پینه
             )Citrullus colosynthis L.( اي شیشه در شرایط درون   

  

  2اسد معصومی اصل* و 1زینب قاسمی
  استادیار اصلاح نباتات، دانشگاه یاسوج2 ،ارشد اصلاح نباتات، دانشگاه یاسوج دانشجوي کارشناسی1

  12/11/93 ؛ تاریخ پذیرش: 7/4/93 تاریخ دریافت:
  1چکیده

اي در سطح وسیع و تکثیر درون شیشههندوانه ابوجهل از گیاهان دارویی ضدسرطان است که  :سابقه و هدف
عوامل زیادي چون ژنوتیپ، نوع ریزنمونه انتخابی و شرایط . باشدآن ضروري می نیز تولید ماده ضدسرطان

زایی و باززایی غیرمستقیم  هاي رشد روي پینه کننده تنظیم اثرگذارند.  سازي آن روي میزان باززایی اثر می آماده
ارائه  آن ز ریزنمونه ساقههند بررسی و روش ریزادیادي با استفاده ا بومیپتایی  هندوانه ابوجهل توده پارانگی

گرم در لیتر از  میلی 5/0، همراه با MSنتایج آنها نشان داد که حداکثر مقدار پینه القا شده در محیط . شده است
در زمینه گزارشی با توجه به اینکه  آید. بدست می  BA-6گرم در لیتر و یک میلی D-2,4و  IAAهاي  هورمون

زایی و باززایی  پینهلذا در این تحقیق  .در دست نیست ی این گیاهي ایرانها هتود باززایی غیرمستقیم گیاهچه از
  بررسی گردید. هندوانه ابوجهل ایرانیگیاهچه در دو توده 

  

در این دو توده  بذور مغز ،هاي سخت بیرونیجدا کردن پوستهپس از ضدعفونی سطحی و  ها:مواد و روش
هاي برگ و  ریزنمونههاي بدست آمده از گیاهچه، ماه کشت گردیدند و پس از حدود یک MSکشت محیط
و  BAP ،NAA ،2,4-Dهاي  ترکیبات مختلف هورمونحاوي  MSجهت تولید پینه در محیط کشت ساقه 

و نیز  BAP ،NAAهاي  مختلف هورمونکشت گردیدند. جهت باززایی غیرمستقیم نیز از ترکیبات کینتین 
هاي کوچک حاوي خاك  شده به گلدانهاي باززایی گیاهچه شد. استفاده MS¼و  ½MS ،MSهاي کشت محیط

ده و توانستند به خوبی تبدیل شها به گیاه کامل  خاك و ماسه) منتقل شدند. این گیاهچه 1به  3استریل (نسبت 
  مستقر شده و رشد کنند. 

                                                             
  masoumiasl@yu.ac.ir: مکاتبه مسئول*
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هاي کشت  کمتر از محیطو کینتین  D-2,4ي هابا ترکیبات مختلف هورمون زاییپینه ،در هر دو توده :هایافته
 NAAو  BAPي هاهورمون هاي مختلف. در ترکیببود NAAو  BAPهاي  هورمونترکیبات مختلف حاوي 

 ،توده گچساران در D-2,4کینتین و  هايهورمون هاي مختلفترکیب درصد و در 100حدود  ،توده دهدشت در
ه پس از کاشت قطعات پینه، تشکیل شاخساره هفتپنج در هر دو توده، . بدست آمدزایی  درصد پینه 6/66حدود 

در توده  ½MSدر محیط کشت  BAP گرم در لیتر میلی 3با ترکیب هورمونی  ،ریزنمونه برگشروع گردید. 
در هر  MSدر محیط کشت  BAPگرم در لیتر  میلی 2و  3هورمونی  هايبا ترکیب ،دهدشت و ریزنمونه ساقه

حاوي  MSکشت  زایی نیز محیط اهچه را نشان دادند. بهترین محیط ریشهبهترین باززایی غیرمستقیم گیدو توده 
 هورمونی در هردو توده با این ترکیب زایی ریشهبود.  BAPگرم در لیتر  میلی 5/0و  NAAگرم در لیتر  میلی 5/0

  تر از توده دهدشت بود. زایی کم در توده گچساران درصد ریشهبا این تفاوت که  انجام شد
  

توده دهدشت نسبت به توده گچساران و ریزنمونه ساقه نسبت به نتایج این تحقیق نشان داد که  ي:گیرنتیجه
زایی و  به پینهگیاه این  ایرانی  تودهدر مجموع هر دو  دهند. ریزنمونه برگ به باززایی غیرمستقیم بهتر پاسخ می

  .نشان دادندباززایی غیرمستقیم گیاهچه پاسخ مناسبی 
  

  هندوانه ابوجهل ،، ژنوتیپزایی پینه: باززایی، هاي کلیدي واژه
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 قدمهم
خانواده کدوئیان است. گیاهی دارویی از  .Citrulus Colocynthis Lهندوانه ابوجهل با نام علمی 

در طب سنتی، عموماً از . )7کند ( صورت خودرو رشد مینواحی گرمسیري بوده و به این گیاه متعلق به
باشد  شود. این گیاه جزء گیاهان دارویی سمی می هاي گوناگون استفاده می ارياین گیاه براي درمان بیم

به دلیل وجود ماده تلخی که در آن است، درصد قند خون انسان بودن،  (اسهال آور)که علاوه بر مسهل 
  ). 8باشد ( دهد و در درمان دیابت مؤثر می را کاهش می

زایی و باززایی غیرمستقیم هندوانه  هاي رشد روي پینه دهکنن اثر تنظیم) 2011ساتیاوانی و همکاران (  
ارائـه  را بررسی و روش ریزادیادي با استفاده از ریزنمونـه سـاقه   را هند در پتایی  ابوجهل توده پارانگی

گـرم   میلی 5/0، همراه با MSپینه القا شده در محیط  مقدار. نتایج آنها نشان داد که حداکثر )22( کردند
مطالعه،  همین. در آید میبدست   BA-6ر لیتردگرم  و یک میلی D-2,4 و IAAهاي  ورمونر لیتر از هد

ریشـه در هـر شاخسـاره در     24بـا   IBAدر لیتـر   گـرم  میلـی  4 غلظـت  در زایـی  ریشه درصد بیشترین
بیشـینه  گزارش شد.  IBAگرم در لیتر  میلی 2زایی در محیط حاوي  و کمترین ریشه کشت  MSمحیط

 5/2هورمـونی   بـه غلظـت   مربـوط نیـز   )(.Citrullus lanatus Lدر هندوانه زراعی  ییزا سرعت پینه
. نتایج مشابهی در گیاه هندوانه )3( بود IAAگرم در لیتر  میلی 5/0در ترکیب با  BAPگرم در لیتر  میلی

اسـت   زایی گزارش شـده  هاي رشد اکسین و سیتوکینین جهت پینه کننده زراعی مبنی بر استفاده از تنظیم
نشـان داده کـه   زایی با استفاده از ریزنمونه ساقه در گیـاه هندوانـه ابوجهـل نیـز      ). بررسی پینه3و  26(

و غلظت یـک   IAA ،2,4-Dگرم بر لیتر  میلی 5/0، همراه با MSحداکثر تعداد پینه القا شده در محیط 
ن بـاززایی هندوانـه   بیشـتری  )2010مینـا و همکـاران (   در تحقیق دیگـري،  .)22 (بود BA-6پی پی ام 

گـرم در لیتـر    میلـی  5/0حـاوي   MSاز ریزنمونه ساقه در محیط کشـت   اي هندي، در تودهرا  ابوجهل
BAP  گرم در لیتر  میلی 5/0و NAAـ    .)16( گزارش کردند  دسـت آمـده توسـط     هبـر اسـاس نتـایج ب

کـه هـم    ).Cucumis melo L( خربـزه در  اي شیشه درون شرایط درنیز ) 2011خیرآبادي و همکاران (
 اي لپـه  بـرگ  قطعـات  در ریزنمونـه بدسـت آمـده از     زایـی  انـدام  بیشـترین  باشد، خانواده این گیاه می

 مشـاهده گردیـد   ، BAPلیتـر  در گرممیلی یک با همراه  MSکشت محیط روي ،روزه هفت هاي دانهال
)14(.   

روي میـزان بـاززایی   ن سـازي آ  عوامل زیادي چون ژنوتیپ، نوع ریزنمونه انتخابی و شرایط آمـاده   
زایـی اسـتفاده    گذارند. در این گیاه اصولاً از محور زیرلپه بـراي تحریـک شـاخه    اثر می هندوانه زراعی
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طور موفقیت آمیزي براي ریزازدیادي هاي نوك شاخه و جوانه جانبی نیز به شود. اگرچه از ریزنمونه می
تهیه ریزنمونه، بخـش انتهـایی محـور جنینـی      هندوانه زراعی استفاده شده است، اما بهترین منبع براي

هاي القـا   ها مستقیماً از جوانه زایی هندوانه زراعی، شاخه آیند. در اندام دست می هاست که از بذر نابالغ ب
 بـاززایی  درصد و شاخه تولید میانگین آمده و بیشترین به وجود  شده در حواشی قطعات محور زیر لپه

 هـر  ازاي بـه  شـاخه  5 ترتیب (به  BAPلیتر در گرم میلی یک با روزه تهف هاي دانهال به مربوط شاخه
    ).23آمد ( دست هب درصد) 64 و ریزنمونه

شود و  کردن و کشت وسیع آن احساس می با توجه به اهمیتی که این گیاه داروئی دارد، نیاز به اهلی
و عاري از آلـودگی ایـن گیـاه     توان نسبت به تولید انبوه اي می شیشه با استفاده از کشت دروناز طرفی، 

گیـاه داروئـی   ایرانـی   هـاي توده که گزارشی از ریزازدیادي با توجه به ایندارویی اقدام نمود. از طرفی، 
اسـت،   ضـروري نیز هندوانه ابوجهل موجود نیست و ایجاد تنوع جدید با استفاده از تنوع سوماکلونال 

توانـد مقدمـه   اي بنیادي است که مـی  مطالعه ،گیاه هاي ایرانی اینتودهلذا بررسی پاسخ به کشت بافت 
  تحقیقات آتی باشد. 

  
  ها مواد و روش

از منـاطق بیابـانی اطـراف     ،زمان بارسـیدگی کامـل   هم 1391هاي هندوانه ابوجهل در مردادماه  میوه
آوري گردیدند. بذرهاي  واقع در استان کهگیلویه و بویراحمد جمع گچساران و دهدشتهاي  شهرستان

کشی  آوري شدند. بذرها ابتدا با استفاده از آب لوله دوانه ابوجهل بعد از خشک شدن در آفتاب، جمعهن
درصد ضدعفونی شدند و در نهایت  5دقیقه در هیپوکلریت سدیم  15شدند، سپس به مدت  و دادهشست

ب دو بار ساعت جهت نرم شدن پوسته در آ 24مدت  با آب دو بار تقطیر سه بار شستشو داده شده و به
  لامینارایرفلو منتقل شدند و پوستههود بذور فوق به زیر  ،نگهداري شدند. در زمان کشتاستریل تقطیر 
 مغـز بـذور  براي بدسـت آوردن ریزنمونـه،   جدا شده و  چاقوي آزمایشگاهیپنس و  با استفاده ازبذور 

هـاي سـاقه و بـرگ و     از ریزنمونـه  ،زایـی  بـراي پینـه   .ندشد استفاده )MS )18در محیط جهت کشت 
، 5/1، 1، 5/0، 1/0، 01/0(صـفر،   BAPهاي  کامل با ترکیبات مختلف هورمون MSهاي کشت  محیط

ترکیبـات  و نیـز   گرم در لیتر) میلی 5و  2، 5/1، 1، 1/0(صفر،  NAAگرم در لیتر) و  میلی 5و  4، 3، 2
گـرم در   میلـی  6، 2، 1(صفر،  D-2,4و  )گرم در لیتر میلی 4، 2، 1(صفر،  هاي کینتین هورمونمختلف 

تصادفی با سه تکرار اجـرا گردیـد.    صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملاً ستفاده شد. آزمایش بها) لیتر
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ساقه و برگ جهت تولید شاخساره به چندین قسمت برش داده  هاي ریزنمونههاي ایجاد شده روي  پینه
و BAP  بات مختلف دو هورمـون حاوي ترکی MS¼و  MS½کامل، MSهاي محیط کشتشده و به 

NAA زایی و طراحی تعداد بسـیار زیـادي ترکیبـات کـه در     هاي ذکر شده براي پینه(بر اساس غلظت
هـاي اتـاق    انتقال داده شدند. سپس ظروف کشـت بـه قفسـه    )انتخاب شد ترکیب هورمونی 11نهایت 

و بـا میـزان    C2 ±24°سـاعت تـاریکی در دمـاي     8سـاعت روشـنایی و    16نـوري    کشـت بـا دوره  
زایی، وزن تر  هاي پینه از قبیل درصد پینه هفته پس از کاشت، ویژگی 6منتقل و  µmol.m-2.s-1150نور

متر)  (میلیشاخساره ، طول شاخسارهزایی، تعداد  شاخسارهو خشک پینه، حجم و قطر پینه و نیز درصد 
یـري صـفات فـوق بـا اسـتفاده از      گ گیري شدند. اندازه گرم) اندازه (میلیشاخساره و وزن تر و خشک 

   گرم صورت گرفت. 001/0متر و ترازوي دیجیتال با دقت  میلی 1کش با دقت  خط
هاي کاملاً رشدیافته حاصـل از   زایی، شاخساره منظور تعیین بهترین غلظت هورمونی جهت ریشه به

 حـاوي ترکیبـات مختلـف    MS¼و  MS½کامـل،   MS هاي کشـت  هاي قبلی بر روي محیط آزمایش
، BAP )1/0 ،2/0 :کار رفته در این آزمایش عبارت بودنـد از  به هاي کشت گردیدند. هورمون  یهورمون

 2و  1/0 ،2/0 ،3/0 ،5/0 ،7/0 ،1 ،5/1( NAAگــرم در لیتــر) و  میلــی 5و  4، 3، 2، 5/1، 1، 5/0، 3/0
تکرار پیاده گردیـد.   صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملاً تصادفی با سه هگرم در لیتر). آزمایش ب میلی

هفتـه پـس از    3هاي اتـاق کشـت منتقـل و     ها، ظروف به قفسه هاي داراي شاخساره پینهپس از کاشت 
گیـري   متـر) انـدازه   زایی، تعداد ریشه و طـول ریشـه (سـانتی    تشکیل و رشد ریشه، صفات درصد ریشه

خـاك و   1بـه   3بت هاي کوچک حاوي خاك اسـتریل (نس ـ  هاي باززایی شده به گلدان شدند. گیاهچه
ماسه) منتقل شدند. براي سازگاري تدریجی با شرایط طبیعـی و حفـظ رطوبـت نسـبی بـالا و کنتـرل       

هـا بـا شـرایط طبیعـی،      اي استفاده گردیـد. پـس از سـازگاري گیاهچـه     هاي شیشه آلودگی، از درپوش
 16شد با شرایط نـوري  تر منتقل و در اتاقک ر هاي بزرگ  ها به گلدان ها برداشته شده و گیاهچه درپوش

ل یها تبد گراد نگهداري شدند. این گیاهچهسانتی  درجه 24ساعت تاریکی و دماي  8ساعت روشنایی، 
  به گیاه کامل گردیده و توانستند به خوبی مستقر شده و رشد کنند. 

ست ترکیبات ذکر ا لازم بهانجام گردید.  1/9 نسخه SASافزار  ها با استفاده از نرم آماري داده  تجزیه
بـه روش   اثرات اصـلی  مقایسه میانگینوارد تجزیه و تحلیل نشدند.  ،هیچ پاسخی ندادندهورمونی که 

LSD رویهها با استفاده از  ، مقایسه میانگینها برهمکنشدار بودن  و در صورت معنی LSmeans  انجام
  صورت پذیرفت. Excelافزار  شد. رسم نمودارها نیز با استفاده از نرم
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  و بحثتایج ن
هـاي   هفته پس از کاشت ریزنمونه پنجاستفاده شد،  NAAو  BAPدر آزمایشی که از دو هورمون   

برگ و ساقه، تشکیل پینه در دو توده دهدشت و گچساران مشـاهده گردیـد. نتـایج حاصـل از تجزیـه      
یـز  و ن مـونی، ژنوتیـپ و ریزنمونـه   رگانـه ترکیـب هو   سـه   نشـان داد کـه بـرهمکنش    صفات واریانس

براي تمـامی صـفات مـورد    ترکیب هورمونی با ریزنمونه و ترکیب هورمونی با ژنوتیپ هاي  برهمکنش
  ). 1 دار شدند (جدول معنیدرصد  یک احتمال در سطحبررسی 

  

تـوده  دو زایـی از   میانگین مربعات حاصل از تجزیه واریانس براي صفات مورد ارزیـابی در مرحلـه پینـه    -1جدول 
 .NAAو  BAPهاي  با استفاده از هورموندهدشت و گچساران 

Table 1. Mean squares obtained from analysis of variance for evaluated traits in callogenesis step 
from Dehdasht and Gachsaran accessios using BAP and NAA hormones 

 پینه طول
Callus 

diameter 

 حجم پینه
Callus 
volume 

 ینهوزن خشک پ
Callus dry 

weight 

 زایی درصد پینه
Callogenesis 

percent 

 درجه آزادي
Degree of 
Freedom 

 تغییر منابع
Source of Variance 

9.8** 4.82** 10** 1.08** 3 
  ترکیب هورمونی

 (Hormonal combination)  
0.03ns 5.005** 9** 0.019** 1 ژنوتیپ (Genotype) 

 (Explant) ریزنمونه 1 **0.58 **8 **2.38 **0.85

3.4** 1.15** 6** 0.019** 3 

ژنوتیپ ×ترکیب هورمونی   
(Hormonal combination × 

Genotype) 

0.92** 0.18* 7** 0.58** 3 

ریزنمونه ×ترکیب هورمونی   

(Hormonal combination × 

Explant) 

1.8** 0.075ns 4** 0.019** 1 
ریزنمونه ×ژنوتیپ  

(Genotype × Explant) 

0.35** 0.143* 6** 0.019** 3 

ریزنمونه ×ژنوتیپ  ×ترکیب هورمونی   

(Hormonal combination 
×Genotype × Explant) 

0.004 0.045 0.00006 0.0012 32 
 خطا

(Error) 

15.18 21.25 15.94 1.83  
(درصد)ضریب تغییرات   

Coefficient of Variance (%) 
 باشد. دار نمی معنی nsباشند و  درصد می 1و  5دار بودن در سطوح احتمال  یدهنده معن ترتیب نشان *و** به  

 Significant at 1% and 5% probability level, ns: Nonsignificant**:,* 
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ها بیانگر وجود برهمکنش بین نوع ریزنمونه، ترکیبات مختلف هورمـونی   دار شدن برهمکنش معنی  
هاي سـاقه و بـرگ در    ریزنمونهها براي صفات نشان داد که میانگینباشد. جدول مقایسه و ژنوتیپ می

درصـد   NAA ،100و  BAPحاوي ترکیبات مختلـف هورمـونی    MSهر دو توده و در محیط کشت 
زایی نشان  درصد پینه 3/33زایی داشتند. در محیط شاهد، ریزنمونه ساقه توده دهدشت و گچساران  پینه

  ). 1شکل و  2ي تولید نکرد (جدول ا دادند ولی ریزنمونه برگ پینه
هفتـه پـس از کاشـت     7و کینتین استفاده شـد، حـدود   D-2,4 هاي  در آزمایش دوم که از هورمون

ها، فقط در توده دهدشت، تشکیل پینه مشاهده گردید. نتایج حاصل از تجزیه واریانس نشـان   ریزنمونه
دار شد  نی فقط براي صفت قطر پینه معنیگانه ریزنمونه، ژنوتیپ و ترکیب هورمو داد که برهمکنش سه

). مقایسه میانگین برهمکنش ریزنمونه و ترکیـب هورمـونی نشـان داد کـه بیشـترین درصـد       3(جدول 
زایی در ریزنمونه برگ مربـوط بـه    هیچگونه پینهدرصد)، مربوط به ریزنمونه ساقه بود.  6/66زایی ( پینه

گرم  میلی 6گرم در لیتر کینتین و  میلی 1و  D-2,4لیتر گرم در  میلی 2محیط شاهد و ترکیبات هورمونی 
  ). 2هاي ساقه و برگ مشاهده نشد (شکل  گرم در لیتر کینتین در ریزنمونه میلی 2و  D-2,4در لیتر 

  

برهمکنش ژنوتیپ، ریزنمونه و ترکیب هورمونی براي صفات مورد ارزیابی  هاي حاصل ازمقایسه میانگین -2جدول 
 .زایی در مرحله پینه

Table 2. Mean comparisons obtained from interaction of genotype, explant and hormonal 
combination for evaluated traits in callogenesis step. 
قطر پینه 

متر) (میلی  
Callus 

diameter 
(mm) 

حجم پینه 
مترمکعب) (میلی  

Callus volume 
(mm3) 

وزن خشک 
گرم) (میلی پینه  

Callus dry 
weight 
(mg)  

زایی درصد پینه  
Callogenesis 

percent 

BAP 
گرم  (میلی

 در لیتر)
(mg/liter) 

NAA 
گرم  (میلی

 در لیتر)
(mg/liter) 

 ریزنمونه
Explant 

 ژنوتیپ
Genotype 

4.6d 1.5c 70c 100a 0.01 1 ساقه 
(Stem) دهدشت 

(Dehdasht) 

4.3d 2b 80c 100a 0.1 5 
11.6a 2.4a 160a 100a 1 0.1 

1g 0.3h 20g 33.3b 0 0 
2ef 0.9ef 30ef 100a 0.01 1 

 برگ
(Leaf) 

3.6ef 1.1d 30ef 100a 0.1 5 
7.6b 2.2ab 90b 100a 1 0.1 
0h 0ih 0h 0c 0 0 

5.3c 0.7fg 30e 100a 0.01 1 ساقه 
(Stem) گچساران 

(Gachsaran) 

4.6d 1.4c 60d 100a 0.1 5 
6.3b 1.1d 40e 100a 1 0.1 
1f 0.2h 10g 33.3b 0 0 

7.6b 0.7f 50d 100a 0.01 1 برگ 
(Leaf) 

7.3b 0.7f 40e 100a 0.1 5 
4d 0.5gh 20fg 100a 1 0.1 
0h 0h 0h 0c 0 0 

 د.ندارن درصد تفاوت 5هایی که حداقل داراي یک حرف مشابه هستند از نظر آماري در سطح  در هر ستون میانگین
In each column that means have one same letter at least are not statistically significantly different at 
the 5% level.  
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و  NAAگرم در لیتر  میلی 1و  BAPگرم در لیتر  میلی 01/0(الف) در ترکیب هورمونی  :هاي ایجاد شده پینه -1شکل 

 در ریزنمونه برگ NAAگرم در لیتر  میلی 5و  BAPگرم در لیتر  یلیم 1/0(ب) در ترکیب هورمونی 
Figure 1. Produced calli: (a) in hormonal combination of 0.01 mg/liter BAP and 1 mg/liter NAA and 
(b) in hormonal combination of 0.1 mg/liter BAP and 5 mg/liter NAA in leaf explant 

  

زایـی بـا اسـتفاده از     ین مربعات حاصل از تجزیه واریانس صـفات مـورد ارزیـابی در مرحلـه پینـه     میانگ -3جدول 
 .D-2,4و  کینتینهاي  هورمون

Table 3. Mean squares obtained from analysis of variance for evaluated traits in callogenesis step 
using Kinetin and 2,4-D hormones 

 قطر پینه
Callus 

diameter 

 حجم پینه
Callus 
volume 

 وزن خشک پینه
Callus dry 

weight 

زایی درصد پینه  
Callogenesis 

percent 

 درجه آزادي
Degree of 
Freedom 

 منابع تغییر
Source of Variance 

0.05** 0.084* 4** 0.607** 4 
             ترکیب هورمونی              

(Hormonal combination)  
0.01* 0.074ns 0.5ns 0.001ns 1 ژنوتیپ   (Genotype) 
0.32** 0.189** 4.8ns 0.937** 1 ریزنمونه  (Explant) 

0.033** 0.007ns 0.4ns 0.009ns 4 
ژنوتیپ ×ترکیب هورمونی    

(Hormonal combination × Genotype)  

0.07** 0.032ns 0.9** 0.232** 4 
ریزنمونه ×ترکیب هورمونی   

(Hormonal combination × Explant) 

0.01* 0.006ns 0.1ns 0.001ns 1 
ریزنمونه ×ژنوتیپ  

(Genotype × Explant) 

0.03** 0.25ns 0.3ns 0.009ns 4 
ریزنمونه ×ژنوتیپ  ×ترکیب هورمونی   

(Hormonal combination × Genotype × 
Explant ) 

0.002 0.022 0.02 0.0006 40 
 خطا

(Error) 

1.5 13.57 1.52 5.84  
(درصد)ضریب تغییرات   

Coefficient of Variance (%) 
 باشد. دار نمی معنی nsباشند و  درصد می 1و  5دار بودن در سطوح احتمال  دهنده معنی ترتیب نشان ** به و *   

 Significant at 1% and 5% probability level, ns: Nonsignificant**:,  * 
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 .در دو نوع ریزنمونه D-2,4و  کینتین هاي در ترکیبات مختلف هورموندرصد پینه زایی  -2 شکل

Table 2. Callogenesis percent in different combinations of Kinetin and 2,4-D hormones in two types 
of explants. 

 
هـاي   یطو کینتین، در هر دو توده کمتـر از مح ـ  D-2,4طورکلی، القاي پینه در ترکیبات هورمونی  به  

هـا در اثـر    تـوان بـه تخریـب سـلول     بود که دلیل ایـن امـر را مـی    NAAو  BAPهاي  حاوي هورمون
زایی در گیاه هندوانـه ابوجهـل،    ها دانست. بنابراین، جهت پینه  روي ریزنمونه D-2,4هاي بالاي  غلظت

هورمـونی   بر اساس نتایج بدسـت آمـده، در ترکیـب   شود.  توصیه می BAPهمراه  به NAAاستفاده از 
BAP  وNAA 2,4درصد و در ترکیـب هورمـونی کینتـین و     100، توده دهدشت تا حدود-D  تـوده ،

هورمون اول پاسـخ بهتـري نشـان    دو زایی پاسخ نشان دادند که  درصد به پینه 6/66گچساران تا حدود 
   هفته پس از کاشت قطعات پینه، تشکیل شاخساره شروع گردید.  5داده است. حدود 

هـا داراي خصوصـیات    تحقیق از ریزنمونه ساقه و بـرگ اسـتفاده شـد، چراکـه ایـن بافـت       در این  
). با توجه به 9باشند ( اي می شیشه هاي درون ارزشمندي نظیر سرعت رشد و خاصیت پرتوانی در کشت

 33رسد ریزنمونه ساقه بدون استفاده از هورمون هم قادر اسـت حـدود    نظر می نتیجه تحقیق حاضر، به
 ـ پینه زایی انجام دهد در حالیدرصد  ه بـه هورمـون نیـاز دارد کـه بـه      که ریزنمونه برگ براي تولید پین

هاست. در این تحقیق ترکیب هورمونی  به خاطر نوع سلول و محتویات هورمون داخلی آن احتمال زیاد
ظـر  در ریزنمونـه سـاقه تـوده دهدشـت از ن     NAAگرم در لیتـر   میلی 1/0و  BAPگرم در لیتر  میلی 1
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زایی، وزن خشک پینه، حجم پینه و قطر پینه نسبت به بقیه ترکیبات هورمونی برتري  صفات درصد پینه
باشـد. ایـن   نشان داد که استفاده از این ترکیب هورمونی از لحاظ اقتصادي هم مقـرون بـه صـرفه مـی    

اسخ بهتـري  هاي ساقه و برگ توده دهدشت نسبت به توده گچساران پ ترکیب هورمونی براي ریزنمونه
درصد بیشتر بود). در توده گچساران نیـز ریزنمونـه سـاقه در ترکیـب      33زایی نشان داد (حدود  به پینه

داراي بالاترین میزان وزن خشک و  NAAگرم در لیتر  میلی 5و  BAPگرم در لیتر  میلی 1/0هورمونی 
به ترکیب هورمونی خاصی نیـاز   منظور تولید پینه حجم پینه است. بنابراین، ریزنمونه هر گونه گیاهی به

کنند و بعضی دیگر به ترکیب هر  ها فقط با هورمون سیتوکینین یا اکسین تولید پینه می دارد. بعضی گونه
). عوامل زیادي در تشکیل پینه و افـزایش میـزان آن موثرنـد، کـه نـوع      21دو نوع هورمون نیاز دارند (

). 20باشـند (  و عوامل محیطی از موارد بسیار مهم می هاي رشد کننده ریزنمونه، نوع محیط کشت، تنظیم
خصوصی باعث رشد  شوند، از طریق عوامل به هاي رشد گیاهی که باعث القا و رشد پینه می کننده تنظیم

هـاي مخصوصـی در     هاي گیـاهی داراي گیرنـده   شوند. بافت قطعات ریزنمونه تحت الگوي منظمی می
هـا   هاي رشد با ایـن جایگـاه   کننده هاي رشد هستند. تنظیم کننده یمغشاء و یا درون سیتوپلاسم براي تنظ

). از آنجـا کـه   17کنـد (  برهمکنش داده و غلظت گیرنده در سطح بافت هدف، نوع پاسخ را تعیین مـی 
دهنـد، بنـابراین،    هاي رشد، میزان متفاوتی پینه تشکیل مـی  کننده ثیر تنظیمأي مختلف تحت ت ها ریزنمونه

هاي رشد گیـاهی مناسـب، تـاثیر     کننده انتخاب یک ریزنمونه در مرحله رشدي مطلوب به همراه تنظیم
ها روي محیط کشـت   ها و نحوه قرار گرفتن آن چشمگیري  بر تولید پینه و رشد آن دارد. سن ریزنمونه

  ). 19ی گیاهان حائز اهمیت است (نیز در برخ
زایی در گیاهان دارویی وجود دارد. پاسخ بهتر ریزنمونه ساقه بـه   هاي متعددي در مورد پینه گزارش

 Catharanthus( ، پـروانش )Hypericum perforatum L. ()2( زایـی در گیـاه علـف چـاي     پینـه 

roseus( )1اسپرس زراعی ،( )Onobrychis sativa Var. Chadegan( )10) 22)، هندوانه ابوجهل (
گرم  میلی 5/2هورمونی  به غلظت مربوطدر هندوانه زراعی  زایی بیشینه سرعت پینهاست.   گزارش شده

زایـی بـا    ). بررسـی پینـه  3گزارش شده اسـت (  IAAگرم در لیتر  میلی 5/0در ترکیب با  BAPدر لیتر 
ن داده که حـداکثر میـزان تولیـد پینـه در محـیط      نشااستفاده از ریزنمونه ساقه در گیاه هندوانه ابوجهل 

MS گرم بر لیتر  میلی 5/0، همراه باIAA  2,4و-D 6ام  پی و یک پی-BA  ) در ایـن تحقیـق   ). 22بـود
مشخص شد که افزایش در غلظت این هورمون نه تنها افزایش تولید پینه را به دنبال نداشت، بلکه خود 

گیري شده، ریزنمونه ساقه نسبت  بود. در تمام صفات اندازه ها عاملی در جهت تخریب سریع ریزنمونه



 اصل  زینب قاسمی و اسد معصومی

77  

زایی نشان داد (از لحاظ عددي برتري هر صفتی با صفت دیگـر   به ریزنمونه برگ، پاسخ بهتري به پینه
ها را مشاهد نمـود). در بـین تمـام ترکیبـات هورمـونی مـورد        آن 2توان در جدول متفاوت بود که می

گرم در لیتر کینتین، بهترین تیمار هورمـونی جهـت    میلی 4و  D-2,4در لیتر  گرم میلی 2مطالعه، ترکیب 
زایــی، در گیـاه جعفــري   جهـت پینـه   D-2,4هـاي کینتــین و   کننــده زایـی بــود. اسـتفاده از تنظـیم    پینـه 

)Petroselinum sativum) (11 و گیاه (Salsola arbuscula pall )4است که ایـن    ) گزارش شده
) نیـز  Melissa officinalisکنند. در گیـاه بادرنجبویـه (   ي تحقیق حاضر را تایید میهایافته ها گزارش

بـراي   BAPگـرم در لیتـر    میلـی  1همـراه بـا    D-2,4گرم در لیتـر   میلی 1استفاده از ترکیب هورمونی 
هـا اسـتفاده   ریزنمونه برگ جهت تولید پینه گزارش شده است. در تحقیق حاضر نیـز از ایـن هورمـون   

هاي متفاوتی پاسخ لازم را نشان دادند، لذا علیـرغم اشـتراك   لی بخاطر تفاوت نوع گیاه غلظتگردید و
هـا را  در نوع هورمون باید بسته به نوع گیاه و ترکیبات احتمالی موجود در آن، مقـدار بهینـه هورمـون   

 میـزان  بـه  وابسـته  باززایی و پینه تولید ) نیز میزان2013و همکاران ( در گزارش کریمیبدست آورد. 

 بـه  شـدت  بـه  نیـز  خـارجی  رشد هاي کننده تنظیم میزان که گزارش شده خارجی رشد هاي کننده تنظیم

) نیـز  1995در گزارش شـریفی (  .)13( دارند بستگی گیاه داخلی هاي رشد کننده مقدار تنظیم و ژنوتیپ
 Cuminumیـره ( در گیـاه ز  D-2,4منجر به تولید پینه بیشتري نسـبت بـه    NAAاستفاده از هورمون 

cyminum L.( گردیده است )23(.  
در آزمایش بررسی تولید شاخساره از پینه، نتایج حاصل از تجزیه واریانس نشان داد که برهمکنش 

درصد  99ریزنمونه، ژنوتیپ، محیط کشت و ترکیب هورمونی براي تمامی صفات در سطح اطمینان 
وت بودن اثر ترکیب هورمونی، ژنوتیپ، ریزنمونه و ). این نتیجه بیانگر متفا4دار شدند (جدول  معنی

 باشد. محیط کشت بر صفات مرتبط با باززایی گیاهچه می
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میانگین مربعات حاصل از تجزیه واریانس صفات مورد ارزیابی در مرحله باززایی گیاهچه از پینه با استفاده  -4جدول
  .NAAو  BAPهاي  از هورمون

Table 4. Mean squares obtained from analysis of variance for evaluated traits in plantlet regeneration 
from callus step using BAP and NAA hormones. 

وزن خشک 
 شاخساره

Shoot dry 
weight 

طول 
 شاخساره
Shoot 
height 

تعداد 
 شاخساره
Shoot 

number 

درصد 
 شاخساره زایی

Shooting 
percent 

درجه 
يآزاد  

Degree of 
Freedom 

 منابع تغییر
Source of Variance 

 (Medium)  محیط کشت 2 **0.26 **0.42 **60.6 **145

 ترکیب هورمونی 10 **0.058 **0.11 **27.3 **28
 (Hormonal combination) 

 (Genotype)  ژنوتیپ 1 **0.032 *0.12 *31.1 *48
36* 42** 0.0025ns 0.014** 1 ریزنمونه  (Explant) 

28** 27.3** 0.115** 0.058** 20 
ترکیب هورمونی×محیط کشت  

(Medium ×Hormonal combination) 

48** 31.1** 0.123** 0.032** 2 
ژنوتیپ×محیط کشت  

(Medium × Genotype) 

36* 42** 0.0025ns 0.014** 2 
ریزنمونه×محیط کشت  

(Medium × Explant) 

25** 19.8** 0.237ns 0.009** 10 
ژنوتیپ× ترکیب هورمونی  

(Hormonal combination × Genotype) 

39** 29.1** 0.158** 0.083** 10 
ریزنمونه× ترکیب هورمونی  

(Hormonal combination × Explant) 

84** 21.8* 0.0227ns 0.022** 1 
ریزنمونه× ژنوتیپ   

(Genotype  ×  Explant) 

25** 19.8** 0.0237ns 0.009** 20 
ژنوتیپ× ترکیب هورمونی× محیط کشت  

(Medium ×Hormonal combination × Genotype 

39** 29.1** 0.158** 0.083** 20 
ریزنمونه× ترکیب هورمونی× محیط کشت  

(Medium ×Hormonal combination × Explant) 

22** 20.7** 0.033ns 0.010** 10 
ریزنمونه× نوتیپژ× ترکیب هورمونی  

(Hormonal combination × Genotype× 
Explant) 

27** 20.8** 0.032* 0.011** 20 

 ریزنمونه× ژنوتیپ×ترکیب هورمونی ×محیط کشت
(Medium ×Hormonal combination × 

Genotype× Explant) 

 خطا 264 0.0006 0.02 0.04 0.008
(Error) 

)درصد( تضریب تغییرا  2.54 16.57 21.4 9.17  
Coefficient of Variance (%) 

 باشد. دار نمی معنی nsباشند و  درصد می 1و  5دار بودن در سطوح احتمال  دهنده معنی ترتیب نشان ** به و *
 Significant at 1% and 5% probability level, ns: Nonsignificant**:,* 
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کشت، ترکیب هورمـونی و ژنوتیـپ در    برهمکنش ریزنمونه، محیطهاي حاصل از مقایسه میانگین
زایـی   نشان داد کـه بیشـترین درصـد شاخسـاره    )، 3و شکل  5(جدول هاي دهدشت و گچساران  توده

در  BAPهورمـون  گـرم در لیتـر    میلی 3درصد) مربوط به ریزنمونه ساقه در توده دهدشت و با  5/55(
 3بـرگ (بجـز ترکیـب هورمـونی     در تمام ترکیبات هورمونی براي ریزنمونه بود.   MS½محیط کشت

بر اساس نتایج این تحقیـق،   .) در توده دهدشت شاخساره زایی مشاهده نگردیدBAPگرم در لیتر  میلی
زایی بهتر  توده دهدشت نسبت به توده گچساران و ریزنمونه ساقه نسبت به ریزنمونه برگ به شاخساره

بـراي   MS½زنمونـه سـاقه در محـیط کشـت     رو، در توده دهدشت استفاده از ری دهند. از این پاسخ می
دلیل زیاد بودن ترکیبات هورمـونی از ذکـر مجـدد     ذکر است، به گردد. لازم به شاخساره زایی توصیه می

در تحقیـق حاضـر،   ها خودداري و فقط ترکیبات هورمونی که پاسخ مناسبی دادند، ارائـه گردیدنـد.    آن
رود احتمال میهاي بالاي سیتوکینین استفاده شد که  غلظت زایی از پینه  براي القاي تولید پینه در مرحله
هاي در حال رشد افزایش داد و در نتیجه در مرحله بعدي و در حضور  غلظت این هورمون را در بافت

  تر انجام گرفت.  زایی، تشکیل ساقه سریع هاي اضافه شده جهت شاخساره سیتوکینین
 Matricariaگیـاه دارویـی بابونـه آلمـانی (    در )، 2013بر اساس گـزارش کـوهی و همکـاران (   

chamomilla L. بیشترین میزان باززایی ساقه نابجا در ریزنمونه برگ در محیط کشت ،(MS   حـاوي
و کمترین میزان باززایی در ریزنمونـه محـور    BAPگرم در لیتر  میلی 3و  NAAگرم در لیتر  میلی 5/1

 دسـت آمـد   بـه  BAPگـرم در لیتـر    میلی 3و  NAAگرم در لیتر  میلی 4زیرلپه در محیط کشت حاوي 
انجـام شـد و    BAPکه در هندوانه ابوجهل، باززایی گیاهچه فقط با استفاده از هورمون ، در حالی)15(

حضور آن براي باززایی گیاهچه خیلی ضروري تشـخیص داده نشـد، شـاید     NAAعلیرغم استفاده از 
هـاي   یبات درونی آنها باشد. این نتایج با استناد به یافتهاین اختلاف ناشی از تفاوت نوع گیاه و نوع ترک

)، بیانگر این مطلب است که استفاده از نسبت بالاي سیتوکینین موجب تحریک و افزایش 2010سیدو (
زایی این گیاه می باشد  ، موثرترین سیتوکینین در شاخهBAPگردد و  ها می زایی در ریزنمونه میزان ساقه

هـاي   کننـده . اثـرات تنظـیم  )25( ي از گیاهان نیز چنین نتایجی گزارش شده استکه در بسیار همچنان
زایـی گیاهـان    چنـین نـوع ریزنمونـه بـر روي سـاقه      رشد نظیر نوع و غلظت اکسین و سیتوکینین و هم

هاي اکسین و سیتوکینین  زمان هورمون زایی به اعمال هم طور معمول، ساقهباشد. به دارویی، متفاوت می
 گیاهان اکثر در مختلف هاي ریزنمونه از باززایی براي لازم شرط اکسین، با سیتوکینین ترکیبرد. نیاز دا

 عوامـل  از یکـی  سـیتوکینین  /اکسـین  تعـادل )، 2013بر اساس نتایج کوهی و همکـاران ( ). 12است (
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 هـایی  بـرهمکنش  باعث ترکیبات این ت.اس رویشی هاي شاخه تعداد افزایش منظور به موثر  کننده تعیین

این مطالب با نتایج بدست آمده در این  .)15( دهند تغییر می را زایی ریخت هاي پاسخ روند که شوند می
بـراي القـاي   در بـاززایی غیرمسـتقیم   که  باشد که ممکن است بدلیل این واقعیت باشد  تحقیق مغایر می

شـده و غلظـت ایـن هورمـون در      هاي بالاي سیتوکینین استفاده زایی از غلظت پینه  تولید پینه در مرحله
هاي اضافه شده هاي در حال رشد افزایش یافته که احتمالا در مرحله بعدي در حضور سیتوکینین بافت

   تر انجام گرفته است. زایی، تشکیل ساقه سریع جهت ساقه
 

ات مورد براي صف MS½مقایسه میانگین برهمکنش ریزنمونه، ژنوتیپ و ترکیب هورمونی در محیط کشت  -5جدول 
 .ارزیابی در مرحله باززایی گیاهچه از پینه

Table 5. Mean comparisons for interaction of Explant, Genotype and Hormonal combination in ½MS 
medium for evaluated traits in plantlet regeneration from callus step 
وزن خشک 
شاخساره 

گرم) (میلی  

Shoot dry 
weight (mg) 

طول شاخساره 
متر) (میلی  

Shoot height 
(mm) 

تعداد 
 شاخساره

Shoot 
Number  

درصد 
شاخساره

 زایی
Shooting 
percent 

BAP  
گرم در  (میلی

 لیتر)
(mg/liter) 

NAA 
گرم در  (میلی

 لیتر)
(mg/liter) 

 ریزنمونه

Explant 

 ژنوتیپ

Genotype 

300a 38a 2.3a 55.5a 3 0 ساقه 

(Stem) دهدشت 

(Dehdasht) 

230bc 6.6d 1.3d 3.33c 1.5 2 
300a 25b 2b 44.6b 2 0 
62c 13cd 1.6c 33.3c 3 0 برگ 

(Leaf) 
0d 0e 0e 0d 1.5 2 
0d 0e 0e 0d 1 0 
55c 10.6d 1.3d 33.3c 2 0 ساقه 

(Stem) گچساران 

(Gachsaran) 

240b 16c 1.6c 44.4b 3 0 
0d 0e 0e 0d 1.5 2 
0d 0e 0e 0d 1.5 2 برگ 

(Leaf) 
0d 0e 0e 0d 1 0 
0d 0e 0e 0d 2 0 

 ندارند. درصد تفاوت 5هایی که حداقل داراي یک حرف مشابه هستند از نظر آماري در سطح  در هر ستون میانگین
In each column that means have one same letter at least are not statistically significantly different at 
the 5% level.  
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 در BAPگـرم در لیتـر    میلی 2(الف) باززایی گیاهچه از پینه حاصل از ریزنمونه ساقه در ترکیب هورمونی  -3شکل 

 در BAPگرم  میلی 3و (ب) باززایی گیاهچه از پینه حاصل از ریزنمونه برگ در ترکیب هورمونی  MS½محیط کشت 
  MS½محیط کشت 

Figure 3. (a) Plantlet regeneration from callus obtained from stem explant in hormonal combination 
of 2 mg/liter BAP in ½MS medium and (b) Plantlet regeneration from callus obtained from leaf 
explant in hormonal combination of 3 mg/liter BAP in ½MS medium 

  
تعداد زایی منتقل شدند. در این مرحله، از بین  ها به محیط کشت ریشه د شاخساره، نمونهبعد از تولی

 5/0و  NAAگرم در لیتر  میلی 5/0محیط کشت با ترکیب هورمونی در  تنهاهورمونی،  اتترکیب زیاد
مشاهده گردید و در بقیه  زایی با هر دو ریزنمونه ریشه MSدر محیط کشت  BAPگرم در لیتر  میلی

 66/6زایی،  درصد ریشه 33/73زایی صورت نگرفت. این ترکیب هورمونی با  رکیبات هورمونی ریشهت
زایی در توده  متر میانگین طول ریشه تنها تیمار موفق بود. ریشه میلی 35میانگین تعداد ریشه و 

 33/64زایی ( گچساران نیز با همین ترکیب هورمونی انجام گرفت با این تفاوت که درصد ریشه
تر از توده  متر) در آن کم میلی 31عدد) و میانگین طول ریشه ( 65/4درصد)، میانگین تعداد ریشه (

هاي حاصل از پینه پس از گذشت سه ماه، ریشه تولید کردند که علت احتمالی  دهدشت بود. گیاهچه
نین استفاده شد که هاي بالاي سیتوکی زایی از غلظت آن این است که براي القاي تولید پینه در مرحله پینه

هاي در حال رشد شده و در نتیجه در مرحله بعدي در  باعث افزایش غلظت این هورمون در بافت
  افتاد.  زایی، تشکیل ریشه به تاخیر  هاي اضافه شده جهت ریشه حضور اکسین

 1به  3هاي کوچک حاوي خاك استریل (نسبت  هاي باززایی شده به گلدان در نهایت، گیاهچه
ماسه) منتقل شدند. براي سازگاري تدریجی با شرایط طبیعی (حفظ رطوبت نسبی بالا و کنترل خاك و 
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ها با شرایط طبیعی،  اي شفاف استفاده گردید. پس از سازگاري گیاهچه هاي شیشه آلودگی) از درپوش
 16نوري تر منتقل و در اتاقک رشد با شرایط  هاي بزرگ  ها به گلدان ها برداشته شده و گیاهچه درپوش

ها تبدبل  گراد نگهداري شدند. این گیاهچه  سانتی درجه 24ساعت تاریکی و دماي  8ساعت روشنایی، 
  ).4به گیاه کامل گردیده و توانستند به خوبی مستقر شده و رشد کنند (شکل 

  

   
  مراحل سازگار کردن گیاهان باززایی شده  -4شکل 

Figure 4. Hardening steps for regenerated plants
  

هاي کمتر  ها به غلظت اند که ممکن است براي رشد ریشه ) نیز گزارش داده2010تایز و زایگر (  
باشد و رشد ریشه به شدت بوسیله سطوح بالاي اکسین مهار شود، چون در سطوح بالا،   اکسین نیاز 

هاي  د که غلظت) نیز گزارش کردن1994( . بیکر و وستئین)27( گردد اکسین موجب تولید اتیلن می
 IBA. تأثیر )5( گردد و فرآیند باززایی مختل می هشد ها  ها در بافت بالاي اکسین باعث تجزیه متابولیت

) نیز Polyzygus tuberosus  )6در گیاهMS½ ها در محیط کشت  زایی ریزنمونه بر ریشه NAAو 
  گزارش شده است. 

  
  گیرينتیجه

زایی در توده دهدشت براي هر جهت پینه ترکیب هورمونی نتایج این تحقیق نشان داد که بهترین
و براي توده  NAAگرم در لیتر  میلی 1/0و  BAPگرم در لیتر  میلی 1 دو ریزنمونه برگ و ساقه

و براي ریزنمونه  NAAگرم در لیتر  میلی 5و  BAPگرم در لیتر  میلی 1گچساران  براي ریزنمونه ساقه 
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بوده و هر دو ریزنمونه پاسخ مناسبی به  NAAگرم در لیتر  میلی 1و  BAPگرم در لیتر  میلی 01/0برگ 
در مرحله باززایی غیرمستقیم نیز دیده شد که توده دهدشت نسبت به توده  پینه زایی نشان دادند.

دهند و  گچساران و ریزنمونه ساقه نسبت به ریزنمونه برگ به باززایی غیرمستقیم بهتر پاسخ می
  MS½در محیط کشت BAPگرم در لیتر  میلی 3زایی با ترکیب هورمونی  ارهبیشترین درصد شاخس

 5/0و  NAAگرم در لیتر  میلی 5/0زایی در هر دو توده نیز با ترکیب هورمونی  بدست آمد. ریشه
تر از توده  زایی در توده گچساران کم انجام گرفت با این تفاوت که درصد ریشه BAPگرم در لیتر  میلی

  دهدشت بود.
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