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   مختلف يها  از جداکشتیزائ  و اندامیزائ کالوس
  اي شیشه تحت شرایط درون) .Capparis spinosa L (یاه علف مارگ

  
  4 و محمود سلوکی3، فاطمه بناءکاشانی2لیلا فهمیده*، 1حموله مژده شیخی

  ، زابل، ایراندانشگاه زابل، ، گروه اصلاح نباتات و بیوتکنولوژيارشد  دانشجوي کارشناسی1
  استادیار گروه زراعت و اصلاح نباتات، 3، زابل، ایراندانشگاه زابل،  ،گروه اصلاح نباتات و بیوتکنولوژيیار دانش2

   دانشگاه زابل، زابل، ایران،دانشیار گروه اصلاح نباتات و بیوتکنولوژي4، ایران تهران،  تهران،دانشگاه
  11/02/97: ؛ تاریخ پذیرش 14/09/96: تاریخ دریافت

 1دهیچک
  مهم گیاهان از یکی عنوان به که  بودهCapparaceaeخانواده  گونه ترین  مهم.Capparis spinosa L گیاه کبر :سابقه و هدف

ها از ترکیبات دارویی  هاي مولد گل و میوه ها و جوانه بودن ریشه دلیل غنی اربرد دارویی این گیاه بهک. گردد می محسوب دارویی
با توجه به اهمیت گیاه دارویی . ها است ویژه گلیکوزیدها و گلیکوزینولات هها و ب ها، اسانس ها، پکتین ها، ساپونین  فلاونوئیدمانند

منظور تولید کالوس و باززایی این  سازي شرایط کشت به  بهینه بذر، در این پژوهشن گیاه از طریقعلف مار و مشکل تکثیر ای
  .گیاه انجام شد

  

جهت انجام .  این پژوهش در پژوهشکده زیست فناوري و مهندسی زیستی دانشگاه صنعتی اصفهان انجام شد:ها مواد و روش
لپه، ریشه، گلبرگ، کاسبرگ و گره در محیط کشت اي، برگ، غنچه، پرچم، محور روي هاي برگ لپه حاضر جداکشتپژوهش

MS2,4 از دو سطح مختلف.  با ترکیب هورمونی مختلف کشت شدند-D ) mg/l3 همراه با ) 5/2 و mg/l01/0 کاینتین و سه 
صورت فاکتوریل در  آزمایش به. زایی استفاده گردید براي کالوسmg/l5/0  BA در ترکیب با ) 2 و NAA ()mg/l3 ،5/2سطح 

هاي تولید شده،  منظور باززایی گیاهچه از کالوس به.  ریزنمونه انجام شد5 تکرار و هر تکرار با 4قالب طرح کاملاً تصادفی با 
با   IBA وKIN،NAA  ،BAPکننده رشد و ترکیب هورمونی  هاي حاوي تنظیم ها براي تولید شاخساره در محیط کشت کالوس
  . هاي مختلف کشت شدند غلظت

  

و ریزنمونه براي سه صفت ترکیبات هورمونی مشخص نمود که اثر تغییرات ریزنمونه و برهمکنش تجزیه واریانس  نتایج :ها یافته
کننده رشد براي صفت  دار بود ولی اثر تغییرات تنظیم معنی درصد1دهی در سطح خشک کالوس و درصد کالوس تر، وزن وزن

 مورد استفاده دهی در این پژوهش  هورمونی مختلفی که براي کالوساترکیب تتمامدر مجموع . دار نشددهی معنی درصد کالوس
 پرچم بالاترین  که ریزنمونه طوري  به. ها براي تولید کالوس متفاوت بود العمل ریزنمونه  ولی عکسندقرار گرفتند، مناسب بود

ترکیبات هورمونی شان داد که بهترین نتایج این پژوهش ن. ها داشت  کشت را در تمامی محیط)  درصد100(دهی  درصد کالوس
با میانگین  (NAA  mg.l-1 02/0 +KIN  mg.l-11 حاويMSتر کالوس، محیط کشت  دهی از نظر میانگین وزنبراي کالوس

                                                
 l.fahmideh@uoz.ac.ir : مسئول مکاتبه*
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 و NAA  mg.l-1 3 +BAP  mg.l-15/0 حاويMSخشک کالوس نیز محیط کشت  و براي میانگین وزن) گرم بر لیتر میلی27/0
MSحاوي NAA  mg.l-1 02/0 +KIN  mg.l-11) بهترین محیط . بودند) گرم بر لیتر میلی027/0 و 026/0ترتیب با میانگین  به

براي تولید )  درصد40 (NAA  mg.l-1 2و)  درصدKIN  mg.l-12) 40 حاوي MSبراي تولید شاخساره از کالوس محیط کشت 
  .بود)  درصدNAA  mg.l-1 1) 30 حاويMSریشه محیط کشت 

  

 نی و بهترزنمونهی رنینمونه، بهتر زیکننده رشد و نوع ر می مختلف تنظهاي¬ با کاربرد غلظتپژوهش  در این:گیري نتیجه
 بر اساس نتایج حاصله، ریزنمونه پرچم . انتخاب شداهچهی گدی تولبراي کالوس نیتر شیدست آوردن ب هکننده رشد جهت ب میتنظ

و ) NAA) mg.l-12 تیمارترین تولید شاخساره را  بیش. زایی مناسب بودند کالوسمورد استفاده براي ترکیبات هورمونی و تمامی 
KIN) mg.l-12 ( تیمارو تولید ریشه NAA) mg.l-11 (و این تیمارها استفاده از بنابراین. اي داشتند شیشه در شرایط کشت درون 

منظور تکثیر این  ترین تولید شاخساره و ریشه را به زایی و در ادامه بیش  که بهترین کالوس در این پژوهشهاي ذکر شده ریزنمونه
  .گردد میاي نشان دادند، پیشنهاد  گیاه در شرایط کشت درون شیشه

  
  اي شیشه دهی، کشت درون کالوسعلف مار،  ، ریزنمونه،کننده رشد تنظیم :هاي کلیدي واژه

  
  مقدمه

گیاهان دارویی یکی از منابع مهم براي درمان 
آوري و  هاي پیشین جمع ند و در تمدنا ها بوده بیماري

 دیرها و مانندهاي مقدس  ها در مکان کشت آن
استفاده از گیاهان در . ها متداول بوده است صومعه

طب سنتی در ایران و سایر کشورهاي جهان متداول 
اساس شواهد تاریخی، کشور ایران در این  بوده و بر

ت زمینه پیشتاز و از کشورهاي مطرح جهان بوده اس
 Capparisگیاه علف مار یا کبر با نام علمی  ).23(

spinosa L. است ساله چند و پایه  تکايبوته گیاهی 

، )Caryophyllales (سانانمتعلق به راسته میخک که
 )Capparis (کبرها  سردهو )Capparaceae (رتیره کب

ست که در ا جز گیاهانی علف مار ).25( باشد می
یور، درست زمانی که دماي هوا اوایل تیر تا اواخر شهر

گل باشد  ترین حد خود می بالا و رطوبت خاك در کم
 ).43(شود  دهد و دوره رشد زایشی آن تکمیل می می

 در نواحی گرمسیري دنیا رشد  Capparisهاي گونه
). 42  و17( باشد  گونه می250کند و شامل بیش از  می

ر است  بوده و قادیر فقيها خاك سازگار بایاهی گبرک
 رشد یی غذا مواد آب ویت با محدودییها در مکان

شدید  گرماي و خشکی به مقاوم گیاه این). 32(کند 
 لاي لابه در خزنده و آویزان صورت به اغلب و است
 یراندر ا ).35  و22، 8(شود دیده می هاصخره و خاك

 و مرکز، غرب، شمالهاي شمالی، گونه در بخشینا
استفاده دارویی از این ). 38( دارد پراکنش کشور شرق

  گل  هاي مولدها و جوانهدلیل غنی بودن ریشه گیاه به
ها،   فلاونوئیدمانندها از ترکیبات دارویی  و میوه
ویژه گلیکوزیدها و  هها و ب ها، اسانس ها، پکتین ساپونین

پوست ریشه گیاه ). 26  و23 ( استها گلیکوزینولات
بض کاربرد سنتی دارد و عنوان ماده مقوي، مدر و قا به

 هاي  بیماري مانندها همچنین، در درمان بسیاري از بیماري
خونی، اعصاب، نقرس، پوستی، کلیه، کبد، طحال، کم

 ).11  و2(شود دیابت و روماتیسم استفاده می
 اخیر نشان داده است که این گیاه هاي  پژوهش

قوي   و ضد قارچی)29  و28(خاصیت ضد میکروبی 
اکسیدان  نین حاوي مقدار زیادي آنتیدارد همچ

 وسیع و تولید اخیراً). 1(باشد بیوفلاونوئید روتین می
 قرار توجه مورد مختلف هايکشور در گیاه این تجاري
 کم درصد علت به موانعی و مشکلات است اما گرفته
 به توجه با). 39  و34(دارد  وجود هادانه زنی جوانه
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 و ايتغذیه هاياستفاده متعدد و دارویی خواص
 بررسی تیمارهاي آن، کشت لزوم و گیاه این تجاري
 مشکلات  ازباشدمی ضروري آن تولید براي مختلف

 اساس این بر .است آن بذر خفتگی گیاه، این کشت
 و بوده مشکل بسیار بذر از استفاده با گیاه این تکثیر

   .گیرد می صورت رویشی صورت به
 اي شیشه ت درونکشت سلول و بافت گیاهی که کش

شود، ابزاري مهم در و یا کشت استریل نیز نامیده می
هر چند که هزینه زیاد . است  کاربردي ومطالعات پایه

و نیاز به نیروي کار ماهر و متخصص از جمله معایب 
ترین روش تکثیر مهم). 36( آید شمار می  بهاین روش

 از طریق کالوس و کشت بافت گیاهان باززایی
 کشت محیط معمولاً ).40(ی است کیسوماتی زای جنین

علف  کالوس تولید براي نیز تنهایی بهD-2,4 حاوي 
 کشت محیط در زاییکالوس و بهترین نیست ثرؤممار 

 شده مشاهده) KIN) mg/l 5-1 و D-2,4ترکیب  با
 دوره در تازه ترد و کالوس تشکیل همچنین. است
در  .)6(شود می شروع روز 25 تا 20 کوتاه زمانی

هاي بسته و هاي مختلف گلآزمایشی از قسمت
در مزرعه براي باززایی گیاه علف مار نیافته  تلقیح

هاي  استفاده کردند که بهترین نتیجه از کشت سلول
مول ساکارز  میلی88 حاوي MSنیافته در محیط  تلقیح

 دست آمد  بنزیل آمینو پورین به-5 میکرومول 13و 
 1387ی در سال پژوهشدر موافقی و همکاران ). 10(

با ) کبر(به بررسی باززایی گیاه دارویی علف مار 
قطعات . استفاده از کشت قطعات هیپوکتیل پرداختند

 1/0 حاوي MSجداکشت هیپوکتیل در محیط کشت 
گرم   میلی5/0نفتالین استیک و اسید گرم در لیتر  میلی

ترین   بیش،)BAP ( بنزیل آمینو پورین-5در لیتر 
ها گزارش کردند که  آن. شاخساره را داشتندتولید 

نفتالین استیک، تولید شاخساره را اسید افزایش مقدار 
زایی  ریشه. متوقف کرد و باعث تولید کالوس گردید

 5/0قطعات جداکشت در محیط کشت حاوي 

پس از . نفتالین استیک بهینه بوداسید گرم در لیتر  میلی
ها  پاي شاخسارههاي تشکیل شده در چهار هفته، ریشه
 ).30(قابل رؤیت بود 

 ریزنمونه بهترین تعیین آزمایش این انجام از دفه
 آوردن دست هب جهت کننده رشد تنظیمسطح  بهترین و

در ادامه تعیین بهترین محیط براي کالوس و  ترین بیش
بتوان با توجه به مشکل گیاه علف مار بود تا باززایی 

تفاده از نتایج حاصل  اسبابذر،  از طریق گیاه این تکثیر
شرایط   دراین گیاه راتکثیر و تولید  ،از این پژوهش

   . نمود بهینهدرون شیشه
  

  ها مواد و روش
در این پژوهش :  و کشت بذوری ضدعفونیه،ته

پژوهشکده زیست فناوري و مهندسی زیستی دانشگاه 
 از پژوهشدر این . صنعتی اصفهان انجام شده است

بوته  وز مناطق مرکزي ایران شده ا آوري بذور جمع
کامل این گیاه در حوالی دانشگاه صنعتی اصفهان 

-بذور درون آب با دماي متفاوت به. استفاده شد

صورت متناوب قرار داده و روي کاغذ صافی درون 
 16دیش و درون ژرمیناتور با شرایط نوري  پتري

 و C 24° دماي ساعت تاریکی، 8ساعت روشنایی و 
هفته  بعد از دو. ند نگهداري شد درصد70رطوبت 

در این پژوهش  .ندبذور جوانه زده به گلدان منتقل شد
اي، برگ، ریشه، پرچم، هاي لپه هاي برگ جداکشت

غنچه گل، محور زیر لپه، کاسبرگ و گلبرگ در محیط 
 ها نمونهریزابتدا . ندهاي مختلف کشت شد کشت

 ساعت در ظرفی زیر آب جاري شیر شسته 2مدت  به
 دقیقه بسته به ضخانت 10 الی 8مدت  ، بعد بهنددش

 و یک  درصد5/1  سدیمنمونه، در هیپوکلریتریز
 بار با آب 3سپس  ،گرفتقطره مایع ظرفشویی قرار 

تا شدند  دقیقه شستشو داده 2مدت  مقطر و هر بار به
 بعد از این مرحله .ها کاملاً شسته شود هیپوکلریت آن

 قرار  درصد70 در الکل  ثانیه30مدت  ها به نمونهریز
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 مرحله با آب مقطر استریل، هر 3 و دوباره گرفتند
 تمامی مراحل  دقیقه، شسته شدند2رحله براي م

 ).18 (بودها  نمونهریزاستریل همراه با تکان دادن 
بهتر است بعد از مرحله آب جاري، بقیه مراحل زیر (

بهترین نوع دست آوردن  همنظور ب به. )هود انجام شود
 و بهینه کننده رشد تنظیمثر ؤهاي مغلظتزنمونه، ری

براي تولید پینه اي شیشه  درونMS کردن محیط کشت
   .صورت زیر عمل شد و گیاه از آن به

بر رشد  کننده تنظیم ثیرأبراي بررسی ت: پینه تولید

در نظر هاي مختلف   سطح غلطتزایی شش پینه
از بعد . اند  آورده شده1جدول  گرفته شدند که در

 MS هاي کشتبه محیطکننده رشد  تنظیمافزودن 
 تنظیم گردید و عمل 6/5-8/5 محیط روي pH، کامل

 اتمسفر 15 و فشار C 121°استریل کردن در دماي 
 تکرار 4هر ریزنمونه در .  دقیقه انجام شد20مدت  به

. ند کشت داده شدریزنمونه 5تکرار در هر و 
مورد بررسی  هفته سهمدت  بهو ها هر هفته  واکشت

   .گیري قرار گرفتند دقیق و اندازه
  

 .  جهت تولید پینهMSهاي رشد مورد استفاده در محیط کشت  کننده  تیمارهاي مختلف تنظیم-1جدول 
Table 1. Plant growth regulator treatments used in MS medium for callus production.  

 تیمار
Treatment  

 اجزاء محیط کشت
Medium culture components  

 PGR 1(  2,4-D mg.l-1 2.5 +KIN  mg.l-10.1 ( اولتیمار

  PGR 2(  2,4-D mg.l-1 3 +KIN  mg.l-10.1 ( دومتیمار
  PGR 3(  NAA mg.l-1 2 +BAP  mg.l-10.5 (سومتیمار 
  PGR 4(  NAA mg.l-1 2.5 +BAP  mg.l-10.5 (چهارمتیمار 
  PGR 5(  NAA mg.l-1 3 +BAP  mg.l-10.5( پنجمتیمار 
  PGR 6(  NAA 0.02 mg.l-1  +KIN  mg.l-11 (ششمتیمار 

  
  : تر و وزن خشک کالوس گیري وزن اندازه

ها، ابتدا وزن  نمونه گیري وزن اولیه ریز جهت اندازه
برداري گردید  دیش حاوي محیط جامد یادداشت پتري

ن  وزها مجدداً و بعد از اضافه نمودن ریزنمونه
ها محاسبه گردید که با کسر این دو عدد  دیش پتري

 بعد از سریعاً. ها محاسبه گردید نمونه وزن اولیه ریز
 وزن  واز محیط برداشتهکالوس تشکیل کالوس، 

زیرا کالوس به سرعت آب خود را از دست (گردید 
 ریزنمونه لیهدست آمده را از وزن او و عدد به) دهد می

هنگامی که وزن . آمددست  تر کالوس به  و وزنکسر
 C 80°ها را در آون در دماي دست آمد، کالوس تر به

ها   روز قرار داده و سپس وزن خشک آن2مدت  به

قابل کنترل  دلیل کاهش سریع و غیر به. گیري شد اندازه
تري براي  وزن تازه، وزن خشک معیار مطمئن

دست آوردن  هبراي ب .گیري رشد کالوس است اندازه
دهنده تقسیم بر  هاي کالوس ، تعداد نمونهنهپیدرصد 

دیش گردید و   هاي موجود در هر پتري تعداد کل نمونه
پس از  .)27 و 14(عدد حاصله در صد ضرب شد 

ثر در ؤ مکننده رشد تنظیمانجام این آزمایش تیـمارهاي 
  .زایی انتخاب شدند امر کال

منظور باززایی گیاهچه از  به: تولید شاخساره و ریشه
هاي گیاه  از تمام قسمتهاي تولید شده، ابتدا   کالوس

مانند برگ، ساقه، میوه نارس، هیپوکوتیل، گره، 
و ) بساك میله و(گلبرگ، کاسبرگ، ریشه، پرچم 
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ها  نمونه. مستقیم استفاده شد مادگی براي باززایی غیر
هاي موجود در  کشتبعد از استریل شدن در محیط 

کشت شدند و از پینه براي ایجاد شاخساره  2جدول 
 تکرار قرار داده و درون هر ظرف 4براي هر ریزنمونه 

 20واکشت نیز تقریباً .  ریزنمونه قرار داده شد5نیز 
هاي  ي محیطا هاي تازه تهیه شده بار در محیط روز یک

 هفته از کشت 3بعد از حدود . قبلی صورت گرفت
دامه ادر . اولیه، اولین آثار تولید شاخساره نمایان شد

هایی که بعد از سه بار  براي تولید ریشه ریزنمونه
واکشت، شاخساره خوبی ایجاد کرده بودند به محیط 

منتقل زایی  براي ریشه 3هاي موجود در جدول  کشت
  . شدند

  
 . کننده رشد مورد استفاده جهت ایجاد شاخساره از پینه  تیمارهاي مختلف تنظیم-2جدول 

Table 2. Plant growth regulator treatments used for shoot production from callus explants. 
 تیمار

Treatment  
  اجزاء محیط کشت  

Medium culture components  
 a) PGR 1(  KIN  mg.l-11 + MSتیمار اول 

  a) PGR 2(  KIN  mg.l-12  +MSتیمار دوم 
  a) PGR 3(  NAA mg.l-1  1 +MSوم ستیمار 
  a) PGR 4(   NAA mg.l-1  2 +MSم چهارتیمار 
  a) PGR 5(   BAP  mg.l-10.5 +MSم پنجتیمار 

  a) PGR 6(  BAP  mg.l-1 1 +MSم ششتیمار 
  a) PGR 7(   BAP  mg.l-1 2 +MSم هفتتیمار 

  
 . دهی شاخساره مورد استفاده جهت ریشهکننده رشد مورد  تیمارهاي مختلف تنظیم -3جدول 

Table 3. Plant growth regulator treatments used for rooting of the shoots. 
 تیمار

Treatment  
  اجزاء محیط کشت  

Medium culture components  
 b) PGR 1(  NAA mg.l-1  1 +MSتیمار اول 

  b) PGR 2(  NAA mg.l-1  2 +MSتیمار دوم 
  b) PGR 3(  NAA mg.l-1  3 +MSوم ستیمار 
  b) PGR 4(   IBA mg.l-1  1 +MSم هارچتیمار 
 b) PGR 5(   IBA mg.l-1  3 +MSم پنجتیمار 

  
صورت  هب آزمایشاین : هاي آمار تجزیه و تحلیل

 تکرار 4در فاکتوریل در قالب طرح پایه کاملاً تصادفی 
افزار  نرمبا استفاده از ها  دادهتجزیه و تحلیل  .اجرا شد

SAS مقایسه . شدند تجزیه واریانس 9.1 نسخه
اي دانکن در  ها با استفاده از آزمون چند دامنه میانگین

و قبل از انجام   انجام شد درصد1سطح احتمال 

 ها با استفاده از  واریانس، نرمال بودن دادهتجزیه
 مورد Microsoft office Excel 2010 افزار نرم

هاي حاصل  که داده  با توجه به این.گرفت  قراربررسی
 بر اساس درصد بودندبرخی صفات گیري  هاز انداز

دهی و درصد تولید  دهی، درصد ریشه درصد کالوس(
ها داراي توزیع نرمال  که داده ، براي این)شاخساره
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.  استفاده شد2X=X1 باشند، از تبدیل داده جذري
 در مواردي هم که صفر وجود داشت از تبدیل

5.02X=X115 (گردید  استفاده(  .  
  

  نتایج و بحث
، اثر تغییرات ریزنمونه و 4با توجه به جدول 

تر،  برهمکنش محیط و ریزنمونه براي سه صفت وزن

  دهی در سطح  خشک کالوس و درصد کالوس وزن
کننده  دار بود ولی اثر تغییرات تنظیم معنی درصد1

. دار نشد دهی معنی رشد براي صفت درصد کالوس
طور میانگین یک هفته بعد از کشت، ها به ونهریزنم

متورم شده و یک تا دو روز بعد نیز تولید کالوس در 
  .ها مشاهده شد آن

  
 . دهی تر، وزن خشک کالوس و درصد کالوس میانگین مربعات حاصل از تجزیه واریانس صفات وزن -4 جدول

Table 4. Analysis of variance of fresh weight, dry weight and callus percentage traits.  

 منابع تغییرات
S.O.V  

 درجه آزادي
df  

 )گرم(تر کالوس وزن
Callus fresh weight (gr) 

  )گرم( خشک کالوس وزن
Callus dry weight (gr) 

  )درصد(دهی  درصد کالوس
Callus percentage (%) 

 کننده رشد تنظیم
PGR  

5  **0.0166  **0.00062  ns
 151.8196 

 مونهریزن
Explant (E) 

8 **0.152  **0.10052  **38088.9891  

 ریزنمونه× کننده رشد  تنظیم
PGR × E  

40 **0.0048 **0.00029  **418.54 

 خطا
Error 

162  0.0010 0.000012  84.739  

  )درصد (ضریب تغییرات
C.V (%)  -  15.517  12.119  13.557  

  میانگین
Mean  - 0.1078 0.0111 67.8892 

ns ،** باشد یک درصد می احتمال سطح در داري معنی و داري معنی عدم دهنده نشان ترتیب به . 
ns, ** are not significant and significant at 1% level of probability, respectively. 

  
  پینهتولید 

 مقایسه میانگین ،5 جدولبا توجه به : تر میانگین وزن
 مختلف ارهايتیمتر در  ها بر اساس وزن ریزنمونه

 ،) گرم14/0(یافته   برگ رشد ریزنمونهنشان داد که
در )  گرم16/0(و غنچه )  گرم15/0(برگ کوتیلدونی 

و برگ )  گرم20/0(برگ کوتیلدونی  اول، تیمار
 25/0(غنچه  دوم، تیماردر ) گرم 21/0(رشدیافته 

  و چهارمتیماردر )  گرم25/0(  سوم،تیماردر ) گرم

یافته   و برگ رشد، پنجمتیمارر د ) گرم27/0(غنچه 
ترین میزان میانگین  بیش ششم تیماردر ) گرم 27/0(

 مورد بررسی تیمارو در همه تر را داشتند  وزن
هیپوکوتیل و ریشه ریزنمونه ترین میزان مربوط به  کم

طی پژوهشی نشان داده شده که  . بود)صفر (گیاهچه
 25/0ه به همرا D-2,4 گرم در لیتر  میلی3کشت داراي 

باززایی بهینه کالوس از ریزنمونه گلآذین سوسن در 
 ).12 (دست آمده است هب BA گرم در لیتر محیط میلی
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هاي  آزمایشی دیگر، القاي کالوس در ریزنمونهدر 
گرم   میلی1-4 داراي تمیارهايفلسی ارنیتوگالوم در 

 دست آمد هب BA گرم در لیتر  میلی2و   D-2,4در لیتر

  ها بیانگر این مطلب هست ین آزمایشتایج ان). 19(
به همراه یک سیتوکنین براي  D-2,4 که هورمون

  .باشد  میتر زایی مناسب کالوس
  

  . تر  وزنده رشد برايکنن  مقایسه میانگین برهمکنش ریزنمونه و تنظیم-5 جدول
Table 5. Mean comparison of explant and plant growth regulator interaction for fresh weight. 

ششمتیمار   

PGR 6 

پنجمتیمار   

PGR 5 

چهارمتیمار   

PGR 4 

سومتیمار   

PGR 3 

دومتیمار   

PGR 2 

 تیمار اول
PGR 1 

 جدا کشت
Explant 

ab 0.23  b 0.19  a 0.25 b 0.19  a 0.20  a 0.15 
 برگ کوتیلدونی

Cotyledon leaf  

ab 0.22 c 0.15 b 0.15 bc 0.14 bc 0.081  ab 0.12 
 گره

Node  

c 0.14  a 0.27 ab 0.19  a 0.25  b 0.13  a 0.16 
 غنچه
Bud 

a 0.27  bc 0.17  ab 0.18  b 0.17 a 0.21  a 0.14 
 یافتهبرگ رشد

Growth leaf 

bc 0.18  0.14 bc c 0.073  de 0.071  bc 0.080 bc 0.076 
 کاسبرگ
Sepals  

bc 0.19  d 0.097  c 0.079  cd 0.098  cd 0.049 cd 0.04 
 گلبرگ
Petals  

d 0.049  e 0.054 cd 0.054  ef 0.046  cd 0.036 cd 0.052 
 پرچم
Flag 

d 0  e 0  d 0  f 0  d 0  d 0  هیپوکتیل 
Hypocotyl 

d 0 e 0 d 0  f 0  d 0  d 0  ریشه گیاهچه 
Plant root 

  .ندارند درصد 1داري در سطح احتمال  هایی که داراي حداقل یک حرف مشترك هستند تفاوت معنی میانگین
Means with at least one same letter are not significantly different (P≤1%). 

  
ترین میزان میانگین وزن  بیش: خشک میانگین وزن

 تیماردر ) گرم 015/0( گرهنمونه  خشک متعلق به ریز
و برگ )  گرم014/0(، برگ رشدیافته  و ششماول

 گلبرگ  دوم،تیماردر )  گرم013/0(کوتیلدونی 
برگ کوتیلدونی  سوم، تیماردر )  گرم05722/0(

 چهارم، تیماردر )  گرم023/0(و گره )  گرم025/0(
 تیماردر )  گرم027/0(و کاسبرگ )  گرم026/0(غنچه 
مورد تیمارهاي ترین میزان در همه  کمبود و پنجم 

 هیپوکوتیل و ریشه گیاهچه بررسی در ریزنمونه
  ).6جدول (مشاهده گردید ) صفر(
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  . خشک وزنکننده رشد براي  مقایسه میانگین برهمکنش ریزنمونه و تنظیم -6جدول 
Table 6. Mean comparison of explant and plant growth regulator interaction for fresh weight.  

 تیمار ششم
PGR 6 

 تیمار پنجم
PGR 5 

 تیمار چهارم
PGR 4 

 تیمار سوم
PGR 3 

 تیمار دوم
PGR 2 

 تیمار اول
PGR 1 

 جدا کشت

Explant 

d 0.019  a 0.028  a 0.025  b 0.0190  a 0.013 ab 0.012  برگ کوتیلدونی 
Cotyledon leaf  

a 0.028  b 0.019 a 0.023  b 0.0175  b 0.0046 a 0.015  گره 
Node  

ab 0.026  a 0.026  bc 0.014 b 0.0249 b 0.0054 ab 0.012 
 غنچه
Bud 

bc 0.023  cd 0.0084 ab 0.018  c 0.0080  a 0.014  ab 0.012 
 یافتهبرگ رشد

Growth leaf 

e 0.012  a 0.027  cd 0.006  c 0.0047  b 0.0064 bc 0.0069 
 کاسبرگ
Sepals  

c 0.022  c 0.012  d 0.004 a 0.05722  bc 0.0043 cd 0.0036  گلبرگ 
Petals  

f 0.004  de 0. 004  d 0.003 c 0.0025  bc 0.0025  c 0.0054 
 پرچم
Flag 

g 0 e 0  d 0 c 0  c 0  d 0 
 هیپوکتیل

Hypocotyl 

g 0  e 0 d 0 c 0  c 0  d 0 
 ریشه گیاهچه
Plant root 

  .ندارنددرصد  1داري در سطح احتمال  هایی که داراي حداقل یک حرف مشترك هستند تفاوت معنی میانگین
Means with at least one same letter are not significantly different (P≤1%). 

  
 ها مقایسه میانگین ریزنمونه: دهی نگین درصد کالوسمیا

 مختلف تیمارهاي در درصد وزن کالوسبر اساس 
دهی  ترین میانگین درصد کالوس آشکار نمود که بیش

 اول، دوم، تیمار، گلبرگ و پرچم در مربوط به غنچه
سوم و چهارم، برگ کوتیلدونی، غنچه و پرچم در 

بوط به  ششم مرتیمارمحیط کشت پنجم و در 
نتایج همچنین نشان داد . بود) 100(کاسبرگ و پرچم 

 مورد بررسی تیمارهايترین میانگین در همه  که کم
هاي هیپوکتیل و ریشه گیاهچه مربوط به ریزنمونه

 تیمارهايدر مجموع از بین  ).7جدول (بود ) صفر(
 مورد دهی در این پژوهش مختلفی که براي کالوس

  ها مناسب   یج تمامی محیطاستفاده قرار گرفتند نتا
العمل  هاي مختلف عکس بود ولی از بین ریزنمونه

که  طوري ها براي تولید کالوس متفاوت بود به ریزنمونه
 100(دهی   پرچم بالاترین درصد کالوس ریزنمونه

 1در شکل .  داشتتیمارهارا در تمامی ) درصد
ایی گیاه علف مار تحت شرایط ز مراحل کالوس

زایی  کالوس .ي نشان داده شده استا شیشه درون
توسط ترکیبی از این دو هورمون گیاهی در گیاهان 

 و .Kaempferia galangal Lدیگري مانند 
Curcuma longa L.  نیز مورد بررسی قرار گرفته و
  ).37(است نتایج مشابهی را داشته 
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  .هاي مختلف حیط کشت در مدرصد وزن کالوسها بر اساس   مقایسه میانگین ریزنمونه-7جدول 
Table 7. Comparison of the average of explants for on the percentage of callus weight in different media. 
 تیمار ششم

PGR 6 

 تیمار پنجم
PGR 5 

 تیمار چهارم
PGR 4 

 تیمار سوم
PGR 3 

 تیمار دوم
PGR 2 

 تیمار اول
PGR 1 

 جدا کشت

Explant 

a 83.34 a 100 a 96.88  b 79.25  a 92.26  b 82.14 برگ کوتیلدونی 
Cotyledon leaf  

a 83.34  bc 77.78  c 44.45  b 72.22  b 52.38  c 66.67  گره 
Node  

a 88.89  a 100  a 100  a 100  a 100  a 100  غنچه 
Bud 

a 83.34  c 61.12  b 66.76  b 66.76  a 91.67 ab 91.67 یافتهبرگ رشد 
Growth leaf 

a 100  b 71.43  a 91.67  ab 83.33  a 94.45  ab 97.5  کاسبرگ 
Sepals  

b 60  ab 83.33 a 100  a 100 a 100  a 100  گلبرگ 
Petals  

a 100  a 100  a 100  a 100  a 100  a 100  پرچم 
Flag 

c 0  d 0  d 0  c 0  c 0  d 0  هیپوکتیل 
Hypocotyl 

c 0 d 0  d 0  c 0 c 0 d 0  ریشه گیاهچه 
Plant root 

  .ندارنددرصد  1داري در سطح احتمال  داراي حداقل یک حرف مشترك هستند تفاوت معنیهایی که  میانگین
Means with at least one same letter are not significantly different (P≤1%). 

  
تنوع در فراوانی تولید کالوس در پاسخ به سطوح 

دلیل تمایز در بیان  اند بهتو میمختلف هورمونی، 
همچنین . کننده تولید کالوس باشد لهاي کنتر  ژن

ممکن است که در بعضی از سطوح هورمونی مورد 
هاي مسئول در سنتز کالوس،  استفاده، برخی از ژن

گزارش  علاوه، به). 31 و 20(د طور کامل بیان نشون به
ممکن  D-2,4 زیاد هاي خیلی غلظت شده است که

هاي درگیر در تقسیم سلولی و  است براي بیان ژن

   عواملی که جملهاز ). 27(ایززدایی بافت، باشد تم
  اي  هکنند ژنوتیپ، تنظیم ثرند،ؤدر تولید کالوس م

رشد، محیط کشت، نوع هیدرات کربن، نوع 
. اشدب جداکشت، سن جداکشت و شرایط محیطی می

نتایج نشان داده است که وابستگی خاص القاي 
 کلی ناپذیر و کالوس و باززایی گیاه به ژنوتیپ اجتناب

است و القاي کالوس و باززایی گیاه با ژنوتیپ گیاه 
  ).21  و19(د کن تغییر می
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روز تحت شرایط  42و  21 پس از NAA  mg.l-1 02/0  +KIN  mg.l-11 حاويMSدر محیط کشت زایی  مراحل کالوس -1شکل 
  .ها قبل از تشکیل کالوس ننده شدن ریزنمونه متورم و شک- B.  عدم تشکیل کالوس در ریزنمونه هیپوکوتیل-A: اي شیشه درون

C- تا ده روز بعد از کشت7 شروع تشکیل کالوس بعد از  .D -نکروز شدن کالوس  .E- کالوس ریزنمونه گلبرگ بعد از واکشت دوم .
F - تشکیل کالوس در ریزنمونه غنچه.   

Fig. 1. Stages of callus induction in MS medium containing 0/02 mg.l-1 NAA +1 mg.l-1 KIN after 21 and 42 days 
under in vitro conditions: A- No callus formation in the hypocotyl explant. B- Swollen and fragile explant 
before the formation of calluses. C- Starting the callus after 7 to 10 days after the cultivation. D- Callous 
necrosis. E- Callus of petals explant after the second subculture. F- Callus formation in the bud explant.  

  
  نتایج باززایی

 از بین براساس نتایج حاصله: تولید شاخساره
تولید شاخساره فقط از هاي مورد استفاده،  کالوس

که این ) 2شکل (حاصل شد کالوس ریزنمونه گره 
  باززایی شامل محیط،تیمارولید شاخساره در دو ت

  درصد40میزان برابر  به PGR 4 a وa   PGR 2تیمار
  ).A-3 شکل( مشاهده شد

 تیمارهايدر بین ، 2شکل با توجه به : تولید ریشه
  تیمار سوم دهی، فقط در  مورد استفاده براي ریشه

b  PGR 3تیمار بنابراینزایی مشاهده شد،  ریشه 
بود که b  PGR 3تیمار سوم ، لید ریشهمناسب تو

. ها تولید ریشه نمود  از شاخساره درصد30 براي
 هفته از 2 شده بعد از گذشت ییگیاهان باززا

  ).B-3 شکل(دهی به گلدان منتقل شدند  ریشه
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 .  مختلفتیمارهايدر دهی  درصد ریشه: Bو مقایسه درصد تولید شاخساره از کالوس : A-2شکل 
Fig. 2. Comparison of the percentage of shoots production from callus and Rooting percentage in different 
treatments.  

  

  
هاي تولیدي در  کشت شاخساره. PGR 4 (B(a  تیمار چهارم  و)a)PGR 2 تیمار دوم در تولید شاخساره از کالوس گره . A -3 شکل

  . دهی براي ریشه )b) PGR 1تیمار اول 
Fig. 3. A. Producing Shoots of Callus Nodes PGR 2a and 2 PGR 4a. B. Growth of Shoots Produced  
in PGR 2b medium for rooting.  

  
 توان به این نکته پیدست آمده می هاساس نتایج ب بر

کننده رشد در ایجاد کالوس  برد که نوع و نسبت تنظیم
در بررسی  .ایی داشته استسز هو تمایز سلولی نقش ب

هاي ایجاد شده در  کشت کالوس مشاهده شد کالوس
محیط کشت متفاوت داراي خصوصیات ظاهري و 

اکسین کننده رشد  تنظیمتعادل بین رشد متفاوت هستند 
 ژنتیکی -شناسی ریخت عاملو سیتوکنین یک 

  همچنین).2 (رود شمار می کننده و مهم به تعیین

اکسین کننده رشد  تنظیم کیبتر که است شده گزارش
 ثرؤم آن حفظ و کالوس القاي با سیتوکنین در تسهیل

در مطالعه کشت کالوس و سوسپانسون ). 3(است 
منظور تولید آرتیمیزینین انجام شد،  سلولی درمنه به

 )KIN) mg/l 5/0 حاوي تیمارهاينتایج نشان داد که 
 +2,4-D )mg/l 5/0(  +NAA) mg/l 1( ،تیمار 

براي ) mg/l5/0 (NAAو ) BA) mg/l 25/0حاوي 
 القا در جداکشت بهترین و رشد کالوس مناسب بودند
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 محیط ترین مناسب و ریشه جداکشت کالوس، تولید
  در mg/l1  +mg/l1 KIN (2,4-D+ MS(کشت 

محیط همین پژوهش  در همچنین. بودآرتمیزیا گیاه 
KIN mg/l 5/0 +MS و KIN mg/l 1 +MS از 

نتایج ). 5( مستقیم صورت گرفت ساقه باززایی
گیاه  از کالوس تولید جهت شده انجام هاي پژوهش

vaginatum Paspallumو نوع که داد نشان  نیز 
 سیتوکینین و اکسین مانند رشد هاي  کننده تنظیم غلظت

 گیاه باززایی و کالوس القاي در حیاتی اجزاء عنوان به
 اضافه  باStevia rebaudianaگیاه  در ).33 (هستند
 اکسین، حاوي هاي کشت محیط به آدنین بنزیل کردن
 گزارش  همچنین).4 (کرد افزایش پیدا کالوس تولید
 به کالوس تولید داتوره جهت جنس که است شده

 است سیتوکینین نیازمند و اکسین زمان هم حضور
)13 .(  

 ژنوتیپ پنبه مورد مطالعه 6در پژوهشی باززایی 
محیط که یجه دست یافتند واقع گردید که به این نت

هاي هیپوکوتیل   و کنتین ریزنمونهD-2,4کشت داراي 
زایی و درصد  و برگ کوتیلدونی شروع به کال

 ریزنمونه یک انتخاب). 16 (تري داشتند بیشزایی  کال
 آمیز موفقیت در اساسی مطلوب نقش رشد مرحله در

 بازي ايشیشه وندر شرایط در بافت کشت بودن
 همراه ریزنمونه به یک شناسی  ریختیدگیپیچ .کند  می

ثیر أت مناسب گیاهی رشد هايکنندهتنظیم انتخاب
دارد  هانوساقه باززایی و کالوس ءالقا بر چشمگیري

گرفتن  که سن گیاهچه و نحوه قرار چند هر). 24(
 دارايها روي محیط کشت نیز در برخی از گیاهان  آن

   ژوهشنتایج حاصل از این پ). 32(اهمیت است 
دهد که بهترین ریزنمونه از نظر درصد  نشان می

ها  دهی، ریزنمونه پرچم بود که در تمام محیط کالوس
. را داشت)  درصد100(دهی  بالاترین درصد کالوس

   جداکشت نوع پژوهش این از حاصله نتایج بنابر

 اثر مشابه طور به .باشدمی ثرؤم کالوس بسیار تولید در
پژوهشگران  توسط کالوستولید  در جداکشت نوع

که در گونه  طوري به است، رسیده اثبات به دیگر
Salsola pestifer هاي جداکشت از کالوس تولید 

 در گرفت انجام بهتر برگ جداکشت به ساقه نسبت
 Salsola lanataگونه  از برگ هايکه جداکشت حالی

 در زایی اندام). 41(تر بودند کالوس مناسب تشکیل در
کننده رشد  تنظیم از استفاده اب شیشه نوشرایط در

 این به پاسخ براي هاتوانایی بافت به همچنین و گیاهی
است  کشت وابسته طول در کننده رشد تنظیم تغییرات

 به تمایزیابی بستگی فرایندهاي کنترل طورکلی به). 7(
ها  آن بین توازن و داشته سیتوکینین و اکسین حضور

 سبب کالوس از را ها ریشه و هوایی اندام تولید
 شدت به خارجی هايکننده تنظیم گرچه میزان .شود می
 گیاه داخلیکننده رشد  تنظیم مقدار و ژنوتیپ به

  ).9(دارد  بستگی
  

  گیري نتیجه
 هاي غلظت کاربرد با تا شد سعی پژوهش ایندر 
 و نوع ریز نمونه، بهترینکننده رشد  تنظیم مختلف

 جهتکننده رشد  تنظیمسطح  بهترین و ریزنمونه
 و همچنین در ادامه کالوس ترین بیش آوردن دست هب

جا که تکثیر  از آن. براي تولید گیاهچه انتخاب شود
علت داشتن خواب بذر  این گیاه از طریق بذر به

 هاي ریزنمونه و تیمارها استفاده از مشکل است بنابراین
زایی و در   که بهترین کالوسذکر شده در این پژوهش

ترین تولید شاخساره و ریشه را داشتند  بیشادامه 
 تیمارهايتمامی پرچم و  ریزنمونه دهیبراي کالوس(

   NAA براي تولید شاخساره محیط مورد استفاده،
) mg.l-12 ( وKIN ) mg.l-12 (و تولید ریشه محیط 

NAA ) mg.l-11 (منظور تکثیر این گیاه در شرایط  به
    .گردد کشت درون شیشه پیشنهاد می
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