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 چكيده

ريشه، برگ و بـذر آن داراي تركيبـات دارويـي مهمـي     . گياهي يكساله از تيره بقولات است Trigonella foenum– graecum علميبا نام  شنبليله
هاي اي با استفاده از ريزنمونهشيشههاي درونهاي رشد گياهي براي توليد گياهچهين مناسبترين غلظت تنظيم كنندهتحقيق حاضر به منظور تعي. باشدمي

هـاي رشـد   حـاوي تنظـيم كننـده    MS ها در محيط كشتريزنمونه. شنبليله انجام گرفت) اردستاني و نيشابوري(كوتيلدون و هيپوكوتيل دو ژنوتيپ ايراني 
 IBA در تركيب اول،. استفاده شدTDZ + IBA در اين آزمايش از دو تركيب. ت القاي كالوس و باززايي مستقيم كشت گرديدندجه TDZ وIBA گياهي
 4داراي  IBAو در تركيـب دوم،  ) در ليتـر  گرم ميلي 8/0، 6/0، 4/0، 2/0، 0(سطح  5داراي  TDZو ) در ليتر گرم ميلي 5/0، 3/0، 1/0، 0(سطح  4داراي 
ها بصورت آزمايش. بودند) در ليتر گرم ميلي 45/0، 4/0، 35/0، 3/0، 25/0، 2/0، 0(سطح  7داراي  TDZ و) در ليتر گرم ميلي 15/0، 1/0، 05/0، 0(سطح 

ردسـتاني و  هاي اهاي كوتيلدون و هيپوكوتيل ژنوتيپنتايج آزمايش نشان داد كه ريزنمونه. تكرار انجام گرفت 4فاكتوريل در قالب طرح كاملاً تصادفي با 
-زايـي ريزنمونـه  بيشترين درصد كالوس. ها مشاهده شدهاي هيپوكوتيل ژنوتيپكردند، در حاليكه باززايي مستقيم تنها در ريزنمونه زايينيشابوري كالوس
بيشـترين   نهمچنـي  .بدسـت آمـد   IBAmg l-1 5/0  +TDZmg l-1 4/0حاوي  MSدر ژنوتيپ نيشابوري و در محيط كشت ) درصد 75(هاي كوتيلدون 
 IBAmg l-1 5/0  +TDZmgحاوي  MSدر ژنوتيپ اردستاني مشاهده شد كه در محيط كشت ) درصد 75(هاي هيپوكوتيل زايي ريزنمونهدرصد كالوس

l-1 8/0 هاي هيپوكوتيل ژنوتيپ نيشابوري در محيط كشت در ريزنمونه) درصد 5/37(بيشترين درصد باززايي مستقيم  .بدست آمدMS  حاويIBAmg l-

1 05/0 +TDZmg l-1 35/0 حاصل شد.  
  

  ، هيپوكوتيلMS محيط كشتكوتيلدون،  بقولات، ريزنمونه، :هاي كليديواژه
  
   4 3 2 1 مقدمه

، گيـاهي يكسـاله  ، )Trigonella foenum–graecum( شـنبليله 
دارويـي، زراعـي،    باشد كه بعنوان يك گياهبقولات مياز تيره علفي و 

مـواد بـا   ). 1(مرتعي، آرايشي و بهداشتي حـائز اهميـت فـراوان اسـت     
اهميــت در بــرگ شــنبليله عبــارت از كلســيم، آهــن، كــاروتن،       

وان هاي ج ـبرگ. اسيدآسكوربيك، پروتئين، تيامين و ريبوفلاوين است
و  8(باشـد  مـي  Cو  Aمنبع خوبي از پروتئين، مواد معدني و ويتـامين  

مربـوط بـه    كـه عمـدتاً   مواد قنـدي را  بذوردرصد  65تا  40حدود ). 5
بـذور ايـن گيـاه حـاوي      .دهـد ست، تشـكيل مـي  ابذور موسيلاژ روي 
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، 6هـايي از قبيـل ديوسـژنين   و سـاپونين  5هـا د گالاكتومنانساكاري پلي
يـدهايي  يفلاوونو و 10و نئوتيگـوژنس 9، تيگوژنين8، گيتوژنين7ياموژنين
گـونلين،  مقداري آلكالوئيد از جمله تـري  همچنينو  ويتكسين از جمله

  ).1و  18(باشد مي ژنتيانين و كارپائين
باشـد كـه   يهاي مهم بيوتكنولوژي، كشت بافت م ـيكي از بخش

هــاي كــاربردي زيــادي در مطالعــات علــوم پايــه گياهشناســي، جنبــه
هــاي متفــاوت كشــاورزي و متابوليســم و فيزيولــوژي گيــاهي، شــاخه

هـاي مختلـف كشـت    دليل توجه به جنبـه ). 17(مهندسي ژنتيك دارد 
ها به عنـوان ابـزار مهـم    بافت گياهان دارويي، بهينه نمودن اين روش
                                                            

5- Galactomannan 
6- Diosgenin 
7-Yamogenin 
8-Gitogenin 
9-Tigogenin 
10-Neotigogens 
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ين گياهان و همچنين كاربرد آنهـا در اصـلاح   جهت مهندسي ژنتيك ا
اي كه ايجاد يك سيستم باززايي موثر باشد، به گونهگياهان دارويي مي

بررسي كشـت بافـت   ). 9(و كارا شرط اوليه انتقال ژن به گياهان است 
هاي ثانويه در گياه مورد بررسي نقطه شروعي براي جداسازي متابوليت

هـاي ثانويـه بـا خصوصـيات     ابوليـت توليـد مت . كشت كالوس نيز است
دارويي در شرايط آزمايشگاهي فوايد زيادي در مقايسه با استخراج اين 
ــق     ــرل دقي ــي دارد و كنت ــرايط طبيع ــت ش ــان تح ــات از گياه تركيب

شود كه كيفيـت مـواد حاصـل در طـول     پارامترهاي مختلف سبب مي
تاثير  در حالي كه در شرايط طبيعي بطور مداوم تحت. زمان تغيير نكند

در نتيجه تـلاش بـه منظـور تحـت     . شرايط آب و هوايي و آفات است
پـيش نيـاز   . رسـد كنترل درآوردن عوامل محيطي ضروري به نظر مـي 

سـازي يـك سيسـتم كشـت     اصلي و اولين گام براي موارد فوق بهينه
  .باشدبافت مناسب مي

ژنوتيپ شنبليله را از نظـر   31) 15(ورو و همكاران در تحقيقي پرو
 1هـاي آنها با استفاده از هورمون. وليد كالوس مورد بررسي قرار دادندت

2,4-D  وKin2  3وBAP هاي گيـاه  موفق به توليد كالوس در زيرگونه
در مطالعه ديگري با استفاده از محيط كشـت پايـه   . گياه شنبليله شدند

 5NAA ،500مـولار  ميكـرو  3، به همراه MS)(4موراشيگ و اسكوگ
ي نارگيـل، توليـد   ليتر شيرهميلي 150صاره مالت و گرم در ليتر عميلي

ديوسژنين در كالوس حاصـل از بـرگ، سـاقه و ريشـه شـنبليله مـورد       
هاي آماري آنها نشان داد كه ديوسـژنين  نتايج داده. بررسي قرار گرفت

توليد شده در كالوس برگ نسـبت بـه كـالوس ريشـه و سـاقه بيشـتر       
تاثير غلظت ) 12(ام و همكاران در تحقيق ديگري، نيكن ).13(باشد  مي

هـاي  سديم بر رشد، مقدار پروتئين، پرولين و ميزان فعاليت آنزيمكلريد
هـاي  هـا و كـالوس  اكسـيداز در گياهچـه  فنـل كاتالاز، پراكسيداز و پلي

و 6آپتــي .ي شـنبليله را مــورد بررسـي قــرار دادنـد   حاصـله از دو گونــه 
هــاي ين پتانســيلتحقيقــي بــا هــدف تعيــين رابطــه بــ )3(همكــاران 

. هاي كالوس گياه شنبليله انجام دادنـد و رشد در كشت7الكتروكينتيك
چه، كوتيلـدون و  جهت توليد كالوس از اين گياه، از سه ريزنمونه ريشه

. اسـتفاده كردنـد   8يافتههاي جوان و محيط كشت گامبورگ تغييربرگ
و در  هاي كالوس را با تحريك مكانيكي از هـم جـدا كردنـد   آنها توده

گيـري پتانسـيل   هاي مجزاي بدست آمده به منظور اندازهنتيجه سلول
مطالعات مربوط به اثـرات  . الكتروكينتيك نيز مورد استفاده قرار گرفت

                                                            
1- 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid 
2- Kinetin 
3- 6-Benzylaminopurine 
4- Murashige and Skoog 
5- 1-Naphthaleneacetic acid 
6- Apte 
7- Electrokinetic 
8- Gamborgs medium modified 

افزايش سن روي پتانسيل الكتروكينتيك و شاخص رشد نشان داد كه 
يك ارتباطي ما بين اين دو پارامتر وجود دارد و ميزان تغييـر پتانسـيل   

تواند به عنـوان يـك پـارامتر جهـت     تروكينتيك با افزايش سن ميالك
هاي كـالوس مـورد اسـتفاده قـرار     ها در كشتمطالعه روند رشد سلول

  .گيرد
هاي بومي گياه دارويي شـنبليله بـه   از آنجاييكه تاكنون پاسخ توده

ــده ــالوس تنظــيم كنن ــاهي جهــت ك ــاززايي هــاي رشــد گي ــي و ب زاي
دي مورد بررسي قرار گرفتـه و همچنـين   اي بصورت محدوشيشه درون

ي اردستاني و نيشـابوري مـورد بررسـي    زايي و باززايي دو تودهكالوس
سـازي دسـتورالعمل   قرار نگرفته، از اين رو هدف از اين پژوهش، بهينه

زايي و باززايي مناسب براي دو توده بومي گياه دارويي شـنبليله  كالوس
  . باشدمي

  
  هامواد و روش

  بذور ضدعفوني
در اين مطالعه از دو ژنوتيپ شنبليله شامل توده بومي اردسـتاني و  

براي ضدعفوني بـذور، ابتـدا بـذور در داخـل     . نيشابوري استفاده گرديد
بشر حاوي توري قرار داده شده و همراه با چند قطره مايع ظرفشـويي  

سـپس جهـت از بـين    . دقيقه زير آب جاري قـرار گرفتنـد   30به مدت 
و ضـدعفوني  ) قـارچ و بـاكتري  (هـاي ميكروارگانيسـمي   يبردن آلودگ

ثانيـه و آبكشـي بـا آب     30درصد به مدت  70سطحي، از الكل اتانول 
 2مقطر استريل شده و سپس اسـتفاده از محلـول هيپوكلريـت سـديم     

ي دقيقـه بـه ترتيـب بـراي بـذور تـوده       5درصد به مـدت   5درصد و 
در تمـامي تيمارهـاي   همچنـين  . اردستاني و نيشـابوري اسـتفاده شـد   

قطره، به منظور تمـاس   2الي  1، به مقدار 20ضدعفوني از ماده توئين 
پـس از ضـدعفوني   . بهتر ماده ضدعفوني با پوشش بذر استفاده گرديد

كردن بذور با محلول هيپوكلريت سديم با آب مقطـر اسـتريل شسـته    
عمل شستشو به نحوي بـود كـه از آب مقطـر اسـتريل در سـه      . شدند
  .شستشو استفاده شد نوبت

  
  كشت بذور

عدد در  12تا  10به تعداد ) اردستاني و نيشابوري(بذرهاي استريل 
كشـت   MS)(هاي حاوي محيط كشـت موراشـيگ و اسـكوگ    شيشه
گراد و درجه سانتي 25 ± 2سپس بذرهاي كشت شده در دماي . شدند

سـاعت   8و ) لـوكس  2000شـدت نـور   (ساعت روشـنايي   16شرايط 
  .اتاقك رشد قرار داده شدند تاريكي در

  
  كشت ريزنمونه

هـاي كوتيلـدون و   ها جهت تهيـه ريزنمونـه  براي هر كدام از توده
جهـت  ). 1شـكل  (روزه اسـتفاده شـد    8هـاي  هيپوكوتيـل از گياهچـه  
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هـاي اردسـتاني و   هـاي تـوده  زايي و باززايي شـاخه، ريزنمونـه  كالوس
هـاي  يب غلظتحاوي ترك MSتكرار در محيط كشت  4نيشابوري در 

در اين پـژوهش از  . هاي رشد گياهي كشت شدندمختلف تنظيم كننده
از تركيـب  . نيـز اسـتفاده شـد   ) 1IBA + 2TDZ(دو تركيب هورموني 

هورموني اول در آزمايش اول و از تركيـب هورمـوني دوم در آزمـايش    
، 3/0، 1/0، 0(سـطح   4داراي  IBAدر تركيـب اول، . دوم استفاده شـد 

 8/0، 6/0، 4/0، 2/0، 0(سطح  5داراي TDZ و) در ليتر گرم ميلي 5/0
، 0(سـطح   4داراي  IBAدر تركيـب دوم،  . بودنـد ) در ليتـر  گـرم  ميلي

، 2/0، 0(سـطح   7داراي TDZ و) در ليتـر  گرم ميلي 15/0، 1/0، 05/0
در آزمـايش  . بودنـد ) در ليتـر  گرم ميلي 45/0، 4/0، 35/0، 3/0، 25/0

 ـ اول، ريزنمونه هـاي اردسـتاني و   دون و هيپوكوتيـل تـوده  هـاي كوتيل
ي نيشـابوري  نيشابوري، و در آزمايش دوم ريزنمونه هيپوكوتيـل تـوده  

بعـد  . ريزنمونه كشت گرديد 8داخل هر پتري ديش  .مورد استفاده شد
ها با پارافيلم ها در محيط كشت، اطراف پتري ديشاز استقرار ريزنمونه

سـاعت   16گـراد و شـرايط   يدرجه سـانت  25 ±2بسته شد و در دماي 
ساعت تاريكي در اتاقك رشـد   8و ) لوكس 2000شدت نور (روشنايي 

هاي كشت شده به اتاقك رشد، پس از انتقال ريزنمونه. قرار داده شدند
زايـي و  كنترل روزانه به منظور بررسي تغييرات در رشد و نمو، كـالوس 

در . جام گرفتهاي آلوده انها و همچنين حذف كشتباززايي ريزنمونه
اين آزمايش صفاتي از قبيل درصد تشكيل كـالوس، وزن تركـالوس و   

  .گيري شدهفته اندازه 4درصد گياهان باززايي شده، پس از گذشت 
  

  هاتجزيه و تحليل داده
ها مورد بررسي  ها، ابتدا نرمال بودن داده براي تجزيه و تحليل داده

ها به صـورت  ، دادهSPSS 16افزار سپس با استفاده از نرم. قرار گرفت
فاكتوريل در قالب طرح كاملاً تصادفي تجزيه شدند و سـپس مقايسـه   

درصـد   5در سـطح احتمـال    3اي دانكن ها با آزمون چند دامنهميانگين
  .انجام شد

  
  نتايج و بحث
هـاي كوتيلـدون و هيپوكوتيـل دو    زايي ريزنمونـه درصد كالوس

  ژنوتيپ اردستاني و نيشابوري 
ها نشان داد كه اثـرات اصـلي   صل از تجزيه واريانس دادهنتايج حا

و همچنـين   TDZو  IBAهـاي  هاي مختلف هورمونژنوتيپ، غلظت
زايـي در هـر ريزنمونـه    اثرات متقابل آنها براي صفت درصـد كـالوس  

با توجه ). 1جدول (دار بودند درصد معني 1كوتيلدون در سطح احتمال 
                                                            

1- Indole-3-butyric acid 
2-Thidiazuron 
3-Duncan 

مقايسـه   IBA×TDZ×گانـه ژنوتيـپ   دار بودن اثر متقابل سهبه معني
ميانگين تركيبات تيماري با اسـتفاده از روش مقايسـه ميـانگين چنـد     

هاي كوتيلدون در ژنوتيپ اردستاني ريزنمونه. اي دانكن انجام شددامنه
زايي نكردنـد امـا در   كالوس TDZهاي فاقد هورمون در محيط كشت

زايـي  الوسك ـ TDZژنوتيپ نيشابوري در محيط كشت فاقد هورمـون  
هايي كه هورمون در ژنوتيپ نيشابوري در محيط كشت. صورت گرفت

IBA زايي هم صـورت نگرفـت امـا در ژنوتيـپ     وجود نداشت كالوس
. زايي انجام گرفـت كالوس IBAهاي فاقد هورمون اردستاني در محيط

هـاي كوتيلـدون در   در هر دو ژنوتيپ اردستاني و نيشـابوري ريزنمونـه  
نيـز  ) شـاهد (هـاي رشـد گيـاهي    قد تنظيم كنندهفا MSمحيط كشت 

هـاي  زايـي ريزنمونـه  بيشـترين درصـد كـالوس   . زايـي نكردنـد  كالوس
 MSكوتيلدون در ژنوتيپ نيشابوري مشاهده شد كه در محيط كشـت  

  ).2جدول (بدست آمد  IBAmg l-1 5/0  +TDZmg l-1 4/0حاوي 
 ـنتايج حاصل از تجزيه واريانس داده رات اصـلي  ها نشان داد كه اث

و اثـرات   TDZو  IBAهـاي  هاي مختلـف هورمـون  ژنوتيپ و غلظت
زايي در براي صفت درصد كالوسTDZ×IBAوTDZ×متقابل ژنوتيپ 

ــال     ــطح احتم ــل در س ــه هيپوكوتي ــر ريزنمون ــي  1ه ــد معن دار درص
-بر درصـد كـالوس   TDZ×IBA× همچنين اثر متقابل ژنوتيپ .بودند

دار بـود  درصد معني 5ح احتمال هاي هيپوكوتيل در سطزايي ريزنمونه
هاي آزمايش نشـان داد كـه در   نتايج مقايسه ميانگين داده). 1جدول (

هـاي هيپوكوتيـل در   هر دو ژنوتيپ اردسـتاني و نيشـابوري، ريزنمونـه   
و  IBAهـاي رشـد گيـاهي    فاقد تنظيم كننـده  MSهاي محيط كشت

TDZ ــدكــالوس ــه. زايــي نكردن اي هــدر ژنوتيــپ اردســتاني ريزنمون
بودنـد  ) IBA(هـايي كـه فاقـد اكسـين     هيپوكوتيل در محـيط كشـت  

زايي نكردند اما در ژنوتيپ نيشـابوري در محـيط كشـت فاقـد     كالوس
زايـي  بيشـترين درصـد كـالوس   . زايي مشاهده شـد اكسين هم كالوس

هاي هيپوكوتيل در ژنوتيـپ اردسـتاني مشـاهده شـد كـه در      ريزنمونه
 75با  IBAmg l-1 5/0  +TDZmg l-1 8/0حاوي  MSمحيط كشت 

  ).2جدول (درصد بدست آمده بود 
  

هاي كوتيلدون و هيپوكوتيـل دو ژنوتيـپ   ريزنمونه وزن كالوس
  اردستاني و نيشابوري

ها نشان داد كه اثـرات اصـلي   نتايج حاصل از تجزيه واريانس داده
و همچنـين   TDZو  IBAهـاي  هاي مختلف هورمونژنوتيپ، غلظت
ها بر وزن كالوس در هر ريزنمونه كوتيلـدون در سـطح   اثرات متقابل آن

بـا توجـه بـه نتـايج مقايسـه      ). 1جدول (دار بود درصد معني 1احتمال 
هــاي ميــانگين تركيبــات تيمــاري، بيشــترين وزن كــالوس ريزنمونــه 

گرم بود كه در ژنوتيپ نيشابوري و در محـيط كشـت    12/1كوتيلدون 
MS  ــاوي ــد  IBAmg l-1 5/0  +TDZmg l-1 4/0ح ــاهده ش مش

  ).2جدول (
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هاي كوتيلدون و هيپوكوتيلروزه جهت تهيه ريزنمونه 8هاي گياهچه - 1شكل   

Figure 1- 8-day-old seedlings for providing cotyledon and hypocotyl explants 

  
  اي كوتيلدون و هيپوكوتيل ژنوتيپ هگيري ريزنمونهاندازه بر صفات مورد TDZو  IBAاول تجزيه واريانس تاثير تركيب  -1جدول 

  اردستاني و نيشابوري
Table 1- ANOVA of the IBA and TDZ effect in first combination on measured traits in Ardestani and Neyshabouri genotypes 

with cotyledon and hypocotyl explants 

  ميانگين مربعات
Means of Squares 

  
  

  تيلدونريزنمونه كو
Cotyledon Explant  

  ريزنمونه هيپوكوتيل  
Hypocotyl Explant  

  
درجه 
  آزادي

df  
  منابع تغييرات

S.O.V  

  زاييكالوس
Callus 

 induction  

  وزن كالوس
Callus 
weight   

  
 زاييكالوس

Callus 
induction  

  

  وزن كالوس
Callus 
weight   

  باززايي
Regeneration 

 

  

  
**6566.40 **1.91   **6246.25 **0.25  ns3.90  1  ژنوتيپ  

Genotype 
**2525.39 **0.33  **5935.46 **0.45 ns15.62  4  TDZ  
**3756.51 **0.75  **17527.77 **1.17 ns31.25 3  IBA   

**599.60 **0.16   **2060.89 **0.21  ns3.90  4  ژنوتيپ× TDZ  
Genotype  ×TDZ  

**1584.36 **0.46  780.75 ns *0.11  ns14.32  3  ژنوتيپ ×IBA  
Genotype  ×IBA 

**507.81 **0.09  **1258.78 **0.14 ns18.22 12  IBA  ×TDZ  
**464.84 **0.08   *625.16 *0.08 ns27.34 12 

  IBA  ×TDZ× ژنوتيپ
Genotype  ×IBA  ×TDZ  

  اشتباه آزمايشي  120  0.13 0.003 62.01   0.002 14.37
Error 

23.55  27.26   17.32 23.71 28.96  
 ريب تغييراتض 

 (%)C.V  

ns ، * درصد 1و  5داري در سطح احتمال داري، معنيبه ترتيب عدم معني** و 
ns, * and **: Non-significant and significant at probability level of 5 and 1 %, respectively. 
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ها نشان داد كه اثـرات اصـلي   نتايج حاصل از تجزيه واريانس داده

و اثـرات   TDZو  IBAهـاي  هـاي مختلـف هورمـون   ، غلظتژنوتيپ
بــراي صــفت وزن كــالوس  TDZ×IBAو  TDZ×متقابــل ژنوتيــپ 

دار بودنـد،  درصـد معنـي   5هاي هيپوكوتيل در سطح احتمـال  ريزنمونه
در  TDZ×IBA× و ژنوتيـپ   IBA× همچنين اثـر متقابـل ژنوتيـپ    

يسه ميـانگين  نتايج مقا). 1جدول (دار شد درصد معني 5سطح احتمال 
هـاي  تركيبات تيماري نشان داد كه بيشـترين وزن كـالوس ريزنمونـه   

 MSهيپوكوتيل در ژنوتيپ اردستاني مشاهده شد كه در محيط كشت 
گرم بدست آمد  82/0با  IBAmg l-1 5/0  +TDZmg l-1 8/0حاوي 

  ).2جدول (
  

هاي كوتيلدون و هيپوكوتيل دو ژنوتيـپ  زايي ريزنمونهدرصد باز
  تاني و نيشابورياردس

هاي كوتيلدون در در هر دو ژنوتيپ اردستاني و نيشابوري ريزنمونه
هاي رشد گياهي هاي حاوي سطوح مختلف تنظيم كنندهمحيط كشت

IBA  وTDZ ــد ــاززايي نكردن ــه  . ب ــايج حاصــل از تجزي ــين نت همچن
هاي هيپوكوتيل نشـان داد كـه اثـرات اصـلي ژنوتيـپ و      واريانس داده

و اثرات متقابـل آنهـا    TDZو  IBAهاي لف هورمونهاي مختغلظت
باشـد  دار نميهاي هيپوكوتيل معنيبراي صفت درصد باززايي ريزنمونه

داري هـيچ يـك از اثـرات، مقايسـه     با وجـود عـدم معنـي   ). 1جدول (
هـا   داري را بين ميانگينگانه تفاوت معنيميانگين تركيبات تيماري سه

هاي هيپوكوتيل در ژنوتيپ يي ريزنمونهبيشترين درصد باززا. نشان داد
 IBAmg l-1حـاوي   MSنيشابوري مشاهده شد كه در محيط كشـت  

1/0  +TDZmg l-1 4/0  درصـــد بـــاززايي صـــورت    37/9بـــا
ــاري .گرفـــت و  IBAmg l-1 0  +TDZmgl-1 6/0تركيبـــات تيمـ

IBAmgl-1 1/0 +TDZmgl-1 0  وIBAmg l-1 1/0  +TDZmg l-

، IBAmg l-1 0 +TDZmg l-1 4/0تاني وبـراي ژنوتيـپ اردس ـ   8/0 1
IBAmg l-1 1/0  +TDZmg l-1 8/0 ،IBAmg l-1 3/0  +

TDZmg l-1 2/0 ،IBAmg l-1 3/0  +TDZmgl-1 6/0 ،IBAmgl-

1 5/0 +TDZmgl-1 0  وIBAmgl-1 5/0  +TDZmgl-1 2/0  ــراي ب
درصد باززايي و همچنين تركيبات تيمـاري   12/3ژنوتيپ نيشابوري با 

IBAmg l-1 0  +TDZmgl-1 4/0  وIBAmgl-1 1/0  +TDZmg 

l-1 2/0  درصد باززايي، اختلاف معني 25/6براي ژنوتيپ اردستاني با-
بـراي   IBAmg l-1 1/0  +TDZmg l-1 4/0داري با تركيب تيمـاري  

  ).2جدول (ژنوتيپ نيشابوري با بيشترين درصد باززايي نداشتند 
  

و  IBAورمـوني  هاي ديگـري از تركيـب ه  بررسي تاثير غلظت
TDZ هاي هيپوكوتيل ژنوتيـپ  بر صفات مورد ارزيابي ريزنمونه

  نيشابوري
هايي كه در مرحله قبـل انجـام گرفـت مشـخص     از نتايج آزمايش

هاي هيپوكوتيـل ژنوتيـپ نيشـابوري كشـت شـده در      گرديد ريزنمونه
واكـنش   IBA  +TDZتركيـب هورمـوني    حـاوي MS محيط كشـت 

در هر دو ژنوتيپ اردسـتاني و  (دهند شان ميبهتري نسبت به باززايي ن
به همين منظور در ). هاي كوتيلدون باززايي نكردندنيشابوري ريزنمونه
 TDZو  IBAهــاي ديگــري از تركيــب هورمــوني آزمايشــي غلظــت

هـاي هيپوكوتيـل   جهت افزايش ميـزان بـاززايي ريزنمونـه   ) 4جدول (
  .ژنوتيپ نيشابوري مورد استفاده قرار گرفت

  
  هاي هيپوكوتيل ژنوتيپ نيشابوريزايي ريزنمونهد كالوسدرص

ها نشان داد كه اثرات اصلي و نتايج حاصل از تجزيه واريانس داده
 TDZو  IBAهـاي  هاي مختلـف تركيـب هورمـون   اثر متقابل غلظت

دار بـود  درصد معني 1زايي در سطح احتمال براي صفت درصد كالوس
هاي كشت فاقد اكسين ل در محيطهاي هيپوكوتيريزنمونه). 3جدول (
)IBA (هـا  طبـق نتـايج مقايسـه ميـانگين داده    . زايـي نكردنـد  كالوس

) درصـد  87/96(هاي هيپوكوتيل زايي ريزنمونهبيشترين درصد كالوس
 IBAmgl-1 15/0  +TDZmgl-1 45/0حـاوي   MSدر محيط كشت 

  ).4جدول (مشاهده شد 
  

  يپ نيشابوريهاي هيپوكوتيل ژنوتريزنمونه وزن كالوس
ها نشان داد كه اثـر متقابـل و   نتايج حاصل از تجزيه واريانس داده

 TDZو  IBAهـاي  هاي مختلف تركيب هورمـون اثرات اصلي غلظت
درصـد   1هاي هيپوكوتيل در سـطح احتمـال   بر وزن كالوس ريزنمونه

هـاي  بيشـترين وزن كـالوس ريزنمونـه   ). 3جـدول  (باشـد  دار ميمعني
حاوي  MSدر محيط كشت ) گرم 83/0(پ نيشابوري هيپوكوتيل ژنوتي

IBAmg l-1 15/0  +TDZmgl-1 2/0  4جدول (مشاهده شد.(  
  

  هاي هيپوكوتيل ژنوتيپ نيشابوريزايي ريزنمونهدرصد باز
ها نشان داد كه اثـر متقابـل و   نتايج حاصل از تجزيه واريانس داده

 TDZو  IBAهـاي  هاي مختلف تركيب هورمـون اثرات اصلي غلظت
درصـد   1هاي هيپوكوتيل در سطح احتمـال  زايي ريزنمونهبر درصد باز

هـاي  بيشترين درصـد بـاززايي ريزنمونـه   ). 3جدول (باشد دار ميمعني
 IBAmgl-1حاوي  MSهيپوكوتيل ژنوتيپ نيشابوري در محيط كشت 

05/0  +TDZmg l-1 35/0  درصـد بـاززايي صـورت گرفـت      5/37با
هاي هيپوكوتيل ژنوتيـپ  ان باززايي ريزنمونهبطور كلي ميز). 4جدول (

هاي كشت حاوي تركيب دوم تيمارهاي هورموني نيشابوري در محيط
IBA  وTDZ ) به مراتـب بيشـتر از تركيـب اول تيمارهـاي     ) 4جدول

هايي كه در همچنين ريزنمونه. بود) 2جدول ( TDZو  IBAهورموني 
 TDZو  IBAمحيط كشت حاوي تركيـب دوم تيمارهـاي هورمـوني    

  .باززايي كرده بودند از رشد بيشتري برخوردار بودند
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  هاي كوتيلدون و هيپوكوتيل ژنوتيپگيري ريزنمونهبر صفات مورد اندازه TDZو  IBAمقايسه ميانگين تاثير تركيب اول -2جدول 

  اردستاني و نيشابوري 
Table 2- Mean comparison of the effect of IBA and TDZ in first combination on measured traits in Ardestani and 

Neyshabouri genotypes with cotyledon and hypocotyl explants 

  ريزنمونه كوتيلدون
Cotyledon Explant  

  ريزنمونه هيپوكوتيل
Hypocoty Explant هايغلظت  

  مختلف هورمون
different 

concentration of 
hormone  
(mg l-1)  

  ژنوتيپ
Genotype  

 زاييكالوس
Callus 

Production 
(%)  

  وزن كالوس
Callus 
 weight 

(g)  

 زاييكالوس
Callus 

Production 
(%)  

 وزن
  كالوس
Callus 
 weight 

(g) 

 باززايي
Regeneration 

(%)  

g0  e0  i0  j0  b0  0 IBA + 0 TDZ اردستانيArdestani 
fg9.37 de0.05 i0 j0  b0 0 IBA + 0.2 TDZ اردستاني Ardestani  

efg15.62 de0.07 i0 j0 ab6.25 0 IBA + 0.4 TDZ  اردستانيArdestani  
g0  e0 i0 j0 ab3.12 0 IBA + 0.6 TDZ  اردستانيArdestani  
g0 e0 i0 j0 b0 0 IBA + 0.8 TDZ  اردستانيArdestani  
g0  e0 i0  j0 ab3.12 0.1 IBA + 0 TDZ  اردستانيArdestani  

efg 18.75  de0.06  efghi21.87  bcdef0.47 ab6.25 0.1 IBA + 0.2 TDZ  اردستانيArdestani  
fg6.25 de0.02 fghi18.75 efghij0.21 b0 0.1 IBA + 0.4 TDZ  اردستانيArdestani  
fg6.25 e0.006  hi6.25 ij0.02 b0 0.1 IBA + 0.6 TDZ  اردستانيArdestani  

fg12.50de0.09  abcd56.25 bcdef0.46 ab3.12 0.1 IBA + 0.8 TDZ  اردستانيArdestani  
g0e0  ghi12.50ij0.06b0 0.3 IBA + 0 TDZ  اردستانيArdestani  

fg12.50 de0.07  abcd56.25 cdefgh0.38 b00.3 IBA + 0.2 TDZ  اردستانيArdestani  
fg9.37  de0.03  hi6.25  hij0.06  b0 0.3 IBA + 0.4 TDZ  اردستانيArdestani  

def21.87de0.14  abcd53.12efghij0.31 b00.3 IBA + 0.6 TDZ  اردستانيArdestani  
def21.87de0.13  ab68.75efghij0.24 b00.3 IBA + 0.8 TDZ  اردستانيArdestani  

g0e0  cdefg37.55efghij0.24 b00.5 IBA + 0 TDZ  اردستانيArdestani  
fg6.25e0.01  ghi12.50ij0.03 b00.5 IBA + 0.2 TDZ  اردستانيArdestani  

efg15.62 de0.12  defgh31.25 fghij0.16  b0 0.5 IBA + 0.4 TDZ  اردستانيArdestani  
fg12.50de0.07  defghi28.12defghi0.34 b00.5 IBA + 0.6 TDZ  اردستانيArdestani  

cdef25d0.25  a75a0.82 b00.5 IBA + 0.8 TDZ  اردستانيArdestani  
g0e0 i0j0b00 IBA + 0 TDZ نيشابوريNeyshabouri 
g0 e0 hi3.12 j0.008 b00 IBA + 0.2 TDZ  نيشابوريNeyshabouri  
g0 e0  hi3.12  ij0.02  ab3.12  0 IBA + 0.4 TDZ  نيشابوريNeyshabouri  
g0e0 i0j0b00 IBA + 0.6 TDZ  نيشابوريNeyshabouri  
g0e0 i0j0b00 IBA + 0.8 TDZ ي نيشابورNeyshabouri  
g0 e0 hi6.25 j0.01b00.1 IBA + 0 TDZ  نيشابوريNeyshabouri  

efg15.62de0.08  cdefg37.50 ghij0.11 b00.1 IBA + 0.2 TDZ  نيشابوريNeyshabouri  
def21.87de0.20  bcdef43.75efghij0.29 a9.370.1 IBA + 0.4 TDZ  نيشابوريNeyshabouri  

bcde34.37d0.26 68.75ab efghij0.31b00.1 IBA + 0.6 TDZ  نيشابوريNeyshabouri  
bc43.75bc0.54  abcd53.12 efghij0.29 ab3.120.1 IBA + 0.8 TDZ  نيشابوريNeyshabouri  

g0e0  i0 j0 b00.3 IBA + 0 TDZ  نيشابوريNeyshabouri  
cdef25d0.25 abcde50efghij0.22ab3.120.3 IBA + 0.2 TDZ يشابوري نNeyshabouri  

b53.12bc0.56 abc65.62abcd0.62b00.3 IBA + 0.4 TDZ  نيشابوريNeyshabouri  
bcd40.62c0.45  abc65.62 abc0.68 ab3.120.3 IBA + 0.6 TDZ  نيشابوريNeyshabouri  
bcde34.37 de0.23  abc65.62 cdefg0.40 b00.3 IBA + 0.8 TDZ  نيشابوريNeyshabouri  

fg12.50de0.04  defgh31.25ghij0.08 ab3.120.5 IBA + 0 TDZ  نيشابوريNeyshabouri  
bcde34.37 b0.68  bcdef43.75 cdefg0.40 ab3.120.5 IBA + 0.2 TDZ  نيشابوريNeyshabouri  

a75 a1.12  abc62bcde0.50b00.5 IBA + 0.4 TDZ  نيشابوريNeyshabouri  
cdef25bc0.50  abc65.62ab0.75 b00.5 IBA + 0.6 TDZ  نيشابوريNeyshabouri  

bcde34.37 bc0.59 ab68.75 abc0.70b00.5 IBA + 0.8 TDZ  نيشابوريNeyshabouri  
  .داري از لحاظ آماري ندارند معنياختلاف )p<0.05(اي دانكن ستون بر اساس آزمون چند دامنههاي با حروف مشترك در هر  ميانگين 

Means with similar letters in each column are not significantly differentbase on Duncan multiple range test (p<0.05). 
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از جمله عواملي كه در توليد كالوس و بـاززايي موثرنـد، ژنوتيـپ،    

هاي رشد، محيط كشت، نوع ريزنمونـه، سـن ريزنمونـه و    تنظيم كننده
شان داده است كه وابستگي القاي نتايج ن). 6(باشد شرايط محيطي مي

كالوس و باززايي گياه به ژنوتيپ اجتناب ناپذير است و القاي كالوس و 
در بسياري از مطالعات نشان . كندباززايي گياه با ژنوتيپ گياه تغيير مي

هاي مختلـف يـك گيـاه بـه     هاي متفاوت ريزنمونهداده شده كه پاسخ
ف در خصوصـيات ويـژه   هورمون در يك محيط كشت در نتيجه اختلا

هـاي  هـا از قبيـل بيـان ژن و سـطوح هورمـون     درون سلولي ريزنمونه
  ).6(زاد ريزنمونه است درون

  

    

   
هاي هيپوكوتيل ژنوتيپ نيشابوريالقاي كالوس و باززايي شاخساره از ريزنمونه - 2شكل   

Figure 2-Callus induction and shoot regeneration from hypocotyl explants in Neyshabouri genotype 
  

  هاي هيپوكوتيل ژنوتيپ نيشابوريگيري ريزنمونهمورد اندازه بر صفات TDZو  IBAدوم تجزيه واريانس تاثير تركيب  -3جدول 
Table 3- ANOVA of the IBA and TDZ effect in second combination on measured traits in Neyshabouri genotype with 

hypocotyl explant 

 ميانگين مربعات
Means of Squares درجه آزادي  

df  
  منابع تغييرات

S.O.V  زاييكالوس  
Callus induction 

  

 باززايي
Regeneration 

  

 وزن كالوس
Callus weight  

**25258.09  **829.61 **1.21 3  IBA 
**5175.31  **517.11 **0.17 6  TDZ 
**1844.46 **234.99 **0.10 18  TDZ  ×IBA  

  اشتباه آزمايشي  84 0.004 1.62 63.67
Error  

18.38  19.03  25.09  - 
  ضريب تغييرات

 (%)C.V   
  %1داري در سطح احتمال معني**: 

**: Significant at probability level of 1 %  
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  هاي هيپوكوتيل ژنوتيپ نيشابوريي ريزنمونهگيرمورد اندازه بر صفات TDZو  IBAدوم مقايسه ميانگين تاثير تركيب  -4جدول 
Table 4- Mean comparison of the effect of IBA and TDZ in second combination on measured traits in Neyshabouri genotype 

with hypocotyl explant 

  زاييكالوس
Callus 

induction 
(%)  

  باززايي
Regeneration 

(%)  

  وزن كالوس
Callus weight  

(g)  

  هاي مختلف هورمون غلظت
Different concentrations 

 of hormone 
(mg l-1)  

i0  d0 h0 0 IBA + 0 TDZ 
i0 d0 h0 0 IBA + 0.2TDZ 
i0  d0h0 0 IBA + 0.25 TDZ 
i0 d0h0 0 IBA + 0.3TDZ 
i0 d0h0 0 IBA + 0.35TDZ 
i0  d0h0 0 IBA + 0.4 TDZ 

hi12.50 d6.25gh0.040 IBA + 0.45 TDZ 
hi15.62 d0gh0.04 0.05 IBA + 0TDZ 
ghi21.87 d6.25 gh0.050.05 IBA + 0.2 TDZ 

i0 d0h00.05 IBA + 0.25TDZ 
fgh34.37 b21.87efgh0.190.05 IBA + 0.3 TDZ 
abc84.37 a37.5bcd0.440.05 IBA + 0.35 TDZ 
abcd78.12 b21.87efg0.230.05 IBA + 0.4 TDZ 
bcde68.75 d6.25 cde0.350.05 IBA + 0.45 TDZ 

i0 d0 h0 0.1 IBA + 0TDZ 
bcde62.50 d0 def0.320.1 IBA + 0.2 TDZ 
ab87.50  d0 b0.590.1 IBA + 0.25TDZ 
def56.25 cd9.37efgh0.190.1 IBA + 0.3 TDZ 

bcde68.75 d3.12bcd0.460.1 IBA + 0.35 TDZ 
abcd81.25 d0bcd0.480.1 IBA + 0.4 TDZ 
efg43.75 bc15.62fgh0.130.1 IBA + 0.45 TDZ 
hi18.75 d0 gh0.070.15 IBA + 0TDZ 
ab87.50 d0 a0.830.15 IBA + 0.2TDZ 

abcd71.87 cd9.37bcd0.470.15 IBA + 0.25 TDZ 
cde59.37 cd9.37bc0.540.15 IBA + 0.3 TDZ 
abc84.37 b18.75bcd0.500.15 IBA + 0.35 TDZ 
abcd81.25 d3.12bcd0.510.15 IBA + 0.4 TDZ 

a96.87  b18.75b0.570.15 IBA + 0.45 TDZ 

  .داري از لحاظ آماري ندارند معنياختلاف  )p<0.05(اي دانكن ستون بر اساس آزمون چند دامنههاي با حروف مشترك در هر  ميانگين
Means with similar letters in each column are not significantly different base on Duncan's multiple range test (p<0.05). 

  
هاي كوتيلدون و هيپوكوتيـل دو ژنوتيـپ   در اين تحقيق ريزنمونه

هـاي كشـت حـاوي    بومي اردستاني و نيشابوري كشت شده در محيط
بعد از گذشـت دو هفتـه    IBA + TDZهاي رشد گياهي تنظيم كننده

نتـايج  . هاي كشت به القاي كالوس واكنش نشان دادنـد اكثر محيطدر 
زايـي وجـود هورمـون ضـروري اسـت بـه       نشان داد كه جهت كالوس

هــاي هــاي كوتيلــدون و هيپوكوتيــل ژنوتيــپاي كــه ريزنمونــه گونــه
هاي رشد هاي كشت فاقد تنظيم كنندهاردستاني و نيشابوري در محيط

در هـر دو ژنوتيـپ   . ايـي نكردنـد  زكالوس) شاهد(TDZ و IBAگياهي
هاي هيپوكوتيـل بـه مراتـب از درصـد     اردستاني و نيشابوري ريزنمونه

هاي كوتيلـدون نيـز برخـوردار    زايي بالاتري نسبت به ريزنمونهكالوس
رشد كالوس در يك گونه گياهي بـر اسـاس نـوع ريزنمونـه آن     . بودند

اي بـه  شيشـه بـاززايي در شـرايط درون  ). 11(گياه متفاوت بوده اسـت  
هـا بـراي   هاي گياهي و همچنين به توانـايي بافـت  استفاده از هورمون

بـه طـور   . پاسخ به اين تغييرات هورموني در طول كشت وابسته اسـت 
كلــي كنتــرل فرآينــدهاي تمايزيــابي بســتگي بــه حضــور اكســين و  

ها توليد اندام هوايي و ريشه را سبب سايتوكنين داشته و توازن بين آن
هاي رشد خارجي به ژنوتيپ و مقدار گرچه ميزان تنظيم كننده .شودمي

هاي گيـاهي،  در بسياري از گونه). 4(هورمون داخلي گياه بستگي دارد 
ها داراي تاثير بيشتري جهت نسبت به ساير سايتوكنين TDZهورمون 

بـر القـاي    TDZتـاثير  ). 9(باشـد  اي مـي شيشـه القاي بـاززايي درون 
باززايي بستگي به سطح هورمون داخلي دارد و ايـن  هاي نابجا و  جوانه

  ).7(شود تنظيم كننده رشد منجر به تنظيم سطح اكسين در گياه مي
هاي اردستاني و نيشابوري كشت هاي هيپوكوتيل ژنوتيپريزنمونه
و  IBAهاي رشد گياهي هاي كشت حاوي تنظيم كنندهشده در محيط

TDZ  بطور كلي مقدار . ي كردندهفته شروع به باززاي 2پس از گذشت
هاي هيپوكوتيل ژنوتيپ نيشابوري به مراتب بيشـتر از  باززايي ريزنمونه

هـاي  ميزان توليد باززايي به ميزان تنظيم كننـده .ژنوتيپ اردستاني بود
هاي رشد خـارجي نيـز   رشد خارجي وابسته است و ميزان تنظيم كننده

طبق نتايج،  ).14(ارد به ژنوتيپ و مقدار هورمون داخلي گياه بستگي د
هاي هيپوكوتيل ژنوتيپ نيشابوري در بيشترين درصد باززايي ريزنمونه
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بـا   IBAmgl-1 05/0  +TDZmgl-1 35/0حـاوي   MSمحيط كشت 
ــاززايي صــورت گرفــت 5/37 ــاززايي . درصــد ب بطــور كلــي ميــزان ب

هـاي كشـت   هاي هيپوكوتيل ژنوتيـپ نيشـابوري در محـيط    ريزنمونه
به مراتب بيشـتر   TDZو  IBAتيمارهاي هورموني حاوي تركيب دوم 

ــوني   ــاي هورم ــب اول تيماره ــود TDZو  IBAاز تركي ــين . ب همچن
هـايي كـه در محـيط كشـت حـاوي تركيـب دوم تيمارهـاي        ريزنمونه

باززايي كرده بودند از رشد بيشتري برخـوردار   TDZو  IBAهورموني 
مقـدار و روابـط   هاي مختلف بسته به نوع، العمل ريزنمونهعكس. بودند

تـوان نتيجـه   مـي . باشـد هورموني داخل اندام مورد كشت متفاوت مـي 
هاي مختلف گياهان و نوع العمل گياهان مختلف، ژنوتيپگرفت عكس

ريزنمونه به دليل برخورداري از ساختار ژنتيكي متفاوت و خاص گياه و 
هـاي خـاص،   اثرات شرايط مختلف محيطي در بيان و تظاهر عمل ژن

باشد و مجموعه برآيند عوامل تاثيرگذار ذكـر شـده، باعـث    ت ميمتفاو
آسـيم و   ).14(شود العمل خاص گياه جهت رشد و نمو بهينه ميعكس

هاي كوتيلدون شـنبليله  اي ريزنمونه، باززايي درون شيشه)1(همكاران 
ــا اســتفاده از ســايتوكنين ــدرا ب  محــيط. هــاي مختلــف بررســي كردن

ي اول، محـيط  در دسته. تقسيم شده بودنددسته  3به  MSهاي  كشت
ي دوم، و دسـته  Kinگرم در ليتر ميلي 8/0تا  05/0كشت تنها حاوي 

گـرم  ميلي 2با  BAPگرم در ليتر ميلي 1تا  25/0محيط كشت حاوي 
 05/0ي سوم محيط كشت حاوي يا فاقد آن و در دسته NAAدر ليتر 

يـا فاقـد    IBAرم در ليتر گميلي 1/0با  TDZگرم در ليتر ميلي 8/0تا 
هـاي كوتيلـدون   بيشترين درصـد بـاززايي مسـتقيم ريزنمونـه    . آن بود

گـرم در ليتـر   ميلي 4/0حاوي  MSرا در محيط كشت ) درصد 22/22(
TDZ  و فاقدIBA هاي متفاوت بودن واكنش ريزنمونه. گزارش كردند

در  TDZو  IBAكوتيلدون براي باززايي مستقيم در تركيب هورموني 
اين آزمايش با گزارش آسيم و همكاران احتمـالا بـه دليـل تفـاوت در     

در تحقيـق ديگـري رضـائيان و همكـاران     .ژنوتيپ گياه شنبليله باشـد 
هاي مختلف گياه شـنبليله شـامل   اي ريزنمونهشيشه، كشت درون)16(

مريستم انتهـايي ريشـه، مريسـتم انتهـايي سـاقه و بـرگ در محـيط        
گــرم در ليتــر ميلــي 5/1، 1، 5/0، 0هــاي حــاوي غلظــت MSكشــت

 8ساعت روشـنايي و   16در شرايط تاريكي و فتوپريود D-2,4هورمون 
ساعت تاريكي به هدف تعيـين بهتـرين غلظـت هورمـوني و بهتـرين      

. زايي را مورد بررسي قـرار دادنـد  ريزنمونه براي ايجاد بيشترين كالوس
وزن تـر، وزن  در تغييـرات   D-2,4نشان داد كه اثر هورمـون  Ĥنهانتايج

 05/0زايي از لحاظ آمـاري در سـطح احتمـال    خشك و نسبت كالوس
نتايج حاصل از بررسي وزن تر و خشك نشان داد كه بـا  . دار بودمعني

گـرم در ليتـر،   ميلـي  5/0از صـفر بـه   D-2,4 افزايش غلظت هورمـون 
ي داري در وزن تر و خشك ايجاد شد كه نشـان دهنـده  افزايش معني

بيشترين ميزان وزن تـر  . مون بر وزن تر و خشك بوداثر مشخص هور
و كمترين ميزان  D-2,4گرم در ليتر هورمونميلي 1و خشكدر غلظت 

گـرم در ليتـر در   ميلي 5/1اما با افزايشغلظت هورمون به . در شاهد بود

به طـور كلـي   . ميزان وزن تر و خشك تا حدودي كاهش مشاهده شد
بـا   MSها در محـيط  ريزنمونه زاييمشخص گرديد كه بهترين كالوس

بـراي   بهترين ريزنمونـه . انجام شد D-2,4گرم در ليتر ميلي 1غلظت 
تشكيل كالوس مريسـتم انتهـايي سـاقه بـود و شـرايط بهينـه بـراي        

هـا در تـاريكي بـود، بطـوري كـه      زايي، قـرار گـرفتن كـالوس   كالوس
و رشد  هايي كه در شرايط تاريكي قرار داشتند، سفيد رنگ بوده كالوس

هـايي كـه در   در مقابل كالوس. خوبي نسبت به شرايط معمولي داشتند
روشنايي رشد كردند بعد از مدتي سبز رنگ شدند و ميـزان رشـد آنهـا    

  .كمتر از شرايط معمولي بود
، بـه منظـور مطالعـه    )2(در پژوهشي ديگـر افشـاري و همكـاران    

ه، آزمايشي انجـام  زاييسوماتيكيو باززايي گياه شنبليلزايي، جنينكالوس
، چهـار ريزنمونـه سـاقه،    B5و  MSآنها از دو محيط كشت پايه . دادند

: نـوع هورمـون شـامل    5برگچه حاوي دمبرگ، جنين و هيپوكوتيل و 
2,4-D  گرم در ليتـر ميلي 2، 1، 0(سطح  3در( ،Kin  سـطح   4در)0 ،

 1، 5/0، 1/0، 0(سـطح   4در  NAA، )گرم در ليترميلي 1، 5/0، 25/0
گـرم در  ميلي 5/2، 5/1، 5/0، 0(سطح  4در  BAP، )گرم در ليتريليم

. استفاده كردنـد ) گرم در ليترميلي 1، 5/0، 0 (سطح 3در  IBA و) ليتر
و  D-2,4نتايج آنها نشان داد كه در بررسي اثـر متقابـل دو هورمـون    

Kin 2,4گرم بر ليتر ميلي 2، محيط حاوي-D گرم بر ليتـر  ميلي 5/0و
Kinترين تركيب هورموني جهت القاي كالوس در هـر دو محـيط   ، به

ها از نظـر بيشـترين وزن   بهترين ريزنمونه. بوده است MSو B5كشت 
، برگچـه حـاوي   B5، جنـين و در محـيط   MSالقايي در محيط كالوس

سوماتيكي، تركيب هورموني  زاييدر مطالعه جنين. دمبرگ و جنين بود
، بـا  BAPگرم بر ليتـر  ميلي 5/2 و NAAگرم بر ليتر ميلي 5/0شامل 

زايي، بعنوان تركيب برتر در هر دو محيط كشـت  بالاترين درصد جنين
هـا، ريزنمونـه جنـين، بيشـترين ميـزان      از بـين ريزنمونـه  . شناخته شد

تنهـا در   سوماتيكي زاييباززايي از طريق جنين. زايي را نشان داد جنين
گرم بـر  ميلي 5/0شامل تركيب هورموني . ريزنمونه جنين مشاهده شد

، بهترين تركيـب هورمـوني   BAPگرم بر ليتر ميلي 5/1و  NAAليتر 
در تحقيـق  . جهت القاي انـدام هـوايي در هـر دو محـيط كشـت بـود      

در  سـوماتيكي  زاييبالاترين ميزان جنين) 10(و همكاران  1ديگري ليو
 MS)(را، در محيط كشت موراشيگ و اسـكوگ   مزوفيل برگ شنبليله

 BAPگرم بر ليتـر  ميلي 5/0و  NAAگرم بر ليتر ميلي 2شده با غني 
  .مشاهده كردند

  
  كلي گيرينتيجه

هاي رشد كنندهدر مطالعه حاضر عوامل ژنوتيپ، ريزنمونه و تنظيم
تاثير بـارزي در واكـنش بـه القـاي كـالوس و بـاززايي گيـاه شـنبليله         

                                                            
1- Lu 



  189 ...زايي و باززايي دو توده بومي گياه دارويي شنبليلهسازي كالوسبهينه

نيشـابوري  هـاي هيپوكوتيـل ژنوتيـپ    بطور كلـي ريزنمونـه  . اند داشته
با توجه به نتايج حاصـل  . واكنش بهتري نسبت به باززايي نشان دادند

توان پيشنهاد كرد كه تيمارهاي اعمال شـده در ايـن   از اين تحقيق مي

هاي بومي ديگر شنبليه در كشور اعمال شود و تحقيق بر روي ژنوتيپ
هاي پاسخ دهنده بـه كشـت بافـت جهـت اسـتفاده در      بهترين ژنوتيپ
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