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  چكيده
بـراي  . ني دانشگاه محقق اردبيلي انجام شـد منظور انجام اين طرح، سه آزمايش در قالب طرح كاملاً تصادفي در آزمايشگاه كشت بافت گروه باغبا به

دهـي متوسـط و    دهـي نـرم، خـراش    خـراش (دهـي بـا كاغـذ سـمباده      و خراش) مولار 20وNaOH)5 ،10 ،15 هاي مختلف   باززايي گياه از بذر، از غلظت
دهي سخت با كاغـذ سـمباده    و نيز خراش NaOHمولار  20ها نشان داد كه غلظت   نتايج حاصل از مقايسه ميانگين داده. استفاده شد) دهي سخت خراش

هاي بذري طي دو آزمـايش جداگانـه تيمـار شـدند كـه در       زني بذور، هيپوكوتيل حاصل از دانهال دو ماه پس از جوانه. زني را داشتند بيشترين ميزان جوانه
 گـرم بـر ليتـر    ميلي 4و  2، 1هاي  و در آزمايش دوم غلظت) D-2,4پيكلرام و (هاي اكسين  از هورمون گرم بر ليتر ميلي 4و  2، 1هاي  آزمايش اول غلظت

ها نشان داد كه بـين   نتايج حاصل از تجزيه واريانس داده. كشت شدند تكرار براي هر تيمار، در قالب طرح كاملاً تصادفي 4با )  BAو  TDZ(سايتوكينين 
ها در پارامترهـاي رشـد كـالوس     نتايج حاصل از مقايسه ميانگين داده. داشت وجود درصد 1داري در سطح احتمال  ها در مقايسه با شاهد تفاوت معني تيمار

نتـايج حاصـل از مقايسـه    . بيشترين تأثير را بر القـاي كـالوس در ايـن گيـاه داشـت       گرم بر ليتر ميلي 1پيكلرام و  گرم بر ليتر ميلي 4نشان داد كه غلظت 
  .زايي را در اين گياه توليد نمود بيشترين ميزان شاخه گرم بر ليتر ميلي 1با غلظت BAه تيمار ها در پارامترهاي رشد گياهچه نشان داد ك ميانگين داده

  
  دهي، زنبق مردابي، كشت بافت راش، خيازديادريز: كليدي هاي واژه

  
   2  1 مقدمه

است كه شـامل بـيش از    Iridaceaeترين جنس تيره  زنبق بزرگ
هـا و   در بـاغ  ياهان معمـولاً اين گ. باشد دار مي گونه از گياهان گل 300

هاي آنها براي اهداف زينتي  شوند و از گل فضاي سبز كشت و كار مي
زنبق مردابي بومي اروپا، آسياي شرقي و شمال غربي  .شود استفاده مي
هـايش قابـل تشـخيص اسـت      ، و به راحتي توسط گل)42( آفريقاست

بي نزديك زنبق مردا. هاي زرد است چون تنها گونه زنبق وحشي با گل
كند و به غرقـاب،   ها رشد مي ها يا باتلاق هاي خيس مانند مرداب زمين
pH از ايـن گيـاه در   . هايي با كمبود اكسيژن مقاوم است پايين و خاك

هـا   حوضـچه هـا و   ها، حاشـيه آب نماهـا، مـرداب    فضاي سبز و باغچه
  ).34(شود  استفاده مي
 ـ      گونه زوم تكثيـر  هاي زنبق از طريـق رويشـي توسـط پيـاز يـا ري

پيـاز دختـري    5هاي پيازدار در هر سال بيشتر از  بيشتر زنبق. شوند مي
دست آوردن گياهچـه بـه تعـداد     هسال براي ب 5تا  4و  كنند توليد نمي

دار نيـز   هـاي ريـزوم   ، در زنبق)7(كافي از گياه مادري زمان لازم است 
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از و سـبب توليـد تعـداد كمـي      تكثير از طريق ريزوم بسيار كند اسـت 
، بنـابراين چنـدين   )گياه از هر ريزوم در سال 10تا  2(شود  گياهان مي

ازديـاد  ). 37(سال براي توليد تجاري يك رقم جديد زمان لازم اسـت  
مزيـت عمـده ايـن روش توليـد     . گيرد وسيله بذر صورت مي جنسي، به

هـاي مختلـف    ها در زمان گياهان عاري از ويروس و امكان كاشت آن
  ).20(باشد  سال مي

 10شود كه بـيش از   بي از طريق تقسيم ريزوم تكثير ميزنبق مردا
زني بذر ايـن رقـم    الگوي جوانه). 20(د شو گياه از هر ريزوم ايجاد نمي

هاست كه خواب بـذر بـه    هاي زنبق و هيبريدهاي آن مشابه ساير گونه
چنـين   هـم  ).39(كنـد   زنـي آن جلـوگيري مـي    مدت چند ماه از جوانـه 

سيل رشد كمي دارند و توانايي غلبه بر مقاومـت مكـانيكي   ها پتان جنين
زني بـذرها نيـز    هاي احاطه كننده خود را ندارند و سرعت جوانه پوشش

رو نياز به ايجاد يك روش مناسـب و مـؤثر راي    از اين). 26(است كم 
  .تكثير زنبق مردابي ضروري به نظر مي رسد

نبـق اسـتفاده   كشت بافت و سلول به ميزان زيادي بـراي توليـد ز  
شده و به مقدار قابل توجهي باعث افـزايش توليـد و بهبـود بخشـيدن     

تكثير ). 29(كيفيت گياهان توليد شده از طريق كشت بافت شده است 
ها به علت ظرفيـت بـاززايي پـايين آنهـا در      اي اي تك لپه درون شيشه
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 آناليزهـاي ظرفيـت بـاززايي در   . تر است ها پيچيده اي مقايسه با دو لپه
 Iridaceaeهاي زينتي نشان داد كه باززايي در تيره  اي بعضي تك لپه

به . كمتر است Liliaceaeو  Amaryllidaceae ،Araceaeنسبت به 
همين علت انتخاب انـدام يـا بافـت مناسـب بـه عنـوان ريزنمونـه در        

  ).22(باشد  گسترش توليد گياه از طريق كشت بافت ضروري مي
دي روي كشت بافت دارنـد و پـس از   هاي گياهي اثر زيا هورمون

زايـي   اينكه وارد چرخه تقسيم سلول شدند، سبب تمـايز بافـت و انـدام   
هـاي درون   هـاي رشـد در كشـت    ترين تنظيم كننده مهم). 5(شوند  مي

هـا هسـتند بـه طـوري كـه نسـبت        ها و سـايتوكنين  اي، اكسين شيشه
زايـي و   ريشهتوانند روند  ها در محيط كشت، مي ها و سايتوكنين اكسين
  ).1(زايي را تحت تاثير قرار دهند  شاخه

زايـي   ها نقش اصلي را در كنتـرل هورمـوني بـراي ريخـت     اكسين
ها بـه علـت ارتبـاط نزديكـي      كنند و اثراتشان در تمايز سلول بازي مي

زا و ساير فاكتورهاي رشدي اضافه شده  هاي درون است كه با هورمون
هاي گيـاهي   ايي در بسياري از گونهز كالوس). 6(به محيط كشت دارند 

به محـيط   NAAو  D ،IBA-2,4هاي خارجي مثل  با افزودن اكسين
هاي گياه بـه   ها در پاسخ همه انواع و سطوح اكسين. شود كشت القا مي

اي اثـر دارنـد، اگرچـه ژنوتيـپ و مرحلـه رشـدي        كشت درون شيشـه 
  ).5(د ها نيز فاكتورهاي مهمي براي حصول موفقيت هستن ريزنمونه

 تقسـيم  كه باشند مي هورموني تركيبات از گروهي ها، سايتوكينين

 گياهـان  در را هـا  شـاخه  تمايزيـابي  و انتهايي غالبيت در تغيير سلولي،

 ها سايتوكينين نيز، گياهي بافت كشت هاي محيط در. كنند مي كنترل

 و كـالوس  از نابجـا  هـاي  شاخه تمايزيابي و سلولي تقسيمات عمدتاً در
 حـذف  بـا  چنـين  هـم  اين تركيبات. كنند مي شركت گياهي هاي بافت

 ايـن  از اسـتفاده . شـوند  مي ها هشاخسار پرآوري باعث انتهايي غالبيت

 ساير با همراه يا تنهايي به گياهي بافت كشت هاي طمحي در تركيبات

  )25(باشد  مي متداول ها، اكسين بويژه گياهي، رشد هاي تنظيم كننده
اي جايگزين مناسبي براي غلبـه بـر    درون شيشهاستفاده از تكثير 

پـژوهش حاضـر نيـز در همـين     . باشد مشكلات تكثير در اين گياه مي
راستا و به منظور يـافتن تركيـب مناسـب جهـت غلبـه بـر مشـكلات        

اي  خفتگي بذر و مطالعه تأثير برخي تركيبات بر بـاززايي درون شيشـه  
  .آن پايه ريزي شده است

  
  ها مواد و روش

زني بـذر زنبـق مردابـي دو آزمـايش      ظور مطالعه بهبود جوانهبه من
هاي مكـانيكي و   جداگانه در دو زمان متفاوت براي بررسي تاثير روش

  . زني بذر زنبق مردابي انجام شد شيميايي روي القاي جوانه
از محـل طبيعـي آن در    1390هاي زنبق مردابـي در شـهريور    بذر

و بـه عنـوان ريـز نمونـه مـورد       مراتع باتلاقي اطراف ساري تهيه شده
ها به مـدت دو   ها، كپسول به منظور جداسازي بذر. استفاده قرار گرفتند

ايـن  . هفته در معرض هواي آزاد قرار گرفتند تا خشك شده و باز شوند
در آزمـايش  . بذور تا زمان انجام آزمايش در دماي اتاق نگهداري شدند

چهـار غلظـت   . سـي شـد  زني بذر برر بر جوانه NaOHاول، اثر غلظت 
NaOH )5 ،10 ،15  5در قالب طرح كـاملاً تصـادفي بـا    ) مولار 20و 

. عـدد بـذر اسـتفاده شـد     50براي هر غلظـت از  . تكرار استفاده گرديد
قرار گرفتـه و هـر يـك     NaOHساعت در محلول  20ها به مدت  بذر

 10هـا بـه مـدت     پس از طي اين مـدت، بـذر  . ساعت تكان داده شدند
آب جاري شسته شدند تا پوسته خارجي بذر كه سسـت شـده   دقيقه با 
ثانيـه و هيپوكلريـت    50به مـدت  درصد  70سپس با اتانول . جدا شود

مرتبه با آب مقطـر   3دقيقه استريل شده و  15به مدت  دصدر 3سديم 
هـا تحـت شـرايط اسـتريل در پتـري       بـذر . استريل شستشو داده شدند

گـرم آگـار و فاقـد     7با  MSهاي حاوي محيط كشت نيم مقدار   ديش
كشت شدند و به ژرميناتور ) =5/8pH(هاي تنظيم كننده رشد  هورمون
  .گراد و تاريكي انتقال داده شدند درجه سانتي 25 ±2با دماي 

زنـي بـذر    دهـي مكـانيكي روي جوانـه    در آزمايش دوم اثر خـراش 
دهـي بـا سـمباده     در اين آزمـايش، از سـه حالـت خـراش    . بررسي شد

و شـاهد  ) دهـي سـخت   دهي متوسط و خراش هي نرم، خراشد خراش(
)C ( بـراي هـر   . تكرار در قالب طرح كاملاً تصادفي اسـتفاده شـد   5با

هـا در ناحيـه ميكـروپيلار     عدد بذر استفاده شد و نوك بذر 50تيمار از 
دهي متوسـط   دهي نرم، نوك بذر؛ در خراش در خراش. سمباده زده شد

دهي سـخت تـا مشـاهده نـوك جنـين       شابتداي ميكروپيلار و در خرا
ها مانند آزمايش قبل استريل شـده   سپس بذر. ها سمباده زده شدند بذر

  .و كشت شدند
برداري از هردو آزمـايش انجـام شـد و درصـد      ماه داده  1پس از  
  .زني با استفاده از فرمول زير محاسبه شد جوانه

 
هـا حـذف    ها از دانهال و ريشهها  زني بذور، برگ ماه بعد از جوانه 2

 گـرم بـر ليتـر    ميلـي  30 بـا  MSشدند و هيپوكوتيل در محيط كشـت  
آگار، بدون هورمون به عنوان شاهد و طـي   گرم بر ليتر ميلي 7ساكارز، 

 2، 1هـاي   دو آزمايش جداگانه انجام گرفت كه در آزمايش اول غلظت
و در ) D-2,4و پيكلـرام  (هاي اكسين  از هورمون گرم بر ليتر ميلي 4و 

 TDZ(سايتوكينين  گرم بر ليتر ميلي 4و  2، 1هاي  آزمايش دوم غلظت
تكرار براي هر تيمار در قالب طرح كاملاً تصادفي كشـت   4با ) BAو 

ريزنمونه ها در داخل لوله آزمايش كشت شـدند و در هـر لولـه    . شدند
هـا بـه ژرمينـاتور بـا      سپس نمونـه . آزمايش نيز يك گياه كشت گرديد

 8ساعت روشنايي و  16و دوره نوري درجه سانتي گراد  25 ±2دماي 
  . ساعت تاريكي نگهداري شدند و پس از دو ماه داده برداري انجام شد

زايــي، قطــر كــالوس و وزن كــالوس بــه عنــوان  درصــد كــالوس
هـا در   پارامترهاي رشد كالوس، دو ماه پس از قـرار گـرفتن ريزنمونـه   

  .گيري شدند دازهها ان اكسينمحيط كشت حاوي 
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تعداد برگ، طول برگ و وزن تر برگ نيز بـه عنـوان پارامترهـاي    
ها در محيط كشت  ها، دو ماه پس از قرار گرفتن ريزنمونه رشد گياهچه

  .گيري شد اندازه  حاوي سايتوكينين
و آزمـون   SASهاي بدسـت آمـده بـا اسـتفاده از نـرم افـزار        داده

ANOVA ار گرفتنــد و مقايســه مــورد تجزيــه و تحليــل آمــاري قــر
  .انجام شد Duncanها نيز به روش آزمون  ميانگين داده

  
  نتيجه و بحث

زنـي بـذر زنبـق     دهي شيميايي و مكانيكي بر جوانـه  اثر خراش
  مردابي

و  1جداول (دست آمده از جدول تجزيه واريانس  هبر اساس نتايج ب
دهي مكـانيكي و شـيميايي بـراي صـفت درصـد       تيمارهاي خراش) 2
دست آمده  هنتايج ب. دار بودند معني دصدر 5زني در سطح احتمال  انهجو

دهـي مكـانيكي    زنـي در روش خـراش   از مقايسه ميانگين درصد جوانه
دهـي سـخت    نشان داد كه بيشترين تأثير مربوط به خـراش ) 1شكل (

كـه در تيمـار    طوري به. داري داشت باشد كه با شاهد اختلاف معني مي
بـود، درحاليكـه    دص ـدر 76زني حـدود   جوانهدهي سخت درصد  خراش
مطالعـات  اين نتـايج بـا   . زني در شاهد مشاهده نگرديد گونه جوانه هيچ

 .P و Prosopis koelziznaهـاي   روي گونـه  ،)44(زارع و همكاران 

juliflora دهي بـذرها   ها گزارش كردند كه خراش آن. مطابقت داشت
  .شد دصدر 80حدود  زني در با كاغذ سمباده باعث افزايش جوانه

شكل (دهي شيميايي  نتايج مقايسه ميانگين مربوط به تيمار خراش
زنـي مربـوط بـه بـذور      نشان داد كه بيشترين ميانگين درصد جوانه) 2

بود كه با بـذور تيمـار شـده بـا      NaOHمولار  20تيمار شده با غلظت 
كـه بـا شـاهد و     درحـالي . داري نداشت مولار اختلاف معني 15غلظت 

. داشـت  دص ـدر 5داري در سطح احتمال  ها، اختلاف معني ير غلظتسا
باعث از بين رفتن پوسته بذر و افزايش درصد  NaOHمولار  20تيمار 
زنـي در تيمارهـاي بـا     درصد جوانه. شد دصدر 62زني از صفر به  جوانه

 5مولار به ميزان زيـادي پـايين بـود بطوريكـه تيمـار       10و  5غلظت 
در آزمـايش  . شدن اندوسپرم و از بين رفتن آن شـد اي  مولار باعث ژله

مولار  83/14دهي با غلظت  اثر خراش) 40(سون و همكاران مشابهي 
NaOH زنـي بـذر    هاي مختلف و تيمار سرمادهي را بر جوانـه  در زمان

بـه   NaOHبررسي كرده و نشان دادند كه تيمار با  Iris lacteaگونه 
 ـ ساعت بيشترين درصد جوانه 20مدت  . را نشـان داد ) دص ـدر 56(ي زن

روز سرمادهي  40كه به مدت  NaOHهمچنين بذرهاي تيمار شده با 
را در مقايسه با شاهد ) دصدر 80(زني  شده بودند بيشترين ميزان جوانه

  .نشان دادند
 سـاختارهاي . دارد جنـين  رشـد  پتانسـيل  به بستگي بذر زني جوانه

 عوامل محيطـي  چنين مه و) پريكارپ و اندوسپرم( جنين كننده احاطه
 قـوي  بازدارنده بذر پوسته). 30( دارند اثر جنين رشد روي ها هورمون و

زني بذر است كه بـا محـدود كـردن جـذب آب و اكسـيژن و       جوانه در
شيميايي، به ميزان زيـادي از  هاي  چنين توليد و نگهداري بازدارنده هم

طبـق  ). 24(كند  جنين در مقابل شرايط نامساعد محيطي محافظت مي
دهي سـخت بـا كاغـذ     دست آمده از اين پژوهش، تيمار خراش هنتايج ب

سمباده سبب شكسـته شـدن خـواب پوسـته بـذر و بيشـترين درصـد        
خراش دهي بـا كاغـذ   . در بذور زنبق مردابي شد) دصدر 76(زني  جوانه

سمباده سبب برداشته شدن نوك ميكـروپيلار شـده، بـه ايـن ترتيـب      
ني حذف شد و جنين در تماس مستقيم با محيط ز عامل بازدارنده جوانه

  .زني افزايش پيدا كرد كشت قرار گرفته و درصد جوانه
دهـي شـيميايي    براي از بين بردن پوسـته سـخت بـذر از خـراش    

. استفاده شـد ) NaOHهاي مختلف  حذف پوسته سخت بذر با غلظت(
بيشترين درصد ) مولار NaOH )20بذرهاي زنبق مردابي تيمار شده با 

. هـا نشـان دادنـد    را در مقايسه با سـاير غلظـت  ) دصدر 62(زني  جوانه
براي شكستن خواب بذر در مطالعات قبلـي   NaOHاستفاده از محلول 

 )14( Zoysia japonicaو ) Iris lacteal )40هـــاي  روي گونـــه
  .گزارش شده است

هـاي   دريافتند كه پوسته خارجي بذرهاي گونه) 43(وو و همكاران 
I. lortiti وI. confuse       زنـي   محتـوي تركيبـات سـمي بـراي جوانـه

دريافتند كه علت اصـلي خـواب بـذور    ) 2(باسكين و همكاران . هستند
هـا بـراي غلبـه بـر      ها و عدم توانايي آن زنبق، پتانسيل رشد كم جنين

عدم نفوذپذيري پوسته بـذر  . مقاومت مكانيكي پوسته سخت بذر است
ــدهبــه آب و تبــادلات گــازي نشــان دهنــد  هــاي فيزيكــي و  ه بازدارن

سبب نرم شدن و  NaOHتيمار با ). 3(بيوشيميايي در پوسته بذر است 
از بين رفتن پوسته سخت بذر، و افـزايش نفوذپـذيري آب و تبـادلات    

  .زني بذر را به دنبال دارد گازي شده، و جوانه
اي كه در ايـن   هاي انجام شده، مشخص گرديد گونه طبق بررسي
توان با استفاده از  گرديد نياز به سرمادهي نداشته و مي تحقيق استفاده

زني بذر را در اين گونه به ميزان  تيمارهاي شيميايي يا مكانيكي، جوانه
  . زيادي افزايش داد

زني زنبق مردابي در  تجزيه واريانس درصد جوانه -1جدول 
  دهي مكانيكي خراش

ميانگين   درجه آزادي  منابع تغيير
  مربعات

  2/0٭  3  تيمار

   002/0  16  خطا
CV%  69/5 )پنج و شصت و نه صدم(   

  درصد 5دار در سطح احتمال  معني *
  

با توجه به اينكه تيمار مكانيكي نياز به استفاده از مـواد شـيميايي   
كـه اسـتفاده از مـواد     ندارد و با توجه به ايـن  H2SO4يا  NaOHمثل 

زنـي   القاي جوانه هاي مكانيكي براي باشد، روش شيميايي هزينه بر مي
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  .رسد هاي اين تحقيق روش مناسبي به نظر مي طبق يافته
 

زني زنبق مردابي در  تجزيه واريانس درصد جوانه -2جدول 
  دهي شيميايي خراش

 ميانگين مربعات درجه آزادي  منابع تغيير
 15/0* 4  تيمار

 002/0 20  خطا

%CV  3/5 )پنج و سه دهم(  
  درصد 5دار در سطح احتمال  معني *

  

  
  مردابيزنبق  زني بذر دهي مكانيكي بر جوانه اثر خراش - 1شكل 
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غلظت هاي مختلف   NaOH )مولار(

  مردابيزنبق  زني بذر دهي شيميايي بر جوانه اثر خراش - 2شكل 
  

هـاي   اي دانهال هاي رشد بر كشت درون شيشه كننده اثر تنظيم
  بذري زنبق مردابي

گرم ميلي 4و  1،2 هايتيب غلظتتربه  D1, D2, D4 اختصاري علائم
 4و  2، 1هـاي  بـه ترتيـب غلظـت    D  ،T1, T2, T4-2,4 ليتـر بـر  
 1،2هاي به ترتيب غلظت  P1, P2, P4گرم بر ليتر تيديازورون،  ميلي

 1،2هاي به ترتيب غلظت B1, B2, B4گرم بر ليتر پيكلرام، ميلي 4و 
 .باشدمي، شاهد Ctrlگرم بر ليتر بنزيل آدنين و ميلي 4و 

 
  بر پارامترهاي رشد كالوس هاي مختلف پيكلرام و  اثر غلظت

قطعات كشت شـده هيپوكوتيـل زنبـق مردابـي در هـر دو تيمـار       
ــالوس از خــود نشــان    ــه تشــكيل ك ــل ب ــه تماي ــوني بكــار رفت هورم

ــد ــه  . دادن ــايش از محــيط پاي ــن آزم هــاي  حــاوي غلظــت MSدر اي
ــاوتي از  ــد   D-2,4متف ــتفاده ش ــرام اس ــت دو  . و پيكل ــس از گذش پ

مـــاه، تشـــكيل كـــالوس روي قطعـــات كشـــت شـــده در تمـــامي 
هـاي فاقـد هورمـون قابـل      هاي كشت بكار رفتـه بجـز محـيط    محيط

ــود ــانس  . مشــاهده ب ــه واري ــر اســاس جــدول تجزي ــر ) 3جــدول(ب اث
گيـري شـده    تيمارهاي هورموني بكـار رفتـه برتمـامي صـفات انـدازه     

ــالوس( ــالوس  درصــد ك ــر و وزن ك ــي، قط ــال در ) زاي ــطح احتم  1س
هـاي انجـام شـده نشـان داد،      مقايسـه ميـانگين  . دار شـد  معني دصدر

گـرم بـر    ميلـي  4كـار بـرده شـده، غلظـت      از ميان سطوح هورموني به
گيــري  ليتــر پيكلــرام بهتــرين نتيجــه را در ارتبــاط بــا صــفات انــدازه 

كمتـرين غلظـت    D-2,4ايـن در حـالي بـود كـه در     . شده ايجاد كرد
تـري را در ايـن صـفات نشـان      ، نتيجـه مطلـوب  )ليتـر گرم بر  ميلي 1(

داري  گـرم بـر ليتـر پيكلـرام اخـتلاف معنـي       ميلـي  4داد و با غلظـت  
زايـي، بيشـترين درصـد     در ارتبـاط بـا صـفت درصـد كـالوس     . نداشت
ميلـي گـرم بـر ليتـر پيكلـرام       4در غلظـت  ) دص ـدر 84(زايـي   كالوس

داري  عنـي گـرم بـر ليتـر اخـتلاف م     ميلـي  2حاصل شـد و بـا غلظـت    
ــت ــين غ. نداش ــين ب ــتهمچن ــاي  لظ ــي 2و  1ه ــر   ميل ــر ليت ــرم ب گ

زايــي  داري در درصــد كــالوس پيكلــرام، از نظــر آمــاري تفــاوت معنــي
هـا، حـدود يـك     پـس از تيمـار ريزنمونـه   ). 3شـكل  (مشاهده نگرديد 

ــه  ــس از كشــت، ريزنمون ــاه پ ــرام    م ــاي پيكل ــه تيماره ــا نســبت ب ه
ــد ــا . واكــنش نشــان دادن ــه شــروع واكــنش ب ــورم شــدن ريزنمون مت

كليـه  . همراه بود و نهايتاً دو ماه بعـد از كشـت كـالوس تشـكيل شـد     
ــت ــالوس در       غلظ ــاي ك ــث الق ــرام باع ــه پيكل ــار رفت ــه ك ــاي ب ه
هـا   نتـايج تجزيـه واريـانس داده   . هاي مـورد آزمـايش شـدند    ريزنمونه

ــين غلظــت  ــالوس ب هــاي اســتفاده  نشــان داد كــه در صــفت وزن ك
ــاوت مع  ــرام تفـ ــده پيكلـ ــيشـ ــت  نـ ــود داشـ ــه . داري وجـ مقايسـ

هـاي انجـام شـده نشـان داد كـه بيشـترين وزن كـالوس در         ميانگين
ــي 4غلظــت  ــا كــاهش    ميل ــرام حاصــل شــد و ب ــر پيكل ــر ليت گــرم ب

ــت     ــاهش ياف ــز ك ــالوس ني ــر ك ــت، وزن ت ــكل (غلظ ــايج ). 4ش نت
زايـي،   بدست آمده از مطالعـه حاضـر نشـان دهنـده افـزايش كـالوس      

بود كـه بـا نتـايج آزمايشـات زيـر مطابقـت        با افزايش غلظت پيكلرام
هـاي متفـاوت پيكلـرام را در     اثـر غلظـت  ) 36(سنر و همكـاران  . دارد

ارقام جو بررسي كرده و اظهـار داشـتند كـه بـا افـزايش غلظـت ايـن        
ــون از  ــه  5/2هورم ــي 7ب ــالوس   ميل ــد ك ــر درص ــر ليت ــرم ب ــي  گ زاي

ــا اســتفاده از غلظــت) 25(كــيم و همكــاران . افــزايش يافــت هــاي  ب
ــالوس  ــايش، ايجــاد ك ــن آزم ــين مشــابه اي ــاي جن زا را در سوســن  ه
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ــرقي ــد  1ش ــزارش كردن ــچ  . گ ــدرا و ب ــالوس را در  ) 23(ك ــاي ك الق
Lilium martagon ــد ــي كردن ــه   آن. بررس ــد ك ــزارش كردن ــا گ ه

هـاي هيپوكوتيـل كشـت شـده در محـيط       القاي كـالوس از ريزنمونـه  
ــرام 5/0-5كشــت حــاوي  ــودصــد در 80-100مــايكرومولار پيكل . ب

هـا گـزارش    اي اثر مثبت پيكلرام بر القـاي كـالوس قـبلاً در تـك لپـه     
هــاي  هــاي پــايين پيكلــرام ســبب ايجــاد كــالوس غلظــت. شــده بــود

 Liliumهـــاي كشـــت شـــده  ســـفيد و دانـــه دانـــه در دانهـــال

longiflorum  41(گرديد.(  
نتايج حاصل از مقايسه ميانگين نشـان داد كـه بـين سـه غلظـت      

گرم بر ليتر بيشترين وزن تر را در  ميلي 1، غلظت D-2,4استفاده شده 
از وزن تـر   D-2,4ها داشت و با افزايش غلظت  مقايسه با ساير غلظت

 D-2,4گـرم بـر ليتـر     ميلـي  1غلظت ). 4شكل (ها كاسته شد  كالوس
را داشـت امـا بـين سـاير     ) درصـد  73(زايـي   بيشترين درصـد كـالوس  

زايـي اخـتلاف    از نظر درصد كالوس )گرم بر ليتر ميلي 4و  2(ها  غلظت
 ـ). 3شكل (داري وجود نداشت  معني دسـت آمـده از    هبا توجه به نتايج ب

زايـي   بيشترين درصد كالوس D-2,4تر  هاي پايين  اين آزمايش، غلظت
زايي كاهش پيـدا   كالوس D-2,4را به همراه دارند و با افزايش غلظت 

مطابقـت  ) 21(رادوجويـك  كند كه اين يافته با نتايج جورموويك و  مي
در  Iris pumilaها بيشـترين سـرعت القـاي كـالوس را در     آن. داشت

. بدسـت آوردنـد   D-2,4گـرم بـر ليتـر     ميلـي  1محيط كشـت حـاوي   
 Irisبيشـترين درصـد القـاي كـالوس را در    ) 7(بولتنكوف و همكاران 

ensata  2,4گرم بر ليتر  ميلي 1-2در محيط كشت حاوي-D  گزارش
هاي مختلـف   القاي كالوس را از ريزنمونه) 26(و همكاران كيم . كردند

اين محققين گزارش كردند كه . بررسي كردند Iris pseudacorusدر 
 52/4هاي ريشـه در حضـور    هاي القا شده از ريزنمونه بيشترين كالوس

براي القاي كالوس در اين  D-2,4حاصل شد و  D-2,4مايكرومولار 
اي حاصل از پژوهش حاضر بيشترين قطـر  ه طبق يافته. گياه مؤثر بود

دست آمد كه با نتـايج   هب D-2,4گرم بر ليتر  ميلي 1كالوس در غلظت 
در دامنـه   D-2,4ها، معمولاً  به طور كلي اكسين. فوق مطابقت داشت

گرم بر ليتر بـراي القـاي كـالوس ضـروري هسـتند       ميلي 1-3غلظت 
-2,4ضرورت وجـود   دهنده نتايج حاصل از اين بررسي نيز نشان). 15(

D رادوجوويك و سوبوتيك . در محيط كشت براي القاي كالوس است
زايي  براي القاي كالوس و جنين D-2,4گزارش كردند كه وجود ) 33(

گزارش كردنـد  ) 37(شيبلي و آجلوني . ضروري است Iris pumilaدر 
ــت  ــه غلظ ــالاي   ك ــاي ب ــت    D-2,4ه ــالوس در كش ــكيل ك در تش

كومـار و روپـاواتي   . ق سياه اثر بازدارنـده دارد سوسپانسيون سلولي زنب
تـرين اكسـين    به عنوان قـوي  D-2,4گزارش كردند كه، معمولاً ) 27(

مطرح است و مشخص شده است كه استفاده از مقادير بالاي اكسـين  
                                                            
1- Easter lili  

شود، اما در اين  طويل شدن سلول و افزايش تقسيم سلولي را سبب مي
تنها افزايش  ين هورمون نهتحقيق ملاحظه گرديد كه افزايش غلظت ا

توليد كالوس را به دنبال نداشـت، بلكـه خـود عـاملي جهـت تخريـب       
. هاي اين محققين مطابقت نداشت ريزنمونه نيز بود كه اين امر با يافته

شدت تكثير كالوس به حدي بود كه پس از مدتي بافت كـالوس تمـام   
رچـه در  تحريـك توليـد و تكثيـر كـالوس اگ    . ريزنمونه را در بر گرفت

هـاي   قسمت انتهاي پاييني هيپوكوتيل بيشتر بود امـا در تمـام بخـش   
  . ريزنمونه با هم شروع شد

اي بـراي   استفاده از گياهان كشت شـده در شـرايط درون شيشـه   
ها مشـكلات ضـدعفوني كـردن     آن. القاي كالوس بسيار سودمند است

هـا بـه    اي كه كشت بافت در تك لپـه  با اين). 21(گياه مادري را ندارند 
باشد، اما باززايي به نوع اندام، ميزان  ها مي اي تر از دو لپه مراتب سخت

هـاي   براي مثـال، گـل  . هورمون، سن اندام يا بافت بسيار وابسته است
بـوده   Iris ensataنابالغ بهترين نوع ريزنمونه جهت باززايي در گيـاه  

هـاي نابـالغ مثـل قاعـده      قسـمت در انگيزش كالوس نيـز  ). 18(است 
هـاي رشـد،    كننـده  از ميـان تنظـيم  . باشد تر مي هاي جوان مناسب برگ

به عنوان يك اكسين پايدار در انگيزش و رشـد كـالوس    D-2,4نقش 
  ).7(در زنبق شناخته شده است 

بعد از اينكـه  . هاي گياهي اثر مهمي بر كشت بافت دارند هورمون
شـدند، سـبب تمـايز بافـت و انـدام      ها وارد چرخـه تقسـيم سـلول     آن
هـاي گيـاهي بـا افـزودن      زايـي در بسـياري از گونـه    كـالوس .شوند مي

به محيط كشت القا  NAAو  D ،IBA-2,4هاي خارجي مانند،  اكسين
اي  درون شيشه  نوع و سطوح اكسين مورد استفاده روي پاسخ. شود مي

فاكتورهـاي  گذارد، اگرچه ژنوتيپ و مرحله رشدي ريزنمونه هم  اثر مي
 در بـين ). 10(مهمي جهت حصـول نتيجـه رضـايت بخـش هسـتند      

 شـود،  مـي  استفاده كالوس رشد و القاء كه براى مختلفي هاي هورمون

 بـين  در انـد  كـرده  واثبـات  دانسته ها هورمون جزء مؤثرترين اكسين را

 تكثيـر  و القـاء  بـراى  را نتيجـه  بهتـرين  D-2,4هاي مختلـف،   اكسين

در محيط كشت، افـزايش   D-2,4با افزايش غلظت ). 19(دارد  كالوس
تقســيمات ســلولي در ســطوح زخمــي و در نتيجــه افــزايش وزن تــر  

در القـا و رشـد    D-2,4تـاثير مثبـت   . ها مورد انتظار خواهد بود كالوس
كالوس داراي يك حد آستانه است و پس از اين حد، افـزايش غلظـت   

سيم سـلولي خواهـد   اين هورمون در محيط كشت اثر بازدارندگي در تق
چنان كه از . داشت، در نتيجه موجب كاهش وزن تر كالوس خواهد شد

اثـر   D-2,4گـرم بـر ليتـر     ميلـي  1آيد، غلظـت   مي نتايج اين بررسي بر
اثـر بازدارنـده در   ) گـرم بـر ليتـر    ميلـي  4(تقويت كننده و بـيش از آن  
 1 غلظت زايي در همچنين حداكثر كالوس. افزايش وزن كالوس داشت

مشاهده شد و با افزايش غلظت بـه   D-2,4ليتر هورمون  در گرم ميلى
  .زايي كاهش يافت گرم بر ليتر كالوس ميلي 4

هـا در محـيط كشـت بـر القـا و       در اين آزمايش اثر واضح اكسين
پيكلـرام در كشـت بافـت بـراي القـا يـا       . پرآوري كالوس مشاهده شد
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ضـر اضـافه كـردن    در تحقيق حا. شود ها استفاده مي نگهداري كالوس
بـه محـيط كشـت، بيشـترين درصـد      ) گـرم بـر ليتـر    ميلي 4(پيكلرام 
  .زايي را داشت كالوس

سـبب   D-2,4تـر از   نتايج متفاوتي گزارش شده كه پيكلرام سـريع 
هـاي ايجـاد شـده در     زايـي، القـاي جنـين و نگهـداري جنـين      س كالو

Gasteria  وHowarthia  ط زايي توس ـ از طرف ديگر كالوس). 3(شد
در  D-2,4و ) 13(كنــدتر بــود  D-2,4پيكلــرام در نيشــكر نســبت بــه 

ايـن نتـايج   ). 4(ها در كشت نارگيل مؤثرتر بود  مقايسه با ساير اكسين
هـاي مـورد اسـتفاده     احتمالاً به علت تفاوت بين گياهان يـا ريزنمونـه  

  .است
و پيكلـرام بـر القـاي     D-2,4هـاي   در تحقيق حاضر اثر هورمـون 

هـاي بـذري زنبـق مردابـي      هاي حاصل از دانهال نمونهكالوس در ريز
ها بـراي القـاي    بررسي شد و نتايج نشان دهنده ضرورت وجود اكسين

و پيكلرام متفاوت  D-2,4اگرچه درصد القاي كالوس در . كالوس است
هاي  غلظت. داري بين اين دو اكسين وجود نداشت بود اما تفاوت معني

الوس را نشان دادند كه با نتايج كاهش درصد تشكيل ك D-2,4بالاي 
هاي بالاي پيكلرام  در مقابل، غلظت. مطابقت دارد) 8(چن و همكاران 

هاي زنبق مناسب بود كه با نتـايج هـو و    براي القاي كالوس از دانهال
مشــابه نتــايج بدســت آمــده از مطالعــات . مطابقــت دارد) 15(واســيل 

هاي القـا   ي بين كالوس، تفاوت مورفولوژيك)9(چنگالرايان و همكاران 
در هر حـال مقـدار توليـد    . و پيكلرام مشاهده نشد D-2,4شده توسط 

  .و پيكلرام بستگي دارد D-2,4كالوس به ميزان زيادي به غلظت 
  

  پارامترهاي رشد گياهچه برBA و  TDZهاي مختلف  اثر غلظت
هـاي   هـاي سـايتوكينين بـر ويژگـي     منظور بررسي اثر هورمـون  به

هاي حاصل از رشد بذر در محـيط   ، هيپوكوتيل گياهچهرشدي گياهچه
. قـرار گرفتنـد    BAو TDZهاي متفاوتي از  حاوي غلظت MSكشت 

قطعات كشت شده هيپوكوتيل زنبق مردابي در هر دو تيمار هورمـوني  
پـس از  . اي توليـد شـود   بكار رفته برگ توليد كردند بدون اينكه ريشه

كشـت شـده در تمـامي     هاي جديـد روي قطعـات   ماه، برگ 2گذشت 
بر اساس جدول تجزيـه  . هاي كشت بكار رفته قابل مشاهده بود محيط

اثر تيمارهاي هورموني بكار رفته برتمامي صـفات  ) 5جدول (واريانس 
در سـطح  ) تعداد برگ، طول بـرگ و وزن تـر بـرگ   (گيري شده  اندازه

هاي انجـام شـده نشـان     مقايسه ميانگين. دار شد معني درصد1احتمال 
گـرم بـر    ميلـي  1كار برده شده، غلظت  اد، از ميان سطوح هورموني بهد

گيـري شـده    بهترين نتيجه را در ارتباط با همه صفات انـدازه  BAليتر 
  .ايجاد كرد

  
  زايي، وزن و قطر كالوس در زنبق مردابي و پيكلرام بر صفات درصد كالوس D-2,4تجزيه واريانس اثر  -3جدول

    ميانگين مربعات   درجه آزادي  منابع تغيير
  زايي درصد كالوس  وزن كالوس  قطر كالوس

  1/0**  78/0** 13/0** 6  تيمار

  01/0   03/0 007/0 21  خطا

%CV   54/8 )ده و سي و چهار صدم( 34/10 )چهارده و شانزده صدم(16/14 )هشت و پنجاه و چهار صدم( 
  درصد 1 احتمال سطح در دار معني **

  

  
  زنبق مردابي حاصل از بذر هيپوكوتيلاز  زايي بر درصد كالوس D-2,4پيكلرام و  اثر - 3شكل 
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  مردابيزنبق  هيپوكوتيل حاصل از بر وزن كالوس D-2,4اثر پيكلرام و  - 4شكل 

  

  
  مردابيزنبق  هيپوكوتيل حاصل از بر قطر كالوس D-2,4اثر پيكلرام و  - 5شكل 

  
  

در صـفت   TDZگرم بـر ليتـر    ميلي 2الي بود كه غلظت اين در ح
گرم بر ليتـر   ميلي 2تعداد برگ بهترين نتيجه را نشان داد اما با غلظت 

BA در صفات طول برگ و وزن تر برگ، . داري نداشت اختلاف معني
گرم بر ليتر اخـتلاف   ميلي 1با غلظت  TDZگرم بر ليتر  ميلي 2غلظت 
گـرم بـر    ميلي 2ت وزن تر برگ با غلظت داري نداشت اما در صف معني
نتايج حاصل از پژوهش داميرالـي  . داري داشت اختلاف معني BAليتر 

اي انجير خـوراكي حـاكي از آن    بركشت درون شيشه) 12(و همكاران 
بهتـرين غلظـت در شـرايط     BAگرم بر ليتر  ميلي 1بود كه استفاده از 
هش حاضر همخـواني  اي انجير بود كه با نتايج پژو كشت درون شيشه

اي انـار توسـط نايـك و     نتايج مشـابهي در كشـت درون شيشـه   . دارد
نتايج بدسـت  . مشاهده شد BAگرم بر ليتر  ميلي 1همكاران با غلظت 

بـر ريزازديـادي فيكـوس    ) 35(آمده از پژوهش رپكـاپلونس و كـورك   
بهتـرين   BAگـرم بـر ليتـر     ميلـي  3بنجامين نشان داد كه استفاده از 

اي ايـن گيـاه بـود كـه بـا نتـايج        شرايط رشد درون شيشـه غلظت در 
هاي زنبـق و   اختلاف ژنتيكي بين گونه. پژوهش حاضر همخواني ندارد

معمـولا  . تواند از دلايل عدم اين همخواني باشـد  فيكوس بنجامين مي
هـا در محـيط كشـت، تعـداد شاخسـاره       با افزايش غلظت سـايتوكينين 

پـرآوري   BAش بـا افـزايش غلظـت    يابد اما در اين آزمـاي  افزايش مي
ايـن  . مطابقـت دارد ) 32(كاهش يافـت كـه بـا نتـايج مجيـب و پـال       

 BAهـاي مختلـف هورمـون     اظهار داشتند كه در بين غلظتمحققين 
سبب توليد بيشترين ) گرم بر ليتر ميلي 1(كمترين غلظت اين هورمون 

 1ار گياهچه نشان داد كه تيم ـ  شمارش تعداد برگ. تعداد شاخساره شد
برگ بيشترين تعـداد بـرگ را دارا    16با ميانگين  BAگرم بر ليتر  ميلي

داري  اخـتلاف معنـي  درصد  1بود كه با ساير تيمارها در سطح احتمال 
بـرگ مشـاهده شـد و بـا      2داشت و كمترين آن در شاهد با ميـانگين  

  . ها كاسته شد افزايش غلظت از تعداد برگ
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  بر صفات طول، وزن و تعداد برگ در زنبق مردابي BAو  TDZ تجزيه واريانس اثر -5جدول

    ميانگين مربعات   درجه آزادي  منابع تغيير
  تعداد برگ  وزن برگ طول برگ

 37/2** 15/0** 73/2** 6  تيمار

 13/0 01/0 12/0 21  خطا

%CV   21/11)شش و دوازده صدم(12/6 )نه و پنجاه نه صدم(59/9 )يازده و بيست و يك صدم( 
  درصد1 احتمال سطح در دار معني **

  

  
  مردابيزنبق  هيپوكوتيل حاصل از برگ تعداد بر BA و TDZ اثر - 6 شكل

  

  
  مردابيزنبق  هيپوكوتيلحاصل از  بر طول برگ BAو  TDZاثر  - 7شكل 

  
گـرم بـر ليتـر     ميلي 1با غلظت  BAبيشترين طول برگ در تيمار 

داري  معنـي اخـتلاف   شـده  با همه تيمارهاي اسـتفاده مشاهده شد كه 
هـاي بـالاتري از    از محققـين غلظـت   برخي). 3-8 هاي شكل(داشت 

ها را براي افزايش تعـداد شاخسـاره پيشـنهاد كردنـد، امـا       سايتوكينين
 BA )4يـا   TDZهـاي بـالاي    تحقيق حاضـر نشـان داد كـه غلظـت    

تنها موجب افزايش پرآوري نگرديد بلكـه كـاهش    نه) گرم بر ليتر ميلي
گـزارش كردنـد   ) 29(ماليك و ساكسنا . دنبال داشت گياهچه را بهرشد 

دهـد و سـبب    باززايي شاخه را كاهش مي TDZهاي بالاي  كه غلظت
شود كه با نتايج تحقيق حاضر مطابقت  هاي رشد نكرده مي ايجاد شاخه

و  TDZ ،-Dهاي متفـاوت   اثر غلظت) 11(دفالا و همكاران . دارد
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BA ياه را بر باززايي در گBoscia senegalensis آنها . بررسي كردند
ــدام BAگــزارش كردنــد كــه  زايــي مســتقيم و تشــكيل  از طريــق ان

-2,4و  TDZ. هاي نابجا شـد  هاي انتهايي سبب توليد شاخساره شاخه

D  هـا ناشـي از    ايـن تفـاوت  . هر دو تمايل به تشكيل كالوس داشـتند
ريزنمونـه در   غلظت هورمون مورد استفاده، مدت زمـان قـرار گـرفتن   

محيط كشـت حـاوي هورمـون، نـوع ريزنمونـه كشـت شـده و گونـه         
  .باشد مي

ها باززايي در  گزارش كردند كه سايتوكينين) 45(ژنگ و همكاران 
گـزارش  ) 5(بولتنكـوف و همكـاران   . كننـد  ها را كنترل مي اي تك لپه

دار را در چنـدين گونـه از زنبـق     هـاي گـل   توسعه اندام BAكردند كه 
دهنده نقـش كليـدي    نتايج حاصل از آزمايش آنها نشان. بخشيد بهبود

دار  هاي گـل  جا از بافت اين هورمون در توسعه مستقيم ساختارهاي نابه
تكثيـر زنبـق   ) 11(فوجينو و همكاران . هاي مورد مطالعه است در گونه
آنها گـزارش  . هاي مختلف بررسي كردند را توسط كشت اندام 1هلندي

هـا در محـيط    وانه و شاخساره و وزن تـر گياهچـه  كردند كه تشكيل ج
گرم بـر ليتـر آدنـين افـزايش      ميلي 8و  BAگرم بر ليتر  ميلي 1حاوي 

در  BAرسـد   نظر مـي  به. يافت كه با نتايج تحقيق حاضر مطابقت دارد
زايي مناسـب در   هاي ضروري براي اندام حفظ مقادير كافي از هورمون

گزارش كردنـد  ) 37(يبلي و آجلوني ش). 11(بافت ريزنمونه، نقش دارد 
هاست كـه   ترين سايتوكينين براي القاي شاخه در زنبق مناسب BAكه 

 6هـاي   با توجه به شكل. با نتايج حاصل از مطالعه حاضر مطابقت دارد
 BAگـرم بـر ليتـر     ميلـي  1زايي در تيمار با غلظت  بيشترين شاخه 7و 

  .حاصل شد
اي گياهي با اثر محرك رشـد  ه ها، گروهي از هورمون سايتوكينين

روند كه در تنظيم فرآينـدهاي مختلـف رشـد و نمـو حـائز       شمار مي به
هـا در محـيط كشـت بـراي      حضـور سـايتوكينين  ). 17(اهميت هستند 

اي ضـروري اسـت، زيـرا ايـن      باززايي گياهان در شرايط درون شيشـه 
ه هاي ساق هاي مناسب براي تمايزيابي جوانه ها براي بيان ژن هورمون

هـاي مختلـف در القـاي     توانـايي سـايتوكينين  ). 15(ضروري هسـتند  
توان به فاكتورهايي از قبيل پايداري، تحرك و سـرعت   شاخساره را مي

رسـد   تركيب و اكسيداسيون هورمون نسبت داد، بنابراين بـه نظـر مـي   
شرايط هورموني فاكتور تعيـين كننـده بـراي افـزايش موفقيـت آميـز       

  ).11(ا و پرآوري شاخساره باشد هاي نابج تشكيل جوانه
تـرين نـوع و غلظـت تنظـيم      شايان ذكر است كه تعيـين مناسـب  

هاي موفقيـت   هاي رشد در محيط كشت يكي از مهمترين نشانه كننده
هـاي   يـافتن غلظـت  ). 38(در ريزازديادي در ميان ساير فاكتورها است 

فتن مناسب هورموني جهت مراحل باززايي و پرآوري مستلزم درنظر گر
هاي هورموني بالاست، زيرا اگرچـه در   مزايا و معايب استفاده از غلظت

هاي بـالاي هورمـوني كمـك بـه تسـريع بـاززايي يـا         مواردي غلظت
كنند اما گاهي موجـب بدشـكل شـدن گياهـان      زايي مي افزايش شاخه
  .شوند توليد شده مي

تـوان اظهـار داشـت كـه كـاربرد       بر اساس نتايج بدست آمده مي 
باشد و   براي افزايش تعداد برگ و طول برگ مناسب مي BAن هورمو

  .در باززايي زنبق دارد TDZتري نسبت به  تاثير مطلوب
  

  
  1مردابيزنبق  هيپوكوتيلحاصل از  بر وزن تر برگ BAو  TDZاثر  - 8شكل 
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