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  چکیده 

س هاي لالـه واژگـون   باشد. در این پژوهش کالواست، که در معرض خطر انقراض می ایرانبومی  زینتی و داروئی هايگلزیباترین از  لاله واژگون
 0 ،3/0 ،5/0( BAمیلی گرم بر لیتر) در ترکیب با سه سـایتوکنین   6/0و  NAA )0 ،3/0به عنوان ریز نمونه در محیط کشت حاوي غلظت هاي مختلف 

الب سه آزمایش جداگانه بـر پایـه   میلی گرم بر لیتر) در ق 5/1و  0 ،5/0 ،1( Kinمیلی گرم بر لیتر) و  5/0و  0 ،1/0 ،3/0( TDZمیلی گرم بر لیتر )،  1و 
در  NAAمیلی گرم بـر لیتـر    6/0محیط کشت هاي حاوي در طرح کاملا تصادفی کشت گردیدند. نتایج به دست آمده نشان داد که در هر سه آزمایش، 

زایـی در  ان داد هـر چنـد کـالوس   درصد ) به دست آمد. همچنین نتایج نش ـ 100ترکیب با همه غلظت هاي سایتوکینین ها بیشترین میزان کالوس زایی (
ضروري می باشد. بر اساس نتایج به دست آمده در   NAAزایی حضور نیز انجام گرفت، اما به منظور دستیابی به حداکثر کالوس NAAهاي فاقد محیط

اي باززایی ضروري مـی باشـد و   بر Kinدر ترکیب با  NAAمحیط هاي فاقد سایتوکینین در هر سه آزمایش، باززایی صورت نپذیرفت. همچنین حضور 
  می باشد، هیچ گونه باززایی مشاهده نشد.  Kinدر محیط هایی که تنها حاوي 

  
   گیاه زینتیشرایط درون شیشه اي،  سایتوکینین، بنزیل آدنین، تیدیازورون،: کلیدي هاي واژه

  
         5  4 3 2  1مقدمه
 و بـاارزش  يهـا گـل  از ،7لیلیاسـه  خانواده به متعلق 6واژگون لاله

  سـاله  چنـد  و پیـازدار  علفـی  گیاهـان  از گیاه باشد. اینمی ایران بومی
 يشـده حفاظـت  است، که داراي اهمیت زینتی و داروئی است. مناطق

 و لرسـتان  اشـترانکوه  ارتفاعات خوانسار، در کوهگلستان ایلام، مانشت
بختیـاري، از مهمتـرین منـاطق     و محـال  چهار در صمصامی هاي کوه
لاله واژگون چهـارمین اثـر    ).1(کنش لاله واژگون در ایران هستند پرا

دلیل برداشت هاي اخیر بهکه متأسفانه در سال طبیعی ملی ایران است
ي گل و پیاز و تخریب مراتع در معـرض خطـر انقـراض قـرار     رویهبی

 حفـظ  و انقـراض  از گیـاه  ایـن  نجات در مسئله گرفته است. مهمترین
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6- Fritillaria imperialis L. 
7- Lilliaceae 

 تکثیـر  روش کار یک آوردن دست به گیاه، این ندارزشم ژنتیکی تنوع
هاي دهند که روش. تحقیقات پیشین نشان میباشدمی کارآمد و سریع

توانند میدر لاله واژگون نبرداري و تقسیم پیاز تکثیر سنتی مانند فلس
همچنـین  . )19( هایی کارا و مناسب براي ازدیاد این گیاه باشـند روش

 ضعیف حاصل هايطریق بذر تولید دانهال در روش ازدیاد جنسی و از
بذر و بروز درصـد بـالایی از هتروزیگوسـیتی     نمو و کندي رشد بذر، از

بـا توجـه بـه     .)9(استفاده از این روش ازدیاد را محـدود کـرده اسـت    
تـوان چنـین   هـاي بسـیاري از پژوهشـگران، مـی    مطالب فوق و یافته

 لالـه واژگـون   تکثیـر  کلاسـیک  هـاي برداشت کرد که امـروزه روش 
این گیاه و همچنین مقابله و حفظ این  افزون روز درخواست جوابگوي

. گردنـد  جایگزین جدید هايروش با گیاه  از خطر انقراض نبوده و باید
ــه رســیدن هــايراه از یکــی ــن ب ــايروش از اســتفاده اهــداف، ای  ه

 بافـت  کشـت  هايتکنیک .باشدمی بافت کشت قبیل از بیوتکنولوژي
 کشـت  بـا  هسـتند  مهـم  اقتصـادي  نظر از که گیاهانی کندمی کمک

 عوامـل  از عـاري  صـورت  به و بالا مقیاس در غیره و کالوس مریستم،
هـاي  شوند. در کشت بافت لالـه واژگـون از ریزنمونـه    تکثیر زابیماري

ترین توان به منظور تکثیر استفاده کرد. پیاز و فلس معمولمختلف می
). حمیـداوغلی و  22اهـان پیـازي اسـت (   ریزنمونه در کشت بافـت گی 
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هـاي گنـدزدایی   باززایی مستقیم سوخچه از کشت فلس) 2همکاران (
 هـاي رشـد  درحضور تنظیم کننـده  MSمحیط  ي لاله واژگون درشده

  ،3، کینتین2دي کلرو فنوکسی استیک اسید 4-2 ،1ایندول استیک اسید
 قـرار مـورد بررسـی   را  5نفتالین استیک اسید و 4بنزیل آدنین ،3کینتین

 8/33 (بالاترین میزان باززایی مسـتقیم  ها نشان داد کهآننتایج  .دادند
 تعداد بیشترینو  )مترمیلی 26 (بیشترین اندازه سوخچه )،عدد سوخچه

 در به دسـت آمـد و   NAA گرم در لیترمیلی 2 تیمار در )عدد 8 (ریشه
 اي تشـکیل نشـد.  هیچ سوخچهبنزیل آدنین حاوي  کشت هاي محیط
هاي جنـین،  ) از ریزنمونه19ن محمدي ده چشمه و همکاران (همچنی

آذین به منظور تکثیر لاله واژگون از طریق کشـت بافـت   گلبرگ و گل
زایی مستقیم و غیرمستقیم استفاده کرد. تلاش بـراي  از دو مسیر اندام

دست آوردن روشی مناسب و اقتصادي به منظـور ریزازدیـادي لالـه    به
فظ این گیاه از خطر انقـراض دارد. لـذا ایـن    واژگون نقش مهمی در ح

تحقیق با هدف بهینه سازي شرایط کشـت لالـه واژگـون بـه منظـور      
هاي تکثیر و باززایی و بررسی اثر سطوح مختلف برخی از تنظیم کننده

رشد گیاهی بر ریزنمونه کالوس انجام شـد. در ایـن پـژوهش قابلیـت     
از لاله واژگون در محیط ام دست آمده از پیباززایی ریزنمونه کالوس به

، NAAهاي رشـد گیـاهی   کنندههاي مختلف تنظیماس حاوي غلظت
BA ،TDZ  وKin     در کـالوس  مورد بررسـی قـرار گرفـت. تشـکیل 

گیرد اي کمتر صورت میدولپه گیاهان با مقایسه در ايلپه تک گیاهان
). محققین بسیاري وجود نسبت مناسبی از اکسـین و سـیتوکینین را   4(
ي رشـد  کننـده راي القاي کالوس ضروري دانستند. بررسی اثر تنظیمب

سیتوکینین در روند باززایی با توجه به نوع سیتوکینین بکار برده شده و 
  ). 11 و 8هاي مختلف در گیاهان متفاوت است (غلظت
  

  هامواد و روش
این آزمایش در آزمایشگاه کشـت بافـت و بیوتکنولـوژي علـوم        

ده علوم کشاورزي دانشگاه محقق اردبیلـی انجـام شـد.    باغبانی دانشک
ي مانشـت  از منطقـه  1391در آبان ماه سـال    لاله واژگون هايسوخ

ایلام جمع آوري گردیدند و سپس به منظور گذراندن نیاز سرمایی بـه  
کولیت گراد در ورمیدرجه سانتی 4مدت یک ماه در یخچال در دماي 
هـا  سـازي و ضـدعفونی سـوخ   آمادهمرطوب نگهداري شدند. به منظور 

هاي لاله واژگون به خوبی با آب، اسفنج و یک براي کشت، ابتدا سوخ
قطره مایع ظرفشویی به منظور حذف گل و لاي شسته شدند و سپس  

ها ابتدا به ساعت در زیر آب جاري قرار گرفتند. سپس نمونه 1به مدت 
                                                             

1- Indole-3-acetic acid (IAA) 
2- 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) 
3- Kinetin (Kin) 
4- 6-benzyladenine (BA) 
5- 1-Naphthaleneacetic acid (NAA) 

از گذشـت ایـن    ور شدند. بعـد درصد غوطه 70دقیقه در الکل  1مدت 
زمان پیازها به زیر هود لامینار منتقل شده و  با آب دیـونیزه اسـتریل   

دقیقـه در   20هـا بـه مـدت    ي بعـد، نمونـه  آبکشی شـدند. در مرحلـه  
ضـدعفونی   206توئین درصد به همراه یک قطره  5هیپوکلریت سدیم 
دقیقـه بـا آب دیـونیزه     45ي آخر سه مرتبه به مدت شدند و در مرحله

یل و به منظور حذف اثر سمیت مواد ضـدعفونی کننـده، آبکشـی     استر
تر تقسیم شد و در شدند. هر پیازچه بسته به اندازه، به  قطعات کوچک

 NAAهاي مختلف درصد آگار و غلظت 8/0حاوي  MSمحیط کشت 
درجـه   25±2هـا در دمـاي   کشت شدند. بعد از کشت، نمونه D-2,4و 

لوکس از منبـع   1500اعت روشنایی (س 16گراد  و شرایط نوري سانتی
ساعت تاریکی، در اتاقک رشد قرار گرفتند. دو مـاه   8نور فلورسنت) و 

-انـدازه  هاي تشکیل شده و تعداد پیازچهپس از کشت، درصد کالوس
گیري شد. به منظور تکثیر و باززایی، پیازچـه هـاي تشـکیل شـده از     

 MSدر محـیط   ي اولیه جدا شده و سپس به مدت یـک مـاه  ریزنمونه
کشت داده شدند. سپس پیازچه ها به اندازه هـاي نـیم سـانتی متـري     

 MSتقسیم شده و در قالب سـه آزمـایش جداگانـه در محـیط کشـت      
میلی گرم بر لیتر) در ترکیـب   5/0و  NAA )0 ،3/0حاوي سه غلظت 

با غلظت ها و انواع مختلف سایتوکینین کشـت گردیدنـد. در آزمـایش    
و  BA )0 ،3/0 ،5/0و چهـار غلظـت    NAAوي اول، محیط کشت حا

 TDZ غلظت و چهار NAAمیلی گرم بر لیتر)، آزمایش دوم حاوي  1
و  NAAو آزمایش سـوم حـاوي    )لیتر بر گرم میلی 1 و 5/0 ،3/0 ،0(

استفاده گردیـد.   )لیتر بر گرم میلی 5/1 وKin )0، 5/0، 1 غلظت چهار
گـراد و  جـه سـانتی  در  25±2سپس کشت ها در اتاقک رشد با دمـاي  

لوکس از منبع نور فلورسنت) و  1500ساعت روشنایی ( 16دوره نوري 
ساعت تاریکی  قرار داده شدند. به منظور تسریع در رشد ریز نمونـه   8

ها، کشت ها هر سه هفته یک بار واکشـت شـده و سـه مـاه پـس از      
زایی،  قطر کالوس، درصد باززایی، تعداد و طـول  کشت، درصد کالوس

و ریشه اندازه گیري شدند. این آزمـایش در قالـب طـرح کـاملا      برگ
تصادفی با چهار تکرار (هر تکرار شامل پنج ریز نمونه) انجام پـذیرفت.  

و مقایسـه  SPSS 16افـزار  نـرم ها بـا اسـتفاده از   تجزیه و تحلیل داده
اي دانکن انجـام شـد. بـه دلیـل     ها به روش آزمون چند دامنهمیانگین

زایی، تعداد و طول برگ هاي مربوط به درصد کالوسادهنرمال نبودن د
بـراي   8و من ویتنـی  7کروسال والیسهاي ناپارامتري و ریشه از روش

  تجزیه استفاده گردید.
  
  
  

                                                             
6- Tween 20 
7- Kruskal-Wallis 
8- Mann-Whitney 
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   نتایج
  آزمایش اول

زایـی،  بر درصـد کـالوس   BAو  NAAهاي مختلف تأثیرغلظت
قطر کالوس، درصد باززایی، تعداد برگ، طـول بـرگ، تعـداد و    

  ل ریشه لاله واژگونطو
)، در چنـدین  2با توجه به نتایج مقایسه میانگین داده هـا (جـدول   

درصد کالوس زایی مشـاهده   100ترکیب تیماري آزمایش اول، میزان 
شده است. بهترین نتایج به منظور القاي کالوس در تیمارهاي صـفر و  

و در  BAدر ترکیب با یک میلـی گـرم    NAAیک میلی گرم بر لیتر 
بـه   NAAمیلـی گـرم بـر لیتـر      6/0در ترکیب با  BAسه غلظت هر 

 BAمیلی گرم بر لیتـر   5/0دست آمده است. از طرفی ترکیب تیماري 
کم ترین تاثیر را بر کالوس زایـی را بـه مبـزان     NAAو بدون کاربرد 

کـه  زایی زمانیدرصد داشت. این نتایج نشان داد که درصد کالوس 25
بـه   BAبود، تنها در بـالاترین غلظـت   پایین و یا صفر  NAAغلظت 

درصد) رسـید، ایـن در حـالی اسـت کـه در       100حداکثر میزان خود (
گرم در لیتر) در هـر سـه غلظـت    میلی NAA )6/0هاي بالاي غلظت

BA  ي درصد بدست آمد. به عنوان نتیجـه  100تولید کالوس با میزان
نیز  NAA هاي فاقد زایی در محیطتوان گفت هر چند کالوسکلی می

زایـی حضـور   انجام گرفت، اما به منظور دستیابی بـه حـداکثر کـالوس   
NAA   لازم بود و با افزایش غلظت آن، تولید کالوس نیز افزایش مـی

زایـی  دست آمـده از درصـد کـالوس   یابد. همچنین با توجه به نتایج به
زایـی بـدون وجـود    توان چنین برداشت کرد که کالوستیمار شاهد می

 100ها در لالـه واژگـون بـا حـداکثر میـزان (     یا سایتوکینیناکسین و 
گـزارش   )7چادهـاري وکیـو (   درصد) اتفاق افتاده اسـت. در آزمایشـی  

هــاي پــایین اســتفاده از غلظـت  1کردنـد کــه در علــف پنجـه مرغــی  
در محیط القاي کـالوس   )بنزیل آدنین میکرومولار 04/0سایتوکینین (

هـا  زا را افزایش داد. بررسـی نهاي جنیحاوي اکسین، تشکیل کالوس
 BA، با افـزایش غلظـت   NAAهاي فاقد نشان می دهد که در محیط

درصـد   75درصـد بـه    25گـرم در لیتـر، بـاززایی از    میلی 1به  3/0از 
) در 7و خوشـخوي (  پـور بنیـان  افزایش یافت. نتایج مشابه در تحقیق 

در  بر تولیـد شاخسـاره گـزارش شـد کـه بـاززایی       BAو  NAAتأثیر 
، طـول  BAانجام شد و با افزایش غلظت   NAA  و بدون BAحضور 

ي باززایی کاهش یافت. نتایج به دست آمده در این تحقیق نشان دوره
بـه منظـور بـاززایی اسـت، در      NAAي عدم ضـرورت حضـور   دهنده
به منظور باززایی نیاز است. هر چند نتـایج نشـان    BAکه حضور حالی

کالوس حضور نفتالین اسـتیک اسـید و بنزیـل    داد که به منظور تولید 
ضروري است، ولی مقایسه این نتایج با  BAآدنین و به منظور باززایی 

                                                             
1- Cynodon dactylon 

 و NAAزایی و باززایی بدون حضـور  تیمار شاهد نشان داد که کالوس
نیز صورت گرفت و درصد آن مطابق با بهتـرین درصـد تولیـد     BAیا 

 NAAهاي تیماري رکیبدرصد) ت 75درصد) و باززایی ( 100کالوس (
زایـی و  دهد که درصـد کـالوس  . بررسی این نتایج نشان میبود BA و

هاي لاله واژگون در تیمـار شـاهد قابـل قبـول اسـت.      باززایی کالوس
هـا، همبسـتگی درصـد بـاززایی را بـا      همچنین نتایج همبسـتگی داده 

زایی، قطر کالوس، میانگین طول برگ و ریشه در صفات درصد کالوس
درصد و با دو صـفت تعـداد بـرگ و ریشـه در سـطح       1ح احتمال سط

 و NAA). عـلاوه بـر تـأثیر    3درصد را نشان دادند (جـدول   5احتمال 
BA زایی، قطر کالوس و درصـد بـاززایی، تـأثیر ایـن     درصد کالوس بر

ها همچنین بر تعداد برگ، طول برگ، تعداد و طـول ریشـه و   هورمون
قرار گرفت. نتایج جدول مقایسه میانگین  تعداد پیازچه نیز مورد بررسی

 3/0مربوط به تعداد برگ نشان دادند که بیشترین تعداد برگ در تیمار 
برگ  17تعداد  با BAگرم در لیتر میلی 5/0 و NAAگرم در لیتر میلی

گـرم در  میلـی  3/0مشاهده شد. بالاترین میانگین طول برگ در تیمار 
متـر  سانتی 4میانگین طول  با BAر گرم در لیتمیلی 5/0 و NAAلیتر 

). در تعیین همبسـتگی تعـداد بـرگ بـا صـفات      2مشاهده شد (جدول 
دیگر، همبستگی تعداد برگ و قطر کالوس، طول برگ و تعـداد ریشـه   

درصد  5درصد و با درصد باززایی در سطح احتمال  1در سطح احتمال 
د بـرگ و  همبستگی را نشان داد. طول برگ نیز با قطر کـالوس، تعـدا  

درصد و با طول ریشـه در سـطح    1ریشه همبستگی در سطح احتمال 
). بیشترین تعداد ریشه 3درصد همبستگی نشان داد (جدول  5احتمال 
گرم میلی 5/0 و NAAگرم در لیتر میلی 3/0عدد در تیمار  12با تعداد 
شد. بلنـدترین طـول ریشـه مربـوط بـه ترکیـب        مشاهده BAدر لیتر 

 BAگـرم در لیتـر   میلـی  1 و NAAگـرم در لیتـر   لـی تیماري صفر می
). بـا  2داري نداشت (جدول شد که با تیمار شاهد تفاوت معنی مشاهده

زایی، تعـداد بـرگ و تعـداد ریشـه     مقایسه نتایج مربوط به میـزان بـاز  
گـرم  میلی 3/0توان چنین برداشت کرد که تنها در ترکیب تیماري  می

 17تعـداد بـرگ (   نیشتریب BAلیتر گرم در میلی 5/0 و NAAدر لیتر 
متـر) و  سـانتی  4برگ) و در نتیجه بـالاترین میـانگین طـول بـرگ  (    

توان این نتیجه را بـه نقـش   بالاترین تعداد ریشه مشاهده شد، که می
ها داراي مقـادیر  زایی مربوط دانست. برگها در القاي ریشهمثبت برگ

اساسـی در تحریـک    ها هستند که این هورمون نقشبالایی از اکسین
زایی دارد. در بررسی همبستگی تعـداد و میـانگین طـول ریشـه     ریشه

دست آمده نشان داد کـه تعـداد ریشـه در دو صـفت تعـداد و      نتایج به
درصـد و بـا دو صـفت درصـد      1میانگین طول برگ در سطح احتمال 

درصـد همبسـتگی    5باززایی و میانگین طول ریشه در سطح احتمـال  
درصـد را   1ن طول ریشه همبستگی درسطح احتمـال  داشت و میانگی

زایی، قطـر کـالوس،   تنها با درصد باززایی نشان داد و با درصد کالوس
درصد همبستگی  5میانگین طول برگ و تعداد ریشه در سطح احتمال 

). در بحث همبستگی به دست آمده بین تعـداد ریشـه   3داشت (جدول 
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تـوان بـه نقـش    طول برگ می با درصد باززایی، تعداد برگ و میانگین
زایی ها به منظور تحریک ریشهها به عنوان منبعی غنی از اکسینبرگ

اشاره نمود. در نتیجه با افزایش باززایی و به دنبال آن افزایش تعـداد و  
زایی نیـز  میانگین طول برگ میزان اکسین تولید شده بالا رفته و ریشه

  یابد. افزایش می
  
  
  
  

  آزمایش دوم
بر درصـد   TDZو   NAAهاي هاي مختلف هورمونغلظتتأثیر 

زایی، قطر کالوس، درصد باززایی، تعداد و میانگین طول کالوس
  برگ، تعداد ریشه و میانگین طول ریشه در لاله واژگون

) نشـان داد کـه   4نتایج آزمون تجزیه واریانس داده هـا (جـدول    
 ـزایی در سـطح احتمـال یـک درصـد معنـی     درصد کالوس ود. در دار ب

زایـی، تولیـد کـالوس در تمـام     بر کـالوس  TDZ و NAAبررسی اثر 
  تیمارها مشاهده شد.

  
  لاله واژگون زایی، قطر کالوس و درصد باززاییدرصد کالوس بر BA و NAAهاي مختلف ترکیب تجزیه واریانس تاثیرغلظت - 1 جدول

Table 1- Analysis of Variance for Effect of Different Concentration of NAA and BA Combinations on Callogenesis 
Percentage, Calli Diameter and Regeneration Percentage in Fritillaria imperialis L. 

  منابع تغییرات
Source of Variations 

 درجه آزادي
Degree of Freedom 

 مربعات میانگین
Means of Squars 

 

  درصد باززایی  
Percent of Regenaration 

  میانگین قطر کالوس
Average of Callus Diameter 

NAA 2 6.29** 0.350* 
BA 3 9.67** 0.332* 

BA × NAA 6 16.89** 0.321* 
  زمایشآاشتباه 

Error 
 
36 

 
0.018 

 
0.135 

  (%) ضریب تغییرات
CV (%) 

 
- 

 
9.56 

 
26.43 

  %1% و 5دار در سطح احتمال *و **: به ترتیب معنی
* and ** Significant in 1% and 5% level, respectively 

  
زایی، میانگین قطر کالوس، درصد باززایی، تعداد درصد کالوس بر BA و NAAهاي مختلف ترکیب هورمونی مقایسه میانگین تأثیر غلظت - 2 جدول

  لاله واژگون برگ، میانگین طول برگ و تعداد و میانگین طول ریشه
Table 2- Mean comparison of the effects of different concentrations of BA and NAA combinations on callogenesis percentage, 

Calli Diameter and regeneration percentage, leaf number, Average length of leaf and Average length of root in Fritillaria 
imperialis L. 

 NAAغلظت 
)mg/l(  

NAA 
Concentratio

n 

 BAغلظت 
)mg/l(  

BA 
Concentratio

n 

درصد 
کالوس 

  زایی
Callus 

Induction 
(%) 

میانگین قطر 
کالوس 

)Cm(  
Average of 

Callus 
Diameter 

  درصد باززایی
Percent of 

Regenaration 

تعداد 
  برگ 

Numbe
r of 

Leafs 

میانگین 
طول برگ 

)Cm(  
Average 
length of 

Leafs 

 تعداد
 ریشه

Numbe
r of 

Roots 

میانگین 
طول ریشه 

)Cm( 
Average 

Length of 
Roots 

 0 100a 1.75ab 75a 5c 2b 2c 0.8ab 
0 0.3 50b 1ab 25c 1f 1c 0d 0b 

 0.5 25c 0.75b 25c 1f 0.5d 0d 0b 
 1 100a 2.5a 75a 4cd 3ab 5b 2a 
 0 50b 0.5b 0d 0g 0e 0d 0b 
0.3 0.3 75a 1.07ab 0d 0g 0e 0d 0b 
 0.5 75a 2ab 75a 17a 4a 12a 0.4b 
 1 100a 1.75ab 50b 2e 0.7d 2e 0.2b 
 0 75a 1ab 0d 0g 0e 0d 0b 
0.6 0.3 100a 2.5a 75a 8b 1.7b 0d 0b 
 0.5 100a 2.25a 0d 0g 0e 0d 0b 
 1 100a 2.37a 75a 8b 1.6b 0d 0b 

  ) با یکدیگر ندارند.5داري از لحاظ آماري (در سطح احتمال %هاي با حروف یکسان در هر ستون اختلاف معنیمیانگین
Numbers followed by the same letter in each Column are not significantly differentns  
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طول ریشه در زایی، میانگین قطر کالوس، درصد باززایی، تعداد برگ، میانگین طول برگ و تعداد و میانگین همبستگی بین درصد کالوس - 3 جدول
 لاله واژگون در BA و NAAهاي مختلف ترکیب هورمونی آزمایش مربوط به غلظت

Table 3- Correlation between callogenesis percentage, Calli Diameter and regeneration percentage, leaf number, mean length 
of leaf and mean length of root in study of different concentrations of BA and NAA combinations 

 منابع تغییرات
Source of 
Variations 

درصد کالوس 
 زایی

Callus 
Induction 

(%) 

میانگین قطر 
  کالوس 

Average of 
Callus 

Diameter 

 درصد باززایی
Regeneration 

Percent 

 تعداد برگ
Number 
of Leafs 

میانگین طول 
  برگ 

Average 
length of 

Leafs 

 تعداد ریشه
Number 
of Roots 

میانگین طول 
 ریشه 

Average 
Length of 

Roots 
 درصد کالوس زایی

Callus Induction 
(%) 

 
1       

  میانگین قطر کالوس 
Average of 

Callus Diameter 

 
0.529** 

 
1      

 درصد باززایی
Regeneration 

Percent 

 
0.431** 

 
0.398** 

 
1     

گتعداد بر  
Number of Leafs 

 
0.061 

 
0.443** 

 
0.300* 

 
1    

  میانگین طول برگ 
Average length 

of Leafs 

 
0.170 

 
0.531** 

 
0.468** 

 
0.687** 

 
1   

 تعداد ریشه
Number of 

Roots 

 
0.076 

 
0.066 

 
0.330* 

 
0.404** 

 
0.464** 

 
1  

 میانگین طول ریشه 
Average Length 

of Roots 

 
0.318* 

 
0.285 

 
0.423** 

 
0.068 

 
0.322* 

 
0.329* 

 
1 

 % 1% و 5دار در سطح احتمال ترتیب معنی*و **: به
* and ** Significant in 1% and 5% level, respectively 

  
تـوان  با توجه به نتایج به دست آمده از جدول مقایسه میانگین می

-کشـت زایی محـیط  گفت علاوه بر شاهد، بهترین تیمار براي کالوس
گـرم  میلی 5/0 و NAAگرم در لیتر میلی 3/0هاي غلظتهاي حاوي 

و  3/0، 1/0همـراه   بـه  NAAگرم در لیتـر  میلی 6/0و  TDZدر لیتر 
تـوان  است. از نتایج به دسـت آمـده مـی    TDZگرم در لیتر میلی 5/0

تمـامی   در NAAگرم در لیتـر  میلی 6/0هاي نتیجه گرفت که غلظت
درصـد   100زایی را با میزان رین درصد کالوسبالات TDZهاي غلظت

-میلی 3/0زایی در تیمارهاي شاهد و نشان دادند. همین میزان کالوس
نیز بـه دسـت آمـد     TDZگرم در لیتر میلی 5/0 و NAAگرم در لیتر 

توان چنین نتیجه گرفـت کـه بـا    ). از نتایج به دست آمده می5(جدول 
یابـد. ایـن   نیز افزایش مـی تولید کالوس  زانیم NAAافزایش غلظت 
-به تنهایی نیز قادر به تولید کالوس می TDZدهد که نتایج نشان می

زایی افـزایش  باشد اما در ترکیب با نفتالین استیک اسید، درصد کالوس
-دهد کالوسدرصد در تیمار شاهد نشان می 100زایی یابد. کالوسمی

گیاهی نیز قـادر   هاي رشدهاي لاله واژگون بدون حضور تنظیم کننده
درصـد) در   100به تولید کالوس، برابر با بالاترین درصد تولید کالوس (

دست آمـده بـه منظـور تولیـد کـالوس      هاي تیماري بهبهترین ترکیب
زایی بـا سـایر   هستند. نتایج حاصل از بررسی همبستگی درصد کالوس

 1صفات نشان داد که این صفت تنها با قطر کالوس درسطح احتمـال  
). طبق نتـایج تجزیـه واریـانس اثـر     6رصد همبستگی داشت (جدول د

 1بر قطـر کـالوس در سـطح احتمـال      TDZ و NAAمتقابل غلظت 
). بیشـترین میـانگین قطـر کـالوس در     4دار شد (جـدول  درصد معنی

گرم در لیتـر  صفر میلی و NAAگرم در لیتر میلی 6/0ترکیب تیماري 
TDZ  گـرم در لیتـر   مشاهده شد. تیمارهاي صفر میلـیNAA 5/0 و 
ــی ــر میل ــرم در لیت ــی 3/0و  TDZگ ــر میل ــرم در لیت  5/0 و NAAگ
ترین قطـر  متر کوچکسانتی 25/0با میانگین  TDZگرم در لیتر  میلی

). بررسی همبستگی میان قطر کـالوس بـا   5کالوس را داشتند (جدول 
 زایی، تعدادصفات دیگر نشان داد که بین قطر کالوس با درصد کالوس

درصد  1داري در سطح احتمال و میانگین طول برگ همبستگی معنی
علاوه بر تحریـک القـاي کـالوس، بـر      TDZ). 5وجود داشت (جدول 

هاي لاله واژگون نیز تأثیر گـذار بـود. تجزیـه وتحلیـل     باززایی کالوس
در سـطح   TDZ و NAAهاي باززایی نشان داد که اثـر متقابـل   داده
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). بهترین تیمار براي بـاززایی را  4بود (جدول دار درصد معنی 1احتمال 
گـرم در لیتـر   میلـی  3/0تیمارهاي شاهد و همچنین ترکیـب تیمـاري   

NAA و TDZ   درصـد بودنـد. نتـایج حاصـل از      75با درصد بـاززایی
گرم در هاي تیماري صفر میلیمقایسه میانگین نشان داد که در ترکیب

 لیتـر  در گـرم میلـی  TDZ ،3/0گـرم در لیتـر   میلی 5/0و  NAAلیتر 
NAA  لیتر  در گرممیلی صفروTDZ ،6/0 لیتر در گرممیلی NAA  و

 1 و NAAگـرم در لیتـر   میلـی  6/0و  TDZ لیتـر  در گـرم میلی صفر
اي مشاهده نشد (جدول هیچ گیاه باززایی شده TDZگرم در لیتر میلی

هاي ارائه شده توسط محققین، نقـش برجسـته و مهـم    ). در گزارش5
TDZ در ایـن  13هاي نابجا تایید شـده اسـت (  در باززایی شاخساره .(

هیچ گونـه بـاززایی مشـاهده نشـد.      TDZپژوهش نیز در عدم حضور 
 3/0زایی در تیمار شاهد و همچنین نتایج نشان داد بیشترین میزان باز

بـا   TDZگرم در لیتـر  میلی 1/0ترکیب با  در NAAگرم در لیتر میلی
هده شد. از مقایسه این نتایج با نتـایج بـه دسـت    درصد مشا 75میزان 

-توان چنین نتیجه گرفت کـه غلظـت  آمده از باززایی سایر تیمارها می
هـاي  در ترکیـب بـا غلظـت    TDZگرم در لیتر) میلی 3/0هاي پایین (

هـاي بـالاتر و   مـؤثرتر از غلظـت   TDZگرم در لیتر) میلی 1/0پایین (
د گیاهی بوده اسـت. ایـن نتـایج را    ي رشتر این دو تنظیم کنندهپایین

باززایی مربـوط   از NAAهاي بالاي توان به اثر بازدارندگی غلظتمی
 NAA) نیز در تـأثیر  3). در آزمایشی بابااوقلو و همکاران (16دانست (

ــاه   TDZ و ــوت روب ــاه ت ــاززایی گی ــه   1روي ب ــد ک ــزارش کردن  5گ
بسـیار   ریتـأث  NAAمیکرومـولار   1در ترکیـب بـا    TDZمیکرومولار 

بـا   TDZکه ترکیب خوبی بر باززایی و تولید شاخساره داشت، در حالی
، منجـر بـه عـدم تولیـد     NAAمیکرومـولار   1هـاي بـالاتر از   غلظت

بـه   TDZ) گـزارش کردنـد کـه    13شد. هـائو و همکـاران (   شاخساره
هاي نابجا را تواند باززایی شاخسارهیم NAAتنهایی و یا در ترکیب با 

) 14تحریک کند. در آزمایشی دیگر هبرت و همکاران ( 2ابدر گیاه عن
و  TDZ هـاي نشان دادند که اثر متقابل تأثیر غلظـت  3روي گیاه آزالیا

NAA دار شــد. تجزیــه بــاززایی کــالوس و تشــکیل شــاخه معنــی در
درصد را بین  1داري در سطح احتمال ي معنیها رابطههمبستگی داده

). 6نگین طـول بـرگ نشـان داد (جـدول     درصد باززایی با تعداد و میـا 
هاي تعداد برگ، میانگین طول برگ، تعداد ریشـه  تجزیه و تحلیل داده

هاي ناپارامتري انجام شـدند.  و میانگین طول ریشه با استفاده از روش
 NAA لیتـر  در گرممیلی 3/0بهترین تیمار به منظور تولید برگ تیمار 

برگ به همراه تیمار شاهد بـا   6 با تعداد TDZلیتر  در گرممیلی 5/0و 
 2/3برگ شناخته شدند. بالاترین میانگین طول بـرگ نیـز بـا     5تعداد 
 در گـرم میلـی  5/0و  NAA لیتـر  در گرممیلی 3/0متر در تیمار سانتی

                                                             
1- Sanguisorba officinalis 
2- Ziziphus jujuba 
3- Rhododendron simsii 

 2مشاهده شد که با تیمار شاهد بـا میـانگین طـول بـرگ       TDZلیتر 
بررسـی همبسـتگی   ). در 5داري نداشت (جدول متر تفاوت معنیسانتی
دار مثبـت  با سایر صفات، همبستگی معنی برگ طول نیانگیم و تعداد

درصد باززایی و میانگین طول بـرگ در   بین تعداد برگ با قطر کالوس
درصد مشاهده شد. همچنین میانگین طول برگ نیـز   1سطح احتمال 

با قطر کالوس، درصد باززایی و تعداد برگ همبستگی مثبت در سـطح  
درصد نشان داد. نتایج مقایسـه میـانگین نشـان داد کـه در      1ل احتما

-میلـی  3/0، ترکیب تیماري TDZ و NAAهاي مختلف میان غلظت
ریشـه   8بـا تعـداد    TDZلیتـر   در گرممیلی 5/0و  NAA لیتر در گرم

زایـی  داراي بالاترین تعداد ریشه بـود و در بسـیاري از تیمارهـا ریشـه    
 در گـرم میلی 3/0ین طول ریشه در تیمار مشاهده نشد. بالاترین میانگ

مشاهده شد امـا بـا    TDZلیتر  در گرممیلی 5/0 همراه به NAA لیتر
بـا   TDZلیتـر   در گـرم میلی 3/0و  NAA لیتر در گرممیلی 3/0تیمار 

داري نداشـت. نتـایج   متر تفاوت معنـی سانتی 6/1میانگین طول ریشه 
شان داد که تعداد ریشـه و  همبستگی تعداد و میانگین طول ریشه نیز ن

درصد بـا یکـدیگر همبسـتگی مثبـت      1طول ریشه در سطح احتمال 
داشتند. در این آزمایش همبستگی مستقیمی بین درصد بـاززایی و یـا   

دسـت آمـده در   تعداد برگ با تعداد و میانگین طول ریشه و نتـایج بـه  
  ).6نشد (جدول  مشاهده BA و NAAآزمایش 

زایی در هر سه ترکیب به باززایی و کالوسبررسی نتایج مربوط    
نشـان داد   TDZ و NAA و  Kin و BA ، NAA و NAA تیمـاري  

ترکیب تیماري براي القاي باززایی و  نیبهتر BAو  NAAکه ترکیب 
راد و همکـاران  خرمـی  تولید کالوس در مقایسه با دو ترکیب دیگر بود.

 ـ BA و NAA) نشان دادند که ترکیـب  17( ري بـر تولیـد   ، تـأثیر بهت
داشـت.   Kin و NAAدر مقایسه بـا ترکیـب    4هاي آنتوریومشاخساره

 NAAزایی و باززایی بین دو تیمـار  ي درصد کالوسهمچنین مقایسه
هاي حاوي ترکیبات نشان داد که محیط Kin و یا TDZترکیب با  در

NAA و TDZ    درصد بالاتري از تولید کالوس و باززایی را نسـبت بـه
NAA و Kin   هـاي رشـد   نشان دادند. در آزمایشی اثر تنظـیم کننـده
بر تولید کالوس و باززایی گیاه  Kinپورین و آمینو، بنزیلTDZگیاهی 
مورد بررسی قرار گرفت و نتایجی مشابه با ایـن تحقیـق بـه     5سروپژیا

در القـاي کـالوس    TDZدست آمد، مشاهده شد. نتایج نشان داد کـه  
روي باززایی این گیاه نشـان داد   Kinأثیر مؤثر است. نتایج حاصل از ت

و بنزیـل   TDZتوانایی اندکی در القاي باززایی در مقایسه بـا   Kinکه 
). در اکثر گیاهـان بـراي   18، حتی در سطوح بالا داشت (6آمینو پورین

ها ضـروري اسـت.   زایی نسبت مناسبی از اکسین و سایتوکینینکالوس
ینـی کـه طـی تشـکیل دوك     این هورمون مسئول تنظیم سـنتز پروتئ 

                                                             
4- Anthurium andreanum 
5- Ceropegia pusilla 
6- Benzylaminopurine (BAP) 
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رسـد  باشـد. بـه نظـر مـی    افتـد، مـی  سلولی در تقسیم میتوز اتفاق می
هایی که بدون نیاز به افـزودن سـایتوکینین بـه رشـد و تولیـد      کالوس

دهند، قـادر بـه تولیـد طبیعـی ایـن      کالوس در محیط کشت ادامه می
مکاران دومینو و ه  توان با نتایجاین نتایج را می ).21هورمون هستند (

) مبنی بر مشاهدات اثر تنظیمی متقابل اکسـین و سـایتوکینین در   10(
) 12و همکـاران (  گلشنسطح ژن در گیاه تنباکو توجیه کرد. همچنین 

و هرناندس زمینی، ) در سیب6براسیلیرو و همکاران ( ،در گوجه فرنگی
ــاران ( ــبی از اکســین و   15همک ــود نســبت مناس ــز وج ــوط، نی ) در بل

را بـراي القـاي کــالوس ضـروري دانسـتند. بنــابراین در     سـایتوکینین  
هاي رشد گیـاهی  رسد که میزان تأثیر تنظیم کنندهمجموع به نظر می

در تولید کالوس و بـاززایی لالـه واژگـون نیـاز بـه تحقیـق و بررسـی        
  بیشتري دارد.

  
 یی، قطر کالوس و درصد باززاییزابر درصد کالوس TDZ و NAAهاي مختلف ترکیب تجزیه واریانس تاثیرغلظت - 4 جدول

Table 4- Analysis of variance for different concentration of NAA and TDZ combinations on callogenesis percentage, Calli 
Diameter and regeneration percentage 

  منابع تغییرات
Source of Variations 

 درجه آزادي
Degree of Freedom 

 مربعات نمیانگی
Means of Squars 

  

  کالوس زاییدرصد   
Callus Induction (%) 

  میانگین قطر کالوس
Average of Callus Diameter 

  درصد باززایی
Regeneration (%) 

NAA 2 273.43** 0.69** 246.43** 
TDZ 3 243.05** 0.44** 83.24** 

TDZ × NAA 6 151.91** 0.32** 206.16** 
  شاشتباه آزمای
Error 

 
36 

 
0.31 

 
0.05 

 
0.60 

  (%) ضریب تغییرات
CV (%) 

 
- 

 
2.96 

 
17.33 

 
8.79 

 % 1دار در سطح احتمال **: معنی       
        **Significant in 1% level        

  
کالوس، درصد باززایی،  زایی، میانگین قطربر درصد کالوس TDZ و NAAهاي مختلف ترکیب هورمونی مقایسه میانگین تأثیر غلظت - 5 جدول

 تعداد برگ، میانگین طول برگ و تعداد و میانگین طول ریشه
Table 5- Mean comparison of the effects of different concentrations of NAA and TDZ combinations on callogenesis 
percentage, Calli Diameter and regeneration percentage, leaf number, mean length of leaf and mean length of root 

 NAAغلظت 
)mg/l(  

NAA 
Concentratio

n 

 TDZغلظت 
)mg/l(  

TDZ 
Concentratio

n 

درصد 
کالوس 

  زایی
Callus 

Induction 
(%) 

میانگین قطر 
کالوس 

)Cm(  
Average of 

Callus 
Diameter 

  درصد باززایی
Percent of 

Regenaration 

تعداد 
  برگ 

Numbe
r of 

Leafs 

میانگین 
طول برگ 

)Cm(  
Average 
length of 

Leafs 

تعداد 
 ریشه

Numbe
r of 

Roots 

میانگین 
طول ریشه 

)Cm( 
Average 

Length of 
Roots 

 0 100a 2ab 75a 5a 2a 2cd 0.4e 
0 0.1 75b 1.75ab 50b 1d 0.5ab 0f 0g 

 0.3 25d 0.87cd 0d 0e 0b 0f 0g 
 0.5 75b 0.25d 25c 4b 0.5ab 2cd 0.2f 
 0 50c 1.5ab 0d 0e 0b 0f 0g 
0.3 0.1 75b 0.5d 75a 4b 0.9ab 1e 0.5d 
 0.3 25d 0.75cd 50b 3bc 0.8ab 8a 1.6ab 
 0.5 100a 0.25d 50b 6a 3.2a 1e 2a 
 0 75b 2.87a 0d 0e 0b 0f 0g 
0.6 0.1 100a 1bc 25c 1d 0.5ab 0f 0g 
 0.3 100a 187ab 50b 1d 0.6ab 0f 0g 
 0.5 100a 2ab 0d 0e 0b 4b 1.2bc 

 ) با یکدیگر ندارند.1داري از لحاظ آماري (در سطح احتمال % هایی با حروف یکسان در هر ستون اختلاف معنیمیانگین
Numbers followed by the same letter in each Column are not significantly differentns  
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زایی، میانگین قطر کالوس، درصد باززایی، تعداد برگ، میانگین طول برگ و تعداد و میانگین طول ریشه در همبستگی بین درصد کالوس - 6جدول 
 در لاله واژگون TDZ و NAAهاي مختلف ترکیب هورمونی غلظت

Table 6-Correlation between callogenesis percentage, Calli Diameter and regeneration percentage, leaf number, mean length 
of leaf and mean length of root in study of different concentrations of BA and NAA combinations 

 منابع تغییرات
Source of 
Variations 

درصد کالوس 
 زایی

Callus 
Induction 

(%) 

میانگین قطر 
  کالوس 

Average of 
Callus 

Diameter 

 درصد باززایی
Regeneration 

Percent 

 تعداد برگ
Number 
of Leafs 

میانگین طول 
  برگ 

Average 
length of 

Leafs 

 تعداد ریشه
Number 
of Roots 

میانگین طول 
 ریشه 

Average 
Length of 

Roots 
 درصد کالوس زایی

Callus Induction 
(%) 

 
1       

  میانگین قطر کالوس 
Average of 

Callus Diameter 

 
0.765** 

 
1      

 درصد باززایی
Regeneration 

Percent 

 
0.009** 

 
0.064 

 
1     

 تعداد برگ
Number of Leafs 

 
0.141 

 
0.416** 

 
0.364* 

 
1    

  میانگین طول برگ 
Average length 

of Leafs 

 
0.074 

 
0.390** 

 
0.416** 

 
0.968** 

 
1   

 تعداد ریشه
Number of 

Roots 

 
- 0.173 

 
- 0.110 

 
0.223 

 
0.191 

 
0.178 

 
1  

 میانگین طول ریشه 
Average Length 

of Roots 

 
- 0.189 

 
0.126 

 
0.223 

 
0.191 

 
0.178 

 
0.590** 

 
1 

 % 1% و 5دار در سطح احتمال ترتیب معنی*و **: به
* and ** Significant in 1% and 5% level, respectively 

  
  آزمایش سوم

بـر درصـد    Kin و NAAهاي هاي مختلف هورمونتأثیر غلظت
زایی، قطر کالوس، درصد بـاززایی و تعـداد بـرگ لالـه     کالوس

  واژگون 
با توجـه بـه نتـایج تجزیـه ناپـارامتري کروسـال والـیس بـین            
دار وجود داشـت. بهتـرین نتـایج در    هاي تیماري اختلاف معنی ترکیب

تولید کالوس مربوط به تیمارهاي شاهد و همچنـین تیمارهـاي صـفر    
گـرم  میلی Kin ،3/0گرم در لیتر میلی 5/1 و NAAلیتر  گرم درمیلی

گـرم در لیتـر   میلـی  Kin ،6/0گرم در لیتر میلی 5/1 و NAAدر لیتر 
NAA گرم در لیتر میلی 5/0 وKin ،6/0 گرم در لیتر میلیNAA 1 و 

گرم میلی 5/1 و NAAگرم در لیتر میلی 6/0و  Kinگرم در لیتر میلی
گـرم در لیتـر    د و در مقابل تیمـار صـفر میلـی   مشاهده ش Kinدر لیتر 
NAA گــرم در لیتــر میلـی  5/0 وKin  درصــد تولیــد کــالوس  25بــا
زایی شناخته شد (جـدول  ترین ترکیب تیماري در القاي کالوسضعیف

دسـت آمـده همبسـتگی    ). در بررسی میزان همبستگی نیز نتایج بـه 8
الوس و درصـد  زایی بـا قطـر ک ـ  داري بین درصد کالوسمثبت و معنی

 1درصد و با تعداد ریشه در سطح احتمال  5باززایی را درسطح احتمال 
). بیشترین میانگین قطر کالوس نیز مربـوط  9درصد نشان داد (جدول 

بـا   Kinگرم در لیتر صفر میلی و NAAگرم در لیتر میلی 6/0به تیمار 
 هـا نیـز در  تـرین کـالوس  متر به دست آمد و کوچکسانتی 87/2قطر 

گرم در لیتر میلی 3/0ترکیب با  در NAAگرم در لیتر تیمار صفر میلی
Kin  گرم در لیتر میلی 3/0و همچنین تیمارNAA گـرم  میلـی  3/0 و

). نتایج تجزیه همبستگی میـانگین  8مشاهده شد (جدول  Kinدر لیتر 
قطر کالوس با سـایر صـفات نشـان داد کـه قطـر کـالوس بـا درصـد         

درصـد و بـا میـانگین طـول بـرگ در       1حتمال زایی در سطح اکالوس
دسـت  ). نتـایج بـه  9درصد همبستگی داشت (جـدول   5سطح احتمال 

ــأثیر  Kin و NAAهــاي مختلــف آمــده نشــان داد کــاربرد غلظــت ت
هاي لالـه  سدرصد) بر درصد باززایی کالو 1داري (سطح احتمال  معنی

نگین ). نتـایج حاصـل از جـدول مقایسـه میـا     7واژگون داشت (جدول 
گرم میلی 3/0نشان داد که بالاترین درصد باززایی در تیمارهاي شاهد، 

گـرم در لیتـر   میلـی  6/0و  Kinگرم در لیتـر  میلی 1 و NAA در لیتر
NAA گرم در لیتر میلی 5/1 وKin  درصد صورت گرفت.  75با میزان
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گـرم در  میلی 5/0 و NAA گرم در لیتر در مقابل تیمارهاي صفر میلی
،  Kinگرم در لیتر میلی 1 و NAA گرم در لیتر ، صفر میلی Kinلیتر 

 6/0و  Kinگـرم در لیتـر   میلـی  5/1 و NAA گرم در لیتر صفر میلی
هـیچ کالوسـی    Kinگرم در لیتر صفر میلی و NAAگرم در لیتر یلیم

ي باززایی نشد و میزان باززایی این تیمارها برابـر بـا صـفر    وارد مرحله
یسه میـانگین بـه روش دانکـن نشـان داد کـه در عـدم       شد. نتایج مقا

 Kinگرم در لیتـر  میلی 5/1و  1، 5/0هر سه غلظت  در NAAحضور 
 بـا  NAAگرم در لیتـر  میلی 3/0باززایی اتفاق نیفتاده است. در غلظت 

درصد افزایش  50میزان باززایی تا  Kinگرم در لیتر میلی 5/0افزودن 
گرم در لیتر میـزان  میلی 1به  5/0از   Kinیافت و با بالا رفتن غلظت 

تـا   Kinدرصد افزایش یافت اما با بیشتر شـدن غلظـت    75باززایی به 
درصـد کـاهش یافـت. در     50گرم در لیتر میزان باززایی بـه  میلی 5/1

 Kinگـرم در لیتـر   صـفر میلـی   و NAAگرم در لیتر میلی 6/0غلظت 
بـه محـیط    Kinدر لیتر  گرممیلی 5/0باززایی مشاهده نشد. با افزودن 

 5/1و  1گرم در لیتر به میلی 5/0کشت و سپس افزایش غلظت آن از 
درصـد شـد    75و  50، 25ترتیـب میـزان بـاززایی    گرم در لیتر بهمیلی

دار ). نتایج مربوط به همبستگی نیز همبستگی مثبت و معنـی 8(جدول 
نگین درصد را بین درصـد بـاززایی و تعـداد و میـا     1در سطح احتمال 

طول برگ و تعداد و میانگین طول ریشه نشان داد. همچنین علاوه بر 
دار در سـطح  ي همبستگی مثبت و معنیروابط همبستگی فوق، رابطه

زایی مشاهده شـد  درصد بین درصد باززایی با درصد کالوس 5احتمال 
برگ مشاهده شـد   5). بالاترین تعداد برگ در تیمار شاهد با 9(جدول 

گـرم در لیتـر   میلـی  1 و NAAگرم در لیتـر  میلی 3/0رهاي که با تیما
Kin  گرم در لیتـر  یلیم 6/0وNAA گـرم در لیتـر   میلـی  5/1 وKin 

داري از نظر تعداد برگ نداشت. بیشترین میـانگین طـول   تفاوت معنی
گـرم در  میلی 5/1 و NAAگرم در لیتر یلیم 6/0برگ مربوط به تیمار 

متر شناخته شد که با  تیمار شـاهد بـا   انتیس 5/2با میانگین  Kinلیتر 

). 8داري نداشت (جـدول  متر تفاوت معنیسانتی 2میانگین طول برگ 
ها در تحریک تقسـیم  توان به تأثیر مثبت سایتوکینیناین نتیجه را می

-سلولی و در نتیجه بلندتر شدن طول برگ مربوط دانست. تجزیه داده
برگ با سایر صـفات نشـان    هاي همبستگی صفات تعداد برگ و طول

داد که همبستگی مثبت بین طول برگ با سه صفت درصـد بـاززایی،   
درصـد   1میانگین طول بـرگ و نیـز تعـداد ریشـه در سـطح احتمـال       

داري بین میانگین طول بـرگ بـا   دار بود. همبستگی مثبت معنی معنی
درصد و با درصد باززایی، تعداد برگ و  5قطر کالوس در سطح احتمال 

).  هر چند نتایج 9درصد وجود داشت (جدول  1یشه در سطح احتمال ر
هاي مختلـف ترکیـب تیمـاري    حاصل از بررسی تعداد ریشه در غلظت

NAA و Kin   ـیم 6/0نشان داد که ترکیب تیمـاري  گـرم در لیتـر   یل
NAA گرم در لیتر میلی 1 وKin    ریشـه بـالاترین تعـداد     7بـا تعـداد

گرم یلیم 6/0ها داشته است اما با تیمارهاي ریشه را در بین سایر تیمار
گـرم در لیتـر   یلیم 3/0و  Kinگرم در لیتر میلی 5/1 و NAAدر لیتر 
NAA گرم در لیتر میلی 5/0 وKin داري نداشـته اسـت.   تفاوت معنی

تحریک آغازیدن ریشـه و   در NAAاین نتایج تأکیدي بر نقش مثبت 
آیند است. از میان تیمارهـایی  در این فر Kinدر مقابل نقش بازدارنده 

گـرم در لیتـر   میلـی  3/0ها صورت گرفـت تیمـار   زایی در آنکه ریشه
NAA گرم در لیتر میلی 1 وKin  سـانتی  5/2با میانگین طول ریشه-

متر به عنوان بهترین ترکیب تیماري از نظر صفت طول ریشه شناخته 
طویل شدن مرحله  در NAAي نیاز کمتر گیاه به شد که نشان دهنده
). بررسی همبستگی بـین تعـداد ریشـه بـا سـایر      8ریشه است (جدول 

صفات، نتایج حاصل وجود همبستگی مثبت بین تعداد ریشه و درصـد  
داري در زایی، درصد باززایی و میانگین طـول ریشـه بـا معنـی    کالوس

ي همبستگی بـین  درصد را نشان داد. همچنین رابطه 1سطح احتمال 
درصد بـاززایی، تعـداد و میـانگین طـول بـرگ و       طول ریشه با صفات

  ). 9درصد) مشاهده شد (جدول  1تعداد ریشه (در سطح احتمال 
  

 زایی، قطر کالوس و درصد باززاییبر درصد کالوس Kin و NAAهاي مختلف تجزیه واریانس تاثیرغلظت - 7 جدول
Table7- Analysis of variance for different concentration of NAA and Kin combinations on callogenesis percentage, Calli 

Diameter and regeneration percentage  
  منابع تغییرات

Source of Variations 
 درجه آزادي

Degree of Freedom 
 مربعات میانگین

Means of Squars 
 

  درصد باززایی  
Percent of Regenaration 

  میانگین قطر کالوس
Average of Callus Diameter 

NAA 2 16.04** 0.16ns 
Kin 3 2.00** 0.08ns 

Kin × NAA 6 13.07** 0.25ns 
  اشتباه آزمایش

Error 
 
36 

 
0.08 

 
0.17 

  (%) ضریب تغییرات
CV (%) 

 
- 

 
11.54 

 
31.47 

ns         1دار در سطح احتمال داري و معنیمعنیترتیب عدم و **: به % 
ns and **: Non Significant and significant in 1% level, respectively  
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زایی، میانگین قطر کالوس، درصد باززایی، تعداد بر درصد کالوس Kin و NAAهاي مختلف ترکیب هورمونی مقایسه میانگین تأثیر غلظت - 8 جدول
 برگ، میانگین طول برگ و تعداد و میانگین طول ریشه

Table 8-- Mean comparison of the effects of different concentrations of NAA and Kin combinations on callogenesis 
percentage, Calli Diameter and regeneration percentage, leaf number, mean length of leaf and mean length of root  

 NAAغلظت 
)mg/l(  

NAA 
Concentratio

n 

غلظت 
Kin)mg/l(  

Kin 
Concentratio

n 

درصد 
کالوس 

  زایی
Callus 

Induction 
(%) 

میانگین قطر 
کالوس 

)Cm(  
Average of 

Callus 
Diameter 

  درصد باززایی
Percent of 

Regenaration 

  تعداد برگ 
Number 
of Leafs 

میانگین 
طول برگ 

)Cm(  
Average 
length of 

Leafs 

تعداد 
 ریشه

Numbe
r of 

Roots 

میانگین 
طول ریشه 

)Cm( 
Average 

Length of 
Roots 

 0 100a 7.5a 75a 5a 2a 2b 1b 
0 0.5 25d 3bc 0d 0d 0d 0d 0d 

 1 50c 3.5bc 0d 0d 0d 0d 0d 
 1.5 100a 7.5a 0d 0d 0d 1c 0.2c 
 0 75b 2bc 0d 0d 0d 0d 0d 
0.3 0.5 75b 7a 50b 2b 0.7ab 5a 1b 
 1 50c 3bc 75a 3ab 1.2ab 3ab 2.5a 
 1.5 100a 4.5ab 50b 1c 0.5ab 1c 1b 
 0 75b 4b 0d 0d 0b 0d 0d 
0.6 0.5 100a 6.5ab 25c 1c 0.5ab 0d 0d 
 1 100a 7.5a 50d 1c 0.7ab 7a 1b 
 1.5 100a 7a 75a 3ab 2.5a 4a 0.2c 

 ندارند.با یکدیگر  ) 1(در سطح احتمال % داري از لحاظ آماريهایی با حروف یکسان در هر ستون اختلاف معنیمیانگین
Numbers followed by the same letter in each Column are not significantly differentns 

  
زایی، میانگین قطر کالوس، درصد باززایی، تعداد برگ، میانگین طول برگ و تعداد و میانگین طول ریشه در همبستگی بین درصد کالوس - 9 جدول

 در لاله واژگون Kin و NAAهاي مختلف ترکیب هورمونی غلظت
Table 9- Correlation between callogenesis percentage, Calli Diameter and regeneration percentage, leaf number, mean length 

of leaf and mean length of root in study of different concentrations of Kin and NAA combinations  

 منابع تغییرات
Source of 
Variations 

درصد کالوس 
 زایی

Callus 
Induction 

(%) 

میانگین قطر 
  کالوس 

Average of 
Callus 

Diameter 

 درصد باززایی
Regeneration 

Percent 

 تعداد برگ
Number 
of Leafs 

میانگین طول 
  برگ 

Average 
length of 

Leafs 

 تعداد ریشه
Number 
of Roots 

میانگین طول 
 ریشه 

Average 
Length of 

Roots 
 درصد کالوس زایی

Callus Induction 
(%) 

 
1       

  میانگین قطر کالوس 
Average of 

Callus Diameter 

 
0.307** 

 
1      

 درصد باززایی
Regeneration 

Percent 

 
0.314** 

 
0.064 

 
1     

 تعداد برگ
Number of Leafs 

 
0.101 

 
0.172 

 
0.525** 

 
1    

   میانگین طول برگ
Average length 

of Leafs 

 
0.221 

 
0.360* 

 
0.711** 

 
0.676** 

 
1   

 تعداد ریشه
Number of 

Roots 

 
0.418** 

 
0.098 

 
0.399** 

 
0.013 

 
0.100 

 
1  

 میانگین طول ریشه 
Average Length 

of Roots 

 
0.031 

 
0.088 

 
0.552** 

 
0.401** 

 
0.370** 

 
0.435** 

 
1 

 %1% و 5ر در سطح احتمال داترتیب معنی *و **: به
* and ** Significant in 1% and 5% level, respectively 
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زایی، بر درصد کالوس Kin و NAAهاي در بررسی تأثیر هورمون

هـاي حـاوي   محـیط  در NAAباززایی و قطر کالوس ضرورت حضور 
Kin     به منظور باززایی مشاهده شد. بررسـی اثـر تیمارهـايNAA و 
Kin یسه با تیمار در مقاNAA و BA داد کـه میـانگین درصـد     نشان

ی بالاتر از این میزان کم BA و NAAزایی و باززایی در تیمار کالوس
 بود. Kin و NAAدر تیمار 

 
  کلیگیري  نتیجه

بر اساس نتایج به دست آمده از سه آزمایش فوق، مشـخص مـی   
ــین ترکیــب هــاي هورمــونی مختلــف   ــواع  NAAگــردد کــه ب بــا ان

کینین ها، بر شاخص درصد کالوس زایی، تفاوتی مشـاهده نمـی   سایتو
 6/0گردد، به طوري که در هر سه آزمـایش، در محـیط هـاي حـاوي     

به همراه تمام غلظت هاي سـایتوکینین هـا،    NAAمیلی گرم بر لیتر 
درصد) مشاهده شـده اسـت. البتـه     100بیشترین میزان کالوس زایی (

کننـده   میفاقد تنظ يکشت ها طیهرچند در محلازم به ذکر است که 
 ـبه حـداکثر تول  دنیرس ياما برا میباش یکالوس م دیرشد، شاهد تول  دی

کشـت   طیبه مح ـ نیاکس کیبه عنوان  NAAبه افزودن  ازیکالوس ن
در زمینه شاخص قطر کـالوس، نتـایج بـه دسـت آمـده از سـه        .میدار

آزمایش نشان می دهد که بیشترین قطر کـالوس بـه دسـت آمـده در     
سانتی متر ( در تیمارهاي صفر میلی  5/2زمایش اول و دوم به ترتیب آ

 بـر  گـرم  میلی 6/0و  BAلیتر  بر گرم + یک میلی NAAگرم بر لیتر 

 3/0سـانتی متـر (    87/2) و  BAلیتر  بر گرم میلی NAA  +3/0لیتر 
) اختلافـی   TDZ+ صفر میلی گرم بـر لیتـر    NAAمیلی گرم بر لیتر 
سانتی متـر در   5/7مایش سوم، بیشترین قطر کالوس نداشتند اما در آز

به همراه یک میلـی گـرم    NAAمیلی گرم بر لیتر  6/0محیط حاوي 
به دست آمد که نسبت به سه آزمایش دیگر بیشتر بود. با  Kinبر لیتر 

را بهترین  Kinو  NAAتوجه به این نتایج می توان ترکیب هورمونی 
لاله واژگون دانست. با توجـه بـه    تیمار هورمونی براي کالوس زایی در

نتایج به دست آمده وجود یک سایتوکینین بـراي بـاززایی گیاهچـه از    
کالوس ها ضروري می باشد و در هر سه ازمایش در محیط هاي فاقد 
سایتوکینین، باززایی صورت نپذیرفت. همچنین کینتین تنها در حضور 

NAA  قادر به باززایی می باشد ولیBA  وTDZ هایی نیـز مـی   به تن
توانند سبب باززایی گیاهچه گردند. بـر اسـاس نتـایج ایـن پـژوهش،      

 ریمقـاد  يکشـت حـاو   طیاز کـالوس مح ـ  ییباززا يبرا طیمح نیبهتر
 ـیم 1/0(  TDZ) بـه همـراه    تریگرم بر ل یلیم NAA  )3/0 نییپا  یل

  ) است. تریگرم بر ل
  

  سپاسگزاري
باغبـانی دانشـکده   این پژوهش با اعتبارات و امکانات گروه علـوم  

دانشگاه محقق اردبیلی به اجرا در آمده  و منابع طبیعی علوم کشاورزي
  گردد.است که بدین وسیله تشکر و قدردانی می
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Introduction: Crown imperial (Fritillariaimperialis L.) is an ornamental and medicinal plant native to 

mountainous regions of Iran. This plant genetic resources is in danger of extinction, because of grazing livestock 
and pest outbreaks. However, due to slow reproduction in natural conditions and traditional multiplication 
methods such as scaling and Bulb division, many species of this genus are endangered. Using of biotechnology, 
namely in vitro plant propagation, is a solution to the problems of reproduction of rare and endangered plant 
species with difficult propagation and mass production of valuable genotypes. Therefore, micropropagation of F. 
imperialis through in vitro regeneration is essential for conservation and commercial production.  

Material and Methods: The bulbs of F. imperialis in dormancy stage obtained from Ilam mountainous 
regions in Iran and theywere placed in wet vermiculite at 4 °C for 4-6 weeks. Then, Bulbs were surface-sterilized 
with 70% ethanol for 60s followed by immersion in 5% (v/v) NaOCl solution for 20min with gentle agitation, 
and they rinsed three times in sterile double distilled water. Explants prepared from the lower third of scales with 
basal plate and were placed in MS basal medium supplemented with different concentrations of NAA and 2,4-D 
for callus induction. Test tubes with bulb segments were maintained within 25±2°C in growth chamber at 16 
hours light period by the illumination from white florescent tube light and 8 hours dark. After two months callus 
were transferred to MS basal medium without PGRs. Then, callus excised to 0.5 cm pieces and were transferred 
to MS basal medium supplemented with NAA in 0, 0.3 and 1 mg/l concentration.Three types of cytokinins with 
different concentrations were arranged in three seperated experiments. Thefirst experiment medium contained 
NAA with BA (0, 0.3, 0.5 and 1 mg/l), the second experiment NAA combined with 0, 0.1, 0.3 and 0.5 mg/l TDZ 
and the third experiment MS basal medium included NAA with Kin (0, 0.5, 1 and 1.5 mg/l). After three months, 
percentage of callogenesis, diameter of calli, percentage of regeneration, number of leaves and roots and length 
of leaves and roots were measured. This experiment were carried out in completely randomized design with 4 
replications. 

Results and Discussion: In the first experiment application of NAA and BA on in-vitro multiplication of F. 
imperialis were evaluated. Highest callogenesis and formation (100 %) was observed in mediums contained 0.3 
mg/l NAA + 1 mg/l BA, 0.6 mg/l NAA + (0.3, 0.5 and 1 mg/l) BA. Also, callogenesis was obtained in medium 
contained 0.5 mg/l BA without NAA. This result showed that only in medium supplemented with 1 mg/l BA 
provided highest (100%) callogenesis, when NAA concentrations were low. However, high levels of NAA (0.6 
mg/l) in all concentrations of BA were obtained maximum callogenesis. We concluded that NAA is essential for 
callogenesis and enhancing its levels can increase callogenesis. Also, application of low levels of BA (0.4 µM) 
in callogenesis mediums of Cynodon dactylon contained Auxins resulted in increment of embryogenetic calli 
formation. In the other hand, presence of BA is essential for plantlet regeneration, however NAA is not 
necessary. Plantlet regeneration was obtained in PGRs free medium. Statistical analysis of results showed that 
different concentrations of BA and NAA had significant effects on percentage of callogenesis, diameter of calli, 
percentage of regeneration, length of leaves and roots (P<0.01) and number of leaves and roots (P<0.05). Mean 
comparison showed that maximum number of leaves (17 leaf in each treatment) and length of leaves (4cm) 
obtained in media supplemented with 0.3 mg/l NAA + 0.5 mg/l BA. Correlation between the number of leaves 
and other traits such as diameter of callus and length of leaves (P<0.01) and regeneration (P<0.05) was 
significant.  

In the second experiment, application of NAA and TDZ on in-vitro multiplication of F. imperialis were 
evaluated. Analysis of variance showed that maximum callogenesis obtained in medium supplemented with 0.3 
mg/l NAA + 0.5 mg/l TDZ and 0.6 mg/l NAA in all TDZ levels (0.1, 0.3 and 0.5 mg/l). The combination of 0.6 
mg/l NAA with all concentrations of TDZ resulted in maximum (100 %) callogenesis. Highest diameter of calli 
was obtained in medium contained 0.6 mg/l NAA without TDZ. Best plantlet regeneration was observed in 
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media contained 0.3 mg/l NAA + 0.3 mg/l TDZ.  
In the third experiment, application of NAA and Kin on in-vitro multiplication of F. imperialis were 

evaluated. Statistical analysis  showed the highest callogenesis  in medium supplemented with 1.5 mg/l Kin, 0.3 
mg/l NAA + 1.5 mg/l Kin, 0.6 mg/l NAA + 0.5 mg/l Kin, 0.6 mg/l NAA + 1 mg/l Kin, 0.6 mg/l NAA + 1.5 mg/l 
Kin.  

Conclusion: The results of this study show the similarity of callus proliferation in all experiments. In all 
experiments, medium supplemented with 0.6 mg/l NAA plus all cytokinin concentrations showed the highest 
rate of callogenesis. The highest callus diameter (7.5 cm) was obtained in third experiment (0.6 mg/l NAA + 1 
mg/l Kin), while callus diameter in the first ( 1 mg/l BA and 0.6 mg/l NAA + 0.3 mg/l BA) and the second ( 0.3 
mg/l NAA) experiments  was measured 2.5 and 2.87 cm, respectively. Regeneration results indicated that 
Cytokinin is necessary for plantlet regeneration.  Plant regeneration occurred only in medium contained both of 
kin and NAA, while BA and TDZ could regenerate plantlets from Callus independent of NAA presence.  

 
Keywords: BA, Cytokinin, in vitro Condition, Ornamental Plant, TDZ 

 


