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 چكيده
بـرگ، هيپوكوتيـل، مريـستم      (در گياه رازيانه، پـنج ريزنمونـه        ثير تيمارهاي هورموني بر كالزايي و باززايي        أمنظور بررسي ت   هب

له آزمـايش روي پـل كاغـذي كـشت و در     و در لآبنه بعد از استريل به محيط      ا گياه رازي  بذر. دشانتخاب  ) انتهايي، ريشه و طوقه   
 10اع حـدود    ف ـارتبـه    روز كـه گيـاه       15 بعـد از گذشـت    ساعت تاريكي قرار داده شـد و         8 و   روشنايي ساعت   16با   oC24دماي
 هورمـون  شامل تيمار هورموني 9 با ½MS   محيطها روي  با كشت ريزنمونه كالوسالقاي .تهيه شدندها   ريزنمونهرسيدمتر  سانتي
2,4-D) 2، 4 گرم در ليتر    ميلي 8 و(   وBAP) 25/0، 5/0   سـاعت   8 و   روشـنايي  سـاعت    16 شـرايط    تحـت  )رگرم در ليت    ميلي 1 و 

 .گيري شـد  رفته اندازه  بكاريدر هر يك از تيمارها    كالوس و درصد كالزايي      وزن   ، اندازه كالوس  .انجام شد  oC24 تاريكي و دماي  
ركيبهـاي  ين ت بهتـر  BAP گـرم در ليتـر      ميلـي  5/0 و 25/0و   D-2,4 گرم در ليتر   ميلي 4 و   2  هورموني با درنظر گرفتن صفات فوق    

 9 بـا  ½MS كـالوس محـيط    بـاززايي  مرحلـه در . ها شناخته شـدند  مريستم انتهايي بهترين ريزنمونه و نيز هيپوكوتيل وهورموني 
 TDZ و )گـرم در ليتـر      ميلـي  25  و 5/0، 2، 4، 15، 20( BAP  و )گرم در ليتر   ميلي D) 2/0-2,4 همراهه  ب ياد شده  تركيب هورموني 

بهترين محيط باززايي را بدون هورمون  ½ MSمحيط  بدون هورمون در نظر گرفته شد كه ½MS  حيطو م) ليترو ميكر20 و 15(
كـالوس بـه    انتخاب شد و     كالزايي اسانس در فاز كشت سوسپانسيون سلولي بهترين تيمار در فاز             توليد منظور مطالعه ه  ب .نشان داد 

منتقـل و   ) گرم در ليتـر     ميلي 25/0 (BAPو   )گرم در ليتر   ي ميل D) 2-2,4  شامل ½ MS يط سوسپانسيون سلولي به محيط كشت     مح
انجـام شـد   نگاري جرمي  طيف هفته 4 بعد از  . دور در دقيقه قرار داده شدند      100 روي شيكر با     oC24 در شرايط تاريكي در دماي    

 .پينن و ليمونن در محيط كشت بافت گزارش شد-موادي همچون آلفا توليدكه 
 
 .كالزايي، كشت سوسپانسيون،  كشت بافت، رازيانه:كليدي هاي واژه
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 مقدمه
ــذايي،    ــي، غ ــف داروي ــه در صــنايع مختل ــاه رازيان گي

 اسـانس ميـوه  . بهداشتي و آرايشي كاربردهاي فراواني دارد    
باشـد كـه عامـل اصـلي           محتوي اترهاي فنلـي مـي      رازيانه

 از ميــوه گيــاه. شــود خاصــيت دارويــي آن محــسوب مــي
ــ ــد هب ــوان ض ــم، ني عن ــده،اسپاس ــش رودهن بخــش و   آرام

هاي رازيانه    اسانس ميوه . دشو  شير استفاده مي   دهنده افزايش
آنتـول،  -فلانـدرن، تـرانس   -پينن، كـامفن، آلفـا    - آلفا حاوي

نهايت مقادير اندكي از     و در آلدئيد    فنكون، استراگول، انيس  
ميـوه   ).Stahl et al., 1975(  قليايي اسـت ياه تركيببرخي

 سـبب افـزايش      و ثر استروژنيك بوده  رازيانه داراي نوعي ا   
 ).lawless, 1992(شود   چاقي مي ووزن

Theiler    جمعيت  2با مطالعه روي    ) 1991( و همكاران 
 گـرم در ليتـر      ميلـي  1  حاوي MS در محيط    از گياه رازيانه  

2,4-D موفق به كالزايي گياه   كاينتين گرم در ليتر    ميلي 3/0 و
 MS ½ محـيط  زايـي سـوماتيكي در   جنـين . رازيانه شـدند 

زايي  همچنين براي جنين  . بدون هورمون گسترش پيدا كرد    
 نوع پروتكـل اسـتفاده شـد كـه براسـاس            20سوماتيكي از 

 Theiler ؛Hanault & Manoir, 1992(مطالعات قبلي بود 

et al., 1991( .  تنهـا جمعيـت Francia pernod  توانـايي 
خ زايي سوماتيكي را نشان داد كه دليل اين عدم پاس ـ          جنين

هـاي   در اين پروتكل كالوس   . اختلاف ژنوتيپي گزارش شد   
كـه    قرار داشتند  D-2,4 ماه در محيط حاوي      12غيرجنيني  

زايي توليد و به محـيط       هاي ثانويه با خاصيت جنين     كالوس
MS   2,4فاقد    جامد و مايع-D  انجام  منتقل شدند و باززايي
ــد ــه    . ش ــود ك ــن روش ب ــاي اي ــر مبن ــل ب ــين پروتك دوم

 ميكرومول 88/0  جنيني ثانويه در محيط دارايهاي كالوس
2,4-D بــه بعــد. كــاينتين قــرار گرفتنــد ميكرومــول 3/2 و 

و رشـد    منتقـل شـد    GA3ميكرومـول    3/3 حاويمحيطي  

 Hunault(كـرد   گسترش پيدا انيورافه جنين سوماتيكي ب

& Mattar, 1995.( 
زايـي    براي افزايش ميزان جنين    GA3اثر جيبرليك اسيد    

 كـه در ايـن آزمـايش        هدش ـرازيانه بررسـي     ي در سوماتيك
 و D-2,4  حـاوي  MSمحـيط   (  هفته 4ها به مدت     ريزنمونه

 به محيط عاري از هورمـون       بعد و   ه نگهداري شد  )تيننكاي
 GA3 بـا اضـافه نمـودن        . تا جنين رشـد كنـد      ندمنتقل شد 

هـاي   به اين محيط ميـزان نمونـه      )  فيلتر بااتوكلاو شده يا    (
 .)Hunault et al., 1995( يافتجنيني افزايش 

Anzidei    با مطالعـه روي چنـدين       )1996( و همكاران
 Aboca ،)آلمـان ( Borntraegerجمعيت رازيانه ازجملـه  

erba) تركيــه(، Sedaherb )فرانــسه( ،Francia pernod 
 كه تنها   نداعلام كرد ) ايتاليا( Antella و   Scafati،  )فرانسه(

 تحت شرايط Francia pernod و Aboca erbaجمعيتهاي 
 3/2و  D-2,4 ميكرومــــول 88/0  حــــاويMSمحــــيط 
 اين مطالعـه   در.  كاينتين به كالوس دست يافتند     ميكرومول

عنوان ريزنمونـه موفـق در كـالزايي         هريزنمونه هيپوكوتيل ب  
 .)Anzidie et al., 1996( ده استشمعرفي 

ــزارش   ــاس گ ــاران Anzideiبراس ــا )2000( و همك  ب
زايـي ايـن     ه هيپوكوتيل به بررسي انـدام     استفاده از ريزنمون  

 بـه   NAAهورمـون    گياه پرداختنـد و سـطوح مختلفـي از        
 Francia pernod  را روي جمعيـت BA يـا  كاينتينهمراه 

ــد  ــي نمودن ــا. بررس ــدامآنه ــيط داراي   ان ــي را در مح  زاي
KIN+NAA   و بيشترين باززايي در محيطي      هنمود گزارش 

داشـت را بعـد از       اكـسين و سـيتوكينين       1:1كه به نـسبت     
گرم در   ميلي 2/5 و   NAA :6/2( كردند  ماه اعلام  9گذشت  
ــر ــي10  وKin :3/2 ،6/4 ،2/9 و ليت ــر   ميل ــرم در ليت  .)گ

  كه افـزايش زمـان در      شدتحقيقات اعلام   در اين   همچنين  
 . داد خواهد ش ميزان باززايي را افزاي،كشت
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Bennici  پايـــداري ژنتيكـــي و ) 2004(و همكـــاران
 Francia pernod  در جمعيـت  گيـاه رازيانـه را  يكنواختي

 و براســاس ايــن مطالعــه كروموزومهــاي  هبررســي نمــود
هـاي بـا مورفولـوژي       يدي نرمـالي را بـراي كـالوس       ئديپلو

 و embryogenic را از مــسير گياهــان  بــاززاييمتفــاوت و
organogenesis  و بـا اسـتفاده از مـاركر         انـد  ه گزارش كرد 

RAPD  گونه    هيچ ه شد يي گياهان باززاDNA مورفيسم  پلي
ايـن مطالعـات براسـاس مقايـسه ناحيــه     . را نـشان ندادنـد  
ــه صــورت  cpDNAميكروســتلايت  ــاه وحــشي رازيان  گي

گونه گزارشـي از تركيـب اكـسين         هيچطور كلي    هب .گرفت
2,4-D    با سيتوكينين BAP   تا به امـروز     در خانواده چتريان  

 رازيانه تنها    در مطالعات قبلي روي گياه     .منتشر نشده است  
 .شـده اسـت   عنوان ريزنمونـه موفـق معرفـي         ههيپوكوتيل ب 

 دستيابي بـه گياهچـه كامـل از سـاير           ، از اين مطالعه   هدف
 ها در كوتاهترين زمان و انتخـاب بهتـرين محـيط           ريزنمونه
 . بود از نظر اقتصادي كشت
 

 مواد و روشها
 زني بذر  جوانه-الف

 تهيـه   ي اصـفهان  دانشگاه صـنعت  از    رازيانه  گياه هايبذر
 از نقاط مختلف كشور ازجمله ورامـين،        هاد كه اين بذر   ش

براي استريل كـردن   .ه بودآوري شد اصفهان و همدان جمع 
با آب جـاري شستـشو داده    بذرها در زير هود، ابتدا      بذرها
 ـ ٪70 در الكـل     بعد ،شدند  ثانيـه تكـان داده      30مـدت   ه   ب

 ـ بعدشدند و     در  آب مقطـر اسـتريل شستـشو و        هوسـيل  ه ب
 10مـدت    ه ب  ماده مؤثره  ٪5/2محلول هيپوكلريت سديم با     

 بار با آب    5 تا 3 بعدو  دقيقه همراه با تكان دادن قرار داده        
بــراي .  اســتريل شــده كــاملاً شستــشو شــدند بــار2مقطــر

منظور دستيابي بـه ريزنمونـه،       هزني و توليد گياهچه ب     جوانه
مـايع بـدون هورمـون بـر      MS ½ و MS در محـيط  بذرها

در هر  . روي پل كاغذي تحت شرايط استريل كشت شدند       
ليتـر    ميلي 20-25 عدد بذر روي پل قرار داده شد و          5لوله  

 16 در oC25  محيط كشت مايع قرار داده شد و در دمـاي 
 بعـد   . ساعت تاريكي قرار داده شدند     8ساعت روشنايي و    

 هفتــه از 2 و بعــد از گذشـت   جوانـه زده بـذرها روز  4 از
هاي تازه جوانـه زده آمـاده بـراي           ذر گياهچه زمان كشت ب  

 .تهيه ريزنمونه بودند
 

  كالزايي-ب
رقيـق شـده     MS پايه و    MSهاي   در مرحله اول محيط   

حـاوي   MS ½ از .براي كالزايي مورد ارزيابي قرار گرفـت 
 به ميزان تعيين شده در جدول       BAP و D-2,4 هورمونهاي

 8 مقـدار    6/5-8/5ميزان  ه   ب PHپس از تنظيم    . دشاستفاده  
 محـيط كـشت اضـافه شـد و اسـتريل            در ليتر به  گرم آگار   

هاي اسـتريل شـده      ديش   محيط كشت در پتري    بعد. گرديد
 از.  توزيــع شــد ،)ليتــر  ميلــي20-25(بــه ميــزان مــشخص 

عنـوان   بـه   برگ  و  ريشه ، طوقه ،مريستم انتهايي  ،هيپوكوتيل
وريل بررسي كالزايي با آزمايش فاكت    . دشريزنمونه استفاده   

در هـر   . شد انجام تكرار   6 تصادفي با    در قالب طرح كاملاً   
 ريزنمونه قرار داده و هر پتري به منزلـه يـك            5 ديش پتري

سـطح   (9×)ريزنمونـه ( 4 [ در نهايـت     .تكرار قلمداد شـد   
 مـورد   ديـش    پتـري  216 ود  شتهيه  )] تكرار( 6×)هورموني

 اييگيري شده در فاز كالز     اندازهصفات   .مطالعه قرار گرفت  
 اندازه  -3  و  وزن كالوس  -2 درصد كالزايي    -1 :عبارت از 

 .كالوس بودند
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  تركيبات هورموني استفاده شده براي كالزايي-1جدول 

 D-2,4 نام محيط
 گرم در ليتر ميلي

BAP 
 گرم در ليتر ميلي

A 2 25/0 
B 2 5/0 
C 2 1 
D 4 25/0 
E 4 5/0 
F 4 1 
G 8 25/0 
H 8 5/0 
I 8 1 

 
 

   باززايي-ج
 4 هر    حاصل از  هاي وس كال ،جهت باززايي غيرمستقيم  
 8( جامـد    MS½محـيط    از. ريزنمونه به محيط منتقل شـد     

عنوان محيط كشت    هب) گرم آگار براي هر ليتر محيط كشت      
با دو سطح هورموني و همچنين بـدون هورمـون در نظـر             

 ′A′، B′، C′، D′، ′E، F′، G′، H گرفته شد و از تيمارهـاي     
هـا در    ديـش   پتـري  بعد.  استفاده شد  2جدول  به شرح    I′و  

 ساعت روشـنايي در     16 ساعت تاريكي و     8شرايط نوري   
 . قرار داده شدندگراد  درجه سانتي25دماي 

 
  تركيبات هورموني استفاده شده براي باززايي-2جدول 

 D-2,4 نام محيط
 گرم در ليتر ميلي

BAP 
 گرم در ليتر ميلي

′ A 2/0 5/0 
′ B 2/0 2 
′ C 2/0 4 
′ D 2/0 15 
′ E 2/0 20 
′ F 2/0 25 

 2,4-D ميلي گرم در ليتر TDZ ميكروليتر 
′ G 2/0 5 
′ H 2/0 20 
′ I  محيطMS ½بدون هورمون  
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  كشت سوسپانسيون-د
 ½ محيطاز منظور بررسي كشت سوسپانسيون سلولي  به

MS همچنين بهتـرين سـطح هورمـوني كـه بـه           .  شد استفاده
صورت محلـول مـورد     ه  نظور كالزايي استفاده شد اين بار ب      م

 D-2,4با سطح هورمـوني   MS ½محيط . استفاده قرار گرفت
 )گــرم در ليتــر ميلــي 25/0( BAP  و)گــرم در ليتــر ميلــي 2(

هـاي   در ارلـن گرم از محيط كـشت را   ميلي 10 و شداستريل  
تم هاي هيپوكوتيل، مريس    كالوس  و  توزيع نموده  ليتر  ميلي 150

انتهايي و ريشه كه شرايط ظاهري مناسبي از حيـث رنـگ و             
 طور مساوي  ه ب هاي حاوي محيط كشت    اندازه داشتند به ارلن   

ها بر روي    نهايت ارلن در  . شد اضافه   )ها از لحاظ اندازه كال   (
طي گذشت  .  دور در دقيقه قرار گرفتند     100شيكر با سرعت    

حـيط  گـرم م    ميلـي  50آوردن   منظـور بدسـت    يك هفتـه بـه    
كه نشان از (سوسپانسيون سلولي و مشاهده تغيير رنگ محيط 

هـاي   جداسازي سلولهاي توليـدي و از هـم پاشـيدگي تـوده           
گرم محيط كشت مورد نظر كه  ميلي 10هر هفته ) كالوس بود

 .شـد  بـه ارلـن اضـافه        شـده بـود   تازگي تهيـه و اسـتريل       ه  ب
جداسازي سـلولهاي توليـدي، بـي نيـاز از كـاربرد آنـزيم              

مطالعه اسانس در گيـاه رازيانـه       . تيناز به خوبي انجام شد    پك
 محيط سوسپانسيون را    3بدين صورت انجام شد كه ابتدا هر        

 محلولهاي صاف شده را جداگانـه       بعداز صافي عبور داده و      
گرم پنتان به آن اضـافه        ميلي 15،  ريختهقيف جداكننده   درون  

طوري كـه    هب ،داده شد  تكان   كننده قيف جدا كرده و به آرامي     
 را  كننده قيف جدا از هر بار تكان شير        بعد .محلول كف نكند  

 ابتـدا   .باز نموده تا گاز تـشكيل شـده از پنتـان خـارج شـود              
 حاوي پنتـان    همحلول زيرين را جدا نموده و محلول رويي ك        

و مواد حل شده در چربي است را درون بشر ديگـري جـدا              
قيـف  ود درون    ب ن بشري كه حاوي محلول زيري      بعد وده و من

  برگردانده و عمل اضافه نمودن پنتان و جدا نمودن         جداكننده

بعد از جدا نمودن محلـول       .شدبار ديگر تكرار     2دو محلول   
  بـه آن   به علت وجـود حبابهـاي آب سـولفات سـديم           رويي

بشر حاوي محلول پنتـان را      .  تا آب را جذب كند     كردهاضافه  
زماني كه محلـول بـه    وزير هود قرار داده تا حلال پنتان بپرد    

هـاي مخـصوص      درون شيـشه    كـاهش يافـت    گرم  ميلي 5/0
 . شودتا براي تزريق به دستگاه آمادهشد ريخته 

 
 نتايج 

 ـ      5در ميان     ،علـت عـدم پاسـخ      ه ريزنمونه ذكـر شـده ب
 ـ. دش ـ كـالزايي حـذف      در مرحله  برگ   هريزنمون  هريزنمون

تنهـا بـه رشـد خـود ادامـه       MS ½برگ در محيط كـشت  
پذيري نسبت به كـالزايي نـشان         گونه تحريك  و هيچ داد    مي
هـا در محـيط    پس از قرار گرفتن ريزنمونـه  يك هفته. نداد

طـور محـسوسي     هب Iو   A، B، C، D، E، F، G، H كالزايي
هاي هيپوكوتيل و مريـستم انتهـايي متـورم شـده            ريزنمونه

  D-2,4بودنــد امــا در مــورد محــيط كــالزايي حــاوي      

 كالزايي از واكشت اول به بعـد آغـاز          ) در ليتر  گرم ميلي 8(
ها  براساس مصرف مواد مغذي محيط توسط ريزنمونه      . شد
 بار  3اين عمل    .انجام شد بار عمل واكشت      هفته يك  3هر  

 درصد كـالزايي    وها   انجام شد و ارزيابي صفات اندازه كال      
 .ندها مورد آناليز قرار گرفت و وزن كال

 كه  دادها نشان    لتجزيه واريانس در خصوص اندازه كا     
 و اثر متقابـل آنهـا      ها و ريزنمونه  BAP  و D-2,4اثر غلظت   

. )3 جـدول ( دار اسـت   معنـي % 1و محيط كشت در سطح      
 نـشان   ها ريزنمونه و BAP و D-2,4مقايسه ميانگين سطوح    

است كه تفـاوتي     A2B2C3 و   A1B1C4 داد كه بهترين تيمار   
در . دندارنــ A3B2C3 و A1B2C4و  A1B1C3بــا تيمارهــاي 

 مقايـسه ميانگينهـا نتيجـه       توان براسـاس   اين مرحله نيز مي   
گرفت كه بهترين محـيط در بدسـت آوردن حجـم بيـشتر             
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 و  D-2,4گـرم در ليتـر        ميلي A) 2كالوس مربوط به محيط     
 هـاي  اسـت و محـيط    ) BAPگرم در ليتر     ميلي 5/0 و   25/0
B، C، D، E   و F           داراي پتانسيل بـالايي بـراي رسـيدن بـه 

 .)6جدول ( باشند ها را دارا مي لاي كالوسحجم با
 تاريخ واكـشت    2ها   قابل ذكر است كه براي آناليز داده      

عنوان دو مشاهده در تجزيه واريانس انـدازه         هدوم و سوم ب   
 آزمايشكالوس در نظر گرفته شد و در آناليز اين صفت از            

مشاهده استفاده   تصادفي با دو      كاملاً  بر پايه طرح   فاكتوريل
 اينگونـه   )مقايسه ميانگينها ( 6ا در نظر گرفتن جدول      ب. شد
 D) 2-2,4 كمترين سطح    توان مطرح كرد كه با توجه به       مي

، )گــرم در ليتــر  ميلــي25/0( BAP و )گــرم در ليتــر ميلــي
ه ريزنمونه هيپوكوتيل و مريستم انتهايي بيشترين سطح را ب        

ــه  ــصاص داده و ريزنمون ــه   خــود اخت ــشه و طوق ــاي ري ه
 .اند ر جايگاه بعدي قرار گرفتهترتيب د هب

 تجزيه واريانس كه اثـر محـيط بـر روي           نتايجبراساس  
دهــد، دو منبــع تغييــر ســطوح  وزن كــالوس را نــشان مــي

داري  طور معني  ههاي ايجاد شده ب    هورموني بر وزن كالوس   
 .)2جدول (  مؤثر بودند% 1در سطح 

ــانس در خــصوص صــفت وزن كــال  ــه واري  هــا تجزي
 استفاده شده   D-2,4 غلظت   3دهد كه    مي نشان   )2جدول  (
 .داري بوجـود آورده اسـت       اين آزمايش اختلاف معنـي     در
كه در اين آزمايش نيز كمترين سطح از هورمـون           طوري هب

2,4-D  ــت ــرده اس ــاد ك ــالوس را ايج ــالاتري از ك  . وزن ب
 داري را  همچنين تجزيه واريانس نيز وجود اختلاف معنـي       

دهد و طبق نتايج قبلي       نشان مي  BAP سطح هورمون    3در  
) گـرم در ليتـر      ميلـي  5/0 و   BAP )25/0 كمترين ميـزان از   

قابل توجه است كه در . شود باعث افزايش وزن كالوس مي
 ـ       علـت احتمـال    ه  تجزيه واريانس مربوط به وزن كالوس ب

 وزن كالوس تنها در واكـشت اول مـورد          ،ها آلودگي نمونه 

كـالوس بررسـي    گرفت و اثر واكشت بر وزن     قرار ارزيابي
داري مشاهده  همچنين بين نوع ريزنمونه تفاوت معني .نشد

هـاي هيپوكوتيـل،     در ميان ريزنمونه  . )2جدول   (شده است 
تـرين   سـنگين  A1B1C4،  مريستم انتهـايي، طوقـه و ريـشه       

  و در حالي كـه طوقـه، ريـشه       . ها را ايجاد نموده است     كال
 .)4جدول  (هيپوكوتيل در جايگاه بعدي قرار دارند

در ارتباط با ايـن آزمـون اثـر سـطوح هورمـوني بـر وزن                
ــال ــون    ك ــرين غلظــت  هورم ــاربرد كمت ــا ك ــا، ب  D-2,4ه

، مريستم انتهايي بالاترين وزن كـالوس       )گرم در ليتر    ميلي2(
هـاي بعـدي    و بعد هيپوكوتيل، ريـشه و طوقـه در جايگـاه       

 BAPهمچنـين كـاربرد كمتـرين سـطح هورمـون           . هستند
هيپوكوتيـل بيـشترين وزن     ) گرم در ليتـر      ميلي 5/0 و 25/0(

ترتيـب مريـستم انتهـايي، طوقـه و ريـشه در              كالوس و بـه   
 ).4جدول (جايگاه بعدي قرار دارند 

 و BAPدهد كـه اثـر غلظـت         تجزيه واريانس نشان مي   
2,4-D         ريزنمونه مورد   4 بر روي القاء كالوس در مورد هر 

 ).5جدول ( دار است مطالعه معني
مقايسه ميانگين مربوط به بخش كالزايي كه به مقايـسه          

پـردازد،   ريزنمونه مي و BAP ،2,4-D اصلي غلظت   هاياثر
 در  گرم ميلي 4 و D) 2-2,4  غلظت 2دهد كه بين     نشان مي 

استفاده شده در اين آزمايش از نظـر درصـد كـالزايي             )ليتر
كـه   طـوري  ه ب ).6جدول  ( داري وجود ندارد   اختلاف معني 

  D-2,4لاترين درصــد كــالزايي در كمتــرين مقــدار     بــا

و با توجه بـه ايـن         بدست آمده است   ) در ليتر  گرم ميلي 2(
هاي هيپوكوتيل و مريستم انتهايي      جدول در مورد ريزنمونه   

) گــرم در ليتــر ميلــي 4  وD )2-2,4 اختلافــي بــين ميــزان
 ـمشاهده    درصـد   D-2,4 و اسـتفاده از مقـادير بيـشتر          دشن

بالاترين ميزان درصد كالزايي     .كاهش داده است  كالزايي را   
گـرم در   ميلـي  5/0  وBAP) 25/0 مربوط به كمترين مقدار   
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 باعـث كـاهش     BAP و استفاده از مقـادير بـالاتر          بود )ليتر
در مجموع با در نظر گرفتن تمام مـوارد بـالا            .شدكالزايي  

گـرم در ليتـر       ميلي A) 2 محيط كشت     كه توان بيان كرد   مي
2,4-D   گرم در ليتر      ميلي 25/0 وBAP (  وD) 4 گـرم    ميلي

بهتـرين  ) BAP گـرم در ليتـر      ميلـي  25/0 و   D-2,4در ليتر   
هاي كشت از نظر توليد كالوس هستند و پس از آنها            محيط
نيـز از پتانـسيل      I و   B، C، E، F، G، Hهاي كـشت     محيط

 .دار بودندكالزايي خوبي برخور
 در شـرايط    هاي حاصل از محيط القـاء كـالوس        كالوس

هـاي كـشت     هفته در همان محـيط 3، پس از  استريلكاملاً  
هاي واكشت شده تقريباً پـس       كالوس. خود واكشت شدند  

در . از يك هفته مجدداً شروع به رشد چـشمگيري كردنـد          
 بـر   D-2,4 و   BAPاين آزمايش براي بررسي اثـر غلظـت         

 2 واكشت در نظر گرفته شـد و طـي           3روي رشد كالوس    
اكـشت حجـم كـالوس بـا اسـتفاده از روش            مرحله آخر و  

بـدين ترتيـب    . گيـري شـد    استاندارد هوكروني برز، اندازه   
 63 و   42رشد كـالوس براسـاس افـزايش حجـم آن طـي             

 .ها ارزيابي شد روزگي كال
طور كلي طبـق مقايـسه ميـانگين اثـر متقابـل سـطوح               هب

دهد كه مريستم انتهايي و      هورموني و نوع ريزنمونه نشان مي     
 ـ        طوتيل در س  هيپوك ترتيـب   هوح پايين هر دو نـوع هورمـون ب

بـدليل   .)6جدول  ( بهترين ريزنمونه و تيمار هورموني هستند     
هـا و در     هاي ايجاد شده توسط ريزنمونـه      تفاوت در نوع كال   

توان يادآور شد كه الزاماً در       ها، مي  نتيجه تفاوت در تراكم كال    
تـر    يـك كـالوس سـنگين      ،تمامي موارد يك كالوس بزرگتـر     

هـا در    نيست كه اين اخـتلاف در ميـانگين انـدازه ريزنمونـه           
عنوان مثـال    هب. قابل مشاهده است   BAP غلظت   3بررسي اثر   

هاي سبز رنگ ايجاد شـده در هيپوكوتيـل و مريـستم             كالوس
انتهايي داراي تفاوت محـسوسي در تـراكم هـستند و طيـف             

اي ه ـ تا كـالوس  ) كم تراكم ( هاي پودري  متنوعي را از كالوس   
گيرنـد و بنـابراين    بر مي را در) با تراكم بالا( مجتمع و سخت 

 .جرم واحد حجمي متفاوتي نيز دارند
 تيمار پيشنهادي   9 انجام شده براساس     ياهآزمايشنتايج  

هاي   كه در محيط   نشان دادند  رازيانه    گياه به منظور باززايي  
′A، B′   و C′            تنها مريستم انتهـايي بـه سـطحي از بـاززايي

 ، محـيط  3برخلاف ايـن    . ه ميزان آن بسيار كم بود     رسيد ك 
منظـور    بدون هورمـون بهتـرين محـيط بـه    MS ½ محيط

 شـناخته شـد     هيپوكوتيـل باززايي ريشه، مريستم انتهايي و      
علت تعداد تيمار بـالاي بكـار رفتـه در           هب. )2 و 1 شكل(

گونـه    گيـاه بـود و هـيچ       يي هدف تنها باززا   ،بخش باززايي 
 هـيچ   بـه ريزنمونه طوقـه    . آن انجام نشد  آناليز آماري روي    

 .پاسخ نداد يي باززايها يك از محيط
تنهـا باعـث     ′C و   ′A′  ،B هاي ا نشان داد كه محيط    هآزمايش

گونـه پاسـخ     ها شد و هيچ    ها و افزايش حجم كال     گسترش كال 
 بـار   4در محيط بـدون هورمـون بعـد از          . ده نشد ابه باززايي د  

هـا بـه     تاريخ انتقـال كـال     ز ماه ا  3با گذشت   (  واكشت نمودن 
ــاززايي ــشاهده شــد ) محــيط ب ــسيار خــوبي م ــاززايي ب در  .ب

ــاززايي محــيط ــاززا I′و  E، ′F، ′G، ′H′ هــاي ب صــورت  ييب
 .دش ـحاصـل    مريستم انتهـايي     از كشت تنها  باززايي  و  نگرفت  

هاي ايجاد شده    قابل توجه است كه ميزان باززايي و تعداد ساقه        
ي ساقه و مريستم انتهايي به ميـزان        ها روي هر يك از ريزنمونه    

 20 عدد بود و روي ريزنمونه ريشه نيز ميزان ساقه به تعداد             30
 جهـت  نمونه تهيه شده در بخش سوسپانـسيون         3 .عدد رسيد 

 دند و با كمك حلال پنتـان      ش انتخاب   GC/Massتوسط  آناليز  
 و  ندمتابوليتهاي احتمالي موجود در محيط كشت استخراج شد       

كليه موارد  . دشدنتزريق    پروتكل مربوطه به دستگاه     طبق نهايتاً
انجام شده در اين بخش در پژوهشكده گياهان دارويي وابـسته     

 . انجام شدبه جهاد دانشگاهي 
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  متابوليتهـاي ثانويـه     وجود GC/Massآناليز توسط دستگاه    
 متابوليتهـاي  و كـه ايـن دو جـز    را نشان داد   پينن و ليمونن  -آلفا

به ميزان مناسب توليد شـده       ناخته شدند و  ارزشمند اين گياه ش   
 .ندبود

 

  تجزيه واريانس براي صفات مورد مطالعه در خصوص اندازه كالها-3جدول 
S.O.V DF SS MS F 
2,4-D 2 02/457 51/228 **46/70 
BAP 2 69/280 35/140 **28/43 

Explants 3 99/1570 67/523 **47/161 
2,4-D× BAP 4 56/193 39/48 **92/14 

2,4-D×Explants 6 74/168 12/28 **67/8 
BAP× Explants 6 51/70 75/11 **62/3 

2,4-D× BAP× Explants 12 98/265 17/22 **83/6 
Error 180 76/583 24/3  
Error 216 73/531 46/2  
Total 431 98/4122 -  

 
  تجزيه واريانس براي صفات مورد مطالعه در خصوص وزن كالها-4جدول 

S.O.V DF SS MS F 
2,4-D 2 412/0 206/0 **50/347 
BAP 2 62/0 031/0 **17/52 

Explants 3 153/0 051/0 **94/85 
2,4-D× BAP 4 035/0 009/0 **84/14 

2,4-D×Explants 6 038/0 006/0 **79/10 
BAP× Explants 6 016/0 003/0 **49/4 

2,4-D× BAP× Explants 12 040/0 003/0 **67/5 
Error 180 107/0 001/0 - 
Total 215 863/0 - - 

 

  تجزيه واريانس براي صفات مورد مطالعه در خصوص درصد كالزايي-5جدول 
S.O.V DF SS MS F 
2,4-D 2 89/4 45/2 **82/132 
BAP 2 86/0 43/0 **33/23 

Explants 3 53/2 84/0 **76/45 
2,4-D× BAP 4 26/0 07/0 **63/3 

2,4-D×Explants 6 67/0 11/0 **07/6 
BAP× Explants 6 64/0 12/0 **81/5 

2,4-D× BAP× Explants 12 38/0 03/0 ns73/1 
Error 180 31/3 02/0 - 
Total 215 56/13 - - 
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   بر روي اندازه كالوس، وزن كالوس و درصد كالزاييD×BAP×Explants-2,4 مقايسه ميانگين مربوط به اثر متقابل -6جدول 
 .)صورت گرفته است% 5مقايسه ميانگين طبق روش دانكن در سطح (

 فاكتور سطح كالوس وزن كالوس درصد كالزايي
 a00/1  cd108/0 27/13  c/g A1B1C1 
a00/1  c/f094/0 55/12  d/i A1B1C2 
a00/1  ab188/0 47/15  ab A1B1C3 
a00/1  a199/0 36/16  a A1B1C4 

 d/g67/0  ab16/0 43/10  j/m A1B2C1 
 c/g73/0  c/g08/0 25/9  mn A1B2C2 

a00/1  ab164/0 95/12  d/h A1B2C3 

a00/1  ab183/0  ab52/15 A1B2C4 
 gh567/0  c/h074/0  op55/7 A1B3C1 

 abcd83/0  g/j05/0 7/8  no A1B3C2 

a00/1  b157/0  cde68/13 A1B3C3 
a00/1  ab158/0  c/f48/13 A1B3C4 

 abc90/0  d/h067/0 f/k 82/11 A2B1C1 
 ab96/0  cde103/0  h/k45/11 A2B1C2 

a00/1  ab16/0  ab35/15 A2B1C3 

a00/1  c11/0  bcd20/14 A2B1C4 

a00/1  j016/0  e/i22/12 A2B2C1 

abc90/0  j012/0  g/k63/11 A2B2C2 

a00/1  cd108/0  bcd00/14 A2B2C3 

a00/1  c/f099/0  d/i63/12 A2B2C4 

 abcd83/0  g/j043/0 d/h 87/12 A2B3C1 

 c/g73/0  ij018/0  i/l02/11 A2B3C2 

a00/1  hij032/0  a93/15 A2B3C3 

a00/1  g/j042/0  bcd13/14 A2B3C4 

 d/g67/0  ij020/0  g/k57/11 A3B1C1 
 e/h63/0  ij020/0  klm32/10 A3B1C2 

abc90/0  e/h0646/0  cde62/13 A3B1C3 

 c/g73/0  g/j039/0  e/j12/12 A3B1C4 

 hi43/0  j016/0  op400/7 A3B2C1 

 ij33/0  j014/0  pq67/6 A3B2C2 

 c/f77/0  g/j0396/0  abd83/14 A3B2C3 

 b/e80/0 0⁄038 g/j038/0  c/f50/13 A3B2C4 
 j27/0 0⁄0098 j0098/0  lmn650/9 A3B3C1 

 ij30/0 0⁄012 j012/0  q33/5 A3B3C2 

 a/d83/0 0⁄02 ij02/0  h/l22/11 A3B3C3 

 fg60/0  f/i06/0  f/k77/11 A3B3C4 
 .داري ندارند ميانگينهاي داراي حروف مشابه اختلاف معني

A1 =2,4-D ) 2گرم در ليتر  ميلي(   B1 =BAP) 25/0گرم در ليتر  ميلي(  C1 =ريشه 
A2 =2,4-D ) 4گرم در ليتر  ميلي(   B2 =BAP) 5/0گرم در ليتر  ميلي(   C2 =طوقه 
A3 =2,4-D ) 8گرم در ليتر  ميلي(   B3 =BAP) 1گرم در ليتر  ميلي(   C3 =مريستم انتهايي  
C4 =ساقه 
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 مريستم انتهايي و ريشه در محيط فاقد هورمون، هاي هيپوكوتيل زايي كالوس حاصل از ريزنمونه  اندام-1شكل

 )ترتيب از راست به چپ هب(
 

 
 ر كالوس در محيط فاقد هورمونتوليد ريشه د -2شكل 

 
 بحث

 )Kagi )1991و  Theiler Hedtrich براسـاس مطالعـه  
  در اين تحقيق به ميزان بسيار بالايي در فـاز MS ½محيط 

كالزايي پاسخ داد و مطالعه توليد گياه سالم در فاز بـاززايي   
يدي بـر مطالعـه آنهـا       أيدر محيط فاقد هر گونه هورموني ت      

 .بود
 آن از تاي ـكم شده روي گيـاه رازيانـه ح     مطالعات انجا 

 كـه تنهـا ريزنمونـه هيپوكوتيـل پاسـخ مناسـب بـه               اشتد
ريزنمونه پاسـخ    4  اما در تحقيق كنوني    ،تيمارها داده است  

  و Anzidei مناسبي دادند كه اين مورد نسبت به بررسيهاي       

قابــل پيــشرفت بــوده اســت و ) 2000 و 1996(همكــاران 
 4دف اصلي بود بعد از گذشت       توليد اندام از كالوس كه ه     

 كـه  شـد ماه و نيم با استفاده از محيط بدون هورمون انجام     
 و همكــاران Anzideiدر مطالعــه صــورت گرفتــه توســط 

ماه و با اسـتفاده از هورمـون         9زايي به مدت     اندام) 1996(
 ميزان باززايي را    ، در كشت  گذشت زمان . اعلام شده است  

و همكـاران    Anzidieالعـه   افزايش داد كه اين نتيجه با مط      
 .مطابقت داشت) 2000(

با توجه به سازگاري بالاي ايـن گيـاه بـه انـواع روش              
محيط (دهي به حداقل شرايط باززايي       كشت بافت و پاسخ   
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پيـشنهادهايي براسـاس نتـايج ايـن تحقيـق          ) فاقد هورمون 
مطالعـه و بررسـي مـسيرهاي بيوشـيميايي         : دشو  توصيه مي 

اي ثانويـه ارزشـمند گيـاه و نهايتـاً          مسئول توليد متابوليته ـ  
سـازي   بكارگيري تكنيكهاي مهندسي متابوليت براي بهينـه      

ــشتر      ــد بي ــاظ تولي ــلولي از لح ــسيون س ــشت سوسپان ك
بررسي متابوليتهاي ثانويه گيـاه     . متابوليتهاي ثانويه با ارزش   

هـاي   در مراحل مختلف از كشت بافت و نيز تهيـه محـيط           
 .دشو يه ميسوسپانسيون در اين مراحل توص

 
 سپاسگزاري

وسيله از خانم دكتـر خليلـي سـيگارودي كـه در           بدين
اي نمودنـد و نيـز       هاي ارزنده  بخش آناليز اسانس راهنمايي   

رئيس پژوهشكده گياهـان دارويـي      (آقاي دكتر رضازاده     از
 .شود  قدرداني مي)جهاد دانشگاهي
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Abstract 

Seeds were cultured on Whatman paper by sterile water in cube, solid MS and solid MS
2

1 . 

Seeds were not germinated on medium but 80% of seeds were germinated on Whatman paper, 
so this method is used as a basic method. Seeds were germinated after four days and after two 
weeks of culture they had normal roots, shoots and leaves. Cultures were incubated at 25◦ ±2◦C 
and exposed to 16 hours light per day. Explants were cultured on MS

2
1  medium supplemented 

with 3% sucrose and solidified with 0.8% (w/v) agar. The pH of the medium was adjusted to 5.8 
before autoclaving. Different types of explants were used for this experiment; root, crown, 
apical meristem, hypocotyls and leaf. Between different kinds of explants leaf didn’t response to 
callogenesis. The effects of different combinations of 2,4-D (2,4-Diclorophenoxy acetic acid) 
and BAP (6-Benzylaminopurine) were studied. Subculture was done every 3 weeks. In order to 
determine regeneration ability, the initiated callus were transferred to a regeneration medium 
which was composed of macronutrient, micronutrient and organic components of MS

2
1 , 2,4-D 

(0.2 mgL-1), BAP (0.5, 2, 4, 15, 20 and 25 mgL-1) and MS
2

1  without hormones, 0/3% sucrose, 

pH 5.8 for 4 weeks. In the presence of 2,4-D (2 and 4 mgL-1) and BAP (0.25 and 0.5 mgL-1) in 
the callus induction medium, high callus production percentage was reported. The hypocotyls, 
in contrast to the primary leaf explants, and apical meristem segments were more responsive to 
the tested combinations of 2,4-D and BAP. The callus from all explants was soft, watery and 
loose friable. During subculture period, hypocotyls and apical meristem were proliferated more 
on medium with the addition of (0.25 and 0.5 mgL-1) BAP and (2 and 4 mgL-1) 2,4-D than the 
medium contain BAP (1 mgL-1) and 2,4-D (8 mgL-1). The present study, in F. vulgare MS

2
1  

media without any hormone was sufficient to regenerate the plantlet from the hypocotyls, roots 
and apical meristems explants. In MS

2
1  medium supplemented with BAP (0.5, 2 and 4 mgL-1) 

and 2,4-D (0.2 mgL-1) shoots were formed earlier when the number of subculture was increased 
4 times. 

 
Key words: fennel, plant regeneration, callogenesis, growth regulators. 

 
 


