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  چكيده

  هـاي چـوبي كـه در داروسـازي     پايـا، بسـيار معطـر بـا سـاقه      است  گياهي )  .Rosemarinus officinalis L ( رزماري  
 MSكشـت    ميانگره و جوانه انتهايي گياه رزمـاري بـر روي محـيط     ريزنمونه در تحقيق حاضر از دو نوع . دارد دي زيا كاربردهاي 

، 20هـاي   سه زمان مختلف در فاصله. و كينتين استفاده شد NAA ،2,4-D ،BAPتركيب هورموني مختلف شامل  8حاوي 
ها با اسـتفاده از   ريزنمونه زايي  درصد كالوسدر نظر گرفته شد و برداري  هاي يادداشت روز پس از كشت به عنوان زمان 60و  40

زايـي تحـت تـأثير زمـان      بر اساس نتـايج، ميـزان كـالوس   . تكرار بررسي شد 4آزمايش فاكتوريل در قالب طرح كاملا تصادفي با 
زايـي،   كالوسبهترين . دار بود برداري، نوع ريزنمونه، تركيبات هورموني و اثرات متقابل صفات در سطح يك درصد معني يادداشت

) درصـد  9/35(بـالاتر از جوانـه انتهـايي    ) درصد 1/42(نمونه ميانگره ريز زايي كالوسدرصد از كشت مشاهده شد و   روز پس 40
روز پس از كشت بر روي محـيط كشـت    40مربوط به ريزنمونه ميانگره در زمان ) درصد 3/93(زايي  بالاترين ميزان كالوس. بود

بـه  ) درصـد  5(زايي نيـز   مشاهده شد و كمترين ميزان كالوس NAAگرم بر ليتر  ميلي 5/0و  BAPگرم بر ليتر  ميلي 2حاوي 
هاي  از بين سيتوكينين. محيط كشت بدون هورمون تعلق داشت كه نشان دهنده ضرورت منابع هورموني در محيط كشت است

  .داشت D-2,4نقش بهتري نسبت به  NAAها نيز  بهتر از كينتين بود و از ميان اكسين BAPمورد استفاده، 
  اي اكسين، تكثير، سيتوكينين، كشت درون شيشه :گان كليدي واژ
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  مقدمه

گياهان دارويي، از منابع مهم توليد دارو هستند كه 
ده اسـت و در  كـر بشر ساليان متمادي از آنها اسـتفاده  

شرايط فعلي نه تنها ارزش خود را در زمينه توليـد دارو  
اند، بلكه اهميت آنها روز بـه روز درحـال    ز دست ندادها

گسترش است؛ چنانچه برخي از داروهاي گران قيمـت  
مانند تاكسول و يا برخي از تركيبات دارويي پرمصـرف  

گياهي بـه   توكسين، تنها از منابع و ديجي نظير آسپرين 
آيند و برخي از آنها مخصوص گياهان جنگلي  دست مي

ســمي بــزدي و رمضــاني مقــدم، قا(و مرتعــي هســتند 
1391.(  

ايران با دارا بـودن شـرايط مختلـف آب و هـوايي و     
توانـد در   برخورداري از منابع عظيم گياهان دارويي مي

ــرو باشــد و از       ــان دارويــي پيش ــه توليــد گياه زمين
با توجـه  . هاي موجود در اين گياهان بهره ببرد پتانسيل
سـتفاده از  بسـياري از گياهـان دارويـي بـا ا     كـه  به ايـن 
هـاي   باشـند و روش  هاي مرسوم قابل توليـد نمـي   روش

ديگري همچون تكثير غيرجنسي براي ازدياد و اصـلاح  
، )Shimomura et al., 1997(شـود   آنها استفاده مـي 

روشـي كارآمـد و مفيـد     سلول و بافت گياهي  كشتلذا 
باشـد و از ايـن روش    گياهان مـي   گونه  جهت توليد اين
 اي ان دارويي استفاده وسيع و گستردهجهت توليد گياه

 ).1388قاسمي بزدي و احمدي، (شود  مي 

تـرين عوامـل در ريزازديـادي گياهـان      يكي از مهـم 
هاي رشدي و اثرات متقابـل   دارويي، تاثير تنظيم كننده

وجــود ســطوح مختلــف . آنهــا بــر ايــن گياهــان اســت
هاي دارويي ضـروري   سيتوكينين براي تكثير اكثر گونه

ولي بايد بـا آزمـايش، مقـادير بهينـه آن را بـراي      است 
مشخص شده اسـت كـه   . هاي مختلف تعيين نمود گونه

وجود مقادير كم اكسين در محـيط كشـت يـك مـانع     
باشد، اما اين مسـئله بايـد    عمده در راه تكثير ساقه مي

قاسمي بـزدي و  (در هر گياهي مورد بررسي قرار گيرد 
 ).1388احمدي، 

 Rosmarinus با نام علمي  كوهي رزماري يا اكليل 

L officinalis      از تيره نعنا، گيـاه دارويـي پايـا، بسـيار
علـت دارا   اسـت كـه بـه    هاي چوبي  معطر و داراي ساقه

هـاي سـبز دايمـي و زيبـايي خـاص و بـوي        بودن برگ
پـرورش  صـورت تزئينـي    مطبوع آن، در اغلب نواحي به

ارنـد و  آن بوي قـوي ولـي مطبـوعي د    هاي  گل. يابد مي
هاي آن داراي بو و طعم مخصوص، معطر و كمـي   برگ

كاربردهـاي  ايـن گيـاه   ). 1390زرگـري،  (تند هسـتند  
مسهل، قـابض، ضـد   دارد از جمله  زيادي در داروسازي  

ــده    ــريع كنن ــك تس ــرق، ديورتي ــخ، مع ــان،  نف ي زايم
بر، محرك و مقوي معده بـوده و در رفـع    آور، تب قاعده

) چاشني(عنوان ادويه  به و مشكلات عصبي كاربرد دارد
رزمـاري در   از اسـانس   . شـود  مـي  استفاده در غذاها نيز

ها و  ها، عطرها، دئودورانت هاي بهداشتي، صابون فراورده
كــش،  شــود و بــاكتري هــاي مــو اســتفاده مــي تونيــك

ي  عصـاره . شـود  كـش محسـوب مـي    كش و حشره قارچ
نج، اكسيدان است و داراي اثر مدر، ضد تش رزماري آنتي

در . صفرابر، مقوي معده و نيرو دهنده بسيار قوي اسـت 
رفع زردي، تورم كبد و انسداد مجاري آن موثر اسـت و  

ــي  ــا را دارا م ــدد ديگــري از كاربرده ــوارد متع باشــد  م
 Saltan & Ozaydin, 2013 ;Dong،1390زرگري، (

et al., 2012 ;.( 

تكثير گياه رزماري از طريق كشت بذر، خوابانيدن و 
. تـر اسـت   گيرد كه روش قلمه معمـول  ه صورت ميقلم

البته با استفاده از اين روش، تعداد محـدودي گيـاه بـا    
توجه به حجم خزانه در دسترس خواهـد بـود و تعـداد    

كه  شود، ضمن اين هاي مادري اوليه توليد مي كمي پايه
كميت و كيفيت مـواد مـوثره گياهـان كشـت شـده در      

هاي حاصل  معرض تنشمزرعه به دليل قرار گرفتن در 
 Dellacassa et(از تغييرات فصلي يكنواخـت نيسـت   

al., 1999 .(  ازدياد رزماري از طريق بذر نيز زياد مـورد
تكثير با اين كه در حالت  با توجه به اين. باشد توجه نمي

هــاي مــادري اوليــه توليــد  هــا تعــداد كمــي پايــه روش
نـد  توا كشت بافـت مـي  هاي  شود، استفاده از تكنيك مي
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راه حل كارآمد و مفيدي براي غلبه بر مشكلات تكثيـر  
  ).1391قاسمي بزدي و رمضاني مقدم، (اين گياه باشد 

عنوان ابزاري براي حفاظـت و   كشت بافت گياهي به
تكثير سريع گياهان دارويـي و همچنـين بـراي فـراهم     

كـار   هاي ثانويـه بـه   نمودن منبعي براي توليد متابوليت
امـا تـا كنـون    ، )Nagesh et al., 2010(شود  برده مي

، تحقيقـات  )1390(و همكـاران  نصـيري   بجز پـژوهش 
اي رزماري در ايـران   زيادي در مورد تكثير درون شيشه

هايي را به منظور تعيـين   آنها آزمايش. انجام نشده است
هاي رزمـاري   بهترين شرايط تشكيل كالوس از ريزنمونه

ه انجــام دادنــد كــ BAP و IBA در ســطوح مختلــف
هاي برگي در  بيشترين ميزان كالوس از كشت ريزنمونه

 5و  10در تركيب با  IBAميكرومولار  10تيمار حاوي 
تـرين تيمـار    مناسـب . دسـت آمـد   به BAPميكرومولار 

دار، تركيـب   جهت القاي انـدام هـوايي از قطعـات گـره    
گرم بر ليتـر   ميلي 3و  BAPگرم بر ليتر  ميلي 2حاوي 

 IBAگرم بـر ليتـر    ميلي 5/0اوي تيمار ح. كينتين بود
هـاي   زايـي ريزنمونـه   نيز بهترين تيمار در توليـد ريشـه  

  .بود رزماري
در مورد كشت بافـت رزمـاري در خـارج از كشـور،     

 ,.Caruso et al(زايـي   هـايي بـر روي كـالوس    گزارش

2000; Yesil-Celiktas et al., 2007; Fayaz et 

al., 2008; Mondo, 2009; Dong et al., 2012( ،
 Misra & Chaturvedi, 1991; Yang et(بـاززايي  

al., 1997; Huang & Tsai, 2004(    و ريزازديـادي
)Gabor-Potor & Pop, 2007 ( ،در دسترس هستند

ــا ايــن وجــود بــراي اهــداف تجــاري، تكثيــر ســريع،   ب
در ميــان . تجديدپــذير و در مقيــاس وســيع لازم اســت

ايي سوماتيكي، ز هاي كشت بافت گياهي، جنين تكنيك
پذير و موثري را براي باززايي گياه ارائـه   پروتكل انعطاف

  ).Xie et al., 2013(دهد  مي
Dong  در كشت برگ رزمـاري  ) 2012(و همكاران

عنوان جداكشت نشان دادند كه غلظت بالاي ساكارز  به
در . شـود  باعث افزايش القاي كالوس و باززايي گياه مـي 

گرم بر ليتـر   ميلي 5/0 هاي با غلظت MSمحيط كشت 
 50بـه همـراه    NAAو  BAهاي  از هركدام از هورمون

را بـا نـرخ القـاي     گرم بر ليتر سـاكارز بهتـرين نتيجـه   
 Huangبر اساس نتايج  .درصد نشان داد 8/88كالوس 

& Tsai )2004(اي رزمـاري،   ، در شرايط درون شيشه
ــاي  غلظــت ــي 5/0ه ــدام از   ميل ــر از هرك ــر ليت ــرم ب گ
در محيط كشـت، بهتـرين    D-2,4و  BAهاي  هورمون

زايي داشتند و همچنين در محـيط   نتيجه را در كالوس
 2/0و  BAگــرم بــر ليتــر  ميلــي 2حــاوي  MSكشــت 

ميـزان بـاززايي گيـاه افـزايش      NAAگرم بر ليتر  ميلي
 .يافت

Misra & Chaturvedi )1991 ( در تحقيقـــي
قه نشان دادند كه اثر سيتوكينين در تمـايز جوانـه سـا   

هـاي معـدني    گياه رزماري تا حد زيـادي توسـط نمـك   
آنها اظهار داشتند با توجه . تحت تاثير قرار گرفته است

بـراي القـاي    KNO3و  NH4NO3كه در حضور  به اين
ها هورمون رشـد نيـز    تمايز جوانه ساقه، علاوه بر مكمل

ضروري است، براي تمايز مطلوب جوانه ساقه با غلظـت  
گـرم   ميلي 1/0و  BAPم بر ليتر گر ميلي 25/0حداقل 
و   NH4NO3گرم بـر ليتـر    ميلي IAA ،1000بر ليتر 
بـه بهتـرين نتيجـه      KNO3گرم بر ليتـر   ميلي 1500

 .منجر شد

Nourin & Humera )2014 (هــاي  از ريزنمونــه
 D-2,4هـاي مختلـف    برگ جوان رزماري توسط غلظت

بر روي محـيط كشـت تغييـر يافتـه      BAدر تركيب با 
WPM بهتـرين  . زايي سوماتيكي دست يافتند ه جنينب

 25/2حـاوي  فراواني القاي كـالوس در محـيط كشـت    
ــول  45/0و  D-2,4ميكرومــول  ــود كــه  BAميكروم ب

هــاي  هــاي توليــد شــده، جنــين  درصــد كــالوس 100
  .سوماتيك توليد كردند

لذا با توجه به ارزش دارويي بالاي گياه رزماري و به 
ي در مـورد كشـت درون   كـه تحقيقـات زيـاد    علت اين

اي اين گياه در دنيا انجام نشده است و در ايـران   شيشه
نيز هنوز تحقيق جامعي در اين زمينه صـورت نگرفتـه   

 اي بـر روي ايـن گيـاه    هاي درون شيشـه  است، پژوهش
 .رسند نظر مي ضروري به
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  ها مواد و روش

هـاي بيوتكنولـوژي و    تحقيق حاضـر در آزمايشـگاه  
قيقات پنبه كشور در شهرستان كشت بافت موسسه تح

جهـت  . انجام شد 1392و  1391 هاي گرگان طي سال
ميــانگره و جوانــه   ريزنمونــه دو نــوع  ازانجــام آزمــايش 

ــر روي محــيط  ــاري ب ــاه رزم ــايي گي  MSكشــت   انته
)Murashige & Skoog, 1962 (  ــا ــراه بـ همـ

 8حاوي ) B5 )Gamborg et al., 1968هاي  ويتامين
هـاي   تلف بـا اسـتفاده از هورمـون   تركيب هورموني مخ

NAA ،2,4-D ،BAP  جـدول  (و كينتين استفاده شد
1.(  

درصـد   70تانول ها از ا سازي ريزنمونه جهت سترون
مدت يك دقيقه و سپس هيپوكلريت سـديم تجـاري    به

و پـس از آن   دقيقه استفاده شـد  5درصد به مدت  25
دو  دقيقه بـا آب  5سه بار و هر بار به مدت  ها ريزنمونه

هـاي   شيشـه . بار تقطير استريل شستشو و كشت شدند

گراد درجه سانتي 25±2به اتاقك رشد در دماي كشت 
سـاعت تـاريكي    8ساعت روشـنايي و   16و دوره نوري 

ها واكشـت  هفته يك بار ريزنمونه 3منتقل شدند و هر 
 60و  40، 20هـاي   سه زمان مختلف در فاصـله . شدند

ــه عنـ ـ    ــت ب ــاريخ كش ــس از ت ــانروز پ ــاي  وان زم ه
زايي  درصد كالوسبرداري در نظر گرفته شد و  يادداشت

ها با اسـتفاده از آزمـايش فاكتوريـل در قالـب      ريزنمونه 
ريزنمونـه در   20تكـرار و   4طرح پايه كاملا تصادفي با 

تجزيـه و تحليـل    .هر تكرار مورد بررسـي قـرار گرفـت   
و انجـام شـد    MstatCافـزار   ها با اسـتفاده از نـرم  داده

ها نيـز بـا اسـتفاده از آزمـون حـداقل       مقايسه ميانگين
در نهايـت بـر   . صورت گرفت) LSD(دار  اختلاف معني

تـرين ريزنمونـه،    اساس نتـايج تجزيـه آمـاري، مناسـب    
بـرداري   تركيب هورموني محيط كشت و زمان يادداشت

هاي رزماري تعيـين و ثبـت    زايي ريزنمونه جهت كالوس
  .شد

  
  هاي مورد استفاده در تحقيق كار رفته در محيط كشت تركيبات به نوع و غلظت -1جدول 

كد 
كشت محيط

 عناصر
 محيط كشت

ها هورمون  ساكارز 
)گرم بر ليتر(

 آگار
)گرم بر ليتر(  

pH 
NAA BAP 2,4-D Kin 

MS0 

عناصر معدني 
MS  
 هاي و ويتامين
B5  

0 0 0  0

30 5/6 6/5 -8/5  

MS1 5/0  0 0 0 

MS2 5/0  2 0 0 

MS3 0 2 0 0 

MS4 0 2 5/0  0 

MS5 0 0 5/0  0 

MS6 5/0  0 0 2 

MS7 0 0 0 2 
  

  نتايج و بحث
نتايج تجزيه واريانس حاصل از بررسي تأثير عوامـل  

هاي  زايي ريزنمونه بر ميزان كالوس مختلف مورد بررسي
  .ارايه شده است 2شماره گياه رزماري در جدول 

  
  

  



  37/   برداري موني، نوع ريزنمونه و زمان يادداشتعوامل هور  تاثير در شرايط كشت بافت تحت) L. Rosmarinus officinalis(زايي رزماري  بررسي كالوس
 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

 اثرات متقابل اين برداري و تركيبات هورموني محيط كشت و يادداشت نتايج تجزيه واريانس حاصل از بررسي تأثير عوامل نوع ريزنمونه، زمان -2دول ج
  هاي رزماري زايي ريزنمونه فاكتورها بر ميزان كالوس

 (SOV)تغييرات نابعم  (df)درجه آزادي  (MS)ميانگين مربعات 
  )N(برداري   يادداشتزمان   2  53/1196**
  )E(ريزنمونه   1  01/1837**

ns36/298  2  E  ×N 
  )M(محيط كشت   7  97/13425**

ns29/43  14  M  ×N  
**12/3776  7  M  ×E  

ns16/46  14  M  ×E  ×N  
اشتباه  144  58/123
)%CV( ضريب تغييرات  5/28

ns :دار در سطح احتمال يك درصد معني **: دار،    غير معني  

  

، ميـزان  )2جـدول  (اساس نتايج تجزيه واريانس  بر
بـرداري، نـوع    زايي تحت تـأثير زمـان يادداشـت    كالوس

ريزنمونه، تركيبات هورموني محيط كشت و اثر متقابـل  
  .رارگرفتتركيبات هورموني ق× ريزنمونه 

در  زايـي  ، ميانگين درصد كالوس3در جدول شماره 
تركيبـات   ،رزمـاري  مورد فاكتورهاي اثر نـوع ريزنمونـه  

و اثرات متقابل  MSكشت   محيطموجود در  هورموني
 احتمـال  در سـطح  LSDبه روش آزمون  اين فاكتورها

باتوجه به نتايج،  .ه استدرصد مورد بررسي قرار گرفت 5
زايي در بـين دو ريزنمونـه مـورد بررسـي      ميزان كالوس
 1/42(نمونه ميانگره ريز زايي كالوسدرصد . متفاوت بود

. بــود) درصــد 9/35( تر از جوانــه انتهــاييبــالا) درصــد
براي توليد كالوس گياه رزماري بهتـر اسـت از   بنابراين 
كـه ايـن    هاي ميانگره استفاده كرد، ضمن ايـن  ريزنمونه

مـاني بهتـري بـر روي محـيط      نوع ريزنمونه قدرت زنده
  .كشت نشان داد

  
زايي  رموني محيط كشت و اثرات متقابل اين فاكتورها بر ميزان كالوسنوع ريزنمونه، تركيبات هواثر نتايج مقايسه ميانگين  - 3جدول 

  LSDبه روش آزمون  هاي رزماري ريزنمونه

  رديف
  كد

 محيط كشت

 تركيبات هورموني محيط كشت
  )گرم بر ليتر ميلي(

 يميانگين تركيبات هورمون  نوع ريزنمونه
  جوانه انتهايي ميانگره  )تريل بر گرم يليم(

١  MS0 MS i 20/7  i 50/6  e 80/6  
٢  MS1 MS+NAA(0.5) f 9/36  cd 8/62  b  9/49  
3  

MS2 MS+NAA(0.5)+BAP(2) a 3/88  d 4/57  a  9/72  
4  

MS3 MS+BAP(2) ghi1/15  g 1/22  d  7/18  
5  

MS4 MS+2,4-D(0.5)+BAP(2) c 5/67  ef 8/40  b  2/54  
6  

MS5 MS+2,4-D(0.5) f 3/33  e 9/47  c  6/40  
7  

MS6 MS+NAA(0.5)+Kin(2) b 7/78  f 3/33  b  0/56  
٨  MS7 MS+Kin(2) hi 60/9  gh 2/16  de  9/12  

)درصد(زايي ريزنمونه  ميانگين كالوس  
a  1/42  b  9/35   -  

 .در يك گروه قرار دارند) درصد 5در سطح احتمال (هاي داراي حروف مشترك از نظر آماري  ميانگين

زايـي   بر اساس نتايج مقايسه ميـانگين درصـد كـالوس   
حـاوي تركيبـات    MSكشـت    ها بـر روي محـيط   ريزنمونه

زايـي   بالاترين ميزان كـالوس ، )3جدول (هورموني مختلف 

 MS2درصـد بـر روي محـيط كشـت      9/72ها با  ريزنمونه
گرم بـر ليتـر    ميلي 5/0و  BAPگرم بر ليتر  ميلي 2حاوي 
NAA اسـتفاده  كه اولا  اين مسئله نشان داد. مشاهده شد
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توام از مقادير بالاي اكسـين و سـيتوكينين موجـب پديـد     
هاي رزماري  مونهآمدن شرايط بهتري براي كشت بافت ريزن

زايـي بـه    ، كمتـرين ميـزان كـالوس   كه دوم اين. شده است
. بـدون هورمـون تعلـق داشـت     MS0محيط كشت شـاهد  

بنابراين، حضور منابع هورمـوني اكسـين و سـيتوكينين در    
العمـل   سزايي در عكس نقش به محيط كشت توانسته است

نيـز بـا   ) 1391( ترنـگ و مقصـودي   .كندبازي  ها ريزنمونه
زايي در  مطالعه بر روي گياه سوسن اين نتيجه را كه كالوس

 ـ حضور دو هورمون اكسين و سيتوكينين افـزايش مـي   د ياب
  .تاييد كردند

نشان داد كه حضور يكي از دو هورمون  3نتايج جدول 
 اكسين و سيتوكينين در محيط كشت به اندازه وجود هـر 

 زايي كالوس الاترين ميزانب .دوي آنها تاثيرگذار نبوده است

هايي مشاهده شـد كـه در    ها بر روي محيط كشت ريزنمونه
تركيب آنها از هر دو نوع هورمـون اكسـين و سـيتوكينين    

بـا وجـود ايـن، نـوع منبـع اكسـين يـا        . استفاده شده بـود 

طوري كه بالاترين ميـزان   سيتوكينين نيز نقش داشتند، به
ود كـه در تركيـب   هايي ب زايي بر روي محيط كشت كالوس

. اسـتفاده شـده بـود    NAAو  BAPهـاي   آنها از هورمـون 
كه هـردو نـوع    بنابراين بر اساس نتايج آزمايش، با وجود اين

هورمون اكسين و سـيتوكينين در تركيـب محـيط كشـت     
هـاي   رسيدند، امـا از بـين سـيتوكينين    ضروري به نظر مي

و  )1شكل (بهتر از كينتين عمل كرد  BAPمورد استفاده، 
نقـش   NAAاز ميان دو نـوع اكسـين مـورد تحقيـق نيـز      

لذا بهترين نتيجه بـر  . بازي كرد D-2,4بهتري را نسبت به 
مشـاهده   NAAو  BAPحـاوي   MS2روي محيط كشت 

حـاوي هـر دو نـوع     MS6و  MS4هـاي   محيط كشت. شد
و همچنـين كينتـين و    D-2,4و  BAPتركيب هورمـوني  

NAA  كشـت   كـه نسـبت بـه محـيط     با وجود ايـنMS2 
تـري قـرار    داري داشـتند و در گـروه پـايين    اختلاف معنـي 

زايي، بالاتر از زماني بودند كه از  گرفتند، اما در مورد كالوس
  .ها به تنهايي استفاده شده بود يكي از هورمون

  

  
 2حاوي  MS2ر روي محيط كشت ريزنمونه ميانگره ب) 1: از كشت شامل  روز پس 60هاي رزماري  زايي ريزنمونه مقايسه كالوس - 1شكل 
 MS6هاي ميانگره و جوانه انتهايي بر روي محيط كشت  به ترتيب ريزنمونه) 3و  2و  NAAگرم بر ليتر  ميلي 5/0و  BAPگرم بر ليتر  ميلي

  .NAAگرم بر ليتر  ميلي 5/0گرم بر ليتر كينتين و  ميلي 2حاوي 
  

  

ــوني،    ــابع هورم ــي از من ــتفاده از يك ــورت اس در ص
ها از نظر خصوصيات  داري بين ريزنمونه لافات معنياخت

به عنـوان مثـال، در صـورت    . مورد بررسي مشاهده شد
زايـي،   استفاده از منابع اكسيني، درصد موفقيت كالوس

در . بالاتر از زماني بود كه از سيتوكينين اسـتفاده شـد  
زايـي بـر    ها به تنهايي نيز، ميـزان كـالوس   مورد اكسين

طـور   درصد به 9/49با  NAAوي روي محيط كشت حا
به عنـوان   D-2,4داري بيشتر از زماني بود كه از  معني

همــين ). درصــد 7/40(منبــع اكســين اســتفاده شــد  

ــراي ســيتوكينين  ) درصــد BAP )7/18خصوصــيت ب
 ).3جدول (مشاهده شد ) 9/12(بيشتر از كينتين 

توان نتيجه گرفت كه براي  مي 3هاي جدول  از داده
هـاي رزمـاري وجـود اكسـين در      يزنمونـه زايي ر كالوس

چنانچه مشخص است كمترين . محيط كشت لازم است
هايي بودند كه در آنهـا   درصدها مربوط به محيط كشت

حضـور  ). MS7و  MS0 ،MS3(اكسين وجـود نداشـت   
كـار رفتـه در    اكسين هم خود بستگي به نوع اكسين به

طـوري كـه در صـورت كـاربرد      محيط كشـت دارد، بـه  



  39/ ...  در شرايط كشت بافت ) Rosemarinus officinalis(ي رزمار زايي كالوسبررسي 
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

، تأثير بيشتري نسـبت بـه زمـاني    NAAاز نوع اكسين 
بـه عنـوان منبـع اكسـين      D-2,4مشاهده شـد كـه از   

 .استفاده شده بود

زايي، با توجـه   براي دستيابي به درصد بالاي كالوس
زايي در دو فاز تمايززدايي و رشد توده  كه كالوس به اين

، )1388قاسمي بـزدي و احمـدي،   (دهد  سلولي رخ مي
و مرحله به تركيب هر دو هورمـون نيـاز   لذا براي اين د

در اين ميان، اكسين كار تمايززدايي را انجـام  . باشد مي
بـر  ). 1391قاسمي بـزدي و رمضـاني مقـدم،    (دهد  مي

هاي رزماري  العمل ريزنمونه اساس نتايج آزمايش، عكس
مشـاهده   D-2,4به تنهـايي بـالاتر از    NAAنسبت به 

گرم بر ليتـر   ميلي 2به ميزان  BAPشد و در تركيب با 
 .بهتر از تركيب آن با كينتين بود

بر اسـاس نتـايج ميـانگين اثـر متقابـل نـوع ريزنمونـه و        
زايـي   تركيبات هورموني محـيط كشـت بـر ميـزان كـالوس     

 3/88(زايـي   ، بالاترين ميـزان كـالوس  )3جدول (ها  ريزنمونه
حـاوي   MS2كشـت   در ريزنمونه ميانگره در محـيط  ) درصد

 BAPگـرم بـر ليتـر     ميلي 2و  NAAم بر ليتر گر ميلي 5/0
در ريزنمونه ميانگره نشـان داد كـه     زايي كالوس. مشاهده شد

كشـت باعـث    حضور اكسين و سيتوكينين با هم در محـيط  
داري شـده اسـت و    زايي در حد معنـي  افزايش درصد كالوس

هـا بـه تنهـايي ايـن مقـدار را       حضور هر كدام از اين هورمون
كشـت هـيچ     و در صورتي كـه در محـيط   كاهش داده است
ها حضور نداشتند ايـن درصـد بـه كمتـرين      كدام از هورمون

درصد كـاهش يافـت كـه مربـوط بـه       5/6مقدار خود يعني 
در . بــود MS0در محــيط كشــت  ريزنمونــه جوانــه انتهــايي 
بر روي گياه گـون گچـي   ) 1388(تحقيقات اربابيان و مغانلو 
ــه  ــايج مشــابهي ب ــد  هــم نت و حضــور اكســين و دســت آم

ــد      ــزايش درص ــث اف ــت باع ــيط كش ــيتوكينين در مح س
نشـان   نيز) 1390(و همكاران  حقيقت حور. زايي شد كالوس

در محـيط   Papaver pesudo orintaleدادند كه در گياه 
كشتي كه هيچ كدام از دو هورمون در آن حضـور نداشـتند،   

و همكــاران  شــرفي. زايــي مشــاهده شــد كمتــرين كــالوس
و  Artemisia annuaر روي گيـــاه دارويـــي بـــ) 1387(

در گيـاه زيـره پارسـي بـه ايـن      ) 1387(و همكاران زاده  ولي
زايـي بهتـر، حضـور اكسـين      نتيجه رسيدند كه براي كالوس

NAA  و سيتوكينينBAP   لازم است و تمام آنها بـالاترين
ــالوس  ــد ك ــت  درص ــيط كش ــي را در مح ــاوي   زاي ــاي ح ه

 .ردندمشاهده ك BAPو  NAA هاي هورمون

در ريزنمونــه جوانــه انتهــايي، بــالاترين درصــد     
 MS1محيط كشـت   بر روي ) درصد 8/62(زايي  كالوس
مشـاهده شـد، امـا     NAAگرم بر ليتر  ميلي 5/0حاوي 

زايي در جوانه انتهايي مربوط بـه   مقدار كالوس كمترين
از ). 3جـدول  (بـود   MS0محيط كشت بدون هورمـون  

زايـي   كـه كـالوس   شـود  اين نتايج چنين برداشـت مـي  
و ميانگره در محيط كشـت   انتهايي  جوانه   هاي ريزنمونه

امـا بـا   . و سيتوكينين كمترين مقدار بـود  اكسين  بدون 
زايي در ريزنمونه جوانـه   كه بهترين كالوس توجه به اين

گرم بر  ميلي 5/0انتهايي مربوط به محيط كشت حاوي 
يانگره بدون سيتوكينين ولي در ريزنمونه م NAAليتر 

حــاوي هــر دو نــوع هورمــون  MS2در محــيط كشــت 
هـاي   مشاهده شد، نشان دهنده تاثير متفاوت هورمـون 

لـذا بـا توجـه بـه     . هاي متفاوت بود مختلف بر ريزنمونه
تواند نتـايج   كه در مورد بررسي اثرات هر فاكتور، مي اين

متفاوتي وجود داشته باشد، براي هر هـدف و منظـوري   
 .رايط بر اساس آزمايش تعيين شودترين ش بايد بهينه

نشـان داد كـه    )2010(و همكـاران   Zhaoپژوهش 
وجود اكسين به همراه سيتوكينين سبب افزايش نقش 

بنـابراين در تحقيـق حاضـر اثـر     . شـود  سيتوكينين مي
زايـي منطقـي    مثبت اكسين و سـيتوكينين در كـالوس  

هر دو داراي تركيبـي   MS4و  MS2محيط كشت . است
و سـيتوكينين بودنـد و در هـر دوي آنهـا از     از اكسين 

گرم بر ليتر استفاده  ميلي 2به مقدار  BAPسيتوكينين 
با توجـه  . شده بود و تفاوت آنها فقط در نوع اكسين بود

زايي ريزنمونه ميانگره بـين ايـن دو    در كالوسكه  به اين
نوع اكسين بـه تنهـايي تفـاوت زيـادي مشـاهده نشـد       

هـاي   ترتيب در محيط كشـت درصد، به  3/33و  9/36(
MS1  وMS5 ( ولــي در زمــان تركيــب بــا ســيتوكينين

اي كه در صورت  داري وجود داشت به گونه تفاوت معني
زايي در  ، درصد كالوسBAPبه همراه  NAAاستفاده از 
درصد رسيد و براي همـين ريزنمونـه    3/88ميانگره به 
درصد  BAPهمراه با  NAAبه جاي  D-2,4استفاده از 
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). 3جـدول  (درصد كـاهش داد   5/67زايي را به  وسكال
اين مسئله نشان دهنده اهميـت و تـأثير متقابـل نـوع     

زايي بهتـر   در تركيب با يكديگر براي كالوس ها هورمون
بـا سـيتوكينين ديگـر     NAAوقتي از تركيب . باشد مي

گـرم بـر ليتـر     ميلـي  2يعني كينتين به همـان مقـدار   
درصـد در   3/88ي از زاي ـ استفاده شد بـاز هـم كـالوس   

 4/57درصـد و در جوانـه انتهـايي از     7/78ميانگره بـه  
ايـن مسـئله   . كـرد درصد كاهش پيـدا   3/33درصد به 
داراي اثـر  توانند  مي BAPو  NAAدهد كه  نشان مي
 .پذيري بهتري با يكديگر باشند تركيب

بـرداري بـر    نتايج مقايسه ميانگين اثر زمان يادداشـت 
نشان  )4جدول ( هاي رزماري زنمونهزايي ري ميزان كالوس

هـاي   هاي مورد بررسي نسـبت بـه زمـان    ريزنمونه داد كه
هاي متفاوتي نشـان   العمل عكس برداري يادداشتمختلف 
ــد ــزان  . دادن ــترين مي ــالوسبيش ــاريخ دوم   ك ــي در ت زاي

  .مشاهده شد) روز 40از   پس(برداري  يادداشت
 اري وبـرد  نتايج ميانگين اثر متقابل زمان يادداشـت 

هـا   ريزنمونـه  زايـي  تركيبات هورموني بر ميزان كـالوس 
 2حـاوي   MS2محيط كشـت  كه  دنشان دا) 4جدول (

 NAAگرم بر ليتـر   ميلي 5/0و  BAPگرم بر ليتر  ميلي

داراي بـالاترين  روز پـس از كشـت    40در مدت زمـان  
از آن همـين   بود و پس ) درصد 80(زايي  ميزان كالوس

از كشت   روز پس 60رداري ب محيط كشت در يادداشت
ترين مقدار نيـز در   كم. درصد قرار گرفت 3/73با مقدار 

برداري مربوط به محيط كشت  هاي يادداشت تمام زمان
MS0 بود.  

در مجموع، اثر متقابل تركيبات مختلـف هورمـوني   
ــزان  محــيط كشــت و زمــان يادداشــت  ــر مي ــرداري ب ب

اي  گونـه زايي رزماري تأثيرات متفاوتي داشت به  كالوس
در هـر كـدام از    MS2كه محيط كشت  كه با وجود اين

زايـي   برداري، بالاترين درصد كالوس هاي يادداشت زمان
ــود      ــون خ ــي چ ــت، ول ــه داش ــان مربوط را در آن زم

بـرداري، اثـر    بـا زمـان يادداشـت   توانـد   زايي مي كالوس
ــالاترين درصــد   ــذا انتخــاب ب متقابــل داشــته باشــد، ل

بـرداري اهميـت    سب يادداشتزايي در زمان منا كالوس
از كشــت،  روز پــس  20در تــاريخ . خواهــد داشــت 

روز پس  40زايي تازه شروع به افزايش نمود، در  كالوس
دليل  از كشت به بالاترين حد خود رسيد و پس از آن به

ها، با گذشـت زمـان، درصـد     ريزنمونه ماني كاهش زنده
  .هاي مناسب قابل شمارش نيز كاهش يافت كالوس

  
  

زايي  ، تركيبات هورموني محيط كشت و اثرات متقابل اين فاكتورها بر ميزان كالوسبرداري اثر زمان يادداشتنتايج مقايسه ميانگين  - 4جدول 
  LSDبه روش آزمون  هاي رزماري ريزنمونه

  كد  رديف
  محيط كشت

  يميانگين تركيبات هورمون  )روز پس از كشت( برداري زمان يادداشت
  60  40  20  )تريل بر گرم يليم(

1  MS0k30/5  jk  70/9  k  50/5  e 80/6  
2  MS1fgh 9/45  c-f  6/56  fgh  1/47  b  9/49  
3  MS2bc  3/65  a  0/80  ab  3/73  a  9/72  
4  MS3ijk  8/14  i  3/22  ij  1/18  d  7/18  
5  MS4d-g 2/51  cde  6/60  efg  6/50  b  2/54  
6  MS5h  4/39  gh  0/45  h  5/37  c  6/40  
7  MS6d-g 7/53  cd  9/61  d-g  5/52  b  0/56  
8  MS7 ijk  5/12  ijk  6/15  jk  6/10  de  9/12  

ميانگين زمان 
  -   b  02/36  a  96/43  b 02/37 )روز(برداري  يادداشت

 .در يك گروه قرار دارند) درصد 5در سطح احتمال (هاي داراي حروف مشترك از نظر آماري  ميانگين

  
   



  41/ ...  در شرايط كشت بافت ) Rosemarinus officinalis(ي رزمار زايي كالوسبررسي 
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شـود   تنباط ميچنين اس 4از مجموع نتايج جدول 

گيـري خصوصـيات مختلـف در كشـت      كه براي اندازه
عنوان تـاريخ   هاي متفاوتي را به بافت رزماري بايد زمان

ر مـورد  دطوري كـه   برداري در نظر گرفت، به يادداشت
از كشـت اوليـه     روز پـس  40، ها ريزنمونهزايي  كالوس

بـه دليـل كـاهش    . تري داشته است جواب مناسبآنها 
با گذشت زمان و همچنين از بين  آنهااني م درصد زنده

باززا شده، بهتر است در هاي  نمونهرفتن تعدادي از ريز
ها در آخرين تاريخي صـورت   برداري مجموع، يادداشت

العمل آنها به خصوصـيت مـورد    گيرد كه درصد عكس

. ي شروع به كـاهش نكـرده باشـد   دار معنيطور  نظر به
ها زماني كه  قلمهريزازديادي  هنگامچنين مواردي در 

زايـي   جنينهدف توليد تعداد بيشتري جوانه در زمان 
 .باشد مهم خواهد بود سوماتيكي

بـرداري و   بر اساس نتايج اثر متقابل زمان يادداشت
، ريزنمونـه ميـانگره در تـاريخ    )5جدول (نوع ريزنمونه 

زايي را به  از كشت، بالاترين درصد كالوس  روز پس 40
  .شان داددرصد ن 2/47ميزان 

  

  
   زايي رزماري برداري و نوع ريزنمونه بر ميزان كالوس اثر متقابل زمان يادداشت - 5جدول 

  رديف
   برداریزمان يادداشت

  )روز پس از كشت(
زمان ميانگين   نوع ريزنمونه

  جوانه انتهايي ميانگره  )روز( برداری يادداشت

١  20 bc9/36  c  1/35  b  02/36  
٢  40 a  2/47  b  8/40  a  96/43  
3  60 ab  2/42  c  8/31  b 02/37  

)درصد(زايي ريزنمونه  ميانگين كالوس  
a  1/42  b  9/35    -  

  .در يك گروه قرار دارند) درصد 5در سطح احتمال (هاي داراي حروف مشترك از نظر آماري  ميانگين
 

  
شـود كـه    ها مشاهده مـي  در مقايسه بين ريزنمونه

گذشـت،   ي مـي هرچه از تـاريخ كشـت، زمـان بيشـتر    
ــه ــه     ريزنمون ــبت ب ــري نس ــايج بهت ــانگره نت ــاي مي ه
هاي جوانه انتهايي در همـان زمـان مشـخص     ريزنمونه
از كشت كه دو نوع   روز پس 20مثلا در زمان . داشتند

داري با يكديگر نداشـتند،   ريزنمونه تفاوت آماري معني
روز  60بـرداري   زايـي آنهـا در يادداشـت    ميزان كالوس

هــاي  ملا متفــاوت شــد و در گــروهاز كشــت كــا  پــس
ايـن نشـان دهنـده    . متمايزي از يكديگر قرار گرفتنـد 

هـا در   مـاني بـالاتر و دوام بيشـتر كـالوس     قدرت زنـده 
در مجموع، ميـانگره نسـبت بـه     .ريزنمونه ميانگره بود

زايي بهتري بود و لذا براي  جوانه انتهايي داراي كالوس
هـا   از ميـانگره زايي در گياه رزماري بهتر اسـت   كالوس

  .استفاده شود

بر اساس نتايج مقايسه ميـانگين اثـر متقابـل سـه     
برداري، نوع ريزنمونه و تركيبـات   طرفه زمان يادداشت

ها، به دليـل حجـم زيـاد،     داده(هورموني محيط كشت 
  زايـي  كـالوس  ، بـالاترين درصـد  )انـد  نشان داده نشـده 

از   ز پـس رو 40در زمـان   گره  ن ميا ريزنمونه   به مربوط 
 3/93بـه ميـزان     MS2كشت بر روي محـيط كشـت  

نيز ) درصد 5(زايي  ترين ميزان كالوس درصد بود و كم
 .به محيط كشت بدون هورمون تعلق داشت

 

  گيري كلي نتيجه
در هـاي رزمـاري    زايي ريزنمونه در مجموع، كالوس

از كشت شروع به افـزايش كـرد و در     روز اول پس 20
روز  60مقـدار خـود رسـيد و در    روز به بـالاترين   40

زايـي   بهترين ريزنمونـه جهـت كـالوس   . دوباره كم شد
 MSرزماري، ميـانگره بـود و بـر روي محـيط كشـت      

گـرم بـر    ميلي 5/0و  BAPگرم بر ليتر  ميلي 2حاوي 
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زايي مشاهده شد و  بالاترين ميزان كالوس NAAليتر 
ها نيز متعلـق بـه    زايي ريزنمونه كمترين درصد كالوس

بنابراين، حضور منابع . يط كشت بدون هورمون بودمح
سـزايي در   نقش بـه  هورموني در محيط كشت توانست

كنـد و اسـتفاده تـوام از    بازي  ها ريزنمونهالعمل  عكس
مقادير بالاي اكسين و سيتوكينين موجب پديد آمدن 

هاي رزمـاري   شرايط بهتري براي كشت بافت ريزنمونه
  .شد

  سپاسگزاري
موسسه هاي  ان محترم در آزمايشگاهاز كليه همكار

تحقيقات پنبه كشور، بخصوص آزمايشگاه كشت بافت 
پـرور و خـانم    و بيوتكنولوژي موسسه و آقاي ميثم گل

كه همكاري لازم را در انجام هرچـه  خجسته مهدويان 
  شود گزاري مي بهتر آزمايش نمودند سپاس
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  :منابع
ي نـوع غلظـت   بررس). 1388. (و مغانلو، م. اربابيان، ص

برخي تيمارهاي هورموني در كشـت بافـت گونـه در    
فصلنامه زيست شناسـي  . معرض انقراض گون گچي

  .25-34): 2( 1. تكويني
سازي محيط  بهينه). 1391. (و مقصودي، م. ر.ترنگ، ع

هـاي   كشت جهت توليد كـالوس و بـاززايي گياهچـه   
. اي در شـرايط درون شيشـه  ) .Lilium spp(ليليوم 

ايش ملي دانشجويي بيوتكنولوژي، دانشگاه اولين هم
  .گلستان، گرگان، ايران

). 1390. (و زارع، ن. ، اصغري ذكريـا، ر .حقيقت حور، م
-Papaver pseudo توليد كالوس و بـاززايي گيـاه   

orientale  ــه ــرايط درون شيشـ ــه . اي در شـ مجلـ
  .11-22): 10( 3. شناسي گياهي زيست
موسسـه  . جلـد سـوم   گياهان دارويي،. )1390. (زرگري، ع

  .صفحه 888. انتشارات دانشگاه تهران، چاپ هفتم
). 1387. (و جـورابچي، ع . ، هاشمي سـهي، ه .شرفي، ع

بهينـــه ســـازي شـــرايط بـــاززايي گيـــاه دارويـــي 
Artemisia annua .   مجله زيسـت شناسـي ايـران .

21 )4 :(573-565.  
بيوتكنولـوژي   ).1388(. و احمـدي، ا . قاسمي بزدي، ك

 -)نـژادي گيـاهي   در ريزازديادي و بـه (فت سلول و با
 254. انتشارات مختـومقلي فراغـي، گرگـان   . ترجمه
 .صفحه

ــزدي، ك  ــمي ب ــدم، م . قاس ــاني مق ). 1391. (ر.و رمض
انتشارات . تاليف- راهنماي عملي كشت بافت گياهي

  .صفحه 152. نوروزي، گرگان
. ر.، بخشي خانيكي، غ.، گلمغاني اصل، ل.نصيري راد، م
ررسي كشـت  ب). 1390( .ر.كردخيلي، س و حسيني

ــاري     ــاه دارويــي رزم ــت گي  Rosemarinusباف

officinalis .    اولــين همــايش تخصصــي توســعه
مشـكين  . هاي شـمال غـرب كشـور    كشاورزي استان

  .شهر، ايران

كـاظمي  ، .ع.ق نعمـت زاده، ، .ع صـفرنژاد، ، .م ولي زاده،
بـاززايي زيـره   . )1387(. ح و حميـدي،  .ك.س تبار،

بـا اسـتفاده   ) .Bunium persicum Boiss( پارسي
. بـذر و  مجلـه نهـال   .ريزنمونه جنين برش خورده از

24 )3 :(398-388.  
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