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    (.Cydonia oblonga Mill) "به"زايي از پوسته دانه گياه  بررسي كالوس
  با روش لايه نازك سلولي

  
  5و حميد عبداللهي 4طاهره حسنلو ، 3بهرام ملكي زنجاني  ،2*مريم جعفرخاني كرماني  ،1سيده نرگس موسوي

  
 20/2/94: تاريخ پذيرش    25/9/93 : تاريخ دريافت

  
  چكيده

علاوه بر خواص زياد ميوه و . شود مي  شناخته به عنوان يك گياه دارويي  (.Cydonia oblonga Mill) "به"گياه 
است كه در اثر خيساندن يا جوشاندن با آب  دانه به غني از پكتين. باشد مي ييارزش بالا يدارا "به" دانههاي اين درخت،  برگ

توليد صنعتي . شود هاي اپيدرم پوشش دانه به بيرون ترشح مي به صورت موسيلاژ كه مصارف دارويي و صنعتي دارد از سلول
در پژوهش حاضر براي اولين بار القاي . دنيا بررسي نشده استو كاربرد آن به صورت وسيع در  "به"موسيلاژ از پوسته دانه 

 تهيه شدند، )TCL(هاي پوسته دانه كه به روش لايه نازك سلولي ريزنمونهبا استفاده از و  "به"كالوس از پنج ژنوتيپ مختلف 
تركيب با  درD-2,4 ) يترميلي گرم در ل 20و  10، 5صفر، ( گياهي هاي رشد كننده تنظيم هاي مختلف از غلظت در تيمار با 

داد كه  نشان نتايج .شد بررسي MS پايه كشت محيط روي تصادفي كاملا طرح قالب درNAA گرم در ليتر  ميلي 8/1غلظت 
و ) درصد67/66(زايي ميزان كالوس بيشترين .زنده بوده و توانايي توليد كالوس را دارند "به"دانه  پوستهسلول هاي اپيدرمي 

در تركيب   D-2,4گرم  ميلي5محيط كشت حاوي و در  KVD3در ژنوتيپ ) ميلي متر مربع5/26(ها كالوسبزرگترين اندازه 
  .مشاهده شد  NAAگرم در ليتر  ميلي 8/1با غلظت 
  به دانه،كشت بافت، لايه نازك سلولي، گياهان دارويي: كليدي گانواژ
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  مقدمه

، تنهـا   .Cydonia oblonga Mill "بـه "درخـت  
ــه  ،Cydoniaجــنس  گونــه گيــاهي گيــاهي متعلــق ب

اين . )Postman, 2009(باشد  ، ميRosaceaeخانواده 
ــاه  ــه گي ــرم و مديتران ــواي گ ــا آب و ه ــازگاري  ب اي س
سـومين عضـو مهـم و     "بـه "گياه  .)Lim, 2012(دارد

اقتصادي درختان ميوه دانـه دار كـه نسـبت بـه ديگـر      
 ,Sabeti(معتدلـه، درختـي كـم توقـع اسـت      درختان

ــه ايــن درخــت ).1996 ــران ب صــورت وحشــي  در اي
هاي شمال كشـور ازآسـتارا تـا كتـول گرگـان      درجنگل

پــراكنش داشــته و بــه صــورت بــاغي بطــور عمــده در 
 ظير اصفهان، خراسـان، قـزوين، تهـران و   ن يهاي استان

 خـرم دل آزاد و همكـاران،  ( شـود  مـي  اردبيـل كاشـته  

هاي اپيـدرمي پوشـش    موسيلاژي كه از سلول .)1389
شـود كاربردهـاي    اين گياه بـه بيـرون ترشـح مـي    دانه 

زيــادي در صــنايع مختلــف از جملــه صــنايع غــذايي و 
بــراي صــنايع بهداشــتي دارد و از دوران باســتان از آن 

شـود   هاي تنفسي استفاده مـي  بهبود گلو درد و بيماري
 1387Nikoofar etآزادبخـت،  ( al., 2013; Lim, 

ر هـــاي گيـــاهي د كشـــت بافـــت و ســـلول). ;2012
كشــت حــاوي مــواد مغــذي، بــه عنــوان منبــع  محــيط
ــامين ــاززايي از آن  ت ــواد ارزشــمند و ب ــده م ــا، از  كنن ه

باشـد و بـه عنـوان روشـي      كاربردهاي بيوتكنولوژي مي
هاي توليد اين مواد با ارزش گزارش  براي كاهش هزينه

است به عنـوان مثـال اسـتخراج تاكسـول از گيـاه       شده
گـزارش  ) 2004(نسرخدار توسـط وانسـري و همكـارا   

هاي موجود در گياهان زيادي بـه   در گزارش. است شده
هــاي ثانويــه در آزمايشــگاه از  منظــور توليــد متابوليــت

اســت  هــاي مختلــف كشــت بافــت اســتفاده شــده روش
)Bestoso et al., 2006; Gaosheng and 

Jingming, 2012  .( عمـدتا بـه منظـور     "به"در گياه
هـاي بـرگ اسـتفاده     زنمونـه زايي و باززايي از ري كالوس
 Morini et al., 2000; Bellocchi et(اسـت   شـده 

al., 2001; Fisichella et al., 2000.(  در اكثــر
زايي در گياهان مختلـف از   مطالعات براي القاي كالوس

هاي مختلف اسـتفاده شـده    در غلظت D-2,4هورمون 
صـالحيان آقـبلاغ،    ؛1390زاده وهمكاران ، خياط(است 
 ;Mohammadi-nasab et al, 2011 ؛1390

Arulselvi and Krishnaveni, 2009; Morini et 
al, 2000هاي مختلف  در اكثر گياهان پاسخ ژنوتيپ). ؛

 Gitonga et(زايي متفاوت است به باززايي و يا كالوس

al., 2010(     و از ميان عوامل موثر بـر موفقيـت كشـت
يي كشـت  ترين فاكتور است كه كـارا  بافت، ژنوتيپ مهم

دهد  بافت در شرايط آزمايشگاهي را تحت تاثير قرار مي
)Gandonou et al., 2005.( 1لايــه نــازك ســلولي 
)TCL( به منظور دستيابي به نـوع   به عنوان يك روش

تحـت شـرايط كنتـرل     خاصي از سلول يـا يـك بافـت   
ــده ــور(ش ــا ،ن ــد  ،دم ــاي رش ــده ه ــيم كنن  ، pH،تنظ

و اسـتفاده از   اسـت  )كشت و غيـره  هاي محيط افزودني
اين ريزنمونه بـه منظـور ريزازديـادي و يـا تكثيـر نـوع       

 Teixeira(گيرد خاصي از سلول مورد استفاده قرار مي

da Silva and Doranzski, 2014 .( هدف از مطالعه
و تركيـب هورمـوني    "به"حاضر تعيين بهترين ژنوتيپ 

ي  هاي پوسـته  زايي از ريزنمونه مناسب به منظور كالوس
ي  هـاي توليدكننـده   به منظور دستيابي به كـالوس دانه 

  .بود موسيلاژ

  ها مواد و روش
تحقيق حاضر در بخـش كشـت بافـت و انتقـال ژن     

ــران  ــوژي كشــاورزي اي ) ABRII(پژوهشــكده بيوتكنول
هاي پـنج ژنوتيـپ    براي انجام كار ميوه. صورت پذيرفت

 PH2و KVD1  ،KVD3 ،KVD4 ،NB2 شامل "به"
متعلق بـه موسسـه    "به"پلاسم  از كلكسيون جامع ژرم

تحقيقات اصلاح و تهيه نهال و بـذر كـرج جمـع آوري    
 طريـق  ازهاي سالم از داخل ميوه جدا شـد و   دانه .شد

                                                 
1 Thin Cell Layer 



  7/ بررسي كالوس زايي از پوسته دانه گياه به  
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

 و دقيقـه  يـك  بـه مـدت   درصد 50در الكل دادن قرار
و  دقيقـه  8بـه مـدت     درصـد  5/2  سديم هيپوكلريت

 عفوني استريل، ضد مقطر آب با شستشو بار سه سپس
هـاي اسـتريل شـده از     براي تهيه ريزنمونه، دانـه  .شدند

ي دانـه جـدا    ها و جنين از پوسته وسط نصف شد و لپه
شدند و پوسته دانه به عوان ريزنمونه مورد استفاده قرار 

زايي از محيط  به منظور بررسي كالوس). 1شكل(گرفت 
  )MS)Murashige and Skoog, 1962 كشـت 

آگـار و   ليتر در گرم 7 و ليتر ساكارز در گرم 30 داراي
و  10، 5صـفر،  (D-2,4 غلظت هاي مختلـف هورمـون   

ميلـي   8/1در تركيب با غلظت ) ميلي گرم در ليتر 20
تنظـيم شـده بـود،     pH 8/5 كـه  NAA گرم در ليتـر 

هـا پـس از قرارگيـري در محـيط      ريزنمونه. شد استفاده
زايي چهار هفتـه در   كشت ذكر شده براي القاي كالوس

سـاعت   16گرفتند و سپس به انكوباتور بـا   تاريكي قرار
گـراد   درجه سـانتي  24ساعت تاريكي با دماي  8نور و  

هـا واكشـت    داري از كـالوس  منتقل شدند و بـراي نگـه  
. روز انجــام گرفــت  40الــي  30هــا هــر   ريزنمونــه
زايـي و   ها براي درصد كـالوس  برداري از نمونه يادداشت

ز كشـت انجـام   ها در هفتـه هشـتم بعـد ا    اندازه كالوس
 طرح كاملا قالب در فاكتوريل به صورت آزمايش. گرفت

 ها داده تحليل و تجزيه شد و  انجام تكرار  3با  تصادفي
  .شد انجام SAS آماري نرم افزار با

  
  

  
  )ب(و جدا كردن پوسته دانه به عنوان ريزنمونه) الف(برش دانه. تهيه ريزنمونه: 1شكل 

  
  
  
  

  نتايج و بحث 
ــايج ح ــانس نشــان داد كــه  نت ــه واري اصــل از تجزي

و هـــاي مختلـــف  داري در ژنوتيـــپ اخـــتلاف معنـــي
در تركيــب بــا  D-2,4هــاي مختلــف هورمــون  غلظــت

ــت  ــ 8/1غلظ ــر   يميل ــرم در ليت ــد   NAAگ ــر درص ب
يـك   احتمـال هـا در سـطح    زايي و اندازه كالوس كالوس

هـر   ايو همچنين اثر متقابل نيز بر شتدرصد وجود دا
 دار بــود يدرصــد معنــ 5احتمــال  دو صــفت در ســطح

هـا بـا آزمـون دانكـن      نتايج مقايسه ميانگين. )1جدول(
زايي در تيمارهاي هورموني كـاملا   نشان داد كه كالوس

در تيمـار   KVD3تحت تاثير ژنوتيپ اسـت و ژنوتيـپ   
در تركيـب بـا    D-2,4گـرم در ليتـر    ميلـي  5هورموني 

ن بيشـترين ميـزا   NAAگرم در ليتر  ميلي 8/1غلظت 
و بزرگتـــرين انـــدازه ) درصـــد 67/66(زايـــي كـــالوس
  ).3شكل( را توليد نمود) ميليمتر مربع 5/26(ها كالوس
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ها زايي و اندازه كالوس بر ميزان كالوس D-2,4نتايج تجزيه واريانس اثر ژنوتيپ و غلضت هاي مختلف :  1جدول 
 ميانگين مربعات درجه 

 آزادي
 اندازه كالوس منابع تغييرات  زايي صد كالوسدر

**01/248  **25/2156  4 (A) ژنوتيپ 
**49/460  54/2463 ** 3   )D )B-2,4غلظت 
* 74/144  *42/1135 12 A×B

46/73  87/521  40 خطاي آزمايش
1/97  85/88                     تغييراتضريب 

  دارعدم وجود اختلاف معني ns،  %5طح اختلاف معني دار در س* ، %1اختلاف معني دار در سطح ** 
  

  

  
  هاي توليد شده در تيمارهاي مختلف هورموني كالوس: 2شكل 

  
 هـاي  انـدام  و اي گونه درون ارقام مختلف، هاي گونه
 واكـنش  بافـت  كشـت  روش يـك  به گياه، يك مختلف
). 1390زاده و همكاران، خياط( دهند نمي نشان يكسان

مونـه مشـابه از نظـر سـن و     ريزن براي نيز "به"ياه گ در
هاي رشـد كـاملا مشـابه، ظرفيـت      كننده تركيب تنظيم

توليد كالوس و باززايي از گياه كاملا به ژنوتيپ بستگي 
كـــــاربرد  .)Bellocchi et al., 2001( دارد

، سـازي بيـان ژن   هاي رشد خارجي با فعال كننده تنظيم
شود و غلظت و تركيب  سبب افزايش تقسيم سلولي مي

هاي  هاي رشد تعيين كننده پاسخ ريزنمونه كننده تنظيم
 .هاي موفولوژيك است كشت شده با نشان دادن واكنش

 كشـت  محـيط  در اكسـين  چنـد  از استفادههمچنين 

جهـت توليـد   تيمار به ريزنمونه وييگپاسخ بهبود سبب
در تحقيق  .)1393, گوران و همكاران( شود مي كالوس

زايـي در همـه    هـا كـالوس   در اكثـر ژنوتيـپ  حاضر نيـز  
محمدي نصـب و   .است تيمارهاي هورموني اتفاق افتاده

هاي  زايي از ريزنمونه نيز براي كالوس )2011(همكاران 
، از TCLهيپوكوتيل گياه يونجـه بـا اسـتفاده از روش    

، 5/0صـفر،  (هـاي   و كينتين در غلظت D-2,4هورمون 
ــي 2، 5/1، 1 اســتفاده كردنــد و  ) گــرم در ليتــر  ميل

هــاي هورمـوني مشــاهده   ي در تمــام تيمـار زاي ـ كـالوس 
زايــي از  كــالوس )2000( مــوريني و همكــاران .كردنــد
و  5/2هـاي   از غلظـت  با استفاده   "به"هاي برگ  نمونه

را  MSدر محـيط كشـت     D-2,4در ليتر گرم  يميل 5
بـا افـزايش غلظـت     گزارش نمودند كهبررسي كردند و 
  .يابد زايي افزايش مي اكسين، كالوس
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  الف

  
  

  ب

  
   D-2,4 مختلف هاي غلظت ژنوتيپهاي مختلف در) ب(ها و اندازه كالوس) الف(هاي درصد كالوس زايي ميانگين مقايسه: 3شكل 

  
  

تحقيق نشان ميدهد كه امكـان  نتايج حاصل از اين 
به منظور دسـتيابي بـه    "به" زايي از پوسته دانه كالوس
موسـيلاژ  ليد كننده هاي تو هاي حاصل از سلول كالوس

هـا امكـان    توان با ارزيـابي ايـن كـالوس    مي. وجود دارد
.استحصال موسيلاژ از كالوس را مورد مطالعه قـرار داد 
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