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  چكيده
. الطيب بررسي شد زايي و باززايي گياه دارويي سنبل در اين آزمايش اثرات دو هورمون اكسين و سيتوكينين بر روند كالوس

يزنمونه و محيط كشت در قالب طرح رفاكتوريل با سه فاكتور ژنوتيپ،  صورت بهالطيب در آزمايشي  بذرهاي دو ژنوتيپ سنبل
گرم در ليتر  ميلي 2 به ميزان ،D-4-2بيشترين حجم كالوس در سطح  ،زايي در آزمايش كالوس. ي ارزيابي شدندتصادف كاملاً

اي و مريستمي و ژنوتيپ همدان  هاي ريشه دهي براي ريزنمونه ياز كمتر جهت كالوسن مورد زمان  مدتبراي ژنوتيپ اصفهان و 
، ريزنمونه ون سلولييسوسپانسكشت  در ،طيتر از محيل لييشده در هر م  هاي شمارش ن سلوليانگبا بررسي مي. آمد به دست

بين داشته   ينا سهم اساسي را در D-4-2 و  NAA هاي هورمونمريستمي و ژنوتيپ اصفهان ميانگين بالاتري نشان داده و 
كالوس حاصل از  مشخص شد كه ،ديش در هر پتريزا شده  هاي باز كالوسبا توجه به تعداد . شتر بوديب D-4-2كه اثر هورمون 

يب، الط سنبلنتايج پژوهش نشان داد كه در كشت بافت . نشان دادند يمريستمي و ژنوتيپ اصفهان باززايي بيشتر  ريزنمونه
دهي  ، بيشترين باززايي جهت ساقهميلي گرم در ليتر  2به ميزان  ،D-4-2ي با حضور ا ي ريشه دهي در ريزنمونه بهترين كالوس

دهي مناسب در  ريشهميلي گرم در ليتر و نيز  2به مقدار  BAPميلي گرم در ليتر،   به مقدار نيم NAAاز تركيب هورموني
 شده شمارشي ها سلولميانگين بالاي تعداد همچنين ي رشدي و  كننده  يمتنظفاقد  MSي  هاي متوالي در محيط پايه واكشت

  .بوده استميلي گرم در ليتر  2به مقدار  D-4-2با حضور هورمون ،هاي مريستمي هاي ريزنمونه مربوط به سلول
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  Valeriana officinalis(   /21(الطيب باززايي گياه دارويي سنبلو  زايي كالوس بهينه سازي
 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

  

  مقدمه
، خـــانواده Valerianaجـــنس الطيـــب از  ســـنبل

Valerianaceae راسته ،Dipsacales داران  ، رده گـل
بوده  Valeriana officinalisبا نام داران  و شاخه دانه

ن بـار  يكه براي اولاز اسم شخصي  Valeriusاسم كه 
اه را در اهداف پزشكي به كار بـرد مشـتق شـده    ين گيا

كـم   دسـت اه ي ـن گيا ).Safaralie et al. 2008(است 
 اسـتفاده  مـورد سـنتي   طـب است كـه در  سال  2000

اثــرات آن  ن گونــه ازيدر مــورد چنــد و قرارگرفتــه 
 ).Pickering, 1879(اسـت   شـده   گـزارش ي بخش آرام
  اه بـه ي ـن گي ـلادي از ايم ـ 16در اواخـر قـرن    ن بارياول

ــوان داروي ب ــتفاده   يعن ــرع اس ــاري ص ــاً از و م متعاقب
  اختلالات عصبي گزارش براي درمان انواعآن اثرگذاري 

 ).Benigni et al., 1971; Hobbs, 1989(است  شده
ل؛ ضد تشنج، دافع يخواصي از قبي متعددان شناس اهگي

دوران قاعدگي  كننده يماي، مدر، معرق و تنظ هكرم رود
شده   ن گفتهياند و همچننسبت داده الطيب سنبلرا به 
 Upton et(است د يمفنيز ستري ياه براي هين گيكه ا

al. 1999; Woodvile, 1810.(  
زوم و ي ـب، ري ـالطاسـتفاده سـنبل   مـورد هاي  قسمت

دون، تـانن،  ي ـآمبـه دليـل دارا بـودن    هاي افشان شهير
د ياس ـ(ك ي ـد والرني، اسيهگلوكز، املاح مختلف، عطرما

ــال يوالر ــك نرم ــ، فرم)ن ــي ــتيك، اس ــ، كيد اس د ياس
ــونيپروپ ــول، ، كي ــال، استوكســي والرن ــون، والرن والران
-لن، الـو يوفيكـار -Eل اسـتات،  ي ـل اسـتات، بورن يوالرن

و منگنز  نوليكاد-α-ارومادنرن، اسپاتولنول، كسان، اپي
  زوم، در بـازار عرضـه   ي ـصـورت متصـل بـه ر    است كه به

 Baranauskiene, 2007; Boyadzhiev(شـوند  مي

et al., 2004.(  
، منظــور تكثيــر ســريع  از كشــت بافــت گيــاهي بــه

گياهــان دارويــي كميــاب در معــرض خطــر نگهــداري 
ك ابـزار  ي ـبـه  و حتـي  شـده    نابودي و انقراض استفاده

هـاي   اري از گونـه ير بس ـي ـار قدرتمندي جهـت تكث يبس
از تكثير گياهان دارويـي  . شده است يلتبدديگر اهي يگ

هـاي   كشـت جوانـه  ؛ كشت بافـت بـه سـه روش   طريق 
وي القـاء و تشـكيل مريسـتم نابجـا ر    ، انتهايي و جانبي

، ريشـه و  مختلف مثل برگ، قطعات ساقه هاي يزنمونهر
گيـرد   صـورت مـي  رويشـي  زايـي   القـاي رويـان  غيره و 

)Raghavan, 1980; Rani et al., 2003.(  ًضـمنا 
اهي ي ـهاي گن گونهيادي به ايار زيدانشمندان توجه بس

دارنـد  هـا   آناز  هاي موجود براي سـنتز دارو  سميو مكان
)Hanumanaika and Venkatarangaiah, 2008.(  

هاي بيوتكنولـوژي گيـاهي كـه بسـيار      يكي از زمينه
اسـت، توانـايي كشـت سـلولي      قرارگرفتـه  توجـه  مورد

ساز فراوان  گياهان در بيوترانسفرماسيون يك ماده پيش
يمت به يك فـرآورده نهـايي بسـيار ارزشـمند     ق  ارزانو 

بــه  )Valencane(والنســن بيوترانسفرماســيون . اســت
ــاتون نو ــلولي   )Nootkatone(تك ــيون س در سوسپانس

ي، بـا اسـتفاده از   ا مرحلـه  دومركبات در يـك فرآينـد   
ي اوليه به فرآورده نهـايي   درصد ماده 66كشت سلولي 

  ).Chawla, 2003(است شده   يلتبد
-هاي جوانـه شهيا ريق دانه يب از طريالطاه سنبليگ

كنـد   يم رشدنفوذ   دار، در اراضي نسبتاً مرطوب و قابل
طـولاني و   ،صـورت كشـت بـذر    اه بـه ي ـن گير ايتكثاما 

ن ي ـكشـت بافـت ا   يها بر هست لذا استفاده از فن زمان
اه را در ي ـن گيد اير و توليدهد كه بتوان تكث د را مييام

لذا هـدف از ايـن تحقيـق،     ديزمان كوتاهي تحقق بخش
ــه ــالوس بهين ــازي ك ــي   س ــاه داروي ــاززايي گي ــي و ب زاي
  .الطيب است سنبل
 

  ها مواد و روش
از شـركت  ، يكـي  بي ـالطاه سـنبل يگدو توده بذري 

 قـات همـدان  يمركز تحقديگري از اصفهان و  پاكان بذر
، ابتدا بذور را آبكشي و عفوني سطحي ضدو جهت  هيته

 70ظـرف محتـوي الكـل     دقيقـه در  2سپس به مدت 
پس از شستشو با آب مقطر به مدت . درجه قرار گرفتند

درصـد   5/2دقيقه تحت تيمار هيپوكلريـت سـديم    16
ت يپوكلرين بردن اثر هيجهت از بقرار گرفتند و سپس 
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 ، تحت شرايط استريل و در زير دسـتگاه لامينـار  ميسد
فلو با آب مقطر اسـتريل سـه بـار آبكشـي و سـپس بـا       

كلريـت سـديم، بـذور جهـت      از حـذف هيپـو   اطمينان
گـرم در   20با غلظـت   MSبه محيط كشت زني، جوانه

در ) 8/5تـا   pH 6/5بـا  (درصد آگار  8/0و  تر ساكارزيل
منتقل تر يل لييم 25دار به مقدار  ي دربياشهيظروف ش
هـاي مـذكور در اتاقـك رشـد بـا       ط كشتيمحو سپس 

سـاعت   8هاي نـوري  دوره و Cº 1± 25درجه حرارت 
 5بعد از  .ي نگهداري شدنديساعت روشنا 16كي و يتار
روزه  35هـاي   چـه  از گيـاه . روز بذور جوانـه زدنـد   7تا 

بـه  ) مريستم، ريشه، ساقه و برگ(جهت تهيه ريزنمونه 
  .متر استفاده شد سانتي 5/0-1ابعاد 

بـا   MS كشـت  طيمحزايي به  ها جهت كال ريزنمونه
تـــين در ظـــروف و كين D-4-2اضـــافي از بـــات يترك

عـدد ريزنمونـه كشـت و     4ديش و در هـر ظـرف    پتري
فاكتور در قالب طـرح   3 بال يصورت فاكتور  ش بهيآزما
ژنوتيـپ   فاكتورهـا شـامل   وه كاملاً تصـادفي انجـام   يپا
سـتم، سـاقه و   يبرگ، مر( يزنمونهر، )اصفهان و همدان(
بعـلاوه   MS: محيط كشـت اول (محيط كشت و ) شهير

KIN1/0  وmg/l 2-4-D2 و دوم :MS  بعلاوهKIN1/0  و
mg/l 2-4-D 5( ددنبو.  
شده را به كمك   هاي حاصل از آزمايش انجام كالوس

ها بيرون آورده و پس  ديش پنس استريل از داخل پتري
انتقال به روي كاغذ صافي واتمن و با استفاده از تيغه از 

جراحي اطراف قطعات كالوس را تراشـيده و از قسـمت   
نمونـه   ينمنظور تأم ال در حال رشد كالوس بهترد و فع

 600-350اي از كــالوس بــه وزن  نمونـه ، زنـده ســلولي 
سي از محيط كشـت مـايع    سي 30گرم در داخل  ميلي

در ايـن آزمـايش از دو محـيط كشـت     . ندشد قرار داده 
mg/lNAA5/1 ،BAP5/0  وmg/l2-4-D2 ،BAP5/0  و

 منشـأ بـا   هايي و كالوس) اصفهان و همدان(دو ژنوتيپ 
سـپس  . اسـتفاده شـد  ) برگ، مريستم، سـاقه و ريشـه  (

 100دور در به داخل شيكر انكوباتور منتقـل و  ها  نمونه
روز پـس از شـروع    7-10. دور در دقيقه تنظيم گرديد

و سـپس جهـت تعيـين    واكشت تهيـه  ، كشت نخستين

هـا   ها و تعداد سلول تر و خشك سلول وزن، سرعت رشد
  .شمارش شد
ط يآمـده از مرحلـه بـالا بـه مح ـ     دست بههاي كالوس

 3ل در ي ـصـورت فاكتور  ش بـه يآزمـا و ي منتقـل  يباززا
. ســطح و در قالــب طــرح كــاملاً تصــادفي انجــام شــد 

 و) اصفهاني و همـداني ( يتوده گياه وفاكتورها شامل د
 و) شهيستمي، ساقه و ريبرگي، مر( يكالوس ي يزنمونهر

 mg/l BAP1محيط اول (چهار نوع محيط كشت باززايي 
، NAA1/0و  mg/l BAP2، محـــيط دوم NAA1/0و 

و محـيط چهـارم    NAA5/0و  mg/l BAP1محيط سوم 
mg/l BAP2  وNAA1/0 (هست.  

ديـش   ها بـه ظـروف پتـري   كالوسزايي،  جهت شاخه
هفتـه   3تا  2ي منتقل و به مدت يزاط شاخهيداراي مح

هـا  سپس ساقه. ل شونديها تشكتا ساقه ندنگهداري شد
و رشـد انتقـال    كننده يمفاقد تنظ MSط كشت يبه مح

شـه بـه   يل ريبـرگ جهـت تشـك    5تا  3ل يپس از تشك
زان ي ـانتقـال داده شـد تـا م    mg/l IBA2ط حـاوي  يمح
  .ز بررسي شوديدهي ن شهير

 آمـده  دسـت  بـه هـاي  جهت تعيين اثر تيمارهـا، داده 
 صــورت  بــههــا  يشآزمــاكليــه . تجزيــه آمــاري شــدند

تكـرار   3فاكتوريل و در قالب طرح كـاملاً تصـادفي بـا    
 صـورت  بـه هـا  چـون داده . براي هر نمونه صورت گرفت

درصد بوده و توزيع نرمال نداشتند، قبل از آناليز آماري 
. ها نرمال شوندها انجام گرفت تا توزيع دادهتبديل داده

هـا بـه روش   پس از تجزيه واريانس، مقايسـه ميـانگين  
ي افزارها نرماي دانكن و با استفاده از دامنه آزمون چند

MSTATC  وSAS     صــورت گرفــت و بــراي تهيــه
  .استفاده شد EXCELهيستوگرام از برنامه 

  نتايج و بحث
  زايي كالوس

ن صــفت حجــم كــالوس يانگيــســه ميمقااز بررســي 
اصـفهان و همـدان    هـاي  پي ـن ژنوتيمشخص شد كه ب

 هاي يزنمونهرشت بطوريكه داري وجود دا اختلاف معني
حجـم   ،پ اصـفهان ي ـژنوت ي زده گرفته از بـذور جوانـه  بر
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ــالوس بيشــتر و  ــيك ــه  اخــتلاف معن داري را نســبت ب
 پ همدانيورد شده براي ژنوتآن حجم كالوس بريانگيم

  ).1جدول (دادند نشان 
ستم، سـاقه و  يبرگ، مراز گرفته برهاي  زنمونهين ريب
اخـتلاف  دهـي   ن روز تا كالوسيانگيبراي صفت م شهير

اي  شهيهاي ر زنمونهيربطوريكه شده  داري مشاهده معني
ي جهـت  بـالا   سـرعت و  زمان كمتـر   ستمي مدتيو مر

نيـاز  هاي ساقه و برگـي   زنمونهيرنسبت به  هيد كالوس
 زمـان  مـدت ي در ده كالوس ضمناً .)1جدول (داشتند 
ي و نوع ريزنمونه در توليد كالوس در گياهان ده كالوس

باشد به همين منظور است كه براي  يممختلف متفاوت 
هر گياه بايد تيمار هورموني و نـوع ريزنمونـه را جهـت    

آورد  بـه دسـت  بهترين القاء كالوس و باززايي مناسـب  
 القـاي  بـراي ) 1390(همكاران بطوريكه سلطاني پول و 

تيمــار  بهتــرين بادرنجبويــه دارويــي گيــاه در كــالوس
 ,2 ليتـر  در گرم يليم 1 از استفاده به مربوط هورموني

4-D هورمون ليتر در گرم يليم 1 همراه به BAP  بـراي 
 روشــنايي شـرايط  دردم بــرگ  وگـره   يــانم ريزنمونـه 

 از اسـتفاده  تيمـار،  يـن ا از  پسگزارش دادند همچنين 
گرم در ليتر  يليم 5/0تيمار هورموني  با برگي ريزنمونه
گرم در ليتر هورمون  يليم 1، به همراه D-4 ,2هورمون 

BAPيا بازده پر تيمار نور، و سپس تاريكي شرايط ، در 
ــد ــزارش ش ــاران . گ ــوافقي و همك ــرين ) 1387(م بهت

ــي و     ــل و كرم ــور از هيپوكوتي ــاه ك ــالوس را در گي ك
نيز بهترين كالوس در گيـاه لوبيـا از   ) 1391(همكاران 

بهتـرين  ) 1390(زاده و همكـاران   هيپوكوتيل، خيـاط 
را در گياه اسفناج از ريزنمونه بـرگ، احمـدي و    كالوس

را در گياه پروانش از بهترين كالوس ) 1391(همكاران 
 ينبـالاتر ) 1391(همكـاران  ريزنمونه برگـي، آرخـي و   

جـدا كشـت    قطعات در درصد) 98( ييزا كالوس درصد
ــا غلظــت در ريشــه ــيم 5/1 و 1 يه ــرم يل ــر در گ  ليت
همكـاران  و كينتـين و امينـي و    D-4 ,2ي هـا  هورمون

 Salsolaبهتـــرين كـــالوس را در گيـــاه   ) 1392(

arbuscula pall.  ــهراز  بــه دســت هــاي ريشــه يزنمون
  .آوردند

هـا بـر اسـاس حجـم      ريزنمونه نيانگيي م سهياز مقا
ي ا  شـه يهـاي برگـي و ر   زنمونـه ير كالوس مشخص شـد 

نسـبت بـه سـاير    وس لزان حجم كـا ين ميشتريباي راد
  .)1جدول (بودند ها  هريزنمون
بـه غلظـت   بـا توجـه    هـا  زنمونـه ين ريانگيسه ميمقا
هـاي   رفتـه، واكـنش   كـار   رشدي بـه  هاي كننده  يمتنظ

در  .)1جـدول  و  1شـكل  (متفاوتي از خود نشان دادند 
-0.1KIN, 2mg/l2(هـاي كشـت اول    طين محيبضمن 

4-D ( و دوم)0.1KIN, 5 mg/l 2-4-D ( ــه نســبت ب
مشـاهده  داري  دهي اختلاف معنـي  صفت روز تا كالوس

  .)1جدول (شد 
 دهي مشخص شد ن روز تا كالوسيانگيبراي صفت م

ن روز يانگيم) 0.1KIN, 5 mg/l2-4-D(ط دوم يكه مح
 ,0.1KIN(ط اول يدهي كمتري نسبت به مح تا كالوس

2 mg/l2-4-D( ــابرا ــيدارد، بن ــدتين در مح  ط دوم م
الوس رفـتن  ط اول براي به كيزمان كمتر نسبت به مح 
ميـزان   ازنظـر . )1جـدول  ( از اسـت يها زمان ن زنمونهير

-حجم كالوس كه بر اساس مقياس حجمي هوكر و نـي 

 ـ اخـتلاف معنـي  شده بودنـد نيـز     يابيارزبرز  ن يداري ب
محـيط اول اخـتلاف   . شـت وجـود دا هـا   كشـت   طيمح

كه محيط دوم  طوري داري با محيط دوم داشت به معني
داراي بهترين ميانگين براي حجم كالوس بـود و چـون   

يكسان بوده پس ط يدو مح در هر KINزان هورمون يم
بوده و بيشترين  D-4-2اختلاف فقط در سطح هورمون 

جدول (آمد  به دست 2mg/lحجم كالوس نيز در سطح 
فقـط تـا ميـزان     D-4-2لم بـه اينكـه هورمـون    با ع). 1

خاصي هورمـون رشـد بـوده و از آن ميـزان بـالاتر اثـر       
يـد ايـن   مؤمعكوس دارد بنـابراين نتـايج ايـن تحقيـق     

 ).Fazelienasab et al., 2004(بـود  مطلـب خواهـد   
پ ي ـژنوتدو دهي هر  ن روز تا كالوسيانگيصفت م ضمناً

خـود نشـان   داري از  اخـتلاف معنـي   اصفهان و همـدان 
شـده از بـذور    هـاي برگرفتـه   زنمونـه دادند بطوريكـه ري 

زمان كمتري را بـراي    پ همدان مدتيژنوت ي زده جوانه
پ اصـفهان  يهاي ژنوت زنمونهينسبت به ردهي  به كالوس

  .)1جدول (از داشتند ين
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توسط راني و  شده  ارائهنتايج اين تحقيق با مطالعات 
القـاي كـالوس در   كـه   )Rani et al., 2003( همكاران

-كـالوس را بررسي و  .Withania somnifera Lاه يگ

لدون در يشه و كوتيل، ريپوكوتيزنمونه هير 3از را ي يزا
 D-4-2هاي متفـاوت  همراه با غلظت MSط كشت يمح
شه يهاي رزنمونهيردر ي يزاكالوس% 100تهيه و  Kinو 

+  D mg/l 2 + Kin mg/l2/0-4-2و بـرگ در غلظـت   
MS آمــد مشــابهت داشــت و همچنــين در بــه دســت 

ــر   ــق ديگـــ  Radhakrishnan and(تحقيـــ

Ranjithakumari, 2007 (ــر تنظــ ــده يماث  هــاي كنن

-بر كـالوس  NAAو  Kin, BAP, IBA, 2-4-Dرشدي 

ب ي ـي از تركيزان كالوسيبهتربررسي و ا ياه سويي گيزا
و از مشـاهده   BAP و D-4-2رشـدي   كننده  يمدو تنظ
كـه  ) Yeung et al., 1981( همكـاران يانـگ و   طرفي
2,4-D  يهادر غلظترا mg/l 2- 5/0 كـي از  يعنوان  به

اه ي ـي در گي ـزا كـالوس  كننـده  يكهاي مهم تحرنياكس
Leonurus heterophylus    ــد ــوده بودن ــي نم معرف

  .مشابهت داشت
 

 
دهي و  دهي، درصد كالوس ن روز تا كالوسيانگيم ،براي صفات) درصد 5در سطح احتمال كن نروش دابه (ها  نيانگيسه ميمقا -1جدول 

  حجم كالوس
 (S. O. V)رات ييمنابع تغ  دهي ن روز تا كالوسيانگيم  دهي درصد كالوس  حجم كالوس

a118/19  a2/83 a937/21  0.1KIN, 2 mg/l2-4-D 

b377/16  b176/77 b222/18  0.1KIN, 5 mg/l2-4-D 

a118/19  a2/83 a937/21  پ اصفهانيژنوت  
b377/16  b17/77 b22/18  همدان پيژنوت 

a28/18  a092/85 a888/20  زنمونه برگيير 

b151/15  c275/76 a294/20  زنمونه ساقهير 

a299/17  b911/81 b352/19  ستميزنمونه مرير 

               a041/20   c25/76  b25/19  شهيزنمونه رير  
a818/5±1187/19  a207/15±2031/83 a5013/1±9375/21 0.1KIN, 2 mg/l2-4-D × پ اصفهانيژنوت  
b4179/1±377/16 b551/14±5517/77 b7746/1±222/18 0.1KIN, 5 mg/l2-4-D × پ همدانيژنوت  

b876/0±598/20 bc847/14±416/90 b0606/1±375/22 0.1KIN, 2 mg/l2-4-D × برگ  
e991/1±39/15 cd793/13±583/74 b505/1±625/22 0.1KIN, 2 mg/l2-4-D × ساقه  
c194/1±37/18 b494/15±312/80 a302/1±22/37  0.1KIN, 2 mg/l2-4-D × ستميمر  

a698/10±116/22 c085/14±5/87 c0606/1±375/20  0.1KIN, 2 mg/l2-4-D × شهير  
d669/0±429/16 f460/9±833/80 cd263/2±7/19  0.1KIN, 5 mg/l2-4-D × برگ  
e536/0±938/14 a430/17±777/77 d666/0±22/18  0.1KIN, 5 mg/l2-4-D × ساقه  
d424/1±347/16 e902/11±332/83 e00/1±66/16  0.1KIN, 5 mg/l2,4-D × ستميمر  
cd132/1±965/17 c028/14±65 d1259/1±125/18  0.1KIN, 5 mg/l2-4-D × شهير  
b876/0±598/20 b847/14±416/90 a060/1±375/22  زنمونه برگيير× پ اصفهان ياثر ژنوت 

e991/1±39/15 c793/13±58/74 a505/1±625/22  يا زنمونه ساقهير× پ اصفهان ياثر ژنوت 

c194/1±37/18 b494/15±31/80 a302/1±375/22  ستميزنمونه مرير× پ اصفهان ياثر ژنوت 

a698/10±116/22 bc085/14±5/87 b060/1±375/20  اي يشهزنمونه رير× پ اصفهان ياثر ژنوت 

d669/0±429/16 e460/9±833/80 b263/2±7/19  زنمونه برگيير× پ همدان ياثر ژنوت 

e536/0±938/14 a430/17±77/77 c66/0±22/18  يا زنمونه ساقهير× پ همدان ياثر ژنوت 

d424/1±347/16 d902/11±332/83 d00/1±66/16  ستميزنمونه مرير× پ همدان ياثر ژنوت 

c132/1±965/17 bc028/14±65 c125/1±125/18  شهيزنمونه رير× پ همدان ياثر ژنوت 

b876/0±598/20 bc847/14±416/90 a060/1±375/22 0.1KIN, 2mg/l2-4-D × برگ× پ اصفهان يژنوت 

e991/1±39/15 d793/13±583/74 a505/1±625/22  0.1KIN,2 mg/l2-4-D × ساقه× پ اصفهان يژنوت 



  Valeriana officinalis(   /25(الطيب باززايي گياه دارويي سنبلو  زايي كالوس بهينه سازي
 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

c194/1±37/18 b494/15±312/80 a302/1±375/22  0.1KIN, 2 mg/l2-4-D × ستميمر× پ اصفهان يژنوت 

a698/10±116/22 c085/14±5/87 b060/1±375/20  0.1KIN, 2 mg/l2-4-D× شهير× پ اصفهان يژنوت 

d669/0±429/16 f460/9±833/80 b263/2±7/19 0.1KIN, 5 mg/l2-4-D × برگ× پ همدان يژنوت 

e536/0±938/14 a43/17±77/77 c666/0±222/18 0.1KIN, 5 mg/l2,4-D × ساقه× پ همدان يژنوت 

d424/1±347/16 e902/11±332/83 d00/1±66/16 0.1KIN, 5 mg/l2-4-D × ستميرم ×پ همدان يژنوت 

c32/11±965/17 c028/14±65 c125/1±125/18 0.1KIN, 5 mg/l2-4-D × شهير× پ همدان يژنوت 

 
 

 
  )D(و ريشه  )C(، ساقه )B(ستم يمر، )A(هاي برگ  زنمونهياز ر) D mg/l 2 +mg/l Kin 1/0-2,4(بعلاوه  MSط يدر محزايي  كالوس - 1شكل 

 

  باززايي
ن تعـداد كـالوس   يانگي ـصفت ماز مقايسه ميانگين،  

ط يمح ـبـين  شـده كـه    زده در هر پتري مشـخص  جوانه
ط كشـت در  يزنمونه و اثر متقابل محيپ، ريكشت، ژنوت

در ضـمن در   .وجـود دارد داري  پ اخـتلاف معنـي  ينوتژ
، هـاي كشـت   طين مح ـيي بيباززا ن درصديانگيصفت م
ط يشده و اثر متقابل مح  كشت هاي يزنمونهرها،  ژنوتيپ

و  2جدول (بود داري  معني اختلافيز نپ يكشت و ژنوت
همكـاران  اين نتايج با گـزارش خيـاط زاده و   ). 2شكل 

اسفناج  رقم دو را در باززايي و ييزا كالوسكه ) 1390(
ــ ــتلاف   موردبررس ــز اخ ــام ني ــد و ارق ــرار داده بودن ي ق

  .يي داشتند مشابهت داشتزا كالوس ازلحاظداري  يمعن
بـين  زني  ن جوانهين روز تا اوليانگيت ماصفاختلاف 

زنمونه، اثر متقابل يپ، ريط كشت، ژنوتيمحفاكتورهاي 
ط كشـت در  ياثر متقابل مح ـ ،پيط كشت در ژنوتيمح
ط كشـت در  يمح ـ ي جانبـه   زنمونه و اثر متقابل سـه ير

ن يانگيت ماصفو اختلاف  دار عنيم يزنمونهپ در ريژنوت
هاي كشـت   طيمحبين فاكتورهاي ي فرعي  تعداد شاخه

ت اصـف و همچنين اختلاف هاي مورداستفاده  پيو ژنوت
ــم ــاقه يانگي ــوع طــول س ــا ن مجم ــاي   ه ــين فاكتوره ب

ــ ــاي كشــت و ژنوت طيمح ــه ــوردي ــتفاده پ م ــز  اس ني
ها   گن مجموع بريانگيماختلاف صفات . بودداري  معني

ها و اثر متقابل  پينوتها، ژ كشت  طيمحبين فاكتورهاي 
ت صـفا  اخـتلاف محيط كشـت و ژنوتيـپ و همچنـين    

ــه  ــول ريش ــوع ط ــانگين مجم ــاكتور   مي ــين ف ــا در ب ه
اخـتلاف صـفات    .بودنـد داري  هاي كشت معنـي  طيمح
هاي  طيمحفاكتورهاي ن يچه ب اهيتر كل گ ن وزنيانگيم
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 ي و اثرات متقابل دوجانبه ها زنمونهير، ها پيژنوت، كشت
، زنمونـه يط كشـت در ر يمح ـ، پيط كشت در ژنوتيمح
ط كشـت در  يمح ي جانبه  زنمونه و اثر سهيپ در ريژنوت
  .)2جدول (بود داري  عنيمزنمونه يپ در ريژنوت

ن يبباززا شده ن تعداد كالوس يانگيت ماصفاختلاف 
ط يمح ـدار بطوريكـه   معنـي هـاي كشـت    طيمحفاكتور 
 ن تعـداد كـالوس  يانگيم) (2BAP, 0.5mg/lNAAكشت 

از خـود  هـا   طير مح ـيشتري نسبت بـه سـا  يبباززا شده 
توسط كرمـي   شده ارائهكه با نتايج ) 2شكل (داد نشان 

گـرم   يليم 2بيشترين باززايي را در ) 1391(و همكاران
در لوبيـا   D-4 ,2گرم در ليتر  يليم 4/0و  BAPدر ليتر 

  .گزارش دادند مشابهت داشت
ي  زده بـراي اثـر سـاده    ن تعداد كالوس جوانـه يانگيم
پ اصفهان نسبت بـه  يژنوتبطوريكه دار  ها معني پيژنوت
ــالوس يانگيـــپ همـــدان داراي ميـــوتژن ن تعـــداد كـ

همچنـين اخـتلاف    .)3شكل (بود شتري يب ي زده جوانه
ن يزده بــ هــاي تعــداد كــالوس جوانــه نيانگيــمصــفات 

ي يط بـاززا يشـده در مح ـ   هاي كالوسي كشـت  زنمونهير
هـاي   زنمونـه يي كـه از ر يهـا  كـالوس بطوريكه  دار معني

ن يانگي ـمبودند شده   اي گرفته ستمي و ساقهيبرگي، مر
شــتري نســبت بــه   يي ب زده تعــداد كــالوس جوانــه  

  .)4شكل (شتند اي دا شهيبا منشأ ر يهاي كالوس
بـراي  پ ي ـط كشـت در ژنوت ياثر متقابل مح ـفاكتور 
ــهيانگيــصــفت م  دار معنــي، زده ن تعــداد كــالوس جوان

ن يشـتر يب (2BAP, 0.5mg/lNAA)طيدر مح ـبطوريكـه  
آمـد كـه بـا     دسـت  زده به ن تعداد كالوس جوانهيانگيم

داشـت در   مشـابهت ) 1387(نتايج شرفي و همكـاران  
نسـبت بـه    پ اصـفهان ي ـط ژنوتين مح ـيدر هم ـضمن 

ن تعداد كـالوس  يانگين ميشتريپ همدان داراي بيژنوت
  ).5شكل (بود زده  جوانه

ــتلاف  ــفاخ ــت ماص ــاززا يانگي ــد ب ــين درص ن يي ب
ط كشـت  يمح ـبطوريكـه   دار هـاي كشـت معنـي    طيمح

(2BAP: 0.5mg/lNAA) ي ين درصد بـاززا يشتريداراي ب
كه با نتايج چـن  ) 6شكل (بود  ها طير محينسبت به سا

مشــابهت داشــت  )Chen et al., 2000(همكــاران و 
هاي  پين ژنوتيبنيز در ي يدرصد باززاهمچنين اختلاف 

پ اصـفهان داراي  يژنوت، بطوريكه دار نيعمورداستفاده م
شـكل  ( همـدان  پتيي نسبت به ژنويي بالايدرصد باززا

هاي  زنمونهين ريبو همچنين اختلاف درصد باززايي ) 7
سـتمي داراي  يي مر زنمونـه يرو  دار استفاده معني مورد

اي كمتـرين   و ريزنمونـه ريشـه  ي ين درصد باززايشتريب
از خود نشـان  ها  زنمونهير رينسبت به سادرصد باززايي 

  ).8شكل (دادند 
 يينــهدرزم شــده انجــامتحقيقــات ج ينتــااز بررســي 

ك يهمراه با  BAPباززايي مشخص شد كه در تحقيقي 
در غلظـت   NAAهمانند ، نييرشدي اكس كننده يمتنظ
ش داده و يرا افـزا توانـد سـرعت رشـد سـلولي      مـي كم 
   چـه را نشـان    اهي ـل گيي و تشـك ايزان بـازز ي ـن ميبالاتر
 ,.Uozumi et al( يگزارش ـو همچنـين در   دهـد مـي 

-BAPبـه همـراه    NAA- mg/l1/0با افـزودن  ) 1996
mg/l 10 نه جهت يط كشت بهيمحو  ييط باززايبه مح
ي و ين بـاززا يشتريبآجوگا ارائه و همچنين  اهيي گيباززا
و كلـزا  ) Ahmed et al., 2002(در گياه لوبيا دهي ساقه

)Zhang et al., 2006 (ط كشــت يرا در محــmg/l 

+MS1 BAP mg/l NAA 1/0 اسـت كـه    شده  گزارش
در ايـن تحقيـق    آمـده  دسـت  بـه قيقات با نتـايج  اين تح

  .مشابهت داشت
 
 
 

 
   



  Valeriana officinalis(   /27(الطيب باززايي گياه دارويي سنبلو  زايي كالوس بهينه سازي
 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

  ييباززا طيشده در مح  هاي كشت بر روي كالوس شده  يابيصفات ارز، انسيه واريتجز -2 جدول
ن تعداد شاخه يانگيم

 فرعي

ن ين روز تا اوليانگيم
 زني جوانه

درصد ميانگين 
 ييباززا

ن تعداد يانگيم
 زده كالوس جوانه

 )S. O. V( تغيير منابع درجه آزادي

 ط كشتيمح  3  375/7**  643/3047**  222/6**  3469/1**

 پيژنوت  1  666/16**  456/1584*  813/633**  0209/1**

ns1555/0  **322/30  **606/1348  **402/2  3  زنمونهير 

ns065/0  **953/7  **445/992  **055/2  3  پيژنوت ×ط كشت يمح 

*231/0  *991/1  ns79/360  ns513/0  9  زنمونهري×  ط كشتيمح 

ns115/0  *078/2  ns555/73  ns194/0  3  زنمونهري ×پ يژنوت 

ns093/0  **444/2  ns13/51  ns064/0  9  زنمونهير ×پيژنوت ×ط كشتيمح 

 شيياشتباه آزما  64  3125/0  476/226  866/0  13/0

  )CV(رات ييتغب يضر   662/27  107/28  436/2  987/17
تر كل  ن وزنيانگيم

 چه اهيگ
 شهين طول ريانگيم

ن مجموع يانگيم
 ها برگ

ن مجموع يانگيم
 ها طول ساقه

 )S. O. V( تغيير منابع  يدرجه آزاد

 ط كشتيمح  3  27/12**  818/5**  929/2**  053/0**

**034/0  ns0008/0  **275/11 **208/2  1  پيژنوت 

**053/0  *218/0  ns521/0  ns718/0  3  زنمونهير 

**022/0  ns039/0  *139/1  ns533/0  3  پيژنوت× ط كشت يمح 

**011/0  ns115/0  ns242/0  ns43/0  9  زنمونهير× ط كشت يمح 

**021/0  *255/0  ns544/0  ns353/0  3  زنمونهير× پ يژنوت 

**013/0  ns379/0  ns167/0  ns29/0  9  
× پ يژنوت× ط كشت يمح

 زنمونهير

 شيياشتباه آزما  64  0//385  5131/0  0962/0  0041/0

 )CV(رات ييب تغيضر    953/18  092/20  451/23  304/23

  دار درصد و غير معني 5و  1دار در سطح  به ترتيب معني nsو * ، **
   

  

 
  زده ن تعداد كالوس جوانهيانگيبراي صفت مهاي كشت  طين محين بيانگيسه ميمقا - 2شكل 
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  پييي ژنوت ن اثرات سادهيزده ب ن تعداد كالوس جوانهيانگيسه ميمقا - 3 شكل

  
  

 
  زده ن تعداد كالوس جوانهيانگيها براي صفت م زنمونهين رين بيانگيسه ميمقا - 4شكل 
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  Valeriana officinalis(   /29(الطيب باززايي گياه دارويي سنبلو  زايي كالوس بهينه سازي
 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

 
  زده ن تعداد كالوس جوانهيانگيصفت م ط كشت براييپ در محيثر متقابل ژنوتان يانگيسه ميمقا - 5 شكل

 

 
  كشت باززا هاي يطن محيي بين صفت درصد باززايانگيسه ميمقا -6 شكل

 
 

 
  ييباززاهمدان و اصفهان نسبت به درصد پ ين دو ژنوتيانگيسه ميمقا - 7 شكل
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  يين درصد باززايانگيمنسبت به شده  كشت هاي يزنمونهن رين بيانگيسه ميمقا - 8 شكل

 
 

 
  الطيب در محيط باززايي هاي باززا شده و مراحل باززايي سنبل كالوس - 9شكل 

 

  گيري كلي نتيجه
 درنتــايج ايــن تحقيــق نشــان داد كــه   مجمــوع در

يــب، بهتــرين الط ســنبلي كشــت بافــت گيــاه  ينــهزم
اي و بهتـرين محـيط    ي ريشـه  دهي در ريزنمونه كالوس

در تمـامي  . هسـت  2mg/l2-4-Dوجـود  بانيز محيط اول 
و  D-4-2زايي در حضور  ها، بهترين كالوس كشت  محيط

kin  0.1در غلظت mg/l هـا بـه سـمت     و باززايي كالوس
. صـورت پـذيرفت   BAPبا  NAAدهي در تركيب  ساقه

درصـد بـاززايي،    ازنظـر دهي  اقهبهترين محيط جهت س
ــوني   ــا تركيـــب هورمـ ــارم بـ  ,2BAPمحـــيط چهـ

0.5mg/lNAA دهــي در  بــاززايي بــه ســمت ريشــه. بــود
بدون هـيچ   MSي  هاي متوالي و در محيط پايه واكشت

در جهت ايجاد . ي رشدي مشاهده گرديد كننده  يمتنظ
ــلولي،    ــيون س ــيط سوسپانس ــا  NAAمح در  D-4-2ب

بهترين و بيشـترين   mg/l 0.5ت در غلظ BAPتركيب با 
ــداد  ــانگين تع ــا ســلولمي ــر  شــده  شــمارشي ه در ه

٠

١٠

٢٠

٣٠

۴٠

۵٠

۶٠

٧٠

برگی مريستمی ساقه ای ريشه ای

درصد باززايی



  Valeriana officinalis(   /31(الطيب باززايي گياه دارويي سنبلو  زايي كالوس بهينه سازي
 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

-2mg/l2-4 ليتر در محيط دوم با تركيب هورمـوني  ميلي

D هاي مريستمي بود هاي ريزنمونه و مربوط به سلول.  
، وقـت   بـه با توجه به اينكه اجراي هـر تحقيـق نيـاز    

هزينــه و امكانــات كــافي دارد و در اكثــر مــوارد همــه  
ــتند     ــع نيس ــا جم ــرايط يكج ــه  نت درش ــه هميش يج

هايي در هر تحقيق بوده و اين تحقيق نيز از آن  كاستي
 بـه پيشـنهاد   صورت بهنبوده كه اين كمبودها  يثنمست

  :گردند يمزير ارائه  قرار 
در صورت ( يشتريبهاي  بايستي از تعداد ژنوتيپ -1
تـري بتـوان    استفاده شود تا با اطمينان محكـم ) جودمو

  .عموم ارائه داد طور  بهنتايج تحقيق را 
با توجه بـه اينكـه روزانـه تركيبـات و مشـتقات       -2

ــالوس  ــدتر و بيشــتري جهــت ك ــوني جدي ــي،  هورم زاي
 درآيـد   مـي  بـه دسـت  سوسپانسيون سلولي و بـاززايي  

 يجــه لازم اســت از ســاير تركيبــات و مشــتقات نيــز نت
 شـده  انجـام استفاده شود تا با مقايسه تمامي تحقيقات 

تـرين تركيـب    بـازده  ترين و پر ينههز  كمدر اين زمينه، 
  .انتخاب شود
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