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 مقدمه

های  گیاهان خانواده چتریان از نظر تولید متابولیت

ای هستند. رازیانه گیاهی، علفی،  ثانویه حائز اهمیت ویژه

(، معطر و چندساله با نام علمی x2=n2=22دیپلوئید )

Foeniculum vulgare  تعلق به خانواده چتریان دارد که

از دوران باستان توسط انسان شناخته شده و مورد 

استفاده قرار گرفته است. در ابتدا این گیاه به دلیل عطر 

و طعم آن در کشورهای پیرامون دریای مدیترانه مورد 

، اما امروزه (Gross et al., 2009)گرفت  کشت قرار می

ترین گیاهان دارویی در منطقه  رازیانه یکی از اقتصادی

آید و به لحاظ اهمیت دارویی  مدیترانه به حساب می

فراوانی که این گیاه دارد، کشت آن در اکثر نقاط جهان 

یرد و تنها محدود به منطقه مدیترانه پذ صورت می

 گردد. نمی

تمام پیکره رازیانه اعم از ریشه، برگ و دانه از مواد 

نوع و میزان  مؤثره مختلف برخوردار است که

 مختلف، های های شیمیایی حاصل از قسمت ترکیب

 مقدار ترین بیش دارای طور کلی دانه بوده، اما به متفاوت

روغن ثابت پالماز، فنچون، تانن،  .باشد این مواد می

فلاندرن، لیمونن، دیپنتن، استراگول، متیل اورانژ، 

کامفن، ویتامین آ، مواد پروتنئینی، قندی و روغنی از 

ترکیبات شیمیایی دانه هستند؛ روغن استحصالی از دانه 

درصد اسید اولئیک،  22درصد اسید پالمتیک،  4حاوی 

 درصد اسید 00درصد اسید لینولئیک و  74

. تاکنون از (Emad et al., 2012)پتروسلینیک است 

برگ این گیاه فینکولارین، کوئرستین آرابینوزید و 

ها و آپیول  نلومبوزید فلاونوئید و از ریشه آن کومارین

 Emad et al., 2012; Milena)استخراج شده است 

Nikolova and Evstatieva, 2011) اسانس حاصل از .

ترپنی یا های  نوع ترکیب ۹0رازیانه دارای بیش از 

مقدار اسانس . (Omidbeygi, 2009)باشد  ترپنوئیدی می

 0/0- ۱/0درصد و در ریشه  7- 5/7 ها در میوه و برگ

. موادی که (Ghasemi-Dehkordi, 2002)است درصد 

در تشکیل اسانس دخالت دارند عبارت از قند، لعاب، 

تانن، روغن ثابت لیماز، فنچون، فلاندرن، لیمونن، 

دیپنتن، کامفن پینن، متیل چاویکول، انیسیک اسید، 

تیموها، یدروکینون انیستون و ویتامین آ هستند 

(Emad et al., 2012) این گیاه به دلیل دارا بودن این .

های  د و سایر مواد موثره موجود در اندامترکیبات مفی

مختلف، از خواص دارویی متعددی اعم از خاصیت آنتی 

، ضد اسپاسم (Gulfraz et al., 2008)باکتریایی 

(Alexandrovich et al., 2003; Liu et al., 2010; 

Sajomsang et al., 2009)دهنده درد  ، تسکین

(Guang-shou et al., 2011) ضد التهاب ،(Özbek, 

، ضد اضطراب (Tanira et al., 1996)، ضد تب (2005

(Kishore et al., 2012) آنتی اکسیدانت ،(Singh and 

Kale, 2008) کاهنده فشار خون ،(Haze et al., 2002) ،

 ,Riva)، خلط آور (Tanira et al., 1996)ادرار آور 

 ,.Mansour et al)کنندگی کبد  و حفاظت (2000

باشد؛ موارد ذکر شده مؤید نقش دارویی  می (2011

تواند نسبت به داروهای  بسیار قوی رازیانه است که می

شیمیایی در اولویت قرار گیرد و با بکارگیری در صنعت 
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گردد تا اثرات داروسازی جایگزین داروهای شیمیایی 

 ها را در حد ممکن به حداقل برساند. سوء ناشی از آن

بیوتکنولوژی گیاهی به یک ابزار مفید و قدرتمند در 

نژادگران گیاهی مبدل شده است که نهایتاً  دستان به

های اصلاحی  سبب توسعه و افزایش سرعت برنامه

گیاهان گردیده است. تحولات اخیر در علوم گیاهی 

اهان دارویی مختلف از قبیل پروانش ویژه گی به

(Malabadi et al., 2012) ازمک ،(Ivarson et al., 

، درمنه (Bagheri et al., 2013)، زیره سبز (2013

، خار مریم (Gharehmatrossian et al., 2014)کوهی 

(AbouZid, 2014) بابونه ،(Masoumiasl et al., 

، شنبلیله (Abd Elaleem et al., 2015)کرچک  ،(2015

(Ciura et al., 2015) شاهی ،(Golkar et al., 

 ,Saremirad and Mohammadi)،گل محمدی (2019

ز گیاهان دارویی به روشنی و تعدادی دیگر ا (2020

مؤید نتایج مطلوب و قابل توجه رویکرد کشت بافت در 

های  باشد. القا کالوس در اندام پیشرفت بهبود گیاهان می

های کارآمد  مختلف گیاهی و باززایی آن یکی از روش

کشت بافت در تکثیر گیاهان تحت شرایط درون 

ثیر شود. بافت کالوس تنها به تک ای محسوب می شیشه

  شود و در مواردی دیگری نظیر گیاهان محدود نمی

هایی ثانویه  های انتقال ژن و تولید متابولیت برنامه

پ گیاه، . ژنوتی(Kayser and Quax, 2006)کاربرد دارد 

دهنده محیط  نوع بافت و سن ریزنمونه، ترکیبات تشکیل

کشت و حتی نحوه قرار گرفتن ریزنمونه در محیط 

روند که القاء  شمار می های مهمی به کشت از مؤلفه

 ,.Khawar et al)دهد  کالوس را تحت تأثیر قرار می

2005; Neibaur et al., 2008; Farsi and Zolala, 

های مؤثر و  یابی به دستورالعمل ؛ لذا دست(2003

های تأثیرگذار،  تکرارپذیر با در نظر داشتن مؤلفه

 تواند بسیار مفید و کارا باشد. الوس میمنظور تولید ک به

های محدودی  زایی رازیانه گزارش در خصوص کالوس

ارائه شده است که اطلاعات مفیدی در مورد ترکیب 

هورمونی محیط کشت القاء کالوس و نوع ریزنمونه مورد 

دهد؛  زایی در دسترس قرار نمی استفاده جهت کالوس

و شناسایی تأثیر بنابراین مطالعه حاضر با هدف بررسی 

های رشدی توفوردی  کننده های مختلف تنظیم غلظت

(2,4-D) ( و بنزیل آمینو پورینBAPدر کالوس )  زایی

ریزی شد و به مرحله  های مختلف رازیانه پایه ریزنمونه

 اجرا درآمد.

 

 ها مواد و روش

عنوان مواد گیاهی در  دو ژنوتیپ مختلف رازیانه به

مطالعه حاضر در نظر گرفته شدند. ژنوتیپ اول با منشا 

کشور فرانسه و ژنوتیپ دوم اکوتیپ بومی اصفهان بود 

مراتع کشور تهیه ها و  که از بانک ژن موسسه جنگل

 گردیدند.

های ریشه، هیپوکوتیل و  جهت تأمین ریز نمونه

القاء کالوس، ابتدا بذرها به  منظور بهکوتیلدون مورد نیاز 

دقیقه در زیر آب جاری آبشویی شدند، سپس  20مدت 

یی شستشو و بعد از شو ظرفبه مدت پنج دقیقه با مایع 

د لامینار آن با آب مقطر آبکشی گردیدند و به زیر هو

دقیقه با  70انتقال یافتند. در زیر هود لامینار به مدت 

هیپوکلریت سدیم دو درصد )حجمی/حجمی( ضدعفونی 
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شدند و سپس سه مرتبه با آب مقطر آبکشی شدند. در 

درصد )حجمی/حجمی(  ۱0الکل مرحله آخر بذرها در 

 از به مدت یک دقیقه قرار داده شدند و در نهایت برای

 شستشو استریل مقطر بار با آب سه ثر اتانولا بردن بین

( با KNO3داده شده و در پیش تیمار نیترات پتاسیم )

ام قرار گرفتند. نیترات پتاسیم یکی از  پی غلظت دو پی

ترین مواد شیمیایی در القاء و  مؤثرترین و نیز پر مصرف

باشد. پس از اعمال پیش  زنی بذور می افزایش جوانه

ای بر روی محیط کشت  وف شیشهتیمار، بذور در ظر

کننده رشد  بدون تنظیم MS 2/7و  MSپایه 

(Murashige and Skoog, 1962)  با هدف یافتن

زنی، کشت و به اتاقک رشد با  بهترین محیط جوانه

اعت روشنایی و هشت ساعت تاریکی س 70شرایط نوری 

 گراد انتقال یافتند. درجه سانتی 25±2و دمای 

ها در شرایط  ی بذور و رشد و نمو گیاهچهزن جوانهبا 

ای، منبع ریزنمونه ریشه، هیپوکوتیل و  درون شیشه

کوتیلدون جهت انجام مراحل بعدی آزمایش فراهم 

گردید. جهت القاء کالوس با توجه به عوامل تحت 

کننده رشد( از  ررسی )ژنوتیپ، ریزنمونه و تنظیمب

آزمایش فاکتوریل در قالب طرح کاملاً تصادفی با سه 

های مختلف مربوط به هر  نمونهیزرتکرار بهره برده شد. 

 ۳حاوی  MSها بر روی محیط کشت  یک از ژنوتیپ

 D-2,4کننده رشد حاصل از اختلاط  ترکیب تنظیم

و  7/0)صفر،  BAPیتر( و گرم در ل )یک، دو و پنج میلی

گرم در لیتر( کشت شدند. در طول مدت زمان  میلی 5/0

های مختلف از نظر  العمل ریزنمونه انجام آزمایش عکس

زایی پایش و در نهایت پس از گذشت حدود  کالوس

چهار هفته وزن تر کالوس، وزن خشک کالوس، اندازه 

 کالوس و القاء کالوس ارزیابی شدند.

وسیله  آمده به دست های به بودن دادهبررسی نرمال 

تجزیه و  منظور بهانجام شد.  Minitab 17افزار  نرم

اثرات   مقایسه میانگینو  SPSS افزار نرمتحلیل آماری از 

به  Mstat-Cافزار  نرمبا استفاده از  ها اصلی و برهمکنش

در سطح احتمال  (Duncanدانکن )ای  چند دامنهروش 

همچنین برای رسم  پذیرفت. صورت پنج درصد

استفاده  Excel Microsoft 2013نمودارها از محیط 

 شد.

 

 

 نتایج و بحث

 زنی بذور جوانه

بر ویژگی درصد  MS½و  MSهای کشت  تأثیر محیط

 7های مورد مطالعه، در شکل  زنی بذور ژنوتیپ جوانه

 MSرانسه در محیط کشت ارائه شده است. ژنوتیپ ف

 ۱7دارای  MS½درصد و در محیط کشت  ۳۹دارای 

زنی بود. ژنوتیپ اصفهان نیز در محیط  درصد جوانه

ترین  زنی بذر، از بیش درصد جوانه ۳5با  MSکشت 

درصد  MS½زنی برخوردار بود؛ در محیط  درصد جوانه

درصد برآورد  ۱7زده ژنوتیپ اصفهان برابر با  بذور جوانه

تیمار بذور به  گردید. یکی از مواد شیمیایی که در پیش

گیرد و نتایج مطلوبی در  وفور مورد استفاده قرار می

زنی بذور گیاهان مختلف در پی داشته  افزایش جوانه

باشد. محلول حاصل از نیترات  است، نیترات پتاسیم می
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زنی بذر  های جوانه طور معمول در آزمایش تاسیم بهپ

گیرد. از طرفی کاربرد آن جهت  مورد استفاده قرار می

های گیاهی از سوی  زنی بذور بسیاری از گونه جوانه

المللی  انجمن متخصصان رسمی بذر و انجمن بین

 (Copland and McDonald, 1995)های بذر  آزمون

توصیه گردیده است. در مطالعه حاضر نیز برای افزایش 

زنی بذور رازیانه، از نیترات پتاسیم بهره برده  در جوانه

شده با این  دید که بذور پیش تیمارشد و مشاهده گر

زنی برخوردار هستند.  محلول از نتایج مثبتی در جوانه

منظور تعیین بهترین شرایط  شده به های انجام در بررسی

 MSزنی بذور، مشخص شد، محیط کشت پایه  جوانه

زنی هر دو ژنوتیپ فرانسه و اصفهان  سبب افزایش جوانه

که  طوری هگردیده است، ب MS½نسبت به محیط 

درصدی  27با افزایش  MSژنوتیپ فرانسه در محیط 

 ۳۹، به MS½زنی در مقایسه با محیط کشت  جوانه

زنی رسید. ژنوتیپ اصفهان نیز از روند  درصد جوانه

زنی را در  ترین درصد جوانه مشابهی پیروی نمود و بیش

زده داشت.  درصد بذور جوانه ۳5با  MSمحیط کشت 

در  MS½و محیط کشت  MSت تفاوت میان محیط کش

، MS½ها است. در محیط  میزان عناصر پرمصرف آن

(، مونو CaCl2مقادیر عناصر پرمصرف کلسیم کلرید )

(، KNO3(، پتاسیم نیترات )KH2PO4پتاسیم فسفات )

( و آمونیوم نیترات MgSO4منیزیم سولفات )

(NH4NO3به نصف تقلیل یافته است. بنا )  بر نتایج

بهترین محیط  MSیط کشت پایه آمده مح دست به

زنی بذور هر دو ژنوتیپ مورد مطالعه  کشت برای جوانه

توان اذعان نمود که عناصر پر مصرف نامبرده  بود، لذا می

زنی بذور  نقش مهمی در فرآیندهای فیزیولوژیکی جوانه

الذکر  مورد مطالعه داشته است. عناصر پر مصرف فوق

گلند و اشنایدر های غذایی هو بخش اعظمی از محلول

(Hoagland and Snyder, 1933)فرران و مینگو ،- 

و نوولا و  (Farran and Mingo-Castel, 2006)کاستل 

های  را با غلظت (Novella et al., 2008)همکاران 

دهد و نتایج مثبت آن در فرآیندهای  متفاوت تشکیل می

رشد و نمو گیاهان مختلف گزارش شده است 

(Kheirizadeh Arough et al., 2016) البته لازم به .

زنی بذور  کی نیز نقش مهمی در جوانهذکر است که تاری

هایی  رازیانه دارد، به دلیل اینکه مشاهده شد، در نمونه

که به مدت سه تا پنج روز در شرایط تاریکی مطلق قرار 

هایی که در  گرفتند، به لحاظ زمانی زودتر از نمونه

ساعت تاریکی قرار داشتند،  8ساعت نور و  70شرایط 

 زنی را آغاز کردند. جوانه
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 های فرانسه و اصفهان زنی ژنوتیپ بر درصد جوانه MS½و  MSتأثیر محیط کشت  -7شکل 

 

 زایی آزمایش کالوس

های  بر اساس نتایج حاصل از تجزیه واریانس، غلظت

های میان  ، نوع ریزنمونه و برهمکنشD-2,4مختلف 

ریزنمونه،  -، ژنوتیپBAP -، ژنوتیپD-2,4 -ژنوتیپ

2,4-D- 2,4 -ریزنمونه و ژنوتیپ-D-  ریزنمونه سبب

ای در سطح احتمال یک  ملاحظه  ایجاد تغییرات قابل

(. 7شد )جدول  درصد در مقدار وزن تر کالوس

داری در سطح  تأثیر معنی BAPهای مختلف  غلظت

 2(. شکل 7احتمال پنج درصد به دنبال داشت )جدول 

ژنوتیپ را برای ویژگی وزن تر  -BAPتأثیر برهمکنش 

 5/0دهد. نتایج مبین اثر بالای  کالوس نمایش می

زایی ژنوتیپ فرانسه  بر کالوس BAPگرم در لیتر  میلی

طوری که حداکثر وزن تر کالوس حاصل شد.  بود، به

ترین میزان وزن تر به ترتیب مربوط به ژنوتیپ  پایین

گرم در  و صفر میلی 7/0، 5/0های  اصفهان در غلظت

به بررسی تأثیر برهمکنش سه  ۹بود. شکل  BAPلیتر 

. بر این ریزنمونه اختصاص یافت -D-2,4 -جانبه ژنوتیپ

اساس، ریزنمونه هیپوکوتیل ژنوتیپ اصفهان، در محیط 

 D-2,4گرم در لیتر  شده با یک میلی کشت غنی

ترین وزن تر کالوس را داشت؛ پس از آن نیز،  بیش

مجدداً بالاترین میزان وزن تر کالوس به ریزنمونه 

گرم  هیپوکوتیل ژنوتیپ اصفهان، اما در غلظت دو میلی

شده از بافت  ق داشت. ریزنمونه تهیهتعل D-2,4در لیتر 

ریشه ژنوتیپ فرانسه در محیط کشت حاوی پنج 

ترین میزان وزن تر  دارای کم D-2,4گرم در لیتر  میلی

 کالوس بود.

و ریزنمونه و اثرات  D ،BAP-2,4اثرات اصلی ژنوتیپ، 

متقابل دوگانه، سه گانه و چهارگانه عوامل مورد مطالعه، 

کالوس در سطح احتمال یک برای ویژگی وزن خشک 

(. نتایج مقایسه میانگین 7دار شدند )جدول  درصد معنی

ریزنمونه نشان داد  -D- BAP-2,4 -برهمکنش ژنوتیپ

که ترکیبات تیماری مختلف عوامل تحت مطالعه، اثرات 

اند  متفاوتی بر میزان وزن خشک کالوس به دنبال داشته

اصفهان در  (. بافت ریزنمونه هیپوکوتیل ژنوتیپ4)شکل 
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و  D-2,4گرم در لیتر  میلی 7شده با  محیط کشت غنی

بالاترین مقدار وزن خشک  BAPگرم در لیتر  میلی 5/0

کالوس و ریزنمونه ریشه ژنوتیپ فرانسه در محیط کشت 

گرم در  میلی 5/0و  D-2,4گرم در لیتر  حاوی یک میلی

ترین مقدار وزن خشک کالوس را در  پایین BAPلیتر 

 .پی داشت

 

 

 

 

 ژنوتیپ بر میزان وزن تر کالوس -BAPتأثیر برهمکنش  -2شکل 

B1: 0 mg.l-1 BAP, B2: 0.1 mg.l-1 BAP, B3: 0.5 mg.l-1 BAP, G1: French genotype, G2: Isfahan genotype 

 

 

 
 ریزنمونه بر میزان وزن تر کالوس -D-2,4 -تأثیر برهمکنش ژنوتیپ -۹شکل 

G1: French genotype, G2: Isfahan genotype, D1: 1 mg.l-1 2,4-D, D2: 2 mg.l-1 2,4-D, D3: 5 mg.l-1 2,4-D, 

E1: root explant, E2: hypocotyl explant, E3: cotyledon explant 
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 ریزنمونه بر میزان وزن خشک کالوس -D- BAP-2,4 -تأثیر برهمکنش ژنوتیپ -4شکل 

G1: French genotype, G2: Isfahan genotype, D1: 1 mg.l
-1

 2,4-D, D2: 2 mg.l
-1

 2,4-D, D3: 5 mg.l
-1

 2,4-D, 

B1: 0 mg.l
-1

 BAP, B2: 0.1 mg.l
-1

 BAP, B3: 0.5 mg.l
-1

 BAP, E1: root explant, E2: hypocotyl explant, E3: 

cotyledon explant 
 

(، حاکی از آن بود که 7تجزیه و تحلیل آماری )جدول 

، نوع بافت ریزنمونه، D-2,4تنوع ژنوتیپ، غلظت 

-2,4 -ریزنمونه، برهمکنش ژنوتیپ -برهمکنش ژنوتیپ

D 2,4، برهمکنش-D-  ریزنمونه و نیز برهمکنش سه

داری را از  ریزنمونه تفاوت معنی -D-2,4 -جانبه ژنوتیپ

کند. با مقایسه میانگین  جاد میدیدگاه اندازه کالوس ای

ریزنمونه مشاهده  -D-2,4 -تیمارهای مختلف ژنوتیپ

شد که بافت ریزنمونه کوتیلدن حاصل از ژنوتیپ 

، D-2,4گرم  فرانسه، در محیط کشت دارای یک میلی

ترین میزان اندازه کالوس را سبب شده است و رتبه  بیش

داده نخست در بین سایر تیمارها را به خود اختصاص 

است. همچنین تیمار بعدی که از بالاترین اندازه کالوس 

برخوردار بود و در رتبه دوم قرار داشت نیز مربوط به 

ریزنمونه بافت کوتیلدون ژنوتیپ فرانسه، اما در محیط 

بود. بافت  D-2,4گرم در لیتر  کشت حاوی دو میلی

شده بر روی محیط  کوتیلدون ژنوتیپ اصفهان کشت

، رشد کالوس D-2,4گرم در لیتر  ج میلیکشت دارای پن

ترین اندازه کالوس را در میان  مطلوبی نداشت، لذا کم

بقیه ترکیبات عوامل تحت مطالعه در پی داشت )شکل 

5.) 

ها در سطح احتمال پنج  تنوع ژنتیکی میان ژنوتیپ

 BAP -درصد، نوع بافت ریزنمونه و برهمکنش ژنوتیپ

های قابل  جاد تفاوتاحتمال یک درصد باعث ای در سطح

(. 7توجهی در ویژگی القاء کالوس شدند )جدول 

باشد، در بین  قابل مشاهده می 0همانطور که در شکل 

سه نوع بافت مختلف ریزنمونه، ریزنمونه حاصل از بافت 

کوتیلدون دارای بالاترین ارزش از نظر ویژگی القاء 

ب های هیپوکوتیل و ریشه به ترتی کالوس بود و ریزنمونه

های پس از آن قرار داشتند. نتایج مقایسه  در رتبه

ارائه  ۱در شکل  BAP -میانگین برهمکنش ژنوتیپ
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شده است. بر اساس این نتایج ژنوتیپ اصفهان در 

از  BAPکننده رشد  بدون تنظیم MSمحیط کشت 

ترین  زایی برخوردار بود. کم بالاترین مقدار القاء کالوس

فرانسه قرارگرفته بر روی میزان این ویژگی در ژنوتیپ 

 BAPکننده رشد  بدون تنظیم MSمحیط کشت 

 مشاهده شد.

های سریع جهت  ای گیاهان از روش تکثیر درون شیشه

زمان و صرف نظر از فصل  تولید گیاهان با حداقل مدت

. مزایای دیگر این (Nasib et al., 2008)رشد است 

روش که به توسعه و گسترش استفاده از آن کمک 

فراوانی نموده است، عبارت از تولید گیاهان سالم و 

عاری از بیماری، یکنواختی ژنتیکی در گیاهان و 

 ,.Mahdavian et al)باشند  ها می جویی در هزینه صرفه

های  . بافت کالوس در باززایی، تولید متابولیت(2010

ثانویه و انتقال ژن به خصوص در گیاهان دارویی حائز 

 ;Kayser and Quax, 2006)اهمیت فراوانی است 

Tripathi and Tripathi, 2003) برای داشتن یک .

دستورالعمل موفق در ایجاد بافت کالوس، علاوه بر نوع 

کننده رشدی  محیط کشت و ترکیبات مختلف تنظیم

، بافت ریزنمونه، سن موجود در آن، ژنوتیپ گیاه

نمایند.  ریزنمونه و شرایط محیطی نقش اساسی ایفا می

شده نیز مؤثر  در این بین تعاملات میان عوامل ذکر

دهند. این  زایی را تحت تأثیر قرار می هستند و کالوس

موضوع به وضوح در نتایج حاصل از پژوهش حاضر 

خصوص در ویژگی وزن تر کالوس  شود؛ به مشاهده می

دار بود، اما ژنوتیپ در  اثر اصلی ژنوتیپ غیر معنیکه 

 -D-2,4و نیز برهمکنش با  BAPبرهمکنش با 

ای را بروز داد.  های قابل ملاحظه ریزنمونه، تفاوت

کننده رشد  ژنوتیپ فرانسه در برهمکنش با تنظیم

BAP نسبت به ژنوتیپ اصفهان بازده بهتری داشت و ،

و  7/0رشد از صفر به کننده  با افزایش غلظت این تنظیم

گرم در لیتر روند صعودی در افزایش وزن تر  میلی 5/0

در پیش گرفت. اما ژنوتیپ اصفهان نه تنها از روند 

افزایشی برخوردار نبود حتی تا حدودی روند نزولی نیز 

در ویژگی  BAP -(. برهمکنش ژنوتیپ2داشت )شکل 

القاء کالوس نیز تا حدودی از وضعیت مشابهی پیروی 

نمود؛ با این تفاوت که در القاء کالوس ژنوتیپ اصفهان 

توان نتیجه گرفت که  حائز ارزش بالاتری بود، لذا می

از ارزش  BAPاگرچه ژنوتیپ اصفهان در برهمکنش با 

القاء کالوس بالایی برخوردار بوده است، اما رشد و نمو 

تر  شده نسبت به ژنوتیپ فرانسه کم های ایجاد کالوس

همین دلیل وزن تر در ژنوتیپ فرانسه بیشتر بوده و به 

طور کلی در بافت کوتیلدون حاصل از بذور  شد. به

های ریشه و  زده رازیانه، نسبت به بافت جوانه

(. 8زایی مطلوبی القاء گردید )شکل  هیپوکوتیل، کالوس

تأثیر نوع بافت ریزنمونه بر رشد و نمو بافت کالوس با 

رسیده است اما دلیل آن  توجه به گونه گیاهی به اثبات

-Magyar)هنوز به درستی مشخص نگردیده است 

Tábori et al., 2010)  و بررسی علت آن از اهداف

مطالعه حاضر به دور بوده، اما مشاهده شد در 

سازی، ناحیه زخم  هایی که در هنگام آماده ریزنمونه

بیشتری ایجاد شده است، تولید کالوس بالاتری حادث 

شده است که این موضوع در مطالعات مختلفی نیز 

 ;Magyar-Tábori et al., 2010)اره گردیده است اش

NeibaurGallo and Altpeter, 2008) در آمازیشی، از .

زایی استفاده شد و  های مختلفی برای کالوس ریزنمونه
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، از Salsola pestiferمشاهده گردید که در گونه 

، از ریزنمونه Salsola lanataریزنمونه ساقه و در گونه 

 ,.Stefaniak et al)شود  یل میبرگ، کالوس بهتری تشک

. نرم یا سخت بودن بافت کالوس، رنگ کالوس و (2003

نیز میزان ماده خشک حاصل از آن برای هر ژنوتیپ با 

کار رفته و نوع  کننده رشد به توجه به غلظت تنظیم

مونه متفاوت بود؛ بافت ریزنمونه هیپوکوتیلی که از ریزن

ژنوتیپ اصفهان تهیه شده بود، بر روی محیط کشت 

MS  2,4گرم در لیتر  میلی 7حاوی-D  گرم  میلی 5/0و

بهترین پاسخ از نظر وزن خشک را نشان  BAPدر لیتر 

داد. پس از آن نیز مجدداً ریزنمونه هیپوکوتیل ژنوتیپ 

گرم در لیتر  میلی 2حاوی  MSاصفهان در محیط کشت 

2,4-D  گرم در لیتر  میلی 5/0وBAP دارای بالاترین ،

کننده رشد  مقدار وزن خشک بود. برهمکنش دو تنظیم

کالوس نقش مهمی اکسینی و سیتوکنینی در تولید 

. (Ahmed et al., 2002; Karami et al., 2013)دارد 

البته لازم به ذکر است که مطالعات مختلف نشان داده 

ه باشد است، اگر در محیط کشتی اکسین وجود نداشت

. این موضوع (Hohtola, 1988)شود  کالوس تولید نمی

در خصوص اندازه کالوس صدق نمود و مشاهده شد که 

ریزنمونه بافت کوتیلدون ژنوتیپ فرانسه به ترتیب در 

گرم در  میلی 2گرم و  میلی 7دارای  MSمحیط کشت 

، دارای بالاترین اندازه کالوس بودند. از D-2,4لیتر 

 BAPطرفی مشاهده شد که در برهمکنش ژنوتیپ با 

( و القاء کالوس 2های وزن تر کالوس )شکل  برای ویژگی

کننده رشد  رغم عدم وجود تنظیم ( علی۱)شکل 

اکسینی، بافت کالوس تولید شد. علت تولید بافت 

زای  های درون توان به تعاملی که اکسین می کالوس را

داشته، نسبت داد که  BAPبافت ریزنمونه ژنوتیپ با 

های  های داخلی ژنوتیپ این مؤید تأثیر بسزای هورمون

مورد استفاده در تحقیقات تعیین محیط مناسب 

 باشد و باید مورد توجه قرار گیرد. زایی می کالوس

توان اذعان نمود  می با توجه به مشاهدات و نتایج حاصل

زایی لازم  یابی به بهترین نتیجه کالوس که برای دست

است شرایط محیطی، ترکیبات محیط کشت و نوع بافت 

سازی  ریزنمونه مورد استفاده برای هر ژنوتیپ بهینه

گذار در  شود؛ زیرا ژنوتیپ یک عامل بسیار مهم و تأثیر

طوری که  شود، به موفقیت کشت بافت محسوب می

های مختلف در شرایط کشت بافت بسته  سخ ریزنمونهپا

 تواند متفاوت باشد. به ژنوتیپ گیاه می
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 ریزنمونه بر اندازه کالوس -D-2,4 -تأثیر برهمکنش ژنوتیپ -5شکل 

G1: French genotype, G2: Isfahan genotype, D1: 1 mg.l-1 2,4-D, D2: 2 mg.l-1 2,4-D, D3: 5 mg.l-1 2,4-D, 

E1: root explant, E2: hypocotyl explant, E3: cotyledon explant 

 

 
 ژنوتیپ بر القاء کالوس -BAPتأثیر برهمکنش بنزیل  -۱شکل 

B1: 0 mg.l-1 BAP, B2: 0.1 mg.l-1 BAP, B3: 0.5 mg.l-1 BAP, G1: French genotype, G2: Isfahan genotype 
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 نمونه بر القاء کالوستأثر نوع ریز -0شکل 

 
 ها رشد و ریزنمونه بر صفات مورد بررسی کننده نتایج تجزیه واریانس اثر نوع ژنوتیپ، تنطیم -7 جدول

 منابع تغییر
درجه 

 آزادی

وزن تر 

 کالوس

وزن خشک 

 کالوس

اندازه 

 کالوس

القاء 

 کالوس

 ns0۹۹/0 **002/0 **48۱/0 *2۹0/0 7 ژنوتیپ

 ns0۹۳/0 700/0* 007/0** ۹20/0** 2 توفوردی

 ns07۳/0 ns004/0 007/0** 04۱/0* 2 بنزیل آمینو پورین

 ۹84/2** 2۹2/0** 004/0** 57۱/0** 2 ریز نمونه

 ns0۱0/0 224/0** 004/0** 720/0** 2 توفوردی ×ژنوتیپ

 ns020/0 **4۹۳/0 004/0** 00۱/0** 2 بنزیل آمینو پورین ×ژنوتیپ

 ns02۹/0 ۱28/0** 007/0** 5۳5/0** 2 ریزنمونه×ژنوتیپ

 ns027/0 **007/0 ns070/0 ns024/0 4 بنزیل آمینو پورین ×توفوردی

 ns045/0 754/0** 007/0** 0۱۳/0** 4 ریزنمونه×توفوردی

 ns028/0 **002/0 ns0۹7/0 ns0۹2/0 4 ریزنمونه ×بنزیل آمینو پورین

 ns022/0 **007/0 ns070/0 ns0۳0/0 4 بنزیل آمینو پورین ×توفوردی ×ژنوتیپ

 ns020/0 088/0** 002/0** 788/0** 4 ریزنمونه ×توفوردی ×ژنوتیپ

 ns070/0 **00۹/0 ns047/0 ns00۱/0 4 ریزنمونه × بنزیل آمینو پورین ×ژنوتیپ

 ns02۹/0 **007/0 ns0۹0/0 ns042/0 8 ریزنمونه × بنزیل آمینو پورین ×توفوردی

 ns020/0 **007/0 ns0۹0/0 ns078/0 8 ریزنمونه ×بنزیل آمینو پورین ×توفوردی ×ژنوتیپ

 048/0 025/0 0007/0 07۹/0 708 خطا

 0۳/۹ 0۹/8 22/۹ 5۱/۹  ضریب تغییرات )درصد(

 دار. درصد و غیر معنی 7و  5دار در سطح احتمال  ترتیب معنی : بهnsو  **، *
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Abstract 

Fewer side effects of medicinal plants compared to chemical drugs have caused them to receive 

increasing attention. Fennel is one of the most important and valuable medicinal plants due to its 

numerous healing properties and the presence of several valuable medicinal active substances. Due to the 

medicinal importance of this plant and the possibility of producing its metabolites in vitro, it is necessary 

to study the factors affecting the production of these metabolites; In addition, an efficient protocol for 

indirect regeneration and gene transfer can be provided. For this purpose, a factorial experiment based on 

a completely randomized design with three replications was conducted in 2018. Factors included 

genotype (French and Isfahan), MS medium enriched with 2,4-D (1, 2 and 5 mg.l
-1

) and BAP (0, 0.1 and 

0.5 mg.l
-1

) plant growth regulators as well as tissue Explants (root, hypocotyl and cotyledon). According 

to the results, the hypocotyl explant of Isfahan genotype had the highest callus fresh weight in culture 

medium containing 1 mg.l
-1 

2,4-D. The French genotype had a higher fresh weight in culture medium 

containing 0.5 mg.l
-1

 BAP. The highest callus dry weight was obtained in hypocotyl explants of French 

genotype with rich culture medium with 1 mg.l
-1

 2,4-D and 0.5 mg.l
-1

 BAP. Regarding callus size 

characteristics, the cotyledon explant in culture medium enriched with 1 mg.l
-1

 2,4-D had the best 

reaction. The cotyledon explant had the best callus induction in all treatment’s compounds. 

Keywords: Fennel, Growth regulator, Cotyledon and Hypocotyl. 
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