
 

 

 

 

های گیاه و مستقیم در كشت سرشاخه میرمستقیغزایی سوماتیکی و باززایی جنین
 (.Lavandula angustifolia Mill)اسطوخودوس 

 3، خداداد مصطفوی2*، عبداله محمدی1نرجس شریف

 چکیده

درون تکنیك كشت  به كمک پژوهشدر این است كه به تیره نعناعیان تعلق دارد. معطر  دارویی و ترین گیاهاناز مهمیکی  اسطوخودوس

و  لوسكا القایسازی دو آزمایش جداگانه بهینه .زایی، باززایی از كالوس و باززایی مستقیم مورد مطالعه قرار گرفتكالوس اییشیشه

، فاكتوریل میرمستقیغهای القای كالوس و باززایی اجرا شد. طرح آماری مورد استفاده در آزمایش غیر مستقیم و باززایی مستقیم باززایی

های گرم در لیتر( در تركیب با غلظتمیلی 4/0و  2/0، 0در سه سطح ) D-2,4های رشدی كنندهكاملاا تصادفی با تنظیم در قالب طرح

در صورت فاكتوریل . آزمایش باززایی مستقیم بهتکرار بود 4گرم در لیتر( با میلی 4/0و  2/0، 0( در سه سطح )Kinمختلف كینیتین )

ها در ترین كالوسحجیم به همراهترین درصد كالوس تکرار اجرا گردید. نتایج آزمایش نشان داد كه بیش 3تصادفی با  كاملاا  قالب طرح

چه فقط از و ظهور گیاه میرمستقیغ باززاییحاصل شد.  Kinگرم در لیتر میلی4/0و  D-2,4گرم در لیتر میلی 4/0 اضافهبه MSمحیط 

 گرم در لیترمیلی 1 به همراه( BAPبنزیل آمینوپورین ) گرم در لیترمیلی6/1حاوی  MSكشت  و در محیطساقه های ریزنمونه كالوس

Kin روز از واكشت، روی آن اندام هوایی  45آمده و بعد از حدود های واكشت شده بعد از مدت زمانی به رنگ سبز دركه در آن كالوس

ترین درصد باززایی بیش Kin گرم در لیترمیلی 2 به همراه BAPگرم در لیتر میلی 2در آزمایش باززایی مستقیم تركیب  .تشکیل شد

 را ایجاد كردند.
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 دانشجوی كارشناسی ارشد، گروه اصلاح نباتات، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد كرج، كرج، ایران -1

  irabdollah@yahoo.com. ایمیل: آزاد اسلامی، واحد كرج، كرج، ایران، گروه اصلاح نباتات، دانشگاه نویسنده مسئول: دانشیار -*2

 دانشیار، گروه اصلاح نباتات، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد كرج، كرج، ایران. -3

 داروییمجله زیست فناوری گیاهان 

 1396 زمستانو  پائیزدوم، سال سوم، شماره 

mailto:irabdollah@yahoo.com%20تلفن
mailto:irabdollah@yahoo.com%20تلفن
mailto:irabdollah@yahoo.com%20تلفن


 1396 پاییز و زمستان، دوموم، شماره سسال  / ییدارو اهانیگ یفناور ستیز/  21

 

 مقدمه

متعلق  (.Lavandula angustifolia Mill)اسطوخودوس 

های مختلف باشد. گونهمی  (Lamiaceae) نعناعیان به تیره

اسطوخودوس گیاهان خشبی چندساله و مخصوص مناطق 

 ,Panizza and Tognoni)خشک و نیمه خشک هستند 

1988; Nobre, 1996). صورت سنبله دراز است. ها بهگل

ای گزارش شده منشأ آن جنوب اروپا در مناطق مدیترانه

ترین گیاهان ( از مهمlavander) lavandula گونهاست. 

و برای خوشبو كردن پوست و مو استفاده شده معطر است 

 ,Gras and Calvo شودو دارویی مفید محسوب می

در سراسر جهان  lavandula(. چندین گونه از (1996

شان تکثیر های رستنیبا قسمت شود. این گیاهانكشت می

دهی شوند )ازجمله برش ساقه( اما به خاطر قدرت ریشهمی

 ,Gras and Calvoد )ندارتکثیر پایینی ، ضریب ضعیف

. اسانس این گیاه خاصیت شدید ضد باكتریایی (1996

های بهداشتی یکی از تركیبات اصلی برخی فراوردهداشته و 

و آرایشی را تشکیل داده و در تولید ادكلن، عطر، صابون، 

های هوا و امثال آن كاربرد فراوان دارد شامپو، خوشبوكننده

دار سنتی معمولأ با ریشه های(. در روش1369)زرگری، 

بر شود. تکثیر با بذر بسیار زمانكردن قلمه یا بذر تکثیر می

های اسانس آن است و امکان ایجاد تنوع و تغییر در ویژگی

دار كندی رشد و سخت ریشه لیبه دلزیاد است. همچنین 

دار كردن های برخی از ارقام، تکثیر با ریشهشدن قلمه

 ,.Dias et al)های خشبی، روش كارآمدی نیست قلمه

2002; Andrade et al., 1999.) روش كشت  رونیا از

امکان افزایش سرعت تکثیر را فراهم  ایدرون شیشه

نماید. باززایی گیاه از طریق كشت بافت در حال حاضر می

یک فرآیند ضروری و اساسی برای بیوتکنولوژی و اصلاح 

ی بسیاری رجنسیغجاری برای تکثیر طور تنباتات است و به

شود )باقری و آزادی، از گیاهان باغی و زراعی استفاده می

زایی و باززایی، نوع و غلظت . عامل مهم در كالوس(1381

كننده رشد مختلف است، اگرچه میزان موفقیت در تنظیم

زایی به قابلیت طبیعی باززایی ریزنمونه مورد نظر اندام

یک اكسین  2,4-D(. Ilahi et al., 2005بستگی دارد )

زایی نقش دارد مصنوعی شناخته شده است كه در كالوس

(Dudits et al., 1995) .ترینمهم جزو هاسیتوكنین 

 در شوند.می محسوب باززائی برای رشد هایكنندهتنظیم

 سیتوكنین مؤثرترین( BAP) آمینوپورینبنزیل هاآن بین

 درجات در 2ipو ( Kinكینیتین ). باشدمی استفاده مورد

(. در Skala and Wysokinska, 2006) دارند قرار بعدی

 اسطوخودوس ای برای القا كالوس از ریزنمونه برگمطالعه

تکمیل شده با  MSاستفاده شده است كه در محیط 

جایگزین و در  Kinمیکرومولار  1و  D-2,4مولار میکرو1

 40گراد نگهداری شدند. درجه سانتی 25تاریکی و دمای 

دست آمدند. با مطالعه ها بهروز بعد از كشت بهترین كالوس

منابع مختلف در خصوص كشت بافت گیاه اسطوخودوس و 

تولید كالوس از آن مشخص گردید كه در اكثر مطالعات از 

 .,Tsuro et alاستفاده شده است ) MSمحیط كشت 

2000). 

زایی و ندهای كالوسسازی فرایاین پژوهش در جهت بهینه

و مستقیم گیاه دارویی اسطوخودوس و  میرمستقیغباززایی 

سازی برای تولید اقتصادی، بهبود كیفیت و كمیت زمینه

 تركیبات دارویی در این گیاه انجام گرفت.

 هامواد و روش

های جوان گیاه اسطوخودوس ابتدا شاخه تهیه مواد گیاهی:

آوری و به گلخانه قبل از مرحله گلدهی از شهر كاشان جمع

كشاورزی و منابع طبیعی دانشگاه آزاد اسلامی دانشکده 

 5های واحد كرج منتقل شد. برای كشت بافت، سر شاخه

متری رأس گیاه مورد استفاده قرار گرفت. پس از جدا سانتی

ها، قطعات گیاهی با مقداری مواد شوینده همراه كردن نمونه

ها با آب مقطر با آب شستشو داده شدند. در انتها، نمونه

یل آبکشی و آب اضافی با كاغذ كشت استریل گرفته استر

های جوان جدا شده از ساقه نیز به قطعات كوچک شد. برگ

هایی از ساقه به قطعات متر و نیز قسمتمیلی 6×3حدود 

سازی برای متر پس از سترونسانتی 5/1كوچک حدود 

در  هاریزنمونهبردن كار رفتند. ابتدا با فرو كشت بافت به

دقیقه، سپس در هیپوكلریت  1درصد به مدت  70اتانول 

دقیقه قرار گرفتند  20درصد كلر فعال( به مدت  2سدیم )
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بار شستشو نهایی با آب مقطر استریل انجام  3-5و در نهایت 

 شد.

های جدا شده در محیط كشت نمونهریز تهیه محیط كشت:

 100 گرم در لیتر ساكارز و 30 تکمیل شده با MSپایه 

 pHگرم در لیتر میواینوزیتول كشت گردید. میلی

عفونی ضد تنظیم گردید و 8/5های كشت معادل محیط

درجه  121های كشت توسط اتوكلاو در دمای محیط

دقیقه صورت  20بار به مدت  2/1گراد در فشار سانتی

 گرفت.

در آزمایش و مستقیم:  میرمستقیغزایی و باززایی كال

تشکیل كالوس صفات مدت زمان تا القا كالوس، سازی بهینه

زایی و حجم كالوس )با استفاده از مقیاس درصد كالوس

گیری شدند. ( اندازهNabors (1977)و  Hookerای رتبه

در قالب طرح كاملاا  3×3صورت فاكتوریل آزمایش به

، 0در سه سطح ) D-2,4های رشدی كنندهتصادفی با تنظیم

های در لیتر( در تركیب با غلظت گرممیلی 4/0و  2/0

گرم در لیتر( میلی 4/0و  2/0، 0در سه سطح ) kinمختلف 

واحد آزمایشی اجرا گردید.  36تکرار و در مجموع  4با 

 24القای كالوس دمای  آزمایش ها درشرایط نگهداری نمونه

 بود. گراد در تاریکیدرجه سانتی

ایش به صورت كالوس، آزم از طریق میرمستقیغدر باززایی 

های كنندهتصادفی با تنظیم كاملاا فاكتوریل در قالب طرح 

 2و 1، 0های( با غلظتBAPرشدی بنزیل آمینو پورین )

( با NAAگرم در لیتر و نفتالین استیک اسید )میلی

گرم بر لیتر و همچنین میلی 2/0و  1/0، 0های غلظت

تکرا و  4های زیر در محتوی هورمون MSهای محیط

 واحد آزمایشی واكشت شدند: 48موعا مج

1. 4 mg.l-1 BAP 

2. 4 mg.l-1 BAP+0.3 mg.l-1 GA3 

3. 4 mg.l-1 BAP+0.3 mg.l-1 GA3+0.2 mg.l-1 IBA 

4. 2 mg.l-1 BAP+0.5 mg.l-1 IBA+0.1 mg.l-1 GA3 

5. 0.4 mg.l-1 BAP +1.9 mg.l-1 2-4-D + 3 mg.l-1 IBA 

6. 1.9 mg.l-1 2-4-D +3 mg.l-1 IBA 

7. 1.6 mg.l-1 BAP +0.4 mg.l-1 NAA 

8. 1.6 mg.l-1 BAP+ 0.4 mg.l-1 NAA+3 mg.l-1 

AgNO3 

9. 2 mg.l-1 BAP +0.2 mg.l-1 IBA +0.1 mg.l-1 NAA 

10. 0.5 mg.l-1 IBA + 0.4 mg.l-1 NAA 

11. 1 mg.l-1 BAP+ 0.2 mg.l-1 IAA +3 mg.l-1 AgNO3 

12. 1.6 mg.l-1 BAP +1 mg.l-1 Kin 

13. 4 mg.l-1 BAP +1 mg.l-1 Kin 

كالوس برای باززایی در اتاقک رشد با دمای ظروف حاوی 

 ساعت تاریکی نگهداری گردید. 6ساعت روشنایی و  18

در قالب  3×3آزمایش باززایی مستقیم به صورت فاكتوریل 

با  BAPهای رشدی كنندهتصادفی با تنظیم كاملاا طرح 

های با غلظت Kinگرم در لیتر ومیلی 2و  1، 0های غلظت

واحد  27تکرار و در مجموع  3در لیتر، با  گرممیلی 2و  1، 0

های باززا شده آزمایشی انجام گرفت. جهت بررسی نمونه

 روز درصد باززایی ثبت شد.  45پس از گذشت 

افزار دست آمده با استفاده از نرمهای بهداده تجزیه آماری:

SAS ها بر اساس مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند. داده

 درصد 5و  1سطح احتمال درای دانکن آزمون چند دامنه

  Excelافزاراز نرم نمودارها رسم شدند. برای مقایسه

 استفاده گردید.

 نتایج و بحث

 زاییكالوس

صفت درصد  نشان داد كه (1نتایج تجزیه واریانس )جدول

و  Kinو  D-2,4های رشدی كنندهزایی برای تنظیمكالوس

دار شد. در درصد معنی 1ها در سطح احتمال اثر متقابل آن

در  D-2,4و متقابل سطوح مختلف كینتین  خصوص اثر

نشان داد كه در چهار گروه زایی، نتایج صفت درصد كالوس

زایی مشاهده شد و این هورمونی بالاترین نسبت كالوس

داری با هم نداشتند، كه شامل چهار گروه اختلاف معنی

 2/0به همراه Kin گرم بر لیتر میلی 2/0حاوی  MS محیط

با  MSو همچنین محیط  D-2,4گرم بر لیتر میلی 4/0و 

 2/0به همراه Kin لیتر گرم بر میلی 4/0های محتوی غلظت

(. 1دست آمد )شکل به D-2,4گرم بر لیتر میلی 4/0و 

افزایش غلظت  كه داد نشان داوودی گیاه در تحقیقات

2,4-D  وKin زایی رالیتر كالوس گرم درمیلی 1حد  در
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(. Shinoyama et al., 2004است ) افزایش داده 

 تولید جهت داتوره جنس كه است شده گزارش همچنین

نیازمند  سیتوكینین و اكسین زمانهمحضور  به كالوس

 تولید میزان (. بنابراینDessouky et al., 2001) است

كار رفته در های رشد بههورمون تركیب به بستگی كالوس

های اكسین و تعادل بین هورمون محیط كشت دارد و

كننده و مهم تعیین مورفوژنتیکی سیتوكینین یك فاكتور

(. همچنین گزارش Abbasi et al., 2007رود )شمار میبه

سیتوكینین در  و D-2,4كه تركیب هورمون  شده است

 Abdحفظ آن مؤثر است ) تسهیل القای كالوس و

Elaleem et al., 2009.) 

نتایج نشان داد، نوع  ،زاییبرای صفت تعداد روز تا كالوس

درصد  1كننده رشدی مورد استفاده در سطح احتمال تنظیم

دار بود درصد معنی 5ها در سطح احتمال و اثر متقابل آن

متقابل سطوح در خصوص مقایسه میانگین اثر (. 1)جدول 

دهی، در صفت تعداد روز تا كالوس D-2,4مختلف كینتین و 

محتوی  MSدهی در محیط ترین تعداد روز تا كالوسكم

-2,4لیتر گرم بر میلی 4/0گرم بر لیتر كینتین و میلی 4/0

D های كنندهباشد. در واقع با افزایش غلظت تنظیممی

تری تا تولید كالوس نیاز است )شکل رشدی، تعداد روز كم

كننده مورد (. در رابطه با صفت حجم كالوس، نوع تنظیم2

 1ها در سطح احتمال آناستفاده و همچنین اثر متقابل 

 دار بود.درصد معنی

كننده مورد استفاده و تنظیمبرای صفت حجم كالوس، نوع 

درصد  1ها در سطح احتمال همچنین اثر متقابل آن

(. بر اساس مقایسه میانگین دانکن 1دار بود )جدول معنی

در تولید كالوس  D-2,4در خصوص تأثیر سطوح مختلف 

(، مشخص 1977برز)تر بر اساس مقیاس هوكر و نیحجیم

گرم میلی 4/0ترین حجم كالوس در سطح گردید كه بیش

گرم بر لیتر كینتین میلی 4/0در شرایطی كه  D-2,4بر لیتر 

(. با علم به 3دست آمد )شکل در محیط موجود باشد، به

خاصی هورمون رشد  میزان تا فقط D-2,4كه هورمون این

نتایج این  معکوس دارد. بنابراین بوده و از آن میزان بالاتر اثر

 Fazelie-nasab etمطلب خواهد بود ) تحقیق مؤید این

al., 2004 .) با توجه به نتایج بدست آمده حضور تنظیم

كننده های رشدی اكسین و سیتوكینین در القا رشد كالوس 

ضروری بنظر می رسد. این نتیجه با نتایج تحقیق مجتوی و 

( نیز مطابقت دارد. تنظیم كننده های رشدی 1395امیدی )

رند به دو صورت ذكر شده با اثر متقابلی كه روی هم دا

مستقیم و همچنین تأثیر بر میزان تولید هورمون های 

 درونی می توانند پاسخ گیاه را تحت تأثیر قرار دهند.

 میرمستقیغباززایی 

یرمستقیم )از طریق كالوس( با وجود غدر آزمایش باززایی 

های هورمونی مختلف های متعددی كه روی محیطیشآزما

انجام گرفت، تنها در یک محیط هورمونی شاهد فرآیند 

گرم بر لیتر میلی 6/1محتوی  MSباززایی بودیم. محیط 

BAP  گرم بر لیتر میلی 1وKin  محیطی بود كه در آن

های واكشت شده بعد از مدت زمانی به رنگ سبز كالوس

روز از واكشت، روی آن اندام  45ود درآمده و بعد از حد

روز  60بعد از حدود الف(. -5هوایی تشکیل شد )شکل 

 هاسیتوكینینب(.  -5چه بودیم )شکل شاهد تشکیل گیاه

های جانبی، در تقسیم سلولی و تحریك رشد در جوانه در

مهار رشد ریشه و مهار پیری دخالت دارند. اگرچه نوع و 

زایی رشد گیاهی در القا اندامهای كنندهغلظت این تنظیم

 ,.Benková et al؛ 1390نیز نقش بسزای دارند )پبوندی، 

محیط واكشت دارای ( 1390پیوندی و همکاران )(. 1999

گرم بر لیتر( نیز ساقه و میلی 1) BAP و Kin دو هورمون

های زایی و نمو شاخهنمودند. این نتایج با كالبرگ تولید 

در  (Passiflora edulis)ی نابجا در گیاه گل ساعت

 ( همخوانی دارد.2000و همکاران )  Biasمطالعه

 باززایی مستقیم

در آزمایش باززایی مستقیم پس از گذشت مدت زمان لازم 

هایی كه های باززایی شده و نمونهروز( تعداد نمونه 45)

برداری شدند. تولید كالوس كرده بودند، شمارش و یادداشت

های جایگزین شده، پروسه باززایی و ظهور در میان نمونه

 1حاوی   MSفقط از ریزنمونه ساقه و در محیط چهاهیگ

، Kinگرم بر لیتر میلی 1به همراه  BAPگرم بر لیتر میلی
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 2و  BAPگرم بر لیتر میلی 2همچنین محیط حاوی 

ج(. نتایج  -5دست آمد )شکل به Kinگرم بر لیتر میلی

(، بهترین محیط برای 4حاصل از آزمایش نشان داد )شکل 

گرم بر میلی 2حاوی  MSدرصد باززایی مستقیم، محیط 

مدرس و باشد. می Kinگرم بر لیتر میلی 2و  BAPلیتر 

 Salvia)( در مورد گیاه نوروزک 1391همکاران )

leriifolia) گرم میلی 2ترین درصد باززایی در غلظت بیش

گرم در لیتر میلی 2آمینوپورین و غلظت در لیتر بنزیل

 كینیتین به نتایج مشابهی دست یافتند.

 

 دهی و حجم كالوس در گیاه اسطوخودوستا كالوسزایی، تعداد روز جدول تجزیه واریانس برای صفات درصد كالوس -1جدول 

 درجه آزادی منابع تغییر
  میانگین مربعات

دهی روز تا كالوس زاییدرصد كالوس  حجم كالوس 

2,4-D 2 87/10561 ** 583/217 ** 263/293 ** 

Kinetin 2 87/14691 ** 083/256 ** 152/284 ** 

2,4-D× kinetin 4 64/1756 ** 916/25 * 756/24 ** 

27 46/105 (E)خطا   888/7  347/3  

398/19 - (%)درصد ضریب تغییرات   263/7  137/21  

ns 1و  5در سطح احتمال  داریمعن، اختلاف داریمعنعدم اختلاف  دهندهنشان، * و **: به ترتیب 

 

 
 زاییصفت درصد كالوس در D-2,4و Kin اثر متقابل سطوح مختلف نیانگیم سهیمقانمودار  -1شکل 

 

kin = 0  kin = 0.2 kin = 0.4

2,4-D = 0 0 19 38

2,4-D = 0.2 0 100 100

2,4-D = 0.4 33.3 85.7 100
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 دهیصفت روز تا كالوس در D-2,4و  Kin اثر متقابل سطوح مختلف نیانگیم سهیمقانمودار  -2شکل 

 

 
 صفت حجم كالوس در D-2,4 و Kin اثر متقابل سطوح مختلف نیانگیم سهیمقانمودار  -3شکل 

kin = 0 kin = 0.2 kin = 0.4

2,4-D = 0 45 43.5 41.25

2,4-D = 0.2 45 37 31.75

2,4-D = 0.4 40.75 33.5 30.25
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 كننده رشدی باززایی شدهمحیط تنظیم 2نمودار مقایسه درصد باززایی مستقیم در  -4 شکل

 

 
 روز 45ای پس از گذشت چه از ریزنمونه ساقه در محیط كشت درون شیشهباززایی گیاهچه، ج( الف( تشکیل اندام هوایی، ب( تشکیل گیاه -5شکل 

 

 گیری كلینتیجه

 MS  محیطدر  كه است مطلب این بیانگر حاصله نتایج

 Kinگرم میلی 4/0و  D-2,4گرم میلی 4/0تکمیل شده با 

ترین كالوس تولید همراه حجیمترین درصد كالوس به بیش

كننده رشدی اكسین و سیتوكنین شد. تركیب دو تنظیم

فقط مستقیم غیرمیزان تولید كالوس را افزایش داد. باززایی 
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 6/1حاوی  MS و در محیطساقه های ریزنمونه از كالوس

 گرم در لیترمیلی 1 به همراه BAPگرم در لیتر میلی

شود كه بهترین گیری میكینتین رخ داد. بنابراین نتیجه

محیط كشت جهت باززایی این گیاه محیط فاقد اكسین 

ترین درصد باززایی از باشد. باززایی مستقیم با بیشمی

گرم در میلی 2 به همراه BAPگرم در لیتر میلی 2تركیب 

 كه شودمی گیرینتیجه بنابراین دست آمد.به Kin لیتر

 فاقد محیط گیاه این باززایی جهت كشت محیط ترینبه

 ساقه نیز باززایی دهندهنشانریزنمونه  و بوده اكسین

در حالیکه ریزنمونه سرشاخه جوان این پاسخ را  باشدمی

 نشان نداد.
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