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چکیده
Cichorium(کاسنی  intybus L.(ایـن  . باشـد باشد که به دلیل داشتن انواع مختلف ترکیبات دارویـی حـائز اهمیـت مـی    گیاه دارویی مهمی می

صـورت  آزمایش بـه  . هاي برگ و دمبرگ مورد مطالعه قرار گرفتزایی و باززایی گیاه کاسنی با استفاده از ریز نمونهسازي کالوستحقیق به منظور بهینه
گـرم  میلیNAA) (0 ،1/0،3/0 ،6/0 ،1(هاي مختلف نفتالین استیک اسید در این آزمایش از غلظت.فاکتوریل در قالب طرح کاملاً تصادفی انجام گردید

صـد  صـفات در . اده گردیـد استف) گرم در لیترمیلی0 ،5/0 ،1 ،5/1)(KIN(و کینتین ) گرم در لیترمیلی0 ،1/0 ،5/0 ،1 ،5/1) (BA(، بنزیل آدنین )در لیتر
در ترکیب هورمونی نفتالین استیک اسیدو بنزیل آدنین در هـر دو  . هاي باززایی شده در هر ریز نمونه بررسی شدصد باززایی، تعداد نوساقهزایی، درکالوس

اسـتیک اسـید و کینتـین بیشـترین درصـد      در ترکیب هورمونی نفتالین . زایی مشاهده شدهاي هورمونی کالوسریز نمونه برگ و دمبرگ در همه ترکیب
میلی 5/1و یا 1گرم در لیتر نفتالین استیک اسید در ترکیب با هورمون کینتین با غلظت میلی3/0زایی در ریز نمونه برگ در محیط کشت حاوي کالوس

1گـرم در لیتـر نفتـالین اسـتیک اسـید و      میلـی 3/0زایی در محیط کشت حاوي گرم در لیتر مشاهده شد و در ریز نمونه دمبرگ بیشترین درصد کالوس
در ترکیب هورمونی نفتالین استیک اسیدو بنزیل آدنین در هر دو ریز نمونه برگ و دمبرگ بیشترین باززایی از لحـاظ  . حاصل شدگرم در لیتر کینتینمیلی

گـرم در لیتـر بنزیـل    میلـی 1/0فتالین اسـتیک اسـید و   گرم در لیتر نمیلی3/0حاوي ) MS(درصد و تعداد نوساقه در محیط کشت موراشیگ و اسکوگ 
نمونه برگ بیشترین باززایی از لحـاظ درصـد و تعـداد نوسـاقه در محـیط کشـت       در ترکیب هورمونی نفتالین استیک اسید وکینتیندر ریز. آدنینبدست آمد

تر کینتین و در ریز نمونه دمبرگ در محیط کشت موراشـیگ و  گرم در لیمیلی1گرم در لیتر نفتالین استیک اسید و میلی1/0حاوي موراشیگ و اسکوگ
. گرم در لیتر کینتین بدست آمدمیلی5/0گرم در لیترنفتالین استیک اسید و میلی3/0اسکوگ حاوي 

بنزیل آدنین، کینتین، محیط کشت، نفتالین استیک اسید، نو ساقه: کلیديهايواژه
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ســلولکشــتازراهکارهــايبااســتفادهوغیــرهوژنتیــکبیوشــیمی،
قـادر مولکـولی نشـانگرهاي وژنتیـک مهندسیها،بافتوهاها،اندام

داروولیـد تجهـت پـذیر جدیـد تمنابععنوانرابهگیاهانکارآییاست
L.Cichoriumعلمـی کاسـنی بـا نـام   .)5(دهدافزایش intybus از

شکلگیاهی علفی، پایا با ریشه مخروطی.باشدمیAsteraceaeهتیر
دار، برگهـا  اي، سـاقه راسـت و شـاخه   به رنگ قهوه) متر1-5/0(و دراز 

اي بدون دمبرگ و گلها به رنـگ  زمینی که به صورت متناوب، سر نیزه
منشاء اصـلی ایـن   ). 24(متر است 1-5/0آبی بوده و ارتفاع گیاه بین 

.اسـت گیاه اروپاي مرکزي مناطق غربی و مرکزي آسیا و شمال آفریقا
به خصـوص شـمال ایـران،    وسیعی در نواحی مختلف ایران پراکندگی
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ریشه، بـرگ و بـذر   ). 10(آذربایجان و مناطق کوهستانی خراسان دارد
ــولین،    ــل اینـ ــی از قبیـ ــات دارویـ ــادي ترکیبـ ــداد زیـ آن داراي تعـ

باشـد  و ویتامین می4، فلاونوئیدها3، کومارین2، لاکتون1ترپنسسکویی
ن، اشـتها آور، ضـد نفـخ و ضـد     که به عنوان ضد هپاتیت، ضد سـرطا 

شود خواص ضد باکتریایی نیز بـراي عصـاره ریشـه    التهاب استفاده می
و کـالوس درتولیـد کهعواملیازجمله).14(کاسنی گزارش شده است 

ریـز  کشت، نوعمحیطرشد،هايکنندهتنظیمژنوتیپ،مؤثرند،باززایی
دادهنشـان نتـایج ). 4(باشد میمحیطیوشرایطریز نمونهسننمونه،
اجتنـاب ژنوتیـپ بـه گیـاه وبـاززایی کـالوس القايوابستگیکهاست

کنـد  مـی تغییـر گیاهباژنوتیپگیاهباززاییوکالوسوالقايناپذیراست
)4.(

ژنوتیـپ  4براي بـاززایی  ) 15(اي توسط پارك و همکاران مطالعه
بـا  )MS(5مختلف گیاه کاسنی در محیط کشت موراشیگ و اسـکوگ 

و بنزیـل  ) IAA(6هاي رشد گیاهی ایندول اسـتیک اسـید  تنظیم کننده
هاي مختلف با دو ریـز نمونـه بـرگ و    در غلظت) BAP(7آمینو پورین

هـاي مـورد بررسـی، در    دمبرگ صورت گرفته است که از بین ژنوتیپ
1/0بیشــترین بــاززایی را در محــیط کشــت حــاوي 8ژنوتیــپ گویلیــو

بنزیل آمینـو  گرم در لیترمیلی1و تیک اسیدگرم در لیتر ایندول اسمیلی
زایی و به منظور کالوس) 16(رحمان و همکاران . پورین گزارش کردند
در ايشیشـه برگ گیـاه کاسـنی در شـرایط درون   باززایی از ریز نمونه

تنظــیم هــاي متفــاوت ترکیــبمحــیط کشــت موراشــیگ و اســکوگ 
و ) BA(9بنزیـل آدنـین  ایندول اسـتیک اسـید،   هاي رشد گیاهیکننده

که در ترکیـب  هاي مختلف استفاده نمودندغلظتدر) KIN(10کینتین
زایـی  صـد کـالوس  و کینتین بیشترین درهورمونی ایندول استیک اسید

حــاوي در محــیط کشــت موراشــیگ و اســکوگ    ) درصــد4/84(
گـرم در لیتـر   میلـی 07/1گرم در لیترایندول استیک اسید و میلی35/0

و بیشــترین تعــداد ) درصـد 4/84(یشــترین درصـد بــاززایی  بکینتـین و 
گـرم در لیتـر   میلـی 087/0حـاوي در محیط کشت )عدد92/5(نوساقه 

. گرم در لیتر کینتین گـزارش کردنـد  میلی05/1ایندول استیک اسید و 
و بنزیـل آدنـین   اینـدول اسـتیک اسـید   همچنین در ترکیب هورمونی

بیشـترین درصـد بـاززایی    و) درصـد 70(زایـی  صد کالوسبیشترین در
حـاوي  در محیط کشت ) عدد9/3(و بیشترین تعداد نوساقه ) درصد61(

1- Sesquiterpene
2- Lacoten
3- Kumarin
4- Flavonoid
5- Skoog &Murashige
6- Indole Acetic Acid
7- BenzylAmino Pourin
8- Guilio
9- BenzylAdenine
10- Kinetin

گرم در لیتـر  میلی05/1گرم در لیتر ایندول استیک اسید و میلی087/0
.گزارش شد) 16(بنزیل آدنین توسط رحمان و همکاران 

هـاي کوتیلـدون دو   باززایی از ریز نمونـه ) 3(جن وون و همکاران 
بـا اسـتفاده از ترکیبـات    12ایتالیانـا و 11رادشـیو ژنوتیپ مختلف کاسنی 

هاي رشد گیاهی ایندول اسـتیک اسـید و بنزیـل    مختلف تنظیم کننده
آمینو پورین در محیط کشت موراشیگ و اسکوگ مـورد بررسـی قـرار    

در ژنوتیـپ  ) عـدد 6/5(نتایج نشان داد بیشـترین تعـداد شـاخه    . دادند
گرم در لیترایندول استیک اسـیدو  میلی1درمحیط کشت حاوي شیوراد
) عـدد 5(گرم در لیتر بنزیل آمینو پورین و بیشترین تعداد شـاخه میلی1

گرم در لیتر اینـدول  میلی1/0درمحیط کشت حاوي ایتالیانادر ژنوتیپ 
. گـرم در لیتربنزیـل آمینـو پـورین مشـاهده شـد      میلی1استیک اسید و
کوتیلـدون  به منظور باززایی از ریز نمونه) 7(همکاران هیون جونگ و

هـاي رشـد گیـاهی اینـدول     از ترکیبات مختلف تنظـیم کننـده  کاسنی
استیک اسـید و بنزیـل آمینـو پـورین در محـیط کشـت موراشـیگ و        

نتایج آزمـایش آنهـا نشـان داد کـه در محـیط      . اسکوگ استفاده کردند
گـرم  میلـی 1/0آمینو پورین وگرم در لیتر بنزیلمیلی5/1کشت حاوي 

.در لیتر ایندول استیک اسید بیشترین باززایی صورت گرفته است
اي را براي رشد سـریع  العادههاي فوقبیوتکنولوژي گیاهی فرصت

مختلــف و پیشــرفت علــم فــراهم آورده اســت و از میــان موضــوعات
بیوتکنولوژي، کشت بافت گیاهی از اهمیت بسـیار زیـادي بـر خـوردار     

فنون کشت بافت گیاهی به ابزاري قدرتمنـد بـراي تکثیـر    ). 20(ست ا
هـا در گیاهـان   ایـن تکنیـک  ). 19(هاي گیاهی تبدیل شده اسـت  گونه

پلاسم یـا  هاي ثانویه ویژه، حفاظت ژرمدارویی به سمت تولید متابولیت
علاوه بر ). 18و 12(شود توسعه اصول ریز ازدیادي گیاه سوق داده می

هـاي  فت در بهبود ژنتیکـی گیاهـان بـا اسـتفاده از روش    این، کشت با
پیش نیـاز  . بیوتکنولوژي و مهندسی ژنتیک نیز نقش بسیار مهمی دارد

سـازي یـک سیسـتم کشـت     اصلی و اولین گام براي موارد فوق بهینه
بنابراین با توجه بـه اینکـه مطالعـاتی در رابطـه بـا      . بافت مناسب است

ارش نشده اسـت، ایـن تحقیـق بـه     کشت بافت کاسنی بومی ایران گز
هـاي  سازي روش بـاززایی مناسـب بـا اسـتفاده ازغلظـت     منظور بهینه

هـاي  و ریـز نمونـه  NAA،BA،KINهاي رشـد  مختلف تنظیم کننده
.انجام شد) ژنوتیپ بومی اصفهان(برگ و دمبرگ این گیاه 

هامواد و روش
تهیه و ضدعفونی بذور 

جهـت  . بذر گیاه کاسنی از شرکت پاکان بذر اصفهان تهیه گردیـد 
دقیقه زیـر آب جـاري شستشـو داده    30مدت عفونی، بذور ابتدا به ضد

90بـه مـدت   % 70سپس زیر هود لامینار ابتدا در الکل اتـانول  . شدند

11- Radcchio
12- Italiana
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به مـدت  % 5ور شدند و سپس با محلول هیپوکلریت سدیم ثانیه غوطه
بـار بـا آب مقطـر اسـتریل     3در نهایت .گردیدندعفونی دقیقه ضد25

.دقیقه شستشو داده شدند15و 5، 1بهمدت 

کشت بذور
) MS(موراشیگ و اسـکوگ عفونی شده در محیط کشتبذور ضد

. عدد بـذر قـرار گرفـت   15داخل هر پتري دیش . کشت گردیدند)13(
بعد از .ساعت در تاریکی قرار گرفتند48زنی به مدت جهت جوانهبذور 
25±2ها جهت رشد و نمو در اتاقـک رشـد بـا دمـاي     زنی کشتجوانه

سـاعت  8سـاعت روشـنایی و   16گـراد و تنـاوب نـوري    درجه سـانتی 
.تاریکی نگهداري شدند

هاکشت ریز نمونه
هـاي بـرگ و   ها از آنها ریـز نمونـه  چهار هفته بعد از رشد گیاهچه

متـر  میلـی 5گ به طـول  هاي برگ و دمبرریز نمونه. دمبرگ تهیه شد
هـاي  حـاوي ترکیـب غلظـت   MSند و در محیط کشت برش داده شد

8در هـر تکـرار   . کشت گردیدنـد هاي رشدگیاهیمختلف تنظیم کننده
کشـت، هـادرمحیط ریـز نمونـه  استقرارازبعد. ریز نمونه کشت گردید

درجـه  25±2شـد و در دمـاي   بسـته ها با پارافیلمپتري دیشاطراف
8و )لوکس2000نورشدت(ساعت روشنایی 16گراد و شرایط سانتی

. ساعت تاریکی قرار داده شدند

گیري صفات مورد اندازه
زایـی،  درصد کالوسگیري در این تحقیق شامل صفات مورد اندازه

درصد باززایی، میانگین تعداد نوساقه در هر ریز نمونه بـود کـه بعـد از    
.ها یادداشت برداري صورت گرفتاز کشت ریز نمونهچهار هفته 

تیمارهاي هورمونی
هـاي  در غلظـت MSها جهت باززایی در محیط کشـت  ریز نمونه

، )NAA(نفتالین استیک اسـید  )گرم در لیترمیلی1، 3/0،6/0، 1/0، 0(
، 0(و ) BA(آدنــین بنزیــل ) گــرم در لیتــرمیلــی5/1، 1، 5/0، 1/0، 0(
مــورد بررســی قــرار ) KIN(کنتــین ) گــرم در لیتــرمیلــی5/1، 1، 5/0

کاملاً تصادفی فاکتوریل در قالب طرحاین آزمایش به صورت. گرفتند
محـیط کشـت   . هاي برگ و دمبرگ انجام شدجهت باززایی ریز نمونه

MSهــاي مختلــف تنظــیم در آزمــایش اول حــاوي ترکیــب غلظــت
ترکیـب هورمـونی   25در )NAAو BA(هـاي رشـد گیـاهی    کننده

ریزنمونه و محیط کشـت  8تکرار و در داخل هر تکرار 3در ) 1جدول (
MSهــاي مختلــف تنظــیم در آزمــایش دوم حــاوي ترکیــب غلظــت

تکـرار و در داخـل هـر    4در )NAAو KIN(هاي رشد گیاهی کننده
. بودند) 2جدول (ترکیب هورمونی 20ریزنمونه و 8تکرار 

تحیل آماريتجزیه و
مـورد تجزیـه و تحلیـل قـرار     16SPSSافـزار ها توسط نـرم داده

ها مـورد بررسـی   قبل از انجام تجزیه واریانس نرمال بودن داده. گرفت
اي دانکـن  ها بر اساس آزمون چند دامنـه قرار گرفت و مقایسه میانگین

. انجام شددرصد5در سطح احتمال 

هاي برگ و دمبرگهاي کشت براي القاي کالوس و باززایی در ریز نمونهدر محیطBAوNAAغلظتهاي مختلف -1جدول 
Table 1- Different combinations of NAA and BA in MS medium used for callus induction and regeneration from leaf and

petiole explants
محیط کشت
Medium

)mg l-1(ترکیبات تیماري
Treatment combinations (mg l-1)

محیط کشت
Medium

)mg l-1(ترکیبات تیماري
Treatment combinations(mg l-1)

M10NAA + 0BAM140.3NAA + 1BA
M20NAA + 0.1BAM150.3NAA + 1.5BA

M30NAA + 0.5BAM160.6NAA + 0BA

M40NAA + 1BAM170.6NAA + 0.1BA

M50NAA + 1.5BAM180.6NAA + 0.5BA

M60.1NAA + 0BAM190.6NAA + 1BA

M70.1NAA + 0.1BAM200.6NAA + 1.5BA

M80.1NAA + 0.5BAM211NAA + 0BA

M90.1NAA + 1BAM221NAA + 0.1BA

M100.1NAA + 1.5BAM231NAA + 0.5BA

M110.3NAA + 0BAM241NAA + 1BA

M120.3NAA + 0.1BAM251NAA + 1.5BA

M130.3NAA + 0.5BA
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هاي برگ و دمبرگهاي کشت براي القاي کالوس و باززایی در ریز نمونهدر محیطKINوNAAغلظتهاي مختلف -2جدول 
Table 2- Different combinations of NAA and KINin MS medium used for callus induction and regeneration of leaf and

petiole explants
محیط کشت
Medium

)mg l-1(ترکیبات تیماري
Treatment combinations (mg l-1)

محیط کشت
Medium

)mg l-1(ترکیبات تیماري
Treatment combinations (mg l-1)

R10 NAA + 0 KINR110.3NAA + 1 KIN

R20 NAA + 0.5 KINR120.3 NAA + 1.5 KIN

R30 NAA + 1 KINR130.6 NAA + 0 KIN

R40 NAA + 1.5 KINR140.6 NAA + 0.5 KIN

R50.1 NAA + 0 KINR150.6 NAA + 1KIN

R60.1 NAA + 0.5 KINR160.6 NAA + 1.5 KIN

R70.1NAA + 1 KINR171 NAA + 0 KIN

R80.1NAA + 1.5 KINR181 NAA + 0.5 KIN

R90.3 NAA + 0KINR191 NAA + 1KIN

R100.3 NAA + 0.5 KINR201 NAA + 1.5KIN

نتایج و بحث
نتایج تجزیه و تحلیل آماري نشان داد کـه اثـرات اصـلی و اثـرات     

بـر  BAوNAAهـاي  هـاي مختلـف ترکیـب هورمـون    غلظتمتقابل 
و میانگین تعداد نوساقه در هر ریز نمونه، در ریـز  صد باززایی صفات در

).3جـدول  (دار شـد  نـی مع% 1نمونه برگ و دمبرگ در سطح احتمـال  
نتایج تجزیه آماري نشان داد که اثرات اصلی و اثرات متقابـل  همچنین

بـر صـفات   NAAو KINهـاي هاي مختلف ترکیـب هورمـون  غلظت
و میانگین تعداد نوساقه در هـر ریـز   زایی، درصد باززایی صد کالوسدر

د دار ش ـمعنـی % 1نمونه، در ریز نمونه برگ و دمبرگ در سطح احتمال 
هاي برگ و دمبـرگ کشـت شـده    در این تحقیق ریز نمونه).4جدول (

بعد BAوNAAهاي رشد گیاهی در محیط کشت حاوي تنظیم کننده
هاي کشت به القاي کالوس واکـنش  از گذشت دو هفته در اکثر محیط

هـاي کشـت بـا سـطوح     زایی در همه محیطدرصد کالوس. نشان دادند
فاقـد  (بـه غیـر از شـاهد    ) BAوNAA(مختلف اکسین و سـایتوکنین  

در هـر دو  ) به تنهـایی BA(هاي کشت فاقد اکسین و محیط) هورمون
نتـایج مقایسـه میـانگین    . بـود ) درصـد 100(ریز نمونه برگ و دمبرگ 

بـراي صـفت   KINوNAAهـاي  متقابـل هورمـون  مربوط بـه اثـرات  
هـاي  از بین تیمارهاي مـورد بررسـی بـا غلظـت    زایی نشان داد کالوس

زایـی  بیشترین درصد کـالوس KINو NAAلف ترکیب هورمونی مخت
در گـرم  میلـی 3/0حـاوي  R11محیط کشت براي ریز نمونه برگ در 

حـاوي R12محـیط کشـت   وKINدر لیتر گرم میلی1و NAAلیتر 
KIN)8/71در لیتــر گــرم میلــی5/1و NAAدر لیتــرگــرم میلــی3/0

زایـی بـراي ریـز نمونـه     بیشترین درصـد کـالوس  . مشاهده شد) درصد
و NAAدر لیتـر  گـرم  میلی3/0حاوي R11محیط کشت دمبرگ در 

در محیط کشـت  . حاصل شد) درصدKIN)25/81در لیتر گرم میلی1
هاي کشتی کـه فاقـد هورمـون اکسـین     و محیط) فاقد هورمون(شاهد 

نتایج نشان داد جهـت تولیـد کـالوس    . شدزایی مشاهده نبودند کالوس
وجود هورمون ضروري است و در محیط کشت فاقد هورمون کـالوس  

دیگـر دانشـمندان توسطرابطهایندرنیزمشابهینتایج.تولید نگردید
دادهنشانتحقیقات) 22، 8، 2، 1(استشدهثبتگونه گیاهیچنددر

سـایتوکنین، کـالوس  فاقـد واکسـین دارايکشتمحیطدرکهاست
در . )5(شـود تولیـد نمـی  کالوسحضوراکسینبدوناماگرددمیتولید

درمحـیط اکسـین وجـود بـدون نیـز گـردو گیـاه هـاي گزارشی درلپه
زایـی ریـز   سـایر محققـان کـالوس   .)17(نگردیـد  تولیدکشت،کالوس

گــزارش BAو NAAهــاي ایـن گیــاه را بـا ترکیــب هورمـونی   نمونـه 
بـراي  BAرا در ترکیـب بـا  IAA) 16(رحمـان و همکـاران   . اندنکرده

زایی ریز نمونه برگ گیاه کاسنی استفاده کردند، کـه بیشـترین   کالوس
و IAAدر لیتر گرممیلی087/0محیط کشت حاوي زایی را در کالوس

ــی05/1 ــرممیل ــر گ ــد) درصــدBA)70در لیت ــزارش کردن ــیم و . گ ل
هاي برگ و دمبرگ گیاه کاسـنی  زایی ریز نمونهلوسکا) 11(همکاران 

در ) IAAو BAP(و ) NAAو BAP(هــاي هورمــونی را بــا ترکیــب
BAPبا NAAهاي مختلف مورد مطالعه قرار دادند که ترکیب غلظت

صـد  زایـی شـدند و در  درصـد کـالوس  100در همه تیمارها منجـر بـه   
تـا  20از BAPبـا سـایتوکنین  IAAزایی را در ترکیب اکسین کالوس

زایی کالوس) 21(ولایوتام و همکاران . درصد متغییر گزارش کردند95
IAA،NAAهـاي مختلـف  ریز نمونه برگ گیاه کاسنی را با اکسـین 

،IBA 4-2و-D  در ترکیب با سـایتوکنینBAP    بررسـی کردنـد کـه
ــالوس   ــد ک ــترین درص ــیبیش ــونی  رازای ــب هورم و BAPدر ترکی

NAAهاي هورمونی گزارش کردندسایر ترکیببهتنسب.
ــل       ــرات متقابـ ــه اثـ ــوط بـ ــانگین مربـ ــه میـ ــایج مقایسـ نتـ

نشـان داد کـه ترکیبـات تیمـاري مختلـف      BAو NAAهـاي هورمون
هاي مختلـف  بررسی اثر ترکیب. اثرات متفاوتی بر روي باززایی داشتند
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) راز لحاظ درصد و میانگین باززایی در هر تیما(BAوNAAهورمونی
هاي برگ و دمبرگ نشان داد بیشترین درصد بـاززایی در  در ریز نمونه

و بیشترین میانگین تعـداد نوسـاقه در هـر    ) درصد71(ریز نمونه برگ 
و بیشـترین درصـد بـاززایی در ریـز نمونـه      ) عدد7/2(ریز نمونه برگ 

و بیشترین میانگین تعداد نوساقه در هر ریز نمونـه  ) درصد73(دمبرگ 

گـرم در  میلـی 3/0حـاوي  M12محیط کشت در ) عدد73/2(دمبرگ 
محـیط کشـت   . بدسـت آمـد  BAگرم در لیتر میلی1/0و NAAلیتر 
M7 گرم در لیتر میلی1/0حاويNAA گرم در لیتر میلی1/0وBA

عدد میانگین تعداد نوساقه در هر ریـز نمونـه،   2درصد باززایی و 58با 
.نشان داددر ریز نمونه برگ باززایی بهتري

دمبرگبرگ و هاي بر صفات مورد ارزیابی در ریز نمونهBAو NAAتجزیه واریانس تاثیر ترکیبات هورمونی-3جدول 
Table 3- Analysis of variance for the effect of different combinations of NAA and BA on some characteristics in leaf and

petiole explants
میانگین مربعات
Mean squares

آزاديدرجه
Degree of
freedom

تغییراتمنابع
Source of variations

ریز نمونه دمبرگ
Petiole explant

ریز نمونه برگ
Leaf explant

میانگین تعداد نو ساقه
Mean number of

shoots

باززاییصد در
Regeneration

percent

میانگین تعداد نوساقه
Mean number of

shoots

صد باززاییدر
Regeneration

percent
**0.374**34.3**0.623**48.24NAA
**0.338**25.3**0.436**36.14BA

**0.1**7.38**0.144**9.916NAA×BA

0.0410.360.0390.46750)Error (اشتباه آزمایشی
(%)ضریب تغییرات -23.723.322.121.3

Coefficient of
variations

%1دار در سطح احتمال معنی: **
Significant at probability level of 1 %:**

دمبرگبرگ و هايبر صفات مورد ارزیابی ریز نمونهKINوNAAتجزیه واریانس تاثیر ترکیبات هورمونی-4جدول 
Table 4- Analysis of variance for the effects of different combinations of NAA and KIN on some characteristics in leaf and

petiole explants
میانگین مربعات
Mean squares

درجه 
آزادي

Degree
of

freedom

تغییراتمنابع
Source of
variations

دمبرگریز نمونه 
Petiole explant

ریز نمونه برگ
Leaf explant

زاییدرصد کالوس
Callusinduction

percent

میانگین تعداد 
Meanنوساقه

number
ofshoots

صد باززاییدر
Regeneration

percent

زاییدرصد کالوس
Callusinduction

percent

میانگین 
تعداد 
نوساقه
Mean

number
of shoots

صد باززاییدر
Regeneration

percent

**87.7**0.038**22.9**93**0.35**67.84NAA
**77.7**0.027**15.7**62.4**0.152**31.73KIN
**15.4**0.021**8.5**12.3**0.072**9.512NAA×KIN

0.7070.0040.2280.2830.020.47960)Error ( اشتباه
آزمایشی

25.88.423.816.417.227
(%)ضریب تغییرات 

Coefficient of
variations

%1دار در سطح احتمال معنی: **
**: Significant at probability level of 1 %
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هاي برگ و دمبرگبر صفات مورد ارزیابی در ریز نمونهBAو NAAتاثیر ترکیب هورمونیمقایسه میانگین -5جدول 
Table 5- Compare means for different combinations of NAA and BA in leaf and petiole explants

ریز نمونه برگ
Leaf explant

ریز نمونه دمبرگ
Petiole explant

درصد باززایی
Regeneration
percent

تعداد نوساقهمیانگین 
Mean number of

shoots

زاییکالوس
Callus

induction

درصد باززایی
Regeneration

percent

میانگین تعداد نوساقه
Mean number of

shoots

زاییکالوس
Callus

induction

محیط کشت
Medium

0g0e-0e0d-M1

0g0e-0e0d-M2

0g0e-0e0d-M3

0g0e-0e0d-M4

0g0e-0e0d-M5

0g0e-0e0d-M6

58ab2 a+38c0.8bcd+M7

41cd1.66ab+18.6d0.56bcd+M8

36cd0.83bc+14d0.17d+M9

8.3f0.2cd+0e0d+M10

0g0e+0e0d+M11

71a2.7a+73a2.73a+M12

48.3bc1.66ab+47b1.4b+M13

36.6cd0.33cd+33.3c0.76bcd+M14

9f0.16cd+9.3d0.07d+M15

0g0e+0e0d+M16

37 cd0.33cd+42b0.93bc+M17

37 cd0.26cd+21cd0.43bcd+M18

16.6 e0.13cd+11.7d0.09d+M19

15.3e0.13cd+9.3d0.09d+M20

0g0e+0e0d+M21

0g0e+0e0d+M22

0g0e+0e0d+M23

15.3e0.16cd+9 d0.09d+M24

19.6 e0.13cd+14d0.2cd+M25

داري از لحاظ آماري ندارندهاي با حروف مشترك در هر ستون اختلاف معنیمیانگین
Means with similar letters in each column are not significantly different

در تیمار شاهد و تیمارهاي بکـار رفتـه هـر    ) صفر(کمترین باززایی 
گـرم در  میلی1هاي ها به تنهایی و همچنین در غلظتیک از هورمون

بـاززایی مشـاهده   BAلیتردر گرممیلی5/0و 1/0بعلاوه NAAلیتر
کـاهش یافـت و   صـد بـاززایی   درBAبا افزایش غلظت هورمون . شد

).5جـدول (بدسـت آمـد   BAهـاي پـایین   بیشترین باززایی در غلظـت 
در آزمایشی براي باززایی ریز نمونه برگ گیـاه  ) 9(وهمکارانکاناموتو

ــاززایی را در غلظـــت  ــترین بـ ــاهو بیشـ ــایینکـ ــاي پـ و NAAهـ
BA)1/0گرم در لیترمیلیNAA گرم در لیترمیلی1/0وBA ( گزارش

نیز بیشترین میزان نوساقه را در ریـز نمونـه   ) 6(ت هانتر و بوری. کردند
ــاه کــاهو در غلظــت  ــدون گی ــایینکوتیل BA)54/0و NAAهــاي پ

بدسـت آوردنـد کـه بـا     ) BAمیکرومـولار  44/0و NAAمیکرومولار
.نتایج این تحقیق مطابقت داشت

هـاي  متقابـل هورمـون  نتایج مقایسه میانگین مربـوط بـه اثـرات   
NAA وKIN هـاي  از بین تیمارهاي مورد بررسی با غلظتنشان داد

، در ریز نمونه برگ بیشـترین  KINو NAAمختلف ترکیب هورمونی 
و بیشترین میانگین تعداد نوسـاقه در هـر   ) درصد6/65(درصد باززایی 

گـرم در  میلـی 1/0حـاوي  R7محیط کشـت  در ) عدد37/1(ریز نمونه 
در ریـز نمونـه   مشـاهده شـد و  KINگـرم در لیتـر  میلی1وNAAلیتر

و بیشـترین میـانگین   ) درصـد 6/40(دمبرگ بیشترین درصـد بـاززایی   
حـاوي  R10محیط کشت در ) عدد5/0(تعداد نوساقه در هر ریز نمونه 
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. بدسـت آمـد  KINدر لیتـر گرم ـمیلی5/0و NAAدر لیترگرممیلی3/0
نتایج آزمایش نشان داد در هر دو ریز نمونـه بـرگ و دمبـرگ از بـین     

گـرم در لیتـر در   میلـی 1، غلظـت  NAAمختلف هورمون هاي غلظت

بـاززایی مشـاهده نشـد    KINهاي به کار رفته هورمونترکیب با غلظت
. )6جدول (

: درریز نمونه برگ، بBAو NAA: الف.و سیتوکنین هاي مختلف بر باززایی از ریزنمونه هاي برگ و دمبرگNAAاثر ترکیبات مختلف - 1شکل 
NAA وBAدرریز نمونه دمبرگ، ج :NAA وKINدرریز نمونه برگ، د :NAA وKINدرریز نمونه دمبرگ

Figure 1- Effect of different combinations of NAA and different cytokinins on regeneration from leaf and petiole
explants.A:NAA and BA on leaf explant. B: NAA and BA on petiole explant. C: NAA and KIN on leaf explant. D: NAA and

KIN on petiole explant

مختلـف  هـاي در آزمایشـی بـا غلظـت   ) 23(یوسسان و همکاران 
بیشـترین  MSMOدر محیط کشـت KINوNAAترکیب هورمونی 

باززایی و بیشترین میانگین تعداد نوساقه را در ریـز نمونـه بـرگ گیـاه     
5/0و NAAگـرم در لیتـر  میلـی 3/0محیط کشـت حـاوي  کاسنی در 

گـزارش  )عـدد 4/1درصـد و  55(بـه ترتیـب   KINگرم در لیتـر  میلی
آزمایشی جهت باززایی ریز نمونه بـرگ  در) 11(لیم و همکاران .کردند

BAP ،IAAوNAAهـاي هورمـونی  و دمبرگ گیاه کاسنی با ترکیـب 

بیشترین درصد بـاززایی را در ریـز نمونـه بـرگ و دمبـرگ در      BAPو

AB

CD
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گرمدر لیتـر  میلی2و NAAگرم در لیتر میلی1/0محیط کشت حاوي 
BAP 1محیط کشـت حـاوي   در و ) درصد55و درصد78(به ترتیب
در هـر دو ریـز   BAPگرم در لیتـر  میلی5/0و IAAگرم در لیتر میلی

پـارك و  .گـزارش کردنـد  ) درصد100(نمونه برگ و دمبرگ باززایی را 
گیـاه  بیشترین درصـد بـاززایی را در ریـز نمونـه بـرگ      ) 15(همکاران 

1و IAAگـرم در لیتـر  میلـی 1/0محیط کشت حـاوي  در در کاسنی
در ) 3(جـن وون و همکـاران   .گزارش کردنـد BAPرم در لیتر گمیلی

جهـت  BAPو IAAهاي مختلف ترکیب هورمـونی آزمایشی با غلظت
باززایی ریز نمونه کوتیلدون دو ژنوتیپ رادشیو و ایتالیانـا گیـاه کاسـنی    

1محـیط کشـت حـاوي    در بیشترین تعداد شاخه در ژنوتیـپ رادشـیو   
و ) عـدد BAP)6/5گـرم در لیتـر  میلـی 1و IAAگـرم در لیتـر  میلی

1/0محـیط کشـت حـاوي    در بیشترین تعداد شاخه در ژنوتیپ ایتالیانـا 

گـزارش  ) عـدد BAP)5گرم در لیتـر  میلی1و IAAگرم در لیتر میلی
.کردند

هـاي  نتایج همبستگی بین صفات مورد ارزیابی در ریـز نمونـه  
برگ و دمبرگ

و میـانگین تعـداد   بررسی همبستگی بین صـفات درصـد بـاززایی   
هـاي مختلـف   هـاي بـرگ و دمبـرگ در غلظـت    ریز نمونـه نوساقه در 

نشـان داد کـه همبسـتگی    ) 7جـدول  (BAو NAAترکیب هورمونی 
بین درصد باززایی و میانگین تعداد نوساقه در هر دو ریز نمونه بـرگ و  

. دار بوددمبرگ مثبت و معنی

هاي برگ و دمبرگبر صفات مورد ارزیابی در ریز نمونهKINو NAAتاثیر ترکیب هورمونیمقایسه میانگین -6جدول
Table 6- Compare means for different combinations of NAA and KIN in leaf and petiole explants

ریز نمونه برگ
Leaf explant

ریز نمونه دمبرگ
Petiole explant

درصد باززایی
Regeneration

percent

میانگین تعداد 
نوساقه

Mean number
of shoots

زاییکالوس
Callusinduction

درصد باززایی
Regeneration

percent

میانگین تعداد 
نوساقه
Mean

number of
shoots

زاییکالوس
Callusinduction

محیط کشت
Medium

0e0e0f0d0d0f
R1

0e0e0f0d0d0f
R2

0e0e0f0d0d0f
R3

0e0e0f0d0d0f
R4

0e0e0f0d0d0f
R5

37.5b0.56bc0f
3.12d0.03cd0f

R6

65.6a1.37a0f
25b0.25b0f

R7

37.5b0.5bc0f
15.62c0.21b12.5eR8

0e0e0f
0d0d0fR9

19c0.24cde
34.3c40.6a0.5a

12.5eR10
9.5d012 de

71.8a18.75c0.18bc
81.25aR11

3.1de0.03 e
71.8a3.1d0.03 cd

62.5aR12
0e0e

0f0d0d
0fR13

31.2b0.74 b31.2cd18.75c0.15bcd43.75b
R14

40b0.46bcd53.1b12.5c0.12cd68.75a
R15

50b0.78 b62.5ab25b0.15bcd78.1a
R16

0e0e0f0d0d0f
R17

0e0e25de
0d0d15.62de

R18

0e0e31.2cd
0d0d25cd

R19

0e0e37.5c
0d0d37.5bc

R20

داري از لحاظ آماري ندارندهاي با حروف مشترك در هر ستون اختلاف معنیمیانگین
Means with similar letters in each column are not significantly different
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هاي برگ و دمبرگدر ریز نمونهBAوNAAزایی و میانگین تعداد نوساقه در ترکیبات هورمونیهمبستگی بین درصد باز-7جدول 
Table 7- Correlation between regeneration and mean number of shoots for treatments of NAA and BA in leaf and petiole

explants
نمونه برگریز 

Leaf explant
ریز نمونه دمبرگ

Petiole explant
نوساقهمیانگین تعداد

Mean number of shoots
نوساقهمیانگین تعداد

Mean number of shoots

درصد باززایی**0.774**0.784
Regeneration percent

%1داري در سطح احتمال معنی: **
Significant at probability level of 1 %:**

هایبرگ و دمبرگدر ریز نمونهKINوNAAترکیبات هورمونیدر نوساقهو میانگین تعداد باززاییزایی، درصد صدکالوسهمبستگی بین در-8جدول 
Table 8- Correlation among callus induction, regeneration and mean number of shoots for treatments of NAA and KIN in

leaf and petiole explants
ریزنمونه برگ
Leaf explant

ریز نمونه دمبرگ
Petiole explant

زاییصدکالوسدر
Callus induction

percent

میانگین تعداد 
نوساقه

Mean number of
shoots

زاییصدکالوسدر
Callus

induction
percent

میانگین تعداد 
نوساقه

Mean number of
shoots

0.17ns
صد باززاییدر**0.827**0.38**0.84

Regeneration percent
0.096 ns10.208**1میانگین تعداد نوساقه

Mean number of shoots
ns،** :1داري در سطح احتمال داري و معنیبه ترتیب غیر معنی%

: Non-significantand significant at probability level of 1 %, respectively**ns,

، KINو NAAهاي مختلف ترکیب هورمونی همچنین در غلظت
زایی، درصـد بـاززایی و میـانگین    بررسی همبستگی بین درصد کالوس

بسـتگی  بـرگ هم نشان داد که در ریـز نمونـه  ) 8جدول (تعداد نوساقه 
. دار بـود بین درصد باززایی و میـانگین تعـداد نوسـاقه مثبـت و معنـی     

همچنین بررسی همبستگی در ریز نمونه دمبرگ نشان داد همبسـتگی  
زایی مثبت و صدکالوسبین درصد باززایی و میانگین تعداد نوساقه و در

.دار بودمعنی

کلیگیرينتیجه
هـاي مختلـف   غلظـت نتایج بدست آمده از آزمـایش بررسـی اثـر    

زایی و باززایی ریز نمونه برگ بر کالوسBAو NAAترکیب هورمونی
و دمبرگ نشـان داد در هـر دو ریـز نمونـه بـرگ و دمبـرگ در همـه        

از لحـاظ بـاززایی   . زایـی مشـاهده شـد   هاي هورمـونی کـالوس  ترکیب

هـاي  بیشترین باززایی در هر دو ریز نمونه بـرگ و دمبـرگ در غلظـت   
میزان باززایی کـاهش  BAمشاهده شد و با افزایش غلظت BAپایین 
هـاي مختلـف ترکیـب    همچنین آزمـایش بررسـی اثـر غلظـت    . یافت

هـاي بـرگ و دمبـرگ    بر باززایی ریـز نمونـه  KINو NAAهورمونی
گـرم در  میلـی 1هاي برگ و دمبرگ در غلظت در ریز نمونه. نشان داد

بـاززایی  KINرفتـه هاي مختلف بکـار در ترکیب با غلظتNAAلیتر 
طبق نتایج بدست آمده از هر دو آزمایش در ریز نمونـه  .صورت نگرفت

برگ نسبت به ریـز نمونـه دمبـرگ کـالوس زایـی و بـاززایی بهتـري        
با توجه به نتایج حاصل از کشـت بافـت در ایـن تحقیـق     . مشاهده شد

کرد که تیمارهاي اعمال شده در این تحقیق بـر روي  توان پیشنهادمی
هاي پاسخ هاي بومی دیگر کشور اعمال شود و بهترین ژنوتیپیپژنوت

.دهنده به کشت بافت تعیین شوند
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