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  هاي رشد در  كنندههاي گره و تركيبات مختلف تنظيم استفاده از ريزنمونه
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  چكيده

باشد كه در بين آنهـا   مي) TIAs( نوع آلكالوئيد ايندولي ترپنوئيدي ١٣٠از خانواده آپوسيناسه حاوي بيش از ) .Catharanthus roseus L(ش پروان

 توجه به توليـد   . رود  كار مي   ها به  كريستين داراي خاصيت ضد تومور بوده و در درمان بسياري از سرطان            بلاستين و وين   دو آلكالوئيد دايمري وين   

هـاي بـاززايي مـستقيم        اي نظيـر بـرگ و سـاقه بـا اسـتفاده از روش              هاي تمـايز يافتـه      اختصاصي و افزايش برخي از اين آلكالوئيدها در بافت        

 براي باززايي مـستقيم     MS تركيب هورموني مختلف در محيط كشت        ٣٠ ،در اين پژوهش  . هاي گياهي از اهميت زيادي برخوردار است       ريزنمونه

 گـرم   ١ در محيط كشت حـاوي       BAPبهترين باززايي مستقيم ريزنمونه گره و تكثير شاخه با استفاده از هورمون             . ر نظر گرفته شد   ريزنمونه گره د  

غال فعال در محيط كشت براي رشـد گيـاه          ذاگرچه به دليل وجود تركيبات فنلي فراوان در پروانش، استفاده از            .  دست آمد   غال فعال به  ذدر ليتر   

سازي مقدار مـصرف آن در محـيط كـشت حـائز اهميـت       ها و كاهش تكثير شاخه، بهينه به دليل اثر منفي آن در جذب هورمون   الزامي است، اما    

چنـين انتقـال    هـم . باشـد  هاي تكثيـر شـاخه مـي    غال فعال مقدار مناسبي براي تهيه محيط كشت     ذ گرم در ليتر     ١نتايج نشان داد كه غلظت      . است

هاي توليد شده در محيط كشت فاقد هورمـون و            شاخه. ها شد   سبب افزايش رشد طولي شاخه     NAAشت حاوي    ك  هاي باززا شده به محيط     شاخه

   .غال فعال توليد ريشه نمودند و پس از انتقال به خاك، با شرايط محيطي سازگار شدندذ گرم در ليتر ٢حاوي 

  

  ياهي رشد گيها هم کنندي، تنظياديزازدي، رييپروانش، کشت بافت، باززا :  كليدي هاي واژه

  

  

  مقدمه

دليـل خـواص دارويـي      به).Catharanthus roseus L (پروانش

 پـيش، در طـب سـنتي        يـك قـرن   انگيز خود، از حـدود      شگفت

هـاي بـسياري پيرامـون آن انجـام شـده            كاربرد داشته و پژوهش   

 نـوع آلكالوييـد اينـدولي      ۱۳٠تاكنون از اين گياه     ). ۳  و ۱(است  

دو  بـه عنـوان      كريـستين  و ويـن   لاسـتين ب استخراج شده كه وين   

سـاخته و ذخيـره     هـا     بـرگ سـاقه و    آلكالوئيد دايمـري مهـم در       

 )Anti-neoplasy (وپلازيئ ـاثر آنتـي ن   اين آلكالوئيدها   . شوند مي

مـورد  هـا   درماني برخي سـرطان   داشته و در شيمي   )  تومور دض(

 جود مقادير بسيار نـاچيز     و ).۲۳ و   ۱۴،  ۷(گيرند    استفاده قرار مي  

، دنباش ـكه تنهـا منبـع تهيـه آن نيـز مـي            اين آلكالوئيدها در گياه   

چنين تقاضاي زياد و قيمـت بـالاي ايـن داروهـا، تحقيقـات                هم

هاي جديد براي افزايش توليـد       زيادي را با هدف دستيابي به راه      

 براي توليد   وريافنزيستهاي    و راه  توليدهاي جديد    آنها، روش 

 اسـتفاده از كـشت      .نبال داشـته اسـت    به د را  تر اين داروها     ارزان

ــت  ــي متابوليـ ــلولي، مهندسـ ــت و سـ ــا و روش بافـ ــاي  هـ   هـ

  

  دانشكده كشاورزي، دانشگاه صنعتي اصفهان گروه بيوتكنولوژي كشاورزي،. ۱

  mtalebi@cc.iut.ac.ir: مسئول مكاتبات، پست الكترونيكي : *
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 اي از ايــن ســنتز كلــي ايــن آلكالوئيــدها نمونــهنيمــه ســنتزي و 

  ).۲۴ و ۱۶ ،۱(باشند ها مي تلاش

اي بـراي زينـت       به عنـوان گيـاهي باغچـه       از پروانش عمدتاً     

چنين به عنوان يك گياه دارويي        و هم ها   باغفضاي سبز و حاشيه     

از آنجا كه تكثير و ريزازديـادي ايـن گيـاه در            . برند بهره مي مهم  

محيط كشت بافت و متعاقب آن انتقـال بـه شـرايط گلخانـه بـه                

نظور استفاده در فضاي سبز و استخراج آلكالوئيدهاي دارويـي          م

ــا خاصــيت ضــد ســرطاني آن از اهميــت ويــژه  اي  ايــن گيــاه ب

برخوردار است، لذا اميد اسـت بـا انجـام تحقيقـات بنيـادي در               

اي از اين گياه بـاارزش در كـشور           شرايط آزمايشگاهي و گلخانه   

  .استفاده گردد

  سـلول و بافـت  هاي كشتستمسيبا توجه به پايداري بيشتر         

تـوان بـا   هاي زيستگاه، مينسبت به تغييرات محيط و محدوديت   

تنظيم دقيق شرايط كشت، منجر به توليد آلكالوئيدي شد كـه در            

شـود   در گيـاه توليـد نمـي       شرايط طبيعي به ميزان كم و يا اصلاً       

 در C. roseus اولـــين مـــشاهدات در زمينـــه بـــاززايي ).۱۵(

گاهي مربوط به تشكيل ريشه از بافت كالوس        هاي آزمايش  كشت

هاي هاپلوئيـد و  پروانش بود و پس از آن باززايي گياه از كالوس    

هاي پروانش  باززايي مستقيم گياهچه   ).۲۴(گزارش شد   ديپلوئيد  

 )Murashige and Skoog (موراشــيگ و اســكوگدر محــيط 

)MS( ــا ــده بـ ــار شـ ــرم ميلـــي ۱ تيمـ ــون گـ ــر هورمـ  در ليتـ

 علاوه بـر توليـد چنـدين        نشان داد كه  ) BAP(پورين  آمينو بنزيل

هـاي سـازمان    ، بافـت  هستندهاي كوچكي   شاخه كه داراي برگ   

  ).۲۴ (شود مياي نيز در محيط كشت توليد نيافته

هـا و   بر تأثير در رشد، تمايز بافـت       هاي گياهي علاوه  هورمون   

نور فرابنفش، در   پروانش بسته به شدت     تشكيل و توسعه ساقه در      

). ۱۲(تنوع آلكالوئيدها و افزايش مقدار آنها در گيـاه نيـز مؤثرنـد              

هـا و شـدت نـور در        هـا، سـيتوكينين    تأثير تركيب اكـسين    بررسي

هـاي آزمايـشگاهي پـروانش      تشكيل گياهان چندشاخه در كـشت     

 ۱ و BAP هورمــون  در ليتــرگــرم ميلــي ٧نــشان داد كــه افــزودن 

   اســــيداســــتيك نفتــــالن هورمــــون در ليتــــر گــــرم ميلــــي

)α-Naphthaleneacetic Acid() NAA(  به محيط كشت، به طـور 

-۴و۲ هورمـون     امـا  ،شـود  مـي  مؤثري سبب القـاي تـشكيل شـاخه       

 )Dichlorophenoxyacetic Acid-2,4 (استيك اسيد كلروفنوكسي دي

)2,4-D(   در صورتي  چنين     هم .كند ها جلوگيري مي   از تمايز شاخه

هـاي   و غلظت  mg/l ۲ BAP لوكس با    ٧۰۰ تا   ۵۵٠شدت نور   كه  

زمـان    طـور هـم     بـه  NAA  در ليتر  گرم  ميلي ۱ مختلف بين صفر تا   

  .)۲۶(خواهند داشت ها اثر مثبتي  قه در تمايز ساكار روند به

هـاي شـاخه و     ازدياد گياه پروانش از طريق كـشت مريـستم           

 محـيط كـشت     با اسـتفاده از   اي  هاي جانبي گياهان گلخانه   جوانه

MS   کمهاي   ا غلظت  تيمار شده ب BAP   2,4 و-D   كـه   نـشان داد 

 هفتـه تـشكيل چنـدين شـاخه         ۴-۵هـاي جـانبي پـس از        جوانه

 گيـاه پـروانش از طريـق        زيادروشي براي باززايي    . )۵(دهند   مي

 از كشت بساك گيـاه       حاصل زايي سوماتيكي بافت كالوس   جنين

 ۱و  NAA در ليتـر     گـرم   ميلـي  ۱در محيط جامد تيمار شـده بـا         

 ولـي  . دست آمـد  به) Kinetin(  هورمون كينتين در ليترگرم ميلي

هاي تشكيل شـده بـه      هاي سوماتيكي پس از انتقال كالوس     جنين

عـلاوه   .)۲۴( شدند ميهاي فوق توليد    محيط مايع حاوي غلظت   

هاي گياهـان توليـد شـده در     برگبر اين مشخص شده است كه       

ه، هاي گياهان كشت شـده در مزرع ـ      محيط كشت نسبت به برگ    

  ). ۶(كريستين دارند  مقدار بيشتري وين

 در گيـاه ماننـد      زا  تـنش ها و عوامل    اگرچه استفاده از محرك      

نـور مـاوراي     سـنگين،    اتهـاي فلـز    يـون  هاي قارچي، متابوليت

 روش مؤثري براي افـزايش      تنش شوري ، شوك اسمزي و     بنفش

، ۱۱(هاي ثانويه در كشت سلولي گياهـان اسـت           توليد متابوليت 

ماننـد آلكالوئيـدهاي    (هاي ثانويـه      اما برخي متابوليت   ،)۱۸  و ۱۷

هـا  يـابي بافـت   تنها پـس از تمـايز     ) كريستين بلاستين و وين    وين

هـاي   شوند و همين امر دليل اصلي فقدان آنها در كشت    توليد مي 

). ۲۷  و۲۴ ،۱۷، ۱۵، ۲(اسـت   و سوسپانـسيون سـلولي   كالوس

مل افزايش دهنـده غلظـت      بنابراين اكثر تحقيقات براي يافتن عا     

هاي تمـايز يافتـه نظيـر         كريستين روي كشت    بلاستين و وين    وين

هـاي   زايي سـوماتيكي و كـشت       گياهان باززا شده به روش جنين     

اي توليد شده از ريزنمونه گـره متمركـز شـده اسـت               چند شاخه 

  با وجـود ارزش دارويـي و زينتـي بـسيار گيـاه پـروانش،             ). ۱۹(
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  ... هاي رشد در هاي گره و تركيبات مختلف تنظيم كننده يزنمونهاستفاده از ر 

۵۷  

ارآمد و قابل اطمينـاني بـراي ايـن گيـاه           تاكنون روش باززايي ك   

 بـراي توليـد      لازم نيـاز پـيش  ،باززايي گيـاه  . گزارش نشده است  

توسط  گياهان تراريخت ژنتيكي است كه در گياه پروانش اغلب        

Agrobacterium )۱۰(    شـود    اي انجـام مـي      يا بمبـاران ذره)۹( .

شـود  پروانش به طور سنتي توسط بذر تكثيـر مـي   ،علاوه بر اين  

نواخـت     اين روش، سبب تفرق ژنتيكي و كاهش توليـد يـك           هك

ضـرورت  به همين دليـل     ). ۶(شود  آلكالوئيدهاي دايمري آن مي   

هـاي    خـصوصاً بافـت    ،دارد كه مطالعات در جهت كشت بافـت       

ريزنمونـه گـره بـه دليـل        .  متمركـز گـردد    ،تمايز يافته نظير گره   

زنمونه هاي ترجيحي و بهترين ري     سادگي به عنوان يكي از روش     

به منظور باززايي مستقيم براي تكثيـر تجـارتي گياهـان شـناخته            

تعيـين بهتـرين    بنابراين، در اين پـژوهش بـراي        ). ۲(شده است   

 تركيــب ۳۰،  ريزازديــادي گيــاه پــروانشجهــتمحــيط كــشت 

 فعال، براي باززايي    ذغالهاي مختلف    هورموني به همراه غلظت   

  .مستقيم ريزنمونه گره استفاده شد

  

  ها  و روشمواد

  ها و تهيه محيط كشت ، ضدعفوني ريزنمونهتهيه مواد گياهي

ــال   ــي س ــايش ط ــن آزم ــاي  اي ــشگاه ۱۳۸۹ و ۱۳۸۸ه  در آزماي

بيوتكنولوژي دانشكده كشاورزي دانشگاه صنعتي اصـفهان انجـام         

 .Catharanthus roseus (L.) G (گيـاه كامـل پـروانش   . گرفـت 

Don(ــاغ گيــاه ــراي . هيــه شــدشناســي ايــران در تهــران ت  از ب ب

بـا  ) V/V (%۳۰ضدعفوني گيـاه از محلـول هيپوكلريـت سـديم      

بخشي  منظور افزايش اثر    به استفاده گرديد و   كلر فعال    %۵غلظت  

به  %۱۰ با غلظت    ۸۰ينيتوماده ضدعفوني كننده بر اندام گياهي،       

 دقيقـه در    ۱۰سپس ساقه و برگ گياه به مدت        . گرديدآن اضافه   

شوي گيـاه در     و    و در نهايت شست    محلول فوق تكان داده شد    

 بار بـا آب مقطـر اسـتريل انجـام           پنجشرايط استريل و زير هود      

  .گرفت

، MSهـاي محـيط كـشت         هـا و ويتـامين      پس از تهيه نمك      

 الغ ـذو مقادير مـورد نظـر        در ليتر ساكارز     گرم  ميلي ۳۰مقدار  

- پ آن اضـافه گرديـد و        بـه ) ۱ جـدول ( PVP يا   )AC (فعال

 بـراي جامـد نمـودن       . تنظيم شد  ۶/۵ -  ۸/۵ بين محلول هاش  

بـه آن  قبـل از اتـوكلاو    گرم در ليتـر آگـار       شش ،محيط كشت 

  .افزوده شد

  

  هاي كشت بافت آزمايش

 جـدا  اني كه داراي رشد مطلوب بودندهاي گره از گياه   نمونهريز

  فاقـد  MSدر محـيط كـشت        بررسي بـاززايي مـستقيم     جهتو  

هاي  و غلظت هاي رشد    ندهكن هاي حاوي تنظيم   هورمون و محيط  

ــف  ــذمختل ــال و الغ ــدول (PVP فع ــشت ) ۱  ج ــك  از .دندش

اسـتفاده  سه تكـرار  دار براي كشت گياهان در  هاي درپوش  شيشه

، شـرايط   C° ۲±۲۶هاي كـشت شـده در دمـاي         سپس شيشه . شد

 ۸ لـوكس و     ۲۵۰۰ ساعت روشـنايي، بـا شـدت نـور           ۱۶نوري  

ــرار گرفتنــد ــاريكي ق  تعــداد ، هفتــههــشتپــس از . ســاعت ت

 )متـر    سـانتي  ۶ تـا    ۴به طول   (هاي توليد شده در هر تيمار        شاخه

 و  سازي شـده  ها در شرايط استريل جدا      شاخهاين  . شمارش شد 

 گـرم در ليتـر   ۲ حـاوي   MSزايي در محـيط كـشت      براي ريشه 

  .بدون هورمون قرار داده شدند فعال و ذغال

ر هـاي پـروانش د      دهي گياهچـه    پس از رشد مناسب و ريشه        

هـاي كوچـك حـاوي         به گلدان  ها محيط كشت انتخابي، گياهچه   

ماس و خاك منتقـل شـده و      برگ، پيت  نسبت مساوي شن، خاك   

  .با شرايط محيطي سازگار شدند

  

  ها تجزيه و تحليل آماري داده

ها با استفاده از طرح پايـه      مقايسه ميانگين و تجزيه واريانس داده     

 هدف انتخاب بهترين تيمار از  باSASافزار   تصادفي در نرم كاملاً

 فعال براي باززايي مـستقيم  ذغالنظر تركيب هورموني و غلظت  

  .گياه پروانش انجام شد

  

  نتايج و بحث

  باززايي مستقيم ريزنمونه گره

 كشت مختلف كه از نظر نوع هورمون يهادر اين پژوهش، اثر محيط   

، غلظـت هورمـون سـيتوكينين،        )Zea و   BAP  ،Kin(سيتوكينين  
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۵۸  

  و ) PVP فعـال يـا      ذغـال (ماده جذب كننده تركيبات فنلـي        نوع

  ها در تيمارهاي هورموني مختلف مقايسه ميانگين تعداد شاخه. ۱جدول 

  تعداد شاخه توليد شده  نوع تيمار  شماره تيمار

۱  -  h ۵/۰  

۲  )mg/l ۵/۰ (BAP e-h ۶/۱  

۳  )mg/l ۱ (BAP def ۳/۲  

۴  )mg/l ۲ (BAP bcd ۰/۳  

۵  )mg/l ۳ (BAP a ۶/۴  

۶  )g ۲ (AC  h ۵/۰  

۷  )g ۲ (AC) + mg/l ۱ (BAP  gh ۰/۱  

۸  )g ۲ (AC) + mg/l ۲ (BAP  gh ۰/۱  

۹  )g ۲ (AC) + mg/l ۳ (BAP  d-g ۰/۲  

۱۰  )g ۲ (AC) + mg/l ۴ (BAP  e-h ۶/۱  

۱۱  )g ۱ (AC) + mg/l ۱ (BAP  e-h ۶/۱  

۱۲  )g ۱ (AC) + mg/l ۲ (BAP  def ۳/۲  

۱۳  )g ۱ (AC + )mg/l ۳ (BAP  abc ۶/۳  

۱۴  )g ۱ (AC) + mg/l ۴ (BAP  a ۳/۴  

۱۵  )۳/۰ (%PVP) + mg/l ۱ (BAP gh ۰/۱  

۱۶  )۳/۰ (%PVP) + mg/l ۲ (BAP  gh ۰/۱  

۱۷  )۳/۰ (%PVP) + mg/l ۳ (BAP  ab ۰/۴  

۱۸  )۳/۰ (%PVP) + mg/l ۴ (BAP abc ۶/۳  

۱۹  )g ۱ (AC) + mg/l ۱ (Zea  h ۵/۰  

۲۰  )g ۱ (AC) + mg/l ۲ (Zea  h ۵/۰  

۲۱  )g ۱ (AC) + mg/l ۳ (Zea  gh ۸/۰  

۲۲  )g ۱ (AC) + mg/l ۴ (Zea  e-h ۶/۱  

۲۳  )g ۱ (AC) + mg/l ۱ (Kin  h ۵/۰  

۲۴  )g ۱ (AC) + mg/l ۲ (Kin  h ۶/۰  

۲۵  )g ۱ (AC) + mg/l ۳ (Kin  h ۵/۰  

۲۶  )g ۱ (AC) + mg/l ۴ (Kin  gh ۸/۰  

۲۷  )g ۱ (AC) + mg/l ۵/۰ (NAA + )mg/l ۳ (BAP  fgh ۳/۱  

۲۸  )g ۱ (AC) + mg/l ۵/۰ (NAA) + mg/l ۴ (BAP  bcd ۰/۳  

۲۹  )g ۱ (AC) + mg/l ۵/۰ (NAA) + mg/l ۶/۵ (BAP  bcd ۰/۳  

۳۰  )g ۱ (AC) + mg/l ۵/۰ (NAA) + mg/l ۷ (BAP  cde ۶/۲  
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  ... هاي رشد در هاي گره و تركيبات مختلف تنظيم كننده يزنمونهاستفاده از ر 

۵۹  

  .هستند% ۵دار در سطح احتمال  اختلاف معنيداراي حروف غيرمشابه در هر ستون اعداد با             

  

   نتايج تجزيه واريانس تعداد شاخه توليد شده در ريزنمونه.۲جدول

 F  ميانگين مربعات  درجه آزادي  منابع تغيير
  ۱۵/۱۶ **  ۹۷/۴  ۲۹  تيمار

  -  ۳۰/۰  ۶۰  خطا

   % ۱ احتمال دار در سطح  معني**

  

  
  لظت ذغال فعالغ

  ها در تكثير شاخه) گرم در ليتر ميلي (BAP فعال و هورمون ذغالهاي مختلف   اثر غلظت.۱شكل 

  

كار رفته در آنها متفـاوت بودنـد، در تكثيـر             فعال به  ذغالغلظت  

تجزيـه و تحليـل     نتـايج حاصـل از      . ريزنمونه گره آزمايش شـد    

برخي تيمارهـا  ن نشان داد كه بي) تعداد شاخه توليد شده(ها    داده

  ).۲ و ۱ جداول (وجود دارد %۱ در سطح داري اختلاف معني

هاي   فنلي است و در اثر تنش       پروانش، منبع غني از تركيبات         

در حين جداسـازي    . يابد  زنده و غير زنده مقدار آنها افزايش مي       

ريزنمونه و پس از صدمه ديدن بافت، اين تركيبـات بـا فعاليـت              

هـا وجـود دارنـد،        هـاي سـلول     ه در پلاست  اكسيدازها ك  فنل  پلي

اي يــا ســياه شــدن بافــت مزبــور  اكــسيد شــده و موجــب قهــوه

محــصولات ايــن اكــسيداسيون فعاليــت آنزيمــي را . گردنــد مــي

ها، عدم تثبيـت ريزنمونـه        متوقف نموده و سبب تيره شدن بافت      

يكي . )۲۰(شود    در محيط كشت و در نهايت مرگ ريزنمونه مي        

فعال در محيط      ذغال بر اين مشكل استفاده از       هاي غلبه   از روش 

 مانند  ،باشد كه علاوه بر جذب تركيبات بازدارنده رشد         كشت مي 

 منجر به تاريك ساختن محيط كشت براي ايجاد شرايطي          ،ها  فنل

تيره رنگ شدن محيط    . )۴(شود   مشابه خاك براي رشد ريشه مي     

وانش در تكثيـر پـر  ) اي  مايـل بـه قهـوه      (ذغـال  بدون   هاي  كشت

تأييدي بر توليد تركيبات فنلي فراوان در محيط كشت است كـه            

 فعـال در    ذغـال بنـابراين اسـتفاده از      . باشـند   براي گياه سمي مي   

 فعـال   ذغالاما از آنجا كه     . رسد  نظر مي   محيط كشت ضروري به   

هــا و اتــيلن،  عــلاوه بــر جــذب تركيبــات ناخواســته نظيــر فنــل

 و  ۱(دو غلظت مختلـف آن      كند، لذا     ها را نيز جذب مي      هورمون

  ). ۱ شكل(ها بررسي شد  در تكثير شاخه)  گرم در ليتر۲

 بـه عنـوان شـاهد       BAP كشت فاقـد هورمـون       هاي  محيط   

هـاي   هـا تكثيـر جوانـه    يك از ايـن محـيط    در هيچ . استفاده شد 

 كـشت   هاي  تعداد شاخه در اين محيط    (جانبي صورت نگرفت    

بيـشترين توليـد    ). شـد  در نظر گرفتـه      ۵/۰ها    براي تجزيه داده  

 گـرم در    ۱ فعـال و حـاوي       ذغالهاي فاقد     شاخساره در محيط  

 در محـيط     اگرچه تعـداد شـاخه    .  دست آمد    فعال به  ذغالليتر  

 نيز افزايش يافت، ولي گياهـان حاصـل زرد          ذغالكشت بدون   
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۶۰  

بوده و براي حفظ آنها نياز است كه به محـيط كـشت حـاوي               

محـيط كـشت    که  رسد     مي نظر  به). ۲ شكل( منتقل شوند    ذغال

در ايـن   .  فعال بهترين انتخاب باشد    ذغال گرم در ليتر     ۱حاوي  

  فعـال، بـا افـزايش غلظـت         ،ذغالهاي فاقد      نظير محيط  ،محيط

  

 
  

  

  

  
  

    و)mg/l ۳ BAP( فعال ذغال گرم در ليتر ۱محيط حاوي : سمت راست. BAP تكثير شاخه در محيط كشت حاوي .۲شكل 

  )mg/l ۲ BAP( فعال ذغال محيط بدون: سمت چپ

 

 
  فعالذغال g/l۱ در محيط حاوي ها اثر نوع هورمون سيتوكينين در تكثير شاخه .۳شكل 

  

BAP  در محيط كشت فاقـد     . افزايش يافته است   ها  ، تعداد شاخه

گـرم در ليتــر   ميلــي۵/۰ال، تعــداد شـاخه در غلظـت    فع ـذغـال 

ر ليتـر  گـرم د  ميلـي ۱لظـت   با تعداد شـاخه در غ      BAPهورمون  

 فعـال،  ذغـال  گـرم در ليتـر      ۱ در محـيط حـاوي       BAPهورمون  

 فعال در جذب    ذغالتواند اثر منفي      اين نتيجه مي  . كند  برابري مي 

 گرم در   ۲رسد در غلظت      به نظر مي  .  را تأييد كند   BAPهورمون  

ها بـسيار شـديد بـوده و همـين             فعال، جذب هورمون   ذغالليتر  

 BAPا با افـزايش غلظـت       ه  عامل سبب ناهماهنگي تكثير شاخه    

هـاي جـانبي در بيـشتر گياهـان از            روش تكثير ساقه  . شده است 

تر بـوده و ثبـات ژنتيكـي نتـاج نيـز       زايي آسان زايي و جنين   اندام

 بـراي غلبـه بـر       ،در اين روش  . شود  نسبت به گياه والد حفظ مي     

هـا، مقـدار    غالبيت انتهايي و افزايش توليد ساقه در زاويه دمبرگ       

 امـا نـوع و غلظـت        .شـود   رمون سيتوكينين استفاده مي   زيادي هو 

ــواي    ــه ژنوتيــپ و محت ــورد اســتفاده آن در محــيط كــشت ب م

 نقـش   هـا   سيتوكينين. )۴(هورموني درون ريزنمونه بستگي دارد      

. هاي مختلف رشد، متابوليسم و توسعه گياه دارند         مهمي در جنبه  

 و رشـد    توان غلبه بر چيرگـي انتهـايي        از جمله مهمترين آنها مي    

هـا و     تأخير انداختن پيري بـرگ     زايي، به   هاي جانبي، جنين    جوانه

  .)۱۰ و ۸، ۴(تحريك تقسيم سلولي را نام برد 

  

  ها تعيين بهترين نوع هورمون سيتوكينين در توليد شاخه

هـاي سـيتوكينين،      نتايج نشان داد كه با افزايش غلظت هورمـون        

 BAPايـن افـزايش در تيمـار    . يابـد  تعداد شاخه نيز افزايش مـي   

به طور كلي تعداد شـاخه توليـد        ). ۳ شكل(باشد    تر مي   مشخص
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  ... هاي رشد در هاي گره و تركيبات مختلف تنظيم كننده يزنمونهاستفاده از ر 

۶۱  

 بيش از توليد در دو نوع هورمون ديگر         BAPشده در تيمارهاي    

  .باشد مي

عنـوان مـؤثرترين     بـه BAPهـا  نيـز    بر اساس برخي گزارش     

زايي بسياري از گياهان معرفي       سيتوكينين مورد استفاده در شاخه    

. )۴ و   ۲(شده و كينتين از نظر اهميت در درجـه دوم قـرار دارد              

، هورمـون  BAPرسد پس از  اما در مورد گياه پروانش به نظر مي 

زيـرا شـروع     ،ها داشته باشد    زآتين نقش بيشتري در تكثير شاخه     

هـاي كمتـر از    زايي در تيمارهـاي زآتـين در غلظـت    شاخهالقاي  

با توجه به اين نتـايج      .  انجام شده است   BAPكينتين اما بيشتر از     

ي تين و ناپايداري آن در شـرايط دمـا        و قيمت بالاي هورمون زآ    

اي  ، استفاده از اين هورمون براي توليد چندشـاخه        )اتوكلاو (زياد

 ـ  . شـود   در پروانش توصيه نمي    ب توجـه در تيمـار بـا        نكتـه جال

هاي گياه و طول ساقه كوتـاه           هورمون زآتين رنگ سبز تيره برگ     

ــود ــين در تمــايز  . آنهــا ب ايــن مــشاهدات، نقــش هورمــون زآت

در تحقيقات ديگـر نيـز گياهـان        . كند  را تأييد مي   ها كلروپلاست

Hymenocallis littoralis كشت شده در محيط حاوي هورمون 

  .)۲۵(روفيل را دارا بودند زآتين بيشترين ميزان كل

گرم  ميلي ۴وي هورمون كينتين در غلظت      در تيمارهاي حا     

در ليتر نيز تعداد شاخه كمتـري نـسبت بـه تيمارهـاي حـاوي               

مطالعات . توليد شد )  در ليتر  گرم  ميلي BAP) ۱ کمهاي    غلظت

 نـشان داده اسـت كـه غلظتـي از           )۲( ي و اميـد   يطباطباي سيد

BAP   ۱۰ تـا    ۱رود اغلـب بـين         به كار مي   زايي   كه براي شاخه 

زايي   كه غلظت مناسب براي شاخه      در حالي  .ميكرومولار است 

اين تفـاوت دامنـه     .  ميكرومولار است  ۵۰ تا   ۲۰در كينتين بين    

. دهد  زايي را نشان مي      براي شاخه  BAPها قدرت بيشتر      غلظت

هـاي كـم،       با غلظت  BAPاز آنجا كه در اين پژوهش هورمون        

 شـاخه از ريزنمونـه گـره تـشكيل داد، بنـابراين             تعداد زيـادي  

 هورمـون كينتـين منطقـي بـه نظـر           زيادهاي    استفاده از غلظت  

تـر و مقـاوم بـه          ارزان نسبتاً BAPچنين هورمون     هم. رسد  نمي

 ، دسـت آمـده      لذا با توجه بـه نتـايج بـه         .شرايط اتوكلاو است  

الـب  نكتـه ج  .  گردد زايي پيشنهاد مي    استفاده از آن براي شاخه    

ــاد    ــولي زي ــد ط ــين، رش ــون كينت ــتفاده از هورم ــه در اس توج

  .ها بود ريزنمونه

هاي سيتوكينين بـراي   هاي مختلف هورمون   استفاده از غلظت     

اي در گياه پروانش در محيط كشت مايع         القاي صفت چند شاخه   

 BAPها در تيمارهاي كينتين بيش از    نيز نشان داد كه طول شاخه     

توانـد    دليل ايـن رويـداد مـي      . )۲۲(است  ها كمتر     و تعداد شاخه  

. هـا باشـد   داشتن بافـت    توانايي هورمون سيتوكينين در جوان نگه     

 فعـال در محـيط      ذغال نامطلوب استفاده از     آثارچنين يكي از      هم

 امـا اطلاعـاتي در زمينـه        .)۴(باشد    ها مي   كشت، جذب هورمون  

 بنابراين ممكـن    .ميزان جذب هورمون كينتين در دسترس نيست      

 فعـال   ذغـال  توسـط    BAPاست اين هورمون بيش از هورمـون        

گيـرد،     جذب شده و مقدار اندكي كه در اختيـار گيـاه قـرار مـي              

 اما همچنان اثر افزايش .هاي جانبي كافي نباشد  براي تكثير جوانه  

هاي فعالي مانند مريـستم نـوك          ويژه در بخش     به ،تقسيم سلولي 

  .  را داشته باشد،ساقه

  

  ها تركيب هورموني براي رشد طولي شاخهتعيين بهترين 

 به عنـوان بهتـرين نـوع هورمـون سـيتوكينين در             BAPهورمون  

 فعال بـراي كـشت      ذغال گرم در ليتر     ۱ها و غلظت     تكثير شاخه 

 امـا از آنجـا كـه طـول          .ها مناسب تـشخيص داده شـد       ريزنمونه

هـاي    حـاوي غلظـت      كشت هاي هاي تكثير شده در محيط     شاخه

غلب موارد كوتاه بود، از هورمـون اكـسين بـراي      در ا  BAP زياد

  .ها استفاده شد بهبود رشد طولي شاخه

زمـان    چه به طور معمول  به تيمار هـم          باززايي و ايجاد ساقه      

هـاي   در روش تكثير سريع جوانـه . اكسين و سيتوكينين نياز دارد 

 .بخـشد   ها را تسريع نمي     جانبي، افزودن اكسين روند تكثير ساقه     

 به مقدار كم اسـتفاده شـود، اثـر بازدارنـده مقـادير زيـاد                اما اگر 

هاي جانبي را خنثي نموده و روند  سيتوكينين بر رشد طولي ساقه

بـدين  . )۴ و ۲(گردانـد   ها را به حالـت عـادي بـازمي          رشد ساقه 

تـر    منظور و براي جلوگيري از توليـد كـالوس از انـواع ضـعيف             

  هــاي قــوي   نــسبت بــه اكــسينNAA و IAAهــا ماننــد  اكــسين

)2,4-D ( شود    استفاده مي)از آنجا كه هورمـون      . )۲IAA   نـسبت 

، ) ۴( شود   فعال جذب ميذغال با شدت بيشتري توسط NAAبه 
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۶۲  

با در نظر گرفتن    .  استفاده شد  NAAدر اين پژوهش از هورمون      

، غلظـت   )۴( فعـال    ذغـال جذب مقداري از اين هورمون توسط       

اسـتفاده  . ش انتخاب گرديد  گرم در ليتر براي اين پژوه      ميلي ۵/۰

  هــا بــه   بــراي افــزايش رشــد طــولي شــاخهNAAاز هورمــون 

  
  NAA و BAPزمان   تشكيل بافت كالوس در زير ريزنمونه در محيط كشت با كاربرد هم.۴شكل 

  

  

  

  

  

  

  
  

  NAAافزايش رشد طولي گياهان در محيط كشت حاوي :  سمت چپ وگياهان با رشد طولي كم:  سمت راست.۵شكل 

  

ــه در ،در روش اول. دو صــورت انجــام گرفــت  كــشت ريزنمون

  و در    BAP و   NAA كشت حـاوي تركيـب هورمـون         يهامحيط

هاي با رشد طولي كم به محـيط كـشت حـاوي              روش دوم شاخه  

نتايج نشان داد كه در تيمارهـايي كـه         .  انتقال يافت  NAAهورمون  

زمان با يكديگر در محـيط كـشت      هم BAP و   NAA يهاهورمون

هـا    استفاده شدند، بافت كالوس زيـادي در قـسمت پـايين شـاخه            

نيافته ريزنمونـه    هاي سازمان   رسد از بخش    ايجاد شد كه به نظر مي     

ها و رشـد     اگرچه اين بافت مانع از تشكيل شاخه      .  باشد  توليد شده 

ها كمتر و فرم آنها غيـر         آنها نشد، ولي در اين تيمارها تعداد شاخه       

تواند حضور    دليل اين فرم علفي مي    ). ۴ كلش(طبيعي و علفي بود     

هورمون اكسين در محيط باشد كـه سـبب افـزايش رشـد طـولي               

چنين توليـد كـالوس، تـشكيل ريـشه را نيـز              هم. شود  ها مي   شاخه

هـاي گيـاهي و نـور بـر         در مطالعه تأثير هورمـون    . كند  متوقف مي 

دولــين در كــشت توليــد ميــزان آلكالوئيــدهاي كاتــارانتين و ويــن

هـاي اكـسين و      اي پروانش نيز تيمارهايي كـه هورمـون       دشاخهچن

دليـل توليـد بافـت       زمان حضور داشتند، بـه      سيتوكينين به طور هم   

  .)۱۳(كالوس، تعداد شاخه كمتري توليد نمودند 

 تكثير شـده    BAPدر روش دوم، گياهاني كه در محيط حاوي            

 ۵/۰شتند، به محيط كشت حـاوي    بودند اما رشد طولي مناسبي ندا     

در ايـن روش،   .  انتقـال يافتنـد    NAAگـرم در ليتـر هورمـون        ميلي

اگرچه در برخي مـوارد مقـدار كمـي كـالوس در قـسمت پـايين                

ها داراي رشد طولي مناسبي بوده و         ها تشكيل شد، اما شاخه     شاخه

  ).۵ شكل(دهي آماده شدند  براي انتقال به محيط كشت ريشه

  

  ها  دهي ساقه ريشه

ز باززايي مـستقيم گيـاه پـروانش در محـيط           هاي حاصل ا    شاخه

 فعـال توليـد     ذغـال  گرم در ليتر     ۲كشت فاقد هورمون و حاوي      

انـد بـراي      هايي كه رشد مناسبي داشته      اغلب ساقه . ريشه نمودند 

شـوند كـه در       دهي به محيط حاوي اكسين منتقل مي        القاي ريشه 

دهـي     در القـاي ريـشه     NAAهـاي اكـسين،       بين انـواع هورمـون    
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  ... هاي رشد در هاي گره و تركيبات مختلف تنظيم كننده يزنمونهاستفاده از ر 

۶۳  

 دليـل توليـد       بـه  ،گياهـان از  اما در بـسياري     . تر بوده است   موفق

 نيازي به افـزودن ايـن هورمـون بـه           ،هاي جوان   اكسين در ساقه  

محيط كشت نيست و استفاده از اين هورمون در محـيط كـشت             

از آنجـا كـه     . شود  دهي، سبب القاي توليد بافت كالوس مي        ريشه

شـود، تاريـك      فعال استفاده مي   ذغالدر كشت بافت پروانش از      

شـود كـه      شدن محيط اطراف قسمت انتهـايي سـاقه سـبب مـي           

 بـه   هـاي توليـد آن   هاي جوان و پيش مـاده      هورمون اكسين ساقه  

دليل حساسيت به نور در بخش تاريك انتهاي ساقه تجمع يابنـد   

و سبب توليد ريشه بدون استفاده از هورمون اكسين خارجي در           

ون اكسين اضـافي در     مچنين افزودن هور    هم. محيط كشت شوند  

دهي، منجر به تشكيل بافت كالوس و توقـف         محيط كشت ريشه  

  .)۲۱(شود  توليد ريشه مي

شـاخه توليـد شـده در محـيط كـشت           برخي از گياهان چند      

ايـن مـورد بيـشتر در       .  توليد ريشه نمودند    مستقيماً BAPحاوي  

 فعال در هر چهار غلظـت       ذغال گرم در ليتر     ۲هاي حاوي     محيط

 فعـال در    ذغـال  گـرم در ليتـر       ۱ و محيط حاوي     BAP هورمون

اين امـر ممكـن اسـت       .  ديده شد  BAP هورمون   کمهاي    غلظت

 فعـال باشـد، زيـرا       ذغـال  توسـط    BAP  دليل جذب هورمـون    به

 .كنند  ها به طور معمول از تشكيل ريشه جلوگيري مي          سيتوكينين

كـار   هـا بـه   ولي اگر به مقدار مناسب و نسبت صحيح بـا اكـسين     

  .)۴(ند اثر نامطلوبي روي تشكيل ريشه ندارند رو

دار شده در محيط كشت انتخابي، پـس از           هاي ريشه  گياهچه   

سازگار شدن در شرايط محيطي، رشد مناسبي نمودند كه نـشان           

دهنده كارآيي روش استفاده از ريزنمونه گره در باززايي مستقيم          

  .گياه پروانش است

  

   يگيرنتيجه

حاصل از اين مطالعه نشان داد كه اسـتفاده از       نتايج   ،به طور كلي  

 ذغـال  g/l ۱ در محيط كشت حـاوي       BAPهورمون سيتوكينيني   

فعال بهترين باززايي مستقيم جوانه جانبي و تكثير شاخه را دارد           

، NAA كـشت حـاوي       هاي باززا شده بـه محـيط       انتقال شاخه و  

روهاي از آنجا كه توليد دا    . دنک را تسريع مي  ها   رشد طولي شاخه  

هـاي تمـايز يافتـه گيـاه      بلاستين و وين كريـستين در بافـت    وين

گردد، بنابراين اسـتخراج ايـن آلكالوئيـدها در           پروانش توليد مي  

  ..اي برخوردار است روش باززايي مستقيم از اهميت ويژه
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