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  چكيده

عنوان كشت ر محصولات گياهي، كشت بافت گياهي است كه با  براي توليد بيشتر و بهتنوينهاي يكي از روش
بافت گياهان اكسيدان در كشت ه عنوان يك آنتيب آسكوربيك اسيد ،هاي اخير در سال.شود هم مطرح ميسترون

و نيز  هاي علمي زيادي در مورد اثر آن بر رشد، نمو و تكوين گياهان در شرايط گلخانهمورد توجه بوده و گزارش
تر اين گرم در لي ميلي200 و 100، 0،50 هاينقش غلظت ،پژوهش حاضردر .  منتشر شده است،در شيشه كشت

 2 همراه با MS محيط ،محيط كشت مورد استفاده. قرار گرفته استبررسي مورد اسيد، بر كشت در شيشه گياه كلزا 
 قطعات كوچكي از ريشه، ،هاجداكشت.  است بودهpH: 5.8  درKINگرم در ليتر  ميلي2و  IAAگرم در ليتر ميلي

 ها نشان دادآزمايشنتايج . نداهبودهاي سترون رسته از دانه تهيه شداي و مريستم راسيهاي لپهر لپه، برگمحور زي
  به طوري؛كندك ميزايي و تمايز اندام ريشه را تحريريشه ،اسيدآسكوربيك گرم در ليتر  ميلي100 و 50كه غلظت 

رشد شترين بي. شوندميهاي كنترل تشكيل  زودتر از نمونههاهاي تحت اين تيمارها، ريشه در همه جداكشتكه
زايي ، بر اندام اسيداينليتر گرم در  ميلي200 غلظت اما ،آسكوربيك اسيد بود گرم در ليتر ميلي50ريشه، در تيمار 

مريستم  كلزا  ريزازديادي گياهبراي ها بهترين جداكشت.شدها اي شدن جداكشت قهوهموجب و اثر بازدارنده داشت
، از محيط كشت آن بر زايي و بررسي اثر آسكوربيك اسيدكالوسي براي القا .بودنداي هاي لپهراسي و سپس برگ

MS2,4 هاي با هورمون-D و KINن درصد گرم در ليتر آسكوربيك اسيد، بالاتري ميلي50غلظت  در.  استفاده شد
  .زايي مشاهده گرديدكالوس

 
  اكسيدانآنتي، كلزا، كشت در شيشه،  آسكوربيك اسيد: كليديهايواژه

  
  مقدمه
هاي  از ويتامينCاسيد يا ويتامين وربيك آسك

محلول در آب و يك متابوليت اوليه مهم در گياهان 
-ه ب،هاي گياهيوردهآ فراكثراين ويتامين در . تاس

فرنگي و خصوص در مركبات، گياهان سبز، گوجه

در شرايط . زميني به مقدار فراوان وجود داردسيب
وجود  به شكل احيا شده يك اسيد آسكورب،طبيعي

م دارد كه نتيجه فعاليت دو آنزي
هيدرو آسكوربات مونودهيدروآسكوربات ردوكتاز و دي



 اناحمد مجد و همكار

 68

در آغاز باعث تشكيل  اكسيداسيون آن . استردوكتاز
شود كه مي )MDA( راديكال مونو دهيدروآسكوربات

- ه شكل آسكوربات و دي بتواند مجدداًمي
اين  .تغيير ساختار يابد) DHA(آسكوربات هيدرو
 همچون ،هاي سلولي در تمام بخشب تقريباًتركي

 و هاها، ميتوكندريها، واكوئلسيتوزول، كلروپلاست
 اين انتشار گسترده، .شودهاي سلولي يافت ميديواره
يندهاي آاين ماده را در پهنه وسيعي از فرنقش 
ا شده آسكوربيك فرم احي. دهدنشان مي زيستي
ها روپلاستها و كل زيادي در برگمقدار، به اسيد

ز باز  به نقش آن در فتوسنتوجود دارد كه احتمالاً
- آسكوربيك اسيد به عنوان يك آنتي).3( گرددمي

 در ارتباط با شود كهاكسيدان در گياهان مطرح مي
سازي  با پاكاكسيداني بوده وديگر تركيبات آنتي
هاي در برابر تنششي، گياه را اشكال اكسيژن واكن

 گلوتاتيون ديگر .)4( كندمياكسيداتيو حفاظت 
اكسيدان مهم سلول گياهي به عنوان دهنده آنتي

- عمل كرده با هم چرخهDHAالكترون در احياي 
 ).4، 5( دهند گلوتاتيون را شكل مي- آسكوربات

بيوسنتز ديواره سلولي،  در آسكوربيك اسيد
هاي گياهي، فتوسنتز، هاي ثانويه و هورمونمتابوليت

م آنزي، دخالت دارد؛ به عنوان كورشدتقسيم سلولي و 
 اثر آن  و اخيراًها لازم استآنزيمبراي عملكرد برخي 

اي و گلخانهدر رشد و نمو و تكوين گياهان در شرايط 
 بسيار مورد توجه قرار ،همچنين كشت در شيشه

  .)3، 4، 6، 7( تگرفته اس
سلولي، تقسيم تواند سيكلآسكوربيك اسيد مي

و ي را در گياهان تعديل كند  رشد سلولسلولي و
. و نمو گياهي درگير شود  در رشد،بدين ترتيب

د كه هر جا فعاليت ندهات مختلف نشان ميمطالع
 هم زياد آسكوربيك اسيد مقدار  زياد باشد،ميتوزي

 در S به G مرحله و حضور آن براي عبور از است
 با كوتاه كردن ،اين ماده.  ضروري است،چرخه سلولي

 باعث كوتاه ،S مرحله تحريك ورود به  وGزمان 
اين شدن زمان چرخه سلولي شده و با دخالت در 

). 7(شود باعث افزايش رشد سلول گياهي مي ،چرخه
 كه ميزان ريختيافته و يا ترادر گياهان جهش

كاهش يافته  )اندوژن(زاد اسيد درونآسكوربيك 
-كاهش مي ،رشد ساقه گياهباشد، تقسيم سلولي و 

-كردن سلولغني ، تنباكوBY-2هاي در سلول. يابد
- را تحريك ميتقسيم سلولي، اسيدك ها با آسكوربي

با افزايش ، سلولدر ديواره آسكوربيك اسيد . )8( كند
بر  اكسيداتيوتنش ايجاد و  راديكال هيدروكسيل

. شود ميشدن آن كاريدهاي ديواره، باعث نرمساپلي
حي كه سبب ترشهمچنين بر فعاليت پراكسيدازهاي 

در  و كرده، اثر شوند ميهاي فنليكاهش راديكال
. )3، 9(د شو شدن ديواره ميسختنهايت باعث 

يراتي ي، تغAS كاهش مقدار واجدگياهان تراريخت 
-مي نشان از جمله كاهش مقدار سلولز را ،در ديواره

  .)10(د دهن
مثلي موفق و  براي داشتن توليد،در گياهان عالي

،  زايشيمرحله رويشي به مرحلهتقال از  ان،بقاي گياه
دهي  است و زمان گل حياتي بسيار مهم وامري

-خارجي متعددي كنترل مي  داخلي وعواملتوسط 
آسكوربيك اسيد از طريق يك شبكه پيچيده . گردد

دهي، پيري و مرگ هدايت پيام در ارتباط با زمان گل
كند و به عنوان  ميفعاليتريزي شده سلولي برنامه

 پاسخ به عوامل خارجي يك پيام داخلي در جهت
 همچون انتقال از ،كرده، با تنظيم نمو گياهيعمل 
به توازن و ثبات گياه  ،زايشيمرحله  رويشي به مرحله

گياهان جهش يافته كه  به طوري كند؛كمك مي
كه ميزان آسكوربيك اسيد  )vtc( آرابيدوپسيس

 فتوپريود ، دراستوع وحشي ا كمتر از نهآنزاد درون
 اما با ؛رندتر از نوع وحشي دادهي سريع گل،روز بلند

  روند اين،زاد برونافزودن آسكوربيك اسيد به صورت
  ).11( دافتخير ميأدهي به تگل

در آسكوربيك اسيد به عنوان كوفاكتور مهمي 
ها مانند اتيلن، جهت بيوسنتز بسياري از هورمون

كند و با لت مي دخا،زيك اسيديژيبرليك اسيد و آبس
ا در سلول و گياه هدر ميزان اين هورمونانتقال پيام، 

يندهاي نموي مانند پيري آتواند بر فر ميثر بوده،ؤم
كه در همان گياهان تراريخت چنان. اثر بگذارد

به دليل  )Arabdiopsis thaliana( آرابيدوپسيس
اسيد، ميزان هورمون ژيبرليك مقدار كم آسكوربيك 

 يابدمي شزدارنده پيري در گياه است كاهكه بااسيد 
- و پيري زودتسريع ،دهيگلبدين ترتيب، روند و 

  ).12( گردد واقع مي،رس
 و در آسكوربيك اسيد در فتوسنتز نيز نقش دارد
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عنوان يك دهنده به) in vitro( شيشه ونشرايط در
-هاي سالپژوهش و. شودميشناخته ، الكترون قوي

شده  اكسيد نوعر اشاره دارند كه اين ام بر اخير، هاي
 به عنوان پذيرنده ،آن، مونودهيدروآسكوربيك اسيد

 كندر شيشه عمل مي در شرايط دPSIIالكترون از 
 در تكثير گياهان،  نوينهاييكي از روش). 4، 13(

تحت از آن كشت سلول و بافت گياهي است كه 
. شود ميياد سترونعنوان كشت در شيشه يا كشت 

 ابزار مهمي در مطالعات ، كشت بافت گياهي،امروزه
از  كهشود، به طوريايه و كاربردي محسوب ميپ

، مختلفوان نسبت به تكثير گياهان ت ميطريق آن
. ، اقدام نمودزراعياعم از صنعتي، دارويي، مرتعي و 

كشت بافت اثر آسكوربيك اسيد بر ، پژوهش حاضردر 
گياه كه يك ) .Brassica napus L(گياه كلزا 

بالا است،  اقتصادي بسيار داراي ارزشو نه روغني دا
-تاثير آن بر كالوسمورد توجه قرار گرفته است تا 

مورد كلزا باززايي گياه زايي و در نهايت، زايي، اندام
   .بررسي قرار گيرد

  
  هامواد و روش

   بذرهاضدعفوني كردن
تهيه شده  Hyola 401ابتدا بذرهاي كلزا رقم 

ي و جار با آب،هاي روغنيه كشت دانهاز مركز توسع
زير هود  سپس در. ندشد شستشو كاملاً، مايع شوينده

 به مدت ،درصد 70تانولاستفاده از ا بابذرها  ،لامينار
 درصد 1 قه و پس از آن با هيپوكلريت سديميك دقي

 سه ،در نهايتند و  سترون گرديد، دقيقه20به مدت 
 تا اثر ته شدندكاملا شس، مرتبه با آب مقطر سترون

بذرهاي ضدعفوني . ضدعفوني كننده از بين برودمواد 
فاقد ويتامين، كشت  MSشده، در محيط كشت 

 هاهاي ده روزه حاصل از آنرست  و از دانهشدند
  . ها استفاده شدبراي تهيه جداكشت

  
  هاتهيه جداكشت

 روي كاغذ صافي سترون، هاي سترونرست دانه
هاي ريشه،  از بخش،اسكالپل و با كمك  شدقرار داده

اي و هاي لپه، برگ)هيپوكوتيل( محور زير لپه
متر  ميلي2- 3 قطعاتي با اندازه ،راسي ساقه مريستم

ها در جداكشت اين .كشت تهيه گرديدبه عنوان جدا
 ، 50 ، 0 آسكوربيك اسيد هاي كشت دارايمحيط
سپس . ندشدليتر كشت در گرم  ميلي200و  100

 در ها نمونه وا كاملا با پارافيلم بسته شدهدرب پتري
و با گراد  سانتيدرجه 20- 25 ژرميناتور با دماي

 ساعت تاريكي 8 ساعت روشنايي و 16فتوپريود 
  .ندنگهداري شد

  
  كشت تهيه محيط

 داراي MSمحيط كشت مورد استفاده، محيط 
 KINو ) ايندول استيك اسيد (IAAهاي هورمون

 گرم در ليتر ميلي2به ميزان ) ل آمينو پورينفورفوري(
 ،آسكوربيك اسيد در دماي بالابه دليل تخريب . بود

پس از اتوكلاو كردن محيط كشت و سرد شدن آن تا 
ز محلول اگراد،  درجه سانتي40 - 45دماي حدود 

هاي مورد نياز پايه تهيه شده آسكوربيك اسيد، غلظت
 رم در ليتر،گ ميلي200 و 100 ، 50 براي مقادير

هاي فيلتر سرنگي به محيطبرداشته شد و با كمك 
يط سترون در امحيط كشت در شر. كشت افزوده شد

 ،جامد شدن محيط د و پس ازها توزيع شدرون پتري
  . ها با پارافيلم كاملا مسدود گرديددرب پتري
 ،زاييكالوسآسكوربيك اسيد بر   اثر بررسيبراي

ه عنوان قطعاتي ب) هيپوكوتيل(از محور زير لپه 
داراي  MSكشت  و در محيطتهيه شد جداكشت 

-فنوكسيكلرو،  دي- 4و D  )2-2,4هايهورمون
گرم در ميلي 1  با نسبت برابرKINو ) استيك اسيد

گرم در ليتر  ميلي100  و 50 ، 0هاي و غلظتليتر 
براي هر غلظت از  .گرديدآسكوربيك اسيد كشت 

و كرار پتري ديش به عنوان ت 3آسكوربيك اسيد، 
گرفته  قطعه جداكشت، در نظر6 تا 5براي هر پتري، 

ها، براي هر غلظت زايي جداكشتكالوسپس از . شد
 كالوس با اندازه 3 ،از هر پتريآسكوربيك اسيد 

 هاتر آن و وزن  شدو با ترازو توزينخاب متوسط انت
 به مدت ،هاي انتخاب شدهسپس كالوس. ثبت گرديد

وزن ن، يوزپس از ت و  شدده ساعت در آون قرار دا24
هاي حاصل از وسكال. ها ثبت گرديدخشك آن

زايي، وزن تر كالوس  از نظر درصد،تيمارهاي متفاوت
   .شد با هم مقايسه ،و وزن خشك
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  آناليز آماري
ها با استفاده جزيه و تحليل آماري نتايج آزمايشت

 انجام شد و) تجزيه واريانس( SPSSافزار از نرم
.  رسم گرديدExcel افزارنرمبا استفاده از  نمودارها

  . بود P<0.05 ملاك استنتاج آماري
  
  نتايج

 در ايهاي ريشهنتايج حاصل از كشت جداكشت
  هاي مختلف آسكوربيك اسيد غلظت

 mg/l 50 تيمار اي درهاي ريشهجداكشت
 بسيار كوچكي تشكيل هايكالوس، آسكوربيك اسيد

-ريشه. زايي نيز داشتند ريشه، و همزمان با آندادند
 تصوير( مانند بودند ظريف و كرك،هاي تشكيل شده

هاي كالوسزايي افزايش يافت و الوس ك،به تدريج. )1
  در ادامه روند.يافتند رشد  كاملاً،داررنگ و دانهكرم

 بيش از افزايش طول ريشه ، تراكم ريشه،زاييريشه
  .)1تصوير ( نمايان بود

  

  
 mg/l50اي درغلظت ريشه جداكشت - 1تصوير 

  .آسكوربيك اسيد

زايي ريشه شاهد شروع به هاينمونه ،پس از آن
 mg/l50 كمتر از تيمار هادر آنزايي ريشهكردند كه 

 هايزايي كالوسريشه و پس از بود آسكوربيك اسيد
. ند كه گسترش نيافتشد تشكيل نيزبسيار كوچكي 

 يباًهم تقرآسكوربيك اسيد  mg/l 100 در تيمار
 تشكيل ، كوچكيهايكالوس، شاهدنمونه همزمان با 

هاي ريشه. شدمشاهده  زاييريشه ،شد و سپس
اما ،  تا حدودي رشد طولي داشتند،شكيل شدهت

 تصوير(ند شداي رنگ ميدريج قهوه به تهاجداكشت
2.(   

  

  
 mg/l100اي در غلظت  جداكشت ريشه- 2تصوير 

  .آسكوربيك اسيد
  

و  كالوس،  آسكوربيك اسيدmg/l 200در تيمار 
اي  قهوههاجداكشت تشكيل نشد و فقط ييا اندام

  .)1 جدول( دنشد
  

  
  .هاي ريشهاثر آسكوربيك اسيد بر جداكشت - 1جدول

  ASغلظت   نوع جداكشت
Mg/l  

  نوع
  حالت خاص  هارشدقطري ريشه  هاريشهرشدطولي  ريشه زايي  زاييكالوس

  -----------  ---------  يار كمبس  متوسط  بسيار كوچك  0
  -----------  ----------  كم  قوي   كوچك-سريع  50

  قطعات ريشه  اي شدنقهوه  ---------  بسيار كم  ضعيف  بسيار كوچك  100

  اي شدنقهوه  ---------  --------  --------  -------  200
    

هاي محور زير نتايج حاصل از كشت جداكشت
لف هاي مختغلظت در) هيپوكوتيل(لپه 

  آسكوربيك اسيد 
ابتدا در تيمار  ،ي محور زير لپههادر جداكشت

mg/l 50،زايي شروع شد و  ريشه آسكوربيك اسيد
يل شده داراي رشد طولي خوبي هاي تشكريشه
نده هاي بلند با تارهاي كش ريشه،پس از مدتي. بودند

 تا حدودي رشد هااين ريشه. فراوان تشكيل شد
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  .)3 تصوير( داشتندهم قطري 
  

 
اي درغلظت  جداكشت محور زير لپه- 3تصوير 

mg/l50آسكوربيك اسيد . 
  

 mg/l  100هاي تحت تيمار  نمونه،پس از آن
هاي  ريشهو زايي كردندريشه ،آسكوربيك اسيد

-ريشه. ولي داشتند رشد طتا حدودي ،تشكيل شده
ز دو تيمار قبلي  ديرتر ا، شاهدهاينمونهزايي در 

 ، ظريف و كركهاي تشكيل شدهريشه. صورت گرفت

 رشد طولي ، قبليمار و نسبت به دو تندمانند بود
اي در لپه هاي محور زيرجداكشت. كمتري داشتند

 ، آسكوربيك اسيدmg/l 200 محيط كشت داراي
  ).2جدول، 4تصوير( اي شدندقهوه

  

  
 mg/lاي در غلظت لپه  جداكشت محور زير- 4تصوير 

 . آسكوربيك اسيد200

  
  .ايهاي محور زير لپه اثر آسكوربيك اسيد بر جداكشت- 2ل جدو

  ASغلظت   نوع جداكشت
Mg/l  

- كالوس نوع
  حالت خاص  هاريشهرشدقطري  هاريشهرشد طولي  ريشه زايي  زايي

  ---------  ---------  بسيار كم  كند،ضعيف  ---------  0
  ---------  +  زياد  قوي  ---------  50
  ----------  ----------  زياد  قوي  ---------  100

محور  قطعات
  ايلپه زير

  اي شدنقهوه  ---------  ---------  --------  ---------  200
 
 

 اي درهاي لپهنتايج حاصل از كشت برگ
  هاي مختلف آسكوربيك اسيد غلظت
 و تشكيل نگرديد يكالوس هاجداكشتاين در 
زايي ريشهشروع .  صورت گرفتزايي ريشهاًمستقيم

 كه در  بودآسكوربيك اسيد mg/l 50 با تيمارهم 
 تارهاي ي ازها با رشد طولي سريع و انبوهريشه ،آن

  .)5 تصوير( تشكيل شدندكشنده 
 در محيط كشت ها كاملاًبا گذشت زمان، ريشه

-ريشه، هاي شاهدپس از آن، نمونه. گسترده شدند
در . ها رشد طولي كمتري داشتندزايي كردند و ريشه

 هاي كرك، ريشهآسكوربيك اسيد mg/l 100ار تيم
مانند و ظريف تشكيل شد كه البته رشد وگسترش 

 .چنداني نشان ندادند

  
 mg/l 50اي درغلظت لپه جداكشت برگ - 5تصوير 

  .آسكوربيك اسيد
  

ها قابل تغيير رنگ تا حدودي در اين جداكشت
 mg/l 200  درايلپههاي برگ. مشاهده بود

اي رنگ شدند، ولي  فقط قهوه،آسكوربيك اسيد
   .)3جدول ( ها مشاهده نگرديدزايي در آناندام
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 .ايهاي لپههاي برگر جداكشتاسيد ب اثر آسكوربيك- 3جدول 

  ASغلظت   نوع جداكشت
Mg/l  

  نوع
  حالت خاص  ريشه هارشدقطري  ريشه هارشدطولي  زاييريشه  زاييكالوس

  ---------  --------  كمي   متوسط  ----------  0
  ساقه و برگ  +  زياد  سريع، قوي  ----------  50

  ايقهوهكمي  --------  -------  كند، ضعيف  ----------  100

  
  هايبرگ
  ايلپه

  اي شدن قهوه  --------  --------  ----------  ----------  200
  

 به ايهاي لپهي برگهاپس از واكشت جداكشت
قبلي، در تيمار  جديد با همان تركيب  كشتمحيط
mg/l 50 نوع ساقه زايي از اندام ،از آسكوربيك اسيد

اين . زايي مشاهده گرديدو مدتي پس از آن هم برگ
شيشه دردار با همان   به درون، كاملهايگياهچه

 و با گذشت ندتركيب قبلي محيط كشت منتقل شد
 و گسترش ، افزايش رشد ساقه، سطح برگزمان

  . )6 تصوير ( آشكار بودهاريشه در آن
  

  
  

اي لپه  نمونه گياهچه حاصل از كشت برگ- 6 تصوير
  . آسكوربيك اسيد50mg/lدر غلظت 

  
از كشت مريستم راسي ساقه در نتايج حاصل 

  هاي مختلف آسكوربيك اسيد غلظت
، شروع هاي مريستم راسي ساقهدر جداكشت

ار ابتدا در تيم. زايي با تشكيل ساقه همراه بوداندام
mg/l 50 شيري رنگ هايكالوس، آسكوربيك اسيد 

زايي ، ساقه همزمان با آنو تقريباًشد تشكيل 
ها كمي پس از تشكيل ساقه، برگ. مشاهده گرديد

  . )7تصوير( پديدار شدندهم 

  
  

جداكشت مريستم راسي در غلظت  - 7 تصوير
mg/l50ربيك اسيد آسك. 

  
ك آسكوربي mg/l100  شاهد و تيمارهاينمونه

-كالوس ،AS از mg/l50 كمي پس از تيمار ،اسيد
رشد  .دادند تشكيلرنگ و اندام ساقه و برگ  كرمهاي
 در گرم ميلي50ر تيمار هاي تشكيل شده، داندام
 و ها بودآسكوربيك اسيد، بيش از ساير تيمارليتر 

ي نيز زايكيل ساقه و برگ، اولين آثار ريشهپس از تش
-گياهچه ،ترتيببدينو يد در اين تيمار مشاهده گرد

 تيمار در .)7تصوير( نوپديد تشكيل گرديدكامل  هاي
mg/l100 پس از تيمار ، كمي آسكوربيك اسيد
mg/l 50  ازASو ريشهندكردزايي ها ريشه، نمونه -
- نمونه. رشد طولي خوبي داشتندتشكيل شده،هاي 
 و ندزايي كردشاهد، ديرتر از دو تيمار قبل ريشه هاي
در . شد تشكيل هااي ظريف و كوچك در آنهريشه

پس از ها نمونه ،آسكوربيك اسيد mg/l200تيمار 
ساقه و برگ زايي از نوع تشكيل  اندام،گذشت مدتي

 بسيار ،هاي تشكيل شده اندام كهرا نشان دادند
.)4 جدول(ند  و رشد چنداني نداشتندكوچك بود
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 .يستم راسيهاي مر بر جداكشتاسيد آسكوربيك اثر - 4 جدول

  ASغلظت   نوع جداكشت
Mg/l  

  حالت خاص  رشدقطري ريشه ها  رشد طولي ريشه ها  ريشه زايي  كالوس زايينوع

  تشكيل ساقه و برگ  --------  كم  ضعيف  كوچك  0
  تشكيل ساقه و برگ  +  زياد  قوي   كوچك-سريع  50
  و برگساقهتشكيل  +  زياد  قوي  كوچك  100

مريستم 
  راسي

200  -------  --------  -------  -------  --------  
  

 آسكوربيك اسيد بر كشت ريز نتايج كلي اثر
  ها نمونه
هاي به ، نوع و ميزان هورمونطور كليبه

زايي را بيشتر اندام، كارگرفته شده در پژوهش حاضر
-ي مقدم بر كالوسزاييك كرده و همواره، اندامتحر

، و در مواردي 50همچنين غلظت . زايي بوده است
، بيش گرم در ليتر آسكوربيك اسيدميلي 100غلظت

 تمايز اندام ريشه ،هاي شاهدها و نمونهاز ساير غلظت
زايي در را تحريك كرده و سبب افزايش ريشه

گرم در ليتر  ميلي200غلظت . ها شده استجداكشت
زايي و رشد داشته و ين اسيد، اثر بازدارنده بر انداما

ك اسيد خود يك تركيب آسكوربيكه  با وجود اين
ها در اي شدن نمونهقهوهاكسيدان است و از آنتي

گرم  ميلي200كند، غلظت كشت بافت جلوگيري مي
ها را تحريك كرده و تمام ريز آن تغيير رنگ نمونه

اي شده ، قهوهها در اين غلظت آسكوربيك اسيدنمونه
-ها مي با توجه به نتايج اين آزمايش،در نهايت. است
تم راسي ساقه مريساي و لپه هاي برگن جداكشتتوا

 50و غلظت هاي مناسب را به عنوان جداكشت
گرم در ليتر آسكوربيك اسيد را غلظت مناسب ميلي

  .براي ريزازديادي گياه كلزا معرفي نمود
  

  دانانتقال گياهان نوپديد، از محيط كشت به گل
ها به يك ماه پس از اولين واكشت، گياهچه

كوليت سترون منتقل ي كوچك از ورميهاگلدان
ها در محيط گلخانه با دماي بين اين گلدان. گرديدند

گراد و داراي نور كافي، نگهداري  درجه سانتي20- 25
و به طور متناوب با آب مقطر و محلول غذايي 

گياهان پس از انتقال، داراي . هوگلند آبياري شدند
ز  بيرون ارشد خوبي بودند و انتقال گياهان به محيط

  ).8 ويرتص( محيط كشت، با موفقيت صورت گرفت

  
  

دو ماه پس از  كوليت،گياه منتقل شده به ورمي - 8 تصوير
  .انتقال

  
هاي زايي در غلظتتايج حاصل از كالوسن

  مختلف آسكوربيك اسيد
آسكوربيك  mg/l50 هاي شاهد و تيمارنمونه

ي زايكالوس طور همزمان شروع به  بهتقريباً ،اسيد
 اولين آثار ، و حدود دو هفته پس از كشتكردند

 ، آنپس از. ها مشاهده گرديدتشكيل كالوس در آن
آسكوربيك اسيد هم   در ليترگرم ميلي100در تيمار 

 نمونه شاهد و تيمار در. شدند تشكيل هاكالوس
mg/l50 ها ، بيشتر ريزنمونهكوربيك اسيدآس
، ل شدههاي تشكيزايي كردند، اما كالوسكالوس

 100در تيمار . داراي اندازه كوچك و حجم كم بودند
يد، در تعداد كمتري آسكوربيك اسدر ليتر گرم ميلي
- و بيشتر جداكشتبوجود آمد كالوسها نمونه از ريز

 تغيير كردند، ولي ،رنگ شدن بافتها فقط در حد بي
تر و  داراي اندازه بسيار بزرگ،همان تعداد كالوس كم

ي حاصل هاكالوس. هاي قبل بودندتيمارتر از حجيم
زايي، وزن مارهاي متفاوت، از نظر درصد كالوساز تي

بالاترين .  با هم مقايسه گرديدند،تر و وزن خشك
 mg/l50 به تيمار متعلق ،زاييدرصد كالوس

، شاهد بود كه با هم، پس از آنآسكوربيك اسيد و 
 شكيلكمترين درصد ت. داري نداشتنداختلاف معني
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 در ليتر گرم ميلي100كالوس هم در تيمار 
هاي قبل  مشاهده گرديد كه با تيمارآسكوربيك اسيد
. )A،1نمودار ( ،)P<0.05( دار داشتاختلاف معني

آسكوربيك  mg/l100  در تيمار،بالاترين وزن تر
ن با شاهد و تيمار اسيد مشاهده گرديد كه اختلاف آ

 ،)P<0.05( دار بودمعني ،در ليترگرم  ميلي50
 مربوط به تيمار ، بالاترين وزن خشك.)B،1نمودار(

mg/l100ولي با ساير تيمارها ،  آسكوربيك اسيد بود
نمودار ( ،)P>0.05(داري نداشت اختلاف معني

1،C(.  
  

  B  A  

   
 

C 

  
.     اسيداي مختلف آسكوربيكهدر غلظت وزن تركالوس ) B. (اسيدهاي مختلف آسكوربيكزايي در غلظترصد كالوسد )A (-1 نمودار

)C (اسيدهاي مختلف آسكوربيكدر غلظت وزن خشك كالوس.  

  
  بحث

-مهماگرچه آسكوربيك اسيد به عنوان يكي از 
 برايهاي حاضر در گياهان اكسيدان آنتيترين

ها در برابر آسيب اكسيداتيو شناخته حفاظت سلول
هاي هاي حاصل از پژوهشه است، اما يافتهشد
دهد كه هاي اخير نشان ميقان در سالمحق

 بيش از يك مولكول دفاعي بوده و ،آسكوربيك اسيد
زيستي يندهاي آاري از فريمتابوليتي است كه در بس

نتايج  ).14( شودمي درگير ،نمو گياهان وو رشد 
ها،  در همه جداكشتدهد كه نشان ميپژوهش حاضر

-يشهگرم در ليتر آسكوربيك اسيد، ر ميلي50غلظت 

 رشد .كنداندام ريشه را تحريك ميزايي و تمايز 
اي شامل تكثير سلولي، طويل يند پيچيدهآريشه، فر

 ، و آسكوربيك اسيداستها يز سلولشدن و تما
 ،زيستي  از نظرهركيب متعارفي در گياهان است كت

پذيري ديواره سلولي تنظيم تقسيم سلول و توسعه در
زايي و تمايز ت ريشهافزايش قابلي. )8( دخالت دارد

ن چنين تفسير توااندام ريشه در اين تيمارها را مي
 رفتاري مشابه اكسين ،كرد كه چون آسكوربيك اسيد

هاي مناسب، ظتدارد، همانطور كه اكسين در غل
، )1،2( گردميوب زايي محسريشه هورمون

زايي ربيك اسيد هم اثر مطلوبي بر ريشهآسكو
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اين تاثير حتي در . ست اگياه داشتههاي جداكشت
به خوبي مشهود است هاي مريستمي هم نمونه ريز
س ساقه، أبه دليل ماهيت مريستم رويشي رگرچه  كه

آثار اما  شود،، متمايز مياندام برگ و ساقهابتدا 
گرم اين اسيد  ميلي50زايي هم در تيمار ريشه

 سال درو همكاران  Pedregosa. مشاهده گرديد
 ندپياز نشان دادهاي بر روي ريشه با مطالعه 2005

 Gailماده آن  و يا پيشكه افزودن آسكوربيك اسيد
)L – زاد به صورت برون ) لاكتون- 4و1 – گالاكتونو

اي همبه محيط كشت اين گياه، باعث القاي پريموردي
ي پياز شده و سرعت طويل شدن هادر پايهريشه 
-يماردر ت. دهدي در حال رشد را افزايش ميهاريشه

اين غلظت از آسكوربيك اسيد تعداد هاي تحت 
اين . )15( ه بيشتر بودهاي فرعي تشكيل شدهريش

در سال و همكاران  Arrigoni هاينتايج با گزارش
1992،Paciolla  كه 2001 سال در و همكاران ،

 تكثير سلولي در تمام  را عاملآسكوربيك اسيد
ند، الايه ريشه زا معرفي كردهمريستم ريشه و 

لايه افزايش تقسيمات سلولي در  .همسويي دارد
نوان يك نتيجه منطقي براي پيدايش  به عزاريشه
آسكوربيك  هان تحت تيمارهاي فرعي در گياريشه
  .)16،17( استاسيد 
 حالت ردوكس آسكوربيك اسيد و ،طور كليبه

حل نموي خاصي در ريشه را ميزان آن در سلول، مرا
كه آسكوربيك ن دليل است دهد و به همينشان مي

-مهم موثر در نمو گياه ميهاي اسيد را از متابوليت
 فعاليت كه هاي جوانند كه مقدار آن در بافتشناس

 مسن هايبافت از بيشتر دارند، زيادتري متابوليسمي
 هاي انجام شدهطبق بررسي ).16( است گياهان
 ،2003 و همكارانش در سال  Horemansتوسط

آسكوربيك اسيد سبب پيشرفت ه شكل احيا شد
 DHA اما شكل اكسيد شده آن چرخه سلولي شده،

كند و در طويل شدن جلوگيري مياز تكثير سلولي 
ين پژوهشگران با بررسي ا. )18( ها دخالت داردسلول
 كه فعاليت زياد ند تنباكو نشان دادBY-2هاي سلول

طويل سرعت ) AOX(آسكوربيك اسيد اكسيداز 
دهد كه اين سرعت با  را افزايش ميهاشدن سلول

 با AFR زيرا. همراه است  DHA  وAFRتوليد 
زايش جذب افباعث القاي هيپرپلاريزاسيون غشايي، 

 هم با افزايش DHA و هايوني و توسعه واكوئل
بب توسعه سلولي و  س،پذيري ديواره سلوليانعطاف

وهشگران هاي اين پژبررسي. شوندطويل شدن آن مي
هاي در هايي كه سلول نشان داده است بافتهمچنين

 بيشتري DHAحال رشد سريع دارند، ميزان جذب 
  نشان2003 در سال  و همكارانHoremans. دارند

عوامل ناقل ها دادند كه در غشاي پلاسمايي سلول
 وجود دارند كه در جذب آن DHAمربوط به 

 AS/DHAدخالت داشته و در اين مورد از مبادله 
 DHA جذب همزمان ،كنند كه در آن مياستفاده

. درون سلولي است AS توسط سلول، همراه با خروج
جهش يا لب، گياهان تراريخت در تكميل اين مط

تر، سرعت رشد زاد كميافته با آسكوربيك اسيد درون
  . )18(د ها نشان دادنكمتري را در نوساقه

نتايج حاصل از بررسي اثر آسكوربيك اسيد بر 
 تشكيل ،دلوس نشان داد كه وجود اين اسيالقاي كا

افزايش تشكيل كالوس را . كندميكالوس را تحريك 
جداكشت توان به تقسيم سلولي بيشتر در قطعات مي

 باعث افزايش اين آسكوربيك اسيدنسبت داد و 
آسكوربيك اسيد براي پيشرفت و . گرددتقسيمات مي

در  و با دخالت است مورد نياز ،تسلسل چرخه سلولي
در ). 19(د كنتكثير سلولي، در نمو گياه شركت مي

هاي رأس ريشه با تكثير و فعاليت زياد از ميزان سلول
  و پيشرفت چرخهشودميآسكوربيك اسيد كاسته 

 اما اگر ميزان .گرددمتوقف مي G1 در سلولي
 - L آن مادهپيش  با افزودنآسكوربيك اسيد

 سلولي تقسيم ،يابد افزايش لاكتون 4 و 1 گالاكتونو،
هاي كشت شده سلول ).14( كنديم تحريك را

تنباكو در زماني كه شاخص ميتوزي بالاترين مقدار را 
 را دارند و كوربيك اسيددارد، بيشترين مقدار از آس

تر، حال آنكه در مراحل رشد با شاخص ميتوزي پايين
 .)10(است كمتر AS مقدار

 Smirnoff  و Wheeler 2000در سال 
 ASش كردند كه تغييرات تدريجي متابوليسم گزار

در طول ساقه از مريستم به مناطق تمايز يافته رخ 
پذيري بالا، بيشترين داده و مريستم با قدرت تقسيم

 .)7(  را دارا استASميزان 
آمده از اين تحقيق و با توجه به نتايج به دست 

هاي ديگر هاي بيشتر بر روي گونهانجام بررسي
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 از ،د روزي بتوان در مطالعات كشت بافتگياهي، شاي
از نظر اقتصادي، بسيار مقرون به آسكوربيك اسيد كه 

  .جاي هورمون اكسين استفاده نمود، به صرفه است
  

  تقدير و تشكر

ولين مجتمع آزمايشگاهي دانشگاه آزاد ؤاز كليه مس
تحقيقات تهران كه اينجانب را  اسلامي واحد علوم و

مك و ياري نمودند، در اجراي اين پژوهش ك
  .نمايمصميمانه تشكر و قدرداني مي
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