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  گیاه داروئیزائی کالوسبر  رشد هايکنندهتنظیماثر بررسی 
 Momordica charantia L.   

  

 4علی قنبري ،3زاده، قربانعلی نعمت2*، حسین مرادي1رقیه اصغرزاده

  ، ساري، ایرانپژوهشکده ژنتیک و زیست فناوري کشاورزي طبرستان، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساريارشد،  کارشناسی1
  ساري، ایران ،دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري استادیار،2
  ساري، ایران ،پژوهشکده ژنتیک و زیست فناوري کشاورزي طبرستان، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري استاد،3
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  21/6/95 تاریخ پذیرش: ؛   2/12/94 تاریخ دریافت:

  چکیده
آهـن، سرشار از  وچند ساله  ،گیاهی گرمسیري ،کدو متعلق یه تیره ).Momordica charantia L( گیاه داروئی خربزه تلخ

بافت علاوه  کشت روش ،در ایران گیاهی ن این گونهبود محدود نیز و اقتصادي اهمیت به توجه ا. باست C و Aویتامین و  فسفر
منطقـه گیـاه از  بـذرهاي در این تحقیق. باشدمی آن و تکثیر تجاري تولید براي مناسبی راه ،ریزي تحقیقات مولکولیبر زمینه پایه

 شـامل ریزنمونـه کاملاً تصادفی با سه فـاکتور پایه فاکتوریل در قالب طرح صورت هی بآزمایش وري وآجمع 1392در سال  زابل
بنزیل گرم در لیتر و میلی 5/0و  25/0هاي صفر، با غلظت )D-2,4(سطوح مختلف توفوردي در  ،(برگ، میانگره، گره با میانگره)

طول، عرض، ترتیب :  به پس از گذشت سه ماه د.سه تکرار اجرا ش با گرم در لیتر)میلی 1و  5/0، 25/0هاي  با غلظت )BA( آدنین
در که ند. نتایج حاصل از تجزیه واریانس نشان داد گیري شداندازهآن تر و خشک  زایی، رنگ کالوس، وزنارتفاع، درصد کالوس

داري و نوع ریزنمونه و اثر متقابل آنها اختلاف معنی BA, 2, 4-Dهاي هاي مختلف هورمونگیري شده غلظتتمامی صفات اندازه
 mg/l 1( BAبیشترین عرض، طول، وزن تر و خشک کالوس در ترکیب تیماري (که  طوري هبداشتند.  یک درصددر سطح احتمال 

بـر روي ریزنمونـه  mg/l (2,4-D 25/0( و BA )mg/l 5/0و برهمکنش هورمون ( گردید مشاهده 2,4-D )mg/l 25/0(به همراه 
هـاي در ریزنمونـه BAو  D-2,4هـاي تمامی غلظـت. همچنین ندابرگ نسبت به سایر فاکتورها اثر بهتري بر ارتفاع کالوس داشته

 اند.تولید شده به رنگ سبز زرد بوده هايبیشترین کالوسو  مراه داشتههزائی را بهصد در صد کالوس ،برگ

  
  1زائی، کشت بافت، کالوسکننده رشد تنظیم، خربزه تلخ: کلیدي هاي واژه
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  مقدمه
و  ، صـنعتیغـذایی مختلف هايفرآورده با گیاهان

 تولیـدات نظـام هـايچرخـه اصـلی محـور دارویـی
از جملـه ایـن  .دهندمی تشکیل را کشاورزي و طبیعی

 خـانواده کـدوئیاناز  1خربزه تلخگیاه داروئی گیاهان، 
هنگام برداشت   کهگیاهی گرمسیري و چند ساله است. 

 .طعـم آن تلـخ اسـتو  هـاي خـوراکی آن سـبز یوهم
آهـن،  غنـی از خربزه تلخهاي و ساقه ها، میوهها برگ

اصـلی عملکرد  باشد.می Aو  Cهاي ویتامینفسفر، و 
 ضـد سـرطان،کاهنده قند خون، محرك گـوارش،  آن

 باشـــدمـــی باکتريروس و ضـــدویضـــدضـــدنفخ، 
)Agarwal, 2015( . پودر گیاه خربزه تلـخ سرشـار از

طور طبیعی  که به است فعال و مفید ترکیبات شیمیایی
حـاوي مـواد خربـزه تلـخ  .در این گیاه وجـود دارنـد
هــا، تــرپن تــري از جملــه شــیمیایی فعــال بیولــوژي

و کوبـولا  . در این راسـتااستروئیدهاست ها، وپروتئین
 )Kubola and Siriamornpun, 2008(سـري مـورپن 

عصـاره بـرگ اي به این نتیجه رسـیدند کـه در مطالعه
بـر اسـاس را  بالاترین مقدار فعالیت آنتـی اکسـیدانی

عصاره میوه سبز بالاترین ارزش و  DPPHهاي فعالیت
هاي رادیکال بر اساس فعالیت را اکسیدانیفعالیت آنتی

ــیل  ــهیدروکس ــین دارن ــارد. همچن ــاران کوم  و همک
)Kumar et al., 2010(  یک  خربزه تلخ،بیان کردند که

خـاص کیفیـت و  عطـر، طعـمبا  گیاه رایج گرمسیري
هـا و درمـان بیمـاريبـراي و عنـوان دارو،  هباست که 

اختلالات از زمان باستان تا حال حاضر در طب سنتی 
 دارویـیدر این بررسی، قـدرت شود. استفاده می آسیا

اسـنی  .ه شده استنشان داد این گیاه در درمان دیابت
نیز در مطالعـه خـود  )Snee et al., 2010( و همکاران

گیـاه خربـزه بهبود طعم و افزایش مصـرف  استراتژي
 50بـا مصـاحبه از  تلخ در درمـان دیابـت در هـاوایی

هـاي مهـم متخصص بررسی نمودنـد. یکـی از جنبـه
                                                             

1-Momordica charantia  

ها گیاهی، کشت سلول، بافتهاي بیوتکنولوژي تکنیک
اي اسـت. هاي گیـاهی در محـیط درون شیشـهو اندام

اي با تکمیل کـردن روش آوري کشت درون شیشهفن
ورزي و بهبـود گیاهـان منظـور دسـت اصلاح سنتی به

 ,.Gaspar et al(بسـیار مـورد اسـتقبال قـرار گرفـت 

اي تکنیکی است که جاذبـه درون شیشه. ازدیاد )1996
ن بـه تـوازیـرا بـه کمـک آن مـی ،لایی داردتجاري با

هاي جدید گیاهی را در  سرعت تعداد زیادي از واریته
فضاي آزمایشگاهی محدود و کنترل شده تولید نمـود 

ي عـاري از بیمـاري از آن یا براي تولید گیاهان مـادر
داراي پتانسیل  درون تنیازدیاد در شرایط بهره جست. 

باشـد تولید گیاهان دارویی با کیفیت بالا مـی در بالقوه
اي مختلـف ریـز تواند از طریق روشهکه این مهم، می

هاي متنوعی ریزازدیادي در گونه دست آید. ازدیادي به
از جمله تعداد زیادي از گیاهان دارویی نتایج مطلـوبی 

 Tripathi and Tripathi, 2003 (را نشان داده اسـت 

;Kayser and Quax, 2007(. در تکثیر گیاهان دارویی ،
منظـور تکثیـر گیاهـان  باززایی گیاه از کالوس، نیـز بـه

 ,Thiruvengadam et al(دارویی کاربرد فراوانی دارد 

. همچنین بافت کالوس گیاهی علاوه بر ازدیـاد )2012
هاي متنوع دیگري نیز دارد که از جمله گیاهان، قابلیت

تقـال ژن بـه گیـاه و یـا نا توان به استفاده از آنها درمی
هـاي سوسپانسـیون سـلولی کاربرد آن در تهیه کشـت

هاي ثانویه و یا ترکیبات مفیـد  منظور تولید متابولیت به
 ,.Sharafi et al(حاصـل از آنهـا اشـاره نمـود  دیگر

2008; Mahmood et al., 2012( . یکیاز سوي دیگر 
 از بـودن مسـتقل بافـت کشـت روش هـايمزیـت از

 حـال عـین در و محیطی عوامل و جغرافیایی تغییرات
 ممکـن روش ایـن در. باشدمی آن رشد بالاي سرعت

 طبیعی شرایط در که شود تولید جدیدي ترکیبات است
 ,.Kartal et al( باشند نداشته وجودنیز  مادري گیاه در

 و گیاهان دارویـی اقتصادي اهمیت به توجه اب .)2004
 طبیعـی، ايهرویشگاه در هاگونهن این بود محدود نیز
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 باشـدمیآنها  تولید براي مناسبی راه بافت کشت روش
)Farkya et al., 2004(.  همکاران  ومانسر)Munsur 

et al., 2009( گـره هايبخش ازاي تکثیر درون شیشه 
گیاه خربزه تلـخ را بررسـی نمودنـد. در ایـن  ریشه و

 خربزه ریشه و گره يهابخشهایی از مطالعه ریزنمونه
 هاي مختلفغلظت همراه با MS کشتمحیط  در تلخ

BAP  2,4در ترکیب با-D  وNAA  کشـت شـدند. در
ــالاترین درصــد گــره بخــشایــن مطالعــه  ) 75/93( ب

گـرم در میلـی یـک با MS را در محیط کشت کالوس
و  تولیـد BAP گـرم در لیتـرمیلـی یـک و D-2,4 لیتر

را ) درصـد 85( کـالوس بالاترین درصدریشه  قسمت
 و D-2,4 گرم در لیترمیلی 6/0 با MS در محیط کشت

همچنـین نمودنـد.  تولیـد BAP گرم در لیترمیلی 5/2
 )Alexandra and Dorica, 2010الکساندر و دوریکا (

اي درون شیشـه در شـرایطگیاه خربزه تلخ را  زاییباز
و  سـیتوکینیناز  ترکیـب ینچنـدبررسی نمودند. آنها 

 هـاي مختلـفنمونه ریزباززایی ظرفیت  دراکسین را 
نتایج مطالعـه آنهـا  .نمودند بررسی ايریشه هايجوانه

 NAAو  BAPهـاي رشـد تنظـیم کننـدهنشان داد که 
و  TDZدر ترکیب بـا  BAPمستقیم و  زاییباعث اندام

BA  این گیاه نقش دارنـد. در  مستقیمغیرزایی اندامدر
 ,Sultana and Rahman( همین راستا سولتانا و رامن

 گیـاهر جنـین را دگیري ساختار سلول و شکل )2012
را کـالوس که دادند کردند و نشان  بررسی خربزه تلخ

خ در خربـزه تلـگیـاه  هـايبرگ با استفاده ازتوان می
-2,4 گرم هورمون میلی یک حاوي MS محیط کشت

Dــود ــد نم ــت تولی ــلولی،  و در کش ــیون س سوسپانس
 MSبالاترین کارایی رشد سلول در محیط کشت مایع

 05/0اسـید فولیـک و گـرم در لیتـر میلـی 5/0 شامل
 اي نیـز. در مطالعهمشاهده شد بیوتین گرم در لیتر میلی
 ,.Thiruvengadam et alدام و همکاران (نگوو یسر

خربـزه هـاي اي ریز نمونهباززایی درون شیشه) 2012
بررسی نمودند.  مستقیم زایی غیراز طریق اندام راتلخ 

نمونـه  از ریـز زنیزایی و جوانهکالوسدر این مطالعه 
 ه شـدنشـان دادو  دست آمد خربزه تلخ به ايگره میان

 30 در ايهگرمیاننمونه  از ریزدرصد  5/97که حدود 
روز  11 و )MS( روز بعد از کشت در محـیط کشـت
ــنج) حــاوي B5(بعــد از کشــت در محــیط کشــت   پ

ــولا ــولار ( دوو  D-2,4ر میکروم ــبز  )TDZمیکروم س
 در نابجـا از کـالوس هـايجوانـه درصد 5/96 شدند.

 TDZ ،5/1 میکرومولار چهار حاوي MSمحیط کشت 
 48گلوتـامین (مـول  میلـی 07/0و   D-2,4میکرومولار

هاي غلظتتاثیر  ) تولید شدند.نمونه در هر ریز جوانه
-2,4و  NAA هايهورمون) 5/1، 1، 5/0، 0مختلف (

D زایی هندوانه توسـط قـانعی و همکـاران بر کالوس
)Ghanei et al., 2013 و نشان داده شـد) بررسی شد 

زایی، وزن تر و وزن خشک کـالوس که درصد کالوس
یافت. رنـگ کـالوس  تحت تاثیر هر دو تیمار افزایش

القاي کـالوس  دو تیمار قرار گرفت.هر نیز تحت تاثیر 
 Cucumis sativus( زایی پیکري در گیاه خیارو رویان

L.( نیـا و همکـاران رقم سوپردومینوس توسط سـتوده
)Setoodehnia korani et al., 2014 انجـام شـد کـه (

اي، هــاي نـوك برگــی، دمبرگـی، بــرگ لپــهریزنمونـه
نـوع  12هیپوکوتیل خیـار (رقـم سـوپردومینوس) در 

بـا ترکیبـات   MSمحیط کشت شـامل محـیط کشـت 
هاي به نسبت )D, BAP, NAA, KIN-4 ,2( هورمونی

گرم در لیتر مورد بررسی قـرار متفاوت بر حسب میلی
زا از هـاي رویـان همچنین براي تکثیر کـالوس .گرفت

هـا از محـیط  همان محیط کشت و بـراي نمـو رویـان
درصد و بدون هـیچ هورمـون  3+ ساکارز MSکشت 

 ,MS10, MS6, MS4هـاي القـاي استفاده شد. محیط

MS1 القاي کالوس را داشتند. درصد  ،بیشترین درصد
. ی پیکري نیز در دو محیط بیشتر و بهتر بـودزایرویان

 تـوانمـی کالوس کشت شـده را بـراي چنـدین سـال
هاي  نگهداري نمود. در بیشتر موارد با نگهداري کشت

کالوس در شرایط رشد کم، از آنها براي حفظ ذخـایر 
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 پژوهش این هدف از بنابراین شود. ژنتیکی استفاده می
زائـی بـراي گیـاه وسدستیابی به بهتـرین محـیط کـال

باشد. در تحقیق حاضر سعی بر داروئی خربزه تلخ می
هـاي زایی در ریزنمونهکالوسسازي آن است که بهینه

خربزه تلخ تحت تاثیر هورمون اکسـین و  گیاه داروئی
قابل ذکر است کـه  سیتوکنین مورد ارزیابی قرار گیرد.

زایی در گیاه دارویی خربزه تلـخ در ایـران تـا کالوس
کنون گزارش نشده است و بـراي اولـین بـار در ایـن 

  پژوهش انجام گرفت.
  

  هامواد و روش
ــر  ــق حاض ــاتحقی ــايلدر س در  1393-1392 ه

زمایشگاه کشت بافت پژوهشـکده ژنتیـک و زیسـت آ
بذرهاي گیاه  .انجام گرفت مازندرانفناوري کشاورزي 

، شهرسـتان از نواحی سیستان و بلوچستان خربزه تلخ
دقیقه  5مدت  به هاي بذر نمونه .آوري گردیدجمع زابل

از روي آنهـا  زیر آب روان قرار گرفت تا گرد و غبـار
مدت یـک  به درصد 70با الکل  پاك گردد، سپس ابتدا

مـدت یـک دقیقـه  با آب مقطر استریل به بعدو دقیقه 
هم دقیقه  2مدت  بعد از این مرحله به .شستشو گردید

گر با آب ور و بار دیدر محلول اسید کلریدریک غوطه
اسـید  دقیقه هم در 5مدت  مقطر استریل شستشو و به

بـار در محلـول و ایـن غلیظ شناور گردیدسولفوریک 
مـدت  به 20بهمراه یک قطره تویین  هیپوکلریت سدیم

جهـت حـذف  و در مرحلـه آخـردقیقه قرار داده  20
با آب مقطـر  هابقایاي مواد ضدعفونی کننده، ریزنمونه

استریل چندین مرتبه شستشو شد و در محـیط کشـت 
MS  سلسیوسدرجه  25±2و در اتاقک رشد با دماي 

روشـنائی قـرار  ساعت تاریکی/ 8/16تحت فتوپریود 
ها به که گیاهچه پس از گذشت سی و پنج روز گرفت.

، از آنها ریز نمونه استریل (برگ، حد کافی رشد کردند
بـراي بهینـه  تهیه و) 1(شکل میانگره، گره و میانگره) 

بـه  MSدر محـیط کشـت  ییـزاسازي محیط کالوس
گرم میلی 5/0و  25/0و  0هاي  با غلظت D-2,4همراه 

 1و  5/0و  25/0هاي  با غلظت BAو هورمون در لیتر 
سـه  تکـراربـا سـه تکـرار و در هـر گرم در لیتر میلی

رشـد و بـا توجـه بـه سـرعت  ریزنمونه کشت گردید
 آزمـایش. شـدندهفتـه واکشـت  6-3هـا هـر کالوس

کاملاً تصـادفی  پایه فاکتوریل در قالب طرح صورت هب
شـامل ریـز فاکتورهـا ( د.فاکتور و سه تکرار بوسه با 

سطوح مختلف  ،نمونه (برگ، میانگره، گره با میانگره)
ــا غلظــت )D-2,4(توفــوردي   5/0و  25/0،  0هــاي  ب

هـاي  با غلظـت )BA( بنزیل آدنینگرم در لیتر و  میلی
و پـس از  )گـرم در لیتـر بودنـدمیلی 1و  5/0،  25/0

 صـفات .گرفـت ماه ارزیابی رشد صـورت 3گذشت 
گیري شده شامل طول، عرض، ارتفاع، وزن تـر، اندازه

 زایـی بـوده اسـت. درصد کالوسرنگ و  ،وزن خشک
 ,SPSSافـزارهـا از نـرمجهـت تجزیـه و تحلیـل داده

MSTATC   اکسـل اسـتفاده براي رسم نمودارها از و
با روش آزمـون چنـد ها مقایسه میانگین دادهگردید و 

مقایسـه در سطح پـنج و یـک درصـد اي دانکن دامنه
  شدند.

  

  

 
  میانگره.برگ، گره با میانگره و : شامل  پترتیب از راست به چ ها بهریزنمونه :1شکل 
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  نتایج 
تـدریج   هروز بـ 10هـا بعـد از گذشـت ریزنمونه

). تجزیه واریانس نشـان داد کـه 2متورم شدند (شکل 
ها، نوع ریزنمونه و اثر متقابل بین آنهـا بـر  اثر هورمون

تمامی صفات مـورد مطالعـه در سـطح احتمـال یـک 
هـاي ). مقایسه میـانگین1دار بود (جدول درصد معنی

درصـد  یکاحتمال  بدست آمده از هر تیمار در سطح
اي دانکن صورت گرفت.با استفاده از روش چند دامنه

  

 .گیري شده در شرایط اعمال تیمارهامیانگین مربعات صفات اندازه :1جدول 

  منبع تغییرات
درجه 
  آزادي

  )MSمیانگین مربعات (
عرض 
  کالوس

  ارتفاع کالوس  طول کالوس
درصد 
  کالزائی

وزن تر 
  کالوس

  وزن خشک

A )03/0 **  37/0 **  22/19 **  27/0 **  50/0**  61/0 **  2  )ریزنمونه  
B )16/0 **  12/0 **  2 )بنزیل آدنین  ns 02/0  ** 36/7  ** 27/0  ** 02/0  

C )11/0 **  85/0 **  69/28 **  48/0 **  07/1 **  76/0 **  2  )توفوردي  
A×B 4  ** 14/0  ** 20/0  ** 10/0  ** 61/8  ** 15/0  ** 01/0  
A×C 4  ** 37/0  ** 40/0  ** 15/0  ** 22/19  ** 28/0  ** 04/0  
B×C 4  ** 12/0  ** 21/0  ** 08/0  ** 36/7  ** 10/0   ns006/0  

A×B×C 8  ** 09/0  ** 11/0  ** 07/0  ** 61/8  ** 04/0  ns 005/0  
  003/0  02/0  28/0  009/0  01/0  01/0  54  خطا

  57/15  20/15  62/5  20/10  69/7  54/8  -  (%)ضریب تغییرات
ns ,**: د.درص یکدار در سطح احتمال یمعن دار،ترتیب بدون تفاوت معنی به  

 
 ،)2طبق نتایج جـدول مقایسـه میـانگین (جـدول 

بهترین نوع ریزنمونه، گره با میانگره بود که در تمامی 
صفات مورد مطالعه بهترین نتیجه را داشت و از میـان 

 1و  5/0و  BA )25/0هاي مختلـف هورمـون غلظت
بهترین پاسخ مربوط به غلظت یـک  )گرم در لیترمیلی
و  25/0 هـايغلظـت. همچنـین گرم در لیتر  بودمیلی

تقریبـاَ در یـک  D-2,4هورمـون  گرم در لیترمیلی 5/0
گرم در سطح قرار داشتند و نسبت به غلظت صفر میلی

  .نتیجه بسیار خوبی داشتند لیتر
و  D ،BA-2,4نتایج مقایسه میانگین اثرات متقابل 

که ترکیبات دهد ) نشان می3نمونه (جدول نوع ریز

تیماري مختلف اثرات متفاوتی بر عرض کالوس 
داشتند، بطوریکه بیشترین عرض کالوس در تیمار 

 25/0( D-2,4و  )گرم در لیتر(یک میلی BAترکیبی 
و کمترین عرض کالوس در تیمار  )گرم در لیترمیلی

(صفر  D-2,4و  )گرم در لیترمیلی BA )25/0ترکیبی 
از  BAایش غلظت ) بدست آمد. با افزگرم در لیترمیلی
عرض کالوس افزایش  گرم در لیتربه یک میلی 25/0

گرم میلی 5/0و  25/0از طرفی میان دو غلظت  یافت.
اما نسبت  ،تفاوت چندانی مشاهده نشد D-2,4 در لیتر

ند و سبب افزایش شتبه غلظت صفر تاثیر بیشتري دا
  شدند.عرض کالوس 
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ترتیب از  بهروي کاغذ شطرنجی قرار داده شد. رك بهتر از تغییر اندازه آنها برایجاد شده که براي د هاي نمونه کالوس :2شکل 

لید شده چب به راست ریزنمونه برگ، ریزنمونه میانگره (که کالوس تولید نشد)، کالوس تولید شده از ریزنمونه برگ، کالوس تو
  از ریزنمونه میانگره، کالوس تولید شده از از ریزنمونه گره+میانگره و شیشه حاوي ریزنمونه میانگره.

  

  مقایسه میانگین اثر ساده براي صفات مورد مطالعه. :2جدول 

  

گرم در لیتـر بیشترین طول کالوس از غلظت یک میلی
گرم در لیتر هورمون میلی 25/0به همراه  BAهورمون 

2,4-D   بدست آمد و کمترین هم به ترکیب ریزنمونـه
هورمون گرم در لیتر میانگره به همراه صفر میلی +گره 

2,4-D نتــایج مقایســه . )3شــد (جــدول مربــوط مــی
 BAمیانگین مؤید آن است که نوع ریزنمونه و غلظت 

کـالوس تولیـد اثرات متفـاوتی روي ارتفـاع  D-2,4و 
). بیشـترین ارتفـاع کـالوس از 3 (جـدول شده دارنـد

بـا غلظـت  BAریزنمونه برگ در ترکیب با هورمـون 
با این حال ترکیـب  ،بدست آمد گرم در لیترمیلی 5/0

گـرم در میلی D )25/0-2,4ریزنمونه برگ با هورمون 
) از نظر ارتفاع بـا بهتـرین محـیط کشـت از نظـر لیتر

کمترین ارتفاع نیـز  داري نداشت.یآماري اختلاف معن
 BAبه ریزنمونه گره با میانگره در ترکیب با هورمـون 

شـد، کـه از مربوط می گرم در لیترمیلی 5/0با غلظت 
گرم میلی D )25/0-2,4نظر آماري با ترکیب هورمونی 

داري ) با ریزنمونه گره با میانگره اختلاف معنیدر لیتر
ئی، در غلظـت صـفر کمتـرین درصـد کـالزانداشتند. 

در ترکیب با ریزنمونه گره بـا  D-2,4گرم در لیتر میلی
  .بدست آمد میانگره

  

  

  اثرات ساده
عرض 
  کالوس

  طول 
  کالوس

  ارتفاع 
  کالوس

درصد 
  کالزائی

وزن تر 
  کالوس

  وزن 
  خشک

              ریزنمونه
b  00/1  52/1  میانگره  b 78/0  c 48/81  b 81/0  b 09/0  b 

a 28/1  96/1  گره + میانگره  a 05/1  a 00/100  a 13/1  a 12/0  a 
22/1  برگ  a 86/1  a 90/0  b 29/96  a 918/0  b 11/0  ab 

             گرم در لیتر) (میلیبنزیل آدنین 
25/0 b 14/1  70/1  b 92/0  a 11/90  b 79/0  b 09/0  b 
5/0 b  12/1  72/1  b 91/0  a 88/88  b 92/0  b 11/0  b 

1 a 25/1  93/1  a 90/0  a 77/98  a 14/1  a 13/0  a 
             گرم در لیتر) (میلیتوفوردي 

0 b 97/0  34/1  b 69/0  b 77/77  b 65/0  b 07/0  b 
25/0 a 27/1  00/2  a 04/1  a 00/100  a 09/1  a 13/0  a 
5/0  a 26/1  01/2  a 99/0  a 00/100  a 11/1  a 12/0  a 

داري در سطح پنج درصـد بـر اسـاس باشند تفاوت معنی یمشابه در هر ستون براي هر تیمار م حداقل یک حرفهاي داراي میانگین * 
 .اي دانکن ندارندآزمون چند دامنه
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 برهمکنش صفات مورد مطالعه طی اعمال تیمارهاي مختلف.مقایسه میانگین : 3جدول 

  وزن تر کالوس  وزن خشک
درصد 
  کالزائی

ارتفاع 
  کالوس

  طول کالوس
عرض 
  متقابل دوگانه اثر   کالوس

  ریزنمونه بنزیل آدنین      
10/0  a 78/0   de 89/88  c 89/0  bc 73/1  b 39/1  c 25/0 

12/0  میانگره  a 01/1  bcd 00/100  a 98/0  ab 97/1  a 1/67 a 5/0 

12/0  a 96/0  cd 00/100  a 84/0  bc 89/1  ab 56/1  abc 1 

08/0  a 66/0  e 44/81  d 80/0  c 41/1  c 13/1  d 25/0 

08/0 گره + میانگره  a 57/0  e 67/66  e 64/0  d 21/1  d 96/0  e 5/0  
14/0  a 21/1  ab 33/96  b 90/0  bc 97/1  a 45/1  bc 1 

10/0  a 94/0  cd 00/100  a 07/1  a 97/1  a 58/1  ab 25/0 

13/0 برگ  a 19/1  abc 00/100  a 12/1  a 99/1  a 70/1  a 5/0 

15/0  a 27/1  a 00/100  a 97/0  abc 95/1  a 73/1  a 1 

  ریزنمونه توفوردي      
08/0  ab 71/0  b 89/88  b 89/0  bc 53/1  d 31/1  c 0 

13/0  میانگره  ab 02/1  a 00/100  a 98/0  ab 10/2  ab 72/1  a 25/0 
12/0  ab 03/1  a 00/100  a 84/0  bc 96/1  bc 59/1  ab 5/0  
03/0  b 24/0  c 44/44  c 80/0  c 67/0  e 49/0  d c1 

15/0 گره + میانگره  a 13/1  a 00/100  a 64/0  d 00/2  abc 51/1  b 25/0 

12/0  ab 08/1  a 00/100  a 90/0  bc 92/1  c 54/1  ab 5/0  
12/0  ab 03/1  a 00/100  a 07/1  a 83/1  c 62/1  ab 0 

13/0 برگ  ab 13/1  a 00/100  a 12/1  a 92/1  c 66/1  ab 25/0 
13/0  ab 23/1  a 00/100  a 97/0  abc 15/2  a 72/1  a 5/0  
 بنزیل آدنین توفوردي      

05/0  b 41/0  f 33/70  c 63/0  c 04/1  e 89/0  f 0 

25/0 12/0  ab 86/0  cde 00/100  a 05/1  a 86/1  c 49/1  cd 25/0 

11/0  ab 11/1  bc 00/100  a 08/1  a 20/2  ab 71/1  ab 5/0  
08/0  ab 72/0  e 67/66  d 63/0  c 22/1  d 07/1  e 0 

5/0 12/0  ab 89/0  cde 00/100  a 02/1  a 86/1  c 59/1  bcd 25/0 

14/0  ab 17/1  b 00/100  a 08/1  a 09/2  b 66/1  abc 5/0  
10/0  ab 84/0  de 33/96  b 82/0  b 77/1  c 46/1  d 0 

1  17/0  a 53/1  a 00/100  a 07/1  a 30/2  a 81/1  a 25/0 

13/0  ab 06/1  bcd 00/100  a 83/0  b 75/1  c 48/1  d 5/0  
نج درصد بر اساس آزمون داري در سطح پباشند تفاوت معنی مشابه در هر ستون براي هر تیمار می حداقل یک حرفهاي داراي میانگین

 .اي دانکن ندارند چند دامنه

 
زائی لدرصد کا D-2,4هاي صفر در تمامی غلظت

در تولید  D-2,4دهنده اهمیت  نشانپائین بوده که 
بیشترین وزن تر کالوس  .)3(جدول  باشد کالوس می

 BAگرم در لیتر هورمون یک میلی يتیمار ترکیبدر 
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بدست آمد   D-2,4گرم در لیتر هورمون میلی 25/0با 
هورمون  يترکیب تیمارو کمترین وزن تر کالوس در 

BA )25/0 گرم در لیترمیلی(  2,4با هورمون-D  صفر)
بیشترین  .)3(جدول  شدمشاهده  )گرم در لیترمیلی

 BAوزن خشک کالوس مربوط به ترکیب تیماري 
 25/0( D-2,4هورمون و  )گرم در لیتر(یک میلی

) بود و کمترین میزان آن از ترکیب گرم در لیترمیلی
) با گرم در لیتر(صفر میلی D-2,4هورمون  يتیمار

مطابق  ).3میانگره بدست آمد (جدول ریزنمونه گره با 
بیشترین کالوس تولید شده به رنگ سبز زرد  3شکل 

  باشد. بوده و کمترین آن هم مربوط به رنگ سبز می

  
  بر رنگ کالوس هاتاثیر تنظیم کننده :3 شکل

  بحث
زایی تاثیر کالزایی و اندامترکیبات محیط کشت در 

انی مشـهود اسـت کـه تنظـیم بسزایی دارند این اثر زم
گردنـد ي رشد بـه محـیط کشـت اضـافه مـیهاکننده

)George et al., 2008 ـــژوهش از ـــن پ ). در ای
منظـور القـاي  هـاي اکسـین و سـیتوکینین بـه هورمون

عنـوان  وکنین بـهاکسین و سـیتکالوس استفاده گردید. 
هاي رشد گیاهی، فاکتورهاي کلیدي بـراي کنندهتنظیم

باشـند. در شرایط کشت بافت می کنترل تقسیم سلولی
عنوان  (بـه BA(به عنوان اکسـین) و  D-2,4استفاده از 

منظـور تولیـد کـالوس در کشـت بافـت  سیتوکنین) به
 Khorrami Raad)(ن زیادي گزارش شده است گیاها

et al., 2012; Sharafi et al., 2008.  ــاس براس
هاي صورت گرفته در این پژوهش اثر هورمون  بررسی

BA ،2,4-D اثـرات متقابـل  نوع ریزنمونه و وBA  بـا
2,4-D ، 2,4-D  ریزنمونــه و بــاBA بــا ریزنمونــه 
کـه بـا  شوددار بود. با توجه به نتایج مشاهده می معنی

زایـی افـزایش درصـد کـالوس D-2,4افزایش غلظت 

سـلواراج و همکـاران هاي  یابد. این نتایج با یافتـه می
)Selvaraj et al., 2006 که اذعان داشـتند کـالوس را (

ــور  ــت  BAو  D-2,4در حض ــد مطابق ــت آوردن بدس
در ریزنمونه به کار گرفته شده داشت با این تفاوت که 

در  محـور زیـر لپـه خیـار بـوده اسـت.تحقیق مذکور 
گرم در یک میلیدر برهمکنش هورمون تحقیق حاضر 

 با هورمون توفوردي نشان داده شده است که BAلیتر 
عملکـرد افـزایش نیافـت و غلظـت  D-2,4با افزایش 

 نقـش بازدارنـده داشـته تقریبـاً D-2,4بالاتر هورمون 
 Mahmoodاست، که با گزارش محمود و همکاران (

et al., 2012هاي خیلـی  ) که اعلام کرده بودند غلظت
هـاي  ممکن است بـراي بیـان ژن D-2,4زیاد هورمون 

درگیر در تقسـیم سـلولی و تمـایززدایی بافـت، مهـار 
اکســین یکــی از  کننــده باشــد مطابقــت داشــت.

سازي تقسـیم فعال هاي گیاهی است که براي هورمون
شـرایط هاي گیـاهی تمـایز یافتـه در  سلولی در سلول

در تنظـیم . اکسـین باشـدمـینیـاز  کشت بافت مـورد
ها عمل خود را اعمال میکنـد. در رونویسی ژنمرحله 
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یکی از اهداف احتمالی عمـل اکسـین از ایـن لحـاظ 
اسـت کـه یـک پـروتئین کینـاز  Cdc2القاي بیـان ژن 

آورد و کلیدي و مهم در سیکل سلولی را به رمز در می
بـر اسـاس  گـردد.موجب انباشتگی این پـروتئین مـی

زن خشـک بیشترین عرض، طول، وزن تر و وها یافته
بـه همـراه  mg/l( BA 1کالوس در ترکیب تیمـاري (

)25/0 mg/l( 2,4-D تحقیقات که با نتایج  مشاهده شد
)، ســئو و Punja et al., 1990پونجــا و همکــاران (

) و سـلواراج و همکـاران Seo et al., 2000همکاران (
)Selvaraj et al., 2007کـه گـزارش کـرده بودنـد ( 

هـاي  روي ریزنمونه NAA و BAPترکیب کالوس در 
 بـه خـوبی شـکل رقمـی از خیـار دمبرگ، برگ و لپه

نیز مطابقت داشت. با این تفاوت که هورمون گیرد،  می
و ریزنمونه  NAAاکسین استفاده شده در گزارش آنها 

متفاوت به کار گرفته شده لپـه بـوده اسـت. همچنـین 
گـزارش  )Yasmin et al., 2003(یاسمین و همکاران 

 D-2,4کالوس در تمـام سـطوح زمینی ر سیبدکردند 
نشـان داده شـد کـه  گـزارش آنهـادر  شـود.تولید می

گرم کالوس مربوط به تیمار یک میلی تر بالاترین وزن
 5/1 باشـد و تیمـاردر محیط کشت می D-2,4در لیتر 

وزن تـر کـالوس کمتـري را  D-2,4 گرم در لیتـرمیلی
نشـان داد.   D-2,4 گرم در لیتـرمیلی 1نسبت به تیمار 

ایـن آزمـایش بـر وزن تـر و خشـک کـالوس اثــر در 
ا نتایج تحقیق حاضـر مطابقـت که ب داري داشت. معنی

، )Nabi et al., 2002(و همکاران  نبیهمچنین  داشت.
 )Devendra et al., 2009(دونـــدرا و همکـــاران 
یافتنـد  )Selvaraj et al., 2007(وسلواراج و همکاران 

در گیاه خربـزه  D-2,4یا  NAA و BAP که ترکیبی از
هاي  بیشترین کالوس .کندتلخ و خیار تولید کالوس می

تولیدي در تحقیق حاضر به رنگ سـبز زرد بـوده کـه 
 Malik etبا تحقیقات مالیک و همکـاران ( نتیجهاین 

al., 2007 که اذعـان داشـتند کالوسـهاي تولیـدي در (
تا سبز زرد، اي به رنگ قهوه  D-2,4هاي تمامی غلظت

محکم و سخت بودند مطابقـت داشـت. همچنـین در 
) Selvaraj et al., 2006گزارش سلوارج و همکـاران (

 BAو  D-2,4تمامی کالوسهاي بدست آمده در حضور 
اند که علت تفاوت در ایـن گـزارش به رنگ سبز بوده

کـه (تواند مربوط به نوع ریزنمونه با تحقیق حاضر می
همچنـین در  باشـد. )زیر لپه بود در تحقیق آنها محور

) در Nabi et al., 2002و همکـاران ( نبـیتحقیقـات 
 عـلاوه هبـ )گـرم در لیتـر(یک میلی BAمحیط ترکیبی 

هـاي ) کـالوسگرم در لیتـرمیلی NAA )1/0 هورمون
   نرم به رنگ سبز روشن تولید شد.

 
  گیري نهایی نتیجه
بهترین بافت براي  ي این تحقیق،هار اساس یافتهب

بـوده  برگ و ریزنمونـه گـره + میـانگره ،زائیکالوس
است. بیشترین عرض، طول، وزن تـر و وزن خشـک 

بـه همـراه  mg/l( BA 1کالوس در ترکیب تیمـاري (
)25/0 mg/l( 2,4-D  و کمترین عـرض و مشاهده شد

 )BA )25/0 mg/lوزن تر کالوس در ترکیب تیمـاري 
ــرین ) بدســت D )0 mg/l-2,4و  ــین کمت ــد. همچن آم

زائـی از ریزنمونـه طول، وزن خشک و درصد کالوس
، D-2,4) هورمـون mg/l 0میانگره بـه همـراه (  +گره

ارتفاع کالوس از ریزنمونه  بهترین ترکیب تیماري براي
ترکیـب  و همچنـین mg/l( BA 5/0برگ با هورمون (

بـوده  )D )25/0 mg/l-2,4ریزنمونه برگ با هورمـون 
ــراســت.  ــاع نیــز کمت ــب تیمــاري  درین ارتف دو ترکی

 و mg/l( BA 5/0میانگره با هورمون ( +ریزنمونه گره 
 D )25/0-2,4هورمـون  بـامیـانگره  +ریزنمونه گـره 

mg/l (2,4هاي صفر در تمامی غلظت. مشاهده شد-D 
دهنـده اهمیـت  پائین بوده که نشانزائی لوسدرصد کا

2,4-D بیشـترین کـالوس . باشـددر تولید کالوس مـی
تولید شده به رنگ سبز زرد بـوده و کمتـرین آن هـم 

  باشد.مربوط به رنگ سبز می
  

  سپاسگزاري
ــروژه  ــن پ ــاای ــت ب ــوي حمای ــادي و معن ــاي م ه

ــت ــک و زیس ــکده ژنتی ــاوريپژوهش ــاورزي فن  کش
از مـدیریت آن  و بـدین وسـیلهشـد  انجـامطبرستان 

  .گرددمیتشکر و قدردانی 
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