
AbstractArticle Info

Original Article

Iranian Journal of Biological Sciences

45

Iranian Journal Of Biological Science. 2024; 19(4):45-54

*Corresponding author:
E-mail address:

Abioqom2020@gmail.com

KeyWords:

Benzylaminopurine (BAP)
In vitro culture
Shoot proliferation
Mahallat and Amol seeds
Micropropagation

Article History:

Recived   2025.07.02 
Revised     2025.07.24
Accepted    2025.08.07

  Optimization of In Vitro Micropropagation of the Medicinal Plant Primula veris L.
                    

45

Original Article

  Iranian Journal of Biological Sciences
h   t    t   p   s   :   /   /   z   i   s   t   i   .    i    a    u    v    a    r    a    m    i    n   .   a    c   .   i   r

Cite this article: F. Farahani , Z.Sabouri, M Zargar, Optimization of In Vitro Micropropagation of the Medicinal Plant Primula veris L. 
Iranian Journal of Biological Sciences. 2024; 19 (4): 45-54

				             
Publisher:Islamic Azad University of Varamin – Pishva branch                     Print ISSN: 1735-4226                       Online ISSN: 1727-459X   
This is an open access article under the: https://creativecommons.org/license/by-nc/4.0/

Abstract �

  Farah Farahani1*, Zahra Sabouri2 ,Mohsen Zargar1

 3

 1Full professor, Department of Biology, Institute of Quantum Science and Social Biology, Qo. C., Islamic Azad
.University, Qom, Iran
 2MSc, Department of Biology, Faculty of Basic Sciences, Payame Noor University (East Tehran Branch), Tehran, 
.Iran
 3Associate professor, Department of Biology, Institute of Quantum Science and Social Biology, Qo. C., Islamic

............   

Introduction: Primula veris L., a valuable medicinal plant in medicine and the pharmaceutical indus-
try. Due to limitations in natural propagation and the necessity to conserve genetic resources, micro-
propagation offers an efficient approach for the mass production of uniform and healthy plants. This 
study aimed to evaluate the effects of different concentrations of benzylaminopurine (BAP) on in vit-
ro regeneration and growth of shoot explants derived from seeds of two Iranian: Mahallat and Amol. 

Materials and Methods: The experimental treatments included BAP concentrations of 1, 1.5, 2 and 
2.5 mgl-1 and IAA 1.5 mgl-1. 

Results: Analysis of variance (ANOVA) revealed that the interaction between hormone concen-
tration and seed origin had a significant effect (p < 0.05) on shoot length, number of shoots, leaf 
length, and number of leaves. The highest shoot length was observed in treatments 1, 1.5 mg-1 of 
Mahallat seeds, while the lowest was recorded in treatment 2.5 mg-l of Amol seeds. The greatest 
mean values for shoot number, leaf number, and leaf length were obtained in treatment 1.5 mg-1 

of Mahallat seeds, while the highest shoot number for Amol was observed in treatment 1 mg-1 

Mean comparison tests (LSD and Duncan’s multiple range test) confirmed significant differences 
among most treatments across the evaluated traits. Overall, BAP concentrations of 1.5 mgl-1 and 
2 mgl-1 were most effective in enhancing growth parameters in both Mahallat and Amol seeds. 

Conclusion: These findings provide a practical basis for optimizing micropropagation 
and developing efficient in vitro multiplication protocols for future breeding programs.
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مقدمـــه: پامچال )Primula veris L( یکی از گیاهان دارویی ارزشـــمند اســـت که در پزشـــکی و صنعت 
داروســـازی اهمیـــت دارد. بدلیل محدودیت های تکثیر طبیعـــی و لزوم حفظ منابع ژنتیکـــی، ریزازدیادی 
روشـــی کارآمـــد بـــرای تولید انبـــوه و یکنواخـــت گیاهان ســـالم بشمار مـــی‌رود. هدف پژوهـــش تأثیر 
  In vitro بر باززایی و رشـــد )IAA( و ایندول اســـتیک اســـید )BAP( مقادیر مختلـــف بنزیل‌آمینوپورین

شاخـــساره های بذور ـــمحلات و آمل بود.

مـــواد و  روش: جهـــت تکثیر از تیمارها بـــا مقادیـــر 1، 1/5، 2 و 2/5 میلی‌گرم بر لـــیتر BAP و 1/5 میلی 
گرم بر لیتر IAA  اـــستفاده ـــشد.

یافتـــه ها: تجزیـــه واریانس نشـــان دادند، اثر متقابـــل مقدار هورمـــون و منبع بذر بر صفـــات طول و 
تعـــداد ســـاقه، طول و تعداد برگ در ســـطح احتمال 5% معنـــادار بود. بیشترین طول ســـاقه در تیمارهای 
1و 1/5 میلـــی گـــرم بر لیتر BAP بـــذر محلات و کمترین طول ســـاقه در تـــیمار 2/5 میلی گـــرم بر لیتر 
BAP بذر آمل مشـــاهده شـــد. بیشترین میانگین تعداد ســـاقه، تعداد و طول برگ در تـــیمار 2 میلی گرم 
 BAP بـــذر محلات و بیشتریـــن تعداد ســـاقه در بذر آمل در تـــیمار 1 میلی گرم بـــر لیتر BAP بـــر لیتر
به‌دســـت آمد. نتایج آزمون های مقایســـه میانگیـــن )LSD و دانکن( نیز تفاوت معنـــی‌دار بین تیمارها را 
در صفـــات تأییـــد کرد. به طور کلی، مقادیـــر 1/5 و 2 میلی گرم بـــر لیتر BAP بیشترین تأثیـــر را در بهبود 

ــشدی در هر دو نوع بذر محلات و آمل داـــشتند. ـــشاخص های رـ

نتیجـــه گیـــری:  این یافته‌هـــا می‌تواننـــد مبنایی برای بهینه ســـازی ریزازدیـــادی و توســـعه پروتکل‌های 
ــسازند تکثیـــر In vitro جـــهت برنامهـــهای اصلاحی آینده فراهم ـ
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ره 1 ان    .   سال1402  .   دوره 18 .   شماا دانش زیستیی ایرر

 Primulaceae به خانـــواده Primula گياه پامچـــال از جنس

تعلـــق دارد. با نام علمـــي primula veris L.  شـــناخته می 

شـــود. پامچال گياهي علفي و چند ســـاله اســـت. منشـــأ آن 

اروپاي مرکزي و آســـيا گزارش شـــده اســـت و در مناطق سرد 

و مرطـــوب شمال ايران رشـــد مي کند و به طـــور وحشي در 

جنگلهـــا و بيشـــه زارهـــا مي رويـــد )1(. برگ هـــا خاصيت 

دارويـــي دارند و مي تـــوان آنها را به لحـــاظ داشتن ويتامين 

هـــا و ســـاپونين ها مورد اســـتفاده قـــرار داد. ايـــن گياه در 

درمان هـــاي خانگي بـــراي معالجه سرفه، برونشـــيت، زکام 

و همچـــنين به عنوان مســـکن و يـــک  ادرارآور و ضدانعقاد 

اســـتفاده مي شـــود، همچنين در درمان بيماريهـــاي عصبي، 

تنـــفسي، کليوي و خـــوني کاربرد دارد. البتـــه پامچال علاوه بر 

خـــواص مذکـــور، دارویي تب بـــر، ضدانـــگل و حالت تهوع 

را درمـــان مي نمايـــد. اثرات دارويـــي بالا بـــه خاطر وجود 

متابوليـــت هاي ثانويـــه از جملـــه آلکالوئيدها مي باشـــد. 

متابوليـــت هـــاي ثانويه اين گيـــاه، از جمله ســـاپونين هايي 

کـــه داراي خـــواص موثر اســـپکتورانتي هســـتند بـــه دليل 

توانايـــي در از بين بـــردن موکوس يـــا خلط مـــي توانند به 

شربت هاي سرفـــه اي که در درمان بيماري هاي برونشـــيتي 

يا ريـــوي به کار مـــي روند اضافه شـــود )1(

کاشـــت و تکثير اين گياه به وســـيله بذر و بـــه طريق رويشي 

انجـــام مي شـــود. اگر چـــه تکـــثير پامچـــال از طريق بذر 

امکان پذير اســـت، ولي روش مناســـبي نيســـت زيرا بذرهاي 

پامچال بـــه سرعت قوه ناميـــه خود را از دســـت مي دهند، 

رشـــد و نمو گياهان بـــه کندي صورت مـــي گيرد، بدليل تفرق 

صفـــات يکنواختـــي لازم وجود نـــدارد، دوره نونهالی طولانی 

تـــر اســـت و کيفيت اوليه بـــذر از بين مـــي رود، همچنين بي 

نظمـــي و تاخير در جوانه زني بـــذر در اکثر گونه هاي پامچال 

مانـــع جدي بـــراي تولیـــد انبوه ايـــن گياهان اســـت )2،3(. 

براي آن دســـته از گياهان كه نياز بـــه يكنواختي دارند روش 

بـــذر كاري براي تكثير آن ها مشـــكل آفرين اســـت. همچنين 

در بـــعضي گياهاني كه زمـــان لازم براي بلـــوغ و به گل رفتن 

گياه طولاني اســـت، هزينه زيـــادي دارد)4(

پامچـــال دارای گل هایـــی جذاب بـــوده و به طـــور گسترده 

به عنـــوان گیاهـــان زینتـــی باغچـــه ای و گلدانـــی کشـــت 

می شـــوند. برخـــی گونه های پامچـــال از اهمیـــت اقتصادی 

قابل توجهـــی در صنعت گیاهـــان زینتی برخوردار هســـتند. 

در سیســـتم های تولید تجـــاری، هیبریدهای پامچـــال عمدتًاً 

از طریـــق بـــذر تکثیر می شـــوند؛ هرچند که امکان تقســـیم 

بوتـــه نیز بـــرای برخـــی گونه ها وجـــود دارد. بـــا این حال، 

مشـــکلاتی ماننـــد جوانه زنی نامنظـــم یا دیرهنـــگام و نرخ 

جوانه زنـــی پایین بذرها در بســـیاری از گونه هـــای پامچال، 

مانـــع از تکثیـــر انبوه آن هـــا می شـــود. از اینرو، تکنیک های 

کشـــت بافـــت گیاهـــی به عنـــوان ابزارهای ارزشـــمندی در 

برنامه های اصلاح نـــژادی، گسترش تنوع ژنتیکـــی، انتقال ژن 

و همچنیـــن حفاظت از منابـــع ژنتیکی گیاهـــی در پامچال 

مطـــرح هســـتند )5(. ریزازدیـــادی گونه هـــای Primula از 

اهمیـــت بالایـــی بـــرای مطالعـــات علمـــی بنیـــادی و نیز 

 ،Primula vulgaris .کاربردهـــای تجاری برخـــوردار اســـت

و  بـــوده   )floral heteromorphy( گل  ناهم ریختـــی  دارای 

دو نـــوع متمایـــز از گل هـــای هرمافرودیت تولیـــد می کند. 

مطالعاتـــی که به شناســـایی ژن هـــای مؤثر در توســـعه این 

ناهم ریختـــی گلـــی می پردازنـــد، نیازمنـــد تکثیـــر گیاهان 

جهش یافته گلی هســـتند و باززایی مؤثـــر، شرط کلیدی برای 

ایجـــاد سیســـتم های تراریختـــی در این گیاه اســـت. چندین 

 ،P. × polyantha و هیبریدهـــای P. vulgaris ،رقم از گونـــه

به عنوان محصـــولات زینتی مهم شـــناخته می شـــوند. ارقام 

نیمه پـــر یـــا پـــرگل )semidouble/double( پامچـــال نیز از 

ارزش اقتصـــادی بالایـــی برخوردارنـــد. با این حـــال، تکثیر 

رویشـــی این ارقام عقیـــم و همچنین افزایـــش تعداد والدین 

هم نژاد بـــرای تولید بـــذر هیبریـــد F1، روندی کنـــد دارد. 

در این میـــان، ریزازدیـــادی سریع تریـــن و کارآمدترین روش 

بـــرای افزایش تعـــداد این ارقام اســـت. یک پروتـــکل مؤثر 

و کارآمـــد بـــرای باززایـــی In vitro ، P. vulgaris از طریق 

اندام زایـــی غیرمســـتقیم از ریزنمونه های برگ بالغ توســـعه 

 P. داده شـــده اســـت. پروتکل ریزازدیـــادی امـــکان تکثیر

vulgaris را بـــدون محدودیت های فصلـــی و بدون تخریب 

گیاه والد ارزشـــمند فراهم می ســـازد. این روش، با توســـعه 

بیشتر، بعنوان پایـــه‌ برای طراحی سیســـتم های تراریختی در 

پامچـــال و مقاومت بـــه بیماری ها در شرایط آزمایشـــگاهی 

)6( اســـت  اهمیت  حائز 

کاربرد روش هاي زیســـت فناوري کشـــت بافـــت به منظور 

تكـــثير و افزايـــش توان ژنتـــيكي گياهان دارويـــي و همچنين 

شناســـايي سريـــع تـــر و دقيق تـــر ژنوتيپ هايي كـــه مواد 

موثـــره بيـــشتري توليد مي كنند، مـــي تواند بســـيار مفيد و 

از لحاظ تجاري بســـيار ســـودآور باشـــد. یکی از روش هاي 

مختلـــف براي تكثير بـــا تکنيک کشـــت بافـــت ريزازديادي 

اســـت، بـــا ريزازديادي مـــي توان نـــرخ تكثير را بـــالا برد و 

مـــواد گياهي عـــاري از پاتوژن توليـــد كرد )4(

مقدمه

دانش زیستیی ایران   .  سال 1403    .    دوره19  .   شماره4 
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اندازه گیری مقدار DNA با اســـتفاده از روش فلو سایتومتری، 

پایـــداری ژنتیکی گیاهـــان Primula veris L. حاصل از فرآیند 

ریزازدـــیادی را تأیید می کند.

پامچـــال در گروه گیاهان با ژنوم بســـیار کوچـــک طبقه بندی 

می شـــود. منشـــأ گیاهـــان به طـــور معنـــاداری ویژگی های 

مورفولوژیکی را تحت تأثیر قرار داده اســـت. گیاهان مشـــتق 

از ریزازدـــیادی، بذرهای بزرگـــتری تولید کردند.

یافته هـــای این پژوهـــش نویدبخش اســـتفاده گـــسترده از 

گیاهان باززایی شـــده پامچـــال در باغبانـــی زینتی و صنعت 

)7( داروسازی هســـتند 

کشـــت ریزپیوندی درشیشـــه )In vitro micrografting( یکی 

از تکنیک هـــای مهـــم و پشـــتیبان در ریزازدیادی بســـیاری 

از گونه هـــای گیاهـــی، به ویـــژه گیاهان چوبی، محســـوب 

می شـــود. ایـــن روش به عنوان یک راهبرد مؤثر بـــرای بازیابی 

 In vitro شاخه ها و ســـازگاری گیاهان رشـــد یافته در شرایط

با محیط خـــارج توســـعه یافتـــه اســـت. از کاربردهای این 

تکنیـــک در ریزازدیـــادی می باشـــد کـــه نقش هـــای کلیدی 

در بازگردانـــدن بنیه رشـــد و توانایـــی ریشـــه زایی گیاهان، 

افزایش باززایی شـــاخه ها پـــس از جنین زایی ســـوماتیکی یا 

اندام زایـــی، کمک به رشـــد مجدد شـــاخه ها پـــس از فرآیند 

نگـــهداری در دمای بـــسیار پایین )کریوپریزرویـــشن( دارد

ایـــن تکنیـــک بویژه بعنـــوان ابـــزاری بالقوه در مهندســـی 

ژنتیـــک گیاهان باغبانـــی و حفاظت ایمـــن از ذخایر ژنتیکی 

گیاهـــی مورد تأکید قـــرار گرفته اســـت )8(

در اين پژوهش بهينه ســـازی ريزازديادی گيـــاه پامچال انجام 

شـــده اســـت، زیرا پامچال يک گونه در معرض انقراض است 

و در بعضي نواحي به صورت محافظت ـــشده مي باـــشد

 در نتيجـــه يـــک راه موثر بـــراي به دســـت آوردن متابوليت 

هاي با ارزش از پامچال، تکنولوژي کشـــت بافت مي باشـــد. 

اما اطلاعات بســـيار کمي از روش هاي کشـــت بافت گياهان 

جنس Primula موجود اـــست.

کشـــت بافت گياهان يـــک راه اميد بخش ديگر بـــراي توليد 

گروهـــی از متابوليت هایی اســـت که به دســـت آوردن آنها 

از راه هاي ســـنتتيک شـــيميايي يا عصاره گيري گياهي مشکل 

اســـت و بنابراين چاره اي جز اســـتفاده از روش هاي زيست 

ماند باـــقي نمي  فناوري 

 معمولا  کشـــت بافـــت به کيفيت توليـــد و محصول  باارزش 

اهمیت مـــي دهد )1(

به علاوه کشـــت بافت با اســـتفاده از تکنيـــک هاي پيشرفته 

زيســـت فناوري فرصـــت هاي جديـــدي در افزايـــش توليد 

ترکيبـــات جديـــد ارائه مـــي دهـــد. ریزازدیـــادی گونه های 

پامچـــال در شرایـــط آزمایشـــگاهی یک تکنیـــک حیاتی هم 

ـــبرای حفاـــظت و هم ـــبرای باغبانی تجاری اـــست.

ایـــن روش امکان تکثیـــر سریع و کارآمد گونـــه های مختلف 

پامچـــال، از جملـــه آنهایـــی که نـــادر یا در معـــرض خطر 

هـــستند را فراـــهم می کند
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مواد و روش ها

مواد گياهی، تهیه گیاهچه استریل
  بـــذور پامچال پـــس از جمع آوري از مناطـــق محلات و آمل 

ابتـــدا به مدت 20 دقیقـــه در جریان آب شـــهر قرارگرفتند. در 

مرحلـــه بعد با الـــکل 70 درصـــد به مدت 1 دقیقه و ســـپس 

در آب ژاول 30 درصـــد به مدت20 دقیقه ضدعفونی شـــدند. 

ســـپس بذرها 5 بار بـــا آب مقطر استریل در زیـــر هود لامينار 

شستشـــو داده شـــدند. بذور استریل شـــده در محیط کشت 

پایه استریل )MS )1962 Murashige, Skoog  حاوي ســـاکارز 

)3%(  و آگار )1%( با pH: 5/7 کشـــت می شـــوند )9(.  شرايط 

اتاق کشـــت با دمای 2±25 درجه ســـانتی گراد و فتوپريود 16 

ســـاعت نور و 8 ســـاعت تاريکی برای جوانه زنی و رشـــد در 

نظر گرفته ـــشده است.

شرايط کشت

 آزمایـــش فاکتوریـــل در قالب طرح کاملا تصادفی انجام شـــد. 

تاثیـــر تيمار هورمون های بنزیـــل آمینوپورین) BAP ( و اندول 

اســـتیک اسید )IAA( و ســـطوح مختلف هورمونی )1، 1/5 ، 2، 

2/5 ميلـــی گرم بر لـــيتر برای هورمـــون BAP و 1/5 ميلی گرم 

بـــر ليتر بـــرای هورمـــون IAA ( )طبق جـــدول 1( و يک نوع 

قطعه جداکشـــت )نـــوک یا جوانه شاخســـاره( مورد بررســـی 

گرفتند. قرار 
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نتایج انتشار دیســـک و چاهک متابولیت آسپرژیلوس 
ترئوس و فوزاریوم روی اســـتافیلوکوک اورئوس

مقادیـــر 20، 40 ، 60 و 80 میکرولیتر متابولیت آســـپرژیلوس 

ترئوس روی دیســـک در محیط کشـــت تریپتیک ســـوی آگار 

قـــرار گرفـــت و بعد انکوباســـیون، قطـــر هاله عدم رشـــد 

بـــه ترتیـــب 17، 24 ، 28 و 30 میلـــی متر ایجـــاد کرد و قطر 

هالـــه عدم رشـــد آنتی بیوتیـــک ونکومایســـین 22 میلی متر 

بدســـت آمد. مقادیـــر 100، 150 و 200 میکرولیتر متابولیت 

آســـپرژیلوس ترئوس در روش چاهک بعد انکوباســـیون، قطر 

هاله عدم رشـــد به ترتیـــب 31، 35 و 40 میلی متر ایجاد کرد. 

در انتشـــار دیســـک برای فوزاریـــوم با مقادیـــر مذکور قطر 

هاله عدم رشـــد بـــه ترتیـــب 8، 11 ، 12 و 15 میلی متر ایجاد 

کـــرد. در روش چاهـــک بـــرای 

رشـــد  عدم  هاله  قطر  فوزاریوم، 

بـــه ترتیـــب 16، 18 و 20 میلی متر بدســـت آمد )شـــکل ۲(. 

نتایـــج آماری نشـــان داد که مقادیر مختلـــف متابولیت تاثیر 

متفاوتـــی بـــر قطر هاله عدم رشـــد داشـــتند و بـــا افزایش 

غلظـــت متابولیت، قطر هاله عدم رشـــد نیـــز افزایش یافت 

 )P≥ 0/05( و معنی دار شـــد

).Primula veris L( جدول1. تیمارهای مقادیر متفاوت هورمون در بهينه سازي ريزازديادی گياه پامچال

تجزیه و تحلیل آماری

نوک شاخســـاره )به طول حـــدود 5 ميليمتر( از دانه رســـت 

هاي ســـه هفته اي که در شرايط آزمايشـــگاهي رشـــد کردند 

به عنوان جداکشـــت مورد اســـتفاده قرار گرفت. جداکشـــت 

 mgl-1, 2.5 MS+ BAP(MB1 ها به محيـــط هـــاي کشـــت

-mgl 1.5 2mgl-1, IAA MS+ BAP(mgl-1،   MB2 1.5 IAA

 MB4 و )mgl-1 1.5 IAA ,1-mgl 5/1 MS+ BAP(MB3  ،)1

)mgl-1,  IAA mgl-1 1 MS+ BAP( منتقل شـــدند و در دمای 

2± 25 درجه ســـانتی گراد و فتوپريود 16 ســـاعت روشـــنايي 

در اتاق رشـــد نگهداري شـــدند. صفـــات مورفولوژيک طول 

ســـاقه، تعداد شاخســـاره و تعداد برگ در تيمارهاي مختلف 

ــقرار گرفتند پـــس از طـــي دوره 30 روزه مورد بررسي ـ

یافته ها

تاثیـــر تيمارهای مختلـــف در صفـــات مورفولوژيکی گياهچه 

هـــاي پامچـــال حاصـــل از بذرهـــای مناطق مـــحلات و آمل

 MB3 بيشترين ميانگين طول ســـاقه 16 ميلی متر در تیمارهای

و MB4، بـــذر محلات و بيشترين ميانگين طول ســـاقه 2 ميلی 

متر در تیمار MB1، بذر آمل مشـــاهده شـــدند. در گروه بندی 

دانکـــن غلظت هـــای هورمونی 1، 1/5 و 2 میلـــی گرم بر لیتر 

)تیمارهای MB2 ،MB1 و MB3( نســـبت بـــه 2 میلی گرم بر 

لیتر )تیمار BAP )MB4، در طول ســـاقه بذر محلات و غلظت 

 MB3 هـــای هورمونـــی 1 و 1/5 میلی گرم بر لـــیتر )تیمارهای

و MB4( نســـبت بـــه 2/5 میلی گرم بر لیتر )تـــیمار MB4( و 

غلظت هورمونـــی 2 میلی گرم بر لیتر )تیمار MB4( نســـبت 

 )MB1 به غظـــت هورمونـــی 1  میلی گرم بـــر لیتر )تـــیمار

BAP، در طول ســـاقه بذر آمـــل در گروههـــای متفاوت قرار 

داشـــتند و در ســـطح احتمال %5 معنا دار بودنـــد )جدول 2(

تجزیـــه واریانس اثرات متقابل غلظت هورمونی و جداکشـــت 

نوک شاخســـاره بذرهای محلات و آمل نشـــان دادند،  ميانگين 

طول ســـاقه در غلظت های هورمـــون BAP مورد نظر  تفاوت 

معنی داري را در ســـطح احتمال 5 درصد نشـــان دادند )جدول 

3(. بيشترين ميانگين تعداد ســـاقه 10 عدد در هر جداکشـــت 

تـــيمار MB2، بذر محلات و بيشترين ميانگين تعداد ســـاقه 10 

عدد در هر جداکشـــت تيمار MB4، بذر آمل مشاهده شدند. 

در گـــروه بنـــدی دانکن غلظت هـــای هورمونـــی 1، 2 و 2/5 

میلـــی گرم بر میلی لـــیتر BAP، در تعداد ســـاقه بذر محلات 

و غلظـــت هـــای هورمونـــی 1 ، 1/5 و 2 میلی گـــرم بر میلی 

لیتر )در یک گروه( نســـبت بـــه 2/5 میلی گرم بـــر میلی لیتر 

BAP، در تعداد ســـاقه بـــذر آمل در گروههـــای متفاوت قرار 

داشـــتند و در ســـطح احتمال 5% معنا دار بودنـــد )جدول 2(

تجزیـــه واریانس اثرات متقابل غلظت هورمونی و جداکشـــت 

نوک شاخســـاره بذر محلات بر ميانگين تعداد ســـاقه نشـــان 

دادند ميانگين تعداد ســـاقه در غلظت هـــای هورمونی 1، 1/5 

 ،MB4 تیمارهای( BAP و 2/5 ميلـــی گرم بر لـــيتر هورمونـــی

MB3 و MB2( و بـــذر آمـــل غلظـــت هورمونـــی 2/5 ميلی 

گرم بـــر ليتر هورمونی BAP )تیمار MB4( نســـبت به ســـایر 

تیمارها تفاوت معنی داري را در ســـطح احتمال 5 درصد نشان 

دادنـــد )جـــدول 3(. بيشتريـــن ميانگين طول بـــرگ 11 ميلی 

متر در تـــيمار MB2 ، بـــذر محلات و بيشتريـــن ميانگين طول 

ــشدند بـــرگ 9 ميلی متر در تيمار MB3، بذر آمل مـــشاهده ـ

داده هـــاي حاصـــل از طرح بلـــوک های تصادفی بـــا آزمون 

هـــای آماري و نـــرم افـــزاز SPSS (Version 21( مورد تجزيه 

و تحليـــل قرار گرفتنـــد. میانگین داده ها و انحـــراف معیار، 

آنالیـــز ANOVA ، گـــروه بنـــدی دانکن و مقایســـه حداقل 

میانگیـــن داده ها )LSD( بررســـی و ســـپس نمودارها با نرم 

شدند. ــسم  رـ اکسل  افزار 
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 در گـــروه بندی دانکن غلظت هـــای هورمونی 1/5، 2 و 2/5 

میلی گرم بـــر میلی لـــیتر BAP )تیمارهـــای MB3 ،MB4 و 

MB2(، در طـــول برگ بذر محلات در ســـه گـــروه متفاوت 

قرار داشـــتند و در ســـطح احـــتمال 5% معنـــا دار بودند. در 

غلظت هـــای هورمونی متفـــاوت BAP، در طـــول برگ بذر 

آمـــل در یک گروه قـــرار داشـــتند و در ســـطح احتمال %5 

معنا دار نبودنـــد )جدول 2(. تجزیه واریانـــس اثرات متقابل 

غلظـــت هورمونی و جداکشـــت نـــوک شاخســـاره بذرهای 

مـــحلات و آمل بـــر ميانـــگين تعداد ســـاقه  نشـــان دادند 

ميانگين تعداد ســـاقه در غلظت هـــای هورمونی 1، 1/5، 2 و 

2/5 ميلـــی گرم بر ليتر هورمون BAP  تفـــاوت معنی داري را 

در ســـطح احتمال 5 درصد نشـــان دادنـــد )جدول 3(

بيشترين ميانـــگين تعداد برگ 39 عدد در هـــر گياهچه تيمار 

MB2، بـــذر مـــحلات و بيشترين ميانگين تعـــداد برگ 6 عدد 

در هـــر گياهچه تيمار MB4، بذر آمل مشـــاهده شـــدند. در 

گروه بنـــدی دانکن غلظت های هورمونـــی 1، 2 و 2/5 میلی 

 ،)MB1 و MB2 ،MB4 تیمارهـــای( BAP گرم بر میلی لـــیتر

در تعـــداد برگ بـــذر مـــحلات و غلظت هـــای هورمونی 1 

و 2/5 میلـــی گـــرم بر میلی لـــیتر BAP )تیمارهـــای MB4 و 

MB3(، در تعـــداد برگ بذر آمل در گروههـــای متفاوت قرار 

داشـــتند و در ســـطح احتمال 5% معنا دار بودند )جدول 2(

تجزیه واریانس اثرات متقابل غلظت هورمونی و جداکشـــت 

نوک شاخســـاره بذرهای مـــحلات و آمل بر ميانـــگين تعداد 

ســـاقه  نشـــان دادند ميانـــگين تعداد ســـاقه در غلظت های 

  BAP هورمونـــی 1، 1/5، 2 و 2/5 ميلی گرم بـــر ليتر هورمون

تفـــاوت معنـــی داري را در ســـطح احتمال 5 درصد نشـــان 

دادند )جـــدول 3(. نتايج تجزيـــه واريانس نشـــان مي دهد، 

اثـــر تيمارهاي مختلـــف بر تعداد بـــرگ، طول بـــرگ، طول 

ســـاقه و تعداد ســـاقه در گیاهچه های بذر مـــحلات و تعداد 

برگ، طول ســـاقه و تعداد ســـاقه در گیاهچه هـــای بذر آمل 

در ســـطح  P>0.05  معنادار اســـت )جدول 3(

 نتايج آزمون مقايســـه ميانگين ها )LSD( در ســـطح احتمال 

پنـــج درصد نشـــان مي دهـــد کـــه در مورد صفـــت تعداد 

بـــرگ گیاهچه بذر مـــحلات بين همه تيمارهـــا اختلاف معني 

دار اســـت، در مـــورد اندازه بـــرگ گیاهچه بـــذر محلات نيز 

اخـــتلاف بين همه تيمارهـــا با هم معني دار بـــود. نتيجه اين 

آزمـــون در مورد طول ســـاقه گیاهچه بذر محلات نشـــان مي 

دهـــد که  تـــيمار  MB2با تيمارهـــاي MB3 و MB4  اختلاف 

معني داري ندارنـــد. همچنين در مورد تعداد ســـاقه گیاهچه 

بذر مـــحلات اختلاف بين تيمارهـــاي MB2 و MB3 معني دار 

نيســـت. نتايج آزمون مقايســـه ميانگين ها )LSD( در ســـطح 

احـــتمال پنج درصد نشـــان مي دهـــد که در  مـــورد صفت 

تعـــداد بـــرگ گیاهچه بذر آمـــل، بين همه تيمارهـــا اختلاف 

معنـــي دار اســـت، در مورد انـــدازه برگ گیاهچـــه بذر آمل 

اخـــتلاف بين تيمارهاي  MB3 و MB4 بـــا هم معني دار نبود. 

نتيجـــه اين آزمـــون در مورد طول ســـاقه گیاهچـــه بذر آمل 

نشـــان مي دهد که  تيمارهـــاي MB4 و MB2 اختلاف معني 

داري ندارنـــد.  همچـــنين در مورد تعداد ســـاقه گیاهچه بذر 

ــمل اختلاف بين هـــمه تيمارها باهم معـــني دار بود آـ

مقايســـه ميانگين صفـــات مورفولوژیکـــی گياهچه 
هاي بـــذور مـــحلات و آمل در تيمارهـــاي مختلف 
در مورد صفـــت تعداد برگ، بيشترين تعـــداد برگ در گياهچه 

هاي بـــذر محلات با تـــيمار MB2 رویت گردید.

همان طور کـــه در نمودار 1 مشـــاهده مي شـــود تعداد برگ 

گیاهچه بذر مـــحلات به طور قابل توجهی بيـــشتر از گیاهچه 

بـــذر آمل مـــي باشـــد. در گیاهچه بـــذر محلات، بـــا افزايش 

غلظـــت هورمون بنزيـــل آمينو پوريـــن، تعداد بـــرگ افزايش 

مـــي يابد. امـــا در مورد گیاهچـــه بذر آمل بـــا افرايش غلظت 

هورمون، تعـــداد برگ ها کاهش يافتـــه و در کل تغيير چنداني 

را نـــشان نمي دهد.

از نظر صفـــت طول برگ گیاهچـــه ها، تـــيمار MB2 در بذر 

مـــحلات بيشترين طول بـــرگ را دارا بـــود، امـــا در تيمارهاي 

ديگـــر، در بذر آمـــل طول بـــرگ گیاهچه در مقايســـه با بذر 

مـــحلات بيش تر بـــود. همچـــنين ميانـــگين طول بـــرگ در 

گیاهچـــه بذر مـــحلات با تـــيمار MB1، 1 میـــلی متر بود.

در کل صفـــت طول برگ گیاهچه، بـــا افزايش غلظت هورمون 

بنزيـــل آمينو پوريـــن، در بذر محلات روند افـــزايشي و در بذر 

آمل روند کاهشي را نـــشان مي دهد
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جدول 2. ميانگين صفات مورفولوژيکي گياهچه هاي پامچال بذرهای محلات و آمل در تيمارهای متفاوت
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در مـــورد صفت طول ســـاقه گیاهچـــه ها، طول ســـاقه در 

بـــذر محلات به طـــور قابل ملاحظـــه اي بيـــشتر از بذر آمل 

بود و بيشترين طول ســـاقه در تيمارهـــاي MB4 و MB3 بذر 

مـــحلات مشـــاهده گرديد در حـــالي که طول ســـاقه در اين 

دو تـــيمار براي بـــذر آمل 1 میلـــی متر بـــود. همان طور که 

نمودار 2 نشـــان مي دهد در کل صفت طول ســـاقه گیاهچه، 

بـــا افزايش غلظـــت هورمون بنزيـــل آمينو پوريـــن، در بذر 

مـــحلات رونـــد کاهشي و در بذر آمل روند افزايشي را نشـــان 

مي دهـــد. در مورد صفت تعداد ســـاقه گیاهچـــه، بيشترين 

مقـــدار در تيمارهـــاي MB2 بذر مـــحلات و MB4 بذر آمل 

مشـــاهده شـــد. در کل طول ســـاقه گیاهچه در بـــذر بومي 

بيـــشتر از بذر محلات بـــود و مقدار آن در تـــيمار MB1 بذر 

مـــحلات برابـــر 1 میلی متر بـــود. در کل صفت طول ســـاقه 

گیاهچه، بـــا افزايش غلظـــت هورمون بنزيل آمينـــو پورين، 

در بـــذر محلات روند افـــزايشي و در بذر آمـــل روند کاهشي 

را نـــشان مي دهد

نمودار1.  مقایسه میانگین تعداد برگ و طول برگ گیاهچه بذور محلات و آمل در تیمار های مختلف

    

    
آمل در تیمارهاي مختلف . 1نمودار  گین تعداد برگ و طول برگ گیاهچه بذور محلات و  سه میان مقای

بحث

در تحقیـــق حاضر قطعات گـــره و نوک شاخســـاره گیاهچه 

هـــای پامچال برای بهینه ســـازی ریزازدیادی مورد اســـتفاده 

قرار گرفتنـــد در آزمایش هایی که چاندراوانشـــی و همکاران 

 )in vitro(  به منظور استانداردســـازی تکنیک کشت )2014(

بـــرای گیـــاه Primula zeylanica، بعنـــوان یکـــی از منابع 

گیاهـــی مهم دارویـــی، به منظور بررســـی تـــوان بالقوه آن 

بـــرای ریزازدیـــادی انجام دادنـــد، از قطعات گـــره‌ این گیاه 

بعنـــوان ریزنمونـــه بـــرای ریزازدیادی بر روی محیط کشـــت 

MS حـــاوی بنزیل آمین پوریـــن )BAP( و جیبرلیـــک اســـید 

)GA₃( جهت آغاز رشـــد ســـاقه کشت داده شـــدند )10(

ســـیواکومار و همـــکاران )2024( از ریزنمونـــه های تک گره 

 )BAP( حـــاوی بنزیل آمینو پورین MS و در محیـــط کشـــت

در تحریـــک تولیـــد شـــاخه های متعـــدد اســـتفاده کردند. 

همچنیـــن از تـــی دی آزرون )TDZ( ، کینتیـــن )KIN( و 

2,4-دی کلروفنوکسی اســـتیک اســـید نیز در محیط کشـــت 

MS بـــرای تحریک رشـــد شـــاخه و ریشـــه در فرآیندهای 

اندام زایـــی مســـتقیم و غیرمســـتقیم اســـتفاده می شـــود 

)11(. در بهینـــه ســـازی ریزازدیادی پامچـــال هورمون های 

ســـیتوکینین و اکســـین را با مقادیر متفاوت مورد اســـتفاده 

قـــرار دادیم، که محققـــان متعددی مانند هایتـــا و همکاران 
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)2016(، نـــوروزی شریـــف و همکاران )2011( و بنســـون و 

همـــکاران )2000( از هورمون های ســـتوکینین و اکســـین 

اســـتفاده کردنـــد )6،12،13( . برای ریزازدیادی 

 Primula نوروزی شریف )2015( پروتـــکل ریزازدیادی برای

heterochroma با اســـتفاده از ریزنمونه های نوک شاخساره 

بهینـــه شـــده و باززایی زیاد شاخســـاره در محیط کشـــت 

حـــاوی هورمون های BAP و NAA پیشـــنهاد کردند و تلاش 

هـــای حفاظتی بـــرای این گونـــه ایرانی در معـــرض خطر را 

از طریق تکنیک های آزمایشـــگاهی تســـهیل نمودند )14(

در مقایســـه نـــرخ رشـــد و تکثیـــر گیاهچه هـــای پامچال 

حاصـــل از بذر مـــحلات در مقادیر بالاتـــر از 2 میلی گرم بر 

لیتر هورمون ســـیتوکینین و در بذر آمـــل در مقادیر 1 تا 1/5 

میلـــی گرم بر لیتر ســـیتوکینین بیشترین باززایی را داشـــتند. 

در پژوهشـــی که Hayta و همـــکاران )2016( انجام دادند، 

نرخ بـــالای باززایی گیاهچه هـــا از کالـــوس را در مقادیر 2 

تا 3 میلـــی گرم بر لـــیتر هورمون ســـیتوکینین TDZ گزارش 

کردنـــد که نتایج تحقیـــق حاضر در بذر مـــحلات همخوانی 

دارد )6(.

 Primulaهایتا و همـــکاران )2016( پروتکل ریزازدیادی گونه

vulgaris  بـــا اســـتفاده از ریزنمونه های حاصـــل از برگ در 

محیط کشـــت MS حـــاوی هورمون های TDZ و اکســـین 

)NAA( و یـــا D-2,4 بدون آســـیب رســـاندن بـــه گیاهان 

مـــادری انجام دادنـــد )6(. گونه نـــادر Primula scotica با 

اســـتفاده از محیط های بـــدون هورمون یـــا محیط مکمل 

شـــده با بنزیل آمینو پورین و اســـید ایندول اســـتیک تکثیر 

شـــد و به نرخ ضریب 4-6 رســـید )13(

از مقایســـه تاثیـــر تیمارهای مختلـــف بـــرروی ریزازدیادی 

 MB2 و   MB3  ،MB4 تیمارهـــای  در  دریافتیـــم  پامچـــال 

بیشترین تغییـــرات افزاینده در صفـــات مورفولوژیکی تعداد 

برگ و طول ســـاقه باززایی شـــده از بذر محلات و بیشترین 

تغییـــرات افزاینده در صفـــات مورفولوژیکی طـــول برگ و 

تعـــداد ســـاقه باززایی شـــده از بذر آمل مشـــاهده شـــده 

اســـت. گونه گیاهی و ارقام می تواننـــد در باززایی گیاهچه 

ها تاثیر داشـــته باشـــند. شریـــف و همـــکاران )2011( در 

باززایـــی گونه پامچـــال هتروکروم با ریزنمونه راس ســـاقه در 

محیط کشـــت MS با هورمـــون های BA و NAA رشـــد و 

ریشـــه زایی انجـــام دادند )12(.

نتیجه گیری

بســـیاری از گونه هـــای گیاهـــی نـــادر و در معـــرض خطر، 

کاربردهـــای  بـــا  ارزشـــمند  ثانویـــه  متابولیت هـــای  دارای 

 Bioactive( دارویی هســـتند. ایـــن ترکیبـــات زیســـت فعال

compounds( اغلب نقش مهمی در سیســـتم های پزشـــکی 

ســـنتی دارنـــد و از ایـــن رو، نشـــان دهنده اهمیت کشـــت 

بافـــت این گیاهـــان نیز می باشـــند. برخی از آن هـــا به دلیل 

تخریب زیســـتگاه، برداشـــت بی رویه، یا تغییرات اقلیمی در 

آســـتانه انقـــراض قرار دارنـــد. این شرایط بـــر ضرورت فوری 

تدویـــن راهبردهای مؤثـــر حفاظتـــی و توســـعه روش های 

کشـــت پایدار این گونه هـــا تأکید دارد. ریزازدیـــادی به عنوان 

یـــک تکنیک مؤثر بـــرای تولید تعـــداد زیادی گیـــاه از یک 

ریزنمونـــه، ابـــزاری ارزشـــمند در حفاظت و کشـــت تجاری 

گونه های نادر محســـوب می شـــود. از میان انـــواع مختلف 

ریزنمونه هـــا، رأس ســـاقه و قطعات گره مؤثرتریـــن گزینه ها 

ـــشده اند معرفی  ریزازدیادی  ـــبرای 
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