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Abstract  

In recent years, callus formation, regeneration and in vitro fertilization of medicinal plants with genetic 

engineering purposes are one of the interesting topics in biotechnology and plant tissue culture. In line with 

this goal, the optimization of the regeneration of the medicinal plant, Hyoscyamus niger L., was carried out 

in vitro in a factorial manner in the form of a completely randomized design with 3 treatments in 3 

replications. The test factors include the type of micro sample (leaf and internode), different growth 

regulators that include 3 treatments: one (T1) containing 1 mg/L BA and 0.5 mg/L 2,4-D, treatment two ( 

T2) included NAA and BA each at the rate of 5 mg/l and treatment three (T3) contained 3 mg Kin and 1 

mg 2,4-D. T0 (hormone-free) treatment was used as a control. The results showed that 100% callus 

formation occurred in the leaf explant with treatment 2 and in the stem internode microsample in treatment 

3, the highest fresh weight of callus and the largest diameter of callus produced in leaf tissue occurred in 

treatment T1. The highest number of regeneration and stem formation, 100%, was observed in the 

internode tissue of the stem in T2 treatment. In the T3 treatment, 87% of the calli produced in the leaf 

entered the regeneration stage and 92% of the stem internode samples were regenerated. In T2 treatment, 

new stems had better longitudinal growth. Root production was observed in stem internode explants and 

in leaves and directly in T3 treatment. 
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 ییزا شهیر و ییباززا ،ییزا برکالوس رشد یهاکننده  میتنظ مختلف باتیترک و انگرهیبرگ و م یها زنمونهیاز ر استفاده 

  (.Hyoscyamus niger L) اهیس بذرالبنج اهیگ

 3یخان یمحسن ثان و 2یریخ زالهی، عز*1فراش یگلریب هیراض
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 چکیده

 جالب موضوعات از یکی دارویی با اهداف مهندسی ژنتیک، گیاهان درون شیشه ای پرآوری باززایی و اخیر کالوس زایی، سال های در

 دارویی بذرالبنج سیاهزایی گیاه بازسازی  بهینهدر راستای این هدف  .می باشند گیاهی بافت کشت و بیوتکنولوژی در توجه

(Hyoscyamus niger L.) صورت  تکرار 3 در تیمار 3 با تصادفی فاکتوریل در قالب طرح کاملا بصورتای  شیشه در شرایط درون

 ی( حاو 1T)  کی :ماریت 3که شامل  مختلف یرشد یها کننده میتنظ(، انگرهیم و )برگ نمونه زیر نوع شامل شیآزما یفاکتورهارفت. پذی

 ماریو ت تریگرم در ل یلیم 9 زانیهر کدام به م BA و NAA شامل( 2Tدو ) ماری، ت D-2,4 تریگرم بر ل یلیم 9/4و  BA تریگرم بر ل یلیم 1

 ،نتایج نشان داد. )فاقد هورمون( به عنوان کنترل استفاده شد 0T ماریبود. از ت D-2,4گرم  یلیم 1 و Kinگرم  یلیم 3یمحتو T)3 (سه

 کالوس و بیشترین قطر کالوس وزن تربالاترین  رخ داد، 3و در ریز نمونه میانگره ساقه در تیمار 1با تیمار ریزنمونه برگ کالزایی در  144%

  ، در تیمارمیانگره ساقهدر بافت  %144به مقدار  باززایی و ساقه زایی. بیشترین تعداد رخ داد1T تولید شده مربوط به بافت برگ در تیمار

2T 3شد. در تیمار مشاهدهT  ریز نمونه های میانگره ساقه  %51های تولید شده در برگ وارد مرحله باززایی شدند و  از کالوس %78نیز

تولید ریشه در ریزنمونه میانگره ساقه و در برگ و بصورت  نو ساقه ها از رشد طولی بهتری برخوردار بودند. 2Tباززایی شدند. در تیمار 

 مشاهده شد.  3Tمستقیم در تیمار 

 .گیاهی هورمون و بافت کشت کالوس، ریزازدیادی،های کلیدی: واژه
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 مقدمه

قسمت  و بـوده (Solanaceaeبادمجانیان ) خانواده گیاهان ترینمهم  از یکی (.Hyoscyamus niger L)بذرالبنج سیاه 

 نی(. مهمترOmidbeigi, 2009) دارد فراوانی کاربرد داروسازی صنایع در که است آلکالوییدی موثره مواد حاوی آن مختلف های

ب، ضد ضد سم سر ک،ینرژیکول یآنت ن،یکول لیکننده، ضد است حسیضد درد بودن، ب ت،یاثرات گزارش شده عبارتند از : سم

، عضلات یمردمک چشم، شل کننده  یترشح بزاق، ضد اسپاسم، قابض، ضد نفخ، تشنج آور، خواب آور، مسهل، گشاد کننده 

و درمان  یدر چشم پزشک اهیگ نیا یدهای(. آلکالوئOmidbeigi, 2009 (کش  جوندهو  کیتیآور، مسکن، پاراسمپاتول ادیاعت

 هایترکیب جهت افزایش به رو هایدرخواست دلیلبه (.Omidbeigi, 2009کاربرد دارد ) یو گوارش یو عروق یقلب یهایماریب

 ایه روش از استفاده گیاهی، هایگونه نابودی به روند رو و طبیعی منابع محدودیت درگیاه، هاترکیب این کم غلظت دارویی،

 از(. Omidi & Farzin, 2015) است گرفته قرار توجه مورد دارویی، گیاهان وریبهره و تولید افزایش برای آوری فن زیست

 هایتمتابولی و دارویی مواد انبوه و سریع تولید به قادر که باشد می بافت این زمینه کشت مورد استفاده در مهم هایتکنیک

ژنوتیپ  انبوه غیرجنسی تکثیر برای شیشه ای درون باززایی نحوه(. MasuomiAsl et al., 2015) است تجاری صورت به ثانویه

 نوع کشت، محیط ژنوتیپ، مانند مختلفی عوامل که است داده نشان مختلف تحقیقات نتایج. است مهم ژن انتقال و خالص های

 و شاخساره پرآوری (Tripathi and Tripathi, 2003). باشندمی موثر گیاهان باززایی میزان در هورمونی مواد غلظت و

 هورمون غلظت به توجه بدون اکسینی هورمون های ،است کشت محیط در سیتوکینین هورمون تأثیر تحت بیشتر آن افزونگری

 رشد در تنظیم کننده های معدنی و مواد شیمیایی، فاکتورهای .(Rout et al., 1999) ندارند شاخساره پرآوری در تأثیری

 و اکسین نظیر رشد های کننده تنظیم اثرات فاکتورها، این مهمترین از.  (Rout et al., 1999)مؤثرند  گیاه رشد و تمایززایی

 است مؤثر بافت کشت موفقیت در ها هورمون نسبت و غلظت نوع، شد.با می مختلف دارویی گیاهان شاخساره روی سیتوکینین

 از کالوس تولید برای و سیتوکینینی های هورمون از زایی شاخه جهت اکسینی، های هورمون از زایی ریشه منظور به معمولاً و

 ,Farsi and Zolala) استفاده می شود (MS) موراشیگ و اسکوگ کشت محیط در هورمون دو این از متعادلی های نسبت

نفتالین  میلیگرم در لیتر 5/3با تکمیل شده  MSدر محیط کشت  سیاه در بذرالبنج بیشترین تعداد ساقه باززاشده .(2003

،(. Ghorbanpuor et al., 2013) گزارش گردیده است( BA)بنزیل آدنین میلیگرم در لیتر  1به همراه  (NAA) استیک اسید

در محیط حاوی کینیتین   (.Hyoscyamus reticulatus L)در آزمایشی بالاترین میانگین القای جوانه در بذر البنج مشبک

(Kin ) 1به میزان یک میلی گرم در لیتر در ترکیب با ( میلی گرم در لیتر ایندول استیک اسیدIAAرخ داد ) (Amini et 

al., 2014 میلی گرم در لیتر 35/3،(. در مطالعه ای ترکیبNAA   5/3به همراه ( میلی گرم در لیتر بنزیل آمینو پورینBAP )

. در گزارشی جهت باززایی (Basu. and Chand, 1996) منجر شد (.Hyoscyamus muticus L ) به تولید جوانه از بذرالبنج

درصد باززایی در ریز نمونه هیپوکوتیل  %133( استفاده شدکه TDZو تیادیازیرون ) BAPدر بذرالبنج سیاه از غلظت های مختلف 
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( رخ داد. سپس نوساقه ها با غلظت های مختلف هورمون های ریشه زایی ایندول بوتیریک اسید μMمیکرو مول ) 11و با غلظت 

(IBA)  وNAA  تیمار شدند که بیشترین ریشه زایی در محیطMS  حاویIBA به میزانμM 8 ( رخ داد.Cheng et al., 

 ملزومات از کالوس تولید ابتدا در است، بنابراین نشده مشاهده بذرالبنج از مستقیم باززایی از گزارشی اکنون هیچگونه(. ت2005

 ,Uranby) کند القا بنگدانه در را کالوس توانست IBA وTDZ های هورمون از استفاده با اورانبی .باشد می گیاه این در باززایی

و  زایی کالوس در ای کننده تعیین نقش هورمون ها و نمونه ریز نوع دانه بنگ گیاه در که است داده نشان تحقیقات(. 2005

 مصری بذرالبنج موئین ریشه از کالوس تولید روی بر که تحقیقی در(. Basu and Chand, 1996)دارند سپس باززایی از آن 

 D-4 ,2 مختلف های غلظت حاوی جامد کشت های محیط تمامی در ها ریشه این روی بر زایی کالوس که دریافتند شد، انجام

 هورمون های که دهد می نشان مطلب این. افتاد اتفاق رشد کننده تنظیم گونه هر فاقد جامد کشت محیط در حتی و NNA و

(. 1385 همکاران، و فارسی) هستند بذرالبنج گیاه در کالوس القاء به قادر D-4 ,2 و NAA درون زاد و بیرونی مانند اکسینی

 هب نسبت بذرالبنج در بالا درصد با کالوس القاء برای رشد ی کننده تنظیم بهترینD-4 ,2  که داده شد نشان آزمایشی در

NAA و IAA لیتر توفوردی در گرم میلی 1 کردن اضافه و است (4 ,2-D )لیتر در گرم میلی 2 و NAA کشت محیط به 

MS داد  اختصاص خود به ( را %5/02 و 1%88/) کالوس القایی فراوانی بالاترین(Khater and Elashtokhy, 2015 .)مطالعه در 

 لیتر در گرم میلی 2 و NAA لیتر در گرم میلی 2 حاوی   MSکشت محیط در سیاه بذرالبنج کالوس القاء غلظت بهترین ای

BAP شد  مشاهده(Sonbolnazeri et al., 2013) . گیرد دارای مستقیم که به وسیله تولید کالوس صورت میباززایی غیر

فوائد زیادی از جمله مطالعه مرفولوژیکی و فیزیولوژیکی گیاهان، تولید متابولیت های ثانویه، تنوع سوماکلونال و انتقال پایدار ژن 

 کشت محیط به یابی دست و تکثیر روش ترین اقتصادیو  سریعترین بهترین، شناخت منظور به حاضر تحقیقمی باشد. از اینرو 

 گیاه این ای شیشه درون کشت فن دانش گوشه ای از تدوین همچنین و گیاه این ای شیشه درون تکثیر و باززایی برای مناسب

  .گردید انجام ایران در

 ها مواد و روش

 ضد عفونی و کشت بذر

)دو  لیفاکتور بصورت شیآزماانجام شـد.  دانشـگاه زنجان علوم باغبانی گروه آزمایشـگاه در 1032در زمسـتان  پژوهش این

ــادف کاملا طرح قالب در( هورمون بیترک و غلظت و نمونه زیر فاکتور و  BA تریگرم بر ل یلیم 1 یحاو T1) ماریت 3 با یتص

ـــامل   T2 ماری، ت D-2،0 تریگرم بر ل یلیم 5/3 ـــه  ماریو ت تریگرم در ل یلیم 5 زانیهر کدام به م BAو  NAAش  T3س

ـــد. اجراتکرار  3در  )فاقد هورمون به عنوان کنترل T0 ماریت و D-2،0گرم  یلیم 1و Kin گرم  یلیم 3یمحتو بذر مورد  ش

 3 لیومبن از استفاده با بذور ابتدا. تایید شد.  س مجموعهنظر از کلکسـیون با  گیاهان دارویی همدان تهیه و توسـط گیاه شـنا

 سپس و شده یعفون ضد قهیدق 1 مدت به درصد 03 الکل قه،یدق 0 بمدت درصد 53 میسـد تیپوکلریه قه،یدق کی در درصـد
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 %0/3 باMS (Murashige and Skoog, 1962 ) پایه کشت محیط در بذور سپس. شدند شستشو مقطر آب با مرحله سه در

 با و ســانتیگراد درجه 20 ±2 دمای با کشــت اتاقک در و مربا شــیشــه در شــده کشــت بذور. شــد داده قرار آگار وزنی حجمی

 1 از پس. شد آغاز کشت از پس سوم روز از بذرها زنی جوانه. شدند داده قرار تاریکی ساعت 8 و روشـنایی سـاعت 11 فتوپریود

 پتری هر در عدد 3 تعداد به کدام هر ساقه، میانگره برگ و از هایی نمونه ریز ای، شـیشـه درون های گیاهچه شـدن برگه 8 تا

   استفاده گردید )پیش تر ریز نمونه ساقه به دلیل عدم باززایی حذف گردید(. کالوس تولید جهت دیش

  کالوس زایی

جهت تولید کالوس برگ هایی به قطر یک سانتی متر از گیاهچه های کشت بافتی جدا و به دو قسمت تقسیم شد و قطعات 

تیمار جداگانه از تنظیم کننده  3حاوی  MSمحیط کشت  سـانتی متر تهیه شـد و در 2الی  1سـاقه به همراه میانگره به طول 

های رشد به همراه تیمار شاهد قرار داده شدند به نحوی که سطح پشتی برگ )سطح پر روزنه( در تماس با آگار باشد. ترکیبات 

ــامل  ــامل  2T، تیمار  D-2,4میلی گرم بر لیتر  5/3و  BAمیلی گرم بر لیتر 1حاوی  1Tتیمار هورمونی ش هر  BAو  NAAش

به وسـیله فیلترسـر سرنگی در  D-2,4میلی گرم  1و  Kinمیلی گرم  3محتوی 3Tمیلی گرم در لیتر و تیمار  5کدام به میزان 

ــت با ــه هفته در انکوباتور با  pH=5.8 محیط کش ــرایط تاریکی برای مدت زمان س ــت ها تحت ش ــپس کش ــد. س ــتفاده ش اس

 و قطر کالوس، شکل و تعداد ها، نمونه ریز ظاهری تغییرات شامل مطالعه مورد صـفات قرار گرفتند. در این مرحله C335دمای

 .شد گیری اندازه ها کالوس رنگ و ظاهری کیفیت ها، کالوس وزن

 اندام زایی مستقیم و غیر مستقیم )ریشه، ساقه، برگ(

هورمونی از محیط تاریک به کالوس های بدســت آمده از تیمارهای مختلف هورمونی بدون عمل واکشــت و تغییر محیط  

هفته تعداد  0درجه ســانتی گراد انتقال داده شــدند. پس از گذشــت  20 ±2 لوکس و دمای محیط 03روشــنایی با شــدت نور 

 شاخساره و درصد القای نوساقه اندازه گیری شد.

 ریشه زایی نوشاخه ها

ــی منظور به آزمایشــی ــید  (MS)نمک  غلظت تأثیر بررس ــتیک اس و ایندول بوتیریک  (IAA)و هورمون های ایندول اس

 کشت محیط شامل آزمایشی تیمارهای. گرفت انجام آزمایشگاه در شده باززایی گیاهچه های ریشه زایی میزان ( برIBAاسـید)

MS , ½ MS  ــامل  همچنین. دبودن IAAمیلی گرم بر لیتر  2و  1و  IBAمیلی گرم بر لیتر  2و  1و غلظت های هورمونی ش

 کاملا قالب طرح در فاکتوریل صورت به آزمایش. استفاده شد شاهد تیمار عنوان به هورمون فاقد MS ½ و MS کشـت محیط

 .گیری گردید اندازه حاصله ریشه القای میانگین واکشت ها، در پایان. پذیرفت صورت تکرار 3 در تصادفی
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 in vivoسازگاری در محیط 

در آخرین مرحله، آزمایشـی به منظور بررسـی تاثیر نوع بسـتر کشت بر میزان زنده مانی گیاهچه ها انجام شد. تیمارهای 

)کوکوپیت، پرلیت، ورمی  3Tو  )کوکوپیت،پرلیت( 2T) کوکوپیت، پرلیت، پیت ماوس(،  1Tآزمایشـی شامل سه نوع بستر کشت 

 طرح صورت به آزمایش. سه تیمار( و تغذیه آبیاری با آب معمولی بود )مشترک در هر 311کمپوسـت( به ترتیب با نسـبت 

آزمایش بدین صـورت بود که گیاهچه های ریشـه دار شده از محیط کشت خارو و  .پذیرفت صـورت تکرار 3 در تصـادفی کاملا

انتقال و برای  3Tو  1T ،2Tریشـه ها با آب مقطر شـسـته شـد و گیاهچه ها به گلدان های پلاسـتیکی حاوی بسترهای کشت 

 درپوشحفظ رطوبت، گلدان ها با پوشـش سـلفونی شـفاف پوشـانده شـدند و در اتاقک رشـد نگهداری شدند. بعد از دو هفته 

منتقل  %03درجه سانتی گراد و رطوبت نسبی  20 ±2به گلخانه با دمای نهایتا  شده سـازگار گیاهچه های و باز بتدریج گلدان

 محاسبه شد. و درصد زنده مانی گیاهچه ها 

 آماری تجزیه روش

دانکن انجام و  یها با آزمون چنددامنه ا نیانگیم ســـهیو مقا SPSS یداده ها با اســـتفاده از نرم افزار آمار یآمار هیتجز 

 رسم شد. Excelنمودارها با استفاده از نرم افزار 

 نتایج 

 اثر نوع ریز نمونه و تنظیم کننده های رشد بر کالوس زایی

ــروع به تول زیر ــوم کالوس ها دینمونه ها از هفته دوم ش ــوم برگ را در  یکالوس کردند و در هفته س ــفاف و نرم دو س ش

. نتایج آنالیز واریانس نشان داد شدند کریو غول پ میضخ ره،یبرگها به رنگ سبز ت  3Tو  2T یها ماریگرفت و در ت فرا 1T ماریت

ـــد و اثر متقابل آنها بر وزن کالوس معنی دار بود)جدول  (. ریز نمونه 1کـه نوع ریز نمونه و نوع و غلظت تنظیم کننده های رش

با تشـکیل کالوس های روشـن شفاف و یکدست و با بیشترین وزن تر و قطر کالوس نسبت به  1Tهای برگ و میانگره در تیمار 

 تیمارهای هورمونی دارای اثرات معنی دار شد. سایر

 سیاه بذرالینج گیاهکالوس تیمارهای هورمونی و نوع ریز نمونه بر میانگین القای  اثر واریانس تجزیه نتایج: 1جدول

 میانگین القای کالوس منابع تغییرات              درجه آزادی

 میانگره ساقه برگ

BA × 2,4-D 1 **1330081 **13150302 

NAA × BA 1 **3325051 **2101051 

Kin × 2,4-D 1 **58300001 **03500021 

 0085 0083 20 اشتباه آزمایشی
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 حاوی غلظت های مختلف هورمون MS: صفات کیفی کالوس های گیاه بذرالبنج سیاه در محیط 1جدول 

 

توسط آزمون تجزیه واریانس  2Tتیمار  تحت MSمقایسه میانگین درصد کالوس زایی در ریز نمونه های برگ در محیط کشت 

رخ داد. کالوس ها از  1Tدرصد کالوس زایی و بیشترین وزن تر و قطر کالوس در تیمار  15اختلاف معنی دار آماری را نشان داد. 

الف(. ریز نمونه میانگره ساقه با سرعت کمتری شروع به کالوس دهی کرد.  1د )شکلنوع نرم و توپی به رنگ سفید شفاف بودن

رفتار مشابهی را در  3Tو  2T ناگهان وارد فاز کالوس زایی شد. تیمار ماه 3 گذشت ازساقه و میانگره ابتدا متورم گردید و پس 

و  فت و نخست برگها غول پیکر شده و بافت اسفنجیپیش گرفتند. در این تیمارها فرایند کالوس زایی ابتدا به کندی صورت گر

ب(. که با توجه به آزمایشات صورت گرفته قبلی توسط نویسنده 1ترد و شکننده پیدا کردند و به رنگ سبز تیره در آمدند )شکل

ا سبب تغذیه ابتد و نتایج مشابه اینگونه استنباط می شود که مقادیر بالای هورمون در محیط کشت ریز نمونه های بذرالبنج سیاه

کلی برگ و رشد آن می شود. سپس محل برش ریز نمونه ها قهوه ای رنگ شد و کالوس ها نه از محل برش و زخم بلکه بر روی 

سطح بالایی و زیرین برگ و از نوع سفت و نقطه ای و به شدت ساقه زا به رنگ سفید مات ایجاد شد. این کالوس ها به تدریج 

  ستند و کل ریز نمونه را فرا گرفتند.بزرگ شده و به هم پیو

 
 3Tو 2T، ب( کالوس های سخت در تیمار 1Tالف( کالوس های نرم در تیمار  :1شکل 

نوع جدا  بافت کالوس رنگ کالوس

 کشت

 نوع تیمار و غلظت های هورمونی

 سفید شفاف

 

 کرم روشن

 نرم و آبدار
 

 نرم متوسط

 برگ

 

 میانگره ساقه

 

1BA+0/5  1 ,4-D 

کرم قهوه ای 

 مات
 

 سفید مات

 سفت و جنین زا

 

 ترد وکمی نرم

 برگ

 

 میانگره ساقه
 

5NAA+5BA 

 سبز تیره
 

 سفید مات

 متراکم و جنین زا

 

 ترد و کمی نرم

 برگ

 

 میانگره ساقه

3 Kin +1 2,4-D 
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 2)شکل مشاهده شد T3 ماریدر ت میساقه و در برگ و بصورت مستق انگرهیم زنمونهیفراوان در ر یموئ یها شهیبا ر شهیر دیتول 

 زا بودند. نیجن ریو غ یتوپ یکالوس ها ینمونه ها همگ ریسا .رخ داد ب( 2شکل ) T1 ماریدر ت ییو تنها مورد از باززا الف(

 
 1T، ب( باززایی از محل کالوس در تیمار  3T: الف(تشکیل ریشه از محل کالوس در تیمار 1شکل

نج سیاه در) گیاه بذرالب نتایج مقایسه میانگین صفت درصد القای کالوس تحت تاثیر تنظیم کننده های رشد و نوع ریز نمونه در

 و  T2 ) NAA( نشـان داده شده است. همانطور که در این شکل دیده می شود، تنظیم کننده های رشد ی در تیمار3شـکل 

(BAو تیمار هورمونی  در ریز نمونه برگ) T3 2,4-D   وKin ) درصد کالوس زایی 133در ریز نمونه میانگره سـاقه با میانگین

ــایر تیمارها نداشــت. در کل در تمامی تیمارها القای  دارای حداکثر میزان القای کالوس بود که اختلاف آماری معنی داری با س

 در تیمار شاهد کالوس زایی ناچیز بود. کالوس با درصد بالا رخ داد که تنها تفاوت در بافت و کیفیت کالوس های تولیدی بود.

 
 تحت تاثیر نوع ریز نمونه و تنظیم کننده های مختلف رشد: نمودار مقایسه میانگین درصد القای کالوس 3شکل

( بیانگر 0نتایج مقایسـه میانگین قطر کالوس تحت تاثیر تنظیم کننده های رشد و نوع ریز نمونه در گیاه بذرالبنج سیاه ) شکل 

خود تیمار با نوع ریز نمونه  اختلاف آماری معنی داری را با سایر تیمارها و در BAبه همراه   D-2,4این است که تیمار هورمونی

نشـان می دهد. در این تیمار کالوس ها حجیم، توپی شـکل و نرم و آبدار و به رنگ سفید شفاف بودند. میانگین بزرگترین قطر 

 سانتی متر بود. 2/1کالوس در ریز نمونه برگی به اندازه 
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 غلظت و نوع تنظیم کننده های رشد و نوع ریز نمونه: نمودار مقایسه میانگین قطر کالوس تحت تاثیر اثرات متقابل 4شکل

در بررســـی نتایج مقایســـه میانگین وزن تر کالوس تحت تاثیر تیمارهای مختلف هورمونی و نوع ریز نمونه همانگونه که در 

ا که قابل مشـاهده اسـت، در تیمارهای مختلف هورمونی و بین ریز نمونه ها اختلاف آماری چندانی مشـاهده نشد. چر 5شـکل 

مجموع تعداد هر کالوس بر سطح ریز نمونه ها زیاد  3Tو  2Tکالوس ها بزرگ و یکدست بودند، اما در تیمار  1Tاگرچه در تیمار 

 بود و با وجود اینکه کوچک و کروی بودند اما در مجموع وزن خوبی پیدا کردند. 

 
 ل غلظت و نوع تنظیم کننده های رشد و نوع ریز نمونه: نمودار مقایسه میانگین وزن تر کالوس تحت تاثیر اثرات متقاب9شکل

ریز نمونه های کالوس های حاصل از تیمارهای هورمونی بر میانگین القای جوانه از  اثر واریانس تجزیه نتایج :3 جدول

 سیاه بذرالینج گیاه مختلف

 میانگین القای جوانه ی باززایی منابع تغییرات              درجه آزادی

 میانگره ساقه برگ

BA × 2,4-D 1 **1202013 **10050305 

NAA × BA 1 **15010130 **11130803 

Kin × 2,4-D 1 **11030815 **13080151 

 5003 2085 20 اشتباه آزمایشی

 بودن معنی دار عدم -nsدرصد  5 احتمال سطح در بودن معنی دار - *درصد، 1 احتمال سطح در بودن معنی دار -  **

مشاهده می شود، بیشترین درصد  1بررسی های حاصل از مقایسه میانگین در صفت درصد باززایی همانگونه که در شکل در 

و بیشترین تعداد ساقه در هر ریز نمونه در همین تیمار رخ داد. به طوری که در هر ریز نمونه به  2T باززایی از کالوس در تیمار
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عدد جوانه نوساقه بر سطح بالایی و زیرین ریز نمونه برگ تشکیل شد. در این تیمار در چند مورد  0ابعاد یک سانتی متر مربع تا 

پاسخ مناسبی  D-2,4در ترکیب با  BAالف(. تیمار 2از ریز نمونه برگ و میانگره ساقه از محل کالوس ریشه تشکیل شد)شکل

ب( که ممکن است 2اگر چه در یک مورد در تمامی ریز نمونه های برگی، نوساقه تولید شد)شکل را به باززایی از خود نشان نداد،

 بر اثر یکسان نبودن شرایط نگهداری و یا سایر عوامل تصادفی رخ داده باشد. 

 

 
 نمونه نوع ریز: نمودار مقایسه میانگین درصد باززایی تحت تاثیر اثرات متقابل غلظت و نوع تنظیم کننده های رشد و 9شکل

نتایج مقایسه میانگین نوع ریز نمونه، نوع و غلظت تنظیم کننده های رشد و همچنین بر هم کنش این عوامل بر همدیگر بر 

عدد( در تیمار کالوس تولید شده از ریز نمونه میانگره ساقه و  0( نشان داد بیشترین تعداد نوساقه )0تعداد نوساقه طبق )شکل

( نتایج نشان داد که 8مشاهده گردید که کالوس های فشرده و ترد داشتند )شکل BA و NAAوی برگ در محیط کشت حا

( مشخص شد که کالوس های محکم و ترد، 2331و همکاران )  Yanکیفیت کالوس نیز بر شاخه زایی اثر داشت. در پژوهش

 نسبت به کالوس های آبکی قابلیت بالاتری در شاخه زایی داشتند. نتایج این پژوهش با یافته های آنان همسویی داشت. 

 
 ز نمونهنوع ری : نمودار مقایسه میانگین تعداد نوساقه تحت تاثیر اثرات متقابل غلظت و نوع تنظیم کننده های رشد و8شکل
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، ب( نوساقه های تشکیل شده بر میانگره ساقه در تیمار 2Tالف( جوانه های تشکیل شده بر ریزنمونه برگی در تیمار-7شکل 

2T 
به دست  BA و NAA سانتی متر( از کالوس تهیه شده از ریز نمونه میانگره در محیط کشت حاوی 3بلندترین شاخساره )

الف(. در حالی که کمترین طول شاخساره مربوط به کالوس های به 13)شکل  اختلاف معنی دار داشتآمد و با سایر تیمارها 

-Magyarب(. بر اساس گزارش13( بود )شکل 1)تیمار BAو  D-2,4دست آمده از ریز نمونه برگ در محیط کشت حاوی 

Tabori  (غلظت های بالای سیتوکینین سبب جلوگیری از طولانی ش2313و همکاران ) دن شاخه و کوتاهی میانگره ها می شود

  که با نتایج این بررسی همسویی دارد.

 
 : نمودار مقایسه میانگین طول شاخساره تاثیر اثرات متقابل غلظت و نوع تنظیم کننده های رشد و نوع ریز نمونه5شکل

 

 
 1طول شاخساره در تیمار  ،ب( کمترین 1الف(بلندترین طول نوساقه در ریز نمونه میانگره در تیمار  -14شکل 

 نتایج القای ریشه در نوشاخه ها

شده  ییباززا یها اهچهیدر گ IAAو  IBA یهورمون ماریت و  MSهیکشت پا طیحاضر، اثر غلظت نمک در مح قیدر تحق

 شهیر طیدر مح ییحاصل از باززا یها اهچهیقرار گرفت. حدود چهار هفته بعد از قرار گرفتن گ یمورد بررس ییزا شهیجهت ر
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داده ها  انسیوار هیتجز جیالقا شده شمارش شدند. نتا یها شهیخارو و ر اه شهیدار شده با دقت از ش شهیر یها اهچهیگ ،ییزا

(. 0جدول(دار بود  یدرصد معن کیدر سطح احتمال  شهیر یکشت و هورمون بر القا طینشان داد که اثرات ساده و متقابل مح

گرم بر  یلیم 2با غلظت  ملکا MS کشت طینشان داد که مح شهیر یبر القا طیاثرات متقابل هورمون و مح نیانگیم سهیمقا

گرم  یلیم 1و با غلظت  ½ MSطیدر مح شهیر یالقا نیانگیم نیکرد و کمتر جادیرا ا شهیر یالقا  نیانگیم نیشتریب  IBAتریل

 جینکردند. نتا جادیا یها شهیقرار داده شدند، ر نیکشت بدون اکس طیکه در مح ییها زشاخهی(. ر11شکل(رخ داد  IAA تریبر ل

 شهیر .((Deliu et al., 2002 به دست آمده است (Scopolia carniolica) ایاسکوپول اهیگ یا شهیدر کشت درون ش یمشابه

 یطیحم طیو شرا پیژنوت ه،یپا ینمک ها بی، ترکطیرشد در مح یکننده ها میوجود تنظ رینظ یعوامل مختلف لهیبه وس ییزا

 شهیر زشیانگ یبرا نیوجود اکس اگونه ه شتریب یدارند و برا ییزا شهیدر ر یها نقش مهم نی. اکسردیگ یقرار م ریتحت تأث

 (.Nhut et al., 2006) لازم است ییزا

 گیاه ریشه القای میانگین تیمارهورمونی بر و MS پایه کشت محیط نمک در غلظت متقابل اثرات واریانس تجزیه :4جدول

 سیاه بذرالبنج

 میانگین مربعات القای ریشه درجه آزادی منابع تغییرات

 81150533** 1 غلظت نمک

 10030801** 3 تیمار هورمونی

 51030018** 3 تیمار هورمونی×غلظت نمک

 050053 21 خطای آزمایش

 درصد 1 احتمال سطح در معنی دار اختلاف -  **

نتایج مقایسه میانگین درصد ریشه زایی نشان داد که بیشترین میزان ریشه دار شدن در گیاهچه های حاصل از باززایی در 

ریزنمونه گره ساقه رخ داد که این می تواند به توانایی ذاتی ساقه در ریشه زایی و انتقال این خصیصه به گیاهچه های باززایی 

 هورمون میزان ریشه زایی کاهش یافت.  شده رخ داده باشد. با افزایش غلظت

 
 IBA: نمودار مقایسه میانگین درصد ریشه زایی تحت تاثیر غلظت های مختلف هورمون11شکل
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 سازگاری 

نتایج بدست آمده حاصل از آزمایش شرح داده شده در بخش روش آزمایش، حاکی از آنست  که در ارتباط با اثر محیط 

درصد در محیط کوکوپیت، پرلیت و ورمی کمپوست  10سازگاری بر شاخص زنده مانی، بیشترین درصد زنده ماندن با میانگین 

بیشتر و پرلیت به دلیل تخلخل و اکسیژن رسانی بهتر محیط مناسبی (. کوکوپیت با ظرفیت نگهداری آب 12مشاهده شد )شکل

را برای رشد گیاهک ها ی کشت بافتی فراهم می نماید که در هر سه تیمار مشترک بود. ورمی کمپوست تاثیر بیشتری در زنده 

مناسب تر،  PHی بیشتر، مانی بوته ها در مقایسه با کمپوست و پیت ماوس داشت  به نظر می رسد که  محتوای مواد ریزمغذ

 بافت قوی تر و آلودگی کمتر می تواند دلیل این موضوع باشد.  

 

 
 : اثر بستر کشت سازگاری بر درصد زنده مانی گیاهان حاصل از باززایی در شرایط کشت درون شیشه ای11شکل

 داری با هم دارند.درصد آزمون چند دامنه ای دانکن اختلاف معنی  9ستون های با حروف غیر مشترک در سطح 

 بحث

ین زایی نسبت بهینه از دو تنظیم کننده رشد اکسین و سیتوکیننتایج به دست آمده تاکیدی بر این مطلب بود که جهت کالوس

کند و تشکیل جنین های سوماتیکی را القا می D-2,4. اکسین به خصوص (Dixon and Gonzales, 1996)مورد نیاز است 

تقسیم سلولی را باعث می شود، این تنظیم کننده های رشد در تشکیل کالوس نیز نقش داشته و از رشد جوانه های جانبی و 

ریشه جلوگیری می کنند. سیتو کینین ها نیز هم تقسیم سلولی و هم تمایز جوانه های جانبی را بر عهده دارند. سیتوکینین در 

براین در تقسیم سلولی نقش مهمی ایفا می کند، همچنین در تحریک ساخت پروتئین بر نقش دارد، بنا mRNAو  DNAسنتز 

دخالت دارد. تقسیم سلولی در نتیجه عمل توام اکسین و سیتوکینین  tRNA synthetaseفعالیت برخی آنزیم ها از جمله 

اثر دارد. در حالی که  DNAبر تکثیر تنظیم می شود که هر یک تاثیر خاصی بر چرخه سلولی دارند. اکسین به کار برده شده 
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سیتوکینین بر مسیر ساخت میتوز دخالت دارد. پس در محیط کشت حاوی اکسین، تنها کالوس تشکیل می شود و سلول ها 

در تحقیق حاضر استفاده از  .(George et al., 2007)نمی توانند وارد مرحله میتوز شوند، مگر اینکه سیتوکینین فراهم باشد 

ی پایین تنظیم کننده های رشد تاثیر بیشتری بر درصد کالوس زایی نشان داد. میزان کاربرد تنظیم کننده های رشد غلظت ها

خارجی به ژنوتیپ و میزان هورمون های داخلی گیاه بستگی دارد. بافت کالوس بسته به گونه گیاهی می تواند سفت و سخت 

ا وجود اینکه کشت ریزنمونه های اولیه به کار گیری شده در تحقیق به صورت )به علت وجود لیگنین( و یا ترد و شکننده باشد. ب

همزمان انجام گرفت، ویژگیهای کیفی از جمله بافت و رنگ کالوس های ایجاد شده در محیط کشت ها متفاوت بود. عوامل 

بالای هورمونی مشاهده شد  متعددی بر رنگ کالوس موثرند. در تحقیق حاضر میزان قهوه ای شدن و ابکی شدن در غلظت های

و در غلظت های بالای هورمونهای اکسین و سایتوکینین ویژگی جنین زا بودن مشاهده شد. کالوس های غیر جنین زا اغلب 

(. 13آبکی و دارای سلولهای کشیده هستند که هسته حجم کمی از سلول را اشغال کرده و به سختی باززایی می شوند )شکل 

های جنین زا ساختار فشرده تری دارند و سلولهای تشکیل دهنده آنها کم و بیش کروی و دارای هسته در صورتی که کالوس 

 (. 13به راحتی قابل مشاهده بود )شکل BA و Kin ،NAA و  D-2,4 بزرگی هستند که این نمونه در تیمار

 
 ساختار فشرده: الف(کالوس های غیر جنین زا، شفاف و آبکی، ب(کالوس های جنین زا با 13شکل 

میزان اکسین و سیتوکینین به کار برده شده در محیط کشت و شرایط اتاق کشت نیز بر رنگ و سفتی بافت کالوس موثرند. 

کالوس های تولید شده در این آزمایش در تیمارهای مختلف دارای خصوصیات ظاهری و فیزیکی متفاوتی بودند و قابلیت تمایز 

یا جنین های سوماتیکی را از خود نشان دادند. در این بررسی ضمن تشکیل کالوس هایی با رنگ به ریشه، اندام های هوایی و 

ها و اشکال مختلف، در نمونه های مورد بررسی، شروع کالوس دهی و رشد آن از سرعت بالایی برخوردار بوده است که میزانی از 

باززایی مشاهده شد. از آنجا که کیفیت کالوس به نوع و  %133مشاهده شد و در سایر تیمارها تا  BAو  D-2,4تمایز در تیمار

میزان عناصر موجود در محیط کشت) ماکرو، میکرو، ویتامین ها و ...( وابسته است، تنظیم کننده های مختلف رشد می توانند 

گرم در لیتر را از حیث  میلی 5هر کدام با غلظت  BAو  D-2,4روی این متغییر اثر گذار باشند. در تحقیق حاضر می توان تیمار 

کیفیت و اندازه کالوس و به دلیل تولید کالوس با بیشترین قطر و از نوع توپی و به رنگ سفید شفاف به عنوان پروتوکل کالوس 

با کالوس های متعدد نقطه ای و فشرده و جنین زایی بالا به عنوان پروتوکلی برای باززایی  BA و NAA زایی معرفی نمود و تیمار

 گیاه بذرالبنج سیاه معرفی نمود. اگرچه نیاز به تحقیقات بیشتر در این زمینه برای دستیابی به نتایج بهتر می باشد.از 
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ریز نمونه ها را به سمت کالوس زایی و نه باززایی تحریک کرد. اگر چه  BA و  D-2,4همچنین نتایج نشان داد که تیمار

 NAAکالوس های تکامل یافته به سمت باززایی شد. در حالی که تیمارهای  که تغییر شرایط محیطی سبب سوق دادن برخی از

، BA  2,4و-D ،Kin  ابتدا سبب غول پیکری و ترد و اسفنجی شدن برگ و میانگره ساقه شد سپس از کالوس های نقطه ای و

م ه ای که در اطراف هر کالوس متراکمتراکم ایجاد شده که گویی از منفذ روزنه ها شکل گرفته بودند باززایی شدید رخ داد به گون

عدد در دو سطح ریز نمونه ظاهر شد. ریشه زایی درون شیشه ای نیز توسط  0و نقطه ای تعداد زیادی جوانه باززایی با بیشینه تا 

عوامل مختلفی مانند تنظیم کننده های رشد، ترکیب نمک های پایه، ژنوتیپ و شرایط کشت کنترل می شود. در بیشتر گونه 

ها وجود اکسین برای ریشه زایی لازم است. همچنین نسبت اکسین به سیتوکینین برای القا و رشد ریشه فاکتور مهمی محسوب 

 یطور کل به (.Tripathi & Tripathi. 2003)می شود و با افزایش اکسین و کاهش سیتوکینین، ریشه ها تشکیل می شوند 

 زین یرشد خارج یکننده ها میتنظ زانیوابسته است و م یرشد خارج یکننده ها میتنظ زانیبه م یا شهیدرون ش ییزا شهیر

 (.Nhut et al.,2006)دارد  یبستگ اهیرشد اندروژن گ یکننده ها میبه مقدار مواد تنظ

 گیری کلینتیجه

دار شدند. آزمایش در مجموع در این تحقیق بین ریز نمونه های مختلف و تیمارهای هورمونی در هر سه آزمایش اثرات معنی 

نشان داد که تحت تنش قرار دادن ریز نمونه های کشت شده و ایجاد شرایط متغییر سبب تحریک باززایی می شود. در حالی 

که شرایط ثابت نور و دما تغییرات کمتری را سبب می شود. بعلاوه استفاده از مقادیر بالا و بیش از نیاز هورمون های اکسین و 

اخیر در کالوس دهی و باززایی می شود چرا که هورمون در ابتدا صرف بزرگ شدن ریز نمونه می شود. برش سایتوکینین سبب ت

های بیشتر در ریز نمونه، استفاده از ریز نمونه های سالم و قوی، محیط کشت با نرمی مناسب بسته به ضخامت برگ، ایجاد 

نکات جزئی اما تاثیر گذار بر نتایج آزمایش موثر است. این تماس مناسب ریز نمونه با سطح محیط کشت و بسیاری عوامل و 

بررسی یک پروتوکل تولید کالوس، شاخه زایی غیر مستقیم، ریشه زایی نابه جا و همچنین سازگاری گیاه بذرالبنج سیاه است 

بنج ازدیادی بذرال که بر اساس نتایج این پژوهش استفاده از غلظت های تعیین شده تنظیم کننده های رشد گیاهی برای ریز

(. روش ارائه شده در این پژوهش علاوه بر تکثیر گیاه می تواند برای حفظ ژرم پلاسم، انتقال 10سیاه پیشنهاد می شود )شکل

 ژن و استخراو ترکیبات دارویی مثل هیوسین و اسکوپولامین از کالوس مورد استفاده قرار گیرد.

 
 از چپ به راست (.Hyoscyamus niger L) : مراحل بهینه سازی کالوس ، باززایی و سازگاری در بذرالبنج سیاه 14شکل
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