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  Papaver pseudo-orientaleتوليد كالوس و باززايي گياه 
   در شرايط كشت درون شيشه

  
  و ناصر زارع*  مريم حقيقت حور، رسول اصغري زكريا

  دانشكده كشاورزي، دانشگاه محقق اردبيلي، اردبيل، ايرانگروه زراعت و اصلاح نباتات، 
  

  چكيده
ها مانند ايزوتبائين  منبع مهمي براي آلكالوئيد Papaverجنس  Oxytona از بخش Papaver pseudo-orientaleگونه 
كوتيلـدون در  -هـاي هيپوكوتيـل   اي اين گونه از ريز نمونـه  در اين پژوهش توليد كالوس و باززايي درون شيشه. است
اسـيد    حـاوي سـطوح مختلـف نفتـالين اسـتيك      (B5)و گـامبورگ   (MS) كشـت پايـه موراشـيگ و اسـكوگ     محيط

(NAA)ن ، كينتي(Kin)    و يا بنزيـل آدنـين(BA)   سـاعت روشـنايي    16درجـه سـانتيگراد و دوره نـوري     20در دمـاي
زايـي، وزن تـر    هاي مختلف كشت از لحاظ درصد كالوس ها نشان داد كه بين محيط تجزيه واريانس داده. بررسي شد

. وجود دارد (P<0.01)داري  عنيزايي و وزن تر ريشه اختلاف م زايي، وزن تر ساقه، درصد ريشه كالوس، درصد ساقه
گـرم بـر    ميلـي  5/0حـاوي   MSكشـت   محيط P. pseudo-orientaleمناسب براي توليد كالوس در گونه  كشت محيط

گرم بر ليتـر   ميلي 5/0حاوي  B5كشت  و محيط (NAA)اسيد   نفتالين استيك و (BA)بنزيل آدنين  هاي ليتر از هورمون
هـاي كينتـين    حـاوي هورمـون   B5 كشـت  محـيط . بود (NAA)يتر نفتالين استيك اسيد گرم بر ل ميلي 1و  (Kin)كينتين 
(Kin)  و نفتالين استيك اسيد(NAA)  بـراي بـاززايي    كشت محيطترين  گرم بر ليتر مناسب ميلي 5/0هر كدام به مقدار

 .در اين گونه بود

-Papaver pseudoگيـاهي،   هـاي  اي، هورمـون  بـاززايي، توليـد كـالوس، كشـت درون شيشـه      :هـاي كليـدي   واژه

orientale  
  

  مقدمه
گياهان بـه عنـوان منبـع مهمـي بـراي داروهـا، نقـش        

بسـياري از مـواد   كليدي در سلامت مردم جهان دارند و 
هستند  گياهانهاي ثانويه   متابوليت وارزش جز با ييدارو

(Constabel, 1990) .     در برخـي مـوارد سـنتز مصـنوعي

از  آنهـا  مصـنوعي كه توليد اين يا و استاين مواد مشكل 
ــرفه نيســت    ــه ص ــرون ب ــاظ اقتصــادي مق ــدر  .لح ين چن

ابـزار   گيـاهي  سـلول كشت بافـت و  استفاده از  ي،موارد
هـاي ثانويـه محسـوب      بـراي توليـد متابوليـت    يقدرتمند

. (Ravishankar and Venkataraman, 1998) شود مي
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   اي، مـواد  توليد گياهان دارويـي در سيسـتم درون شيشـه   
 Miura)كنـد   اهي يك شكل و استريل را فراهم مـي گي

et al., 1987) .  
ــره   Papaverجــــنس  ــرين جــــنس تيــ ــه مهمتــ كــ

Papaveraceae    است، داراي چندين گـروه آلكالوئيـدي
ــد     ــادي دارن ــت زي ــازي اهمي ــه در داروس ــت ك ــم اس   مه

(Furst and Hosztafi, 1998) .P. pseudo-orientale 
مــوزوم اســت كــه از كرو 42n=2گيــاهي هگزاپلوئيــد بــا 

ايجـاد   orientale.P و  P. Bracteatumتلاقـي دو گونـه   
شده است كـه بـه همـراه دو گونـه فـوق بـه بخـش درون        

ــي  ــق دارد  Oxytonaجنســ . (Goldblatt, 1974)تعلــ
اند و  هاي اين گونه در قسمت مياني ساقه قرار گرفته برگ

هـاي آن بـه رنـگ قرمـز مايـل بـه نـارنجي ديـده          گلبرگ
 ,Mihalik) ها اغلـب داراي براكتـه هسـتند    و گلشود  مي

آلكالوئيد اصلي موجود در ايـن گونـه ايزوتبـائين    . (1998
 ,Sariyar, 2002; Tétényi) بخشي دارد است كه اثر آرام

ــد  در. (1986 ــه آلكالوئي ــن گون ــر    اي ــري نظي ــاي ديگ ه
اورينتاليدين، مكرانتالين، سـليوتاريدين نيـز وجـود دارنـد     

(Sariyar and Baytop, 1980) .  
 MSهـاي    كشـت  از محـيط  Papaverدر كشت بافت 

(Murashige and Skooge, 1962)  وB5 (Gamborg 

et al. 1968)    استفاده شـده اسـت(Daneshvar, 2005; 

Rostampour et al., 2010) .Day   1986(و همكـاران (
هـاي دو    آميز گياهاني را از كشت كالوس به طور موفقيت

مطالعــات . توليــد كردنــد P. bracteatum گونــه  واريتــه
Ilahi  وGhauri )1994 (نشـــان داد كـــه اضـــافه كـــردن  

  بـه مقـدار   (D-2,4)دي كلرو فنوكسي استيك اسـيد   4، 2
بـه مقـدار    (BA)گرم بر ليتر به همراه بنزيل آدنـين   ميلي 1
 MSكشـت نصـف    گـرم بـر ليتـر بـه محـيط      ميلي 1يا  5/0

شـود، امـا    مـي  P. bracteatumباعـث ايجـاد كـالوس در    
اي  ه هاي ايجاد شده پس از گذشت چند هفته قهـو   كالوس

  . گيرد زايي در آنها صورت نمي شده، اندام
Kamo  ــاران ــاه) 1982(و همكـــــــــ   در گيـــــــــ

P. somniferum     كشـت   توانسـتند بـا اسـتفاده از محـيط
MS  حاوي هورمونIPA )يـا كينتـين   ) ايزوپنتينل آدنين

(Kin)  ــيط ــاقه و در مح ــت  س ــاوي MSكش ــالين  ح نفت
آنهــا . ريشــه توليــد كننــد Kinو  (NAA)اســتيك اســيد 

هـاي    ساقهكمتر از همچنين نشان دادند كه بافت كالوس 
دار بــوده،  هــاي مــورفين بــاززايي شــده داراي آلكالوئيــد

هـاي تمـايز     توليد آلكالوئيدها تحت تـأثير بافـت و انـدام   
 گيــرد؛ بــه طــوري كــه مــورفين فقــط در يافتــه قــرار مــي

  .شود هاي تمايز يافته ساخته مي  ساقه
مورفين، نيكـوتين  (دار  هاي مورفين حضور آلكالوئيد

ــائين ــت  ) و تب ــت باف ــط  P. somniferumدر كش توس
Galewsky  وNessler )1986 (  ــت ــده اس ــزارش ش . گ

Swankar  وBohra )1989 (  ــه ــد ك ــزارش كردن ــز گ ني
2,4-D كنــد، امــا  از توليــد ســاقه جلــوگيري مــيKin  و

ــ ــيد  ان ــتيك اس ــاقه در   (IAA)دول اس ــد س ــث تولي   باع
P. somniferum ــي ــوند مـ ــاران  Ovecka .شـ و همكـ

  توانســـــــتند جنـــــــين ســـــــوماتيكي را در  ) 1998(
P. somniferum  ــيطدر ــت مح ــه  كش ــاوي  MSپاي ح

 NAAهـاي كينتـين و     هـاي مختلـف از هورمـون     تركيب
نيــز تفــاوت ) Lockwood )1999و  Kaya. توليــد كننــد

ــه  ــين واريتــ ــالوس در   بــ ــد كــ ــاظ توليــ اي را از لحــ
هـاي   و گامبورگ حـاوي غلظـت   MSهاي   كشت محيط

 P. somniferumدر گونـــه   D-2,4و  Kin مختلـــف 
  . گزارش نمودند
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نشــان ) Jacquin )2001و  Abdelmajidمشــاهدات 
هـاي برگرفتـه از    ريزنمونـه  P. somniferumداد كـه در  

وليـد  هيپوكوتيل و كوتيلدون هر دو جنـين سـوماتيكي ت  
هـاي   فقط ريزنمونـه  P. orientaleكنند، اما در مورد  مي

. كننـد  برگرفته از كوتيلدون جنين سوماتيكي توليـد مـي  
هـاي هـر دو    نشان داد كه ريشه HPLCسنجش از طريق 

سـازند، امـا مـورفين     گونه كدئين، تبائين و پاپاورين مـي 
  .شود هاي هوايي ساخته مي تنها در بخش

رويه از ذخاير ژنتيكي، به  ه بيدر حال حاضر، استفاد
پذيري منابع طبيعي منجـر   ويژه گياهان دارويي به آسيب

فـق در  وبخـش و م  يكي از راهكارهـاي اميـد  . شده است
هاي ثانويه و تركيبـات دارويـي    اين زمينه توليد متابوليت

گياهي در شـرايط آزمايشـگاهي و سيسـتم راكتورهـاي     
امكـان كنتـرل    گياهي است، كه با فـراهم آوردن زيستي 
هـاي   تر عوامل مؤثر در توليـد بيشـتر ايـن متابوليـت     دقيق

ثانويه در موارد متعددي به توليد اقتصادي تركيبات مهم 
 ,Tisserat and Berhow)گيــاهي منــتج شــده اســت 

2009; Paek et al., 2005) .     عـلاوه بـر ايـن، مهندسـي
ژنتيك گياهي ابزار مفيدي را بـراي مهندسـي مسـيرهاي    

هـاي مهـم    ليكي در جهت افـزايش توليـد متابوليـت   متابو
پيش نياز اصلي و مهم در همه اين . كند گياهي فراهم مي

 زايـي و بـاززايي   موارد، وجود يك سيستم بهينه كـالوس 
با توجه  .مورد نظر است گياه هاي در هر يك از اكوتيپ

زايي و باززايي گياه  به مطالعات محدود در مورد كالوس
ــرايط درون  P. pseudo-orientale دارويــــي در شــ

هـاي بـومي ايـران، ايـن      اي، به ويژه در مورد تـوده  شيشه
هاي مختلـف كشـت    پژوهش با هدف ارزيابي اثر محيط

هـاي رشـد بـر     كننـده  هاي مختلف تنظـيم  و نوع و غلظت
. زايي و باززايي اين گياه دارويـي انجـام گرفـت    كالوس

آلكالوئيـد   توانـد در استحصـال   هاي اين مطالعه مـي  يافته
  .ايزوتبائين تحت شرايط آزمايشگاهي مفيد باشد

  
  ها مواد و روش

آوري  جمـع  P. pseudo-orientaleبـذرهاي گونـه   
  شـــده از اطـــراف شهرســـتان خلخـــال اســـتان اردبيـــل 

)"50 ´37 °48E  ،"12 ´35 °37 N (    پـس از شستشـو بـا
آب معمولي به مدت چند دقيقه، بـا آب مقطـر شستشـو    

 درصـد  70ثانيه در الكـل   30به مدت سپس . داده شدند
. بار با آب مقطـر اسـتريل شسـته شـدند     3ور شده،  غوطه

بـه مـدت    درصـد  1سپس در محلول هيپوكلريت سديم 
بـار بـا    3دقيقه ضدعفوني سطحي شـدند و در پايـان    30

سـپس بـذرها در   . آب مقطر استريل شستشو داده شـدند 
قطـر  بـار بـا آب م   5محفظه هود و تحت شرايط استريل 
كشـت   MSكشـت   استريل شستشو داده شده، در محـيط 

ــدند ــد در   . ش ــس از پوشــش در اتاقــك رش ــروف، پ ظ
ساعت روشنايي  16درجه سانتيگراد و  20شرايط دمايي 

سـاعت   8و مـول بـر متـر بـر ثانيـه       ميلـي  50با شدت نور 
  .تاريكي قرار داده شدند
متـر   ميلي 20هاي بذري به اندازه  پس از اينكه گياهچه

 MSهــاي كشــت   د كردنــد، بــراي انتقــال بــه محــيط رشــ
(Murashige and Skooge, 1962)  وB5 (Gamborg 

et al., 1968)  ــر س ــ 30حــاوي ــر ليت  15ز، وروكگــرم ب
گرم بر ليتـر آگـار    8گرم بر ليتر آسكوربيك اسيد و  ميلي

هــاي اكســين و  هــاي مختلــف هورمــون بــه همــراه غلظــت
ــيتوكينين،  ــدول( =7/5pHس ــراي ) 1 ج ــالوسب ــي  ك زاي
كوتيلـدون گياهچـه بـه    - بخش هيپوكوتيل. انتخاب شدند

عنوان ريزنمونه استفاده شـد؛ بـه ايـن ترتيـب كـه قسـمت       
بالاي گياهچه كه شامل هيپوكوتيل و كوتيلـدون بـود، در   
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هاي هورموني مختلف كشت  ظروف پتري حاوي تركيب
سپس اطراف ظروف پتري با پارافيلم پوشـانده شـده،   . شد

روز يـك   20رشد منتقل شدند و بازكشـت هـر   به اتاقك 
 MSكشـت پايـه    شايان ذكر است كه محيط. بار انجام شد

بــدون هورمــون نيــز بــه عنــوان شــاهد در آزمــايش   B5و 
استفاده شد كه ريزنمونه هاي مورد استفاده كالوس توليـد  

  .پس از دو هفته از بين رفتندنكرده، 
ــالوس   ــالوس، درصــد ك ــد ك ــس از تولي ــي در  پ زاي

هاي مختلف كشت محاسـبه شـد و پـس از اينكـه      حيطم
پس از گذشـت دو  (ها به حد كافي رشد كردند  كالوس

در مراحل بعدي . گيري شد ها اندازه وزن تر كالوس) ماه
دهـي و وزن   دهي، وزن سـاقه، درصـد ريشـه    درصد ساقه
  .گيري شد ريشه اندازه

ها در مرحلـه توليـد كـالوس بـه      تجزيه و تحليل داده
ــورت آ ــل در ص ــايش فاكتوري ــب زم ــرح قال ــاملاً ط  ك

مقايسه ميانگين صـفات بـه    و تكرار 3ي با حداقل تصادف
انجـام   SNK (Student-Newman, Keuls test)روش 
به علت عدم توليد ساقه و ريشه در تعداد زيـادي از  . شد

هـا، در   هاي كشت و عدم امكان توزيع نرمال داده  محيط
زايي، وزن تر سـاقه،   تجزيه واريانس صفات درصد ساقه

هــاي   زايــي و وزن تــر ريشــه، فقــط محــيط درصــد ريشــه
كشتي كه سـاقه يـا ريشـه در آنهـا توليـد شـده بـود، بـه         

هـاي   افـزار  نـرم . ي استفاده شدتصادف كاملاً صورت طرح
بـراي تجزيـه آمـاري     16نسـخه   SPSSو  Excelآماري 

  .استفاده شدند

  ستفاده شده براي توليد كالوس، ساقه و ريشهو تركيب هورموني ا كشت محيطنوع  -1 جدول
 حاوي B5 كشت محيط   حاوي MS كشت محيط

 BA  شماره
(mg/l) 

Kin 
(mg/l) 

NAA 
(mg/l) 

 BA  شماره  
(mg/l) 

Kin 
(mg/l) 

NAA 
(mg/l) 

1  5/0  0  5/0  

  

1  5/0  0  5/0  
2 5/0  0  1  2 5/0  0  1 

3 1  0  5/0  3 1  0  5/0  
4 1  0 1  4 1 0 1 

5 0  5/0  5/0  5 0  5/0  5/0  
6 0  5/0  1 6 0  5/0  1 

7 0  1  5/0  7 0  1  5/0  
8 0  1 1 8 0 1 1 

  
  نتايج
هاي كشت شده پس از گذشت يـك هفتـه     نمونه ريز

هاي كشت شروع به توليد كـالوس    در تعدادي از محيط
گـرم بـر ليتـر     ميلي 1حاوي  MS كشت محيطدر . كردند

BA  يــــاKin  گــــرم بــــر ليتــــر  ميلــــي 5/0وNAA و 
 1و  Kinگـرم بـر ليتـر     ميلـي  1حـاوي   B5 كشـت  محيط

هـا   كالوس توليد نشد و ريزنمونه NAAگرم بر ليتر  ميلي
تجزيـه واريـانس   . پس از گذشت چند روز از بين رفتند

داري از لحاظ درصـد   ها نشان داد كه اختلاف معني داده
در  NAA(هاي مختلف اكسـين    زايي بين غلظت كالوس
هاي   ، نوع و غلظت)گرم بر ليتر ميلي 1و  5/0هاي   غلظت

 1و  5/0هـاي    در غلظت BAو  Kin(متفاوت سيتوكينين 
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و همچنـين تـأثيرات متقابـل آنهـا در     ) گرم بـر ليتـر   ميلي
ــال  ). 2جــدول (وجــود دارد  درصــديــك ســطح احتم

 5/0و  BAگرم بر ليتر  ميلي 5/0حاوي  MS كشت محيط
و  درصــد 70بــا حــدود  NAAگــرم بــر ليتــر  ميلــي 1يــا 

 1و  Kinگـرم بـر ليتـر     ميلي 5/0حاوي  B5 كشت محيط
زايـي،   كـالوس  درصـد  5/75بـا   NAAگرم بر ليتـر   ميلي

زايــي بودنــد  هــاي كشــت مناســبي بــراي كــالوس  محــيط
هـاي    كشـت  محـيط براي توليد كـالوس بـين    ).4جدول (

MS  وB5  ــي ــاوت معن ــي    تف ــت، ول ــود نداش داري وج
گرم  ميلي 5/0نسبت به  NAAگرم بر ليتر  ميلي 1كاربرد 
 1نسـبت بـه    Kinگـرم بـر ليتـر     ميلـي  NAA ،5/0بر ليتر 
نسـبت   BAگرم بر ليتر  ميلي 5/0و  Kinگرم بر ليتر  ميلي

تـأثير بيشـتري بـراي توليـد      BAگـرم بـر ليتـر     ميلـي  1به 
ــتند   ــه داش ــن گون ــالوس در اي ــالوس . ك ــد ك ــا در  رش ه

 هاي مختلف كشـت متفـاوت بـود و در برخـي از      محيط
هاي ديگر مشاهده   ها رشد بيشتري نسبت به محيط محيط
 BAگرم بـر ليتـر    ميلي 5/0حاوي  MS كشت محيط. شد
داراي  B5 كشـت  محيطو  NAAگرم بر ليتر  ميلي 5/0و 
 NAAگـرم بـر ليتـر     ميلـي  1و  Kinگرم بر ليتر  ميلي 5/0

جـدول  (براي رشـد كـالوس بودنـد     كشت محيطبهترين 
4.(  

هـاي توليـد     از كشت، كالوس ماه دوپس از گذشت 
هـاي   محـيط  هاي كشـت، شـامل   شده در برخي از محيط

 MS1و  B55 ،B54 ،B53 ،MS6 ،MS5 ،MS2كشــــــت 
كــه  )ج و د  ،1شــكل (ســاقه توليــد كردنــد  )1 جــدول(

در . متفاوت بـود  كشت محيط 7زايي در اين  درصد ساقه
اي  ه ها قهـو   هايي كه ساقه توليد نشد كالوس كشت محيط
تجزيه واريانس نشان داد كه اختلاف . از بين رفتند شده،

هـاي    بـين محـيط  زايـي   درصد سـاقه داري از لحاظ  معني
 B5 كشـت  محيط ).3جدول (مختلف كشت وجود دارد 

گرم بر ليتـر   ميلي 5/0و  Kinگرم بر ليتر  ميلي 5/0حاوي 
NAA  دهي و وزن تـر سـاقه بيشـتر،     ساقه درصد 1/86با
براي توليد ساقه در ايـن گونـه    كشت محيطترين  مناسب
 5/0حـــاوي  MS كشـــت محـــيطدر ). 4جـــدول (بـــود 
نيـز   NAAگرم بر ليتـر   ميلي 5/0و  Kinگرم بر ليتر  ميلي

دهي و وزن تر ساقه بيشتري مشاهده شـد   ساقه درصد 73
  ).4جدول (

مـاه از كشـت ريزنمونـه، پـس از      سهپس از گذشت 
هـاي    محيط دهي در دار، ريشه هاي ساقه بازكشت كالوس

ــت   ــاوي غلظ ــت ح ــين     كش ــف كينت ــاي مختل ــامله  ش
 MS5و  B57 ،B56 ،B55 ،MS6 هـــاي كشـــت    محـــيط

هاي كشـت داراي   مشاهده شد، اما در محيط) 1جدول (
توان نتيجه گرفت كـه   مي .ريشه توليد نشد BAهورمون 

سيتوكينين مناسب براي توليد ريشه در اين گونه، كينتين 
تجزيـه واريـانس   . اسـت ر ليتـر  گرم ب ـ ميلي 5/0به مقدار 

داري از نظـر درصـد توليـد     نشان داد كه اخـتلاف معنـي  
جـدول  (هاي مختلف كشت وجود دارد   ريشه بين محيط

و  Kinگرم بر ليتـر   ميلي 5/0حاوي  B5 كشت محيط ).3
دهـي و   ريشـه  درصـد  52بـا   NAAگرم بر ليتر  ميلي 5/0

وليـد  بـراي ت  كشت محيطبيشترين وزن تر ريشه، بهترين 
برگ و ريشـه حاصـل از كـالوس    ). 4جدول (ريشه بود 
گياهـان بـاززا   . نشان داده شده است) ز و ح( 1در شكل 

شده از نظر مورفولوژيك كـاملاً مشـابه گياهـان والـدي     
بوده، هيچ گونـه خصوصـيات ظـاهري غيرطبيعـي ماننـد      

  .ها، ابلق بودن و غيره نشان ندادند برگ تغيير شكل
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  بحث
به عنوان اكسين در تركيب بـا   NAA ،در اين مطالعه

به طور  Kinو  BAهاي مختلف سيتوكينين شامل  غلظت
ــاه     ــاززايي گيـ ــالوس و بـ ــد كـ ــراي توليـ ــه بـ   جداگانـ

P. pseudo-orientale براي توليد كـالوس  . استفاده شد
ت كش حيطهاي گياهي در م در اين گياه، وجود هورمون

ــه طــوري كــه در محــيط   ــد  ضــروري اســت؛ ب هــاي فاق
هــاي مــورد اســتفاده كــالوس توليــد  ورمــون ريزنمونــهه

هــاي گيــاهي اكســين و  هورمــون. نكــرده، از بــين رفتنــد
سيتوكينين به طور گسترده در كشت بافت گياهي بـراي  

  شــــوند توليــــد كــــالوس و بــــاززايي اســــتفاده مــــي 

(Gang et al., 2003) .   دار بـين   وجود اثـر متقابـل معنـي
) 2جدول (ينين نوع محيط كشت و غلظت و نوع سيتوك

كشـت پايـه مـورد     دهد كه بسته بـه نـوع محـيط    نشان مي
استفاده، غلظـت و نـوع سـيتوكينين مـورد نيـاز بـراي بـه        

زايـي متفـاوت اسـت؛ بـه      دست آوردن حداكثر كـالوس 
گرم بـر   ميلي 5/0حاوي  MSكشت  طوري كه در محيط

زايي مشاهده شد، در حالي كه  حداكثر كالوس BAليتر 
حـداكثر درصـد توليـد كـالوس در      B5كشت  در محيط

اتفـاق افتــاد   Kinگــرم بـر ليتـر    ميلـي  5/0محـيط حـاوي   
  ).4جدول (

  

دار در سطح احتمـال   معني: **. زايي و وزن تر كالوس بر اساس آزمايش فاكتوريل جدول تجزيه واريانس براي صفات درصد كالوس -2 جدول
  .دار نيست معني nsدرصد و  1

  منابع تغيير
  وزن تر كالوس    زايي سدرصد كالو

 ميانگين مربعات  درجه آزادي  ميانگين مربعات  درجه آزادي

  ns5/13    1  **93503  1  كشت محيط
  71103**  1    1945**  1  اكسين

  630023**  3    3940**  3  سيتوكينين
  409982**  1    2162**  1  اكسين×  كشت محيط
  277187**  3    318**  3  سيتوكينين×  كشت محيط

  180133**  3    1552**  3  يتوكينينس× اكسين 
  366474**  3    1798**  3  سيتوكينين× اكسين ×  كشت محيط
  2261  64    1/64  32  خطا

  9/10      6/19    (%)ضريب تغييرات 
  

  هاي مختلف كشت بر اساس طرح كاملاً تصادفي براي صفات مختلف مورد مطالعه در باززايي  جدول تجزيه واريانس محيط -3 جدول
  وزن تر

 (mg)يشه ر
  درصد 

 دهي ريشه
  وزن تر 

 (mg)ساقه 
  درصد 

  دهي ساقه

MS df MS df MS df MS df منبع تغيير  
  كشت محيط  6 2431**  6 18425**   4  7/534**   4  8/185**

4/5  20  5/22  10  2477  28  خطا 14  8/75 

  (%)ضريب تغييرات  83/17    57/6    76/13    66/11
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زايي، وزن تر كـالوس، درصـد    درصد كالوس هاي هورموني متفاوت براي صفات  هاي مختلف كشت با تركيب  ين محيطگنمقايسه ميا -4 جدول
  P. pseudo-orientaleزايي و وزن تر ريشه در گونه  زايي، وزن تر ساقه، درصد ريشه ساقه

هاي كشت محيط  
  درصد
 زايي كالوس

  وزن تر
كالوس  

(mg) 

  درصد
  زايي ساقه

  وزن تر
ساقه 
(mg)  

  درصد
  زايي ريشه

  وزن تر
ريشه 
(mg)  

MS+ 5/0 BA+ 5/0 NAA  a70   a2/810   e1/15   c2/682  0  0  
MS+ 5/0 BA+1NAA  ab9/60   b2/687   c6/55   bc4/764  0  0  
MS+1BA+ 5/0 NAA 0  0  0  0  0  0  
MS+1BA+1NAA  d1/41   f330  0  0  0  0  
MS+ 5/0 Kin+ 5/0 NAA  d5/38   ef8/387   b3/73   bc8/762   d4/16   c4/15  
MS+ 5/0  Kin +1NAA bc3/59  c6/540  bc9/63  bc2/762  c8/27  bc6/17  
MS+1Kin + 5/0 NAA 0  0  0  0  0  0  
MS+1Kin +1NAA  bcd8/51   de4/451  0  0  0  0  
B5+ 5/0 BA+ 5/0 NAA  bc4/65   c2/566  0  0  0  0  
B5+ 5/0 BA+1NAA  cd9/43   de6/418  0  0  0  0  
B5+1BA+ 5/0 NAA  e1/21   de6/444   e4/13   cd6/694  0  0  
B5+1BA+1NAA  cd3/44   d469   d4/34   b769  0  0  
B5+ 5/0 Kin+ 5/0 NAA  de7/35   de2/452   a1/86   a2/868   a2/52   a6/30  
B5+ 5/0  Kin +1NAA  a5/75   a4/822  0  0   b9/36   b4/19  
B5+1Kin + 5/0 NAA  cd3/44   c2/581  0  0   b9/38   bc17  
B5+1Kin +1NAA 0 0 0 0 0 0 

  

  
  نوع و غلظت سيتوكينينتحت تأثير  NAA  نمودار تغييرات درصد توليد كالوس در دو غلظت -2 شكل
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هــاي حاصــل از ريزنمونــه   كــالوس) الــف و ب. Papaver pseudo-orientaleاي در  زايــي و بــاززايي درون شيشــه كــالوس -1شــكل 

توليـد بـرگ از   ) ج و د ،NAAگـرم بـر ليتـر     ميلـي  5/0و  BAگرم بـر ليتـر    ميلي 5/0حاوي  MSكشت  كوتيلدون در محيط-هيپوكوتيل
هاي حاصل   برگ) و و ه ،NAAگرم بر ليتر  ميلي 5/0گرم بر ليتر كينتين و  ميلي 5/0حاوي  MSكشت  كالوس در مراحل اوليه در محيط

  ،NAAگـرم بـر ليتـر     لـي مي 5/0گـرم بـر ليتـر كينتـين و      ميلـي  5/0حاوي  MSكشت  ماه از كشت در محيط 4از كالوس پس از گذشت 
  .NAAگرم بر ليتر  ميلي 5/0گرم بر ليتر كينتين و  ميلي 5/0حاوي  B5كشت  ماه از كشت در محيط 5زايي پس از گذشت  ريشه) ز و ح
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ت نيز عامـل  كش حيطغلظت اكسين مورد استفاده در م
زايي بـود؛ بـه طـوري كـه درصـد       مهمي در القاي كالوس

به طـور   NAAگرم بر ليتر  ميلي 1توليد كالوس در غلظت 
 NAAگـرم بـر ليتـر     ميلـي  5/0داري بيشتر از غلظت  معني
نشـان دادنـد كـه    ) 2010(و همكـاران   Rostampour. بود

ــالوس ــه  در كـ ــي گونـ  1غلظـــت  P. bracteatumزايـ
هـاي ديگـر آن    مـؤثرتر از غلظـت   D-2,4گرم بر ليتر  ميلي
و نــوع  NAAبــه عــلاوه، اثــر متقابــل بــين غلظــت . اســت

زايي ريزنمونه مؤثر بوده و نيـز   ت نيز در كالوسكش حيطم
ــت   ــأثير غلظـ ــالوس  NAAتـ ــراي كـ ــاه  بـ ــي در گيـ   زايـ

P. pseudo-orientale    بسته به نوع و غلظـت سـيتوكينين
؛ بـه طـوري كـه در سـطح پـايين      )2جـدول (متفاوت بـود  

 5/0غلظــت  BA)گــرم بــر ليتــر  ميلــي BA )5/0هورمــون 
گـرم بـر    ميلـي  1غلظـت   نسبت بـه  NAAگرم بر ليتر  ميلي

زايي بيشتري را نشان داد، در حالي كـه در   ليتر آن كالوس
ــالاي هورمــون  ــر ليتــر  ميلــي BA )1ســطح ب  BA)گــرم ب

زايـي   درصـد كـالوس   NAAگـرم بـر ليتـر     ميلي 1غلظت 
شـكل  (گرم بر ليتر آن داشـت   ميلي 5/0بيشتري از غلظت 

ين ؛ حال آن كه در مورد كينتين هر چنـد در سـطح پـاي   )2
 NAAبـين دو غلظـت   ) گرم بر ليتـر  ميلي 5/0غلظت (آن 

اي وجود نداشت، ولـي ايـن تفـاوت     تفاوت قابل ملاحظه
گرم بـر ليتـر كينتـين قابـل ملاحظـه بـود        ميلي 1در غلظت 

زايـي گيـاه    وجود چنين اثر متقابلي در كـالوس ). 2شكل (
Petunia (Rao et al., 1973)  ــاه و گيـــــ

Dioscoreophyllum (Oselebe and Ene-Obong, 
  . نيز گزارش شده است (2007

  

 Kinگـرم بـر ليتـر     ميلي 1هاي كشت حاوي  در محيط
هاي كشت   زايي مشاهده نشد، در حالي كه در محيط ساقه

زايـي اتفـاق افتـاد     سـاقه  Kinگرم بـر ليتـر    ميلي 5/0حاوي 

ــدول ( ــه    ). 4جـ ــه در گونـ ــت كـ ــده اسـ ــخص شـ   مشـ
P. somniferum ،كنـد   ا تحريك مـي كينتين توليد ساقه ر

(Swankar and Bohra, 1989) . معمولاً زماني كه نسبت
هـاي   رود سـاقه  سيتوكينين بيشتر از اكسين است، انتظار مي

زا و  هاي درون  جا ايجاد شوند، اما بر همكنش هورمون نابه
ــرون ــايز بافــت در شــرايط درون    ب زا نقــش مهمــي در تم
؛ به طوري كـه  (Rout et al., 2006)كند  اي ايفا مي شيشه

Rostampour  مناسـب   كشـت  محيط) 2010(و همكاران
ــه    ــاقه نابجــا در گون ــد س ــراي تولي را،  P. bracteatumب

 1و  BAگـرم بـر ليتـر     ميلـي  5/0حاوي  MSكشت  محيط
در حـالي كـه    گـزارش كردنـد،   NAAگرم بـر ليتـر    ميلي

Kaya  وLockwood )1999 ( در گونهP. somniferum 
ــالوس  ــتند ك ــ  توانس ــت  ه ــور موفقي ــه ط ــز در  ايي را ب آمي

ــاي كشــت   محــيط ــزارش   B5و  MSه ــد و گ ــد كنن تولي
، در  زايـى از بافـت كـالوس در ايـن گونـه      كردند كه ساقه

داراي نسبت مساوي از اكسين و سـيتوكينين   كشت محيط
گزارش كـرد كـه   ) Daneshvar )2005. شود مشاهده مي

ــه ت مناســب بــراي ســاقهكشــ حــيطم   زايــي نابجــا در گون
P. bracteatum  بســته بــه اكوتيــپ متفــاوت اســت؛ بــه ،

 1حـاوي   MS كشـت  محـيط طوري كه يك اكوتيـپ در  
 1/0و  NAAگرم بـر ليتـر    ميلي Kin ،5/0گرم بر ليتر  ميلي
 كشـت  محـيط و اكوتيـپ ديگـر در    GA3 گرم بر ليتر ميلي
MS  گرم بر ليتر  ميلي 2يا  1شاملKin ،2 گرم بر ليتر  ميلي

NAA  گرم بر ليتر  ميلي 1/0وGA3  زايـي را   بيشترين سـاقه
زايــي  ســاقه P. pseudo-orientaleنشــان داد و در گونــه 

هـاي   بدون نياز به هورمون سيتوكينين در حضور هورمـون 
2,4-D  وNAA در اين مطالعـه، بيشـترين   . انجام مي گيرد

حاوي  B5ت كش حيطدر م) درصد 52(زايي  درصد ريشه
NAA   ــد، در ــاهده ش ــين مش ــد    و كينت ــه درص ــالي ك ح
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در مطالعــه  P. pseudo-orientaleزايــي در گونــه  ريشــه
Daneshvar )2005 ( ــدود ــد40در ح ــه در   درص ــود ك ب

بـه دسـت    IBAگـرم   ميلـي  5/0حـاوي   MSت كش حيطم
  . آمد

بر اساس اطلاعات به دست آمده، نتايج حاصل از اين 
زايي و بـاززايي درون   تحقيق، نخستين گزارش از كالوس

. بومي ايـران اسـت   P. pseudo-orientaleونه اي گ شيشه
هـاي كشـت مـورد     با توجه بـه اينكـه در برخـي از محـيط    

ــاززايي    ــز ب ــد و رشــد كــالوس و ني اســتفاده، درصــد تولي
توان براي شـروع   مي  هاي كشت مناسب بود، از اين محيط

هـاي ثانويـه    كشت سوسپانسيون به منظور توليـد متابوليـت  
هـاي حاصـل از كـالوس     انـدام مهم اين گياه در كالوس و 

همچنـين، از ايـن   . اي اسـتفاده كـرد   شيشه در شرايط درون
ــوان در اســتفاده از روش هــاي كشــت مــي  محــيط هــاي  ت

بيوتكنولوژي بـراي بهبـود ژنتيكـي و مهندسـي مسـيرهاي      
  . متابوليكي اين گونه بهره گرفت
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Abstract 
Papaver pseudo-orientale in section Oxytona of Papaver genus is an important source of 
alkaloids such as isothebaine. In this research, callus production and regeneration of this 
species from hipocotyl-cotyledon explants under in vitro conditions were investigated on 
Murashige and Skoog (MS) and Gamborg (B5) basic media supplemented with different 
levels of Kinetin (Kin), Benzyladenine (BA) and Naphthalene acetic acid (NAA) at 16-h 
photoperiod and 20 °C. Analysis of variance showed significant (P<0.01) differences 
between different culture media for callus induction rate, callus weight, shoot induction 
rate, shoot weight, root induction rate and root weight. Results showed that the proper 
media for P. pseudo-orientale callogenesis were MS medium supplemented with 0.5 mg/l 
BA and 0.5 mg/l NAA and B5 medium supplemented with 0.5 mg/l Kin and 1.0 mg/l NAA 
and the most favorable medium for regeneration of the studied species was B5 medium 
supplemented with 0.5 mg/l Kin and 0.5 mg/l NAA. 

Key words: Regeneration, In vitro culture, Phytohormones, Papaveraceae, Papaver 
pseudo-orientale 
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