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(.Phaseolus vulgaris L)سازیشرایطباززاییگیاهلوبیابهینه
 

 مهناز اقدسیو * نجار  محمدباقر باقریه، مهناز کرمی
 ، ایرانگرگان، گلستان ، دانشگاهعلوم، دانشكده شناسی زیستگروه 

 
چکیده

   ه   یو       در تغذ   ی            درخور تووهه    ی      اقتصاد   ت ی   اهم   ی           است که دارا  (Fabaceae)          باقلائیان    ره ی ت   ی    اعضا   ن ی  تر        از مهم   ی ك ی   ا ی   لوب

       شومار      بوه                  تكثیور گیاهوان    و      حفو         بورای        موؤرر   و        مناسو      های     روش   از    یكی     بافت    کشت     طریق   از        باززایی  .          انسان است

            تحوت ارور     در گیواه لوبیوا رقوم گلوی           زایوی                  زایوی و ریشوه                  زایوی، سواقه                   وروییت کوالوس                   پوووه  حارور،     در  .    رود    می

         اسوتریل      سطحیبه صورت       بذرها      ابتدا  .    است    شده                 استیك اسید بررسی  نفتالین-آلفا                        های بنزیل آمینو پورین و        هورمون

             قطیات هداکشت    ،   روز    99      پس از   .           منتقل شدند          کشت مناس       محیط     داخل   به       استریل             آوردن گیاهچه            برای به دست  و

       بورای    .                                         تیموار هورموونی ملتلور بررسوی شودند         20                                به دست آمده از گیاهچه استریل در   (                      هیپوکوتیل، ریشه و برگ )

   3          سووکروز                             و اسوكوگ هامود متشوكل از       گ              کشوت موراشوی                                                فرآیندهای باززایی قطیات هداکشوت بوه محویط         انجام 

       گرم در       میلی   9 / 7  و    9 / 1  ،  9 / 2  ،  9 / 9         های صفر،          با غلظت  )            استیك اسید   نفتالین-آلفا    های         هورمونو   B5               درصد، ویتامین

                نتوای  حاصول،          طبوق   .                  انتقوال یافتنود    (       لیتور           گورم در         میلوی    1  و    2  ،  9  ،  9 / 0         های صفر،          با غلظت )                    و بنزیل آمینو پورین   (     لیتر

  نفتوالین -آلفوا                        گرم در لیتور هورموون        میلی   9 / 1         به میزان        هورمون   دو    این   از       ترکیبی   در    دهی       کالوس     برای            بهترین غلظت

                            زایوی بوا افوزای  غلظوت                     در فرآیند ساقه  .    آمد       به دست                                     گرم در لیتر هورمون بنزیل آمینو پورین       میلی   2             استیك اسید و 

   در  .                                                   گورم در لیتور افوزای  و پوس از آن کواه  یافوت              میلوی    2             زایی تا غلظت                           یل آمینو پورین درصد ساقه   بنز        هورمون

                      پوس از مراحول بوا       .                     زایی افوزای  یافوت                   استیك اسید ریشه  نفتالین-آلفا            غلظت هورمون        افزای         زایی با      ریشه       فرآیند

  .                                      گیاهچه کامل تشكیل و به خاک انتقال یافت

                                یل آمینو پورین، کشت بافت، لوبیا   بنز            استیك اسید،  الیننفت-آلفا:هایكلیدیواژه

 
مقدمه

 97999بسیار بزرگی با حودود   تیره ،باقلائیان رهیت

 و Glycine max، Phaseolus vulgarisماننود  گونه 

Vigna unguiculata  اسوت (Lavin et al., 1990; 

Pollhil, 1994) .   مقوودار پووروتمین موهووود در بووذر                                     

                                   ر بیشتر از پروتمین موهود در دانوه      براب   3   تا    2       حبوبات 

                                      برابر بیشوتر از پوروتمین موهوود در        29   تا     99      غلات و 

 Broughton et)ت        ای اسو                ای و نشاسوته               گیاهان غوده 
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al., 2003) .  پوروتمین از        درصد    30-  97               لوبیا با حدود             

    رود                                   بوورای انسووان بووه شوومار مووی    مهووم                منووابغ غووذایی

(Varisia et al., 2006).  روتمین                    ترکی  مناسبی از پو       

   دن    شو         برطور           موهو                         به همراه پروتمین غولات        لوبیا 

               ون شوونهوون و   )     است         سوءتغذیه    و                 کمبود اسید آمینه 

                            آبی و شوری از عوامل محودود      کم   (.     9379  ،    سست ی و

      راد و    ی      واعظو  )     شوند                              کننده عملكرد لوبیا محسوب می

                                  باززایی لوبیا در شرایط آزمایشگاه   . (    9370         همكاران، 

          زایی و چه                از طریق کالوس                      چه به صورت غیر مستقیم 

       زایوی             و یا هنین      زایی       اندام                       به صورت مستقیم از طریق 

              به سلتی انجام  (Somatic embryogenesis)      رویشی 

                                 انتقوال نن بوا سورعت پوایینی             دلیول                شود، به هموین      می

 ;McClean and Grafton, 1989)       گیورد                انجوام موی  

Veltecheva et al., 2005).   بافوت یكوی از     کشوت

وری و  زم برای انجام مراحول انتقوال نن   مراحل رر

           در بیشوتر     .(Angelini and Allavena, 1989)اسوت  

                                                هووا در ایوون زمینووه کشووت در محوویط پایووه              آزمووای 

 ,Morashige and Skoog)          و اسوكوگ             موراشویگ 

      هوای                            های ملتلفوی از هورموون                 همراه با نسبت  (1962

در هنگام  ،در بیشتر تحقیقات  .                   گیاهی انجام شده است

قطیات هداکشت به علت میزان با ی فنل گیاه  برش

بواززایی   (browning)ای شودن   قهوهو وقوع واکن  

ملتل شده، به همین علوت کشوت در تواریكی انجوام     

 Bhat and Chandel, 1991; Laukkanen)شود  می

et al., 1999).  های                 هایی روی اندام        آزمای   ،    کنون  تا    

 Veltecheva et)                                   ملتلر گیاه لوبیوا از هملوه بورگ    

al., 2005)،   ،بسووواک           سووواقه        (Hoddon and 

Northcote, 1976)،   پروتوپلاست           (Pelcher et al., 

         آمیزترین                است که موفقیت     شده       انجام      هنین   و  (1974

بواززایی از طریوق     .    سوت  ا                            آنها روی برگ و ساقه بوده

زایی رویشی نیز در کشوت بافوت لوبیوا مشواهده      هنین

؛ Allavena and Rossetti, 1983) شووده اسووت 

Martins and Sondahl, 1984 ؛Saunders et al., 

1987) .Saam   تحقیقاتی را روی   (     9170 )          و همكاران                

      هووای                                                       کشووت بافووت لوبیووا در زمینووه توونریر هورمووون    

                                                سیتوکینین و اکسین انجام دادند و مشاهده کردند که 

  (           بنزیل آدنین ) BA                            محدوده با یی از غلظت هورمون 

 ,.Saam et al)    کند             یا القا می                   زایی را در گیاه لوب      ساقه

                                   زنوووی در لوبیوووا بوووه غلظوووت             هوانوووه القوووای. (1987

                                                  هووووووایی ماننوووووود بنزیوووووول آدنووووووین                 هورمووووووون

(6-Benzyladenine)   دی متیل آلیول آمینوو پوورین ،                                  

(6-γ-γ- Dimethylallylamino-purine (2ip) )   و  

 ;Saam et al., 1987)                            هیبرلیك اسید وابسوته اسوت   

Benedicic et al., 1997).   Zambre    و همكواران

هوا را   بیشترین درصد تشكیل ساقه در کالوس( 2999)

گرم در لیتر هورمون  کشت حاوی یك میلی در محیط

BAP تیووره       هووای                     بسوویاری از گونووه  .مشوواهده کردنوود       

                                                 مانند لوبیا تمایول بیشوتری بوه تشوكیل ریشوه                باقلائیان

  .(Westhuizen et al., 1990)                   نسبت به ساقه دارند 

Ahmed   بهتوورین   ،پووهشوویدر   (    2992 )      اران     همكوو  و         

                    حاوی هورمون بنزیول    MS    کشت                ها را در محیط       کالوس

                                گرم در لیتر و نفتوالین اسوتیك                          آدنین با غلظت یك میلی

        هدا کشت                     گرم در لیتر در قطیه      میلی   9 / 9             اسید با غلظت 

                        در ایون کشوت نتوایجی      .                 ای به دست آوردند          گرهك لپه

     ه از                                                           کووه بووه دسووت آموود مشووابه نتووای  بووه دسووت آموود    

بور اسواس   .    بودSaxena  (9119 )و  Malik    های        آزمای 

                          توور پاسووخ بهتووری بووه                هووای هوووان        سوولول  نتووای  حاصوول

 ,.Ahmed et al)       دهنوود                       هووای هورمووونی مووی        محوورک
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 3 (.Phaseolus vulgaris L)سازی شرایط باززایی گیاه لوبیا  بهینه

 

 

           نشووان داد  (     9372 )                              تحقیقووات امیووری و فهیمووی      .(2002

   0هوا در تیموار    بهترین تیمار هورمونی برای رشد کالوس

                   دی کلورو فنوکسوی      1  و    2                        گرم در لیتر از هورموون        میلی

 :Dichlorophenoxyacetic acid-2,4)               اسوتیك اسوید   

2,4-D)   گوورم در لیتوور از هورمووون کینتووین           میلووی   2 / 0  و                                       

(kinetin)     در قطیوووه هووودا کشوووت محوووور زیووور لپوووه                                                 

(hypocotil)  در قطیوات هودا   زایوی   ریشه       فرآیند   .    است                 

       گرم در       میلی   9 /  00                    ای در تیمار هورمونی              کشت برگ لپه

                              دی کلرو فنوکسی استیك اسوید و     1  و    2     رمون           لیتر از هو

                                                 گرم در لیتور از هورموون کینتوین مشواهده شود            میلی   2 / 0

   (.    9372               امیری و فهیمی،  )

      هووای     روش   از      یكووی       بافووت        کشووت        طریووق   از          بوواززایی

       شوومار              گیاهووان بووه        تكثیور   و      حفوو        بوورای       مووؤرر  و        مناسو  

                             های کلی انتقوال نن متناسو              سازی روش             رود و بهینه    می

      هووای                                           مووورد نظوور بووا توهووه بووه پیچیوودگی                    بووا نوووع گونووه

                                         هووای ملتلوور از دیربوواز مووورد توهووه                    سوواختاری گونووه

 Phaseolus)           ّ          نظر به اهمیّت لوبیوا    .                  دانشمندان بوده است

vulgaris L.)  در تیوره                        تورین گیواه زراعوی                 ه عنوان مهم ب          

     بوا                                      و حساسیت آن به خشكی و شووری خواک،            باقلائیان

                     ان زمینوه را بورای       توو                            سازی کشت بافت این گیاه می       بهینه

                                      های مناس  برای افزای  مقاوموت گیواه                 وارد کردن نن

 از اسوتفاده  بوا  کنونتوا   .                     های محیطی مهیا سواخت         به تن 

 مراتو   بوه  لوبیوا  گیواه  در ملتلر بواززایی  های هورمون

هوا و   بیشوتر آنهوا مطالیوه کوالوس     هود   و گرفتوه  انجام

از  ،بنوابراین . سنج  عناصر ملتلور در آن بووده اسوت   

اند که بورای تولیود    ظت با ی هورمونی استفاده کردهغل

پوووه  حارور   اهدا    .شود گیاه تراریلت توصیه نمی

یافتن بهتورین تیموار هورموونی بورای     ( 9: از عبارت است

با کمینوه   in vitroباززایی رقم گلی گیاه لوبیا در شرایط 

یووافتن بهتوورین قطیووه هداکشووت بووا آزمووون  ( 2غلظووت؛ 

ی ملتلور گیواه در کمینوه غلظوت     هوا  باززایی در بل 

گذار در فرآیند دست یافتن به عوامل تنریر( 3نی؛ هورمو

بوورای کوواه  غلظووت    in vitroبوواززایی در شوورایط  

دسوت یوافتن بوه گیاهچوه     ( 1های استفاده شده؛  هورمون

در ایوون . کاموول و سووازگاری رشوود گیاهچووه بووا خوواک  

هووای هورمووونی بووه مراتوو  کمتوور از     غلظووت ،هیووالطم

ی پیشوونهادی مطالیووات قبلووی اسووتفاده شوود و  هووا غلظووت

زایووی در روشوونایی بوودون تولیوود   شوورایط بهینووه کووالوس

عولاوه، شورایط    بوه . ی شرح داده شوده اسوت  فنلترکیبات 

بهینه دستیابی به گیاه کامل از کشوت کوالوس بوه عنووان     

شوده  یكی از مراحل  زم برای انتقوال نن بوه گیواه بیوان     

ززایی گیاه لوبیای رقم همه مراحل با ،و در مجموع است

ایرانووی گلووی بووا توهووه بووه شوورایط آزمایشووگاهی کشووور 

سازی شده است که بورای تولیود لوبیوای     ای بومی گونه به

 .تراریلت مناس  باشد

 

هاموادوروش
 كشتگیاهان

 ابتووودا بوووذرهای رقوووم گلوووی و اختووور لوبیوووا قرموووز 

(Phaseolus vulgaris L.) خموین   قوات یتحق مرکوز  از

رهای بذرای به دست آوردن گیاهچه استریل، ب  . شد هیته

لوی و اختور پوس از شستشوو، ابتودا بورای اسوتریل        گ رقم

و  دقیقوه تیموار   3درصود بوه مودت     09ل سطحی با اتوانو 

درصود   90سپس با استفاده از محلول هیپوکلریت سدیم 

بوار   1-3پوس از  . به مدت یك دقیقه رودعفونی شودند  

ی کشوت آمواده   شستشو با آب مقطر استریل، بوذرها بورا  

      هوای                                 زنی پایین رقم اختور آزموای                 به علت هوانه .شدند

                     بوذرهای اسوتریل در     .                                  بیدی روی رقوم گلوی انجوام شود    
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     درصد    9 / 7                        کشت هامد حاوی آب و آگار            داخل محیط

       سووپس،   .                 روز کشووت شوودند    99                            بووه موودت یووك هفتووه تووا 

                                              های کشت شده به اتاقك کشت بوا شورایط کواملا            نمونه

  ،  (                   درهووه سووانتیگراد     20   ±   2 )                      شووده از نظوور دمووا           تنظوویم

                                                      رطوبت، هریوان هووا، کیفیوت و طوول مودت روشونایی       

   .               قرار داده شدند  (   92   ±   7         فتوپریود  )

انجاممراحلباززایی         

                                های استریل، قطیات هدا کشت ملتلر            از گیاهچه

               بورای انجوام     .                                     شامل هیپوکوتیل، ریشه و برگ تهیه شود 

                                                          مراحوول بوواززایی در گیوواه، قطیووات هوودا کشووت بووه     

هوای ملتلور    هامود حواوی غلظوت    MS      کشوت        محیط

انتقووال  B5درصوود و ویتووامین  3 سوووکروزهورمووونی، 

    دو   از        ملتلر               تیمار هورمونی    20   در     ها        آزمای . یافتند

  BAP  و       (                          نفتووالین اسووتیك اسووید   - α )  NAA         هورمووون 

              ، بووه صووورت  9               مطووابق هوودول       (                        بنزیوول آمینووو پووورین )

   3   با                                               فاکتوریل و در قال  طرح کاملا  تصادفی هر کدام

   0                              هر یك از قطیوات هودا کشوت،    از   .              تكرار انجام شد

                               دی  کشت و به اتاقك کشت منتقول                  عدد در هر پتری

در بیشووتر تحقیقووات، کشووت گیاهچووه اسووتریل و    .     شوود

پدیده با ی این گیاه و  فنلقطیات هدا کشت به علت 

 پوووه  شد، اما در  در تاریكی انجام می ای شدن قهوه

ایی و شوورایط روشوونهمووه مراحوول کشووت در   ،حاروور

 .اتاقك کشت انجام شد
 های استفاده شده در آزمای  غلظت هورمون -9هدول 

 (گرم در لیتر میلی)غلظت  هورمون

 9 9/9 2/9 1/9 7/9 (NAA)نفتالین استیك اسید 

 9 0/9 9 2 1 (BAP)پورین  آمینو بنزیل
 

                                                 سووپس، مشوواهدات حاصوول از فرآینوودهای تشووكیل   

            بورداری از                 ربوت و عكوس                               کالوس، ساقه، بورگ و ریشوه  

                 زایوی، مشواهده                             در ایون تحقیوق، سواقه     .            ها انجام شد       نمونه

        بورگ و      دو                       متر با داشوتن کمینوه                         ساقه بی  از یك سانتی

               متور در نظور                                      زایی، مشاهده ریشه بی  از یك سانتی      ریشه

  .             گرفته شده است

هادادهتحلیل

                                      هوا بوه صوورت فاکتوریول در قالو                     همه آزموای  

                                انجام شد که در آن آروار اصولی                      طرح کاملا  تصادفی

                                              شامل تیمارهای هورمونی و انواع قطیات هدا کشوت  

  LSmeans         آزمووون          هووا بووا                         تجزیووه و تحلیوول داده  .      بووود

(LSD)  بوا      درصد    0              در سطح احتمال    9            آزمون دانكن      

      افزار      نرم    با   ها                        و رسم نمودارها و هدول  SAS      افزار      نرم

Excel  انجام شد.  

 

نتایج
بررسیفرآیندكالوس           زایی 

هیپوکوتیول، ریشوه و   )در این بررسی قطیات هداکشوت  

هاموود حوواوی   MSکشووت پایووه   روی محوویط( بوورگ

های ملتلفی از  و غلظت B5درصد، ویتامین  3 سوکروز

در ایووون . قووورار گرفتنووود  BAPو  NAA دو هورموووون

و  NAA دو هورموون غلظت ترکیبوی از   20آزمای ، از 

BAP یل کوالوس  های به تشك اولین واکن . استفاده شد

روز مشواهده   1در قطیات هدا کشوت پوس از گذشوت    

روز کامول   91مربوط بود و این فرآیند پس از گذشوت  

های مورد نظر برای انجام فرآینود   کالوس(. 0 شكل)شد 

در مراحل بیدی آزمای  ( تشكیل ساقه و ریشه)باززایی 

هوای آمواری، نتوای  نشوان      پس از بررسی. استفاده شدند

باعووا القووای   BAPو  NAA ورموووندو هداد کووه هوور  

. شووند  زایی در قطیوات هودا کشوت موی     فرآیند کالوس

ها در قطیات هدا کشت  تشكیل کالوس در بیشتر غلظت
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 10)بیشووترین درصوود تشووكیل کووالوس   . مشوواهده شوود 

در قطیات هدا کشت هیپوکوتیل و فقط حودود  ( درصد

در . درصد در قطیات هدا کشوت ریشوه مشواهده شود     0

تشوكیل  هوی  گونوه کالوسوی     ت بورگ هدا کشقطیات 

شود بیشوترین   مشاهده می 2همان طور که در شكل . نشد

تولیوود کووالوس در قطیووات هوودا کشووت هیپوکوتیوول در  

 1/9و  BAPگووورم در لیتووور هورموووون  میلوووی 2غلظوووت 

در (. درصود  12)اسوت   NAAگرم در لیتر هورمون  میلی

بوودون  NAAگوورم در لیتوور هورمووون  میلووی 1/9غلظووت 

درصد  30زایی در حدود  کالوس BAPون حضور هورم

نتای  حاصل از هدول آنوالیز واریوانس   . شود مشاهده می

هوای هورموونی    دهد کوه تیموار   و آزمون دانكن نشان می

گورم در   میلی 2و  NAAگرم در لیتر هورمون  میلی 1/9)

گورم در لیتور هورموون     میلوی  BAP) ،(1/9لیتر هورموون  

NAA   بدون حضور هورموونBAP ) گورم   میلوی  7/9)و

گورم در لیتور هورموون     میلوی  2و  NAAدر لیتر هورمون 

BAP )  داری ندارنوود  درصوود اخوتلا  مینووی  0در سوطح

  برای تشكیل کالوس در قطیات هدابنابراین، .  ( 9    شكل  )

هوای حواوی تیمارهوای     شود در محویط  کشت توصیه می

 2و  NAAگوورم در لیتوور هورمووون  میلووی 1/9)هورمووونی 

گورم در   میلوی  BAP) ،(1/9هورموون   گورم در لیتور   میلی

و ( BAPبوودون حضووور هورمووون  NAAلیتوور هورمووون 

گورم در   میلی 2و  NAAگرم در لیتر هورمون  میلی 7/9)

 .کشت شوند( BAPلیتر هورمون 
 

 
بور اسواس    زایی در قطیات هدا کشت هیپوکوتیل گیاه لوبیا رقوم گلوی   بر درصد کالوس BAPو NAAهای کن  هورمون بررسی برهم -9شكل 

 . است 90/9دار در سطح  حرو  یكسان بیانگر عدم اختلا  مینی. BAPهورمون  NAA، :Bهورمون  LSD :N.آزمون
 

بررسیتأثیرهریکازهورمون               هابهصورتمجزا        

دركالوس    زایی 

                            بوووه تنهوووایی در تشوووكیل   BAP                      در تووونریر هورموووون 

       درصود      99              زایوی حودود                               کالوس، بیشترین میزان کالوس

   2      شوكل   )      شوود                         گرم در لیتر مشاهده می      میلی   1         در غلظت

         گورم در          میلوی    1  و    2  ،  9    های                    از نظر آماری غلظت   (.    الر

   0                 داری را در سووطح                 تفوواوت مینووی BAP                لیتوور هورمووون 

                         امووا در بررسووی توونریر   .       دهنوود                              درصوود از خووود نشووان نمووی
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       غلظوت      دو                          به تنهایی، تشكیل کالوس در   NAA       هورمون 

          بیشووترین    (. ب 2      شوكل  )      شوود                  مشواهده نمووی    9 / 9        صوفر و  

                       گرم در لیتور هورموون         میلی   9 / 1                    تولید کالوس در غلظت 

NAA  از نظوور آموواری   . (درصوود 37)      شووود               مشوواهده مووی                 

        اخوتلا     NAA                         گورم در لیتور هورموون          میلی   9 / 1     غلظت 

      گورم        میلی   9 / 7        با غلظت درصد  0در سطح         داری را       مینی

   2               مقایسوه شوكل     .      دهود            نشان موی   NAA               در لیتر هورمون 

بوه تنهوایی    NAA              دهد که هورمون    ی      نشان م   (       الر و ب )

 BAPزایوی نسوبت بوه هورموون      در القای فرآیند کالوس

هنگوامی کوه بوه     BAPاموا هورموون   . کنود  بهتر عمل می

اسوتفاده شوود،    NAAصورت ترکیبی به همراه هورمون 

درصد  ،مثال برای. کند زایی را تشدید می فرآیند کالوس

ورموون  گورم در لیتور ه   میلوی  2زایوی در غلظوت    کوالوس 

BAP    بدون حضوور هورموونNAA    1فقوط در حودود 

درصد است، در حالی کوه در هموین غلظوت در حالوت     

 12ایوون فرآینوود تووا حوودود   NAAترکیبووی بووا هورمووون 

در حووالی کووه اسووتفاده از . درصوود افووزای  یافتووه اسووت 

گورم در   میلوی  1/9به تنهوایی در غلظوت    NAAهورمون 

درصد شوده   37زایی تا حدود  لیتر باعا افزای  کالوس

 .است

  

  NAA                     بررسی تنریر هورموون   (                                   زایی در قطیات هدا کشت هیپوکوتیل، ب               بر درصد کالوس          به تنهایی  BAP                   بررسی تنریر هورمون   (    الر  - 2    شكل 

 . است 90/9دار در سطح  حرو  یكسان بیانگر عدم اختلا  مینی  .                                زایی در قطیات هدا کشت هیپوکوتیل               بر درصد کالوس          به تنهایی

 

زاییدرساقهBAPبررسیتأثیرهورمون

به منظور القای فرآیند باززایی در مسویر   ،در این بررسی

و ( هیپوکوتیول، ریشوه و بورگ   )مستقیم قطیات هدا کشت 

هوای تشوكیل شوده در مرحلوه      در مسیر غیرمستقیم کوالوس 

 3 سوووکروزهاموود حوواوی  MSکشووت  پیشووین بووه محوویط 

 BAPهورموون  های ملتلور   و غلظت B5درصد، ویتامین 

 1و  2، 9، 0/9غلظوت صوفر،    0هوا در   آزمای . انتقال یافتند

پوس از  . تكورار انجوام شود    3گرم در لیتر هر کودام بوا    میلی

هوای مربووط بوه تشوكیل      روز نلستین واکون   99گذشت 

ها و انتقوال   واکشت کالوس. ها مشاهده شد ساقه در کالوس

. م شود انجوا بوار   روز یوك  0هر  ،کشت هدید آنها به محیط

روز در قطیوات   7ها پس از گذشوت   در مسیر مستقیم، ساقه

روز  90هدا کشت و در مسیر غیر مستقیم پوس از گذشوت   

 (. 0شكل )ها تشكیل شدند  در کالوس
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شود با افوزای    مشاهده می 3طور که در شكل  همان

گورم   میلوی  2زایی توا غلظوت    ساقه BAPغلظت هورمون 

 دودر . یافتوه اسوت   در لیتر افزای  و پس از آن کواه  

 BAPگوورم در لیتوور هورمووون  میلووی 0/9غلظووت صووفر و 

بهتورین غلظوت   . شود                     زایی اصلا  مشاهده نمی فرآیند ساقه

گورم در   میلوی  2زایی در غلظوت   برای القای فرآیند ساقه

نتوای   (. درصود  12)شود  مشاهده می BAPلیتر هورمون 

حاصل از هدول آنوالیز واریوانس و آزموون دانكون ارور      

زایوی،   بر درصد ساقه BAPهای ملتلر هورمون  لظتغ

گورم در لیتور تفواوت     میلوی  2دهود کوه غلظوت     نشان می

هوای دیگور    درصود بوا غلظوت    0داری را در سوطح   مینی

 (.3شكل )دارد 

 
     بوور   BAP                       هووای ملتلوور هورمووون                         بررسووی توونریر غلظووت  - 3      شووكل 

                                                     زایی در حالت کلوی و بودون در نظور گورفتن قطیوات                 درصد ساقه

  . ت      هدا کش

بررسیییتییأثیرق مییاتمدتلییتدییداكشییتدر

زاییساقه

تونریر هور یوك از قطیوات      قسمت از تحقیوق، در این 

زایوی بررسوی    ملتلر هیپوکوتیل، برگ و ریشه در ساقه

دهد بیشوترین   نشان می 1همان طور که شكل . شده است

زایی در قطیوات هودا کشوت هیپوکوتیول در      میزان ساقه

مشوواهده  BAPورمووون گوورم در لیتوور ه میلووی 2غلظووت 

در قطیوات  زایوی   سواقه این در حالی اسوت کوه   . شود می

افوزای    BAPهدا کشت برگ نیز با افوزای  هورموون   

بوه   BAPگرم در لیتر هورموون   میلی 2یافت و در غلظت 

در . درصوود رسوویده اسووت 93بیشووترین میووزان در حوودود 

زایوی مشواهده    قطیات هدا کشت ریشه هی  گونوه سواقه  

بهترین قطیه هدا کشت در پاسوخ بوه   براین، بنا. شود نمی

نتووای  حاصوول از . زایووی هیپوکوتیوول اسووت فرآینوود سوواقه

هوودول آنووالیز واریووانس و آزمووون دانكوون آرووار متقابوول 

هوای ملتلور    قطیات هدا کشوت هیپوکوتیول و غلظوت   

دهود کوه    زایوی نشوان موی    بر درصد سواقه  BAPهورمون 

خوتلا   گورم در لیتور ا   میلوی  1و  2های هورمونی  غلظت

زایوی در   اما ساقه. درصد ندارند 0داری را در سطح  مینی

در قطیوات   BAPگورم در لیتور هورموون     میلوی  2غلظت 

داری را در  هدا کشت هیپوکوتیل و برگ اختلا  مینی

در قطیوات هودا کشوت    . دهنود  درصد نشان موی  0سطح 

اخوتلا    BAPهوای ملتلور هورموون     برگ در غلظت

شوكل  ) شوود  شاهده نموی درصد م 0داری در سطح  مینی

1.) 

 
                                        متقابوول قطیووات ملتلوور هوودا کشووت و    آرووار        بررسووی   - 1      شووكل 

  .    زایی              بر درصد ساقه  BAP                 های ملتلر هورمون       غلظت
 

زاییدرریشه NAA بررسیتأثیرهورمون

ابتدا قطیات هداکشوت هیپوکوتیول،    ،در این بررسی

هاموود حوواوی   MSریشووه و بوورگ در محوویط کشووت    
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هوای ملتلور    و غلظوت  B5 درصد، ویتوامین  3 سوکروز

گورم در لیتور هورموون     میلی 7/9و  1/9، 2/9، 9/9صفر، 

NAA هووایی کووه  سووپس، بهتوورین غلظووت. قوورار گرفتنوود

طبوق شوكل   . زایی در آنها اتفاق افتاد، به دست آمد ریشه

زایووی نیووز  ریشووه، NAAبووا افووزای  غلظووت هورمووون  0

 7/9زایوی در غلظوت    ترین ریشوه بیشو . افزای  یافته است

 79)شوود   مشواهده موی   NAAگرم در لیتر هورمون  میلی

نتای  حاصل از هدول آنالیز واریانس و آزمون (. درصد

گرم  میلی 1/9و  7/9های  دهد که غلظت دانكن نشان می

 0داری در سوطح   اخوتلا  مینوی   NAAدر لیتر هورمون 

یموار  پوس از بوه دسوت آوردن بهتورین ت    . درصد ندارنود 

هووای متشووكل از  هورمووونی بوورای ایجوواد ریشووه در سوواقه

 سوه هوا در   مرحله پیشین و تشكیل گیاهچوه کامول، سواقه   

گوورم در لیتوور هورمووون   میلووی 7/9( 9: تیمووار هورمووونی

NAA  بدونBAP ،2 )7/9 گورم در لیتور هورموون    میلی 

NAA  گورم در لیتور هورموون     میلی 0/9وBAP، 3 )7/9 

گورم در   و یوك میلوی   NAA نگرم در لیتر هورموو  میلی

طبووق مشوواهدات  . قوورار گرفتنوود  BAPلیتوور هورمووون  

 7/9کشت حواوی غلظوت هورموونی     در محیط ،نلستین

 BAP بودون حضوور   NAAگورم در لیتور هورموون     میلی

در غلظووت . و از بووین رفتنوود  ندهووا نكووروزه شوود   سوواقه

 9و  NAA گوورم در لیتوور هورمووون  میلووی 7/9هورمووونی 

مودت زموان تشوكیل     BAP موون گورم در لیتور هور   میلی

ها  بهترین ورییت تشكیل ریشه. ریشه خیلی طو نی شد

 NAA گرم در لیتر هورمون میلی 7/9در تیمار هورمونی 

. مشوواهده شوود BAP گوورم در لیتوور هورمووون میلووی 0/9و 

هور   ،کشت هدیود  ها و انتقال آنها به محیط واکشت ساقه

زایوی در   القای فرآینود ریشوه  . انجام شدبار  سه روز یك

روز بوه طوول    92-7های کامل  ها و تشكیل گیاهچه ساقه

هوای کامول بوه خواک هنگول       سوپس، گیاهچوه  . انجامید

انتقووال ( 0:  9:  9)حواوی خووزه و ورمیكولیووت بووا نسووبت  

 (.0شكل )داده شدند 
 

 
     بور    NAA                       هوای ملتلور هورموون                ریر غلظوت ن           بررسوی تو    - 0    شكل 

                گورفتن قطیوات                                       زایی در حالت کلی و بودون در نظور             درصد ریشه

  .       هدا کشت

بررسیییتییأثیرق مییاتمدتلییتدییداكشییتدر

زاییریشه

توونریر هوور یووك از قطیووات ملتلوور  ،در ایوون بلوو 

. زایوی بررسوی شود    هیپوکوتیل، بورگ و ریشوه در ریشوه   

دهود بیشوترین میوزان     نشوان موی   2همان طور کوه شوكل   

گورم در لیتور هورمووون    میلوی  7/9زایوی در غلظوت    ریشوه 

NAA   ا کشووت هیپوکوتیوول مشوواهده   در قطیووات هوود

زایوی بوه    در قطیوات هودا کشوت بورگ، ریشوه     . شود می

 7/9درصوود در غلظووت  93مقوودار محوودودی در حوودود 

شوود، در   مشواهده موی   NAA گرم در لیتر هورموون  میلی

حالی که در قطیات هدا کشت ریشه هی  گونه پاسولی  

نتووای  . شووود زایووی مشوواهده نمووی از القووای فرآینوود ریشووه

ول آنالیز واریوانس و آزموون دانكون آروار     حاصل از هد

هووای  متقابول قطیووات هوودا کشوت هیپوکوتیوول و غلظووت  

زایووی نشووان  بوور درصوود ریشووه NAAملتلوور هورمووونی 

گورم در لیتور    میلوی  7/9و  1/9هوای   دهود کوه غلظوت    می
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همچنوین،  . درصد دارنود  0داری در سطح  اختلا  مینی

ن گوورم در لیتوور هورمووو میلووی 7/9و  1/9هووای  در غلظووت

NAA      در قطیووات هوودا کشووت هیپوکوتیوول و بوورگ

. شوود  درصد مشاهده می 0داری در سطح  اختلا  مینی

دار  اختلا  مینوی  NAAتر هورمون  های پایین در غلظت

بووین قطیووات هوودا کشووت هیپوکوتیوول و بوورگ مشوواهده 

 .شود نمی

 
                                                        بررسووی آرووار متقابوول قطیووات ملتلوور هوودا کشووت و     - 2      شووكل 

  .    زایی              بر درصد ریشه  NAA                 های ملتلر هورمون       غلظت

 

بحث

پوس از بوه    in vitro                                  برای انجوام بواززایی در شورایط    

دست آوردن گیاهچوه اسوتریل قطیوات ریشوه، بورگ و      

 3 سوووکروزحوواوی  MSهیپوکوتیوول در محوویط کشووت 

هوای هورموونی متفواوت     با غلظوت  B5درصد و ویتامین 

                    غلظووت هورمووونی از     20        هووا در           آزمووای . کشووت شوودند

تكورار   3هر کدام با  BAPو  NAA           دو هورمون      ترکی  

. غلظت تشوكیل کوالوس مشواهده شود     23در   .انجام شد

رنوگ و   ها کرم های تشكیل شده در بیشتر غلظت کالوس

رنگ و از نظر سواختار فیزیكوی نورم بودنود      در برخی بی

بیشترین درصد تشكیل کوالوس بوه   (. الر و ب 0شكل )

یتور از  گورم در ل  میلوی  1/9ترتی  در تیمارهای هورمونی 

 BAPگرم در لیتور از هورموون    میلی 2و  NAAهورمون 

 NAAگوورم در لیتوور هورمووون   میلووی 1/9، (درصوود 12)

 7/9و ( درصووود 37) BAP بووودون حضوووور هورموووون  

گورم در لیتور    میلوی  2و  NAA گرم در لیتر هورمون میلی

   در (. 9شوكل  )مشواهده شود   ( درصد 39) BAPهورمون 

       بهترین   (     2992 )    ن       همكارا  و   Ahmed                 نتایجی غیر مشابه 

                  حاوی هورمون بنزیل   MS                  ها را در محیط کشت        کالوس

          نفتووالین - α                  گوورم در لیتوور و                                  آدنووین بووا غلظووت یووك میلووی

                           گورم در لیتور بوه دسوت             میلوی    9 / 9                   استیك اسید با غلظت 

 Ahmed پووه بیشترین تولید کالوس هم در   .       آوردند

حارور حاصول   پوووه   و هم در ( 2992)و همكاران  

. اکسووینی و سوویتوکینینی اسووت ورموووندو هکوون   بوورهم

ه علت این که قطیات هدا کشت      رسد ب                  ظاهرا  به نظر می

  ، متفوواوت بوووده اسووت          آزمووای     دو   در   مووورد اسووتفاده 

                         کوار بورده شوده نیوز                 هوای بوه                          هوای بهینوه هورموون         غلظت

              هوای ملتلور                                   البته احتمال ایون کوه گونوه   .           متفاوت است

       ت اصلی                             و شرایط آزمایشگاهی متفاوت عل    شده         استفاده 

       هاسوت                    های بهینه هورمون                          تفاوت مشاهده شده در غلظت

امیووری و فهیمووی .                           توووان از نظوور دور داشووت                را نیووز نمووی

هوا را در   در نتایجی غیور مشوابه بهتورین کوالوس    ( 9372)

 0قطیوات هوودا کشووت هیپوکوتیوول رقووم نوواز در غلظووت  

گورم در   میلوی  0/2و  D-2,4گورم در لیتور هورموون     میلی

                         قابول تنمول ایون کوه    . به دست آوردند Kinلیتر هورمون 

 هووای نسووبت بووه هورمووون BAPو  NAAهووای  هورمووون

2,4-D  وKinمحسوووب تووری  هووای رووییر  ، هورمووون        

بهتورین   ،حارر مطالیهمانند  مطالیاتدر بیشتر .     شوند    می

 دو هورمووونهووا در تیمووار هورمووونی متشووكل از  کووالوس

قطیووات هوودا . شوووند اکسووینی و سوویتوکینینی ایجوواد مووی

هیپوکوتیول، ریشوه و بورگ نتوای  ملتلفوی را در       کشت
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های ملتلر هورموونی   فرآیند تشكیل کالوس در غلظت

 . از خود نشان دادند

نتای  کشت قطیات هدا کشوت بورگ نشوان داد کوه     

زایوی نیسوتند    ها قادر به کالوس آنها در هی  یك از غلظت

و پووس از موودت زمووان کوتوواهی نكووروزه شووده و از بووین  

فرآینود بوه خووبی در قطیوات هودا کشوت       ایون  . روند می

تشووكیل . درصوود مشوواهده شوود 10هیپوکوتیوول در حوودود 

 0کالوس در قطیات هودا کشوت ریشوه فقوط در حودود      

گوورم در لیتوور از   میلووی 1/9 درصوود در تیمووار هورمووونی  

 BAPگورم در لیتور از هورموون     میلوی  2و  NAAهورمون 

بهتورین قطیوات هودا کشوت بورای تشوكیل       . مشاهده شود 

بورگ،  Saxena (9119 )و  Malikس طبق تحقیقات کالو

 و همكواران  Ahmedهیپوکوتیل، ( 9372)امیری و فهیمی 

( 2992) و همكواران  El-Shemy ای، گرهك لپوه ( 2992)

بورگ، در  ( 2990) و همكاران Veltechevaکوتیل و  اپی

 . اند های ملتلر لوبیا میرفی شده گونه

غلظت هورمون زایی با افزای   در القای فرآیند ساقه

BAP گرم در لیتور افوزای  و    میلی 2زایی تا غلظت  ساقه

شوایان ککور   (. 3شوكل  )پس از آن کواه  یافتوه اسوت    

هوای پوایین ایون هورموون یینوی در       است کوه در غلظوت  

گوورم در لیتوور فرآینوود   میلووی 0/9هووای صووفر و   غلظووت

بیشترین تشوكیل سواقه   . شود                     زایی اصلا  مشاهده نمی ساقه

 BAPگورم در لیتور هورموون     میلوی  2 و برگ در غلظت

در بررسی تنریر هر یك از (. درصد 12)شود  مشاهده می

زایوی   قطیات ملتلر هیپوکوتیل، برگ و ریشه در سواقه 

زایووی در قطیووات هوودا کشووت     بیشووترین میووزان سوواقه  

 BAPگرم در لیتر هورمون  میلی 2هیپوکوتیل در غلظت 

در قطیووات هوودا کشووت بوورگ نیووز  . شووود مشوواهده مووی

افزای  یافته و  BAPزایی با افزای  میزان هورمون  ساقه

بیشوترین   BAPگورم در لیتور هورموون     میلی 2در غلظت 

درصوود مشوواهده  93زایووی یینووی در حوودود  میووزان سوواقه

در قطیووات هوودا کشووت ریشووه هووی  گونووه   . شووود مووی

هموان طوور کوه    (. 1شوكل  )شوود   زایی مشاهده نمی ساقه

Saam  کردنوود محوودوده  مشوواهده ( 9170)و همكوواران

  BA                           هوای سویتوکینینی ماننود              هورموون  بوا یی از غلظوت  

  کنود،  زایی را در گیواه لوبیوا القوا موی     ساقه  (            بنزیل آدنین )

  .       رسواند                                                 نتای  آزمای  حارر نیز این مهم را به اربات موی 

و  Delgado-Sanchezنتای  تحقیقات انجام شده توسط 

با ی های بسیار  که غلظت ندنشان داد( 2992)همكاران 

BAP  آنهوا  . شوود  هوا موی   باعا تشكیل ساقه در کوالوس

 99و 0، 9/9غلظوت صوفر،    1زایوی را در   سواقه  همچنین،

. بررسووی کردنوود  BAPگوورم در لیتوور هورمووون    میلووی

مشواهده نشود، در    9/9هوای صوفر و    زایی در غلظت ساقه

. به خووبی مشواهده شود    99و  0های  حالی که در غلظت

هوای   این است که در غلظوت  نتای  این گروه نیز گویای

دیگور   پووهشیدر . افتد زایی اتفاق نمی ساقه BAPپایین 

القوووای فرآینووود ( 2999) و همكووواران Zambreتوسوووط 

 9کشووت حوواوی   هووا در محوویط  زایووی در کووالوس  سوواقه

بنوابراین،  . مشواهده شود   BAPگرم در لیتر هورمون  میلی

ی  زایوی بوا نتوا    نتای  تحقیق حارر در القای فرآیند سواقه 

بیشووتر تحقیقووات در ایوون زمینووه مغووایرت دارد کووه بوورای 

هووای بووا یی از   زایووی بووه غلظووت  القووای فرآینوود سوواقه 

 .های سیتوکینینی نیاز است هورمون

زایووی بووا افووزای  غلظووت هورمووون  در فرآینوود ریشووه

NAA بهتووورین . زایوووی افوووزای  یافتوووه اسوووت   ریشوووه

 گورم در  میلوی  7/9ها در تیمارهوای هورموونی    زایی ریشه

گوورم در  میلووی 1/9و ( درصوود 79) NAAلیتوور هورمووون 

شكل )شود  مشاهده می( درصد 29)  NAAلیتر هورمون 
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در بررسوووی تووونریر هووور یوووك از قطیوووات ملتلووور   (.0

زایی، بیشوترین میوزان    هیپوکوتیل، برگ و ریشه در ریشه

گورم در لیتور هورمووون    میلوی  7/9زایوی در غلظوت    ریشوه 

NAA     مشوواهده  در قطیووات هوودا کشووت هیپوکوتیوول

زایوی بوه    در قطیات هدا کشت برگ نیوز ریشوه  . شود می

 7/9درصوود در غلظووت  93مقوودار محوودودی در حوودود 

شوود، در   مشواهده موی   NAAگرم در لیتر هورموون   میلی

حالی که در قطیات هدا کشت ریشه هی  گونه پاسولی  

(. 2شوكل  )شوود   زایی مشاهده نمی از القای فرآیند ریشه

          زایوی در          ریشوه   (     9372 )        فهیموی               های امیری و          در پووه 

بوا طوول    D-2,4                     گرم در لیتر هورموون        میلی   9 /  00     غلظت 

مشاهده شده است، در حالی که در پووه    کوتاه بسیار

 NAAگرم در لیتور هورموون    میلی 7/9حارر در غلظت 

شوود   متر نیز مشواهده موی   سانتی 99ها بی  از  طول ریشه

بت بوه  نسو  NAAهورمون    که     است          قابل تنمل (. 0شكل )

.      شوود           محسوب میتری  هورمون رییر D-2,4هورمون 

Zambre   هووا را در  بهتوورین ریشووه( 9117)و همكوواران

 IAAگووورم در لیتووور هورموووون    غلظوووت یوووك میلوووی  

(Indole-3-Acetic Acid) مطالیهنتای  . مشاهده کردند 

زایووی بووا نتووای  بیشووتر    حاروور در القووای فرآینوود ریشووه  

طبووق نتووای   . اردتحقیقووات در ایوون زمینووه مغووایرت د   

Westhuizen   هوای   بسیاری از گونه  (    9119 )          و همكاران

مانند لوبیا تمایل بیشتری بوه تشوكیل ریشوه     باقلائیانتیره 

ر نسبت به ساقه دارند که نتای  حاصل از پوووه  حارو  

 .رساند این مهم را به اربات می

 
یریگجهینت

حضوووور لوبیوووا در گیووواه بووواززایی در رقوووم گلوووی  

  .شوود  بوه خووبی انجوام موی     BAPو  NAAهای  هورمون

      هوای                                        تر گیواه پاسوخ بهتوری بوه محورک               های هوان      سلول

هووا در تیموواری از  بهتوورین کووالوس  .      دهنوود                هورمووونی مووی

. بووه دسووت آموود   BAPو NAAترکیوو  دو هورمووون  

سزایی در ایجواد کوالوس و ریشوه    نق  ب NAAهورمون 

همه فرآیندهای تشكیل کالوس، سواقه و ریشوه بوه     .دارد

 . ر قطیات هدا کشت هیپوکوتیل مشاهده شدخوبی د

 
                                                        مراحووول بووواززایی در رقوووم گلوووی گیووواه لوبیوووا    - 0       شوووكل 

(Phaseolus vulgaris L. cv. Goli) .  زایوی           کوالوس   (        الر و ب       

      گورم          میلوی    9 / 1                                     در قطیات هدا کشت هیپوکوتیل در غلظوت  

  BAP                         گورم در لیتور هورموون          میلی   2  و   NAA               در لیتر هورمون 

                          تشوكیل سواقه و بورگ در    ( و ت ؛ پ   روز    91           پس از گذشت 

     پوس    BAP                     گرم در لیتر هورموون        میلی   2           ها در غلظت        کالوس

                           زایووی در مسوویر مسووتقیم          سوواقه  (           روز؛ ث و ج    90          از گذشووت 

                                                 باززایی در قطیات هدا کشت هیپوکوتیل و برگ در غلظت 

  (  چ  ؛    روز   7           پس از گذشت   BAP                    گرم در لیتر هورمون      میلی   2

    گرم       میلی   9 / 7     غلظت                              زایی در قطیه هدا کشت برگ در      ریشه

                     روز و یافتن بهتورین     0           پس از گذشت   NAA               در لیتر هورمون 

          هوا بوه                    انتقوال سواقه  ( ح        زایوی؛                               غلظت برای القای فرآیند ریشه

زایی و تشكیل  برای ریشه NAA                کشت حاوی هورمون       محیط

                   انتقال گیاهچه بوه    (       روز؛ خ    92                       گیاهچه کامل پس از گذشت 

    (. 0  :  9  :  9 )     نسبت                                   خاک هنگل حاوی خزه و ورمیكولیت با
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Abstract 

Common bean belongs to Fabaceae and the subfamily of Lotoideae. It is the most important 

species of the grain family with noticeable economic importance in human's nutrition. 

Regeneration from tissue culture is one of the most suitable and effective procedures for 

preservation and reproduction of the plants. In this investigation, induction of callus, shoot 

and root has been studied in common bean (Phaseolus vulgaris L. cv. Goli) under different 

concentrations of α-Naphthaleneacetic acid and Benzyl amino purine. First, the seeds were 

surface sterilized and transferred to suitable medium to achieve sterile seedlings. After 10 

days, explants (hypocotyl, root and leaf) from sterile seedlings were tested in 25 various 

hormone treatments. For induction of organogenesis, explants were transferred to solid 

Morashige and Skoog medium supplemented with 30 g/lit sucrose, B5 vitamins and different 

concentrations of α-Naphthaleneacetic acid (0, 0.1, 0.2, 0.4 and 0.8 mg/lit) and Benzyl amino 

purine (0, 0.5, 1, 2 and 4 mg/lit). Our data showed callus induction achieved in combination 

of two hormons: (0.4 mg/lit α-Naphthaleneacetic acid and 2 mg/lit Benzyl amino purine). 

Induction of shoot increased with increasing concentrations of Benzyl amino purine to 2 

mg/lit and then decreased. Induction of roots increased with increasing α-Naphthaleneacetic 

acid concentrations. Furthermore, the level of internal auxin in common bean was high 

because the explants rooted in the minimum concentration of α-Naphthaleneacetic acid. 

Subsequently, complete seedlings were transferred to the soil for further investigations.  

Key words: α-Naphthaleneacetic acid, Benzyl amino purine, Tissue culture, Phaseolus vulgaris 
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