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 جنگل و چوب فناوري و علوم هاي پژوهش نشریه

  1396 ،اول شماره ،چهارم و بیست جلد
http://jwfst.gau.ac.ir  

  

  کالوس در گونه سرخدار دشبر تولید و ر D -4 ,2و  IBA ،NAAهاي اکسین تأثیر
)Taxus baccata L.اي) در شرایط درون شیشه  

  
  4و فرامرز رستمی چراتی 3رضادوست، حسن 2محمد حسینی نصر ، سید1علی رضوي سید*

  ،دانشجوي دکتري، گروه جنگلداري، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري، مربی گروه منابع طبیعی، دانشگاه گنبد کاووس، گنبد، ایران1
ه گیاهان و مواد اولیه دارویی، استادیار، پژوهشکد3 ،گروه جنگلداري، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري، ساري، ایران دانشیار،2

  دانشگاه گنبد کاووس، گنبد، ایراندانشیار، گروه شیمی، دانشکده علوم پایه، 4 ،دانشگاه شهید بهشتی تهران، تهران، ایران
  15/04/1395تاریخ پذیرش:  ؛23/12/1394تاریخ دریافت: 

  1چکیده
اي که گونه هاي شمال ایران استگ جنگلبرهاي سوزنیترین گونه ارزش سرخدار یکی از با :سابقه و هدف

از نظر  ضمن داشتن ارزش فراوانگونه  پراکنش دارد. اینلستان گکتول استان آباد علیاز آستارا تا پسند بوده و  سایه
عنوان  که کالوس به ییاز آنجا دارد.اي نیز جایگاه ویژهدر صنعت دارویی ، ذخایر ژنتیکی، جنگلشناسی و اکولوژیکی

هاي ثانویه و نیز تولید گیاهچه به روش غیرمستقیم ضروري ولیتهاي سلولی و تولید متابولیه براي کشتماده ا
 تأثیررشد جهت تولید کالوس،  هايکنندهمنظور پیشنهاد ریزنمونه مناسب و غلظت معینی از تنظیم بهلذا باشد،  می

 -4 ,2کلروفنوکسی استیک اسید (دي 4و  2) و NAA)، نفالین استیک اسید (IBAهاي ایندول بوتریک اسید (اکسین

D(  اي مورد بررسی قرار گرفت.کالوس سرخدار در شرایط درون شیشه رشدتولید و میزان بر  
ریز هاي رویشی هاي جوان و جوانههاي مختلف درخت نظیر برگ، ساقهاز قسمت پژوهشدر این  :هامواد و روش

هاي مختلفی استفاده شد. ها از روشریزنمونه سازيسترونبراي . شد متر تهیهسانتی 5/1هایی به طول نمونه
لقاء کالوس از جهت ا کشت شدند. )MSموراشیگ و اسکوگ (در محیط کشت  سازيستروناز پس ها  ریزنمونه
گرم در لیتر استفاده شد. به منظور جلوگیري میلی 6و  3، 3/0، 0ح ودر چهار سط D -2,4و  IBA ،NAAهاي هورمون

مدت یک هفته در شرایط تاریکی نگه  ها بهها توسط بافت ریزنمونه، کلیه ریزنمونه ها و جذب بهتر آناز تجزیه اکسین
تجزیه و تحلیل . گردیدهاي ساقه، برگ و جوانه منحنی رشد کالوس ترسیم براي هر یک از ریزنمونه داشته شدند.

  جام شد.و آزمون دانکن ان ها توسط آزمون تجزیه واریانسداده
دقیقه)  1درصد ( 70اتانول  استفاده ازها ریزنمونه سازيسترونکه بهترین روش براي  نشان داد پژوهشنتایج  :هایافته

هاي ریزنمونهاي شدن به بیشترین درصد قهوهباشد. میدقیقه)  1درصد ( 2/0درصد و کلرور کلسیم  2/0جیوه  دو کلری
اي شدن از وضعیت هاي برگ از نظر پدیده قهوهریزنمونهتعلق داشت.  NAAگرم در لیتر میلی 6جوانه در غلظت 

اي شدن مشاهده نشد. هیچگونه آثار قهوه D -4 ,2و  IBAهاي مختلف که در غلظت  طوري هب ،ندوردار بودخبهتري بر
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 ,2هايهورمونترتیب تحت تیمار  که به داشتهاي ساقه و جوانه تعلق به ریزنمونهبیشترین وزن تر و خشک کالوس 

4- D  وNAA  متفاوتیتولید شده داراي بافت و رنگ  هايکه کالوس این . ضمنندگرم در لیتر بودمیلی 3با غلظت 
عمده  ولی وضعیت طبیعی خود را حفظ کرده NAAگرم در لیتر میلی 3/0در غلظت هاي جوانه بیشتر ریزنمونه. ندبود

هاي رشد کالوس در منحنیند. به کالوس تبدیل شد D -4 ,2و  IBAگرم در لیتر میلی 6ها در غلظت جوانه
  .استنی یپائ سرعت نسبتاً دارايدهی و رشد آن شروع کالوس هاي مختلف نشان دادند که ریزنمونه

 3با غلظت   D -4 ,2هاي ساقه و برگ سرخدار باشد،که هدف، تولید کالوس از ریزنمونه صورتی در :گیرينتیجه
یاهچه از گو چنانچه تولید  NAAگرم در لیتر میلی 3و براي تولید کالوس از جوانه انتهایی غلظت  رتگرم در لیمیلی

  .گردندهایی مناسب، پیشنهاد میکلعنوان پروت به NAAگرم میلی 3/0نظر باشد غلظت  سرخدار مدهاي جوانه
  

  منحنی رشد کالوس - ياکشت درون شیشه -هاي رشدکنندهتنظیم -کالوس -سرخدار کلیدي: هاي واژه
  

  مقدمه
نادر و  رگبسوزنی ايهیکی از گونه 1سرخدار  

باشد که از آستارا می هاي شمال ایرانجنگلارزشمند 
و  17(شود دیده میاستان گلستان آباد کتول تا علی

تا  900در ارتفاع پسند بوده و این گونه سایه .)22
ر اي پرشیب و سنگلاخی و نیز دهمتر دامنه 1800

تمامی . )8( گرددهاي عمیق و کم نور مستقر میدره
 ،2هاي این درخت به جز قسمت گوشتی میوهاندام

ها، ترپنوئیدها، لیگانحاوي ترکیبی از آلکالوئیدها، دي
که باعث سمیت بسیار باشند ها میها و رزینتانن

هاي مختلف سرخدار اندام ).24( شوندها می شدید آن
بی براي ماده ضد ع مناسبخصوص پوست آن منب

سرطانی ات ضدتأثیر). 27باشد ( سرطان تاکسول می
و  رحم ،سینهریه، مثانه، هاي درمان سرطان درتاکسول 

که براي باشد بسیار مورد توجه مینیز بیماري ایدز 
 14( مورد استفاده قرار گرفت 1977اولین بار در سال 

 10000به  براي تولید یک کیلوگرم تاکسول، .)11و 
اصله  3000کیلوگرم پوست درخت سرخدار و یا 

 3تا  5/2به و یک بیمار سرطانی  باشدنیاز میسرخدار 

                                                             
1- Taxus baccata L. 
2- Arill 

ساله نیاز دارد  60درخت  8به  و یا 3لسوتاکگرم پاکلی
در صورت تهیه این ماده دارویی بسیار  بنابراین .)27(

اي ه شگاهیدرختان سرخدار مستقر در رو باارزش از
القطع و در حال درختان ممنوعطبیعی آن که جزء 

گونه  مقدمات نابودي کامل این باشند،می انقراض
استفاده از کشت . به همین دلیل )17( گرددمیفراهم 

هاي مختلف سرخدار در شرایط سلول و بافت از اندام
، براي تولید هاي جایگزیناز روش یآزمایشگاهی یک

هاي داماز ان تشکیل کالوس باشد.این ماده دارویی می
مرحله اساسی در  گیاهی مانند برگ، ساقه و ریشه

اي از کالوس توده ).4( اي استکشت درون شیشه
شکل با دیواره سلولی نازك هاي پارانشیمی بی سلول

است که هم در شرایط طبیعی و یا در محیط درون 
 ).10کند (اي به صورت سازمان نیافته رشد میشهیش

اي شیشه شرایط دروندر  ،شده تولیدهاي کالوس
زایی زایی و یا جنین از طریق اندام وتکثیر شده 

رویشی قابلیت باززایی و تبدیل شدن به گیاه کامل را 
به عمدتاً اینکه بافت کالوس  . ضمن)3و  2( دارند

عنوان بافت هدف براي دستکاري ژنتیکی استفاده 
هاي سست و نرم شود. قابل ذکر است از کالوس می

                                                             
3- Paclitaxel 
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براي ایجاد کشت سوسپانسیون سلولی استفاده  معمولاً
رشد بافت کالوس همانند رشد  .)10( شودمی

موجودات تک سلولی به شکل منحنی سیگموئیدي 
)S باشد که داراي مراحل مختلفی است و مانند) می

هاي کالوس در طول هر یک از مراحل رفتار سلول
اولین گزارش درباره تولید  ).25رشدي متفاوت است (

در سال  روهرتوسط الوس از گامتوفیت سرخدار ک
). بعدها محققین دیگر از 27منتشر شد ( 1973

هاي ساقهها، هاي مختلف سرخدار نظیر لپهقسمت
براي ها برگ وهاي جوان ریشه نهالجوان و مسن، 

و همکاران گیبسون . )27(تولید کالوس استفاده کردند 
 Taxusروي بررسی میزان رشد کالوس  در) 1993(

brevifolia Nutt.،  هاي پوست، ریزنمونهبا استفاده از
، 1B5تلف نظیر حهاي مساقه و برگ در محیط کشت

MS2 ،White3 و DKW4 هاي به همراه غلظت
، 5NAA ،BA6هاي رشد نظیر مختلفی از تنظیم کننده

72, 4- D  وPicloram که  این نتیجه رسیدند به
 هبه تولید کالوس کرد هفته شروع 2بعد از  هاریزنمونه

 ,2گرم در لیتر یلیم 2با  WPM8هاي محیط کشت و

4- D  وB5  4 ,2گرم در لیتر میلی 2تا  1با- D  داراي
) 2002(و همکاران اسجزانا  .)13( ندبودنتایج بهتري 

هاي محل اخذ ریزنمونه و تنظیم کننده تأثیربررسی  اب
 .Taxus baccata Lرشد روي میزان رشد کالوس 

 يهاریزنمونه با استفاده ازاي در شرایط درون شیشه
هاي غلظت در هاي جوان هاي جنسی و سرشاخهجنین

 MSمحیط کشت  هاي رشد درکنندهمختلفی از تنظیم
در  ،هاي جنسیبهترین کالوس از جنینکه  نشان دادند

                                                             
1- Gamborg 
2- Murashige and Skoog 
3- White's medium 
4- Driver Kuniyuki Walnut 
5- α-Naphtaleneacetic acid 
6- 6- Benzyladenine 
7- 2, 4- Dichlorophenoxyacetic acid 
8- Woody plant medium 

 -4 ,2گرم در لیتر میلی 3به همراه  MSمحیط کشت 

D ،5/0 گرم در لیترمیلی Kin9 ساکارز  درصد 2و
 ند همچنینکه داراي رنگ زرد تیره بودحاصل شد 

در ، هاي نازكشاخهاز سرهاي تهیه شده ریزنمونه
گرم در لیتر میلی 3به همراه  مذکورمحیط کشت 

NAA، 5/0 گرم در لیترمیلی  Kinدرصد 5/2 و 
 ی به رنگ زرد کمرنگ تا سفیدواجد کالوسساکارز 

جهت تولید  )2010( و همکارانعباسیان  .)26(ند شد
 درجوانه انتهایی، هاي سرخدار با استفاده از گیاهچه

هاي و غلظت WPMو  MS ،B5هاي محیط کشت
به  NAAو  BAP ،Zeatin ،Kin ،IBA10مختلفی از 

 2همراه  به MS محیط کشتکه  این نتیجه رسیدند
د ها و رشبیشترین تولید جوانه BAPگرم در لیتر میلی

 3/0ن اضافه کرد و همراه داشته استه ب آنها را
مذکور باعث  محیط کشتبه  NAAگرم در لیتر  میلی

) 2012غفوري و همکاران ( .)1( افزایش کالوس شد
 .Tهاي ساقه و برگ سازي ریزنمونهبراي سترون

baccata 15درصد به مدت  3 11از هیپوکلریت سدیم 
 دقیقه و براي 1درصد به مدت  70دقیقه و اتانول 

هاي اي شدن آنها از گلوتامین در غلظتکاهش قهوه
 1/0مختلف استفاده نمودند. در این بررسی غلظت 

اي شدن مول گلوتامین ضمن کاهش پدیده قهوهمیلی
و  کریمیان). 12باعث افزایش تولید کالوس گردید (

 ,2هاي مختلف غلظت تأثیر) با بررسی 2014همکاران (

4- D )5/0 ،1  گرمیلی 5/1و (و م در لیترKin )1/0 ،
هاي ریزنمونهزایی کالوس برگرم در لیتر) میلی 1و  5/0

، بهترین MSدر محیط کشت  T. brevifoliaساقه
 ,2 در لیتر گرممیلی 5/1 را غلظتلید کالوس میزان تو

4- D  گرم در لیتر میلی 1/0وKin 19( معرفی کردند(. 
 ازيسسترونبراي ) 2015( نژاد و همکارانمهدي

                                                             
9- Kinetin 
10- Indole-3- butyric acid 
11- NaClO 
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شستشوي آن از پس  T. baccataرگ بهاي ونهریزنم
 15مدت  بهدرصد  1/0از کلرید جیوه  1آب روان در

ثرات سوء کلرید و براي کاهش ا استفاده نمودنددقیقه 
توسط آب  ها راریزنمونه ،اي شدنجیوه و کاهش قهوه

بیشترین نتایج آنها در  مقطر استریل شده شستشو دادند.
 2در غلظت  MSیط کشت وزن کالوس در مح

 Kinگرم میلی 25/0به همراه  NAAگرم در لیتر  میلی
   .)23( حاصل شد

ریزنمونه مناسب و  تعیینحاضر  پژوهشهدف از   
رشد جهت تولید  هايغلظت معینی از تنظیم کننده

کشت بافت گیاهی اعم از تولید گیاهچه به  درکالوس 
هاي شتو یا تهیه ریزنمونه براي ک 2روش غیرمستقیم

داروي ضد سرطان  سلول جهت تولیدو کالوس 
  باشد.تاکسول می

  
  هامواد و روش

 هايریزنمونه پژوهش حاضردر : منطقه مورد مطالعه
در منطقه سرخدار هاي طبیعی تودهاز  موردنیاز

به سرخدار افراتخته  رویشگاه. تهیه شدافراتخته 
ومتري جنوب شرقی کیل 30هکتار در  352وسعت 
اورت جدر ماستان گلستان باد کتول آن علیشهرستا

مختصات قرار دارد.  روستاي ییلاقی افراتخته
درجه  54ثانیه تا  48دقیقه  55درجه  54 آن جغرافیایی

دقیقه  45درجه  36ثانیه طول شرقی و  12دقیقه  57
ثانیه عرض شمالی  3دقیقه  47درجه  36ثانیه تا  24

متر از  2000تا  1350و در محدوده ارتفاعی بوده 
در منطقه مورد قرار دارد. متوسط بارندگی  سطح دریا

متر و متوسط دماي سالیانه منطقه میلی 950 مطالعه
بندي طبقهبر اساس باشد. گراد میدرجه سانتی 3/10

خیلی  داراي اقلیمقه اقلیمی به روش دومارتن منط
  ).9( باشدمرطوب نوع الف می

                                                             
1- Running water 
2- Indirect organogenesis 

  هاروش
از  پژوهشدر این : هاروش تهیه ریزنمونه

هاي برگ، ساقهنظیر  درختهاي مختلف  قسمت
هاي رنگ (یک تا دوساله) و نیز جوانه جوان سبز

متر تهیه سانتی 5/1هایی به طول ریز نمونه 3رویشی
 هحد معمول تهیه شد زها کمی بزرگتر اشد. ریزنمونه

نفوذ  به علت هاو در هنگام کاشت دو انتهاي ریزنمونه
هاي در لولهبرش داده شد و سازي سترونمواد 

ر محیط کشت، قرار داده تلیمیلی 5زمایش محتوي آ
  شدند.
سازي سترونجهت  ابتدا: هاریزنمونه سازيسترون

مایع ظرفشویی و توئین توسط چند قطره ها ریزنمونه
عفونی ضد آب مقطراستفاده از شستشو و با  420

ظر سازي در نتیمار سترون 12. سپس شدندسطحی 
  )1(جدول  رفته شدگ
  

                                                             
3- Shoot buds 
4- Tween 20 
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  .Taxus baccata ساقه، برگ و جوانه هايریزنمونهکشت سازي تیمارهاي سترون -1جدول 
Table 1. Sterilization treatments for stem, leaf and bud explants of Taxus baccata. 

  شماره تیمار
Treatment No. 

 سازيهاي سترونتیمار
Sterilization treatments  

 دقیقه 10درصد  1دقیقه، هیپو کلریت سدیم  2درصد،  70اتانول   1
Ethanol 70% (2 min), NaClO 1% (10 min) 

 دقیقه 20دقیقه، آب کلر اشباع شده  2درصد  70اتانول   2
Ethanol 70% (2 min), Chlorine water (20 min)  

 دقیقه 15 درصد 5/0جیوه  دقیقه، کلرید 2 درصد 70اتانول   3
Ethanol 70% (2 min), HgCl2 0.5% (15 min)  

 دقیقه 15درصد  3دقیقه، هیپو کلریت سدیم  2درصد  70اتانول   4
Ethanol 70% (2 min), NaClO 3% (15 min)  

 دقیقه 15درصد 5دقیقه، هیپو کلریت سدیم  2درصد  70اتانول   5
Ethanol 70% (2 min), NaClO 5% (15 min)  

 دقیقه 10درصد  5/0درصد و کلرور کلسیم  5/0جیوه  یقه، کلریددق 1درصد  70اتانول   6
Ethanol 70% (1 min), HgCl2 0.5% and CaCl2 0.5% (10 min)  

 دقیقه، 5درصد  5/0درصد و کلرور کلسیم  5/0جیوه  دقیقه، کلرید 1درصد  70اتانول   7
Ethanol 70% (1 min), HgCl2 0.5% and CaCl2 0.5% (5 min)  

 دقیقه 3درصد  5/0درصد و کلرور کلسیم  5/0جیوه  دقیقه، کلرید 1درصد  70 اتانول  8
Ethanol 70% (1 min), HgCl2 0.5% and CaCl2 0.5% (3 min)  

 دقیقه 1درصد  5/0درصد و کلرور کلسیم  5/0جیوه  دقیقه، کلرید 1درصد  70اتانول   9
Ethanol 70% (1 min), HgCl2 0.5% and CaCl2 0.5% (1 min)  

 دقیقه 1درصد  1/0درصد و کلرور کلسیم  1/0جیوه  دقیقه، کلرید 1درصد  70اتانول   10
Ethanol 70% (1 min), HgCl2 0.1% and CaCl2 0.1% (1 min)  

 دقیقه 1درصد  2/0درصد و کلرور کلسیم  2/0جیوه  دقیقه کلرید 1درصد  70اتانول   11
Ethanol 70% (1 min), HgCl2 0.2% and CaCl2 0.2% (1 min)  

 دقیقه 1درصد  3/0درصد و کلرور کلسیم  3/0جیوه  دقیقه، کلرید 1درصد  70اتانول   12
Ethanol 70% (1 min), HgCl2 0.3% and CaCl2 0.3% (1 min)  

 
 سازي،سترونبعد از هر مرحله از  هاکلیه ریزنمونه  

شستشو شده و  سه مرتبه توسط آب مقطر استریل
 2تا  5/1مدت  ل شده بهیهاي استر ریزنمونه اًنهایت

  ساعت در آب مقطر استریل خیسانده شدند.
این در : هاي مورد استفادهمحیط کشت و هورمون

ها از محیط کشت ریزنمونه تمامیکشت براي  پژوهش
MS ظیم تن هايتأثیر. جهت مطالعه )15( استفاده شد
هاي برگ، ساقه و هاي رشد روي ریزنمونهکننده
رویشی سرخدار یک تیمار شاهد (بدون هاي جوانه

) D -2,4و  IBA ،NAAسه نوع اکسین ( و هورمون)
-در نظر گرفته شد. جهت امکان مقایسه نتایج هورمون

 حوسط 4ها در غلظت براي کلیه اکسین ،هاي مذکور
به  گرم در لیتر در نظر گرفته شد.میلی 6و  3، 3/0 ،0

 .شوندمی ها در برابر نور تجزیهل اکسینطور معمو
توسط  و جذب آنهابراي جلوگیري از تجزیه  بنابراین

هفته در  1مدت  بافت ریزنمونه، کلیه تیمارها به
  ).21(شدند داري تاریکی نگه

 1براي رسم منحنی رشد کالوس: منحنی رشد کالوس
تقریبا مساوي و مشابه کالوس نیاز  قطعه 24به 
تولید  هاي. براي این منظور از کالوس)15( باشد می

 24هاي مورد بررسی شده در هر یک از ریزنمونه
 در ارلنو  هشکل جدا شداندازه و همهم قطعه تقریباً

، 21، 14، 9، 4، 1کشت گردید. سپس در روزهاي 
هاي قطعه از کالوس 3طور تصادفی   به 43و  35، 28

ساعت در  24(مذکور انتخاب و وزن تر و خشک 
                                                             
1- Callus growth curve 
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 نهایتاً .ها تعیین گردیدآنگراد) درجه سانتی 60دماي 
حنی رشد کالوس ناطلاعات حاصل مبه با توجه 
  .)10و  15( ترسیم شد

صورت   این پژوهش به: تجزیه و تحلیل آماري
 آزمایش فاکتوریل سه عامله در قالب طرح پایه کاملاً

هاي مورد بررسی نوع عاملتصادفی انجام شد. 
، IBAریزنمونه (ساقه، برگ و جوانه)، نوع هورمون (

NAA  2,4و- D) 6و  3، 3/0، 0) و غلظت هورمون 
آوري در ها پس از جمعداده) بودند. گرم در لیترمیلی
ها از  و براي آنالیز آنسازماندهی شده  Excelافزار نرم
ها با همگنی واریانساستفاده شد.  SPSSافزار نرم

 توسطها نرمال بودن دادهاستفاده از آزمون لون و 
جهت  مورد بررسی قرار گرفت. موگرافلووکآزمون 
مون تجزیه زها از آوجود اختلاف بین میانگینبررسی 

ها از آزمون و براي مقایسه میانگیندو طرفه واریانس 
  دانکن استفاده شد.

  
  نتایج و بحث

 :Taxus baccataهاي ریزنمونه آلودگیکنترل 
 ،ها اي شدن آنها و مهار قهوهریزنمونه آلودگیکنترل 

مربوط به  هايپژوهشی از مهمترین اقدامات در یک
اي هاي گیاهی در شرایط درون شیشهکشت بافت

 سازيسترونجهت  پژوهشاین  . در)18( است
هایی مورد لکپروت ،ها با توجه به منابعریزنمونه

هاي مذکور براي استفاده قرار گرفت ولی روش
. )23و  16، 12( واقع نشد مؤثرها عفونی ریزنمونهضد

دقیقه به  15مدت  درصد به 5/0کلرید جیوه  از جمله
دقیقه استفاده شد.  2مدت  درصد به 70همراه اتانول 

برابر غلظت مورد  5 غلظت مذکور ولی با وجود اینکه
است،  هبود )2015( اد و همکاراننژاستفاده مهدي

ها دچار آلودگی و کلیه نمونه کارایی لازم را نداشته
یکی از دلایل این امر تفاوت عوامل شاید . )23( شدند

ي مورد بررسی هایزنمونهایجاد کننده آلودگی در ر
  هاي مختلف متفاوت است.باشد که در رویشگاه

 يهادرصد ریزنمونه 100تا  85 پژوهشدر این   
 آلودگی، دچار 4تا  1تیمارهاي  عفونی شده توسطضد

طراحی  6و  5تیمارهاي  لذا در مرحله بعد،شدند. 
 آلودهها نمونهریز درصد 90بیش از  5در تیمار  .دشدن

کنترل شد  درصد 90تا  6در تیمار  آلودگیو  شدند
شدند. با توجه به نتیجه  1ايآنها قهوه درصد 100ولی 
مورد بررسی طراحی و  9و  8، 7تیمارهاي  6 تیمار

 90بیش از  آلودگینها کنترل آه جکه نتی قرار گرفت
اي قهوه هانمونهمه ریزه اًمجدد لیبوده و درصد

، 9شدند. در آخرین مرحله با توجه به نتایج تیمار 
ها ریزنمونهطراحی و  12و  11، 10تیمارهاي  پروتکل

با توجه به اینکه در تیمار  شدند. سترونتوسط آنها 
درصد  2/0جیوه  کلرید دقیقه، 1درصد  70(اتانول  11

طور  به آلودگی، دقیقه) 1درصد  2/0و کلرور کلسیم 
 90اي شدن تا ) و پدیده قهوهدرصد 100کامل (
ذکور براي از تیمار م بنابراینکنترل شد،  درصد
  ها استفاده شد.کلیه ریزنمونه سازيسترون

 ها واي شدن ریزنمونهدرصد قهوهمقایسه میانگین 
 Taxusهايوزن تر و خشک کالوس در ریزنمونه

baccata  :هد که دنتایج تجزیه واریانس نشان می
بین اثر متقابل نوع ریزنمونه، نوع داري اختلاف معنی

هاي مختلف هورمون در تمامی هورمون و غلظت
  ).2هاي مورد بررسی وجود دارد (جدول مشخصه

                                                             
1- Browning 
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  Taxus baccataهاي ساقه، برگ و جوانهریزنمونهکالوس در وزن تر و خشک  و اي شدندرصد قهوه نتایج تجزیه واریانس -2جدول 
  .Fزمون آستفاده از با ا

Table 2. ANOVA analysis browning percentage and callus wet and dry weight of stem, leaf and bud explants of 
Taxus baccata by F test. 

 منابع تغیرات
S. O.V  

درجه 
 آزادي
Df  

 MS  F میانگین مربعات 
اي شدن قهوه

 (درصد)
Browning 

(%)  

وزن تر 
 گرم)کالوس (

Callus wet 
weight (g)  

وزن خشک 
 کالوس (گرم)
Callus dry 
weight (g)  

قهوه اي شدن 
 (درصد)

Browning 
(%)  

وزن تر کالوس 
 (گرم)

Callus wet 
weight (g)  

وزن خشک 
 کالوس (گرم)
Callus dry 
weight (g)  

A  2 5798.44 0.02889 0.00455 117.59** 340.87** 686.07** 

B  2 357.81 0.00494 0.00077 7.26** 58.3** 116.02** 

C  3 710.24 0.07596 0.01221 14.4** 896.26** 1839.61** 

A*B 4 643.75 0.00068 0.0001 13.05** 8.05** 15.31** 

A*C 6 387.33 0.00704 0.00113 7.85** 83.04** 169.95** 

B*C 6 592.53 0.00091 0.00016 12.01** 10.69** 23.52** 

A*B*C 12 468.06 0.00099 0.00016 9.49** 11.73** 24.45** 

       Error   72 49.31 8.47E-05 6.64E-06  خطا
       Total   107 299.67 0.0034 0.00054 کل

 .دار در سطح یک درصدوجود اختلاف معنی **

A= Explant (ریز نمونه), B= Hormone (هورمون), C= Concentration (غلظت). 
  

 .با استفاده از آزمون دانکن  Taxus baccataلفمخت هاياي شدن ریزنمونهانگین درصد قهوهمقایسه مینتایج  -3جدول 
Table 3. The results mean comparison browning percentage in different explants of Taxus baccata using Duncan test. 

C  
B  A اثر متقابل 

Interaction effect  6 mg L-1 3 mg L-1  0.3 mg L-1  0 mg L-1  
40 bc  30 cd 40 bc 30 cd IBA  

Stem  

A*B*C  

10 ef  30 cd 20 de 30 cd NAA  
20 de  40 bc 20 de 30 cd 2, 4- D  

0 f  0 f 0 f 0 f IBA  
Leaf  50 ab  12.5 def 0 f 0 f NAA  

0 f  0 f 0 f 0 f 2, 4- D  
20 de  40 bc 30 cd 20 de IBA  

Bud  60 a  30 cd 0 f 25 cde NAA  
30 cd  20 de 20 de 15 def 2, 4- D  

 باشد.یدار مدهنده عدم اختلاف معنیشانها نوجود حداقل یک حرف مشترك بین میانگین

A= Explant (ریز نمونه), B= Hormone (هورمون), C= Concentration (غلظت) 
 

در شرایط هاي کشت شده طور معمول بافت به  
 هايزخمله به دلایل مختلف از جماي، درون شیشه

ها، لودگی به پاتوژنآها، هناشی از بریدن ریزنمون
ها، غلظت بالاي ناکسیداسیون ترکیبات فنلی و تان

و  ، حرارت محیطpHکننده، عدم تنظیم سترونمواد 
با وجود  پژوهشدر این ). 7شوند (میاي غیره قهوه

درصد  90سازي تا ش سترونهاي پیکه در کشت این
ها جلوگیري شد ولی در اي شدن ریزنمونهاز قهوه

به محیط  هاي رشد نیزمارهاي اصلی که هورمونتی
اي شدن افزایش یافت. کشت اضافه شد درصد قهوه

با طراحی  پژوهشقابل ذکر است که در این 
نده و کن ستروناي مختلف غلظت دقیق مواد ه کلپروت

ها در آنها تعیین شد. مدت زمان خیساندن ریزنمونه
یم ده مذکور ضمن تنظیاینکه براي کاهش پدضمن

ها پس از ریزنمونه و حرارت محیط، pHدقیق 
ساعت در آب مقطر  2تا  5/1مدت  ، بهسازيسترون
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رسد در کنترل نظر می که به استریل خیسانده شدند
  ثر بوده است.ؤها ماي شدن ریز نمونهقهوه
گرم در لیتر میلی 6هاي جوانه در غلظت ریزنمونه  

NAA ود اي شدن را به خبیشترین درصد قهوه
اي میزان قهوهاینکه . ضمن)3(جدول  نداختصاص داد

هاي برگ و جوانه با افزایش غلظت شدن در ریز نمونه
افزایش  که ییاز آنجایابد. افزایش می NAAهورمون 
شود ها میفتوسنتز برگباعث کاهش  NAAغلظت 

ش کاه باافزایش غلظت هورمون مذکور  بنابراین) 5(
اي شدن آنها شده قهوه فعالیت فتوسنتزي برگ باعث

-ها در فصل بهار جمعاز آنجائیکه کلیه ریزنمونهاست. 
هاي در فصل رویش فاقد فلس هاآوري شدند و جوانه

طور کلی  بهاند. باشند آسیب بیشتري دیدهمحافظ می
اي شدن نسبت به هاي برگ از نظر پدیده قهوهریزنمونه

اند بوده وردارخري برتها از وضعیت بهسایر ریزنمونه

 D -4 ,2و  IBAهاي مختلف که در غلظت طوري هب
  .اي شدن مشاهده نشدهیچگونه آثار قهوه

وسط مقایسه میانگین وزن تر و خشک کالوس ت
 :Taxus baccataهاي آزمون دانکن در ریزنمونه

وزن تر و خشک کالوس در  میانگینمقایسه 
هاي ساقه، برگ و جوانه سرخدار در  ریزنمونه

هاي مورد اي مختلف هر یک از هورمونه غلظت
دهد که نشان می تجزیه واریانسبررسی توسط آزمون 

 داري وجود داردهاي مذکور اختلاف معنیبین میانگین
بیشترین وزن تر و خشک کالوس تولید  ).4(جدول 

هاي ساقه، برگ و جوانه سرخدار شده در ریزنمونه
با  NAAو  D -4 ,2هاي تیمار هورمونمتعلق به 

هاي گرم در لیتر بودند و در ریزنمونهمیلی 3غلظت 
گرم در میلی 3بیشترین وزن تر و خشک به تیمار  ساقه
  ).5و  4تعلق دارد (جداول  D -4 ,2لیتر 

  

 .با استفاده از آزمون دانکن  Taxus baccataهاي مختلفکالوس حاصل از ریزنمونهمقایسه میانگین وزن تر  -4جدول 
Table 4. Mean comparison callus wet weight in different explants of Taxus baccata using Duncan test. 

C  
B  A اثر متقابل 

Interaction effect  6 mg L-1 3 mg L-1  0.3 mg L-1  0 mg L-1  
0.129 efg 0.155 cd 0.135 defg 0.115 g IBA  

Stem  

A*B*C  

0.156 cd 0.157 bcd 0.167 bc 0.116 g NAA  
0.161 bc 0.19 a 0.179 ab 0.114 g 2, 4- D  
0.129 efg 0.117 g 0.113 g 0 h IBA  

Leaf  0.113 g 0.113 g 0.112 g 0 h NAA  
0.126 fg 0.148 cdef 0.13 efg 0 h 2, 4- D  
0.128 fg 0.124 g 0.127 fg 0 h IBA  

Bud  0.116 g 0.197 a 0.157 bcd 0 h NAA  
0.192 a 0.162 bc 0.151 cde 0 h 2, 4- D  

 باشد.دار میدهنده عدم اختلاف معنیها نشانوجود حداقل یک حرف مشترك بین میانگین

A= Explant (ریز نمونه), B= Hormone (هورمون), C= Concentration (غلظت) 
 

 .با استفاده از آزمون دانکن  Taxus baccataمختلف هايریزنمونههاي حاصل از کالوسمقایسه میانگین وزن خشک  -5جدول 
Table 5. Mean comparison callus dry weight in different explants of Taxus baccata using Duncan test. 

C  
B  A 

 اثر متقابل
Interaction 

effect  
  گرم در لیترمیلی 6

6 mg L-1 
  گرم در لیترمیلی 3

3 mg L-1  
  گرم در لیترمیلی 3/0

0.3 mg L-1  
  گرم در لیترمیلی 0

0 mg L-1  
0.062 gh 0.052 de 0.054 fg 0.046 hi IBA  

Stem  
 
 

A*B*C  

0.063 de 0.062 de 0.067 cd 0.047 hi NAA  
0.065 de 0.076 a 0.071 bc 0.045 i 2, 4- D  
0.047 hi 0.052 gh 0.045 i 0 j IBA  

Leaf  0.045 i 0.045 i 0.047 hi 0 j NAA  
0.059 ef 0.051 ghi 0.052 gh 0 j 2, 4- D  
0.05 ghi 0.051 ghi 0.051 ghi 0 j IBA  

Bud  0.046 hi 0.079 a 0.063 de 0 j NAA  
0.077 a 0.065 de 0.06 e 0 j 2, 4- D  

 باشد.دار مین دهنده عدم اختلاف معنیاها نشوجود حداقل یک حرف مشترك بین میانگین

A= Explant (ریز نمونه), B= Hormone (هورمون), C= Concentration (غلظت) 
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هاي تحریک کننده که وجود هورمون ییاز آنجا  
هاي رشد براي تولید کالوس و یا اندام در ریزنمونه

 بنابراین) 6و  10، 4باشد (مورد بررسی ضروري می
ها در شاهد (غلظت صفر) امري عدم واکنش ریزنمونه

با نتایج تحقیق  پژوهشنتیجه این طبیعی است. 
تولید بیشتر بر مبنی  )2012( همکارانغفوري و 

هاي ساقه نسبت به توسط ریزنمونه کالوس
در تولید  D -4 ,2بیشتر  تأثیرهاي برگ و نیز  ریزنمونه

و نیز نتایج ) 12(ها کالوس نسبت به سایر اکسین
 -4 ,2بیشتر  تأثیرمبنی بر ) 2014(کریمیان و همکاران 

D هاي ساقه ریزنمونهزایی در کالوسT. brevifolia 
 . قابل ذکر است که)19( استسو هم Kinنسبت به 

) بیشترین 2002و همکاران (اسجزانا در بررسی 
به همراه  NAAگرم در لیتر میلی 3کالوس در غلظت 

  .)26( تولید شده است Kinگرم در لیتر میلی 5/0
هاي مختلف ها در غلظتها و سیتوکینیناکسین  
یکی  ).23(کنند تولید می اع متفاوتی از کالوس راانو

 نوعرنگ و  پژوهشاز نکات قابل توجه در این 
هاي مختلف زنمونهشده در ری هاي تولیدکالوس

هاي ریزنمونهدر که  طوريه . ب)6(جدول  باشد می
 -4 ,2هاي مختلف ، کالوس تولید شده در غلظتساقه

D باشند و در اي میرنگ مایل به قهوهسبز کم
اي بوده که به رنگ قهوه NAA هاي مختلف غلظت

داراي اشکال ویژه ایست که نشان از تمایز دارند. 
گرم در لیتر تولید میلی 3در غلظت  IBAهورمون 

ده ولی کالوسی متراکم و به رنگ سبز مایل به زرد نمو
کالوسی تولید گرم در لیتر میلی 6و  3/0در تیمارهاي 

 دهندهنشان شفاف و سفید رنگ نموده است که
اي شدن یک شیشهپدیده کالوس دارد.  1اي شدنشیشه

 مشکل عمومی در ریزازدیادي است، که معمولاً
شفاف بوده و فاقد در این شرایط آبکی و نیمه کالوس

اي هاي شیشهکه انتقال گیاهچهباشد، بافت طبیعی می

اغلب مشکل است نیز شده از محیط کشت به خاك 
)10.(  

یمارهاي مربوط به هاي تولید شده در تکالوس
IBA رنگ، در سبز کمNAA  4 ,2سبز تیره و در- D 

اي و هاي سبز پستهداراي دو بخش جداگانه به رنگ
هاي تمایز کالوس تولید شده باشد که از نشانهزرد می

) بیشترین مقدار 2015نژاد و همکاران (باشد. مهدي می
هاي برگ سرخدار در محیط کالوس را از ریزنمونه

 2و  Kinگرم درلیتر میلی 25/0به همراه  MSکشت 
هاي دست آورند که کالوس هب NAAگرم در لیتر میلی

  1 ).23اي تیره بودند (حاصل داراي رنگ قهوه
هاي جوانه در میزان رویش طبیعی ریزنمونه

مقایسه میانگین درصد : هاي مختلف هورمونی غلظت
هاي جوانه سرخدار، که تحت تأثیر ریزنمونه

هاي در غلظت D -4 ,2و  IBA ،NAAهاي  مونهور
مختلف قرار گرفتند و شکل طبیعی خود را حفظ 

دهد که کردند توسط آزمون تجزیه واریانس نشان می
داري بین تیمارها وجود دارد اختلاف آماري معنی

  ).7(جدول 
  
  

                                                             
1- Vitrification 
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 Taxus baccata هايالوس در تیمارهاي مختلف ریزنمونهنوع و رنگ ک -6جدول 
Table6. Type and color of callus in different treatments of Taxus baccata explants 

 جوانه
Bud  

 برگ
Leaf  

 ساقه
Stem 

  غلظت
 گرم(میلی

 در لیتر)
Concentration 

(mg L-1)  

 هورمون
Hormone  رنگ کالوس 

Callus color  
 نوع کالوس

Callus type  
 رنگ کالوس

Callus color  
 نوع کالوس

Callus type  
 رنگ کالوس

Callus color  
 نوع کالوس

Callus type  

 زرد  ---  ---  ---  ---
Yellow  

  همگن -نرم
Soft- Homogeneous  

0  IBA 

 سبز مایل به زرد
Green 

yellowish  

 همگن -سخت
Hard- 

Homogeneous-  
 رنگسبز کم

Light green  
 همگن -نرم

Soft- 
Homogeneous  

 شفاف - سفید
White-

Transparent  
 ناهمگن -نرم

Soft- Heterogeneous  
0.3    

 رنگسبز کم
Light green  

 -نسبتاً سخت
 همگن

Fairly hard- 
Homogeneous  

 سبز مایل به زرد
Green yellowish  

 همگن -نسبتاً نرم
Fairly soft- 

Homogeneous  
 سبز مایل به زرد

Green yellowish  
 همگن -سخت

Hard- Homogeneous-  
3    

 رنگسبز کم
Light green  

 -نسبتاً سخت
 همگن

Fairly hard- 
Homogeneous  

 سبز تیره
Dark green  

  همگن -نسبتاً سخت
Fairly hard- 

Homogeneous 

 شفاف - سفید
White-

Transparent  
  ناهمگن -نرم

Soft- Heterogeneous  6    

 زرد  ---  ---  ---  ---
Yellow  

 همگن -نسبتاً نرم
Fairly soft- 

Homogeneous  
0  NAA  

 سبز -ردز
Yellow- 
Green  

  ناهمگن -سخت
Hard - 

Heterogeneous-  
 سبز تیره

Dark green  
 همگن -سخت

Hard - 
Homogeneous  

  رنگسبز کم
 ايمایل به قهوه

Light green 
brownish  

 ناهمگن - سخت 
Hard - 

Heterogeneous-  
0.3    

 ايقهوه - سبز
Green- Brown  

 ناهمگن -سخت
Hard - 

Heterogeneous-  
 ايریباً قهوهتق

brownish  
  همگن -نسبتاً سخت

Fairly hard 
Homogeneous  

  ايقهوه
Brown 

ناهمگن -سخت  

Hard- Heterogeneous 
3    

 ايقهوه
Brown 

  همگن -سخت
hard- 

Homogeneous 

سبز تیره مایل به 
 ايقهوه

Dark green 
brownish 

 همگن -نسبتاً سخت
Fairly hard 

Homogeneous 
 ايقهوه

Brown 
ناهمگن -سخت  

Hard- Heterogeneous 
6    

 رنگسبز کم  ---  ---  ---  ---
Light green 

 همگن -نرم
Soft- Homogeneous 

0  2, 4- D  

  رنگسبز کم
 مایل به زرد

Light green 
yellowish 

 -نسبتاً سخت
  ناهمگن

Fairly hard - 
Heterogeneous 

 سبز مایل به زرد
Green yellowish 

  ناهمگن -سخت
Hard - 

Heterogeneous- 
  ايتقریباً قهوه

Brownish 

 ناهمگن  -نسبتاً سخت
Fairly hard - 

Heterogeneous- 
0.3    

  زرد مایل به
 ايقهوه

Yellow 
brownish  

  ناهمگن -سخت
Hard - 

Heterogeneous-  

 زرد -ايسبز پسته
Green- Yellow 

Yellow  

  ناهمگن -سخت
Hard - 

Heterogeneous- 

  رنگسبز کم
 ايوهمایل قه

Light green 
brownish 

 ناهمگن -سخت
Hard - 

Heterogeneous- 
3    

 ايسبز پسته
Green- 
Yellow  

 -نسبتاً سخت
  همگن

Fairly hard- 
Homogeneous  

 رنگسبز کم
Light green  

  نسبتاً سخت
  ناهمگن -سخت

Fairly hard - 
Heterogeneous-  

  رنگسبز کم
 ايمایل قهوه

Light green 
brownish  

 ناهمگن -  سخت
Hard - 

Heterogeneous-  
6    
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  .D -4 ,2گرم در لیتر میلی 3در غلظت   Taxus baccataهاي برگتولید کالوس متفاوت در ریزنمونه -1شکل 

Figure 1. Different callus production in leaf explants of Taxus baccata at concentration of 3 mg L-1 2,-4- D. 
  

 Fهاي جوانه بر اساس آزمون روي شکل ریزنمونه یهاي مختلف هورمونغلظتنوع و  تأثیرتجزیه واریانس  -7جدول 
Table 7. ANOVA analysis the effect of different type and concentrations of hormonal on shape of bud explants by F test. 

 منبع تغییرات
S. O.V  

 مجموع مربعات
SS  

 اديدرجه آز
Df  

 میانگین مربعات
MS  

F Sig.  

 تیمارهاي هورمونی
Hormone treatments  

15968.03  8  1996  226.609  **0.000  

 خطاي آزمایش
Test error  158.55  18  8.81      

 کل
Total  16126.56  26        

  دار است.**: اختلاف آماري در سطح یک درصد معنی
  

مختلف هورمونی  هاينوع و غلظت تأثیرتحت  با رویش نرمال  Taxus baccataجوانههاي مقایسه میانگین درصد ریزنمونه -8جدول 
  .توسط آزمون دانکن

Table 8. Mean comparison of normal growth of Taxus baccata bud explants in response to different type and 
concentrations of hormonal using Duncan test. 

  هورمون
Hormone 

 گرم در لیتر)غلظت (میلی
Concentration (mg L-1)  

 هاي نرمال (درصد)میانگین جوانه
Mean of normal buds (%)  

IBA 0.3  14.3 g  
  3  20 ef  
  6  10 g  

NAA  0.3  87.5 a  
  3  57.5 b  
  6  25 e  

2, 4- D  0.3  50 c  
  3  42.8 d  
  6  15 fg  

  باشد.ها می دار بین آن تلاف معنیان دهنده عدم اخها نشوجود حداقل یک حرف مشترك بین میانگین
 

ها وضعیت طبیعی خود ضی از تیمارها جوانهعبدر 
را حفظ کرده و در بعضی دیگر شکل طبیعی خود را 

ند، یکی از به کالوس تبدیل شد داده و کاملاًاز دست 

هاي جوانه نکات قابل ملاحظه در واکنش ریزنمونه
 طوريه بباشد. نی مینسبت به نوع و غلظت هورمو

بیشتر  NAAگرم در لیتر میلی 3/0در غلظت که 
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ها وضعیت طبیعی خود را حفظ کرده و ریزنمونه
ه ها تولید شدهدر قاعده جواناي قابل ملاحظهکالوس 

در صورتیکه هدف تولید گیاهچه از  بنابراین است،
اي باشد تیمار جوانه انتهایی در شرایط درون شیشه

که  این ضمن ،ل مناسبی خواهد بودکمذکور پروت
ها کالوس تولید شده در قاعده فیزیولوژیک ریزنمونه

در  بنابراین ).2باشند (شکل در حال تمایز می
هاي سرخدار  انهاز جوگیاهچه که هدف تولید  صورتی

اي باشد تیمار مذکور بسیار در شرایط درون شیشه

غلظت  ها درخواهد بود. در مقابل عمده جوانه مناسب
به کالوس تبدیل  D -4 ,2و  IBAگرم در لیتر میلی 6

ها به ند در هر دو تیمار مذکور جوانهچرند. هشد
وس در ند ولی میزان تولید کالکالوس تبدیل شد

به طور قابل  D -4 ,2گرم در لیتر میلی 6غلظت 
براي تولید کالوس از  بنابراین، اي بیشتر استملاحظه
تولید کشت سلول و  نظیردافی براي اهانتهایی جوانه 

 باشدمیکلی مناسب هاي ثانویه سرخدار پروتولیتمتاب
  ).2(شکل 

  

  
)، 2( NAAگرم در لیتر میلی 3/0)، رشد طبیعی جوانه در غلظت IBA )1گرم در لیتر لییم 6رشد غیرطبیعی جوانه در غلظت  -2شکل 

 ).4( D -4 ,2گرم در لیتر میلی 6) و تبدیل جوانه به کالوس در غلظت NAA )3گرم در لیتر میلی 3تبدیل جوانه به کالوس در غلظت 
Figure 2. Abnormal growth of bud at concentration of 6 mg L-1 IBA (1), normal growth of bud at concentration of 0.3 
mg L-1 NAA (2), converting bud to callus at concentration of 3 mg L-1 NAA (3) and converting bud to callus at 
concentration of 6 mg L-1 2, 4- D (4). 

  
جهت بررسی میزان : هاي رشد کالوسحنینبررسی م

هاي مورد بررسی، و نحوه رشد کالوس در ریزنمونه
ی نگرم در لیتر در نظر گرفته شد و منحمیلی 3غلظت 

کور ها در غلظت مذرشد کالوس هر یک از ریزنمونه
هاي با توجه به وزن خشک کالوس، براي هورمون

  ).5 - 3 هايشکلمختلف ترسیم شد (

  
  . Taxus baccataهاي ساقهدر ریزنمونه بر حسب روز رشد کالوس (وزن خشک)هاي مقایسه منحنی -3شکل 
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Figure 3. Comparison of growth curves of callus (dry weight) in day in stem explants of Taxus baccata. 
 

  

  
  . Taxus baccataهاي برگدر ریزنمونه بر حسب روز رشد کالوس (وزن خشک)هاي مقایسه منحنی -4شکل 

Figure 4. Comparison of growth curves of callus (dry weight) in day in leaf explants of Taxus baccata. 
 
 

  
  . Taxus baccataهاي جوانهدر ریزنمونهبر حسب روز زن خشک) رشد کالوس (وهاي مقایسه منحنی -5شکل 

Figure 5. Comparison of growth curves of callus (dry weight) in day in bud explants of Taxus baccata. 
  

اي کالوس، تمایز و در طی آغازش درون شیشه  
گیاه والد، برگشت یافته  ها درتخصص یافتگی سلول

یند آمونه به حالت تمایز نیافته در میاي ریزنهو یاخته
در نتیجه تغییر در  1). فرایند برگشت از تمایز20(

اي و تابولیکی، ناپدید شدن مواد ذخیرهفعالیت م
افزایش سرعت تقسیم سلولی مشخص شده که منجر 

شود. هاي پارانشیمی تمایز نیافته میبه تولید سلول
ه داراي قابل ذکر است که کالوس تولید شد

خصوصیات ظاهري و فیزیکی متفاوتی بوده و قابلیت 

هاي هاي هوایی و یا جنینتمایز به ریشه، اندام
ضمن  پژوهشدر این  باشد.دارا میرا  2سوماتیکی

مختلف،  هايشکلو ها هایی با رنگتشکیل کالوس
دهی هاي مورد بررسی، شروع کالوسدر کلیه ریزنمونه

 هايشکل(پائینی بود  اًنسبتسرعت  داراي هاو رشد آن
 نیز که این امر به کند رشد بودن سرخدار و) 5 -3

 بنابراین هاي رشد بستگی دارد.دهحضور بازدارن
 پژوهشتایج قبلی این هاي رویش نیز نبررسی منحنی

هاي مذکور نشان که منحنی طوريه کند بمی تأئیدرا 
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-شده به ریزنمونه ن خشک تولیدزدهند بیشترین ومی

اینکه در  نتعلق دارد. ضمو جوانه هاي ساقه 
و   D -4 ,2هورمون تأثیرهاي ساقه و برگ ریزنمونه

بیش از  NAAجوانه نقش هورمون  هايدر ریزنمونه
  .باشدمیها سایر اکسین

هاي از جوانه تولید کالوس هدف اگرطور کلی  به  
گرم میلی 3با غلظت  NAA ،رویشی سرخدار باشد

هاي ساقه و راي تولید کالوس از ریزنمونهدر لیتر، و ب
گرم در لیتر و چنانچه میلی 3با غلظت  D -4 ,2برگ 

سرخدار مورد رویشی هاي تولید گیاهچه از جوانه
 NAAگرم در لیتر میلی 3/0غلظت  ،توجه باشد

  گردد.هایی مناسب، پیشنهاد میعنوان پروتکل به
  

  سپاسگزاري
جناب آقاي دکتر وسیله از زحمات بیدریغ بدین  

ها مجتبی رنجبر، مهندس مهدي رضایی و خانم
زاده و ستاره حبیبی در مراحل مهندس مرضیه ولی

  گردد.مختلف این پژوهش تشکر و قدردانی می
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Abstract 1 
Background and objectives: Common yew (Taxus baccata L.) is one of the most valuable 
coniferous species in the northern forests of Iran which is shade tolerant and its distribution is 
from Astara to Ali Abad Katoul (Golestan province). This species additional to having genetic 
reservation, silvicultural and ecological values, has the special advantage in drug industry. As 
callus is a primary substance for cell cultures and secondary metabolite's production and indirect 
organogenesis, therefore, in order to suggest a suitable explant and definite concentration of 
growth regulators for callus production, the effect of Indole-3- butyric acid (IBA), α-
Naphtaleneacetic acid (NAA) and 2, 4- Dichlorophenoxyacetic acid (2, 4- D) on callus 
production and growth in common yew under in vitro conditions were considered. 
Materials and methods: In this research, the explants were provided from different parts of the 
tree such as leaf, young stems and apical buds with 1.5 cm lengths. For sterilization of explants 
different methods were used. The explants were cultured in Murashige and Skoog medium after 
sterilization. For callus induction from IBA, NAA and 2, 4- D in 4 levels (0, 0.3, 3 and 6 mg L-

1) were used. In order to prevention of auxins decomposition and their better absorption by 
explants texture, all of the explants were maintained in dark conditions for a week. For each 
explants of stem, leaf and bud callus growth curve were drawn. Data were analyzed with 
ANOVA and Duncan tests. 
Results: The results were shown that the best method for explants sterilization was ethanol 70% 
(for 1 min), HgCl2 0.2 % and CaCl2 0.2% (for 1 min). The maximum percentage of browning 
was observed in bud explants at concentration of 6 mg L-1 NAA. The leaf explants were better 
than other explants in the browning phenomenon, so that there was no evidence of browning in 
different concentration of IBA and 2, 4- D. The maximum wet and dry weight of callus was 
belonging to stem and bud explants under treatments of 2, 4- D and NAA at concentration of 3 
mg L-1, respectively. In addition, the produced calluses had different texture and color. Most of 
bud explants at concentration of 0.3 mg L-1 NAA were normal conditions but at concentration 
of 6 mg L-1 IBA and 2, 4- D, they were converted to callus. The callus growth curves in 
different explants showed that initiation and callus production and its growth is having a 
relatively low rate. 
Conclusion: 2, 4- D at concentration of 3 mg L-1 for callus production from yew stem and leaf 
explants, NAA at concentration of 3 mg L-1 for callus production from apical bud and NAA at 
concentration of 0.3 mg L-1 for plantlet production from yew bud are suggested as suitable 
protocols. 
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