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 هاي توليد گياهي مجله پژوهش

  1390، دوم، شماره جدهمهجلد 
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  هاي رشد كننده هاي مختلف كربن و تنظيم اثر منابع و غلظت
  .Datura stramonium Lزايي  بر كشت بساك و جنين

  
 3 و محمد آزادبخت2، غلامعلي رنجبر2تبار ، سيدكمال كاظمي1سكينه اميري*

  ،ساري طبيعي منابع و كشاورزي علوم دانشگاه، نباتات اصلاح و زراعت گروه ارشد كارشناسي دانشجوي1
  ، ساري طبيعي منابع و كشاورزي علوم دانشگاهاستاديار گروه زراعت و اصلاح نباتات، 2

  استاد گروه داروسازي، دانشگاه علوم پزشكي مازندران3
  17/3/90:  ؛ تاريخ پذيرش2/8/88: تاريخ دريافت

  

  1چكيده
در اين . باشند دهنده محيط كشت بافت مي كننده رشد از اجزاء ضروري تشكيل نوع قند و تنظيم

 كشت بساك و در طيهاي رشد  كننده  و تنظيمها برخي از كربوهيدراتهاي مختلف  ، غلظتپژوهش
  مورد)MS(  و اسكوگگي موراشي در محيط كشت).D. stramonium L(  رويشي تاتورهجنينتوليد 

 2 با همراه) Kin( گرم در ليتر كينتين  ميلي5/0  حاويMSمحيط كشت در . بررسي قرار گرفت
ي  داراMS همچنين محيط كشت  و)D-2,4(  استيك اسيدوكسيكلرو فن  دي -4،2 گرم در ليتر ميلي

 )D-2,4( كلرو فنيل استيك اسيد  دي -4،2گرم در ليتر   ميلي2 همراه باگرم در ليتر كينتين   ميلي25/0
 كار ه بساكاروز، گلوكوز، فروكتوز و مالتوزنوع قند   چهار در بين.نمايند توليد كالوس را ميترين  بيش

 40محتوي مالتوز با غلظت  MSدر محيط كشت  كالزايي ترين ميزان بيش، برده شده در اين پژوهش
ترين   بيشزايي نشان داد كه  جنينميزانهاي رشد بر  كننده بررسي اثر تنظيم. گرم در ليتر مشاهده گرديد

 بنزيل آمينوپورين -6گرم در ليتر   ميلي1هاي بساك در غلظت  ميزان القا جنين سوماتيكي در كالوس
)BAP( گرم در ليتر   ميلي5/0 با همراهα- نفتالين اسيد استيك )NAA (دست آمد هب.  
  

  هاي رشد كننده بع كربن، تنظيمنازايي، م ، كشت بساك، جنين.Datura stramonium L : كليديهاي واژه
                                                 

 amiri_s_m@yahoo.com:  مسئول مكاتبه*
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  مقدمه
دريك (باشد   مي1ساله، علفي، از خانواده سولاناسه گياهي يك) .Datura stamonium L(تاتوره 

چون آتروپين،  هاي اين گياه منبع مهمي از تروپان آلكالوييدهايي هم برگ). 1996و همكاران، 
دليل كاربردهاي دارويي بسيار مهم  ه بدامواهميت اقتصادي اين . باشد هيوسيامين و آسكوپولامين مي

  ).1993برونتون، (باشد  ها مي آن
تر شدن دوره اصـلاحي،       با بيوتكنولوژي موجب كوتاه     گياهي نژادي هاي كلاسيك به   امروزه تلفيق روش  

پيكرينـگ و   ( گرديده اسـت  اصلاحي  ) كارهاي( هاي برنامهها، حجم كار و نيز افزايش راندمان         كاهش هزينه 
 پژوهش in vitroهاي مختلف كشت  محققان بسياري بر جنبه و) 2008 ،؛ جرج و همكاران1992اكس، ديو

  ).1992 ،دومينو و همكاران؛ 1975 ،جوانيا ؛1968 ،ساندرلند و ولز؛ 1989 ،لو چياوا و همكاران( نمودند
نژادي و  اي بهه در اين راستا توليد گياهان هاپلوييد از طريق كشت بافت براي استفاده در برنامه

اين ). 1992پيكرينگ و ديواكس، (باشد   ژنتيكي بنيادي از اهميت زيادي برخوردار ميهاي پژوهش
هاي دابل هاپلوييد در مدت زمان كوتاه  تكنيك باعث سرعت اصلاح گياهان با استفاده از هموزيگوت

  همكاران؛ حكيم و)1979(  و همكارانوانگ محققاني مانند). 1996نورهيدايا و همكاران، (گردد  مي
طريق ها را از  ها و گياهچه آميزي كالوس طور موفقيت هب) 1999( و و همكارانير؛ براسيل)1991(

راجع به ها  اخيراً تمامي پژوهشكه  طوري هب. نمودندبه كمك تكنيك كشت بساك توليد و ها  گامت
، تمركز نموده است  بساكالقاي كالوسمربوط به  هاي  گزارشبر، in vitroكشت بساك در شرايط 

  .)1991، جاراميلو و سامرز؛ 1990جاراميلو و سامرز،  ؛1978دائو و شامينا، (
گاهـا و  ( شـد  گزارش  Datura inoxia از كشت بساك، اولين بار در سوماتيكيجنينامكان توليد 

هـاي   نتوسعه و نمـو جنـي     ) 1976(ساپوري و ماهاشواري    ). 1966 گاها و ماشواري،  ؛  1964ماشواري،  
بـه بررسـي   ) 1993(شارما و همكـاران  . بررسي نمودند .Datura inoxia L  را در كشت بساك2گرده
اثـر  ) 1982( پرداختنـد، راينـا و ايـر    .Datura inoxia Millزايي كشت سوسپانسيون سلولي در  جنين

كـه    زمانيدر واقع، از. بررسي نمودند .Datura metel Lزايي در كشت بساك  عسل را در القاي جنين
كـشف  را  آندروژنزيز در گياهـان جـنس داتـورا         ) 1966(گاها و ماشواري    و  ) 1964(گاها و ماشواري    

 روگازينـساكا و   ؛1981 ،گولشان و همكـاران   ( اين خانواده كردند، اين تكنيك در صدها گونه متعلق به         

                                                 
1- Solanaceae 
2- Pollen Embryoids 
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 ـ  هخانواد و ساير ) 1999؛ براسيليرو و همكاران،     1973 ،؛ هيندير 1974 ،اسكاتينگ كـار گرفتـه شـد       هها ب
، لينسي؛  1996 اوناي و همكاران،  ؛  1995 ،اوناي و همكاران  ؛  1980 ،؛ شارپ و همكاران   1997رينالدز،  (

 ،و همكـاران   ؛ آلـي  2003 ،هيرنانـدز و همكـاران    ؛  1995 ،واچيـرا و اوگـادا     ؛1981،  لو و واسيل  ؛  2009
 ؛1997 ،و كاهنـل   ؛ ماتسومو 1992 ،ن كاهنل و همكارا   ؛2005،  ژانگ و همكاران  ؛  2000 ،؛ ما و زو   2002
  ).1998 ،زيوس و همكاران  كينت؛1990 ،ويت و همكاران دي

تشكيل كالوس و (مستقيم يا غير) ها تشكيل جنين(، هر دو نوع آندروژنزيز، مستقيم Datura metelدر 
كنـد كـه نـوع     له مـشخص مـي  أايـن مـس  . )1972آيـر و رينـا،   ( ممكن است مشاهده شـود  ) ها سپس جنين 
كننده غالب در بساك  هاي تنظيم هورمونزا بودن  درون ميزان با استفاده از تركيب محيط كشت و 1آندروژنزيز
  ).1990هوتو و همكاران،  كان(باشد   متفاوت ميختلفهاي م گردد، ميزان اين تأثيرات در گونه تعيين مي

اين فاكتورها شـامل ژنوتيـپ   دهند  تأثير قرار مي ژنزيز را تحت ندر حقيقت، فاكتورهاي بسياري آندر    
هاي گل، شرايط و محـيط       تيمار غنچه  ، مرحله نمو ميكروسپور، پيش    مادريگياهان، شرايط رشد گياهان     

جنـين و    /ثر بر القـاي كـالوس     تور كليدي مؤ  اكتركيب محيط كشت، ف   ). 1990باجاج،  (باشند   كشت مي 
كننده اسمزي در    عنوان تنظيم  شد و همچنين به   با قند منبع كربن و انرژي مي     . باشد دنبال آن، باززايي مي    هب

مشخص گرديده كه نوع و غلظت قند در         ).1995فريه و همكاران،    (كند   محيط كشت القايي فعاليت مي    
ساكاروز، مـالتوز،   ). 1995فريه و همكاران،    (دهد   تأثير قرار مي   محيط كشت القايي، آندروژنزيز را تحت     

فريه و  (باشند   هاي كشت آندروژنزيز مي    رفته در محيط   كار هلي ب هاي اص  گلوكز و فروكتوز كربوهيدرات   
؛ 1994 ،كارسـاي و همكـاران  ؛ 1990 ،آرسـينكي و همكـاران  ؛ 1990 ،لاست و بريتيل؛ 1995همكاران،  

  ).1992ديملينگ و همكاران، 
هاي رشد بر كشت بساك  كننده و تنظيمكربن ، بررسي اثر نوع و غلظت منابع هدف از اين پژوهش

  .باشد  ميگياه تاتورهزايي  جنينو 
  

  ها مواد و روش
  هاي رشد كننده بررسي اثر تنظيم

هاي نـشكفته و خيلـي جـوان از گيـاه            گل. نمونه از بساك استفاده گرديد     براي تهيه ريز   :نمونهريز: الف
 درصـد   70مدت نيم ساعت شسته سـپس بـا محلـول            ها ابتدا توسط آب جاري به      جدا گرديده و نمونه   

                                                 
1- Androgenesis 
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 چنـد قطـره    درصـد داراي 10كننده تجـاري   با محلول سفيد سپس. شسته شدند  ثانيه   30مدت    به اتانول
گاه سه بار با آب مقطر اسـتريل شستـشو داده             آن ند، دقيقه ضدعفوني گرديد   20مدت   به) 20-28(توين  
 ـ. ها صـورت گرفـت     ها و گلبرگ   حذف كاسبرگ عمل  سپس در شرايط استريل      .شدند ترتيـب     يـن ه ا ب
  .هاي مجزا كشت گرديدند ديش هاي بساك در پتري هنمونريز
در ليتـر    گـرم    30 بـه همـراه      )1962موراشـيگي و اسـكوگ،      ( MSاز محيط كشت     :محيط كشت : ب

 تيمار مختلف هورموني استفاده گرديد، تيمارها عبارتند از كينتين با           12آگار با   در ليتر    گرم   8ساكاروز،  
  هـاي   استيك اسيد با غلظـت     وكسيدي كلرو فن   -2،4و   ر ليتر گرم د   ميلي 1 و 5/0،  25/0 ،0هاي   غلظت

فاكتوريل در قالـب يـك طـرح كـاملاً تـصادفي            آزمايش  صورت   هگرم در ليتر بودند كه ب      ميلي 2 و 1 ،0
در عفوني توسـط اتـوكلاو   ضد.  تنظيم گرديد9/5 و 8/5و بين  كلا اتو محيط قبل از   pH. اعمال گرديدند 

استثناي فروكتوز   هب (صورت گرفت مترمربع    كيلوگرم بر سانتي   5/1 فشار   گراد در   درجه سانتي  121دماي  
  .ند تكرار ريخته شد4ها در  ديش يها در داخل پتر محيط كشت. )كه با فيلتر استريل گرديد

ين منظور ه اب. در اين آزمايش اثر انواع منبع كربن بر كالزايي بررسي شد: بررسي بهترين منبع كربن
 تكرار طراحي شد كه چهار نوع منبع كربن شامل ساكاروز، 4رح كاملاً تصادفي با آزمايشي در قالب ط

عنوان  سازي شده به  گرم در ليتر به محيط كشت بهينه30گلوكز، فروكتوز و مالتوز هر يك با غلظت 
  .ها مورد بررسي قرارگرفت تيمارها اضافه گرديدند و اثر آن
 در القاي كالوس )مالتوز( وهيدراتترين منبع كربكه به پس از اين :بررسي بهترين غلظت كربن

 گرم 40 و 30، 20، 10 سطح 4تيمار غلظت در  ،مالتوزمنظور تعيين بهترين غلظت  همشخص گرديد، ب
  .اعمال گرديددر چهار تكرار صورت طرح كاملاً تصادفي  هدر ليتر ب

 ليتـر  در گـرم  30 بـا  هك ـ )1962موراشـيگي و اسـكوگ،      ( MS محيط به ها وسلكا :زايي بررسي جنين 
. شدند منتقل بود شده تكميل هيدروليزات كازئين ليتر در گرم ميلي 250 و آگار ليتر در گرم 8 ز،وساكار

بـا   2نفتالين اسيد اسـتيك    -α و ليتر بر گرم  ميلي 3 و 2،  1با غلظت    1پورين آمينو بنزيل هاي هورمون از
 ـهـا     القـاي جنـين سـوماتيكي از كـالوس         منظور هليتر ب  بر گرم  ميلي 1 و 5/0،  2/0 ،0غلظت   صـورت   هب

ها پـس از كـشت در        كالوس. استفاده گرديد آزمايش فاكتوريل در قالب يك طرح كاملاً در چهار تكرار           
 16 ساعت روشـنايي و      8گراد در دوره نوري       درجه سانتي  25±2ديش در دماي     آزمايش و يا پتري    لوله

                                                 
1- BAP 
2- NAA 
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 كـشت  محيط به سوماتيكي هاي جنين شكلي، كروي رحلهم تشكيل از پس. گرفتند ساعت تاريكي قرار  
MS شدند منتقل هورمون بدون.  

تبديل گرديدنـد   )1387صمدي و همكاران،     يزدي( )+X)√5/0( هاي اصلي با استفاده از فرمول      داده
افـزار   تجزيه آماري با استفاده از نـرم      . هاي تبديل شده صورت گرفت     ها براساس داده   و تجزيه و تحليل   

SAS جام شدان.  
  

 نتايج
هـا بعـد از گذشـت چنـد روز در محـيط              ريزنمونه: هاي رشد بر كشت بساك     كننده بررسي اثر تنظيم  

. زايي نمودنـد   ها شروع به كالوس    نمونه روز ريز  10-15كه بعد از     طوري هتدريج متورم شدند ب    هكشت، ب 
ار شاهد و تيمارهـايي     جز تيم  براساس نتايج مشاهده شده، در هفته سوم تا چهارم، در تمامي تيمارها به            

زايي مـشاهده    گرم در ليتر بودند، كالوس      ميلي 1 و   5/0،  25/0 سطح   3 هورمون كينتين در     كه تنها داراي  
ر تيمارهاي ت كه در بيش از آنجايي.  رسيد درصد100ج افزايش يافته و به يتدر هگرديد و درصد كالزايي ب    

منظـور مقايـسه تيمارهـا، وزن        ل شده بودند بنابراين بـه     ها به كالوس تبدي     درصد ريزنمونه  100آزمايش  
  .هاي تشكيل شده در اين تيمارها با يكديگر مورد مقايسه قرار گرفت كالوس

  
  ).گرم ( بر وزن تر كالوسD-2,4 تجزيه واريانس اثر كينتين و -1جدول 

F منابع تغيير درجه آزادي ميانگين مربعات 
ns56/1  00171749/0 3  Kin  

**66/320  35273009/0 2  2,4-D  
  D-2,4اثر متقابل كينتين در   6 03434981/0  23/31**

  خطا  36 0011/0  
ns درصد1دار در سطح احتمال  معني**  درصد، 5دار در سطح احتمال  معنيغير .  
  

 زايي ترين عوامل مؤثر در كالوس عنوان يكي از مهم هاي رشد، به كننده  از تأثير تنظيمدست آمده نتايج به
اثر  D-2,4بررسي اثرات ساده نشان داد كه . آورده شده است) 1 جدول(در جدول تجزيه واريانس 

. دار نبود كه اثر ساده كينتين معني حالي  داشت در درصد1داري بر وزن تر كالوس در سطح احتمال  معني
 را بر ميزان سزايي هكينتين در تركيب با يكديگر تأثير ب و D-2,4 براساس اين نتايج، دو هورمون
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. دار بود  معني درصد1كه اثر متقابل اين دو هورمون در سطح احتمال  طوري هزايي نشان دادند، ب كالوس
و  D-2,4گرم در ليتر   ميلي2گرم در ليتر كينتين و   ميلي5/0ي ، تيمار هورموني دارا2براساس جدول 

ترين ميزان  بيش D-2,4گرم در ليتر   ميلي2گرم در ليتر كينتين و   ميلي25/0ي تيمار هورموني دارا
گرم در ليتر   ميلي5/0تيمار هورموني ، در پس از تيمار هورموني ياد شده). 3شكل  (داشتندزايي را  كالوس

ترين ميزان  كم. زايي مشاهده گرديد ترين ميزان كالوس بيش D-2,4گرم در ليتر   ميلي1كينتين و 
  ).2جدول  (نشان دادندگرم در ليتر كينتين   ميلي25/0ي تنها تيمار شاهد و تيمار دارارا زايي  كالوس
  
  .)گرم( بر وزن تر كالوس D-2,4 مقايسه ميانگين اثر متقابل سطوح مختلف كينتين در -2جدول 

2  1 0 
2,4-D )گرم بر ليتر ميلي(  

 )گرم بر ليتر ميلي (كينتين
cd749/1 de615/1 f00/0  0  
a164/2 bc877/1 f00/0 25/0  
a287/2 b937/1 f013/0 5/0 

e59/1 e573/1 f01/ 0 1 

هاي تبـديل شـده صـورت        گذاري براساس داده   هستند اما حروف  ) بدون تبديل (هاي اصلي    هاي موجود در جدول داده     داده
  .گرفته است

  ).براساس آزمون دانكن(هاست  دار بين ميانگين ود اختلاف معنيدهنده نب در هر ستون حروف مشابه نشان
  

پيدا ) 3 جدول( كه از جدول تجزيه واريانسطور همان:  كشت بساكي بهترين منبع كربن بربررس
 1كه در شكل  چنان هم. دار است  معني درصد1است اثر منبع كربن بر ميزان كالزايي در سطح احتمال 

ترين منبع كربن جهت القاي كالوس از بساك مالتوز و پس از آن گلوكز و  نمايان است، مناسب
  .ترين تأثير را بر ميزان كالزايي داشت در بين منابع قندي مورد استفاده فروكتوز كم. باشد روز ميساكا

 
  ).گرم( تجزيه واريانس اثر منبع كربن بر وزن تر كالوس -3جدول 

F منابع تغيير درجه آزادي ميانگين مربعات 
  منبع كربن  3 0138791/0  75/27**

  خطا  12 0005002/0  
  . درصد1ر سطح احتمال دار د معني **
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  . D. stramonium از بساك دست آمده به) گرم(  اثر نوع منبع كربن بر وزن تر كالوس-1شكل 
  

دست آمده از تجزيه واريانس  هنتايج ب:  بر كشت بساكوهيدراتترين غلظت كرب تعيين مناسب
  داري بر وزن أثير معني تمالتوزهاي مختلف   نشان داد كه غلظت4 جدولدر هاي مختلف مالتوز  غلظت

هاي تشكيل شده در  از طرفي مقايسه ميانگين كالوس.  دارد درصد1تر كالوس در سطح احتمال 
هاي  داري بين غلظت اي دانكن نشان داد كه اختلاف معني تيمارهاي مختلف براساس آزمون چنددامنه

تر كالوس  ترين وزن   بيشاست،آورده شده  2 كه در شكل چنان هم. وجود داشته استمالتوز مختلف 
ترين  كم. شود مشاهده مياين ماده  گرم در ليتر 30 و سپس در سطوح مالتوز گرم در ليتر 40در غلظت 
  . گرم در ليتر بود10تر كالوس نيز مربوط به غلظت  ميزان وزن

  
  .)گرم(هاي مختلف مالتوز بر وزن تر كالوس   تجزيه واريانس اثر غلظت-4جدول 

F منابع تغيير درجه آزادي بعاتميانگين مر 
  غلظت مالتوز  3 15294239/0  28/74**

  خطا  12 00205900/0  
  . درصد1دار در سطح احتمال  معني** 
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 . D. stramonium از بساك دست آمده به) گرم(التوز بر وزن تر كالوس هاي مختلف م  اثر غلظت-2شكل 

  
 نشان داده شده 5كه در جدول  چنان ام شده، هم انجتجزيهبراساس مشاهدات و : زايي بررسي جنين

دار   معني درصد1بر درصد ريزازديادي در سطح احتمال ، هر يك به تنهايي BAP ،NAAاست، اثر 
 بر ميزان  درصد1داري را در سطح احتمال   اثر معنيNAA در BAPمتقابل  همچنين اثر. بوده است

 در تركيب BAPگرم در ليتر   ميلي1، سطح 6جدول بر طبق جدول مقايسه ميانگين . زايي داشت جنين
 NAAو  BAPزايي را در بين تركيبات مختلف  ترين ميزان جنين  بيشNAAگرم در ليتر   ميلي5/0با 
گرم   ميلي2/0زايي در تيمار هورموني  ترين درصد جنين  بيشپس از تيمار ياد شده). 3شكل (ن داد نشا

  .مشاهده گرديد NAAم در ليتر گر  ميلي1 در تركيب با BAPدر ليتر 
  

  . بر درصد جنين زاييNAA و BAPتجزيه واريانس اثر  -5جدول 
F منابع تغيير درجه آزادي  ميانگين مربعات  

**92/33  79714112/21 2  BAP  
**87/49  05188676/32 3  NAA  
**31/13  55553725/8 6  BAP×NAA  

  خطا  36 64264695/0  
  . درصد1دار در سطح احتمال  معني** 
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  .زايي  بر درصد جنينNAA در BAP مقايسه ميانگين اثر متقابل سطوح مختلف -6دول ج

5/0  2/0  02/0  0 
NAA) گرم بر ليتر ميلي(  

BAP) گرم بر ليتر ميلي(  
083/52 a 12/28 b 00/0 e 00/0 e 1 
375/9 c 17/4 cd 00/0 e 00/0 e 2 
17/4 cd 042/1 de 00/0 e 00/0 e 3 

  .هاي تبديل شده صورت گرفته است گذاري براساس داده هستند اما حروف) بدون تبديل(هاي اصلي   دادههاي موجود در جدول داده
  ).براساس آزمون دانكن(هاست  دار بين ميانگين ود اختلاف معنيدهنده نب در هر ستون حروف مشابه نشان

القا   گرم در ليتر مالتوز40در غلظت  D-2,4گرم در ليتر   ميلي2گرم در ليتر كينتين و   ميلي5/0 ها در محيط داراي كالوس
  .شده و در همين محيط رشد داده شدند

  
  بحث

در اين پژوهش از دو نوع هورمون اكسين . هاي رشد نقش مهمي در ايجاد كالوس دارند كننده تنظيم
طور متداول براي القاي كالوس از  اكسين به. منظور القاي كالوس استفاده گرديد و سيتوكنين به

منظور آغازش  ترين اكسيني كه به معمول). 2008 ،جرج و همكاران(ها ضروري و لازم است  زنمونهري
يتوكنين معمولاً به محيط س). 2008 ،جرج و همكاران(باشد  مي D-2,4رود،  كار مي كشت كالوس به

طي در ست كه ها در واقع اين هورمون مسئول تنظيم سنتز پروتئين. شود  اكسين افزوده ميكشت داراي
هايي كه   كه كالوسشود تصور مي). 1975 ،جوانيا( ميتوز دخيل هستند  سلولي در زمانتشكيل و دوك

دهند، قادر به توليد اين مواد  به تقسيم سلولي، بدون نياز به افزودن سيتوكنين به محيط كشت، ادامه مي
 اثررفته در اين پژوهش گ هاي صورت براساس بررسي). 1968 ،ساندرلند و ولز(طور طبيعي هستند  به

با توجه به نتايج ملاحظه . دار بود معني زايي  بر كالوسدر محيط كشت Kinو  D-2,4دو هورمون 
و سيتوكنين ها در تيمارهايي با تركيب هورموني اكسين  گردد كه ميزان القاء كالوس در ريزنمونه مي

ر متقابل اين دو هورمون و اهميت له اثأتر بود كه اين مس  سيتوكنين بيشنسبت به تيمارهاي بدون
اين شايد بتوان . دهد يابي به حداكثر ميزان القاء كالوس نشان مي ها را جهت دست تركيب مناسب آن

مبني بر مشاهده اثرات تنظيمي متقابل بين اكسين ) 1992(نتايج دومينو و همكاران  ا توجه بهرا بنتيجه 
 هوتو و همكاران  كان.توجيه نمود Nicotiana plumbaginifoliaو سيتوكنين در سطح ژن در 

الوس از گرده را در گزارش نمودند كه برخي از اعضاي خانواده سولاناسه توانايي تشكيل ك) 1990(
اهميت توازن هورموني در كشت  . فقط اكسين، يا در تركيب با سيتوكنين دارندمحيط كشت داراي

ان نمودند كه بي) 1981(گولشان و همكاران .  استزميني توسط چندين نويسنده اشاره شده بساك سيب
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 بهترين محيط كشت براي Kinگرم در ليتر   ميلي1و  NAAگرم در ليتر   ميلي2 محيط كشت داراي
هر دو نوع هورمون ) 1974(كه روگازينساكا و اسكاتينگ  در حالي. بودفرنگي  در گوجهتشكيل كالوس 

NAA  وBAP هيندير . ادندمورد استفاده قرار دفرنگي  در گوجه گرم در ليتر  ميلي1 را در سطح
براسيليرو و همكاران . مشاهده نمود D-2,4  را در محيط كشت داراينمو بهتر كالوس بساك) 1973(
 NAAگرم در ليتر   ميلي1 و BAPگرم در ليتر   ميلي1 اعلام كردند كه محيط كشت داراي) 1999(

 نشان داد كه دست آمده بهكه نتايج  در حالي. توليد كردزميني   از بساك سيب راترين ميزان كالوس بيش
گرم در ليتر   ميلي5/0 منظور كالزايي از بساك تاتوره را در تيمار هورموني هبهترين تيمار هورموني ب

گرم در ليتر كينتين   ميلي25/0 تيمار هورموني چنين  همو D-2,4گرم در ليتر   ميلي2كينتين در تركيب با 
 .كرديممشاهده  D-2,4گرم در ليتر   ميلي2ب با در تركي

. كنـد  عنـوان منبـع كـربن و انـرژي ايفـا مـي       به in vitro هاي كربوهيدرات نقش مهمي را در كشت
طور اوليه قادر به توليد نيازشـان بـه مـواد آلـي از طريـق                 ههاي مورد استفاده در كشت بافت ب       ريزنمونه

جـرج و  ( به محـيط كـشت لازم و ضـروري اسـت     كربوهيدراتين ترتيب افزودن   اه  ب. فتوسنتز نيستند 
ترين منبـع و غلظـت       منظور تعيين مناسب   ههاي رشد، ب   كننده در كنار بررسي اثر تنظيم    ). 2008 ،همكاران

بـرده   كار ه منبع كربن ب   4در بين   . زايي پرداخته شد   كربن به بررسي اثر قندهاي مختلف بر ميزان كالوس        
يط كشت محتوي مالتوز و سپس به محيط كشت محتوي قند گلوكز مـشاهده              شده، بهترين پاسخ به مح    

تـرين ميـزان كـالوس       قنـد مـالتوز، بـيش      گرم در ليتر     30 و سپس    40 غلظتبررسي در   ين  ادر  . گرديد
 ،لاسـت و بريتيـل    (چون گندم    دست آمده در كشت بساك غلات هم       ه با نتايج ب   ،اين نتايج . دست آمد  هب

ديملينــگ و (و چــاودار ) 1994 ،كارســاي و همكــاران(، جــو )1990 ،ان آرســينكي و همكــار؛1990
، شـود  مـي دار ميزان كالوس و بـاززايي گيـاه          افزايش معني كه مالتوز سبب     مبني بر اين  ) 1992همكاران،  

بيان نمودند كه القاي كالوس در ميكروسـپورها و بـاززايي           ) 1990( آرسينكي و همكاران  . مطابقت دارد 
 .تر از محيط كشت محتوي ساكاروز بود  مالتوز بيشدر محيط كشت داراي 1هاي سبز اندام

مستقيم در كشت بساك ايجاد صورت غير صورت مستقيم يا به توانند به هاي سوماتيكي مي جنين
زايي سماتيك اغلب در محيط محتوي سطوح بالاي  جريان جنين). 2008 ، و همكارانجرج(گردند 
ها معمولاً  جنين كه غلظت اكسين كاهش يابد پيش  اما تا وقتيشود  آغاز مي)D-2,4خصوص  هب( اكسين

بيان نمودند كه اكسين به ) 1980(شارپ و همكاران ). 2008 ،جرج و همكاران(يابند  توسعه نمي

                                                 
1- Green Shoot Regeneration 
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اين موضوع پيشنهاد . شود تر در نمو جنين مي كند ولي سبب توقف بيش  كمك مي1جنيني آغازش پيش
. آيد دست مي ههاي پايين اكسين ب جنيني و توسعه جنين در غلظت  پيشهاي كند كه تقسيم سلول مي

زايي در برخي گياهان جلوگيري   ندارد و از جنينزيادي كالوس، تأثير درسيتوكنين در القاي جنين 
و ) 1995(و اوناي و همكاران ) 1996(كه اوناي  در حالي). 2008 ،جرج و همكاران(آورد  عمل مي به

طور گسترده براي بلوغ جنين سوماتيكي   بهBAPگزارش دادند كه اگرچه ) 1996( اوناي و همكاران
هاي  ها در بافت آن و بلوغ ها منظور القاي جنين هگيرد، اما ب در ساير گياهان مورد استفاده قرار نمي

تبديل به  BAPها در حضور  اعلام كردند كه كالوس) 2009( لينسي. ثر بوده استؤمختلف پسته م
زا به تنهايي يا  گزارش دادند كه در واقع، سيتوكنين برون)1981(لو و واسيل . زا شدند هاي جنين كالوس

 تركيب با جيبرلين بلوغ جنين و نمو بعدي ها را در تركيب با جيبرلين بلوغ جنين و نمو بعدي جنين
با  D-2,4(با سيتوكنين بر تركيب اكسين ) 1995(واچيرا و اوگادا . دهد ها افزايش مي ها را به گياهچه جنين

BAP (ها،  دست آمده توسط آن هچون نتايج ب هم. زا اشاره نمودند هاي جنين منظور القاي كالوس به
زا تأكيد  منظور القاي كالوس جنين مطالعات زيادي بر مؤثر بودن تركيب تيمارهاي اكسين و ستوكنين به

 Limoniumدر ( 2002 ، آلي و همكاران؛)Quercus suberدر ( 2003 ،هيرناندز و همكاران(نمودند 

bellidifolium(2000 ،؛ ما و زو )تايح ما نشان داد كه محيط كشت ها، ن مشابه با نتايج آن. ))در كاساوا
زايي را  ترين ميزان جنين  بيشNAAگرم در ليتر   ميلي5/0در تركيب با  BAPگرم در ليتر   ميلي1ي دارا

كه بيان نمودند ) 2005(نتايج انجام شده توسط ژانگ و همكاران اين نتيجه با . به خود اختصاص داد
گرم در ليتر   ميلي2و  BAگرم در ليتر   ميلي2محتوي  MSها و رشد شاخه در محيط  تشكيل جنين

NAA گرم در ليتر زآتين ميلي 2 يا محيط محتوي )Zin( گرم در ليتر   ميلي2 به همراهNAA ،رخ داد 
هاي صورت گرفته در سه رقم آنتاريوم نشان داد كه  بررسي.  مطابقت دارداز نظر انتخاب نوع هورمون

؛ 1992 ،كاهنل و همكاران(القا گرديد  D-2,4 يا كينتين به همراه BAزايي در اين ارقام با كاربرد  جنين
از ) 1998(زيوس و همكاران  و كينت) 1990( ويت و همكاران دي). 1997 ،ماتسومو و كاهنل

منظور القاي جنين سوماتيكي  هبرده شده در اين آزمايش ب كار ههاي ب به با هورمونهاي مشا هورمون
 ميكرومولار 87/8 ميكرومولار كينتين يا 5/11  وNAA ميكرومولار 8/26(استفاده كردند بابونه رومي 

BA ميكرومولار 07/1 و NAA.(  

                                                 
1- Pro-Embryogenic Cells 
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  گرم در ليتر كينتين و   ميلي5/0 يط دارايهاي بساك در مح  از ريزنمونهدست آمده بهكالوس : ب - الف-3 شكل
شكل جنين سوماتيكي در  هاي كروي تشكيل سلول: د -؛ ج گرم در ليتر40در غلظت  D-2,4گرم در ليتر   ميلي2

  .NAAگرم در ليتر   ميلي5/0در تركيب با  BAPگرم در ليتر   ميلي1  از بساك در محيط دارايدست آمده بهكالوس 
  

  گيري نتيجه
منظور كالزايي ريزنمونه بـساك در گيـاه تـاتوره،           ههاي صورت گرفته، بهترين محيط ب      بررسيبراساس  

دي كلرو فنوكـسي    -4،2گرم در ليتر      ميلي 2گرم در ليتر كينتين همراه با         ميلي 5/0 داراي MSكشت   محيط
نـشان داد كـه    زايـي    هاي رشـد بـر ميـزان جنـين         كننده بررسي اثر تنظيم  .  گرم مالتوز بود   40استيك اسيد و    

بنزيـل   -6گـرم در ليتـر        ميلـي  1هـاي بـساك در غلظـت         ترين ميزان القا جنين سوماتيكي در كالوس       بيش
  .دست آمد هب) NAA( نفتالين اسيد استيك -αگرم در ليتر   ميلي5/0همراه با ) BAP( آمينوپورين
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Abstract1 

Sugar type and growth regulators are essential fundamental components of tissue 
culture media. In this study, different concentrations of some carbohydrate  
and growth regulators during anther culture and producing somatic embryo of 
Datura stramonium L. was investigated in MS medium. The MS medium 
supplemented with 0.5 mgL-1 kinetin and 2 mgL-1 2,4-D, and also the medium 
supplemented with 0.25 mgL-1 kinetin and 2 mgL-1 2,4-D indicated the highest of 
callus induction. Among the four sugar type applied in this study such as sucrose, 
glucose, fructose and maltose, the best callus formation was observed in medium 
containing 4% maltose. The investigation of growth regulators on amount of 
embryogenesis showed that, the highest frequency of somatic embryo induction  
on anther-derived calli was obtained in medium containing 1 mgL-1  
6-benzylaminopurine (BAP) and 0.5 mgL-1 naphthaleneacetic (NAA). 
 
Keywords: Datura stramonium L., Anther culture, Embryogenesis, Carbon source, 
Growth regulators 
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