
Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  1384 ستانزم، 4، شماره 18لد ج                              زيست شناسي ايران                                                                        مجله 

  280

بررسي وضعيت گالاكتوز در قندهاي محلول قطعات جداكشت سه گونه اكاليپتوس بعنوان 
  يك نشانگر شرايط رشد بافتها 

  3، سيد محمد فخر طباطبايي2، محمد رضا عباسي1حسن ابراهيم زاده
  دانشگاه تهران، دانشكده علوم، گروه زيست شناسي1

  كرج، يقات ژنتيك و ذخاير توارثي موسسه تحقيقات اصلاح و تهيه نهال و بذر، بخش تحق2
  دانشگاه تهران، دانشكده كشاورزي، گروه باغباني3

  چكيده

 Eucalyptus(، E. camaldulensis Dehnh.، E. viminalis(قطعات جداكشت زير لپه دانـه رسـتهاي سـه گونـه اكـاليپتوس      

Labill و   E. froticetorum E. Muell  بر روي محيط LSي و در دماي  با سه تيمار هورمونC ◦  24   جهت توليـد  كـالوس و
 اسـتخراج    و پلي ساكاريدهاي ذخيـره اي از بافتهـا         آبي و سپس آبي، قندهاي محلول      -گيري الكلي   ه  با عصار . رشد كشت داده شد   

  TLC) ( سنجي، كروماتوگرافي لايـه نـازك       ويژگيها و تغييرات كمي و كيفي قندهاي استخراج شده توسط تكنيكهاي رنگ           . گرديد
 نفتـالن   BA(  ،µM 6/2( بنزيـل آدنـين      µM 88/0تيمارحـاوي   .   مورد بررسي قـرار گرفـت      GLC)( مايع   -كروماتوگرافي گاز  و

باعـث  ) D-2,4( دي كلروفنوكسي استيك اسـيد  -4وµM 9/0 2 و ) (IBA اندول بوتيريك اسيدNAA ،µM 8/2)(استيك اسيد 
درصـورتيكه در  . ترين ميزان رشد را در كالوسهاي هر سه گونـه القـا كـرد    و بيشگرديدايجاد كالوسهاي تيره و خشك چوبي شده    

  باعث ايجاد ريشه از جداµM 10 IBAتيمار واجد .  كالوسهاي آبدار و شفافي بوجود آمد µM 20 2,4-Dتيمار هورموني واجد 
 قنـدهاي عـصاره هيـدروالكلي      عمده. در هر سه گونه تيمارهاي ذكر شده پاسخ مشابهي را در جدا كشتها القا نمودند     . شد كشتها

اين عصاره  . هيدروليز نشده را قندهاي گلوكز و ساكارز و تا حدودي رامنوز، فوكوز، ريبوز و گلوكورونيك اسيد تشكيل مي دهند                  
ي از  در عصاره هيدروليز شده نيز اثري از گالاكتوز ديده نمي شود، بلكه قندهاي گلـوكز و فروكتـوز ناش ـ                  . فاقد گالاكتوز مي باشد   

) پلـي سـاكاريد ذخيـره اي      (در عصاره آبي هيدروليز شـده       . هيدروليز ساكارز ، عمده ترين قندهاي اين بخش را تشكيل مي دهند           
نتـايج  .  آرابينوز، گزيلوز بهمراه يك اورونيك اسيد در تمام گونه ها و تيمارها تشخيص داده شـد -قندهاي گلوكز، گالاكتوز، مانوز  

ان كامل اكاليپتوس كه در آنها قند گالاكتوز يكي از قندهاي عصاره هيدروالكلي هيدروليز شـده اسـت،                  نشان داد كه برخلاف گياه    
فقدان گـالاكتوز  . درصورتيكه در عصاره آبي هيدروليز شده كشت بافت ديده مي شود  . در قطعات جدا كشت اين قند وجود ندارد       

وجود شرايط بهينه و عدم شرايط تـنش محيطـي در رشـد بافتهـاي               در عصاره هيدروالكلي اعم از هيدروليز شده يا نشده نشانگر           
  .قطعات جدا كشت مي باشد

  اكاليپتوس، گالاكتوز، كشت بافت:  كليديواژه هاي

  مقدمه 
گياهان  وجود گالاكتوز بعنوان قند غير ساختماني در برگ

اين تركيب بصورت  .)1 (اكاليپتوس گزارش شده است
 يا اليگوساكاريدها در  گليكوزيدها وجزيي از ساختمان

) 1998(ميشل و همكاران . سلولهاي برگي وجود دارد
- د- بتا- O-4وجود گلوكوزيد فلاوونوئيدي ژنكوانين

را در ) genkwanin-4-O-beta-D-galactoside(گالاكتوز
). 3( نشان دادندE. rostrata [E. camaldulensis]برگهاي 

ا بعنوان جزء اين تركيب در هيدروليز اسيدي، گالاكتوز ر
  . قندي آزاد مي نمايد

گالاكتوز مي تواند بعنوان قندي در نظر گرفته شود كه بطور 
بعنوان (يا غير مستقيم ) در تركيبات رافينوزي(مستقيم 
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در شرايط تنش براي مكانيسمهاي ) پيشرو بعضي تركيبات
اين تركيب مي تواند بعنوان . تحمل گياه نقش بازي مي كند

آسكوربات كه به فراواني در -ثر  الؤم) وپيشر(پيش ماده 
 ميلي 25 ميلي مولار در برگها و 5 تا 1گياهان در غلظت 

وجود . مولار در كلروپلاستها وجود دارد استفاده شود
آسكوربات بالا در گياه مي تواند نقش  افزايش تحمل گياه 

  .)17( به شرايط تنش را ايفا نمايد 

 Ziziphus(ه عناب از طرفي مشخص شده است در دو گون

mauritiana Lamk. and Z. rotundifolia Lamk ( طي
تنش خشكي قندهاي اصلي تشكيل دهنده موسيلاژ برگي 

در طي تنش مقدار . رامنوز، گلوكز و گالاكتوز هستند
موسيلاژ برگي تغيير نمي كند ولي مقدار  گلوكز و نشاسته 

اين . در موسيلاژ بطور قابل توجهي كاهش مي يابد
وسيلاژ درون برگي نقشي در كنترل حالت بافري آب م

سلول برگي در تنش خشكي ندارد بلكه با هيدروليز آن و 
انتقال مواد حاصل به ريشه باعث افزايش جذب آب توسط 

  .) 7(ريشه در هنگام تنش خشكي مي شود 

، يك گياه چند 1 سخت شده در سرماAjuga reptansگياه 
دليل وجود مقدار بالاي ساله از خانواده نعناعيان، ب

در برگهايش ) RFO(اليگوساكاريدهاي خانواده رافينوزي 
و  اين قندها در طول سال تغيير مي كنند. مشهور است

و  ) mg/g fw200( بيشترين مقدار را در پاييز و زمستان 
نشان مي  ) mg/g fw 75(كمترين مقدار را در تابستان 

دار جزيي را در در صورتيكه نشاسته و ساكارز مق. دهند
 d at 14(تيمار سرمائي گياهان . برگها تشكيل مي دهند

10/3◦ c, day/night ( 10ساختماني را تا مقدار قندهاي غير 
  مي باشد افزايش مي RFO بخاطر افزايش برابر كه عمدتاً

 بار 15 بطور پي درپي تا RFOدرجه بسپار شدن . دهد
مترين قند جابجا  همچنين بعنوان مه RFO. افزايش مي يابد

. شونده در آبكش، بيشتر به شكل استاكيوز، مي باشد
 در RFOمطالعات نشان مي دهند كه دو خزانه متابوليسم 

                                                           
1 Cool hardening 

 در يكي درمزوفيل برگ كه احتمالأ: اين گياه وجود دارد
  .)4(تحمل به سرما دخالت دارد و ديگري در آبكش است

 در ده روز اول) Coleus blumei Benth( حسن يوسف
، كاهش (mM NaCl:12 mM CaCl2 60)تيمار تنش شوري

شديدي در ميزان رشد و فتوسنتز نشان مي دهد كه بعد از 
 چنين الگوئي از كاهش زود گذر.  روز بهبود مي يابد30

. هم مشاهده مي شودبراي نشاسته در بافت برگي سبز 
كاهش سطح نشاسته با ظهور چندين قند تازه از جمله 

با درجه ) ((OFRs  خانواده رافينوزياليگوساكاريدهاي
و اينوزيتول متيله شده  در گياه ) 8 تا 5پليمريزاسيون 

فعاليت آنزيمهاي ترانسفرازي مربوطه با . همراهي مي شود
آناليز شيره سلولي نشان داد كه . تنش شوري القا مي شود

در شرايط تنشي مقدار بيشتري از ساكارز و اينوزيتول متيله 
در بافتهاي سفيد كه .  منتقل مي شوندOFRs  شده نسبت به

محسوب مي شوند، قندهاي شيره ) محل مصرف(چاهك 
 مورد استفاده قرار مي گيرند، OFRsآبكشي براي بيوسنتز 

. در حاليكه ميواينوزيتول متيله در بيوسنتز وارد نمي شود
 توسط تنش شوري OFRsفعاليت آنزيمهاي مسئول سنتز 

 مي شود درصورتيكه براي آنزيمهاي در بافتهاي چاهك القا
  .)9(ميواينوزيتول متيله اين عمل انجام نمي گيرد 

غلظت رافينوز و  ) Lolium prenne ( چمنتنش خشكي در
. لولييوز و آنزيمهاي سنتازي وابسته را افزايش نمي هد

برعكس اين تنش سبب مي شود تا غلظت فروكتانها در 
و پايه هاي برگي بافتهاي برگي بويژه در غلاف برگي 

 بخاطر تجمع أاين افزايش عمدت. طويل تجمع مي يابد
) 8با درجه پليمريزه بيش از (فروكتانها واجد زنجيره طويل 

صورت مي گيرد كه با افزايش ساكارز همراه نيست اما 
در ريشه هاي تحت تنش ) نه فروكتانها(مقدار ساكارز 

  ).Amiard et al. 2003(بطور قابل توجهي افزايش مي يابد 

 Eucalyptusكشت سلولي حاصل از دورگه مقاوم به سرما 

gunnii/Eucalyptus globulus    در زمان سخت شدن به
تنش سرمائي  افزايش قابل توجهي از قندهاي محلول بويژه 
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ساكارز و فروكتوز و افزايش جزيي در اسمولاليته سلولي را 
سرماي در صورتيكه در ژنوتيپ حساس به . نشان مي دهد

 Eucalyptus cypellocarpa/Eucalyptus globulesهيبريد 
شدن در بعد از مرحله سخت . ديده نمي شود اين افزايش

نمونه مقاوم قندهاي محلول ساكارز، رافينوز، فروكتوز 
  .)16 (و مانيتول افزايش مي يابد

همچنين وجود گالاكتوز در صمغ حاصل از كالوس 
شه دو گونه گون جداكشتهاي محور زير لپه و ري

)Astragalus gossypinusو   A. keyserlingii ( كه در
بوجود مي آيد مشخص شده ) ايجاد زخم(پاسخ به تنش 

  ).2(است 

 سديم كلريد mM 100گياهان زيتون رشد كرده در تنش 
 راديواكتيو گذاشته شده اند، افزايش 14كه در معرض كربن 

. داده اندورود كربن نشاندار در مانيتول را نشان 
راديواكتيويته ساكارز بطور معني داري در گياهان تحت 

هيچ اختلاف معني داري بين گياهان . تنش كاهش مي يابد 
. كنترل و تيمار در مقدار فركتوز و گالاكتوز وجود ندارد 

درصورتيكه  اختلاف معني داري در كاهش راديواكتيويته 
ش در مقدار بجز افزاي. استاكيوز و رافينوز ديده مي شود

مانيتول اختلاف معني داري در بين بقيه قند هاي 
  .)10(غيرساختماني ديده نمي شود  

مقدار پلي ساكاريدهاي ديواره اي محور زيرلپه گياهان كدو 
گالاكتوز و آرابينوز در تركيبات . تحت تنش آبي بررسي شد

. پكتيكي در گياهان تحت تنش و غير تنش افزايش مي يابد
تز اكثر پلي ساكاريدهاي ديواره اي را كاهش تنش آبي سن

مي دهد، درصورتيكه بر سنتز پلي ساكاريدهاي گالاكتوزي 
ساكاريدهاي غير گالاكتوزي سنتز پلي . ثيري نداردأت

 در ارتباط با رشد محور زير لپه است و پلي احتمالأ
ساكاريدهاي داراي گالاكتوز ممكن است نقشي در رابطه با 

ئي سست شدن ديواره سلولي داشته جلوگيري از توانا
  .)15 و 14(باشد

در مقاله حاضر ابتدا شرايط لازم براي رشد قطعات 
جداكشت سه گونه اكاليپتوس تعيين مي شود و سپس 
قندهاي موجود در عصاره هيدروالكلي اين قطعات قبل و 
بعد از هيدروليز و همچنين قندهاي تشكيل دهنده عصاره 

شده وضعيت گالاكتوز بعنوان آبي قطعات مذكور بررسي 
نشانگر وجود و يا عدم تنش در قطعات جداكشت مورد 

  .بحث قرار مي گيرد

  مواد و روشها
ــات     ــي از قطع ــشه اي و كالوس ــاي ري ــه بافته ــت تهي جه
جداكشت محور زير لپه دانه رستهاي سه گونـه اكـاليپتوس           

ــستوروم ( ــسيس و فروتي ــاليس، كامالدولن ــر روي ) ويمين  ب
درجـه   24 در دمـاي     pH=5داراي  ) LS )12 محيط كـشت  
 µM) الـف : سه تيمار هورموني  . استفاده گرديد سانتي گراد   

ــدول بوتيريــك اســيد 10  دي -µM 20 2،4) ب) IBA(  ان
تيماري مركب از   ) و ج ) D-2,4(كلروفنوكسي استيك اسيد    

µM 88/0    بنزيل آدنين )BA(  ،µM 6/2    نفتالن استيك اسيد 
)(NAA ،µM 8/2 IBA  و µM 9/0 2,4-D ــراي القــاي   ب

  .بافتهاي ريشه اي و كالوس استفاده شد

 پتري ديش از هـر تيمـار هورمـوني و هـر گونـه               20تعداد  
رشد نسبي بافتها با توزين هـر پتـري         . گياهي كشت گرديد  

در دو زمان به فاصله سه هفتـه و اسـتفاده از فرمـول رشـد                
 .نسبي انجام شد

/t2-t1 RGR=2.303(logW2-logW1) 

ت كمي و كيفي قندهاي استخراج شده توسط تغييرا
تكنيكهاي رنگ سنجي، كروماتوگرافي لايه نازك و 

در بررسي رنگ . مايع بررسي شد -گروماتوگرافي گاز
 سنجي ميانگين سه بار اندازگيري از سه نمونه مجزا مورد

  .استفاده قرار گرفت 

در براي عصاره گيري، بافتهاي حاصل از جداكشت 
پس از شد و سانتي گراد آون خشك درجه 50حرارت 

 80 تا 70در دماي % 80آسياب، پودر حاصل با اتانول 
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 محلول.  ي شد دقيقه عصاره گير15گراد طي  درجه سانتي
باقيمانده روي صافي در ( صاف گرديد سرد شده حاصل 

گراد بمدت نيم ساعت خشك گرديد   درجه سانتي100آون 
مايع زير ). دش نگهداريپلي ساكاريدها و جهت تهيه 

. شدگراد تبخير  درجه سانتي40 تا 35صافي در دماي 
ليتر   ميلي10 آب مقطر حل شد و با ml  50باقيمانده در

 ميلي ليتر سولفات روي 10 نرمال و 3/0باريم هيدروكسيد 
 دقيقه سانتريفيوژ 15 دور در دقيقه بمدت 2700در % 5

    حجمته مانده  دور ريخته شد و قسمت روئي به. گرديد
اين محلول حاوي منو و اليگو . رسيد ليتر    ميلي75

قندهاي غير (براي تعيين اليگوساكاريدها . است  ساكاريدها
داشته و يك پنجم  بررا  اين محلولمقداري از ) احيا كننده

مجموعه .  نرمال اضافه گرديد6حجم آن سولفوريك اسيد 
 از پس. شد  دقيقه هيدروليز20در حمام آب جوش براي 

سرد شدن، توسط باريم سولفات  خنثي و سپس 
اين . رسانيده شد ليتر  ميلي20    سانتريفيوژ، و به حجم

بمنظور استخراج . حاوي منو ساكاريدها مي باشدمحلول 
پلي ساكاريدهاي درون سلولي، رسوب روي صافي حاصل 

گيري الكلي كه در بالا ذكر شد، پس از خشك  از عصاره
در آب ) هت يكنواخت شدن مادهج(كردن و سائيدن 

 جوشانيده شد و پس از صاف كردن،      دقيقه5جوش براي 
پس از . گرديد اين عمل براي باقيمانده روي صافي تكرار
رسانيده شد ،  سرد شدن، محلول زير صافي به حجم

باشد و   مي  محلول حاوي پلي ساكاريدهاي  درون سلولي
كاريد حجمي از براي آزاد كردن زير واحدهاي پلي سا

 6 محلول حاصل با يك پنجم حجم از سولفوريك اسيد
شده   ساعت هيدروليز3نرمال در حمام آب جوش بمدت 

و با باريم كربنات خنثي گرديد و باريم سولفات  راسب 
 ميلي 5ده،رسان   باقيمانده به حجم. شده از محيط حذف شد

ر  شد و بقيه د استفاده ليتر از محلول جهت بررسي كمي
  ).      8(گرديد  آون خلاء تبخير

از آنجائيكه تمام محلولهاي بدست آمده بصورت قندهاي 
باشند از روش رنگ سنجي ارائه شده   مي  تك واحدي

براي اندازه گيري قندهاي . شد توسط نلسون استفاده
و  استفاده  بعد از هيدروليز اسيديغيراحيا كننده از محلول 

     :شد محاسبه به شكل زير انجام 
 مقدار قندهاي حاصل - محلول هيدروليز نشدهمقدار قندهاي حاصل از سنجش 

   مقدار قندهاي غير احياكننده = محلول هيدروليز شدهسنجش  از

 براي سنجش پلي ساكاريدهاي درون سلولي محلول 
 . قرار گرفت  استفادههيدروليز شده روي صافي مورد 

ر از هر نمونه انجام  سنجي در سه تكرا گيريهاي رنگ اندازه
  .  شد

براي پوشش صفحات ) TLC(در كروماتوگرافي لايه نازك 
 70  در G60 گرم سيليكاژل 30از )  سانتيمتر20×20(

+ مولار /. 1ارتو فسفريك اسيد  ( ليتر بافر فسفات  ميلي
سديم هيدروژن فسفات داراي دوازده مولكول آب  دي

 -TLCدستگاه در )  pH=5 تبلور ، در حجمهاي مساوي و 

Coater صفحات در دماي اتاق خشك شدند .  استفاده شد
پس از لكه . قرار گرفتند  ساعت مورد استفاده24و بعد از 

ژه كروماتوگرافي حاوي گذاري، صفحات در داخل تانك وي
 ) 50+40+10( بافرفسفات -بوتانول -1 -استن: حلال

 براي ظاهرسازي نوارها از معرف تازه). 6(گذاشته شد 
ليتر  فنيل آمين، يك ميلي گرم دي1ليتر استن،   ميلي50داراي 

 )11( استفاده شد% 85ليتر فسفريك اسيد   ميلي5آنيلين و 
در تهيه معرف رعايت ترتيب اضافه نمودن مواد و همزدن 

بعد از بيرون آوردن صفحات از . باشد   مي محلول ضروري
ور و تانك و خشك شدن در هواي آزمايشگاه، با معرف ظه

سپس جهت ظاهر . شد زير هود بطور يكنواخت اسپري
 15گراد براي مدت  درجه سانتي 120 تا 100سازي در آون 

 دقيقه 60ها تا  در برخي نمونه. گرفت  دقيقه قرار20تا 
و دماي آون زمان . گرمادهي براي ظهور نوارها لازم است

  .    ثرندمؤدررنگ و ظهور نوارها 

 براي مشتق سازي ،)GLC(مايع  -كروماتوگرافي گازدر 
قندها، استاتهاي آلديتول قندها طبق روش انجام شده 

هاي  جهت نمونه. ) 5(توسط بلاكني و همكاران تهيه شد 
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هاي گياهي بدليل  گرم و براي نمونه ميلي/. 5استاندارد، 
پس . گرم ماده خشك استفاده شد  ميلي5وجود ناخالصي، 

  GC ها توسط دستگاه  ونهاز آماده سازي، كروماتوگرام نم
ستون مورد .  ساخت شركت شيمادزو بدست آمد 16Aمدل

 گاز حامل، نيتروژن و، درصدSE-30  5اي  استفاده شيشه
 گاز هيدروژن .بود ) FID(اي  آشكارساز، يونيزاسيون شعله

  OPGU 1500Sو هوا براي سوختن، توسط ژنراتور مدل 
 و  C-R5A نوع چاپگر از. شد   مينأو يك پمپ هيتاچي ت

  در اين تحقيق از شرايط هم. نوع كاغذ آن حرارتي بود
 210گراد براي آون ستون و   درجه سانتي180دمائي با 

گراد   درجه سانتي200گراد براي محل تزريق و  درجه سانتي
فشار رگولاتور كپسول . براي آشكار ساز استفاده شد

و هوا  ml/min 50 و جريان نيتروژن Kg/Cm2 5نيتروژن 
400 ml/minو سرعت 2حساسيت چاپگر .  انتخاب شد 
تا 1متر در دقيقه و مقدار تزريق   ميلي3 تا 5/1حركت كاغذ 

  . ميكروليتر بود3

هاي رنگ سنجي سه نمونه يگيره براي هريك از انداز
براي محاسبه درصد آب . ارزيابي گرديد) پتري ديش(

نه ها در دماي بافتها، ابتدا وزن تر اندازگيري شد سپس، نمو

 ساعت خشك و بلافاصله 24 درجه سانتي گراد بمدت 50
 براي مقايسه بين درصد آب نمونه ها، tآزمون . وزن شدند

رشد نسبي نمونه ها و تغييرات مقدار كل قندهاي القا شده 
  . توسط تيمارهاي هورموني مختلف انجام شد

  نتايج و بحث

هاي زياد از  باعث توليد ريشه µM 10IBAتيمار هورموني 
 µM 20تيمار هورموني . جداكشتهاي محور زير لپه اي شد

2,4-D  كالوسهاي آبدار و شفافي بوجود آورد كه مقدار 
آب بافتي آنها نسبت به تيمار ديگر القاء كننده كالوس 

، µM 88/0 BA ،µM 6/2 NAAتيمار مركب از . بيشتر بود
µM 8/2 IBA  و µM 9/0 2,4-Dهاي   باعث ايجاد كالوس

هر سه  در). 1 شكل(تيره و خشك چوبي شده گرديد 
گونه اكاليپتوس تيمارهاي ذكر شده پاسخ مشابهي را در 

در پي  لازم بذكر است اين تيمارها. جدا كشتها القا نمودند
كمترين  زيرا آزمايش چندين تيمار هورموني انتخاب شد

 مقدار تراوش تركيبات پلي فنلي را در محيط كشت آزاد
و همچنين پاسخهاي تمايزي متفاوتي را در جداكشت كرده 

   .ها القا مي نمودند

  

   
  

-µM 9/0 2,4 و  µM 88/0 BA ،µM 6/2 NAA ، µM8/2 IBAكالوس خشك و چوبي با تيمار هورموني مركب از) a:  توليد بافتهاي-1شكل

D .b ( كالوس آبدار در تيمار هورمونيµM 20 2,4-D  . وc (ر تيمار هورموني ريشه زائي دµM 10IBA در جداكشت محور زير لپه سه گونه ،
  . درجه سانتي گراد24، در روشنائي و LSاكاليپتوس  بر روي محيط 

a b 

c 
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 كه  µM 10 IBAدرصد آب در بافت حاصل از تيمار 
ريشه زائي را در جدا كشتها القا مي نمود نسبت به دو 

در بين همچنين . تيمار ديگر  در هر سه گونه بيشتراست 
دو تيمار القاء كننده كالوس درصد آب بافت همچنانكه 

 D-2,4، در تيمار  )1شكل(شكل كالوسها نشان مي دهد 

 وجود اين اختلافات را t و نتايج آزمون 2 شكل. بيشتر بود
براساس اين آزمون اختلاف معني داري در آب . ييد نمودأت

د القا شده بافتها توسط تيمارهاي هورموني وجود دار
  ). 1جدول(

  
   براي مقايسه درصد آب القا شده توسط تيمارهاي هورموني در سه گونه اكاليپتوسt نتايج آزمون - 1جدول 

 

t df Sig. (2-tailed)
Mean 

Difference 

95% Confidence 
Interval of the 

Difference تيمار هورموني 
          Lower Upper 

10 µM IBA  162.081 2 .000 93.6167 91.1315 96.1018

20 µM 2,4-D 207.385 2 .000 89.8667 88.0022 91.7311
0.88 µM BA, 2.6 µM NAA, 2.8 µM 
IBA, 0.9 µM 2,4-D 334.035 2 .000 95.1333 93.9079 96.3587

 
  

ميزان رشد نسبي كالوسهاي هر سه گونه در  پاسخ به تيمار 
ونه ها در پاسخ هر چند بين گ. هاي هورموني مشابه بود  

به تيمار هورموني تنوع وجود داشت ولي تيمار هورموني 

  µM 88/0 BA ،µM 6/2 NAA ، µM8/2 IBA مركب از
ت به دو تيمار ديگر بيشترين ميزان   نسبµM 9/0 2,4-Dو 

  ). 3شكل (رشد را در كالوسهاي هر سه گونه القاء كرد 
  
  

84

86

88

90

92

94

96

98

E. camaldulensis E. froticetorum E. viminalis

10 µM IBA 

20 µM 2,4-D

0 88 M BA 2 6 M

 
  د آب بافتهاي حاصل از كشت بافت سه گونه اكاليپتوس در سه تيمار هورموني درص-2شكل 

  

  

  

ب 
د آ

رص
د
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ثير را بر  ميزان أ كمترين تµM 10 IBAتيمار هورموني 
رشد نسبي بافتها در گونه هاي كامالدولنسيس و ويميناليس 
داشت، درصورتيكه پاسخ گونه فروتيستوروم به تيمارهاي 

 تقريبا مشابه µM 20  2,4-D و µM 10 IBAهورموني 

ولي كمتر از تيمار هورموني سوم در القاي ميزان رشد 
 وجود اين tنتايج آزمون ). 3شكل(نسبي بر جداكشتها بود 

  ). 2جدول(گونه تفاوتها را در سطح پنج درصد نشان داد 

  
  يمار هورموني در رشد نسبي بافتها در سه گونه اكاليپتوس براي مقايسه اثر تt نتايج آزمون -2جدول 

 

 
  

شكل3- ميزان رشد نسبي بافتهاي حاصل از كشت بافت سه گونه اكاليپتوس در سه تيمار هورموني

0
0.01
0.02
0.03
0.04
0.05
0.06
0.07
0.08
0.09

E. viminalis E. froticetorum E. camaldulensis

g 
g-

1 D
W

 d
-1

10 µM IBA 

20 µM 2,4-D

0.88 µM BA, 2.6 µM
NAA, 2.8 µM IBA,
0.9 µM 2,4-D

 

  

، غير احياكننده )منوساكاريدها(مقدار قندهاي احيا كننده  
 تا 83/20و پلي ساكاريدها بترتيب از ) اليگوساكاريدها(

 ميلي گرم بر گرم وزن 5/45 تا 7 و 3/77 تا 1/9، 39/47
در تيمارها و گونه هاي مختلف متغيير بود خشك بافت 

  ). 3جدول (

 درصـد بـراي     5 اختلاف معنـي داري را در سـطح          tآزمون  
در . قنــدهاي احياكننــده در تيمارهــاي مختلــف  نــشان داد

قندهاي غير احيا كننده اخـتلاف معنـي داري بـين تيمارهـا             

ديده نشد ولي در پلي ساكاريد ذخيره اي تيمـار هورمـوني            
2,4-D درصد نـشان داد     5تلاف معني داري را در سطح        اخ 

  ).4جدول(

گرچه، همانگونه كه نتايج رنگ سنجي نشان دادند، مقدار 
قندهاي مختلف در تيمارها و گونه ها متفاوت بود، ولي با 
توجه به نتايج حاصل از كروماتوگرافي لايه نازك، از نظر 

وت كيفي تفاوتي در نوع قندها در تيمارهاي هورموني متفا
  .و در گونه ها وجود نداشت

t df Sig. (2-tailed)
Mean 

Difference 

95% Confidence 
Interval of the 

Difference  
 تيمار هورموني

        Lower Upper 

10 µM IBA  6.600 2 .022 .0433 .0151 .0716 

20 µM 2,4-D 5.429 2 .032 .0583 .0121 .1046 
0.88 µM BA, 2.6 µM NAA, 2.8 µM 
IBA, 0.9 µM 2,4-D 6.859 2 .021 .0390 .0145 .0635 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  1384 ستانزم، 4، شماره 18لد ج                              زيست شناسي ايران                                                                        مجله 

  287

  
   مقدار قندهاي احيا كننده، غير احيا كننده و پلي ساكاريدها در تيمارهاي هورموني مختلف سه گونه اكاليپتوس براساس رنگ سنجي -3جدول 

 تيمار هورموني  نوع قند و گونه

 
10 µM 
IBA 

20 µM 
2,4-D 

0.88 µM BA, 2.6 µM NAA, 2.8 
µM IBA, 0.9 µM 2,4-D 

    احيا كننده
 21.3 21.2 36.9 كاملدولنسيس
 33.16 32.1 20.83 فروتيستوروم
 25.77 31.98 47.39 ويميناليس

   غير احيا كننده                      
 29.7 77.3 12.6 كاملدولنسيس
 11 9.1 76.3 فروتيستوروم
 10.66 10.5 14.2 ويميناليس

   پلي ساكاريد                    
 6.5 10.5 7.9 كاملدولنسيس
 10 7 45.5 فروتيستوروم
 17.6 8.3 8.8 ويميناليس

  
  
  

   براي مقايسه تيمارهاي هورموني در القا توليد تركيبات قندي در سه گونه اكاليپتوس بر اساس نتايج رنگ سنجيt نتايج آزمون -4جدول
 

t df 

Sig. 
(2-

tailed) 
Mean 

Difference 

95% Confidence 
Interval of the 

Difference   
 Lower Upper         نوع گروه قند و تيمار هورموني 
  احيا كننده

10 µM IBA  4.537 2 .045 35.0400 1.8089 68.2711
20 µM 2,4-D 7.867 2 .016 28.4267 12.8790 43.9743
0.88 µM BA, 2.6 µM NAA, 2.8 µM IBA, 
0.9 µM 2,4-D 7.734 2 .016 26.7433 11.8643 41.6224

  غير احيا كننده 

10 µM IBA  1.639 2 .243 34.3667 -55.8675 124.6008
20 µM 2,4-D 1.435 2 .288 32.3000 -64.5253 129.1253
0.88 µM BA, 2.6 µM NAA, 2.8 µM IBA, 
0.9 µM 2,4-D 2.721 2 .113 17.1200 -9.9470 44.1870

  پلي ساكاريد

10 µM IBA  1.674 2 .236 20.7333 -32.5596 74.0262
20 µM 2,4-D 8.420 2 .014 8.6000 4.2051 12.9949
0.88 µM BA, 2.6 µM NAA, 2.8 µM IBA, 
0.9 µM 2,4-D 3.469 2 .074 11.3667 -2.7303 25.4636
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عمده قندهاي عصاره هيدروليز نشده را قندهاي ساكارز و 
 ريبوز و گلوكورونيك - فوكوز-ردي رامنوزگلوكز و در موا

چون رامنوز، فوكوز و ). 4شكل(اسيد تشكيل مي دادند 
 مشابهي داشتند لكه ظاهر شده در بالا ي  تقريباRfًريبوز 

البته همانگونه كه . نوار مي تواند مربوط به اين قندها باشد

 نشان داد اين قندها در محلول GLCذكر خواهد شد، نتايج 
رند قندهاي مشاهده شده در اين بخش از عصاره وجود دا

بافتهاي حاصل از كشت بافت، بجز در فقدان رافينوز شبيه 
به تركيبات قندي موجود در گياه كامل  سه گونه اكاليپتوس 

  ).1(بود 
  
   

  
  

گونه ) 3و 1،2: فت، نوارها از راست به چپ كروماتوگرام عصاره هيدروليز نشده قندهاي محلول موجود در بافتهاي حاصل از كشت با-4شكل
. D ، IBA-2,4  ، *مركب: گونه ويميناليس بترتيب  تيمارهاي) 6 و 5، 4نوارهاي . D ، IBA-2,4 ، *مركب: كامالدولنسيس بترتيب  تيمارهاي

گالاكتورونيك اسيد، : از پائين به بالا(استاندارد قندهاي ) 10  و نوار D ، IBA-2,4 ، *مركب: گونه فروتيستوروم بترتيب  تيمارهاي) 9 و 8، 7نوارهاي 
همانند نوارهاي بعدي است ولي بدليل غلظت عصاره نيمرخ اول تركيب قندي سه نوار ). گلوكورونيك اسيد، ساكارز، گلوكز، فروكتوز، گزيلوز و رامنوز

  .ظاهراً متفاوتي را نشان مي دهند
  µM 9/0 2,4-D و  µM 88/0 BA ،µM 6/2 NAA ، µM8/2 IBAتيمار هورموني مركب از= تيمار مركب* 

در عصارة هيدروليز شدة قندهاي محلول، اثري از گالاكتوز 
ديده نشد وقندهاي گلوكز و فروكتوز كه از هيدروليز 
ساكارز ناشي مي شوند مهمترين قندهاي اين بخش را 

، 5اگرچه در شكل  ).5شكل(تشكيل مي دهند 
 گونه فروتيستوروم نشان كروماتوگرافي لايه نازك براي

داده شده است ولي براي بقيه گونه ها نيز الگوي مشابه با 
لازم بذكر است در . اين كروماتوگرام قابل مشاهده بود

عصاره هيدروليز شده قندهاي محلول در گياه كامل 
وجود گالاكتوز نشان داده ) 1382ابراهيم زاده و همكاران (

 گروه رافينوز حاصل شده است كه از هيدروليز تركيبات
در عصاره هيدروليز شده پلي ساكاريد ذخيره . شده است

 آرابينوز، گزيلوز -اي، قندهاي گلوكز، گالاكتوز، مانوز
همراه يك اورونيك اسيد مهمترين قندهاي تشكيل دهنده 

). 7و5،6شكل(اين بخش در تمام گونه ها و تيمارها بود 

 الگوئي مشابه قندهاي تشكيل دهندة عصاره پلي ساكاريدي
  ).1(با كروماتوگرام اين عصاره در گياه كامل را نشان داد 

مايع وجود قندهاي -نتايج حاصل از كروماتوگرافي گاز
مشاهده شده در كروماتوگرافي لايه نازك را تاييد كرد و 
تغييرات كمي در مقدار قندها را در تيمارها و گونه هاي 

 88/0(مركب اگر تيمار هورموني . مختلف نشان داد
 ميكرومولار NAA ،8/2 ميكرومولار BA ،6/2ميكرومولار 

IBA  2,4 ميكرومولار 9/0 و-D (  بدليل القاي ميزان رشد
نسبي بالا و توليد آب كم در بافتها بعنوان تيمار هورموني 
نمونه در نظر گرفته شود، بيشترين مقدار قندهاي عصارة 

 مي دهند و محلول را قندهاي گلوكز و فروكتوز تشكيل
مقدار قند رامنوز كمترين درصد نسبي را دارد كه نتيجه 

  .ييد مي كندأحاصل از كروماتوگرام لايه نازك را ت
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 ، در عصاره IBA)  3 ، نوار D-2,4)  2 ، نوار *تيمار مركب) 1كرو ماتوگرام قندهاي موجود در قطعات جدا كشت  گونه فروتيستوروم، نوار  -5شكل
گالاكتورونيك اسيد، گلوكورونيك اسيد، گلوكز، فروكتوز، ريبوز و (قندهاي استاندارد از پائين به بالا ) 4روليز شده قندهاي بخش محلول، نوار هيد
د از پائين به قندهاي استاندار) 8 ، در عصاره هيدروليز شدة پلي ساكاريدي و نوار IBA)  7  ، نوار  D-2,4، ) 6 نوار *تيمار مركب ) 5، نوار )رامنوز

  ) مانوز، گزيلوز و رامنوز-گالاكتورونيك اسيد، گلوكورونيك اسيد، گالاكتوز، گلوكز، آرابينوز(بالا 
  µM 9/0 2,4-D و  µM 88/0 BA ،µM 6/2 NAA ، µM8/2 IBAتيمار هورموني مركب از= تيمار مركب* 

  
  
  

  
  

، در D-2,4)  3، نوار  IBA)  2 ، نوار *تيمار مركب) 1امالدولنسيس، نوار كرو ماتوگرام قندهاي موجود در قطعات جدا كشت  گونه ك -6شكل
گالاكتورونيك اسيد، گلوكورونيك اسيد، گلوكز، فروكتوز، (قندهاي استاندارد از پائين به بالا ) 4عصاره هيدروليز شده قندهاي بخش محلول، نوار 

قندهاي استاندارد از ) 8 ، در عصاره هيدروليز شدة پلي ساكاريدي و نوار IBA)  7 ، نوار   D-2,4، ) 6 نوار *تيمار مركب ) 5، نوار )گزيلوز و رامنوز
) 10از پايين به بالا قندهاي استاندارد گلوكز و مانوز و نوار ) 9، نوار )گالاكتورونيك اسيد، گلوكورونيك اسيد، آرابينوز، گزيلوز و رامنوز(پائين به بالا 

  قند استاندارد فوكوز
  µM 9/0 2,4-D و  µM 88/0 BA ،µM 6/2 NAA ، µM8/2 IBAتيمار هورموني مركب از= مركبتيمار  •

  

همچنين آناليز عصاره پلي ساكاريدي نشان داد كه درصد 
 - رامنوز- گالاكتوز و مانوز نسبت به آرابينوز-نسبي گلوكز

چنين تغييراتي را ). 8  و7شكلهاي (گزيلوز بيشتر است 

ياهان كامل اين سه گونه نيز براي عصاره حاصل از  گ
  ). 1(گزارش شده است 
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 ، در عصاره IBA)  3 ، نوار D-2,4)  2 ، نوار *تيمار مركب) 1كرو ماتوگرام قندهاي موجود در قطعات جدا كشت  گونه ويميناليس، نوار -7شكل
گالاكتورونيك اسيد، گلوكورونيك اسيد، گلوكز، فروكتوز، ريبوز و (قندهاي استاندارد از پائين به بالا ) 4هيدروليز شده قندهاي بخش محلول، نوار 

قندهاي استاندارد از پائين به ) 8 ، در عصاره هيدروليز شدة پلي ساكاريدي و نوار IBA)  7  ، نوار  D-2,4، ) 6 نوار *تيمار مركب ) 5، نوار )رامنوز
  ) مانوز، گزيلوز و رامنوز-زگالاكتورونيك اسيد، گلوكورونيك اسيد، گلوكز، آرابينو(بالا 

  µM 9/0 2,4-D و  µM 88/0 BA ،µM 6/2 NAA ، µM8/2 IBAتيمار هورموني مركب از= تيمار مركب •

  

  

شكل8- تغيرات قندهاي بخش محلول (خط پيوسته) و پلي ساكاريدي (خط شكسته)، بر اساس نتايج 
كروماتوگرافي گاز مايع، بافتهاي كالوس چوبي شده سه گونه اكاليپتوس در محيط LS و تيمار هورموني 

D-4,2 و  BA ،NAA ، IBA   مركب از
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قند گالاكتوز يكي از قندهاي تشكيل دهندة محلول عصاره 
 الكلي گياهان كامل اكاليپتوس است كه  بصورت -آبي

لهاي اليگوساكاريدي از قبيل رافينوز و تركيب در مولكو
اين قند در گياهان كامل اكاليپتوس در . استاكيوز وجود دارد

  ). 1(پاسخ به شرايط تنشي حاكم بر گياه بوجود مي آيد 

نتايج حاكي از آن است كه گرچه در عصاره قندهاي  
بخشهاي محلول و پلي ساكاريدي حاصل از قطعات جدا 

هان كامل سه گونه اكاليپتوس تا كشت در مقايسه با گيا
حدود زيادي در بعضي موارد همخواني وجود دارد، ولي 

جمله  از. در بعضي موارد اختلافات اساسي ديده مي شود
اين كه گالاكتوز كه يكي از قندهاي عصارة هيدروليز شدة 

قطعات در ).1(بخش محلول در گياهان كامل است 
ل ديده نمي  عصاره هيدروليز شدة بخش محلوجداكشت

). 7 و6، 5  در شكلهاي3 و 2، 1 نوارهاي(شود 
درصورتيكه اين قند در عصاره هيدروليز شده پلي 
ساكاريدي كشت بافت همانند گياهان كامل مشاهده مي 

و همانگونه كه در ) 5 در شكل 7 و 6، 5نوارهاي (گردد 
 ديده مي شود لكه 7 و 6، 5  شكلهاي 7 و 6، 5نوارهاي 

حتي پر ) اولين لكه واضح از پائين(كتوز مربوط به گالا
دومين لكه واضح از (رنگ تر از لكه مربوط به گلوكز 

فقدان گالاكتوز در عصارة هيدروليز شده نشان . است) پائين
مي دهد كه اين قند احتمالا در پاسخ به شرايط تنشي 
بعنوان قند موجود در گروه رافينوزي بخش محلول 

 افزايش ،ادة آسكوربيك اسيدو بعنوان پيش م) 4و10،9(
و يا گياهان ) 17(دهنده تحمل در پاسخ به شرايط تنشي 

كامل در شرايط تنشي بعنوان قند ساختماني در جزء پكتيني 
 ايفاي نقش مي )15 و 14 (پلي ساكاريدهاي ديواره اي

  .نمايد

 بنابراين از آنجا كه كشتهاي اكاليپتوس مورد مطالعه در اين 
بهينه رشد قرار داشته و هيچگونه تنشي تحقيق در شرايط 

بر آنها وارد نشده است ، بافتها اين تركيب را بعنوان قند 
. شاخص شرايط تنشي حاكم بر بافت توليد ننموده اند

بنابراين مقدار آن در كروماتوگرافي لايه نازك قابل رديابي 
) 1382(ولي همانگونه كه ابراهيم زاده و همكاران . نبود

 اين قند در گياهان كامل سه گونه اكاليپتوس كه نشان دادند
بطور طبيعي در معرض تنشهاي محيطي قرار داشتند در 
تمام فصول و همه گونه ها توسط سازگانهاي آنزيمي گياه 

مي شود و  گياه را براي مقابله با شرايط محيطي آماده  سنتز
در نتيجه فقدان گالاكتوز در عصارة محلول قندي .مي نمايد

  .گر وجود شرايط بهينه براي رشد سلول و بافت استنشان

  منابع 
.  ابراهيم زاده ح، عباسي م ر و فخرطباطبائي س م-1

بررسي اثر شرايط محيطي بر تغييرات . 1382
 ):Eucalyptus(  كربوهيدراتها در سه گونه اكاليپتوس

E. camaldulensis Dehnh.،viminalis Labill,  E. 

froticetorum E. Muell .  مجله زيست شناسي ايران
 . 4، شماره16جلد

مطالعات كمي و . 1377.  ابراهيم زاده ح و  ميقاني ف-2
  Astragalusكيفي تراگاكانت در جداكشتهاي دو گونه 

)A. gossypinus Fisch. and A. keyserlingii Bunge .(
  .1 شماره14مجله نهال و بذر ، جلد 

3- Amiard V., Morvan-Bertrand A., Billard 
., Huault C., Keller F. and M.P. 
Prud'homme. 2003. Fructans, but not the 
sucrosyl-galactosides, raffinose and 

loliose, are affected by drought stress in 
perennial ryegrass. Plant Physiology, 
132, 2218-2229. 
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گونه هاي . اي  كروماتوگرامهاي سمت راست قندهاي بخش محلول و سمت چپ قندهاي پلي ساكاريد ذخيره. كروماتوگرامهاي گاز مايع تيمار هورموني مركب - 9شكل
  ، فروتيستوروم و ويميناليس كامالدولنسيس: گياهي از بالا به پايين 
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Study of glactose in the extracted soluble sugars from three 
Eucalyptus species explants as a marker of explants growth 

conditions 
Ebrahimzadeh H.1, Abbasi M.2, and Fakhr Tabatabaei M.3 

1Biology  Dep, Science Faculty, Tehran University 
2Plant Genetics and Genetic Resources Dep, Seed and Plant Improvement Institute, Karaj, 

3Horticultural department, Agriculture Faculty, Tehran University 

Abstract 
Hypocotyledon explants of Eucalyptus camaldulensis Dehnh.,  E. froticetorum E. Muell 
and E. viminalis Labill were cultured on LS medium with three hormonal treatments at 
24 ºC  and were used to produce callus and root. The non-structural carbohydrates were 
extracted. These sugars were quantitatively and qualitatively analyzed based on 
spectrophotometry, thin layer chromatography and gas liquid chromatography. A 
hormonal treatment with a combination of 0.88 µM BA, 2.6 µM NAA, 2.8 µM IBA, 
and 0.9 µM 2, 4-D which produced the dark woody callus, induced the highest growth 
rate. Whereas in 20 µM 2, 4-D the light-fresh callus were produced. At  IBA 10 µM the 
explants produced too much root. The major sugars in the nonhydorized of soluble 
sugars extraction were sucrose and glucose and a little amount of romnose, fructose, 
ribose and glucoronic acid. Also in this fraction there was no any galactose. In the its 
hydrolyzed fraction there was no galactose, whereas glucose and fructose which was 
produced from sucrose were the major sugars in this fraction. In ydrolyzed nonstructural 
- polysaccharide fractions, galactose, glucose, mannose – arabinose, xylose and one 
uronic acid were appeared in all treatments and species. Contrary to sugars in intact 
plants of Eucalyptus tree, there was no any galactose in the hydrolyzed soluble sugars 
fraction in the tissue culture extractions, but it was appeared in the hydrolyzed 
nonstructural - polysaccharides fraction of explant extractions. The absence of galactose 
in the hydrolyzed or unhydrolized soluble extraction sugars  could serve as a marker or 
an indicator for optimum conditions of  growth of explants.     

Key word: Eucalyptus  , Galactose , Tissue cultuer 
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