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چکیده
Cannabis sativa(ایرانیشاهدانه L.(خانوادهبهمتعلقداروییگیاهیCannabinaceaeازمتنوعیهايترکیبکهاست

inشرایطدرگیاهاینغیرمستقیمومستقیمباززاییسازيبهینهمنظوربهتحقیقاین.کندمیتولیدراثانویههايمتابولیت vitro انجام
BA)1/0،2/0،5/0،1،2،3حاوييهاکشتطیمحوشدهجداسازياستریليهاگیاهچهازهیپوکوتیلوبرگيهاریزنمونه.شد

تنهاییبهلیتر)درگرممیلی1/0،2/0،5/0،1،2،3(TDZوIBAلیتردرگرممیلی5/0باترکیبدریاتنهاییبهلیتر)درگرممیلی
کالوستولیداستفاده،موردتکشهايمحیطهمهدرهاریزنمونهالعملعکسشدند.کشتIBAلیتردرگرممیلی5/0باترکیبدریا

هورمونیمختلفسطوحدرغیرمستقیمباززاییهیپوکوتیلریزنمونهدرونشدمشاهدههاریزنمونهدرمستقیمباززاییهیچگونه.بود
BAلیتردرگرممیلی2غلظتدر،شدهتولیدکالوسحجمبیشترین. افتاداتفاقTDZلیتردرگرممیلی5/0همراهبهIBAدر

لیتردرگرممیلی1هورمونیتیماردربرگریزنمونهبهمربوطشدهتولیدکالوسخشکوتروزنبیشترینآمد.بدستبرگریزنمونه
TDZلیتردرگرممیلی5/0همراهبهIBAلیتردرگرممیلی5/0هورمونیتیمار. بودTDZگرم میلی5/0همراهبهIBAهیچدر

تروزنوحجمبهبوددرشگرفیتأثیر،BAهورمونمختلفي هاغلظتدرIBAهورمونترکیبالبته .کردنتولیدکالوسايریزنمونه
بهبوددريتأثیرچندانTDZهورمونمختلفي هاغلظتدرIBAهورمونافزودنحالاینبا.داشتهاریزنمونهکالوسخشکو

داشت.نریزنمونهدوهرکالوسخشکوتروزنوحجم

Cannabis sativa(شاهدانهریزنمونه،ازدیادي،زریرشد،هايکنندهتنظیم:کلیديهايواژه L.(،کالوس.

مقدمه
دارايکهاستUrticalesراستهازگیاهیشاهدانه

Yoshimatsu(باشدمیمتعدديداروییخواص et al.,

شیمیاییدهما61ازبیشتاکنونشاهدانهگیاهاز).2004

کانابینوئیدها،است.شدهشناساییکانابینوییدبهمعروف
فنولیکوترپنیهايترکیبازنظیربیخانوادهیک

اصلیمحلاپیدرمیغددوبودهشاهدانهدرمنحصراً
تولیدثانویهمتابولیتتریناصلی.باشندمیمواداینتولید
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تتراهیدروکانابینول9دلتاکانابینوییدشاهدانه،درشده
)THC(کانابییدولو)CBD(باشدمی)Small &

Beckstead, مختلفهايبخشدرTHCمقدار).1973
هايسرشاخهدرآنمیزانکهطوريهباست،متفاوتگیاه

،هابرگدرترتیببهوحدبالاتریندرگیاهگلدار
یابدمیکاهشگیاهيهادانهوساقهتحتانیيهابرگ

)Kosiorek et al., ازانسانبرايگیاهاین).2004
منابعبهترینازیکیوبودهتوجهموردمختلفهايجنبه
6امگاچرباسیدهايدارايآنروغناست.طبیعیفیبر

روغنجایگزینانسانتغذیهدردتوانمیوبوده3امگاو
Pinarkara(شودماهی et al., درگیاهاین).2004
يبراودردکاهشاه،یسآبدرمانيبرایپزشک

صرع،يماریبماننداعصاببامرتبطهاييماریب
قراراستفادهموردزینیقطبدواختلالاتویافسردگ

Grotenhermen(ردگییم & Russo, البته .)2002
ي داروهاازاستفادهبهي بشرجوامعروزافزونشیگرا
مؤثرهموادي تقاضاشیافزاسببی اهیگأمنشي دارا

درادیزهاي شرفتیپبا وجوداست.شدهیی دارواهانیگ
ناشناختهلیدلبه،یاهیگمؤثرهموادی مصنوعسنتزنهیزم

نیادیتولآنها،اغلبیی ایمیشساختمانی دگیچیپوبودن
هاي نهیهزمستلزمومشکلکیسنتتصورتبههابیترک

دیتولدري ریچشمگتیموفقتاکنونجهینتدراست.ادیز
هنوزواستنشدهحاصلارزشمندیی داروهايبیترکنیا

ي اقتصادصرفهبهمنبعتنهای اهیگمنابعازاستخراجهم
دستبي برارواز اینست.هابیترکنیابهی ابیدست

استحصالبرايي رشدمرحلهنیبهترترین ومناسبآوردن
لازمسطح،واحددری اهیگمؤثرهموادزانیمحداکثر

زمانوهابیترکنیامورددرمورد نظراطلاعاتاست
Davies(ردیگقراری بررسموردآنلیتشک &

Schwinn, Allen؛ 2003 et al., 2008.(
وریزنمونهمنبعرقم،نوعتأثیرتحقیقیدر
ییزابازوکالوسالقاءدرگیاهیرشدهايکنندهتنظیم
قیتحقنیادرگرفت.قراربررسیموردشاهدانهگیاه

وانهجوگرهدمبرگ،جوان،يهابرگازییهاریزنمونه

يهاهورمونحاويMSکشتطیمحدروشدندانتخاب
Kin،NAA،2,4-DوDicamba)اکسینهورموننوعی

منشأ وهورمونیهايترکیب. گرفتندقراراست)
تولیديهاکالوسنوعودهیکالوسدرتنهانههاریزنمونه

دربلکهداشتندبسزایینقشساختارورنگنظرازشده
باززاییدرصدبهتریناند.بودهمؤثرنیزگیاهباززایی
بهمربوطرقمسههردردمبرگ،ریزنمونهبهمربوط
هورمونلیتردرگرممیلی3و2حاويکشتمحیط

Dicambaاستبوده)Ślusarkiewicz-Jarzina et al.,

محیطاز)2010(و همکاران Lataتحقیقیدر.)2005
IAA،IBA،NAAمختلفيهاغلظتحاويMSکشت

براي TDZازمیکرومولار1باترکیبدرD-2,4و
در.کردنداستفادهبرگریزنمونهازشاهدانهگیاهییباززا

گیاهبافتکشت)Punja)2003و Feeneyدیگر تحقیقی
گرفتهساقهوبرگيهاریزنمونهازاستفادهباراشاهدانه

جنسیتکبهنظر،مجموعدردادند.انجامرقم4ازشده
ازمادهجنسبیشتراهمیتوطبیعتدرگیاهاینبودن
بهتوجهباوباارزشثانویههاي متابولیتتولیدلحاظ
عنوانبهگیاهانغیرمستقیمومستقیمباززاییاینکه
وژنتیکیهايدستورزي،ژنانتقالدراساسینیازپیش
درگیاهاینباززاییسازيبهینهبنابراین ،باشدمیغیره

رسد.مینظربهضروريايشیشهدرونشرایط
غیرمستقیمومستقیمباززاییمورددراندکیهايگزارش

بررسیمختلفمنابعوداردوجودجهانینظرازگیاهاین
باززاییبراي گیاهاینبودنسرسختازحکایت شده
متنوعبسیارهواییوآبشرایطدارايایرانکشور.دارد
گیاهاینپرورشبرايايبالقوهقابلیتدارايوبوده

باگیاهاینبودنبومیوجودبا.باشدمیارزشبادارویی
ایراندرشاهدانهگیاهبافتکشتمورددرارزش،
تحقیقاینرو،از این.باشدمیموجوداندکیهاي گزارش

وییزاکالشاملگیاهاینبافتکشتسازيبهینههدفبا
ايشیشهدرونشرایطدرایرانیشاهدانهگیاهییباززا

است.انجام شده
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روشهاومواد
کشتمحیطوگیاهیموادتهیه

ــذرهاي  ــاهدانهب ــازمانازش ــا، س ــعجنگله ومرات
کـردن  ضدعفونیمنظوربه.گردیدتهیهکشورآبخیزداري

درجـاري آبباشستشوازپسآنها را،بذرهاسطحی
 ـسپسداده،قرارثانیه30مدتبه%70الکل وسـیله هب
بعـد مرحلـه در.ندشـد آبشـویی شدهاتوکلاومقطرآب

قطـره یـک همـراه هب%2سدیمهیپوکلریدمحلولتوسط
انجـام سـطحی ضدعفونیدقیقه20مدتبه،20تویین

کـاملاً شـده اتـوکلاو مقطرآببابار4نهایتدروشد
محلــولدررابــذرها بعــديگــامدرگردیــد.شستشــو

دروکردهضدعفونیدقیقه5بمدتجیوهکلرید05/0%
شـدند. شسـته شـده اتـوکلاو مقطـر آببـا بار5پایان

بـراي هـا گیاهچـه تولیـد وبـذرها  زنـی جوانهمنظوربه
MSپایـه کشـت محیطدربذرهاریزنمونه،بهدستیابی

گـرم 8وساکارزلیتردرگرم30حاويهورمونبدون
گرادیسانتدرجه25ي دمادر،=8/5pHباآگارلیتردر

مـواد عنـوان هبگیاهتعداديترتیببدین.شدندي نگهدار
بدستآزمایشمورديهاریزنمونهکردنجدابراياولیه
آمد.

باززاییمراحلانجام
in vitroمحیطدریافتهرشداستریليهاگیاهچهاز

وبرگشاملمختلفریزنمونهقطعاتروز،30ازپس
طیمحبهلیاسترطیشرادروشدهجداسازيهیپوکوتیل

براي شدند.منتقلمختلفيهاهورمونحاوييهاکشت
کشتطیمحدرهاریزنمونهههمباززایی،وزاییکالوس

MSمطابقهورمونیمختلفهايترکیبحاويپایه)
تعدادنظیرصفاتیماه2ازپس.شدکشت)1جدول
ریشهطولوریشهتعدادساقه،طولشده،باززاساقه
شد.برداريیادداشتوگیرياندازه

تجزیه و تحلیل آماري
طرح آماري مورد استفاده در این تحقیق، آزمایش 

است. تجزیه فاکتوریل در قالب طرح پایه کاملاً تصادفی بوده
و مقایسه SASافزار ها با استفاده از نرمو تحلیل داده

انجام گردید و MSTAT-Cافزار ها با استفاده از نرممیانگین
ها مورد بررسی قبل از انجام آنالیز واریانس، نرمال بودن داده

ها از آزمون قرار گرفت. براي انجام آزمون مقایسه میانگین
اي دانکن استفاده شد.چند دامنه

نتایج
زاییبررسی فرایند کالوس

هاي برگ و منظور باززایی گیاه شاهدانه، ریزنمونهبه
جامد حاوي MSهیپوکوتیل روي محیط کشت پایه 

به تنهایی و TDZو BAهاي مختلفی از دو هورمون غلظت
). در این 1قرار گرفتند (شکل IBAیا در ترکیب با هورمون 
ترکیب هورمونی مختلف استفاده 24تحقیق، در مجموع از 

ها طوري انتخاب شده بود که دامنه رمونشد. غلظت هو
وسیعی را دربر گرفته و امکان باززایی مستقیم و غیرمستقیم 

هاي وجود داشته باشد. برخلاف انتظار، تمامی غلظت
گرم میلی1/0هورمونی مورد استفاده حتی در غلظت پایین (

ها به در لیتر)، به نوعی تولید کالوس کردند. اولین واکنش
روز مشاهده شد. 7ها پس از وس در ریزنمونهتشکیل کال

هاي آماري، نتایج نشان داد که بجز تیمار پس از بررسی
گرم در لیتر میلی5/0به همراه TDZگرم در لیتر میلی5/0

IBAزایی در هاي هورمونی باعث القاي کالوس، تمام ترکیب
کنش اثر شوند. در این تحقیق برهمها میهمه ریزنمونه

دار شد و هاي رشد و ریزنمونه معنیکنندهتنظیمغلظت 
مشخص گردید که مقدار مناسب غلظت و ترکیب 

کند و هاي رشد با توجه به نوع ریزنمونه تغییر میکنندهتنظیم
هاي مختلف و ترکیب ها نسبت به غلظتریزنمونه

دهند.ها واکنش متفاوتی نشان میکنندهتنظیم
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شاهدانهگیاهباززاییبراياستفادهموردهورمونیهايترکیب-1جدول
IBABA

01/0
02/0
05/0
01
02
03
5/01/0
5/02/0
5/05/0
5/01
5/02
5/03

IBATDZ

01/0
02/0
05/0
01
02
03
5/01/0
5/02/0
5/05/0
5/01
5/02
5/03

Cannabis(شاهدانهدرکالوسسازيبهینهمراحل-1شکل sativa(
درزاییکالوسد)،روز10گذشتازپسبرگریزنمونهدرزاییکالوسج)روز،30ازبعدآمدهبدستگیاهچهب)،MSکشتمحیطدربذرهاکردندارجوانهالف)

،TDZحاويکشتمحیطدربرگریزنمونهدرزاییکالوس)ه،روز10گذشتازپسهیپوکوتیلریزنمونه
BAحاويکشتمحیطدرهیپوکوتیلریزنمونهدرباززایی)و

دو ه

الفب ج
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BAهورمونیترکیبدرکالوستروزنوحجمصفاتيبراانسیوارهیتجز-2جدول

تغییراتمنبع
درجه
آزادي

میانگین مربعات
وزن تر کالوسحجم کالوس

BA5**81/8**33/3
IBA1**59/69**78/38

Explant1**15/66**96/26
BA×IBA5**91/15**78/2

BA×Explant5**19/9**14/2
IBA×Explant1*01/2**33/2

BA×IBA×Explant5**29/11**79/3
Error(4833/011/0(خطا
Total(71(کل

%5% و1احتمالسطحدرداریمعن:*و **

، BA)1/0 ،2/0 ،5/0 ،1 ،2در بررسی اثر هورمـون  
گرم در لیتر) به تنهایی و یا در ترکیب با هورمـون  میلی3

IBAاسـت، منبـع   آورده شـده 2گونه که در جدول ، همان
% 1ریزنمونه از نظـر مقـدار کـالوس تولیـدي، در سـطح      

زایی بـین  دار شده و این بیانگر تفاوت قدرت کالوسمعنی
دو بافت برگ و هیپوکوتیل است. همچنین در بررسی اثـر  

گـرم در  میلـی TDZ)1/0 ،2/0 ،5/0 ،1 ،2 ،3هورمون 
گونه ، همانIBAیا در ترکیب با هورمون لیتر) به تنهایی و

دهد، نیز منبع ریزنمونه از نظر مقدار نشان می3که جدول 
دار شـده و بیـانگر   % معنـی 1کالوس تولید شده، در سطح 

زایی بین دو بافت برگ و هیپوکوتیل تفاوت قدرت کالوس
کـنش اثـر غلظـت    باشـد. در هـر دو آزمـایش بـرهم    می

دار شد و مشخص شـد کـه   ونه معنیها و ریزنمکنندهتنظیم
کننـده در هـر دو   مقدار مناسب غلظت و ترکیب دو تنظیم

) بـا توجـه بـه نـوع     TDZ±IBAو BA±IBAآزمایش (
هـاي  ها نسبت به غلظتکند و ریزنمونهریزنمونه تغییر می

هاي متفاوتی بروز کننده، واکنشمختلف و ترکیب دو تنظیم
دهند.می

یی یـا در ترکیـب بـا هورمـون     به تنهـا BAاثر هورمون 
IBA بر حجم، وزن تر و خشک کالوس تولیدي

به تنهایی بر تشکیل کالوس در BAدر تأثیر هورمون 
هر دو ریزنمونه، بیشترین مقدار کالوس از لحاظ حجم، با 

2حـاوي  MSکشت ریزنمونه برگ بر روي محیط کشت 
گرم در لیتر از این هورمون تولید شد. کمترین میزان میلی

حجم کالوس تولیدي نیز در همـین ریزنمونـه در غلظـت    
هاي مورد گرم در لیتر بدست آمد. بین ریزنمونهمیلی1/0

% وجود داشـت. در  1داري در سطح استفاده تفاوت معنی
در ترتیب ریزنمونه برگ بیشترین حجم کالوس تولیدي به

گـرم در لیتـر از ایـن    میلـی 3گرم در لیتر و میلی2تیمار 
. در مـورد ریزنمونـه هیپوکوتیـل بـا     هورمون مشاهده شد

گـرم در  میلـی 2به 1/0از BAافزایش غلظت هورمونی 
لیتر، حجم کالوس تولیدي با شیب ملایمی افزایش یافته و 
به بیشترین مقدار خود رسید. با افزایش غلظت هورمـون  

BAگرم در لیتر، حجم کالوس تولیدي کـاهش  میلی3ه ب
).2یافت (شکل 
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TDZهورمونیترکیبدرکالوستروزنوحجمصفاتيبراانسیوارهیتجز-3جدول

درجهتغییراتمنبع
آزادي

میانگین مربعات
وزن تر کالوسحجم کالوس

TDZ5**22/20**4
IBA1*3/15*91/0

Explant1**25/298**73
TDZ×IBA5**01/7**61/1

TDZ×Explant5**28/15**16/2
IBA×Explant1ns66/1ns01/0

TDZ×IBA×Explant5*1/5**12/1
Error(4805/109/0(خطا
Total(71(کل

%5% و1احتمال سطحدردارمعنی:*و **

بربرگریزنمونهکشتباکالوستروزنمقداربیشترین
هورمونلیتردرگرممیلی2حاويMSکشتمحیطروي
BAغلظتدرتولیديکالوستروزنمیزانکمترینو

ریزنمونههمیندرBAلیتردرگرممیلی1/0هورمونی
مورديهاریزنمونهبینيدارمعنیفاوتتآمد.بدست

تحت.داشتوجود%1سطحدرآزمایشایندراستفاده
وبرگریزنمونهدوهردرهورمونی،تیماراینتأثیر

درگرممیلی2غلظتدرکالوستروزنبیشترینهیپوکوتیل
درگرممیلی1/0غلظتدرکالوستروزنکمترینولیتر
).3(شکلشدمشاهدهBAهورمونلیتر

کالوستشکیلمیزانبرBAهورمونمختلفهايترکیبتأثیربررسی-2شکل
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کالوستروزنمیزانبرBAهورمونمختلفهايترکیبتأثیربررسی-3شکل

هورمونمختلفي هاغلظتدرIBAهورمونترکیب
BA،ریزنمونهدوهرکالوسحجمبهبوددرشگرفیتأثیر

،BAهورمونيهاغلظتبیشتر درکهطوريهبداشت.
برگریزنمونهدرلیتردرگرممیلی3و2غلظتدوبجز

افزودنهیپوکوتیل،ریزنمونهدرلیتردرگرممیلی2و
IBAداد.افزایشايملاحظهقابلطوربهراکالوسحجم

استفادهموردهاي ریزنمونهبیندر،IBAتیماراعمالبا
بهمربوطکالوسحجمبیشترینترتیببهتحقیقایندر

لیتردرگرممیلی2/0هورمونیغلظتدربرگ،ریزنمونه
BAلیتردرگرممیلی5/0همراهبهIBAکمترینوبود

درهیپوکوتیل،ریزنمونهبهمربوطکالوسحجم
بهBAلیتردرگرممیلی2و1/0هورمونیيهاغلظت
.)2(شکلبودIBAلیتردرگرممیلی5/0همراه
محیطبهIBAهورمونیتیمارافزودنمشابهیطوربه
افزایشدرتوجهیقابلتأثیرBAهورمونحاويکشت
داشت،ریزنمونهدوهردرتولیدييهاکالوستروزن

محیطبهIBAافزودنبرگریزنمونهدرکهطوريهب
يهاغلظتتمامیدريدارمعنیافزایشسببکشت

درتنهانیزهیپوکوتیلریزنمونهدروگردیدBAهورمونی

5/0همراهبهBAلیتردرگرممیلی3و1يهاغلظت
مشاهدهيدارمعنیاختلافIBAلیتردرگرممیلی
کمترینوکالوستروزنبیشترینمجموع،دراست.شده
هورمونلیتردرگرممیلی1تیمارهايدرکالوستروزن
BAلیتردرگرممیلی5/0همراهبهIBAگرممیلی2/0و
لیتردرگرممیلی5/0همراهبهBAهورمونلیتردر

IBA،شکل(استشدهمشاهدههیپوکوتیلریزنمونهدر
ازتولیدييهاکالوسخشکوزنمورددر).3

خشکوزنبیشترینبرگ،ریزنمونهدر،هاریزنمونه
لیتردرگرممیلی2هورمونیتیماربهمربوطکالوس

هورمونلیتردرگرممیلی5/0همراهبهBAهورمون
IBAتیمارهايدرکالوسخشکوزنمیزانکمترینو

لیتردرگرممیلی2/0ولیتردرگرممیلی1/0هورمونی
نیزهیپوکوتیلریزنمونهدراست.آمدهبدستBAهورمون
1هورمونیتیماردرکالوسخشکوزنبیشترین

کمترینوIBAهمراهبهBAهورمونلیتردرگرممیلی
3و1/0،2/0،2هايتیماردرکالوسخشکوزنمیزان
است.شدهمشاهدهBAهورمونلیتردرگرممیلی
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BAهورمونهايغلظتحاويMSمحیطدرشاهدانهگیاهقطعاتکشتازحاصلنتایج–4جدول

ریشهتعداد
تروزن
)gr(کالوس

کالوسحجم
)cm3(

کالوسرنگ کالوسبافت کشتجدانوع
وتیمارنوع

هورمونیي هاغلظت
-
-

g13/0
g18/0

g01/0
g13/0

ايقهوه
کرم

متراکمسخت
متراکمنرم

برگ
هیپوکوتیل

BA1/0

-
-

g24/0
g24/0

fg68/0
g15/0

ايقهوهکرم
ايقهوهکرم

متراکمنرم
متراکمنرم

برگ
هیپوکوتیل

BA2/0

-
-

e-g58/0
g25/0

f29/1
g17/0

ايقهوه
ايقهوهکرم

سخت
متراکمنرم

برگ
هیپوکوتیل

BA5/0

-
-

f-g52/0
g29/0

fg1
fg34/0

ايقهوهکرم
کرم

متراکمنرم
آبدارنرم

برگ
هیپوکوتیل

BA1

-
-

a-d03/3
ef1

c63/5
fg1

سبزايقهوه
کرم

متراکمنرم
آبدارنرم

برگ
هیپوکوتیل

BA2

-
-

cd84/2
g24/0

e93/2
fg23/0

سبزکرم
سبزکرم

متراکمنرم
متراکمنرم

برگ
هیپوکوتیل

BA3

-
bc4

a-d12/3
fg41/0

e53/2
fg4/0

سبزکرم
ايقهوهکرم

آبدارنرم
متراکمنرم

برگ
هیپوکوتیل

IBA5/0+BA1/0

a3/13
cd7/1

ab46/3
fg34/0

a75/7
fg62/0

روشنسبز
سبزکرم

متراکمنرم
متراکمنرم

برگ
هیپوکوتیل

IBA5/0+BA2/0

b5
de7/0

d6/2
e07/1

d35/4
fg42/0

سبزکرم
ايقهوهکرم

متراکمنرم
متراکمنرم

برگ
هیپوکوتیل

IBA5/0+BA5/0

bc7/3
-

a-d15/3
a59/3

cd5
b7/6

سبزکرم
سبزکرم

متراکمنرم
متراکمنرم

برگ
هیپوکوتیل

IBA5/0+BA1

-
-

a-c4/3
e-g51/0

e27/3
fg37/0

سبزکرم
کرم

متراکمنرم
متراکمنرم

برگ
هیپوکوتیل

IBA5/0+BA2

de7/0
-

d58/2
b-d9/2

e42/2
e3/3

کرمسبز
کرم

متراکمنرم
آبدارنرم

برگ
هیپوکوتیل

IBA5/0+BA3

هورمـون بـا ترکیـب دریاتنهاییبهTDZهورموناثر
IBAتولیديکالوسخشکوتروزنحجم،بر

کـالوس تشـکیل برتنهاییبهTDZهورمونتأثیردر
کشـت بـا کـالوس مقـدار بیشـترین ،ریزنمونـه دورهدر

ــه ــرگریزنمون ــرب 2حــاويMSکشــتمحــیطرويب
میزانکمترینشد.تولیدهورموناینازلیتردرگرممیلی
درهیپوکوتیـل ریزنمونـه درنیـز تولیـدي کـالوس حجم

ریزنمونـه درشـد. مشاهدهلیتردرگرممیلی1/0غلظت
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درگرممیلی3به1/0ازهورمونیغلظتافزایشبابرگ
شـد. دیـده تولیـدي کـالوس حجـم درنامنظمروندلیتر

کـالوس حجـم میـزان کمتـرین وبیشـترین کـه طوريبه
درگرممیلی5/0ولیتردرگرممیلی2تیماردرترتیببه

مشـاهده تولیديهاي ریزنمونهکلدرهورموناینازلیتر
چشمگیرياختلافهیپوکوتیلریزنمونهمورددراماشد.
کــالوسحجــممیــزاندرهورمــونیمختلــفســطوحدر

کـالوس حجمبیشترینکهطوريهب،نشدمشاهدهتولیدي
آنکمتـرین ولیتـر درگرممیلی5/0تیماردرشدهتولید

(شـکل استشدهمشاهدهلیتردرگرممیلی1/0تیماردر
4.(

نیـز، کالوستروزنبرTDZهورمونتأثیرمورددر
هـا ریزنمونـه اثـر واریانس،آنالیزجدولازحاصلنتایج
تروزنکهدادنشانآمدهبدستيهاکالوستروزنروي

اخـتلاف آمـاري نظـر ازهمبهنسبتحاصليهاکالوس
کشـت محیطدر).2(جدول)p>01/0(دارنديدارمعنی
MSهورمونحاويTDZوزنمقداربیشترینتنهایی،به
لیتــردرگــرممیلــی1هورمــونیغلظــتدرکــالوستــر

تروزنمیزانکمترینوبرگریزنمونهدر،TDZهورمون
لیتردرگرممیلی2/0هورمونیغلظتدرتولیديکالوس
TDZمورددراست.آمدهبدستهیپوکوتیلریزنمونهدر

ــه ــرگریزنمون ــترین،ب ــروزنبیش ــالوست ــاردرک تیم
ــونی ــردرگــرممیلــی1هورم ــهTDZلیت ــراهب 5/0هم

درکـالوس تـر وزنکمترینوبودIBAلیتردرگرممیلی
TDZهورمـون لیتـر درگـرم میلـی 5/0هورمونیتیمار

بیشـترین نیـز هیپوکوتیلریزنمونهمورددرشد.مشاهده
لیتـر درگـرم میلـی 1هورمونیتیماردرکالوستروزن

TDZلیتردرگرممیلی5/0همراهبهIBAکمترینوبود
لیتـر درگرممیلی2/0هورمونیتیماردرکالوستروزن

).5(شکلشدمشاهدهTDZهورمون
IBAازثـابتی مقداردادنقراربانیزآزمایشایندر

کـالوس حجـم میـزان بـر ،BAمختلـف سـطوح کناردر
حجـم بیشـترین شـد. افزودهریزنمونهدوهردرتولیدي
2هورمـونی غلظـت دربرگ،ریزنمونهبهمربوطکالوس

لیتـر درگـرم میلـی 5/0همراهبهTDZلیتردرگرممیلی
IBAریزنمونـه بـه مربـوط کـالوس حجمکمترینوبود

TDZلیتردرگرممیلی2هورمونیغلظتدرهیپوکوتیل،

استذکرهبلازمبود.IBAلیتردرگرممیلی5/0همراهبه
همـراه بهTDZلیتردرگرممیلی5/0هورمونیتیمارکه

IBA4(شکلنکردتولیدکالوسیریزنمونهدوهردر.(
محـیط بـه IBAهورمـونی تیمـار افزودنبابنابراین 

ــونحــاويکشــت ــیاخــتلافTDZهورم دريدارمعن
هـا ریزنمونـه کـل درتولیدييهاکالوستروزنافزایش
وکالوستروزنبیشترینکه طوريبهاست،نشدهمشاهده
گرممیلی1تیمارهايدرترتیببهکالوستروزنکمترین

لیتـر درگـرم میلـی 5/0همراهبهTDZهورمونلیتردر
IBA،هورمـون لیتـر درگرممیلی2وبرگریزنمونهدر
TDZلیتردرگرممیلی5/0همراهبهIBA،ریزنمونـه در

).5(شکلاستشدهمشاهدههیپوکوتیل
تیمارهـاي ومختلفهاي ریزنمونهبیندر،مجموعدر

حجـم بیشـترین دوم،آزمایشدراستفادهموردهورمونی
لیتـر درگـرم میلی2هورمونیغلظتدرتولیديکالوس

در،IBAلیتـر درگرممیلی5/0همراهبهTDZهورمون
کـالوس حجممیزانکمترینوشدمشاهدهبرگریزنمونه
هورمـون لیتـر درگـرم میلـی 1/0ریزنمونـه درتولیدي

TDZ،4(شکلشدمشاهدهبرگریزنمونهدر(.
ازتولیــدييهــاکــالوسخشــکوزنمــورددر

خشـک وزنبیشـترین بـرگ، ریزنمونـه در،هـا ریزنمونه
لیتـر درگـرم میلـی 2هورمـونی تیماربهمربوطکالوس

هورمـون لیتـر درگرممیلی5/0همراهبهTDZهورمون
IBA ــود ــرینوب ــزانکمت ــکوزنمی ــالوسخش درک

TDZهورمونلیتردرگرممیلی5/0هورمونیتیمارهاي

بیشـترین نیـز هیپوکوتیـل ریزنمونهدراست.آمدهبدست
لیتردرگرممیلی1هورمونیتیماردرکالوسخشکوزن

ــون ــهTDZهورم ــرینوIBAهمــراهب ــزانکمت وزنمی
لیتـر درگـرم میلی1و2/0تیمارهايدرکالوسخشک

است.شدهمشاهدهTDZهورمون
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کالوستشکیلمیزانبرTDZهورمونمختلفهايترکیبتأثیربررسی-4شکل

کالوستروزنمیزانبرTDZهورمونمختلفهايترکیبتأثیربررسی-5شکل
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TDZهورمونيهاغلظتحاويMSمحیطدرشاهدانهگیاهقطعاتکشتازحاصلنتایج-5جدول

ریشهتعداد کالوسوزن
(gr)

کالوسحجم
(cm3)

کالوسرنگ کالوسبافت
جدانوع

کشت
وتیمارنوع

هورمونیي هاغلظت
-
-

d73/1
fg44/0

e-g51/2
h3/0

سبزکرم
کرم

متراکمنرم
آبدارنرم

برگ
هیپوکوتیل

TDZ1/0

-
-

a31/3
fg28/0

cd03/5
h33/0

سبزکرم
سبزکرم

متراکمنرم
متراکمنرم

برگ
هیپوکوتیل

TDZ2/0

-
-

de25/1
fg56/0

gh48/1
gh3/1

سبزکرم
سبزکرم

متراکمنرم
متراکمنرم

برگ
هیپوکوتیل

TDZ5/0

-
-

a37/3
fg31/0

bc88/5
h36/0

سبزکرم
کرم

متراکمنرم
آبدارنرم

برگ
هیپوکوتیل

TDZ1

-
-

c26/2
fg36/0

ab7
gh85/0

سبزايقهوه
کرمسبز

متراکمنرم
متراکمنرم

برگ
هیپوکوتیل

TDZ2

-
-

bc26/2
fg36/0

cd44/4
gh6/0

سبزکرم
سبزکرم

متراکمنرم
متراکمنرم

برگ
هیپوکوتیل

TDZ3

-
-

a54/3
f7/0

ab25/7
gh73/0

کرمسبز
کرم

متراکمنرم
آبدارنرم

برگ
هیپوکوتیل

IBA5/0 +TDZ1/0

-
-

c27/2
ef82/0

de7/3
f-h7/1

کرمسبز
سبزکرم

متراکمنرم
متراکمنرم

برگ
هیپوکوتیل

IBA5/0 +TDZ2/0

-
-

g0
g0

h0
h0

-
-

-
-

برگ
هیپوکوتیل

IBA5/0 +TDZ5/0

-
-

a70/3
d4/1

ab36/7
d-f43/3

سبزکرم
سبزکرم

متراکمنرم
متراکمنرم

برگ
هیپوکوتیل

IBA5/0 +TDZ1

-
-

a6/3
fg47/0

a1/8
h54/0

کرمسبز
ايقهوه

متراکمنرم
متراکمنرم

برگ
هیپوکوتیل

IBA5/0 +TDZ2

-
-

b81/2
fg55/0

ab32/7
gh02/1

کرمسبز
ايقهوه

متراکمنرم
متراکمنرم

برگ
هیپوکوتیل

IBA5/0 +TDZ3
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زاییریشهوزاییساقهدرمختلفيهاهورمونتأثیربررسی
درگرفتنقرارازبعدهیپوکوتیلوبرگریزنمونهقطعات

ازپـس )1جـدول (مطـابق شـده ذکرهورمونیهايمحیط
بـه شـروع کشـت هـاي محـیط همـان درکـالوس، تشکیل

مختلـف سـطوح تأثیرتحتکردند.ریشه)و(ساقهزاییاندام
درگـرم میلـی 2يهاغلظتدرIBAوBAهورمونیتیمار
گرممیلی5/0همراهبهلیتردرگرممیلی1/0تنهایی،بهلیتر
گرممیلی5/0همراهبهلیتردرگرممیلی2/0وIBAلیتردر
هیپوکوتیـل ریزنمونـه درغیرمسـتقیم بـاززایی IBAلیتردر

BAگرممیلی2/0غلظتدرساقهباززاییمیزان.انجام شد

ســایربــهنســبتIBAلیتــردرگــرممیلــی5/0همــراهبــه
طـول میـزان ترینبـالا اسـت. بودهبهترهورمونیيهاغلظت

بـه BAگـرم میلـی 2/0غلظـت درنیزشدهباززاهايساقه
تیمـار تحـت آمد.بدستIBAلیتردرگرممیلی5/0همراه

زایـی ساقهفرایندهاریزنمونهازیک هیچدرTDZهورمونی
شدهتولیديهاکالوسدرنیززاییریشهاست.نشدهمشاهده

 ـ.شـد ایجادهورمونیتیمارهايهمانتحت ،کـه طـوري هب
2/0تیمـار بـه متعلـق کـالوس زایـی ریشـه میزانبیشترین

بـه لیتـر درگـرم میلـی 5/0همراهبهBAلیتردرگرممیلی
درهـا ریزنمونـه اسـت. بـوده بـرگ ریزنمونهدرIBAهمراه

هیچگونـه تنهـایی بـه BAهورمـون حـاوي کشـت حـیط م
ازثـابتی مقـدار شـدن اضـافه باامااندنکردهتولیدايریشه

زایـی ریشـه BAهورمونيهاغلظتتمامبهIBAهورمون
افـزایش بـا کـه طـوري هب،استشدهمشاهدههاریزنمونهدر

دوهـر درکـالوس زاییریشهمیزانازBAهورمونغلظت
درکـه است ذکرهبلازم.)6(شکلاستشدهکاستهریزنمونه

ریزنمونـه دوهـر در،TDZهورمـونی تیمـار سـطوح تمام
.استنشدهمشاهدهزاییریشه

کالوسزاییریشهمیزانبرBAهورمونمختلفهايترکیبتأثیربررسی-6شکل

ومختلفهاي ریزنمونهبینتحقیقایندر،مجموعدر
آزمایش،دوهردراستفادهموردهورمونیتیمارهاي
غلظتدرریزنمونه،دوهردرتولیديکالوسحجمبیشترین

5/0همراهبهTDZهورمونلیتردرگرممیلی2هورمونی
میزانکمترینوبرگریزنمونهدر،IBAلیتردرگرممیلی

درگرممیلی1/0هورمونیغلظتدرتولیديکالوسحجم
وبهترینشد.مشاهدهبرگریزنمونهدر،BAهورمونلیتر

تیمارحاويMSکشتمحیطدرهاکالوسترینکیفیتبا
تروزنبیشترین.)4(جدولشدتولیدTDZهورمونی

لیتردرگرممیلی1هورمونیغلظتبهمربوطکالوس
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در،IBAلیتردرگرممیلی5/0همراهبهTDZهورمون
درتولیديکالوسحجممیزانکمترینوبود برگریزنمونه

در،BAهورمونلیتردرگرممیلی1/0هورمونیغلظت
.)5(جدول شدمشاهدهبرگریزنمونه

بحث
ازاستفادهباشاهدانهبذرهاي پژوهش،ایندر

کلریدو%70اتانولو20توئینهمراهبهسدیمهیپوکلریت
وŚlusarkiewicz-Jarzina.شدضدعفونی%05/0جیوه

سدیمهیپوکلریددردقیقه15زمانمدت)2005(همکاران
کردند.گزارشضدعفونیروشبهترینعنوانهبرا5%

Wangبذرهاي استریلزمانمدت)2009(همکارانو
10-15و%1/0سدیمکلریدهیپودردقیقه20راشاهدانه

بار8نهایتدروکردند گزارش%1/0جیوهکلریددردقیقه
اثرحاضرتحقیقدردادند.شستشومقطرآببا 

برهیپوکوتیلوبرگيهاریزنمونهوگیاهیيهاهورمون
مطالعهوبررسیجداگانهزمایشآدوطیگیاهاینباززایی

واکنشیهاریزنمونهازیکهیچآزمایشدوهردراست.شده
کالوستولیدتنهاوندادهنشانخودازباززاییبهنسبت
اماکردند زاییریشهراحتیهبتولیدييهاکالوسونمودند

کهتحقیقیدر.استانجام نشدهآنهادرباززایی
Ślusarkewicz-Jarzina) ارقاموير)2005و همکاران

زاییریشهوزاییکالوسبیشترین،کردندشاهدانهازمختلف
باززاییهیچاما،آوردندبدستبرگریزنمونهدرراکالوس

درآمدهبدستیجانتباکهاستانجام نشدهشانریزنمونهاز
و Feeneyمشابهطورهبهمچنین.داشتمطابقتتحقیقاین

Punja)2003(،گزارشرابرگریزنمونهاززاییریشهتنها
گزارشهمچنیننکردند.مشاهدهزاییساقههیچوکردند 
کنندمیتولیدریشهراحتیهبشاهدانهيهاکالوسکهکردند 

مانتایجباکاملاًکهدهند،نمیساقهتشکیلبرايپاسخیاما
شاهدانهيهاگیاهچهباززاییبراياین محققاندارد.مطابقت

هايکشتوکالوسازغیرمستقیمیاومستقیمطورهب
اولآزمایشدرشدند.مواجهشکستباسوسپانسیون

کالوسمقداربیشترین)BA±IBAمختلفيهاغلظت(تحت

کشتمحیطرويبربرگریزنمونهکشتباحجم،لحاظاز
MSلیتردرگرممیلی2/0حاويBA5/0همراهبه
کالوسحجممیزانکمترینشد.تولیدIBAلیتردرگرممیلی

درگرممیلی1/0غلظتدرریزنمونههمیندرنیزتولیدي
درنیزکالوستروزنمقداربیشترینشد.مشاهدهBAلیتر

لیتردرگرممیلی1هورمونیغلظتدروهیپوکوتیلبافت
BAلیتردرگرممیلی5/0همراهبهIBAمیزانکمترینو
ریزنمونهدر،BAلیتردرگرممیلی1/0غلظتدرتروزن
و Christopherیتحقیقدراست.هشدمشاهدهبرگ

Rajam)1994،(هورمونیتیمارازاستفادهباBAدر
ریزنمونهازراباززاییبهترینلیتر،درگرممیلی10غلظت

،پژوهشیطیآوردند.بدستفلفلگیاهدرساقهنوك
Echeverrigaray گیاهیگونهدر)2010(و همکاران
S. guaranitica،بیشترینسیتوکنین،يهاهورمونمیاناز

درریزنمونههرازايبهساقهتعدادافزایشنظرازراباززایی
آزمایشدر.کردندمشاهدهBAهورمونحاويهايمحیط

مقداربیشترین)TDZ±IBAمختلفيهاغلظت(تحتدوم
MSکشتمحیطرويبربرگریزنمونهکشتباکالوس

درگرممیلی5/0همراهبهTDZلیتردرگرممیلی1حاوي
نیزتولیديکالوسحجممیزانکمترینشد.تولیدIBAلیتر
لیتردرگرممیلی2/0غلظتدرهیپوکوتیلریزنمونهدر

TDZکهتحقیقیدرشد.مشاهدهLata 2009(و همکاران(
ریزنمونهعنوانهبگرهقطعاتازدادند،انجامشاهدانهروي

هورمونراساقهالقاءبراي تیماربهترینوکردنداستفاده
TDZرويرازاییشاخهبهترینمحققان ایندادند.پیشنهاد

TDZمولارمیکرو2و5هورمونیغلظتدرگرهریزنمونه

باززاییهیچگونهماتحقیقدرکهصورتیدرآوردند.بدست
اینبتوانشاید،استنشدهانجامهورمونیتیماراینتحت

رفتهبکارهورمونیغلظتیاوریزنمونهنوعدررااختلاف
سطوحدربرگریزنمونهآزمایشدومجموعدردانست.
درکرد.تولیدراکالوسبهترینTDZمونرهومختلف
روي)2012(و همکاران Ghadiri Sardroodکهتحقیقی

مورديهاریزنمونهتماممجموعدردادند،انجاماکالیپتوس
همراههبTDZتیمارتحتزاییکالوسبهترینبررسی،
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2,4-Dهايمحیطازهاکالوسترینکیفیتباوآمدبدست
همچنینآمد.بدستD-2,4وTDZهورمونحاويکشت

Assareh)1998 (مورددرEucalyptus camaldulensis

25/0حاويکشتمحیطدررازاییکالوسمیزانبیشترین
D-2,4لیتردرگرممیلی4همراهبهTDZلیتردرگرممیلی

آورد.بدست
اکسینافزودنباکه گفتتوانمینهاییبنديجمعدر
IBAهورمونبهTDZ،است.یافتهافزایشزاییکال

هیپوکوتیلریزنمونهبهنسبتنیزبرگریزنمونهکه طوريبه
مختلفهورمونیهايترکیبتحتبیشتريکالوسمیزان
ازهیچیکدرساقهالقاءفرایندالبته است.کردهتولید

نشد.مشاهدههاریزنمونه

سپاسگزاري
وژنتیکپژوهشکدهمسئولان محترم ازوسیلهبدین

آنمحترمریاستویژه به،طبرستانکشاورزيفناوريزیست
وهاآزمایشانجامبراي مناسببستريکردن فراهمدر

مشاورهبراي حسینیزهراسیدهمهندسخانمسرکار
داریم.راقدردانیوتشکرکمالآماريآنالیزهاي
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Abstract
Cannabis sativa L., belonging to cannabinaceae family, is a medicinal plant that produces a

diverse array of secondary metabolites. The present study aimed to optimize in vitro direct and
indirect regeneration in this valuable plant. For this reason, leaf and hypocotyl explants from in
vitro grown plantlets were excised and cultured on MS media containing different
concentrations of BA (0.1, 0.2, 0.5, 1, 2 and 3mg/l) and TDZ (0.1, 0.2, 0.5, 1, 2 and 3mg/l)
alone or in combination with 0.5 mg/l IBA. The explants reaction in all media led to formation
of calli. Direct shoot regeneration from explants was not observed but shoot induction from
callus was seen on MS media containing different concentrations of BA in hypocotyl explants.
The highest volume of callus was formed on MS medium containing 2 mg/l TDZ+ 0.5mg/l IBA
using leaf as explant. The highest wet and dry weight of callus belonged to leaf explant cultured
on MS medium containing 1 mg/l TDZ+ 0.5 mg/l IBA. MS medium containing 0.5 mg/l TDZ+
0.5 mg/l IBA produced no callus in both explants. The addition of  IBA in different
concentration of BA had significant effects on volume, wet and dry weight of calli in both
explants whereas it had no significant effects in different concentrations of TDZ.

Keywords: Growth regulators, micropropagation explants, Cannabis sativa L., callus.
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