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چكيده
Fabaceae است. برگ،  از خانواده  (.Trigonella foenum-graecum L) گياهى علفى  نام علمى  با  يا شنبليد  شَنبَليله 
ريشه، ساقه و دانه اين گياه داراى خواص داروئى متنوعى است و از لحاظ ميزان متابوليت هاى ثانويه بسيار غنى است. در 
اين تحقيق كشت درون شيشه اى ريز نمونه هاى بافت هاى مختلف گياه شنبليله شامل مريستم انتهاى ريشه، مريستم انتهايى 
ساقه و برگ در محيط كشت جامد MS واجد غلظت هاى0، 0/5، 1 و 1/5  ميلى گرم در ليتر هورمون D-4، 2 در شرايط 
تاريكى و فتوپريود 16 ساعت روشنايى و 8 ساعت تاريكى به هدف تعيين بهترين غلظت هورمونى و بهترين ريز نمونه براى 
MS ايجاد ماكزيمم كال زايى انجام شد . نتايج آمارى حاصل از تحقيق نشان داد بهترين كال زايى ريز نمونه ها در محيط

با غلظت 1 ميلى گرم در ليتر هورمون D-4، 2 انجام شد. بهترين ريز نمونه براى تشكيل كالوس مريستم انتهاى ساقه بود و 
شرايط بهينه براى كال زايى،  قرار گرفتن كال ها در تاريكى بود.

.2 ،4-D شنبليله، كشت كالوس، نرخ كال زايى، هورمون كليد واژه:

مقدمه
Trigonella foenum-) شَنبلَيله يا شنبليد با نام علمى

Fabaceaeاز خانواده Fabaceaeاز خانواده Fabaceae، گياهى علفى، يك  از خانواده ) از خانواده )  graecum L (graecum L ( .

ساله، به طول 10 تا 50 سانتى متر، برگ هاى آن متناوب و 
مركب از سه برگچه است(1،7). گل هايى منفرد به رنگ 
زرد روشن، بنفش يا مايل به سفيد به بزرگى 0/8 تا 1/8 
 11 تا   3 طول  به  خميده،  نيام،  آن  ميوه  دارد.  متر  سانتى 
سانتى متر و محتوى 5 تا 20 دانه زاويه دار به طول 4 تا 6 
ميلى متر و به عرض 2 تا 3 ميلى متر است(3). رنگ آن از 
زرد حنايى تا قهوه اى تغيير مى نمايد. اين گياه داراى طعم 
و اسانس معطر مى باشد. به حالت خودرو در آذربايجان، 

اصفهان، فارس، خراسان (نزديك بجنورد)، سمنان و دامغان 
مى رويد(2).شنبليله يك گياه دارويى است. عصاره برگ، 
ريشه و ساقه آن داراى خواص دارويى متنوعى است كه 
براى درمان ديابت، كلسترول، سل استخوانى اطفال و سوء 
شنبليله  هوايي  اندام  و  دانه  ريشه،  مى باشد.  مفيد  هاضمه 
و  است  غنى  بسيار  ثانويه  متابوليت هاى  ميزان  لحاظ  از 
داراى ساپونين هاي استروئيدي مختلف مانند ديوزژنين يا 
موژنين، تيكوژنين، نئوتيكوژنين و غيره است(21). بررسى 
نشان  مختلف  كشت  محيط هاى  در  شنبليله  گياه  كالوس 
داد، محيط MS بهترين محيط براى كال زايى است(17). 

فصلنامه علوم زيستى دانشگاه آزاد اسلامى  واحد زنجان
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كالوس  رشد  بر   (NaCl) كالوس   رشد  بر   (NaCl) كالوس   رشد  بر   ( طعام نمك  اثر  تحقيقى  در 
شنبليله، مورد بررسى قرار گرفت و بيان شد كه با افزايش 
كاهش  كالوس  رشد  كشت،  محيط  در   NaCl غلظت 
مى يابد (16). در تحقيق ديگرى، اثر پتانسيل الكتريكى بر 
رشد كالوس شنبليله مورد بررسى قرار گرفت و اثر مثبت 
پتانسيل الكتريكى بر رشد كالوس شنبليله ثابت شد. يكى 
invitro از روش هاى توليد متابوليت هاي ثانويه به روش

زيادى  فاكتورهاى  است.  زايى  كال  طريق  از  گيا هان  در 
در تشكيل كالوس و افزايش در ميزان كالوس در شرايط 
درون شيشه اى موثرند كه نوع ريز نمونه، نوع محيط كشت 

و عوامل محيطى از موارد بسيار مهم مى باشند. 
 مواد و روش ها

 Trigonella) شنبليله  گياه  بذر  از  تحقيق  اين  در 
تهيه  بجنورد  منطقه  از  كه   (foenum- graecum L (foenum- graecum L ( .

پژوهش هاى  مركز  در  آن  تاگزونوميكى  شناسايى  و 
كشاورزى طرق انجام شده بود، استفاده گرديد. براى هر 
آب  وسيله  به  شنبليله  بذر  مقدارى  ابتدا  دادن،  كشت  بار 
شسته  خاك،  بقاياى  گونه  هر  حذف  منظور  به  جارى 
بود،  الكل ٪70  بشرى كه محتوى  به  بذرها  شدند. سپس 
بردن  بين  از  براى  سپس  شدند.  منتقل  ثانيه   30 مدت  به 
مقطر  آب  با  دقيقه   15 و   5  ،2 مدت  به  بذرها  الكل  اثر 
در  بذرها  مرحله  اين  از  بعد  شدند.  داده  شستشو  استريل 
به مدت 3 دقيقه قرار  بشر محتوى هيپوكلريت سديم ٪2 
هود  زير  استريل  مقطر  آب  با  مرتبه   3 مجدداً  و  گرفتند 
شسته شدند. براى كاهش ميزان آلودگى، بذرهاى استريل 
و  شدند  گياهچه  به  تبديل  استريل  آگار  آب  محيط  در 
سپس از اين گياهچه هاى استريل براى پژوهش هاى بعدى 
استفاده شد. براى آزمايش ها ازمحيط كشت موراشيك- 
اسكوگ(MS) حاوى 4 غلظت0، 0/5، 1، 1/5 ميلى گرم 
در ليتر هورمون D-4، 2 استفاده شد. pH محيط كشت، 
5/8 تنظيم گرديد. كليه مواد، ظروف و محيط هاى كشت 
در دماى 120 درجه سانتى گراد به مدت 20 دقيقه اتوكلاو 
شد. پس از سرد شدن محيط هاى كشت در زير هود تحت 

شيشه اى  ظروف  از  استريل  گياهچه هاى  استريل،  شرايط 
خارج و پس از شستشوى ريشه آن ها به منظور حذف هر 
قرار  استريل  ديش هاى  پترى  در  گياهچه ها  آگار،  گونه 
انتهاى  مريستم  ريشه،  انتهاى  مريستم  اسكالپل  با  و  گرفته 
محيط  روى  بر  و  خورده  برش  برگ  از  قسمتى  و  ساقه 
كشت ها قرارگرفتند.10 تكرار براى هر يك از غلظت هاى 
هورمون D-4، 2 در نظر گرفته شد و در هر شيشه محتوى 
محيط كشت 2 تا 3 قطعه جداكشت قرار داده شد. نيمى 
از اين شيشه ها به اتاق رشد با فتوپريود 16 ساعت روشنايى 
و 8 ساعت تاريكى و دماى 25 درجه سانتى گراد منتقل 
شدند و تعدادى از ويال ها در شرايط تاريكى و دماى 25 
درجه سانتى گراد قرار گرفتند. هر 15 روز به دليل كاهش 
براى  بيشتر  اكسيژن  تامين  و  محيط كشت  غذايى  عناصر 
رشد كالوس ها و به دليل ممانعت از تغييرات pH عمليات 
و  محيط كشت جديد  به  انتقال  و  نمونه ها  واكشت روى 
در روزهاى 30 و 45 نيز انجام و هر 15 روز يك بار وزن 
به كار  نمونه هاى جدا كشت  از  از هر يك  تر 3 كالوس 
رفته، اندازه گيرى، سپس كالوس ها داخل فويل آلومنيومى 
به مدت 3 روز درون آون 75 درجه سانتى گراد قرار داده 
اين ترتيب  به  شدند و وزن خشك آن ها محاسبه گرديد 
نرخ كال زايى قسمت هاى مختلف گياه شنبليله در محيط 
و  تاريكى  ساعت   8 و  نور  ساعت   16 فتوپريود  در   MS

تاريكى مطلق محاسبه گرديد.
تحليل آمارى

و   SPSS افزار  نرم  از  استفاده  با  آمده  بدست  نتايج 
تفاوت  بودن  معنى دار  و  تحليل  داده ها   ANOVA روش 
 0/05 از  كمتر  سطح  در  دانكن  تست  انجام  با  ميانگين ها 
برنامه  كمك  به  نمودارها  گرفت.  قرار  بررسى  مورد 

Excel رسم گرديد.

نتايج
تحليل آمارى داده ها نشان داد كه از لحاظ آمارى در 
در   2  ،4-D هورمون   ،(P≤0/05) دار 0/05  معنى  سطح 
تغييرات وزن تر، وزن خشك و نرخ كال زايى اثر مشخص 
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داشت.نتايج حاصل از بررسى اوزان تر و خشك نشان داد 
كه با افزايش غلظت هورمون D-4، 2 از صفر به 0/5 ميلى 
گرم در ليتر، افزايش چشم گير و معنى دارى در وزن تر 
و خشك ديده شد كه نشان دهنده اثر مشخص هورمون 
بر وزن تر و خشك بود. بيشترين ميزان وزن تر و خشك 
در هورمون 1 ميلي گرم بر ليتر و كمترين ميزان در شاهد 
است. بنابراين مي توان نتيجه گرفت حضور هورمون منجر 
به افزايش معني داري در ميزان وزن تر و خشك مي شود. 
به طوري كه با افزايش درصد هورمون تا سطح 1 ميلي گرم 
بر ليتر افزايش را در وزن تر و خشك خواهيم داشت. اما 

با بيشتر شدن درصد هورمون يعني 1/5 ميلي گرم مقداري 
افت در ميزان وزن تر و خشك را شاهد بوديم به علاوه 
وزن تر و خشك در هر يك از سه ريزنمونه ساقه، ريشه، 
است.  آماري  نظر  از  گيري  چشم  تفاوت  داراي  برگ، 
ميانگين وزن تر در روزهاي مختلف نيز داراي تفاوت هاي 
معني داري در سطح 5 درصد از هم مي باشند و بيشترين 
ميزان كال زايى در مريستم انتهاى ساقه ديده مى شود. در 
مقايسه روزها، ميزان وزن تر و وزن خشك در دو روز60 
و 45 به طور معني داري از دو روز 30 و 15 بيشتر مي باشد 
به عبارت ديگر با افزايش روز بر ميزان وزن تر و خشك 

جدول 1- اثر غلظت هاى مختلف هورمون D-4، 2 بر وزن تر و خشك ريز نمونه هاى مختلف در فتوپريود 16 ساعت روشنايى و 4، 2 بر وزن تر و خشك ريز نمونه هاى مختلف در فتوپريود 16 ساعت روشنايى و 
MS 8 ساعت تاريكى در محيط
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به ذكر  نكته لازم  است.  افزوده شده  داري  معني  به طور 
آن است كه دو روز 60 و45 با هم همگن بوده و در يك 
دسته قرار گرفته اند بنابراين از نظر آماري ميزان وزن تر 
و خشك در اين دو گروه يكسان مي باشد و يك نتيجه 
را حاصل مي كنند.در سطح معنى دار p<0/05 اختلاف 
معنى دارى بين اثر متقابل سه عاملي محيط×هورمون×روز 
وجود دارد(در يك سطح از محيط و هورمون اثر روز بر 
از  اثر آن در سطوح ديگر محيط و هورمون).  با  تر  وزن 
آن جايي كه همه مقادير p<0/05 است، نتيجه مي گيريم 
كليه عوامل مورد نظر در اين تحقيق در سطح 5 درصد به 
طور معني داري بر ميانگين وزن خشك و تر اثر گذارند 
و همه نتايج مربوط به وزن تر براي وزن خشك نيز صادق 

هستند(جدول 1و شكل1و2). 

غلظت  بهترين  و  نمونه  ريز  بهترين  انتخاب  از  پس 
منظور مشخص ساختن  به  زايى،  روند كال  در  هورمونى 
تاثير عامل فيزيكى نور، ويال هاى حاوى 1 ميلى گرم در 
ليترهورمون D-4، 2 به شرايط تاريكى و شرايط فتوپريود 
16 ساعت روشنايى و 8 ساعت تاريكى منتقل گرديد. به 
كالوس هايى  كه  مشخص گرديد  كلى  نتيجه  يك  عنوان 
و  بودند  داشتند، سفيد رنگ  قرار  تاريكى  كه در شرايط 
رشد خوبى هم داشتند. كالوس هايى كه در روشنايى رشد 
كردند، بعد از مدتى سبز رنگ شدند و ميزان رشد آن ها 
كمتر از شرايط معمولى بود. در صورتى كه كالوس هايى 
كه در تاريكى رشد كردند، سرعت رشد بهترى نسبت به 
شرايط معمولى داشتند. در سطح معنى p<0/05 اختلاف 
معنى دارى ما بين اثر متقابل سه عاملي نور×ريزنمونه ×روز 

2 ،4-D شكل 1- كالوس30 روزه ساقه در غلظت 1 ميلى گرم در ليتر هورمون

2 ،4-D شكل 2- كالوس60 روزه برگ در غلظت 1  ميلى گرم در ليتر هورمون
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وجود دارد( در يك سطح از روز و ريز نمونه اثر فتوپريود 
با اثر آن در سطوح  نورى و تاريكى بر وزن ترو خشك 

ديگر روز و ريزنمونه ) (نمودار3، 2، 1).
بحث و نتيجه گيرى

رشد كالوس داراى يك الگوى لگاريتمى است. رشد 
القاء  براى  مرحله  اين  در  كه  بوده  كند  ابتدا  در  كالوس 

بهتر كالوس، حضور اكسين الزامى است. سپس سلول هاى 
كالوس وارد فاز تقسيم سلولى سريع شده كه در اين مرحله 
RNAنيازمند سنتز فعال RNAنيازمند سنتز فعال DNA، RNA و پروتئين است. در مرحله 

آخر سلول ها رشدشان متوقف شده و توده كالوس به سمت 
تمايز پيش مى رود (10). دربين هورمون هاى مختلفى كه 
براى القاء و رشد كالوس استفاده مى شود، اكسين را جزء 

نمودار  1- مقايسه تغييرات ميانگين وزن تر و خشك كالوس مريستم انتهاى ساقه در محيط MS واجد غلظت 1 ميلى گرم در ليتر 
هورمون D-4، 2  در فتوپريود 16 ساعت روشنايى و 8 ساعت تاريكى و تاريكى كامل

نمودار  2- مقايسه تغييرات ميانگين وزن تر و خشك كالوس برگ  در محيط MS واجد غلظت 1 ميلى گرم در ليتر هورمون 
D-2,4 در فتوپريود 16 ساعت روشنايى و 8 ساعت تاريكى و تاريكى كامل 

111

نمودار 3- مقايسه تغييرات ميانگين وزن تر و خشك كالوس مريستم انتهايى ريشه  در محيط MS واجد غلظت 1 ميلى گرم در ليتر  واجد غلظت 1 ميلى گرم در ليتر 
هورمون D-2,4 در فتوپريود 16 ساعت روشنايى و 8 ساعت تاريكى و تاريكى كامل. 
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بهترين هورمون ها دانسته واثبات كردند در بين اكسين هاى 
Dمتفاوت، Dمتفاوت، D-2،4 بهترين نتيجه را براى القاء و تكثير كالوس 

دارد (20). نتايج تحقيق حاضر نشان داد كه حداكثر كال 
زايى در غلظت 1 ميلى گرم در ليتر هورمون D-2،4 انجام 
القاء و رشد  مى شود (جدول 1). هورمون هايى كه باعث 
كالوس مى شوند، از طريق فاكتورهاى مخصوصى، باعث 
مى شوند.  منظمى  الگوى  تحت  كشت  جدا  قطعات  رشد 
مخصوص  رسپتورهاى  داراى  گياهى  بافت هاى  اين  بنابر 
هستند.  هورمون  براى  سيتوپلاسم  درون  يا  و  غشاء  در 
غلظت  و  كرده  كنش  هم  بر  جايگاه ها  اين  با  هورمون ها 
رسپتور در سطح بافت هدف، نوع پاسخ را تعيين مى كند 
(14). جايگاه هاى ويژه اتصال اكسين شناسايى شدند (12). 
ديواره  دهنده  گسترش  پروتئين هاى  نام،  به  پروتئين هايى 
ساكاريدى  پلى  تركيبات  بين  هيدروژنى  پيوند  قادرند 
سلولى،   pH سطح  كاهش   .(8) بشكنند  را  سلول  ديواره 
مى شود(18).  سلولى  داخل  كلسيم  سطح  افزايش  باعث 
عنوان  به  كلسيم  يون هاى  و  سيتوپلاسمى   pH تغيير  اين 
پيام رسان هاى ثانويه در عمل اكسين عمل مى كنند. (22). 
يون هاى كلسيمى در طى پيوند با كالمودولين باعث فعال 
شدن پروتئين كينازهاى ويژه شده و در نتيجه فاكتورها ى 
بيان ژن هاى پاسخ دهنده به اكسين تنظيم مى شوند و اين 
باعث فعال شدن چرخه سلولى و تحريك تقسيم سلولى 
تحت  متفاوت  جداكشت  قطعات  مى شود(11).  كالوس 
مى دهد.  تشكيل  كالوس  متفاوتى  ميزان  هورمون،  تاثير 
زدايى  تمايز  خاطر  به  حاضر  تحقيق  در  كالوس  تشكيل 
است(9). استفاده شده  ريشه  انتهاى  مريستم  از  تر  راحت 

نتايج تحقيق حاضر نشان داد كال زايى در شرايط تاريكى 
بهتر از فتوپريود 16 ساعت روشنايى و 8 ساعت تاريكى 
انجام مى گيرد. اين يافته ها با پژوهش هايى كه روى سويا 
انجام شد، هم خوانى دارد و ميزان تشكيل كال در شرايط 
نور،  و  است  تاريكى  از شرايط  گياه كمتر  اين  در  نورى 
رشد  كاهش  و  كشت ها  جدا  شدن  نكروزه  براى  عاملى 
ميزان  روى  بر  كه  ديگرى  تحقيق  در  است(19).  آن ها 

انجام شده   Varthemia persica گياه  در  تشكيل كال 
بود، مشخص شد كه ميزان كال در شرايط تاريكى بيشتر 
گياه  زايى  كال  نرخ  بررسى  است.  روشنايى  شرايط  از 
.Taxus baccata L در شرايط نور و تاريكى، مشخص 

كرد كه شرايط نور و تاريكى در كال زايى و رشد كالوس 
تحقيقى  نمى دهد(4). طى  نشان  دارى  معنى  اثر  گياه  اين 
شد  مشخص   Saccharum officinarum روى  بر 
ميلى   3 زايى  كال  براى   2،4-D هورمون  غلظت  بهترين 
كال  ميزان  بين  مقايسه اى  چنين  هم  است.  ليتر  در  گرم 
زايى در شرايط نورى و تاريكى انجام و مشخص شد كه 
روشنايى  از  زودتر  تاريكى  در  گياه  دراين  كال  تشكيل 
است و وزن تر و خشك كال ها در تاريكى بيشتر و رنگ 
كال هاى تشكيل شده در تاريكى زرد براق و در روشنايى 
روى  بر  تحقيقى  طى  مى باشد(5).  طلايى  به  رو  قهوه اى 
كال  براى   2،4-D هورمون  ميزان  بهترين  فرنگى  توت 
زايى 1 ميلى گرم در ليترتعيين و بعد از آن ميزان 0/5 ميلى 
گرم در ليتر از ساير غلظت هاى هورمونى براى كال زايى 
بهتر است كه اين نتيجه با يافته هاى به دست آمده در اين 
تحقيق هم خوانى دارد(6). بهترين شرايط هورمونى براى 
كال زايى Brassica napus غلظت 2 ميلى گرم در ليتر 
ليتر  در  گرم  ميلى   1 غلظت  است(13).   2،4-D هورمون 
 Gossypium 2،4 بهترين كال زايى در گياه-D هورمون
.hirsatm L را سبب مى شود(23). بيشترين كال زايى در 

.Tanacetum balsamita L در ميزان 1 ميلى گرم در 

ليتر هورمون D-4، 2 انجام پذير است و بعد از اين غلظت، 
غلظت 0/5 اثر بهتر ى بر ميزان كال زايى نسبت به سطوح 

ديگر هورمون دارا است(15). 
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