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و نوع ریزنمونه بر میزان القاي کالوس، ه رشد گیاهیکنندتنظیمهاي مختلف بررسی اثر غلظت
Origanum)و باززایی شاخساره مرزنجوش بخارایی زایی رویان vulgare ssp. gracile)
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یهدانشگاه ارومي،دانشکده کشاورزی،علوم باغبانیار،مسئول مکاتبات، دانشیسندهنو-*1
b.hosseini@urmia.ac.ir:یکالکترونپست
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19/12/1394تاریخ پذیرش: 30/10/1394تاریخ دریافت: 

چکیده
Origanum vulgarمرزنجوش بخارایی ( ssp. gracile (یاناز گیاهان دارویی متعلق به خانواده نعناع(Lamiaceae)باشد. می

روي برBAPدر ترکیب با D-2,4هاي مختلف غلظتثیر أتاین تحقیق در.دهدتشکیل میکارواکرولراآناسانسغالبترکیب
متقابل نوع اثر. شدبررسی مرزنجوش بخاراییگیاه هاي مختلف (کوتیلدون، هیپوکوتیل، گره، نوك شاخه و برگ)ریزنمونهزاییکالوس

در درصد) 100کالوس (القاي حداکثر ریزنمونه برگدر .شددار معنیدرصد 1ر سطح احتمالدمحیط کشت در نوع ریزنمونه 
3/93(کالوسالقاي درصد حداکثر D-2,4گرم در لیتر میلی3ریزنمونه گره در تیمار در و D-2,4در لیتر گرممیلی3و 1هايتیمار

. نشان داددر ریزنمونه برگ را ر درصد)(صفکالوسالقايکمترین میزانBAPدر لیتر گرممیلی1/0تیمار .شدمشاهده درصد)
BAPگرم در لیتر میلی1/0در ترکیب با D-2,4گرم در لیتر میلی1حاوي MSزا در محیط کشت رویانبیشترین درصد تولید کالوس 

گرم میلی1/0حیط حاوي و مگیاهی رشدهکنندتنظیمبدون MSو کمترین میزان در محیط کشت آمددستبهدر ریزنمونه نوك شاخه 
. با افزایش غلظت شددر ریزنمونه هیپوکوتیل مشاهده D-2,4گرم در لیتر میلی5ها و در محیط حاوي در همه ریزنمونهBAPدر لیتر 

.اشتندزایی را درویانها نوك شاخه و گره بالاترین درصد و در بین ریزنمونهیی کاهش یافتزارویانD-2,4گیاهی رشدهکنندتنظیم
درصد) در ریزنمونه گره و نوك شاخه در هر 100زایی (بیشترین میزان شاخهها، یی ریزنمونهزادر شاخهBAPبررسی اثر در آزمایش 

.آمددستبهBAPگرم در لیتر میلی1/0دو تیمار صفر و 

.وزن تر، توفوردي،آمینو پورینبنزیل،اسانسهاي کلیدي:واژه

مقدمه
Origanum)راییبخامرزنجوش  vulgare ssp. gracile)،

بومی اروپا که است گیاهی چند ساله و غنی از ترکیبات معطر 
وسیعی يهاقسمتهاي سنگی و در فراوانی در دامنهبهوبوده 

کندیمرشد ایراناز ارتفاعات نواحی کوهستانی

(EL-Gangaihi et al., 2006; Padulois, اسانس .(1997
ول، گاماترپینن، پاراسیمن، از کارواکرعمدتاًگیاه مرزنجوش

د است و داراي فلاونوئیپینن، میرسن و تیمول تشکیل شدهآلفا
رزماریک یژهوبهازجمله نارینجین و مشتقات کافئیک اسید

,Lagrow)اسید است  . این گیاه در نواحی شمال، غرب، (2004
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ن، هاي گیلان، مازندراشرق و در استانغرب، شمالشمال
,Lagrow)کردستان و آذربایجان پراکنش دارد  2004).

عنوان بهدیگرهايینسرزمو در طب سنتی ایرانمرزنجوش 
است. شدهاستفاده هازخمدهنده یامالتو بخشآراممقوي، مدر، 

هاي بیوشیمیایی آن گیاه مرزنجوش و عصارهاجزاي مختلفاز 
- معطربراييسازصابونادویه، در عنوانبهدر صنایع غذایی 

,Zargari)شودیمآرایشی استفاده ي هاوردهافرکردن و در 

1987; Padulois, 1997) .
تأثیر تحت بازدهکمو گیری، وقتتني سهاروشاستفاده از 

بنابراین امکان تکثیر گیاهان ، بودهشرایط مختلف محیطی 
هم اهاي سنتی فریکنواخت، همگن و پربازده از طریق روش

گیاهی کلنتولید برايکشت بافت گیاهی روش مناسبیو نبوده
,Singh)باشد می رویه از طرف دیگر برداشت بی.(2005

زوال این گونه ارزشمند شده بهتع منجراگیاهان دارویی در مر
حفظ، براياست و تلاش براي استفاده از روشهاي نوین 

باشد.دارویی بسیار ارزشمند مینگهداري و تکثیر این گونه
ریع هاي گیاهی امکان تکثیر انبوه و سکشت سلول، بافت و اندام

در شرایط درون هاي ثانویه را اهان و تولید متابولیتگی
گیاه، ون شیشهبا استفاده از کشت در.کندفراهم میايشیشه

شده و شرایط کنترلمنبع اولیه دارو در بهعلاوه بر دسترسی
و تولید د ترکیبات نسبت به گیاهمستقل از محیط، افزایش تولی

Bourgaud)شودپذیر میترکیبات جدید نیز امکان et al.,

رویاندر تهیه پروتوپلاست، تولید تواند کالوس می. (2002
هاي ثانویه هاي ریشه و ساقه و تولید متابولیت، تولید اندامبدنی

Hasandokht(مورد استفاده قرار گیرد & Ebrahimi, 2006.(
هاي علمی و ی جنبهبدنزایی العه در مورد رویانمط

دلیل امکان تولید بهیبدنزایی رویان.کاربردي زیادي دارد
زا، روش مناسب براي تکثیر است بیشتر و مداوم توده رویان

(Khosravi et al., در گیاه مرزنجوش يامطالعهدر .(2007
-2,4سطوح پایین D)5/0 شترین در لیتر) بیگرممیلی1و
Arafeh)یی را نشان داد زامیزان کالوس et al., در .(2006

) گزارش 2006و همکاران (EL-Gangaihiاین رابطه
گرممیلی3و NAAدر لیتر گرممیلی5/0کردند که ترکیب 

بهترین نتیجه از MSدر محیط کشت پایه BAPدر لیتر 

در هاي مرزنجوش نشان داد. القاي کالوس را در گونه
در گیاه پروانش ) 2013(و همکارانAhmadiتحقیقی 

(Catharanthus roseus)هکنندتنظیمهاي مختلف از غلظت
استفاده کردند که تیمار Kinو D ،BAP-2,4گیاهی رشد

تنهایی بهD-2,4در لیتر گرممیلی1ه رشد گیاهیکنندتنظیم
ین بیشترKinیا BAPدر لیتر گرممیلی5/0همراه بهیا

میزان کالوس را تولید کرد. در این آزمایش مشاهده شد که 
یرتأثهاي پایین سیتوکنین در محیط حاوي اکسین غلظت

و D-2,4مختلف هايکیبتردر زایی دارد.بر کالوسمطلوبی 
BAPهونزایی گدر آزمایش کالوسGymnema sylvestre،

BAPدر لیتر گرممیلی1و D-2,4در لیتر گرممیلی5

Roy)داددرصد) را نشان80زایی (الوسحداکثر ک et al.,

و همکاران Afshariاي بر روي شنبلیلهدر مطالعه.(2008
رویانریزنمونه (ساقه، برگچه حاوي دمبرگ، 4از ) 2010(

برايو هیپوکتیل) استفاده کردند و بهترین ریزنمونه 
ریزنمونه جنین MSکشت پایهیی در محیطزاکالوس

در) 1998و همکاران (Ishiiدر بررسی که . شدارش گز
در کردند که گزارش،نجام دادنداPhalaenopsisگیاه

بیشترین میزان القاي کالوس D-2,4در لیتر گرممیلی1/0
D-2,4در لیترگرممیلیدهم یکوجود آمد.بهزارویان

را زا رویانکالوس ءالقاBAPدر لیتر گرممیلی5/0همراهبه
از دو ،موجب شده استGossypium hirsutumه وندر گ

ریزنمونه مورد استفاده،ریزنمونه هیپوکتیل و کوتیلدون 
شدگزارش هیپوکتیل براي القاي کالوس بسیار مناسب 

(Adben & Khalafallah, 2008).
گیاه دارویی مرزنجوش بخارایی از گیاهان دارویی بسیار 

اي در باشد که مطالعهران میعرصه طبیعی ایو ارزشمند مهم 
حوزه تکثیر درون شیشه آن انجام نشده است و امروزه با 

آوري آن شدت یافته است و شناخت بیشتر آن در عرصه، جمع
در ،صحیحنات یل مدیریدلبهآینده رود در چند سال احتمال می
همین بهاهان در معرض خطر انقراض قرار گیرد.لیست گی

این گیاه آغاز ايتکثیر درون شیشهبرايه منظور مطالعات اولی
وه رشد گیاهیکنندتنظیممتقابل اثردر این مطالعه.شده است
منظور القاي کالوس و همچنین تولید بههاي متفاوتریزنمونه
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تا بهترین شدبررسی و باززایی شاخساره زا رویانهاي کالوس
براينه و مناسبترین ریزنموه رشد گیاهیکنندتنظیمترکیب 

.شودتکثیر درون شیشه آن انتخاب 

هاشو روادمو
وري آجمعبخاراییمرزنجوشبذرهاي گیاه :اهییمواد گ

، با استفاده عرصه طبیعی شهرستان سقز استان کردستانشده از 
وري دقیقه در حالت غوطه1مدت بهدرصد70از اتانول 

در وستشو شدو بار تقطیر بار با آب 3آنضدعفونی و پس از 
با وضدعفونی دقیقه 20مدتبهدرصد5/2هیپوکلریت سدیم 
.نددشستشو داده شچند بارآب دو بار تقطیر 
- فلاسکدر ضدعفونی سطحی، پس از بذرها کشت بذر: 

سپس در .ندجامد کشت شدMSکشتحاوي محیطهاي
، نور سفید فلورسنت و 25±2ی یاتاقک رشد با شرایط دما

ساعت تاریکی با شدت 8اعت روشنایی و س16دوره نوري 
لوکس قرار گرفتند.3000نور 

در ترکیب D-2,4مختلف يهاغلظتبررسی اثر - 1آزمایش 
ییزارویانو زاییکالوسوزن تر،یزانمبرBAPبا 

هاي مختلف مرزنجوش بخاراییریزنمونه
تصادفی در کاملاًطرح بر پایهصورت فاکتوریل بهآزمایش

. در این شدانجام ریزنمونه5و هر تکرار حاوي ارتکر6
هاي حاوي غلظتMSپایه کشتآزمایش فاکتور اول محیط

در گرممیلی5و 3، 1، 0در چهار سطح (شامل D-2,4مختلف 
و فاکتور دوم BAPدر لیتر گرممیلی1/0لیتر) همراه با 

ل، هاي مختلف در پنج سطح شامل کوتیلدون، هیپوکوتیریزنمونه
هاي هیپوکوتیل و برگ، گره و نوك شاخه بود. ریزنمونه

از MSبذر در محیط کشت پایه روز پس از کشت7کوتیلدون 
هاي برگ، گره و نوك روزه تهیه و ریزنمونه4تا 3هاي گیاهچه

هاي تهیه روزه تهیه شدند. کالوس20هاي شاخه از گیاهچه
شت شده و پس واککشت تازه هفته یکبار در محیط 3ه هر شد
وزن و یبدنزایی رویانو درصد زاییهفته، درصد کالوس9از 

پس لازم به ذکر است که ثبت شد. ا هکالوسخشک وزن تر و 

60ها از آون دماي از تعیین وزن تر، براي خشک کردن کالوس
.شدساعت استفاده 24مدت بهگرادنتیدرجه سا

هاي ها و غلظتنمادهایی که براي نمایش دادن نوع تیمار
عبارتند از: ،کار گرفته شدبهمورد استفاده در این آزمایش

ه رشد کنندتنظیم(نماد ترکیبات مختلف Tفاکتور اول: 
)گیاهی

T1 : در لیتر گرممیلی1/0غلظتBAP

T2  : در لیتر گرممیلی1/0غلظتBAP +1در لیترگرممیلی
2,4-D

T3 : در لیترگرممیلی1/0غلظتBAP +3در لیترگرممیلی
2,4-D

T4 : در لیتر گرممیلی1/0غلظتBAP +5در لیترگرممیلی
2,4-D

هاي مختلف)(نماد ریزنمونهAفاکتور دوم: 
، نوك (A4)گره،(A3)، برگ(A2)هیپوکوتیل، (A1)کوتیلدون

(A5).شاخه

- شاخهبر BAPهاي مختلفغلظتبررسی اثر - 2آزمایش 

مرزنجوش بخاراییهاي ریزنمونهزایی
زاییشاخهبر BAPبررسی اثر منظور بهاین آزمایش

صورت فاکتوریل بهمرزنجوش بخاراییهاي مختلفریزنمونه
5و هر تکرار حاوي تکرار 6در قالب طرح کاملا تصادفی در 

کشت فاکتور اول محیط ،. در این آزمایششدانجام ریزنمونه 
MSلفهاي مختحاوي غلظتBAPدر دو سطح شامل

هاي مختلف گرم در لیتر) و فاکتور دوم ریزنمونهمیلی1/0و 0(
در پنج سطح شامل کوتیلدون، هیپوکوتیل، برگ، گره و نوك 

روز پس از 7هاي هیپوکوتیل و کوتیلدون ریزنمونهشاخه بود. 
هاي روزه تهیه و ریزنمونه4تا 3هاي گیاهچهاز بذرکشت

. روزه تهیه شدند20هاي گیاهچهك شاخه از برگ، گره و نو
.شدها ثبت زایی ریزنمونهپس از دو بار واکشت درصد شاخه

گیري ها و اندازهپس از انجام بررسی:وتحلیل آماريتجزیه
آمده براي هریک از این دستبههاي صفات مورد نظر، داده

SASافزاراستفاده از نرمباطور جداگانه بهصفات رد مو9.1
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با استفاده از هاي حاصل اریانس قرار گرفته و میانگینتجزیه و
افزار از نرمرابراي رسم نمودند.بندي شددستهآزمون دانکن 
Excel استفاده شد.2007

نتایج 
در ترکیب D-2,4ي مختلف هاغلظتبررسی اثر - 1ش یآزما
یی زارویانو زاییکالوسوزن تر،یزانمبرBAPبا 

هاي مختلف مرزنجوش بخاراییهریزنمون
هاي بر ریزنمونهD-2,4هاي مختلف بررسی غلظتالف: 

مختلف مرزنجوش بخارایی
D-2,4هاي مختلف منظور ارزیابی غلظتبهاین آزمایش

- بر وزن تر ریزنمونهBAPگرم در لیتر میلی1/0در ترکیب با 

. وزن تر کالوس در ریزنمونه برگ در هاي مختلف انجام شد
D-2,4گرم در لیتر میلی5و 3حاوي MSمحیط کشت 

کمترین میزان آمد. دستبهگرم292/0و 320/0ترتیب به
رشدهکنندتنظیمبدون MSمحیط کشت در ) کالوسفاقد(

در تمامی BAPگرم در لیتر میلی1/0و D-2,4گیاهی
- نسبت به غلظتD-2,4غلظت پایین .شدها مشاهده ریزنمونه

را تولید کرد و ریزنمونه از کالوسوزن تر بیشتريهاي بالا
ترتیب بیشترین و کمترین وزن تر را تولید بهبرگ و هیپوکوتیل

.)1شکل(ندکرد

و خشک، وزن تر، وزنزاییدر کالوسD-2,4هاي مختلف اثرات غلظتانگین مربعات حاصل از تجزیه واریانس یم-1جدول 
تلف مرزنجوش بخاراییهاي مخریزنمونهزایی رویان

یبدنیی زارویانییزادرصد کالوسوزن خشکوزن تردرجه آزاديمنابع تغییرات
2,4-D3**113/0**00062/0**25/59**153/12

486/6**65/6**00049/0**089/0**4ریزنمونه 
528/1**02/2**00009/0**017/0**12و نوع ریزنمونهD-2,4اثر متقابل 

480006/0000003/02283/0055/0خطا
49/2798/2512/2299/25(%)راتیضریب تغی

صددر1در سطح احتمال داردهنده اختلاف معنینشان: **

هاي مختلف مرزنجوش بر وزن تر کالوس ریزنمونهBAPگرم در لیتر میلی1/0در ترکیب باD-2,4هاي مختلف مقایسه میانگین غلظت- 1شکل
است که همه D-2,4ه سطوحدهندنشانT. باشددرصد آزمون دانکن می1در سطح احتمال داردهنده تفاوت معنیبخارایی. حروف غیر مشابه نشان

T4:5و D-2,4گرم در لیترمیلیD ،T3:3-2,4گرم در لیتر میلیD ،T2 :1-2,4فاقد : T1؛باشدتوام میBAPدر لیترگرممیلی1/0سطوح آن با 
: نوك شاخه.A5گره، A4:برگ، A3:هیپوکوتیل،A2:کوتیلدون، A1:؛باشدریزنمونه مینوع دهنده نشانD.A-2,4گرم در لیترمیلی
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هاي بر وزن خشک ریزنمونهD-2,4هاي مختلف غلظتاثر
مختلف مرزنجوش بخارایی 

هاي مختلف در سطح و ریزنمونهD-2,4اثرات متقابل 
بوددار معنیبر وزن خشک کالوسد درص1احتمال 

1گرم در تیمار 032/0حداکثر وزن خشک ).1جدول(
. شدثبت و در ریزنمونه برگ D-2,4گرم در لیتر میلی

D-2,4گرم در لیتر میلی5و 3هاي ریزنمونه برگ در تیمار

گرم وزن خشک تولید کرد. 023/0و 025/0ترتیب به
تیمار بدون در شکوزن خکمترین میزانکه طوريبه

در بین مشاهده گردید.D-2,4گیاهی رشدهکنندتنظیم
برگ بیشترین و هیپوکوتیل کمترین میزان وزن ،هاریزنمونه

).2شکل (خشک را تولید کرد

هاي مرزنجوش کالوس ریزنمونهخشکبر وزنBAPگرم در لیتر میلی1/0در ترکیب باD-2,4هاي مختلف ایسه میانگین غلظتقم-2شکل 
است که همه D-2,4ه سطوحدهندنشانTباشد. درصد آزمون دانکن می1دار در سطح احتمال دهنده تفاوت معنیمشابه نشانبخارایی. حروف غیر 

T4:5و D-2,4ترگرم در لیمیلیD ،T3:3-2,4گرم در لیتر میلیD ،T2 :1-2,4فاقد : T1؛باشدتوام میBAPگرم در لیتر میلی1/0سطوح آن با 
: نوك شاخه.A5گره، A4:برگ، A3:هیپوکوتیل،A2:کوتیلدون، A1:؛باشدریزنمونه مینوع دهنده نشانD.A-2,4گرم در لیترمیلی

1/0در ترکیب با D-2,4هاي مختلف بررسی غلظت
هاي کالوس ریزنمونهالقاي بر BAPدر لیتر گرممیلی

مختلف 
تجزیه ا، صفات مورد نظر ارزیابی و پس از اعمال تیماره

حاصل از طریق آزمون دانکن هايمیانگینشده وواریانس
نشان داده 1گرفت که نتایج در جدولقرارمقایسه مورد 

هها نشان داد که اثرات متقابل ریزنموندادهتجزیه.استشده
درصد بر 1در سطح ه رشد گیاهیکنندتنظیمدر ترکیب 

کالوس القايحداکثر میزان.بوددار س معنیکالوالقايمیزان
گرممیلی3و 1حاويMSمحیط کشت در درصد) 100(

که اختلاف در ریزنمونه برگ مشاهده شدD-2,4در لیتر 
ها نشان داد و ریزنمونه نوك شاخه داري با سایر تیمارمعنی
D-2,4در لیتر گرممیلی3و 1حاوي MSمحیط کشت در 

3/93با D-2,4در لیتر گرممیلی3در تیمار و ریزنمونه گره
5(شکل هاي بعدي قرار داشتندکالوس در ردهالقايدرصد

(صفر درصد) در تیمارهاي کالوسالقاي میزانکمترین . الف)
BAPدر لیتر گرممیلی1/0و گیاهی رشدهکنندتنظیمفاقد 

و پس از آن ریزنمونهشدمشاهده ها براي تمامی ریزنمونه
درصد20با D-2,4در لیتر گرممیلی3هیپوکوتیل در تیمار 

کالوس در رده بعدي قرار داشت. بهترین محیط کشت القاي 
گرممیلی1حاوي MSمحیط ،و ریزنمونه در القاي کالوس

.)3شکل (و ریزنمونه برگ بود D-2,4در لیتر 

-درصد القاي رویانبر D-2,4هاي مختلف بررسی غلظت

هاي مختلف مرزنجوش بخارایی ریزنمونهیزایی بدن
دست آمده، بیشترین درصد تولید بهبراساس نتایج

گرم میلی1حاوي MSزا در محیط کشت کالوس رویان
2,4-D در لیتر در ریزنمونه نوك شاخه مشاهده شد و

MSزا در محیط کشت کمترین میزان القاي کالوس رویان

5در محیط حاوي ها ودر همه ریزنمونهD-2,4فاقد 
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. شددر لیتر در ریزنمونه هیپوکوتیل مشاهده D-2,4گرم میلی
زایی کاهش یافته است و در رویانD-2,4با افزایش غلظت 

زایی ها نوك شاخه و گره بالاترین درصد رویانبین ریزنمونه

پس از القاي کالوس ب و ج).5و شکل 4را داشتند (شکل 
ها به محیط بدون اکسین منجر به ، انتقال ریزنمونهزارویان

د).5(شکل شدباززایی شاخساره از کالوس 

هاي مختلف کالوس ریزنمونهالقاي درصد برBAPگرم در لیتر میلی1/0در ترکیب باD-2,4هاي مختلف مقایسه میانگین غلظت- 3شکل 
است D-2,4ه سطوحدهندنشانTباشد. آزمون دانکن میدرصد 1ح احتمال در سطداردهنده تفاوت معنیحروف غیر مشابه نشان. بخاراییمرزنجوش 

و D-2,4گرم در لیترمیلیD ،T3:3-2,4گرم در لیتر میلیD ،T2 :1-2,4فاقد : T1؛باشدتوام میBAPگرم در لیتر میلی1/0که همه سطوح آن با 
T4:52,4گرم در لیترمیلی-D.A؛باشدیریزنمونه منوع دهنده نشان:A1 ،کوتیلدون:A2،هیپوکوتیل:A3 ،برگ:A4 ،گرهA5.نوك شاخه :

هاي مرزنجوش زایی بدنی ریزنمونهبر درصد رویانBAPگرم در لیتر میلی1/0در ترکیب با D-2,4هاي مختلف مقایسه میانگین غلظت-4شکل 
است که همه D-2,4ه سطوحدهندنشانTباشد.درصد آزمون دانکن می1مال حتدار در سطح ادهنده تفاوت معنیبخارایی. حروف غیر مشابه نشان

T4:5و D-2,4گرم در لیترمیلیD ،T3:3-2,4گرم در لیتر میلیD ،T2 :1-2,4فاقد : T1؛باشدتوام میBAPگرم در لیتر میلی1/0سطوح آن با 
: نوك شاخه.A5گره، A4:برگ، A3:هیپوکوتیل،A2:کوتیلدون، A1:؛اشدبریزنمونه مینوع دهنده نشانD.A-2,4گرم در لیترمیلی

رشدهکنندتنظیمي مختلف هاغلظتبررسی اثر : 2آزمایش 
BAP متفاوتهاي ریزنمونهزاییشاخهبر

ها در و ریزنمونهBAPي مختلف هاغلظتاثرات متقابل 
بوددار معنیزایی بر درصد شاخهدرصد 1سطح احتمال 

درصد) در 100زایی (بیشترین میزان شاخه.)2جدول(
1/0ریزنمونه گره و نوك شاخه در هر دو تیمار صفر و 

و کمترین میزان در ریزنمونه BAPگرم در لیتر میلی
گیاهی رشدهکنندتنظیمفاقدکوتیلدون و برگ در تیمار 
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کالوس در محیط نشدنبا وجود تولید).6شکل آمد (دستبه
MSو محیط کشت گیاهی رشدهکنندتنظیمبدون MSکشت 

هاي نوك ، ریزنمونهBAPگرم در لیتر میلی1/0حاوي 

باززایی میزانبالاترین ها شاخه و گره در این محیط کشت
ها باززایی مستقیم را نشان دادند و در بقیه محیط کشت

ر).5(شکل مستقیم مشاهده نشد

. گیاهیرشدهکنندتنظیمحاوي ترکیبات MSهاي کشت پایه ی و باززایی گیاه مرزنجوش بخارایی در محیطزایالقاي کالوس، رویان- 5شکل 
در یک ریزنمونه زازا و غیررویانب: تولید کالوسهاي رویان،BAPو D-2,4گیاهی رشدهکنندتنظیمالف: القاي کالوس در محیط کشت حاوي 

، د: باززایی غیرمستقیم BAPو D-2,4گیاهی رشدهکنندتنظیمر محیط کشت حاوي غلظت پایین دزاکالوسهاي رویانرشدنوك شاخه، ج:
BAPگیاهی رشدهکنندتنظیمحاوي MSشاخساره از کالوس، ر: باززایی مستقیم شاخساره از ریزنمونه نوك شاخه در محیط کشت 

هاي مختلف مرزنجوش بخاراییزنمونهریزاییبر شاخهBAPنتایج تجزیه واریانس بررسی اثرات -2جدول 
زاییدرصد شاخهدرجه آزاديمنابع تغییرات

(B) BAP1**63/5
4**46/30(A)ریزنمونه 
4**46/1(B*A)اثر متقابل 

182185/0اشتباه آزمایشی
89/16(%)راتیضریب تغی

صددر1در سطح احتمال داردهنده اختلاف معنینشان: **
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حروف هاي مختلف. زایی ریزنمونهشاخهبرايBAPگرم در لیتر میلی1/0ررسی مقایسه میانگین غلظت صفر و ب-6شکل 
: T2، گیاهیرشدهکنندتنظیم: بدون T1. باشددرصد آزمون دانکن می1در سطح احتمال داردهنده تفاوت معنیغیر مشابه نشان

: نوك شاخه.A5: گره و A4: برگ، A3یپوکوتیل، : هA2: کوتیلدون، BAP ،A1گرم در لیترمیلی1/0

بحث
محیط کشت در و وزن خشک کالوسحداکثر وزن تر 

MS 2,4گرم در لیتر میلی1حاوي-Dدر ریزنمونه برگ
MSمحیط کشت در کالوس کمترین میزان و شدمشاهده 

ثیر وجود أت.شدها مشاهده در تمامی ریزنمونهD-2,4فاقد 
ور سیتوکنین در بیشترین درصد ضو یا در حتنهایی بهاکسین

رشدهايهکنندتنظیمعلت تفاوت در وجود بهتواندوزنی می
Sarkheil1زا در گیاهان مختلف باشد (درونگیاهی  et al.,

باشند و زا میبرخی از گیاهان داراي اکسین درون). 2009
باعث D-2,4ویژه هبدر صورت استفاده از اکسین خارجی 

سنتز بیشتر اکسین در داخل گیاه شده و این امر تحریک
Rostamiشود (میهاباعث تولید کالوس بیشتر در ریزنمونه

et al., - بر میزان القاي کالوس در نمونهD-2,4اثر ).2011

) 2009و همکاران (Nicolaevaتوسطهاي برگ گیاه چاي 
مشاهده کردند که افزایش نانآگرفت.مورد بررسی قرار 

باعث کاهش رشد و گیاهی رشدهکنندتنظیمت این غلظ
در این تحقیقدست آمدهبهکه با نتایجشودالقاي کالوس می

هکنندتنظیمهاي خیلی زیاد . غلظت)3(شکل مطابقت دارد
هاي درگیر در ممکن است براي بیان ژنD-2,4گیاهی رشد

کننده باشد زدایی بافت، مهارتقسیم سلولی و تمایز
(Mahmood et al., براينتایج مطالعه نشان داد . (2012

ضروري است و گیاهی رشدهکنندتنظیمتولید کالوس وجود 
. شداکسین تشکیل کالوس مشاهده نبدون در محیط کشت 

نتایج مشابهی نیز در این رابطه توسط محققان دیگر درالبته 
Ahmad)استشدهگزارش چند گونه گیاهی  et al., 2011,

Abd Elaleem et al., . همچنین گزارش شده است (2009
تولید کالوس به حضور همزمان اکسین برايکه جنس داتوره 

Dessouky)نین نیازمند است یو سیتوک et al., 2001) .
و سیتوکینین در D-2,4گیاهی رشدهکنندتنظیمترکیب 

Abd Elaleem)است ثر ؤمتسهیل القاي کالوس و حفظ آن 

et al., هاي مختلف . اگرچه نمو کالوس در غلظت(2009
BAP 2,4و-Dشودانجام می, 1985).(Wang et al ، با اما

رشدهکنندتنظیمهاي مختلف تأثیر غلظتاین حال مطالعه
بر میزان رشد کالوس نشان داد که افزایش گیاهی 

اثر بازدارنده روي رشد و القاي کالوس دارد D-2,4غلظت
(Park et al., در این کهتوان گفت میبنابراین .(2001

-درصد کالوسD-2,4محیط حاوي غلظت پایین پژوهش

هاسایر پژوهشبا نتایج ونشان دادزایی بهتري را 
(Arafeh et al., 2006; Pola et al., 2009; Rostampur

et al., و Hookerدر این رابطه.داشتمطابقت(2010
Nabors)1977 2,4) نشان دادند که ترکیب-D وBAP

کند. کالوس بیشتري را تولید میNAAیا IAAنسبت به 
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هاي مختلف ممکن تفاوت در القاي کالوس در ریزنمونهالبته 
نین در بافت یعلت تفاوت در نسبت اکسین به سیتوکبهاست
Centeno).باشد مورد مطالعهگیاه et al., تنوع در (1996

هاي مختلف در گیاهان تشکیل کالوس از ریزنمونهتوانایی
Ishii).استگزارش شدهنیزدیگر et al., 1998)

نتایج حاصل از این تحقیق نشان داد که نوع اینبنابر
انتخاب البته باشد. میثر ؤمریزنمونه در تولید کالوس بسیار 

ثیر تأهاي رشد گیاهی مناسب کنندهریزنمونه و تنظیم
Khawar)ر القاي کالوس و باززایی دارد چشمگیري د et

al.,2005)هاي بررسی شده در این . در تمام محیط کشت
زایی حاصل از ریزنمونه برگ نسبت مطالعه، درصد کالوس

) 2004و همکاران (Te-chatoکه با نتایج به بقیه بیشتر بود
هاي دهی ریزنمونهعلت خراشبهتواندکه میداشتمطابقت 

هاي نتایج ما در مورد القاي کالوس در ریزنمونه.برگ باشد
هاي انجام شده در این زمینهسایر پژوهشنتایجمختلف با

(Pandey et al., 2013; Mohajer et al., 2012; Dennis

et al., آمده براي دستبههاي داده.داشتمطابقت(2011
ه زایی نشان داد کهاي مختلف در واکنش به کالوسریزنمونه
هاي رشد گیاهی کنندهبه نوع ریزنمونه، غلظت تنظیمبا توجه

هاي مورد و هرگونه ایجاد زخم در ریزنمونهتغییر کرده
و این امر ه استشداستفاده موجب تحریک تشکیل کالوس 

زایی و باززایی اعمال در روند کالوسرا تفاوت چشمگیري 
که کند. در این رابطه مطالعات متعددي وجود دارندمی

Mandal)کنندصحت نتایج این مطالعه را تأیید می &

Gupta, 2001; Sujatha & Dinesh-Kumar, 2007;

Basalma et al., 2008).
در تولید کالوس D-2,4آمیز استفاده از موفقیتثیر أت

Yang)زا توسط رویان et al., 2008; Pola et al., 2009)

گیاهیرشدهايهندکنتنظیمبه تنهایی و نیز در ترکیب با 
هاي رشد هکنندتنظیمتأثیراست.نینی گزارش شدهیسیتوک

بعدها در تحریک تقسیم سلولی و گیاهی مخصوصاً اکسین
هاي گیاهی زایی براي تعداد زیادي از گونهرویانالقاي 

Turker)است گزارش شده et al., در ارتباط با .(2010
-زا در سیبکالوس رویاندر القاء و تولید D-2,4بودن ثر ؤم

با افزایش بیان کردند) 1388و همکاران (Rostami، زمینی
در محیط تا حد آستانه تحمل، به گیاهی رشدهکنندتنظیماین 

این امر باعث وکند زا کمک شایانی میتولید اکسین درون
شود. میبدنیرویانالقا و تولید 

زایی در بازثر ؤمعنوان مهمترین فاکتور بههاسیتوکینین
اند و اثرات چشمگیر آنها شاید با ساقه به اثبات رسیده

هاي القا شده مرتبط باشد شناسی بافتات بافتتغییر
(Neibaur et al., Taxus wallichianaگونه. در (2008

است که با افزایش سیتوکینین و کاهش اکسین، گزارش شده
Datta)یابد زایی افزایش میباز & Jha, هاي . غلظت(2004

زنی از تواند درصد جوانهداوودي میگل کم سیتوکینین در 
Rout)برگ را افزایش دهد  et al., . در گیاه (2006
Possiflora suberosa استفاده ازBAPزایی از میزان باز
Garcia)این گیاه را افزایش داد  et al., -اندامالبته . (2011

رشدهکنندتنظیمتفاده از شیشه به اسزایی در شرایط درون
ها براي پاسخ به این گیاهی و همچنین به توانایی بافت

در طول کشت وابسته است ه رشد گیاهیکنندتنظیمرات یتغی
(Akbas et al., 2009) .

گیاهیرشدهکنندتنظیمی در محیط حاوي یباززامیزان
ب نوع ریزنمونه مورد استفاده نیز بستگی دارد. در انتخابه

گیاهان علفی و ايشیشهریزنمونه براي تکثیر درونبهترین 
ژنوتیپ، نوع و سن مانندچوبی فاکتورهاي متعددي 

موقعیت ،ریزنمونه، شرایط فیزیولوژیک و رشدي ریزنمونه
-ریزنمونه بر روي گیاه مادري روي رشد و نمو آن مؤثر می

بالاترهايچه ریزنمونه جوان و از قسمتهرالبته باشد. 
گیاه تهیه شود احتمال موفقیت در کشت بافت بیشتر خواهد 

رسد نظر میبههمین دلیلبه).1381بود (باقري و آزادي، 
آمیز ریزنمونه نوك شاخه و عملکرد موفقیتیکی از دلایل

گیاه بر روينها آموقعیت ،هاسایر ریزنمونهبهگره نسبت
قیم فلفل مادري باشد. در یک بررسی بر روي باززایی مست

)Capssicum annumeعنوان بهنوك شاخه) از ریزنمونه
نتایج باززایی واي استفاده شد ریزنمونه کشت درون شیشه

Sobhakumari)شدبسیار مناسبی گزارش  &

Lalithakumari, 2003).

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


2273شماره،24جلدایرانجنگلیومرتعیگیاهاناصلاحوژنتیکتحقیقاتفصلنامهدو

گیري کلینتیجه
اکسینی گیاهی رشدهکنندتنظیموجود نتایج نشان داد که

لازم است و در محیط فاقد اکسین کالوس براي القاي کالوس 
محیط کالوس مربوط به القاي بهترین تیمار تشکیل نشد.
در ترکیب با D-2,4گرم در لیتر میلی3و 1کشت داراي

آمد. دستو در ریزنمونه برگ بهBAPلیتر گرم درمیلی1/0
1خشک نیز در تیمار بیشترین وزن تر وکه طوريبه

و در ریزنمونه برگ مشاهده گردید.D-2,4گرم در لیترمیلی
کالوس و وزن تر و خشک در تیمار القاي کمترین میزان 

. با افزایش غلظت شدمشاهده BAPگرم در لیتر میلی1/0
2,4-Dزایی کاهش رویانزایی، وزن تر و خشک و کالوس

ترتیب بهها برگ و هیپوکوتیلپیدا کرد. در بین ریزنمونه
زایی و وزن تر و خشک را نشان ن کالوسبیشترین و کمتری

-رویانبرايدادند و ریزنمونه نوك شاخه بهترین ریزنمونه 

درصد) 100زایی (بیشترین میزان شاخهالبته .شدثبت زایی 
1/0در ریزنمونه گره و نوك شاخه در هر دو تیمار صفر و 

و کمترین میزان در ریزنمونه BAPگرم در لیتر میلی
گیاهی رشدهکنندتنظیمگ در تیمار فاقد کوتیلدون و بر
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Abstract
Origanum vulgar ssp. gracile is one of medicinal plants belonging to Lamiaceae family.

Carvacrol was detected as a dominant component of essential oils of the species. Effects of
different concentrations of 2,4-Dichlorophenoxy Acetic Acid (2,4-D) in combination with
benzyl adenine (BAP) were investigated on callus induction of various explants (Cotyledon,
Hypocotyl, Node, Shoot Tip and leaf) of the species. Interaction between culture media and
explant types was significant at 1% Level of probability. The highest percentage of callus
induction (100%) was obtained on MS medium supplemented with 1 and 3 mg l−1 2,4-D on
node explants. Maximum callus induction (93.3%) was observed on MS medium supplemented
with 3 mg l−1 2,4-D. No callus induction (0%) was observed on control and MS medium
supplemented with 0.1 mg l−1 BA on leaf explants. Higher percentage of embryogenic callus
production was obtained on MS medium supplemented with 1 mg l−1 2,4-D in combination with
0.1 mg l−1 BAP on shoot tip explants. Percentage of embryogenic induction was the lowest on
hormone free MS medium and media containing 0.1 mg l−1 BAP in all explants and MS media
supplemented with 5 mg l−1 2,4-D on hypocotyl explant. By increasing 2,4-D concentration,
embryogenesis was decreased and maximum embryogenesis percentage was obtained by shoot
tip and node explants. Effects of BAP on shoot regeneration from explants, the highest shoot
regeneration (100%) on nodes and shoot tip explants on hormone free media and MS media
fortified with 1 mg l−1 BAP were obtained.

Keywords: BAP, Essential oil, fresh weight, 2,4-D,
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