
Arc
hive

 of
 S

ID

اصلاح گیاهان مرتعی و جنگلی ایرانپژوهشی تحقیقات ژنتیک و-دو فصلنامه علمی
)1396(201-211، صفحه 2، شماره25جلد 

Salvia officinalis(گلییممرگیاه ايزایی درون شیشهاندامبرپوترسین و تیدیازورونتأثیر L.(

4آباديجلالامین لطفیو *3محمدرضا صالحی سلمی، 2، محمدحسین دانشور1سمیرا جعفري

ایراندانشگاه کشاورزي و منابع طبیعی رامین خوزستان، ،آموخته کارشناسی ارشد گروه علوم باغبانیدانش-1
ایراندانشگاه کشاورزي و منابع طبیعی رامین خوزستان، ،گروه علوم باغبانی،استاد-2
mrsalehisalmi@gmail.comپست الکترونیک: ایراندانشگاه کشاورزي و منابع طبیعی رامین خوزستان، ،گروه علوم باغبانی،استادیارنویسنده مسئول مکاتبات، - *3

، ایرانخوزستانرامینطبیعیمنابعوکشاورزيدانشگاه،زراعتگروهاستادیار-4

02/02/1396تاریخ پذیرش: 16/11/1395تاریخ دریافت: 

چکیده
Salvia officinalis(گلیمریم L.(آفریقا،شرقجنوبمدیترانه،ایران،بومیواستنعناعتیرهگیاهانترینارزشباازیکی

آن از یکسو ورویشیبودن تکثیرگیروقتوپرهزینهبذر وپاییننامیهبا توجه به قوهاست.گسترشآمریکاجنوبومرکزيآسیاي
امريهاي کشت بافتکتکثیر انبوه آن توسط تکنینقراض،امعرضدرداروییگیاهاینپلاسمژرمذخایرحفظدیگرسوياز

متر) و سانتی5/0در 5/0هاي برگ (قرار گرفت. ریزنمونهبررسیموردگلیمریمزایی غیرمستقیم در این مطالعه اندام.ضروریست
) MSاي، در محیط کشت موراشیگ و اسکوگ (روزه رشد کرده در شرایط درون شیشه45هاي متر)، از گیاهچهسانتی1گره (میان

گره در محیط کشت هاي میانزایی از ریزنمونهوسگرفتند. بهترین کالقرارBAPهمراه بهNAAیا D-2,4ازترکیب مختلف12حاوي 
MS گرم در لیتر میلی1حاويNAA گرم در لیتر میلی5/0وBAPهاي بهعدد) از کالوس66/5زایی (دست آمد. بهترین شاخهبه -

در لیتر تیدیازورون گرممیلی5/0گرم در لیتر پوترسین و میلی50حاوي MSگره در محیط کشت هاي میاندست آمده از ریزنمونه
درحاصلو گیاهانایجاد شدIBAگرم در لیتر میلی1حاوي MSزایی در محیط کشت شاخه و ریشهطولی رشدبهترین دست آمد.به

قرار گیرد. مورداستفادهمنظور باززایی گیاهان پس از انتقال ژن و بدون تغییر شیمري، تواند بهاین روش می.شدندسازگارگلخانه

، کشت بافت. زایی، کالوسی، شاخهدهآمین، دارویی، ریشه: پلیهاي کلیديواژه

مقدمه
Salvia officinalisعلمینامباگلیمریم L. گذشـته از

هاي زینتی، دارویی و غـذایی  و استفادهبوده بشر توجهمورد
ــاه یکــی). ,1985Heywoodاســت (داشــته ــن گی ــااز ای ب
مدیترانـه،  نـواحی در وتیره نعناع اسـت  گیاهانترینارزش
گسترش آسیاي مرکزي و جنوب آمریکا ،شرق آفریقاجنوب

Kintzios(دارد et al., اسـانس  ي ازبخـش زیـاد  . )1999
تشـکیل  هاي چرب، آلفا توجن و بتـا تـوجن  اسیدها را برگ
Taarit(دهندمی et al., ان داده اسـت  نشها پژوهش.)2010

حافظه و درمان بیماري آلزایمر بهبود درگلیمریمکه اسانس 
Perry(اثر دارد et al., همچنین گزارش شده اسـت  . )2005

,.et alعصاره این گیاه داراي خـواص ضـد اضـطرابی (   که
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زایی ...تأثیر پوترسین و تیدیازورون بر اندام202

2006Kennedy(، یضـدالتهاب)et al., 2001Baricevic(،
ــارچی ( ــد ق Pintoض et al., ــی2007 ــد میکروب ) و ض

)Longaray et al., گلـی مریمباشد. علاوه بر این ) می2007
,.et alاکسیدانی داشته (آنتیخاصیت  2011Walch  و قنـد (

Eidi(دادهخون را کاهش  et al., عـلاوه داراي  بـه ) و2008
بـر اسـت  کننده هضم، مدر، ضدتشـنج و تـب  خاصیت تسهیل

)et al., 2011Chien.(
ولی قوه نامیهتکثیر کرد بذر وسیلهبهتوانرا میگلیمریم

آن را توان از طریق رویشی میهمچنین . استپایینآن بذر
2004باشد (گیر میاین روش نیز پرهزینه و وقتکه،کردتکثیر 

Tenerife, ،(استفاده گسترده از گیاهان دارویی از سوي دیگر
حفظ وشده استموجب نابودي آنهاي طبیعیدر رویشگاه
دارویی در معرض انقراض امري گیاه این پلاسم ذخایر ژرم
انقراض، یکی از ریزازدیادي گیاهان در معرض.ضروریست

براي جلوگیري از نابودي و سریعثرهاي حفاظتی مؤروش
Modaresست (هاآن et al., در ریزازدیادي میزان ). 2012

یابد. همچنین امکان تولید گیري افزایش میچشمطوربهتکثیر 
هاي کشت روش.سازدن را فراهم میعاري از پاتوژگیاهان

بافت امکان تولید گیاهان بدون تنوع ژنتیکی و تولید گیاه در 
,Tripthiسازد (حد انبوه را فراهم می 2003&Tripathati .( با

و Ghasemi Lemraskiگلی استفاده از ریزنمونه ریشه مریم
گرم در میلی3همراه با MSمحیط کشت در) 2014همکاران (

)Benzyl Amino Purin(گرم در لیتر میلی4وNAAلیتر 
BAP همچنینکردند.تولید مقدار زیادي کالوسAzza و

گلی را از طریق القاي کالوس ) باززایی مریـم2007همکاران (
براي باززایی از انآنهاي مریستمی بررسی کردند. در سلول

میکرومولار 8/8یا 4/4همراه با MSکالوس از محیط کشت 
BA در همین رابطهآسکوربیک اسید استفاده کردند.45/0و،
Liu) از ریزنمونه برگ 2012و همکاران (Salvia splendens

گرم در لیتر میلی5تا 4هاي حاوي غلظتMSدر محیط کشت
Naphthalene(هاي هورمون Acetic Acid(NAAوBAP

رشدکنندهتنظیممختلفهايغلظتاثرد. دنکرتولیدکالوس 
وزاییرویانکالوس،القايمیزانبرریزنمونهنوعوگیاهی

Bighamatو Hosseiniتوسط مرزنجوششاخسارهباززایی

حداکثربرگریزنمونهدر) مورد مطالعه قرار گرفت و2016(
-2,4لیتردرگرممیلی3تیماردرگرهریزنمونهدرکالوسالقاي

Dگرهوشاخهنوكهاریزنمونهبینهمچنین در. شدمشاهده
. داشتندرازاییرویاندرصدبالاترین
ینـدهاي  ااي از فرطیف گسـترده ی درگیاههاي آمینپلی

هـاي  و واکـنش نیپـروتئ مهم از قبیل تقسیم سـلولی، سـنتز   
عنوان توان بهها را میآمینپلی.دندارنقش مختلف مورفوژنز 

. کـرد هـاي بـالقوه مورفـوژنز در گیاهـان تلقـی      کننـده تنظیم
هـا  آمـین بـین دیـواره سـلولی و پلـی    که است شدهمشخص

هـا  آمـین کنش وجود دارد و ممانعـت از بیوسـنتز پلـی   برهم
شـود یندهاي مورفـوژنی مـی  اموجب جلوگیري از برخی فر

)2000Bais et al.,.(زایـی خربـزه   ها در شاخهآمیناثر پلی
و دش) بررسی 2012و همکاران (Thiruvengadamتوسط

بیشـترین تعـداد شاخسـاره در    در نتیجه آن مشخص شد که
ــت  ــیط کشـ ــاويمحـ ــولار3حـ ــدیازورونمیکرومـ تیـ

)Thidiazuron( میکرو مـولار 1وNAA میکرومـولار  1و
Alessandraدر پژوهش دیگري.آیدمیدست اسپرمیدین به

Curcuma lingaزایـی  نـدام در ا) 2009همکاران (و L. از
پوترسـین، اسـپرمیدین و اســپرمین  هــاي آمـین پلـی ترکیـب  

NAAهمراه بهرمولامیلی10و 5با غلظت مساوينسبت به

) گـزارش کـرد   Nurinas)2004ضمن اینکهاستفاده کردند.
وها) تعداد جوانهCorylus avellanaها در فندق (آمینپلیکه 

شاخسـاره از  ها در تولیدآمینپلیساقه را افزایش داد. طول 
 ـ بـرگ گـل سـاعتی    & 1985Desai(نـد بودترثرؤنیـز م

Mehta, .(هـاي  آمـین هـا و پلـی  هـا، اکسـین  اثر سایتوکینین
ــر درون   مختلــف از قبیــل پوترســین و اســپرمیدین در تکثی

ــه ــط  شیش ــه توس )Jayabalan)2006وGanesanاي پنب
گرم در لیتر میلی20غلظت که نشان دادند نآناد.شگزارش 

تـاکنون  البتـه  پوترسین باعـث افـزایش تعـداد شـاخه شـد.     
زایـی  هـا بـر انـدام   آمـین پژوهشی در ارتباط با کاربرد پلـی 

هـدف از ایـن   گلـی گـزارش نشـده اسـت.     غیرمستقیم مریم
هـاي  کننـده تنظـیم هاي مختلف بررسی تأثیر غلظت،پژوهش

هـا بـر ریزازدیـادي گیـاه دارویـی      آمـین رشد گیاهی و پلی
باشد.اي میدر شرایط کشت درون شیشهگلیمریم
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2203، شماره25اصلاح گیاهان مرتعی و جنگلی ایران جلد دو فصلنامه تحقیقات ژنتیک و

مواد و روش
سازي ریزنمونهو آمادهرزنی بذجوانه

این پژوهش در آزمایشگاه کشت بافت گروه علوم 
باغبانی دانشگاه کشاورزي و منابع طبیعی رامین خوزستان 

پس را گلی مریمبذرهاي انجام شد. 1392-1393در سال 
اتانول ثانیه در 30مدتبهدقیقه شستشو با آب جاري30از 
5مدت % به5سدیم تمحلول هیپوکلریدر درنگبیو % 70

آب مقطر استریل شستشو بار با3، سپس قرار دادهدقیقه 
طول(باهاي کشتبه شیشهشدهییگندزدابذرهاي شدند. 

موراشیگ و محیط کشتمتر میلی5حاوي )مترسانتی15
7از پسو شدندمنتقل% 8/0و آگار =8/5pHاسکوگ با 

از پسروز 25تقریباً .زنی کردندروز شروع به جوانه
-15در قطعات یی هاریزنمونهها،از گیاهچهزنی بذر، جوانه

متر تهیه شد.میلی10

هاي کشتشرایط کشت و محیط
در لیترگرم30با محیط کشت موراشیگ و اسکوگ از

. براي استفاده شد=8/5pHبا % 8/0و آگار رز اکاس
1/0کیدریدکلریاساز هیدروکسید پتاسیم و pHتنظیم

هاي حاوي محیط کشت با شیشهکلیه نرمال استفاده شد.
گراد و درجه سانتی5/121استفاده از اتوکلاو در دماي 

.ندشداستریلدقیقه، 15مدت اتمسفر به5/1فشار 
ساعت 16در اتاقک رشد با دوره نوري ها ریزنمونه

میکرومول بر 55ساعت تاریکی و شدت نور 8روشنایی، 
نگهداري درصد 70تا 60و رطوبت بین ثانیهمترمربع بر 

شدند.

القاي کالوس
عنوان ریزنمونه هاز برگ و ساقه بتولید کالوس براي

گیاهان ها از ناحیه دمبرگ برگکه ترتیبینابهاستفاده شد، 
و متر سانتی5/0در5/0اندازهبهها . برگجدا شدماههیک

متر تهیه گردید و در سانتی1ساقه در قطعات ینهمچن
حاوي ترکیبات مختلف هورمونی قرار MSهاي محیط

3و NAA)1 ،2هايها از هورمونگرفت. در این محیط

و ) گرم در لیترمیلی3و 1 ،2(D-2,4، )گرم در لیترمیلی
BAP5/0براي القاء و رشد .استفاده شدگرم در لیترمیلی

ها (برگ و ساقه) در شرایط تاریکی کامل کالوس، ریزنمونه
رشد کدر اتاقگلیمریمقرار داده شدند. زمان رشد کالوس 

مدت ولی براي رشد بیشتر یک زیر کشت به،روز بود30
گیري اندازهزاییدرصد کالوسبعد وانجام شدروز دیگر 30
شد.

از کالوسزایی غیرمستقیم اندام
1حاوي MSدست آمده از محیط کشت کالوس به

از BAPگرم در لیترمیلی5/0وNAAگرم در لیترمیلی
قرار مورداستفادهزایی غیرمستقیم گره در اندامریزنمونه میان

تیدیازورون کننده رشدتنظیممار شامل یت4از گرفت. 
)TDZ (5/0و همچنین در ترکیب ییتنهابهگرم در لیتر میلی

پوترسینگرم در لیتر میلی200و 100، 50هاي با غلظت
منظوربهاستفاده شد.موراشیگ و اسکوگدر محیط کشت 

هاي کشت در شرایط روشنایی و ایجاد شاخساره، شیشه
از گذشت پسگراد قرار داده شد، درجه سانتی25±2دماي 

خساره روز تعداد شاخساره و طول بلندترین شا40
گیري شد.اندازه

هاي نابجاتشکیل ریشه
2- 4طول بهزاییاندامدست آمده در مرحلههاي بهساقه

نیم غلظتMSزایی به محیط کشت ریشهبرايمتر سانتی
هاي غلظتباIBAو NAAهاي اکسینحاوي هورمون

40از گذشت و پسمنتقل شدند گرم در لیترمیلی1و 5/0
گیري شد.روز تعداد و طول ریشه اندازه

سازگاري
دار ریشههاي گیاهک،براي حذف آگار و باقیمانده کالوس

هايگیاهچه سپس به گلدان.ندشدشستهآب مقطر استریل با 
شن ،کولیتمخلوط ورمیيحاومتریسانت7قطر با پلاستیکی 

- گلدان،رطوبت نسبیبراي حفظ . یافتندانتقال ) 1:1:2(و ماسه

دمايدر وپوشیده شفافاتیلنپلیهايکیسهباپلاستیکی هاي
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زایی ...تأثیر پوترسین و تیدیازورون بر اندام204

و روشناییساعت16با دوره نوري گراد درجه سانتی2±25
هفته در 2مدت بهبر ثانیه بر مترمربعمیکرومول 25شدت نور 

محیط بههاگلدانهفته 3پس از ند.شدنگهداريرشداتاق 
بر ثانیه بر مترمربعمیکرومول 50با شدت نوريیهسایمهن

.گردیدنددر هفته چهارم به گلخانه منتقل ومنتقل 

هاواکاوي دادهطرح آزمایشی و 
ها در قالب طرح کاملاً تصادفی انجام شد. آزمایش

ریزنمونه 25از تکرار در هر تکرار و 3ها تمامی آزمایش
انجام شد. SASافزار ها با نرمدادهواکاوي. استفاده شد

%5اي دانکن در سطح ها با آزمون چند دامنهمیانگین داده
رسم شدند.Excelافزارنرمها با شکلمقایسه و 

نتایج و بحث
تشکیل برهاي رشد کنندهاثر نوع ریزنمونه و غلظت تنظیم

کالوس
هاي رشد گیاهی بر درصد تولید کنندهغلظت تنظیماثر

دار بود. همچنین اثر درصد معنیکالوس در سطح یک 
هاي رشد گیاهی و نوع کنندهمتقابل دو عامل غلظت تنظیم

دار ریزنمونه بر تشکیل کالوس در سطح یک درصد معنی
درصد نظرازریزنمونه نوعداري میان بود. اختلاف معنی

هاي میانگره و ریزنمونهشتتشکیل کالوس وجود دا
در ترکیب NAAکه زمانی. کالوس بیشتري تولید کردند

یتوجهقابلطور به،در محیط کشت اضافه شدBAPبا
- 1،  شکل1افزایش یافت (نمودار درصد تشکیل کالوس

A(در همین رابطه .Rajeswaril وPaliwal)2008 (
دمبرگ و کوتیل،هاي اپیونهمریزنبیناي مقایسه

بهترین وانجام دادندAlbizia odoratissimaکوتیلدون 
کوتیل در از ریزنمونه اپیزاییکالوسدرصد نظرازپاسخ 

BAPگرم در لیترمیلی5/1همراه با MSمحیط کشت 

بالاترین تعداد شاخه در هر کهدرحالی.دست آمدبه
گرم در میلی7همراه با MSمحیط کشت ریزنمونه در 

آمد. دستبهNAAگرم در لیترمیلی1/0و BAPلیتر
و Giklooهاي مختلف در گیاه خار مریم توسط ریزنمونه

زایی کالوسبهترین نتیجه ود ش) بررسی 2012همکاران (
دست آمد. در مقابل در گیاه هدر ریزنمونه برگ ب

هايبین ریزنمونه)Origanum vulgare(مرزنجوش
بهترین منبع براي تولید ،کوتیلدون، هیپوکوتیل و ریشه

فشرده و بهتر، ریزنمونه کوتیلدون بود با بافت کالوس
)Neena & Pardha Sarathi,1992 .(

هاي رشد کنندهغلظت تنظیمکه نتایج این پژوهش نشان داد 
حداکثر درصد القاي کالوس با نوع براي یازنموردگیاهی 

ریزنمونه %) از 95(ریزنمونه متفاوت بود. حداکثر تولید کالوس
گرم میلی5/0همراه با MSدر محیط کشت کهیزمانمیانگره، 

قرار داده شد NAAگرم در لیترمیلی2همراه با BAPدر لیتر
که در ریزنمونه برگ، حداکثر تولید کالوسدست آمد. درحالیبه
دست رشد بهيهاکنندهمیتنظدر محیط کشت حاوي همان %)65(

محیط یکروي هاهاي مختلف ریزنمونه). پاسخ1آمد (نمودار
زاي دلیل تفاوت در سطح درونبهکشت ممکن است

باشد هاي مختلف رشد گیاهی در ریزنمونهيهاکنندهمیتنظ
)Quoirin et al.,1998 .( بدیهی است، مورفولوژي کالوس در

شدهیلتشکهاي هاي مختلف متفاوت است. کالوسمیان ریزنمونه
،الرشد بوداز میانگره داراي رنگ سبز، بافت فشرده و سریع

از برگ سبز مایل به سفید، شدهیلتشکهاي کالوسکهدرحالی
رشد، اندازه سرعتبهبافت نرم و کند رشد بودند. با توجه 

تر از روز از کشت، در ریزنمونه میانگره بزرگ45کالوس پس از 
برگ بود.

زایی غیرمستقیم از کالوساندام
زایی روي اندامهاي کشت نتایج نشان داد که اثر محیط

دار بود. اثر نوع تعداد و طول بلندترین شاخساره معنی
محیط کشت بر تعداد شاخه باززایی شده نشان داد که 

مربوط به محیط کشت دشدهیتولبیشترین تعداد شاخه 
MS 50گرم در لیتر تیدیازورون و میلی5/0حاوي
عدد) بود، که اختلاف 66/5گرم در لیتر پوترسین (میلی

MSداري با تعداد شاخه تولیدشده در محیط کشت عنیم

گرم میلی100گرم در لیتر تیدیازورون و میلی5/0حاوي 
).2در لیتر پوترسین نداشت (شکل
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حاوي اکسین و سیتوکینین،MSاي در محیط کشت در شرایط کشت درون شیشهبرگ و میانگرههاي القاي کالوس از ریزنمونه-1شکل
ندارند.با همدارياختلاف معنیدانکنايدامنهچندآزمون%5هاي با حروف مشابه در سطحستون، روز45پس از 

هاي کشت باززایی بر طول بلندترین شاخساره اثر محیط
محیط مربوط بهبیشترین اثر بر این شاخصکه نشان داد 

50تیدیازورون و گرم در لیترمیلی5/0حاويMSکشت 
حالاینبابود، متر) سانتی66/2(پوتریسینگرم در لیترمیلی

گرم در میلی5/0حاويMSبا محیط کشت تیماربین این 
اختلاف پوترسینگرم در لیترمیلی100تیدیازورون و لیتر

ترین مادهفعالتیدیازورون). 3شکل(نداشتي وجوددارمعنی
) که ,1993Huetteman & Preeceاست (یشبه سیتوکینین
etشودمیهاي نابجازایی و تولید جوانهباعث شاخه

al.,1998)Murthy .( سطوح بهینه آن براي باززایی شاخه
Tomsoneباشد (وابسته به ژنوتیپ گیاه و نوع ریزنمونه می

& Gertnere, سازهاي اصلی پیشازجملهپوترسین ).2003
یندهاي مختلف مانند ادر فرکهباشد ها در گیاه میآمینپلی

,.et alنقش دارد (زایی و تمایزتکثیر سلول، رشد، ریخت

2009Aliها باعث تحریک تقسیم آمین). مقادیر بالاي پلی
& 1991Egea-Cortines(شودسلولی و افزایش رشد می

Mizrahi, و طولتعدادکه پژوهش نشان داد این ). نتایج
دن پوترسین به محیط کشت حاويوشاخساره با افز

تنهاییبهتیدیازورونداراي نسبت به محیط کشت تیدیازورون 

شاخساره در غلظت و طولافزایش پیدا کرد و بیشترین تعداد
با افزایش دست آمد و بهتیدیازورون پایین پوترسین همراه با

در .یافتکاهششاخساره و طولتعداد،غلظت پوترسین
کردند که ) گزارش 2009و همکاران (Aliرابطههمین

ین گیاه و ئمحتواي پروتهاي مناسب بر پوترسین در غلظت
گذارد ولی افزایش آن تأثیري بر رشد و تمایز سلول اثر می

و همکاران Walden. در ضمنکندتمایز آن ایجاد نمی
ها در ایجاد شاخساره نقش آمین) گزارش کردند پلی1997(

گزارش زایی خیار آمین اسپرمیدین در شاخهپلیاثرولیدارند
Vasudevan(شده است  et al., همچنین اثر دیگر ). 2008

پوترسین و اسپرمین در تشکیل مانند هاآمینپلی
Zhuهاي نابجا از کوتیلدون خیار نیز گزارش شد (شاخساره

& Chen, ) 2000و همکاران (Baisدر همین رابطه).2005
آمین پوترسین باعث کاهش اتیلن کاربرد پلیکه گزارش کردند 

ها آمینشود. افزایش اثر پلینز میناخواسته و افزایش مورفوژ
در افزایش طول ساقه و تعداد جوانه در هر ساقه مربوط به اثر 

2000کاهش تولید اتیلن (به تحریکی در تقسیم سلولی و یا 

Bais et al.,عنوانبهها ممکن است آمینپلی.) نسبت داده شد
برهاي هورمونی ثانویه امهاي رشد گیاهی یا پیکنندهتنظیم
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,Bagni & Torrigiani(کنندعمل پوترسین در ). 1982
اي معمول است و هاي ثانویه و اولیه، پیش مادهمتابولیسم

اسپرمیدین و اسپرمین همانند هاي دیگري آمینتواند به پلیمی
یندهاي متابولیسمی اتبدیل شود و همراه با این ترکیبات در فر

به نمو و رشد گیاه شرکت کنداولیه ضروري مربوط 
)Paschalidis & Roubelakis-Anelakis, 2005.(

هاي باززایی شدهزایی از ساقهریشه
- نیمMSزایی به محیط کشت دار براي ریشههاي برگساقه

انتقال داده شدند. NAAو IBAغلظت حاوي مقادیر مختلف 
ها در محیط کشت تشکیلروز پس از قرار گرفتن ساقه45

زایی و تعداد ریشه از بخش پایه آنها مشاهده شد. درصد ریشه
گیري شد.ریشه در هر ساقه اندازه

بر تعداد شاخساره میرمستقیغباززایی تیدیازورون و پوتریسین براثر -2شکل
داري ندارند.اختلاف معنیدانکنايدامنهچندآزمون%5هاي با حروف مشابه در سطحستون

آزمون%5هاي با حروف مشابه در سطحستون، طول بلندترین شاخساره تیدیازورون و پوتریسین بر اثر -3شکل
داري ندارند.اختلاف معنیدانکنايدامهچند

روز 20هاي کشت پس از در بسیاري از محیط
ها براي درصد . بنابراین دادهشروع شداز ساقهزاییریشه

روز از کشت ثبت شد. 45ریشه و تعداد ریشه پس از 
هاي کوچک زایی ساقهداري در پاسخ به ریشهتفاوت معنی

از ریزنمونه میانگره و برگ مشاهده شد اما جادشدهیا
) و حداکثر تعداد ریشه %72زایی (بیشترین درصد ریشه

آمده از ریزنمونه ساقه مشاهده دستهاي به) در ساقه9/3(
نیم MS). محیط کشت D-6، شکل5شکل، 4شکلشد (
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در شرایط کشت درون IBAغلظت همراه با غلظت بالاي 
هاي حاصل از کالوس زایی از ساقهاي براي ریشهشیشه

Quercusاي از بلوط به نام در گونهمیانگره بهتر بود. 

leucotrichophoraهاي زیادي با استفاده از ریشهIBA

د. مدست آبه) Sushma)2012و Pandeyتوسط 

هاي ضعیفی در سطح کالوس ایجاد ریشهNAAاینوجودبا
و همکاران Shriramهايپژوهشدر ینتایج مشابه.کرد

Helicteres isora) در گیاه2008( L.،Hoseinpanahi و
و Nowruzian) در گیاه سیاهدانه و 2016همکاران (
آمد.دسته) در گیاه آنغوزه ب2016همکاران (

حاوي اکسینMSاي در محیط کشت در شرایط کشت درون شیشهکرده هاي رشد زایی از ساقهدرصد ریشه-4شکل
ندارند.دارياختلاف معنیدانکنايدامنهچندآزمون%5هاي با حروف مشابه در سطحستون

حاوي اکسینMSاي در محیط کشت در شرایط کشت درون شیشهکرده رشد ي هاساقهازشدهیلتشکتعداد ریشه -5شکل
داري ندارند.اختلاف معنیدانکنايدامنهچندآزمون%5هاي با حروف مشابه در سطحستون
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گلیمریمغیرمستقیم درزاییانداممراحل -6شکل

سازگاري
اي در شرایط کشت درون شیشهجادشدهیاهاي گیاهک

) 1:1:2کولایت با نسبت (به مخلوط خاك، ماسه و ورمی
-رشد زیر پوشش پلاستیکی بهکانتقال داده شدند و در اتاق

ها تدریج پلاستیکروز نگهداري شدند، سپس به30مدت 
شود. در طول مراحل حذف شدند تا رطوبت کمتر 

ها با محیط % از گیاهان باقی ماندند. گیاهک80سازگاري
رز و میواینوسیتول در اکاقدرت بدون سMS4/1کشت پایه 

). E-6هفته تغذیه شدند (شکل3مدت بهروز3فواصل 
هاي سازگار شده به گلدان محتوي خاك انتقال داده گیاهک

مدت تقال داده شوند بهشدند و قبل از اینکه به زمین اصلی ان
ها به گیاهک%95هفته در سایه نگهداري شدند، بیش از 5

Albiziaدر گیاه). F-6زنده ماندند (شکلافتهیانتقالخاك 

odoratissima ،Rajeswari وPaliwal)2008 (75 %
،ندددست آورکولایت بهمانی را در بستر ورمیزنده

) در گیاه 2006و همکاران (Ndiayeکهیدرصورت
Bambusa vulgaris100هاي مانی را در گلدان% زنده

ند. پس از یک ماه، ددست آورمحتوي پیت و پرلایت به
حاوي همان تربزرگدار شده به گلدان هاي ریشهگیاهک

ایی زگیاهان باز.به گلخانه منتقل شدندبعد خاك انتقال و 
-ویژگیدر یصتشخلقابگیاه مادري تنوع نسبت به شده 

.نداشتندمورفولوژیک هاي

گیرينتیجه
زایی نابجا و زایی، ریشهاین بررسی یک پروتکل ساقه

، بر یطورکلبه.باشدمیگلیمریمسازگاري گیاه دارویی
استفاده گلیمریماساس نتایج این پژوهش براي ریزازدیادي 

رشد گیاهی پیشنهاد هايکنندهیمتنظشدهیینتعهاي از غلظت
پیشین شدهانجامتحقیقات بیشتر شود. همچنین برخلاف می

کننده رشد گیاهی عنوان تنظیمها بهآمین، پلیگلیمریمروي 
افزایش تقسیم سلولی و مورفوژنز روي براي بسیار مناسب 

در این پژوهش شدهارائهروش .دنشومحیط کشت معرفی می
پلاسم و انتقال تواند علاوه بر تکثیر گیاه براي حفظ ژرممی

ژن استفاده شود.
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Abstract
In this study, an indirect organogenesis regeneration protocol for Salvia officinalis L. is

described. Leaf (0.5 × 0.5 cm) and internode (1 cm in length) explants sections, from 45 day old
in vitro germinated plant, were cultured in Murashige and Skoog (MS) basal medium
supplemented with 12 different combinations of 2,4-dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D) or 1-
naphthaleneacetic acid (NAA)  and 6-benzylaminopurine (BAP). The best calli induction
response was observed when 1 mg/l NAA and 0.5 mg/l BAP combination was applied to the
internode explants. Also, results showed an interesting possibility for the stimulation of shoot
regeneration (5.66) through internode segments cultured on MS medium containing 50 mg/l
putrescine and 0.5 mg/l TDZ. Shoot elongation and rooting were achieved on MS medium with
1mg/l IBA. Excellent acclimatization to greenhouse conditions was observed for all transferred
plantlets. By this procedure no morphological differences were observed between the
regenerated and mother plants. This protocol may be also utilized to carry out plant regeneration
after genetic transformation, in order to develop transformed plants without the presence of
chimeric zones.

Keywords: Callus, Medicinal, Polyamine, Rooting, Shoot regeneration, Tissue culture.
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