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چکیده 
هاي در معرض خطر خانواده سوسن بوده و یکی از زیباترین گیاهان دنیاست؛ )، از ژئوفیتspp.Fritillariaلاله واژگون (

که گونه مورد بررسی در این پژوهش است تنها در ایران، ترکمنستان و به طور معدود در پاکستان و Fritillaria raddeanaگونه 
که به منظور معرفی و دارد پتانسیل اقتصادي بالایی و است. این گونه داراي ارزش زینتی و دارویی بوده افغانستان شناسایی شده

باشد. این پژوهش یک سیستم کارآمد  براي هاي مناسب ازدیاد میسازي این گیاه بومی خودرو، نخستین اقدام بررسی روشاهلی
ها در مراحل متفاوت رشد غنچه سبز  تا غنچه زرد در دهد. گلبرگه میارائزایی از کشت غنچه گل در محیط درون شیشهکالوس

- حالت بسته برداشت شده، پس از ضدعفونی به عنوان ریزنمونه استفاده شدند و تاثیر مقادیر متفاوت سایتوکینین و اکسین بر کالوس

2گرم در لیتر ایندول بوتیریک اسید همراه با میلی5/0حاوي MSها در محیط کشت زایی مورد ارزیابی قرار گرفت. اکثر ریزنمونه
ها در  محل اتصال گلبرگ زایی در کلیه ریزنمونهزایی قرار گرفتند. همچنین کالوسگرم در لیتر تیدیازورون  در مسیر کالوسمیلی

به نهنج ایجاد شد.
رشد.کنندهزایی، گیاه در معرض انقراض، ، تنظیمکالوسکلیدي:کلمات
مقدمه

Fritillaria raddeanaگیاه لاله واژگون  Regel که در منابع با نامFritillaria askabadensis Micheli و در فارسی به نام
گونه لاله واژگون شناسایی 17و یکی از استدارسوخچند ساله وشود، گیاهیلاله واژگون زرد یا لاله گرگانی نیز شناخته می

باشد. این گل میداراداروئینیزوزینتیعنوان گیاهبهاستفادهجهتبالاییپتانسیل) کهRachinger, 1990شده در ایران است (
شود، از لحاظ ظاهري بسیار شبیه گونه کاملا شناخته شدهکه در گرگان و خراسان شمالی و به ندرت در مازندران یافت می

F.imperialis) از همین زیرجنسPetilium(است، ا) ما رنگ آن زرد لیمویی یا زرد کمرنگ و ارتفاع آن کمتر استRix, 1977;

Rachinger, 1990 دار بوده فلس آبدار، کامل یا نیمه رشد کرده و پوشش5تا 1). ازدیاد آن از طریق سوخ و بذر است. سوخ داراي
). سرعت ازدیاد طبیعی این گونه بسیار Baranova, 1981نماید (که همین امر آن را مناسب رشد در مناطق سنگلاخی و خشک می

بسیارکمبرداري یا تقسیم سوخ  نیز هاي سنتی فلسهاي مریستمی درصد ازدیاد با روشو به دلیل محدود بودن سلولپایین است
سال از بذر تا تبدیل شدن به 7تا 5از راه بذر نیز تکثیر می شود، اگرچه Le Nard & De Hertogh, 1993(.F.raddeana(است 

اي این گونه گیاهان که داراي ). ازدیاد درون شیشهLe Nard & De Hertogh, 1993(برددهی زمان مییک گیاه با قابلیت گل
قطعات فلس، از . (Fay, 1992)داراست اند مزایاي قابل توجهی رامحدودیت تکثیر بوده و از لحاظ اقلیم دچار تهدید شده

- متعددي بر روي این جنس مورد استفاده قرار گرفتههايآزمایشهاي مرسوم در کشت بافت گیاهان پیازي است که درریزنمونه

استفاده از سوخ به عنوان منبع ریزنمونه اغلب با آلودگی بالاي قارچی و باکتریایی .)Witomska & Lukaszewska, 1997(است
تر است. علاوه بر این استفاده از سوخ به به دلیل تعداد کم فلس در هر سوخ، مشکل جديF.raddeanaشود. در گونه مواجه می

شود.رض خطر میعنوان منبع ریزنمونه باعث از بین رفتن گیاهان مادري این گونه در مع
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اي در این گونه دیده نشده است. هدف رغم اهمیت این گل، تا به امروز هیچگونه گزارشی مبنی بر آزمایشات درون شیشهعلی
) و TDZ, BA(هاي مختلف سیتوکینینبا به کارگیري نسبتF.raddeanaاز این مطالعه دستیابی به کالوس از ریزنمونه گلبرگ 

زایی و سایر مطالعات هاي حاصله براي اندامباشد؛ تا در آزمایشات آتی با استفاده از کالوسکشت می) در بستر IBA(اکسین 
استفاده شود. طبق تحقیقات این گزارش نخستین آزمایش انجام شده در زمینه کشت بافت در این گونه است. 

هامواد و روش
آوري و پس از گذراندن دوره سرمایی در دمايجمعخراسان شمالیهاي طبیعی در استان از رویشگاهF.raddeanaهاي سوخ

ºC4از گیاهان با ارتفاع در حالت بسته تا زردهاي گل سبز، در گلدان و درون گلخانه با شرایط دمایی مناسب کشت شدند. غنچه
مرتبه با آب 3و قه ضدعفونی شدهدقی15) براي v/v( 5/1سانتی متري برداشت شدند. با محلول سدیم هیپوکلریت  % 50تا 30

لیتر محیط کشت موراشیگ و اسکوگمیلی30صورت افقی بر روي هاي گلبرگ بهدوبار استریل شستشو شدند. ریزنمونهمقطر
)MSروز در تاریکی و دماي30ها با پارافیلم پوشیده شد و به مدت هاي کشت قرار گرفت، دور درب شیشه) در شیشهºC2±18

انتقال یافت. آزمایش در ºC1±20و دمايµmolm-2s-120محیطی با شدت نورقرار گرفت. پس از القاي کالوس و تورم آن به
ریزنمونه در هر شیشه انجام شد. تیمارها شامل اثرات تکی و 3شیشه کشت) و 4تکرار (4) با CRDقالب طرح کاملا تصادفی (

,mgl-12 ،1،1/0،0N6-benzyladenine (BA)متقابل سیتوکینین ( Thidiazuron (TDZ):) و اکسین (mgl-11 ،5/0،0Indole-3-

butyric acid (IBA): روز واکشت صورت 14) بود. پس از ایجاد کالوس از بهترین محیط براي ازدیاد کالوس استفاده و هر
هاي بقایافته با تقسیم ها به روشنایی، تعداد ریزنمونهروز پس از انتقال ریزنمونه14روز پس از کشت گلبرگ و حدود 45گرفت. 

ماه پس از انتقال، از چنین درصد تشکیل کالوس نیز حدود یکهاي زنده به تعداد کل کشت شده ارزیابی شد؛ همتعداد ریزنمونه
.مانده به دست آمدهاي زندههاي کالوس داده به تعداد نمونهتقسیم تعداد ریزنمونه

گیريبحث ونتیجه
هاي مریستمی است، صورت ، فقط در محل اتصال گلبرگ به نهنج که حاوي سلولF.raddeanaگلبرگدرتشکیل کالوس 

Mohammadi(زایی و باززایی دارد گرفت. این بخش در محدوده نوشجاي (محل ترشح نکتار) بوده و تاثیر مثبتی در کالوس

Dehcheshmeh et al., 2007 & 2008(.) طبق گزارشات محمدي ده چشمه و همکارانMohammadi-Dehcheshmeh et al.,

)، افزایش سطح قند در نوشجاي، موجب افزایش سطح Ebrahimie et al. 2006 & 2007)، و ابراهیمی و همکاران (2007
شود که هاي داخلی میمونشود، علاوه بر این تعویض پیوسته محیط کشت نیز، باعث افزایش سطح هورسیتوکینین در گلبرگ می

).Feito et al. 1994; Pintos et al. 2002سازي تولید کالوس و باززایی غیرمستقیم تاثیر بسزایی خواهد داشت (این امر در فعال
این مواد را بر بقاي مقایسه اثرات 1شکلزایی از گلبرگ و هاي رشد بر کالوسکنندهتنظیمهاي مختلف تاثیر غلظت1جدول 

توان هاي شاهد همگی پیش از تشکیل کالوس از بین رفتند؛ میدهد. با توجه به اینکه ریزنمونهنشان میF.raddeanaهاي ریزنمونه
چنین هیچ تفاوت شاخصی بین هاي رشد براي بقاي گلبرگ در محیط رشد الزامی است. همکنندهنتیجه گرفت حضور تنظیم
دهد، نقش سیتوکینین در مسیر متفاوت تا قبل از باز شدن غنچه مشاهده نشد. نتایج نشان میها در مراحل کالوس حاصله از گلبرگ

% ) 7/68ها حیاتی است؛ بیشترین درصد پاسخ ریزنمونه از گلبرگ در تیمار تنظیم کننده رشد (زایی ریزنمونهسازي و کالوسفعال
شد، اما تشکیل نیز کالوسBAحاوي محیطدر ). اگرچه 2شکلود (بIBAگرم در لیتر میلی5/0و TDZگرم در لیتر میلی2شامل

هاي حاصل از تر بوده، اکثرا از بین رفته و در صورت بقا نیز نسبت به کالوسهاي حاصله از این تیمار در مراحل بعد ضعیفکالوس
این .که داراي رنگ سبز براق بودند، از شادابی بسیار کمتري برخوردار بوده و داراي رنگ شیري وکدر بودندTDZمحیط حاوي

دهد که تواند به تغییرات فیزیولوژیک و بیوشیمیایی ایجاد شده در پروسه تمایززدایی بازگردد؛ گزارشات نشان میاثر تا حدودي می
- ). با اینLiu et al,. 2003یابد ( ها افزایش میحضور تیدیازرون بیش از سایر سیتوکینینهاي مرتبط با این پروسه درفعالیت آنزیم

کننده نه دهی دارد. چراکه در غیاب این تنظیمها و کالوسرسد حضور سیتوکینین اثر مثبت بر بقاي ریزنمونهنظر میحال درکل به
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توان به اثر کلی سیتوکینین ها نیز بسیار کاهش یافت؛ این نتیجه را مینهدهی قابل توجهی مشاهده نشد، بلکه بقاي ریزنموتنها کالوس
). تحقیقات ثابت کرده است که کاربرد سیتوکینین خارجی باعث افزایش در Arteca, 2013در تاخیر پیري نیز مرتبط دانست(

در نتیجه ماندگاري بیشتر ریزنمونه) و درBadenoch-Jones et al., 1996؛Richmond & Lang, 1957محتواي داخلی سیتوکینین (
چشمه و همکاران شود که با نتایج محمدي دهکاربرد سیتوکینین به تنهایی نیز باعث عدم تشکیل کالوس میشود.محیط کشت می

)Mohammadi-Dehcheshmeh et al., 2007زایی ) مطابقت دارد. بر طبق گزارشات، سیتوکینین به طور موثري براي القاي اندام
، در تحقیق (Lin et al., 1997)تواند مفید باشد اي ها میوتک لپه(Zapata et al., 1999)اي ها بدون کالوس در بسیاري از دولپه

. کننده به تنهایی و در هیچ غلظتی موجب القاي کالوس نشدحاضر نیز کاربرد این تنظیم
باشد. القاي است داراي اهمیت بسزایی میF.raddeanaم گرفته بر روي ي ریزازدیادي انجااز آنجاکه این پژوهش نخستین مطالعه

اي این گونه است. نتیجه این شیشهگونه رو به انقراض لاله واژگون، نخستین قدم در حفاظت، باززایی و تکثیر درونکالوس در این
که در نهایت به توسعه این گیاه در سطح تجاري هاي سوماتیکی و بذور سنتتیک شود تواند منجر به تولید جنینچنین میتحقیق هم

نیز کمک خواهدکرد.

Fritillaria raddeanaدرهاي رشدکنندهبا استفاده از تنظیمMSزایی و وزن تر کالوس در محیط ها، کالوسبقاي ریزنمونه-1جدول

تیمار (mgl-1) هاي بقایافتهریزنمونه (%) القاي کالوس (%) وزن تر کالوس (mg)

١ MS ( Control) ٠ ٠ ٠
٢ MS+ TDZ ١/٠ ٠ ٠ ٠
٣ MS+ TDZ ١ ٠ ٠ ٠
٤ MS+ TDZ ٢ ٠ ٠ ٠
٥ MS+ BA ١/٠ ٠ ٠ ٠
٦ MS+ BA ١ ٠ ٠ ٠
٧ MS+ BA ٢ ٠ ٠ ٠
٨ MS+ IBA ٥/٠ ٢ ٠ ٠
٩ MS+ IBA١ ٣ ٠ ٠

١٠ MS+ TDZ ١/٠ +
IBA ٥/٠

٢٢ ١١ ٢١/٨

١١ MS+ TDZ ١/٠ + IBA
١

١٤ ٧ ٩

١٢ MS+ TDZ ١+ IBA
٥/٠

٣١ ٥/٦٢ ٨٠/٢١

١٣ MS+ TDZ ١+ IBA١ ٦ ٣/٤ ١٠/١٢
١٤ MS+ TDZ ٢+

IBA ٥/٠
٧/٦٨ ٧٤ ٦٩

١٥ MS+ TDZ ٢+ IBA١ ٣٠ ٦/٢٤ ٢١
١۶ MS+ BA ١/٠ +

IBA ٥/٠
٢٣ ٢٤ ٥٠/٣٠

١٧ MS+ BA ١/٠ + IBA١ ٤٠/٣٤ ٣١ ٤٨
١٨ MS+ BA١ + IBA ٥/٠ ٢٢ ٣٦ ٢٠/٢٢
١٩ MS+ BA١ + IBA١ ١٠ ٤١ ٥٠/١٩
٢٠ MS+ BA٢ + IBA ٥/٠ ٣ ١٠/١١ ٥٠/٦
٢١ MS+ BA٢ + IBA١ ٨/٥ ٣ ٥٥/٤
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Fritillariaگلبرگهاي حاصل از کالوس- 2شکل raddeanaدر محیطMS حاويmgl-1۵/٠IBA +٢TDZ
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Abstract

Fritillaria raddeana Regel is an endangered bulbous plant, so in vitro micropropagation of this
plant will have a great importance for germplasm conservation and commercial production. Wild
populations of this plant are facing extinction and need urgent conservation. F.raddeana belonging to
the Liliaceae family, is an important ornamental and medicinal plant and mostly found in North-
Eastern parts of Iran such as Golestan and Khorasan provinces of Iran. This paper presents an efficient
system for in vitro callus formation of these populations by petal culturing of flower buds. Petals at
different developmental stages, green-closed flower bud and yellow-closed flower bud, were used as
explants, and the effects of various proportions of cytokinin to auxin were evaluated. Among the
different combinations of Thidiazuron (TDZ) and Indole-3-butyric acid (IBA) tested, MS medium
supplemented with 2 mg L-1 TDZ + 0.5 mg L-1 IBA was the best treatment for callus formation. In
both green-closed and yellow-closed flower bud stage, callus formed at the end of petal where it was
connected to the receptacle. This research presents petal as a reliable material for micropropagation
and germplasm conservation of F. raddeana.
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