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 دهكيچ

در پژوهش حاضر اثر تيمارهاي مختلف هورموني، شرايط نگهداري محيط و نوع ريزنمونه بر ميزان 
فاكتوريل در قالب طرح  صورتبهبه اين منظور آزمايشي  كالزايي گياه داروئي گزنه مورد بررسي قرار گرفت.

هاي مختلف شامل برگ پير و جوان، گره و بذر اين گياه تكرار طراحي گرديد و ريزنمونه 3تصادفي با  كاملاً
 3و  2، 1هورمون توفوردي ( 2هاي متفاوت گرم بر ليتر ساكارز و غلظت 30جامد حاوي  MSدر محيط كشت 

زائي، در ليتر) كشت شدند و صفاتي از قبيل درصد كال مگريليم 1/0و  1 ،5/0( BAدر ليتر) و  گرميليم
  افزارنرمها با استفاده از هاي القايي مورد ارزيابي قرار گرفت. دادهدهي، بافت و رنگ كالوسزمان كالوس

SAS  بر  مورد تجزيه واريانس قرار گرفتند و مقايسه ميانگين به روش دانكن صورت گرفت. 9,3,1نسخه
 كهيطوربهزايي نشان دادند، داري از نظر كالهاي مورد استفاده تفاوت معنيله، ريزنمونهاساس نتايج حاص

زائي با قرار ها براي كالهاي برگ پير، برگ جوان و گره قادر به توليد كالوس بودند. پاسخ ريزنمونهريزنمونه
يشتري در القاي كالوس و ب يرتأثشرايط تاريكي  كهينحوبهگرفتن در شرايط نوري مختلف متفاوت بود 

هاي مختلف زايي ريزنمونهرشد بر كال كنندهتنظيمميزان رشد آن داشت. همچنين اثر تيمارهاي مختلف 
هاي جوان و هاي برگزايي در ريزنمونهبيشترين ميزان كال كهطوريبهبود،  دارمعنيدر سطح يك درصد 

بنزيل آدنين ولي در مورد برگ  گرمميليتوفوردي و يك  گرمميليهاي گره در محيط داراي يك ريزنمونه
هاي بنزيل آدنين در شرايط تاريكي حاصل شد. در بين ريزنمونه گرمميلي 1/0توفوردي و  گرمميليپير يك 

درصد) و رشد  39/98زايي (مورد استفاده، ريزنمونه برگ جوان در شرايط تاريكي بيشترين درصد كال
  كالوس بهتري داشتند.

  .كالزايي، گزنه، محيط كشت، ريزنمونه، توفوردي، بنزيل آدنين كلمات كليدي:
 

 مقدمه

كند م ميا فراههاي نوين و كاربردي كشت سلول و بافت در بهنژادي و ازدياد گياهان داروئي اين فرصت رروش
نيك شمند دست يافت. تكثانويه ارزبرداري بيشتري كرد و به مقدار بيشتري از تركيبات كه بتوان از گياهان داروئي بهره

اختيار  يي دركشت بافت و سلول يك فرصت كمياب براي دخالت در پروفايل شيميايي و افزايش توليدات فيتو شيميا
. اندقرارگرفته برداريهبهرامروزه گياهان داروئي مهمي با موفقيت از طريق كشت بافت تكثير و مورد دهد. انسان قرار مي
باشد و تحقيقات ئي ميهاي مفيد گياهان داروهاي اصلي توليد متابوليتايط كشت بافت گياهي يكي از راهاستفاده از شر

سيستم  عنوانبهگياهي در شرايط درون شيشه،  هايبافتفراواني در زمينه استفاده از تكنولوژي كشت سلول و 
 هايروشله ). كشت كالوس از جمSumner et al., 2003با ارزش صورت گرفته است ( مؤثرهجايگزين براي توليد مواد 

د ي مواكاربرد خارج يرتأثكشت بافت گياهي است. كالوس در شرايط درون شيشه، در محيط غذايي و تحت  مؤثر
  ). Craker et al., 2007( گيردميرشد گياهي شكل  كنندهتنظيم
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گياهي، علفي، دو پايه، چندساله با  1ايانخانواده گزنه و متعلق به راسته رزالس L Urtica dioicaگياه گزنه 
خودرو وجود  صورتبهباشد. در ايران در مناطق مختلفي از كشور هاي گزنده ميو داراي كرك مترسانتي 50-100ارتفاع

تاكنون در زمينه كشت بافت اين گياه تحقيقي صورت نگرفته است، سعي بر آن شد تا  ينكهادارد. با توجه به 
اين گياه مورد بررسي قرار گيرد. لذا  بافت در مورد محيط كشتالقاء كالوس در شرايط براي  ففاكتورهاي مختل

هاي بيشتر در مورد شرايط كشت بافت اين گياه در اين پژوهش سعي شد اثر تيمارهاي مختلف انجام بررسي منظوربه
  بررسي گردد.هورموني، شرايط نگهداري محيط و نوع ريزنمونه بر ميزان كالزايي اين گياه 

 
  هامواد و روش
قطعاتي از د و آوري و به آزمايشگاه منتقل شدنشهرستان جهرم جمع ن گزنه مورد آزمايش از سطح باغاتگياها

شستشوي سطحي  پس ازو توسعه يافته و گره ساقه جدا  كاملاًهاي هاي تازه رشد كرده، همچنين برگريزنمونه برگ
يقه و سه نوبت دق 10درصد به مدت  2/1درصد به مدت يك دقيقه و محلول هيپوكلريت  70توسط اتانول  سرعتبه

ودگي مقابله با آل منظوربههمچنين شستشو با آب مقطر استريل، ضدعفوني سطحي شده و مورد كشت قرار گرفتند. 
ه ميزان كلرامفنيكل ب بيوتيكيآنتكشت، و قبل از توزيع محيط به ظروف كشت باكتريايي، پس از اتوكلاو كردن محيط 

اكسين توفوردي با  منبع به همراه MSدر اين تحقيق از محيط كشت پايه بر ليتر به محيط افزوده شد.  گرمميلي 50
در ليتر  گرمميلي 1/0و  5/0، 1هاي با غلظت  BAدر ليتر و همچنين منبع سيتوكنين  گرمميلي 3و  2، 1هاي غلظت

گار آگرم در ليتر  5/7ي كننده، اعامل ژله عنوانبهگرم در ليتر ساكارز و  30منبع كربوهيدراتي  عنوانبهاستفاده گرديد. 
از افزودن عامل ژله هاي تهيه شده قبلبه محيط افزوده شد. با استفاده از دستگاه پي اچ سنج ديجيتالي، پي اچ محيط

   .تنظيم گرديد 7/5-9/5كننده در محدوده  اي
رشد گياهي  كنندهتنظيممشاهده در هر پتري ديش در نه غلظت مختلف  7هاي مختلف با سه تكرار از ريزنمونه

يكي در جعبه هاي تارمونهنتصادفي مورد ارزيابي قرار گرفتند.  كاملاًآزمايش فاكتوريل در قالب طرح پايه  صورتبهو 
يكي) قرار گرفتند. ساعت تار 8ساعت روشنايي و  16يي در شرايط نوري اتاق (قرار گرفته و انواع روشنا سربستهتيره 

داري تيمارها در سطح عنيها و آزمون مبراي تجزيه و تحليل داده 9,1,3نسخه  SAS افزارنرمها، از پس از ثبت داده
نرمال كردن  منظوربهگرفت. دانكن انجام  ايها توسط آزمون چند دامنهدادهيك درصد استفاده شد و مقايسه ميانگين 

  ها استفاده گرديد.داده Arcsinزايي، از هاي درصد كالوسداده
 

  نتايج و بحث
زايي كردند. در آزمايش اول ها از هفته دوم بعد از كشت در محيط القاي كالوس، شروع به كالوسريزنمونه

 هايبرگبر اساس نتايج ميزان كالزايي  گرفتند.هاي برگ جوان در دو شرايط مختلف تاريكي و روشنايي قرار ريزنمونه
هاي مختلف مورد آزمايش در شرايط تاريكي بنابراين ريزنمونه تاريكي بيشتر از شرايط روشنايي بود. يطشراجوان در 

بر اساس نتايج حاصل از اين پژوهش هر سه ريزنمونه رويشي استفاده شده قادر به توليد كالوس بودند نگهداري شدند. 
ها چه ند كه بيانگر قابليت استفاده از اين كالوسدها پس از چند مرتبه واكشت هم سالم و بدون تغيير باقي مانكالوسو 
نتايج نشان داد باشد. هاي ارزشمند از اين گياه ميكالوس و چه در شرايط كشت سلولي براي توليد متابوليت صورتبه

بدون در نظر گرفتن تيمار ). 1بود (جدول  دارمعني 1كه اثر نوع ريز نمونه روي درصد كالوس زايي در سطح احتمال 
هاي گره برگ جوان بيشترين درصد توليد كالوس را دارا بودند و بعد از آن ريزنمونه هاينمونهرشد گياهي  كنندهتنظيم

). همچنين اثر متقابل نوع ريزنمونه و غلظت 1هاي بعدي قرار داشتند (تصوير ر رتبههاي برگ پير دو سپس ريزنمونه
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). به عبارتي بيشترين ميزان 1دار بود (تصوير زايي گياه گزنه معنيهاي رشد گياهي بر ميزان كالوسكنندهتنظيم
ليتر بنزيل آدنين از ريز نمونه برگ در  گرمميلي 1در ليتر توفوردي و  گرمميلي 1 تيمارهايدر صد) در  100كالزايي (

در ليتر بنزيل آدنين  گرمميلي 1/0در ليتر توفوردي و  گرمميلي 1هاي پير در غلظت جوان و گره حاصل شد. برگ
  درصد) كالزايي را از خود نشان دادند. 9/73بيشترين (

  اريكي.اه گزنه در شرايط ترشد گياهي و نوع ريزنمونه بر درصد كالوس زايي گيكنندهتنظيممختلفهايغلظت. بررسي اثر 1جدول 
  ميانگين مربعات منبع

  بافت كالوس درصد كالزايي درجه آزادي
  **50/14 **13/1 8 كنندهتنظيم

  **44/27 **85/2 2 ريزنمونه
  **71/5 **21/0 16× ريز نمونه 
 259/0 0016/0 54 خطا

CV% - 52/7 30/23 
     1ي در سطح احتمال دارمعني **

 

 
  نه.ست) بر كالزايي گياه گزرشد گياهي (سمت چپ) و نوع ريزنمونه (سمت را هايكنندهتنظيم. اثرات غلظت 1تصوير 

 
كاهش يافت. همچنين در  شدتبههاي پير هاي رشد ميزان كالزايي از برگكنندهتنظيمبا افزايش غلظت 

در ليتر بنزيل آدنين، ميزان كالزايي در ريزنمونه گره  گرمميلي 5/0و  1/0در ليتر توفوردي و  گرمميلي 2تيمارهاي 
هاي گره نياز به غلظتبيشتر از برگ جوان بود كه ممكن است بيانگر اين مطلب باشد كه براي القاء كالوس از ريزنمونه

هاي در ريزنمونه زاددرونهاي باشد. اين مشاهدات ممكن است ناشي از غلظت متفاوت هورمونميهاي بيشتر توفوردي 
هاي رشد گياهي در گياهان مختلفي گزارش شده است كنندهتنظيمها و غلظت متفاوت ريزنمونه يرتأثمختلف باشد. 

)Ebrahimzadeh et al., 2006; Sharafi et al., 2014ال وجود دارد كه گره براي القاء كالوس به ). به عبارتي اين احتم
رشد توليد  كنندهتنظيمهاي بيشتري از و يا در غلظتداشته رشد اكسين نياز  كنندهتنظيمهاي بيشتري از غلظت

. به عبارتي نددار زادرونهاي هاي جوان ميزان بيشتري از هورمونكند. معمولاً بافتكالوس را در سطح بالايي حفظ مي
ها در غلظتهاي جوان باعث شوند كه اين بافتهاي اكسين در بافتكان وجود دارد كه ميزان بيشتري از هورموناين ام

افزايش غلظت اكسين تر اكسين كالزايي مناسب داشته باشند و با افزايش ميزان اكسين در محيط كشت و هاي پايين
رشد و شرايط  كنندهتنظيمآيد. بهترين تيمار  وجودبه رشد  كنندهتنظيم، اثر بازدارندگي به سطح مسموم كننده

باشد. اين محققين ) در مورد گل راعي مي2001( 2نگهداري كشت در اين پژوهش مشابه با گزارش كارولينا و همكاران
بر ليتر بنزيل  گرمميليهاي كشت شده در حضور يك توليد كالوس در گل راعي از ريزنمونه يشترينبگزارش كردند كه 
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 شده). همچنين گزارش Carolina et al., 2001بر ليتر توفوردي و در شرايط تاريكي حاصل شد ( گرمميلينين و يك آد
 ,.Ayan et al( بر ليتر توفوردي و كينيتين حاصل شد گرمميليشترين ميزان كالوس از اين گياه در تيمار يك يكه ب

2005( .  
 يرتأثستيك اسيد رشد توفوردي نسبت به نفتالين ا كنندهتنظيم) گزارش كردند كه 2011اميدي و همكاران (

 4و  2، 1 ،5/0هاي باشد. همچنين پس از بررسي غلظتبيشتري بر درصد تشكيل كالوس در گياه سرخدار دارا مي
يشترين ين مشاهده كردند كه بدر ليتر كينيتين، اين محقق گرمميلي 1و  4/0، 2/0در ليتر توفوردي به همراه  گرمميلي

ه ساقه و از ريز نمون در ليتر كينتين گرمميليدر ليتر توفوردي و يك  گرمميليدرصد تشكيل كالوس در غلظت يك 
و به رنگ كرم بودند  يرپذانعطافهاي حاصل از ساقه نرم، شد. بعلاوه اين محققين گزارش كردند كه كالوس لحاص
  داشتند. ايده، سفت و قهوههاي حاصل از برگ بيشتر حالت فشركالوس كهيدرحال

با  يهايهاي مختلف كالوسهاي رشد گياهي، ريزنمونهكنندهتنظيمبر اساس نتايج بدون در نظر گرفتن غلظت 
ترين گره روشن هايمتفاوت بود. ريزنمونه ياهاي مختلف از سفيد تا قهوهبافت متفاوتي توليد نمودند. رنگ كالوس

هاي مختلف حاصل كردند. اثر ترين كالوس را در بين ريزنمونهجوان تيره هايبرگ كهيدرحالها را توليد نمودند كالوس
رشد گياهي نشان داد كه هر دو فاكتور مورد مطالعه در رنگ و  كنندهتنظيمهاي هاي مختلف و غلظتمتقابل ريزنمونه

داري نداشتند يمارهاي مختلف تفاوت معنيهاي حاصل از گره در تبودند. بر اساس اين نتايج كالوس مؤثربافت كالوس 
در رنگ و بافت  يريتأث گونهيچهرشد گياهي  كنندهتنظيمهاي مختلف و همگي رنگ سفيد داشتند. به عبارتي غلظت

رشد  كنندهتنظيمهاي پايين هاي حاصل از برگ جوان و برگ پير در غلظتهاي حاصله نداشت. از طرفي كالوسكالوس
 2تيمار  كهدرحاليمتمايل شد  ايقهوهها به سمت رشد رنگ آن كنندهتنظيمولي با افزايش غلظت  رنگ روشن داشتند

هاي در ليتر توفوردي برگ گرمميلي 3هاي ها را حاصل نمود. در غلظتترين نوع كالوسدر ليتر توفوردي تيره گرمميلي
مودند هنوز رنگ تيره داشتند. بنابراين نتايج حاصل هاي جواني كه كالوس توليد نپير كالوسي توليد نكردند ولي برگ

ريزنمونه  كهدرحاليشود هاي برگ حاصل ميتر مربوط به ريزنمونههاي روشن در تيمارهاي پاييننشان داد كه كالوس
توليد نكردند. نوع، مقدار و رنگ كالوس ايجاد شده در گياهان مختلف به ژنوتيپ، ميزان هورمون ايقهوهگره كالوس 

، مؤثر). در ميان اين عوامل Kumari et al., 2006زا و تركيب محيط كشت وابسته است (و برون زادرونهاي 
 Mungoleرايند القاي كالوس دارند (اكسين و سيتوكنين نقش بسيار حياتي در ف ويژهبههاي رشد گياهي كنندهتنظيم

et al., 2011 گونه گياهي بستگي دارد. البته نوع ريزنمونه  خصوصاًهاي آن به محيط و رشد و غلظت كنندهتنظيم). نوع
 درالقاء كالوس نتايج حاصل از بررسي  گذارد.بمورد نياز  هايغلظتزيادي در  يرتأثتواند گياهي مورد استفاده هم مي

هاي گره نسبت كه ريزنمونه نشان دادههاي مختلف توفوردي در غلظت وهاي برگ و گره ريزنمونه با زمينيبسيگياه 
  در ليتر) گرمميلي 2در برابر  گرمميلي 4( دارندبه برگ به غلظت بالاتري از توفوردي براي القاء كالزايي نياز 

Karamzad et al., 2016)( هاي توليد شده از ريزنمونه گره رنگ كردند كه كالوس. همچنين اين محققين گزارش
بين  ايتوان نتيجه گرفت كه رابطهمي ديگريعبارتبههاي حاصل شده از ريزنمونه برگ داشتند. تري از كالوسروشن

كه گره نسبت به برگ غلظت بيشتري از  يآنجائرشد و رنگ كالوس وجود داشته باشد و از  كنندهتنظيمغلظت 
  تري كنند.هاي با رنگ روشنكند، ممكن است توليد كالوسرشد را تحمل مي نندهكتنظيم
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Abstract 
This study was carried out to investigate the effect of different hormonal treatment, explant 

type and culture condition callus induction in nettle plant. A factorial experiment was carried out 
on the base of completely random design with three replications to find the best combination of 
explant, plant growth regulation and light condition. Different explants including young leaf, old 
leaf, node and seeds of this plant were cultured in solid MS medium containing 30 g L-1 sucrose and 
different concentrations of 2,4-D (1, 2 and 3 mgL-1) and BA (0.1, 0.4 and 1 mg L-1). Different 
characteristics including time of callus induction, callus percentage, as well as color and texture of 
callus were analyzed. Analysis of variance were carried out by SAS software ver. 9.3.1 and mean 
comparison was conducted using Duncan Multiple Range Test. According to results, callus 

induction was significantly different in various explants so that young leaves, node and old leaves 
were able to produce callus. Response of explants was significantly different in various light 
conditions so that dark treatment showed to be more effective for callus induction. In addition, 
effects of hormonal treatments were significantly different on callus induction at 1% probability. 
The highest percentage of callus induction was obtained from young leaf explants in the medium 
containing 1 mgL-1 2,4-D and 1 mgL-1 BA in the dark condition and then nod explants in the same 
hormonal treatment, while medium containing 1 mgL-1 2,4-D and 0.1 mgL-1 BA showed to be more 
effective for old leaf explants. Among different explants used in this experiment, young leaves 
showed the highest percentage of callus induction (98.39%) in dark condition. 
Keywords: callus induction, culture media, explant, 2,4-D, benzyl adenine 


