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  چكيده
 هاي انجام پژوهشجهت  بيوتيكآنتيو يافتن بهترين غلظت  محيط كشت بافت رازيانه سازيبهينه منظوربه

بر روي جنين آن مورد آزمايش  گياهي هاي رشدسفاتوكسيم و هورمون بيوتيكآنتي، اثرات مختلف انتقال ژن
ها، هاي ماكرو و ميكرو، آهن، ويتاميننمكحاوي  B5هاي جنين بر روي محيط بدين منظور ريزنمونه قرار گرفت.

در اين  بيوتيك سفاتوكسيم كشت شدند.درصد، تركيبات متفاوت هورموني و آنتي 3درصد، ساكارز  8/0آگار 
و 0  غلظتسه  ،سفاتوكسيم بيوتيكآنتيگرم بر ليتر ميلي 100و  0دو غلظت  تركيب تيماري شامل 24از  تحقيق

 گرم بر ليترميلي 1و  5/0، 0 سه غلظت و IAAگرم بر ليتر ميلي 4/0و  0 دو غلظت ، NAAگرم بر ليتر ميلي 2/0

BAP .تمامي مراحل اندام. گرفتتصادفي انجام  كاملاًصورت فاكتوريل در قالب طرح اين آزمايش به استفاده شد
زايي ريزنمونهزايي و چندشاخهكالوس اوليه انجام شده و زايي بدون انجام واكشت و در همان محيطزايي و ريشه

و چند شاخه (باززايي غيرمستقيم) زاييبالاترين ميزان كالوس .مورد ازريابي قرار گرفتندهاي جنين كشت شده 
سفاتوكسيم بدون نظر  بيوتيكآنتيگرم بر ليتر ميلي 100در حضور  عدد) 200-300بين  هاشاخه(تعداد  زايي

 بيوتيكآنتيدهنده فعاليت شبه اكسيني مشاهده گرديد كه اين خود نشان ي رشدهاساير هورمون غلظت گرفتن
  سفاتوكسيم است. 

  BAP ،NAA ،IAAزايي، جنين، اكسين، چندشاخه كلمات كليدي:
 

  مقدمه
لات ترين محصو، يكي از چهار گياه اصلي معطر جهان و جز مهمMill Foeniculum vulgare رازيانه با نام علمي

ر زماني بههكشت اين گياه همانند ساير گياهان در  ).Nasabian et al., 1391شود (كشاورزي صادراتي ايران محسوب مي
ي هاشت آن بوده است. روشهمواره بر سر راه كاز ديرباز ها (زنده و غيرزنده) پذير نبوده و مشكلاتي همچون تنشراحتي امكان

شت ساس استفاده از كا ينبر اتواند تا حد زيادي در اصلاح ژنتيكي اين گياه كمك كند. نتقال ژن ميجمله ااصلاحي نوين از 
 رسد. نخستين گام در انتقال ژن ضروري به نظر مي عنوانبهبافت گياهي 

كه ترين هدف كشت بافت كوتاه كردن طول دوره اصلاحي و توليد تعداد زيادي گياهان عاري از بيماري بوده اساسي
مراحل ضروري و  ي ازك). كشت بافت يValizadeh et al., 1386كند (كمك مي مسئلهزمان به اين دهي و باززاييِ همكالوس

كه البته ميزان كارآيي آن به عواملي چون ژنوتيپ، ريزنمونه، موقعيت قرارگيري نمونه  لازم براي انجام مراحل انتقال ژن بوده
مصرفي جهت حذف باكتري در طول انتقال ژن بستگي دارد.  بيوتيكآنتينمونه و درنهايت مقدار در محيط، توانايي باززايي ريز

). امروزه 2009توانند اثر مثبت يا منفي بر روي باززايي گياه تراريخت شده داشته باشند (نانا و ماميدالا، ها ميبيوتيكآنتي
 ,Yu and Wei)شوند كسيم باعث بهبود باززايي در برخي گياهان ميها مثل سفاتوبيوتيكآنتياند كه برخي از محققين دريافته

2008).  
هي دارد، براي مثال هاي مختلف گياهاي مختلف سفاتوكسيم اثرهاي متفاوتي بر گونهاند كه غلظتها نشان دادهررسيب

ه سفوتاكسيم شديداً ثابت شد كزايي و باززايي گندم انجام شد، مطالعاتي كه بر روي اثر سفوتاكسيم بر روي جنين بر اساس
لاي همين كه غلظت با). در حالي (Mathis and Boyed, 1986شودزايي و باززايي آن ميباعث تحريك رشد كالوس، جنين

  ). Panathula et al., 2014شود (پاپايا مي ياهدر گمانع رشد كالوس  بيوتيكآنتي
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الوس، سوسپانسون سلولي توان به باززايي از كها ميكه از بين آن هاي زيادي برروي رازيانه صورت گرفتهتاكنون پژوهش
)Hunault et al., 1989( زايي سوماتيكيو جنين (Maheshwari and Gupta, 1965) تنهانهها يكاشاره نمود كه اكثر اين تكن 

  باززايي موفقي نداشته بلكه براي انجام كارهاي انتقال ژن نيز مناسب نبوده است. 
زايي و چند لوسهاي رشد بر كابيوتيك سفاتوكسيم و هورمونهاي مختلف آنتيز اين تحقيق، بررسي اثر غلظتهدف ا

 باشد.انتقال ژن مي هايپژوهشسازي محيط كشت آن براي انجام بهينه منظوربهزايي گياه رازيانه شاخه

 
  هامواد و روش

استخراج جنين  منظورابوريحان دانشگاه تهران استفاده شد. به براي انجام اين آزمايش از رقم فسا كشت شده در پرديس
بـار شستشـو  3-4ضدعفوني شده و سپس با آب مقطر اسـتريل ثانيه  20مدتبهدرصد 70بذور در زير هود با الكل ابتدا رازيانه 

بـار  3-4 استريل شدهدرصد ضدعفوني شده و در انتها با آب مقطر  5/2دقيقه در هيپوكلريت سديم  10شدند. سپس به مدت 
با كمك اسكالپل،  سر هر بذر  ساعت در آب قرار گرفتند. بعد از گذشت اين مدت زمان، 6-3شستشو انجام گرفت. سپس بذور 

  .(Ebrahimi et al., 2003)برش داده شد و با كمك همان پنس از وسط، بذر را فشرده و جنين خارج گرديد 
با  %3رز و ساكا درصد8/0ها، آگار اي ماكرو و ميكرو، آهن، ويتامينهشامل نمك B5كشت براي كشت، از محيط

7/5=pH  .و هورمون يتربر لرم گميلي 100و  0 بيوتيكآنتيغلظت تركيب تيماري شامل  24اين آزمايش شامل استفاده شد
گرم بر ميلي 4/0و IAA 0 (و  گرم بر ليتر)ميلي2/0و  0(  NAA، گرم بر ليتر)ميلي1و  BAP )0 ،5/0 هاي مصرفي به ترتيب

  د.زايي بدون انجام واكشت و در همان محيط اوليه انجام شزايي و ريشهتمامي مراحل اندامبود.  ليتر)
تصادفي  كاملاًقالب طرح  صورت طرح فاكتوريل درآزمايش بهها، تبديل داده انجام گرفت. سازي دادهنرمال منظوربه

ه روش آزمون چند دامنهبتجزيه واريانس و مقايسات ميانگين تيمارها    SAS (ver 9.1)افزار سپس با استفاده از نرمانجام شد. 
  انجام پذيرفت. Excel افزارنرماي دانكن در سطح يك درصد و ترسيم نمودارها با كمك 

 
   نتايج و بحث
گرم بر ميلي 100و  0سفاتوكسيم (بيوتيك همراه دو غلظت آنتيها بههورمون تكتكنمايانگر اثرات  2و  1هاي شكل

  باشد.  زايي جنين رازيانه ميزايي و چندشاخهليتر) بر كالوس

 
  زيانهزايي جنين راكالوس گرم بر ليتر) سفاتوكسيم برميلي 100و  0و دو غلظت ( هاهورمون تكتكاثر  -1شكل

   
  رازيانه زايي جنينچند شاخه ليتر) سفاتوكسيم برگرم بر ميلي 100و  0و دو غلظت ( هاهورمون تكاثر تك -2شكل

زايي وجود زايي و چندشاخهشود در حضور سفاتوكسيم ميزان بالايي از كالوسمشاهده مي 2و  1طور كه در شكل همان
ي يابد. اين در حالزايي افزايش ميكالوس BAP، در حضور سفاتوكسيم و بدون توجه به غلظت هورمون a1دارد. در نمودار 

زايي ، ميزان كالوس(غياب) بدون در نظر گرفتن سفاتوكسيم  IAA ( (1b-1c)و  NAAاست كه براي دو هورمون اكسين ديگر (
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 و هورمون اكسين در حضور سفاتوكسيم ،زايييابد. ولي بالاترين درصد كالوسافزايش مي ،اكسينغلظت هورمون با افزايش 
  . شدمشاهده  )درصد 100حدوداً (

  
  حيط حاوي سفاتوكسيم عدد در م 300-200هاي بين نمونه جنين باززا شده با تعداد شاخه -3شكل

 
. در )3(شكل  رديدگبالاترين ميزان چندشاخه زايي مشاهده  بيوتيكآنتي، در حضور 1نيز همانند شكل  2در شكل

ابد ولي در يچشمگيري افزايش ميزايي به ميزان درصد چندشاخه BAPدر حضور سفاتوكسيم با افزايش غلظت  a2نمودار 
افزايش اخه زايي سفاتوكسيم ميزان چندشنيز در حضور  b2در نمودار  خورد.بيوتيك تغيير محسوسي به چشم نميغياب آنتي

دم حضور و ع c2اين در حالي است كه در نمودارداشت.  ناچيزي كاهش NAAاين ميزان در حضور هورمون  البتهيافت. 
وكسيم بيشترين درصد و سفات IAA هورمون زايي مشاهده نشد. ولي در حضورگونه شاخههيچ ،و سفاتوكسيم IAAهورمون 
دم حضور بيوتيك و عحضور آنتيو برابر بودن نتيجه در زمان  2c با توجه به شكل .زايي مشاهده گرديدچندشاخه
بيوتيك يني آنتيراحتي نقش شبه اكستوان بهميبيوتيك و غياب آنتي IAAدر مقايسه با زمان حضور هورمون  IAAهورمون

  سفاتوكسيم را دريافت.
ت) و حضور زايي اسآيد در غياب هورمون اكسين (كه هورمون اصلي براي اندامطور كه از نتايج بدست ميهمان

ت شبه اكسيني است ليگر اين مطلب است كه سفاتوكسيم داراي فعادهد. اين موضوع بيانسفاتوكسيم، باززايي از جنين رخ مي
 IAAد كه هورمون آيكه توانسته كمبود هورمون اكسين در محيط را جبران كند. از بين دو هورمون اكسين فوق چنين بر مي

) ، 1c-2cمودار (نو سفاتوكسيم در هر دو  IAAاز اهميت بيشتري برخوردار باشد، اين بدين دليل است كه در غياب هورمون 
ي از باززايي و درصد كم NAA) در غياب سفاتوكسيم و هورمون 1b-2bعملكردي مشاهده نشد ولي در نمودار ( گونههيچ

شود ولي زايي ميزايي و چندشاخهمانع كالوس IAAاين به اين معني است كه نبود هورمون  زايي مشاهده گرديد.چندشاخه
   شود. زايي مشاهده ميچندشاخهزايي و ، باز هم مقداري كالوسNAAدر نبود هورمون 

يابد، بيوتيك سفاتوكسيم) افزايش ميآنتي طور كلي ، هرچه ميزان هورمون اكسين و شبه اكسين (بهدر اين آزمايش 
ها نشان داد كه سفاتوكسيم علاوه بر دارا بودن فعاليت ضد بررسي يابد. زايي نيز افزايش ميزايي و چندشاخهميزان كالوس

البته بايد ،  (Nauerby et al., 1997) گرددداراي فعاليت شبه اكسيني است كه باعث افزايش باززايي اكثر گياهان ميميكروبي، 
 ,.Ahmadi et alبراي هرگونه گياهي مورد آزمايش قرار گيرد تا مانع باززايي گياه نگردد ( بيوتيكآنتيبهينه اين  هايغلظت

) و (Danilova and Dolgikh, 2004گرم بر ليتر باعث افزايش باززايي از كالوس سيب ميلي 200غلظت ). براي مثال 2014
مناسب گزارش شده است و  T. aestivum (Ahmadi et al., 2014)گرم بر ليتر براي باززايي نرمال از جنين ميلي 100غلظت 

 شوددر اين گياه زايي و ...) ايي، جنينزتواند سبب تغيير فاز (باززايي مستقيم، كالوسهرگونه تغيير در غلظت آن مي
Danilova and Dolgikh, 2004).( 
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Abstract 
In order to optimize fennel tissue culture and finding the best concentration of antibiotic cefotaxime 

for gene transfer research, we assessed different doses of antibiotic cefotaxime and plant growth 
regulators on its embryo. For this purpose, embryo explants were cultured on B5 media containing macro 
and micro elements, vitamins, 0.8 % agar, 3% sucrose, various concentration of hormones and antibiotic 
cefotaxime. In this project, Different concentrations of antibiotic cefotaxime (0, 100 mgl-1), NAA (0, 0.2 
mgl-1), IAA (0, 0.4 mgl-1) and BAP (0, 0.5 and 1 mgl-1) were used in this experiment. The experiment was 
conducted as afactorial design. Simultaneous shoot and root production were observed on the same media 
with no subculturing. Then callus production and proliferation data were analyzed. Maximum callus 
development (indirect shoot regeneration) and multiple shoot regeneration (200-300 numbers) were 
achieved in the presence of 100 mgl-1 cefotaxime concentration without any hormones which may be due 
to auxin-like activity of cefotaxime. 
Key words: embryo, proliferation, auxin, BAP, NAA, IAA  

  
  
 


