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  (Papaver bracteatum) الوس در شقایق سیاهکبر القاي BAP  و NAA بررسی اثر
  4 ، علی شرفی3 ، عطا سلیمی*2 ، رضا قهرمانی1 بهمن حسینی

  . ي کارشناسی علوم باغبانی، دانشگاه ارومیه، ارومیهدانشجو - 2. استادیار گروه باغبانی، دانشگاه ارومیه، ارومیه- 1
  .دانشجوي دکتري پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک ایران، تهران - 4. فارغ التحصیل کارشناسی ارشد گیاهان دارویی، دانشگاه ارومیه، ارومیه - 3

 
  چکیده

باشد که ترکیب دارویی غالب آن می Papaveraceaeاز گیاهان دارویی بسیار مهم خانواده ) Papaverbracteatum(گیاه شقایق سیاه 
هدف از انجام این آزمایش دستیابی به تیمار مناسب  .هاي موثر کشت بافت استکشت کالوس یکی از روش.باشدآلکالوئید تبائین می

مرحله اول ریزنمونه  .این آزمایش در دو مرحله انجام پذیرفت.کالوس در گیاه فوق الذکر بودمیزان بالاترین تولید هورمونی جهت 
میلی گرم  5و  3، 2، 1صفر،  D-٢,٤ (و  NAAهاي مختلف و غلظت) گرم در لیتر 4و  2(هیپوکوتیل در محیط تکمیل شده با زغال فعال 

ول استفاده گردید، در مرحله دوم از بخش ا) گرم بر لیترمیلی 5/0و  1/0صفر، (BA هاي به تنهایی و یا در ترکیب با غلظت) بر لیتر
صفر، (D-٢,٤ و )گرم در لیترمیلی 5و  3، 2، 1صفر، ( NAAهاي مختلف آزمایش ریزنمونه بذري در محیط فاقد زغال فعال شامل غلظت

نتایج نشان . استفاده گردید) گرم بر لیترمیلی 5/0و  1/0صفر، (BA هاي به تنهایی و یا در ترکیب با غلظت) میلی گرم بر لیتر 2و  1، 5/0
و  ردزایی را داگرم در لیتر زغال فعال بیشترین کالوس 2در حضور  D-٢,٤گرم در لیتر میلی 2تیمار  ،حاوي زغال فعالر محیط داد که د

  .داراستزایی را بالاترین کالوس D-٢,٤میلی گرم در لیتر  1در محیط فاقد زغال فعال تیمار 
  ، زغال فعال D-٢,٤زایی،شقایق سیاه، کالوس :هاي کلیديواژه

 
  مقدمه

در  )١٩٨٢,.Sedigh et al(بومی ایران و جنوب روسیه است Papaveraceaeي تیرهاز ) .Papaver bracteatum lindl(گیاه شقایق سیاه 
غالب . )1(رودهاي کوه دماوند و نیز کوههاي استان کردستان به عنوان زیستگاه این گیاه به شمار مینواحی مختلف البرز و دامنه ایران

نشیم ها به در پارا هاي منفرد یا پشت سر همداراي مجاري ترشحی لاتکس، مرکب از سلول Papaverاین خانواده همانند جنس  گیاهان
ئین گیاهان دارویی بسیار مهم است که ترکیب عمده ي دارویی آن آلکالوئید تبااین گیاه جزوت،ویژه در بافت آبکش اس

کنند که زیرگروه آلکالوئیدهاي بنزیل لکالوئیدهاي بنزوفنانتریدین را تولید میگیاهان خانواده خشخاش گروهی از آ).1(.ستا
به مقدار فراوان در مجاري لاتکس ) با خاصیت ضد توموري(آلکالوئیدهاي مرفین و نوسکاپین . )١٩٩٩,.Kaya(ایزوکوئینولین هستند 

یابند انند سانگوینارین در ریشه این گیاهان نیز تجمع میاین گیاهان وجود دارند و به میزان اندك به همراه آلکالوئیدهاي دیگر م
)Phillipson.,(و بنزیل ایزوکوئینولین نیز در آن کشف شده است نئوپین،اوریپاوینکدئین،البته موادي چون )١٩٨٣. Theun et 

al.١٩٨٤(  
هاي رشد گیاهی، نوع غلظت تنظیم کننده تشکیل بافت کالوس تحت تأثیر عواملی همانند ژنوتیپ، سن ریزنمونه، نوع ریزنمونه، نوع و

هاي زخمی و ورود آنها به اکسین باعث تحریک ریزنمونه٢٠٠٦ ,.Kumari et al).   (گیردمحیط کشت و عوامل متعدد دیگر قرار می
ي متافاز، ین در مرحلهد، وجود سیتوکندهزا را افزایش میدرون اکسین افزایی تولیداکسین با اثر هم همچنینشود و زایی میفاز کالوس

هاي ها براي تنظیم سنتز پروتئینرود که سیتوکنینکند و احتمال میایی جلوگیري میاز به تاخیر افتادن تقسیم سلولی به طور قابل ملاحظه
 قایق سیاهتحقیقات نشان داده است که در ش).١٩٧٥ ,.Jouanneau(باشد مؤثر در تشکیل و عملکرد دستگاه دوك میتوتیک مورد نیاز 

مطالعات اولیه نشان بخشید زایی را بهبود میتیمارهاي ترکیبی نسبت به تیمارهایی که اکسین به تنهایی استفاده شده است میزان کالوس
نشان را ) درصد 80(زایی کالوس بیشترین میزان BA) ١-٠.٥mg.l(در ترکیب با  D-٢,٤) ١-١mg.l(تیمار  داده است که 
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بالاترین   ٠.٥mg.l-( BA(و  NAA )١-١mg.l(تیمار  Papaver orientaleدر بررسی بر روي گیاه ). ٢٠١٠,.Rostampour et al(داد
میلی گرم 1/0و  D-٢,٤گرم در لیتر میلی 5/0تیمار  Papaver somniferumدر گیاه ). ٢٠١١,.Zakaria et al .(نشان داد میزان کالوس را
ترین مناسب Linus)(هاي کتان مطالعات بر روي انواع رقم).١٩٩٩ ,.Kaya(س را نشان داد حداکثر درصد تشکیل کالو در لیتر کاینتین

 (Garlic)در یک بررسی بر روي سیر . )٢٠٠٢.,Reddy( معرفی نمود BA )١٠.٥-mg.l(و  NAA) ١٠.٢٥-mg.l( را زاییتیمار کالوس
زایی گیاه در آزمایش کالوس. )٢٠٠٤,.Khan et al (س را نشان دادحداکثر تولید کالو BA)١٠.٥-mg.l(و  D-٢,٤ )١١-mg.l(تیمار 

Gemnema silvestris  تیمار)mg.l-١٥ (٢,٤-D  و)mg.l-١١( BA زایی حداکثر کالوس)(را نشان داد) درصد 80Roy et al., ٢٠٠٨(. 
گرم در میلی 4و  2را در پی داردو غلظت  زاییکاهش کالوس BAافزایش غلظت ) Foeniculum vulgare(زایی گیاه رازیانهدر کالوس

سرخیل و  .(زایی را در پی داشته استبهره برده شده است حداکثر درصد کالوس BAگرم در لیتر میلی 5/0و  25/0و  D-٢,٤لیتر
با زغال فعال بر این مطالعه به منظور بررسی اثر غلظتهاي مختلف هورمونهاي اکسینی و سیتوکینینی به همراه ترکیب . )1388.همکاران

  .القاي کالوس شقایق سیاه مطالعه گردید
 

  مواد و روش ها
در آزمایشگاه کشت بافت گروه باغبانی دانشکده کشاورزي  پایه طرح کاملا تصادفیبه صورت فاکتوریل بر  1390سال در این تحقیق 

 .دانشگاه ارومیه انجام گرفت

- جمع) منطقه مرگور(هایشان از عرصه طبیعی در استان آذربایجان غربی کپسول بذرهاي گیاه بعد از رسیدن: مواد گیاهی و کشت بذر

 2به مدت  درصد و آب استریل 5/2درصد، هیپوکلریت سدیم  70و ضد عفونی سطحی توسط اتانول  آوري و بعد از رفع نیاز سرمایی
کرده و بعد از سبز شدن بمدت دو هفته آنها را یشه در شرایط تاریکی کشت  MSکشت پایه گراد در محیط درجه سانتی 4روز در دماي 

هاي هیپوکوتیل، ساعت تاریکی قرار داده سپس از دانهال رشد کرده از بذر ریزنمونه 8ساعت روشنایی و  16در شرایط نوري 
  .هاي بذري خراش داده شده جهت القاي کالوس قرار داده شدکوتیلدون، ریشه و ریزنمونه

  :عبارتند ازتیمار هاي بکار برده شده 
 2و  1، 5/0صفر، (هاي به تنهایی و در ترکیب با غلظتNAA)گرم در لیترمیلی 2و  1، 5/0صفر، (هاي هاي هورمونی در غلظتتیمار
به تنهایی و در ترکیب با D-٢,٤)گرم در لیترمیلی 2و  1، 5/0صفر، (هاي و همچنین تیمارهاي هورمونی در غلظتBA)گرم در لیترمیلی

ها به فاصله هر چهار هفته یکبار و در سه تکرار انجام شد تعداد واکشت. می باشد BA) گرم در لیترمیلی 2و  1، 5/0صفر، (هاي غلظت
هاي غلظت .برداري از وزن تر کالوس بعد از سومین واکشت انجام شددیش بود و یادداشتعدد در هر پتري 10هاي ریزنمونه ریزنمونه

ریزنمونه  هت بررسی القاي جنین سوماتیکی درجBAگرم بر لیترمیلی 5/0در ترکیب با NAAوD-٢,٤گرم در لیترمیلی 2و  1، 5/0صفر، 
ها به فاصله هر واکشت. ساعت تاریکی در محیط کشت با پنج بار واکشت انجام پذیرفت 8ساعت روشنایی و  16بذري در شرایط نوري 

هاي با یادداشت برداري از تعداد ریزنمونه. دیش بودعدد در هر پتري 10ها ریزنمونه چهار هفته یکبار و در سه تکرار انجام شد تعداد
  .جنین سوماتیکی بعد از پنجمین واکشت انجام شد

 
  نتایج و بحث

- دار میدرصد داراي اختلاف معنی 1سطح احتمال  درBAو NAAهاي مطالعات آنالیز تجزیه واریانس نشان داد که اثرات ساده غلظت

زایی در مقایسه با صفر و داراي اثرات بیشتري جهت کالوس BAگرم در لیتر میلی 1/0همچنین نتایج آزمایش نشان داد که غلظت  .باشد
همچنین نتایج نشان داد که حداکثر القاي . ندارد BAبدون حضور  داري با غلظتباشد اگرچه تفاوت معنیمی BAگرم در لیتر میلی 5/0
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گرم بر لیتر زغال فعال تاثیر  2غلظت  .درصد مشاهده گردید 74در ریزنمونه بذري به میزان NAAگرم در لیتر لیمی 5/0کالوس درتیمار 
مطالعات آنالیز تجزیه واریانس نشان داد که غلظت . نشان دادزایی گرم بر لیتر زغال فعال بر درصد کالوس 4بیشتري را نسبت به غلظت 

ها نشان نتایج مقایسه میانگین داده. باشدداري در جنین زایی سوماتیکی میراي اختلاف معنیدرصد دا 1در سطح احتمال  D-٢,٤هاي 
درصد  77به میزان  BAگرم در لیتر میلی 5/0در ترکیب D-٢,٤گرم در لیتر میلی 1سوماتیکی درتیمار  داد که بالاترین درصد القاي جنین

در ترکیب NAAبدست آمد و حضور BAگرم در لیتر میلی5/0زا در تیمار جنین هاي بذري و کمترین درصد القاي کالوساز ریزنمونه
  .زا را تولید نکردکالوس جنینBAبا

  زایی شقایق سیاهدر کالوس NAA و BAهاي مختلف زغال فعال، نتایج تجزیه واریانس بررسی اثرات ترکیب -1جدول 
 میانگین مربعات میانگین مربعات 

 زاییدرصد کالوس ديدرجه آزا منابع تغییرات

 A( 1 **7/100(زغال فعال 
BA )C( 2  **97/15 

 NAA)T( 4 *53/4 

 A×C( 2 ns12/0(اثر متقابل 

 A×T( 4 **67/5(اثر متقابل 

 C×T( 8 **36/4(اثر متقابل 

 A×C×T( 8 ns08/2(اثر متقابل 

 2/1 60 اشتباه آزمایشی

 73/19  (%)ضریب تغییرات

ns، ** باشددرصد می 5درصد و  1دار در سطح دار، معنیعدم وجود اختلاف معنینشاندهنده *و.  
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A study on effects of NAA & BAP on callus induction in (Papaver bracteatum) 
Bahman Hosseini,Reza Ghahremani,Ata salami,Ali Ashrafi 

Abstract  
Plant Persian poppy (Papaver bracteatum), one of the very important medicinal plant, belongs to Papaveraceae 
containing more medicinal components especially thebaine alkaloid. Callus culture is known as one of culture 
methods used in regeneration and suspension culture. On this basis,the current study was conducted to determine 
some of effective factors at callusing Persian poppy. This experiment was carried out to find out the most suitable 
hormone treatment for callus induction. experiment included two steps: in the first step, a medium including activity 
charcoal (٢ and ٤ g.l-١) was employed for hypocotyle explants and seed explants, in the second step,were cultured in 
a medium without activity charcoal. In the first experiment, hormone treatments with different concentrations of 
NAA and ٢,٤-D (٣ ,٢ ,١ ,٠ and ٥ mg.l-١) and also their composition with BA (٠/١ ,٠ and ٠/٥ mg.l-١)were utilized in 
١/٢ MS media culture. Results this study showed in the medium with ٢ g.l-١ activity charcoal by ٢mg.l-٢,٤ ١-D and 
medium without activity charcoal, ١mg.l-٢,٤ ١-D treatment could produce the most callusing. 
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