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Some medical herbs are of universal importance and are becoming extinct 
due to their countless uses. Today, the use of in vitro culture has increased 
the speed of production and reproduction of endangered species. The main 
of this research to determine the best ecotype, the best explant for callus 
induction, as well as the best level of hormones on traits including length, 
width, height and the callus volume of the explants obtained from Ferula 
assa-foetida seedlings that have been grown in in vitro culture. This 
experiment has been implemented as factorial in completely randomized 
design with at least 4 replications. According to the purpose, the explants 
were placed in MS media supplemented with different levels of BAP and 
NAA. After 40 days, the traits including the length, width and volume of 
the callus were measured for induced callus. The comparison of the 
averages showed that the maximum size of target traits have been achieved 
for root explants cultured medium supplemented with 2 mg.L-1 BAP and 1 
mg.L-1 NAA, while none of calluses derived from leaf and stem explants 
survived. Among the ecotypes, the Kerman demonstrated higher callus 
growth rate than the Yazd, though this trait intensively increased through 
the time of culture. In addition, the calluses derived from Isfahan showed 
low growth rate, so it was removed from the present study. 
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ند. شمار در حال انقراض هستگیاهان دارویی دارای اهمیتی جهانی و فراگیر بوده و به علت استفاده بیبرخی از 
 های در حال انقراضای سبب شده است که سرعت تولید و تکثیر گونهکشت درون شیشه استفاده ازامروزه 

ترین سطح زایی و همچنین به، بهترین ریزنمونه کالوساکوتیپاهداف این پژوهش، تعیین بهترین  افزایش یابد.
های آمده از گیاهچههای به دست های طول، عرض، ارتفاع و حجم کالوس ریزنمونههورمونی موثر بر صفت

باشد. این آزمایش به صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملا در کشت درون شیشه می تلخحاصل از آنغوزه 
های کشت ها در محیطتکرار بررسی شده است. با توجه به هدف مورد نظر، ریزنمونه 4تصادفی با حداقل 

ها در روز کشت ریزنمونه 42س از قرار گرفتند. پ  NAAو BAP موراشیک و اسکوگ با سطوح مختلف
ها نشان داد، گیری شد. مقایسه میانگینها اندازههای حاوی هورمون صفات طول، عرض و حجم کالوسمحیط

بیشترین صفات مورد  NAAگرم در لیتر میلی 1و  BAPگرم در لیتر میلی 2های ریشه در تیمار ریزنمونه
ورد های ماکوتیپهای برگ و ساقه از بین رفتند. در بین به ریزنمونههای مربوط گیری را داشت و کالوساندازه

یزد دارای سرعت رشد کالوس بیشتری بودند و با گذشت زمان میزان  اکوتیپکرمان نسبت به  اکوتیپبررسی، 
م بود، از اصفهان ک اکوتیپها به شدت افزایش یافت. با توجه به اینکه سرعت رشد کالوس سرعت رشد کالوس
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 . مقدمه 1

. این گیاهان در طول تاریخ جزء هستندهای بومی کشورها گیاهان دارویی دارای اهمیتی جهانی و فراگیر بوده و در شمار میراث
(. امروزه Ghasemi, 2009) اندمنابع اصلی پزشکی و داروسازی در اکثر نقاط جهان مانند ایران، چین، یونان، هندوستان و مصر بوده

شده، دداروهای تولی چهارمکاستفاده از داروهایی با منشاء طبیعی در درمان و حفظ سلامتی وجود دارد. تقریبا یتاکید فراوانی بر 
اند سازی شدهآمده و یا اینکه براساس ترکیبات گیاهی مدلدستهای گیاهی یا ترکیباتی هستند که از مواد گیاهی بهحاوی عصاره

(Shirazi et al., 2014به علت بهره .)آنغوزه به روش سنتی نسل آن در معرض خطر  ه داروییاو نامناسب از گی هیروی بیهابرداری
 ریپذبی آسیعنوان گونههای این گیاه بهبرخی از گونه جهدر نتیاست.  افتهشدت کاهش یانقراض قرارگرفته و تراکم آن در مراتع به

بذر  قاز طری اهاین گی رتکثیتنها روش  گر،. از سوی دی(Zare et al., 2010)اند در کتاب گیاهان در حال انقراض ایران ثبت شده
 زراعت کاری سخت و مشکل است قاز طری اهی این گیاو احی رکم، تکثی هو قوه نامی ذوراست، ولی به دلیل وجود خواب ب

 (Gupta, 2003)ها در شرایطزنی بذور آنانقراض، جوانههای حفاظتی گیاهان در حال ی برای برنامهد. یکی دیگر از ابزارهای کلی 
 دوره سرما سبب کی ها شده است.کشت زراعی آن زیآمتسبب کاهش موفقی این گیاهان آزمایشگاهی است. وجود خواب در بذور

 تبه وضعیزنی جوانه. (Zare et al., 2011; Tieu et al., 2001) شودهای گیاهی نیمکره شمالی میحذف خواب اولیه بسیاری از گونه
ی هاماسید بستگی دارد. آنزیهای داخلی جیبرلین و آبسیزیکی بذر )خواب( و تا حدودی تعادل بین هومورنکیولوژیزفی

GA3ox1،GA3ox2  ،GA2ox2 های زنی دارند. ژندهی جیبرلین نقش مهمی در طول جوانهگنالی خود در سیدنقش کلی لبه دلی
دگویی اسیدر پاسخ ،OsABI5توان به ژن ها میز جمله این ژن، ااب تاثیرگذار هستندزنی و شکست خوبسیار زیادی در جوانه

 رمسی کدهنده یاشاره کرد که در بذر فعال هستند که نشان کیبرلجیددر پاسخگویی به اسی GAMYBو  GAI هایو ژن کیزآبسی
 .(Li et al., 2022)بذر است  هزنی اولیجوانه نددر فرآی ربالقوه درگی

تسابزار قوی جهت مطالعه مشکلات اساسی و کاربردی زی کی به عنوان یاههای کشت بافت گیحال حاضر، فناوری در
صلاح ارقام، ا اهان،گی عی شامل تکثیر انبوه و سریاههای گیموارد استفاده از کشت بافت و سلول نتریی است. مهماهشناسی گی

کشت بافت به  کتکنی رهای اخیباشد. در سالی میطهای محیهای مقاوم به تنشاکوتیپ هی و تهیمارعاری از بی اهانگی دتولی
  ;He et al., 2007)رود و در معرض خطر، به شمار می ابدارویی کمی اهانپلاسم گیعنوان ابزاری مناسب برای حفظ ژرم

Martin et al., 2003)از جمله عواملی که در باشدمی تارتباط حائز اهمی نی آن و باززایی گیاه در ایسازنه. ایجاد کالوس و بهی .
 یطمحی طسن جداکشت و شرای جداکشت،نوع  درات،کشت، نوع کربوهی طی رشد، محیهاکنندهمتنظی ،اکوتیپکالوس موثرند،  دتولی
ت و القاء کالوس و کلی اس رناپذیاجتناب اکوتیپبه  اهنشان داده است که وابستگی خاص القاء کالوس و باززایی گی ج. نتایباشدمی

متفاوت بوده و علت  اهی بر اساس نوع جداکشت آن گیاهگونه گی کرشد کالوس در ی .کندمی رتغیی اهگی اکوتیپبا  اهو باززایی گی
شده در کشت بافت به طور های مشاهدهرسد که پاسخبه نظر می ن،بنابرای. (Han et al., 2011) استآن به درستی مشخص نشده 

ارتباط داشته باشد؛ در ،یعیطب طدر شرای کمورفولوژی اتی، برای مثال خصوصیاههای گیبا اندام اهکلی گی اتبا خصوصی متقیمس
 ربرای مثال سرعت رشد کالوس تاثی ،ایشهشیهای درونهای کشتیژگوی رکامل که در سای اهی از گیاتخصوصی نکه تعییحالی

ژن هستند.  کی تفعالی هشوند، حاصل اثر ثانویمی نی تعییکی که از لحاظ ژنتیاتخصوصی ادزیتر است. به احتمال گذارند، مشکلمی
 شود.های نامرتبط مییژگصفات و وی رچند ژن سبب بروز سای ای کگرایی است که در آن اثر اصلی ییک نوع اثر چند نای

ی ایی از آسیاگونه است که از نظر جغرافی 125-122با  Apiaceaeجنس بزرگ خانواده  نسومی (spp. Ferula)آنغوزه تلخ گیاه 
ی از مراکز کخاستگاه اصلی و ی رانپراکنده شده است. کشور ای قاتا شمال آفری ترانهمرکزی به سمت غرب در سراسر منطقه مدی

ها ه از بین آنها بومی هستند کی از آنمدر آن وجود دارد که حدود نی Ferulaگونه  32از  شاست که بی Ferulaمهم جنس 
  ;Salehi et al., 2019)اشاره کرد  F. latisectaو  F. assafoetida ،F. gummosa ،F. persica ،F. tabasensisبه  توانمی

Yaqoob & Nawchoo, 2016)جنس  اهان. برخی از گیFerula ی از کشورها مورد استفاده اردارویی در بسی اهانها به عنوان گیقرن
 ،یروسهای ضد ویی از جمله ویژگیکیولوژی بیهاتدارای فعالی Ferulaی جنس هات. متابولی(Ahmed et al., 2007) رندیگقرار می
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د ض ،کشیکنه ک،استروژنی ک،یتوتوکسسی ضد قارچی، ،یاکترضد ب ابت،ضد زخم، ضد دی ،ضد سرطانی ،ضد توموری ،ضد التهابی
 (.Zhou et al., 2017; Soltani et al., 2018 هستند ) ونیکاسپروتوزوئال و ضد گلی

روز  01/42تا 01/10 آنغوزه تلخ بینهای اکوتیپزنی بذور دامنه جوانه Kumar et al. (2020)براساس نتایج حاصل از تحقیق 
زمان  نیانگمی نو کمتریEC966538  اکوتیپدرصد( در  1/00زنی )میانگین زمان جوانه نیشتراست. بی رروز( متغی 14/32 نیانگ)می

 مشاهده شده است. همچنین گرادو دمای پنج درجه سانتی EC968469 اکوتیپ درصد( در 25/22زنی )جوانه
 .Rajabiyan et al (2007) کوهرنیز گزارش کردند که کاربرد تیمـار سـرمادهی بـرای بـذور گیاه آنغوزه تلخ در هـر دو جمعیت شی 

 24رتیب تشـیرکوه و طبس به تزنی در جمعیکه حداکثر درصـد جوانهطوریشد؛ به هازنی در آنو طبس سبب افزایش درصد جوانه
براساس مطالعات متعددی که پژوهشگران روی انواع  است. هااکوتیپدهنده تاثیر متفاوت سرما روی انواع درصد بود که نشان 50و 

این گیاهان دارای درجات متفاوتی از خواب  اند، مشخص شده است کهانجام داده Osniorhizaو  Erythroniumهای گونه
 نی از متخصصیاری که مورد قبول بسیاهطبق نظری .شودهای سرمادهی مناسب شکسته میکه با اعمال دوره باشندی میکیولوژیزفی

 داسییا سبب کاهش محتوای آبسیزیک (GA3) داسیکیبرلمحتوای جی های مربوط بهیش بیان ژنمسائل بذر است، سرما باعث افزا
نتایج  .(Yamauchi et al., 2004)شود طور همزمان شده و با ایجاد تعادل هورمونی موجب پایان خواب بذر میبه رهر دو تغیی او ی

هترین ریشه بوده و بنمونه ززایی رینمونه برای کالوسزدر گیاه آنغوزه نشان داد که بهترین ری Zare et al. (2010)حاصل از تحقیقات 
 بر اساس پژوهشی کهبود.  BAP گرمیلو دو می NAA گرمیلسطح هورمونی نیز مربوط به سطح یک می

 Janghorbaniyan et al.  (2014) ،مشخص شد که ریشه توانایی بیشتری برای القاء کالوس داشته و  روی گیاه آنغوزه تلخ داشتند
ردند که ها بیان کهای دیگر داشت. همچنین آننمونهزمیانگین قطر بیشتری نسبت به رینمونه وزن و زکالوس حاصل از این ری

روی گیاه آنغوزه تلخ، بیشترین  Hasani et al.  (2007)با بررسی  .زایی دارندو هیپوکوتیل پتانسیل جنین چهشهکالوس حاصل از ری
 NAAهورمون  گرمیلمی 5/2همراه به Kinدر لیتر هورمون  گرمیلچهار مینمونه هیپوکوتیل و با استفاده از ززایی در ریدرصد کالوس
ها ر ریزنمونهها بهورمـون ناثرات بهتری سهی مختلف و مقایهااکوتیپاین تحقیق با هدف تعیین میزان تاثیر سرما بر  مشاهده شد.

جام شده ان شهکشت درون شی طدر شـرای اهگی نای زاییها به منظور کالوساکوتیپها و حـال اثر متقابل بین هورمون نو در عـی
 است.

 

 شناسی پژوهشروش. 2
های اصفهان، یزد و کرمان که توسط پژوهشکده گیاهان دارویی ی طبیعی استانهاتاز جمعی 1422بذور گیاه آنغوزه تلخ در تیرماه 

 24شکستگی انتخاب و در ارلن ریخته شد و به مدت آوری شدند، تهیه شد. در ابتدا بذور سالم و بدون جهاد دانشگاهی کرج جمع
می برای تما مارتیشسازی انجام گرفت. آب جاری به عنوان یک پیساعت زیر آب جاری قرار گرفت. سپس مراحل بعدی سترون

MS 1های مربای حاوی محیط کشت ها به داخل شیشهسازی بذرها زیر هود لامینار، آنتیمارها اعمال شد. پس از سترون
2

)بدون  
زنی روز بعد از کشت بذور درصد جوانه 42گراد قرار گرفتند. روز داخل یخچال چهار درجه سانتی 42هورمون( منتقل شدند و به مدت 

ای شامل ریشه، های درون شیشههای مختلف گیاهچهزنی بذور، از بخشپس از جوانه (Otroshy et al., 2009). ها محاسبه شدآن
ک ها به قطعات یهای هورمونی مختلف استفاده شد. نمونههای گیاهی جهت القاء کالوس در محیطعنوان ریزنمونهساقه و برگ به

 متری برش داده شدند و در هر شیشه پنج قطعه نمونه قرار داده شد.سانتی
شده ی انجامهاتبه محیط اضافه و کش 1طبق جدول  های مختلفبا غلظت BAPو  NAAهای منظور القاء کالوس هورمونبه

با  ی جدید منتقل وهاطها به محینمونهزری بارکروز ی 15داری شدند. هر و تاریکی نگه گراددرجه سانتی 25دمایی  طتحت شرای
 ها محاسبه شد.مرحله طول، عرض، ارتفاع و حجم کالوس نی انجام شد. در ایبردارادداشتاستفاده از کاغذ میلیمتری ی

 
 

 گرم در لیتر(.میلی برحسب) زاییشده جهت القاء کالوسهای استفادهغلظت هورمون .1جدول 

Hormone T1 T2 T3 T4 T5 
NAA 2 1 1 1 1 
BAP 1 1 2 3 4 
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و در قالب طرح کاملا تصادفی  در دو فاکتور آزمایش فاکتوریلبر پایه هر دو مرحله  آزمایش در دو مرحله مختلف انجام شد.این 
فاکتور مربوط به ریزنمونه گیاهی در سه سطح شامل ی مرحله اول فاکتورها ریز نمونه در هر تکرار انجام شد. چهارتکرار و  چهاربا 

ها فاکتور اکوتیپشامل های مرحله دوم (. فاکتور1سطح بود )جدول  5زایی در )ریشه، برگ و ساقه( و فاکتور دوم نوع محیط کالوس
هفته دوم، چهارم، ششم و )برداری در چهار سطح های مختلف یادداشتفاکتور دوم که مربوط به زمان ان و اصفهان( و)یزد، کرم

افزار ه از نرمبا استفادها در پایان آزمایش، دادهمتری استفاده شد. گیری صفات از کاغذ میلیهشتم( بود. در این مرحله نیز برای اندازه
SAS 9.2 ایسه درصد با یکدیگر مقیک ای دانکن در سطح احتمال دامنهها نیز مطابق آزمون چندو میانگین همورد آنالیز قرار گرفت

 .شدند
 

 های پژوهش و بحث یافته. 3
 بسیار متفاوت بود. در ماه اول، هیچ اصفهان، کرمان و یزد اکوتیپی سه زنجوانهنتایج حاصل از این تحقیق نشان داد که میزان 

یزد و  هایتیمار سرما سبب شکستن خواب اکثر اکوتیپ تدریج در اواخر مـاه اولهاما بها مشاهده نشد؛ ی در بذور اکوتیپزنجوانه
 های کرمان، یزداکوتیپزنی بذور در زنی در اکوتیپ اصفهان در ماه اول مشاهده نشد. در ماه دوم، جوانههیچ جوانه ولی ،دش کرمان

رمان ی مربوط به اکوتیپ کزنمـورد استفاده، بیشترین درصد جوانه هایاکوتیپدر بین  درصد بود. 45و  03، 25ترتیب و اصفهان به
امه کندی صورت گرفت از اداصفهان به اکوتیپبه اینکه رشد و شکستن خواب توجهبابود.  اصفهان اکوتیپو کمترین آن مربوط به 

لف ی مختهاروشی هر گیاهی نداشتن خواب بذر است که وابسته به نوع خواب از زنجوانهاز مهمترین عوامل اصلی  ار حذف شد.ک
 (CIPK) نازکی نهای پروتئی، ژندیاسکو آبسیزی نیبرلبر تعادل هورمونی بین جیعلاوهکنند. جهت شکستن خواب آن استفاده می

 دهنده نقشبرهمکنش داشتند که نشان گری دیهانطور بالقوه با پروتئی، بهCBLبا تعامل  CIPK17و  CIPK13 ،CIPK14مانند 
براساس مطالعات انجام شده توسط سایر محققان بهترین روش  .(Li et al., 2022)بذر است  هزنی اولیدر جوانه هامحوری آن

به ماهیت ژنتیکی و فیزیولوژیکی متفاوت بذور، درصد وجهتبا. (Zare et al., 2011)شکستن خواب بذر گیاه آنغوزه سرمادهی است 
های اکوتیپزنی بذور آنغوزه در داد که درصد جوانه نشان نیز Kumar et al.  (2020)ها متفاوت بود. نتایج حاصل ازاکوتیپی زنجوانه

 و EC966538 اکوتیپمربوط به  بذورگراد و درجه سانتی 5ی در دمای زنجوانهدرصد که بیشترین طوریمختلف متفاوت بود؛ به
با نتایج حاصل از این تحقیق  که بود EC968469 اکوتیپبذور مربوط به  و گرادیسانتدرجه  25ی در دمای زنجوانهدرصد  نیکمتر

هـر  بـرای بـذرهایگراد درجه سانتی چهار تیمـار سـرمادهی نشان دادند که Radjabian et al.  (2007) همچنین مطابقت داشت.
هـای زنـی در جمعیتهفته حداکثر میزان درصـد جوانـه 12ها شد. پس از زنی آنسبب افزایش درصد جوانه مورد مطالعه دو جمعیت

زا در نتیجه تیمار سرمادهی عامل درون GA3افـزایش غلظـت ها بیان کردند که آندرصد بود.  50 و 24ترتیب شـیرکوه و طبس به
 .باشدبذرها می یزنجوانهمؤثر بر افزایش درصد 

 در جدولهای هورمونی یی برای انواع مختلف ریزنمونه و غلظتزاکالوسحجم، طول، عرض و ارتفاع  انسیوار هیتجز جینتا
 کالوس در سطح احتمال ارتفاع، عرض و حجم شده شاملیریگنمونه بر صفات اندازهو ریز هاهورمون اصلی اتآمده است. اثر 2

اری دمتقابل بین ریزنمونه و سطوح هورمونی برای صفات طول، عرض و ارتفاع تفاوت معنی اثردر که حالیدر ؛دار بودمعنییک درصد 
 و انجام شده ،کشت داشتند طیبا مح یمیستقم سکه تما تهفایبرش یهاابتدا در لبه ،کشت طیدر مح سکالو لیتشکمشاهده نشد. 

ریشه،  های. چهار هفته پس از کشت، در تمام تیمارهای هورمونی روی ریزنمونهتفراگرفبعد سرتاسر نمونه را  یهازرو یط جیتدرهب
شده در اندام ریشه در تمامی تیمارهای هورمونی نرم، آبکی و سفید تا های مشاهدهکالوس .ساقه و برگ کالوس مشاهده شد

ین رفتند. ب ساقه ترد و شکننده بودند که پس از چندین هفته نکروزه شده و از شده از اندامهای ایجادبودند؛ ولی کالوس رنگیریش
روزه که بعد از مدت کوتاهی نکطوریتر بودند بهکوچکها بسیار شده در ریزنمونه برگ نسبت به سایر ریزنمونههای ایجادکالوس

 رسدیممونی بیشتر از ریزنمونه ساقه و برگ بود. به نظر شده و از بین رفتند. حجم کالوس در ریزنمونه ریشه در تمام تیمارهای هور
حت ها تزایی باشد. الگوی بیان ژنهای مربوط به کالوسبودن ژنهای برگ و ساقه شد، غیر فعالعاملی که سبب حذف کالوس
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ها شهاکسین در گیاهان در ری توان اشاره کرد منبع تجمعکه میطوریها بسیار متفاوت است؛ بههای درونی و ریزنمونهتاثیر هورمون
 ها بیشتر بود.ها نسبت به سایر ریزنمونهزایی در ریشهاست؛ به همین دلیل القاء کالوس

 
 

 ای.یشهشدرون شرایط در آنغوزه تلخ اهیگ هایکالوس حجم و ،ارتفاع عرض، طول، بر یرشد یهاکنندهمیتنظ و زنمونهیر نوع اثر واریانس تجزیهمیانگین مربعات  .2 جدول

Source of Variation df  MS   

Callus volume Callus width Callus height Callus length 

Explant (E) 2 0.43** 0.25** 0.2** 0.047** 

Hormone (H) 4 0.11ns 0.075*** 0.03** 0.048** 

E×H 8 0.02ns 0.011ns 0.02ns 0.017** 

Error 45 0.04 0.008 0.01 0.002 

C.V. - 16 27 27.21 37.69 
ns ،* دار در سطح احتمال پنج و یک درصدو معنی داریمعن ریترتیب غبه **و. 

 

وامل ع نیکه از جمله ا استحاصل از کشت بافت  جیبر نتا یو داخل یعوامل خارج یرگذاریتاث یایگو ،یمتعدد قاتیتحق
بیشترین ارتفاع کالوس  (Lal et al., 2016).اشاره کرد طیمح یکیزیف طیکشت و شرا طیمح باتیترک زنمونه،یبه نوع ر توانیم
و محیط یک  NAAگرم و یک میلی BAPگرم ترتیب در محیط دو میلیمتر( بهسانتی 24/2متر( و کمترین ارتفاع آن )سانتی 43/2)

گرم و یک میلی BAPگرم بود. از نظر طول کالوس بیشترین مقدار مربوط به محیط چهار میلی NAAگرم و دو میلی BAPگرم میلی
NAA (33/1 مربوط به محیط یک میلیسانتی 12/1متر( و کمترین مقدار آن )سانتی )گرم مترBAP گرم و یک میلیNAA  .بود

 و کمترین NAAگرم و یک میلی BAPگرم محیط دو میلیمتر( مربوط به سانتی 53/2همچنین بیشترین مقدار عرض کالوس )
م، حداکثر حجحاصله  جیبر اساس نتا (.1بود )شکل  NAAگرم و دو میلی BAPگرم متر( مربوط به یک میلیسانتی 20/2مقدار آن )

 نکهیبه اتوجهبا .به دست آمد BAP تریدر ل گرمیلیمدو با  بیدر ترک NAA تریدر ل گرمیلیمیک  کالوس با استفاده ازطول و عرض 
 نیشتریه بب یسطح هورمون نیبا استفاده از ا توانیدست آمد، مهب یهورمون بیترک نیدر هم ییزازمان برای شروع کالوس نیکمتر

 هایوشاز اهداف مهم ر یکیدر مدت زمان کمتر،  شتریکالوس ب دیاست که تول یهی. بدافتیزمان دست  نیرکالوس در کمت زانیم
دن مدت شیطولان جهیدر نت یاحتمال یاز تنوع سوماکلون نه،یدر وقت و هز ییجو بر صرفهامر، علاوه نیو ا باشدیبافت م کشت

 برخوردار یخوب لیاز پتانس گرید باتیبا ترک سهیفوق در مقا یمونهور باتیاستفاده از ترک نی؛ بنابراکندیم رییزمان کشت جلوگ
 ند.هست

ی و ولوژیزیمربوط به ف تواندیم یرشد یهاکنندهمیغلظت تنظ راتییبه تغ ییزااز لحاظ کالوس هازنمونهیواکنش متفاوت ر
حاصل  اهانیدارد. اگرچه گ یاشهیشدرون طیدر شرا یدهپاسخ یرو یقیعم ریباشد که تاث (هیپا اهیگ) هازنمونهیمنبع ر اهیگ ژنتیک
 یکلون تودهبا  یمادر اهیگ کیحاصل از  یهستند، اما توده کلون یمادر اهیگ هیشب ملااک یکی، از لحاظ ژنت(هاکلون) یشیرو ریاز تکث

مشخص  Zare et al. (2010)شده توسط تحقیق انجام براساس (.Merkle et al., 1990متفاوت است ) گرید یمادر اهیحاصل از گ
 هداشت ییو جوانه انتها یقطعات گره انگره،یم هایزنمونهیکمتری نسبت به ر ییزاوسبرگ به مراتب درصد کال زنمونهیرشد که 

ه با نتایج ما ک است (نینیتوکیو س نیاکس)زا های درونو مقدار هورمون زنمونهیر یکیولوژیزیف طیامر احتمالاً مربوط به شرا نیکه ا
 .مطابقت دارد

 یقابل توجه ریکالوس تاثحجم، عرض و ارتفاع بر ( BAP و NAA) پژوهش نیرفته در اکارهر دو هورمون به نکهیبا وجود ا
 گیریی در القاء کالوس از نظر صفات مورد اندازهتوانست نقش مهمدر لیتر(  گرمیلیم دو) BAPهورمون غلظت متوسط  داشتند،

داشته و سبب کاهش رشد و تشکیل بازدارنده اثر به شدت در لیتر(  گرمیلیمسه و چهار ) BAPبالای هورمون های غلظتکند.  فایا
عامل  زیکشت ن طیدر مح استفاده غلظت اکسین مورد(. 1وس شدند )شکل کال ءمدت زمان القادر نهایت سبب افزایش  وکالوس 

 گـرممیلـی دو از غلظت شتریب NAA تریبر ل گرممیلی یکدر غلظت  شدهکالوس تولیدکـه طـوری؛ بـهبودزایی کالوس ءالقا مهمی در
داری مشاهده نشد. برای صفت حجم کالوس تفاوت معنی BAPدر لیتر  گرمیلیمهای بین سه و چهار د. در غلظتبو NAA تریبر ل

 (. 1شکل )مشاهده نشد  کالوسداری در حجم نیز تفاوت معنی NAA گرمیلیمی یک و دو هاغلظتهمچنین در 
.Moafeghi et al (2008) های بالای هورمون گزارش کردند غلظت نیزNAA  که با نتایج  دش سکالو لیتوقف رشد و تشکسبب
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بب ها سهای داخلی ریزنمونهو ایجاد تعادل بین هورمون نینیتوکیو س نیحضور همزمان اکس حاصل از پژوهش ما مطابقت دارد.
 دیتول یدر فراوان شد. تنوع یسلول زیکالوس و تما لیموجب تشک ،ی نیزسلول میتقس شد. یضرور یسلول زیو تما میتقسافزایش 

و  ARF7نظیر )کالوس  دیکننده تولکنترلی هاژن انیدر ب زیتما لیدل به تواندیم ،ینکالوس در پاسخ به سطوح مختلف هورمو
ARF19 ).باشد 

 

 

 .بر طول، عرض، ارتفاع و حجم کالوس یهورمون یمارهایت یاثرات اصل .1شکل 

 

کامل  طورمسئول در سنتز کالوس، به یهااز ژن یمورد استفاده، برخ یاز سطوح هورمون یوجود، ممکن است که در بعضنیابا
 نیبهترروی گیاه کما نشان داد که  Sarabadani et al. (2008)(. نتایج حاصل از پژوهش (Mahmood et al., 2012 نشوند انیب
 تریدر ل گرمیلیم 12و  BAP تریدر ل گرمیلیم 2/1مربوط به ریشه و بهترین سطوح هورمونی مربوط به  کالوس ءالقا یبرا زنمونهیر

NAA گرم بر لیتر آمده، اندام ریشه در غلظت هورمونی دو میلیدستبه نتایج بهتوجهبا .بودBAP گرم بر لیتر یلیم یک وNAA 
های مختلف در بررسی سرعت رشد اکوتیپمطالعه انتخاب شد. در این مرحله از بهترین محیط کشت بوده که برای مرحله دوم 

کالوس  جمطول و ح شده شاملیریگبر صفات اندازه اکوتیپاصلی  اتنتایج تجزیه واریانس نشان داد که اثر کالوس استفاده شد.
اری د؛ ولی برای عرض کالوس تفاوت معنیدار بودمعنییک درصد و ارتفاع کالوس در سطح احتمال پنج درصد  در سطح احتمال

واند تیزد دارای حجم کالوس بیشتری بود که علت اصلی آن می اکوتیپکرمان نسبت به  اکوتیپمشاهده نشد. نتایج نشان داد که 
 اهانیفتار گها باشد. راکوتیپی و سطوح هورمونی درونی بین ژن یهاو برهمکنش یتوپلاسمیس یهاژن ی،اهسته یهاژن تفاوت
 گریسهم د و داشته یکیاساس ژنت عمدتا ییکالوس و رشد و باززا لیهمچون تشک ییندهاینسبت به فرا یاشهیشدرون طیدر شرا
و زمان  پاکوتییی برای انواع مختلف زاکالوسحجم، طول، عرض و ارتفاع  انسیوار هیتجز جینتا است. زیناچ اریبس محیطیعوامل 

ی برای صفات ارتفاع، عرض و حجم کالوس در سطح یک بردارادداشتات اصلی زمان یاثر. آمده است 3در جدول ی بردارادداشتی
برای صفات طول و حجم کالوس  اکوتیپی مشاهده نشد. اثرات اصلی داریمعنبود ولی برای حجم کالوس تفاوت  داریمعندرصد 

مشاهده  یداریمعنبود ولی برای عرض کالوس هیچ تفاوت  داریمعنارتفاع کالوس در سطح پنج درصد صفت در سطح یک درصد و 
ج حاصل از بود. نتای داریمعنبرای تمامی صفات مورد ارزیابی در سطح پنج درصد  اکوتیپبرداری و نشد. اثر متقابل زمان یادداشت
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م کرمان و هفته هشت اکوتیپها مربوط به بیشترین آننشان داد که شده گیریها برای طول کالوس اندازهمقایسه میانگین
 (مترسانتی 1/1)برابر با  یبردارادداشتییزد و هفته هشتم  اکوتیپو کمترین آن مربوط به  (متریسانت 42/1با  )برابر یبردارادداشتی

یکسان بود، عامل اصلی این تفاوت را  اکوتیپبه اینکه محیط و نوع ریزنمونه مورد استفاده در هر دو توجهبا (.3و  2بود )شکل 
نشان  Hassani et al. (2008) با محیط نسبت داد. نتایج حاصل از تحقیق اکوتیپهای داخلی و نحوه تعامل هر به هورمون توانیم

به سبز تا  لیامتمو  دیسخت، سف هااین کالوس که شد لیکالوس تشک لیپوکوتیه یهازنمونهیرهفته بعد از کشت روی  12داد که 
ارد. متفاوت بود که با نتایج حاصل از این پژوهش مطابقت د اکوتیپبیان کردند که درصد القاء کالوس با آنها همچنین شفاف بودند. 

امی صفات یزد در تم اکوتیپکرمان نسبت به  اکوتیپی صفات، ریگاندازهنتایج حاصل نشان داد که در هفته دوم، ششم و هشتم 
ه در کطوریها مربوط به صفت حجم کالوس بود؛ بهاکوتیپییرات بین (. بیشترین تغ3مورد بررسی مقادیر بالاتری داشت )شکل 

ی، ریگاندازهاما در هفته چهارم ؛ درصد حجم کالوس بیشتری داشت 02یزد اکوتیپکرمان نسبت به  اکوتیپگیری، هفته هشتم اندازه
شترین به ترتیب از بیکرمان داشت. به اکوتیپیزد مقادیر بالاتری نسبت به  اکوتیپبرای صفات عرض، ارتفاع و حجم کالوس، 

 (.3و  2شده مربوط به هفته هشتم، ششم، دوم و چهارم بود )شکل آمده در صفات یاددستمقادیر به کمترین

 

( hتا  eیزد،  اکوتیپ( در dتا  aهای زمانی مختلف. شده در بازههای تولیدکالوسهای مختلف. اکوتیپسرعت رشد کالوس در طی چهار واکشت مختلف در  .2 شکل

 شدت کم بود، از پژوهش حذف شد(. اصفهان به اکوتیپبه اینکه سرعت رشد کالوس توجهاصفهان )با اکوتیپ( kو  iکرمان،  اکوتیپ
 

 

 .ایشیشهدرون شرایط در آنغوزه تلخ اهیگ صفات مورد ارزیابی دربر  زمان و اکوتیپ نوع اثر واریانس تجزیهمیانگین مربعات  .3 جدول
Source of Variation df  MS   

Callus volume Callus width Callus height Callus length 

Time (T) 3 0.016ns 0.084** 0.079** 0.047** 

Ecotype (E) 1 0.175** 0.018* 0.016ns 0.048** 

E×T 3 0.039* 0.009* 0.021* 0.017** 

Error 24 0.010 0.002 0.006 0.002 

C.V. - 9.01 17.21 22.41 37.69 
ns، *دار در سطح احتمال پنج و یک درصدو معنی داریمعن ریترتیب غبه ** و. 
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ها یان آنمیزان ب اکوتیپکه بسته به نوع رقم یا  کنندیم فایرا در طول القا و رشد کالوس ا یدیکل یهانقش هاژناز  یرخب
های مربوط به پاسخ شدن ژناشاره کرد که سبب فعال LBD یسیرونو یبه خانواده فاکتورهاتوان های مهم میاز ژن. متفاوت است

ژن مهم در القاء  135انجام شد حدود  Zhang et al. (2022) شود. براساس مطالعاتی که توسطمی (ARF19و  ARF7اکسین )
مورد استفاده در گیاه  اکوتیپ 12در یک تحقیق از  ژن مهم و موثر در رشد کالوس در گیاه اکالیپوس شناسایی شدند. 15کالوس و 

  کالوس مشاهده شد اکوتیپهای یک گیاه جو فقط در ریزنمونه اکوتیپ 43و از  اکوتیپآرابیدپسیس تالیانا فقط سه 
Soltani et al., 2019).) 

 
 .کالوس حجم و ارتفاع عرض، طول، صفات بر زمان و اکوتیپ متقابل اثرات .3شکل 

  یریگجهینت. 4

ی را نشان داد. زنجوانهاصفهان کمترین درصد  اکوتیپکرمان بیشترین و  اکوتیپمورد بررسی،  یهاپیاکوتبراساس نتایج حاصل از 

. همچنین در بین ها کالوس بهتری تولید کردریزنمونه ریشه نسبت به سایر ریزنمونههای مختلف ریشه، برگ و ساقه، بین ریزنمونه

 ترگرم بر لیمیلیدو غلظت هورمونی های هورمونی مورد بررسی، بیشترین طول، عرض، ارتفاع و حجم کالوس مربوط به غلظت

BAP گرم بر لیترمیلی یک و NAA .های رگ و ساقه بعد از تشکیل کالوس نکروزه و از بین رفتند. در غلظتب یهاریزنمونه بود

کرمان نسبت به یزد  اکوتیپهای مورد پژوهش اکوتیپسرعت رشد کالوس به شدت کاهش یافت. در بین  BAPبالای هورمون 

 ها در هفته چهارم به دست آمد.همچنین بیشترین صفات مورد بررسی در هفته هشتم و کمترین آن دارای سرعت رشد بیشتری بود.
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