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Gotu kola (Centella asiatica L.)  is one of the valuable medicinal plants, whose 

biodiversity is facing the risk of extinction in the world due to the limitation of 

distribution areas and the reduction of surface waters. In order to investigate somatic 

embryogenesis in gotu kola, an experiment was carried out in 2018 in the tissue culture 

laboratory of the Faculty of Agriculture of Gilan University. Leaves were used as 

explants and MS medium as basal medium. The effect of different concentrations of 

plant growth regulators (2,4- dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) in five 

concentrations of 0, 0.25, 0.5, 1, 1.5 and 2 mg/L in combination with benzyl adenine 

(BAP) in four concentrations of 0, 0.25, 0.5 and 1 mg/L) were tested to determine the 

appropriate culture medium for inducing gotu kola embryogenic callus. For the 

induction of somatic embryos the good status obtained calli were transferred to 

different concentration of 2,4-D including 0, 0.1, 0.2 and 0.3 mg/L. In the next step the 

derived somatic embryos were subjected to  0, 0.25, 0.5 and 1 mg/L of BAP for 

germination. The results showed that the treatment with 2 mg/L of 2,4-D had the 

highest percentage of callus formation (96.61%), fresh weight (3.96 g/cm2 of leaf) and 

average callus diameter (3.56 cm) in dark conditions. Also, the treatment of 0.1 mg/L 

of 2,4-D had the highest average number of embryos formed in different stages of 

spherical, heart, and torpedo shaped, and the treatment of 0.1 mg/L of 2,4-D had the 

highest percentage of embryogenesis (55.27%), which was not significantly different 

from the treatment of 0.2 mg/L of 2,4-D. The results showed that the treatment of 1 

mg/liter of BAP had the highest percentage (56.8%) of embryo germination and also 

the highest average number (12.4) of produced seedlings. In general, the use of 2,4-D 

to create embryogenic calli and BAP to germinate the formed embryos was 

satisfactory.            
Cite this article: Habibi Silabi, M., Hamidoghli, Y. & Sahraroo, A. (2024). In Vitro Callus Induction, Somatic Embryogenesis and Indirect 

Regeneration in Gotu Kola (Centella asiatica) as a Medicinal Plant.  Iranian Journal of Horticultural Science, 55 (2), 199-214. DOI: 
https://doi.org/10.22059/ijhs.2023.360103.2110  
 

 

 

                               © The Author(s).                                                                Publisher: The University of Tehran Press. 
       .                            DOI: https://doi.org/10.22059/ijhs.2023.360103.2110 

 

 

Extended Abstract 

Introduction 

Gotu kola (Centella asiatica L.) is one of the important medicinal plants that are used in traditional medicine 

for the treatment of diseases and in the cosmetics industry. In Iran it grows in wetlands of Anzali city. Due to 

the excessive exploitation of natural resources, as well as the reduction of surface water and the increase of 

agricultural toxins, the biodiversity of Gotu kola is at risk in the whole world. This is why its name has been 

registered as a threatened plant species by the International Union for Conservation of Nature and National 

Resources (IUCN). Considering the low seed germination of this plant, it seems necessary to use in-vitro 

micropropagation methods for producing a large number of plants in the shortest time. 
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Materials and methods 

     In this research, in order to control fungal and bacterial contamination and reduce the use of disinfectants, 

first the disinfected runner tips were cultivated in MS culture medium, and when transformed into whole plants, 

their leaves were used as explants for embryogenesis. Leaf explants were used to induce embryonic calli on 

MS solid media containing 0, 0.25, 0.5, 1.5 and 2 mg/l 2,4-D alone or in combination with 0,0.25,0.5 and 1 

mg/l BAP. The obtained calli were transferred to MS medium containing different concentrations of 2,4-D, 

including 0, 0.1, 0.2 and 0.3 mg/l for induction of somatic embryos. BAP growth regulator was used at 

concentrations of 0, 0.25, 0.5 and 1 mg/l to germinate the formed embryos. 

 

Results and Discussion 

    The results of inducing embryonic calli  by plant growth regulators showed that the concentration of 2 mg/l 

2,4-D treatment had the highest percentage of callus formation (96.61%), callus fresh weight (3.96g) and callus 

mean diameter (3.56cm) in dark conditions. The effect of 2,4-D treatment on somatic embryos formation 

showed that concentration of 0.1 mg/L 2,4-D had the highest mean number of embryos formed at different 

stages of spherical-, heart- and torpedo-shaped. Also, the 0.1 mg/l 2,4-D treatment had the highest percentage 

of embryogenesis (55.27%) which was not significantly different from 0.2 mg/l 2,4-D treatment. BAP growth 

regulator was used at concentrations of 0, 0.25, 0.5 and 1 mg/l to germinate the formed embryos. The results 

showed that maximum percentage of embryos germination (56.8%) and maximum mean number of seedling 

production (12.4%) were obtained at the concentration of 1 mg/l BAP. It has been reported that culture medium 

containing 2,4-D is one of the most suitable mediums for inducing embryogenic callus in many plant species 

because this medium increases internal auxin in plants.  

    In the examined treatments where the concentration of BAP was higher than 2,4-D, the fresh weight of the 

callus also increased with the increase in the amount of BAP. Adding cytokinin to the auxin-rich medium in 

the present study increased callus formation and also the average of callus diameter. By increasing the 

concentration of 2,4-D from zero to 2 mg/liter, the percentage of callus formation increased. The concentration 

of 0.1 mg/liter of 2,4-D had the highest percentage of embryogenesis. The results of other studies also showed 

that by reducing the amount of growth regulators, the stages of fetal development are improved. Although the 

process of embryo induction from cells in the callus is not completely understood, today it is generally believed 

that the continued presence of auxin causes a change in gene expression and is probably associated with an 

increase in DNA demethylation of the embryo masses. Under these conditions, the embryonic masses inside 

the calli synthesize the genes necessary to complete the globular stage of embryogenesis. Somatic embryos of 

many species are capable of germination in the induction medium. In a few cases, it is necessary to transfer the 

embryos to a fresh culture medium with different concentrations of growth-regulating compounds in which 

auxin has been removed. The use of 2,4-D growth regulator as auxin in the creation of embryogenic calli had 

good results. Induction of somatic embryos with lower concentrations of 2,4-D was more effective. For the 

germination of embryos, the use of BAP growth regulator was successful. In this research, the embryos formed 

roots after germination, and it took a long time for the roots to grow, which probably would have shortened the 

rooting time if growth regulators such as IBA and NAA were used after germination. Acclimatization of the 

seedlings in laboratory conditions resulted in a good process, but in strong light conditions, the plants suffered 

from sunburn, which, due to the nature of the Gotu kola plant, which is a shade-loving plant, the use of a cover 

as a shade solved the problem of sunburn. 

 

Conclusion 

Considering that Gotu kola is a creeping plant, it is difficult to control its various surface and internal 

contaminations in the conditions of in vitro cultivation. Using the tip of the creeping stem as the initial explant 

to obtain plants free from pollution and disease was extremely satisfactory and made the next steps of the work, 

i.e., the use of the free of contamination leaf as explant  for callus generation, very easy. The use of 2,4-D 

regulator as auxin in creating embryogenic callus had good results. Induction of somatic embryos with lower 

concentrations of 2,4-D was more efficient, especially in the spherical and heart-shaped stages, but in these 

treatments, the torpedo-shaped stage was not formed, which by transfer to MS culture medium without growth 

regulator and also light conditions, torpedo-shaped stage was also observed. For the germination of embryos, 

the use of BAP growth regulator was successful. 
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  ها:واژهکلید
 هایکنندهمیکالوس، تنظ لیتشک
 .کشت بافت ،زایینجنی ،رشد

است که تنوع زیستی آن به ( یکی از گیاهان دارویی با ارزش .Centella asiatica Lبشقابی )گیاه آب
 منظورهباشد. بهای سطحی با خطر نابودی در دنیا رو به رو میهای پراکنش و کاهش آبدلیل محدودیت منطقه

در آزمایشگاه کشت بافت دانشکده کشاورزی  1398بشقابی، آزمایشی در سال زایی سوماتیکی آببررسی جنین
دیکلرو  4و 2به همراه  MSریزنمونه، در محیط کشت جامد  عنوانبهاین گیاه  دانشگاه گیلان اجرا شد. از برگ

در ترکیب با  لیتر درگرم میلیو صفر  25/0، 5/0، 1، 5/1، 2های در غلظت (D-2,4فنوکسی استیک اسید )
 برای تریل در گرمیلیمصفر  و 25/0، 5/0 ،1های در غلظت (BAP)کننده رشد گیاهی بنزیل آمینو پورین تنظیم

شده، از یلتشکهای های سوماتیکی از کالوسزا استفاده شد. سپس برای القای جنینهای جنینالقای کالوس
شده از یلتشکهای زنی جنینو برای جوانهلیتر  درگرم میلیصفر  و 1/0، 2/0 ،3/0های با غلظت D-2,4تیمار 

استفاده شد. نتایج نشان داد که  تریل درگرم یلیمصفر و  25/0، 5/0 ،1های در غلظت BAPتنظیم کننده رشد 
گرم از یک  96/3درصد(، وزن تر ) 61/96زایی )دارای بیشترین درصد کالوس D-2,4 لیتر درگرم میلیتیمار دو 

 1/0بود. همچنین تیمار  ( در شرایط تاریکیمتریسانت 56/3متر مربع برگ( و میانگین قطر کالوس )سانتی
شده در مراحل مختلف کروی، قلبی و یلتشکهای دارای بیشترین میانگین تعداد جنین D-2,4 لیتر درگرم میلی

 ( بود کهدرصد 27/55زایی )جنین دارای بیشترین درصد D-2,4 لیتر درگرم میلی 1/0اژدری شکل بود و تیمار 
 گرم بر لیترمیلییمار یک داری نداشت. نتایج نشان داد که تاختلاف معنی D-2,4لیتر  درگرم میلی 2/0تیمار  با

BAP ( جوانه 8/56دارای بیشترین درصد )گیاهچه  (4/12ها و همچنین بیشترین میانگین تعداد )زنی جنیندرصد
های زنی جنینبرای جوانه BAPزا و های جنینبرای ایجاد کالوس D-2,4یدشده بود. بطور کلی استفاده از تول

 تشکیل شده رضایت بخش بود. 
 

(، 2) 55 ،رانیا نشریه علوم باغبانی. بشقابیآب ییدارو اهیگ یکیسومات زایینیو جن زاییکالوس یررس (. 1403) ریو صحرارو، ام وسفی ،یداوغلیحم ؛یمحمدول ،یلابیس یبیحب: استناد
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 مقدمه
ایی، آرایشی و بهداشتی استفاده های ثانویه هستند که در بسیاری از داروها، صنایع غذگیاهان دارویی منابع غنی از متابولیت

رف داروهای شیمیایی ها رواج داشته ولی در حال حاضر مصشوند. با وجود این که مصرف گیاهان دارویی در تمام تمدنمی
وباره با اهمیت کرده و باعث سیار زیاد است. عوارض جانبی و افزایش قیمت داروهای شیمیایی، استفاده از گیاهان دارویی را دب

 .(Sharma et al., 2008روی آوردن دوباره مردم به سمت گیاهان دارویی شده است )

 2تور یپنهای است که با نام 1متعلق به تیره کرفسیان Urban(L. )Centella asiatica بشقابی با نام علمی گیاه آب    
سبز، یشههم، چندسالهبشقابی یک گیاه (. آبSun et al., 2020در اروپا شناخته شده است ) 4در هند و اروبن 3و گوتا کولا

فید تا متمایل به های سای و کلیوی شکل بوده و دارای گلهای این گیاه دایرهزا است. برگها ریشهرونده و در محل گره
 2000گرمسیری و مرطوب جهان است که از ارتفاع صفر تا رنگ است. این گیاه بومی مناطق با اقلیم گرمسیری و نیمهیصورت

هایی از سریلانکا و جنوب آفریقا، جنوب شرقی آسیا، هند و قسمت خصوصبهمتر از سطح دریا رویش دارد و در هر دو نیمکره 
(. Long et al., 2012و کلمبیا پراکنش دارد ) ونزوئلااگاسکار، جنوب و جنوب شرقی آمریکا، مکزیک، چین و جنوب غربی ماد

 Jalili & Jamzad, 1999; Taghizadehبشقابی در ایران از تالاب انزلی گزارش شده است )با توجه به منابع موجود، گیاه آب

et al., 2004.) 

، 6ها )آسیاتیاکوزیدهای مختلف، ترپنوئید، کامپرول(، گلیکوزید5کوئرستین)ها بشقابی شامل فلاونوئیدترکیبات گیاه آب
های چرب، ینواسیدها، اسیدآم، 12، اسید آسیاتیک11( مادکاسسول10و براهیموزوئید 9، براهموزید8، مادکاسوزید7سنتللوزید

دیرباز در کشورهای آسیای شرقی،  بشقابی در طب سنتی از(. گیاه آبFetrow & Avila., 2001) استو تانن  13فیتواسترول
دهنده ینتسکهای پوستی، روماتیسم، صرع، سنتی )جوشانده، عصاره، پماد، لوسیون( برای درمان بیماری طوربهو چین  هندوستان

ی، پیشگیری از نارسایی ضدباردارلوسیون صاف کننده مو، داروی  عنوانبهدهنده هوش، یشافزاهای عصبی و مغزی، سلول
 Ghiulai et) شده استتحریک سنتز کلاژن در ترمیم پوست استفاده می عنوانبهها )واریس(، کاهش التهاب پوستی و ورید

al., 2020; Biswas et al., 2021  .) 

های سطحی و افزایش سموم کشاورزی تنوع زیستی رویه از منابع طبیعی و همچنین کاهش آببرداری بیبه دلیل بهره
نام این گیاه در اتحادیه  دلیلهمین  به(. Pandey et al., 1993نیا در معرض خطر نابودی قرار گرفته است )این گیاه در کل د

 به عنوان گونه گیاهی تهدید شده و در معرض خطر به ثبت رسیده است 14(IUCN)ملی بین المللی حفاظت از طبیعت و منابع 
(Mercy et al., 2012.) نامیه بذر آن بسیار پایین است. همچنین ولی قوه  کرد ریتکثبذر  لهیوسبهتوان بشقابی را میآب

(. ریزازدیادی Devkota et al., 2010گیر است )که این روش نیز پرهزینه و وقت توان از طریق رویشی آن را تکثیر کردمی
 طوربهنرخ تکثیر  تنهانهی (. در ریزازدیادHesami et al., 2018هاست )های حفظ آنگیاهان در معرض انقراض، یکی از روش

                                                                                                                                                                 
1. Apiaceae  

2. pennyworth 

3. Gotu Kola  

4. Urban 

5. Quercetin 

6. Asiaticoside 

7. Sentuloside  

8. Madecassoside 

9. Brahmooside 

10. Brahimosoid 

11. Madecassol 

12. Asiatic acid 

13. Phytosterol  

14 International Union for Conservation of Nature 



 203                         و دیگران ی سیلابیحبیب /بشقابیآب ییدارو اهیگ یکیسومات زایینیو جن زاییکالوس یبررس پژوهشی( -)علمی 

 

زایی سوماتیکی فرایندی است جنین شود.یابد بلکه امکان تولید گیاهان عاری از پاتوژن نیز فراهم مییمی افزایش توجهقابل
از  که در آن یک گیاه یا جنین از یک سلول رویشی ایجاد می شود. گیاهان تولید شده چه به روش مستقیم و یا غیر مستقیم

 (. Perera et al., 2021)مشابه هستند، شوند  یکیتنظر ژن

 

 پیشینه پژوهش
در (. Sehgal & Abbas, 1994زایی سوماتیکی در تعداد زیادی از گیاهان تیره کرفسیان گزارش شده است )جنین     
 یالقا یگرفت. برامورد مطالعه قرار کشت بافتی مختلف  یهاطیمحبشقابی در گره آب زنمونهیر از کالوس لی، تشکپژوهشی

و  هاسایتوکینین ( به همراهMS) 1موراشیک و اسکوگ طیمح ی( رومتریسانت 5تا  5/1) گره یهاکالوس و مورفوژنز، بخش
گرم در لیتر بنزیل میلی 1/0حاوی  MSمحیط کشت در  ،کالوس ریتکث زانیم نیشتریمختلف کشت داده شدند. ب یهانیاکس

درصد پاسخ به دست  87و  95با  بیبه ترت( (NAA 3ین استیک اسیدنفتالگرم در لیتر میلی 1/0 ( به همراهBAP) 2آمینوپورین
ین تیمار ترمناسبD-2,4  لیتر درگرم میلیدارای دو  MSدر پژوهشی دیگر تیمار محیط کشت  .(Khan et al., 2022) آمد

گرم بر میلی 2/0به همراه   BAPلیتر درگرم میلیزا در گیاه آب بشقابی بود. همچنین تیمار دو های جنینبرای القای کالوس
دارای دو  MSشده با انتقال به محیط کشت یلتشکهای زایی مناسب تشخیص داده شد. گیاهچهبرای شاخه NAA لیتر

زایی بشقابی برای القای جنینهای گیاه آبز برگ. در یک بررسی نیز ا(Biradar, 2017)دار شدندریشه NAAر گرم بر لیتمیلی
ترین تیمار برای مناسب D-2,4گرم در لیتر میلی 5/0به همراه  4گرم در لیتر کاینتیناستفاده شد. محیط کشت دارای دو میلی

ر هفته گزارش ای و اژدری شکل( پس از گذشت چهازا در مراحل مختلف نمو جنین )کروی، قلبی، میلههای جنینایجاد کالوس
گرم در لیتر جیبرلیک به همراه یک میلی نینتایکگرم در لیتر میلی 5/0دارای  MSشده است. همچنین تیمار محیط کشت 

 (.Paramageetham et al., 2004ها به گیاه کامل بود )( بهترین تیمار برای تبدیل جنینGA3) 5اسید

نین استفاده شد. نتایج های مختلف اکسین و سایتوکیطریق برگ از غلظتبشقابی از زایی آبدر پژوهشی دیگر برای جنین
 5/0هردو در ترکیب با  NAA گرم در لیتریا یک میلی D-2,4گرم در لیتر دارای یک میلی MSنشان داد تیمار محیط کشت 

به محیط شده منتقلزای نینوس جگرم کال 100زایی بودند. از ترین تیمار برای القایی جنینگرم در لیتر کاینتین مناسبمیلی
 1/303عداد تبطور متوسط  گرم در لیتر کاینتین،میلی 2/0همراه  به NAAگرم در لیتر میلی  5/0دارای  MSکشت نیمه جامد 

گرم در دارای یک میلی MSت از محیط کششده استفادههای گرم کالوس 100حالی که در همین تیمار، از  جنین تولید شد؛ در
گرم در لیتر میلی 08/0یمار دست آمد. تجنین به 3/204بطور متوسط تعداد  کاینتین، گرم در لیترمیلی 5/0همراه به  NAAر لیت

NAA  گرم در لیتر میلی 01/0به همراهBAP ( تبدیل جنین به گیاهچ8/88دارای بیشترین درصد )ه بود )درصدMartin, 

انقراض  در حالاه دارویی هدف از انجام این پژوهش ریزازدیاد انبوه و سریع گیبشقابی، (. با توجه به اهمیت گیاه آب2004
شت بود که برای اولین بار زایی سوماتیکی با استفاده از ریزنمونه برگ در تیمارهای مختلف محیط کبشقابی از طریق جنینآب
 یران مورد بررسی قرار گرفت.ادر 

 

 

 

                                                                                                                                                                 
1. Murashige and Skoog 

2. Benzylamino purine             

3. Naphthalene Acetic acid 

4. Kinetin 

5. Gibberellic acid 
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 روش شناسی پژوهش

 زاییکالوس

آوری شده از اطراف تالاب انزلی و کشت شده در گلخانه آموزشی دانشکده کشاورزی تولید کالوس، از گیاهان جمعبه منظور 
های استریل تولید شد. از نوک ساقه های داخلی و سطحی ابتدا گیاهچهدانشگاه گیلان استفاده گردید. به منظور کنترل آلودگی

متر از گیاه مادری جدا شدند و پس ازشستشو  با آب سانتی 5-6ای رونده به طول هرونده به عنوان ریزنمونه استفاده شد. ساقه
درصد به  70دقیقه در زیر آب شهری قرار گرفتند. در مرحله بعد به ترتیب با استفاده از اتانول  30یی به مدت شوظرفو مایع 
ها برای ینار گندزدایی شدند. در آخر نمونهدقیقه در داخل هود لام 15ثانیه و هیپوکلریت سدیم یک درصد به مدت  30مدت 

کشت شده و در داخل  MSها در محیط کشت سترون، آبشویی شدند. ریزنمونه سه بار و هر بار به مدت پنج دقیقه با آب مقطر
ساعت روشنایی و هشت ساعت تاریکی نگهداری شدند. بعد از  16درجه سلسیوس و شرایط نوری  25اتاقک رشد با دمای 

زایی استفاده شد. در این مرحله، برای کالوس ایشیشهیدشده در شرایط درونتولهای ها به گیاهچه، از برگشدن ریزنمونه تبدیل
کننده ( در ترکیب با تنظیمتریل درگرم یلیم 2و  5/1، 1، 5/0 ،25/0 صفر،در شش سطح ) D-2,4دارای  MSاز محیط کشت 

ین تأمهای جنینی استفاده شد. برای برای القای کالوس (تریدر ل گرمیلیم 1و  5/0، 25/0)صفر، در چهار سطح  BAPرشد 
گرم در لیتر(  8گرم در لیتر( و برای ایجاد محیط کشت جامد از آگار )  30یاز ریزنمونه جهت رشد از ساکارز )موردنکربن یدراته

محیط کشت قرار گرفته و در اتاقک رشد در های برگ روی یم گردید. ریزنمونهتنظ 8/5محیط کشت بر  pHاستفاده شد و 
ها، هر سه سلسیوس نگهداری شدند. به منظور تازه کردن محیط کشت برای رشد ریزنمونه درجه 25شرایط تاریکی با دمای 

های شده در محیط کشت تازه با همان ترکیب تیماری بازکشت شدند. بعد از پنج هفته ویژگیهای کشتبار ریزنمونههفته یک
وسیله ترازوی دیجیتال حساس در زیر (، وزن تر کالوس )بهVerpoorte et al., 1994) 1وسیله رابطه زایی بهصد کالوسدر

 گیری شدند.وسیله کولیس دیجیتال با تعیین اندازه قطر بزرگ و قطر کوچک( اندازهکالوس )به هود لامینار(، و میانگین قطر
 

 
 (1رابطه 

یها کالوس داده  تعداد ریز نمونه 

زیر نمونه های کشت شده در شیشه تعداد 
×  یی   زاکالوس درصد= 100

                             

 زاییجنین
برای ها قابل مشاهده بود( زایی روی آنهای سالم با رنگ سفید مایل به خاکستری که آثار جنین)کالوسها بهترین کالوس

 گرمیلیم 1و  5/0، 25/0)صفر، در چهار سطح  D-2,4کننده رشد دارای تنظیم MSهای سوماتیکی به محیط کشت رشد جنین
بار متری و شرایط تاریکی منتقل شدند. هر سه هفته یکسانتی15بار مصرف های شفاف یکدیشدر داخل پتری (تریدر ل

جنین کروی و قلبی شکل با های تعداد ها در محیط کشت تازه بازکشت شدند. بعد از گذشت شش هفته ویژگیریزنمونه
های شده در مراحل قبل، کالوسهای تشکیلبرداری شد. برای توسعه بیشتر جنینکولار شمارش و عکسمیکروسکوپ بینو

 8ساعت روشنایی و  16و اتاقک رشد با  ای کشتظروف شیشهکننده رشد در داخل بدون تنظیم MSجنینی به محیط کشت 
 شد.برداری کولار هر هفته بررسی و یادداشتکیل مرحله اژدری شکل در زیر میکروسکوپ بینوساعت تاریکی منتقل شدند. تش

 زنیجوانه

 BAPکننده رشد دارای تنظیم MSها به محیط کشت شده، کالوسهای انتخابجنینزنی بهترین جهت بررسی جوانه     
های های تعداد گیاهچهشدند. بعد از گذشت شش هفته ویژگیمنتقل  (تریدر ل گرمیلیم 1و  5/0، 25/0)صفر، در چهار سطح 

های دار آزمایش به داخل لیوانهای ریشهگیری شد. گیاهچههای تبدیل شده به گیاهچه اندازهشده و درصد جنینتشکیل
ها لیوانمنتقل شدند و روی  5/0و  1، 2های پیت، پرلیت و ورمی کمپوست به نسبتکوکوپلاستیکی شفاف با ترکیب خاک 

ها لیوان یک لیوان دیگر با تعدادی سوراخ جهت حفظ رطوبت قرار داده شد. پس از یک هفته، با برداشتن تدریجی پوشش
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 12سلسیوس )روز/ شب( با  ±25 2 یمامحیط بیرون سازگار شدند و در نهایت جهت کشت به گلخانه با میانگین د با یاهانگ
 ساعت روشنایی منتقل شدند.

 هاتحلیل دادهتجزیه و 
 5/1، 1، 5/0، 25/0صفر، در شش سطح  D-2,4کننده رشد )فاکتور اول تنظیم صورت فاکتوریلزایی بهآزمایش کالوس    

( در قالب طرح تریدر ل گرمیلیم 1و  5/0، 25/0صفر، در چهار سطح  BAPکننده رشد و فاکتور دوم تنظیم  تریدر ل گرمیلیم 2و 
میلی لیتر محیط کشت بود و  30ای کشت با حجم تکرار انجام گرفت. هر تیمار شامل سه ظرف شیشهکاملاً تصادفی در سه 

زایی در قالب طرح کاملاً تصادفی با شش تکرار انجام گرفت. هر آزمایش جنین در داخل هر شیشه سه ریزنمونه قرار داده شد.
 زنیمتر( قرار گرفت. همچنین، آزمایش جوانها دو تا سه سانتی)حدود دیش ده ریزنمونهدیش و در هر پتریتیمار شامل شش پتری

ای و در داخل هر ظرف صورت طرح کاملاً تصادفی با پنج تکرار بود. هر تیمار شامل پنج ظرف شیشههای تشکیل شده بهجنین
درصورت ها مقایسه میانگین داده انجام و 1/9نسخه  SASر افزانرم ها به وسیلهتجزیه واریانس داده قرار گرفت. کالوس عدد سه

ارزیابی شد. همچنین، برای انجام درصد  یکر سطح احتمال د چند دامنه ای دانکنبا آزمون دار بودن اختلاف داده ها معنی
 16نسخه  SPSSبودن اشتباهات آزمایشی از نرم افزار  افزار اکسل و برای آزمون نرمالمحاسبات آماری و رسم نمودارها از نرم

  .استفاده شد
 

 های پژوهشیافته

 زاییکالوس  
بر دو فاکتور  نیاثر متقابل ا زینو  BAPو  D-2,4های مختلف نتایج تجزیه واریانس داده ها نشان داد که اثر غلظت      

)جدول دار بود شده و میانگین قطر کالوس در سطح احتمال یک درصد معنییلتشکهای زایی، وزن تر کالوسدرصد کالوس
1.) 

 یبشقابآب یاشهیشبرگ در کشت درون زنمونهیر قیاز طر ییزاصفات کالوس انسیوار هیتجزنتایج  .1جدول 

  میانگین مربعات   

 زاییدرصد کالوس میانگین قطر کالوس تر کالوس وزن درجه آزادی منابع تغییرات
2,4-D  5 ** 1982/1 ** 4307/1 ** 86/238 
BAP  3 ** 1552/0 **0275/2 ** 51/1927 

2,4-D×BAP  15 **7048/2 ** 1491/2 ** 38/1651 
 054/13 0221/0 0188/0 48 شیآزما یخطا

 729/8 5965/7 8108/5 - (درصد) راتییتغ بیضر
 درصد کیدر سطح احتمال  داریمعن اختلافدهنده  نشان **

 
دارای  D-2,4گرم بر لیتر میلی 2نشان داد که تیمار  BAPو  D-2,4نتایج مقایسه میانگین ترکیبات تیماری دو هورمون 

ها داشت )شکل داری در سطح احتمال یک درصد با سایر تیماردرصد( بود که اختلاف معنی 61/96زایی )بیشترین درصد کالوس
 (.1زایی مربوط به تیمار شاهد بود )شکل (. کمترین مقدار درصد کالوس1
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حروف مشترک در . یبشقابآب ییدارو اهیگ برگ یهازنمونهیدر کشت ر BAPو   D-2,4 یکشت دارا یهاطیدر مح ییزاکالوس درصد نیانگیم سهیمقا .1شکل 
 درصد، بر اساس آزمون دانکن، می باشد. )منبع: یافته های تحقیق( 1دار در سطح  احتمال هر ستون به معنی عدم وجود تفاوت معنی

 
تیمار ایی افزایش پیدا کرد. زدرصد کالوس گرم بر لیترمیلی 2از غلظت صفر تا  D-2,4 با افزایش غلظت 1مطابق شکل 

2,4-D الف(. تیمارهای  2ودند )شکل بزا شد که دارای بافت نرمی های سفید مایل به خاکستری و جنینباعث تشکیل کالوس
BAP یتر لگرم بر میلی 1 تیمارب( و در  2های سبز و سفت شد )شکل یی موجب تشکیل کالوستنهابهBAP  آثار تشکیل

ها سیاه ، کالوسبود BAPاز  ترشیب D-2,4غلظت  کههای ترکیبی ج(. در تیمار 2شد )شکل ها مشاهده کالوس شاخساره روی
 1به همراه  D-2,4ر گرم بر لیتمیلی 2د( و در غلظت  2ها قابل مشاهده بود )شکل شدند که اجسام شبه جنین بر روی آن

که غلظت  ییهاماریت(. در ه 2شد )شکل ها مشاهده میزایی در آنهایی تشکیل شد که آثار ریشهکالوس BAPگرم بر لیتر میلی
BAP 2,4از  شتریب-D گرم میلی 1ودند و در غلظت ای بهای تردی تشکیل شد که دارای رنگ زرد مایل به قهوهکالوس بود

 و(. 2شد )شکل مشاهده می هاآنآثار شاخساره روی  D-2,4 گرم بر لیترمیلی 25/0به همراه  BAPبر لیتر 
 

 
 

 طیدر مح افتهیرشد  یزاینیجن یهاکالوسلف( )ا .کالوس یکیبر صفات مورفولوژ BAPبا  بیدر ترک ایو  ییتنهابه D-2,4مختلف  یهاغلظت ریتأث. 2شکل 
MS 2,4 تریبر ل گرمیلیم 2 یحاو-D،  )ب(طیدر مح افتهیرشد  یهاکالوس MS یحاو BAP،   )کشت  طیمح در ثار شاخساره آبا  ییهاکالوس)جMS یحاو 

)ه(  ،BAP تریبر ل گرمیلیم 25/0به همراه  D-2,4 تریبر ل گرمیلیم 2 یحاو MS طیدر مح نیبا اجسام شبه جن اهیس یهاکالوس)د(  ، BAPتریل بر گرمیلیم 1
 افتهیرشد  ییزاشاخه آثار با ییهاکالوس)و(  ،BAP تریبر ل گرمیلیم 1به همراه  D-2,4 تریبر ل گرمیلیم 2 یحاو MS طیدر مح افتهیرشد  یزاشهیر یهاکالوس

   های تحقیق(.. )منبع: یافتهBAP تریبر ل گرمیلیم 1به همراه  D-2,4 تریدر ل گرمیلیم 25/0 یحاو MS طیدر مح
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دارای  D-2,4گرم بر لیتر یلیم 2نشان داد که تیمار  BAPو  D-2,4نتایج مقایسه میانگین ترکیبات تیماری دو هورمون 
حتمال یک درصد با اداری در سطح متر مربع برگ( بود که اختلاف معنیگرم از یک سانتی 96/3بیشترین وزن تر کالوس )

 (.3دست آمد )شکل ها از تیمار شاهد بهکالوسکمترین مقدار وزن تر  ها داشت.سایر تیمار

 

 
حروف مشترک در هر ستون  ی.بشقابآب ییدارو اهیگ برگ یهازنمونهیر کشت در BAPبا  D-2,4 یکشت دارا یهاطیمح در کالوس تر وزن نیانگیم .3 شکل

 باشد. )منبع: یافته های تحقیق(. ر اساس آزمون دانکن، میبدرصد،  1دار در سطح  احتمال به معنی عدم وجود تفاوت معنی

 

های باعث افزایش وزن تر کالوس گرم بر لیترمیلی 2تا  0از غلظت  D-2,4شود، تیمار مشاهده می 3طور که در شکل همان
در ها شد. کالوس وزن ترش باعث افزای گرم بر لیترمیلی 1تا  0به تنهایی از غلظت  BAP بشقابی شد. تیمارحاصل از برگ آب

 ایش پیدا کرد.وزن تر کالوس نیز افز BAPبود با افزایش میزان  D-2,4بیشتر از  BAPهای که غلظت تیمار
 یدارا D-2،4 تریبر ل گرمیلیم 2 مارینشان داد که ت BAPو  D-2،4دو هورمون  یماریت باتیترک نیانگیم سهیمقا جینتا

بر  گرمیلیم 1 ماریا تبدرصد  کیدر سطح احتمال  دارییاختلاف معن( بود که متریسانت 56/3قطر کالوس ) نیانگیم نیشتریب
. آمد دستشاهد به ماریس از تقطر کالو نیانگیمقدار م نینداشت. کمتر D-2،4تر یبر ل گرمیلیم 25/0به همراه  BAP تریل
 (.4 شکل)

 
مشابه  حروف. یبشقابآب ییارود اهیگ برگ یهازنمونهیر کشت در BAPبا  D-2,4 یکشت دارا یهاطیمح در کالوس قطر نیانگیم .4 شکل 

 یق(درصد، بر اساس آزمون دانکن، می باشد. )منبع: یافته های تحق 1دار در سطح  احتمال حروف مشترک در هر ستون به معنی عدم وجود تفاوت معنی
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باعث افزایش میانگین قطر  بر لیترگرم میلی 2تا  صفربا افزایش از غلظت  D-2,4 کننده رشد، تنظیم4مطابق با شکل 
باعث افزایش میانگین قطر کالوس شد.  NAAگرم بر لیتر میلی 25/0به همراه  BAP لیتر گرم برمیلی 1کالوس شد. تیمار 

های به تنهایی، باعث افزایش میانگین قطر کالوس شد. در تیمار گرم بر لیترمیلی 1صفر تا از  BAPهمچنین افزایش غلظت 
های یج قطر کالوس کاهش پیدا کرد. در تمامی تیمارتدربه، BAPنسبت به  D-2,4 با افزایش غلظت  BAPو  D-2,4ترکیبی

زایی در کالوس D-2,4گیری شده کمترین میانگین قطر کالوس مربوط به تیمار شاهد بود. نتایج این پژوهش نشان داد که اندازه
زایی و همچنین میانگین قطر از اکسین در مطالعه حاضر باعث افزایش کالوسیتوکینین به محیط غنی سااهمیت دارد. افزودن 

 کالوس شد

 

 زاییجنین
های زایی، درصد جنینرصد جنینبر د D-2,4های مختلف اثر غلظتنشان داد که نتایج تجزیه واریانس داده های جنین زایی 

 (.2دار بود )جدول درصد معنی های تولید شده در سطح احتمال یکجوانه زده و تعداد گیاهچه
 

 بشقابیای آبیشهشدرونر کشت دشده از ریزنمونه برگ یلتشکهای زایی از کالوستجزیه واریانس جنین جینتا .2جدول 

  میانگین مربعات   

 هایدرصد جنین زاییدرصد جنین درجه آزادی منابع تغییرات

 زدهجوانه

 هایتعداد گیاهچه

 دشدهیتول
BAP 3 **08/4017 **98/118 **87/2512 

 1656/5 875/0 267/20 20 شیآزما یخطا

 618/5 766/11 655/13 - (درصد) راتییتغ بیضر
 درصد کیدر سطح احتمال  داریاختلاف معن دهنده نشان **

 

 زاییدرصد جنین

زایی جنین دارای بیشترین درصد D-2,4 گرم بر لیترمیلی 1/0زایی نشان داد که تیمار جنین نتایج مقایسه میانگین درصد
. نداشت درصد 5داری در سطح احتمال از لحاظ آماری اختلاف معنی D-2,4 گرم بر لیترمیلی 2/0 ( بود که با تیماردرصد 27/55)

 هاهد هیچ گونه جنینی از کالوس. در تیمار شازایی با کاهش روبه رو شدافزایش پیدا کرد درصد جنین D-2,4زمانیکه غلظت 
 .(5تشکیل نشد )شکل 

 
 .یبشقابآب ییدارو اهیگ برگ یهازنمونهیر کشت در D-2,4 مختلف یهاغلظتدر  یبشقابآب برگ زنمونهیر یهااز کالوس ییزانیجن درصد نیانگیم  .5شکل 

 دانکن، می باشد. )منبع: یافته های تحقیق(درصد، بر اساس آزمون  1ل دار در سطح  احتماحروف مشترک در هر ستون به معنی عدم وجود تفاوت معنی
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به محیط کشت بدون هورمون  D-2,4 گرم بر لیترمیلی 1/0های قلبی شکل حاصل از تیمار در پژوهش ما با انتقال جنین
 نشان داده شده است. 6زایی در شکل شکل تولید شد. مراحل مختلف جنینجنین اژدری 

 بر گرمیلیم 1/0 یحاو MS طیشکل در مح یدر مرحله کرو نی. )الف( جنیبشقابآب اهیگ در کشت طیمح در یکیسومات ییزانیمراحل مختلف جن .6شکل 

شکل در  یدر مرحله اژدر یکیسومات نیجن. )ج( D-2,4 تر یل بر گرمیلیم 1/0 یحاو MS طیشکل در مح یدر مرحله قلب یکیسومات نی)ب( جن .D-2,4  تریل

 )منبع: یافته های تحقیق(.. MS کشت طیمح در یلدونیکوت مرحله در یکیسوماتنیجن . )د(MSکشت  طیمح

 

 زنیدرصد جوانه

های و تعداد گیاهچه زاییجوانهبر درصد  BAPهای مختلف اثر غلظتنشان داد که زنی نتایج تجزیه واریانس داده های جوانه
زنی بر درصد جوانه BAPهای مختلف (.مقایسه میانگین غلظت2دار بود )جدول درصد معنی تولید شده در سطح احتمال پنج

ها داشت و زنی جنینیر بهتری بر روی جوانهتأث BAPگرم بر لیتر میلی 1( که تیمار 7های سوماتیکی نشان داد )شکل جنین
داری در سطح ف معنیهای جنینی بود، همچنین از لحاظ آماری اختلادرصد( از کالوس 8/58زنی )دارای بیشترین درصد جوانه

گرم بر میلی 1تا  0از  BAPشود با افزایش غلظت دیده می 7طور که در شکل ها داشت. هماناحتمال یک درصد با سایر تیمار
 ها مربوط به تیمار شاهد بود.زنی از کالوسبه میزان یک درصد افزایش یافته است و کمترین درصد جوانهزنیجوانه لیتر

 
 

حروف مشترک در هر ستون  .یبشقابآب ییدارو اهیگ برگ یهازنمونهیر کشت در BAP یکشت دارا یهاطیمح درها نیجن یزنجوانه درصد نیانگیم .7شکل 

 درصد، بر اساس آزمون دانکن، می باشد. )منبع: یافته های تحقیق( 1دار در سطح  احتمال به معنی عدم وجود تفاوت معنی

 

 تعداد گیاهچه تولید شده
گرم میلی 1( که تیمار 8های سوماتیکی نشان داد )شکل روی رشد جنین BAPهای مختلف غلظت نتایج مقایسه میانگین 

یدشده روی تولهای یاهچهگ( 4/12ها داشت و دارای بیشترین میانگین تعداد )یر بهتری بر روی رشد جنینتأث BAPلیتر بر 
 های جنینی بود.کالوس
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حروف مشترک در هر ستون . یاببشقآب ییدارو اهیگ برگ یهازنمونهیر کشت در BAP یکشت دارا یهاطیدر مح شده دیتول اهچهیگ تعداد نیانگیم .8شکل 

 درصد، بر اساس آزمون دانکن، می باشد. )منبع: یافته های تحقیق( 1دار در سطح  احتمال به معنی عدم وجود تفاوت معنی

 
ارای تعداد کمی ریشه های سبز روشن شدند که دهایی با برگشاهد، تبدیل به گیاهچه های تشکیل شده در تیمارجوانه

( نشان 9ی در شکل )زایی سوماتیکبودند و سازگاری خوبی در محیط آزمایشگاهی از خود نشان ندادند. مراحل مختلف جنین
 .داده شده است

 

 
 یهااهچهی، )ج( و )د( گBAP تریل بر گرمیلیم 1 یحاو MS طیدر مح یکیسومات یهانیجن یزنشده. )الف( و )ب( جوانه لیتشک یهانیجن یزنجوانه .9شکل 

 )منبع: یافته های تحقیق( شده. دیتول

 
 

 یسازگارساز. )ج( شده دیتول اهچهیگ)ب(  و. )الف( یبشقابآب اهیگ برگ یکیسومات یهانیجن از شده دیتول یهااهچهیگ یسازگار مختلف مراحل .10شکل 

 )منبع: یافته های تحقیق( .یاگلخانه طیشرا به انتقال)د(  و شده دیتول یهااهچهیگ
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 بحث 
های دیگر نیز نشان زا رضایت بخش بود. نتایج پژوهشهای جنیندر پژوهش حاضر استفاده از اکسین برای ایجاد کالوس

های از گونه زا در بسیاریجنینها برای القای کالوس ترین محیطیکی از مناسب D-2,4داده است که محیط کشت دارای 
(. در یک مطالعه Michalczuk et al, 1992شود )گیاهی است چون اکسین خارجی باعث افزایش اکسین درونی در گیاهان می

تشکیل  NAAو  BAPمختلف  هایبه همراه غلظت MSبشقابی بعد از سه هفته در محیط کشت های برگ آبریزنمونه
 Bibi et) زایی ضعیفی مشاهده شدکننده رشد، کالوسزا دادند ولی در ترکیب این دو تنظیمهای سبز و فشرده وجنینکالوس

al., 2011)   با این حال اضافه کردنNAA  به محیط کشتMS  حاوی کاینتین و یاBAP  باعث کاهش تشکیل کالوس
همراه  نینتایک ای BAP یحاو MS طیمح یبرگ بر رو یهازنمونهیپاسخ ر نیکه بهتر یدر حال .(Patra et al., 1998)گردید 

 ,Martin)مشاهده نشد  یکالوس خوب لیشدند، تشک ترکیب NAAو  BAPبا  هاطیکه مح یزماناما مشاهده شد،  D-2,4با 

بشقابی های برگ گیاه آبزایی ریزنمونهبرای کالوس بعنوان بهترین تیمار NAAو  BAPترکیب  در گزارشی دیگر .(2004
شده و از تخریب  1باعث فعالیت کمتر آنزیم لیپوکسیژناز BAPکننده رشد یمتنظکه ییازآنجا .) et al.Khan ,2022(پیشنهاد شد 

ها رسد رنگ سبز پینه( به نظر میBajguz & Piotrowska-Niczyporuk, 2014کند )کلروفیل و دیواره سلولی جلوگیری می
شود همین علت باشد. اکسین سنتتیک باعث افزایش اکسین درونی گیاه میبه  BAPو همچنین سفتی بافت کالوس در حضور 

شود اسید میخود سبب تولید آبسزیک نوبهبهشود تا تولید فیتوهورمون اتیلن در گیاه افزایش یابد که آن نیز و این امر سبب می
(Grossmann, 2000آبسزیک .)رشد کننده عنوان مهار شود و معمولاً بهیدر نظر گرفته م اهیبه عنوان مهارکننده رشد گ اسید

یی باعث تنهابهبه همین دلیل استفاده از اکسین  احتمالاً(، Sharp et al., 2000) ردیگیمورد استفاده قرار م اهانیدر کشت گ
با  که ییتاجانشان داد،  تر کالوسروی ایجاد کالوس و حتی وزنیر مثبتی تأث D-2,4کاربرد اکسین های سیاه شد. تولید پینه

 صفرهای گزارش نمود بین غلظت Martin (2004)افزایش غلظت این اکسین، وزن تر کالوس نیز افزایش یافت. در این رابطه 
رو به کاهش  آن از بعدو  گرم در لیتر وزن تر کالوس افزایش یافت، از غلظت صفر تا دو میلیD-2,4گرم در لیتر تا سه میلی

در ها این سلولهای در حال رشد آن است که گذاشت که تا حدودی با پژوهش ما همخوانی دارد.  ویژگی مهم دیواره سلول
pH  اسیدی در مقایسه باpH تر توسعه میخنثی بسیار سریع( یابندRayle & Cleland, 1992 این پدیده، رشد اسیدی نامیده ،)
(. همچنین، Taiz & Zieger, 2010کند )یواره و سست شدن آن به طویل شدن آن کمک میدشود. اکسین با اسیدی کردن می

(. نتایج نشان داده که Campanoni & Nick, 2005یک محرک قوی برای تقسیم سلولی است ) D-2,4گزارش شده است که 
 Taizشود )های گیاهی در گیاهان عالی میی و طویل شدن سلولهای دارای اکسین موجب تکثیر سلولها در محیطسایتوکینین

& Zieger, 2003 نتایج .)Birader (2017 مطابق با نتایج آزمایش حاضر گزارش شده است که افزایش غلظت )2,4-D  5/0از 
دارای  D-2,4 گرم بر لیترمیلی 1/0تیمار  بشقابی از طریق برگ شد وزایی آبباعث افزایش درصد کالوسگرم بر لیتر میلی 2تا 

نشان داد که بیشترین درصد  Martin (2004)باره نتایج یندرا. (Birader, 2017) ( بوددرصد 27/55زایی )جنین بیشترین درصد
 5/0به همراه  D-2,4گرم در لیتر شده از تیمار یک میلییلتشکبشقابی های برگ آبدرصد( با انتقال کالوس 2/88زایی )جنین
گرم در لیتر کاینتین حاصل میلی 2/0به همراه  D-2,4گرم در لیتر میلی 1/0گرم در لیتر کاینتین، به محیط کشت حاوی میلی
 یابد.ها بهبود میهای رشد مراحل تکامل رشد جنینکنندهدهد که با کاهش میزان تنظیمشود که این نشان میمی

درک نشده است، اما امروزه عموماً اعتقاد بر این است که ادامه حضور  کاملاًها در کالوس اگرچه روند القای جنین از سلول
همراه است. تحت این شرایط  2های جنینیتوده DNAمتیلاسیون اکسین، باعث تغییر در بیان ژن و احتمالاً با افزایش دی

 ,.LoSchiavo et alکنند )سنتز می زایی راجنین های لازم برای تکمیل مرحله کرویها، ژنهای جنینی درون کالوستوده

                                                                                                                                                                 
1. Lypoxgenase                 
2 Proembryogenic mass 
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گرم در لیتر میلی 5/0بشقابی از طریق برگ نشان داده شد که کاربرد زایی سوماتیکی آبپژوهش روی جنینیک (. در 1989
2,4-D 2,4ها به محیط کشتی که میزان شود که با انتقال این کالوسزا میجنین ظاهربههای باعث تشکیل کالوس-D  آن

که با  (Joshee et al., 2007)شود گرم در لیتر(، مرحله کروی شکل جنین حاصل از کالوس آغاز میمیلی 1/0یافته )کاهش 
آن یا عدم  شود و با کاهش غلظتهای بالای اکسین آغاز میزایی اغلب در مقادیر غلظتنتایج پژوهش ما همخوانی دارد. جنین

های کالوس یا (. اکسین باعث تشکیل جنین در قسمتی از سلولEpstein et al., 1977شود )حضور کامل آن باعث بلوغ می
 ,.Sharp et alشود )ها نیز حال ممکن است مانع تقسیم سلولی این نوع سلولیندرعشود، اما یونی میسوسپانسهای کشت

کالوس برگ اتفاق نیفتاد ولی شده از یلتشکهای (. در گزارشی با حضور اکسین در محیط کشت، مرحله اژدری در جنین1980
ها در مرحله قلبی شکل به محیط کشت بدون هورمون و روشنایی، مراحل جنینی تکامل پیدا کرد که با نتایج با انتقال جنین

در  بشقابیشده از کالوس برگ آبیلتشکهای . گزارش شده است که جنین(Joshee et al., 2007) پژوهش ما همخوانی دارد
به عنوان  D-2,4  که دهدیها نشان مگزارش(. Martin, 2004تاریکی برای تکامل مراحل رشدی خود به روشنایی نیاز دارند )

با  بیدر ترک نیاز آن است که اکس یحاک گرید یهاکند. گزارشیعمل م سوماتیکی ییزانیجن یالقا یمحرک برا عنصر کی
های سوماتیکی بسیاری از (. جنینYong-Wook et al., 2000) دارد کیسومات ییزانیجن یدر القا یاتینقش ح هاسایتوکینین

ها به محیط بزنند. در موارد اندکی، لازم است که جنین توانند جوانهزنی دارند و در محیط القایی خود میها قابلیت جوانهگونه
زنی زمانی تقل شوند. که در پژوهش ما نیز جوانهکشت تازه که اکسین از آن حذف شده و فقط حاوی سایتوکینین است، من

(. در پژوهش حاضر، محیط کشت George & Sherringtion, 1984صورت پذیرفت که اکسین از محیط کشت حذف شده بود )
( 8/58)زنی دارای بیشترین درصد جوانه BAP گرم بر لیترمیلی 1زنی شد و تیمار منجر به جوانه BAPکننده رشد دارای تنظیم

های ینجن یزنجوانهبرای  BAPهای مختلف مطابقت داشت. در پژوهشی از غلظت Arora et al. (1999)های بود که با یافته
 43زنی )میزان جوانه گرم بر لیترمیلی 1تا  0از  BAPبشقابی استفاده شد و نتایج نشان داد که با افزایش غلظت سوماتیکی آب

. (Hanumantharaya, 2009)زنی همراه بود با کاهش درصد جوانهگرم بر لیتر میلی 5/1غلظت  درصد( افزایش یافت ولی در
تعداد بیشتری جنین به گیاهچه  گرم بر لیترمیلی 1تا  0از  BAPشود با افزایش غلظت مشاهده می 6در شکل  طور کههمان

گرم در لیتر باعث میلی 1/0تا  01/0از  BAPتبدیل شد. همسو با نتایج پژوهش ما  نشان داده شده است که افزایش غلظت 
 .(Martin, 2004)شود شده مییلتشکهای افزایش تعداد جنین

 

 گیری نتیجه

های مختلف سطحی و داخلی آن در شرایط کشت کنترل آلودگیبشقابی یک گیاه رونده است، آببا توجه به اینکه 
یابی به گیاهان عاری از آلودگی و اولیه برای دستای مشکل است. استفاده از نوک ساقه رونده به عنوان ریزنمونه شیشهدرون

زایی را بسیار آسان نمود. بخش بود و مراحل بعدی کار یعنی استفاده از ریزنمونه برگ جهت کالوسیترضاالعاده بیماری، فوق
های سوماتیکی . القای جنینداشتیپزا نتایج خوبی در های جنینبه عنوان اکسین در ایجاد کالوس D-2,4کننده یمتنظاستفاده از 
شکل ی اژدرها مرحله مراحل کروی و قلبی شکل کارایی بیشتری داشت ولی در این تیمار یژه دروبه D-2,4های کمتر با غلظت

شکل نیز یاژدرکننده رشد و همچنین شرایط روشنایی، مرحله بدون تنظیم MSتشکیل نشد که با انتقال به محیط کشت 
 یپها در پژوهش جنین بخش بود. در اینیجهنت BAPکننده رشد ها، استفاده از تنظیمزنی جنینمشاهده شد. برای جوانه

و  IBAهای رشد مثل کنندهیمتنظاگر از  احتمالاًها زمان زیادی صرف شد که رشد ریشهی، تشکیل ریشه دادند و برای زنجوانه
NAA ها در شرایط آزمایشگاهی کردن گیاهچه شد. سازگارتر میدهی کوتاهریشه زمانمدتشد زنی استفاده میبعد از جوانه

بشقابی که ی شدند که با توجه به طبیعت گیاه آبگسوختآفتابروند خوبی در پی داشت ولی در شرایط نور شدید گیاهان دچار 
 ی را رفع کرد.سوختگآفتابانداز مشکل یهساپسند است استفاده از پوشش به عنوان یهسایک گیاه 
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