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  چكيده

منظـور   سازي شرايط كشـت بـه   توليد گياه از طريق كشت بافت از نظر مهندسي ژنتيك اهميت زيادي دارد لذا در اين تحقيق بهينه :هدف
  . بررسي گرديد Salsola arbusculaتوليد كالوس و باززايي گياه 

هاي ريشه، ساقه و برگ گياهـان توليـد شـده     كشت گرديد و پس از دو ماه، جداكشت MSابتدا بذر گياه در محيط كشت  :ها مواد و روش
و  (D-2,4)د يك اس ـياسـت  يكلـرو فنوكس ـ  يد-4و2هـاي   هاي مختلف از هورمـون  حاوي غلظت MSجهت توليد كالوس در محيط كشت 

  . هاي مختلف بررسي شد باززايي گياه نيز در محيط كشت. كشت گرديدند (Kin)نتين يك

 + mg/L) 1 (mg/L)ترين محـيط كشـت    ها نشان داد كه بهترين جداكشت در القا توليد كالوس، جداكشت ريشه و مناسب بررسي :نتايج

Kin 1 (MS + 2,4-D همچنين در محيط . بودmg/L Kin 5/0MS + وmg/L Kin  1MS + از ساقه باززايي مستقيم صورت گرفت.  

، تركيب دو هورمون اكسين و سيتوكينين باعـث افـزايش   D-2,4با وجود توليد كالوس در محيط كشت حاوي فقط هورمون  :گيري نتيجه
بنابراين ميزان توليـد كـالوس و   . نيز فقط در محيط كشت فاقد اكسين رخ دادباززايي مستقيم . قابل توجهي در ميزان توليد كالوس گرديد

شـدت بـه ژنوتيـپ و مقـدار      هاي رشـد خـارجي نيـز بـه     هاي رشد خارجي وابسته است و ميزان تنظيم كننده كننده باززايي به ميزان تنظيم
  .هورمون داخلي گياه بستگي دارد

 D ،Kin، Salsola arbuscula-2,4باززايي، كالوس،  :واژگان كليدي
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  مقدمه
از  Salsola arbusculaسـاله سالسـولا از جملـه     هاي يـك  گونه

باشـند كـه در    مـي  Chenopodiaceaeگياهان هالوفيت خانواده 
خـاك،   يو خشـك  ينسـبت بـه شـور    ييمراحل بلوغ مقاومت بالا

در . )2و  1(دارنـد   ييهـوا  و ط آبيو عدم ثبات شـرا  pHرات ييتغ
علـت كمبـود آب و تعـرق بـالا      نواحي خشك و نيمـه خشـك بـه   

زيـاد شـده و شـوري خـاك افـزايش        هاي محلول در خـاك  نمك
، )3(گـردد   ابد در نتيجه دسترسي گياهان به آب محدود مـي ي مي

، ايـن گياهـان   ينسـبت بـه شـور    يعلـت تحمـل بـالا    بنابراين به
خشـك مـورد    مـه يخشـك و ن  يهـا  نيبهبـود زم ـ  يتوانند برا يم

ز از ييدر فصـول بهـار و پـا   اين گيـاه  ). 2و  1(استفاده قرار گيرند 
ن نوع يگر از ايد يها است و از جمله استفاده يوانيفه حمنابع علو

 يابـان يب يهـوا  و با آب يي، در شهرهايشهر ين نواحييتز ،اهانيگ
بــرگ گيــاه داراي مقــاديري از ايزوكونيــولين  شــاخ و ).4(اســت 

همچنــين . هــا ماننــد سالســولين و سالســوليدين اســت آلكالوئيـد 
كلسيم، منگنز، آلومينيـوم  هاي معدني به طور ويژه پتاسيم،  نمك

سالسـولين و  . هاي اين جنس گيـاهي وجـود دارد   و آهن در بافت
  ).5(سالسوليدين در كاهش فشار خون موثر است 

ها بـه دليـل مقاومـت بـالا      تحقيقات نشان داده است كه هالوفيت
توانند به عنوان منبعي مناسـب جهـت    نسبت به تنش شوري مي

شوري بـه گياهـان گليكوفيـت     انتقال ژن مقاومت نسبت به تنش
. هاي شور و خشك باشند غير مقاوم جهت بهبود استفاده از زمين

ر ي ـو تكث يسـاز  رهي ـ، ذخيآور جمـع  يكشت بافت بـرا  يتكنولوژ
به كمك تكنيك كشت . ار مورد توجه استيبس ياهيپلاسم گ ژرم

هايي توليد كرد كه خصوصيات بهتري دارند  توان ژنوتيپ بافت مي
اه در ايـن ارتبـاط   ي ـسازي توليد كالوس و باززايي گ هينهلذا ب). 6(

عـواملي كـه در توليـد كـالوس     از جملـه  . باشـد  حائز اهميت مـي 
هـاي رشـد، محـيط كشـت، نـوع       كننـده  ژنوتيپ، تنظـيم موثرند، 

كربوهيدرات، نوع جداكشت، سـن جداكشـت و شـرايط محيطـي     
وابستگي خاص القاي كـالوس   كه نتايج نشان داده است. باشد مي

و باززايي گياه به ژنوتيپ اجتناب ناپـذير و كلـي اسـت  و القـاي     
ميـزان  ). 7(كنـد   كالوس و باززايي گياه با ژنوتيپ گياه تغيير مـي 

هاي خـارجي و مـواد مغـذي موجـود جهـت القـاي        كننده تنظيم
كالوس به رقم گيـاهي وابسـته اسـت بنـابراين تركيبـات محـيط       

رشـد كـالوس   ). 7(كند  به ژنوتيپ گياهي تغيير ميكشت وابسته 
در يك گونه گياهي بر اساس نوع جداكشت آن گياه متفاوت بوده 

، بنـابراين انتخـاب   )8(است   و علت آن به درستي مشخص نشده

در كـه   ، بـه طـوري  جداكشت نيز وابسته به نوع گونه گياهي است
بـه   كـالوس از جداكشـت سـاقه نسـبت     Salsola pestiferگونه 

بـرگ از    كـه جداكشـت   يابد در حالي جداكشت برگ بهتر نمو مي
). 6(تـر اسـت    در تشكيل كالوس مناسـب  Salsola lanataگونه 

توليـد كـالوس و بـاززايي بيشـتري      ،قطعات مياني هر جداكشـت 
دارند چون احتمالا قطعات وسط دو لبـه بريـده دارنـد و زخمـي     

القـاي كـالوس و   توانـد ظرفيـت    شدن و قطعه قطعـه شـدن مـي   
توانايي القاي كـالوس و  ). 9و  8(درنتيجه باززايي را افزايش دهد 

هاي  معمولا برگ. گيرد باززايي با سن برگ نيز تحت تاثير قرار مي
ــب   ــاززايي مناس ــراي ب ــوان ب ــد  ج ــاه ). 8(ترن  Salsolaدر گي

ferganica     بهترين جداكشت جهت توليد كـالوس هيپوكوتيـل
حال، تاكنون اطلاعات كافي در مورد شـرايط   هر به). 10( باشد مي

وجود  Salsola arbusculaمناسب توليد كالوس و باززايي گياه 
هـاي   يكي از گونه Salsola arbusculaكه گياه  از آنجايي. ندارد

باشد و  هاي مقاومت به شوري بالا مي است كه حامل ژن  هالوفيت
يـن تحقيـق بـا    ا ،هاي دارويي ايـن گيـاه   دليل اهميت همچنين به

منظـور   هدف بهينه سـازي شـرايط توليـد كـالوس و بـاززايي بـه      
هاي مقاوم به شـوري   استفاده در مهندسي ژنتيك براي انتقال ژن

هاي ثانويه در ايـن گيـاه انجـام     وهمچنين افزايش توليد متابوليت
  .گرديد

  ها و روشمواد 
از شركت پاكان بذر اصفهان تهيه  Salsola arbusculaبذر گياه 

كـه   ها علاوه بر اين باشد كه اين باله اين بذر داراي باله مي. گرديد
باشند يك سد مكانيكي در مقابل ظهور  حاوي آبسيزيك اسيد مي

كننـد   زني بـذر جلـوگيري مـي    چه بوده و در نتيجه از جوانه ريشه
بـذرها   هـا جـدا و سـپس    از اين رو قبل از كشت بـذر، بالـه  ) 11(

دقيقـه در   1جهت استريل، ابتدا بذرها بـه مـدت   . استريل شدند
 20قرار گفته و پس از شستشوي كامل به مدت  درصد 70اتانول 

درصـد   5 يم حاويپوكلريت سديه(درصد  35دقيقه در آب ژاول 
بـار شستشـو در شـرايط    4تـا   3در پايـان . قرار گفتنـد ) كلر فعال

استريل در زير ايرفلو و بـا اسـتفاده از آب مقطـر اسـتريل انجـام      
بـه تعـداد    Salsola arbusculaسپس بذرهاي اسـتريل  . گرفت

ــا  10 ــه  12ت ــدد در شيش ــت    ع ــيط كش ــاوي مح ــاي ح  MSه
(Murashing and Skoog) )12(بـذرهاي كشـت   . كشت شدند

 mmol photons.m-2.S-1 110شده در اتاق كشت با نور حـدود  
تـا   24سـاعت نـور و دمـاي     12ساعت تـاريكي و   12و فتوپريود 

زني بـذر   پس از جوانه). 13(داري گرديد  گراد نگه درجه سانتي26
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هـاي ريشـه، سـاقه     و رشد گياهان به مدت دو مـاه، از جداكشـت  
هـاي مختلـف    و برگ گياهان دو ماهه در محيط كشـت ) ميانگره(
هـا   تمامي آزمايش. استفاده گرديد جهت توليد كالوس) 1جدول (

 8تـا   6تكرار در هر تيمار انجام گرفت و در هـر تكـرار    6تا  5در 
كشت گرديد و در شرايط ذكر شده براي كشـت   ،قطعه جداكشت

هـاي كمـي و    روز مورد بررسـي  40داري شدند و پس از  گياه نگه
تــرين  كيفــي قــرار گرفتنــد و بهتــرين محــيط كشــت و مناســب 

سـپس فراوانـي   . توليـد كـالوس مشـخص شـد     جداكشت جهـت 
هـايي كـه توليـد كـالوس      زايي با شمارش تعداد جداكشت كالوس

دست آمد و با  هاي كشت شده اوليه به داشتند به تعداد جداكشت
درجه . درجه تشكيل كالوس درنظر گرفته شد 5توجه به اين امر 

بـين  ها نيز نكروزه شده و از  كالوس توليد نشده و جداكشت: صفر
هـا زنـده بـوده و     كالوس توليد نشده اما جداكشت: 1درجه .رفتند

درصـد توليـد كـالوس    25تـا  : 2درجـه  .تاحدي نيز رشد داشـتند 
درصـد توليـد كـالوس مشـاهده      50تا  25: 3درجه .مشاهده شده

 .درصد توليـد كـالوس مشـاهده شـده     75تا  50: 4درجه  .گرديد

وزن . ده گرديـد درصد توليد كـالوس مشـاه   100تا  75: 5درجه 
 CE N92 SER)ها در پايان با ترازوي ديجيتـالي مـدل    كالوس

14230642 AC ADAPTER DC 12V 0.3A) يـري  گ اندازه
فراواني باززايي نوساقه با شمارش تعداد نوساقه توليد شده به . شد

 ـ      صـورت درصـد    هتعداد جداكشـت كشـت شـده در هـر شيشـه ب
طرح كـاملا تصـادفي    طرح آماري مورد استفاده،. محاسبه گرديد

در ) فاكتور جداكشت( Aدر قالب آزمايش فاكتوريل با سه فاكتور 
-D ((2,4-2,4فاكتور هورمون ( B، )ريشه، ساقه و برگ(سطح 3

dichlorophenoxy acetic acid)  1، 5/0، 0(در ســه ســطح 
در سه  Kin ((Kinetin)فاكتور هورمون ( Cو ) گرم در ليتر ميلي

هـا   تجزيه و تحليل داده. بود) گرم در ليتر يميل 1، 5/0، 0(سطح 
انجـام گرديـد و قبـل از انجـام      SPSS  16افـزار  با استفاده از نرم

بـراي  . ها مورد بررسي قرار گرفت نرمال بودن داده ،واريانس آناليز
اي دانكـن   ها از آزمـون چنـد دامنـه    انجام آزمون مقايسه ميانگين

  . استفاده شد

  

  Salsola arbusculaتركيبات محيط كشت مورد استفاده جهت القاء توليد كالوس گياه  :1جدول 
 تركيبات محيط كشت 

1 MSفاقد هورمون 
2 mg/L 2,4-D 5/0MS + 
3 mg/L 2,4-D 1MS + 
4 mg/L Kin 5/0MS + 
5 mg/L Kin 1MS + 
6 mg/L) 5/0(mg/L) + Kin5/0( MS + 2,4D 
7 mg/L) 1 (mg/L) + Kin5/0( MS + 2,4D 
8 mg/L) 5/0(mg/L) + Kin1 ( MS + 2,4D 
9 mg/L) 1 (mg/L) + Kin1 ( MS + 2,4D 

  

  نتايج
در  زايــي و بــاززايي واريــانس بــراي صــفات كــالوس آنــاليزنتــايج 
هاي  واريانس داده آناليزنتايج حاصل از . آورده شده است 2جدول

مربوط به درجه تشكيل كالوس و اندازه كالوس بر روي هر قطعـه  
 ي تنظـيم كننـده    جداكشت نشان داد كه اثر هريـك از تركيبـات  

تنهايي و همچنـين اثـر متقابـل دو فـاكتوردر      رشد و جداكشت به
ايـن بـدان   . باشد دار مي معني P)>01/0(درصد  1سطح احتمال 

مفهوم است كه فاكتورهاي مورد مطالعه از نظـر تـاثير بـر صـفت     
كنند و وابسته  صورت مستقل از يكديگر عمل نمي مورد مطالعه به
  . باشند به يكديگر مي

زمان شروع توليد كالوس بسته به نوع جداكشت و نـوع هورمـون   
پـس از كشـت بـود    روز  13تـا   8مورد استفاده در فاصله زمـاني  

بين درجه تشكيل كالوس در تيمارهاي مختلف تفاوت ). 3جدول(
بيشـترين درجـه   ). 2جدول(مشاهده گرديد ) P>01/0(دار  معني

درجه صفر براي تمـام  . ترين آن صفر بود و كم 5تشكيل كالوس 
فاقـد هورمـون و در محـيط     MSها در محـيط كشـت    جداكشت

هـاي   ي جداكشـت بـرا   + mg/L Kin  1MSو + 5/0MSكشت 
در تمام ). B1و  A1، شكل 3جدول(ريشه و برگ مشاهده گرديد 

درصد توليد كـالوس داشـت   100ها جداكشت ريشه  محيط كشت
عنوان بهترين جدا كشت جهت توليـد   بنابراين ريشه به) 3جدول(

  . كالوس در نظر گرفته شد
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  Salsola arbusculaزايي و باززايي گياه  واريانس براي صفات كالوس آناليز: 2جدول 
  (MS)ميانگين مربعات 

Mean square 
  درجه آزادي

df 
  منابع تغيير

S.O.V 
   زاييدرجه كالوس وزن كالوس باززايي

 )جداكشت( Aفاكتور  2 **3.955 **2.639 10800

 B (2,4-D)فاكتور  2 **520.115 **9.51 10800

 ABفاكتور  4 **3.677 **0.964 10800

 C (Kin)فاكتور  2 **9.152 **3.362 2800

 ACفاكتور  4 **3.066 **1.982 2800

 BCفاكتور  4 **4.060 **1.740 2800

 ABCفاكتور  8 **2.427 **0.572 2800

 Errorاشتباه آزمايشي  216 0.152 0.009 6.481

 Totalكل  243   

ns 01/0دار در سطح  وجود اختلاف معني ** ،دار عدم وجود اختلاف معني   
  

  
 mg/L Kinهـاي    ها و عدم توليد كالوس در محـيط كشـت   نكروزه شدن بافت A, B. Salsola arbuscula)مراحل توليد كالوس و باززايي گياه : 1شكل

5/0MS + وmg/L Kin 1MS + هاي به ترتيب ريشه و برگ؛  مربوط به جداكشت(C        كـالوس حاصـل از جداكشـت ريشـه در محـيط كشـتmg/L)1 (
mg/L) + Kin1 (MS + 2,4D ؛(D تفاوت وزن دو توده كالوس حاصل از جداكشت ريشه در محيط  مقايسهmg/L) 1 (mg/L) + Kin1 (MS + 2,4D 

تقيم حاصـل از جداكشـت سـاقه در    مرحله آغازي باززايي مس ـ E)؛ )سمت راست1 (mg/L) + Kin5/0 (MS + 2,4-D ) (mg/Lو محيط ) سمت چپ(
  .باززايي شده   رشد گياه F)؛ + mg/L Kin5/0MSمحيط كشت 
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 Salsola .هـاي كـالوس گيـاه    بر القاي توليـد كـالوس و ويژگـي    Kinو  D-2,4هاي  هاي متفاوت هورمون همراه با غلظت MSاثر محيط كشت : 3جدول

arbuscula خطاي استاندارد ±تكرار  6ها ميانگين  داده (STDEV) بـر اسـاس آزمـون     درصـد  5دار بودن در سطح  دهنده معني و حروف غير مشابه نشان
  .باشد دانكن مي

2,4D 
(mg/L) 

Kin 
(mg/L) 

  نوع 
 جداكشت

 هاي رشد شاخص
زمان

شروع 
تشكيل 
كالوس 

 )روز(

بافت 
 كالوس

 (g)وزن كالوس  رنگ كالوس
درجه تشكيل 

 كالوس
درصد باززايي 

 مستقيم

 m0 0± g0 0± c0 ±0-00ريشه 00
 m0 0± g0 0± c0 ±0-00برگ 00
 m0 0± g0 0± c0 ±0-00ساقه 00
 hi32/0 0± a5 0± c0 ±04/0كرم سبزنرم13ريشه 5/00
 jk19/0 78/0± c11/4 0± c0 ±04/0ايقهوهكرمنرم13برگ 5/00
 ij27/0 0± a5 0± c0 ±04/0كرم سبزنرم13ساقه 5/00

 ef54/0 0± a5 0± c0 ±04/0كرمنرم13ريشه 10
 lm09/0 71/0± e33/2 0± c0 ±05/0كرم سبزمتوسط8/11برگ 10
 kl14/0 73/0± d44/3 0± c0 ±03/0كرمنرم2/12ساقه 10
 m0 0± g0 0± c0 ±0-00ريشه 05/0
 m0 0± g0 0± c0 ±0-00برگ 05/0
 m0 0± f1 0± a100 ±0-00ساقه 05/0
 de62/0 0± a5 0± c0±03/0كرمنرم7/11ريشه 5/05/0
 c92/0 0± a5 0± c0 ±10/0كرمنرم11برگ 5/05/0
 d67/0 71/0±ab67/4 0± c0 ±27/0كرم سبزنرم11ساقه 5/05/0

 fg49/0 0± a5 0± c0 ±03/0كرمنرم75/8ريشه 15/0
 d69/0 0± a5 0± c0 ±05/0كرم سبزمتوسط8برگ 15/0
 g44/0 0± a5 0± c0 ±04/0كرم سبزنرم8ساقه 15/0
 m0 0± g0 0± c0 ±0-00ريشه 01
 m0 0± g0 0± c0 ±0-00برگ 01
 m0 0± f1 2/13± ±0-00ساقه 01

b8  25/0b±19/1 0± a5 0± c0كرم سبزنرم5/11ريشه 5/01
 gh41/0 5/0±ab 67/4 0± c0±12/0كرممتوسط5/11برگ 5/01
 jk22/0 97/0± c22/4 0± c0 ±09/0كرم سبزنرم5/11ساقه 5/01

 a11/2 0± a5 0± c0 ±09/0كرم سبزنرم11ريشه 11
 c92/0 0± a5 0± c0 ±07/0كرم سبزمتوسط11برگ 11
 hi32/0 88/0± bc44/4 0± c0 ±18/0كرممتوسط11ساقه 11

  

  
هاي ساقه و برگ نيز  هاي حاصل از جداكشت رنگ و بافت كالوس

بافـت  ). 3جدول(هاي مورد استفاده متفاوت بود  بسته به هورمون
هـاي مـورد    كشـت  هاي حاصـل از ريشـه در تمـام محـيط     كالوس

ها بسته بـه تركيبـات محـيط     استفاده نرم بود و همچنين كالوس
). C1شـكل  (كشت رنگ كرم روشن و كرم سبز را نشـان دادنـد   

 (mg/Lبهترين محيط كشت جهت توليد كالوس محـيط كشـت   
1 (mg/L) + Kin 1 (MS + 2,4D      شناسـايي شـد و بـا وجـود

، D-2,4توليد كـالوس در محـيط كشـت حـاوي فقـط هورمـون       

ن توليـد كـالوس را   تركيب دو هورمون اكسين و سيتوكينين ميزا
  . داري افزايش دادند به ميزان معني

نشـان داد  ) 2جـدول (نتايج حاصل از آناليز واريانس وزن كـالوس  
ترتيب برابر صفر و  ترين و بيشترين ميانگين وزن كالوس به كمكه 
در محيط كشـت    ترين ميانگين وزن كالوس گرم بود كه كم 11/2

MS  ،فاقد هورمونmg/L Kin 5/0MS + وmg/L Kin  1MS 

ها بدست آمـد و بيشـترين ميـانگين وزن     براي تمام جداكشت +
ــراي جداكشــت ريشــه در محــيط كشــت    ــالوس ب ) mg/L) 1ك
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mg/L) + Kin 1 (MS + 2,4-D    مشـاهده گرديـد) 3جـدول .(
) mg/L) 1 (mg/L) + Kin 1جداكشت ريشه در محيط كشـت  

MS + 2,4-D    ريشـه در  . صددرصـد افـزايش وزن را نشـان داد
با  mg/L) 1 (mg/L) + Kin 5/0 (MS + 2,4-Dمحيط كشت 

دهنـده   گرم دومين گـروه نشـان   19/1ميانگين وزن كالوس برابر 
هـاي تشـكيل    به طوركلي وزن كـالوس . بيشترين وزن كالوس بود

نسـبت بـه   ) P>01/0(داري  شده از جداكشت ريشه بطور معنـي 
، شكل 4و 3جدول (بود  ي حاصل از برگ و ساقه بيشترها كالوس

D1.(  

 mg/Lهمچنين نشان داد كه در محيط كشـت  نتايج اين تحقيق

Kin 5/0MS + وmg/L Kin  1MS +     كالوس توليـد نشـد امـا

ها باززايي مستقيم داشتند و  جداكشت ساقه در اين محيط كشت
شـكل  (گياهان باززايي شده به صورت گوشتي و شـكننده بودنـد   

Eٍ1  وF1 .( محــيط كشــتmg/L Kin 5/0MS +  نســبت بــه
mg/L Kin  1MS +      در بـاززايي مسـتقيم كـارايي بيشـتري را

 20ها در فاصله  باززايي در اين محيط كشت). 2جدول(نشان داد 
هـا بـاززايي    در بقيه محيط كشت. روز پس از كشت شروع گرديد

كـه بهتـرين    شود گيري مي بنابراين نتيجه. مستقيم مشاهده نشد
محيط كشت جهت باززايي اين گياه محيط كشـت فاقـد اكسـين    
ــز ســاقه    ــاززايي مســتقيم ني ــا جداكشــت مناســب ب ــوده و تنه ب

  . باشد مي) گره ميان(

  

 Salsolaهـاي كـالوس گيـاه     بر القاي توليـد كـالوس و ويژگـي    Kinو  D-2,4هاي  هاي متفاوت هورمون همراه با غلظت MSاثر محيط كشت  :4جدول 

arbuscula ،خطاي استاندارد ±تكرار  6ها ميانگين  داده (STDEV) بـر اسـاس آزمـون     درصد 5دار بودن در سطح  دهنده معني و حروف غير مشابه نشان
  .باشد دانكن مي

2,4D (mg/L) Kin (mg/L)ميانگين وزن كالوس  نوع جداكشت(g) افزايش يا كاهش نسبت به شاهد 

 -  m0±0 ريشه 0 0
 -  m0±0 برگ 0 0
 -  m0±0 ساقه 0 0
 افزايش% hi32/0 15±04/0 ريشه 0 5/0
 افزايش% jk19/0 9±04/0 برگ 0 5/0
 افزايش% ij27/0 13±04/0 ساقه 0 5/0

 افزايش% ef54/0 26±04/0 ريشه 0 1
 افزايش% lm09/0 4±05/0 برگ 0 1
 افزايش% kl14/0 7±03/0 ساقه 0 1
 m0 0±0 ريشه 5/0 0
 m0 0±0 برگ 5/0 0
 m0 0±0 ساقه 5/0 0
 افزايش% de62/0 29±03/0 ريشه 5/0 5/0
 افزايش% c92/0 44±10/0 برگ 5/0 5/0
 افزايش% d67/0 32±27/0 ساقه 5/0 5/0

 افزايش% fg49/0 23±03/0 ريشه 5/0 1
 افزايش% d69/0 33±05/0 برگ 5/0 1
 افزايش% g44/0 21±04/0 ساقه 5/0 1
 m0 0±0 ريشه 1 0
 m0 0±0 برگ 1 0
 m0 0±0 ساقه 1 0
 افزايش% 25/0b±19/1 56 ريشه 1 5/0
 افزايش% gh41/0 19±12/0 برگ 1 5/0
 افزايش% jk22/0 10±09/0 ساقه 1 5/0

 افزايش% a11/2 100±09/0 ريشه 1 1
 افزايش% c92/0 43±07/0 برگ 1 1
 افزايش% hi32/0 15±18/0 ساقه 1 1

  



 انو همكار فريبا اميني                                                                 .Salsola arbuscula pallسازي توليد كالوس و باززايي در گياه  بهينه

 135                                                                                                              1392 ستان، تاب2، شماره 4جلد ، )پژوهشي -علمي( مجله سلول و بافت

  بحث
نتايج حاصل از اين تحقيـق نشـان داد بهتـرين محـيط كشـت و      

 mg/L) 1 (mg/L)جداكشت در القا توليد كالوس، محيط كشت 

+ Kin 1 (MS + 2,4-D  و جداكشت ريشه بود) 4و  3جدول .(
نشان دادند كه جهت توليد كالوس وجود هورمون ضـروري   نتايج

نتايج . نگرديد است و در محيط كشت فاقد هورمون كالوس توليد 
مشابهي نيز در اين رابطه توسط دانشمندان ديگر در چنـد گونـه   

تحقيقات نشـان داده  ). 17و 16، 15، 14(گياهي ثبت شده است 
 ،توكينيندر محـيط كشـت داراي اكسـين و فاقـد سـي      كـه  است

گردد امـا بـدون حضـور اكسـين كـالوس توليـد        كالوس توليد مي
هاي گياه گردو نيز بدون وجود اكسـين در   در لپه). 18(شود  نمي

معمولا محيط كشت ). 19(گردد  محيط كشت، كالوس توليد نمي
سـت و  يتنهايي نيز بـراي توليـد كـالوس مـوثر ن     به D-2,4حاوي 

 Kinو  D-2,4بـا تركيـب   زايي در محـيط كشـت    بهترين كالوس
mg/L) 1:mg/L 5-1 ( مشاهده شده است و تشكيل كالوس ترد

). 20(شـود   روز شـروع مـي   25تا  20و تازه در دوره زماني كوتاه 
و  Kinافـزايش تـراكم    كـه  تحقيقات در گياه داوودي نشـان داد 

2,4-D  توليد كالوس را افـزايش داده   در ليتر مگر ميلي 1در حد
كـردن بنزيـل    با اضافه Stevia rebaudianaياه در گ). 21(است 

هاي حاوي اكسين توليـد كـالوس افـزايش     آدنين به محيط كشت
جـنس داتـوره    كـه  اسـت  همچنين گزارش شـده ). 14(پيدا كرد 

زمـان اكسـين و سـيتوكينين     جهت توليد كالوس به حضـور هـم  
بنـابراين ميـزان توليـد كـالوس بسـتگي بـه       ). 22(نيازمند است 

 ـ هورمونتركيب  كـار رفتـه در محـيط كشـت دارد و      ههاي رشد ب
هــاي اكســين و ســيتوكينين يــك فــاكتور   تعــادل بــين هورمــون

همچنـين  ). 23(رود  شمار مي كننده و مهم به تعيين مورفوژنتيكي
و سـيتوكينين در   D-2,4تركيب هورمـون   كه است  گزارش شده

در گيــاه ). 17(تســهيل القــاي كــالوس و حفــظ آن مــوثر اســت 
Allium chinense   مشــخص شــد كـه بيشــترين ميــزان توليــد

 BAو  D-2,4هـاي   كالوس در محيط كشت همـراه بـا هورمـون   
)mg/L) 1:mg/L 1 (  ــا ــزايش غلظــت اكســين و ي ــا اف ــوده و ب ب

نتـــايج ). 24(ســـيتوكينين اثـــرات عكســـي مشـــاهده گرديـــد 
 Paspallumهاي انجام شده جهت توليد كالوس از گياه  پژوهش

vaginatum   هـاي   كننـده  نيز نشان داد كه نوع و غلظـت تنظـيم
عنوان اجـزا حيـاتي در القـاي     رشد مانند اكسين و سيتوكينين به

   ). 9(كالوس و باززايي گياه هستند 

هـاي مـورد    كشت هاي حاصل از ريشه در تمام محيط بافت كالوس

ــورد اســتفاده    ــه محــيط كشــت م ــود و بســته ب ــرم ب اســتفاده ن
هاي حاصل از ريشه رنگ كرم روشن و كرم سبز را نشـان   كالوس
هـاي حاصـل از    رنگ و بافت كالوس). 2، جدول C1شكل (دادند 

هـاي مـورد    هاي ساقه و بـرگ نيـز بسـته بـه هورمـون      جداكشت
هـاي نمويافتـه بـه     بنابراين درصـد كشـت   ،استفاده متفاوت بودند

يط كالوس، بافت، رنگ و درجه تشكيل كالوس بـه تركيبـات مح ـ  
  ).17(كشت وابسته است 

بنابر نتايج حاصله از اين تحقيق نوع جداكشت در توليـد كـالوس   
به طور مشابه اثـر نـوع جداكشـت در توليـد     . باشد بسيار موثر مي

كـه   به طـوري  ،كالوس توسط محققين ديگر به اثبات رسيده است
هاي سـاقه   توليد كالوس از جداكشت Salsola pestiferدر گونه 

ــه  ــرگنســبت ب كــه  بهتــر انجــام گرفــت در حــالي   جداكشــت ب
در تشكيل كـالوس   Salsola lanataهاي برگ از گونه  جداكشت
انتخاب يك ريزنمونه در مرحله رشد مطلوب ). 6(تر بودند  مناسب

آميز بـودن كشـت بافـت در شـرايط در      نقش اساسي در موفقيت
پيچيـدگي مورفولـوژيكي يـك ريزنمونـه     . كنـد  شيشه بـازي مـي  

هـاي رشـد گيـاهي مناسـب تـاثير       كننـده  راه انتخاب تنظيمهم به
هرچنـد   ،)25(ها دارد  چشمگيري بر القا كالوس و باززايي نوساقه

ها روي محيط كشـت نيـز    كه سن گياهچه و نحوه قرارگرفتن آن
  ). 9(در برخي از گياهان حائز اهميت است 

هاي بررسـي شـده در ايـن تحقيـق ميـزان       در تمام محيط كشت
كالوس حاصل از جداكشت ريشه نسبت به جداكشت بـرگ  توليد 

) mg/L)  5/0هـاي بـا تركيـب    بيشتر بـود امـا در محـيط كشـت    
mg/L) + Kin 1 (MS + 2,4-D وmg/L)  5/0 (mg/L) + 

Kin 5/0 (MS + 2,4-D    ــل از ــالوس حاص ــد ك ــزان تولي مي
  . جداكشت برگ نسبت به ريشه بيشتر گزارش شد

هاي مختلف در واكـنش بـه    ريزنمونهدست آمده براي  ههاي ب داده
غلظــت  ،زايــي نشــان داد كــه بســته بــه نــوع ريزنمونــه  كــالوس
هاي رشـد گيـاهي تغييـر كـرده و ايـن امـر تفـاوت         كننده تنظيم

هـا اعمــال   زايــي و بـاززايي نوسـاقه   چشـمگيري در رونـد كـالوس   
در اين رابطه مطالعات متعددي وجود دارنـد كـه صـحت    . كند مي

  ). 28 و 27، 26(كنند  ييد مياين نتيجه را تا

بـا وجـود عـدم توليـد     كـه  نتايج حاصل از اين بررسي نشـان داد  
  mg/L Kinو + mg/L Kin 5/0MSكالوس در محـيط كشـت   

1MS +ها باززايي مستقيم  ، جداكشت ساقه در اين محيط كشت
نسـبت بـه    + mg/L Kin 5/0MSمحـيط كشـت   . را نشـان داد 

mg/L Kin  1MS +      در بـاززايي مسـتقيم كـارايي بيشـتري را
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. ها باززايي مستقيم مشاهده نشـد  در بقيه محيط كشت. نشان داد
ترين فاكتور موثر در باززايي ساقه بـه   عنوان مهم ها به سيتوكينين

هــا شــايد بــا تغييــرات  انــد و اثــرات چشــمگير آن اثبــات رســيده
در گيـاه  ). 9(هاي القـا شـده مـرتبط باشـد      شناسي در بافت بافت

Taxus wallichiana  ــت ــده اس ــزارش ش ــه گ ــزايش   ك ــا اف ب
ايـن  ). 29(ابـد  ي باززايي افزايش مي ،سيتوكينين و كاهش اكسين

نيز به اثبات رسـيد   Leymus chinensisنتايج در گياه هالوفيت 
توانـد درصـد    كـم سـيتوكينين در داوودي مـي     هاي غلظت). 30(

دهـد   ها نشان مـي  بررسي ).31(زني از برگ را افزايش دهد  جوانه
نياز خاموش شدن چنـد ژن و   ن از محيط كشت پيشيحذف اكس

باشد كه براي نمـو رويـان لازم    يا سنتز محصولات جديد ژني مي
همچنين نوع و غلظـت سـيتوكينين بكاررفتـه بطـور     ). 21(است 

هاي متفاوت سـيب تحـت    چشمگيري باززايي ساقه را در ژنوتيپ
اسـتفاده   Passiflora suberosaدر گياه ). 8(دهد  تاثير قرار مي

از هورمون بنزيل آدنين ميزان باززايي از اين گياه را افـزايش داد  
اي ديگر از اين گيـاه نيـز اسـتفاده از سـيتوكينين      در گونه). 32(

 كه جهت افزايش باززايي بخوبي به اثبات رسيد و نتايج نشان داد
هـاي   يـزان اكسـين  لازم جهت فرآيند تمايز بـه م  يتوازن هورمون

زايـي در شـرايط    بنابراين اندام). 33(وابسته است   داخلي در بافت
 ييهاي گياهي و همچنين به توانا در شيشه به استفاده از هورمون

ها براي پاسخ بـه ايـن تغييـرات هورمـوني در طـول كشـت        بافت
طــوركلي كنتــرل فراينــدهاي تمايزيــابي  هبــ). 34(وابســته اســت 

هـا    اكسين و سيتوكينين داشته و توازن بين آنبستگي به حضور 
گرچـه  . شـود  ها را از كالوس سـبب مـي   توليد اندام هوايي و ريشه

شـدت بـه ژنوتيـپ و مقـدار      هاي خارجي بـه  ميزان تنظيم كننده
  ).35(هورمون داخلي گياه بستگي دارد 

  

  يريگ جهينت
) mg/L) 1نتايج حاصله بيانگر اين مطلب است كه محيط كشت 

mg/L) + Kin 1 (MS + 2,4-D   بهترين محيط كشـت جهـت ،
با وجود توليد كالوس در محيط كشت حاوي  ه والقاي كالوس بود

، تركيب دو هورمون اكسين و سـيتوكينين   D-2,4فقط هورمون 
جداكشـت ريشـه نيـز جهـت     . ميزان توليد كالوس را افزايش داد

م از بـاززايي مسـتقي  . توليد كالوس بهترين جداكشت شناخته شد
 mg/Lو + mg/L Kin 5/0MSميانگره و فقط در محيط كشت 

Kin  1MS + بهتـرين   كه شود گيري مي بنابراين نتيجه. رخ داد
محيط كشت جهت باززايي اين گياه محيط فاقد اكسـين بـوده و   

  . باشد تنها جداكشت نشان دهنده باززايي نيز ساقه مي

  يتشكر و قدردان
فنـاوري دانشـگاه اراك كـه     از حوزه معاونـت محتـرم پـژوهش و   

عهـده داشـتند صـميمانه تشـكر و      حمايت مالي اين تحقيق را به
هـاي گيـاهي    نويسندگان مقاله از قطـب تـنش  . شود قدرداني مي

  .دانشگاه اصفهان نيز تشكر مي نمايند
  

  منابع
1. Heidari-Sharifabadi H, Mirzaie-Nodoushan H. 
Salinity-induced growth and some metabolic 
changes in three Salsola species. J. Arid Environ. 
2006; 67: 715–720. 

2. Malcolm CV, Lindley VA, O’Leary JW, 
Runciman HV, et al., Halophyte and glycophyte salt 
tolerance at germination and the establishment of 
halophyte shrubs in saline environments. Plant Soil. 
2003; 253: 171–185. 

3. Mudgal V, Madaan N, Mudgal A. biochemical 
mechanism of salt tolerance in plants: a review. Int. 
J. Botany. 2010; 6(2): 136-143 

4. Ryan FJ, Mosyakin SL, Pitcairin MJ. Molecular 
comparisons of Salsola tragus from California and 
Ukraine. Canadian J. Botany. 2007; 85(2): 224-229.  
5. Kaufman TS. Synthetic pathways to salsolidine. 
Asymmetry. 2004; 15: 1203–1237.  

6. Stefaniak B, Wozny A, Li V. Plant 
micropropagation and callus induction of some 
annual Salsola species. Biologia plantarum. 2003; 
46(2): 305-308. 

7. Han Y, Jin X, Wu F, Zhang G. Genotypic 
differences in callus induction and plant 
regeneration from mature embryos of barley 
(Hordeum vulgare L.). JZUS. 2011; 12(5): 399-407. 

8. Magyar-Tabori K, Dobranszki J, Teixeira da, 
Silva JA, et al. The role of cytokinins in shoot 
organogenesis in apple. Plant Cell Tiss Organ Cult. 
2010; 101: 251–267. 

9. Neibaur I, Gallo M, Altpeter F. The effect of 
auxin type and cytokinin concentration on callus 
induction and plant regeneration frequency from 
immature inflorescence segments of seashore 
paspalum (Paspalum vaginatum Swartz). In Vitro 
Cell Dev Biol-Plant. 2008; 44(6): 480-486.  

10. Gao HB, Zeng YL, Zhang FC. Callus induction, 
differentiation and establishment of plantlet 
regeneration system of Salsola ferganica. J. Wuhan 
Bot. Res. 2008; 26(6): 634-638.  

11. Wei Y, Dong M, Huang Z, Tan D. Factors 
influencing seed germination of Salsola affinis 
(Chenopodiaceaea dominant annual halophyte) 



 انو همكار فريبا اميني                                                                 .Salsola arbuscula pallسازي توليد كالوس و باززايي در گياه  بهينه

 137                                                                                                              1392 ستان، تاب2، شماره 4جلد ، )پژوهشي -علمي( مجله سلول و بافت

inhabiting the deserts of Xinjiang. China. Flora. 
2008; 203(2): 134–140.  

12. Murashige T, Skoog F. A revised medium for 
rapid growth and bioassay with tabacco tissue 
cultures. Plant Physiol. 1962; 15: 473-479. 

13. Ajmal Khan M, Gul B, Weber DJ. Seed 
germination in the Great Basin halophyte Salsola 
iberica. Canadian J. Bot. 2002; 80: 650–655. 

14. Ahmad N, Fazal H, Zamir R. Callogenesis and 
shoot organogenesis from flowers of Stevia 
rebaudiana (Bert.). Sugar Tech. 2011; 13(2): 174-
177. 

15. Jayasree T, Pavan U, Ramesh M, Rao AV, et al. 
Somatic embryogenesis from leaf culture of potato. 
Plant Cell Tiss Organ Cult. 2001; 64: 13-17. 

16. Yasmin S, Nasiruddin KM, Begum R, Talukder 
SK. Regeneration and establishment of potato 
plantlets through callus formation with BAP and 
NAA. Asian J. Plant Sci. 2003; 2(12): 936-940. 

17. Abd Elaleem KG, Modawi RS, Khalafalla MM. 
Effect of plant growth regulators on callus induction 
and plant regeneration in tuber segment culture of 
potato (Solanum tuberosum L.) cultivar Diamant. 
African J. Biotech. 2009; 8 (11): 2529-2534. 

18. Hohtola A. Seasonal changes in explant viability 
and contamination of tissue culture from mature scot 
pine. Plant Cell Tiss Organ Cult. 1988; 15: 211-222. 

19. Rodriguez R. Callus initiation and root formation 
from in vitro culture of walnut cotyledon. Hort sci. 
1982; 17(2): 195-196. 

20. Roy A, Ghosh S, Chaudhuri M, Saha PK. Effect 
of different plant hormones on callus induction in 
Gymnema sylvestris R.BR. (Asclepiadaceae). 
African J. Biotech. 2008; 7(13) 2209-2211. 

21. Shinoyama H, Nomura Y, Tsuchiya T, Kazuma 
T. A simple and efficient method for somatic 
embryogenesis and plant regeneration from leaves of 
Chrysanthemum (dendranthema× grandiflorum 
(Ramat.) Kitamura). Plant Bio Tech. 2004; 21(1): 
25-33. 

22. Dessouky M, Taha H, El-Bahr M. Enhancement 
of alkaloids production in suspension cultures of 
Datura stramonium L. and Datura metel L. Biotech. 
2001; 4: 23-30. 

23. Abbasi B, Saxena PK, Murch SJ, Liu CZ. 
Echinacea biotechnology: Challenges and 
opportunities. In Vitro Cell. Dev. Biol-Plant. 2007; 
43: 481-492. 

24. Yan MM, Xu C, Kim CH, Um YC, et al. Effects 
of explant type, culture media and growth regulators 
on callus induction and plant regeneration of Chines 

jiaotou (Allium Chinense). Scientia Hort. 2009; 123: 
124-128. 

25. Khawar KM, Sarýhan E, Sevimay C, Cocu S, et 
al. Adventitious shoot regeneration and 
micropropagation of Plantago lanceolata L. Period 
Biol. 2005; 107: 113-116. 

26. Mandal AKH, Gupta SD. Direct shoot 
organogenesis and plant regeneration in safflower. 
In Vitro Cell. Dev. Bio-Plant. 2001; 37: 50-54. 

27. Sujatha M, Dinesh Kumar V. In vitro bud 
regeneration of Carthamus tinctorius and wild 
Carthamus species from leaf explants and axillary 
bud. Biologia Plantarum. 2007; 51(4): 782-786. 

28. Basalma D, Uranbey S, Mirici S, Kolsarici O. 
TDZ×IBA induced shoot regeneration from 
cotyledonary leaves and in vitro multiplication in 
safflower (Carthamus tinctorius L.). African J. 
Biotech. 2008; 7(8): 960-966.  

29. Datta MM, Jha S. Embryo culture of Taxus 
wallichiana (Zucc.). J. Plant Biotech. 2004; 6(4): 
213-219. 

30. Sun YL, Hong SK. Effects of plant growth 
regulators and L-glutamic acid on shoot 
organogenesis in the halophyte Leymus chinensis 
(Trin.). Plant Cell Tiss Organ Cult. 2010; 100: 317-
328. 

31. Rout G, Mohapatra A, Mohan S, Tissue culture 
of ornamental pot plant: A critical review on present 
scenario and future prospects. Biotech. Advance. 
2006; 24: 531-560. 

32. Garcia R, Pacheco G, Falcao E, Borges G, et al. 
Influence of type explant, plant regulators, salt 
composition of basal medium, and light on 
callogenesis in Passiflora subersoa L. 
(Passifloraceae). Plant Cell Tiss Organ Cult. 2011; 
106: 47-45. 

33. Lombardi SP, Passos IRS, Nogueira MCS, 
Appezzato-da-Gloria B. In vitro shoot regeneration 
from root and leaf discs of Passiflora cincinnata 
Mast. Braz Arch Bio Technol. 2007; 50: 239-247. 

34. Akbas F, Isikalan C, Namli S. Callus induction 
and plant regeneration from different explants of 
Actinidia deliciosa. Appl Biochem Biotechnol. 
2009; 158: 470-475. 

35. Bhaskaran S, Smith RH. Regeneration in cereal 
tissue culture: A review. Crop Sci. 1990; 30: 1329–
1336. 

 
 
 
 

 
  



241                                                                                                                             Journal of Cell & Tissue, summer 2013, 4(2) 

Journal of Cell & Tissue (JCT)                                                                                                         Original Article 

Summer 2013; 4(2): 129-137 

 

Optimization of Callus Production and Plant Regeneration in               

Salsola arbuscula pall.  

 
Amini F. Ph.D. 

1*
, Ganbarzade Z. M.Sc.

2
, Askary Mehrabadi M. Ph.D. 

1
 

 

1. Department of Biology, Faculty of Sciences, Arak University, Arak 38156-8-8349, Iran 

2- Graduated M.Sc. in Plant Physiology, Faculty of Sciences, Arak University 

* Email corresponding author: f-amini@araku.ac.ir 

 

Received: 16 Oct. 2012                           Accepted: 14 May. 2013 

 

Abstract 

Aim: Plant production from tissue culture is of high importance from genetic engineering point of 

view, so in this study, optimization of tissue culture conditions for callus production and plant 

regeneration of Salsola arbuscula were examined.  

Material and Methods: Seeds were planted MS medium and after two months, roots, stems 

(internodes) and leaves explants were transferred to the MS medium with different concentration of 

2,4-D and Kinetin hormones for production callus. Plant regeneration was also examined on the 

various media.  

Results: Results showed that the best medium to induce callus production were medium of MS + 2,4-

D (1 mg/L) + Kin(1 mg/L) and the best explants were roots. So, direct shoot regeneration produced in 

the medium MS + Kin(1 mg/l) and MS + Kin (0.5 mg/L). 

Conclusion: Despite production of callus on medium containing only 2,4-D, combined two hormones, 

auxin and cytokinin, increased the rate of callus production. Also direct shoot regeneration has 

occurred in medium without auxin. So, production rate of callus and plant regeneration are dependent 

on amount of external plant growth regulators, and also, amount of external plant growth regulators 

significantly dependent to genotype and amount of internal plant hormones. 

Keywords: Callus, 2,4-D, Kin, Regeneration, Salsola arbuscula 

 

 


