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 چكيده

تمطالعه ايناز هدف: هدف و باززايي زايي، ريشهشاخه ميزانبر هاي رشدكنندهي از تنظيمهاي مختلف ثير تيمارابررسي زايي، توليد كالوس

بي گياه دارويي پونه بودر شرايط درون شيشهكرك ساي .داي

و روش و اسكوگ( MS اين گياه در محيط كشترهايبذ:ها مواد ازپس. ها واكشت شدندو سپس گياهچه نيم غلظت كشت) موراشيگ

بهKinetinوBA هاي رشدكنندهتنظيمها در سطوح مختلف آن نمونه هـاي بـرگ. كشـت شـدند IBAصورت منفرد يا در تركيـب بـا،

و تاريك(در دو محيط NAAوBAهاي رشدكنندهتنظيم هايزايي با تيمار همسان جهت كالوس شد) روشن همچنين جهت.نداستفاده

.كاربرده شدندبه NAAوBAهاي رشدكنندهتنظيم هايهاي يكسان با تيمار باززايي، كالوس

در هـر22/15(و تعـداد شـاخه) گـرم ميلي 91/2315(تر بيشترين وزندر بخش پرآوري اين تحقيق نشان داد كه حاصل از نتايج: نتايج

2بـا غلظـتBAهمچنـين تيمـار. حاصـل شـد IBAدر ليتـر گرم يليم25/0وBAگرم در ليتر ميلي1تيمار در در هر گياهچه) بوته

تو ميلي بيشـترين طـول،. گرديـد) در هر گياهچه53/6(و بيشترين تعداد گره) متر سانتي50/5( ترين شاخه ليد طويلگرم در ليتر موجب

و درصد ريشه در محيط كشت  و2/1باMSتعداد شد ميليIBA 5/0غلظت نمك زايـي، بيشـترين در بخش كالوس. گرم در ليتر حاصل

در بيشترين درصد كالوسعلاوه بر اين،.بود NAAدر ليتر گرم يليم5/0وBA گرم در ليتر ميلي1تر كالوس مربوط به كاربرد وزن زايي

از،همچنـين. داري ديده نشـد كاربرده شده تفاوت معنيبههورموني هاي بين تيمارومحيط تاريك مشاهده شد  بيشـترين درصـد بـاززايي

گـرم ميلـيBA1و)درصدNAA )2/83گرم در ليتر ميلي2/0ر با گرم در ليت ميليBA1 رشد كنندهتنظيمكالوس مربوط به دو تيمار 

. بودداري تفاوت معني، بدون هيچ)درصدNAA )66/81گرم در ليتر ميلي5/0در ليتر با 

ركننده رشد تنظيممجموع مفيدترين تركيبدر: گيري نتيجه 1كـرك تيمـار سـاي بـي پونه يادي گياه در معرض خطر انقراضازديزبراي

.بود NAAو IBAدر ليتر گرم يليم5/0باBAگرم در ليتر ميلي

 كننده رشد، تنظيممحيط كشتپرآوري، كالوس،: واژگان كليدي
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 مقدمه

كشت بافت ابزاري را براي تكثير سريع تعداد زيادي از
ها فراهم كرده گياهان يكنواخت، در عين حفظ ژنوتيپ آن

هاي كشت بافت در مورد گياهان دارويي، كاربرد روش. است
گياهانيدست آوردن شمار زيادو ريزازديادي براي به

و سالم با ظرفيت توليد بالا، توسط  شبيه به اصل
علاوه بر اين كشت بافت. شود پژوهشگران استفاده مي

و نگه گياهي مي ها داري گونه تواند بستر مناسبي براي حفظ
بهو ژنوتيپ و يا در حال انقراض طبيعت همنزل هاي مادري

برداشت دليلبه).1(پلاسم محسوب شود ارزش ژرم منابع با
و تخريب رويشگاه بي هاي هاي طبيعي، بسياري از گونه رويه

و فرسايش  و معطر وحشي تحت خطر انقراض دارويي
ها، تقاضاي روزافزون جهاني براي اين گونه. اند قرارگرفته

آن نياز به اهلي كردن را ها در سيستمو كشت هاي زراعي
ميبه لذا).3و2(افزايش داده است  كه نظر كشت اين رسد

به گياهان، در سيستم كار عنوان يك راه هاي زراعي بتواند
ت و گسترده جهانيأمهم در گياهان مين بازار رو به گسترش
با توجه به قدمت گياهان دارويي تاكنون).4(باشد دارويي 

.نشده است ها پيشرفت چنداني انجام در مورد اصلاح آن
مههاي گذشته مواد اولي طي سال نياز صنايع وردگياهي

شده است كه علاوه بر تخريب دارويي از طبيعت برداشت
و فضاي سبز، روزافزون جنگل همواد اولي توليد ها، مراتع

را در پي داشته خطر انقراض گونههمچنين امكان،ناهمگن
يهاي طبيعي محدود برخي از اين گياهان زيستگاه.است

و جغرافيا و بسته به شرايط محيطي يي محل رويش دارند
آن گياه، جمع آنجاكهاز. ها با مشكلاتي مواجه است آوري

و پرافتخاريهاستفاده از گياهان دارويي در ايران تاريخچ غني
دارد، اين دانش سنتي را بايد مطابق استانداردهاي روز دنيا به 

هاي روز جوابگوي نيازمندي دانشي كاربردي تبديل كرد كه
و قابل و دنيا با زبان علمي قبول براي مراجع پزشكي

و اهلي كردن گياهان. صنعت باشد در اين راستا كشت
و كيفي فرآورده دارويي به هاي منظور ارتقاي صفات كمي

و ايجاد ژنوتيپ هايي با صفات مطلوب اهميت خاصي گياهي
).5(دارد 

و 200ل يان شامعخانواده نعنا كه 3300جنس گونه بوده
مي اكثر گونه هاي در بين گونه. باشند هاي آن داراي اسانس
بهاين مختلف  بايعنوان گياهي داروي خانواده گياه نپتا

تبضد آور، مدر، ضد آسم، خاصيت ضدتشنج، خلط -سرفه،
مي...و بر اوليهامديترانه منش).6(باشد بسيار حائز اهميت

بهااناين گياه و اقتصادي ست اما ،دليل اهميت دارويي
در ايران تاكنون مصارف.ندايافته جهان انتشاردر سراسرها آن

كهعگونه از خانواده نعنا81دارويي بيش از  يان به ثبت رسيده،
. باشدمي Nepetaگونه آن متعلق به جنس12در اين ميان 

طوربهجنس اين هاي مختلف به اين دليل در طب سنتي گونه
در طب سنتي ايران نيز. اند گرفته استفاده قرار گسترده مورد
، N. ispahanica،N. pungens: شاملآنهاي برخي از گونه

N. pogomosperma،N. bracteata،N. binaludensis 

و گوارشي استفاده در درمان بيماري هاي عصبي، تنفسي
با).9و7،8( شوند مي  Nepetنام علمي گونه مورد مطالعه

nuda 90تا50است علفي، چندساله به ارتفاع گياهي
متر كه زمان گلدهي آن در رويشگاه طبيعي، در سانتي
ميي كوهدامنه . باشدها اواخر بهار در منطقه ايراني توراني

پراكندگي اين گياه در ايران، شمال غرب همچون مناطق
و اروميه حفاظت شده بر).10(استي ارسباران، گرمي

بيشترين مقدار)11(و همكاران Kökdil اساس مشاهدات
كه خواص باشدتركيبات اسانس در اين گياه نپتالاكتون مي

 ضد ويروسيو ضد باكتريايي مختلفي همچون ضدقارچي،
).12(است شده داده نسبت تركيبات به اين

و BAP ،NAAاز)13(و همكاران Bageriدر آزمايشي
IAA سازي باززايي موثر زيره سبز استفاده جهت بهينه

و   وزنو دهيكالوس فراواني نشان دادند كه بيشترينكردند
گرم در ليتر ميلي1يا5/0هاي غلظتدر كالوس خشك توده

BAP وNAA همچنين. بدست آمدEcheverrigaray و
 هايمحيطدررا زاييشاخهو زنيجوانه بهبود)14( همكاران

 Lavandula dentate گياهدر آدنين بنزيل حاوي كشت
 نيز)15(و همكاران Afzalifarدر آزمايشي.دادند نشان
BA دو پرآوريدر كننده رشدتنظيم منزله مؤثرترينبهرا
 گياهي هايگونهدر ريزازديادي. معرفي كردند مرزه گونه

شامل دارويي گياهاناز زيادي تعداد جملهاز متنوعي
Catharanthus roseus ،Cinchona ledgeriana ،

Digitalis spp.،Datura melet ،Bacopa monnieri و
Chlorophytum borivilianum نشانرا نتايج مطلوبي 

).17و16(است داده
يكي از عوامل مهمانروش مطلوب تكثير گياه دستيابي به

و اصلاح م. استهاآن موفقيت كشت ووتكثير ثر با قلمه
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ميكشت هاي مرغوب سازي ژنوتيپتواند در كلون بافت
و در كوتاه مدت براي تكثير تجاري اين كمك كند

تاكنون شده، با توجه به موارد گفته. ها استفاده شود ژنوتيپ
گياه دارويي در معرض خطر ريزازديادي اي برايمطالعه
بي پونه انقراض لذا بررسي. انجام نشده است كرك ساي

آنشرايط ريزا در جهت بخش ازجمله موارد اميد زديادي
و نگه و حفاظت ژنتيكي از اين گونه نادر داري گياه مادري

علاوه بر آن گامي موثر در جهت انجام تحقيقات اصلاحي 
ميدر آينده  .شود است كه در پژوهش حاضر به آن پرداخته

و روش ها مواد
بي ريزازديادي گياه پونههمنظور مطالع به ك، بذرهاكرساي

آوري اين گياه از رويشگاه طبيعي آن در استان اردبيل جمع
كشاورزي دانشگاههو به آزمايشگاه كشت بافت دانشكد

ضد. فردوسي منتقل شد عفوني سطحي سپس مراحل
بههابذر. انجام گرفتهابذر آب30مدت ابتدا دقيقه با

و چند قطره مايع ظرف و سپس جاري با3شويي شسته بار
از. غيراستريل آبكشي شدند مقطر آب ضدعفوني نهايي قبل

آنازپس. كشت در زير لامينارفلوي استريل انجام گرفت
به70ها ابتدا با اتانول نمونه ثانيه ضدعفوني60مدت درصد
آنهدر مرحل. شدند ها با آب مقطر استريل آبكشي بعدي
پس. شدند در محلول بذرهااين مرحله،از بلافاصله

20 توئين درصد محلول1/0درصد حاوي10هيپوكلريت 
سه10مدت به و سپس با آب مقطر استريل، دقيقه تيمار

و با فواصل  هدفاب. دقيقه آبكشي شدند15و5،10مرتبه
هاي عاري از آلودگي، پس از ضدعفوني بذرها، گياهچهتوليد 

و آن نيم)MS()18( اسكوگ ها در محيط كشت موراشيگ
در زني بذرها، نمونه منظور جوانهبه. غلظت كشت شدند ها

قرار داده گراد سانتي درجه24±1در دماي تاريكيشرايط 
و رشد پس از جوانه. شدند ها، مراحل واكشت گياهچهزني

ها، در خصوص ايجاد يكنواخت كردن كشت. آغاز شد
و واكشت گياهچهبهترين  ان انتخاب جام ها بر روي آن

و محيط40تا30واكشتهزمان هر دور. گرفت روز
شد MSها نيز كشت به. كامل در نظر گرفته دست پس از

بعدي ريزازدياديهنمونه، مرحل آوردن تعداد كافي ريز
شد) پرآوري( منظور بررسي اثر سطوح مختلفبه. شروع

و اكسين، شاخه هورمون شده هاي تشكيل هاي سيتوكنين
قبل به قطعاتي داراي دو تا سه گره برش دادههدر مرحل

و سپس به تعداد  20هاي حاوي عدد در ويال3شدند

 BAهاي رشدكنندهتنظيمو MSليتر محيط كشت ميلي
5/0( Kinetinو)گرم در ليتر ميلي5/2و5/0،1،5/1،2(
و يا در تركيببه)گرم در ليتر ميلي1و صورت منفرد
.)19( كشت شدند)گرم در ليتر ميلي5/0وIBA )25/0با
تر هفته پس از كاشت پارامترهاي لازم در رابطه با وزن6

، تعداد شاخه، طول متوسط شاخه، تعداد گره در هر گياهچه
و طول بلندترين شاخه ثبت شد ها در قالب داده. شاخه

با طرح كاملا پي5تصادفي از. ريزي شدند تكرار پس
زايي شروع ريشههزيادي نمونه، مرحل دست آوردن تعداد به

به تيمار ريشه پيش. شد همنظور حذف آثار بازدارند زايي
و يكنواخت كردن نسبي محتواي سيتوكنين بر ريشه دهي

 هاي تشكيل منظور شاخه بدين. هورموني، صورت گرفت
سههشده در مرحل تكثير به قطعاتي با طول تقريبي دو تا

و سپس به روز در محيط كشت30مدت گره برش داده
MS پس از طي اين.، كشت شدندرشد كنندهتنظيمفاقد

آن نمونه زايي ريز مدت براي بررسي ريشه در ها، ها
و غلظت كامل محيط كشت4/1،2/1هاي كشت محيط
در ميلي5/0وIBA )25/0كننده رشدتنظيمحاوي گرم

، كشت)شاهد(و نيز محيط كشت فاقد هورمون) ليتر
چهار هفته پس از كاشت پارامترهاي لازم از قبيل. شدند

و طول ريشه درصد ريشه شد زايي، تعداد تيمارها. ها، ثبت
و غلظت3 شامل -تنظيمغلظت مختلف3محيط كشت

ب IBA كننده رشد ا بودند كه در قالب طرح كاملا تصادفي
شده بود، مقايسه نمونه كشت ريز5تكرار كه در هر تكرار5

. شدند
از در مرحله بعد ريزنمونه هاي گياهچههاي حاصل

-تنظيممنظور بررسي اثر توليدشده در محيط كشت، به
و روشنايي( در دو محيط هاي رشد مختلفكننده ) تاريكي

گر كرك موردبييسازايي پونه بر كالوس . فتنداستفاده قرار
وBA )5/0،1 هاي رشد كنندهتنظيمدر اين بررسي اثر

در گرم ميلي5/0و2/0( NAAو) گرم در ليتر ميلي5/1
بهريز نمونه. بررسي قرار گرفت مورد) ليتر دليل هاي برگي،

ها به گندزدايي نيازي شرايط كاملا سترون درون ويال
و در زير هود با اندازه ا تقريب(هاي يكسان نداشته

قسمت مياني برگ براي كشت مورداز) مترسانتي1×1
از. استفاده قرار گرفتند همچنين جهت باززايي غيرمستقيم،

BA )1 هاي رشدكنندهتنظيمهاي يكسان با تيمار كالوس
در گرم ميلي5/0و2/0( NAAو) ليتردر گرم ميلي5/1و
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شد MSدر محيط كشت) ليتر اين قسمت شامل. استفاده
. داشت نمونه قرار3تكرار بود كه در هر تكرار5

باهمرحل دار شده هاي ريشه گياهچههدف انتقال سازگاري
و سازگار كردن آن با از محيط كشت مصنوعي به خاك ها

هاي بدين منظور گياهچه. شرايط طبيعي محيط انجام شد
د ريشه و هايي كه دربر ويالدار شده در محيط كشت خود

به ها نيمه باز نگه آن در6مدت داشته شده بودند، هفته
و در شرايط دمايي و گراددرجه سانتي24±2 اتاقك رشد

جريان فتون با شدت(ساعت روشنايي16فتوپريود
. داري شدند، نگه)PPFD=40µ mol m-2s-1فتوسنتزي 

كش دار شده از محيط هاي ريشه گياهچهسپس باهاي ت
و به كمك پنس خارج و پس از شست احتياط وشوي شده

به آرام ريشه و حذف آگار، صورت مستقيم ها با جريان آب
و ماسه با نسبت وزني،  در مخلوطي از خاك، خاك پيت

به. داري شدند، در گلخانه نگه1:1:1 صورت روزانه آبياري
از. انجام گرفت شدگياهچهماه، درصد بقاي2پس .ها ثبت

از داده آزمايش بر اساس طرح آماريهر هاي حاصل
تحليلو تجزيه JMP8افزار شده، با استفاده از نرم استفاده

و مقايسه در LSDها با استفاده از آزموني ميانگين شدند
و برخي. درصد صورت گرفت5سطح احتمال رسم اشكال

.انجام گرفتExcel 2003افزار محاسبات با استفاده از نرم

 نتايج
آمده از اين تحقيق حاكي از آن بود كه اعمال دست نتايج به

، گياهچهتر شاخص مورد ارزيابي شامل وزن11تيمارها در 
تعداد شاخه، ارتفاع متوسط، ارتفاع بلندترين شاخه، تعداد

تر زايي، وزن گره، طول ريشه، تعداد ريشه، درصد ريشه
و كالوس، درصد كالوس درصد باززايي داراي تفاوت زايي

).2و1جدول(بودند)≥01/0p(داري معني
بي زايي گياه دارويي پونههاي رشد بر نرخ شاخه كننده تجزيه واريانس تأثير تنظيم:1جدول ).Nepeta nuda L( كرك ساي

درجه آزادي منابع تغييرات
 ميانگين مربعات

 تعداد گرهارتفاع بلندترين شاخهارتفاع متوسط تعداد شاخهتر گياهچه وزن

41513/3**61812/4**44783/1**9476/31** 948033** 20كننده رشدتنظيم

2056/003415/016833/011684/0 9682 84 خطا
و5و1داري در سطح احتمال ترتيب معنيبه: nsو **،* ميمعني عدم اختلاف درصد .دهددار را نشان

و باززايي گياه دارويي پونه زايي، كالوس هاي رشد بر نرخ ريشه كننده تجزيه واريانس تأثير تنظيم:2جدول بي زايي ).Nepeta nuda L( كرك ساي

 منابع تغييرات

 خطا كننده رشدتنظيم

ت
ميانگينمربعا

59860/814044/0** طول ريشه
0100/102680/0** تعداد ريشه

 72/159 1000** زايي درصد ريشه
836 درجه آزادي

 53/108 03/3934** تر كالوس وزن
29/77 91/2111** زايي درصد كالوس

1148 درجه آزادي
 79/414 66/1915** درصد باززايي
524 درجه آزادي

ميعدم اختلاف معنيودرصد5و1داري در سطح احتمال ترتيب معنيبه: nsو **،* .دهددار را نشان
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و ريشه  زايي پرآوري
به قطعات گره از دست دار هاي رشد كرده در گياهچهآمده

و هاي مختلف سيتوكنين قبل، در تمامي تركيبهمرحل ها
به كنندهتنظيم و توليد گره هاي رشدي، هاي خوبي رشد كرد

و نيز جديد ساقه، از طريق افزايش رشد طولي شاخه ها
شدگياهچهافزايش تعداد گره در هر   بيشترين وزن.، انجام

هر22/15(و تعداد شاخه) گرم ميلي 91/2315( تر در
هر)بوته گرم ميلي1ترتيب مربوط به تيماربه گياهچهدر

. باشدمي IBAگرم در ليتر ميلي25/0و BAدر ليتر 
مي3طوري كه در جدول همان شود كاربرد مشاهده

Kinetin بابه در IBAصورت تنها يا همراه باعث كاهش
نيز روندBAهمچنين مقدار بالاي. صفات فوق شده است

در بخش طول.شتكاهشي را در صفات ذكرشده در پي دا
م و تعداد گره، كاربرد  BAگرم در ليتر ميلي2قدار شاخه

با طوريبه. باعث افزايش چشمگيري در اين صفات شد كه
رشد سير نزولي در مقدار كنندهتنظيمكاهش در مقدار اين 

و تعداد گره قابل البته كاربرد. مشاهده است طول شاخه
با) گرم در ليتر ميليIBA )25/0مقدار پايين  2همراه

و طول نيز BAگرم در ليتر ميلي در طول بلندترين شاخه
شدوم گياهچهمتوسط  ).3و جدول2شكل( ثر واقع

بي زايي گياه دارويي پونه هاي رشد بر نرخ شاخه كننده مقايسه ميانگين تأثير تنظيم:3جدول ).Nepeta nuda L( كرك ساي

موردبررسيصفات كننده رشدتنظيم  
 سيتوكينن
(mg/L) 

 اكسين
(mg/L) 

 گياهچهتر وزن
(mg) 

 تعداد شاخه
)هر گياهچهدر(

طول متوسط
 (cm)گياهچه

طول بلندترين
 (cm) شاخه

 تعداد گره
)درهر گياهچه(

5/0BA-hij82/365 kl06/4d82/2d70/3hij60/3
1BA-b37/1148 fg83/5de78/2de38/3j33/3
5/1BA-def38/532 ig76/4defg68/2def30/3fg26/4

2BA-J24/279 lm60/3b44/3a50/5a53/6
5/2BA-hij362 hij10/5j01/2g54/2def53/4
5/0Ki-de24/573 gh66/5defg69/2c76/4cd93/4

1Ki-defg28/524 cde53/6def74/2c50/4cdef59/4
5/0BA25/0IBA cd25/639 b66/8ghi49/2def28/3def28/3
5/0BA5/0IBA fghi38/426 efg20/6fgh55/2d60/3gh86/3

1BA25/0IBAa91/2315 a22/15j96/1g46/2gh86/3
1BA5/0IBA c89/750 efg23/6defgh62/2efg90/2hij60/3
5/1BA25/0IBA efg41/506 efg06/6jk79/1fg80/2ij40/3
5/1BA5/0IBA fghi22/413 jk53/4k59/1g50/2ef39/4

2BA25/0IBA ij04/326 mn33/3a68/3ab34/5def53/4
2BA5/0IBA ghi90/403 n86/2j95/1efg90/2hi79/3
5/2BA25/0IBA fghi21/425 hi15/5i29/2d50/3hij66/3
5/2BA5/0IBA efgh31/476 ij05/5hi42/2def22/3cde80/4
5/0Ki25/0IBA efg58/506 c06/7c13/3bc86/4b60/5
5/0Ki5/0IBA fghi68/417 def33/6bc32/3c48/4c99/4

1Ki25/0IBA def45/529 cd90/6defg71/2c82/4hij53/3
1Ki5/0IBA efgh61/465 hi15/5efgh56/2c40/4hij53/3

.ندارند دارمعني اختلاف LSDآزمون براساس رصدد5 آماري احتمال سطحدر مشابه حروفبا هايميانگين ستونهر در
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در5و60/5(زايي بيشترين تعداد ريشه در قسمت ريشه
در محيط) درصد75( زاييو درصد ريشه) گياهچه هر

در ميلي5/0همراه با كاربردMS4/1وMSكشت  گرم
حاصل شد كه اين دو محيط در صفات ذكرشده IBAليتر 

با تفاوت معني همچنين بيشترين طول. هم نداشتند داري
نمك4/1با غلظت MSريشه مربوط به محيط كشت 

82/4به مقدار IBAگرم در ليتر ميلي5/0همراه با 

به).4جدول(متر بود سانتي مي بنابراين رسد كاربرد نظر
همراه محيط) گرم در ليتر يليمIBA )5/0مقدار متوسط 

زايي كشت با نصف غلظت نمك بهترين نتيجه را در ريشه
ها طبق گياهچهزايي، مرحله سازگاري پس از ريشه. دارد

و روش ذكر شد انجام  70وشدروشي كه در قسمت مواد
بهگياهچهدرصد آميزي در محيط گلخانه صورت موفقيت ها

).2شكل(سازگار شدند 
بي زايي گياه دارويي پونه رشد بر نرخ ريشه هاي كنندهيممقايسه ميانگين تأثير تنظ:4جدول ).Nepeta nuda L( كرك ساي

بررسي صفات مورد كننده رشدتنظيم  

(cm)(mg/L) اكسينمحيط كشت زايي درصد ريشه)هر گياهچهدر( ريشه تعداد طول ريشه   

MS4/125/0IBA f03/1d40/1c40 
MS4/15/0IBA def45/1cd2ab65 
MS4/11IBAef23/1cd99/1ab60 
MS2/125/0IBA ef06/1c40/2c35 
MS2/15/0IBA a82/4a5a75 
MS2/11IBAc65/2b14/3bc50 

MS25/0IBA d80/1bc60/2ab60 
MS5/0IBA b59/3a60/5a75 
MS1IBAde51/1bc60/2ab65 

.ندارند دارمعني اختلاف LSDآزمون اساسبر رصدد5 آماري احتمال سطحدر مشابه حروفبا هايميانگين ستونهر در

نفتـالين: NAA0.5و NAA0.2، گـرم در ليتـر ميلـي5/1و1بنزيل آدنين: BA1و BA1.5( هاي رشد كننده تنظيم تأثيرمقايسه ميانگين:1شكل
بي گياه دارويي پونه از كالوس بر نرخ باززايي)گرم در ليترميلي5/0و2/0استيك اسيد   بـا هايميانگين ستونهردر.).Nepeta nuda L( كرك ساي

.ندارند دارمعني اختلاف LSDآزمون اساسبر رصدد5 آماري احتمال سطحدر مشابه حروف
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 زايي كالوس
مشاهده5طور كه در جدول زايي همان در رابطه با كالوس

تر شود محيط تاريك نتيجه مطلوبي را در رابطه با وزن مي
و درصد كالوس كه طوريبه. زايي داشته است كالوس

كننده تنظيمتر كالوس مربوط به تيمار بيشترين مقدار وزن
با) گرم در ليتر ميليBA )1 رشد NAA )5/0همراه

به ميلي 818/143با مقدار) گرم در ليتر ميلي گرم مربوط
همچنين درصد كالوس در محيط. باشد محيط تاريك مي

كه بين طوري تاريك بالاترين مقدار خود را دارا بود به
استفاده در اين مورد هاي رشدكنندهتنظيمتيمارهاي 

ن تفاوت معني محيط ).5جدول(دشداري مشاهده

بي زايي گياه دارويي پونه هاي رشد بر نرخ كالوس كننده مقايسه ميانگين تأثير تنظيم:5جدول ).Nepeta nuda L( كرك ساي

 صفات موردبررسي كننده رشدتنظيم

 سيتوكينن
(mg/L) 

(mg) (mg/L) اكسين زايي درصد كالوس تركالوس وزن  

روشنايي

5/0BA2/0NAA g364/53c80/37
1BA2/0NAA f072/71b58 
5/1BA2/0NAA ef074/76b60/53
5/0BA 5/0NAA cd896/93b63 

1BA5/0NAA ef460/78b20/56
5/1BA5/0NAA f040/67b80/56

تاريكي

5/0BA2/0NAA ef442/77a66/91
1BA2/0NAA c166/101 a59/91
5/1BA2/0NAA de100/85a49/87
5/0BA5/0NAA b602/129 a66/96

1BA5/0NAA a818/143 a66/91
5/1BA5/0NAA b900/126 a66/91

CBA

FED

بيپونهگياههاستقرار اولي:2شكل  انتقال به گلخانه)F(سازگاري)E(زايي كالوس)D(دهي ريشه)C(تكثير شاخه)MS)Bدر محيط كشت كرك ساي
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 باززايي
رشد كنندهتنظيمبا كاربرد) ازكالوس(باززايي غيرمستقيم

BA )1با) گرم در ليتر ميلي 5/0وNAA )2/0همراه
در طوريبه.نتيجه مطلوبي را داشت) گرم در ليتر ميلي كه

ييهاي باززا مقدار كالوس،هاي رشد كنندهتنظيماين غلظت 
 BAهمچنين كاربرد تنهاي. درصد بود6/81و2/83شده

به موفقيت در طوري آميز نبود كه كمترين مقدار باززايي
شدمش BAگرم در ليتر ميلي5/1و1غلظت   شكل(اهده

1.(

 بحث
 دارد اهميت بافت كشت تكنيكدركه از پارامترهايي يكي

 واكشت مرحلهدر زيرا باشد،مي جانبي شاخه مسئله توليد
و كرد جدا توانميرا شده توليد جانبي هايها، شاخهنمونه

را هر  كشت جداگانه محيطيدر نمونهيك عنوانبه يك
در. نمود  باشد قويهاشاخساره رشدكه موارد برخي حتي

 اينباو كرد تهيه ريزنمونه چندين توانمي هر شاخساره از
 دست آمدهبه نتايج. يابدمي افزايش بسيار تكثير كار سرعت

نتايج پايين هايغلظتدركه حاضر نشان داد تحقيق از
دربهتري را مي  -AL. دست آوردبه زاييشاخهبا رابطه توان
Sulaiman كم مقاديركه كردند گزارش)20(همكارانو
مي عناب زاييشاخه برايهاسيتوكنين .باشدمناسب

Muna حاوي محيطدر كردند گزارش)21( همكارانو 
با تركيبدركه زماني ويژه به IBAو NAAمقادير كم

 اتفاق كالوس تشكيل هستند، همراه BAبالاي هايغلظت
مي نابجا هايشاخهو افتاده و Eliasson. يابندتمايز

Nordstrom )22(محيط حاويدركه گزارش كردند نيز
BA نقش.افتدمي اتفاق زيادي زاييشاخهBA محيط در 

 هايشاخه تحريك رشدو انتهايي غالبيت كشت، شكستن
كشت، محيط در BAحضور آشكار ديگر اثر.است جديد

در بازداندگي اثر با اين نتايج. باشدمي ريشه تشكيل آن
.دارد خوانيهم مطالعه ايندرما هاييافته

Afzalifar طي آزمايشي)15(و همكارانBA به -همنزل را
رشد در پرآوري دو گونه مرزه كنندهتنظيمثرترينومي

2را غلظت تأثير، بيشترينهاآندر آزمايش. معرفي كردند
اين بدان معناست. از خود نشان داد BAگرم در ليتر ميلي

 از نوع هاي متوسط به بالاي سيتوكنين به غلظتهكه مرز
BA ميجواب كه صورتيدر.دهند دهي بهتري از خود نشان

بيدر پونه در پژوهش حاضر تنهاييبه BA كركساي

آن. همراه نداشت نتيجه مطلوبي را به بيانها همچنين
در كردند كه در بين سيتوكنين هاي آزمون شده، كينتين

پرآوري كمترين اثر را داشته است كه با نتيجه پژوهش ما 
بيدر پونه هاآن).3جدول( مطابقت داردلاكامكرك ساي

دردر ريزازديادي ترين شاخه طويل گزارش كردند كه  مرزه
با BAگرم در ليتر ميلي2 تيمار مشاهده گرديد كه مطابق

در دست نتايج به بيدر پونهپژوهش حاضر آمده كرك ساي
هاي كنندهتنظيمشده درباره اثرات مطالعات انجام. است
از رشد سيتوكينيني بر ريزازديادي گياهان مختلف حاكي
و بهتر تأثير با BAP رشد كنندهتنظيمبيشتر در مقايسه

م استمطالعه هاي رشد مورد كنندهتنظيمساير  يدوكه
 Shafie Haji در مطالعه).23( آمده است دست نتايج به
Abad هاي سرخس نمونه پرآوري ريزبر)24(و همكاران

بوستوني، بيشترين تعداد شاخساره را در محيط كشت 
دستبه BAP گرم در ليتر ميلي2و1هاي حاوي غلظت

رشد با غلظت كنندهتنظيمآوردند كه نشان از اهميت اين 
رشد كنندهتنظيمحاضر در آزمايش.كاربرده شده دارد به

BA با البته لازم.اي مطلوبي بود داراي نتيجه IBAهمراه
شده توصيه BAرشد كنندهتنظيمبه ذكر است كه غلظت 

ميدر   تأثيردر بررسي. باشد هر دو آزمايش مشابه هم
بر كنندهتنظيمهاي مختلف غلظت هاي رشد سيتوكينيني

گل آهار ظريف  و Mahmoodzadehتوسطريزازديادي
5/0، مشخص شد كينتين با غلظت)25(همكاران

و افزايش ارتفاع مثبتي بر جوانه تأثيرگرم در ليتر ميلي زني
و نشانردگياه داشت كه با نتايج اين تحقيق مشابهت دا

 دهد با افزايش غلظت كينتين، ارتفاع گياه نيز افزايش مي
ي خود توانسته نوبهبهرشد نيز كنندهتنظيمو اينبديامي

م هاي در بررسي. ثر واقع شودودر افزايش ارتفاع گياه
Karuppusamy از)26(و همكاران -تنظيمبا استفاده

زايي در موفق به ساقه BAPو Kin ،2iPهاي رشد كننده
و Vanasushava pedataگياه  و BAPشده را از كينتين
2iP در. ثرتر دانستوم همچنين فراواني توليد شاخه

دو BAP كنندهتنظيم ديگر بيشتر كنندهتنظيمنسبت به
. بود، كه با نتايج اين تحقيق نيز مطابقت دارد

ها سازي ريزشاخسارهزايي كه نقش مهمي در آمادهريشه
تكبراي مرحله سازگاري دارد، در برگيرنده ريشه ريز زايي

محيط كشتي است كه در آن ميزان اكسين ها در شاخساره
و ميزان سايتوكينين بهافزايش و يا طوركلي ها كاهش يافته
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 باعث معمولا گياهاندر اكسين هورمون. حذف شده است
 جانبي هايشاخه ايجاداز جلوگيريو زاييتحريك ريشه

 بافت كشتدرهااكسين ترينمتداولاز يكي.شودمي
با.باشدمي IBA رشد كنندهتنظيم گياهي در رابطه
زايي برخي گياهان خانواده منظور ريشهبه IBAزايي، ريشه

و Karuppusamyتوسط V. pedataچتريان نظير 
 Sharmaتوسط Anethum graveolens،)26(همكاران

شده كه با نتايج اين تحقيق گزارش)27(و همكاران
ها آثار مثبت كاهش غلظت برخي پژوهش. مشابهت دارد

و بهبود ريشه نمك هاي زايي، در گونه ها را در افزايش
و)Salix humboldtiana )28دارويي از قبيل 

Hancorina speciosa )29(در اين. اند نشان داده
رد همراه كارب پژوهش نيز كاهش غلظت نمك به نصف به

و طول موجب توليد IBAغلظت متوسط  بيشترين درصد
بيهاي پونهدر ريز نمونهريشه  شدساي در تحقيقي. كرك

براي آزمون.Origanum sipyleum L بر روي گونه
در. استفاده كردند IBAو NAAزايي از دو اكسين ريشه

 كنندهتنظيمزايي مقدار كمتر اينجا نيز مانند آزمون شاخه
%96. داشت زاييمربوط به ريشه بهتري بر صفات ثيرتأرشد

با از شاخه 5/0ها پس از قرارگيري در محيط كشت
بر ميلي كه پس از سه هفته ريشه IBAليتر گرم دار شدند
همچنين).30( با نتايج اين پژوهش مطابقت دارد كاملا
با داد نشان نيز)31(همكارانو Junaid تحقيق نتايج  كه

هاريشه تعداد IBA رشد كنندهتنظيم غلظت افزايش
مي كاهش از نيز)32(همكارانو Dhandapani. كندپيدا
- ريشه نتيجه بهترين IBAگرم در ليتر ميلي44/0غلظت

و بيان داشتند كه اين دستبهرا زايي  كنندهتنظيمآوردند
-مراتب بهتري در ريشهبه تأثيرهاي پايين در غلظت رشد
.داردزايي
 هايگياهان، قابليت ازديادبر علاوه گياهي كالوس بافت

از به استفاده توانمي جملهازكه دارد نيز ديگري متنوع
-تهيه كشتدرآن كاربردياو گياهبهژن انتقالدرهاآن

هاي متابوليت توليد منظوربه سلولي سوسپانسيون هاي
نمود اشارههاآناز حاصل ديگر مفيد تركيباتياو ثانويه

ريز زاييكالوس رويرا هاي رشد كنندهتنظيم اثر).16(
گياه)هيپوكوتيلو ريشه ساقه، برگ،( مختلف هاينمونه

Saussurea obvallata كه ريز دريافتندو نموده بررسي
گرم ميلي10و BA گرمميلي5/2 غلظتو برگي نمونه

NAA تنوع).33(داشتندرا زاييكالوس ميزان بيشترين 
در كالوس توليد فراواني در و به پاسخ در گياهان مختلف

 دليلبه تواندمي،هاي رشد كنندهتنظيم مختلف سطوح
ژندر تمايز . باشد كالوس توليد كننده كنترل هايبيان

-تنظيم سطوحاز بعضيدركه ممكن است همچنين
از استفاده، موردهاي رشد كننده در هاي مسئولژن برخي
از).34(نشوند بيان كامل طوربه كالوس، سنتز در بسياري

شده مطالعات اثر القايي تاريكي بر توليد كالوس گزارش
زايي اختلاف در اين مطالعه نيز كالوس.)36و35( است

و تاريكي نشان داد در طوريبه.چشمگيري را در نور كه
ها بعد از مدتي به رنگ سياه شرايط وجود نور كالوس

مي. رآمدندد كه اغلب مطالعات نشان هاي كنندهتنظيمدهد
به رشد و NAAو D-2,4ويژه گروه اكسين در تمايززدايي

-كنندهتنظيمهمچنين اين.توليد كالوس نقش مهمي دارند
و BAهايي ازجمله همراه با سيتوكينين هاي رشد در توليد

م ).37( ثرندورشد كالوس
به سيتوكينيننقش م مهم عنوان ها دروترين فاكتور ثر

آن است باززايي ساقه به اثبات رسيده هاو اثرات چشمگير
هاي القاشده مرتبط شناسي در بافت شايد با تغييرات بافت

شده گزارش Taxus wallichianaدر گياه).38(باشد 
و كاهش اكسين، باززايي  است كه با افزايش سيتوكينين

با افزايش مي مييابد كه منطبق .باشد نتيجه اين آزمايش
در همان مي1شكل طور كه شود كمترين مشاهده
داراي بيشترين باززايي) گرم در ليتر ميليBA )1غلظت

).39(باشد مي

 گيري نتيجه

بي در پژوهش حاضر به ريزازديادي پونه كرك پرداخته ساي
به. شد گرم ميلي1آمده بيانگر اين بود كه تيمار دست نتايج

از NAAو IBAگرم در ليتر ميلي5/0با BAدر ليتر 
و مفيدترين تركيبات مهم رشد براي كنندهتنظيمترين

.باشندمي اين گياهريزازديادي 
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Abstract 

Aim: The aim of this study was to investigate the effects of different treatments of growth regulators 
on the amount of shooting, rooting, callus production and plant regeneration of hairless catmint 
(Nepeta nuda), in vitro condition. 
Material and Methods: The seeds of this plant were cultured in MS/2, and then the plantlets were 
sub-cultured. The obtained samples were cultured in different levels of BA and Kinetin, either alone or 
in combination with IBA. Leaves of explants were used for callus induction with BA and NAA 
treatments in both medium (light and dark). Also, for regeneration, the same calluses were used with 
BA and NAA treatments. 
Results: The results of this study showed that, in proliferation part, the highest fresh weight (2315.9 
mg) and shoot number (15.22 per each bush) of each plantlet were obtained in 1 mgL-1 BA and 0.25 
mgL-1 IBA. Moreover, the BA treatment with 2 mgL-1 concentration cause to produce the longest 
branches (50.5 cm) and the highest number of nodes (53.6 per plantlet) in each plantlet. 
The highest length, number and percentage of root were obtained at MS/2 medium and 0.5 mgL-1 
IBA. In callus formation part, the highest fresh weight of callus was related to application of 1 mgL-1 
BA with 0.5 mgL-1 NAA. In addition, the highest percentage of callus formation was observed in dark 
medium and no significant differences were observed between the growth regulator treatments. 
Furthermore, the highest percentage of regeneration of callus related to both growth regulators 
treatments included 1 mgL-1  BA with 0.2 mgL-1 NAA (83.2 %) and 1 mgL-1  BA with 0.5 mgL-1 
NAA (81.66 %) with no significant differences between them. 
Conclusion: In total, the most useful growth regulator compound for micro-propagation of hairless 
catmint, which is endangered extinction species, were 1 mgL-1 BA with 0.5 mgL-1 IBA and NAA.  
Keywords: Proliferation, Callus, Medium culture, Growth Regulator 
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