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چکیده
شاهدانه گیاهیرشديهاکنندهتنظیمترکیبوکشتمحیطبهترینتعیینریزازدیادي،نامکابررسیمنظور بهتحقیقاین

)Cannabis sativa L. (پایهمحیط کشت رويسطحیضدعفونیازبعدبذرهاشد.انجامايشیشهدرونشرایطدرMSشدند.کشت
کننده تنظیمحاويMSمحیط کشت درin vitroمحیطدررشدیافتهيهاگیاهچهازکوتیلهیپووبرگيهاریزنمونهماهیکازپس
گیاهیرشدکننده تنظیموBAلیتردرگرم میلی5/0باترکیبدریاتنهاییبهلیتر)درگرم میلی3وNAA)5/0،1،2گیاهیرشد

2,4-D)1/0،2/0،5/0لیتردرگرم میلی5/0باترکیبدریاتنهاییبهلیتر)درگرم میلی1وBAها ریزنمونهواکنشگردیدند.کشت
تنهاونشدهمشاهدهها ریزنمونهدرمستقیمباززاییهیچگونهاست.بودهکالوستولیداستفاده،موردکشتيهامحیطبیشتردرتقریباً

است.شدهدیدهمستقیمغیرباززاییهیپوکوتیلریزنمونهدرBAگرم میلی5/0همراهبهD-2,4لیتردرگرم میلی1/0غلظتدر
درBAلیتردرگرم میلی5/0همراهبهD-2,4لیتردرگرم میلی1/0غلظتدر،هاریزنمونهکلدرشدهتولیدکالوسحجمبیشترین
کالوستروزنبیشترین.شدمشاهدهتیمارهامختلفسطوحدرها ریزنمونهازبعضیکالوسدرزاییریشه.آمدبدستبرگریزنمونه

ه بهاریزنمونه.استبودهBAلیتردرگرم میلی5/0همراهبهD-2,4لیتردرگرم میلی1تیماردربرگبافتبهمربوطشدهتولید
.دادندننشانخوبیواکنشباززاییبهنسبتوکردهزاییریشهوزاییکالوسراحتی

Cannabis sativa(شاهدانهکلیدي:هايواژه L.(،،رشديهاکنندهتنظیمریزنمونه،کالوس،ریزازدیادي.

مقدمه
Cannabis(شاهدانه sativa L.(مناطقیبوماهیگ

جهانمناطقریسابهآنجاازوباشدمیایآسيمرکز
Callaway(استافتهیگسترش & Laakkonen, 1996.(

هايواریتهالبته،باشدمیپایهدوعموماًوسالهیکگیاهاین
عبارتیهب،هستندپایهتکصورتهبشاهدانهفیبري

Small(انددوجنسی & Cronquist, پایهآذینگل).1976
داررزینايغدهيهاکركپوششدلیل هبدتوانمیمادري
ترپنوئیديهايترکیبازکانابینوئیدهاباشد.چسبندهبسیار

موادایناصلیمنابعهاکركاینوبودهشاهدانهمخصوص
گیاهبخشمهمترینمادريپایهآذینگلبنابراین،باشندمی

,Wills(شودمیمحسوب تاکنونشاهدانهاهیگاز).1998

DOI: http://dx.doi.org/10.22092/ijmapr.2016.107859



5759، شماره 32دوماهنامه تحقیقات گیاهان دارویی و معطر ایران، جلد 

شدهکشفدینوئیکاناببهمعروفىیایمیشماده61ازشیب
نولیدروکانابیتتراه-9- دلتادینوئیکانابمادهنیتراصلى.است

ىهاگیرندهبهاتصالباTHC.باشدمیTHCای
گردانىروانآثارشتریبمسئولعنوانبهمغزدردىینوئیکاناب

مختلفيهابخشدرTHCمقدار،رودمیشماربهشاهدانه
درگیاهگلدارهاىسرشاخهدرTHCاست.متفاوتگیاه

وساقهتحتانىىهابرگ،هابرگدربیترتبهوحدنیبالاتر
Kosiorek(یابدمیکاهشاهیگىهادانه et al., 2004.(

کهدادهنشانآمریکا،متحدهتایالدرشدهانجاممطالعات
هرازمساويتقریباًمقادیرحاوي(حشیش)شاهدانهرزین

بخشاما،باشدمی)CBDوTHC(مهمکانابینوئیددو
THCازبیشتريمقادیرشاملجوانا)(ماريشاهدانهگیاهی

ElSohly(باشدمی et al., يتعداديحاواهیگنیا).1984
باشدمیترپنییسزکووهامنوترپنعمدتاًارفرّهايبیترک
دارديعطرسازویشیآراعیصنادریفراوانيکاربردهاکه
)Mand & Mediavilla, چربی،وپروتئینبرعلاوه).1998

وهضمقابلهايکربوهیدراتازکمیمقدارمحتويشاهدانه
DویتامینوEویتامین،Cویتامین،Bگروههايویتامین

Hendriks(است et al., 1975.(
تکثیرونگهداري،شاهدانهگیاهبودنگشندگردلیلبه

استمشکلگیاهاینبالايTHCدارايوخالصهايژنوتیپ
اینبرترهايژنوتیپازدیادبهاقدامتوانمینبذرازاستفادهباو

بافتکشتازجملهفناوريزیستنوینهايفناوري.کردگیاه
داروییگیاهانچنینازدیادجهتدربسزاییکمکدتوانمی

طبیعتدرگیاهاینبودنجنسیتکبهتوجهبا.بکندباارزشی
ثانویههايمتابولیتتولیدلحاظازمادهجنسبیشتراهمیتو

گیاهانغیرمستقیمومستقیمباززاییاینکهبهتوجهباوباارزش
وژنتیکیهايدستورزيژن،انتقالدراساسینیازپیشعنوانبه

درونشرایطدرگیاهاینباززاییسازيبهینه،باشدمیغیره
دراندکیيهاگزارشالبته رسد.مینظربهضروريايشیشه
جهانینظرازگیاهاینغیرمستقیمومستقیمباززاییمورد

سرسختازحکایت شدهبررسیمختلفمنابعوداردوجود
حکایت مختلفيهاگزارش.داردباززاییبراي گیاهاینبودن

کالوسازساقهاززاییببودنمشکلوکالوسالقاءسهولتاز

Raharjo(دارد et al., Feeney؛ 2006 & Punja, 2003.(
شرایطدرمختلفيهاریزنمونهازشاهدانه،باززاییمنظور به

يهاغلظتحاوييهاکشتمحیطومادريگیاهمختلفسنی
حالاینبااست،شدهاستفادهرشديهاي کنندهتنظیممختلف
باززاییالبته دارد.وجودزمینهایندرمتناقضیيهاگزارش
گزارشچندبهمحدودتنهاکالوسدلیل بهباززاییومستقیم
باموجوديهاگزارشبیشترکه نحويبه.استبودهشمارانگشت

آوردنبدستبراي سلولیتکشهايسیستمتوسعههدف
است.شدهانجامگیاهایندرثانویههايمتابولیت

وگرهدمبرگ،برگ،يهاریزنمونهییباززاوزاییکالوس
يهاکنندهتنظیمحاويMSکشتمحیطرويانتهاییجوانه
NAAوKinDicamba،2,4-D(شاملمختلفگیاهیرشد

)Lusarkiewicz-Jarzina et al., ازساقهباززایی)،2005
2/0حاويMSمحیط کشت درساقهنوكریزنمونهکشت
TDZ)Wangلیتردرگرم میلی et al., ازگیاهباززایی)،2008

حاويMSمحیط کشت دربرگریزنمونهيهاکالوس
درNAAوIBA،IAA،2,4-Dگیاهیرشديهاکنندهتنظیم

TDZ)Lataمیکرومولار5/0باترکیبدرمختلفسطوح et

al., جوانهوگرهریزنمونهکشتازساقهباززاییو)2010
گیاهیرشديهاکنندهتنظیمحاويMSکشتمحیطدرجانبی

BA،KinوTDZجیبرلیکاسیدباترکیبدرGA3)Lata et

al., است.شدهگزارش)2009
بـوده متنـوع بسیارهواییوآبشرایطدارايایرانکشور

دارویـی گیـاه ایـن پـرورش بـراي ايبـالقوه قابلیتدارايو
ارزش،بـا گیاهاینبودنبومیوجودباالبته .باشدمیباارزش

اندکیهاي گزارشایراندرشاهدانهگیاهبافتکشتمورددر
سـازي بهینـه هـدف بـا تحقیـق اینرواز این.باشدمیموجود
شـاهدانه گیـاه ییباززاوییزاکالشاملگیاهاینبافتکشت
است.انجام شدهin vitroشرایطدرایرانی

هاروشومواد
کشتمحیطوگیاهیموادتهیه

آلودگی،گونههرازعارييهاگیاهچهتولیدمنظور به
مایعمحلولوسیلههبشستشوشاملبذرهاضدعفونیمراحل



زایی گیاه دارویی شاهدانه ...زایی و اندامکالوس760

وساعتنیممدتبهجاريآبزیرقرارگیريوظرفشویی
مراحلبعد وثانیه30مدتبه%70الکلدروريغوطه

ورغوطهشاملبافت،کشتمخصوصهودداخلضدعفونی
قطرهیکهمراهبه%2سدیمهیپوکلریتدربذرهاکردن
درونبذرها کردنورغوطهبعدودقیقه20مدتبه20تویین

ازبعدشد.انجامدقیقه5مدتبه%05/0جیوهکلریدمحلول
شدهاستریلمقطرآببابارسهبذرها ضدعفونی،مرحلههر

محیطدرشدهضدعفونیبذرهايگرفتند.قرارشستشومورد
بااتوکلاودردقیقه20مدتبهکههورمونبدونMSکشت
.شدندمستقربود،گرفتهقرارگرادسانتیدرجه120دماي
ساعت16نوريدورهدرروز30مدتبهبذرها سپس

گرادسانتیدرجه25دمايدرتاریکیساعت8وروشنایی
.شدندنگهداريروزيشبانهطبیعیشرایطایجادمنظور به

کردنجدابراياولیهموادعنوانهبگیاهتعداديترتیببدین
آمد.بدستآزمایشموردهايریزنمونه

غیرمستقیمباززایی
کالوسالقاء

in vitroمحیطدرکرده رشدلیاستريهاگیاهچهاز

هیپوکوتیلوبرگشاملریزنمونهقطعاتروز،30ازپس
آزمایش2طیسترونکاملاًطیشرادروشدهجداسازي

رشديهاکنندهتنظیمحاويهايکشتطیمحبهجداگانه
روز30هرهانمونهواکشت).1(جدولشدندمنتقلگیاهی

حجممانند یصفاتماه2ازپسوانجام گردیدباریک
کالوسخشکوزنوتروزنکالوس،سطحکالوس،

شد.برداريیادداشتوگیريندازها

زاییکالوسآزمایشدررشديهاکنندهتنظیمترکیب-1جدول
)mg/l (BA)mg/l(2,4-D

01/0
02/0
05/0
01
5/01/0
5/02/0
5/05/0
5/01

)mg/l(BA)mg/l(NAA

05/0
01
02
03
5/05/0
5/01
5/02
5/03
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ریشهوهواییاندامتولید
درگرفتنقرارازبعدهیپوکوتیلوبرگریزنمونهقطعات

(مطابقشدهذکرگیاهیرشديهاکنندهتنظیميهامحیط
کشتيهامحیطهماندرکالوس،تشکیلازپس)1جدول
واکشتباسپس.کردندزاییریشهوزاییساقهبهشروع
.انجام شدکاملگیاهتشکیلتازه،محیطدرهانمونه

دهیریشهفرایند
يهامحیطبهریشهتولیدمنظور به،شدهباززايهاساقه

NAAاکسینگیاهیرشديهاکنندهتنظیمحاويMSکشت

گرممیلی1و1/0،2/0،5/0(غلظت4دریکهر،IBAو
هفته3ازبعدریشهطولوریشهتعدادشدند.منتقللیتر)در

گرفت.قراربررسیمورد

گلخانهبهانتقالوسازگارکردن
آبباهاریشهشستشويازپسشدهدارریشهيهاساقه

خاكوشنپرلیت،حاويمصرفباریکظروفدرونمقطر
ظروفدربآب،تبخیرازجلوگیريمنظور بهشدند.دادهکشت
ها گیاهچهگرفتند.قراررشداتاقکدروبستهرا مصرفباریک

دربروز14ازپسوآبیاريسازگارياتاقدرمرتبطوربه
شدند.منتقلگلخانهبهوشدهبرداشتهظروف

آماريتحلیلوتجزیه
آزمایشتحقیق،ایندراستفادهموردآماريطرح
تجزیهاست.بودهتصادفیکاملاًپایهطرحقالبدرفاکتوریل

مقایسهوSASافزارنرمازاستفادهباهادادهتحلیلو
وگردیدانجامMSTAT-Cافزارنرمازاستفادهباهامیانگین

ازاستفادهباهادادهبودننرمالواریانس،آنالیزانجامازقبل
Microsoftافزارنرم office Exel بررسیمورد2010

آزمونازهامیانگینمقایسهآزمونانجامبراي.قرارگرفت
شد.استفادهدانکنايدامنهچند

اولآزمایشدررشدهاي کنندهتنظیموهاریزنمونهيبرازاییکالوسواریانستجزیه-2جدول

درجه آزاديتیمار
میانگین مربعات

وزن تر کالوسحجم کالوس

2,4-D3**15/0**14/0

BA1**21/1**57/0

Explant1**76/1**63/0

2,4-D *BA3*10/0*01/0

2,4-D *Explant3ns08/0**08/0

BA*Explant1**66/0**19/0

2,4-D *BA*Explant3*07/0**02/0
Error(3202/0001/0(خطا
Total(47(کل
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نتایج
هاي کنندههاي مختلف تیمارهاي تنظیمبررسی تأثیر ترکیب

رشد گیاهی در مرحله القاء کالوس 
ترکیبدریاتنهاییبهD-2,4گیاهیرشدکننده تنظیماثر
زاییکالوسبرBAهورمونبا

وتنهاییبهD-2,4گیاهیرشدکننده تنظیماثربررسیدر
دهد،مینشان2جدولکههمانگونه،BAباترکیبدریا

وشدهدار معنیتولیدي،کالوسمقدارنظرازریزنمونهمنبع
وبرگبافتدوبینزایی کالوسقدرتتفاوتبیانگر

غلظتاثرکنشبرهم).P>01/0(باشد میهیپوکوتیل
استشدهدار معنینیزها ریزنمونهورشديهاکنندهتنظیم

)05/0<P(ترکیبوغلظتمناسبمقدارکهشدمشخصو
وکندمیتغییرریزنمونهنوعبهبا توجه رشدکننده تنظیمدو

دوترکیبومختلفيهاغلظتبهنسبتها ریزنمونه
دهند.میبروزمتفاوتیهايواکنش،کنندهتنظیم

وتنهاییبهD-2,4گیاهیرشدکننده تنظیمتأثیرتحت
مختلـف سـطوح بیشـتر  درتقریبـاً BAبـا ترکیـب دریا

کمتـرین وبیشترینکهطوريهب،شدمشاهدهزاییکالوس
گرم میلی1/0يهاغلظتدرترتیببهکالوسحجممیزان

لیتـر درگـرم  میلی5/0همراهبهD-2,4هورمونلیتردر
BA2,4لیتــردرگــرم میلــی1وبــرگبافــتدر-Dدر

سـطوح در).1(شـکل شـد  مشاهدههیپوکوتیلریزنمونه
ــی1/0 ــرم میلـ ــر،درگـ ــردرلیتـ ــهدوهـ وریزنمونـ
گونـه هـیچ هیپوکوتیلریزنمونهدرلیتردرگرم میلی5/0

واســتنشــدهحاصــلریزنمونــهقطعــاترويکالوســی
رفتنـد بـین ازوشـده نکـروزه مدتیازپسها ریزنمونه
ــکل ــا).1(ش ــافهب ــدناض ــبش ــهBAترکی ــطوحب س
تـأثیر ،D-2,4گیاهیرشدکننده تنظیممختلفهاي غلظت

مشاهدهبرگریزنمونهدرکالوسحجمبهبوددرشگرفی
افـزودن ،D-2,4يهـا غلظـت تمـام درکـه طوريهبشد.
BAامـا ،دادافـزایش يدارمعنـی طوربهراکالوسحجم

ــین ــطوحب ــفس ــنمختل ــبای ــزترکی ــکبج ــوردی م
درگرم میلی5/0همراهبهD-2,4لیتردرگرم میلی5/0(

وجـود يدارمعنـی اخـتلاف مـوارد سـایر در)،BAلیتر
کـالوس حجـم رنظازبرگریزنمونه،مجموعدرنداشت.
بـه نسـبت راتـري مناسـب واکـنش  مجمـوع درتولیدي

مختلـف هـاي ترکیبسطوحتمامدرهیپوکوتیلریزنمونه
داد.نشانخودازگیاهیرشديهاکنندهتنظیم

BAوD-2,4گیاهیرشديهاکنندهتنظیممختلفهايترکیبتأثیربررسی-1شکل

هاریزنمونهدرکالوستشکیلمیزانبر
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کهدادنشانواریانس،تجزیهجدولازحاصلنتایج
وبرگيهاریزنمونهازحاصليهاکالوستروزن

يدارمعنیاختلافآمارينظرازهمبهنسبتهیپوکوتیل
حاويMSکشتمحیطدر).2(جدول)P>01/0(دارند
باترکیبدریاوتنهاییبهD-2,4گیاهیرشدکننده تنظیم

غلظتدرکالوستروزنمقداربیشترین،BAهورمون
لیتردرگرم میلی5/0همراهبهD-2,4لیتردرگرم میلی1

BA،دروسکالتروزنمقدارکمترینوبرگریزنمونهدر

ریزنمونههمیندرD-2,4لیتردرگرم میلی5/0غلظت
خشکوزنمورددر).2(شکلاستشدهمشاهده
برگ،ریزنمونهدر،هاریزنمونهازتولیدييهاکالوس

درگرم میلی1تیماربهمربوطکالوسخشکوزنبیشترین
دروBAلیتردرگرم میلی5/0همراهبهD-2,4لیتر

درکالوسخشکوزنبیشتریننیزهیپوکوتیلریزنمونه
است.شدهمشاهدهD-2,4لیتردرگرم میلی1تیمار

BAوD-2,4گیاهیرشديهاکنندهتنظیممختلفهايترکیبتأثیربررسی-2شکل

هاریزنمونهدرکالوستروزنمیزانبر

ترکیبدریاتنهاییبهNAAگیاهیرشدکنندهتنظیماثر
زاییکالوسبرBAبا

وتنهاییبهNAAگیاهیرشديهاکنندهتنظیماثربررسیدر
منبعدهد،مینشان3جدولکههمانگونه،BAباترکیبدریا

بیانگروشدهدارمعنیتولیدي،کالوسمقدارنظرازریزنمونه
استهیپوکوتیلوبرگبافتدوبینزاییکالوسقدرتتفاوت

)01/0<P.(ورشديهاکنندهتنظیمغلظتمتقابلاثرکنشهمبر
.)P>05/0(استشدهدارمعنینیزها ریزنمونه

اینسطوحتمامدرتنهایی،بهNAAتیمارتأثیر تحت
لیتر)درگرم میلی5/0غلظت(بجزگیاهیرشدکننده تنظیم

يهاغلظتبین، اما استشدهمشاهدهزایی کالوسحداکثر
نداشتوجوديدارمعنیاختلافریزنمونهدوهردرمختلف
درBAگیاهیرشدکننده تنظیمشدناضافهبا).3(شکل

گرم میلی2غلظتدر(بجزNAAمختلفهاي غلظتتمام
يهاریزنمونه)،BAلیتردرگرم میلی5/0همراهبهلیتردر

کالوستشکیلنظرازواکنشیهیچگونههیپوکوتیلوبرگ
ریزنمونهقطعاتزمانمروربهواند،ندادهنشانخوداز

میزانریزنمونهدوهردررفتند.بینازوشدهنکروزه
است.نداشتهيدارمعنیاختلافسطوحتمامدرزایی کالوس

حجممقداربیشترینبرگ،ریزنمونهدرریاضینظرازاما
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NAAلیتردرگرم میلی3غلظتبهمربوطتولیدي،کالوس

درگرم میلی2غلظتدرزایی کالوسمیزانکمترینوبوده
مشاهدهBAلیتردرگرم میلی5/0همراهبهNAAلیتر
حجممقداربیشترینهیپوکوتیلریزنمونهدراست.شده

وتنهاییبهNAAلیتردرگرم میلی1غلظتدرکالوس،
لیتردرگرم میلی2غلظتدرزایی کالوسمیزانکمترین
NAAلیتردرگرم میلی5/0همراهبهBAاستشدهمشاهده
).3(شکل

دومآزمایشدررشدهاي کنندهتنظیموهاریزنمونهيبرازاییکالوسواریانستجزیه-3جدول

درجه آزاديتیمار
میانگین مربعات

وزن تر کالوسحجم کالوس
NAA3**20/0**09/0
BA1**57/1**62/0

Explant1**89/0**17/0
NAA*BA3**19/0**1/0

NAA*Explant3*10/0**04/0
BA*Explant1**84/0**17/0

NAA*BA*Explant3*10/0**04/0
Error(3201/001/0(خطا
Total(47(کل

BAوNAAگیاهیرشديهاکنندهتنظیممختلفهايترکیبتأثیربررسی-3شکل

هاریزنمونهدرکالوستشکیلمیزانبر
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يهاریزنمونهاثرواریانستجزیهجدولازحاصلنتایج
آمدهبدستيهاکالوستروزنرويهیپوکوتیلوبرگ
نظرازهمبهنسبتحاصليهاکالوستروزنکهدادنشان

در).3(جدول)P>01/0(دارنديدارمعنیاختلافآماري
باترکیبدریاوتنهاییبهNAAحاويMSکشتمحیط

BA،هورمونیغلظتدرکالوستروزنمقداربیشترین
زنومیزانکمترینوبرگریزنمونهدرلیتردرگرم میلی2

هیپوکوتیلریزنمونهدر،غلظتهمیندرتولیديکالوستر
يهاکالوسخشکوزنمورددر).4(شکلشدحاصل
وزنبیشترینبرگ،ریزنمونهدر،هاریزنمونهازتولیدي
وNAAلیتردرگرم میلی2تیماربهمربوطکالوسخشک

درکالوسخشکوزنبیشتریننیزهیپوکوتیلریزنمونهدر
شدهمشاهدهNAAلیتردرگرم میلی1هورمونیتیمار
است.

BAوNAAگیاهیرشديهاکنندهتنظیممختلفهايترکیبتأثیربررسی-4شکل

هاریزنمونهدرکالوستروزنمیزانبر

درمختلفگیاهیرشديهاکنندهتنظیمتأثیربررسی
زاییریشهوزاییساقه

ــه ــورديهــاریزنمون ــایشم ــدآزم ــرارازبع ــرفتنق درگ
غلظـت درتنهـا کالوسالقاءازپس،شدهذکرکشتيهامحیط

درBAگـرم  میلـی 5/0همراهبهD-2,4لیتردرگرم میلی1/0
درودادنـد نشـان واکـنش بـاززایی نظرازهیپوکوتیلریزنمونه

امـا .اسـت نیفتـاده اتفـاق زایـی ساقههیچگونه،هاغلظتسایر
يهـا کننـده تنظـیم يهـا غلظتازبعضیدرهاکالوسراحتی،هب

 ـشـدند. دارریشـه گیاهیرشد میـزان بیشـترین کـه طـوري هب
درNAAلیتـر درگـرم  میلـی 3غلظـت درکـالوس زاییریشه

درهـا کـالوس زایـی ریشـه میزانکمترینوبودهبرگریزنمونه

تولیـد ریزنمونـه همیندرD-2,4لیتردرگرم میلی1/0غلظت
NAA،هـا کـالوس ازتولیـدي ریشهتعدادشاخصنظراز.شد

ریزنمونــهواســتداشــتهواضــحیبرتــريD-2,4بــهنســبت
مـورد گیاهیرشديهاکنندهتنظیمدوهرتأثیرتحتهیپوکوتیل

است.داشتهکمتريزاییریشهبرگ،بافتبهنسبتاستفاده
سطوحدر،BAگیاهیرشدکننده تنظیمشدناضافهبا

درزاییریشههیچگونهریزنمونهدوهردر،NAAمختلف
هورمونتأثیرتحتامااستنشدهمشاهدهقطعاتروي

2.4,D،شدناضافهباBAدرچشمگیريافزایش
شدهمشاهدهبرگبافتبخصوصها،کالوسزاییریشه
).5(شکلاست
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BAوD-2,4گیاهیرشديهاکنندهتنظیممختلفهايترکیبتأثیربررسی-5شکل

هاریزنمونهدرالوسکزاییریشهمیزانبر

هاریزنمونهدرکالوسزاییریشهمیزانبرBAوNAAهورمونمختلفهايترکیبتأثیربررسی-6شکل
ها ریزنمونهازشدهباززاییهوااندامدرریشهالقاء

درشدهباززايهاساقهکشتازپسروز10حدود
گیاهیرشديهاکنندهتنظیمحاويMSکشتيهامحیط
NAAوIBAدرگرم میلی1و1/0،2/0،5/0(غلظت4در
محیطدرخوبیهبشدهباززايهاساقهکهشدمشاهدهلیتر)،
میزانافزایشبا.کردندزاییریشهIBAحاويMSکشت

کاهششدهباززايهاساقهدردهیریشهسرعتIBAغلظت
تیمارازشدهبردهبکارسطوحشد.متوقفمدتیازبعدویافته

NAAًباززايهاساقهدرریشهالقاءدریکسانیتأثیرتقریبا
هورموناینسطوحبینيدارمعنیاختلافواستداشتهشده

حاويکشتيهامحیطدرکههواییيهااندامنداشت.وجود
NAAدرسوختگیمقداريروزچندازپسبودند،شدهکشت

درشدهتشکیليهاریشهبود.شدهمشاهدهیشانهابرگ
درشدهتشکیليهاریشهازترباریکوترطویل،IBAسطوح
زاییریشهمیزانبالاترینبودند.NAAحاويکشتمحیط
است.بودهIBAلیتردرگرم میلی1/0غلظتبهمربوط

گیاهیرشديهاکنندهتنظیمتأثیرتحتنیزریشهطولشاخص
غلظتدرریشهبلندترینوگرفتقراربررسیمورداکسین،

شد.تشکیلNAAگرممیلی5/0
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بهفیتوترون،درسازگاريازپسشدهباززاییيهاگیاهچه
درشدهتولیديهاگیاهچهاز%70حدودشدند.منتقلگلخانه
دادند.نشانخودازمطلوبیرشدوماندهزندهبافت،کشتشرایط

بحث
بدستازپسشاهدانه،گیاهin vitroکشتانجامبراي 

فاقدMSکشتمحیط(دربذرها کشتازها گیاهچهآوردن
هیپوکوتیلوبرگيهاریزنمونه)گیاهیرشديهاکنندهتنظیم

يهاکنندهتنظیمازمتفاوتيهاغلظتباMSکشتمحیطدر
سطوحبیشتر درها ریزنمونهشدند.کشتگیاهیرشد

کهطوريهبکردند، زاییکالوساستفادهموردهايترکیب
تیمارهايتماممجموعدرشدهتولیدکالوسحجمبیشترین

گرم میلی1/0غلظتدره،ریزنموندوهربرايشدهگرفتهبکار
ریزنمونهدرBAلیتردرگرم میلی5/0همراهبهD-2,4لیتردر

ریزنمونهبهمربوطکالوسحجمکمترینوآمدبدستبرگ
همراهبهNAAلیتردرگرم میلی2هورمونیتیماروهیپوکوتیل

عنوانباکهتحقیقیدراست.بودهBAلیتردرگرم میلی5/0
دررشديهاکنندهتنظیمومختلفيهاریزنمونهارقام،نوعتأثیر
تیمارهايتحتشاهدانهگیاهباززاییوکالوسالقاءمیزان
Kin،Dicamba،2,4-DوNAAبیشترین،انجام شد

بدستدمبرگریزنمونهدرراکالوسزاییریشهوزاییکالوس
انجام نشدشانریزنمونهازباززاییهیچاما،آوردند

)Lusarkiewicz-Jarzina et al., تحقیقیدرهمچنین.)2005
حاويMSکشتمحیطازشاهدانه،گیاهرويدیگر

باترکیبدرD-2,4وIAA،IBA،NAAمختلفيهاغلظت
ریزنمونهازشاهدانهگیاهییباززابراي TDZازمیکرومولار1

کرومولاریم5/0غلظتدرکالوسنیبهتر.کردنداستفادهبرگ
NAAکرومولاریم1همراهبهTDZنیشتریبآمد.بدست
Lata(بودTDZمولارکرویم5/0غلظتدرساقهالقاءدرصد

et al., دراست.نداشتهمطابقتتحقیقایننتایجباکه،)2010
شدهتولیدکالوستروزنکمترینوبیشترینتحقیقاین
لیتردرگرم میلی1تیماردربرگریزنمونهبهمربوطترتیببه

2,4-Dلیتردرگرم میلی5/0همراهبهBAدرگرم میلی2/0و
،تحقیقیطیاست.بودههیپوکوتیلریزنمونهدرD-2,4لیتر

Feeney وPunja)2003(رابرگریزنمونهاززاییریشهتنها
همچنینآنان نکردند.مشاهدهزاییساقههیچوکردند گزارش
تولیدریشهراحتیهبشاهدانهيهاکالوسکهکردند گزارش

باکاملاًکهدهند،نمیساقهتشکیلبرايپاسخیاماکنندمی
بعضیکالوسدرزاییریشهکهطوريهب،داردمطابقتمانتایج

وD-2,4مختلفسطوحدرهیپوکوتیل)و(برگها ریزنمونهاز
NAAهمراهبهBAدیگرپژوهشیطیشد.مشاهده

)Nugent et al., سایروD-2,4کهکردند بیان)2001
هیچزاجنینيهاکالوستشکیلدرسنتتیکهاياکسین
ماتحقیقدرآمدهبدستنتایجباکاملاًکهندارنداينتیجه

نبودهزاجنینهیچکدامآمدهبدستيهاکالوسوداردمطابقت
ها،اکسیناست.نیفتادهاتفاقکالوسیهیچدرنیزباززاییو
وکردهءالقاراسوماتیکیهايجنینتشکیلD-2,4ویژه به

دررشديهاکنندهتنظیماینشوند،میباعثراسلولیتقسیم
وجانبیهايجوانهرشدازوداشتهنقشنیزکالوستشکیل

بالايهاغلظتدرنیزهاسیتوکنین.کنندمیجلوگیريریشه
جلوگیريریشهتشکیلازوشدهموجبراجوانهتشکیل

,DeKlerk(کنندمی کهه شده دادنشانپژوهشیطی).2006
طیمحدرسوسننیآذگلزنمونهیرازکالوسنهیبهییباززا

25/0همراهبهD-2,4لیتردرگرمیلیم3يداراکشت
Chang(استآمدهدستبBAلیتردرگرم میلی et al.,

هاي زنمونهیردرکالوسيالقاگر،یدیشیآزمادر).1999
لیتردرگرم میلی1- 4يداراکشتطیمحدرتوگالومیارنیفلس

2,4-Dلیتردرگرم میلی2وBAآمدبدست)Naik &

Nayak هستمطلباینبیانگرهاآزمایشنیاجینتا).2005
برايسیتوکنینیکهمراهبهD-2,4هورمونرسدمینظره بکه

این جینتاباکاملاًمطلباینکه؛باشدمیترمناسبزاییکالوس
بهD-2,4تیمارتحتکهطوريهباست،داشتهمطابقتتحقیق
وکمبسیارکالوسهیپوکوتیلوبرگيهاریزنمونهتنهایی
افزایشIBAهورمونشدناضافهولیکردند تولیديناچیز
کهتحقیقیدرداشت.درپیها ریزنمونهدررا کالوسحجم

)Yan et al., Alliumگیاهروي)2009 Chinenseانجام
محیطدرکالوستولیدمیزانبیشترینکهشدمشخصدادند،
باوبوده)BA)1:1وD-2,4هايهورمونباهمراهکشت
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شدهمشاهدهعکسیاثراتسیتوکنینیااکسیناثرافزایش
برايراکشتمحیطبهتریندیگرهايآزمایشانجامطی. است

BAمیکرومول4/4حاويMSمحیطآنتوریوم،زاییکالوس

ایندرهمچنینکردند.معرفیNAAمیکرومول50/0و
بهNAAلیتردرگرم میلی1ترکیبکهشددادهنشانتحقیق
ها ریزنمونهدررازاییساقهبهترینBAگرم میلی1/0همراه
Vargas(انددادهنشان et al., تحقیقاین دراما)،2004

هورمونیتیمارهاياینتحتها ریزنمونهازباززاییهیچگونه
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Abstract
The present study was carried out to investigate the possibility of micro-propagation and to

determine the optimal medium composition and combination of Cannabis sativa L. growth
regulators under in vitro conditions. Seeds were surface-sterilized and then cultured on MS
basal medium. One month later, leaf and hypocotyl explants, obtained from the seedlings grown
at in vitro condition, were used in MS culture medium containing NAA hormone (0.5, 1, 2 and
3 mg/l) either alone or in combination with 0.5mg/l BA; and 2,4-D (0.1, 0.2, 0.5 and 1 mg/l)
alone or in combination with 0.5mg/l BA. Callus formation was the response of explants in
most media. Direct shoot regeneration from explants was not observed but shoot induction from
callus was seen only in 0.1 mg/L 2,4-D+ 0.5 mg/L BA. The highest volume of induced callus
was formed on MS medium 0.1 mg/L 2,4-D+ 0.5 mg/L BA using leaf as explant. Root
induction from some explants was observed in different treatments. The highest fresh weight of
calli belonged to the leaf explant cultured on MS medium containing 1 mg/L 2,4-D+ 0.5 mg/L
BA. Callus induction and rooting occurred easily and the explants did not respond well to
regeneration.

Keywords: Cannabis sativa L., micropropagation, callus, explant, PGRs.


