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 چکیده 

فردترین و زیباترین گیاهان خودرو و بومی ایران است. این جنس از  (، یکی از منحصر بهraddeana Fritillariaلاله واژگون )    

-دار میمقاوم به خشکی، مناطق سنگلاخی و شیب Fritillaria raddeanaشدت در معرض انقراض قرار دارد. گونه خانواده سوسن به

احتمال وقوع جهش،  با وجود. ددار سزایی هیت باهم یاهگ ینا درگونه، انجام هر گونه پژوهش  ینمطالعات محدود در ا دلیلبهباشد و 

 باززایی و زاییاین پژوهش کالوس .شودهای رو به انقراض انجام در گونه بایدنیاز کلیه مطالعاتی است که آمیز پیشباززایی موفقیت

های برگ ریزنمونه. داد مورد بررسی قرار ایشیشه درون محیط در F. raddeanaبرگ و  گلبرگ هایاندام کشت از غیرمستقیم را

های گلبرگ در حالت غنچه )سبز تا زرد( برداشت شد و پس از ضدعفونی، در محیط کشت موراشیگ و پیش از گلدهی و ریزنمونه

القای کالوس ابتدا در تاریکی و دمای  برایها کشت شدند. ریزنمونههای مختلف از اکسین و سایتوکینین اسکوگ همراه با غلظت

C
Cهای باززایی، دما به ها در محیطبه روشنایی با شرایط دمایی قبل انتقال یافتند. پس از واکشتِ کالوس بعدو  °18

افزایش  °20

مناسب،  اندازه و تعداد ی،داخل یآلودگ یینپانسبتا  درصد ی،مادر یاهانبه گ یبآس عدمدلیل  بهیافت. اگرچه هر دو نوع ریزنمونه 

کننده رشد بود. انواع ترکیبات تنظیمبه  تریعبهتر و سردهی پاسخ حال ریزنمونه گلبرگ دارایهای قابل قبولی بودند، با اینریزنمونه

-یلیم 5/0 یحاو MS حیطهای گلبرگ، م%( از ریزنمونه66/36%( و باززایی غیرمستقیم )66/82زایی )کالوس کشت یطمحبهترین 

-برتری این دو نوع تنظیم دهندهشد که نشانتشخیص داده یدیازورونت یتردر ل گرممیلی 2 با همراه اسید بوتیریک ایندول لیتر در گرم

 بود. F. raddeanaکننده در باززایی غیرمستقیم 

 

 های وحشی، گیاه بومی.گونهزایی، رشد، کالوس کنندهباززایی غیرمستقیم، تنظیم کلیدی: های هواژ

 

 مقدمه 
گیاهان از ، Fritillaria raddeanaلاله واژگون با نام علمی 

و یکی از   (Lilifloreae)راسته سوسنها، در ایلپهزیرگروه تک
باشد. می ((Liliaceaeیان  جنس موجود در تیره سوسن 220

با نام  Fritillaria raddeana Regelگیاه لاله واژگون گونه 
 چند ساله و مرسوم لاله واژگون زرد یا لاله گرگانی، گیاهی

گونه لاله واژگون شناسایی شده در  17و در بین  است ...........؟
هاست که در گرگان، خراسان ایران یکی از زیباترین گونه
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صورت پراکنده در مازندران و غرب کشور یافت  شمالی و به
( و از لحاظ ظاهری بسیار شبیه Rachinger, 1990شود )می

است؛ رنگ آن زرد  F. imperialis گونه کاملا شناخته شده
 نسبت به و لیمویی و یا زرد کمرنگ و دارای ارتفاع کمتر بوده

ز تری نیابرای رشد و نمو به اقلیم خشک F. imperialis گونه
های گونهبیشتر . همچنین فاقد بوی نامطبوعی است که در دارد

این جنس وجود دارد. ازدیاد در این گونه از طریق سوخ و بذر 
دلیل  آن بسیار پایین است. به است و سرعت ازدیاد طبیعی

های های مریستمی درصد ازدیاد با روشمحدود بودن سلول
در  .باشدکم میبرداری یا تقسیم سوخ نیز بسیار سنتی فلس

ازدیاد از طریق بذر از زمان کشت تا گلدهی پنج تا هفت سال 
افشانی گیاهان دلیل دگرگرده برد، علاوه بر این بهزمان می

به با توجه بود. گلدهی حاصل از بذر، شبیه به والدین نخواهند 
های فصلی آب و هوا، در فصل بهار و تقریبا تا زمان بارش

 (.Le Nard & De Hertogh, 1993ادامه دارد )
ندرت از  با وجود ارزش زینتی و دارویی این گونه، به 

عنوان یک گیاه زینتی و یا یک گیاه دارویی استفاده  آن به
بومی ایران  Fritillariaهای است. از آنجا که گونهشده

بسیار شاخص و در سطح دنیا کمیاب است، تحقیقات در 
لید این گیاه بسیار مهم سازی کشت و کار و تو مورد بهینه

است. مدیریت صحیح منابع ژنتیکی در این گونه، ضمن 
-حفاظت از ذخایر ژنتیکی، منجر به استفاده از آن در برنامه

های اصلاحی و ارائه محصولی جدید در سطح جهانی 
خواهد شد که این امر یکی از رموز موفقیت در گلکاری 

ای این گونه باشد. تکثیر درون شیشهنوین در جهان می
های سنتی نیز با محدویت در ازدیاد مواجه گیاهان که از راه

ها به علت این گونه .دهستند مزایای قابل توجهی دار
ها در پیاز توسط گردشگران و چرای دام و برداشت گل

زاد، های درونهای طبیعی و همچنین انواع آلودگیرویشگاه
 Gharehyazie et)اند از لحاظ اقلیم نیز دچار تهدید شده

al., 2006.) های ضروری در مدیریت از مؤلفه این روش که
های نادر و در منابع ژنتیک گیاهیست، در حفاظت از گونه

 کند.معرض خطر نقش مهمی را ایفا می
با توجه به مطالب ذکرشده، مطالعات ریزازدیادی در گونه 

F. raddeana  از اهمیت بالایی برخوردار است. هرچند در این
ها با توجه به نحوه ازدیاد احتمال بروز جهش و قبیل آزمایش

انجام آنها برای  حال ضرورتایجاد تنوع وجود دارد، با این
است. در  های گیاهی ثابت شدهجلوگیری از انقراض گونه

یا مطالعات نیز گزینش گیاهان جهش نیافته و آینده مراحل 
تنوع های برتر در دستور کار قرار دارد. این گیاهانی با ویژگی
مواد  فراهم آورندهو بیوتکنولوژی و  نژادیبهاساس کارهای 

و احتمال انتخاب  استاولیه در حفظ و بهبود یک رقم گیاهی 
 دهد.قرار مینژادگر به تری را در اختیارمواد گیاهی مناسب

رشد و  یپ مورد بررسی، مرحلهعلاوه بر تنوع ژنتیکی و ژنوت
گیاه مادری، محل برداشت ریزنمونه، محیط کشت پایه،  نمو

های رشد و شرایط قرارگیری نمونه در اتاقک کنندهترکیب تنظیم
مؤثر ها دست آمده از این گونه آزمایشرشد نیز در نتایج به

 (.Sun and Wang, 1991است )
کشت بافت های ترین ریزنمونهفلس سوخ از مرسوم 
های واژگون است اما اغلب با آلودگی داخلی و خارجی لاله

قارچی و باکتریایی بسیار بالایی مواجه است. علاوه بر این، 
برداری از سوخ باعث از بین رفتن گیاهان مادری این نمونه

استفاده از گل البته شود. های در معرض خطر میقبیل گونه
باززایی در برخی گیاهان  طور کامل و گلبرگ و برگ برایبه

 ,.Nugent et al., 1991; Wu et alاست )آزمایش شده

زایی غیرمستقیم هایی در رابطه با جنین(. در پژوهش2008
 F. imperialis (Mohammadi Deh-cheshmeh, etدر 

al., 2007 و در باززایی )F. melegaris (Muraseva et 

al., 2015شد و یص داده( گلبرگ بهترین ریزنمونه تشخ
ترین مناسب B5 (Gamborg et al., 1968)محیط کشت 

-محیط عنوان شد. در آزمایش دیگری باززایی از ریزنمونه

با بررسی شد و  F. imperialisهای متفاوت شاخساره 
ترین و ها، سریعاز بین رفتن درصد بالایی از ریزنمونه وجود

ت آمد دس های برگ بهباززایی از ریزنمونهثرترین ؤم
(Witomska & Lukaszewska, 1997) در گزارشی در .

( از قطعات Sun & Wang, 1991) F. thunbergiiگونه 
 & MS (Murashigeهای جوان، در محیط کشت پایه برگ

Skoog, 1962؛ همچنین در شدزایی استفاده ( برای سوخک
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F. melegaris زایی سوماتیکی در محیط  از برگ برای جنین
MS استفاده شد (Subotić et al., 2010). 

گونه ، هیچF. raddeanaبا وجود ارزش زینتی و دارویی 
آمیزی از این گونه در منابع به ای موفقیتآزمایش درون شیشه

دلیل رسد این موضوع بهنظر میبهبنابراین است. ثبت نرسیده
، آلودگی بسیار بالا یا پراکنش بسیار محدود آن در طبیعت باشد
-علاوه بر این دسترسی به این مناطق جغرافیایی به دلیل صخره

های سنگلاخ با شیب تند بسیار مشکل است. در این پژوهش 
های گلبرگ عنوان نخستین آزمایش ریزازدیادی از ریزنمونه به

های کنندههای مختلف تنظیم، از ترکیبF. raddeanaو برگ 
تا دستورالعملی برای حفظ و تکثیر درون  رشد استفاده شد

بدون  -ای این گونه بومی و انحصاری رو به انقراض شیشه
تواند دستورالعمل می تهیه شود. این -تخریب گیاه مادری

برداری از این گیاه و  ای را در راستای ازدیاد و بهرهزمینه
استخراج مواد مؤثره آن، در صنعت دارویی کشور فراهم آورد و 

عنوان یک گیاه زینتی مقاوم در فضای  ا مقدمات کشت آن را بهی
 سبز شهری ایجاد نماید. 

 

 هامواد و روش
از  F. raddeanaتولیدی از گونه  هایسوخمواد گياهي: 

ها و های طبیعی در استان خراسان شمالی )صخرهرویشگاه
-های سنگلاخی مسیر شاهرود به سمت آزادشهر جمعتپه

از شستشو با آب و مایع شوینده و تیمار  آوری شدند و پس
%، یک 5/0% + بنومیل 5/0با قارچکش )کاربندازیم 

ساعت در معرض هوای آزاد قرار  48مدت ساعت(، به
گرفتند. سپس درون پاکت کاغذی به مدت چهار تا هشت 

 داری شدند.برای غلبه بر رکود نگه ºC4هفته در دمای 
 

 ها سازی ريزنمونهآماده
 سازی ريزنمونه برگ:آمادهالف: 

ها در گلخانه مشابه با شرایط رشد طبیعی گیاه سوخ
کشت شدند. پس از حدود سه ماه و پیش از ورود به مرحله 

ها برداشت شد و درون آب حاوی دو زایشی تعدادی از برگ
ور به مدت پنج دقیقه بر روی شیکر غوطه 20قطره تویین 

در زیر آب جاری قرار شده و پس از آن به مدت نیم ساعت 
ها به درون بطری سترون انتقال یافت، سطح گرفتند. ریزنمونه

ضدعفونی و به زیر هود درصد  96خارجی بطری با الکل 
ثانیه در  30ها به مدت . سپس ریزنمونهگردیدلامینار منتقل 

ها توسط % فروبرده شدند. در مرحله بعد نمونه70الکل 
کلر فعال  درصد 5/1محلول سدیم هیپوکلریت حاوی 

دقیقه  12ه با نام تجاری دامستوس( به مدت کنند )ضدعفونی
های سترون شده با آب مقطر دو بار ضدعفونی شدند. نمونه

سترون، سه بار به مدت سه، پنج و هفت دقیقه آبکشی شدند. 
ها با قیچی و تیغ اسکالپل سترون به قطعاتی با اندازه برگ

 MSهای پایه در محیط کشت متر مربع تقسیم ویک سانتی
-کنندهگرم در لیتر ساکارز که حاوی تنظیممیلی 30ی امحتو

نفتالن  (،IBAهای رشد اکسین )ایندول بوتیریک اسید )
دی کلروفنوکسی استیک اسید  4و 2( و NAAاستیک اسید )

(2,4-Dو سایتوکینین ))های بنزیل( آدنینBA کاینتین ،)
(KIN( و تیدیازورون )TDZ )های مختلف در غلظت یکهر
با  گرم در لیتر( به تنهایی یا در ترکیبمیلی 2و  1، 5/0، 0)

سازی کشت شد. هنگام آماده ،(3و  2 ولهایجدهم بودند )
تنظیم شد و  8/5تا  7/5های کشت، اسیدیته روی محیط

 Duchefa, Theگرم در لیتر فیتاژل )میلی 5/2

Netherland ها کشت ریزنمونه . پس ازشد( به محیط اضافه
در زیر هود لامینار، درب ظروف کشت )شیشه مربا( برای 
جلوگیری از نفوذ آلودگی خارجی و پراکنش اسپور قارچ در 

با سلفون پوشیده و  بعدآلودگی داخلی، ابتدا با پارافیلم و 
قرار داده شدند.  ºC 2± 18روز در تاریکی و دمای 15برای 

و در صورت بروز ظروف کشت هر روز بازبینی شده 
آلودگی حذف شدند. همزمان با القای کالوس و تورم آن، 

و  µmolm-2S-120ظروف به اتاق رشد دیگری با شدت نور
انجام  برایدر ادامه آزمایش،  انتقال یافتند. ºC 2± 18دمای

ها در زیر لامینار از ظروف کشت مرحله باززایی، کالوس
و  UVبا اشعه خارج و با ترازوی دقیق )ضدعفونی شده 

های اتوکلاو صافی الکل( توزین شدند. برای این کار از کاغذ
 های دارای وزن تر. در این مرحله، کالوسشدشده استفاده 

 باززایی هایمحیط بهو  انتخاب شده گرممیلی 20بالاتر از 
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 IBA, NAA, 2,4-Dرشد هایکنندهتنظیم هاییبشامل ترک
KIN, BA,  وTDZ  مشابه آزمایش کالوسهای غلظتدر-

µmolm-2نور ( در شدت2و  1 ولهایجدزایی )
s-120 و 

 . انتقال یافتند ºC 2± 20دمای

 
 سازی ريزنمونه گلبرگ:  ب: آماده

 با توجه های رشد کرده درون گلخانهتعداد کمی از سوخ
ماه به مرحله  3تا  2به اندازه و شرایط سوخ، پس از گذشت 

گل در مراحل متفاوت از سبز تا های گلدهی رسیدند. غنچه
زرد در حالت بسته برداشت شد و پس از شستشو درون آب 

دقیقه بر روی شیکر  5، به مدت 20حاوی دو قطره تویین 
ها به مدت نیم ساعت در زیر آب قرار گرفتند. سپس نمونه

های برگ، پس از جاری قرار داده شدند و همانند ریزنمونه
ثانیه در  30زیر هود لامینار، برای  انتقال به بطری سترون در

های گل توسط محلول فروبرده شدند. غنچه درصد 70الکل 
ه کنند )ضدعفونی کلر فعال درصد 1سدیم هیپوکلریت حاوی 

دقیقه ضدعفونی  12با نام تجاری دامستوس( به مدت 
ها با آب مقطر دو بار سترون، به روش . این نمونهگردیدند

های گل با تیغ اسکالپل سترون غنچه قبل آبکشی شدند.
عنوان مواد آزمایشی مورد  ها بهبرش داده شدند و گلبرگ

صورت  استفاده قرار گرفتند. هر گلبرگ به دو نیم تقسیم و به
های کشت با ترکیبات همانند آزمایش قبل افقی در محیط

قرار گرفتند. سایر مراحل نیز مشابه آزمایش ریزنمونه برگ 
 تکرار شد. 

 
 ها و محاسبات آماری:آوری دادهجمع

های گلبرگ و برگ که با پارافیلم و ظروف کشت ریزنمونه
 15روز در تاریکی و  15مدت بودند، بهبندی شده سلفون عایق

 یکدوره  ینا شدن سپریاز  پس روز در روشنایی قرار گرفتند.
 هایریزنمونه تعداد تقسیم با هاریزنمونه مانیزنده درصد ماهه،
 آمد. دستبه شده کشت هایریزنمونه کل تعداد به ماندهزنده

 تقسیم با اولیه، کشت از پس روز 60 نیز کالوس تشکیل درصد
 ماندهزنده هایریزنمونه تعداد به داده کالوس هایریزنمونه تعداد

حدود سه ماه پس از کشت اولیه )واکشت هر سه  .شد ارزیابی

پس از گذشت شد.  گیریاندازهها هفته یکبار(، وزن تر کالوس
 درصد باززایی، محیط به هاانتقال ریزنمونه از ماه دو حدود

های ریزنمونه بر شده باززایی هایتقسیم ریزنمونه از باززایی
آزمایش برای هر دو نوع ریزنمونه . آمد دستداده بهکالوس

. این تیمارها شامل گردیدتیمار انجام  100)گلبرگ و برگ( با 
های رشد به تنهایی و در ترکیب با یکدیگر کنندهاز تنظیم هریک

)ترکیب یک نوع اکسین و یک نوع سایتوکینین( و شاهد بود که 
( ظرف کشت چهار) تکرار چهار با کاملا تصادفی طرح قالب در
ها با میانگین داده و تکرار انجام شد هر در عدد ریزنمونه سه و

درصد مقایسه شدند. این آزمون توکی در سطح احتمال پنج 
های حاصل برای آزمایش دو بار تکرار شد و از میانگین داده

در  استفاده شد. SASافزار ها با استفاده از نرموتحلیل داده تجزیه
دلیل عدم  های کشت بهمحاسبات آماری تعدادی از محیط

های رشد حذف کنندهدهی مناسب ریزنمونه به تنظیمپاسخ
 ند.شد

 
 نتایج
داری بین تفاوت معنیکه ایج حاصل از آزمایش نشان داد نت

های میانگین دادهمیان تیمارهای مختلف یک ریزنمونه و 
گلبرگ و برگ در تمام مراحل آزمایش وجود داشت.  ریزنمونه

تیمار مورد بررسی در  100میانگین بقای کل ریزنمونه برگ در 
ورد بقای که در مبود، درحالی درصد 4/0این آزمایش تنها 
بود. بهترین محیط کشت با  درصد 79/6گلبرگ این عدد 

 33/7مانی در هر دو نوع ریزنمونه برگ )بالاترین درصد زنده
 TDZگرم در لیتر میلی 2( حاوی درصد 83( و گلبرگ )درصد

بود. در ادامه مراحل آزمایش نیز  IBAگرم در لیتر میلی 5/0و 
گرم میلی 5/0و  TDZگرم در لیتر میلی 2محیط کشت حاوی 

 66/82زایی گلبرگ )، بهترین تیمار کالوسIBAدر لیتر 
گرم( بود. میلی 80/97( با بالاترین وزن تر کالوس )درصد
های رشد کنندههای حاصل از ترکیب این نوع تنظیمکالوس

های دارای رنگ سبز براق و شاداب بودند و تعداد گیاهچه
ها بیشتر نسبت به سایر محیط( نیز درصد 66/36باززایی شده )

الف نیز تا -1گونه که در شکل (. همچنین همان1بود )شکل 
، F. raddeanaدهی در گلبرگ حدودی مشخص است کالوس
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. هرچند در انجام شدفقط در محل اتصال گلبرگ به نهنج 
 KINو  BAهای همراه سایتوکینینمحیط حاوی انواع اکسین به

 ها بسیار ضعیفبا این حال این کالوسشد، دهی دیدهنیز کالوس
بوده و در صورت باززایی نیز در مراحل بعد اکثرا از بین رفتند. 

بعد از  D-2,4شده در محیط حاوی های تشکیلکالوس بیشتر

رفتند. اما بهترین محیط مدتی سیاه و شکننده شده و از بین 
گرم در میلی 1( تیمار حاوی درصد 33/3زایی برگ )کالوس

ها بود. این کالوس NAAگرم در لیتر میلی 1و  BAلیتر 
های حاصل از ریزنمونه گلبرگ، دارای رنگ برخلاف کالوس

 (.2کرم، کدر و متراکم بودند )شکل  -شیری
 

 
کننده ( با ترکيبات تنطيمMSدر محيط موراشيك و اسکوگ ) Fritillaria raddeanaتشکيل کالوس و باززايي از ريزنمونه گلبرگ  -1شکل 

گرم ميلي 5/0و  (TDZ) گرم در ليتر تيديازورونميلي 2حاوی  MSالف و ب: تشکيل کالوس و باززايي در محيط  (:bar = 1cmرشد مختلف )
 5/0و  (BAدنين )گرم در ليتر بنزيل آميلي 5/0حاوی  MS(؛ پ و ت: تشکيل کالوس و باززايي در محيط IBAدر ليتر ايندول بوتيريك اسيد )

گرم در ميلي 2و  (KINگرم در ليتر کاينتين )ميلي 5/0حاوی  MS؛ ث و ج: تشکيل کالوس و رشد بيشتر کالوس در محيط IBAگرم در ليتر ميلي
 .(D-2,4دی کلروفنوکسي استيك اسيد ) 4 و 2ليتر 

 

 
های کننده( با ترکيبات تنظيمMSدر محيط موراشيك و اسکوگ ) Fritillaria raddeanaتشکيل کالوس و باززايي در ريزنمونه برگ  -2شکل 

گرم در ليتر ميلي 1( و BAگرم در ليتر بنزيل آدنين )ميلي 1حاوی  MSتشکيل کالوس از برگ در محيط  -(: الف bar = 1cmرشد مختلف )
گرم در ليتر ايندول ميلي 1و  BAگرم در ليتر ميلي 5/0حاوی  MSباززايي غيرمستقيم از برگ در محيط  -ب ؛(NAA)نفتالين استيك اسيد 

 .(IBA)بوتيريك اسيد 
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-تنظیمهای مختلف غلظتتأثیر  4تا  1های جدول

-شکلزایی از گلبرگ و برگ و های رشد بر کالوسکننده

 هااین مواد را بر ریزنمونهمقایسه اثرات  5تا  3های 
های شاهد در توجه به اینکه ریزنمونهدهند. با نشان می

کلیه تیمارها همگی پیش از تشکیل کالوس از بین رفتند؛ 
های رشد برای کنندهتوان نتیجه گرفت که حضور تنظیممی

ها در محیط رشد الزامیست. همچنین در بقای ریزنمونه

-ها و در مراحل مختلف پژوهش، بهیک از ریزنمونههیچ

های رشد اکسین و سایتوکینین به کنندهکارگیری تنظیم
مانی، القای کالوس و تنهایی، در هیچ غلظتی اثری در زنده

ها و آمده از آزمایشدستباززایی نداشت. بررسی نتایج به
های گلبرگ و برگ در مقایسات میانگین در ریزنمونه

کلیه مراحل آزمایش نیز بیانگر برتری ریزنمونه گلبرگ 
 . بودنسبت به برگ 

 
 

 
 

 Fritillaria raddeanaدر های گلبرگ زايي و وزن تر کالوس ريزنمونهکننده رشد بر کالوسهای تنظيمتيمارثير أت -3شکل 
 5 اند در سطح احتمالبندی شدهبا حروف يکسان دسته هايي کهميانگين انجام شده است. توکيمقايسه ميانگين بر اساس آزمون است. حذف شده درصد 10های کمتر از ميانگين

 تفاوت شاخصي ندارند. درصد
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 (میلی گرم در لیتر)ترکیب تنظیم کننده های محیط کشت 

 درصد کالوس زایی

 (میلی گرم)وزن تر کالوس 
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 Fritillaria raddeanaدر های گلبرگ کننده رشد بر باززايي ريزنمونههای تنظيمتيمارثير أت -4شکل 

 اندبندی شدههايي که با حروف يکسان دستهميانگين انجام شده است. توکيمقايسه ميانگين بر اساس آزمون است. حذف شده درصد 5های کمتر از ميانگين
 تفاوت شاخصي ندارند. درصد 5در سطح احتمال  

 
 

 زايي و وزن تر کالوس تجزيه واريانس اثر محيط کشت بر درصد کالوسميانگين مربعات حاصل از  -1جدول 
 Fritillaria raddeanaدر ريزنمونه گلبرگ 

 وزن تر کالوس زاييدرصد کالوس آزادی درجه منابع تغيير

 18/1369** 96/1024** 18 محیط کشت
 32/13 05/3 38 خطا

 05/12 69/6  ضریب تغییرات
 درصد 1دار در سطح  معنی :**

 
 

 Fritillaria raddeanaتجزيه واريانس اثر محيط کشت بر درصد باززايي در ريزنمونه گلبرگ حاصل از  ميانگين مربعات -2جدول 

 زاييدرصد باز درجه آزادی منابع تغيير

 8/300** 9 محیط کشت
 6/0 20 خطا

 37/5  ضریب تغییرات
 درصد 1دار در سطح  معنی :**
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 Fritillaria raddeanaهای برگ در زايي، وزن تر کالوس و باززايي ريزنمونهکننده رشد بر کالوسترکيب تنظيمثير أت -5شکل 

انجام  توکيمقايسه ميانگين بر اساس آزمون است. و ميانگين وزن تر کالوس و باززايي صفر حذف شده درصد 1کمتر از زايي کالوس ميانگين
 تفاوت شاخصي ندارند. درصد 5اند در سطح احتمال بندی شدههايي که با حروف يکسان دستهميانگين شده است.

 
 زايي و وزن تر کالوس کشت بر درصد کالوستجزيه واريانس اثر محيط حاصل از  ميانگين مربعات -3جدول 

 Fritillaria raddeanaدر ريزنمونه برگ 

 وزن تر کالوس زاييدرصد کالوس درجه آزادی منابع تغيير

 68/1** 21/0** 6 محیط کشت
 025/0 01/0 14 خطا

 11/8 68/8  ضریب تغییرات
 درصد 1دار در سطح  معنی :**

 

 Fritillaria raddeanaتجزيه واريانس اثر محيط کشت بر درصد باززايي در ريزنمونه برگ حاصل از  ميانگين مربعات -4جدول 

 زاييدرصد باز درجه آزادی منابع تغيير

 42/0** 2 محیط کشت
 01/0 6 خطا

 64/9  ضریب تغییرات
 درصد 1دار در سطح  معنی :**

 

 بحث
( Gholami, 2007های پیشین )با توجه به نتایج آزمایش

-آلودگی داخلی بسیار بالا در ریزنمونه فلس که از متداول

های مورد استفاده در این جنس است، از ترین ریزنمونه
موانع عدم موفقیت نسبی یا کامل در کشت بافت این گیاه 

های هوایی جایگزین مانند اندام هایمونهریزن بایداست و 
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 (میلی گرم در لیتر)ترکیب تنظیم کننده های محیط کشت 

 درصد کالوس زایی

 (میلی گرم)وزن تر کالوس 

 درصد باززایی
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 ,Witomska & Lukaszewskaمورد استفاده قرار گیرد )

1997; Mohammadi Deh-cheshmeh, et al., 2007 and 

دلیل  هایی است که بهگلبرگ و برگ از ریزنمونه (.(2008
عدم تماس با خاک، دارای آلودگی داخلی و خارجی نسبتا 

های مادری در پس از کشت سوخ روکمتری است. از این
های مریستمی گلخانه، در چندین مرحله از رشد گیاه )برگ

انجام های تازه رشدکرده و بالغ( برداشت برگ سوخ، برگ
 .Fدهی از برگ مشابه بر کالوس . نتایج پژوهششد

cirrhosa بیانگر این است که سن برگ در موفقیت کالوس-

روزه بالاترین  7جوان های دهی حائز اهمیت است و برگ
 Yue-hua et) ندشت( را دادرصد 20/95دهی )درصد کالوس

al., 2011.) یا تمایز در برگ در  تفاوت در القای کالوس
های رشد مختلف به بلوغ کنندههای حاوی تنظیممحیط

ریزنمونه برگ بستگی دارد که قبل یا بعد از القای گلدهی 
(. نتایج Kumar & Kanwar, 2006برداشت شود )

های گیاهی در بافت های انجام شده در کشت سلولآزمایش
به سن نونهالی  بشدت دهد که القای کالوسنشان می

 مرحلههایی که پس از ورود به ریزنمونه وابسته است و بافت
شوند قابلیت بازگشت به حالت مریستمی گلدهی برداشت می

دهد که (؛ این مطلب نشان میBonga, 1987را ندارند )
باززایی به میزان زیادی به مرحله نموی برگ و عوامل 

هایی داخلی ناشناخته وابسته است. در این آزمایش نیز برگ
دهی گونه کالوسکه پس از گلدهی برداشت شدند هیچ

 نداشتند. 
، فقط در F. raddeanaدهی در گلبرگ موقعیت کالوس

یستمی های مرمحل اتصال گلبرگ به نهنج که حاوی سلول
. این بخش در محدوده نوشجای )محل انجام شداست، 

زایی و باززایی مثبتی در کالوسثیر أتترشح نکتار( بوده و 
دارد. طبق تحقیقات نیز افزایش سطح قند در نوشجای، 

شود موجب افزایش سطح سایتوکینین در گلبرگ می
(Gharehyazie et al., 2004; Mohammadi Deh-

cheshmeh, et al., 2007)  که در مراحل بعد در باززایی
 ,.Pintos et alایی خواهد داشت )سز بهثیر أتغیرمستقیم 

 Hypericum) تشکیل کالوس در علف چای .(2002

perforatumگلبرگ دیده شد ) ( نیز تنها در قاعدهPalmer 

and keller, 2011 که بهترین  ها گزارش(. برخلاف برخی
-Mohammadi Dehت آمد )دسپاسخ از غنچه بسته سبز به

cheshmeh, et al., 2007 and 2008 هیچ تفاوت ،)
مراحل مختلف تکامل غنچه )در حالت بسته  میانمحسوسی 

دهی و باززایی مشاهده سبز تا زرد( از لحاظ بقا، کالوس
 نشد. 

 5/0و  TDZگرم در لیتر میلی 2محیط کشت حاوی 
بین تیمارهای  ترین ترکیب در، مناسبIBAگرم در لیتر میلی

این آزمایش بر روی ریزنمونه گلبرگ بود. در پژوهش بر 
( Dianthus caryophyllus) روی باززایی از گلبرگ میخک

 77، بالاترین درصد باززایی )TDZنیز در محیط حاوی 
(. در مطالعات Frey and Janick, 1991شد ) ( دیدهدرصد

 90) کشت برگ در هیبریدهای آزالیا بیشترین باززایی
دست آمد به IBAو  TDZحاوی  MS( در محیط درصد

(Preece and Imel, 1991که با بهترین محیط باز ) زایی
-میلی 1و  BAگرم در لیتر میلی 5/0برگ در این آزمایش )

دست آمده بر ( متفاوت بود اما با نتایج بهIBAگرم در لیتر 
-لیمی Ziziphus jujube( )2ای عناب )باززایی درون شیشه

( مشابه بود IBAگرم میلی 01/0و  BAگرم در لیتر 
(Safarnejad, 2015کالوس .)مانند و کرم های فشرده، گره

های هوایی )گلبرگ، دمگل بر روی اندام هاآزمایشرنگ در 
های ( در کلیه محیطGerbera jamesoniiو برگ( ژربرا )

 Kumarشد )دیده  NAAو  KINهای مختلف حاوی غلظت

& Kanwar, 2006های ( که تا حدودی مشابه کالوس
در این آزمایش بود. در  F. raddeanaحاصل از برگ 

ای تشکیل های شکنندهنیز کالوس D-2,4های حاوی محیط
( و درصد 66/5شد که توانایی باززایی بسیار پایینی داشته )

این نتایج در  مانندرفتند. پس از مدتی سیاه شده و از بین 
شد ( نیز دیدهNigella sativaبر روی سیاهدانه ) مطالعه

(Hoseinpanahi et al., 2016 .) تفاوت در نتایج البته
-زایی و باززایی آن در ریزنمونهمختلف کالوس هایآزمایش

تواند به ژنوتیپ گیاه و های مختلف و گیاهان متفاوت می
 نوع سایتوکینین مورد استفاده بازگردد. 
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ها حضور د بسیاری از پژوهشدر این تحقیق همانن
ها در محیط رشد های رشد برای بقای ریزنمونهکنندهتنظیم

 ,.Aggarwal & Barna, 2004; Liao et alالزامی بود )

2004; Mohammadi Deh-cheshmeh et al., 2008; 

Palmer & Keller, 2011 نقش که (. نتایج نشان داد
ها زایی ریزنمونهسازی و کالوسسایتوکینین در مسیر فعال

تواند به تغییرات حیاتی است؛ این اثر تا حدودی می
تمایززدایی یند افرفیزیولوژیک و بیوشیمیایی ایجاد شده در 

د که نشان دا F. ussuriensisگزارشی بر روی .بازگردد
بیش  TDZدر حضور یند افرهای مرتبط با این فعالیت آنزیم

(. 2002et al Liu .,ها افزایش یافت )از سایر سایتوکینین
زایی، نوع کننده در کالوسعلاوه بر نقش این تنظیم

سایتوکینین مصرف شده در محیط کشت، در باززایی نیز 
ریزنمونه زایی از مثال در ساقه عنوان بهاهمیت زیادی داشت. 

های کننده( از بین تنظیمFerula assa- foetida Lآنغوزه )
2ip ،BA  وKIN ( در تیمار درصد 66بالاترین درصد )

 Nowruzian etدست آمد ) به BAگرم در لیتر میلی 1حاوی 

al., 2016.) گلبرگ میخک  در ریزنمونهBA  نسبت بهKIN 
نسبت  TDZدر تحریک باززایی شاخساره برتری داشت و 

 نیز بود و در ریزنمونه ساقه آنثرتر ؤمدر این مورد  BAبه 
TDZ نوع سایتوکینین تشخیص داده شد )ثرترین ؤمNugent 

et al., 1991در ژنوتیپ .)( های تمشکRubus نیز )
های حاوی ( در محیطدرصد 78بالاترین درصد باززایی )

TDZ ( دیده شدTurk et al., 1994.) 

های پیشین بر روی ذکرشده و پژوهشبا توجه به مطالب 
رسد که نظر می(، بهSalahi Sadr et al., 2015این گونه )

TDZ کننده رشد برای ریزازدیادی از ترین تنظیممناسب
درون  هایآزمایشباشد. در  F. raddeanaگلبرگ در 

های جنس گونه بیشترهای مختلف در ای بر روی اندامشیشه
-سایتوکینین BAو  TDZهای رشد هدکنن لاله واژگون، تنظیم

(. در Kulkhanova et al., 2015های مناسبی بودند )
باززایی  دلیلبه F. melegarisهایی بر روی پژوهش

( و 2010et al Jevremović ,.غیرمستقیم از شاخساره )
در  TDZگرم در لیتر میلی 1 ،( 2006et alNikolić .)فلس 

داشت و در افزایش درصد  همراهمحیط بهترین نتایج را به
 BA باززایی از ریزنمونه گلبرگ آن افزودن ترکیبات حاوی

(. Muraseva et al., 2015بود )ثر ؤمبه محیط کشت بسیار 
در بهبود نتایج ریزازدیادی از  BAمفید ترکیبات ثیر أت

 et alGao ,.شد )نیز دیده F. unibracteataهای سوخچه

حضور سایتوکینین اثر مثبت بر رسد نظر می(. در کل به1999
در غیاب این  زیرادهی دارد؛ ها و کالوسبقای ریزنمونه

دهی و باززایی قابل توجهی کننده نه تنها کالوستنظیم
 نیز بسیار کاهش یافت. هامشاهده نشد، بلکه بقای ریزنمونه

خیر أتتوان به اثر کلی سایتوکینین در این نتیجه را میالبته 
(. تحقیقات ثابت Arteca, 2013مرتبط دانست )پیری نیز 

کرده است که کاربرد سایتوکینین خارجی باعث افزایش در 
 ,.Badenoch-Jones et alمحتوای داخلی سایتوکینین )

در محیط کشت  ( و در نتیجه ماندگاری بیشتر ریزنمونه1996
زایی کننده به تنهایی در کالوسشود؛ اما کاربرد این تنظیممی
 F.imperialisاست که مشابه نتایج بر روی ثیر أتبی

(Mohammadi Deh-cheshmeh et al., 2007 سوسن ،)
(Lilium longiflorum( )Hackett, 1969( ژربرا ،)Kumar 

& Kanwar, 2006( و سنبل )Hyacinthus orientalis) 
(Pierik & Steegmans, 1975 بود. در گزارشی دیگر نیز )

ینین تنها در حضور اکسین باعث تقویت است که سایتوکآمده
 (. Appelgren & Heide, 1972شود )باززایی می

نتایج حاصل از این پژوهش نشان داد که گلبرگ و برگ 
دلیل آلودگی داخلی بسیار پایین، دارا بودن تعداد کافی و به

مواد گیاهی قابل قبولی را در اختیار  اندازه ریزنمونه مناسب،
علاوه بر این، در این نوع  دهند.میگر قرار پژوهش
ها نیازی به برداشت سوخ از طبیعت و تخریب ریزنمونه

های در گونه ویژه بهگیاهان مادری نیست، این موضوع 
وجود با  گیاهی در معرض خطر بسیار حائز اهمیت است.

همانند سایر  در صورت در دسترس بودن گلبرگ، این،
 Mohammadi Deh-cheshmeh, et al., 2007) تحقیقات

and 2008 گلبرگ گل )F. raddeana  در زمان کمتر و
های رشد کنندهتری از تنظیممیزان بیشتر به طیف وسیع به

الاتری زایی و باززایی بسیار بدهد و درصد کالوسپاسخ می

https://scholar.google.com/citations?user=jppeK24AAAAJ&hl=en&oi=sra
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میخک  . در آزمایشی بر روینسبت به ریزنمونه برگ دارد
های مختلف، نهنیز، همانند این پژوهش، در بین ریزنمو

 & Freyگلبرگ از برگ و ساقه باززایی بیشتری داشت )

Janick, 1991رسد بتوان با استفاده از برگنظر می(. البته به 
ب( نتایج بهتری 1های حاصل از کالوس )شکل گیاهچه

گرفت و بازدهی ریزنمونه برگ را بالاتر برد که این مطلب 
از آنجا که این  .رددانیازمند به مطالعات تکمیلی بیشتری 

بر روی  شدهریزازدیادی انجام  پژوهش نخستین مطالعه
ایی سز بهاست اهمیت  F. raddeana گونه های هواییاندام
القای کالوس و باززایی آن، نخستین قدم در البته . دارد

ای این گونه رو به انقراض لاله شیشهحفاظت و تکثیر درون
تر در این مطالعات گستردهتواند آغازگر واژگون است که می

 گونه ارزشمند بومی باشد.
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Abstract 
    Fritillaria raddeana is one of the most fascinating wild flowers, belonging to Lilliaceae 
family, native to Iran. It is an important ornamental-medical bulbous plant, tolerant to arid 
conditions and stony slopes but facing extinction. There have been very few reports exist, so 
any studies on the species would be of great importance. Regardless of mutation occurrence, 
successful regeneration will be a prerequisite for further researches that must be done on the 
endangered plant species. This research presents an in vitro callus induction and indirect 
regeneration of F. raddeana via culturing petal and leaf. The leaf (before flowering) and petal 
(green to yellow flower buds) explants excited from plant and surface sterilized and were 
cultured on MS media containing different concentrations of Auxin and Cytokinin. The explants 
were first kept at darkness and 18ºC for callus induction, then were transferred to light condition 
with the same temperature. The temperature was raised to 20ºC, when the calli sub cultured into 
regeneration media. Although due to the low amount of bacterial and fungal contamination, 
conservation of parent plants, adequate and ready available explants, both petals and leaves are 
acceptable explants, among them petal showed better and quicker response to variable plant 
growth regulators. The best medium for callus formation (82.66%) and indirect regeneration 
(36.66%) via petal explants was MS medium supplemented with 2 mgl-1 TDZ and 0.5 mgl-1 
IBA. Therefore, the mentioned plant growth regulators were more suitable than the others for 
indirect regeneration of F. raddeana. 
 
Keywords: Callus formation, endemic plant, indirect regeneration, plant growth regulators, 
wild species. 
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