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چکیده
هاي مختلفی دارد. گیاه آن یکساله علفی و کوتاه است و که گونه)Plantaginaceae(گیاهی است از خانواده بارهنگاسفرزه 

در فلور ایران پراکنش وسیعی دارد. هدف از این وباشداولیه آن هند و پاکستان میمنشأ .رسدمیمترسانتی10–40بلندي آن به 
Plantagoبه شوري گونه تحملبررسی ،تحقیق ovataمنظوربهتکنیک کشت بافت و استفاده از تنوع سوماکلونالگیري ازبا بهره

هاي تکرار انجام شد. ریزنمونه15تیمار و 12آزمایش در قالب طرح کاملا تصادفی با باشد. میتحملهاي مشناسایی و تولید ژنوتیپ
تنش شوري حضور) نشان دادند. در تنش شوري (شاهدن میزان القاء کالوس را در شرایط نبودهیپوکوتیل بیشترین و ریشه کمتری

هاي ون بیشتر بود. درصد باززایی کالوس حاصل از ریزنمونه هیپوکوتیل در تمامی غلظتتیلدزایی هیپوکوتیل از کودرصد کالوس
NaCl از کالوس حاصل از ریزنمونه کوتیلدون بیشتر بود. افزایش غلظتNaCl.ریشه کمترین و موجب کاهش درصد باززایی شد

موجب افزایش میزان NaClافزایش غلظت همچنینداشت.NaClمختلفهايون بیشترین وزن تر و خشک را در غلظتیلدتکو
در باززایی شده هايگیاهچه.نوسان داشتNaClها شد. میزان کلسیم با افزایش غلظت سدیم و کاهش میزان پتاسیم در کالوس

هاي با گیاهچهمنتقل شده وفاقد هورمون) MSزایی (محیط کشت به محیط ریشهتوسعه ریشه براي NaClهاي بالاي غلظتحضور
. نددشبه خاك منتقل رشد مناسب 

. نمکویترو، کالوس، ، ایناسفرزهکلیدي: هاي واژه

مقدمه
ــفرزه (  ــنس اسـ ــگ  از) Plantagoجـ ــانواده بارهنـ خـ

)Plantaginaceae()Chakraborty and Patel, گیاهی ) 1992
یکساله بدون ساقه یـا داراي سـاقه بسـیار کوتـاه و پوشـیده از      

در ایران در نواحی شـمال (قـزوین، منجیـل،    تارهاي نرم است. 
رودبار، فیروزکوه)، غرب (همدان، مهران)، جنـوب (بنـدرعباس،   

(سـرچاه خراسـان) گسـترش دارد   میمه، کرمان) و شرق کشور
)Zargari, مرداد اسـت.  –). زمان گلدهی این گیاه اسفند 1997
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شامل اسیدها (بنزوئیک، Plantago ovataترکیبات موجود در 
ــیلیک، ارســولیک،      ــینامیک، فوماریــک، سالس ــک، س کافئی

کوماریـک اسـید)، آلکالوئیـدها و آمینواسـیدها     –pوانیلیـک، 
بهبـود  بـراي هاى اسـفرزه  هند شرقى از دانهچین و درباشد. می

یبوسـت و مشـکلات   اسهال خونى، فشار خون بالا، سرفه، رفع
نشـت علـت دا موسـیلاژ ایـن گیـاه بـه    .کنندتنفسى استفاده مى

کننـدگى،  هاى با ارزش مانند پایدارکنندگى، سوسپانسیونویژگى
اى و داروسازى کاربردهاى گسـترده کنندگى در صنعتامولسیون

چسـب در  عنـوان ها و بهسوسپانسیونبرايدارد. در داروسازى 
کار بههاهاى مکیدنى و ساخت مسهلها و قرصساخت گرانول

) شـوري  Grieve)1999و Shannonبراساس تعریف رود. مى
هاي قابل حـل و عناصـر   عبارت از حضور بیش از اندازه نمک

باشد که منجـر بـه تجمـع نمـک در     معدنی در محلول خاك می
ناحیه ریشه شده و گیاه در جذب آب کافی از محلول خاك بـا  

محصول گیاهان در اثـر شـوري کـاهش    شود.میاشکال روبرو 
ظـاهر بتـوان شـوري را تشـخیص داد     بـه یابد، بدون اینکـه می

)Mano and Takeda, شناسایی ارقـام مقـاوم بـه    البته .)1997
هـاي انجـام   اي برخوردار اسـت. بررسـی  شوري از اهمیت ویژه

هاي مختلـف گیـاهی نشـان داده اسـت  کـه      شده بر روي گونه
هـاي مختلفـی را   تنش شوري، پاسختأثیرگیاهان مختلف تحت

دهند و تنش شوري در مراحل مختلف زنـدگی  از خود بروز می
با اعمـال سـطوح مختلـف    همراه دارد. بهگیاه اثرات متفاوتی را

مـولار) بـر دو   میلـی 250و 200، 150، 100، 50کلریدسدیم (
ــه  ــه Plantago psylliumوPlantago ovataگون در مرحل

) گزارش 2008(و همکارانSafarnejadگیاهچه و گیاه کامل، 
زنی، طول ریشه و سـاقه و وزن خشـک   درصد جوانهکهدنکرد

.داري داردریشه و ساقه با افزایش تنش شـوري کـاهش معنـی   
در مطالعاتشان نشان دادند که در برابر تنش شـوري گونـه   آنان 

P. ovata نسبت بهP. psyllium   از تحمل بیشـتري برخـوردار
هاي متحمل بـه شـوري در   است. گزارش شده است که ژنوتیپ

هـاي حسـاس بـه شـوري جابجـایی      گندم نسبت بـه ژنوتیـپ  
دهـد  هـاي هـوایی را انجـام مـی    از ریشـه بـه انـدام   +Naکندتر

)Almansouri et al., ). مشخص شده که ظرفیـت پـائین   2001
توانـد  مـی +Naدر لوبیـا و در حضـور   +Kتعیین سیستم جذب 

Gorham)(باشـد NaClدلیلی براي حساسیت گیاه لوبیا به  et

al., ویتـرو کوتـاه کـردن    کشت ایناز ترین هدف اساسی. 1975
از طول دوره اصلاحی و تولید تعداد زیـادي از گیاهـان عـاري    

دهی و باززایی همزمـان بـه ایـن مسـئله     بیماري بوده که کالوس
Ebrahimie(کنـد کمک مـی  et al., ). در مـوارد زیـادي   2003

نشان داده شده است کـه کشـت بافـت موجـب القـاء تنـوع در       
عنــوان تنــوع گــردد کــه از آن بــهگیاهــان بــاززایی شــده مــی

Jainشود (سوماکلونال یاد می et al., توجه به اهمیت ). با 1990
رویی کشور و با عنایـت  گیاه دا15عنوان یکی از گیاه اسفرزه به

وامکان بررسـی افزون اراضی شور و بایر در ایران، به رشد روز
هاي مقاوم به تنش شـوري در ایـن گونـه بـا     شناسایی ژنوتیپ

وجود دارد.  ویتروشرایط اینگیري از بهره
و NaClمـل بـه   بررسـی میـزان تح  ،هدف از این مطالعه

در Plantago ovataگونـه  ازهاي متحملشناسایی ژنوتیپ
باشد که با القـاء کـالوس و بـاززایی در    ویترو میشرایط این

به تنش شوري این گیاه بررسی و تحمل، میزان حضور تنش
.شوندمیشناسایی و تولید تحملهاي مژنوتیپ

هامواد و روش
کـه توسـط   P. ovataگونه بذرهاي در این تحقیق از 

مرکز تحقیقات کشاورزي و منابع طبیعی خراسان رضـوي 
استفاده شد. ،تهیه شده بود

% 5/1سدیم بذرها توسط محلول هیپوکلریتضدعفونی:
دقیقه ضدعفونی و بعد توسط آب مقطر استریل 10مدت به

سه بار آبشویی شدند. بذرهاي ضدعفونی شده بلافاصله به 
زنی در اتاقک رشد در دماي هاي حاوي محیط جوانهشیشه

گراد انتقال یافتند. درجه سانتی25-16
هاي هیپوکوتیل، روز ریزنمونه8پس از القاء کالوس: 

هاي حاوي محیط کشت لویاکوتیلدون و ریشه به 
، NaCl)0 ،50هاي مختلف زایی همراه با غلظتکالوس

(شاهد) منتقل شدند. NaClمول) و بدون میلی150، 100
روز بود. پس از 28تکرار و مدت تیمار 15در هر تیمار 

طور مجزا زایی سه ریزنمونه بهروز درصد کالوس28
محاسبه و با یکدیگر مقایسه شدند.
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هاي مختلف مورد استفاده در تحقیقکشتمحیط-1جدول 
هدف از کاربردمحتواي هورمونیمحیط پایهعلامت اختصاري

MSMS-زاییکالوس
AMS1mg 2,4-D + 1mg kinetinباززایی
CMS4 mg kinetin + 0.1mg NAAزاییکالوس
BMS0.4 mg NAA + 0.4 mg BAباززایی
DMS0.2 mg IAA + 5 mg BAزاییکالوس

هـاي  کالوس: هاخشک کالوسگیري وزن تر واندازه
تـوزین  0001/0روزه با ترازوي دیجیتال و با دقـت  28

72مـدت  گیـري شـده بـه   هاي انـدازه شدند. سپس نمونه
گراد قـرار  درجه سانتی75ساعت در انکوباتور در دماي 

دو محـیط کشـت   از. شـد گرفته و وزن خشک آنها ثبـت  
محاسـبات در  ایـن  ، استفاده شدزایی کالوسبراي مختلف 

جداگانه انجام شد و در نهایت طوربههر دو محیط کشت 
.شدبا هم مقایسه کشتدو محیطدرزاییدرصد کالوس

ــدازه ــري عناصــر ســدیم، پتاســیم و کلســیم:  ان از گی
Akhundiهــاي خاکســتر تــر (محلــول et al., 2007 ،(

ــه ــم وب ــتگاه فل ــیله دس ــر  س ــومتر، عناص Na ،K ،Caفت

گیري شدند. اندازه
براي تعیین میزان پرولین از گیري تجمع پرولین: اندازه

) 1996و همکـاران ( Safarnejadروش ارائه شده توسط 
ها به محیط روز از انتقال ریزنمونه28. پس از استفاده شد

گیـري شـد.   زایی، میزان تجمع پرولین آنهـا انـدازه  کالوس
ط دسـتگاه  نانومتر توس ـ515میزان پرولین در طول موج 

اسپکتروفتومتر تعیین شد.
ها به محیط باززایی حاوي کالوسها:باززایی کالوس

ها پـس از  منتقل شدند. کالوسNaClهاي مختلف غلظت
گذشت یک ماه بـاززایی و مقایسـه میـزان بـاززایی بـین      

انجام شد. NaClهاي مختلف غلظت
: زاییمحیط ریشههاي باززایی شده بهانتقال گیاهچه

هاي بـاززایی شـده در شـرایط اسـتریل بـه محـیط       نمونه
فاقد هورمون). MSزایی منتقل شدند (محیط کشت ریشه

دار شدن و سـازگاري بـا محـیط،    ها پس از ریشهگیاهچه

خاك منتقل شدند.بهتولید بذربراي 
آزمــایش در قالــب طــرح کــاملا محاســبات آمــاري: 

ل هیپوکوتیـل،  عدد ریزنمونه شام3تیمار (12تصادفی با 
، NaCl0 ،50مختلــف غلظــت4کوتیلــدون و ریشــه در 

تکرار در هر تیمار انجام شد. 15مول) و میلی150، 100
و MSTAT-Cافزار ها با استفاده از نرمتجزیه آماري داده

. مقایسـه  انجـام گردیـد  Excelرسم نمودارها بـا برنامـه   
اي دانکن با هها با استفاده از آزمون چنددامنمیانگین داده

% انجام شد.1احتمال 

نتایج
ــهمتوســط  ــه درصــد جوان % P. ovata ،95زنــی گون

آمد.دستبه
در P. ovataهـاي مختلـف   القاء کالوس در ریزنمونه

ون و تیلـد سه ریزنمونـه هیپوکوتیـل، کو  : Aمحیط کشت 
MS +1شامل Aالقاء کالوس به محیط کشت براي ریشه 
2,4گرم میلی – D ند. القاء شدگرم کینیتین منتقل میلی1و

هـا آغـاز و در   روز پس از انتقال ریزنمونه6–7کالوس 
ها به حـداکثر رشـد خـود رسـیدند     روز کالوس21مدت 

زایی سـه  درصد کالوسکه ). نتایج نشان داد الف1(شکل 
، 25/99ترتیب بهون و ریشهتیلدریزنمونه هیپوکوتیل، کو

ــود0و 75/88 ــالوس در  درصــد ب ــاء ک ــه درصــد الق ک
ریزنمونه هیپوکوتیل بیشترین و در ریزنمونه ریشه کمترین 

.)2(جدول مقدار را داشت
: هاي مختلف در تنش شوريالقاء کالوس در ریزنمونه
ون و ریشـه در محـیط   تیلـد سه ریزنمونه هیپوکوتیـل، کو 
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، 50، 0هاي مختلـف ( حاوي غلظتAکشت القاء کالوس 
قرار گرفتند. درصـد القـاء   NaClمولار) میلی150، 100

150و 50،100کالوس ریزنمونه هیپوکوتیل در غلظـت  
درصـد بـود.   24و 56، 97ترتیـب  بـه NaClمولارمیلی

هـا  ون در این غلظـت تیلددرصد القاء کالوس ریزنمونه کو
دلیلبهآمد. دستبه75/19و 50/50، 25/86ترتیب به

کالوس از ریزنمونه ریشه در محـیط کشـت   نشدنتشکیل
Aجـدول  مونه در شرایط تنش استفاده نشدن، از این ریز)
بـین دو ریزنمونـه هیپوکوتیـل و    کـه نتایج نشـان داد .)2

ون از نظر القاء کالوس در شرایط تنش شـوري در  تیلدکو
01/0(شـت داري وجـود دا اختلاف معنیAمحیط کشت 

<p(.ون بیشـتر  تیلـد تیل از کوزایی هیپوکودرصد کالوس
.بود

نتایج نشان : Cدر محیط کشت میزان باززایی کالوس 
ون تیلـد هـاي هیپوکوتیـل و کو  باززایی در کـالوس که داد 

بدین ترتیب که درصد باززایی .اشتداري داختلاف معنی
ــامی     ــل در تم ــه هیپوکوتی ــل از ریزنمون ــالوس حاص ک

ون تیلداز کالوس حاصل از ریزنمونه کوNaClهاي غلظت
بیشتر بود. همچنین بین سـطوح مختلـف شـوري از نظـر     

داري وجـود  هـا اخـتلاف معنـی   میزان باززایی از کالوس
موجب کـاهش  NaCl). افزایش غلظت p>01/0داشت (

کلی نتایج نشان داد طوربه.)2(جدول درصد باززایی شد
که از لحـاظ قـدرت پایـداري کـالوس در شـرایط تـنش       

هـاي حاصـل از ریزنمونـه هیپوکوتیـل و     شوري، کالوس
را تحمل کردند. NaClمولمیلی150ون تا غلظت تیلدکو

ون از هیپوکوتیل کمتر بـود.  تیلداما درصد القاء کالوس کو
ل از از نظر باززایی و تشکیل ریشه و ساقه، کالوس حاص

را تحمـل  NaClمـول  میلی50ون تا تیلدهیپوکوتیل و کو
هـاي  . در غلظـت انجام شدو باززایی در این غلظت کرده 
یک از انواع کالوس باززایی در هیچمولمیلی150و100

).2(جدول انجام نشد

در محیط کشت هاي مختلفالقاء کالوس از ریزنمونه
B : از محیط کشتB شاملMS +4/0گرم در لیتر میلی

NAA گرم در لیتر میلی4/0وBAعنوان محیط کشت به
زایی ). کالوس126(زایی استفاده شدکالوسبراي مناسب 

آغاز شد Bروز پس از انتقال ریزنمونه به محیط کشت 4
روز بـه حـداکثر رشـد خـود     15هـا در مـدت   و کالوس

زایـی، تولیـد   رسیدند. همچنین همزمان با پدیـده کـالوس  
هـاي کـالوس   هاي فرعی هـم در تعـدادي از نمونـه   هریش

نتایج نشـان داد درصـد القـاء    ).ب1(شکل شدمشاهده 
ون و ریشــهتیلــدکــالوس ســه ریزنمونــه هیپوکوتیــل، کو

ــه ــب ب ــه  0و100، 100ترتی ــابراین دو ریزنمون ــود. بن ب
ون بیشترین و ریزنمونه ریشه کمترین تیلدهیپوکوتیل و کو

.)2(جدول داشتنددرصد القاء کالوس را 

:Dدر محیط کشت مقایسه میزان باززایی از کالوس
هــاي هیپوکوتیــل و روز از تشــکیل کــالوس28پــس از 

ها بـه محـیط کشـت    کالوسBون در محیط کشت تیلدکو
با شرایط تنش مشابه با محـیط رشـد کـالوس    Dباززایی

ثیر أتحت تBمنتقل شدند. میزان باززایی در محیط کشت 
دار % معنـی 1ریزنمونه، شوري و اثر متقابل اینها در سطح 

هاي میـزان  نتایج نشان داد که در شاخص.)3(جدول بود
هـا  زایی، پایـداري کـالوس و بـاززایی از کـالوس    کالوس

ــی  ــتلاف معن ــل و  اخ ــه هیپوکوتی ــین دو ریزنمون داري ب
ــدکو ــود دتیلـ ــدول )p>01/0(اشـــتون وجـ . )3(جـ

NaCl)50 ،100هـاي مختلـف   ترتیب که در غلظتبدین
مـولار) درصـد القـاء کـالوس و بـاززایی در      میلی150و

ون بیشـتر بـود.   تیلـد ریزنمونه هیپوکوتیـل نسـبت بـه کو   
بین سطوح مختلف شـوري از  که همچنین نتایج نشان داد 

داري وجـود  ها اختلاف معنینظر میزان باززایی از کالوس
درصـد  ، NaClبا افزایش غلظت البته ). p>01/0(شتدا

.)ج1(شکل )2(جدول ها کاهش یافتباززایی کالوس
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هاي فرعی در محیطهمراه ریشهبههیپوکوتیلتشکیل کالوس از ، ب)Aتشکیل کالوس از ریزنمونه هیپوکوتیل در محیط کشت الف: -1شکل 
B ،باززایی از کالوس هیپوکوتیلج (

ون تا تیلدهاي هیپوکوتیل و کوریزنمونهنتایج نشان داد 
تشکیل کالوس دادند. اما NaClمولار میلی150غلظت 
مولار میلی150هاي تشکیل شده در غلظت کالوس

نکروزه شدند. همچنین ریزنمونه هیپوکوتیل در محیط 
ون داشت. از تیلدزایی بهتري نسبت به کوکالوسBکشت 

ساقه، کالوس حاصل از نظر باززایی و تشکیل ریشه و 
را تحمل NaClمولار میلی50ون تا تیلدهیپوکوتیل و کو

مولار میلی100. در غلظت انجام شدو باززایی کرده 
NaCl هر دو ریزنمونه باززایی داشتند اما درصد آن بسیار

یک از هیچNaClمول میلی150پایین بود و در غلظت 
ها قایسه میانگینم).3ها باززایی نداشتند (جدول کالوس

بین سطوح مختلف شوري از نظر القاء که نشان داد 
داري وجود اختلاف معنیP. ovataکالوس در گونه 

150). درصد القاء کالوس در غلظت p>01/0(شتدا
درصد کاهش 61/70نسبت به شاهد NaClمولار میلی

با افزایش غلظت شوري، درصد القاء البته نشان داد. 
) p>01/0داري کاهش یافت (صورت معنیهکالوس ب
بین که ها نشان داد ). همچنین مقایسه میانگین4(جدول 

ون تیلددرصد القاء کالوس دو ریزنمونه هیپوکوتیل و کو
که طوريبه). p>01/0(شتاري وجود داداختلاف معنی
درصد نسبت به 34/8زایی هیپوکوتیل میزان کالوس

ها مقایسه میانگین).5ل ون افزایش یافت (جدوتیلدکو
درصد باززایی NaClنشان داد با افزایش غلظت 

میزان .)4(جدول یافتداري کاهش رت معنیصوبه
نسبت به شاهد NaClمول میلی150باززایی در غلظت 

میزان باززایی ریزنمونه .درصد کاهش یافت100
ون بود (جدول تیلددرصد بیشتر از کو35/14هیپوکوتیل 

اختلاف که ) نشان داد 3(جدول نتایج تجزیه واریانس). 5
ون تیلددر میزان باززایی دو ریزنمونه هیپوکوتیل و کو

).p>01/0(بوددار معنی
Aر محیط کشت وزن تر و خشک کالوس دمقایسه 

وزن تر NaClنتایج نشان داد با افزایش غلظت : Bو 
هاي هیپوکوتیل و هاي حاصل از ریزنمونهکالوس

تنش .)2(جدول یافتداريکاهش معنیون تیلدکو
ثیر مستقیم بر روي وزن أزایی تشوري در مرحله کالوس

هاي حاصل ها داشت. وزن خشک کالوسخشک کالوس
ون با افزایش غلظت تیلدهاي هیپوکوتیل و کواز ریزنمونه

NaCl01/0(داري داشتکاهش معنی<p هر دو محیط .(
نتایج در این مورد نتیجه مشابهی داشتند.Bو Aکشت 

ون از تیلدهاي هیپوکوتیل و کوبین ریزنمونهکه نشان داد 
داري وجود نظر وزن تر و خشک کالوس اختلاف معنی

. مقایسه میانگین وزن تر و )3(جدول )p>01/0(شت ندا
هاي مختلف شوري نشان داد غلظتها درخشک کالوس

تر و خشک کالوس وزن NaClکه با افزایش غلظت
). میزان وزن p>01/0(یافتداري کاهش رت معنیصوبه

NaClمول میلی150ها در غلظت تر و خشک کالوس

42/48و 66/73ترتیب بهنسبت به غلظت صفر (شاهد)
که نتایج نشان داد .)2(جدول درصد کاهش نشان دادند

اختلاف هاي مختلف از نظر وزن تر و خشک بین ریزنمونه
).5) (جدول p>01/0(شتداري وجود ندامعنی
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نتـایج  : تحـت تـنش شـوري   هـا میزان عناصر کالوس
نشان داد که با بالا Bو Aدر دو محیط کشت هاآزمایش

هاي حاصل از میزان سدیم در کالوسNaClرفتن غلظت 
داري معنیطوربهون تیلدهر دو ریزنمونه هیپوکوتیل و کو

میـزان پتاسـیم در  ).2(جدول )p>01/0(افزایش یافت
ون تیلــدهــاي هــر دو ریزنمونــه هیپوکوتیــل و کوکــالوس

بـا افـزایش غلظـت    Bو Aهـاي  حاصل از محیط کشت
NaCl01/0(داري کاهش یافتمعنیطوربه<p( جدول)

میزان کلسـیم در هـر دو   NaClبا افزایش غلظت اما . )2
هـاي هـر دو   و همچنـین در کـالوس  Bو Aمحیط کشت 

ون نـاچیز بـوده و اخـتلاف    تیلدریزنمونه هیپوکوتیل و کو
ــی ــتدداري نمعن ــدول )p>01/0(اش ــه ). 2(ج مقایس

مـول  میلـی 150میزان سـدیم در  که ها نشان داد میانگین
NaCl درصد افزایش و میزان پتاسـیم  83نسبت به شاهد

میـزان  امـا  درصد کاهش یافـت.  76/74ها در آن غلظت
داري نداشـت بین این دو غلظت اختلاف معنـی کلسیم در

)05/0<p( جدول)هاي عناصر نشان مقایسه میانگین). 2
ون درصد بالاتري از مقدار سـدیم  تیلدداد که ریزنمونه کو

خـود  بـه درصـد) را 52/41درصد) و پتاسـیم ( 61/28(
اختصــاص داد امــا میــزان کلســیم در بــین دو ریزنمونــه 

). 2(جدول )p>05/0داري نداشت (اختلاف معنی
هـا  مقایسه میـانگین : Bو Aمقایسه دو محیط کشت 

) نشـان داد  3(جدول) و نتایج تجزیه واریانس6(جدول 
از نظـر القـاء کـالوس    Bو Aبـین دو محـیط کشـت    که 

). میزان القـاء  p>01/0(شتداري وجود دااختلاف معنی
درصد نسبت به محیط B09/15کالوس در محیط کشت 

ــت  ــان داد   Aکش ــایج نش ــین نت ــت. همچن ــزایش یاف اف

درصد B ،03/43هاي ایجاد شده در محیط کشت کالوس
Aهاي حاصل از محیط باززایی بیشتري نسبت به کالوس

هـا در محـیط   وزن تر کـالوس که نتایج نشان داد . داشتند
درصـد افـزایش   B91/7نسبت به محیط کشت Aکشت 
نسبت به B. همچنین وزن خشک کالوس در محیط داشت

01/0درصد افزایش نشـان داد ( A42/12محیط کشت 
<p.( بـین دو محـیط   کـه  نتایج تجزیه واریانس نشان داد

داري از نظر میزان عناصـر، اخـتلاف معنـی   Bو Aکشت 
ترتیب کـه در  ). بدین3) (جدول p>01/0(شتوجود دا

ها در محیط کشت کالوسبرابر تنش شوري میزان سدیم 
A درصد از محیط کشت 73/12به اندازهB   .بیشـتر بـود

نسبت Bها در محیط کشت میزان پتاسیم و کلسیم کالوس
درصـد افـزایش   37/26و80/21ترتیـب  بهAبه محیط 
.نشان داد

هاي گیاهچه: هاي باززایی شده به خاكانتقال گیاهچه
دار براي ریشه)1(جدول Cباززایی شده در محیط کشت 

) منتقـل شـدند.   1زایـی (جـدول   شدن بـه محـیط ریشـه   
دار شدن به محـیط هیـدروپونیک   ها پس از ریشهگیاهچه

سازگاري با محیط منتقل شدند براي حاوي محلول هویت 
ها به خاك منتقل شدند.روز گیاهچه8و پس از گذشت 

Dآمده از محیط کشـت  دستبههاي در مورد گیاهچه

ها پس از یـک  دار بودن گیاهچهدلیل ریشهبه)،1(جدول 
لیـد بـذر  توبـراي  محـیط هیـدروپونیک   بههفته از انتقال

دستبهکلی با توجه به نتایج طوربهند. شدخاك منتقل به
القاء کالوس براي تري محیط مناسبBآمده محیط کشت 

بود.P. ovataو باززایی گونه 
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مقایسه میانگین اثرات متقابل محیط کشت، شوري و ریزنمونه بر صفات مورد ارزیابی -2جدول 
محیط 
کشت

NaClغلظت

درصد ریزنمونهمولار)(میلی
زاییکالوس

درصد 
باززایی

وزن تر
گرم)(میلی

وزن خشک
گرم)(میلی

Na
(ppm)

K
(ppm)

Ca
(ppm)

A0Hb25/99c75/42b9/138cdef40/7f05/2f32/9bc50/0
A0Ce75/88d37bcd8/117fgh29/6f89/2b12/24a17/1
A50Hc97g13bc6/1201cd3/8b94/15g73/6bc57/0
A50Cf25/86h25/10e98/95efg71/6b45/16g53/6abc64/0
A100Hi56k0cde1/105c60/8e80/9hi68/4bc57/0
A100Cj50/50k25/0de57/98def83/6a33/22e90/12ab97/0
A150Hm24k0f84/39i66/4e58/10j95/2abc64/0
A150Cn75/19k0f23/28hi79/4a33/22f79/8c30/0
B0Ha100a50/62bc4/122b74/10f05/2c21/19ab97/0
B0Ca100b50/56a4/181a51/13f57/2a01/32ab90/0
B50Hb99e33e59/88cde99/7d77/12e04/13ab90/0
B50Cd93f75/20b6/128b65/10b94/15d15/16ab84/0
B100Hg25/80j2f83/38i84/3c71/14i01/4ab90/0
B100Ch75/71i50/6f73/46i36/4b39/16hi28/4ab97/0
B150Hk25/37k0f40/36ghi23/5d93/11hi41/4ab97/0
B150Cl33k0f13/43hi86/4d97/12h21/5ab84/0

H ،هیپوکوتیلCو ونتیلدکوRریشه
) p>01/0داري با یکدیگر ندارند (در هر ستون اعداد داراي حروف مشترك، تفاوت معنی

Plantago ovataتجزیه واریانس صفات مورد مطالعه در -3جدول 

درجه منابع تغییرات
آزادي

درصد القاء 
وزن تردرصد باززاییکالوس

گرم)(میلی
وزن خشک

گرم)(میلی
Na

(ppm)
K

(ppm)
Ca

(ppm)

41/1036ns77/0**87/668**17/110**39/31227**53/5436**28/7452**15تیمار

47/3**01/466**43/159**96/53**54/3257*82/3681**23/602**1محیط کشت

05/3119ns53/0**72/2470**14/274**72/119721**15/25167**31/33657**3شوري

63/7051/2332**13/2621**1ریزنمونه ns41/1 ns**32/961**88/1952ns33/0

15/670ns31/0**33/45**70/203**95/19275**85/829**48/181**3شوري×محیط کشت

65/127ns93/0**16/347**01/92**45/29530**25/0**38/200**1ریزنمونه×محیط کشت 

35/26344/1353**71/216**3ریزنمونه×شوري ns36/6 ns**14/155**92/456ns88/0

محیط 
ریزنمونه×شوري×کشت

3**98/255**40/71**02/4079**55/17**88/183**09/87ns57/0

22496/212/675/72181/346/261/141/0خطاي آزمایشی
ns ، و  :01/0دار در سطح و معنی05/0در سطح داردار، معنیترتیب غیرمعنیبه
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هاي مختلف شوري مقایسه میانگین صفات ارزیابی شده در غلظت-4جدول 
NaCl

مولار)(میلی
درصد 

وزن تردرصد باززاییزاییکالوس
گرم)(میلی

وزن خشک
گرم)(میلی

Na

(ppm)

K

(ppm)

Ca

(ppm)

a97a69/49a14/140a48/9c40/2a16/21a88/0شاهد
50b81/93b25/19b45/108b41/8a27/15b61/10a73/0
100c63/64c19/2c30/72c91/5a81/15c47/6a85/0
150d50/28d0d9/36d89/4b45/14d34/5a68/0

)p>01/0(داري با یکدیگر ندارند در هر ستون اعداد داراي حروف مشترك، تفاوت معنی

هاي مختلفمقایسه میانگین صفات ارزیابی شده در ریزنمونه-5جدول 

درصد ریزنمونه
وزن تردرصد باززاییزاییکالوس

گرم)(میلی
وزن خشک

Na (ppm)گرم)(میلی
K

(ppm)

Ca

(ppm)

a09/74a16/19a33/86a10/7b98/9b04/8a75/0هیپوکوتیل
b88/67b41/16a56/92a25/7a98/13a75/13a82/0کوتیلدون

)p>01/0(داري با یکدیگر ندارند هر ستون اعداد داراي حروف مشترك، تفاوت معنیدر 

Bو Aهاي در محیط کشتمقایسه میانگین صفات ارزیابی شده-6جدول 

درصد محیط کشت
وزن تردرصد باززاییزاییکالوس

گرم)(میلی
وزن خشک

گرم)(میلی
Na

(ppm)

K

(ppm)

Ca

(ppm)

Ab19/65b91/12a13/93b70/6a80/12b50/9b67/0
Ba78/76a66/22b76/85a65/7b17/11a29/12a91/0

)p>01/0داري با یکدیگر ندارند (در هر ستون اعداد داراي حروف مشترك، تفاوت معنی

گیريبحث و نتیجه
نتایج نشان داد انتخاب محیط کشت مناسب اهمیت 

انتخاب ریزنمونه مناسب نیز P. ovataزیادي دارد. در گونه 
میزان تحمل به بود ومؤثر در میزان موفقیت کشت بافت 

. در برخی گیاهان، هاي مختلف متفاوت بودریزنمونهشوري 
,.Mills et alبرگ ( ) و در برخی جنین بالغ 2001

)Shanjun et al., عنوان ) و در برخی هیپوکوتیل به2005
اند. نتایج زایی معرفی شدهکالوسبراي ریزنمونه مناسب 

بین سه ریزنمونه انتخابی که حاصل از این تحقیق نشان داد 
ون و ریشه، هیپوکوتیل گزینه مناسبی تیلدهیپوکوتیل، کو

و Pramanikدر این رابطه باشد. براي القاء کالوس می
ریزنمونه P. ovataنیز در کشت بافت ) 1995(همکاران 

القاء کالوس براي عنوان بهترین ریزنمونه هیپوکوتیل را به
.P) در Barna)1989و Wakhlu. همچنینکردندمعرفی 

ovata وSafarnejadر د)2016(و همکارانP. psyllium

دستبهبهترین نتیجه القاء کالوس را از ریزنمونه هیپوکوتیل 
.آوردند

در این تحقیق عملکرد ریزنمونه هیپوکوتیل از نظر میزان 
مناسب ریزنمونه ریشه البته تحمل به شوري نیز بهتر بود. 

. ریزنمونه ریشه در هر دو نوع محیط القاء کالوس حتی نبود
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,Wakhluهمچنینزایی نداشت. در شرایط فاقد تنش، کالوس

گرم از هریک میلی1حاوي MS) محیط Barna)1989و 
القاء براي و کینیتین را محیط مناسبی D-2,4از دو هورمون 

ضمن .ذکر کردندP. ovataکالوس ریزنمونه هیپوکوتیل 
MS) محیط کشت 1995و همکاران (Pramanikاینکه

را BAگرم بر لیتر میلی1و NAAگرم میلی4/0حاوي 
در . محیط مناسبی معرفی کردندP. ovataالقاء کالوس براي 

دو نوع محیط کشت با محتواي از این تحقیق نیز استفاده 
، محیط .ovataPدرالقاء کالوسبراي هورمونی متفاوت 

BAگرم در لیتر میلی1و NAAگرم میلی4/0کشت حاوي 

داري با محیط زایی بیشتري داشت و اختلاف معنیکالوس
و D-2,4ک از دو هورمون گرم از هریمیلی1کشت حاوي

کینیتین نشان داد.
BAو NAAنتایج در محیط کشت حاوي این در 

ي طوربههمزمان مشاهده شد. طوربهزایی و باززایی کالوس
روز) گیاه کامل 28زایی (که پس از گذشت دوره کالوس

زایی در تیمار آمد. ریشهدستبهشامل ریشه، ساقه و برگ 
D-2,4رخ داد و در تیمار داراي NAAداراي اکسین 

در کشت بافت، ترکیبات زایی مشاهده نشد.گونه ریشههیچ
توانند اثرات متفاوتی داشته باشند. هورمونی مختلف می

NAAگسترده براي القاء کالوس و طوربه) D-2,4اکسین (

ها زایی کاربرد دارد. سیتوکینینتقسیم سلولی و ریشهبراي 
تمایز ساقه نابجا از کالوس و، تکثیر ساقهبراي تقسیم سلولی

) باعث تسریع BAها (کینیتین و کاربرد دارند. سیتوکینین
ها موجب القاء تقسیم سلولی شده، غلظت بالاتر سیتوکینین

Miller andشود (زایی و تشکیل اندام هوایی میریخت

Skoog, این باززایی درفرایند ). چنانچه در طی 1953
هاي بالاتر سیتوکینین نسبت به اکسین غلظتتحقیق از 

IAAگرم بر لیتر BA ،2/0گرم بر لیتر میلی5استفاده شد و 

,.P. ovata)Pramanik et alبراي گونه  ) نتیجه 1995
مطلوب حاصل شد.

تعیین میزان براي گیري شده هاي اندازهاز شاخص
گیري میزان مقاومت به شوري، وزن تر و خشک و اندازه

غلظت هاينوسانو ، میزان پرولینهاي هوایید اندامرش

Munns and(باشدها میموجود در اندامهايیون

Schachtman, ,.Safarnejad et alو1993 1996 .(
با افزایش ) نشان داد2003و همکاران (Abebeتحقیقات 

خشک کالوس کاهش تنش شوري در گندم، وزن تر و
) در Van Tienderen)2001و Smekensهمچنین. یابدمی

گزارش کردند،داشتندP. coronopusتحقیقی که بر روي 
. دادکه تحت تنش شوري بیوماس کل گیاه کاهش نشان 

) گزارش کردند 2004و همکاران (Vicenteهمچنین
محدود شدن رشد گیاه تحت شرایط تنش، یکی از 

,.Vicente et al(باشدترین اثرات تنش بر گیاه میبدیهی

2004(.Bohnert وJensen)1996 نیز عنوان کردند (
تر هرچه غلظت نمک بیشتر باشد کاهش رشد محسوس

برشوريتنشاثربررسیمنظوربهکهآزمایشیدر. است
Najafi، شدانجام مرزهگیاهفیزیولوژیکپارامترهايبرخی

افزایش شوري،باکهندکردگزارش)2010(همکارانو
تنظیم کرد. پیداکاهشفتوسنتزسرعتورشدپارامترهاي

هاي نمکی) و ساختن مواد اسمزي در اثر جذب نمک (یون
هاي آلی که گیاهان در تنظیم از محلول،شودآلی انجام می

کنند گلایسین بتائین، پرولین، مانیتول و اسمزي استفاده می
سوربیتول است. براي ساخت این مواد گیاه انرژي زیادي 

تنظیم اسمزي، برايکند که با صرف انرژي زیاد، صرف می
,.Safarnejad et al(یابدهاي هوایی کاهش میرشد اندام

1996 Kerepesi and Galiba, با مطالعه بر روي دو ). 2000
در برابر تنش شوري P. psylliumوP. ovataگونه اسفرزه 
) گزارش 2008و همکاران (Safarnejadویو در محیط این

اي و گیاه کامل، وزن خشک دند که در مراحل گیاهچهکر
داري کاهش معنیNaClریشه و ساقه در اثر افزایش غلظت 

. در این تحقیق نیز مطابق با تمامی نتایج تحقیقات ذکر یافت
شده، با افزایش تنش شوري، کاهش قابل ملاحظه رشد 

ها خشک کالوسدار وزن تر وها و کاهش معنیکالوس
آمد.دستبه

، ق نشان داد با افزایش غلظت شورينتایج این تحقی
ترین کاتیون یابد. پتاسیم فراوانمیزان پتاسیم کاهش می

موجود در سیتوپلاسم است و ترکیبات پتاسیم به اسمزي 
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ها) کمک هاي گیاهان غیرنمکی (گلیکوفیتها در بافتسلول
کنند. غلظت زیاد پتاسیم در سیتوپلاسم و اي میعمده

نشدنی هاي بزرگ حلها براي خنثی کردن آنیونکلروپلاست
هاي سلول لازم است. همچنین باعث نگهداري این بخش

pHشود. کاهش هاي آنزیمی میمطلوب براي بیشتر فعالیت
پتانسیل تورژسانس در نتیجه شوري مهمترین عامل 

Yokoi et(شرایط شوري استدر بازدارندگی رشد گیاهان 

al., نتایج نشان داد با افزایش میزان سدیم در محیط ). 2002
هاي گیاهی کاهش رشد ریشه، غلظت پتاسیم در بافت

یابد. از آنجایی که پتاسیم نقش مهمی در ساختن می
هاي ها در گیاهان عالی بر عهده دارد و در محیطپروتئین
اختلال +Kدر جذب -Clو +Naدلیل افزایش میزان شور به

ها موجب کاهش ساخت پروتئین+Kشود. کاهش ایجاد می
پتاسیم در . شودمیو اختلالات رشدي در گیاهان

میزان بهها به ایجاد فشار اسمزيسیتوپلاست و کلروپلاست
کمبود پتاسیم برخی بهکند. در گیاهان مبتلازیادي کمک می

دهد که شامل انباشتگی قندهاي تغییرات شیمیایی رخ می
میزان نشاسته و انباشتگی ترکیبات ازت شدنی، کاهشحل
شدنی است.حل

) نشان داده 2007(و همکاران Megdicheمطالعات
(نوعی کلم چینی) Cakile maritimeاست تنش شوري در

باشد، موجب کاهش میزان یمBrasicaceaeکه از خانواده 
K+در گونهتنش شوري همچنین. ه استشد

Foeniculum vulgareمیزان عناصر منجر به کاهشK+ و
Ca2+) گردیدKhorrami & Safarnejad, 2011;

Khorrami et al., 2011 .(
ورشدرويشوريتنشاي، اثرگلخانهآزمایشیکدر
شد. نتایجمطالعهزنیانداروییگیاهدرهایونانباشتمیزان
درداريمعنیکاهشباعثسطح شوريافزایشکهدادنشان
وپتاسیموکلسیممیزانو ساقه،ریشهخشکوتروزن

Ashrafگردید (ریشهواندام هواییدرسدیممیزانافزایش

et al., 2004 ،Safarnejad, 2008.(
عنوان کلسیم یکی از عناصري بود که در این تحقیق به

گیري شد. کلسیم شوري اندازهبهشاخص میزان مقاومت

عهده دارد و وجود آن اثرات نقشی ساختمانی در گیاه بر 
کند و گیاهان حساسمنفی سدیم را در خاك شور کم می

کند شوري را در تحمل به تنش شوري کمک میبه
)Bayuelo-Jimenez and Debouch, ). کلسیم نقش 2003

بسیار مهمی در تنظیم ورود فعال سدیم و انتخاب بین سدیم 
ی از تنش شوري و پتاسیم دارد. گیاهان از کلسیم براي رهای

کنند. در هنگام شوري میزان کلسیم سلولی استفاده می
یابد که این افزایش آثار ممانعتی از رشد توسط افزایش می

عنوان یک دهد. در این حالت کلسیم بهنمک را کاهش می
هاي مربوط به شود که پروتئینرسان ثانویه سبب میپیام

سلول و ورود آن به خارج بهانتقال سدیم، سبب انتقال سدیم
,.Meloni et al(واکوئول شود ). اثرات مثبت کلسیم 2001

شود. می+Naکاهش اثر بهمنجرNaClدر شرایط تنش 
را NaClپخش و کاربرد کلسیم، اثرات بد شوري همچنین

عبارت دیگر افزایش به.دهددر تعدادي از گیاهان کاهش می
کندمحافظت میNaClسطح کلسیم گیاهان را از سمیت 

)Grieve et al., در تحقیق انجام شده، نتایج تجزیه ). 1992
هاي مختلف میزان کلسیم در ریزنمونهکه واریانس نشان داد 

داري نداشت. اختلاف معنی
یکی دیگر از عناصر مورد سنجش در این تحقیق سدیم 

در این رابطه بود که عنصري ضروري براي رشد است. 
Konigshofer)2005در گونه که) دریافتP. maritima

.روددر گیاه بالا می+Naبا افزایش تنش شوري میزان 
400تنش شوريکه ) نشان داد Megdiche)2007همچنین 

) ، میزان Cakile maritime(نوعی کلم چینیمول در میلی
در این . برابر نسبت به شاهد افزایش داد7–12سدیم را 

) با مطالعاتی که روي اسفرزه Pal)2001و Singhرابطه
هاي الکتریکی که در هدایتندگزارش کرد،ندانجام داد

مختلف آب شور، مقدار ازت و سدیم افزایش یافته و مقدار 
داري نسبت به طور معنیفسفر، پتاسیم، کلسیم و منیزیم به

یابد و این امر باعث کاهش طول اندام تیمار شاهد کاهش می
دستبهنتایج .گرددتیجه کاهش وزن ساقه میدر نهوایی و
میزان NaClاین تحقیق نشان داد با افزایش غلظت آمده در

در تنش کرده هاي رشد سدیم موجود در بافت کالوس
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. این نتایج دلالت بر حساس داري یافتشوري افزایش معنی
د.شوري داربههاي اسفرزه نسبتبودن گونه

آوردن دستبهمسئله دیگري که مطرح است امکان 
از باشد. شوري از طریق تنوع سوماکلونی میبهگیاهان مقاوم

دو لاین )1990و همکاران (Jainطریق تنوع سوماکلونال
Brassica junceaشوري را دربهسوماکلونی متحمل L.

در بررسی تولید یونجه در شرایط .گزارش کردند
که) گزارش کردند1996و همکاران (Safarnejadویترواین

هایی که در معرض تنش شوري و گیاهان و سوماکلون
شوري و خشکی بیشتري بهند تحملاهخشکی تولید شد

هاي مورفولوژي، شاخصوندشتوالد دایاهنسبت به گ
همچنین تولید . کردتأیید بیوشیمیایی و مولکولی آن را 

فرنگی از طریق انتخاب گوجهشوري دربهگیاهان متحمل
Tal, andهاي سوماکلونال گزارش شده است (لاین

Gavish, 1973 .(
100ها در در این تحقیق درصد پایینی از کالوس

باززایی داشتند. با توجه به حساس بودن NaClمولار میلی
این گیاه نسبت به تنش شوري، تولید گیاهان باززایی شده 

هاي مقاوم اند دلیل ایجاد سوماکلونتودر شرایط تنش می
در محیط P. ovataگونه که باشد. همچنین نتایج نشان داد 

D 100درصد بیشتري از گیاهان باززایی شده را در غلظت
خود اختصاص داد. از آنجایی که یکی از بهمولار نمکمیلی

هاي کنندهفاکتورهاي مهم در ایجاد تنوع سوماکلونال، تنظیم
هاي دلیل اثر هورمونتواند بهاین نتیجه می،باشندرشد می
کلی طوربهکار رفته در این محیط کشت باشد. همتفاوت ب

ریزنمونه هیپوکوتیل که نتایج حاصل از این تحقیق نشان داد 
بهترین ریزنمونه براي القاء کالوس، باززایی و تحمل به تنش 

رو و القاء ویتاستفاده از شرایط اینشوري بود. همچنین با 
هاي تحمل به ، شاخصکالوس و باززایی در حضور تنش

دار در . تنش شوري موجب کاهش معنیندشوري بهبود یافت
که طوريبهزایی، باززایی و میزان پتاسیم شد. سطوح کالوس

میزان سدیم و پرولین نیز افزایش NaClبا افزایش غلظت 
عنوان یک افزایش پرولین به). p>01/0(یافت داري معنی

بنابراین با باشد. در گیاه میمکانیزم براي تحمل شوري 

ل از این نتایج حاصو توجه به نتایج تحقیقات گزارش شده 
ویترو براي ارزیابی و که روش اینتوان گفت تحقیق می

مؤثر اسفرزه گیاههاي متحمل به شوري شناسایی ژنوتیپ
د.باشمی
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Abstract
Plantago ovata is from "Plantaginaceae" family which has several species. It is an annual

herbaceous plant. Its height reaches to 10-40 cm. Its primary origin is India and Pakistan and it
has wide distribution in Iranian flora. In order to evaluate responses of Plantago ovata to salinity
an experiment was conducted using in vitro selection and tissue culture technique as well as
somaclonal variation for identification and production of tolerant genotypes. The experiment
was performed based on a completely randomized design with 12 treatments and 15 replications
in each treatment. Hypocotyl and root explants showed the highest and the lowest callus
induction respectively in non-saline (control) condition. Regeneration percentage of hypocotyl
calli at all NaCl concentrations was more than cotyledon calli. Increasing concentrations of
NaCl led to reduce percentage of regeneration. Cotyledon and root explants showed the highest
and the lowest dry and fresh weight at all concentrations of NaCl. Also increasing of NaCl
concentrations led to increment of sodium and decrement of potassium ingredients of callus.
Amount of calcium varied by increasing NaCl concentration. Rooting happened a week after
transferring regenerated plants to rooting medium. Then suitable seedlings were transferred to
soil.
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